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复合因素诱导射血分数保留心力衰竭大鼠模型
的建立及评价

石玉姣１，杨晨光１，乔文博１，刘永成１，刘思雨１，董国菊１，２∗

（１． 中国中医科学院西苑医院心血管内科，北京　 １０００９１；２． 国家中医心血管病临床医学研究中心，北京　 １０００９１）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过复合因素建立射血分数保留心力衰竭（ＨＦｐＥＦ）大鼠模型，评估其特征，并探讨心肌应变

参数与心肌肥厚及纤维化的相关性。 方法　 ８ 只 ＷＫＹ 大鼠和 ８ 只自发性高血压大鼠（ＳＨＲ）作为对照组，给予普

通饲料至实验结束。 ３２ 只 ＳＨＲ 大鼠平均分 ＳＨＲ ＋ Ｓ 组、ＳＨＲ ＋ Ｆ 组、ＳＨＲ ＋ ＳＦ 组及 ＳＨＲ ＋ 复合组，分别给予高盐

饲料、高脂饲料、高盐⁃脂饲料、高盐⁃脂⁃糖饲料联合腹腔注射链脲霉素 ３０ 周。 造模结束后，测量心重 ／体重（ＨＷ／
ＢＷ）、收缩压（ ＳＢＰ） 及舒张压 （ ＤＢＰ）；行超声心动图测量左心室 （ ＬＶ） 舒张末内径 （ ＬＶＩＤｄ）、 ＬＶ 前壁厚度

（ＬＶＡＷｄ）、ＬＶ 后壁厚度（ＬＶＰＷｄ）、ＬＶ 射血分数（ＬＶＥＦ）、等容舒张时间（ ＩＶＲＴ）、ＬＶ 舒张早期二尖瓣流入峰值速

度（Ｅ） ／二尖瓣环运动速度（ｅ’）；斑点追踪超声心动图测量全纵向应变（ＧＬＳ）及应变率（ＧＬＳｒ）、全径向应变（ＧＲＳ）
及应变率（ＧＲＳｒ）、全周向应变（ＧＣＳ）及应变率（ＧＣＳｒ）；血清学检测甘油三酯（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）、低密度脂蛋白

（ＬＤＬ⁃Ｃ）、葡萄糖（ＧＬＵ）及糖化血清蛋白（ＧＳＰ），ＥＬＩＳＡ 法检测血清 Ｂ 型利钠肽（ＢＮＰ）、血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）及
半乳糖凝集素 ３（Ｇａｌ⁃３）；心肌进行苏木精⁃伊红（ＨＥ）及 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察心肌细胞及纤维化，并计算心肌细胞横截

面面积（ＣＳＡ）及胶原体积分数（ＣＶＦ）；此外，分析心肌应变参数和 ＣＳＡ 及 ＣＶＦ 的相关性。 结果　 与对照组比较，
各模型组，尤其是 ＳＨＲ ＋ 复合组的 ＨＷ／ ＢＷ、ＳＢＰ、ＤＢＰ、血清指标（ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ、ＧＬＵ、ＧＳＰ、ＢＮＰ、ＡｎｇⅡ及 Ｇａｌ⁃３）
和超声心动图参数（ＬＶＩＤｄ、ＬＶＡＷｄ、ＬＶＰＷｄ、ＩＶＲＴ 及 Ｅ ／ ｅ’）显著升高；斑点追踪超声心动图参数 ＧＬＳ、ＧＬＳｒ、ＧＲＳ、
ＧＲＳｒ、ＧＣＳ 及 ＧＣＳｒ 的绝对值显著下降；心肌组织 ＨＥ 及 Ｍａｓｓｏｎ 染色提示明显心肌细胞肥大及纤维化，并且 ＣＳＡ 及

ＣＶＦ 显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 相关性分析显示，ＧＬＳｒ、ＧＣＳ 及 ＧＣＳｒ 与 ＣＳＡ 密切相关；ＧＬＳ、ＧＬＳｒ 和 ＧＣＳｒ 与 ＣＶＦ 密切

相关（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 本研究模拟高血压及糖脂代谢紊乱诱导的 ＨＦｐＥＦ 大鼠模型在病因、临床表现及心肌病理

改变上复刻了 ＨＦｐＥＦ 的基本特征，可能是代谢综合征相关 ＨＦｐＥＦ 的可靠动物模型。 此外，心肌应变参数与心肌肥

厚及纤维化密切相关，可能间接反应心肌细微病变和功能障碍。
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ｆｒａｃｔｉｏｎ（ ＣＶＦ） ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｓｔｒａｉｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｔｏ ＣＳＡ ａｎｄ ＣＶＦ ｗａｓ
ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｔｈｅ ＳＨＲ ＋ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐ， ＨＷ／ ＢＷ，
ＳＢＰ， ＤＢＰ， ｓｅｒｕｍ ｉｎｄｅｘｅｓ（ＴＣ， ＴＧ， ＬＤＬ⁃Ｃ， ＧＬＵ， ＧＳＰ， ＢＮＰ， ＡｎｇⅡ， ａｎｄ Ｇａｌ⁃３） ａｎｄ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
（ＬＶＩＤｄ， ＬＶＡＷｄ， ＬＶＰＷｄ， ＩＶＲＴ， ａｎｄ Ｅ ／ ｅ’） ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ． Ａｂｓｏｌｕｔｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｓｐｅｃｋｌｅ⁃ｔｒａｃｋｉｎｇ
ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ （ＧＬＳ， ＧＬＳｒ， ＧＲＳ， ＧＲＳｒ， ＧＣＳ， ａｎｄ ＧＣＳｒ）ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｂｌｙ． ＨＥ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｍａｒｋｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｗｅｒｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ＣＳＡ ａｎｄ ＣＶＦ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＧＬＳｒ， ＧＣＳ， ａｎｄ ＧＣＳｒ ｗｅｒｅ ｓｔｒｏｎｇｌｙ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ
ＣＳＡ， ａｎｄ ＧＬＳ， ＧＬＳｒ， ａｎｄ ＧＣＳｒ ｗｅｒｅ ｓｔｒｏｎｇｌｙ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ ＣＶＦ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＨＦｐＥＦ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｃｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＨＦｐＥＦ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ
ｅｔｉｏｌｏｇｙ， ｃｌｉｎｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ， ａｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ， ａｎｄ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ＨＦｐＥＦ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｓｔｒａｉｎ ｉｎｄｉｃｅｓ ｗｅｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ａｎｄ ｍｉｇｈｔ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｆｌｅｃｔ ｓｕｂｔｌｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｌｅｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｗｉｔｈ ｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ； ｒａｔ； ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｓｔｒａｉｎ； ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ；
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 心力衰竭（ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ，ＨＦ）是多种心血管疾病

的终末期表现。 射血分数保留心力衰竭 （ ｈｅａｒｔ
ｆａｉｌｕｒｅ ｗｉｔｈ ｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＨＦｐＥＦ）约占

ＨＦ 人群的 ５０％，其发病率和死亡率随着人口老龄

化及高血压、糖尿病、高血脂症等合并病的流行而

逐年增加［１－２］。 ＨＦｐＥＦ 是一种复杂的异质性综合

征，与多种诱因相关，具有不同的表型表现（左心室

（ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ， ＬＶ）舒张功能障碍、右心功能障碍、
心房颤动、肺动脉高压、血管硬化、内皮功能障碍和

骨骼肌无力等），并且涉及多种分子机制（心脏肥

大、纤维化、炎症、氧化应激、线粒体和代谢缺陷

等） ［３－４］。 这种复杂性和异质性限制了临床前模型

的开发，阻碍了对疾病机制的探索，并且给新药开

发带来了挑战。 因此，当务之急是建立一个可靠的

ＨＦｐＥＦ 动物模型，以获得对潜在病理生理机制的新

认识，并促进有效治疗策略的开发。
目前，还没有完善的 ＨＦｐＥＦ 临床前模型。 尽管

基于单一危险因素诱导的 ＨＦｐＥＦ 动物模型已经取

得了一定的进展，但 ＨＦｐＥＦ 与多种因素相关，因此

不存在 “一刀切” 的动物模型［５］。 代谢综合征

（ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭｅｔＳ）是 ＨＦｐＥＦ 的一个主要合

并症，在 ＨＦｐＥＦ 患者中的发生率为 ８５％［６］。 因此，
有必要建立一个复合 ＭｅｔＳ 的 ＨＦｐＥＦ 动物模型，并
探索其病理生理学改变。 斑点追踪超声心动图

（ｓｐｅｃｋｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ，ＳＴＥ）是一种可反

应心肌细微变化的高度敏感技术。 研究表明，左心

室心肌应变和应变率间接反应压力超负荷诱导的

心肌重塑及糖尿病心肌病大鼠早期心肌纤维

６７２
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化［７－８］。 然而，关于 ＳＴＥ 是否可协助判断 ＨＦｐＥＦ 心

肌的细微变化，尚缺乏证据。 因此，本研究旨在利

用复合因素建立 ＭｅｔＳ 相关的 ＨＦｐＥＦ 大鼠模型，评
价其心脏结构和功能改变及心肌病理变化；并且探

索 ＳＴＥ 参数与心肌细胞肥厚和纤维化的相关性。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

４０ 只 ＳＰＦ 级，４ 周龄，１８０ ～ ２００ ｇ，雄性自发性

高血压大鼠（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ，ＳＨＲ）和
８ 只 ＳＰＦ 级，４ 周龄，１８０ ～ ２００ ｇ，雄性 Ｗｉｓｔａｒ Ｋｙｏｔｏ
（ＷＫＹ）大鼠，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司【ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６】。 饲养环境：２２ ～ ２５ ℃，
湿度 ５０％ ～ ７０％，１２ ｈ 光照和黑暗循环，自由饮食

水，饲养于中国中医科学院西苑医院动物实验中心

【ＳＹＸＫ（京）２０１８－００１８】。 本实验获得中国中医科

学院 西 苑 医 院 动 物 伦 理 委 员 会 的 批 准 （ ２０２１
ＸＬＣ００８⁃３）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

链 脲 霉 素 （ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ， ＳＴＺ， 德 国 Ｍｅｒｃｋ
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司，批号 Ｓ０１３０）；甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，
ＴＧ）、总胆固醇（ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、低密度脂蛋白

（ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬ⁃Ｃ）、葡萄糖

（ｇｌｕｃｏｓｅ， ＧＬＵ）、 糖 化 血 清 蛋 白 （ ｇｌｙｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＳＰ）试剂盒（上海罗氏诊断有限公司，批号

分别为 ６２５３０７、６４３３６５、５９０６４４、６１３９７５、６１８４７４）；
血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ，ＡｎｇⅡ）试剂盒（北京

欣博盛生物科技有限公司，批号 ２０２２０２０９ＢＸ）；Ｂ 型

利钠肽（Ｂ⁃ｔｙｐｅ ｂｒａｉｎ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ，ＢＮＰ）及半乳

糖凝集素 ３（ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３，Ｇａｌ⁃３）试剂盒（北京华英生

物技术研究所，批号分别为 ２０２２０２１７、２０２２１１１８）。
Ｖｅｖｏ ３１００ 型高分辨率小动物彩色超声多普勒成像

系统和超声数据分析 Ｖｅｖｏ ＬＡＢ 软件（德国 Ｆｕｊｉｆｉｌｍ
ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓ 公司）；ＲＯＣＨＥ ／ Ｅ６０１ 型全自动生化检

测仪（瑞士罗氏仪器有限公司）；Ａ６ 型全自动生化

检测仪（北京松上技术有限公司）；ＢＸ５３ 型光学显

微镜 （日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 株式会社）； Ｄｉｇｉｔａｌ Ｃａｍｅｒａ
６􀆰 ０ Ｖｉｅｗｅｒ 型图像处理系统（北京睿智奥恒视觉科

技有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验分组

４０ 只 ＳＨＲ 大鼠被平均分为 ＳＨＲ 组、ＳＨＲ ＋ 高

盐（ＳＨＲ ＋ Ｓ）组、ＳＨＲ ＋ 高脂（ＳＨＲ ＋ Ｆ）组、ＳＨＲ ＋
高盐脂（ＳＨＲ ＋ ＳＦ）组、ＳＨＲ ＋ 复合组，每组 ８ 只。
ＷＫＹ 组及 ＳＨＲ 组作为对照组。 所有大鼠适应性饲

养 ４ 周后开始实验。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＨＦｐＥＦ 模型建立及取材

ＷＫＹ 组和 ＳＨＲ 组给予普通饲料至实验结束。
ＳＨＲ ＋ Ｓ 组、ＳＨＲ ＋ Ｆ 组及 ＳＨＲ ＋ ＳＦ 组分别给予高

盐饲料（４％氯化钠 ＋ ９６％普通饲料） ［９］、高脂饲料

（１０％猪油 ＋ ５％蛋黄粉 ＋ １％胆固醇 ＋ ０􀆰 ２％丙基

硫氧嘧啶 ＋ ８３􀆰 ８％普通饲料） ［１０］、高盐⁃脂饲料（４％
氯化钠 ＋ １０％猪油 ＋ ５％蛋黄粉 ＋ １％胆固醇 ＋
０􀆰 ２％丙基硫氧嘧啶 ＋ ７９􀆰 ８％普通饲料）饲养 ３０ 周。
ＳＨＲ ＋ 复合组根据课题组建立复合 ＭｅｔＳ 的 ＨＦｐＥＦ
大鼠模型方式［１１－１３］，给予高脂⁃盐⁃糖饲料（包括 ４％
氯化钠 ＋ １０％猪油 ＋ ５％蛋黄粉 ＋ １％胆固醇 ＋
０􀆰 ２％丙基硫氧嘧啶 ＋ ２０％蔗糖 ＋ ５９􀆰 ８％普通饲

料）饲养 ３０ 周，并且在高脂⁃盐⁃糖饲料喂养 １６ 周

后，腹腔注射新鲜制备的 ＳＴＺ 溶液 ８ 周（２５ ｍｇ ／ ｋｇ，
每周 １ 次）。 所有饲料购自北京科奥协力饲料有限

公司。 造模结束后，所有大鼠禁食 ２４ ｈ，清醒状态下

测量血压及体重（ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ，ＢＷ）；在麻醉状态下

（吸入 ２％ ～ ２􀆰 ５％异氟烷）进行超声心动图检查，收
集血液样本；留取心脏组织，测量心脏重量（ ｈｅａｒｔ
ｗｅｉｇｈｔ，ＨＷ），并计算心脏的脏器系数（ＨＷ ／ ＢＷ）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血压测量

将动物置于测量笼内，采用尾套血压系统测量

收缩 压 （ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ， ＳＢＰ ） 及 舒 张 压

（ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＤＢＰ）。 每个时间点测量

３ 次， 计算平均值。
１􀆰 ２􀆰 ４　 常规超声心动图检查

在乳头肌水平获得 ＬＶ 短轴 Ｍ 型超声图像，测
量 ＬＶ 舒 张 末 内 径 （ ＬＶ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｄｉａｍｅｔｅｒ，ＬＶＩＤｄ）、 ＬＶ 前壁厚度 （ ＬＶ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ
ａｎｔｅｒｉｏｒ ｗａｌｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ＬＶＡＷｄ）、ＬＶ 后壁厚度（ ＬＶ
ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｗａｌｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ＬＶＰＷｄ）及 ＬＶ
射血分数（ ＬＶ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ）。 在短轴切

面，将动物头部向下倾斜旋转，同时倾斜探头角度，
获得心尖四腔心、脉冲多普勒及组织多普勒超声图

像，测量等容舒张时间（ ｉｓｏｖｏｌｕｍｉｃ ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ，
ＩＶＲＴ）、ＬＶ 舒张早期二尖瓣流入峰值速度（Ｅ）及二

尖瓣环运动速度（ ｅ’），并计算 Ｅ ／ ｅ’。 所有数据由

不知道实验分组的超声医生测量，取连续 ３ 个心动

周期的平均值。

７７２
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１􀆰 ２􀆰 ５　 斑点追踪超声心动图检查

将存储的超声图像导入 ＥｃｈｏＰＡＣ 超声工作站

后进行脱机分析。 至少采集 ３ 次 ＬＶ 长轴和短轴视

图，用于斑点追踪分析。 使用长轴视图测量全纵向

应变（ｇｌｏｂａｌ ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ ｓｔｒａｉｎ，ＧＬＳ）和应变率（ＧＬＳ
ｒａｔｅ，ＧＬＳｒ）；使用短轴视图测量全径向应变（ ｇｌｏｂａｌ
ｒａｄｉａｌ ｓｔｒａｉｎ，ＧＲＳ）和应变率（ＧＲＳ ｒａｔｅ，ＧＲＳｒ）、全周

向应变（ｇｌｏｂａｌ ｃｉｒｃｕｍｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｔｒａｉｎ，ＧＣＳ）和应变率

（ＧＣＳ ｒａｔｅ，ＧＣＳｒ）。 在手动勾画心内膜边界后，软件

自动将感兴趣的区域分成 ６ 个部分，并相应地计算

应变和应变率值。 所有数据均由不知道实验分组

的超声医生测量，结果取连续 ３ 个心动周期的平

均值。
１􀆰 ２􀆰 ６　 血清学检测

从腹主动脉采集血样，离心后获得血清，储存

在－８０ ℃冰箱中。 用酶比色法检测血清 ＴＣ、ＬＤＬ⁃Ｃ，
用比色法测定血清 ＴＧ，用己糖激酶终点法检测血清

ＧＬＵ，用硝基四氮唑蓝法测定血清 ＧＳＰ。 根据使用

说明书， 使用酶联免疫吸附试验 （ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ
ｓａｎｄｗｉｃｈ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）测量血清 ＢＮＰ、ＡｎｇⅡ
和 Ｇａｌ⁃３ 浓度。
１􀆰 ２􀆰 ７　 组织学检测

心脏组织取出后，生理盐水清洗，１０％中性甲醛

溶液在室温下固定 ２４ ｈ，经过一系列的乙醇脱水，用
石蜡包埋，使用显微切片机切成 ５ μｍ 的切片。 病

理切片进行苏木精⁃伊红染色 （ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ

ｓｔａｉｎ，ＨＥ）染色和马松（Ｍａｓｓｏｎ）染色，并用扫描仪扫

描获取数字图像。 ＨＥ 染色观察心肌细胞，并测量心

肌细 胞 横 截 面 面 积 （ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ
ａｒｅａ，ＣＳＡ），取每个切片 ３ 个独立视野 ６０ 个心肌细胞

的平均值。 Ｍａｓｓｏｎ 染色后心肌组织呈红色，原纤维

呈蓝色，用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件测量胶原体积分

数（ｃｏｌｌａｇｅｎ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＣＶＦ），取 ＬＶ 每个切面前

壁、后壁、侧壁和室间隔 ４ 个独立视野的平均值。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计分析。 所有数据

均以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间比较用单因

素方差分析，事后多重比较使用最小显著差异法。
使用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析心肌应变参数与 ＣＳＡ 及 ＣＶＦ
的相关性，相关系数（ ｒ）正值代表正相关，负值代表

负相关，ｒ 绝对值大于 ０􀆰 ５ 表明变量间存在强相关。
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 模型大鼠的心重 ／体重和血压情况

与 ＷＫＹ 组比较，所有模型组的 ＨＷ／ ＢＷ、ＳＢＰ
及 ＤＢＰ 显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ＳＨＲ 组比较，ＳＨＲ
＋ Ｆ 组及 ＳＨＲ ＋ ＳＦ 组的 ＨＷ／ ＢＷ 仍显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＳＨＲ ＋ 复合组的 ＨＷ／ ＢＷ 及 ＳＢＰ 仍然显著

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；并且 ＳＨＲ ＋ 复合组的各项指标上

升趋势高于其他模型组，表明 ＳＨＲ ＋ 复合组心脏质

量指数及血压明显升高。 见表 １。

表 １　 模型大鼠的心重 ／体重及血压情况（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ １　 ＨＷ ／ ＢＷ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

心重 ／ 体重
ＨＷ／ ＢＷ

收缩压 ／ ｍｍＨｇ
ＳＢＰ ／ ｍｍＨｇ

舒张压 ／ ｍｍＨｇ
ＳＤＰ ／ ｍｍＨｇ

ＷＫＹ 组
ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ０９ ± ０􀆰 ２９ １２５􀆰 ６３ ± １１􀆰 ０２ ７９􀆰 ００ ± １０􀆰 ６２

ＳＨＲ 组
ＳＨＲ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ３２ ± ０􀆰 ２３ １９９􀆰 ８８ ± １６􀆰 １６ １４４􀆰 ２５ ± ２７􀆰 ６７

ＳＨＲ ＋ Ｓ 组
ＳＨＲ ＋ Ｓ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ６４ ± ０􀆰 ２９▲▲ ２０４􀆰 ３８ ± ６􀆰 ７６▲▲ １５３􀆰 ７５ ± ２４􀆰 ９７▲▲

ＳＨＲ ＋ Ｆ 组
ＳＨＲ ＋ Ｆ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ８５ ± ０􀆰 ６２▲▲∗∗ ２０８􀆰 １３ ± １４􀆰 ５８▲▲ １５５􀆰 ６３ ± １０􀆰 ７６▲▲

ＳＨＲ ＋ ＳＦ 组
ＳＨＲ ＋ ＳＦ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ９１ ± ０􀆰 ０７▲▲∗∗ ２１２􀆰 ５０ ± １４􀆰 ６１▲▲ １５７􀆰 ２５ ± ２２􀆰 ８０▲▲

ＳＨＲ ＋ 复合组
ＳＨＲ ＋ Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ３５ ± ０􀆰 ５６▲▲∗∗ ２１９􀆰 ８８ ± ２７􀆰 ４０▲▲∗ １６３􀆰 ２５ ± ２５􀆰 １４▲▲

注：与 ＷＫＹ 组相比，▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＳＨＲ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ， ▲▲ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＨＲ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ２　 模型大鼠的糖脂代谢情况

与 ＷＫＹ 组及 ＳＨＲ 组比较，ＳＨＲ ＋ Ｆ 组的 ＴＣ、
ＴＧ 及 ＬＤＬ⁃Ｃ 显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＳＨＲ ＋ ＳＦ 组及

ＳＨＲ ＋ 复合组的 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ、ＧＬＵ 及 ＧＳＰ 显著

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），并且 ＳＨＲ ＋ 复合组的各项指标

上升趋势高于其他模型组。 因此，ＳＨＲ ＋ 复合组

表现出明显的高脂血症特征及血糖代谢紊乱。 见

表 ２。

８７２
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表 ２　 模型大鼠糖脂代谢情况（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ７）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｌｙｃｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ７）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

甘油三酯 ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＴＣ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

总胆固醇 ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＴＧ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

低密度脂蛋白 ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＬＤＬ⁃Ｃ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

葡萄糖 ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＧＬＵ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

糖化血清蛋白 ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＧＳＰ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）

ＷＫＹ 组
ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８９ ± ０􀆰 １６ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ２９ ± ０􀆰 ０８ ３􀆰 ３０ ± ０􀆰 ６０ １５７􀆰 ５５ ± １３􀆰 ４５

ＳＨＲ 组
ＳＨＲ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８９ ± ０􀆰 １７ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ２９ ± ０􀆰 ０７ ４􀆰 ２２ ± ０􀆰 ５８ １６３􀆰 ９１ ± １０􀆰 ５６

ＳＨＲ ＋ Ｓ 组
ＳＨＲ ＋ Ｓ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ９２ ± ０􀆰 ２９ ０􀆰 ３５ ± ０􀆰 １０ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 １１ ４􀆰 ４４ ± ０􀆰 ８１ １６４􀆰 ６７ ± ９􀆰 ２２

ＳＨＲ ＋ Ｆ 组
ＳＨＲ ＋ Ｆ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ５７ ± ０􀆰 ２７▲▲∗∗ １􀆰 ２１ ± ０􀆰 １９▲▲∗∗ ０􀆰 ８１ ± ０􀆰 ２５▲▲∗∗ ４􀆰 ４９ ± １􀆰 ２６ １８３􀆰 ３１ ± ５５􀆰 ８９

ＳＨＲ ＋ ＳＦ 组
ＳＨＲ ＋ ＳＦ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 １１ ± ０􀆰 ２９▲▲∗∗ １􀆰 ０６ ± ０􀆰 ２６▲▲∗∗ １􀆰 ０５ ± ０􀆰 ２４▲▲∗∗ ５􀆰 ７４ ± ２􀆰 １７▲▲∗∗ １８６􀆰 １１ ± １８􀆰 ７１▲

ＳＨＲ ＋ 复合组
ＳＨＲ ＋ Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ８３ ± ０􀆰 ７８▲▲∗∗ １􀆰 ３８ ± ０􀆰 ２５▲▲∗∗ １􀆰 １８ ± ０􀆰 ３４▲▲ ∗∗ ８􀆰 ３７ ± １􀆰 ２３▲▲∗∗ ３７７􀆰 １５ ± ６􀆰 ６１▲▲∗∗

注：与 ＷＫＹ 组相比，▲ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ３　 模型大鼠的心脏结构和功能

与 ＷＫＹ 组比，ＳＨＲ ＋ Ｓ 组的 ＬＶＡＷｄ、ＬＶＰＷｄ
及 ＩＶＲＴ 显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＳＨＲ ＋ Ｆ 组及 ＳＨＲ ＋
ＳＦ 组的 ＬＶＡＷｄ、ＬＶＰＷｄ、ＩＶＲＴ 及 Ｅ ／ ｅ’显著升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＷＫＹ 组及 ＳＨＲ 组比较，ＳＨＲ ＋ 复合组

的 ＬＶＩＤｄ、ＬＶＡＷｄ、ＬＶＰＷｄ、ＩＶＲＴ 及 Ｅ ／ ｅ’显著升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），并且各项指标上升趋势高于其他模型

组。 此外，各模型组的 ＬＶＥＦ 值与 ＷＫＹ 组及 ＳＨＲ 组

比较，无统计学意义。 结果表明，各模型组大鼠射血

分数保留，但存在不同程度的 ＬＶ 重构及舒张功能障

碍，并且 ＳＨＲ ＋ 复合组表现出更加明显的 ＬＶ 室壁肥

厚、舒张末内径增加及舒张功能障碍。 见图 １，表 ３。

图 １　 模型大鼠的心脏结构和功能

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃａｒｄｉａｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ

表 ３　 模型大鼠的心脏结构和功能（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃａｒｄｉａｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

左心室舒张
末内径 ／ ｍｍ
ＬＶＩＤｄ ／ ｍｍ

左心室前壁
厚度 ／ ｍｍ

ＬＶＡＷｄ ／ ｍｍ

左心室后壁
厚度 ／ ｍｍ

ＬＶＰＷｄ ／ ｍｍ

左心室射血
分数 ／ ％
ＬＶＥＦ ／ ％

等容舒张
时间 ／ ｍｓ
ＩＶＲＴ ／ ｍｓ

Ｅ ／ ｅ’

ＷＫＹ 组
ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ５８ ± ０􀆰 ５４　 １􀆰 ７２ ± ０􀆰 １７ １􀆰 ７１ ± ０􀆰 １１　 　 ７６􀆰 ７２ ± ４􀆰 ４０ ２３􀆰 ３５ ± ４􀆰 ７３ １８􀆰 ６２ ± ４􀆰 ９０

ＳＨＲ 组
ＳＨＲ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ８５ ± ０􀆰 ３４ １􀆰 ９６ ± ０􀆰 ０８ １􀆰 ９５ ± ０􀆰 １０ ７８􀆰 ８６ ± ３􀆰 ４４ ３６􀆰 １９ ± ３􀆰 ９６ ２０􀆰 ７３ ± ３􀆰 １６

ＳＨＲ ＋ Ｓ 组
ＳＨＲ ＋ Ｓ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ８４ ± ０􀆰 ４５ ２􀆰 ０３ ± ０􀆰 ２１▲▲ ２􀆰 ０６ ± ０􀆰 ２６▲▲ ７６􀆰 ９０ ± ９􀆰 ８０ ３７􀆰 ３８ ± ４􀆰 ７８▲▲ ２０􀆰 ３０ ± ４􀆰 ０２

ＳＨＲ ＋ Ｆ 组
ＳＨＲ ＋ Ｆ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ８８ ± ０􀆰 ３６ １􀆰 ９１ ± ０􀆰 １５▲ １􀆰 ９６ ± ０􀆰 １９▲▲ ７４􀆰 ８５ ± ８􀆰 ３６ ３８􀆰 ４９ ± ５􀆰 ７７▲▲ ２３􀆰 ６８ ± ５􀆰 ７０▲

ＳＨＲ ＋ ＳＦ 组
ＳＨＲ ＋ ＳＦ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ８７ ± ０􀆰 ２９ １􀆰 ９６ ± ０􀆰 １４▲▲ １􀆰 ９４ ± ０􀆰 １１▲▲ ７５􀆰 ３５ ± ８􀆰 ０６ ３９􀆰 ２７ ± ３􀆰 ５０▲▲ ２３􀆰 ８６ ± ４􀆰 ６５▲

ＳＨＲ ＋ 复合组
ＳＨＲ ＋ Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 １７ ± ０􀆰 ４４▲▲ ２􀆰 １４ ± ０􀆰 ０７▲▲∗ ２􀆰 ２０ ± ０􀆰 １２▲▲∗∗ ７７􀆰 ７９ ± ５􀆰 ４９ ４３􀆰 ９１ ± ３􀆰 ４８▲▲∗∗ ３１􀆰 ９３ ± ２􀆰 ８６▲▲∗∗

９７２
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２􀆰 ４　 模型大鼠的心肌应变

与 ＷＫＹ 组比较，所有模型组的 ＧＬＳ、ＧＬＳｒ、
ＧＲＳ、ＧＲＳｒ、ＧＣＳ 及 ＧＣＳｒ 的绝对值显著下降（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与 ＳＨＲ 组比较， ＳＨＲ ＋ Ｓ 组的 ＧＣＳ 及

ＧＣＳｒ 的绝对值显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＳＨＲ ＋ Ｆ 组

的 ＧＲＳｒ、 ＧＣＳ 及 ＧＣＳｒ 绝 对 值 显 著 下 降 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；ＳＨＲ ＋ ＳＦ 组的 ＧＬＳ、ＧＲＳｒ、ＧＣＳ 及 ＧＣＳｒ 绝

对值显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 ０􀆰 ０５）；ＳＨＲ ＋ 复合组

的 ＧＬＳ、ＧＬＳｒ、ＧＲＳｒ、ＧＣＳ 及 ＧＣＳｒ 的绝对值显著下

降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），并且下降趋势大于其他模型组。
研究结果表明，各模型组大鼠存在 ＬＶ 心肌应变减

退，并且 ＳＨＲ ＋ 复合组表现出更加明显的 ＬＶ 全纵

向应变、径向应变及周向应变和应变率减退。 见

图 ２，表 ４。

图 ２　 模型大鼠的心肌应变

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ

表 ４　 模型大鼠的心肌应变（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

全纵向
应变 ／ ％
ＧＬＳ ／ ％

全纵向
应变率 ／ （１ ／ ｓ）
ＧＬＳｒ ／ （１ ／ ｓ）

全径向
应变 ／ ％
ＧＲＳ ／ ％

全径向
应变率 ／ （１ ／ ｓ）
ＧＲＳｒ ／ （１ ／ ｓ）

全周向
应变 ／ ％
ＧＣＳ ／ ％

全周向
应变率 ／ （１ ／ ｓ）
ＧＣＳｒ ／ （１ ／ ｓ）

ＷＫＹ 组
ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ

－２２􀆰 ５９ ± ４􀆰 ３１　 －７􀆰 ７３ ± ２􀆰 ２５　 ２８􀆰 ４４ ± ３􀆰 ７９　 ４􀆰 ５７ ± ０􀆰 ６０　 －３５􀆰 ０６ ± ２􀆰 ９２　 －８􀆰 ７７ ± －１􀆰 ３１　

ＳＨＲ 组
ＳＨＲ ｇｒｏｕｐ

－１９􀆰 ７４ ± ２􀆰 ４０ －６􀆰 ４４ ± １􀆰 ８２ ２４􀆰 ０５ ± ５􀆰 ８４ ４􀆰 １０ ± １􀆰 ３３ －２８􀆰 ５４ ± ３􀆰 ４１ －６􀆰 ７０ ± １􀆰 １３

ＳＨＲ ＋ Ｓ 组
ＳＨＲ ＋ Ｓ ｇｒｏｕｐ －１６􀆰 ８２ ± ３􀆰 １６▲▲ －５􀆰 ０９ ± １􀆰 ６７▲▲ ２３􀆰 ８１ ± ４􀆰 ５２▲ ３􀆰 ８０ ± ０􀆰 ４３▲ －２４􀆰 ６２ ± １􀆰 ７０▲▲∗∗ －４􀆰 ９９ ± ０􀆰 ５６▲▲∗∗

ＳＨＲ ＋ Ｆ 组
ＳＨＲ ＋ Ｆ ｇｒｏｕｐ －１６􀆰 ９９ ± ２􀆰 ６２▲▲ －４􀆰 ９２ ± １􀆰 １６▲▲ ２３􀆰 ２８ ± ３􀆰 ６０▲ ３􀆰 ３１ ± ０􀆰 ３５▲▲∗ －２３􀆰 ９９ ± ２􀆰 ６６▲▲∗∗ －４􀆰 ６２ ± ０􀆰 ８１▲▲∗∗

ＳＨＲ ＋ ＳＦ 组
ＳＨＲ ＋ ＳＦ ｇｒｏｕｐ －１４􀆰 １７ ± ２􀆰 ４３▲▲∗∗ －４􀆰 ７０ ± １􀆰 ５３▲▲ ２２􀆰 １７ ± ３􀆰 ４７▲▲ ３􀆰 ２７ ± ０􀆰 ７８▲▲∗ －２２􀆰 ７２ ± ２􀆰 ７２▲▲∗∗ －４􀆰 ２５ ± ０􀆰 ７３▲▲∗∗

ＳＨＲ ＋ 复合组
ＳＨＲ ＋ Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐ －１２􀆰 ５８ ± ３􀆰 １３▲▲∗∗ －３􀆰 ３２ ± ２􀆰 ４０▲▲∗∗ ２１􀆰 ９７ ± ２􀆰 ９８▲▲ ２􀆰 ６０ ± ０􀆰 ４０▲▲∗∗ －１９􀆰 ２３ ± ２􀆰 ５５▲▲∗∗ －３􀆰 １７ ± ０􀆰 ５１▲▲∗∗

２􀆰 ５　 模型大鼠的血清 ＢＮＰ、ＡｎｇⅡ和 Ｇａｌ⁃３水平

与 ＷＫＹ 组比较，所有模型组的 ＢＮＰ、ＡｎｇⅡ及

Ｇａｌ⁃３ 显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＳＨＲ 组比较，ＳＨＲ ＋
Ｆ 组的 Ｇａｌ⁃３ 显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＳＨＲ ＋ ＳＦ 组及

ＳＨＲ ＋ 复合组的 ＡｎｇⅡ、ＢＮＰ 及 Ｇａｌ⁃３ 显著升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），并且 ＳＨＲ ＋ 复合组上升趋势高于其他模

型组。 研究结果间接表明，各模型组存在心肌肥厚

及纤维化，但 ＳＨＲ ＋ 复合组的心肌病理改变程度可

能更严重。 见表 ５。
２􀆰 ６　 模型大鼠的心肌肥厚及纤维化

与 ＷＫＹ 及 ＳＨＲ 组比较，ＨＥ 染色显示，模型各

组心肌细胞增大及排列紊乱，并且存在炎细胞浸

润；Ｍａｓｓｏｎ 染色显示，模型各组心肌间隙增宽，胶原

纤维沉积明显增加；ＳＨＲ ＋ 复合组比其余模型组的

病理改变更加明显。 量化分析显示，与 ＷＫＹ 组比

较，所有模型组的 ＣＳＡ 及 ＣＶＦ 均显著增加 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与 ＳＨＲ 组比较，ＳＨＲ ＋ ＳＦ 组的 ＣＶＦ 明显

增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＳＨＲ ＋ 复合组的 ＣＳＡ 及 ＣＶＦ 明显

增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），并且上升趋势高于其他模型组。
研究结果表明，各模型组存在心肌细胞增大及心肌

纤维化，并且 ＳＨＲ ＋ 复合组的程度更加明显。 见

图 ３。

０８２
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表 ５　 模型大鼠的血清 ＢＮＰ、ＡｎｇⅡ和 Ｇａｌ⁃３ 水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ７）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｅｒｕｍ ＢＮＰ， ＡｎｇⅡ ａｎｄ Ｇａｌ⁃３ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ７）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＢＮＰ ／ （ｎｇ ／ Ｌ） ＡｎｇⅡ ／ （ｎｇ ／ Ｌ） Ｇａｌ⁃３ ／ （μｇ ／ Ｌ）

ＷＫＹ 组
ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ １１􀆰 ５９ ± ０􀆰 ７９ ６８􀆰 ３０ ± １３􀆰 ４８ ６􀆰 ２９ ± ０􀆰 １５

ＳＨＲ 组
ＳＨＲ ｇｒｏｕｐ １５􀆰 ２２ ± ２􀆰 ２９ １２８􀆰 ４７ ± １４􀆰 ３０ ９􀆰 ７０ ± １􀆰 １１

ＳＨＲ ＋ Ｓ 组
ＳＨＲ ＋ Ｓ ｇｒｏｕｐ １６􀆰 ４５ ± ０􀆰 ６５▲▲ １３６􀆰 ６４ ± ４􀆰 ８４▲▲ １０􀆰 ４５ ± １􀆰 ３１

ＳＨＲ ＋ Ｆ 组
ＳＨＲ ＋ Ｆ ｇｒｏｕｐ １５􀆰 ７２ ± １􀆰 １９▲▲ １２８􀆰 ７２ ± １３􀆰 ０５▲▲ １０􀆰 ９１ ± ２􀆰 ２７▲▲ ∗∗

ＳＨＲ ＋ ＳＦ 组
ＳＨＲ ＋ ＳＦ ｇｒｏｕｐ １７􀆰 ０８ ± １􀆰 ３９▲▲∗ １５４􀆰 ５５ ± ４􀆰 ８１▲▲ ∗∗ １２􀆰 ４８ ± ０􀆰 ８４▲▲∗∗

ＳＨＲ ＋ 复合组
ＳＨＲ ＋ Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐ １８􀆰 ０４ ± ２􀆰 ０４▲▲ ∗∗ １６９􀆰 ２９ ± ８􀆰 ２４▲▲∗∗ １９􀆰 ８９ ± ２􀆰 ６６▲▲ ∗∗

注：Ａ：心肌 ＨＥ 染色及 Ｍａｓｓｏｎ 染色；Ｂ：心肌细胞横截面面积；Ｃ：心肌胶原体积分数。

图 ３　 模型大鼠的心肌肥厚及纤维化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ． Ｂ． Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ＣＳＡ． Ｃ． Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ＣＶＦ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

２􀆰 ７　 心肌应变参数与 ＣＳＡ 及 ＣＶＦ 相关性

在未调整造模方式前，ＧＬＳ、ＧＬＳｒ、ＧＲＳｒ、ＧＣＳ 及

ＧＣＳｒ 均与 ＣＳＡ 及 ＣＶＦ 密切相关（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 在调

整造模方式之后，ＧＬＳｒ、ＧＣＳ 及 ＧＣＳｒ 仍然与 ＣＳＡ 密

切相关（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＧＬＳ、ＧＬＳｒ 和 ＧＣＳｒ 与 ＣＶＦ 密切

相关，尤其是 ＧＬＳ 与 ＧＬＳｒ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见表 ６，图 ４。
研究结果表明，心肌应变参数可能间接反应心肌肥

厚或纤维化。

１８２
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表 ６　 心肌应变参数与 ＣＳＡ 及 ＣＶＦ 相关性

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｓｔｒａｉｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｗｉｔｈ ＣＳＡ ａｎｄ ＣＶＦ

参数 Ｉｎｄｅｘ

心肌细胞横截面面积
ＣＳＡ

胶原体积分数
ＣＶＦ

未调整变量
Ｕｎａｄｊｕｓｔｅｄ ｖａｒｉａｂｌｅｓ

变量调整后
Ａｄｊｕｓｔｅｄ ｖａｒｉａｂｌｅｓ

未调整变量
Ｕｎａｄｊｕｓｔｅｄ ｖａｒｉａｂｌｅｓ

调整变量后
Ａｄｊｕｓｔｅｄ ｖａｒｉａｂｌｅｓ

ｒ Ｐ ｒ Ｐ ｒ Ｐ ｒ Ｐ
全纵向应变

ＧＬＳ ０􀆰 ７５ ＜ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ４７ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ８４ ＜ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ７３ ＜ ０􀆰 ００１

全纵向应变率
ＧＬＳｒ ０􀆰 ７１ ＜ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ５０ ＜ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ８５ ＜ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ７５ ＜ ０􀆰 ００１

全径向应变
ＧＲＳ

－０􀆰 ４４ ０􀆰 ００２ －０􀆰 ２２ ０􀆰 １３３ －０􀆰 ４７ ０􀆰 ００１ －０􀆰 ２９ ０􀆰 ０５１

全径向应变率
ＧＲＳｒ

－０􀆰 ６２ ＜ ０􀆰 ００１ －０􀆰 ２７ ０􀆰 ０７２ －０􀆰 ６７ ＜ ０􀆰 ００１ －０􀆰 ４４ ０􀆰 ００２

全周向应变
ＧＣＳ

－０􀆰 ８６ ＜ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ６８ ＜ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ６８ ＜ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ３６ ０􀆰 １２０

全周向应变率
ＧＣＳｒ

－０􀆰 ８２ ＜ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ５９ ＜ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ７８ ＜ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ６２ ＜ ０􀆰 ００１

注：Ａ ～ Ｃ：全纵向应变率、全周向应变、全周向应变率与心肌细胞横截面面积的相关性拟合线；Ｄ ～ Ｆ：全纵向应变、全纵向应变率、全周向应

变率与心肌胶原体积分数的相关性拟合线。

图 ４　 ＧＬＳ、ＧＣＳ 及 ＧＣＳｒ 与 ＣＳＡ 相关性和 ＧＬＳ、ＧＬＳｒ 及 ＧＣＳｒ 与 ＣＶＦ 相关性

Ｎｏｔｅ． Ａ ～ Ｃ． Ｆｉｔｔｅｄ ｌｉｎｅｓ ｏｆ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＧＬＳｒ， ＧＣＳ， ａｎｄ ＧＣＳｒ ｗｉｔｈ ＣＳＡ． Ｄ ～ Ｆ． Ｆｉｔｔｅｄ ｌｉｎｅｓ ｏｆ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＧＬＳ， ＧＬＳｒ， ａｎｄ ＧＣＳｒ
ｗｉｔｈ ＣＶＦ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＬＳ， ＧＣＳ， ａｎｄ ＧＣＳｒ ｗｉｔｈ ＣＳＡ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＬＳ， ＧＬＳｒ， ａｎｄ ＧＣＳｒ ｗｉｔｈ ＣＶＦ

３　 讨论

ＨＦｐＥＦ 与多种合并症相关，具有复杂的临床表

现，并且存在多种病理生理学改变。 因此，一个理

想的临床前模型应该准确地复刻 ＨＦｐＥＦ 患者的发

病、临床表现和病理生理学特征。 在过去十年中，
高龄、高血压和糖脂紊乱等单因素诱导的 ＨＦｐＥＦ 临

床前模型已在基础研究中广泛运用。 ＭＡＲＺＡＫ 等［１４］

和 ＤＡＮＩＡＬ 等［１５］通过以普通饲料饲养 ＳＨＲ 大鼠 ２８
周和 ３６ 周，分别建立了衰老或高血压相关 ＨＦｐＥＦ
大鼠模型。 ＺＨＡＮＧ 等［１６］ 证实 Ｄａｈｌ 盐敏感大鼠在

维持高盐饮食 ７ 周后出现了 ＨＦｐＥＦ 相关心脏结构

和功能异常。 ＷＵ 等［１７］ 发现高脂饮食联合腹腔注

射低剂量 ＳＴＺ 可诱导糖尿病相关的 ＨＦｐＥＦ 小鼠模

型。 但是单个危险因素不能准确模拟 ＨＦｐＥＦ 的多

合并症诱发的特征。 ＭｅｔＳ 是高血压、糖尿病和高脂

２８２
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血症等多种代谢危险因素的组合，是 ＨＦｐＥＦ 患者的

一个主要合并症，与患者不良预后密切相关［１８］。 因

此，课题组基于上述单因素造模方法，以 ＳＨＲ 大鼠

为造模动物，给予高盐⁃脂⁃糖饮食联合腹腔注射 ＳＴＺ
溶液建立 ＭｅｔＳ 相关 ＨＦｐＥＦ 大鼠模型，并发现其表

现出明显的高血压及糖脂代谢紊乱，在病因层面复

刻 ＨＦｐＥＦ 多种合并症诱发的特点。
ＨＦｐＥＦ 的主要病理变化为 ＬＶ 重构和舒张功能

障碍［１９］。 ＬＶ 舒张功能障碍通常表现为等容松弛时

间延长及 ＬＶ 充盈压升高，即常规超声心动图参数

ＩＶＲＴ 和 Ｅ ／ ｅ’升高［２０］。 本研究发现，ＳＨＲ ＋ 复合组

表现出明显的 ＬＶ 增厚、内径增加及舒张功能障碍。
此外，越来越多证据表明，在 ＨＦｐＥＦ 患者中，尽管

ＬＶＥＦ 正常，但是心肌局部收缩功能已出现异常，即
通过斑点追踪技术能够检测到心肌应变受损［２１］。
心肌应变体现了心肌局部的变形能力，即心肌长度

的变化值占心肌原长度的百分比。 应变的正、负值

分别表示心肌组织伸长（或增厚）及缩短（或变薄）。
应变率则反映局部心肌拉伸或缩短的速度。 根据

心肌纤维的排列结构和运动方式，ＬＶ 心肌应变可分

为长轴 ＧＬＳ、短轴 ＧＲＳ 及扭转 ＧＣＳ［２２］。 有研究报

道，ＧＬＳ 或 ＧＬＳｒ 异常可能提示 ＨＦｐＥＦ 患者的早期

亚临床心肌损伤，与 ＬＶ 舒张功能障碍，运动耐力下

降及不良预后密切相关［２３－２５］。 本研究发现，ＳＨＲ ＋
复合组大鼠的 ＬＶ 全纵向、径向及周向应变和应变

率均异常。 因此，该 ＭｅｔＳ 相关的 ＨＦｐＥＦ 大鼠模型

明显模拟 ＨＦｐＥＦ 患者 ＬＶ 结构重塑、舒张功能障碍

及局部收缩功能障碍的临床特征。
ＨＦｐＥＦ 患者心脏病变的病理生理机制复杂，其

中，心肌肥大及纤维化是其发生心脏重构和功能障

碍的主要原因［２６－２７］。 病理性心肌肥大是心脏对血

流动力学压力升高的一种适应性反应，在 ＨＦｐＥＦ 患

者中的发生率约为 ３０％ ～ ６０％，与患者的全因死亡

和 ＨＦ 住院独立相关［２８］，组织学提示 ＬＶ 增厚和心

肌细胞横截面积增大［２９］。 心肌纤维化在 ＨＦｐＥＦ 患

者的发生率高达 ９３％［３０］，是 ＨＦｐＥＦ 患者心肌被动

僵硬、顺应性降低和 ＬＶ 舒张功能障碍的主要原因，
与 ＨＦｐＥＦ 患者不良预后独立相关［３１－３３］，病理学提

示胶原纤维在心肌间质大量沉积［２９］。 本研究证实，
ＳＨＲ ＋ 复合组大鼠的心脏脏器系数明显增大，血清

肥厚及纤维化标志物显著升高，病理分析提示其心

肌细胞增大及心肌间质胶原纤维沉积增加。 由此

可见，该 ＭｅｔＳ 相关的 ＨＦｐＥＦ 大鼠模型能明显模拟

ＨＦｐＥＦ 患者心肌肥厚及纤维化的病理变化。 当前

复合因素诱导 ＨＦｐＥＦ 模型中，运用 Ｎ⁃硝基精氨酸

甲酯联合高脂肪饮食在 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠中开发的

ＨＦｐＥＦ 模型，偏向于独特的氧化剂 ／亚硝化失衡，并
且不能模拟高血压、容量 ／盐负荷及 ＨＦｐＥＦ 的其他

相关病理生理学特征［３４］。 其次，Ｚｕｃｋｅｒ 糖尿病肥胖

大鼠与自发性高血压心力衰竭大鼠杂交的 ＺＳＦ⁃１ 大

鼠往往直到老年才表现出显著的舒张压升高或利

钠肽增加；并且其作为一种基因混合物，每种成分

的效力都被稀释［３５］。 与以上两种模型相比，本研究

中复合因素诱导的 ＨＦｐＥＦ 模型模拟了衰老、高血压

的遗传易感性、长期糖脂代谢紊乱的多种复杂合并

症诱发的特点，并且复刻了临床 ＨＦｐＥＦ 心脏重构、
舒张功能障碍及心肌肥厚和纤维化的病理变化。

临床上，常规检查无法早期识别 ＨＦｐＥＦ 患者心

肌局部微观结构和功能变化，只有在病变程度严重

情况下，超声心动图才能识别室壁肥厚，心脏核磁

才能识别心肌纤维化。 与常规检查相比，ＳＴＥ 参数

能间 接 识 别 心 肌 局 部 微 观 结 构 和 功 能 变 化。
ＺＨＡＮＧ 等［３６］ 证实 ＨＦｐＥＦ 患者的心肌应变损伤与

弥漫 性 心 肌 纤 维 化 之 间 存 在 显 著 相 关 性。
ＫＡＭＭＥＲＬＡＮＤＥＲ 等［３７］证实 ＨＦｐＥＦ 患者的 ＧＬＳ 与

细胞外体积分数显著相关。 但是，以上研究均是通

过心脏核磁间接评估患者心肌纤维化。 本次研究

发现，尽管在对多种造模方式调整后，ＧＬＳｒ、ＧＣＳ 及

ＧＣＳｒ 仍然与心肌细胞肥大存在很大相关性；ＧＬＳ、
ＧＬＳｒ 及 ＧＣＳｒ 与心肌纤维化存在显著相关性。 表明

这些指标可能在 ＨＦｐＥＦ 早期间接反应心肌肥大或

纤维化。 因此可以辅助判断 ＨＦｐＥＦ 前期心肌细微

病变，判断药物治疗效果，及评估患者的预后情况。
综上所述，本研究建立的 ＭｅｔＳ 相关 ＨＦｐＥＦ 大

鼠模型，模拟了 ＨＦｐＥＦ 的多种合并症诱因，复刻了

ＨＦｐＥＦ 的 ＬＶ 重塑、舒张功能及局部收缩功能障碍

的临床特点，体现了 ＨＦｐＥＦ 心肌肥厚和纤维化的病

理改变，可能是 ＨＦｐＥＦ 可靠的临床前动物模型。 此

外，ＳＴＥ 参数与心肌细胞肥大及纤维化密切相关，可
能间接反应心肌细微病变和功能障碍，对研究

ＨＦｐＥＦ 患者心脏病变发展进程、危险分层及预后有

重要的指导价值。 尽管如此，本研究仍存在以下缺

陷：首先，样本量较少，在未来的研究中应该扩大样

本量；其次，由于大鼠心率过快，可能影响脉冲及组

织多普勒测量的准确性，导致对心脏舒张功能的评

价受限，未来研究应该考虑此问题；最后，由于

３８２
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ＨＦｐＥＦ 涉及复杂的病理机制，本研究仅评价模型大

鼠的宏观病理变化，尚未对相关分子机制进行探

索，未来可能进行临床前或临床样本的多组学研

究，以阐释其发病机制，并筛选出高效的生物标

志物。
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傅泽铤，李仲豪，李伦宇，等． 抗阻运动对 ＳＡＭＰ８ 小鼠骨骼肌 ｌｎｃＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 基因表达谱的影响 ［Ｊ］． 中国实验动物学报，
２０２４， ３２（３）： ２８６－２９６．
ＦＵ Ｚ Ｔ， ＬＩ Ｚ Ｈ， ＬＩ Ｌ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ
ｍｕｓｃｌｅ ｉｎ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ⁃ｐｒｏｎｅ ８ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（３）： ２８６－２９６．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ００２

［基金项目］ 国家自然科学基金 （ ８１９０４３１８）， 四川省自然科学基金 （ ２０２３ＮＳＦＳＣ０５４５）， 四川省中央引导地方科技 发 展 项 目

（２０２２ＺＹＤ００６２），国家体育总局运动医学重点实验室（２０１８ＹＦＦ０３００９０４），运动医学四川省重点实验室（２０２１⁃Ａ０３０），四川省

科技创新创业苗子工程项目（２０２３ＪＤＲＣ０１００）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （ ８１９０４３１８）， Ｓｉｃｈｕａｎ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ （ ２０２３ＮＳＦＳＣ０５４５）， Ｓｉｃｈｕａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｇｏｖｅｒｎｍｅｎｔ Ｇｕｉｄｅｓ Ｌｏｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ （２０２２ＺＹＤ００６２）， ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｐｏｒｔｓ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｆ
ｔｈｅ Ｇｅｎｅｒａｌ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｐｏｒｔ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （２０１８ＹＦＦ０３００９０４）， Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｐｏｒｔｓ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｆ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （２０２１⁃Ａ０３０）， Ｓｉｃｈｕａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐ Ｓｅｅｄｌｉｎｇ Ｐｒｏｊｅｃｔ （２０２３ＪＤＲＣ０１００）．
［作者简介］傅泽铤，男，在读博士研究生，研究方向：运动与骨骼肌机能。 Ｅｍａｉｌ：４６４５５２４５２＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］丁海丽，女，教授，博士，研究方向：运动生理，运动与骨骼肌重塑。 Ｅｍａｉｌ：ｄｉｎｇｈａｉｌｉ＠ ｃｄｓｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

抗阻运动对 ＳＡＭＰ８ 小鼠骨骼肌 ｌｎｃＲＮＡ
和 ｍＲＮＡ 基因表达谱的影响

傅泽铤１，李仲豪１，李伦宇１，刘洪政２，丁海丽１∗

（１． 成都体育学院运动医学与健康研究所，成都　 ６１００４１；２． 贵阳市白云区第三中学，贵阳　 ５５００１４）

　 　 【摘要】 　 目的　 利用 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技术比较运动组与对照组小鼠股四头肌中差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ，探讨

抗阻运动作用于 ＳＡＭＰ８ 小鼠的潜在调控机制。 方法 　 １２ 只 ２８ 周龄雄性 ＳＡＭＰ８ 快速衰老小鼠分为模型组（Ｍ
组）、抗阻运动组（Ｒ 组），每组 ６ 只；另设 ６ 只同龄 ＳＡＭＲ１ 抗衰老小鼠作对照组（Ｃ 组）。 Ｒ 组经递增负重爬梯运动

训练 ８ 周。 每 １ 周测定相对抓力、每 ２ 周测转棒测试时间。 取材后取右侧股四头肌进行苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观

察其组织学变化；并取左侧股四头肌进行 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ，筛选出差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ（ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）和
ｍＲＮＡ，然后对这些基因进行基因本体（Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）、京都基因和基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）富集分析。 结果　 （１）干预前，ＳＡＭＰ８ 小鼠相比较于自然衰老的 ＳＡＭＲ１ 小鼠表现出相

对抓力以及加速转棒测试时长显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；干预后，与 Ｍ 组相比，Ｒ 组相对抓力以及转棒时长均出现显著

增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （２）ＨＥ 染色结果显示，Ｍ 组肌纤维横截面积与 Ｃ 组比较显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；Ｒ 组肌纤维横截

面积与 Ｍ 组比较显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （３）通过差异表达分析，相比于 Ｍ 组，Ｒ 组有 １８２ 个表达水平上调和 ２１８
个表达下调的 ｌｎｃＲＮＡ 以及 ４５４ 个表达上调和 ２８９ 个表达下调的 ｍＲＮＡ。 Ｒ 组与 Ｍ 组之间差异 ｌｎｃＲＮＡ 的靶基因

ＫＥＧＧ 显著富集的通路有产生 ＩｇＡ 的肠道免疫网络、ＮＦ⁃κＢ、炎症性肠病等信号通路。 结论　 （１）本研究证明了抗

阻运动能够改善 ＳＡＭＰ８ 小鼠肌少症的骨骼肌机能，利用 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分别鉴定出 Ｍ 组、Ｒ 组小鼠的差异 ｌｎｃＲＮＡ 和

ｍＲＮＡ。 这些差异基因可能是肌少症的潜在治疗靶点。 （２）通过分析差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 的靶基因以及 ｍＲＮＡ 的生

物学信息，从而为进一步了解抗阻运动改善肌少症的机制提供了可能。
【关键词】 　 长非编码 ＲＮＡ；ＳＡＭＰ８；肌少症；转录组；抗阻运动

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） ０３⁃０２８６⁃１１

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ａｎｄ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ

ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ⁃ｐｒｏｎｅ ８ ｍｉｃｅ
ＦＵ Ｚｅｔｉｎｇ１， ＬＩ Ｚｈｏｎｇｈａｏ１， ＬＩ Ｌｕｎｙｕ１， ＬＩＵ Ｈｏｎｇｚｈｅｎｇ２， ＤＩＮＧ Ｈａｉｌｉ１∗
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（１． Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｓｐｏｒｔｓ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ， Ｃｈｅｎｇｄｕ Ｓｐｏｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１００４１， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｇｕｉｙａｎｇ Ｂａｉｙｕｎ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ Ｔｈｉｒｄ Ｍｉｄｄｌｅ Ｓｃｈｏｏｌ， Ｇｕｉｙａｎｇ ５５００１４， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＤＩＮＧ Ｈａｉｌｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｄｉｎｇｈａｉｌｉ＠ ｃｄｓｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｉｎ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ⁃ｐｒｏｎｅ ８ ｍｉｃｅ （ ＳＡＭＰ８） ｂｙ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ
（ｌｎｃＲＮＡ） ａｎｄ ｍＲＮＡ ｉｎ ｑｕａｄｒｉｃｅｐｓ ｍｕｓｃｌｅｓ ｂｙ ＲＮＡ⁃ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ （ＲＮＡ⁃ｓｅｑ） ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｗｅｎｔｙ⁃ｅｉｇｈｔ⁃ｗｅｅｋ⁃
ｏｌｄ ｍａｌｅ ＳＡＭＰ８ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （Ｍ ｇｒｏｕｐ） ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ⁃ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ （Ｒ ｇｒｏｕｐ） （ｎ ＝ ６ ｍｉｃｅ
ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ）． Ａｎｏｔｈｅｒ ｅｉｇｈｔ ｎｏｒｍａｌｌｙ ａｇｉｎｇ ＳＡＭＲ１ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｇｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｃ ｇｒｏｕｐ）． Ｍｉｃｅ ｉｎ
Ｒ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ８ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｗｅｉｇｈｔ ｃｌｉｍｂｉｎｇ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｒｉｐ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｅｖｅｒｙ ｗｅｅｋ
ａｎｄ ｔｈｅ ｒｏｔａｒｏｄ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｅｖｅｒｙ ２ ｗｅｅｋｓ． Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｑｕａｄｒｉｃｅｐｓ ｆｅｍｏｒｉｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ
ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｑｕａｄｒｉｃｅｐｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｎｃＲＮＡ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｆｏｒ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｂｙ Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ） ａｎｄ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ （ＫＥＧＧ）
ａｎａｌｙｓｅｓ． Ｆｉｎａｌｌｙ， ｋｅｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｒｅｓｕｌｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 （ １） Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｒｉｐ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｒｏｔａｒｏｄ ｔｅｓｔ ｔｉｍｅ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ Ｍ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｂｕｔ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓ ｏｆ
Ｒｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． （２）Ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ Ｍ
ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ ｇｒｏｕｐ， ａｓ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒｓ
ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｒ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． （ ３） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ １８２ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ２１８ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｎｃＲＮＡ， ａｎｄ ４５４ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ２８９ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍＲＮＡ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｒ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｒ
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ｆｏｒ ＩｇＡ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃ｋａｐｐａ Ｂ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 （１）Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ
ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ＳＡＭＰ８ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ． Ｗｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｌｎｃＲＮＡ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ａ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ， ａｎｄ ｗｈｉｃｈ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ ｔｈｅｒａｐｙ． （２）Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，
ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｎｃＲＮＡ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｍａｙ ｆｕｒｔｈｅｒ ｏｕｒ
ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ； ＳＡＭＰ８； ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ； ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肌肉减少症是一种进行性和全身性骨骼肌疾

病，涉及肌肉质量和功能的加速丧失，是降低老年

人生活质量、活动能力的一个重要原因，也是导致

死亡的因素之一［１］。 ２０１０ 年，欧洲老年肌肉衰减症

工作组 （ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｗｏｒｋｉｎｇ Ｇｒｏｕｐ ｏｎ Ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ ｉｎ
Ｏｌｄｅｒ Ｐｅｏｐｌｅ，ＥＷＧＳＯＰ）首次提出了广泛使用的肌

少症综合诊断标准，并建议在诊断肌少症时应同时

评估肌肉质量、肌肉力量和肌肉功能［２］。 ２０１８ 年，
ＥＷＧＳＯＰ２ （ ｔｈｅ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｗｏｒｋｉｎｇ Ｇｒｏｕｐ ｏｎ
Ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ ｉｎ Ｏｌｄｅｒ Ｐｅｏｐｌｅ ａｇａｉｎ）修订了肌少症的定

义。 在修订版中，低肌肉力量（肌肉功能最可靠的

指标）取代低肌肉质量成为肌少症的主要参数［３］。
老年男性每年肌肉力量的下降速度为 ３􀆰 ０％ ～
４􀆰 ０％，女性则为 ２􀆰 ５％ ～ ３􀆰 ０％［４］。 此外，与年轻人

相比，老年人的快肌纤维减少了 １０％ ～ ４０％［５］，由
于快肌纤维主要负责大强度的体力活动或运动，快

肌纤维数量的减少会导致老年人肌力减弱从而引

发肌少症。 因此，寻找治疗肌少症行之有效的代替

疗法对其来说尤为重要。 近些年的研究表明，运动

干预可预防、延缓或逆转肌少症，其中抗阻运动已

被公认为减少衰老过程中骨骼肌质量、力量损失的

最有效的策略之一。 抗阻运动可促进肌肉肥大，提
高力量和身体机能，包括显著改善单个肌纤维和整

个骨骼肌的大小［６］、 力量［７］、 肌肉质量和身体

表现［８］。
近年来，许多研究揭示了非编码 ＲＮＡ （ ｎｏｎ⁃

ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ｃＲＮＡ） 在肌少症发生和发展中的作

用［９］。 ＬｎｃＲＮＡ（ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）是一

类长度 ＞ ２００ ｎｔ 的 ＲＮＡ 转录本，许多与肌少症相关

的人类 ＳＮＰ （ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ） 位于

ｌｎｃＲＮＡ 位点内，这表明 ｌｎｃＲＮＡ 可能参与了肌少症

的发生发展［１０］。 但是现在仍没有研究通过 ｌｎｃＲＮＡ

７８２
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表达谱讨论抗阻运动对于 ＳＡＭＰ８ 小鼠肌少症的作

用机制。 基于此，本文以 ＳＡＭＰ８ 小鼠为研究对象，
采用负重爬梯作为干预手段，使用 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ（ＲＮＡ⁃
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）技术分别筛选出模型组以及抗阻运动组

小鼠股四头肌中差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ。 然

后，利用生物信息学对差异表达的基因进行分析，
探索其潜在的生物学功能以及相关的信号通路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 １２ 周龄健康雄性 ＳＡＭＲ１ 小鼠（３１􀆰 ７９ ±
２􀆰 ６０ ｇ）６ 只，ＳＡＭＰ８ 小鼠（３５􀆰 ４１ ± ３􀆰 ３７ ｇ）１６ 只均

购自北京大学医学部【ＳＣＸＫ（京）２０２１－００１３】。 动

物饲养和训练均于成都体育学院动物实验中心

【ＳＹＸＫ（川）２０２３－０２１１】，实验室室温控制在 ２０ ～
２５ ℃， ８：００ 开灯，２０：００ 关灯，湿度 ４０％ ～ ７０％，用
标准 ＳＰＦ 级全价固体营养饲料和经过滤的温开水

喂养，保证小鼠自由进食进水，每日清洁饲养笼及

动物房。 本动物实验经成都体育学院学术委员会

实验动物伦理委员会审批 （成体伦理 （ ２０２１） ３９
号）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＨＥ 染料（武汉赛维尔生物科技有限公司）；伊
红（珠海贝索生物技术有限公司）；４％多聚甲醛

（Ｂｉｏｓｈａｒｐ）；苏木素（珠海贝索生物技术有限公司）；
Ｒｉｂｏ⁃Ｚｅｒｏ ｒＲＮＡ 去除试剂盒 （ Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ， Ｍａｄｉｓｏｎ，
ＷＩ，ＵＳＡ）； ＴｒｕＳｅｑ 链 总 ＲＮＡ 文 库 制 备 试 剂 盒

（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）。 小动物抗阻负重爬梯 （成都体育学

院）；小鼠抓力测定仪（ＹＬＳ⁃１３Ａ）；小鼠转棒仪（Ｕｇｏ
Ｂａｓｉｌｅ 数字转棒仪 ４７７５０）；光学显微镜 （ Ｏｌｙｐｕｓ，
ＢＸ５３）；ＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ ２１００ 系统（美国加利福尼亚州

圣克拉拉市安捷伦科技公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验分组及运动方案

在标准环境下饲养 ＳＡＭＲ１ 小鼠与 ＳＡＭＰ８ 小

鼠至 ２８ 周龄。 将 ＳＡＭＲ１ 小鼠（６ 只）纳入对照组

（Ｃ 组），ＳＡＭＰ８ 小鼠 １２ 只按数字表法随机分为：模
型组（Ｍ 组）、抗阻运动组（Ｒ 组），抗阻运动组进行

８ 周负重爬梯［１１］，采用自主研制爬梯（倾斜 ８５°，梯高

１ ｍ，阶梯间隔 ２ ｃｍ，专利号 ＺＬ２０１８２１６９２９６２􀆰 ８）。 负

重由体重的 ５０％开始［１２］，适应性训练 ３ ｄ，休息 ２ ｄ。
正式训练的第 １、２ 周负重为体重 ５０％，第 ３ 周开始

每周增加 １５％，直至增加到 １００％，锻炼至第 ８
周［１２－１３］。 ４ 次为 １ 组，每天 ３ 组，每周一、周三、周五

进行，每次训练时间为 ４０ ～ ５０ ｍｉｎ。 每次爬到梯顶

休息 １ ｍｉｎ，组间休息 ２ ｍｉｎ。 每次实验后需检查动

物是否健康，训练期间每周称量并记录小鼠体重。
１􀆰 ２􀆰 ２　 行为学指标监测

全程观察各组小鼠精神状态、活动情况、毛色

等，记录体重，每周 １ 次。 抓力测试：每周测 １ 次，采
用小鼠抓力测定仪测试各组小鼠抓力，测量 ３ 次，取
平均值，并计算相对抓力（平均抓力 ／体重）。 转棒

测试：运动干预前测量 １ 次，之后每 ２ 周 １ 次，采用

小鼠转棒仪，参数设置为：３００ ｓ，从 ４ ｒ ／ ｍｉｎ 升至

４０ ｒ ／ ｍｉｎ， 记录小鼠转棒测试直至掉落的时间。
１􀆰 ２􀆰 ３　 动物取材

末次运动干预后，禁食 ２４ ｈ（自由进水），小鼠

腹腔注射 １％戊巴比妥钠（４０ ｍｇ ／ ｋｇ）麻醉，断颈处

死，迅速取双侧股四头肌。 随后用冰冷生理盐水漂

洗，除去血液，滤纸拭干，剔除结缔组织，分段备用。
右侧股四头肌使用中性甲醛固定 ２４ ｈ，以备苏木素⁃
伊红（ＨＥ）染色；左侧股四头肌置于－８０ ℃ 冰箱保

存，用于后续转录组测序。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＨＥ 染色观察骨骼肌组织形态学

４％多聚甲醛固定，经洗涤、脱水、透明、透蜡、包
埋、切片（约 ４ μｍ）、透明、封片等操作，获得 ＨＥ 染

色的骨骼肌切片，采集 ２００ 倍显微图像，每组采集

３ 张， 用 ＩＰＰ ６􀆰 ０ 图像分析系统计算每张图像股四

头肌肌纤维横截面积。
１􀆰 ２􀆰 ５　 转录组测序及数据分析

（１）总 ＲＮＡ 提取：取 Ｍ 组和 Ｒ 组小鼠的股四头

肌组织，采用 ＴＲＩｚｏｌ 提取总 ＲＮＡ。 （２）测序文库构

建和转录组测序：测序实验采用建库试剂盒进行文

库构建，委托北京百迈客生物科技有限公司完成。
根据说明书要求，使用 Ｒｉｂｏ⁃Ｚｅｒｏ ｒＲＮＡ 去除试剂盒

去除核糖体 ＲＮＡ，使用 ＴｒｕＳｅｑ 链总 ＲＮＡ 文库制备

试剂盒构建 ＲＮＡ 文库。 使用 ＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ ２１００ 系统

通过定量和质量控制对测序文库进行评估。 ＲＮＡ⁃
Ｓｅｑ 测 序 在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ⁃ＨｉＳｅｑ 平 台 上 进 行， 选 用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ４０００ 测序器获取转录组数据。 （３）
用 ｅｄｇｅＲ 软件进行表达差异显著性分析。 （ ４）
ｌｎｃＲＮＡ 靶基因预测：通过 ｌｎｃＲＮＡ 与蛋白编码基因

