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　 　 【摘要】 　 目的 　 探索前列腺癌神经内分泌分化（ｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ＮＥＤ）进展中单胺氧化酶 Ａ
（ｍｏｎｏａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ Ａ，ＭＡＯＡ）和叉头框蛋白 Ａ１（ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ａ１，ＦＯＸＡ１）的动态变化特征，为临床神经内分泌型

前列腺癌（ｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ，ＮＥＰＣ）的治疗提供新的策略。 方法　 通过恩杂鲁胺（ｅｎｚａｌｕｔａｍｉｄｅ，ＥＮＺ）长
期持续诱导的方式建立 ＮＥＤ 的细胞模型和小鼠移植模型；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 和 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法检测 ＭＡＯＡ、
ＦＯＸＡ１ 在 ＮＥＤ 中的动态表达；选用 ＧＥＯ 数据库分析在多种 ＮＥＤ 模型中 ＭＡＯＡ 与 ＦＯＸＡ１ 的动态变化趋势；构建

前列腺癌细胞系小鼠移植模型，通过免疫组化分析体内模型中 ＭＡＯＡ、ＦＯＸＡ１ 在 ＮＥＤ 中的动态表达；通过慢病毒

转染干预ＭＡＯＡ，检测ＭＡＯＡ 对 ＦＯＸＡ１ 的调控作用。 结果　 ＭＡＯＡ 与 ＦＯＸＡ１ 在 ＮＥＤ 过程中均呈现先升高后降低

的动态变化特征；敲低前列腺癌细胞中 ＭＡＯＡ 可以导致 ＦＯＸＡ１ 的表达降低，这可能是 ＭＡＯＡ 通过 ＦＯＸＡ１ 在 ＮＥＤ
的不同阶段发挥不同作用。 结论　 ＭＡＯＡ 和 ＦＯＸＡ１ 在 ＮＥＤ 过程中呈先升高后降低的趋势，ＭＡＯＡ 的表达能影响

ＦＯＸＡ１ 的水平，ＭＡＯＡ ／ ＦＯＸＡ１ 可能在 ＮＥＤ 过程中发挥动态调控的作用。
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ａｎｄ ＦＯＸＡ１ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＮＥＤ ｍｏｄｅｌｓ． Ｗｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａ ｍｏｕｓｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｌｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ＮＥＤ ｂｙ ａｃｔｉｎｇ ｔｈｒｏｕｇｈ ＦＯＸＡ１． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｂｏｔｈ ＭＡＯＡ ａｎｄ ＦＯＸＡ１ ｌｅｖｅｌｓ ｓｈｏｗｅｄ
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Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）是世界范围内

男性发病率第二高的恶性肿瘤［１］，是由雄激素及雄

激素受体 （ ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＲ） 驱动的癌症［２］。
异质性是 ＰＣａ 最主要的临床特征，通过药物或手术

进行的雄激素剥夺 （ ａｎｄｒｏｇｅｎ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ，
ＡＤＴ） 虽然能有效控制雄激素敏感性前列腺癌

（ｈｏｒｍｏｎｅ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ，ＨＳＰＣ）的进展，但
大多数患者会以去势抵抗性前列腺癌（ ｃａｓｔｒａｔｉｏｎ⁃
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ， ＣＲＰＣ ） 的 形 式 复 发［３］。
ＣＲＰＣ 患者的血清雄激素水平虽然降低，但 ＡＲ 仍会

被重新激活发挥主要作用，此时第二代雄激素受体

抑制剂，如恩杂鲁胺（ｅｎｚａｌｕｔａｍｉｄｅ，ＥＮＺ），成为治疗

的主要策略［４］。 但随着恩杂鲁胺耐药的产生，部分

肿瘤会发生神经内分泌分化，进展为恶性程度更

高、预后更差的神经内分泌前列腺癌。 其特征是神

经内分泌分化标志物，如突触素 （ ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ，
ＳＹＰ）、人神经元特异性烯醇化酶 （ ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒｏｎｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｎｏｌａｓｅ，ＥＮＯ２）等表达，减少对 ＡＲ 的依赖，
以及前列腺特异抗原（ｐｒｏｓｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＳＡ）
表达为阴性。 目前前列腺癌神经内分泌分化的具

体原因仍然不明，因此急需寻找有价值的治疗靶点。
单胺氧化酶 Ａ 是一种与线粒体外膜相连的酶，

由于存在于神经元和星形胶质细胞中，因此，被发

现之初主要被当作精神类疾病的治疗靶点。 然而

近年 来， 单 胺 氧 化 酶 Ａ （ ｍｏｎｏａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ Ａ，
ＭＡＯＡ）广泛被报道与多种癌症有关，其中与前列腺

癌相关的报道最多［５］。 ＬＩＡＯ 等［６］ 研究报道，ＭＡＯＡ
表达升高能增强细胞干性，促进 ＰＣａ 的发生发展。
ＷＵ 等［７］研究报道，ＭＡＯＡ 与侵袭性 ＰＣａ 之间存在

关联，ＭＡＯＡ 的敲除甚至消除了前列腺癌移植模型

中肿瘤的生长和转移。 ＷＥＩ 等［８］ 发现靶向 ＭＡＯＡ
结合 ＡＲ 抑制剂对于前列腺癌治疗具有巨大的潜

力，且 ＧＡＵＲ 等［９］证明使用 ＭＡＯＡ 抑制剂还能有效

抑制 ＥＮＺ 耐药的产生。 本研究团队前期的实验证

实［１０］ＭＡＯＡ 能驱动前列腺癌的神经内分泌分化，且
ＭＡＯＡ 在前列腺癌的各阶段均发挥重要作用。 但也

有研究发现，神经内分泌分化的 ＰＣ３ 细胞中 ＭＡＯＡ
表达反而很低［１１］。 结合前期报道，研究人员推测前

列腺癌在由 ＣＲＰＣ 转分化为神经内分泌型前列腺癌

（ｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ，ＮＥＰＣ） 的过程中，
ＭＡＯＡ 可能会存在动态变化。 因此，本研究拟通过

ＥＮＺ 诱导建立神经内分泌分化 （ ｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ＮＥＤ） 细胞模型和动物模型， 探索

ＭＡＯＡ 在 ＮＥＤ 过程中的变化趋势及潜在机制，旨在

揭示 ＮＥＰＣ 的发生机制，为 ＰＣａ 的治疗提供新

靶点。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选用 １５ 只 ５ ～ ６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸

鼠，体重 １８ ～ ２２ ｇ，购自成都药康生物科技有限公

司【ＳＣＸＫ（川）２０２０－０３４】。 实验小鼠饲养于空军军

医大学实验动物中心 ＳＰＦ 级屏障设施中 【 ＳＹＸＫ
（陕）２０１９－００１】，饲养室温为 ２２ ± ２ ℃，相对湿度

维持 ４０％ ～ ７０％，光 ／暗循环 １２ ｈ ／ １２ ｈ，饮用水经

高压蒸汽灭菌，小鼠自由饮水、摄食。 本动物实验

获空军军医大学实验动物福利及伦理委员会批准

（ＩＡＣＵＣ⁃２０２３１０５５）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞株

人前列腺癌细胞株 Ｃ４⁃２ 和 ２２Ｒｖ１ 均购自国家

实验细胞资源共享平台，用含 １０％胎牛血清和 １％
青链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基，培养于温度 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 的孵箱中。 换液间隔时间为 ２ ～ ３ ｄ，待细

胞生长至对数期时，进行细胞传代、扩增培养。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基购自武汉普诺赛生命科技有

限公司；胎牛血清购自 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ；０􀆰 ２５％
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胰蛋白酶⁃ＥＤＴＡ 和青链霉素混合液购自北京索莱

宝科技有限公司；慢病毒购自苏州吉玛基因股份有

限公司；免疫组化染色试剂盒购自康为世纪有限公

司；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 制胶试剂盒购自上海碧云天生物技

术有限公司；荧光定量 ＰＣＲ 相关分子生物试剂均购

自宝生物工程（大连）有限公司；ＭＡＯＡ 抗体购自

Ｎｏｖｕｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ； ＦＯＸＡ１、 ＰＳＡ、 ＳＹＰ 抗体均购自

Ａｂｃａｍ； ＥＮＯ２ 抗 体 购 自 ＰｒｏＭａｂ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ；
ＧＡＰＤＨ 抗体购自 Ｅｎｇｉｂｏｄｙ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；二抗购自

武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；ＥＮＺ 购自

Ｓｅｌｌｅｃｋ。 酶标 仪 购 自 ＢｉｏＴｅｋ； 基 因 扩 增 仪 购 自

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ；实时荧光定量 ＰＣＲ 仪购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ；化学发光成像仪购自 Ｓｙｎｇｅｎｅ。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
使用含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液提取

细胞蛋白，冰上裂解 ２５ ｍｉｎ，在 ４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
条件下离心 １０ ｍｉｎ 收集上清液，蛋白浓度用 ＢＣＡ
蛋白质测定法进行定量。 使用 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝

胶电泳分离等量蛋白样品，转移至 ＰＶＤＦ 膜并用 ５％
脱脂奶粉封闭 １ ｈ。 将膜在 ４ ℃条件下与特异性一

抗孵育 ８ ｈ 以上，用 ＴＢＳＴ 洗涤条带 ３ 次，再用酶标

二抗室温孵育 ２ ｈ。 最后通过与 ＥＣＬ 发光液孵育

后，用发光成像仪检测条带。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ

细胞的总 ＲＮＡ 提取使用北京天根公司的

ＲＮＡｓｉｍｐｌｅ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒，用逆转录酶逆转录

ＰＣＲ 以获得 ｃＤＮＡ。 之后使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试

剂盒以及 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ􀅺 Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 通过实时荧光

定量 ＰＣＲ 仪进行扩增，反应条件为 ９５ ℃ ３０ ｓ，６０ ℃
３０ ｓ，共 ４０ 个循环，结果以 ＧＡＰＤＨ 作为内参，并使

用比较 ＣＴ 值 ２－ΔΔＣＴ 法计算 ｍＲＮＡ 表达的相对

水平。
１􀆰 ２􀆰 ３　 生物信息学数据

选用 ＧＥＯ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ｇｅｏ ／ ），下载 ＧＳＥ５９９８６（ ＰＭＩＤ：２９７５７３６８） 以及

ＧＳＥ８７０２（ＰＭＩＤ：１８３０２２１９）的 ＲＡＷ 文件，通过 Ｒ 语

言对其进行标准化处理，并注释。 本研究还使用

ＴＩＭＥＲ ２􀆰 ０（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔｉｍｅｒ． ｃｉｓｔｒｏｍｅ． ｏｒｇ）在线工具分

析了前列腺癌组织中 ＭＡＯＡ 表达水平与 ＦＯＸＡ１ 表

达水平间的相关性。
１􀆰 ２􀆰 ４　 细胞模型的构建及处理

选用前列腺癌细胞 Ｃ４⁃２，诱导药物为 ＥＮＺ。 实

验起始诱导浓度为 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ，而当诱导 １ 个月后细

胞在含 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＥＮＺ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中已

无明显死亡，最终诱导浓度为 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ，诱导时间

达 ６ 个月。 研究人员选择了 ３ 组细胞进行观察，分
别是对 ＥＮＺ 敏感的野生型 Ｃ４⁃２ 细胞（ＷＴ），未表现

出 ＮＥＤ 特点的 ＥＮＺ 诱导 １ 个月的 Ｃ４⁃２ 耐药细胞

（１ 月），以及出现 ＮＥＤ 分化特征的 ＥＮＺ 诱导 ６ 个月

的 Ｃ４⁃２ 耐药（６ 月）细胞进行观察。
１􀆰 ２􀆰 ５　 小鼠模型的建立及处理

本实验将 １５ 只小鼠随机分为 ３ 组，每组 ５ 只，
分别为未给药的对照组 Ｐ０，给药 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 诱导的

