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联合创新研究院 ２０２２ 年度第一批联合创新研究项目（２０２２ＩＲ０１２）；毕节市科学技术局 ２０２２ 年度“揭榜挂帅”项目（毕科合重

大专项〔２０２２〕１ 号）。
［作者简介］何宪顺（１９９３—），硕士研究生，研究方向：骨与关节的临床与基础研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｈｅｘｉａｎｓｈｕｎ１２３＠ １２６． ｃｏｍ
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基于免疫炎症－肠道微生态探讨清热解毒方
对痛风小鼠治疗作用的研究
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（１．广州中医药大学第三临床医学院，广州　 ５１０３７８；２．广东省中医骨伤研究院，广州　 ５１０３７８；
３．广州中医药大学第三附属医院，广州　 ５１０３７８）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究清热解毒方对痛风小鼠抗炎作用及对肠道菌群的影响。 方法　 将 ４０ 只 ７～８ 周龄、体重

２０～２２ ｇ 的 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠随机分为空白组（ＣＯＮ 组）、模型组（ＭＯＤ 组）、别嘌醇组（ＡＬＬＯ 组）、清热解

毒方组（ＱＲＪＤ 组），第 １～３５ 天每天早上 ＣＯＮ 组灌胃 １０ ｇ ／ ０􀆰 １ ｍＬ 羧甲基纤维素，其余各组均灌胃氧嗪酸钾（５００
ｍｇ ／ ｋｇ）＋酵母膏（１０ ｇ ／ ｋｇ）混悬液制备高尿酸血症小鼠模型；第 ２９ 天在异氟烷麻醉下，往 ＣＯＮ 组小鼠右踝关节注

射 ５０ μＬ 无菌羧甲基纤维素，其余各组小鼠右踝关节注射等量尿酸钠溶液（５０ ｍｇ ／ ｍＬ）制备痛风性关节炎模型，同
时各组每天灌服相应药物进行治疗；第 ３５ 天取材，取材小鼠禁食不禁水 ６ ｈ，检测血尿酸、血肌酐、尿素氮等血液指

标，踝关节苏木精－伊红、番红－固绿染色；踝关节免疫组化检测白细胞介素－１０（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １０，ＩＬ⁃１０）、转化生长因

子－β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１，ＴＧＦ⁃β１）抗炎指标；收集小鼠盲肠内容物，采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序法检测肠

道菌群变化。 结果　 （１）用药治疗 ７ ｄ 后，与 ＭＯＤ 组相比，ＱＲＪＤ 组能有效降低疾病模型小鼠血尿酸（Ｐ＜０􀆰 ００１）、
肌酐（Ｐ＜０􀆰 ０１）、尿素氮（Ｐ＜０􀆰 ０５）浓度，有效保护肾功能。 （２）病理结果提示，与 ＭＯＤ 组相比，苏木精－伊红染色发

现 ＱＲＪＤ 组治疗后，关节滑膜增生有所减少，炎症细胞浸润得到减轻；番红－固绿发现中药复方软骨排列较前有序，
软骨破坏较 ＭＯＤ 组减轻，基质未见失染。 （３）踝关节免疫组化结果提示 ＣＯＮ 组、ＭＯＤ 组 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１ 未见明显

升高；与ＭＯＤ 组相比，ＱＲＪＤ 组的 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１ 表达升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 （４）肠道菌群交互关系、多样性上，与 ＣＯＮ 组

相比，ＭＯＤ 组特有的 ＯＴＵｓ 数目增加 ７５ 个，而 ＱＲＪＤ 能减少 ＭＯＤ 特有的 ＯＴＵｓ 数量，更接近 ＣＯＮ 组；４ 组间的 α 多

样性未见明显差异（Ｐ＞０􀆰 ０５），而 β 多样性发现 ＱＲＪＤ 组的菌群组成更趋向于 ＣＯＮ 组水平（Ｐ ＝ ０􀆰 ００１）。 （５）肠道

菌群差异分析结果显示，与 ＣＯＮ 组相比，ＭＯＤ 组 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ｓｐｐ． 、Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ． 、Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ ｓｐ． 、Ｉｌｅｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｐ． 和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ ｓｐｐ． 等丰度增高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＭＯＤ 组对比，ＱＲＪＤ 组 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 、Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 和
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐ． 等丰度上升（Ｐ＜０􀆰 ０５），且肠道菌群相互作用图显示菌群之间存在相互作用。 （６）肠道菌群与肾功

能、抗炎因子相关性分析中，Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ． 、Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ ｓｐ． 、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ ｓｐｐ． 的相对丰度与 ＳＵＡ、ＳＣＲ 呈显著正相关

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；而 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 、Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 、Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｓｐｐ． 与 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１ 抗炎因子呈正相关，其中与

ＴＧＦ⁃β１ 较为显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 （７）ＣＯＧ 功能预测提示 ＱＲＪＤ 组功能集中于无机离子转运和代谢、碳水化合物运输



与代谢等。 结论 ＱＲＪＤ 能有效调节免疫炎症－肠道微生态紊乱从而治疗痛风疾病，推测其防治痛风的机制是调节

肠道菌群多样性以及调控 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ｓｐｐ． 、Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 等差异菌群丰度实现治疗痛风的

目的。
【关键词】 　 清热解毒方；免疫炎症；肠道菌群；痛风；高尿酸血症
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２． Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓ ａｎｄ Ｔｒａｕｍａｔｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０３７８．

３． ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０３７８）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｊｉｅｄｕ （ＱＲＪＤ） ｆｏｒｍｕｌａ ｏｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｇｏｕｔ
ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｏｒｔｙ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ ｗｅｉｇｈｉｎｇ ２０ ～ ２２ ｇ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ （ＣＯＮ），
ｍｏｄｅｌ （ＭＯＤ）， ａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ （ＡＬＬＯ）， ａｎｄ ＱＲＪＤ ｆｏｒｍｕｌａ （ＱＲＪＤ）ｇｒｏｕｐｓ， ａｎｄ ｉ． ｇ． １０ ｇ ／ ０􀆰 １ ｍＬ ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ
ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＣＯＮ ｅｖｅｒｙ ｍｏｒｎｉｎｇ ｆｒｏｍ １ ｔｏ ３５ ｄａｙｓ． Ａ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｏｘａｌｉｃ ａｃｉｄ （５００ ｍｇ ／ ｋｇ） ａｎｄ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ （１０ ｇ ／ ｋｇ） ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ． Ｏｎ ｄａｙ ２９， ５０ μＬ ｓｔｅｒｉｌｅ
ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ａｎｋｌｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ ｕｎｄｅｒ ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ，
ａｎｄ ａ ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｕｒａｔｅ（５０ ｍｇ ／ ｍＬ） ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ａｎｋｌｅ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ． Ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｄｒｕｇｓ ｅｖｅｒｙ ｄａｙ． Ｏｎ ｄａｙ ３５， ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ ｔｈａｔ ｈａｄ ｂｅｅｎ ｆａｓｔｅｄ ｆｏｒ ６ ｈｏｕｒｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｗａｔｅｒ． Ｂｌｏｏｄ ｉｎｄｅｘｅｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ， ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ， ａｎｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ，
ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ． Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ａｎｄ ｓａｆｆｒａｎｉｎｅ Ｏ⁃ｆａｓｔ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔｓ． Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１０ （ ＩＬ⁃１０ ） ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１ （ ＴＧＦ⁃β１ ） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔｓ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ｃｅｃｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ， ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 （１）Ａｆｔｅｒ ７ ｄａｙｓ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＯＤ ｇｒｏｕｐ， ＱＲＪＤ
ｆｏｒｍｕｌａ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ （Ｐ＜０􀆰 ００１）， ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ （Ｐ
＜０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ． （２）Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＯＤ ｇｒｏｕｐ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｓｙｎｏｖｉａｌ
ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＱＲＪＤ ｆｏｒｍｕｌａ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｔｈｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ
ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｏｒｄｅｒｌｙ ｔｈａｎ ｂｅｆｏｒｅ， ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＭＯＤ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ
ｎｏ ｍａｔｒｉｘ ｌｏｓｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ． （３）Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＩＬ⁃１０ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｗｅｒｅ ｎｏｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＣＯＮ ａｎｄ ＭＯＤ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＯＤ ｇｒｏｕｐ， ＩＬ⁃１０ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ＱＲＪＤ ｆｏｒｍｕｌａ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． （４）Ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＭＯＤ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＯＴＵｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｂｙ ７５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＱＲＪＤ ｗａｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＭＯＤ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＯＴＵｓ ｔｏ ｍｏｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ
ｒｅｓｅｍｂｌｅ ｔｈｅ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ；ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ α⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｗｈｅｒｅａｓ β⁃
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｅ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＝ ０􀆰 ００１）． （５）Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＭＯＤ ｇｒｏｕｐ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ｏｆ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ｓｐｐ． ， Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ． ， Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ ｓｐ． ， Ｉｌｅｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． ， ａｎｄ
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ ｓｐｐ． ． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｔｏ ｔｈｅ ＭＯＤ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＱＲＪＤ ｆｏｒｍｕｌａ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｅｌｅｖａｔｅｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ｏｆ
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ， Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ， ａｎｄ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐ． ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ａｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｍｕｔｕａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅｓｅ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ． （６）Ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｒｅｎａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ． ， Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ ｓｐ． ， ａｎｄ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ
ｓｐｐ． ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＳＵＡ ａｎｄ ＳＣＲ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｈｏｗｅｖｅｒ， Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ， Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ． ， ａｎｄ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｓｐｐ． ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｏ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＩＬ⁃１０ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｗｉｔｈ ａ ｍｏｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｆｏｒ ＴＧＦ⁃β１ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． （７）ＣＯＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ
ＱＲＪＤ ｆｏｒｍｕｌａ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｏｎ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｉｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ａｎｄ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ

２ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＱＲＪＤ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｉｍｍｕｎｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｄｙｓｂｉｏｓｉｓ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｔｒｅａｔｉｎｇ
ｇｏｕｔ． Ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｇｏｕｔ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍａｙ ｉｎｖｏｌｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ， ａｓ
ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ， ｓｕｃｈ ａｓ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ｓｐｐ． ， Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ． ， ａｎｄ
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ， ｔｏ ａｃｈｉｅｖｅ ｇｏｕｔ ｔｈｅｒａｐｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＱＲＪＤ ｆｏｒｍｕｌａ； ｉｍｍｕｎｏｉｎ ｆｌａｍｍａｔｉｏｎ； ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ； ｇｏｕｔ； ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 痛风疾病的发生与长期高尿酸血症密切相关，
现代饮食结构的改变、含糖饮料的摄入，都增加了

痛风疾病的患病率及发病率［１－２］。 研究发现，过饱

和的尿酸晶体沉积于关节诱发的一系列免疫炎症

反应，离不开巨噬细胞的介导［３－４］。 痛风急性期在

炎症诱导下滑膜常驻巨噬细胞会向经典活化型（Ｍ１
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，Ｍ１）极化，其分泌的促炎因子会促进及

加重炎症反应；其后巨噬细胞会逐渐向替代活化型

（Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，Ｍ２）极化，分泌的细胞因子如 ＩＬ⁃
１０、ＴＧＦ⁃β１ 能发挥抗炎、促进组织修复等功能［５］，
病情逐步过渡至缓解期。 因此，促进巨噬细胞 Ｍ２
极化为痛风性关节的治疗提供了思路。

目前临床上的疗法主要针对不同阶段的痛风

疾病进行对症施治，包括控制尿酸的合成与排泄、
快速消炎止痛等，但这些治疗都有应用禁忌并有一

定的不良反应［６］。 中医药治疗痛风具有多靶点、不
良反应少的优势，因此临床上运用中医药治疗痛风

独具特色［７－９］。 本课题组前期研究发现高尿酸血症

因湿聚毒成，客于骨节脉络，毒侵骨骼而发病，构建

辨“毒”治“毒”的诊治理念，对痛风性关节炎急性期

热毒证应以清热解毒为主，清热解毒方是基于上述

治法理念组方而成，由大黄、黄柏、连翘、宽筋藤、土
茯苓、独活、苦参、紫花地丁等八味中药组成院内制

剂，具有清热解毒定风作用［１０］。
现有研究表明肠道菌群作为隐匿的器官，调控

着疾病的发生与进展，而肠道菌群紊乱与痛风发病

密切相关，其自身菌群丰度变化及代谢产物产生驱

动着机体的炎症反应［１１］。 然而，关于清热解毒方与

肠道菌群的关系、该中药是否通过调节肠道菌群治

疗痛风疾病等问题尚不清楚。 因此本文旨在探究

清热解毒方对踝关节免疫调节作用及对痛风小鼠

肠道菌群的影响，为临床应用提供更多实验证据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 健康成年雄性 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ４０ 只，７ ～
８ 周龄，体重 ２０～２２ ｇ，购自广州中医药大学动物实

验中心［ＳＣＸＫ（粤）２０１８－００３４］。 动物饲养及实验

在广州中医药大学动物实验中心完成［ＳＹＸＫ（粤）
２０１８－０００１］，动物实验均通过广州中医药大学动物

实验伦理审查审批（２０２２０４３０００３），实验过程严格

遵循 ３Ｒ 原则。 技术人员均具备在该设施中从事动

物实验的资质。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 大黄、黄柏、连翘、宽筋藤、土茯苓、独活、苦参、
紫花地丁均购自广州中医药大学第三附属医院；异
氟烷 （ 批 号 ２１１２２６０１， 瑞 沃 德 ）； 酵 母 膏 （ 批 号

Ｃ１２７７９２０５，麦克林）；氧嗪酸钾（批号 Ｃ１３３８７３８５，麦
克林）；尿酸钠盐（批号 Ｕ８８６０６０，麦克林）；尿酸试

剂盒（批号 ２０２２０４１３，南京建成）；肌酐试剂盒（批号

２０２２０５０７，南 京 建 成 ）； 尿 素 氮 试 剂 盒 （ 批 号

２０２２０１１７，南京建成）；黄嘌呤氧化酶活性检测试剂

盒 （ 批 号 ２０２２０５２５， 索 莱 宝 ）； 别 嘌 醇 （ 批 号

２０２１０４０４，合肥久联制药）；ＩＬ⁃１０（批号 ＥＲ１９１１⁃１９，
华安生物）； ＴＧＦ⁃β１ （批号 ＥＲ３１２１０，华安生物）；
ＯＭＥＧＡ Ｓｔｏｏｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ（美国 Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ 公司，批
号 Ｄ４０１５⁃０２）；ＡｘｙＰｒｅｐ ＰＣＲ Ｃｌｅａｎ⁃ｕｐ Ｋｉｔ（爱思进生

物技 术 有 限 公 司， 批 号 ＡＰ⁃ＧＸ⁃２５０ ）； Ｑｕａｎｔ⁃ｉＴ
ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ ｄｓＤＮＡ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ（赛默飞世尔科技有限公

司，批号 Ｐ７５８９）。
Ｑｕｂｉｔ２􀆰 ０ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪、酶标仪 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；离心机（德国 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公
司）；ＴＰ１０２０ 型自动台式组织脱水机、 ＨｉｓｔｏＣｏｒｅ
Ａｒｃａｄｉａ 型全自动组织包埋机、切片机（徕卡显微系

统上海贸易有限公司）；倒置显微镜（德国徕卡公

司）；Ｌｅｉｃａ Ｂｏｎｄ ＲＸＭ 全自动染色机（德国 Ｌｅｉｃａ 公

司）；Ｍｉｓｅｑ 测序仪（美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分组、造模及给药

　 　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为空白组（Ｃｏｎｔｒｏｌ，ＣＯＮ
组）、 模 型 组 （ Ｍｏｄｅｌ， ＭＯＤ 组 ）、 别 嘌 醇 组

（Ａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ，ＡＬＬＯ 组）、清热解毒方组（Ｑｉｎｇｒｅｊｉｅｄｕ，
ＱＲＪＤ 组），每组 ８ 只。 将 １ ｇ 氧嗪酸钾和 ２０ ｇ 酵母

膏溶解在 ２０ ｍＬ 羧甲基纤维素中，用超声清洗机充
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分超声震碎 ６０ ｍｉｎ，形成混悬液。 按小鼠体重 ０􀆰 １
ｍＬ ／ １０ ｇ 进行灌胃，每天 １ 次，ＣＯＮ 组用等体积羧甲

基纤维素进行灌胃，其余均为氧嗪酸钾＋酵母膏混

悬液灌胃，造模时间为 ３５ ｄ，建立高尿酸血症小鼠模

型，第 ３５ 天末次眼眶采血监测血尿酸水平；第 ２９ 天

参考文献［１２］建立急性痛风模型，并且在成模 ２ ｈ 后

ＣＯＮ 组用等量羧甲基纤维素灌胃，其余各组小鼠灌

胃相应的药物进行治疗，疗程为 ７ ｄ；在第 ３５ 天末次

给药 ６ ｈ 后处死小鼠进行取材。
１􀆰 ３􀆰 ２　 粪便收集

　 　 第 ３５ 天取材，取材前小鼠禁食不禁水 ６ ｈ，予异

氟烷吸入麻醉后，使用 ７５％乙醇消毒立即转移到无

菌操作台，迅速剥离盲肠从中提取盲肠内容物至无

菌冻存管，置于液氮中保存。
１􀆰 ３􀆰 ３　 肾功能检测

　 　 末次小鼠摘眼球取血，静置 ２ ｈ 后，２５００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，收集上层血清，按照试剂盒说明书测定

血尿 酸 （ ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ， ＳＵＡ）、 血 肌 酐 （ ｓｅｒｕｍ
ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ＳＣＲ）、尿素氮（ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）
含量，ＢＵＮ 含量测定按照说明书使用血浆。
１􀆰 ３􀆰 ４　 踝关节组织病理学及免疫组化检测

　 　 使用无菌手术器械剥离双侧肌肉、韧带及其他

软组织后，暴露出踝关节。 将踝关节置于 ４％多聚

甲醛固定 ４８ ｈ，后放入 １５％ ＥＤＴＡ 中脱钙处理。 脱

钙、脱水后使用石蜡包埋踝关节组织，将蜡块切割

为 ５ μｍ 的切片，使用苏木精 －伊红 （ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃
Ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）、番红－固绿进行染色。 免疫组化实验中

将各组小鼠踝关节组织切片按照免疫组化试剂盒

操作步骤进行封闭，滴加相应Ⅰ抗，４ ℃孵育过夜滴

加相应Ⅱ抗、ＤＡＢ 显影、ＰＢＳ 冲洗、复染脱水、透明

和树脂封片。 在光镜下观察结果，图像的平均光密

度用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 图像分析系统进行测定。
１􀆰 ３􀆰 ５　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序

　 　 随机数字表法选取各组 ５ 只小鼠的盲肠内容物

样本进行 ＤＮＡ 提取，检测其纯度及浓度。 使用

Ｐｈｕｓｉｏｎ 酶并添加特异性 Ｂａｒｃｏｄｅ 序列对 Ｖ３～ Ｖ４ 可

变区进行 ＰＣＲ 扩增。 产物通过 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电

泳进行检测，目标片段使用 ＡｘｙＰｒｅｐ ＰＣＲ Ｃｌｅａｎｕｐ
Ｋｉｔ 进行回收。 纯化后的 ＰＣＲ 产物采用 Ｑｕａｎｔ⁃ｉＴ
ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ ｄｓＤＮＡ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ 在 Ｐｒｏｍｅｇａ ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒ
荧光定量系统上对文库进行定量、混库。 使用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序平台进行双端测序。 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序委

托杭州联川生物技术股份有限公司完成。

１􀆰 ３􀆰 ６　 测序结果分析

　 　 使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 平台将双端数据进行拼接，
并进行质控、嵌合体过滤、ＤＡＤＡ２ 去噪，获得最终的

ＡＳＶ（ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｖａｒｉａｎｔｓ）特征表以及特征序

列。 使用 ＳＩＬＶＡ（ ｒｅｌｅａｓｅ １３８）以及 ＮＴ⁃１６Ｓ 数据库

做物种分类及后续分析。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件分析，图片使用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 进行绘制，符合正态分布和方差齐性计量

资料数据以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，多组间比较

采用 单 因 素 方 差 分 析， 进 一 步 两 两 比 较 采 用

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 检验，以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义，
检验水准 α＝ ０􀆰 ０５。 为了确定在痛风疾病进展中起

作用的关键菌群，将 ＭＯＤ 组和 ＱＲＪＤ 组的差异菌属

与肾功能血清指标、抗炎因子进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性

分析。

２　 结果

２􀆰 １　 肾功能指标结果

　 　 末次 ＳＵＡ 结果显示：与 ＭＯＤ 组相比，ＡＬＬＯ 组

能明显有效降低 ＳＵＡ 水平（Ｐ＜０􀆰 ００１）；ＱＲＪＤ 组经

治疗后，也能起到降低 ＳＵＡ 作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１） （图
１Ａ）；末次 ＳＣＲ 结果显示：与 ＭＯＤ 组相比，ＡＬＬＯ
组、ＱＲＪＤ 用药后能有效降低 ＳＣＲ 水平（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）
（图 １Ｂ）；末次 ＢＵＮ 结果显示：与 ＭＯＤ 组相比，
ＡＬＬＯ 组能明显有效降低 ＢＵＮ 水平（Ｐ＜０􀆰 ００１），且
ＱＲＪＤ 组经用药治疗后对 ＢＵＮ 水平有降低作用（Ｐ＜
０􀆰 ０５）（图 １Ｃ）。 结合血清指标，ＱＲＪＤ 虽药效不及

ＡＬＬＯ 迅猛，但能降低 ＳＵＡ、ＳＣＲ 和 ＢＵＮ，从而有效

改善肾功能。
２􀆰 ２　 踝关节病理染色结果分析（ＨＥ、番红－固绿）
　 　 踝组织病理染色结果提示：ＨＥ 染色中，与 ＣＯＮ
组相比，ＭＯＤ 组小鼠踝关节滑膜增生明显，滑膜排

列紊乱，并有炎性细胞浸润；与 ＭＯＤ 组相比，ＡＬＬＯ
组踝关节滑膜增生现象未改善，可见炎症细胞浸

润；经 ＱＲＪＤ 组治疗后，关节滑膜增生有所减少，炎
症细胞浸润得到减轻（图 ２Ａ）；番红－固绿染色中，
ＣＯＮ 组关节结构完整，软骨排列整齐，关节软骨面

光滑平整，软骨基质为均匀的红色，未见失染；与
ＣＯＮ 组相比，ＭＯＤ 组关节软骨排列紊乱，软骨面可

见部分基质失染现象和软骨凋亡；与 ＭＯＤ 组相比，
ＡＬＬＯ 组软骨排列紊乱表现未见改善，部分软骨面

基质依然可见失染和软骨凋亡，经 ＱＲＪＤ 干预后，软
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注：与模型组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 １　 各组小鼠肾功能变化图

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＯＤ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：Ａ：蓝色箭头为炎性细胞浸润，黄色箭头为滑膜增生；Ｂ：红色箭头为软骨排列紊乱，绿色箭头为基质失染，紫色箭头为软骨凋亡。

图 ２　 各组踝关节组织 ＨＥ、番红－固绿病理学结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ． Ｂ， Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ
ｃａｒｔｉｌａｇｅ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ， ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｔｒｏｍａｌ ｄｙｓｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ ｐｕｒｐｌｅ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＥ ａｎｄ ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ⁃ｆａｓｔ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

骨排列较前有序，软骨凋亡较 ＭＯＤ、ＡＬＬＯ 组减轻，
基质未见失染（图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 踝关节 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１ 免疫组化分析

　 　 免疫组化染色结果显示，与 ＣＯＮ 组相比，ＭＯＤ
组小鼠踝关节 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１ 未见明显阳性表达（Ｐ
＞０􀆰 ０５），见图 ３Ａ、３Ｂ；而经 ＱＲＪＤ 治疗后，相比 ＭＯＤ
组，该组小鼠踝关节 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１ 抗炎因子表达较

ＭＯＤ 组升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），而 ＡＬＬＯ 组未见明显升高

（Ｐ＞０􀆰 ０５），如图 ３Ｃ、３Ｄ 所示。 说明该中药复方能

促进滑膜内抗炎因子 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１ 表达，从而减轻

炎症。
２􀆰 ４　 肠道菌群交互关系与多样性分析

　 　 对 ４ 组小鼠共 ２０ 例样本进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 进行测

序，对检测的原始数据进行拼接、过滤，结果表明当

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数处于 ６～７ 时，稀释曲线末端趋于平滑，
说明测序质量良好，测序数据量已达到饱和可进行

后续分析（图 ４Ａ）。 为了研究各组小鼠肠道菌群组

成间交互关系的调节，采用 ＵｐＳｅｔ 图比较各组间独

有和共有的 ＯＴＵ 数目（图 ４Ｂ）。 结果显示，ＣＯＮ 组

共检出 １９３４ 个 ＯＴＵｓ，特有 １０９３ 个；ＭＯＤ 组中共检

出 ２３３８ 个 ＯＴＵｓ，特有 ７５ 个； ＡＬＬＯ 组共检测出

１８９８ 个 ＯＴＵｓ，无特有 ＯＴＵ；ＱＲＪＤ 共检测出 ２２６３ 个

ＯＴＵｓ，无特有 ＯＴＵ。 ＣＯＮ 组、ＭＯＤ 组、ＡＬＬＯ 组和

ＱＲＪＤ 方组共同拥有的 ＯＴＵｓ 为 ８０８ 个，占 ４ 组总

ＯＴＵｓ 数的 １５􀆰 １８％。
肠道菌群 α 多样性是指肠道菌群内不同微生

物群落的多样性水平，用来反应菌群内多样性。 ４
组小鼠肠道菌群 α 多样性分析未见明显差异（Ｐ＞
０􀆰 ０５，图 ４Ｃ）。

为进一步分析菌群间的多样性，采用了多样性

主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ），其
分析用来反应不同分组间的物种差异性。 ４ 组样本
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注：Ａ：ＩＬ⁃１０ 免疫组化；Ｂ：ＴＧＦ⁃β１ 免疫组化；Ｃ：ＩＬ⁃１０ 免疫组化相对表达量统计；Ｄ：ＴＧＦ⁃β１ 免疫组化相对表达量统计；蓝色箭头为阳性表达。

与模型组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组踝关节组织 ＩＬ⁃１０ 和 ＴＧＦ⁃β１ 免疫组化结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｏｆ ＩＬ⁃１０． Ｂ Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１． Ｃ， ＩＬ⁃１０ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ． Ｄ， ＴＧＦ⁃

β１ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＯＤ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＩＬ⁃１０ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

虽然存在部分重叠，但能够区分各组的菌落结构，
相似性分析结果显示，组间差异显著大于组内差异

（Ｐ＝ ０􀆰 ００１，图 ４Ｄ）。
２􀆰 ５　 肠道菌群结构分析

　 　 门水平上，从柱状堆叠图进行分析结果可见厚

壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）、放线

菌门 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ ）、 Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ、 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为 ＴＯＰ ５ 优势菌，并且占总菌群数

的绝大多数。 肠道菌群占比中，厚壁菌门丰度 ＣＯＮ
组 为 ４８􀆰 ６２％， ＭＯＤ 组 为 ４８􀆰 ２９％， ＡＬＬＯ 组 为

５８􀆰 ７４％，ＱＲＪＤ 组为 ５８􀆰 ９４％；拟杆菌门丰度在上述

４ 组 占 比 依 次 为 ３４􀆰 ８９％、 ３１􀆰 ０７％、 ２４􀆰 ３７％、
２９􀆰 ０５％；放线菌门丰度在上述 ４ 组占比依次为

７􀆰 ２６％、１０􀆰 ５３％、３􀆰 １７％、３􀆰 ２９％；Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ 门在

上述 ４ 组 占 比 依 次 为 ２􀆰 ２１％、 ２􀆰 ６４％、 ５􀆰 ９４％、
３􀆰 ５２％；变形菌门丰度在上述 ４ 组占比依次为

３􀆰 ３５％、３􀆰 ７４％、２􀆰 ６３％、３􀆰 ０２％（图 ５Ａ）。
属水 平 上， 从 柱 状 堆 叠 图 进 行 分 析 可 见

Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ ＿ ｓｐｐ． 、 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 、 Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ
ｓｐ． 、 Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ＮＫ４Ａ１３６ ｇｒｏｕｐ、 ＨＴ００２ ｓｐ． 为

ＴＯＰ ５ 优势菌。 肠道菌群占比中，Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ＿

ｓｐ． 丰度 ＣＯＮ 组为 ２９􀆰 ０３％，ＭＯＤ 组为 ２６􀆰 １７％，
ＡＬＬＯ 组 为 １８􀆰 ６５％， ＱＲＪＤ 组 为 ２５􀆰 ０６％；
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 丰 度 在 上 述 ４ 组 占 比 依 次 为

６􀆰 ２６％、２􀆰 ８７％、７􀆰 ９０％、１４􀆰 ８１％；Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ ｓｐ． 丰
度在 上 述 ４ 组 占 比 依 次 为 １４􀆰 ７６％、 １１􀆰 ０７％、
１􀆰 ８９％、２􀆰 ０３％；Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ＮＫ４Ａ１３６ ｇｒｏｕｐ 丰度

在上述 ４ 组占比依次为 ４􀆰 ５３％、２􀆰 ７９％、７􀆰 ０９％、
５􀆰 ５９％；ＨＴ００２ ｓｐ． 菌属丰度在上述 ４ 组占比依次为

５􀆰 ３９％、１􀆰 ６９％、４􀆰 ９８％、３􀆰 ９９％（图 ５Ｂ）。 上述结果

表明，中药 ＱＲＪＤ 能改善痛风小鼠肠道菌群紊乱状

态，使其恢复到 ＣＯＮ 组相似的菌群结构。
２􀆰 ６　 肠道菌群差异分析

　 　 通过对肾功能血清指标、踝关节病理结果分

析，证实 ＱＲＪＤ 组具有降尿酸、护肾和抗炎的作用。
因此，为探究经 ＱＲＪＤ 组治疗后小鼠肠道菌群差异

变化，重点关注 ＣＯＮ 组与 ＭＯＤ 组、ＭＯＤ 组与 ＱＲＪＤ
组的菌群差异，对 ３ 组菌群进行 ＬＥｆＳｅ 分析，ＬＤＡ 效

应量＞３􀆰 ０ 以及 Ｐ＜０􀆰 ０５ 具有显著性差异，差异菌群

分析聚焦在属水平。 如图 ６ 所示，与 ＣＯＮ 组相比，
ＭＯＤ 组 的 差 异 菌 群 为 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ｓｐｐ． 、
Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ． 、 Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ ｓｐ． 、 Ｉｌｅｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． 和
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注：Ａ：稀释曲线；Ｂ：ＵｐＳｅｔ 分析；Ｃ：α 多样性分析；Ｄ：ＰＣＡ 分析。

图 ４　 肠道菌群交互关系与多样性分析

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ． Ｂ， ＵｐＳｅｔ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｃ， α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｄ， ＰＣＡ ａｎａｌｙｓｉｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ

图 ５　 肠道菌群结构分析

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ＿ｓｐｐ． 。 与 ＭＯＤ 组相比，ＱＲＪＤ 组的差

异菌群为 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 、 Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 和

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐ． 。
２􀆰 ７　 肠道菌群相互作用分析

　 　 为探究菌群之间相互作用关系，以属水平进行

相关性分析，以 Ｐ＜０􀆰 ０５、ｒｈｏ≥􀰙 ０􀆰 ５ 􀰙为筛选条

件，重点研究 ＬＥｆＳｅ 筛选出的差异菌群相互作用，如
图 ７ 相关性网络图（Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ Ｎｅｔｗｏｒｋ）所示，其中

ＭＯＤ 组上调的 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ｓｐｐ． 与 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿
Ｓａｃｃｈａｒｉｍｏｎａｓ ｓｐ． （ ｒｈｏ ＝ ０􀆰 ６， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）、
Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． （ｒｈｏ ＝ ０􀆰 ６７７，Ｐ＜０􀆰 ０１）呈正相关，
而与 Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ ｓｐ． （ ｒｈｏ ＝ － ０􀆰 ６３８，Ｐ ＝ ０􀆰 ００３１）、
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图 ６　 各组肠道菌群在属水平上的 ＬＥｆＳｅ 分析

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

图 ７　 肠道菌群相互作用网络分析图

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ

Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． （ ｒｈｏ ＝ －０􀆰 ５８５，Ｐ ＝ ０􀆰 ００７８）呈负

相关；ＱＲＪＤ 组上调的 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 与 ＨＴ００２ ｓｐ．
（ｒｈｏ ＝ ０􀆰 ８１２，Ｐ＜０􀆰 ００１）呈正相关，而与 Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ
ｓｐ． （ ｒｈｏ ＝ － ０􀆰 ５０８， Ｐ ＝ ００２３６ ） 呈 显 著 负 相 关；
Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 与 Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ ｓｐ． （ ｒｈｏ ＝ －
０􀆰 ７８４９，Ｐ＜０􀆰 ００１）、Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ＵＣＧ⁃００２（ ｒｈｏ ＝
－ ０􀆰 ７３３８， Ｐ＜０􀆰 ００１ ）、 Ｐａｒａｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ ｓｐ． （ ｒｈｏ ＝ －
０􀆰 ６６０１，Ｐ＜０􀆰 ０１）呈显著负相关，一定程度上说明菌

群之间存在相互调控作用。
２􀆰 ８　 肠道菌群与肾功能、抗炎因子的相关性分析

　 　 为探索差异菌群与肾功能血清指标、抗炎因子

之间的相关性，在肾功能血清指标中，Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ．
（ｒ ＝ ０􀆰 ４６， ｒ ＝ ０􀆰 ５８）、 Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ ｓｐ． （ ｒ ＝ ０􀆰 ２２， ｒ ＝

０􀆰 ２７）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ ｓｐｐ． （ ｒ ＝ ０􀆰 ２４，ｒ ＝ ０􀆰 ６８）的相对

丰度与 ＳＵＡ、 ＳＣＲ 呈显著正相关 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． （ ｒ ＝ － ０􀆰 １０，ｒ ＝ － ０􀆰 １５， ｒ ＝ － ０􀆰 １３）、
Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． （ｒ ＝ －０􀆰 １５，ｒ ＝ －０􀆰 １６，ｒ ＝ －０􀆰 １９）、
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐ． （ｒ ＝ －０􀆰 ０９，ｒ ＝ －０􀆰 ０７，ｒ ＝ －０􀆰 １０）相对

丰度与 ＳＵＡ、ＳＣＲ、ＢＵＮ 呈负相关（Ｐ＞０􀆰 ０５）；抗炎因

子指标中，Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ． （ ｒ ＝ － ０􀆰 １２， ｒ ＝ － ０􀆰 １３）、
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ ｓｐｐ． （ ｒ ＝ －０􀆰 １５，ｒ ＝ －０􀆰 １０）相对丰度与

ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１ 呈负相关（Ｐ＞０􀆰 ０５）；而 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ． （ ｒ ＝ ０􀆰 １８， ｒ ＝ ０􀆰 ３１）、 Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． （ ｒ ＝
０􀆰 １５， ｒ ＝ ０􀆰 ３０ ）、 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｓｐｐ． （ ｒ ＝ ０􀆰 １５，
ｒ ＝ ０􀆰 ３２）与上述抗炎因子呈正相关，其中 ＴＧＦ⁃β１ 较

为显著（Ｐ＜０􀆰 ０５），结果见图 ８。
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２􀆰 ９　 肠道菌群功能预测

　 　 图 ９ 所示，为了研究痛风小鼠中肠道菌群的功

能变化及 ＱＲＪＤ 组调控肠道菌群的通路机制，使用

ＰＩＣＲＵＳｔ ２􀆰 ０ 软件进行（ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ

图 ８　 差异菌群与肾功能、抗炎因子的相关性热图

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｎｅｔｗｏｒｋ ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｆｌｏｒａ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ

图 ９　 各组菌群 ＣＯＧ 功能预测

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 ＣＯＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＣＯＧ）功能预测，并选取 Ｐ＜０􀆰 ０５ 的前 ３０
个功能进行展示。 主要对比 ＣＯＮ 组与 ＭＯＤ 组、
ＭＯＤ 组与 ＱＲＪＤ 组，与 ＭＯＤ 组相比，ＱＲＪＤ 组功能

集中于碳水化合物运输、糖脂代谢与无机离子转运

等，且 ＱＲＪＤ 组提高了复制、重组和修复、转录、细胞

周期控制等功能水平。

３　 讨论

　 　 痛风前期的高尿酸血症往往因其临床症状不

明显而容易被忽略［１３］，随着疾病的进展，急性关节

炎发作伴随的剧烈疼痛及肾组织损害，给患者身心

带来巨大的负担［１４－１５］。 以往对痛风疾病的治疗聚

焦在降尿酸和抗炎止痛上，忽略了其对免疫炎症－
肠道微生态的影响。 研究表明，当免疫微环境失衡

时，体内免疫应答机制促使免疫细胞分泌抗炎因子

减轻炎症进展，而 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１ 作为重要的免疫调

控因子，能阻止中性粒细胞迁移和软骨降解，从而

减轻痛风炎症反应［１６］。 肠道菌群作为人类的“隐
匿”器官，能通过多样性、丰富度的变化和代谢物的

释放参与多种骨骼肌肉疾病［１７］，课题组前期研究认

为无论是传统中医还是现代医学，肾、脑、肠、骨四

者都具有重要相关性［１８］。 因此，如何运用中医药调

节免疫炎症－肠道微生态紊乱从而防治痛风显得尤

为重要。
尿酸钠生物学上具有强致炎性［１４］，易导致痛风

患者发生肾、关节、软骨等组织损害的可能，因此本

研究通过建立痛风模型小鼠，从免疫炎症角度分别

探究 ＱＲＪＤ 对痛风模型小鼠的肾、关节、软骨治疗作

用。 从血清指标结果分析，ＱＲＪＤ 能有效减轻肾功

能损害（Ｐ＜０􀆰 ０５），起到护肾作用；踝关节病理结果

显示，ＱＲＪＤ 能有效减少关节滑膜增生、炎症细胞浸

润和软骨损害等病理改变；为进一步探索该方的免

疫调节作用，对免疫组化结果分析发现 ＱＲＪＤ 能上

调关节滑膜 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１ 的分泌，起到抗炎作用。
为明确 ＱＲＪＤ 是否通过肠道菌群治疗痛风，课

题组探究了痛风小鼠肠道菌群的变化。 通过 ＵｐＳｅｔ
分析和 α 多样性分析得知各组的 α 多样性未有明

显差异，ＱＲＪＤ 降低了 ＯＵＴｓ 数目，使其更接近于

ＣＯＮ 组，并且 ＱＲＪＤ 组 β 多样性也趋向于 ＣＯＮ 组，
说明各样本的肠道菌群多样性相似，但群落结构存

在一定差异。 肠道菌群差异分析发现 ＭＯＤ 组

Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ｓｐｐ． 、Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ． 、Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ ｓｐ． 、
Ｉｌｅｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． 和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ＿ｓｐｐ． 丰度增高（Ｐ＜

０􀆰 ０５）；ＱＲＪＤ 组的 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 、Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ． 和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐ． 丰 度 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）。
Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ｓｐｐ． 作为一种革兰氏阳性菌，在临

床糖尿病等相关代谢疾病患者中丰度升高［１９］，提示

该菌可能与炎症相关，这与本研究踝关节 ＨＥ 病理

结果中 ＭＯＤ 组滑膜出现炎性细胞聚集相符；另外，
在肠道菌群与肾功能、抗炎因子相关性分析中，
Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ． 作为一种差异菌群，与 ＳＵＡ、ＳＣＲ 呈显

著正相关，与 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１ 呈负相关。 已有研究表

明 Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ． 与炎症氧化损伤增加、抗炎能力下

降密切相关［２０－２１］，但有文献报道 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ
ｓｐｐ． 、Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ． 这 两 种 菌 能 产 生 短 链 脂 肪

酸［２２－２３］，而短链脂肪酸能调节机体炎症反应并且

Ｌｉａｎｇ 等［２４］ 在 临 床 研 究 发 现 高 尿 酸 患 者 中

Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ 的相对丰度减少。 目前学界对

Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ｓｐｐ． 、Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ． 在痛风疾病的

尿酸代谢作用鲜有研究，结合前人发现与本次研究

的不同结果，作者推测这种差异与测序的物种、测
序深度、饮食密切相关，未来课题组仍需进一步结

合宏基因测序及代谢组学进一步揭示这两种菌在

痛风疾病的作用。 而 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 作为一种益生

菌，参与了人体中免疫驱动、 抗氧化和代谢活

动［２５－２６］，通过免疫途经保护人体。 本研究发现

ＭＯＤ 组中 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 丰度减低，经 ＱＲＪＤ 治疗

后，该组的 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 丰度升高，血清肾功能得

到改善，与 Ｍｏｒａｉｓ 等［２７］ 研究结论一致。 有文献报

道，Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 缺乏能够导致肠道粘膜屏障，增
加 炎 症［２８］。 结 合 本 次 研 究， 作 者 认 为

Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ｓｐｐ． 、 Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ． 、 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ． 这 ３ 种肠道菌群在痛风发病和治疗中起到重要

作用。
肠道菌群相互作用的网络分析结果显示菌群

之间存在相互作用， 当 ＭＯＤ 组 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ
ｓｐｐ． 升高时，相应引起 Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 的升高。
作者推测尿酸代谢障碍、肠道菌群紊乱时，部分肠

道益生菌会代偿性增加，协助机体增加尿酸排泄，
维持肠道稳态，同时 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ｓｐｐ． 的升高，
会减少小鼠肠道 Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． 的丰度，且有研

究发现这种双歧杆菌在痛风人群肠道中会减少［２９］，
本研究也发现两者呈现负反馈调节，说明两菌之间

有拮抗作用。 同时 ＱＲＪＤ 特性上调的 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ． 、Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 、ＨＴ００２ ｓｐ． 存在共生关系。
其中 ＨＴ００２ ｓｐ． 作为 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ ｓｐ． 的下属类

０１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



群， 两 者 在 尿 酸 调 控 中 起 到 协 同 作 用； 而

Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ ｓｐ． 与 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ ｓｐ． 两者互为拮

抗，Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ ｓｐ． 能损伤肠道上皮屏障并诱导巨

噬细胞炎症［３０］， 因此推测中药复方 通 过 调 控

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ ｓｐ． 下调 Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ ｓｐ． 的丰度，能
有效减轻痛风的炎症发生与进展。

综上所述，课题组研究发现了 ＱＲＪＤ 能通过免

疫调节促进抗炎因子 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１ 表达有效减轻

关节滑膜增生和炎症浸润，并有效改善肾功能；其
中 ＱＲＪＤ 防治痛风的机制推测与调节肠道菌群多样

性以及调控 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ｓｐｐ． 、Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ ｓｐ． 、
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． 等差异菌群丰度相关。 由于肠道菌

群的复杂性及多样性，ＱＲＪＤ 在防治痛风中发挥的

作用机制仍值得进一步探索，因此本次研究结果为

课题组研究提供了方向性指导，后续我们将采用肠

道菌群宏基因组学并扩大样本量，进一步探索肠道

相关差异性菌群对痛风疾病的免疫调节机制，同时

为肠道菌群与临床治疗应用转化奠定了重要基础。
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－４４３．
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ｇｏｕｔｙ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃｒｙｓｔａｌ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｒｅｃｅｎｔ

ｉｎｓｉｇｈｔｓ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２０２２， １３： ９１１９６８．
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ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ

Ｆｏｒｍｕｌａｅ， ２０２３， ９（１０）： ２７４－２８２．

［１６］ 　 ＬＩＵ Ｙ， ＴＡＮＧ Ｈ， ＬＩＵ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｆｒｏｎｔｌｉｎｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ：
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ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｌｅｕｋｏｃ Ｂｉｏｌ， ２０１９， １０５（１）： １１

－２４．

［１７］ 　 ＯＨＬＳＳＯＮ Ｃ， ＳＪÖＧＲＥＮ Ｋ． Ｏｓｔｅｏｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ： ａ ｎｅｗ ｃｒｏｓｓ⁃

ｄｉｓｃｉｐｌｉｎａｒｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆｉｅｌｄ ［ Ｊ］ ． Ｃａｌｃｉｆ Ｔｉｓｓｕｅ Ｉｎｔ， ２０１８， １０２

（４）： ４２６－４３２．

［１８］ 　 韦雨柔， 詹芝玮， 魏腾飞， 等． 肾－脑－肠－骨轴及其在骨伤

科疾病防治中的应用 ［Ｊ］ ． 中医正骨， ２０２２， ３４（９）：５７－６２．

ＷＥＩ Ｙ Ｒ， ＺＨＡＮ Ｚ Ｗ， ＷＥＩ Ｔ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｋｉｄｎｅｙ⁃ｂｒａｉｎ⁃ｇｕｔ⁃ｂｏｎｅ

１１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５
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ｅ２１００４０８．
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１６）： ４８３１－４８４３．

［２７］ 　 ＭＯＲＡＩＳ Ａ Ｈ Ａ， ＰＡＳＳＯＳ Ｔ Ｓ， ＭＡＣＩＥＬ Ｂ Ｌ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｎ
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ｐｕｒｉｎｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ？ ［ Ｊ］ ． Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ， ２０２０，

１２（６）： １７３７．

［２８］ 　 王敬． 肠道菌群介导的甘草酸治疗大鼠慢性肝损伤机制研究

［Ｄ］． 南京： 南京中医药大学， ２０１９．

ＷＡＮＧ Ｊ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ Ｆｌｏｒａ⁃

ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ Ａｃｉｄ ｏｎ Ｃｈｒｏｎｉｃ Ｌｉｖｅｒ

Ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ Ｒａｔｓ ［ Ｄ］． Ｎａｎｊｉｎｇ： Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１９．

［２９］ 　 ＭÉＮＤＥＺ⁃ＳＡＬＡＺＡＲ Ｅ Ｏ， ＶÁＺＱＵＥＺ⁃ＭＥＬＬＡＤＯ Ｊ，

ＣＡＳＩＭＩＲＯ⁃ＳＯＲＩＧＵＥＲ Ｃ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ

ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｏｆ ｇｏｕｔ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｏｐｈｉ ｍｉｇｈｔ ｈａｖｅ

ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｕｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０２１，

２７（１）： ５０．

［３０］ 　 ＮＩＥ Ｙ， ＸＩＥ Ｘ Ｑ， ＺＨＯＵ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ ｆａｉｒｆｉｅｌｄｅｎｓｉｓ⁃

ｄｅｒｉｖｅｄ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｄａｍａｇｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ａｎｄ

ｉｎｄｕｃｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌｓ，

２０２２， １２（１）： ８９．

〔收稿日期〕２０２３－０７－０７

２１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



２０２４ 年 ５ 月

第 ３４ 卷　 第 ５ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｙ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ５

田敏萍，张清源，向双娣，等． 蠲哮汤调节三型固有淋巴样细胞治疗肥胖哮喘小鼠机制 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（５）：
１３－２５．
Ｔｉａｎ ＭＰ， Ｚｈａｎｇ ＱＹ， Ｘｉａｎｇ ＳＤ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｊｕａｎｘｉａｏ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｙｐｅ ３ ｉｎｎａｔｅ ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｏｂｅｓｅ
ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（５）： １３－２５．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０５􀆰 ００２

［基金项目］国家自然科学基金（８１９６０８０２，８１７６０８０１）。
［作者简介］田敏萍（１９９８—），硕士研究生，研究方向：中医肺系疾病的临床与基础研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：２４２７６５７３９５＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］薛汉荣（１９６９—），二级教授，博士生导师，研究方向：中医肺系疾病的临床与基础研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｘｕｅｈａｎｒｏｎｇ９９＠ １６３． ｃｏｍ

蠲哮汤调节三型固有淋巴样细胞治疗肥胖哮喘
小鼠机制

田敏萍１，张清源１，向双娣１，陈玲玲１，孙　 朋２，薛汉荣２∗

（１．江西中医药大学临床医学院，南昌　 ３３０００６；２．江西中医药大学附属医院，南昌　 ３３０００６）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨蠲哮汤（Ｊｕａｎｘｉａｏ ｄｅｃｏｔｉｏｎ， ＪＸＤ）调节三型固有淋巴样细胞（ ｔｙｐｅ ３ ｉｎｎａｔｅ ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｃｅｌｌｓ，
ＩＬＣ３ｓ）治疗肥胖型哮喘的可能作用机制。 方法 　 ６０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机分为正常组、模型组（６０％高脂饲料＋
ＯＶＡ）、ＪＸＤ 组（低、中、高剂量分别为 ８􀆰 ５、１７、３４ ｇ ／ ｋｇ）、地塞米松组（１ ｍｇ ／ ｋｇ），每组 １０ 只。 除正常组，其余组高脂

饲料喂养 １２ 周后，ＯＶＡ 致敏及雾化激发建立肥胖哮喘模型。 首次雾化起，ＪＸＤ 低、中、高剂量组及地塞米松组给予

相应药物灌胃，正常组和模型组给予等量生理盐水灌胃，持续 ７ ｄ。 苏木素－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色观察

肺部病理改变，全自动生化仪检测血脂四项及肺泡灌洗液（ａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）炎症细胞分类计数，酶联免

疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测 ＢＡＬＦ 和血清免疫球蛋白 Ｅ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｅ，ＩｇＥ）水平，
肺组织中白细胞介素－１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）、白细胞介素－ １３（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１３，ＩＬ⁃１３）、Ｃ⁃Ｃ 趋化因子受体 １７
（ＣＣＬ１７）水平，流式细胞术分析肺和外周血中 ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３、ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 水平，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肺组织中 ＳＴＡＴ３ 蛋

白磷酸化水平。 结果　 与正常组相比，模型组小鼠气道炎性细胞浸润，气道壁增厚，经地塞米松和 ＪＸＤ 中、高剂量

干预后小鼠肺部炎症情况得到改善，其中高剂量效果更明显。 与正常组相比，模型组小鼠肺组织中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１７Ａ＋

ＩＬＣ３、ＩＬ⁃１３、ＣＣＬ１７ 水平显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 比例和 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达水平明显降低（Ｐ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ＜
０􀆰 ０５）；与模型组相比，经 ＪＸＤ 中、高剂量干预后肺组织中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３、ＩＬ⁃１３、ＣＣＬ１７ 水平显著下降，ＩＬ⁃２２＋

ＩＬＣ３ 比例和 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 表达明显增加（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ００１）。 结论 　 ＪＸＤ 能改善肥胖哮喘小鼠机体炎症环

境，减轻肺部炎症和过敏反应，其机制可能与调节 ＩＬＣ３ 分泌细胞因子功能有关。
【关键词】 　 蠲哮汤；肥胖型哮喘；流式细胞术；ＩＬＣ３ｓ；气道炎症
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｊｕａｎｘｉａｏ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｙｐｅ ３ ｉｎｎａｔｅ ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｃｅｌｌｓ
（ ＩＬＣ３ｓ） ｉｎ ｔｒｅａｔｉｎｇ ｏｂｅｓｅ ａｓｔｈｍａ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｓｉｘｔｙ ｍａｌｅ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ



ｇｒｏｕｐ （ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ＋ ＯＶＡ）， Ｊｕａｎｘｉａｏ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ （ ｌｏｗ， ｍｉｄｄｌｅ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ８􀆰 ５， １７， ａｎｄ ３４ ｇ ／ ｋｇ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）， ａｎｄ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ （１ ｍｇ ／ ｋｇ） ｗｉｔｈ １０ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ
ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ａ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｆｏｒ １２ ｗｅｅｋｓ， ａｎｄ ＯＶＡ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ａｔｏｍｉｚｅｄ ＯＶＡ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｏｂｅｓｅ ａｓｔｈｍａ ｍｏｄｅｌ． Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｌｏｗ⁃， ｍｅｄｉｕｍ⁃， ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ Ｊｕａｎｘｉａｏ
ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｄｒｕｇｓ ｂｙ ｇａｖａｇｅ， ｗｈｅｒｅａｓ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｅｑｕａｌ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｓａｌｉｎｅ ｂｙ ｇａｖａｇｅ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ． Ｔｈｅ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｙｐｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ
ｏｆ ｏｂｅｓｅ ａｓｔｈｍａ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ． Ａｔ ２４ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ， ａ ｆｕｌｌｙ ａｕｔｏｍａｔｅｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｚｅｒ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ａｓｓｅｓｓ ｆｏｕｒ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄｓ ａｎｄ ｃｏｕｎｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ （ＢＡＬＦ）． Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｆａｔ． Ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｅ ｉｎ ＢＡＬＦ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ， ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ （ ＩＬ）⁃１β， ＩＬ⁃１３， ａｎｄ ｍｏｕｓｅ ｔｈｙｍｕｓ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ （ＣＣＬ１７） ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ． ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３ ａｎｄ ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｗｅｒｅ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｉｒｗａｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ ｏｆ ａｉｒｗａｙ
ｗａｌｌｓ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｌｕｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ａｎｄ Ｊｕａｎｘｉａｏ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ
ｉｍｐｒｏｖｅｄ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｉｎ ｍｉｄｄｌｅ⁃ ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３， ＩＬ⁃１３，
ａｎｄ ＣＣＬ１７ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃２２＋

ＩＬＣ３ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１， Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＩＬ⁃
１β， ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３， ＩＬ⁃１３， ａｎｄ ＣＣＬ１７ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ ａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｍｉｄｄｌｅ⁃ ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ Ｊｕａｎｘｉａｏ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１， Ｐ＜０􀆰 ００１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｊｕａｎｘｉａｏ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｆ ｏｂｅｓｅ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅ ａｎｄ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｌｕｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ． Ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ
ｂｙ ＩＬＣ３ｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｊｕａｎｘｉａｏ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ｏｂｅｓｅ ａｓｔｈｍａ； ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ； ＩＬＣ３ｓ； ａｉｒｗａｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 支气管哮喘（简称哮喘）是一种常见的慢性呼

吸系统疾病，以慢性气道炎症和气道高反应为主要

特征。 目前，全球哮喘患病人数已达 ３ 亿，我国成人

哮喘患病率高达 ４􀆰 ２％，其发病率与死亡率仍呈上

涨趋势［１－２］。 现代研究发现肥胖会诱发哮喘，降低

肺功能，加剧机体分泌炎性因子介导的气道炎症和

气道高反应，因此临床上肥胖型哮喘更容易发展为

重症，治疗较为困难［３－５］。 中医药在治疗肥胖哮喘

中具有独特认识和优势［６－７］。 哮喘属于中医“哮病”
范畴，诱因是“伏痰”引动。 《症因脉治》中言：“哮病

之因，痰饮留伏郁结而成，潜伏于内”，故治法多提

倡以“去痰为先”。 《丹溪心法》多次论及“肥白人多

痰湿”，可见哮喘与肥胖病因相似，两者都与“痰”关
系密切［８－９］。 痰来自津，瘀本乎血，津血同源互生，
痰、瘀在疾病过程中往往相互转化，胶结不解。 哮

喘和肥胖的血液流变学均表现为高粘状态，说明肥

胖哮喘病因病机与“痰瘀”相关［１０－１１］。
研究表明，三型固有淋巴样细胞（ ｔｙｐｅ ３ ｉｎｎａｔｅ

ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｃｅｌｌｓ，ＩＬＣ３ｓ）与肥胖型哮喘发病关系密切。
肥胖导致体内白细胞介素－１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃
１β）分泌增多，诱导 ＩＬＣ３ 激活分泌白细胞介素－１７Ａ

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１７Ａ，ＩＬ⁃１７Ａ），ＩＬ⁃１７Ａ 作为促炎和促纤

维因子能将中性粒细胞募集到肺部导致气道粘液

高分泌和组织损伤。 而哮喘发生后同样由 ＩＬＣ３ 分

泌的白细胞介素－２２（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃２２，ＩＬ⁃２２）能诱导

肺部 ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸化，减少炎症因子白细胞介素
－１３（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１３，ＩＬ⁃１３）和小鼠胸腺活化调节趋

化因子（ＣＣＬ１７）的产生，抑制 ＣＣＬ１７ 对 Ｔｈ２ 细胞及

嗜酸性粒细胞向肺部募集从而抑制肺部炎症发

生［１２－１４］。 课题组前期已验证疏利气机、涤痰行瘀方

（蠲哮汤，ＪＸＤ）能显著改善哮喘患者肺功能，降低肺

部炎性因子水平，减轻气道炎症和气道重塑［１５－１７］，
然而 ＪＸＤ 作用于 ＩＬＣ３ 治疗肥胖哮喘的机制尚不清

楚，本实验通过建立肥胖哮喘小鼠模型，旨在明确

ＪＸＤ 对 ＩＬＣ３ 的调节作用，为其临床应用提供科学

依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＰＦ 级健康雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ６０ 只，体重 １６ ～
１８ ｇ，４～６ 周龄，购买于湖南斯莱克景达实验动物有

限公司［ＳＣＸＫ（湘）２０２１－０００２］，饲养于江西中医药
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大学实验动物房［ＳＹＸＫ（赣）２０２２－０００２］，温度 ２０～
２５ ℃、湿度 ５５％～６０％、自由进食、饮水，本实验研究

通 过 江 西 中 医 药 大 学 伦 理 委 员 会 批 准

（ＪＺＬＬＳＣ２０２３０６２６０１１），小鼠饲养和实验过程中严

格遵循 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 蠲哮汤制备。 药物组成：葶苈子 １０ ｇ、鬼箭羽

１０ ｇ、青皮 １０ ｇ、陈皮 １０ ｇ、槟榔 １０ ｇ、牡荆子 １５ ｇ、大
黄 １０ ｇ、生姜 １０ ｇ，将所有药物按 １ ∶ １ ∶ １ ∶ １ ∶ １ ∶
１􀆰 ５ ∶ １ ∶ １ 比例配制，经浸泡、煎熬、过滤浓缩成药

汁（１􀆰 ７ ｇ ／ ｍＬ 含生药量），进行包装，置于 ４ ℃冰箱

保存。 中药饮片由江西中医药大学附属医院提供，
各饮片均由江西中医药大学附属医院主管中药师

陈浩进行鉴定，符合 ２０２０ 年版《中华人民共和国药

典》规范；醋酸地塞米松片用无水乙醇溶解再与

ＰＢＳ 混合（ＤＸＭ，浙江仙琚制药股份有限公司，批
号：１９１０６４）。

卵清蛋白（Ｓｉｇｍａ，货号：Ａ５５０３）；ＨＥ 染色试剂

盒（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，货号：Ｇ１００３）；ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１３、ＣＣＬ１７ 酶

联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（泉州睿信，货
号：ＲＸ２０３０６３Ｍ、ＲＸ２０３０７０Ｍ、ＲＸ２０２３２３Ｍ）；免疫球

蛋白（ Ｉｇ） Ｅ 试剂盒 （爱博泰克，货号：ＲＫ００１７０）；
６０％高脂饲料 （协同生物，货号：ＸＴ１９０３３）；小鼠

ｅＦｌｕｏｒ ４５０⁃Ｌｉｎｅａｇｅ、 ＰＥ⁃ＲＯＲγｔ、 ＦＩＴＣ⁃ＣＤ１２７、 ＡＰＣ⁃
ＩＬ⁃２２、 ＰＥＣＹ７⁃ＣＤ４５、 ＰＣＹ５􀆰 ５⁃ＩＬ⁃１７Ａ 抗 体、 ＦＶＤ、
Ｆｏｘｐ３ ／转录因子染色液组合套件（ ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，货
号：８８⁃７７７２⁃７２、１２⁃６９８８⁃８０、１１⁃１２７１⁃８１、１７⁃７２２２⁃８０、
２５⁃０４５１⁃８１、 ４５⁃７１７７⁃８０、 ６５⁃０８６５⁃１４、 ００⁃５５２３ ）；
ＣＤ１６ ／ ＣＤ３２ （２􀆰 ４Ｇ２）（赛信通，货号：８８２８０Ｓ）；ＰＭＡ
（ＭＣＥ，货号：ＨＹ⁃１８７３９）；离子霉素（索莱宝，货号：
ＩＩ２２００）；胶原酶Ⅰ（翌圣，货号：４０５０７ＥＳ６０）；ＳＴＡＴ３
抗体（Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，货号：ＡＦ６２９４）；兔抗 Ｐ⁃
ＳＴＡＴ３（Ｔｙｒ７０５）抗体（博奥森，货号：ｂｓ⁃１６５８Ｒ）；β⁃
ａｃｔｉｎ 兔 单 克 隆 抗 体、 ＨＲＰ 标 记 羊 抗 小 鼠 二 抗

（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，货号：６６００９⁃１⁃ｌｇ、ＳＡ００００１⁃１）；ＨＲＰ 标

记山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗（Ｊａｃｋｓｏｎ，货号：１１１⁃０３５⁃００３）。
全自动生化分析仪 （深圳 ＬＷＰＯＣＴ 公司，型号：
ＰＢＣ２２Ａ Ｐｌｕｓ） ；酶标检测仪（美国 ＢｉｏＴｅＫ 公司，
型号：Ｅｐｏｃｈ） ；病理切片机（上海徕卡仪器有限公

司，型号：ＲＭ２０１６） ；ＰＡＲＩ Ｔｕｒｂｏ ＢＯＹ 型超声雾

化器（德国百瑞有限公司） ；流式细胞检测仪（美

国 ＢＤ 公司，型号：ＬＳＲＦ ｏｒｔｅｓｓａ） 。

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组、造模及给药

　 　 小鼠适应性饲养 ７ ｄ 后，随机分为 ６ 组：正常

组、模型组、ＪＸＤ 低、中、高剂量组及地塞米松组，每
组 １０ 只。 除正常组，其余组小鼠采用 ６０％高脂饲料

喂养，正常组喂食常规维持饲料，持续 １２ 周，判断肥

胖小鼠模型制备成功的标准：（（造模动物体质量－
正常动物体质量） ／正常动物体质量）≥２０％［１８］。 之

后参照文献［１９－２１］ 的方法并进一步改进制备哮喘模

型，除正常组外各组小鼠分别于第 １ 天和第 ８ 天腹

腔注射 ５０ μｇ ＯＶＡ＋２ ｍｇ 氢氧化铝混悬液 ０􀆰 ２ ｍＬ，
第 ２１ 天开始用 １％ ＯＶＡ 雾化吸入，每天 １ 次，每次

３０ ｍｉｎ，持续 ７ ｄ，正常组小鼠用同体积生理盐水代

替致敏和激发。 以模型组小鼠出现哮喘症状，肺组

织支气管出现明显炎性细胞浸润、支气管平滑肌细

胞增生等典型肺部病理改变作为判断造模成功的

标准［２１］。
以成人体重 ６０ ｋｇ 计算，临床成人每日生药用

量为 １􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ，根据人与小鼠体表面积药物剂量换

算系数计算［２２］，设 ＪＸＤ 低、中、高剂量分别为 ８􀆰 ５、
１７、３４ ｇ ／ ｋｇ，不同浓度药液用白开水稀释。 于每次

雾化激发前 ３０ ｍｉｎ 进行灌胃给药，其中 ＪＸＤ 低、中、
高剂量每日灌服 ２ 次，地塞米松组则按每 １２ ｈ 用地

塞米松 １ ｍｇ ／ ｋｇ 灌服，其余组用等体积生理盐水代

替灌胃，共持续 ７ ｄ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 样本收集

　 　 于末次雾化激发后 ２４ ｈ 内称重、取材，采用

２０％乌拉坦麻醉，取血后处死，将血液进行分装并做

好标记，用于后续流式分析及嗜酸性粒细胞计数。
收集肺泡灌洗液用于 ＩｇＥ 含量测定和炎症分类计

数，血清用于 ＩｇＥ 含量测定及血脂四项检测。 取未

经灌洗的肺组织用于 ＨＥ 病理染色、ＥＬＩＳＡ 检测、流
式细胞术分析及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。
１􀆰 ３􀆰 ３　 指标检测

（１）观察各组小鼠一般情况及计算 Ｌｅｅ’ｓ 指数

全程记录观察小鼠的状态，记录腹腔脂肪、肝
重量，测量身长（小鼠鼻尖到肛门外沿的距离）计算

Ｌｅｅ’ｓ 指数［２３］ ＝（体重 ／ ｇ ／体长 ／ ｃｍ×１０００） １ ／ ３。
（２）ＥＬＩＳＡ 法检测肺组织炎症因子水平

肺组织称重后剪碎（冰上进行），按 １ ∶ ９ 的重

量体积比加入 ＰＢＳ（１ ｇ 肺组织加入 ９ ｍＬ ＰＢＳ），置
于匀浆机中充分研磨，离心取上清，加入蛋白酶抑

制剂（蛋白酶抑制剂与组织上清液比例为 １ ∶ １００），
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采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒对各组小鼠肺组织中炎症因子

ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１３、ＣＣＬ１７ 进行检测，操作过程严格按照

检测说明书上的步骤分别进行检测。
（３）肺组织及外周血流式检测

肺组织单细胞悬液制备：预冷的 ＰＢＳ 中清洗干

净肺组织后尽量剪碎，加入含 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋的 ＨＢＳＳ 溶

液和胶原酶Ⅰ（２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ），置于 ３７ ℃摇床消化 ６
ｈ。 用 ７０ μｍ 细胞过滤器收集消化液，红细胞裂解

液去除红细胞。 将 ３ ｍＬ ７０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ 梯度溶液铺于

锥形离心管底，３ ｍＬ ３０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ 梯度溶液轻柔叠加

在 ７０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ 上，两层液面有一明显分界线。 将单

细胞悬液轻铺在 ３０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ 上，１１００ ｒ ／ ｍｉｎ 室温离

心 ３０ ｍｉｎ，轻柔取出离心管，收集 ３０％ ～７０％层之间

不透明层即为淋巴细胞。 外周血收集于肝素钠抗

凝管后加入红细胞裂解液，室温孵育 ５ ｍｉｎ。 染色前

用 ＰＭＡ 和离子霉素刺激 ４ ｈ，收集细胞前 ２ ｈ 添加

布雷菲德菌素 Ａ，随后加入 ＣＤ１６ ／ ３２（１ ∶ １００，２００
μＬ ／ Ｔ），４ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ。 ＩＬＣ３ 染色方案：ＣＤ４５＋

Ｌｉｎ－ＣＤ１２７＋ ＲＯＲγｔ＋。 其中 Ｌｉｎｅａｇｅ 包含以下抗体：
小鼠 ＣＤ３ （ １７Ａ２ ）、 ＣＤ４５Ｒ （ Ｂ２２０ ） （ ＲＡ３⁃６Ｂ２ ）、
ＣＤ１１ｂ（Ｍ１ ／ ７０）、ＴＥＲ⁃１１９（ＴＥＲ⁃１１９）、Ｌｙ⁃Ｇ６（Ｇｒ⁃１）
（ＲＢ６⁃８Ｃ５）抗体。

ＩＬＣ３ 的染色流程：细胞表面染色，将死活染料

溶（ＦＶＤ，０􀆰 ５ ～ １ μＬ ／ Ｔ）与 ＣＤ４５（０􀆰 １２５ μｇ ／ Ｔ）、Ｌｉｎ
（２０ μＬ ／ Ｔ）、ＣＤ１２７（１ μｇ ／ Ｔ）抗体在流式染色缓冲

液中混合加入样本，终染色体积为 １００ μＬ，全程 ４
℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ，结束后清洗细胞 ２ 次。 胞内染

色，样本中加入 １ ｍＬ Ｆｏｘｐ３ 固定 ／破膜工作液并脉

冲涡旋，４ ℃避光孵育 ６０ ｍｉｎ。 加入 ２ ｍＬ １Ｘ 破膜

液，室温 ９００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 去上清，在 １Ｘ 破膜液

中重悬沉淀，保留体积 １００ μＬ。 加入 ＲＯＲγｔ⁃ＰＥ
（０􀆰 ５ μｇ ／ Ｔ ）、 ＩＬ⁃２２⁃ＡＰＣ （ ０􀆰 ２５ μｇ ／ Ｔ ）、 ＩＬ⁃１７Ａ⁃
ＰｅｒＣＰ⁃Ｃｙ５􀆰 ５（０􀆰 ０３ μｇ ／ Ｔ），室温下避光孵育 ３０ ｍｉｎ。
结束后用 ２ ｍＬ １Ｘ 破膜液室温 ９００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ，弃上清，重复 １ 次，将细胞重悬于流式染色缓冲

液中，使终浓度为 １×１０６ ／ ｍＬ 上机检测。 结果采用

ＦｌｏｗＪｏ Ｖ１０ 软件进行分析。
（４） 蛋白免疫印迹法 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 检测肺组织

ＳＴＡＴ３、Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达

提取肺组织总蛋白，用 ＢＣＡ 法测定其蛋白浓

度，Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 缓冲稀释高温变性，按蛋白浓度计

算每孔上样量进行上样、电泳、转膜和封闭，４ ℃一

抗孵育 （ ＳＴＡＴ３ 和 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ １ ∶ １０００、β⁃ａｃｔｉｎ １ ∶

５０００）、ＴＢＳＴ 洗膜、二抗（ＨＲＰ 标记的二抗山羊抗兔

ＩｇＧ、羊抗小鼠二抗 １ ∶ ５０００）孵育、ＴＢＳＴ 洗膜等步

骤，ＥＣＬ 化学发光显影，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件定量蛋白

条带灰度值，实验重复 ３ 次。
（５）ＨＥ 染色观察小鼠肺组织支气管及脂肪组织病

理形态学变化

取小鼠右肺组织及腹腔脂肪组织，称重后用生

理盐水冲洗干净表面血液及杂质置于 １０％甲醛中

固定，按照试剂说明书操作进行组织脱水、透明、石
蜡包埋、切片与烤片、苏木素、伊红染色，使用中性

树胶封片，通风处晾干，在光学显微镜下观察组织

病理形态学变化。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件对数据进行分析处理，数
据表示方式为平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ），各组数据比较

采用单因素方差分析，组间两两比较采用 ｑ 检验

（ＬＳＤ 法），方差不齐采用非参数秩和检验，Ｐ＜０􀆰 ０５
为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＪＸＤ 对肥胖哮喘小鼠的一般情况、体重、脂肪

重量、肝重量及 Ｌｅｅ’ｓ 指数的影响

　 　 造模结束后，与正常组相比，模型组小鼠出现

体重增加、活动度下降、皮毛蓬松无光泽、反应迟

钝、抓耳挠腮、弓背、点头呼吸、口鼻分泌物增加、呛
咳等一系列肥胖哮喘症状改变，蠲哮汤组和地塞米

松组均有不同程度改善。 与正常组相比，模型组小

鼠体重、腹腔脂肪重量显著增加，Ｌｅｅ’ ｓ 指数明显增

高（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ００１），说明肥胖模型建立成功；与
模型组相比，经 ＪＸＤ 高剂量治疗后肥胖哮喘小鼠体

重、Ｌｅｅ’ｓ 指数和腹腔脂肪重量明显下降（Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ００１），见表 １。
２􀆰 ２　 ＪＸＤ 对肥胖哮喘小鼠血脂水平的影响

　 　 与正常组相比，模型组小鼠血清总胆固醇

（ＴＣ）、甘油三酯（ＴＧ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬ）显著升

高（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），高密度脂蛋白（ＨＤＬ）显著降

低（Ｐ＜０􀆰 ００１），说明已出现高胆固醇血症脂代谢紊

乱。 与模型组相比，ＪＸＤ 高剂量组小鼠 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ
显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜ ０􀆰 ０５），ＨＤＬ 显著升高（Ｐ＜
０􀆰 ００１），表明 ＪＸＤ 能改善肥胖哮喘小鼠血脂水平，
见表 ２。
２􀆰 ３　 ＪＸＤ 对肥胖哮喘小鼠 ＢＡＬＦ 和血清中 ＩｇＥ 含

量，肺组织中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１３、ＣＣＬ１７ 水平的影响

　 　 与正常组比，模型组小鼠 ＢＡＬＦ 和血清中 ＩｇＥ
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　 　 　 表 １　 各组小鼠体重、脂肪重量、肝重量及 Ｌｅｅ’ｓ 指数的变化（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｆａｔ ｗｅｉｇｈｔ， ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ Ｌｅｅ’ｓ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量
Ｄｏｓｅ

体质量 ／ ｇ
Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ

腹腔脂肪湿重 ／ ｇ
Ｆａｔ ｗｅｉｇｈｔ

肝重量 ／ ｇ
Ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔ

Ｌｅｅ’ｓ 指数
Ｌｅｅ’ｓ ｉｎｄｅｘ

正常组
Ｎｏｍａｌ ｇｒｏｕｐ ／ ２５􀆰 １０±０􀆰 ３８ ０􀆰 ２１±０􀆰 ６０ １􀆰 ２４±０􀆰 ０７ １３􀆰 ８４±０􀆰 ０７

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ／ ３１􀆰 ００±０􀆰 ５２∗∗ ０􀆰 ５８±０􀆰 １０∗∗∗ １􀆰 ４０±０􀆰 ０３ １５􀆰 ０９±０􀆰 １１∗∗∗

地塞米松组
Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ １ ｍｇ ／ ｋｇ ２７􀆰 ００±１􀆰 ００ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０６∗ １􀆰 ３１±０􀆰 １０ １４􀆰 ２５±０􀆰 １６

蠲哮汤低剂量组
Ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｏｆ ＪＸＤ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ ２７􀆰 ６０±１􀆰 ４１ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０７∗∗ １􀆰 ０５±０􀆰 ０７＃＃ １４􀆰 ２９±０􀆰 ２６

蠲哮汤中剂量组
Ｍｉｄｄｌｅ⁃ｄｏｓｅ ｏｆ ＪＸＤ ｇｒｏｕｐ １７ ｇ ／ ｋｇ ２７􀆰 １０±１􀆰 ５４ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０５＃ １􀆰 ３４±０􀆰 ０８ １４􀆰 １５±０􀆰 ２４

蠲哮汤高剂量组
Ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｏｆ ＪＸＤ ｇｒｏｕｐ ３４ ｇ ／ ｋｇ ２６􀆰 １０±１􀆰 １８＃ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０６ ＃＃ １􀆰 ３４±０􀆰 ０７ １３􀆰 ７７±０􀆰 １７＃＃＃

注：与正常组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．

表 ２　 各组小鼠血脂四项水平（ｍｍｏｌ ／ Ｌ，􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｉｔｅｍｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量
Ｄｏｓｅ

总胆固醇 ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＴＣ

甘油三酯 ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＴＧ

低密度脂蛋白 ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＬＤＬ

高密度脂蛋白 ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＨＤＬ

正常组
Ｎｏｍａｌ ｇｒｏｕｐ ／ ２􀆰 １４±０􀆰 １１ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０９ ０􀆰 １４±０􀆰 ０２ ２􀆰 ６４±０􀆰 １３

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ／ ３􀆰 ４２±０􀆰 ２１∗∗ １􀆰 ２１±０􀆰 ２１∗ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０２∗∗ １􀆰 ６０±０􀆰 ０６∗∗∗

地塞米松组
Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ １ ｍｇ ／ ｋｇ ３􀆰 ３７±０􀆰 ５０∗ ０􀆰 ９８±０􀆰 １７ ０􀆰 ２０±０􀆰 ０２ ３􀆰 ０９±０􀆰 ２６ ＃＃＃

蠲哮汤低剂量组
Ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｏｆ ＪＸＤ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ ２􀆰 ９６±０􀆰 ２１ １􀆰 ０２±０􀆰 １３ ０􀆰 ２０±０􀆰 ０２ ２􀆰 ４２±０􀆰 １３ ＃＃

蠲哮汤中剂量组
Ｍｉｄｄｌｅ⁃ｄｏｓｅ ｏｆ ＪＸＤ ｇｒｏｕｐ １７ ｇ ／ ｋｇ ３􀆰 １１±０􀆰 １９ ０􀆰 ９１±０􀆰 １４ ０􀆰 １７±０􀆰 ０２＃ ２􀆰 ５５±０􀆰 １６ ＃＃＃

蠲哮汤高剂量组
Ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｏｆ ＪＸＤ ｇｒｏｕｐ ３４ ｇ ／ ｋｇ ２􀆰 ８０±０􀆰 １８ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０７ ＃＃ ０􀆰 １７±０􀆰 ０１＃ ２􀆰 ７１±０􀆰 １５ ＃＃＃

注：与正常组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．

水平显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ００１），与模型组比，经
地塞米松和 ＪＸＤ 中、高剂量治疗后 ＩｇＥ 水平显著下

降（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），见图 １。 与正常组比，模型组

小鼠肺组织内 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１３、ＣＣＬ１７ 含量显著升高（Ｐ
＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ００１）；与模型组比，经 ＪＸＤ 中、
高剂量组和地塞米松治疗后，小鼠肺组织内 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１３、ＣＣＬ１７ 含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜
０􀆰 ００１），表明中、高剂量蠲哮汤能有效抑制肥胖哮喘

导致的体内炎症因子水平升高和过敏反应，见表 ３。
２􀆰 ４　 ＪＸＤ 对肥胖哮喘小鼠肺组织及外周血内 ＩＬ⁃
１７Ａ＋ＩＬＣ３、ＩＬ⁃２２＋ＩＬＣ３ 细胞水平的影响

　 　 与正常组小鼠相比，模型组小鼠肺组织及外周

血中 ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３ 细胞比例显著增加（Ｐ＜０􀆰 ００１），
ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 细胞比例显著减少 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜
０􀆰 ００１）；与模型组相比，ＪＸＤ 中、高剂量组小鼠肺组

织及外周血中 ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３ 细胞比例显著减少（Ｐ＜
０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ００１），ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 细胞比例显著增加（Ｐ
＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ００１），见图 ２、图 ３。
２􀆰 ５ 　 ＪＸＤ 对肥胖哮喘小鼠肺组织 ＳＴＡＴ３、 Ｐ⁃
ＳＴＡＴ３ 蛋白表达水平的影响

　 　 与正常组小鼠相比，模型组小鼠肺组织内

ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸化水平显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与模型

组相比，经地塞米松和 ＪＸＤ 治疗后，小鼠肺组织内

ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸化水平均有增高，其中 ＪＸＤ 高剂量

组显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），表明高剂量蠲哮汤干预能有

效上调肥胖哮喘小鼠肺组织内 ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 水平，增
强 ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸化表达，见图 ４。
２􀆰 ６　 ＪＸＤ 对肥胖哮喘小鼠 ＢＡＬＦ 和外周血中炎症

细胞水平的影响

　 　 与正常组相比，模型组小鼠 ＢＡＬＦ 中白细胞、中
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注：与正常组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗ Ｐ＜０􀆰 ００１；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组小鼠 ＢＡＬＦ 和血清总 ＩｇＥ 水平（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＢＡＬＦ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｔｏｔａｌ ＩｇＥ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ３　 各组小鼠肺组织中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１３ 和 ＣＣＬ１７ 水平（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１３， ａｎｄ ＣＣＬ１７ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量
Ｄｏｓｅ ＩＬ⁃１β ／ （ｐｇ ／ ｍＬ） ＩＬ⁃１３ ／ （ｐｇ ／ ｍＬ） ＣＣＬ１７ ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）

正常组
Ｎｏｍａｌ ｇｒｏｕｐ ／ ５２􀆰 ８０±８􀆰 ７４ ２􀆰 ８０±０􀆰 ２６ ３１􀆰 ６７±２􀆰 １９

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ／ １１３􀆰 ９０±１３􀆰 ８０∗∗ ４􀆰 ９０±０􀆰 ３３∗∗∗ ４２􀆰 ３３±３􀆰 ４２∗

地塞米松组
Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ １ ｍｇ ／ ｋｇ ５１􀆰 １４±１９􀆰 ６６＃＃ ２􀆰 １０±０􀆰 ２０＃＃＃ ２８􀆰 ０５±２􀆰 ６３＃＃

蠲哮汤低剂量组
Ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｏｆ ＪＸＤ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ １０２􀆰 ６９±１６􀆰 ５０ ３􀆰 １６±０􀆰 ２２ ３２􀆰 ４２±２􀆰 ５９＃

蠲哮汤中剂量组
Ｍｉｄｄｌｅ⁃ｄｏｓｅ ｏｆ ＪＸＤ ｇｒｏｕｐ １７ ｇ ／ ｋｇ ４６􀆰 ５９±１４􀆰 ７０＃＃ ２􀆰 ６５±０􀆰 ２４＃＃＃ ２９􀆰 ７６±２􀆰 ５３＃＃

蠲哮汤高剂量组
Ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｏｆ ＪＸＤ ｇｒｏｕｐ ３４ ｇ ／ ｋｇ ６１􀆰 ７１±８􀆰 ３１＃ ２􀆰 ９５±０􀆰 １７＃＃＃ ２６􀆰 ７５±２􀆰 ９２＃＃＃

注：与正常组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．

性粒细胞和淋巴细胞数量显著增多（Ｐ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ＜
０􀆰 ０１），外周血中嗜酸性粒细胞显著增多 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１）；与模型组相比，ＪＸＤ 中、高剂量组 ＢＡＬＦ 中

白细胞、中性粒细胞和淋巴数量，外周血中嗜酸性

粒细胞数量显著降低（Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ０５），
见表 ４。
２􀆰 ７　 ＪＸＤ 对肥胖哮喘小鼠支气管肺组织及腹腔脂

肪病理变化的影响

　 　 与正常组相比，模型组小鼠肺组织出现典型哮

喘炎症改变，支气管及血管周围炎性细胞浸润明

显，气道平滑肌增生管腔狭窄，肺泡结构破坏；与模

型组相比，地塞米松组和蠲哮汤在炎性细胞浸润和

气管受损上均有改善，其中地塞米松组和 ＪＸＤ 中、
高剂量组改善更明显。 与正常组相比，模型组小鼠

腹腔脂肪细胞变形，直径明显增大，细胞边缘模糊

不清，排列不规则，说明高脂饮食喂养使得小鼠腹

腔脂肪堆积；与模型组相比，ＪＸＤ 中、高剂量组小鼠

脂肪细胞直径明显减小，形状较为规则。 表明中、
高剂量蠲哮汤能有效降低肥胖哮喘小鼠肺组织内

炎症细胞水平，减轻肺部病理损伤。 如图 ５。
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注：Ａ：流式细胞术检测小鼠肺组织 ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３、ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 比例；Ｂ：流式细胞术检测各组小鼠肺组织 ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３、ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 比例直

方图；Ｃ：ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３、ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 比例的定量分析统计图。 与正常组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜

０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ２　 各组小鼠肺组织 ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３ 和 ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 细胞流式图（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３ ａｎｄ ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｂ， Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ １７Ａ＋

ＩＬＣ３ ａｎｄ ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｃ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ

ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３ ａｎｄ ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３ ａｎｄ ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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注：Ａ：流式细胞术检测小鼠外周血 ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３、ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 比例；Ｄ：流式细胞术检测各组小鼠外周血 ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３、ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 比例直

方图；Ｃ：ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３、ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 比例的定量分析统计图。 与正常组相比， ∗∗∗Ｐ＜ ０􀆰 ００１；与模型组相比， ＃Ｐ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜ ０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ
＜０􀆰 ００１。

图 ３　 各组小鼠外周血中 ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３ 和 ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 细胞流式图（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３ ａｎｄ ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｂ， Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ

１７Ａ＋ ＩＬＣ３ ａｎｄ ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｃ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３ ａｎｄ ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜

０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３ ａｎｄ ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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注：与正常组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组小鼠肺组织 ＳＴＡＴ３、Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达水平（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＳＴＡＴ３ ａｎｄ Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ４　 各组小鼠 ＢＡＬＦ 及外周血炎症细胞分类计数（１０９ ／ Ｌ，􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｃｏｕｎｔｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＢＡＬＦ ａｎｄ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量
Ｄｏｓｅ

外周血
Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ

肺泡灌洗液
ＢＡＬＦ

嗜酸性粒细胞
Ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ

白细胞
Ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ

中性粒细胞
Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ

淋巴细胞
Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ／ ４􀆰 ３３±０􀆰 ９５ ２􀆰 ４２±０􀆰 ３１ ０􀆰 ０４±０􀆰 ０３ ２􀆰 ３５±０􀆰 ２８

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ／ １９􀆰 ８３±１􀆰 ９０∗∗∗ １０􀆰 ４７±２􀆰 ３１∗ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０６∗∗ ７􀆰 １７±１􀆰 ２０∗

地塞米松组
Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ １ ｍｇ ／ ｋｇ １１􀆰 ３３±１􀆰 ８０＃＃ ３􀆰 ５０±０􀆰 ５９ ０􀆰 １４±０􀆰 ０２ ５􀆰 ７６±０􀆰 ７２

蠲哮汤低剂量组
Ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｏｆ ＪＸＤ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ １６􀆰 １７±１􀆰 ６７∗∗∗ ８􀆰 ７３±１􀆰 １４∗ ０􀆰 ４６±０􀆰 １２∗∗ ５􀆰 ２２±０􀆰 ８１

蠲哮汤中剂量组
Ｍｉｄｄｌｅ⁃ｄｏｓｅ ｏｆ ＪＸＤ ｇｒｏｕｐ １７ ｇ ／ ｋｇ １０􀆰 ６７±０􀆰 ８０＃＃＃ ２􀆰 ３９±０􀆰 ５６＃＃ ０􀆰 ２０±０􀆰 ０５ ２􀆰 ２４±０􀆰 ４９＃

蠲哮汤高剂量组
Ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｏｆ ＪＸＤ ｇｒｏｕｐ ３４ ｇ ／ ｋｇ ７􀆰 ５０±０􀆰 ９９＃＃＃ ２􀆰 ７９±０􀆰 ４８＃ ０􀆰 ０６±０􀆰 ０２＃＃ ２􀆰 １８±０􀆰 ５４＃＃

注：与正常组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗ Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃ Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．

图 ５　 各组小鼠肺组织及脂肪组织 ＨＥ 染色病理学切片

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＨＥ ｓｔａｉｎｅｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｎｄ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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３　 讨论

　 　 哮喘作为一种复杂的异质性疾病，因具有不同

的临床表型是其难以控制的主要原因。 肥胖型哮

喘临床症状重，激素治疗反应差且发病机制尚未完

全阐明，病情往往控制不佳，寻找补充及替代疗法

是关键［２４］。 中医药防治哮喘历史悠久，中医理论认

为“痰瘀伏肺”是哮喘发病的根本［２５］。 本研究所用

蠲哮汤为国医大师洪广祥［２６］ 针对“痰瘀伏肺”为哮

证反复发作的夙根，并根据《内经》“肺苦气上逆，急
食苦以泻之”的理论为基础创制而成。 由葶苈子、
鬼箭羽、青皮、陈皮、槟榔、牡荆子、大黄、生姜八味

药组成，药用葶苈子、青皮、陈皮、槟榔、牡荆子疏利

气机，泻肺除壅，俾气顺则痰降，气行则痰消之意；
又“肺与大肠相表里”，肺病累及大肠传导功能失

司，进一步影响肺气宣发肃降，故配伍大黄通腑气，
意在通腑泻肺，化浊降逆，缓解肺气壅滞之喘证；鬼
箭羽活血祛瘀兼有抗过敏作用，与逐瘀除壅之大黄

相配，更能增强行瘀之力；哮喘发作多感于外邪，配
伍生姜散寒化饮，生姜性温，又能防止葶苈子、大黄

苦寒伤胃，诸药合用共奏疏利气机、涤痰行瘀、调节

肺脾气机之功，对于哮喘急性发作具有良好临床疗

效。 本研究结果显示，中、高剂量蠲哮汤能有效抑

制肥胖，改善肥胖哮喘小鼠血脂水平，减轻气道炎

症和肺组织损伤。
ＩＬＣ３ 作为一种固有免疫细胞与肥胖型哮喘的

发生发展密切相关［２７］，ＩＬＣ３ 是近十年才被定义的

一群新型天然免疫细胞，属于固有淋巴细胞家族，
主要分布于肠道、肺及皮肤等黏膜组织，在机体免

疫调节、组织修复和淋巴发育中起重要作用［２８］。 不

同于 Ｔ、Ｂ 淋巴细胞，ＩＬＣ３ 在分化过程中没有经历

Ｒａｇ 基因的重排过程，通过接受刺激，迅速活化并分

泌细胞因子参与黏膜免疫反应［２９］。 ＩＬＣ３ 细胞发育

和功能受转录因子 ＲＯＲγｔ 调控，成熟的 ＩＬＣ３ 在 ＩＬ⁃
１β 和 ＩＬ⁃２３ 刺激下活化，分泌细胞因子 ＩＬ⁃１７ 和 ＩＬ⁃
２２ 表达 ＩＬ⁃１７Ａ、ＩＬ⁃２２ ｍＲＮＡ［３０］。 研究表明，高脂饮