的表达相关性（Ｃｏ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）预测 ｌｎｃＲＮＡ 的靶基

因。 然后，对差异 ｌｎｃＲＮＡ 的靶基因进行进一步的

功能富集分析。 （５）基因本体（Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）

８８２
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和京都基因和基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）富集分析用于研究显

著表达差异基因的作用。 采用 ＧＯｓｅｑ 软件进行 ＧＯ
分析；ＫＯＢＡＳ（２􀆰 ０）软件进行 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 富集分

析，以预测差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 的靶基因以及差异表

达 ｍＲＮＡ 的功能。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软

件进行统计学分析。 数据采用平均值 ± 标准差

（􀭰ｘ ± ｓ） 表示，多组间比较采用单因素方差分析

（ＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ’ ｓ 事后检验进

行比较。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 抗阻运动对小鼠行为学影响

与 Ｃ 组相比，Ｍ 组小鼠表现出自主活动减少，
毛发干枯暗淡，出现明显掉毛现象，抓取时易激惹

等衰老体征；Ｒ 组与 Ｍ 组相比有明显改善，自主活

动增加，掉毛现象有所改善。
相对抓力结果显示： 相较于 ＳＡＭＲ１ 小鼠，

ＳＡＭＰ８ 小鼠在干预前出现相对抓力下降 （ Ｐ ＜

０􀆰 ０１）（图 １Ａ，表 １）；８ 周的抗阻运动后，Ｒ 组与 Ｍ
组相比，其相对抓力显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｍ 组小

鼠的相对抓力进一步下降。 对 ８ 周抗阻运动后的相

对抓力结果分析表明，Ｍ 组小鼠相对抓力随时间出

现了进行性下降，Ｒ 组相对抓力表现相对平稳（图
１Ｂ，表 １）。

表 １　 抗阻运动对小鼠四肢相对抓力的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｒｉｐ ｓｔｒｅｎｇｔｈ

ｉｎ ｍｉｃｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
时间 ／ 周

Ｔｉｍｅ ／ ｗｅｅｋｓ
Ｃ 组

Ｃ ｇｒｏｕｐ
Ｍ 组

Ｍ ｇｒｏｕｐ
Ｒ 组

Ｒ ｇｒｏｕｐ

２８ ２１􀆰 ６１ ± ０􀆰 ５４ １６􀆰 ７３ ± １􀆰 ５５∗∗ １６􀆰 ８８ ± １􀆰 ９１∗∗

２９ ２１􀆰 ６２ ± １􀆰 ３２ １３􀆰 ６５ ± ２􀆰 ６０∗∗ １６􀆰 ５４ ± ０􀆰 ８８∗∗＃＃

３０ ２０􀆰 ９９ ± １􀆰 ５９ １２􀆰 １０ ± ２􀆰 ３３∗ １５􀆰 ３１ ± ０􀆰 ９９∗∗＃＃

３１ １９􀆰 ０８ ± ０􀆰 ３１ １１􀆰 ８２ ± １􀆰 ４４∗∗ １４􀆰 ７１ ± ２􀆰 ２５∗∗＃＃

３２ １９􀆰 ００ ± １􀆰 ２０ １１􀆰 ００ ± ０􀆰 ８６∗∗ １３􀆰 ０５ ± ２􀆰 ２６∗∗＃＃

３３ １９􀆰 ６２ ± １􀆰 ５０ １０􀆰 ８５ ± １􀆰 ０３∗∗ １３􀆰 ９８ ± ０􀆰 ８８∗∗＃＃

３４ １８􀆰 １０ ± ２􀆰 ５６ １０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ９２∗∗ １３􀆰 ４０ ± １􀆰 ５７∗∗＃＃

３５ １７􀆰 １２ ± １􀆰 ０１ １０􀆰 ４０ ± １􀆰 ４８∗∗ １３􀆰 ７５ ± ０􀆰 ９６∗∗＃＃

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

注：Ａ：抗阻运动前小鼠的相对抓力；Ｂ：抗阻运动后小鼠的相对抓力。

图 １　 抗阻运动对小鼠抓力影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｒｉｐ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ． Ｂ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｒｉｐ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｒｉｐ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

　 　 转棒测试结果显示：相较于 ＳＡＭＲ１ 小鼠，
ＳＡＭＰ８ 小鼠在干预前表现出转棒时长缩短 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）（图 ２Ａ），８ 周的抗阻运动后，Ｒ 组转棒时长相

较于 Ｍ 组显著延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 Ｍ 组小鼠转棒时

长进一步缩短。 对 ８ 周抗阻运动后的转棒测试结果

分析显示，Ｍ 组小鼠转棒时长出现进行性缩短，Ｒ 组

转棒时长缩短进程得以缓解（图 ２Ｂ）。
２􀆰 ２　 抗阻运动对骨骼肌组织形态的影响

ＨＥ 染色结果显示：Ｃ 组骨骼肌肌纤维呈多边形

或不规则圆形、排列紧密；Ｍ 组骨骼肌肌纤维呈不

规则圆形；Ｒ 组骨骼肌呈多边形，排列紧密（图 ３Ａ）。
抗阻运动干预后，Ｒ 组肌纤维向粗大肌纤维转变，肌
纤维横截面积有一定程度增加，较 Ｍ 组明显增大（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），但仍旧小于同龄 Ｃ 组小鼠（图 ３Ｂ）。
２􀆰 ３　 差异基因分析结果

２􀆰 ３􀆰 １　 ＬｎｃＲＮＡ 的差异表达分析

使用火山图以及聚类分析图显示 Ｍ 组、Ｒ 组的

差异 ｌｎｃＲＮＡ。 图 ４Ａ 展示了在 Ｍ 组与 Ｒ 组的比较

９８２
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注：Ａ：抗阻运动前小鼠的转棒测试；Ｂ：抗阻运动后小鼠的转棒测试。

图 ２　 抗阻运动对小鼠转棒测试影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｏｔａｒｏｄ ｔｅｓｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ． Ｂ． Ｒｏｔａｒｏｄ ｔｅｓｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒｏｔａｒｏｄ ｔｅｓｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

注：Ａ：ＨＥ 染色；Ｂ：肌纤维横截面积柱形图。

图 ３　 抗阻运动后小鼠肌纤维横截面积的变化

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒｓ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ

中，有 １８２ 个 表 达 上 调 和 ２１８ 个 表 达 下 调 的

ｌｎｃＲＮＡ，这些差异基因的展示以􀰙 ｌｏｇ２ＦＣ 􀰙 ≥ １􀆰 ５
且 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为筛选标准。 图 ４Ｂ 使用层次聚类分析

展示差异 ｌｎｃＲＮＡ 在每个样本中的 ＴＰＭ 值，根据

ｌｏｇ１０ （ ＴＰＭ ＋ １ ） 值 聚 类， 红 色 部 分 为 高 表 达

ｌｎｃＲＮＡ，绿色部分为低表达 ｌｎｃＲＮＡ。
２􀆰 ３􀆰 ２　 ｍＲＮＡ 的差异表达分析

此外，对 Ｍ 组、Ｒ 组的 ｍＲＮＡ 进行了差异表达

分析。 图 ５ 显示的是差异 ｍＲＮＡ 的火山图以及聚

类分析图。 图 ５Ａ 展示了在 Ｍ 组与 Ｒ 组的比较中，
发现了 ４５４ 个表达上调和 ２８９ 个表达下调的

ｍＲＮＡ；图 ５Ｂ 显示的是差异 ｍＲＮＡ 在每个样本中的

层次聚类分析图，红色部分为高表达 ｍＲＮＡ，绿色部

分为低表达 ｍＲＮＡ。
２􀆰 ４　 ＧＯ 富集分析

２􀆰 ４􀆰 １　 差异 ｌｎｃＲＮＡ 靶基因 ＧＯ 富集分析

在得到 Ｍ 组以及 Ｒ 组之间的差异表达 ｌｎｃＲＮＡ
后，根据 ｌｎｃＲＮＡ 与其靶基因间的表达相关性，对每

组差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 的靶基因的集合进行了 ＧＯ 富

集分析。 富集在生物过程（ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ）
上的主要是多生物过程、免疫系统过程、细胞杀伤；
富集在细胞组分（ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ）上的主要是

胞外区、胞外区部分、细胞外基质；富集在分子功能

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ）上的主要是核苷酸交换因

子活性、结构分子活性、酶调节剂活性（图 ６）。
２􀆰 ４􀆰 ２　 差异 ｍＲＮＡ 靶基因 ＧＯ 富集分析

在得到 Ｍ 组以及 Ｒ 组之间的差异表达 ｍＲＮＡ
后，对每组差异表达 ｍＲＮＡ 的集合进行了 ＧＯ 富集

分析。 富集在 ＢＰ 上的主要是生长、繁殖、生物黏

附；富集在 ＣＣ 上的主要是细胞连接、胶原三聚体、
细胞外基质；富集在 ＭＦ 上的主要是翻译调节因子

活性、受体活性、蛋白结合转录因子活性（图 ７）。
２􀆰 ５　 ＫＥＧＧ 通路富集分析

２􀆰 ５􀆰 １　 ｌｎｃＲＮＡ 候选靶基因 ＫＥＧＧ 分析

Ｍ 组与 Ｒ 组之间差异 ｌｎｃＲＮＡ 的靶基因的

ＫＥＧＧ 显著富集的通路有产生 ＩｇＡ 的肠道免疫网

络、哮喘、ＮＦ⁃κＢ 信号通路、炎症性肠病、原发性免疫

缺陷、同种异体排斥反应、移植物抗宿主病、Ⅰ型糖
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注：Ａ：火山图；Ｂ：热图。

图 ４　 差异 ｌｎｃＲＮＡ 火山图和聚类图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ． Ｂ． Ｈｅａｔｍａｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ａｎｄ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｌｎｃＲＮＡ

注：Ａ：火山图；Ｂ：热图。

图 ５　 差异 ｍＲＮＡ 火山图和聚类图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ． Ｂ． Ｈｅａｔｍａｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ａｎｄ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｍＲＮＡ

尿病、Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２ 细胞分化、疟疾（图 ８）。
２􀆰 ５􀆰 ２　 ｍＲＮＡ ＫＥＧＧ 分析

ＫＥＧＧ 分析显示，Ｍ 组与 Ｒ 组差异 ｍＲＮＡ 显著

富集的通路有粘多糖生物合成、咖啡因代谢、氧化

磷酸化、ＴＮＦ 信号通路、非酒精性脂肪肝、ＥｒｂＢ 信号

通路、ｍＴＯＲ 信号通路、黏着斑（图 ９）。
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图 ６　 差异 ｌｎｃＲＮＡ 候选靶基因的 ＧＯ 富集柱状图

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｌｎｃＲＮＡ

图 ７　 差异 ｍＲＮＡ 的 ＧＯ 富集柱状图

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍＲＮＡ
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图 ８　 差异 ｌｎｃＲＮＡ 候选靶基因的 ＫＥＧＧ 富集散点图

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｌｎｃＲＮＡ

图 ９　 差异 ｍＲＮＡ 的 ＫＥＧＧ 富集散点图

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍＲＮＡ

３　 讨论

ＳＡＭ 品系是一种近交小鼠品系，可分为加速衰

老近交系（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ⁃ｐｒｏｎｅ，ＳＡＭＰ）和抗

衰 老 近 交 系 （ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ，

ＳＡＭＲ），常被用作衰老加速和衰老相关疾病的动物

模型。 同龄的 ＳＡＭＲ１ 小鼠与正常小鼠的生理指标

相似，常用于 ＳＡＭＰ８ 小鼠的正常对照［１４］。 ＳＡＭＰ８
作为 ＳＡＭＰ 品系中的优势种，经常被用作肌少症研

究的模型。 与同龄 ＳＡＭＲ１ 对照组相比，ＳＡＭＰ８ 的

３９２
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骨骼肌质量和收缩力下降最严重［１５］。 ＧＵＯ 等［１６］调

查了 ＳＡＭＰ８ 小鼠腓肠肌的肌肉质量和结构及功能

特性，发现其最大的肌肉质量出现在第 ７ 个月，随后

有下降的趋势。 本研究发现，与同龄的 ＳＡＭＲ１ 小

鼠相比，ＳＡＭＰ８ 小鼠自主活动减少，毛发干枯无光

泽暗淡，出现明显掉毛现象，其外形特征与衰老小

鼠相似。 此外，行为学结果表明 ＳＡＭＰ８ 小鼠的相对

抓力、转棒时间显著下降；形态学结果显示其肌纤

维横截面积显著降低，与以往研究结果一致，表明

ＳＡＭＰ８ 小鼠可作为肌少症研究对象。
２０２１ 年国际衰弱和肌肉减少症研究会议工作

组（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ Ｆｒａｉｌｔｙ ａｎｄ Ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，ＩＣＦＳＲ）推荐运动可作为肌少症患者临床

管理的重要组成部分，也推荐有氧运动、抗阻运动、
综合训练、高强度间歇训练等多种运动方式可用来

改善肌少症［１７］。 ＺＥＮＧ 等［１８］的研究发现，骨骼肌老

化的特征是线粒体受损或肿胀、肌丝排列紊乱或纤

维结构不规则，而进行 １２ 周有计划的抗阻训练可以

增加肌少症大鼠肌纤维横截面积，改善肌纤维的受

损结构和线粒体功能。 ２ 个月的中等强度抗阻训练

能够提升老年女性的骨骼肌质量；体重指数、体脂

百分比、体脂量也发生显著下降［１９］。 本研究中，进
行 ８ 周抗阻训练可显著提高 ＳＡＭＰ８ 小鼠的肌肉量

（肌纤维横截面积），并且改善 ＳＡＭＰ８ 小鼠的肌肉

耐力和肌肉力量。 这表明，抗阻运动可延缓 ＳＡＭＰ８
小鼠肌少症的进程及改善其骨骼肌机能。

差异 ｌｎｃＲＮＡ 靶基因 ＧＯ 富集分析结果显示抗

阻运动主要在生物学过程、细胞成分等方面发挥生

物学功能，其中细胞过程、节律过程、免疫系统过程

等 ＧＯ ｔｅｒｍｓ 与肌少症相关的测序研究结果一

致［２０－２２］，提示可能是抗阻运动改善肌少潜在的作用

途径。 且节律紊乱、免疫衰老与肌少症之间的关

系，以及择时运动、运动改善免疫衰老是近年来研

究的重点［２３－２４］。 ｌｎｃＲＮＡ 靶基因显著表达差异的

ＫＥＧＧ 通路显示，ＮＦ⁃κＢ 信号通路、炎症性肠病、原
发性免疫缺陷、Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２ 细胞分化这些 ＫＥＧＧ 通

路在 与 肌 少 症 相 关 的 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 研 究 结 果 一

致［２０，２５－２７］，表明可能是运动改善肌少症的潜在作用

机制。 有证据显示炎症因子的表达能诱导 ＮＦ⁃κＢ
转录的活化参与骨骼肌的萎缩。 除此之外，ＮＦ⁃κＢ
通路能够上调泛素⁃蛋白酶体途径活性，加速骨骼肌

蛋白 的 降 解； 该 通 路 在 杜 氏 肌 营 养 不 良 症

（Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ，ＤＭＤ）、多种癌症、神

经损伤和机械卸载中的骨骼肌萎缩发病机制中起

着关键作用［２８］。 肌⁃肠轴近年来受到广泛关注，超
过三 分 之 一 的 炎 症 性 肠 病 （ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）患者患有肌少症，此外，肠道菌群在平

衡各种疾病条件下的促炎和抗炎反应中起重要作

用，并与营养状况相关［２９］。 肠道菌群紊乱（通常以

ＩＢＤ 为特征）可能会改变免疫反应和宿主代谢，促进

慢性炎症状态，且上调与肌少症相关的分子途

径［２５］。 未来的研究可以聚焦在炎性通路上进行更

深入的研究。
在 ｍＲＮＡ 差异表达分析中，一共发现了 ４５４ 个

表达上调和 ２８９ 个表达下调的 ｍＲＮＡ，ＧＯ 富集分析

表明，抗阻训练与骨骼肌再生和修复过程有关，其
相关基因靶标参与细胞因子产生的调控，细胞间连

接和细胞生长。 肌肉修复的初始阶段的特征是受

损组织的坏死和炎症反应的激活［３０］。 细胞因子是

炎症反应的关键介质，协调炎症微环境和卫星肌肉

细胞之间的平衡， 在肌肉再生中起积极作用。
ＫＥＧＧ 分析表明，粘多糖生物合成、咖啡因代谢、氧
化磷酸化等信号通路被富集。 其中，糖胺聚糖生物

合成在某些老年性炎性肌病，例如包涵体肌炎

（ｓｐｏｒａｄｉｃ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｙ ｍｙｏｓｉｔｉｓ，ｓＩＢＭ）中被发现显

著富集［３１］。 蛋白聚糖（ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ，ＰＧ）是一种由

核心蛋白和糖胺聚糖链组成的大分子，也是细胞外

基质（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ） 的关键组成部分。
在其他慢性肌病中，ＥＣＭ 的异常聚集会导致骨骼肌

纤维化，进而导致肌萎缩［３２］。 在与 ＥＣＭ 异常聚集

相关的 ＤＭＤ 中，可以发现尿苷二磷酸葡萄糖醛酸、
二磷酸腺苷葡萄糖、硫酸软骨素等蛋白聚糖的合成

发生增加［３３］。 另外的研究也表明从 ＤＭＤ 动物模型

ｍｄｘ 小鼠的骨骼肌卫星细胞中发现多种蛋白聚糖增

加，成纤维细胞中则不存在［３４］。 这提示后续可以从

纤维化肌肉中的胶原组织以及纤维化如何反过来

导致骨骼肌功能破坏研究肌少症的分子机制。 此

外，咖啡因代谢提示肌少症与营养摄入密切相关，
男性摄入适量咖啡因有助于预防肌少症［３５］。

综上，８ 周的抗阻运动能有效提升 ＳＡＭＰ８ 小鼠

的相对抓力、转棒时间等行为学指标，利用 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ
分别鉴定出 Ｍ 组、Ｒ 组的 ＳＡＭＰ８ 小鼠股四头肌中

的差异 ｌｎｃＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ。 这些差异基因可能是肌

少症的潜在治疗靶点。 此外，还分析了差异表达

ｌｎｃＲＮＡ 的靶基因以及 ｍＲＮＡ 的生物学信息，为进

一步了解抗阻运动改善肌少症的机制提供了可能。

４９２
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一种用于相位对比 Ｘ 射线成像应用的遗体乳腺癌组织模拟器

　 　 随着乳腺 Ｘ 射线成像技术的进步，需要可靠的成像模拟器捕捉临床早期癌变和癌症病例中的细节，同
时消除模拟器而引起的伪影。 本研究介绍了一种从遗体乳腺组织制作的乳腺组织成像模拟器，适用于透射

和折射增强成像系统。 具体方法是在裸鼠体内正位植入人类癌细胞瘤，并植入固定组织，同时保持原始肿

瘤 ／脂肪组织界面，得到的人－鼠组织混合模拟器被安装在透明丙烯酸盒中，用于吸收和折射 Ｘ 射线成像。
此外还进行了数字乳腺层析成像。 最终呈现了模拟器的衰减成像和折射成像，以确认该模拟器适用于两种

成像模式。

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）： ４２７⁃４３２， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄｏｉ． ｏｒｇ ／ １０． １００２ ／ ａｍｅ２． １２３４０）
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徐菲，刘健萍，董世访，等． 母体炎性暴露对子代小鼠受 ＩＲＢＰ 抗原诱导的葡萄膜炎的影响 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２
（３）： ２９７－３０６．
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ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（３）： ２９７－３０６．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ００３

［基金项目］国家自然科学基金（８１６７０８４３），重庆医科大学未来医学青年创新团队发展支持计划（Ｗ０１６４）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ （８１６７０８４３）， Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ Ｙｏｕｔｈ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ｉｎ Ｆｕｔｕｒｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （Ｗ０１６４）．
［作者简介］徐菲，女，在读硕士研究生，研究方向：母本葡萄膜炎对子代的影响。 Ｅｍａｉｌ：ｘｆｅｉ１６３ｃｏｍ＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］陈飞兰，女，研究员，博士，研究方向：葡萄膜炎免疫遗传学及疾病动物模型。 Ｅｍａｉｌ：ｃｆｌ７６１２１９＠ １６３． ｃｏｍ

母体炎性暴露对子代小鼠受 ＩＲＢＰ 抗原诱导
的葡萄膜炎的影响

徐菲１，刘健萍２，董世访３，皇辉１，龚心怡１，胡开娇１，陈飞兰１∗

（１． 重庆医科大学实验动物中心，重庆　 ４０００１６；２． 中国人民解放军陆军特色医学中心病理科，
重庆　 ４０００４２； ３． 重庆医科大学附属儿童医院儿研所，国家儿童健康与疾病临床医学研究中心，

儿童发育疾病研究教育部重点实验室，重庆　 ４０００１４）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨母体葡萄膜炎暴露对子代小鼠受光感受器间视黄醇结合蛋白（ｉｎｔｅｒｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｒｅｔｉｎｏｉｄ⁃
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＲＢＰ）诱导的实验性自身免疫性葡萄膜炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓ，ＥＡＵ）免疫效应的影响。
方法　 从本课题组前期获得的受双亲 ＥＡＵ 暴露的子代 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠眼球的 ＲＮＡ 测序转录组数据中，筛选免疫

相关差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）。 利用基因本体论（Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京都基因与基因

组百科全书（Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）的富集分析，确定这些免疫相关的差异表达基因生物

学途径。 通过蛋白质互作网络（ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋｓ，ＰＰＩ）分析交集基因以此鉴定出枢纽基因。 进一

步通过荧光定量聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ｑＰＣＲ）确定筛选出的异常表达的枢纽基因是否也在受母

体葡萄膜炎影响的子代小鼠中差异表达，最后通过视网膜抗原 ＩＲＢＰ６５１⁃６７０ 诱导受母体活动期炎症影响的子代以评

价母体葡萄膜炎对子代患葡萄膜炎的易感性以及相关免疫效应的影响。 结果　 从受双亲葡萄膜炎影响的子代小

鼠眼球组织中鉴定出 ７２ 个免疫相关差异基因。 这些基因主要富集参与 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路、ＭＡＰＫ 信号通路以

及 Ｂ 细胞受体信号通路等。 进一步进行 ＰＰＩ 网络互作分析，筛选出 ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ２６Ｓ ｓｕｂｕｎｉｔ， ＡＴＰａｓｅ ５ （Ｐｓｍｃ５）、
ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ２６Ｓ ｓｕｂｕｎｉｔ， ＡＴＰａｓｅ ３ （ Ｐｓｍｃ３）、ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ２６Ｓ ｓｕｂｕｎｉｔ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ｎｏｎ⁃ＡＴＰａｓｅ ４ （ Ｐｓｍｄ４） 和

ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ２６Ｓ ｓｕｂｕｎｉｔ， ｎｏｎ⁃ＡＴＰａｓｅ ８ （Ｐｓｍｄ８） 这 ４ 个枢纽基因。 ｑＰＣＲ 检测证实受母体葡萄膜炎影响的子代小鼠

中也上调表达这 ４ 个枢纽基因。 而且与健康子代相比，１５０ μｇ ＩＲＢＰ 抗原诱导可增加受活动期炎症影响的子代

ＥＡＵ 临床表现的严重程度和病理组织学损伤（Ｐ ＝ ０􀆰 ００８７，Ｐ ＝ ０􀆰 ０４１０）；另外，受母体活动期炎症影响的子代在

ＩＲＢＰ 诱导的 ＥＡＵ 中脾 Ｔ 细胞增殖功能增强，其血清中产生的细胞因子 ＩＬ⁃１７ 和 ＩＬ⁃６ 增加（Ｐ ＝ ０􀆰 ０４５０，Ｐ ＝
０􀆰 ０３００）。 结论　 母体活动性炎症暴露加剧子代小鼠受 ＩＲＢＰ 诱导的 ＥＡＵ 疾病的严重性，增强抗原特异性 Ｔ 细胞增

殖以及血清中 ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃６ 的产生，可能与受影响的子代上调表达的 ４ 个枢纽基因 Ｐｓｍｃ５、Ｐｓｍｃ３、Ｐｓｍｄ４、Ｐｓｍｄ８ 相关。
【关键词】 　 实验性自身免疫性葡萄膜炎；胚胎炎性暴露；子代；枢纽基因；炎症严重程度
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ｉｎｔｅｒｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｒｅｔｉｎｏｉｄ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓ
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ＸＵ Ｆｅｉ１， ＬＩＵ Ｊｉａｎｐｉｎｇ２， ＤＯＮＧ Ｓｈｉｆａｎｇ３， ＨＵＡＮＧ Ｈｕｉ１， ＧＯＮＧ Ｘｉｎｙｉ１， ＨＵ Ｋａｉｊｉａｏ１， ＣＨＥＮ Ｆｅｉｌａｎ１∗

（１． Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０００１６， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，
Ａｒｍｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０００４２， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｐｅｄｉａｔｒｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｃｈｉｌｄ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ

Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｈｉｌｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ， Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐｅｄｉａｔｒｉｃｓ，
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０００１４， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＣＨＥＮ Ｆｅｉｌａｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｆｌ７６１２１９＠ １６３． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｔｏ ｉｎｔｅｒｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｒｅｔｉｎｏｉｄ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ （ ＩＲＢＰ ）⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓ （ ＥＡＵ）．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｆｒｏｍ ｅｙｅｂａｌｌｓ ｏｆ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｏｕｓｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｂｏｒｎ ｔｏ ｍｏｔｈｅｒｓ ｗｉｔｈ ａｃｔｉｖｅ
ＥＡＵ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｉｍｍｕｎｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｙｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ． Ｇｅｎｅ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｄａｔａｓｅｔｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ａｎｄ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
Ｇｅｎｏｍｅｓ（ＫＥＧＧ）ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｅｓ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ． Ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅｓｅ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ． ＥＡＵ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｍａｔｅｒｎａｌ ｕｖｅｉｔｉｓ ｗｅｒｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＩＲＢＰ６５１⁃６７０， ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｉｖｏｔａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｍａｔｅｒｎａｌ ｕｖｅｉｔｉｓ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ． ＥＡＵ ｓｅｖｅｒｉｔｙ， Ｔ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｆｒｏｍ ｍｏｔｈｅｒｓ ｗｉｔｈ
ａｎ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ＩＲＢＰ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ７２ ｉｍｍｕｎｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｅｘｐｏｓｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｅｓｅ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ
ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ， ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ， ａｎｄ Ｂ ｃｅｌｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ．
Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｏｕｔ ｆｏｕｒ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ， Ｐｓｍｃ５， Ｐｓｍｃ３， Ｐｓｍｄ４， ａｎｄ Ｐｓｍｄ８，
ａｎｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｆｏｕｒ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｕｌｔ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｆｒｏｍ ｍｏｔｈｅｒｓ ｗｉｔｈ ａｃｔｉｖｅ ｕｖｅｉｔｉｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ １５０ μｇ ＩＲＢＰ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ＥＡＵ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｇｒｏｕｐ（Ｐ ＝ ０􀆰 ００８７， Ｐ ＝ ０􀆰 ０４１０）． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， Ｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｗａｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ （ ＩＬ）⁃１７ ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ ＝
０􀆰 ０４５０， Ｐ ＝ ０􀆰 ０３００）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｐｓｍｃ５， Ｐｓｍｃ３， Ｐｓｍｄ４， ａｎｄ Ｐｓｍｄ８ ｍａｙ ｂｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｇｅｎｅｓ ｅｘａｃｅｒｂａｔｉｎｇ ｕｖｅｉｔｉｓ
ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ ｍｏｔｈｅｒｓ ｗｉｔｈ ａｃｔｉｖｅ ｕｖｅｉｔｉｓ， ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１７ ａｎｄ ＩＬ⁃６．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓ； ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｘｐｏｓｕｒｅ； ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ； ｐｉｖｏｔａｌ ｇｅｎｅ；
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｓｅｖｅｒｉｔｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 葡萄膜炎（ ｕｖｅｉｔｉｓ）是一类世界性的致盲性眼

病，也是我国最常见的眼内炎症性疾病，其炎症主

要累及眼组织内的葡萄膜、视网膜、视网膜血管和

玻璃体等。 非感染性葡萄膜炎作为我国最主要的

葡萄膜炎类型之一，占所有葡萄膜炎的 ４３􀆰 ６％。 其

平均发病年龄为 ３５􀆰 ４ 岁，以 ３０ ～ ３９ 岁最多，由此

可见工作年龄和生育年龄人群是非感染性葡萄膜

炎高危年龄群［１］。 家族聚集性研究发现，患葡萄膜

炎的母亲其所生孩子在一定年龄时也会患上葡萄

膜炎［２－３］。 而且，流行病学调查结果显示，患葡萄膜

炎的儿童越来越多，越来越幼龄化［４］。
近年来，研究发现孕妇孕期健康对后代健康和

疾病风险的形成具有重要作用。 母体免疫激活会

影响子代成年后多种疾病的发生，如自闭症谱系障

碍（ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＳＤ）、注意力缺陷多动

障 碍 （ ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ｄｅｆｉｃｉｔ ａｎｄ ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｉｓｏｒｄｅｒ，
ＡＤＨＤ）、 图雷氏综合征 （ Ｔｏｕｒｅｔｔｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＴＳ）
等［５］。 另外，母亲孕期受到的急性或慢性炎症刺

激，也可通过炎症细胞信号通路和表观遗传学机制

将影响传递给胎儿。 本课题组前期研究发现，在
Ｂ１０ＲⅢ小鼠和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠中，双亲发生实验性

自 身 免 疫 性 葡 萄 膜 炎 （ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ｕｖｅｉｔｉｓ，ＥＡＵ） 可增加子代鼠患葡萄膜炎的易感

性［６－７］。 但母体孕期葡萄膜炎是否能影响成年子代

对视网膜抗原诱导的葡萄膜炎并不清楚。
由此，本课题组从前期受双亲 ＥＡＵ 影响的

８９２
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Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠子代 ＲＮＡ 转录组测序数据中筛选出

与免疫相关的差异表达基因，通过基因本体（Ｇｅｎｅ
Ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）富集分析，京都基因与基因组百科全

书 （ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ） 和 蛋 白 质 互 作 网 络 （ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋｓ，ＰＰＩ）分析，筛选出可能参与子

代易感性的 ４ 个上调表达的枢纽基因 Ｐｓｍｃ５、
Ｐｓｍｃ３、Ｐｓｍｄ４、Ｐｓｍｄ８，随后研究人员通过荧光定量

聚合酶链反应（ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ｑＰＣＲ），
证实受母体孕期葡萄膜炎影响的子代上调表达这

４ 个枢纽基因，进一步发现受影响的子代在 １５０ μｇ ／
２００ μＬ 免疫剂量下产生更严重的葡萄膜炎，血清中

细胞因子 ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃６ 增加，由此提示母体葡萄膜炎

可能通过上调免疫相关基因加剧成年子代受视网

膜抗原诱导的葡萄膜炎严重程度，可为葡萄膜炎危

险因素预测提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

８ ～ １２ 周 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ４８ 只（雌性 ２７
只，雄性 ２１ 只），体重约为 ２５ ｇ，购自重庆医科大学

实验动物中心【ＳＣＸＫ（渝）２０２２－００１０】，饲养于重庆

医科大学实验动物中心屏障环境系统【ＳＹＸＫ（渝）
２０２２－００１６】。 实验动物可自由采食和饮水，维持 １２
ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替照明，湿度 ３０％ ～ ７０％，温度保持

在 ２２ ～ ２５ ℃。 本研究中的所有程序都遵循重庆医

科大学医学研究伦理委员会动物使用声明中关于

动物护理和使用的指导方针，经过重庆医科大学医

学研究伦理委员会批准（ＩＡＣＵＣ：２０２１０６４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ （ ＬＡＱＧＡＹＲＴＡＶＤＬＥＳＬＡＳＱＬＴ， 强 耀

生物科技有限公司，中国），结核菌素（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ， ＴＢ， Ｓｉｇｍａ， 美 国 ）， 完 全 弗 氏 佐 剂

（Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ｃｏｍｐｌｅｔｅ，ＣＦＡ，Ｓｉｇｍａ，美国），百
日咳毒素（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ，ＰＴＸ，Ｌｉｓｔ，美国），ＭＴＴ
（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，中国）， ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （ ｍｏｕｓｅ ＩＬ⁃１７Ａ ／ Ｆ
ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ ＤｕｏＳｅｔ ＥＬＩＳＡ； ｍｏｕｓｅ ＩＬ⁃６ ｑｕａｎｔｉｋｉｎｅ
ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ； ｍｏｕｓｅ ＴＮＦ⁃α ＤｕｏＳｅｔ ＥＬＩＳＡ， Ｒ＆Ｄ
ｓｙｓｔｅｍｓ，美国），ｑＰＣＲ 相关试剂 （ ＲＮＡ 提取液；引
物；逆转录试剂盒等，武汉赛维尔生物科技有限公

司，中国）。 ＬＳ 裂隙灯显微镜检查仪（上邦医疗设备

有限 公 司， 中 国）， 双 目 间 接 检 眼 镜 检 查 系 统

（Ｋｅｅｌｅｒ，英国），酶标仪（Ｃｒｙｓｔａｌ，美国），酶联免疫检

测仪（Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ，美国），荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，
美国），超微量分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＥＡＵ 模型的建立

为诱 导 母 本 ＥＡＵ， 取 溶 解 于 ＰＢＳ 的 人

ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 多肽溶液与包含 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 结核菌素的

完全弗氏佐剂按 １ ∶ １ 比例混合，充分乳化后，将包

含 １５０ μｇ 人 ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 多肽的 ２００ μＬ 乳化剂注射

至 ３ 只 ８ ～ １２ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雌鼠，分 ４ 点皮下注

射至小鼠背部两侧和尾根部两侧，随后腹腔注射

１ μｇ 的百日咳毒素（母本免疫组，ＭＧ），同时设立正

常未免疫 ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 的健康对照（ＨＧ）。 ＭＧ 于免疫

后第 １５ 天出现炎症临床表现后，将免疫后的雌鼠与

健康雄鼠按 ３ ∶ ２ 进行合笼交配。 同时，以未经抗原

免疫健康双亲所产同日龄的健康子代作为对照。
实验重复 ３ 次。 次日早上开始检查雌性小鼠的阴

栓，以出现阴栓作为孕期第 １ 天。 为研究母本 ＥＡＵ
对子代 ＥＡＵ 易感性和严重性的影响，分别对 ８ ～ １２
周的母本 ＥＡＵ 炎症活动期子代小鼠和健康子代小

鼠皮下注射 １５０ μｇ ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０，该 ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 乳化在

含有 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 结核分枝杆菌的 ２００ μＬ ＣＦＡ 中，
同时腹腔注射 ０􀆰 ５ μｇ ＰＴＸ，得到炎症活动期子代组

（ＥＧ）和健康子代组（ＣＧ）。 子代 ＥＡＵ 模型实验重

复 ３ 次，每次 ＥＧ 和 ＣＧ 各 ３ 只。
１􀆰 ２􀆰 ２　 临床及组织学检查

子代小鼠免疫后自第 ８ ～ ９ 天起使用裂隙灯和

眼底镜检查眼前端和眼底临床症状，每周检查 ２ ～
３ 次。 母本 ＥＡＵ 小鼠于免疫后第 ７２ 天取材。 取抗

原诱导的 ＥＧ 和 ＣＧ 小鼠在炎症高峰期（免疫后的

２７ ｄ）摘取眼球组织。 眼球组织放置于 ４％戊二醛缓

冲液中固定 ６０ ｍｉｎ 后，再浸泡于 １０％中性福尔马林

中固定 ２４ ｈ。 将固定后的眼球进行脱水、透明、石蜡

包埋、切片以及苏木素⁃伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色、光学显微镜下观察。 采用双盲法参照

ＣＡＳＰＩ［８］报道的方法进行病理组织学的炎症评分。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｔ 淋巴细胞增殖实验

子代免疫后第 ２７ 天，取 ＥＧ 和 ＣＧ 小鼠的脾和

淋巴结。 通过尼龙羊毛柱富集脾和淋巴结中的抗

原呈递细胞（ ａｎｔｉｇｅｎ⁃ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ，ＡＰＣ）和 Ｔ 细

胞。 然后，分别将 １ × １０５ 个 ＡＰＣ 细胞和 ４ × １０５ 个

Ｔ 细胞加入 ９６ 孔板中， 再向上述体系添加含

ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 的完全培养基，使体系最终浓度分别为

９９２
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０、１０、２０ μｇ ／ ｍＬ，在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 中孵育 ７２ ｈ。 然

后加入 ＭＴＴ，使用酶联免疫检测仪检测 ４９０ ｎｍ 处

ＯＤ 值。
１􀆰 ２􀆰 ４　 细胞因子检测

母本免疫后 ７２ ｄ 收集其外周血血清，使用酶联

免 疫 吸 附 （ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）试剂盒检测细胞因子 ＩＬ⁃６ 的产生，并取健康

小鼠血清作为对照。 此外，收集子代免疫后第 ２７
天，ＥＧ 和 ＣＧ 小鼠的外周血血清，使用酶标仪检测

ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃６ 以及 ＴＮＦ⁃α 的表达。 细胞因子的 ＥＬＩＳＡ
检测步骤严格按照说明书操作，大致分为以下步

骤：包被一抗、样品稀释、加入待测样本、孵育二抗、
辣根过氧化物酶孵育、Ａ ／ Ｂ 显色剂孵育、终止显色、
酶标仪检测（４５０ ｎｍ 和 ５４０ ｎｍ）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 荧光定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）

为 了 验 证 枢 纽 基 因 的 表 达， 在 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ Ｂｉｏ⁃ｒａｄ ＣＦＸ ９６ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测系统

上，采用 ｑＰＣＲ（９５ ℃ ３０ ｓ 预变性，９５ ℃ １５ ｓ 变性，
６０ ℃ ３０ ｓ 退火 ／延伸共 ４０ 个循环，从 ６５ ～ ９５ ℃，
每升温 ０􀆰 ５ ℃，采集 １ 次荧光信号生成熔解曲线）。
方法对 ４ 个基因和 Ｃｅｌ⁃ｍｉＲ⁃３９⁃３Ｐ 外源控制基因进

行了 ３ 次表达。 引物序列见表 １。 采用 ２－ΔΔＣｔ 法测

定相对基因表达量。

表 １　 ｑＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＰＣＲ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５’－３’）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

Ｃｅｌ⁃ｍｉＲ⁃３９⁃３ｐ
Ｆ：ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＣＡＣＣＧＧＧＴＧＴＡＡＡＴＣ

Ｒ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡ
ＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＣＡＡＧＣＴＧＡ

Ｐｓｍｃ５ Ｆ：ＧＧＴＧＣＣＡＧＡＣＴＣＡＡＣＣＴＡＣＧＡ
Ｒ：ＣＡＡＡＣＡＧＣＴＣＣＣＴＣＡＣＣＡＴＴＣ

Ｐｓｍｃ３ Ｆ：ＣＣＴＧＣＣＧＴＡＣＣＴＴＧＴＣＴＣＣＡ
Ｒ：ＧＣＡＴＣＣＡＣＣＡＡＣＣＣＡＡＴＣＡＣＴ

Ｐｓｍｄ４ Ｆ：ＣＴＣＧＧＡＴＧＡＣＧＣＣＣＴＡＣＴＧＡ
Ｒ：ＧＡＣＧＴＣＡＴＡＧＴＣＡＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴ

Ｐｓｍｄ８ Ｆ：ＣＣＴＣＡＡＴＣＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴＧＣＴＡＴ
Ｒ：ＧＣＴＴＴＣＧＧＣＡＧＧＧＡＴＧＴＴＣ

１􀆰 ２􀆰 ６　 ＲＮＡ 测序数据

数据来自本课题组前期的双亲免疫 ５００ μｇ
ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠炎性后代眼球组织

ＲＮＡ 测 序 （ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ） 结 果［６］。 利 用 Ｒ 软 件 包

ＤＥＳｅｑ２（ ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ３２􀆰 ０）进行差异分析（将􀰙 ｌｏｇ２
（ＦＣ）􀰙 ＞ ２ 且 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 的基因鉴定为 ＤＥＧｓ），筛
选数据中与免疫相关的差异基因，进一步对交集基

因进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路富集分析。 最后进行 ＰＰＩ

网络互作分析，包括度数（ＤＥＧＲＥＥ）、最大集团中心

性（ｍａｘｉｍｕｍ ｇｒｏｕｐ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＭＣＣ）、最大邻域分量

（ｍａｘｉｍｕｍ ｎｅｉｇｈｂｏｒｈｏｏｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＭＮＣ）、边缘渗

透分量（ｅｄｇｅ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＥＰＣ）、最大邻域

分 量 的 密 度 （ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｍａｘｉｍｕｍ ｎｅｉｇｈｂｏｒｈｏｏｄ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＤＭＮＣ），使用 Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ ３􀆰 １０􀆰 １ 软件对

ＰＰＩ 中的关键基因进行分析，根据基因的节点度和

相互作用网络筛选出枢纽基因。
１􀆰 ３　 统计学分析

实验重复 ２ ～ ３ 次，以保证数据的准确性。 数

据的统计分析采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０，并以平均值 ± 标准

误差（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ）的形式呈现。 实验组和对照组小鼠的

临床及组织病理学评分通过 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验

或 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验进行比较。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差

异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 免疫相关差异基因的筛选

首先分析了来自先前双亲 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ＥＡＵ
子代的眼球转录组测序数据集与健康双亲所生的

健康子代样本之间的差异基因［６］，根据两（组）样品

之间表达水平的相对高低，确定出差异基因中表达

上调和下调基因。 如图 １ 所示，与 ＨＧ 样本相比，双
亲 ＥＡＵ 子代眼球样本中共鉴定出 １６５２ 个差异基

因，其中包括 １１０８ 个上调基因和 ５４４ 个下调基因

（图 １Ａ）；其中与免疫相关的基因有 ７２ 个（图 １Ｂ）。
２􀆰 ２　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 途径富集分析

对选取的 ７２ 个交集基因进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通

路富 集 分 析。 从 ＧＯ 分 析 中 提 取 的 生 物 过 程

（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）结果显示，ＤＥＧｓ 主要富集于

细胞趋化作用、趋化因子产生的活化以及趋化因子

产生的调控等方面（图 ２Ａ）；前 ３ 个富集的细胞组分

（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）分别是蛋白酶体、内肽酶体

和分泌颗粒管腔 （图 ２Ｂ）； 分子功能 （ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）分析显示，前 ３ 位富集的功能分别是

荷尔蒙活性、趋化因子结合、细胞因子活性 （图

２Ｃ）。 进一步对 ７２ 个交集基因进行了 ＫＥＧＧ 通路

富集分析。 结果表明，这些基因显著富集于 Ｔｏｌｌ 样
受体信号通路、ＭＡＰＫ 信号通路以及 Ｂ 细胞受体信

号通路等关键通路（图 ２Ｄ）。
２􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络和枢纽基因分析

为深入分析交集基因涉及的关键生物学通路，
利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 构建了 ＰＰＩ 网络，

００３
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注：Ａ：差异表达基因；红色：上调基因；绿色：下调基因；Ｂ：差异表达基因与免疫相关基因的交集；ＤＥＧｓ：差异表达基因；ＩＲＧｓ：免疫相关基因。

图 １　 双亲 ＥＡＵ 子代小鼠差异表达基因火山图以及 ＤＥＧｓ 和 ＩＲＧｓ 交集基因

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｒｅｄ． Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｇｒｅｅｎ． Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｂ． Ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． ＤＥＧｓ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ． ＩＲＧｓ． Ｉｍｍｕｎｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ＤＥＧｓ ａｎｄ ＩＲＧｓ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ ｐａｒｅｎｔａｌ ＥＡＵ

图 ２　 双亲 ＥＡＵ 子代小鼠差异表达基因富集分析

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ ｐａｒｅｎｔａｌ ＥＡＵ
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探索 ７２ 个 基 因 之 间 潜 在 的 相 互 作 用。 通 过

Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ ３􀆰 １０􀆰 １ 软件，分别使用 ＤＥＧＲＥＥ、ＭＣＣ、
ＭＮＣ、ＥＰＣ、ＤＭＮＣ 这 ５ 种算法分析，通过绘制不同

算法的交集得出枢纽基因（图 ３）。 结果显示，ＰＰＩ
网络中前 ４ 位的枢纽基因分别为 Ｐｓｍｃ５、Ｐｓｍｃ３、
Ｐｓｍｄ４、Ｐｓｍｄ８，提示亲本 ＥＡＵ 可能影响子代。

图 ３　 双亲 ＥＡＵ 子代小鼠差异表达基因 ＰＰＩ 互作网络

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＰＰＩ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ ｐａｒｅｎｔａｌ ＥＡＵ

２􀆰 ４　 来源于母本 ＥＡＵ 不同孕期的子代划分

为了探究枢纽基因是否参与母本 ＥＡＵ 影响子

代 ＥＡＵ 的过程，建立了母本 ＥＡＵ 模型。 结果显示，
母本于免疫后 １５ ｄ 开始发病，１８ ｄ 左右达到炎症高

峰期（视盘出现明显的炎性渗出物，视网膜血管鞘

形成，结膜严重充血），随后炎症逐渐消退，至 ４４ ｄ
进入炎症缓解期 （图 ４Ａ）。 此外，与正常未免疫

ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 的 ＨＧ 相比，免疫后第 ７２ 天母本小鼠的

外周血血清中检测到细胞因子 ＩＬ⁃６ 的显著上调（图
４Ｂ，Ｐ ＝ ０􀆰 ０２７０）。 上述结果表明母本 ＥＡＵ 模型的

成功构建，根据炎症变化，研究人员将来自母本

ＥＡＵ 小鼠免疫后第 １５ ～ ４４ 天发育的胎鼠定义为源

于炎症活动期的子代小鼠（ＺＧ），４４ ｄ 及之后发育的

胎鼠定义为源于炎症缓解期的子代小鼠。

２􀆰 ５　 受母本 ＥＡＵ 影响的子代表达上调枢纽基因

为进一步了解受母本 ＥＡＵ 影响的子代小鼠是

否与受双亲葡萄膜炎影响的子代小鼠相同上调表

达上述 ４ 个免疫相关枢纽基因，收集受母本 ＥＡＵ 影

响的 ＺＧ 和 ＨＧ 小鼠外周血，分离获得血清，应用

ｑＰＣＲ 法检测 ４ 个差异基因的表达水平。 如图 ５ 所

示，与 ＨＧ 相比，受母本 ＥＡＵ 炎症活动期影响的 ＺＧ
均显著上调表达 Ｐｓｍｃ５、Ｐｓｍｃ３、Ｐｓｍｄ４、Ｐｓｍｄ８（依次

为：Ｐ ＝ ０􀆰 ００７６， Ｐ ＝ ０􀆰 ０２７９， Ｐ ＝ ０􀆰 ００４９， Ｐ ＝
０􀆰 ００２６）。
２􀆰 ６　 母本活动性炎症可加剧子代受 ＩＲＢＰ 免疫诱

导的 ＥＡＵ 炎症反应

为了评价母本活动期炎症是否影响成年后的

子代受视网膜抗原免疫诱导反应，研究人员对 ＥＧ
和 ＣＧ 小鼠进行 １５０ μｇ ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 抗原免疫诱导。
如图 ６Ａ 所示，ＥＧ 小鼠从免疫后第 ８ 天开始发病，
到炎症活动高峰期免疫后 １３ ～ ２７ ｄ，眼底出现中度

炎症，表现为明显的视盘模糊、视网膜点状病变以

及血管套；如图 ６Ｂ 所示，ＣＧ 小鼠仅在免疫后第 １３
天出现轻微视盘炎症，炎症活动期子代的临床评分
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注：Ａ：母本 ＥＡＵ 的临床表现；Ｄ１５ ～ Ｄ４７ 为免疫后天数（Ｄ１５：免疫后第 １５ 天）；Ｂ：母本 ＥＡＵ 血清中 ＩＬ⁃６ 的表达；与 ＨＧ 相比，∗Ｐ ＜
０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ４　 母本 ＥＡＵ 的临床表现（ｎ ＝ ６）和血清中 ＩＬ⁃６ 表达（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍａｔｅｒｎａｌ ＥＡＵ． Ｄ１５ ｔｏ Ｄ４７ ａｒｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ （Ｄ１５． Ｄａｙ １５ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ） ．

Ｂ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍａｔｅｒｎａｌ ＥＡＵ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ （ｎ ＝ ６） ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６ ｉｎ ｍａｔｅｒｎａｌ ＥＡＵ （ｎ ＝ ３）

注：与 ＨＧ 相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ５　 ｑＰＣＲ 法验证 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 测序差异表达基因

情况（ｎ ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ｑＰＣＲ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ（ｎ ＝ ４）

显著高于正常对照组（Ｐ ＝ ０􀆰 ０２４７）。 此外，如图 ６Ｃ
病理组织学所示，ＥＧ 小鼠出现明显视网膜折叠或

损伤，视盘血管和玻璃体腔中，可见散在的炎性细

胞浸润，而 ＣＧ 小鼠眼底只有极少数的炎性细胞浸

润。 图 ６Ｄ 显示，ＥＧ 小鼠组织病理学评分也显著性

升高（Ｐ ＝ ０􀆰 ０４１０）。

２􀆰 ７　 母本活动期炎症所孕子代产生 ＩＲＢＰ 特异性

Ｔ 细胞增殖增强反应

于 １５０ μｇ ＩＲＢＰ 免疫后第 ２７ 天炎症高峰期取

材，收集 ＥＧ 和 ＣＧ 小鼠 ＡＰＣ 细胞和 Ｔ 淋巴细胞，分
别进行含 ＩＲＢＰ 或不含 ＩＲＢＰ 体外共培养。 结果显

示，ＥＧ 小鼠 Ｔ 细胞的增殖能力显著高于 ＣＧ 小鼠，
且其增殖能力随 ＩＲＢＰ 浓度增加而增强（图 ７，Ｐ ＝
０􀆰 ０００２，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）。 以上结果提示，
母本 ＥＡＵ 可通过影响子代小鼠的视网膜抗原特异

的 Ｔ 细胞增殖而调控对子代葡萄膜炎的严重程度。
２􀆰 ８　 母本活动性炎症所孕子代诱导的 ＥＡＵ 产生

更多的细胞因子 ＩＬ⁃１７ 和 ＩＬ⁃６
为了评估炎症活动期子代外周血细胞因子的

产生情况，在抗原免疫后第 ２７ 天，离心收集免疫后

的 ＥＧ 和 ＣＧ 小鼠外周血血清，使用 ＥＬＩＳＡ 法检测

炎症高峰期小鼠血清中细胞因子产生。 结果显示，
与 ＣＧ 相比，ＥＧ 小鼠血清中效应性 Ｔｈ１７ 细胞特异

性细胞因子 ＩＬ⁃１７ 和 ＡＰＣ 相关细胞因子 ＩＬ⁃６ 显著

性升高（图 ８，Ｐ ＝ ０􀆰 ０４５０，Ｐ ＝ ０􀆰 ０３００），ＴＮＦ⁃α 并

无显著性差异（Ｐ ＝ ０􀆰 ５７３０）。 以上结果表明，母本

ＥＡＵ 可能通过增加子代鼠 ＥＡＵ 中细胞因子 ＩＬ⁃１７
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注：Ａ：子代小鼠的临床表现；Ｂ：子代小鼠的临床评分（ｎ ＝ ６）；Ｃ：子代小鼠的病理组织学表现；Ｄ：子代小鼠的病理组织学评分（ｎ （ＣＧ） ∶ｎ

（ＥＧ） ＝ ６ ∶１０）；五角星表示视网膜折叠或损伤；与 ＣＧ 相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ６　 免疫 １５０ μｇ ＩＲＢＰ 子代小鼠的 ＥＡＵ 炎症反应

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ６）． Ｃ． Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ．

Ｄ． Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ （ｎ （ＣＧ） ∶ｎ （ＥＧ） ＝ ６ ∶１０） ． Ｐｅｎｔａｇｒａｍｓ ｓｈｏｗ ｒｅｔｉｎａｌ ｆｏｌｄｉｎｇ ｏｒ ｄａｍａｇｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＧ， ＃Ｐ ＜
０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ １５０ μｇ ＩＲＢＰ

注：与 ＣＧ 相比，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ＃＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ７　 免疫 １５０ μｇ ＩＲＢＰ 子代小鼠的 Ｔ 细胞增殖（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＧ， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ＃＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｔ⁃ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ
ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ １５０ μｇ ＩＲＢＰ（ｎ ＝ ３）

图 ８　 免疫 １５０ μｇ ＩＲＢＰ 子代小鼠血清中炎性

细胞因子的表达（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ

ｓｅｒｕｍ ｏｆ １５０ μｇ ＩＲＢＰ（ｎ ＝ ３）
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和 ＩＬ⁃６ 的产生，从而增加对母本 ＥＡＵ 严重性的

影响。

３　 讨论

在本研究中，利用 Ｒ 语言对先前双亲 ＥＡＵ
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠子代 ＲＮＡ 转录组数据进行深入挖

掘，通过 ＧＯ、ＫＥＧＧ 以及 ＰＰＩ 网络互作分析，筛选出

参与亲本葡萄膜炎影响子代的 ４ 个枢纽基因：
Ｐｓｍｃ５、Ｐｓｍｃ３、Ｐｓｍｄ４、Ｐｓｍｄ８，可能通过调控 Ｔｏｌｌ 样
受体信号通路、ＭＡＰＫ 信号通路以及 Ｂ 细胞受体信

号通路等途径来发挥作用。 此外，本文进一步研究

了胚胎期葡萄膜炎暴露对新生 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠患葡

萄膜炎的影响。 数据表明，这 ４ 个基因在受母本葡

萄膜炎影响的炎症活动期子代小鼠（ＺＧ）中上调表

达。 此外，与 ＣＧ 小鼠相比，１５０ μｇ ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 诱导

的受母本 ＥＡＵ 影响的炎症活动期 ＥＧ 小鼠葡萄膜

炎的严重程度增强。
与先前报道的研究结果相符［６］，本研究在炎性

后代免疫后 ２７ ｄ 的血清中检测到参与亲本葡萄膜

炎影响子代发生发展的枢纽基因 Ｐｓｍｃ５、Ｐｓｍｃ３、
Ｐｓｍｄ４、Ｐｓｍｄ８ 的显著上调。 这 ４ 个基因一直是神

经退行性疾病（阿尔茨海默症、肌萎缩性脊髓侧索

硬化症、脊髓灰质炎等）或癌症（直肠癌、肺腺癌、乳
腺癌等）等领域广泛关注的基因。 近期研究发现，
Ｐｓｍｃ５ 和 Ｐｓｍｃ３ 蛋白酶体基因通过产生变体扰动

Ｔ 细胞Ⅰ型干扰素（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）信号传导通路，
在蛋白酶体相关自身炎症综合征 （ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｕｔｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＰＲＡＡＳ ） 致

病［９］、神经发育障碍发病机制等方面起促进作

用［１０］。 此外，Ｐｓｍｃ５ 可以调节多种途径，包括上皮⁃
间充质转化、缺氧和免疫反应等，Ｐｓｍｃ５ 还与 ＣＤ８＋

Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞的水平呈负相关，可以促进巨噬细

胞和中性粒细胞的浸润［１１］。 一项关于年龄相关性

黄斑变性（ａｇｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＡＭＤ）的
研究发现，控制蛋白质相互作用时空顺序的 Ｈｓｐ９０
与 Ｐｓｍｄ４ 和 Ｐｓｍｄ８ 相互作用，以调节 ＡＭＤ 进展过

程中错误折叠蛋白的降解。 Ｐｓｍｄ４ 通过编码蛋白，
招募核因子 κＢ 抑制因子 α（ＮＦ⁃ｋａｐｐａ⁃Ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ａｌｐｈａ，ＩκＢ⁃α）进而活化 Ｂ 细胞核因子 ｋａｐｐａ 轻链增

强子（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃ｋａｐｐａ Ｂ，ＮＦ⁃κＢ），以诱导细胞衰

老［１２］。 而 Ｐｓｍｄ８ 作为 １９Ｓ 蛋白酶体调节复合体亚

基，主要参与能量代谢、ＤＮＡ 复制、蛋白质合成等生

物过程。 研究发现，Ｐｓｍｄ８ 的过表达可显著增强卵

巢癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力［１３］。 本文结果与

之前的报道一致［６－７］，即暴露于母本活动性炎症的

子代小鼠在视网膜抗原刺激下可产生更严重的炎

性反应：视盘和玻璃体腔中出现大量炎性细胞浸润

以及明显的特异性 Ｔ 细胞增殖。
ＥＡＵ 是一种由 Ｔ 细胞介导的针对神经视网膜

细胞，尤其是光感受器细胞的自身免疫反应。 Ｔｈ１７
是介导自身免疫性葡萄炎的主要致病性 Ｔ 细胞，并
且由 Ｔｈ１７ 细胞产生的高水平 ＩＬ⁃１７ 被认为是致病

性的关键。 研究证明，ＩＲＢＰ １６１－１８０ 诱导的 Ｂ１０ＲⅢ小

鼠 ＥＡＵ 模型，表现出以 Ｔｈ１７ 细胞及其分泌细胞因

子 ＩＬ⁃１７ 为主的免疫反应特征。 并且 Ｂ１０ＲⅢ双亲

葡萄膜炎可能通过 Ｔ 细胞和 ＩＬ⁃１７ 的产生，增加后

代对 ＥＡＵ 的易感性［７］。 而本文在免疫 １５０ μｇ 抗原

的子代小鼠血清中发现 ＩＬ⁃１７ 细胞因子水平升高，
这和之前的研究结果一致［７］，说明 Ｔｈ１７ 细胞在胚

胎期炎性暴露中受到了影响，并可能因此增加了子

代小鼠患葡萄膜的严重程度。 ＩＬ⁃６ 是一种由巨噬细

胞和 Ｔ 细胞产生的多效性细胞因子，被认为是包括

葡萄膜炎在内的自身免疫性疾病的重要介质［１４］。
ＩＬ⁃６ 在生理情况下水平非常低，但在系统性红斑狼

疮、白塞氏病相关性葡萄膜炎、类风湿关节炎等炎

症期间，ＩＬ⁃６ 的水平显著增加［１５－１６］。 而本文在母本

ＥＡＵ 体内和 １５０ μｇ 免疫的子代小鼠体内都发现了

ＩＬ⁃６ 细胞因子明显增加，即 ＩＬ⁃６ 参与了胚胎炎性暴

露增加小鼠患葡萄膜炎严重程度这一过程，并将炎

症传递给胎儿。
综上所述，参与双亲葡萄膜炎影响子代葡萄膜

炎发生发展相关的 ４ 个枢纽基因 Ｐｓｍｃ５、Ｐｓｍｃ３、
Ｐｓｍｄ４、Ｐｓｍｄ８ 还影响了受母本活动性炎症暴露的

子代小鼠，导致子代小鼠在视网膜抗原诱导下产生

更严重的葡萄炎。 因此， Ｐｓｍｃ５、 Ｐｓｍｃ３、 Ｐｓｍｄ４、
Ｐｓｍｄ８ 有望成为预测葡萄膜炎的可能危险因素，为
探讨母本患葡萄膜炎对子代的影响提供理论证据。
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韦梦晨，范胜涛，吴海婷，等． 核定位人源 α⁃突触核蛋白转基因小鼠的建立 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（３）： ３０７－３１６．
ＷＥＩ Ｍ Ｃ， ＦＡＮ Ｓ Ｔ， ＷＵ Ｈ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（３）： ３０７－３１６．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ００４

［基金项目］云南省技术创新人才培养对象项目（２０２１０５ＡＤ１６００１８，２０２００５ＡＤ１６０００６），中国医学科学院医学与健康科技创新工程项目

（２０２１⁃Ｉ２Ｍ⁃１⁃０４３），国家自然科学基金联合基金项目（Ｕ２２０２２１４），科技创新 ２０３０⁃重大专项（２０２３ＺＤ０４０６３０６）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｔａｌｅｎｔｓ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ（２０２１０５ＡＤ１６００１８，２０２００５ＡＤ１６０００６）， ＣＡＭＳ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（ＣＩＦＭＳ）（２０２１⁃Ｉ２Ｍ⁃１⁃０４３）， Ｊｏｉｎｔ Ｆｕｎｄｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（Ｕ２２０２２１４）， Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ２０３０（２０２３ＺＤ０４０６３０６）．
［作者简介］韦梦晨，男，在读硕士研究生，研究方向：药学及人类疾病转基因动物模型建立。 Ｅｍａｉｌ：１６３３４９４５７５＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］黄璋琼，女，主任技师，研究方向：药学及人类疾病转基因动物模型建立。 Ｅｍａｉｌ：ｈｚｈｑ２０１３＠ １６３． ｃｏｍ

核定位人源 α⁃突触核蛋白转基因小鼠的建立
韦梦晨，范胜涛，吴海婷，张艺薇，王子鸥，黄璋琼∗

（北京协和医学院 中国医学科学院医学生物学研究所，昆明　 ６５０１１８）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种核定位人源 α⁃突触核蛋白（α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，α⁃ｓｙｎ）转基因小鼠，并探究人源 α⁃ｓｙｎ 核输

入对小鼠行为的影响。 方法　 构建 ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ 和 ＥＧＦＰ 的慢病毒载体，利用显微注射法建立转基因小鼠模型，通
过 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 方法鉴定转基因首建鼠及其子代基因型和蛋白表达情况。 采用免疫荧光鉴定人源 α⁃ｓｙｎ 在

小鼠脑组织中的共定位情况，同时采用旷场、转棒、Ｏ 迷宫实验评价转基因小鼠的行为改变情况。 结果 　 ｈＳＮＣＡ⁃
ＮＬＳ 基因成功插入小鼠基因组中，人源 α⁃ｓｙｎ 成功表达，并且有明显的核定位现象。 进一步研究发现，核定位人源

α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠在 ２ 月龄时开始表现出了运动功能障碍，发生了星形胶质细胞增生和炎症反应，于 ９ 月龄时表现

出了明显的焦虑样症状，γ⁃氨基丁酸（ＧＡＢＡ）基因表达减少，这些表现一直持续到小鼠 １２ 月龄。 结论　 成功构建了

核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠，小鼠表现出明显的运动功能障碍和焦虑样症状。 该模型的成功建立可以为研究 α⁃
ｓｙｎ 核定位现象在帕金森病中的作用提供一定的研究基础。

【关键词】 　 人源 α⁃突触核蛋白；小鼠；核定位；转基因；运动功能障碍
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Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

ＷＥＩ Ｍｅｎｇｃｈｅｎ， ＦＡＮ Ｓｈｅｎｇｔａｏ， ＷＵ Ｈａｉｔｉｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｙｉｗｅｉ， ＷＡＮＧ Ｚｉｏｕ， ＨＵＡＮＧ Ｚｈａｎｇｑｉｏｎｇ∗

（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ａｎｄ Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｏｎ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０１１８， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＨＵＡＮＧ Ｚｈａｎｇｑｉｏｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｈｚｈｑ２０１３＠ １６３． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ ａｎｄ ＥＧＦＰ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ． Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｃｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ． Ｕｓｉｎｇ ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｆｏｕｎｄｅｒ
ｍｉｃｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ． Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ
ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ， ｒｏｔａｒｏｄ ｔｅｓｔ， ａｎｄ Ｏ ｍａｚｅ
ｔｅｓｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｍｅ， ｔｈｅ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎ ｈａｓ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ． Ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｍｏｔｏｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｔ ２
ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ ａｎｄ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ（ＧＡＢＡ）
ｇｅｎｅ ａｔ ９ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ， ｗｈｉｃｈ ｐｅｒｓｉｓｔｅｄ ｕｎｔｉｌ １２ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｅｘｈｉｂｉｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｍｏｔｏｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
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ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ． Ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ α⁃ｓｙｎ
ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ； ｍｏｕｓｅ； ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ； ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ； ｍｏｔｏｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是世界上常

见的神经系统退行性疾病，６０ 岁以上老人的发病率

约为 １％［１］，ＰＤ 的主要临床特征表现为运动功能障

碍，如静止性震颤、肌肉僵直和运动迟缓，病理特征

表现为中脑黑质致密部和其他神经系统区域神经

元的丢失，路易体和路易神经突的存在［２］。 而路易

体主要是由 α⁃突触核蛋白（ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，α⁃ｓｙｎ） 构

成［３］，α⁃ｓｙｎ 在生理状态下作为单体存在，参与调节

突触功能和可塑性，囊泡转运和神经递质释放［４］，
但当与其他蛋白质相互作用或在某些特定的应激

诱导条件下时，α⁃ｓｙｎ 可能聚集或发生构象变化［５］

形成纤维体或者多聚体，使 α⁃ｓｙｎ 成为毒性蛋白。
因此，了解清楚 α⁃ｓｙｎ 的结构和功能及其在帕金森

病形成和发展过程中的作用对帕金森病的研究起

着至关重要的作用。 而以往针对 α⁃ｓｙｎ 的研究主要

集中于其定位在细胞质中的研究［４－８］，而细胞核中

α⁃ｓｙｎ 的功能研究并不多［９］。 在特定条件下，α⁃ｓｙｎ
会出现向细胞核聚集的现象［１０］，而且也在路易体痴

呆患者死后的尸体组织中检测到了很明显的 α⁃ｓｙｎ
核定位的现象［１１］。 有研究表明，α⁃ｓｙｎ 在细胞核中

能够与组蛋白发生相互作用，从而调节自己的构像

及聚集特性［１２］，通过抑制组蛋白的乙酰化促进神经

毒性［１３］。 除此之外，α⁃ｓｙｎ 还能够与细胞核中的双

链 ＤＮＡ 作用，并促进 α⁃ｓｙｎ 纤维的形成，从而形成

ＰＤ 的病理性标志［１４］。 编码 α⁃ｓｙｎ 的基因 ＳＮＣＡ 在

发生 Ｇ５１Ｄ 突变时会在哺乳动物细胞和初级神经元

中产生明显的核定位现象［１５］，也有研究发现 ＳＮＣＡ
基因发生 Ａ５３Ｔ、Ａ３０Ｐ 突变时，α⁃ｓｙｎ 会在细胞核中

聚集加剧毒性，同时 α⁃ｓｙｎ 的核定位还会加速细胞

的死亡［１３］，这表明 α⁃ｓｙｎ 的核定位可能与 ＰＤ 密切

相关。 因此，本研究旨在通过构建 ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ 和

ＥＧＦＰ 的慢病毒载体，利用显微注射法建立核定位

人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠，并初步探究核定位人源 α⁃
ｓｙｎ 对小鼠的行为影响。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，雌性 ６０ 只 （供体，超

排），雄性 １５ 只 （供体），７ ～ ８ 周龄，体重 ２０ ～
２３ ｇ； ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 小鼠，雌性 ４０ 只（受体），雄性 ２０
只（结扎），７ ～ ８ 周龄，体重 ２１ ～ ２５ ｇ；购自中国医

学科学院医学生物学研究所小动物部【ＳＣＸＫ（滇）
Ｋ２０２２－０００２】。 小鼠饲养在由中国医学科学院医学

生物学研究所小动物部提供的温度 ２０ ～ ２４ ℃，湿
度 ３０％ ～ ７０％ 屏障环境中 【 ＳＹＸＫ （滇） Ｋ２０２２ －
０００６】，自由进水和进食，采用昼夜 １２ ｈ 间断照明。
实验经中国医学科学院医学生物学研究所实验动

物伦理委员会审核批准（ＤＷＳＰ２０２２０９ ００６），实验

过程按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予动物人道

关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

孕马血清促性腺激素 （ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍａｒｅ ｓｅｒｕｍ
ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ，ＰＭＳＧ）、人绒毛膜促性腺激素（ ｈｕｍａｎ
ｃｈｏｒｉｏｎｉｃ ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ，ｈＣＧ）购自宁波三生生物科技

有限公司；鼠尾基因型快速鉴定试剂盒 （货号：
Ｄ７２８３ Ｍ）、ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液 ５ × （货号：
Ｐ００１５ Ｌ）购自碧云天生物技术有限公司；ＲＩＰＡ 裂解

液（货号：ＣＷ２３３３）、ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒（货号：
ＣＷ００１４ Ｓ）购自康为科技有限公司；人源 α⁃ｓｙｎ 单克

隆抗体 α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ （ ＭＪＦＲ１） （货号： ａｂ１３８５０１ ）、
ＤＡＰＩ（货号：ａｂ１０４１３９）购自英国 Ａｂｃａｍ；ＧＦＡＰ 鼠单

克隆抗体 （货号： Ｇ３８９３）、 ＲＮＡ 提取试剂 ＴＲＩｚｏｌ
ｒｅａｇｅｎｔ（货号：Ｔ９４２４）和 ＴＥＭＥＤ（货号：１７９１９）购自

美国 Ｓｉｇｍａ；预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ（货号：ＭＰ１０２⁃０２）购自

诺唯赞生物科技股份有限公司；聚丙烯酰胺凝胶

（货号：１６１０１８３） 购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ；ｑＰＣＲ 试剂盒

（货 号： ＰＭ１６０Ａ）、 ＧｏＳｃｒｉｐｔ 反 转 录 系 统 （ 货 号：
ＰＲＡ５０００）购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ；氯仿 （货号：８６５⁃４９⁃
６）、过硫酸铵（货号：７７２７⁃５４⁃０）购自国药集团化学