Ｐ４ 组，以及给药 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ 诱导的 Ｐ８ 组。 每代均选

用 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄性裸鼠，且均在适应性饲养及

手术去势后建立异种移植模型。 去势时首先通过

腹腔注射戊巴比妥钠（０􀆰 ３％）将小鼠麻醉，然后在

无菌环境下小鼠阴囊正中纵行切口逐层切开皮肤

及深部筋膜，挤压下腹部可见睾丸，于外环口处离

断并采用可吸收丝线双重结扎，完整切除睾丸及附

睾，检查创面无明显活动性出血后，关闭创面，两侧

睾丸需分别操作。 Ｐ０ 代每只接种 １ × １０７ 个 ２２Ｒｖ１
细胞，待肿瘤体积到达 １００ ｍｍ３ 后，将小鼠随机分

为传代组与对照组，传代组每日给予 １０ ｍｇ ／ ｋｇ ＥＮＺ
灌胃诱导 ＮＥＤ，对照组灌胃同体积生理盐水。 待肿

瘤体积增长至 ８００ ～ １０００ ｍｍ３ 后对照组取肿瘤组

织，冻存并制备组织切片，传代组将肿瘤接种至下

一代去势后的小鼠。 Ｐ０ 代是指亲本 ２２Ｒｖ１ 细胞接

种于裸鼠后未经 ＥＮＺ 处理的小鼠。 Ｐ４、Ｐ８ 代是指

Ｐ０ 代小鼠经 ＥＮＺ 处理后收集瘤块再接种至小鼠，
此时的小鼠为 Ｐ１ 代；收集 Ｐ１ 代小鼠瘤块，再接种

至小鼠，此时为 Ｐ２ 代；以此类推，得到 Ｐ４ 和 Ｐ８ 代

小鼠。 研究人员所用的方法为取出 Ｐ３ 代小鼠瘤块

接种至去势小鼠，经 ＥＮＺ 诱导后得到 Ｐ４ 代肿瘤组

织进行实验。 同理得 Ｐ８ 代小鼠肿瘤组织。
１􀆰 ２􀆰 ６　 免疫组化

收集 Ｐ０、Ｐ４ 和 Ｐ８ 组小鼠肿瘤组织，用 ４％多聚

甲醛固定，并用石蜡包埋后制备成 ４ μｍ 切片。 经

过二甲苯脱蜡、梯度乙醇水合及抗原修复后，按照

链霉菌抗生物素蛋白⁃过氧化物酶连结法进行组化

染色，实验过程严格参考 ＤＡＢ 试剂盒说明书进行。
显色后经苏木精复染，梯度乙醇与二甲苯脱水后封

片，用蔡司电子显微镜采集图像。
１􀆰 ２􀆰 ７　 细胞转染

本研究采用 １ ／ ２ 小体积感染法，基因转染增强
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剂采用 ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ，实验分为对照组和 ＭＡＯＡ 敲低

组。 首先将状态良好的 Ｃ４⁃２ 细胞接种至 ２４ 孔板，
每孔 ２ × １０５ 个细胞，待细胞完全贴壁且细胞汇合

率为 ６０％时，每组分别将培养基更换为 ２５０ μＬ 含有

２０ μＬ 病毒和 １ μＬ 凝聚胺的无抗生素培养基，感染

４ ｈ 后将培养基体积补足至 ５００ μＬ，待转染 ２４ ｈ 后

更换含嘌呤霉素的培养基持续筛选，并用 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 进行转染效果验证。
１􀆰 ３　 统计学分析

本研究使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 软件进行数

据统计学分析，实验数据用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）
表示。 两组间比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ⁃ｔｅｓｔ 检验法进行

差异分析，多组间比较采用 Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 检验

法，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＭＡＯＡ 在 ＮＥＤ 细胞模型构建中的动态变化

为了研究 ＭＡＯＡ 在神经内分泌分化过程中的

变化情况，研究人员利用浓度逐渐升高的 ＥＮＺ 诱导

原本对 ＥＮＺ 敏感的 Ｃ４⁃２ 细胞，以模拟前列腺癌细

胞神经内分泌分化的过程。 发现随着诱导的进行

ＮＥ 标志物 ＥＮＯ２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达逐渐升高，
而前列腺癌特异性标志物 ＰＳＡ 在诱导耐药 １ 个月

后较野生型 Ｃ４⁃２ 细胞显著升高（图 １Ａ），表明其仍

处于 ＣＲＰＣ 阶段，耐药导致恶性程度升高，而诱导耐

药 ６ 个月后野生型 Ｃ４⁃２ 细胞与 ＥＮＺ 诱导 １ 个月的

Ｃ４⁃２ 耐药细胞显著降低，符合神经内分泌分化特

点，表明诱导 ６ 个月的 Ｃ４⁃２ 耐药细胞 ＮＥＤ 模型构

建成功［１２］。 在该过程中，研究人员发现，随着 ＥＮＺ
持续作用，ＭＡＯＡ 的表达呈现先升高后降低的动态

变化趋势（图 １Ｂ）。 这与数据库 ＧＳＥ８７０２ 中将前列

腺癌 ＬＮＣａＰ 细胞进行去雄处理，ＭＡＯＡ 的变化趋势

一致（图 １Ｃ）。 经诱导的 Ｃ４⁃２ 耐药细胞可以进行

正常的冻存、复苏、传代，并且经过实验验证，复苏

后耐药细胞的 ＭＡＯＡ 变化趋势较野生型细胞仍符

合动态变化，可用于后续实验。

注：与 ＷＴ 相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 １　 ＮＥＰＣ 细胞模型的建立与 ＭＡＯＡ 的动态变化

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

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＮＥＰＣ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ＭＡＯＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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２􀆰 ２　 ＭＡＯＡ 在 ＮＥＤ 动物模型中的动态变化特征

在体外细胞模型发现该动态变化特征后，为了

在体内确认 ＭＡＯＡ 是否随着 ＮＥＤ 的进展也存在动

态变化趋势。 利用 ２２Ｒｖ１ 细胞的 ＣＤＸ 模型模拟去

势抵抗性前列腺癌的发生，通过 ＥＮＺ 给药逐代诱导

模拟 ＮＥＤ 的产生。 起始诱导浓度为 １０ ｍｇ ／ ｋｇ，至第

四代时 ＥＮＺ 给药浓度提高至 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ，最终诱导浓

度达 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ，诱导代次为八代。 研究人员发现随

着 ＮＥ 标志物 ＳＹＰ 的升高（图 ２Ａ），ＭＡＯＡ 在体内也

呈现先升高后降低的变化趋势（图 ２Ｂ）。 而在另一

个模拟 ＮＥＰＣ 产生的模型中，也出现了 ＭＡＯＡ 的动

态变化特征（图 ２Ｃ），进一步证实了研究人员的体

外研究结果。

图 ２　 ＮＥＰＣ 小鼠模型的建立与 ＭＡＯＡ 表达的动态变化

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＮＥＰＣ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ＭＡＯＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２􀆰 ３　 ＦＯＸＡ１ 在 ＮＥＤ 中动态变化

明确 ＭＡＯＡ 动态变化的规律后，需要进一步探

索 ＭＡＯＡ 出现动态变化的原因。 ＺＨＡＮＧ 等［１３］ 报

道，叉头框蛋白 Ａ１ （ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ａ１， ＦＯＸＡ１） 在

ＣＲＰＣ 阶段促进癌症的发生发展，而根据 ＫＩＭ 等［１４］

报道，ＦＯＸＡ１ 下调后可促进 ＮＥＰＣ 形成。 这与发现

的 ＭＡＯＡ 变化趋势相似，且通过生物信息学分析发

现，ＭＡＯＡ 与 ＦＯＸＡ１ 存在显著相关性（图 ３Ａ）。 进

一步通过 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析，在构

建的细胞模型和动物模型中分别确认 ＦＯＸＡ１ 的表

达情况，发现也是呈现先升高后降低的动态变化

（图 ３Ｂ，３Ｃ），与 ＭＡＯＡ 趋势一致。 利用已有的数据

库分析了 ＦＯＸＡ１ 的相关数据，发现均与 ＭＡＯＡ 的

动态变化趋势符合（图 ３Ｄ）。 因此，研究人员推测

ＭＡＯＡ 或许通过调控 ＦＯＸＡ１ 实现在 ＮＥＤ 过程中的

动态变化。
２􀆰 ４　 ＭＡＯＡ 通过调控 ＦＯＸＡ１ 实现动态变化

为了进一步阐明在 ＮＥＤ 过程中具有同样变化

趋势的两种分子存在何种联系，通过转染慢病毒的

方式敲低前列腺癌细胞 Ｃ４⁃２ 中 ＭＡＯＡ 的表达，结
果显示随着 ＭＡＯＡ 的敲低， ＦＯＸＡ１ 的蛋白质和

ｍＲＮＡ 水平也随之降低（图 ４）。 综上所述，研究人

员推测，ＭＡＯＡ 或许作为 ＦＯＸＡ１ 的上游，通过调控

ＦＯＸＡ１ 实现动态变化，在 ＮＥＤ 的过程中发挥先促

进神经内分泌分化的进程，后期随着病程的进展，
ＡＲ 的表达降低［１５］，作用逐渐变为抑制神经内分泌

分化。

７８６
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图 ３　 ＦＯＸＡ１ 在 ＮＥＤ 过程中动态变化

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＦＯＸＡ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ＮＥＤ ｐｒｏｃｅｓｓ

注：与 ＷＴ 相比，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ４　 ＦＯＸＡ１ 的表达受 ＭＡＯＡ 调控

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＦＯＸＡ１ ｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＭＡＯＡ

３　 讨论

ＭＡＯＡ 对 ＰＣａ 的促进作用已被广泛报道，靶向

ＭＡＯＡ 抑制 ＰＣａ 进展［１６］，ＭＡＯＡ 抑制剂与 ＡＲ 抑制

剂联合使用延缓 ＡＲ 抑制剂耐药的产生［８］，甚至与

化疗药多西紫杉醇联合使用能降低其诱导凋亡的

能力［１７］，目前多种 ＭＡＯＡ 抑制剂在前列腺癌治疗

方面的可能均已被提出。 ＧＲＯＳＳ 等［１８］ 已经将

ＭＡＯＡ 抑制剂苯乙肼用于治疗前列腺癌并推向了二

期临床试验，可以预想到的是，未来 ＭＡＯＡ 抑制剂

将很可能应用于 ＰＣａ 临床治疗。 但研究发现，神经

内分泌前列腺癌在疾病进展中，其 ＭＡＯＡ 的表达呈

现先升高后降低的动态变化特征。 因此，本实验可

能对未来 ＭＡＯＡ 抑制剂的使用提出指导性意见，临
床上使用 ＭＡＯＡ 抑制剂时应及时检测 ＭＡＯＡ 的表

达水平，当 ＭＡＯＡ 表达开始减低，或许就应该停用

ＭＡＯＡ 抑制剂，可能更有益于依据前列腺癌的异质

性特征进行精准化治疗。

８８６
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前列腺癌的 ＮＥ 样分化常见于疾病晚期，通常

是治疗耐药导致的，其具有转移能力强、致死率高

的特点，是导致 ＰＣａ 患者死亡的主要原因之一［１９］。
目前导致 ＮＥＤ 的具体机制尚未研究清楚， ＮＩＥ
等［２０］ 最新的研究发现 ＡＳＣＬ１ 重组蛋白 （ ａｃｈａｅｔｅ⁃
ｓｃｕｔｅ ｃｏｍｐｌｅｘ⁃ｌｉｋｅ １，ＡＳＣＬ１）通过抵抗铁死亡增强