食（ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ，ＨＦＤ）喂养导致肥胖哮喘小鼠体内

巨噬细胞分泌 ＩＬ⁃１β 增加，诱导 ＩＬＣ３ 激活分泌大量

ＩＬ⁃１７Ａ。 ＩＬ⁃１７Ａ 具有极为广泛的生物学效应，不仅

能通过促进成纤维细胞和气道上皮细胞释放 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α 等多种细胞因子使中性粒细胞在气

道募集，促进气道上皮细胞黏蛋白表达，刺激气道

粘液分泌，造成气道损伤，同时又能通过促进前炎

性细胞因子 ＩＬ⁃１β、ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＮＦ⁃α 的释放来放大局

部炎症反应，加剧哮喘气道炎症和气道重塑［３１－３４］。
临床研究表明，在重症哮喘患者的痰液、ＢＡＬＦ 以及

肺组织中均检测出较高水平的 ＩＬ⁃１７Ａ 和中性粒细

胞，而通过敲除 ＩＬ⁃１７ 基因可有效减少 ＢＡＬＦ 中白细

胞总数，减轻气道炎性浸润［３５－３６］。 此外 Ｅｖｅｒａｅｒｅ
等［２７］发现，与瘦小鼠相比，利用屋尘螨（ＨＤＭ）攻击

后的胖小鼠气道高反应更为显著，且气道和肺组织

中中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、ＩＬ⁃１３、ＩＬ⁃１７ 及 ＩＬＣ３ｓ
的水平更高，因此抑制 ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３ 是治疗肥胖哮

喘的关键。 本实验通过流式细胞术检测小鼠肺组

织和外周血中 ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３ 比例发现，肥胖哮喘小

鼠肺组织中 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３ 比例远高于正常

小鼠，与先前的研究结果一致。 确定了由 ＩＬＣ３ 分泌

的 ＩＬ⁃１７Ａ 在肥胖哮喘发病中的关键作用，而经过

中、高剂量蠲哮汤干预后，肥胖哮喘小鼠肺组织内

ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１７Ａ＋ ＩＬＣ３、中性粒细胞和嗜酸性粒细胞水

平得到明显抑制，哮喘症状和肺部炎症明显减轻，
提示蠲哮汤能够改善肥胖导致的机体炎症环境，降
低体内炎症因子 ＩＬ⁃１β 水平，抑制 ＩＬＣ３ 激活分泌

ＩＬ⁃１７Ａ 介导的气道炎症和气道重塑发生。
同样由 ＩＬＣ３ 分泌的 ＩＬ⁃２２ 被认为是一种具有

防御粘膜病原体的效应细胞因子，在维持肺部、肠
道及皮肤等黏膜屏障稳态发挥关键作用［３７］。 ＩＬ⁃２２
常通过与表达 ＩＬ⁃２２Ｒ１ ／ ＩＬ⁃１０Ｒ２ 受体复合物的呼吸

道上皮细胞、呼吸道平滑肌细胞等结合发挥相应作

用［３８］。 在哮喘中， ＩＬ⁃２２ 诱导肺部气道上皮细胞

ＳＴＡＴ⁃３ 蛋白磷酸化，减少 ２ 型炎症因子 ＩＬ⁃１３ 和

ＴＮＦ⁃α 诱导上皮细胞产生趋化因子 ＣＣＬ１７，ＣＣＬ１７
作为 Ｔｈ２ 细胞的趋化因子，能将 Ｔｈ２ 细胞募集到肺

部参与炎症反应［１２］。 此外，在哮喘发生早期阶段，
ＩＬ⁃２２ 能抑制 ＯＶＡ 诱导的 ＣＤ４＋Ｔ 细胞启动分泌 Ｔｈ２
和 Ｔｈ１７ 细胞因子 ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１３、ＩＦＮγ、ＩＬ⁃１７，减少气道

中嗜酸性粒细胞水平［３９］。 ＩＬ⁃２２ 也能够抑制 ＯＶＡ
诱导的抗原呈递细胞 ＤＣ 上的共刺激分子 ＣＤ８０、
ＣＤ８６ 和 ＣＤ４０ 表达，降低 Ｔｈ２ 反应，减少其释放嗜

酸性粒细胞向肺部募集［４０］。 我们的数据表明，肥胖

哮喘小鼠肺组织和外周血中 ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 比例较正

常组显著降低，而中、高剂量蠲哮汤干预可明显提

高肺组织 ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 比例和 ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸化水

平，有效抑制 ２ 型炎症因子 ＩＬ⁃１３ 和趋化因子

ＣＣＬ１７ 产生，减少中性粒细胞和嗜酸性粒细胞水

平，从而抑制肺部 ２ 型炎症反应。

２２ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



综上所述，蠲哮汤可以明显减轻肥胖哮喘小鼠

气道炎症反应和肺组织损伤，改善机体炎症环境，
可能与其抑制体内巨噬细胞分泌 ＩＬ⁃１β，下调 ＩＬ⁃
１７Ａ＋ ＩＬＣ３ 水平，上调 ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 水平，从而减少细

胞因子 ＩＬ⁃１３ 和 ＣＣＬ１７ 的产生，抑制炎性细胞的产

生及 Ｔｈ２ 细胞向肺部的募集相关，关于蠲哮汤上调

ＩＬ⁃２２＋ ＩＬＣ３ 水平的具体机制，课题组将在后续进行

更深入的研究。
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《动物模型与实验医学（英文）》（Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，ＡＭＥＭ）审稿人招募

　 　 《动物模型与实验医学（英文）》 （Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，ＡＭＥＭ）自创刊以来，相继被

ＣＳＣＤ（核心）、ＤＯＡＪ、ＰｕｂＭｅｄ、ＷＪＣＩ、ＭＥＤＬＩＮＥ、ＥＳＣＩ、Ｓｃｏｐｕｓ 等国内外数据库收录，连续 ３ 年入选“中国国际

影响力优秀学术期刊”。 为提供更广阔的学术交流平台和成长空间，同时增强 ＡＭＥＭ 在实验动物科学领域

的学科引领作用，ＡＭＥＭ 诚挚邀请海内外对动物模型研究和实验医学方面有浓厚兴趣、有高度热忱、有专业

素养、有独到洞察的专家学者成为审稿人。
招募条件：

·博士学位，研究背景为实验动物科学。
·近３年以通讯作者或第一作者发表至少 ＩＦ ＞ ３ 的论文。
·能以客观公正的态度审稿，并能严格按期完成任务。
·具有英文期刊审稿经验者优先。

权益：
·颁发《Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ》审稿人证书。
·每期出刊后可免费获赠本刊电子刊或纸刊一本。
·个人及团队投稿享受优先审稿绿色通道。
·可优先申请成为本刊编委。
·可以申请进行专栏组稿，扩大您及您团队的影响力。
·可推荐研究热点，编辑部帮助联系相关专家合作。
·有助于及时获取个人研究领域的新进展。
·有助于获得审稿和编辑经验。

需要承担的工作：
·负责期刊审稿，每月需要完成高质量审稿 １ 篇及以上。
请将申请表和学术简历（含个人基本信息、教育、访学和工作经历、主要研究领域、主持科研项目、代表

性论文列表等），发送至 ａｍｅｍ＠ ｃｎｉｌａｓ． ｏｒｇ
官网网址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｎｌｉｎｅｌｉｂｒａｒｙ． ｗｉｌｅｙ． ｃｏｍ ／ ｊｏｕｒｎａｌ ／ ２５７６２０９５
附件：ＡＭＥＭ 审稿人申请表

扫码跳转至官网通知，在通知结尾点击“申请表”，下载填报后与个人学术简历一并发送至邮箱。

５２中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｙ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ５

吴玉琪，黄桂林，肖丽君，等． 基于 ＮＬＲＰ３ 研究放射对小鼠涎腺组织损伤的影响 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（５）： ２６
－３１．
Ｗｕ ＹＱ， Ｈｕａｎｇ ＧＬ， Ｘｉａｏ ＬＪ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｏｎ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓａｌｉｖａｒｙ ｇｌａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＮＬＲＰ３ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ
Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（５）： ２６－３１．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０５􀆰 ００３

［基金项目］国家自然科学基金（８１９６０２０４，８１８６０１９８）；遵义医科大学“未来临床名医”项目（２０２１１０１７）；贵州省临床重点建设项目（黔卫

计办涵［２０１７］２４ 号）；贵州省科技计划项目（黔科合基础－ＺＫ［２０２４］一般 ３３９）。
［作者简介］吴玉琪（１９９５—），女，口腔执业医师，硕士研究生，研究方向：口腔颌面部放射性组织损伤的修复。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：４６７５０７８７５＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］张霓霓（１９８２—），女，副教授，硕士生导师，研究方向：唾液腺损伤的修复。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｋｑｚｈａｎｇｎｉ＠ １６３． ｃｏｍ

基于 ＮＬＲＰ３ 研究放射对小鼠涎腺组织损伤的影响
吴玉琪１，２，黄桂林３，肖丽君１，张　 敏１，张霓霓１∗

（１．遵义医科大学附属口腔医院，贵州 遵义　 ５６３０００；２．邵阳市中心医院口腔科，湖南 邵阳　 ４２２０００；
３．遵义医科大学第五附属医院，广东 珠海　 ５１９０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究放射对小鼠涎腺组织形态、功能及 ＮＬＲＰ３ 表达的影响，为修复放射性涎腺组织损伤提

供新思路。 方法　 建立小鼠下颌下腺放射损伤模型，记录饮水情况，于照射后 １、３、７、１４ ｄ 进行唾液流率检测，ＨＥ
染色观察下颌下腺损伤情况，免疫组织化学法及 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＮＬＲＰ３ 及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 在小鼠放射性下颌下腺损

伤中的表达情况。 结果　 随着时间的累积，放射组小鼠饮水量逐渐增多，唾液流率减少，下颌下腺中炎症细胞不断

增多，腺泡细胞逐渐出现核固缩及空泡化等病变；在照射后的 ７ 和 １４ ｄ，放射组 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白及基因表

达水平均明显高于正常组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 辐射可诱导小鼠下颌下腺组织损伤，并激活 ＮＬＲＰ３ 炎症体促使其表

达量增加。
【关键词】 　 ＮＬＲＰ３ 炎症体；放射；涎腺损伤

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２４） ０５－００２６－０６

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｏｎ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓａｌｉｖａｒｙ ｇｌａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＮＬＲＰ３

ＷＵ Ｙｕｑｉ１，２， ＨＵＡＮＧ Ｇｕｉｌｉｎ３， ＸＩＡＯ Ｌｉｊｕｎ１， ＺＨＡＮＧ Ｍｉｎ１， ＺＨＡＮＧ Ｎｉｎｉ１∗

（１． Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｓｔｏｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｕｎｙｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｚｕｎｙｉ ５６３０００， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｓｔｏｍａｔｏｌｏｇｙ， ｔｈｅ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｏｙａｎｇ， Ｓｈａｏｙａｎｇ ４２２０００．

３． ｔｈｅ Ｆｉｆｔｈ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｕｎｙｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｚｈｕｈａｉ ５１９０００）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｏｕｓｅ ｓａｌｉｖａｒｙ ｇｌａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ ｉｄｅａｓ ｔｏ ｒｅｐａｉｒ ｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｓａｌｉｖａｒｙ ｇｌａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｗｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ Ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｗａｔｅｒ．
Ｔｈｅ ｓａｌｉｖａｒｙ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ， ａｎｄ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｉｎｊｕｒｙ．
Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｉｎｊｕｒｅｄ
ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ １， ３， ７ ａｎｄ １４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ， ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｗａｔｅｒ
ｃｏｎｓｕｍｅｄ ｂｙ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｓａｌｉｖａｒｙ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ． Ａｃｉｎａｒ ｃｅｌｌｓ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｓｈｏｗｅｄ ｌｅｓｉｏｎｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｙｋｎｏｓｉｓ ａｎｄ
ｖａｃｕｏｌｉｚａｔｉｏｎ． Ａｔ ７ ａｎｄ １４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｄａｍａｇｅｓ
ｍｏｕｓｅ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｔｈｅ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ； ｒａｄｉａｔｉｏｎ； ｓａｌｉｖａｒｙ ｇｌａｎｄ ｉｎｊｕｒｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．



　 　 放射性涎腺损伤是头颈部恶性肿瘤患者接受

放疗后常伴随的一种不良反应性疾病，使患者的生

存质量大打折扣［１］，一直以来是颌面外科医师临床

与科研上的难题。 近年有研究表明，ＮＯＤ 样受体蛋

白 ３（ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＮＬＲＰ３）参与了诸

多组织的放射性损伤，并在其中发挥重要作用［２－３］。
ＮＬＲＰ３ 炎症体是一种在机体免疫炎症反应中扮演

重要角色的多聚体炎症复合体［４－５］。 当机体感受到

微环境有异常变化时就会释放一些信号激活

ＮＬＲＰ３ 炎症体，随后导致半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶

－１（ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃１，Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１）活化，进而释放炎症因子以调节免疫反应［６－７］。
一旦 ＮＬＲＰ３ 被过度活化就会导致机体产生大量炎

症物质而导 致 机 体 致 病［８］。 但 目 前 尚 未 发 现

ＮＬＲＰ３ 在放射性涎腺损伤中的相关研究，因此本研

究探索了放射对涎腺组织及 ＮＬＲＰ３ 表达的影响，为
寻找放射性涎腺组织损伤的修复与治疗方法提供

新的科研思路。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，８ 周龄，体重（２２±
２）ｇ，４８ 只，购买自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司［ＳＣＸＫ（湘）２０１９－０００４］。 小鼠统一饲养在遵义

医科大学实验动物中心［ＳＹＸＫ（黔）２０２１－０００４］，条
件为温度 ２２～２４ ℃、昼夜光照均 １２ ｈ 的环境中，自
由饮食，适应性饲养 １ 周后开始实验。 本实验经遵

义医科大学实验动物福利伦理委员会审查（（２０１９）
２－１６７），遵循 ３Ｒ 原则，符合动物福利伦理要求。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 试剂：４％多聚甲醛（中国 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司，批号：
７１０６０９００）；盐酸毛果芸香碱（中国罗恩公司，批号：
ＲＨ１１６４８５，纯度 ９９％）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ
和 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ􀳏 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ（ＴａＫａＲａ 公司，批
号分别为 ＡＪＧ２３００Ａ、ＡＫＥ１１５１Ａ）；通用 ＳＰ 试剂盒

（北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司， 批 号：
２１３１Ｃ０６１５）；ＤＡＢ 显色试剂盒（北京中杉金桥生物

技术 有 限 公 司， 批 号： ２１１１Ａ０６０８ ）； Ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ⁃
ＮＬＲＰ３ 抗体、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 抗体（美国 Ｎｏｖｕｓ 公司，货号

分别为 ＮＢＰ１⁃７７０８０ＳＳ、ＮＢ１００⁃５６６５６４ＳＳ）。
仪器：电子直线加速器（瑞典医科达公司，型

号： Ｓｙｎｅｒｇｙ ）； 染 片 机 （ 德 国 莱 卡 公 司， 型 号：
ＡＵＴＯＳＴＡＩＮＥＲ）；荧光定量 ＰＣＲ 检测仪（美国 ＢＩＯ⁃

ＲＡＤ 公司，型号：ＣＦＸ９６）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小鼠下颌下腺放射损伤模型构建、分组

　 　 小鼠随机分为正常组和放射组，各 ２４ 只。 照射

前小鼠统一禁食 １２ ｈ，将放射组小鼠麻醉后以仰卧

位排成一排，用直线加速器一次性给予照射剂量为

１８ Ｇｙ 的射线局部下颌下区照射［９］，其余部位使用

铅板保护。 正常组小鼠麻醉后假放射，其余的条件

均与放射组保持一致。
１􀆰 ３􀆰 ２　 饮水量及唾液流率检测

　 　 造模后，每天给予每笼小鼠同等量的水和食

物，并每天记录两组所有小鼠平均饮水量。 于照射

后 １、３、７、１４ ｄ 从各组随机抽取 ６ 只小鼠测量唾液

流率，测前小棉球及棉片称重记为 Ａ，麻醉小鼠后于

颈部皮下注射 ０􀆰 ２％毛果芸香碱（２ ｍｇ ／ ｋｇ）收集唾

液 ３０ ｍｉｎ，此时将棉球和棉片再称重记为 Ｂ，唾液流

率＝Ｂ－Ａ，唾液流率按 １ ｇ ／ ｍＬ 计算其体积。 随后摘

取小鼠下颌下腺进行后续实验。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＨＥ 染色

　 　 把包埋的下颌下腺组织切片后，用二甲苯脱

蜡、梯度乙醇水化、冲洗、苏木素染色、分化、伊红染

色、常规脱水、透明、封片后光学显微镜观察两组下

颌下腺损伤情况。
１􀆰 ３􀆰 ４　 免疫组化染色

　 　 切片常规脱蜡水化，抗原修复，加入内源性过

氧化物酶、山羊血清，一抗过夜，二抗室温孵育，标
记 ＨＲＰ 标记链霉卵白素，ＤＡＢ 显色后复染苏木素，
常规脱水透明后封片观察。 每个标本随机选取 ４００
倍高倍镜下 ５ 个视野，应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 检测平均光密度

进行半定量分析。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
　 　 不同时间点收集样本，提取颌下腺组织总

ＲＮＡ。 然后用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 进行逆

转录。 内参基因为 β⁃ａｃｔｉｎ，引物序列由英潍捷基

（上海） 贸易有限公司合成：基因的引物序列为

ＮＬＲＰ３ Ｆｏｒｗａｒｄ：５’⁃ＣＴＴＴＡＴＣＣＡＣＴＧＣＣＧＡＧＡＧ⁃３’，
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’⁃ＡＧＣＴＣＡＴＣＡＡＡＧＣＣＡＴＣＣ⁃３’；Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
Ｆｏｒｗａｒｄ： ５ ’⁃ＧＣＴＣＴＧＣＧＧＴＧＴＡＧＡＡＡＡＧ⁃３ ’，
Ｒｅｖｅｒｓｅ： ５ ’⁃ＡＴＡＧＧＴＣＣＣＧＴＧＣＣＴＴＧ⁃３ ’； β⁃ａｃｔｉｎ
Ｆｏｒｗａｒｄ： ５ ’⁃ＣＧＡＣＡＧＣＡＧＴＴＧＧＴＴＧＧ⁃３ ’， Ｒｅｖｅｒｓｅ：
５’⁃ＧＧＧＡＧＧＧＴＧＡＧＧＧＡＣＴＴ⁃３’。 严格按照 ＰＣＲ 实

验步骤进行操作，ＴＢ Ｇｒｅｅｎ􀳏 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ 进
行实时荧光定量 ＰＣＲ。
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１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 本实验采用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 进行统计分析，结果以

平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，两组之间的差异采用两

组独立样本 ｔ 检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 可认为差异具有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 放射对小鼠下颌下腺分泌功能的影响　
　 　 观察饮水量发现，随着时间的推移，放射组小

鼠每天平均饮水量相比正常组有增加趋势 （图

１Ａ）；放射组小鼠 １４ ｄ 平均每天饮水量 （５􀆰 ３０７ ±

０􀆰 ２１０）ｍＬ 相比正常组（６􀆰 ４４３±０􀆰 ４８８）ｍＬ 明显增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；测量唾液流率结果显示（图 １Ｂ），相比正

常组小鼠，接受过照射的小鼠唾液流率在照射后 ３、
７、１４ ｄ 时明显减少（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ００１）。
２􀆰 ２　 放射后小鼠下颌下腺病理学改变

　 　 ＨＥ 染色结果显示（图 ２），正常组下颌下腺内腺

体及导管细胞形态规则，大小较均匀，排列紧密，炎
症细胞较少。 放射组随着时间累积，炎症细胞不断

增加，细胞间隙不断增宽，细胞出现萎缩，并逐渐出

现核固缩及空泡化等病理改变，在照射后第 １４ 天这

些变化尤为显著。

注：与正常组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 １　 放射后小鼠平均饮水量及唾液流率变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｖｅｒａｇｅ ｗａｔｅｒ ｉｎｔａｋｅ ａｎｄ ｓａｌｉｖａ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｒａｄｉａｔｉｏｎ

图 ２　 两组小鼠颌下腺苏木精－伊红染色

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
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２􀆰 ３　 放射对小鼠下颌下腺中 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
蛋白表达的影响

　 　 免疫组化结果显示（图 ３、图 ４），正常组下颌下

腺组织中 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达量较少；经
照射处理后的放射组小鼠，随着腺体组织损伤加

重，其下颌下腺组织内 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表

达量比正常组有所增加，在第 ７ 和 １４ 天时，两组间

差异显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 放射对小鼠下颌下腺中 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
ｍＲＮＡ 表达的影响

　 　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果显示（图 ５），经过照射处理

后，放射组 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｍＲＮＡ 相对表达量

均比正常组增加，第 ７ 和 １４ 天时两组检测到明显差

异（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ３　 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 在两组小鼠下颌下腺组织中的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｉｎ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｏｆ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
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注：与正常组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ４　 免疫组化检测两组小鼠下颌下腺组织中 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白的变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

注：与正常组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ５　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｍＲＮＡ 的相对表达量

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ

３　 讨论

　 　 头颈部恶性肿瘤患者常因接受放疗而导致放

射性涎腺组织损伤［１０］。 随后唾液量减少继而出现

口干症、唾液粘稠、口腔疼痛、咀嚼吞咽困难等一系

列症状，严重干扰患者的生存品质［１１－１２］，对此目前

并没有很好的手段进行防治。 随着分子生物学的

发展，人们开始关注分子靶点作为防治疾病的切入

点［１３］。 有研究发现，辐射可以激活微血管内皮细胞

中 ＮＬＲＰ３ 等炎症体，炎症体使 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 活化而释

放促炎因子，从而诱导细胞焦亡［１４］，另一方面有研

究发现抑制其活化可能会降低组织的损伤［１５］，这为

防治辐射损伤提供了新思路，而 ＮＬＲＰ３ 在唾液腺中

的研究却鲜有报道。 本实验通过构建小鼠下颌下

腺放射损伤模型，观察照射后小鼠涎腺组织损伤及

ＮＬＲＰ３ 的表达情况，为寻找防治放射性涎腺损伤方

法提供思路。
唾液流率改变是放疗期间最常见的急性毒性

反应之一［１６］，也是反映唾液腺功能的重要方式［１７］，

本实验通过照射后对小鼠饮水量记录及照后 １、３、
７、１４ ｄ 唾液流率检测和 ＨＥ 染色来综合观察造模情

况。 本实验结果显示，随着照射后时间的增加，与
正常组比，放射组饮水量逐渐增多；照后第 ３、７、１４
天可检测到放射组唾液流率比正常组明显降低，这
可能是因为放射导致小鼠唾液腺出现早期急性损

伤，引起唾液分泌减少出现口干而增大饮水量的摄

取，这与其他研究者结果一致［１８］。 与此同时病理切

片染色结果显示，照射后小鼠下颌下腺逐渐出现细

胞萎缩、空泡化，炎症细胞增多等病理改变，说明辐

射对下颌下腺造成了一定的影响，其导致下颌下腺

组织内细胞结构发生改变，进而影响到腺体的分泌

功能，这与其他文献报道基本一致［１９－２０］。 故综合一

般情况和病理切片结果可以认为本实验造模成功。
在造模成功的基础上，我们对小鼠下颌下腺组

织进行了免疫组化及 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 实验，从分子水

平分析 ＮＬＲＰ３ 和放射性涎腺组织损伤的关系及照

射后 ＮＬＲＰ３ 炎症体的激活情况。 本实验结果发现，
相较于正常组，随着放射组小鼠下颌下腺组织损伤

０３ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



的加重，在照射后 ７ 和 １４ ｄ 可观察到 ＮＬＲＰ３ 的

ｍＲＮＡ 及蛋白表达均明显升高，而它的大量增加可

能是在为 ＮＬＲＰ３ 炎症体组装活化做前期准备。 众

所周知 ＮＬＲＰ３ 炎症体激活就会促使 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 活

化［２１］，一旦 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 过度活化就会导致相关炎症

物质被大量释放而致病［２２］。 故本实验对 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
进行了检测，结果发现放射组 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的 ｍＲＮＡ
和蛋白表达也明显增加，此结果与 ＮＬＲＰ３ 的表达变

化趋势一致，说明放射后小鼠下颌下腺组织中

ＮＬＲＰ３ 炎症体被激活了，而该炎症活化可能对放射

性涎腺组织损伤的发展有一定影响。
综上所述，辐射可诱导小鼠下颌下腺损伤并激

活 ＮＬＲＰ３ 炎症体促使其表达量增加。 而通过调控

ＮＬＲＰ３ 是否可以改善因放射诱导的涎腺损伤程度

尚不清楚，值得进一步研究与探讨。
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ＡＮ Ｎ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｒａｃ１ Ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ Ｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ
ｉｎｊｕｒｙ ｗｈｉｌｅ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｔｏ ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ ［ Ｄ ］．
Ｓｈａｎｇｈａｉ： Ｎａｖａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０２０．

［１４］ 　 ＳＭＩＴＨ Ａ Ｏ， ＪＵ Ｗ， ＡＤＺＲＡＫＵ Ｓ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｇａｍｍａ ｒａｄｉａｔｉｏｎ
ｉｎｄｕｃｅ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｆｌａｍｍ Ｒｅｓ， ２０２１， １４： ３２７７－３２８８．

［１５］ 　 ＨＵ Ｌ， ＣＨＥＮ Ｈ， ＺＨＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｒａｄｉａｔ Ｒｅｓ，
２０２０， ６１（６）： ８４２－８５０．

［１６］ 　 ＣＡＶＡＬＬＯ Ａ， ＩＡＣＯＶＥＬＬＩ Ｎ Ａ， ＦＡＣＣＨＩＮＥＴＴＩ Ｎ， ｅｔ ａｌ．
Ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓａｌｉｖａｒｙ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ＩＭＲＴ
ａｎｄ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｃａｎｃｅｒｓ， ２０２１， １３（１６）： ３９８３．

［１７］ 　 ＧＯＮＧ Ｂ， ＺＨＥＮＧ Ｌ， ＨＵＡＮＧ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｍｕｒｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｘｅｒｏｓｔｏｍｉａ ｉｎ Ｓｊöｇｒｅｎ⁃ｌｉｋｅ
ｍｉｃｅ ｖｉａ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｓａｌｉｖａｒｙ ｇｌａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ
ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｐａｔｈｏｌ， ２０２０， １３（ ５）：
９５４－９６３．

［１８］ 　 李碧霞， 陈倩怡， 戴振晖， 等． 放射性口干症动物模型建立

及颌下腺放射性组织损伤的生物学效应 ［Ｊ］ ． 中国组织工程

研究， ２０１７， ２１（３２）： ５１６４－５１６９．
ＬＩ Ｂ Ｘ， ＣＨＥＮ Ｑ Ｙ， ＤＡＩ Ｚ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｘｅｒｏｓｔｏｍｉａ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇ
Ｒｅｓ， ２０１７， ２１（３２）： ５１６４－５１６９．

［１９］ 　 ＲＥＮ Ｊ， ＨＵＡＮＧ Ｒ， ＬＩ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＨＬ⁃００３ ｏｎ ｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓａｌｉｖａｒｙ ｇｌａｎｄ ｄａｍａｇｅ
ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０２２， １２（１）： ８４１９．

［２０］ 　 ＢＡＲＡＺＺＵＯＬ Ｌ， ＣＯＰＰＥＳ Ｒ Ｐ， ＶＡＮ ＬＵＩＪＫ Ｐ． Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｄｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｏｎｃｏｌ，
２０２０， １４（７）： １５３８－１５５４．

［２１］ 　 ＦＥＮＧ Ｙ， ＬＩ Ｍ， ＹＡＮＧＺＨＯＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ，
２０２２， ７８（４）： ７２１－７３７．

［２２］ 　 ＧＲＯＳＬＡＭＢＥＲＴ Ｍ， ＰＹ ＢＦ． Ｓｐｏｔｌｉｇｈｔ ｏｎ ｔｈｅ ＮＬＲＰ３
ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｆｌａｍｍ Ｒｅｓ， ２０１８， １１： ３５９
－３７４．

〔收稿日期〕２０２３－０８－２５

１３中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



２０２４ 年 ５ 月

第 ３４ 卷　 第 ５ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｙ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ５

闫阮玉，吴洪雨，黄恺，等． 两种肝毒性化学物诱导的肝纤维化小鼠模型转录组学的比较研究 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４，
３４（５）： ３２－４５．
Ｙａｎ ＲＹ，Ｗｕ ＨＹ，Ｈｕａｎｇ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｉｎ ｔｗｏ ｍｕｒｉｎｅ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃ
ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（５）： ３２－４５．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０５􀆰 ００４

［基金项目］国家自然科学基金（８１８７４３６３，８２１７４０５７，８２２７４３０５，８２２０５０５２）；曙光四明学者计划（ＳＧＸＺ⁃２０１９１０）；山西中医药大学科技创新

团队项目（２０２２ＴＤ２００３）。
［作者简介］闫阮玉（１９９８—），女，硕士研究生，研究方向：中医药防治肝病的基础与临床。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙｕ２０２２０２１２＠ １２６． ｃｏｍ
［通信作者］刘成海（１９６５—），男，博士，教授，博士生导师，研究方向：慢性肝病的治疗学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｇｈａｉｌｉｕ＠ ｈｏｔｍａｉｌ． ｃｏｍ

彭渊（１９８３—），女，博士，副研究员，硕士生导师，研究方向：中医药防治慢性肝病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｐｅｎｇｙｕａｎ１０２６＠ ｓｈｕｔｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ
∗共同通信作者

两种肝毒性化学物诱导的肝纤维化小鼠模型
转录组学的比较研究

闫阮玉１，吴洪雨１，黄　 恺２，孙　 鑫２，薛静波１，陶艳艳１，刘成海１，２，３∗，彭　 渊１∗

（１．上海中医药大学附属曙光医院肝病研究所，上海　 ２０１２０３；２．上海市中医临床重点实验室，上海　 ２０１２０３；
３．肝肾疾病病证教育部重点实验室，上海　 ２０１２０３）

　 　 【摘要】 　 目的　 比较四氯化碳（ＣＣｌ４）和 ３，５－二乙氧基羰基－１，４－二氢可力丁（ＤＤＣ）两种肝毒性化学物诱导

的肝纤维化小鼠模型的转录组学差异，为使用肝纤维化小鼠模型的研究提供参考依据。 方法　 分别采用 １０％ ＣＣｌ４
（２ ｍＬ ／ ｋｇ）腹腔注射和 ０􀆰 １％ ＤＤＣ 饮食喂养诱导小鼠肝纤维化模型。 造模 ４ 周后，检测血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢｉｌ 水平；
ＨＥ 染色观察肝内炎症浸润情况；天狼猩红染色观察肝胶原沉积情况；Ｊａｍａｌｌ’ｓ 法测定肝组织羟脯氨酸（Ｈｙｐ）含量；
ＥＬＩＳＡ 检测肝组织上清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 含量。 提取小鼠总 ＲＮＡ 进行测序（ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ），使用 Ｒ 软件分析 ２ 种肝

纤维化模型的差异基因，并进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析，并验证差异显著的基因。 结果　 与正常小鼠相比，ＣＣｌ４ 染

毒小鼠和 ＤＤＣ 饮食小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢｉｌ 水平和肝组织 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 含量显著升高，血清 Ａｌｂ 水平下

降。 病理染色提示 ＣＣｌ４ 染毒小鼠肝组织结构破坏，中央静脉周围大量肝细胞玻璃样变及坏死；ＤＤＣ 饮食小鼠肝内

卟啉沉积，大量炎症细胞在汇管区和胆管周围浸润；两种模型小鼠肝内均有不同程度胶原沉积。 通过筛选条件（􀰙
ｌｏｇＦＣ 􀰙＞２ 倍且 Ｐ＜０􀆰 ０５）获得 ＣＣｌ４ 染毒模型、ＤＤＣ 饮食模型的差异基因分别为 １８２０、２３７３ 个，其中上调基因分别

为 １３０２、１９７８ 个，下调基因分别为 ５１８、３９５ 个。 ＧＯ 注释发现 ２ 种模型在分子功能（ＭＦ）、生物学过程（ＢＰ）、细胞成

分（ＣＣ）等方面具有重要功能，ＫＥＧＧ 分析发现 ＣＣｌ４ 染毒模型、ＤＤＣ 饮食模型分别激活 ２２、２９ 条信号通路，其中细

胞外基质受体的相互作用、细胞周期、蛋白的消化与吸收、焦点粘附、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 等 １６ 条信号通路在 ２ 种模型中均显

著富集（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 聚类分析发现在 ２ 种模型中均明显下调基因包括 Ｍｕｐ１１、Ｍｕｐ１５、Ｍｕｐ１７、Ｍｕｐ１ 等，采用 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 得以证实（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 本研究报道了 ＣＣｌ４ 染毒和 ＤＤＣ 饮食两种肝纤维化模型的 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 转录组学特

点并进行比较，观察基因表达的场所、基因表达所调节的通路等方面，为后续肝纤维化的发病机制和治疗研究的动

物模型的选择提供参考依据。
【关键词】 　 肝纤维化；实验动物模型；四氯化碳；３，５－二乙氧基羰基－１，４－二氢可力丁；ＲＮＡ 测序
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Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１２０３， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１２０３．

３． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｌｉｖｅｒ ａｎｄ Ｋｉｄｎｅｙ Ｄｉｓｅａｓｅｓ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１２０３）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ （ＣＣｌ４ ）⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｄ
ｄｉｅｔｈｙｌ １，４⁃ｄｉｈｙｄｒｏ⁃２， ４， ６⁃ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ⁃３， ５⁃ｐｙｒｉｄｉｎｅｄｉｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ （ ＤＤＣ） ｄｉｅｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｔｏ
ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｕｓｉｎｇ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａ １０％ ＣＣｌ４（２ ｍＬ ／ ｋｇ） ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｒ ａ ０􀆰 １％ ＤＤＣ ｄｉｅｔ． Ａｆｔｅｒ ４ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ， ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＬＴ， ＡＳＴ，
ａｎｄ ＴＢｉｌ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ． ＨＥ ａｎｄ Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ．
Ｊａｍａｌｌ’ ｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ （Ｈｙｐ） ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｈｅｐａｔｉｃ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α
（ＴＮＦ⁃α）， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ （ＩＬ）⁃６， ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ． Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｍｕｒｉｎｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｏｒ
ＲＮＡ⁃ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ （ＲＮＡ⁃ｓｅｑ）． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｒ ｓｏｆｔｗａｒｅ ａｎｄ ｔｈｅｎ ＧＯ
ａｎｄ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ． Ｔｈｅｎ， ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｖｅｒｉｆｉｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ， ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＬＴ， ＡＳＴ， ａｎｄ ＴＢｉｌ ａｎｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６， ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｍｉｃｅ ｔｈａｔ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ＣＣｌ４ ａｎｄ ＤＤＣ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ Ａｌｂ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ａｎｄ ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ａｒｏｕｎｄ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｖｅｉｎ ｗｅｒｅ ｈｙａｌｉｎｉｚｅｄ ａｎｄ
ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｉｎ ＣＣｌ４ ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｍｉｃｅ． Ｉｎ ＤＤＣ ｄｉｅｔ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｍｉｃｅ， ａ ｌａｒｇｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｐｏｒｐｈｙｒｉｎｓ ｈａｄ ｂｅｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ
ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｈａｄ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐｏｒｔａｌ ａｒｅａ ａｎｄ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｓ （ＤＥＧｓ） ｏｆ ＣＣｌ４ ⁃ ａｎｄ ＤＤＣ ｄｉｅｔ⁃ｔｒｅａｔｅｄ
ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｆｉｌｔｅｒ （􀰙 ｌｏｇＦＣ 􀰙＞ ２⁃ｆｏｌｄ ａｎｄ Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ａｓ ａ ｒｅｓｕｌｔ ， １８２０ ａｎｄ ２３７３ ＤＥＧｓ ｉｎ ＣＣｌ４ ⁃ ａｎｄ
ＤＤＣ ｄｉｅｔ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ １３０２ ａｎｄ １９７８ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ， ａｎｄ ５１８ ａｎｄ ３９５ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｓ ｈａｄ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，
ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ． ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ２２ ａｎｄ ２９ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｗｅｒｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ＣＣｌ４ ⁃ ａｎｄ ＤＤＣ ｄｉｅｔ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｄｅｌｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ， １６ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ， ｃｅｌｌ
ｃｙｃｌｅ， ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ， ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ， ａｎｄ ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ， ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｓ （Ｐ＜
０􀆰 ０５）． Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｍｕｐ１１， Ｍｕｐ１５， Ｍｕｐ１７， ａｎｄ Ｍｕｐ１ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｍｏｄｅｌｓ，
ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＲＮＡ⁃
Ｓｅｑ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ＣＣｌ４ ａｎｄ ａ ＤＤＣ ｄｉｅｔ． Ｉｔ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｓｅｒｖｅ ａｓ ａ ｖａｌｕａｂｌｅ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｓｅｌｅｃｔｉｎｇ
ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ； ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ； ｄｉｅｔｈｙｌ １，４⁃ｄｉｈｙｄｒｏ⁃２，４，６⁃ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ⁃
３，５⁃ｐｙｒｉｄｉｎｅｄｉｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ； ＲＮＡ⁃ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肝纤维化是由于肝内弥漫性细胞外基质过度

沉积引起的肝疾病［１］，目前常见的肝纤维化模型主

要有毒性、胆汁和代谢诱导的肝纤维化模型，具有

代表性的有四氯化碳（ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＣＣｌ４）、
硫代乙酰胺、胆管结扎、３，５－二乙氧基羰基－１，４－二
氢可力丁（ ｄｉｅｔｈｙｌ １，４⁃ｄｉｈｙｄｒｏ⁃２，４，６⁃ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ⁃３，５⁃
ｐｙｒｉｄｉｎｅｄｉｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ，ＤＤＣ）和高脂肪饮食诱发引起

的［２］。 ＣＣｌ４ 模型是经典的肝毒素诱导的肝纤维化

模型，主要表现为小叶中心肝细胞坏死，中央静脉

周围纤维化；ＤＤＣ 模型是饮食诱导胆汁淤积的模

型，主要变现为门静脉周围炎症、胆管增殖（也称为

胆管反应）和胆汁性肝纤维化［３］。 本研究采用转录

组学基因测序的方法，比较两种模型血清肝功能、
病理及肝组织差异基因的表达，以期为深入研究肝

纤维化的发病机制和临床治疗提供模型的依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，雄性，３２ 只，ＳＰＦ 级，８ 周龄，体
重（２３±２）ｇ，购于维通利华实验动物技术有限公司

［ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６］。 所有小鼠饲养于上海中

医药大学动物实验中心［ＳＹＸＫ（沪）２０２０－０００９］，自
由饮水、饮食不受限，维持 １２ ｈ ／ １２ ｈ 光明 ／黑暗循

环光照，室温 ２２～２３ ℃。 本实验经上海中医药大学

３３中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



实 验 动 物 中 心 伦 理 委 员 会 审 查 批 准

（ＳＺＹ２０１７１００１４，ＳＺＹ２０１８０４００９），并按实验动物使

用 ３Ｒ 原则给予人道关怀。
１． ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＤＤＣ（批号：１０２５７９０２６）、反式－４－羟基－Ｌ－脯
氨 酸 （ Ｔｒａｎｓ⁃４⁃Ｈｙｄｒｏｘｙ⁃Ｌ⁃ｐｒｏｌｉｎ， Ｈｙｐ， 批 号：
２０２３０６２１） 购于 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； ＣＣｌ４ （ 批号：
２０１６１１１６）购于国药集团化学试剂有限公司；Ｍｏｕｓｅ
ＩＬ⁃６ Ｕｎｃｏａｔｅｄ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ（批号：２７９５５９⁃００８）、Ｍｏｕｓｅ
ＩＬ⁃１ ｂｅｔａ （ ＩＬ⁃１β）Ｕｎｃｏａｔｅｄ Ｅｌｉｓａ Ｋｉｔ（批号：２６７２７３⁃
０１０）、Ｍｏｕｓｅ ＴＮＦ ａｌｐｈａ （ＴＮＦ⁃α）Ｕｎｃｏａｔｅｄ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ
（批 号： ２９７７６４⁃００２ ） 均 购 于 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。 ＤＰ７１ 显微图像分析仪（ＯＬＹＭＰＵＳ，
日 本 ）； ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 分 光 光 度 计 （ Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）； Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ （ Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ， 美 国 ）； Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ 测 序 平 台

（Ｌｌｕｍｉｎａ，美国）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组与小鼠模型制备

　 　 ＣＣｌ４ 染毒模型：１６ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，适
用性饲养 ２ 周后，按体重分层随机分为 ２ 组：正常对

照组 １（ＣＣｌ４⁃Ｎ，ｎ ＝ ８）、模型对照组 １（ＣＣｌ４⁃Ｍ，ｎ ＝
８）。 ＣＣｌ４⁃Ｍ 组予腹腔注射 １０％ ＣＣｌ４ 诱导肝纤维化

模型，剂量为 ２ ｍＬ ／ ｋｇ［４］，２ ｄ １ 次，每周连续 ３ 次，共
持续 ４ 周。 ＣＣｌ４⁃Ｎ 组小鼠于相同时间点腹腔注射

等体积橄榄油。
ＤＤＣ 饮食模型：１６ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，适

用性饲养 ２ 周后，按体重分层随机分为 ２ 组：正常对

照组 ２（ＤＤＣ⁃Ｎ，ｎ ＝ ８）、模型对照组 ２（ＤＤＣ⁃Ｍ，ｎ ＝
８）。 ＤＤＣ⁃Ｍ 组予 ０􀆰 １％ ＤＤＣ 饲料喂养［５］，ＤＤＣ⁃Ｎ
组予不含 ＤＤＣ 的普通饲料喂养，共连续喂养 ４ 周。
１􀆰 ３􀆰 ２　 样本采集

　 　 造模 ４ 周后，各组小鼠按体重腹腔注射 ３％戊

巴比妥钠溶液进行麻醉，剂量为 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ。 下腔静

脉取血，收集血清；摘取肝、脾，称重记录。 留取约

０􀆰 ５ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ×０􀆰 ３ ｃｍ 大小肝组织，１０％甲醛溶液

固定。
１􀆰 ３􀆰 ３　 血清肝功能检测

　 　 按试剂盒说明书操作检测小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、
ＴＢｉｌ 及 Ａｌｂ 水平。
１􀆰 ３􀆰 ４　 肝组织 Ｈｙｐ 含量检测

　 　 在冰水混合物上称取约湿肝 ５０ ｍｇ，参照 Ｊａｍａｌｌ
盐酸水解法［６］检测肝组织 Ｈｙｐ 含量，结果以“μｇ ／ ｇ

肝组织”表示。
１􀆰 ３􀆰 ５　 肝组织病理染色

　 　 取 １ ｃｍ×１ ｃｍ×０􀆰 ３ ｃｍ 大小肝组织固定于 １０％
中性甲醛溶液。 固定 ２４ ｈ 后，梯度乙醇逐级脱水，
二甲苯透明，石蜡包埋，切片。 ＨＥ 染色观察肝组织

炎症活动情况，并根据 Ｓｃｈｅｕｅｒ 评分系统对炎症程

度进行分级［７］。 天狼猩红染色观察肝组织胶原沉

积情况， 采用 Ｉｓｈａｋ 评分系统对肝纤维化进行

分期［８］。
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 检测

　 　 称取 ５０ ｍｇ 的肝组织置于含 ０􀆰 ５ ｍＬ ＲＩＰＡ 裂解

液的离心管中，置入组织匀浆机中裂解蛋白，４ ℃以

１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集组织上清液。 按试剂盒

说明书检测肝组织上清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６和 ＩＬ⁃１β 含量。
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＲＮＡ 提取、文库构建和测序

　 　 采用 ＴＲＩｚｏｌ 裂解液提取小鼠的总 ＲＮＡ，检测

ＲＮＡ 纯度及分析 ＲＮＡ 的完整性。 质检合格后构建

转录组文库，并在 ｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ 测序平台对

文库进行测序，获得待测片段的序列信息。 利用

Ｆａｓｔｐ 软件对原始数据进行质控并过滤，去除低质量

及冗余序列［９］。
１􀆰 ３􀆰 ８　 差异表达基因筛选

　 　 采用 Ｒ４􀆰 ２􀆰 １ 软件的 “ ＤＥＳｅｑ２ 包” 对原始

Ｃｏｕｎｔｓ 矩阵进行进行标准化处理及差异分析［１０］，将
筛选条件设为􀰙 ＬｏｇＦＣ 􀰙＞２ 和 ｐ． ａｄｊ＜０􀆰 ０５，获取上

调和下调的差异基因。 利用“ｇｇｐｌｏｔ２［３􀆰 ３􀆰 ６］包”和
“ＶｅｎｎＤｉａｇｒａｍ［１􀆰 ７􀆰 ３］ 包” 绘制火山图、韦恩图和

ＵｐＳｅｔ 图［１１］。
１􀆰 ３􀆰 ９ 　 蛋 白 质 与 蛋 白 质 互 作 （ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）分析

　 　 采用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ，
更新至 ２０２３ 年 ８ 月 １３ 日），检索类型为 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ
Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ Ｎａｍｅｓ ／ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒｓ，基因类型为小鼠（ｍｕｓ
ｍｕｓｃｕｌｕｓ）；对网络呈现交互分数选择高等可信值

０􀆰 ７；同时隐藏孤立的蛋白，获得差异表达基因的

ＰＰＩ 网络图。
１􀆰 ３􀆰 １０　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析

　 　 利用 Ｒ４􀆰 ２􀆰 １ 软件的“ｏｒｇ． Ｍｍ． ｅｇ． ｄｂ 包”将差

异基因 （􀰙 ＬｏｇＦＣ 􀰙 ＞ ２ 且 ｐ． ａｄｊ ＜ ０􀆰 ０５） 转换成

ＥｎｔｒｅｚＩＤ，再通过“ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ［４􀆰 ４􀆰 ４］包”进行 ＧＯ
和 ＫＥＧＧ 富集分析，显著性 ｃｕｔ⁃ｏｆｆ 值设置为 ｐ． ａｄｊ＜
０􀆰 ０５，获得生物学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、细胞

组 分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ ） 和 分 子 功 能

４３ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ） 上的基因富集数，并绘制

ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 气泡图［１２］。
１􀆰 ３􀆰 １１　 关键基因的实时荧光定量 ＰＣＲ（ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）验证

　 　 通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测关键基因的表达水平，进一

步验证转录序列数据的可靠性。 提取 １５ ｍｇ 肝组织

的总 ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ 模板，并参照说明书进

行 ＰＣＲ 扩增。 根据各组的 Ｃｔ 值，选用 ＧＡＰＤＨ 作为

内参基因，通过 ２－ΔΔＣｔ 法计算各组样本 ｍＲＮＡ 的相

对表达量。 引物序列详见表 １。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行统计学分析。 计量资

料以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示；若符合正态分布时

采用独立样本 ｔ 检验分析；若不符合正态分布时采

用非参数检验。 单项有序分类资料采用 Ｒｉｄｉｔ 分析；

以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 两种模型小鼠一般情况比较

　 　 正常小鼠皮毛有光泽，活泼好动，自由饮食饮

水不受限。 与正常小鼠相比，ＣＣｌ４ 染毒小鼠随着造

模时间的延长，出现体重下降、食欲减退、行动迟

缓，肝 ／体比与脾 ／体比明显增加（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。 ＤＤＣ
饮食的小鼠食量减退、反应迟缓、活动减少、皮毛无

光泽，小鼠脚掌及耳缘皮肤黄染明显，肝指数显著

增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ２、表 ３。
２􀆰 ２　 两种模型血清肝功能情况比较

　 　 经 ＣＣｌ４ 染毒或 ＤＤＣ 饮食后，小鼠血清 ＡＬＴ、
ＡＳＴ、ＴＢｉｌ 水平均显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），Ａｌｂ 水平均明

显降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见表 ４、表 ５。
表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
基因名

Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ
上游引物序列（５’→３’）

Ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’→３’）
下游引物序列（５’→３’）

Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’→３’）
Ｍｕｐ１５ ＴＧＡＡＧＡＴＧＣＴＧＴＴＧＣＴＧＣＴＧＴＧ ＧＴＣＡＧＡＧＧＣＣＡＧＧＡＴＡＡＴＡＧＴＡＴＧＣ

Ｍｕｐ⁃ｐｓ１６ ＴＧＧＣＡＧＧＴＡＧＴＡＧＣＡＡＡＧＡＡＡＧＴＧ ＡＡＴＣＴＣＡＴＴＣＡＴＴＣＴＣＧＧＴＣＣＡＣＡＣ
Ｍｕｐ１２ ＴＧＴＧＡＧＡＡＧＣＡＴＧＧＡＡＴＣＣＴＴＡＧＡＧ ＴＧＧＡＧＧＣＡＧＣＧＡＴＣＴＧＴＡＧＴＧ
Ｍｕｐ７ ＧＴＴＣＡＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＡＡＧＧＴＴＴＧＣ ＧＡＧＧＣＡＧＣＧＡＴＴＧＧＣＡＴＴＧＧ
Ｍｕｐ１９ ＧＴＴＣＡＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＡＡＧＧＴＴＴＧＣ ＧＡＧＧＣＡＧＣＧＡＴＴＧＧＣＡＴＴＧＧ
Ｍｕｐ１７ ＧＴＴＣＡＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＡＡＧＧＴＴＴＧＣ ＧＧＡＧＧＣＡＧＣＧＡＴＴＧＧＣＡＴＴＧ
Ｍｕｐ１ ＧＴＴＣＡＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＡＡＧＧＴＴＴＧＣ ＧＡＧＧＣＡＧＣＧＡＴＴＧＧＣＡＴＴＧＧ
Ｍｕｐ５ ＴＣＧＡＧＡＡＣＣＡＧＡＴＴＴＧＡＧＴＴＣＡＧＡＣ ＧＧＡＧＧＣＡＧＣＧＡＴＴＧＧＣＡＴＴＧ
Ｍｕｐ１１ ＧＴＴＣＡＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＡＡＧＧＴＴＴＧＣ ＧＡＧＧＣＡＧＣＧＡＴＴＧＧＣＡＴＴＧＧ
Ｈｓｄ３ｂ５ ＡＧＣＣＡＡＧＧＴＧＡＣＧＧＴＡＣＴＧＡＧ ＧＣＡＧＣＧＧＴＧＴＧＧＡＴＧＡＴＧＡＣ
Ｍｕｐ１３ ＧＴＴＣＡＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＡＡＧＧＴＴＴＧＣ ＧＡＧＧＣＡＧＣＧＡＴＴＧＧＣＡＴＴＧＧ
Ｍｏｘｄ１ ＧＣＣＴＧＣＣＡＧＴＧＡＡＴＧＴＧＡＧＡＴＧ ＡＣＡＣＣＡＡＡＧＧＴＴＣＴＧＣＴＴＴＡＴＡＧＧＧ
Ｓ１００ｇ ＣＣＧＧＡＣＣＡＧＣＴＣＴＣＣＡＡＧＧ ＡＡＣＴＴＣＴＣＣＡＴＣＧＣＣＡＴＴＣＴＴＡＴＣＣ
Ｓｐｒｒ１ａ ＧＣＣＡＧＣＣＴＡＡＧＧＴＧＣＣＡＧＡＧ ＧＴＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＡＧＴＧＡＣＡＧＴＴＧＡＧ
Ｇｐｎｍｂ ＡＧＡＴＧＣＣＡＧＡＡＧＧＡＡＧＡＴＧＣＴＡＡＴＧ ＣＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧＴＣＡＧＴＣＣＣＡＡＡＴＣ
Ｖｍｎ２ｒ３ ＡＡＣＴＧＴＴＴＣＴＣＣＡＣＣＡＣＣＡＡＡＧＣ ＣＴＣＣＡＧＣＡＡＧＴＧＡＣＡＴＡＧＴＴＧＡＴＣＣ
Ａｔｆ３ ＧＧＡＡＧＡＧＣＴＧＡＧＡＴＴＣＧＣＣＡＴＣ ＴＣＴＧＴＴＧＴＴＧＡＣＧＧＴＡＡＣＴＧＡＣＴＣ
Ｅｇｒ２ ＣＣＴＧＡＡＣＴＧＧＡＣＣＡＣＣＴＣＴＡＣＴＣ ＧＧＣＧＧＣＧＡＴＡＡＧＡＡＴＧＣＴＧＡＡＧ
Ｄｍｋｎ ＡＡＣＡＧＣＧＧＣＡＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧ ＡＣＣＡＣＣＡＣＴＴＣＣＡＣＣＡＣＴＴＣＣ
Ｃｙｐ２ｂ９ ＡＧＣＧＧＡＧＴＧＴＧＧＡＧＧＡＧＡＧＧ ＡＡＧＡＣＡＡＴＧＧＡＧＣＡＧＡＴＧＡＴＧＴＴＧＧ
Ｃｄｃ２５ｃ ＴＧＡＣＡＡＴＧＧＡＡＡＣＴＴＧＧＴＧＧＡＣＡＧ ＡＴＣＴＣＴＴＣＴＧＣＣＴＧＧＴＣＴＴＣＴＣＣ
Ｔｉｎａｇ ＣＡＣＣＴＣＴＧＡＴＴＧＣＴＧＴＣＣＴＧＡＴＴＡＣ ＴＣＴＧＧＧＴＣＴＧＡＡＧＧＣＴＧＴＴＧＧ
Ｓｌｃ７ａ１１ ＧＴＴＣＧＣＴＧＴＣＴＣＣＡＧＧＴＴＡＴＴＣＴＡＣ ＡＧＡＧＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＧＴＣＡＧＡＧＧ
Ｆｍｏ３ ＴＧＣＣＴＴＣＴＧＴＡＡＡＣＧＡＣＡＴＧＡＴＧＧ ＧＴＣＴＧＧＡＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＡＴＴＧＣ
Ｃｆｔｒ ＡＡＴＡＧＴＣＧＴＣＴＣＧＧＣＡＴＴＡＣＡＡＣＣ ＧＣＴＧＴＧＣＴＧＴＡＴＧＡＡＧＧＡＡＧＴＡＧＧ
Ａｓｚｌ ＧＧＣＴＧＧＴＧＧＡＧＧＣＧＡＧＡＧ ＧＧＴＧＧＴＣＡＧＴＧＣＴＴＴＣＴＴＡＡＡＴＧＴＣ

Ｍｍｐ１２ ＧＧＡＣＡＡＣＴＣＡＡＣＴＣＴＧＧＣＡＡＴＡＡＴＧ ＣＧＣＴＴＣＡＴＣＣＡＴＣＴＴＧＡＣＣＴＣＴＧ
Ｃｌｃａ３ａ２ ＧＣＡＧＡＧＡＣＡＧＧＴＡＣＴＴＧＧＡＣＴＴＡＣ ＡＴＧＴＧＡＧＣＧＧＴＡＧＣＣＡＧＧＡＧ
Ｆｂｎ２ ＴＣＴＧＡＡＴＧＣＴＧＣＴＧＴＧＣＴＡＡＴＣＣ ＧＡＴＧＣＣＧＡＴＧＣＣＡＣＴＧＣＴＡＣ
Ｇａｐｄｈ ＧＡＣＴＣＣＡＣＴＣＡＣＧＧＣＡＡＡＴＴＣＡＡＣ ＧＡＣＡＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣ
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表 ２　 ＣＣｌ４ 染毒对小鼠肝 ／体比和脾 ／体比的影响（ｎ＝ ８，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｎ ｌｉｖｅｒ ／ ｂｏｄｙ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ／ ｂｏｄｙ ｒａｔｉｏｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

肝 ／ 体比 ／ ％
Ｌｉｖｅｒ ／ ｂｏｄｙ ｒａｔｉｏ

脾 ／ 体比 ／ ‰
Ｓｐｌｅｅｎ ／ ｂｏｄｙ ｒａｔｉｏ

正常对照组 １
ＣＣｌ４ ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ２１±０􀆰 ０８ ３􀆰 ７０±０􀆰 ３５

模型对照组 １
ＣＣｌ４ ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ３２±０􀆰 ０８∗∗ ６􀆰 １０±０􀆰 ３５∗∗

注：与正常对照组 １ 相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＣｌ４ ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

表 ３　 ＤＤＣ 饮食对小鼠肝、脾体比的影响（ｎ＝ ８，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｏｎ ｌｉｖｅｒ ／ ｂｏｄｙ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ／ ｂｏｄｙ ｒａｔｉｏｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

肝 ／ 体比 ／ ％
Ｌｉｖｅｒ ／ ｂｏｄｙ ｒａｔｉｏ

脾 ／ 体比 ／ ‰
Ｓｐｌｅｅｎ ／ ｂｏｄｙ ｒａｔｉｏ

正常对照组 ２
ＤＤＣ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ８５±０􀆰 ２６ ４􀆰 ４８±１􀆰 ４４

模型对照组 ２
ＤＤＣ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ９􀆰 ０１±０􀆰 ７７∗∗ ６􀆰 １４±０􀆰 ７４∗

注：与正常对照组 ２ 相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＤＣ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

表 ４　 ＣＣｌ４ 染毒对小鼠血清肝功能的影响（ｎ＝ ８，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｌｉｖｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

丙氨酸氨基转移酶 ／ （ ＩＵ ／ Ｌ）
ＡＬＴ

天门冬氨基转移酶 ／ （ ＩＵ ／ Ｌ）
ＡＳＴ

总胆红 ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＴＢＩＬ

白蛋白 ／ （ｇ ／ Ｌ）
Ａｌｂ

正常对照组 １
ＣＣｌ４ ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ ２３􀆰 ９４±１􀆰 ５６ ３２􀆰 ５６±３􀆰 ９０ ４􀆰 ０２±０􀆰 １９ ２９􀆰 ９５±０􀆰 ６９

模型对照组 １
ＣＣｌ４ ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ １６２􀆰 ４９±２􀆰 １３∗∗ １３１􀆰 ４５±６􀆰 １９∗∗ ９􀆰 ５５±０􀆰 ４４∗∗ ２１􀆰 ９０±０􀆰 １８∗∗

注：与正常对照组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＣｌ４ ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

表 ５　 ＤＤＣ 喂养对小鼠血清肝功能的影响（ｎ＝ ８，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｌｉｖｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

丙氨酸氨基转移酶 ／ （ ＩＵ ／ Ｌ）
ＡＬＴ

天门冬氨基转移酶 ／ （ ＩＵ ／ Ｌ）
ＡＳＴ

总胆红 ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＴＢＩＬ

白蛋白 ／ （ｇ ／ Ｌ）
Ａｌｂ

正常对照组 ２
ＤＤＣ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 ９２±６􀆰 ６６ ２１􀆰 ５４±８􀆰 ８６ ２􀆰 ６５±０􀆰 ５９ ３２􀆰 ５６±０􀆰 ７３

模型对照组 ２
ＤＤＣ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ １５３􀆰 １８±１２􀆰 ２０∗∗ １１８􀆰 １５±１７􀆰 ０２∗∗ １１􀆰 ８８±０􀆰 ９０∗∗ ２６􀆰 ２６±１􀆰 ６１∗∗

注：与正常对照组 ２ 相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＤＣ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

２􀆰 ３　 两种模型肝组织 ＨＥ 和天狼猩红染色比较

　 　 正常小鼠肝组织肝小叶结构完整、肝窦清晰；
肝细胞呈条索状排列整齐，在中央静脉周围呈放射

状分布；汇管区无明显炎症细胞浸润，炎症分级均

为 Ｇ０，纤维化分期均为 Ｓ０。 ＣＣｌ４ 染毒小鼠肝板结

构破坏，肝细胞排列紊乱呈气球样变，汇管区周围

可见许多炎性细胞浸润，炎症分级主要以 Ｇ３ 为主，
纤维化分期主要以 Ｓ３ 为主。 ＤＤＣ 喂养小鼠肝肝细

胞排列紊乱，汇管区及胆管周围可见大量炎症细胞

浸润，炎症分级主要以 Ｇ３ 为主，纤维化分期主要以

Ｓ２ 为主。 见图 １、表 ６～表 ９。
２􀆰 ４　 两种模型肝组织 Ｈｙｐ 水平比较

　 　 经 ＣＣｌ４ 染毒或 ＤＤＣ 饮食后，小鼠肝组织 Ｈｙｐ
含量均显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见表 １０、表 １１。
２􀆰 ５　 两种模型肝组织炎症因子水平比较

　 　 经 ＣＣｌ４ 染毒或 ＤＤＣ 饮食后，小鼠肝组织炎症

因子 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 含量均显 著 升 高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 见表 １２、表 １３。
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注：Ａ：ＣＣｌ４ 模型；Ｂ：ＤＤＣ 模型。

图 １　 两种模型肝组织 ＨＥ 和天狼猩红染色情况

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＣＣｌ４ ｍｏｄｅｌ． Ｂ， ＤＤＣ ｍｏｄｅｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＥ ａｎｄ Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｓ

表 ６　 ＣＣｌ４ 染毒对小鼠肝炎症分级的影响（ｎ＝ ８，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒａｄｅｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

肝炎症分级
Ｇｒａｄｅｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

０ 级
Ｇ０

１ 级
Ｇ１

２ 级
Ｇ２

３ 级
Ｇ３

４ 级
Ｇ４

Ｒｉｄｉｔ 分析
Ｒｉｄｉｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｒ 值
Ｒ ｖａｌｕｅ

正常对照组 １
ＣＣｌ４ ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ ８ ０ ０ ０ ０ ０􀆰 ２５

模型对照组 １
ＣＣｌ４ ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ０ １ ２ ４ １ ０􀆰 ７５∗∗

注：与正常对照组 １ 相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＣｌ４ ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

表 ７　 ＣＣｌ４ 染毒对小鼠肝纤维化分期的影响（ｎ＝ ８，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

肝纤维化分期
Ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ

０ 期 １ 期 ２ 期 ３ 期 ４ 期

Ｓ０ Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４

Ｒｉｄｉｔ 分析
Ｒｉｄｉｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｒ 值

Ｒ ｖａｌｕｅ
正常对照组 １
ＣＣｌ４ ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ ８ ０ ０ ０ ０ ０􀆰 ２５

模型对照组 １
ＣＣｌ４ ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ０ ０ ３ ５ ０ 　 ０􀆰 ７５∗∗

注：与正常对照组 １ 相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＣｌ４ ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

表 ８　 ＤＤＣ 饮食对小鼠肝炎症分级的影响（ｎ＝ ８，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒａｄｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

肝炎症分级

Ｇｒａｄｅｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
０ 级 １ 级 ２ 级 ３ 级 ４ 级

Ｇ０ Ｇ１ Ｇ２ Ｇ３ Ｇ４

Ｒｉｄｉｔ 分析
Ｒｉｄｉｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｒ 值
Ｒ ｖａｌｕｅ

正常对照组 ２
ＤＤＣ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ

８ ０ ０ ０ ０ ０􀆰 ２５

模型对照组 ２
ＤＤＣ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ

０ ０ ２ ５ １ 　 ０􀆰 ７５∗∗

注：与正常对照组 ２ 相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＤＣ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．
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表 ９　 ＤＤＣ 饮食对小鼠肝纤维化分期的影响（ｎ＝ ８，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔａｇｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

肝纤维化分期
Ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ

０ 期 １ 期 ２ 期 ３ 期 ４ 期

Ｓ０ Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４

Ｒｉｄｉｔ 分析
Ｒｉｄｉｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｒ 值

Ｒ ｖａｌｕｅ
正常对照组 ２
ＤＤＣ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ

８ ０ ０ ０ ０ ０􀆰 ２５

模型对照组 ２
ＤＤＣ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ

０ ４ ４ ０ ０ 　 ０􀆰 ７５∗∗

注：与正常对照组 ２ 相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＤＣ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

表 １０　 ＣＣｌ４ 染毒对小鼠肝组织 Ｈｙｐ 水平的影响（ｎ＝ ８，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ １０　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｎ Ｈｙｐ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ

ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ
组别

Ｇｒｏｕｐｓ
Ｈｙｐ（μｇ ／ ｇ 肝组织）

Ｈｙｐ（μｇ ／ ｇ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ）
正常对照组 １
ＣＣｌ４ ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ ４５􀆰 １０±６􀆰 ２９

模型对照组 １
ＣＣｌ４ ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ 　 ２０２􀆰 ３７±５４􀆰 ３２∗∗

注：与正常对照组 １ 相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＣｌ４ ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

表 １１　 ＤＤＣ 饮食对小鼠肝组织 Ｈｙｐ 水平的影响（ｎ＝ ８，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ １１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｏｎ Ｈｙｐ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ

ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

Ｈｙｐ（μｇ ／ ｇ 肝组织）
Ｈｙｐ（μｇ ／ ｇ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ）

正常对照组 ２
ＤＤＣ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ ４４􀆰 ７０±１０􀆰 １７

模型对照组 ２
ＤＤＣ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ １４９􀆰 ９４±７􀆰 ６９∗∗

注：与正常对照组 ２ 相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＤＣ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

表 １２　 ＣＣｌ４ 染毒对小鼠血清炎症因子水平的影响（ｎ＝ ８，􀭰ｘ±ｓ，ｐｇ ／ ｍＬ）
Ｔａｂｌｅ １２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

白介素－１β
ＩＬ⁃１β

肿瘤坏死因子－α
ＴＮＦ⁃α

白介素－６
ＩＬ⁃６

正常对照组 １
ＣＣｌ４ ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ２７±２􀆰 １６ ３􀆰 ４５±１􀆰 ０９ ２􀆰 ６８±０􀆰 ５３

模型对照组 １
ＣＣｌ４ ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ 　 ４４􀆰 ３１±６􀆰 ２３∗∗ 　 １２􀆰 ２８±２􀆰 ２５∗∗ 　 ５􀆰 ０４±０􀆰 ６２∗∗

注：与正常对照组 １ 相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＣｌ４ ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

表 １３　 ＤＤＣ 饮食对小鼠血清炎症因子水平的影响（ｎ＝ ８，􀭰ｘ±ｓ，ｐｇ ／ ｍＬ）
Ｔａｂｌｅ １３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ
白细胞介素－１β

ＩＬ⁃１β
肿瘤坏死因子－α

ＴＮＦ⁃α
白介素－６

ＩＬ⁃６
正常对照组 ２
ＤＤＣ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ

３􀆰 ３８±０􀆰 ３５ １􀆰 ８６±０􀆰 ７９ ２􀆰 ２０±０􀆰 ８９

模型对照组 ２
ＤＤＣ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ 　 １３９２􀆰 ３６±２２７􀆰 ６４∗∗ 　 ３５０􀆰 ６６±１２３􀆰 ９０∗∗ 　 １６􀆰 ３６±１􀆰 ４５∗∗

注：与正常对照组 ２ 相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＤＣ⁃Ｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

２􀆰 ６　 两种模型小鼠肝的差异表达基因

　 　 差异表达基因热图和火山图显示了两种模型
小鼠肝差异基因的分布情况。 与正常小鼠相比，
ＣＣｌ４ 染 毒 小 鼠 肝 组 织 Ｓ１００ｇ、 Ｓｐｒｒ１ａ、 Ｇｐｎｍｂ、
Ｖｍｎ２ｒ３、Ａｔｆ３、Ｅｇｒ２、Ｄｍｋｎ、Ｃｙｐ２ｂ９、Ｃｄｃ２５ｃ、Ｂｈｌｈａ１５
等 １３０２ 个基因表达显著上调，Ｍｕｐ１５、Ｍｕｐ⁃ｐｓ１６、
Ｍｕｐ１２、Ｍｕｐ７、Ｍｕｐ１９、Ｍｕｐ１７、Ｍｕｐ１、Ｍｕｐ５、Ｍｕｐ１１、
Ｈｓｄ３ｂ５ 等 ５１８ 个基因表达显著下调；ＤＤＣ 饮食小鼠

肝组织 Ｓｐｒｒ１ａ、Ｃａｃｎａ１ｂ、Ｔｉｎａｇ、Ｓｌｃ７ａ１１、Ｆｍｏ３、Ｃｆｔｒ、

Ａｓｚ１、Ｍｍｐ１２、Ｃｌｃａ３ａ２、Ｆｂｎ２ 等 １９７８ 个基因表达显

著上调，Ｍｕｐ１３、Ｍｕｐ１、Ｍｕｐ１１、Ｍｕｐ７、Ｍｕｐ１５、Ｍｕｐ１９、
Ｍｏｘｄ１、Ｍｕｐ１７、Ｍｕｐ１２、Ｈｓｄ３ｂ５ 等 ３９５ 个基因表达显

著下调。
将 ＣＣｌ４ 染毒模型的差异基因与 ＤＤＣ 饮食模型

的差异基因取交集，结果发现共有 １０５５ 个交集基
因，其中同时在 ＣＣｌ４ 染毒与 ＤＤＣ 饮食小鼠肝组织

上 调 基 因 有 ８８０ 个： Ｓｐｒｒ１ａ、 Ｇｐｎｍｂ、 Ａｔｆ３、 Ｅｇｒ２、
Ｃｙｐ２ｂ９、Ｃｄｃ２５ｃ、Ｆｏｓｌ１、Ａｋｒ１ｃ１８、Ｔｉｎａｇ 等；同时下调
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基因有 １０３ 个：Ｍｕｐ７、Ｍｕｐ１、Ｍｕｐ１６、Ｈｓｄ３ｂ５、Ｍｕｐ１９、
Ｍｕｐ１７、Ｍｕｐ１１、Ｍｕｐ１４、Ｍｕｐ１８ 等（图 ２）。

注：Ａ：正常小鼠和 ＣＣｌ４ 染毒小鼠肝差异基因热图；Ｂ：正常小鼠和 ＣＣｌ４ 染毒小鼠肝差异基因火山图；Ｃ：正常小鼠和 ＤＤＣ 饮食小鼠肝差异基因

热图；Ｄ：正常小鼠和 ＤＤＣ 饮食小鼠肝差异基因火山图；Ｅ：ＣＣｌ４ 模型和 ＤＤＣ 模型差异基因的韦恩图；Ｆ：ＣＣｌ４ 模型和 ＤＤＣ 模型差异基因的

Ｕｐｓｅｔ 图。

图 ２　 两种模型肝组织差异基因比较情况

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｈｅａｔ ｍａｐ ｆｏｒ ｈｅｐａｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｍｉｃｅ． Ｂ， Ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｆｏｒ ｈｅｐａｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｍｉｃｅ． Ｃ， Ｈｅａｔ ｍａｐ ｆｏｒ ｈｅｐａｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｍｉｃｅ． Ｄ， Ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｆｏｒ ｈｅｐａｔｉｃ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｍｉｃｅ． Ｅ， Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＣｌ４ ａｎｄ ＤＤＣ ｍｏｄｅｌｓ． Ｆ， Ｕｐｓｅｔ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＣｌ４ ａｎｄ ＤＤＣ ｍｏｄｅｌｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ

进一步分析，仅在 ＣＣｌ４ 染毒模型中表达的差异

基因有 ７９２ 个，其中上调基因有 ４１５ 个： Ｓ１００ ｇ、
Ｖｍｎ２ｒ３、Ｄｍｋｎ、 Ｂｈｌｈａ１５、 Ａｒｅｇ 等；下调基因有 ３７７
个： Ｉｒｘ１、 Ｆｉｔｍ１、 Ｓｌｃ２２ａ３、 Ｖｗａ５ｂ２、 Ｄｍｒｔ２ 等； 仅 在

ＤＤＣ 饮食模型中表达的差异基因有 １３４５ 个，其中

上调基因有 １０６０ 个： Ｃａｃｎａ１ｂ、 Ｆｍｏ３、 Ａｓｚ１、 Ｋｒｔ２０、
Ｇｊｂ３ 等； 下 调 基 因 有 ２８５ 个： Ｐｉｔｘ３、 Ｓｅｒｐｉｎａ９、
Ｓｅｒｐｉｎａ１ｅ、Ｔｒｈｄｅ、Ｍｕｐ１０ 等。
２􀆰 ７　 两种模型肝组织差异基因的 ＰＰＩ 分析

　 　 通过 Ｓｔｒｉｎｇ 数据库构建差异两种模型肝组织差

异基因的蛋白网络互作图，ＣＣｌ４ 染毒模型的差异基

因组成互作网络主要与 Ｂｕｂｌｂ、Ｋｉｆ１１、Ｐｌｋ１、Ｃｄｋ１、
Ｃｄｃ２０、Ｃｅｎｐｅ、Ｂｕｂ１、Ｃｃｎａ２、Ｃｄｃａ８、Ｃｅｎｐｆ 等蛋白相

关，占据了其 ＰＰＩ 网络的中心位置；ＤＤＣ 饮食模型

的差异基因组成互作网络主要与 Ｂｕｂｌｂ、Ｃｄｋ１、Ｐｌｋ１、
Ｃｅｎｐｅ、Ｃｃｎａ２、Ｃｅｎｐｆ、Ｂｕｂ１、Ｋｉｆ２０ａ、Ｃｄｃ２０、Ｃｄｃａ８ 等蛋

白相关，占据了其 ＰＰＩ 网络的中心位置；将 ＣＣｌ４ 染

毒模型的差异基因与 ＤＤＣ 饮食模型的差异基因取

交集，结果发现两者的交集基因组成的互作网络主

要与 Ｋｉｆ１１、Ｂｕｂｌｂ、Ｐｌｋ１、Ｃｄｋ１、Ｃｅｎｐｅ、Ｂｕｂ１、Ｃｄｃ２０、
Ｃｃｎａ２、Ｃｄｃａ８、Ｃｅｎｐｆ 等蛋白相关，占据了其 ＰＰＩ 网络

的中心位置（图 ３）。
２􀆰 ８　 两种模型肝组织差异表达基因的 ＧＯ 分析

　 　 ＣＣｌ４ 染毒模型中，小鼠肝差异表达基因在 １８５３

９３中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



注：Ａ：正常小鼠和 ＣＣｌ４ 染毒小鼠肝差异基因 ＰＰＩ 网络图；Ｂ：调控正常小鼠和 ＣＣｌ４ 染毒小鼠肝差异基因 ＰＰＩ 网络排名前 ３０ 名关键基

因；Ｃ：正常小鼠和 ＤＤＣ 饮食小鼠肝差异基因 ＰＰＩ 网络图；Ｄ：调控正常小鼠和 ＤＤＣ 饮食小鼠肝差异基因 ＰＰＩ 网络排名前 ３０ 名关键基

因；Ｅ：ＣＣｌ４ 模型和 ＤＤＣ 模型小鼠肝差异基因 ＰＰＩ 网络图；Ｆ：调控 ＣＣｌ４ 模型和 ＤＤＣ 模型小鼠肝差异基因 ＰＰＩ 网络排名前 ３０ 名关键

基因。

图 ３　 两种模型肝组织差异基因的 ＰＰＩ 网络图

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｍａｐ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｍｉｃｅ． Ｂ， Ｔｏｐ ３０ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｔｈａｔ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｍｉｃｅ． Ｃ， ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｍａｐ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ

ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｍｉｃｅ． Ｄ， Ｔｏｐ ３０ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｔｈａｔ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｍｉｃｅ． Ｅ，
ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｍａｐ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｍｉｃｅ． Ｆ， Ｔｏｐ ３０ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｔｈａｔ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ

个生物过程（ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、２０４ 个细胞组

分 （ ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ ） 和 ２５７ 个 分 子 功 能

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）中富集。 ＢＰ 包括染色体分

离、减数分裂细胞周期、核分离、细胞器位置的建

立、膜电位的调节等过程；ＣＣ 包括含胶原蛋白的细

胞外基质、微管、谷氨酸能突出、浓缩染色体、离子

通道复合物等组分；ＭＦ 包括细胞粘附分子结合、离
子通道激活、细胞外基质结构组成、糖胺聚糖结合、
ＧＴＰ 酶调节器的激活等功能（图 ４Ａ）。

ＤＤＣ 饮食模型中，小鼠肝差异表达基因在 ２１８４
个 ＢＰ、１８０ 个 ＣＣ 和 ２４２ 个 ＭＦ 中富集。 ＢＰ 包括细

胞粘附的正向调节、细胞外基质组织形成、细胞趋

化、外界刺激正向调控、免疫系统的负向调节等过

程；ＣＣ 包括包含胶原蛋白的外基质、微管、染色体区

域、基底膜、跨膜转运蛋白复合物等组分；ＭＦ 包括细

胞粘附分子结合、肌动蛋白结合、微管蛋白结合、糖胺

聚糖结合、Ｇ 蛋白偶联受体结合等功能（图 ４Ｂ）。
ＣＣｌ４ 染毒模型的差异基因与 ＤＤＣ 饮食模型的

差异基因取交集，结果发现两者的交集基因在 １３５５
个 ＢＰ、１２８ 个 ＣＣ 和 １４６ 个 ＭＦ 中富集。 ＢＰ 包括细

胞外基质组织的形成、核分离、突触组织的形成、染
色体分离调节、减数核分裂等过程（图 ４Ｃ）；ＣＣ 包括

胶原蛋白的外基质、染色体着丝粒区、染色体区域、
突触前、胶原蛋白三聚体等组分（图 ４Ｄ）；ＭＦ 包括

细胞外基质结构组成、细胞粘附分子结合、细胞外

基质结构的抗拉强度、糖胺聚糖结合、肝素结合等

功能（图 ４Ｅ）。
进一步分析两种模型的非交集基因在 ＢＰ、ＣＣ
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和 ＭＦ 中的富集情况，结果发现：仅在 ＣＣｌ４ 染毒模

型表达的差异基因在 ９８４ 个 ＢＰ、１５１ 个 ＣＣ 和 １９０
个 ＭＦ 中富集。 ＢＰ 包括突触组织、认识、学习或者

记忆等过程；ＣＣ 包括突触前、突触膜、神经元突触等

过程；ＭＦ 被动跨膜转运体活性、通道活性、离子通

道活性等过程。 仅在 ＤＤＣ 饮食模型表达的差异基

因在 １４２１ 个 ＢＰ、１５９ 个 ＣＣ 和 ２３４ 个 ＭＦ 中富集。
ＢＰ 包括突触认识、白细胞迁移、认识等过程；ＣＣ 包

括突触前、受体复合体、突触膜等过程；ＭＦ 包括金

属离子跨膜转运体活性、通道活性、门控通道活动

等过程。

注：Ａ：正常小鼠和 ＣＣｌ４ 染毒小鼠差异表达基因的 ＧＯ 分析图；Ｂ：正常小鼠和 ＤＤＣ 饮食小鼠肝差异基因 ＧＯ 分析图；Ｃ：ＣＣｌ４ 模型和 ＤＤＣ

模型小鼠肝差异基因的 ＧＯ 分析中 ＢＰ 的韦恩图；Ｄ：ＣＣｌ４ 模型和 ＤＤＣ 模型小鼠肝差异基因的 ＧＯ 分析中 ＣＣ 的韦恩图 Ｅ：ＣＣｌ４ 模型和

ＤＤＣ 模型小鼠肝差异基因的 ＧＯ 分析中 ＭＦ 的韦恩图。

图 ４　 两种模型肝组织差异表达基因的 ＧＯ 分析

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｍｉｃｅ． Ｂ， ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ

ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｍｉｃｅ． Ｃ， Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＰ ｉｎ ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＣＣｌ４ ａｎｄ ＤＤＣ ｍｏｄｅｌｓ． Ｄ， Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ

ｏｆ ＣＣ ｉｎ ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＣＣｌ４ ａｎｄ ＤＤＣ ｍｏｄｅｌｓ． Ｅ， Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＭＦ ｉｎ ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＣＣｌ４
ａｎｄ ＤＤＣ ｍｏｄｅｌｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

２􀆰 ９　 两种模型肝组织差异表达基因的 ＫＥＧＧ 分析

　 　 ＣＣｌ４ 染毒模型中，小鼠肝差异表达基因 ＫＥＧＧ
结果显示，共激活 ２２ 条信号通路。 排名前 ５ 位的信

号通路包括：ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ、ＭＡＰＫ、焦点粘附、细胞因子

间相互作用、细胞周期等（图 ５Ａ）。 ＤＤＣ 饮食模型

中，小鼠肝差异表达基因 ＫＥＧＧ 结果显示，共激活

２９ 条信号通路，排名前 ５ 位的信号通路包括：细胞

因子间相互作用、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ、焦点粘附、趋化因子、
ＭＡＰＫ 等信号通路（图 ５Ｂ）。 将两种模型的 ＫＥＧＧ
通路取交集，共 １６ 条信号通路有交集，分别是细胞

外基质受体的相互作用、细胞周期、蛋白的消化与

吸收、焦点粘附、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 等信号通路（图 ５Ｃ）。
进一步分析两种模型的非交集基因在 ＫＥＧＧ

中的富集情况，结果发现：仅在 ＣＣｌ４ 染毒模型表达

的差异基因在 １９ 个 ＫＥＧＧ 通路中富集，包括神经活

性配体－受体相互作用、ＭＡＰＫ 信号通路、钙离子信

号通路、ｃＡＭＰ 信号通路等。 仅在 ＤＤＣ 饮食模型表

达的差异基因在 ２２ 个 ＫＥＧＧ 通路中富集，包括细胞

因子与细胞因子受体的相互作用、钙离子信号通

路、Ｒａｐ１ 信号通路、趋化因子信号通路、ＰＰＡＲ 信号

通路等。
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２􀆰 １０　 两种模型肝组织差异表达基因的 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
验证

　 　 为进一步验证转录组测序差异基因的表达水

平，将两组小鼠肝差异表达基因关键基因进行 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 验证。 在 ＣＣｌ４ 模型中，上调最显著的 ｔｏｐ１０
基因是Ｂｈｌｈａ１５、Ｃｄｃ２５ｃ、Ｃｙｐ２ｂ９、Ｄｍｋｎ、Ｅｇｒ２、Ａｔｆ３、

注：Ａ：正常小鼠和 ＣＣｌ４ 染毒小鼠差异表达基因的 ＫＥＧＧ 分析图；Ｂ：正常小鼠和 ＤＤＣ 饮食小鼠肝差异基因 ＫＥＧＧ 分析图；Ｃ：ＣＣｌ４
模型和 ＤＤＣ 模型小鼠肝差异基因的 ＫＥＧＧ 分析的韦恩图。

图 ５　 两种模型肝组织差异表达基因的 ＫＥＧＧ 分析

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｍｉｃｅ． Ｂ， ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｍｉｃｅ． Ｃ， Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＣｌ４
ａｎｄ ＤＤＣ ｍｏｄｅｌｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

注：Ａ：正常小鼠与 ＣＣｌ４ 染毒小鼠肝组织差异基因表达双向柱状图；Ｂ：正常小鼠与 ＤＤＣ 染毒小鼠肝组织差异基因表达双

向柱状图。

图 ６　 两种模型肝组织上调和下调差异基因的表达水平

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｍｉｃｅ． Ｂ， Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｓ
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Ｖｍｎ２ｒ３、Ｇｐｎｍｂ、Ｓｐｒｒ１ａ、Ｓ１００ ｇ；下调最显著的 ｔｏｐ１０
基因是 Ｈｓｄ３ｂ５、Ｍｕｐ１１、Ｍｕｐ５、Ｍｕｐ１７、Ｍｕｐ１９、Ｍｕｐ７、
Ｍｕｐ１２、Ｍｕｐ⁃ｐｓ１６、Ｍｕｐ１５（图 ６Ａ）。 在 ＤＤＣ 饮食模

型中，上调最显著的 ｔｏｐ１０ 基因是 Ｓｐｒｒ１ａ、Ｃａｃｎａ１ｂ、
Ｔｉｎａｇ、 Ｓｌｃ７ａ１１、 Ｆｍｏ３、 Ｃｆｔｒ、 Ａｓｚ１、 Ｍｍｐ１２、 Ｃｌｃａ３ａ２、
Ｆｂｎ２；下调最显著的 ｔｏｐ１０ 基因是 Ｍｕｐ１３、Ｍｕｐ１、
Ｍｕｐ１１、Ｍｕｐ７、Ｍｕｐ１５、Ｍｕｐ１９、Ｍｏｘｄ１、Ｍｕｐ１７、Ｍｕｐ１２、
Ｈｓｄ３ｂ５（图 ６Ｂ）。

与正常小鼠相比，ＣＣｌ４ 染毒小鼠的 Ｂｈｌｈａ１５、
Ｃｄｃ２５ｃ、 Ｃｙｐ２ｂ９、Ｄｍｋｎ、 Ｅｇｒ２、 Ａｔｆ３、 Ｖｍｎ２ｒ３、 Ｇｐｎｍｂ、

Ｓｐｒｒ１ａ、 Ｓ１００ ｇ 基因 ｍＲＮＡ 表达显著上调 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５ ）； Ｈｓｄ３ｂ５、 Ｍｕｐ１１、 ＡＭｕｐ５、 Ｍｕｐ１、 Ｍｕｐ１７、
Ｍｕｐ１９、Ｍｕｐ７、Ｍｕｐ１２、Ｍｕｐ⁃ｐｓ１６、Ｍｕｐ１５ 基因 ｍＲＮＡ
表达显著下调（Ｐ＜０􀆰 ０５），与转录组测序趋势一致

（图 ７Ａ）。 与正常小鼠相比， ＤＤＣ 饮食小鼠的

Ｓｐｒｒ１ａ、 Ｃａｃｎａ１ｂ、 Ｔｉｎａｇ、 Ｓｌｃ７ａ１１、 Ｆｍｏ３、 Ｃｆｔｒ、 Ａｓｚ１、
Ｍｍｐ１２、Ｃｌｃａ３ａ２、Ｆｂｎ２ 基因 ｍＲＮＡ 表达显著上调（Ｐ
＜０􀆰 ０５）；Ｍｕｐ１３、Ｍｕｐ１、Ｍｕｐ１１、Ｍｕｐ７、Ｍｕｐ１５、Ｍｕｐ１９、
Ｍｏｘｄ１、Ｍｕｐ１７、Ｍｕｐ１２、Ｈｓｄ３ｂ５ 基因 ｍＲＮＡ 表达显著

下调（Ｐ＜０􀆰 ０５），与转录组测序趋势一致（图 ７Ｂ）。

注：Ａ：ＣＣｌ４ 染毒小鼠肝差异表达基因中下调 ＴＯＰ ５ 和上调 ＴＯＰ ５ 基因的 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析；Ｂ：ＤＤＣ 饮食小鼠肝差异表达基因中下调 ＴＯＰ ５ 和

上调 ＴＯＰ ５ 基因的 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ。 Ｎ：正常对照组；Ｍ：模型对照组。 与模型对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ７　 ＣＣｌ４ 染毒和 ＤＤＣ 饮食模型小鼠肝差异表达基因 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＴＯＰ ５ ａｎｄ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＴＯＰ ５ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｍｉｃｅ． Ｂ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＴＯＰ ５ ａｎｄ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＴＯＰ ５ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｍｉｃｅ． Ｎ， Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｍ， Ｍｏｄｅｌ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＣＣｌ４ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ＤＤＣ ｄｉｅｔ ｍｉｃｅ

３　 讨论

　 　 肝纤维化是多种慢性肝疾病共同的病理结局，

常见病因包括病毒感染、酒精滥用、毒物接触、药品

使用不当、遗传代谢性疾病、自身免疫性疾病等［１３］。
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尽管不同病因导致肝纤维化的血清生化及肝组织

