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　 　 【摘要】 　 目的　 颈椎间盘突出症（ｃｅｒｖｉｃａｌ ｄｉｓｃ ｈｅｒｎｉａｔｉｏｎ，ＣＤＨ）是骨科常见疾病之一，随着对该疾病研究的深

入及颈椎内植物的发展，建立颈椎融合动物模型成为不可或缺的部分，目前国内对颈椎融合动物模型建立及评估

的研究报道较少，本研究以期为颈椎融合相关研究提供完备的动物模型和内植物性能的评估方案。 方法　 选择小

尾寒羊，改良术式后行颈椎前路椎间盘切除融合术（ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｄｉｓｃｅｃｔｏｍｙ ａｎｄ ｆｕｓｉｏｎ，ＡＣＤＦ），将聚醚醚酮

（ｐｏｌｙｅｔｈｅｒｅｔｈｅｒｋｅｔｏｎｅ，ＰＥＥＫ）椎间融合器（ｉｎｔｅｒｂｏｄｙ ｆｕｓｉｏｎ ｃａｇｅ，Ｃａｇｅ）（对照组）、３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ（实验组 １）及
新方法钛合金 Ｃａｇｅ（实验组 ２）分别植入每只羊的不同颈椎节段（Ｃ２ ／ ３ ～ Ｃ４ ／ ５），术后行血液学检测、组织病理学分

析评估手术恢复情况及材料生物安全性，利用 Ｘ 光、ＣＴ、Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 及定量分析、硬组织切片染色、生物力学试验评估

内植物的骨长入及骨融合情况。 结果 　 绵羊改良术式 ＡＣＤＦ 模型建立成功，血液学检测重要指标无显著性差异

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， 组织病理学分析显示均无炎症细胞浸润等病理改变，内植物生物安全性良好，Ｘ 光及 ＣＴ 显示内固定

位置及椎间融合情况良好，术后 ３ 个月及 ６ 个月 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 及定量分析表明，与 ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ 组相比，新方法钛合金

Ｃａｇｅ 组及 ３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ 组内部的骨体积 ／总体积、骨小梁数目显著性升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），骨小梁间距显著性降

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 且新方法钛合金 Ｃａｇｅ 组骨质长入更多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），硬组织切片染色表明新方法钛合金 Ｃａｇｅ 组及

３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ 组孔隙内有明显骨质长入且较为密实，结合较 ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ 组略好，生物力学试验显示，与
ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ 组相比，新方法钛合金 Ｃａｇｅ 及 ３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ 在一定程度上降低了颈椎屈伸、侧弯、扭转运动范围

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 同时增强了颈椎的稳定性，且新方法钛合金 Ｃａｇｅ 更有优势（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 建立绵羊改良术式

ＡＣＤＦ 模型后，利用合理有效的评估方法，证明了该模型的合理性及有效性，同时说明 ３ 种材料的 Ｃａｇｅ 均显示出良

好的生物安全性，新方法钛合金 Ｃａｇｅ 及 ３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ 较 ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ 的骨长入及骨融合性能更强，可增强颈

椎的稳定性，且新方法钛合金 Ｃａｇｅ 更有优势。
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Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＡＣＤＦ ｏｖｉｎｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ ｉｎｄｅｘｅｓ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｉｍｐｌａｎｔｓ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｂｉｏｓａｆｅｔｙ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， Ｘ⁃ｒａｙ ａｎｄ ＣＴ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｆｉｘａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｂｏｄｙ ｆｕｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｇｏｏｄ． Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｔ ３ ａｎｄ ６ ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ ／ ｔｏｔａｌ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｎｕｍｂｅｒ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ
＜ ０􀆰 ０１） ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｓｐａｃｉｎｇ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ ａｎｄ ３Ｄ⁃ｐｒｉｎｔｅｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ
ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｔｈｅ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ
ｍｏｒｅ ｂｏｎｅ ｇｒｏｗｔｈ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｈａｒｄ ｔｉｓｓｕｅ ｓｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ
ａｎｄ ３Ｄ⁃ｐｒｉｎｔｅｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ ｈａｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｂｏｎｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｄｅｎｓｅ ｐｏｒｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ ａｎｄ ３Ｄ⁃
ｐｒｉｎｔｅｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ ｇｒｏｕｐｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ． Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ ａｎｄ ３Ｄ⁃ｐｒｉｎｔｅｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｆｌｅｘｉｏｎ⁃ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ，
ｌａｔｅｒａｌ ｂｅｎｄｉｎｇ， ａｎｄ ａｘｉａｌ ｒｏｔａｔｉｏｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＥＥＫ ｃａｇｅ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｅｒｖｉｃａｌ ｖｅｒｔｅｂｒａ， ａｎｄ ｔｈｅ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ ｗａｓ ｍｏｒｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｏｕｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＡＣＤＦ ｏｖｉｎｅ ｍｏｄｅｌ， ｒｅａｓｏｎａｂｌｅ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅ
ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｏｏｄ ｂｉｏｓｅｃｕｒｉｔｙ ｏｆ ａｌｌ ｔｈｒｅｅ Ｃａｇｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ， ｔｈｅ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ ａｎｄ ３Ｄ⁃ｐｒｉｎｔｅｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｂｅｔｔｅｒ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｂｏｎｅ
ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｆｕｓｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ． Ｔｈｅ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ ｗａｓ
ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ ａｄｖａｎｔａｇｅｏｕｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｄｉｓｃｅｃｔｏｍｙ ａｎｄ ｆｕｓｉｏｎ； ｃｅｒｖｉｃａｌ ｄｉｓｃ ｈｅｒｎｉａｔｉｏｎ； ｏｖｉｎｅ ｍｏｄｅｌ； ｉｎｔｅｒｂｏｄｙ ｆｕｓｉｏｎ ｃａｇｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 颈椎间盘突出症（ｃｅｒｖｉｃａｌ ｄｉｓｃ ｈｅｒｎｉａｔｉｏｎ，ＣＤＨ）
作为脊柱外科常见疾病之一，是指颈椎间盘髓核突

破纤维环，向后方压迫脊髓或向后外侧压迫颈神经

根而引起相应症状的疾病，以颈部酸胀疼痛、活动

受限、上肢放射性疼痛麻木及下肢踩棉花感为主要

症状［１］。 近年来，ＣＤＨ 发病表现出年轻化趋势，严

０４１
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重影响了患者的工作及生活质量，给社会和经济带

来严重的负担。 ＣＤＨ 的治疗手段多样，保守治疗方

案包括药物、针灸［２］、理疗［３］ 等，此外，介入治疗也

在不断发展［４］。 当颈椎间盘突出较重，保守及介入

治疗后反复或无效时，手术则成为重要的治疗手

段［５－６］，根据颈椎间盘突出的数目及类型，目前临床

常用手术方案包括颈椎前路椎间盘切除减压融合

术（ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｄｉｓｃｅｃｔｏｍｙ ａｎｄ ｆｕｓｉｏｎ，ＡＣＤＦ）、颈
椎后路单开门椎管扩大成形术、颈椎后路双开门椎

管扩大成形术及微创手术等，其中，ＡＣＤＦ 手术较为

常见且有效［７］。
近年来，随着对 ＣＤＨ 研究的深入及脊柱外科中

颈椎内植物材料的发展，对相应颈椎融合动物模型

的需求不断增大，建立理想且完备的动物模型及评

价体系迫在眉睫。 小尾寒羊作为偶蹄目牛科羊属

绵羊种动物，已被证明在颈椎解剖结构、生物力学、
骨密度及放射学特性上类似于人体颈椎，其中 Ｃ３ ／ ４
节段与人体颈椎最为相似［８］，可作为理想的颈椎动

物模型［９－１０］。 因此，本研究基于此，选择小尾寒羊作

为实验动物，对手术方式进行革新，建立颈椎前路

椎间盘切除融合模型，植入椎间融合器（ ｉｎｔｅｒｂｏｄｙ
ｆｕｓｉｏｎ ｃａｇｅ，Ｃａｇｅ），后续采取一系列检测方案，对手

术安全性及植入物融合效果进行系统评估，以期为

颈椎相关研究提供完善的动物模型方案。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１８ 只 ２４ 月龄普通级雄性健康小尾寒羊，体重

约 ３０ ～ ３５ ｋｇ，购于北京富龙腾飞实验动物研究院

有限公司【ＳＣＸＫ（京）２０２３－０００９】，所有小尾寒羊采

取自由饮水及定时普通牧草饲料喂养，昼夜各半循

环照明，湿度适宜且恒定（相对湿度为 ５０％），温度

控制在 ２２ ～ ２６℃。 饲料由北京科澳协力饮料有限

公司【ＳＣＸＫ（京）２０２０⁃００１０】提供，手术及采食饲养

均于北京大学第三医院实验动物中心【ＳＹＸＫ（京）
２０２１－００５４】进行。 饲养环境：普通级环境。 动物伦

理通 过 北 京 大 学 第 三 医 院 伦 理 委 员 会 批 准

（Ａ２０２２０６４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

聚醚醚酮 （ ｐｏｌｙｅｔｈｅｒｅｔｈｅｒｋｅｔｏｎｅ， ＰＥＥＫ） 颈 椎

Ｃａｇｅ（山东康盛，中国）、３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ（爱康，
中国）、新方法钛合金 Ｃａｇｅ（中奥汇成科技股份有限

公司，中国）、颈前路螺钉及钛板系统 （ Ｓｔｒｙｋｅｒ，美
国）、可吸收缝线（Ｅｔｈｉｃｏｎ，美国）、４％多聚甲醛溶液

（Ｇ１１０１，赛维尔，中国）、甲基丙烯酸甲酯光聚树脂

（ＴＥＣＨＮＯＶＩＴ ７２００， ＥＸＡＫＴ，德国）、糊状黏合剂

（ＴＥＣＨＮＯＶＩＴ ４０００， ＥＸＡＫＴ，德国）、精密粘合剂

（ＴＥＣＨＮＯＶＩＴ ７２１０ＶＬＣ，ＥＸＡＫＴ，德国）、塑料载玻

片 （ ＥＸＡＫＴ， 德 国 ）、 甲 苯 胺 蓝 染 色 液 试 剂 盒

（Ｇ３６６３，索莱宝，中国）、亚甲基蓝染色液（Ｇ１３０３，
索莱宝，中国）、酸性品红（ Ｆ８２２０，索莱宝，中国）、
Ｇｏｌｄｎｅｒ 三色染色液试剂盒（Ｇ３５５０，索莱宝，中国）、
苏木精⁃伊红染色试剂盒（Ｃ０１０５Ｓ，碧云天，中国）。

颈椎前路器械包（Ｓｔｒｙｋｅｒ，美国）、骨科手术器械

包、Ｃ 型臂 Ｘ 光机（联影，中国）、计算机断层扫描

（ｃｏｍｐｕｔｅｒｉｚｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＣＴ）机（联影，中国）、生物

力学试验机（ＭＴＳ ８５８ Ｍｉｎｉ Ｂｉｏｎｉｘ Ⅱ，美国）、光学测

量系统 （ Ｏｐｔｏｔｒａｋ ３０２０，加拿大）、显微 ＣＴ （Ｍｉｃｒｏ⁃
ＣＴ）机（Ｓｉｅｍｅｎｓ，德国）、硬组织切片机（ＥＸＡＫＴ，德
国）、脱水浸透仪 （ ＥＸＡＫＴ，德国）、光固化包埋仪

（ＥＸＡＫＴ， 德 国 ）、 ＮａｎｏＺｏｏｍｅｒ 全 景 扫 描 显 微 镜

（Ｈａｍａｍａｔｓｕ ｐｈｏｔｏｎｉｃｓ，日本）、光学显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ
ＢＨ⁃２，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组

１８ 只小尾寒羊采取随机数表法分组，每 ３ 只为

１ 组，设置 ６ 组平行组，每平行组中每只羊植入 ３ 种

不同材料的椎间融合器。 随后，再以每节段颈椎为

观察分组单位，根据每节段颈椎植入的材料种类，
划分 ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ 为对照组，３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ 为

实验组 １，新方法钛合金 Ｃａｇｅ 为实验组 ２，平行组中

每只羊植入 Ｃａｇｅ（见表 １）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物模型建立

术前禁食 ２４ ｈ，不禁水，头皮针穿刺颈静脉并固

定，５ ｍｇ ／ ｋｇ 丙泊酚推注，达到麻醉状态（头颈及四

肢瘫软，针刺无反应）后，行气管插管（９􀆰 ５ ～ １０􀆰 ５
号气管插管），异氟烷吸入麻醉，潮气量 １０ ｍＬ ／ ｋｇ，
呼吸次数每分钟 １８ ～ ２０ 次，异氟烷浓度 ２％ ～
２􀆰 ５％维持麻醉，静脉持续泵入美洛昔康注射液

０􀆰 ０５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｈ）持续镇痛，选择仰卧位，将羊用绷

带固定于手术台上，肩下垫枕，用 Ｃ 型臂 Ｘ 光机进

行透视定位 Ｃ２ ／ ３，常规消毒铺巾，行颈部中线右侧

纵行长切口（切口长约 １２ ｃｍ），逐层切开皮肤、皮下

组织、颈阔肌，由颈血管鞘及内脏鞘之间入路，显露

并纵行切开颈前筋膜，找寻颈长肌，于颈长肌两头
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　 　 　 　 　 　 　 　 表 １　 颈椎椎间融合器植入分组方式

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｉｎｔｅｒｂｏｄｙ ｆｕｓｉｏｎ ｃａｇｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
节段 ／ 编号
Ｓｅｇｍｅｎｔ ／ Ｎｏ．

每平行组 １ 号羊
Ｎｏ． １ ｉｎ ｅａｃｈ ｐａｒａｌｌｅｌ ｇｒｏｕｐ

每组 ２ 号羊
Ｎｏ． ２ ｉｎ ｅａｃｈ ｐａｒａｌｌｅｌ ｇｒｏｕｐ

每组 ３ 号羊
Ｎｏ． ３ ｉｎ ｅａｃｈ ｐａｒａｌｌｅｌ ｇｒｏｕｐ

Ｃ２ ／ ３ 聚醚醚酮 Ｃａｇｅ
ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ

３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ
３Ｄ⁃ｐｒｉｎｔｅｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ

新方法钛合金 Ｃａｇｅ
Ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ

Ｃ３ ／ ４ 新方法钛合金 Ｃａｇｅ
Ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ

聚醚醚酮 Ｃａｇｅ
ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ

３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ
３Ｄ⁃ｐｒｉｎｔｅｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ

Ｃ４ ／ ５ ３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ
３Ｄ⁃ｐｒｉｎｔｅｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ

新方法钛合金 Ｃａｇｅ
Ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ

聚醚醚酮 Ｃａｇｅ
ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ

间隙进入，显露 ３ 节椎体及椎间隙（Ｃ２ ～ Ｃ５）。 用

咬骨钳去除椎体正前方突出的骨脊，钻孔拧入撑开

固定钉，安放撑开器，撑开椎间隙，用小圆刀切开纤

维环，利用颈椎刮匙、髓核钳等切除椎间盘，刮除椎

体上下终板软骨，利用椎板钳将上、下椎体终板突

出的弧形骨质去除，生理盐水冲洗，植入 Ｃａｇｅ（３Ｄ
打印 Ｃａｇｅ 及新方法钛合金 Ｃａｇｅ 不植骨，ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ
植入减压咬取的松质骨），松开撑开器使其嵌入椎

间隙内，拔除撑开固定钉，用合适长度的颈前路 ４ 孔

钛板及螺钉系统行内固定，上下椎体各拧入 ２ 颗螺

钉，行 Ｘ 光透视定位评估位置良好，彻底冲洗后，放置

引流管一根，逐层缝合颈阔肌及皮下组织，关闭切口，
无菌敷料包扎伤口，观察术后活动及精神状态。
１􀆰 ２􀆰 ３　 动物模型术后评估及取材

术后即刻行颈椎正侧位 Ｘ 光检查（目标节段为

Ｃ２ ／ ３ ～ Ｃ４ ／ ５），术后 ２ 个月行颈椎 ＣＴ 检查、血常

规、Ｃ 反应蛋白及血清碱性磷酸酶水平检测，评估术

后恢复情况。 术后 ３ 个月处死 ３ 组平行组取材，另
３ 组于术后 ６ 个月处死取材，行相关标本检测，评估

颈椎融合效果。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｘ 光检查

术后即刻及术后 ２ 个月行颈椎正侧位 Ｘ 光，评
估手术内植物及内固定位置情况。
１􀆰 ２􀆰 ５　 颈椎 ＣＴ 检查

术后 ２ 个月对羊模型行颈椎 ＣＴ 检查（目标节

段为 Ｃ２ ／ ３ ～ Ｃ４ ／ ５），静脉注射戊巴比妥钠（３０ ｍｇ ／
ｋｇ）进行短期镇静，电流为 ２００ ｍＡ，电压为 １２０ ｋＶ，
视场 ２１ ｃｍ，切片厚度为 ３ ｍｍ，评估手术内植物位

置及骨质生长情况。
１􀆰 ２􀆰 ６　 血液学检测

术后 １ 个月行血常规、Ｃ 反应蛋白检测，评估动

物术后炎症情况，验证内植物的生物安全性，行血

清碱性磷酸酶水平检测，评估动物成骨相关功能。
１􀆰 ２􀆰 ７　 生物力学试验

处死羊模型后，将羊颈椎剔除所有肌肉组织，
保留韧带、椎间盘，采用椎体整块切除术（ｅｎ⁃ｂｌｏｃｋ）

获得每段功能脊柱单元标本后［１１］，螺钉穿过每个标

本上下位椎体，包埋在聚甲基丙烯酸甲酯中，于生

物力学试验机内固定，采用光学测量系统，在 ２􀆰 ５
Ｎｍ 的纯力矩下，分别在屈伸、左右侧向弯曲和左右

轴向旋转 ３ 个运动平面上进行柔韧性测试。 施加力

矩的速率约为 ０􀆰 ５° ／ ｓ，重复 ４ 个完整的过程加载循

环，其中前 ３ 个循环用于减少粘弹性效应，第 ４ 个循

环用于分析。 所有标本在室温下测试，测试出每个

标本的运动范围（ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｍｏｔｉｏｎ，ＲＯＭ，ＲＯＭ 定义

为最小弯矩和最大弯矩期间的角位移），并比较其

运动学行为。
１􀆰 ２􀆰 ８　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检查及定量分析

术后 ３ 个月处死 ３ 组羊模型取材，另 ３ 组于术

后 ６ 个月处死，采用 ｅｎ⁃ｂｌｏｃｋ 方式对羊颈椎进行取

材。 对颈椎标本进行 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描，扫描速度为

６° ／ ｍｉｎ，分辨率为 ９ μｍ。 Ｘ 射线源电压为 ８０ ｋＶ，束
电流为 ８０ ｍＡ。 使用多模态三维可视化软件 Ｉｎｖｅｏｎ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｗｏｒｋｐｌａｃｅ 对扫描结果进行重建和分析。
通过划分不同的阈值单位（ ｈｏｕｎｓｆｉｅｌｄ，ＨＵ）来区分

骨组织、软组织和钛合金 Ｃａｇｅ 并进行后续定量分

析。 骨组织定义在 １０００ ～ ２２５０ ＨＵ 范围内，金属定

义为大于 ２２５０ ＨＵ，软组织在 ０ ～ １０００ ＨＵ。 重建后

选择植入物周围 ５００ μｍ 区域和植入物内部孔隙空

间作为感兴趣区域（ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ，ＲＯＩ）。 在 ＲＯＩ
中，骨体积 ／总体积（ ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ ／ ｔｏｔａｌ ｖｏｌｕｍｅ，ＢＶ ／
ＴＶ）、 骨 表 面 积 ／骨 体 积 （ ｂｏｎｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ ／ ｂｏｎｅ
ｖｏｌｕｍｅ，ＢＳ ／ ＢＶ）、骨小梁数目 （ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｎｕｍｂｅｒ，
Ｔｂ． Ｎ）、骨小梁厚度（ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，Ｔｂ． Ｔｈ）和
骨小梁间距（ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｓｐａｃｉｎｇ，Ｔｂ． Ｓｐ）通过 Ｉｎｖｅｏｎ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｗｏｒｋｐｌａｃｅ 直接计算得到，以此评估内植物

骨长入及手术节段颈椎融合情况。
１􀆰 ２􀆰 ９　 硬组织切片

将术后 ３ 个月及 ６ 个月处死羊模型获得的颈椎

标本，用 ４％多聚甲醛预固定 １ ｄ。 采用硬组织切片

机修剪标本成适当形状，尽可能减小组织块的体积

以便加快脱水浸塑的进程。 然后正式固定于 ４％多
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聚甲醛中 ２ 周。 将固定后的标本用流水冲洗 １５ ｍｉｎ
后置于脱水浸透仪中，真空环境下于梯度乙醇中震

荡脱水（１０００ ｍｂａｒ，振荡频率每分钟 ４０ ～ ５０ 次），
分别为 ４０％乙醇 ３ ｄ、７５％乙醇 ３ ｄ、９５％乙醇 ３ ｄ、无
水乙醇 ３ ｄ。 之后将标本块置于甲基丙烯酸甲酯

ＴＥＣＨＮＯＶＩＴ ７２００ 光聚树脂中浸塑 ７ ～ １４ ｄ。 将完

成脱水浸塑程序的标本放于包埋盒中，倒入光聚树

脂，置于光固化包埋仪包埋，采用黄光照射 ５ ｈ、蓝光

照射 １０ ｈ 固化。 包埋完成后将包埋好的标本块取

出放在 ６０ ℃烘箱中 １０ ｈ 至彻底固化。 依照说明配

制 ＴＥＣＨＮＯＶＩＴ ４０００ 糊状黏合剂，用黏合剂将标本

粘于塑料载玻片上，用于制作硬组织切片。 先将标

注：Ａ：术前定位颈椎侧位 Ｘ 光；Ｂ：暴露颈血管鞘及内脏鞘之间入路；Ｃ：自颈长肌间隙进入；Ｄ ～ Ｆ：去除椎体骨脊，初步处理椎间隙；Ｇ：撑
开椎间隙并彻底处理；Ｈ：植入椎间融合器；Ｉ：颈前路钛板螺钉系统内固定。

图 １　 小尾寒羊改良 ＡＣＤＦ 术中解剖操作要点及术前定位 Ｘ 光

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｌａｔｅｒａｌ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ Ｘ⁃ｒａｙ ｏｆ ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ． Ｂ． Ｅｘｐｏｓｉｎｇ ｔｈｅ ａｐｐｒｏａｃｈ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｈｅａｔｈ ａｎｄ ｔｈｅ
ｖｉｓｃｅｒａｌ ｓｈｅａｔｈ． Ｃ． Ｅｎｔｅｒｉｎｇ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｓｐａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｎｇｕｓ ｃｏｌｌｉ ｍｕｓｃｌｅ． Ｄ ～ Ｆ． Ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｃｒｅｓｔ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａ ｃｅｎｔｒｕｍ ａｎｄ ｍａｋｅ ａ ｐｒｉｍａｒｙ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｓｐａｃｅ． Ｇ． Ｓｐｒｅａｄｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｓｐａｃｅ ａｎｄ ｍａｋｅ ａ ｔｈｏｒｏｕｇｈ ｐｒｏｃｅｓｓ． Ｈ． Ｉｍｐｌａｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｂｏｄｙ ｆｕｓｉｏｎ ｃａｇｅ． Ｉ．
Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｐｌａｔｅ ａｎｄ ｓｃｒｅｗｓ ｓｙｓｔｅｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｋｅｙ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｏｐｅｒａｔｉｖｅ ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＡＣＤＦ ａｎｄ ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ Ｘ⁃ｒａｙ

本用真空泵吸附在硬组织切片机上。 将标本沿植

入体纵轴切开至显露出金属内植物，８００＃砂纸抛光、
干燥。 然后用 ＴＥＣＨＮＯＶＩＴ ７２１０ＶＬＣ 精密粘合剂将

载玻片粘贴于标本上方，用金刚石锯切取厚度为

２００ ～ ３００ μｍ 的薄片，分别用 ８００＃、１２００＃及 ２０００＃
砂纸磨至 ８０ ～ １００ μｍ。 重复上述操作，每个样本

制备 ５ 张硬组织切片以供后续染色及组织学分析。
此后，应用甲苯胺蓝染色液试剂盒、亚甲基蓝⁃酸性

品红染色液以及 Ｇｏｌｄｎｅｒ 三色染色液试剂盒染色，
使用 ＮａｎｏＺｏｏｍｅｒ 全景扫描显微镜和光学显微镜拍

摄其整体和局部，观察 Ｃａｇｅ 内骨长入及与周围椎体

的成骨融合情况。

１􀆰 ２􀆰 １０　 组织病理学分析

术后 ６ 个月处死羊模型后，随机抽取 ３ 只羊，选
取心脏、肝、脾、肺、肾组织在 ４％的多聚甲醛中固

定，将样品脱水后包埋于石蜡中行连续切片，采用

苏木精⁃伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色，使用光学

显微镜行镜检及图像采集，评估内植物对动物主要

脏器的影响。
１􀆰 ３　 统计学分析

计量资料用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）的形式表

示。 所有数据均采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
８􀆰 ０􀆰 ２ 软件进行统计学分析，两组以上的比较采用

单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ｖａｒｉａｎｃｅ，ＡＮＯＶＡ），两组

间比较采用独立样本 ｔ 检验。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有

统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 手术效果及术后恢复情况

行术前准确定位后（图 １Ａ），所有建模手术均

顺利进行，解剖及操作要点见图 １Ｂ ～ １Ｉ，术后动物

站立及四肢活动良好，精神状态可，除有 １ 只羊术后

存在异物排斥反应，致使伤口愈合缓慢外（后行数

次伤口换药，伤口逐渐恢复），其余均无伤口渗液、
感染等发生。 所有模型自术后至处理期（喂养 ３ 个

月及 ６ 个月）均无神经损伤表现，进食活动良好，体
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重正常增长。
２􀆰 ２　 影像学检查结果

２􀆰 ２􀆰 １　 Ｘ 光检查

术后即刻行颈椎正侧位 Ｘ 光，观察到间盘处理

充分，手术内植物及内固定位置良好，提示羊颈椎

前路椎间盘切除融合模型建立成功（图 ２Ａ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 颈椎 ＣＴ 检查

术后 ２ 个月行颈椎 ＣＴ，观察到羊模型手术节段

颈椎间隙部分融合，不同材料 Ｃａｇｅ 内均有骨质长

入，内固定前方骨质增生（图 ２Ｂ），在 ＣＴ 三维重建

图像中该结果也得到了验证（图 ２Ｃ）。

注：Ａ：术后即刻及术后 ２ 个月颈椎正侧位 Ｘ 光；Ｂ：不同材料组术后 ２ 个月横断位 ＣＴ；Ｃ：术后 ２ 个月 ＣＴ 三维重建。

图 ２　 术后 Ｘ 光及 ＣＴ 检查

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ａｎｔｅｒｉｏｒ ａｎｄ ｌａｔｅｒａｌ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ Ｘ⁃ｒａｙ ａｔ ｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙ ａｎｄ ２ ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ． Ｂ． Ａｘｉａｌ ＣＴ ｓｃａｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ
２ ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ． Ｃ． ３Ｄ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＴ ａｔ ２ ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ Ｘ⁃ｒａｙ ａｎｄ ＣＴ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｓ

２􀆰 ３　 术后血液学检测

术后 １ 个月行血液检测，结果显示各平行组血

常规正常，重要指标组间无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）
（图 ３Ａ ～ ３Ｊ），Ｃ 反应蛋白结果表明未有感染发生

（均 ＜ ５􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ），各组血清碱性磷酸酶水平均高于

正常值上限（１００ Ｕ ／ Ｌ），提示成骨活跃（图 ３Ｋ），上
述检测表明手术建立模型的成功以及内植物良好

的生物安全性。
２􀆰 ４　 生物力学试验

为了研究不同材料 Ｃａｇｅ 对颈椎 ＲＯＭ 和颈椎稳

定性的影响，本研究对术后 ６ 个月颈椎样本进行了

一系列生物力学试验。 结果如图 ４ 所示，对照组与

实验组 １ 及实验组 ２ 相比，在屈伸（图 ４Ａ）、侧弯

（图 ４Ｂ）、扭转（图 ４Ｃ）的关节活动度差异均有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），表明了新方法钛合金 Ｃａｇｅ 及 ３Ｄ 打

印钛合金 Ｃａｇｅ 在一定程度上降低了颈椎的 ＲＯＭ，
同时增强了颈椎的稳定性，且新方法钛合金 Ｃａｇｅ 更

有优势（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检查

为了评估不同材料 Ｃａｇｅ 的骨长入及骨融合性

能，本研究通过 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ，对术后 ３ 个月及 ６ 个月

Ｃａｇｅ 内部及与椎体接触面的骨质进行了评估。 如

图 ５Ａ 所示，在二维图像上，Ｃａｇｅ 内部及接触面的新

生骨质被标记为黄色，相比于 ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ 组，新方

法钛合金 Ｃａｇｅ 组及 ３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ 组在两个

区域都有更多的骨形成。 根据 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ，不同材料

组内部及表面骨长入相关指标（如 ＢＶ ／ ＴＶ、ＢＳ ／ ＢＶ、
Ｔｂ． Ｎ、Ｔｂ． Ｔｈ、Ｔｂ． Ｓｐ）的定量分析结果如图 ６ 所示，
结果表明，术后 ３ 个月及 ６ 个月，新方法钛合金

Ｃａｇｅ 组及 ３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ 组内部的 ＢＶ ／ ＴＶ、
Ｔｂ． Ｎ 显著性升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｔｂ． Ｓｐ 显著性降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且新方法钛合金 Ｃａｇｅ 组骨质长入更多

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而在 ＢＳ ／ ＢＶ、 Ｔｂ． Ｔｈ 上无显著性差异

（除术后 ６ 个月时新方法钛合金 Ｃａｇｅ 组在 Ｔｂ． Ｔｈ 上

明显低于 ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ 组外， Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 此外，
Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 三维重建图像（Ｃａｇｅ 被标记为白色，内部

及接触面的新生骨质被标记为蓝色）证实，新方法
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注：不同平行组之间进行对比；与第 ２ 平行组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ３　 术后 １ 个月血液学检测

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒａｌｌｅｌ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｒａｌｌｅｌ ｇｒｏｕｐ ２， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｓ ａｔ ｏｎｅ ｍｏｎｔｈ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ

钛合金 Ｃａｇｅ 组的骨长入及骨融合性能优于 ３Ｄ 打印

钛合金 Ｃａｇｅ 组及 ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ 组（图 ５Ｂ），这表明，
新方法钛合金 Ｃａｇｅ 更能增强椎间骨长入及融合。
２􀆰 ６　 硬组织切片及染色

对术后 ６ 个月不同材料 Ｃａｇｅ 组标本行硬组织

切片，随后使用甲苯胺蓝、亚甲基蓝⁃酸性品红、
Ｇｏｌｄｎｅｒ 三色 ３ 种不同方式染色，结果如图 ７ 所示，
对于 ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ 组，因其内部有填入的自体骨质，
６ 个月时 Ｃａｇｅ 中心骨质连接完整，与上下终板融合

为一体，但 Ｃａｇｅ 表面与椎体界连接处有明显的空

隙，提示骨界面结合较差。 对于新方法钛合金 Ｃａｇｅ
组及 ３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ 组，术后 ６ 个月时 Ｃａｇｅ 的

孔隙内有明显骨质长入且较为密实，Ｃａｇｅ 表面与椎

体骨界面虽也有空隙，但结合较 ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ 组

略好。
２􀆰 ７　 组织病理学分析

对术后 ６ 个月随机抽取的羊模型心脏、肝、脾、
肺及肾组织行 ＨＥ 染色，由染色结果分析可得，各组
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注：不同材料组不同运动平面之间的对比；与 ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１；与 ３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ 组

相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ４　 生物力学评估

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｍｏｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｌｅｘｉｏｎ⁃ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ， ｌａｔｅｒａｌ ｂｅｎｄｉｎｇ ａｎｄ ａｘｉａｌ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｍｏｔｉｏｎ

ｐｌａｎｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ３Ｄ⁃ｐｒｉｎｔｅｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ
＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

注：Ａ：横断位、冠状位、矢状位 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 影像，其中椎间融合器内部及表面新生骨用黄色标注；Ｂ：Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 三维重建，其中椎间融合器用

白色标注，椎间融合器内部及表面新生骨用蓝色标注。

图 ５　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检查

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ａｘｉａｌ， ｃｏｒｏｎａｌ ａｎｄ ｓａｇｉｔｔａｌ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｉｍａｇｅｓ． Ｎｅｗ ｂｏｎｅｓ ｉｎｓｉｄｅ ａｎｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｗｅｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｙｅｌｌｏｗ． Ｂ．
３Ｄ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｉｍａｇｅｓ． Ｃａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｗｈｉｔｅ， ａｎｄ ｎｅｗ ｂｏｎｅｓ ｉｎｓｉｄｅ ａｎｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｃａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｂｌｕｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ
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注：根据 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 行术后 ３ 个月及 ６ 个月不同材料组内部及表面骨长入相关指标定量分析；与 ＰＥＥＫ Ｃａｇｅ 组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ３Ｄ

打印钛合金 Ｃａｇｅ 组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ６　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 定量分析

Ｎｏｔｅ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｇｒｏｗｔｈ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｔ ３ ｍｏｎｔｈｓ ａｎｄ ６ ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ａｂｏｕｔ Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＥＥＫ

Ｃａｇｅ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ３Ｄ⁃ｐｒｉｎｔｅｄ Ｔｉ６Ａｌ４Ｖ Ｃａｇｅ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｂｏｕｔ Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ

间羊模型的重要器官组织形态正常，均无炎症细胞

浸润等病理改变（图 ８），证明了材料具有良好的生

物安全性。

３　 讨论

目前，骨科新材料研究如火如荼，尤其在脊柱

外科内植物方面取得了重要突破（如人工椎体［１２］、
人工椎间盘［１３］、椎间融合器［１４］、脊柱内固定系

统［１５－１６］等），其中，颈椎内植物相关研究的飞速进步

对颈椎融合动物模型的建立提出了更高的要求。
通过建立颈椎融合动物模型，可验证颈椎内固定器

材的生物相容性及稳定性，亦可评估内植物材料或

生物制剂对于骨融合的效果。 因绵羊颈椎在解剖

结构、前凸程度、材料性质及生物力学上与人体颈

椎具有较高的相似性，其模型在国内外颈椎研究中

已被广泛应用，成为了此类研究中必不可少的研究

工具及手段［１７－１９］。 此外，由于绵羊颈椎间盘具有高

度较大的特点，也使其颈椎融合模型成为评估颈椎
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注：术后 ６ 个月骨组织切片甲苯胺蓝、亚甲基蓝⁃酸性品红及 Ｇｏｌｄｎｅｒ 三色染色。

图 ７　 骨组织切片染色评估

Ｎｏｔｅ． Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｌｕｅ⁃ａｃｉｄ ｆｕｃｈｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｇｏｌｄｎｅｒ’ｓ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｂｏｎｅ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ａｔ ６ ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｂｏｎｅ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

注：术后 ６ 个月主要器官组织 ＨＥ 染色。

图 ８　 主要器官组织学分析

Ｎｏｔｅ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍａｊｏｒ ｏｒｇａｎｓ ａｔ ６ ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍａｊｏｒ ｏｒｇａｎｓ
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内植物的理想模型［２０］。 然而，国内对于绵羊颈椎融

合模型的建立及评估方法的研究较少，本研究通过

改良手术方案建立小尾寒羊 ＡＣＤＦ 优化模型，植入

３ 种不同材料的 Ｃａｇｅ，而后制定较为完备的评估方

法以评价不同 Ｃａｇｅ 的骨长入及骨融合性能，以期为

后续研究者提供思路。
本研究选取 ＡＣＤＦ 手术方式建立小尾寒羊颈椎

融合模型，与常规 ＡＣＤＦ 颈椎融合动物模型建立时

采用颈部横行切口不同的是，本研究采取改良术

式，对模型手术方式进行优化，在符合动物伦理的

要求下，采用颈部纵行切口，以缩减颈部切口数量，
此外，纵行切口也便于选择合适的手术入路，以减

少手术过程中对羊的损伤。 该优化术式在多节段

颈椎间盘的处理中具有优势，可充分利用羊颈椎节

段，具有一定的经济实用性及有效性。 行手术解剖

入路时发现，绵羊的颈阔肌只有薄薄一层，切开时

要特别注意不要损伤深部组织，电凝止血后由颈血

管鞘及内脏鞘入路，剥开颈前筋膜，发现颈长肌一

般为分叉状，从肌肉分叉处进入，可减少对于肌肉

的损伤以及出血，认为这是很重要的。 减压融合可

按常规手术进行，值得注意的是，因绵羊的下位椎

体前端终板有弧形凸起，且绵羊椎体后缘较前缘略

高，应当用椎板钳将间隙仔细处理成平台状，才可

便于置入椎间融合器。 术后切记密切观察绵羊苏

醒后四肢活动情况、进食及精神状态，以确保术中

无神经损伤的发生。 值得注意的是，在术后恢复

期，因进食及生活习性，绵羊无法像人类行颈托制

动控制颈椎大幅度的活动，但本研究发现该问题并

未影响术后内固定的稳定度及并发症的发生，反而

因其术后早期开始颈部活动，颈部活动度恢复更

佳。 此外，在观察期内，未发现内固定松动及神经

损伤的表现，日常活动及进食正常。 对于实验分组

方案，本研究将 ３ 种不同材料 Ｃａｇｅ 分别植入每只羊

的不同颈椎节段，这可以消除因个体差异产生的误

差。 但由于不同颈椎节段生物力学性能、椎间隙高

度、所承受的应力等存在差异，因此本实验将同一

材料 Ｃａｇｅ 植入每平行组中羊的不同颈椎节段，确保

每组羊中同一颈椎节段均有同种材料 Ｃａｇｅ 植入，通
过设立多组平行组的方法，使实验设计符合统计学

要求。
对于模型评估方案，本研究选择血液学检测、

组织病理学分析、影像学检查、Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检查及分

析、硬组织切片染色分析、生物力学试验等手段，充

分涵盖了对于材料的生物安全性、骨长入及骨融合

性能以及颈椎生物力学方面的评估。 血液学检测

反映出动物体内有无贫血、炎症反应发生及成骨活

跃情况，重要器官组织病理学分析展现了内植物对

于各器官有无病理损害，上述检测方案可证明内植

物的生物安全性［２１－２２］。 影像学检查中，Ｘ 光可以评

估术后内固定位置及神经减压情况，活体颈椎 ＣＴ
检查反映出术后 ２ 个月颈椎间隙高度及融合情况，
需要注意的是，ＣＴ 显示椎间隙前方内固定被骨组织

包裹，手术节段椎体被骨桥连接一体，这反映了绵

羊极强的成骨功能，在颈椎屈伸活动时有极高的稳

定性，这一点也在取材时大体标本上得到证明。
Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检查及分析可以更直观地反映术后 ３ 个月

及 ６ 个月标本中内植物中骨长入及与椎间隙融合情

况，并能通过计算相关指标来量化这些改变，使得

评估更为细致，更具可信度［２３］。 此外，选取硬组织

切片染色及软件定量分析方案，能更有对比性且更

为客观地反映出内植物内新骨生成情况，使结果更

具说服力［２４］。 作为评估脊柱活动度及稳定性的重

要方法，生物力学试验重要性不言而喻［２５］，本研究

通过生物力学试验机，测定颈椎屈伸、侧弯及轴向

旋转的运动范围，可用于评价不同内植物的骨融合

及脊柱稳定性。
根据本研究结果，３ 种材料均展现出了良好的

生物安全性；在骨长入及骨融合性能方面，新方法

钛合金 Ｃａｇｅ 及 ３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ 更有优势，且新

方法钛合金 Ｃａｇｅ 性能更佳；在生物力学方面，新方

法钛合金 Ｃａｇｅ 及 ３Ｄ 打印钛合金 Ｃａｇｅ 在一定程度

上降低了颈椎的 ＲＯＭ，同时增强了颈椎的稳定性，
且新方法钛合金 Ｃａｇｅ 更有优势。 上述结果证明了

两实验组材料可以有效地维持椎间隙高度，促进骨

长入及椎间融合，术后无明显炎症反应及并发症发

生，表明材料在动物体内具备良好的安全性以及有

效性。 因此，本研究在成功建立小尾寒羊颈椎

ＡＣＤＦ 优化模型的同时，也为材料的临床应用奠定

了前期动物实验基础。
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ＷＡＮＧ Ｄ Ｆ， ＺＨＵ Ｌ， ＦＥＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｚｏｍｅｔｈａｎｅ ｏｘｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（２）： １５１－１６０．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０２􀆰 ００２
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ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 结肠癌模型优化及其肠道菌群变化探究
王敦方１，朱琳１，２，冯雪１，张彩娟１，刘海帆１，刘雅清１，刘滨１，２，刘丽１，杨伟鹏１∗

（１． 中国中医科学院中药研究所，北京　 １００７００；２． 黑龙江中医药大学，哈尔滨　 １５００４０）

　 　 【摘要】 　 目的　 优化氧化偶氮甲烷（ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｅ，ＡＯＭ）联合葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）造模

结肠炎相关性结肠癌（ ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＡＣ）方法并探究肠道菌群在 ＣＡＣ 中的发病机制。 方法

通过 ＡＯＭ 不同注射次数联合自由饮用 ＤＳＳ 的方法建立 Ａ（ＡＯＭ １ 次注射）和 Ｂ（ＡＯＭ ２ 次注射）模型组，正常组采

用腹腔注射生理盐水联合饮用纯净水，每组 １０ 只。 造模结束后通过 ＤＡＩ 评分、结肠长度、成瘤率及死亡率等指标

综合评估，选择最佳的造模方案。 然后对 Ｂ 模型组小鼠进行实验，取血清以 ＥＬＩＳＡ 法检测白细胞介素⁃６（ ＩＬ⁃６）、肿
瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）及肿瘤标志物 ＣＡ１９９、ＣＥＡ、ＣＡ７２４ 含量；同时进行 ＨＥ 染色观察结肠病变；并对小鼠粪便进

行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量基因测序法分析，以探究 ＣＡＣ 小鼠肠道菌群的变化。 结果　 单次和加强 ＡＯＭ 注射联合 ＤＳＳ
均能诱导 ＣＡＣ 小鼠模型。 但与 Ａ 模型组相比，Ｂ 模型组小鼠结肠内增生物较大，排列紧密且形态大小较一致，成瘤

率达到 １００％。 与正常组相比，Ｂ 模型组 ＩＬ⁃６ 显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＴＮＦ⁃α 含量升高（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；肿瘤标志物除

ＣＡ７２４ 外，ＣＡ１９９ 和 ＣＥＡ 含量均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＨＥ 病理结肠内炎性细胞的浸润，并伴有管腔表面显示出高

级别上皮内肿瘤样改变。 菌群结果显示，与正常组相比，ＣＡＣ 小鼠肠道菌群物种多样性及丰度降低，疣微菌门和放

线菌门增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），拟杆菌门和弯曲菌门减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 阿克曼菌、普雷沃菌、瘤胃球菌、双歧杆菌等显著

增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；罗氏菌属、Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ、理研菌属、厌氧原体属等显著减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 ＡＯＭ ２ 次注射

联合自由饮用 １􀆰 ５％（１􀆰 ５ ｇ ／ １００ ｍＬ）ＤＳＳ 诱导的 ＣＡＣ 模型小鼠结肠成瘤率高、肿瘤形态大小均一、死亡率低，可作

为药效学实验评价的优选造模方案。 多种肠道菌群紊乱或功能失调，造成的通透性增高，肠黏膜屏障功能破坏，进
而诱发肠源性内毒素释放，导致持续的炎症反应或是诱发 ＣＡＣ 发病的间接或直接原因。

【关键词】 　 结直肠癌；动物模型；肠黏膜屏障；炎症；肠道菌群
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Ｂｅｉｊｉｎｇ １００７００， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈａｅｒｂｉｎ １５００４０， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＹＡＮＧ Ｗｅｉｐｅｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｗｐｙａｎｇ＠ ｉｃｍｍ． ａｃ． ｃｎ



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ２ 月第 ３２ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ２

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ａｚｏｍｅｔｈａｎｅ ｏｘｉｄｅ （ＡＯＭ） ａｎｄ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ
（ＤＳＳ） ｔｏ ｃｒｅａｔｅ ａ ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ （ＣＡＣ） ｍｏｄｅｌ， ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ
ＣＡＣ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ Ａ ａｎｄ Ｂ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｏｎｅ ａｎｄ ｔｗｏ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＯＭ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｆｒｅｅ ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｏｆ ＤＳＳ， ａｎｄ ａ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｗａｔｅｒ （ｎ ＝ １０ ｍｉｃｅ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ）． Ｔｈｅ ｂｅｔｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｓｃｈｅｍｅ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｓｃｏｒｅ， ｃｏｌｏｎ ｌｅｎｇｔｈ， ｔｕｍｏｒ ｒａｔｅ， ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ． Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６ （ＩＬ⁃６）， ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃
α （ＴＮＦ⁃α）， ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｍａｒｋｅｒｓ ＣＡ１９９， ＣＥＡ， ａｎｄ ＣＡ７２４ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ． Ｃｏｌｏｎ
ｌｅｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ （ＨＥ） ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ＣＡＣ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｆｅｃｅｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｂｏｔｈ ｓｉｎｇｌｅ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ＡＯＭ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＤＳＳ ｉｎｄｕｃｅｄ ＣＡＣ ｍｉｃｅ； ｈｏｗｅｖｅｒ， ｃｏｌｏｎ ｇｒｏｗｔｈｓ ｗｅｒｅ ｌａｒｇｅｒ， ｍｏｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ａｒｒａｎｇｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｉｚｅ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ａ， ｗｉｔｈ ａ ｔｕｍｏｒ⁃ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ １００％． ＩＬ⁃６
ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． ＴＮＦ⁃α ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ＣＡ１９９ ａｎｄ ＣＥＡ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）， ｂｕｔ ＣＡ７２４ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ． Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＨＥ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ
ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ⁃ｇｒａｄｅ ｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｕｍｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｍｅｎ． Ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＣＡＣ ｍｉｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ： ｐｈｙｌａ Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ ａｎｄ Ｃａｍｐｉｌｏｂａｃｔｅｒｏｔａ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）．
Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ， Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ， Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ， ａｎｄ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ，
Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ＲＣ９＿ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ， Ａｎａｅｒｏｐｌａｓｍａ， ａｎｄ Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｔｗｏ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＯＭ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ １􀆰 ５％ （ １􀆰 ５ ｇ ／ １００ ｍＬ） ＤＳＳ ｉｎｄｕｃｅｄ ＣＡＣ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ａ ｈｉｇｈ ｃｏｌｏｎ⁃
ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｒａｔｅ， ｕｎｉｆｏｒｍ ｔｕｍｏｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ｌｏｗ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ， ａｎｄ ｍａｙ ｔｈｕｓ ｂｅ ｔｈｅ ｐｒｅｆｅｒｒｅｄ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｓｃｈｅｍｅ ｆｏｒ
ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｏｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｍａｙ ｌｅａｄ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ， ｌｏｓｓ ｏｆ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｇｅｎｉｃ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｓ， Ｒｅｓｕｌｔｓｉｎｇ ｉｎ ａ ｓｕｓｔａｉｎｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ａｓ ａｎ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｏｒ ｄｉｒｅｃｔ ｃａｕｓｅ ｏｆ ＣＡＣ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是常见的恶

性癌症，据统计，我国 ２０２２ 年 ＣＲＣ 新发病例，在全

球占新发癌症病例数的第三位。 ＣＲＣ 发病率及病

死率均居于全球恶性肿瘤前三位［１－２］。 炎症性肠病

（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）是诱发结直肠癌

的重要危险因素， 与健康人群相比， 克罗恩病

（Ｃｒｏｈｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＤ）和溃疡性结肠炎（ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ
ｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）等炎症性肠病患者患结直肠癌的风险更

高［３］。 现阶段 ＩＢＤ⁃ＣＲＣ 动态演进过程的有关机制

是科学研究的聚焦点。 结肠炎相关性结直肠癌

（ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＡＣ）的发病中，
肿瘤微环境的存在是诱发肿瘤细胞增殖的关键，而
要模拟肿瘤微环境的发生，开展体内动物模型的研

究很有必要［４］。 ＣＡＣ 的发病涉及多个阶段，呈现

“炎症⁃不典型增生⁃癌变” 的发展规律［５］。 ＡＯＭ ／
ＤＳＳ 诱导的小鼠模型是 ＣＡＣ 的常见实验肿瘤模型，
可以在正常上皮⁃腺瘤⁃癌进展方面模拟 ＣＡＣ 的非遗

传特征［６－７］，是研究结直肠癌发生和发展潜在机制

的重要工具。 但 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 小鼠模型构建易受到小

鼠品系、造模浓度的影响，死亡率和成瘤率并不稳

定［８－９］。 因此有必要在相关指南的基础上对 ＡＯＭ ／
ＤＳＳ 模型构建方法进一步优化。

研究证明，肠道菌群改变可增加肠黏膜通透

性，使肠黏膜免疫功能受损，加剧炎症反应，进而创

造利于肿瘤发生的免疫微环境［１０－１１］。 此外，肠道菌

群的改变也可通过促进结肠细胞的过度增殖来驱

动癌变。 肠道细菌在定植和繁殖过程中产生一系

列代谢物，这些代谢物对宿主的代谢和免疫反应有

直接或间接的影响。 肠道微生物群的扰动能促进

有害细菌致癌产物的产生。 因此，肠道菌群失衡可

以作为结直肠癌的一个直接病因［１２］。 故建立适当

的结肠炎癌转化模型，明确肠道微生物在 ＣＡＣ 中的

作用，对 ＣＡＣ 的预防和临床治疗均具有重要意义。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

本研究选用 ３０ 只 ５ ～ ６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性

２５１
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Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，体重 ２０ ～ ２１ ｇ，由北京维通利华实

验动物技术有限公司提供【ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６】。
所有小鼠均在中国中医科学院中药研究所动物实

验室饲养【ＳＹＸＫ（京）２０１９－０００３】，各组小鼠饲喂普

通维持饲料由科澳协力（天津）饲料有限公司提供。
饲养环境：温度 ２３􀆰 ０ ± １􀆰 ５ ℃，相对湿度 ４５％ ±
１５％，符合标准的日夜交替养殖环境。 动物实验通

过中国中医科学院中药研究所伦理委员会批准

（２０２２Ｂ１１７）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＡＯＭ（麦克林，Ｃ１４４５３８５８，纯度 ９５％）；葡聚糖

硫酸钠（ＤＳＳ，分子量 ３６ ０００ ～ ５００００，Ｓ７７０８，美国

ＭＰ 公司）；４％组织细胞固定液（２０２２１２２０）和 ＰＢＳ
（２０２２０７２６）购自北京索莱宝科技有限公司；肿瘤标

志 物 检 测 试 剂 盒 ＣＡ７２４ （ Ｓｅｐ２０２２ ）、 ＣＡ１９９
（Ｏｃｔ２０２２）和 ＣＥＡ（ｍｌ０６３１０７）均购自上海酶联生物

科技有限公司； ＩＬ⁃６ （ Ｐ３３４４７３） 和 ＴＮＦ⁃α 试剂盒

（Ｐ３４２２９０）购自美国 ＲＤ 公司。
ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｐａｒａｄｉｇｍ 􀅺 Ｐｌｕｓ ３８４ 酶 标 仪

（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司，美国）；－８０ ℃超低温冰箱

（ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司， 美 国 ）； Ｊ⁃３０Ｉ
Ｂｅｃｋｍａｎ 型高效冷冻离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ 公司，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组及模型构建

经过 １ 周适应性饲养后，按体重随机分为 ３ 组：
正常组、Ａ 模型组（注射 １ 次 ＡＯＭ）及 Ｂ 模型组（注
射 ２ 次 ＡＯＭ），每组 １０ 只。 Ａ 模型组给予单次 １
ｍｇ ／ ｍＬ ＡＯＭ 溶液（１０ ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射；Ｂ 模型组在

１ 周内分别于第 １、５ 天进行 １ ｍｇ ／ ｍＬ ＡＯＭ 溶液（１０
ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射。 Ａ 模型组和 Ｂ 模型组小鼠均在

进行首次 ＡＯＭ 注射 ７ ｄ 后给予 １􀆰 ５％（１􀆰 ５ ｇ ／ １００
ｍＬ）ＤＳＳ 溶液 １ 周，之后将 ＤＳＳ 替换为纯净水饮用 ２
周，此为 １ 个循环，如此共重复 ３ 个循环。 正常组小

鼠同体积 ＡＯＭ 腹腔注射生理盐水，自由饮水。
１􀆰 ２􀆰 ２　 炎性因子和肿瘤标志物的测定

３ 个循环结束后，采集正常组和 Ｂ 模型组小鼠

血液，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃ 离心 １５ ｍｉｎ，取上清，ＥＬＩＳＡ
法检测小鼠血清中的炎性因子 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 以及肿

瘤标志物 ＣＡ１９９、ＣＥＡ、ＣＡ７２４ 的表达。
１􀆰 ２􀆰 ３　 结肠组织病理学检验

３ 个循环结束后，处死所有小鼠，切除包括肛门

在内的结肠组织，进行结直肠部位肿瘤计数。 并将

正常组和 Ｂ 模型组小鼠结肠浸泡于 ４％多聚甲醛中

固定，按规定步骤进行包埋切片，切片厚度为 ４ μｍ，
其后进行 ＨＥ 染色，在 ４００ 倍高倍镜下进行观察。
依据溃疡区域、炎性浸透情况、整体完整程度、组织

病变等指标对结肠组织的病变程度进行评价。
１􀆰 ２􀆰 ４　 粪便样品采集

完成 ３ 个循环后，小鼠处死前收集正常组和 Ｂ
模型组小鼠的新鲜粪便，取 ３ ～ ５ 粒，立即放入已灭

菌的离心管中，并在超低温下保存，以便进行肠道

菌群分析。
１􀆰 ２􀆰 ５　 高通量测序检测肠道菌群组成结构与丰度

差异

对于每个组别，提取粪便 ＤＮＡ 并进行 ＰＣＲ 扩

增。 扩增的目标区域为 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 Ｖ３ ～ Ｖ４ 可变

区，反应体系为 ２０ μＬ。 ＰＣＲ 扩增的条件为：９５ ℃
解链 ３ ｍｉｎ，９５ ℃ ３０ ｓ，５５ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ４５ ｓ，２５ 个

循环，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 引物序列 ３３８Ｆ：５’⁃ＡＣＴＣ
ＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ⁃３’，８０６Ｒ：５’⁃ＧＧＡＣＴＡＣ
ＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃３’。 扩增过程重复 ３ 次。 使

用 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ 测序平台进行双末端测序，并使用

ＵＰＡＲＳＥ７􀆰 １ 软件聚类生成操作分类单元（ＯＵＴ），相
似度为 ９７％。 本实验使用了 Ｓｉｌｖａ（ＳＳＵ１１５１６Ｓ）核糖

体 ＲＮＡ 数据库进行分类学比对，采用的算法是

ＲＤＰ Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ，置信阈值设置为 ７０％。
１􀆰 ３　 统计学分析

本实验使用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行统计学分析。
如果数据符合正态分布且方差齐，则采用单因素方

差分析进行统计检验；如果数据不符合正态分布或

方差不齐，则采用秩和检验进行统计检验。 Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 生存情况分析

２􀆰 １􀆰 １　 造模情况与疾病活动指数评估

Ａ 模型组和 Ｂ 模型组首次注射 ＡＯＭ 后，体重

３ ｄ 内均明显下降，而后呈现上升趋势，说明 ＡＯＭ
注射对小鼠体重有一定影响。 Ａ 模型组和 Ｂ 模型

组在第一循环自由饮用 １􀆰 ５％ ＤＳＳ 后，先后出现肉

眼可见黏脓血便，部分伴有毛发色泽灰暗、精神萎

靡、懒动状况。 Ａ 模型组在服用了第 １ 个周期 ＤＳＳ
后，体重有所降低，多数呈稀软便，仅有极少数呈脓

血之便；Ｂ 模型组体重较 Ａ 组下降明显（图 １Ａ），大
部分小鼠出现脓血便，严重者伴随脱肛症状，与临

床发病情况符合度较高（图 １Ｂ）。
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注：与正常组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）

图 １　 ＣＡＣ 小鼠体重变化及大便情况

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

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｓｔｏｏｌ ｉｎ ＣＡＣ ｍｉｃｅ

表 １　 ＣＡＣ 小鼠成瘤率及死亡率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｉｎ ＣＡＣ ｍｉｃｅ
分组
Ｇｒｏｕｐｓ

ＡＯＭ ｉｐ 次数
ＡＯＭ ｉｐ ｔｉｍｅｓ ＤＳＳ 结肠长度

Ｃｏｌｏｎ ｌｅｎｇｔｈ
成瘤数目

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｕｍｏｒｓ
成瘤率 ／ ％

Ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｒａｔｅ ／ ％
死亡率 ／ ％
Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ／ ％

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ

－ － ９􀆰 ２８ ± ０􀆰 ６２ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ０ ０􀆰 ０

Ａ 模型组
Ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １ １􀆰 ５％ ６􀆰 ９６ ± ０􀆰 ９６∗ ３􀆰 ７８ ± ３􀆰 ４２ ７０􀆰 ０ ０􀆰 ０

Ｂ 模型组
Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２ １􀆰 ５％ ６􀆰 ８９ ± ０􀆰 ６５∗ ６􀆰 ８９ ± １􀆰 ８３ １００􀆰 ０ ０􀆰 ０

２􀆰 １􀆰 ２　 ＣＡＣ 模型小鼠成瘤率及死亡情况

Ａ 模型组和 Ｂ 模型组小鼠在给予 ＤＳＳ 自由饮

用的初期均表现出结肠炎的症状，包括腹泻、嗜睡、
食欲不振、体重减轻等，后期逐渐出现黏液便和血

便；给予第二循环 ＤＳＳ 后，小鼠开始出现一定的 ＤＳＳ
耐受，症状表现较第一循环轻微；第三循环时，随着

ＤＳＳ 在体内蓄积量的增加，小鼠便血状况加重。 至

造模结束，Ａ 模型组和 Ｂ 模型组小鼠均无死亡。 解

剖小鼠并取出同位置肠段进行对比后发现，正常组

小鼠结肠弹性良好，肠壁光滑无增生，肠内容粪便

性状正常；Ａ 模型组和 Ｂ 模型组小鼠结肠弹性丧

失，肠壁变薄皱缩，且长度均短于正常组；Ａ 模型组

和 Ｂ 模型组两组小鼠之间结肠长度无明显变化，且
偶见明显血丝，肠壁有大块成形的“菜花状”增生

物，肠内容粪便质地黏稀伴血。 Ａ 模型组小鼠结肠

内增生物少，成瘤大小不一致，成瘤率 ７０％；Ｂ 模型

组小鼠结肠内增生物较大，多数形态大小较一致，
且排列较密，成瘤率达到了 １００％（见表 １，图 ２）。
与 Ａ 模型组相比，Ｂ 模型组小鼠成瘤率更高，且较

一致的肿瘤形态更有利于药效实验的评价。 因此，
本实验优选 Ｂ 模型组小鼠开展 ＣＡＣ 相关发病机制

研究及指标测定。

图 ２　 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 小鼠造模变化

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｈａｎｇｅｓ

２􀆰 ２　 ＣＡＣ 小鼠模型结肠组织的病理学

小鼠结肠进行 ＨＥ 染色并镜下观察，发现正常

组小鼠结肠组织内腺体排列规律整齐并呈长管状，
空泡杯状细胞及隐窝结构正常（见图 ３Ａ）；Ｂ 模型组
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小鼠大多数显示深达肌层的溃疡，结肠隐窝结构的

紊乱，失去了原有的管状结构且部分腺体萎缩坏

死，异质细胞和深核染色出现，且管腔表面显示出

高级别上皮内肿瘤样改变；组织内炎性细胞浸润明

显，主要表现为基底浆细胞增多，大量淋巴细胞和

中性粒细胞数量也明显增加（见图 ３Ｂ）。

图 ３　 小鼠结肠组织病理

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｏｕｓｅ ｃｏｌｏｎ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ

图 ４　 ＣＡＣ 小鼠肿瘤标志物和炎性因子的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ＣＡＣ ｍｉｃｅ

２􀆰 ３　 ＣＡＣ小鼠血清中肿瘤标志物和炎性因子的表达

肿瘤标志物可以反映肿瘤存在和生长，是肿瘤

诊断和治疗的重要指标之一。 结直肠癌的早期诊

断和判断预后常用 ＣＡ１９９、ＣＥＡ 和 ＣＡ７２４ 等标志

物。 这些标志物在结直肠癌患者的血液和尿液中

存在，并随着疾病的进展而升高，因此可以用于监

测疾病的进展和预后。 与正常组相比，Ｂ 模型组小

鼠中肿瘤标志物除 ＣＡ７２４ 外，ＣＡ１９９ 和 ＣＥＡ 含量

均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ４Ａ），这提示 ＣＡＣ 小鼠

体内肿瘤的发生与形成。 炎性因子测定发现，Ｂ 模

型组小鼠血清中 ＩＬ⁃６ 含量显著高于正常组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；ＴＮＦ⁃α 含量高于正常组，但无统计学意义（Ｐ
＞ ０􀆰 ０５）（图 ４Ｂ）。 结合结肠病理组织中观察到的大

量炎性细胞浸润及血清中升高的炎性因子，说明

ＣＡＣ 小鼠肿瘤的形成伴有炎性发生的特征，这也从

某种程度上体现了炎⁃癌的转化进程。
２􀆰 ４　 ＣＡＣ 小鼠菌群分析

２􀆰 ４􀆰 １　 菌群的多样性分析

通过 ａｌｐｈａ 和 ｂｅｔａ 多样性分析，对正常组和 Ｂ
模型组小鼠菌群进行全面的表征和评估。 香农指

数（Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ）是评估样品中微生物多样性的指

标，其数值越大，表示群落多样性越高［１３］。 与正常

组相比，Ｂ 模型组的群落多样性明显降低。 Ｃｈａｏ 和

Ａｃｅ 指数是对细菌种群数量的评价，结果显示，Ｂ 模

型组的种群数量低于正常组 （见表 ２，图 ５Ａ）。
ＰＣｏＡ 主坐标分析的结果表明，两组菌群结构存在

显著性差异（图 ５Ｂ）。 基于 β 多样性距离的非度量

多维尺度分析（ＮＭＤＳ），通过点与点间的距离体现

对不同样本间的差异程度，正常组和 Ｂ 模型组组间

样本未重叠（图 ５Ｃ），表明组间肠道菌群构成有明

显差异［１４］。
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表 ２　 菌群多样性指数分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

Ａｃｅ 指数
Ａｃｅ ｉｎｄｅｘ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ３７５􀆰 ４０ ± ３７􀆰 ９１

Ｂ 模型组
Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３４６􀆰 ４１ ± ５１􀆰 ７６

图 ５　 香农指数、Ｃｈａｏ 指数分析及 ＰＣｏＡ 分析和 ＮＭＤＳ 分析

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ Ｃｈａｏ ｉｎｄｅｘ， ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ＮＭＤＳ ａｎａｌｙｓｉｓ

２􀆰 ４􀆰 ２　 肠道菌群物种组成分析

如图 ６ 所示，在门水平上，正常组和 Ｂ 模型组

优势菌门为厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） 和拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ），共占 ９０％以上。 其次为疣微菌门

（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ）、弯
曲菌门（Ｃａｍｐｉｌｏｂａｃｔｅｒｏｔａ）和其他菌门（图 ６Ａ）。 属

水平上，Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ、乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、梭
菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ）、拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、普雷沃氏

菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ）和阿克曼菌属（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）为
主要优势菌属（图 ６Ｂ）。

模型组中在所有样本中均检测出 ｎｏｒａｎｋ＿ ｆ＿＿
Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ、螺杆菌属（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ）、普雷沃菌属

（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ）、阿克曼菌属（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）、瘤胃球

菌（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）、双歧杆菌属（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ），这
６ 种菌属丰度之和在每个样本中均超过 ２０％，但无

论是组内还是组间均存在明显的差异。 这也说明

了微生物群落的构成存在着较大的个体差异。
２􀆰 ４􀆰 ３　 肠道菌群差异物种检验

如图 ７ 所示，在门水平上，与正常组相比，Ｂ 模

型组 疣 微 菌 门 （ Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ）、 放 线 菌 门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ ） 增 多 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， 拟 杆 菌 门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）、弯曲菌门（Ｃａｍｐｉｌｏｂａｃｔｅｒｏｔａ）门减少

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ７Ａ）。 属水平上，Ｂ 模型组的阿克曼

菌属 （ Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）、 普雷沃菌属 （ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ ＿
ＮＫ３Ｂ３１＿ｇｒｏｕｐ）、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００１、瘤胃球菌

属（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）、双歧杆菌属 （ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、
ＲＦ３９、肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｒｈａｂｄｕｓ）、Ｇａｓｔｒａｎａｅｒｏｐｈｉｌａｌｅｓ、
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图 ６　 门和属水平的群落结构柱形图

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

Ａｄｌｅｒｃｒｅｕｔｚ 显著增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ、理

图 ７　 物种差异分析图

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

研菌属（Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ＲＣ９＿ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ）、螺杆菌属

（ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ）、 Ｏｄｏｒｉｂａｃｔｅｒ、 厌 氧 原 体 属

（Ａｎａｅｒｏｐｌａｓｍａ）、罗氏菌属（Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ）等显著减少

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ７Ｂ）。 这些结果说明，ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 联

合造模形成的 ＣＡＣ 小鼠模型肠道菌群发生紊乱。

７５１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ２ 月第 ３２ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ２

ＬＥｆＳｅ（ＬＤＡ ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ）是一种差异分析方法，
可以对所有微生物分类水平同时进行差异分析，并
强调寻找组间稳健的差异物种，即生物标志物。 这

种方法可以更好地理解肠道微生物群落中的差异

性，并发现潜在的生物标志物，从而为肠道微生物

群落的研究提供新的思路和方法。 如图 ８，对 ＬＤＡ
值前 １５ 的 ＬＥｆＳｅ 分析进行展示，定义 ＬＤＡ 值 ＞ ４ 为

正常组和模型组两组间具有显著差异生物标志物，
在属水平上检测出可以作为生物标志物主要是阿克

曼菌属（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）、普雷沃菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ ＿
ＮＫ３Ｂ３１ ＿ ｇｒｏｕｐ ）、 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ ＿ ＵＣＧ⁃００１ 及

Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ。

图 ８　 ＬＤＡ 值分布柱状图

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＬＤＡ ｖａｌｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

３　 讨论

ＡＯＭ 联合 ＤＳＳ 共同构建的小鼠结肠炎癌转化

模型是研究 ＣＡＣ 的有效工具。 不同品系的小鼠对

ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 耐受性、敏感性存在差异［８］。 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠对 ＤＳＳ 的耐受力低，诱发的炎症易持续，且迁