了 ＣＲＰＣ 向 ＮＥＰＣ 的进展。 本研究团队曾经也报道

过 ＭＡＯＡ 能驱动前列腺癌的神经内分泌分化，表明

可能的机制是通过改变下游缺氧信号通路实现

的［２１］。 提示 ＭＡＯＡ 或许在 ＮＥＤ 过程中发挥重要作

用。 本研究关注了前列腺癌异质性转化过程中

ＭＡＯＡ 的变化特征，揭示了 ＭＡＯＡ 在 ＮＥＤ 过程中

发挥的作用不是一成不变的。 根据 ＫＩＭ 等［１４］ 报道

ＦＯＸＡ１ 能与白细胞介素⁃８（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃８，ＩＬ⁃８）启动

子结合导致 ＦＯＸＡ１ 缺失，使得 ＥＲＫ 磷酸化进而使

前列腺癌神经内分泌分化。 因此，本研究发现

ＭＡＯＡ 为 ＦＯＸＡ１ 的上游调控分子，这提示 ＭＡＯＡ
或许也能通过 ＭＡＰＫ 通路动态调控 ＮＥ 化进程。

神经内分泌分化的前列腺癌是临床难治的前

列腺癌亚型，目前尚无特效药物，仍以化疗为主要

治 疗 手 段。 目 前 针 对 ＤＤＬ３ 的 抑 制 剂

ＳＣ１６ＬＤ６􀆰 ５［２２］，以及使用 １７７Ｌｕ⁃ＰＳＭＡ 和 １７７Ｌｕ⁃
ＤＯＴＡＴＡＴＥ 进行放射素疗法［２３］等都被证明能对 ＮＥ
样前列腺癌起治疗效果，但多数仍处于临床前试验

阶段。 根据本实验结果，在 ＮＥＤ 的末期诱导 ＭＡＯＡ
或 ＦＯＸＡ１ 的表达也许是潜在的治疗方案。 而

ＦＯＸＡ１ 是一种转录因子，是一种较难用小分子激动

的蛋白质，因此认为使用 ＭＡＯＡ 的激动剂或寻找可

以激动 ＭＡＯＡ 的因素，或许是更值得期待的治疗

ＮＥＤ 的新方案。
在模型构建方面，课题组前期采用 ＥＮＺ 诱导

４ 个月的方式建立了 ＮＥＰＣ 细胞模型；通过裸鼠移

植前列腺癌细胞系并辅助 ＥＮＺ 诱导 ２ 周建立了

ＮＥＰＣ 动物模型［２１］，重点关注了 ＮＥＰＣ 初期 ＭＡＯＡ
升高的特征。 而本文为了探索 ＭＡＯＡ 在驱动 ＮＥＰＣ
进展中的动态变化规律，尝试建立动态变化的

ＮＥＰＣ 细胞模型（ＥＮＺ 诱导 ６ 个月以上）和动物模型

（ＥＮＺ 浓度逐渐递增诱导至 Ｐ８ 代），重点明确这种

动态变化是否也伴随 ＦＯＸＡ１ 的变化，从而揭示其相

关机制，为针对不同临床进展阶段的前列腺癌治疗

提供有效策略。 在诱导中保存了不同诱导时间的

细胞，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 比较了不同诱导时间的

耐药细胞，发现 Ｃ４⁃２ 耐药细胞中 ＭＡＯＡ 在诱导

１ 个月时表达最高，而在 ６ 个月时表达已经明显下

调，再结合 ＮＥ 标志物蛋白的表达情况。 研究人员

认为 １ 个月和 ６ 个月这两个时间点最具有代表性，
分别体现了 Ｃ４⁃２ 耐药细胞的 ＣＲＰＣ 阶段和 ＮＥＰＣ
阶段，最能够指征细胞的动态变化特征。 而在动物

移植模型中 Ｐ０、Ｐ４ 和 Ｐ８ 分别代表了 ＮＥＰＣ 进展的

不同阶段，同样也体现了 ＭＡＯＡ 和 ＦＯＸＡ１ 的动态

变化特征。
综上所述，本研究证实 ＭＡＯＡ 在前列腺癌神经

内分泌分化过程中呈动态变化，即先升后降的特

征，其机制可能是通过调控 ＦＯＸＡ１ 实现的。 这为

ＮＥＤ 的治疗提供了新的思路，并能更合理地指导

ＭＡＯＡ 抑制剂在临床上应用于 ＰＣａ 患者。
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王凯瑜，雷雪裴，黄艺滢，等． Ｉｆｉｔｍ３ 敲除抑制小鼠神经干细胞增殖和分化 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（６）： ６９１－７０１．
ＷＡＮＧ Ｋ Ｙ， ＬＥＩ Ｘ Ｐ， ＨＵＡＮＧ Ｙ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｆｉｔｍ３ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ
［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（６）： ６９１－７０１．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０６􀆰 ００２

［基金项目］中国医学科学院创新项目（２０２１⁃Ｉ２Ｍ⁃１⁃０３５），国家重点研发计划（２０２２ＹＦＡ１１０３８０３）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ＣＡＭＳ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ （ ＣＩＦＭＳ ） （ ２０２１⁃Ｉ２Ｍ⁃１⁃０３５ ）， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ
（２０２２ＹＦＡ１１０３８０３）．
［作者简介］王凯瑜，女，在读硕士研究生，研究方向：细胞生物学。 Ｅｍａｉｌ： ｗａｎｇｋａｉｙｕ＿ｗｋｙ＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］白琳，女，研究员，博士，研究方向：干细胞转化。 Ｅｍａｉｌ： ｂａｉｌｉｎ４９＠ １６３． ｃｏｍ

Ｉｆｉｔｍ３ 敲除抑制小鼠神经干细胞增殖和分化
王凯瑜，雷雪裴，黄艺滢，石桂英，乐涵薇，王杰，林羿凡，汤家鸣，白琳∗

（中国医学科学院医学实验动物研究所，国家卫生健康委员会人类疾病比较医学重点实验室，
国家人类疾病动物模型资源库，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立干扰素诱导跨膜蛋白 ３ 基因（ Ｉｆｉｔｍ３）敲除小鼠模型，探究 Ｉｆｉｔｍ３ 对小鼠神经干细胞增殖

和分化的影响。 方法　 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术，建立 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除小鼠模型，通过基因型鉴定和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测

ＩＦＩＴＭ３ 的敲除效果；利用苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色和流式细胞术等方法分析 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除小鼠和野生型小鼠的表型差

异。 分离并培养野生型和 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除小鼠成体神经干细胞，统计神经球数量和大小，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ、免疫荧

光技术检测神经干细胞增殖和分化的能力。 结果　 成功建立 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除小鼠模型，Ｉｆｉｔｍ３ 敲除小鼠发育正常，组织

病理学及免疫系统未见明显异常。 体外实验显示 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除抑制小鼠神经干细胞的自我更新潜能，导致神经干细

胞增殖能力下降，并且抑制神经干细胞向未成熟神经元和星形胶质细胞分化。 结论　 ＩＦＩＴＭ３ 缺失导致神经干细胞

增殖和分化能力下降，ＩＦＩＴＭ３ 可能参与了神经干细胞的功能调节。
【关键词】 　 干扰素诱导跨膜蛋白 ３；基因敲除；神经干细胞；增殖；神经分化
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ （ Ｉｆｉｔｍ３） ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｔｏ
ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｉｆｉｔｍ３ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｕｌｔ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｍｉｃｅ （ａＮＳＣｓ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ
ＩＦＩＴＭ３ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｉｆｉｔｍ３⁃ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ（ＨＥ） ｓｔａｉｎｉｎｇ
ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ ａＮＳＣｓ ｏｆ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｉｆｉｔｍ３⁃ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ
ｓｉｚｅ ｏｆ ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ， Ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａＮＳＣｓ ｔｏ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅｖｅｒｓｅ⁃ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ， ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｉｆｉｔｍ３⁃ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ
ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｎｏｒｍａｌｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ ｅｉｔｈｅｒ
ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ ｏｒ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ． Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｉｆｉｔｍ３ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｓｅｌｆ⁃ｒｅｎｅｗａｌ
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ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ａＮＳＣｓ， ｌｅｄ ｔｏ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａＮＳＣｓ， ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ａＮＳＣｓ ｉｎｔｏ
ｉｍｍａｔｕｒｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ａｎｄ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｆｉｎｄｓ ｔｈａｔ ａ ｌａｃｋ ｏｆ ＩＦＩＴＭ３ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａＮＳＣｓ ｔｏ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ＩＦＩＴＭ３ ｍａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ａＮＳＣｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ３； ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ； ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；
ｎｅｕｒａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 干扰素诱导跨膜蛋白 ３ （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ３， ＩＦＩＴＭ３ ） 属 于 干 扰 素

（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）诱导的跨膜蛋白家族成员，其主要

定位于内吞囊泡及溶酶体［１］，是脊椎动物重要的先

天免疫效应因子。 ＩＦＩＴＭ３ 在抑制炎症［２］、调节衰

老［３］、调控肿瘤生长和转移［４］ 等生物过程中发挥重

要作用。 研究表明 ＩＦＩＴＭ３ 在神经胶质瘤、口腔鳞状

细胞癌、肝细胞癌、结肠癌等众多肿瘤细胞中表达

上调［５－８］， 通 过 介 导 包 括 ＴＧＦ⁃β［５］、 ＥＲＫ１ ／ ２［７］、
ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ［９］等多种信号通路，调控肿瘤细胞增殖及

迁移。 乳腺癌中 ＩＦＩＴＭ３ 通过影响细胞周期调控肿

瘤细胞增殖和形成集落［１０］。 小鼠视网膜祖细胞中

ＩＦＩＴＭ３ 通过分子伴侣介导的自噬途径（ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ⁃
ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ，ＣＭＡ）调控视网膜祖细胞的增殖

和细胞活力［１１］。 在小鼠胚胎的发育阶段，ＩＦＩＴＭ３
参与调节生殖细胞的迁移和成熟［１２］。 综上研究表

明 ＩＦＩＴＭ３ 在调节细胞活力、增殖、分化等过程中发

挥重要作用。
ＩＦＩＴＭ３ 可能参与调节神经炎症以及包括阿尔

茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）、精神分裂症、
双相情感障碍、自闭症等神经疾病的发病机制［１３］ 。
研究表明，在 ＡＤ 患者中神经炎症诱导 ＩＦＩＴＭ３ 表

达上调，其作为 γ⁃分泌酶的调节蛋白通过 ＩＦＩＴＭ３⁃
γ⁃分 泌 酶 复 合 物 促 进 β 淀 粉 样 斑 块 的 产 生。
ＩＦＩＴＭ３ 和 ＡＤ 的高风险基因具有高度的表达相关

性［１４］。 此外，在 ５ × ＦＡＤ 小鼠模型的大脑中，ＩＦＩＴＭ３
在星形胶质细胞和小胶质细胞中的表达水平

上调［１５］ 。
神经干细胞（ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）具有自我

更新与分化成为神经元和胶质细胞的潜能，其对于

大脑的正常发育至关重要，ＮＳＣｓ 功能的异常与多种

神经退行性疾病相关，阐明 ＮＳＣｓ 增殖和分化的调

控机制，有利于明确神经退行性疾病的发病机理。
ＮＳＣｓ 主要位于侧脑室的脑室下区 （ ｓｕｂｖｅｎｔｒａｃｕｌａｒ
ｚｏｎｅ，ＳＶＺ） 与海马齿状回颗粒下层 （ ｓｕｂｇｒａｎｕｌａｒ
ｚｏｎｅ，ＳＧＺ） ［１６］。 在哺乳动物的大脑中，ＮＳＣｓ 以对称

分裂方式扩增干细胞库，并通过不对称分裂形成分

化细胞［１７］。 ＮＳＣｓ 的增殖和分化受到细胞内在遗传

因素和外在环境信号的共同调控［１８］。 研究表明，
ＮＳＣｓ 的增殖与分化由 Ｎｏｔｃｈ 通路［１９］、Ｗｎｔ 通路［２０］

等多种信号通路调控。
基于 ＩＦＩＴＭ３ 在已有研究中显示与细胞增殖、细

胞迁移和细胞分化相关，并且参与了 ＡＤ 等神经退

行性 疾 病 的 发 病 进 程。 因 此， 本 研 究 拟 采 用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 的方法制备 Ｉｆｉｔｍ３ 基因敲除小鼠，探
究 Ｉｆｉｔｍ３ 基因对 ＮＳＣｓ 自我更新、增殖和分化的