病理学特点有所差异，但多有肝组织炎症细胞浸润

和肝胶原沉积等共同表现。 目前，肝纤维化的治疗

仍存在难点，针对各种病因引起的肝纤维化的病理

机制以及相关治疗药物筛选的研究仍存在巨大挑

战。 目前，针对肝纤维化的病理、药理研究仍较大

程度地依赖于与人类肝纤维化病理机制相似的实

验动物模型的建立与应用。
动物模型是研究肝纤维化病理生理机制重要

的工具。 在肝纤维化的研究中可采用的模型种类

较多，目前常见的肝纤维化模型主要有：化学物质

诱导的模型（如乙醇、四氯化碳、硫代乙酰胺、二甲

基亚硝胺和二乙基亚硝胺等）、饮食诱导模型（如蛋

氨酸和胆碱缺乏饮食、高脂肪饮食、胆碱缺乏的 Ｌ－
氨基酸限定的饮食、ＤＤＣ 饮食等）、手术模型（如胆

管结扎）、转基因模型（如多药耐药相关蛋白 ２ 缺陷

小鼠）、感染模型（如肝炎病毒感染）等［１４］。 尽管这

些模型均可导致不同程度的肝炎症和纤维化，但制

备模型使用的诱导剂和诱导途径等不同都会影响

模型小鼠的病理生理过程。 ＣＣｌ４ 诱导肝纤维化模

型是经典的肝毒素诱导模型，其模型特点表现为肝

细胞气球样变及坏死、库普弗细胞激活和炎症反

应，导致多种细胞因子产生，促进 ＨＳＣ 激活，从而促

进肝纤维化［１５］。 ＤＤＣ 饮食诱导肝纤维化模型是饮

食诱导胆汁淤积的模型，其模型特点表现为原卟啉

在肝的积累，进而在导管内形成卟啉栓，阻塞小胆

管，损害胆管上皮，从而导致门静脉周围炎症、胆管

增殖（也称为胆管反应）和胆汁性肝纤维化［１６］。 以

上两种模型在肝纤维化病理和药理机制研究中广

泛应用，本研究复制 ＣＣｌ４ 染毒和 ＤＤＣ 饮食两种肝

毒性化合物诱导的肝纤维化小鼠模型，旨在观察

ＣＣｌ４ 染毒和 ＤＤＣ 饮食这两种不同的肝毒性化合物

诱导的肝纤维化模型共性和差异性的病理生理机

制，拟通过转录组测序进一步洞悉这两种模型细胞

和组织学特异性的表达特征，以进一步了解肝纤维

化模型的分子机制。
研究通过检测 ＣＣｌ４ 和 ＤＤＣ 两种模型的血清肝

功能（ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢｉｌ、Ａｌｂ）、肝组织炎症因子（ ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α）、ＨＥ 病理染色评价肝炎症情况，通过

检测肝组织 Ｈｙｐ 含量及肝组织天狼猩红染色评价

肝纤维化程度，发现这两种模型均可引起血清肝功

能异常、肝炎症浸润和胶原沉积，与文献报道一

致［１７］。 但两种模型的病理表现有所差别：ＣＣｌ４ 染毒

模型表现为小叶中心肝细胞坏死、细胞凋亡、中央

静脉周围纤维化；ＤＤＣ 饮食小鼠表现为门静脉周围

炎症、胆管增殖（也称为胆管反应）和胆汁淤积性肝

纤维化。
研究进一步使用生物信息学方法分析比较两

种模型的转录组数据，探索这两种肝毒性化合物诱

导肝纤维化模型关键基因构建的信号通路的共性

和差异。 结果发现，Ｍｕｐ１、 Ｍｕｐ１１、 Ｍｕｐ７、 Ｍｕｐ１５、
Ｍｕｐ１７、Ｍｕｐ１２ 等基因在两种模型中均明显下调，且
均在肝纤维化病理过程中参与了细胞因子－细胞因

子受体相互作用、花生四烯酸代谢、类固醇激素生

物合成、谷氨酸能突触、ＴＲＰ 通道的炎症介质调节

等与肝纤维化密切相关的通路及生物学过程。 值

得注意的是，这些共性作用基因均属于主要尿蛋白

（ｍａｊｏｒ ｕｒｉｎａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ， Ｍｕｐ）基因家族。 Ｍｕｐ 由一

个 ｃａ． ３５ 基因家族编码，在几个分泌器官中以组织

特异性方式表达，在肝、颌下、舌下腺、腮腺和泪腺

以及皮肤皮脂腺中大量分布［１８－１９］。 Ｍｕｐｓ 与肝疾病

密切相关，涉及肠道菌群调控［２０］、内质网应激反

应［２１］，并受到上皮－间质转分化重要蛋白锌指和同

源盒 ２ 的调控［２２］。 此外，在 ＣＣｌ４ 和 ＤＤＣ 两个肝纤

维化模型中共同上调的基因主要涉及 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信

号通路、ＭＡＰＫ 信号通路、ＥＣＭ－受体相互作用、细
胞周期、蛋白质消化和吸收等环节。 更值得注意的

是，Ｃｌｄｎ１５、Ｄｅｒｌ３、Ｈｓｐａ１ｂ、Ｌｒｐ２、Ｌｔｆ 等基因在 ＣＣｌ４ 模

型中上调，而在 ＤＤＣ 模型中表现为下调；Ａｍｅｒ２、
Ａｐｌｐ１、Ｂｅｘ２、Ｂｓｎ、Ｃａｍｋ２ａ 等基因在 ＣＣｌ４ 模型中下

调，而在 ＤＤＣ 模型中表现为上调，这提示同种基因

在不同的生理病理状态下可能发挥不同的作用。
研究通过 ＰＰＩ 网络分析还发现，ＣＣｌ４ 染毒和

ＤＤＣ 饮食模型共同的枢纽基因有 Ｂｕｂｌ、Ｐｌｋ１、Ｃｄｋ１、
Ｃｅｎｐｅ、Ｃｄｃ２０ 等基因，他们是肝纤维化 ｐ５３ 信号通

路、细胞周期环节调节中的关键基因。 通过 ＧＯ 和

ＫＥＧＧ 富集分析发现，两者共有的 ＢＰ 涉及细胞外基

质组织的形成、核分离、突触组织的形成、染色体分

离调节等过程；ＭＦ 涉及细胞外基质结构组成、细胞

粘附分子结合、细胞外基质结构的抗拉强度、糖胺

聚糖结合、肝素结合等功能；ＣＣ 主要是胶原蛋白的

外基质、染色体着丝粒区、染色体区域、突触前、胶
原蛋白三聚体等组分；ＫＥＧＧ 主要是细胞外基质受

体的相互作用、细胞周期、蛋白的消化与吸收、焦点

粘附、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 等信号通路，提示这两种模型均可

用于研究上述通路与肝纤维化发病机制。 而谷氨

４４ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



酸能突触、逆行内源性大麻素信号传导、ｃＡＭＰ 信号

通路、胆碱能突触、突触囊泡周期等通路特异性地

ＣＣｌ４ 模型富集；类固醇激素生物合成、吞噬体、细胞

粘附分子、胆汁分泌、补体和凝血级联等通路特异

性地在 ＤＤＣ 饮食模型富集，这提示在研究 ｃＡＭＰ 信

号通路通路与肝纤维化发病机制时，ＣＣｌ４ 模型可能

是更好的选择；而在研究胆汁分泌通路与肝纤维化

发病机制时，ＤＤＣ 模型可能是更合适的模型。
本研究通过高通量测序技术发现 ＣＣｌ４ 染毒和

ＤＤＣ 饮食两种模型的差异基因以及 ＫＥＧＧ 的通路，
符合肝纤维化的临床病理生理及转录基因水平的

变化差异。 然而，本研究仍存在一定的局限性。 首

先，小鼠和人类存在种属差异，小鼠测序所得差异

基因并不能完美地模仿人类肝纤维化的疾病表达

谱。 其次，该研究局限于转录组学水平上的观察，
缺乏蛋白组学、代谢组学等其他技术方法评价，为
该模型的分子机制提供多维度的验证。 最后，通过

ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 检查获得的差异表达基因的确切功能和

临床肝纤维化相关疾病中的作用也有待进一步深

入研究，以期为肝纤维化的防治提供理论依据。
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［１６］ 　 ＬＵＡ Ｉ， ＬＩ Ｙ， ＺＡＧＯＲＹ Ｊ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ
ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ， ｐｏｒｔａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ， ａｎｄ ｍｅｓｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ
ａｎｄ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｌｉｖｅｒｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｈｅｐａｔｏｌ， ２０１６， ６４（５）： １１３７－１１４６．
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ｍａｊｏｒ ｕｒｉｎａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ： ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｅｖｅｒａｌ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， １９８３， ３２（３）： ７５５－７６１．
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ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｐｒｏｔｅｏｍｅｓ ｉｎ ｇｕｔ⁃ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ⁃ｌａｃｋｉｎｇ ｍｉｃｅ
［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０１７， １４（３）： ２５７－２６７．

［２１］ 　 ＧＡＯ Ｒ， ＷＡＮＧ Ｈ， ＬＩ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｃｒｅｔｅｄ ＭＵＰ１ ｔｈａｔ ｒｅｄｕｃｅｄ
ｕｎｄｅｒ ＥＲ ｓｔｒｅｓｓ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ＥＲ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓ， ２０２３， １８７： １０６５８５．

［２２］ 　 ＪＩＡＮＧ Ｊ， ＣＲＥＡＳＹ Ｋ Ｔ， ＰＵＲＮＥＬＬ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｚｈｘ２ （ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒｓ
ａｎｄ ｈｏｍｅｏｂｏｘｅｓ ２ ） ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｍａｊｏｒ ｕｒｉｎａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２０１７， ２９２
（１６）： ６７６５－６７７４．
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｙ， ２０２４
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曲保全，吕书影，林文君，等． 芍药甘草颗粒对斑秃样小鼠毛发生长、行为学及下丘脑－垂体－肾上腺轴的影响 ［Ｊ］． 中国比较医

学杂志， ２０２４， ３４（５）： ４６－５４．
Ｑｕ ＢＱ， Ｌｙｕ ＳＹ， Ｌｉｎ ＷＪ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｈａｏｙａｏ Ｇａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅ ｏｎ ｈａｉｒ ｇｒｏｗｔｈ， ｂｅｈａｖｉｏｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ａｄｒｅｎａｌ
ａｘｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ａｌｏｐｅｃｉａ ａｒｅａｔａ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（５）： ４６－５４．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０５􀆰 ００５

［基金项目］国家自然科学基金（８１９７３６９１）。
［作者简介］曲保全（１９９５—），男，博士研究生，研究方向：中西医结合治疗皮肤病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：２２９６９３８３０７＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］杨顶权（１９７１—），男，博士生导师，主任医师，研究方向：中西医结合治疗皮肤病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙｄｑｌｘ＠ １６３． ｃｏｍ

芍药甘草颗粒对斑秃样小鼠毛发生长、行为学
及下丘脑－垂体－肾上腺轴的影响

曲保全１，吕书影２，林文君１，杨顶权３∗

（１．北京中医药大学，北京　 １０００２９；２．首都医科大学附属北京中医医院，北京　 １０００１０；
３．中日友好医院，北京　 １０００２９）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨芍药甘草颗粒对斑秃样小鼠毛发生长、行为学及下丘脑－垂体－肾上腺轴的影响。 方法

Ｃ３Ｈ ／ ＨｅＪ 小鼠 ４２ 只，随机分为空白对照组、模型组、芍药甘草颗粒高、中、低剂量组、促肾上腺皮质激素释放激素 １
型受体拮抗剂组、复方甘草酸苷片组，每组 ６ 只，分别予以不同药物干预。 进行照片和毛发镜拍摄、体重称量、行为

学测定，以及促肾上腺皮质激素释放激素、促肾上腺皮质激素、皮质醇、糖皮质激素受体、脑源性神经营养因子检

测。 结果　 与模型组比较，高剂量芍药甘草颗粒可加速斑秃样小鼠毛发再生及体重增长（Ｐ＜０􀆰 ０５），增加旷场实验

运动总路程及中央区运动路程占总路程百分比（Ｐ＜０􀆰 ０５），减少强迫游泳实验及悬尾实验不动时间（Ｐ＜０􀆰 ０５），降低

外周血促肾上腺皮质激素释放激素、促肾上腺皮质激素、皮质醇水平（Ｐ＜０􀆰 ０５），增加海马体糖皮质激素受体及脑

源性神经营养因子表达（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 芍药甘草颗粒能促进斑秃样小鼠毛发生长、改善其行为学表现，其作用

的发挥可能与下调促肾上腺皮质激素释放激素、促肾上腺皮质激素、皮质醇水平，上调糖皮质激素受体、脑源性神

经营养因子表达，抑制下丘脑－垂体－肾上腺轴过度活化相关。
【关键词】 　 芍药甘草颗粒；斑秃；下丘脑－垂体－肾上腺轴
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ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｓｈａｏｙａｏ Ｇａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｈａｉｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ＡＡ． Ｔｈｅｓｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＣＲＨ， ＡＣＴＨ， ａｎｄ ｃｏｒｔｉｓｏｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＧＲ ａｎｄ ＢＤＮＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＨＰＡ ａｘｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 　 Ｓｈａｏｙａｏ Ｇａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅ； ａｌｏｐｅｃｉａ ａｒｅａｔａ； ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ａｄｒｅｎａｌ ａｘｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 斑秃（ａｌｏｐｅｃｉａ ａｒｅａｔａ，ＡＡ）是一种突然发生的局

限性脱发，可发生于任何年龄，尤其好发于青壮年，
且复发率较高，其主要危害为损容性问题造成的心

理压力，如抑郁、焦虑、自卑等，可严重影响患者心

理健康、降低生活质量［１］。 临床治疗 ＡＡ 的药物主

要有糖皮质激素、免疫抑制剂等，这些药物虽效果

良好，但存在停药复发、副作用明显等问题，不适宜

长期使用［２］。
芍药甘草汤出自《伤寒论》，由芍药、甘草二药

组成，具有酸甘化阴、柔肝益脾、通顺血脉等多种功

效，近年来许多研究表明芍药甘草颗粒及其主要有

效成分治疗 ＡＡ 有效，无明显不良反应［３－６］，但具体

治疗机制尚不十分明确。 本实验通过观察芍药甘

草颗粒对 ＡＡ 样小鼠毛发生长、行为学及对促肾上

腺 皮 质 激 素 释 放 激 素 （ ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ⁃ｒｅｌｅａｓｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅ， ＣＲＨ ）、 促 肾 上 腺 皮 质 激 素

（ ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＡＣＴＨ ）、 皮 质 醇

（Ｃｏｒｔｉｓｏｌ）、糖皮质激素受体（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＧＲ ）、 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 （ ｂｒａｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ， ＢＤＮＦ）的调节作用，探讨芍药甘

草颗粒通过调控下丘脑－垂体－肾上腺（ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ
ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ａｄｒｅｎａｌ， ＨＰＡ）轴治疗 ＡＡ 的可能机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物　
　 　 ＳＰＦ 级 ６ ～ ８ 周龄雌性 Ｃ３Ｈ ／ ＨｅＪ 小鼠 ４２ 只，体
重 １８ ～ ２０ ｇ 购于北京唯尚立德生物科技有限公司

［ＳＣＸＫ（京）２０２１－００１０］，饲养于中日友好医院临床

医学研究所 ＳＰＦ 级动物实验中心［ＳＹＸＫ（京）２０２３－
０００１］，环境温度 ２２ ～ ２５ ℃，湿度 ５０％ ～ ７０％，适应

性喂养 ７ ｄ 后，无异常者纳入实验。 本实验经中日

友好医院实验动物伦理委员会批准（ ｚｒｙｈｙｙ２１－２１－
０８－０５），实验设计及实施过程严格遵循 ３Ｒ 原则。

１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 芍 药 甘 草 颗 粒 （ Ｓｈａｏｙａｏ Ｇａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅ，
ＳＹＧＣ）：芍药与甘草配伍比例为 ３ ∶ １，中药的采购

及加工由中日友好医院药剂科完成；复方甘草酸苷

片（Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎ Ｔａｂｌｅｔ， ＣＧＴ） （国药准字

Ｊ２０１３００７７，批 号 ２１０７６， Ａｋｉｙａｍａ Ｊｏｚａｉ Ｃｏ． ， Ｌｔｄ．
Ｈｅａｄ Ｆａｃｔｏｒｙ，日本）；促肾上腺皮质激素释放激素 １
型受体 （ ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ⁃ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １，
ＣＲＨＲ１）拮抗剂 Ａｎｔａｌａｒｍｉｎ（Ａ８７２７，Ｓｉｇｍａ，美国）；咪
喹莫特乳膏（国药准字 Ｈ２００３０１２９，批号 ４０２１０６０４，
四川明欣药业有限责任公司）；ＣＤ４ 抗体（ＮＢＰ２－
４６１４９， Ｎｏｖｕｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ， 美 国 ）； ＣＤ８ 抗 体

（ ａｂ１７１４７， Ａｂｃａｍ， 英 国 ）； ＣＲＨ、 ＡＣＴＨ、 Ｃｏｒｔｉｓｏｌ
ＥＬＩＳＡ 试剂盒（ＹＳ０２８７３Ｂ、ＹＳ０２７８８Ｂ、ＹＳ０２７４８Ｂ，上
海雅 吉 生 物 科 技 有 限 公 司 ）； ＧＲ、 ＢＤＮＦ 抗 体

（ａｂ１８３１２７、ａｂ２０３５７３，Ａｂｃａｍ，英国）。
手持毛发镜（Ｈａｎｄｙｓｃｏｐｅ，ＦｏｔｏＦｉｎｄｅｒ，德国）；旷

场、束缚器、游泳桶（自制）；旷场实验分析仪（ＸＲ⁃
ＸＺ３０１，上海欣软信息科技有限公司）；光学显微镜

（ＢＨ⁃２， ＯＬＭＰＵＳ， 日 本 ）； 酶 标 仪 （ ＣＭａｘ Ｐｌｕｓ，
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ，美国）；垂直电泳槽（Ｍｉｎｉ Ｐｒｏｔｅａｎ
Ｔｅｔｒａ，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）；转印槽（Ｍｉｎｉ Ｔｒａｎｓ Ｂｌｏｔ，Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ， 美国）； 电泳仪 （ ＰｏｗｅｒｐａｃＢａｓｉｃ， Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， 美

国）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 模型建立

　 　 ４２ 只小鼠随机抽取 ６ 只作为空白对照组，余下

３６ 只进行 ＡＡ 模型构建［７］。
实验第 １ ～ ７ 天，空白对照组背部涂抹凡士林，

其余 ３６ 只小鼠背部涂抹咪喹莫特乳膏，面积约 １􀆰 ５
ｃｍ×２ ｃｍ，剂量约 ０􀆰 １５ ｇ，每天涂抹 １ 次，连续涂抹 ７
ｄ。 随后停止涂抹 ３ ｄ，观察小鼠脱毛情况，并于实

验第 １１ 天进行拍照，选取有明显片状脱毛的小鼠进
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行后续给药干预，随后每 ３ ｄ 涂抹 １ 次凡士林或咪

喹莫特乳膏［８］。
同时，从实验第 １ ～ ２５ 天，除空白对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）

组外，其余小鼠还需持续应激 ２５ ｄ 制备慢性不可预

知 温 和 应 激 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ，
ＣＵＭＳ）模型［９］，应激因素包括潮湿垫料、夹尾、束
缚、倾斜鼠笼、禁食水、频闪、游泳。 每天随机施加 １
种应激，应激施加的时间也随机，使小鼠无法预见

应激，以免对应激产生适应。
１􀆰 ３􀆰 ２　 分组与给药

　 　 将第 １１ 天有明显片状脱毛的小鼠随机分为模

型（ｍｏｄｅｌ）组、芍药甘草颗粒高、中、低剂量（ＳＹＧＣ⁃
Ｈ、ＳＹＧＣ⁃Ｍ、ＳＹＧＣ⁃Ｌ）组、ＣＲＨＲ１ 拮抗剂（ＣＲＨＲ１）
组、ＣＧＴ 组。 空白对照组、模型组：等体积生理盐水

灌胃；芍药甘草颗粒高、中、低剂量组：芍药甘草颗

粒的临床用量为 ３０ ｇ ／ ｄ，根据人和动物间按体表面

积折算的等效剂量比值［１０］，计算得出小鼠的 ２ 倍等

效剂量、等效剂量和 ０􀆰 ５ 倍等效剂量分别是 ７􀆰 ８ ｇ ／
ｋｇ、３􀆰 ９ ｇ ／ ｋｇ、１􀆰 ９５ ｇ ／ ｋｇ。 ＣＧＴ 的临床用量为每天 ６
片（含主要有效成分甘草酸苷 １５０ ｍｇ），根据人和动

物间按体表面积折算的等效剂量比值［１０］，计算得出

小鼠的等效剂量为 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ。 以上各组于实验第

１２ 天开始灌胃，每天 １ 次，持续 １４ ｄ。 ＣＲＨＲ１ 拮抗

剂组：Ａｎｔａｌａｒｍｉｎ 溶液腹腔注射（２０ ｍｇ ／ ｋｇ） ［１１］，于
实验第 １９ 天开始注射，每天 １ 次，持续 ７ ｄ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 实验指标观察及测定方法

（１）一般情况

每天观察小鼠毛发光泽程度、精神状态、活动

情况、摄食情况、大便情况等。 分别在实验第 １、２６
天对小鼠进行称重。
（２）毛发生长情况　

分别在实验第 １、１１、２６ 天对小鼠进行大体照片

及项背部毛发镜照片拍摄，以记录毛发脱落及生长

情况。
（３）行为学测定

旷场实验［１２］（ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ，ＯＦＴ）：在实验第 ２６
天进行 ＯＦＴ，将单只小鼠置于自制 ５０ ｃｍ×５０ ｃｍ×２５
ｃｍ 旷场箱中央，由摄像头拍摄小鼠 ５ ｍｉｎ 内运动轨

迹及行为表现并上传至分析仪，分析仪自动分析小

鼠运动总路程、中央区运动路程等数据。
强迫游泳实验［１３］（ ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔ，ＦＳＴ）：

在实验第 ２６ 天进行 ＦＳＴ，将小鼠放入水温 ２３ ～ ２５
℃、深 １５ ｃｍ 的水域中，共放置 ６ ｍｉｎ，记录后 ４ ｍｉｎ

的不动时间、游泳时间。
悬尾实验［１４］（ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔ， ＴＳＴ）：在实验

第 ２６ 天进行 ＴＳＴ，固定小鼠尾巴悬挂，另其头部朝

下，共悬挂倒置 ６ ｍｉｎ，记录后 ４ ｍｉｎ 的不动时间。
（４）免疫组化染色检测皮肤组织 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ 细胞

的表达

实验第 １１ 天，从空白对照组挑选 １ 只小鼠，从
其余 ３６ 只造模小鼠中随机挑选 ３ 只小鼠，进行项背

部脱毛区皮肤组织取材，随后进行固定、脱水、包
埋、切片、免疫组化染色，显微镜下观察 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋

Ｔ 细胞表达情况。
（５）ＥＬＩＳＡ 检测血清 ＣＲＨ、ＡＣＴＨ、Ｃｏｒｔｉｓｏｌ 水平

采用眼眶静脉丛取血法采集小鼠外周血，置于

无抗凝剂的离心管内，室温静置，４ ℃ 条件下 ３０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，收集上层血清。 按照 ＥＬＩＳＡ 试

剂盒说明书检测血清 ＣＲＨ、ＡＣＴＨ、Ｃｏｒｔｉｓｏｌ 水平。
（６）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测海马体 ＧＲ、ＢＤＮＦ 表达

分离小鼠双侧海马体，使用 ＲＩＰＡ 裂解液提取

蛋白，测定蛋白浓度，以 ＧＡＰＤＨ 为内参进行凝胶电

泳，转膜后使用脱脂奶粉封闭，加入一抗 ＧＲ（１ ∶
２０００）、ＢＤＮＦ（０􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ）、ＧＡＰＤＨ（１ ∶ ５０００）４ ℃
孵育过夜，次日用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，二抗孵育 １ ｈ。
ＥＣＬ 曝光，目的蛋白与 ＧＡＰＤＨ 灰度值比值表示蛋

白相对表达量。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 进行分析处理，数据以平均数±
标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示。 多组间计量资料比较，若符合

正态分布且方差齐，则采用单因素方差分析；若多

组间比较有差异，采用 ＬＳＤ 法进行两两比较；若不

符合正态分布或方差不齐，则采用秩和检验；Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 表示有显著性差异。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况及体重变化

　 　 实验初期，所有小鼠精神状态均较好，活动灵

敏，毛发浓密有光泽，粪便性状正常，进行应激时反

应强烈，挣扎不断。 随着实验进行，相较于空白对

照组，模型组小鼠逐渐出现精神萎靡、活动减少、喜
蜷缩于角落、大便时不成形等表现，进行应激时挣

扎抵抗减少；相较于模型组，５ 个用药干预组小鼠精

神状态尚可，活动较多，粪便性状基本正常，对应激

仍有较为强烈的抵抗挣扎。
实验第 １ 天（造模前或实验开始前），各组小鼠
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体重比较差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 实验第 ２６
天（实验结束前），相较于空白对照组，模型组体重

降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与模型组比较，芍药甘草颗粒高剂

量组体重增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），其余组小鼠体重增加，但
无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 见表 １。
２􀆰 ２　 毛发生长情况

　 　 实验第 １ 天（造模前或实验开始前），所有小鼠

均无明显脱毛，皮毛光滑有光泽，全身呈棕褐色；毛
发镜下可见毛发浓度，毛干粗壮，毛发颜色呈灰褐

色，皮肤光滑。
实验第 １１ 天（药物干预前），空白对照组小鼠

毛发较第 １ 天无明显变化。 而另外 ６ 组小鼠，背部

涂抹咪喹莫特乳膏区域，均出现类 ＡＡ 样片状脱毛，
脱毛区域皮肤光滑，呈粉红色，上附有少许鳞屑，无
溃疡、瘢痕、破损、出血等。 脱毛区毛发镜下可见大

片光滑皮肤，伴少许细软毳毛、断发、感叹号样毛

发、黑点征。 上述表现与 ＡＡ 临床及毛发镜表现十

分相似，提示 ＡＡ 模型成立。
实验第 ２６ 天（实验结束前），空白对照组小鼠

毛发较前无明显变化。 另外 ６ 组脱毛区毛发再生面

积由大到小排序大致如下：芍药甘草颗粒高、中剂

量组及 ＣＧＴ 组＞芍药甘草颗粒低剂量组、ＣＲＨＲ１ 拮

抗剂组＞模型组。 见图 １、图 ２。
２􀆰 ３　 皮肤组织 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ 细胞的表达

　 　 第 １１ 天（药物干预前）皮肤组织免疫组化染色

可见空白对照组小鼠项背部皮肤毛囊周围无明显

ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ 细胞，而在造模小鼠项背部脱毛区皮

肤毛囊周围存在 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ 细胞环绕，并侵入毛

囊上皮，符合 ＡＡ 组织病理学特征，提示 ＡＡ 模型成

立。 见图 ３。

２􀆰 ４　 行为学测定

　 　 在 ＯＦＴ 运动总路程以及中央区运动路程占总

路程百分比方面，模型组均少于空白对照组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；而相较于模型组，５ 个用药组均显著增加（Ｐ
＜０􀆰 ０５），其中芍药甘草颗粒高剂量组增加最为

明显。
在 ＦＳＴ 及 ＴＳＴ 不动时间方面，空白对照组不动

时间最短，相比而言，模型组不动时间在 ＣＵＭＳ 联合

咪喹莫特干预后增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型组相比，５
个用药组不动时间均有所下降（除芍药甘草颗粒低

剂量组的 ＦＳＴ 不动时间，其余均 Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ２。
２􀆰 ５　 血清 ＣＲＨ、ＡＣＴＨ、Ｃｏｒｔｉｓｏｌ 浓度

　 　 相较于空白对照组， 模型组 ＣＲＨ、 ＡＣＴＨ、
Ｃｏｒｔｉｓｏｌ 水平均有升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 除 ＣＲＨＲ１ 拮抗

剂组外，其余各给药组与模型组相比，ＣＲＨ 浓度均

有不同程度的下降，其中尤以芍药甘草颗粒高剂量

组和 ＣＧＴ 组最为明显（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 相较于模型组，
各给药组 ＡＣＴＨ 浓度均有不同程度的下降，其中尤

以芍药甘草颗粒高剂量组和 ＣＲＨＲ１ 拮抗剂组最为

明显（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 相较于模型组，各给药组 Ｃｏｒｔｉｓｏｌ
浓度亦有不同程度下降，其中尤以芍药甘草颗粒高

剂量组、ＣＲＨＲ１ 拮抗剂组、ＣＧＴ 组最为明显 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 见表 ３。
２􀆰 ６　 海马体 ＧＲ、ＢＤＮＦ 表达

　 　 与空白对照组相比，模型组 ＧＲ 及 ＢＤＮＦ 表达

均降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 相较于模型组，除芍药甘草颗粒

低剂量组，其余 ４ 个用药组 ＧＲ 及 ＢＤＮＦ 表达均升

高，其中芍药甘草颗粒高、中剂量组及 ＣＧＴ 组的 ＧＲ
表达和芍药甘草颗粒高剂量组的 ＢＤＮＦ 表达具有统

计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ４、图 ４。
表 １　 各组小鼠体重比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

第 １ 天数量 ／ ｎ
Ｄａｙ １

第 １ 天体重 ／ ｇ
Ｄａｙ １ ｗｅｉｇｈｔ

第 ２６ 天数量 ／ ｎ
Ｄａｙ ２６

第 ２６ 天体重 ／ ｇ
Ｄａｙ ２６ ｗｅｉｇｈｔ

空白对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６ １９􀆰 ５３±１􀆰 １４ ５ ２３􀆰 ２５±０􀆰 ５０

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ６ １９􀆰 ７９±１􀆰 ６８ ４ ２０􀆰 ５９±０􀆰 ３８▲

芍药甘草颗粒高剂量组
ＳＹＧＣ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ ６ １９􀆰 ４５±１􀆰 ２０ ４ ２２􀆰 ３８±１􀆰 ２４＃

芍药甘草颗粒中剂量组
ＳＹＧＣ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ６ １９􀆰 ４９±０􀆰 ６８ ５ ２２􀆰 ００±０􀆰 ６６

芍药甘草颗粒低剂量组
ＳＹＧＣ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ ６ １９􀆰 ７４±１􀆰 ５９ ４ ２１􀆰 ９３±０􀆰 ９７

ＣＲＨＲ１ 拮抗剂组
ＣＲＨＲ１ ｇｒｏｕｐ ６ １９􀆰 ３５±１􀆰 ８９ ４ ２１􀆰 ９２±１􀆰 ４７

ＣＧＴ 组
ＣＧＴ ｇｒｏｕｐ ６ １９􀆰 ７３±１􀆰 ０１ ４ ２１􀆰 ９５±１􀆰 ４１

注：与空白对照组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

９４中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



图 １　 各组小鼠毛发生长情况对比

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈａｉｒ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 各组小鼠毛发镜照片对比

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｅｒｍｏｓｃｏｐｙ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

０５ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



图 ３　 皮肤组织 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋Ｔ 细胞表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４＋ａｎｄ ＣＤ８＋Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｋｉｎ

表 ２　 各组小鼠行为学测定比较
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ ＯＦＴ 运动总路程 ／ ｃｍ

Ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ＯＦＴ
ＯＦＴ 中央区运动路程百分比 ／ ％

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｃｅｎｔｒａｌ ｄｉｓｔｒｉｃｔ ｏｆ ＯＦＴ
ＦＳＴ 不动时间 ／ ｓ

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ ｏｆ ＦＳＴ
ＴＳＴ 不动时间 ／ ｓ

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ ｏｆ ＴＳＴ
空白对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ５ １４９９􀆰 ２９±１６２􀆰 ０９ ８􀆰 ０４±１􀆰 ５１ ３６􀆰 ６０±６􀆰 ９２ ２５􀆰 ３８±７􀆰 ０６

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ４ ８３５􀆰 ４７±１３７􀆰 ２３▲ ３􀆰 １４±０􀆰 ５９▲ ７３􀆰 １９±１０􀆰 ８５▲ ５９􀆰 ７７±８􀆰 ４３▲

芍药甘草颗粒高剂量组
ＳＹＧＣ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ ４ １３０５􀆰 ８５±２００􀆰 ６８＃ ６􀆰 ５５±１􀆰 ５３＃ ４９􀆰 ２２±６􀆰 ７９＃ ３７􀆰 ８０±６􀆰 ７４＃

芍药甘草颗粒中剂量组
ＳＹＧＣ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ５ １２７０􀆰 ８７±２１０􀆰 ７４＃ ５􀆰 ８９±１􀆰 ０４＃ ５８􀆰 ７４±７􀆰 ２９＃ ４５􀆰 ３３±８􀆰 ０２＃

芍药甘草颗粒低剂量组
ＳＹＧＣ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ ４ １１６５􀆰 ２８±１４２􀆰 ８８＃ ５􀆰 ４５±０􀆰 ８６＃ ６３􀆰 ９４±９􀆰 １５ ４７􀆰 ４０±８􀆰 ３０＃

ＣＲＨＲ１ 拮抗剂组
ＣＲＨＲ１ ｇｒｏｕｐ ４ １２２０􀆰 ０８±１１２􀆰 １３＃ ６􀆰 １８±０􀆰 ５５＃ ５４􀆰 ９４±５􀆰 ６４＃ ３８􀆰 ６５±５􀆰 ２２＃

ＣＧＴ 组
ＣＧＴ ｇｒｏｕｐ ４ １２０５􀆰 １０±１７１􀆰 ４９＃ ６􀆰 ３９±０􀆰 ７８＃ ５６􀆰 １８±９􀆰 ５６＃ ４４􀆰 １７±７􀆰 ６８＃

注：与空白对照组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

图 ４　 各组小鼠 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测海马体 ＧＲ 和 ＢＤＮＦ 表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧＲ ａｎｄ ＢＤＮＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

１５中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



表 ３　 各组小鼠血清 ＣＲＨ、ＡＣＴＨ 和 Ｃｏｒｔｉｓｏｌ 浓度比较
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＣＲＨ， ＡＣＴＨ， ａｎｄ Ｃｏｒｔｉｓｏｌ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ ＣＲＨ 浓度 ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）

ＣＲＨ ｌｅｖｅｌ
ＡＣＴＨ 浓度 ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）

ＡＣＴＨ ｌｅｖｅｌ
Ｃｏｒｔｉｓｏｌ 浓度 ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）

Ｃｏｒｔｉｓｏｌ ｌｅｖｅｌ

空白对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ５ ５１􀆰 ３５±８􀆰 ０８ ２９􀆰 ５７±１１􀆰 ００ ３􀆰 ９９±１􀆰 ８６

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ４ ６６􀆰 １０±１１􀆰 ３４▲ ５２􀆰 ４４±６􀆰 ０６▲ ８􀆰 ４０±１􀆰 ９４▲

芍药甘草颗粒高剂量组
ＳＹＧＣ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ ４ ５１􀆰 ７３±４􀆰 ６５＃ ３８􀆰 ８５±５􀆰 ３３＃ ４􀆰 ８７±０􀆰 ２３＃

芍药甘草颗粒中剂量组
ＳＹＧＣ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ５ ５８􀆰 ６８±６􀆰 ０８ ４８􀆰 ３４±６􀆰 ４２ ６􀆰 ７２±０􀆰 ２８

芍药甘草颗粒低剂量组
ＳＹＧＣ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ ４ ５８􀆰 ２８±４􀆰 ８５ ４５􀆰 ４９±４􀆰 ４６ ７􀆰 ８５±０􀆰 ５９

ＣＲＨＲ１ 拮抗剂组
ＣＲＨＲ１ ｇｒｏｕｐ ４ ６６􀆰 ６５±７􀆰 ６９ ３９􀆰 ６２±１􀆰 ５３＃ ５􀆰 ００±０􀆰 ３６＃

ＣＧＴ 组
ＣＧＴ ｇｒｏｕｐ ４ ４５􀆰 ８９±２􀆰 ２３＃ ４３􀆰 ４６±６􀆰 ８２ ５􀆰 ３６±２􀆰 １５＃

注：与空白对照组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

表 ４　 各组小鼠海马体 ＧＲ、ＢＤＮＦ 表达比较（ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＧＲ ａｎｄ ＢＤＮＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＧＲ 相对表达量
ＧＲ ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

ＢＤＮＦ 相对表达量
ＢＤＮＦ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

空白对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８７±０􀆰 １６ ０􀆰 ８３±０􀆰 ２１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０６▲ ０􀆰 ３６±０􀆰 １４▲

芍药甘草颗粒高剂量组
ＳＹＧＣ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ７４±０􀆰 １１＃ ０􀆰 ７０±０􀆰 １５＃

芍药甘草颗粒中剂量组
ＳＹＧＣ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０９＃ ０􀆰 ４９±０􀆰 １９

芍药甘草颗粒低剂量组
ＳＹＧＣ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０２ ０􀆰 ３２±０􀆰 １４

ＣＲＨＲ１ 拮抗剂组
ＣＲＨＲ１ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０３ ０􀆰 ４６±０􀆰 １１

ＣＧＴ 组
ＣＧＴ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ５３±０􀆰 １４

注：与空白对照组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

３　 讨论

　 　 目前研究认为 ＡＡ 是一种 Ｔ 细胞介导的毛囊失

去免疫赦免的自身免疫性疾病，其病因包括遗传、
免疫、精神应激、过敏、维生素 Ｄ 等因素［１５］。 随着人

们生活方式的改变、学习工作压力的增加，精神应

激因素在 ＡＡ 发病中的作用逐渐受到重视［１６－１７］。

中医学称 ＡＡ 为“油风”“鬼剃头”，历代医家对

ＡＡ 病因病机的观点各有侧重，大多以肝肾不足、精
血亏虚为主［１８］。 而近年来越来越多医家关注情志

对 ＡＡ 的重要作用，认为其主要病机为肝郁脾虚，肝
气郁结则气血运行不畅，肝郁乘脾，久之脾虚失运

则气血生化不足，从而发失濡养而落，治以疏肝健

脾、益气养血［１９］。 芍药甘草汤由芍药、甘草二药组

成，方中芍药酸敛补益阴血，甘草甘温补益中焦，针
对土虚木乘的主要病机，两者共奏敛木扶土之效。

相关研究表明，持续过度的刺激可导致 ＨＰＡ 轴

过度活化，ＣＲＨ、ＡＣＴＨ、糖皮质激素水平异常增高，
久而久之，海马等脑区 ＧＲ 表达和（或）功能下调，
ＨＰＡ 轴负反馈机制功能受损，ＨＰＡ 轴持续处于活化

状态［２０］。 同 时 伴 随 着 大 脑 ＢＤＮＦ 表 达 的 下

调［２１－２２］，ＢＤＮＦ 不仅具有促神经元增殖发育等功能，
还可缓解抑郁情绪和行为［２３］。 而 ＨＰＡ 轴激素的高

表达与 ＡＡ 发病相关［２４］。 由此可知，精神应激因素

可能通过影响 ＨＰＡ 轴功能参与 ＡＡ 的发病。
为探究精神应激因素及 ＨＰＡ 轴功能障碍在 ＡＡ

发病中的作用，本研究使用咪喹莫特联合 ＣＵＭＳ 制

备 ＡＡ 样小鼠模型。 与空白对照组相比，造模小鼠

出现片状脱毛，毛发镜下可见大片光滑皮肤，ＣＤ４＋、
ＣＤ８＋Ｔ 细胞环绕并侵入脱毛区毛囊，提示 ＡＡ 样小

鼠模型制备成功。 在 ＣＵＭＳ 持续干预下，模型组小

鼠毛发再生及体重增长缓慢，ＯＦＴ 运动总路程及中

央区运动路程占总路程百分比降低，ＦＳＴ 及 ＴＳＴ 不

２５ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



动时间增加，提示 ＣＵＭＳ 改变了小鼠行为学表现，导
致其应激抑郁状态［２５］，并延缓了毛发再生。 模型组

小鼠外周血 ＣＲＨ、ＡＣＴＨ、Ｃｏｒｔｉｓｏｌ 水平升高，海马体

ＧＲ 及 ＢＤＮＦ 表达降低，则提示长期慢性应激导致

ＨＰＡ 轴过度活化、负反馈功能障碍，并损伤小鼠脑

神经元［２６］。
本研究中，芍药甘草颗粒可促进 ＡＡ 样小鼠毛

发生长、体重增加，并改善其行为学表现、缓解其抑

郁状态，其中以高剂量芍药甘草颗粒效果最佳。 高

剂量芍药甘草颗粒治疗后， 小鼠外周血 ＣＲＨ、
ＡＣＴＨ、Ｃｏｒｔｉｓｏｌ 水平均有所下调， 海马体 ＧＲ 及

ＢＤＮＦ 表达均有所上调，表明芍药甘草颗粒可能通

过抑制 ＨＰＡ 轴过度活化、保护脑神经元，以缓解 ＡＡ
样小鼠抑郁状态、促进其毛发生长。 而 Ａｎｔａｌａｒｍｉｎ
作为 ＨＰＡ 轴 ＣＲＨＲ１ 的拮抗剂，亦能够促进毛发再

生，进一步佐证了 ＨＰＡ 轴过度活化在 ＡＡ 发病中的

重要作用，而调节 ＨＰＡ 轴功能障碍是可行的 ＡＡ 治

疗策略之一。
综上所述，本研究发现 ＣＵＭＳ 联合咪喹莫特乳

膏可成功制备 ＡＡ 样小鼠模型，该模型符合中医肝

郁脾虚证表现。 ＡＡ 的发病与 ＨＰＡ 轴过度活化密切

相关，而芍药甘草颗粒能促进小鼠毛发生长、改善

其应激抑郁状态，其作用的发挥可能与下调 ＣＲＨ、
ＡＣＴＨ、 Ｃｏｒｔｉｓｏｌ 水平，上调 ＧＲ、 ＢＤＮＦ 表达，抑制

ＨＰＡ 轴过度活化，保护脑神经元相关。
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不同时间急性睡眠剥夺对大鼠行为学及突触生物
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２．内蒙古科技大学包头医学院人体解剖学教研室，内蒙古 包头　 ０１４０４０）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究不同时间急性睡眠剥夺对大鼠行为学及突触蛋白表达的影响。 方法　 健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠 ７０ 只随机分为 ７ 组，即空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、睡眠剥夺 ２４ ｈ 组、４８ ｈ 组、７２ ｈ 组、９６ ｈ 组、１２０ ｈ 组、１４４ ｈ 组，采
用改良多平台水环境睡眠剥夺法建立大鼠睡眠剥夺模型，通过 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测空间学习记忆能力，旷场实验检

测大鼠焦虑状况，Ｎｉｓｓｌ 染色观察大鼠海马神经元形态、数量的改变，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 实验分别测定大鼠

突触相关分子标志物突触素（ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ，ＳＹＮ）、突触后膜致密物质 ９５（ｐｏｓｔ⁃ｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃９５，ＰＳＤ⁃９５）、
脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）的表达。 结果　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，随着睡眠剥夺时间

的延长，大鼠的站立次数和修饰行为次数均显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；１２０ ｈ、１４４ ｈ 组大鼠的逃避潜伏期与上台前路程均

显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），而穿越平台次数和目标象限时间百分比均显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１），且与睡眠剥夺时间呈负相关；
ＢＤＮＦ、ＳＹＮ 及 ＰＳＤ⁃９５ 蛋白 ／基因的表达量均随睡眠剥夺时间的延长呈明显下降趋势（Ｐ＜０􀆰 ０１），且与睡眠剥夺时

间呈负相关。 结论　 随着睡眠剥夺时间的增加，模型大鼠空间学习记忆损害与焦虑情绪逐渐加重，其可能与突触

相关分子标志物表达减少有关。
【关键词】 　 大鼠；睡眠剥夺；学习认知；海马；突触可塑性
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ａｎｄ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ （２４， ４８， ７２， ９６， １２０ ａｎｄ １４４ ｈｏｕｒｓ）． Ｔｈｅ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ
ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｕｌｔｉｐｌａｔｆｏｒｍ ｗａｔｅｒ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ． Ｓｐａｔｉａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ． Ａｎｘｉｅｔｙ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ． Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｅｒｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ
（ＳＹＮ）， ｐｏｓｔ⁃ｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃９５ （ ＰＳＤ⁃９５）， ａｎｄ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ （ ＢＤＮＦ） ｉｎ ｒａｔｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｓｔａｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ａｎｄ ｐａｔｈ ｌｅｎｇｔｈ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ １２０ ａｎｄ １４４ ｈ
ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｃｒｏｓｓｉｎｇｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ ｔｉｍｅ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１） ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢＤＮＦ，
ＳＹＮ， ａｎｄ ＰＳＤ⁃９５ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｘｉｅｔｙ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｒａｔ； ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ； ｌｅａｒｎｉｎｇ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ； ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ； ｓｙｎａｐｔｉｃ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 睡眠是大脑清除代谢废物的一种特殊方式，对
于大脑功能的维持、运行以及神经元的生长至关重

要［１－２］。 《中国睡眠研究报告 ２０２３》显示，２０２３ 年我

国居民睡眠指数得分为 ６７􀆰 ７７ 分，较 ２０２１ 年（６４􀆰 ７８
分）增加了 ２􀆰 ９９ 分，《报告》显示我国居民总体睡眠

时间延长了，但仍有 １６􀆰 ７％的成年人睡眠时长不足

７ ｈ，睡眠问题仍是各国共同面临的健康问题［３］。 睡

眠剥夺（ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＳＤ）是指各种原因导致的

严重睡眠不足，普遍存在于各行各业，其主要的临

床症状包括入睡困难、早醒、多梦、易惊醒等［４－５］。
长期睡眠不足可引起记忆力减退、学习能力降低、
注意力不集中、情绪和行为异常、激素水平变化、免
疫力降低等现象［６－７］。

相关研究表明，睡眠剥夺与学习认知功能密切

相关［８－９］。 睡眠是支持学习和记忆功能的重要生理

状态，正常的睡眠－觉醒周期能够提高学习能力、巩
固记忆［１０］，而睡眠不足会产生记忆巩固缺陷。 突触

可塑性（ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ）是指神经元间随着活动

的增强或减弱，突触形态、结构及功能可以发生相

应改变的能力，是哺乳动物中枢神经系统储存信息

的主要机制，被认为是学习记忆活动的生物学基

础［１１－１４］。 突触相关蛋白的表达在突触可塑性中发

挥了重要的生理功能，突触后膜致密物质 ９５（ｐｏｓｔ⁃
ｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃９５，ＰＳＤ⁃９５）是维持突触间连

接、促进突触传递效能的重要支架蛋白，对突触可

塑性产生重要影响［１５］。 突触素 （ ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ，
ＳＹＮ）是突触囊泡膜的一种特殊糖蛋白，能促进突触

囊泡前移和神经递质的释放，被认为是突触前膜发

育和活性的标志性蛋白［１６］，脑源性神经营养因子

（ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ） 是具有神

经营养作用的蛋白质，能够促进神经环路的发育和

成熟，在突触的正常生长发育和可塑性中发挥重要

作用［１７－１９］。 睡眠剥夺导致的学习认知功能障碍机

制复杂，至今尚未阐明其确切机制，既往研究表明，
学习认知功能减退与突触可塑性密切相关［２０］，但不

同时间急性睡眠剥夺是否通过调控突触可塑性进

而影响学习认知功能鲜有报道。 因此本实验通过

探究不同时间急性睡眠剥夺后大鼠行为学及突触

相关蛋白表达的变化，进而研究大鼠急性睡眠剥夺

与学习认知功能之间的关系。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＰＦ 级雄性 ６ ～ ８ 周龄 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ７０ 只，体重

３００～ ３２０ ｇ，购自北京斯贝福生物技术有限公司

［ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０］，所有实验动物均饲养于内

蒙古科技大学包头医学院动物实验中心 ＳＰＦ 级动

物房［ＳＹＸＫ（蒙）２０１８－０００１］，温度（２４􀆰 ０±１􀆰 ０）℃，
光照条件为每 １２ ｈ 昼夜交替 １ 次，自由进食进水。
本实验经内蒙古科技大学包头医学院伦理审查委

员会批准（包医伦审 ２０２２ 第（６３）号），饲养和实验

过程中严格遵循 ３Ｒ 原则，并给予人道的关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 高效 ＲＩＰＡ 裂解液（Ｒ００１０）、ＥＣＬ Ｐｌｕｓ 超敏发

光液 （ ＰＥ００１０ ）、 电 泳 缓 冲 液 （ Ｔ１０７０ ）、 转 膜 液

（Ｄ１０６０）、蛋白上样缓冲液（Ｐ１０１５）等均购自购自

北京索莱宝；免疫组化试剂盒（ＰＶ⁃９０００）购自北京

中杉金桥；ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒（２３２２７）购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ； ＰＳＤ⁃９５ （ ＡＢ１９２７５７ ）、 ＳＹＮ
（ａｂ３２１２７）抗体购自美国 Ａｂｃａｍ；ＢＤＮＦ（４８５０３－２）、

６５ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



β⁃ａｃｔｉｎ （ ５２９０１ ） 购 自 美 国 ＳＡＢ； 羊 抗 兔 二 抗

（ＳＡ００００１－２）购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ。
石蜡切片机（德国 Ｌｅｉｃａ 公司）；光学显微镜（德

国 Ｌｅｉｃａ 公司）；旷场实验箱（上海欣软）；－８０ ℃超

低温冰箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；电泳仪（北京

六一生物科技有限公司）；脱色摇床（北京六一生物

科技有限公司）；蛋白凝胶成像分析系统 （上海

Ｔａｎｏｎ 科技）；酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验动物分组及模型制备

　 　 将 ７０ 只大鼠随机分为 ７ 组，即空白对照组

（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、睡眠剥夺 ２４ ｈ 组、４８ ｈ 组、７２ ｈ 组、９６ ｈ
组、１２０ ｈ 组、１４４ ｈ 组。 采用改良多平台水环境法

制备睡眠剥夺模型［２１］，实验设备为长 １３０ ｃｍ×宽 ５０
ｃｍ×高 ４５ ｃｍ 的长方体聚乙烯树脂水箱。 水箱内放

置直径为 ５ ｃｍ，高 ２０ ｃｍ 的小平台，水箱注水深度

约为 １８ ｃｍ，维持水温（２０±１）℃。 实验开始前 １ 周

每天将大鼠放入水箱平台上适应环境 １ ｈ， 除

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组外，其余各组均放置在小平台上进行睡眠

剥夺。 自由摄食和水，每天 １２ ｈ ／ １２ ｈ 明 ／暗交替。
１􀆰 ３􀆰 ２　 体重变化

　 　 所有大鼠于行为学实验开始的前一天上午 ８：
００ 统一称量体重并记录，睡眠剥夺实验开始后每天

同一时间称量体重并记录。
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫

　 　 定位航行实验：水迷宫划分为 ４ 个象限，平台置

于第四象限内，水面高出平台约 ２ ｃｍ，水温保持在

（２５±１）℃。 记录 ６０ ｓ 内大鼠找到平台时游泳的距

离、时间以及游泳轨迹，未找到平台的大鼠将其引

导至平台上并停留 ２０ ｓ，连续训练 ５ ｄ。
空间探索实验：第 ６ 天把平台撤掉，记录 １２０ ｓ

内穿越平台次数和目标象限停留时间百分比。
各组大鼠均在睡眠剥夺最后 １ ｄ 结束后进行空

间探索实验，２４ ｈ 组在水迷宫第 ５ 天进行睡眠剥夺

实验；４８ ｈ 组在水迷宫第 ４ 天进行睡眠剥夺实验；７２
ｈ 组在水迷宫第 ３ 天进行睡眠剥夺实验；９６ ｈ 组在

水迷宫第 ２ 天进行睡眠剥夺实验；１２０ ｈ 组在水迷宫

第 １ 天进行睡眠剥夺实验；１４４ ｈ 组在水迷宫实验开

始前 ２４ ｈ 进行睡眠剥夺实验。
１􀆰 ３􀆰 ４　 旷场实验

　 　 实验开始时将测试大鼠依次放入旷场实验箱

固定角落，使用行为分析软件记录 ５ ｍｉｎ 内大鼠的

站立次数、修饰行为及次数、粪便数量等指标。 实

验过程中要求环境安静，并且两次实验之间用清水

和 ７５％乙醇酒精分别擦拭实验装置，以免上次实验

动物余留信息影响下次实验结果。
１􀆰 ３􀆰 ５　 尼氏染色

　 　 将脑组织用 ４％多聚甲醛固定，脱水、包埋、切
片、脱蜡至水，切片厚度为 ５ μｍ，尼氏染液染色、分
化，无水乙醇脱水、二甲苯透明、中性树胶封片，显
微镜下观察神经细胞形态、数量的变化。
１􀆰 ３􀆰 ６　 免疫组织化学染色

　 　 常规脑组织脱水、包埋、切片、脱蜡至水，高压

微波抗原热修复，ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ×３ 次，滴加内源性过

氧化物酶阻断剂，室温孵育 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ×３
次。 一抗孵育，４ ℃过夜，室温复温 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ５
ｍｉｎ×３ 次，滴加反应增强液，３７ ℃孵育 ２５ ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗 ５ ｍｉｎ×３ 次，滴加增强酶标山羊抗兔 ＩｇＧ 聚合物，
３７ ℃孵育 ２５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ×３ 次，ＤＡＢ 显色 ２
ｍｉｎ，自来水洗，苏木精复染，上行梯度乙醇脱水，二
甲苯透明，封片。
１􀆰 ３􀆰 ７　 蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）
　 　 取海马组织加入蛋白 ＲＩＰＡ 裂解液，冰浴环境

下超声匀浆，低温超速离心机离心 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１５
ｍｉｎ，取上清并采用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定其蛋

白浓度，取 ２０ μｇ 蛋白加蛋白上样缓冲液置于 １００
℃金属浴变性 ５ ｍｉｎ 制备蛋白样品并－２０ ℃保存。
提前配制浓缩胶和分离胶并安装在电泳槽内进行

电泳，电泳结束后恒流转膜 ２ ｈ，取出 ＰＶＤＦ 膜用 ５
％脱脂奶粉常温封闭 ２ ｈ；将 ＰＶＤＦ 膜置于一抗（１ ∶
１０００）中于脱色摇床 ４ ℃过夜，１×ＴＢＳＴ 中进行漂洗

后，二抗常温孵育 ２ ｈ；利用成像分析系统扫描拍照

并分析各组条带灰度值进行定量分析。
１􀆰 ３􀆰 ８　 ＲＴ⁃ＰＣＲ
　 　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取海马组织总 ＲＮＡ 并进行浓

度测定。 使用反转录试剂盒进行逆转录，反转录条

件为 ４２ ℃ １５ ｍｉｎ，９５ ℃ ３ ｍｉｎ，完成后置于－２０ ℃
保存，使用荧光定量试剂盒进行荧光定量扩增反

应，反应体系为 ２０ μＬ，反应条件为 ９５ ℃ ３ ｍｉｎ，１ 个

循环，９５ ℃ ５ ｓ，５９ ℃ １０ ｓ，７２ ℃ １５ ｓ，４０ 个循环，结
果采用 ２－ΔΔＣｔ 进行数据分析。 引物序列见表 １，引物

序列由上海生物工程有限公司合成。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 所有实验结果均采用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表
示，并用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５ 软件进行数据统计分

析和绘图。 两两比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验，多样本比较
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采用单因素方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＮＡ），以 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异具有统计学意义。

图 ２　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫定位航行实验结果

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｎａｖｉｇａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ

２　 结果

２􀆰 １　 不同时间睡眠剥夺对大鼠体重的影响

　 　 急性期各组睡眠剥夺大鼠体重变化结果显示，
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠在 ０ ～ １４４ ｈ 体重未见明显变化。 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，急性睡眠剥夺 ２４ ｈ 后，大鼠体重明

显下降（Ｐ＜０􀆰 ０５），４８～９６ ｈ 大鼠体重维持在相对恒

定的水平且呈下降趋势，１２０ ｈ 和 １４４ ｈ 组大鼠体重

较前下降更显著（Ｐ＜０􀆰 ０５，图 １）。 说明急性睡眠剥

夺可以引起大鼠体重下降。
２􀆰 ２　 不同时间睡眠剥夺对大鼠空间学习记忆的

影响

２􀆰 ２􀆰 １　 定位航行实验结果

　 　 随着定位航行实验天数的增加，各组大鼠上台

前路程和逃避潜伏期均逐渐减小。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较，２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ 组上台前路程和逃避潜伏

期均无显著性差异，１２０ ｈ 和 １４４ ｈ 组模型大鼠上台

前路程和逃避潜伏期仅在第 ５ 天均显著增加（Ｐ＜
０􀆰 ０５，图 ２）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 空间探索实验结果

　 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，随着睡眠剥夺时间的增加，
大鼠穿越平台次数呈现逐渐减少的趋势（Ｐ＜０􀆰 ０５，
图 ３Ａ），且与睡眠剥夺时间呈负相关（图 ３Ｃ）；与
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 组目标象限停留时

间所占百分比无显著性差异，但 ９６ ｈ、１２０ ｈ、１４４ ｈ
组目标象限停留时间所占百分比呈明显下降趋势

（Ｐ＜０􀆰 ０１，图 ３Ｂ），且与睡眠剥夺时间呈负相关（图
３Ｄ）。 大鼠游泳轨迹热图显示，随着睡眠剥夺时间

的延长大鼠的游泳轨迹逐渐紊乱，在目标象限停留

的时间逐渐减少（图 ４）。 上述结果表明，睡眠剥夺

对大鼠记忆功能影响更为显著。
２􀆰 ３　 不同时间睡眠剥夺对大鼠焦虑行为的影响

　 　 旷场实验结果显示，睡眠剥夺前各组大鼠站立

次数、修饰次数无显著性差异。 随着睡眠剥夺时间

的增加，２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 组模型大鼠站立次数显著

增多（Ｐ＜０􀆰 ０５），而 ９６ ｈ、１２０ ｈ、１４４ ｈ 组大鼠站立次

数显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 睡眠剥夺后各组大鼠修饰

次数显著增加，其中 ７２ ｈ 组尤为显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）；至
此之后，随着睡眠剥夺时间的增加，大鼠修饰次数

逐渐减少，但仍高于睡眠剥夺前（Ｐ＜ ０􀆰 ０５，图 ５）。
上述结果表明，随着睡眠剥夺时间的延长，各组大

鼠出现了焦虑情绪。
表 １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５’－３’）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５’－３’）

β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ： ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ
Ｒ： ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ

ＢＤＮＦ

ＳＹＮ

ＰＳＤ⁃９５

Ｆ： ＡＧＧＴＣＴＧＡＣＧＡＣＧＡＣＡＴＣＡＣＴ
Ｒ： ＣＴＴＣＧＴＴＧＧＧＣＣＧＡＡＣＣＴＴ
Ｆ： ＡＧＴＧＣＣＣＴＣＡＡＣＡＴＣＧＡＡＧＴＣ
Ｒ： ＣＧＡＧＧＡＧＧＡＧＴＡＧＴＣＡＣＣＡＡＣ
Ｆ： ＡＣＣＡＧＡＡＧＡＧＴＡＴＡＧＣＣＧＡＴＴＣＧ
Ｒ： ＧＧＴＣＴＴＧＴＣＧＴＡＧＴＣＡＡＡＣＡＧＧ

图 １　 不同时间睡眠剥夺模型大鼠体重变化

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ
ａｆｔｅｒ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ
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注：Ａ：空间探索实验穿越平台次数；Ｂ：空间探索实验目标象限时间百分比；Ｃ：睡眠剥夺时间与穿越平台次数相关性分析；Ｄ：睡眠剥夺时间与

目标象限时间百分比相关性分析。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫空间探索实验结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｃｒｏｓｓｉｎｇ． Ｂ， Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ． Ｃ， Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｌａｔｆｏｒｍ

ｃｒｏｓｓｉｎｇｓ． Ｄ， Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ ｔｉｍｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｓｐａｃｅ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ

图 ４　 空间探索实验各组大鼠游泳轨迹热图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｓｐａｃｅ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ

２􀆰 ４　 不同时间睡眠剥夺对大鼠海马 ＣＡ１ 区细胞形

态的影响

　 　 尼氏染色结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，急性睡

眠剥夺后 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ 组大鼠海马 ＣＡ１ 区

神经细胞数量未见明显减少，排列整齐，轮廓清晰，
尼氏体核仁深染、清晰、居中，细胞形态结构基本正

常；１２０ ｈ、１４４ ｈ 组海马 ＣＡ１ 区细胞数目较前减少，
形态不规则，排列疏松紊乱，间隙增大（图 ６）。
２􀆰 ５　 不同时间睡眠剥夺对大鼠突触相关分子标志

物表达的影响

如图 ７ 免疫组织化学染色结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ

组比较，睡眠剥夺 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ 组模型大鼠

海马 ＣＡ１ 区 ＢＤＮＦ、ＳＹＮ、ＰＳＤ⁃９５ 阳性细胞数未见

明显减少，而 １２０ ｈ、１４４ ｈ 组阳性细胞表达减少（Ｐ＜
０􀆰 ０５），且 ＣＡ１ 区神经细胞排列疏松，着色浅。

图 ８ 所示， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组大鼠海马

ＢＤＮＦ、 ＳＹＮ、 ＰＳＤ⁃９５ 蛋 白 表 达 量 结 果 显 示， 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，随着睡眠剥夺时间的增加，各组大

鼠海马组织中 ＢＤＮＦ、ＳＹＮ、ＰＳＤ⁃９５ 蛋白表达量均呈

下降趋势（Ｐ＜０􀆰 ０１），且与睡眠剥夺时间呈负相关。
如图 ９ 的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，

随着睡眠剥夺时间的延长，各组大鼠海马组织中
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注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 旷场实验结果

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ６　 Ｎｉｓｓｌ 染色观察不同时间睡眠剥夺对大鼠海马 ＣＡ１ 区神经元形态、数量的影响
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注：Ａ：条带图片；Ｂ：ＢＤＮＦ 蛋白表达；Ｃ：ＳＹＮ 蛋白表达；Ｄ：ＰＳＤ⁃９５ 蛋白表达；Ｅ：睡眠剥夺时间与突触相关蛋白表达量的相关性分析。 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测不同时间睡眠剥夺模型大鼠海马组织突触相关蛋白的表达
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图 ９　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测不同时间睡眠剥夺模型大鼠海马组织突触相关蛋白基因的表达
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ＢＤＮＦ、ＳＹＮ、ＰＳＤ⁃９５ 的 ｍＲＮＡ 表达水平均显著降

低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）且与睡眠剥夺时

间呈负相关。 上述结果表明，睡眠剥夺可以导致大

鼠海马组织突触相关分子标志物表达异常。

３　 讨论

　 　 睡眠在中枢神经系统的正常运行中起着至关

重要的作用，良好睡眠有利于学习记忆的形成与巩

固［２２］，而睡眠剥夺则会导致记忆功能紊乱以及认知

功能下降［８，２３］。 既往研究报道，睡眠剥夺可以导致

学习认知功能减退，但具体机制错综复杂，至今尚

未明确。 突触可塑性是突触的形态和功能发生较

为持久改变的特性，长期以来一直被认为是学习和

记忆的重要组成部分［１２］。 突触相关蛋白的表达在

增强突触传递效能中发挥了重要作用，是构成突触

可塑性重要的生物学基础［２４］。
最近的相关研究报道主要集中在药物干预对

急、慢性睡眠剥夺诱导的学习认知功能障碍，但睡

眠剥夺导致学习认知功能障碍的确切机制研究鲜

有报道，本实验通过改良多平台水环境法制备大鼠

睡眠剥夺模型，探究不同时间睡眠剥夺是否通过调

控突触相关标志物的表达影响突触可塑性，进而导

致睡眠剥夺模型大鼠学习认知功能减退。 结果显

示，睡眠剥夺后大鼠站立次数和修饰次数逐渐增

加，出现易激惹、互相撕咬等焦虑样行为，随着睡眠

剥夺时间的延长，大鼠站立次数和修饰次数均呈升

高的趋势且在 ７２ ｈ 达高峰，９６ ｈ、１２０ ｈ、１４４ ｈ 呈逐

渐下降趋势，表明大鼠对新鲜事物探索的好奇心减

弱，兴奋性降低，焦虑情绪增加。 Ｌｉｕ 等［２５］研究发现

改良多平台法诱导的急性反常睡眠剥夺持续 ６ ｈ 可

导致小鼠焦虑样行为，与本研究结果一致。 Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫定位航行实验中，１２０ ｈ、１４４ ｈ 组逃避潜伏期

和上台前路程增加，可能是由于随着睡眠剥夺时间

的延长，大鼠体力不支、耐力下降导致的；在空间探

索实验中，大鼠穿越平台次数和目标象限停留时间

百分比随睡眠剥夺时间的延长呈明显下降趋势且

呈负相关。 此外，本研究结果发现随着睡眠剥夺时

间的增加，动物的学习能力（大鼠逃避潜伏期和上

台前路程）没有明显改变，但记忆功能（大鼠目标象

限停留时间百分比和穿越平台次数）呈明显下降趋

势，且与睡眠剥夺时间呈负相关，由此表明，睡眠剥

夺可能对大鼠记忆功能的影响更为显著。
Ｚｈｏｕ 等［２６］研究结果显示，睡眠剥夺可以导致

海马神经元数量减少，诱导海马神经元损伤，异槲

皮素通过抑制 ＮＬＲＰ３ 诱导的焦亡来减轻睡眠剥夺

依赖性海马神经元损伤改善学习认知功能。 本研

究结果中各组大鼠海马神经元形态和结构未发生

明显改变，但结合 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 结果推测，急性睡眠剥夺短期内对海马神经细

胞形态和结构不会产生明显改变，但其功能发生了

变化，主要表现为大鼠记忆能力明显减退。
突触与学习认知功能密不可分，突触可塑性是

学习记忆形成的神经基础［２７］，研究表明，蒙药珍宝

丸通过促进 ＰＳＤ⁃９５ 的合成，修复 ＰＳＤ 结构来维持

长时程增强的功能，进而改善睡眠剥夺模型大鼠的

学习记忆能力［２８］。 相关文献报道，ＳＡＭＰ８ 小鼠大

脑内 ＢＤＮＦ 的表达下降，突触传递效能减低，上调

ＢＤＮＦ 的表达可以有效增强突触可塑性，改善学习

认知功能［２９］。 研究发现，ＳＹＮ 表达的增加能够增强

大鼠的学习记忆能力［３０－３１］。 Ｐｅｉ 等［３２］ 研究认为，睡
眠剥夺大鼠空间记忆缺陷与海马神经元突触可塑

性有关。 本实验 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果均显

示突触可塑性相关蛋白 ＢＤＮＦ、ＳＹＮ、ＰＳＤ⁃９５ 的表达

随着睡眠剥夺时间的增加呈逐渐下降的趋势且呈

负相关，本研究发现，睡眠剥夺主要通过影响突触

相关蛋白的表达进而影响动物的空间学习记忆

功能。
随着睡眠剥夺时间的增加，当达到 １２０ ｈ、１４４ ｈ

时大鼠进食量减少、体重减轻、情绪暴躁、出现攻击

行为，部分大鼠出现血尿、血便，并且落水频率增

加，不能稳定站立于平台上，出现溺水而亡。 故推

测大鼠死亡原因可能与睡眠剥夺时间过长食欲素

分泌紊乱、体力不支、消化系统功能紊乱等有关。
后期仍需进行相关实验进行验证。

综上所述，急性睡眠剥夺可增加大鼠焦虑样情

绪，导致学习认知功能下降，其可能与突触生物标

志物表达降低有关。
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《中国比较医学杂志》不接受重复投稿说明

本刊严格执行国家有关科研诚信建设的相关规定及标准，包括但不局限于《ＣＹ ／ Ｔ １７４－２０１９：学术出版

规范 期刊学术不端行为界定》、《关于进一步加强科研诚信建设的若干意见》 （国务院公报 ２０１８ 年第 １７
号）、《发表学术论文“五不准”》（科协发组字〔２０１５〕９８ 号）等，严肃对待各种学术不端行为。

本刊不接受重复发表（包括不同语种），也不允许作者一稿多投。 具体表现形式包括：
重复发表：
ａ） 不加引注或说明，在论文中使用自己（或自己作为作者之一）已发表文献中的内容。
ｂ） 在不做任何说明的情况下，摘取多篇自己（或自己作为作者之一）已发表文献中的部分内容，拼接成

一篇新论文后再次发表。
ｃ） 被允许的二次发表不说明首次发表出处。
ｄ） 不加引注或说明地在多篇论文中重复使用一次调查、一个实验的数据等。
ｅ） 将实质上基于同一实验或研究的论文，每次补充少量数据或资料后，多次发表方法、结论等相似或雷

同的论文。
ｆ） 合作者就同一调查、实验、结果等，发表数据、方法、结论等明显相似或雷同的论文。
一稿多投：
ａ） 将同一篇论文同时投给多个期刊。
ｂ） 在首次投稿的约定回复期内，将论文再次投给其他期刊。
ｃ） 在未接到期刊确认撤稿的正式通知前，将稿件投给其他期刊。
ｄ） 将只有微小差别的多篇论文，同时投给多个期刊。
ｅ） 在收到首次投稿期刊回复之前或在约定期内，对论文进行稍微修改后，投给其他期刊。
ｆ） 在不做任何说明的情况下，将自己（或自己作为作者之一）已经发表论文，原封不动或做些微修改后

再次投稿。
若存在以上问题，一经查实，编辑部有责任揭露，给予书面警告，拒绝发表有其署名的文稿，通知其所在

单位，并在我刊公开曝光。
《中国比较医学杂志》编辑部
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黄俊杰，陈民利，朱科燕，等． ＷＨＢＥ 兔膝骨关节炎模型的建立与 ＰＲＦｒ 的干预研究 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（５）： ６５
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ｆｉｂｒｉｎ ｒｅｌｅａｓａｔｅｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（５）： ６５－７３．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０５􀆰 ００７

［基金项目］浙江省卫生健康委医药卫生科技计划项目（２０２１ＫＹ２１９）。
［作者简介］黄俊杰（１９９０—），男，实验师，研究方向：实验动物与比较医学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：３０６９９９４９２＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］潘永明（１９７９—），男，副研究员，研究方向：实验动物与比较医学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｐｙｍ９１８＠ １２６． ｃｏｍ

ＷＨＢＥ 兔膝骨关节炎模型的建立与 ＰＲＦｒ 的干预研究

黄俊杰１，陈民利１，朱科燕１，江劲翱２，张静惠３，蒋　 超１，潘永明１∗

（１．浙江中医药大学 动物实验研究中心 ／比较医学研究中心，杭州　 ３１００５３；２．浙江中医药大学第二临床医学院，杭州　 ３１００５３；
３．浙江中医药大学生命科学学院，杭州　 ３１００５３）

　 　 【摘要】 　 目的　 采用内侧副韧带和部分髌韧带切除术建立 ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模型并用富血小板纤维蛋白释放

液（ＰＲＦｒ）干预，探讨 ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模型软骨损伤和炎症的机制以及 ＰＲＦｒ 干预疗效。 方法　 取 ＷＨＢＥ 兔 ２４ 只，
随机分成 ３ 组，即对照（ＮＣ）组（ｎ＝ ６）、模型（ＫＯＡ）组（ｎ ＝ １２）和治疗（ＰＲＦｒ）组（ｎ ＝ ６）；其中 ＫＯＡ 组和 ＰＲＦｒ 组分

别于术后第 ７ 天和第 １４ 天时向两侧关节腔内注射生理盐水和 ＰＲＦｒ ０􀆰 ５ ｍＬ。 造模 ４、８ 周时，各组动物进行行为学

评分、Ｘ 线影像学观察，并取血清进行 ＥＬＩＳＡ 检测 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 水平，４ 周时 ＫＯＡ 组处理 ６ 只，８ 周时处理

各组剩余动物，取兔双侧膝关节，进行大体评分，脱钙后行病理切片制作，然后进行 ＨＥ 染色、甲苯胺蓝染色和番红

Ｏ 固绿染色以及 ＴＧＦ⁃β、ＢＭＰ３ 和 ＮＦ⁃κＢ 免疫组化表达检测。 结果　 与 ＮＣ 组比，造模后 ＷＨＢＥ 兔 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ ＭＧ 行

为学评分，Ｍａｎｋｉｎ’ｓ 评分，Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分均显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），可见膝关节肿胀明显、关节疼痛刺激和活动受限明

显，且 Ｘ 光显示软组织呈高密度阴影，关节积液较多，解剖观察显示关节面粗糙，病理观察显示软骨表面缺损，软骨

细胞丢失或部分丢失，表明 ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模型成立。 与 ＫＯＡ 组比较，ＰＲＦｒ 干预治疗后血清炎症水平（ ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３）均显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），软骨表面粗糙程度低，大部分软骨细胞分布整齐；同时 ＴＧＦ⁃β、
ＢＭＰ３ 和 ＮＦ⁃κＢ 表达水平亦显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 本研究成功建立了 ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模型，且 ＰＲＦｒ 可通过

ＴＧＦ⁃β ／ ＢＭＰ 和 ＮＦ⁃κＢ 途径改善 ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模型软骨损伤和炎症。
【关键词】 　 ＷＨＢＥ 兔；膝骨关节炎；富血小板纤维蛋白释放液；ＮＦ⁃κＢ
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ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ⁃ｆａｓｔ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴＧＦ⁃β， ＢＭＰ３， ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｔｈｅ Ｌｅｑｕｅｓｎｅ ＭＧ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｅ， Ｍａｎｋｉｎ’ ｓ ｓｃｏｒｅ， ａｎｄ Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ＷＨＢＥ ｒａｂｂｉｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｄｅｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｃａｒｔｉｌａｇｅ ａｎｄ ｐａｒｔｉａｌ ｌｏｓｓ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＫＯＡ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ． Ｉｎ ＫＯＡ
ｒａｂｂｉｔｓ， ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｓｗｅｌｌｉｎｇ， ｊｏｉｎｔ ｐａｉｎ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ． Ｘ⁃ｒａｙｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ
ｓｏｆｔ ｔｉｓｓｕｅ ｓｈａｄｏｗ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｍｏｒｅ ｊｏｉｎｔ ｅｆｆｕｓｉｏｎ ａｎｄ ａ ｒｏｕｇｈ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｎ ｇｅｎｅｒａｌ． Ａｆｔｅｒ ＰＲＦｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ａｎｄ ＭＭＰ⁃１３ ｉｎ ＫＯＡ ｍｏｄｅｌ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｂｅｃａｍｅ ｓｍｏｏｔｈ， ａｎｄ ｍｏｓｔ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ｎｅａｔｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＧＦ⁃β， ＢＭＰ３， ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＫＯＡ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｗｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａ ＫＯＡ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ＷＨＢＥ ｒａｂｂｉｔｓ， ａｎｄ ＰＲＦｒ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＷＨＢＥ ｒａｂｂｉｔ ＫＯＡ ｍｏｄｅｌ ｔｈｒｏｕｇｈ ＴＧＦ⁃β ／ ＢＭＰ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＷＨＢＥ ｒａｂｂｉｔ； ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｒｉｃｈ ｆｉｂｒｉｎ ｒｅｌｅａｓａｔｅｓ； ＮＦ⁃κＢ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 膝骨关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是由多因

素引起的关节退行性疾病，可导致膝关节疼痛、关
节不稳定和功能受限［１］。 近几年来，ＫＯＡ 已成为人

类高患病率和发病率的疾病之一，在全球 ＫＯＡ 患病

率高达 ９􀆰 ４％，给越来越多的家庭带来沉重的经济

负担［１］。 ＫＯＡ 表现为关节软骨退化、骨赘和滑膜组

织炎症，目前认为环境和遗传因素相互作用导致

ＫＯＡ 的发生和发展，如肥胖会增加关节的承重负

荷，也可能增加关节对炎症因子的敏感性［２］。 此

外，目前一些常用的 ＫＯＡ 治疗手段如非甾体类消炎

药、止痛剂等长期使用后，可能会产生副反应［３］。
因此，建立适合且安全有效的 ＫＯＡ 疗法在临床应用

中至关重要。 研究表明，运动、减肥、关节内注射透

明质酸或富血小板血浆（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ，ＰＲＰ）
等在长期治疗中（ ＞１２ 月）具有较低的副作用和较

高的获益，尤其 ＰＲＰ 含多种关键的生长因子，作为

生长材料已成功应用于临床［３］。 值得一提的是，富
血小板纤维蛋白（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｒｉｃｈ ｆｉｂｒｉｎ， ＰＲＦ）是血小板

浓缩物的另一种制剂，具有很强的纤维蛋白凝胶聚

合作用，可持续性地释放生长因子用以治疗肌腱、
软骨等，且在大鼠肌腱治疗中，ＰＲＦ 比 ＰＲＰ 能更快

地加速肌腱愈合，从而具有更好的改善作用［４］。 前

期研究发现改良的自体富血小板纤维蛋白释放液

（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｒｉｃｈ ｆｉｂｒｉｎ ｒｅｌｅａｓａｔｅｓ，ＰＲＦｒ）能明显促进兔

软骨细胞修复［５］，但机制未明。
近来研究发现转化生长因子－β（ＴＧＦ⁃β）和骨

形态发生蛋白（ＢＭＰ）信号通路在内的几个分子通

路在 ＫＯＡ 的发生和发展中起着关键作用［６］。 另外，
ＮＦ⁃κＢ 在炎症、免疫和应激反应以及软骨降解中起

着至关重要的作用［７］。 兔膝关节大体解剖结构与

人类相似性较高，课题组前期发现 ＷＨＢＥ 兔比日本

大耳白兔更易产生骨代谢紊乱而导致前肢畸形，并
且高脂高糖饮食诱导后 ＷＨＢＥ 兔易产生肥胖、脂代

谢紊乱、胰岛素抵抗和炎症［８］，表明 ＷＨＢＥ 兔存在

骨代谢调控的敏感性和环境诱导的易感性。 因此，
本项目根据膝骨关节炎的病理特征，通过外科手术

方法模拟膝关节力学不稳，建立 ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模

型，进 一 步 从 ＴＧＦ⁃β ／ ＢＭＰ 和 ＮＦ⁃κＢ 途 径 研 究

ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模型软骨损伤和炎症的发生机制，同
时探讨 ＰＲＦｒ 对 ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模型的疗效。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 健康普通级雄性成年 ＷＨＢＥ 兔 ２４ 只，体重为

２􀆰 ０～２􀆰 ５ ｋｇ，购自新昌县大市聚镇欣健兔场［ＳＣＸＫ
（ 浙 ） ２０２０ － ０００５ ］， 合 格 证 编 号 为

２０２１１２２３Ｃｅｚｚ０４１２９９９２２３，饲养于浙江中医药大学

动物实验研究中心普通级实验室［ＳＹＸＫ（浙）２０２１－
００１２］，室温 ２０～２２ ℃，相对湿度 ４０％ ～ ６０％，１２ ｈ ／
１２ ｈ 明 ／暗交替，动物自由饮食和饮水。 所有操作

均符合浙江中医药大学实验动物管理与伦理委员

会要求（ＩＡＣＵＣ⁃２０２１１２１３⁃１５），遵循 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 白介素 １β（ＩＬ⁃１β）、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ⁃α）、

６６ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



基质金属蛋白酶 １３（ＭＭＰ⁃１３）ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自南

京建成生物工程研究所。 ＶＥＴ１８００Ｂ Ｘ 光机，南京

普爱医疗设备股份有限公司；Ｖａｒｉｏｓｃａｎ Ｆｌａｓｈ 连续

光谱酶标仪，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；Ａｌｌｅｒｇｒａ Ｘ⁃１５
离心机，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司；ＨｉｓｔｏＳＴＡＲ 包埋机，美
国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；Ｓｈａｎｄｏｎ Ｅｘｃｅｌｓｉｏｒ ＡＳ 组织脱水机，
美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；ＨｉｓｔｏＣｏｒｅ ＭＵＬＴＩＣＵＴ 半自动石蜡

切片机，德国 Ｌｅｉｃａ 公司；ＧＥＭＩＮＩ ＡＳ 染色机，美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司；１２０Ｐ 韬涵数字切片扫描设备，上海韬

涵医疗科技有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＰＲＦｒ 的制备

　 　 兔静脉取 １０ ｍＬ 静脉血，置于不含抗凝剂的真

空采血管中，于 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取出 ＰＲＦ，
４ ℃下静置于无菌离心管内，２４ ｈ 后收集析出液体，
－２０ ℃冷冻备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＫＯＡ 模型建立与 ＰＲＦｒ 的干预

　 　 ＷＨＢＥ 兔适应性饲养 ７ ｄ 后，随机分成 ３ 组，即
对照（ＮＣ）组（ｎ ＝ ６）、模型（ＫＯＡ）组（ｎ ＝ １２）、治疗

（ＰＲＦｒ）组（ｎ ＝ ６）。 ＫＯＡ 组与 ＰＲＦｒ 组兔禁食不禁

水 １２ ｈ 后，于耳缘静脉注射 ８ ｍｇ ／ ｋｇ 丙泊酚注射液

诱导全身麻醉，使用 １％ ～ ３％异氟烷进行面罩吸入

维持麻醉，双侧膝关节周围备皮消毒。 参考杨松滨

等［９］方法，在无菌条件下于膝关节内侧做一长约 ２
ｃｍ 的纵向切口，切开皮肤、皮下筋膜，暴露内侧副韧

带及髌韧带，然后切断内侧副韧带，并截除断端约 ５
ｍｍ，同时切除 ２ ／ ３ 内侧髌韧带（长 １􀆰 ５ ｃｍ 和宽 ０􀆰 ８
ｃｍ），生理盐水冲洗后缝合创面。 ＮＣ 组仅切开皮

肤，暴露内侧副韧带和髌韧带，不做其它处理。 术

后连续 ３ ｄ 肌肉注射 ４０ 万单位的青霉素预防感染；
模型组和 ＰＲＦｒ 组分别在术后第 ７ 天和第 １４ 天时向

两侧关节腔内注射生理盐水和 ＰＲＦｒ ０􀆰 ５ ｍＬ。 ４ 周

时 ＫＯＡ 组处理 ６ 只动物，８ 周时每组各处理 ６ 只

动物。
１􀆰 ３􀆰 ３　 一般情况观察

　 　 试验期间，观察动物的一般情况并每隔 １ 周空

腹称重。
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ ＭＧ 膝关节级别评分

　 　 造模 ４ 周（４Ｗ）和 ８ 周（８Ｗ）时，参考 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ
ＭＧ 膝关节评估级别法［１０］ 进行行为学评分。 包括

疼痛刺激反应（０ ～ ３ 分）、步态改变（０ ～ ３ 分）、关节

活动（０～３ 分）和关节肿胀（０～２ 分）。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｘ 线影像学观察

　 　 造模 ４ Ｗ 和 ８ Ｗ 时，兔常规麻醉后进行侧位膝

关节 Ｘ 线检查。
１􀆰 ３􀆰 ６　 血液炎症因子测定

　 　 造模 ４Ｗ 和 ８Ｗ 时，空腹取兔耳中动脉血 ３ ｍＬ，
分离血清。 根据试剂盒提供的标准品稀释制作标

曲，按说明书测得样品吸光度并计算得到 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 水平。
１􀆰 ３􀆰 ７　 大体观察评分

　 　 采用 ３％戊巴比妥钠溶液 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 经耳缘静

脉过量注射致动物安乐死后，取双侧膝关节采用

Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分［１１］ 进行大体观察膝关节软骨损伤情

况，评分细节如下：关节面光整，色泽如常（０ 分）；关
节面粗糙，有小的裂隙且色泽灰暗（１ 分）；关节面糜

烂，软骨缺损深达软骨表中层（２ 分）；关节面溃疡形

成，缺损深达软骨深层（３ 分）；软骨剥脱，软骨下骨

暴露（４ 分）。
１􀆰 ３􀆰 ８　 病理组织学形态观察

　 　 造模 ４Ｗ 和 ８Ｗ 时，取兔双侧膝关节，经甲醛固

定 ２４ ｈ 后，ＥＤＴＡ 脱钙处理后，梯度乙醇脱水，二甲

苯透明，浸蜡组织包埋，制作石蜡切片，行 ＨＥ 染色，
观察软骨组织病变；另取组织切片，在甲苯胺蓝染

液中室温染色 ２０ ｍｉｎ，观察软骨和成骨细胞的变化；
经番红 Ｏ 和固绿染液染色，光学显微镜下观察病变

情况，并对番红 Ｏ－固绿染色结果进行 Ｍａｎｋｉｎ’ ｓ 评

分，包括软骨结构、软骨细胞、基质染色、潮线完整

性 ４ 个方面［１２］。
１􀆰 ３􀆰 ９　 免疫组化观察

　 　 造模 ４Ｗ 和 ８Ｗ 时，取各组兔双侧膝关节的石

蜡切片，采用免疫组化法观察 ＴＧＦ⁃β、ＢＭＰ３ 和 ＮＦ⁃
κＢ 的蛋白表达情况。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 所有数据均用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，采用

ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件分析，采用单因素方差分析

（Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），若方差齐，用 Ｔｕｋｅｙ 法进行多

样本均数间的两两比较； 若方差不齐， 则改用

Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ 法。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般体征与 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ ＭＧ 行为学观察

　 　 试验期间，各组兔术后 １ 周时创面愈合较好，且
各组兔的体重均呈正常的增长模式，未见明显差异

（Ｐ＞ ０􀆰 ０５），见图 １Ａ，表明本研究的 ＫＯＡ 术式对

ＷＨＢＥ 兔的机体生长影响较少。 ＰＲＦｒ 干预后 ４ 周
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时可见部分动物膝关节肿胀，疼痛刺激不明显，关
节活动略有受限，奔跑时偶见跛行，８ 周时，动物膝

关节未见明显肿胀，疼痛刺激不明显，关节活动未

见异常，奔跑时偶见跛行，且治疗组 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ ＭＧ 行

为学评分在术后 ４ 周和 ８ 周时均显著低于 ＫＯＡ 组

（Ｐ＜０􀆰 ０１），表明 ＰＲＦｒ 干预能明显改善 ＫＯＡ 模型兔

的关节活动行为，见图 １Ｂ。

注：与对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ ＭＧ 行为学评分结果（ｎ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＫＯＡ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｌｅｑｕｅｓｎｅ ＭＧ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 Ｘ⁃ｒａｙ 侧位片的变化

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｘ⁃ｒａｙ ｌａｔｅｒａｌ ｆｉｌｍ

２􀆰 ２　 Ｘ 射线影像学变化

　 　 Ｘ 射线侧位片检查显示，ＰＲＦｒ 干预后虽可见胫

骨平台表面略有粗糙（红箭头），但较 ＫＯＡ 组损伤

程度降低明显，见图 ２。
２􀆰 ３　 大体观察与 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分

　 　 图 ３Ａ 大体观察显示，治疗组可见表面略粗糙，
并有光泽，较模型组损伤程度降低。 同时，Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ
评分显示，治疗组的评分显著高于对照组 （ Ｐ ＜

０􀆰 ０１），但显著低于 ４Ｗ 和 ８Ｗ 时模型组（Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 ３Ｂ。
２􀆰 ４　 病理组织学形态观察与 Ｍａｎｋｉｎ’ｓ 评分

　 　 ＨＥ 染色、甲苯胺蓝染色及番红 Ｏ－固绿染色结

果见图 ４Ａ，ＰＲＦｒ 干预治疗后，蛋白多糖表达基本均

匀，软骨厚度较模型组明显增加；进一步 Ｍａｎｋｉｎ’ ｓ
评分结果显示，治疗组的评分显著高于对照组（Ｐ＜
０􀆰 ０１），但显著低于 ４Ｗ 和 ８Ｗ 时模型组（Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 ４Ｂ。
２􀆰 ５　 ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模型的建立

　 　 ＷＨＢＥ 兔经手术建立 ＫＯＡ 模型，术后 ４ 周和 ８
周时，对照组膝关节均未见肿胀，疼痛刺激不明显，
关节活动未见异常，未见跛行；而模型组术后可见

膝关节肿胀明显，部分有明显的骨性突出，质地坚

硬，触摸可见糙面且不光滑，疼痛刺激明显，关节活
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注：与对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组 ８Ｗ 比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组动物膝关节大体观察和 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分（ｎ＝ １２）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＫＯＡ ｇｒｏｕｐ ８Ｗ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ａｎｄ Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组 ８Ｗ 比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组膝关节病理观察和 Ｍａｎｋｉｎ’ｓ 评分（ｎ＝ １２）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＫＯＡ ｇｒｏｕｐ ８Ｗ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｍａｎｋｉｎ’ｓ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

动受限明显，奔跑时有轻度跛行；同时，Ｌｅｑｕｅｓｎｅ ＭＧ
行为学评分也显示，模型组 ４ 周和 ８ 周时的评分均

显著高于对照组（Ｐ＜０􀆰 ０１），表明 ＫＯＡ 模型 ＷＨＢＥ
兔存在明显的关节活动异常，见图 １。 Ｘ 射线侧位

片检查显示，术后 ４ 周和 ８ 周时 ＮＣ 组胫骨平台表

面光滑，周围软组织影像学密度正常，膝关节无明

显病理改变；而模型组胫骨平台表面粗糙 （红箭

头），膝关节软组织呈高密度阴影，关节积液较多，
提示模型组存在膝关节病变损伤，见图 ２。 大体观

察显示，８ 周时对照组胫骨和股骨表面颜色正常、边
缘平整、表面光滑有光泽，无损伤；而模型组 ４ 周与

８ 周时损伤严重，边缘不齐整，表面粗糙且无光泽，
可见明显软骨破损（红色箭头），提示 ＫＯＡ 模型组

存在明显的关节软骨损伤，见图 ３Ａ；同时，Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ
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评分显示，模型组的评分显著高于对照组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），见图 ３Ｂ。 ＨＥ 染色、甲苯胺蓝染色及番红 Ｏ－
固绿染色结果见图 ４Ａ，对照组 ８ 周时关节软骨表面