延难 愈， 最 终 转 变 为 慢 性 结 肠 炎［１５］。 此 外，
Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 具有高度稳定的遗传背景，保证了实验数

据的一致性［１６］，为此，采用 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠构建 ＣＡＣ
研究模型。 前期预实验发现，２％（２ ｇ ／ １００ ｍＬ）及以

上 ＤＳＳ 浓度给药，小鼠第三循环自由饮用时会出现

不同程度的死亡，为此设置 １􀆰 ５％ ＤＳＳ 给药浓度。
检索文献发现［１７－１８］，不同的 ＡＯＭ 注射次数会影响

小鼠成瘤情况。 为此本实验通过不同 ＡＯＭ 注射次

数对 ＣＡＣ 造模方法进行了优化，结果发现，同为

１􀆰 ５％ ＤＳＳ 浓度自由饮用的条件下，单次注射 ＡＯＭ

注射小鼠成瘤率为 ７０％，而 ＡＯＭ 加强注射 １ 次后，
实现了 １００％成瘤率，且没有小鼠死亡。 同时 ＨＥ 染

色显示，Ｂ 模型组小鼠结肠内管腔表面出现高级别

上皮内肿瘤样改变；血清中肿瘤标志物 ＣＡ１９９、ＣＥＡ
显著性升高，验证 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 联合成功构建了 ＣＡＣ
小鼠模型。 为此，两次 ＡＯＭ 腹腔注射（１０ ｍｇ ／ ｋｇ）
联合 １􀆰 ５％ ＤＳＳ 自由饮用的给药方式可作为 ＣＡＣ
造模的优选方案。

结直肠是人体中微生物大量聚集的部位，代谢

尤为活跃。 动物实验证实，无菌动物体内植入失调

的肠道菌群，则罹患结肠炎和结肠癌的风险明显增

加［１９］。 本实验旨在研究 ＣＡＣ 小鼠肠道微生物群落

的变化，通过对 ＣＡＣ 小鼠粪便进行肠道菌群分析，
发现模型组与正常组之间存在显著性差异。 结果

显示，在模型组中，厚壁菌门和拟杆菌门是相对于

正常组更为丰富的优势菌门，占比超过 ９０％，其次

是疣微菌门、放线菌门和弯曲菌门，这与其他研究

基本一致［２０－２１］。 ＣＡＣ 模型小鼠肠道菌群的丰度和

多样性降低，尤其拟杆菌门降低明显，作为肠道的

优势菌群，拟杆菌门能够预防肠道炎症，维持肠道

稳态等［２２］，这提示 ＣＡＣ 模型小鼠体内维持机体健

康的菌群紊乱。
结肠微生物中，阿克曼菌属是疣微菌门唯一的

菌属。 作专性黏蛋白降解菌，小鼠肠道内增多的阿

克曼菌消耗黏蛋白 ＭＵＣ１，导致黏液层变薄，使得黏

膜屏障通透性增加，病原体进一步入侵［２３－２４］。 推测

ＣＡＣ 患者腹痛腹泻，黏液脓血便临床症状的发生与

艾克曼菌丰度升高密切相关。 普雷沃菌丰度和一

系列的黏膜炎症因子如 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃２３ 等呈正相关［２５］，
并且是催化 ＩＬ⁃１β 成熟的关键［２６］。 此外，普雷沃菌

增加还与黏蛋白 ＭＵＣ 的降解呈现一定的正相

关［２７］。 为此，ＣＡＣ 或许是肠道通透性增加和 ／或低

度黏膜炎症的结果。 瘤胃球菌能够作用于肠道屏

障，激发肠道免疫细胞释放大量促炎细胞因子，具
有很强的促炎作用［２８－２９］。 本研究发现 ＣＡＣ 模型结

肠组织内以淋巴细胞和中性粒细胞增多为特征的

炎性细胞浸润，同时，ＣＡＣ 模型小鼠血清中炎性因

子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 升高。 作为强促炎细胞因子，过度

表达的 ＩＬ⁃６ 使得肠道内环境失衡，刺激肠上皮通透

性升高，进而募集大量中性粒细胞到肠道炎症部

位［３０］。 在炎症环境下 ＩＬ⁃６ 能够抑制细胞凋亡，促
进肠上皮细胞增生及肿瘤细胞增殖［３１－３２］。 临床研

究证实，ＩＬ⁃６ 在结肠癌患者血清和肿瘤组织中高表
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达［３３］。 由此可见，普雷沃菌 ／瘤胃球菌参与 ＣＡＣ 的

发病作用机制可能与其诱导的肠粘膜通透性增高，
导致肠黏膜屏障功能受损，进而引发持续的炎症反

应密切相关。
研究 证 实， 主 要 由 罗 氏 菌 属 及 毛 螺 菌 科

（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）产生的短链脂肪酸具有一定的抗

肿瘤特性，如抑制肿瘤细胞的增殖、介导其凋亡、维
持 Ｔ 细胞稳态等功能［３４］。 丁酸盐是短链脂肪酸的

一种，有研究发现，人肠道内罗氏菌属参与丁酸盐

生成，从而推断罗氏菌属数量的减少可能间接促进

了结直肠癌的发展［３５］。 Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ 同样被认为

是一种与短链脂肪酸产生相关的菌群，其丰度降低

会 诱 导 肠 癌 的 发 生［３６］。 此 外， 炎 症 可 以 使

Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ 耗竭［３７］。 值得研究的是，通常被认

为在 ＣＡＣ 中起作用的其他益生菌，如双歧杆菌，在
肿瘤组中并没有显示出丰度降低，这表明炎症诱导

的结直肠肿瘤发生过程中，肠道微生物组成的变化

可能与传统 ＣＲＣ 发生的变化不同。 这些“异常”肠
道菌群变化在 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 诱导的炎症 ＣＡＣ 模型的

背景下需进一步研究和讨论。
肠道的微生物群变化可能影响疾病的发生或

发展，肠道菌群失调以及这种表型背后的机制需要

阐明，在动物模型和人体中的诱发肿瘤作用尚需进

一步证实。 本研究进一步优化了 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 小鼠模

型，研究了结肠直肠肿瘤的肠道微生态，展示了肠

道中不同丰度的微生物群，并确定与 ＣＡＣ 之间的潜

在关键关系。 这些发现为阐明炎症介导的结直肠

肿瘤的发病机制提供指导。
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异丙肾上腺素诱导慢性心衰模型不同方案的比较
谈宇权，张君宇，杨梦，王菲，钟森杰，李琳，胡志希∗

（湖南中医药大学中医诊断研究所，长沙　 ４１０２０８）

　 　 【摘要】 　 目的　 比较 ３ 种不同方案制备的动物模型，探索稳定、可靠且重复性好的小鼠慢性心力衰竭模型。
方法　 将 ２５ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为 ４ 组：正常组（ＺＣ 组）、实验 Ａ 组（ＭＡ 组）、Ｂ 组（ＭＢ 组）和 Ｃ 组（ＭＣ
组）。 实验组采取不同制备方案连续注射 ＩＳＯ，其中 ＭＡ 组和 ＭＢ 组为浓度递减造模法，ＭＡ 组（第 １ 天 １０ ｍｇ ／ ｋｇ、第
２ 天 ５ ｍｇ ／ ｋｇ、第 ３ ～ ３０ 天 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）；皮下注射 ３０ ｄ）；ＭＢ 组（第 １ 天 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ、第 ２ 天 １０ ｍｇ ／ ｋｇ、第 ３ ～ １４ 天

５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）；皮下注射 １４ ｄ）；ＭＣ 组（浓度恒定 ７􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），腹腔注射 ２８ ｄ），构建慢性心衰动物模型。 在注射

结束后的第 ２ 天，计算各组小鼠存活率和成模率情况。 通过心脏超声检测心功能，并用 ＥＬＩＳＡ 测定血清中 ＮＴ⁃ｐｒｏ
ＢＮＰ、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 水平。 结果　 在第 ３０ 天注射结束后，各实验组虽都能有效诱导慢性心力衰竭，但发现 ７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ
浓度 ＭＣ 组的造模情况最稳定，更适合后续开展中医药相关的心衰研究。 结论　 ＩＳＯ 制备小鼠慢性心衰模型以恒

定 ７􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），连续腹腔注射 ２８ ｄ 为最佳方案。
【关键词】 　 异丙肾上腺素；慢性心衰；射血分数保留型心衰；模型制备

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） ０２⁃０１６１⁃０７

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｍｅｎｓ ｉｎ ｉｓｏｐｒｅｎａｌｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｍｏｄｅｌｓ

ＴＡＮ Ｙｕｑｕａｎ， ＺＨＡＮＧ Ｊｕｎｙｕ， ＹＡＮＧ Ｍｅｎｇ， ＷＡＮＧ Ｆｅｉ， ＺＨＯＮＧ Ｓｅｎｊｉｅ， ＬＩ Ｌｉｎ， ＨＵ Ｚｈｉｘｉ∗

（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ， Ｈｕｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，
Ｃｈａｎｇｓｈａ ４１０２０８， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＨＵ Ｚｈｉｘｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ５１５８００２７２＠ ｑｑ． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ （ＣＨＦ） ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ， ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｓｔａｂｌｅ， ｒｅｌｉａｂｌｅ， ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＣＨＦ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｗｅｎｔｙ⁃ｆｉｖｅ ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ： ａ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ Ａ ｇｒｏｕｐ （ＭＡ ｇｒｏｕｐ）， ｍｏｄｅｌ Ｂ ｇｒｏｕｐ （ＭＢ ｇｒｏｕｐ），
ａｎｄ ｍｏｄｅｌ Ｃ ｇｒｏｕｐ （ＭＣ ｇｒｏｕｐ）． Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｄｏｐｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｆｏｒ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｉｓｏｐｒｅｎａｌｉｎｅ． Ｔｈｅ ＭＡ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＭＢ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｏｓｅ⁃ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｍｏｄｅｌｓ： ＭＡ ｇｒｏｕｐ： ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ １０ ｍｇ ／ ｋｇ
ｏｎ ｄａｙ １， ５ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｎ ｄａｙ ２， ２􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｏｎ ｄａｙｓ ３ ～ ３０， ｔｏｔａｌ ３０ ｄａｙｓ； ａｎｄ ＭＢ ｇｒｏｕｐ： ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ２０
ｍｇ ／ ｋｇ ｏｎ ｄａｙ １， １０ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｎ ｄａｙ ２， ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｏｎ ｄａｙｓ ３ ～ １４， ｔｏｔａｌ １４ ｄａｙｓ． Ｔｈｅ ＭＣ ｇｒｏｕｐ ｕｓｅｄ ａ ｃｏｎｓｔａｎｔ ｄｏｓｅ ｏｆ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ７􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｆｏｒ ２８ ｄａｙｓ． Ｔｈｅ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｆｉｎａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ⁃ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
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ｒａｔｅｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． Ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｃａｒｄｉａｃ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎ⁃
ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｒｏ Ｂ⁃ｔｙｐｅ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ＣＨＦ ｗａｓ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ａｌｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｈ ｗｅｅｋ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｔｅｓｔ
ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＭＣ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｔａｂｌｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａｎ ｉｓｏｐｒｅｎａｌｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＣＨＦ ｕｓｉｎｇ
ｃｏｎｓｔａｎｔ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ７􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｆｏｒ ２８ ｄａｙｓ ｍａｙ ｂｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ
ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｉｓｏｐｒｅｎａｌｉｎｅ； ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ； ＨＦｐＥＦ； ｍｏｄｅｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 慢性心力衰竭（ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ，ＣＨＦ，简称

心衰）是由多种因素影响心脏结构和功能，引起心

室充盈和（或）射血功能受损，进展至终末期的临床

危急重症。 ＣＨＦ 将成为全球致死和致残的首要原

因，目前我国约有 ８５０ 万 ＣＨＦ 患者，患病率和死亡

率逐年递增，严重威胁人类的健康［１］。 因此，研究

慢性心衰的病理改变及相应机制具有重大意义，而
制备与人类临床病症特点相似且稳定可靠的 ＣＨＦ
动物模型是实验关键［２］。

目前建立心衰动物模型的方法多种多样，如高

盐饮食诱导、药物损伤以及手术造模等方式［３－４］。
其中，关于异丙肾上腺素（ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ，ＩＳＯ）制备心

衰动物模型的报道相对较多，是通过兴奋心脏 β 受

体，加快心率和促进心肌收缩，加重心脏负荷形成

心衰。 具有操作便捷、 周期短、 成本较低等优

势［５－７］，但造模情况受到多种因素（药物浓度、注射

方式、造模时间）的影响［８］。 如 ＷＡＮＧ 等［９］ 采取剂

量递减造模方式，用递减浓度 ＩＳＯ 皮下注射 ３０ ｄ 制

备 ＣＨＦ；郭淑贞团队用递减浓度 ＩＳＯ 皮下注射 １４ ｄ
制备［１０－１２］；ＷＡＮ 等［１３］用递增浓度 ＩＳＯ 灌胃 ２１ ｄ 制

备 ＣＨＦ；ＷＵ 等［１４］用恒定浓度 ＩＳＯ 腹腔注射 ２８ ｄ 制

备 ＣＨＦ。 杜冰玉等［１５］对 ＩＳＯ 诱导 ＣＨＦ 大鼠的制备

方法进行优化研究，有效降低动物死亡率。
ＩＳＯ 制备心衰模型尚无明确且较稳定的实验方

案，仍缺乏客观的评价标准。 因此，在前期研究基

础上［１６－１９］，通过查阅国内外使用 ＩＳＯ 诱导心衰小鼠

模型的文献，选取 ３ 种常用的制备方法进行研究。
以存活率、成模率以及心力衰竭状态为依据，寻找

安全有效的 ＣＨＦ 模型制备方法，为后续慢性 ＣＨＦ
的相关研究提供可靠的模型基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

本研究选用 ２５ 只 ８ ～ ９ 周龄 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６

雄性小鼠，体重 ２０ ～ ２４ ｇ，购于湖南斯莱克景达实

验动物有限公司【ＳＣＸＫ（湘）２０１９－０００４】。 饲养环

境：昼夜各半循环照明，相对湿度 ５０％ ± ５％，环境

温度 ２２ ～ ２４ ℃，饲养期间各组小鼠自由进食、饮
水，饲养于 ＳＰＦ 级湖南中医药大学动物实验室

【ＳＹＸＫ（湘）２０１９－０００９】。 所有操作均经过湖南中

医药 大 学 医 学 伦 理 委 员 会 监 管 和 批 准 实 施

（ＬＬ２０２２０３０２０２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

盐 酸 异 丙 肾 上 腺 素 （ ＨＹ⁃Ｂ０４６８，
ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ）； 异 氟 烷 （ 产 品 批 号： 兽 药 字

０３１２１７０１５，河北金达福药业有限公司）；小鼠 ＥＬＩＳＡ
Ｋｉｔ 试剂盒（ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α，江苏晶美生物

科技有限公司）；Ｍａｓｓｏｎ 染色和 ＨＥ 染色试剂盒

（Ｗｅｌｌｂｉｏ 公司，中国）； ４％ 多聚甲醛组织固定液

（Ｓｉｇｍａ 公司，美国）。
小动物呼吸麻醉机（Ｒ５５０ 型，瑞沃德生命科技

有限公司，中国）；小动物高频彩色超声系统（Ｖｅｖｏ
２１００ 型，ＶＩＳＵＡＬＳＯＮＩＣＳ，加拿大）；台式低温高速离

心机（Ｈ１６５ＯＲ 型，湖南湘仪实验室仪器开发有限公

司，中国）；超低温冰箱（Ｆｏｒｍａ ９００ 系列，Ｔｈｅｒｍｏ 公

司，美国）；ＳＵＮＲＩＳＥ 酶标仪（Ｒａｙｔｏ ＲＴ⁃６１００ 型，中
国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 宏观表征采集

造模期间每天观察并记录小鼠状态，观察小鼠

的饮食、毛发色泽、活动状态、体温、二便等一般行

为学体征。
１􀆰 ２􀆰 ２　 分组及模型制备

２５ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠适应性喂养 １ 周后，按照随

机数字表分成正常组（ ＺＣ 组） 共 ６ 只，实验 Ａ 组

（ＭＡ 组）、实验 Ｂ 组（ＭＢ 组）、实验 Ｃ 组（ＭＣ 组）共
１９ 只，使用耳标钳进行耳号标记。 根据实验方案，
分别采取皮下和腹腔的方式，注射量 ０􀆰 １ ｍＬ ／ ２０ ｇ，
实验组注射不同浓度 ＩＳＯ 诱导小鼠心力衰竭模型，

２６１
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ＺＣ 组注射等容积量的生理盐水。 各组具体情况如

下：（１）ＺＣ 组：生理盐水，皮下和腹腔注射 ３０ ｄ；（２）
ＭＡ 组［９］：第 １ 天 １０ ｍｇ ／ ｋｇ、第 ２ 天 ５ ｍｇ ／ ｋｇ、第 ３ ～
３０ 天 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）， 皮 下 注 射 ３０ ｄ； （ ３ ） ＭＢ
组［１０－１１］：第 １ 天 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ、第 ２ 天 １０ ｍｇ ／ ｋｇ、第 ３ ～
１４ 天 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）；皮下注射 １４ ｄ；（４）ＭＣ 组［１４］：
恒定 ７􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）；腹腔注射 ２８ ｄ。 同室常规饲

养，每周称体重，记录小鼠死亡情况并计算死亡率。
各组分别于注射结束后第 ２ 天，做心脏超声检测小

鼠心功能指数。
１􀆰 ２􀆰 ３　 心脏超声检测

给药结束后行超声检测，小鼠鼻腔吸入 ２％异

氟烷进行全身麻醉，将麻醉后小鼠仰卧固定，胸部

用脱毛膏备皮后涂抹耦合剂。 然后将高频探头置

于胸骨旁乳突肌水平心室短轴切面采集图像。 使

用高分辨率小动物超声系统评价各实验组小鼠的

心脏 结 构 及 心 功 能， 测 量 左 室 收 缩 末 期 内 径

（ＬＶＩＤｓ）、左室舒张末期内径（ＬＶＩＤｄ），分别计算射

血分数 （ ＥＦ）、短轴缩短率 （ ＦＳ）。 每只动物采样

３ 次， 记录 ３ 个心动周期的平均值。 参照制备射血

分数保留型心衰（ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｗｉｔｈ ｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｅｊｅｃｔｉｏｎ
ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＨＦｐＥＦ）的实验研究，实验组小鼠以 ＥＦ ＜
６５％、ＦＳ ＜ ３０％作为成模标准［６，１０－１１，２０］。

图 １　 各组小鼠心脏彩超

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｌｏｒ Ｄｏｐｐｌｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｈｅａｒｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

１􀆰 ２􀆰 ４　 血清中 ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ、ＩＬ⁃１０、ＴＮＦ⁃α 含量测定

首先每只小鼠取血 ０􀆰 ５ ｍＬ，常温静置血样 ４ ～
６ ｈ。 再通过离心机 ４ ℃、３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １５ ｍｉｎ
后，分离血清。 最后使用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）
法测定血清中 ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ、ＩＬ⁃１０ 及 ＴＮＦ⁃α 炎症因

子含量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 组织病理学检测

完成心功能检测后，分离心脏，用生理盐水洗净

血液，剪取心脏组织固定于 ４％多聚甲醛溶液中。 将

每颗心脏都包埋在石蜡中并切成 ４ μｍ 厚的切片，贴
于载玻片后烤片。 使用 Ｍａｓｓｏｎ 和 ＨＥ 试剂盒对切片

进行染色，１％盐酸乙醇分化，乙醇梯度脱水，中性树

胶封片。 在 Ｌｅｉｃａ 显微镜（１００ 倍、２００ 倍）下拍照，并
观察小鼠心脏组织形态学和胶原纤维沉积情况。
１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据均采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
９ 软件处理，计量资料以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表
示；符合正态分布采用 ｔ 检验，不符合正态分布采用

非参数检验；各组间样本均数的比较采用单因素方

差分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 各实验组小鼠的状态比较

２􀆰 １􀆰 １　 各实验组小鼠的一般情况

各实验组中均未出现小鼠死亡，ＭＡ 组小鼠状

态较好，而 ＭＢ 组和 ＭＣ 组的一般状态较差。 参照

成模标准，ＭＡ 组、ＭＢ 组和 ＭＣ 组因心功能 （ ＥＦ、
ＦＳ）未达标的小鼠数量分别为 ４ 只、２ 只和 １ 只，成
模率分别是 ３３％、６６％和 ８６％。
２􀆰 １􀆰 ２　 各实验组小鼠宏观表征结果

实验过程中，各组小鼠均顺利存活。 与 ＺＣ 组

相比，从实验第 １４ 天开始，不同剂量的实验组小鼠

普遍出现精神状态不佳，口唇发紫，蜷卧聚堆，抓取

反抗力度减弱、活跃度及自主活动减少等心力衰竭

表现。
２􀆰 ２　 各组小鼠心脏结构及心功能比较

２􀆰 ２􀆰 １　 超声心动图比较

如图 １ 所示，与 ＺＣ 组相比，各实验组 ＬＶＩＤｓ、
ＬＶＩＤｄ 出现明显增厚，提示心室腔扩大。 ＭＣ 组较

ＭＡ、ＭＢ 组增厚更显著，心衰程度更重。
２􀆰 ２􀆰 ２　 彩超心功能结果

与 ＺＣ 组相比，各实验组的 ＥＦ、 ＦＳ、 ＬＶＥＤＶ、
ＬＶＥＳＶ、ＳＶ、ＬＶＩＤｓ 和 ＬＶＩＤｄ 数值都出现不同程度

改变，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与 ＭＡ 组相比，
ＭＢ 组的 ＬＶＩＤｄ 明显增厚 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＭＣ 组的

ＬＶＩＤｓ 明显增厚、心脏射血分数 ＥＦ 值大幅下降，差
异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（表 １）。
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２􀆰 ３　 各组小鼠血清 ＥＬＩＳＡ 检测

ＥＬＩＳＡ 检测结果显示，与 ＺＣ 组相比，实验组小

鼠血清中的 ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 都出现不同程

度的升高，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与 ＭＣ 组

相比，ＭＡ 组、ＭＢ 组的 ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 水

平远低于 ＭＣ 组，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与

ＭＡ 组相比，ＭＢ 组细胞因子的变化程度不明显，两
组之间无统计学意义（图 ２）。
２􀆰 ４　 病理学检测结果

２􀆰 ４􀆰 １　 ＨＥ 染色结果

经苏木精⁃伊红（ＨＥ）染色，发现 ＺＣ 组心肌细胞

分布均匀、肌纤维结构形态清晰、排列有序、细胞外

基质较少、蓝染的细胞核密度适中；ＭＡ 组和 ＭＣ 组

心肌细胞体积明显增大、肥厚，肌纤维形态不规则，
部分断裂，排列紊乱，伴有明显局部胶原纤维增生。
而 ＭＢ 组心肌纤维化程度较轻，细胞外基质有胶原

沉积而不明显，少量细胞核略增大（图 ３）。
２􀆰 ４􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果

经 Ｍａｓｓｏｎ 染色后，心肌纤维和胶原纤维分别呈

红色和蓝色。 ＺＣ 组心肌纤维排列整齐，仅见少量蓝

色胶原纤维分布。 与 ＺＣ 组相比，各实验组均有不

同程度的心肌细胞减少，肌纤维排列紊乱，甚至断

裂、融合呈波浪状，并出现大量蓝色胶原纤维增生

（见图 ４）。

表 １　 各组小鼠心功能相关指标的变化（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ）

指标
Ｉｎｄｅｘ

ＺＣ 组
ＺＣ ｇｒｏｕｐ

ＭＡ 组
ＭＡ ｇｒｏｕｐ

ＭＢ 组
ＭＢ ｇｒｏｕｐ

ＭＣ 组
ＭＣ ｇｒｏｕｐ

ｎ ６ ６ ６ ７

舒张末期左心室内径 ／ ｍｍ
ＬＶＩＤｄ ／ ｍｍ ２􀆰 ２４ ± ０􀆰 ４６ ３􀆰 ０４ ± ０􀆰 ４５∗∗ ３􀆰 ５０ ± ０􀆰 １３∗∗＃ ３􀆰 ３０ ± ０􀆰 ３０∗∗

收缩末期左心室内径 ／ ｍｍ
ＬＶＩＤｓ ／ ｍｍ ０􀆰 ８９ ± ０􀆰 １３ １􀆰 ８９ ± ０􀆰 ４３∗∗ ２􀆰 ２２ ± ０􀆰 ５７∗∗ ２􀆰 ３８ ± ０􀆰 ３０∗∗＃

射血分数 ／ ％
ＥＦ ／ ％ ９１􀆰 ７６ ± ４􀆰 ９７ ７４􀆰 ６２ ± ８􀆰 ３１∗∗ ６９􀆰 ８１ ± １６􀆰 ５９∗∗ ６０􀆰 ２７ ± １０􀆰 ６７∗∗＃

缩短分数 ／ ％
ＦＳ ／ ％ ５８􀆰 ８３ ± ９􀆰 ４６ ３８􀆰 ２２ ± ６􀆰 ９６∗∗ ３６􀆰 ６３ ± １５􀆰 ５１∗∗ ２７􀆰 ８２ ± ６􀆰 ８５∗∗

舒张末期左心室容积 ／ ｍＬ
ＬＶＥＤＶ ／ ｍＬ ０􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ０８ ± ０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 １１ ± ０􀆰 ０１∗∗ ０􀆰 ０９ ± ０􀆰 ０３∗∗

收缩末期左心室容积 ／ ｍＬ
ＬＶＥＳＶ ／ ｍＬ ０ ０􀆰 ０２ ± ０􀆰 ０１∗∗ ０􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０２∗∗ ０􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０１∗∗

心搏量 ／ ｍＬ
ＳＶ ／ ｍＬ ０􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ０６ ± ０􀆰 ０２∗∗ ０􀆰 ０８ ± ０􀆰 ０２∗∗ ０􀆰 ０６ ± ０􀆰 ０２∗∗

注：与 ＺＣ 组比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＭＡ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＺＣ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＡ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

注：与 ＺＣ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＭＣ 组相比，＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ２　 各组小鼠血清中的 ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 柱状图（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＺＣ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＣ ｇｒｏｕｐ， ＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ， ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ）

４６１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ２ 月第 ３２ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ２

图 ３　 各组小鼠心脏 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｈｅａｒｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ４　 各组小鼠心脏 Ｍａｓｓｏｎ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｈｅａｒｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

心力衰竭是临床常见的危急重症，具有高患病

率、高发病率和高病死率的特点，当前已成为心血

管领域的研究热点。 而稳定的心力衰竭动物模型

是探究其发病机制和治疗对策的必要条件［１，４，２１］。
目前，主动脉弓缩窄术造模和高盐饮食喂养是心衰

模型常见的制备方法，其模型结果可靠且稳定，虽
能够较好地模拟心衰病的病理特征和结构，但具有

造模周期长，成本较高和操作难度大等缺点。
阿霉素和异丙肾上腺素都是药物制备心衰模

型的方法，具有操作便捷、成本较低等优势。 其中

阿霉素具有较强的心脏毒性，引起实验动物死亡率

高；相反，异丙肾上腺素作为心脏 β 受体兴奋剂，通
过促进心肌收缩形成心衰，其死亡率较低。 国内外

学者使用 ＩＳＯ 制备心衰模型制备方法大不相同，如
ＷＡＮＧ 等［９］和郭淑贞团队均选择浓度递减型和皮

下注射的造模方法，但初始 ＩＳＯ 浓度和造模时间不

同［１０－１２］；还有学者采取浓度递增和灌胃的方式造

模，而 ＷＵ 等［１４］使用恒定浓度 ＩＳＯ 腹腔注射 ２８ ｄ；
此外，谭亚芳等［２２］ 选用 １８ 周龄老年 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠，恒定 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ ＩＳＯ 浓度皮下注射 １４ ｄ 制备射血

分数降低型心衰（ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｗｉｔｈ ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｊｅｃｔｉｏｎ
ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＨＦｒＥＦ）。 可见制备心衰小鼠受到多种因素

的影响，尚无实验证实哪种方案为 ＩＳＯ 复制心衰模

型的最佳方案。
本实验各组小鼠心衰状态评价，超声心动图可

以观测心脏结构和功能变化，ＬＶＥＦ 能够评估心室

收缩功能，判断心衰的严重程度；ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ 是临

床心衰患者常用的生物标志物，其水平与心衰的严

重程度呈正相关。 心脏彩超提示，各组小鼠 ＥＦ 值

均大于 ６０％，判断心衰模型 ＨＦｐＥＦ。 与 ＭＡ 组相

比，ＭＢ 组和 ＭＣ 组的射血分数降低明显，心衰程度

更重；ＥＬＩＳＡ 和病理切片提示，与 ＺＣ 组相比，实验组

ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ 均大于 ４５０ ｐｇ ／ ｍＬ，符合心力衰竭的诊

断标准；虽然 ＭＡ 组和 ＭＢ 组的 ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ、ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ 水平之间无统计学意义，但病理提示 ＭＢ 组纤

维化程度较轻，推断心肌纤维化程度与炎症反应作

用时间有关，ＭＢ 组的造模时间较短，尚未形成大面

积的纤维化；较 ＭＡ 组和 ＭＢ 组，ＭＣ 组的炎症反应

更剧烈，心肌纤维化程度更重。
综合各组情况，发现 ＭＣ 组小鼠成模率较高，心

脏衰竭程度较 ＭＡ、ＭＢ 两组更明显。 由此推断，以
恒定 ７􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）浓度 ＩＳＯ，连续腹腔注射 ２８ ｄ
为诱导慢性心衰模型的最优方案。 未来仍需进一

步改进实验［２３－２６］：（１）样本量少，需进行大样本的实

验研究；（２）组别设置少，仅选取 ３ 种 ＩＳＯ 制备方

案，存在一定局限性，可将 ＭＣ 组的 ＩＳＯ 剂量增加至

３０ ｍｇ ／ ｋｇ，进一步探索不同浓度 ＩＳＯ 对小鼠成模率

和死亡率的影响；（３）没有设计缓释微渗泵在皮下
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释放 ＩＳＯ 的组别。 团队未来将继续完善和改进心衰

模型的制备方案，为慢性心衰的相关研究以及构建

“病证结合”动物模型奠定坚实基础。
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ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｐ， ＱＩＡＮ Ｈ Ｃ， ＸＩＯＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
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王珠环，张尔馨，郑沁薇，等． ＮＬＲＰ３ 敲除小鼠溃疡性结肠炎模型的建立与分析 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（２）： １６８
－１７６．
ＷＡＮＧ Ｚ Ｈ， ＺＨＡＮＧ Ｅ Ｘ， ＺＨＥＮＧ Ｑ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３－ ／ － ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（２）： １６８－１７６．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０２􀆰 ００４

［基金项目］国家自然科学基金（８１８７４４５０，８１４０３３６２），上海市中医优势病种培育建设项目（ＺＹ（２０１８⁃２０２０）⁃ＺＹＢＺ⁃０３），上海市中医诊疗模

式创新试点建设项目（ＺＹ（２０１８⁃２０２０）⁃ＦＷＴＸ⁃６０２８）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （ ８１８７４４５０， ８１４０３３６２）， Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ａｄｖａｎｔａｇｅ Ｄｉｓｅａｓｅ
Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ （ ＺＹ （ ２０１８⁃２０２０ ）⁃ＺＹＢＺ⁃０３ ）， Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｍｏｄｅｌ
Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｉｌｏｔ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ （ＺＹ（２０１８⁃２０２０）⁃ＦＷＴＸ⁃６０２８） ．
［作者简介］王珠环，女，在读硕士研究生，研究方向：中医药防治脾胃病。 Ｅｍａｉｌ：１５３２６４４６３９＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］郝微微，女，主任医师，博士，研究方向：中医药防治胃肠病。 Ｅｍａｉｌ：ｈｗｗｗｏｒｋ＠ １６３． ｃｏｍ

ＮＬＲＰ３ 敲除小鼠溃疡性结肠炎模型的建立与分析
王珠环１，张尔馨１，２，郑沁薇３，郝微微１，３∗

（１． 上海中医药大学附属曙光医院，上海　 ２０１２０３；２． 上海市中医药研究院脾胃病研究所，
上海　 ２０００３２；３． 上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院，上海　 ２００４３７）

　 　 【摘要】 　 目的　 采用不同浓度 ＤＳＳ 及给药时间诱导 ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ， ＵＣ）模
型，并分析与评价其优劣性，为 ＵＣ 发病机制的研究和治疗药物研发提供更贴切临床的动物模型。 方法　 ＳＰＦ 级 ４８
只雄性 ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠随机分组，每组 １２ 只小鼠（空白组、２􀆰 ５％ ７ ｄ 组、３％ ７ ｄ 组和 ３％ ５ ｄ 组），采用不同浓度 ＤＳＳ
和给药时间相结合诱导 ＵＣ 小鼠模型，观察和评价小鼠的体重、ＤＡＩ 评分、ＨＥ 染色、结肠长度及相关指标（ ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 和紧密连接蛋白（ＺＯ⁃１））的表达水平评价造模的效果。 结果　 （１）ＤＳＳ 各小组在不同浓度及给药时间均能

诱导 ＵＣ 模型；（２）随着浓度梯度增加及给药时间延长，ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠的体重减轻越显著、粪便潜血呈阳性越明显、
ＤＡＩ 评分越高，甚者出现死亡；（３）经 ＨＥ 染色发现，ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠肠黏膜屏障组织病理损伤随 ＤＳＳ 给药时间增长

或浓度增高而加重；（４）采用免疫组织化学方法检测炎症因子及紧密连接蛋白，相对于空白组、模型组的炎症因子

（ＴＮＦ⁃α 及 ＩＬ⁃６）的表达水平均有所升高，而紧密连接蛋白水平表达（ ＺＯ⁃１） 较空白组有所降低。 结论 　 （ １）
ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠在 ２􀆰 ５％ ＤＳＳ ７ ｄ、 ３％ ＤＳＳ ７ ｄ 和 ３％ ＤＳＳ ５ ｄ 条件下均可诱导 ＵＣ 模型；（２）结合 ＤＡＩ 评分、ＨＥ 染色

和相关指标检测以及小鼠生存率，ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠在 ３％ ＤＳＳ ５ ｄ 条件下诱导 ＵＣ 模型更贴切 ＵＣ 临床表现，更有利于

后期药物干预。
【关键词】 　 溃疡性结肠炎；ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠；葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）；动物模型；建模评价

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） ０２⁃０１６８⁃０９

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３－ ／ － ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ
ＷＡＮＧ Ｚｈｕｈｕａｎ１， ＺＨＡＮＧ Ｅｒｘｉｎ１，２， ＺＨＥＮＧ Ｑｉｎｗｅｉ３， ＨＡＯ Ｗｅｉｗｅｉ１，３∗

（１． Ｓｈｕｇｕａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１２０３， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ Ｓｔｏｍａｃｈ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，

Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０００３２， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｙｕｅｙａｎｇ Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ
Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２００４３７， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＨＡＯ Ｗｅｉｗｅｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｈｗｗｗｏｒｋ＠ １６３． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ａｎ ＮＬＲＰ３－ ／ － ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ （ ＵＣ） ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ （ ＤＳＳ） ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ， ａｎｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ
ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｍｏｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＵＣ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｉｎ ｈｕｍａｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｄｒｕｇｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｏｒｔｙ⁃ｅｉｇｈｔ ｍａｌｅ ＮＬＲＰ３－ ／ － ｓｐｅｃｉｆｉｃ⁃ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃ｆｒｅｅ ｍｉｃｅ



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ２ 月第 ３２ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ２

ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ， ２􀆰 ５％ ７ ｄ， ３％ ７ ｄ， ａｎｄ ３％ ５ ｄ ｇｒｏｕｐｓ （ｎ ＝ １２ ｍｉｃｅ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ）． ＵＣ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ
ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｓｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ＤＳＳ． Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ＤＡＩ（ｄｉｓｅａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘ）ｓｃｏｒｅ， ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ （ＨＥ） ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｃｏｌｏｎ ｌｅｎｇｔｈ， ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ （ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ＩＬ⁃６， ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ （ＴＮＦ）⁃α， ａｎｄ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＺＯ⁃１）） ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 （１）ＵＣ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｔｙｐｅ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ． （２）Ｍｏｕｓｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ，
ｔｈｅ ｆｅｃａｌ ｏｃｃｕｌｔ ｂｌｏｏｄ ｂｅｃａｍｅ ｍｏｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ， ｔｈｅ ＤＡＩ ｓｃｏｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｍｏｒｅ ｍｉｃｅ ｄｉｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ＤＳＳ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ． （３）Ｌｏｎｇｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｈｉｇｈｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＳＳ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｍｏｒｅ ｓｅｖｅｒｅ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａ， ａｓ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． （４） Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｈｉｌｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＺＯ⁃１ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 （１）Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ２􀆰 ５％ ｏｒ ３％ ＤＳＳ
ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ ｏｒ ３％ ＤＳＳ ｆｏｒ ５ ｄａｙｓ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ＵＣ ｉｎ ＮＬＲＰ３－ ／ － ｍｉｃｅ． （２）Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＡＩ ｓｃｏｒｅ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ， ａｎｄ ｍｏｕｓｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＮＬＲＰ３－ ／ － ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ３％ ＤＳＳ ｆｏｒ ５ ｄａｙｓ
ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ＵＣ ｍｏｄｅｌ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＵＣ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ； ＮＬＲＰ３－ ／ － ｍｉｃｅ； ｄｅｘｔｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ； ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 炎症性肠病（ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）
分为克罗恩病（ｃｒｏｈｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＤ）和溃疡性结肠

炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）两种。 溃疡性结肠炎是一

种慢性、非特异性肠道疾病，易反复发作，其临床特

征以腹痛、腹泻、黏液和便血等为主要表现，病程迁

延难愈，值得注意的是 ＵＣ 具有癌变倾向［１－８］。 尽管

ＵＣ 的病因和发病机制尚未明确，目前研究表明，肠
道菌群和环境因素在 ＵＣ 的疾病发展过程中扮演重

要角色，且有基因易感体性倾向，其中肠黏膜屏障

的受损占至关重要的地位［９－１１］。 免疫系统调节导致

的肠道持续性不可控性炎症，影响肠道黏膜屏障的

完整性，致使肠黏膜难以康复的溃疡和炎症增生等

病理变化。
ＮＬＲＰ３（ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＮＬＲＰ３）炎

症小体主要由 ３ 部分组成：ＮＬＲＰ３ 蛋白、凋亡相关

斑点样蛋白（ＡＳＣ）和 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白。 越来越多

的研究表明 ＮＬＲＰ３ 炎性小体异常活化是结肠炎性

损伤的重要机制之一，ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 是参与 ＵＣ
炎性反应的信号传导通路，ＮＬＲＰ３ 炎性小体活性在

维持肠道内环境稳定和调节肠道炎性反应发挥重

要作用［１２－１３］。 根据动物模型研究发现，当小鼠的

ＮＬＲＰ３ 表达缺失或沉默时，小鼠表现出对 ＤＳＳ
（ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ， ＤＳＳ ） ／ ＴＮＢＳ （２，４，６⁃
ｔｒｉｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ）更敏感，其肠道

屏障完整性更容易被破坏，肠上皮细胞增殖减弱和

肠黏膜屏障受损更严重［１４］，ＮＬＲＰ３ 炎性小体的激

活机制在自身免疫性疾病及遗传环境介导的黏膜

免疫反应中扮演重要角色［１５－１７］ 。 因此，建立精确

且真实 ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠 ＵＣ 模型反映人类疾病发生

和发展的动物疾病模型，对于探究该疾病的发病

机制、病情进展及评估治疗药物等具有至关重要

的作用。
溃疡性结肠炎动物模型的建立方法有很多种，

例如化学刺激法、免疫法、复合肥法、基因修饰法

等。 根据建模分类方式的不同，可将其划分为自发

模型、细菌感染模型及中医辨证模型等［１８］。 目前

ＵＣ 的动物疾病模型建立研究主要采用自由饮用葡

聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）方法，根据现有研究所述，ＤＳＳ 诱

导建立 ＵＣ 模型的发生机制是其在肠道内生成的具

有强烈负电荷的硫酸基团，从而破坏肠黏膜屏障完

整性、加剧肠上皮通透性，进一步恶化肠道出血的

抗凝作用［１９］。 ＤＳＳ 诱导建立溃疡性结肠炎所呈现

出来的疾病症状、结肠外部形态学和病理组织学改

变均与人类 ＵＣ 疾病临床症状较为相似。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

本研究使用动物均为 ＳＰＦ 级 ＮＬＲＰ３－ ／ －雄雌性 ３
对种鼠，８ 周龄，体重 ２０ ± ２ ｇ，购自上海南方模式生

物科技股份公司【ＳＣＸＫ（沪）２０１９－０００２】，原代小鼠

交配成功交配繁殖第 ５ 代，分别筛选出 ８ 周龄纯合

子 ４８ 只雄性小鼠，皆已收集尾巴活检进行基因分型

验证。 动物实验室屏障内温度控制 ２２ ～ ２５ ℃，湿
度保持在 ５０％，每天 １２ ｈ 光照明暗交替；饲养环境

内饲料、饮水均符合卫生标准，垫料、鼠笼、水瓶均

定期高压灭菌，饲养于上海中医药大学附属岳阳中

西医结合医院实验动物中心 【 ＳＹＸＫ （沪） ２０１８ －

９６１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ２ 月第 ３２ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ２

００４０】。 所有研究的实验方案和实验动物均符合对

实验动物的公平性、安全性和道德伦理原则等要

求，经上海中医药大学附属岳阳动物实验伦理委员

会审核通过（ＹＹＬＡＣ⁃２０２０⁃０８１⁃１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＤＳＳ（相对分子量为：３６ ０００ ～ ５０ ０００，购于美

国 ＭＰ Ｂｉｏ 公司，由上海益启生物科技有限公司提

供，货号：ＳＲ０１６３６）；粪便隐血试剂盒（珠海贝索生

物技术有限公司，批号 ＢＡ⁃２０２０Ｂ，上海）；苏木素⁃伊
红染色（ＨＥ）试剂盒（上海碧云天生物技术有限公

司；批号 Ｃ０１０５，上海）；ＤＥＰＣ 水（Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公

司，批号：Ｄ７２３ＢＡ００５６，上海）；１０％中性福尔马林固

定液（购于雷根生物公司，批号：ＤＦ０１１１，上海）；单
克 隆 抗 ＴＮＦ⁃α 和 ＺＯ⁃１ 兔 多 克 隆 抗 体 购 自

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司（批号分别为：６０２９１⁃１⁃ｌｇ 和 ２１７７３⁃
１⁃ＡＰ，上海）；白细胞 ＩＬ⁃６ 抗体购自 ＧｅｎｅＴｅｘ 公司

（美国） （批号：ＧＴＸ１１０５２７，上海）；免疫显色试剂

（基因科技（上海）股份有限公司，批号：ＧＫ５００７０５，
上海）。

ＴＧ１６Ｗ 微型离心机（北京天根生化科技有限公

司，中国），５４１７Ｒ 型离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国），Ｘ８５⁃
２Ｓ 恒温磁力搅拌器（上海梅颖浦仪器仪表制造有限

公司， 中 国 ）， ＨＥＲＡ ｓａｆｅ ＫＳ１２ 型 超 净 工 作 台

（ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ， 美 国 ）， ＩＸ７１ ／ ＢＸ５３ 型 显 微 镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）， ＴＰ１０２０ 自动脱水机 （ Ｌｅｉｃａ，德

国），ＴＥＣ⁃２６０１ 摊片机（上海精密仪器仪表有限公

司，中国）， ＭＸ⁃Ｓ 涡旋混匀仪 （ Ｓｃｉｌｏｇｅｘ， 美国），
ＥＧ１１５０Ｈ ＋ Ｃ 石蜡包埋机（Ｌｅｉｃａ，德国），ＲＭ２２３５ 切

片机（ Ｌｅｉｃａ，德国），ＳＩＭ⁃Ｆ１４０ 制冰机 （ ＳＡＮＹＯ，日
本），超低温冰箱（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组、造模干预和观察指标

４８ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠随机分为空白

组、３％ ７ ｄ 组、２􀆰 ５％ ７ ｄ 组和 ３％ ５ ｄ 组，每组 １２ 只

小鼠，实验从 Ｄ０ 开始给药造模，２４ ｈ 后记为 Ｄ１，以
此类推。 空白组小鼠予自由饮水，ＤＳＳ 各组小鼠予

自由饮用相应浓度配液，每日更换新鲜配置的 ＤＳＳ
溶液，并记录每日剩余水、饲料及各组小鼠体重、粪
便性质、皮毛发色和生存情况等。
１􀆰 ２􀆰 ２　 粪便隐血（ＯＢ）检测与 ＤＡＩ 评分

根据粪便隐血试剂盒说明操作，记录其颜色变

化结果。 按照参考疾病活动指数 （ ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ）评分［２０－２２］规则改进后进行评分（表 １）。

表 １　 疾病活动指数评分（ＤＡＩ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘ （ＤＡＩ）

分数
Ｓｃｏｒｅ

体重下降 ／ ％
Ｗｅｉｇｈｔ
ｌｏｓｓ ／ ％

粪便性状
Ｓｔｏｏｌ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ

粪便潜血试验
Ｆｅｃａｌ ｏｃｃｕｌｔ
ｂｌｏｏｄ ｔｅｓｔ

０ ０ 正常粪便
Ｎｏｒｍａｌ ｆｅｃｅｓ

－

１ １ ～ ５ １＋

２ ６～１０ 软烂便
Ｌｏｏｓｅ ｓｔｏｏｌｓ ２＋

３ １１ ～１５ ３＋

４ ＞１５ 溏薄样便
Ｄｉａｒｒｈｅａ ４＋

注：正常粪便：坚硬、黑褐色及颗粒状；溏薄或稀烂便指欠成形的软
便，不黏附肛周；水样或蛋花便指稀糊便，常粘附于肛周。
Ｎｏｔｅ． Ｎｏｒｍａｌ ｆｅｃｅｓ． Ｈａｒｄ， ｄａｒｋ ｂｒｏｗｎ， ａｎｄ ｇｒａｎｕｌａｒ． Ｌｏｏｓｅ ｏｒ ｌｏｏｓｅ
ｓｔｏｏｌｓ ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｕｎｆｏｒｍｅｄ ｓｏｆｔ ｓｔｏｏｌｓ ｔｈａｔ ｄｏ ｎｏｔ ａｄｈｅｒｅ ｔｏ ｔｈｅ ｐｅｒｉａｎａｌ ａｒｅａ．
Ｗａｔｅｒ ｌｉｋｅ ｏｒ ｅｇｇ ｓｈａｐｅｄ ｓｔｏｏｌ ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｌｏｏｓｅ ｓｔｏｏｌ， ｏｆｔｅｎ ａｄｈｅｒｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ
ａｎａｌ ａｒｅａ．

１􀆰 ２􀆰 ３　 取材和冻存组织

在无菌操作台上取血，处死小鼠后打开其腹

腔，剖取肛门至盲肠末端的整结肠组织，展开观察

结肠形态并测量结肠长度（肛门至盲肠末端的长

度），采用免疫组织化学法染色检测的结肠组织中

炎症因子及紧密连接蛋白分子表达水平。
１􀆰 ２􀆰 ４　 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色

组织病理学改变是将动物结肠组织经 ＨＥ 染色

后，光学显微镜下观察结肠结构破坏、炎性细胞浸

润等情况并进行综合评分，从而评估造模效果。 按

照使用说明书设置脱水程序，将组织切成 ４ μｍ 的

切片，行 ＨＥ 染色，电子显微镜下观察结肠炎症细胞

浸润和肠上皮黏膜屏障受损的情况。
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫组织化学法染色

采用 ＳＰ 两步法检测结肠黏膜 ＴＮＦ⁃α （ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、 ＩＬ⁃６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃６）
和 ＺＯ⁃１（ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ⁃１，ＺＯ⁃１）的表达，具体步骤

按试剂盒说明书操作。 在细胞核或细胞质中发现

棕黄色或褐色颗粒状物，此类群细胞会被视作阳

性，并计算各组阳性表达率。
１􀆰 ３　 统计学分析

对所有实验所得数据进行统计分析，采用的分

析软件为 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０、Ｉｍａｇｅ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０，
所有计量资料均进行正态性及方差齐性检验，以确

保数据的质量。 若数据符合或近似符合正态分布

趋势，则计量资料采用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表

示；多组间均数比较采用检验（ ＳＮＫ），两样本均数

比较则采用两独立样本的 ｔ 检验，针对多组间差异
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比较即采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）；若数据不符

合正态分布，两组间数据比较采用两独立样本

Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验，针对多个测量因素和重复采集的数

据，可以采用多因素重复测量方差分析来进行统计

分析。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

实验前各组小鼠精神状态及大便性状均良好。
造模期间空白组小鼠情况良好，各组小鼠的 ＤＳＳ 摄

入量均达到溃疡性结肠炎成模剂量的最低阈值，
ＤＳＳ 组小鼠呈现渐进性精神萎靡、弓背蜷缩、皮毛易

脱落且欠光泽、便质软便或便血等。 在造模后期，
３％ ７ ｄ 组小鼠情况较 ２􀆰 ５％ ７ ｄ 组小鼠差，３％ ５ ｄ
组小鼠疾病情况较 ２． ５％ ７ ｄ 组稍良好，较 ３％ ７ ｄ
组第 ５ 天的小鼠 ＵＣ 整体疾病状态相差无别。
２􀆰 ２　 存活情况

造模结束时，３％ ７ ｄ 组小鼠在第 ７ 天时脱落

１ 只， 空白组、２􀆰 ５％ ７ ｄ 组及 ３％ ５ ｄ 组小鼠存活率

为 １００％。
２􀆰 ３　 体重变化

建模实验期间，空白组小鼠体重持平；ＤＳＳ 组小

鼠前 ３ ｄ 体重保持平稳，第 ４ 天开始各组小鼠体重

下降。 随造模时间的延长、或 ＤＳＳ 浓度增加时，３％
７ ｄ 组整体疾病状态较差，体重率下降严重超 ２０％；
２􀆰 ５％ ７ ｄ 组整体症状较 ３％ ７ ｄ 组小鼠的体重下降

率及疾病状态良好，认为具有统计学意义（见图 １）。

图 １　 各组 ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠体重的每日变化比较

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄａｉｌｙ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ
ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ＮＬＲＰ３－ ／ － ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ４　 ＤＡＩ 指数评分

采用便隐血试剂盒（匹拉米洞半定量检测法）测
定潜血情况。 实验第 ３ 天起，３％ ７ ｄ 组及 ３％ ５ ｄ 组

小鼠呈现不同程度粪便潜血阳性、大便性状软，
２􀆰 ５％ ７ ｄ 组出现 １ 只小鼠粪便潜血弱阳性。 造模

第 ５ 天和造模第 ７ 天时 ＤＡＩ 评分空白组和各 ＤＳＳ
模型组相比，各 ＤＳＳ 模型组小鼠 ＤＡＩ 评分呈上升趋

势（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），具有显著性差异（表 ２）。

表 ２　 造模各组 ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠 ＤＡＩ 评分比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １２）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＤＡＩ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３－ ／ － ｍｉｃｅ

ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １２）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

第 ５ 天
Ｄ５

第 ７ 天
Ｄ７

空白组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ３９ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ２９

３％ ７ ｄ 组
３％ ７ ｄ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ３１ ± ０􀆰 ３０∗ ３􀆰 ８９ ± ０􀆰 ２２∗

２􀆰 ５％ ７ ｄ 组
２􀆰 ５％ ７ ｄ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ７２ ± ０􀆰 ４０∗＃ ３􀆰 ８１ ± ０􀆰 ３３∗

３％ ５ ｄ 组
３％ ５ ｄ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ００ ± ０􀆰 ４０∗ ３􀆰 ００ ± ０􀆰 ４０∗

注：与空白组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 ３％ ５ ｄ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下
图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ３％ ５ ｄ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

２􀆰 ５　 结肠长度

结肠长度缩短是溃疡性结肠炎的重要特征。
ＤＳＳ 各组小鼠结肠长度均明显短于空白组 （Ｐ ＜
０􀆰 ００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），各组结肠长度缩短差异具有统计

学意义（见图 ２）。

图 ２　 各组小鼠的结肠长度比较

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｌｅｎｇｔｈ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ６　 组织病理学观察结果

结肠组织病理学变化是溃疡性结肠炎模型建

立成功的金标准。 ＨＥ 染色显示：空白组小鼠结肠

黏膜屏障及腺体完整、隐窝结构正常，无溃疡、坏
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死、炎细胞浸润、 黏膜下层水肿等； ３％ ７ ｄ 组

ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠的结肠黏膜缺损最严重、腺体不完

整、隐窝消失、大量炎细胞浸润、黏膜下层水肿、且
溃疡面形成呈不可恢复；２􀆰 ５％ ７ ｄ 组较 ３％ ７ ｄ 组

的病理特征较轻，可观察到部分腺体、隐窝及结肠

黏膜完整，但可观察到炎症细胞浸润、黏膜下水肿、
部分溃疡面形成；３％ ５ ｄ 组 ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠符合 ＵＣ
的病理表现，其黏膜屏障受损程度、炎细胞浸润、溃
疡面形成等病理介于 ３％ ７ ｄ 组和 ２􀆰 ５％ ７ ｄ 组之间

（见图 ３）。

图 ３　 各组小鼠病理学 ＨＥ 染色比较

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ７　 免疫组织化学法检测相关指标

异常炎性反应信号通路介导的炎性细胞、促炎

细胞因子已成为 ＵＣ 动物模型造模评价的指标。 在

ＤＳＳ 诱导的 ＵＣ 模型中，ＴＮＦ⁃α 增多致黏附蛋白和

杯状细胞粘蛋白损伤结肠黏膜屏障使溃疡形成，导
致肠上皮细胞的凋亡、减缓肠黏膜溃疡的修复、促
进 Ｃ 反应蛋白的释放加重炎症的程度［２３－２５］；ＩＬ⁃６ 释

放从而促进局部炎症反应，同时 ＺＯ⁃１ 是维持肠黏膜

屏障功能的紧密连接蛋白，其相关异常表达均与肠

黏膜屏障受损直接相关［２６］。 本次实验在 ＤＳＳ 发生

ＵＣ 过程中，相对于空白组，模型组结肠组织中的炎

症因子的表达水平均有所升高，而紧密连接蛋白水

平表达较空白组有所降低；空白组及各模型组的免

疫组织化学的阳性表达率（图 ４，图 ５）。

图 ４　 免疫组织化学法检测结肠组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＺＯ⁃１
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＺＯ⁃１ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ
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图 ５　 各组结肠组织中（ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＺＯ⁃１）免疫组织化学的阳性面积表达率

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｒｅａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＺＯ⁃１）ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ

３　 讨论

３􀆰 １　 ＤＳＳ⁃ＵＣ 小鼠模型的建立和评价标准

ＯＨＫＵＳＡ［２７］于 １９８５ 年利用 ＤＳＳ 建立 ＵＣ 仓鼠

模型，其诱导结肠炎症的肠上皮形态损伤和症状类

似 ＵＣ 在人体中的表现，其典型特征是结肠发生透

壁性坏死和广泛的炎性细胞浸润、溃疡等。 在 ＤＳＳ
模型中，硫酸化多糖破坏肠上皮细胞损伤和黏膜

层，致肠腔内细菌、其他抗原和促炎物质进入黏膜

或黏膜下层从而引发炎症反应［２８］。
ＤＡＩ 评分以实验动物的体重、大便性状改变及

隐血作为指标，在造模前后不同时间段进行评

估［２９］，而 ＵＣ 疾病模型成功的金标准是结肠病变以

黏膜和黏膜下层溃疡和炎细胞浸润程度。 上皮屏

障的完整性是肠黏膜屏障的重要防线，紧密连接蛋

白（ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＴＪ）是肠黏膜屏障最主要组成部

分，结肠黏膜屏障中 ＭＵＣ⁃２ 的含量可以作为结肠黏

膜完整及修复程度的重要生物蛋白指标。 紧密连

接蛋白（ＴＪ）主要由：带状闭合蛋白（ＺＯｓ）、闭合蛋白

（Ｃｌａｕｄｉｎｓ）、咬合蛋白 （ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）、连接黏附分子

（ＪＡＭ）等组成［３０－３３］，其中 ＺＯ⁃１ 是最早发现与紧密

连接相关的蛋白，其表达缺失与肠黏膜屏障受损直

接相关［３４］。 增加结肠组织 ＭＵＣ⁃２ 水平的表达能促

进 ＺＯ⁃１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 分泌，从而促使黏膜屏

障的修复，维持肠黏膜屏障的稳态［３５］。 ＵＣ 患者多

见肠上皮细胞紧密连接的基因及蛋白表达水平下

降，肠上皮黏膜屏障受损，释放大量炎症因子，最终

加速 ＵＣ 的发生与发展［３６］。
３􀆰 ２　 不同浓度 ＤＳＳ⁃ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠造模

参考既往文献，小鼠采用自由饮水和灌胃两种

模式均能成功诱导 ＵＣ 模型，目前采用 ＤＳＳ 诱导 ＵＣ

模型的浓度主要为 ３％和 ５％，多项研究显示 ＤＳＳ 浓

度对 ＵＣ 模型的成功建立起着决定性的作用［３７－３８］。
ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠已被证明在 ＤＳＳ 诱导的结肠炎模型

易诱导炎症和结肠黏膜组织受损，ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠给

予 ＤＳＳ １􀆰 ５％ ７ ｄ 和 ２􀆰 ５％ ７ ｄ 皆可成功复制 ＵＣ 模

型［３９］。 ＺＡＫＩ 等［４０］ 评 估 年 龄 和 性 别 匹 配 的

ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠建立 ＵＣ 模型，在自由饮用浓度为 ３％
及 ４％ ＤＳＳ 后，４％ ＤＳＳ 溶液建立的 ＵＣ 模型下的小

鼠疾病表现更严重，死亡率更高。 既往采用 ＤＳＳ 在

５％ ７ ｄ 成功建立不同品系老鼠 ＵＣ 模型基础

上［４１－４４］，曾多批次构建 ３％ ７ ｄ 和 ３％ ６ ｄ 的

ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠 ＵＣ 模型，ＮＬＲＰ３ 小鼠在造模实验期

间或后期药物干预阶段逐渐出现死亡情况，甚者全

部死亡，无法实现药物干预，故开展建立不同浓度

下 ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠稳定 ＵＣ 模型的探索。 本研究分别

设置 ２􀆰 ５％ ７ ｄ 组和 ３％ ７ ｄ 组诱导 ＮＬＲＰ３－ ／ － 小鼠

ＵＣ 模型，在 ＵＣ 原有评价造模指标基础上增加对炎

症因子及紧密连接蛋白表达水平的测定。 造模后

第 ３ 天，３％ ７ ｄ 组和 ３％ ５ ｄ 组小鼠表现出疾病症

状，逐渐呈现不同程度的弓背蜷卧、毛发脱落、色泽

暗淡、皮肤松软、大便稀软 ／烂、或肉眼血便，潜血测

试即刻呈阳性；２􀆰 ５％ ７ ｄ 组小鼠粪便潜血多数呈阳

性，但无精神萎靡及肉眼血便。 造模后第 ５ 天，３％
７ ｄ 组、３％ ５ ｄ 组较 ２􀆰 ５％ ７ ｄ 组 ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠呈现

出更加典型的 ＵＣ 疾病状态，病理学研究、炎症因子

及紧密连接蛋白表达水平也支持此观点。
３􀆰 ３　 不同给药时间 ＤＳＳ ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠造模

在本研究中发现， ＮＬＲＰ３－ ／ － 小鼠在 ＤＳＳ ３％
７ ｄ、 ２􀆰 ５％ ７ ｄ 和 ３％ ５ ｄ 条件下可诱导 ＵＣ 模型，
ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠在 ３％ ７ ｄ 条件下，小鼠的整体疾病状

态较严重，且出现一例死亡；相较之下，２􀆰 ５％ ７ ｄ 组
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ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠构建的 ＵＣ 比 ３％ ７ ｄ 组和 ３％ ５ ｄ 组

的 ＮＬＲＰ３－ ／ － 小鼠疾病较轻， ３％ ５ ｄ ＤＳＳ 组较于

２􀆰 ５％ ７ ｄ 组和 ３％ ７ ｄ 组条件下的疾病症状、病理

学检测及免疫化学检测所得模型的状态、病理更为

接近人类 ＵＣ。 通过从 ＤＳＳ 梯度浓度及给药时间的

横向及纵向不同方面着手进行多批次实验，提示

ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠在 ３％ ５ ｄ 条件下能稳定构建 ＵＣ
模型。
３􀆰 ４　 ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠 ＵＣ 造模引发的思考

ＮＬＲＰ３ 已被证实参与维持肠道稳态和预防结

肠炎，ＮＬＲＰ３ 敲除后的小鼠更容易出现严重的结肠

炎病症。 笔者团队前期探索 ＮＬＲＰ３－ ／ － 小鼠自由饮

用 ＤＳＳ 溶液构建 ＵＣ 模型发现，２􀆰 ５％ ７ ｄ 和 ３％ ７ ｄ
ＤＳＳ 溶液建立的 ＵＣ 模型小鼠疾病死亡率较 ３％
５ ｄ 更高。 在后期给药干预治疗时，小鼠的疾病症

状极少得到缓解，出现极高的死亡率。 ＮＬＲＰ３－ ／ －小

鼠分别自由饮用 ２􀆰 ５％ ７ ｄ、３％ ５ ｄ 及 ３％ ７ ｄ 的

ＤＳＳ，每组 １０ 只。 药物干预结束后 ２􀆰 ５％ ７ ｄ 组死 ３
只、３％ ５ ｄ 组死 １ 只及 ３％ ７ ｄ 组死 ６ 只。 结合上述

实验结果，后续采用 ＮＬＲＰ３－ ／ － 小鼠 ３％ ５ ｄ ＤＳＳ 自

由饮用造模，经后期药物治疗后，症状得以缓解，且
无小鼠脱落。 结合笔者团队既往在 ＮＬＲＰ３－ ／ － 小鼠

建立 ＵＣ 模型的探索，动物模型的成功构建与临床

的病症相符合的基础上，需要考虑模型的稳定性，
有助于后期药物干预及疾病发病机制的研究，深入

探索疾病发展规律及防治措施，积极探索更为客观

的指标。 溃疡性结肠炎的病因机制尚未完全明确，
部分学者先后以不同品系鼠建立 ＵＣ 的动物模型，
亦有通过研究遗传学因素发现 ＵＣ 模型存在某些基

因易感性，遗传因素的影响占有一定比例，动物模

型并不能完全符合人类复杂的 ＵＣ 病症，为 ＮＬＲＰ３
基因敲除小鼠建立的 ＵＣ 模型可为寻找靶点基因进

行针对性研究治疗提供参考。 ＤＳＳ 自由饮水的 ＵＣ
造模时动物的饮用量无法精确操控可能对造模效

果造成的影响值得思考，进一步调整 ＤＳＳ 浓度和时

间探索建立慢性反复发作的 ＮＬＲＰ３ 基因敲除小鼠

模型，这些难题仍值得研究。
综上，笔者认为 ＮＬＲＰ３－ ／ －小鼠在 ３％ ＤＳＳ 溶液

５ ｄ 条件下建立的 ＵＣ 模型为最佳，既可为 ＮＬＲＰ３
炎症小体在 ＵＣ 的发生机制及防治提供稳定性模

型，又可在此模型基础上进行相关基因敲除模型的

建立探索，为攻克溃疡性结肠炎贡献力量。
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［收稿日期］ 　 ２０２３－０７－１９

图像引导放射治疗小鼠原位肝癌模型的建立

肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是世界上第七大常见癌症，占原发性肝癌病例的 ７５％ ～ ８５％。
目前，由于最近的技术发展，放射疗法被认为是 ＨＣＣ 有效的治疗选择。 然而，对于 ＨＣＣ 的分次方法、分次剂

量、放射疗法与其他疗法的组合或治疗时间表，尚未达成一致，ＨＣＣ 放疗也没有标准方案。 因此，需要一个

稳定的临床前模型来促进相关的临床研究。 本研究在小动物治疗前和治疗期间，采用 Ｘ⁃ＲＡＤＳｍＡＲＴ 小动物

图像引导放射治疗系统。 该系统能够根据器官位置的变化修改治疗条件，使照射区域与目标区域非常相

似，从而提高治疗的准确性。 其益处在于可以使用三维 ＣＴ 成像精确评估体内肿瘤的位置、形状和大小。 使

用这些信息，可以创建精确的放射治疗计划，允许 Ｘ 射线靶向肿瘤的位置并从各个角度进行照射。 总的来

说，这项研究为基于放射治疗的 ＨＣＣ 综合治疗领域提供了可靠的建模技术。 通过注射建立了原位 ＨＣＣ 小

鼠模型，利用 ＭＲＩ 技术模拟 ＨＣＣ 的临床诊断，进行精确放射治疗以确定肿瘤的位置，然后用小动物精密 Ｘ
射线机结合 ＣＴ 勾画和治疗靶区，并通过治疗后分析肿瘤大小和肿瘤组织内的凋亡来证实治疗的有效性。

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）： ４１９－４２６． ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄｏｉ． ｏｒｇ ／ １０． １００２ ／ ａｍｅ２． １２３３５）。
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基于非靶向代谢组学和肠道菌群探究经典名方
泻白散对过敏性哮喘大鼠的保护作用

杨宗统１，２，徐东川２，刘瑾２，李晓晶２，张会敏２，王雯慧１∗，隋在云２∗

（１． 甘肃农业大学动物医学院，兰州　 ７３００７０；２． 山东省中医药研究院中药药理研究所，济南　 ２５００１４）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究拟从宿主⁃肠道菌群⁃代谢的角度探讨泻白散保护过敏性哮喘大鼠可能的微观机制。
方法　 将 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠分为正常对照组（ＮＣ 组）、过敏性哮喘模型组（Ｍ 组）和泻白散组（Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组）。 通过卵

清白蛋白（ＯＶＡ）诱导建立大鼠过敏性哮喘模型；ＨＥ 染色观察大鼠肺组织病理学变化；取结肠内容物进行 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 高通量测序，观察肠道菌群结构与功能的变化；采用超高效液相色谱⁃四级杆飞行时间串联质谱法（ＵＨＰＬＣ⁃
Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ）分别进行血清样本和肺组织样本非靶向代谢组学检测。 结果　 ＨＥ 染色显示：与 ＮＣ 组相比，Ｘｉｅｂａｉｓａｎ
组可以在一定程度上改善哮喘大鼠肺部组织形态结构；１６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序结果显示：Ｍ 组肠道菌群多样性降

低，与 Ｍ 组相比，Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组肠道菌群多样性增加，肠道微生态得以改善；血清非靶向代谢组学检测结果显示：
Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组能够调节氨基酸代谢、ｍＴＯＲ 等通路，且部分回调 Ｍ 组引起的差异代谢物表达；肺组织样本非靶向代谢