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，２ 月龄，１８ ～ ２３
ｇ，３０ 只；６ 月龄，２３ ～ ２９ ｇ，６ 只；雄性，２ 月龄，２０ ～
２５ ｇ，３０ 只；６ 月龄，３１ ～ ３７ ｇ，６ 只）及 ＳＰＦ 级 ＩＣＲ
小鼠（雌性，４ 月龄，３５ ～ ４０ ｇ，４ 只），购买于北京华

阜康生物科技股份有限公司 【 ＳＣＸＫ （京） ２０２０ －
０００４】，在中国医学科学院医学实验动物研究所 ＳＰＦ
级动物屏障环境中【ＳＹＸＫ（京）２０２４－００１２】长期饲

养繁殖。 小鼠动物设施饲养环境温度：２０ ～ ２６ ℃，
相对 湿 度 为 ５０％ ～ ６０％， 光 照 周 期 明 暗 比

１２ ｈ ∶１２ ｈ。 小鼠在 ＩＶＣ 笼盒中饲养，饲喂全价营养

颗粒饲料，自由进食饮水，动物鼠盒、水瓶以及垫

料、饲料等均经过高温高压灭菌处理。 研究中涉及

的动物使用及实验操作程序已通过中国医学科学

院医学实验动物研究所实验动物使用与管理委员

会批准（ＢＬ１８００３，ＢＬ２３００５）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

神 经 干 细 胞 增 殖 培 养 基 配 制： ４７􀆰 ５％
Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ、４７􀆰 ５％ ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２、２％不含维生素 Ａ 的

Ｂ２７ 添加剂、１％双抗、１％ ＧｌｕｔａＭＡＸ、１％非必需氨基

酸、１０ ｎｇ ／ ｍＬ ｂＦＧＦ、１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＥＧＦ；神经干细胞分

化培养基配制：９３％ ＤＭＥＭ 低糖培养基、２％ Ｂ２７ 添

加剂、２％胎牛血清、１％双抗、１％ ＧｌｕｔａＭＡＸ、１％非必

需氨基酸。

２９６
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鼠尾直接 ＰＣＲ 试剂盒（Ｂｉｍａｋｅ，Ｂ４００１５）；ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒（新赛美，ＷＢ６５０１Ａ）；ＲＩＰＡ 裂

解液（碧云天，Ｐ００１３Ｂ）；Ｏｍｎｉ⁃ＥａｓｙＴＭ ＰＡＧＥ 凝胶快

速制备试剂盒 （ 雅 酶， ＰＧ２１３ ）； 反 转 录 试 剂 盒

（ＴａＫａＲａ，ＲＲ０３６Ａ）；实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒

（ＴａＫａＲａ，ＲＲ８２０Ａ）；胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，１００９９１４１Ｃ）；
Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ （ Ｇｉｂｃｏ， ２１１０３０４９）； ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基

（Ｇｉｂｃｏ， １１３２００３３ ）； ＤＭＥＭ 低 糖 培 养 基 （ Ｇｉｂｃｏ，
１１８８５０８４）； 青 霉 素⁃链 霉 素 混 合 液 （ Ｇｉｂｃｏ，
１５１４０１２２）；ＧｌｕｔａＭＡＸ（Ｇｉｂｃｏ，３５０５００６１）；非必需氨

基酸溶液 （ Ｇｉｂｃｏ，１１１４００５０）；Ｂ２７ 添加剂 （ Ｇｉｂｃｏ，
１７５０４０４４）；不含维生素 Ａ 的 Ｂ２７ 添加剂 （Ｇｉｂｃｏ，
１２５８７０１０ ）； ＥＧＦ （ Ｓｔｅｍｃｅｌｌ， ７８０１６ ）； ｂＦＧＦ
（ ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ， ＡＦ⁃１００⁃１８Ｂ⁃５０ＵＧ ）； Ｌａｍｉｎｉｎ （ Ｇｉｂｃｏ，
２３０１７０１５ ）； Ｐｏｌｙ⁃Ｌ⁃Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ （ Ｓｉｇｍａ， Ｐ４９５７ ）；
ＳｔｅｍＰｒｏ Ａｃｃｕｔａｓｅ 细胞解离试剂（Ｇｉｂｃｏ，Ａ１１１０５０１）

ＰＣＲ 仪（美国，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；Ｂｅａｄ Ｒｕｐｔｏｒ ２４ Ｅｌｉｔｅ
多样品研磨珠均质仪（美国，ＯＭＮＩ）；台式高速冷冻

型微量离心机（中国，大龙兴创）；ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＴＭ 实

时荧光定量 ＰＣＲ 仪（美国，Ａｐｐｌｉｅｄ ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）；流
式细胞仪（美国，ＢＤ ＦＡＣＳＡｒｉａＴＭ）；ＯｄｙｓｓｅｙＣＬｘ 双色

红外激光成像系统（美国，ＬＩ⁃ＣＯＲ）；ＣＯ２ 细胞培养

箱（美国，Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；生物安全柜（新加坡，

ＥＳＣＯ）；荧光显微镜（德国，Ｌｅｉｃａ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除小鼠制备

按照实验方案（图 １），利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术

建立 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除小鼠模型。 小鼠 Ｉｆｉｔｍ３ 基因位于第

七号染色体 ７Ｆ５ 区段，针对 Ｉｆｉｔｍ３ 基因设计两条

ｓｇＲＮＡ，分别为靶点 １：５’⁃ＣＧＧＣＡＣＣＡＴＧＡＡＣＣＡＣＡＣ
Ｔ Ｔ ＣＴ⁃３’ （寡核苷酸序列为： ｍｏｕｓｅ⁃Ｉｆｉｔｍ３⁃ｇＲＮＡ
ＵＰ１：５’⁃ＴＡＧＧＡＧＡＡＧＴＧＴＧＧＴＴＣＡＴＧＧＴＧ⁃３’和

ｍｏｕｓｅ⁃Ｉｆｉｔｍ３⁃ｇＲＮＡ ＤＯＷＮ１：５’⁃ＡＡＡＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡＣ
ＣＡＣＡＣＴＴＣＴ⁃３’）以及靶点 ２：５’⁃ＴＧＡＧＴＧＴＧＣＴＡＧＡ
ＡＴＧＧＧＧＧＧ⁃３’ （寡核苷酸序列为：ｍｏｕｓｅ⁃Ｉｆｉｔｍ３⁃
ｇＲＮＡ ＵＰ２：５’⁃ＴＡＧＧＴＧＡＧＴＧＴＧＣＴＡＧＡＡＴＧＧＧ⁃３’和
ｍｏｕｓｅ⁃Ｉｆｉｔｍ３⁃ｇＲＮＡ ＤＯＷＮ２：５’⁃ＡＡＡＣＣＣＣＡＴＴＣＴＡＧ
ＣＡＣＡＣＴＣＡ⁃３’）。 将 Ｉｆｉｔｍ３⁃ｓｇＲＮＡ 单链引物退火合

成小片段，酶切 ｐＵＣ５７⁃ｓｇＲＮＡ 表达载体，将 Ｉｆｉｔｍ３⁃
ｓｇＲＮＡ 退火片段与线性化 ｐＵＣ５７⁃ｓｇＲＮＡ 表达载体

连接。 将构建完成的 Ｉｆｉｔｍ３⁃ｓｇＲＮＡ 载体体外转录为

可注射的 ｓｇＲＮＡ。 Ｃａｓ９ 载体构建：使用转录试剂盒

将 ｐＳＴ１３７４⁃ＮＬＳ⁃ｆｌａｇ⁃ｌｉｎｋｅｒ⁃Ｃａｓ９ 载体体外转录为可

注射的 Ｃａｓ９⁃ＲＮＡ。 将 Ｉｆｉｔｍ３⁃ｓｇＲＮＡ 与 Ｃａｓ９⁃ＲＮＡ
混合，用显微注射法注射于 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠受精卵

中。 具体操作步骤依据 ＭＡ 等［２１］实验方法。

图 １　 Ｉｆｉｔｍ３ 基因敲除小鼠的建立方案

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ Ｉｆｉｔｍ３ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ

１􀆰 ２􀆰 ２　 基因型鉴定

小鼠出生后剪取脚趾编号并提取脚趾 ＤＮＡ 进

行基因型鉴定。 根据序列信息设计一对基因敲除

检测引物，使用试剂盒提取基因组 ＤＮＡ，并进行

ＰＣＲ 检测小鼠基因型。 Ｉｆｉｔｍ３ 基因敲除检测引物

为：Ｍ⁃Ｉｆｉｔｍ３⁃ＫＯ⁃Ｆ：５’⁃ＧＣＣＡＧＣＣＴＣＴＡＣＴＴＣＴＣＴＧＴＴ
ＣＴＣ⁃３’和 Ｍ⁃Ｉｆｉｔｍ３⁃ＫＯ⁃Ｒ：５’⁃ＧＧＡＡＧＴＣＧＧＡＡＴＣＣＴ
ＣＴＡＴＴＡＡＧＴＧＴＧ⁃３’。 反应的程序为：９５ ℃预变性

１５ ｍｉｎ， ９５ ℃变性 ３０ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸

２ ｍｉｎ， 从变性到延伸重复 ３０ 个循环，７２ ℃ 延伸

１０ ｍｉｎ， 使用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳并紫外成像，野
生型小鼠表示为 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋，Ｉｆｉｔｍ３ 敲除杂合子小鼠

表示为 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ －， Ｉｆｉｔｍ３ 敲除纯合子小鼠表示为

Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －。
１􀆰 ２􀆰 ３　 苏木素⁃伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色

选取 ２ 月龄的 Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －小鼠及其同窝 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋

小鼠，取心脏、肝、脾、肺、肾组织于 １０％福尔马林中

固定 ４８ ｈ 以上，经过乙醇梯度脱水、透明、浸蜡、包
埋、切片、贴片后，做 ＨＥ 染色，在光学显微镜下观察

并分析组织病理变化。

３９６
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１􀆰 ２􀆰 ４　 流式细胞术

选取 ６ 月龄 Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －小鼠及其同窝 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋小

鼠，取脾、骨髓及外周血的细胞加入 ＰＢＳ，将细胞悬

液过滤后离心，ＰＢＳ 重悬取 １０ μＬ 于 Ｅｐ 管中，免疫

细胞分析使用的抗体标记为：ＦＩＴＣ ＣＤ４（ＲＭ４⁃５）、
ＰＥ ＣＤ４５（３０⁃Ｆ１１）、ＰｅｒＣＰ⁃Ｃｙ５􀆰 ５ ＣＤ３（１４５⁃２Ｃ１１）、
ＰＥ⁃Ｃｙ７ Ｂ２２０（ＲＡ３⁃６Ｂ２）、ＡＰＣ ＣＤ８（５３⁃６􀆰 ７）、ＡＰＣ⁃
Ｃｙ７ ＣＤ１１ｂ（Ｍ１ ／ ７０）。 操作步骤同李欣悦等［２２］的研

究，ＦｌｏｗＪｏ ９􀆰 ９􀆰 ６ 软件进行流式结果分析。
１􀆰 ２􀆰 ５　 小鼠 ＮＳＣｓ 的分离培养和收集

选用 ２ 月龄 Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －小鼠及其同窝 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋小

鼠，全脑放于预冷的含双抗 ＰＢＳ 中，分离脑室下区

和海马齿状回于含双抗的 ＤＭＥＭ 基础培养基中，使
用 Ａｃｃｕｔａｓｅ 细胞解离试剂 ３７ ℃消化 ３０ ｍｉｎ，用 ７０
μｍ 细胞筛网过滤细胞悬液，ＤＭＥＭ 洗涤细胞，最后

用 ＮＳＣｓ 增殖培养基重悬细胞，并取 １０ μＬ 细胞悬

液与台盼蓝混匀，细胞计数仪计数，接种细胞于 ６ 孔

板用于收取细胞样品，接种细胞于 ９６ 孔板用于获得

ＮＳＣｓ 体外成球数量及尺寸数据。 在 ３７ ℃，５％ ＣＯ２

培养箱中培养细胞，隔天半量换培养基，培养至 ５ ～
８ ｄ 收取数据并消化传代。
１􀆰 ２􀆰 ６　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）

