
２０２４ 年 １１ 月

第 ３２ 卷　 第 １１ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２４

Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． １１

魏秀楠，孙大娟，梁峻尉，等． ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 诱导建立结肠炎⁃癌转化大鼠模型的组织学评价及肠道菌群分析 ［Ｊ］． 中国实验动物

学报， ２０２４， ３２（１１）： １３６９－１３７８．
ＷＥＩ Ｘ Ｎ， ＳＵＮ Ｄ Ｊ， ＬＩＡＮＧ Ｊ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ｃａｎｃｅｒ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｅ ／ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（１１）： １３６９－１３７８．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 １１􀆰 ００１

［基金项目］国家自然科学基金（８２２０５０５７，８１６７３９６９），济南市科技计划（２０２１３４０２４），山东中医药大学青年科研创新团队项目。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２２０５０５７， ８１６７３９６９）， ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｌａｎ ｏｆ Ｊｉｎａｎ （２０２１３４０２４）， ｔｈｅ
Ｙｏｕｔｈ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｔｅａｍ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ．
［作者简介］魏秀楠，女，在读博士研究生，研究方向：炎症性肠病的基础与临床。 Ｅｍａｉｌ：１４０４０７３７７５＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］孙大娟，女，博士，副主任医师，研究员，硕士生导师，研究方向：中西医结合诊治消化系统疾病的基础与临床。

Ｅｍａｉｌ：ｓｄｊ２０１２２０１５＠ １６３． ｃｏｍ

ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 诱导建立结肠炎⁃癌转化大鼠模型
的组织学评价及肠道菌群分析

魏秀楠１，孙大娟１，２∗，梁峻尉２，刘佳卉１，李公义１，迟莉丽２

（１． 山东中医药大学第一临床医学院，济南　 ２５００１４；２． 山东中医药大学附属医院，济南　 ２５００１４）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在建立一种表征炎症性肠病炎⁃癌转化的大鼠模型，并探讨其肠道菌群特征。 方法

将成年雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为空白组及葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ，ＤＳＳ）不同干预周期的模型组（Ｍ１、
Ｍ２、Ｍ３ 组）。 模型组大鼠均采用单次腹腔注射氧化偶氮甲烷（ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｅ，ＡＯＭ）联合自由饮用 ３ 个周期 ＤＳＳ 的

方法诱导结肠炎⁃癌转化，期间记录疾病活动指数（ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ）评分，于 ＤＳＳ 第 １、２、３ 周期结束时分别

处死 Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３ 组大鼠，留取脾、结肠组织及结肠内容物。 采用苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色、透射电子显微镜观察等方

法对各组大鼠结肠组织学损伤及癌变情况进行评估，并采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术分析其肠道菌群的特征性改变。
结果　 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 造模导致了显著的 ＤＡＩ 评分上升、结肠缩短及脾指数升高。 从 Ｍ１ 组到 Ｍ３ 组，肠黏膜屏障逐渐

破坏，病理评分逐渐升高，依次出现了异常隐窝灶、息肉、低级别上皮内瘤变、高级别上皮内瘤变和黏膜内癌，同时，
该病理演变过程表现出与人体炎症性肠病癌变相似的特征。 在 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序中，采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 和 ＡＬＤＥｘ２ 两种

差异丰度检验工具筛选得到以拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、单球菌属（Ｍｏｎｏｇｌｏｂｕｓ）为代表的菌群丰度变化可能参与了

结肠炎⁃癌转化的进展，并观察到差异菌群的功能主要富集到了脂质代谢、碳水化合物代谢等代谢途径。 结论

ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 诱导建立的大鼠模型能较贴切地动态模拟结肠炎⁃癌转化的病理特点，同时伴随着特定肠道菌群丰度的

改变，可能与菌群介导的代谢途径密切相关。
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ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ｃａｎｃｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｆｌｏｒａ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｆｌｏｒａ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｃｏｌｉｔｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ； ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ｃａｎｃｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ； ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ； １６Ｓ ｒＲＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 炎症性肠病（ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）
可通过“慢性炎性反应⁃低度异型增生⁃高度异型增

生⁃癌”的序列演进过程发展为结肠炎相关性结直肠

癌（ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＡＣ），癌变率

高达 ３􀆰 ７％［１］。 ＣＡＣ 约占 ＩＢＤ 患者所有死亡的

１５％，同时也是导致 ＩＢＤ 人群行结肠切除术的主要

原因［２］。 目前 ＩＢＤ 癌变的机制尚未阐明，并缺乏有

效的防治手段。 当前的研究普遍认为持续的组织

学炎症是导致 ＣＡＣ 的主要原因，但其内在机制尚未

完全揭示［３－５］。 研究表明，慢性结肠炎症诱导的微

生物组改变可能是炎⁃癌转化的驱动因素，但较少研

究关注炎⁃癌转化过程中肠道微生物组的改变［６－７］。
葡聚糖硫酸钠（ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ，ＤＳＳ）是

目前最常用的诱导结肠炎模型的化学试剂［８］。 氧

化偶氮甲烷（ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｅ，ＡＯＭ）是一种致癌剂，可
导致碱基错配，用于诱导自发性结直肠癌。 ＡＯＭ 单

独诱导癌症造模周期长（３０ 周），而腹腔注射 ＡＯＭ
联合反复施加 ＤＳＳ 不仅可以缩短造模周期，还能模

拟持续、复发的组织学炎症［９］。 目前，ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 诱

导 ＣＡＣ 的方法在小鼠身上已经运用得颇为成熟，能
够短期（２ ～ ３ 个月）复刻多枚结肠肿瘤，成瘤率较

高［１０］。 但既往研究均着眼于 ＣＡＣ 成瘤后的干预，
鲜少有对炎⁃癌转化动态过程的研究。 本研究采用

ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 诱导炎⁃癌转化不同阶段的大鼠模型，从

组织学角度评估肠道损伤及癌变情况，并分析其肠

道菌群的特征性改变，为从不同时期干预结肠炎⁃癌
转化的基础研究提供方法参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 １６ 只，７ ～ ８ 周龄，体重

２００ ～ ２５０ ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司【ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６】。 将所有大鼠饲养于

山东中医药大学附属医院实验动物中心 【 ＳＹＸＫ
（鲁）２０２３－００３１】，屏障环境：温度（２１ ± １） ℃，湿度

（５０ ± ５） ％，１２ ｈ ／ １２ ｈ 光暗循环。 整个实验过程

中，大鼠可自由进食和饮水。 实验操作均符合实验

动物护理和使用指南的 ３Ｒ 原则，本实验已通过山

东中医药大学附属医院动物伦理委员会审核批准

（ＡＷＥ⁃２０２２⁃０２５）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＡＯＭ（Ｓｉｇｍａ，美国），ＤＳＳ（ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，分子

量：３６ ～ ５０ ｋＤａ，美国），１０％福尔马林固定液（索莱

宝，中国），２． ５％戊二醛固定液（兰杰柯，中国），醋
酸铀（中兴百瑞，中国），醋酸铅（启光科贸，中国），
苏木素染色试剂盒（索莱宝，中国），伊红染色试剂

盒（索莱宝，中国），ＤＮＡ 提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃
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Ｔｅｋ，美国），ＮＥＸＴｆｌｅｘ􀅺 ＤＮＡ 快速建库试剂盒（Ｂｉｏｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）。

Ｎａｎｏｄｒｏｐ ＮＤ⁃２０００（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美
国），智跃 ＷＳ⁃１０ 数字化全景扫描仪（江苏智跃医疗

科技有限公司，中国），ＪＥＭ⁃１２００ＥＸ 透射电子显微

镜（ＪＥＯＬ，日本）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 构建结肠炎⁃癌转化大鼠模型

适应性喂养后，将大鼠随机分为空白组（ ｎ ＝
４） 和 模 型 组 （ ｎ ＝ １２ ）。 实 验 方 案 参 考 ＤＥ
ＲＯＢＥＲＴＩＳ 等［１０］的研究制定，在实验开始第 １ 天，
模型组大鼠以 ＡＯＭ １２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 腹腔注射，然后随

机分为 Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３ 三组（ｎ ＝ ４）。 ７ ｄ 后，模型组大

鼠均自由饮用 ３％ ＤＳＳ 溶液 ５ ｄ，然后撤掉 ＤＳＳ 换成

无菌蒸馏水，１６ ｄ 后留取 Ｍ１ 组样本；Ｍ２、Ｍ３ 组继

续自由饮用 ２％ ＤＳＳ 溶液 ５ ｄ，然后撤掉 ＤＳＳ 换成无

菌蒸馏水，１６ ｄ 后留取 Ｍ２ 组样本；Ｍ３ 组继续自由

饮用 ２％ ＤＳＳ 溶液 ５ ｄ，然后撤掉 ＤＳＳ 换成无菌蒸馏

水，９ ｄ 后留取 Ｍ３ 组样本。
１􀆰 ２􀆰 ２　 样本采集

收集各组大鼠脾、结肠及结肠内容物。 脾称重

用于计算脾指数，计算公式：脾指数 ＝ 脾重量

（ｍｇ） ／体重（ｇ）。 测量结肠长度，然后纵向剖开，用
生理盐水清洗，观察成瘤病灶。 自肛门向上 ５ ～ ７ ｃｍ
的位置切下 ０􀆰 ５ ｃｍ 的远端结肠置于戊二醛固定液

中，其余结肠组织放在福尔马林溶液中固定。 新鲜

结肠内容物立即冻存于－ ８０ ℃ 冰箱，之后转移至

液氮。
１􀆰 ２􀆰 ３　 疾病活动指数

在整个实验周期中，每天记录大鼠的结肠炎表

现，计算其疾病活动指数 （ ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘ，
ＤＡＩ）：（１）体重减轻（０ 分，无；１ 分， ＜ ５％；２ 分，５％
～ １０％；３ 分，１０％ ～ ２０％；４ 分， ＞ ２０％）；（２）大便

粘稠度（０ 分，正常；２ 分，大便松散；４ 分，水样便）；
（３）便血（０ 分，无出血；２ 分，便潜血阳性，但无肉眼

血便；４ 分，肉眼血便）；以上 ３ 个指标的平均值为

ＤＡＩ 最终得分［１１］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 组织病理学评分

制备结肠组织石蜡切片并进行苏木素⁃伊红

（ＨＥ）染色。 按照盲法原则，由两位不了解实验方

案的病理学专家判定各样本肿瘤相关病变的程度

和数量，并从炎症、溃疡、增生以及损伤程度 ４ 个维

度进行评分，由轻到重分别有 ０、２、１５、４０、８０、１００ 分

的评分级别，得分累加值为组织病理学总得分［１２］。
１􀆰 ２􀆰 ５　 透射电子显微镜观察

参照 ＷＡＮＧ 等［１３］ 的研究，对结肠组织进行预

处理、染色及制备超薄切片，用醋酸铀和醋酸铅进

行双重染色，并使用 ＪＥＭ⁃１２００ＥＸ 透射电子显微镜

（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）拍照观察肠

黏膜微绒毛、细胞间紧密连接等超微结构。
１􀆰 ２􀆰 ６　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序

根据试剂盒说明书，使用 ＤＮＡ 提取试剂盒提取

结肠内容物总 ＤＮＡ。 使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ＮＤ⁃２０００ 测定

ＤＮＡ 浓度，并通过琼脂糖凝胶电泳进行质检。 对

１６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３ ～ Ｖ４ 区进行扩增，扩增引物序列为

３３８Ｆ（５’⁃ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ⁃３’）和 ８０６Ｒ
（５’⁃ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃３’）。 提取扩增

子，进行纯化和定量，然后通过 ＮＥＸＴｆｌｅｘ 􀅺 ＤＮＡ 快

速建库试剂盒建库，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ ＰＥ３００ 平台

测序。 使用 ｆａｓｔｐ 软件（ｖ ０􀆰 １９􀆰 ６）对原始测序序列

进行质控，使用 ＦＬＡＳＨ 软件（ ｖ １􀆰 ２􀆰 ７）进行拼接。
基于默认参数，使用 Ｑｉｉｍｅ２ 流程中的 ＤＡＤＡ２ 插件

对质控拼接之后的优化序列进行降噪处理。 将所

有样本序列数按最小样本序列数进行抽平。 基于

ｓｉｌｖａ１３８ 数 据 库， 使 用 Ｑｉｉｍｅ２ 中 的 Ｎａｉｖｅ ｂａｙｅｓ
ｃｌａｓｓｉｆｙ⁃ｓｋｌｅａｒｎ 对 ＡＳＶ 进行物种分类学分析。 采用

ｍｏｔｈｕｒ 软件 （ ｖ １􀆰 ３􀆰 ０） 计算 α 多样性指数，包括

Ａｃｅ、Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数。 使用 ＰＩＣＲＵＳｔ２ （ ｖ
２􀆰 ２􀆰 ０）软件进行功能预测。
１􀆰 ３　 统计学分析

一般情况及组织学数据：采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
２６􀆰 ０ 进行统计学分析，通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ４􀆰 ０
进行可视化，多组间两两比较，方差齐采用单因素

方差分析，方差不齐采用非参数检验。 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测

序数据：采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验进行组间 α 多样性

指数差异分析；使用基于 ｂｒａｙ⁃ｃｕｒｔｉｓ 距离算法的

ＰＣｏＡ 分析和 ＮＭＤＳ 分析检验样本间微生物群落结

构的相似性及差异性；通过 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验及

ＡＬＤＥｘ２ 检验分别分析门和属水平上具有显著性差

异的物种；使用 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ⁃Ｈｏｃｈｂｅｒｇ 方法对 ＡＬＤＥｘ２
检验的 Ｐ 值进行校正［１４］。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有

显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 结肠炎⁃癌转化一般情况比较

在整个实验周期中，Ｍ２ 组 １ 只大鼠在第 ２ 次
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ＤＳＳ 给药后因严重的体重下降、腹泻及便血死亡，其
余大鼠被纳入后续实验分析。 ＤＳＳ 造成了明显的体

重下降及 ＤＡＩ 评分升高（图 １Ａ，１Ｂ）。 撤掉 ＤＳＳ 后，
模型组的 ＤＡＩ 评分逐渐下降，其中，在第 １ 个 ＤＳＳ
循环结束时降到了与空白组相似的水平 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５），而在后 ２ 个 ＤＳＳ 循环结束时与空白组仍存

在显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），提示累积炎症负荷的增

加削弱了大鼠结肠炎的自愈能力。 Ｍ３ 组的结肠长

度较空白组和 Ｍ２ 组显著缩短（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 １Ｃ），
脾指数均较空白组和 Ｍ１ 组显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图
１Ｄ），表明其结肠炎程度加重。 此外，肉眼观察发现

肿瘤相关性病灶的形态特征存在异质性，即有的表

现为隆起性病变，有的则表现为平坦性病变，但病

变均发生在远端结肠部分（图 １Ｅ）。

注：Ａ：体重变化折线图；Ｂ：疾病活动指数评分变化折线图；Ｃ：结肠长度统计图；Ｄ：脾指数统计图；Ｅ：结肠病变代表性图片；与空白

组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；模型组之间相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 １　 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 诱导结肠炎⁃癌转化不同阶段的一般情况比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｌｉｎｅ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ． Ｂ． Ｌｉｎｅ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｓｃｏｒｅ． Ｃ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｌｅｎｇｔｈ． Ｄ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ

ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ． Ｅ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｌｅｓｉｏｎｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐｓ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ｃａｎｃｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＡＯＭ ／ ＤＳＳ

２􀆰 ２　 结肠炎⁃癌转化组织学评价

２􀆰 ２􀆰 １　 结肠组织病理学观察及评分

如图 ２ 所示，空白组可观察到正常的肠黏膜结

构。 各模型组可观察到炎性细胞浸润，以及隐窝极

性消失、隐窝扩张、隐窝分支、隐窝脓肿、杯状细胞

减少、潘氏细胞化生、绒毛状化生等与 ＩＢＤ 相类似

的特征性改变［１５］。 此外，炎性及异型增生病灶以间

断、多灶性分布为主，连续或弥漫性病灶较少见。
在肿瘤相关病变分级方面，Ｍ１ 组只能观察到异常

隐窝灶（３ ／ ４）和息肉（１ ／ ４）；Ｍ２ 组大鼠均已形成低

级别上皮内瘤变（ ｌｏｗ⁃ｇｒａｄｅ ｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｎｅｏｐｌａｓｉａ，
ＬＧＩＮ，４ ／ ４）；Ｍ３ 组各有 ５０％的大鼠形成了高级别上

皮内瘤变（ｈｉｇｈ⁃ｇｒａｄｅ ｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｎｅｏｐｌａｓｉａ，ＨＧＩＮ，
２ ／ ４）和黏膜内癌（２ ／ ４）。 模型组大鼠的病理评分均

较空白组显著升高，其中 Ｍ２ 组较 Ｍ１ 组显著升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｍ３ 组较 Ｍ２ 组显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 肠黏膜屏障功能评价

ＴＥＭ 观察肠黏膜纵切面的微观结构，结果显示

空白组微绒毛排列密集整齐、细胞间连接致密、线
粒体结构清晰散在分布。 从 Ｍ１ 组到 Ｍ３ 组，肠黏膜
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注：Ａ： ＨＥ 染色代表性图；Ｂ：组织病理学评分统计图；Ｃ：肿瘤相关病变分级图；与空白组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１；模型组

之间相比，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ２　 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 诱导结肠炎⁃癌转化不同阶段的组织病理学观察及评分

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｓｃｏｒｅ ｃｈａｒｔ． Ｃ． Ｍａｐ ｏｆ ｅｘｔｅｎｔ ｏｆ ｎｅｏｐｌａｓｍ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｅｓｉｏｎｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ＃＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｃｏｒｉｎｇ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ｃａｎｃｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＡＯＭ ／ ＤＳＳ

微绒毛逐渐减少直至缺失，细胞间连接变得松散，
线粒体结构肿胀乃至结构消失（见图 ３），表明肠上

注：绿色箭头：线粒体；红色箭头：细胞间紧密连接。

图 ３　 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 诱导结肠炎⁃癌转化不同阶段的肠黏膜 ＴＥＭ 图像

Ｎｏｔｅ． Ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ｔｉｇｈｔ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＴＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ｃａｎｃｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＡＯＭ ／ ＤＳＳ

皮细胞出现功能障碍，黏膜屏障逐渐被破坏。

２􀆰 ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分析

２􀆰 ３􀆰 １　 测序数据筛选

将空白组与Ｍ３ 组的结肠内容物进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ
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　 　 　 　 　 　基因测序。 空白组与 Ｍ３ 组 ８ 个样本共得到 ４３０
２９３ 个优化序列，１７８ ５６０ ０４０ 个碱基，平均序列长度

为 ４１５ ｂｐ。 对得到的测序数据进行物种筛选，按最

小样本序列数 １８ ６１４ 进行抽平。 抽平后，每个样本

的物种覆盖度仍可达 ９９􀆰 ９％以上。 最终得到的有

效序列用于生物信息学及统计学分析。

图 ４　 α 多样性比较

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

注：Ａ：肠道菌群在门水平上的相对丰度柱状图；Ｂ：Ｆ ／ Ｂ 值统计图；Ｃ：肠道菌群在属水平上的相对丰度 ｃｉｒｃｏｓ 图；Ｄ：基于 ｂｒａｙ＿ｃｕｒｔｉｓ 的

ＰＣｏＡ 聚类分析；Ｅ：基于 ｂｒａｙ＿ｃｕｒｔｉｓ 的 ＮＭＤＳ 聚类分析。

图 ５　 物种组成及聚类分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ Ｆ ／ Ｂ ｖａｌｕｅ． Ｃ． Ｃｉｒｃｏｓ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ． Ｄ． ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｒａｙ＿ｃｕｒｔｉｓ． Ｅ． ＮＭＤＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｒａｙ＿ｃｕｒｔｉｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ

２􀆰 ３􀆰 ２　 α 多样性分析

与空 白 组 相 比， 用 于 表 征 物 种 多 样 性 的

Ｓｈａｎｎｏｎ 指 数 在 Ｍ３ 组 显 著 降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）、
Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数在 Ｍ３ 组显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；用于表

征物种丰富度的 Ａｃｅ 指数在 Ｍ３ 组显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（图 ４）。 以上结果表明 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 造模导致
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肠道菌群的多样性及丰富度下降。
２􀆰 ３􀆰 ３　 物种组成及聚类分析

各样本的物种组成在门水平上丰度最高的前 ５
位 分 别 是 厚 壁 菌 门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ）、 拟 杆 菌 门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、变形菌门（Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ）、脱硫杆

菌门 （ Ｄｅｓｕｌｆｏｂａｃｔｅｒｏｔａ）、螺旋体门 （ Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｏｔａ）
（图 ５Ａ）。 特别的是，Ｍ３ 组 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ／ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ
（Ｆ ／ Ｂ）值显著低于空白组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ５Ｂ）。 物种

组成在属水平上丰度最高的前 ５ 位分别为乳杆菌属

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、梭菌纲某未定名属 （Ｎｏｒａｎｋ ＿ ｆ ＿ ＿
ｎｏｒａｎｋ＿ ｏ ＿ ＿ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ ＿ ＵＣＧ⁃０１４）、毛螺菌科菌属

（Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ ｆ ＿ ＿ Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）、罗姆布茨菌属

（Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ ）、 葡 萄 球 菌 属 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ） （ 图

５Ｃ）。 对物种组成进行的 ＰＣｏＡ 分析 （图 ５Ｄ） 及

ＮＭＤＳ 分析（图 ５Ｅ）显示两组组内表现为良好的聚

类、组间表现为良好的分离，表明 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 显著改

变了大鼠的菌群结构。

注：Ａ：基于 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验门水平的差异菌群；Ｂ：基于 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验属水平的差异菌群；Ｃ：基于 ＡＬＤＥｘ２ 检验门水平的差异菌

群；Ｄ：基于 ＡＬＤＥｘ２ 检验属水平的差异菌群。

图 ６　 基于 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验和 ＡＬＤＥｘ２ 检验的差异物种分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｆｌｏｒａ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｗｉｌｃｏｘｏｎ ｒａｎｋ⁃ｓｕｍ ｔｅｓｔ． Ｂ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｆｌｏｒａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｗｉｌｃｏｘｏｎ ｒａｎｋ⁃ｓｕｍ ｔｅｓｔ．
Ｃ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｆｌｏｒａ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＡＬＤＥｘ２ ｔｅｓｔ． Ｄ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｆｌｏｒａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＡＬＤＥｘ２ ｔｅｓｔ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｗｉｌｃｏｘｏｎ ｒａｎｋ⁃ｓｕｍ ｔｅｓｔ ａｎｄ ＡＬＤＥｘ２ ｔｅｓｔ

２􀆰 ３􀆰 ４　 差异物种分析

采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验及 ＡＬＤＥｘ２ 检验对门水

平和属水平的差异物种进行分析。 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验结

果显 示， 在 门 水 平 上， 与 空 白 组 相 比， Ｍ３ 组

Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 丰 度 显 著 降 低， Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 丰度显著增高（图 ６Ａ）；在属水平上，
Ｍ３ 组 鼠 杆 状 菌 科 某 未 定 名 属 （ Ｎｏｒａｎｋ ＿ ｆ ＿
Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ）、拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、另枝菌属

（Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ）、普雷沃氏菌科菌属 （Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ ｆ ＿ ＿
Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ）丰度显著增高，而 Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ、颤螺旋

菌科菌属 （Ｎｏｒａｎｋ ＿ ｆ ＿ ＿Ｏｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）、单球菌属

（ Ｍｏｎｏｇｌｏｂｕｓ ）、 克 里 斯 滕 森 氏 菌 属

（ Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎｅｌｌａｃｅａｅ ＿ Ｒ⁃７ ＿ ｇｒｏｕｐ ）、 肉 杆 菌 属

（Ａｔｏｐｏｓｔｉｐｅｓ）等丰度显著降低（图 ６Ｂ）。 ＡＬＤＥｘ２ 检

验结果显示，与空白组相比，Ｍ３ 组 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 丰

度显著增高（图 ６Ｃ），Ｍｏｎｏｇｌｏｂｕｓ 丰度显著降低（图
６Ｄ）。
２􀆰 ３􀆰 ５　 差异菌群的 ＣＯＧ 富集分析

ＰＩＣＲＵＳｔ２ 的 ＣＯＧ 功能预测结果见图 ７，差异菌

群的功能富集到了转录、翻译、细胞周期控制、细胞

骨架、翻译后修饰等多个生物学过程，特别的是，其
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图 ７　 ＣＯＧ 功能预测图

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＣＯＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

中包含了诸多代谢相关途径，如脂质转运和代谢、
碳水化合物转运和代谢、氨基酸转运和代谢、核苷

酸转运和代谢等。

３　 讨论

本研究采用 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 体内诱导建立了大鼠结

肠炎⁃癌转化模型。 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 造模导致了明显的结

肠缩短和脾指数升高。 结肠长度缩短被认为是 ＤＳＳ
诱导的结肠炎模型的标志［１６］。 脾指数反映大鼠的

炎症与贫血程度［１７］。 从 Ｍ１ 组到 Ｍ３ 组，结肠长度

越来越短，脾指数越来越高，表征了越来越严重的

炎症与失血，这与本研究中 ＤＡＩ 评分及体重的变化

趋势一致。 从 Ｍ１ 组到 Ｍ３ 组，结肠组织病理评分逐

渐升高，病理特征譬如隐窝脓肿、潘氏细胞化生、结
肠黏膜绒毛化等改变均符合人体 ＩＢＤ 的特征，表明

ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 造模可以部分模拟人体 ＩＢＤ 的病理过

程［１８］。 在肿瘤相关病变方面，从 Ｍ１ 组到 Ｍ３ 组，依
次出现了异常隐窝灶、息肉、ＬＧＩＮ、ＨＧＩＮ、黏膜内

癌，这与人体结肠炎⁃异型增生⁃癌的癌变序列是相

似的。 Ｍ３ 组形成了 ５０％的 ＨＧＩＮ 和 ５０％的黏膜内

癌，癌组织并未发生浸润性生长，表征了一种较早

期阶段的肿瘤特征。 无论是肉眼观察还是组织病

理学结果均显示，结肠病变的形态学特征存在异质

性，即有的表现为隆起性病变，有的则表现为平坦

性病变。 ＣＯＯＰＥＲ 等［１９］研究表明，两种形态异型增

生的遗传特征有所不同，扁平病变具有更高的癌变

风险。
对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序得到的物种信息进行分析，

发现与空白组相比，ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 造模显著改变了大鼠

的菌群结构，并且降低了肠道菌群多样性。 在差异

菌群分析方面， 目前尚无差异丰度 （ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ａｂｕｎｄａｎｃｅ，ＤＡ）检验方法选择的金标准，ＬＥｆＳｅ 及

Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验是科学研究中最常用的。 但近期

ＮＥＡＲＩＮＧ 等［２０］比较 １４ 种不同的 ＤＡ 检验方法发现

其结果存在较大的异质性，其中，ＬＥｆＳｅ 有较高的假

阳性率，而 ＡＬＤＥｘ２ 和 ＡＮＣＯＭ⁃Ⅱ的假阳性率最低，
并建议使用多种 ＤＡ 检验方法以提高分析结果的可

靠性。 因 此， 本 研 究 进 行 了 两 种 检 验 模 式 下

（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 和 ＡＬＤＥｘ２）具有显著性差异的物种以互

相印证。
Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验在门水平鉴定出 ３ 种差异菌群，

在属水平鉴定出 １５ 种差异菌群，而 ＡＬＤＥｘ２ 检验在

门水平和属水平仅各鉴定出 １ 种。 但 ＡＬＤＥｘ２ 检验

鉴定出的 ２ 种菌群均包含在 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验鉴定出
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的菌 群 中， 分 别 是 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 和 Ｍｏｎｏｇｌｏｂｕｓ。
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 是人体肠道中两种最主

要的细菌，占肠道菌群总数的 ９０％以上［２１］。 尽管目

前研究表明，Ｆ ／ Ｂ 值的变化表征着肠道微生态的失

衡，但其在 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 模型中的变化趋势尚无定

论［２２－２３］。 ＷＡＮＧ 等［２３］ 在 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 诱导的小鼠模

型中发现 Ｆ ／ Ｂ 值降低，与本研究结果一致。 在属水

平上，ＡＬＤＥｘ２ 检验显示 Ｍｏｎｏｇｌｏｂｕｓ 丰度显著降低。
Ｍｏｎｏｇｌｏｂｕｓ 可降解膳食纤维产生丁酸，丁酸是为肠

上皮细胞提供能量的主要短链脂肪酸，并具有抗结

肠炎的作用［２４］。 ＬＩ 等［２５］ 的研究表明，Ｍｏｎｏｇｌｏｂｕｓ
在健康人群肠道中显著富集。 ＷＵ 等［２６］ 发现菊粉

可通过调节 Ｍｏｎｏｇｌｏｂｕｓ 的丰度来改善肠道免疫，并
促进短链脂肪酸产生。 白介素⁃１０ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１０，
ＩＬ⁃１０）是一种重要的抗炎细胞因子，在预防炎症和

维持免疫稳态方面发挥重要作用，ＩＬ⁃１０－ ／ －小鼠已被

广泛用作实验性结肠炎模型，ＷＡＮＧ 等［２７］ 研究发

现，Ｍｏｎｏｇｌｏｂｕｓ 的相对丰度与 ＩＬ⁃１０ 呈正相关，表明

该菌属具有直接或间接抑制炎症的生物活性。 但

Ｍｏｎｏｇｌｏｂｕｓ 在 ＩＢＤ 及 ＣＡＣ 中鲜有报道。 本研究通

过两种 ＤＡ 检验工具，证实了 Ｍｏｎｏｇｌｏｂｕｓ 在 ＡＯＭ ／
ＤＳＳ 诱导的炎⁃癌转化大鼠模型中显著减少，这个新

的发现将丰富对 ＩＢＤ 癌变中肠道微生态改变的

认识。
此外，Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验表明，在属水平上，Ｍ３ 组的

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ、ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ、Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ 等丰度

显著增高，Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ、Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿Ｒ⁃７＿ｇｒｏｕｐ
等丰度显著降低。 ＫＯＲＤＡＨＩ 等［２８］ 近期研究发现，
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 在管状腺瘤性息肉附近的黏膜中显著富

集，黏膜菌群中的脆弱拟杆菌（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｆｒａｇｉｌｉｓ）
可通过激活核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，ＮＦ⁃
κＢ）诱导炎症促进 ＣＡＣ 早期阶段的进展。 ＷＡＮＧ
等［２９］研究表明，Ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ、Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ 在
化疗诱导的 ＣＡＣ 小鼠结肠炎中显著富集，并且与脂

质代谢密切相关。 既往研究显示，代谢途径可影响

肠道稳态，在 ＩＢＤ 和 ＣＡＣ 的发病中扮演重要角

色［２９－３１］。 本研究中，肠道菌群的功能预测包含了诸

多代谢相关通路，例如碳水化合物转运和代谢、核
苷酸转运和代谢、脂质转运和代谢等，表明肠道菌

群可能通过影响其自身和宿主的代谢稳态介导了

结肠的炎⁃癌转化，当然这需要进一步地深入研究。
综上，通过单次腹腔注射 ＡＯＭ 联合自由饮用 ３

个循环 ＤＳＳ 的方案，在组织学上能较贴切地模拟

“慢性炎性反应⁃低度异型增生⁃高度异型增生⁃癌”
的序列演进过程，可将其作为结肠炎⁃癌转化的动物

模型运用。 而在 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 诱导后丰度显著改变的

几类菌群，特别是 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 和 Ｍｏｎｏｇｌｏｂｕｓ，很可

能是影响结肠炎⁃癌转化的关键菌群。 未来可扩大

样本量，对诱导周期的更多节点进行比较，从而得

到更加动态、全程的炎⁃癌转化过程，为干预性研究

的用药时机选择提供参考。
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ｄｙｓｂｉｏｓｉｓ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｉａｒｒｈｅａ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（１１）： １３７９－１３８９．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 １１􀆰 ００２

［基金项目］国家自然科学基金项目（８２０６０７９６），贵州省科技计划项目（黔科合支撑［２０２０］４Ｙ１８７ 号），贵州省科技科学技术基金（黔科合

基础［２０２０］１Ｙ３９２），贵州省科技创新人才团队（黔科合平台人才［２０２０］５０１０），贵州省发改委工程研究中心建设项目（黔发改

高技（２０２０）８９６ 号）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２０６０７９６）， Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｌａｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ （Ｑｉａｎｋｅｈｅ Ｓｕｐｐｏｒｔ
［２０２０］ ４Ｙ１８７ ）， Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｆｕｎｄ （Ｑｉａｎｋｅｈｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ［２０２０］ １Ｙ３９２）， Ｇｕｉｚｈｏｕ
Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｔａｌｅｎｔ Ｔｅａｍ （Ｑｉａｎｋｅｈｅ Ｐｌａｔｆｏｒｍ Ｔａｌｅｎｔ ［２０２０］ ５０１０）， Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ Ｒｅｆｏｒｍ
Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｒｅ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ （Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ Ｒｅｆｏｒｍ Ｈｉｇｈ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ （２０２０） ８９６）．
［作者简介］唐秋梅，女，在读硕士研究生，研究方向：中医学基础。 Ｅｍａｉｌ：９８２２０７１８２ ＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］何光志，男，博士，博士生导师，研究方向：中西医结合基础。 Ｅｍａｉｌ：３９２７２４５４９＠ ｑｑ． ｃｏｍ

基于宏基因组学探究葛根芩连汤改善抗生素
相关性腹泻 ＳＤ 大鼠模型菌群失调的作用机制

唐秋梅１，韩雪１，２，杨光勇１，陈瑞１，王文佳１，涂小华１，田维毅１，
蔡彦朋１，陈驰１，何光志１∗

（１． 贵州中医药大学 基础医学院，贵阳　 ５５００２５；２． 德江县人民医院，德江　 ５６５２００）

　 　 【摘要】 　 目的 　 探究葛根芩连汤 （ＧｅＧｅｎ ＱｉｎＬｉａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＧＱＤ） 治疗抗生素相关性腹泻 （ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｉａｒｒｈｏｅａ，ＡＡＤ）后大鼠肠道菌群以及功能的变化。 方法　 将 ６０ 只 ＳＰＦ 级雌雄各半的 ＳＤ 大鼠喂养 ７ ｄ
后，按 １ ∶ ５ 随机分为空白（Ｃｏｎ）组和造模组。 造模组大鼠使用克林霉素（２５０ ｍｇ ／ ｋｇ）灌胃造模，每天 １ 次，连续

７ ｄ。 造模成功后随机分为模型（Ｍｏｄ）组、葛根芩连汤高剂量（ＧＱＤ⁃Ｈ）组、葛根芩连汤中剂量（ＧＱＤ⁃Ｍ）组、葛根芩

连汤低剂量 （ ＧＱＤ⁃Ｌ） 组、丽珠肠乐 （ ＬＢＰ） 组，每组 １０ 只。 按给药剂量 ＧＱＤ⁃Ｈ 组 （ １０􀆰 ０８ ｇ ／ ｋｇ）、 ＧＱＤ⁃Ｍ 组

（５􀆰 ０４ ｇ ／ ｋｇ）、ＧＱＤ⁃Ｌ 组（２􀆰 ５２ ｇ ／ ｋｇ）、ＬＢＰ 组（０􀆰 １５ ｇ ／ ｋｇ）灌胃干预，Ｃｏｎ 组和 Ｍｏｄ 组给予等体积生理盐水灌胃，每
天 １ 次，连续给药 ７ ｄ 后采集粪便，进行宏基因组学测序分析。 结果　 α 多样性和 β 多样性提示 Ｍｏｄ 组与 ＧＱＤ⁃Ｈ
组、ＧＱＤ⁃Ｍ 组、ＧＱＤ⁃Ｌ 组之间肠道微生物多样性有差异；ＧＱＤ 各剂量组在门水平上增加厚壁菌门（Ｂａｃｉｌｌｏｔａ）的丰

度，降低变形菌门（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ）丰度。 在属水平上增加肠道黏液真杆菌属（Ｂｌａｕｔｉａ）、拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、
Ｔｈｏｍａｓｃｌａｖｅｌｉａ、Ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅｉｂａｃｔｅｒ 相对丰度，降低 Ａｄｌｅｒｃｒｅｕｔｚｉａ、Ｍｕｒｉｂａｃｕｌｕｍ、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ 相对丰度；ＧＱＤ 上调氨基酸代

谢途径、碳水化合物代谢途径、免疫疾病途径。 结论　 ＧＱＤ 干预 ＡＡＤ 后能改善肠道有益菌和致病菌的丰度比例，
进而减轻肠道炎症反应，修复肠道免疫系统。

【关键词】 　 葛根芩连汤；抗生素相关性腹泻；宏基因组学；肠道菌群

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） １１⁃１３７９⁃１１

Ｍａｃｒｏｇｅｎｏｍｉｃｓ⁃ｂａｓｅｄ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＧｅＧｅｎ ＱｉｎＬｉａｎ
Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｉｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｎｇ ｄｙｓｂｉｏｓｉｓ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ

ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｉａｒｒｈｅａ
ＴＡＮＧ Ｑｉｕｍｅｉ１， ＨＡＮ Ｘｕｅ１，２， ＹＡＮＧ Ｇｕａｎｇｙｏｎｇ１， ＣＨＥＮ Ｒｕｉ１， ＷＡＮＧ Ｗｅｎｊｉａ１， ＴＵ Ｘｉａｏｈｕａ１，

ＴＩＡＮ Ｗｅｉｙｉ１， ＣＡＩ Ｙａｎｐｅｎｇ１， ＣＨＥＮ Ｃｈｉ１， ＨＥ Ｇｕａｎｇｚｈｉ１∗

（１． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，
Ｇｕｉｙａｎｇ ５５００２５， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｄｅｊｉａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｄｅｊｉａｎｇ ５６５２００， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＨＥ Ｇｕａｎｇｚｈｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：３９２７２４５４９＠ ｑｑ． ｃｏｍ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｄｉａｒｒｈｅａ（ＡＡＤ） ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＧｅＧｅｎ ＱｉｎＬｉａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ （ＧＱＤ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｓｉｘｔｙ ｍａｌｅ ｏｒ ｆｅｍａｌｅ ＳＰＦ⁃ｇｒａｄｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ
ｆｅｄ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｉｖｉｄｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ Ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｃｏｎ） ａｎｄ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐｓ （１ ∶ ５ ｒａｔｉｏ） ． Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｃｌｉｎｄａｍｙｃｉｎ ２５０ ｍｇ ／ ｋｇ ｂｙ ｇａｖａｇｅ ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ７ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ． Ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ
ｄｉｖｉｄｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ ｍｏｄｅｌ（Ｍｏｄ）， ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ＧＱＤ （ＧＱＤ⁃Ｈ， １０􀆰 ０８ ｇ ／ ｋｇ）， ｍｅｄｉｕｍ⁃ｄｏｓｅ ＧＱＤ （ＧＱＤ⁃Ｍ， ５􀆰 ０４ ｇ ／ ｋｇ），
ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ＧＱＤ （ＧＱＤ⁃Ｌ， ２􀆰 ５２ ｇ ／ ｋｇ）， ａｎｄ ｌｉｖｅ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｏｗｅｒ （ ＬＢＰ， ０􀆰 １５ ｇ ／ ｋｇ） ｇｒｏｕｐｓ （ ｎ ＝ １０ ｒａｔｓ ｐｅｒ
ｇｒｏｕｐ）． ＧＱＤ ａｎｄ ＬＢＰ ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｂｙ ｇａｖａｇｅ， ａｎｄ ｔｈｅ Ｃｏｎ ａｎｄ Ｍｏｄ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ａｎ ｅｑｕａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｓａｌｉｎｅ ｂｙ
ｇａｖａｇｅ ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ． Ｆｅｃｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｆｔｅｒ ７ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｍａｃｒｏｇｅｎｏｍｉｃｓ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ β ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｄｉｆｆｅｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｍｏｄ ａｎｄ ＧＱＤ⁃ｔｒｅａｔｅｄ
ｇｒｏｕｐｓ． ＧＱＤ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｉｃｋ⁃ｗａｌｌｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ
ｌｅｖｅｌ， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｕｓ ｂａｃｔｅｒｉａ Ｂｌａｕｔｉａ， Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ， Ｔｈｏｍａｓｃｌａｖｅｌｉａ， ａｎｄ
Ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅｉｂａｃｔｅｒ， ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ Ａｄｌｅｒｃｒｅｕｔｚｉａ， Ｍｕｒｉｂａｃｕｌｕｍ， ａｎｄ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ
ｌｅｖｅｌ． ＧＱＤ ａｌｓｏ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ， ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ， ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｐａｔｈｗａｙｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＧＱＤ ｉｍｐｒｏｖｅｓ
ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｉａｒｒｈｅａ， ｗｈｉｃｈ ｉｎ ｔｕｒｎ
ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＧｅＧｅｎ ＱｉｎＬｉａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｉａｒｒｈｅａ； ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 抗 生 素 相 关 性 腹 泻 （ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｄｉａｒｒｈｏｅａ，ＡＡＤ）是指临床上长期不规范使用抗生素

治疗疾病后出现的常见副作用，由于抗生素破坏肠

道内有益菌和致病菌的平衡，引起特定病原体生

长，导致微生物群结构和功能改变［１］。 ＡＡＤ 临床表

现为排水样便以及痉挛性腹痛，严重者甚至出现肠

麻痹和休克［２］。 任何抗生素都可能引发 ＡＡＤ，尤其

是克林霉素、阿莫西林⁃克拉维酸、头孢菌素类等广

谱 抗 生 素［３］。 世 界 卫 生 组 织 （ ｗｏｒｌｄ ｈｅａｌｔｈ
ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ）报告，临床住院患者中使用抗生

素治疗疾病高达 ８０％，其中儿童接受抗生素治疗频

率更高，儿童 ＡＡＤ 的发生率为 ２０％ ～ ３５％［４］。 因

此，ＡＡＤ 已然成为严重的公共卫生问题之一，而现

代医学对 ＡＡＤ 的治疗集中在补充双歧杆菌、乳杆菌

等益生菌来恢复被破坏的肠道菌群，改善肠道屏障

功能和免疫刺激，提高机体免疫反应，在临床上使

用效果较好。 但是过度或长期摄入益生菌，会使肠

道出现益生菌依赖，逐渐丧失自身繁殖有益菌的能

力，需要长期购买益生菌维持肠道正常的菌群繁

殖，造成严重家庭经济负担。 所以本研究旨在从中

医药角度寻找能够从根源改善肠道功能的方法。
葛根芩连汤（ＧｅＧｅｎ ＱｉｎＬｉａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＧＱＤ）是

张仲景所著《伤寒论》中的经典方剂，方由葛根、黄
芩、黄连、炙甘草组成。 ＧＱＤ 中重用君药葛根，葛根

能升阳止泻，是治泻良药，ＧＱＤ 善清热止利，临床上

常用其治疗急性肠炎、肠伤寒、结肠炎等肠道疾病。
有证据表明，ＧＱＤ 能显著升高 ＡＡＤ 大鼠体内丁酸

含量，并且对戊酸和己酸也有一定程度的回调，通
过参与短链脂肪酸（ｓｈｏｒｔ ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ，ＳＣＦＡｓ）代
谢来提高肠道抗炎、抗氧化和免疫调节作用［５］。
ＳＣＦＡｓ 代谢受到多种微生物共同调节，而微生物作

用涉及广泛，不仅是通过 ＳＣＦＡｓ 代谢改善肠道功

能，还涉及氨基酸代谢、维生素代谢等。 据此，发现

ＧＱＤ 治疗 ＡＡＤ 的作用机制可能与影响肠道内微生

物，从而改变肠道功能有关。 肠道微生物种类繁多

并且分布广泛，传统的分离培养技术不能全面了解

肠道所含微生物的种类和功能，阻碍对 ＧＱＤ 干预

ＡＡＤ 相关机制的深度探讨。 宏基因组学是一种直

接研究微生物群体完整基因组信息的手段，能规避

对微生物个体进行分离培养，更真实地反映样本中

微生物种类、结构，进一步研究微生物功能，宏基因

组学是研究微生物多样性和群落特征的重要手段。
因此，本研究通过宏基因组学技术进行相关生物信

息学分析，旨在探究 ＧＱＤ 干预 ＡＡＤ 后肠道微生物

种类和功能的变化。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６０ 只 ＳＤ 大鼠，雌雄各半，ＳＰＦ 级，６ ～ ８ 周龄，
体重 ２００ ｇ 左右，购买于北京华阜康生物科技股份

有限公司【ＳＣＸＫ（京）２０１９－０００８】。 饲养环境：温度

２２ ℃左右，相对湿度 ５０％左右，１２ ｈ 循环照明。 ＳＤ
大鼠饲养于贵州中医药大学动物研究所 【 ＳＹＸＫ
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（黔）２０２１－０００５】。 在实验过程中严格遵循实验动

物的替代、减少和优化原则。 本实验过程均规范操

作，符合动物伦理学要求，本动物实验由贵州中医

药大学伦理委员会批准（ＩＡＣＵＣ ２０２１０１６２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物

葛根、黄芩、黄连、炙甘草均购于北京同仁堂贵

阳分 店， 批 号 分 别 为 ２０１２０１、 ２００７０１、 ２００３０１、
２０１２０２。 以上药物由药物鉴定研究室（贵州中医药

大学）鉴定符合《中国药典》相关条件。 丽珠肠乐胶

囊购自丽珠集团丽珠制药厂，批号为 Ｓ１０９６００４０，克
林霉素磷酸酯购自广州白云山天心制药股份有限

公司，批号为 ２１０２０２。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

缓冲液、酶（Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ 公司，美国），
批号 分 别 为 Ｍ０５３１Ｓ、 Ｍ０５３０Ｓ， ２０％ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌｓ
（ｂｉｏｗｅｓｔ 公司，西班牙）批号为 １１１８６０。

核酸电泳仪 （ 北京市六一仪器厂， 中国），
Ｃｏｖａｒｉｓ 超声波破碎仪（ Ｃｏｖａｒｉｓ Ｓ２ Ｓｙｓｔｅｍ 公司，美
国 ）， Ｑｕｂｉｔ Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｒｉｃ Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司，美国），安捷伦 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物

分析仪（Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司，美国），ＰＣＲ 仪

（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，美国），测序仪 （ Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司，美

国），Ａｇｉｌｅｎｔ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ａｎａｌｙｚｅｒ ５４００ 全自动毛细管

电泳系统（Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 葛根芩连汤的制备

取葛根、黄芩、黄连和炙甘草，分别称 ２４、９、９ 和

６ ｇ，将中药加入纯水中浸泡后，使用电磁炉先大火

煮沸 １５ ｍｉｎ 后转小火持续煎熬 １２０ ｍｉｎ，将药液过

滤保存后，再次以同样方式煎煮一次，获得过滤后

的药液，两次药液混合后进行加热浓缩，放置 ４ ℃冰

箱中保存。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物分组、造模、给药

大鼠喂养 １ 周后，随机分为空白（Ｃｏｎ）组和造

模组。 造模组使用克林霉素（２５０ ｍｇ ／ ｋｇ）灌胃，持
续 ７ ｄ。 观察大鼠大便出现次数增多、不成型，颜色

为褐色或淡褐色，代表造模成功。 造模成功后，随
机分为模型（Ｍｏｄ）组、葛根芩连汤高剂量（ＧＱＤ⁃Ｈ）
组、葛根芩连汤中剂量（ＧＱＤ⁃Ｍ）组、葛根芩连汤低

剂量（ＧＱＤ⁃Ｌ）组、丽珠肠乐（ＬＢＰ）组。 按照 ＧＱＤ⁃Ｈ
组（１０􀆰 ０８ ｇ ／ ｋｇ）、ＧＱＤ⁃Ｍ 组（５􀆰 ０４ ｇ ／ ｋｇ）、ＧＱＤ⁃Ｌ 组

（２􀆰 ５２ ｇ ／ ｋｇ）、ＬＢＰ 组（０􀆰 １５ ｇ ／ ｋｇ）对应剂量药物灌

胃治疗 ７ ｄ，Ｃｏｎ 组和 Ｍｏｄ 组使用等体积生理盐水灌

胃，造模期间和治疗期间均正常饮食饮水。 药物治

疗后处死各组大鼠，并在无菌条件下收集结肠内容

物，－８０ ℃冻存备用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本提取与检测

采用 ＣＴＡＢ 法提取粪便基因组 ＤＮＡ：２􀆰 ０ ｍＬ Ｅｐ
管内加 ＣＴＡＢ 裂解液 １０００ μＬ、溶菌酶、适量粪便样

本，颠倒混匀多次，样本完全裂解后离心取上清，上
清液中加入酚、氯仿，再次离心取上清，加入氯仿，
颠倒混匀，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，将上清液取至

１􀆰 ５ ｍＬ 离心管内，加异丙醇，摇匀后－２０ ℃ 沉淀。
再次离心，留下沉淀。 使用 １ ｍＬ ７５％乙醇洗涤两次

后晾干 ＤＮＡ 样本，加入 ｄｄＨ２Ｏ 溶解 ＤＮＡ 样品，最
后加 ＲＮａｓｅＡ １ μＬ 消化 ＲＮＡ，３７ ℃放置 １５ ｍｉｎ。
１􀆰 ２􀆰 ４　 文库构建与库检

通过十六烷基三甲基溴化铵试剂盒提取基因

组 ＤＮＡ，检查 ＤＮＡ 浓度和完整性后用 ＮＥＢＮｅｘｔ􀅺
ＵｌｔｒａＴＭ ＤＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ 构建 ＤＮＡ 文库。 使用

Ｃｏｖａｒｉｓ 超声波破碎仪将合格的 ＤＮＡ 样品破碎到

３５０ ｂｐ 大小，再进行末端修复、加 Ａ 尾和测序接头，
筛选 ＤＮＡ 片段，ＰＣＲ 扩增和纯化，构建完整的文

库。 再次 ＰＣＲ 扩增，纯化 ＰＣＲ 产物，除去非特异性

产物，通过 Ａｇｉｌｅｎｔ ５４００ ｓｙｓｔｅｍ 评估文库质量后使

用 ｑＰＣＲ 定量文库浓度。
１􀆰 ２􀆰 ５　 生物信息分析

数据质控与去宿主序列：通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序平

台获得各组粪便样本原始数据，采用 Ｋｎｅａｄ Ｄａｔａ
０􀆰 ７􀆰 ４ 软件对原始数据进行去除接头序列，扫描序

列，切除平均质量分低于 ２０ 的后续序列，去除最终

长度小于 ５０ ｂｐ 的序列等预处理，通过 ＦａｓｔＱＣ 来检

测质控合理性和效果。 物种注释：通过微生物核酸

数据库以及 Ｋｒａｋｅｎ ２ 数据库计算和比对粪便所含

的全部物种序列数，之后通过 Ｂｒａｃｋｅｎ ２􀆰 ０ 软件计算

粪便样本中微生物相对丰度。 功能注释：进行质控

和去宿主后的高质量样本使用 ＨＵＭＡｎＮ ３ ３􀆰 ６ 软件

对京都基因与基因组百科全书（ ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ） 数据库进行 ＫＥＧＧ
ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ（ＫＯ）类群丰度的量化，获得功能数据库

的注释信息和相对丰度表，对获得的丰度进行丰度

聚类分析、ＰＣｏＡ 降维分析、样品聚类分析以及线性

判别分析效应量（ＬＥｆＳｅ）Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ 分析，挖掘各组

之间的物种和功能差异。
１􀆰 ３　 统计学分析

针对组间微生物多样性，采用克鲁斯卡尔⁃沃利
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斯（Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ）方法计算 α 多样性，基于欧式距

离 ＰＣｏＡ 分析方法对多维数据进行降维，计算 β 多

样性。 使用 ＬＥｆＳｅ 分析方法寻找组间特征微生物。
差异微生物和功能通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 筛选，判断实验

数据是否满足正态分布以及检验方差齐性，两者均

满足采用单因素方差分析，不满足方差齐性使用

Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ（Ｈ）分析，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有

显著性。

注：Ａ：α 多样性；Ｂ：β 多样性。

图 １　 肠道微生物 α 多样性和 β 多样性

Ｎｏｔｅ． Ａ． α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ． Ｂ． β ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ β ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

２　 结果

２􀆰 １　 肠道微生物多样性分析

α 多样性与 β 多样性是反映各组组间微生物组

成整体区别的方法，α 多样性反映 Ｍｏｄ 组与 ＧＱＤ⁃Ｍ
组、ＬＢＰ 组之间具有显著性差异 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （图

１Ａ）。 通过 β 多样性分析对比各组样本之间的差

异，样本距离越近则代表菌群相似度越高。 结果发

现 Ｍｏｄ 组与 ＧＱＤ 各剂量组以及 ＬＢＰ 组间未出现重

叠现象，而 ＧＱＤ⁃Ｍ 组与 ＬＢＰ 组样本间出现重叠。
组间差异分析结果为 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ７３３，Ｐ ＝ ０􀆰 ００１，组间

差异优于组内差异（图 １Ｂ）。 据此，猜测 ＧＱＤ 能改

变 ＡＡＤ 模型大鼠肠道微生物结构。
２􀆰 ２　 肠道微生物物种组成分析

为了研究治疗组干预 ＡＡＤ 后肠道微生物的具

体变化，比较各组间在门水平和属水平上的微生物

相对丰度。 在门水平上，注释到丰度较高的有疣微

菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）、
厚壁菌门（Ｂａｃｉｌｌｏｔａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｔａ）、变
形菌门（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ）。 与 Ｃｏｎ 组相比，Ｍｏｄ 组

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ 丰 度 上 升， Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｔａ、
Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ 丰度下降。 与 Ｍｏｄ 组相比，ＧＱＤ
各剂 量 组 与 ＬＢＰ 组 中 Ｂａｃｉｌｌｏｔａ 丰 度 上 升，
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ 丰度下降。 在本研究

中，Ｃｏｎ 组、Ｍｏｄ 组、ＧＱＤ⁃Ｈ 组、ＧＱＤ⁃Ｍ 组、ＧＱＤ⁃Ｌ
组、ＬＢＰ 组 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ ／ Ｂａｃｉｌｌｏｔａ（Ｂ ／ Ｆ）的值分别为

１􀆰 ２１、１􀆰 ８７、２􀆰 １２、０􀆰 ７９、０􀆰 ５５ 和 ０􀆰 １２。 Ｍｏｄ 组 Ｂ ／ Ｆ
值高于 Ｃｏｎ 组，证明克林霉素会破坏肠道微生物，
ＧＱＤ⁃Ｍ 组、ＧＱＤ⁃Ｌ 组和 ＬＢＰ 组 Ｂ ／ Ｆ 值低于 Ｍｏｄ 组，
证明 ＧＱＤ 和 ＬＢＰ 可以促进 ＡＡＤ 大鼠肠道微生物

恢复（图 ２Ａ）。 运用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验和单因素方

差 分 析 可 知 Ｂａｃｉｌｌｏｔａ、 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｔａ、
Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ 均具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），其
余无统计学意义（图 ２Ｂ）。

如图 ３ 所示，在属水平上，与 Ｃｏｎ 组相比，Ｍｏｄ
组肠道内 Ａｄｌｅｒｃｒｅｕｔｚｉａ、肠鼠杆菌属（Ｍｕｒｉｂａｃｕｌｕｍ）、
Ｔｈｏｍａｓｃｌａｖｅｌｉａ、埃希菌属 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）、Ｄｕｎｃａｎｉｅｌｌａ
相对丰度比例升高。 双歧杆菌属（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、
黏液蛋白阿克曼菌属 （ Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）、乳酸杆菌属

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、棒状杆菌属（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、粪杆

菌属（Ｆａｅｃａｌｉｂａｃｕｌｕｍ）相对丰度比例降低。 与 Ｍｏｄ
组相比，ＧＱＤ 各剂量组与 ＬＢＰ 组肠道布劳特氏菌属
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注：Ａ：物种百分比堆积图；Ｂ：物种差异性分析。

图 ２　 ＧＱＤ 治疗后肠道微生物门水平组成分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｐｅｃｉｅｓ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｓｔａｃｋｉｎｇ ｍａｐ． Ｂ． Ｓｐｅｃｉｅｓ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ ＧＱＤ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

（ Ｂｌａｕｔｉａ ）、 拟 杆 菌 属 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ）、

注：Ａ：物种百分比堆积图；Ｂ：物种差异性分析。

图 ３　 ＧＱＤ 治疗后肠道微生物属水平组成分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｐｅｃｉｅｓ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｓｔａｃｋｉｎｇ ｍａｐ． Ｂ． Ｓｐｅｃｉｅｓ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ ＧＱＤ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅｉｂａｃｔｅｒ、Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ 相对丰度升高，
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ 丰度在 ＧＱＤ 组中升高。 Ａｄｌｅｒｃｒｅｕｔｚｉａ、

Ｍｕｒｉｂａｃｕｌｕｍ、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ 相对丰度比例降低 （ 图

３Ａ ）。 通 过 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检 验 发 现 Ｂｌａｕｔｉａ、
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ 有极显著性 （Ｐ ＜
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０􀆰 ０１ ）， Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ、 Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ、
Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅｉｂａｃｔｅｒ 有显著性差异（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），其余无统计学意义（图 ３Ｂ）。
２􀆰 ３　 ＬＥｆＳｅ 分析

为了寻找各组中的差异物种，通过 ＬＥｆＳｅ 分析

筛选出组间差异生物标记物。 组间肠道微生物组

成均存在明显差异，６ 组共筛选出 ９１ 个差异微生物

（ＬＤＡ ＞ ２，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 在门水平上，Ｃｏｎ 组差异微

生物 谱 系 包 括 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｔａ、 Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ，
ＬＢＰ 组包括 Ｂａｃｉｌｌｏｔａ，其他组未筛出明显特征微生

物（图 ４Ａ）。
属水平上， Ｍｏｄ 组特征微生物为假黄酮属

（Ｐｓｅｕｄｏｆｌａｖｏｎｉｆｒａｃｔｏｒ）、普雷沃氏菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）、丁
霉单孢菌属（Ｂｕｔｙｒｉｃｉｍｏｎａｓ）；ＧＱＤ⁃Ｈ 组中特征微生

物为地中海杆菌属（Ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅｉｂａｃｔｅｒ）；ＧＱＤ⁃Ｍ 组

特 征 微 生 物 为 Ｔｕｒｉｃｉｂａｃｔｅｒ、 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、
Ｍａｓｓｉｌｉｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ；ＧＱＤ⁃Ｌ 组中特征微生物为 Ｂｌａｕｔｉａ、
Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ、 副 球 菌 属 （ Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ ）、
Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ、Ａｎａｅｒｏｓｔｉｐｅｓ；ＬＢＰ 组中特征微生物

为 Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ（图 ４Ｂ）。

注：Ａ：门水平 ＬＥｆＳｅ 分析；Ｂ：属水平 ＬＥｆＳｅ 分析。

图 ４　 门、属水平肠道微生物 ＬＥｆＳｅ 分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｂ． Ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

２􀆰 ４　 肠道微生物功能预测

菌群具备的潜在功能是探索药物治疗疾病机

制的直接要素，为了研究 ＧＱＤ 干预后肠道微生物功

能的变化，通过宏基因组学基因序列数据的 ＫＥＧＧ
分析进行功能注释和预测。 通过 ＬＥｆＳｅ 富集到 ＧＱＤ
各剂量组优势功能为碳水化合物代谢途径与免疫

疾病途径（ＬＤＡ ＞ ３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ５Ａ）。 在 Ｌｅｖｅｌ ２

水平上，与 Ｃｏｎ 组相比，Ｍｏｄ 组基础代谢降低，例如：
氨基酸代谢、碳水化合物代谢、能量代谢、脂质代

谢、萜类化合物和多酮类化合物的代谢、核苷酸代

谢等。 Ｍｏｄ 组基础代谢现状，提示肠道菌群紊乱。
与 Ｍｏｄ 组相比，ＧＱＤ 各剂量组以下功能提高，包括：
碳水化合物代谢、其他氨基酸的代谢、复制和修复、
能量代谢、异种生物降解和代谢、膜运输、抗药性：
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注：Ａ：Ｌｅｖｅｌ ２ 水平 ＬＥｆＳｅ 分析；Ｂ：Ｌｅｖｅｌ ２ 水平随机森林分析。

图 ５　 ＫＥＧＧ 功能富集预测图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｌｅｖｅｌ ２ ｌｅｖｅｌ ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｂ． Ｌｅｖｅｌ ２ ｌｅｖｅｌ ｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅｓｔ ａｎａｌｙｓｉｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｍａｐ ｏｆ ＫＥＧＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

抗微生物。 通过随机森林分析后发现在各组中表

现变化最明显的为氨基酸代谢途径（图 ５Ｂ）。 通过

ＫＥＧＧ 功能分析发现 ＧＱＤ 干预后主要影响的功能

集中在碳水化合物代谢途径、免疫疾病途径、氨基

酸代谢途径。
２􀆰 ５　 功能相对丰度差异性分析

肠道菌群生物变化（代谢、生长、衰老）是改变

肠道功能的重要影响因素，通过 ＭｅｔａＣｙｃ 数据库预

测菌群构建的潜在功能，结果如图 ６。 与 Ｃｏｎ 组相

比，Ｍｏｄ 组下调了以下 ８ 个途径，包括：Ｌ⁃精氨酸生

物合成Ⅰ（通过 Ｌ⁃鸟氨酸） （ Ｌ⁃ａｒｇｉｎｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ⅰ，ｖｉａ Ｌ⁃ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ），Ｌ⁃精氨酸生物合成 Ⅱ（乙酰循

环）（Ｌ⁃ａｒｇｉｎｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ⅱ，ａｃｅｔｙｌ ｃｙｃｌｅ），Ｌ⁃鸟氨

酸生物合成 Ⅰ（Ｌ⁃ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ⅰ），Ｌ⁃赖氨

酸生物合成 Ⅲ（Ｌ⁃ｌｙｓｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ⅲ），Ｌ⁃赖氨酸

生物合成Ⅵ（Ｌ⁃ｌｙｓｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ⅵ），丙酮酸发酵

生成醋酸和乳酸 Ⅱ（ｐｙｒｕｖａｔｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｏ ａｃｅｔａｔｅ
ａｎｄ ｌａｃｔａｔｅ Ⅱ）， Ｌ⁃酪氨酸生物合成的超级途径

（ｓｕｐｅｒｐａｔｈｗａｙ ｏｆ Ｌ⁃ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ），Ｌ⁃赖氨酸、
Ｌ⁃苏 氨 酸 和 Ｌ⁃蛋 氨 酸 生 物 合 成 超 级 途 径 Ⅱ
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图 ６　 ＭｅｔａＣｙｃ 功能差异性分析

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｅｔａＣｙｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

（ ｓｕｐｅｒｐａｔｈｗａｙ ｏｆ Ｌ⁃ｌｙｓｉｎｅ， Ｌ⁃ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ａｎｄ Ｌ⁃
ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ⅱ）。 Ｍｏｄ 组中上升了以下

途径： Ｌ⁃精氨酸降解 Ⅱ （ＡＳＴ 途径） （ Ｌ⁃ａｒｇｉｎｉｎｅ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ Ⅱ，ＡＳＴ ｐａｔｈｗａｙ），鸟氨酸降解的超级途

径（ｓｕｐｅｒｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ），Ｌ⁃赖氨酸

降解 Ｘ（Ｌ⁃ｌｙｓｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ Ｘ），Ｌ⁃苏氨酸降解（Ｌ⁃
ｔｈｒｅｏｎａｔｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）。 而 ＧＱＤ 干预后以上 ８ 个下

调功能均得到改善，并且精氨酸、鸟氨酸、赖氨酸、
苏氨酸降解水平下降。 以上途径主要为氨基酸合

成与降解，提示 ＧＱＤ 能增强氨基酸合成水平，抑制

氨基酸降解。

３　 讨论

抗生素过度或不规范使用引起肠道有益菌和

致病菌比例失调是引发肠道炎症、破坏肠道免疫的

关键因素。 本课题组前期研究发现 ＧＱＤ 能通过激

活线粒体自噬，清除组织内受损的线粒体，减轻菌

群失调性大鼠肠道损伤，ＧＱＤ 还对头孢拉定和硫酸

庆大霉素造成的菌群失调性腹泻大鼠门水平和属

水平上的菌群丰度有回调作用［６－７］。 ＬＢＰ 又名双歧

杆菌，被定义为活的微生物，能有效改善腹痛、腹
泻，调节有害微生物和有益微生物丰度比例，恢复

肠道微生物稳态［８］。 因此，本实验选用 ＧＱＤ 和 ＬＢＰ
作为对照来研究治疗 ＡＡＤ 后肠道菌群丰度变化以

及功能变化，从肠道菌群方面研究其作用机制。 研

究发现，α 多样性显示 ＧＱＤ⁃Ｍ 组、ＬＢＰ 组与 Ｍｏｄ 组

整体微生物多样性上具有显著性差异。 β 多样性结

果中各组均与 Ｍｏｄ 组分隔开，而 ＧＱＤ⁃Ｍ 组与 ＬＢＰ
组出现重叠，证明 ＧＱＤ 和 ＬＢＰ 均能改变 ＡＡＤ 模型

大鼠肠道微生物组成，其中猜测葛根芩连汤中剂量

调节微生物效应与 ＬＢＰ 更接近。
已知 ＧＱＤ 干预能改变肠道微生物组成后，进一

步在门水平和属水平上探究干预前后微生物组成

变化。 结果表明，在门水平上，Ｍｏｄ 组主要富集到的

是 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ，而 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ 常作为肠道

菌群平衡的观测指标，此门改变可以证明克林霉素

打破了肠道中原本的微生物平衡［９］。 ＧＱＤ 各剂量

组和 ＬＢＰ 组中 Ｂａｃｉｌｌｏｔａ 丰度上升，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ
丰度下降，表明 ＧＱＤ 和 ＬＢＰ 能改善被破坏的肠道

微生 物 丰 度 比 例。 在 属 水 平 上， Ｍｏｄ 组 中

Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ 丰度下降，
Ｐｓｅｕｄｏｆｌａｖｏｎｉｆｒａｃｔｏｒ、 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ、 Ｂｕｔｙｒｉｃｉｍｏｎａｓ、
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ 丰度上升。 双歧杆菌属、阿克曼菌属、乳
酸杆菌属都是肠道内出名的有益菌，能调节自身免

疫、改善慢性炎症和修复肠道损伤［１０－１２］。 而与之相

反，Ｐｓｅｕｄｏｆｌａｖｏｎｉｆｒａｃｔｏｒ 在免疫异常的湿滞综合征大

鼠肠道内显著富集，因此把它称为免疫异常状态下

的细菌指标之一［１３］。 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ、Ｂｕｔｙｒｉｃｉｍｏｎａｓ 均与

肠道炎症反应密切联系，Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ 丰度增加，相应

的 Ｔ 辅助性 １７ 型（Ｔｈ１７）与 Ｔｏｌｌ 样受体 ２ 被激活，
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导致抗原呈递细胞产生白细胞介素⁃２３（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃
２３，ＩＬ⁃２３）、白细胞介素⁃１（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１，ＩＬ⁃１）、白细

胞 介 素⁃８ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃８， ＩＬ⁃８ ）、 白 细 胞 介 素⁃６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）、白细胞介素⁃１７（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１７，
ＩＬ⁃１７）等促炎因子，引起代谢紊乱和全身炎症［１４］。
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ 被归于 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ，是全球关于腹泻

研究最广泛、最重要的菌属之一，部分 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ 有

较强毒力特征，能引起严重腹泻和肠道疾病［１５］。 根

据在 Ｍｏｄ 组中有益菌和致病菌的相应变化指向使

用克林霉素后引起炎症、破坏肠道黏膜屏障、肠道

免疫系统稳定性被打破。
在 ＧＱＤ⁃Ｍ 组和 ＧＱＤ⁃Ｌ 组肠道内富集到的微生

物 Ｔｕｒｉｃｉｂａｃｔｅｒ、Ｂｌａｕｔｉａ 能直接促进宿主初级胆汁酸

代谢为次级胆汁酸 （石胆酸、 脱氧胆酸） ［１６－１７］。
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 和 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ 能通过产生胆盐水解酶

间接促进次级胆汁酸产生［１８－１９］。 次级胆汁酸参与

先天性免疫和适应性免疫细胞的分化和功能，如巨

噬细胞、树突状细胞、Ｔ 细胞、Ｂ 细胞、自然杀伤细胞

等［２０］。 Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ、Ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅｉｂａｃｔｅｒ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 均能

产生丁酸盐，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 还能分泌代谢产物乙酸盐

和丙酸盐。 丁酸盐、乙酸盐和丙酸盐都属于 ＳＣＦＡｓ。
丁酸盐能够与蛋白脱乙酰酶、紧密连接蛋白相互作

用，从而加固肠道屏障、减轻炎症反应、降低肠道通

透性［２１－２３］。 乙酸盐和丙酸盐能诱导产生免疫球蛋

白 Ａ，抑制中性粒细胞和巨噬细胞释放促炎细胞因

子， 有 助 于 维 持 免 疫 系 统 的 稳 定 性［２４－２５］。
Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ 是白细胞介素⁃１０ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１０，
ＩＬ⁃１０）诱导水平最高的乳酸菌菌株，有高抗炎活性，
能抑制慢性炎症，改善代谢紊乱［２６］。 结果表明，
ＧＱＤ 干预后改善肠道有益菌的比例，激活胆汁酸代

谢和 ＳＣＦＡｓ 代谢，减轻肠道炎症，促进肠道免疫系

统稳定。
ＧＱＤ 不仅对肠道微生物紊乱有调节作用，而且

对功能也有一定影响。 通过功能预测后发现 ＧＱＤ
组主要改善碳水化合物代谢途径、免疫疾病途径和

氨基酸代谢途径。 碳水化合物代谢已被认为是先

天免疫细胞活化和功能的标志，整个途径包括消化

吸收、糖酵解和三羧酸循环［２７］。 免疫细胞的增殖、
生长、发育离不开能量支持，能量通常来源于糖酵

解和三羧酸循环两种方式，所以糖酵解和三羧酸

（ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ，ＴＣＡ）循环与免疫功能联系密切。
糖酵解途径能促进已被激活的巨噬细胞和效应淋

巴细胞的生长、分化和功能［２８－２９］。 ＴＣＡ 循环被称为

免疫细胞功能的代谢“控制器”，是由于 ＴＣＡ 循环的

衍生代谢物能调节免疫反应的类型和程度。 例如，
ＴＣＡ 循环代谢物琥珀酸盐是巨噬细胞反应的重要

调节剂，参与炎症的起始、维持和消退［３０］。 此外，通
过 ＭｅｔａＣｙｃ 数据库预测到 ＧＱＤ 干预后提高了精氨

酸合成、赖氨酸合成、鸟氨酸合成、苏氨酸合成途

径。 精氨酸作为控制免疫细胞功能的关键途径，参
与巨噬细胞、树突状细胞、Ｔ 细胞、Ｂ 细胞、中性粒细

胞、自然杀伤细胞生长、发育以及免疫功能［３１－３３］。
鸟氨酸是巨噬细胞精氨酸酶 １ 的代谢物，是精氨酸

的下游，鸟氨酸代谢与促分解巨噬细胞持续执行胞

吞作用联系［３４］。 赖氨酸和苏氨酸是机体必需氨基

酸，是免疫球蛋白的组成成分，合成阻碍时，会出现

免疫球蛋白分泌抑制现象，引起机体免疫力低下，
所以，赖氨酸和苏氨酸的合成与产生抗体、增强机

体体液免疫正相关［３５－３６］。 研究结果表明，ＧＱＤ 能通

过提高碳水化合物代谢途径和氨基酸代谢途径，进
而提高 ＡＡＤ 大鼠肠道免疫疾病途径，恢复肠道免疫

损伤。
本研究通过宏基因组学，研究葛根芩连汤治疗

抗生素相关性腹泻的作用机制，寻找药物干预后引

起变化的特征微生物以及功能，并且对微生物和功

能进行关联分析。 根据结果发现主要功能均指向

ＧＱＤ 能提高肠道免疫，但是并未深入探讨免疫相关

因子与筛出的关键肠道菌群之间的关系，后续还需

要通过菌群移植技术，对差异菌群培养，进一步验

证菌群与免疫之间的关系，构建以肠道微生物介导

的微生物⁃免疫⁃疾病之间的因果关系，进一步阐述

其作用机制。
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［３５］ 　 ＩＳＥＲＩ Ｖ Ｊ， ＫＬＡＳＩＮＧ Ｋ Ｃ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｌｙｓｉｎｅ ｉｎ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ａ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｄｅａｄ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｃｏｓｔｓ ｏｆ

ｉｍｍｕｎｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｇｒ Ｃｏｍｐ Ｂｉｏｌ， ２０１４， ５４（５）： ９２２－９３０．
［３６］ 　 李仁德， 李光玉， 王凯英． 苏氨酸对动物的生物学作用研究

进展 ［Ｊ］ ． 饲料工业， ２０１７， ３８（８）： ３６－３９．
ＬＩ Ｒ Ｄ， ＬＩ Ｇ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｋ Ｙ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｄｖａｎｃｅｓ ｏｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｆｏｒ ａｎｉｍａｌ ［ Ｊ］ ． Ｆｅｅｄ Ｉｎｄ， ２０１７， ３８（８）：
３６－３９．

［收稿日期］ 　 ２０２４－０７－０２

《中国实验动物学报》再次入编《中文核心期刊要目总览》

　 　 依据文献计量学的原理和方法，经研究人员对相关文献的检

索、统计和分析，以及学科专家评审，《中国实验动物学报》再次入

编《中文核心期刊要目总览》２０２３ 年版（即第 １０ 版）动物学 ／人类学

类的核心期刊！
《中文核心期刊要目总览》采用定量评价和定性评的学术水平

和学术影响进行综合评价，受到学术界的广泛认同。
目前，本刊为中国科学引文数据库来源期刊、中国学术期刊综

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

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

感谢编委、专家们的帮助与支持，感谢广大作者和读者朋友们

的厚爱与信任。 本刊编辑部将始终坚守办刊宗旨，不忘初心，严谨

办刊，开拓进取，不断创新，向世界一流期刊看齐。

９８３１
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２４

Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． １１

柯璐，曹愿，谷文达，等． 通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建 Ａｐｏｅ 基因敲除小鼠模型及其表型研究 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４，
３２（１１）： １３９０－１３９８．
ＫＥ Ｌ， ＣＡＯ Ｙ， ＧＵ Ｗ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｕｓｅ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏｅ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ
［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（１１）： １３９０－１３９８．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 １１􀆰 ００３

［基金项目］国家重点研发计划（２０２３ＹＦＣ３４０２０００）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ（２０２３ＹＦＣ３４０２０００）．
［作者简介］柯璐，女，硕士，研究实习员，研究方向：疾病动物模型。 Ｅｍａｉｌ： ｋｋｉｓｌｌ００＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］范昌发，男，博士，研究员，博士生导师，研究方向：疾病动物模型。 Ｅｍａｉｌ： ｆａｎｃｆ＠ ｎｉｆｄｃ． ｏｒｇ． ｃｎ

通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建 Ａｐｏｅ 基因敲除小鼠
模型及其表型研究

柯璐，曹愿，谷文达，刘甦苏，孙晓炜，赵皓阳，翟世杰，郭怀勇，娄玥，范昌发∗

（中国食品药品检定研究院实验动物资源研究所，北京　 １０２６２９）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建 Ａｐｏｅ 基因敲除小鼠模型，以进一步探讨 Ａｐｏｅ 在血脂代

谢和形成动脉粥样硬化病症中的功能。 方法　 针对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 Ａｐｏｅ 基因设计 ２ 个 ｓｇＲＮＡ 靶位点，并将 ｓｇＲＮＡ
和 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 共同注入受精卵，移植至 ＩＣＲ 受体鼠，获得 Ｆ０ 代小鼠，通过提取鼠尾 ＤＮＡ 以及 ＰＣＲ 筛选，获得阳性

小鼠。 通过荧光定量逆转录 ＰＣＲ 法检测小鼠各组织中 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 表达水平。 检测小鼠血清中的血脂指标，并通

过油红 Ｏ 染色主动脉血管，以检测动脉内膜脂质的积聚。 结果　 ＰＣＲ 及测序结果确认成功构建了 Ａｐｏｅ 基因敲除

小鼠（Ｃ５７ＢＬ ／ ６⁃Ａｐｏｅｅｍ１ ／ Ｎｉｆｄｃ，简称 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠）；实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ 实验结果显示，Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠

（Ａｐｏｅ－ ／ －）的肝、大脑、脾、肾和肺组织中的 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 显著降低；血清总胆固醇、低密度脂蛋白胆固醇水平显著升