组学检测结果显示，Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组能够调节碳代谢、血管平滑肌收缩信号通路和 ｃＡＭＰ 等信号通路，且部分回调 Ｍ 组引

起的差异代谢物表达。 结论　 泻白散可能通过改善肺组织形态结构、肠道菌群的多样性以及调控 ｍＴＯＲ 通路、血管

平滑肌收缩信号通路和 ｃＡＭＰ 等信号通路影响氨基酸代谢、碳代谢等途径发挥对过敏性哮喘大鼠的保护作用。
【关键词】 　 泻白散；过敏性哮喘；肠道菌群；非靶向代谢组学；保护机制
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ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 当前社会随着人们生活质量的改善，环境的清

洁程度也有了大幅度的提升，过于清洁的环境，导
致人们的免疫能力得不到应有的锻炼，因此过敏性

疾病的发病率也随之提高，过敏性哮喘尤为明显。
过敏性哮喘是哮喘中最常见的一种类型，是由 Ｔｈ２
淋巴细胞和固有淋巴样细胞介导的慢性气道炎症，
机体发病时产生 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５ 和 ＩＬ⁃１３ 等Ⅱ型细胞因

子［１－２］，是典型的Ⅱ型炎症反应，主要特征为气道高

反应性、气道重塑、大量嗜酸性粒细胞浸润和杯状

细胞粘液分泌增加［３－４］。
泻白散出自于宋代名医钱乙所著的《小儿药证

直诀》，组方为：桑白皮、地骨皮、甘草、粳米，煎七

分，食前服；据原书记载，既可治疗肺实热证，也可

治疗肺虚热证；２０１８ 年国家中医药管理局公布了中

药经典名方目录，泻白散名列其中［５－７］。 泻白散在

临床诊疗中常用于感染性咳嗽、哮喘等气道疾病，
目前在过敏性哮喘治疗中也常有使用，但其具体的

保护作用机制并不清楚。
肠道菌群是定植于人体肠道的正常微生物，与

机体具有共生关系，种类丰富、数量多。 有证据表

明，超过 ５０ 种疾病与肠道菌群失调有关，例如许多

传染病、过敏性疾病、胃肠道恶性肿瘤、肝病和代谢

紊乱等［８］。 传统中药由于给药方式多为口服，因此

其发挥作用是否与调节肠道菌群相关，也是目前中

药研究讨论的热点［９］。 代谢组学是新兴的组学技

术之一，对于已定性、定量的代谢物通过生物信息

学分析可得出显著差异性代谢产物及其参与的生

物学过程，这对疾病的发生发展机制的探究以及药

物的作用机制阐述奠定了坚实基础。 本研究应用

非靶向代谢组学和肠道菌群分析从宿主⁃肠道菌群⁃
代谢的角度探究泻白散对过敏性哮喘大鼠模型的

保护作用机制，为泻白散治疗哮喘的临床应用提供

实验数据支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３０ 只 ６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，１６０ ～ ２００ ｇ，
购于北京维通利华实验动物技术有限公司【 ＳＣＸＫ
（京）２０２１－０００６】。 饲养期间各组大鼠自由饮食饮

水，每 １２ ｈ 明暗交替，湿度控制在 ４０％ ～ ７０％，温度

控制在 ２２ ～ ２５ ℃，饲养于山东省食品药品检验研

究院动物实验室【ＳＹＸＫ（鲁）２０１８－００１３】。 所有涉

及动物的实验程序均经山东省中医药研究院实

验动 物福利与伦理委员会批准 （ ＳＤＺＹＹ２０１８１２０
１００５）。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物

泻白散药物：桑白皮购自亳州京皖饮片有限公

司，产品批号：１９０９０１，产自亳州；地骨皮购自浙江中

医药大学饮片厂，产品批号：１９１１０１，产自甘肃；甘草

８７１
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购自四川中药饮片厂，产品批号：１９０７０４，产自新疆。
所需药材均由山东省中医药研究院林慧彬研究员

鉴定为正品。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

氢氧化铝凝胶（４０ ｍｇ ／ ｍＬ）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司，批号：ＵＪ２８９２１４；卵清白蛋白购自美国 Ｓｉｇｍａ 公

司，批号：１００３００４４７２。 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒

（Ｓｐａｒｋｊａｄｅ，ＥＣ０００１）；苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色试剂

盒 （ Ｓｐａｒｋｊａｄｅ， ＥＥ００１２ ）； Ｐｈｕｓｉｏｎ 􀅺 Ｈｉｇｈ⁃Ｆｉｄｅｌｉｔｙ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｗｉｔｈ ＧＣ Ｂｕｆｆｅｒ （ Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ
Ｂｉｏｌａｂｓ， Ｍ０５３１Ｓ ）； Ｐｈｕｓｉｏｎ 􀅺 Ｈｉｇｈ⁃Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｍ０５３０Ｓ）；ＤＮＡ 纯

化回收试剂盒 （ ＴｉａｎＧｅｎ， ＤＰ２１４）； 建库试剂 盒

（ ＩＩＩｕｍｉｎａ， Ｅ７３７０Ｌ ）； 乙 腈 （ Ｆｉｓｈｅｒ Ｃｈｅｍｉｃａｌ， ４Ｌ
Ａ９５５⁃４）；乙酸铵（ Ｆｌｕｋａ，１７８３６⁃５０Ｇ）；甲醇（ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｃｈｅｍｉｃａｌ， ４Ｌ Ａ４５２⁃４ ）； 氨 水 （ Ｓｉｇｍａ， ２２１２２８⁃
５００ＭＬ）。

高速冷冻离心机（ＶＥＬＯＣＩＴＹ １８Ｒ；Ｄｙｎａｍｉｃａ，德
国）；微孔板分光光度计（ＥＰＯＣＨ；ＢｉｏＴｅｋ，美国）；电
子天平（ＢＳＡ２２４Ｓ⁃Ｃ；Ｗｓａｒｔｏｒｉｕｓ，德国）；封闭式自动

组织脱水机（Ｅｘｃｅｌｓｉｏｒ ＡＳ；ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美
国）；组织包埋机（ＨｉｓｔｏＳｔａｒ；ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
美国）；轮转式切片机 （５３１ＣＭ⁃Ｙ４３；Ｌｅｉｃａ，德国）；
Ｂｉｏ⁃ｒａｄ Ｔ１００ 梯度 ＰＣＲ 仪（Ｔ１００；Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）；基
因测序仪（Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００；ＩＩＩｕｍｉｎａ，美国）；液⁃质联用

仪 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ ＬＣ ／ ＡＢ Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ６６００；
Ａｇｉｌｅｎｔ ／ ＡＢ ＳＣＩＥＸ，美国）；色谱柱（ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ
ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ １􀆰 ７ μｍ； Ｗａｔｅｒｓ， 美 国 ） ２􀆰 １ ｍｍ ×
１００ ｍｍ。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物模型制备及给药

３０ 只雄性 ＳＤ 大鼠适应性饲养 １ 周之后，按体

重随机均等分为正常对照组（ＮＣ 组）、过敏性哮喘

（Ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ａｓｔｈｍａ） 模型组 （ Ｍ 组） 和泻白散组

（Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组）。 Ｍ 组和 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组大鼠在适应性

饲养 １ 周后于第 ７ 天和第 １４ 天均腹腔注射药液

１ ｍＬ（ＯＶＡ １ ｍｇ ＋ 氢氧化铝凝胶 １０ ｍｇ），ＮＣ 组注

射生理盐水。 从第 ２１ 天开始每天喷雾 １％ ＯＶＡ，连
续喷雾激发 ２ 周，每次 ３０ ｍｉｎ，ＮＣ 组喷雾生理盐水。
从雾化期开始时（第 ２１ 天）给药，参考本课题组前

期实验，泻白散用药剂量为 １１􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ。 雾化前 ３０
ｍｉｎ，Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组大鼠灌胃给予泻白散， ＮＣ 组和

Ｍ 组灌胃给予生理盐水。

１􀆰 ２􀆰 ２　 泻白散水提物的制备

称取泻白散各单味药饮片：炒桑白皮（３０ ｇ）、地
骨皮（３０ ｇ）、炒甘草（３ ｇ），加入 １０ 倍量水，浸泡

１ ｈ， 加热回流提取 １ ｈ，滤过，再加 ８ 倍量水加热回

流提取 １ ｈ，滤过，合并两次滤液，浓缩至 ２ ｇ ／ ｍＬ
（１ ｍＬ 含 ２ ｇ 原药材）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本采集及处理

所有大鼠在第 ３６ 天取材，麻醉前 １２ ｈ 禁食不

禁水，腹腔注射 １％戊巴比妥钠（４０ ｍｇ ／ ｋｇ）麻醉，麻
醉后剖开腹部，充分暴露腹主动脉，取血 ５ ｍＬ，４ ℃
离心机中 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液置于液

氮中保存。 取左肺上叶置于 ４％的多聚甲醛中固

定，右肺上叶置冻存管中冻存于液氮中，备用。 取

肠道内容物：用无菌解剖刀，在无菌状态下取出整

个肠道；在无菌操作台内切取结肠部位，用无菌手

术刀挖取内容物，立即放在冰上进行分装并标记；
分装好后立即进行液氮速冻，置于－８０ ℃保存。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肺组织形态学观察

将固定充分的左肺上叶进行常规脱水、包埋、
切片，ＨＥ 染色后于显微镜下观察。
１􀆰 ２􀆰 ５　 肠道内容物 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增子测序

采用 ＣＴＡＢ 方法从结肠内容物中提取总 ＤＮＡ，
并对 ＤＮＡ 的纯度和浓度进行检测。 通过 １６Ｓ ｒＤＮＡ
扩增子测序（１６Ｓ ｒＤＮＡ ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）方法，
检测各组大鼠肠道菌群变化情况，实验方法参考前

期研究基础处理［１０］。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 血清和肺组织样本非靶

向代谢组学分析

采用 ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 技术对血清和肺组织

样本分别进行代谢物提取、质谱分析和数据处理，
实验方法参考前期研究基础处理［１０］。
１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采用

ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 进行数据分析，两
组间比较采用独立样本 ｔ 检验，多组间比较采用单

因素方差分析；以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 不同组别大鼠肺组织病理变化

各组大鼠肺组织 ＨＥ 染色结果如图 １ 所示，ＮＣ
组大鼠支气管及肺泡结构完整，肺内支气管为单层

纤毛柱状上皮结构，肺泡腔呈空泡状薄壁结构，肺
泡间隔正常，炎症细胞浸润少见；Ｍ 组大鼠可见明
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显的肺泡塌陷，间隔增宽，部分肺泡扩张，肺泡间

实变区较正常肺泡间隔面积明显扩大，支气管腔

狭窄，粘膜上皮中杯状细胞增多，且支气管周围出

现大量的炎性细胞浸润；与 Ｍ 组相比，Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组

大鼠支气管有少量炎症细胞浸润，管腔内分泌物

很少，肺泡间隔较 Ｍ 组明显减小。 说明 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ
组可以在一定程度改善哮喘大鼠肺部组织形态

结构。

图 １　 不同组大鼠肺组织病理学

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ２　 不同组别大鼠肠道菌群多样性分析

通过 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序方法对各个组别收获的肠

道内容物进行菌群多样性分析。 本次实验各组间

ＰｃｏＡ 分析（图 ２Ａ）显示 Ｍ 组与 ＮＣ 组和 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ
组在主坐标 １（ＰＣ１）上相距较远（图 ２Ｂ），说明 Ｍ 组

与 ＮＣ 组和 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组间菌群组成有较大差异。
另外对各组数据进行 Ａｌｐｈａ 多样性分析，绘制大鼠

肠道菌群的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（图 ２Ｃ）和 Ｃｈａｏ１ 指数（图
２Ｄ）箱线图，显示出 Ｍ 组 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｃｈａｏ１ 指

数均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），且 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组

相比，菌群多样性指标 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｃｈａｏ１ 指数

均有所回调，表明 Ｍ 组降低肠道菌群多样性，泻白

散能改善 Ｍ 组肠道菌群多样性。 属水平菌群

ＳＴＡＭＰ 差异分析（图 ２Ｅ，２Ｆ）表明 Ｍ 组增加了 ｇ＿
Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ 和 ｇ＿Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓａｃｃｈａｒｉｍｏｎａｓ 丰度，降
低了 ｇ＿Ｈｇｃｌｃｌａｄｅ 菌、ｇ＿Ｐｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、ｇ＿Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ

的丰度，Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组能够显著降低 ｇ＿Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ 丰

度， 上 调 ｇ ＿ Ｃｏｌｌｉｎｓｅｌｌａ、 ｇ ＿ Ｊｅｏｔｇａｌｉｃｏｃｃｕｓ、 ｇ ＿
Ａｌｔｅｒｅｒｙｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ、ｇ＿Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａ２ 等的丰度。
２􀆰 ３　 不同组别大鼠血清样本非靶向代谢组学分析

本次实验 ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 的 ＱＣ 样本相关

性（皮尔森）均高于 ０􀆰 ９（图 ３Ａ，３Ｂ）。 质量控制实

验表明，本次实验的仪器分析系统稳定性较好，可
用于后续分析。

本次大鼠血清样本非靶向代谢组学正离子

（Ｐｏｓ）模式下鉴定出代谢物 ６０９ 种，负离子（Ｎｅｇ）模
式下鉴定出代谢物 ３８４ 种。 本次实验 ＰＣＡ 分析结

果（图 ３Ｃ，３Ｄ）表明正、负离子模式下，ＮＣ 组、Ｍ 组

和 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组代谢特征是能够进行区分，且各自组

内样本无明显离散点，组内平行性好。 对 Ｍ 组与

ＮＣ 组正、负离子模式下检出的代谢物分别进行

ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析（图 ３Ｅ，３Ｆ），模型评价指标 Ｑ２ 分别

为 ０􀆰 ８９４ 和 ０􀆰 ８２７；对 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组正、负离

子模式下检出的代谢物分别进行 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析（图
３Ｇ，３Ｈ），模型评价指标 Ｑ２ 分别为 ０􀆰 ８８３ 和 ０􀆰 ８９４，
表明 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析模型较好，可用于后续分析。 结

合统计学 Ｔ⁃Ｔｅｓｔ 筛选的 Ｐ 值和多维统计学 ＯＰＬＳ⁃
ＤＡ 分析得到的 ＶＩＰ 值，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，ＶＩＰ ＞ １ 作为

显著性差异代谢物筛选的标准。 Ｍ 组与 ＮＣ 组显著

差异代谢物共有 １７５ 种（Ｐｏｓ １５０ 种，Ｎｅｇ ２５ 种），
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注：Ａ：每组样本的 ＰｃｏＡ 分析；Ｂ：ＰｃｏＡ 中的 ＰＣ１ 分析；Ｃ：Ｓｈａｎｎｏｎ 指数分析；Ｄ：Ｃｈａｏ１ 指数分析；Ｅ：Ｍ 组与 ＮＣ 组 ＳＴＡＭＰ 差异分析；Ｆ：

Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组 ＳＴＡＭＰ 差异分析；与 Ｍ 组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ２　 大鼠肠道菌群的多样性（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＰｃｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． ＰＣ１ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ＰｃｏＡ． Ｃ． Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｄ． Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｅ． Ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ＳＴＡＭＰ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐ． Ｆ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＴＡＭＰ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｘｉｅｂａｉｓａｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｍ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ

ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

表 １ 为筛选出的大鼠血清样本 Ｍ 组与 ＮＣ 组显著差

异代谢物排名前 １０ 的代谢物列表。 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与

Ｍ 组显著差异代谢物共有 １８０ 种（ Ｐｏｓ 有 １５４ 种，
Ｎｅｇ 有 ２６ 种），表 ２ 为大鼠血清样本 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与

Ｍ 组显著差异代谢物排名前 １０ 的代谢物。
　 　 对鉴定到的代谢物进行 ＫＥＧＧ 通路富集分析，
结果显示：Ｍ 组与 ＮＣ 组显著差异代谢物 ＫＥＧＧ 功

能富集主要在蛋白质消化与吸收、碳代谢、氨基酸

的生物合成、氨酰基转运 ＲＮＡ 生物合成、ＡＢＣ 转运

体等信号通路（图 ４Ａ）。 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组显著差

异代谢物 ＫＥＧＧ 功能富集主要在蛋白质消化与吸

收、ＡＢＣ 转运体、氨基酸的生物合成、氨酰基转运

ＲＮＡ 生物合成、矿质养分吸收等信号通路（图 ４Ｂ）。
其中在蛋白质消化与吸收通路中，发现两个比较组

在该通路共有 ８ 个显著差异代谢物，对这 ８ 个代谢

的表达量分析（图 ４Ｃ），结果显示泻白散能够逆转
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注：Ａ，Ｂ：正、负离子模式下血清 ＱＣ 样品的相关性分析；Ｃ，Ｄ：正、负离子模式下血清样品 ＰＣＡ 分析；Ｅ，Ｆ：正、负离子模式下 Ｍ 组和 ＮＣ 组血

清样品的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析；Ｇ，Ｈ：正、负离子模式下 Ｍ 组和 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组血清样本的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析。

图 ３　 血清样品的非靶向代谢组学

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｂ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＱＣ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ． Ｃ， Ｄ． ＰＣＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｌｌ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ． Ｅ， Ｆ． ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ Ｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ． Ｇ， Ｈ． ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ Ｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｘｉｅｂａｉｓａｎ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｎｏｎ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｎｏｍｉｃｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ

表 １　 Ｍ 组与 ＮＣ 组血清样本中差异显著的代谢物（Ｔｏｐ１０）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ Ｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｔｏｐ１０）

序号
Ｓｅｒｉａｌ Ｎｏ

名称
Ｎａｍｅ

变量投影
重要度
ＶＩＰ

差异倍数
Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

质荷比
ｍ ／ ｚ

保留时
间 ／ ｓ
ＲＴ ／ ｓ

代谢物编号
ＫＥＧＧ ＩＤ

加合物
Ａｄｄｕｃｔ

１ Ｌ⁃赖氨酸
Ｌ⁃ｌｙｓｉｎｅ １􀆰 ５４４ ７􀆰 ９０４ ０􀆰 ００４ １４７􀆰 １１３ ４３３􀆰 ００４ Ｃ０００４７ ［Ｍ ＋ Ｈ］＋

２ 氨基丁酸
Ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ９􀆰 ７８３ ７􀆰 １６３ ０􀆰 ００８ １０４􀆰 ０７１ ３９３􀆰 ４５１ Ｃ００３３４ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

３ 磷酸肌酸
Ｐｈｏｓｐｈｏｃｒｅａｔｉｎｅ １􀆰 ３４７ ５􀆰 ５８９ ０􀆰 ０１０ ２１２􀆰 ０４３ ３９４􀆰 ９１４ Ｃ０２３０５ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

４ Ｏ⁃琥珀酰⁃Ｌ⁃高丝氨酸
Ｏ⁃ｓｕｃｃｉｎｙｌ⁃Ｌ⁃ｈｏｍｏｓｅｒｉｎｅ １􀆰 ６２５ ３􀆰 １９９ ０􀆰 ０００ ２０２􀆰 ０８６ ２７９􀆰 ５６７ Ｃ０１１１８ ［Ｍ ＋ Ｈ⁃Ｈ２Ｏ］ ＋

５ 琥珀酰胆碱
Ｓｕｃｃｉｎｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ２􀆰 ３８４ ２􀆰 ８２３ ０􀆰 ００１ １４４􀆰 ９８２ １９１􀆰 ２５５ Ｃ０７５４６ ［Ｍ］ ＋

６ ＤＬ⁃苯丙氨酸
ＤＬ⁃ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ １􀆰 ９５３ ０􀆰 ２３３ ０􀆰 ０４８ １６６􀆰 ０８６ ２９１􀆰 ５９６ Ｃ０００７９ ［Ｍ ＋ Ｈ］＋

７ 菲啶
Ｐｈｅｎａｎｔｈｒｉｄｉｎｅ １􀆰 ８２６ ０􀆰 ２９０ ０􀆰 ０００ １８０􀆰 ０９９ ３３７􀆰 ５７２ Ｃ０６９７５ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

８ 高水苏碱
Ｈｏｍｏｓｔａｃｈｙｄｒｉｎｅ １２􀆰 ５２６ ０􀆰 ３１３ ０􀆰 ０００ １５８􀆰 １１８ ３３７􀆰 ６０６ Ｃ０８２８３ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

９ 葫芦巴碱
Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌｉｎｅ １１􀆰 ８８３ ０􀆰 ４０２ ０􀆰 ０００ １３８􀆰 ０５５ ３５０􀆰 ９７６ Ｃ０１００４ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

１０ 亚胺唑
Ｉｍｉｂｅｎｃｏｎａｚｏｌｅ ４􀆰 ７４４ ０􀆰 ４１８ ０􀆰 ００２ １２５􀆰 ０００ ２６４􀆰 ８２９ Ｃ１８４６８

［Ｍ ＋ Ｈ⁃Ｃ１０Ｈ８

Ｃｌ２Ｎ４Ｓ］ ＋
注：倍数变化：代谢物的变化次数，大于 １ 表示上调，小于 １ 表示下调；Ｐ 值：代谢产物的统计分析值，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为显著差异代谢产物。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ． Ｃｈａｎｇｅ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｕｐ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ， ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ． Ｐ
ｖａｌｕｅ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｇｒｏｕｐ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｉｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）
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表 ２　 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组血清样本差异显著的代谢物（Ｔｏｐ１０）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｘｉｅｂａｉｓａｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｍ ｇｒｏｕｐ （Ｔｏｐ１０）

序号
Ｓｅｒｉａｌ Ｎｏ

名称
Ｎａｍｅ

变量投影
重要度
ＶＩＰ

差异倍数
Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

质荷比
ｍ ／ ｚ

保留时
间 ／ ｓ
ＲＴ ／ ｓ

代谢物
编号

ＫＥＧＧ ＩＤ

加合物
Ａｄｄｕｃｔ

１ ＤＬ⁃苯丙氨酸
ＤＬ⁃ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ４􀆰 ３１９ １１􀆰 １７１ ０􀆰 ００１ １６６􀆰 ０８６ ２９１􀆰 ５９６ Ｃ０００７９ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

２ 托品碱
Ｔｒｏｐｉｎｅ １􀆰 ２８０ ５􀆰 １８６ ０􀆰 ００２ １４２􀆰 １２３ ４８６􀆰 ４０４ Ｃ００７２９ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

３ 异戊乙净
Ｄｉｍｅｔｈａｍｅｔｒｙｎ １􀆰 ９０２ ４􀆰 ５８１ ０􀆰 ０２６ ２５６􀆰 １７０ ５７􀆰 １１８ Ｃ１８５３７ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

４ 克鼠灵
Ｃｏｕｍａｆｕｒｙｌ １􀆰 ６３９ ３􀆰 ８２１ ０􀆰 ０２１ １３７􀆰 ０７１ １６６􀆰 ７９６ Ｃ１８５９９ ［Ｍ ＋ Ｈ⁃Ｃ９Ｈ６Ｏ３］ ＋

５ 顺⁃４⁃羟基⁃Ｄ⁃脯氨酸
Ｃｉｓ⁃４⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃Ｄ⁃ｐｒｏｌｉｎｅ １􀆰 ４７７ ３􀆰 ６７０ ０􀆰 ０２６ １１４􀆰 ０５５ ３７６􀆰 ０９１ Ｃ０３４４０ ［Ｍ ＋ Ｈ⁃Ｈ２Ｏ］ ＋

６ Ｌ⁃赖氨酸
Ｌ⁃ｌｙｓｉｎｅ １􀆰 ７０６ ０􀆰 ０９４ ０􀆰 ００３ １４７􀆰 １１３ ４３３􀆰 ００４ Ｃ０００４７ ［］Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

７ 半胱氨酸⁃Ｓ⁃硫酸盐
Ｃｙｓｔｅｉｎｅ⁃Ｓ⁃ｓｕｌｆａｔｅ １􀆰 ６０１ ０􀆰 １１１ ０􀆰 ０００ １９９􀆰 ９７７ ４１􀆰 ６４０ Ｃ０５８２４ ［Ｍ⁃Ｈ］－

８ 右泛醇
Ｄｅｘｐａｎｔｈｅｎｏｌ １􀆰 ２０３ ０􀆰 ２１７ ０􀆰 ００２ ２０６􀆰 １３９ １６２􀆰 ２０９ Ｃ０５９４４ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

９ 丁苯吗啉
Ｆｅｎｐｒｏｐｉｍｏｒｐｈ １􀆰 ６７９ ０􀆰 ２４４ ０􀆰 ０００ ３０４􀆰 ２８４ ２３６􀆰 ３１９ Ｃ１８７８７ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

１０ ２，４⁃二氯苯甲酸
２，４⁃ｄｉｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ １􀆰 ４８７ ０􀆰 ２４５ ０􀆰 ０００ １８８􀆰 ９５０ ５７􀆰 ８７４ Ｃ０６６７０ ［Ｍ⁃Ｈ］－

６ 个显著差异代谢物的表达。
对血液代谢组差异代谢物（Ｔｏｐ１０）和前述差异

菌群（Ｔｏｐ１０） 做皮尔森相关性分析 （相关性阈值

０􀆰 ８，Ｐ ＝ ０􀆰 ０５）发现，在 Ｍ 组和 ＮＣ 组中（图 ４Ｄ），
ｇ＿Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ 与血液代谢物 Ｌ⁃赖氨酸、琥珀酰胆碱、
Ｏ⁃琥珀酰⁃Ｌ⁃高丝氨酸呈正相关，与血液代谢物高水

苏碱、菲啶、亚胺唑、葫芦巴碱、ＤＬ⁃苯丙氨酸呈负相

关；ｇ＿Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ ＲＣ９ ｇｕｔ ｇｒｏｕｐ、ｇ＿Ｐａｒａｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ、
ｇ＿Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ、 ｇ ＿ ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ、 ｇ ＿ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ＵＣＧ⁃
０１０、ｇ＿Ｒｕｍｉｎｉｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ９、ｇ＿Ｒｕｍｉｎｉｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ５ 与

血液代谢物高水苏碱、菲啶、亚胺唑、葫芦巴碱、ＤＬ⁃
苯丙氨酸呈正相关，与血液代谢物 Ｌ⁃赖氨酸、琥珀

酰胆 碱、 Ｏ⁃琥 珀 酰⁃Ｌ⁃高 丝 氨 酸 呈 负 相 关； ｇ ＿
Ｎｅｇａｔｉｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ、ｇ＿Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ＵＣＧ⁃００５ 与血液

代谢物高水苏碱、菲啶、亚胺唑、葫芦巴碱呈正相

关，与血液代谢物 Ｌ⁃赖氨酸、琥珀酰胆碱、Ｏ⁃琥珀

酰⁃Ｌ⁃高丝氨酸呈负相关。 在 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组和 Ｍ 组

中 （ 图 ４Ｅ ）， ｇ ＿ Ｐｒａｕｓｅｒｅｌｌａ、 ｇ ＿ Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａ、
ｇ＿Ａｑｕｉｃｅｌｌａ、 ｇ＿Ａｌｌｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ⁃Ｎｅｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ⁃Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、
ｇ ＿ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、 ｇ＿Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ、 ｇ ＿ Ｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ、
ｇ＿Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ、ｇ＿Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、ｇ＿Ｃｏｍａｍｏｎａｓ
与血液代谢物 ＤＬ⁃苯丙氨酸、香豆素类呈正相关，与
血液代谢物 ２，４⁃二氯苯甲酸、Ｓ⁃磺基⁃Ｌ⁃半胱氨酸、
丁苯吗啉呈负相关。

２􀆰 ４　 不同组别大鼠肺组织样本非靶向代谢组学

分析

同血清样本非靶向代谢分析，大鼠肺组织样本

非靶向代谢组学的 ＱＣ 样本相关性（皮尔森）均高于

０􀆰 ９（图 ５Ａ，５Ｂ）。 质量控制实验表明，本次实验的

仪器分析系统稳定性较好，可用于后续分析。 肺组

织样本非靶向代谢组学正离子（Ｐｏｓ）模式下鉴定出

代谢物 ８８１ 种，负离子（Ｎｅｇ）模式下鉴定出代谢物

８７２ 种。 本次实验 ＰＣＡ 分析结果（图 ５Ｃ，５Ｄ）表明

正、负离子模式下，ＮＣ 组、Ｍ 组和 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组代谢

特征是能够进行区分，且各自组内样本无明显离散

点组内平行性好。 对 Ｍ 组与 ＮＣ 组正、负离子模式

下检出的代谢物分别进行 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析（图 ５Ｅ，
５Ｆ），模型评价指标 Ｑ２ 分别为 ０􀆰 ９９１ 和 ０􀆰 ９９３；对
Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组正、负离子模式下检出的代谢物

分别进行 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析（图 ５Ｇ，５Ｈ），模型评价指

标 Ｑ２ 分别为 ０􀆰 ７７９ 和 ０􀆰 ５５２，表明 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析

模型可用于后续分析。 同血清样本非靶向代谢组，
以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，ＶＩＰ ＞ １ 作为显著性差异代谢物筛选

的标准。 Ｍ 组与 ＮＣ 组显著差异代谢物共有 ３４８ 种

（Ｐｏｓ 有 １４６ 种，Ｎｅｇ 有 ２０２ 种），表 ３ 为大鼠肺组织

样本 Ｍ 组与 ＮＣ 组显著差异代谢物排名前 １０ 的代

谢物列表。 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组显著差异代谢物共

有 ９３ 种（Ｐｏｓ 有 ４９ 种，Ｎｅｇ 有 ４４ 种），表 ４ 为大鼠肺
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注：Ａ，Ｂ：Ｍ 组与 ＮＣ 组、Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组血清样品差异代谢产物 ＫＥＧＧ 途径富集分析；Ｃ：Ｍ 组与 ＮＣ 组、Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组的血清样品

在蛋白质消化和吸收途径中相同差异代谢产物表达量分析；Ｄ，Ｅ：分别为 Ｍ 组与 ＮＣ 组、Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组差异菌群与血清差异代谢物相

关性分析；与 Ｍ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ４　 血清样品中非靶向代谢组差异代谢产物的功能富集分析、表达分析、与差异菌群的相关性分析

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｂ． Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ Ｍ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｘｉｅｂａｉｓａｎ ｇｒｏｕｐ ｖｓ Ｍ
ｇｒｏｕｐ． Ｃ． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｍ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｘｉｅｂａｉｓａｎ ｇｒｏｕｐ ｖｓ Ｍ ｇｒｏｕｐ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ． Ｄ， Ｅ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， Ｘｉｅｂａｉｓａｎ ｇｒｏｕｐ ｖｓ Ｍ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｒａ ａｎｄ

ｂｌｏｏｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｒａ ｏｆ ｎｏｎ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｎｏｍｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ

组织样本 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组显著差异代谢物排名

前 １０ 的代谢物列表。
　 　 对鉴定到的代谢物进行 ＫＥＧＧ 通路富集分析，
结果显示： Ｍ 组与 ＮＣ 组显著差异代谢物富集
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注：Ａ，Ｂ：正、负离子模式下肺组织 ＱＣ 样品的相关性分析；Ｃ，Ｄ：正、负离子模式肺组织样品 ＰＣＡ 分析；Ｅ，Ｆ：正、负离子模式下 Ｍ 组和 ＮＣ
组肺组织样品的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析；Ｇ，Ｈ：正、负离子模式下 Ｍ 组和 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组肺组织样品的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析。

图 ５　 肺组织样本的非靶向代谢组学

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｂ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ＱＣ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ． Ｃ， Ｄ． ＰＣＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｌｌ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ． Ｅ， Ｆ． ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ Ｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ． Ｇ， Ｈ．
ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ Ｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｘｉｅｂａｉｓａｎ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｎｏｎ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｎｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ

表 ３　 Ｍ 组和 ＮＣ 组肺组织样本中差异显著的代谢物（Ｔｏｐ１０）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ Ｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐ（Ｔｏｐ１０）

序号
Ｓｅｒｉａｌ
Ｎｏ

名称
Ｎａｍｅ

变量投影
重要度
ＶＩＰ

差异倍数
Ｆｏｌｄ

ｃｈａｎｇｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

质荷比
ｍ ／ ｚ

保留时
间 ／ ｓ
ＲＴ ／ ｓ

代谢物
编号

ＫＥＧＧ ＩＤ

加合物
Ａｄｄｕｃｔ

１ 光色素
Ｌｕｍｉｃｈｒｏｍｅ ７􀆰 ８７５ ９３􀆰 ８１０ ０􀆰 ０００ ２４１􀆰 ０７１ ４４􀆰 ９２４ Ｃ０１７２７ ［Ｍ⁃Ｈ］ －

２ 二甲基甘氨酸
Ｄｉｍｅｔｈｙｌｇｌｙｃｉｎｅ １􀆰 ６６６ ５􀆰 ８０９ ０􀆰 ０００ １０４􀆰 ０６９ ２１６􀆰 ９８３ Ｃ０１０２６ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

３ 芦荟素
Ａｌｏｅｓｉｎ １􀆰 １７３ ３􀆰 ０７４ ０􀆰 ０００ ３９３􀆰 ０９９ ３８１􀆰 ２３８ Ｃ０８９９４ ［Ｍ⁃Ｈ］ －

４ １⁃硬脂酰⁃２⁃花生酰⁃ＳＮ⁃甘油
１⁃Ｓｔｅａｒｏｙｌ⁃２⁃ａｒａｃｈｉｄｏｎｏｙｌ⁃ＳＮ⁃ｇｌｙｃｅｒｏｌ ２􀆰 ９９４ ３􀆰 ０１７ ０􀆰 ０００ ６２７􀆰 ５３１ １５９􀆰 ８８２ Ｃ００１６５ ［Ｍ ＋ Ｈ⁃Ｈ２Ｏ］ ＋

５ 乙酰肉碱
Ａｃｅｔｙｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ １９􀆰 ９１５ ２􀆰 ５６４ ０􀆰 ０００ ２０４􀆰 １２４ ２９３􀆰 ９７０ Ｃ０２５７１ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

６ 鸢尾黄酮
Ｉｒｉｓｘａｎｔｈｏｎｅ １０􀆰 ２０１ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ４３５􀆰 ０９９ ２３􀆰 ３９０ Ｃ１００６７ ［Ｍ⁃Ｈ］ －

７ 诺氟沙星
Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ ６􀆰 ７０１ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ２５９􀆰 ０９９ ２９􀆰 ５８８ Ｃ０６６８７ ［Ｍ⁃Ｈ⁃Ｃ２Ｈ３Ｏ２］

－

８ 氢溴酸高乌甲素
Ｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ ３􀆰 ３７３ ０􀆰 ００６ ０􀆰 ０１８ ５３５􀆰 ２６２ ２２５􀆰 ８０３ Ｃ０８６９４ ［Ｍ ＋ Ｈ⁃ＣＨ６Ｏ２］

＋

９ 蓖麻油酸
Ｒｉｃｉｎｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ ７􀆰 ０４８ ０􀆰 ００８ ０􀆰 ０００ ２７９􀆰 ２３１ ７１􀆰 ２５７ Ｃ０８３６５ ［Ｍ⁃Ｈ⁃Ｈ２Ｏ］ －

１０ 甘油磷酸
Ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ２􀆰 ５４４ ０􀆰 ００９ ０􀆰 ０００ ３４３􀆰 ０１９ ４２２􀆰 ９４２ Ｃ０２９７９ ［２Ｍ⁃Ｈ］ －
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表 ４　 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组和 Ｍ 组肺组织样本差异显著的代谢物（Ｔｏｐ１０）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｘｉｅｂａｉｓａｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｍ ｇｒｏｕｐ（Ｔｏｐ１０）

序号
Ｓｅｒｉａｌ
Ｎｏ

名称
Ｎａｍｅ

变量投影
重要度
ＶＩＰ

差异倍数
Ｆｏｌｄ

ｃｈａｎｇｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

质荷比
ｍ ／ ｚ

保留时
间 ／ ｓ
ＲＴ ／ ｓ

代谢物
编号

ＫＥＧＧ ＩＤ

加合物
Ａｄｄｕｃｔ

１ Ｄ⁃葡萄糖胺⁃６⁃磷酸
Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ⁃６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ １􀆰 ７９２ ３􀆰 ４３４ ０􀆰 ０１８ ２６０􀆰 ０５２ ４０５􀆰 ２００ Ｃ００３５２ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

２ 棕榈酰⁃Ｌ⁃左旋肉碱
Ｌ⁃ｐａｌｍｉｔｏｙｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ １３􀆰 ５３０ ２􀆰 ２１２ ０􀆰 ０００ ４００􀆰 ３４１ １６５􀆰 ５１１ Ｃ０２９９０ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

３ Ｎ，Ｎ⁃二甲基⁃Ｌ⁃精氨酸
Ｎ，Ｎ⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃Ｌ⁃ａｒｇｉｎｉｎｉｕｍ ９􀆰 ４５０ ２􀆰 ２０３ ０􀆰 ０３１ ２０３􀆰 １５０ ５２７􀆰 ８３８ Ｃ０３６２６ ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

４ ２’⁃脱氧胞苷
２’⁃ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ ５􀆰 ８６４ １􀆰 ９３１ ０􀆰 ０１９ ２５０􀆰 ０８０ ２０３􀆰 ５３２０ Ｃ００８８１ ［Ｍ ＋ Ｎａ］ ＋

５ 肌苷
Ｉｎｏｓｉｎｅ １􀆰 １７４ １􀆰 ９２９ ０􀆰 ０３９ ２６７􀆰 ０７２ ２０７􀆰 ８５９ Ｃ００２９４ ［Ｍ⁃Ｈ］ －

６ 氧化谷胱甘肽
Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ ３􀆰 ０６８ ０􀆰 ２０３ ０􀆰 ０４８ ６１１􀆰 １４１ ５３７􀆰 ３３９ Ｃ００１２７ ［Ｍ⁃Ｈ］ －

７ 异麦芽糖
Ｉｓｏｍａｌｔｏｓｅ １􀆰 ３０８ ０􀆰 ５４９ ０􀆰 ０１０ ２２１􀆰 ０６５ ３７５􀆰 １０９ Ｃ００２５２ ［Ｍ⁃Ｈ⁃Ｃ４Ｈ８Ｏ４］

－

８ 玄参苷
Ｈａｒｐａｇｏｓｉｄｅ ２􀆰 ８１０ ０􀆰 ６１２ ０􀆰 ０１５ ５２９􀆰 １５５ ３８０􀆰 ５９２ Ｃ０９７８３ ［Ｍ ＋ Ｃｌ］ －

９ 蜜二糖
Ｍｅｌｉｂｉｏｓｅ ３􀆰 ７０１ ０􀆰 ６１６ ０􀆰 ００２３ ３６５􀆰 １０４ ３８２􀆰 ８２９ Ｃ０５４０２ ［Ｍ ＋ Ｎａ］ ＋

１０

１，２⁃双十六酰基⁃ｓｎ⁃甘油⁃３⁃
磷酸胆碱

１，２⁃ｄｉｈｅｘａｄｅｃａｎｏｙｌ⁃ｓｎ⁃ｇｌｙｃｅｒｏ⁃３⁃
ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ

１􀆰 ８２２ ０􀆰 ６２７ ０􀆰 ０２５８ ７３２􀆰 ５５０ １０７􀆰 ９０３ Ｃ００１５７ ［Ｍ⁃Ｈ］ －

（图 ６Ａ）在碳代谢、蛋白质消化与吸收、氨基酸的生

物合 成、 ＡＢＣ 转 运 体、 嘌 呤 代 谢 等 信 号 通 路。
Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组显著差异代谢物富集（图 ６Ｂ）在
碳代谢、ＡＢＣ 转运体、氨基酸的生物合成、不饱和脂

肪酸生物合成、乙醛酸酯和二羧酸酯代谢途径等信

号通路。 其中在碳代谢通路中，发现两个比较组在

该通路共有 ３ 个显著差异代谢物，对这 ３ 个代谢物

的表达量分析（图 ６Ｃ），结果显示泻白散能够逆转 ３
个显著差异代谢物的表达。

对差异菌群（Ｔｏｐ１０）和肺组织代谢组差异代谢

物（Ｔｏｐ１０）做皮尔森相关性分析（相关性阈值 ０􀆰 ８，
Ｐ ＝ ０􀆰 ０５）发现，在 Ｍ 组和 ＮＣ 组中（图 ６Ｄ），ｇ ＿
Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ 与肺组织代谢物维生素 Ｂ１６，１⁃硬脂酰⁃
２⁃花生酰⁃ＳＮ⁃甘油、芦荟素、光色素、乙酰肉碱呈正

相关，与肺组织代谢物蓖麻油酸、诺氟沙星、鸢尾黄

酮、β⁃甘油磷酸盐呈负相关； ｇ ＿ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ
ＵＣＧ⁃０１０、 ｇ ＿ ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ、 ｇ ＿ Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ ＲＣ９ ｇｕｔ
ｇｒｏｕｐ、 ｇ ＿ Ｎｅｇａｔｉｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ、 ｇ ＿ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ＵＣＧ⁃
００５、ｇ＿Ｐｒａｕｓｅｒｅｌｌａ、ｇ＿Ｒｕｍｉｎｉｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ９、ｇ＿Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ、
ｇ＿Ｒｕｍｉｎｉｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ５ 与肺组织代谢物维生素 Ｂ１６、
１⁃硬脂酰⁃２⁃花生酰⁃ＳＮ⁃甘油、芦荟素、光色素、乙酰

肉碱呈负相关，与肺组织代谢物蓖麻油酸、诺氟沙

星、 鸢 尾 黄 酮、 β⁃甘 油 磷 酸 盐 呈 正 相 关。 在

Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组和 Ｍ 组中（图 ６Ｅ），ｇ ＿Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａ、ｇ ＿
Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ、ｇ＿Ｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ、ｇ＿Ａｑｕｉｃｅｌｌａ 与肺组织

代谢物 Ｌ⁃棕榈酰呈正相关，与肺组织代谢物蜜二糖

呈负相关。

３　 讨论

目前世界哮喘人口约有 ３ 亿，最高发病率达到

１８％，预计到 ２０２５ 年， 哮喘患病人数将再增加

１ 亿［１１－１２］。 现代科学研究较为常用的哮喘动物模

型有小鼠、豚鼠、大鼠等。 其中过敏性哮喘小鼠的

炎症介导形式更倾向于过敏性肺炎；豚鼠致敏后，
有报道其变态反应主要由 ＩｇＧ 介导，而大鼠的致敏

过程与人类哮喘过程中变态反应进程相似［１３］。 本

文选用 ＳＤ 大鼠，采用卵清白蛋白（ＯＶＡ） ＋ 氢氧化

铝凝胶来建立过敏性哮喘模型，肺组织切片 Ｍ 组大

鼠可见明显的肺泡塌陷，且支气管周围出现大量的

炎性细胞浸润说明模型建立成功，可进行后续实验。
肠道菌群是疾病预防和治疗的重要靶标，参与

维持机体健康与疾病［１４］。 肠道微生态在机体免疫

耐受的形成及维持中发挥着重要作用，并受饮食、
感染以及抗生素和药物使用等多种因素的影响。
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注：Ａ，Ｂ：分别为 Ｍ 组与 ＮＣ 组、Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组肺组织样品差异代谢产物 ＫＥＧＧ 途径富集分析；Ｃ：Ｍ 组与 ＮＣ 组、Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组

的肺组织样品在蛋白质消化和吸收途径中相同差异代谢产物表达量分析；Ｄ，Ｅ：分别为 Ｍ 组与 ＮＣ 组、Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组差异菌群与肺

组织差异代谢物相关性分析。

图 ６　 肺组织样本中非靶向代谢组差异代谢产物的功能富集分析、表达分析与差异菌群的相关性分析

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｂ． Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ Ｍ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， Ｘｉｅｂａｉｓａｎ ｇｒｏｕｐ ｖｓ
Ｍ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． Ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｍ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｘｉｅｂａｉｓａｎ ｇｒｏｕｐ ｖｓ Ｍ ｇｒｏｕｐ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｃａｒｂｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐａｔｈｗａｙ． Ｄ， Ｅ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， Ｘｉｅｂａｉｓａｎ ｇｒｏｕｐ ｖｓ Ｍ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｒａ ａｎｄ ｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｒａ ｏｆ ｎｏｎ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｎｏｍｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ

对 ＮＣ 组、Ｍ 组和 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组肠道菌群进行分析，
发现 Ｍ 组的肠道菌群组成及丰度与其他两组差别

明显。 特别是属水平菌群差异分析，Ｍ 组能显著增

加 ｇ＿Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ 丰度。 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组肠道菌群测序

结果表明，与 Ｍ 组相比，Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组能够显著提高

菌群丰度及菌群物种多样性。 属水平菌群差异分

析也表明，Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组能显著下调 ｇ＿Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ 丰

度。 泻白散组方中有甘草成分，已有研究报道，甘
草水提物对肠道菌群有明显影响，可改善小鼠菌群

丰度［１５］，与本次实验结果相类似。 中医理论有“肺
与大肠相表里”的说法，现代基础研究也表明肠道

和肺之间存在重要的“串扰机制”即“肠肺轴”，二者

之间存在相互联系和调控的作用，一方面，呼吸系

统疾病会改变肠道菌群的数量和多样性；另一方
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面，肠道菌群的变化也会影响肺部疾病的发展过

程［１６－１８］，本实验结果也发现类似情况。
基于液⁃质联用的非靶向代谢组学是新兴的系

统生物学研究工具之一。 非靶向代谢组学通过对

样本代谢物进行定性、定量分析，刻画样本、疾病或

个体的分子表型，进而系统地分析样本特性、疾病

机制或个体特征。 传统中药认为对于实物的认知

要从整体出发，整体观是中医辨证的核心思想，因
此代谢组学整体反应性的特点与中药治疗疾病的

多环节、多靶点、协同起效的整体观念的研究角度

相一致［１９］。 血液样本中的代谢成分来源于机体的

各个组织及器官，可反映机体的整体状态。 Ｍ 组与

ＮＣ 组相比，血液样本中差异代谢物功能主要集中

在氨基酸代谢（蛋白消化与吸收、氨基酸生物合成、
半胱氨酸和蛋氨酸代谢等），同时 ｍＴＯＲ 信号通路

也有显著富集。 蛋白消化与吸收通路曾被报道与

哮喘的发生相关［２０］。 ｍＴＯＲ 是细胞生长和增殖的

重要调节因子也是经典的自噬信号通路，其与哮喘

的相关研究也有报道，ｍＴＯＲ 信号通路的上调会导

致免疫反应失衡［２１］。
Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组相比，血液样本中差异代谢

物功能主要集中在氨基酸代谢（蛋白消化与吸收、
氨基酸生物合成、半胱氨酸和蛋氨酸代谢等通路）。
对 ＮＣ 组、Ｍ 组和 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组中涉及蛋白消化与吸

收通路的共同差异代谢物进行定量分析后发现，
Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组逆转了 ８ 个共有差异代谢物中的 ６ 个代

谢物的表达，改善共有差异代谢物的表达，使之趋

向于正常。 同时 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ 组相比，差异代

谢物 ＫＥＧＧ 通路分析未能显著富集到 ｍＴＯＲ 信号

通路，说明泻白散也可能通过影响 ｍＴＯＲ 信号通路

的表达来改善哮喘。
肺组织样本的代谢组学则显示出 ＮＣ 组、Ｍ 组

和 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组中（Ｍ 组与 ＮＣ 组、Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组与 Ｍ
组）差异代谢物均有显著富集在碳代谢相关通路。
对此通路共同差异代谢物进行定量分析后，发现

Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组逆转了 ３ 个共有差异代谢物的表达，使
之表达趋向于正常。 另外 Ｍ 组与 ＮＣ 组相比，差异

代谢物还富集到血管平滑肌收缩信号通路和 ｃＡＭＰ
信号通路，而这两条通路与哮喘的发生密切相

关［２２－２３］。 同时 Ｘｉｅｂａｉｓａｎ 组未能显著富集到这两条

信号通路，表明泻白散也可能通过影响血管平滑肌

收缩信号通路和 ｃＡＭＰ 信号通路来改善哮喘。
综上所述，泻白散治疗 ＯＶＡ 致敏大鼠过敏性哮

喘的作用机制可能为：（１）减少肺组织炎细胞浸润，
改善肺组织形态结构；（２）改善肠道菌群丰度及物

种多 样 性， 特 别 是 显 著 降 低 过 敏 性 哮 喘 组 中

Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ 菌丰度，来发挥肠免疫作用；（３）影响氨

基酸代谢、碳代谢等代谢途径发挥保护作用；（４）可
能通过调控 ｍＴＯＲ 通路、血管平滑肌收缩信号通路

和 ｃＡＭＰ 等信号通路发挥对过敏性哮喘大鼠的保护

作用。
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ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｄｅｒｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓａｎｇ Ｂａｉ ｉｎ Ｘｉｅｂａｉ ｐｏｗｄｅｒ
［Ｊ］ ． Ｌｉｓｈｉｚｈｅｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ Ｒｅｓ， ２０２０， ３１ （ １０）： ２３８３
－２３８６．

［ ６ ］ 　 李玉丽， 蒋屏， 孙梦林， 等． 经典名方泻白散的古今文献综

述 ［Ｊ］ ． 中医药学报， ２０１９， ４７（６）： １７－２２．
ＬＩ Ｙ Ｌ， ＪＩＡＮＧ Ｐ， ＳＵＮ Ｍ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｃｉｅｎｔ ａｎｄ ｍｏｄｅｒｎ
ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｘｉｅｂａｉ Ｓａｎ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，
２０１９， ４７（６）： １７－２２．

［ ７ ］ 　 李璐， 杨一帆， 杨彪， 等． 泻白散处方演变历史及方剂开发

的研究进展 ［Ｊ］ ． 中成药， ２０１９， ４１（８）： １９２０－１９２６．
ＬＩ Ｌ， ＹＡＮＧ Ｙ Ｆ， ＹＡＮＧ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ Ｘｉｅｂａｉ
Ｐｏｗｄｅｒ ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｔｒａｄｉｔ Ｐａｔ Ｍｅｄ， ２０１９， ４１（８）： １９２０
－１９２６．
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［ ８ ］ 　 ＰＩＣＫＡＲＤ Ｊ Ｍ， ＺＥＮＧ Ｍ Ｙ， ＣＡＲＵＳＯ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｇｕｔ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ： ｒｏｌｅ ｉｎ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ， ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ，
ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｒｅｖ， ２０１７， ２７９（１）：
７０－８９．

［ ９ ］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｂ， ＬＩＵ Ｋ， ＹＡＮＧ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ： ｔｈｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ＴＣＭ ’ ｓ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｅａｔｉｎｇ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｍｅｔｈｏｄ⁃ＵＣ ａｎｄ Ｔ２ＤＭ ａｓ
ｅｘａｍｐｌｅｓ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｉｎｆｅｃｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０２２， １２： ８５５０７５．

［１０］ 　 杨宗统， 孙铁锋， 李晓晶， 等． 基于肠道菌群和短链脂肪酸

代谢探讨不同饮食条件下高脂血症大鼠发病机制 ［Ｊ］ ． 中国

实验动物学报， ２０２３， ３１（１０）： １３１４－１３２３．
ＹＡＮＧ Ｚ Ｔ， ＳＵＮ Ｔ Ｆ， ＬＩ Ｘ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｔｈｏｇｅｎｓｉｓ ｏｆ
ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ ｉｎ ｒａｔｓ ｕｎｄｅｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｄｉｅｔａｒｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｎｄ ｓｈｏｒｔ⁃ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１０）： １３１４－１３２３．

［１１］ 　 司秀影， 赵宝珠， 李鹤然， 等． 中医药调控哮喘 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细

胞失衡的研究进展 ［Ｊ］ ． 中华中医药学刊， ２０２２， ４０（７）： ９８
－１０２．
ＳＩ Ｘ Ｙ， ＺＨＡＯ Ｂ Ｚ， ＬＩ Ｈ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ
ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｔｈ１７ ／ ｔｒｅｇ ｃｅｌｌ ｉｍｂａｌａｎｃｅ
ｉｎ ａｓｔｈｍａ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ａｒｃｈ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２２， ４０（７）： ９８－

１０２．
［１２］ 　 ＣＯＬＬＡＢＯＲＡＴＯＲＳ Ｇ２ＣＲＤ． Ｇｌｏｂａｌ， ｒｅｇｉｏｎａｌ， ａｎｄ ｎａｔｉｏｎａｌ

ｄｅａｔｈｓ， ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ， ｄｉｓａｂｉｌｉｔｙ⁃ａｄｊｕｓｔｅｄ ｌｉｆｅ ｙｅａｒｓ， ａｎｄ ｙｅａｒｓ ｌｉｖｅｄ
ｗｉｔｈ ｄｉｓａｂｉｌｉｔｙ ｆｏｒ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ
ａｓｔｈｍａ， １９９０－２０１５： ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｇｌｏｂａｌ Ｂｕｒｄｅｎ
ｏｆ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｓｔｕｄｙ ２０１５ ［Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ Ｒｅｓｐｉｒ Ｍｅｄ， ２０１７， ５（９）：
６９１－７０６．

［１３］ 　 吕天宜， 李得民， 杨道文， 等． 卵清蛋白（ＯＶＡ）致敏联合烟

熏法建立咳嗽变异型哮喘豚鼠模型 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂

志， ２０２０， ３０（１０）： １－７．
ＬＹＵ Ｔ Ｙ， ＬＩ Ｄ Ｍ， ＹＡＮＧ Ｄ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｃｏｕｇｈ
ｖａｒｉａｎｔ ａｓｔｈｍａ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｎｄ ＯＶＡ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２０，
３０（１０）： １－７．

［１４］ 　 沈红， 伍城颖， 龙芳， 等． 从肠道菌群调控角度探讨中药汤

剂中多糖组分存在的意义 ［ Ｊ］ ． 药学学报， ２０２２， ５７（１２）：
３４８０－３４８６．
ＳＨＥＮ Ｈ， ＷＵ Ｃ Ｙ， ＬＯＮＧ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅａｎｉｎｇｓ ｏｆ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｉｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ｖｉｅｗｐｏｉｎｔ ｏｆ ｉｔｓ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ
Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎ， ２０２２， ５７（１２）： ３４８０－３４８６．

［１５］ 　 徐鹏程， 栾英桥， 张丹， 等． 甘草水提物对小鼠肠道菌群的

影响 ［Ｊ］ ． 广东药科大学学报， ２０１８， ３４（２）： ２２８－２３２．

ＸＵ Ｐ Ｃ， ＬＵＡＮ Ｙ Ｑ， ＺＨＡＮＧ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ
ｅｒａｌｅｎｓｉｓ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ
Ｐｈａｒｍ Ｕｎｉｖ， ２０１８， ３４（２）： ２２８－２３２．

［１６］ 　 ＭＡＲＳＬＡＮＤ Ｂ Ｊ， ＴＲＯＭＰＥＴＴＥ Ａ， ＧＯＬＬＷＩＴＺＥＲ Ｅ Ｓ． Ｔｈｅ
ｇｕｔ⁃ｌｕｎｇ ａｘｉｓ ｉｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ａｎｎ Ａｍ Ｔｈｏｒａｃ Ｓｏｃ，
２０１５， １２（２）： Ｓ１５０⁃Ｓ１５６．

［１７］ 　 ＨＥ Ｙ， ＷＥＮ Ｑ， ＹＡＯ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｇｕｔ⁃ｌｕｎｇ ａｘｉｓ： ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｒｉｔ Ｒｅｖ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，
２０１７， ４３（１）： ８１－９５．

［１８］ 　 费婉婉， 鹿振辉， 黄星， 等． 基于“肺与大肠相表里”探讨肠

道菌群与肺结核关系的研究进展 ［ Ｊ］ ． 中国防痨杂志，
２０２２， ４４（５）： ５００－５０４．
ＦＥＩ Ｗ Ｗ， ＬＵ Ｚ Ｈ， ＨＵＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｗｉｔｈ ａｎｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ ｅｘｔｅｒｉｏｒ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｉｏｒ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｎｄ ｌａｒｇｅ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ａｎｔｉｔｕｂｅｒｃ， ２０２２， ４４（５）： ５００－５０４．

［１９］ 　 张帆， 胡勋秀， 李丁香， 等． 非靶向血液代谢组学研究糖尿

病大鼠发生发展及银杏叶提取物干预的作用机制 ［Ｊ］ ． 药学

学报， ２０２１， ５６（４）： １１２７－１１３６．
ＺＨＡＮＧ Ｆ， ＨＵ Ｘ Ｘ， ＬＩ Ｄ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ｅｘｔｒａｃｔ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ
ｎｏｎ⁃ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎ， ２０２１， ５６（４）：
１１２７－１１３６．
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慢性束缚肠道应激损伤小鼠模型的构建与评价
郑建华，陈菁青，董巧燕，法云智∗，邱业峰∗

（军事医学研究院实验动物中心，北京　 １０００７１）

　 　 【摘要】 　 目的　 结合社会心理应激导致炎症性肠病、肠易激综合征等一系列疾病的特点，建立实验性慢性束

缚小鼠肠道应激损伤模型，为探讨慢性束缚应激诱导胃肠病的致病机制以及防治措施奠定基础。 方法　 １８ 只雄性

ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，适应 ７ ｄ 后，根据体重按随机数字表法分为 ２ 组，对照组及慢性束缚应激组。 对小鼠进行束缚

应激，每天 ３ ｈ，连续束缚 １４ ｄ，建立肠道损伤模型。 通过观察体重、肠道组织病理形态变化、检测紧密连接蛋白表

达、肠上皮细胞凋亡以及炎症细胞因子 ｍＲＮＡ 表达水平等指标对模型进行评价。 结果　 慢性束缚应激 １４ ｄ，小鼠

表现为体重减轻，十二指肠绒毛高度变短、隐窝结构异常、绒毛 ／隐窝比下降；结肠黏膜炎性细胞浸润、隐窝结构不

规则。 蛋白免疫印迹、免疫组化和免疫荧光染色结果显示，慢性束缚应激后小鼠十二指肠和结肠紧密连接蛋白

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 表达显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；肠上皮细胞凋亡蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达显著增加（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 此外，肠道炎症因子和趋化因子 ｍＲＮＡ 表达结果显示，慢性束缚应激 １４ ｄ 显著提高了小鼠十二指肠 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１０ 基因的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；慢性束缚应激 １４ ｄ 显著提高了小鼠结肠 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１ 的表

达（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 结论　 利用小鼠行为限制装置对小鼠连续束缚 １４ ｄ，导致应激小鼠肠道组织结构异常、肠屏障功

能障碍、肠上皮细胞凋亡，引发肠道炎症反应，表明慢性束缚应激肠道损伤小鼠模型构建成功。
【关键词】 　 慢性束缚应激；肠道应激损伤；肠道屏障；模型评价；细胞凋亡；炎症反应
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ａｎｄ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ａｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｅ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｊｕｒｙ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ； ｍｏｄｅｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 随着生活节奏的加快，人们在工作、生活和教

育方面所承受的压力也在不断增加［１］。 应激反应

是机体受到内外环境刺激时产生的非特异性反

应［２］，参与肠易激综合征、功能性胃肠病、焦虑及抑

郁等诸多身心疾病的发生发展［３］，对部队作战能力

生成和维持构成了重大威胁，是非战斗减员的主要

原因［４－５］。 有调查研究表明，２５％的美国人口受到

高水平的压力，而 ５０％的参与者报告在过去一年中

经历了重大的压力事件［６］，我国成人抑郁障碍终生

患病率高达 ６􀆰 ８％［７］。 据报道，慢性应激源不仅是

重度抑郁症（ｍａｊｏｒ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＭＤＤ）等精神

疾病，也包括溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）和
克罗恩病（Ｃｒｏｈｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＤ）等肠道疾病的危险

因素。 临床报告显示，胃肠道症状可能使抑郁症复

杂化，抑郁症患者胃肠道疾病恶化的风险更高［８］，
胃肠道疾病的风险增加，可能会导致精神障碍，如
抑郁和焦虑、精神分裂症、痴呆和自闭症等［９］。 此

外，应激在诱发心血管疾病、脑损伤、皮肤和胃肠道

疾病中的作用先前已被记载［１０］。 长期应激可能导

致免疫功能下降、糖尿病、冠心病、肾衰竭和高血压

等疾病的发生［１１］，应激在功能性腹胀、肠易激综合

征 （ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＩＢＳ ）、 炎 症 性 肠 病

（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）等肠道疾病发展

中起关键作用［１２－１４］。 ＩＢＳ 是全科医生最常遇到的胃

肠道疾病之一［１５］，各国普通人群肠易激综合征患病

率差异较大，大洋洲国家为 １１％ ～ １７％，非洲国家

为 １０％，亚洲国家为 ５％ ～ １０％，此外，有研究表明

我国 ＩＢＳ 患病率为 １􀆰 ４％ ～ １１􀆰 ５％［１６－１８］。 应激是机

体在生存竞争中的一种本能的防御机制，但长期慢

性应激则会引起全身多系统多部位病理表现［１９－２０］。
束缚应激最初是由 Ｂｏｎｆｉｌｓ 在 １９９３ 年提出

的［２１］，在许多研究中，其已被广泛用于模拟心理应

激［６，２１］。 有研究表明，持续数周的束缚应激刺激可

导致实验动物的大脑异常、肠道功能障碍和生态失

调［９］。 肠屏障的破坏可导致肠通透性增加、肠道微

生物群组成的变化和炎症增加，这种肠道内稳态的

失调可以促进癌的发生［２２－２３］。 此外，越来越多的证

据表明，束缚应激损伤肠道并引起如 ＩＢＤ、ＩＢＳ 等疾

病［６］。 慢性束缚应激（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ，ＣＲＳ）
导致肠损伤的发病机制复杂，目前尚不清楚。 ＩＢＤ
是一种慢性致残性胃肠道疾病，目前认为是由过度

活跃的免疫系统攻击胃肠道引起，导致溃疡和炎

症。 然而，束缚应激诱导 ＩＢＤ 的发病机制尚不清

楚［６］，一种可能的解释是肠屏障损伤，即应激源可

能会损伤肠道屏障，导致细菌移位和局部或全身炎

症反应等后果［１０，２４］。 免疫调节功能障碍在炎症性

肠病等慢性炎症性疾病的发病机制中起着重要作

用，但其潜在的机制仍不清楚［２５］。
目前能够复制精神心理应激的动物模型中，较

为成熟的是 ＣＲＳ 模型，以往研究表明，ＣＲＳ 对动物

脑、心脏、肝、肾、胃肠等的损伤有加重作用，能够引

起多器官功能障碍综合征（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｒｇａｎ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＯＤＳ） ［１０－１１，２６］。 ＣＲＳ 是一种生理应激

源，主要用于神经科学研究，如建立大鼠或小鼠的

抑郁模型，慢性束缚应激动物模型在研究抑郁症方

面日趋成熟，然而，ＣＲＳ 诱导肠屏障损伤研究较少。
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已有研究证明，束缚 ４ ｈ、１ ｄ 或 ４ ｄ 血浆皮质酮水平

显著上升，炎症因子及紧密连接蛋白未见显著性差

异［２７－２８］，而长时间束缚应激导致胃肠破坏和肠粘膜

通透性增加［１０，２１，２９］，ＣＲＳ 可影响大鼠的肠道屏障功

能，如粘液损伤和肠道通透性增加、细菌过度生长

和营养物质渗漏［３０］。 然而，目前对 ＣＲＳ 条件下肠

道损伤的了解还不够全面。 多数 ＣＲＳ 相关研究中，
着重于抑郁症模型构建研究，肠道损伤评价指标单

一，聚焦于肠损伤的研究较少，因此，需要一种应激

强度足够、肠应激损伤明显的小鼠慢性束缚肠应激

损伤动物模型，为慢性肠道疾病发病机制的进一步

研究奠定实验基础。 本研究中，利用小鼠行为限制

装置对小鼠进行束缚应激，每天 ３ ｈ，连续束缚 １４ ｄ，
构建慢性束缚应激肠道损伤小鼠模型，并对造模结

果进行评价。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１８ 只雄性 ７ 周龄 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，体重 ２１
～ ２３ ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６】。 所有小鼠饲养于本单位

实验动物中心 ＳＰＦ 级屏障环境中【ＳＹＸＫ（军）２０２２－
００２２】，恒温在 ２３ ± ２ ℃，相对湿度 ４０％ ～ ６０％，明
暗交替时间 １２ ｈ ／ １２ ｈ，自由采食和饮水。 所有器

材、垫料、饲料等均在使用前进行高压灭菌处理。
所有实验操作符合动物福利伦理，并通过军事医学

研究院实验动物管理与使用委员会批准（ ＩＡＣＵＣ⁃
ＤＷＺＸ⁃２０２２⁃０４９）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＴＲＩｇｅｎｔ 试剂盒（货号：ＭＦ０３４⁃０５）与 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
Ｍｉｘ（货号：ＭＦ７８７⁃０１）均购自北京聚合美生物科技

有限公司；逆转录试剂盒 （货号： ＲＲ０４７Ａ） 购自

ＴａＫａＲａ ＢＩＯ；基因引物由生工生物工程（上海）股份

有限公司合成；ＨＥ 染液套装（货号：Ｇ１００３）、ＥＤＴＡ
（ＰＨ９􀆰 ０）抗原修复液（货号：Ｇ１２０３）、组织自发荧光

淬灭剂（货号：Ｇ１２２１）、抗荧光淬灭封片剂（货号：
Ｇ１４０１）、ＤＡＰＩ 染色试剂（货号：Ｇ１０１２）、牛血清白

蛋白 ＢＳＡ （货号：ＧＣ３０５０１０）、ＣＹ３ 标记山羊抗兔

ＩｇＧ（货号：ＧＢ１１１４０２）购自武汉塞维尔生物科技有

限公司；Ｏｃｃｌｕｄｉｎ（货号：＃９１１３１）、Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
（货号：＃９６６１）抗体购于 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司；Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 抗体（货号：３７⁃４９００）购于 Ｉｎｖｔｒｏｇｅｎ 公

司；ＺＯ⁃１（货号：２１７７３⁃１⁃ＡＰ） 抗体购于 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司；ＥＣＬ 超敏发光液（加强型）（货号：ＨＸＰ１８６８），
ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒（货号：ＬＯＴ：ＨＸ３５１６９１）均购

于北京华兴博创基因技术有限公司；β⁃ａｃｔｉｎ（货号：
ａｂ８２２７）抗体购于 ａｂｃａｍ；ＤＡＢ 显色试剂盒（２０Ｘ）
（货号：ＺＬＩ⁃９０１８）、酶标山羊抗兔 ＩｇＧ 聚合物（货号：
ＰＶ⁃６００１）购于北京中杉金桥生物技术有限公司。

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＣＦＸ９６ Ｔｏｕｃｈ
Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ，Ｃ１０００ ＴｏｕｃｈＴＭ；美
国）；组织匀浆机（Ｒｏｃｈｅ ＭａｇＮＡＬｙｓｅｒ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ，＃
０３３５８９６８００１； 德 国 ）； 核 酸 蛋 白 定 量 仪

（ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅ，Ｎ５０⁃Ｔｏｕｃ；德国）；标准规格酶标仪

（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， ＃ １６８１１３０； 美 国 ）； 全 波 长 酶 标 仪

（ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ＡＢＳ ｐｌｕｓ；美国）；ＣｈｅｍｉＤｏｃ 成像系统

（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ＣｈｅｍｉＤｏｃ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ；美国）；病理石

蜡切片机（Ｌｅｉｃａ，ＲＭ２０１６；德国）；组织包埋机（武汉

俊杰电子有限公司，ＪＢ⁃Ｌ５；中国）；显微镜以及成像

系统（Ｎｉｋｏｎ，ＮＩＫＯＮ ＤＳ⁃Ｕ３；日本）；明场，荧光 ＦＩＳＨ
数字病理扫描仪（Ｌｅｉｃａ，Ａｐｅｒｉｏ ＶＥＲＳＡ；德国）；正置

光学显微镜（Ｎｉｋｏｎ，Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｅ１００；日本）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组

所有实验小鼠适应性饲养 １ 周后，采用随机数

字表法，将小鼠分为对照组（Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ）和慢性束缚

应激组（ＣＲＳ ｇｒｏｕｐ），每组 ９ 只，对照组和慢性束缚

应激组小鼠均饲养于实验动物中心屏障环境中，在
每天 ９：００ ～ １２：００ 将慢性束缚应激组小鼠置于自

制行为限制装置中束缚 ３ ｈ，持续 １４ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 组织样本采集

实验结束后，小鼠禁食 ６ ｈ，称重后用 １％戊巴

比妥钠，按照 ５ μＬ ／ ｇ 小鼠体重剂量腹腔注射进行麻

醉，并断颈处死。 解剖后分别采集小鼠十二指肠和

结肠组织置于预冷的 ＰＢＳ 缓冲液中冲洗，用滤纸吸

干水分，置于液氮冷冻，转移至－８０ ℃保存，用于后

续分子指标的检测。 另剪取一小块十二指肠和结

肠置于 ４％多聚甲醛中固定 ２４ ｈ，生理盐水洗涤 ３
次，保存于 ７０％乙醇用于后续的组织切片制作。 为

减少个体差异，采集的各类组织均选择固定部位。
１􀆰 ２􀆰 ３　 组织切片及 ＨＥ 染色

将固定好的组织进行梯度 ７５％、８５％、９０％、
９５％、１００％乙醇脱水，二甲苯透明、浸蜡与包埋，切
片（厚度 ５ μｍ）、粘片与烘片。 并进行苏木素⁃伊红

（ＨＥ）染色，镜下观察拍照，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量十
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二指肠绒毛长度，隐窝深度，并根据评分标准对结

肠病理切片进行评分，病理组织学评分见表 １［３１］。

表 １　 病理组织学评分表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐａｔｈｏｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｓｃｏｒｅ ｓｈｅｅｔ

评分
Ｓｃｏｒｅ

溃疡 ／ 个
Ｕｌｃｅｒｓ ／
ｎｕｍｂｅｒ

上皮细胞变化
Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｃｈａｎｇｅｓ

炎性浸润
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅ

淋巴结 ／ 个
Ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ／

ｎｕｍｂｅｒ

０ ０ 正常
Ｎｏｒｍａｌ

无
Ｎｏｎｅ ０

１ １ 杯状细胞缺失
Ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌｓ ｄｅｌｅｔｉｏｎ

隐窝周围浸润
Ｐｅｒｉ⁃ｃｒｙｐｔｉｃ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ １

２ ２ 杯状细胞大面积缺失
Ｌａｒｇｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌｓ

黏膜肌层出现浸润
Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａ ２

３ ３ 隐窝缺失
Ｃｒｙｐｔ ｄｅｌｅｔｉｏｎ

黏膜肌层普通浸润，黏膜增厚
Ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｌａｙｅｒ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａ ｗｉｔｈ ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａ

３

４ ＞ ３ 隐窝大面积缺失或息肉再生
Ｌａｒｇｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｙｐｔ ｏｒ ｐｏｌｙｐ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

黏膜下层浸润
Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｍｕｃｏｓａｌ ｌａｙｅｒ ４

表 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列表

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｉｓｔ ｏｆ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ
基因
Ｇｅｎｅ

上游引物（５’→３’）
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ（５’→３’）

下游引物（５’→３’）
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ（５’→３’）

β⁃ａｃｔｉｎ ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ
ＩＬ⁃１β ＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ ＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧＴＣＡＡＣＴ
ＴＮＦ⁃α ＣＣＴＧＴＡＧＣＣＣＡＣＧＴＣＧＴＡＧ ＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣ
ＩＬ⁃６ ＴＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＴＴＣＣ ＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣ

ＭＣＰ⁃１ ＴＡＡＡＡＡＣＣＴＧＧＡＴＣＧＧＡＡＣＣＡＡＡ ＧＣＡＴＴＡＧＣＴＴＣＡＧＡＴＴＴＡＣＧＧＧＴ
ＩＬ⁃１０ ＡＧＣＣＴＴＡＴＣＧＧＡＡＡＴＧＡＴＣＣＡＧＴ ＧＧＣＣＴＴＧＴＡＧＡＣＡＣＣＴＴＧＧＴ

１􀆰 ２􀆰 ４　 ＲＮＡ 提取及反转录

将约 ５０ ｍｇ 组织加入 １ ｍＬ ＴＲＩｐｕｒｅ 后低温匀浆

裂解，加入 ２００ μＬ 氯仿震荡 １５ ｓ，室温静置 １０ ｍｉｎ；
４ ℃， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，取上层含 ＲＮＡ 的

水相 ５００ μＬ 加入 ５００ μＬ（等体积）异丙醇，颠倒混

匀，并于室温静置 １０ ｍｉｎ，进行 ＲＮＡ 沉淀；４ ℃，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，弃上清，用 １ ｍＬ ０􀆰 １％
（ｖ ／ ｖ）ＤＥＰＣ 水配制的 ７５％乙醇洗涤 ＲＮＡ 沉淀，该
步骤重复 ２ 次以提高 ＲＮＡ 的质量；４ ℃，１２ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，室温干燥 １ ～ ２ ｍｉｎ，ＤＥＰＣ
水溶解 ＲＮＡ，使用 ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ⁃Ｎ５０⁃Ｔｏｕｃｈ 分光

光度计对 ＲＮＡ 浓度和质量测定并记录，根据反转录

试剂盒说明书的方法，取 ２ μｇ 总 ＲＮＡ，在去除基因

组 ＤＮＡ 后，进行逆转录反应得到 ｃＤＮＡ。
１􀆰 ２􀆰 ５　 实时荧光定量聚合酶链式反应分析

实时定量聚合酶链式反应使用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ 染

料法，反应体系 １２􀆰 ５ μＬ，循环参数包括 ９５ ℃变性

３０ ｓ，１ 个循环；９５ ℃变性 ５ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，扩增

４０ 个循环，应用熔解曲线程序进行连续荧光测量。
以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参基因，使用 ２－ΔΔＣｔ 进行计算目标基

因的相对表达水平，引物序列见表 ２。

１􀆰 ２􀆰 ６　 蛋白免疫印迹分析

使用 ＲＩＰＡ ｂｕｆｆｅｒ 加入蛋白酶和磷酸酶抑制剂

后，提取小鼠十二指肠、结肠总蛋白，用 ＢＣＡ 蛋白定

量试剂盒测得蛋白浓度，每个样本取 ３０ μｇ 总蛋白

加入蛋白上样缓冲液，１００ ℃煮沸变性后上样，恒压

１２０ Ｖ， 电泳 １ ｈ 分离不同分子量蛋白质，恒流 ２００
ｍＡ，湿转 ６０ ｍｉｎ 将 ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶上的蛋白

转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 封闭液室温封闭 １ ｈ 后，一抗

４ ℃ 孵育过夜（β⁃ａｃｔｉｎ 抗体的稀释比为 １ ∶ ５０００，其
他抗体稀释比均为 １ ∶ ２０００），ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次

６ ｍｉｎ，加入 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（抗体稀释比

均为 １ ∶ ５０００），室温孵育 １􀆰 ５ ｈ，ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每
次 ６ ｍｉｎ，后用 ＥＣＬ 超敏发光液显影曝光拍照，将得

到的目的蛋白条带用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行光密度分析

并统计灰度值。
１􀆰 ２􀆰 ７　 免疫荧光染色

石蜡切片脱蜡，用 ＥＤＴＡ 抗原修复液 （ ｐＨ ＝
８􀆰 ０）中火 ８ ｍｉｎ，停火 ８ ｍｉｎ，中低火 ７ ｍｉｎ 进行修

复。 自然冷却后脱色摇床上晃动洗涤 ３ 次，每次

５ ｍｉｎ， ３％ ＢＳＡ 封闭 ３０ ｍｉｎ，滴加一抗湿盒内 ４ ℃
孵育过夜，晃动洗涤 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，滴加二抗，避
光室温孵育 ５０ ｍｉｎ，ＤＡＰＩ 避光室温孵育 １０ ｍｉｎ 复

染细胞核，淬灭组织自发荧光。 抗荧光淬灭封片剂
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封片，采集图像：ＤＡＰＩ 激发波长 ３３０ ～ ３８０ ｎｍ，发射

波长 ４２０ ｎｍ；使用 Ｎｉｋｏ 正置荧光显微镜对结果进行

观察和拍照。
１􀆰 ２􀆰 ８　 免疫组化

将结肠、十二指肠组织石蜡切片充分脱蜡，
１００％、９５％、９０％、８０％、７０％梯度乙醇依次复水，切
片浸泡在柠檬酸盐缓冲液中微波加热修复，３％过氧

化氢稀释液消除内源性过氧化物酶的活性；羊血清

封闭液 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，一抗 ４ ℃过夜孵育，ＰＢＳ
洗涤，滴加二抗 ３７ ℃温箱孵育 ３０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 洗涤，
ＤＡＢ 显色及苏木精复染，脱水后中性树脂封片保存

拍照。
１􀆰 ３　 统计学分析

数值用平均值 ± 标准误差（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ）表示，统计

分析用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行，组间的比较分析用配

对 ｔ 检验进行检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有显著性。
使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 绘图。

图 ２　 慢性束缚应激对小鼠十二指肠黏膜形态的影响（ＨＥ 染色，ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｄｕｏｄｅｎａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｍｉｃｅ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｎ ＝ ３）

２　 结果

２􀆰 １　 慢性束缚应激对体重及肠道组织病理学变化

的影响

与对照组相比，慢性束缚应激显著降低了小鼠

体重（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）（见图 １），这与先前的研究结果

一致［３１－３３］。 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色结果发现，慢性

束缚应激小鼠十二指肠绒毛均出现缩短和脱落现

象（图 ２Ａ），绒毛高度显著缩短，绒毛高度与隐窝深

度比值均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）（图 ２Ｂ ～ ２Ｄ）；此
外，与对照组相比，慢性束缚应激小鼠结肠表现出

结肠黏膜炎性细胞浸润、隐窝结构异常的现象，病
　 　 　 　 　 　

注：与对照组相比，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 １　 慢性束缚应激对小鼠体重变化的

影响（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ，ｎ ＝ ９）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｂｏｄｙ
ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ （􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ，ｎ ＝ ９）

４９１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ２ 月第 ３２ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ２

理组织学评分显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），出现一定程度

的病理损伤（图 ３）。

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ３　 慢性束缚应激对小鼠结肠形态的影响（ＨＥ 染色，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｃｏｌｏｎｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｍｉｃｅ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｎ ＝ ３）

注：与对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ４　 慢性束缚应激对小鼠十二指肠紧密连接蛋白表达的影响（ｎ ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｕｏｄｅｎａｌ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｍｉｃｅ （ｎ ＝ ４）

２􀆰 ２　 慢性束缚应激对肠道紧密连接蛋白表达的

影响

为探究慢性束缚应激对肠道屏障功能的影响，
测定了肠道组织代表性紧密连接蛋白的表达。 如

图 ４ 所示，慢性束缚应激显著降低小鼠十二指肠紧

密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
免疫荧光结果显示，慢性束缚应激能降低十二指肠

组织紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的原位表达（图 ５）。 如

图 ６ 所示，慢性束缚应激显著降低小鼠结肠紧密连

接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

２􀆰 ３　 慢性束缚应激对肠道组织炎性细胞因子表达

的影响

为探究慢性束缚应激对肠道炎症反应的影响，
测定了具有代表性的炎性细胞因子和趋化因子。
慢性束缚应激显著提高小鼠十二指肠炎性细胞因

子和趋化因 子 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＭＣＰ⁃１、 ＩＬ⁃１０
ｍＲＮＡ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ７Ａ）。 慢性束缚应激

显著提高小鼠结肠炎性细胞因子和趋化因子 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）（图 ７Ｂ）。
２􀆰 ４　 慢性束缚应激诱导肠上皮细胞的凋亡

如图 ８，为了观察肠上皮细胞凋亡情况，通过免

疫组化，观察到慢性束缚应激小鼠十二指肠上皮细
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注：免疫荧光法检测小鼠十二指肠组织紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ；ＤＡＰＩ 染出来的细胞核在激发光下为蓝色，阳性表达为 ＣＹ３ 荧光素标记

的红光。

图 ５　 慢性束缚应激对小鼠十二指肠紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 表达的影响（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｍｏｕｓｅ ｄｕｏｄｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ． ＤＡＰＩ⁃ｓｔａｉｎｅｄ ｎｕｃｌｅｉ ａｒｅ ｂｌｕｅ ｉｎ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｌｉｇｈｔ ａｎｄ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ＣＹ３ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｒｅｄ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｕｏｄｅｎｕｍ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｃ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｉｎ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ３）

图 ６　 慢性束缚应激对小鼠结肠紧密连接蛋白表达的影响（ｎ ＝ ４）
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｃ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ４）
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注：与对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ７　 慢性束缚应激对小鼠十二指肠和结肠炎性细胞因子基因表达的影响（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｕｏｄｅｎｕｍ
ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ６）

胞凋亡增加；免疫组化结果显示，慢性束缚应激能

够显 著 增 加 小 鼠 十 二 指 肠 凋 亡 蛋 白 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （图 ８Ａ，８Ｂ）。 慢性束

缚应 激 能 够 增 加 小 鼠 结 肠 凋 亡 蛋 白 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达趋势（图 ８Ｃ，８Ｄ）。

３　 讨论

本研究结合社会心理应激导致 ＩＢＤ、ＩＢＳ 等一系

列疾病的特点，模拟社会心理应激环境，建立了 ＣＲＳ
小鼠肠道应激损伤模型，并观察到该模型小鼠肠组

织出现病理损伤，导致肠屏障功能障碍，主要表现

为十二指肠绒毛脱落、绒毛高度缩短、绒毛高度 ／隐
窝深度比值降低、肠绒毛受损，以及肠组织紧密连

接蛋白的表达水平降低等。 ＣＲＳ 促使肠上皮细胞

凋亡相关蛋白增加。 此外，通过对 ＣＲＳ 小鼠肠道炎

症水平的监测，发现 ＣＲＳ 可导致肠道组织炎性细胞

因子表达升高，炎性细胞浸润，出现一定程度的炎

症反应。
ＣＲＳ 与多种胃肠道疾病的发病机制有关［１９－２０］。

有研究表明，社会心理应激改变了大脑和肠道之间

的相互作用，并可能加剧一系列疾病，包括 ＩＢＤ 和

ＩＢＳ［３０，３４］。 环境（束缚应激）因素是 ＩＢＤ 发作的关键

触发因素［３０］，这种现象所涉及的机制尚未完全阐

明。 临床和实验研究的证据表明，心理应激对肠道

敏感性、蠕动性、分泌和通透性有显著影响［３０，３４］。
ＩＢＳ 是一种应激敏感性疾病，同时也是一种慢性疾

病，严重降低患者的生活质量和工作效率，据报道，
ＩＢＳ 影响 ７％ ～ ２１％的普通人群［３４－３６］。 在大多数患

者中，ＩＢＳ 是一种慢性复发性疾病，其症状可能随时

间而变化。 一项系统回顾显示，在对临床 ＩＢＳ 患者

的长期随访中，２％ ～ １８％恶化，３０％ ～ ５０％不变，
１２％ ～ ３８％改善［３６］。 在 ＩＢＳ 的动物模型和患者中，
慢性应激会破坏胃肠动力，增加内脏疼痛感知，并
损害肠道屏障功能。 慢性应激可通过升高血浆糖

皮质激素水平，改变肠⁃脑轴调节，促进促炎细胞因

子的产生，从而改变胃肠、认知和情绪通路［２３］。
紧密连接（ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ， ＴＪ）的存在保证了半

透性屏障的功能，ＴＪ 在维持肠道通透性中起关键作

用［２４］，而 ＴＪ 蛋白是粘膜屏障的重要部分［３７］。 本研

究结果与猜想的一致，在 ＣＲＳ 小鼠模型中，小鼠十

二指肠和结肠组织均出现紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
的表达显著降低，十二指肠 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 的表达显著降
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图 ８　 慢性束缚应激对小鼠十二指肠、结肠促凋亡蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达的影响（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏ⁃ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３

ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｄｕｏｄｅｎｕｍ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ （ｎ ＝ ３）

低。 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１、ＺＯ⁃１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 是肠组织 ＴＪ 的重

要结构蛋白，其表达增加可降低肠通透性并保护肠

屏障［２３］。 应激可导致肠道屏障功能丧失、肠道通透

性增加［３８］。 ＣＲＳ 可以模拟 ＩＢＳ 患者腹泻症状、内脏

超敏反应、肠粘膜屏障通透性降低、免疫调节功能

障碍和生态失调的病理状态［１３，２３］。 本研究中，发现

１４ ｄ ＣＲＳ 也可导致小鼠的肠粘膜以及肠屏障损伤，
具体表现为十二指肠绒毛高度变短、隐窝结构异

常、绒毛 ／隐窝比下降；结肠黏膜出现炎性细胞浸

润，隐窝结构不规则。 此外，肠道是机体营养吸收

的主要场所，肠屏障受损、功能障碍会影响营养物

质的消化吸收，伴随身体不适厌食，这可能是小鼠

暴露于 ＣＲＳ 引起体重减轻的原因［３９］。 有研究表

明，ＣＲＳ 处理后小鼠的体重减轻以及食物摄入减

少［３０，３３，４０］，ＣＲＳ 和慢性不可预知温和应激（ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ， ＣＵＭＳ）联合处理 ３ 周后，
小鼠的摄食量明显减少，体重减轻［４１］。 在本研究中

也发现 ＣＲＳ 模型小鼠体重出现了显著的降低。
束缚应激可诱导结肠炎动物模型中炎症的发

展，对 ＩＢＤ 啮齿动物模型的研究揭示了应激对肠道
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炎症的显著影响［２０］。 通过大量的研究发现，应激与

肠道炎症和黏膜屏障损伤密切相关［４２］。 束缚应激

加重实验性结肠炎小鼠中结肠粘膜损伤的程度，慢
性应激可驱动原发性肠道炎症，ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 显著

上调［３６］，且有研究表明束缚应激升高血浆 ＩＬ⁃６ 水

平［４３］。 此外，慢性应激可通过引发炎症反应中涉及

的组分（如 ＴＮＦ⁃α）的产生而改变紧密连接蛋白表

达［３０］。 束缚应激使结肠组织中 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 水

平升高，ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１０ 和 ＩＬ⁃２２ 水平降低，暴露于束缚

应激的小鼠炎性细胞因子 ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 的

表达水平显著增加［６］。 本研究发现，ＣＲＳ 能够显著

提高小鼠十二指肠和结肠炎性细胞因子及炎症标

志物 基 因 的 表 达， 研 究 结 果 与 前 期 报 道 一

致［６，３０，３６，４３］。 虽然已经证明束缚应激会加重肠道炎

症，但其分子机制仍不清楚。 有研究表明，氧化应

激是 ＩＢＤ 的病因之一［１０］，束缚应激可在大鼠中诱导

全身性氧化损伤［２０］，慢性应激和高基础水平的应激

激素都会导致外周疾病的发展，如肠道炎症［１１，４４］。
ＩＬ⁃１β 是一种由巨噬细胞分泌的促炎细胞因子，与
其他促炎细胞因子（如 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６）协同作用，以
诱导 ＩＢＤ 炎症，研究发现，ＩＬ⁃１０ 缺陷小鼠在自发性

结肠炎发病前 ＩＬ⁃１β 分泌增加［４５］。 慢性束缚应激

后基因表达显著上升的 ＴＮＦ⁃α 是一种重要的促炎

因子，ＴＮＦ⁃α 作为肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）核心家族成

员，是肠道上皮细胞增殖和凋亡的主要促炎因子，
同时也是 ＩＢＤ 中重要的调节因子［３０］。 严重的炎症

反应过程不仅可促使肠道出现较为明显的应激损

伤，还会对动物长期的机体性能产生影响。
细胞凋亡可诱导上皮屏障损伤，肠上皮细胞凋

亡是引起肠屏障功能障碍和免疫紊乱的重要机

制［４６］。 细胞凋亡是一种免疫沉默形式的细胞死亡，
是抑制肠道进一步炎症的重要过程，且肠上皮细胞

易受坏死性凋亡的影响［４７］。 束缚应激可通过多种

损伤途径损伤肠道，增加氧化应激，加重纤维化，增
强炎症，甚至促进细胞凋亡［１１］。 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 是细胞

凋亡过程中最主要的终末剪切酶，能被凋亡信号活

化，对凋亡相关蛋白进行专一性切割，从而失去抗

凋亡活性，转变为促凋亡蛋白［４８－５０］。 有研究表明，
应激诱导的妊娠猪中观察到肠组织中 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 水平的显著增加，束缚应激后，妊娠猪肠

道细胞增殖与凋亡的平衡被打破，束缚应激诱导妊

娠猪肠道组织中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达相应增加，表明细胞

凋亡增加损害了妊娠猪的肠粘膜屏障［１］。 高果糖

可加重束缚应激对肠粘膜屏障的损伤，降低肠道消

化吸收能力，导致潘氏细胞缺陷，抑制抗菌肽的表

达，增加肠道细胞凋亡［５１］，氧化损伤诱导和触发细

胞凋亡可引起分子损伤［５２］。 此外，束缚应激诱导小

鼠十二指肠上皮细胞的凋亡性细胞死亡，Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性细胞显著增加［９］。 本研究结果发现，
ＣＲＳ 小鼠模型肠道 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的蛋白水平显

著增加。 以上结果提示，激活凋亡信号通路，促进

肠道上皮细胞的凋亡，是 ＣＲＳ 引起肠道屏障功能障

碍的可能原因之一。
ＣＲＳ 作为一种非损伤性刺激，既能较好地模拟

人类产生应激及其导致身心疾病的过程，也能够适

应应激状态由急性转入慢性的发展趋势［５３］。 已构

建的模型中，急性和慢性束缚实验有时间强度和束

缚强度不同，时间强度有每天 １、２、３、６ ｈ 等，应激强

度 的 选 择 有 连 续 １、 ３、 ７、 １４、 ２１ 和 ２８ ｄ
等［１０，２１，３０，４０－４１］。 有研究证明，束缚 ４ ｈ、１ ｄ 或 ４ ｄ 血

浆皮质酮水平显著上升，炎症因子及紧密连接蛋白

未见显著性差异［２７－２８］，而长时间束缚应激导致胃肠

破坏和肠粘膜通透性增加［１０，２１，２９］。 此外，研究表明

长期束缚应激（＞ １４ ｄ）多数用于构建 ＭＤＤ 相关动

物模型［８，３８，４１，５４］，且长期 ＣＲＳ 后机体产生了适应机

制［１５，５５］，而多数研究的 ＣＲＳ 模型缺少评价或肠道损

伤的评价指标单一，聚焦于肠损伤的研究较少，且
缺乏合适的动物模型一直是研究肠道疾病损伤机

制的障碍。 因此，需要一种应激强度足够、肠应激

损伤明显的动物模型。 构建小鼠慢性束缚肠应激

损伤动物模型，通过一系列指标的检测，结果显示，
ＣＲＳ 可导致应激小鼠肠道组织结构异常、肠屏障功

能障碍、肠上皮细胞凋亡，引发肠道炎症反应，提示

ＣＲＳ 肠道损伤小鼠模型构建成功，但具体致病机制

有待进一步深入揭示。
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张静远，姜晓龙，崔淑芳． 基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统构建裸鼹鼠 ＨＩＦ⁃１α 基因敲除质粒及其功能验证 ［Ｊ］． 中国实验动物学报，
２０２４， ３２（２）： ２０２－２０９．
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ｂａｓｅｄ ｏｎ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（２）： ２０２－２０９．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０２􀆰 ００７

［基金项目］全军实验动物专项（ＳＹＤＷ［２０１８］１８，ＳＹＤＷ［２０１８］１７），上海市军民融合发展专项（２０２０⁃ｊｍｒｈ１⁃ｋｊ９）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ａｎｉｍａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔ （ＳＹＤＷ［２０１８］１８， ＳＹＤＷ［２０１８］１７）， Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｍｉｌｉｔａｒｙ⁃Ｃｉｖｉｌｉａｎ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ
（２０２０⁃ｊｍｒｈ１⁃ｋｊ９） ．
［作者简介］张静远，女，助教，硕士，研究方向：实验动物学。 Ｅｍａｉｌ：４５７５４１７３４＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］崔淑芳，女，教授，研究方向：实验动物资源开发与疾病动物模型研究。 Ｅｍａｉｌ：ｙｏｕｎｇｓｔａｒ＿ｓｆ＠ １６３． ｃｏｍ

基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统构建裸鼹鼠 ＨＩＦ⁃１α 基因
敲除质粒及其功能验证

张静远，姜晓龙，崔淑芳∗

（海军军医大学基础医学院实验动物学教研室，上海　 ２００４３３）

　 　 【摘要】 　 目的　 利用簇状规则间隔回文重复序列（ＣＲＩＳＰＲ） ／ Ｃａｓ９ 基因编辑系统构建质粒并敲除裸鼹鼠皮肤

成纤维（ＮＭＲ ｓｋｉｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＮＳＦ）细胞 ＨＩＦ⁃１α 基因，为研究裸鼹鼠的耐低氧机制及缺氧相关疾病的发生发展机制

提供体外细胞模型。 方法　 针对裸鼹鼠 ＨＩＦ⁃１α 基因的 １ ～ ４ 号外显子区域设计 ４ 对 ｓｇＲＮＡ 序列，并成功构建表

达质粒。 筛选得到最优 ｓｇＲＮＡ 后，转染 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞收集上清液测定病毒滴度。 前期用 ｐＬｅｎｔｉ⁃Ｃａｓ９（ｂｌａｓｔ）病毒

感染 ＮＳＦ 细胞，后用制备的 ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｇＲＮＡ 病毒感染表达 Ｃａｓ９ 蛋白的 ＮＳＦ 细胞。 经药筛后观察荧光表达，同时提

取细胞 ｇＤＮＡ 和蛋白。 通过 Ｔ７Ｅ１ 酶和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＮＳＦ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α 基因变化及蛋白表达情况。 结果

Ｓａｎｇｅｒ 测序显示，所设计的 ｓｇＲＮＡ 成功插入到 ｐＸ４５９ 和 ｐＫＬＶ２⁃Ｕ６⁃ｓｇＲＮＡ２ 载体上，序列验证正确，重组质粒构建

成功；Ｔ７Ｅ１ 酶切实验成功切除 ３ 条带，ｓｇＲＮＡ 的打靶效率为 ５４％，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果表明，经药筛后的裸鼹鼠 ＮＳＦ
细胞 ＨＩＦ⁃１α 基因敲除成功，蛋白水平显著降低（Ｐ ＝ ０􀆰 ００１９）；且未发现 ＨＩＦ⁃１α 敲除细胞形态的明显变化，基因敲

除对细胞增殖能力无明显影响。 结论　 成功构建靶向裸鼹鼠 ＨＩＦ⁃１α 基因的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 质粒，且质粒靶向敲除

ＨＩＦ⁃１α 基因功能验证成功，将有利于裸鼹鼠耐低氧机制研究，并为人类缺氧相关疾病防治提供理论依据。
【关键词】 　 裸鼹鼠；ＨＩＦ⁃１α；基因敲除；ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统
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ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＮＳＦ ｃｅｌｌｓ ｗｈｉｃｈ ｅｘｐｒｅｓｓ Ｃａｓ９ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｐｒｏｔｏｃｏｌ． Ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ａｎｄ ＨＩＦ⁃１α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＳＦ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎｄ Ｔ７ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ １ （Ｔ７Ｅ１） ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｓｇＲＮＡ ｗａｓ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｐＸ４５９ ａｎｄ ｐＫＬＶ２⁃Ｕ６⁃ｓｇＲＮＡ２ ｖｅｃｔｏｒｓ， ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ． Ｔ７Ｅ１ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｒｅｍｏｖｅｄ ｔｈｒｅｅ ｂａｎｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｇＲＮＡ ｗａｓ ５４％．
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＨＩＦ⁃１α ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｋｎｏｃｋｅｄ ｏｕｔ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ
ＮＳＦ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔｓ （Ｐ ＝ ０􀆰 ００１９）． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＨＩＦ⁃１α⁃ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌｓ
ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ａｎｄ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｈａｄ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｗｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎ ＨＩＦ⁃１α⁃ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ
ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔ； ＨＩＦ⁃１α； ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ； ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 裸鼹鼠（ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔ）是已知寿命最长的啮

齿类动物，最长寿命超过 ３０ 年，其生活方式类似于

蚂蚁为洞穴群居生物，每个社会群体可多达 ３００ 多

个社会成员［１］。 裸鼹鼠的这种生活方式使其可以

在低氧、高二氧化碳的环境中生存。 这种环境对于

人和大多数哺乳动物而言都是致命的，会导致缺氧

和高碳酸血症的发生［２－３］。 而裸鼹鼠表现出独特的

生理特征，可抵抗生活在这种环境中的不利影响。
其在缺氧环境中的优秀表现，吸引了很多学者的目

光，也逐渐成为缺氧性病症研究的模式生物［４］。
在生命体中约 １􀆰 ０％ ～ １􀆰 ５％的基因组受缺氧

的转录调控，缺氧诱导因子（ＨＩＦ）⁃１α 是调节这些基

因的转录因子，也是目前发现的唯一在特异性低氧

状态下发挥活性的转录因子［５］。 基因编辑技术是

一项可对生物基因组进行定向改造的新技术，是研

究基因功能的有利手段［６］。 随着对基因编辑技术

的不断探索，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统逐渐取代早期的

ＴＡＬＥＮ 和 ＺＦＮ 技术，其以特异性强、基因编辑设计

流程简化被广泛应用于多种物种的精确修饰［７－９］。
因此，本文以裸鼹鼠皮肤成纤维细胞（ＮＳＦ）为研究

对象，通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统对 ＨＩＦ⁃１α 进行敲除，
为裸鼹鼠耐低氧机制研究以及 ＨＩＦ⁃１α 在缺氧相关

疾病的深入研究提供体外细胞模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞和载体

裸鼹鼠皮肤成纤维细胞由本实验室保存；主要

载体 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ、 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｃａｓ９⁃ｂｌａｓｔ、 ｐＬｅｎｔｉ⁃
ｓｇＲＮＡ、ｐｓＰＡＸ２、ｐＭＤ２． Ｇ 均为实验室前期留存的

载体。

１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

细胞培养所需胎牛血清（ ＦＢＳ）、青霉素 ／链霉

素、ＤＭＥＭ （低糖）、 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶均购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司；大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态购自天根生化

科技（北京）有限公司，ＤＮＡ 提取试剂盒、质粒提取

试剂盒购自美国 Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ 公司，转染试剂

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 购自赛默飞世尔科技（中国）有
限公司；抗体购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司，嘌呤霉素、
杀稻瘟菌素购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司，引物合成及测序

委托上海生工生物工程有限公司进行。 三气培养

箱（Ｅｓｃｏ，新加坡）、倒置荧光显微镜（Ｌｅｉｃａ，德国）、
低温高速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）、电泳仪及转膜

系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）、凝胶成像系统（天能，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ｓｇＲＮＡ 的设计和合成

针对裸鼹鼠 ＨＩＦ⁃１α 基因序列及蛋白功能结构

域，使用 ＣＲＩＳＰＲ 在线设计工具，靶向 Ｅｘｏｎ１、Ｅｘｏｎ２、
Ｅｘｏｎ３、Ｅｘｏｎ４ 设计了 ４ 对 ｓｇＲＮＡ 引物， 分别为

ｓｇＲＮＡ１、ｓｇＲＮＡ２、ｓｇＲＮＡ３、ｓｇＲＮＡ４（见表 １），分别在

其两端加上 ＢｓｍＩ 酶酶切位点。 将序列送上海生工

生物工程有限公司合成。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｓｇＲＮＡ 筛选

将 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ 载体进行 ＢｓｍＩ 核酸内

切酶酶切，胶回收后得到线性载体，分别与退火完

成的 ｏｌｉｇｏｓ 进行连接，然后将连接产物转化至 ＤＨ５α
感受态细胞，经涂板过夜培养后挑取 ３ 个单克隆菌

落摇菌扩增，部分菌液测序鉴定，其他菌液进行质

粒抽提，将重组质粒命名为 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃
ｓｇＲＮＡ１、 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ｓｇＲＮＡ２、 ｐＸ４５９⁃
ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ｓｇＲＮＡ３、 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ｓｇＲＮＡ４，
利用电化学转染的方法，按照 Ｎｅｏｎ 电转说明书进行

３０２
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　 　 　 　 　 　表 １　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 敲除 ＨＩＦ⁃１α 基因 ｓｇＲＮＡ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｋｎｏｃｋｓ ｏｕｔ ｔｈｅ ｓｇＲＮＡ ｐｒｉｍｅｒ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｇｅｎｅ

名称
Ｉｔｅｍｓ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５ ’－３’）

ｓｇＲＮＡ１⁃Ｆ ＣＡＣＣＧＣＴＣＴＴＴＧＣＴＴＣＧＣＣＧＡＧＡＴＣＴＧＧ
ｓｇＲＮＡ１⁃Ｒ ＡＡＡＣＣＣＡＧＡＴＣＴＣＧＧＣＧＡＡＧＣＡＡＡＧＡＧＣ
ｓｇＲＮＡ２⁃Ｆ ＣＡＣＣＧＧＣＣＣＴＧＧＡＴＧＧＣＴＴＴＧＴＴＡＴＧＧ
ｓｇＲＮＡ２⁃Ｒ ＡＡＡＣＣＣＡＴＡＡＣＡＡＡＧＣＣＡＴＣＣＡＧＧＧＣＣ
ｓｇＲＮＡ３⁃Ｆ ＣＡＣＣＧＡＧＡＡＡＡＧＴＣＴＴＧＣＴＡＴＣＴＡＧＡＧＧ
ｓｇＲＮＡ３⁃Ｒ ＡＡＡＣＣＣＴＣＴＡＧＡＴＡＧＣＡＡＧＡＣＴＴＴＴＣＴＣ
ｓｇＲＮＡ４⁃Ｆ ＣＡＣＣＧＣＣＡＡＡＡＧＡＧＧＴＧＧＡＴＡＴＧＴＣＴＧＧ
ｓｇＲＮＡ４⁃Ｒ ＡＡＡＣＣＣＡＧＡＣＡＴＡＴＣＣＡＣＣＴＣＴＴＴＴＧＧＣ

电转，工作模式为 ｐｒｏｇｒａｍ １，转染质粒用量为 １ μｇ，
后利用嘌呤霉素筛选阳性细胞。

在 ｓｇＲＮＡ 敲除靶点两端设计特异性检测引物

（见表 ２），对目的片段进行扩增，按照胶回收试剂盒

对目的片段进行回收，退火之后进行 Ｔ７Ｅ１ 酶切实

验，分别加入 ＮＥＢ ｂｕｆｆｅｒ２ ２􀆰 ５ μＬ、Ｔ７Ｅ１ 酶 １ μＬ、蒸
馏水 ２ μＬ，按照 ３７ ℃ １ ｈ、７５ ℃ ５ ｍｉｎ 进行反应，利
用 ２􀆰 ５％ 琼脂糖凝胶电泳鉴定酶切效果。 通过

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析电泳条带灰度值，并按照公式 ｆｃｕｔ
＝ （ｂ ＋ ｃ） ／ （ ａ ＋ ｂ ＋ ｃ） 和 ｉｎｄｅｌ （％） ＝ ［１ － （１⁃
ｆｃｕｔ） １ ／ ２］ × １００ 计算打靶效率，其中 ａ 是未被酶切条

带灰度值，ｂ 和 ｃ 是酶切条带灰度值。

表 ２　 引物信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
名称
Ｉｔｅｍｓ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５ ’－３’）

ＨＩＦ⁃１α⁃Ｆ⁃ｓｇ１ ＣＡＴＧＴＴＴＴＧＧＴＣＣＣＴＴＴＴＣＧ
ＨＩＦ⁃１α⁃Ｒ⁃ｓｇ１ ＡＴＧＣＡＧＣＣＡＧＧＣＡＡＡＣＴＡＴＴ
ＨＩＦ⁃１α⁃Ｆ⁃ｓｇ２ ＡＣＡＣＡＧＧＡＡＡＡＡＴＡＧＡＴＧＣＴＧＴＡＧ
ＨＩＦ⁃１α⁃Ｒ⁃ｓｇ２ ＣＡＴＴＴＣＣＴＣＡＴＧＧＴＣＡＣＡＣＧＧ
ＨＩＦ⁃１α⁃Ｆ⁃ｓｇ３ ＧＣＴＣＡＴＧＴＡＣＴＴＡＧＣＴＧＧＧＣＡ
ＨＩＦ⁃１α⁃Ｒ⁃ｓｇ３ ＧＧＣＴＴＣＡＧＧＡＴＡＴＡＴＣＡＴＴＣＴＧＴＴＣ
ＨＩＦ⁃１α⁃Ｆ⁃ｓｇ４ ＧＴＧＧＧＡＧＧＴＴＴＡＴＴＴＴＣＡＧＣＴＡＴＧＣ
ＨＩＦ⁃１α⁃Ｒ⁃ｓｇ４ ＣＴＧＡＣＧＴＧＧＡＡＡＣＣＴＡＡＧＣＣＡ

１􀆰 ２􀆰 ３　 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ 重组表达载体的构建与鉴定

将 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ 载体进行 ＢｓｍＩ 核酸内切酶酶

切，胶回收后得到线性载体，与优选的退火 ｓｇＲＮＡ
双链 ｏｌｉｇｏｓ 进行连接，然后将连接产物转化至 ＤＨ５α
感受态细胞，经涂板过夜培养后挑取 ３ 个菌落进行

单克隆摇菌扩增，部分菌液测序鉴定，其他菌液进

行质粒抽提，将重组质粒命名为 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ。
１􀆰 ２􀆰 ４　 慢病毒包装

取对数生长期、汇合度为 ７０％ ～ ８０％的 ＨＥＫ⁃
２９３Ｔ 细胞，分别将载体 ｐＬｅｎｔｉ⁃Ｃａｓ９（ｂｌａｓｔ）、重组质

粒 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ 各 １ μｇ 和慢病毒包装质粒 ｐｓＰＡＸ２
（０􀆰 ７５ μｇ）、ｐＭＤ２． Ｇ（０􀆰 ２５ μｇ）加入到 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培

养基（１２５ μＬ）和 Ｐ３０００（５ μＬ）的混合液中，充分混

匀制成质粒混合液备用。 将 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００（１０
μＬ）加入到 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基（２４０ μＬ）中，充分混

匀制成 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００⁃Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 混合液备用。
将两种混合液按照体积 １ ∶ １ 充分混匀，于室温静置

１０ ｍｉｎ。 然后将静置后的混合液缓按照每孔 ２５０ μＬ
的体积缓慢滴加到处于对数生长期、汇合度为 ７０％
～ ８０％的 ２９３Ｔ 细胞培养孔中。 轻柔混匀之后，于二

氧化碳细胞培养箱静置培养。 ４８ ｈ 后收集上清液，
超速离心后用 ０􀆰 ２２ μｍｏｌ ／ Ｌ 滤器过滤，测定病毒滴

度，立即使用或－８０ ℃保存。
１􀆰 ２􀆰 ５　 裸鼹鼠 ＮＦＳ 细胞杀稻瘟菌素、嘌呤霉素筛

选浓度测定及慢病毒感染

从二氧化碳培养箱中取出处于对数生长期、汇
合度为 ７０％的裸鼹鼠 ＮＦＳ 细胞，ＰＢＳ 洗 １ 次，加入

适量 ０􀆰 ２５％胰酶消化，室温条件下进行离心，然后

加入细胞培养基进行重悬，充分混匀后进行细胞计

数。 将细胞按照 １０４ 个 ／孔的浓度均匀铺板，于培养

箱中静置培养 ２４ ｈ。 第 ２ 天按照 ０􀆰 ５、１􀆰 ０、１􀆰 ２、２􀆰 ０、
３􀆰 ０、４􀆰 ０、８􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 的浓度梯度配置含稻瘟菌素和

嘌呤霉素新鲜完全培养基并进行换液，每个浓度设

置 ３ 个复孔，继续培养 ４８ ｈ，选择能够完全杀死 ＮＦＳ
细胞的浓度作为杀稻瘟菌素的最适浓度。

培养 ＮＳＦ 细胞，取对数生长期的 ＮＳＦ 细胞接种

于六孔板， 待细胞融合度约 ３０％ 时， 加入适量

ｐＬｅｎｔｉ⁃Ｃａｓ９（ｂｌａｓｔ）慢病毒颗粒进行感染 ２４ ｈ，之后

进行杀稻瘟菌素筛选。 将筛选获得的阳性细胞传

代后，分别加入适量 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ 慢病毒颗粒再次

感染，２４ ｈ 后换嘌呤霉素筛选培养基继续培养观

察，７２ ｈ 后根据蓝色荧光蛋白表达情况，收集细胞

提取细胞总蛋白。
１􀆰 ２􀆰 ６　 细胞总蛋白的提取及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测

弃去细胞培养液，用 ４ ℃ ＰＢＳ 缓冲液冲洗细胞

２ 次，使用 ＲＩＰＡ 裂解液（含蛋白酶抑制剂）冰上静

置 ３０ ｍｉｎ。 使 用 细 胞 刮 刀 收 取 细 胞， 于 ４ ℃，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 １５ ｍｉｎ，留取上清。 使用

ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒对提取的蛋白浓度进行定量

分析，加入 ５ × Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ １００ ℃煮沸 ５ ｍｉｎ，之
后进行 ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳，恒流 ２００ ｍＡ 转

至孔径为 ０􀆰 ２２ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＰＶＤＦ 膜上，５％的脱脂奶

粉室温封闭 １􀆰 ５ ｈ。 分别加入特异性抗 ＨＩＦ⁃１α 抗体

４０２
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（１ ∶ １０００）与抗 ＧＡＰＤＨ 抗体（１ ∶ ５０００），于 ４ ℃条

件下静置 １２ ｈ，然后使用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次洗涤

１０ ｍｉｎ，然后于室温条件下静置 １􀆰 ５ ｈ，再次进行

ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次洗涤 １０ ｍｉｎ，最后通过化学发

光显影系统观察蛋白的表达情况。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＮＳＦ 细胞 ＨＩＦ⁃１α 基因敲除及脱靶的鉴定

利用 ｓｇＲＮＡ 敲除靶点两端设计特异性检测引

物，使用基因组试剂盒提取 ＮＳＦ 细胞基因组 ＤＮＡ，
以其为模板进行 ＰＣＲ 扩增，产物进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序，
并与参考序列进行对比。

图 １　 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ＨＩＦ１α⁃ｓｇＲＮＡ 重组质粒

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ＨＩＦ１α⁃ｓｇＲＮＡ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

１􀆰 ２􀆰 ８　 ＣＣＫ８ 检测细胞增殖活性

根据 ＣＣＫ８ 试剂盒说明书所示，使用 ＤＭＥＭ 将

细胞（野生型 ／基因敲除）分别稀释至每毫升 ２ × １０４

个，充分混匀后按照每孔 １００ μＬ 的体积接种到 ９６
孔培养板中，空白孔只加 ＤＭＥＭ，每组设置 ３ 个复

孔，于二氧化碳培养箱静置培养过夜后，按照每孔

１０ μＬ 的体积加入 ＣＣＫ⁃８ 试剂，孵育 ２ ｈ 后通过酶

标仪检测在 ４５０ ｎｍ 波长处的吸光度（ＯＤ４５０）。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ５２ｐ 软件进行灰度分析，向软件

中导入 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 条带图片，并将其转化为灰度

图片，消除图片背景影响后选定区域进行灰度值测

定，然后将目的蛋白的灰度值除以内参蛋白的灰度

值。 数据用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 进行绘图及单因素方

差分析（ＡＮＯＶＡ），Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １ 　 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ＨＩＦ１α⁃ｓｇＲＮＡ 质粒鉴

定和 ｓｇＲＮＡ 筛选

针对 ＨＩＦ⁃１α 基因序列，设计 ４ 对 ｓｇＲＮＡ 序列

（ｓｇＲＮＡ１、ｓｇＲＮＡ２、ｓｇＲＮＡ３、ｓｇＲＮＡ４），测序结果与

所设计的 ｓｇＲＮＡ 序列一致，说明 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃
ｐｕｒｏ⁃ｓｇＲＮＡ１、 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ｓｇＲＮＡ２、 ｐＸ４５９⁃
ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ｓｇＲＮＡ３、 ｐＸ４５９⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ｐｕｒｏ⁃ｓｇＲＮＡ４
和 ｐＬｅｎｔｉ⁃ＨＩＦ１α⁃ｓｇＲＮＡ 重组质粒构建成功 （见图

１）。 Ｔ７Ｅ１ 酶切实验琼脂糖凝胶电泳结果显示，ＨＩＦ⁃
１α⁃ｓｇ１、ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｇ２、ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｇ３、ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｇ４ 引物扩

增后的 ＰＣＲ 产物长度分别为 ４６８、４１１、４０１、４５９ ｂｐ，
其中，ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｇ２ 的靶向片段经 Ｔ７Ｅ１ 酶切后，得到

两条小片段，大小分别为 ２２０ ｂｐ 和 １７０ ｂｐ，符合设

５０２
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计预期。 利用灰度分析和相关计算公式得出

ｓｇＲＮＡ２ 的打靶效率分别为 ５４％，为 ４ 个 ｓｇＲＮＡ 中

最佳引物（见图 ２）。

注：Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；三角形：Ｔ７Ｅ１ 酶未完全互补配对处切割后产生的

２ 个片段。

图 ２　 Ｔ７Ｅ１ 酶切实验结果

Ｎｏｔｅ． Ｍ． ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ． Ｔｒｉａｎｇｕｌａｒ． Ｔｗｏ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ａｆｔｅｒ
ｃｌｅａｖａｇｅ ｗｈｅｒｅ ｔｈｅ Ｔ７Ｅ１ ｅｎｚｙｍｅ ｉｓ ｎｏｔ ｆｕｌｌｙ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｐａｉｒ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔ７Ｅ１ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ３　 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ 重组质粒

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

图 ４　 ｐｌｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ 质粒阳性 ２９３Ｔ 细胞

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐｌｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ２　 杀稻瘟菌素和嘌呤霉素筛选浓度测定

使用不同浓度的杀稻瘟菌素和嘌呤霉素完全

培养基对裸鼹鼠 ＮＦＳ 细胞药筛 ４８ ｈ，对照组细胞保

持良好的生长状态，但当嘌呤霉素浓度大于 ２􀆰 ０
μｇ ／ ｍＬ 以及杀稻瘟菌素浓度大于 ３􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 时，细
胞达到完全死亡的状态。 因此，分别选取 ２􀆰 ０、３􀆰 ０
μｇ ／ ｍＬ 作为嘌呤霉素和杀稻瘟菌素作为裸鼹鼠

ＮＦＳ 细胞最佳筛选浓度。
将筛选得到的 ｓｇＲＮＡ２，退火连接到经 ＢｓｍＩ 限

制性核酸内切酶切割形成的线性化 ｐＬｅｎｔｉ 表达载体

上，挑选转染重组 ｐＬｅｎｔｉ 质粒成功的耐药阳性克隆

菌株，通过菌液 ＰＣＲ 鉴定为阳性克隆后，提取阳性

克隆质粒并进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序，如图 ３ 所示，ｓｇＲＮＡ２
序列准确插入表达质粒，表明 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ 表达

载体构建成功。 将质粒 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ 与慢病毒包

装质粒 ｐｓＰＡＸ２、ｐＭＤ２． Ｇ 共转染 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞，
分别于 ２４、４８ ｈ 进行 ＢＦＰ 荧光观察，并收集细胞上

清，超速离心收集病毒（见图 ４）。
２􀆰 ３　 ＮＳＦ 细胞 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ 慢病毒感染效果

利用 Ｌｅｎｔｉ⁃Ｃａｓ９⁃ｐｕｒｏ 慢病毒颗粒感染 ＮＳＦ 细胞

后，进行 ＢＳＤ 筛选。 筛选成功后将细胞按 １ ∶ ２ 传

代，感染 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ 慢病毒，２４ ｈ 后进行 ｐｕｒｏ 筛

６０２
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选，７２ ｈ 后，在荧光显微镜下观察到 ８０％以上的 ＮＳＦ
细胞能表达蓝色荧光蛋白，表明慢病毒能高效感染

ＮＳＦ 细胞（见图 ５）。

图 ５　 ｐｌｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ 阳性感染细胞图片

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ｐｌｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ

注：Ａ：ＷＴ 细胞、ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ１ 细胞、ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ２ 细胞 ＨＩＦ⁃１α 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果；Ｂ：Ｉｍａｇｅ Ｊ 灰度分析，相对定量统计；与

ＷＴ 组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ６　 ＮＳＦ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达水平（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＷＴ ｃｅｌｌｓ， ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ１ ｃｅｌｌｓ， ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ２ ｃｅｌｌ ＨＩＦ⁃１α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ． Ｉｍａｇｅ Ｊ ｇｒａｙｓｃａｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＨＩＦ⁃１α ｉｎ ＮＳＦ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ（ｎ ＝ ３）

图 ７　 ＨＩＦ⁃１α 基因敲除 ＮＳＦ 细胞测序峰图

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｅａｋ ｍａｐ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ＮＳＦ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＮＳＦ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α表达

将经 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ 慢病毒感染后的 ＮＳＦ 细

胞，加入 ２􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 嘌呤霉素连续筛选 ４８ ｈ，将出

现抗嘌呤霉素的阳性细胞 １ ∶ ２ 传代，获得 ＮＳＦ⁃
ＨＩＦ⁃１α ＫＯ１、ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ２，分别提取 ＮＳＦ⁃ＷＴ

及 ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ１、ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ２ 细胞蛋白，通
过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达水平，结果显

示，与对照组相比，实验组 ｐＬｅｎｔｉ⁃ｓｇＲＮＡ２ 混合细胞

中 ＨＩＦ⁃１α 的表达明显减少，说明成功得到了 ＨＩＦ⁃
１α 敲除的 ＮＳＦ 细胞（见图 ６）。
２􀆰 ５　 ＮＳＦ 细胞基因组 ＤＮＡ ＨＩＦ⁃１α基因检测

为进一步验证基因组 ＤＮＡ 突变，利用在敲除

靶点两端设计敲除检测引物 ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｇ２（见表 ３），
提 取 ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ１、 ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α ＫＯ２ 细 胞

ＤＮＡ，通过 ＰＣＲ 鉴定后纯化产物并测序，可见在

ｓｇＲＮＡ 靶点处出现明显重叠峰，说明有效突变产

生（见图 ７）。
２􀆰 ６　 敲除 ＨＩＦ⁃１α对 ＮＳＦ 细胞增殖活性的影响

利用 ＣＣＫ８ 试剂盒检测野生型 ＮＳＦ 细胞和

ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α⁃ＫＯ１、ＮＳＦ⁃ＨＩＦ⁃１α⁃ＫＯ２ 细胞的增殖情

况。 结果显示，ＮＳＦ 细胞对照组和 ＨＩＦ⁃１α 敲除组细

胞的 ＯＤ４５０ 无显著性差异（见图 ８），表明 ＨＩＦ⁃１α 基

因敲除后对 ＮＳＦ 细胞增殖活性无显著影响。

７０２
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图 ８　 ＨＩＦ⁃１α 基因敲除对 ＮＳＦ 细胞增殖活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＳＦ ｃｅｌｌｓ

３　 讨论

缺氧或低氧水平是影响人类许多疾病病理的

重要微环境，包括肿瘤、糖尿病、衰老和心脑血管疾

病等［１０－１３］。 缺氧诱导因子（ＨＩＦ）在维持氧稳态方

面起着重要作用，其通过诱导细胞向缺氧代谢表型

的特定遗传转换，促进细胞在缺氧条件下的适应和

存活［１４］。 ＨＩＦ 由 ＨＩＦ⁃１α 和 ＨＩＦ⁃１β 两个亚基共同

组成异二聚体，其活性主要由 ＨＩＦ⁃１α 亚基的稳定性

决定［１５］。 在常氧条件下，ＨＩＦ⁃１α 组成性降解，而在

低氧条件下，它的结构稳定并转移到细胞核中，协
调基因表达。 因此，在缺氧条件下，ＨＩＦ⁃１α 可准确

地感知氧浓度的降低，进而调节细胞内稳态［１６］。 裸

鼹鼠由于独特的生存环境，使其具备超强的低氧耐

受能力，前期研究也发现裸鼹鼠组织中保持着高水

平的 ＨＩＦ⁃１α 蛋白的表达和积累，同时，缺氧相关病

理现象的消失也使其成为耐低氧机制研究的理想

模型［１７］。 皮肤是裸鼹鼠抵御外界损伤的第一道防

线，是最大的器官，而皮肤成纤维细胞是组成皮肤

的重要细胞和结构成分。 为了进一步探究 ＨＩＦ⁃１α
在裸鼹鼠耐低氧特性中的调控机制，本研究利用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术，体外敲除裸鼹鼠皮肤成纤维细

胞中 ＨＩＦ⁃１α 基因，为 ＨＩＦ⁃１α 相关机制以及缺氧相

关疾病的研究提供全新的细胞模型。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统是基于 ｇＲＮＡ 识别序列位

点，利用 Ｃａｓ９ 蛋白靶向进行切割来实现基因编辑。
自 １９８７ 年 Ｃｒｉｓｐｒ ／ Ｃａｓ９ 系统的问世，基因编辑进入

了一个新时代［１８］。 低成本、高效、简便和广适用性，
使其在动植物、细菌以及病毒等不同领域得到了快

速发展，也为生命科学研究提供了极大的便利［９］。
在 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑研究领域中，皮肤成纤维

细胞 成 为 应 用 较 为 广 泛 的 细 胞 种 类 之 一。

ＳＨＡＮＤＩＬＹＡ 等［１９］使用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术对 ＨＳＦ⁃１
和 Ｎａ ／ Ｋ⁃ＡＴＰ 酶 α１ 亚基的编辑，从而降低了体外牛

皮肤成纤维细胞对热休克的抵抗能力。 罗洪等［２０］

基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统建立 ＤＮＡ 结合抑制因子 ３
基因敲除人皮肤成纤维细胞系。 冯新宇等［２１］ 利用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统敲除绵羊皮肤成纤维细胞 Ｗｎｔ２
基因以进一步研究。 本研究基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系

统，利用慢病毒转染技术首次实现对裸鼹鼠皮肤成

纤维细胞的基因编辑。 慢病毒转染是转染技术不

断进步和发展的良好产物，与电穿孔和脂质体转染

不同，通过慢病毒载体将外源基因带入并整合到宿

主基因组中，在大大提高转染效率的同时降低细胞

损伤［２２］。 本实验成功构建了靶向 ＨＩＦ⁃１α 慢病毒表

达载体，通过 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞分别制备 Ｃａｓ９ 和

ｇＲＮＡ 病毒，经感染，构建了稳定表达 Ｃａｓ９ 的 ＮＳＦ
细胞。 随后将 ｇＲＮＡ 转入表达 Ｃａｓ９ 蛋白的 ＮＳＦ 细

胞中，构建了 ＨＩＦ⁃１α 敲除的 ＮＳＦ 细胞模型。 经嘌

呤霉素筛选获得 ＨＩＦ⁃１α 敲除的混合细胞库，进一步

利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测显示混合细胞株的 ＨＩＦ⁃１α
蛋白表达与未转染组的 ＮＳＦ 细胞相比显著降低，提
示 ＨＩＦ⁃１α 基因成功敲除。

本研究成功构建了靶向 ＮＳＦ 细胞 ＨＩＦ⁃１α 基因

的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 质粒，并顺利敲除了 ＮＳＦ 细胞中的

ＨＩＦ⁃１α 基因，为后续利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统构建

基因编辑裸鼹鼠动物模型奠定了实验基础。 同时，
也为 ＨＩＦ⁃１α 下游靶基因筛选和机制研究提供了细

胞模型。
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Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４
Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． ２

石鑫，张敬坡，陈虎，等． ＷＮＫ２ 通过抑制 ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＲＯＳ ／ ＳＨＰ２ 信号通路延缓肝细胞癌的增殖和侵袭 ［Ｊ］． 中国实验动物学报，
２０２４， ３２（２）： ２１０－２１８．
ＳＨＩ Ｘ， ＺＨＡＮＧ Ｊ Ｐ， ＣＨＥＮ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＷＮＫ２ ｄｅｌａｙｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ
ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＲＯＳ ／ ＳＨＰ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（２）： ２１０－２１８．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０２􀆰 ００８

［基金项目］河北省卫计委医学科学研究重点课题计划（２０２１０９５６）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｆａｍｉｌｙ Ｐｌａｎｎｉｎｇ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ （２０２１０９５６）．
［作者简介］石鑫，硕士，副主任医师，研究方向：肝胆胰疾病的微创治疗。 Ｅｍａｉｌ：ｓｈｉｘｉｎ２００８＠ ｓｉｎａ． ｃｎ

ＷＮＫ２ 通过抑制 ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＲＯＳ ／ ＳＨＰ２ 信号通路延缓
肝细胞癌的增殖和侵袭
石鑫∗，张敬坡，陈虎，王威，闫丙政

（河北医科大学第一医院肝胆胰外科，石家庄　 ０５００００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ＷＮＫ２ 对肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｏｃｅｌｌｕａ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＨＣＣ）中 ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＲＯＳ ／ ＳＨＰ２ 信号通路

的影响，并探讨其在 ＨＣＣ 细胞增殖和迁移中的作用。 方法　 将 ＷＮＫ２⁃ｍｉｍｉｃ 和 ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ 以及相应的阴性对

照转染 ＨｅｐＧ２ 细胞，采用 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠皮下成瘤实验检测 ＷＮＫ２ 对肝细胞癌增殖能力的影响；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检
测瘤组织中 ＷＮＫ２、ｐ４０、ｇｐ９０、ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达；使用 ＳＨＰ２ 抑制剂 ＰＨＰＳ１ 进行处理之后，采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ＷＮＫ２、ｐ４０、ｇｐ９０、ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达；使用细胞划痕实验和

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测 ＨｅｐＧ２ 细胞的迁移能力和侵袭能力；采用单克隆增殖实验和 ＣＣＫ⁃８ 检测 ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖能力。
结果　 与 ｓｈ⁃ＮＣ 组相比，ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ 组裸鼠的瘤体体积显著增大（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；而与 ＮＣ⁃ｍｉｍｉｃ 组相比，ＷＮＫ２⁃
ｍｉｍｉｃ 组裸鼠的瘤体体积显著减小（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示，与 ｓｈ⁃ＮＣ 组相比，ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ 组ＷＮＫ２ 的

表达显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ｐ４０、ｇｐ９０、ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；而与 ＮＣ⁃ｍｉｍｉｃ 组

相比，ＷＮＫ２⁃ｍｉｍｉｃ 组 ＷＮＫ２ 的表达显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ｐ４０、ｇｐ９０、ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；在体外实验当中，相对于 ｓｈ⁃ＮＣ 组，ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ 组中 ＷＮＫ２ 的表达显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ｐ４０、ｇｐ９０、
ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；相对于 ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ 组，ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ＋ ＰＨＰＳ１ 组中

ＷＮＫ２ 的表达显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 ｐ４０、ｇｐ９０、ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达则被逆转并且与 ｓｈ⁃ＮＣ ＋
ＰＨＰＳ１ 组不具有显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；细胞划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 结果显示，相对于 ｓｈ⁃ＮＣ 组，ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ 组

ＨｅｐＧ２ 细胞的迁移和侵袭能力显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ 组和 ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ＋ ＰＨＰＳ１ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞

的迁移和侵袭能力显著降低并且不具有显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；单克隆增殖实验结果显示，相对于 ｓｈ⁃ＮＣ 组，ｓｈ⁃
ＲＮＡ ＷＮＫ２ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖能力显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ 组和 ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ＋ ＰＨＰＳ１ 组

ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖能力显著降低并且不具有显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 结论　 ＷＮＫ２ 可以抑制 ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＲＯＳ ／ ＳＨＰ２
信号通路，从而抑制 ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＡＫＴ 信号通路，延缓 ＨＣＣ 的增殖和迁移。

【关键词】 　 肝细胞癌；ＷＮＫ２；ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＲＯＳ ／ ＳＨＰ２ 信号通路；增殖；侵袭
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ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＷＮＫ２⁃ｍｉｍｉｃ， ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２， ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＷＮＫ２ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＣＣ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ａｓｓａｙ ｉｎ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＷＮＫ２，
ｐ４０， ｇｐ９０， ｐ⁃ＳＨＰ２， ｐ⁃ＡＫＴ， ａｎｄ ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ． Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＳＨＰ２
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＰＨＰＳ１， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＷＮＫ２， Ｐ４０， ｇｐ９０， ｐ⁃ＳＨＰ２， ｐ⁃ＡＫＴ， ａｎｄ ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ ａｎｄ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ． Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ⁃ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＷＮＫ２⁃ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＷＮＫ２ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈ⁃
ＲＮＡ ＷＮＫ２ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ４０， ｇｐ９０， ｐ⁃ＳＨＰ２， ｐ⁃ＡＫＴ ａｎｄ ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ⁃ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＷＮＫ２ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＷＮＫ２⁃ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ４０， ｇｐ９０， ｐ⁃ＳＨＰ２， ｐ⁃ＡＫＴ， ａｎｄ
ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＷＮＫ２ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ４０， ｇｐ９０， ｐ⁃
ＳＨＰ２， ｐ⁃ＡＫＴ ａｎｄ ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＷＮＫ２ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ＋ ＰＨＰＳ１ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ４０， ｇｐ９０， ｐ⁃ＳＨＰ２， ｐ⁃ＡＫＴ， ａｎｄ ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ｗｅｒｅ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ａｎｄ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｈ⁃ＲＮＡ
ＷＮＫ２ ＋ ＰＨＰＳ１ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈ⁃
ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ＋ ＰＨＰＳ１ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＷＮＫ２ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＲＯＳ ／ ＳＨＰ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＥＲＫ１ ／ ２ ／ Ａｋｔ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｌａｙｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＣＣ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ； ＷＮＫ２； ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＲＯＳ ／ ＳＨＰ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｉｎｖａｓｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是全

球癌症相关死亡的第四大常见原因［１］。 ＨＣＣ 的危

险因素包括慢性乙型肝炎、丙型肝炎和代谢性肝病

等［２－４］。 早期 ＨＣＣ 可以通过局部消融、手术切除或

肝移植来治愈。 具体的治疗方法与肿瘤特征、潜在

肝功能障碍的严重程度以及年龄有关［４－５］。 而对于

处于中期和晚期的患者，使用免疫治疗法被证明是

一种有效治疗方法。
外源性信号调节激酶 １ ／ ２（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃

ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ １ ／ ２，ＥＲＫ１ ／ ２）是一种重要的丝裂原

活化蛋白激酶 （ Ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，
ＭＡＰＫ）信号通路中的成员。 这是一种在细胞内被

激活的激酶，可以响应细胞外的多种信号，包括生

长因子、细胞因子和应激信号等。 ＥＲＫ１ ／ ２ 在细胞

中发挥着多种重要的生物学功能，主要涉及细胞增

殖、分化、存活和转移等过程。 在癌症中，ＥＲＫ１ ／ ２
信号通路常常被发现异常激活，从而促进癌细胞的

增殖、侵袭和转移［６－７］。 同时，有研究发现 ＥＲＫ１ ／ ２
信号可以促进氧化应激［８－９］。

含 Ｓｒｃ 同源 ２ 结构域蛋白酪氨酸磷酸酶（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ２，ＳＨＰ２）是一种广泛表达的细

胞内酶。 ＳＨＰ⁃２ 已被证明参与肿瘤细胞中的丝裂原

活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ） ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 和磷脂酰肌醇⁃３
激酶（ ＰＩ３Ｋ） ／蛋白激酶 Ｂ （ Ａｋｔ） 信号级联反应。
ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＡＫＴ 信号通路的激活可以促进基质金属

蛋白酶（ＭＭＰｓ）的表达，从而抑制细胞的凋亡［１０－１１］。
有研究表明，当氧化应激水平升高时，ＳＨＰ⁃２ 的表达

会被促进［１２］。 ＳＨＰ⁃２ 可以通过促进 ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＡＫＴ
信号通路来促进肿瘤细胞的成熟［１３］。

ＷＮＫ 赖氨酸缺陷型蛋白激酶 ２（ＷＮＫ ｌｙｓｉｎｅ⁃

１１２



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ２ 月第 ３２ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ２

ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ２，ＷＮＫ２）是一种细胞质丝氨

酸⁃苏氨酸激酶，属于蛋白激酶超家族。 ＷＮＫ 激酶

在调控氧化应激水平、细胞周期进展、代谢适应、抗
细胞凋亡、侵袭和转移中起重要作用［１４］。 ＷＮＫ２ 的

表观遗传沉默作用已在胶质瘤、脑膜瘤和胰腺导管

腺癌中已经被证实［１５－１６］；有研究发现，ＷＮＫ２ 可以

通过 抑 制 ＥＲＫ１ ／ ２ 的 激 活 从 而 抑 制 ＨＣＣ 的

发展［１７］。
因此，本次研究主要是探索 ＷＮＫ２ 对 ＨＣＣ 恶

性功能的影响，并且探究其具体的作用机制，为

ＨＣＣ 患者的免疫治疗提供新的靶点。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２４ 只 ６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠

（ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ），体重 １７ ～ １９ ｇ，购自河南斯克贝斯生

物科技有限公司【ＳＣＸＫ（豫）２０２０－０００５】。 饲养于

河北省人民医院动物中心【ＳＹＸＫ（冀）２０２０－００５】，
饲养期间各组裸鼠自由饮水，饲喂无菌饲料。 饲养

环境：昼夜各半循环照明，湿度恒定 ５０％，温度控制

在 ２５℃。 所有操作均符合河北医科大学实验伦理

学要求（２０２３０５２０）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

人 ＨＣＣ 细胞系 ＨｅｐＧ２（ＣＬ⁃０１０３）。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

胎 牛 血 清 （ １６４２１０⁃５０ ）、 ＤＭＥＭ 培 养 基

（ＰＭ１５０４１０）以及青霉素⁃链霉素（ＰＢ１８０１２０）购自

武汉 普 诺 赛 生 命 科 技 有 限 公 司 （ 中 国 ）；
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 购自赛默飞世尔科技有限公司