试剂有限公司；磁珠（货号：Ｐ３０３１３００）购自翌圣生

物 科 技 （ 上 海 ） 股 份 有 限 公 司； ＢＳＡ （ 货 号：
４２４０ＧＲ５００）、脱脂奶粉（１１７２ＧＲ５００）、Ｔｒｉｓ⁃ｂａｓｅ（货
号：１１１５ＧＲ５００）、甘氨酸 （ １２７５ＫＧ００１） 购自德国

ＢｉｏＦＲｏｘｘ；蛋白酶抑制剂 （货号：Ｐ２７１４）、Ｍ２ 培养

液、磷酸酶抑制剂 （货号： ４９０６８４５００１） 购自德国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＥＤＴＡ 抗原修复液（货号：ＳＬ１８６０）购自北

京酷来搏科技有限公司；４％多聚甲醛固定液（货号：

８０３
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Ｇ１１０１）、１ × ＰＢＳ，（货号：Ｇ４２０２）、环保型脱蜡透明

液（货号：Ｇ１１２８）购自塞维尔生物科技有限公司；即
用型麻醉剂（货号：Ｍ２９１０）购自南京爱贝生物科技

有限公司；无水乙醇（货号：３２０６１）、异丙醇（货号：
６７⁃６３⁃０）购自西陇科学股份有限公司；５９４ 波长免疫

荧光兔二抗（货号：Ａ⁃１１００１） 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ８００ ｎｍ 近红外鼠源荧光二抗（货号：
９２６⁃３２２１０）、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ８００ ｎｍ 近红外兔源荧光二

抗（９２６⁃３２２１１）、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ７００ ｎｍ 近红外鼠源荧

光二抗（９２６⁃６８０７０）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ７００ ｎｍ 近红外

兔源荧光二抗（９２６⁃６８０７１）购自美国 Ｌｉｃｏｒ。
荧光定量 ＰＣＲ 仪、电泳槽、转膜仪和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔ 电泳仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ；ＳＭＡＲＴ 小动物行为

学检测系统购自深圳瑞沃德公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 慢病毒载体的构建及小鼠超排、显微注射及

移植

哺乳动物基因表达慢病毒载体 ｐＬＶ⁃ｈＳＮＣＡ⁃
ＮＬＳ 和空载体 ｐＬＶ⁃ＥＧＦＰ，使用的是 ＥＦ１Ａ 启动子，
人 ＳＮＣＡ 的 ｃＤＮＡ 为表达基因，由云舟生物技术有限

公司构建及包装，病毒滴度为 １􀆰 ３７ × １０９ ＴＵ ／ ｍＬ。 以

７ ～ ８ 周龄 ＩＣＲ 雌性小鼠为假孕鼠，７ ～ ８ 周龄雌性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠为供体鼠。 超数排卵：第 １ 天腹腔注

射 １０ ＩＵ ＰＭＳＧ，４８ ｈ 后注射 ｈＣＧ。 将超排卵后的

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雌性小鼠与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠交配，见
栓后从输卵管中收集受精卵。 注射 ｈＣＧ 后 ２４ ～
２５ ｈ 后，将 ｐＬＶ⁃ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ 和 ｐＬＶ⁃ＥＧＦＰ 注射到原

核明显的受精卵中，注射完毕后置于 ３７ ℃ ５％ ＣＯ２

的细胞培养箱中培养。 直至受精卵发育至 ２⁃细胞

期，移植到 ０􀆰 ５ ｄｐｃ 的假孕 ＩＣＲ 雌性小鼠输卵管中，
移植后饲养于屏障环境。
１􀆰 ２􀆰 ２　 转基因鼠的鉴定

（１）ＰＣＲ 基因鉴定

获得首建鼠后与野生型小鼠杂交，获得的子代

鼠经 ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 和免疫荧光鉴定为阳性后即

为核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠。 鉴定首建鼠和子

代鼠的上下游引物序列见表 １。 实验前用 ７５％乙醇

冲洗剪刀和镊子，取约 ０􀆰 ５ ｃｍ 的鼠尾尾尖置于配制

好的 １００ μＬ 消化液中，将样品置于 ５５ ℃水浴，孵育

１５ ｍｉｎ。 之后将样品置于 ９５ ℃水浴，孵育 ５ ｍｉｎ 最

后向上述样品中加入 １００ μＬ 的 Ｓｔｏｐ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ，涡旋

混匀。 配制 ２０ μＬ 的 ＰＣＲ 体系：ｄｄＨ２Ｏ ８ μＬ，引物

混合物 １ μＬ，模板 １ μＬ，ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ，

ＰＣＲ 反应参数设置为 ９４ ℃起始变性 ３ ｍｉｎ，循环参

数为 ９４ ℃ ３０ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ２０ ｓ，３５ 个循环后

７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。

表 １　 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

ＳＮＣＡ Ｆ：５’⁃ＴＧＴＧＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＡＧＡＡＡＡＣＣ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＴＴＣＣＴＴＣＣＴＧＴＧＧＧＧＣＴＣＣＴＴＣ⁃３’

ＥＧＦＰ Ｆ：５’⁃ＣＣＴＣＧＴＧＡＣＣＡＣＣＣＴＧＡＣＣＴＡＣ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＧＡＴＧＴＴＧＣＣＧＴＣＣＴＣＣＴＴＧＡＡＧＴＣ⁃３’

　 　 （２）Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
处死小鼠后取小鼠脑组织于 １􀆰 ５ ｍＬ 的 Ｅｐ 管

中，将 Ｅｐ 管置于冰上，之后加入磁珠和 ＲＩＰＡ 裂解

液进行研磨提取组织中的蛋白，待研磨结束后，将
样本置于冰上静置 ２０ ｍｉｎ，之后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃
离心 １０ ｍｉｎ，取上清用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒进行定

量。 蛋白浓度统一调整为 ３ μｇ ／ μＬ。 之后加 ５ ×
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液煮沸 １０ ｍｉｎ，待用。 配

制 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶，上样，８０ Ｖ 电压跑 ３０ ｍｉｎ 后将电压

调至 １２０ Ｖ 继续跑 ６０ ｍｉｎ，之后用半干转仪进行转

膜，５％ ＢＳＡ 室温封闭 ６０ ｍｉｎ 后，４ ℃抗体过夜孵育，
ＴＢＳＴ 洗膜每次 １０ ｍｉｎ，共 ３ 次，之后用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
鼠或兔源荧光二抗室温孵育 ６０ ｍｉｎ，ＴＢＳＴ 洗膜每

次 １０ ｍｉｎ，共 ３ 次，Ｏｄｙｓｓｅｙ 红外激光扫描系统进行

显影。
（３）免疫荧光

先用麻醉剂将小鼠深度麻醉，然后用 ４％多聚

甲醛对小鼠进行灌注，取出脑组织后用 ４％多聚甲

醛对组织固定 ４８ ｈ，脱水机脱水处理，包埋处理后切

片厚度为 ４ μｍ。 切好的片子 ６５ ℃烘箱烤片，常规

脱蜡水化，蒸馏水冲洗，ＰＢＳ 浸泡 ５ ｍｉｎ，ＥＤＴＡ 抗原

修复液微波炉煮沸进行抗原修复 ２５ ｍｉｎ，抗原修复

结束后将切片放至室温，山羊血清室温封闭 ６０ ｍｉｎ
后，滴加相应一抗，４ ℃过夜孵育，孵育结束后先将

切片取出置于室温，放至与环境温度相同，ＰＢＳ 洗 ３
次，每次 ５ ｍｉｎ，后滴加相应荧光二抗，ＤＡＰＩ 封片后

用 Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ＭＩＤＩ 病理切片扫描仪获取图片。
１􀆰 ２􀆰 ３　 行为学实验

（１）旷场实验

实验开始前 ２ ｄ 每天抚摸小鼠 １ ～ ２ ｍｉｎ。 在

正式实验当天，提前 ２ ｈ 将小鼠放置在实验区域内，
让小鼠适应周围环境。 先用 ７５％乙醇清洁实验箱，
然后在软件中设置好相应的参数，记录好动物的编

９０３
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号、日期、状态等信息等，７５％乙醇挥发完后正式开

始实验。 先将实验动物从饲养笼中轻轻取出，将实

验动物迅速放置于实验箱的中央区域，并立即离

开，打开动物行为学分析软件，自动记录动物在箱

体内的活动，实验时间为 ５ ｍｉｎ。 每只小鼠测试完毕

后用 ７５％乙醇清洁实验箱，待乙醇完全挥发后开始

下一只小鼠的测试。
（２）Ｏ 迷宫实验

将实验动物由 Ｏ 迷宫的开放区域放置于 Ｏ 迷

宫上，并立即离开，打开动物行为学分析软件，自动

记录动物在箱体内的活动，实验时间为 ５ ｍｉｎ。
（３）转棒实验

在正式实验前 １ ｈ，每只小鼠训练 ５ ｍｉｎ，使其能

够在转棒仪上停留。 仪器设置为总转动时长为 ５
ｍｉｎ，前 ２ ｍｉｎ 为匀加速运动，初始速度为 ５ ｒ ／ ｍｉｎ，
加速 至 ４０ ｒ ／ ｍｉｎ， 后 ３ ｍｉｎ 为 匀 速 运 动， 转 速

４０ ｒ ／ ｍｉｎ。 将小鼠放置在旋转杆上，启动仪器，记录

每只小鼠于转棒上停留的时间，小鼠休息 ３０ ｍｉｎ 后

再次进行测试，共测 ３ 次，取 ３ 次的平均值为小鼠停

留在转棒上的时间。

表 ２　 ｑＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

上游引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

下游引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

ＧＡＰＤＨ ５’⁃ＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣ⁃３’ ５’⁃ＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣＣＣ⁃３’

ＩＬ⁃１α ５’⁃ＧＴＣＧＧＧＡＧＧＡＧＡＣＧＡＣＴＣＴＡＡ⁃３’ ５’⁃ＧＴＴＴＣＴＧＧＣＡＡＣＴＣＣＴＴＣＡＧＣ⁃３’

ＩＬ⁃１β ５’⁃ＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧＡＴ⁃３’ ５’⁃ＡＴＧＴＧＣＴＧＣＴＧＣＧＡＧＡＴＴＴＧ⁃３’

ＩＬ⁃６ ５’⁃ＴＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＴＴＣＣ⁃３’ ５’⁃ＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣ⁃３’

ＩＦＮ⁃γ ５’⁃ＧＡＧＧＡＡＣＴＧＧＣＡＡＡＡＧＧＡＴＧＧＴＧ⁃３’ ５’⁃ＧＣＴＧＡＴＧＧＣＣＴＧＡＴＴＧＴＣＴＴＴＣ⁃３’

ＮＦ⁃κＢ ５’⁃ＡＣＡＡＣＴＡＴＧＡＧＡＴＧＡＡＣＴＣＣＧＧＧ⁃３’ ５’⁃ＧＡＴＡＧＣＡＧＴＧＧＧＣＴＧＴＣＴＣＣ⁃３’

ＮＯＳ２ ５’⁃ＧＡＣＧＡＧＡＣＧＧＡＴＡＧＧＣＡＧＡＧＡＴＴＧ⁃３’ ５’⁃ＡＡＣＴＣＴＴＣＡＡＧＣＡＣＣＴＣＣＡＧＧＡＡＣ⁃３’

ＧＡＢＡ ５’⁃ＴＴＣＡＧＴＧＧＴＴＧＴＡＧＣＡＧＡＡＧＡＴＧＧ⁃３’ ５’⁃ＴＣＡＡＧＴＧＧＡＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＣＡＴＡＡＣ⁃３’

１􀆰 ２􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）
处死小鼠后取小鼠脑组织于 １􀆰 ５ ｍＬ 的 Ｅｐ 管

中，将 Ｅｐ 管置于冰上，之后加入磁珠和 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ
进行研磨提取组织中的 ＲＮＡ，待研磨结束后，置于

冰上静置 １０ ｍｉｎ，之后于 ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２
ｍｉｎ，取 ８００ μＬ 上清至新的离心管中并加入 ２００ μＬ
氯仿，剧烈震荡，静置 ５ ｍｉｎ 后于 ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ。 离心后分为 ３ 层，用枪头吸取 ４００ μＬ
上清至新的 Ｅｐ 管中，之后加入 ６００ μＬ 异丙醇，上下

颠倒混匀，室温静置 １０ ｍｉｎ 后于 ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，即可看见 ＲＮＡ 沉淀。 用 １ ｍＬ ７５％的

乙醇洗涤 ＲＮＡ 沉淀，之后于 ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ２ ｍｉｎ，重复两次，充分洗涤 ＲＮＡ 沉淀，最后用移

液枪除去乙醇溶液，并将 Ｅｐ 管盖打开，干燥 １５ ｍｉｎ
后，加入 ２０ μＬ ＤＥＰＣ 水充分溶解，测定 ＲＮＡ 浓度，
本实 验 将 每 个 ＲＮＡ 样 本 浓 度 统 一 调 整 为

１０００ ｎｇ ／ μＬ， ｑＰＣＲ 引物信息见表 ２。 用逆转录试剂

盒按照说明书进行逆转录，获取 ｃＤＮＡ。 ２０ μＬ 逆转

录体系为：ＲＮＡ ５ μＬ、Ｍｉｘ ４ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ １１ μＬ。 逆转

录程序设置为：退火 ２５ ℃ ５ ｍｉｎ、延伸 ４２ ℃ ６０ ｍｉｎ、
酶失活 ７０ ℃ １５ ｍｉｎ。 然后按照 ｑＰＣＲ 试剂盒说明书

进行荧光定量，２０ μＬ 的 ｑＰＣＲ 反应体系为：Ｍｉｘ １０
μＬ，引物混合物 １ μＬ， ｃＤＮＡ １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ８ μＬ。
ｑＰＣＲ 程序设置为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓ， 循环参数为 ９５
℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，９５ ℃ １５ ｓ，３５ 个循环后 ６０ ℃
１ ｍｉｎ，９５ ℃ １５ ｓ。 最后采集荧光信号，进行统计

分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

所有行为学图像与数据均采用 ＳＭＡＲＴ Ｖ３． ０ 行

为学视频分析系统监控捕获，实验数据的统计采用

平均值 ± 标准差 （ 􀭰ｘ ± ｓ） 来表示，应用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８． ０ 软件对数据进行统计分析，实验组和对照

组之间的比较采用非配对 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示

差异具有显著性，图像采用 Ａｄｏｂｅ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ ２０２０ 软

件处理和排版。

２　 结果

２􀆰 １　 哺乳动物基因表达慢病毒载体构建结果

将设计好的 ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ 质粒和 ＥＧＦＰ 空质粒

送云舟生物技术有限公司进行哺乳动物基因表达

慢病毒载体 ｐＬＶ⁃ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ 和空载体 ｐＬＶ⁃ＥＧＦＰ
的构建和包装，构建完成的载体图谱结果见图 １。
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２􀆰 ２　 小鼠促排、受精卵注射及移植结果

共超排小鼠 ６０ 只，获得胚胎数量 １５６０ 个，其中

注射胚胎 １２００ 个，共使用了 ４０ 只受体鼠，每只鼠移

植 ３０ 个胚胎，这 ４０ 只受体鼠中，２９ 只怀孕，怀孕率

为 ７２􀆰 ５０％，共生出 １３２ 只仔鼠，其中 ５９ 只阳性鼠，
３２ 雄 ２７ 雌，阳性率为 ４４􀆰 ７０％，共建了 １０ 个 ｌｉｎｅ（其
中 ＥＧＦＰ 转基因鼠 ５ 个 ｌｉｎｅ，人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠

５ 个 ｌｉｎｅ）。

注：Ａ：ＥＧＦＰ 慢病毒载体图谱；Ｂ：ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ 慢病毒载体图谱。

图 １　 慢病毒载体图谱

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＥＧＦＰ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ． Ｂ． ｈＳＮＣＡ⁃ＮＬＳ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ

注：Ａ：ＰＣＲ 鉴定 ＥＧＦＰ 和核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠的凝胶电泳分析结果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＥＧＦＰ 和核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠

各个组织中人源 α⁃ｓｙｎ 表达水平。

图 ２　 ＥＧＦＰ 和核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠基因型分析和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 蛋白鉴定结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＥＧＦＰ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ＰＣＲ． Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＥＧＦＰ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

２􀆰 ３　 首建鼠和子代鼠基因型和蛋白鉴定结果

为了验证核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠模型构

建是否成功，对首建鼠和出生后 １４ ｄ 的子代鼠进行

鼠尾 ＤＮＡ 鉴定，经 １％琼脂糖凝胶电泳，结果如图

２Ａ 所示，对照组 ＥＧＦＰ 转基因小鼠在 ２３２ ｂｐ 处有

一条明亮的条带，实验组核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因

小鼠在 ２３２ ｂｐ 和 ２９０ ｂｐ 处有两条明亮的条带，此结

果与预期位置相符；证实已把目的基因整合到小鼠

基因组中；并可以稳定传代。 为了进一步验证人源

α⁃ｓｙｎ 在小鼠体内的表达是否具有全身性，取小鼠

的心脏、肝、脾、肺、肾、脑组织通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检
测了人源 α⁃ｓｙｎ 在小鼠体内的表达情况，结果发现

人源 α⁃ｓｙｎ 在小鼠各组织部位均能广泛地表达，如
图 ２Ｂ 所示。
２􀆰 ４　 人源 α⁃ｓｙｎ 与细胞核出现了明显的共定位

现象

小鼠脑组织切片的免疫荧光实验结果显示，体
内表达的人源 α⁃ｓｙｎ 与细胞核有明显的共定位（见
图 ３）。

ＰＣＲ 基因型鉴定结果、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 蛋白鉴定结

果和免疫荧光共定位结果共同表明转基因小鼠构

建成功。
２􀆰 ５　 核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠出现运动功能

障碍

将鉴定为阳性的 １５ 只子代核定位人源 α⁃ｓｙｎ
小鼠设置为实验组，１５ 只 ＥＧＦＰ 小鼠设置为对照

组，分别于出生后 １、２、３、６、９、１２ 月龄时进行旷场实

验（图 ４Ａ）和转棒实验（图 ４Ｂ），结果发现实验组小
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注：Ａ：人源 α⁃ｓｙｎ 在整个脑区的表达，其中 Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 分别代表嗅球、海马、中脑、伏隔核，图 Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 则为局部放大共定位图；Ｂ：人源 α⁃ｓｙｎ
在嗅球的共定位；Ｃ：人源 α⁃ｓｙｎ 在海马的共定位；Ｄ：人源 α⁃ｓｙｎ 在中脑的共定位；Ｅ：人源 α⁃ｓｙｎ 在伏隔核的共定位。

图 ３　 人源 α⁃ｓｙｎ 在各个脑区的定位情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎ，ｗｈｅｒｅ Ｂ， Ｃ， Ｄ， Ｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｂｕｌｂ， ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ， ｍｉｄｂｒａｉｎ， ｖｅｎｔｒａｌ
ｔｅｇｍｅｎｔａｌ ａｒｅａ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｐｉｃｔｕｒｅ Ｂ， Ｃ， Ｄ， Ｅ ａｒｅ ｐａｒｔｉａｌ ｅｎｌａｒｇｅｄ ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｖｉｅｗ． Ｂ． Ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ
ｂｕｌｂ． Ｃ． Ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ． Ｄ． Ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｂｒａｉｎ． Ｅ． Ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｖｅｎｔｒａｌ ｔｅｇｍｅｎｔａｌ ａｒｅａ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ

鼠于 ２ 月龄时便表现出运动能力的显著性差异，表
明核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠较早出现了运动功

能障碍，并且这种行为的异常一直持续到小鼠 １２
月龄。

２􀆰 ６　 核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠出现焦虑样

症状

将鉴定为阳性的 １５ 只子代核定位人源 α⁃ｓｙｎ
小鼠设置为实验组，１５ 只 ＥＧＦＰ 小鼠设置为对照
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注：Ａ：不同年龄段小鼠在旷场中移动距离；Ｂ：不同年龄段小鼠在转棒上停留时间；与 ＥＧＦＰ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，
∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ４　 核定位人源 α⁃ｓｙｎ 小鼠运动功能出现障碍（ｎ ＝ １５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ． Ｂ． Ｒｅｓｉｄｅｎｃｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｔａｔｉｎｇ ｒｏｄ．

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

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｐａｉｒｅｄ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ １５）

组，分别于 １、２、３、６、９、１２ 月龄时进行 Ｏ 迷宫实验，
发现小鼠于 ９ 月龄时表现出焦虑样症状的显著性差

异，且一直持续到 １２ 月龄，如图 ５ 所示。

注：不同年龄段小鼠在 Ｏ 迷宫中开放区域停留时间。

图 ５　 核定位人源 α⁃ｓｙｎ 小鼠出现焦虑样症状（ｎ ＝ １５）
Ｎｏｔｅ． Ｒｅｓｉｄｅｎｃｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ
Ｏ ｍａｚｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ １５）

２􀆰 ７　 核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠脑组织中发生

了星形胶质细胞增生和炎症反应

取测完行为学的两组小鼠脑组织进行检测，发
现核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠于 ２ 月龄时星形胶

质细胞标志物胶质纤维状酸性蛋白（ＧＦＡＰ）表达量

开始出现显著性差异，且这种显著性差异一直持续

到小鼠 １２ 月龄，如图 ６Ａ 所示。 由于在病理条件

下，星形胶质细胞会产生炎性细胞因子［１６］，因此设

计了炎性细胞因子引物进一步验证小鼠脑组织中

是否发生了炎症反应，结果发现核定位人源 α⁃ｓｙｎ
转基因小鼠脑组织中的炎症因子在 ２ 月龄时开始有

显著性差异，且这种显著性差异也一直持续到小鼠

１２ 月龄，如图 ６Ｂ 所示。
２􀆰 ８　 核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠 ＧＡＢＡ 基因表

达减少

由于核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠在行为学测

试中表现出焦虑样症状，于是设计了小鼠情绪因子

γ⁃氨基丁酸（ＧＡＢＡ）的引物进行检测，发现小鼠体内

ＧＡＢＡ 基因的表达的确在小鼠 ９ 月龄时表现出显著

性差异，且这种显著性差异一直持续到小鼠 １２ 月

龄，如图 ７ 所示。

３　 讨论

近年来 α⁃ｓｙｎ 在细胞核中核定位现象在越来越

多的神经退行性疾病患者的组织中被发现［１１］，可是

α⁃ｓｙｎ 核定位与 ＰＤ 等神经退行性疾病有什么关系

这个问题尚未有答案，于是研究人员便试图通过设

计一种核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠来尝试回答这

个问题。 首先，通过慢病毒载体将其注射到小鼠的

受精卵中，建立了核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠模

型，之后通过 ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 和免疫荧光技术验

证了该模型建立成功。 这为之后研究 α⁃ｓｙｎ 核定位

在 ＰＤ 发生发展过程中的作用和机理奠定了一定的

研究基础。
在子代鼠成长到 １ 个月时，开始对其进行行为

学检测，发现实验组小鼠于 ２ 月龄时便出现了明显

的运动功能障碍，并且持续到 １２ 月龄，这一结果与

之前关于内源性 α⁃ｓｙｎ 在细胞核中的积累可导致小

鼠在 ２ 月龄时出现运动功能障碍的结果一致［１７］，而
仅用过表达 α⁃ｓｙｎ 的转基因小鼠进行行为学检测的

３１３
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注：Ａ：不同年龄段小鼠脑组织中 ＧＦＡＰ 检测结果（ｎ ＝ ６）；Ｂ：不同年龄段小鼠脑组织中炎症因子检测结果（ｎ ＝ ３）。

图 ６　 人源 α⁃ｓｙｎ 核输入激发了星形胶质细胞增生和炎症反应

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＦＡＰ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ（ｎ ＝ ６）． Ｂ． Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ（ｎ ＝ ３）．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｎｕｃｌｅａｒ ｉｎｐｕｔ ｏｆ ｈｕｍａｎ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｔｒｉｇｇｅｒｓ ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
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注：不同年龄段小鼠脑组织中 ＧＡＢＡ 检测结果。

图 ７　 γ⁃氨基丁酸 ｍＲＮＡ 的检测（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＡＢＡ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ（ｎ ＝ ３）

实验结果显示：小鼠于 １４ 个月时才表现出运动功能

障碍［１８］。 之前建立的 α⁃ｓｙｎ 相关转基因小鼠出现

运动功能障碍时间均有所不同，但是，最早出现运

动功能障碍也是在 α⁃ｓｙｎ 相关转基因小鼠 ６ 月龄时

表现出来的［１９］，与这些研究结果相比，在人源 α⁃ｓｙｎ
后面加入核定位信号之后，核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基

因小鼠在 ２ 月龄便出现运动功能障碍，这提示 α⁃ｓｙｎ
核定位会加速小鼠出现运动功能障碍，可以用此模

型做有关小鼠运动功能障碍方面的研究。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 结果表明，与 ＥＧＦＰ 小鼠相比，ＧＦＡＰ 在核定位

人源 α⁃ｓｙｎ 小鼠 ２ 月龄时表达上调，之前的研究认

为，星形胶质细胞及小胶质细胞参与的神经炎症与

ＰＤ 的发生发展密切相关［２０－２１］，于是采用 ｑＰＣＲ 技

术检测了验证炎症因子 ＩＬ⁃１α、ＩＬ⁃１β、ＩＮＦ⁃γ、ＩＬ⁃６、
ＮＦ⁃κＢ 和 ＮＯＳ２ 的表达情况，结果表明，在 ＧＦＡＰ 表

达水平上升的同时，这些炎症因子的表达水平也明

显增高，这个时间点与小鼠运动功能障碍出现的时

间点相吻合，提示核定位的人源 α⁃ｓｙｎ 诱导的神经

炎症可能参与到小鼠的运动功能障碍中，具体的影

响机制有待下一步研究。 更有趣的是，在 ９ 月龄时，
核定位人源 α⁃ｓｙｎ 转基因小鼠表现出焦虑样行为，
并一直持续到 １２ 月龄，ｑＰＣＲ 结果表明，与情绪有

关的 ＧＡＢＡ 基因在 ９ 月龄时表达水平下降，这提示

小鼠的焦虑样行为可能与 ＧＡＢＡ 基因表达下调有

关，但是需要进一步进行研究确认。
总之，用携带人源 α⁃ｓｙｎ 核定位信号的慢病毒

载体构建了人源 α⁃ｓｙｎ 核定位的转基因鼠，最终人

源 α⁃ｓｙｎ 在小鼠的各个组织中广泛表达，成功与细

胞核共定位，在行为学检测中表现出明显的运动功

能障碍和焦虑样症状，从行为学表现等方面很好地

模拟了人 ＰＤ 的行为学表现，因为其具有出现运动

功能障碍的时间较早的特征，所以该转基因鼠模型

可以作为一种研究与 ＰＤ 有关的运动功能障碍的新

的动物模型。 由于 α⁃ｓｙｎ 可以通过多种途径发挥毒

性作用，造成神经细胞凋亡和坏死［２２］，而 α⁃ｓｙｎ 在

细胞核中发挥毒性作用究竟哪些分子参与了损伤

的形成，这些分子又是通过何种机制发挥的作用，
都十分复杂，有待于进一步的研究证实。
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赖碧玉，洪梦颖，李兴，等． 乙酸灌肠联合束缚夹尾应激诱导肝郁脾虚型腹泻型肠易激综合征大鼠模型的制备 ［Ｊ］． 中国实验

动物学报， ２０２４， ３２（３）： ３１７－３２８．
ＬＡＩ Ｂ Ｙ， ＨＯＮＧ Ｍ Ｙ， ＬＩ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｉａｒｒｈｅａｌ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｎ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ
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Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ００５

［基金项目］湖南省自然科学基金项目（２０２１ＪＪ７００６６），湖南省中医药科研计划项目（Ｂ２０２３１０８，２０２０１４３），国家级大学生创新训练项目

（２０２１１０５４１０２４），湖南中医药大学 ２０２２ 年度校级科研项目（２０２２ＸＹＬＨ０８８）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （ ２０２１ＪＪ７００６６）， Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
（Ｂ２０２３１０８， ２０２０１４３）， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ Ｃｏｌｌｅｇｅ Ｓｔｕｄｅｎｔｓ （２０２１１０５４１０２４）， Ｈｕｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２２
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ⁃Ｌｅｖｅｌ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ （２０２２ＸＹＬＨ０８８）．
［作者简介］赖碧玉，女，在读硕士研究生，研究方向：针灸治病的临床机理研究。 Ｅｍａｉｌ：１４９４０２９２８８＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］佘畅，女，博士，主任医师，研究方向：针灸治病的临床机理研究。 Ｅｍａｉｌ：ｓｈｅｃｈａｎｇ１５９＠ １６３． ｃｏｍ

乙酸灌肠联合束缚夹尾应激诱导肝郁
脾虚型腹泻型肠易激综合征

大鼠模型的制备
赖碧玉１，洪梦颖１，李兴２，何永嘉１，陈瑶１，李新伍１，石佳１，田子寒１，

李丹２，聂晶３，佘畅２∗

（１． 湖南中医药大学研究生院，长沙　 ４１０２０８；２． 长沙市中医医院（长沙市第八医院）针灸康复科，
长沙　 ４１０１００；３． 中南大学，长沙　 ４１００８３）

　 　 【摘要】 　 目的 　 建立理想的大鼠肝郁脾虚型腹泻型肠易激综合征 （ ｄｉａｒｒｈｅａ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＩＢＳ⁃Ｄ）的造模方法，为 ＩＢＳ⁃Ｄ 伴焦虑抑郁状态的临床研究提供动物模型基础。 方法　 本研究共用 ６０ 只

大鼠：（１）首先将 ２０ 只大鼠随机分为空白组、３％乙酸灌肠组、４％乙酸灌肠组、５％乙酸灌肠组，造模及观察期结束

后，通过腹泻相关指数、结肠病理组织学等观察不同造模浓度引起的腹泻状态及结肠损伤程度。 （２）评估出较优造

模浓度后，将另外 ４０ 只大鼠随机分为对照组（ａ 组）、单纯乙酸灌肠组（ｂ 组）、乙酸 ＋ 束缚组（ｃ 组）、乙酸 ＋ 束缚 ＋
夹尾组（ｄ 组），分别予以不同干预，共干预 ８ ｄ。 干预结束后对大鼠一般情况、腹泻相关指数、旷场实验（ｏｐｅｎ⁃ｆｉｅｌｄ
ｔｅｓｔ，ＯＦＴ）评分、结肠病理组织学等指标进行评价。 结果　 （１）与空白组比较，４％乙酸灌肠组干预后第 １ ～ ３ 天粪

便性状评分升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），干预后第 ４ ～ ７ 天粪便性状评分逐渐降低，１ 周后，与空白组相比，粪便性状评分无

显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），体重相对较低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），粪便含水量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；与空白组相比，５％乙酸灌肠组体

重较低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），粪便性状评分、粪便含水量、腹泻指数升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；３％乙酸灌肠组与空白组相比，无显著

性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 结肠病理组织显示，与空白组相比，４％乙酸灌肠组黏膜结构完整，有少量炎症细胞浸润，病理

组织评分无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），５％乙酸灌肠组有中量⁃大量炎症细胞浸润，病理组织评分升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
（２）与 ａ 组比较，ｂ 组体重较低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），粪便性状评分、粪便含水量、腹泻指数升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与 ａ 组及 ｂ 组

比较，ｃ 组和 ｄ 组，体重较低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），粪便性状评分、粪便含水量、腹泻指数升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），结肠运转时间减

少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ｃ 组相比，ｄ 组粪便含水量较高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 在 ＯＦＴ 评分方面，与 ａ 组及 ｂ 组相比，ｃ 组及 ｄ 组

ＯＦＴ 评分在总距离、站立次数、直立次数均减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ｃ 组相比，ｄ 组在 ＯＦＴ 评分总距离、站立次数、直立次

数均减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结肠病理组织显示，４ 组黏膜结构均完整，有不同程度的炎症细胞浸润，病理组织评分上，与
ａ 组及 ｂ 组相比，ｃ 组和 ｄ 组较高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 ４％乙酸浓度为 ＩＢＳ⁃Ｄ 造模适宜浓度，叠加束缚后，能更好地

模拟 ＩＢＳ⁃Ｄ 腹泻、内脏高敏感特征性状态，叠加夹尾后能成功制备出肝郁脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型。
【关键词】 　 腹泻型肠易激综合征；４％乙酸灌肠；慢性束缚；夹尾应激；造模

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） ０３⁃０３１７⁃１２
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ｉｄｅａｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｉａｒｒｈｅａ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
（ＩＢＳ⁃Ｄ） ｗｉｔｈ ａｎｘｉｅｌｙ ａｎｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ， ａｎｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＩＢＳ⁃Ｄ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ６０ ｒａｔｓ
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ． （１） Ａｔ ｆｉｒｓｔ，２０ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ， ３％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ， ４％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ
ｅｎｅｍａ， ａｎｄ ５％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ ｇｒｏｕｐｓ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ， ｔｈｅ ｄｉａｒｒｈｅａ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ
ｃｏｌｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｄｉａｒｒｈｅａ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ．
（２） Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ， ４０ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ（ ａ）， ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ
ｅｎｅｍａ（ｂ）， ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ＋ ｂｉｎｄｉｎｇ（ｃ）， ａｎｄ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ＋ ｂｉｎｄｉｎｇ ＋ ｔａｉｌ ｃｌｉｐ（ｄ） ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｌｙ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ８
ｄａｙｓ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ， ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ， ｄｉａｒｒｈｅａ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘ， ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ （ ＯＦＴ） ｓｃｏｒｅ， ａｎｄ ｃｏｌｏｎｉｃ
ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 （１） Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｆｅｃａｌ ｔｒａｉｔ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ４％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ
ｅｎｅｍａ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｏｎ ｄａｙｓ １ ｔｏ ３ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）， ａｎｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｏｎ ｄａｙｓ ４ ｔｏ ７ ａｆｔｅｒ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ． Ａｆｔｅｒ １ ｗｅｅｋ， ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｅｃａｌ ｔｒａｉｔ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ （Ｐ
＞ ０􀆰 ０５）． Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ （Ｐ ＜ ０． ００１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，
ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ５％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）， ｔｈｅ ｆｅｃａｌ ｔｒａｉｔ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎｄｅｘ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ３％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ４％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｗｉｔｈ ａ ｓｍａｌｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓｃｏｒｅ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ５％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ ｈａｄ ａ ｍｅｄｉｕｍ ｔｏ ｌａｒｇｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓｃｏｒｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． （２） Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ａ， ｇｒｏｕｐ ｂ ｈａｄ ｌｏｗｅｒ
ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）， ａｎｄ ｈｉｇｈｅｒ ｆｅｃａｌ ｔｒａｉｔ ｓｃｏｒｅ， ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎｄｅｘ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ａ ａｎｄ ｂ ｇｒｏｕｐｓ， ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｃ ａｎｄ ｄ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）， ｔｈｅ ｆｅｃａｌ ｔｒａｉｔｓ ｓｃｏｒｅ， ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ，
ａｎｄ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎｄｅｘ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｒｕｎｎｉｎｇ ｔｉｍｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｇｒｏｕｐ ｃ， Ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｄ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）． Ｉｎ ｔｈｅ ＯＦＴ ｓｃｏｒｅ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａ ａｎｄ ｂ ｇｒｏｕｐｓ， ｔｈｅ
ＯＦＴ ｄｉｓｔａｎｃｅ， ｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｉｍｅｓ， ａｎｄ ｕｐｒｉｇｈｔ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ｃ ａｎｄ ｄ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃ， ｔｈｅ ＯＦＴ
ｄｉｓｔａｎｃｅ， ｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｉｍｅｓ， ａｎｄ ｕｐｒｉｇｈｔ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ｄ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．
Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｇｒｏｕｐｓ ｃ ａｎｄ ｄ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｇｒｏｕｐｓ ａ ａｎｄ ｂ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ
４％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｓ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｆｏｒ ＩＢＳ⁃Ｄ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ａｆｔｅｒ ｓｕｐｅｒｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ， ｔｈｅ ＩＢＳ⁃Ｄ ｄｉａｒｒｈｅａ ａｎｄ
ｉｎｔｅｒｎａｌ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｔａｔｅ ｃａｎ ｂｅ ｂｅｔｔｅｒ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ． Ａｆｔｅｒ ｓｕｐｅｒｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｔａｉｌ ｃｌｉｐ， ｔｈｅ ＩＢＳ⁃Ｄ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｌｉｖｅｒ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｃａｎ ｂｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｄｉａｒｒｈｅａｌ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ４％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ； ｃｈｒｏｎｉｃ ｂｏｎｄａｇｅ； ｔａｉｌ⁃
ｃｌａｍｐｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓ； ｍｏｌｄｉｎｇ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 腹泻型肠易激综合征 （ ｄｉａｒｒｈｅａ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ
ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＩＢＳ⁃Ｄ）是以反复发作的腹

痛、腹泻为主要特征的临床常见功能性疾病［１］。 建

立符合临床特征的动物模型是动物实验的基础，也
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是探索发病机制和治疗方案的重要一环。 乙酸灌

肠联合慢性束缚在 ＩＢＳ⁃Ｄ 造模中应用广泛，可以较

好地模拟 ＩＢＳ⁃Ｄ 腹泻症状及内脏高敏感状态［２］，但
当药物剂量、浓度难以统一或者束缚刺激阈值及周

期未达到时，难以稳定诱导 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型［３］，而现有文

献研究尚无统一标准，因此对此进行探索完善十分

重要。 另外除腹泻和高敏感状态外，目前在临床

上，ＩＢＳ⁃Ｄ 患者常伴有焦虑、抑郁等情志方面的改

变，肝郁脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 最为常见，因此建立符合肝郁

脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型值得探索［４］。 有研究发现，夹尾

应激常被应用于肝郁造模中［５］。 本研究在乙酸灌

肠基础上，同时联合束缚、夹尾等应激方法诱导肝

郁脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型，探讨各项具体操作、存在问题

及应对方法，为建立客观、可靠且重复性好的肝郁

脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型提供思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠共 ６０ 只，体重

２１０ ± １０ ｇ，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司

【ＳＣＸＫ（湘） ２０１９ － ０００４】。 饲养环境：温度 ２０ ～
２５ ℃， 湿度 ５０％ ～ ７０％，自由饮食饮水，昼夜交替

１２ ｈ ／ １２ ｈ，饲养于湖南斯莱克景达实验动物基地

【ＳＹＸＫ（湘）２０１９－００１７】，本实验研究经长沙市中医

医院 （长沙市第八医院） 伦理委员会批准 （ ２０１９
００５），并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

石蜡油（２０１９１００２，５００ ± ２５ ｍＬ，武邑炎威医疗

科技有限公司）；磷酸缓冲生理盐水 （ Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）（ＭＡ００１５⁃Ｎｏｖ⁃０５Ｈ，每瓶 ５００ ｍＬ，
大连美仑）；异氟烷（兽药字 ０３１２１７０１５，河北金达福

药业 有 限 公 司 ）； 苏 木 素⁃伊 红 （ ＨＥ ） 染 色 液

（Ｓ１９１００３，武汉市皮诺飞生物科技有限公司）；乙酸

（ １００００２１８ ）、 无 水 乙 醇 （ １０００９２２８ ）、 中 性 树 胶

（ １０００４１６０ ）、 二 甲 苯 （ １００２３４１８ ）、 正 丁 醇

（１０００５２１８）均购自国药集团化学试剂有限公司。
电热鼓风干燥箱（１０１Ａ⁃３，上海光地仪器设备

有限公司）；脱水机（ ＪＴ⁃１２Ｓ，武汉俊杰电子有限公

司）；包埋机（ＪＢ⁃Ｌ５，武汉俊杰电子有限公司）；切片

机 （ ＲＭ２０１６， 德 国 Ｌｅｉｃａ ）； 显 微 镜 （ Ｅ１００， 日 本

Ｎｉｋｏｎ）；扫描仪（Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ＳＣＡＮ Ⅱ，济南丹吉尔

电子有限公司）。

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 阶段（１）构建 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型，对不同乙酸灌肠

浓度进行观察

选用 ２０ 只 ＳＤ 大鼠，适应性饲养 ７ ｄ 后随机分

为空白组、３％乙酸灌肠组、４％乙酸灌肠组、５％乙酸

灌肠组，每组 ５ 只。 操作：第 １ 天分组进行乙酸灌

肠，灌肠前禁食不禁水 ８ ｈ，使用透明束缚笼将大鼠

固定，在大鼠肛门处涂抹石蜡润滑后插入硅胶管

（连有注射器），于约距肛门 ８ ｃｍ 处，向内注入不同

浓度乙酸 １ ｍＬ，按组分别予以 ３％乙酸灌肠（乙酸

３ ｍＬ ＋ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ ９７ ｍＬ）、４％乙酸灌肠（乙酸

４ ｍＬ ＋ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ ９６ ｍＬ）、５％乙酸灌肠（乙酸

５ ｍＬ ＋ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ ９５ ｍＬ），３ 组分别灌肠后，
轻柔缓慢将导尿管拔出，并压迫大鼠肛门后将其尾

巴抬高 ６０ ｓ，后用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ １ ｍＬ 冲洗结肠，
放回笼中自由活动进食水，观察 １ 周。 １ 周后评估

出适宜的乙酸灌肠浓度进行 ＩＢＳ⁃Ｄ 造模。
１􀆰 ２􀆰 ２　 阶段（２）构建 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型，对不同应激造模

因素观察

选用 ４０ 只 ＳＤ 大鼠，适应性饲养 ７ ｄ 后随机分

为对照组（ａ 组）、４％乙酸灌肠组（ｂ 组）、４％乙酸灌

肠 ＋ 束缚组（ｃ 组）、４％乙酸灌肠 ＋ 束缚 ＋ 夹尾组

（ｄ 组）。 ｂ 组操作：分别于第 １、５ 天进行 ４％乙酸灌

肠，具体同阶段（１）灌肠操作，除灌肠期外其他时间

大鼠自由进食及活动；ｃ 组操作：第 １、５ 天进行 ４％
乙酸灌肠，于非灌肠日将大鼠每日束缚 １ ｈ（放置于

自制束缚笼，限制大鼠的肢体但不影响呼吸）；ｄ 组

操作：第 １、５ 天进行 ４％乙酸灌肠，除灌肠外的时间

大鼠每天束缚 １ ｈ，在束缚 １ ｈ 后，于大鼠尾端 ３ ～ ５
ｃｍ 处使用夹子夹持其尾巴 ５ ｍｉｎ，以上操作结束后

将大鼠放回笼内任其自由活动。 ４ 组干预总时长皆

为 ８ ｄ。 造模第 ８ 天进行模型评价，以大鼠一般状态

变化、粪便性状评分、粪便含水量及腹泻指数高于

空白组为造模成功标准［６］。 对照组于第 １、５ 天予

０􀆰 ９％氯化钠溶液灌肠，灌肠操作同阶段（１）灌肠

操作。
１􀆰 ２􀆰 ３　 取材

两阶段分别在干预结束后和观察结束后，使各

组大鼠吸入流速 ０􀆰 ７ Ｌ ／ ｍｉｎ、浓度 １􀆰 ５％的异氟烷麻

醉，处死后打开腹腔，于距大鼠肛门 ６ ｃｍ 处取其结

肠 ５ ｃｍ，纵向剖开结肠并采用 ＰＢＳ 清洗，之后放入

４％多聚甲醛中固定，用于结肠组织形态及病理

观察。
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１􀆰 ２􀆰 ４　 观察指标及方法

（１）一般状态及粪便性状评分：实验过程中每

天记录各组大鼠的一般状况（体重、精神、皮毛色

泽、活动度、反应力、存活情况、排便情况），每日记

录大鼠粪便性状评分。 采用 Ｂｒｉｓｔｏｌ 粪便性状评分

标准［７］：１ 分：坚果状、分散的硬块；２ 分：团块状、成
型正常；３ 分：香肠状、表面有裂缝；４ 分：香肠状、表
面光滑柔软；５ 分：团块状、软且边缘清楚；６ 分：糊状

或泥浆状、边缘模糊不清；７ 分：水样便、无固状物。
（２）粪便含水量及腹泻指数：粪便含水量：两阶

段干预结束时（阶段（１）为灌肠后 １ 周，阶段（２）为
干预第 ８ 天），分别收取大鼠新鲜粪便，记录电子秤

所称此时的重量，为粪便湿重。 然后将粪便放入烘

干箱，烘干至粪便重量稳定不变，此为粪便干重。
粪便含水量 ＝ ［（湿重 － 干重）÷ 湿重］ × １００％［８］。
于同一时间点记录大鼠的粪便粒数及稀便数（污迹

数）后，计算大鼠腹泻指数，腹泻指数 ＝ ［稀便数 ÷
（粪便粒数 ＋ 稀便数）］ × 平均稀便级。 稀便级：按
照稀便直径分为四级： ＜ １ ｃｍ 为一级，１ ～ ２ ｃｍ 为

二级，２ ～ ３ ｃｍ 为三级， ＞ ３ ｃｍ 为四级。 平均稀便

级 ＝ 稀便级数总和 ÷ 稀便数［９］。
（３）结肠运转时间：阶段（２）干预结束后（第 ８

天），大鼠麻醉后，将直径 ３ ｍｍ 玻璃小球放入大鼠

直肠（距离肛门 ３ ｃｍ）内。 待大鼠苏醒后，使其放在

铺有干净滤纸的笼内，任其自由进食。 自大鼠苏醒

后开始计时，记录排出玻璃小球的时间［１０］。
（４）旷场实验评分：阶段（２）干预结束后（第 ８

天）将大鼠放入自制旷场箱中，自制旷场箱用木板做

成，箱体高约 ４０ ｃｍ，将底面边长为 １００ ｃｍ 的正方形

平均划分为 ２５ 个方格，大鼠于实验环境中适应 １０
ｍｉｎ 后放入矿场箱正中方格内，观察并记录 ５ ｍｉｎ 内

大鼠经过交叉点次数、直立次数及总运动距离［５］。
（５）结肠粘膜屏障完整性评价及病理学评分：

两阶段干预结束后，将取得的结肠放入多聚甲醛固

定液中固定，进行包埋、脱水、切片、染色，光镜下观

察并进行结肠病理组织评价炎症分级。 结肠病理

损伤程度评分［１１］：炎性细胞浸润：固有层无或少量

炎性细胞浸润：０ ～ １ 分；固有层大量炎性细胞浸

润：２ ～ ３ 分；固有层大量炎性细胞且延伸至黏膜下

层：４ ～ ５ 分；炎性细胞沿黏膜下层透壁扩展：６ ～ ７
分。 组织结构的完整性：损伤小，组织结构完整，肠
壁正常无增厚：０ ～ １ 分；隐窝脓肿，隐窝炎，肠壁增

厚，占整个视野的 ２ ／ ５ ∶２ ～ ３ 分；隐窝结构改变，隐

窝缺失，肠壁增厚，占整个视野的 ３ ／ ５ ∶４ ～ ５ 分；ＵＣ
结构改变，黏膜层大量细胞坏死，肠壁增厚，占整个

视野的 ４ ／ ５ 或充满整个视野：６ ～ ７ 分。 结肠组织

病理损伤评分 ＝ （炎性细胞浸润 ＋ 组织结构的完

整性） ／ ２。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 统计软件进行数据分析，先进

行正态分布检验，呈正态分布的数据采用平均值 ±
标准差（􀭰ｘ ± ｓ），方差齐时，多组间比较采用单因素

方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ 法；方差不齐时多组

间采用 Ｇａｍｅｓ⁃Ｈｏｗｅｌｌ 分析，两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ
Ｔ 检验。 数据不符合正态分布时，则采用非参数检

验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 阶段（１）不同乙酸浓度造模大鼠情况

２􀆰 １􀆰 １　 一般状态、体重及粪便性状评分比较

干预 １ 周后，空白组一般情况良好，精神状态良

好、反应灵敏、活动度正常、皮毛光泽、粪便成型。
与空白组相比，３％乙酸灌肠组一般情况良好，仅有

部分大鼠在灌肠当天及第 １ 天出现腹泻症状，其后

粪便成型，体重与空白组无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；
４％乙酸灌肠组精神较萎靡、反应力下降、活动度减

少，在灌肠后 １ ～ ３ ｄ 出现不同程度的腹泻，水样、
糊样便，与空白组相比，第 １ ～ ３ 天粪便性状评分升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），但第 ４ 天开始总体各项情况趋向恢

复正常，粪便成型，体重增长幅度较大，粪便性状评

分降低，１ 周后，粪便性状评分与空白组无显著性差

异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；５％乙酸灌肠组皮毛无光泽、精神萎

靡、反应力明显下降、活动度差，体重 １ 周内有下降

现象，总体增长缓慢，与空白组相比，具有显著性差

异（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），粪便性状评分升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见

图 １。
２􀆰 １􀆰 ２　 粪便含水量、腹泻指数比较

干预 １ 周后，与空白组比较，４％乙酸灌肠组及

５％乙酸灌肠组粪便含水量增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），５％乙

酸灌肠组腹泻指数升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），３％乙酸灌肠

组与空白组无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 见图 ２。
２􀆰 １􀆰 ３　 结肠病理组织学观察

１ 周后解剖肉眼结肠观察，空白组及 ３％乙酸灌

肠组结肠无明显变化，４％乙酸灌肠组结肠轻度充

血，５％乙酸灌肠组结肠明显充血，个别有糜烂现象。
光镜下结肠病理观察，空白组及 ３％乙酸灌肠

０２３
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注：与空白组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 ３％乙酸灌肠组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 ４％乙酸灌肠组相比，＆Ｐ

＜ ０􀆰 ０５，＆＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 １　 阶段（１）各组大鼠体重及粪便性状评分比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ３％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜

０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ４％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＆＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｔａｇｅ（１）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｅｃａｌ ｔｒａｉｔｓ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

注：与 ４％乙酸灌肠组相比，＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ２　 阶段（１）各组大鼠粪便含水量、腹泻指数比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ４％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ ｇｒｏｕｐ， ＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｔａｇｅ（１）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

组两组结肠黏膜上皮较完整，细胞排列规整，未见

肠黏膜上皮细胞坏死脱落，固有层腺体亦无萎缩，
黏膜下层未见明显改变，间质无水肿。 ４％乙酸灌肠

组轻度炎症，黏膜上皮细胞排列欠规则，轻度间质

水肿，固有层腺体稍萎缩，有少量炎性细胞浸润；５％
乙酸灌肠组固有层中量到大量中性粒细胞浸润，黏
膜上皮细胞坏死脱落，固有层腺体萎缩减少，间质

中度⁃重度水肿，其病理组织损伤评分高于其他 ３ 组

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 ３）。 综合各组指标及结肠病理，
４％乙酸灌肠组可出现较持续性的腹泻，且无器质性

损伤，为适宜浓度。 另外通过观察 ４％乙酸灌肠组

腹泻状态只能持续 ３ ｄ 左右，因此后续对于灌肠频

次进行测定，发现每 ３ ｄ 灌肠 １ 次为理想灌肠频次，

且结直肠组织无器质性改变。
２􀆰 ２　 阶段（２）叠加应激因素造模大鼠情况

２􀆰 ２􀆰 １　 一般状态、体重及粪便性状评分比较

阶段（２）干预结束后（第 ８ 天），ａ 组一般情况

良好，精神状态良好，反应灵敏，活动度正常，皮毛

光泽，粪便成型。 ｂ 组一般情况良好，反应较灵敏，
活动度正常，体重较 ａ 组降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），粪便大

部分成型，粪便性状评分与 ａ 组相比，具有显著性差

异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ａ 组及 ｂ 组相比，ｃ 组及 ｄ 组体重

降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），粪便性状评分升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
见图 ４。
２􀆰 ２􀆰 ２　 粪便含水量、腹泻指数及结肠运转时间比较

阶段（２）干预结束后（第 ８ 天），与 ａ 组相比，ｂ

１２３
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注：蓝色箭头：黏膜上皮细胞排列欠规则；橙色箭头：间质水肿；黑色箭头：炎细胞浸润。

图 ３　 阶段（１）各组结肠组织 ＨＥ 染色及组织病理评分比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍｕｃｏｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ． Ｏｒａｎｇｅ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｅｄｅｍａ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｔａｇｅ（１）ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

注：与 ａ 组相比，●●Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，●●●Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 ｂ 组相比，■■■Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ４　 阶段（２）各组大鼠体重、粪便性状评分比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｇｒｏｕｐ， ●●Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ●●●Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂ ｇｒｏｕｐ， ■■■Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｔａｇｅ（２）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｅｃａｌ ｔｒａｉｔｓ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组的粪便含水量、腹泻指数升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），结肠

运转时间减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ａ 组及 ｂ 组比较，ｃ 组

和 ｄ 组的粪便含水量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），腹泻指数升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），结肠运转时间减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ｃ
组相比，ｄ 组的粪便含水量较高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 见

图 ５。
２􀆰 ２􀆰 ３　 旷场实验（ＯＦＴ）评分比较

阶段（２）干预结束后（第 ８ 天），与 ａ 组相比，
ｂ 组旷场实验总距离、站立次数、直立次数均减少

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ａ 组及 ｂ 组相比，ｃ 组及 ｄ 组旷场实

验距离、站立次数、直立次数均减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与

ｃ 组相比，ｄ 组旷场实验距离、站立次数、直立次数均

减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 １。
２􀆰 ２􀆰 ４　 结肠病理组织学观察

４ 组结肠黏膜上皮均完整，ａ 组细胞排列规整，
黏膜及黏膜下层未见明显改变，但其余 ３ 组均有不

同程度的炎症细胞浸润。 与 ａ 组相比，ｃ 组、ｄ 组其

病理组织损伤评分较高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见图 ６。

２２３



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ３ 月第 ３２ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ３

注：与 ａ 组相比，●Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ｂ 组相比，■■Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ｃ 组相比，▲▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图 ／ 表同）

图 ５　 阶段（２）各组大鼠粪便含水量、腹泻指数、结肠运转时间比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂ ｇｒｏｕｐ， ■■Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃ ｇｒｏｕｐ， ▲▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｓｔａｇｅ（２）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｒｕｎｎｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

表 １　 阶段（２）各组大鼠旷场实验各指标比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｇｅ（２）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＯＦＴ 总距离 ／ ｃｍ
ＯＦＴ ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ／ ｃｍ

ＯＦＴ 交叉点 ／ 个
ＯＦＴ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎｓ ／ ｐｃｓ

ＯＦＴ 直立次数 ／ 次
ＯＦＴ ｕｐｒｉｇｈｔ ｔｉｍｅｓ ／ ｔｉｍｅｓ

ａ 组 ａ ｇｒｏｕｐ ４１􀆰 ８０ ± ６􀆰 ４０　 １５􀆰 ５０ ± ３􀆰 ２０　 ２８􀆰 ７０ ± ６􀆰 ７１　

ｂ 组 ｂ ｇｒｏｕｐ ３２􀆰 ８０ ± ５􀆰 ８０●● ８􀆰 ５０ ± ２􀆰 １２●● ２３􀆰 ７０ ± ４􀆰 ５４●●

ｃ 组 ｃ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 ５０ ± ３􀆰 ４３●●■ ７􀆰 ２０ ± １􀆰 ９８●●■ １７􀆰 ４０ ± ３􀆰 １６●●■

ｄ 组 ｄ ｇｒｏｕｐ １６􀆰 ５０ ± ４􀆰 ５５●●■▲ ４􀆰 ５０ ± ２􀆰 ９１●●■▲ １１􀆰 ４０ ± ３􀆰 ３０●●■▲

注：与 ｂ 组相比，■Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ｃ 组相比，▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂ ｇｒｏｕｐ， ■Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

注：蓝色箭头：黏膜上皮细胞排列欠规则；橙色箭头：间质水肿；黑色箭头：炎细胞浸润。

图 ６　 阶段（２）各组结肠组织 ＨＥ 染色及组织病理评分比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍｕｃｏｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ． Ｏｒａｎｇｅ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｅｄｅｍａ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｓｔａｇｅ（２）ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

３　 讨论

ＩＢＳ 是临床上最常见的功能性胃肠病之一，我

国普通人群 ＩＢＳ 总体患病率为 １􀆰 ４％ ～ １１􀆰 ５％［１］。
其中 ＩＢＳ⁃Ｄ 发病率最高［１２］。 ＩＢＳ⁃Ｄ 的发病机制并未

完全阐明，目前研究表明，多与脑肠互动异常、胃肠
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动力异常、内脏高敏感性、肠道微生物失调、胃肠道

感染与低度炎症、肠黏膜通透性增加等因素相

关［１３］。 其中，内脏高敏感性在制备动物模型时，也
常作为 ＩＢＳ⁃Ｄ 的特征性指标［３，１４］。

ＩＢＳ⁃Ｄ 动物模型的造模方法包括母婴分离法、
束缚应激、番泻叶灌胃、化学物质刺激、理化因素刺

激等［１５］，虽然造模方法多样且各有优点，但造模操

作复杂、周期长、成本高，因而存在很多的局限性。
而乙酸灌肠相对而言操作简单、造模周期短、成本

较低，在模拟肠道功能性腹泻及肠道低度炎症方面

较有优势，并且对肠道黏膜的通透性、肠道动力以

及高敏感性也有影响，因此被广泛应用于 ＩＢＳ⁃Ｄ 模

型的研究［１６－１７］。 另外许多研究表明［３，１８－１９］，应用多

因素联合法制备 ＩＢＳ⁃Ｄ 动物模型比较成熟，也较为

接近临床的典型表现，其中常将乙酸灌肠与束缚应

激联合造模，两者在复制动物模型内脏高敏感性及

功能性腹泻方面较为成功［２，１６］。
另外，近年来发现，ＩＢＳ⁃Ｄ 患者中，除胃肠道症

状外，多伴有精神心理问题，其中高发生率的焦虑

抑郁状态已成为 ＩＢＳ 的显著危险因素［２０－２１］。 ＩＢＳ⁃Ｄ
在传统医学中也属于“郁证”范畴［２２－２３］。 精神心理

障碍易影响肠道动力，诱发内脏高敏感，引发肠道

低度炎症，并且引起肠道菌群的改变［２４］。 因此，肝
郁脾虚证成为临床上 ＩＢＳ⁃Ｄ 多发的证型［２５］。 本研

究加入了夹尾应激这一诱导肝郁状态的方法［５，２６］。
采用乙酸灌肠、束缚、夹尾 ３ 者联合诱导 ＩＢＳ⁃Ｄ 大鼠

模型，观察总结实验中各方面的问题，探索脾虚肝

郁型 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型的较优造模方式，为后期相关研究

奠定实验基础。
３􀆰 １　 不同浓度的乙酸灌肠后大鼠临床指标的差异

基于文献研究发现，乙酸灌肠制备腹泻型肠易

激综合征模型时，应用浓度 ３％ ～ ５％［２，１５，２７］，因此

本实验前期设立空白组、３％乙酸灌肠组、４％乙酸灌

肠组、５％乙酸灌肠组，通过对大鼠的一般情况、粪便

性状评分、稀便次数及腹泻指数等观察，发现 ４％浓

度的乙酸符合 ＩＢＳ⁃Ｄ 的临床特点，可引起大鼠功能

性腹泻症状。 有研究表明，过低乙酸浓度腹泻症状

不明显且不能维持内脏高敏感，过高则易使大鼠结

肠组织粘连甚至死亡［１８］，这与本研究中低浓度 ３％
引起腹泻症状不明显，较高浓度 ５％则引起结肠病

理中重度炎症甚至黏膜充血坏死的结果相符。
除浓度这一关键造模因素外，动物种类、试剂

用量、试剂停留肠道时间、灌肠频次等与造模也密

切相关。 在浓度探索过程中，对以下 ３ 个方面进行

了文献梳理及实验观察：（１）模型动物选择：有研究

结果显示，在 ＩＢＳ 动物模型中，ＳＤ 雄性成年大鼠为

常用实验动物［１９］。 雄性大鼠相比于雌性大鼠可减

少激素对实验结果的影响，成年大鼠体型相对完

善，耐受程度较好，死亡率较低［２８］。 （２）乙酸试剂

应用：文献研究中乙酸灌肠常用量为 １ ～ １􀆰 ５ ｍＬ，
停留肠道的时间为 ３０ ～ ６０ ｓ，结束后采用 ＰＢＳ 或磷

酸盐等稀释并冲洗［６，２９］。 因此，本实验采用 １ ｍＬ
４％乙酸灌肠，停留肠道 ６０ ｓ 后使用 ＰＢＳ 冲洗，与既

往的研究报道一致。 （３）灌肠频次：既往研究［２，３０］

认为采用连续灌肠与不连续灌肠对造模结果有差

别，不连续灌肠往往要结合其他应激方法才能引起

持续性腹泻，连续灌肠引起腹泻明显，但频繁灌肠

可能对大鼠肠道黏膜产生机械性损害及药物过度

刺激，本研究中的联合实验过程中采用了每隔 ３ ｄ
进行一次灌肠，结果显示可引起较稳定腹泻症状，
避免了过往研究中不连续灌肠的腹泻不持续性，以
及连续灌肠对肠道黏膜的损害。
３􀆰 ２　 束缚方法之间的差异

近年来，常采用应激反应联合其他方法制备

ＩＢＳ⁃Ｄ 动物模型，例如束缚、夹尾、昼夜颠倒、强光及

闪烁灯照射、电击、声波刺激等多种方法联合交

替［３１］，但许多方法实行难度大，难以统一且重复性

差。 而慢性束缚应激方法相对简单，个体差异性可

控，成功率高，常作为主要的造模变量［１８］。 束缚操

作方面，有使用软带、纤维绳、网状绷带等进行捆绑

束缚，但软带、绳子等会引起大鼠挫折应激，绷带则

弹性过大，易挣脱达不到束缚刺激量［１８，３２］。 在对多

种束缚装置及材料实验后，本实验中最终创新采用

３５０ ｍＬ 的矿泉水空瓶进行束缚，该装置瓶口符合大

鼠头颈部大小，可供呼吸的同时起到束缚作用，瓶
身与大鼠身体相合，瓶底剪开后呈半开口，用胶带

将大鼠固定，防止挣脱，整个设计达到束缚要求，可
引起应激，且装置简单、操作便易。

束缚时长及频次方面，本实验除乙酸和夹尾

外，每天束缚 １ ｈ，持续 １ 周。 在 ＨＯＵ 等［６］建立的经

典 ＩＢＳ⁃Ｄ 大鼠模型中，发现急性束缚 １ ｈ，大鼠结肠

运动增强，大肠加速排空，排便量增加［３０］。 近年来

的实验中，束缚时长有 １ ～ ３ ｈ 的不同，频次有每天

１ ～ ２ 次的差别［３０，３３－３５］。 但研究发现当时长与频次

增加，刺激量并不会增加，大鼠反而容易对环境适

应，从而达不到应激目的，也耗费时间和人力［３６］。

４２３
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因此，本实验中，考虑束缚还结合了乙酸、夹尾，采
用束缚时长 １ ｈ，非乙酸灌肠期间即加入束缚，最少

持续 １ 周，模型稳定，达到标准成果，用时短，可操作

性强。
３􀆰 ３　 夹尾在肝郁模型中的应用

中医认为 ＩＢＳ⁃Ｄ 的病因与情志密切相关，病机

主要为肝气疏泄失职，气郁太过则犯脾，继则脾失

运化而致泄泻［３］，肝脾脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 为临床最常见。
在肝郁模型中，有研究发现，夹尾法（１３􀆰 ２５％）和束

缚法（１２􀆰 ０４％）是最常用的情志刺激造模法［２３］。 束

缚法可使大鼠的学习记忆减退，表现出焦虑、抑郁

状态，与临床肝郁脾虚患者很相似［３７］。 而夹尾刺激

作为在肝郁造模中选择最多的方法，所产生的应激

可使下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴（ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃
ａｄｒｅｎａｌ ａｘｉｓ，ＨＰＡ） 兴奋增高，并出现焦虑抑郁情

况［３８］。 而本实验中，将两者结合，每日束缚 １ ｈ 后

夹尾 ５ ｍｉｎ，既可使内脏敏感性增高又是肝郁证造模

的方法［２１］。 其中夹尾时长选择 ５ ｍｉｎ，除考虑叠加

了束缚这一致郁因素，也避免了长时间高强度夹尾

引起大鼠过于激怒不安，以及对胃黏膜及尾部皮肤

刺激过度产生炎症［３９］。
３􀆰 ４　 模型评价指标

在既往研究中，对于肝郁脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ，研究者

主要从 ３ 个方面进行评价［３，２３］：（１）一般状态观察：
皮毛、反映度、心理状态；（２）肝郁症状，常参考内脏

敏感性增加、糖水偏爱度增加，高架十字迷宫、旷场

实验水平等实验观察指标；（３）脾虚症状评价：饮食

减少，体重增长不明显，大便不成型等状态，大便频

次、腹泻指数等指标进行脾虚症状的评价［４０－４１］。 而

本实验所采用的指标与既往报道［４２］ 一致，对大鼠一

般状态进行观察，脾虚腹泻状态选择了粪便性状评

分、粪便含水量、稀便率及腹泻指数等，稀便率和腹

泻指数被认为是腹泻评价的金指标，内脏高敏感状

态采用结肠运转时间进行评定，内脏敏感性越高，
结肠运转时间越短，肝郁状态则用旷场实验进行了

观察，大鼠运动总距离及直立次数可以反应大鼠的

兴奋或抑郁程度［５］。 结果显示，乙酸联合束缚夹尾

的腹泻指征以及肝郁指征最为明显，且与其他组有

差异，这与既往研究［４１］中束缚夹尾可引起肝郁症状

一致，也说明采用的指标较为合理。

４　 小结

本次实验证实了此造模方案的可行性，同时对

灌肠浓度、频次、束缚方法、材料、时长、夹尾方式进

行了探讨，探索出可行性强、成功率较高的肝郁脾

虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 动物造模方案。 既往研究报道中也表

明，乙酸灌肠联合心理应激（慢性束缚应激、夹尾刺

激）是最常用的造模方法，符合肝郁久犯脾，可致脾

虚的情志致病的方法［２３］；也有研究表明，此造模方

法可表现出内脏敏感性、抑郁和肝郁脾虚等多种特

征［４１］，其中乙酸灌肠能模拟 ＩＢＳ⁃Ｄ 腹痛及腹泻症

状，夹尾及束缚应激可以造成大鼠内脏高敏性，且
能模拟肝郁脾虚证型症状，因此，此联合方法可模

拟临床肝郁脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 的典型特征。
本研究也存在一些不足之处：首先 ＩＢＳ⁃Ｄ 临床

诊断要求症状至少出现 ６ 月，近 ３ 月内每月至少有

３ ｄ 出现症状［４３］，而动物造模的观察周期不足，无法

判断造模结束后的腹泻状态，是否会引起长期持续

规律发作的腹泻，因此在观察时长上可以进一步延

长；其次，在肝郁脾虚型模型评价上，对于肝郁方面

的评价，除旷场实验、强迫游泳、糖水实验外，可以

结合一些理化指征，如 ５⁃ＨＴ、木糖醇等去评价，尽可

能更加客观［５］；最后，在 ＩＢＳ⁃Ｄ 中医证型制备方面尚

不成熟，缺乏客观的评价标准，除肝郁脾虚证型外，
对于其他证型方面也需要进一步研究和探索。

综上所述，４％乙酸浓度为 ＩＢＳ⁃Ｄ 造模适宜浓

度，叠加束缚后，能更好地模拟 ＩＢＳ⁃Ｄ 腹泻、内脏高

敏感特征性状态，当叠加夹尾后，不仅腹泻和内脏

高敏感状态更加稳定，还能诱导出明显的焦虑抑郁

状态，更符合目前 ＩＢＳ⁃Ｄ 的临床状态。
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不同方法建立小鼠肝癌原位移植瘤模型
差异性的探讨

潘蕊１，３，４，喻锟１，张海亮１，４，郑永仁５，赵笑雨１，唐钧泽１，吴健铭１，程欣１，２，４∗

（１． 云南中医药大学中药学院，昆明　 ６５０５００；２． 云南省高校外用给药系统与制剂技术研究重点实验室，
昆明　 ６５０５００；３． 云南省南药可持续利用研究重点实验室，昆明　 ６５０５００；４． 云南省傣医药与彝医药

重点实验室，昆明　 ６５０５００；５． 云南中医药大学科学技术处，昆明　 ６５０５００）

　 　 【摘要】 　 目的　 比较肿瘤细胞注射和肿瘤组织块移植方法建立小鼠肝癌原位模型的差异，为小鼠肝癌原位

模型的建立提供技术参考。 方法　 取健康雄性 ＫＭ 小鼠，随机分为 ４ 组：Ａ 组注射小鼠肝癌 Ｈ２２ 细胞；Ｂ 组注射腹

水型肝癌 Ｈ２２ 细胞；Ｃ 组采用小鼠肝癌组织块移植法；Ｄ 组肝部注射生理盐水作为假手术组。 定期观察各组小鼠

活动情况、体重变化。 记录 ４ 组小鼠的生存时间。 观察各组小鼠肝部成瘤状况、肿瘤程度、与腹腔脏器粘连程度和

转移情况， 并进行 Ｂ 超成像， 检测血 清 中 甲 胎 蛋 白 （ ａｌｐｈａ⁃ｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ， ＡＦＰ ）、 异 常 凝 血 酶 原 （ ｄｅｓ⁃ｇａｍｍａ⁃
ｃａｒｂｏｘｙｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ，ＤＣＰ）的浓度及苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察肝组织病理学变化。 结果　 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠造