光滑，各层的软骨细胞状态完好层次清晰，排列整

齐有序，无肥大和空泡化；而模型组 ４ 周时可见软骨

表面凹凸不平且有裂痕存在，软骨细胞因体积增大

而呈肥大、分布无序，部分软骨细胞丢失，蛋白多糖

注：与对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组 ８Ｗ 组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组动物疫组化观察情况

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＫＯＡ ｇｒｏｕｐ ８Ｗ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｅｐｉｄｅｍｉｃｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表达明显不均匀，８ 周时软骨表面进一步出现缺损，
软骨细胞因体积增大而呈肥大、分布无序，部分软

骨细胞丢失较多且有裂痕存在，软骨厚度明显变

薄，纤维化程度和范围变大；进一步 Ｍａｎｋｉｎ’ ｓ 评分

结果显示，模型组的评分均显著高于对照组（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），见图 ４Ｂ。 以上结果说明手术后 ＷＨＢＥ 兔

　 　 　

ＫＯＡ 模型建立成功。
２􀆰 ６　 免疫组化观察

　 　 图 ５Ａ 显示，与对照组比较，模型组在 ８ 周时软

骨内 ＢＭＰ３、ＮＦ⁃κＢ、ＴＧＦ⁃β 的阳性细胞表达均显著

增加（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与模型组比较，治疗组干预治疗后

软骨内 ＢＭＰ３、ＮＦ⁃κＢ、ＴＧＦ⁃β 的阳性细胞表达均显

著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１），见图 ５Ｂ～５Ｄ。
２􀆰 ７　 血清 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 水平测定

　 　 术后 ４ 周和 ８ 周时，模型组模型兔的血清 ＩＬ⁃
１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 水平均显著高于对照组 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 而治疗组在术后 ４ 周和 ８ 周时血清中 ＩＬ⁃
１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 水平均显著低于模型组 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），见图 ６。
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注：与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组血清 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 水平的变化（ｎ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＫＯＡ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＭＭＰ⁃１３ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

　 　 ＫＯＡ 影响软骨、韧带，具有病程长、治愈难、疼
痛强烈等特点，严重影响患者的生活质量，给家庭

造成重大的经济负担［２］。 因此，在长期治愈过程

中，提升 ＫＯＡ 治疗手段的安全性和有效性至关重

要，而符合临床症状的动物模型是研究 ＫＯＡ 病因、
病机和干预治疗的前提。 目前制备 ＫＯＡ 模型的动

物包括大小鼠、兔、犬、羊、猪等，而大动物价格昂

贵、获取来源困难、实验成本高等不足，同时大小鼠

自愈比人类快，骨结构中不含有哈弗斯系统，不能

完全模拟人类的骨骼重建过程，身型小而操作不

便；但兔相比鼠类的体型大，操作比鼠类方便，且经

济方面也更能接受，故兔是目前 ＫＯＡ 模型制备常用

的模型动物。 另外，诱导性 ＫＯＡ 模型复制方法主要

包括关节内药物注射、关节制动、手术等，药物造模

方法则会影响关节液生化的检测，关节制动的造模

方法还尚不明确，易引起动物应激或肢体溃疡，手
术方法中目前以 Ｈｕｌｔｈ 法最为典型，但该法也存在

着操作复杂、最终关节病变严重，并对术者技能要

求较高，易误伤关节软骨，导致感染和死亡率也较

高。 因此，寻找易感并建立符合临床 ＫＯＡ 发病特征

和病变特点的实验动物模型，对促进 ＫＯＡ 的研究具

有重要意义。
ＷＨＢＥ 兔是本课题组所在单位于 １９９８ 年发现，

并自主培育而成的封闭群兔新品系，通过多年的生

物学特性研究，发现 ＷＨＢＥ 兔在生物医学中具有特

殊的应用价值［１３］。 本研究从生物力学角度出发，基
于关节力学失衡的特点，采用手术方法对 ＷＨＢＥ 兔

进行内侧副韧带和部分髌韧带切除术，造成膝关节

的不稳定与关节内部的应力失衡，进而引发软骨退

行性病变；可能符合临床中大多关节损伤多与韧带

损伤有密切相关。 本研究结果显示，ＫＯＡ 组兔造模

后膝关节肿胀明显，部分有明显的骨性突出，触摸

可见糙面，疼痛刺激明显，关节活动受限明显，奔跑

时有轻度跛行，且 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ ＭＧ 行为学评分显著增

加；Ｘ 射线检查显示胫骨平台表面粗糙，膝关节软组

织呈高密度阴影，关节积液较多，Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分升

高；病理观察亦显示软骨表面出现缺损、裂痕，软骨

细胞因体积增大而呈肥大、分布无序，部分丢失，且
Ｍａｎｋｉｎ’ｓ 评分显著升高；机体中的炎性因子水平明

显升高，提示 ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模型成立，且该法创伤

较小，模型稳定性好，未见造模后出现死亡。 进一

步经 ＰＲＦｒ 干预治疗后，ＫＯＡ 模型 ＷＨＢＥ 兔的膝关

节肿胀和疼痛明显缓解， 关节活动未见异常，
Ｌｅｑｕｅｓｎｅ ＭＧ 行为学评分、Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分和 Ｍａｎｋｉｎ’ｓ
评分显著减少，这些与之前的研究一致［５］，表明

ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模型的有效性，适于 ＫＯＡ 的早中期

病理研究。 另外，相较于传统的 ＰＲＰ，ＰＲＦ 因不含

添加剂，可以降低发生感染和免疫排斥反应的风

险，通过静置分离，得到的 ＰＲＦｒ 可以诱导人间充质

干细胞成骨分化，其特征是钙骨化物的形成［１４］，明
确了 ＰＲＦｒ 治疗的有效性。

促炎因子释放到关节间隙可吸引免疫细胞从

而导致关节损伤和疼痛［１５］，其中 ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和

ＩＬ⁃１β 的表达与 ＫＯＡ 的严重程度呈正相关［１６］，这与

本研究观察到 ＫＯＡ 模型 ＷＨＢＥ 兔 ４ 周和 ８ 周时血

清中 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 水平升高一致，表明

ＷＨＢＥ 兔模型骨关节炎持续发展的进程，这与病理

观察到关节软骨退变相一致。 另外，ＩＬ⁃１β 在 ＯＡ 发

展中可诱导软骨细胞炎症，激活 ＭＭＰ 来加剧软骨

破坏［１７］。 软骨细胞分泌 ＩＬ⁃１β 的过表达会导致 ＮＦ⁃
κＢ 通路的激活，而 ＮＦ⁃κＢ 信号传导是 ＯＡ 发病机理

中最主要的机制［１８］。 同时，ＮＦ⁃κＢ 信号的激活诱导

产生 ＭＭＰ⁃１３，而 ＭＭＰ⁃１３ 是最有效的胶原酶 ＩＩ 之

一，被认为是软骨变性的标志物［１６］。 ＴＮＦ⁃α 可致胶
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原酶代谢分解，而 ＩＩ 型胶原蛋白碎片亦可促进 ＩＬ⁃
１β 表达上调，从而导致软骨细胞凋亡，并诱导 ＭＭＰ
产生，分解维持软骨生物学特性的细胞外基质［１９］。
ＫＯＡ 组膝关节 ＮＦ⁃κＢ 含量显著增加，进一步证实了

ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模型存在明显软骨变性，这与软骨基

质合成和降解出现失衡有关。 此外，ＰＲＦｒ 治疗后的

兔血清 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３、ＮＦ⁃κＢ 含量较 ＫＯＡ
组相比显著降低，提示可能是通过 ＮＦ⁃κＢ 途径发挥

作用。
值得关注地是，ＩＬ⁃１β 作为一种关键的炎症介

质可以激活 ＴＧＦ⁃β 信号通路［２０］。 ＴＧＦ⁃β 家族信号

通路包含两个分支 ＴＧＦ⁃β 和 ＢＭＰ，本研究发现

ＫＯＡ 组兔膝关节 ＴＧＦ⁃β、ＢＭＰ３ 表达均显著增加，而
ＰＲＦｒ 治疗后降低了 ＴＧＦ⁃β、ＢＭＰ３ 表达。 ＴＧＦ⁃β 是

一种促纤维化因子，抑制其表达可减少 ＫＯＡ 的纤维

化［１５］。 ＢＭＰ 参与许多细胞的增殖、生长、分化及凋

亡，而滑膜细胞就是 ＢＭＰ 信号的特异性靶细胞［２１］，
并且发生 ＫＯＡ 后，ＢＭＰ 在关节液中的表达也会升

高，且 ＢＭＰ 对关节软骨的合成以及代谢都具有明显

的促进作用［２１］。 表明 ＢＭＰ 和 ＴＧＦ⁃β 在维持关节内

环境的稳定及对损伤的关节软骨修复中均发挥着

十分重要的作用，特别是 ＴＧＦ⁃β 受体在 ＢＭＰ 的信

号转导中起着承上启下的作用，是 ＢＭＰｓ 发挥功能

的关键节点。 可见，ＴＧＦ⁃β ／ ＢＭＰ 信号传导在成骨细

胞分化和骨形成中起着关键的调节功能，也表明了

ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模型存在明显的关节内环境失衡和

软骨变性，而 ＰＲＦｒ 能显著改善 ＫＯＡ 关节软骨损伤

和炎症因子的表达，提示其可能与 ＴＧＦ⁃β ／ ＢＭＰ 和

ＮＦ⁃κＢ 途径有关。
综上所述，本研究成功建立了内侧副韧带和部

分髌韧带切除术形成的 ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模型，该法

操作简单，成功率高，适于 ＫＯＡ 早中期病变的研究，
且 ＰＲＦｒ 可通过 ＴＧＦ⁃β ／ ＢＭＰ 和 ＮＦ⁃κＢ 途径改善

ＷＨＢＥ 兔 ＫＯＡ 模型软骨损伤和炎症。

参考文献：

［ １ ］　 ＲＩＥＷＲＵＪＡ Ｋ， ＰＨＡＫＨＡＭ Ｓ， ＳＯＭＰＯＬＰＯＮＧ Ｐ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｔｒａ⁃ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ
ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ ｉｎ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ，
２０２２， ２３（２）： ８９０．

［ ２ ］ 　 ＺＭＥＲＬＹ Ｈ， ＥＬ ＧＨＯＣＨ Ｍ， ＩＴＡＮＩ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｐｅｒｓｏｎａｌｉｚｅｄ
ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ａｎｄ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｓａｒｃｏｐｅｎｉｃ ｏｂｅｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ： ａ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｇｕｉｄｅ ｉｎ ａｎ
ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃ ｓｅｔｔｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ， ２０２３， １５（１４）： ３０８５．

［ ３ ］ 　 ＣＨＡＲＬＥＳＷＯＲＴＨ Ｊ， ＦＩＴＺＰＡＴＲＩＣＫ Ｊ， ＰＥＲＥＲＡ Ｎ Ｋ Ｐ， ｅｔ

ａｌ． Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ⁃ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｓａｆｅｔｙ
ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｅｅ ［ Ｊ ］ ． ＢＭＣ
Ｍｕｓｃｕｌｏｓｋｅｌｅｔ Ｄｉｓｏｒｄ， ２０１９， ２０（１）： １５１．

［ ４ ］ 　 ＤＩＥＴＲＩＣＨ Ｆ， ＤＵＲÉ Ｇ Ｌ， Ｐ ＫＬＥＩＮ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｒｉｃｈ
ｆｉｂｒｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｎ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｏｆ Ａｃｈｉｌｌｅｓ ｔｅｎｄｏｎ ｗｈｅｎ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ ｉｎ ｒａｔ ［Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｐｌａｓｔ Ｓｕｒｇ，
２０１５， ４（２）： １０１－１０９．

［ ５ ］ 　 ＨＳＵ Ｙ Ｋ， ＳＨＥＵ Ｓ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｃ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｉｐｏｓｅ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｗｉｔｈ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃
ｒｉｃｈ ｆｉｂｒｉｎ ｒｅｌｅａｓａｔｅｓ ａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｔｒａ⁃ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ
ａｃｕｔｅ ｏｓｔｅｏｃｈｏｎｄｒａｌ ｄｅｆｅｃｔｓ ｉｎ ａ ｒａｂｂｉｔ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ． Ｋｎｅｅ， ２０１８，
２５（６）： １１８１－１１９１．

［ ６ ］ 　 ＷＡＮＧ Ｃ， ＳＩＬＶＥＲＭＡＮ Ｒ Ｍ， ＳＨＥＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｔｉｎｃｔ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｇｒａｍｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＴＧＦ⁃β１ ａｎｄ ＢＭＰ２ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｗｉｔｈ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ Ｔｒａｎｓｌａｔ，
２０１８， １２： ６６－７３．

［ ７ ］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｑ， ＬＥＮＡＲＤＯ Ｍ Ｊ， ＢＡＬＴＩＭＯＲＥ Ｄ． ３０ ｙｅａｒｓ ｏｆ ＮＦ⁃
κＢ： ａ ｂｌｏｓｓｏｍｉｎｇ ｏｆ ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｐａｔｈｏｂｉｏｌｏｇｙ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ，
２０１７， １６８（１ ／ ２）： ３７－５７．

［ ８ ］ 　 刘军平， 潘永明， 陈民利， 等． 白毛黑眼兔与日本大耳白兔

胰岛素抵抗动脉粥样硬化模型的比较 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学

报， ２０１９， ２７（３）： ３３９－３４６．
ＬＩＵ Ｊ Ｐ， ＰＡＮ Ｙ Ｍ， ＣＨＥＮ Ｍ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＷＨＢＥ ａｎｄ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０１９， ２７（３）： ３３９
－３４６．

［ ９ ］ 　 杨松滨， 刘益杰， 冯伟， 等． 基于关节力学失稳方法建立兔

膝骨关节炎模型 ［ Ｊ］ ． 上海中医药杂志， ２０１５， ４９（４）： １１
－１５．
ＹＡＮＧ Ｓ Ｂ， ＬＩＵ Ｙ Ｊ， ＦＥＮＧ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｋｎｅｅ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｊｏｉｎｔｓ ’ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ
ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｍｅｔｈｏｄ ［Ｊ］ ． Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１５， ４９
（４）： １１－１５．

［１０］ 　 ＬＥＱＵＥＳＮＥ Ｍ Ｇ， ＭＥＲＹ Ｃ， ＳＡＭＳＯＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ
ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｆｏｒ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｐ ａｎｄ ｋｎｅｅ． Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ—ｖａｌｕｅ
ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｔｅｓｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｓｃａｎｄ Ｊ
Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ Ｓｕｐｐｌ， １９８７， ６５： ８５－８９．

［１１］ 　 ＰＥＬＬＥＴＩＥＲ Ｊ Ｐ， ＪＯＶＡＮＯＶＩＣ Ｄ， ＦＥＲＮＡＮＤＥＳ Ｊ Ｃ， ｅｔ ａｌ．
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎ ｖｉｖｏ ｂｙ
ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ［ Ｊ ］ ．
Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ Ｒｈｅｕｍ， １９９８， ４１（７）： １２７５－１２８６．

［１２］ 　 ＳＡ Ｌ， ＷＥＩ Ｘ， ＨＵＡＮＧ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｌｉｄｒｏｓｉｄｅ ｔｏ
ｔｈｅ ｒｅｌｉｅｖｅ ｏｆ ｓｙｍｐｔｏｍ ａｎｄ ｓｉｇｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ａｃｕｔｅ ｓｔａｇｅ ｏｆ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｅｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２０，
２５９： １１２８８３．

［１３］ 　 吕建敏， 蔡兆伟， 蔡月琴， 等． 基于 ＯＰＧ⁃ＲＡＮＫ⁃ＲＡＮＫＬ 系

统研究饲粮不同钙水平对生长期 ＷＨＢＥ 兔骨代谢的影响

［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０１７， ２５（６）： ６１８－６２３．
ＬＹＵ Ｊ Ｍ， ＣＡＩ Ｚ Ｗ， ＣＡＩ Ｙ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｅｔａｒｙ
ｃａｌｃｉｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｇｒｏｗｉｎｇ ＷＨＢＥ ｒａｂｂｉｔｓ
ｖｉａ ＯＰＧ⁃ＲＡＮＫ⁃ＲＡＮＫＬ ｓｙｓｔｅｍｓ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，
２０１７， ２５（６）： ６１８－６２３．

２７ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



［１４］　 ＷＯＮＧ Ｃ Ｃ， ＬＩＡＯ Ｊ Ｈ， ＳＨＥＵ Ｓ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｎｏｖｅｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ ｏｆ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｒｉｃｈ ｆｉｂｒｉｎ ｒｅｌｅａｓａｔｅ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ｐｒｅｖｅｎｔ ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ ｉｎ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｔｉｃ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． ＢＭＣ
Ｍｕｓｃｕｌｏｓｋｅｌｅｔ Ｄｉｓｏｒｄ， ２０２０， ２１（１）： ５２７．

［１５］ 　 ＤＩＮＧ Ｌ， ＬＩＡＯ Ｔ， ＹＡＮＧ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｒｙｓｉｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｓｙｎｏｖｉｔｉｓ
ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＥＲＫ ／ ＴＸＮＩＰ ／ ＮＬＲＰ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，
２０２３， １４： １１７０２４３．

［１６］ 　 ＺＨＡＯ Ｑ Ｈ， ＬＩＮ Ｌ Ｐ， ＧＵＯ Ｙ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃１３， ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β ａｒｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｔｈｅｒ
Ｍｅｄ， ２０２０， １９（６）： ３６２０－３６２６．

［１７］ 　 ＹＡＮＧ Ｇ， ＷＡＮＧ Ｋ， ＳＯＮＧ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｅｌａｓｔｒｏｌ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＴＬＲ２ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ．
Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２２， １３： ９６３５０６．

［１８］ 　 ＣＳＡＫＩ Ｃ， ＭＯＢＡＳＨＥＲＩ Ａ， ＳＨＡＫＩＢＡＥＩ Ｍ． Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ

ｃｈｏｎｄｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ａｎｄ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ： ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃β１⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＮＦ⁃κＢ⁃
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ，
２００９， １１（６）： Ｒ１６５．

［１９］ 　 ＧＵＡＮ Ｔ， ＤＩＮＧ Ｌ Ｇ， ＬＵ Ｂ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ａｎｄ ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ ｓｕｌｆａｔｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ．
Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２２， １３： ８８２３０４．

［２０］ 　 ＭＥＮＧ Ｘ Ｍ， ＮＩＫＯＬＩＣ⁃ＰＡＴＥＲＳＯＮ Ｄ Ｊ， ＬＡＮ Ｈ Ｙ． ＴＧＦ⁃β：
ｔｈｅ ｍａｓｔｅｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｎｅｐｈｒｏｌ， ２０１６， １２
（６）： ３２５－３３８．

［２１］ 　 ＹＵ Ｐ， ＬＩＵ Ｋ， ＧＡＯ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β ａｎｄ
ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃２００ ｆａｍｉｌｙ
ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ ［Ｊ］ ． Ｐａｎｃｒｅａｓ， ２０１８， ４７（２）： ２５２－２５６．

〔收稿日期〕２０２３－０７－２５

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究快报

植物来源的 ｍｉＲＮＡ 在哺乳动物系统中的调控

微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长度为 ２１～２４ ｂｐ 的小型的非编码 ＲＮＡ 分子，广泛分布于不同生物体内，充
当基因表达的关键调控者。 特别是，植物来源的 ｍｉＲＮＡ 已被证明在哺乳动物的循环和系统中一定的稳定

性，并且能够对哺乳动物的基因进行调控。 然而，在此领域中仍然存在争议，尤其是关于植物来源的 ｍｉＲＮＡ
在哺乳动物系统中的稳定性以及含量。

在本综述中，中国科学院生物物理研究所的冯寒和杨临溥比较了动物和植物 ｍｉＲＮＡ 在来源、在细胞内

的加工过程以及调控机制方面的异同，强调了相较于动物 ｍｉＲＮＡ 而言，植物 ｍｉＲＮＡ 在 ３’端的 ２’ －Ｏ－甲基

化使其在哺乳动物的消化以及循环系统中具备更强的稳定性，为其跨界调控提供理论基础。 此外，本综述

介绍了四种在哺乳动物系统中广泛研究的植物 ｍｉＲＮＡ———ＭＩＲ１６８ａ，ＭＩＲ１５６ａ，ＭＩＲ１５９ 和 ＭＩＲ２９１１———在肿

瘤以及免疫方面的作用，并提供了相应的分子机制，为其跨界调控提供证据。 最后，本文提出了中药成分中

存在 ｍｉＲＮＡ 调控的可能性，并总结了近年来对于植物来源的 ｍｉＲＮＡ 的争议以及应用前景。
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（６）：５１８－５２５． ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄｏｉ． ｏｒｇ ／ １０． １００２ ／ ａｍｅ２． １２３５８）。
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熊果酸改善 Ｉ 型糖尿病大鼠胰岛 β 细胞损伤的
实验研究

宋　 雨，张小莉∗，陈换换，唐　 聪

（河南中医药大学医学院，郑州　 ４５００４６）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究熊果酸（ＵＡ）对 Ｉ 型糖尿病（Ｔ１ＤＭ）大鼠 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路及 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞的影

响。 方法　 腹腔注射链脲佐菌素（ＳＴＺ）制备 Ｔ１ＤＭ 大鼠模型，随机分为空白组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、模型组（Ｍｏｄｅｌ 组）、二
甲双胍组（ＭＥＴ 组）和熊果酸组（ＵＡ 组）。 记录大鼠体重、血糖等一般情况，灌胃 ６ 周后采集大鼠外周血、胰腺组织

评估胰岛素干预情况。 免疫组化观察胰腺组织病理变化；鲎试剂检测血清脂多糖（ＬＰＳ）含量变化；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检

测胰腺 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＩκＢα、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 的表达，以及转录因子 ＲＯＲγｔ、Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检

测胰腺 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＩκＢα、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白的表达，以及转录因子 ＲＯＲγｔ、Ｆｏｘｐ３ 蛋白的表达；流式细胞术检测外周

血 Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ 细胞比例变化；ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 含量变化。 结果　 经 ＳＴＺ 诱导的糖尿病大鼠经

６ 周灌胃处理，与模型组相比，二甲双胍组大鼠和熊果酸组大鼠空腹血糖（ＦＢＧ）均明显下降，体重均明显升高；胰岛

β 细胞炎性浸润减少；ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＩκＢα、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达明显降低；ＬＰＳ 含量明显下降；
ＩκＢα、Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 和蛋白表达明显升高；Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比值明显下降；ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 含量明显下降。 结论　 ＵＡ
可通过减少 ＬＰＳ 移位，抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路，下调 ＲＯＲγｔ 并上调 Ｆｏｘｐ３ 的表达纠正 Ｔ１ＤＭ 大鼠 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞比

例失衡来改善大鼠症状。
【关键词】 　 Ｉ 型糖尿病；熊果酸；ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路；Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞
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ｃｏｎｔｅｎｔ． ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ＴＬＲ４， ＭｙＤ８８， ＩκＢα， ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡｓ， ａｎｄ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ＲＯＲγｔ ａｎｄ Ｆｏｘｐ３． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ＴＬＲ４， ＭｙＤ８８，
ＩκＢα， ＮＦ⁃κＢ ｐ６５， ＲＯＲγｔ， ａｎｄ Ｆｏｘｐ３． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｃｈａｎｇｅｓ Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄ． ＥＬＩＳＡ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６， ａｎｄ ＩＬ⁃１β． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ ＳＴＺ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ
ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｇａｖａｇｅ ｆｏｒ ６ ｗｅｅｋｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ＭＥＴ ａｎｄ ＵＡ
ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｉｓｌｅｔ β⁃
ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４， ＭｙＤ８８， ＩκＢα， ＮＦ⁃κＢ ｐ６５， ａｎｄ ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． ＬＰＳ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． ＩκＢα ａｎｄ Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ ｒａｔｉｏ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６， ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＵＡ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ＬＰＳ ｓｈｉｆｔ， ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ
ｐａｔｈｗａｙ， ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＲＯＲγｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ａｎｄ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｆｏｘｐ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｏ ｃｏｒｒｅｃｔ ｔｈｅ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｔｈ１７ ／
Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌ ｒａｔｉｏ ｉｎ Ｔ１ＤＭ ｒａｔｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｔｙｐｅ １ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ； ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ； ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ； Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 Ｉ 型糖尿病（ ｔｙｐｅ １ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ１ＤＭ）是

胰岛 β 细胞被自身免疫系统进行性破坏所导致的

胰岛素分泌不足引发的自身免疫性疾病。 Ｔ１ＤＭ 患

者血糖高、控制难度大；易出现酮症酸中毒、肾病、
心血管疾病等并发症［１－２］。 目前，Ｔ１ＤＭ 的治疗仍以

胰岛素注射为主［３］，新的治疗方式包括干细胞疗

法、抗体治疗等［４－５］，但由于其造价昂贵、技术要求

高，目前仍以胰岛素注射为主要治疗方式，缺乏有

效的治疗手段。 据世界糖尿病联盟最新统计，２０２１
年中国 Ｔ１ＤＭ 发病率位居世界第五位，Ｔ１ＤＭ 人数

位居世界第四位［６］，成人出现 Ｔ１ＤＭ 常被误诊为Ⅱ
型糖尿病，Ｔ１ＤＭ 的危害性被严重低估。 因此，探究

有效药物作用新靶点、开发新药物对于治疗 Ｔ１ＤＭ
具有重要意义。

Ｔｏｌｌ 样受体（Ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲ）是参与非

特异性免疫的一类重要分子蛋白，研究表明，ＴＬＲ
参与自身免疫性疾病炎症的发生发展，在治疗自身

免疫性疾病中具有巨大潜力［７］。 ＴＬＲ 等先天免疫

受体在宿主防御和炎症反应中有着重要作用，可直

接识别并结合病原相关分子受体模式，导致炎症因

子和趋化因子的释放［８］，可通过感知来自外源性微

生物的特定配体触发先天免疫反应，从而诱导适应

性免疫，在防御感染方面发挥关键作用［９］。 有研究

显示，ＴＬＲ４ 是 β 细胞上的主要受体，在自身免疫性

糖尿病的发展过程中，ＴＬＲ４ 信号通路选择性地损伤

β 细胞［１０］。 辅助性 Ｔ 细胞 １７ （ Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ １７，
Ｔｈ１７）细胞和调节性 Ｔ 细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌ， Ｔｒｅｇ）
是 ＣＤ４＋Ｔ 细胞的两个功能相反的亚群。 Ｔｈ１７ 细胞

能够诱导炎症反应，Ｔｒｅｇ 细胞在 Ｔ１ＤＭ 的发病过程

中具有保护作用［１１］。 最新研究表明，ＴＬＲ４ 在 ＣＤ４＋

Ｔ 细胞上的表达普遍较高，与总 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞相比，
Ｔｒｅｇ 细胞始终表现出 ＴＬＲ 表达的增加［１２］。 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ 通路可通过调控 Ｔｈ１７ 细胞来改变 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ
细胞平衡，Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞失衡也可通过调控 ＴＬＲ４ ／
ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 途径调节 Ｔｈ１７ 细胞和 Ｔｒｅｇ 细胞的

转录因子 ＲＯＲγｔ 和 Ｆｏｘｐ３［１３－１５］ 在 Ｔ１ＤＭ 患者中，
ＣＤ４＋Ｔ 细胞中 ＩＬ⁃６ 的反应性增强，其通过调控先天

免疫反应以促进 Ｔｈ１７ 细胞并抑制 Ｔｒｅｇ 细胞。 因

此， ＩＬ⁃６ 反 应 性 增 强 有 可 能 促 进 炎 症 和 自 身

免疫［１６］。
熊果酸（ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＵＡ）是一种天然的五环三

萜化合物，能够从木瓜、夏枯草、枇杷叶等水果和中

药中提取［１７］， 具有抗炎、 降糖、 降脂、 抑菌等作

用［１８－２０］。 其降糖的分子机制尚未明确。
本研究通过链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）诱

导 Ｔ１ＤＭ 大鼠模型［２１］，ＵＡ 灌胃 ６ 周后取外周血、胰
腺组织，检测 ＵＡ 对 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路相关指标及

Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞比例的变化，以此探究 ＵＡ 对 Ｔ１ＤＭ
的改善作用，为深入研究 ＵＡ 对 Ｔ１ＤＭ 的治疗作用，
探究治疗 Ｔ１ＤＭ 的新靶点及 ＵＡ 的临床应用提供了

重要基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＰＦ 级雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ５０ 只，６ 周龄，体重 １６０
～１８０ ｇ，由济南朋悦实验动物繁育有限公司提供

［ＳＣＸＫ（鲁）２０２２－０００６］，所有实验动物均按照 １２
ｈ ／ １２ ｈ 光照黑暗循环，温度（２２±２）℃的标准在河南

中医药大学动物房进行饲养 ［ ＳＹＸＫ （豫） ２０２１ －
００１５］。 动物实验操作均遵守河南中医药大学实验

５７中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



动物伦理规范（ＤＷＬＬ２０１９０３００１），按照实验动物使

用的 ３Ｒ 原则给予人道关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＵＡ（纯度 ９５％，毕得医药，批号：ＡＬＴ４２８）；链脲

佐 菌 素 （ 纯 度 ９８％， ＳＩＧＭＡ⁃ＡＬＤＲＩＣＨ， 批 号：
ＷＸＢＤ１４０２Ｖ）；二甲双胍（每片 ０􀆰 ２５ ｇ，上海信宜天

平药业有限公司，批号：６７１８０８０６）；０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬

酸钠缓冲液（ Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司，批号：２０１９０９１７）；通用

组织固定液（批号：ＨＰ１９３５０４）、柠檬酸（ｐＨ ＝ ６􀆰 ０）
抗原修复液 （批号： Ｇ１２０２）、 ３％ 双氧水 （批号：
Ｇ０１１５）、ＢＳＡ（批号：Ｇ５００１）、胰岛素抗体 （批号：
ＧＢ１１３３４）、 ＨＲＰ 标 记 的 山 羊 抗 兔 抗 体 （ 批 号：
ＧＢ２３３０３）、ＤＡＢ 显色剂（批号：Ｇ１２１１）、ＲＩＰＡ 裂解

液（批号：Ｇ２００２）、ＢＣＡ 蛋白定量检测试剂盒（批

号：Ｇ２０２６）、抗大鼠 β⁃ａｃｔｉｎ（批号：ＬＳ２０３２０４）、抗大

鼠 ＴＬＲ４（批号：ＬＳ２０３０４５）、抗大鼠 ＭｙＤ８８（批号：
０００７７１６８）、抗大鼠 ＩκＢ⁃α（批号：５４２６１９１１２７０２）、抗
大鼠 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５（批号：ＬＳ２０３５６４）均购自武汉塞维

尔生物科技有限公司；鲎试剂（厦门鲎试剂生物科

技 有 限 公 司， 批 号： ２０１００１５４ ）； 无 酶 无 菌 水

（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，批号：２０２１０３１５）；ＲＮＡ ｗａｉｔ （ Ｓｏｌａｒｂｉｏ，批
号：２０２１０２０５）；无水乙醇（上海沃凯生物技术有限

公司，批号：２０２００２２０）；ＴＲＩｐｕｒｅ Ｒｅａｇｅｎｔ（艾德莱生

物科技有限公司，批号：３１２３２６ＡＸ）；ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｑ
ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ （ Ｖａｚｙｍｅ，批号：７Ｅ４５２Ｋ０）；
ＳＹＢＲＴＭ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
批号：０１０００４３２）。 血糖仪（爱奥乐医疗器械有限公

司， 型 号： Ｇ⁃４２５⁃３ ）； 正 置 荧 光 显 微 镜 （ 日 本

ＯＬＹＭＰＵＳ 公司，型号：ＤＰ７３）；实时荧光定量 ＰＣＲ
仪（ＡＢＩ 公司，型号：７５００）；蛋白电泳仪（美国 ＢＩＯ⁃
ＲＡＤ 公司，型号：ＰＯＷＥＲ ＰＡＣ １０００）；自动凝胶成

像仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，型号：ＣｈｅｍｉＤｏｃ）；低温离

心机（美国 ＳＣＩＬＯＧＥＸ 公司，型号：９０１３１２１１２１）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组、造模及给药

　 　 ５０ 只 ＳＰＦ 雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠，适应性喂养 ７ ｄ
后，造模组一次性腹腔注射 １％链脲佐菌素 ６０ ｍｇ ／
ｋｇ，空白组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）注射等体积柠檬酸－柠檬酸

钠缓冲液，７ ｄ 后，连续 ３ 次空腹血糖（ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ
ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ）≥１６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 为造模成功标准。 将

造模成功的大鼠随机分为模型组 （Ｍｏｄｅｌ 组， ｎ ＝
１２）、二甲双胍组（ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ，ＭＥＴ 组，ｎ ＝ １２）和熊果

酸组（ＵＡ 组，ｎ ＝ １２）。 根据课题组前期实验，用药

组每天给药 １００ ｍｇ ／ ｋｇ，空白组和模型组给予等体

积羧甲基纤维素钠灌胃，每天 ９：００ 定时灌胃 １ 次，
每周根据体重调整灌胃量。
１􀆰 ３􀆰 ２　 一般情况

　 　 每天检测大鼠体重、毛发、排便情况；每周提前

１２ ｈ 禁食不禁水，同一时间测大鼠 ＦＢＧ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 采集标本

　 　 末次灌胃后禁食 １２ ｈ，采集大鼠血液和胰腺组

织，用于后续实验。
１􀆰 ３􀆰 ４　 免疫组化观察大鼠胰腺组织病理变化

　 　 将大鼠胰腺组织置于 ４％多聚甲醛固定 ２４ ｈ
后，进行脱水、包埋、切片、中性树胶封片后，进行胰

岛素抗体染色，镜下观察组织病理状态、炎性浸润

情况，并拍摄照片。
１􀆰 ３􀆰 ５　 鲎试剂检测内毒素含量

　 　 采用内毒素定量检测鲎试剂盒检测脂多糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ），微板定量显色基质法。
严格按照试剂盒说明书进行操作，酶标仪于 ４５０ ｎｍ
波长读取吸光度值。
１􀆰 ３􀆰 ６ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测大鼠胰腺 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、
ＩκＢα、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 的表达

　 　 用 ＰＣＲ 试剂盒提取胰腺组织 ＲＮＡ，微型分光光

度计检测 Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 比值，逆转录合成 ｃＤＮＡ，使用

１５ μＬ 体系进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 反应程序：５０ ℃，２ ｍｉｎ；
９５ ℃，２ ｍｉｎ；９５ ℃，１５ ｓ，６０ ℃，１ ｍｉｎ，４０ 个循环。
绘制溶解曲线用 ２－△△ＣＴ 法计算基因的相对表达量。
基因引物序列见表 １。

表 １　 ＰＣＲ 基因引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

名称
Ｎａｍｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

ＧＡＰＤＨ⁃Ｆ ５’⁃ＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣ⁃３’

ＧＡＰＤＨ⁃Ｒ ５’⁃ＴＴＴＧＡＧＧＧＴＧＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴ⁃３’

ＴＬＲ４⁃Ｆ ５’⁃ＴＣＣＡＣＡＡＧＡＧＣＣＧＧＡＡＡＧＴＴ⁃３’

ＴＬＲ４⁃Ｒ ５’⁃ＴＧＡＡＧＡＴＧＡＴＧＣＣＡＧＡＧＣＧＧ⁃３’

ＭｙＤ８８⁃Ｆ ５’⁃ＧＡＧＣＡＧＴＧＴＣＣＣＡＣＡＧＡＣＡＡ⁃３’

ＭｙＤ８８⁃Ｒ ５’⁃ＡＧＴＡＧＣＡＧＡＴＧＡＡＧＧＣＧＴＣＧ⁃３’

ＩｋＢα⁃Ｆ ５’⁃ＣＣＡＣＴＣＣＡＣＴＴＧＧＣＴＧＴＧＡＴ⁃３’

ＩｋＢα⁃Ｒ ５’⁃ＴＴＣＣＴＣＧＡＡＡＧＴＣＴＣＧＧＡＧＣ⁃３’

ＮＦ⁃κＢ ｐ６５⁃Ｆ ５’⁃ＴＧＴＡＴＴＴＣＡＣＧＧＧＡＣＣＴＧＧＣ⁃３’

ＮＦ⁃κＢ ｐ６５⁃Ｒ ５’⁃ＣＡＧＧＣＴＡＧＧＧＴＣＡＧＣＧＴＡＴＧ⁃３’

ＲＯＲγｔ⁃Ｆ ５’⁃ＴＧＧＡＡＧＡＣＧＴＧＧＡＣＴＴＣＡＧＣ⁃３’

ＲＯＲγｔ⁃Ｒ ５’⁃ＣＧＴＣＴＣＴＣＧＧＴＡＧＧＡＣＴＴＧＣ⁃３’

Ｆｏｘｐ３⁃Ｆ ５’⁃ＣＣＡＴＡＡＴＡＴＧＣＧＧＣＣＣＣＣＴＴ⁃３’

Ｆｏｘｐ３⁃Ｒ ５’⁃ＧＣＧＧＧＧＴＧＧＴＴＴＣＴＧＡＡＧＴＡ⁃３’
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１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠胰腺 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、
ＩκＢα、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 及转录因子 ＲＯＲγｔ、Ｆｏｘｐ３ 蛋白表

达水平

　 　 取大鼠胰腺组织，匀浆提取蛋白，电泳、转膜、
封闭、孵育一抗（１ ∶ １０００ 稀释）、二抗、ＥＬＣ 化学发

光检测，使用 Ａｌｐｈａ 软件处理目标条带光密度值，计
算蛋白相对表达量。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 进行数据统计分析，多组间数

据比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），组
间两两比较采用 ＬＳＤ 检验，结果以平均数±标准差

（􀭰ｘ±ｓ）表示，检验水准 α＝ ０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０５ 认为差异有

统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

　 　 空白组精神状态良好，进食进水正常，二便正

常。 模型组出现明显“三多一少”症状，ＦＢＧ 升高，
体重减轻，精神状态不佳，大便稀溏。 二甲双胍组

和熊果酸组随着用药时间延长，较模型组 ＦＢＧ 明显

下降（Ｐ＜０􀆰 ０１），体重增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），精神状态明显

好转，毛发泛黄，大便成形，小便减少。 见表 ２、表 ３。
２􀆰 ２　 胰腺组织病理改变

　 　 空白组胰岛形状完整，胰岛 β 细胞胞浆呈黄褐

色，胞核呈蓝色，排列整齐，与周围组织界限清晰。
模型组与空白组相比，胰岛形状不规则，胰岛 β 细

胞有大量炎性浸润，细胞体积缩小，排列不规则，与
周围组织界限不清。 二甲双胍组和熊果酸组与模

型组相比，胰岛形状较规则，胰岛 β 细胞有少量炎

性浸润，细胞体积变大，排列较规则，与周围组织界

限清楚。 见图 １。
２􀆰 ３　 血清 ＬＰＳ 水平变化

　 　 模型组与空白组相比，大鼠血清 ＬＰＳ 含量明显

升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），二甲双胍组和熊果酸组与模型组相

比，大鼠血清 ＬＰＳ 含量明显降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见

图 ２。
２􀆰 ４ 　 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、 ＩκＢα、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＲＯＲγｔ、
Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 表达变化

　 　 表 ４ 结果显示，模型组与空白组相比，大鼠胰腺

ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 表达水平

明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＩκＢα、Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 表达水平

明显降低。 二甲双胍组和熊果酸组与模型组相比，

表 ２　 各组大鼠 ＦＢＧ 变化（ｍｍｏｌ ／ Ｌ，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＦＢＧ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

数量
ｎ

０ 周
０ ｗｅｅｋ

３ 周
３ ｗｅｅｋｓ

６ 周
６ ｗｅｅｋｓ

空白组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １０ ４􀆰 ６３±０􀆰 ５４ ４􀆰 ９０±０􀆰 ９０ ５􀆰 １５±０􀆰 ４１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １２ ２２􀆰 ９０±２􀆰 ３１∗∗ ２３􀆰 ７３±５􀆰 ０４∗∗ ２５􀆰 ３８±５􀆰 ３０∗∗

二甲双胍组
ＭＥＴ ｇｒｏｕｐ １２ ２２􀆰 ２０±２􀆰 ８４ １７􀆰 １０±５􀆰 ０６＃＃ ９􀆰 ８２±３􀆰 ７８＃＃

熊果酸组
ＵＡ ｇｒｏｕｐ １２ ２２􀆰 １７±３􀆰 ５３ １６􀆰 ８０±２􀆰 ３３＃＃ ９􀆰 ５３±２􀆰 ０３＃＃

注：与空白组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

表 ３　 各组大鼠体重变化（ｇ， 􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐｓ 数量
ｎ

０ 周
０ ｗｅｅｋ

３ 周
３ ｗｅｅｋｓ

６ 周
６ ｗｅｅｋｓ

空白组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １０ ２１８􀆰 ７５±１０􀆰 ８１ ３１９􀆰 ２５±１４􀆰 ８６ ３７３􀆰 ５０±２１􀆰 ６１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １２ １８９􀆰 ６７±１４􀆰 ４０∗∗ １９７􀆰 ８３±６􀆰 ９１∗∗ １９９􀆰 ８３±１１􀆰 ４１∗∗

二甲双胍组
ＭＥＴ ｇｒｏｕｐ １２ １９０􀆰 ８３±１１􀆰 ０３ ２２０􀆰 ００±１７􀆰 ０４＃＃ ２４４􀆰 １７±１９􀆰 １９＃＃

熊果酸组
ＵＡ ｇｒｏｕｐ １２ １８５􀆰 １７±１７􀆰 ６１ ２１５􀆰 ３３±１２􀆰 ２３＃ ２３６􀆰 １７±１４􀆰 １５＃＃

注：与空白组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

７７中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



图 １　 各组大鼠胰腺组织免疫组化（ＩＨＣ）
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｏｆ ｒａｔ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （ＩＨＣ）

表 ４　 各组大鼠胰腺 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＩκＢα、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＲＯＲγｔ、Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 表达变化（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ＴＬＲ４， ＭｙＤ８８， ＩκＢα， ＮＦ⁃κＢ ｐ６５， ＲＯＲγｔ， Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＴＬＲ４ ＭｙＤ８８ ＩκＢα ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ＲＯＲγｔ Ｆｏｘｐ３

空白组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １ １ １ １ １ １

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 １５±０􀆰 ３０∗∗ ２􀆰 ０６±０􀆰 ６０∗∗ ０􀆰 ７２±０􀆰 １３∗∗ １􀆰 ３５±０􀆰 ２４∗∗ ２􀆰 ５３±０􀆰 ５８∗∗ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０９∗∗

二甲双胍组
ＭＥＴ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ２６±０􀆰 ２５＃＃ １􀆰 ２８±０􀆰 １９＃＃ １􀆰 ３４±０􀆰 ２２＃＃ １􀆰 ０９±０􀆰 １２＃ １􀆰 ４２±０􀆰 ３５＃＃ １􀆰 ３９±０􀆰 ２０＃＃

熊果酸组
ＵＡ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ３７±０􀆰 ２７＃＃ １􀆰 １４±０􀆰 １３＃＃ １􀆰 １４±０􀆰 ０９＃＃ １􀆰 ０６±０􀆰 １８＃＃ １􀆰 ２６±０􀆰 １８＃＃ １􀆰 ５０±０􀆰 ３１＃＃

注：与空白组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

注：与空白组相比，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组大鼠血清 ＬＰＳ 水平变化

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

ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ＬＰＳ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ
ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

大鼠胰腺 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＲＯＲｒｔ ｍＲＮＡ 表达水平明

显降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），ＩκＢα、Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 表达水平明

显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 ５　 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＩκＢα、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 及转录因子

ＲＯＲγｔ、Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达变化

　 　 模型组与空白组相比，大鼠胰腺 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达水平明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＩκＢα
蛋白表达水平明显降低。 二甲双胍组和熊果酸组

与模型组相比，ＴＬＲ４ 蛋白表达水平明显降低（Ｐ＜
０􀆰 ０１），ＭｙＤ８８ 蛋白表达水平降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＩκＢα 蛋白表达水平明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），熊
果酸组大鼠 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达水平明显降低（Ｐ＜
０􀆰 ０１），见图 ３。
２􀆰 ６　 外周血 Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ 细胞比例变化

　 　 如图 ４～图 ６ 所示，连续灌胃 ６ 周后，模型组与

空白组大鼠相比，外周血 ＣＤ４＋ ＩＬ⁃１７Ａ＋Ｔｈ１７ 细胞比

例明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ 细胞

比例明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比值明显升高
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注：与空白组相比，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠胰腺 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＩκＢα、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＲＯＲγｔ、Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达情况

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４， ＭｙＤ８８， ＩκＢα， ＮＦ⁃κＢ ｐ６５， ＲＯＲγｔ， Ｆｏｘｐ３ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：Ｐ１ 门为淋巴细胞，Ｐ２ 门为 ＣＤ４＋淋巴细胞。

图 ４　 设门信息

Ｎｏｔｅ． Ｇａｔｅ Ｐ１ ｆｏｒ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ， ｇａｔｅ Ｐ２ ｆｏｒ ＣＤ４＋ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｇａｔｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 二甲双胍组和熊果酸组分别与模型组

相比，大鼠外周血 ＣＤ４＋ ＩＬ⁃１７Ａ＋Ｔｈ１７ 细胞比例明显

降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ 细胞比例明

显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比值明显降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。

２􀆰 ７　 血清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β水平变化

连续灌胃 ６ 周后，与空白组相比，模型组大鼠血

清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），与
模型组相比，二甲双胍组、熊果酸组大鼠血清 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０１，图 ７）。
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图 ５　 各组大鼠外周血 ＣＤ４＋ ＩＬ⁃１７Ａ＋Ｔｈ１７、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ 细胞比例

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ＣＤ４＋ ＩＬ⁃１７Ａ＋Ｔｈ１７， ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

注：与空白组相比，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组大鼠外周血 Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ 细胞比例

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ Ｔｈ１７ ａｎｄ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

注：与空白组相比，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 表达的变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ
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３　 讨论

　 　 Ｔ１ＤＭ 是一种以胰岛素分泌受损和持续性高血

糖为特征的异质性自身免疫性疾病。 目前，Ｔ１ＤＭ
的发病机制尚不完全清楚，主要认为是由环境、遗
传等因素引起的一类自身免疫性疾病，Ｔ１ＤＭ 发病

率呈逐年上升的趋势，患者易出现酮症酸中毒、肾
病、心血管疾病等并发症［２，２２］。 研究证实，先天免疫

和获得性免疫都参与了 Ｔ１ＤＭ 的发生［２３］。 研究表

明，ＵＡ 是一种广泛存在于植物中的亲脂性五环三

萜类化合物，具有降糖、抗炎、抗氧化等作用［１８，２０］，
但其降糖机制尚不明确。

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路及 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞平衡的破

坏在自身免疫性疾病中起着重要作用。 研究表明，
ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路可能是增强天然免疫和获得

性免疫的潜在机制［２４］。 ＴＬＲ４ 是革兰氏阴性菌外膜

的主要成分 ＬＰＳ 的受体，ＴＬＲ４ 的促炎活性与自身

免疫性疾病对内源性配体的病理反应有关。 当微

生物突破肠道屏障，ＴＬＲ４ 与 ＬＰＳ 结合可激活级联

反应触发适应性免疫的启动［２５］。 ＴＬＲ４ 通过受体二

聚化与下游的 ＮＦ⁃κＢ 联系，ＮＦ⁃κＢ 被激活后，使磷

酸化抑制剂 ＩκＢ 被磷酸化并降解，ＮＦ⁃κＢ 二聚体释

放转移到细胞核并激活基因表达，在免疫调节中发

挥核心作用。 最近，ＴＬＲ４ 被证实在 Ｔ１ＤＭ 发展过程

中促进炎症状态和胰岛 β 细胞的自身免疫性破

坏［２６－２７］。 研究表明，炎症触发因子可能通过 ＴＬＲ４
发出信号，选择性损伤 β 细胞［２８］。 与非糖尿病相

比，Ｔ１ＤＭ 的 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 明显增加，ＴＬＲ４ 阻断可降

低 ＣＤ４＋Ｔ 细胞活化和自身抗原特异性增值，降低浸

润性胰岛素炎，防止糖尿病的发生发展［２９］。 Ｔｈ１７
和 Ｔｒｅｇ 细胞平衡对保护性免疫和自身免疫疾病的

发展至关重要。 Ｄｕａｎ 等［１１］ 发现 ＭＥＴ 以剂量依赖

的方式抑制 Ｔ 细胞的增值，通过抑制 Ｔｈ１７ 细胞分

化，促进 Ｔｒｅｇ 的产生，可显著缓解自身免疫性胰岛

素炎。 Ｔｈ１７ 细胞特异性表达 ＲＯＲγｔ 产生促炎细胞

因子，介导炎症反应，Ｔｒｅｇ 细胞在 Ｆｏｘｐ３ 的调控下能

阻止 Ｔｈ１７ 细胞的诱导和增值，恢复免疫平衡［３０－３１］。
靶向 ＲＯＲγｔ 的小分子通过抑制 Ｔｈ１７ 细胞分化能抑

制自身免疫性疾病［３２］。 Ｔｈ１７ 细胞能够促进炎症发

展，Ｔｒｅｇ 细胞能够抑制自身免疫，因此，Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ
细胞平衡对于炎症发展至关重要［３３］。 研究表明，
Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞平衡和 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路参与组织

损伤和免疫应答，Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞比例失衡也可以

通过调节 Ｔｈ１７ 和 Ｔｒｅｇ 细胞的转录因子 ＲｏＲγｔ 和
Ｆｏｘｐ３，通过 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号转导途径来改变［３４］。
有研究证明，当小鼠中的 ＴＬＲ４ 被敲低之后，ＮＦ⁃κＢ
也随之被抑制，同时，血浆中的 ＩＬ⁃１β 等也显著

降低［３５］。
本实验采用 ＳＴＺ 复制 Ｔ１ＤＭ 大鼠模型，通过单

次注射 ＳＴＺ（５０～６５ ｍｇ ／ ｋｇ）诱导胰岛 β 细胞发生结

构改变［３６］。 以 ＭＥＴ 作为阳性药物，观察熊果酸组

Ｔ１ＤＭ 改善效果。 研究表明， ＭＥＴ 可通过抑制

Ｔｈ１７，并促进 Ｔｒｅｇ 改善自身免疫性胰岛炎［１１］，可改

善 Ｔ１ＤＭ 患者体重，胰岛素抵抗，对患者心脏有着保

护作用［３７］。 本实验以 ＵＡ 作为治疗药物，课题组前

期通过对 Ｔ１ＤＭ 大鼠转录因子 Ｔ⁃ｂｅｔ ／ ＧＡＴＡ⁃３ 表达

的研究发现，ＵＡ 不仅能通过下调 Ｔ⁃ｂｅｔ，上调 ＧＡＴＡ⁃
３ 的表达纠正 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 细胞因子失衡，从而发挥降

糖作用；还可通过调节肠道微生物群并纠正 Ｔｈ１７ ／
Ｔｒｅｇ 细胞失衡改善 Ｔ１ＤＭ 大鼠胰岛 β 细胞损伤，降
低 ＦＢＧ 水平［３８－３９］。 Ｗａｎｇ 等［４０］ 研究发现，ＵＡ 能通

过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 并激活 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 来改善小鼠

的皮炎症状。
本研究证明，Ｔ１ＤＭ 大鼠存在 ＬＰＳ 的移位，激活

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路，使 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞比例失衡，增
加炎性细胞因子的分泌。 通过 ＵＡ 干预 Ｔ１ＤＭ 大鼠

６ 周后，不仅能减少 ＬＰＳ 移位，抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通

路，还能纠正 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞比例失衡，减少炎性细

胞因子的分泌，进而改善 Ｔ１ＤＭ 大鼠症状，减缓胰岛

β 细胞的进行性破坏。
综上所述， 本研究表明 ＵＡ 能够通过调控

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路及 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞平衡降低大鼠

ＦＢＧ，抑制大鼠胰岛炎症水平，减轻胰岛 β 细胞损

伤，有效改善 Ｔ１ＤＭ 症状。 本研究为 ＵＡ 的新应用

提供了实验基础，也进一步为 ＵＡ 等中药单体成分

在糖尿病等自身免疫性疾病中的应用提供了理论

依据。
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米传靓，付彬，李思迪，等． Ａｄｒａ１ａ 调节 ＬＰＳ 诱导的 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞炎症反应 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（５）： ８４
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（２０１９ＷＳ１７７）；山东省生猪产业技术体系（ＳＤＡＩＴ⁃０８⁃１７）。
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Ａｄｒａ１ａ 调节 ＬＰＳ 诱导的 Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠原代肝细胞
炎症反应

米传靓１，付　 彬１∗，李思迪１，２，陈志达１，郭中坤１，王可洲１∗

（１．山东第一医科大学（山东省医学科学院）实验动物学院（省实验动物中心），济南　 ２５０１１７；
２．济南朋悦实验动物繁育有限公司，济南　 ２５００００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究 Ａｄｒａ１ａ 调节 ＬＰＳ 诱导的 ＬＢＰ 敲除小鼠（Ｌｂｐ－ ／ －）原代肝细胞炎症反应。 方法　 利用二步

灌流法提取 ＷＴ 型、Ｌｂｐ－ ／ －型小鼠原代肝细胞，构建由 ＬＰＳ 诱发的原代肝细胞原发炎症模型；采用加入抑制剂哌唑

嗪、转染 ｓｉＲＮＡ 来下调 ＬＢＰ 敲除小鼠原代肝细胞 Ａｄｒａ１ａ 的表达；抑制剂法将原代肝细胞分为 ３ 组分别是对照组

Ａ、ＬＰＳ 组 Ａ、抑制剂哌唑嗪组，转染 ｓｉＲＮＡ 主要是对原代肝细胞进行分组，包括对照组 Ｂ、ＬＰＳ 组 Ｂ、ｓｉ⁃ＮＣ 组、ｓｉ⁃
Ａｄｒａ１ａ 组；将 ＷＴ 型小鼠的原代肝细胞分为两组分别为对照组（空白对照）、ＬＰＳ 组（ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ）。 本研究以 ＷＴ
型、Ｌｂｐ－ ／ －型小鼠原代肝细胞为研究对象利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法验证 Ａｄｒａ１ａ 在 ＬＰＳ 刺激下的变化情况，采用 ＣＣＫ⁃８、
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等实验方法验证哌唑嗪及 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 对 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠的原代肝细胞的炎症及存活率的改善情

况。 结果　 在 ＬＰＳ 刺激下 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠的原代肝细胞 Ａｄｒａ１ａ 蛋白表达显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），而野生型没有显著变化；
抑制剂哌唑嗪组及干扰组的细胞存活率显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ０５）；抑制剂哌唑嗪组及 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组的 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
１β 炎症因子表达情况显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），与细胞损伤及炎症相关的蛋白 ｐ⁃ｐ３８、ｐ⁃ＥＲＫ、ｐ⁃ＪＮＫ 的表达量也显著降

低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 ＬＰＳ 刺激 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞后 Ａｄｒａ１ａ 表达上调、炎症信号因子上调，使用哌唑嗪与 ｓｉ⁃
Ａｄｒａ１ａ 特异性降低 Ａｄｒａ１ａ 表达后使 ＬＰＳ 相关的 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞炎症因子明显下降，可验证敲除 ＬＢＰ 导致

Ａｄｒａ１ａ 在 ＬＰＳ 诱导的炎症调节中参与反应。
【关键词】 　 肾上腺素受体 α１Ａ 型受体；Ｌｂｐ－ ／ －小鼠；原代肝细胞；哌唑嗪；干扰 ＲＮＡ；ＭＡＰＫ 信号通路
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　 　 脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰氏阴性

菌外膜的主要脂质成份［１］，而脂多糖结合蛋白

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＬＢＰ ） 是在肝细

胞中生成的 ５８ ｋＤａ 的糖基化蛋白，其释放在急性期

刺激状态下［２］。 当 ＬＰＳ 进入宿主后，首先被 ＬＢＰ 识

别生成复合物 ＬＢＰ⁃ＬＰＳ［３］，复合物将 ＬＰＳ 传递给

ＣＤ１４，接下来与细胞表面 Ｔｏｌｌ 样受体、骨髓分化因

子 ２（ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃２，ＭＤ２）结合［４］，
将信号传导至细胞内。 有研究证明 ＬＢＰ 的敲除可

以有效改善由 ＬＰＳ 刺激引起的肝细胞的损伤，降低

炎症因子的表达［５］。 先前研究表明，在 Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠

注射 ＬＰＳ 后其肝的炎症在得到有效缓解的同时其

炎症反应却出现了明显的迟缓现象［６］，而后以

Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞为研究对象时验证了血管紧

张素Ⅱ受体 １ａ 型 （Ａｇｔｒ１ａ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ｔｙｐｅ １ａ， Ａｇｔｒ１ａ）参与了 ＬＰＳ 诱导的炎性传递，使用

抑制剂或 ｓｉ⁃Ａｇｔｒ１ａ 特异性降低 Ａｇｔｒ１ａ 的表达时并

未完全阻断 ＬＰＳ 诱导的炎症反应，其炎症及损伤的

降低程度还有待提高［７］，因此我们推测 ＬＰＳ 刺激信

号在 Ｌｂｐ－ ／ －敲除后还存在其它传递途径。 由此，本
研究旨在寻 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞中其他 ＬＰＳ 信号

传导途径，希望能为临床上治疗革兰氏阴性菌引发

的机体严重免疫损伤提供一定参考。
肾上腺素受体 α１Ａ 型受体（ ａｄｒｅｎｏｃｅｐｔｏｒ ａｌｐｈａ

１Ａ，Ａｄｒａ１ａ）为其中一种 Ｇ 蛋白偶联受体，被激活后

和 Ｇｑ 蛋白发生偶联反应，随后引起下游相关细胞

反应［８］。 α１Ａ 肾上腺素受体被活化以后能够将细

胞与组织里面的丝裂原活化蛋白（ｍｉｔｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ， ＭＡＰＫ）激酶途径激活，同时对细胞

生长起到调节作用［９］，ＭＡＰＫ 信号家族的 Ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ－
末端激酶（ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）、细胞外调

节蛋白激酶（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，
ＥＲＫ）与 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白 （ ｐ３８ ＭＡＰ ｋｉｎａｓｅ，
ｐ３８ＭＡＰＫ）激酶通路，对细胞的重要信号，如炎症、
氧化应激、增殖和衰亡等均存在介导作用［１０］，有科

学研究证实在动物实验中，α１ 肾上腺素受体的抑制

剂哌唑嗪具有抑制肝纤维化、细胞外基质沉积、保
护肝细胞功能作用［１１］。 Ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 作为干扰 ＲＮＡ
是通过特定靶点来降低基因的表达，起到抑制作

用。 因此本文通过抑制剂哌唑嗪法，ｓｉ⁃ＲＮＡ 法特异

性降低 Ａｄｒａ１ａ 表达，缓解了由 ＬＰＳ 导致的 Ｌｂｐ－ ／ －小

鼠原代肝细胞炎症反应。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 选取购自济南朋悦实验动物繁育有限公司的

１０ 只等级为 ＳＰＦ 的 Ｌｂｐ－ ／ －雌性 ６ 周龄体重为 ２０～２２
ｇ 的小鼠，５ 只等级为 ＳＰＦ 的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雌性 ６ 周龄

５８中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



体重为 ２０～２２ ｇ 的小鼠［ＳＣＸＫ（鲁）２０１９－０００３］，实
验用鼠均在山东省实验动物中心，光照 ／黑暗循环

１２ ｈ ／ １２ ｈ、温度（２２～２５ ℃）、湿度（５５％～６０％）的标

准条件下饲养［ＳＹＸＫ（鲁）２０１９－０００７］，此次研究在

山东省实验动物中心伦理审批通过情况下进行

（ＳＹＤＷ２０２２０４０３－１），实验小鼠根据 ３Ｒ 原则给予

人道关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器　
　 　 ＬＰＳ （美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， Ｌ５４１８）；干扰

ＲＮＡ（于北京擎科生物公司合成）；哌唑嗪 （美国

Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司，Ｓ１４２４）；逆转录试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ
公司，ＲＲ０４７Ａ）；ＲＮＡ 提取试剂盒（美国 Ｏｍｅｇａ 公

司，Ｒ６９３４⁃０２）；ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒（上海生

工生物工程有限公司， Ｃ５０３０４１）； ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

ＲＮＡｉＭＡＸ 转染试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，１３７７８ －
１５０）；β－肌动蛋白（β⁃ａｃｔｉｎ）、ＥＲＫ１ ／ ２、ｐ⁃ＥＲＫ、ｐ３８、
ｐ⁃ｐ３８、Ａｄｒａ１ａ、山羊抗兔二抗（中国 Ｃｏｈｅｎｓｉｏｎ 公司，
ＣＰＡ９１００、ＣＰＡ１９４４、ＣＰＡ４９２４、ＣＰＡ７１２６、ＣＰＡ５０５５、
ＣＰＡ７０９６、ＣＳＡ１０３６）；ＪＮＫ、ｐ⁃ＪＮＫ（美国 ＣＳＴ 公司，＃
９２５２、＃９２５１）。

高通量三通道读板仪（美国 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ 公司，
型号：ｉ３ｘ）；倒置显微镜 （德国 ＺＥＩＳＳ 公司，型号：
３８２０１１３８６）；超高灵敏度化学发光成像系统（美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，型号：ＢＲ１７９５２）；细胞培养箱（德国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司，型号：ｉ１６０）；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ ４８０Ⅱ实时荧

光定量 ＰＣＲ 仪（德国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司，型号：Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅ
４８０Ⅱ）；蛋白电泳印迹系统（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，型
号：Ｍｉｎｉ ｐｒｏｔｅａｎ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 二步灌流法分离培养小鼠原代肝细胞及细

胞分组

　 　 对小鼠实施麻醉后，使用 ７５％乙醇浸泡身体消

毒并在操作台上固定，将腹腔打开，将留置针插入

下腔静脉，将 １５ ｍＬ 无钙灌流液以 ２０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 速度

灌注小鼠体内，之后使用 ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ 的含钙胶原酶Ⅳ
灌流液Ⅱ，当肝柔软塌陷、压力之处留痕则停止消

化结束。 分离肝并放入培养皿中用 ＰＢＳ 清洗干净，
加入 １５ ｍＬ 新鲜 ＨＤＭＥＭ 完全培养基，用镊子小心

撕裂肝包膜，肝细胞自然流出形成肝细胞混悬液，
用 ２００ 目细胞网筛滤过，收集滤液。 用 ４ ℃ ５０ ｒ ／
ｍｉｎ 转速离心肝细胞混悬液 ３ ｍｉｎ，弃上清，重复 ３
次，随后用 ４０％ ｐｅｒｃｏｌｌ 进行密度梯度离心，４ ℃ ５５０
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 以提高细胞活率，弃掉上清，加入

新鲜细胞培养基混匀，台盼蓝染色活细胞数，确定

细胞存活率大于 ８０％后，进行后续实验。 利用哌唑

嗪法将细胞分为对照组 Ａ（空白对照）、ＬＰＳ 组 Ａ
（ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ）、哌唑嗪组（哌唑嗪干预 １ ｈ 后加入

ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ），转染 ｓｉＲＮＡ 法将细胞分组，包括对

照组 Ｂ（空白对照）、ｓｉ⁃ＮＣ 组（ｓｉ⁃ＮＣ 干扰 １２ ｈ 后再

加入 ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ）、ＬＰＳ 组 Ｂ（ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ）、ｓｉ⁃
Ａｄｒａ１ａ 组（ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 干扰 １２ ｈ 后再加入 ＬＰＳ 刺激

１２ ｈ）；ＷＴ 型小鼠原代肝细胞则分为两组分别为对

照组（空白对照）、ＬＰＳ 组（ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ），分组方

法参考文献［７］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＬＰＳ 刺激构建炎症模型　 　
　 　 对小鼠原代肝细胞的各 ＬＰＳ 组、哌唑嗪组、ｓｉ⁃
ＮＣ 组、ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组中加入 ＬＰＳ 使其终浓度为 １０
μｇ ／ ｍＬ，刺激 １２ ｈ 后再做后续实验。
１􀆰 ３􀆰 ３　 哌唑嗪处理原代肝细胞

　 　 取小鼠原代肝细胞，按 ７０％细胞满度铺于六孔

板，对抑制剂哌唑嗪组中加入哌唑嗪使其终浓度是

０􀆰 ０５ μｍｏｌ ／ Ｌ，１ ｈ 后将 ＬＰＳ 加入，使浓度最终达到

１０ μｇ ／ ｍＬ，经过 １２ ｈ 刺激后，收集备用。
１􀆰 ３􀆰 ４　 细胞转染

　 　 在原代肝细胞的 ｓｉ⁃ＮＣ 组和 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组加入

干扰 ＲＮＡ 使其终浓度为 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，经过 １２ ｈ 转染

后，将 ＬＰＳ 加入其中，使其达到 １０ μｇ ／ ｍＬ 的终浓

度，对细胞进行收集，备用，ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 的靶向序列为

ＣＣＴＴＣＡＡＧＡＴＣＡＧＣＴＡＣＴＡ， 正 向 为： ５ ’⁃ＣＣＵＵＣＡ
ＡＧＡＵＣＡＧＣＵＡＣＵＡ⁃３’； 反 向 为： ５ ’⁃ＵＡＧＵＡＧＣＵ
ＧＡＵＣＵＵＧＡＡＧＧ⁃３’。
１􀆰 ３􀆰 ５　 实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检
测相关因子 ｍＲＮＡ 表达水平

　 　 实时荧光定量聚合酶链反应 （ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 对

Ａｄｒａ１ａ、β⁃ａｃｔｉｎ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达水平进行

检测。 使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取到肝细胞总 ＲＮＡ 并按照

逆转录试剂盒，合成 ｃＤＮＡ，然后以 ｃＤＮＡ 为模板扩

增目标基因的基因编码段，反应结束后分析溶解曲

线，确定有无非特异性扩增，将 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参照，
通过相对定量 ２－ΔΔＣｔ 法分析相对表达量。 引物序列

见表 １。
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞存活率

　 　 在 ９６ 孔板中接种细胞（每孔 １×１０４ 个细胞），
每组设复孔 ４ 个，置于含 ５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱中

在 ３７ ℃条件下培养，抑制剂及干扰 ＲＮＡ 处理完细

胞后，使用 １０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ 对 ＬＰＳ 组、哌唑嗪组、
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　 　 　 表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因
Ｇｅｎｅ

物种
Ｓｐｅｃｉｅ

正向引物（５’－３’）
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ （５’－３’）

反向引物（５’－３’）
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ （５’－３’）

Ａｄｒａ１ａ Ｍｉｃｅ ＣＴＡＡＧＧＣＣＡＴＴＣＴＡＣＴＴＧＧＧＧＴ ＣＧＡＧＴＧＣＡＧＡＴＧＣＣＧＡＴＧＡ
β⁃ａｃｔｉｎ Ｍｉｃｅ ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ
ＩＬ⁃１β Ｍｉｃｅ ＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ ＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧＴＣＡＡＣＴ
ＴＮＦ⁃α Ｍｉｃｅ ＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴ ＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧ

注：与对照组 Ａ 比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与哌唑嗪组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与对照组 Ｂ 比较， ＾＾Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组比较， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ２　 ＬＰＳ 刺激及抑制和干扰后 Ａｄｒａ１ａ 蛋白的表达变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ａ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒａｚｏｓｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ， ＾＾Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ ｇｒｏｕｐ， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｄｒａ１ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

干扰组细胞进行 １２ ｈ 的刺激。 向每孔加入 １０ μＬ
Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ⁃８，充分混合，继续于培养箱中培养

１～４ ｈ，随后用酶标仪读取吸光度，设置标准曲线，
计算细胞存活率。
１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白的表达情况

　 　 提取原代肝细胞总蛋白，用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂

盒检测吸光度，计算蛋白浓度。 取约 ２５ μｇ 蛋白样

品进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，利用半干转设置电流 ０􀆰 ２
Ａ，电压 １􀆰 ５ Ｖ，转膜时间 ９ ｍｉｎ。 用封闭液在 ３７ ℃
封闭 ＰＶＤＦ 膜 ２ ｈ；一抗 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ５００～１ ∶ １０００）、
Ａｄｒａ１ａ、ＥＲＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ、 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ＪＮＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ （ １ ∶
５００）置于 ４ ℃条件下孵育过夜，１×ＴＢＳＴ 进行 ３ 遍清

洗，１ 次 １５ ｍｉｎ；滴加兔抗二抗 （ １ ∶ ３０００ ～ １ ∶
５０００），置于 ３７ ℃条件下进行 ２ ｈ 孵育，１×ＴＢＳＴ 清

洗 ３ 遍，１ 次 １５ ｍｉｎ；滴加 ＥＣＬ 发光液显色拍照，以
β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参蛋白，利用 Ｉｍａｇｅｌａｂ 分析蛋白条

带，计算出每种蛋白的相对表达量。

１􀆰 ４　 统计学方法　 　
　 　 实验数据用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，并采用

Ｇｒａｐｈｐａｄ ８􀆰 ４􀆰 ２ 软件进行统计学分析，数据统计组

间两两比较采用 ｔ 检验方法，认为 Ｐ＜０􀆰 ０５ 差异有统

计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＬＢＰ 蛋白的敲除情况

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示，Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠原代肝

细胞中的 ＬＢＰ 蛋白不再有表达（图 １）。
２􀆰 ２　 Ａｄｒａ１ａ 蛋白表达变化情况

　 　 如图 ２Ａ，在野生型小鼠原代肝细胞中与对照组

图 １　 原代肝细胞中 ＬＢＰ 蛋白的表达量

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＢＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ
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相比，ＬＰＳ 组 Ａｄｒａ１ａ 蛋白表达量无显著性差异（Ｐ＞
０􀆰 ０５）；而在 Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠原代肝细胞中与对照组相

比，ＬＰＳ 组蛋白表达量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），加入哌

唑嗪后其蛋白表达量显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），如图 ２Ｂ；
加入 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 后蛋白表达量显著降低（Ｐ＜０􀆰 ００１），
如图 ２Ｃ。
２􀆰 ３　 下调 Ａｄｒａ１ａ 表达对细胞存活率的影响

　 　 由 ＣＣＫ⁃８ 结果可知，对比 ＬＰＳ 组，哌唑嗪组细

胞存活率显著上升（Ｐ＜０􀆰 ０１），如图 ３Ａ；ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组

细胞存活率也有明显提高（Ｐ＜０􀆰 ０５），如图 ３Ｂ。
２􀆰 ４　 下调 Ａｄｒａ１ａ 表达对炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β
的影响

　 　 在 ＬＰＳ 的刺激下，Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠原代肝细胞炎症

因子表达量升高；而加入哌唑嗪后，ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 的

表达量均有显著下降 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），如图

４Ａ、４Ｂ。 对 Ａｄｒａ１ａ 进行干扰后，ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 表达

显著性降低（Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ０１），如图 ４Ｃ、４Ｄ。
２􀆰 ５　 下调 Ａｄｒａ１ａ 表达对 ＭＡＰＫ 信号通路相关蛋

白表达的影响

　 　 在 ＬＰＳ 刺激下，ＥＲＫ、ＪＮＫ、ｐ３８ 蛋白磷酸化会显

著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ００１），加入哌唑嗪

抑制 Ａｄｒａ１ａ 表达后 ＪＮＫ、ＥＲＫ、ｐ３８ 蛋白磷酸化显著

性降低（Ｐ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ＜ ０􀆰 ００１，Ｐ＜ ０􀆰 ００１），如图 ５Ａ ～
５Ｃ。 而转染 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 下调 Ａｄｒａ１ａ 表达后， ＪＮＫ、
ＥＲＫ、ｐ３８ 蛋白磷酸化显著性降低（Ｐ＜０􀆰 ００１），如图

５Ｄ～５Ｆ。

注：与哌唑嗪组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组比较， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 抑制 Ａｄｒａ１ａ 表达对 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞存活率的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒａｚｏｓｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａｄｒａ１ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ Ｌｂｐ－ ／ － ｍｉｃｅ

注：与哌唑嗪组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组比较， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ４　 抑制 Ａｄｒａ１ａ 表达对各组小鼠原代肝细胞 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒａｚｏｓｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ ｇｒｏｕｐ， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１．
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注：与对照组 Ａ 比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与哌唑嗪组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１；与对照组 Ｂ 比较， ＾＾＾Ｐ＜０􀆰 ００１， ＾＾＾＾Ｐ＜０􀆰 ０００１；与

ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组比较， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ５　 抑制 Ａｄｒａ１ａ 表达对各组小鼠原代肝细胞 ｐ⁃ＥＲＫ、ｐ⁃Ｐ３８、ｐ⁃ＪＮＫ 蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ａ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒａｚｏｓｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ， ＾＾＾Ｐ＜０􀆰 ００１， ＾＾＾＾Ｐ＜０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ ｇｒｏｕｐ， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａｄｒａ１ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＥＲＫ， ｐ⁃Ｐ３８， ｐ⁃ＪＮＫ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ
ｍｉｃｅ

３　 讨论

　 　 ＬＰＳ 是在大多数革兰氏阴性菌的外膜外小叶中

发现的一种特征明确的病原体分子，它可以引发强

烈的免疫反应，并作为细菌感染的早期预警信

号［１２］，而 ＬＢＰ 为肝细胞产生的 Ｉ 类急性期蛋白［１３］，
ＬＰＳ 刺激信号由 ＬＢＰ 和 ＣＤ１４ 复合物呈递到 ＴＬＲ４⁃
ＭＤ⁃２ 以触发炎性细胞因子的释放［１４］，严重者可导

致脓毒症。 肝在脓毒症发生时发挥积极作用，通过

分泌急性期蛋白、代谢调节机制等方式减少损伤；

但肝在脓毒症发生时受损较为严重，包括缺血和休

克导致的缺氧性肝炎、药物毒性或严重炎症导致的

肝细胞损伤［１５］，在一项临床报道中将 ＬＢＰ 作为早

期标记物精准区分危重新生儿、儿童的非感染性全

身性炎症和脓毒症，标明 ＬＢＰ 可以作为一种生物标

志物来诊断早期临床脓毒症［１６］。 目前临床上对脓

毒症的治疗大多数采用抗生素的方法，尽管目前医

疗取得了迅速进展，由于滥用抗生素造成的耐药

性，目前临床上脓毒症尚无安全有效治疗手段，致
死率较高［１７］。 由于 ＬＢＰ 作为第一个传递 ＬＰＳ 信号
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的蛋白，Ｓｏｎｇ 等［５］建立了 ＬＢＰ 敲除大鼠模型，通过

与正常大鼠对比，ＬＰＳ 给药的 ＬＢＰ 敲除大鼠，其相

关炎症因子表达降低，并且肝炎性损伤较轻。 但又

有研究发现，ＬＢＰ 敲除小鼠的血液缺乏免疫反应性

ＬＢＰ，基本上无法在体外将 ＬＰＳ 转移到 ＣＤ１４，并且

细胞无法对 ＬＰＳ 做出炎性反应。 而体内注射 ＬＰＳ
的野生型和 ＬＢＰ 缺陷小鼠血浆中 ＴＮＦ⁃α 水平没有

显著差异，表明存在一种与 ＬＢＰ 无关的脂多糖应答

机制进行了炎症信号的传导［１８］，因此，ＬＢＰ 敲除小

鼠可为探究 ＬＰＳ 其他代偿性信号应答机制提供研

究基础。
Ａｄｒａ１ａ 是 Ｇ 蛋白偶联受体（ＧＰＣＲ）之一［１９］，同

时又作为肝细胞上主要的肾上腺素受体，它特异性

偶联于 Ｇｑ ／ １１。 应激状态下，机体的交感神经系统

与肾上腺髓质的激动与释放均会增加，都可使得肝

细胞上的 α１⁃ＡＲ 过度激活［２０］，α１⁃ＡＲ 亚型可促进

ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ 磷酸化的激活，从而导致细胞出现各

种各种炎症效应等［２１］。 同时，α１Ａ⁃ＡＲ 转染的 ＰＣ１２
细胞在用去甲肾上腺素处理后，将细胞外信号调节

蛋白激酶、ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶与 ｃ⁃Ｊｕｎ 末端激

酶被激活，造成细胞损伤［２２］。 有研究表明，利用化

学交感神经切除术或使用 α 肾上腺受体抑制剂即

哌唑嗪等都可以有效改善由 ＣＣｌ４ 诱导的肝脂质过

氧化导致的氧化应激受损，使炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
１β 的表达降低［２３］。 因此，以上实验表明，Ａｄｒａ１ａ 的

激活可通过 ＭＡＰＫ 信号通路，对肝造成损伤，抑制

其受体表达会改善损伤的发生和发展。
本次研究在对 Ｌｂｐ 敲除小鼠进行 ＬＰＳ 刺激时，

发现其 Ａｄｒａ１ａ 表达量明显增加，而在野生型中却没

有变化。 随着 Ａｄｒａ１ａ 蛋白表达量的明显增加，丝裂

原活化蛋白激酶家族的 ＥＲＫ、ｐ３８、ＪＮＫ 蛋白磷酸化

程度也显著增加，ＭＡＰＫｓ 调节细胞各种生命活动，
包括增殖、凋亡、炎症和先天免疫反应［２４］。 我们通

过使用哌唑嗪以及转染干扰 ＲＮＡ 的方法来抑制蛋

白 Ａｄｒａ１ａ 的表达，两种方法都能显著降低 Ａｄｒａ１ａ
蛋白的表达，但相比较而言，由于抑制剂哌唑嗪特

异性不高，因此干扰 ＲＮＡ 的方法抑制效果要更好一

些。 Ａｄｒａ１ａ 蛋白的抑制，ＭＡＰＫｓ 家族蛋白表达量显

著降低，其通路下游的炎症因子的表达量下降，细
胞存活率明显上升。 因此我们猜想，Ａｄｒａ１ａ 蛋白激

活了信号传导，使 ＭＡＰＫｓ 家族蛋白磷酸化，造成了

炎症因子的产生和细胞损伤的发生以及存活率的

下降。 目前实验室还发现 ＧＰＣＲ 家族其他蛋白，存

在与 Ａｄｒａ１ａ 相似的作用，因此后续希望可以通过联

合抑制潜在代偿受体，更高效地抑制 ＬＰＳ 诱发的炎

性反应。 与此同时该实验对象是小鼠原代肝细胞，
后续将体外筛选到的有效治疗靶点应用到小鼠模

型中做体内验证，希望可以找到 ＬＢＰ 敲除后传递

ＬＰＳ 诱导信号的有效代偿途径。
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贾亚静，杜耐一，赵炜，等． ＬＩＭＫ１ 通过上调 ＲＯＳ ／ Ｓｒｃ 通路进而促进宫颈癌的进展 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（５）： ９２
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［作者简介］贾亚静（１９８９—），女，硕士，研究方向：妇科肿瘤。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：１５２０００３３０６０＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］刘雅坤（１９８１—），女，硕士，研究方向：妇科肿瘤。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｉｕｙｋ＿ｓｙｋｙ＠ １６３． ｃｏｍ

ＬＩＭＫ１ 通过上调 ＲＯＳ ／ Ｓｒｃ 通路进而促进
宫颈癌的进展

贾亚静，杜耐一，赵　 炜，李永萍，刘雅坤∗

（河北医科大学第四医院 妇科， 石家庄　 ０５００１１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究 ＬＩＭＫ１ 对宫颈癌（ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ）进展的影响。 方法 　 构建 ＬＩＭＫ１ 过表达人宫颈癌

ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞，将 ＨｅＬａ 细胞接种于裸鼠皮下，观察肿瘤体积并以 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测其瘤体细胞中

ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、ｐ⁃Ｓｒｃ、ｐ⁃ＲＵＮＸ３、ＲＵＮＸ３ 以及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达情况；将 ＬＩＭＫ１ 过表达 ＨｅＬａ 细胞及 ＬＩＭＫ１ 过表达 Ｃ⁃
３３Ａ 细胞培养于 ５％ Ｏ２ 条件下，并加入抗氧化剂，以 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测细胞内 ＬＩＭＫ１、ＮＯＸ４、ｐ⁃Ｓｒｃ、ｐ⁃ＲＵＮＸ３、
ＲＵＮＸ３ 以及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达情况，以划痕实验检测细胞迁移能力，以 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移和侵袭能力，以
单克隆增殖实验检测细胞增殖能力。 结果 　 接种 ＬＩＭＫ１ 过表达 ＨｅＬａ 细胞的裸鼠肿瘤体积明显增大，其 ＮＯＸ２、
ＮＯＸ４、ｐ⁃Ｓｒｃ、ｐ⁃ＲＵＮＸ３ 以及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白升高，而 ＲＵＮＸ３ 蛋白表达降低；ＬＩＭＫ１ 过表达的 ＨｅＬａ 细胞 ＬＩＭＫ１、ＮＯＸ４、
ｐ⁃Ｓｒｃ、ｐ⁃ＲＵＮＸ３ 以及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达升高，ＲＵＮＸ３ 蛋白表达降低，同时 ＬＩＭＫ１ 过表达的 ＨｅＬａ 细胞及 ＬＩＭＫ１ 过表

达 Ｃ⁃３３Ａ 细胞的迁移和侵袭能力以及细胞增殖能力增强，而加入抗氧化剂后，细胞的 ＮＯＸ４、ｐ⁃Ｓｒｃ、ｐ⁃ＲＵＮＸ３、
ＲＵＮＸ３ 以及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达水平以及细胞迁移、侵袭和增殖能力与 ＬＩＭＫ１ 正常表达的细胞无显著差异。 结论

ＬＩＭＫ１ 通过促进 ＲＯＳ ／ Ｓｒｃ 通路进而促进宫颈癌细胞的迁移、侵袭和增殖能力，促进了宫颈癌的进展。
【关键词】 　 ＬＩＭＫ１；ＲＯＳ；Ｓｒｃ；宫颈癌；ＲＵＮＸ３
【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２４） ０５－００９２－０８
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ＨｅＬａ ａｎｄ Ｃ⁃３３Ａ ｈｕｍａｎ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＬＩＭＫ１ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｎｄ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｔｏ ｎｕｄｅ
ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＯＸ２， ＮＯＸ４， ｐ⁃Ｓｒｃ， ｐ⁃ＲＵＮＸ３， ＲＵＮＸ３， ａｎｄ ＭＭＰ⁃９ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙｓ． ＬＩＭＫ１⁃ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＨｅＬａ ａｎｄ Ｃ⁃３３Ａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ５％ Ｏ２

ｗｉｔｈ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＩＭＫ１， ＮＯＸ４， ｐ⁃Ｓｒｃ， ｐ⁃ＲＵＮＸ３， ＲＵＮＸ３ ａｎｄ ＭＭＰ⁃９ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙｓ． Ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ａ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ． Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｃｅｌｌ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ． Ａ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ



ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＩＭＫ１⁃ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ， ａｎｄ ＮＯＸ２， ＮＯＸ４， ｐ⁃Ｓｒｃ， ｐ⁃
ＲＵＮＸ３ ａｎｄ ＭＭＰ⁃９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ＲＵＮＸ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｉｎ ＬＩＭＫ１⁃
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＨｅＬａ ａｎｄ Ｃ⁃３３Ａ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＩＭＫ１， ＮＯＸ４， ｐ⁃Ｓｒｃ， ｐ⁃ＲＵＮＸ３， ａｎｄ ＭＭＰ⁃９ ｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ＲＵＮＸ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．
Ｈｏｗｅｖｅｒ， ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｎｇ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＯＸ４， ｐ⁃Ｓｒｃ， ｐ⁃ＲＵＮＸ３， ＲＵＮＸ３ ａｎｄ ＭＭＰ⁃９ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ａｎｄ
ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＬＩＭＫ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ＲＯＳ ／ Ｓｒｃ ｐａｔｈｗａｙ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＬＩＭＫ１； ＲＯＳ； Ｓｒｃ； ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ； ＲＵＮＸ３
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 宫颈癌（ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＣ）作为全球女性第三

大常见癌症，已成为发展中国家妇女癌症死亡的主

要原因［１］，全球每年有超过 ２７ 万人因 ＣＣ 而死

亡［２］。 在中国，宫颈癌的发病率和死亡率呈显著上

升趋势，这一点在年轻女性中表现尤为明显［３］。 ＣＣ
的主要危险因素包括 ＨＰＶ 病毒感染、年龄、吸烟、分
娩以及避孕药的使用等［４］。 手术和放疗仍然是治

疗 ＣＣ 的主要方法，但患者所出现的转移和复发仍

是临床治疗中的难点［５］，因此探究 ＣＣ 的发展机制

对治疗 ＣＣ 具有非常重要的作用。
在 ＣＣ 的发生发展过程中，细胞中的 ＲＯＳ 会升

高［６］，ＲＯＳ 是细胞呼吸的副产物，ＲＯＳ 的增加有助

于促进肿瘤的进展［７］。 有研究发现，细胞内的 ＲＯＳ
会促进 Ｓｒｃ 的活化［８］，而 Ｓｒｃ 是位于细胞中的原癌

基因［９］，其参与了癌细胞在增殖、迁移、干性和分化

过程中的几个信号节点［１０］。 有研究表明，Ｓｒｃ 的表

达促进了 ＣＣ 的发展［１１］。
ＬＩＭ 结构域激酶 １（ＬＩＭＫ１）是一种属于 ＬＩＭ 激

酶蛋白家族成员的蛋白质［１２］。 ＬＩＭＫ１ 参与许多生

物过程，例如细胞周期、细胞迁移和神经元分化

等［１３］。 ＬＩＭＫ１ 的磷酸化会促进癌细胞的迁移和增

殖［１４］。 有研究发现，ＬＩＭＫ１ 在 ＣＣ 中也显著上调，
并与患者的预后不良有关［１５］，但其机制尚不完全清

楚。 本研究基于此研究 ＬＩＭＫ１ 对 ＣＣ 的作用机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 １２ 只 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ Ａ⁃ｎｕ 雄性裸鼠，６ ～ ８ 周

龄，体重（２０±２）ｇ，购自河南斯克贝斯生物科技股份

有限公司［ＳＣＸＫ（豫）２０２０－０００５］，并饲养于河北省

人民医院动物中心［ＳＹＸＫ（冀）２０２０－００５］。 所有动

物实验均通过河北医科大学第四医院实验动物使

用与管理委员会批准（Ａｐｐｒｏｖａｌ Ｎｏ． ＩＡＣＵＣ⁃４ｔｈ Ｈｏｓ
Ｈｅｂｍｕ⁃２０２３０６１０２２），并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则

给予人道关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

　 　 人宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞系（ＣＬ⁃０１０１）及 Ｃ⁃３３Ａ 细

胞系（ ＣＬ⁃００４５） 购自武汉普诺赛生命科技有限

公司。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ｐＭＤ １８⁃Ｔ 载体 （ ６０１１）、 ＪＭ１０９ 感受态细胞

（ ９０５２ ） 购 自 日 本 ＴａＫａＲａ 公 司； ＢｇｌＩＩ
（Ｒ０１４４ＶＶＩＡＬ）、ＳａｌＩ（Ｒ０１３８ＶＶＩＡＬ）、Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ
（Ｍ０２０２ＶＶＩＡＬ）购自美国 ＮＥＢ 公司；ＤＥＭＥ 培养液

（１０３１３０２１）、 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ （ ５１９８５０９１ ）、 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００（Ｌ３０００００１）购自美国赛默公司；抗氧化剂 ＮＡＣ
（５０３０３ＥＳ０５）购自翌圣生物科技（上海）股份有限公

司；ＲＩＰＡ 裂解液（Ｐ００１３Ｋ）、Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶（Ｃ０３８３）购