高，且雄性小鼠的血清高密度脂蛋白胆固醇水平显著降低；主动脉血管油红 Ｏ 染色显示，在相同且食用正常饲料条

件下，野生型（ｗｉｌｄ⁃ｔｐｙｅ，ＷＴ）小鼠无脂质堆积，Ａｐｏｅ－ ／ －小鼠则呈现大量红色脂质斑块。 结论　 本研究成功构建 Ａｐｏｅ
基因敲除小鼠，该纯合子小鼠在非高脂饲料下呈典型的异常血脂代谢及主动脉内膜脂质积聚特征，为 Ａｐｏｅ ＫＯ 小

鼠资源提供了背景数据，为血脂代谢异常表型研究提供新模型。
【关键词】 　 Ａｐｏｅ；Ｃ５７ＢＬ ／ ６⁃Ａｐｏｅｅｍ１ ／ Ｎｉｆｄｃ；ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９；血脂代谢；主动脉

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） １１⁃１３９０⁃０９

Ｕｓｅ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
Ａｐｏｅ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ

ＫＥ Ｌｕ， ＣＡＯ Ｙｕａｎ， ＧＵ Ｗｅｎｄａ， ＬＩＵ Ｓｕｓｕ， ＳＵＮ Ｘｉａｏｗｅｉ， ＺＨＡＯ Ｈａｏｙａｎｇ， ＺＨＡＩ Ｓｈｉｊｉｅ，
ＧＵＯ Ｈｕａｉｙｏｎｇ， ＬＯＵ Ｙｕｅ， ＦＡＮ Ｃｈａｎｇｆａ∗

（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｆｏｒ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ｃｏｎｔｒｏｌ （ＮＩＦＤＣ）， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０２６２９， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＦＡＮ Ｃｈａｎｇｆａ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｆａｎｃｆ＠ ｎｉｆｄｃ． ｏｒｇ． ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ａｎ Ａｐｏｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｔｏ ｓｕｐｐｏｒｔ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ Ａｐｏｅ ｉｎ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｗｏ ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡｓ
ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｆｏｒ Ａｐｏｅ ｉｎ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｃｏ⁃ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ ｉｎｔｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄ ｅｇｇｓ， ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎｔｏ
ＩＣＲ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ ｍｉｃｅ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ Ｆ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｅ． ＫＯ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＰＣＲ） ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ
ｔａｉｌ ＤＮＡ． Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｗｅｒｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｌｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｖｅｓｓｅｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＰＣＲ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏｅ ＫＯ ｍｉｃｅ （Ｃ５７ＢＬ ／ ６⁃Ａｐｏｅｅｍ１ ／ Ｎｉｆｄｃ）． Ａｐｏｅ
ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ， ｂｒａｉｎ， ｓｐｌｅｅｎ， ｋｉｄｎｅｙ， ａｎｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ａｐｏｅ ＫＯ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｉｃｅ
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（Ａｐｏｅ－ ／ － ）， ａｓ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ． Ｓｅｒｕｍ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ Ａｐｏｅ－ ／ － ｍｉｃｅ， ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｉｎ ｍａｌｅ Ａｐｏｅ－ ／ － ｍｉｃｅ． Ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｌｉｐｉｄ ｐｌａｑｕｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｌｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｉｎ Ａｐｏｅ－ ／ － ｍｉｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＷＴ ｍｉｃｅ， ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ｃｈｏｗ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｎ Ａｐｏｅ ＫＯ
ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇ ａ ｔｙｐｉｃａｌ ａｂｎｏｒｍａｌ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｗｉｔｈ ａｒｔｅｒｉａｌ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ， ｅｖｅｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ａ ｈｉｇｈ⁃
ｆａｔ ｄｉｅｔ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ． Ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｄａｔａ ｆｏｒ ｔｈｅ Ａｐｏｅ ＫＯ ｍｉｃｅ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ａｎｄ ａ ｎｅｗ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
ａｂｎｏｒｍａｌ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ａｐｏｅ； Ｃ５７ＢＬ ／ ６⁃Ａｐｏｅｅｍ１ ／ Ｎｉｆｄｃ； ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９； ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； ａｏｒｔａ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 维持正常的胆固醇水平对于哺乳动物细胞功

能和活力至关重要［１］。 胆固醇水平的升高是造成

多种疾病的重要危险因素。 脂类不溶于水，需要与

载脂蛋白结合，实现在血浆中正常运输。 载脂蛋白

Ｅ（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ，Ａｐｏｅ）是一种多态性蛋白参与脂

蛋白的转化与代谢过程，是极低密度脂蛋白（ ｖｅｒｙ
ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＶＬＤＬ）和高密度脂蛋白（ｈｉｇｈ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）的组成部分，在脂蛋白和胆

固醇的代谢和再分布中起着重要作用［２］。 Ａｐｏｅ 主

要在肝和大脑中合成［３］，当 Ａｐｏｅ 功能失调或缺失

时，人类［４］和动物模型［５］ 会出现严重的高脂血症。
在 Ａｐｏｅ 敲除小鼠中［６］，动脉粥样硬化会自行发展，
是动 脉 粥 样 硬 化 的 理 想 模 型。 自 从 １９９２ 年

ＰＩＥＤＲＡＨＩＴＡ 等［６］首次通过胚胎干细胞打靶技术

失活 Ａｐｏｅ 基因之后，大量研究揭示了 Ａｐｏｅ 的基因

功能［７－１２］，其在心血管系统、神经系统、呼吸系统、免
疫系统、骨细胞发育和代谢发育等多种生理功能中

都起着重要作用。 虽然 Ａｐｏｅ 基因敲除小鼠在国内

外使用较为广泛，但多从国外引进，在商业化应用

或药物研发领域可能存在知识产权限制。 因此，本
文通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建了 Ａｐｏｅ 基因敲除小

鼠模型（Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠），检测分析了 Ａｐｏｅ 对血脂

代谢以及诱导动脉粥样硬化的功能作用，为 Ａｐｏｅ 体

内功能及靶向机制研究提供模型资源。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２０ 只 １５ ～ ２０ ｇ 的 ４ ～ ６ 周龄 ＳＰＦ 级雌性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，２０ 只 ３０ ～ ３５ ｇ 的 １０ ～ １２ 周龄

ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠和 １０ 只 ２５ ～ ３０ ｇ 的 ６
～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 ＩＣＲ 小鼠由中检院实验动物资

源所繁育并提供【ＳＣＸＫ（京）２０２２－０００２】，饲养于本

单位实验动物资源研究所屏障环境中【ＳＹＸＫ（京）

２０２２－００１４】。 饲养期间给予小鼠标准饲料（武汉市

万千佳兴生物科技有限公司）及灭菌自来水。 饲养

环境：室温 ２０ ～ ２６ ℃，相对湿度 ４０％ ～ ７０％，照明

１２ ｈ 明 ／ １２ ｈ 暗。 所有操作均符合本单位实验动物

伦理学要求（中检动（福）第 ２０２４（Ｂ）０１１ 号）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ｍＭＥＳＳＡＧＥ ｍＭＡＣＨＩＮＥ Ｔ７ 转 录 试 剂 盒

（ＡＭ１３４４）、多聚腺苷酸加尾试剂盒 （ ＡＭ１３５０）、
ＭＥＧＡｓｈｏｒｔｓｃｒｉｐｔ Ｔ７ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ （ ＡＭ１３５４） 和

ＭＥＧＡｃｌｅａｒ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｃｌｅａｎ⁃Ｕｐ Ｋｉｔ （ ＡＭ１９０８） 均

购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ；ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ ｋｉｔ （ ７４１０４） 购于

ＱＩＡＧＥＮ；ＲＮＡ 提取试剂 （ＡＮ３０３０７Ａ）、ＲＴ⁃ＰＣＲ 试

剂 盒 （ ＡＭ８１６８０Ａ ） 和 荧 光 定 量 ＰＣＲ 试 剂 盒

（ ＡＭ８１７７６Ａ ） 购 于 ＴａＫａＲａ； 油 红 Ｏ 试 剂 盒

（０８０３Ａ２２）购于 ＬＥＡＧＥＮＥ。
微量定量注射仪（ＦｅｍｔｏＪｅｔ ４ｉ，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；显微

镜注射系统（ ＩＸ７１，ＯＬＹＭＰＵＳ）；荧光定量 ＰＣＲ 仪

（ ＬＣ４８０ Ⅱ， Ｒｏｃｈｅ ）； 超 微 量 分 光 光 度 计

（ Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００， Ｔｈｅｒｍｏ）； 体视显微镜 （ ＳＭ２７４５，
Ｎｉｋｏｎ）；冷冻离心机（３⁃１８ＫＳ，Ｓｉｇｍａ）；ＰＣＲ 扩增仪

（Ｋ９６０， Ｈｅａｌ Ｆｏｒｃｅ）； 全自动生化分析仪 （ ７１８０，
ＨＩＴＡＣＨＩ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠 Ａｐｏｅ 基因敲除策略

小鼠 Ａｐｏｅ 基因定位于小鼠 ７ 号染色体，含有 ４
个外显子。 如图 １ 所示，根据小鼠 Ａｐｏｅ 基因结构，
在 ２ 号和 ３ 号外显子分别设计 ２ 个 ｓｇＲＮＡ 靶位点，
通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 编辑技术敲除 ２ 号和 ３ 号外显

子部分序列后，使得 Ａｐｏｅ 蛋白无法正常翻译，构建

基因缺失模型。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｓｇＲＮＡ 的体外合成及转录

小鼠 Ａｐｏｅ 基因 Ｇｅｎｅ ＩＤ（ＮＣＢＩ）：１１ ８１６ 定位于

小鼠 ７ 号染色体 （ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ７： １９， ４３０， ０３４⁃１９，
４３３， １１３， Ｅｎｓｅｍｂｌ： ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００２９８５ ）， 全 长
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图 １　 Ａｐｏｅ 基因敲除小鼠构建策略

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ Ａｐｏｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ

４５１８ ｂｐ，包含 １１ 个转录本，Ａｐｏｅ⁃２０６ 转录本长度为

１４０８ ｂｐ，有 ４ 个外显子。 根据敲除模型设计原则，
选择共有转录本的 ２ 号外显子和 ３ 号外显子作为敲

除区域。 在 ２ 号和 ３ 号外显子的上下游分别设计 ２
个 ｓｇＲＮＡ 靶位点，通过在线网站 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｃｔｏｐ． ｃｏｓ．
ｕｎｉ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ． ｄｅ ／设计获得 ｓｇＲＮＡ 序列（如表 １ 所

示）。 并在 ｓｇＲＮＡ 设计后通过网站 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｒｇｅｎｏｍｅ． ｎｅｔ ／检测其是否存在潜在脱靶位点，确保

该 ｓｇＲＮＡ 仅有一个目标靶点。

表 １　 ｓｇＲＮＡ 序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 ｓｇＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｓｇＲＮＡ 靶序列

ｓｇＲＮＡ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
序列信息（５’－３’）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（５’－３’）

ｓｇＲＮＡ１ Ｆ：ＴＡＧＧＴＡＴＧＧＡＧＣＡＡＧＧＡＣＴＴＧＣＴＧ
Ｒ：ＡＡＡＣＣＡＧＣＡＡＧＴＣＣＴＴＧＣＴＣＣＡＴＡ

ｓｇＲＮＡ２ Ｆ：ＴＡＧＧＧＣＡＧＧＣＣＣＴＧＡＡＣＣＧＣＴＴＣＴ
Ｒ：ＡＡＡＣＡＧＡＡＧＣＧＧＴＴＣＡＧＧＧＣＣＴＧＣ

　 　 引物合成后经退火连接后使用 ＢｂｓⅠ酶切 ｐＴ７
质粒，然后克隆转化，次日挑取 ４ 个菌落进行质粒提

取，并进行测序验证。 以测序正确的 ｓｇＲＮＡ 质粒为

模板进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 条件：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；９５ ℃
３０ ｓ，５５ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １５ ｓ，共 ３０ 个循环，反应程序

结束后于 ４ ℃保存。 ＰＣＲ 扩增产物加入 ２ 倍体积

无水乙醇，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃去上清，加
入 ５００ μＬ ７０％乙醇清洗 ２ 次，然后将沉淀溶解于 ３０
μＬ ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ 水 中。 使 用 ＭＥＧＡｓｈｏｎｓｃｒｉｐｔ Ｔ７
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ 进行体外转录，于 ３７ ℃孵育 ４ ｈ，然
后 加 入 ＤＮａｓｅ 消 化 ２０ ｍｉｎ， 使 用 ＭＥＧＡｃｌｅａｒ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｃｌｅａｎ⁃Ｕｐ Ｋｉｔ 纯化产物，经进一步浓缩

并分装存于－８０ ℃备用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 的体外转录

采用 ｐｘ３３０ 质粒为模板，采用 Ｈｉｎｄ Ⅲ酶进行酶

切，电泳跑胶回收后，最终加入 ３０ μＬ ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ 水

溶 解。 以 回 收 产 物 为 模 板， 利 用 ｍＭＥＳＳＡＧＥ
ｍＭＡＣＨＩＮＥ Ｔ７ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｋｉｔ 进行体外转录，于
３７ ℃孵育 ２ ｈ，然后加入 ＤＮａｓｅ 消化 ２０ ｍｉｎ，再使用

Ｐｏｌｙ（Ａ） Ｔａｉｌｉｎｇ ｋｉｔ 加尾 ５０ ｍｉｎ，最后使用 ＲＮｅａｓｙ
Ｍｉｎｉ ｋｉｔ 对产物进行纯化，再经浓度测定后分装存于

－８０ ℃备用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 显微注射及胚胎移植

４ ～ ６ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌性小鼠超数排卵后与雄

鼠合笼，挑选见栓雌鼠，剖开腹腔，在输卵管壶腹部

收集受精卵细胞。 将构建好的 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ 于冰上解冻，混合浓度为 ｓｇＲＮＡ ５０ ｎｇ ／ μＬ，
Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ １００ ｎｇ ／ μＬ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ４０ ｍｉｎ，
吸取上清，见图 ２。 用吸管吸取液体从注射针后端

注入尖端，进行显微注射。 操作成功的囊胚放入胚

胎培养液中，３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养 ３０ ～ ６０ ｍｉｎ，随后

快速移植到假孕母鼠的子宫内，缝合后将移植鼠饲

养于 ＩＶＣ 环境中。 移植鼠产出 Ｆ０ 代小鼠后通过剪

尾进行基因型鉴定与筛选。
１􀆰 ２􀆰 ５ 　 实 时 荧 光 定 量 逆 转 录 ＰＣＲ （ ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）

分别取 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠与同窝野生型小鼠组

织用于 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测。 使用 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 提取组织

ＲＮＡ，并检测 ＲＮＡ 浓度及纯度，测定 ＯＤ２６０ ｎｍ ／ ＯＤ２８０ ｎｍ

及 ＯＤ２６０ ｎｍ ／ ＯＤ２３０ ｎｍ 的值在 １􀆰 ８ ～ ２􀆰 ２ 的范围内，反转

录合成 ｃＤＮＡ 后，以 Ｇａｐｄｈ 为内参采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 技

术对其进行表达量的测定。 反应的条件设置：９５ ℃
５ ｍｉｎ；９５ ℃ １０ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ（４０ 个循环）；９５ ℃ １５ ｓ，
６０ ℃ ６０ ｓ， ９５ ℃ １５ ｓ。 反应结果使用 ＬＣ４８０ Ｓｏｆｔｗａｒｅ
１􀆰 ５ 软件收集、分析。 所有的样品都在同一块板中做

３ 次重复，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物如表 ２ 所示。
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图 ２　 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠构建流程

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ａｐｏｅ ＫＯ ｍｉｃｅ

表 ２　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列信息（５’－３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（５’－３’）

解链温度 ／ ℃
Ｔｍ ／ ℃

ＧＣ 含量 ／ ％
ＧＣ ／ ％

产物长度 ／ ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

Ａｐｏｅ Ｆ：ＣＣＧＴＧＣＴＧＴＴＧＧＴＣＡＣＡＴＴ ５８􀆰 ６７ ５２􀆰 ６３
Ｒ：ＣＡＧＧＧＴＴＧＧＴＴＧＣＴＴＴＧＣ ５７􀆰 ２４ ５５􀆰 ５６

９１

Ｇａｐｄｈ Ｆ：ＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ ５９􀆰 ４８ ５５􀆰 ００
Ｒ：ＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡ ６０􀆰 ６１ ５５􀆰 ００

９７

１􀆰 ２􀆰 ６　 血脂水平测定

注射 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的舒泰，小鼠麻醉后采集血

液，全血静置 １ ～ ２ ｈ，待血液充分凝固后离心分离

得到 血 清， 使 用 全 自 动 分 析 仪 以 及 胆 固 醇

（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，Ｃｈｏｌ）、甘油三酯（ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、低
密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 （ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＬＤＬ⁃Ｃ） 和高密度脂蛋白胆固醇 （ ｈｉｇｈ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ⁃Ｃ）试剂盒对血清

进行血脂指标检测。

表 ３　 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠的筛选流程

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｆｏｒ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏｅ ＫＯ ｍｉｃｅ

品系
Ｓｔａｉｎ

胚胎移植数 ／ 个
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ／ ｎｕｍｂｅｒｓ

新生小鼠数 ／ 只
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｏｒｎ
ｍｉｃｅ ／ ｎｕｍｂｅｒｓ

敲除阳性小鼠数 ／ 只
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｋｎｏｃｋ⁃ｏｕｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｍｉｃｅ ／ ｎｕｍｂｅｒｓ

筛选阳性小鼠数 ／ 只
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｉｃｅ
ｗａｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ／ ｎｕｍｂｅｒｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ８０ ３０ ５ ２

１􀆰 ２􀆰 ７　 动脉粥样硬化特征检测

将小鼠仰卧位固定于解剖台，麻醉后剪开胸

腔，充分暴露心脏。 将连有生理盐水的输液器针头

自心尖部插入左心室，在右心耳剪开一小口进行全

身灌流。 灌流完成后分离主动脉并置于 ４％的甲醛

中固定，固定后将血管外部的多余脂肪分离干净。
将 Ｖａｎｎａｓ 弹簧剪自升主动脉断口处伸入血管管腔

内，沿主动脉弓大弯侧剖开整个主动脉。 将剖开的

主动脉内膜面朝上展开并进行固定。 ６０％异丙醇浸

洗 ２０ ～ ３０ ｓ 后加入改良油红 Ｏ 染色液，密闭染色

１０ ～ １５ ｍｉｎ。 再置入 ６０％异丙醇稍洗去除染液，蒸
馏水复洗。 最后固定血管后拍照，分析阳性斑块的

数量。
１􀆰 ３　 统计学分析

用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 和 Ｇｒａｐｈｐａｄ ８􀆰 ０ 软件进行统计学

分析，数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采用 ｔ
检验分析。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结 果

２􀆰 １　 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠的造模

如表 ３ 所示，将显微注射后的 ８０ 枚受精卵移植

到假孕母鼠的子宫内，产仔后获得 ３０ 只 Ｆ０ 代小鼠，
通过 ＰＣＲ 结果显示共有 ５ 只小鼠的靶位点发生非

同源重组修复，导致碱基发生随机缺失（图 ３Ａ）。
对 ＰＣＲ 产物进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序，５ 只敲除小鼠分别为

２ 号 （雌性，敲除 ９３４ ｂｐ），１３ 号 （雄性，敲除 ７７３
ｂｐ），１８ 号（雄性，敲除 ６０３ ｂｐ），２１ 号（雄性，敲除

４３７ ｂｐ），２７ 号（雌性，敲除 ７２１ ｂｐ）（图 ３Ｂ ～ ３Ｇ）。
根据 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 的工作原理一般会在 ＰＡＭ 序列
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注：Ａ：ＰＣＲ 鉴定 Ｆ０ 代小鼠基因型，野生型条带大小：１１４７ ｂｐ，敲除片段大小分别为 ９３４ ｂｐ，７７３ ｂｐ，６０３ ｂｐ，４３７ ｂｐ，７２１ ｂｐ；Ｂ：Ｆ０ 代小鼠

测序比对；Ｃ ～ Ｇ：５ 只 Ｆ０ 代 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠的 Ｓａｎｇｅｒ 测序峰图。

图 ３　 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠筛选

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｆ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ． Ｓｉｚｅ ｏｆ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｂａｎｄ ｗａｓ １１４７ ｂｐ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｂａｎｄ ｗａｓ ９３４ ｂｐ，

７７３ ｂｐ， ６０３ ｂｐ， ６７７ ｂｐ， ７２１ ｂｐ． Ｂ． Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｆ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｅ． Ｃ ～ Ｇ． Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｅａｋ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｆ０ ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ａｐｏｅ

ＫＯ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ Ａｐｏｅ ＫＯ ｍｉｃｅ
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上游的第 ３ 个碱基进行断裂，因此根据两条 ｓｇＲＮＡ
可以预测目标敲除条带是 ６０５ ｂｐ，以上敲除小鼠大

都在目标片段附近。 之前的研究表明，在阳性小鼠

的筛选中，通常优先选取雄性且非 ３ 的整倍数碱基

敲除的小鼠［１３］。 因此，选择了其中的 １３ 号和 ２１ 号

阳性小鼠进行扩繁，本研究中使用 ２１ 号阳性小鼠进

行实验。 将 ２１ 号 Ｆ０ 代小鼠与野生型小鼠交配，获
得 Ｆ１ 代小鼠，通过 ＰＣＲ 筛选出 Ａｐｏｅ ＫＯ 杂合小鼠

（Ａｐｏｅ＋ ／ －）（图 ４Ａ）。 最后通过 Ｆ１ 代杂合小鼠自交

获得 Ｆ２ 代 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯和小鼠（Ａｐｏｅ－ ／ －），ＰＣＲ 结果

如图 ４Ｂ 所示。 野生型条带大小为 １１４７ ｂｐ，敲除鼠

条带大小为 ６７７ ｂｐ。

注：Ａ：Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠繁殖策略；Ｂ：Ｆ２ 代小鼠 ＰＣＲ 鉴定小鼠基因型。

图 ４　 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠的繁殖与鉴定

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ Ａｐｏｅ ＫＯ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ｏｆ Ｆ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏｅ－ ／ － ｍｉｃｅ

２􀆰 ２　 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 相对表达量的变化

为了验证敲除效率，在 Ａｐｏｅ 基因的第 ２ 号外显

子和第 ３ 号外显子设计上下游引物，利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
检测 ３ ～ ４ 月龄小鼠组织中的 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 表达水

平，如图 ５ 所示，与野生型小鼠相比，Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合

小鼠的肝、脾、肺、肾和大脑组织中的 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 表

达水平显著降低，几乎检测不到 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 的表

达，这表明 Ａｐｏｅ 基因被成功敲除，并获得了 Ａｐｏｅ
ＫＯ 纯合小鼠。
２􀆰 ３　 小鼠血脂代谢的变化

通过检测 ３ ～ ４ 月龄小鼠血清中各项血脂代谢

的指标，结果如图 ６ 所示，虽然 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠

的甘油三酯水平与野生型小鼠无明显差异，但总胆

固醇水平显著升高。 同时测量了 ＬＤＬ⁃Ｃ 与 ＨＤＬ⁃Ｃ，
发现 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠血清中的 ＬＤＬ⁃Ｃ 显著升高，
但 ＨＤＬ⁃Ｃ 没有显著的变化，进一步分析发现，Ａｐｏｅ
ＫＯ 纯合雄性小鼠的血清 ＨＤＬ⁃Ｃ 显著降低，而雌性

小鼠无显著性差异。 这表明 Ａｐｏｅ 基因会影响血脂

代谢，并且对雄性小鼠的影响更大。
２􀆰 ４　 小鼠主动脉血管的脂质积聚

解剖 ３ ～ ４ 月龄的小鼠，油红 Ｏ 染色其主动脉

血管，如图 ７Ａ 所示，野生型小鼠的主动脉血管干净

平滑，无任何油红 Ｏ 阳性脂质斑块，而同龄的 Ａｐｏｅ

注：与野生型小鼠相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ５　 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠中 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 的表达

水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｍｉｃｅ，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
Ａｐｏｅ－ ／ － ｍｉｃｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ４）

ＫＯ 纯合小鼠的主动脉内壁附着有油红 Ｏ 染色阳性

红色的脂质斑块，如图 ７Ａ 箭头所指，Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合

小鼠的主动脉弓、降主动脉和血管交界处都分布着

红色脂质斑块。 同时对野生型小鼠、Ａｐｏｅ 敲除组小

鼠的油红 Ｏ 染色阳性斑块数量统计发现，二者存在

显著性差异（图 ７Ｂ）。 这些结果表明即使在没有高

脂饲料饲喂的情况下，Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠在 ３ ～ ４ 月

龄的时候就能够形成早期动脉粥样硬化的特征。
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注：Ａ：ＴＧ 水平比较；Ｂ：Ｃｈｏｌ 水平比较；Ｃ：ＬＤＬ⁃Ｃ 水平比较；Ｄ：ＨＤＬ⁃Ｃ 水平比较；Ｅ：雄性ＨＤＬ⁃Ｃ 水平比较；Ｆ：雌性ＨＤＬ⁃Ｃ 水平比较；与野

生型小鼠相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ６　 ３ ～ ４ 月龄 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠与同龄野生型小鼠血脂比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＧ ｌｅｖｅｌｓ． Ｂ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｃｈｏｌ ｌｅｖｅｌ． Ｃ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＬＤＬ⁃Ｃ ｌｅｖｅｌｓ． Ｄ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＤＬ⁃Ｃ ｌｅｖｅｌｓ． Ｅ．

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＤＬ⁃Ｃ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ． Ｆ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＤＬ⁃Ｃ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｆａｍａｌｅ ｍｉｃｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｍｉｃｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ａｐｏｅ－ ／ － ｍｉｃｅ ａｎｄ ＷＴ ｍｉｃｅ ａｔ ３ ～ ４ ｍｏｎｔｈｓ ａｇｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

注：Ａ：主动脉根部油红 Ｏ 染色；箭头：油红 Ｏ 阳性染色斑块；Ｂ：主动脉血管油红 Ｏ 阳性染色斑块数量统计。

图 ７　 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠与野生型小鼠血脂主动脉根部油红 Ｏ 染色（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｏｒｔａ ｒｏｏｔ． Ａｒｒｏｗ． Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｐｌａｑｕｅ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｏｒｔａ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｐｌａｑｕｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｏｒｔａ ｒｏｏｔ ｏｆ Ａｐｏｅ－ ／ － ｍｉｃｅ ａｎｄ ＷＴ ｍｉｃｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

６９３１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 １１ 月第 ３２ 卷第 １１ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． １１

３　 讨论

人类疾病与基因功能密切相关，研究基因的功

能是当今生命科学领域的重要内容。 通过基因编

辑技术构建特定基因的敲除模型，不仅仅为某种疾

病提供模型工具，也是研究基因功能的首选方法。
其中基因编辑的小鼠模型已被广泛应用于多种研

究领域，由于小鼠与人有 ９０％同源基因，因此这些

基因功能可以类推至人类身上［１４］。 Ａｐｏｅ 是一种多

功能蛋白，作为血浆脂蛋白的组分在脂质运输中起

着重要作用［４］。 有研究表明，通过胚胎干细胞同源

重组构建了的靶向缺失 Ａｐｏｅ 小鼠在动脉树的许多

部位会自发动脉粥样硬化性病变［５］。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术是通过 ｓｇＲＮＡ 引

导能够对目标基因内特定位点进行精确修饰，是一

种简单、高效且经济实惠的基因组编辑技术［１５］。 在

本研究中通过设计两条 ｓｇＲＮＡ 能够预测敲除位置

以及片段大小，造成靶位点中间区域片段的缺失，
相比于单一 ｓｇＲＮＡ 能够实现更高的敲除效率以及

可控性。 在胚胎移植后通过 ＰＣＲ 和测序筛选 Ｆ０ 代

的阳性敲除小鼠，一般选择符合所设计的 ｓｇＲＮＡ 预

期敲除片段大小的小鼠，排除敲除片段大小为 ３ 的

倍数的小鼠，同时保留多个 Ｆ０ 代小鼠传代繁殖，以
保证能够扩繁稳定的敲除小鼠群体，由于雄性小鼠

在扩繁中的相对优势，可以优先考虑雄性小鼠作为

Ｆ０ 代小鼠。 在本研究中，选择了 ４３７ ｂｐ 片段敲除的

２１ 号 Ｆ０ 代小鼠进行传代，在 Ｆ２ 代获得纯合的 Ａｐｏｅ
ＫＯ 小鼠。 有研究表明，Ａｐｏｅ 在多个组织中都有所

表达，其中肝细胞是 Ａｐｏｅ 蛋白的主要合成位点［１６］。
通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测到 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 在野生型小鼠的

肝、脾、肺、肾和大脑表达，尤其在肝中的表达最高，
与之前的研究结果一致，而敲除 Ａｐｏｅ 基因的纯合子

小鼠的组织几乎检测不到 Ａｐｏｅ ｍＲＮＡ 的表达，这证

明敲除小鼠模型的构建是成功的。
Ａｐｏｅ 作为血浆脂质水平的关键调节因子，能够

参与血浆脂质含量的稳态控制。 对小鼠血清胆固

醇水平检测结果显示 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠胆固醇、
ＬＤＬ⁃Ｃ 水平显著升高，雄性 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠 ＨＤＬ⁃
Ｃ 水平显著降低，以及 Ａｐｏｅ ＫＯ 纯合小鼠主动脉内

壁形成的脂质累积，这都是动脉粥样硬化的早期表

征［１７］。 小鼠的动脉粥样硬化以时间依赖性方式发

展动脉病变，因此在血脂和血管的检测中小鼠年龄

选择也尤为重要，本研究选取的 ３ ～ ４ 月龄小鼠处

于动脉粥样硬化的早期进程，有文献表明在 ８ ～ ９
月龄小鼠中动脉能观察到更广泛病变分布［１８］，在 １
岁时出现晚期动脉粥样硬化病变，能够获得更好的

病理学表征［１９］。 在动脉粥样硬化疾病的小鼠模型

构建中，Ａｐｏｅ 基因缺失小鼠会自发形成动脉粥样硬

化，但通常在研究中会通过高脂肪饮食加速 Ａｐｏｅ
ＫＯ 小鼠动脉粥样硬化进程，更好地模拟人类饮食

依赖性动脉粥样硬化的表征［２０］。 而本研究中，在正

常的、非高脂饲料情况下，即可观察到典型的脂质

斑块表型，意味着本模型可以用于动脉粥样硬化

研究。
综上，本研究通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术

成功构建 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠模型，并对其在血脂代谢以

及血管病变中的功能进行了初步研究，发现 Ａｐｏｅ 在

血液中维持胆固醇稳态和清除乳糜微粒的功能，可
以模拟动脉粥样硬化的发展病程。 另外，Ａｐｏｅ 在神

经、血管等许多疾病中都有着重要的作用，本研究

提供了新的 Ａｐｏｅ ＫＯ 小鼠模型，并且在传代 ４ 代之

后依然能够正常繁殖以及保持稳定的表型，为更好

地研究 Ａｐｏｅ 在疾病中的功能提供了基础。
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贵州小型猪 ２ 型糖尿病气阴两虚证模型建立及评价
邱华明，李子祥，唐杰，吴延军，赵海，吴曙光∗

（贵州中医药大学，贵阳　 ５５００２５）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在探讨贵州小型猪 ２ 型糖尿病（ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）气阴两虚证模型的

构建方法及评价体系和相关指标。 方法　 选取 ６ 月龄贵州小型猪 ２６ 只，其中正常组 ６ 只采用基础饲料喂养 １０ 个

月，Ｔ２ＤＭ 气阴两虚证模型组 ２０ 只采用高糖高脂饲料饲喂 １０ 个月、青皮附子水煎剂喂养 ３ 个月，构建了贵州小型

猪 Ｔ２ＤＭ 气阴两虚证模型。 以小便情况、大便情况、行动、精神、对周围环境反应及皮毛鼻盘色泽 ５ 方面量表评价

中医证型，血清 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋及两者比值，ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ 及两者比值、舌象红色值（Ｒ）、绿色值（Ｇ）和蓝色值（Ｂ）评估

气阴两虚证。 采用空腹血糖 （ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ＦＢＧ）、空腹胰岛素 （ ｆａｓｔｉｎｇ ｉｎｓｕｌｉｎ， ＦＩＮＳ）、糖化血红蛋白

（ｇｌｙｃａｔｅｄ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＨｂＡ１ｃ）、糖耐量实验 （ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ，ＯＧＴＴ）、胰岛素抵抗指数 （ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）、甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，ＴＧ）、总胆固醇（ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、高密度脂蛋

白胆固醇（ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ⁃Ｃ）、低密度脂蛋白胆固醇（ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬ⁃
Ｃ）、凝血酶原时间（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ，ＰＴ）、活化部分凝血活酶时间（ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ，ＡＰＴＴ）等指

标变化，苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察胰腺组织形态学变化来评价 Ｔ２ＤＭ。 结果　 模型组小型猪的体征可概括为体

型偏胖、神疲乏力、好卧、懒动、精神萎靡、无神、食少多饮、皮毛无光泽、皮毛灰暗；二便、行动及精神、对周围环境反

应、皮毛鼻盘色泽等评分偏低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；舌象呈舌红无苔或少苔；与正常组相比，模型组小型猪实验室指标出现

了 ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ、ＨＯＭＡ⁃ＩＲ、ＴＣ、ＬＤＬ⁃Ｃ、ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、舌象 Ｒ、Ｇ、Ｂ 值显著降低，ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＣＤ４＋、ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋值显著

下降，ＴＧ 升高（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），ＨＤＬ⁃Ｃ 升高（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），ｃＧＭＰ 升高（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；病理染色显示胰腺组织破坏。 结论

采用高糖高脂饲料配合破气伤阴中药饲喂的方法可成功建立 Ｔ２ＤＭ 气阴两虚小型猪模型。 该模型在中医证候上

呈现神疲乏力、烦渴欲饮、气短懒言、舌红少津、少苔、脉虚无力的主症和小便色黄透明无味、大便干结、反应迟钝、
蜷缩、皮毛无光泽、灰暗、鼻盘淡白无华等兼症，也呈现糖脂代谢异常和胰岛素抵抗的临床表现。

【关键词】 　 贵州小型猪；２ 型糖尿病；气阴两虚证；空腹血糖
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ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ＨＤＬ⁃Ｃ）， ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ＬＤＬ⁃Ｃ）， ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ （ＰＴ）， ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ
ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ （ＡＰＴＴ）， ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ Ｔ２ＤＭ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｐｈｙｓｉｃａｌｌｙ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
ｐｉｇｓ ｗｅｒｅ ｏｖｅｒｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ｆａｔｉｇｕｅ， ｗｉｔｈ ａ ｔｅｎｄｅｎｃｙ ｔｏ ｌｉｅ ｄｏｗｎ， ｌｅｔｈａｒｇｙ， ｏｖｅｒｅａｔｉｎｇ ａｎｄ ｄｒｉｎｋｉｎｇ， ａｎｄ ｄｕｌｌ ｆｕｒ． Ｔｈｅ
ｄｅｆｅｃａｔｉｏｎ， ｍｏｖｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｍｅｎｔａｌ ｓｔａｔｅ， ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｔｈｅ ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， ａｎｄ ｃｏｌｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ｓｋｉｎ， ｆｕｒ， ａｎｄ ｎａｓａｌ
ｄｉｓｃ ｓｃｏｒｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌｏｗ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｔｏｎｇｕｅ ａｐｐｅａｒｅｄ ｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏ ｏｒ ｌｉｔｔｌｅ ｃｏａｔｉｎｇ． Ｐｉｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｏｆ ＦＢＧ， ＨｂＡ１ｃ， ＨＯＭＡ⁃ＩＲ， ＴＣ， ＬＤＬ⁃Ｃ， ｃＡＭＰ， ａｎｄ ｃＧＭＰ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ＲＧＢ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｎｇｕｅ ｉｍａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ． Ｔｈｅ ＰＴ， ＡＰＴＴ， ＣＤ４＋， ａｎｄ ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ ｖａｌｕｅｓ
ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ， ａｎｄ ＴＧ， ＨＤＬ⁃Ｃ， ａｎｄ ｃＧＭＰ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｅｌｅｖａｔｅｄ （ ａｌｌ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｓｈｏｗｅｄ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｕｓｉｎｇ ａ ｈｉｇｈ⁃ｓｕｇａｒ ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｆｏｒ ｂｒｅａｋｉｎｇ Ｑｉ ａｎｄ ｄａｍａｇｉｎｇ Ｙｉｎ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｓｍａｌｌ ｐｉｇ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｔ２ＤＭ ｗｉｔｈ Ｑｉ
Ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ． Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍｏｄｅｌ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｆａｔｉｇｕｅ， ｔｈｉｒｓｔ， ｓｈｏｒｔｎｅｓｓ ｏｆ ｂｒｅａｔｈ ａｎｄ ｌｅｔｈａｒｇｙ，
ｒｅｄｎｅｓｓ ａｎｄ ｄｒｙｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｎｇｕｅ， ｌａｃｋ ｏｆ ｃｏａｔｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｎｇｕｅ， ａｎｄ ａ ｗｅａｋ ｐｕｌｓｅ ｉｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｃｏｎｃｕｒｒｅｎｔ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｙｅｌｌｏｗ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｕｒｉｎｅ， ｄｒｙ ｓｔｏｏｌｓ， ｓｌｏｗ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ｃｕｒｌｉｎｇ ｕｐ，
ｄｕｌｌ ｆｕｒ， ａｎｄ ａ ｇｒａｙ ａｎｄ ｄｕｌｌ ｎａｓａｌ ｄｉｓｃ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｂｎｏｒｍａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ
ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｇｕｉｚｈｏｕ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇ； ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ； Ｑｉ Ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）是一组由遗传和

环境等多种因素引起的，由胰岛素分泌和（或）作用

缺陷所导致的以慢性高血糖为特征的代谢性疾病，
常伴有糖、脂肪、蛋白质、水、电解质等代谢紊乱的

临床综合征［１］。 其中 ２ 型糖尿病（ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ， Ｔ２ＤＭ）占 ９５％以上。 ＤＭ 在中医学中属于

“消渴”范畴，主要病机是阴虚内热。 ２０２２ 年版《国
家糖尿病基层中医防治管理指南》中指出 ＤＭ 中医

主要证型分为热盛伤津证、肝郁脾虚证、痰浊中阻

证、气阴两虚证、湿热蕴结证［２］。 其中气阴两虚证

是 ＤＭ 前期及 ＤＭ 最常见和最主要的证型［３－４］。
中医病证结合模型是一种将中医证候与现代

医学疾病相结合，综合病因、病理变化、临床表现等

因素，建立符合中医证候特点的动物模型［５］。 主要

用于研究中医证候的病因、发病机制和治疗方法。 ２
型糖尿病的中医证候病证结合模型研究目前大多

采用大鼠作为模型动物，使用疾病造模因素与证候

造模因素相叠加的方法来建立模型，采用 Ｔ２ＤＭ 指

标及证候指标来评判模型［６］。 上述造模方法和所

采用的动物尚不能完全模拟符合中医基础理论的

Ｔ２ＤＭ 中医证候特点以及 Ｔ２ＤＭ 发生发展变化。 贵

州小型猪是由贵州中医药大学甘世祥教授于 １９８２
年引种培育的实验小型猪，具有体型小、繁殖力高、
基因纯合等特点，特别是在胰岛素分泌、糖耐量异

常等生理过程与人类相似，能更好地模拟 ＤＭ 发病

过程［７］。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６ 月龄清洁级贵州小型猪 ２６ 只，雄性 １４ 只，雌
性 １２ 只，体重（１０􀆰 ９８ ± ２􀆰 ４２） ｋｇ，由贵州中医药大

学实验动物研究所提供【ＳＣＸＫ（黔）２０２１－０００３】，饲
养于贵州中医药大学实验动物研究所清洁级实验

室中【ＳＹＸＫ（黔）２０２１－０００５】。 饲养条件：正常室温

２０ ～ ２６ ℃，湿度 ５０％ ～ ７０％；１２ ｈ ／ １２ ｈ 昼夜节律，
动物可以自由进食摄水。 本研究涉及的实验动物

及实验操作均经过贵州中医药大学动物实验伦理

学审批（２０２２０１１６）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

附子 （四川江油， ２２０１０１），青皮 （江西新余，
２０２２０２０１）， ４％ 多聚甲醛组织固定液 （ ｂｉｏｓｈａｒｐ，

００４１
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２２３１５９７６），ＣＤ４＋、ＣＤ８＋试剂盒（泉州市睿信生物科

技有 限 公 司， ＲＸ５０１０９５Ｐ ）， 环 磷 酸 腺 苷 （ ｃｙｃｌｉｃ
ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ｃＡＭＰ ）， 环 磷 酸 鸟 苷

（ｃｙｃｌｉｃ ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｃＧＭＰ）试剂盒（泉
州市睿信生物科技有限公司，ＲＸ５０１０１７Ｐ），ＧＨｂ、
ＩＮＳ 试剂盒 （泉州市睿信生物科技有限公司，
ＲＸ５００９４０Ｐ），１０ ｍＬ 丙泊酚注射液（四川国瑞药业

有限责任公司，Ｈ２００４００７９）。
罗氏卓越型血糖仪（罗氏诊断有限公司，ＡＣＣＵ⁃

ＣＨＥＫ Ｐｅｒｆｏｒｍａ）， ＨＳ１１ 型数码相机 （富士公司，
ＦｉｎｅＰｉｘ ＨＳＩＩ ）， 台 式 高 速 冷 冻 离 心 机 （ 大 龙，
Ｄ３０２４Ｒ），酶标检测仪（ＢｉｏＴｅＫ，Ｅｐｏｃｈ），全自动生

化分析仪（深圳雷杜生命科技，Ｃｈｅｍｒａｙ ４２０），脱水

（ＤＩＡＰＡＴＨ，Ｄｏｎａｔｅｌｌｏ），包埋机（武汉俊杰电子有限

公司，ＪＢ⁃Ｐ５）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组与造模

将 ２６ 只 ６ 月龄小型猪随机分为 Ｔ２ＤＭ 气阴两

虚证模型组（以下简称模型组）２０ 只和正常组 ６ 只，
其中模型组雌性 １０ 只，雄性 １０ 只，正常组雌性 ２
只，雄性 ４ 只。 模型组喂养高脂高糖饲料，第 ７ 个月

开始每天在高脂高糖饲料中加入青皮附子水煎剂

直到实验结束，正常组喂养基础饲料，直到实验结

束。 以上实验小型猪每天喂食两次（早上 ８ 点、下
午 ４ 点），提供自由饮用水，实验周期为 １０ 个月。
１􀆰 ２􀆰 ２　 青皮附子水煎剂的制备

在制作过程中，严格遵循青皮与附子 ３ ∶ ２ 比

例。 首先，向青皮附子中加入 ８ 倍质量的纯水，并静

置 ３０ ｍｉｎ。 随后，进行第一次煮沸处理，持续 １ ｈ，并
用纱布过滤掉药渣。 回收药渣，并加入相当于药材

质量 ４ 倍的纯水进行第 ２ 次熬制。 同样持续 １ ｈ
后，再次用纱布过滤。 将两次得到的药液合并，并使

用旋转蒸发仪将其浓缩至 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 生药的浓度［３］。
１􀆰 ２􀆰 ３　 小型猪 Ｔ２ＭＤ 气阴两虚证中医证型评价及

量表

根据《国家糖尿病基层中医防治管理指南》 ［２］

《中药新药临床研究指导原则》 ［８］ 《中医糖尿病临床

诊疗指南》 ［９］ 三者中 Ｔ２ＤＭ 气阴两虚证的共同表

现：神疲乏力、烦渴欲饮、气短懒言、舌淡红少津、少
苔、脉虚无力等主症，小便短少、大便干结等兼证，
制定了小便情况、大便情况、行动及精神、对环境反

应情况、皮毛鼻盘色泽 ５ 个有关中医证候评定量表

（具体如表 １ ～ ５），采取相关体征指标作为模型中

医证候评价标准［１０－１１］，其中评分越低越接近气阴两

虚证的表现。
１􀆰 ２􀆰 ４　 小型猪 Ｔ２ＭＤ 诊断标准

世界卫生组织对于人类糖尿病的诊断标准是

空腹血糖（ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ） ≥ ７􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
根据国家实验动物专家委员会的相关规定，小型猪

的 ＭＤ 诊断标准：ＦＢＧ ≥ ６􀆰 ７７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 即为造模

成功［１２］。
１􀆰 ２􀆰 ５　 小型猪体重系数、饮水量、饮食量测定

每个月空腹状态下测量小型猪的体重、身长，
计算体重系数：体重系数 ＝ 体重 ／身长的平方。 在

第 １０ 个月每周记录小型猪的 ２４ ｈ 饮水量、饮食量：
饮水量 ＝ 单只猪的总加水量 － ２４ ｈ 后剩余水量；
饮食量 ＝ （单只猪早上的总加饲料量 － 早上剩余

量） ＋ （单只猪下午的总加饲料量 － 下午剩余量）。
测饮食量时，采用小型猪自然条件下饮食，直至小

型猪吃饱后不再继续饮食时开始测量。 为了确保

对小型猪体征变化的判断标准一致，排除个人主观

判断和评判标准的误差，一个人负责记录和评分，
另一个人负责审核评分结果。
１􀆰 ２􀆰 ６　 小型猪舌象分析

于实验结束前最后一周采集小型猪舌象信息，
在小型猪麻醉状态下，使用镊子拉动其舌头，使其

完全暴露。 在数码相机的近距离拍摄模式下，将小

型猪的舌面与标准色卡进行比对拍照。 使用

Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ２０２１ 中的套圈工具选择舌尖至舌面中部

的特定区域。 通过“直方图”工具，精确地计算出选

定区域内的红色值（Ｒ）、绿色值（Ｇ）和蓝色值（Ｂ）。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＦＢＧ 测定、 糖耐量测定、 糖化血红蛋白

（ｇｌｙｃａｔｅｄ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＨｂＡ１ｃ）测定、胰岛素抵抗指

数 （ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）
　 　 计算每个月在空腹 １６ ｈ 后用血糖仪及血糖试

　 　 　 　 　 　 表 １　 小便情况评定表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｒｉｎａｒｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
评分 ／ 分
Ｓｃｏｒｅ ／
ｐｏｉｎｔｓ

颜色
Ｃｏｌｏｕｒ

气味
Ｓｍｅｌｌ

质地
Ｔｅｘｔｕｒｅ

０ － 无味道
Ｕｎｓａｖｏｒｙ －

１ 深黄
Ｄｅｅｐ ｙｅｌｌｏｗ

轻度臭
Ｍｉｌｄ ｏｄｏｒ

透明
Ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ

２ 介于二者间
Ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ

臭秽尚能忍受
Ｓｔｉｎｋｙ ａｎｄ ｆｉｌｔｈｙ，

ｓｔｉｌｌ ｔｏｌｅｒａｂｌｅ

介于二者间
Ｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅ ｔｗｏ

３ 淡黄
Ｐａｌｅ ｙｅｌｌｏｗ

臭秽难以忍受
Ｓｔｉｎｋｙ ａｎｄ ｕｎｂｅａｒａｂｌｅ

浑浊
Ｔｕｒｂｉｄｉｔｙ
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表 ２　 大便情况评定表

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｗｅｌ ｍｏｖｅｍｅｎｔｓ
评分 ／ 分

Ｓｃｏｒｅ ／ ｐｏｉｎｔ
颜色
Ｃｏｌｏｕｒ

性状
Ｃｈａｒａｃｔｅｒ

质地
Ｔｅｘｔｕｒｅ

１ 黑色
Ｂｌａｃｋ

球形
Ｓｐｈｅｒｉｃａｌ

硬
Ｈａｒｄ

２ 黄色
Ｙｅｌｌｏｗ

成型
Ｍｏｌｄｉｎｇ

软硬适中
Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｓｏｆｔｎｅｓｓ

ａｎｄ ｈａｒｄｎｅｓｓ

３ 淡黄
Ｐａｌｅ ｙｅｌｌｏｗ

水样便
Ｗａｔｅｒｙ ｓｔｏｏｌ

软
Ｓｏｆｔ

表 ３　 行动及精神评定表

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｎｔａｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｆｏｒｍ
评分 ／ 分

Ｓｃｏｒｅ ／ ｐｏｉｎｔ
状态
Ｓｔａｔｅ

精神
Ｓｐｉｒｉｔ

０ 无反应
Ｎｏ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

－

１
神疲乏力、好卧

Ｆｅｅｌｉｎｇ ｔｉｒｅｄ ａｎｄ ｗｅａｋ，
ｐｒｏｎｅ ｔｏ ｌｙｉｎｇ ｄｏｗｎ

精神萎靡、无神
Ｍｅｎｔａｌ ｌｅｔｈａｒｇｙ，

ｌｉｆｅｌｅｓｓｎｅｓｓ

２ 自然站立
Ｎａｔｕｒａｌ ｓｔａｎｄｉｎｇ

精神尚可，有神
Ｓｐｉｒｉｔｕａｌｌｙ ｄｅｃｅｎｔ，

ｗｉｔｈ ｓｐｉｒｉｔ

３
好动、爬栏、拱笼

Ｂｅ ａｃｔｉｖｅ， ｃｌｉｍｂ ｆｅｎｃｅｓ，
ａｒｃｈ ｃａｇｅｓ

精神亢奋、甚至烦躁
Ｍｅｎｔａｌ ｅｘｃｉｔｅｍｅｎｔ，
ｅｖｅｎ ｉｒｒｉｔａｂｉｌｉｔｙ

表 ４　 对环境反应情况评定表

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
评分 ／ 分

Ｓｃｏｒｅ ／ ｐｏｉｎｔ
平素观察

Ｒｅｇｕｌａｒ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ
敲打笼子后观察

Ｏｂｓｅｒｖｅ ａｆｔｅｒ ｔａｐｐｉｎｇ ｔｈｅ ｃａｇｅ

０ 无反应
Ｎｏ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

无反应
Ｎｏ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

１
反应迟钝、蜷缩、少动

Ｓｌｏｗ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ｃｕｒｌｉｎｇ ｕｐ，
ｌｅｓｓ ｍｏｖｅｍｅｎｔ

缓慢行动、无叫声
Ｓｌｏｗ ｍｏｖｅｍｅｎｔ， ｎｏ ｓｏｕｎｄ

２ 容易受到惊吓
Ｅａｓｙ ｔｏ ｂｅ ｆｒｉｇｈｔｅｎｅｄ

迅速行动、叫声较大
Ａｃｔ ｑｕｉｃｋｌｙ， ｓｈｏｕｔ ｌｏｕｄｌｙ

３
反应灵敏、尾巴自然摆动

Ｑｕｉｃｋ ｒｅｓｐｏｎｓｅ，
ｎａｔｕｒａｌ ｔａｉｌ ｓｗｉｎｇ

剧烈对抗、躲闪及时
Ｉｎｔｅｎｓｅ ｃｏｎｆｒｏｎｔａｔｉｏｎ，

ｔｉｍｅｌｙ ｅｖａｓｉｏｎ

表 ５　 皮毛鼻盘色泽评定表

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｓｋｉｎ ａｎｄ ｈａｉｒ ｎｏｓｅ ｄｉｓｃ ｃｏｌｏｒ
评分 ／ 分

Ｓｃｏｒｅ ／ ｐｏｉｎｔ
皮毛色泽
Ｆｕｒ ｃｏｌｏｒ

鼻盘颜色
Ｎａｓａｌ ｄｉｓｃ ｃｏｌｏｒ

０
明显掉毛或结块
Ｏｂｖｉｏｕｓ ｓｈｅｄｄｉｎｇ

ｏｒ ｃｌｕｍｐｉｎｇ

淡白无华伴重度青紫
Ｐａｌｅ ｗｈｉｔｅ ａｎｄ ｕｎａｄｏｒｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ ｃｙａｎ ｐｕｒｐｌｅ

１ 灰暗
Ｇｒａｙ ａｎｄ ｄａｒｋ

淡白无华伴轻度青紫
Ｐａｌｅ ｗｈｉｔｅ ｗｉｔｈ ｎｏ ｂｌｏｏｍ
ａｎｄ ｍｉｌｄ ｃｙａｎ ｐｕｒｐｌｅ

２ 毛色不顺、无光泽
Ｕｎｅｖｅｎ， ｄｕｌｌ ｆｕｒ ｃｏｌｏｒ

淡白无华
Ｌｉｇｈｔ ｗｈｉｔｅ ａｎｄ ｕｎａｄｏｒｎｅｄ

３ 毛色光滑
Ｓｍｏｏｔｈ ｆｕｒ ｃｏｌｏｒ

淡红色
Ｌｉｇｈｔ ｒｅｄ

纸，尾尖取血，测 ３ 次，取平均数，计算 ＦＢＧ。
糖耐量测定：小型猪空腹 １２ ～ １６ ｈ，然后给予

５０％葡萄糖溶液，剂量为 １􀆰 ２ ｍＬ ／ ｋｇ，通过耳缘静脉

注射，注射时间不超过 ３ ｍｉｎ。 实验后在第 ３、１０、
３０、６０、９０ 和 １２０ ｍｉｎ 记录和观测血糖水平的变化。

ＥＬＩＳＡ 法 检 测 空 腹 胰 岛 素 （ ｆａｓｔｉｎｇ ｉｎｓｕｌｉｎ，
ＦＩＮＳ）和 ＨｂＡ１ｃ 的含量。

计算 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ，其计算公式为： ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ＝
ＦＢＧ × ＦＩＮＳ ／ ２２􀆰 ５。
１􀆰 ２􀆰 ８　 血脂四项及凝血检测

在实验结束前，所有实验中的小型猪在进行前

腔静脉采血时必须保持 １６ ｈ 的空腹状态。 采集血

液后，以 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 在 ４ ℃下离心 １０ ｍｉｎ，以分离血

清。 运用全自动生化分析仪检测多个血液指标，如
甘油 三 酯 （ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ， ＴＧ ）、 总 胆 固 醇 （ ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、高密度脂蛋白胆固醇（ ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ⁃Ｃ）、低密度脂蛋白胆固

醇（ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬ⁃Ｃ）、凝血

酶原时间（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ，ＰＴ）、活化部分凝血活

酶时间（ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ，ＡＰＴＴ）。
１􀆰 ２􀆰 ９　 血清 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ 含量测定及

ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋、ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 计算

小型猪前腔静脉采血，分离血清，－８０ ℃保存备

用。 ＥＬＩＳＡ 实验检测血清 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ
的含量，计算 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋、ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 比值。
１􀆰 ２􀆰 １０　 胰腺组织苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察

实验最后 １ 周，动物禁食 １６ ｈ 后，麻醉并处死，
胰腺组织取出并保存在 ４％多聚甲醛固定液中，ＨＥ
染色，光镜下观察胰腺组织形态学变化。
１􀆰 ３　 统计学分析

运用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件统计，数据以平均值 ± 标

准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，数据满足正态和方差齐则采用方

差分析，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 小型猪一般状态的观察

结果显示在第 １０ 个月的每周观察中，与正常组

相比，模型组小型猪在小便、大便情况、运动及精神、
对周围环境反应、皮毛鼻盘色泽的中医辨证评分偏

低，其中小便色黄透明无味，大便颜色偏黑、呈球形，
神疲乏力、好卧、懒动、精神萎靡、无神，自然情况反应

迟钝、蜷缩、少动、敲打笼盒时无反应，皮毛无光泽、灰
暗、明显掉毛，鼻盘淡白无华伴轻度青紫（图 １）。
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图 ２　 小型猪体重系数、饮水量和饮食量测定结果

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ， ｗａｔｅｒ ｉｎｔａｋｅ ａｎｄ ｄｉｅｔａｒｙ ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

注：与正常组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 小型猪中医证候评分观察

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

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｓｃｏｒｉｎｇ ｏｆ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

２􀆰 ２　 小型猪体重系数、饮水量、饮食量测定

结果显示，与正常组相比，模型组体重系数显

著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），饮水量显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），饮
食量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ２）。
２􀆰 ３　 小型猪舌象分析结果

结果显示，与正常组相比，模型组小型猪 Ｒ、Ｇ、
Ｂ 值均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ３）。
２􀆰 ４　 小型猪 ＦＢＧ 测定、糖耐量测定、ＨｂＡ１Ｃ 测定、
ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 计算结果

结果显示，与正常组相比，模型组小型猪 ＦＢＧ
第 ８ ～ １０ 个月 ＦＢＧ 稳定于 ６􀆰 ９ ～ ７􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 之

间，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；第１０个月糖耐量

图 ３　 小型猪舌象分析结果

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｏｎｇｕｅ ｉｍａｇｅｓ
ｉｎ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

实验结果：从 ６０、９０、１２０ ｍｉｎ 血糖变化来看，模型组

的小型猪葡萄糖的利用率明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；模
型组小型猪的平均 ＨｂＡ１Ｃ 含量是 ７􀆰 ７８％，比正常组

小型猪显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；模型组小型猪的

ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 比正常组显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ４）。
２􀆰 ５　 小型猪血脂及凝血功能指标测定结果

结果显示，与正常组相比，模型组小型猪血清

ＴＣ、ＬＤＬ⁃Ｃ 含量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＴＧ 升高（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）、ＨＤＬ⁃Ｃ 升高（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 模型组的小型猪

血浆 ＰＴ、ＡＰＴＴ 显著减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ５）。
２􀆰 ６　 小型猪血清 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ 含量

测定结果及 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋、ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 计算结果

结果显示，与正常组相比，模型组小型猪血清

中 ＣＤ４＋含量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＣＤ８＋ 含量降低

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；两者比值显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；血清

ｃＡＭＰ 显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ｃＧＭＰ 及两者比值无显

著性差异（图 ６）。
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图 ４　 小型猪空腹血糖、糖耐量测定、糖化血红蛋白和胰岛素抵抗指数结果

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＦＢＧ， ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ， ＨｂＡ１Ｃ ａｎｄ ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ｏｆ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

图 ５　 小型猪血脂及凝血功能指标测定结果

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄ ａｎｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

图 ６　 小型猪血清 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 含量测定结果

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＣＤ４＋， ＣＤ８＋， ｃＡＭＰ ａｎｄ ｃＧＭＰ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

２􀆰 ７　 小型猪胰腺组织 ＨＥ 染色结果

结果显示（图 ７），正常组小型猪的胰腺组织内

胰岛数量丰富，细胞形态正常，胰岛细胞排列疏松。
与正常组相比，模型组小型猪的胰腺组织内胰岛数

量丰富，体积小，形状不规则，细胞结构不清晰，排

列疏松，少量胰岛细胞坏死，胞核固缩。
结合中医辨证量表、舌象、血液生化指标，模型

组小型猪在造模过程中死亡 ３ 只，经过多次筛选，最
终符合 Ｔ２ＤＭ 气阴两虚证的成模只有 ３ 只，成模率

偏低。
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图 ７　 小型猪胰腺组织病理结果

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ
ｉｎ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

３　 讨论

ＤＭ 是一种由胰岛素分泌缺陷或生物作用受损

引起的以高血糖为特征的代谢性疾病。 在全球范

围内，ＤＭ 患者数量逐年增加，根据 ２０１５ ～ ２０１７ 年

的 ＤＭ 流行病学调查显示，我国 １８ 岁及以上人群

ＤＭ 患病率为 １１􀆰 ２ ％［１３］。 ＤＭ 不仅影响患者的生

活质量和健康，还对社会造成负面影响，如增加医

疗负担、影响社会经济发展等［１３］。 世界卫生组织对

于人类 ＤＭ 的诊断标准是 ＦＢＧ ≥ ７􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 根

据国家实验动物专家委员会的相关规定，小型猪的

ＤＭ 诊断标准是：ＦＢＧ ≥ ６􀆰 ７７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 即为造模

成功［１２］。
ＤＭ，中医称之为“消渴病”，其基本病理特征在

于阴液亏虚和燥热内盛。 气阴两虚证在 ＤＭ 前期及

ＤＭ 中最为常见，ＤＭ 患者饮食多偏肥甘腻厚，易致

饮食积滞，阻遏脾胃运化失司，脾气不升、胃气不

降，化热伤阴耗气，反复循环，致气阴两虚。 在 ２０２２
年的《国家糖尿病基层中医防治管理指南》中，ＤＭ
的主要中医证型被分为 ５ 类：热盛伤津证、肝郁脾虚

证、痰浊中阻证、气阴两虚证、湿热蕴结证。 传统中

医学认为久服附子会伤阴，久服青皮会耗气，可能

会造成机体的气阴两虚。 本研究则采用高脂高糖

饲料结合青皮附子水煎剂来饲喂贵州小型猪，能够

建立 Ｔ２ＤＭ 气阴两虚证动物模型。
Ｔ２ＤＭ 是因胰岛素抵抗而产生糖脂代谢异常的

综合征。 本研究建立的 Ｔ２ＤＭ 模型小型猪 ＦＢＧ、葡
萄糖耐量实验、ＨｂＡ１ｃ、ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 均比正常组明显

增高，具有显著性差异。 模型组小型猪体质量系数

比正常组显著增高，而体型均偏肥且以腹部肥胖为

主。 模型组的小型猪多次测量 ２４ ｈ 的饮水量均比

正常组偏高，甚至是正常组小型猪饮水量的 ２ ～ ３
倍，表明模型组小型猪处于多饮的状态。 以上表观

观察均表明贵州小型猪 Ｔ２ＤＭ 模型建立成功。
基于 《 国 家 糖 尿 病 基 层 中 医 防 治 管 理 指

南》 ［１２］、《中药新药临床研究指导原则》 ［８］、《中医糖

尿病临床诊疗指南》 ［９］ 总结出 Ｔ２ＤＭ 气阴两虚证的

共同表现为：神疲乏力、烦渴欲饮、气短懒言、舌淡

红少津、少苔、脉虚无力等主症，小便短少、大便干

结等兼证。 根据上述表现制定了小便情况、大便情

况、行动及精神、对环境反应情况、皮毛鼻盘色泽 ５
个有关中医证候的评定量表。 与正常组相比，模型

组小型猪小便色黄、气味无腥臭、质地较为透明和

小便短少的兼证不符合，可能是因为本研究中所造

模的小型猪属于脾肾气虚，化源不足，气不摄津所

致。 与正常组相比，模型组小型猪大便呈球形或者

羊屎疙瘩、质地偏硬和大便干结的兼证相符合，是
阴虚致肠道津液不足所致。 与正常组相比，精神及

行动方面模型组小型猪呈现一派神疲乏力、好卧、
懒动、精神萎靡、无神之证，与神疲乏力、气短懒言

的主症相符合；气虚一般会导致机体神疲乏力、好
卧、懒动、精神萎靡。 除了以上 Ｔ２ＤＭ 气阴两虚证的

共同表现外，本研究还观察到：与正常组相比，对周

围环境的适应及反应情况，模型组小型猪表现为自

然情况反应迟钝、蜷缩、少动、甚至无反应；在皮毛

鼻盘色泽方面，模型组小型猪表现为皮毛无光泽、
灰暗、明显掉毛，鼻盘淡白无华伴轻度青紫。 这些

可能是由于气虚时机体对周围环境的反应减弱，同
时气虚时容易出现皮毛无光泽、灰暗等所致。 饮水

量方面模型组比正常组显著增高，提示模型组小型

猪处于烦渴欲饮状态，是机体燥热伤阴、阴液亏虚

引起的。 从行为学指标观察来分析，Ｔ２ＤＭ 气阴两

虚证有 ６ 个主症、２ 个兼证。 本研究还增加了对周

围环境反应（包括自然状态下和敲打笼盒下的不同

反应）和皮毛色泽与鼻盘的观察两方面。 综合分析

所得，本研究所造模型虽不能完全复制 Ｔ２ＤＭ 气阴

两虚证的表现，但能够呈现神疲乏力，烦渴欲饮，气
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短懒言，舌红少津、少苔，脉虚无力，小便短少、大便

干结，反应迟钝，蜷缩，皮毛无光泽、灰暗，鼻盘淡白

无华等 Ｔ２ＤＭ 气阴两虚证小型猪大部分症状。
舌象是中医诊断中的重要依据之一，通过观察

舌头的形态、颜色、舌苔等特征，可以判断机体的健

康状况和证候类型。 本研究与正常组相比，模型组

小型猪的舌象 Ｒ、Ｇ、Ｂ 值均显著降低，表示模型组的

小型猪比正常组舌质偏淡，少苔，基本符合气阴两

虚证舌象特征。 本研究中小型猪舌苔偏少或者苔

白可能是高脂高糖饲料喂养所致，相当于长期嗜好

肥甘厚腻之品会滞碍脾胃运化，气血生化无源，易
致脾气虚弱；再加之青皮附子破气伤阴也会造成气

阴两虚的舌象。
气虚是一种元气不足导致的病理状态，主要表

现为脏腑机能的衰退和抗病能力的低下，其中包括

气的推动、防御、温煦、固摄等功能的减弱［１４］。 在现

代医学中，这与免疫力低下导致的“亚健康”状态相

似。 Ｔ 淋巴细胞中的 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋细胞作为两个关

键的亚群，它们的数量和比例平衡对维持体内免疫

功能的稳定至关重要［１５－１６］。 实验结果显示，与正常

组相比，模型组小型猪的血清 ＣＤ４＋ 水平和 ＣＤ４＋ ／
ＣＤ８＋比值明显降低。 这表明模型组小型猪处于气

虚状态，其免疫功能受到一定程度的抑制。
阴虚证是指体内阴液不足，无法滋润和制约阳

气，导致阴阳失衡，出现一系列症状。 相当于现代

医学中体液免疫某些功能异常。 ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 在

细胞内的平衡与互动，类似于中医理论中阴阳的相

互制约和转化，共同维持着细胞的内稳态和功能平

衡［１７－１９］。 国内邝安堃教授团队［２０］及夏宗勤等［２１］经

过多年研究认为：凡中医辨证阳虚者，ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ
比值明显降低；而辨证为阴虚者则表现为 ｃＡＭＰ 含

量升高，ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 比值无明显降低。 因此，测定

血清 ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 的含量及其比值可以作为判断

阴虚、阳虚的客观指标。 本研究结果显示与正常组

相比，模型组的小型猪血清 ｃＡＭＰ 含量显著升高；
ｃＧＭＰ 含量及两者比值无显著性差异，说明模型组

小型猪处于阴虚状态。
本研究中模型组的小型猪血清 ＴＣ、ＬＤＬ⁃Ｃ 比正

常组含量明显偏高，符合 Ｔ２ＤＭ 的血脂异常特点，表
明模型组小型猪在胰岛素抵抗状态下处于糖脂代

谢紊乱状态。 异常的血脂是机体肥甘厚腻之品在

血液内累积而成。 当机体处于气阴两虚之时，气虚

不能推动、阴虚不能流动，机体内的气血循环受阻，

肥甘厚腻之品产生的浊物不能有效排除，化为脂

膏。 本研究中模型组小型猪血浆中 ＰＴ、ＡＰＴＴ 比正

常组时间明显减少，代表模型组小型猪处于高凝状

态，可能与本模型气阴两虚证状态气不摄血而致血

瘀有关。
本研究通过给贵州小型猪长期喂食高脂高糖

饲料并结合青皮附子水煎剂，成功构建了 Ｔ２ＤＭ 气

阴两虚证模型。 本研究还从大体观察、行动和精神

状态、二便情况、对周围环境的反应以及皮毛、鼻盘

的色泽等方面对两组小型猪进行中医证候辨证。
此外，还增加了舌象分析、检测 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋细胞数

量及比值、检测 ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 的含量及其比值、血
脂四项、凝血功能、ＦＢＧ、糖耐量实验结果、ＨｂＡ１ｃ 以

及 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 等指标来进行模型的评估。 综合分

析，通过上述各项指标，证明了本研究所构建的模

型是成功的，为相关研究提供了有价值的参考。 这

一研究方法为未来研究 Ｔ２ＤＭ 气阴两虚证提供了新

的思路和工具，有助于深入探讨该病症的发病机制

和治疗方法。
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ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ
［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２２， ３０（７）： ８９７－９０８．
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［ ６ ］ 　 杨燕， 陈正涛， 肖华胜， 等． 糖尿病大血管病变小鼠模型研

究进展 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（９）： １１９４－１２０５．
ＹＡＮＧ Ｙ， ＣＨＥＮ Ｚ Ｔ， ＸＩＡＯ Ｈ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍａｃｒｏａｎｇｉｏｐａｔｈｙ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ
Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（９）： １１９４－１２０５．

［ ７ ］ 　 ＷＵ Ｙ， ＭＯ Ｊ， ＬＩＡＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍｕｌｔｉｏｍｉｃ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｐｅｒｓｉｃａｒｉａ ｃａｐｉｔａｔａ （Ｂｕｃｈ． ⁃Ｈａｍ． ｅｘ Ｄ． Ｄｏｎ） Ｈ．
Ｇｒｏｓｓ ａｇａｉｎｓｔ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｉｎ
Ｇｕｉｚｈｏｕ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ ［ Ｊ ］ ． Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２４，
１２８： １５５４９９．

［ ８ ］ 　 郑筱萸． 中药新药临床研究指导原则 ［Ｍ］． 北京： 中国医药

科技出版社； ２００２．
ＺＨＥＮＧ Ｘ Ｙ． Ｇｕｉｄｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｎｅｗ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ［ Ｍ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｃｈｉｎａ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｅｓｓ； ２００２．

［ ９ ］ 　 中华中医药学会发布． 中医糖尿病临床诊疗指南 ［Ｍ］． 北

京： 中国中医药出版社； ２０２０．
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ． Ｇｕｉｄｅ ｔｏ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｉｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ［ Ｍ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｃｈｉｎａ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｐｒｅｓｓ； ２０２０．

［１０］ 　 张译心， 王鑫， 刘博， 等． ２ 型糖尿病气阴两虚病证结合动

物模型的制备及评价指标的建立 ［ Ｊ］ ． 中国实验动物学报，
２０２１， ２９（２）： ２１９－２２９．
ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｘ， ＬＩＵ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｗｉｔｈ Ｑｉ⁃Ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ａｎｄ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，
２０２１， ２９（２）： ２１９－２２９．

［１１］ 　 相波． 巴马小型猪虚寒模型的建立、评价及视网膜血氧饱和

度的特征研究 ［Ｄ］． 成都： 成都中医药大学； ２０１８．
ＸＩＡＮＧ Ｂ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ， ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｏｘｙｇｅｎ
ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ ｉｎ Ｂａｍａ ｍｉｎｉ ｐｉｇ ａｎｄ ｗｉｔｈ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ⁃ｃｏｌｄ ｍｏｄｅｌ ［Ｄ］．
Ｃｈｅｎｇｄｕ： Ｃｈｅｎｇｄｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ＴＣＭ； ２０１８．

［１２］ 　 田威龙， 綦文晶， 刘笑笑， 等． 小型猪 ２ 型糖尿病模型肠道

微生物分析 ［ Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２１， ２９（ ６）： ７６８
－７７６．
ＴＩＡＮ Ｗ Ｌ， ＱＩ Ｗ Ｊ， ＬＩＵ Ｘ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ｉｎ ｍｉｎｉ⁃ｐｉｇｓ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２１， ２９（６）： ７６８－７７６．

［１３］ 　 《中国老年 ２ 型糖尿病防治临床指南》编写组． 中国老年 ２ 型

糖尿病防治临床指南（２０２２ 年版） ［ Ｊ］ ． 中国糖尿病杂志，
２０２２， ３０ （１）： ２－５１．
Ｃｏｍｐｉｌｉｎｇ Ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｔｙｐｅ ２ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｅｌｄｅｒｌｙ ｉｎ Ｃｈｉｎａ．
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｌｄｅｒｌｙ ｉｎ Ｃｈｉｎａ （ ２０２２ Ｅｄｉｔｉｏｎ） ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｄｉａｂｅｔｅｓ， ２０２２， ３０ （１）： ２－５１．

［１４］ 　 陈进成， 刘建勋， 林成仁， 等． 基于“劳则气耗” 理论研究气

虚证动物模型的建立方法 ［ Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０１８， ４３
（１１）： ２１７７－２１８３．
ＣＨＥＮ Ｊ Ｃ， ＬＩＵ Ｊ Ｘ， ＬＩＮ Ｃ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ
ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｑｉ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｂａｓｅ ｏｎ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ ｏｖｅｒ
ｅｘｅｒｔｉｏｎ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ Ｑｉ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｉｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ， ２０１８， ４３（１１）： ２１７７

－２１８３．
［１５］ 　 李宗源， 郝莉雨， 孙建辉， 等． 三种气虚证动物模型的比较

与评价 ［Ｊ］ ． 中医杂志， ２０２２， ６３（１８）： １７７３－１７７８．
ＬＩ Ｚ Ｙ， ＨＡＯ Ｌ Ｙ， ＳＵＮ Ｊ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｒｅｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｑｉ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｔｒａｄｉｔ
Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２２， ６３（１８）： １７７３－１７７８．

［１６］ 　 甘加宽， 樊憬懿， 王冬芝， 等． 睡眠剥夺诱导小鼠气虚证模

型的方法研究 ［Ｊ］ ． 世界科学技术⁃中医药现代化， ２０１６， １８
（１０）： １８０１－１８０６．
ＧＡＮ Ｊ Ｋ， ＦＡＮ Ｊ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｄ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｑｉ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｄ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ Ｗｏｒｌｄ
Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１６， １８（１０）： １８０１－１８０６．

［１７］ 　 李丽， 范晓旭， 华姞安， 等． 基于 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 通路探

讨白芍总苷对化学性肝损伤肝阴虚证大鼠的保护作用及机

制 ［Ｊ］ ． 北京中医药大学学报， ２０２４， ４７（３）： ３４１－３５１．
ＬＩ Ｌ， ＦＡＮ Ｘ Ｘ， ＨＵＡ Ｊ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｏｔａｌ ｇｌｕｃｏｓｉｄｅｓ ｏｆ ｐａｅｏｎｙ
ｅｘｅｒｔ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｗｉｔｈ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ
ｌｉｖｅｒ ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ
ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２４， ４７（３）：
３４１－３５１．

［１８］ 　 黄晓巍， 张思琪， 张译心， 等． 基于转录组学探讨气阴两虚

型 ２ 型糖尿病病证结合大鼠模型证候表现与差异表达基因

的关系 ［Ｊ］ ． 吉林大学学报（医学版）， ２０２３， ４９（ ３）： ６２５
－６３３．
ＨＵＡＮＧ Ｘ Ｗ， ＺＨＡＮＧ Ｓ Ｑ， ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｗｉｔｈ Ｑｉ ａｎｄ Ｙｉｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｊｉｌｉｎ Ｕｎｉｖ
（Ｍｅｄ Ｅｄ）， ２０２３， ４９（３）： ６２５－６３３．

［１９］ 　 谭丹， 曾丹， 唐利东， 等． 基于阴虚证、阳虚证及卵巢功能减

退小鼠模型探讨杜仲雄花的补肾功效 ［ Ｊ］ ． 时珍国医国药，
２０２２， ３３（１２）： ２８７５－２８７８．
ＴＡＮ Ｄ， ＺＥＮＧ Ｄ， ＴＡＮＧ Ｌ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｅｕｃｏｍｍｉａ ｕｌｍｏｉｄｅｓ ｍａｌｅ ｆｌｏｗｅｒｓ ｏｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｙｉｎ ａｎｄ ｙａｎｇ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ［Ｊ］ ． Ｌｉｓｈｉｚｈｅｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ Ｒｅｓ， ２０２２， ３３（１２）：
２８７５－２８７８．

［２０］ 　 阴建国． ＣＡＭＰ 和 ＣＧＭＰ 的拮抗代谢调节与中医“阴阳”的

关系 ［Ｊ］ ． 陕西中医学院学报， １９８７， １０（１）： ５１－５４．
ＹＩＮ Ｊ Ｇ． Ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｄｕａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ＣＡＭＰ ａｎｄ
ＣＧＭＰ ｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ： Ｂｒｉｄｇｉｎｇ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｗｉｔｈ
ｍｏｄｅｒｎ ｓｃｉｅｎｃｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｓｈａｎｘｉ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， １９８７， １０（１）：
５１－５４．

［２１］ 　 夏宗勤， 朱玟， 胡雅儿， 等． 中医“虚证”理论的初步探讨

（阴虚和阳虚病人血浆环核苷酸含量变化的比较）［ Ｊ］ ． 中医

杂志， １９７９， １１： ２－１０．
ＸＩＡ Ｚ Ｑ， ＺＨＵ Ｗ， ＨＵ Ｙ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ “ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ” ｉｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ （ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｃｙｃｌｉｃ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ）
［Ｊ］ ． Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， １９７９， １１： ２－１０．