模操作时间分别为（３􀆰 ３６ ± ０􀆰 ４４）ｍｉｎ、（３􀆰 ３０ ± ０􀆰 ４１）ｍｉｎ、（５􀆰 ６８ ± ０􀆰 ６５）ｍｉｎ。 建模第 ２５ 天，Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠成

瘤率均 １００􀆰 ０％，Ａ 组腹腔重度粘连率为 ４０􀆰 ０％，Ｂ 组腹腔重度粘连率为 ６０􀆰 ０％，Ｃ 组与 Ｄ 组均未出现重度腹腔粘

连。 Ａ 组、 Ｂ 组、Ｃ 组小鼠腹水出现率分别为 ４０􀆰 ０％、１００􀆰 ０％、０􀆰 ０％；腹壁瘤出现率分别为 ３０􀆰 ０％、６０􀆰 ０％、０􀆰 ０％。
Ｂ 组小鼠还存在肝转移情况（４０􀆰 ０％）。 Ｂ 超成像、血清 ＡＦＰ 和 ＤＣＰ 水平检测、组织病理学检查结果显示，与 Ｄ 组

小鼠相比，Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠肝边缘均不光滑，回声欠均匀，可见稍低回声包块；保持 ＡＦＰ、ＤＣＰ 高分泌；存在大量

炎症细胞与肿瘤细胞。 结论　 在第 ２５ 天时，３ 种方法均可以建立肝癌原位移植模型，其中，相较于肝癌组织块移

植，肿瘤细胞注射具有操作简单、肝内存在多个转移结节的特点。 而肝癌组织块移植相较于肿瘤细胞注射，则具有

对腹腔等脏器影响较小等特点。
【关键词】 　 肝癌；原位移植；动物模型；Ｂ 超成像
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（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｙｕｎｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０５００， Ｃｈｉｎａ； ２． ｔｈｅ Ｋｅｙ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｘｔｅｒｎａｌ Ｄｒｕｇ Ｄｅｌｉｖｅｒｙ Ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｋｕｎｍｉｎｇ
６５０５００， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍａｔｅｒｉａ Ｍｅｄｉｃａ ａｎｄ Ｙｕｎｎａｎ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，
Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０５００， Ｃｈｉｎａ； ４． Ｙｕｎｎａｎ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｄａｉ ａｎｄ Ｙｉ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ， Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０５００， Ｃｈｉｎａ； ５． Ｓｃｉｅｎｃｅ

ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｏｆｆｉｃｅ， Ｙｕｎｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０５００， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＣＨＥＮＧ Ｘｉｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｈｅｎｇｘｉｎ９２０＠ １２６． ｃｏｍ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒｎｅｓｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ
ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｈｅａｌｔｈｙ ＫＭ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ： ｇｒｏｕｐ Ａ， ｄｉｒｅｃｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ２２ ｃｅｌｌｓ； ｇｒｏｕｐ Ｂ， ｄｉｒｅｃｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ２２ ａｓｃｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ； ｇｒｏｕｐ Ｃ，
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅｓ； ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｄ， ｄｉｒｅｃｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｌｉｎｅ． Ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ． Ｌｉｖｅｒ ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅ， ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｏｒｇａｎ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ， ａｎｄ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ． Ｂ⁃ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｉｍａｇｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ， ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｌｐｈａ ｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ （ＡＦＰ）
ａｎｄ ａｂｎｏｒｍａｌ ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ （ＤＣＰ） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ， ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ
ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｍｉｃｅ ｍｏｌｄｉｎｇ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ａ， Ｂ， ａｎｄ Ｃ ｗｅｒｅ（３􀆰 ３６ ± ０􀆰 ４４）ｍｉｎ，（３􀆰 ３０ ± ０􀆰 ４１）
ｍｉｎ， ａｎｄ（５􀆰 ６８ ± ０􀆰 ６５）ｍｉｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｆｏｒ ２５ ｄａｙｓ， ｔｈｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ａ， Ｂ， ａｎｄ
Ｃ ｗｅｒｅ ａｌｌ １００􀆰 ０％． Ｓｅｖｅｒｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎｓ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ４０􀆰 ０％ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ ６０􀆰 ０％ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ， ｂｕｔ ｉｎ ｎｏ
ｍｉｃｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｏｒ Ｄ． Ａｓｃｉｔｅｓ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ４０􀆰 ０％， １００􀆰 ０％， ａｎｄ ０􀆰 ０％ ａｎｄ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｗａｌｌ ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ ３０􀆰 ０％， ６０􀆰 ０％，
ａｎｄ ０􀆰 ０％ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ａ， Ｂ， ａｎｄ Ｃ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｉｌｅ ４０􀆰 ０％ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｌｓｏ ｈａｄ ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ． Ｂ⁃
ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｉｍａｇｉｎｇ， ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＡＦＰ ａｎｄ ＤＣＰ ｌｅｖｅｌｓ， ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｓｍｏｏｔｈ ｌｉｖｅｒ ｍａｒｇｉｎｓ，
ｕｎｅｖｅｎ ｅｃｈｏ ａｎｄ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｅｃｈｏ ｍａｓｓ， ｍａｉｎｔａｉｎｅｄ ｈｉｇｈ ＡＦＰ ａｎｄ ＤＣＰ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ， ａｎｄ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ａ， Ｂ， ａｎｄ Ｃ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａｔ ｄａｙ ２５， ａｌｌ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｃａｎ ｔｈｕｓ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＨＣＣ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｓｅ， ｉｎｊ ｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅ
ｏｆ ｓｉｍｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｎｏｄｕｌｅｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃｏｎｖｅｒｓｅｌｙ， ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅ ｏｆ ｃａｕｓｉｎｇ ｌｅｓｓ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｅｎ ａｎｄ
ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎｓ ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｉｎｊ ｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ； ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； Ｂ⁃ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｉｍａｇｉｎｇ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 原发性肝癌（ｐｒｉｍａｒｙ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ，ＰＬＣ）是发生

在消化系统中肝部的一种恶性肿瘤，也是我国最常

见的恶性肿瘤之一，依据美国癌症协会数据显示，
全球 ＰＬＣ 年新发和死亡病例分别位居恶性肿瘤的

第 ６ 位和第 ３ 位［１］。 ２０２０ 年肝癌在我国癌症新发

病类型中排第 ５，死亡病例中位列第 ２。 肝癌作为恶

性肿瘤，致死率较高，已成为严重威胁我国人群健

康的 主 要 公 共 卫 生 问 题 之 一［２］。 肝 细 胞 癌

（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是 ＰＬＣ 中最为常见

的类型，约占 ７５％ ～ ８５％，ＨＣＣ 常起源于肝硬化，其
与慢 性 肝 病 密 切 相 关［３］。 其 次 胆 管 细 胞 癌

（ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＣＣＡ）是第二常见的原发性肝

恶性肿瘤，起源于胆管上皮［４］。 肝癌动物模型一直

是肝癌临床与基础研究工作的重要工具，目前有

２ 种常用的模型，即皮下移植模型和原位移植模型。
皮下移植模型，是将肝癌细胞悬液或组织接种到动

物的腋下或背部皮下，具有操作简便、操作过程中

不易导致动物死亡、易于观测肿瘤生长变化、很少

发生局部浸润与远处转移，在肝癌皮下移植小鼠模

型中，无法检测到腹水生成、肝转移等，不能完全模

拟肝癌的自然生长环境与生物学特征，导致药物治

疗效果出现假阳性［５－６］；原位移植模型，是采用手术

法直视下对肝进行接种，其能更准确地模拟人类肝

癌的自然发展过程，因而常用于实验研究［７］。 本研

究进行 ３ 种小鼠原位肝癌模型建立（注射肝癌 Ｈ２２
细胞悬液、注射肝癌 Ｈ２２ 腹水细胞、移植小鼠肝癌

组织块），同时对小鼠的术后状态、肝部成瘤情况、
肿瘤大小、腹腔脏器粘连程度及转移情况、Ｂ 超成

像、血清生化、ＨＥ 染色观察肝组织等进行了研究

分析，旨在比较肿瘤细胞注射和肿瘤组织块移植

方法建立小鼠肝癌原位模型的差异，为研究肝癌

的生长、侵袭、转移和药物治疗提供有用的动物

模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 ＫＭ 小鼠 ８０ 只，４ 周龄，体重 １８ ～
２２ ｇ，由斯贝福 （北京） 生物技术有限公司提供

【ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０】。 饲养于云南中医药大学

实验动物中心【 ＳＹＸＫ（滇） Ｋ２０２２－０００４】。 实验和

饲养条件严格按照 ＳＰＦ 级实验动物的规范要求，实
验期间小鼠自由饮水、摄食。 室温 ２２ ～ ２５ ℃，相对

湿度 ５０％ ～ ７０％，１２ ｈ 光照与 １２ ｈ 黑暗交替的养

０３３
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殖环境。 本研究所涉及的所有动物实验，均经过云

南中医药大学实验动物伦理委员会的审批 （ Ｒ⁃
０６２０２２０８２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

小鼠肝癌 Ｈ２２ 细胞株、腹水型肝癌 Ｈ２２ 细胞株

均由云南中医药大学药剂实验室提供。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＤＭＥＭ 培养基（上海达特希尔生物科技有限公

司，２２２７１４７）；青霉素⁃链霉素（双抗） （上海达特希

尔生物科技有限公司，２２３３２０４）；ＰＢＳ 磷酸缓冲液

（上海达特希尔生物科技有限公司，２２３７２４４）；甲胎

蛋白（ＡＦＰ）ＥＬＩＳＡ 科研试剂盒（翰科生物科技有限

公司， ２０２３０５）； 小鼠脱⁃γ⁃羧基凝血酶原 （ ＤＣＰ ）
ＥＬＩＳＡ 科研试剂盒 （ 翰科生物 科 技 有 限 公 司，
２０２３０５）。 ＰＮ ５１９０⁃１５０９ 型 １００ μＬ 微量注射器

（Ａｇｉｌｅｎｔ）；医用缝合线（扬州市金环医疗器械厂）；
医用缝合针（上海小昱医疗器械有限公司）；柳叶型

烙铁 （ ＳＩＥＮＩＵ）； ４７５０Ｅ 二氧化碳培养箱 （ 美 国

ＮＵＡＩＲＥ 公司）；Ｖｅｔｕｓ ７ 型彩色多普勒超声诊断仪

（深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠原位肝癌模型的建立

（１）注射肝癌 Ｈ２２ 细胞悬液法：该方法定义为

Ａ 组， 随机取 ２０ 只小鼠。 调整 Ｈ２２ 细胞密度为 １ ×
１０７ ／ ｍＬ，制备成单细胞悬液。 用异氟烷麻醉后，在
小鼠腹部用脱毛膏脱毛，并对腹部进行消毒，将四

肢固定在无菌手术台后，再次对腹部进行消毒，切
开正中肌层、暴露肝部，将肝外翻。 微量注射器取

Ｈ２２ 细胞悬液 １００ μＬ，于肝左叶接种 Ｈ２２ 细胞，驻
针约 ５ ｓ，缓慢拔出针头，用电烙铁止血后，再用酒精

棉签擦拭肝，依次缝合小鼠皮下层、皮层，解绑小

鼠，观察至其恢复正常呼吸后移至鼠笼。
（２）注射腹水型肝癌 Ｈ２２ 细胞法：该方法定义

为 Ｂ 组，随机取 ２０ 只小鼠。 取腹水型肝癌 Ｈ２２ 细

胞调整密度为 １ × １０７ ／ ｍＬ，采用与注射肝癌 Ｈ２２ 细

胞悬液法同样方法进行接种，观察小鼠恢复正常呼

吸后移至鼠笼。
（３）小鼠肝癌组织块移植法：该方法定义为

Ｃ 组， 随机取 ２０ 只小鼠。 小鼠皮下瘤的建立，取腹

水型肝癌 Ｈ２２ 细胞调整密度为 １ × １０６ ／ ｍＬ，取 ２００
μＬ 该腹水细胞接种至小鼠右前肢背部。 接种后第

７ 天，在小鼠接种部位可摸到质硬的肿瘤小块，无菌

条件下将其切成 １ ｍｍ × １ ｍｍ × １ ｍｍ，并放入生理

盐水中备用。 采用与注射肝癌 Ｈ２２ 细胞悬液法同

样方法暴露肝，并用眼科镊刺一隧道，植入肿瘤块，
依次缝合小鼠皮下层、皮层，解绑小鼠，观察至其恢

复正常呼吸后移至鼠笼。
（４）假手术组：该组定义为 Ｄ 组，随机取 ２０ 只

小鼠，采用与注射肝癌 Ｈ２２ 细胞悬液法同样方法进

行手术操作，但不进行注射细胞，仅注射生理盐水

１００ μＬ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠原位肝癌模型的筛选

（１）术后小鼠一般情况：在建模后，每 ２ ｄ 观察

小鼠的饮水、进食、精神行为状态，并称重。
（２）成瘤观察：接受原位移植瘤手术后第 ２５

天，随机处死各组 １０ 只小鼠，观察成瘤情况，统计各

组小鼠的成瘤率。
（３）生存期考察：Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组、Ｄ 组各剩余

１０ 只小鼠留作生存期考察，使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
８􀆰 ０ 软件绘制生存曲线图。 小鼠存活率（％） ＝ （此
组小鼠存活只数 ／此组小鼠总数） × １００％。

（４）腹腔脏器粘连程度的分级判定：在参考文

献［８］的基础上改进，设立等级分级法。 ０ 级：肝肿瘤

组织与其他内脏组织之间或与腹壁之间无粘连；Ⅰ
级：肝肿瘤组织与其他内脏组织之间或与腹壁之间

有轻微粘连；Ⅱ级：肝肿瘤组织与其他内脏组织之

间或与腹壁之间有粘连，可分离且出血少；Ⅲ级：肝
肿瘤组织与其他内脏组织之间或与腹壁之间有较

多粘连，不易分离且出血较多；Ⅳ级：肝肿瘤组织与

其他内脏组织之间或与腹壁之间紧密粘连，强行分

离可致内脏器官撕裂。 ０ ～ Ⅱ级为轻度粘连；Ⅲ ～
Ⅳ级为重度粘连。

（５）肿瘤转移情况判断：观察是否产生腹水，检
查腹腔、脾、肾、胃、肠、肺等脏器是否有肉眼可见肿

瘤转移。
（６）超声检查：各组在接受原位移植瘤手术后

第 ２５ 天进行超声检查，采用 Ｖｅｔｕｓ ７ 型彩色多普勒

超声诊断仪，使用频率为 ＦＨ ９􀆰 ０ 的 Ｌ １２⁃４ ｓ 探头，
进行超声成像。

（７）血清 ＡＦＰ、ＤＣＰ 水平检测：采用酶联免疫法

分析测定术后第 ２５ 天各组小鼠 ＡＦＰ、ＤＣＰ 水平。
（８）病理形态观察：切除各组小鼠肝部肿瘤组

织，多聚甲醛固定，用石蜡进行包埋，制片，ＨＥ 染

色，最终通过光学显微镜观察各组小鼠肝组织情况。
１􀆰 ３　 统计学分析

整理数据，使用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行单因素方

１３３
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差分析，计算结果用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 肝癌原位移植模型建立

在采用 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组 ３ 种方法制备肝癌原位

移植模型时，对 ３ 种方法所需的手术时间、死亡动物

数进行了比较，提前准备好细胞或肿瘤块、固定好

小鼠后开始计时，至缝合结束，为整个手术时间。 Ａ
组制备方法和 Ｂ 组制备方法完成 １ 只小鼠的手术

时间为 ２ ～ ３ ｍｉｎ，Ｃ 组制备方法则需要 ５ ～ ６ ｍｉｎ，
在时间上 Ａ 组、Ｂ 组制备方法比 Ｃ 组缩短了 １ 倍。
主要原因是 Ａ 组、Ｂ 组制备方法只需在暴露的肝部

缓慢注射细胞即可，不会造成肝部大量出血。 而

Ｃ 组制备方法需要在肝部划开较深隧道，在整个操

作过程中易导致肝部大量出血，止血时间较长，导
致操作难度提高。 在整个手术过程中，Ｃ 组制备方

法由于失血过多，导致 １ 只小鼠死亡，且肿瘤易脱落

到腹腔，手术时间为（５􀆰 ６８ ± ０􀆰 ６５）ｍｉｎ，Ａ 组和 Ｂ 组

制备方法动物均存活，手术时间分别为 （ ３􀆰 ３６ ±
０􀆰 ４４）ｍｉｎ、（３􀆰 ３０ ± ０􀆰 ４１）ｍｉｎ，与 Ｃ 组制备方法比

较，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

注：与 Ｄ 组相比，◆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，◆◆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）

图 １　 各组小鼠体重变化图

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

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ２　 小鼠体重变化

术中 Ｃ 组 １ 只小鼠失血过多导致死亡。 术后

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 组小鼠均全部存活，小鼠状态良好，术后

伤口愈合良好且未出现伤口感染等情况。 每 ２ ｄ 对

小鼠进行称重并记录，如图 １ 所示，Ａ 组小鼠前 １３ ｄ
体重变化平稳，第 １３ ～ ２５ 天体重大幅度增加；在种

瘤第 ２５ 天，小鼠体重达到最高，为（３１􀆰 ８ ± １􀆰 ６）ｇ，
推测腹水的生成增加了小鼠体重。 Ｂ 组小鼠在种瘤

第 １７ 天，小鼠体重达到最高，为（２６􀆰 ９ ± ０􀆰 ６） ｇ，随
后小鼠体重下降。 Ｃ 组小鼠 ２０ ｄ 内体重幅度小，增
长较慢，第 ２１ 天起体重呈下降趋势。 推测 Ｂ 组、Ｃ
组小鼠后期体重下降原因：小鼠一般情况发生恶

化，导致进食量减少，体重下降。 Ｄ 组小鼠 ２５ ｄ 内

体重平稳增加。 第 ２５ 天时，Ａ 组、Ｃ 组与 Ｄ 组小鼠

体重相比具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｂ 组与 Ｄ 组

小鼠体重相比，无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 小鼠活动状态

建模后各组小鼠未受到明显影响，进食、活动

如常。 Ａ 组小鼠在造模第 ２０ 天毛发毛躁、无光泽、
精神状态较萎靡、腹部肿大明显、活动减少；Ｂ 组小

鼠第 １２ 天腹部肿大明显，第 １８ 天起进食量减少，随
着时间推移，腹部肿胀程度增加，行动变得更加迟

缓，更喜欢静止在饲养箱中某个角落，生命垂危；
Ｃ 组小鼠较 Ａ 组、Ｂ 组活跃，毛发也较有光泽，腹部

未观察到肿胀；Ｄ 组小鼠最活跃，进食、饮水正常。
２􀆰 ４　 小鼠生存时间

如图 ２ 所示，Ｄ 组小鼠一直存活；Ａ 组小鼠最长

活到 ３７ ｄ，平均生存时间（３２􀆰 ４７ ± ３􀆰 ７９） ｄ；Ｂ 组小

鼠最长活到 ３０ ｄ，平均生存时间（２７􀆰 ４０ ± １􀆰 ８９） ｄ；
Ｃ 组小鼠最长活到 ３８ ｄ，平均生存时间（３５􀆰 ２０ ±
２􀆰 ７３）ｄ。 但 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组 ３ 组间无显著性差异

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

图 ２　 各组小鼠生存曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ５　 小鼠腹腔脏器粘连程度

各组小鼠腹腔粘连程度统计见表 １。 Ａ 组、Ｂ
组、Ｃ 组小鼠 腹 腔 轻 度 粘 连 率 分 别 为 ６０􀆰 ０％、
４０􀆰 ０％、１００􀆰 ０％；腹腔重度粘连率分别为 ４０􀆰 ０％、
６０􀆰 ０％、０􀆰 ０％。 Ｄ 组未出现轻、重度腹腔粘连。

２３３
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表 １　 各组小鼠腹腔粘连等级比较（ｎ ＝ １０，％）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｇｒａｄｅ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ（ｎ ＝ １０，％）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

０ 级
Ｇｒａｄｅ ０

Ⅰ级
Ｇｒａｄｅ Ⅰ

Ⅱ级
Ｇｒａｄｅ Ⅱ

Ⅲ级
Ｇｒａｄｅ Ⅲ

Ⅳ级
Ｇｒａｄｅ Ⅳ

Ａ 组
Ｇｒｏｕｐ Ａ ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％） ６（６０􀆰 ０％） ３（３０􀆰 ０％） １（１０􀆰 ０％）

Ｂ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｂ ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％） ４（４０􀆰 ０％） ４（４０􀆰 ０％） ２（２０􀆰 ０％）

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ ０（０􀆰 ０％） ３（３０􀆰 ０％） ７（７０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％）

Ｄ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｄ １０（１００􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％）

注：Ａ：各组小鼠肝原位瘤；红色箭头：肿瘤结节；Ｂ：各组小鼠肝重量；Ｃ：各组小鼠肿瘤重量；Ｄ：各组小鼠肝指数；与 Ａ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ

＜ ０􀆰 ０１；与 Ｂ 组相比，＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 不同造模方法成瘤情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｌｉｖｅｒ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｕｍｏｒ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ． Ｃａｎｃｅｒ ｎｏｄｕｌｅｓ． Ｂ． Ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． Ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｄ． Ｌｉｖｅｒ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ａ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｂ， ＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｌｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ

２􀆰 ６　 小鼠肝样本肉眼观察及肝部肿瘤成瘤情况

接种后第 ２５ 天对各组小鼠进行解剖，观察肝移

植瘤的成瘤情况。 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠成瘤率均

１００􀆰 ０％。 如图 ３Ａ 所示，４ 组肝部外观有较大差异。
Ａ 组肝部表面较光滑，瘤块呈白色且分布较分散、不
规则；Ｂ 组瘤体呈白色且巨大，并且其他肝叶也出现

大片分散瘤体；Ｃ 组瘤形状相对规则，呈白色的椭

圆；Ｄ 组肝表明光滑，质软，肝表面无疑似瘤块。 如

图 ３Ｂ ～ ３Ｄ 所示， Ａ 组小鼠的肝部平均重量为

（１􀆰 ３９８５ ± ０􀆰 ０６５２） ｇ、肿瘤平均重量为（０􀆰 １５０５ ±
０􀆰 ０２４１）ｇ、肝指数为 ５􀆰 ３７５１％ ± ０􀆰 ２９９８％；Ｂ 组小鼠

的肝部平均重量为（１􀆰 ９６０１ ± ０􀆰 ０９５０） ｇ、肿瘤平均

重量为（０􀆰 ８６５２ ± ０􀆰 ０１１２） ｇ、肝指数为 ８􀆰 ５５３０％ ±

０􀆰 ４８６０％；Ｃ 组小鼠的肝部平均重量为（１􀆰 ６０４５ ±
０􀆰 １１２３）ｇ、肿瘤平均重量为（０􀆰 ４５９１ ± ０􀆰 １２７６）ｇ、肝
指数为 ８􀆰 １６１７％ ± ０􀆰 ７５９４％；Ｄ 组小鼠的肝部平均

重量为（１􀆰 ２７２２ ± ０􀆰 ０３６５） ｇ、肝指数为 ５􀆰 １１８１％ ±
０􀆰 １１２５％。 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组与 Ｄ 组小鼠肝重量相比

具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组间肿

瘤重量具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；Ｂ 组、Ｃ 组与 Ｄ
组小鼠肝指数相比，具有极显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
如表 ２，在剖检时发现，Ａ 组小鼠出现腹水（４０􀆰 ０％）
和腹壁瘤（３０􀆰 ０％）；Ｂ 组小鼠出现腹水（１００􀆰 ０％）和
腹壁瘤（６０􀆰 ０％）；Ｃ 组小鼠未出现上述现象。 Ａ 组、
Ｂ 组可能存在肿瘤细胞从注射孔溢漏的情况，因此

用电烙铁进行止血，尽量避免早期腹水的形成及腹
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壁瘤的生成。 Ａ 组、Ｂ 组小鼠还发现肝内多个肿瘤

结节，此外 Ｂ 组还发现腹水瘤细胞从肝转移至胃、
肠情况，可能是肿瘤细胞通过脉管系统形成的肝转

移现象［９］。
表 ２　 各组小鼠肿瘤情况比较（ｎ ＝ １０，％）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ １０，％）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

腹水出现率
Ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ

ｒａｔｅ ｏｆ
ａｓｃｉｔｅｓ

腹壁瘤出现率
Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ
ａｂｄｏｍｉｎａｌ
ｗａｌｌ ｔｕｍｏｒ

肝转移率
Ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

ｒａｔｅ

Ａ 组
Ｇｒｏｕｐ Ａ ４（４０􀆰 ０％） ３（３０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％）

Ｂ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｂ １０（１００􀆰 ０％） ６（６０􀆰 ０％） ４（４０􀆰 ０％）

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％） ０（０􀆰 ０％）

２􀆰 ７　 小鼠肝 Ｂ 超成像

如图 ４ 所示，Ｄ 组小鼠肝表面光滑，包膜较完

整，形态大小正常，回声较均匀；Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小

鼠肝边缘均不光滑，内部回声欠均匀，于肝内探及

稍低回声包块。 对 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠进行解剖，
均发现小鼠肝部可见肿瘤结节，多呈结节状突起，
色泽苍白。 结合 Ｂ 超成像结果以及大体解剖观察，
确认造模成功，３ 种造模方式均可成功移植。

注：红色箭头：疑似肿瘤结节。

图 ４　 各组小鼠 Ｂ 超成像图

Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ． Ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｃａｎｃｅｒ ｎｏｄｕｌｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ８　 小鼠血清 ＡＦＰ、ＤＣＰ 浓度的比较

如表 ３ 所示，血清 ＡＦＰ、ＤＣＰ 水平在肝癌模型

小鼠中呈高表达。 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠血清中的

ＡＦＰ、ＤＣＰ 浓度与 Ｄ 组小鼠相比显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠血清中的 ＡＦＰ 浓度分别是 Ｄ 组

小鼠的 １３􀆰 ９７、１８􀆰 ６０、１４􀆰 ４１ 倍；Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组小鼠

血清中的 ＤＣＰ 浓度分别是 Ｄ 组小鼠的 ５􀆰 ７９、８􀆰 ３８、
６􀆰 ０６ 倍。 Ａ 组、Ｃ 组两组小鼠血清中 ＡＦＰ、ＤＣＰ 浓

度比较无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 Ｂ 组小鼠血清中

ＡＦＰ、ＤＣＰ 浓度高于 Ａ 组、Ｃ 组，且具有显著性差异

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
表 ３　 各组小鼠血清 ＡＦＰ、ＤＣＰ 水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＡＦＰ ／ （μｇ ／ Ｌ） ＤＣＰ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）

Ａ 组
Ｇｒｏｕｐ Ａ １３６􀆰 ５６６ ± １３􀆰 ７２６＆＆◆◆ ８３􀆰 ０６１ ± １５􀆰 ０００＆＆◆◆

Ｂ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｂ １８１􀆰 ８４２ ± １６􀆰 ５７５◆◆ １２０􀆰 １６８ ± ２４􀆰 ４６０◆◆

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ １４０􀆰 ８３６ ± ３􀆰 ５９５＆＆◆◆ ８６􀆰 ８２４ ± １５􀆰 ６３０＆＆◆◆

Ｄ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｄ ９􀆰 ７７４ ± １􀆰 ７６７ １４􀆰 ３３８ ± ３􀆰 ６３２

２􀆰 ９　 小鼠肝组织病理形态

如图 ５ 所示，Ｄ 组小鼠肝组织内肝叶结构正常，
肝细胞核完整，肝细胞排列整齐，细胞着色正常，无
肿瘤样或炎症细胞浸润现象。 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组 ３ 组

小鼠肝组织分界不清晰，肿瘤细胞形态各异如：多
边形、类圆形或其他形态、大小不同、排列不规则。
大的肿瘤灶内部分区域可见片状坏死组织。 综合

病理切片结果与前述大体解剖观察和 Ｂ 超成像结

果，提示 ３ 种造模方式均可成功。

图 ５　 各组小鼠肝组织的 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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３　 讨论

肝癌是临床上常见的恶性肿瘤之一，其发病率

逐年上升，病死率居我国恶性肿瘤的第 ２ 位，已严重

威胁人们的生命安全。 肝癌治疗近几年在多学科

共同努力下有了很大的进展，但仍存在一定的局限

性，如肝癌发展迅速、存在肝内转移、术后复发等隐

患［２，１０］。 因此，深入研究肝癌发生、转移机制，寻找

抗肝癌新方法刻不容缓。
建立肝癌模型是深入研究肝癌的基础与保障。

肝癌模型的建立方法有：化学诱导模型［１１］、基因工

程小鼠模型［１２］、移植瘤模型［１３］。 最常用的方法为

移植瘤法，异位移植法操作简单、成瘤时间短、易于

观察，一直作为首选方法。 然而，肿瘤原发器官微

环境会影响肿瘤细胞的生物学特征［１４］。 异位移植

瘤模型无法模拟肿瘤细胞在人体中迁移、侵袭行

为［１５］。 原位移植模型可以更好地模拟肿瘤细胞与

宿主组织相互作用的情况，包括肿瘤侵袭、血管生

成、免疫应答等，可以更准确评价药物、理解肿瘤生

物学行为。 本文分别通过注射肝癌 Ｈ２２ 细胞悬液、
注射腹水型肝癌 Ｈ２２ 细胞、移植小鼠肝癌组织块 ３
种不同的方法构建肝原位模型，同时设立肝部注射

生理盐水的假手术组，对这 ４ 组小鼠进行观察，对比

一般情况、肝部成瘤情况、肿瘤大小、腹腔脏器粘连

程度及转移情况，并对比 ３ 组原位模型小鼠与假手

术组的 Ｂ 超成像结果、ＡＦＰ 与 ＤＣＰ 水平、病理学差

异。 各组小鼠一般状况和生存情况结果表明，注射

肝癌 Ｈ２２ 细胞悬液小鼠在观察的 ２５ ｄ 内体重逐渐

上升，观察至 ３４ ｄ 仍有 ４０％的小鼠存活；注射腹水

型肝癌 Ｈ２２ 细胞组前 １７ ｄ 体重逐渐增加，随后体重

逐渐下降，观察至 ３０ ｄ 小鼠无一存活；移植肝癌组

织块组小鼠前 ２０ ｄ 体重变化幅度小，随后体重下

降，观察至 ３６ ｄ 仍有 ４０％的小鼠存活；注射生理盐

水组小鼠在观察的 ２５ ｄ 内体重平稳，观察至 ４０ ｄ 小

鼠成活率仍为 １００％。 各组成瘤情况、腹腔脏器粘

连程度及转移情况结果表明，注射肝癌 Ｈ２２ 细胞悬

液组、注射腹水型肝癌 Ｈ２２ 细胞组、移植小鼠肝癌

组织块组成瘤率均为 １００􀆰 ０％；腹腔脏器重度粘连

率分别为 ４０􀆰 ０％、６０􀆰 ０％、０􀆰 ０％；注射腹水型肝癌

Ｈ２２ 细胞组还出现胃肠转移等现象；注射生理盐水

组小鼠并未出现上述情况。 肝癌 Ｈ２２ 细胞悬液注

射法和腹水型肝癌 Ｈ２２ 细胞注射法具有操作简单、
存活率高等优点。 肝癌组织块移植法具有转移少、

腹腔粘连程度轻等优点。 在目前肝癌临床诊断实

践中，主要采取影像学检查结合 ＡＦＰ 检测。 ＡＦＰ 在

肝癌细胞中呈高表达，可作为肝癌诊断的辅助手

段，但 ＡＦＰ 灵敏度较低［１６－１７］。 多项肿瘤标志物指

标联合检测可以通过综合考虑多个指标的阳性率，
提高肝癌诊断的有效性与准确性。 特别是在 ＡＦＰ
呈阴性情况下，可以联合 ＤＣＰ 提高肝癌诊断的灵敏

性。 因此本研究联合 Ｂ 超成像、血清 ＡＦＰ、ＤＣＰ 水

平、组织切片等结果，显示上述 ３ 种方法均可在短时

间内成功建立肝癌原位瘤小鼠模型。
综上所述，注射肝癌 Ｈ２２ 细胞悬液、注射腹水

型肝癌 Ｈ２２ 细胞、移植小鼠肝癌组织块 ３ 种方法均

可成功建立肝癌原位模型，其中，相较于肝癌组织

块移植，肿瘤细胞注射具有操作简单、肝内存在多

个转移结节的特点；而肝癌组织块移植相较于肿瘤

细胞注射，则具有对腹腔等脏器影响较小等特点，
这些可为肝癌的发病机制、病因、临床表现等相关

研究提供可靠的动物模型，对肝癌预防、诊断和治

疗相关动物模型的选择提供一定的参考依据。
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冠心宁片抑制 ＮＬＲＰ３ ／ ＡＳＣ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 通路改善
阿霉素诱导的扩张型心肌病

大鼠心肌细胞焦亡
施佳君１，杨钦钦１，富丹婷１，郑纯威１，张燕２，陈宇１∗

（１． 浙江省中医药研究院实验动物中心，杭州　 ３１０００７；
２． 嘉兴市中医医院，浙江 嘉兴　 ３１４０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究冠心宁片（Ｇｕａｎｘｉｎｎｉｎｇ，ＧＸＮ）对扩张型心肌病（ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）的保护作

用，并从 ＮＬＲＰ３ ／ ＡＳＣ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 通路深入探讨其对心肌细胞焦亡的作用机制。 方法　 随机将大鼠分为 ＧＸＮ 低剂

量组、ＧＸＮ 高剂量组、地高辛组、模型对照组和正常对照组，通过阿霉素（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ）累积注射 １７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 诱

导大鼠 ＤＣＭ 模型，同时连续给药 １０ 周。 超声心动图检测心功能指标，ＥＬＩＳＡ 检测血清 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 水平，ＲＴ⁃
ＰＣＲ 法检测心肌组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＮＦ⁃κＢ、ＴＸＮＩＰ、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的 ｍＲＮＡ 表达，免疫组化、免疫荧光染

色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、ＧＳＤＭＤ、ＧＳＤＭＤ⁃ＮＴ 的蛋白表达及 ＴＵＮＥＬ 染色结果，
透射电镜观察心肌细胞显微结构的变化。 结果　 与正常对照组比，模型对照组的 ＩＶＳｓ、ＩＶＳｄ、ＬＶＰＷｓ、ＦＳ、ＳＶ、ＥＦ 和

ＨＲ 显著降低，ＬＶＩＤｓ、ＥＳＶ 及血清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 显著增加，ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＮＦ⁃κＢ、ＴＸＮＩＰ、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的

ｍＲＮＡ 表达均显著增加，ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、ＧＳＤＭＤ⁃ＮＴ 的蛋白表达及 ＴＵＮＥＬ 染色面积明显增

加，显微结构明显改变。 与模型对照组相比，冠心宁片可显著增加 ＩＶＳｓ、ＳＶ、ＦＳ、ＥＦ 和 ＨＲ，显著降低 ＬＶＩＤｓ、ＥＳＶ 和

血清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 水平，降低心衰大鼠的 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＮＦ⁃κＢ、ＴＸＮＩＰ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的 ｍＲＮＡ 和 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、ＧＳＤＭＤ⁃ＮＴ 的蛋白水平及 ＴＵＮＥＬ 染色面积，显微结构明显改善。 结论　 冠心宁片可

以有效改善阿霉素诱导的扩张型心肌病，可能是通过抑制 ＮＬＲＰ３ ／ ＡＳＣ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 通路改善扩张型心肌病大鼠的心

肌细胞焦亡实现的。
【关键词】 　 冠心宁片；扩张型心肌病；心肌细胞焦亡；ＮＬＲＰ３；Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） ０３⁃０３３７⁃１０

Ｇｕａｎｘｉｎｎｉｎｇ ｔａｂｌｅｔ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ
ｗｉｔｈ ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＮＬＲＰ３ ／ ＡＳＣ ／

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｐａｔｈｗａｙ
ＳＨＩ Ｊｉａｊｕｎ１， ＹＡＮＧ Ｑｉｎｑｉｎ１， ＦＵ Ｄａｎｔｉｎｇ１， ＺＨＥＮＧ Ｃｈｕｎｗｅｉ１， ＺＨＡＮＧ Ｙａｎ２， ＣＨＥＮ Ｙｕ１∗

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ａｎｉｍａｌｓ， Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，
Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１０００７， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｊｉａｘｉｎｇ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｊｉａｘｉｎｇ ３１４０００， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＣＨＥＮ Ｙｕ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｂｌｏｗ２０００＠ １６３． ｃｏｍ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｇｕａｎｘｉｎｎｉｎｇ （ＧＸＮ）ｔａｂｌｅｔ ｏｎ ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ
（ＤＣＭ）， ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｖｉａ ｔｈｅ ＮＬＲＰ３ ／ ＡＳＣ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｐａｔｈｗａｙ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ＧＸＮ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ， ＧＸＮ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ， ｄｉｇｏｘｉｎ， ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ， ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ．
Ｔｈｅ ＤＣＭ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ １７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ （ ＤＯＸ）． Ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｗａｓ
ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ａｓ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｆｏｒ １０ ｗｅｅｋｓ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ． Ａｆｔｅｒ ｓａｃｒｉｆｉｃｉｎｇ ｔｈｅ ｒａｔｓ， ｓｅｒｕｍ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８
ｌｅｖｅｌｓ． ＲＴ⁃ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＮＦ⁃κＢ， ＴＸＮＩＰ， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ＩＬ⁃１８．
Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１，
ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ＩＬ⁃１８， ＧＳＤＭＤ ａｎｄ ＧＳＤＭＤ⁃ＮＴ ｐｒｏｔｅｉｎ， ａｎｄ ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
ＩＶＳｓ， ＩＶＳｄ， ＬＶＰＷｓ， ＦＳ， ＳＶ， ＥＦ， ａｎｄ ＨＲ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ， ＬＶＩＤｓ， ＥＳＶ， ａｎｄ
ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＮＦ⁃κＢ， ＴＸＮＩＰ， ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８ ａｎｄ ＧＳＤＭＤ⁃ＮＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄ ｔｈｅ ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｒｅａ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｃｈａｎｇｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＧＸＮ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＩＶＳｓ， ＳＶ， ＦＳ， ＥＦ， ａｎｄ ＨＲ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ
ＬＶＩＤｓ， ＥＳＶ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＮＦ⁃κＢ， ＴＸＮＩＰ， ＩＬ⁃１β，
ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８ ａｎｄ ＧＳＤＭＤ⁃ＮＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ
ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｒｅａ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＧＸＮ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＤＣＭ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＮＬＲＰ３ ／ ＡＳＣ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｇｕａｎｘｉｎｎｉｎｇ ｔａｂｌｅｔ； ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ； ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ； ＮＬＲＰ３； Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 以阿霉素（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ， ＤＯＸ）为代表的蒽环类

抗癌药物抗瘤谱较广，对多数肿瘤均有明显的效

果，其剂量依赖的心脏毒性极大地限制了其临床使

用［１］，长期使用的患者后期常出现扩张型心肌病、
心肌细胞死亡和不良心脏重塑，最终进展为心力衰

竭［２］。 现有的研究表明 ＤＯＸ 介导的心脏毒性主要

集中在氧化应激、线粒体功能障碍、心肌细胞坏

死［３］。 其中，心肌细胞坏死可影响 ＤＯＸ 诱导的心脏

毒性的发生和发展，主要包括凋亡、自噬、焦亡、坏
死性死亡、铁死亡［４］。 虽然仅有少数几种药物可以

预防 ＤＯＸ 诱导的心脏毒性，但是并未获批，因此找

到安全有效的替代方案显得尤为关键。
传统中药中多种活性成分和多个靶点相互作

用，对 ＤＯＸ 诱导的心脏毒性有显著的保护作用，且
副作用小。 冠心宁片是经丹参和川芎改进工艺后

提取制成的新剂型，前期研究表明冠心宁片具有显

著的抗氧化和抗炎、保护血管内皮、舒张血管、抗动

脉粥样硬化及安全抗血栓、抗心肌细胞凋亡等多途

径多靶点的药效作用［５－９］。 且前期亦对冠心宁片改

善阿霉素诱导模型大鼠心肌细胞焦亡机制进行了

初步的探究［１０］，因此，本实验通过血清学、蛋白组学

和电镜进一步检测心肌细胞焦亡指标，从 ＮＬＲＰ３ ／
ＡＳＣ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 通路深入研究其作用机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ３０ 只，体重 １８０ ～
２００ ｇ，购买自杭州医学院【ＳＣＸＫ（浙）２０１９－０００２】，
将其饲养于浙江省中医药研究院 ＳＰＦ 级实验室

【ＳＹＸＫ（浙）２０１９－００１０】，温度：２２ ± ２ ℃，湿度：５０％
～ ７０％，光照：１５０ ～ ２００ Ｌｘ，１２ ｈ 明暗交替（７：３０ ～
１９：３０）；噪音： ＜ ５０ ｄＢ，自由饮食饮水。 本动物实验

经浙江省中医药研究院实验动物伦理委员会审查

通过（浙中研动物伦理审字第［２０２２］０１４ 号），并于

实验期间，遵循 ３Ｒ 原则并给予人道主义关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验药物

ＧＸＮ 浸膏粉（正大青春宝），淡棕色粉末，国药

准字 Ｚ２０１５００２８；地高辛 （ Ｄｉｇｏｘｉｎ） 片 （赛诺菲制

药），白色片剂，国药准字 Ｈ３３０２１７３８；盐酸多柔比星

（瀚晖制药），橙红色粉针剂，国药准字 Ｈ３３０２１９８０。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＴＢ Ｇｒｅｅｎ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ 试 剂 盒

（ ＲＲ８２０Ａ）、 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试 剂 盒

（ＲＲ０３６Ａ）购于日本 ＴａＫａＲａ 公司；ＰＣＲ 引物来源于

生工 生 物； ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 购 于 南 京 建 成； ＩＬ⁃１８

８３３
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（ １０６６３⁃１⁃ＡＰ ）、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ ２２９１５⁃１⁃ＡＰ ）、 Ａｌｐｈａ
Ａｃｔｉｎｉｎ（１１３１３⁃２⁃ＡＰ）兔多抗购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ；ＩＬ⁃１β
（ＡＦ５１０３）、ＡＳＣ（ＤＦ６３０４）抗体购自 ａｆｆｉｎｉｔｙ；ＧＳＤＭＤ
（ Ａ１８２８１ ） 抗 体 购 自 ＡＢｃｌｏｎａｌ； ＧＳＤＭＤ⁃ＮＴ
（ａｂ２１５２０３）抗体购自 ａｂｃａｍ；β⁃ａｃｔｉｎ（ ｂｓ⁃００６１Ｒ）抗

体购自 ＢＯＩＳＳ；ＴＵＮＥＬ 试剂盒购自杭州浩克生物技

术有限公司。
小动物超声仪（深圳迈瑞）；全波长酶标仪（Ｇｅｎｅ

Ｃｏｍｐａｎｙ Ｌｉｍｉｔｅｄ）；免疫组化扫描仪（宁波江丰生

物）；免疫荧光扫描仪（３Ｄ ＨＩＳＴＥＣＨ）；Ｔｅｃｎａｉ Ｇ２ ｓｐｉｒｉｔ
１２０ ｋＶ 冷冻透射电子显微镜（美国 ＦＥＩ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 模型建立与给药

将 ３０ 只雄性 ＳＤ 大鼠随机分成 ＧＸＮ 低剂量组、
ＧＸＮ 高剂量组、地高辛组、正常对照组和模型对照

组。 阿霉素的剂量参考文献［１０］，造模各组每次腹腔

注射 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 阿霉素，持续 ７ 次，５ ｄ 为 １ 个周期，
累积浓度达到 １７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ［１０］。 同时 ＧＸＮ 灌胃治

疗，其人体推荐用药量为每天 １２ 片。 每片含药量为

０􀆰 ３８ ｇ，每日服药剂量约为 ０􀆰 ０７６ ｇ ／ ｋｇ。 人与大鼠

剂量换算后大鼠的等效剂量约为 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ，参考文

献［７］决定将 ０􀆰 ６ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）作为本实验的低剂量，与
等效剂量接近，低剂量的 ２ 倍 １􀆰 ２ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）作为本

实验的高剂量，参考文献［１１］ 地高辛组灌胃剂量为

０􀆰 ０５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），按 １ ｍＬ ／ １００ ｇ 体重灌胃，正常对

照组和模型对照组给予等量纯水，连续 １０ 周。 实验

中，心超显示心室腔扩大，射血分数和短轴缩短率

降低表明扩张型心肌病模型成功。
１􀆰 ２􀆰 ２　 一般状态记录

观察各组大鼠的精神状态，并不断关注状态的

改变并记录。
１􀆰 ２􀆰 ３　 心超检测

异氟烷麻醉大鼠，将超声仪切到大鼠左室长

轴，于二尖瓣腱索处切 Ｍ 超并记录图像，并测量大

鼠舒张末室间隔厚度（ ＩＶＳｄ）、收缩末左室后壁厚度

（ＬＶＰＷｓ）、收缩末室间隔厚度（ ＩＶＳｓ）、收缩末期左

室内径（ＬＶＩＤｓ），计算左室射血分数（ＥＦ）、收缩末

容积（ＥＳＶ）、短轴缩短率（ＦＳ）、每搏输出量（ＳＶ）和
心率（ＨＲ）等指标，选取任意 ３ 个均匀连续心动周期

测量得到平均值，检测大鼠心脏结构和功能的改变。
１􀆰 ２􀆰 ４　 血清炎症因子检测

ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定血清中焦亡通路中的炎症因

子白介素⁃１β（ＩＬ⁃１β）和白介素⁃１８（ＩＬ⁃１８）水平。

１􀆰 ２􀆰 ５　 ｍＲＮＡ 表达检测

用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取心肌组织的总 ＲＮＡ，逆转录

成 ｃＤＮＡ，并进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 反应。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内

参，通过 ２－△△Ｃｔ 法计算核因子⁃κＢ（ＮＦ⁃κＢ）、硫氧还

蛋白相互作用蛋白（ＴＸＮＩＰ）、凋亡相关斑点样蛋白

（ＡＳＣ）、ＮＯＤ 样 ３ 受体蛋白（ＮＬＲＰ３）、半胱天冬蛋

白酶（Ｃａｓｐａｓｅ⁃１）、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的相对表达量，各引

物序列见表 １。

表 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５’－３’）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５’－３’）

ＮＦ⁃κＢ Ｆ：ＴＧＴＧＧＴＧＧＡＧＧＡＣＴＴＧＣＴＧＡＧＧ
Ｒ：ＡＧＴＧＣＴＧＣＣＴＴＧＣＴＧＴＴＣＴＴＧＡＧ

ＴＸＮＩＰ Ｆ：ＣＣＡＧＡＣＣＡＡＡＧＴＧＣＴＣＡＣＴＣＡＧＡＡＧ
Ｒ：ＧＡＧＡＣＴＣＴＴＧＣＣＡＣＧＣＣＡＴＧＡＴＧ

ＮＬＲＰ３ Ｆ：ＧＡＧＣＴＧＧＡＣＣＴＣＡＧＴＧＡＣＡＡＴＧＣ
Ｒ：ＡＧＡＡＣＣＡＡＴＧＣＧＡＧＡＴＣＣＴＧＡＣＡＡＣ

ＡＳＣ Ｆ：ＣＴＣＴＧＴＡＴＧＧＣＡＡＴＧＴＧＣＴＧＡＣ
Ｒ：ＧＡＡＣＡＡＧＴＴＣＴＴＧＣＡＧＧＴＣＡＧ

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ Ｆ：ＡＡＡＣＡＣＣＣＡＣＴＣＧＴＡＣＡＣＧＴＣＴＴＧ
Ｒ：ＡＧＧＴＣＡＡＣＡＴＣＡＧＣＴＣＣＧＡＣＴＣＴＣ

ＩＬ⁃１β Ｆ：ＡＡＴＣＴＣＡＣＡＧＣＡＧＣＡＴＣＴＣＧＡＣＡＡＧ
Ｒ：ＴＣＣＡＣＧＧＧＣＡＡＧＡＣＡＴＡＧＧＴＡＧＣ

ＩＬ⁃１８ Ｆ：ＣＧＡＣＣＧＡＡＣＡＧＣＣＡＡＣＧＡＡＴＣＣ
Ｒ：ＧＴＣＡＣＡＧＣＣＡＧＴＣＣＴＣＴＴＡＣＴＴＣＡＣ

１􀆰 ２􀆰 ６　 免疫组化和免疫荧光检测焦亡相关蛋白的

表达

所有固定好的组织常规石蜡包埋，切成 ４ μｍ
薄片，脱蜡、脱水，抗原修复，阻断内源性过氧化物

酶，血清封闭，加相应的合适浓度的一抗孵育，之后

加二抗孵育。 免疫组化后续 ＤＡＢ 显色，复染细胞

核，脱水封片后扫描。 免疫荧光后续信号放大，标
记完抗体后再修复进入 ＴＵＮＥＬ 标记，微波修复，配
试剂工作液以及孵育，ＤＡＰＩ 复染细胞核，封片后扫

描，使用 Ｃａｓｅ Ｖｉｅｗｅｒ 观察并采集图像进行统计。
１􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测心肌组织中焦亡相关蛋白

的表达

利用蛋白提取试剂盒提取心肌组织总蛋白，
ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒进行定量，具体步骤按试

剂盒操作说明进行。 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测心肌组织焦亡

相关蛋白 ＧＳＤＭＤ、ＧＳＤＭＤ⁃ＮＴ 及内参的表达。
１􀆰 ２􀆰 ８　 透射电镜检测

将心肌组织按电镜要求取材、固定、脱水、渗
透、包埋、聚合后，用超薄切片机切片，染色，上机。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０、Ｉｍａｇｅ Ｊ、Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软

９３３
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件对数据和图片进行统计分析，用平均值 ± 标准误

差（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ） 表示所有数据，运用单因素方差分析及

ｔ 检验评价实验结果，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显

著性以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 表示有极显著性差异。

２　 结果

２􀆰 １　 ＧＸＮ 对大鼠一般状况影响

正常对照组大鼠健康有劲，毛光亮致密，状态

良好，血色鲜红；造模各组前 ５ 周并未见明显异常，
第 ６ 周开始出现萎靡症状，第 ８ 周开始出现明显的

腹水及腹泻，至第 １０ 周状态虚弱，血色略紫，毛色黄

涩，腹水鼓胀。 其中以模型对照组最为明显，ＧＸＮ
低、高剂量组状态稍好，腹水也相对减少（图 １）。 腹

水可能是腹腔注射造模，药物引起的腹腔炎症导致

的，可能静脉给药更为合适。 实验期间，模型对照

组大鼠死亡 １ 只，其余均未死亡。

图 １　 １０ 周大鼠的一般状况

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ １０ ｗｅｅｋｓ

图 ２　 各组大鼠超声心动 Ｍ 型图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍ ｔｙｐｅ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ２　 ＧＸＮ 对大鼠心脏超声指标的影响

通过分析大鼠超声心动 Ｍ 型图可知，阿霉素给

药后模型对照组较正常对照组 ＩＶＳｄ、ＩＶＳｓ、ＬＶＰＷｓ
明显缩短（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），通过计算可知模型

组的 ＳＶ、ＦＳ、ＥＦ 和 ＨＲ 较正常对照组显著减小（Ｐ ＜
０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），模型对照组的 ＬＶＩＤｓ、ＥＳＶ 较正常

对照组显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ２，图 ３），扩张型心

肌病造模成功。 ＧＸＮ 低剂量组 ＩＶＳｓ、ＳＶ 和 ＨＲ 较

模型对照组明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＧＸＮ 高剂量组较

模型对照组 ＩＶＳｄ、 ＩＶＳｓ、ＦＳ 和 ＥＦ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜
０􀆰 ０５）显著增加，ＬＶＩＤｓ、ＥＳＶ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）显著降低；
地高辛组较模型对照组 ＩＶＳｄ、ＩＶＳｓ、ＬＶＩＤｓ、ＦＳ 和 ＥＦ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）显著增加，而 ＬＶＩＤｓ、ＥＳＶ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）显
著降低（图 ２，图 ３）。 这提示了模型对照组出现明

显的心脏结构破坏，影响了心功能，ＧＸＮ 给药后心脏

的结构和功能得到了明显的改善，与地高辛组相当。

０４３
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注：与正常对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型对照组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ３　 ＧＸＮ 对 ＤＣＭ 大鼠超声心动图指标的影响

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

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＸＮ ｏｎ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｍ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＤＣＭ

２􀆰 ３　 ＧＸＮ 对 ＤＣＭ 大鼠血清 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的

影响

通过 ＥＬＩＳＡ 检测发现模型对照组血清中的炎症

因子 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 较正常对照组明显升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；而 ＧＸＮ 低、高剂量组和地高辛组的 ＩＬ⁃１β 和

ＩＬ⁃１８ 较模型对照组均显著减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
（图 ４）。 这提示 ＧＸＮ 能降低血清中 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８
的释放。
２􀆰 ４　 ＧＸＮ 对 ＤＣＭ 大鼠心肌组织中焦亡基因表达

的影响

与正常对照组相比，模型对照组的焦亡相关基

因 ＡＳＣ、ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、ＮＦ⁃κＢ 和

ＴＸＮＩＰ 的 ｍＲＮＡ 水平均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＧＸＮ
低、高剂量组和地高辛组给药后焦亡相关基因

ｍＲＮＡ 水平较模型对照组有相当程度的降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ５）。 该结果表明 ＧＸＮ 对焦亡

的抑制已经在基因层面得到体现。
２􀆰 ５　 ＧＸＮ 对 ＤＣＭ 大鼠心肌组织中焦亡相关蛋白

表达的影响

与正常对照组相比，模型对照组心肌上 ＡＳＣ 斑

点生成明显增加且出现了明显的焦亡细胞，给予

ＧＸＮ 后心肌组织上 ＡＳＣ 斑点的生成和焦亡细胞明

显减少（图 ６）。 通过荧光强度分析，模型对照组较

正常对照组 ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＴＵＮＥＬ 的荧光强度

１４３
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图 ４　 ＧＸＮ 对 ＤＣＭ 大鼠血清 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＸＮ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＤＣＭ

图 ５　 ＧＸＮ 对 ＤＣＭ 大鼠心肌组织焦亡基因表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＸＮ ｏｎ ｐｙｒｏｇｅｎｉｃ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＤＣＭ

显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＧＸＮ 低、高剂量组的荧光强

度均明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （图 ７）。 这些

结果均提示模型对照组出现了心肌细胞焦亡，ＧＸＮ
给药后焦亡减少。

与正常对照组相比，模型对照组心肌组织

ＮＬＲＰ３、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的 表 达 显 著 增 加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＧＸＮ 给药后较模型对照组明显降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ８）。

与正常对照组相比，模型对照组心肌组织

ＧＳＤＭＤ 的蛋白相对表达量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），

ＧＳＤＭＤ⁃ＮＴ 明显增加 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＧＸＮ 给药后

ＧＳＤＭＤ 的蛋白相对表达量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＧＳＤＭＤ⁃ＮＴ 明 显 下 降 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）
（图 ９）。
２􀆰 ６　 ＤＣＭ 大鼠心肌细胞显微结构变化

与正常对照组相比，模型对照组细胞浓缩凝

聚，出现炎症反应，肌节断裂，核固缩，细胞质呈空

泡状，内容物流失，出现焦亡小体，线粒体损伤，形
态改变，ＧＸＮ 给药后以上症状出现了明显的改善

（图 １０）。
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注：Ａ：ＡＳＣ 免疫荧光染色；Ｂ：Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＴＵＮＥＬ 免疫荧光染色。

图 ６　 免疫荧光染色图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＡＳＣ． Ｂ． Ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ａｎｄ ＴＵＮＥＬ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅ

图 ７　 ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＴＵＮＥＬ 荧光强度分析

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ａｎｄ ＴＵＮＥＬ
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图 ８　 ＮＬＲＰ３、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的免疫组化染色及分析

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３、ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８

图 ９　 ＧＳＤＭＤ 和 ＧＳＤＭＤ⁃ＮＴ 蛋白条带和相对含量

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＧＳＤＭＤ ａｎｄ ＧＳＤＭＤ⁃ＮＴ

图 １０　 心肌细胞透射电镜图（２３ ０００ × ）
Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（２３ ０００ × ）
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３　 讨论　
扩张型心肌病是一种心室舒缩功能受损为特

征且区别于异常负荷和冠状动脉疾病，重则表现为

心力衰竭，影响生活质量［１２］。 扩张型心肌病和心衰

是现代医学名称，但在中医古籍中仍有相关记载，
《备急千金要方》中孙思邈认为“心衰则伏”，《医
述》中程杏轩提出 “心主血脉，爪甲不华，则心衰

矣”。 在中医学范畴中，心衰属心痹、心水、心胀，治
疗需要遵循活血利水、补益心气［１３］。 活血补气类中

药在心衰的临床治疗中显示了良好的疗效，能明显

缓解心气虚症状，改善心脏功能。 冠心宁片处方来

源于中国中医科学院西苑医院郭士魁先生的经验

方⁃冠心 ２ 号方，由丹参和川芎二味药组成，以行气

为要，二者为伍，动静结合，使人体血气运行通

畅［５］。 现代药理学显示，冠心宁片中富含的酚酸类

物质能抗炎抗氧化、改善心肌能量代谢和抗动脉粥

样硬化等多种功效，尤其在心血管治疗中疗效

显著［１４］。
阿霉素作为临床上多种肿瘤治疗方案的一线

抗肿瘤药物，其剂量依赖的心脏毒性导致其临床使

用受到了严格的限制。 在动物实验中，累积给药心

脏出现心肌病变，逐步进展为心力衰竭［１５］。 本实验

中，模型对照组 ＩＶＳｄ、ＩＶＳｓ、ＬＶＰＷｓ、ＳＶ、ＦＳ、ＥＦ 和

ＨＲ 显著减小，ＬＶＩＤｓ、ＥＳＶ 显著增加，表明该大鼠模

型出现了明显的结构改变和功能损伤，冠心宁片给

药组的这些指标明显改善，表明冠心宁片能保护阿

霉素诱导的心肌损伤。
多种心血管疾病的产生与炎症反应和心肌细

胞死亡密切相关，而细胞焦亡似乎是连接二者的纽

带，并 且 在 多 种 心 血 管 疾 病 的 心 肌 中 得 到 验

证［１６－１７］。 已有文献研究显示，长期使用阿霉素的患

者心肌出现炎症反应，进而出现细胞焦亡［１８］。 现有

的研究表明，阿霉素可能通过氧化应激诱导活性氧

的产生［９］，参与阿霉素诱导的 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的激

活［１９］。 而 ＮＬＲＰ３ 的激活可能通过 ＮＦ⁃κＢ 活化和

ＴＸＮＩＰ 过表达，ＮＦ⁃κＢ 激活促进 ＮＬＲＰ３ 炎症小体与

ＡＳＣ 的相互作用，使 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 活性增强，一方面可

ＧＳＤＭＤ 并释放 ＧＳＤＭＤ⁃ＮＴ，该结构域寡聚使细胞膜

产生膜孔，细胞渗透压改变，导致细胞膨胀并最终

溶解，另一方面促进 ＩＬ⁃１８ 和 ＩＬ⁃１β 前体释放活性的

ＩＬ⁃１８ 和 ＩＬ⁃１β 加重炎症反应，从而诱导细胞焦

亡［２０－２３］。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示模型对照组的焦亡相

关的 ｍＲＮＡ 表达明显增加，ＧＸＮ 给药组的这些指标

又有所降低。 且 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１８ 和

ＩＬ⁃１β 在蛋白水平上的表达与基因水平一致，血清

中 ＩＬ⁃１８ 和 ＩＬ⁃１β 水平亦一致。 显微结构显示，ＧＸＮ
给药组的细胞浓缩凝聚、核固缩、胞浆崩解、焦亡小

体增多等都得到了明显改善。
本研究表明，ＧＸＮ 能显著改善阿霉素诱导的心

肌损伤，改善 ＤＣＭ 大鼠心脏功能，可能是通过抑制

ＮＬＲＰ３ ／ ＡＳＣ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 通路减缓心肌细胞焦亡实

现的。
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王亚恒，马嘉昕，雷雨，等． 心肌纤维化特殊染色方法比较与优化 ［Ｊ］． 中国实验动物学报，２０２４，３２（３）：３４７－３５４．
ＷＡＮＧ Ｙ Ｈ， ＭＡ Ｊ Ｘ， ＬＥＩ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，２０２４，３２（３）：３４７－３５４．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ００８

［基金项目］中国医学科学院医学与健康科技创新工程（２０２２⁃Ｉ２Ｍ⁃１⁃０２０），中央高校基本科研业务费（３３３２０２３０５４）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ （ＣＡＭＳ） Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ （２０２２⁃Ｉ２Ｍ⁃１⁃０２０）， Ｓｐｅｃｉａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ
Ｃｅｎｔｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ， Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ （ＰＵＭＣ） （３３３２０２３０５４） ．
［作者简介］王亚恒，女，在读硕士研究生，研究方向：心血管疾病相关动物模型创制。 Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｙａｈｅｎｇ＠ ｃｎｉｌａｓ． ｏｒｇ
［通信作者］吕丹，女，博士，研究员，博士生导师，研究方向：心血管相关动物模型创制，发病机制及基因功能分析。 Ｅｍａｉｌ：ｌｖｄ＠ ｃｎｉｌａｓ． ｏｒｇ

心肌纤维化特殊染色方法比较与优化
王亚恒１，２，马嘉昕１，２，雷雨１，２，张连峰１，２，３，４，吕丹１，２，３，４∗

（１． 中国医学科学院医学实验动物研究所，国家卫生健康委比较医学重点实验室，北京　 １０００２１；
２． 中国医学科学院医学实验动物研究所，北京市人类重大疾病实验动物模型工程技术研究中心，北京　 １０００２１；

３． 中国医学科学院医学实验动物研究所，国家人类疾病动物模型资源库，北京　 １０００２１；
４． 中国医学科学院医学实验动物研究所，国家动物模型技术创新中心，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 对目前已有心肌纤维化染色方法进行优化，弥补目前心肌纤维常用染色方法在定量分析中

存在的胶原纤维漏读及误读等问题，为心肌纤维化半定量及诊断提供参考。 方法　 利用实验室前期构建的心肌组

织特异性 ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ 基因突变致扩张型心肌病转基因小鼠模型，制备心脏组织石蜡切片，分别进行马松三色

（Ｍａｓｓｏｎ’ｓ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ，Ｍａｓｓｏｎ）染色法、天狼星红（ｐｉｃｒｉｃ ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ，ＰＳＲ）染色法、天狼星红⁃品红（ｖａｎ Ｇｉｅｓｏｎ，ＶＧ）染色

法、天狼星红⁃固绿（ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ／ ｆａｓｔ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ，ＳＲ ／ ＦＧ）染色法染色，利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ２􀆰 １􀆰 ０ 软件对胶原纤维面积进行

定量比较，并从染液浓度、染色时间、酸性溶液预染 ３ 个方面对 ＳＲ ／ ＦＧ 染色法进行优化，对后续的胶原纤维定量分

析进行应用验证。 结果　 ４ 种特染方法均可实现胶原纤维的分布观察，其中，优化后的 ＳＲ ／ ＦＧ 染色法，即 ０􀆰 １％天

狼星红⁃苦味酸酸性溶液预染 ５ ｍｉｎ，随后于 ０􀆰 １％天狼星红⁃苦味酸与 ０􀆰 ０４％固绿的混合液中染色 １ ｈ，在软件识别

中具有更低的漏读率和遗失率。 结论　 本文优化后的 ＳＲ ／ ＦＧ 染色法较其他传统胶原纤维特染方法，胶原纤维与

心肌组织着色鲜亮、颜色对比明显、稳定性佳、方便快捷，更适用于后续胶原纤维占比定量分析应用。
【关键词】 　 心肌纤维化；特殊染色方法；天狼星红⁃固绿；定量分析
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　 　 心肌纤维化是多数心血管疾病发生发展的重

要病理学基础，贯穿心脏损伤的始终，也是心力衰

竭、心律失常、心源性猝死等不良事件的独立危险

因素［１－３］。 据报道，心肌纤维化多发生在缺血性和

非缺血性心力衰竭、遗传性心肌病、Ⅰ ／ Ⅱ型糖尿病

和衰老等疾病中［４－５］，心肌纤维化可导致房颤、心律

失常、心衰甚至猝死［６－７］。 因此，尽早评估诊断心肌

纤维化，采取有效的治疗方案延缓或者阻止心肌纤

维化的发展，对改善患者生活质量、提高患者生存

率具有重要意义。
针对心肌纤维化的检测手段有多种，包括心内

膜组织活检、超声心动图、核医学显像、心血管核磁

共振成像以及血清胶原纤维标记物检测等，但是病

理学检测仍然是心肌纤维化诊断的金标准［８－９］。 而

特殊染色是病理学检测中常用的检测方法，主要包

括：胶原纤维染色、网状纤维染色、弹性纤维染色、
神经元纤维染色、色素染色等［１０］。 针对不同的检验

目的，可采用上述一种或多种检测手段。 特殊染色

因无需复杂的实验条件，操作相对简单，试剂经济，
而应用广泛。

心肌纤维化可表现为胶原纤维过量沉积，心脏

组织中胶原浓度显著升高或胶原成分发生改变。
心肌纤维特殊染色可用于胶原纤维和肌纤维的鉴

别染色，苏木精⁃伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染
色无法以不同颜色将其很好的进行区分，所以特殊

染色技术常为 ＨＥ 染色的补充手段［１１－１２］，以了解特

殊物质在标本中的分布、含量、性状的变化，为研究

者探索疾病发生、发展机制提供参考。 心肌纤维特

殊染色方法可用于检测胶原纤维的分布及定量评

价，目前心肌纤维化病理染色的常用鉴定方法有：
马松三色（Ｍａｓｓｏｎ’ｓ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ，Ｍａｓｓｏｎ）染色法、天狼

星红（ｐｉｃｒｉｃ ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ，ＰＳＲ）染色法、天狼星红⁃品红

（ｖａｎ Ｇｉｅｓｏｎ，ＶＧ）染色法、天狼星红⁃固绿（ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ／
ｆａｓｔ ｇｒｅｅｎ，ＳＲ ／ ＦＧ）染色法。 然而目前常用的特染方

法在软件分析中，存在胶原位置难辨识及定量误差

大等问题。 这种定量误差可能是胶原纤维与心肌

组织颜色反差小，甚至相近导致的，软件在识别过

程中，出现不同程度的漏读和遗失，影响心肌纤维

化程度的正确评估。
本研究使用经典的心肌组织特异性 ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ

基因突变致扩张型心肌病转基因小鼠模型，利用该

小鼠典型的心肌纤维化表型，对目前实验室常用的

４ 种特染方法，在染色流程、染色效果及后续定量分

析这 ３ 个方面进行横向比较，从而筛选在软件辨识

更具有优势的方法，随后对该法进一步优化，从操

作便捷性、时效性及后续软件辨识度上改进。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６ 月龄雌性 ＳＰＦ 级 ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ 阳性小鼠 ６ 只（小
鼠品系为 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ，体重 ２５ ～ ２８ ｇ），为本课题组

利用前期于中国医学科学院医学实验动物研究所

【ＳＣＸＫ（京） ２０１９⁃００１１】成功构建的心肌组织特异

性 ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ 基因突变致扩张型心肌病转基因小鼠

模型，该小鼠表现为全心扩大、室壁变薄、心肌细胞

肥大、间质纤维化、心肌收缩力下降，可作为心肌纤

维化研究的模型工具动物［１３－１５］。 动物饲养于中国

８４３
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医学科学院医学实验动物研究所屏障环境动物房

内【ＳＹＸＫ（京）２０１９－００１４】。 动物饲养温度为 ２２ ～
２５ ℃，相对湿度保持在 ５０％左右，光暗循环条件（昼
夜明暗交替 １２ ｈ ／ １２ ｈ）。 所有小鼠均给予标准饲

料、自由进食水。 本动物实验已经过中国医学科学

院医学实验动物研究所实验动物使用及管理委员

会的审批（ＩＡＣＵＣ ＺＬＦ１８００４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

试剂配置：（１） ２􀆰 ５％重铬酸钾溶液：重铬酸钾

２􀆰 ５ ｇ、醋酸 ５ ｍＬ、蒸馏水 ９５ ｍＬ；（２）马松三色复合

染液：酸性品红 １ ｇ、丽春红 ２ ｇ、橘黄 Ｇ ２ ｇ、０􀆰 ２５％
醋酸 ３００ ｍＬ；（３）５％ 磷钨酸溶液：５ ｇ 磷钨酸溶于

１００ ｍＬ 蒸馏水中；（４）０􀆰 １％亮绿溶液：亮绿 ０􀆰 １ ｇ、
０􀆰 ２％醋酸溶液 １００ ｍＬ；（５） ０􀆰 １％天狼星红溶液：
０􀆰 １ ｇ 天狼星红溶于 １００ ｍＬ 饱和苦味酸溶液中；
（６）０􀆰 １％固绿溶液：０􀆰 １ ｇ 固绿溶于 １００ ｍＬ 饱和苦