自江苏碧云天生物科技有限公司； ＮＯＸ２ 抗体

（ａｂ３１０３３７）、 ＮＯＸ４ 抗体 （ ａｂ１５４２４４）、 ｐ⁃Ｓｒｃ 抗体

（ａｂ４０６６０）、ｐ⁃ＲＵＮＸ３ 抗体（ ａｂ２２４６４２）、ＲＵＮＸ３ 抗

体（ａｂ２２４６４１）、ＭＭＰ⁃９ 抗体（ａｂ７６００３）、ＬＩＭＫ１ 抗体

（ａｂ２４３１３７）以及 ＧＡＰＤＨ 抗体（ ａｂ８２４５）购自美国

Ａｂｃａｍ 公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（３３７８）购自美国康宁公

司；吉姆萨染液（Ｇ８２２０）购自北京索莱宝科技有限

公司。 电泳仪（１２１⁃２１００）购自北京六一生物科技有

限公司；垂直电泳槽（Ａ２５９７７）购自上海赛默飞世尔

科技公司；湿式转膜仪（ＮＷ２０００）购自上海赛默飞

世尔科技公司；化学发光成像仪（ＥＩ６００）购自上海

碧云天生物科技有限公司；超声波细胞破碎仪

（Ｓｃｉｅｎｔｚ⁃ＩＩＤ）购自中国宁波新芝生物科技股份有限

公司；水平脱色摇床（ＷＳ⁃３５０Ｒ）购自北京维根技术

有限公司；超洁净工作台（５１９００９００）购自上海赛默

飞 世 尔 科 技 公 司； 超 低 温 冰 箱 （－８０ ℃）
（ＴＤＥＣ０６３８６ＦＶ）购自上海赛默飞世尔科技公司；纯

３９中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



水系统（ＺＩＱ７０００Ｔ０Ｃ）购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 科技公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 裸鼠肿瘤接种

　 　 将 ＨｅＬａ 细胞以含 １０％胎牛血清、１００ Ｕ ／ Ｌ 青 ／
链霉素的 ＤＥＭＥ 培养液培养 ２４ ｈ 后，铺到 ６ 孔板

中，待 细 胞 生 长 至 ２ × １０５ ／孔， 将 ８􀆰 ０ μｇ 质 粒

ＰＩＲＥＳ２⁃ＥＧ⁃ＦＰ⁃ＬＩＭＫ１ 以 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 稀释至 ２５０ μＬ，
另取 １０ μＬ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 以 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 稀释至

２５０ μＬ，将二者混合，并将混合液培养 ６ ｈ 后更换培

养液为含 １０％血清的 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ，４８ ｈ 后将细胞传

代，随后筛选阳性克隆 ＨｅＬａ 细胞。 将克隆阳性的

ＨｅＬａ 细胞以皮下注射方式注射入裸鼠右侧前臂，定
期观察裸鼠皮下成瘤情况，并测量肿瘤体积。 ７ ｄ
后处死小鼠并取出肿瘤组织以进行后续实验。
ＬＩＭＫ１ 过表达 ＨｅＬａ 细胞的裸鼠为研究组，接种

ＬＩＭＫ１ 正常表达 ＨｅＬａ 细胞的裸鼠为模型组。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＬＩＭＫ１ 过表达载体构建

　 　 将 含 有 ＬＩＭＫ１ 引 物 序 列 （ ＬＩＭＫ１： Ｆ ５ ’⁃
ＧＧＧＧＣＡＴＣＡＴＣＡＡＧＡＧＣＡ⁃３ ’， Ｒ ５ ’⁃
ＣＣＡＧＧＣＡＧＴＴＧＴＧＧＧＡＧＴ⁃３’） 装入 ｐＭＤ １８⁃Ｔ 载

体，并转至 ＪＭ１０９ 感受态细胞。 利用 ＢｇｌＩＩ 和 ＳａｌＩ 将
ＴＡ 克隆质粒以及 ｐＩＲＥＳ２⁃ＥＧＦＰ 进行酶切，随后电

泳并回收 ＬＩＭＫ１ 片段，并利用 Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ 将回

收的片段与载体连接。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞分组方法

　 　 将 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞于 ５％ Ｏ２ 条件下培

养于含 １０％胎牛血清、１００ Ｕ ／ Ｌ 青 ／链霉素的 ＤＥＭＥ
培养液中，随后以 １􀆰 ３􀆰 １ 中方式建立 ＬＩＭＫ１ 过表达

ＨｅＬａ 细胞模型及 ＬＩＭＫ１ 过表达 Ｃ⁃３３Ａ 细胞模型，
并将细胞根据处理方式分为 ａ 组（正常表达 ＬＩＭＫ１，
ＬＩＭＫ１ ＮＣ）、ｂ 组（过表达 ＬＩＭＫ１，ＬＩＭＫ１ ＯＥ）、ｃ 组

（培养基中加入 ＮＡＣ，ＬＩＭＫ１ ＮＣ＋ＮＡＣ）以及 ｄ 组

（过表达 ＬＩＭＫ１ 且培养基中加入 ＮＡＣ，ＬＩＭＫ１ ＯＥ＋
ＮＡＣ）。
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验

　 　 将裸鼠肿瘤组织进行裁剪清洗后，将其与各组

ＨｅＬａ 细胞利用 ＲＩＰＡ 裂解液进行裂解，利用 １０％
ＳＤＳ⁃ＡＧＥ 浓缩胶对蛋白进行分离，分离结束后，将
蛋白流转至 ＰＶＤＦ 膜上。 而后将 ＰＶＤＦ 膜置于 ５％
脱脂奶粉浓度的 ＴＢＳＴ 溶液中浸泡。 ２ ｈ 后将稀释

后的 ＮＯＸ２ 抗体、ＮＯＸ４ 抗体、ｐ⁃Ｓｒｃ 抗体、ｐ⁃ＲＵＮＸ３
抗体、ＲＵＮＸ３ 抗体、ＭＭＰ⁃９ 抗体、ＬＩＭＫ１ 抗体以及

ＧＡＰＤＨ 抗体加入对应 ＰＶＤＦ 膜上在 ４ ℃条件下过

夜。 次日以 ＴＢＳＴ 溶液清洗 ＰＶＤＦ 膜 ３ 次，加入对应

二抗室温下进行 １ ｈ 孵育，再以 ＴＢＳＴ 溶液进行 ３ 次

清洗。 以化学发光法曝光拍摄照片。
１􀆰 ３􀆰 ５　 细胞划痕实验

　 　 将 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞以 ５􀆰 ０×１０５ ／孔接种

于 ６ 孔板并置于培养箱中培养，待细胞铺满，以 １０
μＬ 枪头在与细胞平面垂直的方向划出两条平行线。
以 ＰＢＳ 对划线后的细胞进行清洗，将划下的细胞进

行清除并加入无血清培养基，而后将其放入培养箱

中培养，在 ０ ｈ 以及 ４８ ｈ 时取样并拍照存档。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验

　 　 试验前将在－２０ ℃条件下保存的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶置

于 ４ ℃冰箱中过夜融化，并在实验前将其与无血清

培养基进行稀释。 在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中铺 ８０ μＬ
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶并置于培养箱中凝固，以胰蛋白酶对细胞

进行消化，并调整细胞浓度为 ５􀆰 ０×１０５ ／ ｍＬ，接种到

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室内，每小室加 ０􀆰 ３ ｍＬ 细胞悬液，下层

２４ 孔板加入 ０􀆰 ７ ｍＬ １０％血清培养基，放入培养箱

培养 ２４ ｈ 后，每孔加入甲醇溶液固定 ３０ ｍｉｎ。 固定

后以 ＰＢＳ 清洗，清洗后每孔加入 １ ｍＬ ０􀆰 ５％结晶紫

溶液染色，３０ ｍｉｎ 后以 ＰＢＳ 清洗并晾干。 观察并计

数中间及四周视野中的细胞数。
１􀆰 ３􀆰 ７　 单克隆增殖实验

　 　 当 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞在 ６ 孔板中汇和度

达到 ９０％时，对其进行常规消化并以 １２００ ｒ ／ ｍｉｎ 条

件对其进行离心，离心时长为 ５ ｍｉｎ。 重悬细胞沉淀

后计数，将其细胞浓度调整为 １􀆰 ０×１０５ ／孔。 取 ２００
μＬ 细胞悬液接种平皿并补加细胞培养液至 ６ ｍＬ，
晃动使细胞分散后放入培养箱 ２ 周。 当出现肉眼可

见的克隆多于 ５０ 个时，弃去培养基并以 ＰＢＳ 对其

进行 ３ 次清洗，而后每孔加入 ５ ｍＬ 甲醇使其固定，
１５ ｍｉｎ 后弃去固定液并以 ＰＢＳ 对其进行 ３ 次清洗。
每孔加入吉姆萨染液染色，２０ ｍｉｎ 后以水清洗并

干燥。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 本研究所有实验均重复 ３ 次，所有数据通过

ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 进行分析，计量资料以平均数±标准差

（􀭰ｘ±ｓ）表示。 采用 ｔ 检验分析两组间差异，Ｐ＜０􀆰 ０５
认为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 裸鼠肿瘤生长情况

　 　 接种 ＬＩＭＫ１ 过表达 ＨｅＬａ 细胞的裸鼠肿瘤体积
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大于接种 ＬＩＭＫ１ 正常表达 ＨｅＬａ 细胞的裸鼠（Ｐ＜
０􀆰 ０５），见图 １，说明 ＬＩＭＫ１ 促进了 ＣＣ 的发展。
２􀆰 ２　 裸鼠肿瘤组织蛋白检测结果

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，接种 ＬＩＭＫ１ 过表达 ＨｅＬａ
细胞 的 裸 鼠 肿 瘤 组 织 中 ＮＯＸ２、 ＮＯＸ４、 ｐ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃
ＲＵＮＸ３ 及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达高于接种 ＬＩＭＫ１ 正常表

达 ＨｅＬａ 细胞的裸鼠（Ｐ＜０􀆰 ０５），而 ＲＵＮＸ３ 蛋白表达

低于接种 ＬＩＭＫ１ 正常表达 ＨｅＬａ 细胞的裸鼠（Ｐ＜
０􀆰 ０５），见图 ２，说明 ＬＩＭＫ１ 通过促进 ＲＯＳ ／ Ｓｒｃ 通路进

而促进了 ＲＵＮＸ３ 的磷酸化水平以及 ＭＭＰ⁃９ 的表达。
２􀆰 ３　 ＨｅＬａ 细胞蛋白检测结果

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示，ｂ 组 ＨｅＬａ 细胞的

ＬＩＭＫ１、ＮＯＸ４、ｐ⁃Ｓｒｃ、ｐ⁃ＲＵＮＸ３ 以及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表

达高于ａ组（ Ｐ＜０􀆰 ０５） ，而ＲＵＮＸ３蛋白表达低于ａ

注：Ａ：裸鼠肿瘤生长情况；Ｂ：裸鼠肿瘤体积统计图。 与研究组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 裸鼠肿瘤生长情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｕｄｙ ｇｒｏｕｐ ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ

注：Ａ：各组裸鼠 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、ｐ⁃Ｓｒｃ、ｐ⁃ＲＵＮＸ３、ＲＵＮＸ３ 以及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白结果；Ｂ：各组裸鼠 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验

检测 ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、ｐ⁃Ｓｒｃ、ｐ⁃ＲＵＮＸ３、ＲＵＮＸ３ 以及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达结果统计。 与研究组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 裸鼠肿瘤组织蛋白检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＮＯＸ２， ＮＯＸ４， ｐ⁃Ｓｒｃ， ｐ⁃ＲＵＮＸ３， ＲＵＮＸ３， ａｎｄ ＭＭＰ⁃９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ． Ｂ，
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＯＸ２， ＮＯＸ４， ｐ⁃Ｓｒｃ， ｐ⁃ＲＵＮＸ３， ＲＵＮＸ３， ａｎｄ ＭＭＰ⁃９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｕｄｙ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ
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组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ｃ 组 ＨｅＬａ 细胞 ＬＩＭＫ１ 蛋白表达低于

ｄ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５），但 ｃ 组 ＨｅＬａ 细胞 ＮＯＸ４、ｐ⁃Ｓｒｃ、ｐ⁃
ＲＵＮＸ３ 以及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达与 ｄ 组无差异（Ｐ＞
０􀆰 ０５），见图 ３，说明 ＬＩＭＫ１ 通过促进 ＲＯＳ ／ Ｓｒｃ 通路

进而促进了 ＲＵＮＸ３ 的磷酸化水平及 ＭＭＰ⁃９ 的

表达。
２􀆰 ４　 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞划痕实验结果

　 　 见图 ４ 细胞划痕实验结果显示，在 ０ ｈ 时，各组

注：Ａ：各组 ＨｅＬａ 细胞 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＬＩＭＫ１、ＮＯＸ４、ｐ⁃Ｓｒｃ、ｐ⁃ＲＵＮＸ３、ＲＵＮＸ３ 以及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白结果；Ｂ：各组 ＨｅＬａ 细胞

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＬＩＭＫ１、ＮＯＸ４、ｐ⁃Ｓｒｃ、ｐ⁃ＲＵＮＸ３、ＲＵＮＸ３ 以及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达结果统计图。 与 ａ 组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ｃ

组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 ＨｅＬａ 细胞蛋白检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＬＩＭＫ１， ＮＯＸ４， ｐ⁃Ｓｒｃ， ｐ⁃ＲＵＮＸ３， ＲＵＮＸ３， ａｎｄ ＭＭＰ⁃９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｉｎ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＬＩＭＫ１， ＮＯＸ４， ｐ⁃Ｓｒｃ， ｐ⁃ＲＵＮＸ３， ＲＵＮＸ３， ａｎｄ ＭＭＰ⁃９

ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｉｎ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ａ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ｃ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

注：Ａ：各组 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞划痕实验结果；Ｂ：各组 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞划痕间距统计图。 ＨｅＬａ 细胞与 ａ 组相比， ∗∗Ｐ＜

０􀆰 ０１；Ｃ⁃３３Ａ 细胞与 ａ 组相比， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞划痕实验结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ ｏｆ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｃ⁃３３Ａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｃｒａｔｃｈ ｓｐａｃｉｎｇ ｏｆ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ

Ｃ⁃３３Ａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨｅＬａ ｃｅｌｌ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ａ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃ⁃３３Ａ ｃｅｌｌ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ａ， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｃ⁃３３Ａ ｃｅｌｌｓ
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ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞划痕间距无明显差异；４８ ｈ
后，ｂ 组细胞划痕小于 ａ 组，ｃ 组和 ｄ 组细胞划痕间

距无明显差异，说明 ＬＩＭＫ１ 促进了 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃
３３Ａ 细胞的迁移能力。
２􀆰 ５　 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果

　 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示，ａ 组 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃
３３Ａ 细胞的细胞迁移和侵袭数目低于 ｂ 组，而 ｃ 组

和 ｄ 组的细胞迁移和侵袭数目无差异，见图 ５，说明

ＬＩＭＫ１ 促进了 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞的迁移和侵

袭能力。
２􀆰 ６　 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞单克隆增殖实验

结果

　 　 单克隆增殖实验结果显示，ａ 组 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃
３３Ａ 细胞的增殖数目低于 ｂ 组，而 ｃ 组和 ｄ 组的细

胞增殖数目无差异，见图 ６，说明 ＬＩＭＫ１ 促进了

ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞的增殖能力。

注：Ａ：各组 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果；Ｂ：各组 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞迁移和侵袭数目统计图。 ＨｅＬａ 细胞与 ａ 组相

比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；Ｃ⁃３３Ａ 细胞与 ａ 组相比， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｃ⁃３３Ａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｃ⁃３３Ａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨｅＬａ ｃｅｌｌ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ａ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃ⁃３３Ａ ｃｅｌｌ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ａ， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１．
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ａ 组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；Ｃ⁃３３Ａ 细胞与 ａ 组相比， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 ＨｅＬａ 细胞及 Ｃ⁃３３Ａ 细胞单克隆增殖实验结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｏｆ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＨｅＬａ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ，
Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｏｆ Ｃ⁃３３Ａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ Ｃ⁃３３Ａ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨｅＬａ ｃｅｌｌ

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ａ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃ⁃３３Ａ ｃｅｌｌ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ａ， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１．

７９中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



３　 讨论

　 　 在 ＣＣ 组织中，ＬＩＭＫ１ 的表达明显强于正常组

织［１６］。 ＬＩＭＫ１ 作为一种丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激

酶［１７］，主要在细胞质中表达，少量在细胞核中表

达［１８］。 ＬＩＭＫ１ 的生理功能主要是磷酸化 Ｃｏｆｉｌｉｎ 成

为失活的 ｐ⁃Ｃｏｆｉｌｉｎ，然后参与细胞肌动蛋白骨架的

重组［１９］。 近年来，ＬＩＭＫ１ 已被证明通过诱导细胞增

殖、迁移或侵袭来促进多种癌症的进展［２０］。
ＲＯＳ 对 ＣＣ 的发展具有重要作用［２１］，细胞中的

ＲＯＳ 主要由包括 ＮＯＸ２ 和 ＮＯＸ４ 在内的 ＮＡＤＰＨ 氧

化酶（ＮＯＸ）所生成［２２］。 ＲＯＳ 产生后会激活 Ｓｒｃ 的

活化［２３］，而活化的 Ｓｒｃ 会增加抑癌因子 ＲＵＮＸ３ 的

磷酸化水平并导致 ＲＵＮＸ３ 失活［２４］。 此外，Ｓｒｃ 的活

化诱导了 ＭＭＰ⁃９ 的表达［２５］，ＭＭＰ⁃９ 作为基质金属

蛋白酶（ＭＭＰ）之一，与癌症的侵袭、转移和血管生

成等病理表现密切相关［２６］。
本研究通过对裸鼠进行皮下接种 ＨｅＬａ 细胞及

Ｃ⁃３３Ａ 细胞，发现接种过表达 ＬＩＭＫ１ 的 ＨｅＬａ 细胞

及过表达 ＬＩＭＫ１ 的 Ｃ⁃３３Ａ 细胞的裸鼠肿瘤体积明

显大于接种正常表达 ＬＩＭＫ１ 的 ＨｅＬａ 细胞及正常表

达 ＬＩＭＫ１ 的 Ｃ⁃３３Ａ 细胞的裸鼠，这表明 ＬＩＭＫ１ 促

进了 ＣＣ 的发展。 而通过对裸鼠肿瘤组织进行蛋白

检测发现，接种过表达 ＬＩＭＫ１ 的 ＨｅＬａ 细胞的裸鼠

肿瘤组织相较于接种正常表达 ＬＩＭＫ１ 的 ＨｅＬａ 细胞

的裸鼠肿瘤组织，其 ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、ｐ⁃Ｓｒｃ、ｐ⁃ＲＵＮＸ３
以及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白升高，而 ＲＵＮＸ３ 蛋白表达降低，这
表明 ＬＩＭＫ１ 通过促进 ＲＯＳ ／ Ｓｒｃ 通路进而促进了

ＲＵＮＸ３ 的磷酸化水平以及 ＭＭＰ⁃９ 的表达，最终促

进了 ＣＣ 的发展。
而在体外实验中，本研究通过将 ＨｅＬａ 细胞及

Ｃ⁃３３Ａ 细胞培养于低氧条件下，发现 ＬＩＭＫ１ 过表达

的细胞相较于 ＬＩＭＫ１ 正常表达的细胞，其 ＬＩＭＫ１、
ＮＯＸ４、ｐ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃ＲＵＮＸ３ 以及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白升高，而
ＲＵＮＸ３ 蛋白表达降低，同时，其细胞迁移、侵袭和增

殖能力得到增强。 而在加入抗氧化剂后，ＬＩＭＫ１ 过

表达的细胞的 ＬＩＭＫ１ 蛋白表达水平明显高于

ＬＩＭＫ１ 正常表达的细胞，而 ＮＯＸ４、ｐ⁃Ｓｒｃ、ｐ⁃ＲＵＮＸ３、
ＲＵＮＸ３ 以及 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达水平与 ＬＩＭＫ１ 正常

表达的细胞无差异，同时两组细胞的迁移、侵袭和

增殖能力无差异。 这进一步证明了 ＬＩＭＫ１ 通过促

进 ＲＯＳ ／ Ｓｒｃ 通路进而促进了 ＲＵＮＸ３ 的磷酸化水平

以及 ＭＭＰ⁃９ 的表达，增强细胞的迁移、侵袭和增殖

能力，最终促进了 ＣＣ 的发展。
综上所述，ＬＩＭＫ１ 促进了 ＣＣ 的发展，其作用机

制为 ＬＩＭＫ１ 通过促进 ＲＯＳ ／ Ｓｒｃ 通路进而促进了

ＲＵＮＸ３ 的磷酸化水平以及 ＭＭＰ⁃９ 的表达，增强细

胞的迁移、侵袭和增殖能力，最终促进了 ＣＣ 的

发展。
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章敏，刘雁云，顾欣，等． 中医药院校实验动物学的特色创新教育 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（５）： １００－１０５．
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［基金项目］湖北省科技厅科技创新基地条件平台专项（２０２１ＤＦＥ０２８）；湖北省高等学校实验室项目（ＨＢＳＹ２０２１－８７）；湖北省科技厅中医

药创新发展联合基金项目（２０２４ＡＦＤ３２３）。
［作者简介］章敏（１９７６—），女，高级实验师，博士，研究方向：实验动物学、中药药理学教学及科研工作。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：１４９４０３９３８＠ ｑｑ． ｃｏｍ

中医药院校实验动物学的特色创新教育

章　 敏１∗，刘雁云２，顾　 欣３，田代志１，杨　 阳１

（１．湖北中医药大学实验动物中心，武汉　 ４３００６５；
２．湖北中医药大学基础医学院，武汉　 ４３００６５；

３．湖北中医药大学药学院，武汉　 ４３００６５）

　 　 【摘要】 　 实验动物学在医学生教育及培养过程中有着举足轻重的地位。 中医药院校实验动物学教学除紧跟

实验动物学学科发展，还应加强中医特色教育和特色创新教育，根植于提高中医传统文化素养，着眼于培养学生创

新和拓展思维。 通过传承教育、伦理教育、迁移教育、探讨教育、启发教育及延展教育等在日常教学中的体现，结合

实验动物学的中医渊源、中医药研究的动物福利、动物实验中的中医理论、动物模型的中医考量、实验动物的种属

选择以及新发展方向的指导引领等具体内容，旨在培养学生的科研创新能力和实践动手能力。 着力于更优质的中

医特色创新教育，为祖国医学的发展提供坚实保障，为传统医学的传承培养新型人才。
【关键词】 　 实验动物学；中医药；特色教育；创新教育
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ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｔｈｅｏｒｉｅｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ， ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ， ｃａｎ ｂｅ ａｄｄｒｅｓｓｅｄ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｉｓ ａｐｐｒｏａｃｈ ｇｕｉｄｅｓ ｎｅｗ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ
ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｔｕｄｅｎｔｓ’ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ， ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ． Ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ｏｆ ｔｈｉｓ
ｐｒｏｇｒａｍ ｉｓ ｔｏ ｎｕｒｔｕｒｅ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｃｏｍｐｅｔｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｓｔｕｄｅｎｔｓ ｗｈｉｌｅ ｐｒｉｏｒｉｔｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ



ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ ｅｄｕｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｘｔ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ． Ｓｕｃｈ ｅｆｆｏｒｔｓ ｏｆｆｅｒ ａ ｓｏｌｉｄ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｔｏ ａｄｖａｎｃｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｅｄｉｃａｌ
ｐｒａｃｔｉｃｅｓ ａｎｄ ｎｕｒｔｕｒｅ ａ ｎｅｗ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌｓ ｄｅｄｉｃａｔｅｄ ｔｏ ｐｒｅｓｅｒｖｉｎｇ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｓｃｉｅｎｃｅ； Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｅｄｕｃａｔｉｏｎ； ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ ｅｄｕｃａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 实验动物学是以实验动物和动物实验为研究

对象，集成生物学、兽医学、医学、药学、生物医学工

程等学科的理论和方法，为生命科学、医药学、农
业、环境等领域发展提供实验动物资源和动物实验

技术，是科技创新、产业发展及国家安全的基础，也
是实验医学转化到临床医药学的桥梁［１］。 医学新

知识的获取、新方法的应用都得益于动物实验［２］。
因此，实验动物学在医学生教育及培养过程中有着

举足轻重的地位［３］。
中医科研现代化是借助当代先进的科学技术，

系统揭示人体健康与疾病本质的认识活动［４］。 因

此，实验动物和动物实验作为先进的科学技术，也
可以被认为是推动中医学术发展的核心力量和重

要支撑之一。 倡导中医药实验动物学是将实验动

物学与中医固有的实验研究融为一体，在内容上为

现代医学有关的理论方法所包容，在实验方法和思

路上体现和忠实于中医的学术思想［５］。
自本校开设“实验动物学”课程以来，总结近 ３０

年的教学工作经验，我们认为中医药院校实验动物

学教学除紧跟实验动物学学科发展，还应加强中医

特色教育以及特色创新教育。 无论是实验动物福

利伦理思想的建立，还是中医动物模型的建立和选

取、实验动物相关的新兴发展方向等都是让学生的

教育根植于提高中医传统文化素养，着眼于培养学

生创新和拓展思维。

１　 传承教育———实验动物学的中医渊源

　 　 传统中医学的研究途径几乎全是通过临床观

察方法来认识疾病的发生、发展、变化规律及总结

有效的防治措施，涉及到实验动物的内容从数量上

来看确实不多，但古代典籍所记载的通过观察药物

对动物的作用而获取药物知识却很丰富［６］。 虽然

中医在几千年来的动物实验是直观的、简单和零星

的，也没有逐步独立完善发展，但通过观察动物机

能及相关机理确是有力地促进了中医药的发展。
在讲授实验动物学“绪论”章节关于“实验动物

学发展简史”时，大多数的教材及教学内容主要是

介绍古希腊的的动物解剖观察，无菌豚鼠的培育解

决了生物在无菌条件下生存的理论，以及近交系小

鼠的培育和无胸腺裸小鼠的发现等。 而对于实验

动物的中医渊源，动物之用于实验是源于古代人们

对自然界动物自救治病本能的跟踪观察及人为对

动物施加某种因素后的结果分析［７］。 具体表现在 ３
个方面［８］：（１）观察动物的治病本能。 蛇衔草、刘寄

奴等中药即由观察动物使用植物疗伤而得名。 《抱
朴子》云：“余数见人以蛇衔膏连已断之指，桑豆易

鸡鸭之足，异物之益，不可诬也。”蛇在受伤后寻找

药草疗伤，继而伤科草药蛇衔草被广泛应用于金创

外伤，具有清热解毒、消痈散瘀的功效。 （２）观察动

物应用药物的效果。 乌头是人们较早认识的麻醉

药，中唐时期的《仙授理伤续断秘方》记载“酒调服

草乌头”用于整骨，而这个临床用药经验也正是与

“草乌醉鸟”或无意识的动物实验有关。 在验证自

然铜接骨作用时，《本草纲目》描述“赤铜屑主折伤、
能焊人骨，六畜有损者，细研酒服，直入骨损处，六
畜死后，取骨视之，犹有焊痕可验。”（３）观察动物对

人为因素的反应。 以动物实验结果断案亦是法医

先河之举。 《疑狱集》“张举烧猪”载：“张举吴人也，
为句章令：有妻杀夫，因引火烧舍，乃诈称火烧夫

死；夫家疑之，诣官诉妻；妻拒而不承，举乃取猪二

口，一杀之，一活之，乃积薪烧之，察杀者口中无灰，
活者口中有灰，因验夫口中果无灰，以此鞫之，妻乃

伏罪。”古人通过对动物的观察，进行取向比类，并
运用于对人类疾病的治疗． 这些记载正反映了实验

动物学与中医药学的渊源［４］，同时也培养了中医药

专业学生学习实验动物学的兴趣。

２　 伦理教育———中医药研究的动物福利

　 　 伦理教育是医学教育中不可或缺的一部分。
中医施治遵循“医者仁心”“大医精诚”的从医道德，
体现传统医学伦理学价值体系和规范。 而随着中

医药科学性探索的深入，同时带来了有关伦理的新

问题、新挑战［９］。 医学生对待实验动物的态度，既
是社会文明与发展程度的重要标志，也是科学素养

与人文素质相互统一的体现。
加强实验动物伦理福利教育，引导医学生树立

正确的伦理观，是培养良好医德的教育途径［１０］。 另

一个方面，动物实验所用到的实验动物，在整个实
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验持续过程中获得的福利程度也会直接影响实验

结果的准确性和科学性［１１］。 动物福利本质上是倡

导尊重实验动物、善待动物和敬畏生命。 传统的实

验动物伦理福利教学中，重点讲解实验动物享有的

“不受饥渴” “生活舒适” “不受痛苦伤害和疾病”
“生活无恐惧和悲伤感”以及“表达天性”等 ５ 项基

本福利和“减少、替代、优化”的 ３Ｒ 原则。 结合中国

传统文化，让学生不止限于实验动物福利就是现代

医学产物的认识。 儒家的“仁人爱物” “好生而恶

杀”，将“恻隐之心”作为人性“四端之一”的思想，正
是把超越狭隘的非人类中心主义“天人合一”境界

视为人们道德成熟的标志［１２］。 而“天人合一”也正

是中医基础理论的实质内涵。 道家“主而不宰”“类
无贵贱”的思想，即人与自然万物和谐相处的道理。
而佛家“扫地不伤蝼蚁命，爱惜飞蛾纱罩灯”的“好
生之德”则更是反映出传统文化中源远流长的动物

保护意识。 实验动物的保护意识很好地契合了人

与自然和谐共生理念。 人与自然命运共同体理念

也必然会以社会规范的力量进一步推动全社会关

注动物福利，改善实验动物生存及使用状况［１３］。 从

２００６ 年颁布《关于善待实验动物的指导意见》 到

２０１８ 年《实验动物福利伦理审查指南》正式实施，标
志着我国实验动物福利伦理工作进入了新阶段。
将实验动物伦理知识转化为实验过程中善待动物

的具体行为，引导医学生将对实验动物的恻隐之心

转化为敬畏生命的自觉行为［１４］。
在动物证候模型建立过程中，中医特色治疗手

段如针刺、贴敷的操作，特色诊断指标如舌象、脉象

的采集等，其操作是否存在动物伦理问题或应从动

物伦理的何种角度进行判断还尚无标准可依。 中

医特色动物实验伦理审查也就存在缺乏科学性、规
范性和统一性的情况［９］。 目前，教师们只能通过收

集一些个案来告知学生，避免因在动物实验中使用

中医特色诊疗手段不规范而出现的“跳坑”，让整个

实验研究因为操作方式违反动物伦理而功亏一篑。
例如，观察大鼠用药前后的舌象变化。 在动物麻醉

后，为了让观察到的舌质视野暴露得更加清晰和完

整，学生使用了眼科镊和止血钳进行牵拉，并将该

照片作为实验结果进行投稿，最终因违反实验动物

伦理而被拒稿。
实验动物福利的保护不只是实验动物自身的

需要，也是动物实验结果科学、可靠的基础［１５］。 教

学的同时应该将伦理意识落实到动物实验每个阶

段，尤其在动物实验方案的初始设计上。 学生以研

究者身份，从详尽、科学、合理、可行等角度，考虑将

不必要的研究去除及动物实验替代方法；列出对动

物可能造成的预期伤害；给药途径和剂量及其理

由；实验方法与内容、麻醉与镇痛、安乐死与仁慈终

点；实验分组、饲养空间是否合理；实验方案中是否

包括执行安乐死的标准等［１６］。

３　 迁移教育———动物实验中的中医理论

　 　 日常教学中，动物的血液采集是重要的实验操

作训练之一。 学生需要掌握根据动物机体受损伤

程度、采血频率及采血量不同等情况选择合适的采

血方法，以获得高质量的血液样本。 在实际操作

中，经心脏采血、腹主动脉采血、颈静脉采血、鼠尾

采血、眼眶采血（眼眶后静脉丛）及摘眼球采血等多

种方法对比，学生自主联系“肝开窍于目” “肝主藏

血”等中医基础理论，提出与一般心脏、大血管采血

不同，眼眶采血在体表，却之所以能适用于中等量

采血，或成为避免小鼠死亡的血液指标连续监测方

法，是因为“肝生气血” ［１７］。 肝藏血是血气化生的

基础和保障，是血液营养物质合成交换的物质基

础。 由实验中的具体操作，联想迁移到“肝为血海”
“肝受血而能视”等中医理论，在实验动物学教学过

程中更加激发了学生们的兴趣。
再如，给学生开设“生大黄、制大黄对小鼠泻下

作用比较研究”的实验中，实验方法要求试验当日

小鼠禁食但不禁水。 学生在实验过程中意外发现，
其他实验参数不改变的情况下，动物禁食 ２４ ｈ 或者

仅禁食 ４ ｈ 但有少量取血操作后所得到的结论与原

有实验设计的结论相差较大，以泻下功效著称的生

大黄促泻作用反而不如生理盐水组。 学生们推测，
禁食 ２４ ｈ 或在少量取血后可能会导致中医理论的

“虚证”，而“虚证”可能会使胃肠排空减慢。 而生理

盐水在动物“虚”的情况下正好补充血容量、供给电

解质，维持体液张力，较快地恢复原有肠道功能。
这样与中医理论相联系的动物实验激发和培养了

学生的创新和拓展思维。

４　 探讨教育———动物模型的中医考量

　 　 动物实验所呈现的客观数据，能揭示事物本

质，因而具有其科学性。 对于中医药专业学生的培

养，在他们迈入科研殿堂之初就能够具有科学合理

地运用现代实验方法的意识，利用动物和人所具有
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的生理、病理共性，模拟中医病因病机理论来建立

动物模型，就可以从现代分子、细胞、组织学等各个

层次揭示中医理论的实质，补足中医临床客观化指

标不足的短板，加速中医药现代化，促进中医药走

向世界［１８］。
在中医药院校本科生中开设的实验动物学选

修课中，我们选取了“独参汤对小鼠游泳时间的影

响”“独参汤对小鼠耐常压缺氧的作用”两个实验并

进行合并。 教学目的旨在学生掌握实验动物抓取、
保定、灌胃等初步操作。 因操作简单、模型易控、结
果明显，深受低年级学生欢迎。 在此基础上，激发

起学习兴趣和动手能力强的学生则通过开放性实

验进行不断改进、验证。 对实验造模条件，如游泳

时给水的深浅、耐常压缺氧的容器大小，对其他中

草药或组方、或炮制方法或给药时间等进行摸索，
根据所得结论进行深入思考，学习效果尤为明显。

将中医动物模型的建立引入实验动物研究生

教学初期，曾经有争议地开设过“艾叶注射法建立

肝郁证动物模型”的论证。 将小鼠腹腔注射 ５０％的

艾叶注射液，隔日 １ 次。 在注射第 ４５、６０ 天后取动

物大脑皮层、丘脑、肝等组织做各类检测［１９］。 这种

单纯的复制模型法是否真的能与中医的肝郁证所

匹配？ 学生们在进行深入思考后认为，根据中医基

础理论，肝郁证是中医情志致病的证候。 尽管艾叶

可引起小鼠活动量增加，表现出兴奋、易撕咬等情

况，但其症状并不能套用情志“怒”的表现，所形成

的证候也不能完全代表肝郁证［２０］。 并且过量应用

艾叶引起的中毒性肝炎与中医临床肝郁证也相去

甚远。 近年，越来越多的情志相关证候研究将禁

食、禁水、冰水游泳、热环境、水平震荡、夹尾刺激、
昼夜颠倒等负性刺激联合呈现，或将药物结合上述

刺激用以建立肝郁模型［２１］。 让学生深刻体会到建

立中医情志动物实验模型时，也需要基于情志理论

内涵，不能一味追求表征。
中医模型所采用的方法及模型动物所表现出

来的症状、体征是否是中医的“证”，是否符合中医

理论的本质内涵。 这虽然是中医资深专家们对使

用动物模型研究中医理论一直延续的争议，但学生

们参与其中的探讨却可能引发多角度、深层次的思

考。 这种不固守、敢突破的思考也能激发和培养学

生的创新和拓展思维。

５　 启发教育———实验动物的种属选择

　 　 实验动物的种属差异在动物实验初始设计阶

段就是不容忽视的。 中医古籍《续医说》“鱼食巴豆

而死，鼠食之而肥，类不可必推。”在相同的实验条

件和环境下，不同种属的实验动物可能会存在较大

差异。 这种差异可能会影响到中药药效与毒性的

发挥，引起中药药物代谢方式和代谢速率的改变，
并对中医动物模型成功与否起到关键作用［２２］。 这

些实验动物学理论教授给学生，同时也让学生在实

验教学课堂上亲手验证。
同样是在开设的“生大黄、制大黄对小鼠泻下

作用比较研究”的实验中，在通过小鼠实验验证了

生大黄的泻下作用确实优于制大黄的基础上，又给

学生提供了大鼠和豚鼠，启发学生进行 ３ 种动物的

“离体肠平滑肌对比实验”。 学生们检测到相同的

生大黄水煎液对大、小鼠离体回肠平滑肌产生松弛

作用，而对豚鼠则产生明显的收缩作用。
由此，在“实验动物的选择和应用”这个章节的

讲解中，除了教师将常规的动物选择原则讲深讲透

外，还启发学生将动物各自特点带入中医药动物模

型进行思考。 总结既往中医药研究中实验动物的

选择经验：“卫气营血” “血瘀”模型可选用大鼠、家
免；“寒证” “热证”模型选用雌性大鼠；“血虚” “脾
虚”模型选用雄性大鼠或小鼠；“阳虚” “阴虚”模型

选用雄性小鼠；“气虚”模型可选用家兔等［６］。 我们

希望在今后的实验动物学的教学课堂下，学生们能

查阅文献，综合分析；课堂上则陈述理由，展开讨

论，验证前人们的宝贵经验。 这种启发加验证式教

育无疑激发和培养了学生的创新和拓展思维。

６　 延展教育———新发展方向的指导引领

　 　 新兴发展的模式动物因与人类疾病的各个方

面相似，被广泛应用于生物分析、表型分析及药效

分析与评价等领域。 斑马鱼是一种被广泛用作生

理学、毒理学及分子遗传学研究的脊椎类模式动

物［２３］。 斑马鱼实验动物模型，具有筛选周期短、胚
胎透明易观察、用药量少且实验简单等特点，并且

适宜观察活体状态下药物的作用状态，较为直观地

评估药物的治疗作用、毒性作用及不良反应等［２４］。
斑马鱼的研究已延伸和扩展到中医药领域，特别是

对具有多靶点、多途径、多环节作用的传统单味中

药、复方和中成药等药效物质的筛选［２５］。 伴随基因

编辑动物模型技术日新月异，基因打靶、基因捕获、
基因敲除等技术应用也越来越广泛。 对于医药学

学生而言，普及基因编辑技术原理、基因编辑动物
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模型在医学研究中的应用知识是大有裨益的。
在教学过程中，教师及其团队的研究课题及研

发成果也会作为新方向、新进展提供给学生进行讨

论。 例如，将湖北省科技厅实验动物资源开发及利

用项目“便携式纳米膜富集泵生物气溶胶自动监测

联动防控”中装备研制及数据检测融入于“实验动

物环境与质量控制”章节；将湖北省高等学校实验

室项目“高校实验室生物安全装备探索研究”融入

于“动物实验与生物安全”章节。 在承担中医药发

展联合基金项目———“阳起石温肾壮阳物质基础及

安全性评价”过程中，引导学生进行中药毒理学的

开放性实验，促进学生从动物选择、伦理要求、实验

条件、结果评估等多方面理论到实践的综合跨越。
将实验动物学相关的新技术、新领域引入到学

生的综合性和创新性实验教学，既体现该学科教学

内容的前瞻性，也激发了学生的创新和拓展思维。

７　 结语及展望

　 　 实验动物学作为医学院校重要的应用基础学

科，其教学质量对学生的科研创新能力和实践动手

能力有着重要影响。 通过对课程建设的思考与探

索，我们发现：在教学思路中采用先进的理念和方

法，能充分培养学生自主学习以及分析、解决问题

的能力；在教学内容中融入学科前沿知识，可激发

学生学习兴趣并加深对理论知识的理解；在实验课

程中优化并规范动物实验的操作，不仅可以让学生

懂得如何获取稳定、可靠的实验数据，还能强化学

生对动物福利和伦理的认识［２６］。 另一个方面，作为

推进中医药现代化发展的重要手段，实验动物学在

中医药教育，尤其是中医药研究生教育中的作用尤

为突出［２７］。 中医药院校应结合自身特点，着力于中

医特色创新教育。 通过更优质的特色教育、创新教

育，为祖国医学的发展提供坚实保障，为传统医学

的传承培养新型人才。

参考文献：

［ １ ］　 秦川． 医学实验动物学 ［Ｍ］． 北京： 人民卫生出版社， ２００８．
ＱＩＮ Ｃ． Ｍｅｄｉｃａｌ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｓｃｉｅｎｃｅ ［ Ｍ ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ：
Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ｈｏｕｓｅ， ２００８．

［ ２ ］ 　 吴艳玲， 张先， 崔振宇， 等． “双一流”模式下高校研究生实

验动物学课程教学模式探索 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂志，
２０１８， ２８（１１）： １１１－１１４．
ＷＵ Ｙ Ｌ， ＺＨＡＮＧ Ｘ， ＣＵＩ Ｚ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｔｅａｃｈｉｎｇ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｓｃｉｅｎｃｅ ｆｏｒ ｐｏｓｔｇｒａｄｕａｔｅｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ
“Ｄｏｕｂｌｅ Ｆｉｒｓｔ Ｃｌａｓｓ” ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０１８， ２８（１１）：

１１１－１１４．
［ ３ ］ 　 孟寒， 张兆南， 杨子豪， 等． 基于“新三中心”的医学实验动

物学教学模式创新 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０２３， ３３（６）：
９０－９４．
ＭＥＮＧ Ｈ， ＺＨＡＮＧ Ｚ Ｎ， ＹＡＮＧ Ｚ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｅａｃｈｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｍｅｄｉｃａｌ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｓｃｉｅｎｃｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ “ｎｅｗ
ｔｈｒｅｅ ｃｅｎｔｅｒｓ” ｅｄｕｃａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｐｔ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２３，
３３（６）： ９０－９４．

［ ４ ］ 　 徐云浩， 王洋， 丁珊珊， 等． 中医科研现代化的系统反思

［Ｊ］ ． 中华中医药杂志， ２０２３， ３８（１）： ３４－３８．
ＸＵ Ｙ Ｈ， ＷＡＮＧ Ｙ， ＤＩＮＧ Ｓ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎ ｏｎ
ｔｈｅ ｍｏｄｅｒｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍ， ２０２３， ３８（１）：
３４－３８．

［ ５ ］ 　 陈民利， 苗明三． 实验动物学 ［Ｍ］． 北京： 中国中医药出版

社， ２０２０．
ＣＨＥＮ Ｍ Ｌ， ＭＩＡＯ Ｍ Ｓ． Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｓｃｉｅｎｃｅ ［ Ｍ］．
Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｃｈｉｎａ Ｐｒｅｓｓ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２０．

［ ６ ］ 　 杨镇源． 也谈实验动物学与中医药学的关系 ［ Ｊ］ ． 光明中

医， ２００７， ２２（８）： ７－８．
ＹＡＮＧ Ｚ Ｙ． Ｔａｌｋｉｎｇ ａｂｏｕｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｚｏｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｐｈａｒｍａｃｙ ［ Ｊ］ ．
Ｇｕａｎｇｍｉｎｇ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２００７， ２２（８）： ７－８．

［ ７ ］ 　 王思成， 杨龙会， 邹移海， 等． 中医理论基础研究中动物实

验若干问题的探讨 ［Ｊ］ ． 中国中医基础医学杂志， ２０１０， １６
（４）： ２８６－２８８．
ＷＡＮＧ Ｓ Ｃ， ＹＡＮＧ Ｌ Ｈ， ＺＯＵ Ｙ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ ｏｎ ｓｏｍｅ
ｑｕｅｓｔｉｏｎｓ ａｂｏｕｔ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｉｎ ｂａｓｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅｏｒｉｅｓ
ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂａｓｉｃ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１０， １６（４）： ２８６
－２８８．

［ ８ ］ 　 李伊为， 张延英． 实验动物学 ３ 版 ［Ｍ］． 北京： 科学出版

社， ２０２２．
ＬＩ Ｙ Ｗ， ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｙ． Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｓｃｉｅｎｃｅ ３ｒｄ ｅｄｉｔｉｏｎ
［Ｍ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｐｒｅｓｓ， ２０２２．

［ ９ ］ 　 李磊， 周智豪， 訾明杰， 等． 中医药研究中存在的实验动物

伦理问题 ［Ｊ］ ． 中医杂志， ２０２１， ６２（１０）： ８３３－８３６．
ＬＩ Ｌ， ＺＨＯＵ Ｚ Ｈ， ＺＩ Ｍ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｂｌｅｍｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｅｔｈｉｃｓ ｉｎ
ｃｏｎｄｕｃｔｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ
Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２１， ６２（１０）： ８３３－８３６．

［１０］ 　 张慧楠， 刘丹， 李明凯， 等． 动物伦理教育在基础医学综合

实验教学中的应用 ［ Ｊ］ ． 中国医学伦理学， ２０１７， ３０（１１）：
１３８７－１３９０．
ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｎ， ＬＩＵ Ｄ， ＬＩ Ｍ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ
ｅｔｈｉｃａｌ ｅｄｕｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｔｅａｃｈｉｎｇ ｏｆ
ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｅｔｈｉｃｓ， ２０１７， ３０ （ １１）：
１３８７－１３９０．

［１１］ 　 王贵平， 周正宇． 关于我国实验动物福利伦理的思考及建议

［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（５）： ６８３－６８９．
ＷＡＮＧ Ｇ Ｐ， ＺＨＯＵ Ｚ Ｙ． Ｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｓｕｇｇｅｓｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｔｈｉｃｓ ａｎｄ ｗｅｌｆａｒｅ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ
Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（５）： ６８３－６８９．

［１２］ 　 孙江， 何力． 我国动物福利立法价值初探 ［ Ｊ］ ． 理论导刊，

４０１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



２００８， ２９（１１）： ３８－４０．
ＳＵＮ Ｊ， ＨＥ Ｌ． Ａ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ
ｌｅｇｉｓｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｓｏｃｉａｌ Ｔｈｅｏｒｙ Ｇｕｉｄｅ， ２００８， ２９
（１１）： ３８－４０．

［１３］ 　 曹伟玲． 医学生动物实验伦理行为影响因素研究———基于理

性行为理论和社会认知理论整合的视角 ［ Ｊ］ ． 医学与哲学，
２０２２， ４３（１３）： ３６－４２．
ＣＡＯ Ｗ Ｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｌ ｓｔｕｄｅｎｔｓ’
ｅｔｈｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ—ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｒａｔｉｏｎａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｔｈｅｏｒｙ ａｎｄ ｓｏｃｉａｌ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｔｈｅｏｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｍｅｄ
Ｐｈｉｌｏｓ， ２０２２， ４３（１３）： ３６－４２．

［１４］ 　 雷宣， 明湘怡， 杨晗， 等． 某高校医学生实验动物伦理认知

态度的十年对比研究 ［Ｊ］ ． 中国医学伦理学， ２０２２， ３５（５）：
５３３－５３７．
ＬＥＩ Ｘ， ＭＩＮＧ Ｘ Ｙ， ＹＡＮＧ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｔｅｎ⁃ｙｅａｒ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｅｔｈｉｃａｌ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌｓ ａｍｏｎｇ ｍｅｄｉｃａｌ
ｓｔｕｄｅｎｔｓ ｉｎ ａ ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｅｔｈｉｃｓ， ２０２２， ３５（５）：
５３３－５３７．

［１５］ 　 敬文宪， 张伶俐． 肿瘤研究中的实验动物福利问题探讨

［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（９）： １２３４－１２４０．
ＪＩＮＧ Ｗ Ｘ， ＺＨＡＮＧ Ｌ Ｌ． Ｄｉｓｃｕｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｗｅｌｆａｒｅ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３，
３１（９）： １２３４－１２４０．

［１６］ 　 刘丽艳，张宏馨，边佳悦，等． 实验动物福利伦理审查发现问

题之思考 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０２３， ３３（９）： ６３－６８．
ＬＩＵ Ｌ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｘ， ＢＩＡＮ Ｊ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｒｏｂｌｅｍｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｔｈｉｃａｌ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ
ｗｅｌｆａｒｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ ， ２０２３， ３３（９）： ６３－６８．

［１７］ 　 袁秋全， 代喜平． 试论《内经》 “肝生血气”理论对血证从肝

辨治的启示 ［Ｊ］ ． 时珍国医国药， ２０１９， ３０（１）： １６８－１６９．
ＹＵＡＮ Ｑ Ｑ， ＤＡＩ Ｘ Ｐ． Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ “ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ
ｇｅｎｅｒａｔｅｓ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｑｉ” ｏｆ ｔｈｅ Ｎｅｉｊｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｂｌｏｏｄ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｌｉｓｈｉｚｈｅｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ Ｒｅｓ，
２０１９， ３０（１）： １６８－１６９．

［１８］ 　 时文远， 施斌， 袁朵， 等． 建立中医动物模型的思考 ［Ｊ］ ． 中

医学报， ２０１５， ３０（１）： ６５－６７．
ＳＨＩ Ｗ Ｙ， ＳＨＩ Ｂ， ＹＵＡＮ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｉｎｋｉｎｇ ｏｆ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＴＣＭ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１５， ３０（１）： ６５－

６７．
［１９］ 　 彭成． 中医药动物实验方法 ［Ｍ］． 北京： 人民卫生出版

社， ２００８．
ＰＥＮＧ Ｃ． Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ［ Ｍ ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｐｅｏｐｌｅ ’ ｓ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ
Ｈｏｕｓｅ， ２００８．

［２０］ 　 彭新， 徐晟翔， 尹玉芳， 等． 中医情志研究动物实验模型的

思考 ［ Ｊ］ ． 中国中医基础医学杂志， ２０１７， ２３ （ ８）： １１７４
－１１７５．

ＰＥＮＧ Ｘ， ＸＵ Ｓ Ｘ， ＹＩＮ Ｙ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ａｎｉｍａｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｅｍｏｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂａｓｉｃ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１７， ２３（８）： １１７４
－１１７５．

［２１］ 　 张晓龙． 肝郁证动物模型实验研究评述 ［ Ｊ］ ． 中医学报，
２０１６， ３１（３）： ３９８－４０１．
ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｌ． Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｌｉｖｅｒ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１６， ３１（３）： ３９８－

４０１．
［２２］ 　 沈阳， 王丽娜， 殷子斐． 实验动物种属差异性对中医药研究

的影响 ［Ｊ］ ． 中国中医药现代远程教育， ２０２０， １８（９）： １５２－

１５４．
ＳＨＥＮ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｌ Ｎ， ＹＩＮ Ｚ Ｆ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌｓ ｏｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｍｏｄ Ｄｉｓｔａｎｃｅ Ｅｄｕｃ Ｃｈｉｎａ， ２０２０， １８（９）： １５２－

１５４．
［２３］ 　 王洁，冯驰，董武，等． 斑马鱼肝纤维化动物模型研究进展

［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（４）： ５３１－５４０．
ＷＡＮＧ Ｊ， ＦＥＮＧ Ｃ， ＤＯＮＧ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓ
ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ
Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（４）： ５３１－５４０．

［２４］ 　 刘晓金， 高燕， 丁晓彦， 等． 模式生物斑马鱼在中医药研究

应用及安全评价现状 ［Ｊ］ ． 中华中医药学刊， ２０１６， ３４（７）：
１６４１－１６４３．
ＬＩＵ Ｘ Ｊ， ＧＡＯ Ｙ， ＤＩＮＧ Ｘ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌ ｏｒｇａｎｉｓｍ
ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ
Ａｒｃｈ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１６， ３４（７）： １６４１－１６４３．

［２５］ 　 王成， 龚莉虹， 郭朝成， 等． 模式生物斑马鱼在中药药效物

质筛选中的应用进展 ［ Ｊ］ ． 中草药， ２０１９， ５０（ ２４）： ６１２５
－６１３４．
ＷＡＮＧ Ｃ， ＧＯＮＧ Ｌ Ｈ， ＧＵＯ Ｃ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ
ｍｏｄｅｌ ｏｒｇａｎｉｓｍ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍａｔｅｒｉａ ｍｅｄｉｃａ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｔｒａｄｉｔ Ｈｅｒｂ
Ｄｒｕｇｓ， ２０１９， ５０（２４）： ６１２５－６１３４．

［２６］ 　 石晓静， 杜春燕， 朱奎成， 等． 医学实验动物学教学改革探

索 ［Ｊ］ ． 基础医学教育， ２０２１， ２３（１１）： ８０４－８０６．
ＳＨＩ Ｘ Ｊ， ＤＵ Ｃ Ｙ， ＺＨＵ Ｋ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｅａｃｈｉｎｇ
ｒｅｆｏｒｍ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｌ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｓｃｉｅｎｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄ
Ｅｄｕｃ， ２０２１， ２３（１１）： ８０４－８０６．

［２７］ 　 王灵芝， 赵丕文， 张硕峰， 等． 关于中医药院校实验动物学

课程改革的几点思考 ［ Ｊ］ ． 山东农业工程学院学报， ２０２０，
３７（１０）： １８０－１８３．
ＷＡＮＧ Ｌ Ｚ， ＺＨＡＯ Ｐ Ｗ， ＺＨＡＮＧ Ｓ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｃｏｕｒｓｅ ｒｅｆｏｒｍ
ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｓｃｉｅｎｃｅ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｃｏｌｌｅｇｅｓ ［Ｊ］ ． Ｊ
Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ａｇｒｉｃ Ｅｎｇ Ｕｎｉｖ， ２０２０， ３７（１０）： １８０－１８３．

〔收稿日期〕２０２３－０７－２７

５０１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



２０２４ 年 ５ 月

第 ３４ 卷　 第 ５ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｙ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ５

田雪梅，久保幸子，吴英杰，等． 极端动物保护主义与实验动物福利伦理 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（５）： １０６－１１２．
Ｔｉａｎ ＸＭ， Ｓａｃｈｉｋｏ ＫＢ， Ｗｕ ＹＪ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｔｒｅｍｅ ａｎｉｍａｌ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｓｍ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ ｅｔｈｉｃｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ，
２０２４， ３４（５）： １０６－１１２．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０５􀆰 ０１２

［基金项目］科技部重点研发计划项目课题（２０２１ＹＦＦ０７０２１０２）；山东省立医院科研孵育基金（２０２３ＦＹ０４４）。
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极端动物保护主义与实验动物福利伦理

田雪梅１，久保幸子２，吴英杰２，苏　 涛２∗

（１．山东第一医科大学附属省立医院 教育处，济南　 ２５００２１；
２．山东第一医科大学附属省立医院 模式动物研究所，济南　 ２５００２１）

　 　 【摘要】 　 实验动物作为“活的试剂”，推动了生命科学和医学的飞速发展，其福利伦理问题日益受到社会各界

的关注。 实验动物福利伦理不仅是动物保护主义的重要组成部分，也对于保障实验动物的权益、促进科学研究的

合理性与道德性具有重要意义。 然而，在动物保护主义的演变过程中，极端动物保护主义作为一种偏激的观点和

理论逐渐浮现。 本文旨在从实验动物福利伦理的视角出发，总结动物保护主义的主要理论和实验动物福利伦理的

发展历程；分析极端动物保护主义的主要问题；并针对我国实验动物福利伦理的现状提出建议，以期为我国的实验

动物福利伦理实践和制度建设提供参考。
【关键词】 　 实验动物福利；伦理审查；动物保护主义；制度建设
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　 　 实验动物是指经过人类长期驯化，按科学要求

定向培育，对其携带的微生物实行控制，遗传背景

明确或者来源清楚的，用于教学、生产、检验及科学

研究的动物，被称为“活的试剂” ［１］。 实验动物福利

伦理是从道德层面审视实验动物是否以及如何获

得道德对待和道德关怀，并约束和规范人类对实验



动物的使用行为［２－３］。 实验动物属于动物的一个子

集，因此在广义上，实验动物福利伦理也属于动物

保护主义的一部分。 动物保护主义于 ２０ 世纪 ６０ 年

代在西方国家首先发展起来［４］：在社会层面上，公
众保护动物的思潮和行为逐渐自发产生；在理论构

建方面，动物伦理的研究也日益兴盛，出现了多种

影响深远的理论与学说。 而随着生命科学和医学

的飞速发展，对实验动物的需求和使用以及由此而

引发的对实验动物福利伦理的关注和重视也与日

俱增。 但在动物保护主义的演化过程中，极端动物

保护主义作为一种偏激的观点和理论逐渐浮现，他
们主张动物与人类拥有完全相同的权利，强制要求

他人遵守自己认定的对待动物的“道德规范”，主张

彻底停止使用实验动物并付诸实践。 例如 ２００４ 年

美国爱荷华大学实验室，遭极端动物保护主义成员

潜入，放跑了大量实验动物，造成了超 ５０ 万美元的

经济损失和潜在的生态危机。 因此正确看待动物

保护主义和实验动物福利伦理，发展具有中国特色

的实验动物福利伦理审查和实践关系到我国生命

科学和医学的正常发展，也关系到每个人的生命健

康利益。 本文将从实验动物福利伦理的视角总结

动物保护主义的主要理论和实验动物福利伦理的

发展历程；分析极端动物保护主义的主要问题；并
针对我国实验动物福利伦理的现状提出建议，以期

为我国的实验动物福利伦理实践和制度建设提供

参考。
表 １　 动物保护理论的主要观点

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｉｎ ｖｉｅｗｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｓｍ ｔｈｅｏｒｙ
理论
Ｔｈｅｏｒｙ

出发点
Ｓｔａｒｔ

动物伦理地位
Ｅｔｈｉｃａｌ ｓｔａｔｕｓ

对待动物的态度
Ａｔｔｉｔｕｄｅｓ ｔｏ ａｎｉｍａｌｓ

人与动物关系
Ｈｕｍａｎ ａｎｄ ａｎｉｍａｌ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ

动物同情论
Ａｎｉｍａｌ
ｃｏｍｐａｓｓｉｏｎ ｔｈｅｏｒｙ

人类伦理道德
Ｈｕｍａｎ ｅｔｈｉｃｓ
ａｎｄ ｍｏｒａｌｉｔｙ

无伦理地位
Ｎｏ ｅｔｈｉｃａｌ ｓｔａｔｕｓ

仁慈对待动物，反对肆意虐待
动物
Ｔｒｅａｔ ａｎｉｍａｌｓ ｗｉｔｈ ｋｉｎｄｎｅｓｓ ａｎｄ
ｏｐｐｏｓｅ ｗａｎｔｏｎ ｃｒｕｅｌｔｙ ｔｏ ａｎｉｍａｌｓ

人与动物和谐共存
Ｈｕｍａｎｓ ａｎｄ ａｎｉｍａｌｓ ｃｏｅｘｉｓｔ
ｉｎ ｈａｒｍｏｎｙ

动物福利论
Ａｎｉｍａｌ
ｗｅｌｆａｒｅ ｔｈｅｏｒｙ

动物具有复杂神经
和自我意识
Ａｎｉｍａｌｓ ｈａｖｅ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｎｅｒｖｅｓ ａｎｄ
ｓｅｌｆ⁃ａｗａｒｅｎｅｓｓ

具 有 一 定 的 伦 理
地位
Ａ ｃｅｒｔａｉｎ
ｅｔｈｉｃａｌ ｓｔａｔｕｓ

合理使用动物，保障动物基本
权利
Ｒａｔｉｏｎａｌ ｕｓｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔ
ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｒｉｇｈｔｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ

维护人类合理利益，保证对动物的
道德情感诉求
Ｐｒｏｔｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅａｓｏｎａｂｌｅ ｉｎｔｅｒｅｓｔｓ ｏｆ
ｈｕｍａｎ ａｎｄ ｅｎｓｕｒｅ ｔｈｅ ｍｏｒａｌ ａｎｄ
ｅｍｏｔｉｏｎａｌ ａｐｐｅａｌ ｔｏ ａｎｉｍａｌｓ

动物解放论
Ａｎｉｍａｌ
ｌｉｂｅｒａｔｉｏｎ ｔｈｅｏｒｙ

以动物为出发点
Ｔａｋｅ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ａｓ
ｔｈｅ ｓｔａｒｔ

具有伦理地位
Ａ ｃｅｒｔａｉｎ
ｅｔｈｉｃａｌ ｓｔａｔｕｓ

反对任何伤害动物的行为
Ｏｐｐｏｓｅ ａｎｙ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｔｈａｔ
ｈａｒｍｓ ａｎｉｍａｌｓ

强制性限制人类对于动物的利用
Ｍａｎｄａｔｏｒｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ｈｕｍａｎ ｕｓｅ ｏｆ
ａｎｉｍａｌｓ

动物权利论
Ａｎｉｍａｌ
ｒｉｇｈｔｓ ｔｈｅｏｒｙ

以动物为出发点
Ｔａｋｅ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ａｓ
ｔｈｅ ｓｔａｒｔ

与人类相同的伦理
地位
Ｓａｍｅ ｅｔｈｉｃａｌ
ｓｔａｔｕｓ ａｓ ｈｕｍａｎｓ

反对一切使用动物的行为
Ｏｐｐｏｓｅ ａｌｌ ｕｓｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ

从道德角度将人与动物平等的放置
在一起
Ａｎｉｍａｌｓ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ａｒｅ ｒｅｇａｒｄｅｄ ａｓ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｍｏｒａｌ ｔｅｒｍｓ

１　 动物保护主义的主要理论和制度发展

　 　 在西方国家，关于动物保护主义的萌芽最早可

以追溯到古希腊和古罗马时期哲学家关于非人类

存在的法律思考［５］。 然而，随着基督教的兴起，人
类中心主义思潮开始占据主导地位，动物被视为由

上帝创造并受人类支配的物品［６］。 直到文艺复兴

时期以及思想启蒙时期，仁慈主义慢慢成为了主流

思潮。 强调对动物的关爱和同情，这一时期，人们

对动物福利的关注逐渐增加，并开始呼吁限制对动

物的残忍行为。 ２０ 世纪 ６０ 年代以来，人类进一步

从伦理道德层面重新审视人与动物的关系，并逐渐

形成了多种动物保护理论［７］（表 １）：（１）动物同情

论，主要主张从人类的伦理道德方面，反对肆意虐

待动物。 该理论认为仁慈对待动物也是人类的一

项道德要求，并将动物保护融入到人类原有的伦理

道德体系中，在符合人类利益的同时，也兼顾了对

动物的保护，体现了人与动物和谐共存的思想。 由

于其相对保守并容易被大众接受，受到了广泛的传

播。 （２）动物福利论，主张认为脊椎动物相较于无

脊椎动物具有复杂的中枢神经系统，能够表现出自

我意识［８］，因此人类应该给予其一定的伦理地位，
保证动物的基本权利，即动物应享有不受饥渴，免
于不适、恐惧和焦虑，表达天性，以及不受痛苦、伤
害和疾病的自由和权利［９］。 动物福利论将动物的

伦理地位建立在其感知能力上，以动物本身为出发

点，不反对合理使用动物，而是强调在这一过程中
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要平衡人类经济利益合理性和对动物的道德关怀，
因此受到了世界多数国家的采纳，进入到动物保护

的法律中。 （３）动物解放论，主张将道德关怀拓展

到所有动物之上，要求将动物感知到的痛苦与人类

遭受的痛苦平等地加以考虑，反对任何伤害动物的

行为，主张素食主义。 从这一理论开始，逐步主张

强制性限制人类对于动物的利用，动物伦理地位也

在逐渐上升。 （４）动物权利论，主张动物具有感知

痛苦的能力，应具备与人一样的伦理道德地位，要
求完全废除对动物的一切使用，也包括科学研究中

使用的实验动物，从道德角度将人与动物平等的放

置在一起，这也是极端动物保护主义的重要思想来

源之一。
随着动物保护理论的兴起，西方国家关于动物

保护的法律和制度建设也逐渐兴起，１８２２ 年英国出

台了关于动物福利伦理的《禁止虐待家畜法令》（马
丁法案），这是世界上第一部关注和保障动物福利

的法案［１０］，他规定了动物不应受到不必要的痛苦和

折磨，为后来的动物保护法律奠定了基础。 到了 １９
世纪后期，民众也将对动物的伦理关怀扩展到实验

动物领域，第一部规定科学研究中实验动物福利伦

理的法案，《科学研究动物法案》在英国也应运而

生。 时间到了 １９６６ 年，美国出台了世界上第一部完

整的关于实验动物福利伦理保障的《实验室动物福

利法》，这部法律对实验动物的使用、护理和福利做

出了详细的规定，并要求科研机构制定实验动物福

利政策和程序。 自此之后，西方众多国家都陆续建

立了实验动物福利法律体系。 随着几十年实验动

物福利伦理实践的不断发展，３Ｒ 原则（Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ
替代，Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ 减少，Ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ 优化）已为国际上

科研工作者所广泛接受［１１］。 替代（Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）是
指如果有其他替代动物实验的方法，应尽量避免使

用动物，包括绝对替代（用组织学实验代替整体动

物实验，人工合成材料替代动物实验，用物理、化学

和信息技术方法代替实验动物的使用等），以及相

对替代（进化程度低等的动物代替高等的动物，小
动物代替大动物）。 减少（Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ）是指在不增加

动物疼痛的前提下，减少使用动物数量获取相对等

的信息。 这要求科研人员对实验设计方案、数据分

析统计方法进行优化，应用更新的技术，达到动物

使用数量的最少化。 优化（Ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ）是指应优化

实验动物的饲养方式和实验过程，尽量减少非人道

程序的影响范围和程度。 在动物正常状态下取得

真实可靠的实验数据。 同时，避免或减轻给动物造

成额外的疼痛和紧张不安。 通过推行实验动物福

利伦理实践，科研人员更加注重减少对动物的伤害

和痛苦，确保科学研究的合理性和道德性。 这些实

践也反映了科学界对于动物保护主义的共识，即科

学研究和动物保护并不矛盾，而是可以相互促进。
通过推行实验动物福利伦理，科研人员可以更好地

保障动物的福利，同时也能够促进科学研究的进展。

２　 极端动物保护主义及其主要问题

　 　 在动物保护主义的演化过程中，极端动物保护

主义作为一种偏激的观点和理论逐渐浮现，他们主

张动物与人类拥有完全相同的权利，强制要求他人

遵守自己认定的对待动物的“道德规范”，主张素食

主义，也主张彻底停止使用实验动物。 极端动物保

护主义的极端性表现在它对动物权利的绝对主张，
以及对于任何以牺牲动物福利为代价的人类活动

的反对，主要存在以下几点最突出的问题：（１）将个

人主张凌驾人权、法律、道德之上。 极端动物保护

主义者局限于自身的“正确理论”中，通过多种方式

强迫他人认同自身的观点，过分强调对动物的保护

而忽视人类的权益，将个人主张凌驾人权、法律、道
德之上，导致产生众多违法行为。 例如美国旧金山

“动物爱护组织”中餐馆抢夺食用鸡；我国玉林狗肉

节“动物爱护者”打砸摊位等。 这种忽视人权、法
律、道德的方式，不仅对动物福利的实践毫无帮助，
也严重破坏社会秩序，触犯法律红线。 （２）隐蔽性

高，会以偏概全发布误导性错谬信息造成社会恐

慌。 极端动物保护主义者常通过偷换概念、以偏概

全、编造事实等方法，发布误导性错谬信息，几张煽

情的图片和挑动人善心的言辞就能引发大规模的

声讨和谴责，最终达成其个人目的。 例如国内近期

社会热点烈性犬咬伤女孩事件，部分宠物饲主利用

往年新闻甚至于境外新闻，大肆传播对从各处拼凑

出来的对狗进行扑杀的画面，搭配编造的“感人”故
事，煽动民众对抗对烈性犬合理合法收容，不仅误

导民众而且忽视了法律法规，更忽视了现实中受害

者遭受的苦难，引起了网络舆论的巨大争议和论

战。 这样的错谬信息极易误导大量动物知识浅薄

的民众，特别是青少年，近年来发生的因拦路抢劫

救狗、盲目放生造成物种入侵、恶意抨击小众群体

如爬宠玩家等的新闻事件中，不少肇事者都是 １８ 岁

以下的青少年。 （３）保护主体过于泛化。 极端动物
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保护主义者践行动物权利论，在伦理道德角度将一

切动物看做与人类平等的地位，不切实际的要求停

止一切动物的使用，包括与人类社会接触频繁，依
赖人类饲养繁衍的畜禽、宠物、实验动物等。 这种

过分强调对动物的保护，不仅使这些依赖人类饲养

管理的动物失去生存条件，同时也忽视了人类利

益，容易激化社会矛盾，反而不利于动物保护的实

践。 （４）只从自身情感出发，忽视科学规律和基本

的科学知识。 极端动物保护主义者主张素食主义，
丝毫不考虑人类对优质动物蛋白的需求，一些西方

企业也借机推行其“素食人造肉”等概念，违背人类

基本的营养学概念。 此外，部分以宠物饲主为代表

的极端动物保护主义者，缺乏基本的科学知识和批

判性思维能力，一方面要求给予动物与人类一致的

权利，另一方面强迫动物进行违反本能的改造，例
如强迫猫、狗等肉食动物素食，这些行为实际上是

侵害动物福利的行为。 同时他们也不考虑科学研

究的客观规律，主观要求停止一切动物实验，这也

为生命科学和医学的发展带来潜在的阻碍，例如前

文提到的美国爱荷华实验室事件，实验动物被释放

到野外环境，不仅给科学研究带来巨大损失，更带

来了潜在的生态危机。 相比之下，实验动物福利伦

理相对于极端动物保护主义更具有科学性和可实

践性，他并不是要求完全不使用动物，而是希望优

化实验方案、改进实验步骤和规范实验操作，同时

也能保证实验数据的可靠性、准确性和科学性。 又

能实现保护实验动物的目标（表 ２）。

表 ２　 实验动物福利伦理与极端动物保护主义对比
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ ｅｔｈｉｃｓ ａｎｄ ｅｘｔｒｅｍｅ ａｎｉｍａｌ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｓｍ

理论
Ｔｈｅｏｒｙ

对待动物的态度
Ａｔｔｉｔｕｄｅｓ ｔｏ ａｎｉｍａｌｓ

对待人类的态度
Ａｔｔｉｔｕｄｅｓ ｔｏ ｈｕｍａｎ

是否被民众接受
Ｗｈｅｔｈｅｒ ａｃｃｅｐｔｅｄ ｂｙ ｐｅｏｐｌｅ

能否保护实验动物
Ｗｈｅｔｈｅｒ ｐｒｏｔｅｃｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌｓ

实验动物福利
伦理
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ａｎｉｍａｌ
ｗｅｌｆａｒｅ ｅｔｈｉｃｓ

合理使用动物，保障动
物基本权利
Ｒａｔｉｏｎａｌ ｕｓｅ ａｎｉｍａｌｓ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｃｔ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｒｉｇｈｔｓ
ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ

保护人类合理利用动
物权利
Ｐｒｏｔｅｃｔ ｈｕｍａｎ ｒｉｇｈｔｓ ｔｏ
ｒａｔｉｏｎａｌ ｕｓｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ

容易被民众接受
Ａｃｃｅｐｔｅｄ ｂｙ ｐｅｏｐｌｅ

有法律制度保证，能有效保护实验
动物基本权益
Ｌａｗｓ ｐｒｏｔｅｃｔ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｒｉｇｈｔｓ ａｎｄ
ｉｎｔｅｒｅｓｔｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌｓ

极端动物保护
主义
Ｅｘｔｒｅｍｅ
ａｎｉｍａｌ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｓｍ

反对一切使用动物的
行为
Ｏｐｐｏｓｅ ａｌｌ ｕｓｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ

无视人类权益
Ｄｉｓｒｅｇａｒｄ ｆｏｒ
ｈｕｍａｎ ｒｉｇｈｔｓ

被少数人群接受，引起巨大
争议
Ａｃｃｅｐｔｅｄ ｂｙ ａ ｍｉｎｏｒｉｔｙ ｏｆ
ｐｅｏｐｌｅ ａｎｄ ｃａｕｓｅ
ｇｒｅａｔ ｃｏｎｔｒｏｖｅｒｓｙ

不具有科学性和可操作性，无法保
护实验动物
Ｎｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ ｏｐｅｒａｂｌｅ， ａｎｄ
ｃａｎｎｏｔ ｐｒｏｔｅｃｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌｓ

３　 我国实验动物福利伦理实践现状及存在的问题

　 　 道德不存在强制性，因此只从伦理道德角度呼

吁实验动物福利伦理是远远不足的，必须由国家 ／

行业协会推进相关的法律、法规的制定，才能规范

和制约实验动物从业人员的行为。 在我国，实验动

物福利伦理相关的实践和制度建设起步较晚，与国

际接轨仍有待逐步推进。 尽管如此，我国已经颁布

了一系列法律法规来加强实验动物福利伦理的管

理。 １９８８ 年颁布的《实验动物管理条例》首次规定

了从事实验动物工作的人员对实验动物必须爱护，
不许戏弄或虐待［１２］。 随后国家相继出台了《关于善

待实验动物的指导性意见》 ［１３］、《实验动物福利伦

理审查指南》 ［１４］、《实验动物 动物实验方案审查方

法》 ［１５］等国家标准和行业标准（表 ３），这些标准和

制度的建立必将显著推动我国实验动物福利伦理

的规范化管理，有力保障我国实验动物行业的健康

发展［３］。
随着近几十年生命科学和医学研究的快速发

展，实验动物福利伦理实践在取得长足进步的同

时，也暴露出一些亟待解决的问题：（１）国家层面的

立法有待完善。 前文中提到我国颁布了多个动物

福利伦理相关的法规和标准，但存在权威性和可操

作性不足的问题：相关立法多以生物安全和保障人

类权益作为出发点，对动物福利保护的立场不够充

分；已出台的规章制度内容较为模糊，缺少具体的

实施细则和考核标准，导致可操作性差；立法层次

较低，更多的是国家 ／行业标准，缺少必要的强制

性，对虐待实验动物的人员处罚力度不足。 （２）从

业人员缺少必要专业知识，动物福利观念淡薄。 目

前从事实验动物行业的专业人员较少，大部分从业

人员专业背景复杂，涉及医学、化学、药学、兽医学、
生命科学等多种学科，缺乏对实验动物相关国家政

策及国家标准的系统性学习；个别单位的主管领导

动物福利观念淡薄，不重视也无法制定科学的实验
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　 　 　 　 表 ３　 实验动物福利伦理相关法规
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ ｅｔｈｉｃｓ

法规
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ

颁布机构
Ｐｒｏｍｕｌｇａｔｉｎｇ ａｇｅｎｃｙ

法规编号
Ｎｕｍｂｅｒｓ

法规等级
Ｇｒａｄｅ ｏｆ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

实验动物管理条例
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌｓ

国家科学技术委员会
Ｓｔａｔｅ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ

Ｇｋｆｃｚ ［１９８８］ Ｎｏ． ２ 国家行政法规
Ｓｔａｔｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ

关于善待实验动物的指导性意见
Ｇｕｉｄａｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌｓ

国家科学技术委员会
Ｓｔａｔｅ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ

Ｇｋｆｃｚ ［２００６］ Ｎｏ． ３９８ 国家行政法规
Ｓｔａｔｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ

实验动物机构 质量和能力的通用
要求
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ—
Ｇｅｎｅｒａｌ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｑｕａｌｉｔｙ
ａｎｄ ｃｏｍｐｅｔｅｎｃｅ

国家质量监督检验检疫总局
国家标准化管理委员会
Ｇｅｎｅｒａｌ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｑｕａｌｉｔｙ
Ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎ， Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ
Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

ＧＢ ／ Ｔ ２７４１６－２０１４ 国家标准
Ｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

实验动物 福利伦理审查指南
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ—Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ ｆｏｒ
ｅｔｈｉｃａｌ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ

国家质量监督检验检疫总局
国家标准化管理委员会
Ｇｅｎｅｒａｌ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｑｕａｌｉｔｙ
Ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎ， Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ
Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

ＧＢ ／ Ｔ ３５８９２－２０１８ 国家标准
Ｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

实验动物 环境及设施
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ— Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ
ｈｏｕｓｉｎｇ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ

国家质量监督检验检疫总局
国家标准化管理委员会
Ｇｅｎｅｒａｌ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｑｕａｌｉｔｙ
Ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎ， Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ
Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

ＧＢ⁃１４９２５－２０１０ 国家标准
Ｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

动物实验人道终点评审指南
Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ ｏｆ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｆｏｒ ｈｕｍａｎｅ
ｅｎｄｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

国家认证认可监督管理委员会
Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｒｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
Ａｃｃｒｅｄｉｔａｔｉｏｎ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

ＲＢ ／ Ｔ １７３－２０１８ 国家标准
Ｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

实验动物 动物实验方案的审查
办法
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ—Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ａｎｉｍａｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ

中国实验动物学会
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Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ

Ｔ ／ ＣＡＬＡＳ ５２－２０１８ 行业标准
Ｉｎｄｕｓｔｒｙ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

实验动物 安乐死指南
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ—Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ
ｆｏｒ ｅｕｔｈａｎａｓｉａ

全国实验动物标准化技术委员会
Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｆｏｒ
Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ

ＧＢ ／ Ｔ ３９７６０－２０２１ 国家标准
Ｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

动物管理和伦理审查机制。 （３）动物伦理审查制度

执行不严格。 目前许多高校、医院、科研机构均设

立了动物实验伦理委员会和动物实验伦理审查制

度，这体现了我国实验动物福利伦理实践取得了重

大的进步。 但是也存在伦理审查制度执行不严格

的问题，许多科研人员对动物实验伦理审查的认识

不到位，经常出现“先实验，后申请审查”的问题，使
动物实验伦理审查流于形式。 （４）动物伦理审查缺

少全程监督。 目前的动物伦理审查主要局限于实

验开展前，对于实验进行中和实验完成后的监督非

常有限。 同时缺少必要的处罚措施，无法督促从业

人员严格按照规定进行动物实验。 （５）对公众的宣

传不足。 目前民众对动物保护主义日益重视，相关

的讨论也在日益增多。 随着实验动物使用量的增

加，关于实验动物福利伦理的矛盾和争议更加凸

显，常有民众提出是否有必要牺牲如此多的动物才

能推动人类的生命科学和医学的进步。 但目前实

验动物从业人员对公众的宣传和科普是极其有限

的，无法使民众了解动物实验的必要性以及我国实

验动物福利伦理实践取得的进步，从而使民众容易

受到极端动物保护主义的影响，无法科学地看待动

物实验。 以上这些问题，严重制约了我国实验动物

福利伦理实践的发展。

４　 推进实验动物福利伦理实践的建议

　 　 为了更好地推进我国实验动物福利伦理实践，
笔者提出如下建议：（１）加强从业人员教育与培训：
实验动物从业人员主要包括实验动物管理者、科研

人员、实验动物饲养维护人员以及研究生等，应实

行准入制度，定期开展实验动物福利伦理培训，培
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训通过考核合格后才可开展动物实验；培养从业人

员动物福利意识，避免将实验动物看做单纯的研究

工具；加强从业人员专业技术的培训，包括但不限

于动物的抓取、保定、给药、手术、麻醉、安乐死、人
道终点判断等，减少实验动物在饲养管理和实验过

程中遭受的痛苦；科研人员应遵循 ３Ｒ 原则，科学合

理地设计实验方案，避免过多使用实验动物的情况

出现；国内开设实验动物专业的高校还较少，专业

人才较为稀缺，随着国家生命科学和医学科研水平

的不断提高，对实验动物专业人才的需求也日益增

大，应重视相关人才的培养。 （２）全面成立实验动

物管理委员会和实验动物伦理委员会：实验动物管

理委员会和实验动物伦理委员会作为实验动物福

利伦理实践的管理者，负责实验动物伦理审查、监
督、批准，对本机构人员进行定期的动物伦理培训，
针对本机构实际情况，提出实验动物伦理相关的意

见和建议。 根据张雷等［１６］（２０２２ 年）的研究，伦理

委员会成员应具有较高的知识层次和较高的伦理

认知水平，同时也应系统性地接受动物伦理培训。
同时应该完善配套的制度和法规，强化伦理委员会

委员的伦理认知，增强伦理委员会履行职责能力。
（３）加强伦理审查后的全程监督，建立惩戒机制：目
前许多机构设立了动物伦理审查机制，但主要局限

于实验开展前，应建立伦理审查相关配套制度，重
视对实验过程的检查和监督，规范手术、麻醉、人道

终点判断、安乐死、动物尸体处理等环节［１７］。 根据

苏美洋伊等［１８］（２０２３ 年）的研究，可通过构建实验

动物福利伦理审查质量评价指标体系，对各机构动

物伦理审查的质量和水平进行评价，对严重违反动

物福利伦理的机构和个人，建立惩戒机制，从而进

一步保障伦理审查的规范化和严肃性。 （４）提升兽

医的地位和工作水平：兽医是动物运输、饲养、环境

管理、安乐死的直接参与者，其主要职责贯穿了实

验动物使用的全部环节，兽医的专业度和工作能力

直接关系到动物福利伦理实践的水平。 各机构的

管理者应认识到兽医的重要性，在其履行职责的过

程中提供支持和授权。 兽医工作者也应提升自我

专业能力和动物伦理意识，为实验动物谋求福利和

尊重。 （５）加强公众宣传：随着国家社会的不断发

展，动物保护主义在民众中也逐渐获得了广泛的认

可和支持，实验动物行业和机构应利用此机会，通
过传统媒体、新媒体加强实验动物福利伦理的宣

传，避免使极端动物保护主义等非科学理论占据舆

论高地。

５　 小结

　 　 实验动物福利伦理在广义上属于动物保护主

义的一部分，但与极端动物保护主义相比，实验动

物福利伦理更能在推动生命科学和医学发展、保障

人类权益的同时，减少实验动物所遭受的痛苦，也
更具有可操作性和实际意义。 正确认识实验动物

福利伦理，通过加强立法、完善制度、提高从业人员

素质、加强全程监督以及对公众进行宣传和教育，
才能发展具有中国特色的实验动物福利伦理审查

机制，不断推进实验动物福利伦理实践。
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Ｓｔａｔｅ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｍａｒｋｅｔ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ， Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ． Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ ｆｏｒ ｅｔｈｉｃａｌ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ
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２０１８［Ｓ］． ２０１８．
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调节性细胞死亡在扩张型心肌病中的研究进展

邱月清１，王振涛１，２∗，陈振翼１，２∗，常红波１，禹笑阳１，薛祎琨１

（１．河南中医药大学第二临床医学院，郑州　 ４５００５３；２．河南省中医院，郑州　 ４５００５３）

　 　 【摘要】 　 扩张型心肌病（ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）起病隐匿，以左心扩大甚至全心扩大为主要影像学表

现，是心力衰竭与心律失常的常见原发疾病之一。 随着近年来研究的不断深入，调节性细胞死亡（ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈ，ＲＣＤ）的内在分子机制逐渐清晰，研究者们发现 ＲＣＤ 方式在 ＤＣＭ 的发生发展过程中扮演了十分重要的角

色。 目前已知 ＤＣＭ 中所涉及的 ＲＣＤ 方式主要包括凋亡、坏死性凋亡、焦亡、铁死亡、自噬、铜死亡等，并且它们之

间具有一定的相关性，可相互作用和调控。 本文就上述 ６ 种 ＲＣＤ 方式参与 ＤＣＭ 的机制研究现况进行概述，以期为

未来基础研究及临床应用提供参考。
【关键词】 　 扩张型心肌病；调节性细胞死亡；凋亡；坏死性凋亡；焦亡；自噬；铁死亡；铜死亡
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ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ； ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓ
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　 　 扩张型心肌病（ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）是
一种异质性心肌病，在感染、免疫、遗传等因素的刺

激下，心脏逐渐扩大，心肌组织表现为不同程度的

苍白、松弛及纤维化，心室壁变薄。 因心脏结构改

变，心功能逐渐下降，并可伴随电传导障碍，临床表

现为心力衰竭与心律失常，其 ５ 年病死率居高不下，
是医疗上亟待解决的难题［１－２］。

表 １　 不同 ＲＣＤ 的形态特征、效应分子与免疫特征
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ， ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＲＣＤ

ＲＣＤ 类型
ＲＣＤ ｔｙｐｅｓ

形态特征
Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ

效应分子
Ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅ

免疫特征
Ｉｍｍｕｎｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

凋亡
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

细胞皱缩与核固缩，形成含有细胞成分的凋亡
小体
Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｈｒｉｎｋａｇｅ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｙｏｇｅｎｅｓｉｓ，
ｆｏｒｍｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｂｏｄｉｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

ＢＣＬ⁃２， Ｃａｓｐａｓｅ，
ＢＩＭ， ＢＣＬ⁃ＸＬ， ｅｔｃ．

不引起炎症
Ｎｏｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

坏死性凋亡
Ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ

细胞肿胀，溶解，促炎因子释放
Ｃｅｌｌ ｓｗｅｌｌｉｎｇ， ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ
ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ

ＰＩＰＫ１， ＰＩＰＫ３， ＭＬＫＬ， ｅｔｃ． 促炎
Ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

自噬
Ａｕｔｏｐｈａｇｙ

吞噬体、自噬体、自噬溶酶体形成
Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ， ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ，
ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ

ＬＣ３⁃ＩＩ， ＡＴＧ９， ＲＯＳ， ｅｔｃ． 不引起炎症
Ｎｏｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

焦亡
Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ

细胞膜破裂，细胞内容物释放
Ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｕｐｔｕｒｅ ａｎｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ
ｃｅｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ

Ｃａｓｐａｓｅ， ＧＳＤＭＤ， ｅｔｃ． 促炎
Ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

铁死亡
Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ

线粒 体 嵴 减 少 （ 消 失）， 线 粒 体 外 膜 皱 缩
Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ （ ｄｉｓａｐｐｅａｒａｎｃｅ ） ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｃｒｉｓｔａｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ

Ｆｅ２＋， ＧＳＨ， ＧＰＸ４， ＲＯＳ， ｅｔｃ． 促炎
Ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

铜死亡
Ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓ

线粒体皱缩，线粒体膜破裂
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｗｒｉｎｋｌｉｎｇ， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｒｕｐｔｕｒｅ

Ｃｕ＋， ＦＤＸ１， 脂酰化蛋白， 等．
Ｃｕ＋，ＦＤＸ１， Ａｃｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｅｔｃ．

促炎
Ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

根据细胞死亡命名委员会于 ２０１８ 年对细胞死

亡方式的分类，目前细胞死亡可分为意外性细胞死

亡（ａｃｃｉｄｅｎｔａｌ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ，ＡＣＤ）与调节性细胞死亡

（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ，ＲＣＤ）两大类别。 ＡＣＤ 是不可

被控制的细胞死亡，由生物、物理、化学等因素直接

影响所致，超出了细胞调节范围，是一种被动的死

亡方式［３］。 而 ＲＣＤ 具有独特的生化特征、形态特征

以及免疫学后果，其不同外在征象的背后涉及十分

复杂的分子反应机制，可被干预而加速或抑制细胞

死亡进程，进而干预疾病的发展过程［４］。
Ｎａｒｕｌａ 等［５］对 ＤＣＭ 患者的心肌组织进行了首

次组织化学和组织学分析，表明细胞凋亡是导致

ＤＣＭ 发展为终末期心力衰竭的重要机制。 此后，随
着对凋亡等调节性细胞死亡认识的不断深入，研究

者们发现，除细胞凋亡外，其他 ＲＣＤ 方式也与 ＤＣＭ
的发生发展相关，其内在分子机制繁多复杂［６］。
ＲＣＤ 的作用是清除多余的细胞，但在应激、感染或

基因变异等因素下，ＲＣＤ 的失控可导致心肌细胞过

度丢失而造成心肌损害，发展为 ＤＣＭ。 现有研究证

据认为，凋亡（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）、坏死性凋亡（ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ）、
焦 亡 （ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ）、 铁 死 亡 （ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ）、 自 噬

（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）、铜死亡（ ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓ） ６ 种 ＲＣＤ 方式是