［收稿日期］ 　 ２０２４－０６－２１

７０４１



２０２４ 年 １１ 月

第 ３２ 卷　 第 １１ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２４

Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． １１

何宏星，张心恬，章梦涵，等． 抗菌性碳点修饰 ＰＥＥＫ 干预 ＭＲＳＡ 感染环境植入物骨整合性能的体内研究 ［Ｊ］． 中国实验动物

学报， ２０２４， ３２（１１）： １４０８－１４１６．
ＨＥ Ｈ Ｘ， ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｔ， ＺＨＡＮＧ Ｍ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎ ｖｉｖｏ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃａｒｂｏｎ ｄｏｔ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｅｔｈｅｒ ｅｔｈｅｒ ｋｅｔｏｎｅ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ
ｏｓｓｅｏｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｐｌａｎｔｓ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｉｎｇ ＭＲＳＡ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（１１）： １４０８－１４１６．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 １１􀆰 ００５

［基金项目］福建省科技创新联合资金项目（２０２１Ｙ９００７），福建省自然科学基金（２０２２Ｊ０１４９３）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｊｏｉｎｔ Ｆｕｎｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （２０２１Ｙ９００７）， ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｕｊｉａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （２０２２Ｊ０１４９３） ．
［作者简介］何宏星，男，实验师，研究方向：实验动物模型。 Ｅｍａｉｌ：１３１１７５４２４６＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］翁少煌，男，教授，博士，研究方向：骨系统疾病新疗法。 Ｅｍａｉｌ：ｓｈｗｅｎｇ＠ ｆｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

抗菌性碳点修饰 ＰＥＥＫ 干预 ＭＲＳＡ 感染环境植入物
骨整合性能的体内研究

何宏星１，张心恬２，章梦涵２，王耀２，邓晓琴２，翁少煌２∗

（１． 福建医科大学实验动物中心，福州　 ３５０１２２；２． 福建医科大学药学院，福州　 ３５０１２２）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究拟评价抗菌性碳点修饰聚醚醚酮（ｐｏｌｙｅｔｈｅｒ ｅｔｈｅｒ ｋｅｔｏｎｅ，ＰＥＥＫ）在感染性骨缺损环境

的骨整合性能。 方法　 熔融法制备结合透析纯化获得胍基碳点（ｇｕａｎｉｄｉｎｅ⁃ｂａｓｅｄ ｃａｒｂｏｎ ｄｏｔｓ，Ｇ⁃ＣＤｓ），应用聚乙烯

醇缩丁醛酯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌ ｂｕｔｙｒａｌ， ＰＶＢ）通过浸泡⁃干燥法制备 Ｇ⁃ＣＤｓ 修饰的 ＰＥＥＫ 植入物（ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ）。 将

ＳＤ 大鼠分为：ＰＥＥＫ 植入未感染组（ＰＥＥＫ（－）组），ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ 植入未感染组（ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ －）组），
ＰＥＥＫ 植入感染组（ＰＥＥＫ（＋）组），ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ 植入感染组（ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组）。 每组大鼠均于垂直

股骨外侧髁处制备一个直径 ２ ｍｍ、深度 ５ ｍｍ 的孔洞以模拟骨缺损。 将 ３０ μＬ 生理盐水注入 ＰＥＥＫ（ －）组和

ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组大鼠骨缺损的骨髓腔内形成未感染组。 将 ３０ μＬ 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ⁃
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）菌悬液（１􀆰 ５ × １０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ）注入 ＰＥＥＫ（＋）组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组大鼠

骨缺损的骨髓腔内。 植入术后 ０、２ 和 ４ 周，应用动物专用 Ｘ 射线机照射各组大鼠植入部位。 术后 ６ 周，Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ
评估植入部位的骨组织特征。 骨髓细菌培养、苏木精⁃伊红染色 （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）、甲苯胺蓝染色 （ Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ）、戈德纳三色染色（Ｇｏｌｄｎｅｒ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ）及免疫组化染色分析各组大鼠的骨植入部位。 结果　 （１）Ｘ
射线、Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ、骨髓细菌培养和组织病理学分析等结果确定证实了 ＰＥＥＫ（－）组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组未出

现感染与骨缺损整合；ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ ＋）组发挥抗菌性有效控制 ＭＲＳＡ，菌株形成的骨髓炎实现骨整合，而
ＰＥＥＫ（＋）组因持续的感染无法骨整合；（２）免疫组化染色评价明确 ＰＥＥＫ（＋）组显示出比其他 ３ 组更低的白细胞介

素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃４ 和 ＩＬ⁃１０ 等抗炎因子以及更强的 ＩＬ⁃６ 和肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ， ＴＮＦ）⁃α 等促炎因

子表达，表明 Ｇ⁃ＣＤｓ 修饰的 ＰＥＥＫ 可抑制 ＭＲＳＡ 感染，调节局部微环境的炎症水平，促进骨缺损部位的骨整合。 结

论　 抗菌性碳点修饰 ＰＥＥＫ 具备优异的骨整合性能，为今后的临床治疗提供了一种候选策略。
【关键词】 　 抗菌性碳点；聚醚醚酮；植入物改性；骨整合；ＭＲＳＡ 感染

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） １１⁃１４０８⁃０９

Ｉｎ ｖｉｖｏ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃａｒｂｏｎ ｄｏｔ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｅｔｈｅｒ ｅｔｈｅｒ
ｋｅｔｏｎｅ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｏｓｓｅｏｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｐｌａｎｔｓ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｉｎｇ ＭＲＳＡ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ
ＨＥ Ｈｏｎｇｘｉｎｇ１， ＺＨＡＮＧ Ｘｉｎｔｉａｎ２， ＺＨＡＮＧ Ｍｅｎｇｈａｎ２， ＷＡＮＧ Ｙａｏ２， ＤＥＮＧ Ｘｉａｏｑｉｎ２， ＷＥＮＧ Ｓｈａｏｈｕａｎｇ２∗

（１． Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｆｕｊｉａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｆｕｚｈｏｕ ３５０１２２， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ， Ｆｕｊｉａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｆｕｚｈｏｕ ３５０１２２， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＷＥＮＧ Ｓｈａｏｈｕａｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓｈｗｅｎｇ＠ ｆｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
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（ＣＤ）⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｅｔｈｅｒ ｅｔｈｅｒ ｋｅｔｏｎｅ （ＰＥＥＫ） ｉｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｇｕａｎｉｄｉｎｅ⁃ｂａｓｅｄ ＣＤｓ
（Ｇ⁃ＣＤｓ） ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｍｅｌｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉａｌｙｓｉｓ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｏｄｉｆｙ ＰＥＥＫ ｉｍｐｌａｎｔｓ ｕｓｉｎｇ
ｐｏｌｙｖｉｎｙｌ ｂｕｔｙｒａｌｄｅｈｙｄｅ （ ＰＶＢ） ｂｙ ｔｈｅ ｓｏａｋｉｎｇ⁃ｄｒｙｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ （ ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ）． ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｇｒｏｕｐｓ： （１） ＰＥＥＫ⁃ｉｍｐｌａｎｔｅｄ ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄ （ＰＥＥＫ（－））， （２） ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ⁃ｉｍｐｌａｎｔｅｄ ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄ （ＰＥＥＫ ／
ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ －））， （ ３） ＰＥＥＫ⁃ｉｍｐｌａｎｔｅｄ ｉｎｆｅｃｔｅｄ （ ＰＥＥＫ （ ＋））， ａｎｄ （ ４） ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ⁃ｉｍｐｌａｎｔｅｄ ｉｎｆｅｃｔｅｄ
（ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋））． Ａ ｈｏｌｅ （ｄｉａｍｅｔｅｒ ２ ｍｍ， ｄｅｐｔｈ ５ ｍｍ） ｗａｓ ｄｒｉｌｌｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｌａｔｅｒａｌ ｃｏｎｄｙｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｆｅｍｕｒ
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（＋） ｇｒｏｕｐｓ ｗｉｔｈ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ３０ μＬ ＭＲＳＡ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ （１􀆰 ５ × １０４ ｃｏｌｏｎｙ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔｓ ／ ｍＬ） ｉｎｔｏ
ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃａｖｉｔｙ． Ｔｈｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ａｎｉｍａｌ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｘ⁃ｒａｙ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ａｔ ０， ２， ａｎｄ ４ ｗｅｅｋｓ
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（ＣＴ） ａｔ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ． Ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ ａｎｄ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ， Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ， Ｇｏｌｄｎｅｒ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ， ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｘ⁃ｒａｙ， Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ， ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ， ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｉｎ ｔｈｅ ＰＥＥＫ（－） ａｎｄ ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－） ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｍｐｌａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔｓ． Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ
ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋） ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｓ ｏｆ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｈａｔ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ
ＭＲＳＡ ａｎｄ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｂｏｎｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ， ｗｈｉｌｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＰＥＥＫ（ ＋） ｇｒｏｕｐ ｆａｉｌｅｄ ｔｏ ａｃｈｉｅｖｅ ｂｏｎｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ
ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｌｏｗｅｒ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＩＬ⁃４ ａｎｄ ＩＬ⁃
１０ ｉｎ ｔｈｅ ＰＥＥＫ（＋） ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ Ｇ⁃ＣＤ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＰＥＥＫ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＭＲＳＡ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｌｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｂｏｎｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｓｉｔｅ ｏｆ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｇ⁃ＣＤｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＰＥＥＫ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｂｏｎｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃａｒｂｏｎ ｄｏｔｓ； ＰＥＥＫ； ｉｍｐｌａｎｔ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｏｓｓｅｏｉｎｔｅｒｇｒａｔｉｏｎ； ＭＲＳＡ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 骨植入物是骨科应对各种原因引起骨缺损的

主要手段。 但是，由于手术引起微环境改变、血行

传播以及患者体质差异等因素，使得细菌性感染成

为植入物处理骨缺损的最大挑战［１］。 一旦植入物

发生感染，尤其是耐药菌感染，将造成骨植入物无

法整合而松动，对患者造成灾难性后果。 因此，在
骨科植入性手术领域，改善并提高植入物抗感染能

力是提高植入手术成功率、改善骨整合和长期预后

的一个重要途径。 对应的，近年来，针对骨植入物

的抗菌功能改性以降低骨植入感染的研究呈现出

快速发展的趋势［２－４］。 因此，发展设计高效、安全适

用于骨植入物抗菌功能改性并适合骨生长要求的

新型抗菌药物是其中至关重要的节点。 当前，除抗

生素改性骨植入物的研究以外，包含纳米材料的非

抗生素策略被开发用于骨植入物抗菌功能改

性［５－７］。 将抗菌性纳米材料应用于骨植入物改性有

望实现持续有效抗菌以及较高的生物安全性。 但

目前这方面工作仍处于尝试阶段，对于骨植入物抗

菌功能改性所要求的抗菌性优异、生物安全性以及

无耐药诱导性等的抗菌纳米材料研发仍是一个重

要挑战。 因此，设计建立不诱发细菌耐药且具备良

好抗菌活性和生物安全性的新型抗菌药物，用于骨

植入物抗菌功能改性，并应用于耐药菌感染的骨缺

损治疗的研究，对于解决现有植入物耐药菌感染的

困境至关重要。
动物感染模型是抗菌药物开发过程的关键组

成部分，它提供了有用的临床前研究数据，从而将

抗菌药物的体外和临床评估联系起来，以提供一种

方法测试抗菌药物在受控环境下单独或组合针对

特定病原体的活性［８－９］。 基于上述研究背景以及所

设计制备的胍基碳点（ ｇｕａｎｉｄｉｎｅ⁃ｂａｓｅｄ ｃａｒｂｏｎ ｄｏｔｓ，
Ｇ⁃ＣＤｓ）的前期体外抗菌性能和体内生物安全性的

研究基础，本研究建立了耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌（Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）
感染的大鼠股骨缺损模型，以 Ｇ⁃ＣＤｓ 修饰骨植入物

干预，从而评估 Ｇ⁃ＣＤｓ 在细菌感染临床应用中的可

行性，为推动抗菌纳米材料在临床细菌感染治疗的

应用发挥重要的作用。
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

雄性清洁级 ７ 周龄 ＳＤ 大鼠 （ １２ 只），体重

（２７０ ± １０） ｇ，购自福建医科大学实验动物中心

【ＳＣＸＫ（闽）２０２２－０００１】。 动物饲养于福建医科大

学实验动物中心屏障环境【ＳＹＸＫ（闽）２０２２－０００３】。
饲养环境：昼夜各半循环照明，相对湿度 ４０％ ～
７０％，温度控制在 ２０ ～ ２６ ℃。 本实验按照《动物实

验指南》操作，所有动物实验经福建医科大学实验

动物伦理委员会批准（ＩＡＣＵＣ ＦＪＭＵ ２０２３⁃０１４９）。

图 １　 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ 的制备流程图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ

图 ２　 植入物干预 ＭＲＳＡ 感染的大鼠骨缺损的实验流程图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＭＲＳＡ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｒａｔ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｉｍｐｌａｎｔｓ

１􀆰 １􀆰 ２　 菌株

标准 ＭＲＳＡ 菌株购自上海鲁微科技有限公司，
批号为 ＡＣＴＴ４３３００。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

盐酸左氧氟沙星（９８％）购自上海麦克林生化

科技有限公司，小鼠肿瘤坏死因子 （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ， ＴＮＦ）⁃α 和小鼠白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ）⁃
６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ 生物技术有限公

司，４％多聚甲醛通用型组织固定液购自广州硕谱生

物科技有限公司，Ｍｕｅｌｌｅｒ⁃Ｈｉｎｔｏｎ（ＭＨ）肉汤和营养

琼脂购自青岛海博生物技术有限公司，聚醚醚酮

（ｐｏｌｙｅｔｈｅｒ ｅｔｈｅｒ ｋｅｔｏｎｅ， ＰＥＥＫ）（Φ２ ｍｍ × ５ ｍｍ）购

自德国盖尔公司。
立式压力蒸汽灭菌器（ＬＤＺＸ⁃５０ＫＢ，上海申安

医疗器械厂），生物安全柜（ＢＳＣ⁃１０００ⅡＡ２，上海博

迅实业有限公司医疗设备厂），生化培养箱（ ＳＨＰ⁃
２５０ 型，上海精宏实验设备有限公司），酶标仪

（１５１０⁃０４０３５Ｃ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司），
全自动血液分析仪（日本三洋电器股份有限公司），
小动物专用 Ｘ 射线机（ Ｐｏｓｖｅｔ⁃１００ＨＦ，韩国三星集

团），Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ （ ＣＴ⁃１００，瑞士 ＳＣＡＮＣＯ Ｍｅｄｉｃａｌ ＡＧ
公司）。
１􀆰 ２　 方法

本研究建立 ＭＲＳＡ 感染的大鼠骨缺损模型以

评估 Ｇ⁃ＣＤｓ 在控制感染性骨缺损方面应用的可行

性。 结合课题组前期关于 Ｇ⁃ＣＤｓ 的研究基础［１０］，采
用 ＰＥＥＫ 为骨植入物，ＰＶＢ 为固定剂，制备了基于

Ｇ⁃ＣＤｓ 抗菌涂层改性的骨植入物 （图 １），并用于

ＭＲＳＡ 感染的骨缺损大鼠的治疗，从而进一步评估

以 Ｇ⁃ＣＤｓ 作为抗菌剂在骨组织部位的抗菌性能。
具体实验流程，如图 ２ 所示。
１􀆰 ２􀆰 １　 基于 Ｇ⁃ＣＤｓ 为抗菌涂层改性骨植入物的

制备

参考课题组前期的研究［１０］ 制备 Ｇ⁃ＣＤｓ：以无水

柠檬酸（ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ，ＣＡ）为碳源，二烯丙基二甲基氯

化铵（ ｄｉａｌｌｙｌｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＤＤＡ） 和聚
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六亚甲基胍（ ｐｏｌｙｈｅｘａｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｕａｎｉｄｉｎｅ， ＰＨＭＧ）
为异原子掺杂来源，合成得到 Ｇ⁃ＣＤｓ。 具体过程：精
确称量 ０􀆰 ２ ｇ ＣＡ 于圆底烧瓶并置于 １５０ ℃油浴中

搅拌加热。 待 ＣＡ 完全熔融后，加 ２ ｍＬ ＤＤＡ（６０％
水溶液），继续反应 １５０ ｍｉｎ。 后加入 １ ｍＬ ０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ
ＰＨＭＧ 水溶液，于 １７０ ℃下继续反应 ６０ ｍｉｎ。 反应

结束后，将圆底烧瓶置于室温下冷却，加入 １０ ｍＬ 超

纯水并超声溶解。 取上述溶液 ０􀆰 ５ ｍＬ 置于纤维素

透析袋（５００ ～ １０００ Ｄａ）中，同时，在含 １０００ ｍＬ 去

离子水的烧杯中进行透析处理，每隔 ２ ｈ 更换一次

去离子水，透析 ４８ ｈ。 最后，将透析袋中的液体冷冻

干燥得到固体 Ｇ⁃ＣＤｓ，置于 ４ ℃下保存备用。
Ｇ⁃ＣＤｓ 为抗菌涂层改性的 ＰＥＥＫ：将清洗干净

的 ＰＥＥＫ 用浓硫酸（９５％）浸泡 ３ ｍｉｎ，超纯水彻底清

洗并置于 １２０ ℃ 下热处理 ４ ｈ，获得硫化处理的

ＰＥＥＫ（简称为 ＳＰＥＥＫ）样品。 将 ＳＰＥＥＫ 放置于 ２４
孔板中，使用含聚乙烯醇缩丁醛（ ｐｏｌｙｖｉｎｙｌ ｂｕｔｙｒａｌ，
ＰＶＢ）（５ ｇ ／ Ｌ）和 Ｇ⁃ＣＤｓ（０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ）的 ０􀆰 ２０ ｍＬ 无

水乙醇⁃乙酸乙酯（体积比为 ９ ∶ １）溶液浸泡并置于

６０ ℃的烘箱中干燥；待浸泡液完全干燥后，换一个

孔并置入完成前序操作的植入物，补充同样的浸泡

液；重复浸泡和干燥操作，共 ３ 次，获得基于 Ｇ⁃ＣＤｓ
为抗菌涂层改性的骨植入物（ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＭＲＳＡ 感染大鼠骨缺损模型的建立

（１）ＭＲＳＡ 菌液的配制：将 ＭＲＳＡ 菌通过平板

划线法接种于血琼脂平板上，并在生化培养箱中

（３５ ℃）培养得到单个菌落，用接种环挑取单个菌落

接种于灭菌生理盐水（０􀆰 ９％氯化钠溶液）中得到细

菌悬液，通过紫外可见分光光度计测定并调节使菌

悬液的 ＯＤ６００ 值为 ０􀆰 １，以得到 １􀆰 ５ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ
的菌悬液，然后将 １􀆰 ５ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的菌悬液稀释

至 １􀆰 ５ × １０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ 备用。
（２） 大鼠分组建模：将 １２ 只大鼠随机分成

ＰＥＥＫ 植入未感染组（ＰＥＥＫ（－）组）、ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃
ＣＤｓ 植入未感染组 （ ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ （ －） 组）、
ＰＥＥＫ 植入感染组（ＰＥＥＫ（＋）组）和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃
ＣＤｓ 植入感染组（ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组）４ 组，每
组各 ３ 只，依次编号，称量并记录每只大鼠的体重。
在动物中心实验环境下适应性喂养 １ 周后，进行建

模。 首先分别将各组大鼠麻醉，清理手术部位的毛

发，用碘伏棉球消毒手术区域并用无菌洞巾覆盖。
切开大鼠右下侧后肢上的局部皮肤，钝性分离肌肉

组织，暴露股骨远端，用克氏针（Φ２ ｍｍ）于垂直股

骨外侧髁处制备一个直径 ２ ｍｍ、深度 ５ ｍｍ 的孔洞

用以模拟骨缺损。
（３）分组给药：取 ３０ μＬ 的 ＭＲＳＡ 菌悬液（１􀆰 ５

× １０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ ）， 依 据 上 述 分 组， 分 别 注 入

ＰＥＥＫ（＋）组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ ＋）组大鼠骨缺

损部位的骨髓腔内，ＰＥＥＫ（ －）组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃
ＣＤｓ（－）组大鼠未注射菌悬液。 然后分别将 ＰＥＥＫ
和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ 两种植入物根据 ４ 组分组编

号分别植入对应的组别，缝合皮肤并用碘伏棉球消

毒，整个手术过程均在无菌操作台上完成，术毕，待
大鼠苏醒后安放于原饲养笼内，给予正常喂水和饮

食，观察大鼠的活动状态。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＭＲＳＡ 感染大鼠骨缺损模型的术后评价

在植入术后 ０、２ 和 ４ 周，应用动物专用 Ｘ 射线

机照射各组大鼠植入部位，评估植入部位的炎症反

应及骨整合情况。 此外，术后 ６ 周，将大鼠麻醉并实

施安乐死后，分离并收集手术部位股骨，保存于 ４％
多聚甲醛通用型组织固定液中以便进一步分析评

价。 利用 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 评估植入部位的骨组织特征。
并对股骨组织标本进行骨髓细菌涂板培养、苏木精⁃
伊红染色（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）、甲苯胺蓝染色（ Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ
ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ）、戈德纳三色染色（Ｇｏｌｄｎｅｒ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ）和免疫组化染色，对各组大鼠的骨植入部

位进行残余细菌评价、病理分析和免疫组化分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

本文中的所有实验均重复 ３ 次，数据以平均值

± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 统计学比较采用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 进行单因素方差分析的 Ｔｕｋｅｙ’ ｓ 多重比

较实验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｇ⁃ＣＤｓ 修饰 ＰＥＥＫ 在 ＭＲＳＡ 感染的大鼠骨

缺损模型中的 Ｘ 射线评价

细菌感染是骨科植入手术失败的重要原因之

一。 细菌感染的发生，尤其是耐药菌的感染，将引

起急性 ／慢性骨髓炎［１１］，导致植入物与周围骨组织

结构无法整合，最终导致植入失败［１２］。 首先利用 Ｘ
射线评价 Ｇ⁃ＣＤｓ 修饰的 ＰＥＥＫ 应对 ＭＲＳＡ 感染的

大鼠骨缺损模型中的效果。 在植入后第 ０、２ 和 ４ 周

利用 Ｘ 射线评估骨植入部位的动态变化。 如图 ３
所示，植入部位以红色箭头指明。 在未感染组

（ＰＥＥＫ（－）组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组）中，未观

察到植入物周围存在或出现异常低密度阴影，表明
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植入材料后无感染产生，证明植入过程及植入后并

未受到因手术操作及环境引起的其他感染。 并且，
与 ＰＥＥＫ（－）组相比，在第 ４ 周时 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ
（－）组植入部位骨生长良好，表明 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃
ＣＤｓ 在未感染环境下具有一定的促骨整合能力。 经

ＭＲＳＡ 感染后， ＰＥＥＫ （ ＋） 组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ
（＋）组在初始阶段（０ ｗｅｅｋ）均未观察到细菌感染的

征象。 但在第 ２ 周时，ＰＥＥＫ（ ＋）组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃
Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组的植入部位周围均表现出异常的低密

度阴影，并观察到髓内脓腔的形成，说明植入部位

因存在细菌感染形成了急性骨髓炎。 植入第 ４ 周

时，ＰＥＥＫ（＋）组植入部位的髓内脓腔进一步扩大，
说明单纯 ＰＥＥＫ 本身不具备抗菌性能，无法抑制细

菌的生长，从而导致了感染情况的加重及恶化。 相

反，ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组在第 ４ 周时，几乎没有

观察到异常低密度区域的存在，证实了 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃
Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组虽然感染 ＭＲＳＡ 菌株形成了骨髓炎，但
经 Ｇ⁃ＣＤｓ 改性后的 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ 在骨组织部

位依然发挥了良好且稳定的抗菌性能，显著抑制了

耐药菌的生长繁殖。

图 ３　 植入后第 ０、２ 和 ４ 周不同分组大鼠的 Ｘ 射线图像

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｘ⁃ｒａｙ ｉｍａｇｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｗｅｅｋｓ ０， ２ ａｎｄ ４ ａｆｔｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

２􀆰 ２　 Ｇ⁃ＣＤｓ 修饰 ＰＥＥＫ 在 ＭＲＳＡ 感染的大鼠骨

缺损模型中的形态和 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 评价

植入 ６ 周后，分离并收集不同分组大鼠的股骨

进行观察。 如图 ４ 所示， ＰＥＥＫ （ －） 组和 ＰＥＥＫ ／
ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组的股骨植入部位未见细菌感染的

迹象，植入物与周围骨组织结合牢固，骨皮质连续

性完好，并未遭到破坏。 然而，ＰＥＥＫ（ ＋）组的植入

部位周围出现明显的腐蚀和骨组织结构破坏，且骨

皮质和骨松质均被破坏，造成植入物周围大块皮质

骨缺损，严重改变了股骨应力结构，可见植入单纯

ＰＥＥＫ 完全不具备抗菌能力，一旦发生 ＭＲＳＡ 感染，
随着时间的延长，细菌将不断扩散，从而导致了股

骨结构的严重破坏。 而与此相反， ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃
ＣＤｓ（ ＋） 组表现出与未感染组 （ ＰＥＥＫ （ －） 组和

ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组）相似的现象，再次体现了

Ｇ⁃ＣＤｓ 显著抗菌性能。 同时也进一步说明，经 Ｇ⁃
ＣＤｓ 改性可赋予植入物稳定的抗菌功能。
　 　 利用 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 评价不同分组大鼠植入部位的
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图 ４　 植入 ６ 周后不同分组大鼠股骨植入部位图像

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａｌ ｉｍｐｌａｎｔ ｓｉｔｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

骨组织特征。 如图 ５，植入部位股骨的三维重建和

冠状位切面 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 图像显示， ＰＥＥＫ （ －） 组和

ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组的植入物与周围骨组织紧

图 ５　 植入 ６ 周后不同分组大鼠植入部位股骨的整体三维重建和冠状位切面 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 图像及植入物的三维重建图像

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｖｅｒｔｉｃａｌ ａｎｄ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ａｘｉａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍｕｒ ａｎｄ ３Ｄ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｉｍｐｌａｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

密结合。 而注射 ＭＲＳＡ 后，ＰＥＥＫ（＋）组存在明显的

感染征象，不论是股骨的整体重建图亦或者冠状位

切面图，均可发现明显的骨破坏痕迹，原有的圆柱

状骨缺损形状被破坏，严重毁坏了植入部位的皮质

骨连续性。 而最终 ＰＥＥＫ（＋）组植入材料表面鲜有

新生骨附着，与 ＰＥＥＫ（－）组形成了鲜明对比，进一

步证明 ＰＥＥＫ（＋）组感染严重，极度影响了植入物的

骨整合。 而与此相反，同样经 ＭＲＳＡ 感染过的

ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ ＋） 组丝毫未见骨质破坏的现

象，表现出光滑且规则的植入物轮廓，植入物与周

围骨组织紧密贴合，进一步证明了改性植入物稳定

的抗菌能力。 同时，植入物的三维重建图像模拟同

样反映了植入物周围局部新骨生成的程度。 如图 ５
所示， ＰＥＥＫ （ －） 组、 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ （ －） 组和

ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组植入物周围均有大量连续

的新骨形成，几乎完全覆盖植入物表面，骨结合良

好。 而 ＰＥＥＫ（＋）组的植入物周围仅有部分新骨覆
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图 ６　 植入 ６ 周后不同分组大鼠植入部位骨髓的细菌培养

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

图 ７　 植入 ６ 周后不同分组大鼠植入部位的 ＨＥ 染色、戈德纳三色染色和甲苯胺蓝染色切片

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， Ｇｏｌｄｎｅｒ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｌａｎｔ
ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

盖，表明 ＭＲＳＡ 感染后，单纯 ＰＥＥＫ 植入物的骨整合

能力较差。 综上，已证实 Ｇ⁃ＣＤｓ 作为抗菌剂改的骨

植入物后，不仅可显著抑制耐药菌感染，而且可以

促进植入物的骨整合，即便在感染状态下，也依旧

可发挥稳定的抗菌促骨整合功能。

２􀆰 ３　 Ｇ⁃ＣＤｓ 修饰 ＰＥＥＫ 在 ＭＲＳＡ 感染的大鼠骨

缺损模型中的病理分析

细菌培养结果见图 ６，病理学结果见图 ７，免疫

组化结果见图 ８。 为进一步证明 ＰＥＥＫ（ ＋）组存在

ＭＲＳＡ 定植感染，进而导致了慢性骨髓炎的发生，研
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注：各组间相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ８　 植入 ６ 周后不同分组大鼠植入部位的免疫组化染色切片及其根据图像定量结果

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ ａｔ ｔｈｅ
ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

究人员在 ６ 周时分别取不同分组的股骨骨髓腔内容

物进行体外细菌培养，以进一步进行验证，结果如

图 ６ 所示，在 ＰＥＥＫ（－）组、ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组
几乎无细菌菌落生成，此结果与 Ｘ 射线结果相一

致，证明植入过程及植入后并未受到因手术操作及

环境引起的其他感染。 与此同时，ＰＥＥＫ（＋）组骨髓

细菌培养后琼脂板长满细菌，而 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ
（＋）组中几乎没有细菌生长。 这些结果与 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ
结果相一致，进一步证明植入单纯 ＰＥＥＫ 后，无法发

挥有效的抗 ＭＲＳＡ 作用，最终导致 ＰＥＥＫ（＋）组感染

严重，而经 Ｇ⁃ＣＤｓ 改性后，改性植入物 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃
Ｇ⁃ＣＤｓ 具有稳定的抗菌性能，在抗耐药菌促进植入

物骨整合极具价值。
进一步通过组织病理学检查，分析植入部位的

病理变化情况及植入物与周围骨组织的结合情况。
如图 ７ 所示，ＨＥ 染色显示，ＰＥＥＫ（ －）组和 ＰＥＥＫ ／
ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组中，几乎观察不到中性粒细胞，植
入部位周围的骨组织呈现正常的组织结构。 在

ＰＥＥＫ（＋）组的植入部位，周围骨组织中可见大量中

性粒细胞浸润，在病理切片染色中仅可见大量的炎
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症细胞及炎症性细胞凋亡而引起的空泡，无任何新

骨形成征象，证明单纯 ＰＥＥＫ 并无抗感染性能，无法

抑制 ＭＲＳＡ 的生长繁殖。 而骨组织长期处于感染

环境进而导致了慢性骨髓炎的 产 生［１１］， 但 在

ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（＋）组中，植入部位周围骨组织

仅有极少量的中性粒细胞存在，表明 Ｇ⁃ＣＤｓ 通过抑

制 ＭＲＳＡ 感染，改善了骨组织感染部位的炎症反

应。 此外，戈德纳三色染色和甲苯胺蓝染色显示，
ＰＥＥＫ（－）组和 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ －）组植入部位

周围可见连续性的新骨形成，尤其在戈德纳三色染

色结果中，ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ －）组周围除大量红

色新生骨外， 还显示大量的蓝色矿化骨， 并且

ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（－）组周围的新生骨覆盖总面积

较 ＰＥＥＫ（－）组明显增多，可见在未感染情况下，Ｇ⁃
ＣＤｓ 改性后的 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ 具有良好的促骨

形成能力。 然而，ＰＥＥＫ（＋）组植入部位周围几乎没

有新骨形成，说明长期的细菌感染不利于新骨形

成。 相比之下，ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ ＋）组植入部位

周围明显可见新骨形成，再次证实了在耐药菌感染

情况下，以 Ｇ⁃ＣＤｓ 为抗菌剂改性的骨植入物具备较

强的抗耐药菌性能以及骨整合能力，具有良好的临

床应用前景。
此外，利用免疫组化染色评价两种抗炎因子

（ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１０）和两种促炎因子（ ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α）表达的

变化情况，并利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ１􀆰 ５３Ｋ 对 ４ 种炎症因子的

阳性表达水平进行定量分析。 如图 ８ 所示，ＰＥＥＫ
（＋）组显示出比其他 ３ 组更低的 ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１０ 表达

以及更强的 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 表达，表明 ＭＲＳＡ 感染使

得植入部位股骨的炎症水平升高。 ＰＥＥＫ（ －）组中

ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１０ 的表达略低于 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ －）
组，ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的表达略高于 ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ
（－）组，表明 Ｇ⁃ＣＤｓ 可能具有调节局部微环境的能

力，从而增强抗炎效果。 此外，与其他 ３ 组相比，
ＰＥＥＫ ／ ＰＶＢ⁃Ｇ⁃ＣＤｓ（ ＋）组中 ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１０ 的表达显

著升高，ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的表达显著降低，表明 Ｇ⁃ＣＤｓ
能够通过抑制 ＭＲＳＡ 感染，调节局部微环境，降低

局部炎症水平，促进骨缺损部位的骨整合。

３　 讨论

本研究建立了 ＭＲＳＡ 感染的大鼠骨缺损模型，
利用多种评价手段评估 Ｇ⁃ＣＤｓ 的体内抗菌性能。
结果表明，Ｇ⁃ＣＤｓ 对 ＭＲＳＡ 感染的骨缺损大鼠表现

出优异的治疗效果，明显改善了感染部位的炎症反

应。 以 Ｇ⁃ＣＤｓ 为抗菌剂改性的骨植入物在耐药菌

感染模型中的抗菌功效证实了 Ｇ⁃ＣＤｓ 具备在细菌

感染临床应用中的可行性，为今后的临床治疗提供

了一种新的选择。
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ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（１１）： １４１７－１４２３．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 １１􀆰 ００６

［基金项目］湖南省中医药管理局（中医药名医名方制剂重点研究室）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｆａｍｏｕｓ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓ） ．
［作者简介］谭电波，男，研究员，研究方向：中医药新产品研发。 Ｅｍａｉｌ：９０８１９１６０９＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］李跃辉，女，硕士生导师，研究员，研究方向：中药与大健康产品研发。 Ｅｍａｉｌ：４１０２５６５１８＠ ｑｑ． ｃｏｍ

丹参绞股蓝茶对四氯化碳所致小鼠急性肝损伤
细胞炎症凋亡保护作用和机制研究

谭电波１，刘中华２，杜青１，曾宏亮１，李跃辉１∗

（１． 湖南省中医药研究院，长沙　 ４１０００６；２． 湖南善源生物科技有限公司，湖南 岳阳　 ４１０５００）

　 　 【摘要】 　 目的 　 基于沉默信息调节因子 １（ ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １，ＳＩＲＴ１） ／高迁移率族蛋白 Ｂ１（ｈｉｇｈ
ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ１，ＨＭＧＢ１） ／核转录因子⁃κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ，ＮＦ⁃κＢ）信号轴探讨丹参绞股蓝茶

对四氯化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）所致小鼠急性肝损伤肝细胞炎症凋亡反应的抑制作用和机制研究。 方法

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为正常组、模型组、白藜芦醇组、丹参绞股蓝茶低、中、高剂量组、阳性药组，连续灌胃给药

１４ ｄ。 采用腹腔注射 ０􀆰 ５％ ＣＣｌ４ 橄榄油溶液（５ ｍＬ ／ ｋｇ）的方法建立小鼠急性肝损伤模型。 生化法检测小鼠血清中

丙氨酸转移酶 （ ａｌａｎｉｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＬＴ）、 天冬氨酸转移酶 （ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＳＴ）、 乳酸脱氢酶 （ ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）及肝组织羟脯氨酸（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，Ｈｙｐ）、丙二醛（ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）和超氧化物歧化酶

（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）水平；酶联免疫吸附法检测血清炎性因子肿瘤坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃
α）、白细胞介素⁃６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）和白细胞介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）水平；苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色和

ＴＵＮＥＬ 染色检测肝组织病理形态结构和肝细胞凋亡情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＳＩＲＴ１、ＨＭＧＢ１ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达。
结果　 与正常组比较，模型组小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＬＤＨ 水平和肝组织 Ｈｙｐ 活性显著升高，以及肝组织中 ＭＤＡ 和

ＳＯＤ 活性明显降低，血清炎性因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肝组织存在明显的

病理损伤以及肝细胞凋亡情况，肝组织中 ＳＩＲＴ１ 蛋白的表达明显降低，ＨＭＧＢ１ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白的表达升高；与模型

组比较，丹参绞股蓝茶高剂量组和白藜芦醇组小鼠血清肝功能指标 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＬＤＨ 水平和肝组织 Ｈｙｐ 活性显著降

低，以及肝组织中 ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 活性明显增加，血清炎性因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平显著降低，肝组织的病理损

伤以及肝细胞凋亡情况得到明显改善，肝组织中 ＳＩＲＴ１ 蛋白表达增加，ＨＭＧＢ１ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白的表达降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 丹参绞股蓝茶能有效保护急性肝损伤，其作用机制可能与调控 ＳＩＲＴ１ ／ ＨＭＧＢ１ ／ ＮＦ⁃κＢ
信号通路，减轻肝细胞炎性凋亡有关。

【关键词】 　 急性肝损伤；炎性凋亡；沉默信息调节因子 １；高迁移率族蛋白 Ｂ１；核转录因子⁃κＢ
【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） １１⁃１４１７⁃０７

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｕｎｇｅ
ｇｙｎｏｓｔｅｍｍａ ｐｅｎｔａｐｈｙｌｌｕｍ ｔｅａ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ

ＴＡＮ Ｄｉａｎｂｏ１， ＬＩＵ Ｚｈｏｎｇｈｕａ２， ＤＵ Ｑｉｎｇ１， ＺＥＮＧ Ｈｏｎｇｌｉａｎｇ１， ＬＩ Ｙｕｅｈｕｉ１∗

（１． Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ｃｈａｎｇｓｈａ ４１０００６， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｈｕｎａｎ Ｓｈａｎｙｕａｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ． ， Ｌｔｄ． ， Ｙｕｅｙａｎｇ ４１０５００， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＩ Ｙｕｅｈｕｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ４１０２５６５１８＠ ｑｑ． ｃｏｍ　 　

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｕｓｅ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ １ （ＳＩＲＴ１） ／ ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ１
（ＨＭＧＢ１） ／ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ （ ＮＦ⁃κＢ ） ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ



中国实验动物学报 ２０２４ 年 １１ 月第 ３２ 卷第 １１ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． １１

ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｕｎｇｅ ｇｙｎｏｓｔｅｍｍａ ｐｅｎｔａｐｈｙｌｌｕｍ ｔｅａ ｏｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ
（ＣＣｌ４）⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ；
ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｕｎｇｅ ｇｙｎｏｓｔｅｍｍａ ｐｅｎｔａｐｈｙｌｌｕｍ ｔｅａ ｌｏｗ⁃， ｍｅｄｉｕｍ⁃， ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ； ａｎｄ ａ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ． Ａｎ ａｃｕｔｅ ｌｉｖｅｒ
ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ０􀆰 ５％ ＣＣｌ４ ｏｌｉｖｅ ｏｉｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （５ ｍＬ ／ ｋｇ）． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｌａｎｉｎｅ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ （ＡＬＴ）， ａｓｐａｒｔａｔｅ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ （ＡＳＴ）， ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ （ＬＤＨ） ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ （Ｈｙｐ），
ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ）， ａｎｄ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ （ＳＯＤ） ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ． Ｓｅｒｕｍ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α（ＴＮＦ⁃α）， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ （ＩＬ）⁃６， ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ． Ｅｏｓｉｎ⁃ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｎｉｃｋ ｅｎｄ
ｌａｂｅｌｉｎｇ （ＴＵＮＥＬ） ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＩＲＴ１， ＨＭＧＢ１， ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ’ ｓ ｓｅｒｕｍ ＡＬＴ， ＡＳＴ， ａｎｄ ＬＤＨ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ Ｈｙｐ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ；
ＭＤＡ ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ； ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６， ａｎｄ
ＩＬ⁃１β ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ； ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ ｓｉｇｎｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＩＲＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ａｎｄ
ＮＦ⁃κＢ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｕｎｇｅ
ｇｙｎｏｓｔｅｍｍａ ｐｅｎｔａｐｈｙｌｌｕｍ ｔｅａ ｈｉｇｈ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＬＴ， ＡＳＴ， ａｎｄ ＬＤＨ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ Ｈｙｐ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ； ＭＤＡ ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ； ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６， ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ； ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｔｏ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＩＲＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｕｎｇｅ ｇｙｎｏｓｔｅｍｍａ ｐｅｎｔａｐｈｙｌｌｕｍ ｔｅａ
ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｕｎｇｅ ｇｙｎｏｓｔｅｍｍａ
ｐｅｎｔａｐｈｙｌｌｕｍ ｔｅａ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ａｃｕｔｅ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ， ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＳＩＲＴ１ ／ ＨＭＧＢ１ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｃｕｔｅ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １； ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｂ１； ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 急慢性肝病皆可能诱导不可逆的肝损伤，并导

致肝功能衰竭，给人类造成了巨大的经济负担和生

存健康问题，研制有效预防和治疗肝病的药物显得

尤为重要［１］。 肝作为人体最大的代谢器官，常常遭

受着包括病毒、创伤、化学试剂等因素的侵袭，这成

为诱发各种肝病的主要原因［２］。 化学药物所致的

急性肝损伤是临床最为常见诱发严重性肝病的因

素之一，极易发展成急性肝功能衰竭危及患者生

命。 比较经典的建立急性肝损伤的动物模型有四

氯化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＣＣｌ４）诱导的化学药物

性损伤。 可促使肝细胞膜通透性改变和脂质过氧

化，并分泌大量致炎因子，使肝细胞凋亡、坏死［３］。
肝免疫系统紊乱在急性肝损伤的发病机制中扮演

了重要角色。 丹参绞股蓝茶由黄芪提取物、桑葚提

取物、绿茶、绞股蓝、丹参、蒲公英、罗汉果组成，具
有明显的增强免疫及化学性肝损伤的辅助保护功

能，但作用机制尚未明确。 近年来，沉默信息调节

因子 １（ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １，ＳＩＲＴ１）在肝损

伤中的保护作用被广泛研究，ＳＩＲＴ１ 缺陷可触发核

转录因子⁃κＢ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ， ＮＦ⁃
κＢ）激活和促炎基因程序，ＳＩＲＴ１ 的小分子激活剂

构成肝损伤的潜在治疗靶点［４］。 本研究通过建立

ＣＣｌ４ 诱导的急性肝损伤小鼠模型，以 ＳＩＲＴ１ 激动剂

白藜芦醇为对照，基于炎症相关信号通路 ＳＩＲＴ１ ／高
迁移率族蛋白 Ｂ１ （ ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ１，
ＨＭＧＢ１） ／ ＮＦ⁃κＢ 探讨丹参绞股蓝茶对 ＣＣｌ４ 所致小

鼠急性肝损伤肝细胞炎症性凋亡反应的抑制作用

和分子机制，为丹参绞股蓝茶保肝作用的推广应用

提供科学理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选取体重 １８ ～ ２２ ｇ，７０ 只 ８ 周龄雄性 ＳＰＦ 级

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，从湖南斯莱克景达实验动物有限公

司购买【ＳＣＸＫ（湘）２０１９－０００４】，动物饲养在湖南省
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中医药研究院实验动物中心 【 ＳＹＸＫ （湘） ２０２２ －
０００８】，饲养环境：光照为 １２ ｈ 明暗交替，实验室相

对湿度 ４０％ ～ ７０％，温度 ２０ ～ ２６ ℃，允许小鼠自

由饮水和摄食。 本实验程序经过湖南省中医药研

究院实验动物伦理委员会审批（２０２２⁃００２６）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

丹参绞股蓝茶（由黄芪提取物、桑葚提取物、绿
茶、绞股蓝、丹参、蒲公英、罗汉果组成，长沙清尔康

生物科技有限公司），双环醇片（批号：２２０２０６，北京

协和药厂有限公司），白藜芦醇（批号：Ｒ１０７３１５，湖
南 创 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ）， 羟 脯 氨 酸

（ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ， Ｈｙｐ）、 丙二醛 （ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ） 和超氧化物歧化酶 （ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ）试剂盒（批号：ＡＦ５２９６⁃１、ＡＦ１０３Ｆ⁃１、ＡＦ１１８０⁃
１，湖南艾方生物科技有限公司）；肿瘤坏死因子⁃α
（ ｔｕｍｅｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介素⁃６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃６）和白细胞介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃
１β， ＩＬ⁃１β） 试剂盒 （批号： ＡＦ２１３２⁃Ａ、 ＡＦ２１６３⁃Ａ、
ＡＦ２０４０⁃Ａ，湖南艾方生物科技有限公司），ＳＩＲＴ１、
ＨＭＧＢ１、ＮＦ⁃κＢ 一抗 （批号： ＡＦ０３４４８、 ＡＦ３００１２１、
ＡＦ３０００９６，湖南艾方生物科技有限公司），ＧＡＰＤＨ
一抗（批号：ＹＭ３０２９，Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ 公司），丙氨酸转移

酶 （ ａｌａｎｉｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＬＴ ）、 天 冬 氨 酸 转 移 酶

（ａｓｐａｒｔａｔｅ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＳＴ）、 乳酸脱氢酶 （ ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）（批号：００８ＡＳ，上海科华生物工

程股份有限公司）。 核糖苷酸末端转移酶介导的

ｄＵＴＰ 缺口末端标记（ ＴｄＴ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ⁃ｅｎｄ
ｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）检测试剂盒（批号：１１６８４８１７９１０，
罗氏公司）。

ＢＸ５３ 生 物 显 微 镜 （ Ｏｌｙｍｐｕｓ 公 司， 日 本 ），
Ｅｎｖｉｓｉｏｎ２１０５ 型 酶 标 仪 （ ＰＥ 公 司， 美 国 ），
ＰＡＮＮＯＲＡＭＩＣ 型全景切片扫描仪（３ＤＨＩＳＴＥＣＨ 公

司，匈牙利），Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ Ｂｉｏｒａｄ 凝胶成像仪（Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司，美国）， Ｄ３０２４Ｒ 台式高速冷冻离心机

（ＤＲＡＧＯＮＬＡＢ 公司，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组给药与造模

将小鼠按体重随机分为正常组、模型组、白藜

芦醇组、丹参绞股蓝茶低、中、高剂量组、阳性药组，
每组 １０ 只，白藜芦醇组和丹参绞股蓝茶各组连续灌

胃给予相应剂量药物 １４ ｄ，给药体积按照 ２０ ｍＬ ／ ｋｇ
进行，正常组和模型组给予等体积纯净水。 末次给

药 １ ｈ 后，正常组小鼠腹腔注射等体积橄榄油溶液，

其余各组小鼠均腹腔注射 ０􀆰 ５％ ＣＣｌ４ 橄榄油溶液

（５ ｍＬ ／ ｋｇ），复制急性肝损伤小鼠模型。
１􀆰 ２􀆰 ２　 样本采集

急性肝损伤模型建立 ２４ ｈ 后，眼眶取血，离心

（３５００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ），取上清液，－８０ ℃冰箱保存待

用，处死小鼠，钝性分离出肝组织，４ ℃生理盐水冲

洗表面残留血液，取两叶肝保存在 １０％中性甲醛固

定液中，固定 ４８ ｈ 后待用；剩余肝组织液氮速冻后，
－８０ ℃冰箱保存待用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血清和肝生化指标检测

按照试剂盒说明书指导，通过测定各组小鼠血

清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ 和 ＬＤＨ 的活性，肝匀浆 Ｈｙｐ、ＭＤＡ 和

ＳＯＤ 水平，用来评价肝损伤。
１􀆰 ２􀆰 ４　 血清炎性因子检测

使用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ），按照试剂盒说

明书指导，测定血清中炎性因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃
６ 水平。
１􀆰 ２􀆰 ５　 肝组织病理学检测

取固定在 １０％中性甲醛中相同位置的肝组织

样本，包埋在石蜡中，以 ５ μｍ 厚片进行连续切片并

固定，采用苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色，封片，在光学显

微镜下（４００ × ）观察肝组织炎性细胞浸润，病理结

构改变情况。 肝损伤评分采用 ５ 个指标进行评分：
空泡、核固缩、核碎裂、红细胞停滞、炎症细胞浸润，
采集 ５ 个视野中这些细胞变化百分比进行评分：０
＝ ０％；１ ＝ ０％ ～ １０％；２ ＝ １０％ ～ ５０％；３ ＝ ５０％
～ １００％，总分越高，损伤越严重。
１􀆰 ２􀆰 ６　 肝组织细胞凋亡情况检测

将上述石蜡切片加热（６２ ℃，６０ ｍｉｎ）脱蜡，二
甲苯浸泡，梯度乙醇水化，按照 ＴＵＮＥＬ 染色组织凋

亡检测试剂盒说明书进行蛋白酶处理和抗原修复，
３７ ℃孵育，ＤＡＢ 核染，中性树脂封片，荧光显微镜下

观察肝细胞凋亡情况，使用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件

对以绿色细胞核为特征的 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞进行

计数。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＳＩＲＴ１ ／ ＨＭＧＢ１ ／ ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达检测

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测肝组织中 ＳＩＲＴ１、
ＨＭＧＢ１ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达情况。 取冻存的肝组

织，按照试剂盒说明书，使用 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液提取

组织中的总蛋白，每个样品取 ３０ μｇ 蛋白高温变性，
通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 进行电泳分离，并转移到 ＰＶＤＦ 膜

上。 ５％无脂牛奶封闭，１ ～ ２ ｈ， ＴＢＳＴ 稀释靶向

ＳＩＲＴ１、ＨＭＧＢ１、 ＮＦ⁃κＢ 和 ａｃｔｉｎ 的一抗室温孵育
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２ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤，二抗室温孵育 １ ｈ。 通过增强化学

发光（ＥＣＬ）底物来确定蛋白质丰度，ＧＡＰＤＨ 用作内

标，在暗盒内与 Ｘ 胶片曝光 １ ～ ３０ ｍｉｎ 进行显影，
Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ Ｖ４􀆰 ４􀆰 ６ 专业灰度分析软件进行分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用统计软件 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 进行统计分析，计量

资料以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间比较采用

单因素方差（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）分析，不服从正态分

布采用非参数检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 血清肝功能和肝生化指标变化

如图 １ 所示，与正常组比较，模型组血清 ＡＬＴ、
ＡＳＴ 和 ＬＤＨ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肝组织中

Ｈｙｐ 活性明显升高，ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 活性明显降低（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）；与模型组比较，丹参绞股蓝茶高、中剂量组

小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 和 ＬＤＨ 水平明显降低，以及

肝组织中Ｈｙｐ活性减少、ＭＤＡ和ＳＯＤ活性明显增

注：与正常组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 小鼠血清肝功能和肝生化指标

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

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｅｒｕｍ ｌｉｖｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

加，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与激

活剂白藜芦醇组和阳性药组作用趋势一致。
２􀆰 ２　 血清炎性因子水平变化

ＥＬＩＳＡ 检测结果如图 ２ 所示，与正常组比较，模
型组小鼠血清炎性因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 水平

显著增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组比较，丹参绞股蓝茶

高剂量组和白藜芦醇组小鼠血清炎性因子 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 水平减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），具
有显著性差异，这与阳性药组趋势一致。
２􀆰 ３　 肝形态学结构和细胞凋亡情况变化

ＨＥ 染色和 ＴＵＮＥＬ 染色结果如图 ３，４ 所示，正
常组小鼠肝组织小叶结构清晰完整，无变性坏死，
肝细胞间隙紧密，呈现放射状排列，未见明显的病

理损伤和肝细胞凋亡坏死；模型组小鼠肝组织结构

紊乱，肝细胞排列松散，间隙增大，核固缩或空泡

化，形成大量炎性小灶，存在淋巴细胞炎性浸润，肝
细胞 ＴＵＮＥＬ 阳性率显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），细胞凋亡

增多；丹参绞股蓝茶高剂量组和阳性药组小鼠肝组

织结构紊乱得到不同程度的改善，可见少量肝细胞

图 ２　 小鼠血清炎性因子水平

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

肿胀和炎性细胞浸润，肝细胞 ＴＵＮＥＬ 阳性率显著减

少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），凋亡细胞降低；丹参绞股蓝茶中、低
剂量组小鼠肝组织结构紊乱改善不明显，炎性细胞

浸润情况类似模型组，肝细胞 ＴＵＮＥＬ 阳性率改变无

统计学意义。
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图 ３　 小鼠肝形态学结构

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｌｉｖｅｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｍｉｃｅ

图 ４　 小鼠肝损伤和细胞凋亡情况

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

２􀆰 ４　 肝中 ＳＩＲＴ１ ／ ＨＭＧＢ１ ／ ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达变化

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法定量检测结果如图 ５ 所示，与正

常组比较，模型组小鼠肝组织中 ＳＩＲＴ１ 蛋白灰度值

相对表达量明显降低，ＨＭＧＢ１ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白灰度

值相对表达量明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组比较，
　 　 　 　 　 　

丹参绞股蓝茶高、中剂量组和白藜芦醇组小鼠肝组

织中 ＳＩＲＴ１ 蛋白灰度值相对表达量明显增加，
ＨＭＧＢ１ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白灰度值相对表达量明显降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），丹参绞股蓝茶低剂量组上述指标的相

对表达量有改变趋势，但无显著性差异。

图 ５　 小鼠肝组织中 ＳＩＲＴ１、ＨＭＧＢ１ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白相对表达量

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＩＲＴ１， ＨＭＧＢ１ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ
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３　 讨论

肝损伤是各种肝病的共同病理基础，并逐渐年

轻化，因其流行性和多样性在人群中广泛传播，一
度成为研究的热点。 急性肝损伤发病机制复杂，涉
及肝细胞氧化应激、炎症效应和凋亡坏死等多个过

程的相互作用［５］。 表征肝功能损伤的常见标志性

指标包括血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 和 ＬＤＨ，当肝细胞膜通透

性增加，细胞出现损伤时，这些指标活性被明显改

变［６］。 本研究发现，急性肝损伤小鼠的肝组织结构

紊乱，肝细胞核固缩肿胀或空泡，可见大量炎性细

胞浸润，丹参绞股蓝茶可明显改善肝组织损伤，调
控上述指标的变化，研究人员推测其可发挥明显的

保护肝损伤的作用。
ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 是肝中重要的抗氧化酶，是反应

体内自由基清除和脂质过氧化程度的关键常见评

价指标［７］。 肝毒素 ＣＣｌ４ 主要在肝中进行代谢，可诱

导的肝氧化应激，如果这种应激反应不能得到有效

及时的缓解，可能会促进免疫细胞巨噬细胞等释放

大量炎性因子，诱导细胞凋亡，同时，作为肝细胞损

伤最敏感的指标之一 Ｈｙｐ 也会升高，诱发肝纤维化

进程［８］。 肝中的吞噬巨噬细胞的激活，会导致大量

促炎症介质，如 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 等的释放，并
促使其他炎性细胞（浸润性巨噬细胞和中性粒细胞

等）的活化，扩大的炎症反应可能导致组织修复异

常［９］。 有报道表明，ＣＣｌ４ 诱导的急性肝损伤模型表

现出明显的血清炎性因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 表

达激增，并激活下游炎性信号通路［１０］。 本研究与上

述文献报道［１０］一致，并且在给予丹参绞股蓝茶干预

后，肝中的抗氧化酶活性增加，血清中这些炎性因

子的表达明显降低，说明丹参绞股蓝茶可以减轻急

性肝损伤体内氧化应激损伤，稳定肝细胞结构，减
少炎细胞浸润。 基于以上结果，本研究对其具体作

用机制进行了进一步探讨。
肝细胞炎症性凋亡会加速肝器官衰竭的可能，

其在急性肝损伤过程中发挥关键作用。 ＳＩＲＴ１ 是一

种烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤ＋）⁃依赖性组蛋白脱

乙酰酶，广泛分布于肝等重要代谢组织，通过调节

肝脂质代谢、控制肝氧化应激和脱乙酰化一些转录

调节因子，在肝炎症的调节中发挥着有益作用［１１］。
研究发现，ＳＩＲＴ１ 激活剂白藜芦醇可显著上调肝中

ＳＩＲＴ１ 的表达，并减轻脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ）或 ＣＣｌ４ 诱导的急性肝损伤［１２］；还可通过介导

ＨＭＧＢ１ 核质易位途径保护脓毒症诱导的肝损伤，这
是肝损伤的一个新的潜在治疗靶点［１３］。 高迁移率

族蛋白 １（ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＨＭＧＢ１）作

为一种重要的炎性细胞因子，在急性肝损伤中起关

键作用的损伤相关分子模式 （ ｄａｍａｇｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎ，ＤＡＭＰ），可由凋亡或坏死的细胞

被动释放，或由活化的免疫细胞主动分泌到细胞外

环境，通过结合特定的细胞表面受体，从而启动对

损伤的先天炎症反应信号通路，加速炎症过程［１４］。
在 ＬＰＳ 诱 导 的 肝 损 伤 小 鼠 模 型 中， 肝 细 胞 外

ＨＭＧＢ１ 通过激活 ＴＬＲ４ 信号传导并诱导 ＮＦ⁃κＢ 的

亚单位转移到细胞核，增加促炎因子的表达而加重

肝损伤，阻断 ＨＭＧＢ１ 及其受体的信号通路，可以降

低肝细胞凋亡反应［１５－１６］。
本研究显示，相比模型组，丹参绞股蓝茶各组

能明显调控 ＣＣｌ４ 诱导的急性肝损伤的肝组织中炎

性蛋白 ＳＩＲＴ１、ＨＭＧＢ１ 和 ＮＦ⁃κＢ 的表达，并且与

ＳＩＲＴ１ 激动剂白藜芦醇组和阳性药组作用相似，这
进一步证实 ＳＩＲＴ１ 在急性肝损伤中的靶点地位。 在

本研究中，通过检测 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠血清肝生化指

标、组织病理结构、分子生物学等多层面指标变化，
整体评价丹参绞股蓝茶对急性肝损伤的炎性浸润

及肝细胞凋亡保护作用及分子机制，可能与调控信

号通路 ＳＩＲＴ１ ／ ＨＭＧＢ１ ／ ＮＦ⁃κＢ 有关。 丹参绞股蓝茶

作为药食两用的绿色健康的保健茶饮，丰富了传统

茶类的多样性，本研究为丹参绞股蓝茶的开发运用

提供了更加科学和深入的理论支撑。
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［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（１１）： １４２４－１４３２．
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［作者简介］贾贵阳，男，在读硕士研究生，研究方向：中药抗癌作用机制。 Ｅｍａｉｌ： １５２０６７６１１００＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］金美兰，女，教授，博士，研究方向：中药抗癌作用机制及毒性病理学。 Ｅｍａｉｌ： ｍｅｉｌａｎ０６２２＠ ｓｗｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

熊胆粉及熊去氧胆酸对肝癌癌前病变的作用
贾贵阳１，倪元萍１，王梦茹１，涉谷淳２，金美兰１，３∗

（１． 西南大学动物医学院，重庆　 ４００７１５；２． 东京农工大学农学研究科动物生命科学部

兽医病理学研究室，东京 １８３⁃８５０９；３． 西南大学实验动物中心，重庆　 ４００７１５）

　 　 【摘要】 　 目的　 为了探究熊胆粉（ｂｅａｒ ｂｉｌｅ ｐｏｗｄｅｒ，ＢＢＰ）及其熊去氧胆酸（ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＵＤＣＡ）在肝

癌癌前病变的发生发展中的影响，利用短期致癌动物模型探索了 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 的抗氧化作用及它在抗癌前病变中

的影响。 方法　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ４０ 只随机分 ４ 组：对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组，模型（ＤＥＮ）组，熊胆粉（ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ）组（２００
ｍｇ ／ ｋｇ），熊去氧胆酸（ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ）组（３０ ｍｇ ／ ｋｇ），每组 １０ 只。 实验开始除 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组外所有大鼠腹腔注射

１００ ｍｇ ／ ｋｇ 二乙基亚硝胺（ｄｉｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ，ＤＥＮ），每周一次，共 ３ 周。 从实验开始到结束，ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ 组每天灌

胃 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＢＰ 水溶剂，ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组每天灌胃 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ ＵＤＣＡ 悬浮溶液。 结果　 ＤＥＮ 组，ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ 组，
ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组的体重和肝重量，３ 组之间无显著性差异。 ＤＥＮ 组的肝组织中丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）的水

平显著增高，谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）的水平显著降低。 但 ＵＤＣＡ
处理显著降低了 ＭＤＡ 的水平，显著增加了 ＧＳＨ、ＳＯＤ 的水平。 相反，ＢＢＰ 处理在血清中发挥同样的作用。 ＤＥＮ ＋
ＢＢＰ 组和 ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组的谷胱甘肽⁃Ｓ⁃转移酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ⁃ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＳＴ⁃Ｐ）阳性病变数量及面积和 Ｋｉ⁃６７ 阳

性细胞率显著低于 ＤＥＮ 组，且在 ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组中更为明显。 同时，ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组中的 Ｃａｅｓｐａｓｅ⁃９ 表达量显著

高于 ＤＥＮ 组。 结论　 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 对 ＤＥＮ 诱导的肝癌癌前病变的发生均发挥显著的抑制作用，且对 ＤＥＮ 诱导的

氧化应激也有抗氧化作用，但它们的作用方式不同。 同时，这些抗氧化作用是否参与抗癌作用需进一步研究。
【关键词】 　 熊胆粉；熊去氧胆酸；肝癌癌前病变；氧化应激
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（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４００７１５， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ， Ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｇｒａｄｕａｔｅ Ｓｃｈｏｏｌ， Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｔｏｋｙｏ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｔｏｋｙｏ １８３⁃８５０９， Ｊａｐａｎ； ３． Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｃｅｎｔｅｒ，

Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４００７１５， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＪＩＮ Ｍｅｉｌａｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｍｅｉｌａｎ０６２２＠ ｓｗｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｅａｒ ｂｉｌｅ ｐｏｗｄｅｒ （ＢＢＰ） ａｎｄ ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ （ＵＤＣＡ） ｏｎ
ｐｒｅｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａ， ｕｓｉｎｇ ｓｈｏｒｔ⁃ｔｅｒｍ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｉｏａｓｓａｙ ｍｏｄｅｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｏｒｔｙ ６⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ
ｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｄｉｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ （ＤＥＮ）， ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ （２００ ｍｇ ／ ｋｇ）， ａｎｄ ＤＥＮ ＋
ＵＤＣＡ （３０ ｍｇ ／ ｋｇ） ｇｒｏｕｐｓ． Ａｌｌ ｒａｔｓ， ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｗｉｔｈ １００ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＥＮ
ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ ｆｏｒ ３ ｗｅｅｋｓ． Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ ａｎｄ ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ ｇｒｏｕｐｓ ａｌｓｏ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｏｒａｌ ＢＢＰ ２００ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｒ ＵＤＣＡ
３０ ｍｇ ／ ｋｇ ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｄａｉｌｙ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ
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　 　 　 　 　 　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｏｒ ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＤＥＮ， ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ， ａｎｄ ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ ｇｒｏｕｐｓ． ＤＥＮ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ）， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ （ＳＯＤ）， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
（ＧＳＨ） ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ， ｗｈｉｌｅ ＵＤＣＡ ｅｎｈａｎｃｅｄ ＳＯＤ ａｎｄ ＧＳＨ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＭＤＡ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ
ｔｉｓｓｕｅ． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ， ＢＢＰ ｅｘｅｒｔｅｄ ｔｈｅｓｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ａｒｅａ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ⁃ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｐｌａｃｅｎｔａｌ（ＧＳＴ⁃Ｐ） ｔｙｐｅ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｌｅｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ Ｋｉ⁃６７⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｒａｔｉｏ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ ａｎｄ
ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ ｇｒｏｕｐｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＤＥＮ ｇｒｏｕｐ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ ｇｒｏｕｐ． ＵＤＣＡ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＢＢＰ ａｎｄ ＵＤＣＡ ｈａｖｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｐｒｅｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＤＥＮ， ａｎｄ ｂｏｔｈ ｈａｖｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＤＥＮ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ． Ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＢＢＰ ａｎｄ ＵＤＣＡ ｄｉｆｆｅｒ， ｈｏｗｅｖｅｒ， ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｓ ｎｅｅｄｅｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｂｅａｒ ｂｉｌｅ ｐｏｗｄｅｒ； ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ； ｐｒｅｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａ； ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是世

界上最为易发的恶性肿瘤之一，且肝癌死亡率一直

居高不下，临床上一直追求更加有效的治疗方

式［１］。 在全球范围内肝细胞癌的发病率和死亡率

有所上升，其中以中国和发展中国家较为突出。
２０２０ 年中国肝细胞癌新增病例 ４６ 万，且有超过 ４２
万肝癌相关死亡患者，但 ＨＣＣ 预后效果仍差强人

意，五年生存期仅为 １４􀆰 １％［２－３］。 早期预防和筛查

可以降低恶性肿瘤发生的概率，但是肝细胞癌被初

诊时往往已进入中晚期［４］。 因此，早期预防和治疗

ＨＣＣ，降低死亡率尤为重要。
近年来众多传统中药逐渐走上临床治疗一线，

中药辅助治疗肝癌逐渐成为热点，熊胆粉（ｂｅａｒ ｂｉｌｅ
ｐｏｗｄｅｒ，ＢＢＰ）是传统名贵中药材，最初记载于《新修

本草》，我国自 ２０ 世纪 ８０ 年代后采用无管造瘘引流

法获得黑熊胆汁干燥后得到 ＢＢＰ ［５］。 ＢＢＰ 具有清

肝利胆、清热解毒和平肝镇惊止血等功效，近年来

关于 ＢＢＰ 的研究发现其具有保肝护胆、抗惊厥、抗
病毒、抗肿瘤发生发展等药理作用［６－７］。 熊去氧胆

酸 （ ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ， ＵＤＣＡ ） 和 鹅 去 氧 胆 酸

（ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＣＤＣＡ）等是 ＢＢＰ 中的主要

活性成分。 近年来研究结果表明，ＢＢＰ 有抑制癌细

胞增殖活性、诱导癌细胞凋亡、调节氧化应激因子

等作用，从而抑制肿瘤的发生发展。 灌胃 ２００、４００、
８００ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＢＢＰ 可有效抑制肝癌细胞 Ｈ２２ 的生

长［８］，促进 ｐ２１ 表达抑制细胞周期 Ｇ１ ／ Ｓ 期的转变，
抑制 Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃８、Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 表达诱导

肝癌细胞凋亡［９］。 同时，ＢＢＰ 前处理可增加肝细胞

中谷胱甘肽（ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）和超氧化物歧化酶

（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）的水平，从而降低乙醇

诱导的肝细胞脂质过氧化，起到保护肝组织的作

用［１０］。 前期研究结果提示，ＢＢＰ 可诱导细胞凋亡，

抑制细胞增殖活性，诱导 ＤＮＡ 修复相关基因 ＪＷＡ
的表达，抑制肝癌的发生发展［１１－１２］。 另外，ＢＢＰ 的

主要活性成分 ＵＤＣＡ 可下调 Ｂｃｌ⁃２ 的表达抑制肿瘤

细胞生长，可通过改变 ｐ２１、ｐ５３、ＣＤＫ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 等

相关因子水平，将细胞分裂阻滞在 Ｇ２ ／ Ｍ 期［１３］。 同

时，ＵＤＣＡ 可通过降低细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平、Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 等蛋白表达量，进一

步诱导线粒体膜电位下降，膜通透性增加，从而释

放细胞色素 ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ，ｃｙｔ ｃ）到胞浆，激活下游

凋亡信号通路，引起 Ｍ１４ 细胞凋亡［１４］。 这些研究

结果表明，ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 均可抑制肝癌的发展，其
作用机制中包括抑制细胞增殖活性和诱导细胞凋

亡。 同时，它们均有抗氧化作用。 但 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ
是否在早期肝癌发生过程中有抑制作用，且其抗氧

化作用是否参与其抗癌作用，尚未清楚。
二乙基亚硝胺（ｄｉｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ，ＤＥＮ）是遗传

毒性致癌物，代谢过程中可产生大量的过氧化产

物，引发机体氧化应激引起肝细胞变异进而诱发肿

瘤，是建立肝癌模型良好的诱导剂［１５－１７］。 ２０００ 年

ＩＴＯ 等［１８］开发了腹腔注射 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＥＮ 一周后

进行 ２ ／ ３ 肝部分切除术的方式成功建立早期肝癌动

物模型。 诸多研究使用 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＥＮ 单次腹腔

注射后长期饲养或给予促进肿瘤发展的非遗传毒

性致癌物诱导肝癌［１９－２１］。 大鼠肝癌癌前病变生物

标记物胎盘型谷胱甘肽⁃Ｓ⁃转移酶 （ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ⁃
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｐｌａｎｃｅｎｔａｌ，ＧＳＴ⁃Ｐ）阳性病变的检测结果

与两年致癌性实验结果具有良好的相关性［１８，２２－２３］。
因此，本研究利用腹腔注射 ＤＥＮ 的方式诱导建立大

鼠早期肝癌癌前病变动物模型，确认 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ
对 ＤＥＮ 诱导肝癌癌前病变的发生发展过程中的抑

制作用及抗氧化作用的基础上，探讨了其抗氧化作

用在抗肝癌癌前病变中的影响。

５２４１
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，体重约 １２０ ｇ，共计

４０ 只，购自北京维通利华实验动物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京） ２０２１－０００６】，饲养在西南大学药学院

ＳＰＦ 级动物房【ＳＹＸＫ（渝）２０２０－０００６】，光照条件为

循环 １２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ 黑暗，温度设置为（２４ ± ２）℃，
相对湿度控制在 ５５％ ± ５％，３ ～ ４ 只 ／笼，动物自由

采食和饮水。 本实验通过西南大学实验动物伦理

审查委员会审查批准（ＩＡＣＵＣ⁃２０２３０９１３⁃０８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＢＢＰ （ 吉 林 松 宝 制 药， 中 国， 延 边 ）； ＵＤＣＡ
（Ａｌａｄｄｉｎ，中国，上海）；ＤＥＮ（Ｂｉｏ Ｒｕｌｅｒ，美国）；封闭

用山 羊 血 清 （ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ， 美 国 ）； 马 血 清

（Ｖｅｃｔｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，美国）； ＧＳＴ⁃Ｐ 抗体 （ Ｍｅｄｉｃａｌ
ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，日本）；Ｋｉ⁃６７ 抗体［ＳＰ６］
（Ａｂｃａｍ，中国，上海）； Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ
（ＨＲＰ） Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ Ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｔｈｅｒｍｏ ｆｉｓｈｅｒ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
美国）；Ｈｏｒｓｅ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ／ Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ （ＨＲＰ）
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ Ａｎｔｉｂｏｄｙ （ Ｖｅｃｔｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， 美 国 ）；
ｖｅｃａｓｔａｉｎ􀅺 ＡＢＣ Ｒｅａｇｅｎｔ （ ＰＫ⁃６１００， Ｖｅｃｔｏｒ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，美国）；增强型 ＤＡＢ 显色试剂盒（索莱

宝，中国，北京）；ＴＲＩｚｏｌ 试剂 （ Ｌｉｆｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，美
国）；逆转录预混液（Ｔｈｅｒｍｏ ｆｉｓｈｅｒ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；
乾坤 白 金 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 预 混 液 （ Ｔｈｅｒｍｏ ｆｉｓｈｅｒ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；大鼠粉状基础饲料（Ｅｎｓｉｖｅｉｅｒ，中
国，重庆）。 Ｃ１０００⁃ＣＦＸ９６ 实时荧光定量系统（Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， 美国）；组织包埋机 （浙江科迪

ＫＤ⁃ＢＭⅢ，中国）；切片机（Ｌｅｉｃａ ＲＭ２２３５，德国）；生
物组织摊烤片机（科迪 ＫＤ⁃ＴＫ，中国）；光学显微镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５３，日本）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验设计

４０ 只 ＳＤ 大鼠适应性喂养 １ 周后随机分为 ４
组，每组 １０ 只：对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组，模型（ＤＥＮ）组，熊
胆粉（ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ）组，熊去氧胆酸（ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ）
组。 前 ３ 周除 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组以外所有大鼠腹腔注射

１００ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＥＮ，每周 １ 次。 ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ 组每天灌

胃 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ 水溶剂，ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组每天灌胃

３０ ｍｇ ／ ｋｇ 悬浮溶液，给药共计 ８ 周。 实验结束后，
称取大鼠体重，在异氟烷深度吸入麻醉下腹主动脉

采血，后放血处死。 取出肝组织称重后，取中间叶

和左侧外叶固定于福尔马林缓冲液，剩余的肝组织

放置－８０ ℃超低温冰箱用于分子生物学分析。
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 酶 联 免 疫 吸 附 实 验 （ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｎｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）

每组随机选取 ５ 只大鼠腹主动脉采血后离心获

得血清，肝组织匀浆后，委托上海原鑫生物科技有

限 公 司 根 据 试 剂 盒 说 明 书 检 测 丙 二 醛

（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ），ＧＳＨ 和 ＳＯＤ 水平。 标准

品孔数值用于绘制回归曲线所有孔加入稀释液后，
加入辣根加入过氧化物酶（ ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＨＲＰ） 标记抗体孵育 １ ｈ， 加入底物避 光 孵 育

０􀆰 ２５ ｈ，终止反应，在 ４５０ ｎｍ 波长处测定各孔的 ＯＤ
值。 以曲线方程计算浓度。
１􀆰 ２􀆰 ３　 病理组织学和免疫组织学检查

制石蜡切片，并苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色和 ＧＳＴ⁃
Ｐ 和 Ｋｉ⁃６７ 免疫组织学染色。 脱蜡脱水后的切片用

０􀆰 ３％过氧化氢甲醇溶液通透处理 ３０ ｍｉｎ，Ｋｉ⁃６７ 免

疫染色在柠檬酸缓冲液中高压锅热介导抗原修复

处理 １５ ｍｉｎ，之后切片由 ５％山羊血清或马血清封

闭 ３０ ｍｉｎ，并加入多克隆抗体 ＧＳＴ⁃Ｐ（１ ∶ １０００）或重

组抗体 Ｋｉ⁃６７（１ ∶ ２００）４ ℃ １６ ｈ 孵育。 之后用反应

增强剂 ｖｅｃａｓｔａｉｎ􀅺 ＡＢＣ Ｒｅａｇｅｎｔ 孵育 ３０ ｍｉｎ，ＤＡＢ
显色后苏木精复染切片。 Ｏｌｙｍｐｕｓ Ｃｅｌｌｓｅｎｓ ｓｔａｎｄａｒｄ
Ｖ０２０２ 软件统计直径大于 ２００ μｍ 的 ＧＳＴ⁃Ｐ 阳性病

灶数量及面积，使用软件 ＫａｔｉＫａｔｉ ２􀆰 ０ 计算肝组织的

阳性细胞率。
１􀆰 ２􀆰 ４　 抽提总 ＲＮＡ 和实时荧光定量 ＰＣＲ 分析

每组随机选取 ５ 只大鼠，抽提总 ＲＮＡ，逆转录

后使用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 预混液检测表达量。 在 Ｐｕｂｍｅｄ
网站设计引物序列后委托生工生物公司（中国，成
都）合成，见表 １。

选择内源性参照基因 ＧＡＰＤＨ 通过 ２－ΔΔＣＴ 计算

各基因的相对表达量。 检测体系为 ２０ μＬ，ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ，ｃＤＮＡ １ μＬ，Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｐｒｉｍｅｒ ０􀆰 ４ μＬ，Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ０􀆰 ４ μＬ，ＤＥＰＣ 水 ８􀆰 ２
μＬ。 反应程序为预变性 ９５ ℃ ２ ｍｉｎ，变性 ９５ ℃
１５ ｓ，退火 ／延伸温度为（９５ ℃ １５ ｓ，６０ ℃ １ ｍｉｎ）循
环 ４０ 次，４ ℃维持。
１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据表示方式为平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）。
用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 检查统计学意义和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
５􀆰 ０ 软件作图。 通过 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ ｔｅｓｔ 计算 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组

６２４１
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　 　 　 　 　 　 表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＰＣＲ
基因类型

Ｇｅｎｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ
登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ．
基因说明

Ｇｅｎｅ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
基因名

Ｇｅｎｅ ｓｙｍｂｏｌ
引物序列（５’－３’）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

ＤＮＡ 损伤修复相关基因
ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｒｅｐａｉｒ⁃

ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
ＮＭ＿０２３９７２􀆰 ４

ＡＤＰ 核糖基化因子样 ＧＴＰａｓｅ ６
相互作用蛋白 ５

ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｌｉｋｅ
ＧＴＰａｓｅ ６ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ５

ＡＲＬ６ＩＰ５ Ｆ：ＧＧＡＡＣＡＡＣＣＧＴＧＴＡＧＴＧＡＧＣ
Ｒ：ＧＡＡＧＧＧＧＣＴＣＡＧＡＡＡＣＣＣＡＡ

凋亡相关基因
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

ＮＭ＿００１１０６３１８􀆰 ２

ＮＭ＿０１２９２２􀆰 ２

ＮＭ＿０３１６３２􀆰 ２

ＮＭ＿０３０９８９􀆰 ３

ｐ５３ 诱导的死亡域蛋白 １
ｐ５３⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅａｔｈ ｄｏｍａｉｎ