味酸溶液中；（７）０􀆰 ０４％固绿溶液：０􀆰 ０４ ｇ 固绿溶于

１００ ｍＬ 饱和苦味酸溶液中；（８）０􀆰 １％（天狼星红、固
绿）溶液：０􀆰 １ ｇ 天狼星红、０􀆰 １ ｇ 固绿溶于 １００ ｍＬ 饱

和苦味酸溶液中；（９）０􀆰 １％天狼星红⁃０􀆰 ０４％固绿溶

液：０􀆰 １ ｇ 天狼星红、０􀆰 ０４ ｇ 固绿溶于 １００ ｍＬ 饱和苦

味酸溶液中；（１０）天狼星红⁃品红溶液：１％酸性品红

水溶液 １０ ｍＬ，苦味酸饱和水溶液 ９０ ｍＬ；（１１）０􀆰 ２％
醋酸溶液：０􀆰 ２ ｍＬ 醋酸溶于 １００ ｍＬ 蒸馏水中。

重铬酸钾（ Ｉｎｎｏｃｈｅｍ，中国，Ｃａｔ ＮＯ． Ａ８２７６０）；
丽春红 （生工，中国， Ｃａｔ ＮＯ． Ａ１００８６０）；磷钨酸

（Ｉｎｎｏｃｈｅｍ，中国，Ｃａｔ ＮＯ． Ａ４００９１）；橙黄 Ｇ（ＴＣＩ，日
本，Ｃａｔ ＮＯ． １９３６⁃１５⁃８）；亮绿 ＳＦ（生工，中国，Ｃａｔ
ＮＯ． Ａ６１０００７⁃００２５）；饱和苦味酸溶液（台山市化工

厂，中国）；酸性品红（生工，中国，Ｃａｔ ＮＯ． Ａ６１０４６９⁃
０１００）；固绿（生工，中国，Ｃａｔ ＮＯ． Ａ６１０４５２⁃００２５）；
天狼星红（生工，中国，Ｃａｔ ＮＯ． Ａ６０６３５８⁃００２５）；醋
酸 （ Ｓｉｇｍａ， 德 国， ＭＫＣＨ６５６３ ）。 切 片 扫 描 机

（Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ２５０ ＦＬＡＳＨ，３ＤＨＩＥＳＴＥＣＨ，匈牙利）；
石蜡切片机（徕卡 ＲＭ２２３５，德国）。
１􀆰 ２　 方法

小鼠安乐死并摘取心脏，甲醛溶液固定并进行

石蜡包埋，修整好的蜡块置于石蜡切片机上连续切

片，厚度为 ６ μｍ。 采用 ４ 种传统的心肌胶原特染方

法进行染色，通过切片扫描、视图软件截图及胶原

面积占比定量统计，经横向比较，最终筛选出在软

件识别及定量分析中最优方法（图 １）。

图 １　 传统心肌胶原特染方法横向比较方案

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｓｃｈｅｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｓｐｅｃｉａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

１􀆰 ２􀆰 １　 Ｍａｓｓｏｎ 染色法

将石蜡切片置于 ５０ ～ ６０ ℃ 烘箱中烘烤 ３０
ｍｉｎ，常规脱蜡至水后置于提前预热的 ５０ ～ ６０ ℃的

重铬酸钾溶液（２􀆰 ５％）中浸泡至少 １ ｈ；流水冲洗切

片至看不清黄色；丽春红染液染色 １２ ～ １５ ｍｉｎ，随
后置醋酸溶液（０􀆰 ２％）中沾洗 ３ ～ ５ 次；５％磷钨酸

溶液分化数分钟，于镜下观察至纹理清晰时终止；
亮绿溶液染色 １５ ～ ２０ ｍｉｎ（镜下观察着色情况终

止）；入无水乙醇中止，二甲苯中透明 ３ 次，每次 １５
ｍｉｎ，中性树脂封片。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＳＲ 染色法

将石蜡切片置于 ５０ ～ ６０ ℃ 烘箱中烘烤 ３０

ｍｉｎ，切片入二甲苯中脱蜡，随后置于 １００％无水乙

醇、９５％乙醇、８０％乙醇、７５％乙醇、５０％乙醇中，流水

冲洗 ３ ～ ５ ｍｉｎ；置于 ０􀆰 １％天狼星红⁃苦味酸染液中

孵育 １ ｈ，１００％无水乙醇中脱水 ２０ ｓ 左右，二甲苯中

透明 ３ 次，每次 １５ ｍｉｎ，中性树脂封片。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＶＧ 染色法

将石蜡切片置于 ５０ ～ ６０ ℃ 烘箱中烘烤 ３０
ｍｉｎ，切片入二甲苯中脱蜡，随后置于 １００％无水乙

醇、９５％乙醇、８０％乙醇、７５％乙醇、５０％乙醇中，流水

冲洗 ３ ～ ５ ｍｉｎ；切片浸入 ０􀆰 １％天狼星红⁃品红溶液

中孵育 １ ｈ；１００％无水乙醇中脱水 ２０ ｓ，二甲苯中透

明 ３ 次，每次 １５ ｍｉｎ，中性树脂封片。

９４３
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１􀆰 ２􀆰 ４　 ＳＲ ／ ＦＧ 染色法

（１）ＳＲ ／ ＦＧ 顺序法

将石蜡切片置于 ５０ ～ ６０ ℃烘箱烘烤 ３０ ｍｉｎ，
切片入二甲苯中脱蜡，随后置于 １００％无水乙醇、
９５％乙醇、８０％乙醇、７５％乙醇、５０％乙醇中，流水冲

洗 ３ ～ ５ ｍｉｎ；切片浸入 ０􀆰 １％天狼星红染色液中孵

育 １ ｈ；切片入 ０􀆰 ２％醋酸溶液中洗涤 ３ ～ ５ 次；置于

０􀆰 １％固绿染色液中孵育 １ ｈ；于 １００％无水乙醇脱水

２０ ｓ，二甲苯中透明 ３ 次，每次 １５ ｍｉｎ，中性树脂封片。
（２）ＳＲ ／ ＦＧ 直接法

将石蜡切片置于 ５０ ～ ６０ ℃烘箱烘烤 ３０ ｍｉｎ，
切片入二甲苯中脱蜡，随后置于 １００％无水乙醇、
９５％乙醇、８０％乙醇、７５％乙醇、５０％乙醇中，流水冲

洗 ３ ～ ５ ｍｉｎ；０􀆰 １％天狼星红和 ０􀆰 ０４％固绿染色液

中孵育 １ ｈ；１００％无水乙醇脱水 ２０ ｓ，二甲苯中透明

３ 次，每次 １５ ｍｉｎ，中性树脂封片。
（３）ＳＲ ／ ＦＧ 直接法（固绿预染）
将石蜡切片置于 ５０ ～ ６０ ℃烘箱烘烤 ３０ ｍｉｎ，

切片入二甲苯中脱蜡，随后置于 １００％无水乙醇、
９５％乙醇、８０％乙醇、７５％乙醇、５０％乙醇中，流水冲

洗 ３ ～ ５ ｍｉｎ；切片浸入 ０􀆰 ０４％固绿溶液中孵育

５ ｍｉｎ，０􀆰 ２％醋酸溶液中冲洗 ３ ～ ５ ｍｉｎ；０􀆰 １％ ＳＲ ／
ＦＧ 染色液中孵育 １ ｈ；１００％无水乙醇脱水 ２０ ｓ，二
甲苯中透明 ３ 次，每次 １５ ｍｉｎ，中性树脂封片。

（４）ＳＲ ／ ＦＧ 直接法（天狼星红预染）
文献中对 ＳＲ ／ ＦＧ 染色方法的报道，条件各异，

其差异可大致分为染色顺序、染液配置浓度、酸性

溶液预染。 通过阅读总结文献，综合筛选，本实验

室选择了 ３ 种 ＳＲ ／ ＦＧ 染色方法，从染色时效性、试
剂成本等方面进行综合比较和筛选（图 ２）。 为了探

索更为有效规范的方法，研究人员对文章中报道的

方法从染色顺序、染液配置浓度、酸性溶液预染进

行了优化，具体方法如下：
将石蜡切片置于 ５０ ～ ６０ ℃烘箱烘烤 ３０ ｍｉｎ，

切片入二甲苯中脱蜡，随后置于 １００％无水乙醇、
９５％乙醇、８０％乙醇、７５％乙醇、５０％乙醇中，流水冲

洗 ３ ～ ５ ｍｉｎ；０􀆰 １％天狼星红溶液中预适应 ５ ｍｉｎ；
０􀆰 １％天狼星红和 ０􀆰 ０４％固绿染色液中孵育 １ ｈ；
１００％无水乙醇脱水 ２０ ｓ，二甲苯中透明 ３ 次，每次

１５ ｍｉｎ，中性树脂封片。

图 ２　 ＳＲ ／ ＦＧ 的优化方案

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｓｃｈｅｍｅ ｏｆ ＳＲ ／ ＦＧ

１􀆰 ２􀆰 ５　 胶原面积占比定量分析

染色后心脏切片置于切片扫描机扫描后，经
ＣａｓｅＶｉｅｗｅｒ ２􀆰 ４ 视图软件观察胶原纤维分布情况，
针对连续切片样本的相同部位进行截图，每张切片

分别选取 １０ 个不重复视野。 随后应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
２􀆰 １􀆰 ０ 软件分别计算胶原纤维面积和肌纤维面积，
胶原面积占比计算公式为：胶原面积占比 ＝ （胶原

纤维面积 ／肌纤维面积） × １００％。 ４ 种染色方法所

得的胶原面积占比分数，用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 进

行统计分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用单一因素方差进行分析，以平均值 ± 标准

差（ 􀭰ｘ ± ｓ）表示，各组数据使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０
进行统计分析。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

０５３
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注：展示位置为小鼠心肌左室区域。

图 ３　 ４ 种心肌胶原特染切片扫描截图（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｄｉｓｐｌａｙ ｉｓ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｃｒｅｅｎｓｈｏｔ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｓｔａｉｎｅｄ ｓｅｃｔｉｏｎｓ（ｎ ＝ ３）

图 ４　 ３ 种 ＳＲ ／ ＦＧ 染色效果比较（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ＳＲ ／ ＦＧ ｓｔａｉｎｉｎｇｓ（ｎ ＝ ３）

２　 结果

２􀆰 １　 ４ 种心肌胶原特染方法比较

４ 种染色方法均能较好地显示出胶原纤维的沉

积，位置基本一致，且纤维排布紧密清晰。 Ｍａｓｓｏｎ
染色中，丽春红使胞质、肌纤维、红细胞呈现出红

色，亮绿复染使病变的胶原纤维呈蓝绿色（图 ３Ａ）。
天狼星红是一种强酸性染料，与胶原分子特异性吸

附，结合紧密［１６］，ＰＳＲ 染色结果显示胶原纤维呈红

色，肌纤维呈黄色（图 ３Ｂ）。 ＶＧ 染色为 ２ 种阴离子

染料混合，染色结果显示胶原纤维呈鲜红色，肌纤

维呈黄色或橘黄色（图 ３Ｃ）。 ＳＲ ／ ＦＧ 染色中，固绿

属于酸性染料，常常与天狼星红联合用于显示胶原

纤维［１７－１９］，嗜酸性的胶原纤维与酸性染料固绿结合

呈红色，与呈现绿色的肌纤维对比鲜明，从而使肌

纤维和胶原纤维区分开（图 ３Ｄ）。
对 ４ 种染色方法胶原面积占比定量分析比较时

发现，ＳＲ ／ ＦＧ 染色的纤维化面积最高（３􀆰 ５９％），其
次是 Ｍａｓｓｏｎ 染色（３􀆰 １４％）、ＰＳＲ 染色（２􀆰 ９２％）、ＶＧ
染色（１􀆰 ８９％）。 在 ＳＲ ／ ＦＧ 染色中，红色显示为胶原

纤维，在绿色背景的肌纤维衬托下，两种颜色对比

鲜明，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ２􀆰 １􀆰 ０ 软件分析处理时，软件的识

别度更高，漏读和遗失率更低。
２􀆰 ２　 常用 ＳＲ ／ ＦＧ 染色方法比较及筛选

本课题组选用文献中报道的其中 ３ 种方法进行

重复，结果显示 ３ 种方法均能显示胶原纤维的沉积

（图 ４）。 采用 ＳＲ ／ ＦＧ 顺序法，０􀆰 １％天狼星红染液

孵育 １ ｈ 后，随后用 ０􀆰 １％固绿孵育 １ ｈ，在绿色肌纤

１５３
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维背景的衬托下，红色胶原纤维颜色对比度较低且

染色时间长（图 ４Ａ）。 采用 ＳＲ ／ ＦＧ 直接法，将 ０􀆰 １％
天狼星红和 ０􀆰 １％固绿染液混合在一起染色 １ ｈ，该
方法天狼星红和固绿染液浓度一致，但红绿颜色不

够分明，较难区分肌纤维与胶原纤维位置（图 ４Ｂ）。
采用 ＳＲ ／ ＦＧ 直接法（固绿预染），将 ０􀆰 １％天狼星红

和 ０􀆰 ０４％固绿染液混合后染色 １ ｈ，但在混合染色

之前需将切片放入 ０􀆰 ０４％固绿酸性溶液中预染 ５
ｍｉｎ，该方法绿色肌纤维背景相对 ＳＲ ／ ＲＧ 顺序法和

ＳＲ ／ ＦＧ 直接法稍浅，红色胶原纤维对比更凸显（图

４Ｃ），且该方法总体染色时间更短。
２􀆰 ３　 ＳＲ ／ ＦＧ 染色法的优化

随后研究人员从染色流程、实验时效性、试剂

成本及后续软件识别度等方面，对上述 ＳＲ ／ ＦＧ 直接

法（固绿预染）进行优化。
石蜡切片放入 ０􀆰 １％天狼星红苦味酸溶液中预

染 ５ ｍｉｎ；同时降低固绿染液浓度至 ０􀆰 ０４％，即采用

０􀆰 １％天狼星红 ／ ０􀆰 ０４％固绿混合液进行染色，染色

时间为 １ ｈ。 结果显示，红色胶原纤维在绿色肌纤维

背景衬托下，颜色更凸显（图 ５）。

注：切片放大区域为小鼠心肌左室区域。

图 ５　 ５ 种心肌胶原特染切片扫描截图（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｍａｇｎｉｆｉｅｄ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｓｌｉｃｅ ｉｓ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ＳＲ ／ ＦＧ ｓｔａｉｎｉｎｇｓ（ｎ ＝ ３）

注：组织切片扫描截图，每张切片选取 １０ 个视野。

图 ６　 ５ 种心肌胶原特染法与优化后的 ＳＲ ／ ＦＧ 方法

胶原面积占比定量分析比较（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｓｃｒｅｅｎｓｈｏｔｓ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｓｃａｎｎｅｄ， ａｎｄ ｔｅｎ ｆｉｅｌｄｓ ｏｆ
ｖｉｅｗ ａｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓｅｃｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ａｒｅａ ｉｎ
ｆｉｖｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｓｐｅｃｉａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ＳＲ ／ ＦＧ ｍｅｔｈｏｄ（ｎ ＝ ３）

　 　 相较于 ４ 种传统的心肌胶原特染方法，优化之

后的 ＳＲ ／ ＦＧ 染色法，胶原位置软件辨识度最高，其
对连续切片相同部位心肌胶原面积占比定量值最

高（图 ６），此外，经优化之后的染色方法试剂成本降

低，染色时间缩短，更适宜推广应用。

３　 讨论

在器官纤维化过程中，胶原沉积增加是组织病

理学改变的重要特征之一，胶原纤维的增生和排列

重构导致其在组织中的总面积占比显著增加，这一

比例的变化通常被用作评估纤维化严重程度的一

个指标。 目前常用的心肌胶原特染方法包括：
Ｍａｓｓｏｎ 染色法、ＰＳＲ 染色法、ＶＧ 染色法、ＳＲ ／ ＦＧ 染

色法，旨在观察胶原的分布、排列以及纤维化面积。
利用软件对切片胶原纤维面积进行定量分析，其基

本原理是利用阈值分割或其他自动 ／半自动图像分

割方法区分正常心肌组织与纤维化区域，纤维化区

２５３
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域通常具有比正常心肌更高的信号强度，而颜色深

浅（或更准确地说是灰度级）直接影响了软件识别

和量化目标区域的能力。 Ｍａｓｓｏｎ 染色法中，肌纤维

呈红色，胶原纤维呈蓝绿色；ＰＳＲ 染色法中，肌纤维

呈黄色，胶原纤维呈红色；ＶＧ 染色法中，肌纤维呈

现浅粉色，胶原纤维呈红色，几种颜色对比都不够

鲜明，软件在识别过程中，存在胶原位置难辨识的

问题，具有不同程度的漏读和遗失，进而限制了后

续胶原纤维定量分析的准确度。
本文运用心肌组织特异性 ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ 基因突变

致扩张型心肌病转基因小鼠模型的经典心肌纤维

化表型，观察对比了 ４ 种特殊染色方法在评价心肌

纤维化中特点差异。 选取同一组织样本进行连续

切片，针对连续切片样本的相同部位进行截图，每
张切片分别选取 １０ 个不重复视野，应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
２􀆰 １􀆰 ０ 软件分别计算胶原纤维面积和肌纤维面积。
结果显示 ４ 种染色方法均能体现胶原的分布。
Ｍａｓｓｏｎ 染色法中肌纤维和胶原纤维的染色对比度

相较于 ＰＳＲ 染色法、ＶＧ 染色法更大，在进行定量分

析时，胶原面积占比更高，然而该法所需染料种类

较多，包括丽春红、橘黄 Ｇ、重铬酸钾、磷钨酸、亮绿

等，且染色时程长，操作较为繁琐。 而 ＳＲ ／ ＦＧ 染色

法中，肌纤维呈绿色，胶原纤维呈红色，红绿色作为

一组经典的反差色，搭配在一起会造成极强的视觉

反差，衬得红色更红，绿色更绿，颜色对比鲜明。 用

软件进行定量分析时，系统对切片纤维化区域的识

别度在 ４ 种特染方法中最高，能更大程度避免 Ｉｍａｇｅ
Ｊ ２􀆰 １􀆰 ０ 软件在进行图像分析时的漏读或识别不准

确的情况，更好地评价心肌纤维化程度。
然而，目前所报道的关于天狼星红与固绿共染

的特殊染色法，实验条件各不相同，缺乏规范化方

法。 通过阅读文献，可以将其差异归纳总结为以下

方面：酸性溶液预染、染液浓度、染色时间、染色顺

序（直接法 ／顺序法）。 本实验室经过摸索，对 ＳＲ ／
ＦＧ 染色法进行了如下改良：切片预先放入 ０􀆰 １％天

狼星红⁃苦味酸酸性溶液中短时间预染，降低固绿染

液浓度至 ０􀆰 ０４％，以降低绿色背景，凸显红色胶原

纤维，随后采用天狼星红及固绿混合液的直接法进

行染色。
对比传统的 ＳＲ ／ ＦＧ 染色法，经过以上改良染出

的效果颜色对比更加鲜明，更有利于计算机图像分

析软件如 Ｉｍａｇｅ Ｊ ２􀆰 １􀆰 ０ 进行精确的量化评估，同时

还能大大节省染色时间，提高染色效率。 另外，该

染色方法简易、试剂成本低、特异性好、操作简易快

捷，具有一定的推广应用价值。 需注意的是，行 ＳＲ ／
ＦＧ 染色的组织切片不宜太薄，一般为 ６ μｍ［２０］，否
则组织成分太少不宜着色，切片染色结束后，直接

入 １００％无水乙醇迅速脱水 ２０ ｓ，否则时间过长会脱

色，影响染色整体效果。 不同组织与染料的化学性

结合度有一定差异，因此不同实验室可根据实验室

条件和实验目的，进行方法的优化和调整。 另外，
研究者可根据实验目的，选择是否复染苏木素，如
果同时结合苏木素定位细胞核，可使心肌结构立体

有层次，有助于深入分析疾病及心肌结构改变情况。
本文对 ４ 种心肌纤维特殊染色方法进行了观察

比较，并对其中的传统 ＳＲ ／ ＦＧ 染色法进行了优化，
为探索更为高效且规范化的心肌纤维特殊染色提

供了实验室数据，同时为行业内方法学的标准化和

规范化提供依据。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］ 　 ＰＵＡ Ｃ Ｊ， ＬＯＯ Ｇ， ＫＵＩ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｏｎ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ： ｔｈｅ ＲＥＭＯＤＥＬ
ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］ ． Ｃｉｒｃ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｉｍａｇｉｎｇ， ２０２３， １６（７）： ５４５－５５３．

［ ２ ］ 　 ＰＡＲＫ Ｓ， ＲＡＮＪＢＡＲＶＡＺＩＲＩ Ｓ， ＬＡＹ Ｆ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ２０１８， １３８（１２）： １２２４－１２３５．

［ ３ ］ 　 ＷＥＮＧ Ｌ， ＹＥ Ｊ， ＹＡＮＧ Ｆ， ｅｔ ａｌ． ＴＧＦ⁃β１ ／ ＳＭＡＤ３ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ５ ｔｈａｔ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｐｏｓｔ⁃
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＨＤＡＣ３ ［ Ｊ ］ ． Ｃｉｒｃ Ｒｅｓ，
２０２３， １３３（３）： ２３７－２５１．

［ ４ ］ 　 ＤÍＥＺ Ｊ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｃｌｉｎ Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓ， ２００７， ９（７）： ５４６－５５０．

［ ５ ］ 　 ＨＵＭＥＲＥＳ Ｃ， ＦＲＡＮＧＯＧＩＡＮＮＩＳ Ｎ Ｇ． Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｉｎｆａｒｃｔｅｄ， ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ， ａｎｄ ｆａｉｌｉｎｇ ｈｅａｒｔ ［Ｊ］ ． ＪＡＣＣ Ｂａｓｉｃ Ｔｒａｎｓｌ
Ｓｃｉ， ２０１９， ４（３）： ４４９－４６７．

［ ６ ］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｍ， ＺＨＡＮＧ Ｂ， ＷＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＬｎｃＲＮＡ ＣＦＡＲ
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃４４９ａ⁃５ｐ ／ ＬＯＸＬ３ ／ ｍＴＯＲ
ａｘｉｓ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｃｈｉｎ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０２３， ６６（４）： ７８３－７９９．

［ ７ ］ 　 ＧＩＢＢ Ａ Ａ， ＬＡＺＡＲＯＰＯＵＬＯＳ Ｍ Ｐ， ＥＬＲＯＤ Ｊ Ｗ．
Ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ： ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｉｒｃ Ｒｅｓ， ２０２０， １２７（ ３）： ４２７
－４４７．

［ ８ ］ 　 吴限， 黎明江， 李莎． 心肌纤维化病理染色鉴定方法的综合

评价 ［Ｊ］ ． 医学研究杂志， ２０１７， ４６（９）： ３４－３７．
ＷＵ Ｘ， ＬＩ Ｍ Ｊ， ＬＩ Ｓ． Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ
ａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｍｅｄ Ｒｅｓ， ２０１７， ４６（９）： ３４－３７．

［ ９ ］ 　 曾敏， 王华． 心肌纤维化的诊治现状及展望 ［ Ｊ］ ． 中国医学

前沿杂志（电子版）， ２０２３， １５（３）： ６４－７１．
ＺＥＮＧ Ｍ， ＷＡＮＧ Ｈ． Ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ

３５３



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ３ 月第 ３２ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ３

Ｆｒｏｎｔ Ｍｅｄ Ｓｃｉ （Ｅｌｅｃｔ Ｖｅｒｓ）， ２０２３， １５（３）： ６４－７１．
［１０］ 　 赵娜． Ｍａｓｓｏｎ 染色在宫颈微小浸润性鳞状细胞癌诊断中的

应用 ［Ｄ］． 郑州： 郑州大学； ２０１６．
ＺＨＡＯ Ｎ． Ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍａｓｓｏｎ ｔｏ ｄｉａｇｎｏｓｅ ｍｉｃｒｏｉｎｖａｓｉｖｅ
ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｄ ］． Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ： Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０１６．

［１１］ 　 张哲， 王伟， 商建峰， 等． 胶原纤维特殊染色法在心肌纤维

化诊断中的应用比较 ［Ｊ］ ． 诊断病理学杂志， ２０１６， ２３（８）：
５７８－５８０， ５８５．
ＺＨＡＮＧ Ｚ， ＷＡＮＧ Ｗ， ＳＨＡＮＧ Ｊ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｓｐｅｃｉａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ｉｎ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉａｇｎ Ｐａｔｈｏｌ， ２０１６， ２３ （ ８ ）： ５７８ －

５８０， ５８５．
［１２］ 　 孙洋， 赵红． 形态学检验方法在心肌组织样本中的应用

［Ｊ］ ． 解剖学报， ２０１７， ４８（２）： ２２５－２２９．
ＳＵＮ Ｙ， ＺＨＡＯ Ｈ． Ｕｓｅ ｏｆ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ｉｎ
ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ａｎａｔ Ｓｉｎ， ２０１７， ４８
（２）： ２２５－２２９．

［１３］ 　 ＬＵ Ｄ， ＭＡ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｐ４５０ ２Ｅ１ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ

ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］ ． Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，
２０１２， ６０（１）： ８１－８９．

［１４］ 　 ＬＵ Ｄ， ＷＡＮＧ Ｊ， ＬＩ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｏｘ１ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃ ｄｅｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｇａｔａ４ ［ Ｊ ］ ． Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ
Ｒｅｓ， ２０１８， １１４（２）： ３００－３１１．

［１５］ 　 ＦＥＮＧ Ｊ， ＤＯＮＧ Ｗ， ＱＵＡＮ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｒｄｉａｃ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃＴｎＴＲ１４１Ｗ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ
Ｃａｒｄｉｏｌ， ２００８， １２８（１）： ８３－９０．

［１６］ 　 沈蔷， 陈莉， 李昊， 等． 苦味酸⁃天狼猩红染色和 ＭＡＳＳＯＮ 染

色评价心脏纤维化的比较 ［ Ｊ］ ． 中国分子心脏病学杂志，
２０１２， １２（２）： １１８－１２０．
ＳＨＥＮ Ｑ， ＣＨＥＮ Ｌ， ＬＩ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｐｉｃｒｉｃ Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ＭＡＳＳＯＮ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃａｒｄｉｏｌ Ｃｈｉｎ， ２０１２， １２（２）： １１８－１２０．

［１７］ 　 ＳＥＧＮＡＮＩ Ｃ， ＩＰＰＯＬＩＴＯ Ｃ， ＡＮＴＯＮＩＯＬＩ Ｌ， ｅｔ ａｌ．
Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ｂｙ Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ／ ｆａｓｔ ｇｒｅｅｎ
ｉｓ ｍｏｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｈａｎ ｖａｎ ｇｉｅｓｏｎ ｏｒ Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ａｌｏｎｅ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ
ｉｎｆｌａｍｅｄ ｒａｔ ｃｏｌｏｎ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１５， １０（１２）： ｅ０１４４６３０．

［１８］ 　 ＨＡＬＬＥＲ Ｓ Ｔ， ＤＲＵＭＭＯＮＤ Ｃ Ａ， ＹＡＮ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｓｓｉｖｅ
ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｍａｒｉｎｏｂｕｆａｇｅｎｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ．
Ａｍ Ｊ Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓ， ２０１４， ２７（４）： ６０３－６０９．

［１９］ 　 ＩＰＰＯＬＩＴＯ Ｃ， ＳＥＧＮＡＮＩ Ｃ， ＥＲＲＥＤＥ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｔｅｒｉｃ
ｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌａｒ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｌｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ
Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１５， １９（２）： ４８５－５００．

［２０］ 　 罗灿峤， 莫木琼， 钟觉民． 天狼星红苦味酸染色法和

ＭＡＳＳＯＮ 染色法在显示大鼠肾脏胶原纤维的比较应用 ［ Ｊ］ ．
临床医学工程， ２００９， １６（８）： １５－１６．
ＬＵＯ Ｃ Ｊ， ＭＯ Ｍ Ｑ， ＺＨＯＮＧ Ｊ Ｍ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｎ
ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｉｎ ｓａｔｕｒａｔｅｄ ｃａｒｂａｚｏｔｉｃ
ａｃｉｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ＭＡＳＳＯＮ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｎ ｒａｔ ｋｉｄｎｅｙ
ｓｐｅｃｉｍｅｎ ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｍｅｄ Ｅｎｇ， ２００９， １６（８）： １５－１６．

［收稿日期］ 　 ２０２３－１２－０７

４５３



２０２４ 年 ３ 月

第 ３２ 卷　 第 ３ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｍａｒｃｈ ２０２４

Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． ３

王浩田，刘佳，黄健，等． 透视引导下犬椎体成形术穿刺模型建立和评价 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（３）： ３５５－３６１．
ＷＡＮＧ Ｈ Ｔ， ＬＩＵ Ｊ， ＨＵＡＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃａｎｉｎｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｕｎｄｅｒ
ｆｌｕｏｒｏｓｃｏｐｉｃ ｇｕｉｄａｎｃｅ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（３）： ３５５－３６１．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ００９

［基金项目］上海市 ２０２０ 年度“科技创新行动计划”实验动物研究领域项目（２０１４０９００３７００）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ Ｐｒｏｊｅｃｔ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ Ｆｉｅｌｄ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ａｃｔｉｏｎ Ｐｌａｎ
ｉｎ ２０２０ （２０１４０９００３７００） ．
［作者简介］王浩田，男，硕士，研究方向：脊柱外科。 Ｅｍａｉｌ：ｗｈｔ０７０９＠ １２６． ｃｏｍ
［通信作者］许国华，男，教授，博士生导师，研究方向：脊柱微创、脊髓损伤、骨再生材料。 Ｅｍａｉｌ：ｘｕｇｕｏｈｕａｍａｉｌ＠ １６３． ｃｏｍ

透视引导下犬椎体成形术穿刺模型建立和评价
王浩田，刘佳，黄健，齐军强，许国华∗

（海军军医大学第二附属医院脊柱外科，上海　 ２００００３）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过对犬脊柱解剖形态的测量及分析，建立透视下犬椎体成形术穿刺模型，并通过术后影像

学分析，评估该模型建立方法的有效性和安全性。 方法　 测量 ６ 只 １２ ～ ２４ 月龄犬腰椎标本形态及其参数：Ｌ１ ～
Ｌ７ 椎体高度、椎体基底宽度、椎间盘上缘距椎体最狭部距离、脊椎乳突垂直线距椎间盘上缘距离、横突中点与椎间

盘下缘垂直距离，以明确犬椎体解剖特点，确定骨水泥注射的最佳位置、注射方向以及注射深度后，对 ６ 只健康比

格犬（体重 ２０ ～ ２５ ｋｇ）Ｌ４、Ｌ５、Ｌ６ 椎体建立椎体成形术用穿刺模型。 术后 ４ 周处死后行影像学检查，主要观测指标

包括：手术时间、术后植入骨水泥分布、椎管及椎体前缘完整性。 结果　 通过犬解剖观测，椎体高度从 Ｌ１ ～ Ｌ５ 逐

渐增大，从 Ｌ５ ～ Ｌ７ 逐渐减小，椎体基底部宽度从 Ｌ１ ～ Ｌ７ 逐渐增大。 脊椎乳突垂直线距椎间盘上缘距离呈 Ｌ１ ～
Ｌ７ 逐渐增加趋势（１􀆰 ９ ～ ４􀆰 ０ ｍｍ）。 横突根部中点和椎间盘下缘的距离由 Ｌ１ ～ Ｌ５ 逐渐增加（４􀆰 ７ ～ ６􀆰 ９ ｍｍ），Ｌ４、
Ｌ５、Ｌ６ 节段每只犬横突根部中点和椎间盘下缘的距离之间（Ｐ ＝ ０􀆰 ９２５）无统计学意义。 以脊椎横突根部中点为穿

刺点，置入向和水平面呈 ２０° ～ ３０°，头倾方向 ５° ～ １５°，穿刺深度 １􀆰 ２ ～ １􀆰 ５ ｃｍ。 若向椎体尾侧穿刺，穿刺针尾的

倾角度为 ３０° ～ ３５°，进针深度为 １􀆰 ５ ～ １􀆰 ８ ｃｍ，可以构建犬椎体穿刺手术模型。 共成功制作 １５ 个犬椎体穿刺手术

模型，单节段平均手术时间 ２２􀆰 ７ ± ４􀆰 ６ ｍｉｎ（１５ ～ ３０ ｍｉｎ）。 术中 １ 个椎体节段出现脊髓损伤导致下肢瘫痪、大小便

失禁等症状，２ 个椎体骨皮质破裂，未出现麻醉或感染导致死亡。 术后 ４ 周的 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 三维重建均显示骨水泥在

犬椎体松质骨内分布，新生骨组织包裹植入材料，无渗漏，无椎管及椎体前壁破损等并发症。 结论　 在犬 Ｌ４ ～ Ｌ６
解剖基础上，以横突根部中点为骨性标志，可以成功建立一种安全可靠的犬椎体成形术用穿刺模型。

【关键词】 　 椎体成形术；椎体穿刺；动物模型；脊椎横突；穿刺入路
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ｒａｄｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｉｎ ｓｉｘ ｄｏｇｓ， ａｇｅｄ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ １２ ～ ２４ ｍｏｎｔｈｓ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｍｂａｒ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ： ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｌ１ ～ Ｌ７ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ， ｗｉｄｔｈ ｏｆ ｔｈｅ
ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂａｓｅ， ｄｉｓｔａｎｃｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｅｄｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｔｏ ｔｈｅ ｎａｒｒｏｗｅｓｔ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａ， ｄｉｓｔａｎｃｅ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｌｉｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｎｏｕｓ ｐｒｏｃｅｓｓ ｔｏ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｅｄｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ， ａｎｄ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｉｄｐｏｉｎｔ
ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｔｏ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｅｄｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ． Ｔｈｅｓｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ
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ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｎｉｎｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｌｏｃａｔｉｏｎ， ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｄｅｐｔｈ ｆｏｒ ｂｏｎｅ⁃ｃｅｍｅｎｔ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ａ ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｌ４， Ｌ５， ａｎｄ Ｌ６ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ｏｆ
ｓｉｘ ｈｅａｌｔｈｙ Ｂｅａｇｌｅ ｄｏｇｓ， ｗｅｉｇｈｉｎｇ ２０ ～ ２５ ｋｇ． Ｔｈｅ ｄｏｇｓ ｗｅｒｅ ｅｕｔｈａｎｉｚｅｄ ４ ｗｅｅｋｓ ｐｏｓｔ⁃ｓｕｒｇｅｒｙ ａｎｄ ｅｘａｍｉｎｅｄ
ｒａｄｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ． Ｐｒｉｍａｒｙ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｔｈｅ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｄｕｒａｔｉｏｎ， ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｌａｎｔｅｄ ｂｏｎｅ
ｃｅｍｅｎｔ， ａｎｄ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｃａｎａｌ ａｎｄ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｅｄｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｃａｎｉｎｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｈｅｉｇｈｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｆｒｏｍ Ｌ１ ～ Ｌ５ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ Ｌ５ ～ Ｌ７．
Ｔｈｅ ｗｉｄｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂａｓｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｌｙ ｆｒｏｍ Ｌ１ ～ Ｌ７． Ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｌｉｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｎｏｕｓ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｔｏ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｅｄｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｒｅｎｄ ｆｒｏｍ Ｌ１ ～ Ｌ７ （１􀆰 ９ ～ ４􀆰 ０ ｍｍ）． Ｔｈｅ
ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍｉｄｐｏｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｅｄｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｆｒｏｍ Ｌ１ ～ Ｌ５ （４􀆰 ７ ～ ６􀆰 ９ ｍｍ）． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍｉｄｐｏｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｂａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｅｄｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｉｎ ｔｈｅ Ｌ４， Ｌ５， ａｎｄ Ｌ６ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｄｏｇｓ
（Ｐ ＝ ０􀆰 ９２５）． Ｔｈｅ ｍｉｄｐｏｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｎｅ ｗａｓ ｔａｋｅｎ ａｓ ｔｈｅ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｐｏｉｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｐｌａｎｅ ｗｅｒｅ ａｔ ａｎ ａｎｇｌｅ ｏｆ ２０° ～ ３０°， ｗｉｔｈ ａ ｈｅａｄ ｔｉｌｔ ｏｆ ５° ～ １５° ａｎｄ ａ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｄｅｐｔｈ
ｏｆ １􀆰 ２ ～ １􀆰 ５ ｃｍ． Ｉｆ ｔｈｅ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｔｏｗａｒｄｓ ｔｈｅ ｃａｕｄａｌ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａ， ｔｈｅ ａｎｇｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｅｄｌｅ ｔａｉｌ ｗａｓ ３０°
～ ３５°， ｗｉｔｈ ａ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ ｄｅｐｔｈ ｏｆ １􀆰 ５ ～ １􀆰 ８ ｃｍ． Ｔｈｉｓ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ａｌｌｏｗｅｄ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃａｎｉｎｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ
ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ． Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １５ ｃａｎｉｎｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｒｅａｔｅｄ， ｗｉｔｈ ａｎ ａｖｅｒａｇｅ
ｓｕｒｇｅｒｙ ｔｉｍｅ ｏｆ ２２􀆰 ７ ± ４􀆰 ６ ｍｉｎ （１５ ～ ３０ ｍｉｎ） ｐｅｒ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｓｅｇｍｅｎｔ． Ｄｕｒｉｎｇ ｓｕｒｇｅｒｙ， ｏｎｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｓｅｇｍｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅｄ
ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎｇ ｉｎ ｐａｒａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂｓ ａｎｄ ｂｏｗｅｌ ａｎｄ ｂｌａｄｄｅｒ ｉｎｃｏｎｔｉｎｅｎｃｅ． Ｔｗｏ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｂｏｎｅｓ
ｆｒａｃｔｕｒｅｄ， ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｄｅａｔｈｓ ｄｕｅ ｔｏ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ｏｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｆｏｕｒ ｗｅｅｋｓ ｐｏｓｔ⁃ｓｕｒｇｅｒｙ， ｍｉｃｒｏ⁃ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ⁃
ｂａｓｅｄ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｌｙ ｓｈｏｗｅｄ ｂｏｎｅ ｃｅｍｅｎｔ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｂｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｃａｎｉｎｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ， ｗｉｔｈ ｎｅｗｌｙ ｆｏｒｍｅｄ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｖｅｌｏｐｉｎｇ ｔｈｅ ｉｍｐｌａｎｔｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌ． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｌｅａｋａｇｅ， ａｎｄ ｎｏ
ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｃａｎａｌ ｏｒ ｔｈｅ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｗａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａ ｓａｆｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ
ｃａｎｉｎｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｎａｔｏｍｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｎｉｎｅ ｌｕｍｂａｒ
ｖｅｒｔｅｂｒａｅ （Ｌ４ ～ Ｌ６） ａｎｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉｄｐｏｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｓ ａ ｂｏｎｙ ｌａｎｄｍａｒｋ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ； ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｄｙ ｐｕｎｃｔｕｒｅ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｎｅ；
ｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｐｐｒｏａｃｈ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 经皮椎体成形术（ ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｖｅｒｔｅｂｒｏｐｌａｓｔｙ，
ＰＶＰ）是在影像学引导下将骨水泥经皮注入因骨质

破坏而脆弱的椎体内的一种脊柱微创手术。 通过

骨水泥的注入，填充了椎体内病理性空隙，以强化

椎体及固定骨折椎体，能达到及时止痛改善症状的

目的，具有近期疗效好的特点［１］。 常用的可注射骨

水泥主要有 ２ 大类：聚甲基丙烯酸甲酯（ｐｏｌｙｍｅｔｈｙｌ
ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ， ＰＭＭＡ ） 骨 水 泥 和 磷 酸 钙 骨 水 泥

（ｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃｅｍｅｎｔ，ＣＰＣ）。 然而 ＰＭＭＡ 骨

水泥存在缺乏抗菌活性、机械性能缺陷、大量放热、
残余单体毒性等问题［２－３］，ＣＰＣ 在机械性能和骨诱

导性等方面存在缺陷［４］。 为改善这些缺陷，一些新

型骨水泥被研究［５］，为验证植入材料的疗效和安全

性，恰当的动物模型是生物实验研究的关键。 建立

一个可靠、有效、重复性好的动物模型，有助于新型

骨水泥的研发以及基础研究的推进［６］。 比格犬性

情温顺、来源稳定可靠，体型、体重在不同个体中差

异小［７］，在骨骼方面更接近于人，且对手术的耐受

能力强。 因此，本文对比格犬脊柱的解剖学特点进

行分析后，探索透视引导下的犬椎体成形术穿刺入

路，以期为相关研究提供可靠的动物模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

普通级健康 １２ ～ ２４ 月龄的比格犬 ６ 只（体重

２０ ～ ２５ ｋｇ，雌雄各 ３ 只），购买于上海交大农生实

验实习场有限公司【ＳＣＸＫ（沪）２０２２－０００５】，经 Ｘ 线

检查排除脊柱的先天性畸形和病犬及孕犬，动物饲

养于上海交大农生实验实习场有限公司 【 ＳＹＸＫ
（沪）２０２３－００１４】，单笼喂养，室内温度 １６ ℃、湿度

６０％ ～ ９０％，１２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ 无光照环境条件下适

应性饲养 １ 周，术前 １２ ｈ 禁食、６ ｈ 禁水。 手术器械

进行高温高压消毒。 本动物实验在上海交大农生

实验实习场有限公司动物实验中心完成并经过审

批（ＩＡＣＵＣ２０２００６０１）。
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１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

丙烯酸树脂骨水泥（Ｔｅｃｒｅｓ 公司，意大利），手
动电钻（Ｍｅｄｔｒｏｎｉｃ 公司，美国），骨水泥穿刺针（上海

凯利泰医疗科技股份有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 观察动物解剖

仔细观察犬的大体解剖，寻找最佳穿刺进针

点。 观察犬 Ｌ２ ～ Ｌ７ 椎体的大小及形态特点，归纳

乳突、横突、椎间孔之间的关系。 行 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ，观察

是否有可用于穿刺定位的明显骨性标志（图 １）。

注：１：棘突；２：乳突；３：横突；４：椎间孔；５：髂骨；黑色箭头为本研究使用的后外侧入路穿刺点。

图 １　 犬椎体大体图

Ｎｏｔｅ． １． Ｓｐｉｎｏｕｓ ｐｒｏｃｅｓｓ． ２． Ｍａｓｔｏｉｄ． ３． Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ． ４． Ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｆｏｒａｍｅｎ． ５． Ｉｌｉｕｍ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｌａｔｅｒａｌ
ｅｎｔｒｙ ｐｏｉｎｔ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｆｏｒ ｎｅｅｄｌｅ ｐｕｎｃｔｕｒｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｒｏｓｓ ａｎａｔｏｍｙ ｏｆ ａ ｃａｎｉｎｅ ｖｅｒｔｅｂｒａ

１􀆰 ２􀆰 ２　 麻醉及椎体穿刺模型建立

在进行比格犬脊柱穿刺手术时，严格遵循了手

术前禁食 １２ ｈ、禁水 ６ ｈ 的操作规程，选择犬前肢桡

静脉，根据动物体重给予 ５％戊巴比妥钠 ４ ｍｇ ／ ｋｇ 麻

醉，手术区域脱毛以确保清洁。 将犬置于 ＤＲ 台上，
利用定位板分别行俯卧位及左侧位定位成像。 本

研究利用 ６ 只比格犬 Ｌ４ ～ Ｌ６ 椎体，通过后外侧入

路进行穿刺。
以 Ｌ６ 穿刺为例，定位板下 ＤＲ 正位先确定 Ｌ６

椎体形态、大小，以及 Ｌ６ 棘突、乳突、横突根部并进

行标记，侧位片确定 Ｌ６ 横突根部背侧缘落于椎体

的位置及距棘突的距离，再次确认横突中点位置并

与正位片进行比较调整，分别对上述位置进行标

记。 犬俯卧位于操作台上，常规消毒铺单，根据正

侧位提示用 １０ ｃｍ 腰穿针行初步穿刺，触碰到骨性

结构时停止。 行 ＤＲ 正侧位确认穿刺点、穿刺角度，
穿刺深度。 效果满意后，用 １１ 号尖刀做 ２ ｍｍ 皮肤

切口，椎骨穿刺针沿确认的进针点、角度、深度进针

至骨性结构，并少许突破骨皮质，再次行 ＤＲ 正侧位

确认进针点及角度，并进行微调。 将穿刺针敲入合

适深度（１􀆰 ５ ｃｍ），取出穿刺针针芯，从穿刺针外管

中置入引导针，探查四壁完整后移除穿刺针外管。
在引导针下插入工作套管并敲入骨皮质 ２ ｍｍ，使用

手钻经工作通道钻入椎体内进行扩髓。 钻头深度

为 １􀆰 ３ ～ １􀆰 ７ ｃｍ。 再次探查四壁完整性，骨水泥粉

剂和液剂充分混合好后，将骨水泥填充器内杆拔

出，把骨水泥装入注射器中，连接填充器进行骨水

泥装填。 骨水泥呈“拉丝”状态时，将骨水泥填充器

经工作通道插入椎体内，缓慢推入 ０􀆰 ５ ｍＬ 骨水泥，
同时关注犬呼吸、心率等情况。 等待 ５ ～ １０ ｍｉｎ 待

水泥固化，取出所有器械。 透视观察骨水泥位置满

意后，缝合切口（图 ２）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 术后处理

手术后，将犬放回饲养笼，术后即刻开始连用

３ ｄ 抗生素（青霉素钠每天 ８００ ０００ 单位）。 术后第

１ 天禁食、禁水，自第 ２ 天起开放食、水。 观察实验

动物进食及尿便情况，手术切口情况，肢体活动情

况、死亡情况。 若术后出现严重并发症（大小便失

禁、下肢瘫痪）则使用空气栓塞法处死取材，取得的

比格犬椎体将被去除周围肌肉韧带后浸泡在 ４％多

聚甲醛细胞固定液中。
１􀆰 ２􀆰 ４　 主要观察指标

（１）手术时间：麻醉开始到缝合完毕。 （２）影像

扫描：进行 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描，观察分析注射位置、椎体

通道、骨水泥分布和剂量、椎管及椎体前缘完整性。
（３）术后是否出现严重并发症。
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注：ａ：定位板下正位透视，确定穿刺节段、椎体骨性标志、穿刺点；ｂ：做好标记后消毒铺巾，开始穿刺；ｃ：穿刺针进针，穿破椎体皮质骨；ｄ：
导丝探查，四壁完整；ｅ：正位，扩髓器扩开松质骨达满意深度；ｆ：侧位，扩髓器扩开松质骨；ｇ：导丝再次探查，四壁完整；ｈ：正位，置入导管，
逐渐注射骨水泥（聚甲基丙烯酸甲酯），观察骨水泥的注入情况，防止进入椎管；ｉ：正位，拔除导管，观察骨水泥的分布；ｊ：侧位，观察骨水

泥的分布；白色箭头：骨水泥。

图 ２　 犬椎体成形术操作过程

Ｎｏｔｅ． ａ． Ｌｏｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｌｅｖｅｌ， ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｎｅ ｌａｎｄｍａｒｋｓ ａｎｄ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｓｉｔｅ ｕｎｄｅｒ ｆｌｕｏｒｏｓｃｏｐｙ． ｂ． Ａｆｔｅｒ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｒａｐｉｎｇ， ｎｅｅｄｌｅ
ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｉｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ． ｃ． Ｎｅｅｄｌｅ ａｄｖａｎｃｅｍｅｎｔ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｂｏｎｅ． ｄ． Ｇｕｉｄｅｗｉｒｅ ｐｌａｃｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔａｃｔ ｗａｌｌｓ． ｅ．
Ｍｉｄｌｉｎｅ， ｄｉｌａｔｏｒ ｏｐｅｎｉｎｇ ｏｆ ｃａｎｃｅｌｌｏｕｓ ｂｏｎｅ ｔｏ ａ ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙ ｄｅｐｔｈ． ｆ． Ｌａｔｅｒａｌ， ｄｉｌａｔｏｒ ｏｐｅｎｉｎｇ ｏｆ ｃａｎｃｅｌｌｏｕｓ ｂｏｎｅ． ｇ． Ｇｕｉｄｅｗｉｒｅ ｒｅ⁃ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ
ｉｎｔａｃｔ ｗａｌｌｓ． ｈ． Ｍｉｄｌｉｎｅ， ｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ｃａｔｈｅｔｅｒ ａｎｄ ｇｒａｄｕａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｍｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ ｂｏｎｅ ｃｅｍｅｎｔ ｗｈｉｌｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｅｐｉｄｕｒａｌ ｓｐｒｅａｄ． ｉ． Ｍｉｄｌｉｎｅ， ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｃａｔｈｅｔｅｒ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｃｅｍｅｎｔ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ． ｊ． Ｌａｔｅｒａｌ， ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｃｅｍｅｎｔ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ． Ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗｓ． Ｂｏｎｅ ｃｅｍｅｎｔ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒｏｐｌａｓｔｙ ｉｎ ｄｏｇｓ

１􀆰 ３　 统计学分析

数据以平均值 ± 标准差 （ 􀭰ｘ ± ｓ） 表示，利用

ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理。 单因素方差分析 ／ ＬＳＤ
多重比较分析差异显著性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有统计

学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 犬的解剖

犬的腰椎共有 ７ 个，单个腰椎椎体宽度由两侧

向中间凹陷处逐渐变窄，呈现出哑铃状的形态，其
中椎间盘呈白色且凸出，横突向前向下生长。 值得

注意的是，犬的 Ｌ１ ～ Ｌ７ 相似，但在高度上却存在一

定的差异，其中 Ｌ７ 节段最小且被骨盆覆盖，而 Ｌ５
节段则最大。 腰椎整体的椎体高度呈现出“中间大

两头小”的特征。 ６ 只比格犬腰椎具体测量参数（图

３，表 １）。 进一步行单个犬椎体 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 发现，椎体

两侧宽大且松质骨较多，中间狭部骨松质相对较少

（图 ４）。
　 　 进一步通过统计分析，６ 只犬脊柱 Ｌ４ ～ Ｌ６ 的

Ｄ５ 无统计学意义（Ｆ ＝ ０􀆰 ０７８，Ｐ ＝ ０􀆰 ９２５），即犬 Ｌ４
～ Ｌ６ 横突根部中点与椎间盘下缘垂直距离相对变

化不大，个体差异小，因此犬 Ｌ４ ～ Ｌ６ 横突根部中点

可作为椎体穿刺的安全可靠的骨性标志。
２􀆰 ２　 手术结果

采用椎体高度和基底宽度均较大的 Ｌ４、Ｌ５、Ｌ６
节段椎体为模型节段。 利用 ６ 只比格犬共成功制作

１５ 个犬椎体穿刺手术模型，单节段平均手术时间

２２􀆰 ７ ± ４􀆰 ６ ｍｉｎ（１５ ～ ３０ ｍｉｎ）。 穿刺定位点为横突

根部中线与乳突根部和横突根部凹陷线的交点。
穿刺角度为与水平呈 ３０°。 向头的倾角度为 １０°穿
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注：１：横突；２：椎间盘；３：乳突；４：Ｌ７ 椎体；Ｄ１：椎体高度；Ｄ２：椎体基底部宽度；Ｄ３：椎间盘上缘与椎体最狭部距离；Ｄ４：椎间盘上缘与

脊椎乳突中点垂直线的距离；Ｄ５：横突根部中点与椎间盘下缘垂直距离。 （下表同）

图 ３　 犬腰椎解剖图

Ｎｏｔｅ． １． Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ． ２． Ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ． ３． Ｍａｓｔｏｉｄ． ４． Ｌ７ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｄｙ． Ｄ１． Ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｄｙ ｈｅｉｇｈｔ． Ｄ２． Ｗｉｄｔｈ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ
ｂｏｄｙ ｂａｓｅ． Ｄ３． Ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｅｄｇｅ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ａｎｄ ｔｈｅ ｎａｒｒｏｗｅｓｔ ｐａｒｔ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｄｙ． Ｄ４． Ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
ｕｐｐｅｒ ｅｄｇｅ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｄｐｏｉｎｔ ｏｆ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｌｉｎｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ． Ｄ５． Ｖｅｒｔｉｃａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉｄｐｏｉｎｔ ｏｆ
ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｂａｓｅ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｅｄｇｅ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｎａｔｏｍｙ ｏｆ ｃａｎｉｎｅ ｌｕｍｂａｒ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ

表 １　 比格犬腰椎测量参数（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｍｂａｒ ｓｐｉｎｅ ｉｎ ｂｅａｇｌｅ ｄｏｇｓ（􀭰ｘ ± ｓ）

项目 Ｉｔｅｍｓ Ｌ１ Ｌ２ Ｌ３ Ｌ４ Ｌ５ Ｌ６ Ｌ７
Ｄ１ ／ ｍｍ １４􀆰 ６ ± ０􀆰 ７ １５􀆰 ０ ± １􀆰 １ １６􀆰 ５ ± １􀆰 ３ １７􀆰 ４ ± １􀆰 ２ １７􀆰 ７ ± １􀆰 ５ １５􀆰 ８ ± １􀆰 ５ １１􀆰 ６ ± １􀆰 ２
Ｄ２ ／ ｍｍ １６􀆰 ２ ± １􀆰 １ １７􀆰 ０ ± ０􀆰 ９ １７􀆰 ７ ± １􀆰 ３ １７􀆰 ８ ± １􀆰 ６ １８􀆰 ０ ± １􀆰 ７ １８􀆰 ３ ± １􀆰 ２ １８􀆰 １ ± １􀆰 ６
Ｄ３ ／ ｍｍ ８􀆰 ９ ± ０􀆰 ７ ９􀆰 ２ ± ０􀆰 ６ ９􀆰 ７ ± ０􀆰 ９ ９􀆰 ４ ± ０􀆰 ８ ９􀆰 ８ ± ０􀆰 ８ ８􀆰 １ ± ０􀆰 ７ ５􀆰 ８ ± ０􀆰 ８
Ｄ４ ／ ｍｍ １􀆰 ９ ± ０􀆰 ３ １􀆰 ７ ± ０􀆰 ３ １􀆰 ９ ± ０􀆰 ３ ２􀆰 ５ ± ０􀆰 ２ ２􀆰 ３ ± ０􀆰 ３ ３􀆰 ０ ± ０􀆰 ４ ４􀆰 ０ ± ０􀆰 ４
Ｄ５ ／ ｍｍ ４􀆰 ７ ± ０􀆰 ２ ５􀆰 １ ± ０􀆰 ３ ５􀆰 ７ ± ０􀆰 ２ ６􀆰 ８ ± ０􀆰 ５ ６􀆰 ９ ± ０􀆰 ３ ６􀆰 ８ ± ０􀆰 ４ ４􀆰 １ ± ０􀆰 ３

注：Ｌ：腰椎。
Ｎｏｔｅ． Ｌ． Ｌｕｍｂａｒ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ．

注：ａ：正位；ｂ：横截面；ｃ：侧位；ｄ：矢状面；１：横突；２：棘突；３：乳突；４：椎体；５：椎管；６：椎板。

图 ４　 犬椎体 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 结果

Ｎｏｔｅ． ａ． Ｍｉｄｌｉｎｅ． ｂ． Ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ． ｃ． Ｌａｔｅｒａｌ． ｄ． Ｓａｇｉｔｔａｌ ｐｌａｎｅ． １． Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ． ２． Ｓｐｉｎｏｕｓ ｐｒｏｃｅｓｓ． ３． Ｍａｓｔｏｉｄ． ４． Ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｄｙ． ５．
Ｓｐｉｎａｌ ｃａｎａｌ． ６． Ｌａｍｉｎａ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｏｇ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｄｉｅｓ

刺深度为 １􀆰 ４ ｃｍ，注射骨水泥 ０􀆰 ６ ｍＬ。 通过术后

Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 影像观察骨水泥分布（图 ５），本研究采用

的穿刺入路能够理想地将骨水泥注射到椎体目标

位置，骨水泥在椎体内骨松质内弥散分布均匀，椎
管前壁及椎体前缘完整性，无骨水泥渗漏。 １８ 个椎

体穿刺模型构建中，１ 个椎体节段出现脊髓损伤导

致下肢瘫痪、大小便失禁等症状，２ 个椎体骨皮质破

裂，未出现麻醉或感染导致死亡。
２􀆰 ３　 技术要点

后外侧入路是将犬处于俯卧位，横突根部中点

作为头尾定位线，乳突根部与横突根部中点凹陷处

作为背腹定位线，两线相交的点即为穿刺定位点。

９５３
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注：１：棘突；２：横突；３：穿刺路径；４：椎管；５：椎体；虚线内为骨水泥在椎体内的分布。

图 ５　 ＰＭＭＡ 注射后 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 结果

Ｎｏｔｅ． １． Ｓｐｉｎｏｕｓ ｐｒｏｃｅｓｓ． ２． Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ． ３． Ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｐａｔｈ． ４． Ｓｐｉｎａｌ ｃａｎａｌ． ５． Ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｄｙ． Ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ
ｂｏｎｅ ｃｅｍｅｎｔ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｄｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｆｔｅｒ ＰＭＭＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｄｏｇｓ

穿刺的最佳角度为与水平呈 ２０° ～ ３０°。 如果向椎

体头侧穿刺，穿刺针头的倾斜角度为 ５° ～ １５°，进针

深度为 １􀆰 ２ ～ １􀆰 ５ ｃｍ。 如果向椎体尾侧穿刺，穿刺

针尾的倾斜角度为 ３０° ～ ３５°，进针深度为 １􀆰 ５ ～
１􀆰 ８ ｃｍ。 穿刺的深度受犬椎体大小的影响。 此入路

穿过皮下肌肉组织，提供更直接的手术路径，直接

接近目标区域，减少了手术过程中损伤神经血管或

者破坏更多骨质的风险，并且能够减少对周围组织

的损伤，这有助于减少手术后的疼痛和恢复时间。
最重要的是犬椎体穿刺后外侧入路可以提供更准

确的穿刺定位点，使操作者能够清晰地在 ＤＲ 上观

察和操作目标区域，并且安全角度阈值大，这有助

于准确定位、精确操作和安全操作。 该入路的缺点

是学习曲线较长。

３　 讨论

椎体成形术要求对通道置入位置和方向非常

精确。 至今已在大型动物（如羊、猪）中成功实施并

进行了建模［６，８］。 然而手术过程复杂、价格昂贵，难
以被广泛应用是大型动物椎体成形术实验的痛点。
使用犬等中小型动物作为模型，可以有效降低成

本。 这种方法不仅能够缩短麻醉和手术时间，而且

在需要进行大样本实验的椎体成形手术研究中非

常实用。 犬作为科学实验动物具有诸多优点，包括

费用低廉、实验结果可靠等。 与人类相比，犬的腰

椎解剖结构相似，使得犬在研究脊柱相关问题时成

为理想的实验动物。 此外，犬的手术操作与外科临

床实践基本相似，术后进食、抗感染等方面也相对

容易控制。 综合以上优点，犬在科学实验中可以作

为一种比较理想的动物模型。 因此，在相关文献报

道中经常被用于骨科实验［９－１５］。 然而，由于犬椎体

较小且中间狭窄，通过传统后路经椎弓根或侧路水

平入路易造成骨皮质破裂而损伤周围重要神经和

血管。 既往有在超声引导下行犬尸体腰丛不同入

路的比较［１６］，本研究先对犬大体标本进行测量，然
后通过透视及 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 分析建立最佳穿刺入路，最
后采用比格犬活体而非尸体建模，其目的是验证穿

刺后可注射骨水泥在椎体中的弥散。 若穿刺损伤

血管或破坏骨皮质造成骨水泥渗漏，在活体模型中

可作为安全性评价指标。 另外，在穿刺过程中，穿
刺针接触骨皮质后需再次确定穿刺点位置，若穿刺

点不满意需及时调整。 调整中穿刺针是否对周围

重要神经或血管造成损伤也在安全性范围之内。
有研究以犬为模型比较不同骨水泥的力学特

性，方法是取 Ｌ４ 和 Ｌ６ 椎体为实验部位，于肋下缘

腋前线处至腹股沟中点上方 ２ ｃｍ 做长 ８ ｃｍ 的左腹

部斜切口，切开腹内、外斜肌、腹横筋膜，经腹膜外

将腹膜连同腹腔脏器牵向右侧，到达腰椎椎体前

方，用小骨刀在椎体凿出骨缺损，将实验材料填充

植入［１７］。 该方法虽不借助任何辅助设备，但开放手

术创伤大，手术部位较深，在一定程度上影响骨水

泥注射的部位、深度及弥散程度，手术感染风险高，
恢复慢。 另外，大量肌肉剥离和软组织损伤是否影

响目标位置周围血供，进而影响实验效果有待进一

步验证。 尽管有其他关于犬椎体成形的相关研究，
但都未对穿刺方法及要点进行描述［１８－１９］。 本研究

构建的犬椎体穿刺模型能够精确定位到目标椎体，
穿刺部位、角度、深度明确，对周围肌肉、血管、神经

损伤小，术后感染风险低、恢复快，且可行相邻椎体

穿刺，为研究可注射型骨植入材料提供了可靠的穿

刺方法。 为达到精确及微创要求，有在 ＣＴ 引导下

行 ＰＶＰ 注射放疗药物的报道［２０］，因此，本模型为犬

０６３



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ３ 月第 ３２ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ３

骨肿瘤穿刺活检及放疗药物实验也提供了安全有

效的穿刺方法。
研究结果显示，成年犬椎体偏小，导致注射空

间受限，因此 １２ ～ ２４ 月龄比格犬进行骨水泥注射

时需特别注意注射量不宜超过 ０􀆰 ８ ｍＬ。 透视下通

道注射骨水泥存在操作困难的风险，容易导致操作

失败，需要谨慎对待。 由于犬的横突根部更靠近于

椎体的头侧，所以这种方法更适合向椎体头侧进行

穿刺。 如果穿过椎体中间的狭部并对椎体尾侧进

行穿刺，容易造成椎体狭部骨皮质破裂和神经根的

损伤。
本研究针对犬椎体成形术中核心环节“穿刺技

术”进行了分析，明确比格犬 Ｌ４ ～ Ｌ６ 椎体横突根

部中点骨性结构，采用后外侧入路可以成功建立一

种安全可靠的犬椎体成形术用穿刺模型。 此模型

减少了血管和神经的损伤，术中出血少，感染风险

低，手术时间短，具有微创的优势。
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猫棒束孢联合环磷酰胺对 Ｈ２２ 荷瘤小鼠
的治疗作用

史晓伟１，陈静静１，余国彦１，张艺尹１，陈丽霞２，赵莉莉２，杨永明２，
王靖２，阎磊２，杨喜花１，２∗

（１． 山西医科大学公共卫生学院，太原　 ０３０００１；２． 山西医科大学附属肿瘤医院实验动物中心，太原　 ０３００１３）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究冬虫夏草来源的猫棒束孢（ Ｉｓａｒｉａ ｆｅｌｉｎａ，ＩＦ）联合环磷酰胺（ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，ＣＴＸ）对肝

癌 Ｈ２２ 荷瘤小鼠的治疗作用。 方法　 建立 Ｈ２２ 荷瘤小鼠模型，随机分组，设正常对照组（ＮＣ ｇｒｏｕｐ，蒸馏水）、模型

对照组（ＭＣ ｇｒｏｕｐ，蒸馏水）、ＣＴＸ 组（ＣＴＸ ｇｒｏｕｐ，２５ ｍｇ ／ ｋｇ）、ＩＦ 组（ ＩＦ ｇｒｏｕｐ，４００ ｍｇ ／ ｋｇ）和 ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组（ ＩＦ ＋ ＣＴＸ
ｇｒｏｕｐ，ＩＦ ４００ ｍｇ ／ ｋｇ ＋ ＣＴＸ ２５ ｍｇ ／ ｋｇ），每组 ５ 只小鼠；蒸馏水、ＩＦ 灌胃给药，ＣＴＸ 腹腔注射给药，连续给药 １０ ｄ。 实

验结束后，计算各组小鼠平均肿瘤体积和瘤重、抑瘤率、ｑ 值、免疫器官脏器指数；检测血常规和血清细胞因子含量；
观察肿瘤组织苏木精⁃伊红（ＨＥ）染色病理形态变化。 结果　 各给药组小鼠的肿瘤体积和重量均显著低于 ＭＣ 组

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＣＴＸ 组、ＩＦ 组、ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组小鼠的抑瘤率分别为 ４９􀆰 ３％、３４􀆰 ２％、７２􀆰 ８％，ｑ 值为 １􀆰 ０９。 ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组白

细胞（ＷＢＣ）、淋巴细胞（Ｌｙｍｐｈ）、血小板（ＰＬＴ）数量显著高于 ＣＴＸ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＭＣ 组小鼠的脾指数显著高于

ＮＣ 组，ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组小鼠脾指数显著低于 ＭＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＭＣ 组小鼠的血清 ＩＦＮ⁃γ 水平显著低于 ＮＣ 组，ＩＦ 组和

ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组的 ＩＦＮ⁃γ 水平显著高于 ＭＣ 组和 ＣＴＸ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＭＣ 组肿瘤细胞生长状态良好，数量多，排列紧

密；ＣＴＸ 组、ＩＦ 组和 ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组肿瘤组织可见肿瘤细胞排列松散，多处肿瘤细胞灶性坏死，坏死细胞核固缩碎裂。
结论　 ＩＦ 和 ＣＴＸ 联用对 Ｈ２２ 荷瘤小鼠有相加的抑瘤作用，可减轻小鼠的免疫功能抑制，具有免疫调节功能。
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（１． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ， Ｓｈａｎｘｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｔａｉｙｕａｎ ０３０００１， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ａｎｉｍａｌ Ｃｅｎｔｅｒ，
ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｃａｎｃｅｒ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｘｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｔａｉｙｕａｎ ０３００１３， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＹＡＮＧ Ｘｉｈｕａ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙａｎｇｘｉｈｕａ＠ １２６． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｉｓａｒｉａ ｆｅｌｉｎａ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ （ＣＴＸ） ｉｎ ｈｅｐａｔｏｍａ Ｈ２２ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａｎ Ｈ２２ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｏｕｓｅ
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　 　 　 　 　 　ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｎｄ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ ａ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ）， ｍｏｄｅｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ＭＣ ｇｒｏｕｐ， ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ）， ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ＣＴＸ ｇｒｏｕｐ， ２５ ｍｇ ／ ｋｇ）， Ｉｓａｒｉａ ｆｅｌｉｎａ ｇｒｏｕｐ （ＩＦ ｇｒｏｕｐ，
４００ ｍｇ ／ ｋｇ）， ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （ＩＦ ＋ ＣＴＸ ｇｒｏｕｐ， ＩＦ ４００ ｍｇ ／ ｋｇ ＋ ＣＴＸ ２５ ｍｇ ／ ｋｇ）， ｗｉｔｈ ５ ｍｉｃｅ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ＩＦ ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｂｙ ｇａｖａｇｅ， ａｎｄ ＣＴＸ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．
Ｔｈｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｃｙｃｌｅ ｗａｓ １０ ｄａｙｓ． Ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｍｅａｎ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｗｅｉｇｈｔ， ｔｕｍｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｒａｔｅ， ｑ ｖａｌｕｅ， ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ， ａｎｄ ｒｏｕｔｉｎｅ ｂｌｏｏｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｎｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．
Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｍａｓｓ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＭＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＣＴＸ， ＩＦ， ａｎｄ ＩＦ ＋ ＣＴＸ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ４９􀆰 ３％， ３４􀆰 ２％， ａｎｄ ７２􀆰 ８％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｑ ｖａｌｕｅ
ｗａｓ １􀆰 ０９． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ， Ｌｙｍｐｈ， ａｎｄ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＩＦ ＋ ＣＴＸ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ
ｔｈｅ ＣＴＸ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＭＣ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ
ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＩＦ ＋ ＣＴＸ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＭＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｓｅｒｕｍ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃
γ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＭＣ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＩＦ ａｎｄ ＩＦ ＋
ＣＴＸ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＭＣ ａｎｄ ＣＴＸ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ， ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＭＣ ｇｒｏｕｐ
ｇｒｅｗ ｗｅｌｌ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｎｕｍｅｒｏｕｓ ａｎｄ ｃｌｏｓｅｌｙ ａｒｒａｎｇｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＣＴＸ， ＩＦ， ａｎｄ ＩＦ ＋ ＣＴＸ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ａｒｒａｎｇｅｄ
ｌｏｏｓｅｌｙ， ｗｉｔｈ ｆｏｃａｌ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｙｋｎｏｓｉｓ ｏｆ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍａｎｙ ｐｌａｃｅｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＦ
ａｎｄ ＣＴＸ ｈａｓ ａｎ ａｄｄｉｔｉｖｅ ａｎｔｉ⁃ｔｕｍｏｒ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ Ｈ２２ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｈａｖｅ ａｎ
ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｉｓａｒｉａ ｆｅｌｉｎａ； Ｈ２２ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ； ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ； ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是最