ＤＣＭ 病理过程的中心环节。 并且，以上 ＲＣＤ 之间

存在相互联系，包括共同的触发因素、分子成分和

保护机制。 但是，其他新型细胞死亡方式如有丝分

裂 死 亡 （ ｍｉｔｏｔｉｃ ｄｅａｔｈ ）、 免 疫 性 细 胞 死 亡

（ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ）以及 ＰＡＲＰ１ 依赖细胞死亡

（ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ）等是否参与 ＤＣＭ 的发生发展仍然未

知。 因此，本文就凋亡、坏死性凋亡、焦亡、自噬、铁
死亡与铜死亡 ６ 种 ＲＣＤ 方式在 ＤＣＭ 中的研究进展

进行阐述，以期为临床与基础研究提供参考（表 １）。

１　 细胞凋亡与 ＤＣＭ

　 　 细胞凋亡是一种由多个基因控制的细胞自主

性死亡。 在形态学表现方面，凋亡的细胞主要表现

为细胞皱缩与核固缩、细胞分裂为含有细胞成分的

凋亡小体（一种膜封闭结构）以及凋亡小体被巨噬

细胞或邻近细胞吞噬等［７］。 因为凋亡的细胞能够

及时被吞噬，同时凋亡细胞可通过多种机制主动抑

制免疫应答，所以凋亡不引发炎症反应。
正常情况下机体内促凋亡机制与抗凋亡机制
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相互平衡，细胞衰老或发育异常时会在胞内特定信

号调控下产生自发有序的死亡。 凋亡可由死亡受

体、线粒体、内质网应激介导，并依赖半胱天冬酶家

族蛋白 （ Ｃａｓｐａｓｅｓ） 的激活。 第一，肿瘤坏死因子

（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）超家族中的死亡受体与

相应配体结合，形成顺序蛋白复合物Ⅰ（ＣｏｍｐｅｘⅠ）
与顺序蛋白复合物Ⅱ（ＣｏｍｐｅｘⅡ），随后激活下游

Ｃａｓｐａｓｅｓ，触发细胞凋亡；第二，在 Ｂ 淋巴细胞瘤－２
（ＢＣＬ⁃２）、相关 Ｘ 蛋白 （ ＢＡＸ） 与 ＢＣＬ⁃２ 拮抗剂

（ＢＡＫ） 的共同介导下，细胞色素 Ｃ （ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ，
ＣＹＣＳ）生成，接着通过线粒体膜进入胞质，激活凋亡

蛋白酶活化因子 １（Ａｐａｆ⁃１），诱导 Ｃａｓｐａｓｅｓ 激活；第
三，在内质网钙离子失衡或其他应激因素下，发生

内质网应激，导致异常蛋白的大量聚集并招募 ｐｒｏ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２，直接激活下游 Ｃａｓｐａｓｅｓ，引发凋亡［６，８］。

大约 １ ／ ３ 的 ＤＣＭ 与基因突变有关，目前已知的

有超过 ５０ 个基因与遗传性 ＤＣＭ 相关，３５％～４０％的

遗传性 ＤＣＭ 是由于肌节蛋白突变引起的［９］，其中

编码肌联蛋白（ ｔｉｔｉｎ）的 ＴＴＮ 基因截短突变（ＴＴＮｔｖ）
是最主要的原因，占家族性 ＤＣＭ 的 ２５％［１０］。 Ｚｈｏｕ
等［１１］将 ＴＴＮｔｖ 的杂合子小鼠（纯合子在子宫中死

亡）诱导为 ＤＣＭ 模型，检测到心肌细胞凋亡被激活

的同时早期应答基因 ３（ ＩＥＲ３）的表达被抑制。 随后

研究证实，核转录因子－κＢ（ＮＦ⁃κＢ）在各种刺激作

用下发生核易位，随后与早期应答基因 ３（ ＩＥＲ３）启
动子结合，促进调控 ＩＥＲ３ 转录，成熟的 ＩＥＲ３ ｍＲＮＡ
在胞质中翻译为 ＩＥＲ３ 蛋白入核，与凋亡基因启动

子结合，靶向正调控凋亡保护因子 ＢＣＬ⁃２、ＢＣＬ⁃２ Ｌ、
丝氨酸 ／ ３ 氨酸蛋白激酶 １（ＡＫＴ１），提示 ＴＴＮ 截短

突变导致的 ＤＣＭ 中， ＩＥＲ３ 或可作为临床治疗

靶点［１１］。
ＬＩ 等［１２］ 实验研究发现，白介素－６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃

６，ＩＬ⁃６）敲除后阿霉素诱导 ＤＣＭ 小鼠的心肌细胞凋

亡受到抑制，心功能明显改善，心肌重构与心肌纤

维化减轻，后续研究显示，这可能与 ＩＬ⁃６ 敲除抑制

了 ＤＣＭ 小鼠心脏组织中 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化有关。 细

胞色素 Ｐ４５０ ２Ｅ１（ＣＹＰ２Ｅ１）是一种细胞色素 Ｐ４５０
酶，在某些疾病状态下，ＣＹＰ２Ｅ１ 的过表达可以增强

内源酮体代谢，为心脏供应能量，同时也会增强

ＤＣＭ 时心脏的氧化应激，加速心肌细胞凋亡，在动

物模型中敲低或下调 ＣＹＰ２Ｅ１ 可缓解心力衰竭症

状，减 缓 ＤＣＭ 发 展 进 程［１３］。 因 此， 下 调 ＩＬ⁃６、
ＣＹＰ２Ｅ１ 等细胞因子水平能够通过抑制心肌细胞凋

亡治疗 ＤＣＭ，成为临床治疗靶点的可能。
内质网的功能因未折叠蛋白的累积而受到干

扰，被称为内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ，
ＥＲＳ），并且这一过程引发了折叠蛋白反应（ｕｎｆｏｌｄｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）。 生理情况下，ＵＰＲ 可维持

内质网稳态，然而在氧化应激、缺血缺氧、基因变异

等因 素 刺 激 下， ＥＲＳ 的 持 续 激 活 可 诱 发 心 肌

病［１４－１５］。 ＵＰＲ 受蛋白激酶 Ｒ 样 ＥＲ 激酶 （ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ Ｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）、
激活转录因子 ６ （ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ６，
ＡＴＦ６）、肌醇需求酶 １ （ ｉｎｏｓｉｔｏｌ ｒｅｑｕｉｒｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ １，
ＩＲＥ１）３ 种主要效应蛋白调控。 转录因子 Ｃ ／ ＥＢＰ 同

源蛋白（Ｃ ／ ＥＢＰ⁃ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）介导了

内质网应激相关的 ＤＣＭ 心肌细胞凋亡，ＣＨＯＰ 可通

过调控抗凋亡蛋白 ＢＣＬ⁃２、ＢＣＬ⁃ＸＬ 与促凋亡蛋白细

胞死亡调解子（ＢＩＭ）、生长阻滞和 ＤＮＡ 损伤诱导蛋

白 ３４（ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ １ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｕｂｕｎｉｔ １５Ａ，
ＧＡＤＤ３４）的表达水平激活细胞凋亡［１６］。 内质网应

激持续激活时，能促进 ＩＲＥ１α⁃ＵＰＲ 与 ＡＴＦ６⁃ＰＲ 通

路，由此增加 ＣＨＯＰ 的表达量，增强细胞凋亡［１５］。
在 ＤＣＭ 患者中检测到 ＬｎｃＲＮＡ ＡＣ０６１９６１􀆰 ２ 下

调［１７］， Ｑｉｕ 等［１８］ 报 道 称， 在 ＤＣＭ 中 ＬｎｃＲＮＡ
ＡＣ０６１９６１􀆰 ２ 可 通 过 激 活 Ｗｎｔ ／ β⁃连 环 蛋 白 （ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ）信号通路抑制内质网应激诱导的心肌细胞

凋亡。 克山病作为我国一种地方性扩张型心肌病，
全部发生在低硒地区，早期的体内对比研究显示，
克山病患者的心肌细胞凋亡率显著升高［１９］，之后的

研究证实，硒缺乏可诱发 ＥＲＳ［２０］，进一步研究发现，
下调内质网应激反应信号的化学伴侣 ４－苯基丁酸

（４⁃ＰＢＡ）可减轻缺硒大鼠心肌细胞凋亡［２１］。 随后

越来越多的证据表明氧化应激也可加剧硒缺乏诱

导的细胞凋亡，谷胱甘肽过氧化物酶降解 Ｈ２Ｏ２ 的

催化能力受损可能是导致氧化应激水平升高的关

键因素。 最新研究显示，硒缺乏症诱导的心肌细胞

凋亡过程中，内源性、外源性通路及上游调控因子

肿瘤蛋白 ５３（ｐ５３）、ＢＡＸ、ＢＣＬ⁃２ 和 ＢＣＬ⁃ＸＬ 参与了

硒缺乏症诱导的心肌细胞凋亡［２２］。 ＥＲＳ 介导的心

肌细胞凋亡是导致 ＤＣＭ 重要环节，当前研究证据显

示，表观遗传变异、微量元素缺乏、氧化应激过度等

均为持续性 ＥＲＳ 的诱发条件，细胞凋亡在 ＤＣＭ 中

的作用机制见图 １。
由上可得，在 ＤＣＭ 患者及多种 ＤＣＭ 动物模型

中均观察到了显著的心肌细胞凋亡现象，提示心肌
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细胞凋亡的增加是 ＤＣＭ 发生发展的重要原因，并与

基因突变、表观遗传变异、氧化应激、炎症反应等因

素具有密切的相关关系。 血清凋亡相关因子 ＢＡＸ、
ＢＣＬ⁃２、ＢＣＬ⁃ＸＬ 等含量检测或可作为 ＤＣＭ 的评估

指标，抑制心肌细胞凋亡也有望成为 ＤＣＭ 临床治疗

途径。

图 １　 ＤＣＭ 中心肌细胞凋亡机制图及其与自噬、铁死亡的串扰（由 Ｆｉｇｄｒａｗ 绘制）
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＤＣＭ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｗｉｔｈ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ

（ｂｙ Ｆｉｇｄｒａｗ）

２　 坏死性凋亡与 ＤＣＭ

　 　 细胞凋亡在某些刺激因素、吞噬清除作用的缺

失等条件下，可出现 “程序性坏死”，即坏死性凋

亡［２３－２４］。 这种坏死性凋亡的形态学特征在于细胞

肿胀、溶解和促炎因子的释放，不同于细胞凋亡在

免疫反应中的“沉默”，是一种炎性 ＲＣＤ［２５］。
ＴＧＦ⁃β 活化激酶 １ 结合蛋白 ２（ＧＦ⁃β ａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｋｉｎａｓｅ １ （ＭＡＰ３Ｋ７） ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２，ＴＡＢ２）是一种

衔接蛋白，通过与 Ｌｙｓ６３ 连接的多聚泛素链结合，将
来自 ＴＮＦ 受体 １（ＴＮＦ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ
１Ａ，ＴＮＦＲ１）和其他受体的信号连接至 ＴＧＦ⁃β 激活

的激酶 １（Ｔａｋ１ ＴＧＦ⁃β ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ １，ＴＡＫ１），成
为信号传导复合物［２６］。 研究发现，ＴＡＢ２ 对心肌存

活及维持稳态具有重要作用，成人心脏中 ＴＡＢ２ 的

急性缺失可导致 ＤＣＭ［６］。 肿瘤坏死因子受体

（ｔｕｍｏｕｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＮＦＲ）或 Ｔｏｌｌ 样受

体（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲ） －３ ／ ４ 被激活，触发下游

效应因子反应。 一方面，磷脂酰肌醇磷酸激酶

（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃４⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ５⁃ｋｉｎａｓｅ，ＰＩＰＫ１）被
ＩＡＰｓ 泛素化后通过 ＮＦ⁃κＢ 发挥促炎作用；另一方

面，ＰＩＰＫ１ 被 ＣＹＬＤ 去泛素化，招募 ＰＩＰＫ３，形成的

复合体进一步招募混合谱系激酶样结构域（ｍｉｘｅｄ
ｌｉｎｅａｇｅ ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ ｌｉｋｅ ｐｓｅｕｄｏｋｉｎａｓｅ，ＭＬＫＬ）并使

其磷酸化，形成 ＭＬＫＬ 寡聚物即坏死体，随后作用于

细胞膜形成 ＭＬＫＬ 孔，导致离子内流、细胞肿胀、溶
解，最终坏死死亡。 Ｙｉｎ 等［２７］ 实验发现，ＴＡＢ２ 缺失

小鼠在应激后表现出 ＤＣＭ 样心脏结构改变与心功

能障碍，通过技术手段使 ＲＩＰＫ１ 基因失活后，在很

大程度上逆转了上述应激反应。 提示 ＴＡＢ２ 缺失的

情况下，通过激活 ＲＩＰＫ１ 诱导 ＲＩＰＫ１⁃ＲＩＰＫ３ 坏死复

合物形成，促进坏死性凋亡，最终导致 ＤＣＭ 心功能

障碍，而 ＲＩＰＫ１ 基因或可成为 ＴＡＢ２ 缺失 ＤＣＭ 的临

床治疗靶点，坏死性凋亡在 ＤＣＭ 中的作用机制详见

图 ２。

３　 细胞焦亡与 ＤＣＭ

　 　 细胞焦亡是一种以炎症小体激活为特征的
ＲＣＤ，在免疫应答与炎症反应中发挥重要作用［２８］。
最突出的形态学表现在于其细胞膜孔的形成、细胞

膜的迅速破裂、细胞肿胀与溶解、细胞内容物的释

放、细胞外促炎因子的释放等。 促炎因子可影响邻
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图 ２　 ＤＣＭ 中心肌细胞坏死性凋亡机制图及其与焦亡、凋亡的串扰（由 Ｆｉｇｄｒａｗ 绘制）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＤＣＭ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｗｉｔｈ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

（ｂｙ Ｆｉｇｄｒａｗ）

近细胞并招募炎性细胞，引发后续一系列的炎症反

应，加速焦亡［２９］。
分子机制方面，焦亡可分为 Ｃａｓｐａｓｅｓ⁃１ 依赖的

经典途径与 Ｃａｓｐａｓｅｓ⁃４ ／ ５ ／ １１ 依赖的非经典途径，其
过程均与炎症小体的激活密切相关，ＮＯＤ 样受体热

蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｈｅｒｍａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＮＬＲＰ３） 是最著

名、研究最为充分的炎症小体［３０－３１］。 经典途径中，
凋亡相关斑点样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＳＣ）招募活性 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１，随后 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 识

别并剪切 Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ 家族蛋白 ＧＳＤＭＤ，分离其 Ｎ 端

片段，Ｎ 端被释放至细胞膜后可使细胞膜孔形成，诱
发焦亡。 同时，Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 识别白介素－１β 前体（ｐｒｏ⁃
ＩＬ⁃１β）与白介素－１８ 前体（ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１８），将二者转化

为具有活性的 ＩＬ⁃１β 与 ＩＬ⁃１８，通过膜孔释放至胞

外，扩大炎症范围，加速焦亡进程［２８］。 膜孔形成的

同时，胞内 Ｋ＋ 外排作用正反馈调节 ＮＬＲＰ３ ／ ＡＳＣ ／
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 信号通路［２９］。 非经典途径中，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
可裂解 Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ 家族蛋白 ＧＳＤＭＥ，同样通过释放

其 Ｎ 端形成膜孔，诱发焦亡［３２］。

在以往的大部分研究中，凋亡的心肌细胞是通

过 ＴＵＮＥＬ 染色来确定的，最新证据显示，因为焦亡

细胞和凋亡细胞相似性，也能被 ＴＵＮＥＬ 阳性染

色［３３］。 因此，既往的研究并没有将凋亡的心肌细胞

与焦亡的心肌细胞进行准确区分。 Ｚｅｎｇ 等［３４］ 为了

探究细胞焦亡是否干预了 ＤＣＭ 的发生发展及其具

体靶点，首次检测了接受心脏移植的 ＤＣＭ 患者与其

脑死亡供体心脏的左室游离壁心肌组织，与健康供

体对照组相比，ＮＬＲＰ３ 炎症小体、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 等在

ＤＣＭ 心肌中的表达显著升高，ＧＳＤＭＤ 明显裂解，同
时通过免疫荧光显色观察到 ＤＣＭ 患者心肌组织

ＡＳＣ 斑点形成［３４］。 该研究同时采用 α－辅助肌动蛋

白（α⁃ａｃｔｉｎｉｎ）染色、ＴＵＮＥＬ 染色、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 染色的

三重染色方式，准确区分了凋亡的心肌细胞与焦亡

的心肌细胞，研究数据显示，焦亡的心肌细胞百分

比高于凋亡心肌细胞［３４］。 另外，ＮＯＸ１ 和 ＮＯＸ４ 促

进了 Ｄｒｏｐ１ 介导的线粒体裂变， 加速了活性氧

（ＲＯＳ） 积累，ＮＬＲＰ３ 炎症小体随之激活。 ＮＯＸ１ ／
ＮＯＸ４ 双抑制剂可有效抑制心肌细胞焦亡，减缓

ＤＣＭ 心功能障碍［３４］。 另有研究表明，细胞焦亡能
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够通过影响免疫浸润（免疫细胞在组织内的聚集）
调节免疫微环境，在 ＤＣＭ 免疫应答中起到了关键作

用［３５］，细胞焦亡在 ＤＣＭ 中的作用机制见图 ３。
综上，心肌细胞焦亡在 ＤＣＭ 心肌中被强烈激

活，并可能在 ＤＣＭ 的发生发展中起到比凋亡更重要

的作用，或可通过抑制甚至消灭焦亡相关效应分子

阻断心肌细胞焦亡进程，达到治疗 ＤＣＭ 的目的。

图 ３　 ＤＣＭ 中心肌细胞焦亡机制图及其与凋亡、铁死亡、自噬的串扰（由 Ｆｉｇｄｒａｗ 绘制）
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＤＣＭ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｗｉｔｈ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ，

ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ（ｂｙ Ｆｉｇｄｒａｗ）

４　 自噬与 ＤＣＭ

　 　 自噬的本质是细胞内细胞器的自我吞噬，其降

解产物可在细胞内循环利用，为细胞的新陈代谢提

供能量及原料［３６］。 自噬在细胞应激情况下发挥了

维持细胞生存的作用，但目前的研究证据表明，虽
然自噬常用于回收细胞组分，但也可以导致细胞的

破坏［６，３７］。
自噬典型的形态表现为 ３ 种独特的膜结构的形

成，即吞噬体、自噬体、自噬溶酶体［３８］。 应激条件

下，细胞质中受损的细胞器、异常折叠的蛋白质、病
毒、细菌等周围可形成吞噬囊泡或分离膜，分离形

成双层膜结构的自噬小体。 哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白（ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ｍＴＯＲ） ／

磷脂酰肌醇 ３ 激酶 （ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ，
ＰＩ３Ｋ）信号通路是参与调节自噬的主要信号通路。
自噬过程可以分为启动、囊泡延伸、膜融合、囊泡溶

解 ４ 个阶段。 腺苷活化的蛋白激酶（Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ５’⁃
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ （ ＡＭＰ ）⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ＡＭＰＫ）能抑制 ｍＴＯＲ 信号，调控自噬体与自噬溶酶

体的形成［３９］。
与健康者相比，ＤＣＭ 患者心肌细胞中的自噬结

构明显增加［４０］。 Ｋａｎａｍｏｒｉ 等［４１］ 使用电镜检测发

现，与未发生心室逆重构 （ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｒｅｖｅｒｓｅ
ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，ＬＶＲＲ）的 ＤＣＭ 患者相比，发生 ＬＶＲＲ 的

患者心肌细胞内含有更多的自噬空泡，且自噬溶酶

体数量与组织蛋白酶 Ｄ 的表达均显著升高，提示自

噬程度可作为 ＤＣＭ 患者能否发生 ＬＶＲＲ 的预测指

标之一。
既往研究显示，雷帕霉素能够改善 ＤＣＭ 大鼠早

期心功能［４２］。 Ｊｉｎ 等［４３］ 通过实验研究首次报道，
ＤＣＭ 小鼠中 ＬＣ３ＩＩ 的表达和自噬体的形成增加，雷
帕 霉 素 能 够 通 过 抑 制 ｍＴＯＲ⁃４Ｅ 结 合 蛋 白

（ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４Ｅ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ １，４ＥＢＰ１）通路进一步诱导自噬激活，保护心
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脏，有助于改善 ＤＣＭ 小鼠心功能。 提示上调自噬可

能是一个有前景的 ＤＣＭ 治疗策略，可用以改善

ＤＣＭ 的病理进展。 ｍＴＯＲ 信号通路的激活后自噬

溶酶体途径（ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ｐａｔｈｗａｙ，ＡＬＰ）被抑

制，而 ＡＬＰ 能够有效去除功能失调的细胞器及蛋白

质，导致异常折叠的蛋白在 ＤＣＭ 患者心肌中积

累［４４－４５］。 同时，转录因子 ＥＢ⁃ｔｆｅｂ－（溶酶体生物发

生的主要调控因子）核定位减少，ｍＴＯＲ 的激活物支

链氨基酸（ＢＣＡＡｓ）累积，ＰＰ２Ｃｍ（调节 ＢＣＡＡｓ 关键

分解代谢步骤的磷酸酶）水平降低，ｍｉＲ⁃２２（触发衰

老的 ＰＰ２Ｃｍ 水平的调节因子） 水平升高。 下调

ｍｉＲ⁃２２ 后 能 够 适 当 逆 转 上 述 分 子 缺 陷［４４］。
Ｋａｎａｍｏｒｉ 等［４６］观察到 δ－肌聚糖缺失的小鼠表现出

广泛的左心室扩大与心功能障碍等 ＤＣＭ 特征，心肌

组织自噬空泡和溶酶体数量增加，且伴随 ＡＭＰ 活化

蛋白酶增加。 二甲双胍给药通过促进 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ
信号通路增强了自噬水平，能够改善 ＤＣＭ 心功能。

图 ４　 ＤＣＭ 中自噬机制图及其与凋亡的串扰（由 Ｆｉｇｄｒａｗ 绘制）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ＤＣＭ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｗｉｔｈ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ（ｂｙ Ｆｉｇｄｒａｗ）

针对 Ｂｅｄｏｕｉｎ 家族的研究表明，ＬＥＫＨＭ２ 突变将

导致隐性遗传的 ＤＣＭ 并伴随左心室心肌致密化不

全 （ ｎｏｎ⁃ｃｏｍｐａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ，
ＬＶＮＣ），其分子机制涉及溶酶体功能障碍与自噬的

失控。 ＬＥＫＨＭ２ 与 ＬＡＭＰ２、ＢＡＧ３ 等基因共同参与调

节心肌细胞中的自噬［４７］。 ＢＡＧ３ 突变可导致常染色

体显性遗传的 ＤＣＭ［４２，４８－４９］。 Ｅｎｏｍｏｔｏ 等［５０］发现，家
族性 ＤＣＭ 患者在 ＨＳＰＤ１ 基因顶端结构域存在一个

点突变（Ｔｈｒ３２０Ａｌａ），该突变点与 ｎｂｌ 突变斑马鱼的

突变点（Ｖａｌ３２４Ｇｌｕ）仅相距 ４ 个氨基酸。 ｎｂｌ 突变斑

马鱼受精后 ８ 个月即出现房室传导阻滞与猝死现

象，成年阶段表现为典型 ＤＣＭ 表型（心室壁厚度降

低、心腔扩张、心肌纤维化等）。 其心脏组织学检测

显示，ＲＯＳ 水平升高，线粒体损伤和自噬体增加，自
噬相关基因 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达显著增加。 转染

ＨＳＰＤ１ 与 ｎｂｌ 突变的 ＨＥＫ２９３ 细胞系均表现为线粒

体自噬过度激活，ＲＯＳ 浓度升高及氧化应激加剧。
因此推测，ＨＳＰＤ１ 顶端结构域中的点突变通过 ＲＯＳ
介导的线粒体自噬增加导致线粒体功能障碍，发展

为 ＤＣＭ 样表现，自噬在 ＤＣＭ 中的作用机制见图 ４。
根据以上研究，在维持细胞内稳态方面，自噬

扮演了重要角色，不仅能够有效清除受损细胞器和

有害的蛋白聚集体，还能在“饥饿”状态与应激时循

环利用营养物质维持细胞生命活动。 ＤＣＭ 病理进

展过程中自噬被激活，在此基础上继续适度激活自

噬被认为可改善 ＤＣＭ 预后，但自噬是一种精密调控

的微观活动，过度激活将导致 ＲＯＳ 积累，可对 ＤＣＭ
病理进展产生不利影响，可能与 ＲＯＳ 过度积累导致

的氧化应激有关［５０］。 既往研究报道，雷帕霉素小剂

量（１ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ））及中剂量（２ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ））应用

诱导自噬可改善 ＤＣＭ 大鼠左心收缩功能，但其安全

有效范围小，大剂量（４ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ））应用时导致死
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亡率增加［５１］。 因其安全有效范围狭窄，难以在临床

应用“激活自噬”途径治疗 ＤＣＭ 患者。

５　 铁死亡与 ＤＣＭ

　 　 铁是机体重要的微量元素，与氧气运输、能量

代谢以及 ＤＮＡ 的合成等关系密切，维持其含量与代

谢稳态对正常的生命活动十分关键。 虽然铁死亡

在 ２０１２ 年才被正式提出，但事实上铁死亡是一种古

老且普遍的细胞死亡方式［５２－５３］。 典型的铁死亡控

制轴需要系统 Ｘｃ－谷氨酸－胱氨酸逆向转运体向细

胞内摄取胱氨酸，还原为半胱氨酸后用以谷胱甘肽

（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）的生物合成。 ＧＳＨ 是一种强效还

原剂， 也 是 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 酶 ４ （ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４，ＧＰＸ４）的辅助因子。 ＧＰＸ４ 可将细胞

中产生的任何磷脂氢过氧化物还原为相应的醇［５４］。
铁死亡抑制蛋白 １（ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ １，
ＦＳＰ１）是脂质中最有效的天然抗氧化剂，可平行于

ＧＰＸ４ 完全阻断铁死亡进程；ＦＳＰ１ 可将泛醌还原为

泛醇，直接减少氧化自由基数量，终止脂质过氧

化［５２，５５］。 包括 ＡＭＰＫ、核转录因子 Ｎｒｆ２ 在内的多个

信号传导通路都参与了细胞铁死亡的调节［５２，５６－５８］，
当细胞内铁代谢障碍或能量代谢异常时，过量铁或

ＲＯＳ 累积可诱导脂质过氧化，导致铁死亡［５３－５４］。
肺腺癌与骨肉瘤等疾病机制研究中发现，其免

疫异质性与铁死亡密切相关［５９－６０］。 因为 ＤＣＭ 可分

为多种亚型，不同的亚型之间存在显著异质性［６１］，
所以 Ｌｕ 等［６２］从免疫异质性角度出发，得出铁死亡

可调节 ＤＣＭ 患者的免疫微环境，铁死亡相关基因

ＯＴＵ 去泛素酶家族成员之一（ＯＴＵ ｄｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｓｅ １，
ＯＴＵＤ１）能够通过调控 Ｂ 细胞与树突状细胞参与形

成免疫异质性。 微阵列数据分析显示，信号转导和

转录激活因子 ３ （ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３，ＳＴＡＴ３） 与 ＤＣＭ 中铁死亡相关［６３］。
铁死亡作为一种新型细胞死亡方式，参与了动脉粥

样硬化、心肌梗死、心力衰竭等心血管疾病的发生

发展过程［６４］。 并且，铁死亡已被证实存在于慢性心

力衰竭、心房颤动时的心肌纤维化改变［６５－６７］，但目

前在 ＤＣＭ 中铁死亡的相关机制研究几乎仅停留在

生物信息技术阶段，缺乏基础实验研究的验证，这
是未来研究需要弥补的，铁死亡机制见图 ５。

图 ５　 铁死亡机制图及其与铜死亡、自噬、凋亡的串扰（由 Ｆｉｇｄｒａｗ 绘制）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｗｉｔｈ ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓ，ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ（ｂｙ Ｆｉｇｄｒａｗ）
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６　 铜死亡与 ＤＣＭ

　 　 铜是人体所必需的微量元素，铜离子可与多种

蛋白质或酶结合而表现出较强的氧化还原活性，是
机体内许多必需酶的辅助因子［６８］。 铜死亡是最近

提出的一种新型 ＲＣＤ 方式，铜离子在线粒体中靶向

积累，与线粒体呼吸过程三羧酸（ＴＣＡ）循环中的脂

酰化蛋白质结合，驱动脂酰化修饰蛋白质聚集，进
而导致铁硫簇蛋白丢失，诱发蛋白质毒性应激并最

终导致细胞死亡［６９］。
当前实验证据表明，铜死亡参与了糖尿病性心

肌病的病理过程［７０］，且已有研究发现，ＤＣＭ 中存在

线粒体代谢紊乱，而铜螯合作用可以通过线粒体修

复改善心功能［７１］。 尽管高铜浓度已经被证实与

ＤＣＭ 心衰的发生及其不良预后显著相关［７２］，然而

并没有铜死亡在 ＤＣＭ 中作用机制的相关研究。 基

于此，Ｂｉａｎ 等［７３］推测铜死亡也存在于 ＤＣＭ 发生发

展过程，利用机器学习算法分析 ＤＣＭ 相关基因与铜

死亡之间的联系，并预测中草药干预靶点，结果显

示，两个特征基因 ＦＤＸ１ 与 ＳＬＣ３１Ａ１ 在外部验证数

据集中表现良好，分子对接模型显示，天然药物芦

丁、虎杖苷分别对应 ＦＤＸ１、ＳＬＣ３１Ａ１，是否可通过调

控相应基因调控 ＤＣＭ 中的铜死亡而发挥治疗作用，
有待基础研究进一步验证，铜死亡机制见图 ６。

图 ６　 铜死亡机制图（由 Ｆｉｇｄｒａｗ 绘制）
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓ（ｂｙ Ｆｉｇｄｒａｗ）

７　 ＲＣＤ 串扰与 ＤＣＭ

　 　 尽管不同 ＲＣＤ 的机制有显著区别，但近年研究

发现，在 ＤＣＭ 中不同 ＲＣＤ 之间存在串扰［３０，７４－７７］，以

上机制图也体现不同 ＲＣＤ 之间的串扰关系。
７􀆰 １　 凋亡与坏死性凋亡

　 　 死亡受体与线粒体可同时介导凋亡与坏死性

凋亡，当 ＴＮＦＲ 与其配体结合后，下游通路可通过

ＮＦ⁃κＢ 信号通路分别诱导凋亡、坏死性凋亡，下游关

键分子受体相互作用蛋白酶 １（ＲＩＰＫ１）和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃８
等的表达水平决定了细胞调节性死亡的主要方式

及其程度［２７，７８］。
ＲＩＰＫ１ 可以通过促进 ＲＩＰＫ１⁃Ｆａｓ 相关死亡域蛋

白（ＦＡＤＤ）⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 凋亡复合物与 ＲＩＰＫ１⁃ＲＩＰＫ３⁃
ＭＬＫＬ 坏死复合物的组装诱导细胞凋亡与细胞坏死

性凋亡［２７，７９－８０］。 ＴＡＫ１ 能够不依赖 ＮＦ⁃κＢ 信号通路

参与调节细胞凋亡与细胞坏死性凋亡［２６，８０］。 Ｙｉｎ
等［２７］观察到 ＴＡＢ２ 缺失转基因小鼠 ＤＣＭ 样改变，
与对照组相比，ＴＡＢ２ 缺失小鼠心肌组织 ＲＩＰＫ１、
ＲＩＰＫ３、ＭＬＫＬ 的蛋白水平显著升高。 后续实验数据

表明，ＴＡＢ２ 不依赖 ＮＦ⁃κＢ，但依赖 ＲＩＰＫ１ 调控心肌

细胞凋亡与坏死性凋亡。 并且当 ＲＩＰＫ１ 的基因失

活时，可逆转 ＴＡＢ２ 缺乏引起的心肌细胞丢失［２７］。
总之，细胞凋亡与坏死性凋亡的信号通路中涉

及的分子相互重叠，能够相互影响，共同促进了

ＤＣＭ 中心肌细胞的丢失，是导致 ＤＣＭ 病理进展的

重要机制。
７􀆰 ２　 凋亡与自噬

　 　 Ｚｈａｎｇ 等［８１］发现 ＤＯＸ 抑制自噬诱导心肌细胞

凋亡是诱发 ＤＣＭ 的必要途径，激活 ＡＭＰＫ 下调

ｍＴＯＲ 可显著减弱由 ＤＯＸ 引起的心肌组织氧化应

激反应，维持自噬，减少心肌细胞凋亡［８１］。 ＦＢＸＯ３２
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（ＭＡＦｂｘ１ ／ ＡＴＲＯＧＩＮ１）是心肌和骨骼肌中的特异性

Ｆ⁃Ｂｏｘ 家族蛋白，是 Ｅ３ 泛素蛋白连接酶家族 Ｓ 期激

酶相关蛋白 １ （ Ｓ⁃ｐｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １，
ＳＫＰ１）⁃ＣＵＬ１⁃Ｆ⁃ＢＯＸ（ＳＣＦ）复合体的组成部分，通常

被认为是心肌肥厚的负向调节因子［８２］。 有研究报

道，ＦＢＸＯ３２ 是一个隐性的家族性 ＤＣＭ 遗传位点，
其突变抑制了 ＳＣＦ 复合蛋白的活性，进而影响正常

泛素化过程。 对突变个体心脏组织中 ＦＢＸＯ３２ 分子

靶点的评估表明，ＦＢＸＯ３２ 突变后可通过自噬系统

选择性蛋白表达受损诱发 ＤＣＭ［８３］。 最新证据显

示，ＦＢＸＯ３２ 突变使心脏中内质网应激失调，ＣＨＯＰ、
ＡＴＦ２ 表达上调，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 被激活，细胞凋亡显著增

加［１６］。 因此，ＦＢＸＯ３２ 突变至少可通过影响心肌细

胞自噬与凋亡两个方面导致遗传性 ＤＣＭ。
心肌细胞作为完全分化的细胞，需要维持正常

自噬以应对内源性环境的变化［８４］。 由于凋亡和自

噬之间存在着一种有效的联系，自噬可以在一定程

度上抑制细胞凋亡，减少心肌细胞的丢失［８５］。 当自

噬水平降低严重时，心肌细胞耐受环境应激的能力

将会下降，引发细胞死亡［８６］。 自噬是细胞维持内环

境稳态最重要的方式之一，心肌细胞的自噬调控能

力可能影响细胞的命运，自噬失调可直接导致凋亡

细胞数量增多，并随时间累积进展为 ＤＣＭ。
７􀆰 ３　 其他

　 　 除上述 ＲＣＤ 之间的串扰外，其他 ＲＣＤ 之间也

存在不同程度的串扰，但这些 ＲＣＤ 之间的串扰关系

尚未在 ＤＣＭ 中得到验证，或可成为未来基础研究方

向。 例如：（１）细胞应激或受到潜在损伤后可诱发

细胞焦亡，ＧＳＤＭＤ、ＧＳＤＭＥ 与 ＭＬＫＬ 效应分子等均

可诱导膜孔形成而发挥死亡效应。 同时，由于

ＭＬＫＬ 也在坏死性凋亡中诱导膜损伤，并使 Ｋ＋ 流

出，这个过程中 ＮＬＲＰ３ 炎症小体被激活，提示焦亡

与坏死性凋亡也存在串扰［２９，７３］。 （２）ＲＯＳ 诱导的脂

质过氧化在凋亡、自噬、铁死亡中均起到了关键作

用，过量的 ＲＯＳ 攻击生物膜，传播脂质过氧化链式

反应，并随后诱导不同类型的细胞死亡［８７］。 （３）线
粒体中的 ＴＣＡ 循环为铁死亡提供 ＲＯＳ［６４］，铜死亡

的重要成分脂酰化蛋白也来自 ＴＣＡ 循环，故推测铜

死亡与铁死亡可能通过 ＴＣＡ 循环发生串扰［６８］。

８　 总结与展望

　 　 ＤＣＭ 是一种进行性加重的难治性心血管疾病，
病理进程中存在多种形式的 ＲＣＤ，这也是造成 ＤＣＭ

心肌细胞丢失、心功能恶化的关键因素。 随着研究

的不断深入，部分 ＲＣＤ 的内在分子机制逐渐清晰。
截止目前的报道中，涉及的研究对象主要包括接受

心脏移植的 ＤＣＭ 患者（家族性与非家族性）、转基

因 ＤＣＭ 小鼠、转基因 ＤＣＭ 大鼠、药物注射 ＤＣＭ 小

鼠、药物注射 ＤＣＭ 小鼠、ＤＣＭ 斑马鱼以及体外心肌

细胞株等。 针对以上研究对象的证据一致认为，细
胞凋亡、细胞坏死性凋亡、自噬、细胞焦亡、铁死亡、
铜死亡 ６ 种 ＲＣＤ 方式均参与了 ＤＣＭ 的病理发展

过程。
虽然各种 ＲＣＤ 之间存在显著的串扰关系，但其

在 ＤＣＭ 中的作用机制尚未完全明确，在 ＤＣＭ 中探

讨 ＲＣＤ 之间串扰的研究数量少，研究设计难度大，
是科研人员未来需要努力的方向。 已知 ＲＣＤ 方式

多达 １１ 种，目前仍缺乏的是对有丝分裂死亡、免疫

性细胞死亡、ＰＡＲＰ１ 依赖性细胞死亡等新型细胞死

亡方式在 ＤＣＭ 中的作用机制的研究数据。
心肌细胞是终末分化的细胞，在心脏组织中占

比 ７０％，本文所涉及的体内实验均针对心脏组织中

的心肌细胞而不是成纤维细胞等非心肌细胞，体外

实验细胞株均为心肌细胞株。 心肌细胞的丢失与

修复缺乏将直接导致心肌收缩力下降与心脏结构

改变，由于心肌细胞再生能力十分有限，所以避免

心肌细胞的持续丢失是治疗包括 ＤＣＭ 在内的心脏

损伤的根本挑战。 因为 ＲＣＤ 具有可调控性，且各种

ＲＣＤ 之间存在共同的中介分子与信号通路，故理论

上通过抑制甚至阻止 ＲＣＤ 进程能够有效避免心肌

细胞死亡丢失，具有长远的临床治疗前景。
综上所述，凋亡、焦亡、自噬、铁死亡、铜死亡及

坏死性凋亡 ６ 种 ＲＣＤ 在 ＤＣＭ 的发病及进展中占有

重要地位。 更因其具有可调控的特性，所以不仅是

基础研究的热点，在不久的将来，也会成为 ＤＣＭ 的

预防与治疗的干预靶点。
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｙ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ５

徐柳清，赵培源，刘喜红，等． 星形胶质细胞表观遗传学调控机制研究进展 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（５）： １２６－１３３．
Ｘｕ ＬＱ， Ｚｈａｏ ＰＹ， Ｌｉｕ ＸＨ， ｅｔ ａｌ． Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ，
２０２４， ３４（５）： １２６－１３３．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０５􀆰 ０１４

［基金项目］国家自然科学基金（８２１０４５７９）；中国博士后科学基金面上项目（２０２３Ｍ７３１０２４）；河南省自然科学基金（２０２３００４１０２５８）；河南

省高等学校青年骨干教师培养计划（２０２３ＧＧＪＳ０８０）；河南省科技攻关（２４２１０２３１０４９７）。
［作者简介］徐柳清（１９９７—），女，硕士研究生，研究方向：中枢神经系统疾病研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：Ｘｌｑ１７９８５＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］赵培源（１９９０—），男，博士，副教授，研究方向：中医药防治中枢神经系统疾病研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｐｒａｙｅｒｔｃｍ＠ １６３． ｃｏｍ

星形胶质细胞表观遗传学调控机制研究进展

徐柳清，赵培源∗，刘喜红，杜晓丹，范孟杨，侯俊林

（河南中医药大学，郑州　 ４５００４６）

　 　 【摘要】 　 星形胶质细胞（ａｓｔｒｏｃｙｔｅ，ＡＳ）是中枢神经系统最丰富的神经胶质细胞，其参与神经系统诸多生理和

病理过程。 其表型的改变对中枢神经系统的健康尤为重要。 表观遗传学机制包括 ＤＮＡ 甲基化、组蛋白修饰、非编

码 ＲＮＡ 调控和染色质重塑等，皆与 ＡＳ 增殖、分化、炎症等表型特征的改变紧密联系，但这些机制如何发挥作用仍

需要探索与总结。 通过综述在不同的生理和病理状态下表观遗传学机制对 ＡＳ 作用的最新进展，以期为相关疾病

的认识和治疗提供新思路。
【关键词】 　 星形胶质细胞；表观遗传学；甲基化；组蛋白修饰；非编码 ＲＮＡ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ （ＡＳ） ａｒｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ａｂｕｎｄａｎｔ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ｍａｎｙ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ． Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｒｅ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ＣＮＳ． Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ， ｈｉｓｔｏｎｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ， ａｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＡＳ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｆｅａｔｕｒｅｓ， ｂｕｔ ｈｏｗ ｔｈｅｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｎｅｅｄｓ ｔｏ ｂｅ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ａｎｄ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ． Ｂｙ
ｒｅｖｉｅｗｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ ＡＳ ｕｎｄｅｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｔａｔｅｓ， ｗｅ ａｉｍ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ ｉｄｅａｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｓｔｒｏｃｙｔｅ； ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ； ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ； ｈｉｓｔｏｎｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 星形胶质细胞（ａｓｔｒｏｃｙｔｅ，ＡＳ）由神经祖细胞分

化而成，占大脑胶质细胞总数的 ２０％ ～４０％，可沿放

射状胶质突起的迁移而遍布中枢神经系统（ ｃｅｎｔｒａｌ
ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ） ［１］，对 ＣＮＳ 功能的维持尤为重

要。 ＡＳ 的生理功能包括维持细胞内稳态、营养神经

元、保证血脑屏障的形成、改善突触的形成和修剪

等［２－６］。 反应性星形胶质细胞（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ，
ＲＡＳ） 增生是大多数神经退行性疾病 （ ｎｅｕｒｏｄｅｇ⁃
ｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＮＤ）的共有特征，这伴随着 ＡＳ 形态的变

化［６］。 ＡＳ 在病理状态下参与炎症反应、细胞凋亡、
神经保护与修复和神经递质代谢等过程；疾病和损

伤状态下的 ＲＡＳ 可以分化成不同亚型，例如 Ａ１ 型



ＡＳ 分泌促炎因子，形成神经炎症并加剧神经元的损

伤，并进一步诱导神经元凋亡，而 Ａ２ 型 ＡＳ 分泌神

经营养因子，促进神经元和组织修复，从而发挥保

护神经元的作用［７－８］。
表观遗传学是研究恒定的 ＤＮＡ 序列与可变的

基因表达模式之间信息流的分子过程，改变的表观

模式可以随着有丝分裂进行遗传［９］，表观遗传学机

制包括了 ＤＮＡ 甲基化、组蛋白修饰、非编码 ＲＮＡ 调

控、染色质重塑等。 通过综述表观遗传学在 ＡＳ 生

理或病理过程中扮演的角色，从而认识不同机制对

ＡＳ 参与的疾病的发病机制和病变过程的影响，以期

为干预 ＡＳ 表型和功能进而改善疾病提供新思路。

注：Ａ：ＤＮＡ 甲基化；Ｂ：组蛋白修饰。

图 １　 ＤＮＡ 甲基化和组蛋白修饰对 ＡＳ 的作用（本图部分素材来源于 Ｆｉｇｄｒａｗ）
Ｎｏｔｅ． Ａ， ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ． Ｂ， Ｈｉｓｔｏｎｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｏｌｅ ｏｆ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｎｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＡＳ （ｓｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｉｎ ｔｈｉｓ ｉｍａｇｅ ｉｓ ｆｒｏｍ Ｆｉｇｄｒａｗ）

１　 ＤＮＡ 甲基化

　 　 ＤＮＡ 甲基化是指在 ＤＮＡ 序列中靠近鸟嘌呤残

基一端，给胞嘧啶残基的 ５’端加上一个由 Ｓ－腺苷

甲硫氨酸（Ｓ⁃ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅ ｔｈｉｏｎｉｎｅ， ＳＡＭ）提供的甲基

基团［１０－１１］。 这些位点称为胞嘧啶 －磷酸 －鸟嘌呤

（ｃｙｔｏｓｉｎｅ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｇｕａｎｉｎｅ，ＣｐＧ）岛，其多富集在基

因的启动子和增强子等调节区域。 ＤＮＡ 甲基转移

酶（ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＤＮＭＴ）催化胞嘧啶环上

的 ＣｐＧ 岛的甲基化，生成 ５－甲基胞嘧啶来调节基因

的表达［１２－１３］。 ＤＮＭＴ 主要包括维持 ＤＮＡ 甲基化的

ＤＮＭＴ１，还包括催化 ＣｐＧ 从头甲基化的 ＤＮＭＴ３ａ 和

ＤＮＭＴ３ｂ［１４］。
ＤＮＭＴ 诱导的 ＤＮＡ 甲基化可抑制 ＡＳ 的增殖。

例如，ＤＮＭＴ１ 识别 ＡＳ 中半甲基化的 ＤＮＡ 并促进甲

基化，敲除 ＤＮＭＴ１ 促进 ＡＳ 的增殖［１５］。 多发性硬

化症患者海马体里 ＤＮＭＴ１ 的 ｍＲＮＡ 水平显著增

加，当抑制 ＤＮＭＴ 的活性时，可促使神经前体细胞

向 ＡＳ 分化［３］。
１０－１１ 易位蛋白家族（ ｔｅｎ⁃ｅｌｅｖｅｎ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ，

ＴＥＴ）可以介导 ＤＮＡ 去甲基化，ＴＥＴ 蛋白通过将 ５
ｍＣ 转化为 ５－羟甲基胞嘧啶（５ｈｍＣ）等中间产物，并
进一步氧化 ５ｈｍＣ 为 ５－甲酰胞嘧啶（５ｆＣ）和 ５－羧基

胞嘧啶（５ｃａＣ）等，最终变成非甲基化状态［１６］。 抗

坏血酸与 ＴＥＴ１ 的催化域特异性结合，募集 ＡＳ 基因

中 ５ｈｍＣ 富集区域里转录因子（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ Ｉ，ＮＦＩ）
和转录激活因子 （ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３，ＳＴＡＴ３），导致 ＤＮＡ 去甲基化，促进神

经干细胞（一种具有自我更新和多能性的细胞类

型）向多巴胺神经元和 ＡＳ 分化［１７－１８］。 在小于胎龄

儿的下丘脑中，ＳＩＲＴ１ 蛋白的高表达增强了 ＴＥＴ２ 的

活性，使胶质纤维酸性蛋白 （ ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）的启动子区域的 ＤＮＡ 去甲基化增

强，增加 ＧＦＡＰ 的表达，促进神经前体细胞向 ＡＳ 的

分化［１９］。
研究 ＡＳ 中不同 ＤＮＡ 甲基转移酶对甲基化的

调节，进而对 ＡＳ 表观遗传学进行改变（见图 １Ａ），
有利于对 ＡＳ 参与的疾病以及对表观遗传变化的

认识。

２　 组蛋白修饰

　 　 常见组蛋白 Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３ 和 Ｈ４ 分别以二聚

体的形式组成组蛋白八聚体从而维护基因组的稳

定并调节 ＤＮＡ 的表达。 研究组蛋白修饰与 ＡＳ 的

关系（见图 １Ｂ）对于研究 ＣＮＳ 功能障碍和 ＮＤ 至关

重要。

７２１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



２􀆰 １　 组蛋白甲基化

　 　 组蛋白甲基化主要依靠组蛋白甲基转移酶

（ｈｉｓｔｏｎｅ ｍｅｔｈｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＨＭＴ）。 ＨＭＴ 包括了精

氨 酸 甲 基 转 移 酶 （ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｒｇｉｎｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＰＲＭＴ） 和赖氨酸甲基转移酶 （ ｌｙｓｉｎｅ
ｍｅｔｈｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＫＭＴ） ［２０］。 精氨酸甲基化会激活

转录，而赖氨酸甲基化因甲基化位点的不同而激活

或者抑制转录［２１］。
例如 ＰＲＭＴ１ 使 ＳＴＡＴ３ 的精氨酸残基甲基化，

促进神经干细胞和神经前体细胞向 ＡＳ 分化［２２］。
ｚｅｓｔｅ 基因增强子的人类同源物 ２（ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｏｆ ｚｅｓｔｅ
ｈｏｍｏｌｏｇ２，Ｅｚｈ２）是催化组蛋白 ３ 第 ２７ 位赖氨酸的

三甲基化的一种 ＨＭＴ，Ｅｚｈ２ 能够抑制神经干细胞向

ＡＳ 分化的关键因子 ＯＬＩＧ２ 的表达；反之沉默 Ｅｚｈ２
使 ＯＬＩＧ２ 的表达增加，神经干细胞分化为 ＡＳ 的概

率减少［２３］。 此外，组蛋白 Ｈ３ 甲基化位点差异可影

响神经干细胞分化进而影响 ＡＳ 的生成和数量，若
ＳＴＡＴ３ 结合位点的组蛋白 ３ 上的第 ９ 个赖氨酸甲基

化，则使神经干细胞丧失分化能力；若甲基化发生

在组蛋白 ３ 上的第 ４ 个赖氨酸上，促使神经祖细胞

向 ＡＳ 分化；也有研究发现组蛋白 ３ 上第 ４ 个赖氨酸

的三甲基化在成人 ＡＳ 的迁移、凋亡、转录调控和

ＤＮＡ 损伤反应中表达增加［２４］。 对 ＡＳ 中组蛋白甲

基化过程中不同的酶的作用的探索有利于维持 ＡＳ
生理功能和表型稳定。
２􀆰 ２　 组蛋白乙酰化

　 　 组 蛋 白 乙 酰 化 是 在 乙 酰 转 移 酶 （ ｈｉｓｔｏｎｅ
ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＨＡＴ）的催化下，将乙酰基团转移且

多添加在主要蛋白赖氨酸残基或蛋白 Ｎ 端上的过

程。 ＨＡＴ 活化基因转录，组蛋白脱乙酰酶（ ｈｉｓｔｏｎｅ
ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＤＡＣ）抑制基因转录。 ＨＤＡＣ 可促进

神经干细胞和 ＮＰＣ 分化为神经元或神经胶质细

胞［２５］。 抑制 ＨＤＡＣ 可减少人脑中原代 ＡＳ 和星形

细胞瘤细胞中 ＧＦＡＰ 的表达［２６］。 ＡＳ 特异性组蛋白

乙酰化的减少是导致 ＣＮＳ 炎症反应增加的机制之

一，这对 ＣＮＳ 损伤后修复极为重要，因此有必要认

识组蛋白乙酰化对 ＣＮＳ 疾病中 ＡＳ 表观遗传学的

改变。
组蛋白乙酰化可以减轻 ＡＳ 的炎症从而保护神

经［２７］。 在帕金森氏综合症中，ＨＤＡＣ 抑制剂能提高

组蛋白乙酰化水平，使脑源性神经营养因子和 ＡＳ
源性神经营养因子的基因表达量增多，从而保护多

巴胺能神经元［２８］。 富马酸二甲酯具有抗炎作用，刺

激 ＡＳ 可使 ＨＤＡＣ１、ＨＤＡＣ２ 和 ＨＤＡＣ４ 的基因表达

降低，从而激活红细胞 ２ 号核因子，抑制 ＡＳ 的炎症

反应，达到治疗多发性硬化疾病的作用［２９］。 此外，
ＡＳ 分泌的载脂蛋白 Ｅ（ＡｐｏＥ）通过抑制神经元细胞

内胆固醇的合成来累积前体乙酰辅酶 Ａ，增加 ＡＳ 中

的组蛋白乙酰化修饰，起到降低炎症反应的作

用［３０］。 总之，组蛋白乙酰化的增加可以使 ＡＳ 的炎

症反应降低，并导致神经保护作用增加［３］。
２􀆰 ３　 组蛋白泛素化和类泛素化

　 　 泛素化是一种蛋白质翻译后修饰，是指蛋白和

泛素分子通过共价键依次与泛素激活酶 Ｅ１、泛素偶

联酶 Ｅ２ 和泛素连接酶 Ｅ３ 结合，介导蛋白降解［３１］。
泛素化是一种翻译后修饰，参与细胞生存和先天免

疫在内的多种生理过程。 受体相互作用蛋白激酶 １
（ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ１，ＲＩＰ１）在中间域

的赖氨酸 ３７７ 位点进行泛素化，继而抑制 ＮＦ⁃κＢ 通

路，从而导致细胞死亡。 因此，抑制 ＲＩＰ１ 的泛素化

水平来减少 ＡＳ 的程序性坏死，能从根源上减轻神

经炎性反应，促进脊髓损伤后的轴突再生与再髓鞘

化［３２］。 ＡＳ 在 ＮＤ 中的炎症反应可能部分依赖于

Ｈ２Ｂ 的单泛素化，具体机制仍待研究［３］。 阿尔茨海

默病发生时，ＡＳ 激活导致神经元丢失，类泛素蛋白

ＳＵＭＯ⁃１ 能 维 持 ＡＳ 非 活 化 状 态， 保 持 神 经 元

稳定［２９］。

３　 非编码 ＲＮＡ 调控

　 　 非编码 ＲＮＡ 中部分微小 ＲＮＡ （ ｍｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍｉＲＮＡ）和长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，
ｌｎｃＲＮＡ）的功能对 ＡＳ 的表型及功能的改变密切相

关［３３］（见图 ２）。
３􀆰 １　 ｍｉＲＮＡ 与 ＡＳ
　 　 ｍｉＲＮＡ 能抑制基因转录后的翻译［３４］。 大脑特

异性 ｍｉＲＮＡ 在 ＡＳ 的发育中有重要的作用［３５］。 一

些 ｍｉＲＮＡ 优先在 ＡＳ 中表达［１０］，例如 ｍｉＲ⁃３２４⁃５ｐ、
ｍｉＲ⁃１３７ 和 ｍｉＲ⁃２２３ 能调节 ＡＳ 病理条件下分泌物

的谷氨酸能的传递，作用于 ＶＧｌｕＴ２ 等谷氨酸转运

蛋白，影响神经元的兴奋性和突触可塑性，进而影

响到神经元的兴奋性和突触可塑性，对神经元的功

能产生影响［３６］。
ｍｉＲＮＡ 作为一把双刃剑，一方面对于损伤状态

下 ＡＳ 功能的调节具有重要影响， 另一方面对

ｍｉＲＮＡ 调控 ＡＳ 表型特征的机制的研究有助于改善

损伤后修复。
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注：Ａ：ｍｉＲＮＡ；Ｂ：ｌｎｃＲＮＡ。

图 ２　 ｍｉＲＮＡ 和 ｌｎｃＲＮＡ 对 ＡＳ 的作用（本图部分素材来源于 Ｆｉｇｄｒａｗ）
Ｎｏｔｅ． Ａ， ｍｉＲＮＡ． Ｂ， ｌｎｃＲＮＡ。

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ａｎｄ ｉｎ ｌｎｃＲＮＡ ｉｎ ＡＳ （ｓｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｉｎ ｔｈｉｓ ｉｍａｇｅ ｉｓ ｆｒｏｍ Ｆｉｇｄｒａｗ）

ｍｉＲＮＡ 通过参与和维持 ＣＮＳ 疾病中的 ＡＳ 炎

症反应来加剧损伤［３７］。 一些与 ＴＮＦ⁃α 信号通路紧

密关联的 ｍｉＲＮＡ 在炎症刺激后的大小鼠皮质 ＡＳ
中特异性表达，促炎细胞因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 通过

ＴＬＲ 信号传导、吞噬化的髓磷脂、丝裂原和自由基

激活 ＮＦ⁃κＢ 信号传导，使下游炎症因子促进 ＡＳ 内

ｍｉＲ⁃１４６ａ 的增加，导致淋巴巨噬细胞募集，从而启

动和维持 ＣＮＳ 炎症，加重 ＡＳ 炎症［２８－２９］。
ｍｉＲＮＡ 能调节 ＡＳ 的稳态、表型和保护作用从

而修复 ＮＤ 带来的损伤。 ｍｉＲ⁃１３２ 通过靶向抑制

ＩＲＡＫ４ 的表达，进一步抑制 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 的表达，从
而减轻 ＡＳ 的炎症反应［３８］。 ｍｉＲ⁃８７３ 在 ＩＬ⁃１７ 刺激

的 ＡＳ 内通过 Ａ２０ ／ ＮＦ⁃κＢ 途径促进炎性细胞因子的

产生，并加重实验性自身免疫性脑脊髓炎小鼠的病

理过程［３９］。 ｍｉＲ⁃２１ 下调使 Ａ１ｓ 转变为 Ａ２ｓ，可减少

脊髓损伤后炎症反应，促进神经功能恢复；脊髓损

伤后 ｍｉＲ⁃１２４⁃３ｐ 激活 ＮＦ⁃κＢ 通路，促进 ＡＳ 的活

化［４０］。 也有研究发现，ｍｉＲ⁃３３５⁃３ｐ 通过抑制 ＡＳ 中

胆固醇生成的关键酶 ＨＭＧＣＳ１ 和 ＨＭＧＣＲ 的表达

来减少胆固醇的生成［４１］。
此外，ｍｉＲＮＡ 还与 ＡＳ 的分化和重编程密切相

关。 例如 ｍｉＲ⁃１８４ 显示与 Ｂｃｌ２ｌ１（一种在 ＡＳ 中高度

表达的基因）的强保守的 ８ 聚体位点结合，抑制 ＡＳ
的分化；ｍｉＲ⁃１１８３ 与真核翻译起始因子 ２Ｂ 亚基 ５ε
的 ｍＲＮＡ ３’ ＵＴＲ 结合，促进 ＡＳ 分化［４２］。 ｍｉＲＮＡ
可以作用于 ＡＳ 重编程，在大鼠 ＡＳ 中，ｍｉＲ⁃１２４ 联合

ＳＢ２０３５８０、ｒｕｘｏｌｉｔｉｎｉｂ 和 ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ 三种小分子化合物

抑制 ＲＡＳ 增生，并使 ＲＡＳ 转化为神经元［４３］。
３􀆰 ２　 ｌｎｃＲＮＡ 与 ＡＳ
　 　 ｌｎｃＲＮＡ 参与表观遗传、转录及转录后水平的调

控［４４］。 ｌｎｃＲＮＡ 可以影响 ＡＳ 的分化，凋亡等过程。
ｌｎｃＲＮＡ 可以减少 ＡＳ 的活化，例如， ｌｎｃＲＮＡ⁃ＵＣＡ１
过表达通过抑制 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路，从而减少颞

叶癫痫中 ＡＳ 的活化［４５］，但具体活化类型仍待研究。
ｌｎｃＲＮＡ ＮＫＩＬＡ 能够阻断 ＮＦ⁃κＢ 的激活，并抑制 ＡＳ
增殖［４６］。

ｌｎｃＲＮＡ 也可以参与 ＡＳ 的炎症反应， ｌｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１４ 能参与形成 ＳＮＨＧ１４ ／ ｍｉＲ⁃２２３⁃３ｐ ／ ＮＬＲＰ３
轴来减轻 ＡＳ 介导的神经炎症［４７］。 敲低 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＡＬＡＴ１ 能使 ｍｉＲ⁃１４５ 水平上调，进而降低 ＡＱＰ４
蛋白的表达，减少脑微血管内的水转运至 ＡＳ 而导

致的损伤［４８］。 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 可与核 ｐ６５ ／ ｐ５０ 结

合，促进 ＮＦ⁃κＢ 与核内 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 启动子结合，
进而刺激 ＬＰＳ 处理过的 ＡＳ 产生炎性细胞因子［４９］。

此外，ｌｎｃＲＮＡ 也对 ＡＳ 增殖和创伤后修复起重

要作用。 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ１４ 能促进 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导

的 ＡＳ 的增殖，抑制细胞凋亡率，使炎症因子 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃１０ 显著降低，从而减轻 ＡＳ 损伤［５０］。 总之，
ｌｎｃＲＮＡ 在 ＡＳ 生物学中有着多种复杂的作用，对于

ＡＳ 的健康发育、分化及相关疾病的理解和治疗具有

重要的临床应用前景。

４　 染色质重塑

　 　 染色质重塑复合物利用 ＡＴＰ 水解的能量破坏

ＤＮＡ 与组蛋白的结合，从而改变核小体位置，使转

录因子能进入特定的 ＤＮＡ 区域启动靶基因的转

录［５１］。 组蛋白 Ｈ３Ｋ９ｍｅ３ 是异染色质和转录沉默的

一个标志，染色质重塑对 ＡＳ 的促炎能力影响颇

大［５２］。 生物材料的黏附性、纳米外貌及三维构造均
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能重组细胞的骨架分子，使细胞核内的染色质发生

重塑［５３］，这也为 ＡＳ 表观遗传学的调控提供了可操

作的方向。

５　 总结与展望

　 　 许多疾病受遗传因素与表观遗传因素的共同

影响，多种表观遗传学修饰也在不同状态下的 ＡＳ
中发挥着不同的作用。 明确 ＡＳ 中不同 ＤＮＡ 甲基

转移酶对甲基化的调节机制及其带来的表观遗传

学改变对 ＡＳ 的影响，有利于提高对 ＡＳ 相关疾病的

认识。 例如，可以通过克隆技术将 ＤＮＡ 甲基转移酶

的基因插入表达载体，并将表达载体转染到 ＡＳ 中，
最后评估其对 ＡＳ 表型的改变。 这同时也为相关疾

病研究过程中实验模型的构建提供了思路，当然，
仍需要发现其他策略来干预。

组蛋白修饰在 ＡＳ 的生理功能和表型稳定中起

着重要作用，对 ＡＳ 的分化、炎症反应、迁移、凋亡、
转录调控和 ＤＮＡ 损伤反应等过程有显著影响。 不

同组蛋白修饰酶在 ＡＳ 中的作用机制及其在 ＣＮＳ 疾

病中的调控作用仍然有待研究，利用组蛋白修饰酶

的激活剂或者抑制剂以及底物可以调控组蛋白修

饰进而研究如何治疗 ＡＳ 相关疾病。
探讨 ｍｉＲＮＡ 和 ｌｎｃＲＮＡ 在 ＡＳ 发育和分化中的

角色，有助于更好地理解 ＡＳ 的正常功能和生物学

过程，并提出其治疗 ＡＳ 相关疾病的方法，为科研提

供新的思路。 研究非编码 ＲＮＡ 在 ＡＳ 中的相互作

用则有助于全面了解它们在 ＡＳ 中的调控网络，这
也是未来研究的重要方向之一。 基于非编码 ＲＮＡ
的调控机制，开发新的治疗方法或药物，以改善 ＡＳ
相关疾病的治疗效果，也是研究的重要目标。 总

之，本文总结了常见表观遗传学机制对 ＡＳ 的改变

及作用（见表 １）。 表观遗传学影响 ＡＳ 的具体机制

及其衍生效应仍有很大的研究空间，未来从表观遗

传学机制方面对生理病理状态下 ＡＳ 的形态、功能

等改变进行深入研究，以期为 ＮＤ 等疾病的认识与

防治提供指导。

表 １　 星形胶质细胞表观遗传学调控机制
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ

表观遗传学机制
Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

作用分子
Ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙ

作用机制
Ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

ＤＮＡ 甲基化
ＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

ＤＮＡ 甲基转移酶
ＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

ＤＮＡ 去甲基转移
酶
ＤＮＡ
ｄｅｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

ＤＮＡ 甲基转移
酶 １
ＤＮＭＴ１

抑制 ＡＳ 增殖
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

促进 ＡＳ 中半甲基化的 ＤＮＡ 甲基化［３］

Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｈｅｍｉｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ＤＮＡ ｉｎ ＡＳ

ＴＥＴ 蛋白 １
ＴＥＴ１

促进神经干细胞向 ＡＳ 分化
Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｔｏ ＡＳ

增强 ＡＳ 特异性基因 ５⁃ｈｍＣ 富集区域中 ＮＦＩ
和 ＳＴＡＴ３ 的募集［１７，１８］

Ｅｎｈａｎｃｅｄ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｆ ＮＦＩ ａｎｄ ＳＴＡＴ３ ｉｎ ｔｈｅ
５⁃ｈｍＣ⁃ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＡＳ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅｓ

ＴＥＴ 蛋白 ２
ＴＥＴ２

促进神经前体向 ＡＳ 分化
Ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ ｔｏ ＡＳ

降低 ＧＦＡＰ 启动子区域的甲基化水平［１９］

Ｒｅｄｕｃｅｄ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＧＦＡＰ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ

组蛋白修饰
Ｈｉｓｔｏｎｅ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ

精氨酸甲基转移
酶
Ｐｒｏｔｅｉｎ ａｒｇｉｎｉｎｅ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ

精氨酸甲基转
移酶 １
ＰＲＭＴ１

促进神经干细胞和神经前体细胞向
ＡＳ 分化
Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｎｅｕｒａｌ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ＡＳ

使 ＳＴＡＴ３ 的精氨酸残基甲基化［２２］

Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｓ ｔｈｅ ａｒｇｉｎｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｏｆ ＳＴＡＴ３

赖氨酸甲基转移
酶
Ｌｙｓｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

ｚｅｓｔｅ 基因增强
子的人类同源
物 ２
Ｅｚｈ２

促进神经干细胞向 ＡＳ 分化
Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｔｏ ＡＳ

抑制转录因子 ＯＬＩＧ２ 的表达［２３］

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ＯＬＩＧ２

组蛋白去乙酰酶
Ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ
（ＨＤＡＣ）

ＨＤＡＣ１
ＨＤＡＣ２
ＨＤＡＣ４

抑制 ＡＳ 的炎症反应
Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ＡＳ

低表达可激活红细胞 ２ 号核因子减轻炎
症［２９］

Ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２

泛素蛋白
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

受体相互作用
蛋白激酶 １
ＲＩＰ１

导致 ＡＳ 程序性坏死
Ｌｅａｄｓ ｔｏ ＡＳ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｎｅｃｒｏｓｉｓ

抑制 ＮＦ⁃κＢ 通路，从而控制细胞死亡［３２］

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ， ｔｈｅｒｅｂｙ
ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ
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续表１

表观遗传学机制
Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

作用分子
Ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙ

作用机制
Ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

非编码 ＲＮＡ
调控
Ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

微小 ＲＮＡ
ｍｉＲＮＡ

长链非编码 ＲＮＡ
ｌｎｃＲＮＡ

ｍｉＲ⁃３２４⁃５ｐ
ｍｉＲ⁃１３７
ｍｉＲ⁃２２３

调节 ＡＳ 病理状态下谷氨酸能的传递
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｉｎ ＡＳ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ

作用于 ＶＧｌｕＴ２ 等谷氨酸转运蛋白，影响神
经元的兴奋性和突触可塑性［３６］

Ａｃｔｓ ｏｎ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｓｕｃｈ ａｓ
ＶＧｌｕＴ２ ａｎｄ ａｆｆｅｃｔｓ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｅｘｃｉｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ
ｓｙｎａｐｔｉｃ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ

ｍｉＲ⁃１３２
减轻 ＡＳ 的炎症反应
Ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ＡＳ

靶向 ＩＲＡＫ４，抑制 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６［３８］

Ｔａｒｇｅｔｓ ＩＲＡＫ４， ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃６

ｍｉＲ⁃１２４⁃３ｐ 促进 ＡＳ 的活化
Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ＡＳ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

激活 ＮＦ⁃κＢ 通路［４０］

Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ＡＳ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｍｉＲ⁃１８４
ｍｉＲ⁃１８４ 抑制 ＡＳ 的分化
ｍｉＲ⁃１８４ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ
ＡＳ

ｍｉＲ⁃１８４ 靶向增强子 Ｂｃｌ２ｌ１ 的强保守 ８ｍｅｒ
结合位点
ｍｉＲ⁃１８４ ｔａｒｇｅｔｓ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｅｎｈａｎｃｅｒ Ｂｃｌ２ｌ１ ｇｕａｒｄ ８ｍｅｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ

ｍｉＲ⁃１１８３ ｍｉＲ⁃１１８３ 促进 ＡＳ 的分化
ｍｉＲ⁃１１８３ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＡＳ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ｍｉＲ⁃１１８３ 靶向 Ｅｉｆ２ｂ５ 的 ｍＲＮＡ ３’ＵＴＲ［４２］

ｍｉＲ⁃１１８３ ｔａｒｇｅｔｓ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ３’ＵＴＲ ｏｆ Ｅｉｆ２ｂ５

ＵＣＡ１ 抑制 ＡＳ 的活化
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

抑制 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路［４５］

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

ＮＫＩＬＡ 抑制 ＡＳ 增殖
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

阻断 ＮＦ⁃κＢ 途径的激活［４６］

Ｂｌｏｃｋｉｎｇ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ

ＭＡＬＡＴ１ 导致 ＡＳ 损伤
Ｃａｕｓｅｓ ＡＳ ｄａｍａｇｅ

靶向 ｍｉＲ⁃１４５，增加 ＡＱＰ４ 的表达［４８］

Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｉＲ⁃１４５ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ＡＱＰ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＭＥＧ３
参与 ＡＳ 产生炎性细胞因子的过程
Ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｂｙ ＡＳ

可与核 ｐ６５ ／ ｐ５０ 结合，促进 ＮＦ⁃κＢ 与核内
ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 启动子结合［４９］

Ｂｉｎｄｓ ｔｏ ｎｕｃｌｅａｒ ｐ６５ ／ ｐ５０， ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＮＦ⁃κＢ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｎｕｃｌｅａｒ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

ＳＮＨＧ１４ 抑制 ＡＳ 增殖和修复
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ

降低 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１０［５０］

Ｒｅｄｕｃｅｓ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１０
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马云辉，王晓堂，高继萍，等． 基因编辑技术在免疫缺陷动物模型研究中的应用进展 ［ Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（５）：
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［基金项目］国家自然科学基金（３１９７０５１３）；山西省中央引导地方科技发展资金项目（ＹＤＺＪＳＸ２０２２Ａ０６０）；山西省回国留学人员科研项目

（２０２１－０８６）；山西省科技创新人才团队项目（２０２２０４０５１００２０３２）；山西省自然科学基金（２０２１０３０２１２４０９３）。
［作者简介］马云辉（１９９９—），男，硕士研究生，研究方向：人类疾病动物模型。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｈｕｉ２０２１０４１９＠ １２６． ｃｏｍ
［通信作者］宋国华（１９７３—），女，教授，博士生导师，研究方向：人类疾病动物模型。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙｋｄｓｇｈ＠ １６３． ｃｏｍ

基因编辑技术在免疫缺陷动物模型研究中的
应用进展

马云辉，王晓堂，高继萍，宋国华∗

（山西医科大学实验动物中心，实验动物与人类疾病动物模型山西省重点实验室，太原　 ０３０００１）

　 　 【摘要】 　 免疫缺陷动物模型在临床前研究中发挥重要作用，是现代生物医学研究领域的重要实验工具，广
泛应用于免疫学、遗传学、肿瘤学与微生物学等研究领域。 基因编辑是针对生物体基因组进行靶向修饰的技术，从
出现到应用，极大推动了生物医学研究领域的发展。 基因编辑技术主要包括 ＨＥｓ、ＺＦＮｓ、ＴＡＬＥＮｓ 与 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
系统。 目前，研究者已利用该技术建立了多种类型的免疫缺陷动物模型，各有其优势和局限性。 近年来，大量研究

证实人源化免疫缺陷动物模型能够精准模拟癌细胞、药物以及免疫系统在人体内的作用，可以更好地模拟人类疾

病，广泛用于研究人类免疫生物学及人类复杂疾病的潜在机制。 本文对利用基因编辑技术构建免疫缺陷动物模型

的研究应用进展进行综述，对基因编辑技术在免疫缺陷动物模型制备中存在的问题及优化策略深入探讨，并对其

未来发展前景进行了展望，以期为研究者选用和建立免疫缺陷动物模型提供参考。
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ； ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ； ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ； ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 实验动物是进行生物医学研究的重要实验材

料，为相关研究的顺利开展提供源自实验动物“真
实世界”的数据支撑。 但其用于人类疾病的研究仍

具有局限性，例如无法完全模拟人类疾病，缺少针

对特定疾病的实验动物，从而导致利用实验动物进

行临床试验的结果与预期相差甚远。 因此，迫切需

要利用特定技术和手段对实验动物加以修饰使之

满足对人类疾病的研究要求，而基因编辑技术的出

现正好满足这种需要。
基因编辑技术是指通过核酸酶对靶基因进行

定点改造，实现特定 ＤＮＡ 的定点敲除、敲入以及突

变等，以使动植物、细胞等获得新表型的一种新型

技术，极大地丰富了实验动物的品种品系。 基因编

辑技 术 主 要 包 括 归 巢 核 酸 内 切 酶 （ ｈｏｍｉｎｇ
ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ， ＨＥｓ ）、 锌 指 核 酸 酶 （ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ
ｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＺＦＮｓ）、 转录激活因子样效应核酸酶

（ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ，
ＴＡＬＥＮｓ）与规律成簇间隔短回文重复序列 ／ ＣＲＩＳＰＲ
相关 蛋 白 ９ （ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ
ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ ／ ＣＲＩＳＰＲ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９）等［１］。 尽管基因编辑动物的出现拓

展了相关疾病研究，但由于人源细胞在异种移植时

免疫排斥反应等的局限性，极大限制了其在相关疾

病中的应用，免疫缺陷动物很好地解决了这一问题。
免疫缺陷动物是指由于先天性遗传突变或用

人工的方法改造的免疫功能缺陷的动物，与人类免

疫系统缺陷相似，研究肿瘤、血液学、传染病、自身

免疫和移植物抗宿主病（ ｇｒａｆｔ ｖｅｒｓｕｓ ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＧＶＨＤ）等领域的评估都得益于使用免疫缺陷动物

模型［２］。 目前，几乎所有类型的人源肿瘤均已在免

疫缺陷动物体内建立了移植瘤模型，为肿瘤发生发

展及转移机制研究、抗肿瘤药物筛选及治疗方法评

估提供了载体。 早在 １９６６ 年，Ｆｌａｎａｇａｎ［３］ 首次验证

了 Ｎｕｄｅ 小鼠的免疫缺陷性，由于 Ｆｏｘｎ１ 基因变异导

致其 Ｔ 细胞缺失，伴随而来的免疫力显著下降，但

ＮＫ 细胞活性补偿性增加，正常体液免疫未受影响，
人类造血干细胞移植后无法存活，开创了免疫缺陷

动物研究的先河。 自此，研究者陆续制备了免疫 Ｔ、
Ｂ 以及 ＮＫ 细胞缺失的免疫缺陷动物，并推广其在

肿瘤学、免疫学等领域研究的应用，尤其是以免疫

缺陷动物为基础开发的人源化动物模型为新药研

发提供了可靠的体内研究平台［４］。
基因编辑技术不仅为疾病相关基因功能研究

提供便捷途径，也有助于免疫缺陷动物模型构建，
进而促进生物和医药等相关领域发展。 因此，本文

分析比较了 ＺＦＮｓ、ＴＡＬＥＮｓ、ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术的优

缺点，综述了现有的基因编辑技术在免疫缺陷动物

模型的应用及其在人源化动物模型领域的研究，以
期为多种人类疾病的研究提供新思路。

１　 基因编辑技术的概述

　 　 基因编辑系统主要包括早期兴起的 ＨＥｓ、ＺＦＮｓ
和 ＴＡＬＥＮｓ 等技术，以及近年来以 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 为

代表的新型技术。 研究者已采用上述技术成功构

建了多种基因编辑动物模型［５－６］。 因此，本文首先

针对不同的基因编辑技术的主要原理进行概述，并
对其优缺点进行比较分析，如表 １ 所示。
１􀆰 １　 ＨＥｓ
　 　 ＨＥｓ 属于巨核酸酶，存在于各种细菌、真核生物

和古生物中［７］。 该酶具有高特异性，能在 １４～４０ ｂｐ
的特定位点上识别并切割双链 ＤＮＡ，且只与靶 ＤＮＡ
相互作用。 ＨＥｓ 促进了遗传物质在生物体内的横向

移动，该过程被称为“归巢”，其在归巢过程中诱导

ＤＮＡ 激活双链 ＤＮＡ 断裂 （ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋｓ，
ＤＳＢｓ）损伤修复。 在真核生物中修复途径除同源重

组（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ，ＨＲ）外，主要为非同源

末端连接（ ｎｏｎ⁃ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＨＥＪ）。 然

而，找到适合靶向特定基因序列的 ＨＥｓ 的概率极

低，实施起来耗时耗力。 此外 ＨＥｓ 的设计的另一困

难是其 ＤＮＡ 结合结构域和 ＤＮＡ 裂解结构域很难分
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离，很大程度上限制了其广泛应用。
１􀆰 ２　 ＺＦＮｓ
　 　 ＺＦＮｓ 又名锌指核酸酶，来源于真核生物，是杂

交异质二聚体蛋白，每个亚基包含多个锌指结构域

（锌指蛋白（ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＺＦＰ）串联组成 ＤＮＡ
结合域）和 １ 个 Ｆｏｋ１ 内切酶结构域（Ｆｏｋ１ 是来自黄

杆菌属细菌的限制性核酸内切酶）。 单个 ＺＦＰ 识别

９～１８ ｂｐ 的特定位点，两个单体 ＺＦＮ 相互作用产生

酶切功能，从而达到靶向 ＤＮＡ 剪切的目的。 ＺＦＮｓ
通过在特定位点诱导 ＤＮＡ 中的 ＤＳＢｓ 来促进同源

定向修复（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ，ＨＤＲ）
和 ＮＨＥＪ［８］。 自 １９９６ 年 Ｋｉｍ 等［９］ 报道 ＺＦＮｓ 以来，
其显示出相当大的应用前景。 目前，利用该酶已经

成功地在原核生物和真核生物中进行了基因编

辑［１０］。 研究者根据靶 ＤＮＡ 序列设计特异性的锌指

蛋白，从而在特定位置导入外源基因，其特异性不

仅取决于目标序列本身，还取决于基因组中相邻的

序列，因而相比于其他基因编辑技术，ＺＦＮｓ 具有成

本低、剪切效率高的优点。
表 １　 ＨＥｓ、ＺＦＮｓ、ＴＡＬＥＮｓ、ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＥｓ，ＺＦＮｓ，ＴＡＬＥＮｓ ａｎｄ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
比较

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ＨＥｓ ＺＦＮｓ ＴＡＬＥＮｓ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

细菌、动植物
Ｂａｃｔｅｒｉａ， ａｎｉｍａｌｓ ａｎｄ ｐｌａｎｔｓ

真核生物
Ｅｕｃａｒｙｏｎ

细菌
Ｂａｃｔｅｒｉａ

细菌、古菌
Ｂａｃｔｅｒｉａ， ａｒｃｈａｅａ

结构
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

二聚体
Ｄｉｍｅｒ

二聚体
Ｄｉｍｅｒ

二聚体
Ｄｉｍｅｒ

单体
Ｍｏｎｏｍｅｒ

设计简易度
Ｓｉｍｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｄｅｓｉｇｎ

困难
Ｈａｒｄ

中等
Ｍｅｄｉｕｍ

略微复杂
Ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ

简单
Ｅａｓｙ

靶点 ＤＮＡ 序列的识别区域
Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

归巢核酸内切酶
Ｈｏｍｉｎｇ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ

锌指结构域
Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｄｏｍａｉｎ

重复可变残基
Ｒｅｐｅａｔ ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｉｒｅｓｉｄｕｅｓ

ｃｒＲＮＡ 或 ｓｇＲＮＡ
ｃｒＲＮＡ ｏｒ ｓｇＲＮＡ

ＤＮＡ 的剪切结构
Ｓｈｅａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＤＮＡ

归巢核酸内切酶
Ｈｏｍｉｎｇ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ

Ｆｏｋ１ 核酸酶
Ｆｏｋ１ ｎｕｃｌｅａｓｅ

Ｆｏｋ１ 核酸酶
Ｆｏｋ１ ｎｕｃｌｅａｓｅ

Ｃａｓ９ 蛋白
Ｃａｓ９ ｐｒｏｔｅｉｎ

识别靶点大小
Ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｚｅ １２～４０ ｂｐ 单体 ９～１８ ｂｐ

Ｍｏｎｏｍｅｒ ９～１８ ｂｐ
单体 １４～２０ ｂｐ

Ｍｏｎｏｍｅｒ １４～２０ ｂｐ Ｃａｓ９ ２２ ｂｐ

优点
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ

特异性高
Ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

效率高
Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

特异性高
Ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

靶向精确
Ｐｒｅｃｉｓｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ

细胞核外基因组靶向修饰
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｇｅｎｏｍｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ

ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

否
Ｃａｎｎｏｔ

否
Ｃａｎｎｏｔ

能
Ｃａｎ

否
Ｃａｎｎｏｔ

脱靶效率
Ｏｆｆ⁃ｔａｒｇｅｔ

高
Ｈｉｇｈ

较高
Ｈｉｇｈｅｒ

低
Ｌｏｗ

稍高
Ａ ｌｉｔｔｌｅ ｈｉｇｈ

剪切效率
Ｓｈｅａｒ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

低
Ｌｏｗ

高
Ｈｉｇｈ

较高
Ｈｉｇｈｅｒ

稍高
Ａ ｌｉｔｔｌｅ ｈｉｇｈ

成本
Ｃｏｓｔ

高
Ｈｉｇｈ

低
Ｌｏｗ

较高
Ｈｉｇｈｅｒ

低
Ｌｏｗ

１􀆰 ３　 ＴＡＬＥＮｓ
　 　 ＴＡＬＥＮｓ 与 ＺＦＮｓ 相似，也是由 ＤＮＡ 结合域和

ＤＮＡ 剪切靶点组成。 ＴＡＬＥＮｓ 特异性识别 ＤＮＡ 序

列依赖于重复可变残基（ ｒｅｐｅａｔ ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｉｒｅｓｉｄｕｅｓ，
ＲＶＤｓ）， １ 个锌指域可以识别 ３ 个碱基对。 而

ＴＡＬＥＮｓ 的优势在于 １ 个模块只能特异识别其 ＤＮＡ
结合域中的 １ 个核苷酸，即使在多个模块连接的情

况下，也不会发生识别序列的干扰。 这一特性促进

了 ＴＡＬＥＮｓ 系统的创建，使其可以识别更多的目标

序列。 由于其目标序列的剪切比 ＺＦＮｓ 更具有特异

性，所以适用于任何生物基因组的任何 ＤＮＡ 序列。
此外，ＴＡＬＥＮｓ 也是通过在特定位点诱导 ＤＳＢｓ 来促

进 ＨＤＲ 和 ＮＨＥＪ，但 ＴＡＬＥＮｓ 系统在体细胞和多能

干细胞中产生 ＤＳＢｓ 更有效［１１］。 目前，基因编辑细

胞质中细胞器基因组的操作是具有挑战性的，除了

一些 ｔＲＮＡ 可以导入线粒体或叶绿体，将 ＲＮＡ 分子

导入核外细胞器的难度仍较大。 值得一提的是，最
近有研究者将 ＴＡＬＥＮｓ 成功用于细胞器的基因编辑

中，实 现 了 线 粒 体 和 叶 绿 体 基 因 组 的 碱 基 编

辑［１２－１３］。 但是 ＴＡＬＥＮｓ 存在分子量巨大、成本较高
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的局限性。
１􀆰 ４　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
　 　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统于 ２０１２ 年首次被报道［１４］。
规律间隔成簇短回文重复序列（ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ
ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ，ＣＲＩＳＰＲ），有时

被称为“短规则间隔短重复”，在 ２０ 世纪 ８０ 年代发

现于大肠杆菌中。 ＺＦＮｓ 和 ＴＡＬＥＮｓ 技术对 ＤＮＡ 位

点的识别是基于需要 ＤＮＡ－蛋白质相互作用的人工

蛋白对序列的识别，与 ＺＦＮｓ 和 ＴＡＬＥＮｓ 两种技术不

同，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统的 ＤＮＡ 识别是 ＲＮＡ⁃ＤＮＡ 相

互作用。 其是由 Ｃａｓ９ 核酸酶和单链向导 ＲＮＡ
（ ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ， ｓｇＲＮＡ） 组 成。 其 中 ｓｇＲＮＡ 是 由

ｃｒｉｓｐｒＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）和 ｔｒａｃｒＲＮＡ 组成的单链 ＲＮＡ 分

子，可以指导 Ｃａｓ９ 定位目标 ＤＮＡ 并切割它，在原间

隔邻近模体（ ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ ａｄｊａｃｅｎｔ ｍｏｔｉｆ，ＰＡＭ）区域

产生 ＤＳＢｓ［１５］。 Ｃａｓ９ 核酸酶有组氨酸－天冬酰胺－
组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ⁃ａｓｐａｒａｇｉｎｅ⁃ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ，ＨＮＨ）和 ＲｕｖＣ
两个功能结构域。 ＨＮＨ 结构域剪切与 ｓｇＲＮＡ 互补

的目标 ＤＮＡ，ＲｕｖＣ 结构域剪切非目标链。 此外，
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 也可通过 ＨＤＲ 和 ＮＨＥＪ 机制修复

ＤＳＢｓ。 但与 ＴＡＬＥＮｓ 相比，在缺乏 ｓｇＲＮＡ 的传递方

法的情况下，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统目前不能直接用于

细胞器基因组靶向修饰。

２　 免疫缺陷动物概述

　 　 免疫缺陷小鼠是最先应用的免疫缺陷动物模

型，其发展主要经历了以下几次重要突破。 １９６６ 年

Ｔ 细胞缺乏的无胸腺裸鼠（Ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ）产生，迄今

为止其作为模型鼠用于肿瘤细胞成瘤仍有很高的

价值［２］；１９８３ 年产生了 Ｔ 细胞、Ｂ 细胞均缺乏的严

重免疫缺陷的重症联合免疫缺陷（ ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＳＣＩＤ）小鼠［１６］；１９９１ 年研究者首

次研发出体内移植人外周血细胞的 Ｈｕ⁃ＳＣＩＤ 小

鼠［１７］； １９９２ 年 研 究 者 发 现 了 重 组 激 活 基 因

（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｇｅｎｅｓ，Ｒａｇｓ）Ｒａｇ１、Ｒａｇ２ 基

因敲除免疫缺陷小鼠［１８－１９］； ２００２ 年研究者们在

ＮＯＤ ／ ＳＣＩＤ 小 鼠 品 系 引 入 白 介 素 ２ 受 体 γ 链

（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｕｎｉｔ ｇａｍｍａ ｃｈａｉｎ，ＩＬ２ｒｇ）的
突变，ＩＬ２ｒｇ 基因编码的蛋白是许多白介素受体的重

要信号成分，包括白介素－２、４、７ 和 ２１，因此被称为

共同 γ 链，进而产生了目前来讲免疫缺陷程度最高

的 ＮＳＧ 小鼠或 ＮＯＧ 小鼠［２０］。 除此之外，其他物种

的免疫缺陷动物也有很大突破，例如大鼠、家兔、猪

等。 目前，免疫缺陷动物广泛应用在在肿瘤学研

究、免疫学研究、干细胞研究、人源化类器官等方面。
３　 基因编辑技术在免疫缺陷动物模型研究中的

应用

　 　 在肿瘤学研究中，利用免疫缺陷动物模型进行

临床前研究至关重要。 基因编辑技术在构建免疫

缺陷动物模型中起着重要作用，随着基因编辑技术

的逐渐成熟，各种免疫缺陷动物层出不穷。 然而，
自发突变且适用于不同肿瘤研究的基因缺陷和免

疫缺陷动物种类少之又少。 传统胚胎干细胞打靶

低效、耗时、费力、成本高昂、构建时间长，并且有物

种限制性，只适用于小鼠，而 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 具有高

效、快捷、简便、成本便宜、构建时间短，无物种限制

性等的优势［２１］。 随着基因编辑技术的发展，能够精

确到靶向修饰基因，简化了免疫缺陷动物模型的改

造，使针对性更强、免疫缺陷程度更高的动物模型

供给临床前研究。
３􀆰 １　 基因编辑技术在免疫缺陷小鼠模型研究中的

应用

３􀆰 １􀆰 １　 自发性免疫缺陷小鼠

　 　 目前，无胸腺裸鼠在各研究领域特别是肿瘤

学、免疫学、药品和生物制品的安全性评价及有效

药品的筛选等方面展现出巨大的价值，已成为医学

生物学研究领域中不可缺少的实验动物模型［２２］。
裸鼠是由位于 １１ 号染色体上的隐性基因 Ｆｏｘｎ１ 自

发突变导致，编码的蛋白提前终止而形成截短的无

功能蛋白所致，该编码蛋白可以调节胸腺的发育和

角质形成细胞的分化，突变后导致严重的原发性 Ｔ
细胞免疫缺陷和先天性脱发。 因为裸鼠仍有 Ｂ 细

胞和较强的 ＮＫ 细胞应答，所以不适合用作淋巴瘤

和白血病的研究。 裸鼠来源于近交系，导致其繁殖

能力减弱，乳腺发育不良，无法有效哺育后代，因此

裸鼠成瘤模型难以制备。 此外，在裸鼠和重症联合

免疫缺陷（ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＳＣＩＤ）
小鼠模型中对人类肿瘤进行异种移植的研究受到