收取增殖培养或分化培养的第 ３ 代 ＮＳＣｓ，用
ＴＲＩｚｏｌ 提取总 ＲＮＡ，并使用反转录试剂盒合成

ｃＤＮＡ。 根据序列信息设计目的基因 Ｉｆｉｔｍ３、内参基

因 β⁃ａｃｔｉｎ 及神经干细胞增殖和分化相关基因检测

引物，序列信息如表 １ 所示。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 的引物序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
基因名

Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ
引物序列（５’→３’）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’→３’）

Ｉｆｉｔｍ３
Ｆ：ＧＣＣＴＡＣＴＣＣＧＴＧＡＡＧＴＣＴＡＧＧ

Ｒ：ＡＡＴＧＧＴＧＡＴＡＡＣＡＡＣＣＡＴＣＡＧＧＡ

β⁃ａｃｔｉｎ
Ｆ：ＴＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴ
Ｒ：ＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ

Ｐｃｎａ
Ｆ：ＴＡＣＡＧＣＴＴＡＣＴＣＴＧＣＧＣＴＣＣ
Ｒ：ＴＴＧＧＡＣＡＴＧＣＴＧＧＴＧＡＧＧＴＴ

Ｔｕｊ１
Ｆ：ＧＣＣＡＡＧＴＴＣＴＧＧＧＡＧＧＴＣＡＴ

Ｒ：ＧＧＧＣＡＣＡＴＡＣＴＴＧＴＧＡＧＡＧＧＡ

Ｇｆａｐ
Ｆ：ＡＣＣＣＴＧＧＣＴＣＧＴＧＴＧＧＡＴ
Ｒ：ＧＣＣＡＣＡＴＣＣＡＴＣＴＣＣＡＣＧ

Ｓ１００β
Ｆ：ＴＧＴＣＴＴＣＣＡＣＣＡＧＴＡＣＴＣＣＧ

Ｒ：ＣＣＴＧＣＴＣＣＴＴＧＡＴＴＴＣＣＴＣＣＡＧ

１􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
检测 ＩＦＩＴＭ３ 蛋白在各组织及细胞中的表达：选

取 ２ 月龄 Ｉｆｉｔｍ３－ ／ － 小鼠及其同窝 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋ 小鼠，取
心脏、肝、脾、肺、肾和各脑区以及细胞样品于研磨

管中，加入适量 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液及蛋白酶抑制剂，
使用均质仪研磨，冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，４ ℃ １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，并收集上清液为总蛋白，使用

ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度并计算上样体积，蛋白变

性后上样，制备 １５％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶，经蛋白电泳、
转膜、封闭后 ４ ℃过夜敷育一抗，一抗：ＩＦＩＴＭ３（１ ∶
１０００）、β⁃ａｃｔｉｎ （ １ ∶ １０ ０００）、 ＧＡＰＤＨ （１ ∶ １０００）、
ＰＣＮＡ（ １ ∶ １０００）、 ＴＵＪ１ （ １ ∶ １０００）、 ＧＦＡＰ （ １ ∶
１０００）、Ｓ１００β（１ ∶ １０００）。 次日室温敷育二抗 １ ｈ，
二抗： 山 羊 抗 兔 （ １ ∶ １０ ０００ ） 和 驴 抗 小 鼠

（１ ∶ １０ ０００），使用 Ｏｄｙｓｓｅｙ ＣＬｘ 红外荧光扫描成像

系统扫描成像。
１􀆰 ２􀆰 ８　 免疫荧光染色

将细胞爬片置于 ２４ 孔板中，使用含 Ｌａｍｉｎｉｎ 和

Ｐｏｌｙ⁃Ｌ⁃Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ 的包被液于培养箱中提前 １２ ｈ 包

被细胞爬片，接种 ＮＳＣｓ 增殖或分化培养，将细胞爬

片用 ＰＢＳ 润洗，使用 ４％多聚甲醛固定细胞 ２０ ｍｉｎ，
使用含 ０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ⁃１００ 的 ＰＢＳＴ 润洗细胞，５％ ＢＳＡ
室温封闭 ６０ ｍｉｎ，０􀆰 ３％ ＰＢＳＴ 润洗后 ４ ℃过夜孵育

相应一抗，一抗：ＰＣＮＡ（１ ∶ ２５０）、ＴＵＪ１（１ ∶ ５００）、
ＧＦＡＰ（１ ∶ ５００）、 Ｓ１００β （１ ∶ １００）。 次日用 ０􀆰 ３％
ＰＢＳＴ 润洗后，用相应二抗室温摇床避光孵育 ６０
ｍｉｎ，二抗：山羊抗小鼠（ＴＲＩＴＣ）（１ ∶ ５００）和山羊抗

兔（Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８）（１ ∶ ５００），１ μｇ ／ ｍＬ ＤＡＰＩ 室温

孵育 ５ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 漂洗细胞爬片，加抗荧光淬灭封

片剂封片，荧光显微镜观察并拍照。
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件进行统计

学分析。 各结果数据用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表
示。 两组样本比较，采用独立样本 ｔ 检验进行组间

比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除小鼠模型的鉴定

剪取 ５ ～ ７ 日龄乳鼠的脚趾，提取 ＤＮＡ 并通过

ＰＣＲ 进行基因型鉴定，通过与野生型小鼠 Ｉｆｉｔｍ３ 基

因序列比较，鉴定确认 Ｉｆｉｔｍ３ 基因第一外显子成功

敲除。 经 ＰＣＲ 鉴定野生条带为 １６３３ ｂｐ，敲除条带

为 １３６５ ｂｐ，杂合小鼠同时在 １６３３ ｂｐ 和 １３６５ ｂｐ 处

有条带（图 ２Ａ），可稳定传代。 利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检
测 ２ 月龄小鼠心脏、肝、脾、肺、肾及嗅球（ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ

４９６
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ｂｕｌｂ，ＯＢ）、脑室下区（ ｓｕｂｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｚｏｎｅ，ＳＶＺ）、纹
状体（ｓｔｒｉａｔｕｍ，ＳＴＲ）、海马区（ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ，Ｈｉｐｐｏ）、
皮层（ｃｏｒｔｅｘ，Ｃｏｒｔ）、黑质（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ，ＳＮ）６ 个脑

区 ＩＦＩＴＭ３ 的 蛋 白 表 达 （图 ２Ｂ）。 结 果 可 见， 在

Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －小鼠的心脏、肝、脾、肺、肾及各脑区中，
ＩＦＩＴＭ３ 蛋白表达水平显著低于野生型小鼠，表明

Ｉｆｉｔｍ３ 敲除小鼠模型构建成功。

注：Ａ：ＰＣＲ 鉴定基因敲除小鼠基因型；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＩＦＩＴＭ３ 蛋白在心脏、肝、脾、肺、肾以及 ６ 个脑区中的表达。

图 ２　 Ｉｆｉｔｍ３ 基因敲除鉴定和 ＩＦＩＴＭ３ 蛋白表达

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ． Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩＦＩＴＭ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｈｅａｒｔ， ｌｉｖｅｒ， ｓｐｌｅｅｎ， ｌｕｎｇｓ，
ｋｉｄｎｅｙ ａｎｄ ｓｉｘ ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｉｆｉｔｍ３ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＦＩＴＭ３

２􀆰 ２　 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除对小鼠主要器官的影响

在饲养繁殖过程中未发现 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除对小鼠生

长和繁殖的显著性影响。 通过对 Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －小鼠的心

脏、肝、脾、肺、肾组织的 ＨＥ 染色结果分析，各脏器

病理检查未发现明显异常（图 ３Ａ）。 利用流式细胞

术检测 Ｉｆｉｔｍ３－ ／ － 小鼠脾、骨髓及外周血中不同免疫

细胞的比例，结果如图 ３Ｂ ～ ３Ｄ 所示，Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －小鼠

只有外周血中性粒细胞比例稍有降低，其他脾、骨
髓、外周血中各免疫细胞与 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋小鼠相比均无

显著性差异。
２􀆰 ３　 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除对 ＮＳＣｓ 体外成球能力的影响

为了探究 Ｉｆｉｔｍ３ 对 ＮＳＣｓ 自我更新的影响，分离

培养 ２ 月龄小鼠 ＳＶＺ 和 ＳＧＺ 的 ＮＳＣｓ，增殖培养基

体外培养 ７ ｄ 后，发现与 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋ 小鼠相比，Ｉｆｉｔｍ３
敲除导致小鼠初级神经球数量显著减少，而对初级

神经球大小无显著性影响（图 ４Ａ）。 将原代 ＮＳＣｓ
传代后继续增殖培养 ７ ｄ，发现与 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋ 相比，
Ｉｆｉｔｍ３ 敲除对小鼠次级神经球数量无显著影响，但

是次级神经球显著减小（图 ４Ｂ）。 以上结果表明，
Ｉｆｉｔｍ３ 敲除抑制小鼠 ＮＳＣｓ 的自我更新潜能。
２􀆰 ４　 Ｉｆｉｔｍ３ 对 ＮＳＣｓ 体外增殖、分化能力的影响

为了明确 Ｉｆｉｔｍ３ 对 ＮＳＣｓ 增殖能力的影响，收集

ＮＳＣｓ 体外增殖培养至第 ５ 天的细胞样品，通过

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测增殖标记物增殖细胞

核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）的表

达，结果显示 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除导致 ＮＳＣｓ 中 ＰＣＮＡ 的

ｍＲＮＡ 和蛋白质表达水平均显著降低 （图 ５Ａ ～
５Ｃ）。 利用免疫荧光检测 ＰＣＮＡ 的表达 （图 ５Ｄ，
５Ｅ），与 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋相比，Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －小鼠 ＮＳＣｓ 中 ＰＣＮＡ
阳性细胞的比例显著减低。 结果表明，Ｉｆｉｔｍ３ 敲除

导致 ＮＳＣｓ 增殖能力降低。
为了探究 Ｉｆｉｔｍ３ 对 ＮＳＣｓ 分化能力的影响，收集

ＮＳＣｓ 体外分化培养至第 ５ 天的细胞样品，通过

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测神经元标记物 β Ⅲ微

管蛋白（ｃｌａｓｓ Ⅲ β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ，ＴＵＪ１）和星形胶质细胞标

记物胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＦＡＰ）和 Ｓ１００ 钙结合蛋白 Ｂ（Ｓ１００ ｃａｌｃｉｕｍ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ，Ｓ１００β）的表达，结果显示与 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋相比，
Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －组样品中 ＴＵＪ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平显

著下调（图 ６Ａ ～ ６Ｃ）。 免疫荧光结果显示，Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －

组 ＴＵＪ１ 阳性细胞的比例显著减低（图 ６Ｄ，６Ｅ）。 此

外，与 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋ 相比， Ｉｆｉｔｍ３－ ／ － 组样品中 ＧＦＡＰ 的

ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平无明显变化（图 ７Ａ ～ ７Ｃ）。
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注：Ａ：小鼠主要脏器组织 ＨＥ 染色；Ｂ：不同免疫细胞在小鼠脾中的比例；Ｃ：不同免疫细胞在小鼠骨髓中的比例；Ｄ：不同免疫细胞在小鼠外

周血中的比例；与 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ３　 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋和 Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －小鼠组织 ＨＥ 染色及不同免疫细胞的比例（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｏｒｇａｎ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｃ． Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ

ｉｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｄ． Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｉｓｓｕｅ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋ ａｎｄ Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ６）

免疫荧光结果显示，Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －组 ＧＦＡＰ 阳性细胞的比

例与 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋组无显著性差异（图 ７Ｄ，７Ｅ）。 然而，
Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －组样品中 Ｓ１００β 的ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平显

著下调（图 ８Ａ ～ ８Ｃ）。 免疫荧光结果显示，Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －

组 Ｓ１００β 阳性细胞的比例显著减低（图 ８Ｄ，８Ｅ）。 这

些结果表明，Ｉｆｉｔｍ３ 敲除后 ＮＳＣｓ 向未成熟神经元和

星形胶质细胞分化的数量减少。

３　 讨论

ＩＦＩＴＭ３ 在细胞信号传导、细胞粘附和细胞迁移

等多种生物学过程中发挥重要作用［２３－２４］。 ＩＦＩＴＭ３
在脑组织中随着衰老等相关炎症刺激而表达量增

加［２５］。 本 研 究 利 用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 方 法 构 建 了

Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －小鼠。 研究其在 ＮＳＣｓ 中的调节作用，本研

６９６



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ６ 月第 ３２ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ６