常见的原发性肝癌，是全球第六大常见的肿瘤类

型，也是癌症相关死亡的第二大原因，５ 年生存率也

只有 ２０％［１－３］。 化疗是肝癌治疗的主要方式之一，
环磷酰胺是应用最广泛的传统化疗药物之一，抗癌

谱广、疗效较好。 但易产生免疫抑制、骨髓抑制、肝
肾损伤等严重的毒副反应，造成白细胞水平下降，
免疫力降低， 其应用受到限制［４－６］。 冬虫夏草

（ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ）是中国传统名贵中药材，也是国

家二级保护药用真菌和功能性食品，含有虫草素、
虫草酸、虫草多糖、ＳＯＤ 和氨基酸等多种生物活性

物质，具有抗肿瘤、免疫调节、抗氧化、保肝护肾等

广泛的药理作用［７－８］。 猫棒束孢（ Ｉｓａｒｉａ ｆｅｌｉｎａ，ＩＦ）
是从冬虫夏草虫草体中经菌种分离后培养得到的

一种真菌，具有类似冬虫夏草的功能。 研究发现，
抗肿瘤中药和化疗药物联合治疗可增强化疗药物

的疗效并降低不良反应和耐药性［９］。 因此，中药和

化疗药物联用对肝癌治疗有积极的作用。 实验室

前期研究发现猫棒束孢培养物对小鼠移植性肉瘤

Ｓ１８０、肝癌 Ｈ２２ 和 Ｌｅｗｉｓ 肺癌均有显著的抑制作

用［１０－１２］。 为进一步探索 ＩＦ 在体内抗肝癌作用，本
研究通过建立 Ｈ２２ 荷瘤小鼠模型，研究 ＩＦ 联合

ＣＴＸ 对 Ｈ２２ 荷瘤小鼠肿瘤的抑制作用，为 ＩＦ 的临

床合理应用提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２５ 只雌性 ＳＰＦ 级 ＫＭ 小鼠，４ 周龄，体重 １８ ～
２２ ｇ，购自斯贝福（北京）生物技术有限公司【ＳＣＸＫ
（京）２０１９－００１０】，饲养在山西省肿瘤医院实验动物

中心 ＳＰＦ 级动物实验室【 ＳＹＸＫ（晋） ２０２２－０００３】。
饲养环境：１２ ｈ 昼夜交替，温度为 ２２ ～ ２４ ℃，湿度

４０％ ～ ６０％，自由进食和饮水。 本实验所有操作均

经山西省肿瘤医院动物伦理委员会审批 （ ＩＡＣＵＣ
２０２２０４０）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

小鼠 Ｈ２２ 肝癌细胞株，由河北医科大学实验动

物中心馈赠。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＩＦ（山西省肿瘤医院实验动物中心自制，批次：
２０２２０８０６）；注射用 ＣＴＸ（江苏盛迪医药有限公司，
批号：１Ｈ４９１Ａ）；肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、γ⁃干扰

素（ ＩＦＮ⁃γ） （凡科维商城，批号分别为：Ａｕｇ ２０２２、
Ａｕｇ ２０２２）。 ＢＣ⁃２８００Ｖｅｔ 型兽用全自动血液细胞分

析仪（Ｍｉｎｄｒａｙ 公司）；ＫＤＣ⁃２０４４ 型低速冷冻离心机

（科大创新股份有限公司）；ＪＪ２０００ 型电子天平（常

３６３
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熟市双杰测试仪器厂）；３１１ 型 ＣＯ２ 培养箱（美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；Ｓｕｎ Ｒｉｓｅ 酶标仪 （奥地利 Ｔｅｃａｎ 公

司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组、给药及处理

用生理盐水将培养的 Ｈ２２ 细胞稀释成悬液（每
毫升含 １ × １０６ 个细胞），对小鼠右前肢腋窝皮下进

行接种（每只 ０􀆰 １ ｍＬ），建立 Ｈ２２ 荷瘤小鼠模型［１３］，
２４ ｈ 后，随机分组，设正常对照组（ＮＣ ｇｒｏｕｐ，蒸馏

水）、模型对照组（ＭＣ ｇｒｏｕｐ，蒸馏水）、ＣＴＸ 组（ＣＴＸ
ｇｒｏｕｐ，２５ ｍｇ ／ ｋｇ）、ＩＦ 组（ ＩＦ ｇｒｏｕｐ，４００ ｍｇ ／ ｋｇ）和 ＩＦ
＋ ＣＴＸ 组（ＩＦ ＋ ＣＴＸ ｇｒｏｕｐ，ＩＦ ４００ ｍｇ ／ ｋｇ ＋ ＣＴＸ ２５
ｍｇ ／ ｋｇ），每组 ５ 只小鼠。 蒸馏水、ＩＦ 灌胃给药，ＣＴＸ
腹腔注射给药，每天 １ 次，给药容量为 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ，
连续给药 １０ ｄ，每天观察小鼠、称重，并用游标卡尺

测量肿瘤直径，计算肿瘤体积。
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠抑瘤率及脏器指数计算

末次给药 ２４ ｈ 后，称重小鼠，取血，一部分储存

于 ＥＤＴＡ⁃Ｋ２ 抗凝管中用于血液常规指标测定，一部

分用于 ＩＦＮ⁃γ 及 ＴＮＦ⁃α 水平测定。 颈椎脱臼法处

死小鼠，完整剥离瘤块、脾、胸腺和肝，称重，分别计

算抑瘤率、脾及胸腺指数。 肿瘤体积 ／ ｍｍ３ ＝ ａｂ２ ／ ２
（ａ：长径；ｂ：短径）；抑瘤率 ／ ％ ＝ ［１ －（给药组平均

瘤重 ／模型组平均瘤重）］ × １００％。

表 １　 ＩＦ 联合 ＣＴＸ 对 Ｈ２２ 荷瘤小鼠肿瘤生长的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＩＦ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＣＴＸ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｉｎ Ｈ２２ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

肿瘤体积 ／ ｍｍ３

Ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ／ ｍｍ３
平均瘤重 ／ ｇ

Ａｖｅｒａｇｅ ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ／ ｇ
抑瘤率 ／ ％

Ｔｕｍｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ／ ％
ｑ 值

ｑ ｖａｌｕｅ
ＭＣ 组

ＭＣ ｇｒｏｕｐ １１７９􀆰 １９ ± １４６􀆰 ９４ ０􀆰 ９８ ± ０􀆰 １５ － －

ＣＴＸ 组
ＣＴＸ ｇｒｏｕｐ ５１５􀆰 ３１ ± ６７􀆰 ３７∗ ０􀆰 ４９ ± ０􀆰 １５∗ ４９􀆰 ３ －

ＩＦ 组
ＩＦ ｇｒｏｕｐ ５２８􀆰 ７９ ± ７３􀆰 ７８∗ ０􀆰 ６４ ± ０􀆰 １７∗ ３４􀆰 ２ －

ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组
ＩＦ ＋ ＣＴＸ ｇｒｏｕｐ ３４１􀆰 ９１ ± ４２􀆰 ９１∗△ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０４∗ ７２􀆰 ８ １􀆰 ０９

注：与 ＭＣ 相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＣＴＸ 组相比，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＣ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＴＸ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

　 　 两药联合应用时可能表现为拮抗、相加或协

同，可以通过计算 ｑ 值来具体确定两药联合应用时

相互间的作用［１４］，ｑ ＝ ＥＡＢ ／ （ ＥＡ ＋ ＥＢ – ＥＡ ×
ＥＢ），ＥＡ 为 ＣＴＸ 的抑瘤率，ＥＢ 为 ＩＦ 的抑瘤率，ＥＡＢ
为联合用药组两药合用的抑瘤率，当 ｑ ＜ ０􀆰 ８５ 表示

两药拮抗，ｑ ＝ ０􀆰 ８５ ～ １􀆰 ２５ 表示两药作用相加，当
ｑ ＞ １􀆰 ２５ 表示两药作用增强（或协同）。 脏器指数

＝ 脏器重量（ｍｇ） ／小鼠体重（ｇ）。

１􀆰 ２􀆰 ３　 血液常规指标测定

取“１􀆰 ２􀆰 ２”项下分装的小鼠血液，采用全自动

血细胞分析仪测定各组小鼠血液中白细胞（ｗｈｉｔｅ
ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ， ＷＢＣ ）、 淋 巴 细 胞 （ Ｌｙｍｐｈ ）、 血 小 板

（ｐｌａｔｅｌｅｔ，ＰＬＴ）、红细胞（ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ，ＲＢＣ）数量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 血清 ＩＦＮ⁃γ、ＴＮＦ⁃α 水平测定

取“１􀆰 ２􀆰 ２”项下分装的小鼠血液，室温静置 ３０
ｍｉｎ，４ ℃、３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液，按照

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书操作， 测定小鼠血清中的

ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α 的含量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＨＥ 染色观察小鼠肿瘤组织病理学变化

将小鼠肿瘤组织固定于 ４％多聚甲醛缓冲液中

过夜，常规石蜡包埋、脱水、切片。 取组织切片进行

苏木精⁃伊红（ＨＥ）染色，光学显微镜下观察肿瘤组

织形态学变化。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２８􀆰 ０ 软件进行统计学分析。 计量资

料符合正态分布，以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，
多组间比较采用单因素方差分析，组内两两比较采

用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学意义。 用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件作图。

２　 结果

２􀆰 １　 ＩＦ 联合 ＣＴＸ 对 Ｈ２２ 荷瘤小鼠肿瘤生长的

影响

接种 Ｈ２２ 瘤株第 ３ 天，所有荷瘤小鼠右腋窝处

均出现瘤组织，并逐天增大，表明模型复制成功。
在实验期间，所有荷瘤小鼠无自然死亡情况。 肿瘤

生长结果如表 １ 所示，各给药组小鼠的肿瘤体积和

重量均低于 ＭＣ 组，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与
ＣＴＸ 组相比，ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组小鼠肿瘤体积减小，差异

具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＣＴＸ 组、ＩＦ 组、ＩＦ ＋ ＣＴＸ

４６３
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　 　 　 　 　 　组小鼠的抑瘤率分别为 ４９􀆰 ３％、３４􀆰 ２％、７２􀆰 ８％。 联

合用药的 ｑ 值为 １􀆰 ０９，表明联合用药疗效具有相加

效应，提示 ＩＦ 对环磷酰胺的抑瘤效果有增效作用。
２􀆰 ２　 ＩＦ 联合 ＣＴＸ 对 Ｈ２２ 荷瘤小鼠血细胞数量的

影响

结果如图 １ 所示：ＣＴＸ 组小鼠的 ＷＢＣ、Ｌｙｍｐｈ、
ＰＬＴ 数量低于 ＮＣ 组，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组的 ＷＢＣ、Ｌｙｍｐｈ、ＰＬＴ 数量高于 ＣＴＸ 组，

差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 各组小鼠 ＲＢＣ 数量

差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 ＩＦ 联合 ＣＴＸ对Ｈ２２荷瘤小鼠免疫器官的影响

结果如图 ２ 所示，ＭＣ 组小鼠的胸腺指数低于

ＮＣ 组、脾指数显著高于 ＮＣ 组，差异具有显著性（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）。 ＩＦ 组小鼠的胸腺指数高于 ＭＣ 组，差异具

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＣＴＸ 组、ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组脾指数

低于 ＭＣ 组，差异均具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

注：与 ＮＣ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 １　 ＩＦ 联合 ＣＴＸ 对 Ｈ２２ 荷瘤小鼠血细胞数量的影响

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

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＩＦ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＣＴＸ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｈ２２ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ

２􀆰 ４　 ＩＦ 联合 ＣＴＸ 对 Ｈ２２ 荷瘤小鼠血清细胞因子

的影响

结果如图 ３ 所示，ＭＣ 组小鼠血清 ＩＦＮ⁃γ、ＴＮＦ⁃α
水平低于 ＮＣ 组，差异均具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
ＩＦ 组和 ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组的 ＩＦＮ⁃γ 水平高于 ＭＣ 组和

ＣＴＸ 组，差异均具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＩＦ 组和 ＩＦ
＋ ＣＴＸ 组的 ＴＮＦ⁃α 水平与 ＭＣ 组和 ＣＴＸ 组相比，无
统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５　 ＩＦ 联合 ＣＴＸ 对肿瘤组织病理的影响

肿瘤组织病理学变化如图 ４ 所示，ＭＣ 组肿瘤

细胞生长状态良好，数量多，排列紧密，细胞核深

染，核质比高，可见核分裂象，肿瘤间质内可见多量

的粒细胞浸润，未见明显细胞坏死；ＣＴＸ 组、ＩＦ 组和

ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组肿瘤组织肿瘤细胞排列松散，多处可见

肿瘤细胞灶性坏死，坏死细胞核固缩碎裂。

３　 讨论

化疗是肝癌综合治疗的主要手段之一，但存在

不良反应、耐药性、预后差、生存期短等问题。 抗肿

瘤中草药和化疗药物联合应用具有增效减毒的作
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图 ２　 ＩＦ 联合 ＣＴＸ 对 Ｈ２２ 荷瘤小鼠免疫器官指数的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＩＦ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＣＴＸ ｏｎ ｉｍｍｕｎｅ ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘ ｉｎ Ｈ２２ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ

图 ３　 ＩＦ 联合 ＣＴＸ 对 Ｈ２２ 荷瘤小鼠血清细胞因子的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＩＦ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＣＴＸ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ Ｈ２２ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ

图 ４　 Ｈ２２ 小鼠肿瘤组织 ＨＥ 染色切片

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＨＥ ｓｔａｉｎｅｄ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ Ｈ２２ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ

用，在临床上应用愈来愈广泛，已成为抗肿瘤药物

研究的一大热点［１５－１６］。 肝癌 Ｈ２２ 细胞小鼠皮下移

植瘤模型是筛选和评价抗肿瘤药物应用较广的模

型之一，具有操作简单、周期短、成本低、成模率高、
重复性好等优点［１７］。 本实验以 Ｈ２２ 荷瘤小鼠为模

型，初步探索了 ＩＦ 与 ＣＴＸ 联合用药治疗肝癌的效

果。 实验结果表明：ＣＴＸ 组和 ＩＦ 组的抑瘤率分别为

４９􀆰 ３％、３４􀆰 ２％，而 ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组的抑瘤率显著提高为

７２􀆰 ８％，符合抗肿瘤中草药有效性标准（抑瘤率 ＞
３０％）的要求［１８］，且 ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组的 ｑ 值为 １􀆰 ０９，在
０􀆰 ８５ ～ １􀆰 １５ 内，表明两药联用时呈相加的抑瘤作

用。 ＣＴＸ 组小鼠的 ＷＢＣ、Ｌｙｍｐｈ、ＰＬＴ 数量明显降

６６３
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低，提示荷瘤小鼠出现骨髓抑制；ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组小鼠

ＷＢＣ、ＰＬＴ 相比 ＣＴＸ 组显著升高，表明 ＩＦ 和 ＣＴＸ 联

用可以减小 ＣＴＸ 所致的骨髓抑制毒性，改善免疫

功能。
脾和胸腺是最主要的免疫器官。 胸腺是 Ｔ 淋

巴细胞产生、发育、分化和成熟的场所；脾是机体最

大的外周免疫器官，胸腺指数和脾指数的大小直接

反应机体免疫水平的高低［１９］。 本实验中，ＩＦ 组的胸

腺指数显著高于 ＭＣ 组和 ＣＴＸ 组，表明 ＩＦ 可能通过

增加免疫器官胸腺的重量，增强机体的免疫力，从
而抑制肿瘤生长。 ＭＣ 组小鼠可见脾明显肿大，这
与小鼠荷瘤后免疫细胞转移并滞留在脾中有直接

的关系，提示机体进入负免疫调节阶段［２０－２１］。 ＩＦ ＋
ＣＴＸ 组小鼠脾指数显著低于 ＭＣ 组，表明 ＩＦ 与 ＣＴＸ
联用可改善荷瘤小鼠脾损伤，调节免疫功能。

ＩＦＮ⁃γ、ＴＮＦ⁃α 等细胞因子水平与机体免疫能力

关系密切［２２］。 ＩＦＮ⁃γ 是参与抗肿瘤免疫最重要的

细胞因子，主要由 Ｔｈ１ 细胞分泌，其表达水平升高代

表激活了免疫应答指标［２３］。 ＩＦＮ⁃γ 能直接抑制肿

瘤的生长，已被证明在调节抗肿瘤免疫反应以及抑

制肿瘤生长方面发挥着重要的作用，并已在临床

前、体外和体内以及恶性疾病免疫治疗的患者中进

行了广泛的测试［２４］。 ＴＮＦ⁃α 是已知抑瘤作用最强

的细胞因子，能直接杀伤肿瘤细胞并抑制肿瘤细胞

增殖，却对正常细胞无明显的毒性［２５］。 本研究显

示，与 ＮＣ 组相比，ＭＣ 组小鼠血清 ＩＦＮ⁃γ、ＴＮＦ⁃α 水

平降低；与 ＭＣ 组相比，ＩＦ 组和 ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组小鼠血

清 ＩＦＮ⁃γ 升高；与 ＣＴＸ 组相比，ＩＦ 组和 ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组

小鼠血清 ＩＦＮ⁃γ 水平升高。 大部分研究显示环磷酰

胺治疗 Ｈ２２ 荷瘤小鼠使 ＴＮＦ⁃α 水平有所升高，而本

研究中 ＣＴＸ 组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α 水平略高于 ＭＣ 组，
但无统计学意义，这可能与机体的免疫状态有关。
本研究中 ＣＴＸ 注射剂量相对较大，对小鼠造成的免

疫损伤也较大，因此可能使小鼠血清 ＴＮＦ⁃α 水平升

高不显著。 冬虫夏草可抑制 ＴＮＦ⁃α 的表达，从而减

缓肝纤维化的发生并改善肾和肠道的损伤［２６－２７］。
ＩＦ 组和 ＩＦ ＋ ＣＴＸ 组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α 水平与 ＭＣ 组

相比有降低的趋势。 推测 ＩＦ 可能通过升高 ＩＦＮ⁃γ
细胞因子水平，调节机体免疫功能，发挥抗肿瘤

作用。
本研究的不足在于 ＩＦ 联合 ＣＴＸ 发挥相加增效

作用的具体机制尚未明确，后续应开展更深入的研

究来探索联合用药后肿瘤相关细胞通路的变化，为

ＩＦ 的临床应用提供更多理论基础。 综上所述，ＩＦ 和

ＣＴＸ 联用具有相加的抑瘤作用，可减轻机体免疫功

能抑制，具有免疫调节功能。
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小肠过表达 Ｓｋｉ 蛋白对扭体小鼠
的抑炎镇痛作用

熊翱１，２，魏小雨１，彭艳２，杨明１，杨钱冬１，罗飞１∗

（１． 陆军军医大学（第三军医大学）第一附属医院骨科，重庆　 ４０００３８；
２． 陆军军医大学陆军特色医学中心野战外科研究部，重庆　 ４０００４２）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究小肠过表达鸟类癌基因（ｖｉｒｕｓ ｓｌｏａｎ⁃ｋｅｔｔｅｒｉｎｇ ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，ｖ⁃ｓｋｉ）的细胞内同源物（Ｓｋｉ）蛋白

对醋酸致扭体小鼠的抑炎镇痛作用。 方法　 选取 ８ 周龄雄性 ＩＣＲ 小鼠，给予腹腔注射现配的 ０􀆰 ７％醋酸溶液（０􀆰 １
ｍＬ ／ １０ ｇ）诱发扭体反应。 实验小鼠分为假手术（ ｓｈａｍ） 组、醋酸（ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ） 组、醋酸 （ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ） ＋ 布洛芬

（ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ）组、醋酸（ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ） ＋ 腺病毒空质粒（ａｄ⁃ＥＧＦＰ）组、醋酸（ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ） ＋ 腺病毒 ｓｋｉ 质粒（ａｄ⁃ｓｋｉ）⁃１ 组、
醋酸（ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ） ＋ 腺病毒 ｓｋｉ 质粒（ａｄ⁃ｓｋｉ）⁃２ 组和醋酸（ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ） ＋ 柳氮磺胺吡啶（ ｓｕｌｆａｓａｌａｚｉｎｅ）组，每组 １０
只。 观察并记录第 １ 次扭体出现的潜伏期，同时记录 １５ ｍｉｎ 内的扭体次数。 获取标记的小肠组织，鉴定腺病毒转

染效果，检测促炎因子、疼痛生物标志物的蛋白表达量，进一步分析核转录因子⁃κＢ（ＮＦ⁃κＢ）通路蛋白表达及其与

Ｓｋｉ 蛋白的结合情况。 结果　 腹腔注射 ａｄ⁃ｓｋｉ 腺病毒后，小肠成功过表达 Ｓｋｉ 蛋白。 过表达的 Ｓｋｉ 蛋白延长了小鼠

发生扭体的潜伏期，同时减少了扭体反应的频率，与布洛芬的效果相当（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 与醋酸组比较，过表达的 Ｓｋｉ
蛋白显著抑制了促炎因子和疼痛生物标志物的蛋白表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 而且 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 与 Ｓｋｉ 有复合物形成。 结论

过表达 Ｓｋｉ 蛋白对醋酸引起的炎性疼痛有抑炎镇痛作用，且与 Ｓｋｉ 调节 ＮＦ⁃κＢ 信号通路有关。
【关键词】 　 Ｓｋｉ；扭体实验；白细胞介素⁃１β；肿瘤坏死因子⁃α；神经生长因子；酪氨酸蛋白激酶 Ａ；小鼠
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Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｌｉｂｅｒａｔｉｏｎ Ａｒｍｙ， Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０００４２， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＵＯ Ｆｅｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：１３８８３８６９１７＠ １６３． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｋｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｗｒｉｔｉｎｇ
ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｅｉｇｈｔ⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ｍａｌｅ ＩＣＲ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ０􀆰 ７％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
（０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ） ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ａ ｗｒｉｔｈｉｎｇ ｒｅａｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｈａｍ， ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ＋ ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ，
ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ＋ ａｄ⁃ＥＧＦＰ， ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ＋ ａｄ⁃ｓｋｉ⁃１， ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ＋ ａｄ⁃ｓｋｉ⁃２， ａｎｄ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ＋ ｓｕｌｆａｓａｌａｚｉｎｅ ｇｒｏｕｐｓ （ｎ ＝ １０
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ｍｉｃｅ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ）． Ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｗｉｓｔｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｗｉｓｔｓ ｗｉｔｈｉｎ １５ ｍｉｎ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ． Ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｍｏｖｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏ⁃
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｐａｉｎ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ （ＮＦ）⁃κＢ ｐ６５ ａｎｄ ｉｔｓ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗｉｔｈ Ｓｋｉ
ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｓｋｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｄ⁃ｓｋｉ
ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ． Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｓｋｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｌａｙｅｄ ｔｈｅ ｓｔａｒｔ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｗｒｉｔｈｉｎｇ， ｃｏｍｐａｒａｂｌｅ ｔｏ ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ
（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）． Ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｓｋｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏ⁃
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｐａｉｎ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｆｏｒｍｅｄ
ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ｗｉｔｈ Ｓｋｉ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｋｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｓ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｐａｉｎ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ， ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｓｋｉ； ｗｒｉｔｈｉｎｇ ｔｅｓｔ； ＩＬ⁃１β； ＴＮＦ⁃α； ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ； ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ａ； ｍｉｃｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 疼痛是一种与实际或潜在组织损伤相关的不

愉快感觉和情绪情感体验及其经历［１］。 ２０２１ 年

ＣＯＨＥＮ 等［２］ 将疼痛分为伤害性疼痛 （ ｎｏｃｉｃｅｐｔｉｖｅ
ｐａｉｎ，ＮＣＥＰ）、神经病理性疼痛 （ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ，
ＮＰＡＰ）及伤害可塑性疼痛（ｎｏｃｉｐｌａｓｔｉｃ ｐａｉｎ，ＮＰＬＰ）
３ 种类型。 其中 ＮＣＥＰ 的机制依赖于外周神经，引
起 ＮＣＥＰ 的病因是直接或潜在的组织损伤［３］。 炎性

疼痛是 ＮＣＥＰ 的一种，包括炎性关节疼痛、腹部炎性

疼痛、胸部炎性疼痛、盆腔炎性疼痛和创伤性炎症

疼痛等。
炎性疼痛的治疗策略是针对抑炎镇痛而设计

的。 临床治疗药物采用非甾体抗炎药（ｎｏｎｓｔｅｒｏｉｄａｌ
ａｎｔｉ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｒｕｇｓ，ＮＳＡＩＤｓ）、皮质类固醇和阿

片类药物等，但长期使用止疼药存在许多安全问

题［４－５］。 新型 的 抗 神 经 生 长 因 子 （ ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）抗体（如他尼珠）治疗方法［６］，也产生明

显的副作用如感觉迟钝、感觉异常和关节伤害等，
尚未研制出安全有效的炎性疼痛缓解剂。 所以对

无副作用或副作用少的镇痛药物研究，临床意义

重大。
醋酸诱导扭体痛是评价天然药物和传统药物

外周镇痛活性的成熟方法，而且能够定性定量测量

疼痛［７］。 从扭动频率的降低推断出干预扭体实验

的药物镇痛效果［７－８］。 醋酸通过制激小肠等组织释

放疼痛介质诱导炎性疼痛，导致扭体反应［７］。 而且

已有报道，白细胞介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）、
肿瘤坏死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、
ＮＧＦ、酪氨酸蛋白激酶 Ａ（ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ａ，
ＴｒｋＡ）和降钙素基因相关肽（ ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ ｇｅｎｅ ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＧＲＰ ） 是 开 发 新 型 镇 痛 药 物 的 重 要

靶点［８］。

鸟类癌基因 Ｓｋｉ 蛋白 （ ｃｅｌｌｕａｒ ｓｌｏａｎ⁃ｋｅｔｔｅｒｉｎｇ
ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，ｃ⁃Ｓｋｉ） 是鸟类癌基因（ ｖｉｒｕｓ ｓｌｏａｎ⁃ｋｅｔｔｅｒｉｎｇ
ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，ｖ⁃ｓｋｉ）的细胞内同源物蛋白（动物称 ｃ⁃ｓｋｉ
或 ｃ⁃Ｓｋｉ，而人称 ｓｋｉ 或 Ｓｋｉ）。 Ｓｋｉ 作为辅阻遏子，可
调控多种核因子的转录，促进糖尿病伤口愈合，下
调急性伤口的 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α［９－１０］，干预成纤维细

胞增殖和凋亡［１０］。 提高 Ｓｋｉ 表达后，伤口炎症因子

ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 分泌显著减少，而且，转染 ａｄ⁃ｓｋｉ 具
有抑制 ＳＤ 大鼠原代滑膜细胞炎性反应［１１］。

本研究采用醋酸诱导 ＩＣＲ 小鼠产生扭体反应，
应用布洛芬干预作为抑炎镇痛阳性对照，柳氮磺胺

吡啶作为抑制 ＮＦ⁃κＢ 通路的阳性对照，通过检测

ＩＣＲ 小鼠扭体频率和小肠组织 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＮＧＦ、
ＴｒｋＡ、 ＣＧＲＰ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （ ｐ⁃ｐ６５ ）、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
（ｐ６５）、磷酸化核转录因子 κＢ 抑制蛋白 α（ｐ⁃ＩκＢα）
和 ＩκＢα 的蛋白表达，探讨 Ｓｋｉ 的抑炎镇痛效果和可

能机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

８ 周龄的 ＳＰＦ 级雄性 ＩＣＲ 小鼠，１８ ～ ２２ ｇ，８０
只，购自中国人民解放军陆军特色医学中心【ＳＣＸＫ
（渝）２０２２－０００４】，将动物饲养在陆军军医大学陆军

特色医学中心的标准实验室 【 ＳＹＸＫ （渝） ２０２２ －
０００３】。 饲喂普通维持饲料。 饲养环境：昼夜各半

循环照明，通风良好，温度 ２０ ～ ２６ ℃，相对湿度

４２％ ～ ６２％，动物可以自由进食和饮水。 本研究中

使用的所有程序均严格按照美国国立卫生研究院

《实验动物护理和使用指南》进行。 所有动物实验

均由陆军军医大学（第三军医大学）实验动物福利

０７３
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伦理审查委员会批准（ＡＭＵＷＥＣ２０１８ １４３０）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

Ｓｋｉ 过表达 （ Ｓｋｉ⁃ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ） 重组腺病毒

Ａｄｅｎｏ⁃ＭＣＭＶＳＫＩ⁃３Ｆｌａｇ⁃Ｐ２Ａ⁃ＥＧＦＰ （ ａｄ⁃Ｓｋｉ） 和空白

对照重组腺病毒 Ａｄｅｎｏ⁃ＭＣＳＶ⁃３Ｆｌａｇ⁃Ｐ２Ａ⁃ＥＧＦＰ（ａｄ⁃
ＥＧＦＰ）购自和元生物技术（上海）有限公司，布洛芬

（ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ，进口分装，重庆西南制药三厂），腺病毒

空质粒（ ａｄ⁃ＥＧＦＰ）和腺病毒 ｓｋｉ 质粒（ ａｄ⁃ｓｋｉ）购自

和元生物技术（上海）有限公司，醋酸（５００ ｍＬ，西安

天 正 药 用 辅 料 有 限 公 司 ）， 柳 氮 磺 胺 吡 啶

（ｓｕｌｆａｓａｌａｚｉｎｅ，ＮＦ⁃κＢ 抑制剂［１２］，上海三维制药有限

公司），生理盐水（１００ ｍＬ，０􀆰 ９ ｇ 氯化钠，四川科伦

药业 股 份 有 限 公 司 ）， 兔 抗 ＴＮＦ⁃α 抗 体 （ Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ 公 司， 美 国 ）， 兔 抗 ＩＬ⁃１β 抗 体 （ Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ 公司，美国），兔抗 ＮＧＦ 抗体（Ａｂｃａｍ 公

司，美国），鼠抗 Ｓｋｉ 抗体（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司，美国），兔
抗 Ｆｌａｇ 抗体（Ａｂｃａｍ 公司，中国香港），兔抗 ＴｒｋＡ 抗

体（ Ａｂｃａｍ 公司， 中国 香 港 ）， 兔 抗 ＣＧＲＰ 抗 体

（Ａｂｃａｍ 公司，中国香港），兔抗 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 抗体

（Ａｂｃａｍ 公司，中国香港），兔抗 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 抗体

（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，中国香港），兔抗

ｐ⁃ＩκＢα 抗体（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，美国），
兔抗 ＩκＢα 抗体（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，美
国），抗兔 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 抗体（Ｓｉｇｍａ 公司，美国），抗鼠

ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 抗 体 （ Ｓｉｇｍａ 公 司， 美 国 ）， 免 疫 印 迹

（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ）实验系统和试剂（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，美
国），Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 底物发光试剂盒（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，
美国）。 手术器械（眼科剪、眼科镊、组织剪、血管

镊等）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 Ａｄ⁃Ｓｋｉ 的构建、扩增、纯化和转染

将 人 ｓｋｉ ｃＤＮＡ （ ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 ＮＭ ＿
００３０３６􀆰 ３）包装到腺病毒载体中。 该病毒在人胚胎

肾 ２９３ （ＨＥＫ２９３） 细胞中扩增，由 Ｖｉｖａｐｕｒｅ Ａｄｅｎｏ
ＰＡＣＫ ２０（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）纯化，并如参考文献［１０］ 所述滴

定。 按照试剂说明书介绍方法，用 ａｄ⁃ＥＧＦＰ 或 ａｄ⁃
ｓｋｉ 转染 ＩＣＲ 小鼠腹腔小肠组织 ４８ ｈ 后，进行扭体

实验。
１􀆰 ２􀆰 ２　 醋酸致扭体实验

（１）实验分组：ＩＣＲ 小鼠分为假手术（ｓｈａｍ）组、
醋酸（ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ）组、醋酸（ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ） ＋ 布洛芬

（ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ）组、醋酸（ａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ） ＋ 腺病毒空质粒

（ａｄ⁃ＥＧＦＰ）组（２ × １０８ ＩＵ）、醋酸（ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ） ＋ 腺

病毒 ｓｋｉ 质粒 （ ａｄ⁃ｓｋｉ）⁃１ 组 （ １ × １０８ ＩＵ）、醋酸

（ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ） ＋ 腺病毒 ｓｋｉ 质粒（ ａｄ⁃ｓｋｉ）⁃２ 组（２ ×
１０８ ＩＵ） 和醋酸 （ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ） ＋ 柳氮磺胺吡啶

（ｓｕｌｆａｓａｌａｚｉｎｅ）组。 每组 １０ 只。 测定 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、
ＮＧＦ、ＴｒｋＡ、ＣＧＲＰ、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５（ｐ⁃ｐ６５）、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
（ｐ６５）、ｐ⁃ＩκＢα 和 ＩκＢα 等分子生物学指标，每组取

５ 只动物完成。
（２）预处理各组 ＩＣＲ 小鼠：用 １􀆰 ５％戊巴比妥钠

麻醉小鼠，剪去腹部毛发，消毒后铺带孔无菌手术

巾，开腹。 采用可吸收缝合线在近盲肠处标记回

肠。 然后，假手术组、醋酸组、醋酸 ＋ 布洛芬组和醋

酸 ＋ 柳氮磺胺吡啶组小鼠在标记的回肠多点处被

注入生理盐水（总量控制在 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ），腺病毒

各组小鼠在回肠多点处被注入 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ 腺病毒

（１ × １０８ ＩＵ 或 ２ × １０８ ＩＵ），最后缝合腹腔。 ４８ ｈ
后，醋酸 ＋ 布洛芬组小鼠腹腔注入 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ 布

洛芬溶液（２００ ｍｇ ／ ｋｇ），醋酸 ＋ 柳氮磺胺吡啶组以

小鼠 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 的柳氮磺胺吡啶灌胃，其余各组小

鼠腹腔注入 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ 生理盐水。
（３）０􀆰 ７％的醋酸溶液制备：模型制备前 ３０ ｍｉｎ，

配制 １０％醋酸（用生理盐水）１０ ｍＬ，放于 ４ ℃冰水

盒中；在 ４ ℃ 孵育 １５ ｍｉｎ 后，取 １０％醋酸 ４５０ μＬ
配制成 ０􀆰 ７％醋酸溶液（用生理盐水） ５ ｍＬ，放于

４ ℃冰水盒中；在 ４ ℃孵育 １２ ｍｉｎ 后，取 ０􀆰 ７％醋酸

溶液 ５ ｍＬ 放入 ３７ ℃水浴锅中热浴 ３ ｍｉｎ 后立即

使用。
（４）扭体模型制备：各组 ＩＣＲ 小鼠（除假手术组

外）第 ２ 次预处理 ３０ ｍｉｎ 后，小鼠按 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ 的

标准，给予腹腔注射现配的 ０􀆰 ７％醋酸溶液。 室温

需保持在（２５ ± １）℃，在观察盒（２４ ℃）里，观察并

记录小鼠第 １ 次扭体出现的潜伏期，同时记录

１５ ｍｉｎ 内的扭体次数。 一次完整扭体反应的标

准［８］：ＩＣＲ 小鼠出现腹部内凹，躯干与后肢伸张、臀
部高起等行为反应，可记为完整扭体反应 １ 次（图
１）。 １５ ｍｉｎ 后，小鼠被安乐死，取盲肠处回肠组织，
检测 Ｓｋｉ、Ｆｌａｇ⁃Ｓｋｉ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＮＧＦ、ＴｒｋＡ、ＣＧＲＰ、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （ ｐ⁃ｐ６５）、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ６５ （ ｐ６５）、 ｐ⁃ＩκＢα 和

ＩκＢα 等蛋白表达。 观察并记录小鼠扭体反应时，采
用双盲法。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析

根据标准程序［１３－１４］进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析。 将

组织裂解物进行十二烷基硫酸钠（ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ
ｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ）⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳（ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ

１７３
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注：Ａ：扭体前；Ｂ：腹部内凹；Ｃ：躯干与后肢伸张；Ｄ：臀部高起。

图 １　 醋酸导致的完整扭体反应

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｅｆｏｒｅ ｔｗｉｓｔｉｎｇ． Ｂ． Ｄｅｐｒｅｓｓｅｄ ａｂｄｏｍｅｎ． Ｃ． Ｔｒｕｎｋ ａｎｄ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂｓ ｓｔｒｅｔｃｈｅｄ． Ｄ． Ｈｉｇｈ ｈｉｐｓ． 　

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｗｒｉｔｈｉｎｇ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ

ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＰＡＧＥ），电转移到聚偏氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）上，并用指定的抗体探测。 抗

体信息如下：（１）兔抗 ＴＮＦ⁃α 抗体（１ ∶ １０００），（２）
兔抗 ＩＬ⁃１β 抗体（１ ∶ １０００），（３）兔抗 ＮＧＦ 抗体（１ ∶
１０００），（４）鼠抗 Ｓｋｉ 抗体（１ ∶ ５００），（５）兔抗 Ｆｌａｇ 抗

体（１ ∶ １０００），（６）兔抗 ＴｒｋＡ 抗体（１ ∶ １０００），（７）
兔抗 ＣＧＲＰ 抗体（１ ∶ １０００），（８）兔抗 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 抗

体（１ ∶ １０００）， （ ９） 兔抗 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 抗体 （ １ ∶
１０００），（１０）兔抗 ｐ⁃ＩκＢα 抗体（１ ∶ １０００），（１１）兔

抗 ＩκＢα 抗体（１ ∶ １０００），（１２）小鼠抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体

（１ ∶ １０ ０００）。 一抗孵育结束，用 ＰＢＳ（０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ，
ｐＨ ＝ ７􀆰 ２）洗涤膜后，用与一抗相应的辣根过氧化

物酶结合的抗兔或抗鼠二级抗体孵育，并用化学发

光底物检测，且感光在 Ｘ 线感光片上。 在每个样品

中测量 β⁃ａｃｔｉｎ 表达以验证相等的蛋白质负载。
１􀆰 ２􀆰 ４　 免疫沉淀

醋酸 ＋ 腺病毒 ｓｋｉ 质粒⁃２ 组的小肠组织在 ＩＰ
裂解 ／洗涤缓冲液（ｐｉｅｒｃｅ）中冰上裂解 １５ ｍｉｎ，并添

加蛋白酶和磷酸酶抑制剂，获取蛋白裂解液并蛋白

定量。 根据 Ｃｒｏｓｓｌｉｎｋ Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 说明书

进行实验：１０ μｇ 抗体（ＩｇＧ、Ｓｋｉ 或 ｐ６５ 抗体）与蛋白

Ａ ／ Ｇ 琼脂糖珠在 ４ ℃交联 １ ｈ，然后与 ５００ μｇ 可溶

性细胞裂解物在 ４ ℃孵育过夜。 用 ＩＰ 裂解 ／洗涤缓

冲液洗涤 ４ 次去除未结合蛋白。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 后，将
免疫沉淀蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜上，并用 Ｓｋｉ 或 ＮＦ⁃
κＢ ｐ６５ 抗体进行检测。 最后，使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 增
强化学发光（ＥＣＬ）试剂对 ＰＶＤＦ 膜进行可视化，且
感光在 Ｘ 线感光片上。
１􀆰 ３　 统计学分析

所有独立实验的数据均以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ
± ｓ）表示，所有指标数据运用 ＳＰＳＳ １５􀆰 ０ 先进行正

态分布评估，符合正态分布的数据，使用配对样本

双尾 ｔ 检验进行统计分析。 所有的统计分析结果，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。 所有数据均使用医

学绘图软件（ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ Ｖ９􀆰 ５􀆰 １􀆰 ７３３）和实验

工作平台软件（ＬａｂＷｏｒｋｓ ４􀆰 ６）进行分析。

２　 结果

２􀆰 １　 腹腔注射 ａｄ⁃ｓｋｉ 腺病毒对小肠 Ｓｋｉ 蛋白的

影响

腹腔注射 ａｄ⁃ｓｋｉ 和 ａｄ⁃ＥＧＦＰ 后，与醋酸组比

较，醋酸 ＋ 腺病毒 ｓｋｉ 质粒组 Ｓｋｉ 蛋白表达上调显

著，醋酸 ＋ 腺病毒空质粒组 Ｓｋｉ 蛋白表达无显著变

化（图 ２）。 标签蛋白 Ｆｌａｇ⁃Ｓｋｉ，只在转染 ａｄ⁃ｓｋｉ 的小

肠标记组织有表达（图 ２）。
２􀆰 ２　 Ｓｋｉ 蛋白对小鼠扭体反应的影响

过表达 Ｓｋｉ 蛋白可减少扭体数（图 ３）。 小鼠腹

腔感染 ２ × １０８ ＩＵ 的 ａｄ⁃ｓｋｉ 后，小鼠扭体反应的减少

率为 ５４􀆰 １２％，与标准药物布洛芬（５０􀆰 ００％）在 ２００
ｍｇ ／ ｋｇ 剂量下的作用效率相当。 ａｄ⁃ｓｋｉ 和布洛芬对

醋酸诱发第 １ 次扭体反应的时间（潜伏期）有延长

（图 ３），与醋酸组相比，具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 Ｓｋｉ 蛋白对扭体小鼠肠道组织疼痛介导因子

的影响

与醋酸组比较，过表达的 Ｓｋｉ 蛋白显著抑制了

小肠组织中 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＮＧＦ、ＴｒｋＡ 和 ＣＧＲＰ 的蛋

白表达（图 ４），且 Ｓｋｉ 蛋白过表达产生的对上述致

痛生物标志物的抑制作用均与标准药物布洛芬具

有类似的作用。
２􀆰 ４　 Ｓｋｉ 蛋白对 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响

Ｓｋｉ 蛋白过表达抑制了 ｐ６５ 的蛋白表达，与布洛

芬的抑制作用相同（图 ５Ａ）。 醋酸 ＋ ａｄ⁃ｓｋｉ⁃２ 组小

肠组织裂解后，分别用 ＩｇＧ、Ｓｋｉ 或 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 抗体

进行了免疫沉淀反应，Ｓｋｉ 与 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白有结合

（图 ５Ｂ，５Ｃ）。 醋酸 ＋ 腺病毒 Ｓｋｉ 质粒组⁃２ 组和醋

酸 ＋ 柳氮磺胺吡啶组小肠组织 ｐ⁃ｐ６５、ｐ６５、ｐ⁃ＩκＢα、
ＩκＢα、ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白相对表达量均低于醋酸

组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ６）。
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注：Ａ：小肠 Ｓｋｉ 和 Ｆｌａｇ⁃Ｓｋｉ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果；Ｂ：小肠 Ｓｋｉ 和 Ｆｌａｇ⁃Ｓｋｉ 的表达分析；检测指标的积分光密度值经过 β⁃ａｃｔｉｎ 内参蛋白的积分

光密度值校正；与醋酸组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ２　 腺病毒转染后的小肠 Ｓｋｉ 和 Ｆｌａｇ⁃Ｓｋｉ 的表达（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｓｋｉ ａｎｄ Ｆｌａｇ⁃Ｓｋｉ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ． Ｂ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｋｉ ａｎｄ Ｆｌａｇ⁃Ｓｋｉ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ． Ｉｎｔｅｇｒａｌ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ

ｖａｌｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｗａｓ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｌ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ β⁃ａｃｔｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ
＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｋｉ ａｎｄ Ｆｌａｇ⁃Ｓｋｉ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｆｔｅｒ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（􀭰ｘ ± ｓ）

注：Ａ：各组的扭体频率；Ｂ：各组扭体反应发生的潜伏期；与醋酸组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ３　 Ｓｋｉ 和布洛芬对醋酸诱导的 ＩＣＲ 小鼠扭体反应潜伏期和次数的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｗｉｓｔｉｎｇ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｌａｔｅｎｃｙ ｏｆ ｗｒｉｔｈｉｎｇ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｋｉ ａｎｄ ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ ｏｎ ｗｒｉｔｈｉｎｇ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ＩＣＲ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

３　 讨论

通过醋酸诱导的扭体反应对动物外周性炎性

疼痛的模拟已得到广泛认可。 该模型的优点是操

作方便，对动物影响轻微；不必麻醉动物，避免麻醉

药对模型的影响；行为反应出现即时、变化明显、利
于定量。 以上优点使该模型成为外周镇痛药评价

的最常规方法，特别适用于筛选非麻醉性镇痛

药［７］。 炎性疼痛的致痛因素包括炎性因子（ ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α）、疼痛的生物标志物（ＮＧＦ、ＴｒｋＡ 和 ＣＧＲＰ）
等炎症介质。 炎性因子可以直接激活痛觉感受器

引起疼痛［１５］，ＮＧＦ 在组织损伤后的痛觉致敏中发挥

着重要的作用，通过与 ＴｒｋＡ 等高亲和力受体结合实

现痛觉传递［１６］，同时，疼痛与 ＣＧＲＰ 有关［１７］。
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注：Ａ：小肠 ＩＬ⁃１β 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果分析；Ｂ：小肠 ＴＮＦ⁃α 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果分析；Ｃ：小肠 ＮＧＦ、ＴｒｋＡ 和 ＣＧＲＰ 蛋白的

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果；Ｄ：小肠 ＮＧＦ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果分析；Ｅ：小肠 ＴｒｋＡ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果分析；Ｆ：小肠 ＣＧＲＰ 蛋白的

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果分析。 检测指标的积分光密度值经过 β⁃ａｃｔｉｎ 内参蛋白的积分光密度值校正，醋酸组归一。

图 ４　 腺病毒转染后的小肠组织 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＮＧＦ、ＴｒｋＡ 和 ＣＧＲＰ 蛋白的表达（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ． Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ． Ｃ． Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ ｏｆ ＮＧＦ、ＴｒｋＡ ａｎｄ ＣＧＲＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ． Ｄ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ． Ｅ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ＴｒｋＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ． Ｆ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＧＲＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｌ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｗａｓ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｌ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ β⁃ａｃｔｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｂｙ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１β，ＴＮＦ⁃α，ＮＧＦ， ＴｒｋＡ ａｎｄ ＣＧＲＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｆｔｅｒ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
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注：Ａ：小肠 ｐ６５ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果分析，检测指标的积分光密度值经过内参指标校正；Ｂ：醋酸 ＋ 腺病毒 Ｓｋｉ 质粒组⁃２ 组小肠组织裂解

液用 Ｓｋｉ 抗体进行免疫沉淀反应结果；Ｃ：醋酸 ＋ 腺病毒 Ｓｋｉ 质粒组⁃２ 组小肠组织裂解液用 ｐ６５ 抗体进行免疫沉淀反应结果。

图 ５　 腺病毒转染小肠组织后 ｐ６５ 蛋白表达及其与 Ｓｋｉ 蛋白的结合（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５（ｐ６５） ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ． Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｉｓ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ． Ｂ． Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｓｋｉ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｌｙｓａｔｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ＋

ａｄ⁃ｓｋｉ⁃２ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５（ｐ６５） ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｌｙｓａｔｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ
＋ ａｄ⁃ｓｋｉ⁃２ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ Ｓｋｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎｔｏ
ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

注：Ａ：小肠 ｐ⁃ｐ６５ 和 ｐ６５ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果和分析；Ｂ：小肠 ｐ⁃ＩκＢα 和 ＩκＢα 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果和分析；Ｃ：小肠 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α
蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果和分析；每个检测指标的积分光密度值被 β⁃ａｃｔｉｎ 内参指标的积分光密度值校正。

图 ６　 三组小鼠小肠组织 ｐ⁃ｐ６５、ｐ６５、ｐ⁃ＩκＢα、ＩｋＢα、ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白的表达（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐ⁃ｐ６５ ａｎｄ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ． Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐ⁃ＩκＢα ａｎｄ ＩκＢα ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ． Ｃ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ． Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｉｓ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ
ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ｐ６５， ｐ６５， ｐ⁃ＩκＢα， ＩκＢα， ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
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本研究首先采用腺病毒预处理 ＩＣＲ 小鼠腹腔

回肠，过表达 Ｓｋｉ 蛋白。 然后腹腔肠外注射醋酸引

起炎性疼痛（外周性疼痛的一种）而导致扭体反应。
实验观察到：Ｓｋｉ 不仅降低了 ＩＣＲ 小鼠的扭体反应

频率，而且降低了扭体小鼠小肠组织 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、
ＮＧＦ、ＴｒｋＡ、ＣＧＲＰ 和 ＮＦ⁃κＢ 通路蛋白的表达。 Ｓｋｉ
和 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 形成了复合物，说明 Ｓｋｉ 抑炎镇痛作

用的发挥，可能是 Ｓｋｉ 通过调节 ＮＦ⁃κＢ 信号通路完

成的。
醋酸注入腹腔引发的疼痛，属于醋酸刺激损伤

小肠而释放炎症和疼痛介质引起。 炎症环境除了

炎性因子直接制激引起疼痛外，还促使 ＮＧＦ 大量表

达使神经末梢对痛觉更加敏感［１８］。 ＮＧＦ 与其功能

性受体 ＴｒｋＡ 结合，引发 ＮＧＦ 疼痛信号通路。 ＮＧＦ
除产生疼痛外，进一步强化“炎症环境”，诱发 ＩＬ⁃
１β、ＴＮＦ⁃α 等炎性介质的释放，可通过增加痛觉感

受器兴奋性或直接激活伤害性感受器来导致外周

敏化，从而诱导疼痛［１４］。 Ｓｋｉ 抑制了醋酸诱导的 ＩＬ⁃
１β、ＴＮＦ⁃α、ＮＧＦ、ＴｒｋＡ、ＣＧＲＰ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白的高表

达，减弱了致痛生物标志物诱导痛觉神经生长和痛

觉敏感性，阻断痛觉传递［１６，１９］。
Ｓｋｉ 具有促进创伤愈合和抑制瘢痕增生双重作

用，且其双重作用与减轻炎症反应有密切关系，但
作用机制尚不明确［１０］。 有文献报道，转染 ａｄ⁃ｓｋｉ 具
有抑制 ＳＤ 大鼠原代滑膜细胞炎性反应，且 ＮＦ⁃κＢ
的下游蛋白分子的表达发生了改变［１１］。 本实验结

果表明 Ｓｋｉ 蛋白抑制 ＮＦ⁃κＢ 通路的作用与柳氮磺胺

吡啶抑制 ＮＦ⁃κＢ 通 路［１２］ 的 作 用 一 致， 下 调 了

ｐ⁃ｐ６５、 ｐ６５、ｐ⁃ＩκＢα、ＩκＢα、ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白的表

达。 从现有结果推测 Ｓｋｉ 的抑制炎性因子和疼痛生

物标志物蛋白的表达，与 Ｓｋｉ 抑制核 ＮＦ⁃κＢ 的信号

途径，阻碍 ＮＦ⁃κＢ 的转录活性有关。
过表达 Ｓｋｉ 蛋白的抗炎和镇痛效果意义重大，

因为 Ｓｋｉ 是内源性因子，从药物副作用方面来看，
Ｓｋｉ 优于其他任何药物。 但 Ｓｋｉ 作为治疗炎性疼痛

的候选药物，用于临床还需进一步研究。 要明确 Ｓｋｉ
镇痛和抗炎的详细分子机制等问题，比如 Ｓｋｉ 通过

降低疼痛的生物标志物（ＮＧＦ、ＴｒｋＡ 和 ＣＧＲＰ）蛋白

的表达，从而减弱疼痛的详细分子机制。
Ｓｋｉ 蛋白通过抑制促炎因子的释放，削弱炎症

环境和神经末梢对痛觉的敏感性以及痛觉传递，达
到抑炎镇痛作用。 而且这种抑炎镇痛作用，与 Ｓｋｉ
阻断 ＮＦ⁃κＢ 信号通路途径有关。
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ＡＩ Ｌ， ＨＡＮ Ｙ， ＪＩ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｐａｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ａｎｄ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐａｉｎ Ｍｅｄ， ２０２３， ２９（７）： ４８４
－４９４．

［ ４ ］ 　 ＣＨＥ ＡＨＭＡＤ ＴＡＮＴＯＷＩ Ｎ Ａ， ＬＡＵ Ｓ Ｆ， ＭＯＨＡＭＥＤ Ｓ． Ｆｉｃｕｓ
ｄｅｌｔｏｉｄｅａ ｐｒｅｖｅｎｔｅｄ ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ ｉｎ ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ／
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌ ｂｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｃａｌｃｉｆ
Ｔｉｓｓｕｅ Ｉｎｔ， ２０１８， １０３（４）： ３８８－３９９．

［ ５ ］ 　 ＳＨＡＲＭＡ Ｖ Ｋ， ＭＡＭＯＮＴＯＶ Ｅ， ＴＹＡＧＩ Ｍ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮＳＡＩＤｓ
ｏｎ ｔｈｅ ｎａｎｏｓｃｏｐｉｃ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍ
Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ Ｂｉｏｍｅｍｂｒ， ２０２０， １８６２（２）： １８３１００．

［ ６ ］ 　 张常建， 陈秀秀， 周丽君． 抗体治疗疼痛的研究进展 ［ Ｊ］ ．
中国疼痛医学杂志， ２０２２， ８（２）： １３０－１３３．
ＺＨＡＮＧ Ｃ Ｊ， ＣＨＥＮ Ｘ Ｘ， ＺＨＯＵ Ｌ Ｊ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｐａｉｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐａｉｎ Ｍｅｄ， ２０２２， ８（２）：
１３０－１３３．

［ ７ ］ 　 ＬＥＥ Ｄ， ＪＵ Ｍ Ｋ， ＫＩＭ Ｈ． Ｃｏｍｍｉｐｈｏｒａ ｅｘｔｒａｃｔ ｍｉｘｔｕｒｅ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ．
Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ， ２０２０， １２（５）： １４７７．

［ ８ ］ 　 熊翱， 魏小雨， 许建中， 等． 碘乙酸单钠诱导 ＳＤ 大鼠膝骨关

节炎后 ＨＩＦ⁃１α、ＯＰＮ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ 蛋白表

达及意义 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（５）： ６４３－６５２．
ＸＩＯＮＧ Ａ， ＷＥＩ Ｘ Ｙ， ＸＵ Ｊ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α， ＯＰＮ， ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ＭＭＰ⁃１３， ａｎｄ
ＮＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｆｔｅｒ ＭＩＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＫＯＡ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ
Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（５）： ６４３－６５２．

［ ９ ］ 　 ＸＩＯＮＧ Ａ， ＸＩＯＮＧ Ｒ Ｐ， ＬＵＯ Ｆ． Ｓｋｉ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｎｅｅ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［Ｊ］ ． Ｈｅｌｉｙｏｎ， ２０２４， １０： ｅ２４４７１．

［１０］ 　 ＰＥＮＧ Ｙ， ＸＩＯＮＧ Ｒ Ｐ， ＺＨＡＮＧ Ｚ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｓｋｉ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ⁃
ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｖｉａ ｔｈｅ ＦｏｘＯ１ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ． Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｌｉｆ，
２０２１， ５４（２）： ｅ１２９７１．

［１１］ 　 熊翱． Ｓｋｉ 对碘乙酸单钠诱导的 ＳＤ 大鼠膝骨关节炎滑膜细

胞炎症的抑制作用 ［Ｄ］． 郑州： 郑州大学； ２０２２．
ＸＩＯＮＧ Ａ． Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｋｉ ｏｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｋｎｅｅ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［Ｄ］． Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ： Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０２２．

［１２］ 　 ＷＡＨＬ Ｃ， ＬＩＰＴＡＹ Ｓ， ＡＤＬＥＲ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｌｆａｓａｌａｚｉｎｅ： ａ ｐｏｔｅｎｔ
ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ
Ｉｎｖｅｓｔ， １９９８， １０１（５）： １１６３－１１７４．

［１３］ 　 熊翱， 熊仁平， 彭艳， 等． 脂多糖诱导 ＳＤ 大鼠膝关节成纤维
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样滑膜细胞炎症模型建立及特征分析 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学

报， ２０２０， ２８（４）： ４３６－４４６．
ＸＩＯＮＧ Ａ， ＸＩＯＮＧ Ｒ Ｐ， ＰＥＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｋｎｅｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ
ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ ｉｎｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ
［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２０， ２８（４）： ４３６－４４６．

［１４］ 　 ＸＩＯＮＧ Ａ， ＸＩＯＮＧ Ｒ， ＹＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｑｕａｐｏｒｉｎ⁃４ ｉｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｄｒｕｇ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ ａｇｇｒａｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ
ｏｆ ｂｒａｉｎ ｅｄｅｍａ ［Ｊ］ ． Ｂｕｒｎｓ Ｔｒａｕｍａ， ２０２１， ９： ｔｋａａ０５０．

［１５］ 　 ＭＡＴＳＵＤＡ Ｍ， ＨＵＨ Ｙ， ＪＩ Ｒ Ｒ． Ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，
ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｉｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ａｎｅｓｔｈ， ２０１９， ３３（１）： １３１－１３９．

［１６］ 　 ＰＥＣＣＨＩ Ｅ， ＰＲＩＡＭ Ｓ， ＧＯＳＳＥＴ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｒｖｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｂｙ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ａｎｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｓｔｉｍｕｌｉ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ： ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｉｎ

ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｐａｉｎ ［Ｊ］ ． Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ， ２０１４， １６（１）： Ｒ１６．
［１７］ 　 ＫＩＮＮＥ Ｒ Ｗ， ＳＴＵＨＬＭÜＬＬＥＲ Ｂ， ＢＵＲＭＥＳＴＥＲ Ｇ Ｒ． Ｃｅｌｌｓ ｏｆ

ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉｕｍ ｉｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ，
２００７， ９（６）： ２２４．

［１８］ 　 ＫＥＥＬＥＲ Ｊ Ｌ， ＰＡＴＳＡＬＯＳ Ｏ， ＣＨＵＮＧ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｓｈｏｒｔ
ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ： Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ
ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ａｃｕｔｅ ａｎｄ
ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ａｎｏｒｅｘｉａ ｎｅｒｖｏｓａ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒ Ｒｅｓ， ２０２２， １５０： ３４
－３９．

［１９］ 　 ＬＩＡＯ Ｌ， ＺＨＡＮＧ Ｓ， ＺＨＡＯ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｕｔｅ ｓｙｎｏｖｉｔｉｓ ａｆｔｅｒ
ｔｒａｕｍａ ｐｒｅｃｅｄｅｓ ａｎｄ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｏｎｓｅｔ ａｎｄ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉ， ２０２０， １６（６）： ９７０－９８０．

［收稿日期］ 　 ２０２３－１０－２９

《中国实验动物学报》再次入编《中文核心期刊要目总览》

　 　 依据文献计量学的原理和方法，经研究人员对相关文献的检

索、统计和分析，以及学科专家评审，《中国实验动物学报》再次入

编《中文核心期刊要目总览》２０２３ 年版（即第 １０ 版）动物学 ／人类学

类的核心期刊！
《中文核心期刊要目总览》采用定量评价和定性评的学术水平

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

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

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

感谢编委、专家们的帮助与支持，感谢广大作者和读者朋友们

的厚爱与信任。 本刊编辑部将始终坚守办刊宗旨，不忘初心，严谨

办刊，开拓进取，不断创新，向世界一流期刊看齐。
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｍａｒｃｈ ２０２４

Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． ３

王大伟，郭晶，边继春，等． 奥拉帕尼诱导乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老作用及其机制 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（３）： ３７８
－３８４．
ＷＡＮＧ Ｄ Ｗ， ＧＵＯ Ｊ， ＢＩＡＮ Ｊ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｏｌａｐａｒｉｂ ｏｎ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ＭＣＦ⁃７ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ
Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（３）： ３７８－３８４．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ０１２

［基金项目］济南市“高校 ２０ 条”资金项目（２０２０ＧＸＲＣ０４３），中央引导地方科技发展专项资金项目（ＹＤＺＸ２０２１０２３），复旦大学分子病毒学

重点实验室开放课题项目（ＦＤＭＶ⁃２０２１００５）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｊｉｎａｎ’ｓ “Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ２０” Ｐｒｏｊｅｃｔ （２０２０ＧＸＲＣ０４３）， ｔｈｅ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｇｏｖｅｒｎｍｅｎｔ’ｓ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｆｏｒ Ｇｕｉｄｉｎｇ Ｌｏｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ （ＹＤＺＸ２０２１０２３）， ｔｈｅ Ｏｐｅｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｆｕｄａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （ＦＤＭＶ⁃２０２１００５） ．
［作者简介］王大伟，在读硕士研究生，研究方向：抗肿瘤药物药理。 Ｅｍａｉｌ：２１７８２３９５３６＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］贾玉萍，主任药师，研究方向：抗肿瘤药物药理。 Ｅｍａｉｌ：ｊｉａｙｕｐｉｎｇｙｇｓ＠ １６３． ｃｏｍ

奥拉帕尼诱导乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老作用
及其机制

王大伟１，郭晶１，边继春１，王莎莎２，卢美超２，张岱州１，２，贾玉萍１，２∗

（１． 山东中医药大学，济南　 ２５０３５５；２． 山东省药学科学院，济南　 ２５００９８）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究奥拉帕尼（ｏｌａｐａｒｉｂ）诱导乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老作用的表现及其相关分子水平作用机

制。 方法　 利用实时细胞分析（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｃｅｌｌ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＲＴＣＡ）技术实时动态检测抗增殖和抗迁移活性；应用衰老相

关 β⁃半乳糖苷酶（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ β⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ）染色法观察诱导细胞衰老活性；通过 ｑＰＣＲ 分析奥

拉帕尼对衰老相关基因 ｐ１６、ｐ２１、Ｃ ／ ＥＢＰ 同源蛋白（Ｃ ／ ＥＢＰ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）、白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃
６、ＩＬ⁃８、纤溶酶原激活物抑制剂⁃１（ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １，ＰＡＩ⁃１）、磷酸酶和张力蛋白同源物（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ ｄｅｌｅｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １０，ＰＴＥＮ）、ｐ２７、视网膜母细胞瘤基因（ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｇｅｎｅ，ＲＢ１）、Ｋｉ６７ 和

Ｅ２Ｆ１ 表达的影响；根据 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析奥拉帕尼对衰老相关蛋白 ｐ２１、γＨ２ＡＸ、胰岛素样生长因子结合蛋白 ３
（ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＩＧＦＢＰ３）、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐＲＢ 和 Ｋｉ６７ 表达的影响。 结果　 奥拉帕尼能够抑制

乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞增殖、迁移并诱导 ＭＣＦ⁃７ 细胞的衰老；奥拉帕尼作用 ９６ ｈ 的 ＭＣＦ⁃７ 细胞中 ｐ１６、ｐ２１、ｐ２７、
ＣＨＯＰ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＰＡＩ⁃１、ＰＴＥＮ 和 ＲＢ１ 的基因表达水平显著上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｋｉ６７ 和 Ｅ２Ｆ１ 的基因表达水平显著下

调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＭＣＦ⁃７ 细胞中 ｐ２１、γＨ２ＡＸ 和 ＩＧＦＢＰ３ 蛋白的表达水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐＲＢ 和 Ｋｉ６７ 蛋白的表达水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 奥拉帕尼能够通过抗增

殖、迁移和诱导细胞衰老产生抗乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞作用。
【关键词】 　 奥拉帕尼；乳腺癌；衰老
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Ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｏｌａｐａｒｉｂ ｏｎ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ＭＣＦ⁃７
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（１． Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｊｉｎａｎ ２５０３５５， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｊｉｎａｎ ２５００９８， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＪＩＡ Ｙｕｐｉｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｊｉａｙｕｐｉｎｇｙｇｓ＠ １６３． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｏｌａｐａｒｉｂ ｉｎ ＭＣＦ⁃７ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｌａｐａｒｉｂ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｄｙｎａｍｉｃａｌｌｙ
ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｃｅｌｌ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＲＴＣＡ） ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｌａｐａｒｉｂ ｏｎ ｔｈｅ Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ β⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ （ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ） ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ
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ｏｆ ｏｌａｐａｒｉｂ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｐ１６， ｐ２１， Ｃ ／ ＥＢＰ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ｐｒｏｔｅｉｎ， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ （ ＩＬ ）⁃６， ＩＬ⁃８， ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １， ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ ｄｅｌｅｔｅｄ ｏｎ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １０， ｐ２７， ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｇｅｎｅ， Ｋｉ６７， ａｎｄ Ｅ２Ｆ１． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｌａｐａｒｉｂ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐ２１， γＨ２ＡＸ， ｐＲＢ， ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１， ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３， ａｎｄ Ｋｉ６７ ｗｅｒｅ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｏｌａｐａｒｉｂ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ＭＣＦ⁃
７ ｃｅｌｌｓ． Ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ （９６ ｈ） ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｏｌａｐａｒｉｂ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ１６， ｐ２１， ｐ２７，
Ｃ ／ ＥＢＰ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃８， ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １， ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ ｄｅｌｅｔｅｄ ｏｎ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １０， ａｎｄ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｋｉ６７
ａｎｄ Ｅ２Ｆ１ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ｉｎ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ． Ｏｌａｐａｒｉｂ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ２１， γＨ２ＡＸ， ａｎｄ
ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ｉｎ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１， ｐＲＢ， ａｎｄ Ｋｉ６７ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｏｌａｐａｒｉｂ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ＭＣＦ⁃７ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｏｌａｐａｒｉｂ； ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ； ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 乳腺癌是女性最常发生的恶性肿瘤，是导致女

性死亡的主要原因之一。 聚腺苷二磷酸核糖聚合

酶（ｐｏｌｙ （ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｅ） ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｓ，ＰＡＲＰｓ）是具有

多功能酶的大家族，在 ＤＮＡ 修复中承担重要作用，
奥拉帕尼是一种小分子口服 ＰＡＲＰ 抑制剂，也是第

一个显示无进展生存期 （ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｆｒｅｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ，
ＰＦＳ）优于标准疗法治疗乳腺癌基因（ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ
ｇｅｎｅ，ＢＲＣＡ）突变的 ＰＡＲＰ 抑制剂，２０１８ 年被美国

食品药品监督管理局（Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，
ＦＤＡ）批准用于治疗接受过蒽环类和紫杉烷类药物

辅助治疗的 ＢＲＣＡ１ ／ ２ 突变和人类表皮生长因子受

体 ２ （ ｈｕｍａｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２，
ＨＥＲ２）阴性转移性乳腺癌（ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ，
ＭＢＣ）患者［１］，２０２２ 年被 ＦＤＡ 和欧洲药品管理局

（Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ，ＥＭＡ）批准用于治疗接

受过局部治疗和辅助化疗的 ＢＲＣＡ１ ／ ２ 突变和

ＨＥＲ２ 阴性高危早期乳腺癌患者［２］。
奥拉帕尼是靶向抑制 ＤＮＡ 修复酶 ＰＡＲＰ 的创

新药物，可阻止肿瘤细胞利用 ＰＡＲＰ 修复损伤

ＤＮＡ，促进 ＤＮＡ 双链断裂，从而导致肿瘤细胞的死

亡［３］，另外奥拉帕尼也可诱导肿瘤细胞自噬［４］，抑
制溶质载体家族成员 １１ （ ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ７
ｍｅｍｂｅｒ １１，ＳＬＣ７Ａ１１）而促进 ＢＲＣＡ 野生型卵巢癌

细胞的铁死亡［５］。
细胞衰老在肿瘤抑制中发挥着非常重要的作

用，衰老癌细胞的主要特征为增殖停滞，形态扁平

和 β⁃半 乳 糖 苷 酶 （ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ β⁃
ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ）活性增大［６］ 。 目前尚未见

奥拉帕尼诱导乳腺癌细胞衰老的相关研究报道，
本文通过对奥拉帕尼诱导乳腺癌细胞衰老的研

究，进一步明确奥拉帕尼通过诱导乳腺癌细胞衰

老抗乳腺癌的作用机制，为乳腺癌的治疗提供新

的思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞株

乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞购自中科院上海细胞库，用
ＤＭＥＭ 培养基培养（含 １０％胎牛血清，１ × 青霉素 ／
链霉素双抗溶液），在 ５％ ＣＯ２，３７ ℃条件下培养至

对数生长期后用于实验。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

奥拉帕尼（ｏｌａｐａｒｉｂ）购自 ＭＣＥ 公司；Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
β⁃Ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ Ｓｔａｉｎｉｎｇ Ｋｉｔ 购自 ＣＳＴ 公司；ＤＭＥＭ
购自武汉塞维尔生物科技有限公司；胎牛血清购自

浙江天杭生物科技股份有限公司；胰蛋白酶⁃ＥＤＴＡ
消化液（不含酚红）、青链霉素混合液（１００ × ）和

Ｔｒｉｓ 购自北京索莱宝科技有限公司； ＳＰＡＲＫｅａｓｙ
Ｉｍｐｒｏｖｅｄ Ｔｉｓｓｕｅ ／ Ｃｅｌｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ、 ＳＰＡＲＫｓｃｒｉｐｔ Ⅱ ＲＴ
Ｐｌｕｓ Ｋｉｔ （ Ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ） 和 ２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ Ｍｉｘ （Ｗｉｔｈ ＲＯＸ）购自山东思科捷生物技术有