ｐｒｏｔｅｉｎ １

胱天蛋白酶 ３
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３

胱天蛋白酶 ９
Ｃａｓｐａｓｅ⁃９

肿瘤蛋白 ｐ５３
Ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐ５３

ＰＩＤＤ⁃１

ＣＡＳ⁃３

ＣＡＳ⁃９

ｐ５３

Ｆ：ＣＣＧＧＴＧＴＴＡＣＡＧＧＣＴＴＣＡＧＴ
Ｒ：ＴＧＴＣＡＴＣＣＣＡＧＧＴＧＣＴＴＧＴＣ

Ｆ：ＧＡＧＣＴＴＧＧＡＡＣＧＣＧＡＡＧＡＡＡ
Ｒ：ＧＡＧＴＣＣＡＴＣＧＡＣＴＴＧＣＴＴＣＣＡ
Ｆ：ＣＴＴＧＴＧＣＧＣＧＡＡＣＴＧＣＡＡＧ
Ｒ：ＣＡＧＡＧＣＣＴＧＣＣＣＧＣＴＧＡＡＴＡ

Ｆ：ＣＣＣＣＴＧＡＡＧＡＣＴＧＧＡＴＡＡＣＴＧＴ
Ｒ：ＴＣＴＣＣＴＧＡＣＴＣＡＧＡＧＧＧＡＧＣ

氧化应激相关基因
Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ

ｇｅｎｅｓ

ＮＭ＿０３０８２６􀆰 ４

ＮＭ＿０１２９６２􀆰 １

ＮＭ＿０１７０５１􀆰 ２

谷胱甘肽过氧化物酶 １
Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ １

谷胱甘肽合成酶
Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ

超氧化物歧化酶 ２
Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ２

ＧＰＸ⁃１

ＧＳＳ

ＳＯＤ２

Ｆ：ＴＣＡＧＴＴＣＧＧＡＣＡＴＣＡＧＧＡＧＡＡＴ
Ｒ：ＴＣＡＣＣＡＴＴＣＡＣＣＴＣＧＣＡＣＴＴ
Ｆ：ＣＡＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＴＴＧＧＣＡＣＡ
Ｒ：ＧＧＣＡＴＡＣＧＴＣＡＣＣＡＣＧＴＣＡＧ
Ｆ：ＣＧＧＧＧＧＣＣＡＴＡＴＣＡＡＴＣＡＣＡ
Ｒ：ＣＣＡＧＣＡＡＣＴＣＴＣＣＴＴＴＧＧＧＴ

内参基因
Ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅ ＮＭ＿０１７００８􀆰 ４

甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶
Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴＧＴＧＣＡＧＴＧ

Ｒ：ＣＧＡＴＡＣＧＧＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴＴＣ

表 ２　 ＳＤ 大鼠体重和肝重量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔｓ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔｓ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（ｎ ＝ １０）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ １０）

ＤＥＮ 组（ｎ ＝ １０）
ＤＥＮ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ １０）

ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ 组（ｎ ＝ １０）
ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ １０）

ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组（ｎ ＝ ９）
ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ９）

最终体重 ／ ｇ
Ｆｉｎａｌ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔｓ ／ ｇ ５２２􀆰 ００ ± ３３􀆰 ９１ ４４７􀆰 ４０ ± ３２􀆰 ９０∗∗ ４２６􀆰 ２０ ± ４８􀆰 ９０∗∗ ４４４􀆰 ００ ± ２３􀆰 ６４∗∗

肝绝对重量 ／ ｇ
Ａｂｓｏｌｕｔｅ ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔｓ ／ ｇ １３􀆰 １６ ± １􀆰 ３３ １０􀆰 ７４ ± １􀆰 ３７∗∗ １０􀆰 ３２ ± １􀆰 ８１∗∗ １０􀆰 ６２ ± ０􀆰 ９３∗∗

肝相对重量 ／ （ｇ ／ １００ｇ）
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔｓ ／ （ｇ ／ １００ｇ） ２􀆰 ５５ ± ０􀆰 １７ ２􀆰 ３６ ± ０􀆰 ４６ ２􀆰 ４７ ± ０􀆰 ３９ ２􀆰 ３９ ± ０􀆰 １３

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

与其他组的显著性差异，使用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ ｔ⁃ｔｅｓｔ 确定

ＤＥＮ 组与 ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ 组和 ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组的显著

性差异。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 一般状态、体重和肝重

因灌胃失误致 １ 只大鼠死亡。 ＤＥＮ 组、ＤＥＮ ＋
ＢＢＰ 组和 ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组的体重和绝对肝重量显

著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，但相对肝重量无显著性差异。
ＤＥＮ 组与 ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ 组和 ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组之间无

显著性差异（表 ２）。

２􀆰 ２ 　 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 对 ＭＤＡ， ＧＳＨ 和 ＳＯＤ 的

影响

在肝组织中 ＢＢＰ 升高了 ＭＤＡ 的含量，降低了

ＧＳＨ 水平，ＵＤＣＡ 恢复了 ＭＤＡ 含量，提升了 ＤＥＮ 造

成的 ＧＳＨ 水平下降，恢复了 ＳＯＤ 的水平。 在血清

中 ＭＤＡ，ＧＳＨ 和 ＳＯＤ 的活性与肝组织呈现相反结

果（表 ３）。
２􀆰 ３　 病理组织学检查和免疫组织化学检查结果　

肝组织病理学检查结果，ＤＥＮ 组可见轻微的炎

性细胞浸润。 然而，ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ 组和 ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ
组中该变化明显得到缓解。 在肝组织的免疫组织
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　 　 　 　 　 　 表 ３　 ＥＬＩＳＡ 检测氧化应激的相关指标

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｌｅｖａｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ
组织
Ｔｉｓｓｕｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

ＤＥＮ 组
ＤＥＮ ｇｒｏｕｐ

ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ 组
ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ ｇｒｏｕｐ

ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组
ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ ｇｒｏｕｐ

肝组织
Ｌｉｖｅｒ

ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｍＬ） ４􀆰 ５１ ± ０􀆰 ６４ ５􀆰 ７８ ± ０􀆰 ５６∗∗ ７􀆰 ０６ ± ０􀆰 ６６∗∗＃＃ ４􀆰 ９３ ± ０􀆰 ５６∗∗＃＃

ＧＳＨ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｍＬ） １０􀆰 ０６ ± ０􀆰 ３８ ７􀆰 ８７ ± ０􀆰 ２５∗∗ ６􀆰 ７０ ± ０􀆰 ６１∗∗＃＃ ９􀆰 １８ ± ０􀆰 ３５∗∗＃＃

ＳＯＤ ／ （μ ／ ｍＬ） ３０８􀆰 ５６ ± １１９􀆰 ０３ ２３６􀆰 ０６ ± ７７􀆰 １２∗∗ ２１６􀆰 ７８ ± １９􀆰 ２４∗∗ ２９４􀆰 ６８ ± ２０􀆰 ７０＃＃

血清
Ｓｅｒｕｍ

ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｍＬ） ８􀆰 ６４ ± ０􀆰 ３４ ６􀆰 １２ ± ０􀆰 ４８∗∗ ４􀆰 ６９ ± ０􀆰 １７∗∗＃＃ ７􀆰 ２２ ± ０􀆰 ５８∗∗＃＃

ＧＳＨ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｍＬ） ５􀆰 ３８ ± ０􀆰 ３１ ７􀆰 ８１ ± ０􀆰 ４５∗∗ ９􀆰 ２６ ± ０􀆰 ２７∗∗＃＃ ６􀆰 ６９ ± ０􀆰 ８０∗∗＃＃

ＳＯＤ ／ （μ ／ ｍＬ） １８２􀆰 ４９ ± １０􀆰 ３６ ２６０􀆰 ２８ ± ２５􀆰 ０９∗∗ ３０６􀆰 ３９ ± １１􀆰 ８８∗∗＃＃ ２２０􀆰 ０７ ± １０􀆰 ９８∗∗＃＃

注：与 ＤＥＮ 组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＥＮ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （下图同）

图 １　 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 对 ＤＥＮ 诱导的组织病理学和免疫组化（ＧＳＴ⁃Ｐ 和 Ｋｉ⁃６７）变化的影响

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

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＢＰ ａｎｄ ＵＤＣＡ ｏｎ ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ （ＧＳＴ⁃Ｐ ａｎｄ Ｋｉ⁃６７）
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＤＥＮ

化学检查结果，ＧＳＴ⁃Ｐ 是大鼠肝癌癌前病变生物标

记物，ＤＥＮ 组阳性病变面积和数量显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组，然而 ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ 组和 ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组的显著低

于 ＤＥＮ 组。 同时，ＤＥＮ 组的细胞增殖活性生物标

记物 Ｋｉ⁃６７ 阳性细胞率显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，然而

ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 处理显著降低了阳性细胞率（图 １）。
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同时，这些抑制作用在 ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组中更显著。
２􀆰 ４　 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 对 ＤＮＡ 修复、细胞凋亡和氧

化损伤相关基因 ｍＲＮＡ 表达水平的影响

利用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测了肝组织中与

ＤＮＡ 修复、细胞凋亡和氧化损伤相关基因的 ｍＲＮＡ
表达量。 结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＤＥＮ 组、ＤＥＮ
＋ ＢＢＰ 组和 ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组中的细胞增殖相关的

ＰＩＤＤ⁃１、细胞凋亡相关的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、氧化应激相关

的 ＧＰＸ⁃１ 及 ＳＯＤ２ 的 ｍＲＮＡ 表达量明显升高，但是

３ 组 之 间 无 显 著 性 差 异。 ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组 的

Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 和 ＧＳＳ 表达量显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，且

Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 的表达量还显著高于 ＤＥＮ 组。 在 ＤＥＮ ＋
ＢＢＰ 组和 ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组中的 ＡＲＬ６ＩＰ５（ＪＷＡ）的表

达量与 ＤＥＮ 组相比有升高趋势，但无显著性差异。
另外，细胞凋亡相关基因 ｐ５３ 在各组之间无显著性

差异（图 ２）。

注：与 ＤＥＮ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ２　 ＤＮＡ 修复、细胞凋亡和氧化应激相关 ｍＲＮＡ 表达量

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＥＮ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＤＮＡ ｒｅｐａｉｒ， ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨论

肝癌是世界上最致命的恶性肿瘤之一，早期预

防和筛查可以降低恶性肿瘤发生的概率［４］。 近年

来众多传统中药逐渐走上临床治疗一线，ＢＢＰ 作为

传统中药，诸多研究证明 ＢＢＰ 有抗炎、抗氧化和抗

肿瘤的功效，其主要活性成分 ＵＤＣＡ 亦有抗氧化和

抗肿瘤的作用，但 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 在体内抗氧化作用
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机制以及这些作用是否参与抗肿瘤过程仍未可

知［１０］。 因此，本研究利用遗传毒性致癌物 ＤＥＮ 建

立大鼠肝癌癌前病变动物模型，确认了 ＢＢＰ 和

ＵＤＣＡ 对 ＤＥＮ 诱导的肝癌癌前病变发生发展过程

中的抗氧化、抗肿瘤作用，并探讨了 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ
的抗氧化作用在抗癌过程中的作用。

本研究中，ＤＥＮ 组、ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ 组和 ＤＥＮ ＋
ＵＤＣＡ 组的体重及绝对肝重量显著性降低，而相对

肝重量在各组间无显著性差异。 同时，病理组织学

检查 中 未 发 现 肝 组 织 的 明 显 的 病 理 变 化。
ＧＨＵＦＲＡＮ 等［２４］ ２０２１ 年利用 ＳＤ 大鼠腹腔注射 ３０
ｍｇ ／ ｋｇ ＤＥＮ 每周 ２ 次 １０ 周后，从 １２ ～ １６ 周每周注

射 １ 次的方式建立肝癌模型中，从 １２ 周开始出现大

鼠体重下降及相对肝重量的显著变化。 这些结果

提示，本实验中的诱导方法不足以影响相对肝重

量，绝对肝重量的下降与摄入致癌物导致的体重下

降有关。 然而，ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 的处理显著降低了

ＤＥＮ 诱导的直径大于 ２００ μｍ 的 ＧＳＴ⁃Ｐ 阳性病灶的

数量和面积以及 Ｋｉ⁃６７ 阳性细胞率，且 ＵＤＣＡ 的抑

制作用更加明显。 ＧＳＴ⁃Ｐ 是胎盘型谷胱甘肽转移

酶，是大鼠肝癌癌前病变的生物标志物［２５］，在短期

致肝癌模型中检测 ＧＳＴ⁃Ｐ 阳性病变可在体内检测

受试物的致癌潜在性［１８，２２］。 ＭＩＺＵＫＡＭＩ 等［２６］ ２０１０
年还报道直径大于 ２００ μｍ 的 ＧＳＴ⁃Ｐ 阳性病变可有

效的发展成肝癌。 Ｋｉ⁃６７ 核抗原是一种增殖活性生

物标志物，是体现癌细胞增殖和分化能力的有效指

标［２７］。 由此可见，ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 均可有效的抑制

ＤＥＮ 诱导的肝癌癌前病变的发生。 另外，本实验使

用 １００ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＥＮ 腹腔注射 ３ 次的方法诱导了肝癌

癌前病变，该方法虽然能有效诱导 ＧＳＴ⁃Ｐ 阳性肝癌

癌前病变的发生，但因给药剂量较低，给药周期较

短对肝组织的重量及病理组织上不呈现明显的

变化。
诸多研究表明，熊胆及其主要成分抑制肿瘤细

胞增殖和发展。 ２０１３ 年，赵锦燕等［２８］ 通过 Ｈｅｐ Ｇ２
肝癌细胞异种皮下移植的裸鼠模型，发现 ＢＢＰ 治疗

促进 ｐ２１ 的表达从而抑制细胞周期素 Ｅ（ｃｙｃｌｉｎ Ｅ）
和细胞周期素依赖性酶抑制剂 ２（ ｃｙｃｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｋｉｎａｓｅｓ ２，ＣＤＫ２）结合最终抑制细胞周期从 Ｇ１ 期到

Ｓ 期的转变，引发细胞周期停滞。 ＵＤＣＡ 预处理裸

鼠，显著抑制接种的肿瘤细胞增殖和细胞团块形

成［２９］。 另 外， ＵＤＣＡ 可 以 通 过 抑 制 蛋 白 酶 体

（ｄｅｌｅｔｅｄ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ １，ＤＬＣ１）非泛素化降解，诱

导 ＤＬＣ１ 蛋白表达，从而抑制细胞增殖［３０］。 本课题

组在前期研究中也发现早期肝癌促进阶段处理

ＢＢＰ 可显著抑制 ＧＳＴ⁃Ｐ 阳性病变的发展［３１］。 在本

实验中 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 的处理不仅显著减少了 Ｋｉ⁃６７
阳性细胞率，且显著增高了细胞凋亡相关基因

ＰＩＤＤ１、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 的 ｍＲＮＡ 表达量。 特

别是 ＤＥＮ ＋ ＵＤＣＡ 组的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 的表达量显著高

于 ＤＥＮ 组。 半胱天冬酶家族在稳态和细胞程序性

死亡中起重要作用［３２］，Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 是参与线粒体途径

的关键，激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 可以启动细胞凋亡的发生，
促进下游效应 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 发挥作用。 不同活性片段

的编码 ｐ５３ 诱导死亡的结构域蛋白 １（ｐ５３⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｄｅａｔｈ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＰＩＤＤ１）可以修复 ＤＮＡ 损伤

或激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃２ 介导 ＤＮＡ 损伤导致的细胞凋亡，
以响应 ＤＮＡ 损伤［３３－３４］。 ｐ５３ 可通过 ＰＩＤＤ⁃ＢＩＤ 轴

介导 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 诱导的凋亡［３４］。 另外，
前期课题组研究还发现 ＢＢＰ 的前期处理可显著增

加 ＤＮＡ 修复相关基因 ＪＷＡ（ＡＲＬ６ＩＰ５）的表达量，从
而参与抑制肝癌癌前病变的发生。 但是，在本实验

中没有发现 ＡＲＬ６ＩＰ５ 表达量的显著变化。 这些结

果表明，ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 对 ＤＥＮ 诱导的肝癌癌前病变

的发生发展的抑制作用主要与促进细胞凋亡及抑

制细胞增殖有关。
ＤＥＮ 是一种遗传毒性肝致癌物，ＤＥＮ 不仅以烷

基化的方式导致 ＤＮＡ 损伤，而且在代谢过程中产生

大量的氧化应激产物，常应用于化学诱导大鼠肝

癌，且诱发肝癌过程相似于人原发性肝癌［３５－３６］。 熊

敏琪等［３７］报道 ＢＢＰ 可通过增加 ＧＳＨ 和 ＳＯＤ 活性，
缓解动脉粥样硬化。 此外，注射 ＢＢＰ 可以降低

ＭＤＡ 水平和增强 ＳＯＤ 活性，以降低脑损伤组织中

的氧 化 应 激［３８］。 ２０２４ 年， ＷＡＮＧ 等［３９］ 报 道 了

ＵＤＣＡ 显著降低 Ｈ２Ｏ２ 损伤的肝细胞氧化应激水平。
同时，在各种肝病中 ＵＤＣＡ 处理可提高体内外

ＳＯＤ、过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）和谷胱甘肽过氧化

物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨ⁃Ｐｘ）的活性和促甲

状腺素（ ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｈｉｎ，ＴＳＨ）、ＧＳＨ 的水平，减少细胞

内 ＲＯＳ、ＭＤＡ 的积累和氧化型谷胱甘肽（ ｏｘｉｄｉｚｅｄ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＳＧ） ＧＳＳＧ ／ ＧＳＨ 的速率［４０］。 由此可

见，ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 均具有抗氧化作用，但在 ＤＥＮ 诱

导的氧化应激过程中 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 是否发挥抗氧

化作用，且抗氧化作用是否参与抑制肝癌癌前病变

作用，尚不清楚。 因此，本次实验检测了肝组织和

血清中的氧化应激相关酶的水平和肝组织中的氧
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化应激相关基因水平。 实验结果表明，ＢＢＰ 仅在血

清中显著的降低 ＭＤＡ 水平，显著增高 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ
水平发挥抗氧化作用，在肝组织中反而显著增强氧

化应激水平。 相反，ＵＤＣＡ 仅在肝组织中显著降低

ＭＤＡ 水平，显著增高 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ 水平，而在血清中

无明显的抗氧化作用。 然而，肝组织中的氧化应激

相关基因的表达量，在 ＤＥＮ 组和 ＤＥＮ ＋ ＢＢＰ 组或

ＤＥＮ ＋ ＵＣＤＡ 组之间无显著性差异。 由此可见，
ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 均具有抗氧化作用，但是其作用机制

不同，且 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 的抗氧化作用是否参与抗癌

过程及它们的抗氧化作用机制，有待于进一步研究。
综上所述，本研究确认了 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 对 ＤＥＮ

诱导的肝癌癌前病变的作用，并探讨了它们抗氧化

作用对肝癌癌前病变的影响。 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 对

ＤＥＮ 诱导的肝癌癌前病变均有抑制作用，且 ＵＤＣＡ
的作用似乎优于 ＢＢＰ。 同时，ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 对 ＤＥＮ
诱导的氧化应激均有抗氧化作用，但它们的作用机

制不同。 ＢＢＰ 的抗氧化作用体现在血清中，而

ＵＤＣＡ 表现在肝组织中。 《神农本草经》中说：“上
药养命，中药养性，下药治病”。 ＢＢＰ 是天然中药，
ＵＤＣＡ 是人工合成的主要活性成分，本实验结果提

示中药宏观调节机体的基本功能，从而达到治病目

的的作用机制与靶器官、靶点式调控从而达到治病

目的的西药截然不同，探讨分析中药的治病机制时

应关注它的宏观调控机制 。 ＢＢＰ 和 ＵＤＣＡ 对 ＤＥＮ
诱导的肝癌癌前病变的抑制作用主要来自于细胞

增殖活性的降低和细胞凋亡的促进，而其抗氧化作

用是否参与抗癌机制需进一步研究。
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合作科研项目（ＨＺＫＹ２０２２０３０８⁃２０２２０１３５７），黑龙江省中医药科研课题（ＺＨＹ２０２２⁃１３６），中华中医药学会青年人才托举工程项

目（ＣＡＣＭ⁃２０２３⁃ＱＮＲＣ２⁃Ａ０４），黑龙江省中医药学会 ２０２２⁃２０２４ 年度青年人才托举工程项目（２０２２⁃ＱＮＲＣ１⁃０５）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （ ８２０７４５３９， ８２３０５３９４ ）， Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ
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（ＨＺＫＹ２０２２０３０８⁃２０２２０１３５７）， Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｎ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （ ＺＨＹ２０２２⁃１３６）， Ｙｏｕｔｈ
Ｔａｌｅｎｔ Ｓｕｐｐｏｒｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｃｈｉｎａ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （ ＣＡＣＭ⁃２０２３⁃ＱＮＲＣ２⁃Ａ０４）， Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ’ｓ Ｙｏｕｔｈ Ｔａｌｅｎｔ Ｓｕｐｐｏｒｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｆｏｒ ２０２２⁃２０２４ （２０２２⁃ＱＮＲＣ１⁃０５） ．
［作者简介］屈媛媛，女，博士，研究方向：针灸治疗慢性疲劳综合征及围绝经期诸症的临床与基础。 Ｅｍａｉｌ：１８８０４６３６６９０＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］杨添淞，女，博士，主任医师，研究方向：针灸治疗功能性神经疾病的临床与基础。 Ｅｍａｉｌ：９５８２１８６９９＠ ｑｑ． ｃｏｍ

近五年慢性疲劳综合征动物模型行为学评价方法
应用进展

屈媛媛１，２，冯楚文１，２，孙维伯３，孙忠人４，李彬彬１，鲁菁５，
邵玉莹５，郭述豪５，陈涛６，杨添淞１，２∗

（１． 黑龙江中医药大学附属第一医院，哈尔滨　 １５００４０；２． 黑龙江省中医药信息学重点实验室，哈尔滨　 １５００４０；
３． 哈尔滨医科大学附属肿瘤医院，哈尔滨　 １５００８１；４． 黑龙江中医药大学附属第二医院，哈尔滨　 １５０００１；

５． 黑龙江中医药大学第一临床医学院，哈尔滨　 １５００４０；６． 黑龙江中医药大学第二临床医学院，哈尔滨　 １５０００１）

　 　 【摘要】 　 慢性疲劳综合征（ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＣＦＳ）作为发病率逐年增高、临床诊断易忽视、严重影响患

者生活质量的疾病，阐明其发病机制，从病因学和症状学双面发力进行治疗，对于 ＣＦＳ 患者的临床康复至关重要。
限于其发病机制未明，针对病因治疗的方法有限，目前治疗方式主要集中在改善临床症状。 在此背景下，建立良好

的动物模型同时对动物模型进行有效评价尤为重要。 本文综合 ＣＦＳ 诊断标准和基础研究开展情况，总结近 ５ 年

ＣＦＳ 基础研究中涉及的模型评价相关的行为学实验方法，首次从一般状态评价、疲劳状态评价、认知功能评价、情
绪状态评价和疼痛程度评价 ５ 方面展开论述，旨在呈现现状、揭露问题、引发思考、推动改进。

【关键词】 　 慢性疲劳综合征；动物模型；模型评价方法；行为学评价
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ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＣＦＳ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｍｏｄｅｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ； ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 慢性疲劳综合征 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＣＦＳ）是一种会导致衰弱症状的复杂多系统疾病［１］，
包括严重疲劳、运动后不适、睡眠不足和认知缺

陷［２］，严重降低患者学习、工作、社交等方面能力，
导致患者职业和社会功能障碍。 同时有研究指出，
一般症状、心理状态、疼痛和活动水平均需纳入对

ＣＦＳ 患者的临床评价［３］。 国内外学者围绕 ＣＦＳ 发

病机制开展了大量研究，可能与病毒感染、免疫功

能失调、氧化应激、神经⁃内分泌系统紊乱等原因相

关［４－７］，但发病机制仍未明确。 目前 ＣＦＳ 的治疗主

要针对临床症状，针对病因的治疗较少，主要原因

在于其发病机制不明。 而良好的动物模型对于阐

释 ＣＦＳ 发病机理至关重要［８－９］，其中关键一环就是

对于动物模型的有效评价。
动物行为学是生物学的一个重要分支，专注于

系统研究动物的行为模式、探索这些行为产生的生

物学机制，并追踪这些行为在进化历程中的演变规

律。 通过动物行为学的研究，科学家能够揭示生物

与环境之间的复杂互动关系，为疾病防控等领域提

供科学依据和实用策略，因此动物行为学对于推动

生命科学的发展具有重要意义。 如今，神经科学研

究的发展为理解动物行为提供了全新的视角和工

具。 综合 ＣＦＳ 诊断标准和基础研究开展情况，总结

近 ５ 年 ＣＦＳ 基础研究涉及的模型评价相关的行为

学实验方法，从一般状态评价、疲劳状态评价、认知

功能评价、情绪状态评价和疼痛程度评价 ５ 方面展

开论述。

１　 一般状态评价方法

在一般状态评价方面，主要涉及动物的体态、
外观、精神、体重、进食量、饮水量。 具体情况如下：

钟晓玲等［１０］ 和冯楚文等［１１］ 利用《实验大鼠一

般情况半定量评分观察表（即高怀林“一般情况半

定量评分表”）》评定大鼠的一般状态，造模过程中，
造模组大鼠逐渐出现对抗减少、皮肤松弛、毛发稀

疏暗淡、稀便等情况，评分 ≥ ４ 分提示成功建立

ＣＦＳ 大鼠模型。 李超然等［１２］ 在利用一般情况半定

量评分观察表的基础上，增加了体重、摄食摄水量，
发现造模后大鼠体重明显降低，摄食水量减少。 其

他研究均类似，其中徐小珊等［１３］ 记录造模期间大鼠

的体型、毛色、活动情况、精神状态以及每日饮水情

况等一般状态，同时对大鼠每日摄食量进行测定。
朱凤亚［１４］视大鼠的活动、精神、饮食、粪便、毛发、体
重为一般状态进行评价。 李德华［１５］ 和耿玉杰等［１６］

每天记录大鼠的体重、进食量、饮水量、毛发光泽度

及粪便形态。 李玲玲等［１７］ 明确提出以体重作为行

为学评估，与空白组比较，造模小鼠体重均减轻（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）。 李艳荣［１８］明确提出将大鼠一般体征表现

出明显的疲劳症状（毛发稀疏泛黄、精神萎靡、背部

皮肤松弛、大便稀溏或干结、四肢蜷卧）、体重明显

减轻、饮食量减少或旷场实验（ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ，ＯＦＴ）
中运动次数明显减少，视为建模成功的标准。 贺恋

词［１９］明确提及对脾肾阳虚证候评价，通过测定大鼠

体重、平均日进食量及饮水量变化，并通过一般情

况半定量评分表评估大鼠一般状态，以判断大鼠是

否出现脾肾阳虚证候相关症状。
在诸多一般状态评价方式中，尤以《实验大鼠

一般情况半定量评分观察表》最为常用，该量表由

高怀林等［２０］研究改进而成，以评分 ≥ ４ 分作为 ＣＦＳ
模型成立的判定标准，并首次使用该量表评价力竭

游泳法建立的 ＣＦＳ 大鼠模型的一般状态，结果显示

与正常组比较，模型组大鼠一般情况评分明显升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 因其评价标准明确且较细致，广为应

用［１０－１１］。 总结对模型一般状态的评价方式，发现存
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在评价方式多样且不一的问题，还需进一步规范，
建议研究者多使用规范化、可量化的量表对大鼠的

体态、外观、精神进行评价，同时结合体重、饮食量、
饮水量检测等客观数据，主客观结合进行一般状态

综合评价。

２　 疲劳状态评价方法

疲劳是 ＣＦＳ 的必备症状之一，对 ＣＦＳ 疲劳状态

的评价主要包括力竭游泳实验（ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅ ｓｗｉｍｍｉｎｇ
ｔｅｓｔ）、 转 棒 实 验 （ ｒｏｔａｒｏｄ ｔｅｓｔ ）、 握 力 测 试 （ ｇｒｉｐ
ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｔｅｓｔ）、自发活动实验（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ
ｔｅｓｔ）、力竭跑台实验（ ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｔｅｓｔ）和活

动轮实验（ｒｕｎｎｉｎｇ ｗｈｅｅｌ ｔｅｓｔ），其中以力竭游泳实验

最为常用，研究者常以力竭游泳时间评价动物的疲

劳状态。 具体情况如下：
２􀆰 １　 力竭游泳实验

力竭游泳实验是将动物放置在透明的水缸中，
观察记录其从开始入水到力竭的时间，目前是反映

运动耐力［２１］ 和药物抗疲劳效果［２２］ 的经典研究方

法，包括负重力竭游泳实验和非负重力竭游泳实

验。 为避免动物之间互相干扰，通常一个水缸一次

仅测试一只动物。
力竭游泳实验中以负重力竭游泳在 ＣＦＳ 基础

研究中为多。 其中，分歧点主要在负重量。 以“动
物头部沉入水中超过 １０ ｓ 不能浮出水面”为力竭标

准的研究中，刘长征等［２３］给予大鼠体重 ５％的负重，
李红玉等［２４］给予小鼠体重 ７％的负重，陈春苗等［２５］

给予小鼠体重 １０％的负重，谢亚娜等［２６］ 和李玲玲

等［１７］则分别采用 ５％ ～ １０％和 １０％ ～ １５％的区间

负重；上述研究发现造模后动物的力竭游泳时间均

较对照组缩短。 也有研究者利用负重力竭游泳法

评估动物的抑郁状态，如宋琦等［２７］ 采用冷水力竭游

泳测试评估抑郁样行为。
非负重力竭游泳实验应用相对较少，韩玲等［２８］

和潘明柱等［２９］利用力竭游泳实验评价动物体力及

疲劳程度，以“头部沉入水中 １０ ｓ 未浮出水面”为力

竭标准，发现模型组的力竭游泳时间较对照组明显

缩短（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ２　 转棒实验

转棒实验是一种经典的行为学实验，用于评估

实验 动 物 的 协 调 运 动、 平 衡 能 力 和 运 动 耐 力

等［３０－３２］。 将动物放置在具有稳定加速度的旋转杆

上，并记录跌倒的潜伏期，即在转动圆轮上的停留

时间（在棒时间）。 从旋转杆上脱落的平均潜伏期

用于评估运动能力。 差异主要集中在旋转杆速度

和观察时间。
李红玉等［２４］ 采用转棒实验评价绞股蓝抗疲劳

作用，观察记录在棒时间，结果显示造模 ２１ ｄ 后，模
型组在棒时间较对照组显著减少 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
ＫＷＯＮ 等［３３］利用转棒实验进行运动行为分析观察

运动表现对疲劳的影响，以 ４０ ｒ ／ ｍｉｎ 的速度将小鼠

保持在杆子上 １０ ｍｉｎ，小鼠每周进行一次测试，计算

３ 次的平均值为平均潜伏期，结果与疲劳对照组相

比，５００ ｍｇ ／ ｋｇ 血 红 素 组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ） 和 肌 酸

（ｃｒｅａｔｉｎｅ，Ｃｒ） 组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 的潜伏期明显增加。
ＬＥＥ 等［３４］使用旋转杆机在 ４ ～ ４０ ｒ ／ ｍｉｎ 加速的转

棒上评估小鼠的运动活动，记录 ３ 次（间隔 ２０ ｍｉｎ）
下落的平均潜伏期，结果显示接受双侧肾上腺切除

术（ａｄｒｅｎａｌｅｃｔｏｍｙ，ＡＤＸ）的小鼠与对照组相比，从加

速旋转杆上坠落的潜伏期降低（Ｐ ＝ ０􀆰 ０９）。 ＳＯＮＧ
等［３５］记录 １２００ ｓ 内小鼠从 ３􀆰 ５ ～ ３５ ｒ ／ ｍｉｎ 的加速

杆上落下的潜伏期，与对照组相比，利血平建模组

小鼠从棒上跌落的潜伏期缩短（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 握力测试

握力测试用于评估实验动物的前肢和后肢握

力，反应大小鼠的肌肉力量、神经系统功能和协调

性等方面的生理特征［３６－３７］。
ＴＨＡＫＵＲ 等［３８］采用数字握力计测试前肢握力，

将雄性白化小鼠置于一个位置，使其前肢抓住网

格，轻轻拉鼠尾以记录抓地力，ＣＦＳ 组的握力与对照

组相比明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），提示慢性应激刺激引

起握力损伤。 张森品［３９］ 用小鼠抓力仪进行肌肉力

量测试，小鼠爪子抓握稳定时向后拉小鼠尾巴，重
复测量 ３ 次取均值，发现小鼠单次腹腔注射脂多糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）２４ ｈ 后小鼠抓力显著下降

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＬＥＥ 等［３４］ 使用握力测试装置连接钢

丝网和等距力传感器评估肌肉力量，小鼠被允许用

前爪抓住栅格，轻轻向后拉鼠尾直到在 ３ ｓ 内失去

控制，重复测试 ３ 次（间隔 ５ ｍｉｎ）取平均值以评估

握力，结果显示 ＡＤＸ 显著降低了最大握力 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 自发活动实验

自发活动实验是一种评估实验动物的活动性

和运动行为的实验，可以用来评价实验动物的疲劳

状态［４０］。 实验动物被放置在一个封闭的箱子中，通
过记录其运动轨迹和运动速度等评估其自发活动
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水平。 自发活动实验和 ＯＦＴ 都是评估动物运动和

探索行为的常用研究方法，但二者在实验装置、实
验流程和评估指标等方面存在差异。 啮齿类动物

静止时间的增加和运动活动的减少也表明疲劳增

加［３８］。 自发活动实验的差异集中在观察时间。
ＴＨＡＫＵＲ 等［３８］ 使用活动光度计记录总体运动

活动以评估动物的自发活动情况，观察强迫游泳对

运动活动的影响，每只动物都在一个正方形（直径

３０ ｃｍ）的配有红外光敏光电管和数字光度计的封

闭平台上接受检查，自发活动由每只动物 １０ ｍｉｎ 内

的总光束计数表示；与对照组相比，ＣＦＳ 组的运动活

动显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 ＬＩ 等［４１］在疲劳刺激方式

干预前后，用红外光束传感器对大鼠疲劳状态进行

定量评价，计算单笼中大鼠夜间自发活动，计数每

６０ ｍｉｎ 累积一次，将自发活动水平标准化为疲劳负

荷前 ３ ｄ 的平均值，结果疲劳负荷显著降低了夜间

自发活动（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ５　 力竭跑台实验

力竭跑台实验是一种用于评估实验动物的耐

力水平和疲劳程度的常用实验方法。 这种实验通

过模拟长时间、高强度的运动状态，观察实验动物

在体力达到极限时的表现，评估其耐力水平和疲劳

程度。 “力竭跑台时间”是实验动物在跑台上持续

运动直至达到力竭状态所用时长，与体力状态成正

比，这一指标已经在动物运动疲劳评价中应用多

年，且评价标准逐步趋于细化：（１） １９７８ 年文献将

“伸展动物的后肢以检查是否没有阻力” 作为标

准［４２］；（２）１９９８ 年为“奔跑大鼠在接受刺激后仍跟

不上预定速度 ３３ ｍ ／ ｍｉｎ，大鼠臀部压在跑台后壁，
后肢随转动皮带后拖达 ３０ ｓ” ［４３］；（３）２０１２ 年有“大
鼠不能坚持跑台运动，后肢随转动皮带拖达 ３０ ｓ，连
续给予电刺激或机械刺激 １ ｍｉｎ 后无效，行为特征

为呼吸深急、精神疲倦、反应迟钝、刺激后无反应”
的评价标准［４４］；（４）２０１２、２０１６ 和 ２０２３ 年分别有文

献将评价标准设计为“动物在不被驱赶的情况下，
停止奔跑并在电击器上停留时间超过 ５ ｓ 而不试图

重新跑步” ［４５－４７］。
目前仅杨添淞团队在 ＣＦＳ 基础研究中应用力

竭跑台时间评价疲劳状态，以“运动末期大鼠跑步

姿势异常，由蹬地式转变为伏地式，滞留跑道后 １ ／ ３
不能继续坚持跑步，且驱赶 １０ ｓ 仍不能按原速度继

续跑步；停止运动后，大鼠呼吸急促，眼神无光，精
神萎靡，对刺激反应迟钝，捕捉反应较运动前大幅

下降”为力竭标准，研究发现 ＣＦＳ 大鼠存在力竭跑

台时间缩短，电针干预后回调［４８］。
２􀆰 ６　 活动轮实验

活动轮实验是一种常见的行为学实验，用于评

估动物的运动活动水平、兴奋性和行为特征。 跑轮

主要分为两种：强迫跑轮和自主运动跑轮。
ＣＦＳ 相关基础研究仅涉及自主运动跑轮实验，

如 ＨＥ 等［４９］利用自主运动跑轮观察小鼠运动情况，
结果 ＣＦＳ 组小鼠的跑轮活动明显下降，实验结束时

仅保持在基线的 ５１􀆰 ８％。
除上述评价方式外，有研究者将接受造模后的

小鼠置于透明观察笼中，测量其开始梳理毛发（舔
和摩擦皮肤 ／毛发）所需的时间并作为疲劳时间，用
以评价疲劳程度［５０］。

３　 认知功能评价方法

认知功能是 ＣＦＳ 的核心症状之一。 ＣＦＳ 基础

研究中所涉及的相关评价方法主要包括 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷

宫实验（Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ，ＭＷＭ）、Ｙ 迷宫（Ｙ⁃
ｍａｚｅ ｔｅｓｔ，Ｙ⁃Ｍａｚｅ） 和主被动回避测试 （ ａｃｔｉｖｅ ａｎｄ
ｐａｓｓｉｖｅ ａｖｏｉｄａｎｃｅ ｔｅｓｔ），其中以 ＭＷＭ 最为常用。 具

体情况如下：
３􀆰 １　 ＭＷＭ

ＭＷＭ 用于研究与空间学习记忆相关的脑区功

能评价，是相关研究的经典且首选实验。 经典的

ＭＷＭ 主要包括定位航行实验和空间探索实验两部

分，其中定位航行实验历时数天，每天将大鼠面向

池壁分别从 ４ 个入水点放入水中若干次，记录逃避

潜伏期。 空间探索实验是在定位航行实验后去除

平台，然后任选一个入水点将大鼠放入水池中，记
录其在一定时间内的游泳轨迹，考察大鼠对原平台

的记忆。 逃避潜伏期越短、穿越平台次数越多、在
目标平台停留时间越长提示动物的空间学习记忆

能力越好。
ＭＷＭ 的差异主要在于实验周期的不同，其中

以总周期 ６ ｄ 的研究为多，且每次训练时长和学习

时间也不尽相同。 冯楚文等［１１］ 和杨燕等［５１］ 设定测

试周期为 ６ ｄ，其中前 ５ ｄ 为定位航行实验，分 ４ 个

象限，每次训练时间设定为 ９０ ｓ，引导时间为 １０ ｓ，
上下午各进行 １ 次，记录逃避潜伏期；在第 ６ 天空间

探索实验中记录大鼠在 ９０ ｓ 内穿越原平台次数。
邢圣杰等［５２］和刘长征等［５３］ 使用 ＭＷＭ 评估认知行

为，定位航行实验 ５ ｄ，记录 ４ 个象限 １２０ ｓ 内的逃
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避潜伏期，引导时间为 １５ ｓ；第 ６ 天进行空间探索实

验，记录 １２０ ｓ 内穿越原平台所在区域的频次及平

台象限逗留时间。
ＷＥＩ 等［５４］设定测试周期为 ５ ｄ，前 ４ ｄ 为定位

航行实验，第 ５ 天为空间探索实验，观察小鼠在移除

平台后 ６０ ｓ 内进入原平台位置的次数。 钟晓玲

等［１０］同样设定定位航行实验持续 ４ ｄ、第 ５ 天空间

探索，但训练时间和空间探索为 ９０ ｓ，引导时间为

１５ ｓ。
也有研究者将 ＭＷＭ 整体实验周期设定为 ２ ｄ，

如郭智宽等［５５］和郭盼盼［５６］。 与其他研究者不同的

是，郭盼盼［５６］在进行定位航行实验前让大鼠在平台

上适应 ２０ ｓ 后开始测试。 陈文钰等［５７］ 未明确阐明

ＭＷＭ 持续天数，但是其在最后一次定位航行实验

检测中撤掉平台观察 １ ｍｉｎ 内潜伏期及运动总距

离，空间探索实验记录小鼠平均速度及平台区域运

动距离。 以上结果均显示 ＣＦＳ 模型动物的逃避潜

伏期延长、穿越平台次数下降。
在 ＭＷＭ 的结果判读中，研究者以实验组与对

照组相比出现统计学意义作为判定标准，测试周

期、训练时间和学习时间的选定与造模刺激时间之

间并不存在一定的规律性，且针对这一问题并没有

研究者对其进行细致的研究。 认为根据造模刺激

持续时间长短合理设定测试参数更为科学，希望这

一问题在今后可以得到解决。
３􀆰 ２　 Ｙ⁃Ｍａｚｅ 实验

Ｙ⁃Ｍａｚｅ 实验能够有效地研究动物的空间学习

和记忆能力［５８］。 Ｙ⁃Ｍａｚｅ 由 ３ 个等长的臂组成，这 ３
个臂的排列形状类似于字母“Ｙ”，因此得名 Ｙ⁃迷
宫。 每个臂的长度和宽度可以根据实验需求和动

物的大小进行调整，以适应不同的实验条件。
张森品［３９］用 Ｙ⁃Ｍａｚｅ 实验评估短期记忆能力，

训练期间新异臂被隔板挡住，小鼠由起始臂放入，
在起始臂和其他臂中自由活动 １０ ｍｉｎ，训练结束小

鼠被放回饲养笼；１ ｈ 后开始测试期，打开新异臂隔

板，小鼠由起始臂放入，在 ３ 个臂中自由活动 ５ ｍｉｎ，
记录 ５ ｍｉｎ 内在各个臂停留时间和穿梭次数，结果

显示利血平有造成小鼠学习记忆损伤的趋势，但无

显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 该实验方法在 ＣＦＳ 的基

础研究中应用较少。
３􀆰 ３　 主被动回避实验

主被动回避实验是一种通过恐惧加重测试来

评估学习和记忆能力的行为学实验方法。 回避实

验是利用动物的好暗避光（明暗穿梭）、对厌恶刺激

（如足电击）的恐惧和记忆而建立起来的。 根据动

物的逃避方式分为主动回避和被动回避。 前者要

求动物主动从有厌恶刺激的箱中逃离；后者则要求

动物遏制自己而不进入有厌恶刺激的箱。 根据所

用仪器设备的不同又可分为穿梭回避、跳台回避、Ｙ
形迷宫回避。 ＣＦＳ 研究涉及穿梭回避实验和跳台回

避实验。
ＬＥＥ 等［３４］使用带有两个隔间的盒子（一个亮隔

间和一个暗隔间通过滑动门连接）的步进式被动回

避装置来评估恐惧条件的学习和记忆，在获取实验

中，当小鼠进入黑暗的隔室时，对其进行强度 ０􀆰 ４
ｍＡ 电击 ５ ｓ 的惩罚；２４ ｈ 后，将每只小鼠换入光室

进行滞留实验；记录 ５ ｍｉｎ 内进入暗室的潜伏期；结
果与对照组相比，ＬＰＳ 和 ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 注射有增加进入

暗区潜伏期的趋势（Ｐ ＝ ０􀆰 ０８３），但不明显。 刘长

征等［５３］采用主动回避测试，先将大鼠放在跳台箱内

适应 ３ ｍｉｎ，然后通电，大鼠受到电击后通常会跳上

平台躲避电击；２４ ｈ 后测试记录 ５ ｍｉｎ 内跳台潜伏

期及跳台错误次数。 结果显示，ＣＦＳ 模型组大鼠较

对照组的潜伏期缩短、错误次数增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

４　 情绪状态评价方法

情绪异常虽然不是 ＣＦＳ 的必备症状，但是临床

研究发现 ＣＦＳ 患者常常伴有心理问题，而且 ２０２１
年英 国 国 立 健 康 与 照 护 卓 越 研 究 院 （ Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｃａｒｅ Ｅｘｃｅｌｌｅｎｃｅ，ＮＩＣＥ）指南

也指出，因心理状态与预后直接相关，所以是 ＣＦＳ
临床 研 究 必 须 观 察 的 指 标； 同 时， “ ａｎｘｉｅｔｙ ”
“ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ”和“ｍｏｏｄ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ”均出现在 ＮＩＣＥ 指

南中［３］，说明 ＣＦＳ 相关或共病的情绪异常主要为哪

一种尚未明确。 ＣＦＳ 基础研究涉及的相关评价方法

主要包括 ＯＦＴ、悬尾实验（ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔ，ＴＳＴ）、
高架十字迷宫（ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ，ＥＰＭ）、强迫游泳

实验 （ ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍ ｔｅｓｔ， ＦＳＴ） 和埋珠实验 （ ｍａｒｂｌｅ
ｂｕｒｙｉｎｇ ｔｅｓｔ，ＭＢＴ），其中以 ＯＦＴ 和 ＴＳＴ 最为常见。
具体情况如下：
４􀆰 １　 ＯＦＴ

观察啮齿类动物的焦虑状态通常依赖于物种

特定的行为［５９］。 ＯＦＴ 是在啮齿类动物中最常用的

行为测试之一，是研究动物自发活动、探索行为和

焦虑抑郁状态的经典行为学实验。 ＯＦＴ 可获取的

实验数据较多，对于其结果呈现的差异，主要集中
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在观察活动时间和观察指标的选择。 基础研究应

用中涉及的主要且较易改进的问题是部分研究未

明确说明所选指标代表的实际意义。
谢亚娜等［２６］ 用 ＯＦＴ 记录分析大鼠在箱内

３ ｍｉｎ 移动总路程和平均速度。 郭盼盼［５６］记录大鼠

３ ｍｉｎ 内的穿格次数和站立次数。 陈文钰等［５７］观察

记录小鼠 ５ ｍｉｎ 内水平得分、垂直得分及平均速度。
潘明柱等［２９］ 计算 ５ ｍｉｎ 内大鼠水平运动速度。 刘

佳丽等［６０］ 观察 ５ ｍｉｎ 内小鼠活动箱内运动总路程、
中央路程、活动箱边上的路程以及小鼠的活动轨迹

等。 ＬＥＥ 等［３４］进行 ２ 次行为学测试，每次 ５ ｍｉｎ（间
隔 １ ｈ），记录中心区停留的时间、穿格次数和运动

总路程等参数。 ＷＥＩ 等［５４］ 记录小鼠在中间格子中

停留的时间和 ６ ｍｉｎ 内的总运动距离。 ＳＯＮＧ 等［３５］

测量 １０ ｍｉｎ 内小鼠的总移动距离和区域过渡数。
对于指标所提示的异常，谢亚娜等［２６］利用 ＯＦＴ

探究大鼠的自发运动能力，发现模型组的活动总路

程和平均速度明显减少，电针干预出现回调（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 郭盼盼［５６］ 未明确说明所选 ＯＦＴ 参数的代

表意义。 陈文钰等［５７］评估小鼠的自主探索行为，发
现模型组自主探索行为减少，归脾汤干预后回调（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 潘明柱等［２９］评估自发活动，发
现模型组自发活动减少，推拿干预后回调 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 查阅文献发现，ＯＦＴ 自发活动增多可能提

示了动物的焦虑水平降低、好奇心和探索欲望增强

或空间认知能力提高等。 刘佳丽等［６０］ 未明确说明

所选 ＯＦＴ 参数的代表意义，据文章内容推测，反应

的为情绪问题。 ＬＥＥ 等［３４］ 明确指出利用 ＯＦＴ 评估

模型小鼠的焦虑与运动行为，发现 ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 注射倾

向于降低小鼠的运动活动（Ｐ ＝ ０􀆰 １０９），ＬＰＳ 注射

显著减少小鼠中心区域停留时间和穿格次数（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＡＤＸ 小鼠在中心区域停留的时间更长（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 ＷＥＩ 等［５４］ 利用包括 ＯＦＴ、ＴＳＴ、ＭＷＭ 在内

的抗疲劳抗抑郁药物筛选方法，发现与空白对照组

相比，模型组的总移动距离和中央停留时间呈下降

趋势（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），黄芪多糖干预后回调。
ＳＯＮＧ 等［３５］ 明确阐明利用 ＯＦＴ 评估利血平所致

ＣＦＳ 模型小鼠的抑郁样行为，发现与对照组相比，所
有利血平注射组在第 １１ 天的总运动距离显著减少

（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ）， 在 第 ２２ 天， 与 利 血 平 组 相 比，
ｍｙｅｌｏｐｈｉｌ 和依米帕明治疗以剂量依赖的方式显著

增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），穿格次数也

呈现类似趋势，提示模型小鼠出现抑郁样行为。

４􀆰 ２　 ＴＳＴ
ＴＳＴ 是一种经典而又能快速评价抗抑郁药物、

兴奋药物、镇静药物药效的方法［６１－６３］，记录动物静

止时间、挣扎次数来反映抑郁状态。 同时挣扎次数

在一定程度上可以反应体力水平。 考虑在 ＣＦＳ 基

础研究中利用 ＴＳＴ 观察情绪状态的研究为多，所以

在此处呈现。 ＴＳＴ 差异集中在观察记录时间。
宋琦等［２７］和潘明柱等［２９］ 利用 ＴＳＴ 评估抑郁样

行为，记录 ５ ｍｉｎ 内静止不动时间，结果模型组静止

不动时间长于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 徐小珊等［６４］ 和

李玲玲等［１７］设定观察时间为 ６ ｍｉｎ，但是只记录后

４ ｍｉｎ 内大鼠挣扎次数与不动时间，发现模型组大

鼠挣扎次数显著减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、不动时间显著延

长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；两者均未明确指出观察指标所代表

的意义，但是据李玲玲等［１７］ 的研究推测，其关注的

为疲劳和抑郁状态。 韩玲等［２８］ 记录大鼠在 ６ ｍｉｎ
内的静止时间及挣扎次数观察大鼠的体力状况和

情绪状态，发现模型组较对照组的静止时间明显延

长、挣扎次数明显减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
４􀆰 ３　 ＥＰＭ

ＥＰＭ 是一种经典的动物行为学实验，观察动物

在闭合臂和开放臂中的情况，常用于评估啮齿类动

物的焦虑［６５］和抑郁［６６］症状。
ＴＨＡＫＵＲ 等［３８］ 使用 ＥＰＭ 评估焦虑状态，观察

５ ｍｉｎ 内动物在闭合臂和开放臂中的停留时间，以
及进入闭合臂的次数；随着闭合臂的进入次数和持

续时间的增加，观察到了焦虑的结果。 谢亚娜等［２６］

利用 ＥＰＭ 评估大鼠的焦虑状态，第 ２２ 天将大鼠面

向开放臂放置在十字迷宫中央格内，记录 ５ ｍｉｎ 内

大鼠开放臂进入次数和停留时间，发现与对照组比

较，模型组大鼠开放臂进入次数和停留时间均明显

减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
４􀆰 ４　 ＦＳＴ

ＦＳＴ 与 ＴＳＴ 统称为绝望测试，原理为让动物处

于高压的环境下且让它们无所遁形，动物起初会挣

扎并试着脱逃，然而当它们了解到所有作为皆无用

时，它们会放弃并停止所有的动作。 ＦＳＴ 的差异主

要在测试时间的不同。
ＳＯＮＧ 等［３５］通过 ＦＳＴ 评估小鼠的抑郁样行为，

记录 ６ ｍｉｎ 测试期间的总静止时间，当每只小鼠停

止挣扎并保持静止不动、只做一些必要的运动来保

持它的头露出水面时，就被判定为静止；结果显示

利血平制模组小鼠静止时间明显高于对照组（Ｐ ＜
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０􀆰 ０５）。 ＴＨＡＫＵＲ 等［３８］测量 ＦＳＴ 中的不动期，每天

游泳 １０ ｍｉｎ，持续 ２１ ｄ，结果 ＣＦＳ 组的静止时间与

对照组相比明显增加，虽未明确指出指标变化所代

表的具体意义，但是提出持续强迫游泳导致的长时

间不活动被认为是一种类似 ＣＦＳ 的情况。
４􀆰 ５　 ＭＢＴ

ＭＢＴ 通常用于测试焦虑［６７－６８］。 当放入装有弹

珠的笼子中时，具有强迫样症状的小鼠往往会进行

高度重复的行为（包括挖掘），而高度焦虑的小鼠则

倾向于在新环境中进行高度的挖掘。
ＳＯＮＧ 等［３５］利用 ＭＢＴ 评估小鼠抑郁样行为，在

透明聚丙烯笼中，每隔一段时间将 ２０ 颗直径为

１􀆰 ８ ｃｍ 的弹珠放置在 ５ ｃｍ 高的床上，每只小鼠单

独放置 ３０ ｍｉｎ，然后统计隐藏在床上 ２ ／ ３ 深度的弹

珠数量；结果与对照组相比，利血平组的埋藏弹珠

数量在第 １１ 天显著减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），提示小鼠出现

抑郁。 ＭＢＴ 并不是专门用于测量抑郁的，但焦虑和

抑郁在临床表现和神经生物学机制上存在一定的

重叠和相互作用。 因此，在某些情况下，焦虑行为

的减少可能间接反映了抑郁症状的改善。

５　 疼痛程度评价方法

疼痛被确定为常见但不限于 ＣＦＳ 的症状之一。
２０２１ 年 ＮＩＣＥ 指南认为，疼痛是 ＣＦＳ 的常见症状，在
严重或非常严重的 ＣＦＳ 患者中尤为明显［３］。 ＣＦＳ
基础研究中对疼痛的测量比较少见，涉及的方法有

足底热刺激痛觉实验（ｐｌａｎｔａｒ ｔｈｅｒｍａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ
ｆｏｒ ｎｏｃｉｃｅｐｔｉｏｎ）、ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 测痛实验（ ｖｏｎ Ｆｒｅｙ ｔｅｓｔ，
ＶＦＴ）和热板法（ｈｏｔ ｐｌａｔｅ ｔｅｓｔ）。
５􀆰 １　 足底热刺激痛觉实验

足底热刺激痛觉实验是一种常用的评估动物

疼痛感知阈值的实验方法，广泛应用于神经性疼痛

研究［６９－７０］。
ＬＥＥ 等［３４］使用 Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓ 仪器测试疼痛敏感

性，将小鼠放置在单独的有机玻璃隔间中，并在实

验前使其适应 １５ ｍｉｎ，随后将恒定强度的辐射热源

（光束直径 ０􀆰 ５ ｃｍ，强度 ７０ Ｉ． Ｒ． ）对准后爪的足底

中部区域，记录爪缩回之前的潜伏期（ｓ），结果 ＡＤＸ
组小鼠的爪子对毒热的退缩潜伏期与对照组相比

显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
５􀆰 ２　 ＶＦＴ

ＶＦＴ 是一种用于评估动物疼痛敏感性的实验

方法［７１］。 通过应用不同直径和硬度的细丝或针来

刺激动物的皮肤或黏膜表面，从而测量它们对机械

性疼痛刺激的反应阈值。
ＳＯＮＧ 等［３５］ 采用 ＶＦＴ 测量后爪的机械性超敏

反应，用 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维丝每隔 ５ ｓ 对双后爪表面施加

恒力（１􀆰 ３ ｇ），在总共 １０ 次刺激中，舔舐或快速收回

后爪的次数被计算在内，结果与对照组相比，利血

平组的缩足次数显著增加 （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 ＹＡＳＵＩ
等［７２］使用 ＶＦＴ 测量后爪足底表面皮肤的机械缩足

反射 阈 值 （ ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，
ＰＷＭＴ），细丝以 ０􀆰 １６、０􀆰 ４０、０􀆰 ６０、１、１􀆰 ４、２、４、６、８
和 １０ ｇ 的递增力度顺序应用 １０ 次，每次间隔 ５ ｓ，通
过极限法确定阈值；使用 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 麻醉仪测量压痛

阈测试中的缩足阈值，使用带有圆形尖端的锥形推

动器作用于后腿伸肌腹部，观察到逃避反应时的压

力强度被定义为肌肉疼痛压力阈值，共测量 ５ 次，间
隔 ３０ ｓ，取平均值；结果模型在造模后的第 ２ 天

ＰＷＭＴ 显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），在压痛阈测试中，肌
肉疼痛压力阈值在造模后立即显著降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。 张森品［３９］ 采用 ＶＦＴ 测定机械痛阈，用不

同强度纤维丝刺激小鼠右足掌（避开足垫），每只动

物测不超过 １０ 次，每次刺激间隔大约 １０ ｓ，每天测

一次，测 ３ ｄ，待痛阈值大概恒定时确定其准确

ＰＷＭＴ，结果表明利血平连续给药可显著增加小鼠

对疼痛的敏感性。
５􀆰 ３　 热板法

热板法是镇痛药物筛选中常用的一种方法［７３］，
对动物组织损伤最小，动物可反复使用，而且痛反

应潜伏期较长，便于观察及测出药物之间的较小差

异，比较出药物作用的强弱快慢及持续时间，有较

广的使用范围［７４］。
ＳＯＮＧ 等［３５］利用热板法测定小鼠热超敏反应，

将小鼠置于温度为（５２ ± １）℃的加热金属板上，测
量 ６０ ｓ 内的舔、挥、单脚跳等伤害性反应的潜伏期

和反应次数；与对照组相比，利血平组在热板上方

测量热超敏反应的停留潜伏期显著缩短 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。

综上，ＣＦＳ 的行为学评价体系逐渐趋于成熟。
对于行为学评价方法的选择，研究者多基于 ＣＦＳ 的

临床症状选定，且会根据研究主要关注的症状呈现

出一定的选择倾向性，如关注认知障碍则会选择更

多的认知相关评价方法。 绝大多数研究者的评价

方法涵盖了两个及以上的症状维度，且国外研究者

选用的评价维度较国内研究者更全面，国内研究者
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较少关注到疼痛评价层面。 涉及的评价方法中，除
一般状态评价方法中的《实验大鼠一般情况半定量

评分观察表》外，均来源于其他研究方向，无针对

ＣＦＳ 所专门研发的客观行为学评价方法，虽然部分

研究者会对评价方法做出适当改进，但是否完全适

用于 ＣＦＳ 基础研究仍有待进一步论证。 其他问题

诸如，检测方法不统一且检测细节不一致，在研究

中未明确指出行为学检测方法的选择原因以及其

结果提示的实际意义，也需在今后的研究中继续改

进。 对于同时用于模型建立和模型评价的方法是

否存在适应性影响观察结果？ 如何把握学习记忆

评估方法的训练次数？ 这些问题均需在研究中进

一步思考论证。 ＣＦＳ 动物模型的行为学评价尚未建

立统一标准，其规范化进程任重道远。
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ｏｖｅｒｌｏａｄ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｓｐｏｒｔ Ｕｎｉｖ， ２０１２， ３５（７）：
５２－５７．

［４５］ 　 ＨＥ Ｃ， ＢＡＳＳＩＫ Ｍ Ｃ， ＭＯＲＥＳＩ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｅｒｃｉｓｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ＢＣＬ２⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｍｕｓｃｌｅ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０１２， ４８１（７３８２）： ５１１－５１５．

［４６］ 　 ＦＵＪＩＫＡＷＡ Ｔ， ＣＡＳＴＯＲＥＮＡ Ｃ Ｍ， ＰＥＡＲＳＯＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＳＦ⁃１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ［Ｊ］ ． ｅＬｉｆｅ， ２０１６， ５： ｅ１８２０６．

［４７］ 　 ＳＩＮＧＨ Ｏ， ＯＧＤＥＮ Ｓ Ｂ， ＶＡＲＳＨＮＥＹ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｇｈｒｅｌｉｎ⁃
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｍｅｄｉｏｂａｓａｌ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｎｅｕｒｏｎｓ ｍｅｄｉａｔｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｅｎｄｕｒａｎｃｅ ［Ｊ］ ． ＪＣＩ Ｉｎｓｉｇｈｔ，
２０２３， ８（２４）： ｅ１７２５４９．

［４８］ 　 屈媛媛， 冯楚文， 孙忠人， 等． 电针对慢性疲劳综合征大鼠

行为学及海马炎性因子的影响 ［ Ｊ］ ． 针刺研究， ２０２４， ４９
（３）： ２７４－２８２．
ＱＵ Ｙ Ｙ， ＦＥＮＧ Ｃ Ｗ， ＳＵＮ Ｚ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］ ． Ａｃｕｐｕｎｃｔ Ｒｅｓ，
２０２４， ４９（３）： ２７４－２８２．

［４９］ 　 ＨＥ Ｑ， ＳＡＷＡＤＡ Ｍ， ＹＡＭＡＳＡＫＩ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ａｎｄ ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｆａｔｉｇｕｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｋａｍｐｏ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ［ Ｊ］ ．
Ｂｉｏｌ Ｐｈａｒｍ Ｂｕｌｌ， ２０２０， ４３（１）： １１０－１１５．

［５０］ 　 ＯＨＢＡ Ｔ， ＤＯＭＯＴＯ Ｓ， ＴＡＮＡＫＡ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｍｙａｌｇｉｃ
ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ／ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｒｅｐｅａｔｅｄ
ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｌ Ｐｈａｒｍ Ｂｕｌｌ， ２０１９， ４２（７）：
１１４０－１１４５．

［５１］ 　 杨燕， 李超然， 王德龙， 等． 电针对慢性疲劳综合征大鼠学

习记忆能力及血清细胞因子分泌的影响 ［Ｊ］ ． 神经损伤与功

能重建， ２０１９， １４（１１）： ５４１－５４３．
ＹＡＮＧ Ｙ， ＬＩ Ｃ Ｒ， ＷＡＮＧ Ｄ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｅｒｕｍ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒａｌ
Ｉｎｊ Ｆｕｎｃｔ Ｒｅｃｏｎｓｔｒ， ２０１９， １４（１１）： ５４１－５４３．

［５２］ 　 邢圣杰， 金晨曦， 吴明阳， 等． 龟鹿益神颗粒对慢性疲劳模

型大鼠认知行为及大鼠皮质和海马神经颗粒素表达的影响

［Ｊ］ ． 时珍国医国药， ２０１９， ３０（３）： ５８１－５８４．
ＸＩＮＧ Ｓ Ｊ， ＪＩＮ Ｃ Ｘ， ＷＵ Ｍ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇｕｉｌｕｙｉｓｈｅｎ
ｇｒａｎｕｌｅ ｏｎ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｇｒａｎｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｃｏｒｔｅｘ ａｎｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｌｉｓｈｉｚｈｅｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ Ｒｅｓ， ２０１９， ３０（３）： ５８１－５８４．

［５３］ 　 刘长征， 雷波， 张鹏． 针刺对慢性疲劳综合征大鼠认知功能

及海马神经元的影响 ［ Ｊ］ ． 中国康复医学杂志， ２０２１， ３６
（８）： １００９－１０１１．
ＬＩＵ Ｃ Ｚ， ＬＥＩ Ｂ， ＺＨＡＮＧ Ｐ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｒｅｈａｂｉｌ Ｍｅｄ， ２０２１， ３６ （ ８ ）： １００９

２４４１
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－１０１１．
［５４］ 　 ＷＥＩ Ｘ， ＸＩＮ Ｊ， ＣＨＥＮ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄ ｃｏｍｐｌｅｘ ｆａｃｔｏｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｂｙ
ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ．
Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０２３， １６３： １１４８６２．

［５５］ 　 郭智宽， 田捧． 发酵虫草菌粉对慢性疲劳大鼠行为及 ＡＣＴＨ、
ＣＯＲＴ 的影响 ［Ｊ］ ． 光明中医， ２０２０， ３５（１５）： ２３１２－２３１５．
ＧＵＯ Ｚ Ｋ， ＴＩＡＮ Ｐ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ
ｂｅｈａｖｉｏｒ， ＡＣＴＨ ａｎｄ ＣＯＲＴ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ ｒａｔｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｇｕａｎｇｍｉｎｇ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２０， ３５（１５）： ２３１２－２３１５．

［５６］ 　 郭盼盼． 疏肝理气汤对慢性疲劳综合征大鼠的行为学及免疫

功能的影响 ［Ｊ］ ． 中医临床研究， ２０１９， １１（３１）： ２９－３１．
ＧＵＯ Ｐ Ｐ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｈｕｇａｎ Ｌｉｑｉ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ
Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１９， １１（３１）： ２９－３１．

［５７］ 　 陈文钰， 陈言， 司国瑞， 等． 归脾汤对慢性疲劳综合征小鼠

认知能力及炎症因子的影响 ［ Ｊ］ ． 中国老年学杂志， ２０２３，
４３（１９）： ４７７０－４７７３．
ＣＨＥＮ Ｗ Ｙ， ＣＨＥＮ Ｙ， ＳＩ Ｇ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｇｕｉｐｉ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
ｏｎ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｇｅｒｏｎｔｏｌ， ２０２３， ４３ （ １９）：
４７７０－４７７３．

［５８］ 　 ＳＨＥＮＧ Ｈ， ＬＵ Ｄ， ＱＩ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｅｕｒｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｉｓｃａ１
ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｒａｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍ Ｍｏｄｅｌ Ｅｘｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ６（２）： １５５－１６７．

［５９］ 　 肖佳妮． 产前应激对仔鼠海马结构与学习记忆能力的影响及

其机制 ［Ｄ］． 长沙： 中南大学； ２０２２．
ＸＩＡＯ Ｊ Ｎ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｅｎａｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ａｎｄ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｒａｔｓ ａｎｄ ｉｔｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ［Ｄ］． Ｃｈａｎｇｓｈａ： Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０２２．

［６０］ 　 刘佳丽， 张石蕾， 胡君萍， 等． 肉苁蓉复方对慢性疲劳综合

征模型小鼠的药效作用研究 ［ Ｊ］ ． 新疆医科大学学报，
２０２２， ４５（１２）： １４４８－１４５３．
ＬＩＵ Ｊ Ｌ， ＺＨＡＮＧ Ｓ Ｌ， ＨＵ Ｊ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｐｈａｒｍａｃｏ
ｄｙｎａｍｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｉｓｔａｎｃｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｏｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｍｅｄ Ｕｎｉｖ， ２０２２， ４５
（１２）： １４４８－１４５３．

［６１］ 　 周琳． 天麻素对小鼠脓毒症脑病的影响及其机制研究 ［Ｄ］．
长沙： 中南大学； ２０２２．
ＺＨＯＵ Ｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｇａｓｔｒｏｄｉｎ ｏｎ ｓｅｐｔｉｃ
ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｄ ］． Ｃｈａｎｇｓｈａ： Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０２２．

［６２］ 　 刘家辉， 杨超， 顾秋香， 等． 高强度间歇训练对小鼠抑郁行

为的作用及机制 ［Ｊ］ ． 生理学报， ２０２２， ７４（２）： １６５－１７６．
ＬＩＵ Ｊ Ｈ， ＹＡＮＧ Ｃ， ＧＵ Ｑ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｉｎｔｅｒｖａｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ．
Ａｃｔａ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｓｉｎ， ２０２２， ７４（２）： １６５－１７６．

［６３］ 　 ＪＩＡ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｑ， ＪＩ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｄａｍａｇｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｔａｔｕｓ ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ ［Ｊ］ ．
Ａｎｉｍ Ｍｏｄｅｌ Ｅｘｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ６（１）： ４１－５０．

［６４］ 　 徐小珊， 马伟， 熊罗节， 等． 隔药饼灸对慢性疲劳综合征大

鼠血乳酸及 ＡＭＰＫ ／ ＰＧＣ⁃１α 信号通路的影响 ［ Ｊ］ ． 针刺研

究， ２０２２， ４７（１０）： ８７８－８８４．
ＸＵ Ｘ Ｓ， ＭＡ Ｗ， ＸＩＯＮＧ Ｌ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅｒｂａｌ ｃａｋｅ⁃
ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ ｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ
ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｍｕｓｃｕｌａｒ ＡＭＰＫ ／ ＰＧＣ⁃１α ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｒａｔｓ
ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ａｃｕｐｕｎｃｔ Ｒｅｓ， ２０２２， ４７
（１０）： ８７８－８８４．

［６５］ 　 方丹， 王芮， 乔虎． 小鼠杏仁中央核内 ＴＲＰＶ１ 参与实验性正

畸牙移动疼痛和焦虑的研究 ［ Ｊ］ ． 口腔生物医学， ２０２３， １４
（４）： ２２４－２２８， ２３２．
ＦＡＮＧ Ｄ， ＷＡＮＧ Ｒ， ＱＩＡＯ Ｈ． Ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＴＲＰＶ１ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ
ｎｕｃｌｅｕｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｙｇｄａｌａ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ ｐａｉｎ ａｎｄ ａｎｘｉｅｔｙ ｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｏｒｔｈｏｄｏｎｔｉｃ ｔｏｏｔｈ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］ ． Ｏｒａｌ
Ｂｉｏｍｅｄ， ２０２３， １４（４）： ２２４－２２８， ２３２．

［６６］ 　 常晓丽， 张海燕， 张丽丽， 等． 慢性内脏痛及诱发负性情绪

的神经回路研究进展 ［ Ｊ］ ． 中国疼痛医学杂志， ２０２４， ３０
（１）： ５７－６２．
ＣＨＡＮＧ Ｘ Ｌ， ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｌ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｎｅｕｒａｌ ｃｉｒｃｕｉｔｓ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｅｍｏｔｉｏｎｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｃｈｒｏｎｉｃ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｐａｉｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐａｉｎ Ｍｅｄ， ２０２４， ３０（１）： ５７－

６２．
［６７］ 　 王皓晨． ＷＮＴ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在大鼠脑外伤后精神障碍

中的作用与机制研究 ［Ｄ］． 苏州： 苏州大学； ２０２１．
ＷＡＮＧ Ｈ Ｃ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＷＮＴ ／ β⁃ｃｅａｔｅｎｉｎ
ｓｉｓｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｃ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃ
ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｄ］． Ｓｕｚｈｏｕ： Ｓｏｏｃｈｏｗ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０２１．

［６８］ 　 肖文一， 蒋宁， 周文霞． 尾静脉注射和鼻腔吸入 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
Ｓ 蛋白的神经损伤效应 ［ Ｊ］ ． 中国药理学与毒理学杂志，
２０２３， ３７（７）： ５５３－５５４．
ＸＩＡＯ Ｗ Ｙ， ＪＩＡＮＧ Ｎ， ＺＨＯＵ Ｗ Ｘ． Ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔａｉｌ
ｖｅｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｎａｓａｌ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｓ ｐｒｏｔｅｉｎ
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０２３， ３７（７）： ５５３－５５４．

［６９］ 　 吕智桢． 脊柱推拿调控 ＣＬＢＰ 模型大鼠 ＰＫＣε⁃ＴＲＰＶ１ 信号通

路的抗炎和镇痛机制研究 ［ Ｄ］． 上海： 上海中医药大

学； ２０２１．
ＬＹＵ Ｚ Ｚ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ ａｎａｌｇｅｓｉｃ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｖｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＰＫＣｅ⁃
ＴＲＰＶ１ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＣＬＢＰ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ［ Ｄ］． Ｓｈａｎｇｈａｉ：
Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０２１．

［７０］ 　 张冰玉． 抑制 ＪＮＫ 信号通路逆转慢性非特异性腰痛大鼠痛

觉过敏和焦虑样行为的初步研究 ［Ｄ］． 合肥： 安徽医科大

学； ２０２３．
ＺＨＡＮＧ Ｂ Ｙ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＪＮＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｖｅｒｓｅｓ
ｈｙｐｅｒａｌｇｅｓｉａ ａｎｄ ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ａ ｎｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｌｏｗ ｂａｃｋ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ ［ Ｄ ］． Ｈｅｆｅｉ： Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０２３．

［７１］ 　 鲁彩霞， 张思敏， 尼格阿依·艾合麦提， 等． 医用臭氧可缓解

颞下颌关节骨关节炎的疼痛 ［ Ｊ］ ． 中国组织工程研究，
２０２４， ２８（２７）： ４３００－４３０５．
ＬＵ Ｃ Ｘ， ＺＨＡＮＧ Ｓ Ｍ， ＮＩＧＥＡＹＩ·Ａ Ｈ Ｍ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｄｉｃａｌ
ｏｚｏｎｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｐａｉｎ ｉｎ ｔｅｍｐｏｒｏｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｊｏｉｎｔ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇ Ｒｅｓ， ２０２４， ２８（２７）： ４３００－４３０５．

［７２］ 　 ＹＡＳＵＩ Ｍ， ＭＥＮＪＹＯ Ｙ， ＴＯＫＩＺＡＮＥ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
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ｏｆ ｐｒｏｐｒｉｏｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎｄｕｃｅｓ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｌｏｎｇ⁃ｌａｓｔｉｎｇ ｐａｉｎ ｉｎ
ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ ］ ． Ｊ
Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ２０１９， １６（１）： ６７．

［７３］ 　 陈聚峰， 苏东雪， 黄华珍， 等． 不同炮制工艺制黄草乌毒性

及镇痛作用的初步考察 ［ Ｊ］ ． 中国医院药学杂志， ２０２３， ４３
（２２）： ２４７１－２４７７．
ＣＨＥＮ Ｊ Ｆ， ＳＵ Ｄ Ｘ， ＨＵＡＮＧ Ｈ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ａｃｏｎｉｔｉ ｖｉｌ⁃ｍｏｒｉｎａｎｉ Ｒａｄｉｘ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ

Ｈｏｓｐ Ｐｈａｒｍ， ２０２３， ４３（２２）： ２４７１－２４７７．
［７４］ 　 周荣． 聚山梨酯 ８０ 修饰的神经毒素纳米粒经鼻腔给药入脑

Ｐ⁃ｇｐ 的作用机制研究［Ｄ］． 杭州： 浙江中医药大学； ２０１６．
ＺＨＯＵ Ｒ． Ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｄｅｌｉｖｅｒｉｎｇ ｓｔｕｄｙ ｏｆ Ｐｏｌｙｓｏｒｂａｔｅ ８０ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎ ｎａｎｏｐａｒ ｔｉｃｌｅｓ ａｆｔｅｒ Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ［ Ｄ］．
Ｈａｎｇｚｈｏｕ： Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０１６．

［收稿日期］ 　 ２０２４－０６－１２

转移前微环境的细胞和分子特征

原发肿瘤衍生分子形成的转移前微环境（ｐｒｅｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｎｉｃｈｅｓ，ＰＭＮ）能够通过调节远处器官和组织促进

肿瘤定植，靶向 ＰＭＮ 可以在早期预防肿瘤转移。 目前，对 ＰＭＮ 的细胞和分子特征缺乏深入了解。 本文总结

了近年来 ＰＭＮ 细胞和分子特征的研究进展，强调 ＰＭＮ 干预是早期预防肿瘤转移的潜在治疗策略，为未来研

究和临床应用提供了有利基础。

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
（５）： ３９９－４０８． ｄｏｉ： １０． １００２ ／ ａｍｅ２． １２３５６）。
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２４

Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． １１

邱月清，陈振翼，申晓秋，等． ＮＦ⁃κＢ 信号通路与病毒性心肌炎 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（１１）： １４４５－１４５５．
ＱＩＵ Ｙ Ｑ， ＣＨＥＮ Ｚ Ｙ， ＳＨＥＮ Ｘ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｖｉｒａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ ［ Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，
２０２４， ３２（１１）： １４４５－１４５５．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 １１􀆰 ００９

［基金项目］国家自然科学基金面上项目（８１５７３９２０），２０２３ 年度河南省重点研发与推广专项（科技攻关）（２３２１０２３１０４３２），河南省中医学

“双一流”创建科学研究专项（ＨＳＲＰ⁃ＤＦＣＴＣＭ⁃２０２３⁃１⁃２０）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（８１５７３９２０），２０２３ Ｋｅｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ Ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ（Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ）（２３２１０２３１０４３２），Ｓｐｅｃｉａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｆｏｒ“Ｄｏｕｂｌｅ Ｆｉｒｓｔ⁃Ｃｌａｓｓ” Ｃｒｅａｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｉｎ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ（ＨＳＲＰ⁃ＤＦＣＴＣＭ⁃２０２３⁃１⁃２０） ．
［作者简介］邱月清，女，在读博士研究生，研究方向：中医药防治心血管疾病的临床与基础。 Ｅｍａｉｌ：３４５５７４４９０７＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］陈振翼，男，主治医师，讲师，博士，研究方向：中医药防治心血管疾病的临床与基础。 Ｅｍａｉｌ：３０３４３５４０５＠ ｑｑ． ｃｏｍ