了肿瘤生长不良以及宿主对移植物反应性的限制，
改变了肿瘤结构和肿瘤微环境［２３］。
３􀆰 １􀆰 ２　 基因编辑技术改进的免疫缺陷小鼠

　 　 经基因编辑技术改造的严重免疫缺陷的 ＮＯＤ⁃
ＳＣＩＤ 和携带 ＩＬ２ｒｇｎｕｌｌ 突变的 ＮＯＤＲａｇｎｕｌｌ 小鼠（ＮＳＧ
和 ＮＲＧ）使得人类原发性肿瘤的生长与临床上相似

性更高［２４］。 ２００２ 年 Ｉｔｏ 等［２０］ 将 ＩＬ２ｒｇｎｕｌｌ 小鼠回交

到 ＮＯＤ ／ ＳｈｉＪｉｃ⁃Ｐｒｋｄｃｓｃｉｄ 小鼠建立了免疫功能严重不
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全的 ＮＯＤ ／ ＳＣＩＤ ／ γｃ
ｎｕｌｌ（ＮＯＧ）小鼠，在移植人造血细

胞时有极高的植入后存活率。 ２００５ 年 Ｊａｋｓｏｎ 实验

室通过将 ＩＬ２ｒｇｎｕｌｌ 小鼠回交到 ＮＯＤ ／ ＳｈｉＬｔＳｚ⁃Ｐｒｋｄｃｓｃｉｄ

小鼠而得到 ＮＳＧ 小鼠，该鼠 Ｔ、Ｂ 淋巴细胞、ＮＫ 细

胞，树突状细胞和巨噬细胞缺陷，细胞渗漏率极

低［２５］。 在 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑系统出现后，刘
亚宸等［５］ 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统获得了 ＮＯＤ 突

变、成熟 Ｂ、Ｔ 和 ＮＫ 细胞完全缺失的 ｃＮＳＧ（中国

ＮＳＧ）小鼠新品系，与美国 Ｊａｋｓｏｎ 实验室开发的 ＮＳＧ
小鼠具有相同的免疫水平，并且缩短了免疫缺陷动

物模型的构建时间。 Ｍ⁃ＮＳＧ 重度免疫缺陷小鼠同

样如此，其是利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在 ＮＯＤ ／ ＳＣＩＤ
的基础上敲除 ＩＬ２ｒｇ 基因，致该鼠缺失成熟 Ｔ、Ｂ、ＮＫ
细胞，成为目前免疫缺陷程度最高的小鼠之一国际

公认的免疫缺陷程度较高，较适合人源细胞或组织

移植的工具小鼠［２６］。
ＮＯＤ Ｒａｇ２ ｇａｍｍａ （ ＮＲＧ ） 小 鼠、 ＮＯＤ． Ｃｇ⁃

Ｒａｇ１ｔｍ１Ｍｏｍ ＩＬ２ｒｇｔｍ１Ｗｊｌ 小鼠与 ＮＳＧ 小鼠非常类似，是
由 Ｒａｇ 基因缺失代替 Ｐｒｋｄｃ 基因缺陷［２７］。 由 Ｐｒｋｄｃ
缺陷引起的 ＳＣＩＤ 免疫缺陷小鼠在患者衍生的异种

移植（ｐａｔｉｅｎｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｔｕｍｏｒ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ，ＰＤＸ）对标准化

疗反应的研究中，在剂量、频率等方面存在局限性

可能是由于 Ｐｒｋｄｃ 编码突变导致 ＤＮＡ 修复缺陷和

极端的放射敏感性，而 Ｒａｇ 基因能够弥补 Ｐｒｋｄｃ 突

变导致对辐射敏感等不足。 在近些年，基因编辑技

术迅猛发展，北京维通达公司利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技

术获得 Ｒａｇ２（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｇｅｎｅ ２）敲除的

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠品系，然后与 ＮＰＧ ／ Ｖｓｔ 小鼠杂交，在
后代中筛选 Ｒａｇ２ 敲除、ＩＬ２ｒｇ 敲除、ＮＯＤ 型 Ｓｉｒｐａ 以

及 ｓｃｉｄ 基因非纯合的个体，再通过杂合互配的方式

获得纯合 ＮＲＧ 小鼠［２８］。 基因编辑技术能够更加快

捷、更加高效地构建免疫缺陷动物模型，并能弥补

以往免疫缺陷动物模型的缺陷。 两种 ＮＲＧ 小鼠表

型主要为无胸腺和成熟 Ｂ、Ｔ、ＮＫ 细胞完全缺失，经
由基因编辑技术改造的基因缺陷小鼠模型构建时

间短，并且免疫指标相互接近。
３􀆰 ２　 基因编辑技术在免疫缺陷大鼠模型研究中的

应用

３􀆰 ２􀆰 １　 ＳＣＩＤ 大鼠

　 　 由于大鼠与人类的生理特性具有很高的相似

性，是众多疾病研究的理想选择对象［２９］。 成年大鼠

的体重是成年小鼠的 １０ 倍左右，这使他们成为外科

手术应用的首选动物模型。 大鼠手术通常更容易，

手术造成的组织损伤也更少，并且大鼠可以比小鼠

携带更大重量的移植物。 另外，大鼠更适合连续样

本收集，比如采血等操作，能更好地跟踪检测实验

动物生理变化数据，只需更少的动物就能获得足够

的材料与数据。 更加重要的是，大鼠在药理、毒理

实验等方面已有着广泛应用，可以直接对接临床前

研究［３０］。 小鼠在免疫缺陷动物模型发展早于大鼠，
但在基因编辑技术出现后，大鼠免疫缺陷动物模型

也在迅猛发展。 Ｒａｇ 基因表达和功能损伤会导致

Ｔ、Ｂ 细胞发育停滞，导致严重的联合免疫缺陷［３１］。
２０１２ 年，Ｚｓｃｈｅｍｉｓｃｈ 等［６］ 利用 ＺＦＮｓ 技术靶向敲除

Ｒａｇ１ 构建该基因敲除大鼠，表型特征为胸腺严重发

育不良，Ｔ、Ｂ 细胞比例显著减少，但 ＮＫ 细胞代偿性

增加，外周血中分离到的 Ｔ 细胞群由成熟的 ＣＤ４＋ ／
ＣＤ３＋ ／ ＴＣＲαβ＋和 ＣＤ８＋ ／ ＣＤ３＋ ／ ＴＣＲαβ＋ Ｔ 细胞组成。
在 ２０１２ 年， Ｍａｓｈｉｍｏ 等［３２］ 利用 ＺＦＮｓ 技术敲除

Ｐｒｋｄｃ 基因成功构建了 ＳＣＩＤ 大鼠。 ＳＣＩＤ 大鼠表现

为生长迟缓、成纤维细胞增殖缺陷和严重的免疫缺

陷表型，且胸腺严重发育不良，脾体积减小，Ｔ、Ｂ 细

胞缺陷。 ２０１４ 年，Ｔｓｕｃｈｉｄａ 等［３３］ 利用 ＺＦＮｓ 敲除大

鼠 Ｒａｇ１ 基因建立了人源肝大鼠模型，该鼠在切除

胸腺后可提高人源肝的重建率。 ２０１５ 年，Ｌｉｕ 等［３４］

利用 ＴＡＬＥＮｓ 技术敲除大鼠 Ｒａｇ２ 基因，建立了免疫

缺陷特征与 Ｒａｇ１ 敲除大鼠一致，能够高效获得感

染天花病毒免疫缺陷大鼠模型。 ２０１８ 年， Ｎｏｔｏ
等［３５］利用 ＴＡＬＥＮｓ 技术敲除 ＳＤ 大鼠 Ｒａｇ２ 获得了

ＳＤＲ 大鼠，与 Ｒａｇ１ 基因敲除大鼠一致，该鼠成熟 Ｔ
细胞近乎缺失、Ｂ 细胞比例显著降低，但 ＮＫ 细胞代

偿性增加。 同样 Ｐｒｋｄｃ 基因敲除大鼠与 Ｒａｇ 基因敲

除大鼠有正常 ＮＫ 细胞导致移植人类细胞寿命和功

能有限，阻碍人类细胞的异种移植。
３􀆰 ２􀆰 ２　 ＩＬ２ｒｇ 基因敲除大鼠

　 　 ２０１０ 年 Ｍａｓｈｉｍｏ 等［３６］ 利用 ＺＦＮｓ 靶向敲除大

鼠 ＩＬ２ｒｇ 基因，获得了免疫缺陷大鼠 Ｘ 连锁重症联

合免疫缺陷（Ｘ⁃ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，Ｘ⁃
ＳＣＩＤ）模型。 Ｘ⁃ＳＣＩＤ 大鼠胸腺严重发育不良，脾轻

度缩小，白髓严重发育不良，几乎完全缺乏 Ｔ 细胞、
Ｂ 细胞和 ＮＫ 细胞，但外周血、骨髓和脾均有部分 Ｔ
细胞存在，其中 ＣＤ４－ＣＤ８＋ Ｔ 细胞和 ＣＤ４＋ＣＤ８－ Ｔ 细

胞均有减少，外周血和骨髓中 ＣＤ３－ ＣＤ４５ＲＡ＋ Ｂ 细

胞和 ＣＤ３－ＣＤ１６１ａ＋ ＮＫ 细胞数量明显减少。 研究发

现 Ｘ⁃ＳＣＩＤ 大鼠在移植人类卵巢癌肿瘤细胞后 １４ ｄ
内发生肿瘤，成瘤时间短［３６］。 Ｘ⁃ＳＣＩＤ 动物模型为
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药物治疗、基因治疗以及检查异种移植恶性肿瘤治

疗效果提供了有价值的体内工具。 Ｍａｓｈｉｍｏ 等［３２］

在敲除大鼠 Ｐｒｋｄｃ 基因的基础上敲除 ＩＬ２ｒｇ 基因后

构建了 ＦＳＧ 大鼠，在 ＦＳＧ 大鼠中无 ＮＫ 细胞活性；
在 ２０２０ 年时，Ｍ􀆧ｎｏｒｅｔ 等［３７］ 利用 ＨＥｓ 和 ＴＡＬＥＮｓ 技

术将 Ｒａｇ１ 和 ＩＬ２ｒｇ 基因敲除后敲入人信号调节蛋

白 α（ ｈｕｍａｎ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ α，ｈＳＩＲＰα）基

因，建立了 ＲＲＧＳ 大鼠。 由于 ＲＲＧＳ 大鼠缺乏成熟

的 Ｔ、Ｂ 和 ＮＫ 细胞，给 ＲＲＧＳ 大鼠注射人外周血单

个 核 细 胞 （ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ，
ＰＢＭＣｓ）能有效地对 ＲＲＧＳ 动物进行免疫人源化，并
能检测到抗肿瘤免疫反应。 利用基因编辑技术可

以成功克服 ＮＫ 细胞的代偿性增加后会阻碍人类细

胞的异种移植的困难，使构建 ＰＤＸ、细胞异种移植

（ ｃｅｌｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ， ＣＤＸ ） 模 型 更 加 简 便。
ｈＳＩＲＰα 基因可以增强与人类 ＣＤ４７ 的结合，并通过

ＣＤ４７⁃ＳＩＲＰα 相互作用对大鼠吞噬细胞提供抑制调

节（“不要吃我”信号），从而显著增加人造血干细胞

（ｈｕｍａｎ ｈｅｍｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，ｈＨＳＣｓ） 在大鼠骨髓

（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ，ＢＭ）中的定植和维持，这也为血液疾

病研究提供了宝贵的动物模型资源［３８］。
３􀆰 ２􀆰 ３　 重建人免疫系统大鼠

　 　 随着 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在大鼠的应用。 ２０１８
年 Ｙａｎｇ 等［３９］ 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建了 Ｐｒｋｄｃ
和 Ｉｌ２ｒｇ 基因双敲除表达 ｈＳＩＲＰα 的 ＮＳＧ 样（ＮＳＧ⁃
ｌｉｋｅ，ＮＳＧＬ）大鼠。 ＮＳＧＬ 大鼠缺乏 Ｔ、Ｂ 淋巴细胞和

ＮＫ 细胞，生长迟缓，但表达 ｈＳＩＲＰα。 ＮＳＧＬ 大鼠比

ＳＧ 大鼠更有效植入人癌细胞，并且 ＮＳＧＬ 大鼠可以

植入 ｈＨＳＣｓ 来重建人类免疫系统。
２０１９ 年 Ｈｅ 等［４０］ 通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术靶向

敲除了大鼠的 Ｒａｇ１、Ｒａｇ２ 和 ＩＬ２ｒｇ 基因，获得了 ＳＤ⁃
ＲＧ 大鼠。 ＳＤ⁃ＲＧ 大鼠与 ＦＳＧ 和 ＮＳＧＬ 大鼠类似，
缺乏 Ｔ、Ｂ 淋巴细胞和 ＮＫ 细胞。 ＳＤ⁃ＲＧ 大鼠胸腺急

剧缩小，脾与野生型相当。 相较于 ＮＳＧ 小鼠，在 ＳＤ⁃
ＲＧ 大鼠上肿瘤移植后 ２０ ｄ 生长体积是 ＮＳＧ 小鼠

的 １０ 倍，适用于建立癌细胞 ＣＤＸ 模型，并且肿瘤生

长速度优于 ＮＳＧ 小鼠。 研究者通过该免疫缺陷模

型成功建立了首例肺鳞癌的 ＰＤＸ 大鼠模型，移植肿

瘤生长迅速并具有原发肿瘤的病理学特征［４０］。
３􀆰 ３　 基因编辑技术在免疫缺陷家兔模型研究中的

应用

　 　 家兔作为经典的实验动物，与人类基因同源性

较高，成本较低、繁殖力强，且无胚胎干细胞、体细

胞克隆技术效率低的限制［４１］。 因此，对其基因组进

行高效的遗传改造，将促进其在生物医学模型中的

广泛应用。 ２０２１ 年，Ｓｏｎｇ 等［４２］ 通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
系统敲除 Ｆｏｘｎ１ 基因开发了裸兔模型，该兔无毛、无
胸腺，并表现出指甲营养不良，Ｔ 淋巴细胞减少［４３］。
目前，裸鼠是 ＣＤＸ ／ ＰＤＸ 研究的主要模型物种，裸兔

能够扩展用作 ＣＤＸ 和 ＰＤＸ 研究的中型动物模型，
可用于癌症研究、药物开发，并在再生医学中有广

泛的应用。 ＳＣＩＤ 表型是由于 Ｐｒｋｄｃ 基因缺陷引起，
２０１８ 年， Ｓｏｎｇ 等［４４］ 通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统敲除

Ｐｒｋｄｃ 构建了 ＳＣＩＤ 兔，其 Ｔ、Ｂ 淋巴细胞缺失，这些

ＳＣＩＤ 兔模型有助于研究细菌和肺孢子虫感染，促进

免疫缺陷患者早期诊断和治疗的发展［４４］。 相似的，
利用 ＺＦＮｓ 敲除 ＩＬ２ｒｇ 构建的 Ｘ⁃ＳＣＩＤ 大鼠，该技术

也同 样 能 应 用 在 家 兔 中， Ｈａｓｈｉｋａｗａ 等［４５］ 通 过

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统敲除 ＩＬ２ｒｇ 基因构建的 Ｘ⁃ＳＣＩＤ
兔能够正常发育并在四代内稳定遗传，缺乏 Ｂ、Ｔ 和

ＮＫ 细胞，并且 Ｘ⁃ＳＣＩＤ 兔可以移植与人类相近或相

同数量的细胞。 由于 Ｘ⁃ＳＣＩＤ 兔 ＮＫ 细胞缺失，使得

此模型移植人癌细胞具有更好的效果。
３􀆰 ４　 基因编辑技术在免疫缺陷猪模型研究中的

应用

　 　 猪在解剖学和生理学上比鼠、家兔更类似于人

类，使他们成为临床前再生医学和癌症研究的宝贵

工具［４６］。 现有研究中已有多种由各种基因编辑技

术构建的 ＳＣＩＤ 猪模型，包括 ＡＲＴＥＭＩＳ、 ＩＬ２ｒｇ 或

Ｒａｇ１ ／ ２ 基因突变，ＳＣＩＤ 猪具有缺乏 ＮＫ 细胞、Ｔ 细

胞或 Ｂ 细胞的免疫表型［４７］。 ２０１６ 年， ＰＯＷＥＬＬ
等［４８］发现由 Ａｒｔｅｍｉｓ 隐性突变引起的 ＳＣＩＤ 猪缺乏

Ｔ、Ｂ 细胞，但拥有 ＮＫ 细胞，并且证明了人类癌细胞

可以在体外被来自非 ＳＣＩＤ 和 Ａｒｔｅｍｉｓ ＳＣＩＤ 猪的活

化 ＮＫ 细胞识别和杀死，导致在 ＳＣＩＤ 猪中人类细胞

移植效果差。 ２０１４ 年，Ｈｕａｎｇ 等［４９］ 应用 ＴＡＬＥＮｓ 技

术敲除猪 Ｒａｇ１ ／ ２ 建立无成熟 Ｔ、Ｂ 淋巴细胞的 ＳＣＩＤ
猪模型；以及 Ｌｅｅ 等［５０］ 利用 ＴＡＬＥＮｓ 技术敲除猪

Ｒａｇ２ 构建出的 ＳＣＩＤ 猪模型，然而在移植人类细胞

时效果仍然不佳。 Ｗａｔａｎａｂｅ 等［５１］ 研究者将公猪 Ｘ
染色体上的 ＩＬ２ｒｇ 利用 ＺＦＮｓ 技术敲除后构建 Ｘ⁃
ＳＣＩＤ 猪［５１－５２］；以及 Ｋａｎｇ 等［５３］ 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
技术以更高的效率靶向敲除猪 ＩＬ２ｒｇ 构建雌性 ＳＣＩＤ
猪。 不同的基因编辑技术构建出的 ＳＣＩＤ 猪具有相

同的表型，缺乏 Ｔ 细胞和 ＮＫ 细胞［５１］。 ２０１６ 年，Ｌｅｉ
等［５４］通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统靶向敲除 Ｒａｇ２ ／ ＩＬ２ｒｇ
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基因，构建缺乏 Ｔ、Ｂ 淋巴细胞和 ＮＫ 细胞的 ＳＣＩＤ 猪

模型， 能 够 移 植 人 诱 导 多 能 干 细 胞 （ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ｉＰＳ ｃｅｌｌｓ）。 Ｂｏｅｔｔｃｈｅｒ 等［５５］ 利

用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 靶向突变 ＡＲＴ－ ／ － 胎儿成纤维细胞

细胞系中的 ＩＬ２ｒｇ 基因构建 ＡＲＴ－ ／ － ＩＬ２ｒｇ－ ／ ＹＳＣＩＤ 猪。
这种猪 Ｔ、Ｂ、ＮＫ 细胞都缺乏，在导入人 ＣＤ３４＋脐带

血干细胞建立了人源化模型。 基因编辑技术敲除

ＩＬ２ｒｇ 构建出的 ＳＣＩＤ 猪缺乏 Ｔ 细胞和 ＮＫ 细胞，在
移植人类细胞时具有良好的效果［５６］。 与大鼠免疫

缺陷模型类似，应用基因编辑技术后敲除 ＩＬ２ｒｇ 基

因后，陆续开发出针对特定疾病的免疫缺陷猪，如
Ｒａｇ２－ ／ ＩＬ２ｒｇ－ ／ ＹＦＡＨ－ ／ －（ＲＧＦＫＯ）猪，能较好地移植

人肝细胞［５７］。
表 ２ 总结了近年来免疫缺陷的动物模型，包括

小鼠、大鼠、家兔和猪。

表 ２　 近年来免疫缺陷动物模型
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ

动物种类
Ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ

突变
Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ

突变方法
Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

细胞表型
Ｃｅｌｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

小鼠
Ｍｏｕｓｅ

Ｐｒｋｄｃ， ＩＬ２ｒｇ
Ｐｒｋｄｃ， ＩＬ２ｒｇ

ＩＬ２ｒｇ，Ｒａｇ１ ／ Ｒａｇ２

杂交遗传
Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９

Ｔ－Ｂ－ＮＫ－

Ｔ－Ｂ－ＮＫ－

Ｔ－Ｂ－ＮＫ－

［２０， ２５］

［２６］

［２７］

大鼠
Ｒａｔｓ

Ｒａｇ１
Ｒａｇ２

Ｒａｇ１， ＩＬ２ｒｇ， ｈＳＩＲＰα
Ｐｒｋｄｃ

Ｐｒｋｄｃ， ＩＬ２ｒｇ
ＩＬ２ｒｇ

Ｐｒｋｄｃ， ＩＬ２ｒｇ， ｈＳＩＲＰα
Ｒａｇ１， Ｒａｇ２， ＩＬ２ｒｇ

ＨＥｓ， ＺＦＮｓ
ＴＡＬＥＮｓ

ＨＥｓ， ＴＡＬＥＮｓ
ＺＦＮｓ
ＺＦＮｓ
ＺＦＮｓ

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９

Ｔ－Ｂ－ＮＫ＋

Ｔ－Ｂ－ＮＫ＋

Ｔ－Ｂ－ＮＫ－

Ｔ－Ｂ－ＮＫ＋

Ｔ－Ｂ－ＮＫ－

Ｔ－Ｂ－ＮＫ－

Ｔ－Ｂ－ＮＫ－

Ｔ－Ｂ－ＮＫ－

［３３－３４］

［３５， ３７］

［３７］

［３２］

［３２］

［３６］

［３９］

［４０］

家兔
Ｒａｂｂｉｔｓ

Ｆｏｘｎ１
Ｐｒｋｄｃ
ＩＬ２ｒｇ

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９

Ｔ－Ｂ＋ＮＫ＋

Ｔ－Ｂ－ＮＫ＋

Ｔ－Ｂ－ＮＫ－

［４２］

［４４］

［４５］

猪
Ｐｉｇｓ

ＩＬ２ｒｇ
ＩＬ２ｒｇ
Ｒａｇ１ ／ ２
Ｒａｇ２

Ｒａｇ２， ＩＬ２ｒｇ
ＡＲＴＥＭＩＳ， ＩＬ２ｒｇ

ＺＦＮｓ
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９

ＴＡＬＥＮｓ
ＴＡＬＥＮｓ

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９

Ｔ－Ｂ＋ＮＫ－

Ｔ－Ｂ＋ＮＫ－

Ｔ－Ｂ－

Ｔ－Ｂ－

Ｔ－Ｂ－ＮＫ－

Ｔ－Ｂ－ＮＫ－

［５１］

［５３］

［４９］

［５０］

［５４］

［５５］

４　 基因编辑技术在免疫缺陷动物模型研究中新

应用

４􀆰 １　 免疫缺陷动物在人源化动物模型制备中的潜

在价值

　 　 人源化动物模型是在免疫缺陷动物模型的基

础上建立起来的，是指将人类细胞或组织植入免疫

缺陷动物体内构建免疫系统人源化动物模型及人

源化动物疾病模型，由于免疫系统缺陷，来源于人

的移植物才可在免疫缺陷动物体内存活［５８］。 基于

已有研究可知，人源化动物模型相较于普通动物模

型能够更精确地模拟包括肿瘤在内的多种疾病在

人体内的发生发展进程，为临床治疗提供精准的研

究材料。
４􀆰 ２　 基因编辑技术在人源化动物模型制备中的

应用

　 　 近年来，随着基因编辑技术的快速发展，广泛

应用于人源化动物模型制备，极大推动了人源化动

物模型的推广与应用，越来越多的新型人源化动物

模型不断涌现［５９］。 目前，采用基因编辑技术构建的

人源化动物模型主要包括重建人免疫系统、基因人

源化及嵌合体人源化动物模型。 人源化免疫系统

动物可分为人源化外周血单核细胞（ ｈｕＰＢＭＣｓ）或

人源化外周血淋巴细胞（ｈｕＰＢＬｓ）、人源化造血干细

胞（ｈｕＨＳＣｓ）和人源化骨髓、肝、胸腺（ｈｕＢＬＴ）动物

模型，且 ｈｕＰＢＭＣｓ（或 ｈｕＰＢＬｓ）、ｈｕＨＳＣｓ 和 ｈｕＢＬＴ
重建人免疫系统有不同的优缺点［６０］。 基因人源化

动物模型是利用转基因或同源重组技术，将人源基

因插入动物基因组，从而表达人源基因而不是动物

自身基因。 Ｈｕａｎｇ 等［６１］ 使用腺相关病毒 （ ａｄｅｎｏ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）载体在移植人类白细胞抗原

Ａ２（ｈｕｍａｎ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ Ａ２， ＨＬＡ⁃Ａ２） ／ ＨＤＤ 至

０４１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



ＮＳＧ 小 鼠， 诱 导 表 达 人 ＨＬＡ⁃Ａ２。 此 外， Ｓｈａｒｍａ
等［６２］也使用 ＡＡＶ 载体移植 ＨＬＡ⁃ＤＲ 导入 ＮＳＧ 小

鼠中，表达人 ＨＬＡ⁃Ⅱ类（ＤＲ１ 或 ＤＲ４），在感染呼吸

道合胞病毒（ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｃｙｔｉａｌ ｖｉｒｕｓ， ＲＳＶ）后，病
毒清除速度比 ＮＳＧ 小鼠快。 表达主要组织相容性

复合体⁃Ｉ（ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ Ｉ，ＭＨＣ⁃Ｉ）
类（ＨＬＡ⁃Ａ２）和 ＭＨＣ⁃Ⅱ类（ＨＬＡ⁃ＤＲ４）转基因的人

免疫系统重建小鼠在免疫系统重建后产生 ＣＤ８＋ Ｔ
细胞和细胞毒性，发生流感特异性抗体应答，而表

达 ＭＨＣ⁃Ｉ 类（ＨＬＡ⁃Ａ２） 的小鼠中没有此现象［６３］。
人源化动物在人类疾病方面具有广泛应用价值，构
建多种人源化动物模型对于研究人类疾病发生发

展、治疗手段等都有巨大的益处。

５　 总结与展望

　 　 在最初偶然发现的裸小鼠到现今能够通过基

因编辑技术靶向修饰基因构造免疫缺陷动物模型，
是技术迭代进步，不断更新的结果，新技术带来的

往往是更加高效且简便的方法。 第三代基因编辑

技术 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 相较于 ＨＥｓ、ＺＦＮｓ、ＴＡＬＥＮｓ，以
其设计简便、靶向更加精确、成本低等的优点，对免

疫缺陷动物模型的构建起到了巨大作用。 从自然

突变而来的寥寥几种免疫缺陷动物模型，到利用基

因编辑技术对目标物种特定基因进行修饰，数种免

疫缺陷动物模型应运而生，免疫缺陷程度也有了质

的提升，对肿瘤学、血液学、免疫学、药物学等研究

领域大有裨益，更能够精确模拟人癌细胞、药物、免
疫系统在人体内的作用。 研究者能够根据自己的

实验目的选择最适的免疫缺陷动物。
以免疫缺陷动物模型为基础的人源化动物模

型，在当前的生物医学研究中具有重要地位［６４］。 免

疫缺陷小鼠是经典的免疫缺陷动物模型，发展迅

速，品系众多，应用广泛。 相较于小鼠，大鼠具有很

多优势，肿瘤可以生长到小鼠允许的近 １０ 倍体积，
采血量可满足血癌疗效评估、临床病理分析和药代

动力学研究用量。 肿瘤大鼠模型可同时评估化疗

疗效、药代动力学以及初步测试毒理学，大大减少

动物使用量大鼠模型具有重要的研究意义。 猪在

解剖结构及生理、免疫特性上与人类更相近，因此

可构建人源化猪模型来大量生产人源多克隆抗

体［６５］。 目前，尚未有人源化动物模型完全模拟人类

免疫系统，基因编辑技术在基因敲入方面具有独特

优势，目前已构建出多种人免疫相关基因敲入动物

模型，有助于人源化免疫缺陷动物模型的构建，随
着基因编辑技术的不断发展，有望构建出再现人类

免疫缺陷系统的动物模型，为研究疾病发病机制、
新型疗法以及药物开发和评价提供更加匹配的疾

病动物模型。
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毒蛇咬伤后相关并发症的研究进展

李玉梅１，杨　 悦２，易　 军３，严张仁３，王万春３∗，董德刚２∗
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　 　 【摘要】 　 毒蛇咬伤是一种常见的临床急症，具有发病急、病情变化迅速、致残率及死亡率高等特点。 蛇毒中

毒除出现常见的全身性和局部组织损伤外，还会引起显著的毒蛇咬伤并发症，包括即时性和延迟性。 这些并发症

也是导致毒蛇咬伤致残甚至死亡的主要原因，严重影响患者的远期预后及生活质量。 该文综合新近的研究成果，
重点从血液系统、神经系统、运动系统、内分泌系统、生殖系统及其他方面对毒蛇咬伤并发症的症状、诊断及治疗进

行综述，以期在临床上为毒蛇咬伤有效、精准治疗提供参考。
【关键词】 　 毒蛇咬伤；并发症；多系统损害
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　 　 毒蛇咬伤是一种严重被忽视且资源不足的公

共卫生事件。 ２０１７ 年世界卫生组织（Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ）将毒蛇咬伤重新列入被忽视的

热带疾病清单［１］。 据 ＷＨＯ 统计，世界上每年约发



生 ２７０ 多万起毒蛇咬伤事件，造成约 １０ 万人死亡，
４０ 万人肢体功能障碍［２］。 毒蛇咬伤以全身性表现

（出血、溶血、神经毒性、心脏毒性、细胞毒性、休克

等）和局部组织损伤（疼痛、肿胀、出血、软组织坏死

等）为主［３］，导致严重的致残率和死亡率。 既往人

们对毒蛇咬伤引起的并发症知之较少，随着医学界

对毒蛇咬伤研究的深入，其即时性和远期并发症不

断被发现，包括血液系统、神经系统、运动系统、内
分泌系统、生殖系统等多方面，见图 １。 这些并发症

不仅加重疾病，损害机体功能，如果管理不善甚至

伴随终身，严重影响患者的生活质量。 本文就毒蛇

咬伤多系统并发症的最新研究成果进行综述，以期

为相关并发症发生机制的研究及临床上早发现、早
预防、早诊治提供参考。

图 １　 毒蛇咬伤后相关系统并发症

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｌａｔｅｄ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ａｆｔｅｒ ｓｎａｋｅｂｉｔｅ

１　 引起毒蛇咬伤并发症因素分析

１􀆰 １　 院前急救不当

　 　 毒蛇咬伤后院前结扎或固定被认为是有效减

缓毒液传播的急救措施，能为院内治疗提供较有利

的时间窗。 然而，目前对毒蛇咬伤后结扎和固定的

应用存在较大争议。 一般地，蛇毒主要通过淋巴管

传播（静脉内中毒极为罕见），使用压力绷带并用夹

板固定患肢会大大阻碍毒液的流动，从而延缓全身

效应的发展。 但因患者或部分医生对毒蛇咬伤认

知局限，以及结扎或固定的部位、绷带材料、压力大

小、时间间距、蛇种差异等多方面因素，这些急救措

施应用不当，常出现神经损伤、局部坏死等并发症，
使得现实世界的急救应用效益差异很大［４］。

美国 医 学 毒 理 学 会 等 组 织 提 出， 当 北 美

Ｃｒｏｔａｌｉｎａｅ 属蛇中毒不引起广泛死亡率，而主要以局

部组织为主要毒性靶点时，现有证据未能证实压力

固定对人体的功效，反而可能会引起严重不良事

件，不建议使用压力固定作为这种毒蛇咬伤的院前

治疗［５］。 因此，急救措施应视实际中毒情况遵循循

证原则审慎应用，以减少并发症发生。
１􀆰 ２　 抗蛇毒血清

　 　 抗蛇毒血清（ ａｎｔｉｖｅｎｏｍ，ＡＶ）是目前治疗毒蛇

咬伤的唯一特效疗法，有效降低死亡率。 然而 ＡＶ
实际应用中涉及血清使用的时效和剂量、血清药物

质量、蛇种区域差异性以及血清交叉不良反应等问

题。 ＡＶ 的稳定性是其中一个主要的易引起后期不

可预测并发症的因素，液体 ＡＶ 需要连续冷藏且保

质期较短，常因血清质量问题导致不良治疗效果而

产生并发症。
ＡＶ 与毒液的相互作用受多种因素的影响，包

括释放的毒液量以及特定 ＡＶ 中毒素亚型的相对识

别。 关于 ＡＶ 使用剂量，目前普遍认为，临床中 ＡＶ
和毒液之间 １ ∶ １ 的应用存在不能完全中和的潜在

风险，因此，临床上 ＡＶ 多应用过量，而过量的 ＡＶ
也是后期潜在并发症发生的重要因素。
１􀆰 ３　 不恰当的手术治疗

　 　 不恰当的外科手术治疗也是引起毒蛇咬伤并

发症的一个主要原因，其中以筋膜切开术为典型代

表。 筋膜切开术是目前毒蛇咬伤后降低筋膜室压

力的常用手段。 然而，在实际应用中应辨别毒蛇咬

伤引起的皮下肿胀与其他外伤引起的深部组织肿

胀的病理差异性。 在未行室内压力测量，或没有证

据表明患肢出现临界压力升高的情况下就进行筋
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膜切开术是不合理的。 不恰当的手术治疗反而会

引发出血过量，导致并发症甚至死亡事件发生。
１􀆰 ４　 被咬伤患者个体差异

　 　 在严格参照毒蛇咬伤治疗指南情况下，毒蛇咬

伤后患者个体差异是产生并发症的主要原因。 在

临床实践中发现，即使在同种条件下，采用相同的

治疗手段，有的患者出现毒蛇咬伤并发症，而有的

患者没有并发症，这与患者的年龄、性别、区域以及

体质等差异有关，使得毒蛇咬伤的治疗成为一个极

具挑战的课题。

２　 毒蛇咬伤多系统并发症

２􀆰 １　 血液系统

２􀆰 １􀆰 １　 消耗性凝血病　
　 　 消 耗 性 凝 血 病 （ ｖｅｎｏｍ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ
ｃｏａｇｕｌｏｐａｔｈｙ，ＶＩＣＣ）是毒液诱导的促凝剂毒素（包括

凝血酶原激活物、凝血因子 Ｖ ／ Ｘ 激活物、类凝血酶

等）激活了凝血通路，在促凝过程中消耗大量纤维

蛋白原、凝血因子及血小板，形成“消耗性低凝状

态” ［６］。 临床表现为出血，轻者皮下、鼻或牙龈出

血，重者呈血液失凝状态，可见颅内和脏器出血等。
此类出血表现与弥散性血管内凝血类似，但后者伴

有微血栓形成、微循环障碍，以终末器官衰竭为特

征，往往难以自愈。 本病的诊断主要基于凝血功能

检查，可见国际标准化比、凝血酶原时间及 ｄ－二聚

体升高，纤维蛋白原降低。 血栓弹力图［７］ 能够监测

凝血功能的损伤进展变化，可作为一种新型的 ＶＩＣＣ
诊断工具和疗效评价指标。

毒蛇咬伤引起的 ＶＩＣＣ 治疗以中和促凝剂毒

素，恢复凝血因子水平，预防大出血及并发症为原

则。 ＡＶ 可结合并中和游离毒素，但具有很强的时

效性，故强调早期使用［８］。 使用 ＡＶ 后应密切监测

凝血功能，可通过血栓弹力图指导 ＡＶ 额外使用的

剂量、时间及频率。 研究表明，对于活动性出血的

患者，使用外源性凝血因子替代疗法可加速凝血功

能的恢复，在注射 ＡＶ ４ ｈ 内给予新鲜冰冻血浆可缩

短病程［９］。
２􀆰 １􀆰 ２　 血栓性微血管病　
　 　 部分 ＶＩＣＣ 病例会发展为血栓性微血管病

（ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｍｉｃｒｏａｎｇｉｏｐａｔｈｙ，ＴＭＡ），ＶＩＣＣ 常见于毒

蛇咬伤后 １􀆰 ５～２ ｈ，注射 ＡＶ 后 １２～２４ ｈ 内消退，而
ＴＭＡ 常在咬伤后 １～３ ｄ 出现，并持续更长时间［１０］。
此外，尚有一些未经历 ＶＩＣＣ 的 ＴＭＡ 病例报道［１１］。

Ｎｏｕｔｓｏｓ 等［１２］提出 ＴＭＡ 的诊断标准为：血涂片检查

显示贫血伴＞１􀆰 ０％的红细胞碎片，伴有绝对血小板

减少（＜１５０×１０９ ／ Ｌ）或血小板较基线相对减少 ２５％。
ＴＭＡ 可累及内脏，肾是蛇伤相关 ＴＭＡ 的主要靶器

官，早期诊断急性肾损伤（ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）
对减少并发症、挽救生命至关重要，而红细胞碎片

对 ＴＭＡ 合并 ＡＫＩ 的诊断具有较高的敏感性和特异

性［１３］。 因此，临床上建议 ＴＭＡ 患者应在毒蛇咬伤

２４ ｈ 内进行连续血涂片检查。
治疗上，血浆置换可清除血液中的毒素，减少

血管内皮的进一步损伤，目前已用于一些较严重的

ＴＭＡ 病例［１４］。 对于 ＴＭＡ 合并 ＡＫＩ 患者，应强化支

持性护理，维持血流动力学稳定，必要时行血液透

析等肾支持及肾替代治疗。 据研究统计，９７％最初

需透析治疗的 ＴＭＡ 合并 ＡＫＩ 患者均能获得无透析

生存期，但仍存在发展为慢性肾病的风险，因此建

议对此类患者进行长期肾功能监测［１５］。
２􀆰 １􀆰 ３　 毛细血管渗漏综合征　
　 　 毛细血管渗漏综合征（ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｌｅａｋ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＣＬＳ）是罗素蝰蛇（Ｒｕｓｓｅｌｌ’ ｓ ｖｉｐｅｒ）咬伤的一种独特

并发症，发病机制尚不明确，可能为毒素直接或间

接作用于血管内皮，毛细血管通透性增加，血浆外

渗至组织间隙［１６］。 临床表现为球结膜及眶周水肿、
腮腺肿胀，呈“毒蛇头外观”，甚或胸腹腔积液、全身

弥漫性凹陷性水肿。 由于血浆外渗、血容量减少，
继而出现低血压、低蛋白血症和低容量性休克等并

发症。 组织灌注减少进一步致肾小管缺血坏死，故
易进展为 ＡＫＩ。 若血流动力学未及时改善，还会导

致多器官功能障碍和死亡。
毒蛇咬伤后 ＣＬＳ 治疗的首要任务是稳定气道，

给予氧供，必要时行气管插管辅助呼吸，积极液体

复苏以维持组织灌注［１７］。 血浆置换能够清除 ＡＶ
无法中和的毒素及与毛细血管损伤相关的细胞因

子和炎症介质，目前已有成功治疗的案例报道［１８］，
但尚缺乏高质量的大规模研究。
２􀆰 ２　 神经系统

２􀆰 ２􀆰 １　 神经肌肉麻痹

　 　 神经毒性是常见的中毒类型，毒素通过阻滞神

经肌肉传导而引起弛缓性麻痹。 症状最早在毒蛇

咬伤后 ３ ｍｉｎ 出现，进展迅速，最初累及眼外肌，逐
渐累及面颈部、肢体肌肉和呼吸肌。 呼吸衰竭是神

经毒性蛇咬伤与死亡率相关的主要原因，也是临床

上密切关注的焦点。 一旦出现呼吸困难等症状，应
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立即吸氧，监测呼吸功能，必要时行气管插管和机

械通气。
２􀆰 ２􀆰 ２　 中风　
　 　 中风是与脑血管相关的神经系统损伤，包括缺

血性和出血性两类，多继发于呼吸机麻痹、心脏骤

停致缺血缺氧或血液毒性直接诱发。 蛇伤后颅内

出血发病率更高，已明确归因于凝血功能障碍；而
缺血性中风的发病机制尚存在争议，可能与内皮损

伤、高凝、自身免疫性血管炎、ＴＭＡ 和全身性低血压

等相关［１９］。 此外，毒蛇咬伤后缺血性中风还可能发

展为其它严重的并发症，包括截瘫、皮质性失明［２０］、
脑白质病和帕金森病等［２１］。 治疗上，给予通气支

持，纠正凝血功能，早期注射 ＡＶ，并结合其它对症

辅助治疗对于改善预后至关重要。
２􀆰 ２􀆰 ３　 其它神经系统并发症　
　 　 毒蛇咬伤后还可表现出其它罕见的神经系统

并发症，如可逆性后部脑病综合征［２２］、急性播散性

脑脊髓炎［２３］、Ｌａｎｃｅ⁃Ａｄａｍｓ 综合征［２４］、复杂区域疼

痛综合征［２５］等。 这些并发症可通过 ＣＴ、ＭＲＩ 等影

像学及电生理检查诊断。 可逆性后部脑病综合征

是一种以头痛、癫痫发作、局灶性神经功能障碍等

多重症状为特征，并伴有可逆性血管源性脑水肿的

综合征，本病应重视病因治疗，包括降压、停用免疫

抑制剂和改善肾功能等［２０］。 急性播散性脑脊髓炎

与麻疹、腮腺炎和单纯疱疹等病毒感染相关，是一

种中枢神经系统脱髓鞘疾病，毒蛇咬伤后急性播散

性脑脊髓炎可能与毒液或 ＡＶ 介导的免疫损伤相

关，治疗包括激素、免疫调节、血浆置换、物理和康

复疗法等［２１］。 Ｌａｎｃｅ⁃Ａｄａｍｓ 综合征又称为活动性肌

阵挛综合征，表现为构音障碍、动作 ／意图肌阵挛、
癫痫、认知障碍和共济失调，可予氯硝西泮、左乙拉

西坦等镇静治疗，其预后差异显著，早期诊断至关

重要［２２］。 复杂区域疼痛综合征常发生在创伤后，特
征为慢性疼痛、水肿、皮肤颜色及感觉异常、骨质疏

松和肌阵挛，与交感神经障碍相关［２３］。 持续疼痛给

患者造成长期负担，蛇伤后应警惕此综合征，并通

过早期治疗控制疼痛，以防严重的神经功能丧失。
２􀆰 ３　 运动系统

２􀆰 ３􀆰 １　 组织坏死　
　 　 毒蛇咬伤后，蛇毒金属蛋白酶、透明质酸酶和

磷脂酶 Ａ２ 等毒素通过降解细胞外基质，诱导炎症

和细胞凋亡，导致组织坏死及再生不良［２６］，是蛇伤

的远期并发症之一，临床表现为慢性溃疡、瘢痕、畸

形、肌肉萎缩、关节僵硬、平衡受损等。 此类并发症

虽多无致命性，但严重影响患者的生活质量，造成

重大的经济负担。 临床上对毒蛇咬伤后严重的局

部症状应及时采取清创、解除挛缩或截肢等处理，
传统天然药物对局部损伤可起到有效的补充或替

代治疗效果。
２􀆰 ３􀆰 ２　 筋膜室综合征　
　 　 蛇毒螯入后局部组织出血、肿胀、渗出、坏死，
血供减少；筋膜室内压力升高，进一步加重血液循

环障碍，导致室内神经肌肉缺血坏死，并发展为筋

膜室 综 合 征 （ ｏｓｔｅｏｆａｓｃｉａｌ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＯＣＳ）。 小腿和前臂筋膜厚韧，缺乏弹性，且存在双

骨和骨间膜结构，为 ＯＣＳ 的好发部位［２７］。 ＯＣＳ 临

床表现可归纳为 “６Ｐ”，即疼痛 （ ｐａｉｎ）、感觉异常

（ｐａｒｅｓｔｈｅｓｉａ）、皮肤苍白（ ｐａｌｌｏｒ）、麻痹（ ｐａｒａｌｙｓｉｓ）、
肤温 异 常 （ ｐｏｉｋｉｌｏｔｈｅｒｍｉａ ） 及 脉 搏 减 弱 或 消 失

（ｐｕｌｓｅｌｅｓｓｎｅｓｓ）。 ＯＣＳ 病情进展迅速，如未及时诊

治，轻者肌肉挛缩、损害神经功能，重者可致神经干

及肌肉坏死，发生毒血症及肾功能衰竭，甚至危及

生命。
筋膜室压力测定是 ＯＣＳ 诊断的金标准，当室筋

膜压＞３０ ～ ４０ ｍｍＨｇ 或舒张压与室筋膜压差＜３０ ～
４０ ｍｍＨｇ 可明确诊断［２８］。 白细胞计数和 ＡＳＴ 水平

升高是 ＯＣＳ 的危险因素，有助于早期预测；ＭＲＩ 可

确定 ＯＣＳ 涉及的肌间，推荐 ＭＲＩ 结合筋膜室压力监

测用于本病的诊断和疗效评估［２９］。 治疗上，早期给

予足量 ＡＶ 可降低组织压，减少肌坏死，常规治疗还

包括抗生素、激素、破伤风免疫球蛋白、脱水及利尿

剂等［３０］。 筋膜切开术可快速降低腔室内压力，是蛇

伤后 ＯＣＳ 公认的治疗方法。 目前对于切开时机尚

没有统一标准，多数学者主张早期切开，既可缓解

筋膜室高压，亦可清创引流［３１］；也有研究表明即使

早期行筋膜切开术，仍然无法改善肢体功能预后，
故仅推荐用于筋膜下压力持续升高的难治性病

例［３２］。 此外，负压封闭引流术有助于减轻组织水肿

及感染，加速创面的愈合，可作为辅助疗法［３３］。
２􀆰 ３􀆰 ３　 钙化性肌坏死　
　 　 本病常继发于 ＯＣＳ，尤其是伴周围神经损伤的

病例。 其特征是肢体间室内肌肉坏死区域伴周围

钙化和中央液化，好发于前腔室，其次是外侧腔室

和后深腔室［３４］。 表现为逐渐增大的无痛肿块，偶尔

有压痛，易被误诊为软组织肉瘤，可通过病史及 Ｘ
线、ＭＲＩ 等影像学检查诊断。 早期诊治 ＯＣＳ 可预防
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该并发症的发生，由于手术感染风险较高，主张无

症状者先进行观察和随访，严重者可行肿块完全切

除和抽吸引流，术后运用抗生素 ６～８ 周［３５］。
２􀆰 ４　 内分泌系统

　 　 垂体功能减退（ ｈｙｐｏｈｙｐｏｐｈｙｓｉｓ，ＨＰ）是最常见

的内分泌系统并发症，主要见于 Ｒｕｓｓｅｌｌ’ ｓ ｖｉｐｅｒ 咬

伤，少数病例也见于锯鳞蝰蛇（ ｓａｗ⁃ｓｃａｌｅｄ ｖｉｐｅｒ）。
其发病机制尚不明确，可能为血液毒性致垂体血管

中纤维蛋白微血栓沉积，或低血压致垂体缺血缺

氧，或血管通透性增加致垂体出血肿胀［３６］。 急性

ＨＰ 表现为低血糖、低血压和休克，死亡率较高；迟
发性 ＨＰ 在蛇伤后数月至数年出现，临床特征包括

虚弱、声音沙哑、身体肿胀、体毛减少、性欲减退、男
性勃起功能障碍、女性月经紊乱，表现较隐匿［３７］。

垂体 ＭＲＩ 可见部分空蝶鞍区，但存在假阴性诊

断。 继发性性腺功能减退和甲状腺功能减退是迟

发性 ＨＰ 最常见的蛇伤并发症，其次是继发性肾上

腺功能不全和生长激素缺乏。 不明原因的反复低

血糖和难治性低血压是 ＨＰ 的危险因素，ＡＫＩ、ＣＬＳ
和凝血功能障碍是 ＨＰ 的预测指标［３８］，此类患者应

长期随访，及时识别内分泌紊乱，早期激素替代治

疗，以减轻症状，提高生活质量，降低死亡率。
此外，毒蛇咬伤还可能出现原发性肾上腺功能

不全、电解质紊乱（包括低钠血症、低钾血症、高钾

血症）、尿崩症和高血糖等广泛的内分泌相关并发

症［３９］。 因此，毒蛇咬伤后应密切监测患者内分泌水

平，以减少及延缓毒蛇咬伤内分泌系统并发症的发

生及进展。
２􀆰 ５　 生殖系统

　 　 生殖功能主要由下丘脑－垂体－性腺轴调节，研
究表明，Ｒｕｓｓｅｌｌ’ｓ ｖｉｐｅｒ 咬伤后 ＨＰ 可继发性腺功能

减退，激素水平发生改变，进而影响患者的生殖功

能。 此外，目前已开展多项动物实验研究，验证了

蛇毒毒素对雄性动物生殖能力的影响。 Ｒｅｐｒｏｔｏｘｉｎ
是第一种从 Ｄａｂｏｉａ ｒｕｓｓｅｌｉｉ 蛇毒中分离出来的对生

殖系统有害的毒素，可致小鼠睾丸的生殖细胞和间

质细胞退化、输精管萎缩［４０］。 Ｃｒｏｔａｌｕｓ ｄｕｒｉｓｓｕｓ 蛇毒

可影响染色质的凝聚和组装，增加异常形态精子的

数量，其毒液的主要成分磷脂酶 Ａ２ 可诱导小鼠精

子膜损伤，磷酸二酯酶可降解 Ｈ２Ｂ 组蛋白［４１］；
Ｂｏｔｈｒｏｐｓ ｊａｒａｒａｃａ 蛇毒可诱导成年小鼠生精上皮结

构和功能的改变，抑制精子产生，并增加睾丸蛋白

总提取物中的一氧化氮水平，诱导内腔室的生殖细

胞释放到输精管，导致生精上皮支持细胞减少［４２］。
生殖系统损伤是既往被忽视的蛇伤并发症，而

生育能力是备受关注的民生问题，上述研究提示临

床医生在毒蛇咬伤患者的处理中应重视生殖系统

功能的排查，早期诊治以防不可逆的生殖功能障碍

发生。
２􀆰 ６　 其他蛇伤并发症

２􀆰 ６􀆰 １　 心理上并发症　
　 　 因人们对蛇根深蒂固的恐惧，及肢体挛缩、瘢
痕或残疾等并发症发生，毒蛇咬伤常给患者带来极

大的心理压力和焦虑。 研究显示，部分患者在毒蛇

咬伤后 １ ～ ４ 年内出现严重的心理疾病，表现为焦

虑、抑郁、癔病、器质性妄想症、创伤后应激障碍

（ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｄｉｓｏｒｄｅｒ， ＰＴＳＤ ） 和 心 理 障

碍［４３］，导致患者行动力、注意力、学习和认知能力下

降。 一项回顾性研究表明毒蛇咬伤患者与未被蛇

咬伤的患者相比，ＰＴＳＤ 的患病率分别为 ４３％和

２８％，且前者在心理和社会领域的生活质量评分显

著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５） ［４４］。 早期对患者进行心理健康筛

查和干预，即使是非专业心理医生进行简短的心理

教育和认知行为疗法，均有助于减轻患者焦虑和抑

郁等精神症状，改善整体功能［４５］。
因此，提高临床医生对蛇伤患者心理健康状况

的认识，提供心理监测及适当干预，对于蛇伤临床

管理，开发综合护理模式，了解疾病的真实负担均

有重要意义。
２􀆰 ６􀆰 ２　 蛇伤后眼部并发症

　 　 毒蛇咬伤致眼部病变的途径分为蛇毒注射和

蛇毒喷射两种。 蛇毒喷射是指某些蛇类（如眼镜

蛇、横纹蛇等）通过唾液腺或颈腺将毒液喷射入眼，
多涉及单眼，主要为前节段损伤，表现为畏光、角膜

水肿、结膜炎和葡萄膜炎等，由蛇毒中的胶原酶和

蛋白酶触发的组胺和乙酰胆碱内释放造成。 蛇毒

注射是指毒素通过血液循环到达眼睛而致相应损

伤，由于视网膜和脉络膜血管丰富，故常发生后节

段损伤，临床表现取决于毒素类型。 神经毒素可致

眼部神经功能紊乱，表现为眼肌麻痹、上睑下垂、复
视、视神经炎等；血液毒素可致凝血功能障碍，表现

为葡萄膜炎、视网膜中央动脉阻塞、视网膜或玻璃

体出血、黄斑梗死等［４６］。 由于眼前房液体循环受到

抑制， 急 性 闭 角 型 青 光 眼 （ ａｃｕｔｅ ａｎｇｌｅ ｃｌｏｓｕｒｅ
ｇｌａｕｃｏｍａ，ＡＣＧ）也有发生。 Ｋｕｌｋａｒｎｉ 等［４７］ 发现 ＡＣＧ
可能与血毒性蛇咬伤后 ＣＬＳ 和 ＡＫＩ 有关，在毛细血
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管广泛渗漏的情况下，睫状体水肿，进而睫状体突

前旋转和晶状体虹膜前移位，导致眼压升高。 另

外，其它罕见的眼科急症如双侧增生性视网膜病变

伴牵 拉 性 视 网 膜 脱 离 和 皮 质 性 失 明 等 均 有

报道［４８－４９］。
临床上应高度警惕毒蛇咬伤引起的 ＡＣＧ 等眼

科急症，对可疑患者进行眼底评估，及时诊断和治

疗可预防视力丧失。 治疗上，对于蛇毒喷射入眼，
应立即用自来水或盐水清洗，大多症状可缓解。 对

于蛇毒注射入眼，ＡＶ 是主要治疗方法，其它治疗包

括外用血管收缩剂（如肾上腺素）或局麻药镇痛，抗
生素预防感染， 阿托品、 东莨菪碱预防睫状肌

痉挛［４４］。
２􀆰 ６􀆰 ３　 毒蛇咬伤后感染　
　 　 毒蛇的口腔和毒牙含有多种致病菌，加之损伤

坏死的组织有利于细菌定植，毒蛇咬伤后易产生严

重的局部和全身化脓性并发症。 临床上毒蛇咬伤

后数小时至数天内可出现蜂窝织炎，若早期治疗不

当或不及时，可发展为坏死性筋膜炎，严重者出现

广泛的组织坏死和进行性脓毒症，并发急性肾功能

衰竭、血小板减少和凝血功能障碍。 Ｔｓａｉ 等［５０］ 研究

发现，出血性大疱、白细胞计数和形态以及肝炎、糖
尿病、心脏病、高血压、痛风和终末期肾病等慢性基

础病均是坏死性筋膜炎的危险因素。 对于毒蛇咬

伤患者，入院后应密切观察局部感染情况，一般不

建议预防性使用抗生素，如若存在感染风险或出现

明显的感染症状，可经验性使用第三代头孢菌素，
局部消毒、坏死组织切除和脓肿引流是治疗伤口感

染的必要措施，对已明确的坏死性筋膜炎应尽早行

筋膜切开术［５１］。
由于毒蛇的毒牙较骨头钙化低，Ｘ 线具有一定

透光性，故蛇伤后异物滞留的延迟感染也时有发

生。 Ｇｅｌｍａｎ 等［５２］ 报道 １ 例响尾蛇咬伤，尽管入院

时完善了放射性检查和彻底清疮术，但后期由于组

织中滞留的毒牙感染出现脓毒性关节炎。 该病例

强调了对残留异物仔细检查的重要性，增强 Ｘ 线及

其它影像学方法如超声、暗场和相位对比成像均可

辅助诊断。

３　 结语

　 　 随着全球气候变暖增加了蛇的活动时间，以及

农村等地区生态环境的改善，蛇类的猎物急剧增

加，为毒蛇生存提供了有利条件，毒蛇咬伤事件逐

年增加。 然而，因毒蛇咬伤主要发生在农村等偏远

地区，其危害性被严重忽视；毒蛇咬伤记录保存不

完整，使得现有毒蛇咬伤所致死亡或永久性损伤的

相关数据被严重低估。 而毒蛇咬伤后相关并发症

更是为这些欠发达地区的患者增加了沉重的经济

与心理负担，因病致残或因病致贫，使得毒蛇咬伤

事件既是医学问题，也是社会学与经济学问题。
毒蛇咬伤具有广泛的危重并发症及慢性致残

后遗症，由于蛇的种属、毒素类型、蛇咬伤和注射

ＡＶ 的时间间隔及地理差异，难以预测毒蛇咬伤后

毒化作用的具体结果。 此外，不当的急救和治疗包

括伤口切割、止血带、电击以及无效的草药疗法等

均能引起蛇伤并发症的发生与发展。 目前，在降低

毒蛇咬伤并发症发病率和提高患者治疗效果方面

还有显著的改进空间。 临床医生应关注毒蛇咬伤

可能出现的即时性和延迟性并发症，建立与毒蛇咬

伤相关的长期健康后遗症筛查机制。
总之，毒蛇咬伤后应积极监测并发症危险因

素，遵循循证医学规律，采取相应防治措施，降低毒

蛇咬伤并发症的发生发展，提高患者生存质量，以
规避蛇伤急性事件转变为更为昂贵的慢性疾病

负担。
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［３３］ 　 穆学伟， 吴艺， 王盛， 等． 创面菱形分布切开联合负压封闭

引流技术对毒蛇咬伤的临床价值 ［ Ｊ］ ． 中国现代医学杂志，
２０２０， ３０（１１）： １１２－１１５．
ＭＵ Ｘ Ｗ， ＷＵ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｈｏｍｂｏｔｏｍｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＶＳＤ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｓｕｃｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｖｅｎｏｍｏｕｓ ｓｎａｋｅ ｂｉｔｅ ｗｏｕｎｄ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｍｏｄ Ｍｅｄ， ２０２０， ３０
（１１）： １１２－１１５．

［３４］ 　 ＹＵＥＮＹＯＮＧＶＩＷＡＴ Ｖ， ＬＡＯＨＡＷＩＲＩＹＡＫＡＭＯＬ Ｔ，
ＳＵＷＡＮＮＯ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｌｃｉｆｉｃ ｍｙｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｎａｋｅ ｂｉｔｅ：

０５１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



ａ ｃａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ ａｎｄ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｍｅｄ Ｃａｓｅ Ｒｅｐ，
２０１４， ８： １９３．

［３５］ 　 ＰＡＰＡＮＩＫＯＬＡＯＵ Ａ， ＣＨＩＮＩ Ｍ， ＰＡＶＬＡＫＩＳ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｌｃｉｆｉｃ
ｍｙｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｇ： ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｗｉｔｈ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｓｕｒｇ Ｉｎｆｅｃｔ， ２０１１， １２（３）： ２４７－２５０．

［３６］ 　 ＳＨＩＶＡＰＲＡＳＡＤ Ｃ， ＡＩＳＷＡＲＹＡ Ｙ， ＳＲＩＤＥＶＩ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｌａｙｅｄ
ｈｙｐｏｐｉｔｕｉｔａｒｉｓｍ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ Ｒｕｓｓｅｌｌ’ ｓ ｖｉｐｅｒ ｅｎｖｅｎｏｍａｔｉｏｎ： ａ ｃａｓｅ
ｓｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｖｉｅｗ ［ Ｊ］ ． Ｐｉｔｕｉｔａｒｙ， ２０１９， ２２ （ １）： ４
－１２．

［３７］ 　 ＡＮＴＯＮＹＰＩＬＬＡＩ Ｃ Ｎ， ＷＡＳＳ Ｊ Ａ， ＷＡＲＲＥＬＬ Ｄ Ａ， ｅｔ ａｌ．
Ｈｙｐｏｐｉｔｕｉｔａｒｉｓｍ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｅｎｖｅｎｏｍｉｎｇ ｂｙ Ｒｕｓｓｅｌｌ ’ ｓ ｖｉｐｅｒｓ
（Ｄａｂｏｉａ ｓｉａｍｅｎｓｉｓ ａｎｄ Ｄ． ｒｕｓｓｅｌｉｉ ） ｒｅｓｅｍｂｌｉｎｇ Ｓｈｅｅｈａｎ ’ ｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ： ｆｉｒｓｔ ｃａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ ｆｒｏｍ Ｓｒｉ Ｌａｎｋａ， ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ
ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ．
ＱＪＭ， ２０１１， １０４（２）： ９７－１０８．

［３８］ 　 ＧＯＬＡＹ Ｖ， ＲＯＹＣＨＯＷＤＨＡＲＹ Ａ， ＤＡＳＧＵＰＴＡ Ｓ， ｅｔ ａｌ．
Ｈｙｐｏｐｉｔｕｉｔａｒｉｓｍ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｖａｓｃｕｌｏｔｏｘｉｃ ｓｎａｋｅ ｂｉｔｅ
ｅｎｖｅｎｏｍａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ： ａ ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｎ
ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ａｎｄ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｐｉｔｕｉｔａｒｙ，
２０１４， １７（２）： １２５－１３１．

［３９］ 　 ＢＨＡＴＴＡＣＨＡＲＹＡ Ｓ， ＫＲＩＳＨＮＡＭＵＲＴＨＹ Ａ，
ＧＯＰＡＬＡＫＲＩＳＨＮＡＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｎａｋｅｂｉｔｅ ｅｎｖｅｎｏｍｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｔｒｏｐ Ｍｅｄ
Ｈｙｇ， ２０００， １０３（４）： １３８８－１３９６．

［４０］ 　 ＫＵＭＡＲ Ｊ Ｒ， ＢＡＳＡＶＡＲＡＪＡＰＰＡ Ｂ Ｓ， ＡＲＡＮＣＩＯ Ｏ， ｅｔ ａｌ．
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ “ Ｒｅｐｒｏｔｏｘｉｎ”， ａ ｎｏｖｅｌ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｆｒｏｍ Ｄａｂｏｉａ ｒｕｓｓｅｌｉｉ ｓｎａｋｅ ｖｅｎｏｍ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ，
２００８， ９０（１０）： １５４５－１５５９．

［４１］ 　 ＦＥＲＮＡＮＤＥＳ Ｆ Ｈ， ＢＵＳＴＯＳ⁃ＯＢＲＥＧＯＮ Ｅ， ＭＡＴＩＡＳ Ｒ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｒｏｔａｌｕｓ ｄｕｒｉｓｓｕｓ ｓｐ． ｒａｔｔｌｅｓｎａｋｅ ｖｅｎｏｍ ｉｎｄｕｃｅｓ ｔｏｘｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ
ｍｏｕｓｅ ｓｐｅｒｍ ［Ｊ］ ． Ｔｏｘｉｃｏｎ， ２０１８， １５３： １７－１８．

［４２］ 　 ＡＬＢＥＲＴＯ⁃ＳＩＬＶＡ Ｃ， ＦＲＡＮＺＩＮ Ｃ Ｓ， ＧＩＬＩＯ Ｊ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ
Ｂｏｔｈｒｏｐｓ ｊａｒａｒａｃａ ｓｎａｋｅ ｖｅｎｏｍ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｏｕｓｅ ｓｅｍｉｎｉｆｅｒｏｕｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｅｎｏｍ Ａｎｉｍ Ｔｏｘｉｎｓ Ｉｎｃｌ

Ｔｒｏｐ Ｄｉｓ， ２０２０， ２６： ｅ２０２００００７．
［４３］ 　 ＢＨＡＵＭＩＫ Ｓ， ＫＡＬＬＡＫＵＲＩ Ｓ， ＫＡＵＲ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｎｔａｌ ｈｅａｌｔｈ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｆｔｅｒ ｓｎａｋｅｂｉｔｅ： ａ ｓｃｏｐｉｎｇ ｒｅｖｉｅｗ ［ Ｊ］ ． ＢＭＪ Ｇｌｏｂ
Ｈｅａｌｔｈ， ２０２０， ５（１１）： ｅ００４１３１．

［４４］ 　 ＨＡＢＩＢ Ｚ Ｇ， ＳＡＬＩＨＵ Ａ Ｓ， ＨＡＭＺＡ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｓｔｔｒａｕｍａｔｉｃ
ｓｔｒｅｓｓ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ａｎｄ ｐｓｙｃｈｏ⁃ｓｏｃｉａｌ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｎａｋｅｂｉｔｅ
ｉｎ Ｎｏｒｔｈｅａｓｔｅｒｎ Ｎｉｇｅｒｉａ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ Ｍｅｄ， ２０２１， ５６
（２）： ９７－１１５．

［４５］ 　 ＷＩＪＥＳＩＮＧＨＥ Ｃ Ａ， ＷＩＬＬＩＡＭＳ Ｓ Ｓ， ＫＡＳＴＵＲＩＲＡＴＮＥ Ａ， ｅｔ
ａｌ． Ａ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒｉａｌ ｏｆ ａ ｂｒｉｅｆ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｄｅｌａｙｅｄ ｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｓｎａｋｅｂｉｔｅ ｖｉｃｔｉｍｓ ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ
Ｎｅｇｌ Ｔｒｏｐ Ｄｉｓ， ２０１５， ９（８）： ｅ０００３９８９．

［４６］ 　 ＣＨＡＮＧ Ｋ Ｃ， ＨＵＡＮＧ Ｙ Ｋ， ＣＨＥＮ Ｙ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｖｅｎｏｍ
ｏｐｈｔｈａｌｍｉａ ａｎｄ ｏｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｓｎａｋｅ ｖｅｎｏｍ
［Ｊ］ ． Ｔｏｘｉｎｓ， ２０２０， １２（９）： ５７６．

［４７］ 　 ＫＵＬＫＡＲＮＩ Ｃ， ＧＥＯＲＧＥ Ｔ Ａ， ＡＶ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｕｔｅ ａｎｇｌｅ
ｃｌｏｓｕｒｅ ｇｌａｕｃｏｍａ ｗｉｔｈ ｃａｐｉｌｌｌａｒｙ ｌｅａｋ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｎａｋｅ
ｂｉｔｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｄｉａｇｎ Ｒｅｓ， ２０１４， ８（１０）： ＶＣ０１－ＶＣ０３．

［４８］ 　 ＴＨＯＭＡＳ Ｎ Ｒ， ＤＡＳ Ｄ， ＳＡＵＲＡＢＨ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｒａｒｅ ｃａｓｅ ｏｆ
ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｔｒａｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｔｉｎａｌ ｄｅｔａｃｈｍｅｎｔ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｎａｋｅｂｉｔｅ ［ Ｊ］ ．
Ｉｎｄｉａｎ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ， ２０１７， ６５（１１）： １２３８－１２４０．

［４９］ 　 ＫＯＤＩＡＴＴＥ Ａ Ａ， ＪＯＨＮ Ｌ． Ｈｅｍｏｔｏｘｉｃ ｓｎａｋｅｂｉｔｅ ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｗｉｔｈ
ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｂｌｉｎｄｎｅｓｓ ｄｕｅ ｔｏ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｏｃｃｉｐｉｔａｌ ｉｎｆａｒｃｔｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎｄｉａｎ
Ｊ Ｃｒｉｔ Ｃａｒｅ Ｍｅｄ， ２０１９， ２３（２）： ９９－１０１．

［５０］ 　 ＴＳＡＩ Ｙ Ｈ， ＨＳＵ Ｗ Ｈ， ＨＵＡＮＧ Ｋ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇ ｆａｓｃｉｉｔｉｓ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｖｅｎｏｍｏｕｓ ｓｎａｋｅｂｉｔｅｓ ｉｎ ａ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ
Ｔａｉｗａｎ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２０１７， ６３： ３０－３６．

［５１］ 　 ＨＯＵＣＫＥ Ｓ， ＲＥＳＩＥＲＥ Ｄ， ＬＯＮＴＳＩＮＧＯＵＬＡ Ｇ Ｒ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｎａｋｅｂｉｔｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｆｒｅｎｃｈ Ｇｕｉａｎａ
［Ｊ］ ． Ｔｏｘｉｎｓ， ２０２２， １４（２）： ８９．

［５２］ 　 ＧＥＬＭＡＮ Ｄ， ＢＡＴＥＳ Ｔ， ＮＵＥＬＬＥ Ｊ Ａ Ｖ． Ｓｅｐｔｉｃ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｒｏｘｉｍａｌ ｉｎｔｅｒｐｈａｌａｎｇｅａｌ ｊｏｉｎｔ ａｆｔｅｒ ｒａｔｔｌｅｓｎａｋｅ ｂｉｔｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｈａｎｄ
Ｓｕｒｇ Ａｍ， ２０２２， ４７（５）： ４８４． ｅ１－４８４． ｅ４．

〔收稿日期〕２０２３－１１－０６

１５１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



２０２４ 年 ５ 月

第 ３４ 卷　 第 ５ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｙ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ５

王煜，吴勇，梁春南，等． 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建基因修饰小鼠模型的技术优化进展 ［ Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４
（５）： １５２－１５８．
Ｗａｎｇ Ｙ， Ｗｕ Ｙ， Ｌｉａｎｇ ＣＮ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（５）： １５２－１５８．
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利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建基因修饰小鼠模型的
技术优化进展

王　 煜，吴　 勇，梁春南，范昌发∗

（中国食品药品检定研究院实验动物资源研究所，北京　 １０２６２９）

　 　 【摘要】 　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术的兴起，推动了生命科学各个领域的发展。 随着对其认识的不断加深，人们进行

了多重改进和优化，以适应不同的应用场景。 在基因修饰小鼠模型制作中，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术的优化也带来了众

多突破性进展。 本文简要回顾了 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术的发展历程，并从 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 元件优化、条件敲除 ／敲入基因

修饰小鼠模型的构建以及 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 元件和 ＨＤＲ 模板的递送系统层面总结了优化策略，展望该技术未来的

发展。
【关键词】 　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９；小鼠模型；条件敲除 ／敲入；递送
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Ｂｅｉｊｉｎｇ １０２６２９， Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｈａｓ ｄｒｉｖｅｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｆｉｅｌｄｓ ｉｎ ｌｉｆｅ ｓｃｉｅｎｃｅ． Ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ
ｄｅｅｐｅｎｉｎｇ ｏｆ ｉｔｓ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ， ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｈａｖｅ ｍａｄｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｓ ｔｏ ａｄａｐｔ ｔｏ ｖａｒｉｏｕｓ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｓｃｅｎａｒｉｏｓ． Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｈａｓ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｂｒｅａｋｔｈｒｏｕｇｈｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ
ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ． Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｂｒｉｅｆｌｙ ｒｅｖｉｅｗｓ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９， ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ／ ｋｎｏｃｋｉｎ ｇｅｎｅ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌｓ， ａｎｄ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍｓ ｆｏｒ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ ＨＤＲ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９； ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ； ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ／ ｋｎｏｃｋｉｎ； ｄｅｌｉｖｅｒｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 小鼠和人类有着非常相似的遗传背景，二者约

９０％的基因组为保守共线性（ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｙｎｔｅｎｙ）区

域［１］。 与人类其他同源关系较近的猴、大猩猩等动

物相比，小鼠的体型小，繁殖能力强，饲养成本较



低，更加符合实验动物伦理要求。 因此，小鼠成为

实验室人类疾病相关研究使用最广泛的模式动物。
尽管其基因组与人类基因组有着较高的同源性，但
二者之间的差异也不可小觑［２］。 例如，小鼠和人类

在免疫系统发育、激活和对外来抗原的应答方面存

在显著差异，导致无法用小鼠很好地模拟病原体感

染人体的过程［３］。 正常小鼠与人类细胞固有的分

子过程决定了组织特异性癌症发病率的显著差异，
导致了与年龄相关的癌症类型在小鼠和人类中易

发性不同［４－５］。 研究人类的疾病发生过程、评价新

药的体内疗效以及研发应对流行病的疫苗，都需要

合适的动物模型，以重现人类疾病临床症状。 因

此，研究人员尝试通过敲除某些基因或将人源基因

插入到小鼠基因组的方法构建疾病动物模型，模拟

人类疾病的发生［６－８］。 近年建立的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 技

术为构建基因修饰小鼠模型提供了有力的工

具［９－１２］。 随着科学技术的不断进步，科学家也在不

断尝试新的技术手段，采取不同策略优化该基因编

辑技术体系，以期更好地、更有效地利用 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ 系统构建基因修饰动物模型，满足基础研究和

临床试验的需要。 本文就利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术

构建基因修饰动物模型的技术优化进展做简要

回顾。

１　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统的发展历程

　 　 ２００７ 年，法国科学家发现了一种细菌的获得性

免疫系统—ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统，细菌可以特异识别

入侵的外源 ＤＮＡ，利用 Ｃａｓ 蛋白对其进行剪切破

坏［１３］，以消除外源 ＤＮＡ 的影响。 ２０１１ ～ ２０１２ 年，美
国科学家和法国科学家等开展了大量的研究，并于

２０１２ 年揭示了细菌和古细菌通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统

进行免疫防御的分子机制［１４－１８］。 之后，两人合作成

功 构 建 了 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系 统［１９］。 ２０１３ 年，
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术开始用于小鼠内源基因的高效

编辑［２０］。 在 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统建立之前，基因编

辑技术已经历了锌指蛋白（ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＺＦＰ）
技术和转录激活因子样效应物核酸酶（ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ， ＴＡＬＥＮ ） 等 技

术［２１－２２］。 与这两种基因编辑技术相比， ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 技术更加精准、便捷和高效［２３］。
２　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术优化及其在基因编辑小鼠中

的应用

　 　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统由两部分构成，即 ｓｇＲＮＡ

（ｓｍａｌｌ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ） 和 Ｃａｓ９ （ Ｃａｓ９ ｎｕｃｌｅａｓｅ） 蛋白。
ｓｇＲＮＡ 能够通过碱基互补配对对靶序列的进行识

别，在 ｓｇＲＮＡ 的引导下，Ｃａｓ９ 核酸酶能够识别靶序

列前的 ＰＡＭ（ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ ａｄｊａｃｅｎｔ ｍｏｔｉｆ）序列，并在

ＰＡＭ 序列上游 ３ ～ ８ ｂｐ 处对靶位点精确剪切［２４］。
经 Ｃａｓ９ 剪切的靶序列形成 ＤＳＢ （ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄ
ｂｒｅａｋｓ）缺口，在基因组本身存在的差错倾向修复机

制的作用下，靶序列产生了错配，即发生了基因突

变，导致该基因被敲除。 如果此时存在外源 ＤＮＡ 同

源重组模板 ＨＤＲ（Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｒｅｐａｉｒ），就会发

生同源重组修复，新的 ＤＮＡ 序列就会在某一位点发

生整合［２５］。 基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术原理，科学家

尝试对 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ 两个元件进行改良，以期降

低脱靶效率，提高外源基因敲入的精准度与效率，
从而在基因编辑小鼠模型的构建方面获得更多

突破。
２􀆰 １　 Ｃａｓ９ 蛋白的加工修饰及其在构建小鼠模型中

的应用

　 　 Ｃａｓ９ 核酸酶是 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术中

常用的酶，它可以在靶基因的特定位置引起 ＤＮＡ 双

链断裂。 其缺点是可能引起不必要的 ＤＮＡ 双链断

裂，导致非特异性编辑， 即脱靶效应 （ｏｆｆ⁃ｔａｒｇｅｔ
ｅｆｆｅｃｔ）。 因此，科学家尝试对 Ｃａｓ９ 核酸酶进行改造

或者替换，以实现更加精准的基因编辑，降低脱靶

效应。
２􀆰 １􀆰 １　 Ｃａｓ９ｎ 蛋白

　 　 Ｃａｓ９ｎ（Ｃａｓ９ ｎｉｃｋａｓｅ）是在 Ｃａｓ９ 蛋白的基础上，
通过丙氨酸取代 Ｃａｓ９ 两个结构域 ＲｕｖＣ 和 ＨＮＨ 中

的一个关键残基，从而形成一种只能引起 ＤＮＡ 单链

断裂的酶。 目前，常用的 Ｃａｓ９ｎ 蛋白有两种，一种是

通过用丙氨酸替代第 １０ 位的天冬氨酸使 ＲｕｖＣ 结

构域失活形成的 Ｄ１０Ａ 突变内切酶（Ｄ１０Ａ ｍｕｔａｎｔ
ｎｉｃｋａｓｅ），另一种是通过用丙氨酸替代第 ８４０ 位的组

氨酸使 ＨＮＨ 结构域失活形成 Ｈ８４０Ａ 突变内切酶

（Ｈ８４０Ａ ｍｕｔａｎｔ ｎｉｃｋａｓｅ）。 ＤＮＡ 单链断裂主要通过

高保真的碱基切除修复（ｂａｓｅ⁃ｅｘｃｉｓｉｏｎ ｒｅｐａｉｒ，ＢＥＲ）
途径修复［２６］，因此，Ｃａｓ９ｎ 很难引起非特异性编辑。
基于 Ｃａｓ９ｎ 的特性，科学家尝试采用对应两条互补

ＤＮＡ 链的两个 ｓｇＲＮＡ 介导，两个 Ｃａｓ９ｎ 蛋白在相近

位置切割的策略，将脱靶效应最小化。 在一项实验

中，作者成功使用 Ｄ１０Ａ 突变体对小鼠的受精卵进

行了基因修饰，最终在胚泡水平上检测基因编辑效

率，大致与 Ｃａｓ９ 组相同［２７］。 脱靶效应不仅导致目

３５１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



标基因没有得到修饰，而且还会导致非靶基因被破

坏，产生不符合预期的表型。 经 Ｃａｓ９ｎ 处理的受精

卵发育而成的小鼠，虽然也存在目标基因没有被修

饰的情况，但其靶基因之外的基因组区域被破坏的

概率较低。 因此，这些未被基因编辑的小鼠大部分

还是野生型，可以再次回收利用，减少了实验动物

的数量，更加符合实验动物伦理。
２􀆰 １􀆰 ２　 ｆＣａｓ９ 蛋白

　 　 ｆＣａｓ９（ＦｏｋＩ⁃ｄＣａｓ ９）是另一种改进的核酸酶，它
是由 ＦｏｋＩ 双链切割酶和双突变 Ｃａｓ９ 蛋白（ｄＣａｓ９）
构成。 其中 ｄＣａｓ９ （ ｄｅａｄ Ｃａｓ９） 蛋白是由 Ｃａｓ９ 的

ＲｕｖＣ 和 ＨＮＨ 两个核酸酶活性区域同时发生突变产

生，只能在 ｓｇＲＮＡ 的引导下进行定位结合，不能发

挥剪切功能［２８］。 而 ＦｏｋＩ 双链切割酶只有在形成二

聚体时才能发挥作用［２９］。 因此，ＣＲＩＳＰＲ ／ ｆＣａｓ９ 系

统的特异性不仅由双 ｓｇＲＮＡ 决定，而且 ＦｏｋＩ 的共定

位也在发挥作用，所以特异性大大提高。 一项研究

表明，以将 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 ｓｇＲＮＡ 注射到受精卵的

方式构建基因修饰小鼠，使用 ｆＣａｓ９ 与使用 Ｃａｓ９ｎ
相比，效率相近或更高［３０］。 而另一项研究表明，通
过将 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ＤＮＡ 载体显微注射进入受精卵

的方式构建基因修饰小鼠，ｆＣａｓ９ 的基因修饰效率明

显高于 Ｃａｓ９ 和 Ｃａｓ９ｎ［３１］。
２􀆰 １􀆰 ３　 Ｃａｓ９ 蛋白与碱基编辑器的融合

　 　 近年来，人们通过对 Ｃａｓ９ 蛋白的加工与修饰，
使其功能进一步提升，有效地提高了基因编辑效率

和精准度，甚至实现针对某几个特定碱基进行编

辑。 例如，在一项关于乳腺癌的研究中，建成了一

个在乳腺中条件表达碱基编辑器 ＢＥ３ 的小鼠模型。
ＢＥ３ 碱基编辑器（ｃｙｔｏｓｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ，ＣＥＢ）是一种

杂合蛋白，包含化脓性链球菌 Ｃａｓ９ｎ（ＳｐＣａｓ９Ｄ１０Ａ）与
大鼠 ＡＰＯＢＥＣ１ 胞苷脱氨酶和尿嘧啶糖基化酶抑制

剂（ＵＧＩ）结构域。 在递送 ｓｇＲＮＡ 后，ＢＥ３ 的 Ｃａｓ９ 部

分与基因组靶位点结合，并将脱氨酶定位在其 ５’
端，在 ４～ ５ 个核苷酸的小窗口内产生 Ｃ⁃Ｔ 转换［３２］。
在另一项关于镰状贫血症的研究中，作者构建了一

种 Ｃａｓ９ｎ 和反转录酶的融合蛋白，称为 ＰＥ（Ｐｒｉｍｅ
ｅｄｉｔｏｒ）。 他能够将 ｓｇＲＮＡ 上的序列信息复制到目

标 ＤＮＡ 位点。 在镰状红细胞小鼠模型中，ＰＥ 能够

完成 Ｔ 到 Ａ 的碱基替换，从而达到基因纠正的目

的［３３］。 既然 ＰＥ 能够纠正造成镰状红细胞的基因

突变，那么也可以在小鼠体内构建这种基因突变。
因此，无论是 ＢＥ３ ＣＢＥ 还是 ＰＥ，都为构建基因突变

疾病的小鼠模型提供了契机。
２􀆰 ２　 Ｃａｓ９ 的补充———Ｃａｓ１２ａ 在小鼠模型构建中

的应用

　 　 Ｃａｓ１２ａ 是一种 Ｃａｓ９ 蛋白的替代和补充工具，
与 Ｃａｓ９ 蛋白相比，他有以下几个优点：首先，Ｃａｓ１２ａ
蛋白只有单个核酸位点，在切割 ＤＮＡ 双链时形成 １
个交错互补的 ＤＳＢ 缺口［３４］，因此，他能更好地支持

ＨＤＲ 模板修复，更有利于敲入工作的进行；其次，在
进行基因编辑时 Ｃａｓ１２ａ 蛋白只需要 １ 个 ｃｒＲＮＡ，不
需要 ｔｒａｎｃｅｒＲＮＡ，因此他比 Ｃａｓ９ 的结构更加简

化［３５］；最后，他能够与靶区域不可逆结合并且对脱

靶序列进行严格区分，与 ＳｐＣａｓ９ 相比，Ｃａｓ１２ａ 脱靶

效应较少［３６］。 随着人们对 Ｃａｓ１２ａ 蛋白认识的不断

加深，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 正在逐渐应用到哺乳动物细

胞以及模型制作方面。 在一项研究中，研究者使用

博沃克利莫拉菌来源的 Ｃａｓ１２ａ（Ｍｂ３Ｃａｓ１２ａ），得到

较高编辑效率的基因敲除小鼠，同时还发现使用标

记有单体链霉亲和素（ｍＳＡ）的 Ｍｂ３Ｃａｓ１２ａ 能够提

高基因敲入的效率［３７］。 在另一项研究中，作者使用

直肠真杆菌来源的 Ｃａｓ１２ａ 蛋白（ＭＡＤ７）在小鼠基

因组 Ｒｏｓａ２６ 位点实现了大小片段 的 敲 入［３８］。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 基因编辑策略在动物模型制作方面

仍然存在有待人们发掘的巨大潜力。
２􀆰 ３　 ｓｇＲＮＡ 的优化

　 　 有研究发现，在 ｓｇＲＮＡ 的 ５’端和 ３’端进行化

学修饰，即 ５’＆３’⁃ｓｇＲＮＡ，能够提高 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
在细胞中的基因编辑效率［３９］。 在另一项研究中，发
现将 ｓｇＲＮＡ 的不变区（Ｃａｓ９ 结合区和尾区）用 ２’羟
基和硫代磷酸酯键修饰，能够增强细胞中某靶基因

的敲除效率，作者将该种修饰的 ｓｇＲＮＡ 称为 ｅ⁃
ｓｇＲＮＡ。 用靶向肝细胞的脂质纳米粒包埋 ｓｇＲＮＡ，
以静脉注射的方式输送到组成型表达 Ｃａｓ９ 和绿色

荧光蛋白 ＧＦＰ 的小鼠体内，对比未修饰的 ｓｇＲＮＡ、
５’＆３’⁃ｓｇＲＮＡ 以及 ｅ⁃ｓｇＲＮＡ 三组实验，结果显示，
ｅ⁃ｓｇＲＮＡ 介导的基因编辑效率明显高于未修饰的

ｓｇＲＮＡ 和 ５’ ＆３’⁃ｓｇＲＮＡ［４０］。 但也有实验表明，ｅ⁃
ｓｇＲＮＡ 增强基因编辑效率并不是一成不变的，某些

情况下未修饰的 ｓｇＲＮＡ 和 ５’＆３’⁃ｓｇＲＮＡ 介导的基

因编辑效率比 ｅ⁃ｓｇＲＮＡ 高［４０］。
３　 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建条件敲除 ／敲入

小鼠

　 　 Ｃｒｅ⁃ＬｏｘＰ 重组酶系统是目前最常用的构建条

件敲除 ／敲入小鼠的系统。 利用 Ｃｒｅ⁃ＬｏｘＰ 重组酶系
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统构建条件性敲入敲除小鼠的原理是：将两个 ＬｏｘＰ
基因座插入靶序列的两侧，以产生 ｆｌｏｘ 小鼠。 ｆｌｏｘ
小鼠与 Ｃｒｅ 小鼠杂交后，ＬｏｘＰ 标记的 ＤＮＡ 序列将

被删除，而不同的启动子驱动 Ｃｒｅ 在不同的组织和

细胞中表达［４１］。 Ｃｒｅ 重组酶发挥作用的最适温度为

３７ ℃，因此最适宜在哺乳动物中使用。 在基因修饰

小鼠模型的构建中，由于敲除某一基因或者敲入某

一基因会导致小鼠胚胎发育不正常，从而导致较高

的致死率。 构建条件性敲除 ／敲入小鼠，能够起到

很好的种系传递、特定时间敲除 ／敲入以及组织特

异性表达的作用。
３􀆰 １　 构建稳定遗传的敲除 ／敲入小鼠模型

　 　 能够稳定遗传的基因编辑小鼠需要在受精卵

水平上对基因组进行遗传修饰。 其优点是在后期

实验中仅需将条件敲除 ／敲入小鼠与 Ｃｒｅ 工具鼠交

配即可获得数量可观的目标鼠，大大节省了构建模

型的成本。
３􀆰 １􀆰 １　 构建稳定遗传的条件敲除小鼠

　 　 利用 Ｃｒｅ⁃ＬｏｘＰ 系统构建稳定遗传的条件敲除

小鼠最传统的方式是直接在靶基因的一个或多个

外显子两侧插入 ＬｏｘＰ 基因座。 在一些研究中，作者

设计了针对靶序列两侧位点的两种 ｓｇＲＮＡ，在靶基

因的两侧分别形成 ＤＳＢ 缺口；同时设计了一个带有

两个 ＬｏｘＰ 基因座和敲除基因序列的 ＤＮＡ 供体，这
个 ＤＮＡ 供体会通过同源重组的方式使两个 ＬｏｘＰ 基

因座插入到靶序列的两侧［４２］。 该种方法中 ＨＤＲ 模

板较长，因此 ＨＤＲ 供体与 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统的递

送需要使用显微注射的方法，操作复杂，对操作人

员技术要求高。 而 Ｎｉｓｈｉｚｏｎｏ 等［４３］ 和 Ｈｏｒｉｉ 等［４４］ 科

学家结合电穿孔技术，利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术将单

个 ＬｏｘＰ 基因座的 ＨＤＲ 插入到靶序列的两侧，能够

大大降低实验操作的难度。
３􀆰 １􀆰 ２　 构建稳定遗传的条件敲入小鼠

　 　 ＬＳＬ（ＬｏｘＰ⁃ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ）是由两个 ＬｏｘＰ 基因座中

间夹一个终止蛋白构成的元件。 当不存在 Ｃｒｅ 重组

酶时，终止蛋白正常表达，被 ＬＳＬ 标记的基因不能

表达；当存在 Ｃｒｅ 重组酶时，被 ＬｏｘＰ 标记的终止蛋

白基因被删除，从而使得被 ＬＳＬ 标记的基因能够正

常表达。 构建稳定遗传的条件敲入小鼠需要将 ＬＳＬ
元件与目的基因连接在同一个 ＨＤＲ 模板上，然后插

入基因组上的安全港位点。 而如何将 ＨＤＲ 模板导

入受精卵是基因敲入成功的关键。 通常使用双链

ＤＮＡ 作为供体建立条件敲入小鼠的效率通常只有

１％～１０％。 而近年来发展起来的 Ｅａｓｉ⁃ＣＲＩＳＰＲ 技术

使用 ＤＮＡ 单链供体，敲入效率可以达到 ３０％ ～
６０％［４５－４６］。 虽然 Ｅａｓｉ⁃ＣＲＩＳＰＲ 技术大大提高了基因

敲入的效率，但是仍然要依靠显微注射的方式递

送。 美国加州大学研究人员开发了一种叫做

ＣＲＩＳＰＲ⁃ＲＥＡＤＩ 的技术，将腺相关病毒（ＡＡＶ）介导

的 ＨＤＲ 供体递送与 Ｃａｓ９ ／ ｓｇＲＮＡ ＲＮＰ 电穿孔相结

合，以高效率和高通量在小鼠基因组中工程化大的

位点特异性修饰，并成功地将 １ 个 ７７４ ｂｐ 的荧光报

告基因、１ 个 ２􀆰 １ ｋｂ 的 ＣｒｅＥＲＴ２ 驱动基因和 １ 个

３􀆰 ３ ｋｂ 的表达盒插入到胚胎和活体鼠的内源基因

座上［４７］。 腺相关病毒的容纳量为 ４􀆰 ９ ｋｂ，因此，不
仅可以容纳靶基因和 ＬｏｘＰ 基因座，还能将 Ｃｒｅ 基因

直接插入到小鼠的基因组中，大大缩短了条件敲入

小鼠的繁育时间。
３􀆰 ２　 构建临时性条件敲除 ／敲入小鼠

　 　 在构建条件性敲除 ／敲入小鼠时，都需要构建

ＬＳＬ⁃Ｃａｓ９ 小鼠，即将 ＬＳＬ 序列、Ｃａｓ９ 基因序列插入

到 Ｒｏｓａ２６ 安全港位点。 当给予 ｓｇＲＮＡ 与 Ｃｒｅ 时，
Ｃａｓ９ 蛋白能够正常表达，被 ｓｇＲＮＡ 引导至靶序列，
进行基因敲除。 如果进行基因敲入，在基因敲除的