限公司。 引物由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成；兔抗 Ｋｉ６７ 单抗购自 Ａｂｃａｍ 公司；兔抗 ｐ２１、
γＨ２ＡＸ、ＩＧＦＢＰ３、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐＲＢ、ＧＡＰＤＨ 单抗和山

羊抗兔多抗（二抗）购自 ＣＳＴ 公司。
３１１１ 型水套式二氧化碳细胞培养箱（ Ｔｈｅｒｍｏ

Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国），ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｉ３ 型多功能酶标

仪（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ，美国），ｘＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ ＲＴＣＡ ＤＰ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ（Ａｇｉｌｅｎｔ，美国），ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ １ 实时荧光

定量 ＰＣＲ 系统 （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国），

９７３
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ＢＤＳ２００ 型倒置生物显微镜（重庆奥特光学仪器有

限责任公司，中国），ＪＷ⁃１０３２ 型低速离心机（安徽嘉

文仪器装备有限公司，中国），ＳＷ⁃ＣＪ⁃２ＦＸＳ 型超净

工作台（苏州净化设备有限公司，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＲＴＣＡ 技术测定抗增殖活性

向 Ｅ⁃Ｐｌａｔｅ 检测板中加入 ５０ μＬ 培养基，然后放

入 ｘＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ ＲＴＣＡ ＤＰ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ 中进行基线检

测。 取对数生长期 ＭＣＦ⁃７ 细胞用胰酶消化后计数，
按照每孔 ２ × １０４ ｃｅｌｌｓ 加入到 Ｅ⁃Ｐｌａｔｅ 检测板中，室
温放置 ３０ ｍｉｎ，然后放入 ｘＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ ＲＴＣＡ ＤＰ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ 中，在 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养过夜。
取出 Ｅ⁃Ｐｌａｔｅ 检测板加入 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的奥拉帕尼，放
回仪器中，设定程序每 ５ ｍｉｎ 采集 １ 次数据，观察不

同时间药物对 ＭＣＦ⁃７ 细胞增殖的影响，实验结束后

获得完整的细胞增殖曲线。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＲＴＣＡ 技术测定抗迁移活性

向 ＣＩＭ⁃Ｐｌａｔｅ １６ 检测板中加入 ３０ μＬ 无血清培

养基，置于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中平衡 １ ｈ。 取对

数生长期的 ＭＣＦ⁃７ 细胞用胰酶消化后计数，按照每

孔 １ × １０４ ｃｅｌｌｓ 加入到预处理好的 ＣＩＭ⁃Ｐｌａｔｅ １６ 板

中室温放置 ３０ ｍｉｎ 后，加入 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的奥拉帕

尼，然后放入 ＲＴＣＡ 仪器中，设定采集程序，每 ５ ｍｉｎ

检测 １ 次，实时动态检测细胞迁移情况。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色法测定诱导细胞衰老活性

ＭＣＦ⁃７ 细胞用 ＤＭＥＭ 培养基培养至对数生长

期后按照每孔 ５ × １０３ ｃｅｌｌｓ 加入到 ９６ 孔板中置于

３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养过夜，然后加入 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的奥拉帕尼，放回培养箱中连续培养 ９６ ｈ，
在 ４８ ｈ 换 液 １ 次， 然 后 根 据 Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ β⁃
Ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ Ｓｔａｉｎｉｎｇ Ｋｉｔ 说明书进行染色。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ｑＰＣＲ 测定基因表达

ＭＣＦ⁃７ 细胞用 ＤＭＥＭ 培养基培养至对数生长

期后，按照每孔 ２ × １０５ｃｅｌｌｓ 加到 ６ 孔板中置于

３７ ℃， ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养过夜， 然后加入

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的奥拉帕尼作用 ９６ ｈ，设阴性对照孔。
收集 细 胞 按 照 ＳＰＡＲＫｅａｓｙ Ｉｍｐｒｏｖｅｄ Ｔｉｓｓｕｅ ／ Ｃｅｌｌ
ＲＮＡ Ｋｉｔ 说明书进行 ＲＮＡ 提取，按照 ＳＰＡＲＫｓｃｒｉｐｔ
Ⅱ ＲＴ Ｐｌｕｓ Ｋｉｔ （ Ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ） 说明书制备

ｃＤＮＡ，然后用实时荧光定量 ＰＣＲ 系统行 ｑＰＣＲ 检

测，引物序列见 表 １。 扩增程序为： Ｈｏｌｄ Ｓｔａｇｅ：
Ｓｔｅｐ１： ＋ １􀆰 ６ ℃ ／ ｓ→９４ ℃ （２ ｍｉｎ）；ＰＣＲ Ｓｔａｇｅ（４０
ｃｙｃｌｅｓ）：Ｓｔｅｐ１： ＋ １􀆰 ６ ℃ ／ ｓ→９４ ℃ （１０ ｓ）；Ｓｔｅｐ２：－
１􀆰 ６ ℃ ／ ｓ→６０ ℃（３０ ｓ）；Ｍｅｌｔ Ｃｕｒｖｅ Ｓｔａｇｅ： Ｓｔｅｐ１： ＋
１􀆰 ６ ℃ ／ ｓ→９５ ℃（１５ ｓ）；Ｓｔｅｐ２：－１􀆰 ６ ℃ ／ ｓ→６０ ℃（１
ｍｉｎ）；Ｓｔｅｐ３： ＋ ０􀆰 １５ ℃ ／ ｓ→９５ ℃（１ ｓ）。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

上游引物（５’－３’）
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ（５’－３’）

下游引物（５’－３’）
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ（５’－３’）

ｐ１６ ＣＴＡＣＴＧＡＧＧＡＧＣＣＡＧＣＧＴＣＴＡＧＧ ＡＧＡＧＴＧＧＣＧＧＧＧＴＣＧＧＣＧＣＡＧＴＴ
ｐ２１ ＣＴＧＧＡＧＡＣＴＣＴＣＡＧＧＧＴＣＧＡＡ ＣＣＡＧＧＡＣＴＧＣＡＧＧＣＴＴＣＣＴ

ＣＨＯＰ ＣＡＧＡＡＣＣＡＧＣＡＧＡＧＧＴＣＡＣＡ ＧＣＴＧＴＧＣＣＡＣＴＴＴＣＣＴＴＴＣ
ＩＬ⁃６ ＣＣＣＣＴＧＡＣＣＣＡＡＣＣＡＣＡＡＡＴ ＧＣＣＣＡＧＴＧＧＡＣＡＧＧＴＴＴＣＴＧ
ＩＬ⁃８ ＧＧＴＧＣＡＧＴＴＴＴＧＣＣＡＡＧＧＡＧ ＴＴＣＣＴＴＧＧＧＧＴＣＣＡＧＡＣＡＧＡ
ＰＡＩ⁃１ ＡＣＣＧＣＡＡＣＧＴＧＧＴＴＴＴＣＴＣＡ ＴＴＧＡＡＴＣＣＣＡＴＡＧＣＴＧＣＴＴＧＡＡＴ
ＰＴＥＮ ＴＴＴＧＡＡＧＡＣＣＡＴＡＡＣＣＣＡＣＣＡＣ ＡＴＴＡＣＡＣＣＡＧＴＴＣＧＴＣＣＣＴＴＴＣ
ｐ２７ ＣＣＧＧＴＧＧＡＣＣＡＣＧＡＡＧＡＧＴ ＧＣＴＣＧＣＣＴＣＴＴＣＣＡＴＧＴＣＴＣ
ＲＢ１ ＣＴＣＴＣＧＴＣＡＧＧＣＴＴＧＡＧＴＴＴＧ ＧＡＣＡＴＣＴＣＡＴＣＴＡＧＧＴＣＡＡＣＴＧＣ
Ｋｉ６７ ＡＣＧＣＣＴＧＧＴＴＡＣＴＡＴＣＡＡＡＡＧＧ ＣＡＧＡＣＣＣＡＴＴＴＡＣＴＴＧＴＧＴＴＧＧＡ
Ｅ２Ｆ１ ＣＡＴＣＣＣＡＧＧＡＧＧＴＣＡＣＴＴＣＴＧ ＧＡＣＡＡＣＡＧＣＧＧＴＴＣＴＴＧＣＴＣ
ＧＡＰＤＨ ＡＧＣＣＡＣＡＴＣＧＣＴＣＡＧＡＣＡＣ ＧＣＣＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣＣ

１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 测定蛋白表达

ＭＣＦ⁃７ 细胞用 ＤＭＥＭ 培养基培养至对数生长

期后，按照每孔 ２ × １０５ ｃｅｌｌｓ 加入到 ６ 孔板中置于

３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养过夜，然后加入 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的奥拉帕尼作用 ９６ ｈ，设阴性对照孔。 收集

细胞提取蛋白后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，然后转印于

ＰＶＤＦ 膜，室温下封闭 ２ ｈ 后分别加入一抗 ｐ２１（１ ∶
１０００）、 γＨ２ＡＸ （ １ ∶ １０００ ）、 ＩＧＦＢＰ３ （ １ ∶ １０００ ）、

ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ （１ ∶ １０００）、 ｐＲＢ （１ ∶ １０００）、Ｋｉ６７ （ １ ∶
５０００）和 ＧＡＰＤＨ（１ ∶ １０００）进行孵育过夜，然后用

二抗（１ ∶ ２０００）孵育，用 ＥＣＬ 显色液检测目的蛋白

表达。
１􀆰 ３　 统计学分析

细胞增殖、迁移数据用 ＲＴＣＡ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐｒｏ ２􀆰 ８􀆰 ０
软件分析，ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 阳性率用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ２􀆰 １４􀆰 ０ 软件

分析， ｑＰＣＲ 数据由 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ Ｄｅｓｉｇｎ ＆ Ａｎａｌｙｓｉｓ

０８３



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ３ 月第 ３２ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ３

ｓｏｆｔｗａｒｅ １􀆰 ５􀆰 １ 分析，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
２􀆰 １４􀆰 ０ 软件分析。 计量资料以平均值±标准差（􀭰ｘ ±
ｓ）表示。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 奥拉帕尼对 ＭＣＦ⁃７细胞增殖的影响

ＲＴＣＡ 技术检测奥拉帕尼对 ＭＣＦ⁃７ 细胞增殖的

实时动态影响如图 １ 所示。 奥拉帕尼在加入 Ｅ⁃
Ｐｌａｔｅ 检测板前，细胞增殖无明显变化；细胞增殖 １８ ｈ
后，给药组加入 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的奥拉帕尼，对照组加入

等体积的培养基后放入仪器中连续观察至 １２０ ｈ。
加入药物后开始一段时间药物对细胞的增殖无明

显影响，加入药物 ４８ ｈ 后，药物对细胞增殖的抑制

作用逐渐增加，到实验结束时，与对照组相比，奥拉

帕尼组细胞的增殖能力明显降低。

图 １　 ＭＣＦ⁃７ 细胞在奥拉帕尼作用后不同时间的增殖曲线

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｏｌａｐａｒｉｂ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

注：Ａ：ＭＣＦ⁃７ 细胞 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色；Ｂ：ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 阳性率分析；与对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ３　 奥拉帕尼诱导 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老作用

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｎ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ． Ｂ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏｌａｐａｒｉｂ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ２　 奥拉帕尼对 ＭＣＦ⁃７细胞迁移的影响

利用 ＲＴＣＡ 技术研究了奥拉帕尼对 ＭＣＦ⁃７ 细

胞迁移的实时动态影响，结果如图 ２ 所示。 奥拉帕

尼作用 ＭＣＦ⁃７ 细胞后，细胞迁移率低于对照组迁移

率，在 １５ ｈ 之后迁移率明显降低，而对照组迁移率

随着时间的延长逐渐增加。 该结果表明，奥拉帕尼

能够抑制 ＭＣＦ⁃７ 细胞的迁移，且随着时间的延长对

细胞迁移的抑制作用逐渐增强。

图 ２　 奥拉帕尼作用不同时间对 ＭＣＦ⁃７ 细胞迁移的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｌａｐａｒｉｂ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

２􀆰 ３　 奥拉帕尼诱导 ＭＣＦ⁃７细胞衰老

ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色结果显示，２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥拉帕尼

作用 ＭＣＦ⁃７ 细胞 ９６ ｈ 后，与阴性对照组相比，奥拉

帕尼组细胞形态体积变大、细胞核增大且形状不规

则，细胞数目低于对照组，见图 ３Ａ。 对照组 ＳＡ⁃β⁃
ｇａｌ 染色阳性率为 １０􀆰 ７％，２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥拉帕尼处理
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组 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色阳性率为 ６５􀆰 ３％，见图 ３Ｂ。 该结果

说明 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的奥拉帕尼作用 ＭＣＦ⁃７ 细胞 ９６ ｈ
能够显著诱导 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
２􀆰 ４　 奥拉帕尼对 ＭＣＦ⁃７细胞基因表达的影响

ｑＰＣＲ 检测结果如图 ４ 显示， ｐ１６、 ｐ２１、 ｐ２７、
ＣＨＯＰ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＰＡＩ⁃１、ＰＴＥＮ 和 ＲＢ１ 的基因表达

水平明显上调，显著高于对照组相对应基因的表达

水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；Ｋｉ６７ 和 Ｅ２Ｆ１ 基因表达水平明显

下调，显著低于对照组相对应基因的表达水平（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 该结果表明奥拉帕尼作用 ＭＣＦ⁃７ 细胞后促

进了衰老相关基因 ｐ１６、ｐ２１、ｐ２７、ＣＨＯＰ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、
ＰＡＩ⁃１、ＰＴＥＮ 和 ＲＢ１ 的高表达，降低了细胞增殖活

性指标核蛋白 Ｋｉ６７ 基因和细胞周期相关基因 Ｅ２Ｆ１
的表达，从而促进 ＭＣＦ⁃７ 细胞的衰老。

注：与对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ４　 ｑＰＣＲ 分析不同基因表达

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

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２􀆰 ５　 奥拉帕尼对 ＭＣＦ⁃７细胞蛋白表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果如图 ５ 所示，奥拉帕尼组

的 ｐ２１、γＨ２ＡＸ 和 ＩＧＦＢＰ３ 蛋白表达明显升高，相对

表达量显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐＲＢ 和 Ｋｉ６７ 蛋白表达明显降低，

相对表达量显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 该结果表明奥拉帕尼作用 ＭＣＦ⁃７ 细胞

后上调了 ｐ２１、γＨ２ＡＸ 和 ＩＧＦＢＰ３ 蛋白的表达，同时

下调 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐＲＢ 和 Ｋｉ６７ 蛋白的表达而促进 ＭＣＦ⁃
７ 细胞的衰老，达到抑制 ＭＣＦ⁃７ 细胞生长的作用。

注：Ａ：不同蛋白表达情况；Ｂ：蛋白相对表达量分析；与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测不同蛋白表达情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｂ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３　 讨论

ＰＡＲＰ 抑制剂奥拉帕尼是首个利用合成致死理

念设计获批并在临床上成功用于治疗乳腺癌、卵巢

癌的化合物［７］。 诱导肿瘤细胞衰老是抗肿瘤研究

领域的热点之一，本文研究了奥拉帕尼诱导乳腺癌

细胞衰老的作用及其可能的作用机制，为临床乳腺

癌的治疗提供一种新策略，即通过诱导肿瘤细胞衰
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老后再清除衰老肿瘤细胞进行乳腺癌的治疗。
本文利用 ＲＴＣＡ 技术研究了奥拉帕尼作用乳腺

癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞后对细胞增殖和迁移的实时动态情

况，结果表明奥拉帕尼具有抑制 ＭＣＦ⁃７ 细胞增殖和

迁移作用，并随时间的推移而逐渐增强。 根据此结

果，选取 ９６ ｈ 作为测定奥拉帕尼诱导 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰

老作用的最佳时间。
细胞衰老具有代谢紊乱、大分子损伤、细胞周

期停滞和衰老相关分泌表型（ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ，ＳＡＳＰ）等主要特征［８］。 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ
是目前应用最为广泛的细胞衰老标志物之一。 ＳＡ⁃
β⁃ｇａｌ 主要贮存于细胞溶酶体，正常细胞内 ｐＨ ＝ ４
时具有最大活性，而在衰老细胞中，ｐＨ ＝ ６ 时活性

最强，且在细胞中大量积累，溶酶体膨胀，故常常将

细胞 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色阳性作为细胞衰老阳性标志［９］。
本文 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色结果表明奥拉帕尼处理细胞

９６ ｈ 后能够显著诱导乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老。
奥拉帕尼能够抑制肿瘤细胞内的 ＰＡＲＰ，使与

ＰＡＲＰ 相关的 ＤＮＡ 修复途径无法发挥修复作用，最
终导致肿瘤细胞因难以修复自身受损的 ＤＮＡ 而死

亡。 细胞 ＤＮＡ 双链断裂后，组蛋白 Ｈ２ＡＸ 的第 １３９
位丝氨酸会发生磷酸化修饰形成 γＨ２ＡＸ，是 ＤＮＡ
双链断裂损伤的标志物［１０］，先前研究显示奥拉帕尼

作用后乳腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中 γＨ２ＡＸ 的表达

量显著升高［１１］。 ＣＨＯＰ 介导内质网应激和氧化应

激［１２］，衰老细胞中 ＣＨＯＰ 的表达水平显著升高［１３］。
本文研究中，奥拉帕尼作用乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞后

γＨ２ＡＸ 蛋白表达水平显著增加，ＣＨＯＰ 基因表达水

平显著上调，提示奥拉帕尼促进了 ＤＮＡ 的双链断

裂，通过 ＣＨＯＰ 介导的内质网应激和氧化应激途径

诱导 ＭＣＦ⁃７ 细胞的衰老。
在细胞周期进程中，细胞周期蛋白（ ｃｙｃｌｉｎｓ）家

族各成员分别激活对应的细胞周期蛋白依赖性激

酶（ｃｙｃｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅｓ，ＣＤＫｓ）家族成员，进而

使 ＲＢ 蛋白磷酸化为 ｐＲＢ 而解除其对转录因子

Ｅ２Ｆｓ 的抑制，使 Ｅ２Ｆｓ 发挥作用而维持细胞周期的

进程［１４］。 ｐ１６ 和 ｐ２１ 是细胞周期的负调节因子，分
别通过不同的调控路径调节细胞周期进程，具体表

现为对 ＣＤＫｓ 不同成员的抑制， 其中 ｐ１６ 抑制

ＣＤＫ４ ／ ６，ｐ２１ 和 ｐ２７ 则抑制 ＣＤＫ２，进而抑制下游通

路而抑制细胞周期［１５－１６］，ＰＴＥＮ 对细胞周期的抑制

作用与 ｐ２７ 密切相关。 本文研究结果表明，奥拉帕

尼处理后乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞中 ｐ１６、ｐ２１、ｐ２７、ＲＢ１

和 ＰＴＥＮ 基因表达显著上调，Ｅ２Ｆ１ 和 Ｋｉ６７ 基因表

达显著下调；ｐ２１ 蛋白表达显著升高，ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐＲＢ
和 Ｋｉ６７ 蛋白表达显著降低，提示奥拉帕尼可通过阻

滞细胞周期进程诱导 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老。
ＳＡＳＰ 包含生长因子、基质金属蛋白酶、炎症细

胞因子和趋化因子等，在衰老细胞中表达升高，
ＩＧＦＢＰ３、ＰＡＩ⁃１、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃８ 等是 ＳＡＳＰ 的典型成

分［８］，本文研究结果表明奥拉帕尼诱导的衰老细胞

中 ＰＡＩ⁃１、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃８ 基因表达水平显著上调，
ＩＧＦＢＰ３ 蛋白表达水平显著升高。

本文研究结果表明，奥拉帕尼具有诱导乳腺癌

ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老作用，同时阐明了一部分相关的作

用机制，为 ＰＡＲＰ 抑制剂通过诱导乳腺癌细胞衰老

作用治疗乳腺癌的研究提供了新的思路。
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［收稿日期］ 　 ２０２３－１０－１９

《中国比较医学杂志》再次入编《中文核心期刊要目总览》

　 　 依据文献计量学的原理和方法，经研究人员对相关文献的检

索、统计和分析，以及学科专家评审，《中国比较医学杂志》再次入

编《中文核心期刊要目总览》２０２３ 年版（即第 １０ 版）综合性医药卫

生类的核心期刊！
《中文核心期刊要目总览》采用定量评价和定性评的学术水平

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

术期刊综合评价数据库（ＣＡＪＣＥＤ）统计源期刊、《中国学术期刊文

摘》来源期刊；被中国生物学文献数据库、《中国核心期刊（遴选）数
据库》、《中国科技论文统计源期刊》（中国科技核心期刊）、《中文核

心期刊要目总览》等数据库收录。
感谢编委、专家们的帮助与支持，感谢广大作者和读者朋友们

的厚爱与信任。 本刊编辑部将始终坚守办刊宗旨，不忘初心，严谨

办刊，开拓进取，不断创新，向世界一流期刊看齐。
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张永龙，马唯刚，钱星羽，等． 脾虚证实验动物模型构建及评价方法的研究述评 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（３）： ３８５
－３９６．
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ａ ｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（３）： ３８５－３９６．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ０１３

［基金项目］国家自然科学基金面上项目（８２１７４５２４）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｐｒｏｇｒａｍ （８２１７４５２４） ．
［作者简介］张永龙，男，在读硕士研究生，研究方向：针灸推拿的作用机理研究。 Ｅｍａｉｌ：１４７７０３７１３８＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］李忠正，男，博士，副教授，硕士生导师，研究方向：针灸推拿的作用机理研究。 Ｅｍａｉｌ：ｌｉｚｈｚｈ２００８＠ １６３． ｃｏｍ

脾虚证实验动物模型构建及评价方法的研究述评
张永龙１，马唯刚１，钱星羽１，赵素红１，李姗姗１，郭永明１，２，徐枝芳１，２，

潘兴芳１，２，邱继文１，３，郭义１，４，李忠正１，２∗

（１． 天津中医药大学实验针灸学研究中心，天津　 ３０１６１７；２． 天津中医药大学针灸推拿学院，天津　 ３０１６１７；
３． 天津中医药大学医学技术学院，天津　 ３０１６１７；４． 天津中医药大学，天津　 ３０１６１７）

　 　 【摘要】 　 中医症候实验动物模型的构建在中医药作用机理研究方面起到重要支撑作用，近年来脾虚证动物

模型的构建和评价文献报道越来越多，但是构建方法标准不一，评价指标客观化不足，本文将从动物选取、模型建

立、宏观表征、行为学实验、脾虚的客观指标等方面总结脾虚动物模型的构建和评价方法，以期为脾虚证实验动物

模型的构建提供理论指导，为脾虚动物模型平台的选取提供文献参考。
【关键词】 　 脾虚证；动物模型；评价方法；综述
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ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ， ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ， ａｎｄ ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ， ｗｉｔｈ ａ ｖｉｅｗ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｇｕｉｄａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌ ｐｌａｔｆｏｒｍｓ ｆｏｒ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ； ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ； ｒｅｖｉｅｗ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．
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　 　 脾虚证是中医临床上常见的一类证候，包括脾

气虚、脾阳虚等分型。 脾虚一般表现为食欲不振、
胃脘痛、胀气、神疲乏力、少气懒言、便溏等，也可出

现机体物质代谢异常［１－２］。 现代生活水平的提升、
生活节奏的加快以及精神压力增大等原因，使得脾

虚证患者增加。 目前临床上很多疾病存在脾虚证

型，如功能性消化不良［３］、溃疡性结肠炎［４］、肠易激

综合征［５］、心脑血管疾病［６］ 等。 动物模型研究作为

现代化实验手段广泛应用于中医药的研究，是分析

中医基础理论和中医药疗效的重要方法。 自从 ２０
世纪 ７０ 年代末北京师范大学生物系消化生理科研

组建立脾虚模型以来［７］，脾虚动物模型为中医基础

实验提供了重要的平台支持。 通过对中国知网、万
方、维普三大中文数据库近年来的相关文献进行阅

读，发现脾虚动物模型的实验研究工作取得了较丰

富的经验，但缺乏系统的梳理和客观的评价，本文

通过对脾虚动物实验的造模方法和评价标准进行

分析，为客观评价脾虚证动物模型提供理论指导。

表 １　 常用脾虚证模型实验动物种类

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌ
作者
Ａｕｔｈｏｒ

年份
Ｙｅａｒ

动物
Ａｎｉｍａｌｓ

造模方法
Ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ

严智强等［８］

ＹＡＮ Ｚ Ｑ， ｅｔ ａｌ［８］
１９８２ 家兔

Ｒａｂｂｉｔ
大黄泻下；饥饿法

Ｒｈｕｂａｒｂ ｄｉａｒｒｈｅａ； ｓｔａｒｖａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

刘学松等［９］

ＬＩＵ Ｘ Ｓ， ｅｔ ａｌ［９］
１９８９ 大鼠

Ｒａｔ
利血平

Ｒｅｓｅｒｐｉｎｅ

王淑兰等［１０］

ＷＡＮＧ Ｓ Ｌ， ｅｔ ａｌ［１０］
１９９０ 驴

Ｄｏｎｋｅｙ
小承气汤

Ｘｉａｏ Ｃｈｅｎｇｑｉ Ｔａｎｇ

王玉良等［１１］

ＷＡＮＧ Ｙ Ｌ， ｅｔ ａｌ［１１］
１９９５ 豚鼠

Ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ
番泻叶

Ｆｏｌｉｕｍ ｓｅｎｎａｅ

曲长江等［１２］

ＱＵ Ｃ Ｊ， ｅｔ ａｌ［１２］
２００１ 小鼠

Ｍｉｃｅ
大黄泻下；劳倦过度；复合因素

Ｒｈｕｂａｒｂ ｄｉａｒｒｈｅａ； ｏｖｅｒｗｏｒｋ； ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆａｃｔｏｒｓ

王士维［１３］

ＷＡＮＧ Ｓ Ｗ［１３］ ２０１３ 恒河猴
Ｒｈｅｓｕｓ ｍｏｎｋｅｙ

大黄泻下
Ｒｈｕｂａｒｂ ｄｉａｒｒｈｅａ

王佳等［１４］

ＷＡＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ［１４］
２０１９ 巴马小型猪

Ｂａｍａ ｍｉｎｉｐｉｇ
饮食不节加劳倦过度

Ｐｏｏｒ ｄｉｅｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｏｖｅｒｗｏｒｋ

冯士彬等［１５］

ＦＥＮＧ Ｓ Ｂ， ｅｔ ａｌ［１５］
２０１９ 比格犬

Ｂｅａｇｌｅ ｃａｎｉｎｅ
番泻叶

Ｆｏｌｉｕｍ ｓｅｎｎａｅ

吴家虞等［１６］

ＷＵ Ｊ Ｙ， ｅｔ ａｌ［１６］
２０２３ 斑马鱼

Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
番泻叶

Ｆｏｌｉｕｍ ｓｅｎｎａｅ

１　 模型动物的选取

选择合适的实验动物是成功建立模型的基础，
动物的种类、年龄、性别、性情特点等都需要考虑，
本文对脾虚动物模型建立以来所选取的动物种类

及造模方法进行汇总，并选取具有代表性的模型进

行总结（见表 １），共有 ９ 种动物用于建立脾虚模型：
大鼠、小鼠、豚鼠、家兔、比格犬、巴马小型猪、恒河

猴、驴、斑马鱼。
实验动物的选择是医学研究中首先要考虑的

问题。 因为实验动物选择的恰当与否关系到课题

质量的高低、经费开支的多少、研究途径正确与否

以及实验方法的简单与繁琐等问题，甚至会影响到

课题的成败及研究结果的准确性。 因此动物的选

取应结合实验的经济性、可复制性及可操作性来综

合考虑。

２　 脾虚动物模型的建立

２􀆰 １　 单因素模型

２􀆰 １􀆰 １　 中药模型

《证治汇补·心痛选方》中：“服寒药过多，致脾

胃虚弱，胃脘作痛。”因此多用番泻叶、大黄、小（大）
承气汤等苦寒破气中药的水煎剂或浸泡剂来造成

动物的脾虚模型。 李婷婷等［１７］ 通过给小鼠灌胃大

黄水煎液 ０􀆰 ０２ ｍＬ ／ ｇ，灌胃 ７ ｄ，以制备脾虚小鼠模

型；肖怡等［１８］配置低、中、高 ３ 个浓度的大黄颗粒水

溶液，每日给大鼠灌胃，连续 ７ ｄ，建立脾虚泄泻模

型；刘岩等［１９］根据大黄苦寒泻下的特性，每日灌胃

给予 ２ ｇ ／ ｍＬ 大黄水煎液，给药容积为 １０ ｍＬ ／ ｋｇ，
每天 ２ 次，连续灌胃给药 １４ ｄ，建立脾虚大鼠模型；

６８３
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肖春萍等［２０］每天 ８：００、１６：００ 给大鼠灌胃 ２ 次，共
造模 １０ ｄ。 番泻叶同样具有苦寒泻下的作用，周轲

等［２１］分别在 １２：００ 和 ２４：００ 各灌胃 １ 次番泻叶浸

液（０􀆰 ２ ｇ ／ ｍＬ），按体重以 １０ μＬ ／ ｇ 计算用量，造模

成功后，仍按上法持续灌胃番泻叶浸液至第 １８ 天；
曹琰等［２２］用番泻叶灌胃的方法制备脾虚模型来研

究苍术特色炮制品对脾虚证大鼠的药效；曹护群

等［２３］、冯士彬等［１５］ 每天早、晚 ２ 次给实验犬灌服番

泻叶药液，连续 ７ ｄ，实验犬表现出大便溏泄、食少纳

呆、消瘦、体重减轻、神态萎靡和毛色无光泽等症

状，可判定实验犬中医脾虚模型复制成功；ＹＩ 等［２４］

用番泻叶提取物灌胃大鼠，剂量 １０ ｇ ／ ｋｇ，连续 １０ ｄ，
使大鼠出现脾虚症状。 阚甸嘉等［２５］ 根据耗气破气

理论，将大黄、枳实、厚朴，按比例用冷水浸泡再煮

沸冷却后给 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠灌胃，用来建立脾气虚动物

模型；陈小野等［２６－２７］则在耗气破气基础上创造性的

提出加入广豆根、旋覆花、槟榔等来更好建立模型。
《明医杂著》中“近世论治脾胃者……所用之药又皆

辛温燥热，助火消阴之剂，遂致胃火益旺，脾阴愈

伤”，多用温热燥湿类药物会损伤脾阴。 赵思达［２８］

则利用伤阴药物附子、肉桂、吴茱萸这三味大辛大

热之品，来造成大鼠脾阴虚，并通过理脾阴正方反

证说明脾阴虚动物模型的可靠性。
２􀆰 １􀆰 ２　 西药模型

利用西药构建脾虚模型，常用药物有利血平、
硝酸钴、环磷酰胺等，以利血平最为常用。 刘学松

等［９］发现应用适量利血平可造成兔和大鼠脾虚，出
现中医脾虚证的各种主要症候。 徐诗画等［２９］ 以利

血平（０􀆰 １ ｍｇ ／ ｋｇ）皮下注射的方法造成小鼠脾虚；
王颖芳［３０］、赵竞业等［３１］、刘佳等［３２］ 也使用利血平

模型来制备脾虚动物模型。 王小荣［３３］ 在研究中一

次性给大鼠肌肉注射 １％硝酸钴盐液 ５ ｍＬ ／ ｋｇ，大鼠

２ ｄ 后出现眯眼、蜷卧、少动、喜扎堆、食量减少、被
毛蓬松失去光泽等症状，３ ｄ 后部分大鼠出现便稀、
肛周粪污等脾虚症状。 张晓杰［３４］ 利用利血平和硝

酸钴两种药物分别建立脾虚大鼠模型并互相对比，
认为内源性乙酰胆碱的变化可能是中医脾虚的本

质。 赵金鑫等［３５］采用硝酸钴注射来建立脾虚模型。
费文婷等［３６］用腹腔注射环磷酰胺的方法来建立免

疫抑制⁃脾虚模型。
２􀆰 １􀆰 ３　 劳倦内伤法

《景岳全书·杂证谟》中：“脾胃之伤于外者，唯
劳倦最能伤脾……。”故劳倦过度也能致脾虚形成。

目前劳倦法多采用力竭游泳或者负重游泳的方式。
曲长江等［１２］ 通过单因素（劳倦法 ／大黄泻下）造模

对比发现，两者都可造成脾虚；胡琳琳等［３７］ 则在力

竭游泳的基础上剥夺实验动物 １ ／ ３ 的睡眠时间，以
制备脾虚证动物模型。
２􀆰 １􀆰 ４　 饮食偏酸法

《素问·生气通天论》中：“味过于酸，肝气以津，
脾气乃绝……。” 所以饮食偏酸会导致脾气虚弱。
据此，彭成等［３８］用食用醋（ｐＨ ＝ ３）１ ｍＬ ／ １００ ｇ，灌
胃来诱发大鼠产生脾气虚症状；邬燕文［３９］ 通过每日

１ 次，每次 １０ ｍＬ ／ ｋｇ，连续 １０ ｄ，食醋灌胃方法制备

大鼠醋酸脾虚模型。
２􀆰 １􀆰 ５　 饥饱失常法

《景岳全书》中：“凡失饥伤饱，损及脾胃，多令

人胸膈痞闷，不能消化，饮食少思，日中无味，或嗳

气吞酸，神体困倦，此皆脾气受伤，中虚而然”。 《素
问·痹论》中：“饮食自倍，肠胃乃伤”。 根据祖国医

学传统理论可知过饥过饱都会损伤脾的功能造成

脾虚。 王小荣［３３］在研究过程中运用饥饱失常法，隔
日喂食，单数日给食，给食日不限量，双数日禁食，
禁食日给水不给食，６ ｄ 后大部分大鼠出现眯眼、蜷
卧、少动、喜扎堆、被毛蓬松无光泽，８ ｄ 后出现肛周

粪污、便稀，符合脾虚的症状。 严智强等［８］ 的实验

通过对比发现，服生大黄组和饥饿组家兔形成脾虚

证的时间较长；李发荣等［４０］对小鼠模型组每日给予

半量饲料，正常饮水，共 ７ ｄ，以造成脾虚模型。
２􀆰 ２　 双因素模型

基于疾病的复杂性，临床中脾虚证往往以兼证

形式出现，比如肝郁脾虚证、脾虚湿盛证等，有研究

人员认为双因素模型能够更好的实现病证结合，使
得模型更加稳定。
２􀆰 ２􀆰 １　 苦寒类中药加慢性束缚法

刘娅薇等［４１］用番泻叶⁃束缚夹尾法建立小鼠肝

郁脾虚模型；郭军雄等［４２－４４］同样采用慢性束缚应激

加番泻叶水煎剂灌服二因素法复制“肝郁脾虚证”
大鼠模型；潘晓鸥等［４５］ 用宽胶带束缚小鼠两前肢，
每天 １ ｈ，持续 ２ 周，从第 ２ 周开始灌胃给予小鼠番

泻叶药液（６􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ），持续 １ 周，每天 １ 次，观察饮

食、粪便及精神状态，观察到小鼠出现饮食减少、精
神萎靡、消瘦、毛发蓬乱、粪便稀薄如水样等症状，
表明肝郁脾虚模型造模成功。
２􀆰 ２􀆰 ２　 苦寒类中药加劳倦刺激法

ＺＨＥＮＧ 等［４６］每日用大黄水煎液来灌服大鼠，

７８３
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１０ ｇ ／ ｋｇ，并且每 ３ ｄ 对大鼠进行 １ 次 １０ ｍｉｎ 的负重

游泳来建立脾虚模型；张毅靖等［４７］ 采取冰番泻叶加

力竭游泳的方式来复制脾虚模型，具体为除对照组

外其他各组大鼠每日 ９：００ 给予冰番泻叶水煎液灌

胃 １ 次（１０ ｍＬ ／ ｋｇ）；除正常对照组外各组大鼠在

１９：００ 置于水桶中游泳，每日游泳 １ 次至力竭，力竭

后停止，力竭标志为大鼠不再挣扎游动，鼻尖沉入

水中 ５ ｓ，无法浮出水面，造模持续 １４ ｄ。
２􀆰 ２􀆰 ３　 苦寒破气药加饥饱失常法

谢慧臣等［４８］取厚朴、枳实、大黄共 ５ ｋｇ，比例为

５ ∶ ３ ∶ ４，加入 １０ 倍水，煮取浓缩至 ６ ｇ ／ ｍＬ，每日以

生药 １０ ｇ ／ ｋｇ 灌服苦寒破气方 １ 次，隔日喂饲 １ 次，
且喂饲量为常规量的一半，自由饮水，共计 ２１ ｄ，建
立大鼠脾气虚模型；曾益宏［４９］对模型组大鼠灌饲小

承气汤煎剂，２０ ｍＬ ／ ｋｇ，隔日半量进食自由饮水，造
模 １５ ｄ 结束；黄文婷等［５０］ 使用饥饱失常法并灌饲

小承气汤，隔日灌胃 １ 次，每次喂饲常规量饲料的半

量，自由饮水，造模同时记录家兔体重、进食量的变

化，观察临床表现及大便的异常，连续 １８ ｄ，造脾虚

家兔模型。
２􀆰 ２􀆰 ４　 饮食失节法加劳倦法

朱昊如［５１］则利用饮食失节加劳倦法，每天上午

让大鼠在温水中进行 １０ ｍｉｎ 游泳，并采取隔天饲喂

的方式，持续 ４ 周建立脾虚模型；李茹超等［５２］ 采用

“饮食不节 ＋ 游泳疲劳”法复制气虚大鼠模型，具体

为隔日禁食、隔日少量给食及每日在鼠尾缠绕体重

７％的铁丝负重游泳，游至口鼻没入水中 ３ ～ ４ ｓ 捞

出记为游泳总时长，连续 ４ 周；王红伟等［５３］ 也采取

相同的方法至第 ８ 周复制出脾虚大鼠模型；雷萍

等［５４］对饮食失节加劳倦过度的方法进行了改进，
（１）饮食失节：单日喂饲小鼠甘蓝，自由饮水，双日

灌胃猪油（０􀆰 ２ ｍＬ ／ １０ ｇ），自由进食、饮水。 （２）劳

倦过度：在上述处理单日，将小鼠放入 ２７ ℃水池中，
游泳至力竭，连续 １４ ｄ。
２􀆰 ２􀆰 ５　 冰水灌胃加饮食不节

罗佳等［５５］ 根据张徐雯等［５６］ 研究的方法建立脾

虚食积模型， 第 １ 天小鼠自由进食， 每 ４ ｈ 以

１０ ｍＬ ／ ｋｇ 灌胃 ４ ℃冰水 １ 次；第 ２ 天小鼠禁食不禁

水，每 ４ ｈ 以 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 灌胃 ４ ℃冰水 １ 次；第 ３ 天小

鼠以 ４ ℃冰氢氧化钠（浓度 ０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ）灌胃，每只

０􀆰 １ ｍＬ 进行模型复制，造模后小鼠出现精神萎靡、
体型消瘦、毛色无光泽、蜷缩聚堆、大便溏软等脾虚

症状。

２􀆰 ２􀆰 ６　 寒热刺激加劳倦法

冯珂等［５７］ 对“脾主为卫”进行了阐释，即脾胃

的运化功能正常，则正气充盈，可抵御外邪入侵。
李青敏等［５８］运用疲劳寒热刺激法进行造模，大鼠游

泳 ３０ ｍｉｎ 后，将水擦干放入 ５０ ℃ 的恒温箱中 １５
ｍｉｎ，最后放入－２０ ℃的冰柜里 ２５ ｍｉｎ，每日 １ 次，连
续 ７ ｄ。 大鼠出现蜷缩、扎堆、背毛凌乱、无光泽、汗
出明显、咳嗽、反应迟钝、懒动等脾虚症状。
２􀆰 ３　 多因素模型

多因素模型是将 ３ 种及以上的方法相互配合来

制备脾虚模型，相比于单因素和双因素模型可能更

符合脾虚证的多病因性和久病至虚的特点，趋向于

多因素造模和长时间造模。 琚婉君等［５９］ 根据文献

经验采用灌服大黄法、游泳力竭法和饥饿法复合因

素复制脾虚胃肠动力障碍大鼠模型；巩子汉等［６０］ 用

综合因素法（苦寒泻下、饮食失节、劳倦过度法）制

成脾气虚证模型。 董佳梓等［６１］以苦寒破气法（小承

气汤）、游泳力竭法及饥饱失常法三因素复合法复

制脾虚证模型；姜宇珺等［６２］ 采取饮食失节、番泻叶

灌胃、力竭游泳，并辅以湿冷垫料造成的脾虚湿困

模型；化敏等［６３］使用饮食不节、过度劳倦（每天游泳

至力竭）及灌胃大黄的方式来制备脾虚模型；詹菊

等［６４］根据文献研究采用大黄苦寒泻下、饮食失节、
劳倦过度联合法制备小鼠脾虚动物模型；闫志强

等［６５］采用分阶段造模的方式来复制脾虚模型：第 １
阶段，采用饮食失节法，饱食 １ ｄ，再禁食 ２ ｄ，不禁

水，持续 ６ ｄ，复制脾气虚证模型；第 ２ 阶段，第 ７ 天

自由采食，利用苦寒泻下法，即按照 １００ ｇ 体重 １􀆰 ０
ｍＬ 的剂量灌服番泻叶提取液，每天 １ 次，连续 １４ ｄ
复制脾阳虚证模型。

３　 建模成功评价方法

３􀆰 １　 证候积分及主观评价法

证候量化积分评价就是在模型建立过程中对

各个症状不同阶段的表现进行赋分评价，一定程度

上增强了脾虚模型量化的客观性和合理性，对脾虚

模型的评价有了一个标准。 由于实验动物的差异

性以及脾虚症状的统一性，研究人员根据动物造模

后的表现制定了相关的模型评分标准，见表 ２。
　 　 可以看出，虽然评分标准不统一，且各有侧重

点，但脾虚动物临床表现相对一致，如食少、体重下

降、倦怠懒动、扎堆、毛发不泽甚至枯槁、大便异常

等宏观表征，为制定对应的评分标准提供依据，同

８８３
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　 　 　 　 　 　 表 ２　 常用脾虚证模型评分方法

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌ ｓｃｏｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ
作者
Ａｕｔｈｏｒ

年份
Ｙｅａｒ

动物
Ａｎｉｍａｌ

评分标准及分值
Ｓｃｏｒｉｎｇ ｃｒｉｔｅｒｉａ ａｎｄ ｍａｒｋｓ

凌嘉阳等［６６］

ＬＩＮＧ Ｊ Ｙ， ｅｔ ａｌ［６６］ ２０２４ 大鼠
Ｒａｔ

０ 分：体毛柔顺光滑有光泽；游泳耐力活动敏捷；粪便呈坚硬椭圆形；体重缓慢增加；肛温
正常。 １ 分：体毛蓬松晦暗轻度发黄；游泳耐力下降；粪便呈柔软椭圆形；体重平均下降
０ ～ １０ ｇ；肛温平均下降 ０ ～ ２ ℃。 ２ 分：体毛暗淡发黄无光泽；游泳耐力明显下降；粪便
呈溏稀状态；体重平均下降 １０ ～ ２０ ｇ；肛温平均下降 ２ ～ ５ ℃。
０ ｐｏｉｎｔｓ： Ｂｏｄｙ ｈａｉｒ ｓｏｆｔ， ｓｍｏｏｔｈ ａｎｄ ｓｈｉｎｙ； ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｅｎｄｕｒａｎｃｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｇｉｌｅ； ｆｅｃｅｓ ｉｎ ｈａｒｄ
ｏｖａｌ ｓｈａｐｅ； ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｓｌｏｗｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ； ａｎａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｎｏｒｍａｌ． １ ｐｏｉｎｔｓ： Ｂｏｄｙ ｈａｉｒ ｗａｓ
ｆｌｕｆｆｙ ａｎｄ ｄｕｌｌ ａｎｄ ｍｉｌｄｌｙ ｙｅｌｌｏｗｅｄ； ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｅｎｄｕｒａｎｃｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ； ｆｅｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｏｆｔ ａｎｄ ｏｖａｌ；
ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ａｎ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ０ ～ １０ ｇ； ａｎａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ａｎ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ
０ ～ ２ ℃ ． ２ ｐｏｉｎｔｓ： Ｂｏｄｙ ｈａｉｒ ｗａｓ ｄｕｌｌ ａｎｄ ｙｅｌｌｏｗ ｗｉｔｈｏｕｔ ｌｕｓｔｅｒ； ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｅｎｄｕｒａｎｃｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ； ｆｅｃｅｓ ｗｅｒｅ ｌｏｏｓｅ； ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ １０ ～ ２０ ｇ ｏｎ ａｖｅｒａｇｅ；
ａｎａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ２ ～ ５ ℃ ｏｎ ａｖｅｒａｇｅ．

谢慧臣等［４８］

ＸＩＥ Ｈ Ｃ， ｅｔ ａｌ［４８］
２０２３ 大鼠

Ｒａｔ

１ 分：蜷缩少动扎堆；弓背眯眼嗜睡萎靡不振、毛发枯涩；饮食饮水减少；肛温下降。 ２
分：体重增长偏慢或下降，同比消瘦；肛门欠清洁，便溏、稀溏；游泳耐力下降。
１ ｐｏｉｎｔｓ： Ｃｕｒｌｉｎｇ ｕｐ ａｎｄ ｍｏｖｉｎｇ ｌｅｓｓ ｉｎ ｐｉｌｅｓ； ａｒｃｈｉｎｇ ｂａｃｋ ａｎｄ ｓｑｕｉｎｔｉｎｇ ｌｅｔｈａｒｇｙ ａｎｄ
ｓｈｒｉｖｅｌｉｎｇ ｏｆ ｈａｉｒ； ｅａｔｉｎｇ ａｎｄ ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｌｅｓｓ； ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ａｎａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ． ２ ｐｏｉｎｔｓ： Ｓｌｏｗ ｏｒ
ｄｅｃｌｉｎｉｎｇ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎ， ｙｅａｒ⁃ｏｖｅｒ⁃ｙｅａｒ ｄｉｓｓｉｐａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｕｌ； ｌａｃｋ ｏｆ ａｎａｌ ｃｌｅａｎｓｉｎｇ， ｌｏｏｓｅ，
ｌｏｏｓｅ ｓｔｏｏｌｓ； ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｅｎｄｕｒａｎｃｅ．

刘明江等［６７］

ＬＩＵ Ｍ Ｊ， ｅｔ ａｌ［６７］
２０２２ 小鼠

Ｍｉｃｅ

主证：精神沉郁、倦怠懒动。 次证：食少纳呆、畏寒扎堆、腹胀、便溏、体瘦毛焦或体毛脱
落。 具备主症 １ 项及次症 ２ 项以上者，造模成功。
Ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ： ｄｅｐｒｅｓｓｅｄ ｓｐｉｒｉｔ， ｔｉｒｅｄｎｅｓｓ ａｎｄ ｌａｚｉｎｅｓｓ． Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ： ｐｏｏｒ
ａｐｐｅｔｉｔｅ ａｎｄ ｄｕｌｌｎｅｓｓ， ｆｅａｒ ｏｆ ｃｏｌｄ， ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｄｉｓｔｅｎｓｉｏｎ， ｌｏｏｓｅ ｓｔｏｏｌｓ， ｔｈｉｎ ｂｏｄｙ ｗｉｔｈ
ｓｃｏｒｃｈｅｄ ｈａｉｒ ｏｒ ｌｏｓｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｈａｉｒ． Ｉｆ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｔｗｏ ｏｒ ｍｏｒｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ．

冯士彬等［１５］

ＦＥＮＧ Ｓ Ｂ， ｅｔ ａｌ［１５］
２０１９ 比格犬

Ｂｅａｇｌｅ ｃａｎｉｎｅ

精神萎靡、乏力倦怠、闭目、喜扎堆、纳呆、腹泻甚或水样粪便、毛发疏松少泽、体重下降。
Ｄｅｐｒｅｓｓｅｄ， ｔｉｒｅｄ ａｎｄ ｌｅｔｈａｒｇｉｃ， ｅｙｅｓ ｃｌｏｓｅｄ， ｌｉｋｅ ｔｏ ｐｉｌｅ ｕｐ， ｄｕｌｌ， ｄｉａｒｒｈｏｅａ ｏｒ ｅｖｅｎ ｗａｔｅｒｙ
ｆａｅｃｅｓ， ｌｏｏｓｅ ｈａｉｒ ａｎｄ ｌｅｓｓ ｌｕｓｔｅｒ， ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ．

王士维［１３］

ＷＡＮＧ Ｓ Ｗ［１３］ ２０１３ 恒河猴
Ｒｈｅｓｕｓ ｍｏｎｋｅｙ

０ 分：无。 ２ 分：轻度改变：摄食情况（食量、食欲、进食速度）；排便情况（大便性状、腹泻
面积、腹泻次数）；精神活动情况（活动度、刺激反应、精神状况）；外观毛发。 ４ 分：中度
改变：同上。 ６ 分：重度改变：同上。 其他临床症状：按病情从无到重分别赋分 ０、９、１８、
２７ 分。
０ ｐｏｉｎｔｓ： Ｎｏｎｅ． ２ ｐｏｉｎｔｓ： Ｍｉｌｄ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ： ｉｎｇｅｓｔｉｏｎ （ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｆｏｏｄ， ａｐｐｅｔｉｔｅ， ｒａｔｅ ｏｆ
ｅａｔｉｎｇ）； ｄｅｆｅｃａｔｉｏｎ （ ｓｔｏｏｌ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ， ａｒｅａ ｏｆ ｄｉａｒｒｈｅａ， ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｄｉａｒｒｈｅａ）； ｍｅｎｔａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ （ａｃｔｉｖｉｔｙ ｌｅｖｅｌ， ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）； ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｈａｉｒ． ４ ｐｏｉｎｔｓ：
ｍｏｄｅｒａｔｅ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ： ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ． ６ ｐｏｉｎｔｓ： Ｓｅｖｅｒｅ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎ： ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ． Ｏｔｈｅｒ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ： ０， ９， １８ ａｎｄ ２７ ｐｏｉｎｔｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｉｇｎｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｎｏｎｅ
ｔｏ ｓｅｖｅｒｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

钟薏文等［６８］

ＺＨＯＮＧ Ｙ Ｗ， ｅｔ ａｌ［６８］
２０２３ 大鼠

Ｒａｔ

主症：腹泻便溏，饮食减少。 次症：肢体倦怠，拉尾抵抗活动降低；消瘦，体重减轻；毛色
枯槁。 符合主症 ２ 项、次症 ２ 项，可诊断为脾虚湿困证。
Ｐｒｉｍａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ： ｌｏｏｓｅ ｄｉａｒｒｈｅａ； ｒｅｄｕｃｅｄ ｄｉｅｔ． Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ： ｂｏｄｙ ｆａｔｉｇｕｅ， ｐｕｌｌｉｎｇ
ｔｈｅ ｔａｉｌ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ｅｍａｃｉａｔｉｏｎ， ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ； ｗｉｔｈｅｒｅｄ ｆｕｒ． Ｉｆ ｔｗｏ ｏｆ
ｔｈｅ ｍａｉｎ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｔｗｏ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｒｅ ｍｅｔ， ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｄｉａｇｎｏｓｅｄ ａｓ ｓｐｌｅｅｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｄａｍｐｎｅｓｓ ｄｉｓｅａｓｅ．

时方便观察和记录动物的一般状态，如精神状态、
活动状态、被毛外观、食欲、粪便情况等就可以对模

型做出理性评价，评分升高代表造模成功。
３􀆰 ２　 理化指标及客观评价法

３􀆰 ２􀆰 １　 Ｄ⁃木糖测定

木糖测定是对口服一定量的 Ｄ⁃木糖后测定血

液及尿液中 Ｄ⁃木糖的浓度，用以评价小肠的吸收能

力。 中医认为脾主运化，即运化水湿和水谷精微，
现代医学认为水谷精微代表的就是小肠的消化吸

收能力。 同时，脾虚会导致消化吸收功能减弱。 血

清和尿液中 Ｄ⁃木糖含量与小肠的吸收功能有关，所
以为脾虚诊断的客观指标［１８，６９－７０］。 因此通过对灌

服 Ｄ⁃木糖后的动物血清 Ｄ⁃木糖［１８，２１，４８］ 和尿液 Ｄ⁃木
糖［４８，６９，７１－７２］含量进行测定，从而推断小肠的吸收功

能是否正常。 一般情况下脾虚程度越严重，Ｄ⁃木糖

吸收率越低。
３􀆰 ２􀆰 ２　 唾液淀粉酶活性

脾开窍于口，在液为唾。 唾液淀粉酶（ ｓａｌｉｖａｒｙ
ａｌｐｈａ⁃ａｍｙｌａｓｅ，ｓＡＡ）是唾液中最为丰富的蛋白，张
善［７３］基于“脾主涎”理论发现脾气虚证患者的 ｓＡＡ

９８３
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活性比值显著低于健康人，并研究发现 ｓＡＡ 活性比

值可以较客观地展示脾气虚证的部分特征，研究人

员历经数十年的研究证明该指标的可靠性［７４－７７］，其
成果有目共睹，目前已经成为较为公认的脾虚指标

之一［７０，７８］。
３􀆰 ２􀆰 ３　 炎症因子测定

脾虚病证的发生发展与炎症因子关系密切，其
中 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１２、ＴＮＦ⁃α、ＩＦＮ 等促进炎症反

应，为促炎细胞因子，而 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１１、 ＩＬ⁃１３、
ＴＧＦ⁃β 等为抗炎细胞因子［７９］。 研究发现与对照组

相比，脾虚模型组动物血清中促炎因子 ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１２、ＩＬ⁃１７、ＩＮＦ⁃γ 等升高，ＴＮＦ⁃α 下降；抗炎因子

ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β 等下降［１７－１８，２１，６７］。
３􀆰 ３　 结肠组织病变

脾虚会导致腹泻引起结肠发生微观变化，因此

通过苏木精⁃伊红（ＨＥ）染色法观察结肠组织病理学

变化也是评价脾虚模型是否成功建立的另一重要

方法。 镜下显示脾虚模型动物结肠黏膜层有炎性

细胞浸润，黏膜水肿、充血明显，粘膜层不规则，杯
状细胞增多等现象［１７，４４，６７］。
３􀆰 ４　 脏器指数测定

“四季脾旺不受邪”，相反脾虚会导致机体感染

邪气使免疫功能降低［８０］。 脾和胸腺是两个重要的

免疫器官，其脏器指数可在一定程度上反映机体免

疫功能的强弱。 按以下公式计算胸腺指数和脾指

数，进而推测脾虚模型是否成功。 胸腺指数（ｍｇ ／ ｇ）
＝ 胸腺质量（ｍｇ） ／体重（ｇ），脾指数（ｍｇ ／ ｇ） ＝ 脾质

量（ｍｇ） ／体重（ｇ）。 脾虚动物胸腺及脾指数会呈现

显著下降［１７，２１，６７，８１］。
３􀆰 ５　 以方测证

“以方测证”属于逆向评测方法，选用治疗脾虚

的方药来对模型进行验证，若脾虚症状缓解或者治

愈则证明所建立的模型为脾虚模型［８２］。 脾虚证的

经典方剂有四君子汤、补中益气汤、参苓白术散等。
刘俊兰［８３］用饮食失节与劳倦过度的复合因素建立

脾气虚证大鼠模型，并利用补中益气汤加减方来反

证模型复制成功；王明珠等［８４］用参苓白术散来验证

脾虚证关节炎小鼠模型，结果缓解了脾虚证小鼠关

节炎症状，说明了脾虚证模型的复制成功；姜楠

等［８５］用以方测证的方法使用六君子汤等经典方药

来检测糖代谢异常模型中是否出现了脾虚等证型。

４　 讨论

通过上述内容不难看出，自从 ２０ 世纪 ７０ 年代

末北京师范大学生物系消化生理科研组建立脾虚

模型以来［７］，脾虚模型的塑造已经建立了多种动物

模型，造模方法越来越多样化、多元化，由最初的大

黄泻下法发展到现在十几种造模方法，并越来越趋

向于模拟证病结合的多因素诱导，模型的评价也由

最初的症状评价发展到现在的症状评分表与多种

生理生化实验室指标结合，逐渐趋于客观准确，观
测手段日益丰富。

脾虚的动物模型研究已积累了一定的经验，可
以为后续的研究提供一定的参考和借鉴，但也存在

局限性：就动物选择而言，中医讲究“四诊合参”来

进行疾病的诊断，由于动物模型自身的局限性满足

“四诊”的要求比较困难，比如获取动物的舌脉信息

并与脾虚症状相对应；猪、犬、驴、兔等动物体型较

大操作有难度且实验周期长、成本较高。 因此，考
虑到模型的经济性、可操作性以及实验周期的长

短，建议应选取更容易观测体征表象、体型小、成模

率和存活率更高的大小鼠来进行。 在造模方法选

择方面，经历了从单因素造模到双因素造模和多因

素造模的发展变化，但各有优缺点：单因素造模如

苦寒泻下、饮食不节、劳倦过度法等虽然相对具有

针对性，但是症状不典型、模型维持时间短，具有一

定局限性；多因素造模症状比较典型、模型维持时

间较长，更符合临床，但多因素也造成模型的针对

性差，不可控因素增多，进而影响研究目的。 另外，
不同的证型有相同的造模方式，比如脾阳虚与脾气

虚都有相同的造模方法［８６－８７］，如何明确最后复制的

模型是气虚型还是阳虚型，因此相同方法所形成的

模型具有不确定性；利血平模型所造成的也不是纯

粹的脾虚模型，利血平可导致阴虚证、肝郁脾虚证、
偏头痛、阳虚证抑郁症等［３１，８８－９０］，因此单一西药所

形成的模型不具有证型的单一性。 结合本团队前

期的实验和临床经验，建议使用多因素模型来造成

脾虚症状，这样形成的模型更加符合中医脾虚形成

过程复杂性、长期性的特点。
最后，脾虚模型的评分至关重要，现阶段宏观

表征的评分是将脾虚的临床症状与动物体征一一

对应，该过程包括动物精神、生活、行为状态，体现

了中医整体观念和辩证诊断的特点，但是评分过程

主观性太强［８７］，评分标准各有侧重不尽统一，所以

亟需建立脾虚模型的专家共识和统一的评分标准，
并在评分过程中尽量采用现代化的观测手段［９１］，比
如使用合适的影像设备来获取动物舌象信息，寻找

０９３
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稳定的特异性指标。 根据中医理论“脾主肌肉”，本
团队前期研究中也采用了悬空拉尾实验来对脾虚

进行评分，使得评价更完善［９２］；Ｄ⁃木糖排泄率和唾

液淀粉酶活性为现阶段公认的检测脾虚的金指标，
也符合“脾主运化”的功能和“在液为唾”的特点，建
议联合这三者来进行评判，并采用对应的反证方剂

来对模型进行验证，以减少主观因素的影响，形成

更加精准化、客观化、科学化、标准化的操作过程，
增强实验结果的可信度和模型的可靠性。

综上，中医证后的复杂性，决定了相关研究的

困难性，也制约了对脾虚证实质的全面揭示［９３］。 本

文从模型构建与模型评价角度对脾虚动物模型进

行概述，期望为脾虚动物模型的完善提供一定的借

鉴。 因此，为进一步明确脾虚证的实质，阐明脾虚

的致病机制，必须要深入动物模型研究，结合中西

医研究的特点，严格把控实验条件，不断完善脾虚

证候模型评价的客观指标，建立规范、统一的中医

证候定量评价标准，从而促进中医现代化的发展。
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［ ６ ］ 　 崔利荣． 参苓益智颗粒治疗轻中度血管性痴呆心脾两虚证的

临床研究 ［Ｄ］． 济南： 山东中医药大学； ２０２０．
ＣＵＩ Ｌ Ｒ． Ｃｌｎｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ Ｓｈｅｎｌｉｎｇ Ｙｉｚｈｉ Ｇｒａｎｕｌｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｂｏｔｈ ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ｍｉｌｄ ｔｏ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ ［ Ｄ ］． Ｊｉｎａｎ： Ｓｈａｎｄｏｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０２０．

［ ７ ］ 　 北京师范大学生物系消化生理科研组． 脾虚证动物模型的建

立及其实质的探讨 ［Ｊ］ ． 北京师范大学学报（自然科学版），
１９７９， １５（１）： １１３．
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｂｉｏｌｏｇｙ， Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ ｅｓｓｅｎｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｎｏｒｍ Ｕｎｉｖ（Ｎａｔ Ｓｃｉ）， １９７９， １５（１）： １１３．

［ ８ ］ 　 严智强， 于书庄， 李君华． 虚证动物模型体表冷光信息的研

究 ［Ｊ］ ． 中医杂志， １９８２， ２３（１）： ７０－７２．
ＹＡＮ Ｚ Ｑ， ＹＵ Ｓ Ｚ， ＬＩ Ｊ Ｈ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ
Ｍｅｄ， １９８２， ２３（１）： ７０－７２．

［ ９ ］ 　 刘学松， 黄树明， 李织， 等． 利血平致动物脾虚模型机制的

研究 ［Ｊ］ ． 中国医药学报， １９８９， ４（５）： ６８－７０．
ＬＩＵ Ｘ Ｓ， ＨＵＡＮＧ Ｓ Ｍ， ＬＩ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ａｎｉｍａｌｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ｌｉｘｕｅｐｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍ， １９８９， ４（５）： ６８－７０．

［１０］ 　 王淑兰， 王安民， 杨畔农． 马属动物驴“脾气虚” 证的实验研

究 ［Ｊ］ ． 中医杂志， １９９０， ３１（３）： ４９－５１．
ＷＡＮＧ Ｓ Ｌ， ＷＡＮＧ Ａ Ｍ， ＹＡＮＧ Ｐ Ｎ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ
ｔｈｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ “ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ” ｏｆ Ｅｑｕｕｓ ｄｏｎｋｅｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， １９９０， ３１（３）： ４９－５１．

［１１］ 　 王玉良， 谢杰， 李显华， 等． 固本益肠片治疗实验性豚鼠脾

虚型溃疡性结肠炎的研究 ［ Ｊ］ ． 中国中西医结合杂志，
１９９５， １５（２）： ９８－１００．
ＷＡＮＧ Ｙ Ｌ， ＸＩＥ Ｊ， ＬＩ Ｘ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｒｅａｔｉｎｇ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｔｙｐｅ ｗｉｔｈ
“ＧｕｂｅｎＹｉｃｈａｎｇ ｔａｂｌｅｔ” ｉｎ Ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ
Ｗｅｓｔ Ｍｅｄ， １９９５， １５（２）： ９８－１００．

［１２］ 　 曲长江， 刘劲， 宫艳华， 等． 大黄泻下与劳倦过度单、复因素

造模脾虚小鼠过氧化与抗氧化改变的比较研究 ［Ｊ］ ． 中国中

西医结合消化杂志， ２００１， ９（４）： ２１３－２１５．
ＱＵ Ｃ Ｊ， ＬＩＵ Ｊ， ＧＯＮＧ Ｙ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｍｉｃｅ
ｍｏｄｅｌｅｄ ｂｙ ｒｈｕｂａｒｂ ｒｏｏｔ ｌａｘａｔｉｏｎ ｏｒ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｅｒｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｗｅｓｔ Ｍｅｄ Ｇａｓｔｒｏ Ｓｐｌｅｅｎ， ２００１， ９（４）： ２１３－２１５．

［１３］ 　 王士维． 中国恒河猴脾虚证艾滋病动物模型先天免疫因子

ＭＢＬ 和 α⁃防 御 素 的 研 究 ［ Ｄ］． 广 州： 广 州 中 医 药 大

学； ２０１３．
ＷＡＮＧ Ｓ Ｗ． Ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｔｈｅ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｎｄ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓｐｌｅｅｎ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｍｏｄｅｌ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ ｆａｃｔｏｒ
Ｍａｎｎａｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｌｅｃｔｉｎ （ＭＢＬ） ａｎｄ α⁃ｄｅｆｅｎｓｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｒｈｅｓｕｓ
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Ｍｏｎｋｅｙｓ ［ Ｄ］． Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ： Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０１３．

［１４］ 　 王佳， 贾连群， 宋囡， 等． 健脾化痰祛瘀方对动脉粥样硬化

巴马猪小肠线粒体呼吸链复合物及 ＡＴＰ 活性的影响 ［ Ｊ］ ．
中华中医药学刊， ２０１９， ３７（１１）： ２６７７－２６８１．
ＷＡＮＧ Ｊ， ＪＩＡ Ｌ Ｑ， ＳＯＮＧ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｖｉｇｏｒａｔｉｎｇ ｓｐｌｅｅｎ
ａｎｄ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｐｈｌｅｇｍ ａｎｄ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ ｒｅｃｉｐｅ ｏｎ
ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ａｎｄ ＡＴＰ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ＡＳ Ｂａｍａ ｐｉｇｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ａｒｃｈ Ｔｒａｄｉｔ
Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１９， ３７（１１）： ２６７７－２６８１．

［１５］ 　 冯士彬， 李成， 贺濛初， 等． 加味四君子汤对脾虚犬小肠紧

密连接蛋白表达及 ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ 通路的影响 ［ Ｊ］ ． 云南农业

大学学报（自然科学）， ２０１９， ３４（６）： ９７１－９７９．
ＦＥＮＧ Ｓ Ｂ， ＬＩ Ｃ， ＨＥ Ｍ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ
ｓｉｊｕｎｚｉ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｃａｎｉｎｅｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｙｕｎｎａｎ Ａｇｒｉｃ Ｕｎｉｖ （ Ｎａｔ Ｓｃｉ）， ２０１９， ３４ （ ６）： ９７１
－９７９．

［１６］ 　 吴家虞， 张艳荣， 左文明， 等． 基于斑马鱼模型和网络药理

学探讨金露梅水提物改善脾虚的作用机制 ［ Ｊ］ ． 青海科技，
２０２３， ３０（２）： ７５－８７．
ＷＵ Ｊ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｒ， ＺＵＯ Ｗ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｑｕｅｏｕｓ
ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａ ｆｒｕｔｉｃｏｓａ ｉｎ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ［ Ｊ ］ ．
Ｑｉｎｇｈａｉ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌ， ２０２３， ３０（２）： ７５－８７．

［１７］ 　 李婷婷， 苏韫， 龚红霞， 等． 归芪白术汤对脾虚小鼠免疫因

子及水通道蛋白表达的影响 ［ Ｊ］ ． 时珍国医国药， ２０２１， ３２
（４）： ８０５－８０８．
ＬＩ Ｔ Ｔ， ＳＵ Ｙ， ＧＯＮＧ Ｈ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｕｉｑｉ Ｂａｉｚｈｕ
Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ａｑｕａｐｏｒｉｎ ｉｎ
ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ［Ｊ］ ． Ｌｉｓｈｉｚｈｅｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ Ｒｅｓ，
２０２１， ３２（４）： ８０５－８０８．

［１８］ 　 肖怡， 邓向亮， 傅南琳， 等． 脾虚型功能性腹泻大鼠模型的

建立 ［ Ｊ］ ． 世界最新医学信息文摘， ２０１９， １９ （ ９６）： ２１９
－２２１．
ＸＩＡＯ Ｙ， ＤＥＮＧ Ｘ Ｌ， ＦＵ Ｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｗｉｔｈ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ［ Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｌａｔｅｓｔ
Ｍｅｄ Ｉｎｆ， ２０１９， １９（９６）： ２１９－２２１．

［１９］ 　 刘岩， 刘志洋， 王馨怡， 等． 木香顺气丸对脾虚胃溃疡模型

大鼠能量代谢和物质代谢的影响 ［ Ｊ］ ． 中成药， ２０１９， ４１
（１０）： ２４９５－２４９９．
ＬＩＵ Ｙ， ＬＩＵ Ｚ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｘ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｍｕｘｉａｎｇ Ｓｈｕｎｑｉ
ｐｉｌｌ ｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｔｒａｄｉｔ Ｐａｔ Ｍｅｄ，
２０１９， ４１（１０）： ２４９５－２４９９．

［２０］ 　 肖春萍， 鞠艳娟， 孙金， 等． 基于肠道微生态的米泔水制苍

术健脾止泻药效及其机制研究 ［ Ｊ］ ． 中药药理与临床，
２０２３， ３９（２）： ６４－７１．
ＸＩＡＯ Ｃ Ｐ， ＪＵ Ｙ Ｊ， ＳＵＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｊｉａｎｐｉｚｈｉｘｉｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＡＴＲＡＣＴＹＬＯＤＩＳ ＲＨＩＺＯＭＡ ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｗｉｔｈ ｒｉｃｅ
ｓｗｉｌｌ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｙ ［Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｃｌｉｎ Ｃｈｉｎ
Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ， ２０２３， ３９（２）： ６４－７１．

［２１］ 　 周轲， 牛淳， 刘文娟， 等． 电针百会穴对脾虚泄泻模型大鼠

影响的研究 ［Ｊ］ ． 畜牧兽医学报， ２０２２， ５３（３）： ９４７－９５５．
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愤怒大鼠实验模型概述
张春鹏，颜嘉宏，张永华∗