注：Ａ：初级神经球及初级神经球数量和大小统计图；Ｂ：次级神经球及次级神经球数量和大小统计图；与 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋相比，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ４　 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋和 Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －小鼠 ＮＳＣｓ 的体外成球能力（ｎ ≥ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｐｒｉｍａｒｙ ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｓｉｚｅ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓ． Ｂ． Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｓｉｚｅ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋ ａｎｄ Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －ｍｉｃｅ ＮＳＣｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ（ｎ ≥ ３）

注：Ａ：Ｐｃｎａ 的 ｍＲＮＡ 表达水平；Ｂ：ＰＣＮＡ 的蛋白表达水平；Ｃ：ＰＣＮＡ 蛋白相对表达水平统计图；Ｄ：ＰＣＮＡ 的免疫荧光；Ｅ：ＰＣＮＡ 阳性

细胞占 ＤＡＰＩ 阳性细胞的比例；蓝色：ＤＡＰＩ；绿色：ＰＣＮＡ；与 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ５　 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋和 Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －小鼠 ＮＳＣｓ 增殖样品中增殖标志物的表达（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｐｃｎａ． Ｂ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰＣＮＡ． Ｃ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＰＣＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ．
Ｄ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ＰＣＮＡ． Ｅ． Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＮＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＤＡＰＩ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ． Ｂｌｕｅ． ＤＡＰＩ． Ｇｒｅｅｎ． ＰＣＮＡ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒ ｉｎ ＮＳＣｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋ ａｎｄ Ｉｆｉｔｍ３－ ／ － ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ３）
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注：Ａ：Ｔｕｊ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平；Ｂ：ＴＵＪ１ 的蛋白表达水平；Ｃ：ＴＵＪ１ 蛋白相对表达水平统计图；Ｄ：ＴＵＪ１ 的免疫荧光；Ｅ：ＴＵＪ１ 阳性细胞占 ＤＡＰＩ 阳
性细胞的比例；蓝色：ＤＡＰＩ；绿色：ＴＵＪ１。

图 ６　 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋和 Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －小鼠 ＮＳＣｓ 分化样品中神经元标志物的表达（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｔｕｊ１． Ｂ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＵＪ１． Ｃ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＴＵＪ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． Ｄ．
Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ＴＵＪ１． Ｅ． Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＴＵＪ１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＤＡＰＩ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ． Ｂｌｕｅ． ＤＡＰＩ， Ｇｒｅｅｎ． ＴＵＪ１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎ ｍａｒｋｅｒ ｉｎ ＮＳＣｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋ ａｎｄ Ｉｆｉｔｍ３－ ／ － ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ３）

注：Ａ：Ｇｆａｐ 的 ｍＲＮＡ 表达水平；Ｂ：ＧＦＡＰ 的蛋白表达水平；Ｃ：ＧＦＡＰ 蛋白相对表达水平统计图；Ｄ：ＧＦＡＰ 的免疫荧光；Ｅ：ＧＦＡＰ 阳性细胞占

ＤＡＰＩ 阳性细胞的比例；蓝色：ＤＡＰＩ；红色：ＧＦＡＰ。

图 ７　 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋和 Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －小鼠 ＮＳＣｓ 分化样品中星形胶质细胞标志物 ＧＦＡＰ 的表达（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｇｆａｐ． Ｂ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＧＦＡＰ． Ｃ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＧＦＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． Ｄ．
Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ＧＦＡＰ． Ｅ． Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦＡＰ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＤＡＰＩ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ． Ｂｌｕｅ． ＤＡＰＩ． Ｒｅｄ． ＧＦＡＰ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｍａｒｋｅｒ ＧＦＡＰ ｉｎ ＮＳＣｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋ ａｎｄ Ｉｆｉｔｍ３－ ／ － ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ３）

８９６



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ６ 月第 ３２ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ６

注：Ａ：Ｓ１００β 的 ｍＲＮＡ 表达水平；Ｂ：Ｓ１００β 的蛋白表达水平；Ｃ：Ｓ１００β 蛋白相对表达水平统计图；Ｄ：Ｓ１００β 的免疫荧光；Ｅ：Ｓ１００β 阳性

细胞占 ＤＡＰＩ 阳性细胞的比例；蓝色：ＤＡＰＩ，绿色：Ｓ１００β。

图 ８　 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋和 Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －小鼠 ＮＳＣｓ 分化样品中星形胶质细胞标志物 Ｓ１００β 的表达（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｓ１００β． Ｂ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｓ１００β． Ｃ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ Ｓ１００β ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ．
Ｄ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ Ｓ１００β． Ｅ． Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ１００β ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＤＡＰＩ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ． Ｂｌｕｅ． ＤＡＰＩ， Ｇｒｅｅｎ． Ｓ１００β．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｍａｒｋｅｒ Ｓ１００β ｉｎ ＮＳＣｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋ ａｎｄ Ｉｆｉｔｍ３－ ／ － ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ３）

究发现 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除造成小鼠 ＮＳＣｓ 自我更新和增殖

能力下降，并且抑制 ＮＳＣｓ 向未成熟神经元和星形

胶质细胞分化。
本研究分离培养小鼠脑室下区和海马区的

ＮＳＣｓ，发现 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除导致初级神经球的数量降低，
次级神经球减小，表明 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除抑制 ＮＳＣｓ 的自我

更新能力。 检测 ＰＣＮＡ 表达发现 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除后

ＮＳＣｓ 增殖能力显著下降。 已有研究表明， ＺＨＡＯ
等［２６］发现在胶质母细胞瘤细胞系 Ｕ２５１ 细胞中敲低

ＩＦＩＴＭ３ 显著抑制细胞增殖和集落形成。 ＪＩＮ 等［１１］

研究表明敲低 ＩＦＩＴＭ３ 显著抑制视网膜祖细胞的增

殖能力和细胞活力。 本研究进一步揭示了 Ｉｆｉｔｍ３ 缺

失抑制 ＮＳＣｓ 的增殖能力。 ＩＦＩＴＭ３ 可通过调节细胞

周期蛋白的表达影响细胞周期，从而调控细胞增

殖［６，１０，２６］，推测 ＮＳＣｓ 增殖能力受损可能与细胞周期

停滞相关。
此外，本研究表明 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除导致 ＮＳＣｓ 分化能

力受损。 实验结果显示 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除导致分化培养的

神经细胞中 ＴＵＪ１ 的表达下调，提示 ＮＳＣｓ 分化为未

成熟神经元的能力下降。 已有研究表明 ＳＴＩＮＧ 信

号通路在脑发育过程中对 ＮＳＣｓ 的分化和增殖起到

重要的调控作用，ＳＴＩＮＧ 的缺失抑制神经元的分

化［２７］，而 ＩＦＩＴＭ３ 与 ＳＴＩＮＧ 具有相互作用［２８］。 因此

推测 ＩＦＩＴＭ３ 可能通过 ＳＴＩＮＧ 信号通路对小鼠神经

元的分化产生影响。 进一步检测星形胶质细胞标

记物 ＧＦＡＰ 和 Ｓ１００β，结果显示，ＧＦＡＰ 在 Ｉｆｉｔｍ３－ ／ －

小鼠 ＮＳＣｓ 体外分化的细胞中表达与 Ｉｆｉｔｍ３＋ ／ ＋小鼠

无显著性差异，而 Ｓ１００β 的表达显著降低。 ＧＦＡＰ
是一种Ⅲ型中间丝蛋白，主要在反应性星形胶质细

胞中表达［２９］。 表达 ＧＦＡＰ 的细胞包括未成熟的星

形胶质细胞，其功能介于放射状胶质细胞和成熟星

形胶质细胞之间，具有分化为神经元、星形胶质细

胞和少突胶质细胞前体细胞的多谱系潜能［３０－３１］。
而 Ｓ１００β 是一种钙结合蛋白，在较成熟的星形胶质

细胞中表达［３２］。 ＭＡＰＫ 通路参与包括细胞增殖、分
化、凋亡等多种细胞过程。 研究表明 ＭＡＰＫ 通路在

９９６
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调控星形胶质细胞凋亡过程中发挥重要作用［３３］，且
已有研究表明 ＩＦＩＴＭ３ 敲低后 ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达同时

降低［１１］，因此推测 ＩＦＩＴＭ３ 可能通过调控 ＭＡＰＫ 信

号通路抑制 ＮＳＣｓ 向成熟星形胶质细胞分化，具体

机制需进一步研究。
综上所述，本研究发现 Ｉｆｉｔｍ３ 敲除造成小鼠

ＮＳＣｓ 的增殖能力下降，并且抑制 ＮＳＣｓ 向未成熟神

经元和成熟星型胶质细胞分化。 ＩＦＩＴＭ３ 作为膜蛋

白通过膜信号转导调节细胞增殖与分化的机制需

要进一步探究［３４］。 本研究揭示了 ＩＦＩＴＭ３ 对 ＮＳＣｓ
自我更新潜能和分化能力的影响，为揭示 ＮＳＣｓ 的

增殖及分化调控机制提供理论基础，对阐明 ＩＦＩＴＭ３
的生物学功能提供见解。
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《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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［通信作者］高苒，女，研究员，博士，研究方向：肿瘤转移与肿瘤动物模型。 Ｅｍａｉｌ：ｇａｏｒａｎ＠ ｃｎｉｌａｓ． ｏｒｇ

双光子显微镜技术下胶质瘤⁃壁细胞在体多荧光
示踪小鼠模型的建立及应用

马铖延１，２，３，４，杨星九１，２，３，４，史旭东１，２，３，４，高苒１，２，３，４∗

（１． 中国医学科学院医学实验动物研究所 北京协和医学院比较医学中心，北京　 １０００２１；
２． 国家人类疾病动物模型资源库，北京　 １０００２１；３． 国家卫生健康委员会比较医学重点实验室，

北京　 １０００２１；４． 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）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立双光子显微镜下可视化胶质瘤、壁细胞和血管的活体自发荧光的基因小鼠模型并进行

评价。 方法　 以 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －基因工程小鼠为观察壁细胞和血管结构的载体，接种 ＧＬ２６１⁃
ＣＦＰ 小鼠胶质瘤细胞并对颅骨进行透明化，通过双光子显微镜动态跟踪观察胶质瘤增殖侵袭过程中血管与壁细胞

的动态变化。 结果 　 通过基因鉴定证实 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ － 基因工程小鼠成功繁育。 对比

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，基因工程小鼠的形态外观和繁殖等无显著性差异，组织苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色切片分析显示脏器

发育无异常。 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ 诱导下基因工程小鼠的 Ｃｒｅ 重组酶活性至第 ７ 天作用完全。 接种 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 后观察到胶

质瘤增殖侵袭的动态过程及肿瘤内血管形态结构紊乱、游离壁细胞增多。 结论　 成功构建了荧光可视化壁细胞的

基因工程小鼠，分别利用异硫氰酸荧光素⁃葡聚糖标记血管和青色荧光标记肿瘤细胞，使用玻璃圆片与固定环替代

小鼠颅骨，实现了活体状态下长期稳定地动态跟踪小鼠接种脑肿瘤后血管及血管支持细胞的形态结构变化，为研

究脑胶质瘤提供了病理可视化的动物模型。
【关键词】 　 双光子显微镜；胶质瘤；壁细胞；基因工程小鼠；动物模型
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　 　 胶质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＧＢＭ）是最常见的