（Ｌ３００００１５，美国）；ＷＮＫ２ （ Ａｂｃａｍ， ａｂ２３９０３７， １ ∶
１０００）、Ｐ４０（ ａｂ２０３８２６，１ ∶ １０００）、ｇｐ９０（ ａｂ２４３８９４，
１ ∶ １０００）、 ｐ⁃ＳＨＰ２ （ ａｂ６２３２２， １ ∶ １０００ ）、 ｐ⁃ＡＫＴ
（ ａｂ３８４４９， １ ∶ １０００ ）、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ （ ａｂ１７９４２， １ ∶
１０００）、ＧＡＰＤＨ （ ａｂ１２８９１５， １ ∶ １００００），ＨＲＰ 抗兔

ＩｇＧ 抗体（ａｂ２８８１５１，１ ∶ ２０００）购自 Ａｂｃａｍ（英国）；
ＲＩＰＡ 裂解液购自碧云天公司（Ｐ００１３Ｋ，中国）；ｓｈ⁃
ＲＮＡ ＷＮＫ２ 购自广州锐博生物科技有限公司（中
国），序列为 ＣＡＡＧＧＡＣＡＡＴＧＧＡＧＣＣＡＴＡ；慢病毒由

擎科生物技术有限公司包装合成（中国）；ＷＮＫ２ 过

表达质粒由上海吉凯基因科技有限公司提供（中
国 ）， ＰＨＰＳ１ 购 自 ＭＣＥ （ ＨＹ⁃１１２３６８， 美 国 ）。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小 室 ３４５０ 购 自 美 国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公 司，

ＭｕｌｔｉｓｋａｎＴＭ ＦＣ 酶 标 仪 ５１１１９１８０ＥＴ 以 及 ｉＢｒｉｇｈｔ
ＣＬ１５００ 成像系统购 Ａ４４１１４ 自赛默飞世尔科技公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养与转染

将 ＨｅｐＧ２ 细胞复苏后，于 ＤＭＥＭ 培养基中进行

培养，加入 １０％胎牛血清以及 １％的青霉素⁃链霉素，
然后置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的恒温恒湿培养箱中进行

培养。 在细胞传代两次后，取对数生长期的细胞进

行实验，将 ＨｅｐＧ２ 细胞以 １ × １０５ 个 ／孔的密度培养

于 ６ 孔板，等到 ＨｅｐＧ２ 细胞的汇合度达到 ６０％时，
将 ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ 和 ＷＮＫ２ 过表达质粒以及相应的

阴性对照使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 按操作说明分别

转染进 ＨｅｐＧ２ 细胞中，转染 ６ ｈ 后，换完全培养基进

行培养，将其分为 ｓｈ⁃ＮＣ 组、ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ 组、ＮＣ⁃
ｍｉｍｉｃ 组和 ＷＮＫ２ ｍｉｍｉｃ 组，然后将一批 ｓｈ⁃ＮＣ 组、
ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ 组的 ＨｅｐＧ２ 细胞中加入 ＰＨＰＳ１
（ ＳＨＰ２ 抑 制 剂， ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ ） ［１８］， 作 为 ｓｈ⁃ＮＣ ＋
ＰＨＰＳ１ 组和 ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ＋ ＰＨＰＳ１ 组。
１􀆰 ２􀆰 ２　 裸鼠皮下成瘤

取处于对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 细胞，胰酶消化后

使用 ＰＢＳ 清洗，细胞悬液浓度为 ２ × １０５ ／ ｍＬ，将细

胞悬液注射进裸鼠的皮下，在接种时，注意针头刺

入皮下距离 １ ｃｍ 左右，在皮下左右滑动，以利于

ＨｅｐＧ２ 细胞接种成团，减少注射后细胞悬液从针眼

溢出，将裸鼠分为 ｓｈ⁃ＮＣ 组、ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ 组、ＮＣ⁃
ｍｉｍｉｃ 组和 ＷＮＫ２⁃ｍｉｍｉｃ 组，每周 ２ 次测量其体积，
裸鼠在接种 ３０ ｄ 后处死。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞划痕实验

将各组的 ＨｅｐＧ２ 细胞分别置于条件相同的培

养基中培养，然后接种于 ６ 孔板中并培养直至融合

度达到 １００％。 使用新的 ２０ μＬ 移液器吸头在培养

皿底部用记号笔慢慢地划出 ３ 个平行的直线划痕。
由此产生的间隙距离被认为等于尖端末端的外径。
在 ０ ｈ 和 ４８ ｈ 测量细胞划痕，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对划痕数

值进行测量分析。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验

迁移实验：将不含 ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基中的

８ × １０３ 个细胞添加到插入物的上室中。 侵袭实验：
将不含 ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基中的 ５ × １０４ 个细胞添

加到预涂有基质胶的上室中。 将含有 ２０％ ＦＢＳ 的

ＤＭＥＭ 培养基放置在下腔室中。 将细胞孵育 ８ ｈ 进

行迁移测定，将细胞孵育 ２０ ｈ 进行侵袭测定。 然

后，固定细胞并用 ０􀆰 １％结晶紫染色，并用棉签去除

２１２
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非侵入细胞。 然后对细胞数量进行测定。
１􀆰 ２􀆰 ５　 单克隆增殖实验

取生长状态良好的 ＨｅｐＧ２ 细胞，待细胞在 ６ 孔

板中的汇合度达到 ８０％时，常规消化细胞，重悬细

胞沉淀，进行细胞计数，调整细胞数量为 １􀆰 ０ × １０５

个，取 ２００ μＬ 细胞悬液接种平皿，补加细胞培养液

至 ６ ｍＬ；放入 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 孵化箱常规培养 ２ 周；
当出现肉眼可见的克隆大于 ５０ 个时终止培养，弃去

培养基；每孔加入 ５ ｍＬ 甲醇固定 １５ ｍｉｎ，弃去固定

液，每孔加入吉姆萨染液染色 ２０ ｍｉｎ，自来水冲洗，
空气干燥；对每孔拍照，存档；使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件打开

图片，进行细胞计数。
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ⁃８（ＣＣＫ⁃８）

将处于对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 细胞消化稀释，用
细胞计数板计数细胞，用完全培养液制备密度为

５ × １０４ ／ ｍＬ 细胞悬浮液，每孔 １００ μＬ 接种到 ９６ 孔

板中，置于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 的培养箱中。 在细胞贴

壁后，分别培养 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ。 用 １００ μＬ 新鲜完全

培养基代替旧培养基，每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂。
平板在黑暗中孵育 ２ ｈ，在酶标仪 ４５０ ｎｍ 处检测细

胞活力。 重复实验 ３ 次，进行统计分析并绘图。
１􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

将各组的肿瘤组织和 ＨｅｐＧ２ 细胞使用 ＲＩＰＡ 进

行裂解，提取蛋白，ＢＣＡ 试剂盒检测蛋白浓度，总蛋

白通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离并转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 封闭

后加 入 一 抗 ＷＮＫ２ （ ａｂ２３９０３７， １ ∶ １０００ ）、 Ｐ４０
（ａｂ２０３８２６，１ ∶ １０００）、ｇｐ９０（ａｂ２４３８９４，１ ∶ １０００）、ｐ⁃
ＳＨＰ２ （ ａｂ６２３２２， １ ∶ １０００）、 ｐ⁃ＡＫＴ （ ａｂ３８４４９， １ ∶
１０００）、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ （ ａｂ１７９４２， １ ∶ １０００ ）、 ＧＡＰＤＨ
（ａｂ１２８９１５，１ ∶ １００００），再加入二抗 ＨＲＰ 抗兔 ＩｇＧ
抗体（ａｂ２８８１５１，１ ∶ ２０００），加入 ＥＣＬ 显色液，曝光

显影，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对蛋白条带的灰度值进行分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 用于数

据分析和处理。 测量数据表示为平均值 ± 标准差

（􀭰ｘ ± ｓ），并采用 χ２ 检验分析多组间比较，独立样本 ｔ
检验分析两组比较。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＷＮＫ２ 抑制 ＨＣＣ 的发展

裸鼠皮下成瘤实验结果显示，相对于 ｓｈ⁃ＮＣ 组，
ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ 组裸鼠在 ３０ ｄ 时肿瘤的体积显著增

大，具有显著性差异 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；而相对于 ＮＣ⁃

ｍｉｍｉｃ 组，ＷＮＫ２ ｍｉｍｉｃ 组的肿瘤的体积显著减小（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），ＷＮＫ２ ｍｉｍｉｃ 组较 ＮＣ⁃ｍｉｍｉｃ 组差异具有显

著性，说明 ＷＮＫ２ 可以抑制 ＨＣＣ 的发展（见图 １）。

注：与 ｓｈ⁃ＮＣ 组相比，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＮＣ⁃ｍｉｍｉｃ 组相比，＃＃ Ｐ ＜
０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 裸鼠皮下成瘤实验结果（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ⁃ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ
ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ６）

２􀆰 ２ 　 ＷＮＫ２、ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 在裸

鼠肿瘤中的表达

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测裸鼠肿瘤中 ＷＮＫ２、
Ｐ４０、ｇｐ９０、ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达。 相

对于 ｓｈ⁃ＮＣ 组，ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ 组 ＷＮＫ２ 的表达显著

降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｐ４０、 ｇｐ９０、 ｐ⁃ＳＨＰ２、 ｐ⁃ＡＫＴ 和

ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达显著升高，具有显著性差异（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 而 相 对 于 ＮＣ⁃ｍｉｍｉｃ 组， ＷＮＫ２⁃ｍｉｍｉｃ 组

ＷＮＫ２ 的表达显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｐ４０、 ｇｐ９０、
ｐ⁃ＳＨＰ２、 ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达显著降低，具
有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 说明了 ＷＮＫ２ 可以抑

制肿瘤中 Ｐ４０、 ｇｐ９０、 ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２
的表达（见图 ２）。
２􀆰 ３ 　 ＷＮＫ２、 ｐ⁃ＳＨＰ２、 ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 在

ＨｅｐＧ２ 细胞中的表达

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测转染成功的 ＨｅｐＧ２ 细

胞中ＷＮＫ２、Ｐ４０、ｇｐ９０、ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２
的表达。 相对于 ｓｈ⁃ＮＣ 组， ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ 组中

ＷＮＫ２ 的表达显著降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｐ４０、 ｇｐ９０、
ｐ⁃ＳＨＰ２、 ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达显著升高，具
有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；相对于 ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１
组，ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ＋ ＰＨＰＳ１ 组中 ＷＮＫ２ 的表达显

著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２
的表达则被逆转并且 ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ＋ ＰＨＰＳ１ 组较

ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ 组无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），说明

３１２
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图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＷＮＫ２、Ｐ４０、ｇｐ９０、ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 在裸鼠肿瘤中的表达（ｎ ＝ ６）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＷＮＫ２， Ｐ４０， ｇｐ９０， ｐ⁃ＳＨＰ２， ｐ⁃ＡＫＴ， ａｎｄ ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｔｕｍｏｒｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ（ｎ ＝ ６）

了 ＷＮＫ２ 可以抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞当中 ｐ⁃ＳＨＰ２ 的表

达，进而抑制 Ｐ４０、ｇｐ９０、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达

（见图 ３）。
２􀆰 ４　 ＷＮＫ２ 可以通过抑制 ＳＨＰ２ 的表达从而影响

ＨＣＣ 的迁移能力

注：与 ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ 组相比，＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （下图同）

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＷＮＫ２、Ｐ４０、ｇｐ９０、ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 在 ＨｅｐＧ２ 细胞中表达（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ ｇｒｏｕｐ， ＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＷＮＫ２， Ｐ４０， ｇｐ９０， ｐ⁃ＳＨＰ２， ｐ⁃ＡＫＴ， ａｎｄ ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ（ｎ ＝ ３）

细胞划痕实验结果显示，相对于 ｓｈ⁃ＮＣ 组，ｓｈ⁃
ＲＮＡ ＷＮＫ２ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞的迁移能力显著升高，具
有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ 组和 ｓｈ⁃
ＲＮＡ ＷＮＫ２ ＋ ＰＨＰＳ１ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞的迁移能力显

著降低并且不具有显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 说明了

ＷＮＫ２ 可以通过抑制 ＳＨＰ２ 的表达从而抑制 ＨＣＣ
的迁移能力（见图 ４）。
２􀆰 ５　 ＷＮＫ２ 可以通过抑制 ＳＨＰ２ 的表达进而影响

ＨＣＣ 的迁移和侵袭能力

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示，相对于 ＮＣ 组，ｓｈ⁃ＲＮＡ
ＷＮＫ２ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞的迁移和侵袭能力显著升高，
具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ 组和 ｓｈ⁃
ＲＮＡ ＷＮＫ２ ＋ ＰＨＰＳ１ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞的迁移和侵袭

能力显著降低并且 ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ＋ ＰＨＰＳ１ 组较

ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ 组不具有显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 说
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图 ４　 细胞划痕实验结果（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ ｒｅｓｕｌｔｓ（ｎ ＝ ３）

明了 ＷＮＫ２ 可以通过抑制 ＳＨＰ２ 的表达进而抑制

ＨＣＣ 的迁移和侵袭能力（见图 ５）。
２􀆰 ６　 ＷＮＫ２ 可以通过抑制 ＳＨＰ２ 的表达进而影响

ＨＣＣ 的增殖能力

图 ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ（ｎ ＝ ３）

相对于 ｓｈ⁃ＮＣ 组，ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ 组 ＨｅｐＧ２ 细

胞的单克隆数量和 ４８ ｈ 的 ＯＤ 值显著升高，具有显

著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；而 ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ 组和 ｓｈ⁃

ＲＮＡ ＷＮＫ２ ＋ ＰＨＰＳ１ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞的单克隆数量

和 ４８ ｈ 的 ＯＤ 值显著降低并且 ｓｈ⁃ＲＮＡ ＷＮＫ２ ＋
ＰＨＰＳ１ 组较 ＮＣ ＋ ＰＨＰＳ１ 组无显著性差异 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 说明 ＷＮＫ２ 可通过抑制 ＳＨＰ２ 的表达来抑

制 ＨＣＣ 的增殖（图 ６，图 ７）。 ＷＮＫ２ 可以通过抑制

ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＲＯＳ ／ ＳＨＰ２ 信号通路的活化从而延缓肝细

胞癌的增殖和迁移（见图 ８）。
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图 ６　 单克隆增殖实验结果（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ（ｎ ＝ ３）

图 ７　 ＣＣＫ⁃８ 结果（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＣＣＫ⁃８ ｒｅｓｕｌｔｓ（ｎ ＝ ３）

图 ８　 ＷＮＫ２ 可以通过抑制 ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＲＯＳ ／ ＳＨＰ２
信号通路的活化从而延缓肝细胞癌的增殖和迁移

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 ＷＮＫ２ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＲＯＳ ／ ＳＨＰ２
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｄｅｌａｙｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ

３　 讨论

ＨＣＣ 是全球癌症相关死亡的原因之一，每年约

有 ８０ 万例。 并且 ８０％的 ＨＣＣ 发生在肝病和肝硬化

患者中［１９］。 近年来，由于手术治疗、现代影像技术

和个性化治疗方案的不断改进，肝癌的治疗有了很

大的提高。 然而，肝癌患者的预后仍然不尽如人

意。 ＨＣＣ 预后不良的主要原因是肝癌早期诊断困

难、肝癌易复发和转移。 研究表明，多种分子在

ＨＣＣ 的发生和发展中起着关键作用。 因此，需要找

到可靠的生物标志物来诊断 ＨＣＣ 并制定新的策略

来有效治疗 ＨＣＣ 患者。
ＷＮＫ２ 作为一个抑癌基因，ＷＮＫ２ 驻留在染色

体 ９ｑ２２􀆰 ３１ 上，属于丝氨酸 ／苏氨酸激酶亚家族，其
催化赖氨酸处于非规范位置［１４］。 有相关研究表明，
ＷＮＫ２ 可以调节氧化应激水平［２０］，负调节肿瘤细胞

的侵袭和迁移能力。 并且 ＷＮＫ２ 失活对 ＨＣＣ 的影

响依赖于 ＥＲＫ１ ／ ２ 途径，说明了 ＷＮＫ２ 可以抑制

ＨＣＣ 细胞中的 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号传导，从而抑制 ＨＣＣ 的

迁移和增殖能力［２１］。 有研究表明，ＥＲＫ１ ／ ２ 可以通

过促进 Ｐ４０ 和 ｇｐ９０ 的表达从而促进氧化应激的水

平［９］。 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠皮下成瘤实验结果表明，ＷＮＫ２
缺失可以显著增大裸鼠肿瘤的体积，ＷＮＫ２ 过表达

会显著减小肿瘤的体积，单克隆增殖实验和 ＣＣＫ⁃８
结果说明了 ＷＮＫ２ 受抑制可以促进 ＨＣＣ 细胞的增

殖能力，表明了 ＷＮＫ２ 可以抑制 ＨＣＣ 的生长；侵袭

和转移是 ＨＣＣ 最重要的表现，可能是 ＨＣＣ 预后不

良相关的主要原因。 在本研究中，细胞划痕实验和
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Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示，ＷＮＫ２ 受抑制可以促进

ＨＣＣ 细胞的迁移和侵袭能力，表明了 ＷＮＫ２ 可以抑

制 ＨＣＣ 的迁移和侵袭。
ＳＨＰ２ 由人 ＰＴＰＮ１１ 基因编码，是一种普遍表达

的非受体蛋白酪氨酸磷酸酶（ＰＴＰａｓｅ），包含两个 Ｎ
末端 Ｓｒｃ 同源性 ２（ＳＨ２）结构域、一个催化蛋白⁃酪
氨酸磷酸酶 （ ＰＴＰａｓｅ） 结构域和一个 Ｃ 末端尾。
ＳＨＰ２ 对于调节细胞增殖、分化、凋亡和运动、胚胎

发育以及造血细胞发育的多种细胞信号通路至关

重要［２２－２３］。 有研究表明，当氧化应激水平升高时可

以特 异 性 促 进 ＳＨＰ⁃２ 的 表 达［１２］。 ＳＨＰ２ 的

ＳＵＭＯｙｌａｔｉｏｎ 通过促进 ＳＨＰ２⁃ｇａｂ１ 复合物的形成来

促进 ＥＲＫ 的激活， 从而加速 ＨＣＣ 的 发 展［２４］。
ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＡＫＴ 信号通路的激活可以促进肿瘤细胞

的存活和生长，抑制细胞凋亡［２５］。 因此，通过体内

与体外的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 实验结果推测，ＷＮＫ２ 过表达

可以通过调控氧化应激水平抑制 ＨＣＣ 中 ＳＨＰ２、
ＥＲＫ１ ／ ２ 和 ＡＫＴ 的磷酸化以及 Ｐ４０ 和 ｇｐ９０ 的表达，
ＷＮＫ２ 受抑制可以通过调控氧化应激水平促进

ＨＣＣ 中 ＳＨＰ２、ＥＲＫ１ ／ ２ 和 ＡＫＴ 的磷酸化以及 Ｐ４０
和 ｇｐ９０ 的表达，并且在加入了 ＳＨＰ２ 抑制剂 ＰＨＰＳ１
后 ＷＮＫ２ 的 表 达 没 有 受 到 影 响， 而 ｐ⁃ＳＨＰ２、
ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＡＫＴ、Ｐ４０ 和 ｇｐ９０ 的表达都被显著抑

制，说明了 ＷＮＫ２ 可以通过调控氧化应激水平抑制

ＳＨＰ２ 从而抑制 ＥＲＫ１ ／ ２ 和 ＡＫＴ 的活化。 而且单克

隆增殖实验和 ＣＣＫ⁃８ 结果显示， ＳＨＰ２ 抑制剂

ＰＨＰＳ１ 会抑制 ＷＮＫ２ 缺失所造成的肝细胞的增殖

能力增强的现象。 细胞划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验

结果显示 ＳＨＰ２ 抑制剂 ＰＨＰＳ１ 会抑制 ＷＮＫ２ 缺失

所造成的肝细胞的迁移和侵袭能力增强的现象。
因此，推测 ＷＮＫ２ 可以通过调控 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路

进而抑制氧化应激水平，再通过抑制 ＳＨＰ２ 进而抑

制 ＥＲＫ１ ／ ２ 和 ＡＫＴ 的活化，从而抑制 ＨＣＣ 的发展。
综上所述，ＷＮＫ２ 可以通过抑制 ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＲＯＳ ／

ＳＨＰ２ 信号通路的活化，从而抑制 ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＡＫＴ 信

号通路，进而延缓 ＨＣＣ 的增殖和迁移。
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［收稿日期］ 　 ２０２３－０８－０４

《中国实验动物学报》再次入编《中文核心期刊要目总览》

　 　 依据文献计量学的原理和方法，经研究人员对相关文献的检

索、统计和分析，以及学科专家评审，《中国实验动物学报》再次入

编《中文核心期刊要目总览》２０２３ 年版（即第 １０ 版）动物学 ／人类学

类的核心期刊！
《中文核心期刊要目总览》采用定量评价和定性评的学术水平

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

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

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

感谢编委、专家们的帮助与支持，感谢广大作者和读者朋友们

的厚爱与信任。 本刊编辑部将始终坚守办刊宗旨，不忘初心，严谨

办刊，开拓进取，不断创新，向世界一流期刊看齐。
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顾乐盈，杨妞妞，于康英，等． 白芷在神经病理性疼痛中对 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 通路的调控作用分析 ［ Ｊ］． 中国实验动物学报，
２０２４， ３２（２）： ２１９－２２９．
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Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０２􀆰 ００９

［基金项目］江苏省高校自然科学基金（２０ＫＪＢ３６０００７），江苏省高校“青蓝工程”优秀青年骨干教师项目（苏教师函［２０２１］１１ 号），国家自

然科学基金青年项目（８１９０４２１２）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｈｉｇｈｅｒ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ （２０ＫＪＢ３６０００７）， Ｏｕｔｓｔａｎｄｉｎｇ Ｙｏｕｎｇ Ｂａｃｋｂｏｎｅ Ｔｅａｃｈｅｒｓ
Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ “Ｂｌｕｅ Ｐｒｏｊｅｃｔ” ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ’ｓ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ （Ｓｕ Ｔｅａｃｈｅｒ’ｓ Ｌｅｔｔｅｒ ［２０２１］ Ｎｏ． １１）， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ Ｙｏｕｔｈ
Ｐｒｏｇｒａｍ （８１９０４２１２） ．
［作者简介］顾乐盈，硕士，讲师，研究方向：慢性疼痛及中药镇痛机制研究。 Ｅｍａｉｌ：５２３７２４６５５＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］宋绍征，博士，副教授，研究方向：生物医药。 Ｅｍａｉｌ：ｓｓｚ０６１０＠ １６３． ｃｏｍ

白芷在神经病理性疼痛中对 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 通路
的调控作用分析

顾乐盈１，杨妞妞２，于康英１，孟雅琴１，宋绍征１∗

（１． 无锡太湖学院健康与护理学院基础医学系，江苏 无锡　 ２１４０００；
２． 扬州大学医学院，江苏 扬州　 ２２５００９）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究拟通过建立坐骨神经慢性缩窄损伤（ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＣＣＩ）小鼠模型，分析和

探讨白芷在神经病理性疼痛中的镇痛效果及其对 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 信号通路的调控作用。 方法　 无菌外科手术结扎

缠绕 ３０ 只小鼠坐骨神经制备 ＣＣＩ 小鼠模型；ＶｏｎＦｒｅｙ 实验检测白芷对小鼠机械刺激疼痛行为学变化，热辐射实验

评估白芷对小鼠热痛觉过敏情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ、免疫荧光、ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测白芷对小鼠 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 蛋白表达水

平、ＤＲＧ 阳性神经元数量、ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ 水平的影响；通过对 ＨＥＫ２９３ 细胞分别单转染和共转染ＭｒｇｐｒＤ、
ＴＲＰＡ１ 质粒后的钙成像实验，分析荧光信号强度差异性。 结果 　 共成功制备了 ２５ 只 ＣＣＩ 小鼠模型，造模率达到

８３􀆰 ３３％（２５ ／ ３０）；白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠机械性阈值和缩足潜伏时间均显著大于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；白芷灌胃的 ＣＣＩ
小鼠中 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 蛋白表达水平均显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠 ＤＲＧ 中 ＭｒｇｐｒＤ 和

ＴＲＰＡ１ 阳性神经元的数量显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠中 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ 相对表达

水平均显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；共转染 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 质粒的 ＨＥＫ２９３ 细胞中荧光强度显著高于单转染和

对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 本研究通过探究白芷在 ＣＣＩ 小鼠模型中镇痛的效果，证明了 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 是神经病

理性疼痛的重要作用靶点，揭示了白芷可以通过调控 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 信号转导通路来抑制神经病理性疼痛程度，这
为后续开发新型临床镇痛药物及镇痛机制的深入研究奠定了基础。

【关键词】 　 小鼠；白芷；神经病理性疼痛；ＭｒｇｐｒＤ；ＴＲＰＡ１
【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） ０２⁃０２１９⁃１１

Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｏｎ ｔｈｅ
ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ

ＧＵ Ｌｅｙｉｎｇ１， ＹＡＮＧ Ｎｉｕｎｉｕ２， ＹＵ Ｋａｎｇｙｉｎｇ１， ＭＥＮＧ Ｙａｑｉｎ１， ＳＯＮＧ Ｓｈａｏｚｈｅｎｇ１∗

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｎｕｒｓｉｎｇ， Ｗｕｘｉ Ｔａｉｈｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｗｕｘｉ ２１４０００， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｙａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｙａｎｇｚｈｏｕ ２２５００９， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＳＯＮＧ Ｓｈａｏｚｈｅｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｓｚ０６１０＠ １６３． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｉｎ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ Ｍａｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ Ｇ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｍｅｍｂｅｒ Ｄ （ＭｒｇｐｒＤ）⁃ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｋｙｒｉｎ １
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（ＴＲＰＡ１） ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｕｓｉｎｇ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ （ＣＣＩ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ＣＣＩ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｓｔｅｒｉｌｅ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｌｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｗｒａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎ ３０ ｍｉｃｅ． Ｐａｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＶｏｎＦｒｅｙ ｍｅｔｈｏｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｅｒｍａｌ ｈｙｐｅｒａｌｇｅｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅｒｍａｌ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ＭｒｇｐｒＤ ａｎｄ ＴＲＰＡ１， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎ （ＤＲＧ） ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｅｕｒｏｎｓ， ａｎｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＭｒｇｐｒＤ ａｎｄ ＴＲＰＡ１ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ， ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ， ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎ ＨＥＫ２９３ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｓｉｎｇｌｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏ⁃
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＭｒｇｐｒＤ ａｎｄ ＴＲＰＡ１ ｐｌａｓｍｉｄｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｍａｇｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａ
ｔｏｔａｌ ｏｆ ２５ ＣＣＩ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｐｒｅｐａｒｅｄ， ｗｉｔｈ ａ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ８３􀆰 ３３％ （２５ ／ ３０）． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ａｎｄ ｆｏｏｔ ｒｅｔｒａｃｔｉｏｎ ｌａｔｅｎｃｙ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ＣＣＩ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭｒｇｐｒＤ ａｎｄ ＴＲＰＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ＣＣＩ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＭｒｇｐｒＤ⁃ ａｎｄ ＴＲＰＡ１⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ
ＤＲＧ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ａｎｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭｒｇｐｒＤ ａｎｄ ＴＲＰＡ１ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ
ＣＣＩ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ＨＥＫ２９３ ｃｅｌｌｓ ｃｏ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭｒｇｐｒＤ ａｎｄ ＴＲＰＡ１ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌｓ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ ｐａｔｈｗａｙ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ
ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ， ａｎｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｉｓ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ
ｐａｔｈｗａｙ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｗ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ
ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｏｕｓｅ； Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ； ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ； ＭｒｇｐｒＤ； ＴＲＰＡ１
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 神经病理性疼痛（ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ，ＮＰＰ）属于

一种慢性疼痛，是由于中枢或周围神经系统原发性

和继发性受到损伤、功能障碍或短暂性紊乱而造成

的疼痛［１－３］。 据有关数据统计分析显示，全球每年

该疾病的发生率高达 ６􀆰 ９％ ～ １０􀆰 ０％，给人们的生

命健康和生活质量带来了极大的威胁［４－５］。 因此，
积极探究 ＮＰＰ 的形成与调控机制，寻找合理有效的

镇痛药物，对今后该病的防治具有重要的临床意

义。 有研究表明，ＮＰＰ 发生机制与 Ｇ 蛋白耦联受体

（Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＰＣＲ） 具有一定相关

性［６－８］，其 中 Ｍａｓ 相 关 的 Ｇ 蛋 白 耦 联 受 体 Ｄ
（ＭｒｇｐｒＤ）是 ＧＰＣＲ 的一种亚型，主要表达于外周伤

害性的感觉神经元上，能够感知外界环境中的机

械、冷、热等刺激。 在之前的研究中，发现 ＮＰＰ 小鼠

ＭｒｇｐｒＤ 的基因水平和蛋白水平表达都增多，功能也

增强，行为学上 ＭｒｇｐｒＤ 基因敲除小鼠在 ＮＰＰ 的情

况下对机械刺激更为敏感，证实了 ＭｒｇｐｒＤ 与 ＮＰＰ
的相关性［９］。 瞬时受体电位离子通道 Ａ１（ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ １，ＴＲＰＡ１）是一种温、触觉

感受器，属于瞬间非选择性的受体电位阳离子通

道，是 ｔｒｐ 通道家族的一员，能够被辣椒素、芥子油、
弱酸、甲醛、加热或机体的内源性配体激活，从而使

钙离子向细胞内流动，继而引发机体产生症状明显

的神经源性炎症和 ＮＰＰ ［１０］。 近年来，有研究发现，
ＭｒｇｐｒＤ 可以通过 ＴＲＰＡ１ 通路参与 ＮＰＰ 的产生，这
表明 ＭｒｇｐｒＤ 与 ＴＲＰＡ１ 在 ＮＰＰ 产生的调控中密切

相关［１１－１２］。 同时，也通过钙成像、电生理实验发现

ＴＲＰＡ１ 阻断剂明显抑制 β⁃丙氨酸激活 ＭｒｇｐｒＤ 引起

的钙内流以及内向电流，验证了 ＭｒｇｐｒＤ 可以通过

ＴＲＰＡ１ 通路参与 ＮＰＰ 的产生， 这提示 ＭｒｇｐｒＤ⁃
ＴＲＰＡ１ 是 ＮＰＰ 研究中的重要途径［９］。 因此，在

ＮＰＰ 的止痛治疗中， 有 必 要 着 重 考 虑 ＭｒｇｐｒＤ⁃
ＴＲＰＡ１ 通路在 ＮＰＰ 调控中的形成机制。

中药一直是我国传统医学的瑰宝。 白芷既是

一种多年生高大草本的伞形科当归属植物，也是一

味应用广泛、历史悠久的中药，始载于东汉《神农本

草经》，有解表散寒、消肿排脓、祛风止痛、燥湿止

带、宣通鼻窍等功效［１３］。 目前，白芷在临床上作为

镇痛中药的使用越来越广泛。 庞心悦等［１４］ 研究发

现，白芷水煎液和总挥发油对疼痛模型大鼠具有明

显的镇痛功效；覃文玉等［１５］在醋酸致小鼠扭体实验

中发现，应用白芷⁃川芎药能够明显降低小鼠扭体的

次数，具有较好的镇痛作用；郭珺等［１６］ 研究发现白

芷水提液能够抑制辣椒素、福尔马林及热辐射、热
浴浸尾诱导的小鼠伤害性疼痛，也证明了白芷水提

液具有良好的镇痛作用。 以上相关研究提示，白芷

０２２
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是可作为临床上镇痛治疗的一种有效物质，但是关

于其缓解疼痛的具体作用机制尚不明确，尤其是基

于 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 通路的白芷在 ＮＰＰ 中的镇痛机

制尚不清楚。
基于前期的研究基础，以及白芷在疼痛中的潜

在作用，本研究拟通过建立坐骨神经慢性缩窄损伤

（ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＣＣＩ）小鼠模型，探讨和

分析白芷是否能够通过 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 通路的调控

来抑制 ＣＣＩ 模型引起的坐骨神经痛，以期为阐明白

芷镇痛的具体机制和今后开发新型临床镇痛药物

奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

实验所用 ４０ 只小鼠均为 ７ ～ ８ 周龄清洁级

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠，体重为 ２０ ～ ２５ ｇ，购于上海必

凯科翼生物科技有限公司【ＳＣＸＫ（沪）２０１８－０００６】。
饲养于江南大学实验动物中心【 ＳＹＸＫ（苏） ２０２１－
００５６】，温度为 ２０ ～ ２６ ℃，湿度为 ４０％ ～ ７０％，２４ ｈ
昼夜交替光照循环，自由饮水饮食，颗粒饲料。 本

实验由江南大学实验动物管理与动物福利伦理委

员会审核批准（ＹＸＹＬＬ⁃２０１９⁃０７８），涉及动物实验的

相关工作均在江南大学实验动物中心完成。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

白芷水提液（自制），１％戊巴比妥钠（Ｍｅｒｃｋ），
ＴＲＰＡ１ 单 克 隆 抗 体 （ Ａｂｃａｍ ）， ＭｒｇｐｒＤ 抗 体

（Ａｂｃａｍ），ＴＲＩｚｏｌ （美国英杰生命科技有限公司），
ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ），胎牛血清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ），青霉素⁃链
霉素双抗（ＰＳ，Ｈｙｃｌｏｎｅ），Ｄ⁃ｈａｎｋ’ ｓ（Ｈｙｃｌｏｎｅ），胰蛋

白酶（Ｄｉｓｐｉｓｅ），神经生长因子（ＮＧＦ，Ｓｉｇｍａ），层黏连

蛋白 （ Ｓｉｇｍａ）， β⁃ａｌａｎｉｎｅ （ Ｓｉｇｍａ）， Ｆｕｒａ⁃２ （ Ｓｉｇｍａ），
Ｆ１２７（ Ｓｉｇｍａ ）， 实 时 荧 光 定 量 试 剂 盒 （ Ｒｏｃｈｅ ），
ＭｒｇｐｒＤ 质粒、ＴＲＰＡ１ 质粒、ＨＥＫ２９３ 细胞株均保存

于本实验，生理盐水、丙酮、异丙醇、氯仿、氯化钠、
氯化钾、氯化钙、ＳＤＳ、甲醛、聚丙烯酰胺等均为国产

分析纯，分别购自国药集团化学试剂有限公司、北
京索莱宝科技有限公司等。

常 规 小 鼠 手 术 器 械， ＶｏｎＦｒｅｙ 丝 测 痛 笔

（Ｄａｎｍｉｃ），热辐射仪（Ｕｇｏ ｂａｓｉｌｅ），超净工作台（美
国赛默飞科技有限公司），二氧化碳细胞培养箱（美
国赛默飞科技有限公司），电子天平（上海佑科公

司），冰冻切片机（德国徕卡公司），解剖显微镜（日

本尼 康 公 司）， ＩＸ５１ Ｏｌｙｍｐｕｓ 荧 光 倒 置 显 微 镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ），ｐＨ 酸度计（德国赛多利斯科学仪器有限

公司），实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｒｏｃｈｅ），离心机（湖南

凯达科学仪器有限公司），金属恒温水浴锅（中国金

坛医疗仪器厂），蛋白质电泳仪（美国伯乐公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＣＣＩ 小鼠模型的制备

将小鼠分为 ４ 组，每组 １０ 只，其中一组小鼠不

作任何处理，其余组小鼠坐骨神经结扎，进行造模。
首先将小鼠麻醉，侧卧位保定于动物实验台，通过

无菌外科手术沿小鼠右侧的后肢根部中线处进行

切开，分离坐骨神经使其暴露。 然后在坐骨神经上

使用外科手术缝合线仔细缠绕 ３ 次，基于小鼠腿部

反射的力量进行神经结扎，每次结扎 １ ｍｍ 左右。
最后，术后进行伤口缝合，将小鼠翻身至仰卧位，并
保持该体位直至小鼠苏醒，转移至动物房鼠笼内精

心照顾和饲养，整个手术过程注意小鼠保温［４，９］。
观察和记录第 １ ～ １０ 天小鼠的机械刺激阈值和热

辐射缩足潜伏期值变化情况，选择出现最具有显著

性差异的 ＣＣＩ 小鼠进行相关实验操作。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 实验检测白芷对小鼠机械刺激疼

痛行为学变化

将不作任何处理的小鼠设为正常组，将 ＣＣＩ 造
模成功的小鼠随机分为 ３ 组，其中将一组给予每只

１００ μＬ ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｇ 白芷水提液灌胃设为白芷组［１５］、
将一组给予同体积纯水灌胃设为纯水组、将一组未

给予任何药物设为空白组。 各组小鼠分别进行编

号，随机放置，检测前 ３０ ｍｉｎ 将实验小鼠转移至检

测的环境，以便适应该实验环境。 使用 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 细

丝（０􀆰 ０４ ～ ２ ｇ）对小鼠缩足与否进行测定，首先将

５０ ｃｍ × １００ ｃｍ 的钢丝网框网格抬高放置，然后将

小鼠放置其上，使用 ０􀆰 ４ ｇ Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 细丝以垂直角

度在小鼠足底中央处施压 ３ ｓ，观察小鼠是否发生缩

足反应。 若未缩足，则增加 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 细丝质量再次

重复刺激小鼠足底；若缩足，则减少 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 细丝

质量再次重复刺激小鼠足底。 每只小鼠两次刺激

时间间隔 ２０ ｓ，记录小鼠恰好发生缩足反应时的

Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 细丝质量，根据 Ｕｐ⁃ａｎｄ⁃Ｄｏｗｎ 法来计算各

组小鼠后肢发生 ５０％缩足的阈值，并进行比较分析

其差异显著性。
１􀆰 ２􀆰 ３　 热辐射实验评估白芷对小鼠热痛觉过敏

情况

所有实验小鼠均放置在相同的专用热辐射玻

１２２
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璃板上，选择小鼠右侧后肢足部作为研究对象，使
用 ４５ ℃热辐射源在各组小鼠的足底表面中心处进

行照射，记录从开始照射到小鼠发生明显缩足现象

的时间（缩足潜伏时间）。 每只小鼠均进行 ３ 次检

测，每次检测间隔时间为 ５ ｍｉｎ，比较和分析各组小

鼠的缩足潜伏时间差异显著性。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测白芷对小鼠 ＭｒｇｐｒＤ 和

ＴＲＰＡ１ 蛋白表达水平

将处理后的 ４ 组小鼠麻醉，无菌手术剖开皮肤，
使腰骶脊柱分离，充分暴露出脊柱盖板，轻轻掀开

盖板，置于冰上，沿着脊髓中央剪开脊柱，分别取出

第 ４ 腰椎和第 ５ 腰椎的 ＤＲＧ 神经元转移至洁净的

１􀆰 ５ ｍＬ 离心管内，ＩＳＬ 处理 ２４ ｈ，ＰＢＳ 清洗 ２ 次，使
用 ２００ μＬ 蛋白裂解液置于冰上裂解 ２ ｈ，转移至

－８０ ℃ 条件下保存 １２ ｈ 后，置于 ４ ℃解冻，１０ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ，取 ２００ μＬ 上清蛋白液转移至洁

净的 ０􀆰 ５ ｍＬ 离心管内，加入 ５０ μＬ ５ × Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ，充分混匀，沸水浴 ５ ｍｉｎ，使蛋白质充分变性。
按照常规分子生物学方法［１６］ 进行 ５％ ＳＤＳ⁃聚丙烯

酰胺凝胶电泳 （ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）。 电泳结束后，使用

ＰＢＳ 将凝胶转移至预先经乙醇活化的 ＰＶＤＦ 膜上，
以 １００ Ｖ 恒定电压转膜 ２ ｈ。 取下 ＰＶＤＦ 膜，使用

超纯水洗涤 ３ 次，加入 ５％奶粉⁃ＴＢＳ 封闭缓冲液

（５％奶粉，１３７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ， ０􀆰 １％
Ｔｗｅｅｎ⁃２０， ｐＨ ＝ ７􀆰 ６） 进行室温孵育 ２ ｈ。 使用

ＴＢＳＴ 缓冲液（１３７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ，
１％ Ｔｗｅｅｎ⁃２０， ｐＨ ＝ ７􀆰 ６）反复冲洗 ＰＶＤＦ 膜直至奶

液完全去除干净，加入一抗（１ ∶ １０００ 稀释），混匀

后，置于 ４ ℃摇床孵育 ４ ｈ，再使用 ＴＢＳＴ 缓冲液清

洗 ３ 次，加入酶标二抗（１ ∶ ２５０ 稀释），混匀后，置于

室温摇床孵育 ２ ｈ。 取出 ＰＶＤＦ 膜，使用 ＰＢＳ 洗涤 ３
次，密闭晾干后，应用凝胶成像系统进行成像，使用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带情况。
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫荧光技术检测白芷对 ＤＲＧ 中 ＭｒｇｐｒＤ
和 ＴＲＰＡ１ 阳性神经元数量变化

麻醉小鼠，仰卧位固定于小型动物手术台上，
暴露小鼠腹部，无菌剪开皮肤以使心脏显露，应用

甲醛灌注后，分离小鼠背根神经节（ＤＲＧ）的神经

元，置于含 ４％多聚甲醛的 ２４ 孔细胞培养板内，浸泡

２０ ｍｉｎ，吸除多聚甲醛，加入 ３０％蔗糖溶液，４ ℃过

夜。 取出 ＤＲＧ 神经元，加入 ＯＣＴ 溶液进行包埋后，
应用冰冻切片机进行厚度 １０ μｍ 切片。 使用封闭

缓冲液（１０％ ＦＢＳ ＋ ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ＋ ０􀆰 ０２％叠

氮化钠 ＋ ＰＢＳ）对制成的切片进行封闭，室温孵育

２ ｈ。 ＰＢＳ 洗去封闭液，加入 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 一抗

（１ ∶ ４００ 稀释），４ ℃孵育 ３ ｈ。 ＰＢＳ 洗去一抗，加入

荧光信号标记二抗（１ ∶ ４００ 稀释），室温孵育 ３ ｈ。
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，封片，使用荧光倒置显微镜观察样本

情况。
１􀆰 ２􀆰 ６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测白芷对小鼠 ＭｒｇｐｒＤ
和 ＴＲＰＡ１ 的 ｍＲＮＡ 水平

麻醉小鼠，分离获取第 ４ 腰椎和第 ５ 腰椎 ＤＲＧ
神经元，置于装有 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ 的无酶离心管内，加
入 ２００ μＬ 氯仿，研磨后，加入裂解液，充分混匀，
４ ℃， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 取 ５００ μＬ 上清液

转移至另一洁净的离心管内，加入 ５００ μＬ 异丙醇，
沉淀 ＲＮＡ，４ ℃，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，吸取上清

加入 ５００ μＬ，混匀后，４ ℃，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，提取 ＲＮＡ，加入 ＤＥＰＣ 水溶解、定量。 按照实

时荧光定量试剂盒操作说明进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测，应
用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 引物设计软件进行荧光定量

ＰＣＲ 的引物设计，然后由上海生工生物工程技术有

限公司完成引物合成，引物序列详见表 １ 所示。 以

小鼠 ＧＡＰＤＨ 基因作为内参，检测各组中小鼠表达

ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 的 ｍＲＮＡ 水平，并进行差异显著

性统计分析。

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

ＭｒｇｐｒＤ⁃Ｆ ＴＴＴＴＣＡＧＴＧＡＣＡＴＴＣＣＴＣＧＣＣ
ＭｒｇｐｒＤ⁃Ｒ ＧＣＡＣＡＴＡＧＡＣＡＣＡＧＡＡＧＧＧＡＧＡ
ＴＲＰＡ１⁃Ｆ ＧＴＣＣＡＧＧＧＣＧＴＴＧＴＣＴＡＴＣＧ
ＴＲＰＡ１⁃Ｒ ＣＧＴＧＡＴＧＣＡＧＡＧＧＡＣＡＧＡＧＡＴ
ＧＡＰＤＨ⁃Ｆ ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ
ＧＡＰＤＨ⁃Ｒ ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ

１􀆰 ２􀆰 ７　 ＨＥＫ２９３ 细胞转染 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 质粒

后的钙成像实验

将 ＨＥＫ２９３ 细胞接种于层黏连蛋白和聚⁃ｄ⁃赖
氨酸包被的无菌玻璃盖片上进行培养，使用 ５０ μＬ
混合转染液稀释 ０􀆰 ８ μｇ 质粒 ＤＮＡ，与细胞反复吹打

混匀后，静置 １５ ｍｉｎ，然后将混合物转移至无菌的

２４ 孔细胞培养板内，置于 ３７ ℃、５％饱和湿度的 ＣＯ２

培养箱内，培养 ６ ｈ 后更换新鲜培养液，再继续培养

２４ ｈ。 转染类型分为 ３ 组，分别是单独转染 ＭｒｇｐｒＤ
质粒组、单独转染 ＴＲＰＡ１ 质粒组、共转染 ＭｒｇｐｒＤ 和

ＴＲＰＡ１ 质粒组。 在转染质粒培养后的 ＨＥＫ２９３ 细

２２２
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胞中加入 Ｆｕｒａ⁃２ ／ Ｆ１２７ 溶液（２ μＬ Ｆｕｒａ⁃２ ＋ ２ μＬ
Ｆ１２７ ＋ ２ ｍＬ ＨＢＳＳ），反复吹打混匀后，置于培养箱

内孵育 ３０ ｍｉｎ，进行钙离子成像实验［１７］，使用 ＨＣＩ
ｉｍａｇｉｎｇ 软件记录产生的相关信号强弱，观察并保存

实验结果。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 记录相关实验数据，以 ＳＰＳＳ
２０􀆰 ０ 统计软件作为数据处理与分析的工具，若数据

资料符合正态分布，则计量资料以平均值 ± 标准差

（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间比较采用单因素方差分析，方差

齐时，组间数据比较采用 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示有

统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＣＣＩ 小鼠模型的建立

共选择了 ４０ 只小鼠作为研究对象，其中 １０ 只

不作任何处理作为对照组，另外 ３０ 只小鼠进行坐骨

神经结扎处理制备 ＣＣＩ 模型，其中成功造模小鼠有

２５ 只，因手术死亡小鼠 ２ 只，未成功造模小鼠 ３ 只，
造模成功率为 ８３􀆰 ３３％（２５ ／ ３０）。 造模后，从第 ７ 天

开始，ＣＣＩ 小鼠的机械刺激性疼痛阈值和热辐射缩

足潜伏时间出现最显著的差异，其值降低至最低点

（０􀆰 ５３ ｇ 和 ７􀆰 ４２ ｓ），其在 ７ ～ １０ ｄ 基本维持平稳，
如图 １ 所示。

图 １　 ＣＣＩ 小鼠机械刺激性阈值和热辐射缩足潜伏时间变化曲线图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ａｎｄ ｔｈｅｒｍａｌ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｆｏｏｔ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｌａｔｅｎｃｙ ｔｉｍｅ ｉｎ ＣＣＩ ｍｉｃｅ

２􀆰 ２　 白芷镇痛效果分析

经 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 实验检测，选择小鼠后肢发生 ５０％
缩足的阈值（ｇ）作为参考指标，通过小鼠机械刺激

疼痛行为学变化发现，应用白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠机

械性阈值显著高于应用纯水灌胃的 ＣＣＩ 小鼠和未

进行灌胃的 ＣＣＩ 小鼠（１􀆰 １８ ± ０􀆰 １１ ｖｓ ０􀆰 ４６ ± ０􀆰 ０６，
０􀆰 ５３ ± ０􀆰 ０７，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），具有统计学意义；白芷灌

胃的 ＣＣＩ 小鼠阈值略低于正常小鼠，但是差异不具

有显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 这一结果表明白芷在 ＣＣＩ 小
鼠模型的机械刺激性疼痛中能够起到很好的镇痛

效果，且阈值接近于未进行 ＣＣＩ 造模的正常小鼠

（见图 ２Ａ）。 经热辐射实验评估小鼠热痛觉情况显

示，白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠缩足潜伏时间明显大于应

用纯水灌胃的 ＣＣＩ 小鼠和未进行灌胃的 ＣＣＩ 小鼠

（１３􀆰 ６５ ± ０􀆰 １４ ｖｓ ７􀆰 ２３ ± ０􀆰 ７６，７􀆰 ４２ ± ０􀆰 ８１，Ｐ ＜
０􀆰 ０５），具有统计学意义；白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠缩足

潜伏时间与正常小鼠相比，差异不具有显著性（Ｐ ＞
０􀆰 ０５），略低于正常小鼠的缩足潜伏时间。 这一结

果表明白芷在 ＣＣＩ 小鼠模型的热痛觉中有着较好

的镇痛效果，且小鼠缩足时间接近于正常小鼠（见
图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 白芷对小鼠 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 蛋白表达水

平的影响分析

如图 ３ 所示，以小鼠 Ａｃｔｉｎ 蛋白作为内参，进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测实验，通过凝胶成像系统的 Ｉｍａｇｅ
Ｊ 软件定量分析显示，白芷灌胃后的 ＣＣＩ 小鼠中

ＭｒｇｐｒＤ 蛋白表达水平明显低于纯水灌胃后的 ＣＣＩ
小鼠（０􀆰 ７３ ± ０􀆰 １１ ｖｓ ２􀆰 ６９ ± ０􀆰 ２３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异

具有显著性；白芷灌胃后的 ＣＣＩ 小鼠中 ＴＲＰＡ１ 蛋白

表达水平也明显低于纯水灌胃后的 ＣＣＩ 小鼠（０􀆰 ４２
± ０􀆰 ０９ ｖｓ ２􀆰 ０ ３ ± ０􀆰 １８，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异具有显著

性。 结果表明白芷能够显著降低 ＣＣＩ 小鼠模型中

ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 蛋白表达水平，使其表达水平接

近且略高于未进行 ＣＣＩ 造模的正常小鼠，差异不具

有显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 免疫荧光检测分析

甲醛灌注后，分离小鼠背根神经节的神经元，
经免疫荧光染色实验结果如图 ４Ａ 所示，应用 ＥＧＦＰ

３２２
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注：Ａ：Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 实验检测白芷镇痛效果；Ｂ：热辐射实验评估白芷镇痛效果；与白芷组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ２　 白芷在 ＣＣＩ 小鼠模型中的镇痛效果差异分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｂ． Ｔｈｅｒｍａｌ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ

ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｉｎ ＣＣＩ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ

图 ３　 白芷对小鼠 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 蛋白表达水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭｒｇｐｒＤ ａｎｄ ＴＲＰＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

标记在荧光倒置显微镜下可见小鼠 ＤＲＧ 中 ＭｒｇｐｒＤ
和 ＴＲＰＡ１ 阳性神经元呈现绿色荧光信号，根据绿色

荧光信号与 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 表达水平呈正相关可

初步判断阳性神经元数量，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件灌胃前

后的神经元细胞进行标注，细胞计数。 白芷灌胃后

的 ＣＣＩ 小鼠 ＤＲＧ 中 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 阳性神经元

的数量显著低于纯水灌胃后的 ＣＣＩ 小鼠（６５４ ± ４７
ｖｓ １１６２ ± ６３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异具有显著性（见图

４Ｂ）。 这一结果说明白芷能够显著降低 ＭｒｇｐｒＤ 和

ＴＲＰＡ１ 的表达水平，从而引起具有 ＥＧＦＰ 信号的神

经元数量显著减少。

２􀆰 ５ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测白芷对小鼠 ＭｒｇｐｒＤ 和

ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ 水平的影响

应用小鼠 ＧＡＰＤＨ 基因作为 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测的内

参，计算各组小鼠中 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 的 ｍＲＮＡ 相

对表达水平。 根据 ２－ΔΔＣＴ 法进行校准和归一化处

理，其中 ΔΔＣＴ 值 ＝ （目标基因 ＣＴ 值－内参基因 ＣＴ
值） － （校准品 ＣＴ 值 － 内参基因 ＣＴ 值）。 计算

ＭｒｇｐｒＤ ｍＲＮＡ 的相对表达水平差异情况如图 ５Ａ 所

示，应用白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠中 ＭｒｇｐｒＤ ｍＲＮＡ 相对

表达水平显著低于应用纯水灌胃的 ＣＣＩ 小鼠和未

进行灌胃的 ＣＣＩ 小鼠（１􀆰 ２３ ± ０􀆰 １２ ｖｓ ３􀆰 ２１ ± ０􀆰 ２４，

４２２
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图 ４　 免疫荧光检测白芷对 ＮＰＰ 模型（ＣＣＩ）中 ＤＲＧ 神经元的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｏｎ ＤＲＧ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ａ
ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ （ＣＣＩ）

２􀆰 ９６ ± ０􀆰 １７，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异具有显著性；白芷灌

胃的 ＣＣＩ 小鼠中 ＭｒｇｐｒＤ ｍＲＮＡ 相对表达水平略高

于正常小鼠，但是差异不具有显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
计算 ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ 的相对表达水平差异情况如图

５Ｂ 所示，用白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠中 ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ
相对表达水平显著低于应用纯水灌胃的 ＣＣＩ 小鼠

和未进行灌胃的 ＣＣＩ 小鼠（１􀆰 １８ ± ０􀆰 ０９ ｖｓ ２􀆰 ６５ ±

图 ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测白芷对小鼠 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ 水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｏｎ ＭｒｇｐｒＤ ａｎｄ ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ

０􀆰 １６，２􀆰 ５７ ± ０􀆰 １４，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异具有显著性；白
芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠中 ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ 相对表达水平

略高于正常小鼠，但是差异不具有显著性 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 此外，各小鼠组内进行比较，ＭｒｇｐｒＤ ｍＲＮＡ
相对表达水平普遍高于 ＴＲＰＡ１。 这一结果表明白

芷能够显著降低小鼠 ＤＲＧ 神经元中的 ＭｒｇｐｒＤ 和

ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ 表达水平，使其表达水平接近于未进

行 ＣＣＩ 造模的正常小鼠。

２􀆰 ６　 ＨＥＫ２９３ 细胞转染后钙成像实验观察

分别在 ＨＥＫ２９３ 细胞中单独转染 ＭｒｇｐｒＤ 质粒、
单独转染 ＴＲＰＡ１ 质粒、共转染 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 质

粒，进行钙离子成像实验并根据 ＨＣＩ ｉｍａｇｉｎｇ 软件记

录数据来计算荧光强度，当荧光比（ΔＦ ／ Ｆ０） ≥ ０􀆰 ４
时，表明细胞有反应，其中 Ｆ０ 指荧光的基线值，ΔＦ
指荧光的基线最大值。 三个转染组的荧光强度差

异显著性分析情况如图 ６Ａ 所示，共转染 ＭｒｇｐｒＤ 和

ＴＲＰＡ１ 质粒的 ＨＥＫ２９３ 细胞中荧光强度显著高于

单转染和对照组，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 同

时，共转染 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 质粒的 ＨＥＫ２９３ 细胞

经 β⁃ａｌａｎｉｎｅ 和 Ｍｕｓｔａｒｄ ｏｉｌ 诱导引起其钙离子内流

明显大于未转染质粒的细胞和仅仅单转染 ＭｒｇｐｒＤ
质粒的细胞（如图 ６Ｂ ～ ６Ｄ），从而导致该 ＨＥＫ２９３
细胞的荧光信号强度较大。

５２２



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ２ 月第 ３２ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ２

注：Ａ：ＨＥＫ２９３ 细胞转染后钙离子内流的荧光强度差异显著性分析； Ｂ ～ Ｄ：β⁃ａｌａｎｉｎｅ 和 Ｍｕｓｔａｒｄ ｏｉｌ 诱导细胞钙成像反应；与 ＭｒｇｐｒＤ ＋

ＴＲＰＡ１ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ６　 ＨＥＫ２９３ 细胞转染后钙离子内流的荧光强度比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｉｎｆｌｕｘ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＥＫ２９３ ｃｅｌｌｓ． Ｂ ～ Ｄ． β⁃ａｌａｎｉｎｅ

ａｎｄ Ｍｕｓｔａｒｄ ｏｉｌ ｉｎｄｕｃｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｍａｇｉｎｇ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭｒｇｐｒＤ ＋ ＴＲＰＡ１ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｎｆｌｕｘ ｉｎ ＨＥＫ２９３ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

３　 讨论

疼痛是一种令人不愉快的感觉和情绪上的主

观感受，常常伴有实质的或潜在的组织和细胞损

伤，分为周围性和中枢性两种病理类型［２，１８］。 １９９４
年，国际疼痛研究协会（ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｔｈｅ Ｓｔｕｄｙ ｏｆ Ｐａｉｎ，ＩＡＳＰ）将 ＮＰＰ 定义为“疼痛开始于

或起源于外周或中枢神经系统的损伤或功能不

良” ［１９］。 本研究将 ３０ 只小鼠分为 ３ 组，利用无菌外

科手术，分别结扎缠绕小鼠坐骨神经，成功地制备

了 ２５ 只 ＣＣＩ 小鼠 ＮＰＰ 模型， ＣＣＩ 造模率达到

８３􀆰 ３３％，属于一种周围性 ＮＰＰ，且 ＣＣＩ 小鼠模型成

功率高于王琛等［４］、郭珺等［１６］ 研究报道，为后续的

相关疼痛研究提供了可靠的实验动物模型。
目前，由于 ＮＰＰ 的病因复杂，临床上关于 ＮＰＰ

的治疗现状并不能够令人满意，现有的临床药物很

难充分有效地缓解疼痛［２０－２１］。 近年来，随着中医药

研究的不断发展，中药止痛逐渐引起了人们的关

注。 中药具有药效优良、资源丰富、不良反应发生

率低、无成瘾性等优势，在临床上越来越受到重

视［１３］。 白芷作为一种多年生高大草本，味辛、气芳

香、性温，主入阳明，其化学成分主要是香豆素及其

衍生物，如欧前胡乙素、当归素、白芷毒素、白当归

醚等，是目前临床常用的解热镇痛中药之一［１２－１５］。
有研究证明，在背部皮下注射蛋白胨诱导的兔高热

模型中应用中药白芷，具有明显的解热镇痛作

用［２２］；在腹腔注射醋酸诱导的小鼠疼痛模型中，应
用白芷灌胃后，小鼠扭体次数明显减少，热板实验

的疼痛阈值明显升高；此外，还有高小坤［２３］ 通过白

芷挥发油对热刺激疼痛小鼠模型的研究结果也表

明，白芷具有较好的镇痛效果。 本研究通过 Ｖｏｎ
Ｆｒｅｙ 和热辐射实验发现，应用白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠

机械性阈值显著高于对照组 ＣＣＩ 小鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠缩足潜伏时间明显大于对照

组 ＣＣＩ 小鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），这一结果表明白芷在 ＣＣＩ
小鼠模型的机械刺激性疼痛和热痛觉中具有较好

６２２
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的镇痛效果，且机械刺激阈值和小鼠缩足时间均接

近于未进行 ＣＣＩ 造模的正常小鼠，上述这些研究结

果与其他相关研究报道文献相一致［１２－１５，２２－２３］，进一

步证明了白芷能够在 ＮＰＰ 中发挥良好的镇痛作用。
但是，关于白芷镇痛的具体机理目前尚不完全清晰。

全球的 ＮＰＰ 发病率约 ６􀆰 ９％ ～ １０􀆰 ０％［２４］，由于

该疾病的临床发病率高且病因复杂，为了更好地防

治这一疾病，针对 ＮＰＰ 的机制有必要进行深入探

究。 有研究发现，疼痛的产生与 Ｍｒｇｓ 相关受体密切

相关，其中 ＭｒｇｐｒＤ 亚型主要在背根神经节神经元中

表达，参与痛觉的敏感性调节［２５］。 ＷＡＮＧ 等［７］的研

究显示，表达 ＭｒｇｐｒＤ 的不同模式伤害性神经元对大

多数神经胶质细胞与神经元具有支配作用，从而引

起机械和热刺激的兴奋性；ＣＲＯＺＩＥＲ 等［２５］ 通过全

细胞膜片钳技术研究 ＤＲＧ 中 ＭｒｇｐｒＤ 阳性神经元的

结果显示，缺失 ＭｒｇｐｒＤ 时，神经元兴奋性降低，机械

刺激疼痛敏感性下降。 此外，目前关于 ＭｒｇｐｒＤ 的临

床相关研究主要集中在与瘙痒发生机制领域，然而

在 ＮＰＰ 中 ＭｒｇｐｒＤ 对疼痛产生发挥的作用尚不清

楚。 因此，本研究通过小鼠坐骨神经慢性压迫

（ＣＣＩ）模型研究白芷镇痛过程中 ＭｒｇｐｒＤ 在 ＮＰＰ 中

的水平变化，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 实验，结果

显示白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠中 ＭｒｇｐｒＤ 表达水平显著

低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；经免疫荧光染色检测，白芷

灌胃后的 ＣＣＩ 小鼠 ＤＲＧ 中 ＭｒｇｐｒＤ 阳性神经元的数

量显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 这一研究结果与上

述国内外其他文献报道相比，不同之处在于应用了

免疫学和分子生物学检测技术对与疼痛相关的受

体蛋白 ＭｒｇｐｒＤ 表达水平进行了详细的探讨，且结果

表明白芷能够显著降低小鼠 ＤＲＧ 神经元中 ＭｒｇｐｒＤ
表达水平，使其表达水平接近于未进行 ＣＣＩ 造模的

正常小鼠，从而引起具有 ＥＧＦＰ 信号的神经元数量

显著减少。 同时，这也暗示着 ＭｒｇｐｒＤ 在 ＮＰＰ 中具

有重要的作用，为今后新型镇痛药物研制的靶点选

择奠定了基础。
同时，还有大量研究发现 ＴＲＰＡ１ 是一种重要的

瞬时痛觉感受器电位阳离子通道蛋白，具有广泛的

生理功能，可调节细胞内 Ｃａ２ ＋、传递感觉信息［２６－２９］。
ＴＲＰＡ１ 是目前研究最广泛、机制最清楚的 ＴＲＰＡ 亚

家族成员之一，最早于 ２００３ 年在小鼠 ＤＲＧ 中发现

的，能够在温度低于 １７ ℃时被激活，可以介导小鼠

伤害性冷刺激反应［３０］。 近年来，有研究表明 ＴＲＰＡ１
与 Ｇ 蛋白偶联受体关联性较大， ＭｒｇｐｒＤ 通过

ＴＲＰＡ１ 通路参与 ＮＰＰ 的产生，ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 轴共

同调节细胞内信号，使细胞对外部环境干扰作出整

体反应［３０－３２］。 王地均等［３０］ 应用荧光定量 ＰＣＲ、免
疫组化和钙成像实验进一步实验证明了 ＴＲＰＡ１ 作

为冷痛调控通路影响了 ＭｒｇｐｒＤ 表达水平的变化。
ＷＩＬＳＯＮ 等［３１］ 研究发现 ＴＲＰＡ１ 是感觉神经元和培

养细胞中 ＭｒｇｐｒＤ 的下游靶标，是 ＭｒｇｐｒＤ 介导疼痛

信号转导和组胺依赖性瘙痒信号通路所必需的。
ＴＲＥＶＩＳＡＮＩ 等［３２］ 也得出了 ＴＲＰＡ１ 参与 ＭｒｇｐｒＤ 信

号调控 ＮＰＰ 产生的类似研究结果。 本研究中的结

果显示，白芷灌胃后的 ＣＣＩ 小鼠中 ＴＲＰＡ１ 表达水平

显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），其降低幅度明显高于

王地均等［３０］研究报道的数据资料。 白芷灌胃后的

ＣＣＩ 小鼠 ＤＲＧ 中 ＴＲＰＡ１ 阳性神经元的数量显著低

于纯水灌胃后的 ＣＣＩ 小鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且阳性神经

元数量降低值也明显低于 ＷＩＬＳＯＮ 等［３１］ 研究中的

阳性神经元。 这一结果表明白芷能够显著降低小

鼠 ＤＲＧ 神经元中 ＴＲＰＡ１ 表达水平，使其表达水平

接近于未进行 ＣＣＩ 造模的正常小鼠，从而引起具有

ＥＧＦＰ 信号的神经元数量显著减少，镇痛效果显著

优于其他相关文献研究报道［１２，１４，２３，３１－３２］，进一步说

明了 ＴＲＰＡ１ 在参与 ＭｒｇｐｒＤ 介导 ＮＰＰ 调控中发挥

着重要的作用。
此外，本研究中通过转染 ＨＥＫ２９３ 细胞钙离子

成像实验，结果显示共转染 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 质粒

的 ＨＥＫ２９３ 细胞的钙离子内流和荧光强度显著高于

分别单转染 ＭｒｇｐｒＤ、ＴＲＰＡ１ 及对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
这一结果提示 ＨＥＫ２９３ 细胞中 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 之

间存在着功能偶联关系，ＭｒｇｐｒＤ 信号的激活需要

ＴＲＰＡ１ 的参与。 分析原因可能是以往的研究大多

认为 Ｇ 蛋白偶联受体和下游的 ＴＲＰ 通道一起参与

ＮＰＰ 的产生，ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 轴是机体感知有害刺

激的一种重要信号传导途径，ＴＲＰＡ１ 借助于伤害性

刺激传导与 ＭｒｇｐｒＤ 密切联系，通过调控 ＭｒｇｐｒＤ 在

ＤＲＧ 神经元中的表达水平和促进钙离子内流来影

响 ＮＰＰ 的发生程度，结果证实了 β⁃ａｌａｎｉｎｅ 诱导细

胞中的 ＭｒｇｐｒＤ 活化至少部分通过 ＧＰＣＲ 介导的

ＴＲＰＡ１ 磷酸化来调节 ＴＲＰＡ１ 相关功能，这也反向

证明了 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 能够在 ＤＲＧ 神经元上协

同表达一致的现象［１０，３３］。
综上所述，本研究成功建立了小鼠 ＣＣＩ 模型，

深入探究白芷在 ＣＣＩ 小鼠模型中镇痛的效果及其

机制，证明了 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 是 ＮＰＰ 的重要作用靶

７２２
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点，白芷可以通过调控 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 信号转导通
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ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｄｅｓ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｖａｒ． ｆｏｒｍｏｓａｎａ ［ Ｊ］ ．
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｃｌｉｎ Ｃｈｉｎ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ， ２０２１， ３７（１）： １０５－１１０．

［２３］ 　 高小坤． 白芷挥发油镇痛、镇静作用实验研究 ［ Ｊ］ ． 现代中

８２２
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西医结合杂志， ２０１３， ２２（３５）： ３８８０－３８８２， ３８８８．
ＧＡＯ Ｘ Ｋ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ａｎｄ ｓｅｄａｔｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｏｆ Ｒａｄｉｘ Ａｎｇｅｌｉｃａｅ Ｄａｈｕｒｉｃａｅ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｄ Ｊ
Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｗｅｓｔ Ｍｅｄ， ２０１３， ２２ （ ３５ ）： ３８８０ －

３８８２， ３８８８．
［２４］ 　 ＨＵ Ｘ， ＤＵ Ｌ， ＬＩＵ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａ ＴＲＰＶ４⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｅ

ａｘｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ
Ｉｎｖｅｓｔ， ２０２３， １３３（５）： ｅ１６１５０７．