ＮＦ⁃κＢ 信号通路与病毒性心肌炎
邱月清１，陈振翼１，２∗，申晓秋１，宋成昊１，孔桂选１，王振涛１，２

（１． 河南中医药大学，郑州　 ４５００５３；２． 河南省中医院 ／河南中医药大学第二附属医院，郑州　 ４５００５３）

　 　 【摘要】 　 病毒性心肌炎（ｖｉｒａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ，ＶＭＣ）是心肌炎中最常见的类型，可迁延至慢性心肌炎症甚至心力

衰竭，最终导致死亡。 核转录因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ，ＮＦ⁃κＢ）是一种多功能转录因子，参与调节广泛的生物过

程。 现有证据表明，促炎和抗炎之间的平衡对 ＶＭＣ 的预后起决定性作用，ＮＦ⁃κＢ 通路不仅可介导炎症反应，还可

调控细胞焦亡、能量代谢、氧化应激、胰岛素抵抗等途径参与 ＶＭＣ 的病理进展。 本文从以上 ５ 个方面分析与总结

ＮＦ⁃κＢ 信号通路调控 ＶＭＣ 的分子机制，以期为 ＶＭＣ 未来的基础研究及临床诊治提供参考。
【关键词】 　 核转录因子 κＢ；病毒性心肌炎；炎症反应；细胞焦亡；能量代谢；胰岛素抵抗；氧化应激
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Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｖｉｒａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ
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（１． Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００５３， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ／ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００５３， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＣＨＥＮ Ｚｈｅｎｙｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：３０３４３５４０５＠ ｑｑ． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｖｉｒａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ （ＶＭＣ）， ａｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｃｏｍｍｏｎ ｔｙｐｅ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ， ｃａｎ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｔｏ ｃｈｒｏｎｉｃ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ
ａｎｄ ｅｖｅｎ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ， ｕｌｔｉｍａｔｅｌｙ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｄｅａｔｈ． Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ （ＮＦ⁃κＢ） ｉｓ ａ ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ａ ｗｉｄｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ． Ｅｘｉｓｔｉｎｇ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｓｕｇｇｅｓｔｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂａｌａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｏ⁃
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｐｌａｙｓ ａ ｄｅｃｉｓｉｖｅ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ＶＭＣ． Ｔｈｅ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ ｍｅｄｉａｔｅｓ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐａｔｈｗａｙｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＭＣ． Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ａｎａｌｙｚｅｓ ａｎｄ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ＶＭＣ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｆｉｖｅ ａｓｐｅｃｔｓ， ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ
ｂａｓｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＶＭＣ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ； ｖｉｒａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ； ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ； ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； ｉｎｓｕｌｉｎ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ； ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 心肌炎（ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ）即心肌弥漫或局部的炎性

损伤，临床表现差异大，急性发病患者短期预后通

常良好，但部分病例可发展为扩张型心肌病或并发

心力衰竭，甚至猝死［１－２］。 在全球范围内，每年每 １０
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万人中约有 ４ ～ １０ 人罹患本病［３］。 由病毒感染引

起的 心 肌 炎 被 定 义 为 病 毒 性 心 肌 炎 （ ｖｉｒａｌ
ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ，ＶＭＣ），柯萨奇 Ｂ３ 病毒 （ ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ
Ｂ３，ＣＶＢ３）是最常见的感染源，肠道病毒、腺病毒、
巨细胞病毒、细小病毒和疱疹病毒等其他多种病毒

也可引发本病［４］。 现代医学对 ＶＭＣ 缺乏特效治疗

方法，仍以对症支持治疗为主，例如轻症采用营养

心肌、抗病毒治疗，并发急性心衰时使用利尿剂、血
管扩张剂、正性肌力药物等，严重心衰则考虑心脏

移植或植入式左心室辅助装置等［５］。 ＶＭＣ 病理机

制尚未完全明确，当前研究显示，ＣＶＢ３ 等病毒感染

后的心肌细胞可损伤或死亡，并通过释放白介素⁃１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１ ｂｅｔａ， ＩＬ⁃１β ）、 γ 干 扰 素 （ ｉｎｄｕｃｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ⁃γ， ＩＦＮ⁃γ ） 及 损 伤 相 关 分 子 模 式 （ ｄａｍａｇｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ，ＤＡＭＰｓ）等内源性分子

激活免疫反应，发挥抗病毒作用。 但上述信号分子

进入体循环后触发骨髓造血生成的单核巨噬细胞

也可在脾被 ＣＶＢ３ 感染，在趋化因子作用下携带病

毒的单核巨噬细胞快速向心脏聚集，进一步加剧心

肌炎症［６－７］。 由此可知，ＶＭＣ 所导致的免疫系统持

续激活可逐渐发展为慢性心肌炎症，造成心功能障

碍。 此外，部分病毒并不直接浸润心肌细胞，而是

通过触发免疫反应或细胞因子风暴间接诱导心肌

损伤［８］。
核转录因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ，ＮＦ⁃κＢ）分布

广泛，存在于哺乳动物各个器官组织的细胞内。 长

期以来，ＮＦ⁃κＢ 的激活被认为能够促进炎性因子的

释放与免疫细胞的募集，从而维持或加剧炎症反

应。 然而 ＮＦ⁃κＢ 信号通路调控炎症反应的机制复

杂，可在某些情况下促进免疫细胞的凋亡及其他途

径调控炎症反应的程度与持续时间［９］。 ＶＭＣ 是典

型的炎症性疾病，ＮＦ⁃κＢ 信号通路不仅可调节 ＶＭＣ
炎症反应，还能介导其氧化应激、能量代谢、细胞焦

亡、胰岛素抵抗等多个病理过程［１０－１１］。 本文通过检

索现有研究证据，将 ＮＦ⁃κＢ 信号通路在 ＶＭＣ 中的

分子机制进行总结与梳理，以期为未来基础研究与

临床诊治提供参考。

１　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路组成及传导途径

ＮＦ⁃κＢ 家族由 ５ 个成员组成，分别是 ＮＦ⁃κＢ１
（ｐ１０５ ／ ｐ５０）、ＮＦ⁃κＢ２（ ｐ１００ ／ ｐ５２）、ｐ６５（ＲＥＬＡ）、Ｖ⁃
Ｒｅｌ 网状内皮增生病毒癌基因同源物 Ｂ（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ＲｅｌＢ， ＲＥＬＢ） 和原癌基因蛋白 ｃ⁃ｒｅｌ （ ｐｒｏｔｏ⁃

ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｃ⁃ｒｅｌ，ｃ⁃ＲＥＬ）。 由于共享保守 Ｒｅｌ
同源结构域（Ｒｅｌ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｄｏｍａｉｎ， ＲＨＤ），任意 ２ 个

成员都可以形成同源或异源二聚体入核调控目标

基因表达［１２－１３］。 根据激活方式的不同，可将 ＮＦ⁃κＢ
通路分为经典与非经典两种途径［１４］。 经典途径中，
ＮＦ⁃κＢ 二聚体（通常由 ｐ５０ 与 ｐ６５ 组成）与 ＮＦ⁃κＢ
抑制蛋白（Ⅰ⁃ｋａｐｐａ Ｂ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ⅠκＢ）形成无活性三

聚体，在胞内外因素刺激下（包括 ＴＮＦ 超家族蛋白、
白介素等炎性因子），ⅠκＢ 激酶复合物（Ⅰ⁃ｋａｐｐａ Ｂ
ｋｉｎａｓｅ，ⅠＫＫ）被激活，磷酸化ⅠκＢ 蛋白并使其降

解，释放 ＮＦ⁃κＢ ｐ５０ ／ ｐ６５ 二聚体。 活化的 ＮＦ⁃κＢ
ｐ５０ ／ ｐ６５ 二聚体可与其他转录因子组合或单独入核

调控目的 ＤＮＡ 片段转录为 ｍＲＮＡ，促进蛋白翻译。
而非经典途径中是通过激活 ＮＦ⁃κＢ 诱导激酶（Ｎｉｋ
ｒｅｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ，ＮＩＫ），磷酸化ⅠＫＫα 复合体，进而将

ＮＦ⁃κＢ ｐ１００ 磷酸化降解为 ＮＦ⁃κＢ ｐ５２，形成有活性

的 ＮＦ⁃κＢ ｐ５２ ／ ＲＥＬＢ 二聚体，入核促进目的基因的

转录及蛋白合成，见图 １。 ＮＦ⁃κＢ 具有广泛的生物

活性，参与多种疾病的生理病理机制［１１，１５］。

２　 ＮＦ⁃κＢ 信号与 ＶＭＣ
炎症反应是 ＶＭＣ 中的一把双刃剑，虽有利于病

毒的清除和组织修复，但过度的炎症反应可损害心

肌，造成心功能障碍。 现有证据表明，早期 ＶＭＣ 病

理变化主要是病毒直接诱导的心肌细胞损伤，而晚

期则是病毒激活免疫应答后导致的间接炎症损

伤［１６－１７］。 因此，促炎和抗炎之间的平衡对 ＶＭＣ 的

预后起决定性作用。 研究表明，ＮＦ⁃κＢ 通路的激活

可诱导 ＶＭＣ 小鼠为炎性扩张型心肌病 （ ｄｉｌａｔｅｄ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）表型［１８－１９］。
２􀆰 １　 ＮＦ⁃κＢ 信号与心肌细胞炎症反应

ｔｏｌｌ 样受体（ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｇｏｎｉｓｔ，ＴＬＲ）是一

种识别危险信号的细胞传感器，ＴＬＲ３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８
和 ＴＬＲ９ 位于内膜上，专门检测胞内病原体相关分

子 模 式 （ ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ，
ＰＡＭＰ） 与危险相关分子模式 （ ｄａｎｇｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ，ＤＡＭＰ）等分子。 ＣＶＢ３ 遗传物质

为单 链 ＲＮＡ， 其 复 制 过 程 中 产 生 的 双 链 ＲＮＡ
（ｄｓＲＮＡ）中间体是一种典型 ＰＡＭＰ，可被 ＴＬＲ３ 捕

捉识别［２０－２２］。 ＴＬＲ３ 能够通过激活含 ｔｉｒ 结构域的

适配器诱导干扰素⁃β（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃β，ＴＲＩＦ）、肿瘤坏死

因子受体相关因子 ６（ＴＮＦ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ
６，ＴＲＡＦ６）及白介素⁃１ 受体相关激酶 １（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１

６４４１
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注：在经典 ＮＦ⁃κＢ 通路中，配体与受体结合后激活ⅠＫＫ，磷酸化ⅠκＢ 蛋白并使其降解，释放 ＮＦ⁃κＢ ｐ５０ ／ ｐ６５ 二聚体

入核调控目的基因；在非经典 ＮＦ⁃κＢ 通路中，ＮＩＫ 被激活，磷酸化ⅠＫＫα 复合体，将 ＮＦ⁃κＢ ｐ１００ 降解为 ＮＦ⁃κＢ ｐ５２，
形成活性二聚体，入核调控目的基因．

图 １　 经典与非经典 ＮＦ⁃κＢ 信号通路（由 Ｆｉｇｄｒａｗ 绘制）
Ｎｏｔｅ． Ｉｎ ｔｈｅ ｃａｎｏｎｉｃａｌ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ， ａｆｔｅｒ ｌｉｇａｎｄｓ ｂｉｎｄ ｔｏ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＩＫＫ ｉｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ， ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＩκＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ｃａｕｓｉｎｇ ｉｔｓ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ， ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ＮＦ⁃κＢ ｐ５０ ／ ｐ６５ ｄｉｍｅｒ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ． Ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｎ⁃ｃａｎｏｎｉｃａｌ
ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ， ＮＩＫ ｉｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ， ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＩＫＫα ｃｏｍｐｌｅｘ， ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ＮＦ⁃κＢ ｐ１００ ｉｎｔｏ ＮＦ⁃κＢ ｐ５２， ｆｏｒｍｉｎｇ ａｎ
ａｃｔｉｖｅ ｄｉｍｅｒ ｔｈａｔ ｅｎｔｅｒｓ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｃａｎｏｎｉｃａｌ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ（Ｄｒａｗｎ ｂｙ Ｆｉｇｄｒａｗ）

ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ １，ＩＲＡＫ１）激活 ＮＦ⁃κＢ 信

号，从而增加促炎细胞因子、酶、粘附分子的表

达［２３－２４］。 叉头盒转录因子 １（ ｆｏｘＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＦｏｘＯ１）
和 ＴＬＲ４ 在 ＶＭＣ 小鼠心肌中表达增加，过表达

ＦｏｘＯ１ 可升高 ＴＬＲ４ 与 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋

白 的 表 达， 心 肌 组 织 乳 酸 脱 氢 酶 （ ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＬＤＨ）、 肌酸激酶同工酶 （ ｃｒｅａｔｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ ＭＢ ｆｏｒｍ，ＣＫ⁃ＭＢ） 与炎症因子肿瘤坏死因

子⁃α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α）、 白 介 素 ６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）和 ＩＬ⁃１β 相应提高，由此导致心

肌组织炎性损害加剧，凋亡率增加。 而沉默 ＴＬＲ４
能逆转 ＦｏｘＯ１ 的上述“恶化”作用［２５］。 表明 ＦｏｘＯ１
通过上调 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号，加剧 ＶＭＣ 的心肌细胞

凋亡与炎症损害。
钙 ／钙调蛋白 依 赖 性 蛋 白 激 酶 Ⅱ （ ｃａｌｃｉｕｍ⁃

ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｔｙｐｅ ２，ＣａＭＫⅡ）
是一种丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶，广泛表达于各种

组织中，在氧化应激损伤及细胞凋亡中起到重要作

用，敲除 ＣａＭＫⅡ可抑制内质网应激途径诱导的细

胞凋亡［２６－２８］。 ＣａＭＫⅡ在心脏中主要表达 ＣａＭＫⅡδ
亚型，在 ＶＭＣ 动物与细胞模型中均显著上调，沉默

ＣａＭＫⅡδ 可缓解炎症损伤减少心肌细胞凋亡［２９］。
经 ＣＯ⁃ＩＰ 验证发现，ＣａＭＫⅡδ 通过与 ｔｏｌｌ 样受体家

族成 员 ＴＯＬＬ ／白 介 素⁃１ 受 体 相 关 蛋 白 （ ｔｏｌｌ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｄａｐｔｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＩＲＡＰ）直接结合，增强了 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信

号转导，进而加剧 ＣＶＢ３ 诱导的炎性损伤［２９］。 另

外，胰岛素生长因子 ２ ｍＲＮＡ 结合蛋白（ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ２ ｍｒｎａ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２， ＩＧＦ２ＢＰ２）是

Ｎ６⁃腺苷酸甲基化（ｍ６Ａ）修饰（真核生物 ＲＮＡ 修饰

形式之一） 阅读蛋白［３０］，可识别经 ｍ６Ａ 修饰的

ＣａＭＫⅡδ ｍＲＮＡ 以增强 ＣａＭＫⅡδ 稳定性，有利于

增强其活性。 但是，ＣａＭＫⅡ的其他亚型（如 ＣａＭＫ
Ⅱγ）是否在 ＶＭＣ 中也展现类似机制仍不清楚［３１］。

信号 转 导 子 与 转 录 激 活 子 ３ （ ＳＴＡＴ３
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ，ＳＴＡＴ３）是一种急性反应性因子，
在多个器官中表达，参与多种信号级联通路，能调

控数百个基因表达，参与细胞生长、凋亡、癌变等多

７４４１
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种生命活动［３２］。 就 ＣＶＢ３ 感染 ＳＴＡＴ３ 特异性敲除

（ＳＴＡＴ３ｃＫＯ）小鼠实验研究显示，ＮＦ⁃κＢ 通路相关

炎症因子（ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１７）显著升高，但
抗炎因子白介素⁃１０（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１０，ＩＬ⁃１０）与转化生

长因子⁃β （ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＴＧＦ⁃β） 下降，提示

ＳＴＡＴ３ 通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路和促进抗炎通路

减轻 ＶＭＣ 炎性损害，保护心肌细胞［３３］。
Ｃ１ｑ ／ ＴＮＦ 相关蛋白 ９（Ｃ１ｑ⁃ＴＮＦ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃

９，ＣＴＲＰ９）属于 ＣＴＲＰ 超家族成员，是一种脂肪因

子，其球形结构域（活性区）与脂联素（ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ，
ＡＰＮ）具有高同源性，参与调节多种心血管疾病病

理过程［３４－３５］。 研究发现，ＣＴＲＰ９ 在 ＶＭＣ 患儿外周

血中表达降低，ＣＶＢ３ 感染的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞中同样

呈现低表达［３６］。 过表达 ＣＴＲＰ９ 可减轻 ＣＶＢ３ 感染

后 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞的炎症、凋亡与纤维化，但同时过

表达凝血酶敏感蛋白 １（ ｔｈｂｓ１ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＨＢＳ１）时上

述保护作用被逆转， ＣＯ⁃ＩＰ 测定显示 ＣＴＲＰ９ 与

ＴＨＢＳ１ 存在相互作用。 与其他疾病中的调节机制

一致［３７－３８］，即 ＣＴＲＰ９ 通过抑制 ＴＨＢＳ１ 阻断 ＮＦ⁃κＢ
与 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ 通路［３６］。

微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）是一组短链非

编码 ＲＮＡ，可通过结合靶 ｍＲＮＡ 的 ３’非翻译区（３’
ＵＴＲ）、５’非翻译区（５’ＵＴＲ）与编码区进行基因转

录后调控，进而在免疫反应、细胞发育及细胞凋亡

等多个生物过程中发挥重要作用［３９－４２］。 最近研究

表明，ｍｉＲＮＡｓ 在 ＶＭＣ 中可通过调控 ＴＬＲｓ ／ ＮＦ⁃κＢ
信号通路发挥抗炎作用。 ｍｉＲＮＡ⁃１４６ａ（ｍｉＲ⁃１４６ａ）
含量在 ＣＶＢ３ 感染的原代心肌细胞中显著升高，在
ＣＶＢ３ 感染的 Ｈｅｌａ 细胞中，ｍｉＲ⁃１４６ａ 靶向 ＴＬＲ３ 与

ＴＲＡＦ６，抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，减少了促炎因子的

表达［４３］。 这意味着 ｍｉＲ⁃１４６ａ 通过 ＴＬＲ３ ／ ＮＦ⁃κＢ 调

节 回 路， 抑 制 炎 症 反 应。 在 脂 多 糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞损伤

模型中，ｍｉＲ⁃１６ 与 ｍｉＲ⁃２７ 表达均明显降低，而上调

ｍｉＲ⁃１６［４４］ 或 ｍｉＲ⁃２７［４５］ 可减少细胞凋亡并促进增

殖，机制验证显示 ｍｉＲ⁃１６ 与 ｍｉＲ⁃２７ 均可抑制 ＮＦ⁃
κＢ 信号通路相关蛋白（ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 与

ⅠκＢα ／ ｐ⁃ⅠκＢα）表达。 另外，基因分析预测显示

ＣＤ４０ 为 ｍｉＲ⁃１６ 靶基因。 在 ＣＶＢ３ 感染 Ｈ９ｃ２ 心肌

细胞中，下调 ｍｉＲ⁃２１７ 或 ｍｉＲ⁃５４３ 可降低 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃
１β 及丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）水平，增加超

氧化物歧化酶 （ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ） 活性，
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 成 功 预 测 了 沉 默 信 息 调 节 因 子 １

（ｓｉｒｔｕｉｎ１，ＳＩＲＴ１） 的 ３’ 非翻译区与 ｍｉＲ⁃２１７、ｍｉＲ⁃
５４３ 的结合位点［４６］，而敲除 ＳＩＲＴ１ 可逆转 ｍｉＲ⁃２１７、
ｍｉＲ⁃５４３ 下调后的心脏保护作用。 并且，ＣＶＢ３ 感染

不仅降低了 Ｈ９Ｃ２ 细胞的 ＳＩＲＴ１ 蛋白与 ｍＲＮＡ 表

达，也降低了磷酸化腺苷酸活化蛋白激酶 α （ ｐ⁃
ＡＭＰ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ α，ｐ⁃ＡＭＰＫ⁃α）水平和

ｐ⁃ＡＭＰＫ⁃α ／ ＡＭＰＫ⁃α 的比值，提高了 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
水平和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 比值，上述改变同

样可因 ｍｉＲ⁃２１７ 或 ｍｉＲ⁃５４３ 的下调逆转。 因此，
ｍｉＲ⁃２１７、ｍｉＲ⁃５４３ 通过靶向 ＳＩＲＴ１ ／ ＮＦ⁃κＢ 与 ＡＭＰＫ
信号通路改善 ＶＭＣ 氧化应激及炎症反应。

长 链 非 编 码 ＲＮＡ （ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ，
ｌｎｃＲＮＡｓ）参与了细胞发育、分化与增殖、炎症、凋亡

等多种生理病理过程［４７－４８］。 近年的研究显示，多个

ｌｎｃＲＮＡｓ 在 ＶＭＣ 中异常表达，通过调控炎症反应、
细胞凋亡、巨噬细胞极化等途径抑制或推动 ＶＭＣ 的

发展［４９－５０］。 ＸＵＥ 等［５１］ 实验发现， ｌｎｃＧＢＰ９ 在急性

ＶＭＣ 小鼠心肌组织 中 呈 现 异 常 高 表 达， 敲 除

ｌｎｃＧＢＰ９ 可改善 ＶＭＣ 小鼠心功能、缓解心肌组织炎

症、抗心肌细胞凋亡，抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋

白（ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 与 ＩκＢα ／ ｐ⁃ＩκＢα） 表

达，减少促炎因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 的产生。 故

推测 ｌｎｃＧＢＰ９ 敲低可抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，发挥抗

炎、抗细胞凋亡作用，有望成为新的治疗靶点。 ＣＡＯ
等［５２］研究得出，在 ＣＶＢ３ 诱导的原代心肌细胞中，
ｌｎｃＲＮＡｓ ＨＩＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 表达明显升高。 沉默 ｌｎｃＲＮＡｓ
ＨＩＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 后 可 改 善 细 胞 凋 亡， 减 少 活 性 氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）生成，显著降低促炎

因子含量，并可抑制ⅠκＢα 磷酸化和 ＮＦ⁃κＢ 活性，
而 ｍｉＲ⁃１３８ 模拟物逆转了上述作用。 由此可得，
ｌｎｃＲＮＡｓ ＨＩＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 靶向 ｍｉＲ⁃１３８ 激活 ＮＦ⁃κＢ 信号

通路，加重 ＶＭＣ 炎症损伤，见图 ２。
综上所述，ＮＦ⁃κＢ 信号通路在 ＶＭＣ 中抑制与激

活途径多样，非编码 ＲＮＡ（ ｌｎｃＲＮＡｓ 与 ｍｉＲＮＡｓ）及

大量细胞因子均参与 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的调控，以精

确控制 ＶＭＣ 时的心肌细胞内的炎症反应程度。
２􀆰 ２　 ＮＦ⁃κＢ 信号与非心肌细胞炎症反应

普遍认为，心肌细胞内炎症反应是 ＶＭＣ 心功能

障碍的主要原因，但当前研究发现，免疫细胞与血

管内皮细胞等非心肌细胞的炎症反应也与 ＶＭＣ 中

的心肌损伤和心功能障碍紧密相关［５３］。 Ｄｐｅｐ２ 是

膜结合二肽酶家族（ｄｉｐｅｐｔｉｄａｓｅ，Ｄｐｅｐ）成员，参与调

控炎性疾病及免疫反应，ＶＭＣ 时在浸润心肌的巨噬
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注：在 ＶＭＣ 病理状态下，心肌细胞内 ＴＬＲ３ 通过激活 ＴＲＩＦ、ＴＲＡＦ６ 及 ＩＲＡＫ１ 激活 ＮＦ⁃κＢ；ＦｏｘＯ１ 上调 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号；ＣａＭＫⅡδ 直接结

合 ＴＩＲＡＰ 激活 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路，ＩＧＦ２ＢＰ２ 可识别经 ｍ６Ａ 修饰的 ＣａＭＫⅡδ ｍＲＮＡ 以增强 ＣａＭＫⅡδ 稳定性；ＳＴＡＴ３ 抑制 ＮＦ⁃κＢ 通路、激
活 ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃１０，抑制炎症反应；ＣＴＲＰ９ 通过抑制 ＴＨＢＳ１ 阻断 ＮＦ⁃κＢ 与 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ 通路；ｍｉＲ⁃１４６ａ 靶向 ＴＬＲ３ 与 ＴＲＡＦ６，抑制 ＮＦ⁃
κＢ；ｍｉＲ⁃１６ 与 ｍｉＲ⁃２７ 均可抑制 ＮＦ⁃κＢ；ｍｉＲ⁃２１７ 与 ｍｉＲ⁃５４３ 均可靶向 ＳＩＲＴ１，抑制 ＮＦ⁃κＢ，激活 ＡＭＰＫ、ＭＤＡ、ＳＯＤ；ＳＴＡＴ３ 抑制 ＮＦ⁃κＢ；ＮＦ⁃
κＢ 促进 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７ 的表达促进炎症反应。

图 ２　 以 ＮＦ⁃κＢ 信号为中心的心肌细胞炎症反应分子机制（由 Ｆｉｇｄｒａｗ 绘制）
Ｎｏｔｅ． Ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｔｅ ｏｆ ＶＭＣ， ｗｉｔｈｉｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ， ＴＬＲ３ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ＮＦ⁃κＢ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＴＲＩＦ， ＴＲＡＦ６ ａｎｄ ＩＲＡＫ１． ＦｏｘＯ１ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓ

ｔｈｅ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌ． ＣａＭＫⅡδ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｂｉｎｄｓ ｔｏ ＴＩＲＡＰ ｔｏ ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ＩＧＦ２ＢＰ２ ｃａｎ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅ ｍ６Ａ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ＣａＭＫⅡδ ｍＲＮＡ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＣａＭＫⅡδ． ＳＴＡＴ３ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ， ａｃｔｉｖａｔｅｓ ＴＧＦ⁃β ａｎｄ ＩＬ⁃１０， ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ． ＣＴＲＰ９ ｂｌｏｃｋｓ ｔｈｅ ＮＦ⁃κＢ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｐａｔｈｗａｙｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＨＢＳ１． ｍｉＲ⁃１４６ａ ｔａｒｇｅｔｓ ＴＬＲ３ ａｎｄ ＴＲＡＦ６ ｔｏ
ｉｎｈｉｂｉｔ ＮＦ⁃κＢ． ｍｉＲ⁃１６ ａｎｄ ｍｉＲ⁃２７ ｃａｎ ｂｏｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔ ＮＦ⁃κＢ． ｍｉＲ⁃２１７ ａｎｄ ｍｉＲ⁃５４３ ｃａｎ ｂｏｔｈ ｔａｒｇｅｔ ＳＩＲＴ１， ｉｎｈｉｂｉｔ ＮＦ⁃κＢ， ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅ ＡＭＰＫ，
ＭＤＡ ａｎｄ ＳＯＤ． ＳＴＡＴ３ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＮＦ⁃κＢ． ＮＦ⁃κＢ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃１７ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｃｅｎｔｅｒｅｄ ｏｎ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ（Ｄｒａｗｎ ｂｙ Ｆｉｇｄｒａｗ）

细胞中呈现高表达［５４－５５］。 ＹＡＮＧ 等［５５］研究显示，特
异性敲除小鼠巨噬细胞 Ｄｐｅｐ２ 可加重 ＣＶＢ３ 感染后

的心肌炎症反应，并且，与对照组相比 Ｄｐｅｐ２ 缺失

小鼠的心肌组织中 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ⅠＫＫ、Ⅰ κＢ 显著

激活，提示 Ｄｐｅｐ２ 通过调节 ＮＦ⁃κＢ 信号通路抑制巨

噬细胞炎症反应。
脾 ＣＤ４＋ Ｔ（Ｔｈ）细胞的分化异常在 ＶＭＣ 的发病

机制 中 起 重 要 作 用， 且 激 活 胆 碱 能 抗 炎 途 径

（ｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｔｈｗａｙ，ＣＡＰ）可减轻

炎症反应，右颈迷走神经切除术（ ｔｒｕｎｃａｌ ｖａｇｏｔｏｍｙ，
Ｖａｇ）则通过抑制 ＣＡＰ 加剧炎症反应［５６－５７］。 进一步

研究发现，ＶＭＣ 小鼠进行右颈迷走神经切断术能够

调节 Ｔｈ 细胞分化（增加 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ１７ 细胞占比、降低

Ｔｈ２ ／ Ｔｒｅｇ 细胞占比），体外实验采用 α７ 烟碱乙酰胆

碱 受 体 （ ａｌｐｈａ７ ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，

α７ｎＡＣｈＲ）拮抗剂 ＭＬＡ 代替 Ｖａｇ 可得到相同结

果［５８］。 体内外机制验证均显示，迷走神经阻断（Ｖａｇ
或 ＭＬＡ） 可抑制 ＶＭＣ 状态下 Ｊａｎｕｓ 激酶 ２ （ ｊａｎｕｓ
ｋｉｎａｓｅ ２，ＪＡＫ２） 和 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化并增强 ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ 和Ⅰ κＢ 的磷酸化，采用 α７ｎＡＣｈＲ 激活剂 Ｐｎｕ
２８２９８７ 处理可逆转上述效应。 其中 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号

在细胞增殖、分化、迁移和凋亡中的关键作用，而
ＮＦ⁃κＢ 信号可促进免疫细胞活化及炎性因子的释

放［５８］。 因此，迷走神经通过 ＣＡＰ 介导的 Ｔｈ 细胞分

化在早期 ＶＭＣ 中起到关键抗炎作用，其具体机制与

激活 ＪＡＫ２⁃ＳＴＡＴ３ 和抑制 ＮＦ⁃κＢ 通路有关。
循环中性粒细胞可控制 ＣＶＢ３ 病毒复制，对延

缓 ＶＭＣ 病情进展起到至关重要的作用。 然而，中性

粒细胞也可向外释放中性粒细胞胞外诱捕网

（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ），加剧心肌组织
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炎症损害［５９］。 白介素⁃３７（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃３７ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＬ⁃
３７）是 ＩＬ⁃１ 家族成员，可作为免疫反应中的天然保

护剂。 生理情况下，ＩＬ⁃３７ 在体内低表达，在炎症状

态下其表达量上调，并降低促炎因子水平［６０］。 研究

发现，ＩＬ⁃３７ 与 ＮＦ⁃κＢ 抑制剂（ＢＡＹ１１⁃７０８２）均可减

少 ＮＥＴｓ 的形成，缓解 ＶＭＣ 早期炎症损伤，并且 ＩＬ⁃
３７ 抑制了 ＮＦ⁃κＢ ／ Ⅰ κＢα 蛋白活化，这意味着 ＩＬ⁃３７
通过阻断 ＮＦ⁃κＢ 信号通路抑制 ＮＥＴｓ 的形成［６１］。

注：ＶＭＣ 病理状态下，迷走神经切断术可调控 Ｔｈ 细胞分化（增加 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ１７ 细胞、减少 Ｔｈ２ ／ Ｔｒｅｇ 细胞），激活 ＮＦ⁃κＢ，促进炎症反应；在中性

粒细胞中，ＩＬ⁃３７ 通过阻断 ＮＦ⁃κＢ 抑制 ＮＥＴｓ 形成；在 ＣＭＥＣｓ 中，ｍｉＲ⁃９３ 负靶向 ＳＰＰ１ 抑制 ＮＦ⁃κＢ，减轻 ＣＭＥＣｓ 炎性损害；在巨噬细胞中，
Ｄｐｅｐ２ 可抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号。

图 ３　 以 ＮＦ⁃κＢ 信号为中心的非心肌细胞炎症反应分子机制（由 Ｆｉｇｄｒａｗ 绘制）
Ｎｏｔｅ． Ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｔｅ ｏｆ ＶＭＣ， ｖａｇｏｔｏｍｙ ｃａｎ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ ｃｅｌｌｓ （ ｉｎｃｒｅａｓｅ Ｔｈ１ ／ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ Ｔｈ２ ／ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ），
ａｃｔｉｖａｔｅ ＮＦ⁃κＢ， ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ． Ｉｎ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ， ＩＬ⁃３７ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＥＴｓ ｂｙ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ＮＦ⁃κＢ． Ｉｎ ＣＭＥＣｓ， ｍｉＲ⁃
９３ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｔａｒｇｅｔｓ ＳＰＰ１ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ＮＦ⁃κＢ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ＣＭＥＣｓ． Ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， Ｄｐｅｐ２ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｃｅｎｔｅｒｅｄ ｏｎ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ（Ｄｒａｗｎ ｂｙ Ｆｉｇｄｒａｗ）

有证据表明，ｍｉＲ⁃９３ 具有促进血管生成与增强

内皮细胞活性的作用，而心脏微血管内皮细胞

（ｃａｒｄｉａｃ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＣＭＥＣｓ）在心

脏微血管生成中起关键作用，失活 ＮＦ⁃κＢ 信号可抑

制 ＣＭＥＣｓ 凋 亡。 分 泌 型 磷 蛋 白 １ （ ｓｅｃｒｅｔｅｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ １， ＳＰＰ１） 是 ｍｉＲ⁃９３ 靶基因， 上调

ｍｉＲ⁃９３ 不仅 可 降 低 ＳＰＰ１、 血 管 内 皮 生 长 因 子

（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦＡ） 蛋白及

ｍＲＮＡ 表达，同时可下调 ＮＦ⁃κＢ 通路相关蛋白，并
减少炎症因子分泌［６２］。 由此可知，ｍｉＲ⁃９３ 通过负

靶向 ＳＰＰ１ 抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，减轻 ＣＭＥＣｓ 炎性

损害，见图 ３。
综上，ＮＦ⁃κＢ 信号通路在 ＶＭＣ 中介导巨噬细

胞、脾 Ｔｈ 细胞、中性粒细胞及血管内皮细胞的相关

炎症反应，调控 ＶＭＣ 病理进展。
２􀆰 ３　 ＮＦ⁃κＢ 信号与心肌细胞焦亡

细胞焦亡是一种以炎症小体激活为特征的调

节性细胞死亡方式，在免疫应答与炎症反应中发挥

重要作用，为 ＶＭＣ 心肌细胞死亡的主要途径之

一［６３］。 焦 亡 可 分 为 半 胱 天 冬 酶 家 族 蛋 白

（Ｃａｓｐａｓｅｓ）⁃１ 依赖的经典途径与 Ｃａｓｐａｓｅｓ⁃４、５、１１
依赖的非经典途径，其过程均与炎症小体的激活密

切相关， ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３
（ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，
ＮＬＲＰ３）是目前研究最充分的炎症小体。 ＷＡＮＧ
等［６４］首次报道，ＮＬＲＰ３ 炎症小体参与了 ＣＶＢ３ 感染

诱导的细胞焦亡，而抑制焦亡则能够减轻 ＶＭＣ 小鼠

的心肌炎症损害、改善心功能［６４－６６］。
内源性和外源性 ＩＬ⁃３７ 均被证实可通过抑制炎

症介质的产生改善炎症、调节免疫紊乱［６７］。 ＩＬ⁃３７
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可显著减弱 ＶＭＣ 心肌组织中 ＮＬＲＰ３ 炎症小体

（ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１）的激活及焦亡效应蛋白消

皮素 Ｄ（Ｇｓｄｍｄ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＳＤＭＤ）的上调，并可减少

ＮＦ⁃κＢ 信号的活化，进一步增强 ＩＬ⁃３７ 与 ＩＬ⁃１Ｒ８ 的

相互作用［６８］，由此显著改善了模型小鼠心肌组织的

炎性 细 胞 浸 润 和 胶 原 组 织 沉 积。 ＣＶＢ３ 感 染

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠和 ＨＬ⁃１ 心肌细胞的实验显示，ＭＧ５３
蛋白通过抑制ⅠκＢα 与 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的磷酸化阻断

ＮＦ⁃κＢ 信号通路，进而负调控 ＮＬＲＰ３ 炎症小体，最
终起到减轻 ＶＭＣ 心肌细胞焦亡，缓解炎症反应的作

用［６９］。

注：在 ＶＭＣ 病理状态下，ＭＧ５３ 抑制 ＮＦ⁃κＢ，进而负调控 ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＧＳＤＭＤ 通路，抑制细胞焦亡，焦亡与炎症反应可相互促进；
ＮＦ⁃κＢ 磷酸化抑制 ＩＲＳ１，损害胰岛素信号，导致胰岛素抵抗；ＰＥＴＮ 可促进胰岛素抵抗；ＮＦ⁃κＢ 抑制 ＰＧＣ⁃１α ／ ＰＰＡＲα 通路，影响能量代

谢；ＲＯＳ 的累积促进 Ｎｒｆ２ 从 Ｎｒｆ２ ／ Ｋｅａｐ１ 复合体中降解活化，进而抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号；ＮＦ⁃κＢ 信号与氧化应激反应可相互促进；ＮＦ⁃κＢ 信

号可促进 ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１８、ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β 转化为 ＩＬ⁃１８、ＩＬ⁃１β，扩大炎症反应。

图 ４　 ＮＦ⁃κＢ 信号与细胞焦亡、能量代谢、胰岛素抵抗和氧化应激（由 Ｆｉｇｄｒａｗ 绘制）
Ｎｏｔｅ． Ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｔｅ ｏｆ ＶＭＣ， ＭＧ５３ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＮＦ⁃κＢ ａｎｄ ｔｈｅｒｅｂｙ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＧＳＤＭＤ ｐａｔｈｗａｙ，
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ， ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃａｎ ｍｕｔｕａｌｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｅａｃｈ ｏｔｈｅｒ． Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＩＲＳ１， ｉｍｐａｉｒｓ
ｔｈｅ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｉｇｎａｌ， ａｎｄ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ． ＰＥＴＮ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ． ＮＦ⁃κＢ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ＰＧＣ⁃１α ／ ＰＰＡＲα ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ
ａｆｆｅｃｔｓ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ． Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＯＳ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ／ Ｋｅａｐ１ ｃｏｍｐｌｅｘ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ｔｈｅ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌ． ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃａｎ ｍｕｔｕａｌｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｅａｃｈ ｏｔｈｅｒ． ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏ⁃
ＩＬ⁃１８ ａｎｄ ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β ｔｏ ＩＬ⁃１８ ａｎｄ ＩＬ⁃１β， ｅｘｐａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ， ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ（Ｄｒａｗｎ ｂｙ Ｆｉｇｄｒａｗ）

由上可得，ＮＦ⁃κＢ 信号通路参与调节 ＶＭＣ 中心

肌细胞焦亡，见图 ４。
２􀆰 ４　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路与胰岛素抵抗

特异性过表达心肌Ⅰ ＫＫβ 的小鼠模型（ＫＡ 小

鼠）心室壁明显扩张变薄，心功能障碍（炎性 ＤＣＭ

表型）。 同时，活化的Ⅰ ＫＫβ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路可磷酸化

抑制胰岛素受体底物 １ （ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ，
ＩＲＳ１），从而损害胰岛素信号转导，表现出显著的胰

岛素抵抗（ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＲ） ［７０］，敲除胰岛素信

号的负调节因子磷酸酯酶与张力蛋白同源物

（ｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＰＥＴＮ） ［７１］后

可部分逆转 ＫＡ 小鼠的上述炎性 ＤＣＭ 样改变，提示

Ⅰ ＫＫβ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路介导的胰岛素信号受损与

炎性心功能障碍密切相关。
２􀆰 ５　 ＮＦ⁃κＢ 信号与线粒体能量代谢

为探究 ＶＭＣ 中是否存在能量代谢的改变，对
ＶＭＣ 患者及小鼠模型的心肌组织进行转录组学分

析发现，多种线粒体蛋白的表达与活性显著下降，
这表明 ＶＭＣ 时心脏处于“能量饥饿”状态［１９］。 后

续的机制验证显示，ＶＭＣ 时能量代谢的失调可能由

ＮＦ⁃κＢ 信号通路的激活及过氧化物酶体增殖受体 γ

１５４１
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辅 激 活 因 子 （ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ⁃ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｇａｍｍａ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃１，ＰＧＣ⁃１）核受体网络的

抑制有关［１９］。
２􀆰 ６　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路与氧化应激

ＶＭＣ 状态下会产生大量 ＲＯＳ、超氧阴离子及过

氧化氢，ＲＯＳ 是杀死病原体的效应物，也可介导应

激反应，与免疫反应密切相关。 同时，抗氧化系统

的抑制可损害组织并加剧炎症。 因此，持续的氧化

应激反应可能是导致 ＶＭＣ 心脏重塑的机制之一。
虽然氧化应激被认为是心肌炎有希望的治疗靶点

之一，但抗氧化治疗心肌炎的证据尚不充分。 当前

的抗氧化治疗策略包括抑制 ＲＯＳ 的产生、激活抗氧

化酶等。 ＲＯＳ 主要由线粒体呼吸链反应、ＮＡＤＰＨ
氧化酶、环氧合酶和黄嘌呤氧化酶等途径产生。 据

报道，ＮＦ⁃κＢ 与核因子 Ｅ２ 相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２，Ｎｒｆ２）、Ｋｅｌｃｈ 样 ＥＣＨ 关联

蛋白 １（Ｋｅｌｃｈ⁃ｌｉｋｅ ＥＣＨ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １，Ｋｅａｐ１）
等信号通路也介导了 ＶＭＣ 中的氧化应激反应［７２］。

３　 总结与展望

综上所述，ＮＦ⁃κＢ 信号通路主要介导 ＶＭＣ 中的

炎症反应，其在心肌细胞中抑制与激活途径多样，
多个 ｌｎｃＲＮＡｓ、ｍｉＲＮＡｓ 和大量分子蛋白均参与调控

ＮＦ⁃κＢ 信号通路的“激活程度”。 同时，ＮＦ⁃κＢ 信号

通路也可在 ＶＭＣ 状态下介导巨噬细胞、脾 Ｔｈ 细胞、
中性粒细胞、血管内皮细胞等非心肌细胞的相关炎

症反应。 并且，ＮＦ⁃κＢ 信号通路也可调控 ＶＭＣ 中的

细胞焦亡、能量代谢、氧化应激及胰岛素抵抗。
ＮＦ⁃κＢ 信号通路分子机制庞杂，其在 ＶＭＣ 中的

调控作用仍未完全明确。 ＮＦ⁃κＢ 信号通路过度激活

将造成严重的心肌损害，而 ＮＦ⁃κＢ 信号通路过度抑

制可能不利于病毒的清除，且 ＮＦ⁃κＢ 信号通路可能

具有另外的心脏保护作用［７３－７４］。 因此，以下 ３ 点或

许是未来研究的重点内容：（１）找到 ＮＦ⁃κＢ 信号通

路“适度”激活的平衡点，在维持免疫反应充分清除

病毒的同时避免心肌损害；（２）从“抗氧化应激”“抗
凋亡”“调节能量代谢”等方面探究 ＮＦ⁃κＢ 信号通路

是否具有更多的心脏保护作用；（３）采用更高级、多
样的造模方法，将靶向药物抑制与正反向遗传学技

术手段相结合，从而得出更具说服力的科学证据。
此外，近年来的大量药理学研究显示，沙库巴

曲缬沙坦［７５－７６］、伊维菌素［７７］、瑞舒伐他汀［７８］、绿茶

有 效 成 分 表 没 食 子 儿 茶 素 没 食 子 酸 酯

（ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ ｇａｌｌａｔｅ，ＥＧＣＧ） ［７９］、中药制剂（荆防

颗粒［８０］）及中药有效成分（苦参生物碱与西洋参皂

苷组合［８１］、姜黄素［８２］）等药物均可在 ＶＭＣ 中抑制

ＮＦ⁃κＢ 信号，减轻炎症反应，有进行更深入实验研究

的必要，或具备更长远的临床治疗前景。
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［１２］ 　 ＣＨＥＮＧ Ｗ， ＣＵＩ Ｃ， ＬＩＵ Ｇ， ｅｔ ａｌ． ＮＦ⁃κＢ， Ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ
Ｄｒｕｇｓ Ｔｈｅｒ， ２０２３， ３７（３）： ５７１－５８４．

［１３］ 　 ＡＱＤＡＳ Ｍ， ＳＵＮＧ Ｍ Ｈ． ＮＦ⁃κＢ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｎｇｕａｇｅ ｏｆ
ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２３， ４４（１）： ３２－４３．

［１４］ 　 ＢＡＲＮＡＢＥＩ Ｌ， ＬＡＰＬＡＮＴＩＮＥ Ｅ， ＭＢＯＮＧＯ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ＮＦ⁃κＢ：
ａｔ ｔｈｅ ｂｏｒｄｅｒｓ ｏｆ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ
Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２１， １２： ７１６４６９．

［１５］ 　 ＶＡＬＡＰＥＲＴＩ Ａ． Ｄｒｕｇｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃａｎｏｎｉｃａｌ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ
ｔｒｅａｔ ｖｉｒａｌ ａｎｄ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｐｈａｒｍ Ｄｅｓ，
２０１６， ２２（４）： ４４０－４４９．

［１６］ 　 ＧＡＲＭＡＲＯＵＤＩ Ｆ Ｓ， ＭＡＲＣＨＡＮＴ Ｄ， ＨＥＮＤＲＹ Ｒ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ｂ３ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｆｕｔｕｒｅ

２５４１
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Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１５， １０（４）： ６２９－６５３．
［１７］ 　 ＦＡＩＲＷＥＡＴＨＥＲ Ｄ， ＲＯＳＥ Ｎ Ｒ． Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ

ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ： ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ
ｉｍｍｕｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２００７， ４１（１）： １１８－１２２．

［１８］ 　 ＭＡＩＥＲ Ｈ Ｊ， ＳＣＨＩＰＳ Ｔ Ｇ， ＷＩＥＴＥＬＭＡＮＮ Ａ， ｅｔ ａｌ．
Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ⅰ κＢ ｋｉｎａｓｅ （Ⅰ ＫＫ） ／ ＮＦ⁃κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｉｎｄｕｃｅｓ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ
［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０１２， １０９ （ ２９）： １１７９４
－１１７９９．

［１９］ 　 ＲＥＭＥＬＳ Ａ Ｈ Ｖ， ＤＥＲＫＳ Ｗ Ｊ Ａ， ＣＩＬＬＥＲＯ⁃ＰＡＳＴＯＲ Ｂ， ｅｔ ａｌ．
ＮＦ⁃κＢ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒｅｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｅｄ ｈｅａｒｔ ｉｎ
ａｃｕｔｅ ｖｉｒａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ Ｍｏｌ Ｂａｓｉｓ
Ｄｉｓ， ２０１８， １８６４（８）： ２５７９－２５８９．

［２０］ 　 ＢＬＡＳＩＵＳ Ａ Ｌ， ＢＥＵＴＬＥＲ Ｂ． Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ
［Ｊ］ ． Ｉｍｍｕｎｉｔｙ， ２０１０， ３２（３）： ３０５－３１５．

［２１］ 　 ＳＥＳＴＩ⁃ＣＯＳＴＡ Ｒ， ＦＲＡＮÇＯＺＯ Ｍ Ｃ Ｓ， ＳＩＬＶＡ Ｇ Ｋ， ｅｔ ａｌ．
ＴＬＲ３ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ｂ３
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｄｒｉｖｉｎｇ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ： Ｔｈｅ
ｒｏｌｅ ｏｆ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１７， １２
（１０）： ｅ０１８５８１９．

［２２］ 　 ＦＩＴＺＧＥＲＡＬＤ Ｋ Ａ， ＫＡＧＡＮ Ｊ Ｃ． Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０２０， １８０（６）： １０４４－１０６６．

［２３］ 　 ＴＡＢＡＴＡＢＡＥＩ Ｆ Ｓ， ＳＨＡＦＥＧＨＡＴ Ｍ， ＡＺＩＭＩ Ａ， ｅｔ ａｌ．
Ｅｎｄｏｓｏｍａｌ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｍｐａｃｔｓ ｏｆ
ｖｉｒａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ， ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｍｍｕｎｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｅｍ ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ Ｃｌｉｎ
Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２４， ２０： １－１３．

［２４］ 　 ＦＵＫＵＳＨＩＭＡ Ｙ， ＯＫＡＭＯＴＯ Ｍ， ＩＳＨＩＫＡＷＡ Ｋ， ｅｔ ａｌ．
Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ３ ａｎｄ ｉｔｓ ａｄａｐｔｏｒ ＴＩＣＡＭ⁃１ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｍｉＲ⁃２１
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｒｅｌｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ．
Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１８， ５００（３）： ７４４－７５０．

［２５］ 　 ＴＡＯ Ｄ Ｄ， ＬＩ Ｙ， ＴＩＡＮ Ｘ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦｏｘＯ１ ｏｎ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｒａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ ｖｉａ
ｍｏｄｕｌｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｈｅａｒｔ
Ｊ， ２０２３， ６４（４）： ７３２－７４０．

［２６］ 　 ＬＵＯ Ｈ Ｍ， ＷＵ Ｘ， ＬＩＵ Ｗ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ ｇｅｎｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＯＳ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ
ＣａＭＫＩＩ ／ ＣＲＥＢ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ
Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２０， ５２１（２）： ２８５－２８９．

［２７］ 　 ＬＩＭ Ｊ Ｒ， ＬＥＥ Ｈ Ｊ， ＪＵＮＧ Ｙ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｔｈａｎｏｌ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ＣａＭＫＩＩ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｓ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｄｒｐ１⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ ＪＮＫ１⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ＮＬＲＰ３
ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｃｏｍｍｕｎ Ｓｉｇｎａｌ， ２０２０， １８
（１）： １２３．

［２８］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｔ， ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＣＵＩ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＣａＭＫＩＩ ｉｓ ａ ＲＩＰ３
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｍｅｄ， ２０１６， ２２（２）： １７５－１８２．

［２９］ 　 ＸＩＡＯ Ｑ， ＬＩＵ Ｌ， ＱＩＡＮ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ＣａＭＫＩＩδ， ｓｔａｂｉｌｉｚｅｄ ｂｙ ＲＮＡ
Ｎ６⁃ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｒｅａｄｅｒ ＩＧＦ２ＢＰ２， ｂｏｏｓｔｓ ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ｂ３⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ＴＩＲＡＰ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｔｒａｎｓｌ Ｒｅｓ， ２０２４， １７（３）： ５４０－５５３．

［３０］ 　 ＮＯＭＢＥＬＡ Ｐ， ＭＩＧＵＥＬ⁃ＬÓＰＥＺ Ｂ， ＢＬＡＮＣＯ Ｓ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｍ６Ａ， ｍ５Ｃ ａｎｄ Ψ ＲＮＡ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ： Ｎｏｖｅｌ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒ， ２０２１， ２０（１）： １８．

［３１］ 　 ＲＥＹＥＳ ＧＡＩＤＯ Ｏ Ｅ， ＮＫＡＳＨＡＭＡ Ｌ Ｊ， ＳＣＨＯＬＥ Ｋ Ｌ， ｅｔ ａｌ．
ＣａＭＫ Ⅱ ａｓ ａ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ．
Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０２３， ６３： ２４９－２７２．

［３２］ 　 ＫＵＲＤＩ Ｍ， ＺＧＨＥＩＢ Ｃ， ＢＯＯＺ Ｇ Ｗ． Ｒｅｃｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ ｏｎ
ｔｈｅ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＴＡＴ３ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｅａｒｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１８， ９： ３０２９．

［３３］ 　 ＬＩ Ｚ， ＷＡＮＧ Ｃ， ＭＡＯ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ３
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｖｉｒａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｔ
Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２１， ９５： １０７５３４．

［３４］ 　 梁翠， 刘源， 高路， 等． 脂肪因子 ＣＴＲＰ９ 对异丙肾上腺素诱

导小鼠心肌重构的影响 ［Ｊ］ ． 中华医学杂志， ２０１８， ９８（３７）：
３０２５－３０３１．
ＬＩＡＮＧ Ｃ， ＬＩＵ Ｙ， ＧＡＯ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｆａｃｔｏｒ ＣＴＲＰ９
ｏｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｒｅｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ．
Ｎａｔｉｏｎ Ｍｅｄ Ｊ Ｃｈｉｎ， ２０１８， ９８（３７）： ３０２５－３０３１．
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　 　 【摘要】 　 水貂（ｍｉｎｋ）作为一种小型珍贵的毛皮动物，不仅在经济上具有显著价值，还因其独特的生物学特征

和与人类在呼吸系统、免疫反应等方面的相似性，逐渐展现出作为新型实验动物模型的巨大潜力。 本文综述了水

貂作为实验动物模型的应用研究，包括流感病毒动物感染、新型冠状病毒肺炎动物、动物行为、犬瘟热动物、呕吐、
酶消化、睾丸退化及自伤行为模型中的应用。 同时，本文强调了水貂动物福利的重要性，并提出了未来水貂作为实

验动物模型在科学研究中的广阔前景，为后续水貂作为新型实验动物模型的广泛应用提供参考。
【关键词】 　 水貂；实验动物模型；应用研究

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） １１⁃１４５６⁃０７

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｋ ａｓ ａ ｎｅｗ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ
ＨＥ Ｊｉａｌｅｉ１， ＨＥ Ｓｏｎｇ１， ＺＨＡＮＧ Ｑｉｎｇ１， ＺＨＡＮＧ Ｘｉｗｅｎ１， ＺＨＡＮＧ Ｈｅ２， ＹＵＡＮ Ｂａｏ１， ＣＨＥＮ Ｊｉａｎ１，

ＲＥＮ Ｗｅｎｚｈｉ１， ＨＵ Ｊｉｎｐｉｎｇ１∗， ＤＩＮＧ Ｙｕ１∗

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｊｉｌｉｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ １３００６２， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｈａｒｂｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｈａｒｂｉｎ １５００６９， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＤＩＮＧ Ｙｕ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｄｉｎｇｙｕ０３＠ １６３． ｃｏｍ； ＨＵ Ｊｉｎｐｉｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｈｕｊｐ＠ ｊｌｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｍｉｎｋ ａｒｅ ｓｍａｌｌ， ｆｕｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍａｍｍａｌｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｃｏｎｏｍｉｃ ｖａｌｕｅ． Ｔｈｅｙ ｈａｖｅ ａｌｓｏ ｒｅｃｅｎｔｌｙ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｉｍｍｅｎｓｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｓ ｎｏｖｅｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｗｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｕｎｉｑｕｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎｓ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｓｔｅｍｓ， ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ， ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ． Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ
ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙ ｒｅｖｉｅｗｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｍｉｎｋ ａｓ ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ， ｅｎｃｏｍｐａｓｓｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｕｓｅ ａｓ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ＣＯＶＩＤ⁃１９， ａｎｉｍａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ， ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ， ｖｏｍｉｔｉｎｇ， ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ，
ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｓｅｌｆ⁃ｉｎｊｕｒｉｏｕｓ ｂｅｈａｖｉｏｒ． Ｔｈｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ ｉｓ ａｌｓｏ ｅｍｐｈａｓｉｚｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂｒｏａｄ
ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｍｉｎｋ ａｓ ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｒｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ， ｏｆｆｅｒｉｎｇ ｖａｌｕａｂｌｅ ｉｎｓｉｇｈｔｓ
ａｎｄ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｋ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｉｎｋ； ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ａｐｐｌｉｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 实验动物模型是指在实验室条件下，用于模拟

人类或其他生物体的生理、病理过程的动物，在医

学、生物学、药理学等领域的研究中发挥着关键作

用。 这些模型可以是自然存在的，也可以是通过遗

传、手术、药物处理等手段人为制造的。 它们对于

揭示疾病机制、评估药物效果以及开展其他类型的
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实验研究具有重大的价值［１］。 传统的实验动物模

型有啮齿类（如小鼠、大鼠）、果蝇、兔类、犬类和猪

类等［２－３］，随着对水貂研究的深入，科学家们逐渐发

现水貂在呼吸系统、病理损伤、免疫反应、生理和行

为特征等方面与人类存在相似之处，这使得水貂有

潜力成为一种新型的实验动物模型并得以广泛

应用。

１　 水貂的生物学特征

水貂是一种中等体型的食肉动物，其身体细

长、全身披毛、头颈宽粗、耳小而圆、尾巴短而灵活。
它们主要栖息于温带、寒温带地区的河边和湖边，
属于半水生生物，喜欢在夜间活动，以小鱼、虾蟹和

鸟类等小型动物为食。 在野外，水貂的平均寿命为

１􀆰 ５ ～ ２􀆰 ５ 年，而在人工饲养环境下，其寿命可延长

至 １２ ～ １５ 年。 水貂繁殖能力强，通常于春季交配，
可年产两次。

水貂具有极高的经济价值，主要分为黑褐色和

彩色两大类，其中黑褐色为标准品种，而彩色水貂

则是人工培育的多样化品种，颜色种类丰富，包括

本黑、深咖啡、浅咖啡、银蓝、蓝宝石、红眼白、珍珠、
黑十字等。 这些品种不仅丰富了水貂的观赏价值，
也拓宽了其在毛皮工业中的应用范围［４］。 此外，水
貂内脏可制成药品，对风湿性心脏病等疾病有治疗

效果［５］，且貂油含有丰富的不饱和脂肪酸，具有良

好的乳化性能和紫外线吸收性能［６－７］。 值得注意的

是，水貂还对如阿留申病毒等特定病毒具有敏感

性，并且作为实验动物模型，在医药研发、毒理学研

究以及基础生物学研究方面也具有极高的科研价

值，尤其在传染病研究［８］、疫苗药物研发［９］、神经疾

病机制［１０］、代谢生理功能［１１－１２］ 等领域展现出其应

用潜能。
因此，水貂不仅具有显著的经济效益价值，水

貂动物模型也为科学研究提供了重要的工具和

平台。

２　 水貂实验动物模型

动物模型被称为“活的试剂”，是模拟人类疾病

和生理过程的重要工具，是医学和生物学等科学研

究中常用的方法和手段，在解析疾病发生机制和药

物临床前测试中具有不可替代的作用，对人类健康

做出了巨大贡献。 水貂因其独特的生理学特征和

病毒敏感性等，有望成为理想的实验动物模型之一。

２􀆰 １　 流感病毒动物感染模型

流感病毒是一种引起急性呼吸道传染病的病

毒，对公共卫生构成重大威胁。 建立流感病毒动物

感染模型对于深入理解流感病毒致病性、传播性以

及宿主对病毒的免疫反应机制有着重要意义［１３］。
水貂作为一种哺乳动物，具有与人类相似的呼

吸系统结构和生理功能，这使得它们成为研究流感

病毒感染的理想动物模型［１４］。 例如，Ｈ９Ｎ２ 是禽流

感病毒（Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ，ＡＩＶ） 的主要亚型之

一，不仅在禽类中流行，也具有感染人和哺乳动物

的能力［１５－１６］。 水貂感染 Ｈ９Ｎ２ 后，引起低致病性呼

吸道疾病，与普通流感相似，表现为精神不振、眼角

有分泌物、流鼻涕等轻微症状，但 Ｈ９Ｎ２ 传染性强，
易感染其他宿主［１７－１８］。 与每年季节性流行的 Ａ 型

（Ｈ１Ｎ１、Ｈ３Ｎ２）和 Ｂ 型流感相比，人类感染 Ｈ９Ｎ２ 的

病例较少，且症状轻、易恢复［１９］。 然而，Ｈ９Ｎ２ 却给

禽类养殖业造成了巨大的经济损失。 值得注意的

是，Ｈ９Ｎ２ 单一感染时虽致病性不强，但与铜绿假单

胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）混合感染时，则会导

致水貂出现严重的呼吸道疾病，加剧水貂出血性肺

炎［２０－２１］。 因此，研究 Ｈ９Ｎ２ 和铜绿假单胞菌混合感

染的水貂模型，有助于揭示病毒性与细菌性肺炎的

共同发病机制。
水貂对流感病毒具有高度易感性和高效传播

性，且水貂作为动物模型比啮齿类大，易于监测其

体温、脉搏和呼吸频率等生理指标，其感染症状明

显，便于观察和记录，有助于评估流感病毒的传播

能力和疫苗的免疫保护效力。 随着流感病毒感染

疾病模型的不断发现和应用，研究人员对其致病机

理的认识也在不断深化，为预防和治疗流感提供了

更为坚实的科学基础［２２－２３］。
２􀆰 ２　 新型冠状病毒肺炎动物模型

近年来，随着新型冠状病毒（ＣＯＶＩＤ⁃１９）的不断

传播，引起人们的广泛关注，为了攻克这一难题，新
型冠状病毒肺炎动物模型的研究不断发展。 水貂

肺上皮细胞对 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 高度易感，病毒可以通过

空气和飞沫在水貂间快速传播，被感染的水貂表现

出与人类新冠肺炎相似的呼吸系统疾病表现和病

理损伤，如鼻腔有粘液、呼吸困难，病毒 ＲＮＡ 可以在

鼻甲、肺、咽、直肠等多个部位中检测到［２４］。 新冠病

毒感染水貂模型可以良好的模拟临床重型患者，表
现为多脏器损伤，伴有强烈的炎症反应［２５］，且该模

型相较于啮齿类动物，可能表现出更接近人类的康
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复过程，而非人灵长类动物虽然更为相似，但实验

成本较高，因此，水貂成为模拟新冠病毒感染重要

动物模型之一，为科学家揭开这一病毒的神秘面纱

提供重要助力。
２􀆰 ３　 动物行为模型

水貂作为一种独特的动物，其行为模型在生物

学和生态学等领域具有极高的研究价值。 它们的

行为特点鲜明，展现出复杂而有趣的行为机制。 在

捕食、繁殖和社交等方面都表现出独特的行为模

式，这些行为不仅受到内在生理因素的调节，还受

到外界环境因素的深刻影响。 水貂作为哺乳动物

模型可用于评估其在不同环境条件下的母性行为，
例如，舔食和梳理幼貂的毛发等母性行为对幼貂的

生存能力有着显著影响。 研究表明，环境温度过高

时，母貂的哺乳行为减少，而窝内垫草则可缩短母

貂对仔貂尖叫时的响应时间［２６］。 事实上，繁殖问题

在某些野生物种中非常常见，通过研究水貂动物的

母性护理、性行为等方面对于解决某些野生物种的

繁殖问题提供重要的参考。 水貂动物行为模型的

建立，不仅为研究人员提供了一个深入研究动物行

为与环境适应关系的窗口，还可能成为研究繁殖问

题和濒临灭绝的鼬科动物的良好模型［２７］。
２􀆰 ４　 犬瘟热动物模型

在自然界中狗、狐、貂等犬科、鼬科动物易感染

犬 瘟 热， 犬 瘟 热 是 由 犬 瘟 热 病 毒

（ｃａｎｉｎｅｄｉｓｔｅｍｐｅｒｖｉｒｕｓ，ＣＤＶ） 引起的一种急性传染

病，严重影响着全世界犬业和毛皮动物养殖业的健

康发展。 犬瘟热发病率和病死率高，无明显季节

性，夏秋季多发，不同年龄段均易感，可分为最急性

型（神经型）、急性型（卡他型）、慢性型（皮疹型）、
顿挫型（非典型） ４ 种类型［２８－２９］。 犬瘟热严重威胁

着毛皮动物养殖业，若在野生动物中出现感染病例

则可能会发生野生动物大量死亡甚至危害整个

种族［３０］。
水貂感染 ＣＤＶ 后会出现一系列典型症状，如高

温不退、腹泻、呕吐以及鼻孔有分泌物等［２８］。 目前，
犬瘟热只能通过接种疫苗来免疫预防，尚无特效治

疗药物，一旦感染该病，很难治愈。 为有效预防和

控制犬瘟热在毛皮动物中的流行，科研人员从患有

犬瘟热的猴、犬等动物中分离 ＣＤＶ，并筛选稳定且

具有强毒力的犬瘟热毒株，利用水貂作为实验动

物，成功建立水貂犬瘟热动物模型，为研制有效的

犬瘟热疫苗奠定基础［３１－３２］。 建立水貂犬瘟热动物

模型相比于狗、狐等大型动物，水貂的饲养成本较

低，更适合用于大规模的实验研究，也一定程度减

轻伦理和道德的限制，减少对非目标物种的干扰和

伤害。
随着环境的变化，新的疾病层出不穷，而一些

已知的疾病也在不断地发生变异和进化，这严重影

响着动物健康，因此为预防更多疾病的发生，研发

新型疫苗迫在眉睫［３３］。 在这一过程中，敏感的动物

疾病模型不仅是深入研究病毒感染机制的重要手

段，同时也是疫苗和药物开发不可或缺的组成部分。
２􀆰 ５　 呕吐模型

水貂可作为一种新型的呕吐动物模型。 目前，
雪貂一直是理想的呕吐动物模型之一［３４］，而水貂与

雪貂同属鼬科，均可产生与雪貂呕吐模型类似的恶

心、干呕、呕吐等其他一些动物模型不完全具备的

反应症状。 水貂对多种催吐剂有反应，如 Ｘ 射线照

射、顺铂、硫酸铜等经典催吐剂［３５］，可通过腹腔注射

顺铂、胃内注射硫酸铜、皮下注射吗啡等方法，引起

水貂强烈呕吐，建立水貂呕吐模型［３６］，且相比雪貂，
水貂更易饲养、价格便宜、来源广泛，可作雪貂的替

代模型，成为可靠的新型动物呕吐模型［３７］。 水貂作

为动物呕吐模型，不仅可以深入研究呕吐发生机

制，还可以为筛选、开发抗呕吐药物提供新的思路

和可靠方法。
２􀆰 ６　 酶消化模型

水貂为单胃动物，主要由口腔、咽、食道、胃、小
肠、大肠、肛门、肝、胰腺等器官和各种消化腺组成。
水貂采食时咀嚼较少，胃肠道较短，只有身体长度

的 ４ 倍，食物在肠道内停留时间短、传输时间快［３８］。
但水貂消化力强，对食物的消化主要依靠酶，尤其

是消化腺分泌的大量蛋白酶和脂肪酶能高效消化

动物性蛋白和脂肪，因此水貂对蛋白质需求高，其
饲料必须以蛋白质含量高的动物性饲料为主。 通

过监测水貂消化道中的蛋白酶活性和 ｐＨ 值，可反

映水貂消化特点和规律，建立出水貂消化酶消化模

型，以探究提高水貂对营养物质的利用率的方法，
节约蛋白质饲料，提高水貂的生产性能和经济

效益［３９］。
２􀆰 ７　 睾丸退化动物模型

水貂是季节性繁殖动物，雄性水貂睾丸的周期

性退化和恢复是一个复杂过程，主要是受到环境、
光照和激素水平等因素的影响。 在一年里，水貂睾

丸在 １１ 月开始恢复，２ ～ ３ 月睾丸发育完成开始交

８５４１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 １１ 月第 ３２ 卷第 １１ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． １１

配，４ ～ １０ 月曲细精管的管腔逐渐减小、睾丸发生

退化［４０］。 水貂睾丸的周期性变化为研究精子发生

过程提供了一个良好的动物模型，可便于评估水貂

繁殖受到的影响，探究哺乳动物睾丸退化的细胞因

素如细胞自噬、细胞凋亡、细胞脱落等，以及其发生

机制， 从 而 可 作 为 人 类 和 野 生 动 物 繁 殖 的

模型［４１－４２］。
２􀆰 ８　 自伤模型

自伤行为是一种没有自杀意图的对身体组织

的故意伤害，目前缺乏有效的治疗方法且严重影响

全球健康［４３］。 目前在自伤行为动物模型的研究主

要集中在药物诱导的啮齿类动物和应急刺激的非

人灵长类［４４－４５］。 然而，在水貂中能够观察到典型的

自伤行为，如刻板行为和严重咬尾，且与其他啮齿

类动物模型相比，水貂属于病理自发，不需要药理

学操作，可以作为良好的自伤行为动物模型。 此外

有研究以水貂为研究对象，发现环磷腺苷效应元件

结合蛋白 （ ｃＡＭＰ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＣＲＥＢ）与 ＣＲＥＢ 结合蛋白（ ＣＲＥＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＣＢＰ）相互作用抑制剂能够显著减轻自伤行为的严

重程度［１０］，表明有自咬症的水貂与神经细胞功能障

碍有关系［４６］。 因此，水貂可用于探究自伤行为的分

子机制，为水貂作为新型自伤模型提供了前期基础。

３　 水貂动物福利

在中国，水貂的饲养量居世界首位，推动着养

殖业的发展。 水貂应用广泛，其不仅在裘皮加工中

发挥着重要作用，在养殖业上也为中国带来了经济

收益，同时，在生物学领域，水貂亦有药用价值和研

究价值。 当然，尽管水貂有着重要的作用，但也应

关注野生水貂的保护，包括水貂栖息环境的保护和

拒绝捕猎等。
在利用水貂进行实验或养殖的过程中，也要注

重动物福利。 动物福利是指在饲养、管理、运输等

过程中，动物享有生活舒适、不受饥渴、不受痛苦伤

害疾病、生活无恐惧、表达天性五大基本要素［４７］。
所以在水貂养殖、实验过程中应给予水貂适宜的生

活环境，避免过度拥挤，减少压力和疾病的传播，既
要满足动物福利，也要推进水貂的研究和发展。

动物模型的使用也要遵守严格的伦理和法律

标准，在制备水貂动物模型的过程中，要最大限度

的关爱实验动物，考虑动物福利和伦理的同时，确
保实验设计的合理性和必要性，建立更加道德、人

性化的实验动物模型的构建方法，才能更好促进科

学研究的进展和人类文明的进步。

４　 前景展望

水貂和雪貂虽都属于鼬科，但在生物学特性上

存在显著性差异。 水貂是一种半水生动物，主要生

活在靠近水源的森林和湿地环境中，拥有强大的游

泳能力，是自然界中的顶级捕食者之一。 相比之

下，雪貂更适应陆地生活，体型较小，性格温顺，常
被驯化为宠物。 两者在食性、生活习性及行为模式

上均有所不同，但这些差异也为它们在不同领域的

生物医学研究中提供了独特的应用价值。 其中，雪
貂作为动物模型早已被广泛应用于流感病毒致病

性和传播性的研究［４８］，是研究流感的最佳实验动

物。 同时雪貂模型也被应用于创伤性脑损伤［４９］、内
分泌系统和衰老的研究［５０］。 早在 ２００６ 年科学家首

次获得两只应用成年雪貂体细胞为细胞核供体的

克隆雪貂，创立了雪貂体细胞克隆的操作程序［５１］，
随后构建了人类肺纤维化囊肿疾病雪貂动物模

型［５２］，之后 ＹＵＡＮ 等［５３］ 利用转基因雪貂模型揭示

了肺离子细胞的多样性和功能，这些研究不仅深化

了对肺生理机制的理解，还为疾病模型的建立提供

了重要的工具和资源。
相比之下，水貂作为动物模型的研究起步较

晚，但考虑到水貂与雪貂同属鼬科，两者在呼吸道

解剖、生理以及病毒易感性方面可能存在相似之

处。 特别地，水貂作为新冠病毒的高效传播者，其
感染过程中出现的呼吸道症状与人类新冠肺炎有

诸多共通之处，这提示水貂可能在模拟人类肺部疾

病方面具有独特的优势。 近年来，水貂体细胞克隆

技术也取得了一些进展。 例如，水貂 ＩＧＦ⁃Ⅰ基因的

克隆、表达、功能检验及多态分析研究表明，ＩＧＦ⁃Ⅰ
基因在水貂的生长调控中起着重要作用。 通过克

隆和表达水貂 ＩＧＦ⁃Ⅰ基因，可以观察其对水貂成骨

细胞的功能作用，探讨其在提高水貂生长性能方面

的应用潜力［５４］。 然而，水貂体细胞克隆技术仍面临

一些挑战，包括较低的克隆效率、基因编辑技术的

局限性，以及对生理学和免疫反应的深入理解不

足。 随着科学界对水貂的进一步认识和水貂养殖

业的发展，水貂动物模型已开始在药理学、生殖生

理、病毒学、毒理学等多个领域得到应用。 通过不

断的技术革新和优化，有望逐步克服这些瓶颈，进
而推动水貂体细胞克隆和基因编辑技术的前进，充
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分挖掘其在科研领域的潜能。
水貂动物模型的建立具有良好的应用前景。

在经济上，水貂动物模型有助于提升水貂的生产性

能，增强养殖业的经济收益；在传染病研究中，水貂

因独特的生理特性有望成为研究如新冠肺炎等传

染病的理想模型，为病毒的研究和疫苗开发提供了

宝贵的实验平台［５５］，通过在水貂模型中测试潜在的

药物和疫苗，研究人员能够在进行人体实验之前预

测其效果和潜在副作用，进而评估其安全性和有效

性；在遗传研究方面，水貂作为重要的毛皮动物，其
遗传资源极为丰富。 例如，一项基于全基因组测序

的研究揭示了不同颜色水貂种群间的遗传差异及

选择信号，发现与毛皮质量和毛色相关的基因显著

富集在黑色素生成途径中［５６］。 另一项研究则利用

双酶切限制位点相关 ＤＮＡ 测序（ｄｄＲＡＤ⁃ｓｅｑ）技术，
在中国不同颜色水貂种群中发现了 １３０ 多万个单核

苷酸多态性（ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ），
并通过遗传结构分析揭示了黑水貂种群与其他颜

色水貂种群之间的遗传分化，为水貂的遗传资源保

护和利用提供了基础数据［５７］。 这些研究不仅加深

了对水貂遗传多样性的理解，还为水貂的选择育种

和基因组选择育种提供了科学依据。
水貂动物模型在多个研究领域展现出其重要

性，但也存在局限性。 水貂作为一种特定的动物模

型，其生理和免疫系统与人类存在差异，这可能限

制了模型的普适性。 例如，水貂对某些病原体的反

应可能与人类不同，这可能影响疾病机制的准确研

究和药物的临床转化。 此外，相比小鼠等一些常用

的动物模型，水貂的饲养、繁殖和维护需要相对较

高的成本和资源，且水貂的生命周期相对较长，这
可能导致研究周期延长，增加了研究的时间成本。

５　 结论

综上，水貂动物模型在科学研究和医学领域虽

具有广阔的应用前景，但在使用过程中需要考虑其

局限性和缺点，并采取相应的措施来优化研究设

计、提高研究的准确性和可靠性，水貂动物模型有

望在未来为人类健康和动物福利做出更大的贡献。
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听力损失的动物模型研究现状及展望
刘泽萱１，王鑫乐１，郑曲１，２∗，戴俭宇１，２∗

（１． 辽宁中医药大学，沈阳　 １１０８４７；２． 辽宁省教育厅针灸生物学重点实验室，沈阳　 １１０８４７）

　 　 【摘要】 　 听力损失（ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ，ＨＬ）作为致病因素复杂、发病机制尚不明确的疾病，可以导致患者听力低下，
严重影响患者的健康和生存质量。 为了更好地探索听力损失发病机制，并为其治疗研究提供依据，建立出能够模

拟人类听觉障碍的动物模型具有重要价值。 现有经典的造模方法为药物注射，包含腹腔注射顺铂、庆大霉素、线粒

体毒素、Ｄ⁃半乳糖、呋塞米和卡那霉素、新霉素以及先天性巨细胞病毒等；物理方式造模包含噪音、颈椎注射硬化

剂、缺血再灌注、注射血管加压素等，此外还有基因改造技术等其他新颖造模方式。 本文从上述听力损失造模方法

优缺点的角度进行综述，希望能够为更加深入研究听力损失造模方式提供基础和依据。
【关键词】 　 听力损失；动物模型；造模方式
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ａｎｄ Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ Ｂｉｏｌｏｇｙ ｉｎ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ， Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１０８４７， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＤＡＩ Ｊｉａｎｙｕ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｄａｉｊｙ２００９ｂｏｓｈｉ＠ １６３． ｃｏｍ； ＺＨＥＮＧ Ｑｕ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｘｙｊｈ⁃ｚｈｅｎｇｑ＠ ｌｎｕｔｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ ｉｓ ａ ｄｉｓｅａｓｅ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｘ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｕｎｃｌｅａｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｓｅｒｉｏｕｓｌｙ
ａｆｆｅｃｔ ｐａｔｉｅｎｔ ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｌｉｆｅ． Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｔｈｕｓ ａ ｎｅｅｄ ｆｏｒ ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｔｈａｔ ｃａｎ ｓｉｍｕｌａｔｅ ｈｕｍａｎ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ， ｔｏ
ａｌｌｏｗ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｉｔｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｅｘｉｓｔｉｎｇ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
ｉｎｖｏｌｖｅ ｄｒｕｇ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ， ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｏｘｉｎ， Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｅ，
ｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅ ａｎｄ ｋａｎａｍｙｃｉｎ， ａｎｄ ｎｅｏｍｙｃｉｎ， ａｎｄ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎｃｌｕｄｅ
ｎｏｉｓｅ， ｃｅｒｖｉｃａｌ ｓｐｉｎａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｃｌｅｒｏｓｉｎｇ ａｇｅｎｔ， ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ， ａｎｄ ｖａｓｏｐｒｅｓｓｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｏｔｈｅｒ ｎｏｖｅｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄ ａｌｓｏ ｅｘｉｓｔ， ｓｕｃｈ ａｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ， ｗｅ ｒｅｖｉｅｗ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 听力损失（ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ，ＨＬ）是临床常见的产生