颅内原发肿瘤，致死率高、预后差，急需探索新的治

疗手段［１－２］。 ＧＢＭ 的恶性增殖往往伴随着血管的

病变及增生。 血管主要由基底膜内的内皮细胞和

基底膜外的壁细胞（血管平滑肌细胞和周细胞）组

成［３］。 壁细胞作为血脑屏障的重要组成部分，除了

维护生理状态下血管的结构与稳态，还在调节功能

性血流量［４］、启动新生血管形成和促进血管成熟中

发挥重要作用［５－６］。 胶质瘤干细胞能够生成壁细胞

来促进肿瘤增殖［７］；壁细胞作为肿瘤微环境中的一

部分，与肿瘤干细胞的相互转分化促进了肿瘤的转

移与定植［８］；壁细胞在胶质瘤中参与形成血肿瘤屏

障，过滤了大多数抗癌药物和免疫细胞对肿瘤的浸

润，靶向敲除后能够促进化疗药物的浸润［９］。 然而

壁细胞在胶质瘤中的动态变化和作用机制尚不明

确，因此，建立可视化追踪胶质瘤⁃壁细胞变化的动

物模型是研究和治疗胶质瘤的重要工具。
血小板源性生长因子 （ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）由内皮细胞分泌，并与壁细胞上的同

源受体（ＰＤＧＦＲβ）结合［１０］，是负责内皮细胞⁃壁细

胞相互作用的分子［１１－１３］。 此外，血管生成和血管重

塑过程中壁细胞的募集依赖于 ＰＤＧＦ ／ ＰＤＧＦＲ 信

号［１４］。 ＰＤＧＦＲβ 能有效识别所有的血管壁细胞，而
神经胶质抗原 ２（ｎｅｕｒａｌ ／ ｇｌｉａｌ ａｎｔｉｇｅｎ ２，ＮＧ２）、黑色

素瘤细胞粘附分子（ＣＤ１４６）等其他标志物在不同的

壁细胞表型中呈现异质性分布，特异性不高［１５－１６］。
ＮＧ２ 于血管生成期间的壁细胞表面表达，主要用于

标记幼鼠大脑的壁细胞，同时也在少突胶质细胞祖

细胞和施万细胞上表达［１７－１９］；ＣＤ１４６ 参与 ＰＤＧＦＲβ
的激活与血脑屏障的完整性，可用作脑壁细胞的标

记物，但 ＣＤ１４６ 在大血管中的表达显著高于小血

管，而且也在血脑屏障发育中的内皮细胞上表

达［２０－２１］。 因 此， 选 用 介 导 Ｃｒｅ 重 组 酶 表 达 的

ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ ＋小鼠与 Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ ＋ 繁育的

后代作为载体，其在 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ 诱导下，壁细胞可特

异性表达红色荧光蛋白。
目前在影像学方面研究胶质瘤的方法主要有

两类：一类是构建能稳定表达荧光素酶的胶质瘤细

胞株，通过传统小动物活体荧光成像（ ｓｍａｌｌ ａｎｉｍａｌ
ｏｐｔｉｃａｌ ｉｎ ｖｉｖｏ ｉｍａｇｉｎｇ）观察肿瘤的生长及转移，发光

强度与肿瘤细胞的数目呈线性相关；另一类是核磁

成像技术（ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ），ＭＲＩ 使
用强磁场、磁场梯度和无线电波来生成体内器官的

图像，但无法跟踪胶质瘤具体的动态变化。 而双光

子显微技术不仅可以观察胶质瘤的增殖和脑转移，
还可以跟踪显示目的区域的动态变化［２２］。 根据瑞

利散射定理：散射量与波长的四次方成反比［２３］。 双

光子显微镜使用两个光子激发荧光，散射减少，可
以提高信噪比，从而激发更深位置的生物组织荧

光。 基于此，本研究选用 ＣＦＰ 荧光蛋白标记胶质瘤

细胞系 ＧＬ２６１，ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 标记血管，壁细胞自发

红色荧光的基因小鼠，建立通过双光子显微成像技

术长期动态跟踪观察的胶质瘤⁃壁细胞荧光活体基

因小鼠模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１０ 只 ８ ～ １２ 周 龄 ＳＰＦ 级 雄 性 Ｂ６． Ｃｇ⁃
Ｐｄｇｆｒｂｔｍ１􀆰 １（ｃｒｅ ／ ＥＲＴ２）Ｃｓｌｎ ／ Ｊ 小 鼠 （ 简 称 为 ＰＤＧＦＲβ⁃
Ｃｒｅ＋ ／ ＋），体重 １８ ～ ２４ ｇ，购自美国杰克逊实验室

（ｓｔｏｃｋ ｎｏ． ０３０２０１）；８ ～ １２ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 Ｂ６．
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Ｃｇ⁃Ｇｔ（ＲＯＳＡ）２６Ｓｏｒ ｔｍ１４（ＣＡＧ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ）Ｈｚｅ ／ Ｊ 小鼠 ３０ 只（简
称为 Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄｔｏｍａｔｏ＋ ／ ＋），体重 １８ ～ ２４ ｇ，购自美

国杰克逊实验室 （ ｓｔｏｃｋ ｎｏ． ００７９１４）。 ＰＤＧＦＲβ⁃
Ｃｒｅ＋ ／ ＋与 Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ ＋配种繁育的子代用于

实验研究。 所有小鼠均饲养在中国医学科学院医

学实验动物研究所动物房 ＳＰＦ 级屏障环境中

【ＳＹＸＫ（京）２０１９－００１４】，提供不受限制的食物和

水；温度控制在 ２２ ～ ２５ ℃；相对湿度控制在 ４０％
～ ７０％；明暗周期为 １２ ｈ ／ １２ ｈ，以建立昼夜节律。
所有动物实验均按照《北京市动物实验福利条例》
进行，并经中国医学科学院医学实验动物研究所

实验 动 物 使 用 与 管 理 委 员 会 批 准 （ ＩＡＣＵＣ：
ＧＲ２０００５）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞系

ＧＬ２６１ 小鼠胶质瘤细胞系来源于北京协和医学

院细胞资源中心（ＰＣＲＣ）。 采用 ＤＡＰＩ 染色法检测

细胞的支原体感染情况。 在含 １０％ ＦＢＳ 和 １％青霉

素 ／链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中培养细胞系。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、胎牛血清均购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司；麻醉剂异氟烷（ ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ）购自瑞沃德公司；
异硫氰酸荧光素⁃葡聚糖（ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ⁃
ｄｅｘｔｒａｎ，ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ，ＨＹ⁃１２８８６８Ｉ）；ＣＦＰ 慢病毒（吉
凯基因）；复方氯胺酮注射液（中牧倍康）；青霉素

（ ＡＭＲＥＳＣＯ， ６９⁃５７⁃８ ）； 脱 毛 膏 （ 薇 婷 ）； 眼 膏

（Ｂｅｐａｎｔｈｅｎ，８７４１９２９０）；牙科水泥乙基氰基丙烯酸

酯液体 （ ＤＷ６９９３４４３，ＨＡＧＥＲ）；美洛昔康注射液

（美康，保定阳光本草药业有限公司）。
手术器械（ＦＳＴ 公司，德国）；立体定位仪（瑞沃

德，中国）；Ｈａｍｉｌｔｏｎ 注射针筒（瑞沃德，７６３５⁃０１，中
国）；注射器针头⁃６ ｃｍ 尖头 ３１ Ｇ（瑞沃德，７８０３⁃０３，
中国）；台式双目体视显微镜 （瑞沃德，７７００１，中
国）；微型手持颅钻（瑞沃德，７８００１，中国）；钻头 ０􀆰 ５
ｍｍ ＨＭ１００５⁃圆头（瑞沃德，７８０４０，中国）；３００ ｇ 热

玻璃珠灭菌器（瑞沃德，ＲＳ３００２，中国）；Ｃｏｖｅｒ Ｓｌｉｐｓ
玻璃圆片（Ａｖａｎｔｏｒ，６３１⁃０１６８，美国）；ＴＣＳ ＳＰ８ ＤＩＶＥ
双光子共聚焦显微镜（徕卡，德国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 基因工程小鼠的繁殖与鉴定

将 壁 细 胞 特 异 性 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ ＋ 小 鼠 与

Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ ＋小鼠杂交，产生 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ 诱导

下壁细胞特异性表达 ｔｄＴｏｍａｔｏ 红色荧光蛋白的

ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －： Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠用于实验。

ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ ＰＣＲ 引物：野生型引物：５’⁃ＡＧＣＴ
ＴＧＴＧＧＣＡＧＴＧＴＡＧＣＴＧ⁃３’；突变型引物：５’⁃ＡＣＡＴＧ
ＴＣＣＡＴＣＡＧＧＴＴＣＴＴＧＣ⁃３’。 共用引物：５’⁃ＣＣＡＣＣＴＴ
ＧＡＡＴＧＡＡＧＴＣＡＡＣＡＣ⁃３’。 Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ ＰＣＲ 引

物：野生型正向引物：５’⁃ＡＡＧＧＧＡＧＣＴＧＣＡＧＴＧＧＡＧ
ＴＡ⁃３’，反向引物：５’⁃ＣＣＧＡＡＡＡＴＣＴＧＴＧＧＧＡＡＧＴＣ⁃
３’。 突变正向引物：５’⁃ＣＴＧＴＴＣＣＴＧＴＡＣＧＧＣＡＴＧＧ⁃
３’，反向引物：５’⁃ＧＧＣＡＴＴＡＡＡＧＣＡＧＣＧＴＡＴＣＣ⁃３’。
所有引物根据杰克逊实验室官网的序列订购自生

工生物工程股份有限公司（Ｓａｎｇｏ Ｂｉｏｔｅｃｈ）。
ＰＣＲ 反应在 ２０ μＬ 反应中分别加入 １０ μＬ

ＰｒｅＭｉｘ ＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ ２􀆰 ０ ｐｌｕｓ ｄｙｅ）、２ μＬ 鼠尾基因

组 ＤＮＡ、１ μＬ １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 前向引物和反向引物，最后

加入 ６ μＬ ｄｄＨ２Ｏ。 ＰＣＲ 程 序 在 ９５ ℃ 初 始 变

性 ５ ｍｉｎ， ９５ ℃ ３０ ｓ，５８ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ 的 ３５ 个

循环中运行，最后在 ７２ ℃延长 １０ ｍｉｎ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 慢病毒感染实验

用完全培养基制备 ５ × １０４ ／ ｍＬ 的 ＧＬ２６１ 细胞

悬液，并于 ６ 孔板中每孔接种 ２ ｍＬ。 ３７ ℃ 培养

２４ ｈ，在 ＭＯＩ ＝ １００ 的条件加入 ＣＦＰ 慢病毒，继续

培养 １６ ｈ，中途换液保持细胞活性。 感染约 ７２ ｈ
后，加入 ５００ μｇ ／ ｍＬ Ｇ４１８ 筛选至稳定。
１􀆰 ２􀆰 ３　 器官组织形态学观察

各取 ３ 只 ８ 周 龄 的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 和 ＰＤＧＦＲβ⁃
Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ － 小鼠的脑、心脏、肺、肝、
脾和肾等器官于 ４％多聚甲醛中固定，２４ ｈ 换固定

液 １ 次，固定 ４８ ｈ，脱水、透明、石蜡包埋。 苏木素⁃
伊红（ＨＥ）染色，光学显微镜下拍照。
１􀆰 ２􀆰 ４　 玻璃颅窗动物模型的手术制备方法

提前 ４ 周准备颅窗，小鼠使用异氟烷气体麻醉

诱导，术中麻醉采用腹腔注射氯胺酮、甲苯嗪和盐

酸苯甲酸盐（注射剂量 ０􀆰 ０３７５、０􀆰 ０３７５、０􀆰 ０００ １２５
ｍｇ ／ ｇ）麻醉小鼠。 皮下注射青霉素（４０ ｍｇ ／ ｋｇ）减少

感染。 小鼠麻醉完全后，使用脱毛膏除净小鼠头部

的毛发。 随后将小鼠固定在立体定位仪上。 使用

眼膏以避免小鼠眼部脱水和刺激。 剪去头皮，使用

颅钻轻轻磨去颅骨，用镊子挑去硬脑膜。 用直径

６ ｍｍ 的透明颅窗覆盖大脑，并用牙科水泥乙基氰

基丙烯酸酯液体（简称牙科水泥）密封。 术后皮下

注射 ４ 剂镇痛药：每隔 ６ ｈ 注射一剂美洛昔康注射

液（０􀆰 １ ｍｇ ／ ｋｇ）。 第－２、－１、０ 天每天腹腔注射一剂

他莫昔芬（７５ ｍｇ ／ ｋｇ），在第 ３、５、７、１４ 天使用双光子

活体动态跟踪观察，见图 １。
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图 １　 生理状态下小鼠模型制备与观察的时间轴