（浙江中医药大学附属杭州市中医院，杭州　 ３１０００７）

　 　 【摘要】 　 愤怒这一负面情绪会对人体产生诸多影响。 与愤怒情绪产生有关的脑部区域主要与中央灰质、杏
仁核、下丘脑有关。 近些年关于愤怒动物模型的研究逐渐增多，愤怒机制的研究也不断深入。 关于愤怒模型的研

究大部分集中在中缝背核、下丘脑和海马区域，相关的神经递质研究主要与 ＧＡＢＡ 的表达和单胺类神经递质含量

相关。 本文通过检索愤怒有关的动物模型，总结愤怒发生的脑内神经机制，旨在为愤怒情绪的研究提供参考借鉴。
【关键词】 　 愤怒；动物模型；下丘脑；前额区；海马
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ａ ｇｒａｄｕａｌ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｔｏ ｒｅｌｅｖａｎｔ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｎｇｅｒ． Ｍｏｓｔ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ａｎｇｅｒ ｍｏｄｅｌｓ ｈａｖｅ
ｆｏｃｕｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｄ⁃ｓｕｔｕｒｅ ｄｏｒｓａｌ ｎｕｃｌｅｕｓ， ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ， ａｎｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｒｅｇｉｏｎｓ， ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ ｓｔｕｄｉｅｓ
ｈａｖｅ ｍａｉｎｌｙ ｂｅｅｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＧＡＢＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｎｏａｍｉｎｅ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ． Ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｔｈｅ ｎｅｕｒａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｎｇｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｎｇｅｒ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｓｔｕｄｙ ｏｆ ａｎｇｒｙ ｅｍｏｔｉｏｎｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｎｇｅｒ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ； ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ａｒｅａ； ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 愤怒是情绪表达的方式之一。 情绪是大脑活

动与不同社会现实相互作用的产物，由愤怒、厌恶、
恐惧、快乐、悲伤和惊讶 ６ 种离散的基本情绪表现组

成，这些情绪可以是单独的，也可以是混合的［１－３］。
愤怒是一种非常重要的情绪，与其他负面情绪形成

对比，愤怒可以产生正面面对问题的反应［４－５］。 任

何引起生物反应的内在或外在刺激都被称为压

力［６］，可引起愤怒的压力就非常普遍。 当一个人的

目标被阻止时，就会产生愤怒的感觉［７］。 极端高

温、没有得到预期的奖励、受到不公平的对待、或一

个人的目标、计划受到干扰或因某些原因未能实

现，这些都可能会引起愤怒［８］。 缺乏愤怒控制会对

心理健康产生负面影响［９］。 通常愤怒情绪可能会

导致攻击性行为［１０］，愤怒控制管理可以减少愤怒，
但不能减少攻击性［１１］，缺乏愤怒控制会导致家庭暴

力，甚至会使人产生自杀倾向［１２－１３］。 愤怒的发生与

大脑的神经活动有密切关系，深入了解愤怒的神经

机制对于愤怒控制的研究具有重要意义。
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　 　 愤怒发生的神经机制较为复杂，在已知的与愤

怒发生的相关区域，包括杏仁核［８，１４－１５］，下丘脑［１６］

和导水管周围灰色区域［１６］，内侧前额叶皮层、腹内

侧前额叶、前扣带皮层、后扣带皮层等［１７］。 愤怒的

发生，并不是脑内单独的区域活动产生的，而是单

个或多个区域的活动引起的神经反应。 动物模型

是研究人类疾病的发病机制的重要研究工具［１８］。
当愤怒应激发生时，大鼠会发生神经内分泌异常并

影响其表现。 了解愤怒压力的神经内分泌效应对

进一步的实验研究和临床应用非常重要。 因此，本
文旨在对愤怒大鼠模型的神经内分泌方面进行综

述，研究与愤怒发生有关的神经内分泌机制。

１　 愤怒大鼠模型概述

目前动物的愤怒模型主要以大鼠为主。 根据

造模方式的不同大致可分为 ３ 类：（１）夹尾入侵法；
（２）社会孤立与居民闯入者；（３）昼夜颠倒环境或慢

性心理应激。
（１）夹尾入侵法在国内的应用最早见于须惠仁

等［１９］的研究，使用纱布包裹尖端的止血钳夹大鼠尾

部，令其与其他大鼠打斗，激怒其他大鼠，每天 ４ 次，
每次 ３０ ｍｉｎ。 此模型的优势可快速（２ ｄ）建立愤怒

模型，但是研究者将同组大鼠饲养在同一笼中，可
能造成夹尾鼠无法对笼内大鼠同等的攻击行为，无
法控制实验条件的一致性。 （２） ＳＨＥＮＧ 等［２０］ 在夹

尾刺激的基础上引入社会隔离，建立社会隔离和居

住者入侵的愤怒模型。 此模型将大鼠单笼饲养进

行社会隔离，这样可解决大鼠同笼饲养可能产生的

模型偏差，并且单独的入侵刺激（夹尾大鼠），可保

证实验条件的一致性。 社会隔离和居住者入侵法

是现行最常用的愤怒大鼠模型。 （３）许丽等［２１］ 在

社会隔离和居住者入侵法的基础上引进昼夜颠倒

环境制作大鼠愤怒模型。 此模型引入昼夜颠倒环

境，类似于 ＣＵＭＳ 抑郁症模型，如长期造模可能引起

实验动物出现抑郁情绪或睡眠障碍等其他疾病，应
用时应注意时间的控制。 愤怒的动物模型与抑郁

症的动物模型类似，是以外部的应激刺激为主，使
动物产生对抗心理从而引发愤怒的情绪。 不同的

是，愤怒模型造模时间一般较短且剧烈，延长造模

时间可能会造成动物的抑郁情绪，影响模型的效果。

２　 与愤怒发生相关的脑区域

杏仁核通常被认为与大脑情感的主要功能有

关［２２］。 愤怒的发生与杏仁核相关区域的活动有密

切关系，激活杏仁核可刺激愤怒的增加［２３］，杏仁核

病变会导致控制愤怒的能力下降［２４］。 激素水平可

影响杏仁核的活动，例如睾丸激素水平的增加影响

杏仁核活动，诱导产生愤怒［２５－２６］。 杏仁核的内侧和

中央核，在情绪表达中发挥重要的作用［２７－２８］，内侧

杏仁核可影响竞争性攻击的发生，中央杏仁核可影

响掠夺性攻击的发生［２９］。 杏仁核的基底外侧核，在
情绪学习和感知威胁中发挥作用［３０］，同时基底外侧

杏仁核可影响反应性攻击的发生［３１］。
杏仁核对中央灰质怒的反应有两条易化和一

条抑制途径：杏仁内侧核通过终纹投射到内侧下丘

脑，Ｐ 物质作用于内侧下丘脑的神经激肽⁃１ 受体，内
侧下丘脑投射到中央灰质的谷氨酸能纤维可使中

央灰质的 Ｎ⁃甲基⁃Ｄ⁃天门冬氨酸受体（Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｄ⁃
ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＮＭＤＡ）兴奋从而产生防御性

愤怒，易化下丘脑对中央灰质的愤怒调制；杏仁基

底核以兴奋性氨基酸作为递质，直接作用于中央灰

质的 ＮＭＤＡ，增强中央灰质的怒反应。 杏仁中央核

以脑啡肽为递质，作用于中央灰质的 μ 阿片受体，
强力抑制中央灰质的防御性怒反应。 此外，杏仁核

延伸区域即后侧无名质与愤怒与攻击亦有相关联

系［３２］，直接刺激下丘脑穹隆周围区、腹内侧核及其

邻近区域可产生怒的反应。
前额叶皮质是情绪中枢的重要组成部分，参与

调节情绪和压力［３３］，可抑制下丘脑和杏仁体引发的

攻击行为［３４］。 前额叶皮质可分为腹内侧区和背外

侧区。 背外侧区主要参与认知和执行功能，腹内侧

区则主要与积极或消极情感相关［３５－３７］。 腹内侧前

额叶皮层（ ｖｅｎｔｒｏｍｅｄｉａｌ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ，ｖｍＰＦＣ）是

在控制愤怒方面起着关键作用的部位［３８］。 经颅磁

刺激与 ｖｍＰＦＣ 有功能连接的内侧前额叶可降低愤

怒情绪的表达。 较高的 ｖｍＰＦＣ 皮层活动与减少愤

怒相关［３９］。 与 ｖｍＰＭＣ 相连的左前中额回在控制和

减少愤怒方面发挥作用［４０］。 此外，前扣带和岛叶同

样在愤怒的发生中发挥重要作用［４１］。

３　 愤怒相关神经递质调制

３􀆰 １　 前额区 ５⁃羟色胺 （ ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ， ５⁃
ＨＴ）水平及中缝背核 ５⁃ＨＴ、ＧＡＢＡ 表达

脑组织中 ５⁃ＨＴ 可参与愤怒的调控，并对愤怒

导致的攻击有明显抑制作用［４２－４３］。 ５⁃ＨＴ 是一种能

产生愉悦情绪的单胺类神经递质，可参与情绪、认

８９３
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知与行为的调节［４４－４５］，主要储存在中缝背核的突触

囊泡内参与调节应激内分泌和行为反应［４６－４７］。 中

缝背核的功能与动物的攻击、防御行为等情绪行为

密切相关［４８－５０］。 γ⁃氨基丁酸（ γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ，
ＧＡＢＡ）是中枢神经系统中最重要的抑制性神经递

质［５１］，可影响前额叶皮质的功能， 参与调节情

绪［５２－５３］。 ＧＡＢＡ 浓度升高可致前额叶皮质锥形神

经元活动、兴奋性传递减少［５４］。 ５⁃ＨＴ 与 ＧＡＢＡ 之

间具有相互调节作用，５⁃ＨＴ 可抑制谷氨酸和 ＧＡＢＡ
释放［５５］。 王海娟［５６］ 在愤怒大鼠模型中观察到，中
缝背核 ５⁃ＨＴ 能神经元释放的 ５⁃ＨＴ 显著减少、５⁃ＨＴ
浓度降低，经纤维投射至前额区的 ５⁃ＨＴ 水平亦显

著降低、前额区 ５⁃ＨＴ 浓度降低，中缝背核 ＧＡＢＡ 含

量显著升高，中缝背核 ＧＡＢＡ Ｂ 型受体 １ 抗体

（ＧＡＢＡ ｔｙｐｅ Ｂ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｕｎｉｔ １，ＧＡＢＡＢＲ１）表达显

著升高。 刘小菊［５７］ 在愤怒大鼠模型中观察到相同

的结果，并且还观察到大鼠前额区 ５⁃ＨＴ 含量显著

低于正常大鼠；使用免疫荧光法观察中缝背核 ５⁃ＨＴ
能神经元与 ＧＡＢＡＢＲ１ 的共表达，观察到 ＧＡＢＡＢＲ１
颗粒位于含 ５⁃ＨＴ 颗粒的突触膜上，激活中缝背核

ＧＡＢＡＢＲ１ 特异性受体，前额区 ５⁃ＨＴ 含量显著性降

低；抑制中缝背核 ＧＡＢＡＢＲ１ 特异性受体，前额区

５⁃ＨＴ 含量则显著性升高。
３􀆰 ２　 愤怒相关神经递质与下丘脑

下丘脑是愤怒情绪从杏仁核到中央灰质传递

的中间部分，下丘脑的活动影响愤怒情绪的传递。
愤怒大鼠的中枢调制主要与下丘脑、额叶、海马中

５⁃羟色胺 ２Ｃ（５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ ２Ｃ，５⁃ＨＴ２Ｃ）、５⁃羟
色胺 ３Ｂ（５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ ３Ｂ，５⁃ＨＴ３Ｂ）、ＧＡＢＡＢ
型受体 ２（ＧＡＢＡ Ｂ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２，ＧＡＢＡＢＲ２）表达异常

有关［５８］。 神经递质 ５⁃ＨＴ 与 ５⁃ＨＴ３ 受体的结合导致

神经元中的兴奋性反应［５９］。 突触前 ５⁃ＨＴ３ 受体介

导 或 调 节 释 放 ＧＡＢＡ 和 多 巴 胺 （ ｄｏｐａｍｉｎｅ，
ＤＡ） ［６０－６１］。 李红华［６２］ 建立的郁怒大鼠模型，下丘

脑、海马、顶区皮质、额区皮质中 ５⁃ＨＴＲ３Ｂ ｍＲＮＡ 及

受体蛋白表达明显升高，高效液相⁃荧光检测法检测

５⁃ＨＴ 含量明显下降。 葛庆芳等［６３］ 同样观察到愤怒

大鼠模型下丘脑中 ５⁃ＨＴ３ＢＲ ｍＲＮＡ 和受体蛋白表

达都明显下降。
５⁃ＨＴＲ２Ｃ 是 ５⁃ＨＴ 受体的一个亚型，主要分布

在中枢神经系统，在下丘脑、纹状体、额叶皮质、海
马、杏仁核等调节 ＤＡ 释放［６４］。 这种受体可显著调

节情绪、焦虑和摄食［６５］。 有研究观察到愤怒大鼠模

型中观察到，下丘脑中 ５⁃ＨＴＲ２Ｃ ｍＲＮＡ 及其受体蛋

白表达显著降低［６６－６７］。 柳新等［６８］ 在愤怒大鼠模型

中发现，顶区皮质和额区皮质中 ５⁃ＨＴＲ２Ｃ ｍＲＮＡ 及

其受体蛋白表达呈现显著升高。 崔维刚［６９］ 的研究

结果与这些结果相同，并且观察到顶区皮质、额区

皮质、海马脑区 ５⁃ＨＴＲ２Ｃ ｍＲＮＡ 及其受体蛋白表达

显著上升，但在下丘脑中显著降低。 此外关于愤怒

大鼠模型还有研究者观察到，下丘脑中 ＧＡＢＡＢＲ２
ｍＲＮＡ 及其受体蛋白表达下降［７０］，胃泌素 ｍＲＮＡ 及

其受体蛋白表达显著上升［６７］。
关于下丘脑内单胺类神经递质的变化，许丽

等［２１］观察到 ＮＥ 和 ＤＡ 含量上升，５⁃ＨＴ 和肾上腺素

（Ｅ）无明显改变；单胺类神经递质产物 ３，４⁃二羟基

苯乙酸（３，４⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ，ＤＯＰＡＣ）、５⁃羟吲哚乙

酸的含量明显升高，３⁃甲氧基⁃４⁃羟基苯二醇和高香

草酸的含量无明显改变。 宗绍波等［７１］ 在愤怒大鼠

模型下丘脑中观察到 ＮＥ 含量明显下降，额叶皮质、
顶区皮质，下丘脑 ＤＡ 含量上升，下丘脑 ５⁃ＨＴ 含量

降低。 余霞等［７２］在愤怒大鼠模型中，观察到下丘脑

ＤＡ、ＮＥ 含量上升，５⁃ＨＴ 含量下降。 薛刚［７３］ 观察到

愤怒大鼠模型下丘脑 ＮＥ、５⁃ＨＴ 含量下降；额叶皮

质、顶区皮质、海马 ＤＡ 含量下降，而下丘脑 ＤＡ 含

量则显著上升。 对于在下丘脑区神经递质的含量

会出现相反的结果，对比几种造模方法，推测不同

的结果可能与造模的方法和大鼠的性别有关。
３􀆰 ３　 愤怒相关神经递质在海马区的表达

海马是学习和记忆的关键大脑区域，也与情绪

功能和某些精神疾病有关［７４］。 有研究发现，在愤怒

和攻击诱发条件下，左海马和左海马旁回表现出活

动增加［７５］。 血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）诱导的神经刺激在应激反应中

起重要作用［７６］。 ＳＵＮ 等［７７］在愤怒应激大鼠模型中

发现，海马体和 ＣＡ３ 区域中的 ＶＥＧＦＲ２ 阳性细胞数

量减少，在海马体中 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达量下降。
中枢神经递质为大脑的活动提供传递信号，在

愤怒的发生和信号的传递中有重要意义。 单胺类

神经递质往往与精神和情绪变化有关，宗绍波等［７１］

在愤怒大鼠模型中观察到海马区 ＤＡ 的含量下降。
杨军平等［７８］发现愤怒大鼠模型海马区 ５⁃ＨＴ 的代谢

产物 ＤＯＰＡＣ 含量亦存在上升，同时脑干组织中

ＮＥ、５⁃ＨＴ、ＤＡ、ＤＯＰＡＣ 含量上升。 王杰琼等［７９］观察

到愤怒反应大鼠海马中 ５⁃ＨＴＲ２Ｃ ｍＲＮＡ 和蛋白表

达均增高。

９９３
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ＧＡＢＡ 为氨基酸类神经递质， 参与调节情

绪［５３］。 杨军平等［７８］ 建立的愤怒大鼠模型中观察

到，海马区 ＧＡＢＡＡ 型受体 α２ ｍＲＮＡ 表达下降。 蔡

洪 信 等［８０］ 观 察 到 愤 怒 情 绪 模 型 大 鼠 海 马

ＧＡＢＡＢＲ１、ＧＡＢＡＢＲ２ 和腺苷酸环化酶表达水平降

低。 ＧＡＢＡ 在脑部广泛分布，当愤怒发生时，ＧＡＢＡ
可能同时在多个脑区出现异常。 耿燕楠［８１］ 发现，在
愤怒大鼠模型的顶区皮层、额区皮层、海马和下丘

脑中 ＧＡＢＡＢＲ２ ｍＲＮＡ 及受体蛋白表达下降。
当愤怒发生时，海马的局部会发生异常。 许莉

莉等［８２］在愤怒大鼠模型中观察到，在海马 ＣＡ１ 区

中 ＧＡＢＡＢＲ１、 ＧＡＢＡＢＲ２ 和 内 向 整 流 型 钾 通 道

（ＫＩＲ）表达水平降低，在海马 ＣＡ３ 区中 ＧＡＢＡＢＲ２
和 ＫＩＲ 表达水平降低。 殷慧敏［８３］ 在愤怒模型大鼠

海马 ＣＡ３ 区锥体细胞间隙变大，部分细胞缺失，排
列不够整齐，额叶皮质细胞分布均变稀疏，多为椭

圆形，与空白组相比，模型大鼠海马和额叶皮质的

ＶＥＧＦ 的表达和含量、ＶＥＧＦＲ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达

显著降低。

４　 结语

本文通过检索动物的愤怒模型，综述了愤怒情

绪的脑内神经机制。 愤怒的发生与脑内多个区域

有关，在愤怒模型的研究中，大部分研究集中在中

缝背核、下丘脑和海马区域，影响情绪的杏仁核区

域较少。 在现阶段的研究中，愤怒相关的神经机制

研究主要与 ５⁃ＨＴ 受体和 ＧＡＢＡ 受体的表达及单胺

类神经递质的含量相关。 在前额区 ５⁃ＨＴ 含量和

ＧＡＢＡＢＲ１ 受体表达影响愤怒的发生，在下丘脑中

单 胺 类 神 经 递 质 及 ５⁃ＨＴＲ３Ｂ、 ５⁃ＨＴＲ２Ｃ 和

ＧＡＢＡＢＲ２ 受体的表达在愤怒中发挥重要作用，在
海马区单胺类神经递质和 ＧＡＢＡＢＲ１、ＧＡＢＡＢＲ２ 受

体的表达与愤怒的发生亦密切相关。 但是愤怒的

发生并不是脑部单一区域的活动，在愤怒的研究中

应关注不同区域之间的相互影响，并且愤怒情绪也

可能会引发或加重其他疾病的症状。 免疫机制亦

在愤怒的发生中发挥重要作用，在愤怒发生时，免
疫与神经之间的相互作用和影响，也是将来需要探

索的重要方向。 愤怒情绪的研究有助于帮助了解

情绪发生的机制和影响，希望本综述可以对愤怒情

绪的机制研究提供有益信息。
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４１１．
［４０］ 　 ＥＳＨＥＬ Ｎ， ＭＡＲＯＮ⁃ＫＡＴＺ Ａ， ＷＵ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｒａｌ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ

ｏｆ ａｎｇｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＰＴＳＤ ［ Ｊ ］ ．
Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ２０２１， ４６（９）： １６３５－１６４２．

［４１］ 　 ＤＥＮＳＯＮ Ｔ Ｆ， ＰＥＤＥＲＳＥＮ Ｗ Ｃ， ＲＯＮＱＵＩＬＬＯ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
ａｎｇｒｙ ｂｒａｉｎ： ｎｅｕｒａｌ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｏｆ ａｎｇｅｒ， ａｎｇｒｙ ｒｕｍｉｎａｔｉｏｎ， ａｎｄ
ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅ ｐｅｒｓｏｎａｌｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｏｇｎ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２００９， ２１（４）： ７３４
－７４４．

［４２］ 　 ＡＢＵ⁃ＡＫＥＬ Ａ， ＳＨＡＭＡＹ⁃ＴＳＯＯＲＹ Ｓ． Ｎｅｕｒｏａｎａｔｏｍｉｃａｌ ａｎｄ
ｎｅｕｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｂａｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ ｍｉｎｄ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉａ，
２０１１， ４９（１１）： ２９７１－２９８４．

［４３］ 　 ＦＡＶＡ Ｍ， ＶＵＯＬＯ Ｒ Ｄ， ＷＲＩＧＨＴ Ｅ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｆｅｎｆｌｕｒａｍｉｎｅ
ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｉｎ ｕｎｉｐｏｌａｒ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｎｇｅｒ ａｔｔａｃｋｓ
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［Ｊ］ ． Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ Ｒｅｓ， ２０００， ９４（１）： ９－１８．
［４４］ 　 ＭＯＨＡＭＭＡＤ⁃ＺＡＤＥＨ Ｌ Ｆ， ＭＯＳＥＳ Ｌ， ＧＷＡＬＴＮＥＹ⁃ＢＲＡＮＴ Ｓ

Ｍ． Ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｖｅｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｈｅｒ， ２００８， ３１
（３）： １８７－１９９．

［４５］ 　 ＯＬＩＶＩＥＲ Ｂ． Ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ： ａ ｎｅｖｅｒ⁃ｅｎｄｉｎｇ ｓｔｏｒｙ ［ Ｊ ］ ． Ｅｕｒ Ｊ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１５， ７５３： ２－１８．

［４６］ 　 ＧＡＳＰＡＲ Ｐ， ＬＩＬＬＥＳＡＡＲ Ｃ． Ｐｒｏｂｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ
ｎｅｕｒｏｎｓ ［Ｊ］ ． Ｐｈｉｌｏｓ Ｔｒａｎｓ Ｒ Ｓｏｃ Ｌｏｎｄ Ｂ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉ， ２０１２， ３６７
（１６０１）： ２３８２－２３９４．

［４７］ 　 ＬＯＷＲＹ Ｃ Ａ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｕｂｓｅｔｓ ｏｆ ｓｅｒｏｔｏｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｎｅｓ：
ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ａｄｒｅｎａｌ ａｘｉｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２００２， １４（１１）： ９１１－９２３．

［４８］ 　 ＢＡＮＮＡＩ Ｍ， ＦＩＳＨ Ｅ Ｗ， ＦＡＣＣＩＤＯＭＯ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉ⁃ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｇｏｎｉｓｔｓ ａｔ ５⁃ＨＴ１Ｂ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｒａｐｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ
ｏｆ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ２００７， １９３（２）： ２９５－３０４．

［４９］ 　 ＦＡＣＣＩＤＯＭＯ Ｓ， ＢＡＮＮＡＩ Ｍ， ＭＩＣＺＥＫ Ｋ Ａ． Ｅｓｃａｌａｔｅｄ
ａｇｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ａｌｃｏｈｏｌ ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｉｎ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ： ｄｏｒｓａｌ ｒａｐｈ􀆧 ａｎｄ
ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ａｎｄ ５⁃ＨＴ１Ｂ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ２００８， ３３（１２）： ２８８８－２８９９．

［５０］ 　 ＶＡＮ ＤＥＲ ＶＥＧＴ Ｂ Ｊ， ＬＩＥＵＷＥＳ Ｎ， ＶＡＮ ＤＥ ＷＡＬＬ Ｅ Ｈ， ｅｔ
ａｌ． Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｏｔｏｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｂｅｈａｖ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，
２００３， １１７（４）： ６６７－６７４．

［５１］ 　 ＳＡŁＡＴ Ｋ， ＫＵＬＩＧ Ｋ， ＧＡＪＤＡ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｘｉｏｌｙｔｉｃ⁃
ｌｉｋｅ， ａｎｔｉｃｏｎｖｕｌｓａｎｔ， ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔ⁃ｌｉｋｅ ａｎｄ ａｎｔｉｎｏｃｉｃｅｐｔｉｖｅ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｎｅｗ ２⁃ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔａｎａｍｉｄｅｓ ｗｉｔｈ ａｆｆｉｎｉｔｙ
ｆｏｒ ＧＡＢＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｅｈａｖ，
２０１３， １１０： １４５－１５３．

［５２］ 　 ＮＯＲＴＨＯＦＦ Ｇ， ＷＩＴＺＥＬ Ｔ， ＲＩＣＨＴＥＲ Ａ， ｅｔ ａｌ． ＧＡＢＡ⁃ｅｒｇｉｃ
ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｓｐａｔｉｏ⁃ｔｅｍｐｏｒａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｄｕｒｉｎｇ
ｅｍｏｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ： ａ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｆＭＲＩ ／ ＭＥＧ ｓｔｕｄｙ ｗｉｔｈ ｐｌａｃｅｂｏ
ａｎｄ ｌｏｒａｚｅｐａｍ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｏｇｎ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２００２， １４（３）： ３４８－３７０．

［５３］ 　 ＳＴＡＮ Ａ Ｄ， ＳＣＨＩＲＤＡ Ｃ Ｖ， ＢＥＲＴＯＣＣＩ Ｍ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｇｌｕｔａｍａｔｅ
ａｎｄ ＧＡＢＡ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｔｏ ｍｅｄｉａｌ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｏ
ｅｍｏｔｉｏｎ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｍｏｏｄ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ Ｒｅｓ，
２０１４， ２２３（３）： ２５３－２６０．

［５４］ 　 ＬＥＷＩＳ Ｄ Ａ， ＨＡＳＨＩＭＯＴＯ Ｔ， ＶＯＬＫ Ｄ Ｗ． Ｃｏｒｔｉｃａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｎｅｕｒｏｎｓ ａｎｄ ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２００５， ６
（４）： ３１２－３２４．

［５５］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｑ Ｊ， ＬＩＵ Ｘ， ＬＩＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｂｔｈａｌａｍｉｃ ｎｅｕｒｏｎｓ ｓｈｏｗ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｉｒｉｎｇ ｔｏ ５⁃ＨＴ２Ｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ６⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ⁃ｌｅｓｉｏｎｅｄ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ， ２００９， １２５６：
１８０－１８９．

［５６］ 　 王海娟． 愤怒郁怒大鼠中缝背核 ＧＡＢＡＢＲ１ 介导 ＧＡＢＡ 调节

下丘脑 ５⁃ＨＴ 水平的机制研究 ［Ｄ］． 济南： 山东中医药大学；
２０１７．
ＷＡＮＧ Ｈ Ｊ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＧＡＢＡ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ
ＧＡＢＡＢＲ１ ｉｎ ｎｕｃｌｅｕｓ ｒａｐｈｅｓ ｄｏｒｓａｌｉｓ ａｃｃｏｍｍｏｄａｔｉｎｇ ５⁃ＨＴ ｌｅｖｅｌ
ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｏｆ ａｎｇｅｒ⁃ｉｎ ａｎｄ ａｎｇｅｒ⁃ｏｕｔ ｒａｔｓ ［ Ｄ］． Ｊｉｎａｎ：
Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０１７．

［５７］ 　 刘小菊． 中缝背核 ＧＡＢＡＢＲ１ 介导 ＧＡＢＡ 调控愤怒、郁怒大

鼠前额区 ５⁃ＨＴ 水平的机制研究 ［Ｄ］． 济南： 山东中医药大

学； ２０１７．
ＬＩＵ Ｘ Ｊ． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｒａｐｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ＧＡＢＡＢＲ１
ｍｅｄｉａｔｅｄ ＧＡＢＡ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ
ａｎｇｅｒ⁃ｏｕｔ ａｎｄ ａｎｇｅｒ⁃ｉｎ ｍａｌｅ ｒａｔｓ ［ Ｄ ］． Ｊｉｎａｎ： Ｓｈａｎｄｏｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０１７．

［５８］ 　 ＫＷＯＮ Ｃ Ｙ， ＳＵＨ Ｈ Ｗ， ＫＩＭ Ｊ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉ⁃ａｎｇｅｒ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： ａ ｍｉｎｉ⁃ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｒａｔ ｓｔｕｄｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ
Ｍｅｄ， ２０２２， ２８（３）： ２６３－２７１．

［５９］ 　 ＨＯＲＪＡＬＥＳ⁃ＡＲＡＵＪＯ Ｅ， ＤＥＭＯＮＴＩＳ Ｄ， ＬＵＮＤ Ｅ Ｋ， ｅｔ ａｌ．
Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３Ｂ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｉｎ
ｃａｔａｓｔｒｏｐｈｉｚｉｎｇ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１３， ８（１１）： ｅ７８８８９．

［６０］ 　 ＴＵＲＮＥＲ Ｔ Ｊ， ＭＯＫＬＥＲ Ｄ Ｊ， ＬＵＥＢＫＥ Ｊ Ｉ． Ｃａｌｃｉｕｍ ｉｎｆｌｕｘ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｒｅｓｙｎａｐｔｉｃ ５⁃ＨＴ３ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ＧＡＢＡ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ： ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｌｉｃｅ ａｎｄ ｓｙｎａｐｔｏｓｏｍｅ ｓｔｕｄｉｅｓ ［ Ｊ］ ．
Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ， ２００４， １２９（３）： ７０３－７１８．

［６１］ 　 ＭＣＢＲＩＤＥ Ｗ Ｊ， ＬＯＶＩＮＧＥＲ Ｄ Ｍ， ＭＡＣＨＵ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ⁃
３ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｌｃｏｈｏｌ， ａｌｃｏｈｏｌ ｒｅｉｎｆｏｒｃｅｍｅｎｔ， ａｎｄ
ａｌｃｏｈｏｌｉｓｍ ［ Ｊ］ ． Ａｌｃｏｈｏｌ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｒｅｓ， ２００４， ２８ （ ２）： ２５７
－２６７．

［６２］ 　 李红华． 经前舒颗粒对郁怒大鼠不同脑区 ５⁃ＨＴＲ３Ｂ 表达和

５⁃ＨＴ 含量的影响 ［Ｄ］． 济南： 山东中医药大学； ２０１１．
ＬＩ Ｈ Ｈ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ５⁃ＨＴＲ３Ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ５⁃ＨＴ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ａｎｇｅｒ⁃ｉｎ ［Ｄ］． Ｊｉｎａｎ： Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０１１．

［６３］ 　 葛庆芳， 张惠云． 调肝方药对愤怒和郁怒情绪模型大鼠下丘

脑 ５⁃羟色胺 ３Ｂ 受体表达的影响 ［ Ｊ］ ． 中西医结合学报，
２０１１， ９（８）： ８７１－８７７．
ＧＥ Ｑ Ｆ， ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｙ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｆｏｒ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｌｉｖｅｒ ｑｉ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ ３Ｂ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｎｇｅｒ ｅｍｏｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ
Ｉｎｔｅｇｒ Ｍｅｄ， ２０１１， ９（８）： ８７１－８７７．

［６４］ 　 ＭＡＳＥＬＬＩＳ Ｍ， ＢＡＳＩＬＥ Ｖ， ＭＥＬＴＺＥＲ Ｈ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ
ｓｕｂｔｙｐｅ ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｌｏｚａｐｉｎｅ ｉｎ
ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， １９９８，
１９（２）： １２３－１３２．

［６５］ 　 ＨＥＩＳＬＥＲ Ｌ Ｋ， ＺＨＯＵ Ｌ， ＢＡＪＷＡ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ５⁃ＨＴ２Ｃ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅｓ Ｂｒａｉｎ Ｂｅｈａｖ，
２００７， ６（５）： ４９１－４９６．

［６６］ 　 高鹏， 张惠云． 调肝方药对愤怒、郁怒模型大鼠下丘脑 ５⁃
ＨＴＲ２Ｃ 基因表达的影响 ［ Ｊ］ ． 中国实验方剂学杂志， ２０１１，
１７（１３）： １２０－１２４．
ＧＡＯ Ｐ， ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｙ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｔｉａｏｇａｎ Ｆａｎｇｙａｏ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ５⁃ＨＴＲ２Ｃ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｎｇｅｒ⁃ｉｎ ／ ｏｕｔ
ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌａｅ， ２０１１， １７
（１３）： １２０－１２４．

［６７］ 　 徐月妹， 张岚， 肖茜， 等． ９１９ 糖浆对肝郁气滞血瘀证模型大

鼠脑胃 ｇｈｒｅｌｉｎ 通路的影响 ［Ｊ］ ． 上海中医药杂志， ２０１９， ５３
（５）： ７６－８３．
ＸＵ Ｙ Ｍ， ＺＨＡＮＧ Ｌ， ＸＩＡＯ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ９１９ ｓｙｒｕｐ ｏｎ
ｇｈｒｅｌｉｎ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ａｎｄ ｓｔｏｍａｃｈ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｌｉｖｅｒ⁃
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｑｉ⁃ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ⁃ｓｔａｓｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ ］ ．

２０４



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ３ 月第 ３２ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ３

Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１９， ５３（５）： ７６－８３．
［６８］ 　 柳新， 薛玲． 经前平颗粒对愤怒模型大鼠皮质中 ５⁃ＨＴＲ２Ｃ 表

达的干预作用 ［ Ｊ］ ． 中华中医药杂志， ２０１２， ２７（５）： １２４８
－１２５２．
ＬＩＵ Ｘ， ＸＵＥ Ｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉｎｇｑｉａｎｐｉｎｇ Ｇｒａｎｕｌｅ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
５⁃ＨＴＲ２Ｃ ｉｎ ｒａｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｗｉｔｈ ａｎｇｅｒ ｅｍｏｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍ， ２０１２， ２７（５）： １２４８－１２５２．

［６９］ 　 崔维刚． 调肝方药对愤怒和郁怒情绪模型大鼠不同脑区 ５⁃
ＨＴＲ２Ｃ 表 达 水 平 的 影 响 ［ Ｄ ］． 济 南： 山 东 中 医 药 大

学； ２０１１．
ＣＵＩ Ｗ Ｇ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ５⁃ＨＴＲ２Ｃ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｎｇｅｒ⁃ｏｕｔ ｏｒ ａｎｇｅｒ⁃ｉｎ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ⁃
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｒｅｃｉｐｅ ［Ｄ］． Ｊｉｎａｎ： Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０１１．

［７０］ 　 姜英凤， 薛玲． 经前平和经前舒颗粒对愤怒郁怒情绪模型大

鼠下丘脑 γ 氨基丁酸 Ｂ２ 受体表达的影响 ［ Ｊ］ ． 中药新药与

临床药理， ２０１１， ２２（５）： ４７４－４７８．
ＪＩＡＮＧ Ｙ Ｆ， ＸＵＥ Ｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｊｉｎｇｑｉａｎｐｉｎｇ ｇｒａｎｕｌｅｓ ａｎｄ
ｊｉｎｇｑｉａｎｓｈｕ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ γ⁃
ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ Ｂ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ ｅｍｏｔｉｏｎａｌ ｒａｔｓ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ａｎｇｅｒ⁃
ｏｕｔ ａｎｄ ａｎｇｅｒ⁃ｉｎ ［ Ｊ］ ． Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｄｒｕｇ Ｒｅｓ Ｃｌｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，
２０１１， ２２（５）： ４７４－４７８．

［７１］ 　 宗绍波， 魏盛， 孙鹏， 等． 经前平颗粒对愤怒情绪模型大鼠

不同脑区单胺类神经递质的影响及分析 ［Ｊ］ ． 中国药理学通

报， ２０１２， ２８（１１）： １６１５－１６１９．
ＺＯＮＧ Ｓ Ｂ， ＷＥＩ Ｓ， ＳＵＮ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉｎｇｑｉａｎｐｉｎｇ
Ｇｒａｎｕｌｅ ｏｎ ｍｏｎｏａｍｉｎｅ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ
ｏｆ ａｎｇｅｒ⁃ｏｕｔ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｕｌｌ， ２０１２， ２８
（１１）： １６１５－１６１９．

［７２］ 　 余霞， 王建． 丹莪妇康煎膏对愤怒模型大鼠下丘脑多巴胺、
去甲肾上腺素及 ５⁃羟色胺含量的影响 ［ Ｊ］ ． 中国医药指南，
２０１３， １１（１４）： ９４－９５．
ＹＵ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｊ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｄａｎ’ ｅ Ｆｕｋａｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｄｏｐａｍｉｎｅ， ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ ａｎｄ ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ ｉｎ
ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ｏｆ ａｎｇｅｒ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｇｕｉｄｅ Ｃｈｉｎａ Ｍｅｄ， ２０１３，
１１（１４）： ９４－９５．

［７３］ 　 薛刚． 社会隔离及居住入侵法诱导大鼠愤怒郁怒情绪反应及

其评价方法 ［Ｄ］． 济南： 山东中医药大学； ２０１１．
ＸＵＥ Ｇ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｖｅ ｏｆ ａｎｇｅｒ⁃ｏｕｔ ａｎｄ ａｎｇｅｒ⁃ｉｎ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｏｃｉａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｓｉｄｅｎｔ ｉｎｔｒｕｄｅｒ ｓｔｒｅｓｓ ［ Ｄ］．
Ｊｉｎａｎ： Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０１１．

［７４］ 　 ＫＮＩＥＲＩＭ Ｊ Ｊ． Ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｂｉｏｌ， ２０１５， ２５
（２３）： Ｒ１１１６⁃Ｒ１１２１．

［７５］ 　 ＮＩＫＯＬＩＣ Ｍ， ＰＥＺＺＯＬＩ Ｐ， ＪＡＷＯＲＳＫＡ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｂｒａｉｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ａｇｇｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｐｒｏｎｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ： ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ
ａｎｄ ｍｅｔａ⁃ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ
（ ｆＭＲＩ） ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ａｎｇｅｒ⁃ ａｎｄ ａｇｇｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｅｌｉｃｉｔｉｎｇ ｔａｓｋｓ ［ Ｊ］ ．
Ｐｒｏｇ Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｉｏｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ， ２０２２，
１１９： １１０５９６．

［７６］ 　 ＧＲＥＥＮＥ Ｊ， ＢＡＮＡＳＲ Ｍ， ＬＥＥ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ
ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ： ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ２００９， ３４
（１１）： ２４５９－２４６８．

［７７］ 　 ＳＵＮ Ｐ， ＷＥＩ Ｓ， ＷＥＩ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｇｅｒ ｅｍｏｔｉｏｎａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ
ＶＥＧＦ ／ ＶＥＧＦＲ２ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒａｌ Ｐｌａｓｔ， ２０１６， ２０１６： ４１２９０１５．

［７８］ 　 杨军平， 王莹， 肖亮． 柴胡疏肝散调节“怒伤肝” 大鼠信号传

导通路机制 ［Ｊ］ ． 国际检验医学杂志， ２０１８， ３９（２４）： ３００２－

３００５．
ＹＡＮＧ Ｊ Ｐ， ＷＡＮＧ Ｙ， ＸＩＡＯ Ｌ． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｃｈａｉｈｕ
Ｓｈｕｇａｎ Ｐｏｗｄｅｒ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒａｔｓ
ｗｉｔｈ “ａｎｇｒｙ ｉｎｊｕｒｙ ｌｉｖｅ” ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｌａｂ Ｍｅｄ， ２０１８， ３９（２４）：
３００２－３００５．

［７９］ 　 王杰琼， 张惠云． 愤怒、郁怒反应模型大鼠海马 ５⁃ＨＴＲ２Ｃ 的

基因表达 ［Ｊ］ ． 中国药理学通报， ２０１１， ２７（３）： ３２５－３２８．
ＷＡＮＧ Ｊ Ｑ， ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｙ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ５⁃ＨＴＲ２Ｃ ｉｎ ｔｈｅ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｇｅｒ⁃ｉｎ ａｎｄ ａｎｇｅｒ⁃ｏｕｔ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ］ ．
Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｕｌｌ， ２０１１， ２７（３）： ３２５－３２８．

［８０］ 　 蔡洪信， 许莉莉， 田溪， 等． 白香丹胶囊对愤怒情绪模型大

鼠海马 ＧＡＢＡＢＲ 和腺苷酸环化酶表达的影响 ［Ｊ］ ． 中成药，
２０１２， ３４（６）： １００７－１０１０．
ＣＡＩ Ｈ Ｘ， ＸＵ Ｌ Ｌ， ＴＩＡＮ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂａｉｘｉａｎｇｄａｎ
Ｃａｐｓｕｌｅ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＧＡＢＡＢＲ ａｄｅｎｙｌａｔｅ ｃｙｃｌａｓｅ ｉｎ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｎｇｅｒ⁃ｏｕｔ ｅｍｏｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｔｒａｄｉｔ Ｐａｔ
Ｍｅｄ， ２０１２， ３４（６）： １００７－１０１０．

［８１］ 　 耿燕楠． 经前平颗粒对愤怒情绪反应大鼠模型 γ⁃氨基丁酸

Ｂ２ 受体表达的影响及真核表达载体的构建 ［Ｄ］． 济南： 山

东中医药大学； ２０１１．
ＧＥＮＧ Ｙ Ｎ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｊｉｎｇｑｉａｎｐｉｎｇ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｏｎ γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ
ａｃｉｄ Ｂ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｎｇｅｒ ｅｍｏｔｉｏｎａｌ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ［ Ｄ］．
Ｊｉｎａｎ： Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０１１．

［８２］ 　 许莉莉， 蔡洪信， 高杰， 等． 白香丹胶囊对愤怒情绪模型大

鼠海马 ＧＡＢＡＢＲ 和 ＫＩＲ 表达的影响 ［ Ｊ］ ． 中药新药与临床

药理， ２０１２， ２３（３）： ２６７－２７０．
ＸＵ Ｌ Ｌ， ＣＡＩ Ｈ Ｘ， ＧＡＯ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂａｉｘｉａｎｇｄａｎ ｃａｐｓｕｌｅ
ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＡＢＡＢＲ ａｎｄ ＫＩＲ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ａｎｇｅｒ⁃ｏｕｔ
ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ［Ｊ］ ． Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｄｒｕｇ Ｒｅｓ Ｃｌｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１２， ２３
（３）： ２６７－２７０．

［８３］ 　 殷慧敏． 白香丹胶囊对愤怒情绪模型大鼠海马、额叶脑区中

ＶＥＧＦ 及其受体（Ｆｌｋ⁃１）表达的影响 ［Ｄ］． 济南： 山东中医药

大学； ２０１４．
ＹＩＮ Ｈ Ｍ． Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＢＸＤ ｃａｐｓｕｌｅ ｏｎ ＶＥＧＦ ａｎｄ Ｆｌｋ⁃１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ａｎｄ ｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ａｎｇｅｒ⁃ｏｕｔ ｍｏｄｅｌ
ｒａｔｓ ［ Ｄ］． Ｊｉｎａｎ： Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０１４．

［收稿日期］ 　 ２０２３－０９－１４

３０４



２０２４ 年 ３ 月

第 ３２ 卷　 第 ３ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｍａｒｃｈ ２０２４

Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． ３

贾新傲，唐玉娇． 肌少症小鼠模型的研究进展 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（３）： ４０４－４１０．
ＪＩＡ Ｘ Ａ， ＴＡＮＧ Ｙ Ｊ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（３）： ４０４－４１０．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ０１５

［基金项目］吉林省科学发展计划项目（２０２１０２０２１３０ＮＣ）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｊｉｌｉｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（２０２１０２０２１３０ＮＣ）．
［作者简介］贾新傲，男，在读硕士研究生，研究方向：肌少症基础研究、功能性食品研究。 Ｅｍａｉｌ：２５４９８６５１８９＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］唐玉娇，女，博士，副教授，硕士生导师，研究方向：食品科学功能探究及功能性食品开发及相关领域研究。

Ｅｍａｉｌ：１４９０３８６８１＠ ｑｑ． ｃｏｍ

肌少症小鼠模型的研究进展
贾新傲１，２，唐玉娇１，３∗

（１． 吉林省中韩动物科学研究院，长春　 １３０６００；２． 吉林农业大学食品科学与工程学院，
长春　 １３０１１８；３． 长春科技学院生命科学学院，长春　 １３０６００）

　 　 【摘要】 　 通过对肌少症相关文献检索，总结出肌少症小鼠造模方法与模型评价方案。 对药物注射、衰老、肌
肉萎缩和转基因 ４ 种造模方式的操作、优缺点、适用范围进行综述，总结肌肉功能、肌肉力量、肌肉耐力 ３ 种肌少症

小鼠模型的评价方式，对比其优缺点，以期为肌少症的后期研究提供参考。
【关键词】 　 肌少症；动物模型；骨骼肌衰老；造模方法

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） ０３⁃０４０４⁃０７

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ
ＪＩＡ Ｘｉｎａｏ１，２， ＴＡＮＧ Ｙｕｊｉａｏ１，３∗

（１． Ｊｉｌｉｎ Ｓｉｎｏ⁃Ｒｏｋ Ｉｎｓｔｉｔｕｌｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ １３０６００， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，
Ｊｉｌｉｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ １３０１１８， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ Ｓｃｉ⁃Ｔｅｃｈ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ １３０６００， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＴＡＮＧ Ｙｕｊｉａｏ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： １４９０３８６８１＠ ｑｑ． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｗｅ ｓｅａｒｃｈｅｄ ｔｈｅ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ ｔｏ ｒｅｔｒｉｅｖｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ⁃
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｓｃｈｅｍｅｓ ｕｓｉｎｇ ｓａｒｃｏｐｅｎｉｃ ｍｉｃｅ． Ｈｅｒｅ， ｗｅ ｒｅｖｉｅｗ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ， ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ， ａｎｄ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｓｃｏｐｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｄｒｕｇ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ａｇｉｎｇ， ｍｕｓｃｌｅ ａｔｒｏｐｈｙ， ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ， ａｎｄ
ｓｕｍｍａｒｉｚｅ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｍｕｓｃｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ， ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｅｎｄｕｒａｎｃｅ． Ｗｅ ｔｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅｉｒ
ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ， ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｔｏ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ａｇｉｎｇ； ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肌少症（ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ）又称肌肉衰减综合征，最初

定义仅考虑肌肉质量的损失，２０１８ 年欧洲老年人肌

少症工作组将肌少症定义为老年常发性肌肉疾病，
主要表现为肌肉力量降低、肌肉质量下降、肌肉功

能减退［１］。 研究表明 ６０ 岁以下人群的患病率为

８％ ～ ３６％，６０ 岁以上的患病率为 １０％ ～ ２７％，此
疾病易导致老年人自理能力下降、跌倒、骨折、残疾

甚至于死亡［２］。 在老年人中更为普遍，但肌肉质量

的下降从 ４０ 岁就开始。 国内外学者对于肌少症发

病机制进行了一系列研究，认为年龄［３］、氧化应

激［４］、泛素⁃蛋白酶体系统［５］、 雷帕霉素信号通

路［６］、肌肉生长抑制素含量［７］ 等均与肌少症的发生

存在一定的关系。 目前肌少症的发生机制尚无统

一的定论，也有可能为多种因素联合，且无确切的

治疗方法［８］，建模方法作为该研究的基础，需进行

深入地研究，因此本文从模型建造的方法与评估方

式进行归纳总结，综述其适用条件，以期为肌少症

小鼠模型建立及评估提供思路。
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１　 肌少症动物模型

肌少症建模常用动物有大鼠［９］、小鼠［１０］、线

虫［１１］、恒河猴［１２］、斑马鱼［１３］、猪［１４］、牛［１５］、果蝇［１６］

等。 但均存在一定的局限性，小鼠模型应用最为广

泛，其原因在于小鼠衰老过程与人有相似之处，且
研究成本低、时间短［１７］。 根据不同的实验方式，将
肌少症造模方法分为以下 ４ 类。
１􀆰 １　 药物注射模型

药物注射指将诱导肌肉衰老的物质注射至动

物体内，从而诱发肌少症，目前使用地塞米松与 Ｄ⁃
半乳糖作为诱导剂的研究较多。

地塞米松（ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ）是一种人工合成的

糖皮质激素，具有抗炎、抗毒素、免疫抑制、抗过敏

等作用［１８］，长期大量注射地塞米松会导致骨骼肌蛋

白降解，同时抑制骨骼肌蛋白合成从而造成骨骼肌

萎缩、肌肉质量减少、肌力减弱［１９］。 ＬＥＥ 等［２０］ 证明

使用地塞米松对小鼠腹腔注射将导致其瘦肉组织

占比下降、腓肠肌萎缩表明建模的可行性。 此建模

方法多采用幼龄小鼠，其引发的肌肉力量与功能的

变化与人体相近，体重下降的表现与人体老年型肌

少症有着些许不同［２１］，且分子机制方面与自然衰老

存在着不同［２２］。 目前国内外对此方法的认可度较

高，但需对给药剂量与时长进行探究。
Ｄ⁃半乳糖（Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｅ）是一种还原性糖，被用

于小鼠衰老模型建立［２３］。 王婧［２４］发现 Ｄ⁃半乳糖干

预会导致小鼠肌肉力量下降，运动能力减弱等。 除

此之外，小鼠还表现出衰老的一系列症状［２５］，其原

理为 Ｄ⁃半乳糖影响功能性代谢，导致机体出现类似

衰老的生理变化［２６］。 此方法可逐渐增加衰老的程

度，但对小鼠机体的恢复能力影响不大，如需研发

肌少症治疗药物需对此点进行关注。
１􀆰 ２　 衰老模型

衰老是肌少症的主要影响因素［２７］，因此衰老模

型被广泛应用于肌少症的模型建立，目前较为常用

的衰老模型建立主要通过运用自然衰老小鼠、快速

老化小鼠、高脂喂养等方式。
自然衰老模型因其肌肉萎缩形态与老年人的

形态最为接近，而且因其操作简单常被用于肌少症

的研究。 ＯＨ 等［２８］ 研究发现老年小鼠的肌肉力量、
质量和纤维大小明显低于年轻小鼠，可判定为肌少

症。 小鼠预期寿命为 ２４ 个月，１５ 月龄小鼠相当于

人体 ５０ 岁，而雌激素的缺乏会导致肌少症的发

生［２９］。 因此 １５ 月龄以上的雄性小鼠为最优选择。
快速老化小鼠的生存期短，在老年期表现出与

老年人一样的衰老特征，建模时长也需 ６ ～ ８ 个月。
ＮＯＧＵＣＨＩ 等［３０］将快速老化小鼠饲喂至 ３５ 周龄，通
过测定其肌肉质量、肌纤维横截面积及控制骨骼肌

分解的蛋白水平证明其处于肌少症的患病状态。
此模型被广泛应用于运动对肌少症的干预作用［３１］

及新药物治疗肌少症的评估［３２］。
高脂喂养模型与其他衰老模型建立方法相比，

时间相对较短，ＤＯＷＬＩＮＧ 等［３３］ 对小鼠喂养高脂饲

料 ８ 周，发现其体重升高，耐力下降，肌肉质量比下

降。 ＰＥＲＲＹ 等［３４］高脂喂养后同样发现其肌肉质量

下降，同时其心脏的重量将会增加。 除此之外长时

间的高脂饲养将会对肝［３５］、肾［３６］ 等造成损伤，因此

此方法使用较少。
１􀆰 ３　 肌肉萎缩模型

肌肉萎缩模型指通过去神经或固定关节导致

的失神经性或废用性肌少症。 此方法建模时间短，
对设施要求低，但对实验人员的操作要求较高。

手术切除法是指通过切除小鼠腿部运动神经

构建小鼠肌少症模型的方法，运动神经是控制骨骼

肌生长发育的重要因素，去神经元会导致肌细胞形

态和结构异常，从而导致肌无力，诱发肌少症。
ＪＥＯＮＧ 等［３７］横断小鼠右后腿坐骨神经发现小鼠肌

肉纤维萎缩，形态和结构紊乱。 切除坐骨神经会导

致血清指标血管生成素样蛋白增加，同时活性氧的

含量减少［３８］，这两种物质的含量与骨骼肌萎缩相

关。 由于小鼠体型过小，导致切除小鼠腿部神经的

操作对手术者要求高，因此研究者多采用大鼠建模。
后肢卸载模型是航天事业为模拟失重状态开

发的一种动物模型。 方法为将鼠尾固定至金属转

盘上，使小鼠后肢抬起，１５ ｄ 就会导致骨骼肌萎

缩［３９］。 但此模型导致的Ⅰ型肌肉萎缩，与衰老导致

Ⅱ型肌肉萎缩并不一致，且对小鼠的恢复能力并没

有影响［４０］。 此模型在应对卧床、微重力或不活动状

态下的肌少症效果良好。
固定关节模型是指模拟骨折后石膏固定关节

而构建的废用性肌少症模型，用石膏绷带固定小鼠

腿部导致小鼠腿部无法活动，从而诱发肌少症。
ＢＵＲＫＳ 等［４１］ 用手术钉固定住小鼠腿部关节 ２１ ｄ，
发现固定后的肌肉减少是因为骨骼肌肌肉纤维的

损失并不是肌肉纤维发生萎缩。 固定关节可以很

好的模仿患者患病在床的肌少症，但是其发病特征

５０４
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与老年性肌少症特征有所区别，在对于老年形态的

肌少症的研究中，此模型并不适用。
１􀆰 ４　 转基因模型

肌少症的发生与氧化应激、炎症、线粒体功能

障碍密切相关。 转基因模型通过控制基因表达，影
响小鼠的肌肉含量，其优点在于与快速老化小鼠相

比其建模时间更短。 此方法包括基因敲除模型与

基因过表达模型。

表 １　 肌少症建模方法及特点

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ
建模方法

Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
优势

Ｄｏｍｉｎａｎｃｅ
不足

Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
适用型

Ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ
参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

药物注射模型
Ｄｒｕｇ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

ｍｏｄｅｌ

转基因模型
Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｄｅｌ

衰老模型
Ａｇｉｎｇ ｍｏｄｅｌ

地塞米松
Ｄｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ

耗时短，操作简便
Ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ⁃ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ，

ｓｉｍｐｌｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

存在并发症，易死亡
Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，

ｅａｓｙ ｔｏ ｄｅａｔｈ

Ｄ⁃半乳糖
Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｅ

耗时短，操作简单
Ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ⁃ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ， ｓｉｍｐｌｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

新颖，报道较少
Ｎｏｖｅｌ， ｌｅｓｓ ｒｅｐｏｒｔｅｄ

基因敲除
Ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋ⁃ｏｕｔ

成功率高，耗时短
Ｈｉｇｈ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ， ｓｈｏｒｔ

ｔｉｍｅ⁃ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ

技术复杂
Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｏｐｈｉｓｔｉｃａｔｉｏｎ

基因过表达
Ｇｅｎｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

成功率高，耗时短
Ｈｉｇｈ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ， ｓｈｏｒｔ

ｔｉｍｅ⁃ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ

技术复杂
Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｏｐｈｉｓｔｉｃａｔｉｏｎ

自然衰老
Ｎａｔｕｒａｌ ａｇｉｎｇ

成功率高，与人体相似
Ｈｉｇｈ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ， ｓｉｍｉｌａｒ

ｔｏ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｂｏｄｙ

时间成本过高
Ｈｉｇｈ ｔｉｍｅ ｃｏｓｔ

快速衰老
Ｒａｐｉｄ ａｇｉｎｇ ｍｏｄｅｌ

耗时短
Ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ⁃ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ

模型建造复杂
Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｉｓ ｃｏｍｐｌｅｘ

高脂喂养
Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ

花费低，操作简单
Ｌｏｗ ｃｏｓｔ， ｓｉｍｐｌｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

导致并发症
Ｌｅａｄ ｔｏ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

老年型
Ｖｅｔｅｒａｎ ｆｏｒｍ

肥胖型
Ｏｂｅｓｉｔｙ

［２０－２２］

［２４－２６］

［４３－４５］

［４７－４８］

［２８－２９］

［３０－３１］

［３３－３４］

肌肉萎缩模型
Ｍｕｓｃｌｅ ａｔｒｏｐｈｙ

ｍｏｄｅｌ

手术
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

造模时间短，成功率高
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｓ ｓｈｏｒｔ，
ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｉｓ ｈｉｇｈ

难度高，易感染
Ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ａｎｄ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ

ｔｏ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

后肢卸载
Ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｎｌｏａｄｉｎｇ

耗时短，费用低
Ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ⁃ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ，

ｌｏｗ ｃｏｓｔ

需专业设备
Ｎｅｅｄ ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ，

固定关节
Ｆｉｘｅｄ ｊｏｉｎｔｓ

耗时短，费用低
Ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ⁃ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ，

ｌｏｗ ｃｏｓｔ

需专业设备
Ｎｅｅｄ ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ

神经缺失型
Ｎｅｒｖｏｕｓ

ａｂｓｅｎｃｅ ｔｙｐｅ

失用型
Ｌｏｓｔ⁃ｕｓｅ ｔｙｐｅ

［３７－３８］

［３９－４０］

［４１］

　 　 基因敲除模型是指将目的基因敲除或者其他

基因替换目的基因从而构建小鼠模型，通过敲除小

鼠体内白细胞介素 １０，导致小鼠寿命变短老化速度

加快，但问题在于小鼠会伴随小肠的炎症反应［４２］。
ＡＨＮ 等［４３］发现超氧化物歧化酶 １ 的缺失会导致小

鼠肌肉质量下降，其原因在于氧化应激将导致小鼠

体内代谢失衡，从而减少骨骼肌蛋白质合成。 视神

经萎缩蛋白 １（ｏｐｔｉｃａｔｒｏｐｈｙ １，ＯＰＡ１）和发动蛋白相

关蛋白 １（ ｄｙｎａｍｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｌ １，ＤＲＰ１）基因双

敲除小鼠的腓肠肌与比目鱼肌都会出现质量减少

的症状［４４］，同时使小鼠发生全身炎症反应、加快衰

老导致寿命减少［４５］。
基因过表达模型是通过人为增加小鼠体内目

的基因的表达，从而诱发肌少症。 一些研究发现体

内的炎症因子的过多积累会导致肌少症的发生，比
如肿瘤坏死因子⁃α、白细胞介素⁃６［４６］、Ｃ⁃反应蛋白、
白细胞介素⁃１β 等。 ＬＩ 等［４７］ 研究发现通过对小鼠

的 ＴＮＦ 基因进行替换会导致小鼠腓肠肌中 ＴＮＦ⁃α
水平升高，与此同时小鼠的肌力下降，同时发现老

年小鼠的胫骨前肌、比目鱼肌和腓肠肌的质量相比

年轻小鼠低。 ＹＯＳＨＩＤＡ 等［４８］ 发现 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路激活会导致小鼠的肌肉发生萎缩，（前）肾
素受体（（ｐｒｏ）ｒｅｎｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，（Ｐ）ＲＲ）表达可以激活

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路，从而导致小鼠的肌少症。
通过抑制（Ｐ）ＲＲ 的表达可以改善老年性肌肉萎缩。
研究人员可根据研究目的挑选不同的转基因小鼠

模型。
根据表 １ 可知，４ 种建模方法各有优缺，研究者

６０４
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应根据研究内容（病理生理学及其进展或评估治疗

效果）、预算、设备和时间要求选用合适的建模方法。

２　 肌少症模型评价方案

模型的成功构建是实验研究的第一步，在建造

小鼠模型时失误将导致造模失败，影响后续研究；
若用造模失败的小鼠进行研究，可能会导致实验与

理论结果出现较大差距，甚至对后续的检测、研究、

开发产生极大影响，所以对小鼠模型进行评价是实

验中极为重要的一步。 肌少症的临床表现为肌肉

质量下降、握力降低、步速下降等［４９］，目前对小鼠肌

少症的评价主要是从肌肉功能、质量和力量 ３ 个方

向。 腓肠肌是下肢活动的重要肌肉，对于其骨骼肌

的研究多数用腓肠肌作为代表［５０］，还可在其基础上

测定其比目鱼肌、胫骨前肌等作为小鼠肌少症模型

评判标准。 常用的模型评价方案，见表 ２。

表 ２　 小鼠肌力评测方法

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｉｃｅ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
测评方法

Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
测量指标

Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ
优势

Ｄｏｍｉｎａｎｃｅ
不足

Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

肌肉力量
Ｍｕｓｃｕｌａｒ
ｓｔｒｅｎｇｔｈ

抓力仪
Ｇｒａｂ ｆｏｒｃｅ ｍｅｔｅｒ

前肢抓力，四肢抓力
Ｆｏｒｅｌｉｍｂ ｇｒｉｐ， ｌｉｍｂ ｇｒｉｐ

简单，方便快捷，指标明确
Ｓｉｍｐｌｅ， ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ａｎｄ
ｑｕｉｃｋ， ｃｌｅａｒ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

需进行训练
Ｎｅｅｄ ｔｏ ｂｅ ｔｒａｉｎｅｄ ［５１－５３］

网格实验
Ｇｒｉｄ ｔｅｓｔ

四肢抓力，耐力，悬挂能力
Ｌｉｍｂｓ ｇｒｉｐ， ｅｎｄｕｒａｎｃｅ，

ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ

简单，价格低廉
Ｓｉｍｐｌｅ， ｌｏｗ ｐｒｉｃｅ

测试时间久
Ｔｅｓｔ ｔｉｍｅ ｉｓ ｌｏｎｇ ［５４－５５］

强迫游泳
Ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ

肌肉耐力
Ｍｕｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｕｒａｎｃｅ

简单，便捷，价格低廉
Ｓｉｍｐｌｅ， ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ

ａｎｄ ｃｈｅａｐ

会造成小鼠死亡，血液获取困难
Ｃｃａｕｓｅ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｍｉｃｅ，

ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｙ ｉｎ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｂｌｏｏｄ
［５６］

肌肉质量
Ｍｕｓｃｌｅ
ｍａｓｓ

电子计算机
断层扫描
Ｃｏｍｐｕｔｅｄ
ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ

骨骼肌厚度，面积，
指数，ＣＴ 值

Ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，
ａｒｅａ， ｉｎｄｅｘ， ＣＴ ｖａｌｕｅ

速度快，空间分辨率高
Ｆａｓｔ ｓｐｅｅｄ ａｎｄ ｈｉｇｈ
ｓｐａｔｉａｌ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

辐射剂量高，设备成本高
Ｈｉｇｈ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｄｏｓｅ，
ｈｉｇｈ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ ｃｏｓｔ

［５７－５８］

双能 Ｘ 射线
Ｄｕａｌ ｅｎｅｒｇｙ Ｘ⁃ｒａｙ
ａｂｓｏｒｐｔｉｏｍｅｔｒｙ

骨骼肌质量及质量指数
Ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｍａｓｓ

ａｎｄ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘ

精度高，时间短，辐射低
Ｈｉｇｈ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ， ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ，

ｌｏｗ ｒａｄｉａｔｉｏｎ

设备昂贵，技术难度高
Ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ ｉｓ ｅｘｐｅｎｓｉｖｅ，
ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｙ ｉｓ ｈｉｇｈ

［５９－６０］

核磁共振
Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ

ｉｍａｇｉｎｇ

骨骼肌面积，质量，脂肪含量
Ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ａｒｅａ，
ｍａｓｓ， ｆａｔ ｃｏｎｔｅｎｔ

准确度高，无辐射，软组织
分辨率高

Ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ， ｎｏ ｒａｄｉａｔｉｏｎ，
ｈｉｇｈ ｓｏｆｔ ｔｉｓｓｕｅ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ．

耗时长，设备成本高
Ｔａｋｅｓ ａ ｌｏｎｇ ｔｉｍｅ， ｔｈｅ
ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ ｃｏｓｔ ｉｓ ｈｉｇｈ

［６１］

肌肉功能
Ｍｕｓｃｌｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

转棒式疲劳仪
Ｒｏｔａｒｙ ｒｏｄ

ｆａｔｉｇｕｅ ｔｅｓｔｅｒ

步速，耐力
Ｓｔｒｉｄｅ ｓｐｅｅｄ， ｅｎｄｕｒａｎｃｅ

操作简单，方便快捷，
指标明确

Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ
ａｎｄ ｑｕｉｃｋ， ｔｈｅ ｉｎｄｅｘ ｉｓ ｃｌｅａｒ

需进行训练
Ｎｅｅｄ ｔｏ ｂｅ ｔｒａｉｎｅｄ ［６２］

跑步机
Ｔｒｅａｄｍｉｌｌ

耐力，跑步距离，速度
Ｅｎｄｕｒａｎｃｅ， ｒｕｎｎｉｎｇ

ｄｉｓｔａｎｃｅ， ｓｐｅｅｄ

操作简单，使用方便
快捷，指标明确

Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ，
ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ａｎｄ ｑｕｉｃｋ ｔｏ
ｕｓｅ， ｃｌｅａｒ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

需进行训练
Ｎｅｅｄ ｔｏ ｂｅ ｔｒａｉｎｅｄ ［６３］

２􀆰 １　 肌肉力量

肌肉力量欧洲老年人肌少症工作组在 ２０１９ 年

修订了肌少症的定义，将肌肉力量下降作为肌少症

的重要评价标准［１］。 目前常用的小鼠肌力的评测

方法有测定抓力、耐力等。 测定抓力的方法有抓力

仪测定实验［５０］、网格测试［６４］ 等。 肌肉耐力的测定

方法有强迫游泳实验、举重实验等。 小鼠抓力仪测

定肌力的方法为将小鼠放置于小鼠抓力仪上，水平

向后拉动鼠尾，测定 ３ 次后取平均值或最大值记录

小鼠抓力［５２］，此方法分为测定前肢抓力与四肢抓

力［５３］。 网格测试操作步骤为将小鼠放置于网格间

距为 １２ ｍｍ 的铁丝网中间后倒置铁丝网，记录小鼠

在铁丝网上停留时间［５４］，采用此种测试方法可测定

小鼠的肌肉耐力与四肢抓力［５５］。 强迫游泳实验是

指将小鼠尾部绑上重物，放置于泳池内，在其 ５ ｓ 内

无法浮出水面时记录其游泳时间［５６］。 其中抓力因

直观、简便在肌少症的模型检测方面较为常用，强
迫游泳虽操作简单，但测试时易导致小鼠死亡。 实

验过程中需注意小鼠成长期间的体重变化，在实际

操作中应排除体重带来的影响。
２􀆰 ２　 肌肉质量

目 前 双 能 Ｘ 线 吸 收 （ ｄｕａｌ ｅｎｅｒｇｙ Ｘ⁃ｒａｙ

７０４
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ａｂｓｏｒｐｔｉｏｍｅｔｒｙ，ＤＸＡ）、计算机断层扫描 （ ｃｏｍｐｕｔｅｄ
ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ， ＣＴ ）、 磁 共 振 （ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ
ｉｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ），可用于评估肌肉质量 ＤＸＡ 是临床中

最常用的诊断方式，这些影响学测定方法同样也适

用于小鼠［６５］。 ＶＡＮ ＤＥＲ ＨＥＹＤＥＮ 等［５７］ 研究表明

ＣＴ 配合计算机算法可以准确的测定出小鼠的肌肉

含量，ＰＡＳＥＴＴＯ 等［５８］研究出无需造影剂采用 ＣＴ 扫

描测定肌肉含量的方法可广泛用于小鼠肌肉含量

测定。 ＤＸＡ 法可以在无创条件下测定小鼠的肌肉

与脂肪含量［５９］，此方法对人体辐射小，实验结果精

确，测试时间短［６０］。 ＭＲＩ 测定小鼠也是通过无创的

方式进行，对软组织分辨率高，可以准确的测定肌

肉含量［６１］。 其中 ＣＴ 与 ＭＩＲ 可以最直接、最准确地

测量骨骼肌质量，但使用方法成本较高。 与人体不

同，小鼠还可以通过解剖的方式对肌肉质量进行

测量。
２􀆰 ３　 肌肉功能

通过测量步行 ４ 或 ６ ｍ 所使用的时间可以测量

小鼠的肌肉功能［６６］，可以采用小鼠转棒式疲劳仪、
小鼠跑步机间接测量小鼠的步速，小鼠跑步实验是

指将小鼠放置于跑步机上，每 ２ ｍｉｎ 增加 ０􀆰 ２ ｍ ／ ｓ
的速度直至小鼠在电网停留超过 １０ ｓ 记录跑步时

间和距离［６７］。 转棒式疲劳仪是通过测定小鼠在机

器上掉落时的速度来测定小鼠步数［６３］。 水迷宫法

也可以在很大程度上反映肌肉功能，多用来测量小

鼠的学习记忆能力［６８］，也可做为评估肌少症小鼠的

肌肉功能检测方法。

３　 小结与展望

肌少症小鼠模型的建立对于研究肌少症的生

理病理变化具有重大意义。 肌少症小鼠模型的建

立包括药物注射、衰老模型、转基因模型及骨骼肌

萎缩模型等各有优缺点。 需针对实验需求确定合

适的建模方法。 模型建造成功与否需要正确的评

判标准，目前的评价标准主要从肌肉力量、质量及

功能 ３ 个方面出发。 模型建造的研究有一定进展，
但对肌少症作用机制、治疗方案仍存在问题，因此

需对肌少症的造模方法进行进一步探究，探究适用

于各类型的造模方法，并制定统一的评价标准。
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