不同程度听力减退的听功能障碍性疾病。 世界卫

生组织（Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ）的调查数

据显示：预计到 ２０５０ 年致残性听力损失将超过 ９
亿，而且 ６５ 岁以上有三分之一的人受到听力损失的

影响［１］。 梅尼埃病、糖尿病、肢端肥大症以及精神
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疾病均可产生不同程度的听力损失，听力损失不仅

影响患者的沟通能力，还会影响患者的情绪［２－４］。
听力依赖于耳蜗内基底膜部位被称为毛细胞的特

殊细胞，细胞名字来源于它们表面发现的毛发状纤

维束，当声波进入耳朵时，这些纤维会产生移动，这
种运动激活了毛细胞，毛细胞再通过突触的接触点

向附近的神经元发送信号。 毛细胞必须快速、连续

地传输信息，才能让人类识别复杂的声音流并听懂

语言［５］。 人类听力损失的常见原因主要包括：暴露

于噪音或耳毒性药物、先天遗传因素、衰老以及外

伤等，其病因较为复杂，且尚不明确，治愈难度高，
相关听力损失的机制研究有限，模拟听力损失模型

的制作难度较高，不能完全准确地模拟临床患者的

症状和发病进程，因此听力损失动物模型的建立对

探究听力损失的发病机制和防治方法具有重要意

义。 目前常见的听力损失造模方式主要有 ４ 大类：
（１）以庆大霉素（ ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ，ＧＭ），顺铂（ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，
ＣＤＤＰ）等耳毒性药物为代表的药物性听力损失；
（２）噪声，缺血再灌注等物理因素导致的听力损失；
（３）基因改造技术模拟先天性听力损失；（４）毛细胞

缺失等其他特殊方式导致的听力损失。 本文对以

上听力损失动物模型进行综述，为建立合理的听力

损失动物模型提供参考。

１　 药物性听力损失模型

引起听力损失或耳蜗损伤的耳毒性临床常用

药物如氨基糖苷类抗生素、水杨酸盐、利尿剂、抗肿

瘤药物等均可能导致药物性听力损失［６］。 这类药

物均有可能造成内耳微循环障碍、内耳毛细胞变性

坏死并最终导致高频听力渐向低频扩展的听力损

失。 药物可经各种途径进入内耳并在其中长时间

停留，从而损伤具有听觉感受器功能的耳蜗毛细

胞，造成患者双侧或单侧进行性的不可逆听力

损失［７］。
１􀆰 １　 注射 ＧＭ 建立听力损失模型

ＧＭ 是一种重要的氨基糖苷类抗生素，用于治

疗革兰氏阴性细菌感染，是临床常用的药物之一，
然而高剂量 ＧＭ 引起的耳毒性是一个严重的健康问

题，内耳的损伤是不可逆转的，ＧＭ 的耳毒性主要来

自于活性氧的生成，活性氧在内耳造成一系列反

应，最终引起毛细胞的凋亡，对全世界数百万人造

成严重影响［８］，因此需要建立一个合理的耳毒性动

物模型用于研究 ＧＭ 的耳毒性对人体的损伤。 腹腔

注射是 ＧＭ 造模最常见的方式。 ＹＵ 等［９］ 将 ８ 只 ３
月龄的 ＫＭ 小鼠每日行腹腔注射 ＧＭ １００ ｍｇ ／ ｋｇ，连
续 １０ ｄ 后，造模完成，并通过听觉测试 （ ａｕｄｉｔｏｒｙ
ｂｒａｉｎｓｔｅｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＡＢＲ）值从 ６０ ｄＢ 下降了 １０ ｄＢ
和细胞染色评估 ＧＭ 诱导的听力损失对听觉耳蜗毛

细胞数量的影响。 腹腔注射 ＧＭ 造模方式相对成

熟，安全性更高，因此应用较为广泛。 ＢＡＮＡＫＩＳ
ＨＡＲＴＬ 等［１０］ 开发了一种龙猫单侧耳聋 （ ｓｉｎｇｌｅ⁃
ｓｉｄｅｄ ｄｅａｆｎｅｓｓ，ＳＳＤ）动物模型，该物种在听力测量方

面与人类相当，耳朵大，易于手术，且听觉早熟，能
够使用耳间时间和水平差提示。 听力损失模型通

过对 ６ 只成年雌性龙猫进行全身麻醉后行肌内注射

盐酸氯胺酮（ ｋｅｔａｖｅｄ），３０ ｍｇ ／ ｋｇ 和盐酸甲苯噻嗪

（ｔｒａｎｑｕｉｖｅｄ），５ ｍｇ ／ ｋｇ，同时进行补充注射以维持足

够的麻醉水平。 其中 ４ 只接受单侧耳聋手术，用
１􀆰 ０ ｍＬ ＧＭ（４０ ｍｇ ／ ｍＬ）的中耳腔滴注注射一次，其
余 ２ 只用于对照。 在滴注 ＧＭ 后的 ２４ ｈ 内同侧诱

发 ＡＢＲ 几乎完全丧失，对侧诱发阈值保持不变，并
且毛细胞特异性标记物肌球蛋白 ７Ａ 的染色显示未

经治疗的耳蜗毛细胞结构正常，化学性听力损失后

听力阈值的变化在长达 ５ ｄ 的重复测试中依旧是稳

定的，没有明显变化，提示造模成功。 ＨＡＲＹＵＮＡ
等［１１］研究姜黄素对耳毒性褐家鼠的耳蜗成纤维细

胞的抗凋亡作用，选取雄性褐家鼠，体重 １５０ ～
２５０ ｇ，为 ０􀆰 ０３ ～ ０􀆰 ０５ ｍＬ 每只，ＧＭ 浓度为 ４０ ｍｇ ／
ｍＬ，总用剂量为 ０􀆰 １ ｍＬ，在显微镜的帮助下注射到

大鼠的前上鼓膜中，并使用末端脱氧核苷酸转移酶

介导 的 ｄＵＴＰ 原 位 切 口 末 端 标 记 （ ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ⁃ｅｎｄ
ｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）测定法测量耳蜗侧壁成纤维细胞

中的凋亡指数来判断造模是否成功，耳蜗侧壁成纤

维细胞的凋亡指数平均值为 ３０ 提示造模成功。 此

方法具有良好的成模效果，成模时间短，未出现大

鼠死亡，但有感染风险。
１􀆰 ２　 注射 ＣＤＤＰ 诱导建立听力损失模型

ＣＤＤＰ 是一种广泛使用的抗肿瘤药物。 耳毒性

是 ＣＤＤＰ 的主要副作用。 据了解，在接受 ＣＤＤＰ 治

疗的患者中，高达 ８０％的患者会出现听力损失。
ＣＤＤＰ 在注射后积聚在内耳然后被内耳上皮细胞吸

收，进而导致毛细胞的死亡。 ＣＤＤＰ 引起的耳毒性

会导致儿童和成人癌症幸存者不同程度的听力损

失［１２］。 胡鹏刚等［１３］用外耳道无异常 ＳＤ 大鼠，雌雄

不限，分 ３ 组进行实验：ＣＤＤＰ １ 组从大鼠出生 １４ ｄ

４６４１
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开始连续 ７ ｄ 腹腔注射 ＣＤＤＰ（３ ｍｇ ／ ｋｇ），此阶段大

鼠听力发育完全；对照组为连续 ７ ｄ 腹腔注射相应

量的生理盐水（０􀆰 ３ ｍＬ ／ １００ ｇ ）。 此外，设立 ＣＤＤＰ
２ 组为性成熟大鼠， 连续 ７ ｄ 腹腔注射 ＣＤＤＰ
（３ ｍｇ ／ ｋｇ）。 每组 ３ 只大鼠在测听后取耳蜗进行免

疫荧光染色观察。 通过 ＡＢＲ 测试 ＣＤＤＰ １ 组为 ６０
～ ８０ ｄＢ，ＣＤＤＰ ２ 组为 ４０ ～ ６０ ｄＢ 与对照组 ２０ ｄＢ
的平均值有明显差异提示造模成功，并且免疫荧光

染色观察到 ＣＤＤＰ 组耳蜗外毛细胞大量缺失。
ＣＤＤＰ 诱导的耳聋模型稳定，造模时间短，此模型更

好的诠释了不同周龄的大鼠耳毒性的敏感度不同，
具有较高的临床研究价值，但临床 ＣＤＤＰ 的使用多

为多剂量、多周期给药，动物模型不能完全反应临

床 ＣＤＤＰ 给药方案，限制了对听力敏感性的长期变

化和潜在保护性治疗效果的评估。 ＦＥＲＮＡＮＤＥＺ
等［１４］提出了一种优化 ＣＤＤＰ 耳毒性小鼠模型的详

细方法，选用 ３５ 只成年 ＣＢＡ ／ ＣａＪ 雌或雄性小鼠

（１７􀆰 ９ ～ ３１􀆰 ３ ｇ）进行两个独立的实验。 小鼠被随

机分为对照组和 ＣＤＤＰ 治疗组，每组保持性别平衡。
在 ３５ 只动物中，２３ 只用于试剂量的比较研究，在该

研究中，使用平均体重为 ２４􀆰 ８ ± ３􀆰 ５ ｇ（范围 １７􀆰 ９ ～
３１􀆰 ３ ｇ）的小鼠连续 ３ 个周期共 ４２ ｄ 接受 ２􀆰 ５、３􀆰 ０
和 ３􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＣＤＤＰ（１ ｍｇ ／ ｍＬ）腹腔注射，注射持

续 ４ ｄ，随后是 １０ ｄ 的恢复期，恢复期不做干预。 所

有 ＣＤＤＰ 治疗小鼠每天早上皮下注射 １ ｍＬ ０􀆰 ９％
ＮａＣｌ，每天下午皮下注射 １ ｍＬ 生理盐水。 ＣＤＤＰ 治

疗组的高频区（ ＞ ３２ ｋＨＺ） ＡＢＲ 阈值显著升高且

ＣＤＤＰ 治疗的小鼠都显示出畸变产物耳声发射

（ｄｉｓｔｏｒｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃ ｅｍｉｓｓｉｏｎ，ＤＰＯＡＥ）振幅

显著降低或 ＤＰＯＡＥ 缺失则提示造模成功。 该方法

利用多周期给药方案能更好地模拟临床观察到的

听力损失类型和程度且死亡率极低。 为临床研究

ＣＤＤＰ 引起的听力损失机制以及开发保护接受

ＣＤＤＰ 治疗的癌症患者听力提供新的造模方法。
１􀆰 ３　 注射 Ｄ⁃半乳糖（Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｅ，Ｄ⁃ｇａｌ）诱导建立

听力损失模型

Ｄ⁃ｇａｌ 是动物体内一种普通的代谢产物，Ｄ⁃ｇａｌ
在体内可氧化产生大量自由基，使机体抗氧化酶活

力下降，过氧化产物累积，还可以造成组织细胞内

半乳糖醇堆积，影响正常渗透压，导致细胞肿胀、功
能障碍，代谢紊乱。 还有研究发现 Ｄ⁃ｇａｌ 具有降低

细胞增殖能力，加速细胞老化作用，最终加速机体

衰老，并诱导体内多器官发生衰老性疾病［１５－１６］。 帅

常娟等［１７］选取耳廓反射灵敏、无噪声暴露及耳毒性

药物使用史 ３０ 只 ４ 月龄豚鼠（体重 ２３０ ～ ４００ ｇ），
随机分为对照组、Ｄ⁃ｇａｌ 模型组（简称模型组）、Ｄ⁃ｇａｌ
模型 ＋ 电针组（简称电针组），每组 １０ 只，１８ 月龄豚

鼠 １０ 只（体重 ５００ ～ ７００ ｇ）作为老年组。 模型组及

电 针 组 豚 鼠 行 颈 背 部 皮 下 注 射 Ｄ⁃ｇａｌ
３００ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）， 对照组予以注射等量生理盐水，每
天 １ 次，连续 ６ 周。 老年组豚鼠常规饲养，不作任何

处理。 造模后检测豚鼠 ＡＢＲ 阈值，模型组与老年组

的 ＡＢＲ 阈值显著升高为造模成功，其中模型组为

（７４􀆰 ５ ± ５􀆰 ５９） ｄＢ，老年组为（７６􀆰 ５ ± ７􀆰 ８） ｄＢ。 Ｄ⁃
ｇａｌ 衰老模型是目前使用较为广泛的一种人工老化

模型，具有衰老变化明显、模型稳定等优点，但相对

其他造模方式而言，本造模方式时间周期相对较

长，多为 ６ 周及以上，大多用于老年性耳聋模型的建

立。 小鼠寿命较短，在系统发育方面与人类有较大

差距，用于模拟人类疾病时，与年龄相关的病理学

与人类有差异性。
１􀆰 ４　 注射卡那霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ，Ｋａｎａ）联合呋塞

米（ ｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅ，ＦＳＭ）建立听力损失模型

Ｋａｎａ 是氨基糖苷类抗生素，可以引起小鼠耳蜗

基底膜毛细胞损伤。 ＦＳＭ 是一种利尿剂，适量的使

用可以治疗各种疾病导致的水肿症状，当使用大剂

量的 ＦＳＭ 同时配合快速静脉注射会引起短暂性的

耳鸣或听力损失症状。 有研究报道 Ｋａｎａ 联合 ＦＳＭ
用药可导致耳毒性［１８］。 ＢＡＫＯ 等［１９］ 将 ６５ 只 ＢＦＡ
浅色豚鼠（ｎ ＝ ４０；ＢＦＡ ｂｕｎｔ；３１０ ～ ５６０ ｇ）分为 ３ 个

小组，其中 ２ 个实验组分别肌内注射枸橼酸芬太尼

０􀆰 ０２５ ｍｇ ／ ｋｇ，咪达唑仑 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｋｇ，和盐酸美托咪定

１ ｍｇ ／ ｋｇ，全麻后通过单侧耳后入路打开大疱，用一

根绝缘金线的裸露尖端放置在圆窗壁龛中，在听力

测试后用 Ｋａｎａ 联合 ＦＳＭ 溶液 （２００ ｍｇ ／ ｍＬ 硫酸

Ｋａｎａ 和 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ ＦＳＭ 溶液）分别填充（１６０ ～ ２２０
μＬ）大疱 １ 和 ２ ｈ，术后取出溶液，用林格溶液冲洗

中耳，对照组未使用任何溶液，然后闭合大疱，并对

耳后皮肤切口进行皮内闭合，对照组未做任何处

理。 在术后的 ５、１４ 和 ２６ 周的不同时间处死动物，１
周后进行组织学分析。 通过测量听神经复合动作

电位（ｃｏｍｐｏｕｎｄ ａｃｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ，ＣＡＰｓ）反应发现所

有频率的中度听力损失都可检测到为 ３１ ～ ７９ ｄＢ，
更高的频率下则有更严重的听力损伤趋势，暴露后

可以立即看到阈值偏移和最大 ＣＡＰｓ 幅度的恶化，
在以后的测量中没有 ＣＡＰｓ 响应提示造模成功。 此
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模型可以用于诱导毛细胞再生或向内耳递送神经

营养因子等研究，并且是一种可复制、安全的听力

损失动物模型。 单独使用 Ｋａｎａ 需要重复给药才能

实现永久性听力损失，与环路利尿药物联合给药可

以增强其效果，且局部用药可以减轻耳毒性还能建

立单侧听力损失模型。 但是，氨基糖苷类抗生素的

肾毒性等副作用也会随着动物和人类环路利尿剂

的全身联合给药而增强。 肾耳毒性相关研究可应

用该类造模方法。
１􀆰 ５　 注射新霉素（ｎｅｏｍｙｃｉｎ，Ｎｅｏ）诱导建立听力损

失模型

Ｎｅｏ 是氨基糖苷类抗生素，在我国广泛用于治

疗较为严重的感染，约 ５％的患者在使用此类抗生

素时表现出严重的听力损失。 特别是与其他氨基

糖苷类抗生素相比，Ｎｅｏ 在全球范围内的听力损失

发生率更高［２０］。 ＣＵＴＲＩ 等［２１］ 将 Ｎｅｏ 悬浮液（５００
μＬ，５０ 和 １００ ｍｇ ／ ｍＬ）单次左耳显微注射到野生型

ＣＢＡ ／ ＣａＪ 新生小鼠内淋巴中。 通过耳廓正后方的

耳后切口暴露出后半规管和耳蜗大泡，进行显微注

射。 用 Ｎｅｏ（１０ ∶ １ 混合 ２􀆰 ５％快速绿色染料）的悬

浮液加载到硼硅酸盐玻璃移液管 （ １􀆰 ５ ｍｍ 外径

（ＯＤ） × ０􀆰 ８６ ｍｍ 内径（ ＩＤ））中），填充隔间，通过

成功着色来确认注射成功。 注射 ４ 周后进行 ＡＢＲ
听力测试，声学信号以音调点的形式呈现，在频率

８、１６、２４ 和 ３２ ｋＨｚ 下，上升和下降时间为 ０􀆰 ５ ｍｓ，
总持续时间为 ５ ｍｓ，音调点低于阈值，然后以 ５ ～
１０ ｄＢ 的增量增加，直到达到 １００ ｄＢ 声压级（ｓｏｕｎｄ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｌｅｖｅｌ，ＳＰＬ）的最大输出。 Ｎｅｏ 组的 ＡＢＲ 平

均峰值阈值在注射后一个月的所有频率（８ ～ ３２
ｋＨｚ）都显著增加，均值在 ８０ ～ １００ ｄＢ，提示造模成

功。 与局部和全身氨基糖苷类注射相比，该方法通

过在新生小鼠中单次输注 Ｎｅｏ 提供了可靠、稳健且

快速的耳聋模型，减少因反复注射给药导致基底层

出现可变的、有限的损伤，耐受性也更好，听力损失

时间也更快速，且 Ｎｅｏ 的临床应用率较高，有较大研

究价值。 该模型还可以研究听觉成熟过程中内耳

损伤的影响。
１􀆰 ６ 　 注射先天性巨细胞病毒 （ ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ，
ＣＭＶ）诱导建立听力损失模型

ＣＭＶ 感染是新生儿听力损失的重要原因，其引

起的感音神经性听力损失是进行性的，但在耳蜗水

平上，听力损失背后的解剖病变和病理生理机制仍

不清楚。 感染 ＣＭＶ 的新生儿患听力损失等感觉神

经障碍的风险很高，需要广泛关注［２２］。 ＣＡＲＲＡＲＯ
等［２３］在出生后第 ３ 天的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的大脑皮层

接种 ｍＣＭＶ，向右脑半球注射 ２ μＬ ｍＣＭＶ，剂量

２０００ ｐｆｕ（斑块形成单位）。 将小鼠进行麻醉，然后

将 ３０ Ｇ 的注射针穿过颅骨插入中顶叶皮层，对照小

鼠未接种 ｍＣＭＶ。 在 ６ 周时使用 ＡＢＲ 和 ＤＰＯＡＥ 测

量来监测耳蜗功能。 在 ８ 周龄时使用部分腐蚀铸造

技术对耳蜗血管系统进行组织学评估。 ＣＭＶ 感染

后耳蜗功能障碍在 ６ 周大时出现明显的 ＡＢＲ 阈值

升高，平均值 ６０ ～ ８０ ｄＢ，ＤＰＯＡＥ 振幅降低，平均值

６０ ～ ８０ ｄＢ 提示造模成功。 ＣＭＶ 感染诱导小鼠耳

聋模型用于模拟新生儿病毒感染后的进行性感音

性听力损失技术较为成熟，可以用于神经感觉后遗

症的愈后工具的研发，但据研究显示，ＣＭＶ 感染具

有明显的男性偏向性，且母体免疫力和胎龄不同也

会导致不同程度的听力损伤。 ＬＡＺＡＲＩＮＩ 等［２４］研究

ＣＭＶ 感染对听力的影响，通过对深度麻醉的妊娠小

鼠（Ｅ１３）进行小鼠 ＣＭＶ 的子宫内胎盘接种，在妊娠

期间， ＣＭＶ 感 染 胎 盘， 通 过 聚 合 酶 链 式 反 应

（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）在所有 Ｗ３ 新生小

鼠的唾液样本中评估 ＣＭＶ 核酸的存在。 由于雌性

小鼠的样本量太小，无法达到统计分析所需的能力

选择只研究雄性小鼠的听觉。 在出生后 ４ 和 １６ ｄ
的 ８ 只 ＣＭＶ 雄性小鼠和随机选择的 ８ 只 ＣＴＬ 雄性

小鼠中用 ＡＢＲ 测试评估听力，在 ４ ｄ 时未见明显差

异，１６ ｄ 时平均值显著升高达 ８０ ｄＢ，根据母体免疫

力和胎龄的不同，其结果各不相同，可以用于母体

感染 ＣＭＶ 后对新生儿的发病研究，及神经感觉后遗

症的愈后工具的开发。

２　 物理性耳聋模型

２􀆰 １ 　 椎动脉型颈椎病 （ ｃｅｒｖｉａｌ ｓｐｏｎｄｙｌｏｓｉｓ ｏｆ
ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｔｙｐｅ，ＣＳＡ）致听力损失模型—兔模

型

ＣＳＡ 是由于颈椎退行性病变导致椎基底动脉

供血不足的临床综合征。 临床表现以颈性眩晕为

主，可伴有头晕、头痛、失眠、耳鸣、视力模糊、恶心、
呕吐、颈肩或枕颈疼痛，甚至猝倒等一系列症状［２５］。
其发病率随着年龄的增长而增加，中老年人是此疾

病的高发群体。 近年来，随着人们生活节奏的加快

和伏案工作人员比例的提高，其发病率逐年上升，
并趋于年轻化，约占颈椎病的 ２０％［２６］。 周翔等［２７］

采用注射硬化剂法形成 ＣＳＡ 进而导致突发性听力
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损失的动物模型。 将消痔灵注射液 １０ ｍＬ 注射于新

西兰大耳朵兔（２􀆰 ６２ ± ０􀆰 ３０） ｋｇ 颈椎横突旁软组

织，注射位置 ２ ～ ６ 颈椎横突，深度 １ ～ １􀆰 ５ ｃｍ，一
周一次，连续 ３ 周。 造模前及造模后进行经颅多谱

勒（ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ ｄｏｐｐｌｅｒ，ＴＣＤ）检测，然后随机选取大

耳兔进行病理组织检测，如左右椎动脉及基底动脉

血流平均速度（ ｖｍｅａｎ，Ｖｍ）下降，椎动脉阻力指数

（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ， ＲＩ ）、 血流灌 注 指 数 （ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｄｅｘ，ＰＩ）增加，注射区域颈部组织出现广泛瘢痕化

及挛缩，则证明造模成功。 注射硬化剂制作的动物

模型符合慢性 ＣＳＡ 临床发病机理，其方法简便、安
全，具有很高的科研价值，但家兔与人类的颈椎有

一定差异，例如颈椎大小，结构，硬度和易损程度等

方面，不能完全模拟人 ＣＳＡ 导致的听力损失表现，
且本模型仅适用于 ＣＳＡ 导致的听力损失。
２􀆰 ２　 噪音性诱导的听力损失模型

噪声被认为是感音神经性听力损失的主要原

因。 据报道，大约 １６％的听力损失归因于持续暴露

在大噪音中。 长期暴露在超过 ８０ ｄＢ 的噪音水平下

会增加听力损失的风险［２８］。 如果有足够的强度和

持续时间的噪音，毛细胞可能会被严重破坏，但具

体的强度和时间没有明确规范，因此建立一个合理

的噪音性耳聋模型十分必要［２９］。 ＸＵ 等［３０］ 将

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠（８ ～ １２ 周龄，２２ ～ ３０ ｇ）放置在具有

四个形状隔间的丝网暴露笼中，并且小鼠能够在隔

间内移动。 笼子被放置在由 Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ａｃｏｕｓｔｉｃｓ 公

司设计的 ＭＡＣ⁃１ 隔音室中，隔音室内衬隔音泡沫，
以最大限度地减少反射。 小鼠暴露于中心频率（２
～ ４ ｋＨｚ）为 １００ ｄＢ ＳＰＬ（声压级）的白噪声中，噪
声暴露持续 ６ ｈ ／ ｄ，连续 ３ ｄ，然后测试 ＡＢＲ 听力阈

值，在不同的声音频率下 ＡＢＲ 阈值正常的（１０ ～ ５０
ｄＢ ＳＰＬ）噪声模型的小鼠表现出听力损失（７０ ～ ９０
ｄＢ ＳＰＬ）为造模成功。 此外，ＬＩＵ 等［３１］ 发现小鼠模

型中，间隙连接蛋白 ２６ （ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃｏｎｎｅｘｉｎ ２６，
Ｃｘ２６）异源缺失减少了耳蜗侧壁中耳蜗内电位的产

生，并导致外毛细胞电动蛋白 ｐｒｅｓｔｉｎ 补偿性上调，
从而增加主动耳蜗放大和听力敏感性。 主动耳蜗

放大的增加也增加了对噪音的敏感度，暴露于日常

噪音可能会导致 Ｃｘ２６＋ ／ － 小鼠永久性听力阈值偏

移，导致听力损失。 此研究表明，Ｃｘ２６ 隐性杂合突

变并不像之前认为的那样对听力没有损伤，反而还

可能导致听力过度敏感。 贾占伟等［３２］ 将雄性

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠放置于小笼内（３０ ｃｍ × ３０ ｃｍ × １００ ｃｍ），

每笼 ２ 只，放入暴露舱（１􀆰 ０ ｍ × ０􀆰 ５ ｍ × １􀆰 ０ ｍ），利
用 ８１１５０Ａ 脉冲函数任意噪声发生器发声，噪音频

率 ３ ｋＨｚ，声强 １１６ ｄＢ 声压级，大鼠暴露范围内声扬

不均匀度为 ± ２ ｄＢ，每天暴露 ８ ｈ，共暴露 ７ ｄ，造模

前及造模结束后，检测各组大鼠 ＡＢＲ 听力阈值。 噪

音引起的听力损失是日常生活中常见的病因，广泛

存在于工业领域及其他长期受噪声干扰的工作环

境，噪音导致的听力损失具有较大研究意义，但动

物不能完全模拟人的社会化属性，暴露于相同条件

的噪音中，不同人受到的损伤可能不同，这与个体

差异或周边因素有关［３３］。
２􀆰 ３　 缺血再灌注耳聋模型

胡莹［３４］ 对健康的 ＳＤ 大鼠（３００ ～ ３５０ ｇ）进行

麻醉处理。 麻醉后在大鼠颈前正中切口，并分离各

层组织，进而暴露锁骨下动脉及其分支椎动脉，并
分离一侧颈总动脉，灼断双侧椎动脉，用微动脉夹

夹闭颈总动脉 １ ｈ，此为缺血时间，１ ｈ 后松开动脉

夹，在解剖显微镜下观察到颈总动脉血液复流搏动

恢复后计时为再灌注时间，缝合切口。 各组大鼠分

别于手术造模后 ２４ ｈ 且未给药前及造模 ７ ｄ 后分别

依次测量 ＡＢＲ 阈值，刺激的测试强度由 ８５ ｄＢ ＳＰＬ
开始，按 ５ ｄＢ ＳＰＬ 逐档递减，听阈的判断以 ＡＢＲ 的

Ⅲ波首次消失为准，提示造模成功。 内耳缺血再灌

注损伤的细胞学和分子学机制已经大致清楚，具有

机制明确的优点，用于研究内耳微循环障碍导致的

听力损失，且可作为适用于外伤导致的突发性听力

损失的研究模型，为临床治疗外伤导致的听力损失

提供模型，但手术创伤大，操作复杂，死亡率较高，
因此建立一个简单、成功率高的造模方法仍需进一

步研究［３５］。
２􀆰 ４　 膜迷路积水导致听力损失—豚鼠模型

膜迷路积水是梅尼埃病（ｍｅｎｉｅｒｅ ｄｉｓｅａｓｅ，ＭＤ）
的典型特征，ＭＤ 主要表现为耳鸣，眩晕，进而形成

听力损失，严重影响到患者的社会生活［３６］。 ＷＡＮＧ
等［３７］选取 １８ 只健康的红眼豚鼠（３６ 耳），体重 ２００
～ ３５０ ｇ，随机分为 ３ 组，采用注射醋酸去氨加压素

（ｄｅｓｍｏｐｒｅｓｓｉｎ ａｃｅｔａｔｅ，ＤＤＡＶＰ）进行造模：对照组，
连续 ７ ｄ 腹腔注射无菌生理盐水（与其他两组的体

积相 同 ）； ＤＤＡＶＰ⁃７ ｄ 组， 连 续 ７ ｄ 腹 腔 注 射

１０ ｍｇ ／ （ｍＬ·ｋｇ）醋酸去氨加压素；ＤＤＡＶＰ⁃１４ｄ 组腹

腔注射 １０ ｍｇ ／ （ｍＬ·ｋｇ） ＤＤＡＶＰ 连续 １４ ｄ。 成功造

模后，处死所有动物，收集耳蜗组织，分别通过逆转

录⁃聚合酶链反应 （ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
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ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ⁃ＰＣＲ）和蛋白质印迹检测（Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ）环磷酸腺苷 １（ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ｃＡＭＰ⁃１）和 ２ 直接激活的交换蛋白（ ｅｐａｃ１，ｅｐａｃ２）
和阻遏物激活蛋白⁃１（ ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１，
ｒａｐ１）的 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达，其中 ＤＤＡＶＰ⁃７ ｄ 组

耳蜗组织中 ｅｐａｃ１、 ｅｐａｃ２、 ｒａｐ１Ａ 和 ｒａｐ１Ｂ 的相对

ｍＲＮＡ 表达显著高于对照组，而 Ｒａｐ１ ＧＴＰ 酶激活

蛋 白 （ ＲＡＰ１ ＧＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｒａｐ１ｇａｐ ）
ｍＲＮＡ 表达在两组之间无显著性差异，提示造模成

功。 腹腔注射 ＤＤＡＶＰ 是现如今常见的快速形成内

淋巴积水进而导致听力损伤的模型，其实验方法简

单、破坏性小、造模周期短、技术成熟，造模成功率

高，但豚鼠价格昂贵，对于气候适应性差，不方便操

作，病死率高。 因此王娜等［３８］改用 ３ ～ ６ 月龄健康

ＳＤ 大鼠，体重 １６０ ～ ２１０ ｇ，行腹腔注射，大鼠的使

用剂量为 ４ μｇ ／ （ｋｇ·ｄ）（ＤＤＡＶＰ）连续注射 ７ ｄ 后，
增大剂量至 ６ μｇ ／ （ｋｇ·ｄ），继续连续注射 ３ ｄ，停止

用药 ７ ｄ 后分别对实验组，对照组（注射与实验组等

量生理盐水）及未作任何处理的正常组行 ＡＢＲ 检

测。 大鼠出现明显行为学改变，行动迟缓，出现明

显听力下降，耳蜗切片采用苏木精⁃伊红染色法

（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）染色前庭膜变形，耳
蜗中阶（ ｃｏｃｈｌｅａ ｍｅｄｉａ，ＳＭ）与耳蜗中阶加前庭阶

（ｓｃａｌａ ｖｅｓｔｉｂｕｌｉ，ＳＶ）ＳＭ ＋ ＳＶ 横截面积比值基本等

于 １ ／ ３，建立模型率达 ９０％，符合建模成功标准。 大

鼠的环境适应性较强、价格低廉、成模率更高，但相

较于豚鼠，耳蜗较小，后期实验动物的取材难度

较大。

３　 基因敲除技术模型

遗传导致的听力损失是临床上常见的先天性

听力损失原因。 迄今为止，已检测出近百种与听力

损失相关的基因，由于基因导致听力损失研究尚且

不足，因此建立与人类近似的动物模型进行模拟研

究［３９］。 曾华沙［４０］ 通过体细胞核移植获取母猪卵

巢，采集卵母细胞，在体外培养至减数第二次分裂

中期，将减数第二次分裂中期的细胞去除细胞核和

第二极体，复苏基因敲除的细胞系，将不同敲除基

因型的细胞混合，用物理或化学的方法将（如电脉

冲、钙离子载体、乙醇、蛋白酶合成抑制剂等）激活

受体细胞，使其完成细胞分裂和发育过程。 通过电

刺激使两种细胞融合，供体核进入受体卵母细胞，
完成胚胎重组，体外培养 ４８ ｈ，将胚胎移入受体（代

孕）母猪体内，超声波监测代孕母猪怀孕情况。 宰

杀胚胎移植 ３７ ｄ 的代孕母猪，从子宫取出 １４ 只正

常胎猪（另有 １ 只溶血，３ 只吸收，３ 只死胎），用于

制备氧固醇结合蛋白样 ２（ｏｘｙｓｔｅｒｏｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃
ｌｉｋｅ ２， ＯＳＢＰＬ２） 敲除预制前体纤维 （ ｐｒｅ⁃ｆｏｒｍｅｄ
ｆｉｂｒｉｌｓ，ＰＦＦｓ）。 制备细胞时，每头胎猪留取部分组

织，提取基因组脱氧核糖核酸 （ ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄ，ＤＮＡ）进行基因型的鉴定。 目前基因敲除技术

在小鼠模型中已经取得不少的进展，但由于小鼠模

型不能较好的再现人类听力缺陷的病理表型与发

病规律，凭借小型猪模型与人在听觉器官的形态和

结构方面具有极高的相似性，以小型猪为动物模

型，努力寻找到一种手术路径，既能将耳聋基因高

效的转导入靶细胞，又能导致最小的听力损失［４１］。

４　 其他造模方式导致听力损失模型

４􀆰 １　 一种单纯毛细胞缺失性听力损失模型

单纯毛细胞缺失是指利用耳蜗侧壁打孔经中

阶进行内淋巴灌注注射用水或腺病毒液来造成正

常豚鼠耳蜗毛细胞损害，引起听力损失。 庄文杰

等［４２］使用麻醉后的健康花豚鼠（２５０ ～ ３５０ ｇ）自左

侧下颌下缘中点剪开毛皮长约 １􀆰 ５ ｃｍ，皮下稍加分

离后置入撑开器，提起颈阔肌扩大切口，沿着咬肌

内侧表面向深处分离，将腺体牵向中线（灰白色泡

膜状），下颌下腺及颈外静脉在下方也牵向中线，下
方可以看到茎突及前方走向的二腹肌后腹及脻膜，
在咬肌内侧二腹肌深处可以探到一个骨性平面就

是骨性听泡，将肌肉和迷走神经牵向中线就可以看

到骨面，分离骨膜上撑开器，用血管钳在骨面最突

起的后内方夹开少许骨质，去除后，撕掉内面的骨

膜进入听泡，可以看到内侧的耳蜗和外侧的鼓膜，
在倒数第二圈（基本上覆盖 ４０％ ～ ７０％的区域频率

在 １０００ ～ ８０００ Ｈｚ 之间的基底膜区）的中部色素带

偏下打孔（使用自制尖端 ０􀆰 ２ ｍｍ 的三棱针）。 导入

聚亚酰胺微管，深度在 ０􀆰 １ ～ ０􀆰 ２ ｍｍ，另一端连接

微量注射泵（速率为 ０􀆰 ５ μＬ ／ ｍｉｎ），药物的容量为

５ μＬ（含 １ μＬ ０􀆰 ２５％快绿生物染料），使用快绿生

物染料作为指示剂，确定是否位于中介内，病毒组

使用携带增强绿色荧光蛋白基因（ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）的腺病毒和快绿生物染料

混合液，注射用水组使用商品化的注射用水和快绿

生物色素混合液。 注射完毕，用小块颈阔肌封闭骨

孔，用牙科磷酸锌水门汀封闭听泡骨性开口。 分层
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缝合切口。 通过断续骚扰测试（ＣＬＩＣＫ）的豚鼠听阈

阈值提高 （ ９２􀆰 ５ ± ８􀆰 ２２） ｄＢ ＳＰＬ，鬼笔环肽染色

（ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ）显示清晰，在灌注的方向上外毛细胞受

损严重，提示造模成功。 这种耳聋模型的方法造成

了单纯的毛细胞特别是外毛细胞损害，有利于药物

的同期灌注，并且较以往的耳聋模型对耳蜗的损害

轻，但是造成毛细胞损害的机理尚不明确，可能和

膜迷路的压力增加有关。 通过耳蜗侧壁打孔经中

阶入路灌注注射用水或病毒液可以引起以外毛细

胞为主的损失，同时这种损害的程度与灌注液体的

成分似乎没有直接的影响，从而获得了一个较为单

纯的以外毛细胞损伤为主的耳聋模型。 这个模型

不仅具有仅造成基底膜单一细胞损害的优点外，还
为中阶内淋巴药物灌注建立了临时通路［４３］。
４􀆰 ２　 ２ 型糖尿病导致听力损失模型

有研究表明糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓ，ＤＭ）与听力损失

存在相关性，当人体血糖浓度较高时，缝隙连接系

统会受到破坏，连接蛋白减少，进而导致听力损失。
ＤＭ 患者的听力下降率是非 ＤＭ 患者的两倍，而前

ＤＭ 患者的听力下降率则高出 ３０％。 听力下降是否

与 ＤＭ 的血糖控制仍有待确定［４４］。 栾峰等［４５］ 选用

６０ 只 ＡＢＲ 测试正常的雄性 Ｗｉｓｔｒａ 大鼠，体重 １６０ ～
２００ ｇ，其中 ４０ 只实验组通过喂食高脂高糖饲料两

个月，对照组 ２０ 只喂食普通饲料。 两月后全部禁食

不禁水 １２ ｈ，对照组按 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ 腹腔注射枸橼酸缓

冲液；实验组按 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ 腹腔注射 １０ ｍｇ ／ Ｌ 小剂量

链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）溶液。 于第 ９ 周末

取全部大鼠尾静脉全血，测空腹血糖 ＞ ７􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
为 ２ 型 ＤＭ 模型成功。 检测模型成功后第 １、２、３、４、
５ 月的空腹血糖以及 ＡＢＲ 测试，刺激声为 ＣＬＩＮＫ 短

声，刺激频率每秒 ２１􀆰 １ 次，带通滤宽为 １００ ～ ３０００
Ｈｚ，最大声刺激强度为 ６０ ｄＢ，以能分辨出 ＡＢＲ 的

Ⅱ波波形的最低刺激强度作为 ＡＢＲ 的反应阈值来

提示造模成功。 此造模方式对研究以 ＤＭ 为基础导

致的听力损失的作用机制具有重要意义，并且具有

造模方式成熟稳定，操作简单等优点，但是相对而

言，ＤＭ 患者地血糖变化往往具有进行性，本造模方

法不能完整的模拟患者血糖逐渐升高导致的进行

性听力损伤，且造模时间较长［４６］。

５　 结语

以上对听力损失造模的实验性研究证实了听

力损失的致病原因复杂，因此造模方式多样，优缺

点各异。 药物性听力损失大多采用腹腔注射，肌内

注射以及中耳滴注等操作，简便易懂，创伤小，感染

风险低，技术成熟，对各种药物毒性具有参考价值，
但很难完全模拟耳毒性药物的进行性损害［４７］。 物

理性听力损失造模方法为模拟外伤、外界刺激等外

源性听力损失提供了良好的方法，可用于单纯性听

力损失的研究，并且对继发于其他外源性疾病导致

的听力损失也具有借鉴意义，但操作难度相对较

大，感染、死亡风险高，且具有不确定的社会属性等

相关干扰因素［４８－４９］。 基因敲除及其他基因改造技

术的造模成功率高，对听力损失彻底，但机制研究

尚且较为表浅，听力损失大多不可逆，成模及治疗

难度高，有待深入挖掘与研究［５０］。 此外，还有一些

新颖的造模方式为听力损失的模型建立提供新的

思路，其成功率及应用价值仍有待考究，需要通过

反复实验，确定最佳造模条件，时间等重要因素，因
此在未来，需要研究人员进一步重视能够模拟听力

损失的发病机制及过程，协同基因，药物，环境等因

素的模型，为更好的研究和防治听力损失提供基础。
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Ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｌｔｅｒｓ ｏｌｆａｃｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ
ｈｅａｒｉｎｇ ｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１８， ３８（４９）：
１０４２４－１０４３７．

［２５］ 　 ＬＵ Ｊ， ＳＯＮＧ Ｑ， ＺＨＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｕｓｅｄ
ｆｏｒ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｓｐｏｎｄｙｌｏｓｉｓ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｔｙｐｅ： ａ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｆｏｒ
ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｍｅｔａ⁃ａｎａｌｙｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２２， １０１
（８）： ｅ２８９５６．

［２６］ 　 王鑫， 李艾琳， 闫绍妹， 等． 平衡针刀联合温针灸治疗椎动

脉型颈椎病的疗效观察 ［Ｊ］ ． 针刺研究， ２０２２， ４７（７）： ６２５－

６２９．
ＷＡＮＧ Ｘ， ＬＩ Ａ Ｌ， ＹＡＮ Ｓ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂａｌａｎｃｅ
ａｃｕｐｏｔｏｍｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｗａｒｍ ｎｅｅｄｌｉｎｇ ｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ
ｓｐｏｎｄｙｌｏｓｉｓ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｔｙｐｅ ［ Ｊ］ ． Ａｃｕｐｕｎｃｔ Ｒｅｓ， ２０２２，
４７（７）： ６２５－６２９．

［２７］ 　 周翔， 何嘉莹， 高婷， 等． “平衡复位正骨推拿法” 对兔颈源

性突发性耳聋模型血流速度及听性脑干反应的影响 ［Ｊ］ ． 中

国中医急症， ２０１７， ２６（３）： ４１２－４１４， ４６３．
ＺＨＯＵ Ｘ， ＨＥ Ｊ Ｙ， ＧＡＯ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｏｎｅ⁃ｓｅｔｔｉｎｇ
ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ｖｅｌｏｃｉｔｙ ａｎｄ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｂｒａｉｎｓｔｅｍ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃｏｇｅｎｉｃ ｓｕｄｄｅｎ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ ｍｏｄｅｌ ｒａｂｂｉｔｓ ［Ｊ］ ．
Ｊ Ｅｍｅｒｇ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１７， ２６（３）： ４１２－４１４， ４６３．

［２８］ 　 王华， 刘超， 苏钰， 等． ＤＰＯＡＥ 在噪声性听力损失诊断评估

中的应用研究进展 ［ Ｊ］ ． 中华耳科学杂志， ２０２３， ２１（ １）：
１１０－１１４．
ＷＡＮＧ Ｈ， ＬＩＵ Ｃ， ＳＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＰＯＡＥｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｉｓｅ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｔｏｌ， ２０２３， ２１ （ １）： １１０
－１１４．

［２９］ 　 崔钟丹， 吴菁， 唐佳， 等． 噪声所致听力损失现象的物种差

异及可能生理机制研究进展 ［ Ｊ］ ． 生物化学与生物物理进

展， ２０２１， ４８（４）： ４０７－４２２．
ＣＵＩ Ｚ Ｄ， ＷＵ Ｊ， ＴＡＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｓｐｅｃｉｅｓ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｎｏｉｓｅ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｇ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ， ２０２１， ４８
（４）： ４０７－４２２．

［３０］ 　 ＸＵ Ｆ Ｌ， ＣＨＥＮＧ Ｙ， ＹＡＮ Ｗ． Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｄｅａｆｎｅｓｓ ［Ｊ］ ．
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Ａｒｃｈ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０１８， １７（２）： ５３５－５４１．
［３１］ 　 ＬＩＵ Ｌ Ｍ， ＬＩＡＮＧ Ｃ， ＣＨＥＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｘ２６ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ

ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｃａｕｓｅ ｈｙｐｅｒａｃｕｓｉｓ⁃ｌｉｋｅ ｈｅａｒｉｎｇ ｏｖｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ｉｎｃｒｅａｓｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｎｏｉｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ａｄｖ， ２０２３， ９ （ ６）：
ｅａｄｆ４１４４．

［３２］ 　 贾占伟， 何强， 张玉波， 等． 前列地尔联合针刺对噪音性耳

聋大鼠耳蜗毛细胞血管内皮生长因子、Ｂｃｌ⁃２ 及 Ｂａｘ 表达的影

响 ［Ｊ］ ． 川北医学院学报， ２０１８， ３３（３）： ３８８－３９１．
ＪＩＡ Ｚ Ｗ， ＨＥ Ｑ， ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ａｌｐｒｏｓｔａｄｉｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ，
Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｂａｘ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｎｏｉｓｅ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｄｅａｆｎｅｓｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｍｅｄ Ｃｏｌｌ， ２０１８， ３３（３）： ３８８－３９１．

［３３］ 　 ＬＥ ＰＲＥＬＬ Ｃ Ｇ， ＨＡＭＭＩＬＬ Ｔ Ｌ， ＭＵＲＰＨＹ Ｗ Ｊ． Ｎｏｉｓｅ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ： Ｔｒａｎｓｌａｔｉｎｇ ｒｉｓｋ ｆｒｏｍ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｔｏ ｒｅａｌ⁃
ｗｏｒｌｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ａｃｏｕｓｔ Ｓｏｃ Ａｍ， ２０１９， １４６
（５）： ３６４６．

［３４］ 　 胡莹． 泻火化瘀通窍法对耳蜗 ＩＲＩ 模型大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ／ ６ 及

Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 影响的实验研究 ［ Ｄ］． 沈阳： 辽宁中医药大

学； ２０１６．
ＨＵ Ｙ． Ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｉｒｅ ｃｌｅａｒｉｎｇ ａｎｄ
ｓｔａｓｉｓ ｃｌｅａｒｉｎｇ ｏｎ ｃｏｃｈｌｅａｒ ＩＲＩ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ／ ６ ａｎｄ Ｂａｘ ／
Ｂｃｌ⁃２ ［ Ｄ ］． Ｓｈｅｎｙａｎｇ： Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０１６．

［３５］ 　 吴琳， 吴芳， 刘娅楠， 等． 大鼠脑缺血再灌注模型制作流程

详述及经验总结 ［Ｊ］ ． 实验动物科学， ２０２１， ３８（３）： ６２－６５．
ＷＵ Ｌ， ＷＵ Ｆ， ＬＩＵ Ｙ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔａｉｌｅｄ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅｓ
ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｌａｂ Ａｎｉｍ
Ｓｃｉ， ２０２１， ３８（３）： ６２－６５．

［３６］ 　 ＶＡＮ ＥＳＣＨ Ｂ， ＶＡＮ ＤＥＲ ＺＡＡＧ⁃ＬＯＯＮＥＮ Ｈ， ＢＲＵＩＮＴＪＥＳ Ｔ，
ｅｔ ａｌ． Ｂｅｔａｈｉｓｔｉｎｅ ｉｎ ｍ􀆧ｎｉèｒｅ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｏｒ ｓｙｎｄｒｏｍｅ： ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ
ｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］ ． Ａｕｄｉｏｌ Ｎｅｕｒｏｏｔｏｌ， ２０２２， ２７（１）： １－３３．

［３７］ 　 ＷＡＮＧ Ｃ， ＬＩ Ｙ， ＪＩＡＮＧ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ｃＡＭＰ⁃Ｅｐａｃ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｓ
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ＤＤＡＶＰ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｎｄｏｌｙｍｐｈａｔｉｃ Ｈｙｄｒｏｐｓ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ
ｐｉｇｓ ［Ｊ］ ． Ｂｒａｚ Ｊ Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌ， ２０２３， ８９（３）： ４６９－４７６．

［３８］ 　 王娜， 李旻， 王静， 等． 大鼠膜迷路积水模型的建立及评定

［Ｊ］ ． 中华耳科学杂志， ２０２１， １９（１）： ９７－１００．
ＷＡＮＧ Ｎ， ＬＩ Ｍ， ＷＡＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｏｆ Ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｏｕｓ ｌａｂｙｒｉｎｔｈｉｎｅ ｈｙｄｒｏｐｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｏｔｏｌ， ２０２１， １９（１）： ９７－１００．

［３９］ 　 李霄飞． Ｓｐａｇ６ 基因敲除对小鼠内耳和中耳的影响及相关机

制研究 ［Ｄ］． 济南： 山东大学； ２０１５．
ＬＩ Ｘ Ｆ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｐａｇ６ ｇｅｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ａｎｄ
ｍｉｄｄｌｅ ｅａｒ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｓｕｃｈ
ａｃｔｉｏｎｓ ［Ｄ］． Ｊｉｎａｎ： Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０１５．

［４０］ 　 曾华沙． 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术建立 ＯＳＢＰＬ２ 基因敲除耳聋

巴马小型猪模型 ［Ｄ］． 南京： 南京医科大学； ２０１８．
ＺＥＮＧ Ｈ Ｓ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ＯＳＢＰＬ２⁃ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ
ｐｉｇ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｗｉｔｈ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ ｖｉａ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｍｅｔｈｏｄ

［Ｄ］． Ｎａｎｊｉｎｇ： Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０１８．
［４１］ 　 曾华沙， 姚俊， 王红顺， 等． 人 ／ 猪 ＯＳＢＰＬ２ 同源性比较及猪

ＰＦＦｓ 靶基因敲除细胞系的建立 ［Ｊ］ ． 南京医科大学学报（自
然科学版）， ２０１８， ３８（２）： １４９－１５４．
ＺＥＮＧ Ｈ Ｓ， ＹＡＯ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｈ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｕｍａｎ ａｎｄ ｐｉｇ ＯＳＢＰＬ２ ａｎｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｐｉｇ ＰＦＦｓ
ｗｉｔｈ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｕｎｉｖ Ｍｅｄ Ｎａｎｊｉｎｇ （ Ｎａｔ
Ｓｃｉ）， ２０１８， ３８（２）： １４９－１５４．

［４２］ 　 庄文杰， 丛宁， 韩朝． 一种单纯毛细胞缺失豚鼠耳聋模型的

建立 ［Ｊ］ ． 中国中西医结合耳鼻咽喉科杂志， ２０２１， ２９（２）：
８１－８４， ９５．
ＺＨＵＡＮＧ Ｗ Ｊ， ＣＯＮＧ Ｎ， ＨＡＮ Ｚ． Ａ ｎｅｗ ｄｅａｆｎｅｓｓ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ
ｏｎｌｙ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ｌｏｓｓ ｉｎ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌ
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靶向 ＣＡＦ 策略在 ＰＤＡＣ 免疫治疗中的应用研究进展
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　 　 【摘要】 　 胰腺导管癌（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＰＤＡＣ）是一种常见的胰腺癌，其发病隐匿、发展迅速、
恶性程度高。 传统的治疗方法对其效果不佳，这与 ＰＤＡＣ 具有丰富的细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）密不可

分，而癌症相关成纤维细胞（ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＣＡＦ）是 ＥＣＭ 中最重要的组成部分。 ＣＡＦ 可通过分泌大量

效应分子，与肿瘤免疫微环境（ ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）内的其他免疫成分相互作用，从而形成免疫抑制性

ＴＭＥ，使癌细胞能够逃避免疫系统的监视，进而促进肿瘤生长、侵袭、转移、ＥＣＭ 重塑甚至产生耐药性。 本文就靶向

ＣＡＦ 在 ＰＤＡＣ 免疫治疗中的应用研究进展进行综述，重点阐述了通过消耗 ＣＡＦ、抑制 ＣＡＦ 分泌效应分子、重编程

ＣＡＦ、限制 ＣＡＦ 诱导的 ＥＣＭ 重塑等方式，促使 ＴＭＥ 由免疫抑制状态转变为免疫激活状态的研究策略，期望产生更

加有效的治疗效果，从而为 ＰＤＡＣ 的免疫治疗提供新策略。
【关键词】 　 胰腺导管癌；癌症相关成纤维细胞；免疫治疗；细胞因子；趋化因子；细胞外基质
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ｓｕｐｐｏｒｔ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｒｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ＰＤＡＣ．
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ； ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ； ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ； ｃｙｔｏｋｉｎｅ；
ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ； ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 胰腺导管癌（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＰＤＡＣ）属于最常见的胰腺癌，是一种侵袭性和致命

性疾病，５ 年生存率低于 １０％［１］。 其发展、转移迅

速，是癌症中较难治疗的类型。 胰腺导管癌对各种

方式的抗癌治疗具有强大的抵抗力，手术切除及联

合药物放化疗是目前 ＰＤＡＣ 治疗的主要方法。 常用

化疗药物包括吉西他滨，ＡＢＲＡＸＡＮＥ（白蛋白结合

型紫杉醇加吉西他滨），ＦＯＬＦＩＲＩＮＯＸ（奥沙利铂、伊
立替康、亚叶酸、５⁃氟尿嘧啶）等［２］。 尽管早期发现

和手术治疗具有一定的效果，但大多数患者可能会

在 ４ 年内复发，预后较差［３］。 因而，寻找新的方案

来提高 ＰＤＡＣ 的治疗效果具有重要的临床价值。 免

疫治疗的出现为肿瘤的治疗带来了新的思路，其原

理是利用特定的免疫细胞或药物来调节自身免疫

系统，使其能够更好地辨识和攻击肿瘤细胞。 尽管

免疫治疗在血液系统肿瘤和部分实体肿瘤中的治

疗取得了显著效果，然而对胰腺癌难以产生有效的

响应。 其主要原因在于 ＰＤＡＣ 具有复杂的肿瘤微环

境，效应 Ｔ 细胞浸润较少，具有极强的免疫抑制

性［４］。 ＰＤＡＣ 细胞外基质的主要成分为癌症相关成

纤维细胞（ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＣＡＦ）。 如果

将细胞外基质的 ＣＡＦ 作为免疫治疗靶点，调节

ＰＤＡＣ 的基质环境，促使细胞外基质的大量 Ｔ 细胞

激活，可能会增强免疫力进而达到抵抗 ＰＤＡＣ 肿瘤

的效果。 因此，靶向 ＣＡＦ 的免疫治疗策略对于

ＰＤＡＣ 的治疗具有重要的临床意义。 本文就 ＣＡＦ
在肿瘤免疫微环境中的作用以及靶向 ＣＡＦ 策略在

ＰＤＡＣ 免疫治疗中的应用研究进展进行综述。

１　 ＣＡＦ 在肿瘤免疫微环境中的作用

正常生理条件下，ＣＡＦ 是间充质来源的静态细

胞，可以维持组织结构的完整性和稳定性。 ＣＡＦ 呈

单细胞、细长状态分布。 当癌症、自身免疫性疾病

或慢性疾病发生时，ＣＡＦ 将进入激活状态，导致出

现过度激活的 ＣＡＦ 亚群。 这些亚群将位于肿瘤组

织内或附近，从而促进癌症生长、恶性进展和治疗

抵抗。 ＣＡＦ 是 ＰＤＡＣ 基质中最丰富的细胞，其来源

于基质中的胰腺星状细胞（ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌ，
ＰＳＣ） ［３］。 因 ＣＡＦ 产生大量的胶原蛋白和基质蛋

白，过度的基质纤维化和蛋白质交联沉积导致肿瘤

微环境复杂，不仅对药物运输构成物理屏障，而且压

迫血管，造成血管卡压，使药物运输更加困难。 同时，
ＣＡＦ 作为肿瘤微环境（ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）
的一个组分，还可通过多种方式促进肿瘤生长，包
括为肿瘤提供氨基酸、脂肪酸和乳酸等代谢物，还
可通过耐药和免疫抑制等各种机制支持肿瘤进

展［５］。 当被激活时，ＣＡＦ 参与肿瘤的侵袭和转移，
同时，ＣＡＦ 还通过促进免疫抑制环境直接调节肿瘤

的免疫环境，包括趋化因子的产生，导致单核细胞、
髓源性抑制细胞和巨噬细胞聚集到肿瘤微环境，并
将巨噬细胞极化为免疫抑制表型。 ＧＯＲＤＯＮ 等［６］

利用流式细胞术分析发现，ＣＡＦ 可以诱导 Ｍ２ 型巨

噬 细 胞 细 胞 表 面 程 序 性 细 胞 死 亡 蛋 白 １
（ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ⁃１， ＰＤ⁃１ ） 表 达 升 高。
ＫＩＮＯＳＨＩＴＡ 等［７］ 利用组织化学染色证实 Ｔｒｅｇ 细胞

位于 ＣＡＦ 附近。 因此，靶向 ＣＡＦ 的免疫治疗具有

极其重要的意义。

２　 针对 ＣＡＦ 在 ＰＤＡＣ 中的免疫治疗
策略

　 　 ＰＤＡＣ 生存率低、预后差，与肿瘤转移、效应免

疫细胞无法充分浸润肿瘤密切相关［２］。 ＣＡＦ 是

ＴＭＥ 最重要的组成部分，它与 ＴＭＥ 的相互作用已

被确定为促进肿瘤进展的一个关键因素［３］。 ＰＤＡＣ
中的 ＣＡＦ 通过分泌各种细胞因子、生长因子、趋化

因子、外泌体和其他效应分子，与 ＴＭＥ 中的免疫细

胞相互作用，从而形成免疫抑制性 ＴＭＥ，使癌细胞

能够逃避免疫系统的监视［６］。 在分析人类 ＰＤＡＣ
样本和该疾病的小鼠模型细胞时，在肿瘤基质中鉴

定了很大一部分细胞，并发现它们主要是由代表不

同亚型的 ＣＡＦ 组成，剖析 ＣＡＦ 的功能后发现，其在

肿瘤基质中的存在有助于减少活化的细胞毒性

ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的数量［８］。 因此深入研究 ＣＡＦ 在

ＰＤＡＣ 中的复杂机制，可能为后续的靶向免疫治疗

提供新的策略。
２􀆰 １　 靶向 ＣＡＦ 直接消耗

在 ＰＤＡＣ 进展中，ＣＡＦ 发挥重要作用。 大量研

究证明，丰富的 ＣＡＦ 可产生大量的细胞外基质

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）以压迫血管并损害化疗

３７４１
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药物的全身递送，ＣＡＦ 也可通过分泌大量效应分子

进而形成免疫抑制微环境，进而促进肿瘤的生长、
侵袭和转移［２］。 此外，ＣＡＦ 可以通过调节髓源性抑

制细胞（ｍｙｅｌｏｉｄ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｃｅｌｌｓ，ＭＤＳＣ），将
其募集到肿瘤，并促进 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的排斥［９］。 因此

若将 ＰＤＡＣ 中的 ＣＡＦ 作为治疗靶点进行消耗，则可

抑制肿瘤细胞生长，减少免疫抑制微环境。 但

ＰＤＡＣ 中存在不同的 ＣＡＦ 亚型。 不同的亚型表现

出不同的空间分布、分化的表面标志物以及肿瘤促

进或限制的矛盾功能。 ＣＡＬＩＧＩＵＲＩ 等［１０］ 构建了

ＰＤＡＣ 皮下移植瘤模型，发现 ＰＤＡＣ 肿瘤中 ＣＡＦ 具

有异质性，并鉴定出空间分离且表型不同的 ＣＡＦ 亚

型，且各自拥有不同的表型特征。
２􀆰 １􀆰 １　 靶向不同类型 ＣＡＦ 消耗

不同类型的 ＣＡＦ 会发挥不同的作用［７］，了解不

同 ＣＡＦ 在 ＰＤＡＣ 中的功能，进而有针对性的消耗，
在临床上更具参考价值。 ＣＡＦ 在 ＰＤＡＣ 中可分为

免疫抑制亚型和免疫刺激亚型。 在大部分病例中，
免疫抑制亚型占优势地位。 ＫＰＣ 小鼠（小鼠自发胰

腺癌模型）和人胰腺癌 ＣＡＦ 最初根据生物标志物、
功能和位置分为 ３ 种类型：肌成纤维细胞 ＣＡＦ
（ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ＣＡＦ，ｍｙＣＡＦ）、炎性 ＣＡＦ（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ＣＡＦ， ｉＣＡＦ ） 和 抗 原 呈 递 ＣＡＦ （ ａｎｔｉｇｅｎ⁃ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ
ＣＡＦ，ａｐＣＡＦ） ［１０］。 ｍｙＣＡＦ 常位于肿瘤深处，通常与

缺氧区域的癌细胞相邻；ｉＣＡＦ 具有炎症表型，通常

位于肿瘤外周［１１］；ａｐＣＡＦ 高度表达主要组织相容性

复合物Ⅱ类和 ＣＤ７４ 的水平，且它可直接与幼稚

ＣＤ４＋ Ｔ 细胞结合，诱导它们以抗原特异性方式分化

为调节性 Ｔ 细胞。 ３ 种 ＣＡＦ 亚型都可能导致免疫

抑制性 ＴＭＥ［２］。 ＣＡＦ 可以通过机制重塑或肿瘤代

谢重编程直接支持肿瘤进展，也可以通过抑制免疫

反应和促进血管生成间接作用于其他基质成分来

支持肿瘤进展。 因此，靶向消耗 ＣＡＦ 进而减弱免疫

抑制微环境具有重要意义。
不同分型 ＣＡＦ 在肿瘤的发生发展中也具有不

同作用，ｍｙＣＡＦ 被认为是抑制癌症的 ＣＡＦ，同样

ａｐＣＡＦ 可具有肿瘤抑制作用，ｉＣＡＦ 被认为是促进癌

症进展的 ＣＡＦ［１２］。 因此靶向消耗 ＣＡＦ 应根据分型

后选择 ｉＣＡＦ 分型进行消耗，以便在减弱免疫抑制

微环 境 的 同 时， 也 减 弱 了 癌 症 的 发 生 发 展。
ＦＵＥＮＴＥＳ 等［１１］研究发现，缺氧诱导的缺氧诱导因

子⁃１α（ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α，ＨＩＦ⁃１α） 确定为

ＰＤＡＣ 中 ｉＣＡＦ 表型的关键调节因子，在缺氧条件

下，ＨＩＦ⁃１α 介导 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 自分泌信号通路会协同

上调 ｉＣＡＦ 的表达。 同时，缺氧条件下，ＣＡＦ 将会从

ｍｙＣＡＦ 向 ｉＣＡＦ 的转变。 因而，调控肿瘤微环境的

氧含量对抑制向 ｉＣＡＦ 的转变有一定的意义［１１］。 值

得注意的是，这些 ＣＡＦ 亚型的特征是动态的，受内

在信号通路和外部环境因素的影响。 ＢＩＦＦＩ 等［１３］在

２０１９ 年发现转化生长因子⁃β （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ⁃β，ＴＧＦ⁃β ） 通 过 下 调 白 细 胞 介 素 １ 受 体

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １，ＩＬ１Ｒ１）表达促进成纤维细

胞转化为 ｍｙＣＡＦ 抑制成纤维细胞转化为 ｉＣＡＦ。 因

而，也可采用此方法消耗 ＰＤＡＣ 中的 ｉＣＡＦ 亚型，其
可在减轻免疫抑制 ＴＭＥ 的同时，降低肿瘤细胞的增

殖。 综上，了解 ＣＡＦ 异质性将有助于靶向治疗

ＰＤＡＣ。
２􀆰 １􀆰 ２　 靶向 ＣＡＦ 生物标志物消耗

在对 ＣＡＦ 的进一步研究发现，ＣＡＦ 还存在丰富

多样的生物标志物。 已发现的 ＣＡＦ 标志物有成纤

维细 胞 激 活 蛋 白 （ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃α，
ＦＡＰ）、α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，
α⁃ＳＭＡ）、血小板衍生生长因子受体（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＤＧＦ⁃Ｒ）、白细胞分化抗原⁃
１０５（ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ １０５，ＣＤ⁃１０５）、富含亮氨

酸重复序列 １５ （ ｌｅｕｃｉｎｅ ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １５，
ＬＲＲＣ１５）、 轴 突 生 长 诱 导 因 子 Ｇ１ （ ｎｅｔｒｉｎ Ｇ１，
ＮｅｔＧ１）、磷脂酶 Ａ２ ⅡＡ 组（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ａ２ ｇｒｏｕｐ
ＩＩＡ，ＰＬＡ２Ｇ２Ａ）、细胞视黄酸结合蛋白 ２ （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ２，ＣＲＡＢＰ２） 等。 不同

标志物的 ＣＡＦ 具有不同的作用。 如含 ＦＡＰ、ＮｅｔＧ１、
ＰＤＧＦＲ、ＣＤ⁃１０５ 标志物的 ＣＡＦ 在 ＰＤＡＣ 中更易形

成免疫抑制微环境促进肿瘤发生发展，形成耐药环

境；而含 α⁃ＳＭＡ 和 ＬＲＲＣ１５ 标志物的 ＣＡＦ 在 ＰＤＡＣ
中，可减弱免疫抑制微环境、提高生存率。 重要的

是，ＦＡＰ ＋ ＣＡＦ 耗竭并没有改变 α⁃ＳＭＡ＋ ＣＡＦ 的数

量，进一步证实了 ＦＡＰ ＋ ＣＡＦ 和 α⁃ＳＭＡ＋ ＣＡＦ 为不同

功能的细胞亚群［１４］。 因此， 应将靶向含 ＦＡＰ、
ＰＤＧＦＲ、ＣＤ⁃１０５ 等标志物的 ＣＡＦ 进行消耗。

大量研究发现 ＦＡＰ 型的 ＣＡＦ 是 ＰＤＡＣ 内在免

疫耐药的主要原因之一。 ＦＡＰ 表达与肿瘤浸润、调
节性 Ｔ 细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇ）发展呈正相关，
与肿瘤浸润 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞呈负相关。 因此靶向耗竭

ＦＡＰ ＋ ＣＡＦ 细胞是一种较好的治疗选择［８］。 研究表

明，靶向 ＦＡＰ ＋ ＣＡＦ 消耗可抑制肿瘤生长，基质细胞

中 ＦＡＰ 蛋白的缺失会延迟小鼠 ＰＤＡＣ 疾病的进
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展［１４］。 ＦＥＩＧ 等［１５］发现，在小鼠 ＰＤＡＣ 皮下肿瘤模

型中，通过诱导快速缺氧，消耗 ＦＡＰ ＋ ＣＡＦ 可以降低

肿瘤负荷并减轻免疫抑制，延长 ＰＤＡＣ 患者生存期。
长期以来，ＭＣＡＮＤＲＥＷＳ 等［１４］在 ＰＤＡＣ 小鼠肿瘤模

型中采用 ＦＡＰ 靶向药物，包括双特异性抗体；抗
体⁃药物偶联物；疫苗和嵌合抗原受体 Ｔ 细胞等，都
旨在消除 ＦＡＰ ＋ ＣＡＦ 细胞。 然而，一些研究发现当

耗竭 ＦＡＰ ＋ ＣＡＦ 时会出现肌肉损失、骨毒性、恶病质

甚至死亡。 这表明表达 ＦＡＰ 的细胞在维持正常肌

肉质量和造血方面的重要性。 因此，ＦＡＰ ＋ ＣＡＦ 在

ＰＤＡＣ 发生消耗时，应密切注意患者变化，需谨慎耗

竭［１６］。 ＰＤＧＦＲ＋ ＣＡＦ 与 ＦＡＰ 作用相同，其可参与免

疫调节，将 ＴＭＥ 中巨噬细胞向 Ｍ２ 型调节，形成免

疫抑制微环境［１７］。 采用谱系标记 ＣＤ１０５ 用于质谱

术区分 ＣＡＦ 亚群，发现 ＣＤ１０５＋ ＣＡＦ 对肿瘤生长作

用不显著，但 ＣＤ１０５－ ＣＡＦ 可促进效应性 Ｔ 细胞浸

润、Ｔ 细胞记忆前体发育、树突状细胞浸润和抗原呈

递， 从 而 发 挥 强 大 的 肿 瘤 抑 制 作 用。
ＫＲＩＳＨＮＡＭＵＲＴＹ 等［１８］ 发现，ＬＲＲＣ１５＋ ＣＡＦ 可以直

接抑制 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞活化和功能，限制其对治疗的反

应。 ＬＲＲＣ１５－ ＣＡＦ 可增强 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞功能，并改

善对抗细胞程序性死亡⁃配体 １ （ ｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈ １ ｌｉｇａｎｄ １，ＰＤ⁃Ｌ１）治疗的反应性。 研究发现

ＮｅｔＧ１＋ ＣＡＦ 通过 ＮｅｔＧ１ 介导的谷氨酸 ／谷氨酰胺代

谢作用支持 ＰＤＡＣ 存活，ＮｅｔＧ１＋ ＣＡＦ 具有内在的免

疫抑制作用，可抑制自然杀伤细胞介导的肿瘤细胞

杀伤。 采用中和抗体阻断 ＮｅｔＧ１ 可以阻碍肿瘤的进

程以及减轻免疫抑制作用［１９］。 因此，同 ＦＡＰ 消耗

方法相同， 也可靶向消耗表达 ＰＤＧＦＲ、 ＣＤ１０５、
ＬＲＲＣ１５ 以及 ＮｅｔＧ１［１９］ 阳性的 ＣＡＦ。 与 ＦＡＰ ＋ ＣＡＦ
相比，α⁃ＳＭＡ＋ ＣＡＦ 在 ＰＤＡＣ 中发挥相反作用。 α⁃
ＳＭＡ＋ ＣＡＦ 已被证明在 ＰＤＡＣ 的基因工程小鼠模型

中抑制肿瘤起作用，并有助于极化肿瘤浸润 Ｔ 细

胞［１４］。 免疫标志物的多重免疫组织化学分析，α⁃
ＳＭＡ＋ ＣＡＦ 的耗竭降低了效应 Ｔ 细胞 （ ｅｆｆｅｃｔｏｒ Ｔ
ｃｅｌｌ，Ｔｅｆｆ）与 Ｔｒｅｇ 的比率［１４］。 ÖＺＤＥＭＩＲ 等［２０］证明，
胰腺癌中 α⁃ＳＭＡ＋ ＣＡＦ 的缺失导致侵袭性、未分化

的肿瘤增多，动物存活率降低，同时癌症干细胞数

量增加。 同时发现 α⁃ＳＭＡ＋ ＣＡＦ 缺失，ＰＤＡＣ 上皮

细胞⁃间充质细胞发生改变，进而使癌症干细胞表型

改变，使 ＰＤＡＣ 免疫浸润整体降低，增强 Ｔｒｅｇ，进而

增加 ＰＤＡＣ 侵袭性、降低生存率。 因此靶向消耗

ＣＡＦ 时，可不消耗 α⁃ＳＭＡ＋ ＣＡＦ。 研究发现 ＮｅｔＧ１＋

ＣＡＦ 同 α⁃ＳＭＡ＋ ＣＡＦ 一致，可显著抑制肿瘤生长，并
减轻免疫抑制。 因而可不消耗具有 ＮｅｔＧ１＋ ＣＡＦ。
综上，不同亚型、不同生物标志物的 ＣＡＦ 在 ＰＤＡＣ
进展中具有不同作用［１９］。 应在确定具体分型后，根
据其在肿瘤及免疫之中不同的作用进行有针对的

消耗，如消耗具有 ＦＡＰ、ＰＤＧＦＲ、ＣＤ１０５ 阳性标志的

ＣＡＦ，可以提高治疗的精确度和效果。
２􀆰 ２　 靶向 ＣＡＦ 分泌的效应分子

在 ＰＤＡＣ 发生发展中，其微环境中丰富的效应

分子发挥着重要作用，细胞间的相互作用受可溶性

因子（如细胞因子和趋化因子） 的分泌控制［１２］。
ＣＡＦ 分泌的效应分子在 ＰＤＡＣ 中具有不同作用，根
据分泌效应分子的不同，其在肿瘤的发生发展、转
移以及免疫中发挥不同作用。
２􀆰 ２􀆰 １　 靶向 ＣＡＦ 分泌的细胞因子

ＣＡＦ 可分泌大量细胞因子（ｃｙｔｏｋｉｎｅ，ＣＫ），该类

因子属于能在细胞间传递信息、具有免疫调节及效

应分子的小分子多肽和蛋白质。 在 ＰＤＡＣ 中，ＣＡＦ
分泌的 ＣＫ 格外丰富［１２］。 ＣＡＦ 通过 ＣＫ 的分泌，直
接调节免疫细胞功能，从肿瘤中排除抗肿瘤免疫细

胞或将免疫抑制细胞募集到肿瘤来发挥免疫抑制

作用［１９］，从而发挥致瘤作用以及免疫抑制微环境的

形成，如 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１３、ＩＬ⁃
１７ 和 ＩＬ⁃３３ 等。 ＣＡＦ 所分泌的 ＣＫ 已被证明可以促

进单核细胞的募集并向 Ｍ２ 巨噬细胞转化［２０］，也可

上调其他细胞上的检查点分子，如 ＴＭＥ 中的肿瘤细

胞和免疫细胞，间接对 Ｔ 细胞功能和抗肿瘤反应产

生抑制作用［２１］。 因此，ＣＫ 在 ＰＤＡＣ 进展中发挥着

不利的作用。 有研究报道，在 ＰＤＡＣ 小鼠自发模型

中，ＣＡＦ 分泌的 ＩＬ⁃６ 可以促进胰腺癌细胞对于吉西

他滨的耐药性，诱导产生免疫抑制微环境，这种耐

药性可通过 ＳＯＭ２３０ 类似物（帕瑞泰）逆转，该类似

物抑 制 ｍＴｏｒ ／ ４Ｅ⁃ＢＰ１ 通 路 和 ＩＬ⁃６ 合 成［２２］。 当

ＰＤＡＣ 环境中缺乏 ＩＬ⁃６ 时，大量实验发现可提高吉

西他滨与抗 ＰＤ⁃１ 免疫疗法协同作用，显著提高

ＰＤＡＣ 小鼠存活率［１４］。 靶向细胞因子受体抑制剂

如托珠单抗，可靶向 ＣＫ 受体如 ＩＬ⁃６ 受体（ ＩＬ⁃６Ｒａ）
及 ＣＫ 下游信号通路，进而抑制 ＣＡＦ 分泌的细胞因

子与细胞因子受体结合，从而提高 ＰＤＡＣ 患者的治

疗效果。 因而，针对 ＰＤＡＣ 的治疗，可采用以上抑制

ＣＡＦ 分泌的细胞因子或细胞因子受体两方面靶向

ＣＡＦ 分泌的细胞因子，进而发挥抗肿瘤，提高免疫

力的作用［２３］。
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２􀆰 ２􀆰 ２　 靶向 ＣＡＦ 分泌的趋化因子

趋化因子（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ）为小分子量的结构相关

多肽，其可调节细胞的趋化活性。 根据主要蛋白结

构的前两个半胱氨酸残基位置分为 ４ 类：Ｃ、ＣＣ、
ＣＸＣ 和 ＣＸ３Ｃ（Ｘ：任何的氨基酸） ［２４］。 这 ４ 类趋化

因子在协调 ＰＤＡＣ 免疫反应起一定的作用。 其中，
ＣＣ 和 ＣＸＣ 两类趋化因子发挥主要作用，大部分由

ＣＡＦ 分泌，影响免疫细胞及其他细胞（上皮细胞和

内皮细胞）的迁移，导致 ＰＤＡＣ 的早期播散和侵袭

性，可通过诱导体内 Ｔｒｅｇｓ 等细胞的募集降低免疫

力，也可限制免疫效应细胞（如 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞）向肿

瘤组织募集［２５］。 如 ＴＭＥ 中 ＣＡＦ 分泌的 ＣＸ３ＣＬ１、
ＣＸＣＬ１２、ＣＣＬ２、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２０ 和 ＣＸＣＬ１２ 参与了间

充质干细胞的募集和转化。 ＷＡＮＧ 等［２６］ 在原位小

鼠 ＰＤＡＣ 模型中发现，ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ 细胞向 ＣＡＦ
的募集也依赖于 ＣＣＬ５，ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ 的关键转

录因子叉头盒蛋白 Ｐ３ （ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ３，
ＦＯＸＰ３）在 ＰＤＡＣ 中高度表达，进而上调 ＣＡＦ 分泌

ＣＣＬ５ 的表达。 若将 ＣＣＬ５ 或 ＦＯＸＰ３ 进行消耗，可
明显减少原位小鼠 Ｐａｎ⁃０２ ＰＤＡＣ 肿瘤的肿瘤负荷

和 Ｔｒｅｇ 浸 润。 ＫＯＣＨＥＲ 等［２７］ 发 现， 干 扰 素⁃ｙ
（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ，ＩＦＮ⁃γ）处理降低了 ＰＤＡＣ 小鼠模型中