［２５］ 　 ＣＲＯＺＩＥＲ Ｒ Ａ， ＡＪＩＴ Ｓ Ｋ， ＫＡＦＴＡＮ Ｅ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＭｒｇＤ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＫＣＮＱ ／ Ｍ⁃ｃｕｒｒｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ｅｘｃｉｔａｂｉｌｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２００７， ２７（１６）： ４４９２－４４９６．

［２６］ 　 ＩＡＮＮＯＮＥ Ｌ Ｆ， ＤＥ ＬＯＧＵ Ｆ， ＧＥＰＰＥＴＴＩ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ＴＲＰ ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｉｎ ｍｉｇｒａｉｎｅ ａｎｄ ｈｅａｄａｃｈｅ ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｌｅｔｔ，
２０２２， ７６８： １３６３８０．

［２７］ 　 ＬＵＯ Ｙ， ＳＵＴＴＬＥ Ａ， ＺＨＡＮＧ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ （ ＴＲＰ ） ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｉｎ ｏｒｏｆａｃｉａｌ ｐａｉｎ ［ Ｊ ］ ． Ｍｏｌ
Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ， ２０２１， ５８（６）： ２８３６－２８５０．

［２８］ 　 ＮＡＺＬＲＯＧ̌ＬＵ Ｍ， ÖＺ Ａ， ＹＬＬＤＬＺＨＡＮ Ｋ． Ｓｅｌｅｎｉｕｍ ａｎｄ
ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ： ｆｏｃｕｓ ｏｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｐａｉｎ ａｎｄ ＴＲＰ ｃｈａｎｎｅｌｓ
［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２０， １８（６）： ５０１－５１７．

［２９］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｈ， ＣＨＥＮ Ｈ． ＴＲＰＡ１ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｍｉＲ⁃１４１⁃５ｐ⁃
ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ ［ Ｊ ］ ．

Ｎｅｕｒｏｒｅｐｏｒｔ， ２０２１， ３２（３）： ２８４－２９０．
［３０］ 　 王地均， 金香， 唐宗湘， 等． Ｇ 蛋白偶联受体 ＭｒｇｐｒＤ 研究进

展及对中医药研究的启示 ［ Ｊ］ ． 南京中医药大学学报，
２０２０， ３６（３）： ４１９－４２３．
ＷＡＮＧ Ｄ Ｊ， ＪＩＮ Ｘ， ＴＡＮＧ Ｚ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ Ｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＭｒｇｐｒＤ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ
Ｍｅｄ， ２０２０， ３６（３）： ４１９－４２３．

［３１］ 　 ＷＩＬＳＯＮ Ｓ Ｒ， ＧＥＲＨＯＬＤ Ｋ Ａ， ＢＩＦＯＬＣＫ⁃ＦＩＳＨＥＲ Ａ， ｅｔ ａｌ．
ＴＲＰＡ１ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｈｉｓｔａｍｉｎｅ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ， Ｍａｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ Ｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｔｃｈ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，
２０１１， １４（５）： ５９５－６０２．

［３２］ 　 ＴＲＥＶＩＳＡＮＩ Ｍ， ＳＩＥＭＥＮＳ Ｊ， ＭＡＴＥＲＡＺＺＩ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ４⁃
Ｈｙｄｒｏｘｙｎｏｎｅｎａｌ， ａｎ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ａｌｄｅｈｙｄｅ， ｃａｕｓｅｓ ｐａｉｎ ａｎｄ
ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｒｒｉｔａｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ＴＲＰＡ１ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２００７， １０４ （ ３３）：
１３５１９－１３５２４．

［３３］ 　 ＲＵＡＮ Ｙ， ＪＩＮ Ｘ， ＪＩ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｎｏｔｏｐｔｅｒｙｇｉｕｍ
ｉｎｃｉｓｕｍ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｃｏｌｄ ａｌｌｏｄｙｎｉａ ｉｎ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ＴＲＰＡ１ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｅｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２３， ３０５： １１６０６５．

［收稿日期］ 　 ２０２３－０９－２１

《中国比较医学杂志》再次入编《中文核心期刊要目总览》

　 　 依据文献计量学的原理和方法，经研究人员对相关文献的检

索、统计和分析，以及学科专家评审，《中国比较医学杂志》再次入

编《中文核心期刊要目总览》２０２３ 年版（即第 １０ 版）综合性医药卫

生类的核心期刊！
《中文核心期刊要目总览》采用定量评价和定性评的学术水平

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

术期刊综合评价数据库（ＣＡＪＣＥＤ）统计源期刊、《中国学术期刊文

摘》来源期刊；被中国生物学文献数据库、《中国核心期刊（遴选）数
据库》、《中国科技论文统计源期刊》（中国科技核心期刊）、《中文核

心期刊要目总览》等数据库收录。
感谢编委、专家们的帮助与支持，感谢广大作者和读者朋友们

的厚爱与信任。 本刊编辑部将始终坚守办刊宗旨，不忘初心，严谨

办刊，开拓进取，不断创新，向世界一流期刊看齐。

９２２
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４
Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． ２

侯媛璐，赵茹茹，高磊，等． 复合感染脓毒症模型大鼠的炎症与凝血功能紊乱进程 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（２）： ２３０
－２３７．
ＨＯＵ Ｙ Ｌ， ＺＨＡＯ Ｒ Ｒ， ＧＡＯ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｉｎ ｓｅｐｓｉｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，
２０２４， ３２（２）： ２３０－２３７．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０２􀆰 ０１０

［基金项目］ 云南省科学技术厅⁃云南中医药大学应用基础研究联合专项 （ ２０２００１Ａ２０７０００１⁃０３２），云南省教育厅科学研究基金

（２０２３Ｙ０４４１）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｙｕｎｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｊｏｉｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｎ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂａｓｉｃ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ （２０２００１Ａ２０７０００１⁃０３２）， Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ （２０２３Ｙ０４４１）．
［作者简介］侯媛璐，女，在读硕士研究生，研究方向：中西医结合防治疾病机制研究。 Ｅｍａｉｌ： ２５７５４３０８２４＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］李明泓，男，讲师，研究方向：中西医结合基础。 Ｅｍａｉｌ： ｌｍｈ＠ ｙｎｕｔｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ

复合感染脓毒症模型大鼠的炎症与凝血
功能紊乱进程

侯媛璐１，赵茹茹１，高磊１，李奇峰１，２，姚政１，３，李明泓１，２∗

（１． 云南中医药大学基础医学院，昆明　 ６５０５００；２． 云南省高校中医治法与中药药效关系研究

科技创新团队，昆明　 ６５０５００；３． 云南省中西医结合慢病防治重点实验室，昆明　 ６５０５００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨脓毒症病程中凝血功能和炎症水平的改变。 方法 　 通过改良盲肠结扎穿刺术（ｃｅｃａｌ
ｌｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）构建复合感染脓毒症大鼠模型（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｅｐｓｉｓ ｍｏｄｅｌ，ＭＩＭ），将 ４８ 只雄性 ＳＤ 大

鼠随机分为空白组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，ｎ ＝ ８）、假手术组（Ｓｈａｍ 组，ｎ ＝ ８）、复合感染脓毒症模型 ４ ｈ（４ ｈ 组，ｎ ＝ ８）、８ ｈ（８
ｈ 组，ｎ ＝ ８）、１２ ｈ（１２ ｈ 组，ｎ ＝ ８）、１６ ｈ（１６ ｈ 组，ｎ ＝ ８）组，检测炎症指标和凝血相关指标。 结果　 （１）所有脓毒

症模型大鼠脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ） 及白介素⁃６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃６） 含量较 Ｓｈａｍ 组均显著升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ００１），且术后随时间延长，ＬＰＳ 及 ＩＬ⁃６ 含量逐渐升高，１２ ｈ 后 ＬＰＳ 无明显变化；（２）脓毒症模型病程中后期组（８ ｈ
及以后）凝血酶原时间（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ，ＰＴ）较 Ｓｈａｍ 组明显延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；（３）与 Ｓｈａｍ 组相比，８ ｈ 组、１２ ｈ 组、
１６ ｈ 组活化部分凝血酶原时间（ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ，ＡＰＴＴ）时间显著延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且
８ ｈ 后 ＡＰＴＴ 逐渐延长接近 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；（４）８ ｈ 后（不含 ８ ｈ）纤维蛋白原（ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ，Ｆｂｇ）含量较 Ｓｈａｍ 组显著增加（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）；（５）脓毒症病程各时间段组均与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组纤维蛋白降解产物（ ｆｉｂｒｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＦＤＰ）具有显著

性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而与 Ｓｈａｍ 组无显著性差异；（６）脓毒症病程各时间段组抗凝血酶⁃Ⅲ（ａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｉｎ⁃Ⅲ，ＡＴ⁃Ⅲ）
较 Ｓｈａｍ 组均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且 ＡＴ⁃Ⅲ随病程呈下降趋势，其中 ４ ｈ 组及 ８ ｈ 组与 １６ ｈ 组比存在显著性差异。
结论　 ＭＩＭ 大鼠模型可较好地反映脓毒症病程中炎症与凝血紊乱的发展趋势与相互关系，可更好的为探究脓毒症

病程发展提供研究基础。
【关键词】 　 脓毒症；疾病进程；炎症；凝血；多器官功能衰竭
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ｓｅｐｓｉｓ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｓｅｐｓｉｓ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｅｐｓｉｓ ｍｏｄｅｌ （ＭＩＭ） ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｅｃａｌ ｌｉｇａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｐｕｎｃｔｕｒｅ． Ｆｏｒｔｙ⁃ｅｉｇｈｔ ｍａｌｅ Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｔｏ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｇｒｏｕｐｓ： ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｓｈａｍ
ｇｒｏｕｐ， ４ ｈ ｓｅｐｓｉｓ ｇｒｏｕｐ， ８ ｈ ｓｅｐｓｉｓ ｇｒｏｕｐ， １２ ｈ ｓｅｐｓｉｓ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ １６ ｈ ｓｅｐｓｉｓ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ８ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ）． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 （１）Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ （ＬＰＳ） ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６ （ＩＬ⁃６） ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ａｔ ａｌｌ
ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）． ＬＰＳ ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ，
ｗｉｔｈ ｎｏ ｆｕｒｔｈｅｒ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＬＰＳ ａｆｔｅｒ １２ ｈｏｕｒｓ． （２）Ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ （ＰＴ） ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ａｎｄ
ｌａｔｅ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｐｓｉｓ ｍｏｄｅｌ， ｓｔａｒｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ８， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． （ ３） Ｐａｒｔｉａｌｌｙ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ （ＡＰＴＴ） ｔｉｍｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ８， １２， ａｎｄ １６ ｈ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． ＡＰＴＴ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｌｅｎｇｔｈｅｎｅｄ ｆｒｏｍ ８ ｈ， ｂｕｔ ａｐｐｒｏａｃｈｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｌｅｖｅｌｓ ｔｈｅｒｅａｆｔｅｒ． （４） Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ
（Ｆｂｇ） ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ａｌｌ ｓｅｐｓｉｓ ｇｒｏｕｐｓ， ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ８ ｈ ｇｒｏｕｐ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）． （５）Ｆｉｂｒｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ （ＦＤＰ） ｄｉｆｆｅｒｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ｂｕｔ ｎｏｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ ａｎｄ ｓｅｐｓｉｓ ｇｒｏｕｐｓ． （６）Ａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｉｎ⁃Ⅲ（ＡＴ⁃Ⅲ） ｌｅｖｅｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｅａｃｈ
ｓｔａｇｅ ｏｆ ｓｅｐｓｉｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ＡＴ⁃Ⅲ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｄｏｗｎｗａｒｄ ｔｒｅｎｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ， ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ４， ８， ａｎｄ １６ ｈ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ＭＩＭ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ
ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｓｅｐｓｉｓ，
ａｎｄ ｍａｙ ｔｈｕｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｇｏｏｄ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｓｅｐｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｓｅｐｓｉｓ； ｄｉｓｅａｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ； ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ； ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｒｇａｎ ｆａｉｌｕｒｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 脓毒症（ｓｅｐｓｉｓ）是一种威胁生命的多器官功能

障碍综合征，其特征是宿主对感染的反应失调［１－３］，
往往发生于各种严重创伤、感染以及大型手术后，
是临床常见并发症［４］。 在脓毒症发生发展的过程

中，凝血功能紊乱是其重要的病理生理变化之一。
脓毒症时，炎性反应介质超长释放引起机体过度炎

性反应，凝血系统被激活［５］，而纤维蛋白溶解受到

抑制［６］，随后产生大量微血栓，甚至导致弥散性血

管内 凝 血 （ ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｅｄ ｉｎｔｒａｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ，
ＤＩＣ）的形成，ＤＩＣ 诱发微循环障碍，加剧脓毒症多

器官功能衰竭，导致死亡［７－８］。 ＫＩＮＡＳＥＷＩＴＺ 等［９］

对 ２５３０ 例脓毒症患者进行荟萃分析的结果显示，炎
性反应和凝血系统的改变与疾病的严重程度和病

死率有很大的关系。 有研究表明凝血功能障碍和

炎症的一般标志物与急性生理学和慢性健康评估

（ＡＰＡＣＨＥ）Ⅱ评分测量的脓毒症严重程度之间存

在显著相关性，重症脓毒症的 ２８ ｄ 生存期与炎症、
内皮损伤和凝血酶生成减少以及抗凝因子的补充

有关［１０］ 。 然而，目前缺乏脓毒症病程与凝血功能

紊乱发展间关系的时序性研究，故本研究将探讨

脓毒症模型大鼠病情进展与凝血指标间的相互关

系，以明晰脓毒症病程进展与凝血功能紊乱间的

关系。
传统盲肠结扎穿刺（ｃｅｃｕｍ ｌｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｎｃｔｕｒｅ，

ＣＬＰ）模型存在病程不均一性的问题，不利于探讨脓

毒症病程发展过程中炎症与凝血功能的变化趋势，
在前期的研究工作中，本课题组通过在动物腹腔放

置带菌的复合感染支架，对 ＣＬＰ 模型进行改良，建
立了一种新的脓毒症动物模型———复合感染脓毒

症模型（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｅｐｓｉｓ ｍｏｄｅｌ，ＭＩＭ），ＭＩＭ
模型可使肠内容物不断渗漏，加剧术后感染水平、
加深器官损伤程度、提高模型死亡率且模型死亡时

间更为统一，更符合严重感染状态下机体过度反应

而产生脓毒症多器官功能衰竭的临床实际［１１］。 本

研究利用 ＭＩＭ 模型探讨脓毒症进程中凝血功能的

改变，进一步评价随着病情深入时凝血功能指标的

变化，为临床监测脓毒症患者血流动力学改变和为

临床更及时的救治提供基础数据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

本研究选择 ４８ 只体重在 ２８０ ～ ３００ ｇ 的 ８ 周龄

ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠，购买于斯贝福（北京）生物技

术有限公司【 ＳＣＸＫ（京） ２０１９ － ００１０】。 温度 ２０ ～
２６ ℃， 湿度 ４０％，每日 １２ ｈ 昼夜循环，无特殊病原

菌环境中适应性饲养 １ 周，饲养过程中以标准饲料

进行喂养，自由饮水、摄食，饲养于云南中医药大学

１３２
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医鉴甲楼观察室四【 ＳＹＸＫ（滇） Ｋ２０２２－０００４】。 实

验操作前室内温度约 ２３ ℃。 待大鼠体重达到 ３００
～ ３２０ ｇ 时，开始实验，随机分为空白组 （ Ｃｏｎｔｒｏｌ
组）、假手术组（Ｓｈａｍ 组）、４ ｈ 组、８ ｈ 组、１２ ｈ 组、１６
ｈ 组，每组 ８ 只。 本研究已通过云南中医药大学实

验动物伦理委员会批准（Ｒ⁃０６２０２３２０）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）试剂盒（泉州

睿信，２０２１０８１２），白介素⁃６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）试剂

盒 （ 泉 州 睿 信， ２０２１０８１３ ）， 凝 血 酶 原 时 间

（ ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ， ＰＴ ） 测 定 试 剂 盒 （ Ｓｉｅｍｅｎｓ，
５５８０７８），活化部分凝血活酶时间（ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ
ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ， ＡＰＴＴ） 测定试剂盒 （ Ｓｉｅｍｅｎｓ，
５５７６６７），纤维蛋白原（ ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ，Ｆｂｇ）测定试剂盒

（Ｓｉｅｍｅｎｓ，５０８６２），全自动配套的凝血质控品、标准

品 （ Ｓｉｅｍｅｎｓ， Ｓ０００９）， 纤维蛋白降解产物 （ ｆｉｂｒｉｎ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ， ＦＤＰ ） 试 剂 盒 （ 泉 州 睿 信，
ＲＸ３０２１７２Ｒ），抗凝血酶Ⅲ（ａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｉｎ⁃Ⅲ，ＡＴ⁃Ⅲ）
试剂盒（泉州睿信，ＲＸ３００３１５Ｒ）。

高速台式离心机（上海安亭 ＴＧＬ⁃１６Ｇ，中国），
血凝仪 （ Ｓｙｓｍｅｘ， ＣＡ６２０， 日本）， 多功能酶标仪

（ ＴＥＣＡＮ， ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００ＰＲ０， 瑞 士 ）， 电 子 天 平

（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ，德国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物模型制备

ＭＩＭ 模型各组大鼠于术前 １４ ｈ 禁食不禁水。
麻醉满意后固定于操作板，腹部中下部用碘伏棉签

消毒，在距尿道口上方 １ ｃｍ 处，沿腹中线切开约

２􀆰 ５ ｃｍ 的纵行切口，用钝性无菌解剖镊从腹腔拉出

盲肠，避开血管分离盲肠末端肠系膜，用 ３ ／ ０ 型号手

术缝合线在盲肠末端 １ ｃｍ 处结扎，将结扎部穿过复

合感染模型支架中心部位用软管固定，轻提起结扎

部分盲肠，用 ２１ Ｇ 针从上向下依次穿过三针六孔，
每针旋转角度约 ３０°，两针之间上下间留出约 ３ ｍｍ
的间隔。 用无菌棉签从穿刺部位挤出少量粪便并

擦去。 抽取 ０􀆰 ６ ｍＬ １０％鼠粪混悬液滴加在复合感

染支架预先固定的两个棉球上，每个 ０􀆰 ３ ｍＬ。 操作

完成后，提起腹腔切口将复合感染支架连同盲肠放

回腹腔并尽量将复合感染支架置于腹腔底部。 最

后逐层缝合切口。 将切口缝合好的大鼠置于饲养

笼中等待麻醉苏醒，术后给予大鼠正常饮食水。 所

有动物手术操作应在 ２０ ｍｉｎ 内完成，保持一致性。
Ｓｈａｍ 组仅暴露盲肠，其余同 ＭＩＭ 组。

１􀆰 ２􀆰 ２　 血液样品采集

采用大鼠腹主动脉取血，４ ｈ 组、８ ｈ 组、１２ ｈ
组、１６ ｈ 组分别于造模结束后在 ４、８、１２、１６ ｈ 取血、
Ｓｈａｍ 组和 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组于造模结束后 １６ ｈ 取血。 取血

前先对大鼠称重，用异氟烷麻醉大鼠，待大鼠麻醉

后，将大鼠四肢用绳子固定于操作台上，用消毒后

的剪刀将大鼠腹部剪开，使用棉花球将肠道和筋膜

钝性分离，暴露腹主动脉，使用 ５ ｍＬ 的无菌注射器

于腹主动脉分叉处平行进针，取血液 ４􀆰 ５ ｍＬ，将所

采血液注入采血管中与抗凝剂混匀，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离
心 ２０ ｍｉｎ，离心后取上清，置于－８０ ℃冷冻，用于后

续实验。
１􀆰 ２􀆰 ３　 凝血仪测定大鼠凝血功能相关指标

按照凝血仪说明书及所需试剂盒说明书步骤，
分别对 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、Ｓｈａｍ 组、４ ｈ 组、８ ｈ 组、１２ ｈ 组、
１６ ｈ 组大鼠采集好的血液中 ＰＴ，ＡＰＴＴ 及 Ｆｂｇ 进行

测定。
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 酶 联 免 疫 吸 附 实 验 （ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）

检测 ＬＰＳ、ＩＬ⁃６、ＦＤＰ、ＡＴ⁃Ⅲ，严格按 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒的测定操作，分别对 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、Ｓｈａｍ 组、４ ｈ 组、
８ ｈ 组、 １２ ｈ 组、１６ ｈ 组大鼠采集好的血液进行检测。
１􀆰 ３　 统计学分析

收集并整理数据，Ｓｈａｍ 组与所有组进行对比分

析，４ ｈ 组、８ ｈ 组、１２ ｈ 组、１６ ｈ 组测定结果则分别

进行组间对比。 组间比较采用单因素方差分析。
数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 数据统计分

析使用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０，所有图像制作使用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般观察

Ｓｈａｍ 组：术后 ４ ｈ 所有大鼠麻醉苏醒，并且活

动自如，能够正常饮食饮水，无嗜睡及蜷缩等精神

萎靡状态，受到外界刺激后能够做出规避动作，但
行动速度稍慢，眼角和鼻尖无异常分泌物，无其他

不良症状出现。
４ ｈ 组：大鼠出现竖毛症状，状态较为活跃，尿

量正常，开腹后观察到个别大鼠结扎处出现肿胀。
８ ｈ 组：大鼠出现发热、寒颤，聚集成堆，出现嗜睡现

象，仅有个别大鼠进食饮水减少，尿液颜色变深，开
腹后观察到盲肠结扎部位出现肿胀坏死，肠管轻微

粘连。 １２ ｈ 组：大鼠聚集成堆，活动力差，部分大鼠

２３２
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眼角出现分泌物，无粪便排出，体温偏高，个别大鼠

状态较差，出现闭眼、低头蜷缩，抓起后反抗力降

低，打开腹腔，肠道粘连严重，结扎部位及置片部位

部分被包裹，腹腔内出现少量积液，肝出现粘连。
１６ ｈ 组： 大鼠几乎不走动，少量饮水，竖毛严重，出
现固体状浓缩尿，个别大鼠出现腹泻症状，体型呈

现出消瘦状态。 打开腹腔，出现大量液体，恶臭，结
扎处坏死严重，肠道粘连严重，个别大鼠结扎处与

肌层粘连，肠管水肿胀气，肠壁透明，内有大量液

体，可见血管，肝颜色发生变化，血量减少。 一般观

察结果提示，随病程进展脓毒症模型大鼠炎症水平

和多脏器损伤不断加剧。
２􀆰 ２　 感染与炎症

２􀆰 ２􀆰 １　 各组大鼠 ＬＰＳ 测定结果

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，Ｓｈａｍ 组 ＬＰＳ 含量对比无显

著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；脓毒症 ４ ｈ 组、８ ｈ 组、１２ ｈ
组、１６ ｈ 组的 ＬＰＳ 含量与 Ｓｈａｍ 组相比均显著上升

（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；随脓毒症病情的发展，与 ４ ｈ 组相比，
８ ｈ 组、１２ ｈ 组、１６ ｈ 组 ＬＰＳ 含量显著上升，与 ８ ｈ 组

相比，１２ ｈ 组、１６ ｈ 组 ＬＰＳ 含量显著上升，与 １２ ｈ 组

相比，１６ ｈ 组 ＬＰＳ 含量无明显差异；各组间 ＬＰＳ 含

量与前一组相比均显著上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），见图 １，
说明感染不断加深。

注：与 Ｓｈａｍ 组相比，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；模型各时间组间相比，∗∗∗Ｐ ＜
０􀆰 ００１。 （下图同）

图 １　 各组的 ＬＰＳ 含量对比

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （ Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＬＰＳ ｃｏｎｔｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ２􀆰 ２　 各组大鼠 ＩＬ⁃６ 测定结果

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，Ｓｈａｍ 组 ＩＬ⁃６ 含量无统计学

意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；与 Ｓｈａｍ 组相比，脓毒症 ４ ｈ 组、
８ ｈ 组、 １２ ｈ 组、１６ ｈ 组 ＩＬ⁃６ 含量显著上升（Ｐ ＜
０􀆰 ００１）；随脓毒症病情的发展，与 ４ ｈ 组相比，８ ｈ
组、１２ ｈ 组、 １６ ｈ 组 ＩＬ⁃６ 含量显 著 上 升 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１），与 ８ ｈ 组相比，１２ ｈ 组、１６ ｈ 组 ＩＬ⁃６ 含量显

著上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），与 １２ ｈ 组相比，１６ ｈ 组 ＩＬ⁃６ 含

量明显上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见图 ２，说明炎症程度随时

间进程的不断加深。

注：模型各时间组间相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ２　 各组的 ＩＬ⁃６ 含量对比

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ， ∗∗Ｐ ＜
０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６ ｃｏｎｔｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ３　 凝血指标

２􀆰 ３􀆰 １　 各组大鼠 ＰＴ 测定结果

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，Ｓｈａｍ 组 ＰＴ 没有明显差异。
随脓毒症病情的发展，较 Ｓｈａｍ 组，８ ｈ 组、１２ ｈ 组、
１６ ｈ 组 ＰＴ 时间均明显延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ４ ｈ 组相

比，８ ｈ 组、１２ ｈ 组、１６ ｈ 组 ＰＴ 时间均明显延长（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），见图 ３，说明脓毒症期间，随着凝血酶原时间

延长，外源性凝血途径活性不断降低。
２􀆰 ３􀆰 ２　 各组大鼠 ＡＰＴＴ 测定结果

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，Ｓｈａｍ 组 ＡＰＴＴ 时间有一定缩

短（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），这可能是手术引起的；随病程发展，
８ ｈ 组 ＡＰＴＴ 时间延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），１２ ｈ 组、１６ ｈ 组

ＡＰＴＴ 时间明显延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ４ ｈ 组相比，８ ｈ
组 ＡＰＴＴ 时间明显延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），１２ ｈ 组、１６ ｈ 组

ＡＰＴＴ 时间显著延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），见图 ４，说明脓毒

３３２
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注：与 Ｓｈａｍ 组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ３　 各组 ＰＴ 对比

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

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＴ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ

图 ４　 各组 ＡＰＴＴ 对比

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＰＴＴ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ

症期间部分活化凝血酶原时间延长，并随病情时间

延长不断加深。
２􀆰 ３􀆰 ３　 各组大鼠 Ｆｂｇ 测定结果

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，Ｓｈａｍ 组 Ｆｂｇ 含量显著升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；与 Ｓｈａｍ 组相比，８ ｈ 组 Ｆｂｇ 含量明显

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），１２ ｈ 组、１６ ｈ 组 Ｆｂｇ 含量显著升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；与 ４ ｈ 组相比，８ ｈ 组、１２ ｈ 组、１６ ｈ 组

Ｆｂｇ 含量变化与同 Ｓｈａｍ 组比较相同；与 ８ ｈ 组相

比，１２ ｈ 组 Ｆｂｇ 含量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），１６ ｈ 组 Ｆｂｇ 含

量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；与 １２ ｈ 组相比，１６ ｈ 组

Ｆｂｇ 含量明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见图 ５，说明脓毒症

期间，血液呈高凝状态，并随病情时间延长而加重。

注：模型各时间组间相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ５　 各组的 Ｆｂｇ 含量对比

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ， ∗Ｐ ＜
０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｆｂｇ ｃｏｎｔｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ３􀆰 ４　 各组大鼠 ＦＤＰ 测定结果

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，Ｓｈａｍ 组 ＦＤＰ 含量明显增高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与 Ｓｈａｍ 组相比脓毒症病程各时间段

组大鼠 ＦＤＰ 含量无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），见图 ６，
说明脓毒症模型术后急性期，纤溶功能可能未受到

影响。

图 ６　 各组的 ＦＤＰ 含量对比

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＦＤＰ ｃｏｎｔｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ

４３２
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２􀆰 ３􀆰 ５　 各组大鼠 ＡＴ⁃Ⅲ测定结果

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比 Ｓｈａｍ 组血液中 ＡＴ⁃Ⅲ的含量

显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；与 Ｓｈａｍ 组相比，４ ｈ 组、８ ｈ
组、１２ ｈ 组和 １６ ｈ 组血液中 ＡＴ⁃Ⅲ的含量均显著降

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），且随病情时间延长呈不断降低趋

势；脓毒症病程各时间段组 ＡＴ⁃Ⅲ含量明显减少（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）；与 ４ ｈ 组相比，１６ ｈ 组 ＡＴ⁃Ⅲ明显降低（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）；与 ８ ｈ 组相比，１６ ｈ 组 ＡＴ⁃Ⅲ含量明显降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见图 ７，说明脓毒症大鼠凝血功能随病

情紊乱程度不断加深。

图 ７　 各组 ＡＴ⁃Ⅲ含量对比

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＴ⁃Ⅲ ｃｏｎｔｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨论

患有脓毒症时，内皮细胞放大免疫反应并激活

凝血系统，既是炎症的靶标和来源，也是局部和全

身免疫反应之间的联系。 脓毒症发生炎症期间，中
性粒细胞与内皮细胞相互作用，并在趋化因子的驱

动下迁移到炎症部位消除病原体［１２］，机体为响应免

疫细胞产生的细胞因子，内皮表达粘附分子并产生

血管活性化合物、炎性细胞因子和趋化因子；此外，
炎性细胞因子还可通过靶向内皮细胞引起内皮损

伤［１３］，从而使血液从抗凝状态切换到促凝状态，这
些反应有助于局部控制感染，但全身活化可导致微

血管血栓形成、毛细血管通透性降低、低血压、组织

缺氧，并最终导致组织损伤［１４］，引发 ＤＩＣ，诱发

ＭＯＤＳ。
炎症反应与凝血功能紊乱二者可以产生相互

促进的作用［１５］。 伴随脓毒症发展的炎症因子风暴

会引发凝血酶活化和血管内凝血病的发展，活化的

凝血酶诱导血小板活化，从而促进对炎症和感染的

微血栓形成［１６］，还可以促进 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 等促炎因

子细胞的活化［１７］，炎症促进凝血，而凝血功能紊乱

又进一步加剧炎症［１８］，形成恶性循环。 炎症因子与

内毒素等炎性递质一起作用于血管内皮细胞，导致

组织因子释放，从而启动外源性凝血系统［１９］；血管

内皮细胞激活并出现功能障碍［２０］，内皮细胞损伤，
启动内源性凝血系统；同时，生理性抗凝系统和纤

溶系统受到不同程度的抑制，促凝和抗凝功能失

衡，引发凝血功能障碍，血液处于高凝状态，最终引

起 ＤＩＣ［２１］。 因此，探究脓毒症病程与凝血功能障碍

的关系，利于更好地认识脓毒症炎症水平与凝血指

标变化之间的相关性。
本研究采用在传统 ＣＬＰ 模型基础上改良建立

ＭＩＭ 模型作为动物模型。 这是由于内毒素模型虽

然技术上容易、可重复性高，但并不能完全再现人

类脓毒症特征［２２］；而被认为是最接近脓毒症临床表

现的 ＣＬＰ 模型［２３］，模型动物腹腔感染灶容易被大

网膜及周围组织包裹［２４］，因而无法用于稳定研究脓

毒症病程［２５］。 本课题在 ＣＬＰ 模型基础上改良的

ＭＩＭ 模型可使肠内容物不断渗漏引发持续感染，经
前期实验证明：相较于 ＣＬＰ 模型，ＭＩＭ 模型反应感

染和炎症水平变异性更低，病程进展更为一致，模
型的结构效度更好；术后感染表现更为剧烈、器官

损伤程度更深、死亡率更高且组内死亡时间更为均

一，模型的表面效度更好［１１］。 因而 ＭＩＭ 造模方法

能获得病程进展更为均一的脓毒症模型动物，更适

合研究脓毒症病程与凝血功能障碍进展的时序

关系。
本研究采用 ＬＰＳ、ＩＬ⁃６ 作为感染和炎症的关键

指标。 其中，ＬＰＳ 是革兰氏阴性菌细胞壁的一种脂

多糖成分，白细胞对细菌的裂解可导致 ＬＰＳ 释放，
在脓毒症中 ＬＰＳ 刺激多种炎症介质的释放［２６］，引发

“炎症因子风暴”，而 ＩＬ⁃６ 是促炎因子中最重要的成

员［２７］。 在本研究中，Ｓｈａｍ 组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ＬＰＳ、ＩＬ⁃６
含量对比无统计学意义，可见手术操作不会造成明

显的感染和炎症；ＬＰＳ 及 ＩＬ⁃６ 含量随脓毒症病情发

展呈不断上升趋势，提示造模成功，且病情随时间

进程不断加剧。
凝血相关指标结果表明，随着脓毒症病程的推

进，８ ｈ 及以后 ＰＴ 和 ＡＰＴＴ 时间较 Ｓｈａｍ 组明显延

长，Ｆｂｇ 快速升高，提示造模手术后内外源性凝血途

径快速活化，组织因子凝血 ／抗凝途径明显紊乱，血

５３２
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液高凝；Ｃｏｎｔｒｏｌ 组与 Ｓｈａｍ 组间对比 ＦＤＰ 存在明显

统计学意义，这提示 Ｓｈａｍ 组造成的创伤（术后 １６ ｈ
检测）会引起纤溶作用增强，脓毒症病程各时间段

组均与 Ｓｈａｍ 组无显著性差异，提示脓毒症急性期

过程中纤溶功能可能未受到明显影响，但是病程中

大量生成的 ＦＤＰ 也会干扰纤维蛋白多聚化，造成出

血倾向，加重 ＤＩＣ；Ｓｈａｍ 组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组间对比 ＡＴ⁃
Ⅲ明显升高，这提示手术造成的创伤激活了凝血系

统，随着脓毒症病程的推进，８ ｈ 及以后各组 ＡＴ⁃Ⅲ
较 Ｓｈａｍ 组均显著降低，且与 ４ ｈ 组、８ ｈ 组相比，
１６ ｈ 组 ＡＴ⁃Ⅲ存在显著性差异，呈现明显下降趋势，
ＡＴ⁃Ⅲ的结果可以与 ＰＴ 和 ＡＴＰＰ 及 Ｆｂｇ 的结果相互

印证，说明该脓毒症模型下，确实出现了明显的凝

血 ／抗凝紊结，这可能是由于脓毒症造成的多器官

功能损伤，导致 ＡＴ⁃Ⅲ表达能力下降，进而导致机体

抗凝功能下降，加重 ＤＩＣ 的发展。
ＤＩＣ 的特征在于血管内凝血的全身激活，凝血

与纤维蛋白溶解失衡是其主要发病机制，全身微血

栓形成和全身出血倾向是主要临床表现。 临床结

局通常是诱发多器官功能衰竭。 作为脓毒症的常

见并发症，ＤＩＣ 显著增加脓毒症患者的死亡率［２８］，
因此判断病情进展情况，及时治疗、干预以改善结

果对于脓毒症患者的预后十分重要。 本研究通过

对 ＭＩＭ 模型大鼠 ４、８、１２、１６ ｈ 血液中的 ＬＰＳ、ＩＬ⁃６、
ＰＴ、ＡＴＰＰ、Ｆｂｇ、ＦＤＰ 和 ＡＴ⁃Ⅲ进行联合检测发现：随
着病情不断发展，感染与炎症水平不断升高，而凝

血功能障碍也随之加重。 凝血功能各指标提示在

ＭＩＭ 术后 ８ ｈ 血液高凝，可能进入 ＤＩＣ 高凝期；同时

ＡＴ⁃Ⅲ随病程发展持续降低，提示抗凝功能随病程

发展不断下降，这是造成出血、多器官功能障碍等

危症的重要风险因素。 综上，采用 ＭＩＭ 模型能够很

好地模拟临床中脓毒症病情进展，而随着病情进展

模型大鼠炎症水平持续升高，且在病程中后期开始

表现出明显的凝血障碍和出血倾向，该研究结果可

与临床脓毒症患者炎症因子和凝血指标关系的研

究相互佐证［２９］，为脓毒症炎症与凝血功能障碍的治

疗及给药提供更加坚实的基础数据。
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［１０］ 　 ＧＹＡＷＡＬＩ Ｂ， ＲＡＭＡＫＲＩＳＨＮＡ Ｋ， ＤＨＡＭＯＯＮ Ａ Ｓ． Ｓｅｐｓｉｓ：
ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎ ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ， ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ
［Ｊ］ ． ＳＡＧＥ Ｏｐｅｎ Ｍｅｄ， ２０１９， ７： ２０５０３１２１１９８３５０４３．

［１１］ 　 段爽， 朱瑛， 赵茹茹， 等． 复合感染脓毒症大鼠模型的构建

和评价 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２２， ３０（８）： １０３４－１０４１．
ＤＵＡＮ Ｓ， ＺＨＵ Ｙ， ＺＨＡＯ Ｒ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｅｐｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２２， ３０（８）： １０３４－１０４１．

［１２］ 　 ＳＨＥＮ Ｘ Ｆ， ＣＡＯ Ｋ， ＪＩＡＮＧ Ｊ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｄｕｒｉｎｇ ｓｅｐｓｉｓ： ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ａｎｄ ｕｐｄａｔｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ，
２０１７， ２１（９）： １６８７－１６９７．

［１３］ 　 ＨＯＴＣＨＫＩＳＳ Ｒ Ｓ， ＭＯＬＤＡＷＥＲ Ｌ Ｌ， ＯＰＡＬ Ｓ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｐｓｉｓ
ａｎｄ ｓｅｐｔｉｃ ｓｈｏｃｋ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｄｉｓ Ｐｒｉｍｅｒｓ， ２０１６， ２： １６０４５．

［１４］ 　 ＤＯＬＭＡＴＯＶＡ Ｅ Ｖ， ＷＡＮＧ Ｋ， ＭＡＮＤＡＶＩＬＬＩ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｐｓｉｓ ｏｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］ ．
Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｒｅｓ， ２０２１， １１７（１）： ６０－７３．

［１５］ 　 徐春苗． 炎性因子、凝血指标在恶性血液病脓毒症患者中的

水平变化及临床意义分析 ［ Ｊ］ ． 中国医学工程， ２０２２， ３０
（４）： １３１－１３３．
ＸＵ Ｃ Ｍ． Ｌｅｖｅｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｍａｌｉｇｎａｎｔ
ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｅｐｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｅｎｇ， ２０２２， ３０
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［１６］ 　 ＡＳＳＩＮＧＥＲ Ａ， ＳＣＨＲＯＴＴＭＡＩＥＲ Ｗ Ｃ， ＳＡＬＺＭＡＮＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ．

Ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｉｎ Ｓｅｐｓｉｓ： ａｎ ｕｐｄａｔｅ ｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｄａｔａ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１９， １０： １６８７．

［１７］ 　 ＲＩＴＴＩＲＳＣＨ Ｄ， ＦＬＩＥＲＬ Ｍ Ａ， ＷＡＲＤ Ｐ Ａ． Ｈａｒｍｆｕｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｓｅｐｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２００８， ８（ １０）：
７７６－７８７．

［１８］ 　 ＡＬＬＥＮ Ｋ Ｓ， ＳＡＷＨＥＮＹ Ｅ， ＫＩＮＡＳＥＷＩＴＺ Ｇ Ｔ． Ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔ
ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｅｖｅｒｅ ｓｅｐｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｃｒｉｔ
Ｃａｒｅ Ｍｅｄ， ２０１５， ４（２）： １０５－１１５．

［１９］ 　 温菲， 唐雯， 靳茜茜， 等． 内源性凝血在脓毒症凝血紊乱中

的作用及研究进展 ［Ｊ］ ． 青岛大学学报（医学版）， ２０１８， ５４
（３）： ３７５－３７８．
ＷＥＮ Ｆ， ＴＡＮＧ Ｗ， ＪＩＮ Ｑ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｉｎ
ｓｅｐｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｑｉｎｇｄａｏ Ｕｎｉｖ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０１８， ５４（３）： ３７５－３７８．

［２０］ 　 ＢＡＴＥＭＡＮ Ｒ Ｍ， ＳＨＡＲＰＥ Ｍ Ｄ， ＪＡＧＧＥＲ Ｊ Ｅ， ｅｔ ａｌ． ３６ｔｈ
ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ ｏｎ ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ ｃａｒｅ ａｎｄ ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ｂｒｕｓｓｅｌｓ， Ｂｅｌｇｉｕｍ． １５ － １８ Ｍａｒｃｈ ２０１６ ［ Ｊ］ ． Ｃｒｉｔ
Ｃａｒｅ， ２０１６， ２０（２）： ９４．

［２１］ 　 李鑫， 马晓春． 脓毒症疗程中的抗凝治疗 ［ Ｊ］ ． 中国实用内

科杂志， ２０１５， ３５（１１）： ８９７－８９９．
ＬＩ Ｘ， ＭＡ Ｘ Ｃ． Ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｓｅｐｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
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ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ
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ｇｌｙｃｏｃａｌｙｘ ｄｕｒｉｎｇ ｓｅｐｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０２０， ２４（２１）：
１２２５８－１２２７１．

［２８］ 　 李晋， 王燕， 曾亚薇， 等． 脓毒症相关凝血功能紊乱与免疫

反应相关机制的研究进展 ［ Ｊ］ ． 中华危重病急救医学，
２０２１，３３（１２）： １５１９－１５２３．
ＬＩ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｙ， ＺＥＮＧ Ｙ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ａｄｖａｎｃｅ ｉｎ ｓｅｐｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｃｒｉｔ Ｃａｒｅ
Ｍｅｄ， ２０２１， ３３（１２）： １５１９－１５２３．

［２９］ 　 陈柳舟． 联合检测凝血指标及炎症因子对脓毒症患者病情严

重程度 及 预 后 的 判 断 价 值 ［ Ｄ］． 大 连： 大 连 医 科 大

学； ２０２０．
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４
Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． ２

张佳河，祝旺，沈丹婷，等． 腹泻型肠易激综合征动物模型评价的研究进展 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（２）： ２３８－２４７．
ＺＨＡＮＧ Ｊ Ｈ， ＺＨＵ Ｗ， ＳＨＥＮ Ｄ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉａｒｒｈｅａ⁃ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ
ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（２）： ２３８－２４７．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０２􀆰 ０１１

［基金项目］国家自然科学基金项目（８１８０４０４７，８２１７４３０３）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８１８０４０４７， ８２１７４３０３） ．
［作者简介］张佳河，男，在读硕士研究生，研究方向：中医药防治脾胃病研究。 Ｅｍａｉｌ：ｚｊｈ１１２４１８３１７２＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］侯秋科，女，副研究员，博士，研究方向：中西医结合脾胃消化系统疾病研究。 Ｅｍａｉｌ：ｈｏｕｑｉｕｋｅ＠ ｇｚｕｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ

腹泻型肠易激综合征动物模型评价的研究进展
张佳河１，祝旺１，沈丹婷１，杨希玲１，刘凤斌２，３，侯秋科３∗

（１． 广州中医药大学第一临床医学院，广州　 ５１０４０５；２． 广州中医药大学第一附属医院白云医院，
广州　 ５１０４０５；３． 广州中医药大学第一附属医院脾胃病科，广州　 ５１０４０５）

　 　 【摘要】 　 肠易激综合征（ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＩＢＳ）是常见的功能性肠病之一，其中腹泻型肠易激综合征

（ｄｉａｒｒｈｅａ⁃ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ＩＢＳ，ＩＢＳ⁃Ｄ）占比最多，发病机制复杂多样，且缺少临床特效药。 动物模型的制备是进一步研

究疾病机制、评价临床药效以及药物开发的重要基础，而模型制备和评价标准关乎研究的质量。 本文通过查阅国

内外文献及结合本课题组的前期建模经验，基于 ＩＢＳ⁃Ｄ 目前公认的发病机制出发，从腹泻情况观察，内脏敏感性测

定，肠道动力测定等方面系统总结 ＩＢＳ⁃Ｄ 动物模型的评价方法，以期为今后研究提供参考。
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｄｉａｒｒｈｅａ⁃ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ（ＩＢＳ⁃Ｄ）； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
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　 　 肠易激综合征（ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＩＢＳ）是
一种临床常见的，以反复腹痛、腹部不适伴排便习

惯和（或）大便性状改变为特征的胃肠功能紊乱性

疾病［１］。 根据罗马Ⅳ标准［２］ 将 ＩＢＳ 分为便秘型、腹
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泻型、混合型和不定型共 ４ 个亚型，其中腹泻型 ＩＢＳ
（ｄｉａｒｒｈｅａ⁃ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ＩＢＳ，ＩＢＳ⁃Ｄ）在临床中最为常

见，占总 ＩＢＳ 发病患者的 ２３􀆰 ３％ ～ ６５􀆰 ０％［３］。 虽然

该病发病率高，但由于致病因素复杂，发病机制尚

不十分清楚，缺乏良好的生物学标志物，且存在多

种、重叠、非特异性症状，给诊断带来困难。 目前认

为其生理病理机制与内脏高敏感、肠道动力异常、
肠道菌群紊乱、肠脑轴异常、肠道低度炎症、精神心

理、遗传等因素密切相关［１］，治疗手段十分有限，近
１０ 年来几乎没有新的技术和药物推向临床。 患者

常因反复发作的腹部症状而备受煎熬，严重影响患

者的工作生活，并因长期寻医用药带来了沉重的经

济负担［４］，从而进一步加重其精神心理压力及脑⁃肠
互动紊乱等，形成恶性循环，因此有必要进行更多

的动物实验以深入探讨 ＩＢＳ⁃Ｄ 发病机理和开展新药

研发。
早前已有文献从病因及中医病证结合角度［５－６］

对 ＩＢＳ⁃Ｄ 动物造模方法做了归纳和比较，模型评价

方法也多种多样，但缺乏专门对其详尽地系统整

理。 由于模型评价标准是判断动物模型制备质量

的关键，其重要性不言而喻，因此本文针对 ＩＢＳ⁃Ｄ 动

物模型评价方法进行归纳总结，以期为 ＩＢＳ⁃Ｄ 的机

制研究提供借鉴和参考。

１　 腹泻症状评价方法

１􀆰 １　 一般情况观察

一般情况是最基本的观察指标，能反映造模过

程中动物的整体状态，主要包括行为活动、精神状

态、饮食、体重、毛色毛质、粪便等。 作为宏观指标，
主观性强，可靠性低。 正常状态下，动物活泼好动，
精神良好，饮水进食量正常，体重平稳增加，皮毛光

泽柔顺，粪便软硬度适中。 成功造模后 ＩＢＳ⁃Ｄ 动物

模型出现静卧少动，精神倦怠，进食量减少，体重增

长缓慢，毛色不均，毛糙散乱甚至脱落，排便量增

多，粪便质稀，粘附肛周［７］，解剖时见粪便质软或呈

稀烂便。
１􀆰 ２　 粪便情况观察

观察排便情况是评价 ＩＢＳ⁃Ｄ 动物模型最直接的

方法，可间接反映肠道动力、肠道黏膜通透性。 通

过观测排便的多少、粪便性状以及计算含水率等综

合评价粪便量和质的变化。
１􀆰 ２􀆰 １　 粪便性状

粪便性状异常是 ＩＢＳ⁃Ｄ 特点之一，根据 Ｂｒｉｓｔｏｌ

粪便性状评分法［７－１２］ 共将粪便性状分为 ７ 种，根据

性状赋予 １ ～ ７ 分，性状 ３、４ 为正常粪便性状，腹泻

倾向性状 ５ ～ ７，王科凯等［７］ 收集每只大鼠造模后

４ ｈ 的粪便并进行分级评分，结果与空白组相比具

有统计学意义。 该评分法是评估大便形态最简单

而有效的工具，见表 １。

表 １　 Ｂｒｉｓｔｏｌ 粪便性状分级

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｒｉｓｔｏｌ ｓｔｏｏｌ ｆｏｒｍ ｓｃａｌｅ
分型
Ｔｙｐｅ

说明
Ｅｘｐｌａｎａｔｉｏｎ

评分
Ｓｃｏｒｅ

性状 １
Ｔｙｐｅ １

一颗颗硬球像坚果，难以排出
Ａ ｈａｒｄ ｂａｌｌ ｌｉｋｅ ａ ｎｕｔ ｔｈａｔ’ｓ ｈａｒｄ ｔｏ ｅｘｐｅｌ

１ 分
１ ｍａｒｋ

性状 ２
Ｔｙｐｅ ２

香肠状，但表面有凹凸
Ｓａｕｓａｇｅ⁃ｓｈａｐｅｄ， ｂｕｔ ｗｉｔｈ ａ ｂｕｍｐｙ ｓｕｒｆａｃｅ

２ 分
２ ｍａｒｋ

性状 ３
Ｔｙｐｅ ３

香肠状，但表面有裂纹
Ｓａｕｓａｇｅ⁃ｓｈａｐｅｄ， ｂｕｔ ｗｉｔｈ ｓｕｒｆａｃｅ ｃｒａｃｋｓ

３ 分
３ ｍａｒｋ

性状 ４
Ｔｙｐｅ ４

像香肠或蛇形，光滑且柔软
Ｌｉｋｅ ａ ｓａｕｓａｇｅ ｏｒ ｓｅｒｐｅｎｔｉｎｅ， ｓｍｏｏｔｈ ａｎｄ ｓｏｆｔ

４ 分
４ ｍａｒｋ

性状 ５
Ｔｙｐｅ ５

断边光滑的柔软块状，容易通过
Ｓｏｆｔ ｂｌｏｃｋ ｗｉｔｈ ｓｍｏｏｔｈ ｂｒｏｋｅｎ ｅｄｇｅｓ，

ｅａｓｙ ｔｏ ｐａｓｓ ｔｈｒｏｕｇｈ

５ 分
５ ｍａｒｋ

性状 ６
Ｔｙｐｅ ６

粗边蓬松块，糊状大便
Ｒｏｕｇｈ⁃ｅｄｇｅｄ ｆｌｕｆｆｙ ｌｕｍｐｓ， ｍｕｓｈｙ ｓｔｏｏｌｓ

６ 分
６ ｍａｒｋ

性状 ７
Ｔｙｐｅ ７

水状，无固体块，呈完全液体
Ｗａｔｅｒｙ， ｎｏ ｓｏｌｉｄ ｌｕｍｐｓ， ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｌｉｑｕｉｄ

７ 分
７ ｍａｒｋ

１􀆰 ２􀆰 ２　 粪便粒数

也称为粪点数，是通过计算一段时间内的排便

颗粒数来评估判断肠道的转输情况。 造模成功时，
动物排便粒数会增多，但观察时长并未统一，周天

然等［１３］和胡莹等［９］分别收集了大鼠 ４、１２ ｈ 的粪点

数，也有学者认为 ２ ｈ 粪便粒数能较好地体现肠蠕

动的快慢［１４］。 该方法忽略了对大便性状的评价，常
与大便积分、腹泻指数结合使用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 大便积分

该法将粪便粒数和性状融合一体，操作简便。
具体方法是将动物单笼饲养，并记录一段时间的粪

便粒数，并按“硬便 １ 分，软便 ２ 分，不成形便 ３ 分”
的标准进行评分，软硬便的判断标准是根据粪便能

否在水中漂浮，漂浮者为硬便，下沉者为软便，最后

比较分析各组每只动物的平均大便积分［１５－１６］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 粪便面积

有学者用吸水性清洁滤纸收集并记录每只大

鼠 ４ ｈ 粪便粒数，设置标尺，在固定高度对滤纸进行

拍照，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件处理后计算粪便面积，并通

过 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数发现粪便面积和粒数成正相

关［１３］。 该法将粪便粒数利用软件进一步量化，更为

准确，并且可以存留照片资料以备数据核对，减少

错误，具有创新性，但实用性和可操作性值得进一

９３２
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步验证。
１􀆰 ２􀆰 ５　 粪便含水率

粪便含水率是表征 ＩＢＳ⁃Ｄ 肠道水分吸收与肠液

分泌情况的重要指标之一［８，１１，１７－２０］。 通过收集动物

一定时间内排出的粪便，用精密电子天平称得质量

为湿重，再将新鲜粪便用电热恒温干燥箱，在固定

的温度和时间下烘干至质量不再变化，称出干重，
粪便含水率（％） ＝ （湿重 － 干重） ／湿重 × １００％。
该方法适用于成形大便的评价，相对客观，但收集

时间过长会导致粪便水分挥发明显且涉及代谢笼

选择问题，如非代谢笼易导致二便混杂，进而对含

水率产生巨大影响，因此有学者认为收集粪便时间

不宜过长［１８］。
１􀆰 ２􀆰 ６　 腹泻指数

腹泻指数将稀便率、粪便粒数和稀便污迹直径

相结合，可综合衡量模型的腹泻情况，能对模型即

时粪便状态有明确的反映［２１］，适用于评价不成形粪

便，但操作方法［１２，１８，２２－２４］ 较为繁琐：将大鼠分笼饲

养，并在鼠笼下方垫清洁滤纸，每隔 １ ｈ 换纸，记录

４ ｈ 的腹泻指数。 腹泻指数 ＝ 稀便率（％） × 平均

稀便级，其中腹泻率（％） ＝ 每只大鼠的稀便数 ／粪
便总数 × １００％，平均稀便级 ＝ 每只大鼠所有稀便

级数总和 ／每只大鼠的稀便数。 以滤纸是否有污迹

作为干稀便的区分标准，以粪便粒数之和为粪便总

数，不能明确辨别粒数者以一堆计为 １ 次。 稀便级

分 ４ 级，以每颗稀便浸染滤纸范围计算，具体分级如

下：稀便污染直径小于 １ ｃｍ 为 １ 级，１ ～ １􀆰 ９ ｃｍ 为

２ 级，２ ～ ３ ｃｍ 为 ３ 级，大于 ３ ｃｍ 为 ４ 级。
１􀆰 ２􀆰 ７　 腹泻率

腹泻症状是肠低度炎症最直接的外在表现，该
指标［１５，２３］ 相对简单，是常用辅助指标之一，腹泻率

（％） ＝ 腹泻的动物数 ／该组动物总数 × １００％。

１􀆰 ２􀆰 ８　 腹泻潜伏期

腹泻潜伏期指每只动物自造模开始到出现稀

便所用时间（ｈ），目前该指标很少应用［２３］。

２　 内脏敏感性测定

内脏高敏感是指机体对外界刺激的承受能力

下降、承受阈值降低，即疼痛过敏，是引起腹痛及腹

部不适的主要病理基础，被认为是 ＩＢＳ 发病的核心

发病机制和生物学标志［１５］，也是判断 ＩＢＳ⁃Ｄ 造模成

功与否的关键指标。
２􀆰 １　 腹壁撤退反射（ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｒｅｆｌｅｘ，
ＡＷＲ）

ＡＷＲ 实验是目前最公认、应用最广泛的评价动

物内脏敏感度的经典方法［７－９，１２，１６－１８，２４－２７］。 该方法

在直结肠球囊扩张（ ｃｏｌｏｎｒｅｃｔａｌ ｄｉｓｔｅｎｓｉｏｎ，ＣＲＤ） ［２８］

下观察并评价动物行为表现，简单易分辨、伤害小，
不易影响后续实验。 目前 ＡＷＲ 操作方式标准不

一，所采用的扩张方式、持续时间、气囊种类与制作

方法、判断标准等均存在明显差异，进而影响了动

物模型内脏高敏感性评估的准确性。 有文献对大

鼠 ＡＷＲ 实验的操作方法［２９］及材质［３０］作出总结：为
减少主观偏倚，操作者和评价者彼此独立，互不干

扰。 大鼠进行 １２ ～ ２４ ｈ 的禁食不禁水后，麻醉大

鼠，将大鼠固定于手术台，再把固定在 ８Ｆ 导尿管前

端的圆形乳胶气球涂上少许石蜡油，缓慢插入大鼠

肛门 ６ ～ ８ ｃｍ，用胶布将导管固定于大鼠尾巴根部。
随后将大鼠放在透明塑料笼中，使其不能转身，待
其苏醒平静后，用血压计按 １０ ｍｍＨｇ 的速度匀速加

压观察 ３ 分阈值（见表 ２）时对应的压力值。 重复测

量 ３ 次，每次扩张持续 ２０ ｓ，间隔时间不少于 ４ ｍｉｎ，
取平均压力值作为大鼠的疼痛阈值来判断动物内

脏敏感程度。

表 ２　 ＡＷＲ 等级评分标准

Ｔａｂｌｅ ２　 ＡＷＲ ｒａｔｉｎｇ ｓｃａｌｅ
评分
Ｓｃｏｒｅ

动物行为表现
Ａｎｉｍａｌ ｂｅｈａｖｉｏｕｒ

０ 分
０ ｍａｒｋ

给予 ＣＲＤ 时大鼠无行为反应
Ｎｏ ｂｅｈａｖｉｏｕｒａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｇｉｖｅｎ ＣＲＤ

１ 分
１ ｍａｒｋ

大鼠变得不稳定，偶尔扭动头部
Ｒａｔｓ ｂｅｃｏｍｅ ｕｎｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｏｃｃａｓｉｏｎａｌｌｙ ｔｗｉｓｔ ｔｈｅｉｒ ｈｅａｄｓ

２ 分
２ ｍａｒｋ

腹背部肌肉轻微收缩，但腹部未抬离地面
Ｓｌｉｇｈｔ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｎｄ ｂａｃｋ ｍｕｓｃｌｅｓ， ｂｕｔ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｅｎ ｉｓ ｎｏｔ ｌｉｆｔｅｄ ｏｆｆ ｔｈｅ ｇｒｏｕｎｄ

３ 分
３ ｍａｒｋ

腹背部肌肉较强烈收缩并把腹部抬离地面，骨盆不抬离
Ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｎｄ ｂａｃｋ ｍｕｓｃｌｅｓ ａｎｄ ｌｉｆｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｅｎ ｏｆｆ ｔｈｅ ｆｌｏｏｒ， ｗｉｔｈｏｕｔ ｌｉｆｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｅｌｖｉｓ ｏｆｆ ｔｈｅ ｆｌｏｏｒ

４ 分
４ ｍａｒｋ

腹部肌肉强烈收缩，腹部呈弓形并把腹部、会阴部抬离地面
Ｓｔｒｏｎｇ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｍｕｓｃｌｅｓ， ａｒｃｈｉｎｇ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｅｎ ａｎｄ ｌｉｆｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｅｎ ａｎｄ ｐｅｒｉｎｅｕｍ ｏｆｆ ｔｈｅ ｇｒｏｕｎｄ

０４２
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２􀆰 ２　 腹外斜肌放电实验

腹外斜肌放电实验是将针形电极插入大鼠腹

股沟韧带上方、距中线 １􀆰 ５ ｃｍ 的一侧腹外斜肌

上［１５］，用生理信号采集系统记录在不同 ＣＲＤ 压力

下大鼠腹外斜肌的放电活动［２０，３１－３２］，减去基线波幅

后得到肌肉放电幅值。 与正常组相比，ＩＢＳ⁃Ｄ 动物

模型的肌电活动明显增强。 ＡＷＲ 和腹外斜肌放电

实验均可以作为评价内脏敏感度的指标［３１］，前者应

用范围更广，使用工具易制备，评分标准易于观察

分辨，操作方法也相对简单，但带有一定主观性；后
者能观察腹部肌肉兴奋时产生的电生理变化，实验

结果更为客观，缺点是对设备要求较高，需要运用

高精尖仪器采集数据，而且为侵入性有创操作，可
能会危害动物生命及造成额外致敏，使实验的不确

定性因素增加。
２􀆰 ３　 避水应激实验（ｗａｔｅｒ ａｖｏｉｄ ｓｔｒｅｓｓ，ＷＡＳ）

ＷＡＳ 具有双重属性，既是一种模拟精神应激的

造模方式［５］，也可作为 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型造模成功与否的

评价方法，但应用较少。 张文杰［３３］ 研究 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型

在 ＷＡＳ 下 １ ｈ 的粪便粒数较正常组明显增多从而

证实动物存在内脏高敏及其所致的结肠动力紊乱

情况。
２􀆰 ４　 其他测定方法

ＡＬ⁃ＣＨＡＥＲ 等［２８］ 用手术暴露大鼠 Ｌ６⁃Ｓ１ 脊髓

节段，记录单个脊髓背角神经元在不同 ＣＲＤ 压力下

的电生理活动以验证大鼠的内脏高敏感，此方法反

映的是中枢电生理，结果客观但流程复杂，需要精

细操作且创伤性更大，不利于推广应用。 刘珊珊［３４］

运用离体肠管运动实验发现加入致痉剂 ５⁃羟色胺

（５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５⁃ＨＴ）的模型组离体小肠平均

张力升高比值明显高于正常组，从而说明 ＩＢＳ⁃Ｄ 大

鼠具有内脏高敏感，该方法具有经济易行、实验条

件易控制、重现性好、结果准确可靠的优点，但主要

应用于观察药物对肠道运动和张力变化的影响，很
少用于内脏高敏测定。

３　 肠道动力测定

ＩＢＳ⁃Ｄ 存在食管、胃肠乃至整个消化道的动力

异常，但以肠道为主，胃肠动力快则腹泻，肠道痉挛

则腹痛。
３􀆰 １　 小肠推进率

小肠推进率是测定一定时间肠内标志物在小

肠中的移动距离来评估小肠转运功能，肠内标志物

是不被消化吸收且易于观察的有色介质，包括墨

汁、苯酚红、葡聚糖蓝等。 现常用墨汁进行该实

验［２７，３２，３５－３６］，ＹＵ 等［３２］用墨汁按 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 的用量对

禁食 ２４ ｈ 的大鼠进行灌胃，于 ３０ ｍｉｎ 后处死大鼠，
取出整段小肠。 测量幽门至回盲部的长度，即小肠

总长度；幽门至色素最前端的长度，即墨汁的推进

距离，计算小肠推进率为墨汁的推进距离（ ｃｍ） ／小
肠总长度（ｃｍ） × １００％。 此方法需精准把握灌胃量

和处死时间，且不能用力牵拉小肠，对操作要求高；
灌胃后要处死大鼠，可重复性差，不能进行连续测

量，容错率较低；活性炭、炭末等含炭类物质存在抑

制胃肠蠕动功能的副作用，可诱导便秘，所以该实

验影响因素较多，可能无法准确客观地反映动物小

肠动力，因此既往有提出硫酸钡灌胃法［３７］ 作为新的

检验方法。
３􀆰 ２　 首粒粪便排出时间

首粒粪便排出时间能反映整个胃肠道的转输

功能，操作方法与小肠推进率类似，不同在于：用肠

内标志物灌胃后，不处死大鼠，而是单笼饲养，并在

鼠笼下铺张白纸［３５］ 以便于观察并记录排出首粒有

色粪便的时间。 该指标观察时间较长，也不能连续

进行实验，优点在于不需要立即处死大鼠。 程斌

等［１７］用 ０􀆰 ２ ｍＬ 浓度为 ３％的苯酚红混悬液对禁食

１２ ｈ 的小鼠进行灌胃，记录 ４ ｈ 内从灌胃到首粒红

便排出的时间。 王阳等［３８］予大鼠 ０􀆰 ５ ｍＬ 墨汁灌胃

后，记录大鼠首粒黑便的排出时间。 钱宁等［３７］ 对比

了活性炭和硫酸钡混悬液在测定首粒粪便排出时

间差异，发现硫酸钡能使小鼠出现白色粪便，相比

活性炭灌胃更便于区分观察，且不影响动物肠道蠕

动功能。
此外，ＲＥＥＤ 等［３９］ 将小钢珠、钡餐和荧光透视

技术相结合，建立一种全新的胃肠动力检测方法。
该法有一套肠道转运评分方案：根据钢珠停留部位

赋予每颗钢珠一个分值，停于胃内为 ０ 分，近端小肠

１ 分， 远端小肠 ２ 分，盲肠 ３ 分，结肠 ４ 分，排出体外

５ 分， 最后算出总分。 ＤＥ ＰＡＬＭＡ 等［４０］发现植入了

ＩＢＳ⁃Ｄ 患者粪便菌群的小鼠有着更高的转运分数，
表明小鼠胃肠道蠕动加快。 该实验被认为简单易

重复、耗时短、费用低，值得推广。
３􀆰 ３　 结肠排珠实验

为衡量结肠转运能力的指标，将玻璃珠或小钢

珠经肛门放入动物结直肠内计算其排出时间。 该

方法的优点在于可重复性高，能进行多次评估，对

１４２
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动物伤害小。 具体方法为［２２，２７，３５］：对大鼠进行 ２４ ｈ
禁食不禁饮后麻醉，把一颗不带有润滑剂、提前预

热至 ３７ ℃ ［２２］、直径约 ３ ～ ６ ｍｍ 的玻璃珠或小钢珠

置入距肛门口约 ３ ｃｍ 的直肠内，单笼饲养，待大鼠

能爬起活动、自由翻身后开始计时，观察并记录大

鼠排出小球所用的时长。 小球排出的时间越短，表
明结肠蠕动力越强。
３􀆰 ４　 在体平滑肌运动实验

马晓玲等［１９］记录 ＩＢＳ⁃Ｄ 大鼠餐后 １ ｈ 空肠平滑

肌运动波，分析计算运动波振幅和频率以评估肠道

动力紊乱情况。 该法利用肠道电生理评估，优缺点

与腹外斜肌放电实验相似，但对模型创伤较大，应
用较少。

４　 组织病理学观察

ＩＢＳ⁃Ｄ 缺乏任何可解释其症状的器质性病变，
因此需要利用光学显微镜观察肠粘膜有无异常组

织病理学表现。 目前常采用 ＨＥ 染色法［７－８，１７，２１］，主
要观察结肠组织结构是否完整，有无炎症细胞浸

润、水肿溃疡以及杯状细胞变化等情况，评价标

准［８］见表 ３。 对于成功造模的 ＩＢＳ⁃Ｄ 动物，无菌剖

腹后可见肠壁光滑，未见充血、水肿及溃疡，与其他

组织器官无粘连；镜下肠黏膜组织无明显损伤迹象

或仅呈现肠道低度炎症。 张北华［１５］ 对比不同造模

方式的差异，发现醋酸灌肠组部分结肠与腹腔组织

粘连、增厚，近端结肠可见黏膜轻度充血，绒毛变

钝，不符合 ＩＢＳ⁃Ｄ 疾病的特点，可见不同方式诱导的

ＩＢＳ⁃Ｄ 模型存在差异，而病理组织观察作为一种排

他性的检查，确保模型属于功能性疾病范畴。 病理

切片截取的肠道部位各异，有取距离肛门口约 ４ ～
５ ｃｍ［８］、５ ～ ７ ｃｍ［７］、１０ ｃｍ 处［２１］ 的结肠组织，也有

选择胃、回肠、十二指肠等其他部位［１３，３２］，而 ＩＢＳ⁃Ｄ
发病以结直肠为主，部位不同是否对研究结果造成

影响值得进一步探讨。

表 ３　 结肠病理组织炎症评价表

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｇｒａｄｅ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｃ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ
评分
Ｓｃｏｒｅ

镜下表现
Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ

０ 分
０ ｍａｒｋ

无炎症，固有层无中性粒细胞浸润，间质无水肿
Ｎｏ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ｎｏ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｍｉｎａ ｐｒｏｐｒｉａ， ｎｏ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｏｅｄｅｍａ

１ 分
１ ｍａｒｋ

轻度，固有层少量中性粒细胞浸润，轻度或无间质水肿
Ｍｉｌｄ， ｓｍａｌｌ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｍｉｎａ ｐｒｏｐｒｉａ， ｍｉｌｄ ｏｒ ｎｏ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｏｅｄｅｍａ

２ 分
２ ｍａｒｋ

中度，固有层中等量粒细胞浸润，间质中度水肿
Ｍｏｄｅｒａｔｅ， ｍｏｄｅｒａｔｅ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｉｃ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｍｉｎａ ｐｒｏｐｒｉａ， ｍｏｄｅｒａｔｅ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｏｅｄｅｍａ

３ 分
３ ｍａｒｋ

重度，固有层有中量到大量中性粒细胞弥漫性浸润，严重间质水肿
Ｓｅｖｅｒｅ， ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｕｓｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｔｏ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｍｉｎａ ｐｒｏｐｒｉａ ａｎｄ ｓｅｖｅｒｅ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｏｅｄｅｍａ

５　 生物学标志物检测

生物学标志物虽是客观指标，但因缺乏特异性

仅作为辅助指标或药物干预后的疗效评价，因此需

配合其他实验检测。
５􀆰 １　 免疫相关指标

ＩＢＳ⁃Ｄ 存在低度炎症，被认为是重要病理特征

并由此引发肠道免疫功能异常。 除病理组织观察

可见低度炎症外，机体炎症介质、因子和免疫细胞

的改变也反映疾病的变化发展。 可检测结肠髓过

氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）的表达变化［４１］ 评

估结肠炎症的严重程度，还可检测其他血清或肠道

免疫指标，如 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ、 ＩｇＡ、 ＩｇＧ、
ＣＤ４ ／ ＣＤ８ 比值等［１６，１８，２５］。 肥大细胞（ｍａｓｔ ｃｅｌｌ，ＭＣ）
是肠道内广泛存在的炎症⁃免疫细胞，可观察肠 ＭＣ
数量变化以进一步评估免疫激活水平［１２，１６，４２］。 此

外，有学者取脾和胸腺称重并计算两者指数作为动

物的免疫指标，发现 ＩＢＳ⁃Ｄ 大鼠胸腺和脾指数均升

高［２５］，免疫脏器指数 （％） ＝ 脏器重量 （ ｇ） ／体重

（ｇ） × １００％，该指数可结合炎症因子检测在免疫相

关研究中运用［１６］。
５􀆰 ２　 脑肠肽

脑肠肽包括 ５⁃ＨＴ、脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）、Ｐ 物质（ｓｕｂｓｔａｎｃｅ
Ｐ，ＳＰ）、血管活性肠肽（ ｖａｓｏａｃｔｉｖｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ，
ＶＩＰ）、胆囊收缩素（ｃｈｏｌｅｃｙｓｔｏｋｉｎｉｎ，ＣＣＫ）、神经肽 Ｙ
（ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅ Ｙ，ＮＰＹ）等，广泛存在于人体中枢神

经及胃肠道中，在脑肠轴双向调节中发挥桥梁作

用，可引起肠道动力紊乱及高敏感［９］，检测脑肠肽

在血清、结肠和脑组织中的变化可协助评估动物造

模［７，１７，２２，４２］。 肠道菌群中主要由大肠杆菌合成的色

氨酸合成酶（ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＴＲＰＡ）可以间接反

２４２
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映 ５⁃ＨＴ 水平［４３］。 此外，约 ９０％ ５⁃ＨＴ 的分泌来自

肠嗜络细胞（ｅｎｔｅｒｏｃｈｒｏｍａｆｆｉｎ ｃｅｌｌ，ＥＣ），也可通过免

疫组化染色法观察模型肠道中的 ＥＣ 数量以衡量其

活跃水平［１６］。
５􀆰 ３　 肠道通透性指标

Ｄ⁃乳酸是一种细菌发酵的代谢产物，可通过受

损黏膜入血，因此检测血清 Ｄ⁃乳酸水平可反映肠黏

膜受损程度和通透性的改变［２７，４４］。 还可以检测血

清中二胺氧化酶（ ｄｉａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ，ＤＡＯ）和脂多糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）的含量［４４］、结肠组织中紧

密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＺＯ⁃１、 ＣＬＤＮ１，水通道蛋白

（ａｑｕａｐｏｒｉｎ，ＡＱＰ）的表达［１８，２６］、ＦＤ４ 渗透实验［１７］ 评

价肠粘膜通透性。
５􀆰 ４　 肠道微生物

近年来“微生物⁃脑⁃肠轴”逐渐被研究者重视，
肠道微生物作为肠脑互动的“中介”强调了在生物

轴中的重要性。 研究表明，ＩＢＳ⁃Ｄ 发病与肠道益生

菌的缺失和致病菌的聚集相关，研究结果虽存在矛

盾但主要表现为双歧杆菌和乳酸杆菌丰度下降，肠
杆菌丰度上升［４５－４７］。 此外，测序技术的发展使得真

菌菌群的作用得到关注，文献报道 ＩＢＳ⁃Ｄ 患者肠道

念 珠 菌 属 （ Ｃａｎｄｉｄａ ） 丰 度 增 加， 球 腔 菌 属

（Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ）、曲霉菌属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、锁掷酵母

菌属（Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓ）、潘多拉菌属（Ｐａｎｄｏｒａ）被认为

是区分 ＩＢＳ⁃Ｄ 的生物标志物［４８］。 肠道微生物受饮

食、环境等多种因素影响，目前常作为 ＩＢＳ⁃Ｄ 治疗靶

点以探究菌群结构及丰度变化，尚未挖掘出公认的

肠道微生物诊断标志物；菌群失调伴随着代谢产物

的变化，如将肠道菌群（包括细菌和真菌）与其代谢

物如短链脂肪酸、胆汁酸等相组合可能具备一定的

诊断潜力，能否作为模型评价及疾病诊断的指标之

一仍需开展更多研究。
５􀆰 ５　 其他生物学指标

研 究 发 现 ｍｉＲ⁃１４４［４９］、 ｍｉＲ⁃２００ａ［４１］、 ｍｉＲ⁃
２９ａ［５０］、ｍｉＲ⁃４９５［５１］ 等 ｍｉＲＮＡ 在调控肠道通透性和

内脏高敏中起着重要作用，是一种潜在的生物学诊

断标志物。 ＩＢＳ⁃Ｄ 大鼠背根神经节 ｐＰＫＣγ 和 ＥＲＫ１
基因表达较正常组明显增高，说明其参与了疼痛信

号外周敏化机制［５２］。 内脏高敏与肠神经胶质细胞

（ｅｎｔｅｒｉｃ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌ，ＥＧＣ）的活化相关，观察 ＥＧＣ 超微

结构及其分子标志物 ＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ 蛋白表达可评

估 ＥＧＣ 活化程度［２４，５３］。 Ｃａｊａｌ 间质细胞（ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｃａｊａｌ，ＩＣＣ）是胃肠动力的重要调控者，检测

Ｃ⁃ｋｉｔ 蛋白表达可反映 ＩＣＣ 的数量变化，同时利用电

镜观察 ＩＣＣ 的形态和超微结构改变［３８］。

６　 焦虑抑郁程度评价

ＩＢＳ⁃Ｄ 是一种典型的肠脑互动紊乱性疾病，研
究表明 ＩＢＳ⁃Ｄ 与焦虑共病率高达 ８０％［５４］，症状反复

发作和加重与情绪密切相关。 目前常采用旷场实

验［１０－１１，１６，２７］、糖水偏嗜实验［１０，２５，３６］、高架十字迷宫实

验［１０－１１，２４，３６，５３］、悬尾实验［１６］、强迫游泳实验［３３］ 等行

为学评价焦虑抑郁情况。

７　 中医病证结合模型评价

中医药对本病的治疗取得了较好的疗效，可弥

补西医的不足，其机制也值得深入探究。 回顾文献

发现［６］，研究者常通过中医病因造模直接制备对应

证型，但辨证分型仍存在缺乏体系、主观性大、舌脉

象在中医辨证中缺一不可却难以获得、模型缺少中

医体质因素、方证效果存在重叠等问题。
７􀆰 １　 肝郁脾虚证模型

肝郁脾虚证模型是最常见的病证结合模型，成
模需同时评价脾虚和情志改变。 因脾主肌肉主运

化，脾虚则消瘦不思饮食，通过体重增长率下降、进
食饮水量减少、毛发枯黄、精神倦怠等一般情况并

结合抓力下降、粪便稀烂、含水率增高、血清或尿

Ｄ⁃木糖降低说明动物脾虚状态［１５］，同时借鉴焦虑抑

郁评价方法评估肝郁情况［２５］。 此外，可使用痛泻要

方这一经典公认的方药验证模型的准确性［６］。
７􀆰 ２　 脾肾阳虚证模型

除观察动物饮食和体重下降、大便稀软、静卧

少动、精神萎靡、毛色黯淡等宏观表征外，测肛温提

示形寒肢冷，负重游泳实验、测握力反映动物腰膝

酸软，倦怠乏力。 同时结合 Ｄ⁃木糖、血清促肾上腺

皮质激素（ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＡＣＴＨ）、血清

皮质酮（ｃｏｒｔｉｓｏｎｅ，ＣＯＲＴ）、尿 １７⁃羟皮质类固醇（１７⁃
ｈｙｄｒｏｘｙ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｉｄ，１７⁃ＯＨＣＳ）生物学指标，四神丸

方药反证综合反映脾肾阳虚［５５－５６］。
７􀆰 ３　 其他证型模型

其他如脾胃湿热证、脾胃虚寒证、寒热错杂证

等模型制备较少［６］，文献常以宏观体征和动物行为

学符合临床症候作为证型评价依据，无特异性指

标，需进一步研究。

８　 小结

目前，内脏高敏和腹泻被认为是 ＩＢＳ⁃Ｄ 动物模

３４２
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型具备的两大主要特征，因此 ＡＷＲ、腹泻情况以及

肠道动力学改变常作为核心评价指标。 ＡＷＲ 是评

价肠道敏感性公认指标，国内外均广泛应用，可谓

评价 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型制备成败的金标准，但操作方法仍

需进一步规范。 观察动物排便在模型评价中必不

可少，粪便粒数、粪便含水率、腹泻指数是作为腹泻

症状判定的主要指标。 粪便粒数一定程度反映胃

肠的转输速度，与粪便含水率相似，目前两者观察

时间不存在统一性，时间过短过长都会对实验结果

造成影响，需综合考虑动物的种类、习性、温度环境

的影响，有必要探究最佳的观察时长和时间段。 腹

泻指数将粪便粒数、稀便率、污迹直径结合起来，评
价较为全面，但操作繁琐，缺乏效率。 肠道动力测

定方面，墨汁是小肠推进率实验的最常用介质，首
粒粪便排出时间和结肠排珠实验因操作简单、无精

密设备等硬性要求，也常为研究者所选用。 最后，
利用病理组织观察以排除其他病理改变，并结合自

身研究方向综合选择其他指标。
ＩＢＳ⁃Ｄ 发病机制涉及神经、内分泌、消化、免疫

等多个系统，范围广泛，造模和评价方式多种多样，
至今尚未形成标准化的评价方式、统一方案以及制

备成功标准，导致实验间的参考性和可重复性差，
制定规范化的操作步骤以及开发和探究主观性较

小、特异性高、便捷经济，易推广认可的模型评价指

标仍任重道远。 肠道菌群，脑肠轴等作为 ＩＢＳ⁃Ｄ 的

研究热点，从中找到简单易测、敏感性和特异性较

高的生物学指标，以及参考中医以方测证的角度寻

找出有效药物进行反证，这些都有利于 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型

评价体系的构建与完善。 由于 ＩＢＳ⁃Ｄ 动物造模以运

用 ＳＤ 大鼠为主［５］，本文主要从大鼠的角度描述相

关评价方法的操作过程。 文章通过对 ＩＢＳ⁃Ｄ 动物模

型评价操作方法及其当前应用情况进行了初步的

归类汇总，并对其优缺点进行总结，以期为后续研

究者选择 ＩＢＳ⁃Ｄ 造模评价方法提供参考依据。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）
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易激综合征大鼠脑肠肽的影响 ［ Ｊ］ ． 华西药学杂志， ２０２１，
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Ｐｈａｒｍ Ｓｃｉ， ２０２１， ３６（３）： ２６２－２６７．

［２３］ 　 胡瑞， 唐方． 肝脾不调所致腹泻型肠易激综合征的动物模型
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（２１）： ９３－９８．
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［２６］ 　 祝赫， 柴玉娜， 张毅靖， 等． 肠激安方对腹泻型肠易激综合
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［２９］ 　 陈颖， 赵妍， 罗丹妮， 等． 腹壁撤退反射实验测量方法概述

［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１７， ２７（８）： ８９－９３．
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Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０１７， ２７（８）： ８９－９３．

［３０］ 　 赵妍， 周思远， 罗丹妮， 等． 气囊对腹壁撤退反射实验结果

的影响 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１７， ２７（８）： ５０－５４．
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ｒｅｄｕｃｅｓ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，
２０１９， ２５（２９）： ３９５６－３９７１．

［３３］ 　 张文杰． 基于 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路探讨肠安菌泰对肝郁脾虚型

ＩＢＳ⁃Ｄ 大鼠的作用机制 ［Ｄ］． 广州： 广州中医药大学； ２０２１．
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［３４］ 　 刘珊珊． 舒肝健脾复方对内脏高敏感模型大鼠的治疗作用及

机制 ［Ｄ］． 广州： 广州中医药大学； ２００６．
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Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１５， ６７（２）： ２４４－２５４．

［３６］ 　 周子娴， 马惠芳， 杨易陈， 等． 电针对腹泻型肠易激综合征

大鼠结肠动力学及相关蛋白表达的影响 ［ Ｊ］ ． 针刺研究，
２０２２， ４７（７）： ６１１－６１６．
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［３７］ 　 钱宁， 巫全胜， 赵菊花， 等． 一种新的小鼠肠道传输功能的

检测方法 ［Ｊ］ ． 实验动物科学， ２００７， ２４（３）： ６０－６２．
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　 　 动物机器人是指基于对动物感知、运动、决策

机制的相关研究，借助神经信息调控手段干预动物

运动行为的动物⁃机器混合系统［１］。 近年来，动物机

器人在科学验证和应用需求的牵引下得到快速发

展，成为当前热门的研究领域。 其中，鸽子机器人

以其在远途飞行与集群调控等方面的独特优势和

巨大前景而备受关注。 ２００７ 年，山东科技大学苏学

成等［２］成功研制出世界上首例“机器人鸟”，并实现

了对鸽子机器人的起飞和转向调控。 此后，南京航

空航天大学、韩国首尔大学、郑州大学和黄淮学院

等国内外团队也陆续开展了鸽子机器人的相关研

究，取得了可喜的成绩。 本文对近年来国内外关于
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鸽子在动物机器人领域的研究进行阐述与分析。

１　 鸽子在动物机器人研究中的优势

鸽子 （ Ｃｏｌｕｍｂａ ｌｉｖｉａ） 英文名 Ｐｉｇｅｏｎ，是鸟纲

（Ａｖｅｓ）鸽形目（Ｃｏｌｕｍｂｉｆｏｒｍｅｓ）鸠鸽科（Ｃｏｌｕｍｂｉｄａｅ）
动物，在世界上分布广泛，遍布亚洲中部和南部、欧
洲中部和南部、非洲北部等广大地区，并被引入了

北美洲和中美洲。 作为较为常见的实验动物，鸽子

在动物机器人研究中具有分布广泛，易于饲养；活
动范围大，具有集群和归巢习性；能量消耗小，善于

远途负重与持续飞行；导航能力强，空间认知能力

卓越；隐蔽性能好，军用价值高等优势，使得以鸽子

为载体的动物机器人在执行户外远距离与集群飞

行任务中具有独特的价值，在空间感知、侦察勘测

和反恐搜救等领域表现出良好的应用前景［３］。

２　 鸽子机器人研究进展

以鸽子为模式动物开展的动物机器人研究，通
过筛选鸽子脑内分层多级神经系统中相关的神经

靶点施加神经信息干预，以实现对鸽子的运动行为

控制。 这些靶点通常涉及从感觉输入到运动输出

的多个系统，包括感觉系统、动机和情绪系统、皮层

以及中脑运动区等（见表 １）。 其中，感觉系统接收

整合身体内外部的感觉信息，动机和情绪系统融合

上述信息进行运动动机规划，皮层制定运动策略，
中脑运动区将经过协调组织的运动指令输出到各

个功能核团，各系统通过分工协作共同支持运动行

为的执行。 根据上述分层多级系统的分布式序贯

处理原则，按照调控刺激施加位置进行划分，大致

可将鸽子机器人分为以下三类（见表 １）。
２􀆰 １　 基于感觉系统刺激调控的鸽子机器人

感觉可以诱导运动动机的产生，因此，早期的

鸽子机器人研究在感觉系统中寻找刺激靶点以实

现对鸽子的运动控制。 苏学成等［４］ 在鸽子的上纹

状体入口部（ｈｙｐｅｒｓｔｒｉａｔｕｍ ａｃｃｅｓｓｏｒｉｕｍ，ＨＡ）和上纹

状体背部（ ｈｙｐｅｒｓｔｒｉａｔｕｍ ｄｏｒｓａｌ，ＨＤ）等具有躯体感

觉功能的位点施加电刺激（见表 ２），发现多批次被

试鸽子普遍表现出的反应是急切地用喙梳理羽毛。
这些探索在原理上证明了在脑内特定位点“注入电

信号”实现运动控制的可行性，但其中诱导出的简

单运动行为并不足以满足对于鸽子机器人行为调

控的需求，研究者们因此将焦点转移到其他神经系

统寻求突破。

２􀆰 ２　 基于动机和情绪系统或皮层刺激调控的鸽子

机器人

动机和情绪系统对运动行为的决定、发起及过

程控制起着关键性影响，而皮层作为情绪主观感受

的处理中枢也与运动行为密切相关。 在鸽脑对应

运动选择与决策功能的动机和情绪系统或皮层中，
相应的刺激靶点包括丘脑腹前背中核 （ ｄｏｒｓａｌｉｓ
ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｓ ｖｅｎｔｒａｌｉｓ ａｎｔｅｒｉｏｒ，ＤＩＶＡ）、古纹状体后部

（ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐａｌｌｉａｌ ａｍｙｇｄａｌａ，ＰｏＡ）以及导水管周围灰

质（ｐｅｒｉａｑｕｅｄｕｃｔａｌ ｇｒａｙ，ＰＡＧ）等区域（见表 ２），在这

些位点施加电刺激，可以诱发动物的运动动机或虚

拟情绪，实现鸽子机器人的运动行为调控。
２􀆰 ２􀆰 １　 以 ＤＩＶＡ 为刺激调控靶点的鸽子机器人

鸽子的 ＤＩＶＡ 是将感觉信息上传到皮层的中继

核团。 苏学成等［２］ 最早在 ２００７ 年以 ＤＩＶＡ 为刺激

靶点实现了鸽子机器人的运动控制，后续又基于

ＤＩＶＡ 内的电信号刺激，实现了鸽子机器人的多种

类型运动控制［４］。 ２０１５ 年，该团队继续结合多模式

电刺激系统在 ＤＩＶＡ 施加双相脉冲，进一步丰富了

以 ＤＩＶＡ 为靶点的鸽子机器人调控研究［５］。 ２０１６
年，该团队又通过计算包括双侧 ＤＩＶＡ 在内的不同

脑区间的距离与深度差，开发了多脑区微电极同步

植入方法以便于开展鸽子机器人的多靶点刺激调

控，有效减少了植入误差［６］。 随后开发的适应室外

自由飞行的鸽子机器人，继续以 ＤＩＶＡ 为靶点并基

于定位信息实现了飞行转向行为调控［７］。 ２０２１ 年，
郑州大学王振龙团队开发了多位点生物⁃机器接口

装置，并结合 ＤＩＶＡ 核团靶点刺激实现了鸽子机器

人系统的简单路径连续导航［８］ 。 ２０２２ 年，石勇

等［９］在多通道刺激器上加载了在线监测系统，结
合 ＤＩＶＡ 核团的适时刺激对鸽子机器人进行远程

导航控制，为进一步优化鸽子机器人的控制策略

提供了依据。
２􀆰 ２􀆰 ２　 以 ＰｏＡ 为刺激调控靶点的鸽子机器人

鸽子的 ＰｏＡ 在情绪调节中起着至关重要的作

用，被认为是鸟类杏仁核的一部分。 在苏学成等［２］

的研究中，ＰｏＡ 被证明与控制鸽子的起飞和向前飞

行有关，且 ＰｏＡ 靶点刺激模式的差异会引发鸽子的

不同行为响应，包括快速行走、被迫起飞等［４］。
２０２１ 年，郑州大学王振龙团队考虑 ＰｏＡ 核团刺激诱

发的回避行为调控效应以及多位点联合植入，开展了

鸽子机器人系统构建和功能验证［８］。 进一步地，该团

队在 ２０２２ 年又采用多种方法对鸽子 ＰｏＡ 核团的

９４２
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　 　 　 　 　 　 表 １　 鸽子机器人研究进展

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｐｉｇｅｏｎ ｒｏｂｏｔ
类型
Ｔｙｐｅ

年份
Ｙｅａｒ

研究机构
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ

调控靶点
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｔａｒｇｅｔｓ

文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

基于感觉系统刺激调控的鸽子机器人
Ｐｉｇｅｏｎ ｒｏｂｏｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｔ
ｓｅｎｓｏｒｙ ｓｙｓｔｅｍ

２０１２ ＳＤＵＳＴ ＨＡ、ＨＤ ［４］

基于动机和情绪系统或皮层刺激调控的
鸽子机器人
Ｐｉｇｅｏｎ ｒｏｂｏｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｔ
ｍｏｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｍｏｔｉｏｎａｌ ｓｙｓｔｅｍ ｏｒ ｃｏｒｔｅｘ

２００７
２０１２
２０１５
２０１６
２０１７
２０２１

２０２２

ＳＤＵＳＴ ＤＩＶＡ、ＰｏＡ ［２］

ＳＤＵＳＴ ＤＩＶＡ、ＰｏＡ、ＰＡＧ ［４］

ＳＤＵＳＴ ＤＩＶＡ、ＰＡＧ ［５］

ＳＤＵＳＴ ＤＩＶＡ ［６］

ＳＤＵＳＴ ＤＩＶＡ、ＰＡＧ ［７］

ＺＺＵ ＤＩＶＡ、ＰｏＡ ［８］

ＳＤＵＳＴ ＤＩＶＡ ［９］

ＺＺＵ ＰｏＡ ［１０］

ＳＤＵＳＴ ＰＡＧ ［１１］

基于中脑运动区刺激调控的鸽子机器人
Ｐｉｇｅｏｎ ｒｏｂｏｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｔ
ｍｉｄｂｒａｉｎ ｍｏｔｏｒ ａｒｅａ

２０１２
２０１４
２０１５
２０１７

２０１８

２０１９

２０２０

２０２１

２０２２

２０２３

ＮＵＡＡ ＩＣｏ、ＴｏＳ、ＳＧＰ ［１２］

ＮＵＡＡ ＩＣｏ、ＴｏＳ ［１３］

ＮＵＡＡ ＩＣｏ、ＦＲＭ、ＬｏＣ ［１４］

ＳＮＵ ＦＲＭ ［１５］

ＳＤＵＳＴ ＩＣｏ ［１６］

ＺＺＵ ＦＲＭ ［１７］

ＺＺＵ ＦＲＭ ［１８－２０］

ＳＮＵ ＦＲＭ ［２１］

ＮＵＡＡ ＦＲＭ ［２２］

ＳＮＵ ＲＴ、ＯＭ、ＴＮ、ＴＳＭ、ＡＶ ［２３］

ＨＨＵ ＦＲＭ ［２４］

ＺＺＵ ＳＧＰ ［２５］

ＮＵＡＡ ＦＲＭ ［２６］

ＺＺＵ ＳＧＰ ［２７］

ＨＨＵ ＦＲＭ ［２８］

ＮＵＡＡ ＦＲＭ ［２９］

ＨＨＵ ＦＲＭ ［３０］

注：ＳＤＵＳＴ：山东科技大学；ＮＵＡＡ：南京航空航天大学；ＳＮＵ：韩国首尔大学；ＺＺＵ：郑州大学；ＨＨＵ：黄淮学院；ＨＡ：上纹状体入口部；ＨＤ：上纹状
体背部；ＤＩＶＡ：丘脑腹前背中核；ＰｏＡ：古纹状体后部；ＰＡＧ：导水管周围灰质；ＩＣｏ：丘间核；ＴｏＳ：半环隆枕区；ＬｏＣ：蓝斑核；ＦＲＭ：中脑内侧网状结
构；ＲＴ：中脑圆形核；ＯＭ：枕中脑束；ＴＮ：带状核；ＴＳＭ：中脑的中脑束；ＡＶ：原纹状体腹侧部；ＳＧＰ：脑室纤维膜周围灰质。
Ｎｏｔｅ． ＳＤＵＳＴ． Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ． ＮＵＡＡ． Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ａｅｒｏｎａｕｔｉｃｓ ａｎｄ Ａｓｔｒｏｎａｕｔｉｃｓ． ＳＮＵ． Ｓｅｏｕｌ Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ． ＺＺＵ． Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ． ＨＨＵ． Ｈｕａｎｇｈｕａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ． ＨＡ． Ｈｙｐｅｒｓｔｒｉａｔｕｍ ａｃｃｅｓｓｏｒｉｕｍ． ＨＤ． Ｈｙｐｅｒｓｔｒｉａｔｕｍ ｄｏｒｓａｌ． ＤＩＶＡ． Ｄｏｒｓａｌｉｓ
ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｓ ｖｅｎｔｒａｌｉｓ ａｎｔｅｒｉｏｒ． ＰｏＡ． Ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐａｌｌｉａｌ ａｍｙｇｄａｌａ． ＰＡＧ． Ｐｅｒｉａｑｕｅｄｕｃｔａｌ ｇｒａｙ． ＩＣｏ． Ｎｕｃｌｅｕｓ ｉｎｔｅｒｃｏｌｌｉｃｕｌａｒｉｓ． ＴｏＳ． Ｔｏｒｕｓ ｓｅｍｉｃｉｒｃｕｌａｒｉｓ．
ＬｏＣ． Ｌｏｃｕｓ ｃｅｒｕｌｅｕｓ． ＦＲＭ． Ｆｏｒｍａｔｉｏ ｒｅｔｉｃｕｌａｒｉｓｍｅｄｉａｌｉｓ ｍｅｓｅｎｃｅｐｈａｌｉ． ＲＴ． Ｎｕｃｌｅｕｓ ｒｏｔｕｎｄｕｓ． ＯＭ． Ｔｒａｃｔｕｓ ｏｃｃｉｐｉｔｏ⁃ｍｅｓｅｎｃｅｐｈａｌｉｃｕｓ． ＴＮ． Ｎｕｃｌｅｕｓ
ｔａｅｎｉａｅ． ＴＳＭ． Ｔｒａｃｔｕｓ ｓｅｐｔｏ⁃ｍｅｓｅｎｃｅｐｈａｌｉｃｕｓ． ＡＶ． Ａｒｃｈｉｓｔｒｉａｔｕｍ ｖｅｎｔｒａｌ． ＳＧＰ． Ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｇｒｉｓｅａｅｔ ｆｉｂｒｏｓａ ｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｉｓ．

结构和功能进行了深入研究，探索了其不同子区对应

电刺激诱发的多样化行为响应差异，为基于 ＰｏＡ 靶

点刺激的鸽子机器人运动行为调控提供了依据［１０］。
２􀆰 ２􀆰 ３　 以 ＰＡＧ 为刺激调控靶点的鸽子机器人

作为边缘中脑区之一，鸽子的 ＰＡＧ 与许多脑区

存在双向联系，参与运动行为、情绪和动机的调节

与控制。 苏学成等［４］研究发现，在 ＰＡＧ 靶点施加电

刺激能够导致明确的主动逃避行为。 后续研究表

明，对 ＰＡＧ 的刺激成功诱发了鸽子机器人从静止状

态向前运动的行为［５］。 在室外飞行鸽子机器人研

究中，ＰＡＧ 靶点在刺激诱导向前运动和起飞行为中

的作用再次被成功应用［７］。 ２０２２ 年，常铭等［１１］ 设

计了面向鸽子机器人的可充电便携式表面肌电采

集系统，并结合 ＰＡＧ 核团电刺激参数与鸽子肌电放

电幅度及频率响应的相关分析，证明了 ＰＡＧ 在鸽子

运动控制中的重要作用，为进一步探索鸽子机器人

的运动控制机制提供了便利。
上述研究以鸽脑内动机和情绪相关的 ＤＩＶＡ、

ＰｏＡ 和 ＰＡＧ 等核团为刺激靶点，成功诱导出鸽子的

起飞、前进、左转、右转和连续转向（盘旋）等运动行

为，为早期的鸽子机器人运动行为调控研究开辟了

道路，但鸽脑动机、情绪系统和皮层中包含的核团

繁多、环路复杂，且一些相关的神经机制仍缺乏更

深入的研究，因此导致调控效果的精确性、稳定性

０５２
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和可靠性等仍有待提升。
２􀆰 ３　 基于中脑运动区刺激调控的鸽子机器人

在鸽子脑中负责运动过程集中调度的中脑运

动区施加刺激，可以实现对运动行为的直接调控，
其中 典 型 的 刺 激 靶 点 包 括 丘 间 核 （ ｎｕｃｌｅｕｓ
ｉｎｔｅｒｃｏｌｌｉｃｕｌａｒｉｓ，ＩＣｏ）、中脑内侧网状结构 （ ｆｏｒｍａｔｉｏ
ｒｅｔｉｃｕｌａｒｉｓｍｅｄｉａｌｉｓ ｍｅｓｅｎｃｅｐｈａｌｉ，ＦＲＭ）、脑室纤维膜

周 围 灰 质 （ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｇｒｉｓｅａ ｅｔ ｆｉｂｒｏｓａ

ｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｉｓ，ＳＧＰ） 等，此外还有如半环隆枕区

（ｔｏｒｕｓ ｓｅｍｉｃｉｒｃｕｌａｒｉｓ，ＴｏＳ）、蓝斑核 （ ｌｏｃｕｓ ｃｅｒｕｌｅｕｓ，
ＬｏＣ）以及中脑圆形核（ｎｕｃｌｅｕｓ ｒｏｔｕｎｄｕｓ，ＲＴ）、枕中

脑束（ ｔｒａｃｔｕｓ ｏｃｃｉｐｉｔｏ⁃ｍｅｓｅｎｃｅｐｈａｌｉｃｕｓ，ＯＭ）、带状核

（ｎｕｃｌｅｕｓ ｔａｅｎｉａｅ，ＴＮ）、中脑的中脑束（ ｔｒａｃｔｕｓ ｓｅｐｔｏ⁃
ｍｅｓｅｎｃｅｐｈａｌｉｃｕｓ， ＴＳＭ ） 和 原 纹 状 体 腹 侧 部

（ａｒｃｈｉｓｔｒｉａｔｕｍ ｖｅｎｔｒａｌ，ＡＶ）等核团在内的众多候选

位点（见表 ２）。

表 ２　 鸽子机器人相关刺激靶点具体位置信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔｓ ｉｎ ｐｉｇｅｏｎ ｒｏｂｏｔ
类型
Ｔｙｐｅｓ

调控靶点
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｔａｒｇｅｔｓ

具体位置
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｏｃａｔｉｏｎ

基于感觉系统刺激调控的鸽子机器人
Ｐｉｇｅｏｎ ｒｏｂｏｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｔ ｓｅｎｓｏｒｙ ｓｙｓｔｅｍ

ＨＡ ＡＰ ７􀆰 ５０－１４􀆰 ５０， ＭＬ ０􀆰 ５０－４􀆰 ００， ＤＶ ０􀆰 ００－２􀆰 ００
ＨＤ ＡＰ ８􀆰 ２５－１４􀆰 ２５， ＭＬ ２􀆰 ００－４􀆰 ００， ＤＶ １􀆰 ００－２􀆰 ５０

基于动机和情绪系统或皮层刺激调控的鸽子机器人
Ｐｉｇｅｏｎ ｒｏｂｏｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｔ ｍｏｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｍｏｔｉｏｎａｌ ｓｙｓｔｅｍ ｏｒ ｃｏｒｔｅｘ

ＤＩＶＡ ＡＰ ６􀆰 ００－７􀆰 ００， ＭＬ １􀆰 ５０－２􀆰 ５０， ＤＶ ７􀆰 ００－８􀆰 ００
ＰｏＡ ＡＰ ８􀆰 ７５－９􀆰 ００， ＭＬ ０􀆰 ２５－１􀆰 ５０， ＤＶ ９􀆰 ５０－１０􀆰 ００
ＰＡＧ ＡＰ ３􀆰 ５０－４􀆰 ５０， ＭＬ ０􀆰 ５０－１􀆰 ２５， ＤＶ ７􀆰 ００－８􀆰 ７５

基于中脑运动区刺激调控的鸽子机器人
Ｐｉｇｅｏｎ ｒｏｂｏｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｔ ｍｉｄｂｒａｉｎ ｍｏｔｏｒ ａｒｅａ

ＩＣｏ ＡＰ ２􀆰 ００－４􀆰 ００， ＭＬ ２􀆰 ００－５􀆰 ５０， ＤＶ ６􀆰 ５０－７􀆰 ５０
ＴｏＳ ＡＰ ３􀆰 ５０， ＭＬ ４􀆰 ００－５􀆰 ５０， ＤＶ ６􀆰 ５０－７􀆰 ２５
ＬｏＣ ＡＰ １􀆰 ００－２􀆰 ７５， ＭＬ １􀆰 ００－３􀆰 ００， ＤＶ ８􀆰 ５０－１０􀆰 ００
ＦＲＭ ＡＰ ３􀆰 ００－４􀆰 ２５， ＭＬ ０􀆰 ７５－２􀆰 ００， ＤＶ ７􀆰 ５０－８􀆰 ２５
ＲＴ ＡＰ ５􀆰 ２５－７􀆰 ００， ＭＬ １􀆰 ７５－３􀆰 ７５， ＤＶ ７􀆰 ２５－９􀆰 ２５
ＯＭ ＡＰ ０􀆰 ２５－８􀆰 ００， ＭＬ １􀆰 ００－７􀆰 ００， ＤＶ ７􀆰 ５０－８􀆰 ５０
ＴＮ ＡＰ ５􀆰 ７５－７􀆰 ５０， ＭＬ ４􀆰 ００－６􀆰 ００， ＤＶ ７􀆰 ５０－８􀆰 ５０
ＴＳＭ ＡＰ ４􀆰 ００－１０􀆰 ００， ＭＬ ０􀆰 ００－３􀆰 ５０， ＤＶ ６􀆰 ００－１０􀆰 ００
ＡＶ ＡＰ ５􀆰 ２５－７􀆰 ５０， ＭＬ ５􀆰 ００－８􀆰 ００， ＤＶ ６􀆰 ００－８􀆰 ５０
ＳＧＰ ＡＰ １􀆰 ５０－４􀆰 ７５， ＭＬ ４􀆰 ００－５􀆰 ５０， ＤＶ ６􀆰 ００－８􀆰 ２５

注：ＡＰ：前囟前后；ＭＬ：中缝左右；ＤＶ：颅骨硬脑膜平面向下；ＨＡ：上纹状体入口部；ＨＤ：上纹状体背部；ＤＩＶＡ：丘脑腹前背中核；ＰｏＡ：古纹状体
后部；ＰＡＧ：导水管周围灰质；ＩＣｏ：丘间核；ＴｏＳ：半环隆枕区；ＬｏＣ：蓝斑核；ＦＲＭ：中脑内侧网状结构；ＲＴ：中脑圆形核；ＯＭ：枕中脑束；ＴＮ：带状
核；ＴＳＭ：中脑的中脑束；ＡＶ：原纹状体腹侧部；ＳＧＰ：脑室纤维膜周围灰质。
Ｎｏｔｅ． ＡＰ． Ａｎｔｅｒｏｐｏｓｔｅｒｉｏｒ． ＭＬ． Ｍｅｄｉｏｌａｔｅｒａｌ． ＤＶ． Ｄｏｒｓｏｖｅｎｔｒａｌ． ＨＡ． Ｈｙｐｅｒｓｔｒｉａｔｕｍ ａｃｃｅｓｓｏｒｉｕｍ． ＨＤ． Ｈｙｐｅｒｓｔｒｉａｔｕｍ ｄｏｒｓａｌ． ＤＩＶＡ． Ｄｏｒｓａｌｉｓ
ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｓ ｖｅｎｔｒａｌｉｓ ａｎｔｅｒｉｏｒ． ＰｏＡ． Ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐａｌｌｉａｌ ａｍｙｇｄａｌａ． ＰＡＧ． Ｐｅｒｉａｑｕｅｄｕｃｔａｌ ｇｒａｙ． ＩＣｏ． Ｎｕｃｌｅｕｓ ｉｎｔｅｒｃｏｌｌｉｃｕｌａｒｉｓ． ＴｏＳ． Ｔｏｒｕｓ ｓｅｍｉｃｉｒｃｕｌａｒｉｓ．
ＬｏＣ． Ｌｏｃｕｓ ｃｅｒｕｌｅｕｓ． ＦＲＭ． Ｆｏｒｍａｔｉｏ ｒｅｔｉｃｕｌａｒｉｓｍｅｄｉａｌｉｓ ｍｅｓｅｎｃｅｐｈａｌｉ． ＲＴ． Ｎｕｃｌｅｕｓ ｒｏｔｕｎｄｕｓ． ＯＭ． Ｔｒａｃｔｕｓ ｏｃｃｉｐｉｔｏ⁃ｍｅｓｅｎｃｅｐｈａｌｉｃｕｓ． ＴＮ． Ｎｕｃｌｅｕｓ
ｔａｅｎｉａｅ． ＴＳＭ． Ｔｒａｃｔｕｓ ｓｅｐｔｏ⁃ｍｅｓｅｎｃｅｐｈａｌｉｃｕｓ． ＡＶ． Ａｒｃｈｉｓｔｒｉａｔｕｍ ｖｅｎｔｒａｌ． ＳＧＰ． Ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｇｒｉｓｅａ ｅｔ ｆｉｂｒｏｓａ ｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｉｓ．

２􀆰 ３􀆰 １　 以 ＩＣｏ 为刺激调控靶点的鸽子机器人

鸽子的 ＩＣｏ 类似于哺乳动物的下丘，与飞行运

动有关。 ２０１２ 年，戴振东团队在鸽子中脑电刺激诱

导运动的初步研究中发现，ＩＣｏ 靶点的电刺激可以

诱发鸽子的扇翅行为，这对调控鸽子的飞行运动以

及构建鸽子机器人具有重要意义［１２］，并因此被成功

应用于户外飞行调控［１３］。 后来，该团队的进一步研

究证实了 ＩＣｏ 在鸽子运动行为调控中的作用，发现

ＩＣｏ 靶点刺激还与鸽子的起飞反应密切相关［１４］。
２０１８ 年，山东科技大学团队详细描述了通过微电刺

激控制鸽子机器人沿预定直线前进和后退的过程，
发现 ＩＣｏ 核团更适合作为诱导鸽子机器人“前进”
行为的命令刺激靶点［１６］。
２􀆰 ３􀆰 ２　 以 ＦＲＭ 为刺激调控靶点的鸽子机器人

鸽子 ＦＲＭ 是中脑网状结构的内侧部分，被认为

参与了运动功能执行，是目前鸽子机器人调控研究

中最受关注的核团。 ２０１５ 年，戴振东团队发现 ＦＲＭ
内的电刺激主要引起了鸽子的身体侧向移动和转

向行为，为后续一系列以 ＦＲＭ 为刺激调控靶点的鸽

子机器人研究奠定了基础［１４］。 ２０１７ 年和 ２０２０ 年，
首尔大学团队分别基于全植入式和手持式神经刺

激控制器，通过在 ＦＲＭ 植入的深度电极施加电刺激

诱发出鸽子的转向转圈行为，验证了其在鸽子机器

人远程导航控制中的可行性［１５，２１］。 ２０１８ ～ ２０１９
年，郑州大学团队以 ＦＲＭ 为刺激靶点开展了一系列

研究，在基于神经信号记录、轨迹偏差反馈、网络通

信等的行为调控方面积累了宝贵的经验，为鸽子机

器人的实际应用提供了非常有价值的参考［１７－２０］。
２０２０ ～ ２０２３ 年，戴振东团队基于预编程控制算法，
分别结合分层刺激、闭环调控、分级控制等策略对

１５２
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以 ＦＲＭ 为刺激靶点的鸽子机器人持续开展深入优

化研究［２２，２６，２９］。 ２０２１ ～ ２０２３ 年，黄淮学院团队聚

焦 ＦＲＭ 核团，开发出的分布式远程刺激器、轻量级

无线刺激器及埋入式柔性刺激器，有助于突破鸽子

机器人在远距离、稳定性和隐蔽性方面的应用

限制［２４，２８，３０］。
２􀆰 ３􀆰 ３　 以 ＳＧＰ 为刺激调控靶点的鸽子机器人

鸽子的 ＳＧＰ 核团位于中脑，但被认为与其恐惧

情绪有关。 ２０１２ 年，戴振东团队研究表明，ＳＧＰ 靶

点的电刺激诱发了鸽子的羽毛倒伏反应［１２］。 ２０２２
年，郑州大学尚志刚团队通过对比鸽子强直性不动

和视觉变化刺激实验中 ＳＧＰ 脑区的神经响应，证实

了其在恐惧情绪编码中的作用，并成功实现了基于

ＳＧＰ 靶点电刺激的户外自由飞行鸽子机器人飞行

方向控制［２５］。 ２０２３ 年，郑州大学尚志刚和王振龙

团队合作利用免疫组化和电刺激方法探索了 ＳＧＰ
的结构和功能分布，揭示了恐惧情绪介导的 ＳＧＰ 在

鸽子逃避行为调节中的作用，为鸽子机器人的闭环

调控提供了新的候选核团和实现思路［２７］。
２􀆰 ３􀆰 ４　 以中脑运动区其他核团为刺激调控靶点的

鸽子机器人

鸽子的中脑结构相对复杂，许多核团与运动行

为之间呈现典型的多对多关系，即一个核团可能对

应多种行为，而相同的行为也可以通过对多个不同

核团的刺激分别实现，这表明中脑运动区相关核团

在调控鸽子行为中可能具有协同作用，也进一步催

生了以此类核团为刺激靶点的相关研究。 ＴｏＳ 核团

位于中脑侧室腔下方，戴振东团队发现 ＴｏＳ 靶点的

电刺激可以成功诱导鸽子的扇翅行为［１２］，并将这一

效应用于预设飞行范围的鸽子机器人运动行为调

控中［１３］。 ＬｏＣ 核团接受来自脊髓的传入，被认为与

鸽子的扇翅行为相关。 ２０１５ 年，戴振东团队首次基

于 ＬｏＣ 内的电刺激诱导出鸽子的起飞行为，再次验

证了鸽子中脑多区域与不同行为间的复杂关系［１４］。
２０２１ 年，韩国首尔大学团队选取鸽子中脑运动区内

的多个核团开展刺激实验，结果表明，刺激 ＲＴ、ＯＭ
和 ＴＮ 等核团能够诱导鸽子的左右身体转动，而刺

激 ＴＳＭ 和 ＡＶ 核团则可诱导鸽子的扇翅和和起飞

行为，这项研究使鸽子中脑相关核团与运动功能的

关系逐渐明晰，为鸽子机器人研究中调控靶点的多

样化提供了坚实的实验证据［２３］。
基于中脑内运动相关位点的刺激调控可以有

效避开脑中信息整合判断与运动规划决策的上行

复杂过程，显著减少调控过程中可能引入的干扰，
因此在近年来广受关注。 但由于中脑相关核团分

布稠密且定位困难，其中涉及的深层调控机理探

索、合理刺激模式设计和精确刺激参数设定等问题

尚待研究。

３　 结语

鸽子机器人融合了鸽子本身的自主智能、能量

自补给和高度灵活性优势，以及微控制系统的高度

精准性和可控性优势，因此在鸟类脑结构和功能研

究，空间感知、侦察勘测和反恐搜救应用等方面具

有巨大的科研和实践价值。 本文分别介绍了近年

来基于感觉系统、动机和情绪系统或皮层以及中脑

运动区的鸽子机器人研究，并对相关研究进展进行

了总结与讨论。 尽管近年来该领域研究在调控靶

点多样化、参数多模化、环境复杂化、对象群体化和

系统多功能化等方面不断取得突破，促使鸽子机器

人在更精准、更远程、更稳定的发展趋势中稳步前

进，但上述神经系统在鸽子机器人应用中的神经机

理仍有待进一步的深入研究。 在未来研究中，应继

续深入探明这些系统以及其中关键核团与运动行

为之间的关系，以期在核团定位方面促进鸽子机器

人的精准控制。 此外，鸽子机器人运动行为相关神

经信息在各神经系统中是如何被编码和传递的，也
需要更精细的解读，这对于更好地解码运动神经信

息，阐明多核团间的神经交互，揭示运动行为的分

层多级调控机理，以模拟鸽子自发神经活动进行刺

激信号仿真编码，并制定合理的协同化、序贯化调

控方案具有重要意义。
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　 　 【摘要】 　 卵巢储备功能减退（ｄｉｍｉｎｉｓｈｅｄ ｏｖａｒｉａｎ ｒｅｓｅｒｖｅ，ＤＯＲ）由于女性卵巢内剩余的卵母细胞数量和 ／或质

量下降，导致卵巢功能减退，是卵巢功能下降的早期阶段，包括与高龄相关的生理性 ＤＯＲ 和病理因素导致的病理

性 ＤＯＲ。 ＤＯＲ 可进展为早发性卵巢功能不全、卵巢早衰，对女性健康产生深远影响，而目前仍无有效方法逆转卵

巢功能衰退。 人类卵巢资源的有限性和医学伦理的要求，使得必须通过建立合适的动物模型去探究卵巢功能衰退

的分子机制，寻找其预测及治疗靶点。 本文总结目前常用的 ＤＯＲ 啮齿类动物造模方法，为相关基础研究提供

参考。
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　 　 随着女性生育年龄的推迟，肿瘤治疗生存率的

提高，加之社会压力、环境污染等因素的影响，卵巢

储备功能减退（ ｄｉｍｉｎｉｓｈｅｄ ｏｖａｒｉａｎ ｒｅｓｅｒｖｅ，ＤＯＲ）成

为女性寻求辅助生殖治疗的重要原因之一。 ＤＯＲ
是由于卵母细胞质量和 ／或质量的下降导致的卵巢

功能不足。 由于定义的不统一，ＤＯＲ 的发病率约为
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１０％ ～ ３５％［１］。 卵母细胞的质量和数量与年龄呈

负相关，随着年龄增长而出现的卵巢功能下降称为

生理性 ＤＯＲ（ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃ ＤＯＲ）或高龄相关的 ＤＯＲ
（ａｇｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ＤＯＲ，ＡＲ⁃ＤＯＲ）；在生理性衰老基础上，
病理因素的参与使得卵巢衰老加速而过早的发生

卵巢 功 能 下 降 称 为 病 理 性 ＤＯＲ （ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ
ＤＯＲ） ［２－３］。 国内外对 ＤＯＲ 的诊断尚未形成统一标

准，其诊断有赖于对卵巢储备功能的评价，常用指

标有抗苗勒管激素（ａｎｔｉ⁃Ｍüｌｌｅｒｉａｎ Ｈｏｒｍｏｎｅ，ＡＭＨ）、
卵泡刺激素（ｆｏｌｌｉｃｌｅ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）、窦卵

泡计数（ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｃｏｕｎｔ，ＡＦＣ） ［４］。
ＤＯＲ 具有隐匿性和渐变性，可能进展为早发性

卵巢 功 能 不 全 （ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，
ＰＯＩ）、卵巢早衰（ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅ，ＰＯＦ），对
女性远期健康产生影响，如因雌激素缺乏而罹患心

血管疾病、骨质疏松等慢性疾病的风险增加［５］。 目

前，ＤＯＲ 发生的分子机制仍不清楚，多数患者的发

病原因不能完全明确，建立合适的动物模型进行临

床前研究，对机制探究和治疗开发尤为重要。 已知

卵巢功能下降与多个因素相关，如年龄、遗传、免
疫、代谢、环境、生活方式，以及包括手术、放化疗在

内的医源性因素等［６］。 ＤＯＲ、ＰＯＩ、ＰＯＦ 的动物模型

也多基于上述影响因素而建立。 本文就目前报道

的啮齿类动物模型建立方法进行文献汇总，以期为

开展相关基础研究提供参考。

１　 年龄因素

随年龄增长卵母细胞的数量和质量逐渐下降，
发生 ＡＲ⁃ＤＯＲ，即卵巢的生理性老化。 通过计数第

２、６、１２、１８ 月龄雌鼠的卵泡数量，探究 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小

鼠整个生殖周期中卵泡耗损进展，发现 ２ 月龄性成

熟后，各级卵泡数随年龄增长均出现明显减少［７］。
有研究利用 ３２ 周龄（相当于人类 ３５ 岁左右）自然

衰老的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌鼠建立了 ＡＲ⁃ＤＯＲ 模型，与 １２
周龄的对照组相比，老年雌鼠产崽数明显减少，血
清 ＡＭＨ、Ｅ２ 显著下降，次级卵泡和窦卵泡数量明显

减少［３］。 自然衰老模型的建立无需干预，方法简单

便捷，可用于研究卵巢生理性衰老进展及抗衰老治

疗等研究。

２　 遗传因素

遗传是 ＤＯＲ 发生的重要病因，多伴有家族史。
目前发现多种基因参与 ＤＯＲ 的发生，包括 ＦＭＲ１、

ＧＤＦ９、 ＢＭＰ１５、 ＢＲＣＡ１ ／ ２、 ＡＭＨＲ２、 ＨＭＧＢ２ 等［８］。
ＦＭＲ１ 与卵巢功能的减退存在明显的相关性，
ＬＵ 等［９］建立了携带人 ＦＭＲ１ 前突变序列的转基因

小鼠模型，该模型小鼠出现人类 ＰＯＩ 相似表型，表
现为生育力降低，生长卵泡数量显著减少，血清

ＦＳＨ、ＬＨ 及 １７β⁃Ｅ２ 水平发生改变。 该研究发现模

型小鼠卵巢中 Ａｋｔ 和 ｍＴＯＲ 蛋白的磷酸化都发生了

改变，Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路可能为潜在的治疗靶点。 随

着现代生物技术的快速发展，遗传修饰动物模型在

制作周期、费用支出及技术要求等方面已无明显劣

势，对于研究特定基因在整体动物中的表达调控规

律，理解疾病发生机制、预测治疗靶点具有极大促

进作用，是科学研究的重点方向。

３　 医源性因素

３􀆰 １　 化学治疗

化疗是恶性肿瘤治疗的主要方法之一，卵巢对

化疗毒性非常敏感，常导致卵巢功能损伤。 利用化

疗药物的生殖毒性建立卵巢损伤模型应用广泛，环
磷酰胺（ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，ＣＴＸ）和顺铂是临床上常

用的抗肿瘤药物，可通过影响颗粒细胞和卵母细胞

ＤＮＡ 合成，消耗卵巢储备，造成卵巢功能减退。 环

磷酰胺具有广谱抗癌作用，是常用的烷化剂代表药

物之一。 ６ ～ ８ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠单次腹腔注射 ７０
ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＣＴＸ，１４ ｄ 后，与对照组相比，ＣＴＸ 组小鼠

ＦＳＨ 水平增加 ３ 倍，Ｅ２ 水平下降约 ３０％，原始卵泡、
初级卵泡、次级卵泡分别下降约 ５０％、５１％、６６％，闭
锁卵泡增加 ５８％［１０］。 ＣＴＸ 造模时剂量的选择和给

药方式存在差异。 在小鼠模型中，单次腹腔注射时

ＣＴＸ 剂量 ７０ ～ ２００ ｍｇ ／ ｋｇ，连续多次腹腔注射时常

见剂量有 １０、５０ ｍｇ ／ ｋｇ 不等，连续给药 １４ ｄ 左右，
也可采用首次大剂量单次注射 ＋ 后续小剂量连续

注射的方式［１１－１３］。 另外也有研究采用 ＣＴＸ 联合白

消安造模，单次腹腔注射和连续腹腔注射均可［１４－１５］。
该方法操作简单、耗时短、成功率高、应用广泛。

顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ）作为单独或联合化疗的基础药

物，广泛应用于多种癌症治疗。 有研究探究了顺铂

建立 ＳＤ 大鼠 ＰＯＦ 模型的最佳剂量，腹腔注射不同

剂量（０􀆰 ５、１、１􀆰 ５、２、３、４ ｍｇ ／ ｋｇ）的顺铂，连续注射

１０ ｄ，观察大鼠的一般健康状况和卵巢功能的改变，
结果显示 １􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 连续注射 １０ ｄ 可建立理想的

ＰＯＦ 大鼠模型。 该研究中高剂量顺铂影响大鼠一

般状况，在注射第 ７ 天大鼠出现进食减少，行动缓

５５２
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慢，出现稀便、水样便或血便，在干预结束时只有一

半的大鼠存活［１６］。
综上，化疗诱导建立卵巢功能减退模型简单易

操作，模型性状稳定，成功率高，应用广泛，常用于

卵巢化疗损伤机制和卵巢损伤的预防治疗等相关

研究。 但应注意化疗药物毒副作用严重，可影响其

他系统功能，建模过程中动物容易死亡。 因此，建
模时需掌握合适的给药剂量及持续时间，过程中注

意观察动物的一般状况变化。
３􀆰 ２　 放射治疗

卵巢是对射线最为敏感的器官之一，全身照射

或盆腔靶向照射均可损伤卵巢卵泡，加速生殖衰

老。 ＮＭＲＩ 小鼠接受不同剂量 Ｘ 或 γ 射线（０􀆰 ０２、
０􀆰 １、０􀆰 ５、２、８ Ｇｙ）的单次全身照射，从 ０􀆰 １ Ｇｙ 开始

就可观察到原始卵泡的减少［１７］。 全身照射同样会

损害其他系统，对研究造成干扰。 为此，有研究建

立了靶向照射大鼠模型，该研究对盆腔照射靶区进

行 ＣＴ 定位，避开重要脏器，给予单侧局部照射后，
Ｗｉｓｔａｒ 大鼠卵巢重量减轻，动情周期和激素水平发

生改变，卵泡减少，该模型对于研究放疗引起的卵

巢损伤更有针对性［１８］。 射线照射造模方法简单、耗
时短、成功率高，对卵巢的损伤呈剂量依赖性。 但

对仪器设备的要求较高，靶向照射需要专业人员协

助，且射线可能对实验人员存在潜在健康威胁，需
要做好防护，在一定程度上限制了其广泛应用。
３􀆰 ３　 其他生殖毒性药物

雷公藤常用于自身免疫疾病的治疗，随着临床

的广泛应用，其生殖毒性日益受到关注。 大鼠腹腔

注射不同剂量（２５、５０、７５ ｍｇ ／ ｋｇ）的雷公藤多苷，连
续注射 １５ ｄ 后，三组 ＳＤ 大鼠血清 ＦＳＨ 水平增高，
卵泡闭锁增加，卵泡数目减少，有剂量依赖趋势［１９］。
该模型构建方法简单、耗时较短，卵巢损伤程度有

剂量依赖趋势，提示可用来构建相似的 ＤＯＲ 模型。

４　 免疫因素

ＤＯＲ 的发生与多种自身免疫疾病相关，如桥本

甲状腺炎、Ａｄｄｉｓｏｎ 病、类风湿关节炎、系统系红斑狼

疮等。 卵巢是常见的自身免疫攻击靶点，在查找

ＤＯＲ 病因时自身免疫因素时常被考虑，特别是在存

在抗卵母细胞抗体、自身免疫疾病或活检中出现淋

巴细胞性卵巢炎时［２０］。 建立免疫性 ＤＯＲ 动物模型

有助于探究自身免疫、炎症应答在 ＤＯＲ 发生中的病

理机制，寻找有效干预措施。

ＺＰ３ 是一种透明带糖蛋白，是精卵结合的初级

受体。 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠接种 ＺＰ３ 进行主动免疫，可导

致卵巢炎症，使卵泡进行性耗竭，生育力下降，诱发

卵巢功能障碍［２１］。 在该模型的建立过程中，需注意

ＺＰ３ 的注射需要弗氏佐剂乳化，多选择小鼠前后足

垫或尾根部皮下多点注射，根据研究需求可进行多

次加强免疫。 用 ＺＰ３ 建立免疫型卵巢功能下降模

型，该方法技术成熟、操作相对简单、耗时较短，已广

泛应用于自身免疫性 ＤＯＲ ／ ＰＯＩ ／ ＰＯＦ 的相关研究中。
脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰氏阴性

细菌细胞壁的主要成分，是一种有效的免疫刺激

物。 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠尾静脉连续注射 ＬＰＳ ７ ｄ 后，血清

ＦＳＨ 浓度显著升高，Ｅ２ 浓度降低［２２］。 ＬＶ 等［２３］通过

腹腔注射 ＬＰＳ，同样成功建立了 ＰＯＩ 模型，表现为

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠发情周期延长、原始卵泡数减少和

血清激素水平改变。 该研究同时评估了卵巢炎症

水平，结果显示 ＬＰＳ 促进 ＩＬ⁃１β 的表达和产生。 需

要注意的是 ＬＰＳ 作为重要的内毒素，可引起全身系

统性炎症反应，在急性肺损伤、脓毒症等其他炎症

模型中亦被经常运用。
此外，也可用小鼠自体卵巢组织进行主动免疫

建立免疫型 ＤＯＲ 模型，该方法需要提取卵巢组织，
操作过程较为繁琐，限制了其在相关研究中应用。
此外，还可采用切除胸腺的方法建立免疫型 ＤＯＲ 模

型。 胸腺是 Ｔ 细胞分化、发育、成熟的场所，与机体

免疫功能密切相关。 新生小鼠切除胸腺后发生自

身免疫性卵巢炎，表现为卵巢发育迟缓，卵巢萎缩，
卵泡减少，导致小鼠生育力下降［２４］。 但切除胸腺同

时可导致其他腺体也出现自身免疫性炎症，发生免

疫功能紊乱，因此该方法在单一的卵巢功能研究中

的应用并不多见。

５　 代谢因素

典型半乳糖血症是由于缺乏 １⁃磷酸⁃半乳糖尿

苷基转移酶而导致的一种罕见的先天性半乳糖代

谢障碍。 ＰＯＩ 是半乳糖血症女性最常见的长期并发

症，表现为高促性腺激素性、低雌激素性不孕［２５］。
利用 Ｄ⁃半乳糖（Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｅ）建立 ＰＯＩ 动物模型技术

成熟，产前母体暴露或产后子代自身暴露均可诱发

卵巢功能损伤，产前母体暴露常用饮食添加的方式

给予干预，子代自身暴露采取饮食添加或连续腹腔

内注射均可。 ＲＯＳＴＡＭＩ ＤＯＶＯＭ 等［２６］ 对 Ｄ⁃半乳糖

诱导 ＰＯＩ 的研究进行了系统综述，纳入 １４ 项研究，

６５２
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根据暴露时间将其分为产前（ｎ ＝ ４）和产后（ｎ ＝
１０）。 结果表明，产前和产后 Ｄ⁃半乳糖暴露影响不

同阶段卵泡的发育，产前暴露时，半乳糖毒性主要

影响原始卵泡和初级卵泡，而产后暴露主要影响窦

前卵泡和窦卵泡。 总的来说，该造模方法操作简

单，但造模耗时较长，产前暴露在母体妊娠时便给

予干预，子代小鼠饲养时间需要根据研究目的选

择；即便是产后暴露，腹腔注射需连续 ４２ ｄ 左右，饮
食干预则需 ７０ ～ ８０ ｄ。 此外，各研究中 Ｄ⁃半乳糖

的干预剂量存在较大差异。 因此，利用 Ｄ⁃半乳糖建

模时需要根据研究目的选择合适的暴露方式、暴露

时间及暴露剂量。

６　 环境因素

越来越多研究表明，环境中的某些化学物质能

够引起生殖功能损害。 去氧乙烯基环己烯 （ ４⁃
ｖｉｎｙｌｃｙｃｌｏｈｅｘｅｎｅ ｄｉｅｐｏｘｉｄｅ，ＶＣＤ）就是一个很好的例

子。 ＶＣＤ 是环境低浓度的有害化学物质，作为橡胶

轮胎、增塑剂、阻燃剂和杀虫剂化学合成过程中的

副产品释放到环境中。 ４ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠给予

不同剂量 ＶＣＤ（４０、８０、１２０ 和 １６０ ｍｇ ／ ｋｇ），连续腹

腔注射 １５ ｄ，观察小鼠卵泡数量和 ＡＭＨ 变化，结果

显示暴露于 ８０ ～ １６０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量的 ＶＣＤ 显著减少

了原始卵泡数量，１２０ ～ １６０ ｍｇ ／ ｋｇ 时次级卵泡和窦

卵泡也显著减少，血清 ＡＭＨ 水平 ８０ ～ １６０ ｍｇ ／ ｋｇ
剂量下显著下降。 该研究评估了高剂量组 （ １６０
ｍｇ ／ ｋｇ，连续 １５ ｄ）在不同时间卵巢功能的变化，结
果显示 ＶＣＤ 暴露 １５ ｄ 后，小鼠卵巢原始卵泡和初

级卵泡显著减少，相当于卵巢功能下降的初期。
２５ ｄ 还有少量处于发育阶段的次级卵泡，３５ ｄ 时成

熟卵泡几乎完全耗竭。 在 ４５ ｄ 时小鼠的发情周期

出现紊乱。 ４５ ｄ 时血清中 ＦＳＨ 明显升高，在 ３５ ｄ 之

前 Ｅ２ 水平组高于对照组，但在 ４５ ｄ 后 Ｅ２ 水平下

降，１０５ ｄ 时 Ｅ２ 水平显著下降，几乎检测不到，卵巢

功能衰竭。 因此，ＶＣＤ 对卵泡影响的最佳观察时间

为干预结束后 ３０ ｄ 以内，其诱导的卵巢损伤呈现剂

量⁃时间依赖性［２７］。
ＶＣＤ 可选择性地损伤原始和初级卵泡，随着时

间延长，成熟卵泡在自然周期中的不断损耗，进入

募集的卵泡越来越少，紧随着出现卵巢功能衰竭，
呈现出卵巢功能减退的动态变化过程。 而且 ＶＣＤ
不影响包括肝和脾在内的其他外周组织，也不影响

大脑炎症标志物［２８］。 因此，通过控制造模时间的长

短，该模型不仅可用来研究代表卵巢功能下降不同

阶段的 ＤＯＲ、ＰＯＩ、ＰＯＦ，还可用于研究围绝经期的

生理变化及相关并发症。 虽然 ＶＣＤ 建模周期较长，
但其成功率高，且相对安全稳定。

７　 生活方式

众所周知，吸烟对妇女的生殖健康有不利影

响，暴露在香烟烟雾中会加速卵巢储备的衰减，导
致卵巢储备功能减退和更年期的提前［２９］。 Ｆｏｓｔｅｒ 团
队探究了香烟烟雾对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠卵巢卵泡的影

响，利用烟雾暴露系统将小鼠全身暴露于香烟烟

雾，每天 ２ 次，每周 ５ ｄ，比较不同暴露周数（４、８、９、
１７ 周）后卵泡数目的变化，发现在暴露 ４ 周后原始

卵泡显著减少；在暴露 ８ 周后原始卵泡和总卵泡数

均显著减少，卵巢重量也明显下降。 因此，香烟烟

雾暴露 ８ 周足以引起原始卵泡和总卵泡数的减

少［３０－３１］。 将 Ｗｉｓｔａｒ⁃Ａｌｂｉｎｏ 大鼠暴露于香烟烟雾，每
天 ２ 次，连续暴露 ４５ ｄ 后，卵巢各级卵泡数均明显

下降［３２］。 因此，ＤＯＲ 动物模型也可以通过香烟烟

雾暴露建立。 需要说明的是，以上大小鼠研究中均

未观察香烟烟雾对激素和动情周期的影响，需相关

研究对该部分数据加以补充。
近年研究发现，焦虑、抑郁等负面情绪与卵巢

储备功能下降密切相关。 ＳＤ 大鼠、Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠在

慢性不可预见应激 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｓｔｒｅｓｓ，
ＣＵＳ）诱导下出现卵巢功能下降，表现为卵泡数减

少，发情周期紊乱，血清 ＦＳＨ 水平升高、Ｅ２ 和 ＡＭＨ
水平降低，成功建立了心理应激诱导的 ＤＯＲ ／ ＰＯＩ
模型［３３－３４］。 有研究评估了长期高密度饲养环境诱

导的 应 激 对 卵 巢 储 备 的 影 响， 将 ８ 周 龄 雌 性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠按不同饲养密度饲养 １０ 周，发现饲养

密度越高的小鼠皮质酮水平越高，ＡＭＨ 水平越低，
原始卵泡和初级卵泡越低［３５］。 一般认为，应激反应

下皮质酮的分泌增加。 因此，有研究者利用皮质

酮，连续给药 ２１ ｄ，同样成功构建了心理应激诱导的

ＳＤ 大鼠 ＰＯＩ 模型［３６］。 利用皮质酮建立心理因素的

卵巢功能损伤模型，相比慢性应激诱导操作简单、
耗时短，但两者的损伤机制是否完全一致需要进一

步证实。

８　 结语

ＤＯＲ 是卵巢功能下降的早期阶段，尽早发现、
治疗 ＤＯＲ 对延缓卵巢功能进一步衰退具有重要意

７５２
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义。 ＤＯＲ 动物模型的建立使得有机会全面阐明其

发生机制，寻求最佳治疗方法。 目前，构建卵巢功

能衰退动物模型已取得一定进展，但仍有一些局

限。 首先，大多研究忽略了 ＤＯＲ、ＰＯＩ、ＰＯＦ 模型的

差异，造模过程中不注重模拟卵巢功能从轻度下降

到卵巢功能完全衰竭的动态进展。 其次，各研究中

模型构建成功的评价指标不尽相同，导致各研究结

果的普适性不强。 最后，自然衰老、基因修饰、免
疫、代谢，以及化放疗诱导的造模方式基于单一的

病因学，只能模拟单一病因的卵巢功能衰减；ＶＣＤ、
慢性应激、香烟烟雾诱导更有可能模拟特发性的卵

巢功能减退，其中 ＶＣＤ 造模方法成熟，诱导的卵巢

损伤呈现剂量⁃时间依赖性，能动态地模拟卵巢衰退

的不同阶段，在机制研究和防治研究中可能具有广

阔应用前景。
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４
Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． ２