基础上再递送一个 ＨＤＲ 模板。 在利用该种小鼠模

型模拟疾病发生过程时，ｓｇＲＮＡ 和 Ｃｒｅ 重组酶以及

ＨＤＲ 模板的递送通常使用慢病毒或腺相关病毒载

体。 例如，在一项研究中，作者使用一种能够特异

性感染神经元的 ＡＡＶ，构建了 １ 个 ＡＡＶ⁃Ｕ６⁃ｓｇＲＮＡ⁃
Ｃｒｅ 载体，其中 ｓｇＲＮＡ 能够靶向高表达神经元特异

性 ＲＮＡ 剪接因子 ＮｅｕＮ（ＲｂＦｏｘ３），然后将包装好的

病毒通过立体定向注射进入 Ｃｒｅ 依赖型 Ｃａｓ９ 小鼠

的前额叶皮层，后续实验发现 Ｃａｓ９ 蛋白成功在靶序

列附近形成基因突变，并且与对照组相比，在注射

ＡＡＶ⁃Ｕ６⁃ｓｇＲＮＡ⁃Ｃｒｅ 载体的区域 ＮｅｕＮ 蛋白表达减

少了 ８０％［４８］。 在另一项研究中，作者应用一种能够

特异性感染神经元、星形胶质细胞和少突胶质细胞

的 ＡＡＶ９ 变体递送 Ｃｒｅ 重组酶和 ｓｇＲＮＡ，产生了星

形胶质细胞特异性 Ａｃｔ１ 敲除小鼠［４９］。 也有研究人

员成功使用某种 ＡＡＶ９ 变体装载 ｓｇＲＮＡ、Ｃｒｅ 以及

突变基因的 ＨＤＲ 模板进行基因敲入，成功构建肺癌

小鼠模型［５０］。

４　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统的递送技术优化

４􀆰 １　 受精卵水平的递送技术优化

　 　 如果要得到基因修饰小鼠的稳定遗传品系，就
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要从受精卵或者胚胎干细胞的水平进行基因编辑。
常用的将 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 元件导入受精卵或胚胎干

细胞的办法是显微注射。 在进行基因敲除操作时，
通过胞质注射方式递送 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 ｓｇＲＮＡ 更容

易成功［５１］。 但在另一项研究中，作者成功通过原核

注射的方式将含有 Ｃａｓ９ 和 ｓｇＲＮＡ 的质粒递送到受

精卵中并产生基因修饰小鼠［３１］。 这种方式虽然免

除了由 Ｃａｓ９ 和 ｓｇＲＮＡ 的 ＤＮＡ 转录到 ｍＲＮＡ 这一

步，但其安全性和成功率是否优于前一种方式，有
待进一步探索。 在进行基因敲入操作时，需要将目

的基因 ＨＤＲ 模板递送至受精卵中，使目的基因整合

到敲入位点。 因此，使用原核注射成功率更高。 有

研究显示，在 Ｓ 期进行原核注射能够提高基因敲入

的效率［５２］。 另外，注射前受精卵的培养时间和温度

对敲入效率也有影响［５３］。
显微注射法递送 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统以及 ＨＤＲ

模板的方法，操作复杂，对操作人员技术要求高。
近年来新开发的电穿孔技术有望替代显微注射的

方法［５４］。 但是，目前电穿孔技术只能递送小片段，
无法将大片段递送进入受精卵。 因此，电穿孔技术

有待进一步发展和优化。
４􀆰 ２　 个体水平的递送技术优化

　 　 当不需要建立稳定繁殖体系，并且需要构建条

件敲入 ／敲除小鼠时，研究人员通常会以腺相关病

毒载体（ＡＡＶ）包裹 Ｃｒｅ、ｓｇＲＮＡ 以及启动子载体感

染小鼠［４８］。 近年来，科学家也在尝试以各种方式优

化这种递送方式。 例如，在一项研究中报道了一种

能够特异性靶向感染神经元、星形胶质细胞和少突

胶质细胞的 ＡＡＶ９ 变体［４９］。 在另一项研究中，作者

发现短期给予核糖核苷酸还原酶（ＲＮＲ）抑制剂氟

达拉滨可将小鼠肝中 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 和 ＡＡＶ⁃ＨＲ 介

导的同源重组效率提高 ２～７ 倍，而不会引起明显的

毒性［５５］。

５　 总结与展望

　 　 随着科学技术的不断进步，科学家从不同角度

进行完善和优化，以期用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建更

加符合基础研究和临床试验需求的基因修饰小鼠

模型，以解决人类疾病研究和药物研发过程中的模

型缺乏瓶颈问题。 尽管 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 基因编辑系统

在小鼠中的基因编辑日趋完善，但是在未来，仍然

有两大方向需要人们的持续努力：一是结合分子生

物学、结构化学、蛋白质工程等学科，对 ＣＲＩＳＰＲ ／

Ｃａｓ９ 系统的元件进行改造和修饰甚至替换，进一步

提高基因编辑效率，降低脱靶效应，通过对 Ｃａｓ９ 蛋

白的加工改造衍生出更多修饰方法。 二是解决长

片段插入效率和递送问题，寻找一种便捷简单的递

送方式，并且提高长片段的插入效率，是构建基因

敲入小鼠亟待解决的问题之一。
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　 　 【摘要】 　 目前恶性肿瘤已经成为威胁人类身体健康的主要疾病之一，致残率、致死率在逐年上升。 Ｓｒｃ 同源

性 ２ 的蛋白酪氨酸磷酸酶 ２（ｓｒｃ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ２ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ２，ＳＨＰ２）是蛋白酪氨酸磷

酸酶（ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＰＴＰ）家族中重要的一员，是一种功能广泛的酪氨酸磷酸酶，其在多种实体肿瘤中

的表达量升高，在侵袭、转移、增殖、凋亡、耐药性等方面发挥着重要调控作用。 已有大量研究表明，ＳＨＰ２ 在许多实

体瘤的发生和发展中起着非常重要的作用，但现在尚无系统的报道 ＳＨＰ２ 在消化系统肿瘤中的作用。 基于此该文

综述了 ＳＨＰ２ 在 ７ 种消化系统中不同肿瘤的生物学功能及临床意义，探讨其在不同癌症发展阶段的作用与机制，并
总结与展望 ＳＨＰ２ 抑制剂的发展，进一步寻找有效的早期诊断和基因治疗的潜在靶点，这对癌症患者生存率的提高

具有十分重要的意义。
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　 　 据世界卫生组织预测，到 ２０３０ 年，恶性肿瘤将

导致全球 ８０％的死亡，在 ２０３０ 年之后，恶性肿瘤将

成为世界各地的主要死亡原因［１－３］。 消化道恶性肿

瘤主要包括口腔癌、食管癌、胃癌、肝癌、胰腺癌、胆
管癌、小肠癌以及结直肠癌。 ２０２０ 年癌症分析提示

结直肠癌、胃癌、肝癌、食管癌的发病率分别为第

三、五、六、八，结直肠癌、肝癌、胃癌、食管癌的死亡

率分别为第二、三、四、六。 消化道恶性肿瘤占中国

恶性肿瘤相关死亡人数的 ４５％［４］，呈现高发病率、
高死亡率的趋势，这使得我国医疗负担进一步

加剧［５－８］。
由 ＰＴＰＮ１１ 编码的 ＳＨＰ２ 是 ＰＴＰ 家族中第一个

被鉴定的原位癌蛋白［９］。 作为汇聚节点，ＳＨＰ２ 参

与鼠肉瘤（ ｒａｔ ｓａｒｃｏｍａ，ＲＡＳ） －快速加速纤维肉瘤

（ｒａｐｉｄｌｙ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｓａｒｃｏｍａ，ＲＡＦ）－丝裂原活化

细胞外信号调节激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ，ＭＥＫ）－细胞外调节蛋白激酶

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ）、磷脂

酰肌醇－３－激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）
－丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶（ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ，
ＡＫＴ）、Ｊａｎｕｓ 激酶（ ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ，ＪＡＫ） －信号转导和

转录激活因子 （ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ， ＳＴＡＴ ） 和 程 序 性 死 亡 受 体 １
（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ⁃１，ＰＤ⁃１） ／程序性死亡受体－配体

１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ⁃ｌｉｇａｎｄ １，ＰＤ⁃Ｌ１）等多个级

联信号通路［１０－１１］，ＳＨＰ２ 在生物体各组织中均有表

达，其在调控细胞生长、增殖、分化、迁移、凋亡和存

活等多种细胞过程的主要生化途径中发挥关键作

用［１２］。 ＳＨＰ２ 的突变和过表达与遗传性发育性疾病

和癌症有关，它可以介导努南综合征、急性髓系白

血病、前体 Ｂ 细胞急性淋巴细胞白血病等多种疾病

的发生与发展［１３－１４］。 ＳＨＰ２ 在多种癌症中调节恶性

表型，它能促进肿瘤的增殖、侵袭、转移和对化疗的

耐药性［１５］。 虽然 ＳＨＰ２ 通常被认为是促癌基因，但
是一些研究表明 ＳＨＰ２ 是否促进肿瘤生长取决于细

胞类型和组织微环境。 例如， ＳＨＰ２ 在肝细胞癌

（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）、多发性骨髓瘤以及

软骨瘤中却发挥着抑癌作用［１６］。 近年来，大量的研

究表明， ＳＨＰ２ 与肿瘤的发生和进展密切相关。
ＳＨＰ２ 在不同疾病中既可以作为致癌因子，也可以

作为肿瘤抑制因子，其保守的催化去磷酸化机制和

独特的变构调控机制为 ＳＨＰ２ 靶向药物开发提供了

机会［１７］。 因此，了解 ＳＨＰ２ 在消化系统肿瘤中的表

达及作用机制，对于研究其早期诊断、转移机制及

后期治疗都具有十分重要意义。 本文将对 ＳＨＰ２ 在

７ 种消化系统肿瘤发生、发展中的作用及相关机制

进行综述，为诊断和治疗消化系统肿瘤提供新的方

向和思路。

１　 ＳＨＰ２ 的概述

１􀆰 １　 ＳＨＰ２ 的基因及蛋白的结构

　 　 ＳＨＰ２ 是由 ＰＴＰＮ１１ 基因编码的非受体型蛋白

酪氨酸磷酸酶，ＳＨＰ２ 全长含有 ５９３ 个氨基酸，分子

量为 ６８ ｋＤａ，由两个串联的 Ｓｒｃ 同源 ２（ｓｒｃ ｈｏｍｏｌｏｇｙ
２， ＳＨ２） 结构域 （ Ｎ⁃ＳＨ２ 和 Ｃ⁃ＳＨ２）、一个保守的

ＰＴＰ 催化结构域和含两个磷酸化位点（ Ｔｙｒ５４２ 和

Ｔｙｒ５８０）的富含脯氨酸的无序 Ｃ 末端尾部组成［１８］

（图 １）。 Ｎ 末端的两个 ＳＨ２ 结构域对于 ＳＨＰ２ 的结

构和功能特异性至关重要。 ＰＴＰ 催化结构域在进

化上高度保守，由 Ｐ 环、ｐＴｙｒ 识别环、ＷＰＤ 环、Ｅ 环

和 Ｑ 环组成。 基本环区 Ｐ 环、ｐＴｙｒ 环和 ＷＰＤ 环在

含磷酸酪氨酸（ｐＴｙｒ）底物的结合和构象转变中发

挥着重要作用。 辅助环区 Ｅ 环和 Ｑ 环富含谷氨酸

和谷氨酰胺残基，有助于增强底物结合的亲和力和

稳定催化过程中 ＳＨＰ２ 的过渡态［１９］。 ＳＨＰ２ 在各种

脊椎动物中普遍表达［２０］。 ＳＨＰ２ 是一种分布在细胞

内的非跨膜蛋白酶，且在细胞膜上没有其相应受

体，可在胞内与蛋白质酪氨酸转换基序相连，参与

胞内信号转导，在细胞信号转导的下游发挥重要

作用。
１􀆰 ２　 ＳＨＰ２ 蛋白的激活及两个构象的变构造调节

机制

　 　 ＳＨＰ２ 的“分子开关”变构调控机制在 ＰＴＰ 家族

中是独一无二的。 ＳＨＰ２ 的结构构象控制着它的活

性分布，在休眠状态下，ＳＨＰ２ 蛋白的 Ｎ⁃ＳＨ２ 结构域

与 ＰＴＰ 结构域结合，ＳＨＰ２ 蛋白被 ＰＴＰ 结构域和 Ｎ⁃
ＳＨ２ 结构域催化表面的残基自动抑制，处于封闭的

自抑制构象，不能发挥去磷酸化功能，从而抑制了

ＳＨＰ２ 蛋白的活性，限制了底物进入催化位点，这是

因为 Ｎ⁃ＳＨ２ 结构域的背面形成一个环并嵌入 ＰＴＰ
结构域，导致催化位点被阻断，从而降低了活性［１８］。
在含磷酸酪氨酸的肽或 ＰＴＰＮ１１ 突变的调节下，
ＳＨＰ２ 可由闭合非活性构象切换到开放活性构象，
ＳＨＰ２ 通过其 ＳＨ２ 结构域与磷酸酪氨酸位点结合而

募集，导致磷酸酪氨酸残基与 ＳＨ２ 结构域的结合，
从而解除了这种自抑制作用，由此产生的构象变化

０６１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



暴露了催化位点，从而触发并激活了 ＳＨＰ２ 的磷酸

酶功能，从而实现了对 ＳＨＰ２ 的精确催化活化，
ＳＨＰ２ 的 Ｃ 端主要由 Ｔｙｒ５４２ 和 Ｔｙｒ５８０ 组成，其与酪

氨酸磷酸化与磷酸酶活性的调节有关，包括其底物

特异性的改变。 ＳＨＰ２ 的 Ｎ⁃ＳＨ２ 结构域在催化活化

和细胞信号传导中起着重要作用（图 ２）。 ＳＨＰ２ 构

象的激活需要含有 ｐＴｙｒ 的蛋白质，含有 ｐＴｙｒ 的蛋

　 　 　

图 １　 ＳＨＰ２ 的二级结构

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＳＨＰ２

图 ２　 ＳＨＰ２ 的蛋白序列及其构象

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＨＰ２

白质主要包括 ３ 类：（１）免疫抑制受体；（２）支架蛋

白（生长因子受体结合蛋白 ２（ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃
ｂｏｕｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ２， Ｇｒｂ２） 相关的结合蛋白 （ Ｇｒｂ２⁃
ａｓｓｏｓｉａｔｅｄ ｂｉｎｄｅｒｓ，Ｇａｂｓ））、成纤维细胞生长因子受

体底物 （ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ，
ＦＲＳ）、胰岛素受体底物 （ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ，
ＩＲＳ）和受体酪氨酸激酶 （ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ，

ＲＴＫｓ）； （ ３ ） 细 胞 因 子 受 体 （ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＣＫＲ） ［２１］。
１􀆰 ３　 ＳＨＰ２ 保守的催化去磷酸化机制

　 　 ＰＴＰ 家族成员具有高度保守的催化去磷酸化

机制，可以通过两个化学步骤和两个过渡态来定

义，包含结合（Ｋ１）和解离（Ｋ２）两个可逆步骤，以及

磷酸半胱氨酸（Ｋ３）的形成和硫代磷酸盐（Ｋ４）的水

解两个过渡态［２２－２４］。 首先，Ｐ 环中半胱氨酸的亲核

攻击导致磷酸酯键的断裂。 磷酸基团和精氨酸之

间的双氢键以及 ＷＰＤ 环中天冬氨酸的酸性基序提

供的质子有助于磷酸半胱氨酸中间体的形成和去

磷酸化底物的释放。 然后，ＷＰＤ 环中的天冬氨酸和

Ｑ 环中的谷氨酰胺介导水分子的去质子化，生成羟

基亲核产物用于磷酸硫酯键的断裂。 最后，脱辅基
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酶随着无机磷酸的产生而再生［２５］（图 ３）。

图 ３　 ＰＴＰ 家族的保守催化去磷酸化过程和催化调控机制

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ＰＴＰ ｆａｍｉｌｙ

１􀆰 ４　 ＳＨＰ２ 在消化道肿瘤中的功能及作用机制

　 　 近年来，ＳＨＰ２ 在多种消化道肿瘤的发生发展

中作用逐步明确。 ＳＨＰ２ 被认为是致癌信号通路中

的关键蛋白酪氨酸磷酸酶，其调控信号通路的方式

有以下几种。 （１）在口腔鳞状细胞癌（ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＯＳＣＣ）中，微小 ＲＮＡ⁃１８６（ｍｉＲ⁃１８６）
通过负向调控 ＳＨＰ２ 的表达抑制 ＳＨＰ２ ／ ＥＲＫ 和

ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ 通路，在 ＯＳＣＣ 中发挥抑癌作用。 （２）在
食 管 鳞 状 细 胞 癌 （ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＥＳＣＣ）中，ＳＨＰ２ 主要是通过 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 的

去磷酸化抑制 ＥＳＣＣ 的增殖。 （３） 在胃癌（ ｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＧＣ ） 中， 细 胞 毒 相 关 基 因 Ａ 抗 原

（ ｃｙｔｏｔｏｘｉｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅ Ａ， ＣＡＧＡ ） 通 过 激 活

ＳＨＰ２，引发 ＲＡＳ 级联反应，促进 ＧＣ 增殖。 （４）在肝

细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）中，ＳＨＰ２ 促

进 ＩＬ⁃６ 对 ＥＲＫ 的激活，同时促进进 ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３ 信

号减弱，从而抑制 ＨＣＣ 的进展；ＳＨＰ２ 通过协调激活

ＲＡＳ ／ ＲＡＦ ／ ＥＲＫ、 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 级 联 来 促 进

ＨＣＣ 的生长和转移。 （ ５ ） 在胰腺癌 （ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒ，ＰＣ）中，ＳＨＰ２ 的可以促进 ＰＣ 的 Ｋｉｒｓｔｅｎ 大鼠

肉瘤病毒致癌基因同源基因（ ｋｉｒｓｔｅｎ⁃ＲＡＳ，ＫＲＡＳ）

ＫＲＡＳ 突变，从而促进 ＰＣ 的进展。 （６） 在胆管癌

（ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＣＣＡ）中，ＳＨＰ２ 可以直

接调节 ＹＥＳ 相关蛋白（Ｙｅｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＹＡＰ）
活性，从而在 ＣＣＡ 中发挥抑癌作用。 （７）在结直肠

癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）中，ＳＨＰ２ 可以负向调节

ＳＴＡＴ３ 的激活，从而抑制肿瘤增长（图 ４）。

２　 ＳＨＰ２ 在不同消化道肿瘤细胞中的作用

２􀆰 １　 ＳＨＰ２ 与 ＯＳＣＣ
　 　 ＳＨＰ２ 蛋白在 ＯＳＣＣ 中主要定位于细胞质中，在
ＯＳＣＣ 组织中的表达高于相邻的非肿瘤组且表达上

调与肿瘤临床分期及淋巴结转移有关。 研究发现，
ＳＨＰ２ 的表达与 ＯＳＣＣ 进展有关，抑制 ＯＳＣＣ 细胞中

ＳＨＰ２ 的表达可显著降低肿瘤细胞的侵袭能力。 在

ＯＳＣＣ 细胞中，敲低 ＳＨＰ２ 的表达也可以促进 肿瘤

蛋白 （ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐ５３， Ｐ５３）、 ＢＣＬ２⁃
Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ 的蛋白质（ ｂｃｌ２⁃ａｓｏｃｉａｔｅｄ ｘ，Ｂａｘ）和 Ｂ
淋巴细胞瘤－２ 基因（Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２，Ｂｌｃ⁃２）蛋白

的表达。 ＳＨＰ２ 对 ＯＳＣＣ 细胞的作用可以归结为两

个方面，一方面上调 ＳＨＰ２ 蛋白的表达可以抑制细

胞凋亡，从而减少细胞死亡；另一方面 ＳＨＰ２ 可能下

调某些细胞粘附分子的表达，从而诱导细胞迁移和
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图 ４　 ＳＨＰ２ 在消化道肿瘤细胞中的作用机制

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＨＰ２ ｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｔｒａｃｔ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ

侵袭［２６］。 据报道，大量肿瘤抑制因子和促癌基因在

ＯＳＣＣ 中受微小 ＲＮＡ⁃１８６（ｍｉＲ⁃１８６）调控，我们发现

ｍｉＲ⁃１８６ 在 ＯＳＣＣ 组织和细胞系中表达显著下调，
在 ＯＳＣＣ 组织中，ｍｉＲ⁃１８６ 与 ＳＨＰ２ 呈负相关，ｍｉＲ⁃
１８６ 通过负向调控蛋白酪氨酸磷酸酶 ＳＨＰ２ 的表达，
在 ＯＳＣＣ 中发挥抑癌作用，ｍｉＲ⁃１８６ 抑制了促进生

长的 ＳＨＰ２ ／ ＥＲＫ 和 ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ 通路，从而诱导细胞

凋亡［２７－２８］。 总结来说，ＳＨＰ２ 在 ＯＳＣＣ 细胞中高表

达，其促进肿瘤细胞的侵袭和迁移，但是可以诱导

细胞的凋亡，其上调与临床分期和淋巴结转移有

关，ｍｉＲ⁃１８６ 通过负向调控 ＳＨＰ２ 的表达从而发挥抑

癌作用。
２􀆰 ２　 ＳＨＰ２ 与 ＥＳＣＣ
　 　 我们通过数据库查询以及相关实验可知 ＳＨＰ２
蛋白在 ＥＳＣＣ 中低表达，此外，对 ＥＳＣＣ 患者的癌症

基因组图谱（ ＴＣＧＡ） 存活数据的 ＫＡＰＬＡＮ⁃ＭＥＩＥＲ
分析表明，与 ＳＨＰ２ 高表达患者相比，ＳＨＰ２ 低表达

患者表现出更差的存活率，这提示 ＳＨＰ２ 的低表达

与 ＥＳＣＣ 的发生发展密切相关。 通过对 ＳＨＰ２ 的基

因敲除可以观察到体外的肿瘤细胞显示出促进集

落形成能力，产生更多和更大的集落［２９］。 我们进一

步评估了敲除 ＳＨＰ２ 基因的 ＥＳＣＣ 细胞在体内的作

用，与对照未敲除 ＥＳＣＣ 细胞相比，ＳＨＰ２ 敲除的皮

下瘤模型中，肿瘤数量多、体积大。 这表明 ＳＨＰ２ 对

体内 ＥＳＣＣ 细胞增殖有抑制作用。 ＳＨＰ２ 主要是通

过 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 的去磷酸化抑制 ＥＳＣＣ 的增殖。 已经证

明 ＳＨＰ２ 充当 ＳＴＡＴ３ 信号传导的负向调节剂。 在

ＥＳＣＣ 组织中，ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 水平与 ＳＨＰ２ 表达呈现负相

关。 ＳＨＰ２ 还与肿瘤的耐药性有关，ＳＨＰ２ 缺失降低

了 ＥＳＣＣ 对顺铂的敏感性，原因是 ＳＨＰ２ 缺失导致

ＡＢＣＧ２ 和 ＮＡＮＯＧ 的过度表达［２９］。
２􀆰 ３　 ＳＨＰ２ 与 ＧＣ
　 　 幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ，ＨＰ）是 ＧＣ 的高

危因素，大量研究表明，ＨＰ 的感染可诱导胃萎缩和

癌前病变［３０－３１］。 研究发现 ＳＨＰ２ 在 ＨＰ 感染的 ＧＣ
中表达升高［３２］。 肿瘤发生的早期阶段，ＨＰ 通过

ＣＡＧＡ 蛋白注入胃上皮细胞，ＣＡＧＡ 分子粘附在胃

上皮的细胞质膜内表面，在那被酪氨酸磷酸化，
ＣＡＧＡ 蛋白经历酪氨酸磷酸化后，与胃上皮细胞的

ＳＨＰ２ 蛋白结合形成复合物。 酪氨酸磷酸化的

ＣＡＧＡ 先获得与 ＳＨＰ２ 磷酸酶相互作用，且具有促

进 ＳＨＰ２ 功能的能力。 ＣＡＧＡ 与 ＳＨＰ２ 蛋白的 ＳＨ２
结构域的相互作用会诱导 ＳＨＰ２ 的构象变化，从而

减弱 ＰＴＰ 与 Ｎ⁃ＳＨ２ 结构域之间的抑制相互作用，从
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而激活 ＳＨＰ２ 的催化活性，从而引发 ＲＡＳ 和细胞外

信号调节的激酶依赖性信号级联反应，诱导胃上皮

细胞异常增殖和迁移，导致胃萎缩和 ＧＣ［３３－３４］。 除

此之外还发现 ＧＣ 中 ＳＨＰ２ 的表达与肿瘤分期、淋巴

结转移及远处转移无关［３２］。
２􀆰 ４　 ＳＨＰ２ 与 ＨＣＣ
　 　 ＳＨＰ２ 蛋白在 ＨＣＣ 中的作用是双重的，既抑制

又促进 ＨＣＣ 的发展，这说明 ＳＨＰ２ 在恶性肿瘤中的

作用是有组织特异性的［３５］。 ＳＨＰ２ 抑制了 ＨＣＣ 的

进展，有研究表明 ＳＨＰ２ 在肿瘤组织中的表达较邻

近非肿瘤组织明显降低，肝细胞特异性缺失 ＳＨＰ２
抑制了 ＩＬ⁃６ 对 ＥＲＫ 的激活，导致炎症 ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３
信号强度显著增加，促进炎症信号传导和肝炎症和

坏死，导致结节性增生和肿瘤的发展［３６］。 此外，
ＳＨＰ２ 缺 失 显 著 增 强 二 乙 基 亚 硝 胺

（ｄｉｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ，ＤＥＮ）诱导的 ＨＣＣ 的发展，同时

也导致自发性肿瘤的增长，而肝细胞中 ＳＨＰ２ 和

ＳＴＡＴ３ 的同时缺失可以消除 ＨＣＣ 的发展。 除此之

外，有研究表明 ＳＨＰ２ 消融在促进 ＩＬ⁃６ 刺激的

ＳＴＡＴ３ 激活的同时，对 Ｋ 基因结合核因 （ ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ⁃ｋ⁃ｇｅｎｅ ｂｉｎｄｉｎｇ， ＮＦ⁃ＫＢ） 没有影 响， 这 表 明

ＳＨＰ２ 在调节 ＳＴＡＴ３ 活性时是在 ＮＦ⁃ＫＢ 的下游或

平行作用的。 同时研究还发现 ＳＨＰ２ 表达降低是

ＨＣＣ 的独立预后指标［１６，３７］。 ＳＨＰ２ 在 ＨＣＣ 中还有

另一作用，ＳＨＰ２ 的过表达可以促进 ＨＣＣ 的进展，干
扰 ＳＨＰ２ 表达在体外抑制 ＨＣＣ 的增殖，在体内抑制

ＨＣＣ 异种移植物的生长，下调 ＳＨＰ２ 可减弱小鼠

ＨＣＣ 的粘附和迁移，减少转移性 ＨＣＣ 的形成。
ＳＨＰ２ 通过协调激活 ＲＡＳ ／ ＲＡＦ ／ ＥＲＫ 通路和 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 级联来促进 ＨＣＣ 的生长和转移，同时

ＳＨＰ２ 的下调增强了 ＨＣＣ 对索拉非尼治疗的敏感

性，ＳＨＰ２ 低表达的患者对索拉非尼的反应更佳。
除此之外，研究还发现 ＳＨＰ２ 可能作为患者预后的

生物标志物［３８］。 原发性 ＨＣＣ 或肿瘤周围正常组织

相比，ＳＨＰ２ 在转移灶中的表达显著升高，这表明

ＳＨＰ２ 在 ＨＣＣ 转移中的潜在作用［３９］。
２􀆰 ５　 ＳＨＰ２ 与 ＰＣ
　 　 ９０％以上的 ＰＣ 是由导管上皮形成的胰腺导管

腺癌 （ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＰＤＡＣ），而
且常伴有 ＫＲＡＳ 突变的表达［４０］。 研究发现，编码

ＳＨＰ２ 蛋 白 的 ＰＴＰＮ１１ 基 因 的 缺 失 将 抑 制 由

ＫＲＡＳＧ１２Ｄ 驱动的 ＰＤＡＣ 的发生。 研究证实 ＳＨＰ２
在 ＫＲＡＳ 驱动的 ＰＤＡＣ 中有不可或缺的核心作用，

突变 ＫＲＡＳ 在癌变过程中对 ＳＨＰ２ 具有关键的依赖

性。 此外，研究人员还发现 ＳＨＰ２ 的缺失会减缓肿

瘤的进展，但不足以实现肿瘤消退，还会增强肿瘤

细胞对 ＭＥＫ 抑制剂的敏感性［４１］。 关于 ＰＤＡＣ 的治

疗，大多数 ＫＲＡＳ 突变亚型不能直接靶向调控，靶向

单个 ＲＡＳ 下游效应物可诱导自适应抗性机制，因此

确定了一种靶向 ＫＲＡＳ 突变肿瘤的策略，该策略包

括同时阻断 ＲＡＳ 下游效应物 ＭＥＫ 和上游激活物

ＳＨＰ２， 分 别 使 用 变 张 抑 制 剂 ＲＭＭＣ４５５０ 和

ＬＹ３２１４９９６，可以观察到协同作用，这种策略被证实

是有效的［４２］。 一项研究发现，ＳＨＰ２ 在 ＰＣ 组织中

的表达比例（５５􀆰 ７％）明显高于非癌组织（１０􀆰 １％）。
此外，研究发现 ＳＨＰ２ 高表达的患者比 ＳＨＰ２ 低表

达的患者总体生存时间更短。 因此，ＳＨＰ２ 的高表

达可能与 ＰＣ 的发生发展有关，这提示 ＳＨＰ２ 可能是

一个潜在的胰腺癌预后标志物和治疗靶点。
２􀆰 ６　 ＳＨＰ２ 与 ＣＣＡ
　 　 ＨＩＰＰＯ 通路效应物 ＹＡＰ 与 ＣＣＡ 的发生和进展

有关［４３－４４］。 ＨＩＰＰＯ 通路效应物 ＹＡＰ，定位于细胞

核，在许多肿瘤类型中具有转录活性，包括大多数

ＣＣＡ。 ＳＨＰ２ 可以直接调节 ＹＡＰ 活性，从而在 ＣＣＡ
中发挥抑癌作用［４５－４６］。 ＳＨＰ２ 使 ＹＡＰ 的 Ｙ３５７ 残基

去磷酸化，甚至在 ＲＡＳ ／ ＲＡＦ 突变的情况下，直接调

节 ＹＡＰ 的活性，从而在 ＣＣＡ 中发挥抑瘤作用［４７］。
ＣＣＡ 细胞系的表征表明 ＳＨＰ２ 水平与 ｐＹＡＰＹ３５７ 呈

反比关系。 ＳＨＰ２ 和 ＹＡＰ 相互作用不仅可调节 ＣＣＡ
的转录协同活性还可以调节对化疗的敏感性。 ＹＡＰ
活性与化疗耐药有关，在 ＳＨＰ２ 水平较高的 ＣＣＡ 细

胞中，药理抑制或基因缺失的 ＳＨＰ２ 会增加 ＹＡＰＹ３５７

磷酸化和 ＹＡＰ 靶基因 （ 包括抗凋亡调节因子

ＭＣＬ１）的表达，从而增加对吉西他滨和顺铂的耐药

性，ＳＨＰ２ 低表达和 ｐＹＡＰＹ３５７ 高表达的细胞系对吉

西他滨和顺铂呈现出耐药性［４８］。
２􀆰 ７　 ＳＨＰ２ 与 ＣＲＣ
　 　 研究表明 ＳＨＰ２ 在 ＣＲＣ 中发挥抑癌作用，ＳＨＰ２
可以抑制 ＣＲＣ 的增殖和迁移，其机制是在 ＣＲＣ 中

负向调控 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化［４９］。 ＳＨＰ２ 的表达与肿

瘤分化、ＴＮＭ 分期和淋巴结转移有显著相关性，研
究表明 ＳＨＰ２ 的表达与肿瘤的分化和进展呈负相

关［５０］。 在 ＣＲＣ 中，肿瘤中 ＳＨＰ２ 表达水平高的患者

预后较好［５１］。 ＳＨＰ２ 的表达与肿瘤的侵袭性密切相

关，ＳＨＰ２ 可以抑制 ＣＲＣ 的侵袭性，同时负向调节

ＳＴＡＴ３ 的激活，并随着肿瘤的进展而降低。 ＣＲＣ 是
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一种炎症相关肿瘤［５２］，遗传学研究发现，ＰＴＰＮ１１ 编

码的 ＳＨＰ２ 是一种炎症性肠病（ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤｓ）易感基因，而 ＳＨＰ２ 与溃疡性结肠炎

（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）患者的内含子多态性相关，肠
上皮细胞（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＩＥＣｓ）中 ＳＨＰ２ 的

消融可导致 ＵＣ 的自发发展［５３－５４］。 在 ＣＲＣ 中，肿瘤

相关巨噬细胞（ ｔｕｍｏｒ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＴＡＭ）
可以通过几种趋化因子如 ＣＣＬ ２、ＣＣＬ ５、ＶＥＧＦ 和

ＣＳＦ⁃１ 募集到肿瘤部位［５５］。 ＴＡＭ 需要 ＳＨＰ２ 才能

发挥其抗肿瘤功能。 ＴＡＭ 上 ＳＨＰ ２ 的缺失通过激

活 ｐ⁃ＳＴＡＴ ３ 和抑制 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 诱导其向 Ｍ２ 表型

极化， Ｍ２ 巨 噬 细 胞 产 生 高 水 平 的 白 介 素 １０
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１０，ＩＬ⁃１０）、精氨酸酶 １（ａｒｇｉｎａｓｅ⁃１，ＡＲＧ
１）、几丁质酶 ３ 样蛋白 ３ （ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ⁃３⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，
３ＣＨＩ ３Ｌ３ ）、 和 抵 抗 素 样 Ａ （ ｒｅｓｉｓｔｉｎ⁃ｌｉｋｅ，
ＡＲＥＴＮＬＡ），这有助于抗炎反应、伤口愈合和促癌

活性［５６－５７］。

３　 ＳＨＰ２ 抑制剂的进展与展望

　 　 ＳＨＰ２ 抑制剂经历了从催化位点抑制剂到变构

位点抑制剂，再到 ＳＨＰ２ 降解剂的研发历程。 早期

小分子 ＳＨＰ２ 抑制剂的尝试主要集中在活性位点抑

制剂的开发，例如含磺酸基团、水杨酸的一类化合

物和某些天然产物［４７，５８］。 尽管发现了几种催化

ＳＨＰ２ 抑制剂，但是由于 ＰＴＰ 家族中磷酸酶活性域

高度 保 守， 使 催 化 位 点 抑 制 剂 在 同 源 性 高 的

ＰＴＰ１Ｂ、ＳＨＰ１、ＳＨＰ２ 中缺乏选择性，且结构中大多

含有模拟磷酸化底物与催化中心相互作用的极性

和离子功能基团存在，导致催化位点抑制剂的细胞

生物利用度和渗透性较差，由于他们明显缺乏所需

的药代动力学特性，以及与其他 ＰＴＰｓ 的非特异性

结合，使得靶向 ＳＨＰ２ 催化位点的抑制剂难以成

药［５９－６０］。 后来研究表明，ＳＨＰ２ 的小分子抑制剂不

仅与磷酸酪氨酸结合袋相互作用，还可以与特定

ＰＴＰｓ 特有的附近外周位点相互作用。 ２０１６ 年，诺
华团队在基于 ＳＨＰ２ 自抑制机制的磷酸酶测定研究

中首次发现 ＳＨＰ２ 变构抑制剂 ＳＨＰ０９９，ＳＨＰ０９９ 可

以同时结合到 ＳＨＰ２ 的 Ｎ⁃ＳＨ２、Ｃ⁃ＳＨ２ 和 ＰＴＰ 结构

域的界面上，并稳定 ＳＨＰ２ 的自抑制构象。 变构抑

制剂不仅具有良好的 ＳＨＰ２ 抑制活性，且选择性高、
成药性好、可口服利用等优点弥补了催化位点抑制

剂的不足，开启了新的研究方向。 变构 ＳＨＰ２ 抑制

剂也不是没有局限性，这些药物的一个关键局限性

是他们不能有效抑制 ＳＨＰ２ 突变体。 因此，开发对

ＳＨＰ２ 突变体有效的抑制剂是后续研究的焦点。 由

于 ＳＨＰ２ 抑制剂不能有效作用 ＳＨＰ２ 突变体，因此

通过蛋白降解靶向嵌合体 （ ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ｃｈｉｍｅｒａ，ＰＲＯＴＡＣ）策略靶向降解 ＳＨＰ２ 成为 ＳＨＰ２
介导的癌症治疗的替代策略，并为抑制 ＳＨＰ２ 活性

提供了一种非常有效的方法。 靶向蛋白水解嵌合

体 ＰＲＯＴＡＣ 是一种新型的、通过降解疾病相关蛋白

而发挥治疗作用的策略［６１］。 ＰＲＯＴＡＣ 分子劫持 Ｅ３
连接酶与 ＰＯＩ 形成三元复合物，诱导蛋白酶体泛素

化和随后的 ＰＯＩ 降解。 其优势在于可以低剂量有

效抑制 ＰＯＩ，并快速降解和清除，提供了一种高安全

性、抗耐药性和广泛应用前景的有效策略。

４　 总结与展望

　 　 我们总结归纳了 ＳＨＰ２ 在消化道肿瘤中的表达

和预后。 ＳＨＰ２ 在消化道肿瘤的表达量具有组织特

异性， ＳＨＰ２ 在 ＯＳＣＣ、ＧＣ、ＰＣ 中高表达， ＳＨＰ２ 在

ＥＳＣＣ、ＨＣＣ、ＣＣＡ、ＣＲＣ 中低表达。 ＳＨＰ２ 在消化道

肿瘤的作用同时也具有组织特异性， ＳＨＰ２ 在

ＯＳＣＣ、ＧＣ、 ＰＣ 中发挥促癌作用， ＳＨＰ２ 在 ＥＳＣＣ、
ＣＣＡ、ＣＲＣ 中发挥抑癌作用。

ＳＨＰ２ 既可作为致瘤因子也可作为抑瘤因子，
在不同消化道肿瘤的作用机制是不同的。 ＳＨＰ２ 作

为抑瘤因子，在 ＥＳＣＣ 中主要是通过 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 的去

磷酸化抑制 ＥＳＣＣ 的增殖和迁移从而发挥抑癌作

用；在 ＣＣＡ 中通过调节 ＨＩＰＰＯ 通路效应物 ＹＡＰ 从

而发挥抑癌作用；在 ＣＲＣ 中通过负向调节 ＳＴＡＴ３
的激活从而发挥抑癌作用。 ＳＨＰ２ 作为促瘤因子，
在 ＯＳＣＣ 中可能通过 ＳＨＰ２ 抑制某些细胞粘附分子

的表达，诱导细胞迁移和侵袭，从而发挥促癌作用；
在 ＨＰ 感染的 ＧＣ 中，通过 ＧＡＧＡ 蛋白与 ＳＨＰ２ 结合

来激活 ＳＨＰ２ 的催化活性，从而引发 ＲＡＳ 和细胞外

信号调节的激酶依赖性信号级联反应，诱导胃上皮

细胞异常增殖和迁移，从而发挥促癌作用；在 ＰＤＡＣ
中，ＳＨＰ２ 通过促进 ＫＲＡＳ 突变促进 ＰＤＡＣ 的发生，
从而发生促癌作用。

ＳＨＰ２ 在 ＨＣＣ 中作用是双重的，既是抑瘤因子

又是促瘤因子。 ＳＨＰ２ 作为促瘤因子，通过激活

ＲＡＳ ／ ＲＡＦ ／ ＥＲＫ 通路和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 级联来促

进 ＨＣＣ 的生长和转移，从而发挥促癌作用。 ＳＨＰ２
作为抑瘤因子，在肝细胞特异性缺失 ＳＨＰ２ 抑制了

ＩＬ⁃６ 对 ＥＲＫ 的激活，导致炎症 ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３ 信号强
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度显著增加，促进炎症信号传导和肝炎症和坏死，
导致结节性增生和肿瘤的发展。

本文总结了 ＳＨＰ２ 在消化道肿瘤中的一致性作

用规律。 在消化道肿瘤中，ＳＨＰ２ 作为抑瘤因子主

要通过抑制或者拮抗 ＲＡＳ⁃ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ⁃ｍＴＯＲ、
ＡＫ⁃ＳＴＡＴ 通路介导细胞增殖、分化和迁移；除此之

外 ＳＨＰ２ 还可以通过与肿瘤相关的其他物质发生作

用参与细胞的增殖、分化、迁移，如 ＯＳＣＣ 中的 ｍｉＲ⁃
１８６、ＣＣＡ 中的 ＹＡＰ。 ＳＨＰ２ 作为促瘤因子主要是通

过 ＲＡＳ⁃ＥＲＫ 通路中发挥促进细胞增殖、分化和迁

移；除此之外 ＳＨＰ２ 与其相关通路上的 ＫＲＡＳ 突变

发挥协同作用参与细胞的增殖、分化、迁移，如

ＰＤＡＣ 的 ＫＲＡＳ 突变。
ＳＨＰ２ 作为一种重要的磷酸化酶与多种消化道

肿瘤的发生密切相关。 根据作用底物的不同，ＳＨＰ２
在不同消化道肿瘤中发挥着不同的作用，既可以促

进也可以抑制肿瘤的发生。 ＰＴＰＮ１１ 作为 ＳＨＰ２ 的

编码基因，为什么 ＰＴＰＮ１１ 的激活和失活突变会导

致不同消化道肿瘤不同作用仍然令人费解，这仍然

需要进一步去研究。
ＳＨＰ２ 药物的研发也在如火如荼的进行中，抑

制或激活 ＳＨＰ２ 都为癌症治疗提供了希望，其保守

的催化去磷酸化机制和独特的变构调控机制为

ＳＨＰ２ 靶向药物开发提供了机会。 迄今为止，ＳＨＰ２
的靶向药物研发主要集中在小分子抑制剂领域，并
且已进入临床试验阶段。 ＳＨＰ２ 激活剂和基于蛋白

水解靶向嵌合体（ＰＲＯＴＡＣ）的 ＳＨＰ２ 降解剂也显示

出良好的治疗前景，但是相关研究仍处于起步阶

段。 此外，使用 ＳＨＰ２ 抑制剂与其他靶点抑制剂联

合治疗耐药性癌症是一种很有前途的策略。 总的

来说近年来 ＳＨＰ２ 抑制剂的研究已取得了长足的进

步，目前已经成功开发了多个靶向 ＳＨＰ２ 变构位点

的抑制剂，并且已有多个 ＳＨＰ２ 抑制剂获批临床。
但是一些已进入临床试验阶段 ＳＨＰ２ 抑制剂仍具有

改进的药代动力学和药效学特性，需要进一步开发

研究。 同时，由于 ＳＨＰ２ 在正常情况下参与调节各

种生理过程，因此 ＳＨＰ２ 抑制所引起的潜在副作用

值得广泛关注。 我们有充足的理由相信，未来

ＳＨＰ２ 抑制剂将会成为下一个药物研发的宝藏之

地，是有望产生重大突破的全新药物，也将会能造

福更多的肿瘤患者。
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２０２４ 年 ５ 月

第 ３４ 卷　 第 ５ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｙ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ５

孔冰慧，白龙洲，杨丽． 肠道菌群与微小 ＲＮＡ 在炎症性肠病中相互作用关系研究进展 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（５）：
１６９－１７８．
Ｋｏｎｇ ＢＨ， Ｂａｉ ＬＺ， Ｙａｎｇ Ｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ
［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（５）： １６９－１７８．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０５􀆰 ０１９

［基金项目］河南省医学科技攻关计划项目（２０１８０２０８１８）。
［作者简介］孔冰慧（１９９７—），女，硕士研究生，研究方向：炎症性肠病基础研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｋｏｎｇｂｈ１２２７＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］杨丽（１９７６—），女，博士，主任医师，硕士生导师，研究方向：炎症性肠病基础研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙａｎｇｌｉ７３１３＠ １２６． ｃｏｍ

肠道菌群与微小 ＲＮＡ 在炎症性肠病中相互作用
关系研究进展

孔冰慧１，白龙洲１，杨　 丽２∗

（１．河南中医药大学第五临床医学院（郑州人民医院），郑州　 ４５００４６；２．郑州人民医院消化内科，郑州　 ４５００５３）

　 　 【摘要】 　 炎症性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）是一种慢性肠道疾病，其特征是对肠道环境因素的免

疫反应失调。 肠道菌群（ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ，ＧＭ）的失调可能导致炎症过程的发展。 已有大量研究表明粪菌移植、益生

菌、益生元和膳食干预等可能发挥着重塑 ＧＭ 及治疗疾病的潜力。 微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）参与细胞发育、增
殖、凋亡等生理过程。 此外，他们在炎症过程中发挥重要作用，参与促炎和抗炎途径的调节。 ｍｉＲＮＡ 谱的差异可能

是 ＩＢＤ 诊断工具，并作为疾病的预后标志物。 ｍｉＲＮＡ 与 ＧＭ 的关系尚未完全阐明，近期研究表明 ｍｉＲＮＡ 在 ＧＭ 的

调节和诱导生态失调中的作用；反过来，菌群可以调节 ｍｉＲＮＡ 的表达，改善肠道稳态。 因此，本综述旨在描述 ＧＭ
与 ｍｉＲＮＡ 在 ＩＢＤ 中的相互作用，寻找潜在 ＩＢＤ 精准靶向治疗方法。

【关键词】 　 肠道菌群；微小 ＲＮＡ；炎症性肠病；克罗恩病；溃疡性结肠炎
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ （ＩＢＤ） ｉｓ ａ ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ ａｎ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｏ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ． Ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ （ ＧＭ） ｍａｙ ｌｅａｄ ｔｏ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ． Ｓｔｕｄｉｅｓ
ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ， ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ， ｐｒｅｂｉｏｔｉｃｓ， ａｎｄ ｄｉｅｔａｒｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｍａｙ ｒｅｓｈａｐｅ ｔｈｅ ＧＭ ａｎｄ ｔｒｅａｔ
ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ． ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ （ｍｉＲＮＡｓ） ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｅｌｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｍｉＲＮＡｓ ａｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ａｎｄ ｐｌａｙ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｐｒｏ⁃ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｔｈｗａｙｓ． ＭｉＲＮＡ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｍａｙ ｓｅｒｖｅ ａｓ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ＩＢＤ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｍｉＲＮＡｓ ａｎｄ ＧＭ ｈａｓ ｎｏｔ ｂｅｅｎ ｆｕｌｌｙ ｅｌｕｃｉｄａｔｅｄ， ａｎｄ ｒｅｃｅｎｔ ｓｔｕｄｉｅｓ ｈａｖｅ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈｅｉｒ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＧＭ ａｎｄ
ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｙｓｂｉｏｓｉｓ． Ｉｎ ｔｕｒｎ， ＧＭ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｍｉＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ． Ｉｔ ｉｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｔｏ ｃｏｎｔｉｎｕｅ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｉｓ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ ｉｓ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｕｔ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ ＩＢＤ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ⁃ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅｒａｐｉｅｓ ｆｏｒ ＩＢＤ．



【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ； ｍｉｃｒｏＲＮＡ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ； Ｃｒｏｈｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 炎症性肠病（ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）
是一种非特异性慢性复发性的肠道炎症性疾病，包
括克罗恩病（Ｃｒｏｈｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＤ）和溃疡性结肠炎

（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ） ［１］。 最新数据显示，欧洲估计

有 １３０ 万人患有 ＩＢＤ，相当于欧洲人口的 ０􀆰 ２％［２］。
目前，对于 ＩＢＤ 治疗目标已从单纯治疗症状和诱导

临床缓解发展到更严格的结局，包括维持无类固醇

缓解、减少住院次数和达到粘膜和组织学愈合、改
善患者生活质量，以及控制与结直肠癌（ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）发展相关的危险因素。 ＣＲＣ 发生风险

与炎症活动的持续时间、范围、严重程度紧密相

关［３］，据估计 ＣＲＣ 导致 ＩＢＤ 患者死亡的比例高

达 １０％［４］。
由于 ＩＢＤ 的病因机制尚不完全清楚，普遍认为

与遗 传、 免 疫 和 环 境 因 素 如 肠 道 菌 群 （ ｇｕｔ
ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ，ＧＭ）失调等相关。 研究发现，在 ＩＢＤ 炎

症过程中，氧化应激会促进病原菌丰度的增加而损

害有益菌的数量，导致 ＧＭ 失衡，ＧＭ 可能作为 ＩＢＤ
检测的生物标志物［５］。 此外，饮食干预、粪菌移植

（ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ＦＭＴ）、益生菌、益生

元等疗法已在研究中［６］。 微小 ＲＮＡ （ｍｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍｉＲＮＡ）是近年来研究的潜在疾病标志物。 研究表

明 ｍｉＲＮＡ 参与了 ＩＢＤ 的发病机制，已作为诊断生物

标志物和治疗靶点。 ｍｉＲＮＡ 可能是区分 ＵＣ 和 ＣＤ
的有用工具，除了被用作疾病活动性、治疗反应的

生物标志物之外，还可能被用作疾病严重程度和并

发症的预后标志物［７］。 ＧＭ 和 ｍｉＲＮＡ 均为近年来

的研究热点，了解他们在 ＩＢＤ 中的作用与关系，能
够为 ＩＢＤ 开发更有效、更准确的诊断工具和靶向治

疗［８］。 因此， 本综述旨在阐明当前有关 ＧＭ 和

ｍｉＲＮＡ 在 ＩＢＤ 相互作用的研究现状，为该领域未来

研究前景提供一些见解。

１　 肠道菌群与炎症性肠病

１􀆰 １　 肠道菌群概述

　 　 栖息于人类胃肠道中约 １０００ 多种细菌，其中构

成 ＧＭ 并定植于胃肠道的细菌有大约 ９０％属于厚壁

菌门和拟杆菌门。 ＧＭ 组成的多样性与不同地区的

文化习俗和饮食习惯有关，宿主的遗传学也有助于

塑造微生物群［９－１０］。 宿主为 ＧＭ 提供营养环境，而
ＧＭ 产生的一些物质则为人类提供了必要功能。

ＧＭ 参与多糖消化，产生大量单糖和短链脂肪酸

（ｓｈｏｒｔ ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ｃｉｄｓ，ＳＣＦＡｓ），如丙酸、丁酸和乙

酸，供给人体能量。 ＳＣＦＡｓ 影响肠上皮细胞的增殖、
分化和基因的表达调节，诱导细胞内代谢变化，影
响肠道免疫及维护肠道稳态［１１－１３］。
１􀆰 ２　 ＧＭ 失调可能诱发 ＩＢＤ
　 　 肠道粘膜屏障将 ＧＭ 与黏膜淋巴组织分离，防
止炎症反应，并整合来自饮食代谢产物、共生细菌

和病原体的分子信号，以调节免疫反应［１４］。 肠上皮

细胞（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＩＥＣ）是维持肠道稳态

的关键成分之一，紧密连接（ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ，ＴＪ）是主

要的联结成分。 ＴＪｓ 位于上皮细胞侧膜顶端附近，
连接相邻的 ＩＥＣ，并与细胞肌动蛋白和肌球蛋白网

络相关联，调节肠道的通透性。 ＴＪｓ 断裂会导致肠

粘膜炎症反应、肠道通透性增加，从而促进机会性

感染的发生［１５－１６］。
致病菌通过病原相关分子模式 （ ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰｓ）与模式识别受

体相互作用，引发机体先天免疫反应，从而损伤肠

黏膜。 致病菌过度生长导致粘膜持续炎症进而影

响机体局部或全身形态和功能变化，有利于 ＩＢＤ 的

发生［１７］。 炎症反应的副产物促使宿主和 ＧＭ 氧化

应激，使得厚壁菌和拟杆菌减少，并有利于肠杆菌

和粘附 ／侵袭性大肠杆菌（ａｄｈｅｒｅｎｔ⁃ｉｎｖａｓｉｖｅ Ｅ． ｃｏｌｉ，
ＡＩＥＣ）增殖，激发 ＩＢＤ 症状的恶化［１８－１９］。 ＡＩＥＣ 不

仅通过抑制干扰素－γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ，ＩＦＮ⁃γ）介导的信

号转导来逃避宿主免疫应答，进而阻止抗菌效

应［２０］；还可以在巨噬细胞内复制，诱导细胞死亡并

加重肠道炎症［２１－２２］。 鞘脂是一类由宿主和特定细

菌产生的特殊脂质，由肠道细菌产生的鞘脂，可以

调节宿主免疫反应。 例如，拟杆菌产生的鞘脂抑制

自然杀伤细胞（ｎａｔｕｒｅ ｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）的增殖并防止化学

诱导的结肠炎［２３］。 代谢组学发现，ＩＢＤ 患者体内的

鞘脂含量较低，当鞘脂丰度降低时，炎症反应趋于

升高［２４－２５］。 研究发现，普拉梭菌与 ＩＢＤ 的病因密切

相关，它产生的一种特殊蛋白质具有抗炎效应［２６］。
Ｓｏｋｏｌ 等［２７］通过体内外实验也证实，该菌通过分泌

特殊蛋白质能够阻断核因子－κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ，
ＮＦ⁃κＢ）通路激活和白介素－８（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃８，ＩＬ⁃８）产
生，以及诱导抗炎因子 ＩＬ⁃１０ 分泌。 因此，普拉梭菌

可能成为 ＩＢＤ 治疗中具有潜力的益生菌候选物［２８］。

０７１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５



基因组测序数据分析证明 ＣＤ 和 ＵＣ 肠道菌群

发生了重要变化，已有多项研究表明，这种变化体

现在 ＩＢＤ 患者体内保护性菌丰度较低（如双歧杆

菌、拟杆菌、梭状芽胞杆菌、普拉梭菌等），而促炎性

菌丰度较高（如韦荣菌科、巴氏杆菌、ＡＩＥＣ 和核梭

杆菌（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｕｃｌｅａｔｕｍ，Ｆｎ）等） ［１７，１９］。 此外，
ＩＢＤ 患者粪便中菌群代谢物的浓度也发生变化，如
ＳＣＦＡｓ 减少、胆汁酸衍生物和色氨酸代谢物调节失

调。 然而这些物质是调节代谢紊乱、调控机体免

疫、维持肠道黏膜屏障稳态的关键因素［１２，１４，２９］。
目前研究大多聚焦于肠道细菌与疾病的关系，

对于肠道真菌的研究较少。 真菌仅占 ＧＭ 总数的

０􀆰 １％，但是其在肠道免疫系统的发育和形成中同样

起着重要作用［３０］。 研究表明，ＩＢＤ 患者肠内真菌生

物群种类发生偏移，其中担子菌 ／子囊菌比值增加，
酿酒酵母菌比例降低，白色念珠菌比例增加［３１］。 酿

酒酵母菌被证明为一种有益菌，研究表明，对复发

性结肠炎和艰难梭菌感染性腹泻有显著效果［３２］，可
能通 过 调 节 ＮＦ⁃κＢ 和 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路，
抑制促炎因子 ＩＬ⁃１β 的释放并上调抗炎因子转化生

长因子－β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β，ＴＧＦ⁃β） 表

达，调节机体免疫环境稳态［３３］。 然而，白色念珠菌

作为一种致病菌，其胞壁组分（甘露聚糖、β－葡聚

糖）与 ＰＡＭＰｓ 相互作用可促进 Ｔｈ１７ 的分化，并增

加促炎因子 ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃２２ 分泌［３０］。 Ａｔａｒａｓｈｉ 等［３４］ 证

明用白色念珠菌单克隆的小鼠结肠固有层中 Ｔｈ１７
增加。 研究证明，ＣＡＲＤ９ 和 Ｄｅｃｔｉｎ⁃１ 基因风险多态

性与 ＩＢＤ 有关，参与对真菌的先天免疫过程。 马拉

色菌在 ＣＤ 患者中大量存在，可能通过 ＣＡＲＤ９ 引发

肠道炎症反应，促进疾病进展［３５］。 因此，真菌 ＧＭ
失调也可能是诱发肠道炎症条件之一。
１􀆰 ３　 调节 ＧＭ 缓解 ＩＢＤ
　 　 目前已有大量研究通过饮食干预或使用益生

元、益生菌及 ＦＭＴ 来调节肠道菌群稳态，对 ＩＢＤ 的

精准治疗有较大的研究潜力。
１􀆰 ３􀆰 １　 饮食干预　
　 　 最近的研究发现，基于多糖的水凝胶具有调节

ＧＭ 的潜力。 它经肠道微生物群发酵产生 ＳＦＣＡｓ，
促进有益菌的生长和活力，从而改善肠道健康状

况［３６］。 在膳食中补充 ＳＣＦＡｓ 可以诱导病原体的抑

制和有益菌的富集，同时提高先天免疫力，增强抗

氧化能力， 并增加宿主的抗病能力［３７］。 然而，

Ｌｉｍｋｅｔｋａｉ 等［３８］分析评估了饮食干预，如高纤维、低
精制碳水化合物饮食、限制性饮食以及低钙饮食等

对疾病缓解或对 ＩＢＤ 患者生活质量、手术需求或疾

病进展的作用，并得出结论饮食干预对 ＣＤ 和 ＵＣ 的

影响尚不确定，仍需要更多的研究。
１􀆰 ３􀆰 ２　 益生菌　
　 　 研究表明益生菌可诱导 ＵＣ 疾病缓解，接受

ＶＳＬ＃３（一种益生菌混合物）治疗的患者缓解率达

４２􀆰 ９％［３９］。 Ｍａｒ 等［４０］证实 ＶＳＬ＃３ 可减少与肠道组

织损伤相关的菌群的多样性。 此外，Ｗａｎｇ 等［４１］ 发

现施加 ＶＳＬ＃３ 显著降低 ＵＣ 相关肿瘤模型小鼠的肿

瘤负荷，并降低结肠组织中肿瘤坏死因子－α（ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）和 ＩＬ⁃６ 水平。 联合 ５－氨基

水杨酸制剂，提高了肠粘膜乳酸杆菌和双歧杆菌

丰度。
１􀆰 ３􀆰 ３　 益生元　
　 　 大量研究证明多种益生元可促进宿主肠道中

双歧杆菌的增殖，其机制可能与双歧杆菌利用益生

元的效率更高有关［４２］。 低聚果糖广泛存在于洋葱、
大葱、大蒜和芦笋等天然植物中［４３］。 Ｌｉａｏ 等［４４］ 实

验表明补充低聚果糖缓解了葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎ
ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ，ＤＳＳ）诱导小鼠的病理免疫应答，阻止

ＤＳＳ 诱导的结肠粘膜粘蛋白和 ＴＪ 蛋白丢失，防止肠

道屏障受损，同时减少了粘螺菌丰度。 此外，临床

试验也证明了益生元的效用。 Ｗｉｌｓｏｎ 等［４５］ 探讨了

补充低聚半乳糖对 １７ 名活动性 ＵＣ 患者结肠炎症

的影响，报告显示患者粪便稠度改善，稀便率和严

重程度降低，排便紧迫性也降低。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＦＭＴ　
　 　 ＦＭＴ 是一种新兴疗法，在 ＩＢＤ 治疗中显示出潜

力价值。 Ｃａｌｄｅｉｒａ 等［４６］证明 ＦＭＴ 在 ＵＣ 和 ＣＤ 的临

床缓解和应答方面的益处，总体临床缓解率分别为

３７％和 ５３􀆰 ８％。 此外研究还发现 ＦＭＴ 适用于抗生

素耐药细菌定植于胃肠道的疾病治疗，尤其在治疗

复发性艰难梭菌诱发的 ＵＣ 有较好的效果［４７］。
目前尚不清楚在 ＩＢＤ 中炎症是否引起菌群失

调或者生态失调是否先于疾病发生，仍需要进行大

量研究才能更好地理解这种关系。

２　 炎症性肠病中的 ｍｉＲＮＡ

　 　 ｍｉＲＮＡ 是一组小的单链非编码 ＲＮＡ，靶向

ｍＲＮＡ 的 ３’－非翻译区域调节基因表达，在信号转

导及细胞分化、增殖、凋亡等方面发挥作用［４８］。 每
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个 ｍｉＲＮＡ 可以调节数百种 ｍＲＮＡ，给定的 ｍＲＮＡ 序

列可能被几种 ｍｉＲＮＡ 靶向。 因此，ｍｉＲＮＡ 参与了

超过 ３０％的蛋白质编码基因的调控［４９］。 自身免疫

疾病特别是 ＩＢＤ 中 ｍｉＲＮＡ 的关键功能是有助于在

粘膜部位建立免疫稳态［４８］。 在 ＩＢＤ 的诊断与治疗

中，ｍｉＲＮＡ 均发挥着不可替代的作用。
２􀆰 １　 ｍｉＲＮＡ 反映 ＩＢＤ 的疾病活动性

　 　 一项研究通过微阵列、定量逆转录聚合酶链反

应和原位杂交分析揭示 ＵＣ 患者 ｍｉＲ⁃１６、ｍｉＲ⁃２１、
ｍｉＲ⁃２３ａ、ｍｉＲ⁃２４、ｍｉＲ⁃２９ａ、ｍｉＲ⁃１２６、ｍｉＲ⁃１９５ 和 ｌｅｔ⁃
７ｆ 显著增加，而 ｍｉＲ⁃１９２、ｍｉＲ⁃３７５ 和 ｍｉＲ⁃４２２ｂ 减

少［５０］。 随着研究不断深入有更多的 ｍｉＲＮＡ 被发

现，Ｗａｎｇ 等［５１］发现 ＩＢＤ 患者的血清 ｍｉＲ⁃２２３ 水平

显著升高，且与疾病活动度呈正相关。 此外，与红

细胞沉降率和 Ｃ 反应蛋白相比，ｍｉＲ⁃２２３ 在 ＣＤ 患

者显出更高的疾病活动度相关性。 Ｃｏｒｄｅｓ 等［５２］ 研

究显示，ＩＢＤ 患者 ｍｉＲ⁃３２０ａ 水平与内镜下疾病活动

度密切相关，凸显了其作为非侵入性生物标志物的

潜力。 但在将 ｍｉＲＮＡ 用作诊断工具之前，需考虑

ｍｉＲＮＡ 对 ＩＢＤ 的特异性，因为已知一些 ｍｉＲＮＡ 与

其他疾病相关，例如 ｍｉＲ⁃２１ 不仅在 ＵＣ 患者中显著

升高，而且在 ＣＲＣ 中也上调［５３－５４］。
２􀆰 ２　 ｍｉＲＮＡ 对治疗反应预测

　 　 在严重 ＵＣ 患者中，Ｍｏｒｉｌｌａ 等［５５］ 在对初始类固

醇治疗无反应的患者中发现了 １５ 种与类固醇反应

相关的 ｍｉＲＮＡ，６ 种与英夫利昔单抗反应相关的

ｍｉＲＮＡ，４ 种与环孢素反应相关的 ｍｉＲＮＡ，从而强调

了 ｍｉＲＮＡ 作为 ＩＢＤ 治疗反应预测因子的作用。 此

外，Ｈｅｉｅｒ 等［５６］研究表明在接受泼尼松或英夫利昔

单抗治疗的 ＩＢＤ 患儿中， ｍｉＲ⁃１４６ａ、 ｍｉＲ⁃３２０ａ 和

ｍｉＲ⁃１４６ｂ 均随两种药物使用而下降，可能与炎症得

到控制相关，ｍｉＲ⁃４８６ 对泼尼松的反应有较显著的

变化，而对英夫利昔单抗则无。
２􀆰 ３　 ｍｉＲＮＡ 可能成为未来 ＩＢＤ 的治疗靶点

　 　 研究发现一些 ｍｉＲＮＡ 与一些批准用于治疗

ＩＢＤ 的药物作用于相同的炎症途径。 据观察，ｍｉＲ⁃
２９ 可降低 ＩＬ⁃２３ 水平，而抗 ＩＬ１２ ／ ２３ 抗体（乌司奴单

抗）已用于治疗中度至重度 ＣＤ［５７－５８］。 ｍｉＲ⁃１２６ 通

过调节血管细胞黏附分子－１ 抑制白细胞与内皮细

胞的粘附，从而减少白细胞募集，这与维多珠单抗

特异性结合辅助 Ｔ 淋巴细胞（ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，
Ｔｈ）整合素 α４β７ 发挥抗炎作用机制相同，后者已用

于治疗中度至重度 ＩＢＤ［５９－６０］。 ｍｉＲ⁃１５５ 直接靶向细

胞因子信号抑制因子 １ 调节 Ｊａｎｕｓ 激酶 （ ｊａｎｕｓ
ｋｉｎａｓｅ，ＪＡＫ）信号通路，效用同目前用于 ＵＣ 治疗的

托伐菌素［６１－６２］。 另外，已有二期临床试验证明口服

信号转导分子 ７ （ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ７，
Ｓｍａｄ７）反义寡核苷酸可改善 ＣＤ 患者的临床症

状［６３］。 Ｔｓｕｊｉｍｕｒａ 等［６４］ 超级碳酸盐磷灰石 － ｍｉＲ⁃
４９７ａ⁃５ｐ 复合物纳米投递系统通过增强 ＴＧＦ⁃β ／
Ｓｍａｄ 信号通路的活性恢复结肠粘膜的上皮结构并

抑制肠道炎症。 以上研究均证明 ｍｉＲＮＡ 具有治疗

ＩＢＤ 的研究潜力（ＩＢＤ 的主要 ｍｉＲＮＡ 及作用靶点见

表 １）。 此外，Ｍｏｅｉｎ 等［６５］ 还阐明了各种 ｍｉＲＮＡ 之

间的关系以及 ＩＢＤ 发病机制所涉及的机制，即通过

调节树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ，ＤＣ）、巨噬细胞、中
性粒细胞、ＮＫ 细胞和 Ｔ 细胞的炎症反应，改变 ＴＪ 蛋
白、形成粘液屏障以及调控凋亡过程等。 研究发

现，ｍｉＲＮＡ 在炎症级联反应中的作用为 ＩＢＤ 的治疗

带来了创新视角，例如 ｍｉＲＮＡ 模拟物和 ｍｉＲＮＡ 拮

抗剂。 ｍｉＲＮＡ 拮抗剂优先抑制 ｍｉＲＮＡ 的“种子区”
以阻断下游信号通路的激活［６６］。 使用 ｍｉＲＮＡ 拮抗

剂恢复因 ｍｉＲＮＡ 过表达而导致的 ｍＲＮＡ 靶标功能

受损［７］。 ｍｉＲＮＡ 模拟物可以恢复导致靶功能增强

的 ｍｉＲＮＡ 表达减少［７］，然而，使用 ｍｉＲＮＡ 拮抗剂和

模拟物都存在着缺陷［６７］。 因此，未来的研究需要更

加深入了解 ＩＢＤ 的 ｍｉＲＮＡ 谱，阐明其在 ＩＢＤ 炎症触

发和持续过程中的作用。

３　 炎症性肠病中 ｍｉＲＮＡ 与 ＧＭ 的相互作用

　 　 近年来，ｍｉＲＮＡ 与宿主及 ＧＭ 的相互作用越来

越受到重视，并成为当前研究的目标，这些研究表

明 ｍｉＲＮＡ 参与 ＧＭ 的调节和诱导生态失调，而菌群

反过来可以调节 ｍｉＲＮＡ 的表达，从而改变肠道内稳

态［８，６８－６９］。 （图 １）
３􀆰 １　 ｍｉＲＮＡ 调节肠道菌群的作用

　 　 肠道 ｍｉＲＮＡ 与菌群在出生至成熟过程中共同

进化，细菌中存在的小 ＲＮＡ 的功能与 ｍｉＲＮＡ 相似，
但具体作用机制尚不清楚。 研究发现，特异 ｍｉＲＮＡ
进入细菌与核酸共定位，调节 ＧＭ 基因转录，直接影

响菌群生长。 例如 ｍｉＲ⁃５１５⁃５ｐ 和 ｍｉＲ⁃１２２６⁃５ｐ 分别

促进了 Ｆｎ 和大肠杆菌的生长［７０］。 此外，ｍｉＲ⁃３０ ｄ⁃
５ｐ 调节嗜黏蛋白阿克曼菌中 β－半乳糖苷酶基因的

表达，从而促进这种细菌在肠道内丰度增加，使其

有望成为继乳酸菌、双歧杆菌的下一代益生菌［７１］。
在 ＩＢＤ 患 者 中 发 现 ｍｉＲＮＡ 的 异 常 表 达 会 影
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　 　 　 　表 １　 ＩＢＤ 中主要 ｍｉＲＮＡ 在中变化及作用靶点
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｉｎ ｍｉＲＮＡ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ
微小 ＲＮＡ
ｍｉＲＮＡ

炎症性肠病中变化
ＩＢＤ

靶点
Ｔａｒｇｅｔ

ｍｉＲ⁃１０ａ ↑ 抑制 ＮＯＤ２
Ｉｎｈｉｂｉｔ ＮＯＤ２

ｍｉＲ⁃１６ ＵＣ↑ Ｔ 细胞亚群
Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｓｕｂ⁃ｔｙｐｅｓ

ｍｉＲ⁃２１ ＵＣ↑ Ｔ 细胞亚群
Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｓｕｂ⁃ｔｙｐｅｓ

ｍｉＲ⁃２３ａ ＵＣ↑ ／
ｍｉＲ⁃２４ ＵＣ↑ ／

ｍｉＲ⁃２９ 在 ＣＤ 中降低 ＩＬ⁃１２ ／ ＩＬ⁃２３
Ｄｅｃｒｅａｓｅ ＩＬ⁃１２ ／ ＩＬ⁃２３ ｉｎ ＣＤ

激活 ＮＯＤ２
Ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｏｆ ＮＯＤ２
ｍｉＲ⁃２９ａ ＵＣ↑ ／
ｍｉＲ⁃３０ｃ ＵＣ↑ ／
ｍｉＲ⁃１２４ ＣＤ↑ ＡＨＲ
ｍｉＲ⁃１２６ ↑ ＶＣＡＭ⁃１
ｍｉＲ⁃１３０ａ ↑ ／
ｍｉＲ⁃１４６ａ ↑ ＴＮＦ⁃α
ｍｉＲ⁃１４６ｂ ↑ ＴＮＦ⁃α
ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ↑ Ｔｈ１７
ｍｉＲ⁃１５５ ＵＣ↑ ＳＯＣＳ１
ｍｉＲ⁃１９２ ＵＣ↓ ＭＩＰ⁃２α
ｍｉＲ⁃１９５ ＵＣ↑ ／
ｍｉＲ⁃２２３ ↑ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃８
ｍｉＲ⁃３２０ａ ↑ ＴＮＦ⁃α

ｍｉＲ⁃３７５ ＵＣ↓ 抑制 ＫＬＦ⁃５
Ｉｎｈｉｂｉｔ ＫＬＦ５

ｍｉＲ⁃４２２ｂ ＵＣ↓ ／
ｍｉＲ⁃４８６ ↑ ／

Ｌｅｔ⁃７ｆ ↑ Ｔ 细胞亚群
Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｓｕｂ⁃ｔｙｐｅｓ

ｍｉＲ⁃４９７ａ ↓ ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ
ｍｉＲ⁃５７４ａ⁃５ｐ ＵＣ↓ ＣＡＲＤ３

ｍｉＲ⁃９２４ ↑ Ｔｈ１７
注：ＫＬＦ５：类克虏伯因子 ５；ＭＩＰ⁃２α：巨噬细胞抑制肽；ＮＯＤ２：核苷酸
结合寡聚结构域 ２；ＳＯＣＳ１：细胞因子信号传导 １ 抑制因子；ＡＨＲ：芳
香烃受体；ＶＣＡＭ⁃１：血管细胞粘附分子 １；ＣＡＲＤ３：含半胱天冬酶募
集结构域蛋白 ３；↑：增加；↓：减少。
Ｎｏｔｅ． ＫＬＦ５， Ｋｒｕｐｐ ｆａｃｔｏｒ ５． ＭＩＰ⁃２α， Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｐｅｐｔｉｄｅ．
ＮＯＤ２， Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｃ ｄｏｍａｉｎ ２． ＳＯＣＳ１， Ｃｙｔｏｋｉｎｅ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ １ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ． ＡＨＲ， Ａｒｙｌ⁃ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ． ＶＣＡＭ⁃１，
Ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １． ＣＡＲＤ３， Ｃａｓｐａｓｅ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ
ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３． ↑， Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． ↓， Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．

响 Ｆｎ、大肠杆菌和节段丝状菌等菌群的增殖活

性［７２］。 Ｊｏｈｎｓｔｏｎ 等［６９］ 证明 ｍｉＲ⁃２１ 的表达促使 ＧＭ
失调促进肠道炎症。 敲除 ｍｉＲ⁃２１ 可以预防结肠炎，
部分原因是拟杆菌的减少和保护性厚壁菌和梭状

芽胞杆菌的增加。 此外， Ｆｅｎｇ 等［７３］ 研究也通过

ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 缺失的小鼠表现出 ＧＭ 失调，在施用

ＤＳＳ 诱导出更强的肠道炎症。 因此，可以通过调节

ｍｉＲＮＡ 影响 ＧＭ 分布，进而恢复肠道微生态环境。

肠道胞外 ｍｉＲＮＡ 主要来源于 ＩＥＣｓ 和免疫细

胞，但它是如何发挥作用的？ 细胞外囊泡（ＥＶ）是一

种脂质膜泡，由原核细胞和真核细胞释放到细胞外

环境。 较小的 ＥＶ（＜２００ ｎｍ）外泌体是其一种亚型。
ＥＶｓ 的成分 （蛋白质、脂质、ＤＮＡ、ｍｉＲＮＡ 和其他

ＲＮＡ）可通过内吞作用、脂筏或膜融合等途径被细

胞吸收，进而参与调节靶细胞的功能［７４］。 外泌体的

生物学效应多归因于 ｍｉＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ 通过与一些特

定的结合基序被选择性地分选到 ＥＶ 中，进而发挥

作用［７４－７５］。 在 ＩＢＤ 中，外泌体 ｍｉＲＮＡ 在免疫细胞

（如 ＤＣ、Ｔ 细胞和巨噬细胞）之间穿梭并调节其功

能，从而协调 ＩＢＤ 中的免疫系统。 外泌体 ｍｉＲ⁃２２３
通过下调 ＴＪ 蛋白损害肠上皮屏障而促进 ＩＢＤ 进

展［７６］。 因此，推断 ｍｉＲＮＡ（如细胞外粪便 ｍｉＲＮＡ）
也经由这种载体进入细菌，进行调控细菌基因的表

达沉默，进而影响 ＧＭ 的丰度变化。 然而，ｍｉＲＮＡ
对基因表达的调控如何影响细菌生长可能取决于

ｍｉＲＮＡ 靶向基因的功能［７０］。 此外，外源性 ｍｉＲＮＡ
同样可以促进抗炎细胞因子的表达，激活调节抗微

生物免疫和组织修复的下游分子通路，介导宿主免

疫系统和 ＧＭ 之间的串扰［７７］。 但目前的研究结果

尚存在争议。
ｍｉＲＮＡ 参与基因调控过程不仅通过细菌摄取，

还可能通过其他间接方式影响生态失调。 例如通

过修饰抗菌肽（ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ，ＡＭＰ）表达来

重塑 ＧＭ，其中 α－防御素 ５（α⁃ｄｅｆｅｎｓｉｎ５，ＨＤ⁃５）是肠

粘膜中最丰富的 ＡＭＰ。 ＨＤ⁃５ 主要来源于潘氏细

胞，对人类肠道微生物群具有直接的杀菌活性，因
此它可以改变体内的人类微生物组［１３］。 研究发现

ｍｉＲ⁃１２４ 和 ｍｉＲ⁃９２４ 负调控 ＨＤ⁃５ 表达［７８］。 Ｓａｌｚｍａｎ
等［７９］发现实验小鼠过表达 ＨＤ⁃５ 后表现出丝状菌的

减少而优势菌种类的变化。 此外，ｍｉＲ⁃１２４ 在活性

ＣＤ 的肠组织中上调，Ｚｈａｏ 等［８０］ 证实 ｍｉＲ⁃１２４ 通过

抑制芳香烃受体调节促炎细胞因子的产生从而诱

导炎症，并在进一步实验表明下调 ｍｉＲ⁃１２４ 可缓解

化学诱导的结肠炎。 上述作用可能通过影响肠道

炎症稳态间接影响菌群的组成。 至此，ｍｉＲＮＡ 对

ＧＭ 的直接或间接调节作用尚未明确，需要进一步

研究它们之间的关联。
３􀆰 ２　 肠道菌群在 ｍｉＲＮＡ 表达中的作用

　 　 Ｄａｌｍａｓｓｏ 等［８１］ 用健康小鼠 ＧＭ 定植无菌小鼠

后显 示 肠 道 ｍｉＲＮＡ 表 达 失 调， 由 此 证 明 宿 主

ｍｉＲＮＡ 的表达因菌群定植而发生变化，同时也表明
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图 １　 炎症性肠病中微小 ＲＮＡ 与肠道菌群的相互作用机制图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ａｎｄ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ

ＧＭ 可能通过调节宿主 ｍｉＲＮＡ 表达来调控基因表

达。 随着研究深入进展，发现 ｍｉＲＮＡ 可以重塑细菌

感染后的机体免疫力和炎症反应。 Ｚｈｏｕ 等［８２］ 研究

发现小鼠骨髓源巨噬细胞感染李斯特菌后，ｍｉＲＮＡ
表达谱鉴定出 ｍｉＲ⁃１５５、ｍｉＲ⁃１４６ａ、ｍｉＲ⁃１２５ａ⁃３ｐ ／ ５ｐ
和 ｍｉＲ⁃１４９ 在感染后显著上调。 此外，Ｎｇｕｙｅｎ 等［８３］

研究表明 ＡＩＥＣ 感染改变小鼠 ｍｉＲＮＡ 表达和免疫

反应的机制是通过激活 ＮＦ⁃κＢ 途径上调 Ｔ 细胞和

ＩＥＣ 中 ｍｉＲ⁃３０ｃ 和 ｍｉＲ⁃１３０ａ 的水平。 在临床试验

中发现接受自体或异体 ＦＭＴ 受试者移植前后粪便

ｍｉＲＮＡ 表达与 ＧＭ 组成存在显著相关性，表明 ＦＭＴ
诱导的 ＧＭ 相对丰度变化改变了肠道 ｍｉＲＮＡ 谱［８］。
益生菌干预将参与炎症过程的部分 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ⁃
１４３、ｍｉＲ⁃１５０、ｍｉＲ⁃１５５、ｍｉＲ⁃２２３ 和 ｍｉＲ⁃３７５）恢复到

正常水平，改善了炎症反应并恢复肠道稳态［８４］。 由

此说明，额外施加益生菌可以改善 ｍｉＲＮＡ 表达，调
节 ＧＭ，进而缓解炎症。 已有研究表明益生菌对免

疫反 应 的 调 节 机 制。 大 肠 杆 菌 Ｎｉｓｓｌｅ １９１７
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｎｉｓｓｌｅ １９１７，ＥｃＮ）用作益生菌时，对
人体健康有益［８５］。 体外实验表明 ＥｃＮ 可诱导上皮

细胞和免疫细胞中 ｍｉＲ⁃１４６ａ 的表达，增加人 Ｔ８４ 上

皮细胞中内皮趋化因子配体 １ 和 ＩＬ⁃８ 的表达，增强

宿主的中性粒细胞浸润，促进抗原吞噬更有助于细

菌清除［８６］。 另有一项体外研究将益生菌鼠李糖乳

杆菌 ＧＧ（ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｈａｍｎｏｓｕｓ ＧＧ，ＬＧＧ）添加到

人源 ＤＣ 中，研究益生菌对免疫反应的影响。 结果

表明，ＬＧＧ 可以通过增加 ｍｉＲ⁃１５５ 的水平以及降低

靶向 ＮＦ⁃κＢ 的 ｍｉＲ⁃１４６ａ 的表达来调节免疫系统反

应［８７］。 此外，ＬＧＧ 可以通过抑制 ｍｉＲ１２２ａ 来影响肠

道完整性，从而恢复长期摄入乙醇小鼠的 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
水平［８８］。

以上 几 项 研 究 强 调 ＧＭ 可 以 影 响 宿 主 的

ｍｉＲＮＡ 表达进而影响机体的免疫反应，可能是细菌

代谢产物 ＳＣＦＡｓ 发挥作用［８９］。 最近的研究表明，细
菌源囊泡（ＢＭＶ）中 ｍｉＲＮＡ 的分泌是细菌和哺乳动

物宿主细胞之间双向通讯的重要机制，微生物源胞

外 ｍｉＲＮＡ 可以与宿主 ＲＮＡ 诱导的沉默复合物结

合，这意味着微生物源 ｍｉＲＮＡ 可作为宿主基因调节

因子［９０］。 Ｆｎ 源 ＢＭＶ 可改变 ＩＥＣｓ 的 ｍｉＲＮＡ 谱，尤
其是增加 ｍｉＲ⁃５７４⁃５ｐ 的水平。 Ｆｎ 也可能通过激活

ＴＬＲ４ ／ ＭＹＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号上调 ｍｉＲ⁃２１ 转录水平，
从而促进 ＣＲＣ 的发展［９１］。 此外，脆弱拟杆菌依赖

于 ＭＥＴＴＬ１４ 介导的 Ｎ６－甲基腺苷甲基化下调 ｍｉＲ⁃
１４９⁃３ｐ［９２］。 此外，负向调控 ｍｉＲＮＡ 可能影响宿主
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炎症反应相关 ｍｉＲＮＡ 表达［９３］，如 ｍｉＲ⁃１０ａ 通过核

苷酸结合寡聚结构域 ２ 抑制 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 细胞反应。
３􀆰 ３　 ｍｉＲＮＡ 和肠道菌群在 ＩＢＤ 中相互作用

　 　 在近年来，研究 ｍｉＲＮＡ 在宿主与 ＧＭ 中的作用

越来越多，旨在探索治疗各种慢性炎症性疾病的新

方法［９４］。 目前的研究将 ｍｉＲＮＡ 视为信号级联组件

而不是发病机制的主要驱动因素。 ｍｉＲ⁃１８７ 被认为

依赖 ＩＬ⁃１０ 的 ｍｉＲＮＡ，由单核细胞在脂多糖刺激激

活 ｔｏｌｌ 样受体－４ 产生。 ｍｉＲ⁃１８７ 表达上调抑制促炎

细胞因子 ＴＮＦ、ＩＬ⁃６ 的产生，这证明 ｍｉＲＮＡ 作为调

节因子由 ＩＬ⁃１０ 驱动抗炎反应［６７］。 一方面，致病菌

通过调节机体 ｍｉＲＮＡ 表达，导致宿主功能失调、炎
症反应扩大和 ＩＢＤ 症状恶化。 脆弱拟杆菌源 ＢＭＶ⁃
ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 在 ＩＥＣｓ 与 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞之间发生串扰，
可促进 Ｔｈ １７ 细胞的分化，增加 ＩＬ１７Ａ、ＴＮＦ⁃α 表

达［９２］。 Ｆｎ 通过调节 ｍｉＲ⁃５７４⁃５ｐ ／ ＣＡＲＤ３ 轴增强自

噬，从而促进结肠炎的发生发展［９１］。 另一方面，
ｍｉＲＮＡ 直接或间接参与调节 ＧＭ，影响 ＩＢＤ 疾病进

展。 丁酸梭菌源 ＥＶｓ 恢复 ｍｉＲ⁃１９９ａ⁃３ｐ 表达，抑制

促炎性 ＭＡＰＫ 和 ＮＦ⁃κＢ 信号传导。 宏基因组结果

显示该 ＥＶ 也缓解 ＤＳＳ 小鼠的 ＧＭ 失调，显著降低

致病菌大肠杆菌和福氏志贺氏菌的丰度［９５］。 双歧

杆菌 ＭＩＭＢｂ７５ 在 ｍｉＲＮＡ 转录上以时间依赖性的方

式刺激宿主基因表达的变化，可能通过增加 ｍｉＲ⁃
１４８ａ，抑制肠细胞中缺氧诱导因子－２α 的功能，从而

有助于预防或减轻结肠炎［９６］。 至此，可推断出

ｍｉＲＮＡ 在 ＧＭ 与宿主之间的通信中扮演着重要角

色，将 ｍｉＲＮＡ 可以作为治疗工具，作用于宿主或

ＧＭ，从而使 ＩＢＤ 患者受益。 同样研究证实使用添加

益生元或益生菌等补充剂，可有助于调节 ＧＭ 和调

控 ｍｉＲＮＡ 的表达，达到改善 ＩＢＤ 肠道炎症进展的目

的。 然而，所有这些观点都需要进一步研究论证，
以便更好地将他们应用于实际。

４　 结论

　 　 多项研究强调了 ＧＭ 失调在 ＩＢＤ 发展中的重要

作用，维持 ＧＭ 平衡的策略对该疾病的治疗和预防

也十分有用，另外 ｍｉＲＮＡ 也是研究的重点，进一步

促进了对疾病的理解，并为 ＩＢＤ 患者的诊断和治疗

带来了新的视角，但未来还需要开展更多研究，以
便更好地了解 ＧＭ 与 ｍｉＲＮＡ 在 ＩＢＤ 发病机制中的

复杂相互作用，阐明他们在诊断和治疗中的作用，
并巩固在临床实践中的应用。
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［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２２， ２３（２４）： １５４７９．

［９４］ 　 ＮＩＫＯＬＡＩＥＶＡ Ｎ， ＳＥＶＣＩＫＯＶＡ Ａ， ＯＭＥＬＫＡ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｇｕｔ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ⁃ＭｉｃｒｏＲＮＡ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ
ｃａｎｃｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ， ２０２２， １１（１）： １０７．

［９５］ 　 ＭＡ Ｌ， ＬＹＵ Ｗ， ＳＯＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｉｎ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ
ｃｏｌｉｔｉｓ： ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｈｏｓｔ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｇｕｔ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｍｏｌ Ｎｕｔｒ Ｆｏｏｄ Ｒｅｓ， ２０２３， ６７
（１３）： ｅ２２００８８４．

［９６］ 　 ＷＥＮ Ｂ， ＴＡＩＢＩ Ａ， ＶＩＬＬＡ Ｃ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｂｉｆｉｄｕｍ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｒｏｄｅｎｔｉｕｍ ［ Ｊ ］ ．
Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ， ２０１９， ７（２）： ５１．

〔收稿日期〕２０２３－０９－１３

８７１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ３４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ５