ＣＡＦ 产生 ＣＸＣＬ８ 的表达，增强抗 ＰＤ１ 治疗的疗效，
是通过减轻 ＣＤ６８＋ Ｍ２ 巨噬细胞的瘤内浸润。 实验

发现， 接受 ＣＸＣＲ４ 抑制剂 ＡＭＤ３１００ 以及接受

ＣＸＣＲ２ 拮 抗 剂 ＣＣＸ８７２⁃Ｂ 的 患 者， 分 别 与

ＦＯＬＦＩＲＩＮＯＸ 联合治疗后，免疫应答在病灶中均有

所增强，进而在 ＰＤＡＣ 治疗中有一定的疗效［２５］。 因

而，靶向抵抗 ＣＡＦ 分泌趋化因子或拮抗趋化因子配

体可以改善 ＰＤＡＣ 中免疫抑制的微环境，也可将抗

ＰＤ⁃Ｌ１ 和趋化因子受体联合使用，提高治疗效果。
（见表 １）。
２􀆰 ２􀆰 ３　 靶向 ＣＡＦ 分泌的生长因子

ＣＡＦ 可分泌大量的生长因子 （ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，
ＧＦ）， 如血管内皮生长因子 （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、表皮细胞生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＥＧＦ）、肝细胞生长因子 （ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）、ＴＧＦ⁃β，基质细胞衍生因子⁃１
（ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ⁃１，ＳＤＦ⁃１）等，这些因子在

促进 ＰＤＡＣ 肿瘤生长、增殖、迁移、侵袭、转移中发挥

重要作用。 当前已揭示了 ＰＤＡＣ 患者在接受化疗

后，可上调胎盘生长因子 （ ｐｌａｃｅｎｔａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，
ＰＬＧＦ），其可直接激活 ＣＡＦ 在 ＰＤＡＣ 中产生大量细

胞外基质，也可以诱导 ＶＥＧＦ 的生成［３７］。 ＰＤＡＣ 肿

瘤的生长和进展在很大程度上依赖于血管生成，而
血管生成是由 ＶＥＧＦ 来支持的，因此抑制 ＰＬＧＦ 和

ＶＥＧＦ 的产生在 ＰＤＡＣ 治疗中发挥重要作用［３７］，可
采用 ＰＬＧＦ（如 Ａｔｅ⁃Ｇｒａｂ 单药治疗）和 ＶＥＧＦ 阻断

剂［３８］。 ＣＡＦ 也可通过分泌成纤维细胞生长因子，以
此反馈增加趋化因子 ＣＸＣＬ８ 的表达［３８］。 ＣＡＦ 分泌

ＳＤＦ⁃１，可上调胰腺癌中的 ＳＡＴＢ⁃１ 表达，从而导致

吉西他滨耐药和胰腺肿瘤恶性进展［３９］。 此外，ＣＡＦ
衍生的 ＨＧＦ 有助于胰腺癌细胞的上皮⁃间充质转化

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ），导致内在

的吉西他滨耐药［４０］。 在 ＰＤＡＣ 自发小鼠模型中发

现，ＣＡＦ 分 泌 ＴＧＦ⁃β１， 从 而 激 活 胰 腺 癌 中 的

ＳＭＡＤ２ ／ ３⁃ＡＴＦ４ 轴，导致 ＡＴＰ 结合盒亚家族 Ｃ 成员

１ （ ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ｃ ｍｅｍｂｅｒ １，
ＡＢＣＣ１）的转录增加，ＡＢＣＣ１ 泵出细胞内吉西他滨，
减少其在癌细胞中的积累，最终导致治疗耐药，因
此可采用抑制 ＴＧＦ⁃β 的药物，如靶向 ＴＧＦ⁃β 表达的

反义核苷酸链［４１］。 ＴＭＥ 中大量分布的趋化因子不

仅在肿瘤发生发展中发挥作用，同时也可形成免疫

抑制环境。 因此，抑制生长因子的产生在 ＰＤＡＣ 治

疗中具有重要意义。
２􀆰 ３　 失活 ＰＳＣ 进而重编程 ＣＡＦ

ＰＳＣ 是一种常驻胰腺间充质细胞，是肿瘤微环

境的主要细胞成分，可导致 ＰＤＡＣ 结缔组织增

生［４２］。 ＰＳＣ 具有两种表型：静止型和激活型。 健康

状态下的 ＰＳＣ 处于静止状态，静止型 ＰＳＣ 呈纺锤形

或星形，位于胰腺腺泡细胞的基质外侧，围绕于血

管周围和导管周围，是一种富含维生素脂滴的细

胞，且只能产生较少的 ＥＣＭ。 当静止型 ＰＳＣ 受到一

些病理因素刺激时，通过降低脂质储存和脂质代谢

相关基因的表达，丢失胞质脂滴转化成肌成纤维样

细胞，并表达成纤维细胞活化标志［４３］。 ＣＡＦ 主要来

源于激活的 ＰＳＣ，ＰＳＣ 失活可能导致 ＣＡＦ 无法生

成。 因此，可采用一系列方法将 ＰＳＣ 进行失活，从
而抑制 ＣＡＦ 的产生以及 ＣＡＦ 对 ＰＤＡＣ 进展的作用，
此过程称为重编程 ＣＡＦ［４４］。 ＰＳＣ 在缺氧条件下，当
暴露于肿瘤衍生的细胞因子时，会逐渐上调表达

ｉＣＡＦ 的标志物［１１］。 研究表明，胰岛素样生长因子⁃
１（ｉｎｓｕｌｉｎ ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃１，ＩＧＦ⁃１）信号的刺激与

ＰＳＣ 激活相关，因此可采用拮抗 ＩＧＦ⁃１ 试剂以此抵

消 ＰＳＣ 的进一步激活［４５］。 全反式视黄酸（ａｌｌ⁃ｔｒａｎｓ⁃
ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ，ＡＴＲＡ）和维生素 Ｄ 类似物可使 ＰＳＣ 失
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　 　 　 　 　 　 表 １　 ＰＤＡＣ 中趋化因子分类及其功能

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ＰＤＡＣ
分类

Ｃｌａｓｓｉｆｙ
种类
Ｃｌａｓｓ

受体
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ

功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

策略
Ｓｔｒａｔｅｇｙ
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ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ；
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ＣＸＣ ＣＸＣＬ１⁃１７ ＣＸＣＲ１⁃７

大部分由成纤维细胞分泌；
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调节免疫抑制微环境；
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ＣＸＣＬ１３⁃ＣＸＣＲ５：作用于 ＣＤ８Ｔ 细胞
ＣＸＣＬ１４：可杀伤单核细胞、树突状细胞和自然杀
伤细胞；
ＣＸＣＬ１６⁃ＣＸＣＲ６：促进抗肿瘤免疫
Ｍｏｓｔ ｏｆ ｉｔ ｉｓ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｂｙ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；
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ＣＸＣＬ１ ／ ２ ／ ５⁃ＣＸＣＲ２： ｐｒｏｍｏｔｅ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ
ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ， ａｎｄ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｃａｎ
ｐｒｏｄｕｃｅ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ；
ＣＸＣＬ１０⁃ＣＸＣＲ３： ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ８Ｔ ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔ；
ＣＸＣＬ１２⁃ＣＸＣＲ４： ａｌｓｏ ｋｎｏｗｎ ａｓ ｍａｔｒｉｘ ｄｅｒｉｖｅｄ
ｆａｃｔｏｒｓ；
ＣＸＣＬ１３⁃ＣＸＣＲ５： ａｃｔｉｎｇ ｏｎ ＣＤ８Ｔ ｃｅｌｌｓ；
ＣＸＣＬ１４： ｃａｎ ｋｉｌｌ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ， ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ
ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓ；
ＣＸＣＬ１６⁃ＣＸＣＲ６： ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｉｔｙ

阻断 ＣＸＣＲ 受体；
ＣＸＣ 基因敲除；
ＩＦＮ⁃γ 治疗抑制 ＣＸＣ
Ｂｌｏｃｋｉｎｇ ＣＸＣＲ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ；
ＣＸＣ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ；
ＩＦＮ⁃γ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＣＸＣ

［３０－３３］

ＣＸ３Ｃ ＣＸ３ＣＬ１ ＣＸ３ＣＲ１ 促肿瘤
Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒｓ

阻断 ＣＸ３ＣＲ１ 受体
Ｂｌｏｃｋｉｎｇ ＣＸ３ＣＲ１ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ

［３４－３６］

活，从而增加 ＰＤＡＣ 瘤内吉西他滨水平并减少肿瘤

体积。 维生素 Ｄ 代谢物（１，２５⁃二羟基维生素 Ｄ３ 或

卡泊三醇）已被证明可将活化的 ＣＡＦ 逆转为静止成

纤维细胞，激活维生素 Ｄ３ 成纤维细胞上的受体导

致胰腺纤维化的减少，并且还增加了小鼠胰腺癌模

型中对化疗药物的反应［２７］。 ＬＵＯＮＧ 等［４６］ 发现，单
核细胞 Ｃ⁃Ｃ 趋化因子受体 ２ 信号转导可诱导 ＣＣＲ２＋

单核细胞迁移至胰腺并分化为 ＰＳＣ，而 ＰＳＣ 是 ＣＡＦ
的前体，若将单核细胞迁移通路进行阻断，则可有

效阻断 ＰＳＣ 向 ＣＡＦ 的分化。 因此，使 ＰＳＣ 失活从

而导致重编程 ＣＡＦ，从而减少免疫抑制微环境、提
高治疗效果，在 ＰＤＡＣ 治疗中具有重要意义。
２􀆰 ４　 限制 ＣＡＦ 诱导的 ＥＣＭ 重塑

ＰＤＡＣ 中丰富的 ＥＣＭ 造成了免疫抑制微环境
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和 Ｔ 细胞浸润不良［１２］，而 ＣＡＦ 可诱导胰腺癌内部

和周围组织纤维化或纤维增生，是 ＥＣＭ 形成的主要

来源。 ＣＡＦ 及其产生的相关细胞外成分（如胶原蛋

白、纤连蛋白和基质金属蛋白酶等）可以重塑 ＴＭＥ，
并产生物理屏障，阻止效应 Ｔ 细胞归巢到肿瘤组

织［４７］。 同时，致密的胶原网络限制了 ＰＤＡＣ 基质中

游离 Ｔ 细胞分布。 与松散纤连蛋白相比，富含纤连

蛋白的区域具有较低的 Ｔ 细胞浓度。 同样，在密集

致密区，Ｔ 细胞运动明显降低。 ＥＣＭ 的主要成分胶

原蛋白⁃Ｉ 可增强 ＰＤＡＣ 细胞的转移潜力，该通路受

多 个 途 径 调 控， 如 磷 酸 肌 醇⁃３⁃激 酶

（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃ｋｉｎａｓｅ， ＰＩ３Ｋｓ） 信号传导和

ＳＩＰ １ 介导的 Ｅ⁃钙黏蛋白下调［４８］。 在自发性 ＰＤＡＣ
小鼠模型中，ＣＡＦ 分泌的胶原蛋白可通过募集骨髓

来源的抑制性细胞（ｍｙｅｌｏｉｄ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｃｅｌｌｓ，
ＭＤＳＣＳ）和减少 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞来增强免疫抑制，进而

加快 ＰＤＡＣ 进 展。 基 质 金 属 蛋 白 酶 （ ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）在 ＰＤＡＣ 转移期间调节免疫

抑制的作用得到证实，ＭＭＰ９ 在 ＮＫ 细胞功能障碍

和免疫抑制中起着关键作用。 用 ＭＭＰ９ 阻滞剂处

理 ＮＫ 细胞，发现可增强 ＮＫ 细胞分泌穿孔素和颗

粒酶 Ｂ，表明 ＭＭＰ９ 抑制可以逆转其诱导的免疫抑

制作用并增强 ＮＫ 细胞的效应功能［４８］。 已确定 ＩＰＩ⁃
９２６（一种消耗 ＣＡＦ 相关基质组织的药物）联合给药

可改善 ＰＤＡＣ 中的递送和疗效［４９］；血管紧张素氯沙

坦，可抑制 ＰＤＡＣ 中 ＣＡＦ 产生胶原，从而减少 ＣＯＬ１
的沉积进而减少耐药。 另外，ＰＥＧＰＨ２０ 作为一种聚

乙二醇化的重组人透明质酸酶用于 ＰＤＡＣ 小鼠模

型，可快速持续的降解基质中的透明质酸，进而减

少胶原合成，消耗硫酸软骨素，并重塑肿瘤基质，调
节 ＰＤＡＣ 信号传导作用，增强免疫抗肿瘤效应记忆

Ｔ 细 胞 浸 润。 且 与 单 独 使 用 吉 西 他 滨 相 比，
ＰＥＧＰＨ２０ 联合吉西他滨治疗可显著降低转移发生

并提 高 了 动 物 存 活 率［５０］。 ４⁃甲 基 伞 形 酮 （ ４⁃
ｍｅｔｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｏｎｅ，ＭＵ）为一种选择性透明质酸抑

制剂，可降低小鼠体内 ＰＤＡＣ 肿瘤大小，促进 Ｔ 细胞

增殖和向肿瘤组织浸润，进而抑制肿瘤生长迁

移［５０］。 因而，通过抑制 ＣＡＦ 分泌细胞外基质成分，
提高免疫，抑制肿瘤转移的发生。 与此同时，ＥＣＭ
中另一重要成分基质金属蛋白酶（ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，
ＭＭＰ）则是降解 ＥＣＭ 成分的酶，其过表达可以通过

降解 ＥＣＭ 和改变 ＥＣＭ 动力学来驱动 ＰＤＡＣ 的进

展［５１］。 因此，在 ＥＣＭ 重塑时，应该注意不能过度

减少，因为其会造成基质疏松进而促进肿瘤的

转移。

３　 展望

３􀆰 １　 提高 ＣＡＦ 分型及标志物的鉴定

ＣＡＦ 免疫反应的复杂性值得进一步研究，不同

亚型和标志物的 ＣＡＦ 在 ＰＤＡＣ 肿瘤进展及免疫中

发挥不同的作用。 如今仍缺乏特异性标志物，无法

确定 ＰＤＡＣ 中主要 ＣＡＦ 亚群中的哪些亚群与特定

的免疫细胞类型相互作用，因此，鉴定 ＣＡＦ 的亚型

及标志物具有重要意义。 在 ＰＤＡＣ 治疗时，重点是

对免疫不利、促进肿瘤发展的 ＣＡＦ 亚型进行靶向消

耗。 如在 ＰＤＡＣ 小鼠自发胰腺癌模型中联合使用美

登素和 ＦＡＰ⁃ＤＭ１（一种新型 ＦＡＰ 单克隆抗体）可持

续抑制肿瘤生长，甚至完全消退［２０］。 因而，提高

ＣＡＦ 的分型鉴定技术对于提高 ＰＤＡＣ 的治疗效果

具有重要意义。
３􀆰 ２　 开发关于针对 ＣＡＦ 治疗的新方法

通常 ＰＤＡＣ 临床治疗为手术切除和单药辅助放

化疗等，包括吉西他滨、卡培他滨以及吉西他滨加

白蛋白结合型紫杉醇［４９］。 但预后效果均不理想，与
ＰＤＡＣ 致密的细胞外基质有着密切的关系。 当前针

对 ＣＡＦ 的治疗方法层出不穷，而寻找更高效的方法

尤为重要。 有研究报道借助嵌合抗原受体 Ｔ 细胞

（ｃｈｉｍｅｒｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ，ｃａｒ⁃
Ｔ）可特异性靶向 ＣＡＦ。 比如，ＣＤ７０ 在 ＣＡＦ 上表达，
研究表明，ＣＤ７０＋ ＣＡＦ 可促进 Ｔｒｅｇ 的积累促进肿瘤

迁移并调节免疫逃逸，可用装载 ＩＬ⁃１５ 的 ＮＫ 细胞特

异性识别 ＣＡＦ 上的 ＣＤ７０，从而达到裂解 ＣＡＦ 的效

果［５２］。 另外，针对 ＦＡＰ ＣＡＦ 的 ｃａｒ⁃Ｔ 疗法也可消耗

ＣＡＦ［５３］，同时不会影响 ＰＤＡＣ 中其他亚型 ＣＡＦ 的含

量，通过免疫非依赖性作用抑制肿瘤生长，减少肿

瘤血管密度以及减少细胞外基质沉积。 目前已设

计出了基于 ＨＳＶ⁃１ 的小鼠 ＯＸ４０Ｌ 表达溶瘤病毒

（ＯＶ⁃ｍＯＸ４０Ｌ），其可表现出局部和全身肿瘤抑制，
单细胞 ＲＮＡ 测序显示，ＯＶ⁃ｍＯＸ４０Ｌ 重塑基质细胞

（ＣＡＦ），从而促进 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞浸润，以延长

ＰＤＡＣ 小鼠存活率［５４］。 另外，关于针对 ＣＡＦ 的特异

性疫苗的研发也有一定的临床意义，基于口服 ＦＡＰ
的 ＤＮＡ 疫苗，发现 ＰＤＡＣ 微环境中 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞浸

润增加。 总之，应寻找更多针对 ＣＡＦ 的治疗方法，
以达到缓解微环境免疫抑制状态，进而增强免疫，
减少肿瘤转移发生［１９］。
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３􀆰 ３　 干预发生免疫抑制的 ＣＡＦ 信号通路

ＨＩＦ、ＴＧＦ⁃β、Ｎｏｔｃｈ、Ｈｉｐｐｏ、ＳＴＡＴ 以及 Ｗｎｔ 等信

号通路，与促进 ＰＤＡＣ 免疫抑制和转移有关，在促进

肿瘤进展方面发挥重要作用［４８］。 在 ＰＤＡＣ 免疫抑

制性 ＣＡＦ 中，ＳＴＡＴ 等信号通路被激活，有助于形成

免疫屏障， 抑制 ＣＤ８＋ Ｔ 细 胞 浸 润 到 ＴＭＥ 中。
ＧＡＵＴＡＭ 等［４８］发现，在 ＰＤＡＣ 的自发小鼠模型中，
缺氧环境改变了 ＰＤＡＣ 所有细胞的代谢特性，缺氧

诱导因子（ＨＩＦ⁃２α）通过增加 ＣＡＦ、Ｍ２ 型肿瘤相关

巨噬细胞（Ｍ２⁃ＴＡＭＳ）和 Ｔｒｅｇｓ 的募集在促进免疫抑

制方面发挥主要作用。 此外，他们还发现 ＨＩＦ⁃２α 的

缺失也减少了纤维化，表明 ＨＩＦ⁃２α 在免疫抑制和纤

维化中发挥作用。 这有助于癌细胞进行免疫逃避

和转移。 因而，改善 ＰＤＡＣ 缺氧环境、干预 ＨＩＦ⁃２α
的产生可减少 ＣＡＦ 的增加，减轻免疫抑制微环境，
提高 ＰＤＡＣ 治疗效果。 Ｎｏｔｃｈ 信号在诱导 ＰＤＡＣ 免

疫抑制中也发挥重要作用，最新研究发现，ＰＤＡＣ
中，Ｎｏｔｃｈ 信号增强可增加 ＣＡＦ、髓系细胞，会提高

ＰＤＡＣ 细胞系中 ＰＤ⁃Ｌ１ 含量，使肿瘤微环境形成一

个免疫抑制状态。 当采用 Ｎｏｔｃｈ 抑制剂与抗 ＰＤ⁃Ｌ１
联合使用可使 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞浸润增加，Ｋｉ６７ 染色减

少，从而降低免疫抑制提高抗肿瘤疗效［４８］。 因此，
有效的通路抑制剂可减少 ＣＡＦ 等细胞生成，减轻免

疫抑制状态，提高 ＰＤＡＣ 的治疗效果。

４　 总结

ＰＤＡＣ 基质是复杂的、动态的，在肿瘤的进展和

转移中起着重要的作用。 许多研究发现，ＣＡＦ 与

ＰＤＡＣ 的发生发展密切相关，因此针对 ＣＡＦ 的靶向

治疗仍在不断开展。 特别是已有的文献报道不同

来源的 ＣＡＦ 具有不同的功能，因此，需要追溯 ＣＡＦ
的亚型，这可能为胰腺癌的治疗提供有效的策略。
而现有的研究只发现了 ＣＡＦ 亚型的存在和部分功

能，无法将其精确分型。
总之，直接消耗 ＣＡＦ、靶向消耗 ＣＡＦ 分泌效应

分子，失活 ＰＳＣ 到 ＣＡＦ 的转化，限制 ＣＡＦ 诱导的

ＥＣＭ 均可减缓 ＰＤＡＣ 进展，从而实现对胰腺癌的治

疗。 相信随着 ＣＡＦ 分型鉴定能力的提升以及 ＣＡＦ
相关通路的解析，可能会建立针对 ＣＡＦ 治疗胰腺癌

的有效方法。 但值得思考的是，每种 ＣＡＦ 在什么条

件下存在于体内？ 能否通过条件转化改变 ＣＡＦ 的

类型，从而改善 ＰＤＡＣ 微环境，减缓肿瘤进展？ 未来

的研究需要进一步探索每种 ＣＡＦ 亚型的功能以及

与 ＰＤＡＣ 中其他细胞、信号通路之间的联系。 由于

ＣＡＦ 在胰腺癌中富集的特殊性，靶向 ＣＡＦ 可能是一

个很有前景的治疗方向。 虽然目前还尚无批准靶

向基质治疗胰腺癌的临床方案，但一些临床试验正

在进行中。 可以尝试设计以 ＣＡＦ 为靶点，与目前已

有的临床治疗方法联合使用可能为 ＰＤＡＣ 患者带来

更好的希望。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］ 　 ＮＡＫＡＺＡＷＡ Ｙ， ＭＩＹＡＮＯ Ｍ， ＴＳＵＫＡＭＯＴＯ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｌｉｖｅｒｙ
ｏｆ ａ ＢＥＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｇｒａｄｅｒ ｖｉａ ａ ＣＥＡＣＡＭ６⁃ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ⁃
ｄｒｕｇ ｃｏｎｊｕｇａｔｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｕｍｏｕｒ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｍｏｄｅｌｓ
［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２４， １５： ２２０２．

［ ２ ］ 　 ＮＩＣＨＥＴＴＩ Ｆ， ＲＯＴＡ Ｓ， ＡＭＢＲＯＳＩＮＩ Ｐ， ｅｔ ａｌ． ＮＡＬＩＲＩＦＯＸ，
ＦＯＬＦＩＲＩＮＯＸ， ａｎｄ ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ ｗｉｔｈ ｎａｂ⁃ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ａｓ ｆｉｒｓｔ⁃ｌｉｎｅ
ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ： ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ
ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｍｅｔａ⁃ａｎａｌｙｓｉｓ ［Ｊ］ ． ＪＡＭＡ Ｎｅｔｗ Ｏｐｅｎ， ２０２４， ７（１）：
ｅ２３５０７５６．

［ ３ ］ 　 ＹＡＯ Ｈ， ＨＵＡＮＧ Ｃ， ＺＯＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅ⁃
ｐａｃｋａｇｅｄ ｌｎｃＲＮＡ ｆｒｏｍ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｉｍｍｕｎｅ ｅｖａｓｉｏｎ ｂｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＨＬＡ⁃ａ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｅｘｔｒａｃｅｌｌ Ｖｅｓｉｃｌｅｓ， ２０２４， １３（７）： ｅ１２４８４．

［ ４ ］ 　 ＺＨＯＵ Ｈ， ＷＡＮＧ Ｗ， ＣＡＩ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ ｈｙｂｒｉｄ ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ
ｅｎａｂｌｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ ｒｏｕｓｅｄ ａｎｔｉ⁃
ｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎａｎｏｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０２４， ２２（１）： ３５３．

［ ５ ］ 　 ＺＨＥＮＧ Ｓ， ＨＵ Ｃ， ＬＩＮ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅ⁃ｐａｃｋａｇｅｄ
ＰＩＡＴ ｆｒｏｍ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｄｒｉｖｅｓ ｎｅｕｒａｌ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ
ｂｙ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ ｍ５Ｃ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌｓ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０２４， １６（７５６）： ｅａｄｉ０１７８．

［ ６ ］ 　 ＧＯＲＤＯＮ Ｓ Ｒ， ＭＡＵＴＥ Ｒ Ｌ， ＤＵＬＫＥＮ Ｂ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ＰＤ⁃１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｔｕｍｏｕｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｕｍｏｕｒ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０１７， ５４５
（７６５５）： ４９５－４９９．

［ ７ ］ 　 ＫＩＮＯＳＨＩＴＡ Ｔ， ＩＳＨＩＩ Ｇ， ＨＩＲＡＯＫＡ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｐ３
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｃｏｅｘｉｓｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃａｎｃｅｒ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ａｒｅ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｐｏｏｒ ｏｕｔｃｏｍｅ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ］ ．
Ｃａｎｃｅｒ Ｓｃｉ， ２０１３， １０４（４）： ４０９－４１５．

［ ８ ］ 　 ＡＳＳＯＵＬＩＮＥ Ｂ， ＫＡＨＮ Ｒ， ＨＯＤＡＬＩ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｎｅｓｃｅｎｔ ｃａｎｃｅｒ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｒｅｓｔｒｉｃｔ ＣＤ８ ＋

Ｔ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｍｉｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ ｔｏ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ
ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２４， １５（１）： ６１６２．

［ ９ ］ 　 ＡＲＰＩＮＡＴＩ Ｌ， ＳＣＨＥＲＺ⁃ＳＨＯＵＶＡＬ Ｒ． Ｆｒｏｍ ｇａｔｅｋｅｅｐｅｒｓ ｔｏ
ｐｒｏｖｉｄｅｒｓ： ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｂｙ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｃａｎｃｅｒ， ２０２３， ９（５）： ４２１－４４３．

［１０］ 　 ＣＡＬＩＧＩＵＲＩ Ｇ， ＴＵＶＥＳＯＮ Ｄ Ａ． Ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ：
ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ａｎｄ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ， ２０２３， ４１（ ３）：
４３４－４４９．

［１１］ 　 ＦＵＥＮＴＥＳ Ｎ Ｒ， ＴＡＮＩＧＵＣＨＩ Ｃ Ｍ． Ｔｕｒｎｉｎｇ ｄｏｗｎ ｏｘｙｇｅｎ ｔｏ ｔｕｒｎ
ｕｐ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ＣＡＦｓ ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０２３， ８３ （ １０）：
１５６０－１５６２．

９７４１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 １１ 月第 ３２ 卷第 １１ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． １１

［１２］ 　 ＳＣＨＷÖＲＥＲ Ｓ， ＣＩＭＩＮＯ Ｆ Ｖ， ＲＯＳ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｈｙｐｏｘｉａ
ｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｂｙ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，
２０２３， ８３（１０）： １５９６－１６１０．

［１３］ 　 ＢＩＦＦＩ Ｇ， ＯＮＩ Ｔ Ｅ， ＳＰＩＥＬＭＡＮ Ｂ， ｅｔ ａｌ． ＩＬ１⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＪＡＫ ／
ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｓ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅｄ ｂｙ ＴＧＦ⁃β ｔｏ ｓｈａｐｅ ＣＡＦ
ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ
Ｄｉｓｃｏｖ， ２０１９， ９（２）： ２８２－３０１．

［１４］ 　 ＭＣＡＮＤＲＥＷＳ Ｋ Ｍ， ＣＨＥＮ Ｙ， ＤＡＲＰＯＬＯＲ Ｊ Ｋ， ｅｔ ａｌ．
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ｏｆ ｃａｒｃｉｎｏｍａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ＩＬ６⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｄｉｓｃｏｖ， ２０２２， １２ （ ６）： １５８０
－１５９７．

［１５］ 　 ＦＥＩＧ Ｃ， ＪＯＮＥＳ Ｊ Ｏ， ＫＲＡＭＡＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＣＸＣＬ１２
ｆｒｏｍ ＦＡＰ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｃａｒｃｉｎｏｍａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｓｙｎｅｒｇｉｚｅｓ
ｗｉｔｈ ａｎｔｉ⁃ＰＤ⁃Ｌ１ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ
Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０１３， １１０（５０）： ２０２１２－２０２１７．

［１６］ 　 ＫＡＲＡＭＩＴＯＰＯＵＬＯＵ Ｅ， ＷＥＮＮＩＮＧ Ａ Ｓ， ＡＣＨＡＲＪＥＥ Ａ， ｅｔ
ａｌ． Ｓｐａｔｉａｌｌｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ ｔｕｍｏｕｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｎｄ ｈｏｓｔ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｉｍｍｕｎｅ ｄｒｉｖｅｒｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］ ． Ｇｕｔ， ２０２３， ７２（８）： １５２３－１５３３．

［１７］ 　 ＳＨＩ Ａ， ＬＩＵ Ｚ， ＦＡＮ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｓｔ ｃｅｌｌ ａｎｄ ｂｉｌｅ⁃
ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎｔｅｒｐｌａｙ ｉｎ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ［Ｊ］ ． Ｇｕｔ， ２０２４， ７３（８）： １３５０－１３６３．

［１８］ 　 ＫＲＩＳＨＮＡＭＵＲＴＹ Ａ Ｔ， ＳＨＹＥＲ Ｊ Ａ， ＴＨＡＩ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＬＲＲＣ１５
＋ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｄｉｃｔａｔｅ ｔｈｅ ｓｔｒｏｍａｌ ｓｅｔｐｏｉｎｔ ｔｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ｔｕｍｏｕｒ
ｉｍｍｕｎｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０２２， ６１１（７９３４）： １４８－１５４．

［１９］ 　 ＦＲＡＮＣＥＳＣＯＮＥ Ｒ， ＢＡＲＢＯＳＡ ＶＥＮＤＲＡＭＩＮＩ⁃ＣＯＳＴＡ Ｄ，
ＦＲＡＮＣＯ⁃ＢＡＲＲＡＺＡ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｔｒｉｎ Ｇ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｄｒｉｖｅｎ
ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｄｉｓｃｏｖ，
２０２１， １１（２）： ４４６－４７９．

［２０］ 　 ÖＺＤＥＭＩＲ Ｂ Ｃ， ＰＥＮＴＣＨＥＶＡ⁃ＨＯＡＮＧ Ｔ， ＣＡＲＳＴＥＮＳ Ｊ Ｌ， ｅｔ
ａｌ． Ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｃｉｎｏｍａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｉｎｄｕｃｅｓ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ ｐａｎｃｒｅａｓ ｃａｎｃｅｒ ｗｉｔｈ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ， ２０１５， ２８（６）： ８３１－８３３．

［２１］ 　 ＤＵＰÉＲÉ⁃ＲＩＣＨＥＲ Ｄ， ＲＩＶＡ Ａ， ＢＡＲＷＩＣＫ Ｂ Ｇ， ｅｔ ａｌ．
ＫＤＭ６Ａ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｙｅｌｏｍａ
［Ｊ］ ． Ｂｌｏｏｄ， ２０２４， １４４（１４）： １５０８－１５２０．

［２２］ 　 ＤＵＬＵＣ Ｃ， ＭＯＡＴＡＳＳＩＭ⁃ＢＩＬＬＡＨ Ｓ， ＣＨＡＬＡＢＩ⁃ＤＣＨＡＲ Ｍ， ｅｔ
ａｌ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｍＴＯＲ ／ ４Ｅ⁃
ＢＰ１ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ａｂｒｏｇａｔｅｓ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｔｕｍｏｕｒ ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ［ Ｊ］ ． ＥＭＢＯ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１５， ７（ ６）：
７３５－７５３．

［２３］ 　 ＣＨＯＩ Ｂ Ｒ， ＪＯＨＮＳＯＮ Ｋ Ｒ， ＭＡＲＩＣ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｎｏｃｙｔｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ＩＬ⁃６ ｐｒｏｇｒａｍｓ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｔｏ ｒｅｂｕｉｌｄ ｄａｍａｇｅｄ ｂｒａｉｎ ｖａｓｃｕｌａｔｕｒｅ
［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２３， ２４（７）： １１１０－１１２３．

［２４］ 　 ＫＡＷＡＳＡＫＩ Ｋ， ＯＨＴＡ Ｙ， ＣＡＳＴＲＯ Ｃ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｊ ｃｈａｉｎ ｉｓ ａｎ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｉｌｙ ｃｏ⁃ｏｐｔｅｄ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ
［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０２４， １２１（３）： ｅ２３１８９９５１２１．

［２５］ 　 ＢＨＡＴＩＡ Ｒ， ＢＨＹＲＡＶＢＨＡＴＬＡ Ｎ， ＫＩＳＬＩＮＧ Ａ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｃｈａｔｔｅｒｉｎｇ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｕｍｏｒ

ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ［Ｊ］ ． Ｓｅｍｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｂｉｏｌ， ２０２２， ８６（２）： ４９９－

５１０．
［２６］ 　 ＷＡＮＧ Ｘ， ＬＩ Ｘ， ＷＥＩ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＰＤ⁃Ｌ１ ｉｓ ａ ｄｉｒｅｃｔ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ

ｃａｎｃｅｒ⁃ＦＯＸＰ３ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ （ ＰＤＡＣ），
ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ＰＤ⁃Ｌ１ ａｎｄ
ＣＣＬ５ ｉｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＰＤＡＣ ［ Ｊ ］ ． Ｓｉｇｎａｌ
Ｔｒａｎｓｄｕｃｔ Ｔａｒｇｅｔ Ｔｈｅｒ， ２０２０， ５（１）： ３８．

［２７］ 　 ＫＯＣＨＥＲ Ｈ Ｍ， ＢＡＳＵ Ｂ， ＦＲＯＥＬＩＮＧ Ｆ Ｅ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈａｓｅ Ｉ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｉａｌ ｒｅｐｕｒｐｏｓｉｎｇ ａｌｌ⁃ｔｒａｎｓ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ａｓ ａ ｓｔｒｏｍａｌ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ａｇｅｎｔ ｆｏｒ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２０，
１１（１）： ４８４１．

［２８］ 　 ＰＡＮＧＩＬＩＮＡＮ Ｃ， ＫＬＩＯＮＳＫＹ Ｄ Ｊ， ＬＩＡＮＧ Ｃ． Ｅｍｅｒｇｉｎｇ
ｄｉｍｅｎｓｉｏｎｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｍｅｌａｎｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ２０２４，
２０（８）： １７００－１７１１．

［２９］ 　 ＤＯＮＧ Ｓ， ＧＵＯ Ｘ， ＨＡＮ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｒｏｌｅ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎ Ｂ，
２０２２， １２（３）： １１６３－１１８５．

［３０］ 　 ＰＲＩＮＣＩＰＥ Ｄ Ｒ， ＮＡＲＢＵＴＩＳ Ｍ， ＫＵＭＡＲ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ
ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｒｅｓｈａｐｅｓ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｕｍｏｒ
ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ ｍｕｒｉｎｅ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｏ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０２０， ８０（１５）： ３１０１－３１１５．

［３１］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｍ， ＨＵＡＮＧ Ｌ， ＤＩＮＧ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇａｍｍａ
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＣＸＣＬ８⁃ＣＸＣＲ２ ａｘｉｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｔｕｍｏｒ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｓ ａｎｔｉ⁃ＰＤ１ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｉｎ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ Ｃａｎｃｅｒ， ２０２０， ８
（１）： ｅ０００３０８．

［３２］ 　 ＳＵＮ Ｘ， ＨＥ Ｘ， ＺＨＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ＣＸＣＬ３ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｎｏｖｅｌ
ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｈｉｊａｃｋｅｄ ｃａｎｃｅｒ ｅｓｃａｐｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ［ Ｊ ］ ． Ｇｕｔ，
２０２２， ７１（１）： １２９－１４７．

［３３］ 　 ＪＵＮＧ Ｙ， ＫＩＭ Ｊ Ｋ， ＳＨＩＯＺＡＷＡ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｔｕｍｏｕｒｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１３， ４： １７９５．

［３４］ 　 ＣＨＡＯ Ｔ， ＦＵＲＴＨ Ｅ Ｅ， ＶＯＮＤＥＲＨＥＩＤＥ Ｒ Ｈ． ＣＸＣＲ２⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ ］ ．
Ｃａｎｃｅｒ Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｒｅｓ， ２０１６， ４（１１）： ９６８－９８２．

［３５］ 　 ＢＩＡＮＣＨＩ Ａ， ＤＥ ＣＡＳＴＲＯ ＳＩＬＶＡ Ｉ， ＤＥＳＨＰＡＮＤＥ Ｎ Ｕ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｅｌｌ⁃ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｃｘｃｌ１ ｓｕｓｔａｉｎｓ ｔｏｌｅｒｏｇｅｎｉｃ ｃｉｒｃｕｉｔｒｉｅｓ ａｎｄ ｓｔｒｏｍａｌ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ＴＮＦ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ
［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｄｉｓｃｏｖ， ２０２３， １３（６）： １４２８－１４５３．

［３６］ 　 ＫＥＭＰ Ｓ Ｂ， ＣＡＲＰＥＮＴＥＲ Ｅ Ｓ， ＳＴＥＥＬＥ Ｎ Ｇ， ｅｔ ａｌ．
Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｉｍｍｕｎｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ｔｈｒｏｕｇｈ ＮＦ⁃κＢ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＬ１ ［ Ｊ ］ ．
Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０２１， ８１（１６）： ４３０５－４３１８．

［３７］ 　 ＧＵＩＮＮ Ｓ， ＫＩＮＮＹ⁃ＫÖＳＴＥＲ Ｂ， ＴＡＮＤＵＲＥＬＬＡ Ｊ Ａ， ｅｔ ａｌ．
Ｔｒａｎｓｆｅｒ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｓ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ａｒｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０２４， ８４（９）： １５１７－１５３３．

［３８］ 　 ＫＩＭ Ｄ Ｋ， ＪＥＯＮＧ Ｊ， ＬＥＥ Ｄ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＰＤ⁃Ｌ１⁃ｄｉｒｅｃｔｅｄ ＰｌＧＦ ／
ＶＥＧＦ ｂｌｏｃｋａｄｅ ｓｙｎｅｒｇｉｚｅｓ ｗｉｔｈ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ

０８４１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 １１ 月第 ３２ 卷第 １１ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． １１

ＣＤ１４１＋ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ．
Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２２， １３（１）： ６２９２．

［３９］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｚ， ＹＵ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ＣＸＣＬ１２ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｉｍｍｕｎｅ ｅｓｃａｐｅ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ
ｃａｎｃｅｒ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｐ６２⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ
ＰＤＬ１ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０２３， ４２（１）： ３１６．

［４０］ 　 ＧＵＡＮ Ｘ． Ｃａｎｃｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ： ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ａｎｄ ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ ［Ｊ］ ．
Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎ Ｂ， ２０１５， ５（５）： ４０２－４１８．

［４１］ 　 ＬＵ Ｙ， ＸＵ Ｄ， ＰＥＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＨＮＦ１Ａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ｔｈｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＡＢＣＢ１ ［Ｊ］ ． ＥＢｉｏＭｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１９， ４４： ４０３－４１８．

［４２］ 　 ＹＵ Ｓ Ｙ， ＬＵＡＮ Ｙ， ＴＡＮＧ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｕｎｃｏｖｅｒｉｎｇ ｔｕｍｏｒ⁃ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｒｏｌｅｓ ｏｆ ａｃｔｉｖｉｎ Ａ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ［Ｊ］ ． Ａｄｖ
Ｓｃｉ， ２０２３， １０（１６）： ｅ２２０７０１０．

［４３］ 　 ＸＩＥ Ｚ， ＧＡＯ Ｙ， ＨＯ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｄｅｌｉｖｅｒｅｄ ＣＤ４４ｖ６ ／
Ｃ１ＱＢＰ ｃｏｍｐｌｅｘ ｄｒｉｖｅｓ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｂｙ
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｌｉｖｅｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｇｕｔ， ２０２２， ７１
（３）： ５６８－５７９．

［４４］ 　 ＺＨＵ Ｙ， ＦＡＮＧ Ｓ， ＦＡＮ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ
ｒｅｐｒｏｇｒａｍ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｕｍｏｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ， ２０２４， １４
（４）： １６８３－１７００．

［４５］ 　 ＥＮＥ⁃ＯＢＯＮＧ Ａ， ＣＬＥＡＲ Ａ Ｊ， ＷＡＴＴ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｓｅｑｕｅｓｔｅｒ ＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅｉｒ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｊｕｘｔａｔｕｍｏｒａｌ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ， ２０１３， １４５ （ ５）： １１２１
－１１３２．

［４６］ 　 ＬＵＯＮＧ Ｔ， ＧＯＬＩＶＩ Ｙ， ＮＡＧＡＲＡＪＵ Ｇ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ： Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ
ｉｎ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ［Ｊ］ ． Ｃｙｔｏｋｉｎｅ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ Ｒｅｖ， ２０２２， ６８：
１０７－１１５．

［４７］ 　 ＬＩ Ｍ， ＦＲＥＥＭＡＮ Ｓ， ＦＲＡＮＣＯ⁃ＢＡＲＲＡＺＡ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａ

ｂｉｏｐｒｉｎｔｅｄ ｓｅａ⁃ａｎｄ⁃ｉｓｌａｎｄ ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｄｉｓｓｅｃｔｉｎｇ
ｈｕｍａｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｕｍｏｒ⁃ｓｔｒｏｍａ ｒｅｃｉｐｒｏｃｉｔｙ ａｎｄ ａｄａｐｔｉｖｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ， ２０２４， ３１０： １２２６３１．

［４８］ 　 ＧＡＵＴＡＭ Ｓ Ｋ， ＢＡＴＲＡ Ｓ Ｋ， ＪＡＩＮ Ｍ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒ， ２０２３， ２２（１）： １１８．

［４９］ 　 ＢＬＡＩＲ Ａ Ｂ， ＫＩＭ Ｖ Ｍ， ＭＵＴＨ Ｓ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｓｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｓｔｒｏｍａｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ
ｅｆｆｅｃｔｏｒ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，
２０１９， ２５（１７）： ５３５１－５３６３．

［５０］ 　 ＷＥＮＧ Ｃ Ｃ， ＨＳＩＥＨ Ｍ Ｊ， ＷＵ Ｃ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｓｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ ＴＧＩＦ１ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｋｒａｓ⁃ｄｒｉｖｅｎ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒ， ２０１９， １８
（１）： ９６．

［５１］ 　 ＺＨＯＮＧ Ｔ， ＺＨＡＮＧ Ｗ， ＧＵＯ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ａｎｄ
ｍｏｄｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ＴＲＰ ｆａｍｉｌｙ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｉｎ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｔｕｍｏｒｓ ａｎｄ
ｒｅｌｅｖａｎｔ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎ Ｂ， ２０２２， １２
（４）： １７６１－１７８０．

［５２］ 　 ＶＡＮ ＤＥＮ ＥＹＮＤＥ Ａ， ＧＥＨＲＣＫＥＮ Ｌ， ＶＥＲＨＥＺＥＮ Ｔ， ｅｔ ａｌ．
ＩＬ⁃１５⁃ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ ＣＡＲ ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｔｏｗａｒｄ ｔｈｅ ｐａｎ⁃
ｃａｎｃｅｒ ｔａｒｇｅｔ ＣＤ７０ ｅｌｉｍｉｎａｔｅ ｂｏｔｈ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｈｅｍａｔｏｌ Ｏｎｃｏｌ， ２０２４， １７（１）： ８．

［５３］ 　 ＷＥＨＲＬＩ Ｍ， ＧＵＩＮＮ Ｓ， ＢＩＲＯＣＣＨＩ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｓｏｔｈｅｌｉｎ ＣＡＲ Ｔ
ｃｅｌｌｓ ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ ａｎｔｉ⁃ＦＡＰ ／ ａｎｔｉ⁃ＣＤ３ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ｔａｒｇｅｔ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｔｒｏｍａ ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，
２０２４， ３０（９）： １８５９－１８７７．

［５４］ 　 ＬＩＵ Ｓ， ＬＩ Ｆ， ＭＡ Ｑ， ｅｔ ａｌ． ＯＸ４０Ｌ⁃ａｒｍｅｄ ｏｎｃｏｌｙｔｉｃ ｖｉｒｕｓ ｂｏｏｓｔｓ
Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｒｅｍｏｄｅｌｓ ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｆｏｒ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ［Ｊ］ ． Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ， ２０２３， １３（１２）：
４０１６－４０２９．

［收稿日期］ 　 ２０２４－０６－２０

１８４１



２０２４ 年 １１ 月

第 ３２ 卷　 第 １１ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２４

Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． １１

陶诗怡，于林童，李军，等． 基于中西医临床病证特点的扩张型心肌病动物模型分析 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（１１）：
１４８２－１４９２．
ＴＡＯ Ｓ Ｙ， ＹＵ Ｌ Ｔ， ＬＩ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（１１）： １４８２－１４９２．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 １１􀆰 ０１３

［基金项目］中央高水平中医医院临床科研业务费（ＨＬＣＭＨＰＰ２０２３０６５），国家重点研发计划（２０２２ＹＦＣ３５００１０２）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｈｉｇｈ Ｌｅｖｅｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ（ＨＬＣＭＨＰＰ２０２３０６５）， ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ
ｏｆ Ｃｈｉｎａ（２０２２ＹＦＣ３５００１０２）．
［作者简介］陶诗怡，女，在读博士研究生，研究方向：中西医结合防治心血管疾病。 Ｅｍａｉｌ： ｓｈｉｙｉ９７５４１１＠ １６３． ｃｏｍ
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基于中西医临床病证特点的扩张型心肌病
动物模型分析
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　 　 【摘要】 　 扩张型心肌病（ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）是导致心力衰竭、心律失常和猝死的常见疾病之一。
ＤＣＭ 病因复杂多样，机制尚未完全阐明，现有干预措施对患者的预后改善有限，１０ 年存活率不足 ２５％。 本研究基

于 ＤＣＭ 动物模型国内外研究成果，结合西医临床诊断标准与中医辨证分型，总结 ＤＣＭ 动物模型构建特征并评价

模型中西医临床吻合度。 研究发现，ＤＣＭ 造模方法主要涉及基因编辑、药物诱导、免疫诱导、病毒感染、快速起搏诱

导等，实验动物主要包括鼠、斑马鱼、果蝇、猪等，以小鼠和大鼠为主。 基因编辑是最常用的 ＤＣＭ 造模方法，其次是

阿霉素诱导造模。 目前同一类型 ＤＣＭ 动物模型所选实验动物、实验用药及其单次或累积剂量、给药方式、造模周

期等均有差异，中西医临床吻合度水平参差不齐，同一模型中医临床吻合度普遍较西医临床吻合度低。 此外，ＤＣＭ
动物模型成模标准多以西医理论为基础，而中医证候模型辨证标准及四诊信息采集标准尚未规范统一，未来有待

建立稳定、均一、临床吻合度高的病证结合动物模型，为 ＤＣＭ 机制研究和新药研发提供依据。
【关键词】 　 扩张型心肌病；中西医结合；病证结合；动物模型
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　 　 扩张型心肌病（ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）是
由遗传因素和（或）非遗传因素作用所致的异质性

心肌病，发病率约 １ ／ ２５００［１－２］。 病机复杂，心肌纤维

化是 ＤＣＭ 的重要病理特点，临床表现主要为进行性

心力衰竭［１，３］。 现代医学治疗研究取得了较大进

展，药物治疗、免疫吸附、超滤技术、左室辅助装置、
心脏移植等治疗措施极大地延长了患者寿命，但治

疗副作用、疗效不稳定、低依从性等局限性一定程

度上影响了治疗效果，患者预后改善有限。 研究显

示，ＤＣＭ 的 ５ 年死亡率为 １５％ ～ ５０％，严重危害人

类健康［４］。 中医药在 ＤＣＭ 领域的认识和研究不断

发展进步，稽其病机，以本虚标实为要，多为正气亏

虚，复感邪毒、痰瘀、水湿，分早、中、晚 ３ 期辨证论

治。 发病之初，邪盛则以祛邪之品以折其势，或合

养心育阴之药以护其心；病久而深者，邪入血络、痰
瘀胶着、阳气衰微、五脏俱虚，惟化痰祛瘀、理气通

滞、培补脾肾、温振心阳，其证可愈［５－６］。 研究表明，
中医药对改善 ＤＣＭ 心室重构［７］、心功能［８］、免疫功

能［９］等均有积极作用。
疾病的发生发展复杂难测，直接以人本身作为

实验对象来探索疾病的发生机理和演变趋势十分

困难。 疾病动物模型是利用模式动物来模拟人体

各种复杂的生物学问题及疾病特征和过程，可通过

基因编辑、药物诱导、免疫诱导、病毒感染、快速起

搏诱导等方法构建，对明确疾病的基本规律和研发

新药有重要意义［１０－１１］。 故本研究通过梳理文献，参
考西医临床诊断标准与中医辨证分型标准，依据动

物模型评价新方法，总结 ＤＣＭ 动物模型构建特征，
并评价模型中西医临床吻合度，以期为 ＤＣＭ 动物模

型的合理选用和设计优化提供借鉴。

１　 扩张型心肌病病因病机

１􀆰 １　 中医病因病机

传统医学中无对 ＤＣＭ 病名的明确记载，根据历

代医家学者对 ＤＣＭ 的认识，可将其归属于心胀、心
水、怔忡、心悸、喘证、水肿、胸痹心痛等范畴。 《灵
枢·胀论》记载：“夫心胀者烦心短气，卧不安” ［１２］。
《金匮要略·水气病脉证并治》中对心水描述如下：
“心水者，其身重而少气，不得卧，烦而躁，其人阴

肿” ［１３］。 《素问·评热病论篇》记载：“诸水病者，故
不得卧，卧则惊，惊则咳甚也” ［１４］ 等表现与 ＤＣＭ 的

临床症状表现极为类似。 虽历代学者医家对 ＤＣＭ
的病机演变认识不完全一致，然主要思想可概括

为：ＤＣＭ 发病基础是先天不足或正气亏虚，复感六

淫邪气，或因饮食不节、情志失调、劳逸失度等，致
气血阴阳虚衰，脏腑功能失调，心失所养，心血不

运，痰饮、瘀血、水湿阻遏心阳［１５－１６］。 疾病本质为本

虚标实，病位在心，五脏相关。 病程初期以心气亏

虚、痰瘀阻络为主，中期多为心肾两虚、阳虚水泛，
后期则五脏阴阳俱损，证候多虚实夹杂，各证型间

可相互转化［１６－１７］。
１􀆰 ２　 现代医学认识

ＤＣＭ 的病因主要涉及遗传因素和非遗传因素 ２
部分。 遗传因素在各年龄段的发病中都占据重要

地位［１８－１９］。 临床筛查证据表明，２０％ ～ ３５％ ＤＣＭ
患者存在家族性传播倾向［２０－２２］。 约 ６０％的家族性

ＤＣＭ 患者显示与 ＤＣＭ 相关的 ６０ 个基因之一的遗

传学改变，其中肌联蛋白基因（ ｔｉｔｉｎ，ＴＴＮ）突变频率

达 ２５％ ～ ３０％［２３－２４］。 非遗传因素包括感染、药物、
毒素以及内分泌紊乱等［３］。 在儿童中，ＤＣＭ 的常见
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病因是基因突变、心肌炎和先天性代谢缺陷［２５－２６］。
此外，围生期心肌病发生于妊娠最后 １ 个月或分娩

后 ５ 个月内，发病机制不明，５０％以上的患者病情逐

渐加重，康复比例不到 １ ／ ４［２７］，多见于撒哈拉以南

非洲地区［２８］。

表 １　 ＤＣＭ 中医辨证分型

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ
证型

Ｐａｔｔｅｒｎ ｔｙｐｅ
主症

Ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍ
次症

Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍ
舌脉

Ｔｏｎｇｕｅ ａｎｄ ｐｕｌｓｅ

心肺气虚证
Ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｌｕｎｇ
ｑｉ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

心悸，气短，乏力，活动后加重
Ｐａｌｐｉｔａｔｉｏｎｓ， ｓｈｏｒｔｎｅｓｓ ｏｆ ｂｒｅａｔｈ，
ｗｅａｋｎｅｓｓ， ａｇｇｒａｖａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ

神疲咳喘，面色苍白
Ｆａｔｉｇｕｅｄ ｓｐｉｒｉｔ， ｐａｎｔｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｕｇｈ，

ｓｏｍｂｅｒ ｗｈｉｔｅ ｆａｃｉａｌ ｃｏｍｐｌｅｘｉｏｎ

舌质淡或边有齿痕，脉沉细或虚数
Ｐａｌｅ ｔｏｎｇｕｅ ｗｉｔｈ ｔｏｏｔｈ ｍａｒｋｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｇｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｎｇｕｅ， ｈｅａｖｙ ａｎｄ ｆｉｎｅ
ｐｕｌｓｅ， ｏｒ ｖａｃｕｏｕｓ ａｎｄ ｒａｐｉｄ ｐｕｌｓｅ

气阴两亏证
Ｑｉ ａｎｄ Ｙｉｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

胸闷气短，心悸，神疲乏力，自汗或盗汗
Ｃｈｅｓｔ ｔｉｇｈｔｎｅｓｓ， ｓｈｏｒｔｎｅｓｓ ｏｆ ｂｒｅａｔｈ，
ｐａｌｐｉｔａｔｉｏｎｓ， ｆａｔｉｇｕｅ， ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｏｒ

ｎｉｇｈｔ ｓｗｅａｔｓ

五心烦热，口干，两颧潮红，头晕耳
鸣，或尿少肢肿

Ｖｅｘｉｎｇ ｈｅａｔ ｉｎ ｃｈｅｓｔ， ｐａｌｍｓ ａｎｄ
ｓｏｌｅｓ， ｄｒｙ ｍｏｕｔｈ， ｔｉｄａｌ ｒｅｄｄｅｎｉｎｇ ｏｆ
ｔｈｅ ｃｈｅｅｋｓ， ｄｉｚｚｉｎｅｓｓ ａｎｄ ｔｉｎｎｉｔｕｓ，

ｓｃａｎｔ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｓｗｏｌｌｅｎ ｌｉｍｂｓ

舌红少苔或少津，脉细数无力或结代
Ｒｅｄ ｔｏｎｇｕｅ ｗｉｔｈ ｌｅｓｓ ｍｏｓｓ ｏｒ ｓｃａｎｔ ｌｉｑｕｉｄ，

ｆｉｎｅ ａｎｄ ｗｅａｋ ｐｕｌｓｅ， ｏｒ ｂｏｕｎｄ ａｎｄ
ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｐｕｌｓｅ

心肾阳虚证
Ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ
Ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

心悸，短气乏力，动则气喘，身寒腹冷
Ｐａｌｐｉｔａｔｉｏｎ， ｓｈｏｒｔｎｅｓｓ ｏｆ ｂｒｅａｔｈ， ａｓｔｈｍａ，

ｆｅａｒ ｏｆ ｃｏｌｄ ａｎｄ ｃｏｌｄ ａｂｄｏｍｅｎ

尿少肢肿，腹胀便溏，面色灰青
Ｓｃａｎｔ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｓｗｏｌｌｅｎ ｌｉｍｂｓ，

ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｄｉｓｔｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｏｓｅ ｓｔｏｏｌ，
ｇｒｅｅｎ⁃ｂｌｕｅ ｆａｃｉａｌ ｃｏｍｐｌｅｘｉｏｎ ｗｉｔｈ

ｇｒａｙ ｔｉｎｇｅ

舌淡胖或有齿印，脉沉细或迟
Ｐａｌｅ ａｎｄ ｅｎｌａｒｇｅｄ ｔｏｎｇｕｅ ｗｉｔｈ ｔｏｏｔｈ ｍａｒｋｓ
ｏｎ ｔｈｅ ｍａｒｇｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｎｇｕｅ， ｈｅａｖｙ ａｎｄ

ｆｉｎｅ ｐｕｌｓｅ， ｏｒ ｓｌｏｗ ｐｕｌｓｅ

气虚血瘀证
Ｑｉ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ

ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ

胸闷气短，神疲乏力，胸胁作痛，胁下
痞块，下肢浮肿

Ｃｈｅｓｔ ｔｉｇｈｔｎｅｓｓ， ｓｈｏｒｔｎｅｓｓ ｏｆ ｂｒｅａｔｈ，
ｆａｔｉｇｕｅ， ｐａｉｎ ａｎｄ ｌｕｍｐ ｇｌｏｍｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｉｂ⁃

ｓｉｄｅ， ｅｄｅｍａ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｅｘｔｒｅｍｉｔｉｅｓ

面色晦暗，唇甲青紫
Ｓｏｍｂｅｒ ｆａｃｉａｌ ｃｏｍｐｌｅｘｉｏｎ， ｇｒｅｅｎ⁃

ｂｌｕｅ ｏｒ ｐｕｒｐｌｅ ｌｉｐｓ ａｎｄ ｎａｉｌｓ

舌质紫暗或有瘀点、瘀斑，脉沉细或涩
或结代

Ｄａｒｋ ｐｕｒｐｌｅ ｔｏｎｇｕｅ ｏｒ ｐｅｔｅｃｈｉａｅ，
ｅｃｃｈｙｍｏｓｉｓ， ｈｅａｖｙ ａｎｄ ｆｉｎｅ ｐｕｌｓｅ， ｏｒ

ｒｏｕｇｈ ｐｕｌｓｅ， ｏｒ ｂｏｕｎｄ ａｎｄ
ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｐｕｌｓｅ

阳虚水泛证
Ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ
ｗａｔｅｒ ｗｉｄｅｓｐｒｅａｄ

心悸，喘息不得卧，神疲乏力，面肢浮
肿，尿少，咯吐泡沫痰，畏寒肢冷

Ｐａｌｐｉｔａｔｉｏｎｓ， ｈａｓｔｙ ｐａｎｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｉｎａｂｉｌｉｔｙ
ｔｏ ｌｉｅ ｄｏｗｎ， ｆａｔｉｇｕｅｄ ｓｐｉｒｉｔ ａｎｄ ｌａｃｋ ｏｆ
ｓｔｒｅｎｇｔｈ， ｐｕｆｆｙ ｆａｃｅ ａｎｄ ｓｗｏｌｌｅｎ ｌｉｍｂｓ，
ｓｃａｎｔ ｕｒｉｎｅ， ｆｒｏｔｈｙ ｅｘｐｅｃｔｏｒａｔｉｏｎ， ｆｅａｒ ｏｆ

ｃｏｌｄ ａｎｄ ｃｏｌｄ ｌｉｍｂｓ

颜面灰白，口唇青紫，腹胀，或胁下
痞块坚硬，颈脉显露

Ｇｒａｙ ｆａｃｅ， ｇｒｅｅｎ⁃ｂｌｕｅ ｏｒ ｐｕｒｐｌｅ ｌｉｐｓ，
ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｄｉｓｔｅｎｓｉｏｎ， ｈａｒｄ ｇｌｏｍｕｓ ｉｎ

ｔｈｅ ｒｉｂ⁃ｓｉｄｅ， ｔｈｅ ｎｅｃｋ ｐｕｌｓｅ
ｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ

舌暗淡或暗红，苔白滑，脉细促或结代
Ｄａｒｋ ｐｕｒｐｌｅ ｔｏｎｇｕｅ ｗｉｔｈ ｇｌｏｓｓｙ ｗｈｉｔｅ

ｔｏｎｇｕｅ ｆｕｒ， ｆｉｎｅ ａｎｄ ｓｋｉｐｐｉｎｇ ｐｕｌｓｅ， ｏｒ
ｂｏｕｎｄ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｐｕｌｓｅ

痰饮阻肺证
Ｐｈｌｅｇｍ ａｎｄ ｄｒｉｎｋ

ｏｂｓｔｒｕｃｔ ｌｕｎｇ

心悸气急，喘息不得卧，咯白痰或痰黄
粘稠，胸脘痞闷

Ｐａｌｐｉｔａｔｉｏｎｓ， ｒａｐｉｄ ｂｒｅａｔｈｉｎｇ， ｈａｓｔｙ
ｐａｎｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｉｎａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｌｉｅ ｄｏｗｎ， ｗｈｉｔｅ
ｓｔｉｃｋｙ ｐｈｌｅｇｍ ｏｒ ｔｈｉｃｋ ｙｅｌｌｏｗ ｐｈｌｅｇｍ，
ｇｌｏｍｕｓ ａｎｄ ｏｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｅｓｔ ａｎｄ

ｓｔｏｍａｃｈ ｄｕｃｔ

头晕目眩，尿少肢肿，或伴痰鸣，或
发热口渴

Ｄｉｚｚｉｎｅｓｓ， ｓｃａｎｔ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｓｗｏｌｌｅｎ
ｌｉｍｂｓ， ｐｈｌｅｇｍ ｒａｌｅ， ｈｅａｔ ａｎｄ ｔｈｉｒｓｔ

舌暗淡或绛紫，苔白腻或黄腻，脉弦滑
或滑数

Ｐｕｒｐｌｅ ｏｒ ｃｒｉｍｓｏｎ ｔｏｎｇｕｅ ｗｉｔｈ ｓｌｉｍｙ ｗｈｉｔｅ
ｔｏｎｇｕｅ ｆｕｒ ｏｒ ｓｌｉｍｙ ｙｅｌｌｏｗ ｔｏｎｇｕｅ ｆｕｒ，

ｓｔｒｉｎｇｌｉｋｅ ａｎｄ ｓｌｉｐｐｅｒｙ ｐｕｌｓｅ， ｏｒ ｓｌｉｐｐｅｒｙ
ａｎｄ ｒａｐｉｄ ｐｕｌｓｅ

阴竭阳脱证
Ｙｉｎ ｅｘｈａｕｓｔｉｏｎ ａｎｄ
ｙａｎｇ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ

喘悸不休而不得卧，张口抬肩，烦躁不
安，大汗淋漓或额汗如油，四肢厥冷
Ｈａｓｔｙ ｐａｎｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｉｎａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｌｉｅ ｄｏｗｎ
ａｎｄ ｃａｔｃｈ ｂｒｅａｔｈ， ｇａｐｉｎｇ ｍｏｕｔｈ ａｎｄ
ｒａｉｓｅｄ ｓｈｏｕｌｄｅｒｓ， ａｇｉｔａｔｅｄ ｖｅｘａｔｉｏｎ，

ｄｒｉｐｐｉｎｇ ｇｒｅａｔ ｓｗｅａｔ ｏｒ ｐｕｔｔｉｎｇ ｆｏｒｔｈ ｏｉｌｙ
ｓｗｅａｔ， ｒｅｖｅｒｓａｌ ｃｏｌｄ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｍｂｓ

精神萎靡，颜面发绀，唇甲青紫，尿
少或无尿肢肿

Ｌｅｔｈａｒｇｙ， ｐｕｒｐｌｅ ｆａｃｉａｌ ｃｏｍｐｌｅｘｉｏｎ，
ｇｒｅｅｎ⁃ｂｌｕｅ ｏｒ ｐｕｒｐｌｅ ｌｉｐｓ ａｎｄ ｎａｉｌｓ，
ｓｃａｎｔ ｕｒｉｎｅ， ａｎｕｒｉａ， ｓｗｏｌｌｅｎ ｌｉｍｂｓ

舌淡胖而紫，脉微细欲绝或疾数无力
Ｐａｌｅ， ｅｎｌａｒｇｅｄ， ａｎｄ ｐｕｒｐｌｅ ｔｏｎｇｕｅ， ｆａｉｎｔ
ｐｕｌｓｅ ｖｅｒｇｉｎｇ ｏｎ ｅｘｐｉｒｙ， ｏｒ ｒａｃｉｎｇ ａｎｄ

ｗｅａｋ ｐｕｌｓｅ

２　 扩张型心肌病动物模型评价标准

２􀆰 １　 中医辨证分型与临床表现

目前 ＤＣＭ 辨证分型尚无统一标准，本研究参照

《中药新药临床研究指导原则（试行）》 ［２９］、《中医内

科学》 ［３０］及《中医病证诊断疗效标准》 ［３１－３４］ 辨证分

型标准，将 ＤＣＭ 分为心肺气虚证、气阴两亏证、心肾

阳虚证、气虚血瘀证、阳虚水泛证、痰饮阻肺证、阴
竭阳脱证 ７ 种证型，见表 １。 依据动物模型评价新

方法［１１］，中医临床诊断标准分为主症和次症，中医

吻合度权重各占 ６０％和 ４０％。 主症包括：（１）心悸

气短，或喘息不得卧；（２）神疲乏力，精神萎靡；（３）
畏寒肢冷；（４）胸腹水；每项赋值 １５％。 次症包括：
（１）尿少肢肿；（２）胁下痞硬；（３）唇甲青紫或毛发

枯槁；（４）燥热多饮；每项赋值 １０％，总分值 １００％。
２􀆰 ２　 西医诊断标准与临床表现

　 　 参照 《中国扩张型心肌病诊断和治疗指南

（２０１８）》 ［２４］和《２０２３ 年 ＥＳＣ 心肌病管理指南》 ［３５］，
拟定 ＤＣＭ 动物模型西医诊断标准，见表 ２。 依据动
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物模型评价新方法［１１］，西医诊断指标分为核心指

标、直接相关指标和间接相关指标，西医吻合度占

比分别为 ６０％、３０％、１０％。 其中，影像与病理①②
③每项赋值 ２０％，实验室检查①②③每项赋值

１０％，临床表现每项赋值 ５％，总分值 １００％。

表 ２　 ＤＣＭ 西医诊断标准

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ
级别
Ｌｅｖｅｌ

指标
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

表现
Ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎ

核心指标
Ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

影像与病理
Ｉｍａｇｉｎｇ

ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ

①超声心动图：提示心脏扩大、或合并二尖瓣和三尖瓣反流及肺动脉高压，左室壁运动减弱、室壁变
薄，左室收缩功能下降、左室射血分数和短轴缩短率降低，或有附壁血栓等；②病理学检查：心肌组织
病理学诊断提示心肌损伤，炎症细胞浸润，心肌细胞肥大、变形、间质纤维化等；③其他：（１）心脏磁共
振：提示左心室腔扩大、室壁变薄及运动功能减低伴室间隔壁间强化。 （２）胸部 Ｘ 线检查：提示心影
扩大，心胸比 ＞ ０􀆰 ５。 （３）心电图：提示心律失常（期前收缩、心房颤动、传导阻滞及室性心动过速
等），或 ＳＴ⁃Ｔ 改变、低电压、Ｒ 波递增不良，少数可见病理性 Ｑ 波。 （４）心脏放射性核素扫描：核素血
池扫描可见舒张末期和收缩末期左心室容积增大、左心室射血分数降低
① Ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ： ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｗａｓ ｅｎｌａｒｇｅｄ， ｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｔｒａｌ ａｎｄ ｔｒｉｃｕｓｐｉｄ
ｒｅｇｕｒｇｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ， ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｗａｌｌ ｍｏｔｉｏｎ ｗａｓ ｗｅａｋｅｎｅｄ， ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｗａｌｌ ｗａｓ
ｔｈｉｎｎｅｒ， ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｈｏｒｔ ａｘｉｓ
ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｏｒ ｍｕｒａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ ｗａｓ ｐｒｅｓｅｎｔ， ｅｔｃ． ② Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ：
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｓ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ，
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ， ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ， ｅｔｃ． ③ Ｏｔｈｅｒｓ： （ １ ） Ｃａｒｄｉａｃ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｒｅｓｏｎａｎｃｅ： ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｃａｖｉｔｙ ｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔ， ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｗａｌｌ ｔｈｉｎｎｉｎｇ， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｍｏｔｏｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｅｐｔａｌ ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｉｎｇ． （２） Ｃｈｅｓｔ Ｘ⁃ｒａｙ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ： ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｓｈａｄｏｗ， ｃａｒｄｉｏｔｈｏｒａｃｉｃ ｒａｔｉｏ ＞ ０􀆰 ５． （ ３） Ｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｍ： ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａ （ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ
ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ， ａｔｒｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ， ｃｏｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂｌｏｃｋ ａｎｄ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｔａｃｈｙｃａｒｄｉａ， ｅｔｃ． ）， ｏｒ ＳＴ⁃Ｔ ｃｈａｎｇｅｓ， ｌｏｗ
ｖｏｌｔａｇｅ， ｐｏｏｒ Ｒ⁃ｗａｖｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ， ａｎｄ ａ ｆｅｗ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ Ｑ ｗａｖｅｓ． （４） Ｃａｒｄｉａｃ ｒａｄｉｏｎｕｃｌｉｄｅ ｓｃａｎｎｉｎｇ： ｎｕｃｌｉｄｅ
ｂｌｏｏｄ ｐｏｏｌ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ
ｉｎ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ａｎｄ ｅｎｄ⁃ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｐｅｒｉｏｄｓ

直接相关指标
Ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ

ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

实验室检查
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ

①遗传标记物；②免疫标记物；③心肌酶谱、炎症因子
①Ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｒｋｅｒ． ②Ｉｍｍｕｎｅ ｍａｒｋｅｒ． ③Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｅｎｚｙｍｅ ｐｒｏｆｉｌｅ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ

间接相关指标
Ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ

ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

临床表现
Ｃｌｉｎｉｃａｌ

ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎ

①症状：疲劳、乏力、心悸、活动时呼吸困难、活动耐量下降，夜间阵发性呼吸困难、端坐呼吸，食欲下
降、水肿等；②体征：心界向左下及双侧扩大，第一心音低钝，可闻及第三心音或第四心音奔马律，或
双肺底湿啰音、颈静脉怒张、腹水、肝大等
① Ｓｙｍｐｔｏｍｓ： ｆａｔｉｇｕｅ， ｗｅａｋｎｅｓｓ， ｐａｌｐｉｔａｔｉｏｎｓ， ｄｙｓｐｎｅａ ｄｕｒｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ，
ｐａｒｏｘｙｓｍａｌ ｄｙｓｐｎｅａ ａｔ ｎｉｇｈｔ， ｕｐｒｉｇｈｔ ｂｒｅａｔｈｉｎｇ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｐｐｅｔｉｔｅ， ｅｄｅｍａ， ｅｔｃ． ② Ｓｉｇｎｓ： ｔｈｅ ｈｅａｒｔ
ｂｏｕｎｄａｒｙ ｉｓ ｅｎｌａｒｇｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｌｏｗｅｒ ａｎｄ ｂｉｌａｔｅｒａｌ， ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｈｅａｒｔ ｓｏｕｎｄ ｉｓ ｌｏｗ ａｎｄ ｂｌｕｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｏｒ
ｆｏｕｒｔｈ ｈｅａｒｔ ｓｏｕｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｈｅａｒｄ， ｏｒ ｔｈｅ ｗｅｔ ｒａｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ， ｔｈｅ ｊｕｇｕｌａｒ ｖｅｉｎ ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ，
ａｓｃｉｔｅｓ， ｌｉｖｅｒ ｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔ， ｅｔｃ

３　 扩张型心肌病动物模型分析

３􀆰 １　 模型动物的选择

目前用于制备 ＤＣＭ 动物模型的实验动物有小

鼠、大鼠、斑马鱼、果蝇、兔、犬、羊、猴和猪等。 由于

方法简单、成模率高、重复性强等优势，啮齿类动物

是构建 ＤＣＭ 模型最主要的实验动物，以小鼠和大鼠

最为常见，其中 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠、ＳＤ 大鼠、Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠、ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠、Ｌｅｗｉｓ 大鼠等品种已被成功用于

构建 ＤＣＭ 模型［３６］。
３􀆰 ２　 动物模型与临床吻合度

ＤＣＭ 造模方法主要包括基因编辑、药物诱导、

免疫诱导、病毒感染、快速起搏诱导等，其中以基因

编辑最为常用，实验动物主要包括小鼠、大鼠、斑马

鱼、果蝇、猪等，而药物诱导、免疫诱导与病毒感染

动物模型的实验动物以小鼠和大鼠为主，快速起搏

诱导法多适于犬、猪和羊等大型动物［３６］。 除应用基

因编辑模型的研究外，其余动物模型相关研究均详

细描述了具体造模过程，动物模型与中西医临床病

证吻合度见表 ３。
结果表明，阿霉素诱导制备 ＤＣＭ 动物模型最为

常见，造模周期 ２ ～ ８ 周，此模型成本低、操作简单、
模型稳定、成模率高、重复性强，其中以 ＳＤ 大鼠

ＤＣＭ 动物模型的中西医临床吻合度最高。 然而，目
前同一类型 ＤＣＭ 动物模型所选实验动物、实验用药

及其单次或累积剂量、给药方式、造模周期等均有

差异，中西医临床吻合度水平参差不齐，同一模型

西医临床吻合度普遍高于中医临床吻合度。
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表 ３　 药物诱导、免疫诱导、病毒感染与快速起搏诱导 ＤＣＭ 动物模型与中西医临床病证吻合度

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＤＣＭ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｒｕｇｓ， ｉｍｍｕｎｉｔｙ， ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒａｐｉｄ⁃ｐａｃｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ ｗｉｔｈ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｄｉｓｅａｓｅｓ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ

模型方式
Ｍｏｕｌｄｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄｓ

实验动物
Ａｎｉｍａｌ
ｓｐｅｃｉｅｓ

造模方法
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｅｔｈｏｄｓ

造模周期
Ｍｏｌｄｉｎｇ
ｃｙｃｌｅ

临床病证吻合度
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

Ｗｉｓｔａｒ
大鼠
Ｗｉｓｔａｒ
ｒａｔ

腹腔 注 射 浓 度 １ ｍｇ ／ ｍＬ 阿 霉 素 溶 液
２． ５ ｍｇ ／ ｋｇ，１次 ／ 周，累积剂量 １５ ｍｇ ／ ｋｇ［３７］
Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｗｉｔｈ ａ
Ｄｏｘ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １ ｍｇ ／ ｍＬ
ａｔ ｏｎｅ ｗｅｅｋ ２． ５ ｍｇ ／ ｋｇ ｆｏｒ ａ ｔｏｔａｌ ｄｏｓｅ ｏｆ
１５ ｍｇ ／ ｋｇ［３７］

６ 周
６ ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标①②和间接相关指标①，吻合度
４５％；符合中医主症①②，吻合度 ３０％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ②， ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ
４５％； Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ①② ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ
ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ３０％

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔ

腹 腔 注 射 阿 霉 素 溶 液 １ ｍｇ ／ ｋｇ，
２ 次 ／ 周［３８］

Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｗｉｔｈ Ｄｏｘ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｗｉｃｅ ａ ｗｅｅｋ ａｔ １ ｍｇ ／ ｋｇ［３８］

６ 周
６ ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标①②③，直接相关指标①③和间接相
关指标①②，吻合度 ９０％；符合中医主症①②④和次症
①②③，吻合度 ７５％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ①②③， ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ①③ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ①② ｏｆ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ９０％； Ｉｎ ｌｉｎｅ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ①②④ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ
①②③ ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ７５％

ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠

ＢＡＬＢ ／ ｃ
ｍｉｃｅ

腹腔注射阿霉素溶液，３ 次 ／ 周，累积剂量
１５ ｍｇ ／ ｋｇ［３９］

Ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｗｉｔｈ Ｄｏｘ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ａ ｗｅｅｋ ｆｏｒ ａ ｔｏｔａｌ ｄｏｓｅ ｏｆ
１５ ｍｇ ／ ｋｇ［３９］

２ 周
２ ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标①②，直接相关指标③和间接相关指
标①，吻合度 ５５％；符合中医主症①②，吻合度 ３０％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ②， ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ③ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ５５％； Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ① ② ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ
ｗａｓ ３０％

阿霉素诱导
Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ
ｉｎｄｕｃｅｄ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
小鼠

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
ｍｉｃｅ

尾静脉注射浓度 １ ｍｇ ／ ｍＬ 阿霉素溶液
５ ｍｇ ／ ｋｇ，１ 次 ／ 周，累积剂量 １５ ｍｇ ／ ｋｇ［４０］

Ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ ｗｉｔｈ ａ
Ｄｏｘ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １ ｍｇ ／ ｍＬ
ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ ｆｏｒ ａ ｔｏｔａｌ ｄｏｓｅ ｏｆ １５ ｍｇ ／ ｋｇ［４０］

３ 周
３ ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标①②，直接相关指标①③和间接相关
指标①，吻合度 ６５％；符合中医主症①②，吻合度 ３０％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ②， ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ③ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ｏｆ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ６５％； Ｉｎ ｌｉｎｅ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ①② ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ
ｒａｔｅ ｗａｓ ３０％

新西兰兔
Ｎｅｗ

Ｚｅａｌａｎｄ
ｒａｂｂｉｔ

耳缘静脉注射浓度 １ ｍｇ ／ ｍＬ 阿霉素溶液
１ ｍｇ ／ ｋｇ，２ 次 ／ 周［４１］

Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙ ａｔ ｔｈｅ ｅａｒ ｍａｒｇｉｎ ｗｉｔｈ Ｄｏｘ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １ ｍｇ ／ ｍＬ ｔｗｉｃｅ
ａ ｗｅｅｋ ａｔ １ ｍｇ ／ ｋｇ［４１］

８ 周
８ ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标①②，直接相关指标①③和间接相关
指标①②，吻合度 ７０％；符合中医主症①②③④和次症
①③，吻合度 ８０％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ②， ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ①③ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ①② ｏｆ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ７０％； Ｉｎ ｌｉｎｅ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ① ② ③ ④ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ ①③ ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ８０％