刘怡端，刘翼骁，韩欣园，等． ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠在阿尔茨海默病研究中的应用进展 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（２）：
２６０－２７４．
ＬＩＵ Ｙ Ｄ， ＬＩＵ Ｙ Ｘ， ＨＡＮ Ｘ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ５ × ＦＡＤ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ［Ｊ］．
Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（２）： ２６０－２７４．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０２􀆰 ０１４

［基金项目］国家自然科学基金（８２２０５０７８），山东省自然科学基金（ＺＲ２０２１ＱＨ１５７），山东省中医药科技项目（２０２１Ｑ０７９），山东中医药大学

大学生研究训练计划项目（Ｓ２０２２１０４４１０１４，Ｓ２０２３１０４４１０１２，Ｓ２０２３１０４４１０１３）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （ ８２２０５０７８）， Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （ ＺＲ２０２１ＱＨ１５７），
Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ （２０２１Ｑ０７９）， Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ Ｃｏｌｌｅｇｅ
Ｓｔｕｄｅｎｔｓ ｉｎ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（Ｓ２０２２１０４４１０１４， Ｓ２０２３１０４４１０１２， Ｓ２０２３１０４４１０１３） ．
［作者简介］刘怡端，女，在读本科生，研究方向：运动康复。 Ｅｍａｉｌ： ｌｙｄ１５２３４１＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］叶田园，博士，讲师，研究方向：中药药理研究。 Ｅｍａｉｌ： ｙｅｔｉａｎｙｕａｎ２０１３＠ １６３． ｃｏｍ

５ × ＦＡＤ 转基因小鼠在阿尔茨海默病
研究中的应用进展

刘怡端１，刘翼骁２，韩欣园２，肖依彤２，叶田园３∗

（１． 山东中医药大学康复医学院，济南　 ２５０３５５；２． 山东中医药大学中医学院，济南　 ２５０３５５；
３． 山东中医药大学中医药创新研究院，济南　 ２５０３５５）

　 　 【摘要】 　 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠（ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｆｉｖｅ ｆａｍｉｌｉａｌ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ）是携带 ５ 个家族性基因

突变的 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 转基因小鼠，其中与 β⁃淀粉样蛋白前体（ ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）相关的突变为 Ｋ６７０Ｎ ／
Ｍ６７１Ｌ（Ｓｗｅｄｉｓｈ）、１７１６Ｖ（Ｆｌｏｒｉｄａ）和 Ｖ７１７１（Ｌｏｎｄｏｎ），与早老素⁃１（ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ １，ＰＳ１）相关的突变为 ＭＩ４６Ｌ 和 Ｌ２８６Ｖ。
５ × ＦＡＤ 小鼠在 １􀆰 ５ 月龄时脑内已有大量的 β⁃淀粉样蛋白（β⁃ａｍｙｌｏｉｄ，Ａβ），２ 月龄时开始出现神经炎性斑（ｎｅｕｒｉｔｉｃ
ｐｌａｑｕｅ，ＮＰ）。 ５ × ＦＡＤ 小鼠的病理表型包括淀粉样斑块聚集、神经元丢失、神经胶质细胞增生和记忆功能障碍等。
５ × ＦＡＤ 小鼠的生物学特性可能涉及脑内 Ａβ 斑块的形成变化、Ｔａｕ 蛋白过度磷酸化、突触功能障碍、神经炎症反

应、线粒体功能障碍、血脑屏障损伤、神经元损伤、内质网应激和眼部病变等。 作为阿尔茨海默病的经典动物模型，
５ × ＦＡＤ 转基因小鼠在早期即可模拟 ＡＤ 患者晚期的神经病理过程及行为学表现，被广泛应用于 ＡＤ 发病机制研究

和 ＡＤ 新药开发。 本文对 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠模型的模型构建、生物学背景、生物学特性及 ＡＤ 防治药物的研发应

用进行总结，以期为 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠在 ＡＤ 研究中的应用提供参考与借鉴作用。
【关键词】 　 阿尔茨海默病；５ × ＦＡＤ 转基因小鼠；学习记忆；认知功能

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） ０２⁃０２６０⁃１５

Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ５ × ＦＡＤ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｉｎ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ

ＬＩＵ Ｙｉｄｕａｎ１， ＬＩＵ Ｙｉｘｉａｏ２， ＨＡＮ Ｘｉｎｙｕａｎ２， ＸＩＡＯ Ｙｉｔｏｎｇ２， ＹＥ Ｔｉａｎｙｕａｎ３∗

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

Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｊｉｎａｎ ２５０３５５， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＹＥ Ｔｉａｎｙｕａｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｙｅｔｉａｎｙｕａｎ２０１３＠ １６３． ｃｏｍ

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ５ × ＦＡＤ ｍｉｃｅ ａｒｅ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｆｉｖｅ ｆａｍｉｌｉａｌ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ
（ＡＤ） ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ． Ｂｅｔａ⁃ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ （ ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＡＰＰ） ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
Ｋ６７０Ｎ ／ Ｍ６７１Ｌ （Ｓｗｅｄｉｓｈ）， １７１６Ｖ （Ｆｌｏｒｉｄａ）， ａｎｄ Ｖ７１７１ （Ｌｏｎｄｏｎ） ｍｕｔａｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ １ （ＰＳ１） ｉｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｔｈｅ Ｍ１４６Ｌ ａｎｄ Ｌ２８６Ｖ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ． ５ × ＦＡＤ ｍｉｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ β⁃ａｍｙｌｏｉｄ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ａｔ １􀆰 ５ ｍｏｎｔｈｓ ｏｌｄ， ａｎｄ
ｎｅｕｒｉｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ｂｅｇａｎ ｔｏ ａｐｐｅａｒ ａｔ ２ ｍｏｎｔｈｓ ｏｌｄ． Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ５ × ＦＡＤ ｍｉｃｅ ｉｎｃｌｕｄｅ ａｍｙｌｏｉｄ ｐｌａｑｕｅ
　 　 　 　 　 　



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ２ 月第 ３２ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ２

ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ， ｎｅｕｒｏｎａｌ ｌｏｓｓ， ｇｌｉｏｓｉｓ， ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅｉｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｉｎｃｌｕｄｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒａｉｎ β⁃ａｍｙｌｏｉｄ ｐｌａｑｕｅｓ， ｈｙｐｅｒｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔａｕ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎｊｕｒｙ， ｎｅｕｒｏｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ， ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ， ａｎｄ ｅｙｅ
ｌｅｓｉｏｎｓ． Ａｓ ａ ｃｌａｓｓｉｃ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＡＤ， ５ × ＦＡＤ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｃａｎ ｓｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ
ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌａｔｅ⁃ｓｔａｇｅ ＡＤ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ， ａｎｄ ｔｈｅｓｅ ｍｉｃｅ ａｒｅ ｔｈｕｓ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｏｆ ＡＤ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｗ ｄｒｕｇｓ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ， ｗｅ ｓｕｍｍａｒｉｚｅ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ， ａｎｄ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ５ × ＦＡＤ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＡＤ， ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ５ × ＦＡＤ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｉｎ ＡＤ ｒｅｓｅａｒｃｈ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； ５ × ＦＡＤ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ； ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ； ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

表 １　 常用的 ＡＤ 转基因小鼠模型

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＡＤ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ
ＡＤ 小鼠模型
Ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ

ｏｆ ＡＤ

突变基因
Ｍｕｔａｎｔ ｇｅｎｅ

启动子
Ｐｒｏｍｏｔｅｒ

认知记忆损伤
Ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ａｎｄ

ｍｅｍｏｒｙ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ

病理变化
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｃｈａｎｇｅ

缺点
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

应用
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＡＰＰ 单
转基因
小鼠

ＡＰＰ ｓｉｎｇｌｅ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｍｉｃｅ

ＰＤＡＰＰ ＡＰＰＶ７１７Ｆ ＰＤＧＦ

ＭＷＭ： ≥ ４
月龄［１５－１６］

ＭＷＭ： ≥ ４ ｍｏｎｔｈｓ
ｏｆ ａｇｅ［１５－１６］

Ａβ 沉积： ６ ～ ９ 月
龄， Ｔａｕ 异 常 磷 酸
化：１４ 月龄［１７］

Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ： ６ ～ ９
ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ，
Ｔａｕ ａｂｎｏｒｍａｌ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ： １４
ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ［１７］

识别记忆缺陷的出现晚
于空间学习记忆缺陷，
Ｔａｕ 病 理 出 现 较 晚 且
无 ＮＦＴｓ
Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
ｍｅｍｏｒｙ ｄｅｆｉｃｉｔ ｗａｓ ｌａｔｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｓｐａｔｉａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ
ｍｅｍｏｒｙ ｄｅｆｉｃｉｔ， ａｎｄ ｔｈｅ
ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ Ｔａｕ
ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｌａｔｅｒ
ｗｉｔｈｏｕｔ ＮＦＴｓ

神经退行性变和斑块
形成机制的研究
Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｌａｑｕｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ＴＧ２５７６ ＡＰＰＫ６７０Ｎ ／ Ｍ６７１Ｌ ＰｒＰ

ＭＷＭ： ９ ～ １０ 月
龄， Ｙ 迷 宫： １０
月龄［１８］

ＭＷＭ： ９ ～ １０
ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ， Ｙ
ｍａｚｅ： １０ ｍｏｎｔｈｓ
ｏｆ ａｇｅ［１８］

Ａβ 沉 积： ９ ～ １０
月龄［１８］

Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ： ９ ～
１０ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ［１８］

识别记忆的缺陷较晚，
Ａβ 沉积出现时间较晚，
无 Ｔａｕ 病理和 ＮＦＴｓ
Ｄｅｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
ｍｅｍｏｒｙ ｗｅｒｅ ｌａｔｅ， ｔｈｅ ｔｉｍｅ
ｏｆ Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｌａｔｅ，
ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ Ｔａｕ
ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ＮＦＴｓ

早期 ＡＤ 研究为 Ａβ
斑块清除以及星形胶
质细 胞 参 与 ＡＤ 发
生等
Ｅａｒｌｙ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ＡＤ
ｉｎｃｌｕｄｅ Ａβ ｐｌａｑｕｅ
ｃｌｅａｒａｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ
ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ
ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＡＤ

ＡＰＰ２３ ＡＰＰＫ６７０Ｎ ／ Ｍ６７１Ｌ Ｔｈｙ⁃１

ＭＷＭ：３ 月龄，ＢＭ：
１２ 月龄［１９］

ＭＷＭ： ３ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ
ａｇｅ， ＢＭ： １２ ｍｏｎｔｈｓ
ｏｆ ａｇｅ［１９］

Ａβ 沉积：１４ ～ １８ 月
龄［２０］ ， Ｔａｕ 异 常 磷
酸化：６ 月龄［２１］

Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ： １４ ～
１８ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ［２０］ ，
Ｔａｕ ａｂｎｏｒｍａｌ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ： ６
ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ［２１］

非空间性学习记忆缺陷
和 Ａβ 沉积出现较晚
Ｎｏｎ⁃ｓｐａｔｉａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ
ｍｅｍｏｒｙ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ａｎｄ Ａβ
ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｐｐｅａｒ ｌａｔｅ

－

　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）作为

一种神经退行性疾病，严重威胁着 ６５ 岁及以上人

群［１］，ＡＤ 患者主要存在记忆减退、认知障碍等症

状，同时伴有焦虑、抑郁等神经精神症状。 根据世

界卫生组织（Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ）的最

新数据显示，２０５０ 年全球患有痴呆症的患者预计将

达到 １􀆰 ３９ 亿［２］。 据估计，２０２３ 年 ６５ 岁及以上痴呆

患者的治疗及护理费用约为 ３４５０ 亿美元，预计

２０５０ 年将略低于 １ 万亿美元［３］，阿尔茨海默病给社

会带来的负担正在日益增加［４－６］。

ＡＤ 的发病机制包括脑内淀粉样蛋白沉积［７］ 和

Ｔａｕ 蛋白异常磷酸化［８］、神经炎症［９］、氧化应激

（ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ＯＳ ） ［１０］、 线 粒 体 功 能 障 碍

（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＤ） ［１１］、钙稳态失调［１２］

和神经胶质功能障碍［１３］ 等，但其发病机制尚不明

确，同时缺乏系统完整的病理及生理学研究，仍无

理想防治药物，因此，急需稳定可靠的动物模型来

用于研究治疗 ＡＤ。 根据现有的 ＡＤ 发病机制研究

进展及基因型分类，目前常用的 ＡＤ 转基因小鼠模

型有 １０ 种 （表 １），包括 ＰＤＡＰＰ、ＴＧ２５７６、ＡＰＰ２３、

１６２
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　 　 　 　 　 　 　 　续表 １

ＡＤ 小鼠模型
Ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ

ｏｆ ＡＤ

突变基因
Ｍｕｔａｎｔ ｇｅｎｅ

启动子
Ｐｒｏｍｏｔｅｒ

认知记忆损伤
Ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ａｎｄ

ｍｅｍｏｒｙ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ

病理变化
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｃｈａｎｇｅ

缺点
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

应用
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＡＰＰ 双转
基因
小鼠

ＡＰＰ ｄｏｕｂｌｅ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｍｏｕｓｅ

ＴｇＣＲＮＤ８　 ＡＰＰＫ６７０Ｎ ／ Ｍ６７１Ｌ

ＡＰＰＶ７１７Ｆ ＰｒＰ

ＭＷＭ：６ 月龄［２２］ ，Ｙ
迷宫和 Ｔ 迷宫：６、９
月龄［２３］

ＭＷＭ： ６ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ
ａｇｅ［２２］ ， Ｙ ｍａｚｅ ａｎｄ
Ｔ ｍａｚｅ： ６ ａｎｄ ９
ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ［２３］

Ａβ 沉积：３ 月龄［２２］

Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ： ３
ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ［２２］

无 Ｔａｕ 病理和 ＮＦＴｓ
Ｎｏ Ｔａｕ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ
ａｎｄ ＮＦＴｓ

ＡＤ 短期研究
Ｓｈｏｒｔ⁃ｔｅｒｍ ｓｔｕｄｉｅｓ
ｉｎ ＡＤ

Ｊ２０ ＡＰＰＫ６７０Ｎ ／ Ｍ６７１Ｌ

ＡＰＰＶ７１７Ｆ ＰＤＧＦ －

无 Ａβ 沉积，存在 Ａβ
突触毒性［２４］

Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ Ａβ
ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ａβ
ｓｙｎａｐｔｉｃ ｔｏｘｉｃｉｔｙ
ｗａｓ ｐｒｅｓｅｎｔ［２４］

不表现识别记忆功能障
碍，无 Ａβ 沉积，无 Ｔａｕ 病
理和 ＮＦＴｓ
Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
ｍｅｍｏｒｙ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｎｏ
Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ， ｎｏ Ｔａｕ
ｐａｔｈｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ｎｏ ＮＦＴｓ

ＡＤ 相关的血管样变
与神经炎性变的研究
Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｖａｓｏｉｄ ａｎｄ
ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｈａｎｇｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＡＤ

ＡＰＰ ／ ＰＳ
转基因
小鼠

ＡＰＰ ／ ＰＳ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｍｉｃｅ

ＡＰＰ ／
ＰＳ１

ＡＰＰＫ６７０Ｎ ／ Ｍ６７１Ｌ

ＰＳ１Ｌ１６６Ｐ ＰｒＰ

ＲＡＷＭ：３ 月龄［２５］ ，
ＭＷＭ：６ 月龄［２６－２７］

ＲＡＷＭ： ３ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ
ａｇｅ［２５］ ， ＭＷＭ： ６
ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ［２６－２７］

Ａβ 沉 积： ２􀆰 ５
月龄［２８］

Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ： ２􀆰 ５
ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ［２８］

空间学习记忆障碍和识
别记忆障碍的进展相对
缓慢，不表现交替任务
障碍
Ｓｐａｔｉａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ
ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｍｅｍｏｒｙ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｓｌｏｗｌｙ ａｎｄ ｄｏ ｎｏｔ
ｅｘｈｉｂｉｔ ａｌｔｅｒｎａｔｉｎｇ
ｔａｓｋ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｓ

人 ／ 鼠基因同系物研
究，神经退行性变化
的神经生物学研究
Ｈｕｍａｎ ／ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｅ
ｈｏｍｏｌｏｇ ｓｔｕｄｉｅｓ，
ｎｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ
ｏｆ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ
ｃｈａｎｇｅｓ

ＴＧ２５７６
＋ ＰＳ１

（Ｍ１４６Ｌ）

ＡＰＰＫ６７０Ｎ ／ Ｍ６７１Ｌ

ＰＳ１Ｍ１４６Ｌ ＰｒＰ

Ｙ 迷 宫： １２ ～ １４
周龄［２９］

Ｙ ｍａｚｅ： １２ ～ １４
ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ［２９］

Ａβ 沉 积： ２３
周龄［３０］

Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ： ２３
ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ［３０］

认知记忆损伤进展相对
缓慢，Ａβ 沉积出现较晚
Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｍｅｍｏｒｙ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｗａｓ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｓｌｏｗ， ａｎｄ Ａβ
ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｐｐｅａｒｅｄ ｌａｔｅ

－

ＡＰＰ ／ ＰＳ１
ＫＩ

－ Ｅｎｄｏｇｅ⁃
ｎｏｕｓ

ＲＡＷＭ：９ 月龄［３１］

ＲＡＷＭ： ９ ｍｏｎｔｈｓ
ｏｆ ａｇｅ［３１］

Ａβ 沉积：６ 月龄［３２］

Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ： ６
ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ［３２］

认知障碍出现较晚，没有
Ｔａｕ 病理和 ＮＦＴｓ
Ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ
ａｐｐｅａｒｅｄ ｌａｔｅ， ｎｏ Ｔａｕ
ｐａｔｈｏｌｏｇｙ， ＮＦＴｓ

－

５ ×
ＦＡＤ

ＡＰＰＫ６７０Ｎ ／ Ｍ６７１Ｌ

ＡＰＰ Ｉ７１６Ｖ

ＡＰＰＶ７１７Ｉ

ＰＳ１Ｍ１４６Ｌ

ＰＳ１Ｌ２８６Ｖ

Ｔｈｙ⁃１

ＢＭ：３ 月龄［３３］ Ｙ 迷
宫：４ ～ ５ 月龄［３４］

ＢＭ： ３ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ
ａｇｅ［３３］ ， Ｙ ｍａｚｅ：
４ ～ ５ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ
ａｇｅ［３４］

Ａβ 沉积：２ 月龄［３４］

Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ： ２
ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ［３４］

Ｔａｕ 病理和 ＮＦＴｓ 的存在
仍有争议
Ｔａｕ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ＮＦＴｓ
ｒｅｍａｉｎ ｃｏｎｔｒｏｖｅｒｓｉａｌ

神经元内 Ａβ４２ 诱导
的神经变性和淀粉样
斑块形成的相关研究
Ｓｔｕｄｉｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
Ａβ４２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｍｙｌｏｉｄ ｐｌａｑｕｅ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｅｕｒｏｎｓ

ＡＰＰ ／ ＰＳ ／ Ｔａｕ
转基

因小鼠
ＡＰＰ ／ ＰＳ ／ Ｔａｕ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｍｉｃｅ

３ ×
Ｔｇ⁃ＡＤ

ＡＰＰＫ６７０Ｎ ／ Ｍ６７１Ｌ

ＰＳ１Ｌ１４６Ｖ

ＴａｕＰ３０１Ｌ
Ｔｈｙ⁃１

ＭＷＭ： ６ 月 龄，
ＮＯＲ：９ ～ １１ 月龄，
ＢＭ：１２ 月龄［３５］

ＭＷＭ： ６ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ
ａｇｅ， ＮＯＲ： ９ ～ １１
ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ， ＢＭ：
１２ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ［３５］

Ａβ 沉 积： １２ 月
龄［３５］ ， Ｔａｕ 异 常 磷
酸化：１２ 月龄［３６］

Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ： １２
ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ［３５］ ，
Ａｂｎｏｒｍａｌ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｔａｕ： １２ ｍｏｎｔｈｓ
ｏｆ ａｇｅ［３６］

与 ＡＤ 病理特征最为接
近，但外源性基因表达稳
定性较差、造模较困难且
造价高
Ｉｔ ｉｓ ｍｏｓｔ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
ｏｆ ＡＤ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｓ
ｐｏｏｒ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｓ
ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｓｔ
ｉｓ ｈｉｇｈ

与突触功 能 障 碍 和
ＡＤ 相关的斑块和神
经缠结病理的研究
Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｐｌａｑｕｅ ａｎｄ
ｎｅｕｒｏｔａｎｇｌｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ＡＤ

２６２
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ＴｇＣＲＮＤ８、Ｊ２０、ＡＰＰ ／ ＰＳ１、ＴＧ２５７６ ＋ ＰＳ１（Ｍ１４６Ｌ）、
ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ＫＩ、５ × ＦＡＤ 和 ３ × Ｔｇ⁃ＡＤ 小鼠［１４］。
　 　 ＡＤ 疾病复杂，尽管还没有理想的模型，然而与

上述模型相比，５ × ＦＡＤ 模型具有明显优势，重现了

ＡＤ 淀粉样蛋白病理的主要特征且认知记忆损害及

病理变化出现时间相对较早，成为早发性 ＡＤ 的理

想模型。 同时该模型对 Ａβ４２ 的产生有着极高水平

的累积效应，可用于研究神经元内 Ａβ４２ 诱导的神经

变性和淀粉样斑块形成等相关领域。 ５ × ＦＡＤ 小鼠

模型涵盖了与 ＡＤ 相关的几乎所有神经病理特征：
淀粉样斑块、胶质细胞增生、神经传递缺陷、突触丧

失和神经退行性病变，唯一缺失的是 Ｔａｕ 异常磷酸

化，至今仍存在争议。 同 ＡＤ 患者一样，５ × ＦＡＤ 小

鼠的 ＡＤ 样病理可分为 ３ 个阶段：２ 月龄左右的无症

状期，其特征是存在淀粉样斑块和出现胶质样增

生；６ 月龄左右的症状期，其特征是出现大量的淀粉

样蛋白病理、神经炎症、显著的认知缺陷和神经传

递障碍；９ 月龄左右的症状晚期，其特征是出现突触

和神经元损失。 因此本文将围绕 ５ × ＦＡＤ 小鼠展开

论述，为 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠在 ＡＤ 研究中的应用

提供参考与借鉴作用。

１　 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠

１􀆰 １　 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠的生物学背景

目前，研究者通过对已存在的 ＡＤ 转基因小鼠

相杂交、基因敲入等制备了双转或多转基因小鼠，
其病理学变化接近人类患者，并可对 ＡＤ 多种相关

因素的相互作用进行研究。
为了更快地促进 Ａβ４２ 产生、建立 ＡＤ 淀粉样蛋

白模型，国内外相关的研究团队和学者一直在探索

建立多转基因 ＡＤ 动物模型，通过在 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 转基

因模型小鼠中引入人类基因 ５ 个家族性 ＡＤ 的突变

位点繁育而成的转基因小鼠为最近较新的 ＡＤ 模型

小鼠［３４］， 品 系 全 称 为 Ｂ６． Ｃｇ⁃Ｔｇ （ ＡＰＰＳｗＦｌＬｏｎ，
ＰＳＥＮ１∗Ｍ１４６Ｌ∗Ｌ２８６Ｖ） ６７９９Ｖａｓ ／ Ｍｍｊａｘ，也有文

献称其为 ５ × ＦＡＤ、Ｔｇ⁃５ × ＦＡＤ、５ＸＦＡＤ 或 Ｔｇ６７９９，
该小鼠具有 ＡＤ 相关的 ５ 个突变位点，其中与 β⁃淀
粉样蛋白前体（ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）相关

的突变为 Ｋ６７０Ｎ ／ Ｍ６７１Ｌ（Ｓｗｅｄｉｓｈ）、１７１６Ｖ（Ｆｌｏｒｉｄａ）
和 Ｖ７１７１（Ｌｏｎｄｏｎ），与早老素 １（ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ １，ＰＳ１）
相关的突变为 ＭＩ４６Ｌ 和 Ｌ２８６Ｖ。 这两个转基因的

表达受到 Ｔｈｙ１ 启动子神经特异性元件的调控，在脑

神经元中特异性过表达［３７］。 在 Ｂ６ ／ ＳＪＬ 杂交背景下

５ × ＦＡＤ 小鼠可作为半合子保持 １０ 代以上，并稳定

地表达 ＡＰＰ 和 ＰＳ１ 基因［３４］。
１􀆰 ２　 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠的生物学特性

１􀆰 ２􀆰 １　 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠的行为学特征

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验（Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ，ＭＷＭ）主
要用于测试实验动物对空间位置感和方向感（空间

定位）的学习记忆能力［３８］。 与同月龄野生型（ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ，ＷＴ）小鼠相比，５ 月龄的 ５ × ＦＡＤ 小鼠游泳速

度显著降低［３９］，６ 月龄的 ５ × ＦＡＤ 小鼠检测期逃避

潜伏期显著延长［４０］、目标象限停留时间显著减

少［４１］，１１ 月龄雄性 ５ × ＦＡＤ 小鼠的目标象限停留

时间百分比显著下降［４２］，１２ 月龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠学期

的逃避潜伏期和检测期的目标象限停留时间显著延

长［４３］，说明 ５ × ＦＡＤ 小鼠的空间学习记忆能力下降。
ＧＩＲＡＲＤ 等［４４］ 使用一种新开发的自动化设

备———嗅觉 Ｈ 迷宫（ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ Ｈ⁃ｍａｚｅ，ＯＨＭ），比较

２、４ 和 ６ 月龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠与其野生型同窝的表

现，发现 ４ 和 ６ 月龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠在延迟的交替任

务（ａｌｔｅｒｎａｔｉｏｎ ｔａｓｋ，ＡＬＴ）、延迟的非交替任务（ｎｏｎ⁃
ａｌｔｅｒｎａｔｉｏｎ ｔａｓｋ，Ｎ⁃ＡＬＴ）、延迟的反转任务（ ｒｅｖｅｒｓａｌ
ｔａｓｋ，ＲＥＶ）均表现出前额叶皮层依赖学习能力的下降。

Ｙ 迷宫（Ｙ⁃ｍａｚｅ，ＹＭ）可用于评估小鼠的短期

记忆，是由啮齿动物天生的好奇心驱动以探索先前

未曾探视过的区域，通过小鼠探索迷宫的三个臂来

评估其自发交替能力以及空间学习记忆能力。 与

ＷＴ 对照组相比，２ 月龄雌性 ５ × ＦＡＤ 小鼠自发交替

百分比显著下降［４５］，１１ 月龄雄性 ５ × ＦＡＤ 小鼠的

新臂进入次数显著下降［４２］，说明 ５ × ＦＡＤ 小鼠的短

期记忆能力降低。
旷场实验（ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ，ＯＦＴ）又称敞箱实验，

是评价实验动物在新异环境中自主行为、探究行为

与紧张度的一种方法。 与 ＷＴ 对照组相比，６ 月龄

和 １２ 月龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠的运动距离显著增加，总休

息时间也相应减少［４６］。
新物体识别实验（ｎｏｖｅｌ ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ，ＮＯＲ）

用于检测啮齿类动物的学习记忆能力。 与 ＷＴ 对照

组相比，３ 月龄雄性 ５ × ＦＡＤ 小鼠的逃避潜伏期从

第 ２ 天开始显著升高［３３］。 ５ 月龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠的雌

性比雄性新物体识别时间更短［４７］。 在检测期，１２
月龄的 ５ × ＦＡＤ 小鼠的新物体识别时间和新物体偏

爱指数均显著降低，６、１２ 月龄的 ５ × ＦＡＤ 小鼠的辨

别指数显著减少［４８］。
巴恩斯迷宫实验（Ｂａｒｎｅｓ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ，ＢＭ）被广泛
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用于测试在较小压力下的空间学习和记忆能力。
与 ＷＴ 对照组相比，３ 月龄的雄性 ５ × ＦＡＤ 小鼠检

测期目标象限停留时间显著减少［３３］，５ ～ ６ 月龄 ５ ×
ＦＡＤ 小鼠在训练期和检测期潜伏期均显著增加［４９］。

Ｔ 迷宫实验（Ｔ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ，ＴＭ）可用来评估自发

交替行为，是检测啮齿类动物空间工作记忆的一种

经典行为学方法。 与 ＷＴ 对照组小鼠相比，５ ～ ６ 月

龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠的错误次数显著上升［４１］。
采用高架十字迷宫（ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ，ＥＰＭ）

实验分析小鼠焦虑样行为，与杂合 ５ × ＦＡＤ 小鼠相

比，２ 月龄和 ５ 月龄的纯合 ５ × ＦＡＤ 小鼠开臂进入

百分比显著增加，表明正常焦虑表型的丧失［３９］。
在转 棒 实 验 （ ｒｏｔａｒｏｄ ｔｅｓｔ， ＲＲＴ） 中， ＯＢＬＡＫ

等［４６］发现与 ＷＴ 对照组相比，６ 月龄和 １２ 月龄 ５ ×
ＦＡＤ 小鼠转棒上停留时间更长，小鼠跌倒潜伏期延长。

以上研究结果表明，５ × ＦＡＤ 转基因小鼠行为

学异常改变最早可出现在 ２ 月龄，且雌性较同龄雄

性更易发生，主要包括空间学习记忆能力、自主行

为和紧张度、物体识别记忆能力、焦虑情绪和运动

协调能力（表 ２）。

表 ２　 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠的行为学特征

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ５ × ＦＡＤ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ
认知类型

Ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｔｙｐｅ
方法

Ｍｅｔｈｏｄｓ
月龄
Ｍｏｎｔｈｓ

性别
Ｓｅｘ

对照小鼠
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉｃｅ

检测时期
Ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

指标
Ｉｎｄｅｘ

变化
Ｃｈａｎｇｅ

空间学习记忆
Ｓｐａｔｉａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ
ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ

ＭＷＭ

ＹＭ

ＯＨＭ

ＢＭ

ＴＭ

１２［４３］

１１［４２］

６［４０］

６［４１］

２［４５］

１１［４２］

２［４４］

４、６［４４］

３［３３］

５ ～ ６［４９］

５ ～ ６［４１］

雌、雄
Ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ

雄
Ｍａｌｅ

雌、雄
Ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ

雌、雄
Ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ

雌
Ｆｅｍａｌｅ

雄
Ｍａｌｅ

雌、雄
Ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ

雌、雄
Ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ

雄
Ｍａｌｅ

雌、雄
Ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ

雌、雄
Ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ

ＷＴ

ＷＴ

ＷＴ

ＷＴ

ＷＴ

ＷＴ

ＷＴ

ＷＴ

ＷＴ

ＷＴ

ＷＴ

学习期
Ｌｅａｒｎｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ

检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

学习期
Ｌｅａｒｎｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ

检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

逃避潜伏期
Ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ↑

目标象限停留时间
Ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ ↑

目标象限停留时间
Ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ ↓

逃避潜伏期
Ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ

－

逃避潜伏期
Ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ↑

目标象限停留时间
Ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ ↓

自发交替百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ

ａｌｔｅｒｎａｔｉｏｎ
↓

自发交替百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ

ａｌｔｅｒｎａｔｉｏｎ
↓

延迟的交替任务
Ａｌｔｅｒｎａｔｉｏｎ ｔａｓｋ

－

延迟的非交替任务
Ｎｏｎ⁃ａｌｔｅｒｎａｔｉｏｎ ｔａｓｋ ↑

延迟的反转任务
Ｒｅｖｅｒｓａｌ ｔａｓｋ ↓

延迟的交替任务
Ａｌｔｅｒｎａｔｉｏｎ ｔａｓｋ ↓

延迟的非交替任务
Ｎｏｎ⁃ａｌｔｅｒｎａｔｉｏｎ ｔａｓｋ ↓

延迟的反转任务
Ｒｅｖｅｒｓａｌ ｔａｓｋ ↓

目标象限停留时间
Ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ ↓

逃避潜伏期
Ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ↑

错误次数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｒｒｏｒｓ ↑

自主行为和紧张度
Ａｕｔｏｎｏｍｉｃ ｂｅｈａｖｉｏｒ

ａｎｄ ｔｅｎｓｉｏｎ
ＯＦＴ ６、１２［４６］ 雌、雄

Ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ ＷＴ 检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

运动距离
Ｍｏｖｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ ↑

４６２
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续表 ２
认知类型

Ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｔｙｐｅ
方法

Ｍｅｔｈｏｄｓ
月龄
Ｍｏｎｔｈｓ

性别
Ｓｅｘ

对照小鼠
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉｃｅ

检测时期
Ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

指标
Ｉｎｄｅｘ

变化
Ｃｈａｎｇｅ

新异物体识别能力
Ｎｅｗ ｏｂｊｅｃｔ

ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ
ＮＯＲ

５［４７］

３［３３］

１２［４８］

雌、雄
Ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ

雌
Ｆｅｍａｌｅ

雄
Ｍａｌｅ

雌、雄
Ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ

ＷＴ

５ × ＦＡＤ 雄
５ × ＦＡＤ Ｍａｌｅ

ＷＴ

ＷＴ

适应期
Ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

学习期
Ｌｅａｒｎｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ

检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

新物体识别时间
Ｎｅｗ ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

－

新物体识别时间
Ｎｅｗ ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ↓

潜伏期时间
Ｌａｔｅｎｃｙ ｐｅｒｉｏｄ ↓

新物体识别时间
Ｎｅｗ ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ↓

偏爱指数
Ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ↓

焦虑情绪
Ａｎｘｉｅｔｙ ＥＰＭ ２、５［３９］ 雌、雄

Ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ
杂合子

Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ
检测期

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

开臂进入次数百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｏｐｅｎ ａｒｍ

ｅｎｔｒｙ ｔｉｍｅｓ
↑

运动协调能力
Ｍｏｔｏｒ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ

ａｂｉｌｉｔｙ
ＲＲＴ ４、６、１２［４６］ 雌、雄

Ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ ＷＴ 检测期
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

转棒上停留时间
Ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｓｔａｙｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｄ ↑

注：↑：升高或增加；↓：降低或减少；－：无差异。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． ↑． Ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｒ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ． ↓． Ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｒ ｄｅｃｒｅａｓｅ． －． Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

１􀆰 ２􀆰 ２　 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠的病理特征

淀粉样蛋白斑块是 β⁃淀粉样蛋白（Ａβ）的沉

积，是 ＡＤ 的典型病理特征。 小 Ａβ 肽的生成并无

天然毒性，而由大量极度聚集的 Ａβ 原纤维组成的

淀粉样斑块则象征着异常的病理改变，Ａβ 寡聚物

可诱导突触功能障碍［５０］，进一步导致 ＡＤ 中神经元

损伤和记忆丧失［５１］。 Ａβ 蛋白主要有两种亚型：可
溶性 Ａβ４０ 和不可溶性 Ａβ４２

［５２］，在正常人中，Ａβ４０

比 例 较 Ａβ４２ 高［３４］。 ＡＰＰ、 ＰＳ１ 和 早 老 素 ２
（ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ２，ＰＳ２）基因的常染色体显性突变增加了

Ａβ４２ 的产生［５３］。 ＡＰＰ 转基因上的 ＦＡＤ （ ｆｌａｖｉｎｅ
ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）突变容易出现在 β⁃或 γ⁃分泌

酶结合位点附近，导致 Ａβ 总量增加（Ｋ６７０Ｎ ／ Ｍ６７１Ｌ
瑞典型突变［５４］）或 Ａβ４２ 增加（ Ｉ７１６Ｖ 佛罗里达型突

变和 Ｖ７１７Ｉ 伦敦型突变［５５］），ＰＳＥＮ１ 转基因（γ⁃分泌

酶的催化亚基）上的 ＦＡＤ 突变增加了 Ａβ４２ ／ Ａβ４０ 比

值。 大多数 ＡＤ 转基因小鼠需要 ６ ～ １２ 月或更长

时间才能形成淀粉样斑块［５６］，但 ５ × ＦＡＤ 转基因小

鼠神经元细胞内的 Ａβ４２ 蛋白自 １􀆰 ５ 月龄起就会出

现［３４］。 ５ × ＦＡＤ 小鼠中雌性比雄性 ＡＰＰ 基因表达

更多，可能是由于 Ｔｈｙ１ 启动子中的雌激素相关部位

用于驱动 ＡＰＰ 转基因表达，并产生更高水平的

Ａβ［５７］。 随着小鼠月龄增加，Ａβ４２ 蛋白表达几乎呈

线性增加，而 Ａβ４０ 的增加通常较 Ａβ４２ 滞后 ２ ～ ３
个月［３４］。 淀粉样蛋白病理变化始于大脑皮层的深

层和亚皮层，随着小鼠月龄增加，皮层和海马上斑

块扩散面积增大。 ２ 月龄时皮层中形成致密的淀粉

样斑块，５ ～ ６ 月龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠皮层和海马中 Ａβ
斑块更加清晰［４９］，６ 月龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠海马 ＤＧ 区

Ａβ 斑块显著增加［５８］。
ＡＤ 另一特征性病理改变———神经纤维缠结

（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ｔａｎｇｌｅ， ＮＦＴｓ），形成的主要原因是

Ｔａｕ 蛋白的过度磷酸化［５９］。 ＮＦＴｓ 是神经元细胞质

和突起中直的、纤维状的、高度不溶的斑块，会导致

神经元之间通信和信号处理的异常丢失，最终导致

神经元凋亡［５９］。 在 ５ × ＦＡＤ 小鼠的首次实验报道

中缺乏 Ｔａｕ 相关内容［３４］，后期有研究通过 ＥＬＩＳＡ 法

检测到 ６ 月龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠皮层和血清中 ｐ⁃Ｔａｕ 蛋

白水平显著升高［４０］，甚至发现 ５ × ＦＡＤ 小鼠大脑中

的 Ｔａｕ 过度磷酸化比学习记忆障碍出现的更早［６０］，
但 ＭＡＡＲＯＵＦ 等［６１］的实验中 ５ × ＦＡＤ 小鼠没有出

现 ＮＦＴｓ。 因此有关 ５ × ＦＡＤ 小鼠 Ｔａｕ 蛋白表型的

病理研究至今仍存在争议，导致结果异质性的原因

可能是动物的年龄、性别、遗传背景，以及方法学和

分析等的差异，对此仍需进一步的研究证明。
脑萎缩（ｂｒａｉｎ ａｔｒｏｐｈｙ，ＢＡ）也是 ＡＤ 非常重要的

病理特征之一，ＡＤ 患者神经元丢失导致相关大脑

区域的严重萎缩，导致认知和记忆功能的进行性丧

失，最终导致痴呆。 采用苏木精⁃伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃
ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色法观察小鼠大脑皮层和海马 ＤＧ 区

组织结构，６ 月龄 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠细胞核和神

经元萎缩［４０］。 ６ 月龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠躯体感觉皮层

的锥体细胞中的突触数量较 ＷＴ 小鼠显著减

少［６２－６３］。 采 用 透 射 电 子 显 微 镜 （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）观察 ４ 月龄小鼠脑组织超

５６２
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微结构，发现 ５ × ＦＡＤ 小鼠大脑皮层中的突触数量

减少，在大脑皮层和海马中的突触神经递质囊泡的

数量也减少［６４］，９ 月龄 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠皮层第

５ 层的神经元数量明显减少［３４］。 基于设计的体视

学方法对 １２ 月龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠皮层进行计数，发现

皮层第 ５ 层神经元数量明显减少［６５］。 通过免疫荧

光法（ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ＩＦ）检测 ５ × ＦＡＤ 小鼠皮

层和海马 ＤＧ 区的电离钙结合适配器分子 １（ ｉｏｎｉｚｅｄ
ｃａｌｃｉｕｍ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ａｄａｐｔｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １，Ｉｂａ⁃１）高表达的

小胶质细胞和胶质纤维酸性蛋白 （ ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ
ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）高表达的星形胶质细胞均呈现

激活状态，细胞数量显著减少［６６］。

表 ３　 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠的病理特征

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ５ × ＦＡＤ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ
指标
Ｉｎｄｅｘ

方法
Ｍｅｔｈｏｄｓ

对照
Ｃｏｎｔｒｏｌ

月龄
Ｍｏｎｔｈｓ

部位
Ｐａｒｔ

变化
Ｃｈａｎｇｅ

Ａβ 斑块
Ａβ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ

ＩＨＣ

ＩＨＣ

ＩＨＣ

ＭＳＤ

ＷＴ

ＷＴ

ＷＴ

ＷＴ

２［３４］

５ ～ ６［３４］

６［５８］

４、６、１２［４６］

皮层
Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ↑

海马和皮层
Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ａｎｄ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ↑

海马 ＤＧ 区
Ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＤＧ ａｒｅａｓ ↑

海马
Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ↑

全脑
Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｒａｉｎ

－

ｐ⁃Ｔａｕ ＥＬＩＳＡ ＷＴ ６［４０］ 皮层和血清
Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ↑

ＧＦＡＰ、Ｉｂａ１ ＩＦ ＷＴ ４［６６］ 皮层和海马 ＤＧ 区
Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ａｎｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＤＧ ａｒｅａｓ ↑

神经元萎缩
Ｎｅｕｒｏｎａｔｒｏｐｈｙ ＨＥ ＷＴ ６［４０］ 皮层和海马 ＤＧ 区

Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ａｎｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＤＧ ａｒｅａｓ ↑

树突长度
Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｌｅｎｇｔｈ

树突棘数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｓｐｉｎｅｓ

ＢＳ

ＢＳ

ＢＳ

ＷＴ

ＷＴ

６ 月龄 ５ × ＦＡＤ
６ ｍｏｎｔｈｓ ｏｌｄ ５ × ＦＡＤ

４［６７］ 海马
Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ↓

６、１２［４８］ 皮层
Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ↓

１２［４８］ 皮层
Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ↓

突触数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｙｎａｐｓｅｓ ＢＳ ＷＴ ６［６２－６３］ 躯体感觉皮层的锥体细胞

Ｐｙｒａｍｉｄａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｍａｔｏｓｅｎｓｏｒｙ ｃｏｒｔｅｘ ↓

突触神经递质囊泡
Ｓｙｎａｐｔｉｃ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ＴＥＭ ＷＴ ４［６４］ 海马和皮层

Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ａｎｄ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ↓

神经元数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ

ＢＳ ＷＴ １２［６５］

Ｎｉｓｓｌ ＷＴ ９［３４］
皮层第五层

Ｌａｙｅｒ ５ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ
↓
↓

　 　 综合以上研究结果，５ × ＦＡＤ 转基因小鼠早在

２ 月龄时就会出现 Ａβ 沉积，５ ～ ６ 月龄时显著增

多； ４ 月龄时皮层中突触数量减少，６ 月龄时显著

减少； ６ 月龄时出现神经元的萎缩，９ 月龄时可观

察到密集的神经元丢失。 这些研究表明，５ × ＦＡＤ
转基因小鼠具有 ＡＤ 的典型病理特征（表 ３）。

１􀆰 ２􀆰 ３　 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠的生理生化表型

突触标记物如突触素（ ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ，ＳＹＰ）、突
触融合蛋白（ ｓｙｎｔａｘｉｎ，ＳＴＸ）和突触后致密蛋白 ９５
（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ⁃９５，ＰＳＤ⁃９５）的表达会随着小鼠

月龄增加而降低。 采用 ＥＬＩＳＡ 方法检测小鼠全脑

匀浆中突触素水平，５ × ＦＡＤ 转基因小鼠全脑匀浆

中突触素水平在 ４ 月龄开始下降，９ 月龄时约为对

照组的 ７５％，１２ 月龄时突触标记物的水平显著降

低［３４］。 ４ ～ １２ 月龄的 ５ × ＦＡＤ 小鼠的皮层和海马

中突触素和 ＰＳＤ⁃９５ 显著减少［３３，４８，６８］。 但也有研究

称这两种标记物水平没有变化，可能是因为大多数

研究只适用于 Ｂ６ ／ ＳＪＬ 混合背景的雄性小鼠，对照组

小鼠通常从不同的供应商处购买。
细胞周期素依赖蛋白激酶 ５（ ｃｙｃｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｋｉｎａｓｅ ５，ＣＤＫ５）在成人大脑中发挥着包括学习和记

忆形成等高级认知功能［６９］。 ＣＤＫ５ 与 ｐ２５ 蛋白

（ＣＤＫ５Ｒ１） 结合后， ＣＤＫ５ 活性在神经系统疾病

（ＡＤ、ＰＤ 和 ＨＤ） 中失去控制，最终导致神经毒

６６２
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性［７０］。 将小鼠的皮层匀浆进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析后

发现，３ 月龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠皮层中的 ｐ２５ 水平呈上

升趋势，同时神经元内 Ａβ 聚集物出现；９、１２ 月龄时

５ × ＦＡＤ 小鼠皮层中的 ｐ２５ 水平增加到同源野生型

的 １５０％，同时出现显著的神经变性和大锥体神经

元丢失。 因此，ｐ２５ 水平上升神经元丢失和神经元

内 Ａβ 聚集关系密切。
血液中脂质的组成包括甘油三酯（ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，

ＴＡＧ）、总胆固醇（ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、低密度脂蛋

白（ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ， ＬＤＬ） 和高密度脂蛋白

（ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）。 其中 ＬＤＬ 和 ＴＡＧ
水平升高会抑制神经元连接，促进大脑中淀粉样斑

块的沉积［７１］，与 ＡＤ 风险呈正相关［７２］，而 ＨＤＬ 水平

与 ＡＤ 风险呈负相关［７３］。 与雄性相比，雌性 ５ ×
ＦＡＤ 和 ＷＴ 小鼠的 ＬＤＬ 水平更高、ＨＤＬ 水平更低，
雌性总胆固醇的显著差异仅存在于 ４ ～ １２ 个月的

５ × ＦＡＤ 小鼠之间。 ４ 月龄时，雄性 ５ × ＦＡＤ 和 ＷＴ
小鼠之间的总胆固醇没有显著性差异，６ 月龄时 ５ ×
ＦＡＤ 小鼠的总胆固醇有降低趋势，１２ 月龄时 ５ ×
ＦＡＤ 小鼠的总胆固醇显著降低［４６］。

中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）中

的炎症称为神经炎症，是机体为防止大脑损伤而产

生的保护性应激反应，在多种脑部疾病中发挥重要

作用，抑制神经炎症可以保护神经元、减轻学习记

忆障碍，但目前尚无有效的抗神经炎症治疗药物。
与 ＷＴ 小鼠相比，６ 月龄的 ５ × ＦＡＤ 小鼠大脑皮层

中的白细胞介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）和肿瘤

坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）表达均

显著升高，自 ３ 月龄起小鼠海马中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 等

神经炎症因子呈时间依赖性增加［７４］，４ 月龄 ５ ×
ＦＡＤ 小鼠额叶皮层的星形胶质细胞激活和 ＴＮＦ⁃α
水平显著降低［７５］，６ 月龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠海马相关危

险因素 （ ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＡＰＯＥ、ＧＦＡＰ） 表达显著增

加［５８］，６􀆰 ５ 月龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠海马中炎症介质

ＴＮＦ⁃α 和白细胞介素⁃６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）、白血病

病毒 整 合 基 因⁃１ （ ｆｒｉｅｎｄ ｌｅｕｋａｅｍｉａ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ⁃１，
Ｆｌｉ⁃１）ｍＲＮＡ 水平显著增加［７６］。

微小 ＲＮＡ⁃１２８（ｍｉＲ⁃１２８）是一种在神经系统中

高表达的 ｍｉＲＮＡ，在神经系统的发育及正常生理功

能的维持中发挥重要作用，其异常表达与阿尔茨海

默病 密 切 相 关。 采 用 实 时 定 量 ＰＣＲ （ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）检测 ２ 月龄（初始 ＡＤ
病理）、８ 月龄（重度 ＡＤ 病理）和 １２ 月龄（慢性重度

ＡＤ 病理）的小鼠海马中 ｍｉＲ⁃１２８ 表达水平变化，与
对照组 ＷＴ 小鼠相比，８ 月龄 ５ × ＦＡＤ 小鼠的 ｍｉＲ⁃
１２８ 水平显著下调，但在 ２ 或 １２ 月龄时没有变

化［７７］。 ５ × ＦＡＤ 小鼠模型尿液中外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ，
Ｅｘｏｓ）ｍｉＲＮＡ 在 Ａβ 斑块沉积前存在表达差异，是潜

在的诊断早期 ＡＤ 的非侵袭性生物标志物，对于早

期干预 ＡＤ 具有重要意义［７８］。
综合以上研究结果，在 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠脑

内，与神经信号传导、神经系统发育、神经系统功能

表达和神经炎症等密切相关的生理生化表型较 ＷＴ
小鼠发生显著改变（表 ４）。

２　 ５ × ＦＡＤ 小鼠的其他生物学改变

目前研究表明，５ × ＦＡＤ 转基因小鼠的其他生

物学 特 性 可 能 涉 及 突 触 功 能 障 碍 （ ｓｙｎａｐｔｉｃ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ）、神经炎症（ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ，ＮＩ）、线粒

体功能障碍及血脑屏障（ｂｌｏｏｄ ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）损
伤、神 经 元 损 伤 （ ｎｅｕｒｏｎ ｄａｍａｇｅ ）、 内 质 网 应 激

（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）和眼部病变等，
下面进行详述。
２􀆰 １　 ５ × ＦＡＤ 中的突触功能障碍

突触结构是学习和记忆的生物学基础，突触病

理是 ＡＤ 和衰老的早期标志［８２－８４］，在 ＡＤ 患者的尸

检样本中，突触损失比神经元死亡更常见［８５］。 Ａβ
驱动的神经突触萎缩和突触丢失在 ＡＤ 早期开始，
并直接引发记忆障碍。 早期突触功能障碍会引起

突触室损伤并最终导致突触丢失，与认知功能下降

密切相关［８６－８９］。
突触丢失和突触强度的改变被认为是 ＡＤ 认知

障碍的基础，通过测量小鼠在虚拟现实任务中的突

触功能发现，５ × ＦＡＤ 小鼠海马的 ＣＡ１ 区中间神经

元与锥体细胞的突触连接存在缺陷［９０］。 ５ × ＦＡＤ
小鼠海马突触中的线粒体和糖酵解功能选择性受

损，而非突触的线粒体功能得以维持，证明了海马

突触线粒体功能的破坏是 ５ × ＦＡＤ 小鼠模型早期病

理的主要事件［６４］。 ＫＩＭＵＲＡ 等［９１］ 的研究表明，５ ×
ＦＡＤ 小鼠从 ６ 月龄开始出现突触受损。 ５ × ＦＡＤ 小

鼠突触线粒体呈现分裂与融合之间的不平衡，即线

粒体动力学紊乱，同时伴有线粒体自噬 Ｐａｒｋｉｎ 通路

的激活以及自噬标记物微管相关蛋白 １ 轻链 ３Ｂ⁃Ⅱ
（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３Ｂ⁃Ⅱ，
ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ）的募集，证明 ５ × ＦＡＤ 小鼠出现显著的突

触线粒体功能障碍［９２］。

７６２
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表 ４　 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠的生理生化表型

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ５ × ＦＡＤ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ
生化指标

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ
方法

Ｍｅｔｈｏｄｓ
月龄
Ｍｏｎｔｈｓ

部位
Ｐａｒｔ

结果
Ｒｅｓｕｌｔｓ

Ａβ４２ ＥＬＩＳＡ ４ ～ ９［３４］ 全脑 Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｒａｉｎ ↑
Ａβ４０ ＥＬＩＳＡ ４ ～ ９［３４］ 全脑 Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｒａｉｎ ↑

ＳＹＰ ＥＬＩＳＡ ４ ～ ９［３４］ 全脑 Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｒａｉｎ ↓
突触融合蛋白 Ｓｙｎｔａｘｉｎ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ４－１２［３３，４８，６８］ 海马、皮层 Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ， ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ↓

ＰＳＤ⁃９５ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ９、１２［３４］ 皮层 Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ↓
４－１２［３３，４８，６８］ 海马、皮层 Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ， ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ↓

Ｐ２５ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ３、９、１２［４６］ 皮层 Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ↑

胆固醇 Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ 血糖分析
Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ

４［４６］ 非空腹血浆 Ｎｏｎ⁃ｆａｓｔｉｎｇ ｐｌａｓｍａ －
１２［４６］ 丘脑 Ｔｈａｌａｍｕｓ ↓

ＢＡＣＥ１ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ６、９［５７，７９－８１］ 半脑匀浆 Ｈａｌｆ ｂｒａｉｎ ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ ↑
６［４０］ 皮层 Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ↑

ＴＮＦ⁃α ＥＬＩＳＡ ４［７５］ 额叶皮层 Ｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ↑
ＡＰＯＥ、ＧＦＡＰ ｑＰＣＲ ６［５８］ 海马 ＤＧ 区 Ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＤＧ ａｒｅａｓ ↑

ＩＬ⁃１β
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ６［４０］ 皮层 Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ↑

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ３［７４］ 海马 Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ↑
Ｆｌｉ⁃１ ｍＲＮＡ ＰＣＲ

ＩＬ⁃６ ＩＨＣ ６􀆰 ５［７６］ 海马、皮层 Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ， ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ
海马 Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

↑

ｍｉＲ⁃１２８ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ８［７７］ 海马 Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ↓

２􀆰 ２　 ５ × ＦＡＤ 中的神经炎症反应

炎症通常伴随免疫系统的激活，且严重的炎症

易发生在细胞外 Ａβ 沉积物周围［９３］。 在小胶质细

胞、星形胶质细胞、神经元和认知层面，淀粉样蛋白

能促进神经炎症细胞因子的合成，形成继发性炎

症［９４］，引起神经元损伤， 以及学习记忆功能障

碍［９５－９６］。 小胶质细胞控制着大脑的代谢平衡，包括

促炎或抗炎细胞因子的分泌以及异常蛋白的吞

噬［９７］，在神经元可塑性和突触重塑中也起着至关重

要的作用［９８］。 星形胶质细胞是大脑中的第二种免

疫细胞，其激活程度与 Ａβ４２ 及淀粉样斑块的水平呈

正比［３４］。 活化的小胶质细胞和星形胶质细胞主要

分布于 Ａβ 沉积部位，Ａβ 斑块会激活小胶质细胞并

分泌促炎细胞因子和趋化因子。 小胶质细胞的促

炎激活是 ＡＤ 的标志之一［９９］。
髓样 细 胞 ２ （ ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｏｎ

ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ２，ＴＲＥＭ２）上的触发受体在 ＡＤ 中具有

抗炎及神经保护作用，主要表达在中枢神经系统的

小胶质细胞上［１００－１０１］。 ＴＲＥＭ２ 在 ５ × ＦＡＤ 小鼠海

马中表达上调， 而腺相关病毒 （ ａｄｅｎｏ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ） 介导的 ＴＲＥＭ２ 敲除显著增加了 ５ ×
ＦＡＤ 小鼠海马中的促炎细胞因子水平，加重了认知

缺陷［５８］。 ３ 月龄时雌性 ５ × ＦＡＤ 小鼠炎症介质和

胶质细胞标志物的表达变化更为明显，且这种变化

呈年龄依赖性增加，而雄性 ５ × ＦＡＤ 小鼠在 ５ 月龄

前没有明显趋势［１０２］。 因此，在 ５ × ＦＡＤ 小鼠模型

中，３ 月龄前给予抗炎剂将是最有效的。 值得注意

的是，有研究发现 ５ × ＦＡＤ 小鼠的核心体温升高，可
能是应激或炎症诱导的高热反应［４６］。
２􀆰 ３　 ５ × ＦＡＤ 中的线粒体功能障碍

线粒体是细胞内普遍存在的细胞器，主要通过

氧化磷酸化为生命活动提供能量。 此外，线粒体也

参与钙信号传导、细胞代谢调节及细胞凋亡调

控［１０３］。 Ａβ 寡聚体会诱导 Ｃａ２ ＋内流到神经元细胞，
促进线粒体 Ｃａ２ ＋超载［１０４］。 在散发性 ＡＤ 小鼠模型

中，合成膜蛋白中糖基化终产物受体（ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ
ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＲＡＧＥ）片段的治疗

降低了皮层和海马中线粒体呼吸酶的活性［１０５］。
５ × ＦＡＤ 小鼠大脑中氧化还原的线粒体复合物Ⅰ
（ＮＡＤＨ－泛醌氧化还原酶）中 Ｆｅ⁃Ｓ 簇比例增加，释
放铁和过氧化氢，过氧化氢的亚铁离子通过芬顿反

应形成有毒的氢氧自由基，引发线粒体功能障

碍［１０６］。 ５ × ＦＡＤ 小鼠在 ９ 月龄出现认知功能障碍

伴随海马内突触的结构降解和线粒体的异常，其中

线粒体功能损伤表现为海马中 ＡＴＰ 水平和呼吸链

复合物Ⅰ活性的降低［１０７］。 通过超微结构分析发现

在 ５ × ＦＡＤ 小鼠大脑皮层和海马的细胞质、突触中

无嵴线粒体显著增加［６４］，由于嵴是线粒体能量产生

的机制，因此支持了 ５ × ＦＡＤ 小鼠线粒体代谢下降

的观点，并进一步表明线粒体功能的改变可能驱动
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早期 ＡＤ 的生物学缺陷。
２􀆰 ４　 ５ × ＦＡＤ 中的血脑屏障损伤

近年来，脑血管对 ＡＤ 病理生理的影响引起了

人们的关注。 脑血管功能障碍，如脑血流量减少和

血脑屏障损伤，被认为是 ＡＤ 发病机制的早期和关

键因素。 血脑屏障将神经元从循环血液成分中分

离出来，通过限制血源性溶质的被动扩散，以及主

动向大脑输送营养物质，严格调节分子进出大脑的

运输［１０８－１０９］。 血脑屏障完整性的丧失使血液中的神

经毒性成分进入大脑，导致免疫反应和神经炎症，
进而引发神经退行性变的多种途径［１１０－１１１］。 据报

道，ＡＤ 在神经退行性变、痴呆和脑萎缩之前就会发

生血脑屏障功能障碍［１１２］。 电子顺磁共振波谱

（ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＥＰＲ）可用于检测

５ × ＦＡＤ 小鼠模型血脑屏障损伤及神经元组织氧化

还原状态的改变［１０６］。 阻断血脑屏障后的凝血酶原

（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ，ＰＲＯ）及前动力蛋白受体 ２（ｐｒｏｋｉｎｅｔｉｃｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２，ＰＫＲ２）的升高可能导致 ５ × ＦＡＤ 小鼠的海

马神经退行性病变，并使其物体识别能力下降［７４］。
在 ５ × ＦＡＤ 模型中，血脑屏障功能障碍的证据包括血

脑屏障中受体介导的 Ａβ 清除受损［１１３］、内皮细胞和

星形胶质细胞之间的接触受损［１１４］、血脑屏障完整

性改变［１１５］以及血脑屏障渗漏［１１６］。
２􀆰 ５　 ５ × ＦＡＤ 中的神经元损伤

氧化应激可引起神经退行性疾病中的神经元

损伤，对 ＡＤ 的早期发病和疾病进展有显著促进作

用［１１７－１１８］。 在 ＡＤ 发展过程中，病理性 Ａβ 和 Ｔａｕ 积

聚并错误定位到突触，会导致突触功能障碍和神经

元损伤。 神经元分泌 Ａβ 以响应突触活动，Ａβ 反过

来会下调突触传递［１１９］，这种负反馈调节可以作为

一种生理稳态机制来限制神经元活动的水平［１２０］。
研究表明，４ 月龄前 ５ × ＦＡＤ 小鼠海马的神经元活

性无显著变化，１２ 月龄起观察到皮层第 ５ 层锥体神

经元损伤严重［３４］。 ５ × ＦＡＤ 小鼠模型再现了人类

ＡＤ 特征的神经元损失，且海马和皮层区的神经元

损失尤为明显，然而许多其他 ＡＤ 动物模型没有表

现出任何神经元损伤。
２􀆰 ６　 ５ × ＦＡＤ 中的内质网应激

内质网应激主要发生在神经元，持续的应激可

促进神经元的功能退化。 大脑长时间暴露于过表

达的转基因膜蛋白或淀粉样蛋白病理可能会诱导 ５
× ＦＡＤ 小鼠的未折叠蛋白反应 （ ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 发现与 ＷＴ 小鼠

相比，５ × ＦＡＤ 小鼠的 ＵＰＲ 无变化，内质网应激标

志物显著升高［５７］。 理论上过表达的跨膜蛋白 ＡＰＰ
和 ＰＳ１ 在内质网的积累会引发慢性 ＥＲＳ 和 ＵＰＲ 的

激活［５７］，但 ５ × ＦＡＤ 小鼠中没有发现 ＥＲＳ，可能是

因为在 １􀆰 ０ ～ １􀆰 ５ 月龄 ＡＰＰ 和 ＰＳ１ 转基因的初始

表达阶段，ＥＲＳ 水平被短暂恢复正常并持续到稳态

机制重新平衡，以处理增加的蛋白质折叠负荷。 尽

管越来越多的证据表明，高水平的 Ａβ 不会在 ５ ×
ＦＡＤ 转基因小鼠中诱导 ＵＰＲ，但来自人类 ＡＤ 患者

的组织学数据却支持这一假设，即在人类 ＡＤ 和其

他神经退行性疾病中，ＵＰＲ 在某些神经元中被激

活［１２１］。 因此，未来的实验需要在 ５ × ＦＡＤ 大脑中

转基因表达开始之前、期间和之后分别分析内质网

应激蛋白水平。
２􀆰 ７　 ５ × ＦＡＤ 中的眼部病变

虽然与 ＡＤ 相关的病理改变大多发生在大脑，
但其实眼睛也是受影响的器官之一。 越来越多的

患者会出现视力障碍、视野丧失、色觉异常、对比敏

感性降低、视觉注意丧失、视觉记忆减退、运动视觉

减弱以及眼球运动和固定障碍等视功能障碍症状。
３ 月龄时 ５ × ＦＡＤ 小鼠视网膜血流动力学和氧

指标、厚度和组织 Ａβ４２ 蛋白水平的同时改变与先前

报道的人类 ＡＤ 的发现相一致，即在 ５ × ＦＡＤ 小鼠

的视网膜和脑组织中均观察到 Ａβ４２ 水平的增

加［１２２］。 ５ × ＦＡＤ 小鼠视网膜中存在神经元内淀粉

样蛋白⁃β 寡聚物（ｏｌｉｇｏｍｅｒｓ ｏｆ ａｍｙｌｏｉｄ⁃β，ＡβＯ） ［１２３］，
ＡβＯ 被认为是 ＡＤ 突触毒性和淀粉样蛋白发生的关

键，参与了体内外 Ａβ 聚集的突触毒性和传播，其积

累与视网膜 Ａβ 斑块沉积呈负相关［１２４］。 利用视网

膜厚度作为评价指标，５ × ＦＡＤ 小鼠视网膜厚度明

显低于同龄非转基因小鼠，Ａβ 疫苗处理后的 ５ ×
ＦＡＤ 小鼠，不仅 Ａβ 斑块减少，视网膜厚度也增

加［１２５］。 总之，在发育和衰老过程中，５ × ＦＡＤ 小鼠

视网膜和视神经上的淀粉样前体蛋白、磷酸化淀粉

样前体蛋白、β 蛋白裂解酶、γ 淀粉裂解酶、总 Ｔａｕ
蛋白和磷酸化 Ｔａｕ 蛋白的表达变化与大脑组织中的

变化具有一致性。

３　 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠在 ＡＤ 防治药
物研发中的应用

　 　 由于 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠具有 ＡＤ 典型的认知

行为学与病理特征，并参与 ＡＤ 的发病机制，其已被

用于各类 ＡＤ 防治药物的研究中（表 ５）。

９６２
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表 ５　 ５ × ＦＡＤ 转基因小鼠在 ＡＤ 防治药物研发中的应用

Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ５ × ＦＡＤ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ＡＤ ｄｒｕｇｓ

药物种类
Ｄｒｕｇ ｔｙｐｅｓ

治疗药物
Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ

给药剂量
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

ｄｏｓａｇｅ

给药方式
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

ｍｏｄｅ

给药时长
Ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

月龄
Ｍｏｎｔｈ
ａｇｅｓ

方法
Ｍｅｔｈｏｄｓ

检测结果
Ｒｅｓｕｌｔｓ

中药
Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ

棉花素
Ｇｏｓｓｙｐｅｔｉｎ １０ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃

Ｇａｖａｇｅ ９１ ｄ １􀆰 ６［４５］ ＭＷＭ 目标穿越次数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｃｒｏｓｓｉｎｇ

蝉翼素
Ｐｔｅｒｙｘｉｎ １６ ｍｇ ／ ｋｇ 皮下注射

Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ７ ｄ １２［４３］ ＭＷＭ 目标象限停留时间
Ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ

丁香酚
Ｅｕｇｅｎｏｌ ３０ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃

Ｇａｖａｇｅ ３０ ｄ １１［４２］ ＭＷＭ 目标象限停留时间
Ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ

姜黄素
Ｔｈｅｒａｃｕｒｍｉｎ

１００， ３００ ａｎｄ
１０００ ｍｇ ／ ｋｇ

灌胃
Ｇａｖａｇｅ ８４ ｄ ３［３３］ ＢＭ 目标象限停留时间

Ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ

ＰＦ ５ ｍｇ ／ ｋｇ 皮下注射
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ２８ ｄ ６［４１］ ＭＷＭ 逃避潜伏期

Ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ

Ｔ４ ５， ２５ μｇ ／ ｋｇ 皮下注射
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ６０ ｄ ５［１２６］ ＭＷＭ 逃避潜伏期

Ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ

ＳＬＣＰ １００ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃
Ｇａｖａｇｅ ６０ ｄ ６、１２［４８］ ＭＷＭ 目标象限停留时间

Ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ

ＯＡＢＬ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 皮下注射
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ２１ ｄ ６［４０］ ＭＷＭ 目标象限停留时间

Ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ

化学药
Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｒｕｇｓ

ＭＯＳ ０􀆰 １２％， ｗ ／ ｖ 灌胃
Ｇａｖａｇｅ ５６ ｄ ０􀆰 ５［１２７］ ＭＷＭ 逃避潜伏期

Ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ

３ＮＣＰ １０， ２０ ａｎｄ
４０ ｍｇ ／ ｋｇ

皮下注射
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ２８ ｄ ５ ～ ６［４９］ ＢＭ 错误次数

Ｔｏｔａｌ ｅｒｒｏｒｓ

４　 总结

５ × ＦＡＤ 转基因小鼠模型优势在于重现了 ＡＤ
相关淀粉样蛋白病理的主要特征，具有许多其他

ＡＤ 动物模型所没有的神经元损伤，可在小鼠模型

早期模拟 ＡＤ 患者晚期的神经病理过程及行为学表

现，被认为是关于 ＡＤ 表型再现最详尽的模型之一。
但其在解释 ５ × ＦＡＤ 表型及其与人类 ＡＤ 的关系

时，也存在一定劣势：首先，没有 ＡＤ 病例是由多个

ＦＡＤ 突变引起的，并且在 ５ × ＦＡＤ 小鼠中突变组合

可能会对 ＡＰＰ 处理产生意想不到的影响；其次，５ ×
ＦＡＤ 中 Ａβ４２ ／ Ａβ４０ 的比值似乎高于人类 ＡＤ，因此增

加了 ５ × ＦＡＤ 中 Ａβ４２ 毒性水平高于典型 ＡＤ 大脑

的可能性；最后，小鼠是否存在神经原纤维缠结

（ＮＦＴｓ）仍有争议。 总的来说，该模型概括了人类患

者临床 ＡＤ 的众多特征，在临床前评估新药物对 ＡＤ
的疾病治疗潜力方面仍然具有很好的前景。
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