比格犬
Ｂｅａｇｌｅ

左主 干 注 射 阿 霉 素 溶 液 ０． ７ ｍｇ ／ ｋｇ，
１ 次 ／ 周［４２］

Ｂｅａｇｌｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｅｅｋｌｙ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌｅｆｔ
ｍａｉｎ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｗｉｔｈ Ｄｏｘ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｔ
０􀆰 ７ ｍｇ ／ ｋｇ［４２］

５ 周
５ ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标①②，直接相关指标③和间接相关指
标①，吻合度 ５５％；符合中医主症①②，吻合度 ３０％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ②， ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ③ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ５５％； Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ① ② ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ
ｗａｓ ３０％

柔红霉素
诱导

Ｄａｕｎｏｒｕｂｉｃｉｎ
ｉｎｄｕｃｅｄ

新西兰兔
Ｎｅｗ

Ｚｅａｌａｎｄ
ｒａｂｂｉｔ

耳缘静脉注射浓度 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 柔红霉素，每
周 ４ ｍｇ ／ ｋｇ［４３］

Ｄａｕｎｏｒｕｂｉｃｉｎ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ４ ｍｇ ／ ｍＬ
ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙ ａｔ ｔｈｅ ｅａｒ
ｍａｒｇｉｎ ａｔ ４ ｍｇ ／ ｋｇ ｐｅｒ ｗｅｅｋ［４３］

６ 周
６ ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标②和间接相关指标①，吻合度 ２５％；
符合中医主症符合中医主症①②，吻合度 ３０％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ②， ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ
２５％； Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ①② ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ
ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ３０％

呋喃唑酮
诱导

Ｆｕｒａｚｏｌｉｄｏｎｅ
ｉｎｄｕｃｅｄ

Ｗｉｓｔａｒ
大鼠
Ｗｉｓｔａｒ
ｒａｔ

自主饮用 ７０％呋喃唑酮水溶液［４４］

Ｓｅｌｆ⁃ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ７０％ ｆｕｒａｚｏｌｉｄｏｎｅ
ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ［４４］

１０ 周
１０ ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标①②，直接相关指标①和间接相关指
标①，吻合度 ５５％；符合中医主症①②，吻合度 ３０％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ②， ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ５５％； Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ① ② ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ
ｗａｓ ３０％

６８４１
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续表 ３
模型方式
Ｍｏｕｌｄｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄｓ

实验动物
Ａｎｉｍａｌ
ｓｐｅｃｉｅｓ

造模方法
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｅｔｈｏｄｓ

造模周期
Ｍｏｌｄｉｎｇ
ｃｙｃｌｅ

临床病证吻合度
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔ

自主饮用 ７０％呋喃唑酮水溶液［４５］

Ｓｅｌｆ⁃ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ７０％ ｆｕｒａｚｏｌｉｄｏｎｅ ａｑｕｅｏｕｓ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ［４５］

１０ 周
１０ ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标①②，直接相关指标③和间接相关指
标①，吻合度 ５５％；符合中医主症①②，吻合度 ３０％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ②， ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ③ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ５５％； Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ① ② ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ
ｗａｓ ３０％

免疫诱导
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ

ｉｎｄｕｃｅｄ

ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠

ＢＡＬＢ ／ ｃ
ｍｉｃｅ

第 ０ 天和第 ７ 天皮下注射浓度 ２ ｍｇ ／ ｍＬ
猪心 肌 肌 球 蛋 白 乳 化 液， 累 积 剂 量
０􀆰 ２ ｍｇ［４６］

Ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｐｏｒｃｉｎｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｎ ｅｍｕｌｓｉｏｎ ａｔ ａ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ２ ｍｇ ／ ｍＬ ａｔ ｄａｙ ０ ａｎｄ ｄａｙ ７
ｆｏｒ ａ ｔｏｔａｌ ｄｏｓｅ ｏｆ ０． ２ ｍｇ［４６］

８ 周
８ ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标①②和间接相关指标①，吻合度
４５％；符合中医主症①②，吻合度 ３０％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ②， ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ
４５％； Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ①② ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ
ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ３０％

Ｌｅｗｉｓ
大鼠
Ｌｅｗｉｓ
ｒａｔ

第 ０ 天和第 ７ 天皮下注射浓度 ５ ｍｇ ／ ｍＬ
猪心肌肌球蛋白乳化液［４７］

Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｐｏｒｃｉｎｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｎ ｅｍｕｌｓｉｏｎ ａｔ ａ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５ ｍｇ ／ ｍＬ ａｔ ｄａｙ ０ ａｎｄ
ｄａｙ ７［４７］

４ 周
４ ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标①②，直接相关指标①和间接相关指
标①，吻合度 ５５％；符合中医主症①②，吻合度 ３０％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ②， ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ９０％； Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ① ② ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ
ｗａｓ ３０％

病毒感染
Ｖｉｒａｌ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ

ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠

ＢＡＬＢ ／ ｃ
ｍｉｃｅ

腹腔注射柯萨奇病毒 Ｂ３ 型（ＣＶＢ３），每月
每次 １００ Ｌ［４８］

Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＶＢ３ ａｔ １００ Ｌ
ｐｅｒ ｍｏｎｔｈ［４８］

２４ 周
２４ ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标②，直接相关指标①和间接相关指标
①，吻合度 ３５％；符合中医主症①②，吻合度 ３０％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ②， ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ３５％； Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ① ② ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ
ｗａｓ ３０％

杂种犬
Ｃａｎｉｎｅ

希氏束消融制备Ⅲ度房室传导阻滞模型
后植入永久起搏器，快速心室起搏，起搏
频率每分钟 ２５０ 次［４９］

Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｔｒｉｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｂｌｏｃｋ
ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｒａｄｉｏ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
ｃａｔｈｅｔｅｒ ａｂｌａｔｉｏｎ ｔｏ Ｈｉｓ ｂｕｎｄｌｅ， ａ ｐｅｒｍａｎｅｎｔ
ｐａｃｅｍａｋｅｒ ｗａｓ ｉｍｐｌａｎｔｅｄ ａｎｄ ｒａｐｉｄ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐａｃｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｔ ａ ｐａｃｉｎｇ
ｒａｔｅ ｏｆ ２５０ ｂｐｍ［４９］

３ 周
３ ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标①②和间接相关指标①②，吻合度
５０％；符合中医主症①②④和次症①②③，吻合度 ７５％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ②， ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ①② ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ
ｗａｓ ５０％； Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ①②④ ａｎｄ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ①②③ ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ
ｗａｓ ７５％

快速起搏
诱导

Ｒａｐｉｄ ｐａｃｉｎｇ
ｉｎｄｕｃｅｄ

约克
夏猪

Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ
ｐｉｇ

快 速 心 房 起 搏， 起 搏 频 率 每 分 钟
２４０ 次［５０］

Ｒａｐｉｄ ａｔｒｉａｌ ｐａｃｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｔ ａ
ｐａｃｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ２４０ ｂｐｍ［５０］

３ 周
３ ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标①和间接相关指标①，吻合度 ２５％；
符合中医主症①②，吻合度 ３０％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ①， ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ
２５％； Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ①② ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ
ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ２５％

绵羊
Ｓｈｅｅｐ

快速心 室 起 搏， 起 搏 频 率 每 分 钟 ２３０
次［５１］

Ｒａｐｉｄ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐａｃｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｔ ａ
ｐａｃｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ２３０ ｂｐｍ［５１］

（２ ± １）周
（２ ± １）
ｗｅｅｋｓ

符合西医核心指标①②和间接相关指标①，吻合度
４５％；符合中医主症①②，吻合度 ３０％
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ②， ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ① ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ
４５％； Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ①② ｏｆ ＴＣＭ， ｔｈｅ
ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ３０％

４　 讨论

现代医学对 ＤＣＭ 的治疗研究取得了一定成果，
目前治疗原则主要包括改善心肌损害、控制心衰和

心律失常、预防猝死和栓塞以及提高患者生活质量

及生存率等［２４］。 虽 ＤＣＭ 发病率较低，但由于 ＤＣＭ
病因复杂多样，机制尚未被完全阐明，现有干预措

施对患者的预后改善有限，１０ 年存活率甚至不足

２５％，给患者的生活和经济带来严峻考验［５２］。 因

此，探索 ＤＣＭ 的内在机制和潜在治疗靶点是亟需解
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决的重点问题。 动物模型在疾病发病机制解析、预
防、药物筛选与治疗评价、诊断标志物的发现等方

面有巨大贡献，是生物医学的基础和重要组成部

分［１１］。 模型临床吻合度是评估模型与临床模拟效

果一致性的重要方法，对确立成熟、理想的 ＤＣＭ 动

物模型，以及对未来 ＤＣＭ 的深入研究具有重要

意义。
本研究通过梳理文献，依据动物模型评价新方

法［１１］，总结现有 ＤＣＭ 动物模型构建特征，并评价模

型中西医临床吻合度。 研究结果表明，啮齿类动物

是构建 ＤＣＭ 模型最主要的实验动物，以小鼠和大鼠

最为常见。 文献显示［３６］，小鼠与人的基因同源性高

达 ９０％，具有环境适应性强、饲养成本低、繁殖周期

短、可遗传操纵等诸多优势，是人类心血管研究中

应用最为普遍的动物模型，其中最常见的小鼠品种

是 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠和 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，均属遗传背景稳

定的近交系小鼠；大鼠作为疾病动物模型在人类心

血管研究中的应用仅次于小鼠，目前 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠、
ＳＤ 大鼠、Ｌｅｗｉｓ 大鼠等品种已被成功用于构建 ＤＣＭ
模型。 斑马鱼模型也被广泛应用于人类心脏研究。
斑马鱼基因组包含大量 ＤＣＭ 变异体的同源基因，与
人类基因同源性高，且主要细胞类型和信号通路高

度保守，具有饲养成本低、发育周期短、繁殖能力强

等优势。 果蝇的遗传背景简单、基因编辑技术成

熟、具有开放的循环系统，在 ＤＣＭ 研究中具有独特

优势。 此外，兔、犬、羊、猴和猪等中、大型动物亦可

用于 ＤＣＭ 等心血管疾病的研究，其电生理状态、解
剖结构与人类更为接近。 然而，由于存在成本高、
技术复杂、操作难度大、重复性较差等局限性，中、
大型动物在 ＤＣＭ 的研究中应用相对较少。

ＤＣＭ 造模方法主要包括基因编辑、药物诱导、
免疫诱导、病毒感染、快速起搏诱导等。 其中，基因

编辑是最常用的 ＤＣＭ 造模方法，因其在 ＤＣＭ 病因、
发病机制、疾病发展等进程中与人 ＤＣＭ 相似，故能

够构建出较为理想的 ＤＣＭ 动物模型。 基因编辑涉

及的修复途径主要为 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 系统、Ｃｒｅ⁃ＬｏｘＰ
重组酶系统及 ＴＡＬＥＮ 核酸酶系统，实验动物主要包

括小鼠、大鼠、斑马鱼、果蝇、猪等［３６］，目前已构建

ＬＭＮＡ［５３］、ＮＥＸＮ［５４］、ＴＢＸ５［５５］ 基因敲入小鼠模型，
ＳＯＲＢＳ２［５６］、 ＪＡＲＩＤ２［５７］、 ＦＬＮＣ［５８］、 ＢＡＧ３［５９］、
ＮＥＸＮ［６０］、 ＳＲＦ［６１］、 ＯＲＡＩ１［６２］、 ＯＲＡＩ３［６３］、 ＣＡＰ２［６４］、
ＮＭＲＫ２［６５］基因敲除小鼠模型，ＢＡＧ３［６６］、ＦＬＮＣ［６７］ 基

因敲低和 ＮＥＸＮ 基因敲除［６８］ 斑马鱼模型，ＳＴＩＭ 和

ＯＲＡＩ 基因敲低果蝇模型［６９］ 以及 ＲＢＭ２０ 基因突变

猪模型［７０］等。 药物诱导、免疫诱导与病毒感染动物

模型实验动物以小鼠和大鼠为主，快速起搏诱导法

多适于犬、猪和羊等大型动物。 研究结果显示，以
阿霉素诱导制备 ＤＣＭ 动物模型最为常见，造模周期

２ ～ ８ 周，此模型成本低、操作简单、稳定性强、成模

率高、重复性强，其中以 ＳＤ 大鼠 ＤＣＭ 动物模型的

中西医临床吻合度最高。 阿霉素属蒽环类药物，能
激活氧化应激，促进心肌细胞凋亡、结缔组织增生，
导致心肌纤维化，具有不可逆的心脏毒性［７１－７３］。 阿

霉素诱导的心脏毒性主要分为急、慢性 ２ 种，单次、
大剂量阿霉素用于建立急性心脏毒性模型，虽成模

周期短，但动物死亡率相对高［７４］；慢性心脏毒性模

型建立则是通过小剂量、重复多次给药直至累积剂

量，具有成模率高、稳定性好、重复性强等优势［７５］。
同时，研究表明，阿霉素具有多器官毒性，不同累积

量会导致成模率和死亡率有较大差异，阿霉素低于

１０ ｍｇ ／ ｋｇ 时不易成模，超过 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 则死亡率显著

升高，实验剂量需进行严格把控［７６］。 尾静脉注射方

式可有效避免腹腔黏连、腹膜炎、血性腹水等后果，
且药物吸收率高，相比腹腔注射能更好地模拟临床

给药方式。 此外，呋喃唑酮可抑制儿茶酚胺清除，
显著升高交感活性，导致心肌细胞极度兴奋、变性、
坏死，具有强烈的心脏毒性；免疫诱导则是通过外

源性抗原诱发自身免疫反应，介导心肌损伤；萨奇

病毒 Ｂ３ 型反复感染能够诱发代谢紊乱、炎症反应

和免疫反应，进而造成心肌损伤；快速起搏诱导是

通过持续性心动过速导致心肌细胞收缩功能和储

备能力降低、心肌血流减少、超微结构破坏及心肌

细胞凋亡，最终致使心脏重构［１，３６］。
ＤＣＭ 中医辨证分型标准尚未确立，本研究通过

文献总结得到心肺气虚证、气阴两亏证、心肾阳虚

证、气虚血瘀证、阳虚水泛证、痰饮阻肺证、阴竭阳

脱证 ７ 种证型，依据动物模型评价新方法［１１］，提取

主症和次症，评价模型中医临床吻合度。 中医吻合

度较高的模型有阿霉素诱导新西兰兔模型、快速起

搏诱导杂种犬模型、阿霉素诱导 ＳＤ 大鼠模型；西医

吻合度较高的造模方法有阿霉素诱导 ＳＤ 大鼠、阿
霉素诱导新西兰兔、阿霉素诱导 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠、阿霉

素诱导比格犬、呋喃唑酮诱导 ＳＤ 大鼠、免疫诱导

Ｌｅｗｉｓ 大鼠等。 然而，ＤＣＭ 动物模型与中医诊断标

准吻合度整体水平偏低，溯源发现，目前同一类型

ＤＣＭ 动物模型所选实验动物、实验用药及其单次或
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累积剂量、给药方式、造模周期等均有差异，尚无统

一规范，一定程度上影响了各类模型临床吻合度的

一致性。 目前，ＤＣＭ 动物模型成模标准多以西医理

论为基础，而中医证候模型辨证标准及四诊信息采

集标准尚未规范统一，不同文献记录的表征信息缺

乏中医特色及特异性，导致 ＤＣＭ 动物模型中西医临

床吻合度水平参差不齐，同一模型中医临床吻合度

普遍较低。
综上，ＤＣＭ 造模方法主要包括基因编辑、药物

诱导、免疫诱导、病毒感染、快速起搏诱导等，实验

动物以小鼠和大鼠为主。 基因编辑是最常用的

ＤＣＭ 造模方法，其次是阿霉素诱导造模。 值得注意

的是，同种 ＤＣＭ 动物模型造模方法未达统一，中西

医临床吻合度水平参差不齐，中医临床吻合度整体

偏低，提示造模过程中在注重西医病理机制和临床

特征的同时，应兼顾中医病因病机、中医表观特征

观察以及证候相关理化指标等，加强疾病与证候的

关联性，优化造模因素和统一操作流程，建立更完

善的符合中西医临床特点的 ＤＣＭ 病证结合模型，规
范动物模型评价体系，促进科学探索疾病病理机制

和有效拓展治疗策略。
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因敲除模型 ４ 类，狼疮动物模型对于研究 ＳＬＥ 的病因、发病机制和治疗具有重要意义。 本文通过对各种狼疮动物

模型进行评述和比较，阐明不同类型 ＳＬＥ 模型的主要特征和优缺点，为研究者在探索 ＳＬＥ 的机制和治疗过程中选
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　 　 系统性红斑狼疮（ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｌｕｐｕｓ ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，
ＳＬＥ）是一种累及多个器官的慢性系统免疫性疾病，
其特征是免疫系统过度激活，导致致病性自身抗体

产生及免疫复合物形成和沉积，最终导致多器官损

伤和慢性炎症，甚至死亡［１－２］。 ＳＬＥ 的发病机制很

复杂，涉及先天免疫和适应性免疫失调、Ⅰ型干扰
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表 １　 自发性狼疮动物模型特点及应用

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｌｕｐｕｓ
模型
Ｍｏｄｅｌ

发现时间
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｔｉｍｅ

发病机制
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

主要表现
Ｍａｉｎ ｏｕｔｃｏｍｅ

应用
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

靶点机制
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

局限
Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ

ＮＺＢ ／ ＮＺＷ
Ｆ１ 小鼠

ＮＺＢ ／ ＮＺＷ
Ｆ１ ｍｉｃｅ

１９６６ 年
１９６６ ｙｅａｒ

遗传易感性；ＭＨＣ
介导抑制性 Ｔ 细胞
功能减退或丧失

Ｌｅｇａｃｙ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ；
ＭＨＣ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ Ｔ⁃ｃｅｌｌ
ｈｙｐｏｐｌａｓｉａ ｏｒ ｌｏｓｓ

ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

蛋白尿↑、免疫复合
物沉积在肾小球和
ＡＮＡ 及抗 ｄｓ⁃ＤＮＡ

抗体↑
Ｐｒｏｔｅｉｎｕｒｉａ ↑，

ｉｍｍｕｎｅ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ
ｄｅｐｏｓｉｔｅｄ ｉｎ

ｇｌｏｍｅｒｕｌｉ， ＡＮＡ ａｎｄ
ａｎｔｉ⁃ｄｓＤＮＡ ↑

适用于探索肾炎及
血管炎的研究、雌激
素在 ＳＬＥ 中机制以
及狼疮易感基因

分析
Ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ

ｎｅｐｈｒｉｔｉｓ ａｎｄ
ｖａｓｃｕｌｉｔｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ，

ｏｅｓｔｒｏｇｅｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
ｉｎ ＳＬＥ ａｎｄ ｌｕｐｕｓ

ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ
ｇｅｎｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｐＣｏｎｓ 肽疗法，肽诱
导的免疫耐受下调
了 Ｂ 细胞的活化、
ＩＦＮ 和 Ｂｃｌ２ 表达［６］

ｐＣｏｎｓ ｐｅｐｔｉｄｅ
ｔｈｅｒａｐｙ， ｐｅｐｔｉｄｅ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｍｍｕｎｅ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓ Ｂ ｃｅｌｌ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ＩＦＮ ａｎｄ
Ｂｃｌ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［６］

疾病发展缓慢，需
要两种鼠株的杂
交才能产生狼疮

易感小鼠
Ｄｉｓｅａｓｅ ｄｅｖｅｌｏｐｓ

ｓｌｏｗｌｙ ａｎｄ ｒｅｑｕｉｒｅｓ
ｃｒｏｓｓｉｎｇ ｏｆ ｔｗｏ
ｍｏｕｓｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｏ
ｐｒｏｄｕｃｅ ｌｕｐｕｓ⁃
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｍｉｃｅ

ＭＲＬ ／ ｌｐｒ
小鼠
ＭＲＬ ／
ｌｐｒ ｍｉｃｅ

１９７８ 年
１９７８ ｙｅａｒ

Ｆａｓ 介导的细胞凋亡
缺陷；ＥＧＲ２ 蛋白诱
导 ＤＮＡ 去甲基化
ＩＦＮ⁃γ 的产生［７］

Ｄｅｆｅｃｔｉｖｅ Ｆａｓ⁃
ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；
ＥＧＲ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｓ
ＤＮＡ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ＩＦＮ⁃γ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

肾炎、狼疮脑病、淋
巴结及脾肿大，神经
精神症，存在 ＤＮＴ
细胞，ＡＮＡ、抗

ｄｓＤＮＡ、抗 ｓｓＤＮＡ 和
Ｓｍ 抗体↑

Ｎｅｐｈｒｉｔｉｓ， ｌｕｐｕｓ
ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，
ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ａｎｄ
ｓｐｌｅｎｏｍｅｇａｌｙ，
ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｃ

ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ， ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ
ＤＮＴ ｃｅｌｌｓ，ＡＮＡ、ａｎｔｉ⁃
ｄｓＤＮＡ、ａｎｔｉ⁃ｓｓＤＮＡ

ａｎｄ ａｎｔｉ⁃Ｓｍ↑

适用于探索 ＤＮＴ 与
ＳＬＥ 的关联、ＦａｓＬ ／
Ｆａｓ 与 ＳＬＥ 关联性、
研究 ＥＧＲ２ 在 ＳＬＥ
中机制及靶点以及
作为神经精神性狼

疮动物模型
Ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ

ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ ＤＮＴ ａｎｄ

ＳＬＥ， ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ ＦａｓＬ ／ Ｆａｓ ａｎｄ
ＳＬＥ， ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ
ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ＥＧＲ２ ｉｎ
ＳＬＥ， ａｎｄ ａｓ ａｎ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｃ

ｌｕｐｕｓ

ＥＺＨ２ 抑制剂可调节
ＤＮＡ 甲基化和抑制
干扰素信号通路［８］

ＥＺＨ２ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ
ｍｏｄｕｌａｔｅ ＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［８］

Ｆａｓ 突变不会驱动
人类 ＳＬＥ；ＤＮＴ 细
胞、淋巴结肿大、
脾肿大在人狼疮

中少见
Ｆａｓ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｄｏ
ｎｏｔ ｄｒｉｖｅ ｈｕｍａｎ
ＳＬＥ； ＤＮＴ ｃｅｌｌｓ，
ｅｎｌａｒｇｅｄ ｌｙｍｐｈ

ｎｏｄｅｓ， ｓｐｌｅｎｏｍｅｇａｌｙ
ｒａｒｅ ｉｎ

ｈｕｍａｎ ｌｕｐｕｓ

素（ｔｙｐｅ Ⅰ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｌ，ＩＦＮ⁃Ⅰ）异常升高、凋亡细胞

清除缺陷、线粒体 ＤＮＡ 损伤等［３－４］。 ＳＬＥ 临床特征

复杂性表明存在多个 ＳＬＥ 亚群，具有疾病通路、基
因、环境因素、感染和其他免疫调节因素的潜在独

特组合［２，５］。 近几十年来，ＳＬＥ 小鼠模型的研究，为
阐明 ＳＬＥ 的发病机制和病因做出了巨大贡献。 在

这些模型中，可以观察到与 ＳＬＥ 患者相似的疾病表

型，包括 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞免疫反应失衡，多种自身

抗体的产生和大量的促炎细胞因子，以及对多个器

官的损害，但是目前尚无单一的 ＳＬＥ 小鼠模型可以

完美地概括人类 ＳＬＥ 疾病。 因此，本文通过总结不

同狼疮小鼠模型之间的几个关键差异，强调了一些

特征。 这些特征可帮助研究人员根据所提出的科

学问题选用合适的模型。 例如，最新的人源组织异

体移植狼疮小鼠（简称人源化狼疮小鼠）模型有利

于研究临床相关机制并促进体内人类特异性疗法

的发展，还可以提高转化医学研究（如新药发现等）
的成功率等。 此外，研究人员还可通过比较常用的

狼疮动物模型与人类疾病的主要临床特征，评估某类

药物在 ＳＬＥ 小鼠模型中的作用是否适用于人类狼疮。

１　 自发性狼疮动物模型

自发性狼疮动物模型是指实验动物未经任何

有意识的人工处置，在自然情况下发生的狼疮，其
优点是其疾病发生、发展和某些临床症状与人类相

似。 这类小鼠遗传背景清楚，有良好的遗传稳定

性，适合于各类基础和临床研究，但基因表型和发

病机制与人 ＳＬＥ 患者也有所区别。 表 １ 总结了自

发性狼疮动物模型的发病机制、主要特点、模型应

用、治疗靶点机制及局限性。
１􀆰 １　 ＮＺＢ ｘ ＮＺＷ Ｆ１ 小鼠

ＮＺＢ ｘ ＮＺＷ Ｆ１ 小 鼠 是 新 西 兰 黑 鼠 （ Ｎｅｗ
Ｚｅａｌａｎｄ ｂｌａｃｋ ｍｏｕｓｅ， ＮＺＢ） 与新西 兰 白 鼠 （ Ｎｅｗ
Ｚｅａｌａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｍｏｕｓｅ，ＮＺＷ）品系杂交产生的最古老

的狼疮经典模型，具有明显自身免疫性疾病特征，
类似人的 ＳＬＥ，被认为是人类自身免疫病的最佳天

然模型动物，自 ２０ 世纪 ６０ 年代初以来，已经被广泛

用作自身免疫性疾病的研究，此模型只用 Ｆ１ 代［１３］。
其发病机制是主要组织相容 性 复 合 体 （ ｍａｊｏｒ
ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）介导的抑制性 Ｔ 细

４９４１
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　 　 　 　 　 　续表 １
模型
Ｍｏｄｅｌ

发现时间
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｔｉｍｅ

发病机制
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

主要表现
Ｍａｉｎ ｏｕｔｃｏｍｅ

应用
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

靶点机制
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

局限
Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ

ＢＸＳＢ ／ ＭｐＪ
小鼠

ＢＸＳＢ ／ ＭｐＪ
ｍｉｃｅ

２０ 世纪
７０ 年代初
Ｌａｔｅ １９７０ｓ

Ｙａａ 相关主要致病
基因是 ＴＬＲ７ 过表
达，诱导 ＩＦＮ 产

生［９］

Ｍａｉｎ Ｙａａ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｇｅｎｅ ｉｓ

ＴＬＲ７ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，
ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｕｃｅｓ

ＩＦＮ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［９］

增殖性肾小球肾炎、
淋巴样增生和 ＡＮＡ
↑、抗 ｄｓＤＮＡ 抗

体↑
Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ

ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ，
ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ
ａｎｄ ＡＮＡ↑、ａｎｔｉ⁃

ｄｓＤＮＡ↑

研究 ＴＬＲ７ 驱动 ＳＬＥ
机制及抑制 ＴＬＲ７ 治
疗 ＳＬＥ 效果和浆细

胞抑制性受体
Ｇｐ４９Ｂ 在 ＳＬＥ 中的

致病作用
Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ

ＴＬＲ７⁃ｄｒｉｖｅｎ ＳＬＥ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ＴＬＲ７ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｏｆ ＳＬＥ ａｎｄ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｒｏｌｅ ｏｆ

ｐｌａｓｍａ ｃｅｌｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｇｐ４９Ｂ

ｉｎ ＳＬＥ

ＢＴＫ 抑制剂阻断免
疫细胞群的 ＦｃＲ 激
活、减少 ＩＣ 沉积和
抑制 ＴＬＲ 信号

传导［１０］

ＢＴＫ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｂｌｏｃｋ
ＦｃＲ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，

ｒｅｄｕｃｅ ＩＣ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ＴＬＲ

ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｉｎ ｉｍｍｕｎｅ
ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ［１０］

雄性占主导地位
并不能反映人类
系统性红斑狼疮
Ｍａｌｅ ｄｏｍｉｎａｎｃｅ
ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｒｅｆｌｅｃｔ
ｈｕｍａｎ ＳＬＥ

ＴＣ 小鼠
ＴＣ ｍｉｃｅ

２００７ 年
２００７ ｙｅａｒ

高免疫代谢；ＩＬ⁃６ 和
ＩＦＮ 过表达及 Ｔｆｈ 细

胞自发扩增
Ｈｉｇｈ ｉｍｍｕｎｅ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； ＩＬ⁃６ ａｎｄ
ＩＦＮ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ

ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｏｆ Ｔｆｈ ｃｅｌｌｓ

致命性肾小球肾炎、
蛋白尿↑、脾肿大、
脱毛和皮肤溃烂和
ＡＮＡ 及抗 ｄｓＤＮＡ 抗

体↑
Ｆａｔａｌ

ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ，
ｐｒｏｔｅｉｎｕｒｉａ ↑，

ｓｐｌｅｎｏｍｅｇａｌｙ， ｈａｉｒ
ｌｏｓｓ， ｓｋｉｎ ｕｌｃｅｒｓ，
ＡＮＡ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃

ｄｓＤＮＡ↑

研究代谢抑制药物
在 ＳＬＥ 中应用、作为
慢性皮肤型狼疮动
物模型、研究 Ｔｆｈ 细
胞与自身免疫性疾
病关系、研究狼疮小
鼠在疾病发作前

ＩＦＮ 的表达特征［１１］

Ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ⁃
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｄｒｕｇｓ ｉｎ
ＳＬＥ， ａｓ ａｎ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｌｕｐｕｓ，

ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ

Ｔｆｈ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ，

ａｎｄ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ
ＩＦＮ ｉｎ ｌｕｐｕｓ ｍｉｃｅ
ｐｒｉｏｒ ｔｏ ｔｈｅ ｏｎｓｅｔ
ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ［１１］

代谢抑制剂通过阻
断葡萄糖代谢，抑制

靶向 Ｔ 细胞的
活化［１２］

Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ
ｉｎｈｉｂｉｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔａｒｇｅｔｅｄ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ［１２］

实验周期长，过程
相对不可控

Ｌｏｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｐｅｒｉｏｄ ａｎｄ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ

ｕｎｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｌｅ
ｐｒｏｃｅｓｓ

　 　 注：↑：升高。 （下表同）
　 　 Ｎｏｔｅ． ↑． Ｉｎｃｒｅａｓｅ． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

胞功能减退或丧失。 狼疮样表现包括皮肤狼疮、狼
疮性肾炎、精神性狼疮、血清 ＡＮＡ 抗体、抗 ｄｓＤＮＡ
升高，肾病理可见免疫复合物沉积并常伴有新月体

形成，小鼠 ５ ～ ６ 月龄时其狼疮症状变得明显，
１０ ～ １２ 月 龄 因 肾 衰 竭 死 亡。 与 ＳＬＥ 患 者 及

ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 和 ＢＸＳＢ ／ Ｙａａ 小鼠模型不同，ＮＺＢ ／ ＮＺＷ Ｆ１
小鼠缺乏针对含 ＲＮＡ 复合物的自身抗体［１４－１５］。 有

研究表明此模型小鼠是多基因疾病，是小鼠 １ 号染

色体的 Ｓｌｅ１ａ、１ｂ、１ｃ 基因突变，导致其自身抗体产

生，Ｓｌｅ１ｄ、 ＦＣｇｒ２ｂ 基因与肾小球肾炎发生相关，
Ｓｌｅ２、Ｓｌｅ３、Ｓｌｅ５ 基因突变与淋巴细胞增殖相关［１６］。
该模型的优点是雌鼠发病严重，临床及病理表现与

人类更为相似，缺点是来源困难、价格昂贵、疾病发

展缓慢。
１􀆰 ２　 雌性 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠

国际上常用的 ＳＬＥ 模型是雌性 ＳＰＦ 级ＭＲＬ ／ ｌｐｒ

小鼠， 亦 是 最 为 经 典 的 动 物 模 型。 １９７８ 年 由

ＭＵＲＰＨＹ 等［１７］ 建立此模型，是 Ｃ３Ｈ ／ ＨｅＤｉ、 ＬＧ ／ Ｊ、
ＡＫＲ ／ Ｊ 和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 品系小鼠交配至 １２ 代时发生

自发的常染色体（１９ 号染色体）隐性突变而产生的，
并且与 ＮＺＢ ／ ＮＺＷ Ｆ１ 小鼠不同，雄性和雌性都受到

显著影响［１７－１８］。 ＣＤ９５ 受体（Ｆａｓ）是一种表面结合

受体，属于肿瘤坏死因子受体（ＴＮＦ⁃Ｒ）家族，在与其

配体 ＦａｓＬ 相互作用时诱导细胞快速凋亡，在调节

Ｂ、Ｔ 细胞寿命中发挥重要作用［１９］。 此品系小鼠 １９
号染色体 ｌｐｒ 基因突变改变了 Ｆａｓ 的转录［２０］，由于

Ｆａｓ 转录缺陷，导致细胞凋亡缺陷，从而引起大量淋

巴细胞异常增殖，产生与人类 ＳＬＥ 相似的特异性自

身抗体［２１］。 但人类中，Ｆａｓ 信号转导缺陷并不会驱

动人类 ＳＬＥ 发生发展，而是导致自身免疫性淋巴组

织 增 生 综 合 征 （ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｌｙｍｐｈｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＬＰＳ） ［２２］。 但该模型小鼠临床病症与人
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类狼疮高度吻合，主要表现为淋巴结病、脾肿大、皮
肤狼疮及免疫复合物介导的肾小球肾炎，并且发病

早期有神经精神症状和行为学的改变，血清 ＡＮＡ 抗

体、抗 ｄｓＤＮＡ、抗 ｓｓＤＮＡ 和 Ｓｍ 抗体显著升高［２３－２４］。
据研究报道，ＥＧＲ２ 表达增加被认为与人类狼疮易

感性有关［２５］，且发现 ＥＧＲ２ 在人和小鼠狼疮细胞中

高度升高并正调控狼疮 ＣＤ４ Ｔ 细胞中 ＩＦＮ⁃γ 的产

生［２６］，相对于其他狼疮小鼠模型，ＭＲＬ⁃ｌｐｒ 小鼠在 ５
周龄时 ＥＧＲ２ ｍＲＮＡ 表达水平显著上调，在 １４ ～ １５
周龄时脾 ＣＤ４ Ｔ 细胞中 ＥＧＲ２ 表达显着增加，体外

抑制 ＥＧＲ２ 可减 ＭＲＬ⁃ｌｐｒ 狼疮小鼠脾 ＣＤ４ Ｔ 细胞中

ＩＦＮγ 的产生［２７］。 因此除用作 ＳＬＥ 脑病动物模型和

确定 ＳＬＥ 病因并评估治疗的模型，还可作为研究

ＥＧＲ２ 在小鼠狼疮 Ｔ 细胞中的表达和炎症调节作用

的模型［２８－２９］。 缺点是来源困难，成本较高。
１􀆰 ３　 ＢＸＳＢ ／ ＭｐＪ 小鼠

ＢＸＳＢ ／ ＭｐＪ 小鼠是由 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雌鼠和 ＳＢ ／ Ｌｅ
雄鼠杂交后培育的重组近交系，于 ２０ 世纪 ７０ 年代

后期发现［３０］，其遗传发病机理非常明确，是此类雄

鼠的 Ｙ 染色体存在着加速自身免疫反应的基因，称
为 Ｙａａ 基因，由 Ｘ 染色体端粒向 Ｙ 染色体的易位形

成，导致至少 １６ 个基因的重复［３１］，因此在雄性中发

病早且严重，不受性激素影响。 近 １００％的 ＢＸＳＢ ／
ＭｐＪ 小鼠发展为狼疮样症状，包括继发性淋巴组织

增生、膜性增殖性肾小球肾炎、单核细胞增多症、高
丙种球蛋白血症、血清 ＡＮＡ 抗体、抗 ｄｓＤＮＡ、抗

ｓｓＤＮＡ 抗体升高［３０］。 雄性小鼠平均生存期约为 ５
个月，雌小鼠性平均生存期约为 １４ 个月，主要死因

是增殖性肾小球肾炎［３２］，可用于 ＳＬＥ 病因、发病机

制、自身免疫性疾病的免疫调节、基因定位以及治

疗 ＳＬＥ 药物的药效学研究以及膜性增殖性肾小球

肾炎的模型。 缺点：实验周期长、过程不易控制、易
受环境因素影响、雄鼠发病率高且病情严重，是重

症 ＳＬＥ 模型，而雌性相对病情较轻，与人类疾病发

病状况相反。
１􀆰 ４　 Ｂ６． ＮＺＭＳｌｅ１ ／ ２ ／ ３ 小鼠（简称 ＴＣ 小鼠）

ＴＣ 小鼠是由 Ｃ５７ＢＬ ／ ６（简称 Ｂ６）小鼠与狼疮

ＮＺＭ２４１０ 小鼠多代杂交后建立的纯合遗传性自发

性狼疮小鼠，是 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 同源小鼠，其表达 ３ 个狼

疮易感位点（Ｓｌｅ１，Ｓｌｅ２，Ｓｌｅ３） ［３３－３４］。 研究发现是由

于 ＴＣ 小鼠体内树突状细胞产生高水平的 ＩＬ⁃６ 和

ＩＦＮ⁃γ，导致 Ｂ 细胞大量活化，产生致病性自身抗

体，引起狼疮样症状，包括严重狼疮性肾炎和抗

ｄｓＤＮＡ 抗体升高［３４－３５］。 有研究发现，该品系小鼠从

４０ 周龄开始出现脱毛和皮肤溃烂等症状，且随着周

龄增大，其皮肤病变逐渐加重，且血清自身抗体水

平较之前升高，病理发现皮炎部位的真皮层存在大

量淋巴细胞浸润，考虑老龄 ＴＣ 小鼠的皮肤病变与

自身免疫有着密切关系，因此，老龄 ＴＣ 小鼠还可作

为 研 究 皮 肤 型 红 斑 狼 疮 （ ｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｌｕｐｕｓ
ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，ＣＬＥ）发病机理和新药物治疗的动物模

型［３６］。 其缺点是实验的周期长，过程相对不可控。

２　 诱导性狼疮动物模型

近年来，人们建立了由外源物质诱发的狼疮鼠

模型，与自发性狼疮小鼠相比，该模型可直接用于

实验，且诱发性小鼠模型成本较低，也可良好地模

拟 ＳＬＥ 的临床特征，同时与人类 ＳＬＥ 患者和 ＮＺＢ ｘ
ＮＺＷ Ｆ１ 模型一样，外源物质诱导的狼疮在雌性中

比在雄性中更严重，但要获得较高成模率和良好的

模型一致性，对研究者的实验操作和实验环境也有

较高的要求。 表 ２ 总结了诱导性狼疮动物模型发病

机制、主要表现、模型应用、靶点分子机制及局限。
２􀆰 １　 淋巴细胞活性染色质诱导 ＳＬＥ 小鼠模型

常以 ＢＡＬＢ ／ ｃ 品系小鼠作为受试对象，以刀豆

蛋白 Ａ（ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎ Ａ，ＣｏｎＡ）活化的近交系小鼠脾

淋巴细胞作为抗原免疫同系小鼠［４２］，据研究，活化

的淋巴细胞衍生 ＤＮＡ（ＡＬＤ⁃ＤＮＡ）可驱动巨噬细胞

向 Ｍ２ｂ 极化，产生炎性细胞因子并诱导炎症［３７］，提
示其在 ＳＬＥ 发病过程中发挥重要作用。 该模型小

鼠狼疮样症状主要表现为肾小球肾炎、肾功能下降

及蛋白尿，血清抗 ｄｓＤＮＡ 抗体、抗核抗体、ＩＬ⁃１７ 升

高等，肾病理可见抗原抗体复合物沉积于肾组

织［４３］，有研究报道该模型小鼠 ＩＬ⁃１７ 表达水平与狼

疮性肾炎的严重程度呈正相关［４４］。 优点：造模时间

短、发病迅速、病变特征典型、造模成功率高。 缺

点：所用动物品系、ＣｏｎＡ 剂量以及成模时间差异很

大，需严格控制注射物的数量，实验环境要求高。
２􀆰 ２　 Ｐｒｉｓｔａｎｅ 诱导小鼠模型

多以 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠或 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠为受试对

象，降植烷（ｐｒｉｓｔａｎｅ）是中等长度的烷链，其作用机

制与佐剂类似，采用一次腹腔注射 ０􀆰 ５ ｍＬ 降植烷制

备 ＳＬＥ 模型，其机制是降植烷可诱导产生脂肪肉芽

肿，脂肪肉芽肿内巨噬细胞和腹腔内巨噬细胞分泌

ＩＬ⁃６ 等细胞因子，并可通过线粒体途径诱导腹腔内

细胞凋亡产生自身抗原，进而导致 Ｔ、Ｂ 细胞等异常
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　 　 　 　 　 　 表 ２　 诱导性狼疮动物模型特点及应用

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｐｕｓ
模型
Ｍｏｄｅｌ

发现时间
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｔｉｍｅ

发病机制
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

主要表现
Ｍａｉｎ ｏｕｔｃｏｍｅ

应用
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

靶点机制
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

局限
Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ

淋巴 细 胞
活性 染 色
质诱导
Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ
ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｃｈｒｏｍａｔｉｎ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

１９ 世纪末
Ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ
１９ｔｈ ｃｅｎｔｕｒｙ

ＡＬＤ⁃ＤＮＡ 可诱导巨
噬 细 胞 向 Ｍ２ｂ 极
化，产生炎性细胞因
子病诱导炎症
ＡＬＤ⁃ＤＮＡ ｉｎｄｕｃｅｓ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｐｏｌａｒｉｓａｔｉｏｎ ｔｏｗａｒｄｓ
Ｍ２ｂ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｄｉｓｅａｓｅ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

肾小球肾炎，肾功能
↓， 蛋 白 尿 ↑， 抗
ｄｓＤＮＡ 及 抗 核 抗
体↑
Ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ，
ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ↓，
ｐｒｏｔｅｉｎｕｒｉａ ↑， ａｎｔｉ⁃
ｄｓＤＮＡ ａｎｄ ＡＮＡ ↑

研究巨噬细胞代谢
调节在 ＳＬＥ 中作用，
例 如 葡 萄 糖 代 谢
抑制［３７］

Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｌｅ
ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｉｎ ＳＬＥ， ｅ． ｇ． ｇｌｕｃｏｓｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［３７］

间充质干细胞的细胞
外囊泡通过调节 ＳＬＥ
小鼠的巨噬细胞抗炎
极化表型来缓解 ＳＬＥ
相关肾炎［３８］ ， ＥＶｓ 的
免疫抑制作用可作为
无细胞治疗 ＳＬＥ 的潜
在途径
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ
ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ＳＬＥ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｎｅｐｈｒｉｔｉｓ ｂｙ
ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｐｏｌａｒｉｓａｔｉｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ
ｉｎ ＳＬＥ ｍｉｃｅ［３８］ ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＶｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｖｅｎｕｅ ｆｏｒ ｃｅｌｌ⁃
ｆｒｅｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＳＬＥ

ＣｏｎＡ 剂量以及
成 模 时 间 差
异大
Ｗｉｄｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ
ＣｏｎＡ ｄｏｓｅ ａｎｄ
ｍｏｕｌｄｉｎｇ ｔｉｍｅ

Ｐｒｉｓｔａｎｅ
诱导
Ｐｒｉｓｔａｎｅ
ｉｎｄｕｃｅｄ

１９９４ 年
１９９４ ｙｅａｒ

ＩＬ⁃６ 和 ＩＦＮ⁃α 过
表达
ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＦＮ⁃α
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

肾小 球 肾 炎， 关 节
炎， 肺 血 管 炎， 抗
ｄｓＤＮＡ 及 抗 核 抗
体↑
Ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ，
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｖａｓｃｕｌｉｔｉｓ， ａｎｔｉ⁃
ｄｓＤＮＡ ａｎｄ ＡＮＡ↑

探索体内 ＩＦＮ 过表
达在 ＳＬＥ 中的机制
及 抑 制 ＩＦＮ 治 疗
ＳＬＥ 的效果
Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＩＦＮ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＳＬＥ
ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＩＦＮ
ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ＳＬＥ

Ⅰ型 ＩＦＮ 受体拮抗剂
抑制所有Ⅰ型 ＩＦＮ 的
信号转导
Ｔｙｐｅ Ｉ ＩＦＮ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｓ ｉｎｈｉｂｉｔ ａｌｌ
ｔｙｐｅ Ｉ ＩＦＮ
ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ

起效缓慢；狼疮
症状相对较轻
Ｓｌｏｗ⁃ａｃｔｉｎｇ；
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｍｉｌｄ
ｌｕｐｕｓ ｓｙｍｐｔｏｍｓ

同种 异 体
肝细 胞 质
蛋白 ／ 肽免
疫诱 导 兔
模型
Ｒａｂｂｉｔ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｉｍｍｕｎｏｉｎ⁃
ｄｕｃｔｉｏｎ
ｂｙ ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ
ｈｅｐａｔｉｃ
ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ／
ｐｅｐｔｉｄｅｓ

２１ 世纪初
Ｅａｒｌｙ ２１ｓｔ
ｃｅｎｔｕｒｙ

异体抗原诱导产生
自身抗体； ＢＡＦＦ 及
受体表达水平高
Ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ａｌｌｏａｎｔｉｇｅｎ； ｈｉｇｈ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＢＡＦＦ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

肾炎，ＩＣ 在肾小球沉
积， 蛋 白 尿 ↑， 抗
ｄｓＤＮＡ 抗体↑
Ｎｅｐｈｒｉｔｉｓ， ＩＣ
ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ
ｇｌｏｍｅｒｕｌｕｓ，
ｐｒｏｔｅｉｎｕｒｉａ ↑，
ａｎｔｉ⁃ｄｓ⁃ＤＮＡ↑

兔遗传和免疫反应
异质性大，能够更好
地反映具有家族遗
传模式的 ＳＬＥ 等疾
病的复杂性；适用于
探索阻断 ＢＡＦＦ 通
路或 ＢＡＦＦ⁃Ｒ 研
究［３９］

Ｒａｂｂｉｔｓ ｈａｖｅ ａ ｈｉｇｈ
ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ
ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ｉｎ
ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ， ｗｈｉｃｈ
ｂｅｔｔｅｒ ｒｅｆｌｅｃｔｓ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｓ
ｓｕｃｈ ａｓ ＳＬＥ ｗｉｔｈ ａ
ｆａｍｉｌｉａｌ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ
ｐａｔｔｅｒｎ； ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ
ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｂｌｏｃｋａｄｅ ｏｆ
ｔｈｅ ＢＡＦＦ ｐａｔｈｗａｙ ｏｒ
ＢＡＦＦ⁃Ｒ ｓｔｕｄｉｅｓ［３９］

ＢＡＦＦ 单克隆抗体抑制
ＢＡＦＦ 来 缓 解 狼 疮
症状［３９］

ＢＡＦＦ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＢＡＦＦ
ｔｏ ｒｅｌｉｅｖｅ ｌｕｐｕｓ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ［３９］

个体差异大
Ｌａｒｇｅ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ
ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ

ＣＪ 诱导
ＣＪ ｉｎｄｕｃｅｄ

２０ 世纪
９０ 年代初
Ｅａｒｌｙ １９９０ｓ

细菌成分作为交叉
抗原打破小鼠的免
疫耐受状态，诱导自
身抗体产生
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
ａｃｔ ａｓ ｃｒｏｓｓ⁃ａｎｔｉｇｅｎｓ
ｔｏ ｂｒｅａｋ ｉｍｍｕｎｅ
ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ
ｉｎｄｕｃｅ
ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

肾炎，ＡＮＡ 和抗 ｄｓ⁃
ＤＮＡ 抗体↑
Ｎｅｐｈｒｉｔｉｓ， ＡＮＡ ａｎｄ
ａｎｔｉ⁃ｄｓＤＮＡ↑

国内多用于中成药
对狼疮治疗研究
Ｍｏｓｔｌｙ ｕｓｅｄ
ｄｏｍｅｓｔｉｃａｌｌｙ ｉｎ
ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｐｒｏｐｒｉｅｔａｒｙ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｌｕｐｕｓ

－

模 型 维 持 时
间短
Ｓｈｏｒｔ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｏｄｅｌ
ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ
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续表 ２
模型
Ｍｏｄｅｌ

发现时间
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｔｉｍｅ

发病机制
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

主要表现
Ｍａｉｎ ｏｕｔｃｏｍｅ

应用
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

靶点机制
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

局限
Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ

ＬＰＳ 诱导
ＬＰＳ
ｉｎｄｕｃｅｄ

２０ 世纪
９０ 年代初
Ｅａｒｌｙ １９９０ｓ

ＬＰＳ 通过与 ＴＬＲ４ 结
合来诱导 ＮＦ⁃κＢ 和
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 等炎性
细胞因子大量释放
ＬＰＳ ｉｎｄｕｃｅｓ ｍａｓｓｉｖｅ
ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ａｎｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ
ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｂｙ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ＴＬＲ４

肾功能 ↓， 蛋白 尿
↑，ＩＣ 沉积于肾小
球， 抗 Ｓｍ 和 抗
ｄｓＤＮＡ 抗体↑
Ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ↓，
ｐｒｏｔｅｉｎｕｒｉａ ↑， ＩＣ
ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ
ｇｌｏｍｅｒｕｌｉ ａｎｔｉ⁃Ｓｍ ａｎｄ
ａｎｔｉ⁃ｄｓＤＮＡ↑

探索抑制 ＴＬＲ４ 信号
转导通路治疗 ＳＬＥ
的效果
Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ
ＴＬＲ４ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｏｆ ＳＬＥ

ＴＡＴ⁃ＣＬｓ⁃ＤＨＡ ／ ｓｉＲＮＡ
阻断了 ＴＬＲ４ 信号通路
中 ＮＦ⁃κＢ 和促炎因子
活性［４０］

ＴＡＴ⁃ＣＬｓ⁃ＤＨＡ ／ ｓｉＲＮＡ
ｂｌｏｃｋｓ ＮＦ⁃κＢ ａｎｄ ｐｒｏ⁃
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ＴＬＲ４
ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［４０］

模 型 维 持 时
间短
Ｓｈｏｒｔ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｏｄｅｌ
ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ

ｃＧＶＨＤ 狼
疮样 小 鼠
模型
ｃＧＶＨＤ
ｌｕｐｕｓ⁃ｌｉｋｅ
ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌ

１９６８ 年
１９６８ ｙｅａｒ

Ｔ 细胞介导的慢性
移植物抗宿主反应
Ｔ ｃｅｌｌ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｃｈｒｏｎｉｃ ｇｒａｆｔ⁃ｖｅｒｓｕｓ⁃
ｈｏｓｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

肾小球肾炎和淋巴
样 增 生， ＡＮＡ、 抗
ｄｓＤＮＡ 和 抗 Ｓｍ 抗
体↑
Ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ
ａｎｄ ｌｙｍｐｈｏｉｄ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ＡＮＡ、
ａｎｔｉ⁃ｄｓＤＮＡ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃
Ｓｍ↑

探索评估 Ｔ 细胞驱
动 ＳＬＥ 机制及抑制
慢性移植物抗宿主
反应治疗 ＳＬＥ 效果
Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ
ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｔ⁃
ｃｅｌｌ⁃ｄｒｉｖｅｎ ＳＬＥ ａｎｄ
ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｈｒｏｎｉｃ ｇｒａｆｔ⁃ｖｅｒｓｕｓ⁃
ｈｏｓｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＳＬＥ

Ｂ７ 抗 体 可 抑 制 Ｂ７ ／
ＣＤ２８ 共 刺 激 信 号 通
路，来抑制 ＣＤ４Ｔ 细胞
活化 和 自 身 抗 体 的
产生［４１］

Ｂ７ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ
Ｂ７ ／ ＣＤ２８ ｃｏ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ
ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ
ｓｕｐｐｒｅｓｓ ＣＤ４Ｔ ｃｅｌｌ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［４１］

严重狼疮肾炎
但其他狼疮症
状相对较轻
Ｓｅｖｅｒｅ ｌｕｐｕｓ
ｎｅｐｈｒｉｔｉｓ ｗｉｔｈ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ
ｍｉｌｄ ｏｔｈｅｒ
ｌｕｐｕｓ ｓｙｍｐｔｏｍｓ

　 　 注：↓：下降。 （下表同）
　 　 Ｎｏｔｅ． ↓． Ｄｅｃｒｅａｓｅ． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

活化以及产生自身抗体，同时未成熟的 Ｌｙ６Ｃ 单核

细胞产生大量的 ＩＦＮ⁃α，ＩＦＮ⁃α 可以促进树突状细胞

（ＤＣ 细胞）成熟进而打破免疫耐受，进一步活化自

身反应性 Ｔ、Ｂ 细胞，最终出现组织器官的炎症损

伤［１４，４５－４６］。 该模型小鼠狼疮样症状表现为类风湿

性关节炎、皮肤红斑及脱毛、蛋白尿和肾小球肾炎，
血清 ＡＮＡ 抗体、 抗⁃ｄｓＤＮＡ 抗体及抗 Ｓｍ 抗体、
ＩＦＮ⁃α 升高，肾病理可见肾小球 ＩｇＧ 蛋白沉积［４７］。
此类小鼠与人类 ＳＬＥ 发病性别一致，可通过干扰素

产生的协同异常、凋亡细胞清除缺陷和过度活跃的

Ｂ 细胞信号传导来模拟人类 ＳＬＥ，ＩＦＮ 的产生对该

疾病的发展至关重要［４８］，可能是研究细胞因子失调

的一个很好的模型。 优点：价格低廉、实验环境要

求低、操作简单、造模成功率高，可作为较理想的

ＳＬＥ 疾病研究模型，也是唯一可以模拟 ＳＬＥ 患者体

内 ＩＦＮ 过表达的小鼠模型。 缺点：造模时间长、实验

周期长，需 ６ ～ ８ 个月才能诱导出狼疮性肾炎。
２􀆰 ３　 同种异体肝细胞质蛋白诱导兔模型

以家兔为受试对象，发病机制是以异体抗原诱

导产生自身抗体，用同种异体肝细胞质蛋白免疫家

兔，狼疮样症状表现为血清抗 ｄｓＤＮＡ 及抗 ｓｍ ／ ｎＲＮＰ
抗体增高、肾功能异常及蛋白尿、皮肤的病变（表现

为红斑及趾端溃疡）等，且皮肤症状早于肾功能异

常，临床表现及病程发展与人类 ＳＬＥ 患者相似，且
抗体水平及组织病理损害出现时间相对大部分鼠、
兔模型早，肾病理可见免疫复合物 ＩｇＧ 沉积于肾小

球系膜［４９］。 优点：此模型制作简单、成本低廉、稳定

性高、周期短及死亡率低，可用以研究 ＳＬＥ 发病机

制及自身免疫性肾炎等。 缺点：兔属于远交系，个
体差异较大，实验设计时应加以考虑，皮肤病变明

显， 但 皮 肤 免 疫 组 化 未 见 明 显 的 ＩｇＧ 特 异 性

沉积［４９］。
２􀆰 ４　 空肠弯曲菌诱导小鼠模型

以 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠为 受 试 对 象， 空 肠 弯 曲 菌

（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ，ＣＪ） 是一种人兽共患病病原

菌。 采用甲醛化空肠弯曲杆菌（ＣＪ⁃Ｓ１３１）与弗氏完

全佐剂（Ｆｒｅｕｎｄｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｄｊｕｖａｎｔ，ＦＣＡ）感染小鼠，
ＣＪ⁃Ｓ１３１ 具有与机体自身抗原相似的抗原表位，细
菌成分作为交叉抗原进入体内，产生应激，引起一

系列免疫反应，Ｔ 细胞活化后通过旁路途径辅助 Ｂ
细胞多克隆激活，引起自身抗体的产生，使得 ＣＪ⁃
Ｓ１３１ 打破小鼠的免疫耐受状态［５０－５１］，诱导小鼠形

成具有典型的狼疮样症状，狼疮样症状表现为血清

ＡＮＡ 抗体、抗 ｄｓ⁃ＤＮＡ、抗 ｓｓ⁃ＤＮＡ 和组蛋白等自身

抗体升高、肾功能异常和蛋白尿等，肾病理表现为

肾小球肿大，肾小球系膜增厚、细胞增生、炎性细胞

浸润和肾小管水肿样变性等异常病理现象［５２－５３］。
优点：ＣＪ⁃Ｓ１３１ 与 ＦＣＡ 诱导的 ＳＬＥ 小鼠模型与人类

ＳＬＥ 相似性强、实验周期短、经济易行、较为稳定。
缺点：模型维持时间较短，多在 ３５ ～ ４０ ｄ，此后自身

抗体水平会下降，可通过增加免疫和致敏次数来延

长模型的维持时间［５４］。
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２􀆰 ５　 脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ）诱发狼疮

模型

多以 ＢＡＬＢ ／ ｃ 或 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠为受试对象，多
克隆细胞激活剂 ＬＰＳ 是革兰氏阴性菌细胞壁主要

成分，作为 ＴＬＲ４ 的配体，介导 ＴＬＲ４ 为媒介的信号

转导通路，从而启动相关的下游信号转导途径，导
致 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 等炎症因子大量释放，导致全身组织

器官的炎症损伤［５５］。 给予上述品系小鼠单次腹腔

注射 ＬＰＳ，２ ～ ４ 周后血清即可检测抗 Ｓｍ 抗体、抗
ｄｓＤＮＡ 升高、肾功能异常及蛋白尿，肾活检可见免

疫复合物沉积于肾小球［５６］。 优点：方案简便、造模

时间短、模型成功率高，可用于深入研究 ＳＬＥ 发病

机制及治疗方案。 缺点：模型维持时间短。
２􀆰 ６　 慢性移植物抗宿主病（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｇｒａｆｔ⁃ｖｅｒｓｕｓ⁃
ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ，ｃＧＶＨＤ）狼疮样小鼠模型

目前该模型的原理是将同种小鼠亲代脾 ＣＤ４ Ｔ
淋巴细胞注入到 Ｆ１ 小鼠体内，使其产生 ｃＧＶＨＤ，是
在 １９６８ 年由 ＬＥＷＩＳ 等［５７］ 首先建立的，模型使用的

供者鼠多为 ＤＢＡ ／ ２ 小鼠或 ＢＬＡＢ ／ ｃ 小鼠，受者鼠为

雌性 ＤＢＡ ／ ２ 和雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ １０ 的杂交 Ｆ１ 代或雌性

ＢＬＡＢ ／ ｃ 小鼠和雄性 Ａ ／ Ｊ 小鼠杂交 Ｆ１ 代。 发病机

理为亲代和子代之间主要组织相容性复合物（ｍａｊｏｒ
ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）的部分不相容。 与

ｐｒｉｓｔａｎｅ 诱导的模型一样，这些模型只需要单次注射

供体细胞即可诱导狼疮样综合征，包括血清 ＡＮＡ、
抗 ｄｓＤＮＡ 和抗 Ｓｍ 自身抗体升高和狼疮性肾

炎［１４，５８］。 有研究发现该模型小鼠疾病严重程度与

同种异体移植细胞的数量相关，而且选择雌性亲代

鼠和雌性子代鼠成模率较高，如果将亲代雄性作为

供者将会出现子代受者发生急性移植物抗宿主病

反应，从而使模型失败［５８－６０］。 优点：建模时间短，诱
导后 １０ ～ １４ ｄ 即可检测到自身抗体，而在其他的

自发性狼疮模型中，相同的表型可能需要出生后数

周至数月才能形成。 此外，由于供体 Ｔ 细胞经历活

化和扩增，因此它们相对容易通过流式细胞术观

察，从而可以研究各种修饰对供体和宿主细胞的影

响［６０－６１］。 缺点：实验环境要求高、操作复杂。

３　 人源化狼疮小鼠模型

目前，构建 ＳＬＥ 人源化小鼠模型的方法主要有

两种，包括将人外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ
ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ， ＰＢＭＣｓ ） 或 外 周 血 淋 巴 细 胞

（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＰＢＬｓ）从 ＳＬＥ 患者转

移到 重 度 免 疫 缺 陷 （ ｓｅｒｖｅｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｅ⁃
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ， ＳＣＩＤ ） 小 鼠， 或 将 人 造 血 干 细 胞

（ｈａｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）转移到免疫缺陷小

鼠身上，然后腹膜内注射 ｐｒｉｓｔａｎｅ 诱导狼疮，实现人

体免疫系统在免疫缺陷小鼠的重建［６２－６５］。 其中

ＰＢＬｓ 或 ＰＢＭＣｓ 人源化小鼠模型被广泛应用，该模

型可以检测到 ｄｓＤＮＡ、ＲＮＰ、抗 Ｌａ 等抗体，能较好地

研究人 Ｔ 细胞在 ＳＬＥ 发病过程的作用，但 ＳＬＥ 患者

的个体差异往往导致模型参数一致性差，且该模型

中 Ｂ、ＮＫ 和髓系细胞的重建效率并不理想，用 ＳＬＥ
患者的 ＰＢＬｓ ／ ＰＢＭＣｓ 移植的免疫缺陷小鼠通常在 ４
周后自发死亡，其寿命和生存率明显低于自发或诱

导狼疮易感小鼠模型，这可能导致观察或治疗时间

较短［６４－６６］。 有研究发现，移植高狼疮活性 ＰＢＭＣ 的

免疫缺陷小鼠存活率低，移植低狼疮活性 ＰＢＭＣ 的

存活率高［６５］。 最新研究发现，将活动性狼疮患者的

ＰＢＭＣｓ 植入免疫缺陷小鼠，可以建立一种新的人源

化 ＣＬＥ 小鼠模型，这些小鼠在合适的 ＵＶＢ 照射下

发生狼疮样皮肤病变，且狼疮皮肤表现出高表达的

人 ＩＬ⁃２１。 这些人源性 ＩＬ⁃２１ 细胞因子在驱动年龄

相关 Ｂ 细胞（ａｇｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｂ ｃｅｌｌｓ，ＡＢＣｓ）分化中起

重要作用，包括促进 ＣＤ１１ｂ 和转录因子 Ｔ⁃ｂｅｔ 的表

达。 该模型适用于探索皮肤狼疮发病机制、靶向免

疫治疗的转化研究［６７－６８］。 ＨＳＣｓ⁃ｐｒｉｓｔａｎｅ 人源化小

鼠模型实现了良好的人体免疫系统重建，１２ 周时血

液中的重建水平（４２􀆰 １％），组织中的重建水平更

高，包括脾（８２􀆰 ８％）、肠系膜淋巴结（９７􀆰 ４％）和肝

（８９􀆰 ０％）。 随后，将 ｐｒｉｓｔａｎｅ 腹腔注射到 １２ ～ １３ 周

龄的人源化 ＨＳＣｓ 小鼠中，该小鼠体内显示 ＣＤ４ 和

ＣＤ８ Ｔ 细胞的激活，产生自身抗体和促炎细胞因子，
检测到人免疫球蛋白（ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ， Ｉｇ）Ｇ 和 ＩｇＭ
以及人抗核自身抗体（例如抗 ｄｓＤＮＡ 抗体、抗组蛋

白抗体、抗 ＲＮＰ７０ 抗体抗 ＳＭ 抗体）升高，血浆和腹

膜灌洗液中人促炎细胞因子（例如 ＩＦＮ⁃γ、ＩＬ８、ＩＬ⁃６、
ＭＣＰ⁃１）的血清水平也显著升高，其狼疮样表现为严

重的狼疮性肾炎和肺浆膜炎，免疫复合物在肾小球

中的沉积和白细胞浸润［６２－６４］。 该模型更符合 ＳＬＥ
患者的临床特征，反映了各种免疫细胞的相互作

用，是理想的小鼠狼疮模型，但此类研究较少。 此

类狼疮模型适用于人类 ＳＬＥ 靶向免疫疗法的开发

和评估的转化研究，为人体免疫性的体内研究提供

可能。 缺点：细胞移植效率低、价格昂贵。 表 ３ 总结

了人源化 ＳＬＥ 小鼠的构建方式、特点、应用及优势。

９９４１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 １１ 月第 ３２ 卷第 １１ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． １１

表 ３　 人源化狼疮小鼠特点及应用

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎｉｓｅｄ ｌｕｐｕｓ ｍｉｃｅ
模型
Ｍｏｄｅｌ

ＰＢＭＣｓ ／ ＰＢＬｓ 人源化小鼠
ＰＢＭＣｓ ／ ＰＢＬｓ ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ

ＨＳＣｓ⁃ｐｒｉｓｔａｎｅ 人源化小鼠
ＨＳＣｓ⁃ｐｒｉｓｔａｎｅ ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ

发现时间
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｔｉｍｅ

２０ 世纪 ９０ 年代末
Ｌａｔｅ １９９０ｓ

２１ 世纪 １０ 年代初
Ｅａｒｌｙ ２１ｓｔ ｃｅｎｔｕｒｙ ｄｅｃａｄｅ

构建方式
Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

将 ＳＬＥ 患者的 ＰＢＭＣｓ ／ ＰＢＬｓ 移植到 ＳＣＩＤ 小鼠
ＰＢＬｓ ／ ＰＢＭＣｓ ｆｒｏｍ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＳＬＥ

ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｓ ｉｎｔｏ ＳＣＩＤ ｍｉｃｅ

将人 ＨＳＣｓ 转移到 ＳＣＩＤ 小鼠身上，然后腹膜内注射
ｐｒｉｓｔａｎｅ 诱导狼疮

Ｈｕｍａｎ ＨＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙ ｉｎｔｏ ＳＣＩＤ ｍｉｃｅ，
ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｓｔａｎｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｐｕｓ

主要表现
Ｍａｉｎ ｏｕｔｃｏｍｅ

肾小球肾炎，蛋白尿↑，抗 ｄｓＤＮＡ↑
Ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ， ｐｒｏｔｅｉｎｕｒｉａ↑， ａｎｔｉ⁃ｄｓＤＮＡ↑

ＡＮＡ、抗 ｄｓ⁃ＤＮＡ 抗体↑，促炎细胞因子水平升高、
蛋白尿、肺损伤

ＡＮＡ， ａｎｔｉ⁃ｄｓＤＮＡ ａｎｔｉｂｏｄｙ ↑，ｅｌｅｖａｔｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ， ｐｒｏｔｅｉｎｕｒｉａ， ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ

优势
Ａｄｖａｎｔａｇｅ

样本易取，移植方法相对简单，高效稳定的 Ｔ 细胞移植
Ｅａｓｙ ａｃｃｅｓｓ ｔｏ ｓａｍｐｌｅｓ， ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｓｉｍｐｌｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ， ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

多系造血细胞发育，包括 Ｔ、Ｂ、髓系和 ＮＫ 细胞；
减少 ＧＶＨＤ；寿命相比较长（１０ ～ １２ 周）

Ｍｕｌｔｉ⁃ｌｉｎｅａｇｅ ｈａｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｃｅｌｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ Ｔ， Ｂ，
ｍｙｅｌｏｉｄ ａｎｄ ＮＫ ｃｅｌｌｓ； ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧＶＨＤ；
ｌｏｎｇｅｒ ｌｉｆｅｓｐａｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ （１０ ～ １２ ｗｅｅｋｓ）

应用
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

用于研究抗自身抗体和抗促炎细胞因子在 ＳＬＥ 中的疗效，例如抗 ＡＮＸ Ａ１ 抗体、靶向 ＭＤＳＣｓ 或 Ａｒｇ⁃１、
抗人 ＤＮＡ 样嵌合型抗体、ｈＣＤＲ１ 肽、抗 ＩＬ⁃６ 单克隆抗体等［６４］

Ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ＳＬＥ， ｅ． ｇ． ａｎｔｉ⁃ＡＮＸ Ａ１ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＭＤＳＣｓ ｏｒ Ａｒｇ⁃１， ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ ＤＮＡ⁃ｌｉｋｅ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ， ｈＣＤＲ１ ｐｅｐｔｉｄｅ， ａｎｔｉ⁃ＩＬ⁃６ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ， ｅｔｃ． ［６４］

局限
Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ

缺乏 ＮＫ 和其他免疫细胞；可能诱发 ＧＶＨＤ；大量
注射人体细胞会导致 ＥＢＶ 相关的淋巴组织增生性；

寿命短，平均移植 ４ 周后死亡
Ｌａｃｋ ｏｆ ＮＫ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ； ｍａｙ ｉｎｄｕｃｅ ＧＶＨＤ；
ｌａｒｇｅ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｈｕｍａｎ ｃｅｌｌｓ ｃａｎ ｌｅａｄ ｔｏ ＥＢＶ⁃

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｔｉｓｓｕｅ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ； ｓｈｏｒｔ ｌｉｆｅｓｐａｎ， ｗｉｔｈ
ｄｅａｔｈ ｏｃｃｕｒｒｉｎｇ ａｆｔｅｒ ａｎ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ４ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

样本来源有限；小鼠研究的不可重复性，供体不同
Ｌｉｍｉｔｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｕｒｃｅｓ； ｎｏｎ⁃ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｏｕｓｅ

ｓｔｕｄｉｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｎｏｒｓ

表 ４　 常见狼疮基因敲除小鼠动物模型概况

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｌｕｐｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｏｕｓｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ
模型
Ｍｏｄｅｌ

机制
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

品种品系
Ｂｒｅｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

临床表现
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎ

应用
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＴＬＲ７－ ／ － ［７０－７２］

ＴＬＲ７ 募集 ＭｙＤ８８ 并通过激活
干扰素调节因子 ７ 和 ＮＦ⁃κＢ 启
动信号级联反应，分别驱动 ＩＦＮ
和炎性细胞因子的产生
ＴＬＲ７ ｒｅｃｒｕｉｔｓ ＭｙＤ８８ ａｎｄ ｉｎｉｔｉａｔｅｓ
ａ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｃａｓｃａｄｅ ｔｈｒｏｕｇｈ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ ７ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｔｏ ｄｒｉｖｅ ＩＦＮ
ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

ＴＬＲ７Ｙ２６４Ｈ 型 突
变小鼠或 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ
小鼠
ＴＬＲ７Ｙ２６４Ｈ ｍｕｔａｎｔ
ｍｉｃｅ ｏｒ ＭＲＬ ／
ｌｐｒ ｍｉｃｅ

敲除 ＴＬＲ７Ｙ２６４Ｈ 型突变小鼠的
ＡＢＣｓ 细胞的数量显著减少，狼疮
样疾病症状显著缓解
Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ＴＬＲ７Ｙ２６４Ｈ ｍｕｔａｎｔ ｍｉｃｅ
ｈａｖｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｎｕｍｂｅｒｓ
ｏｆ ＡＢＣｓ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｌｕｐｕｓ⁃
ｌｉｋｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ

探索 ＴＬＲ７ ／ ＭｙＤ８８ 轴抑制剂
在 ＳＬＥ 中的疗效
Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ
ＴＬＲ７ ／ ＭｙＤ８８ ａｘｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ
ｉｎ ＳＬＥ

ＳＴＩＮＧ－ ／ － ［７３－７４］

干扰素基因缺失会导致持续性
ＩＦＮ 信号转导和自身免疫性
炎症
Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｌｅａｄｓ ｔｏ
ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ＩＦＮ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ａｎｄ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠
ＭＲＬ ／ ｌｐｒ ｍｉｃｅ

ＳＴＩＮＧ 缺陷的小鼠加重了狼疮小
鼠模型的狼疮样症状表现，且小
鼠寿命明显缩短
ＳＴＩＮＧ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｉｃｅ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅ
ｔｈｅ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｐｕｓ⁃ｌｉｋｅ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｌｕｐｕｓ ａｎｄ ｈａｖｅ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｓｈｏｒｔｅｒ ｌｉｆｅｓｐａｎ

研究干扰素基因刺激因子作
为 ＳＬＥ 治疗新的靶点
Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇｅｎｅ⁃
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ ａｓ ａ ｎｅｗ
ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ＳＬＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＰＤ⁃１Ｈ－ ／ － ［７５］

ＰＤ⁃１Ｈ 激动作用抑制 Ｔ 细胞受
体信号传导及减少了中性粒细
胞和浆细胞样树突状细胞产生
的促炎细胞因子，包括 ＩＦＮ⁃α
ＰＤ⁃１Ｈ ａｇｏｎｉｓｍ ｉｎｈｉｂｉｔｓ Ｔ⁃ｃｅｌｌ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＩＦＮ⁃α， ｂｙ
ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍａｃｙｔｏｉｄ
ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ （ｐＤＣ）

Ｂ６ 小鼠
Ｂ６ ｍｉｃｅ

Ｂ６ ＰＤ⁃１Ｈ 缺陷小鼠会发展为类
似于狼疮的自发性皮肤和全身性
自身免疫性疾病
Ｂ６ ＰＤ⁃１Ｈ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｉｃｅ ｄｅｖｅｌｏｐ ａ
ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｃｕｔａｎｅｏｕｓ ａｎｄ ｓｙｓｔｅｍｉｃ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｌｕｐｕｓ

研究 ＰＤ⁃１Ｈ 激动剂作为治疗
皮肤和系统性狼疮的潜在
靶点
Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ＰＤ⁃１Ｈ ａｇｏｎｉｓｔｓ
ａｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｓｋｉｎ ａｎｄ
ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｌｕｐｕｓ

００５１
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续表 ４
模型
Ｍｏｄｅｌ

机制
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

品种品系
Ｂｒｅｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

临床表现
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎ

应用
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＣＤ３８－ ／ － ［７６－７８］

ＣＤ３８ 通过激活淋巴细胞触发信
号级联反应和细胞内钙的动员，
并调节细胞因子和趋化因子的
凋亡、增殖和产生，同时调节免
疫细胞的增殖、分化和凋亡
ＣＤ３８ ｔｒｉｇｇｅｒｓ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｃａｓｃａｄｅｓ
ａｎｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｌｃｉｕｍ
ｍｏｂｉｌｉｓａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ａｎｄ
ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ

ｌｐｒ 小鼠或 Ｃ５７ＢＬ ／
６Ｊ 小鼠
ｌｐｒ ｍｉｃｅ ｏｒ Ｃ５７ＢＬ ／
６Ｊ ｍｉｃｅ

ＣＤ３８ 缺乏使没有明显遗传背景
的动物模型容易产生自身免疫，
加剧了有自身免疫倾向的背景小
鼠模型的狼疮样症状表现
ＣＤ３８ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｐｒｅｄｉｓｐｏｓｅｓ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ ｎｏ ａｐｐａｒｅｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｔｏ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ
ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓ ｌｕｐｕｓ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｉｎ
ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｐｒｅｄｉｓｐｏｓｉｔｉｏｎ

研究 ＣＤ３８ 靶向抗体对 ＳＬＥ
患者潜在治疗效果
Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＤ３８⁃
ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ
ＳＬＥ ｐａｔｉｅｎｔｓ

４　 基因敲除狼疮小鼠模型

目前该模型的原理基于基因同源重组交换或

是以 噬 菌 体 Ｃｒｅ ／ ｌｏｘｐ 系 统、 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 以 及

ＴＰ９０１⁃１ ／ ａｔｔ 技术为基础的条件性基因敲除，人为地

在所有组织或选定的组织或细胞中敲除特定基因，
通过改变细胞遗传特性进而研究某单个基因在疾

病发展中的作用，可研究基因过表达或敲除后机体

内的生物学效应以及新的治疗靶点［６９］，其缺点是建

模复杂，费用昂贵。 表 ４ 列举几种目前常见的狼疮

基因敲除小鼠模型。

５　 小结　
动物模型为 ＳＬＥ 发病机制研究和新药的开发

做出了巨大贡献，但 ＳＬＥ 异质性表现以及背后具有

复杂的免疫机制，而相同的治疗可以对不同的小鼠

模型产生不同的影响，因此限制了人类 ＳＬＥ 靶向治

疗的发展。 自 ２０ 世纪 ５０ 年代以来，治疗 ＳＬＥ 治疗

标准的许多药物一直在使用，尽管许多生物制剂和

免疫抑制剂已经在狼疮动物模型中进行了测试，但
自 ２０１３ 年来，关于治疗 ＳＬＥ 新药物，仅有 ＢＡＦＦ 单

克隆抗体（贝利尤单抗）、Ⅰ型干扰素受体拮抗剂

（阿尼 利 尤 单 抗 ） 和 新 型 钙 调 磷 酸 酶 抑 制 剂

（ｖｏｃｌｏｓｐｏｒｉｎ 伏环孢素） 获得 ＦＤＡ 批 准 进 入 市

场［７８－７９］。 尽管有了新的治疗方法，但 ＳＬＥ 患者的预

后仍然很差。 因此需要增强对 ＳＬＥ 发病机制理解

及新的临床药物的开发。 本文较其他的中文综

述［８０－８１］新增了人源化狼疮小鼠及基因敲除狼疮小

鼠模型，可以更好地模拟人类 ＳＬＥ，为研究人类 ＳＬＥ
和测试治疗靶点提供了有力工具。 每一个狼疮动

物模型都与人 ＳＬＥ 存在某个相似的特征，例如，

Ｐｒｉｓｔａｎｅ 诱导小鼠的 ＩＦＮ 过表达。 此外，每一个模型

都提供了狼疮发病机制的不同方面。 综上，研究人

员可以依据不同的研究目的选择不同的动物模型。
但狼疮动物模型仍存在许多的局限性，需要不断完

善各种模型来更好地模拟狼疮患者的遗传性和病

理异质性以及确保药物在更复杂的人类遗传背景

上的适用性。 总之，ＳＬＥ 小鼠模型将继续成为研究

ＳＬＥ 的病因和机制以及开发靶向 ＳＬＥ 疗法不可或

缺的一部分。
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