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｉｍｅｌｉｎｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｔｅ

１􀆰 ２􀆰 ５　 胶质瘤活体动物模型制备方法

首先制备使用玻璃颅窗替代颅骨的小鼠，４ 周

后除去小鼠脑表的玻璃片与固定环，用 ２５００ μＬ
ＰＢＳ 制备 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 细胞悬液，使用 １０ μＬ 的汉密

尔顿微量注射器和 ６ ｃｍ⁃３１ Ｇ 针头，与水平面成 ６０°
的方向将含 ５ × １０３ ＧＬ⁃２６１⁃ＣＦＰ 的细胞悬液以

０􀆰 ５ ｍｍ ／ ｍｉｎ 的速度立体定向到小鼠脑内，进针深度

１􀆰 ５ ｍｍ， 停 留 ２ ｍｉｎ 后， 退 至 １ ｍｍ 深 度， 以

０􀆰 ５ μＬ ／ ｍｉｎ 注射 ２ μＬ 肿瘤细胞悬液，注射完停针

５ ｍｉｎ 后缓慢退针。 注射点位于矢状窦外侧约

１ ｍｍ，前囟前方约 ２ ｍｍ，脑实质内深度 １ ｍｍ。 注

射完毕后停留 ５ ｍｉｎ 后，以 １ ｍｍ ／ ｍｉｎ 的速度退针。
使用生理盐水清洁脑表，使用牙科水泥粘住玻璃圆

片与固定环。 术后皮下注射 ４ 针镇痛药：每隔 ６ ｈ
注射一剂美洛昔康注射液（０􀆰 １ ｍｇ ／ ｋｇ），见图 ２。
１􀆰 ２􀆰 ６　 双光子显微镜观察

图像采集使用徕卡 ＴＣＳ ＳＰ８ ＤＩＶＥ 共聚焦显微

镜，配备变色龙超激光系统（６８０ ～ １３００ ｎｍ）和 ２５ ×
　 　 　 　 　 　

水浸物镜（数值孔径 ０􀆰 ９５）。 单幅图像采集深度为

０ ～ ３００ μｍ，深度 ｚ：间隔为 ３ μｍ。 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 与

ＴｄＴｏｍａｔｏ 的激发波长为 ９７５ ｎｍ，ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 的激发

波长为 ８６０ ｎｍ，１０２４ × １０２４ 像素。 为了显示脑血

管，通过小鼠尾静脉注射 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ
（２ × １０６ 分子量，绿色）０􀆰 ２ ｍＬ。 ＴｄＴｏｍａｔｏ 的发射

波长为 ５７０ ～ ６４０ ｎｍ，ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 的发射波长为

５００ ～ ５５０ ｎｍ，ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 肿瘤细胞的发射波长为

４５０ ～ ４９０ ｎｍ。 用异氟醚麻醉小鼠，以 ０􀆰 ８％ ～
２􀆰 ０％（根据小鼠身体状况尽可能低的流量）恒定流

量（１ ｍＬ ／ ｍｉｎ）维持。 激光功率也限制在最低百分

比，尽量避免光毒性。
１􀆰 ３　 统计学分析

通过双光子显微镜获取到的 ＩＭＳ 文件， 由

Ｉｍａｒｉｓ ｘ６４ ９􀆰 ７􀆰 ２ 软件量化分析。 计量资料均以平

均值 ± 标准误差（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ）描述，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
９􀆰 ０ 软件进行统计分析，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有

显著性。

图 ２　 双光子显微镜技术下胶质瘤⁃壁细胞在体多荧光示踪小鼠模型制备的时间轴

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｉｍｅｌｉｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌｙ ｌａｂｅｌｅｄ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｔｗｏ⁃ｐｈｏｔｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

２　 结果

２􀆰 １ 　 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －： Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ － 基因

鉴定

通过试剂盒提取鼠尾基因组 ＤＮＡ 并进行 ＰＣＲ
扩增，使用凝胶电泳实验鉴定产物。 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ
野生型等位基因的条带大小为 ２７２ ｂｐ，ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ
突变型等位基因的条带大小约为 ３２０ ｂｐ。 Ｒｏｓａ２６⁃
ｔｄＴｏｍａｔｏ 突变等位基因条带大小约 ２００ ｂｐ，野生型

等位基因条带大小约为 ２９７ ｂｐ。 经鉴定，图 ３Ａ ～
３Ｂ 中的 １ 号、１２ 号样品为 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ－ ／ －，２ 号样品

为 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ ＋， ３ ～ １１ 号样品为 ＰＤＧＦＲβ⁃
Ｃｒｅ＋ ／ －。 图 ３Ｃ 中的 １ 号、３ 号、４ 号样品为 Ｒｏｓａ２６⁃
ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －，２ 号、５ 号样品为 Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ－ ／ －。
２􀆰 ２　 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠表

型分析

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 遗传背景的 ＰＤＧＦＲβ ＋ 细胞特异性

携带红色荧光的小鼠与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠的外观形态、
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注：Ａ：ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ 突变型产物；Ｂ：ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ 野生型产物； ＋ ：ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ 突变型对照；－：野生型对照；Ｃ：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ 的基因鉴定

产物； ＋ ：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ 阳性对照；－：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ 阴性对照。

图 ３　 小鼠的基因鉴定

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ ｍｕｔａｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔ． Ｂ． ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｐｒｏｄｕｃｔ． ＋． ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ ｍｕｔａｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ． －． Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｃ． Ｇｅｎｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ． ＋． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ． －． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ

生长速度、繁殖能力无显著性差异。 ＨＥ 结果显示，
ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠与 Ｃ５７ＢＬ ／
６ 小鼠的脑、肺、心脏、肝、脾和肾等无显著性差异

（图 ４）。

图 ４　 主要器官组织形态学

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｏｒｇａｎｓ

２􀆰 ３　 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠手

术颅窗

准备 ８ ～ １２ 周龄的 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃
ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠，以矢状缝与冠状缝焦点（前囟）为
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圆心，使用颅钻轻柔地磨去直径 ６ ｍｍ 的颅骨，在脑

表贴上 ６ ｍｍ 的玻璃圆片（图 ５Ａ）。 围绕玻璃圆片

在干燥的颅骨表面填涂牙科水泥，立刻放置固定

环，在固定环与颅骨的间隙补充涂满牙科水泥使之

粘牢（图 ５Ｂ），等待 ４ 周使小鼠大脑中因手术造成的

炎症消退后，使用异氟烷麻醉小鼠固定于双光子显

微镜下，尾静脉注射 ２００ μＬ ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ，进行活体

双光子显微镜图像采集（图 ５Ｃ）。
在 无 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ 诱 导 的 情 况 下， ＰＤＧＦＲβ⁃

ＣｒｅＥＲＴ２ 在细胞质内处于无活性状态；当 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ
诱导后，Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ 的代谢产物 ４⁃ＯＨＴ（雌激素类似

物）与 ＥＲＴ 结合，可使 ＰＤＧＦＲβ⁃ＣｒｅＥＲＴ２ 进核发挥

Ｃｒｅ 重组酶活性，切掉 ＬｏｘＰ 位点之间的终止子，诱
导 ｔｄＴｏｍａｔｏ 红色荧光蛋白表达（图 ５Ｄ）。

注：Ａ：磨去小鼠颅骨的效果图；Ｂ：借助牙科水泥使用固定环与玻璃圆片替代小鼠的颅骨；Ｃ：在双光子显微镜下获取图像；Ｄ：ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ 切

割 ＬｏｘＰ 的原理图。

图 ５　 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠的长期颅窗制备

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ａｌｌ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓｋｕｌｌ ｔｈａｔ ｇｒｉｎｄｅｄ． Ｂ． Ｓｋｕｌｌｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒｅｐｌａｃｅｄ ｗｉｔｈ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｒｉｎｇｓ ａｎｄ ｇｌａｓｓ ｄｉｓｃｓ ｕｓｉｎｇ ｄｅｎｔａｌ ｃｅｍｅｎｔ． Ｃ．
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ ｔｗｏ⁃ｐｈｏｔｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ． Ｄ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ ｃｕｔｔｉｎｇ ＬｏｘＰ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｃｒａｎｉａｌ ｗｉｎｄｏｗ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｉｎ ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ － ｍｉｃｅ

２􀆰 ４　 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠模

型的活体双光子显微成像

第 － ３０ 天 取 ３ 只 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －： Ｒｏｓａ２６⁃
ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠手术制备颅窗，第－２、－１、０ 天每只

每天以 ７５ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量腹腔注射 １ 针 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ。 第

３ 天开始进行双光子动态跟踪拍摄（图 ６Ａ），可以观

察到，从第 ３ ～ ７ 天，ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ 诱导的 ｔｄＴｏｍａｔｏ
红色荧光蛋白表达逐渐增加（图 ６Ｂ），至第 ７ 天以后

ＰＤＧＦＲβ ＋ 细胞中红色荧光表达趋于稳定（图 ６Ｂ）。
证明 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ 诱导下，所有 ＰＤＧＦＲβ ＋ 的细胞表

达红色荧光蛋白需要 ７ ｄ 左右的代谢期。

２􀆰 ５　 构建基于ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －

小鼠的胶质瘤模型

使用 ＣＦＰ 慢病毒感染 ＧＬ２６１ 细胞 ７２ ｈ 后，通
过 ５００ μｇ ／ ｍＬ Ｇ４１８ 筛选至稳定。 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 在荧

光显微镜下发出青蓝色荧光（图 ７Ａ）。 将 ５ × １０３

个 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 细胞缓慢注射到大脑皮层（图 ７Ｂ）。
注射点选在前囟两侧 １ ｍｍ，前方 ２ ｍｍ 处（图 ７Ｃ）。
注射完毕后使用生理盐水温柔地清洁脑表，贴上玻

璃圆片，沿着玻璃圆片涂上牙科水泥，立刻放置固

定环。 胶质瘤的 ＨＥ 染色（虚线所示）可见多形性胶

质瘤细胞，细胞核增大深染，胞浆嗜酸性染色阳性
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注：Ａ：动态跟踪拍摄生理条件下血管（绿色）与壁细胞的（红色）的变化；Ｂ：拍摄区域壁细胞数量变化曲线。

图 ６　 使用 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠模型观察壁细胞与血管的效果（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｄｙｎａｍｉｃ ｔｒａｃｋｉｎｇ ｏｆ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ （ｇｒｅｅｎ） ａｎｄ ｐａｒｉｅｔａｌ ｃｅｌｌｓ （ｒｅｄ） ｕｎｄｅｒ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ． Ｂ． Ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌ
ｎｕｍｂｅｒ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄ ａｒｅａ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ａ ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －

ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ（ｎ ＝ ３）

注：Ａ：ＧＬ２６１ 细胞系携带青色荧光；Ｂ：在 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －大脑皮质中接种胶质瘤；Ｃ：胶质瘤接种的位置；Ｄ：ＨＥ 染

色显示多形性胶质瘤细胞，细胞核增大深染，胞浆嗜酸性染色阳性。

图 ７　 基因小鼠大脑内接种 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 细胞

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＧＬ２６１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｙａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ． Ｂ． Ｇｌｉｏｍａｓ ｗｅｒｅ ｓｅｅｄｅｄ ｉｎ ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ － ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｃｏｒｔｅｘ． Ｃ． Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ． Ｄ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｐｌｅｏｍｏｒｐｈｉｃ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｅｎｌａｒｇｅｄ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｂｒａｉｎｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

（图 ７Ｄ）。
２􀆰 ６　 胶质瘤内壁细胞及血管形态结构异常

如图 ２ 所 示 的 时 间 线 所 示， 第 － ３０ 天 于

ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －：Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠准备颅窗，
第－２ 天接种 ５ × １０３ 个 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 细胞，第－２、－１、
０ 天每天以 ７５ ｍｇ ／ ｋｇ 腹腔注射 １ 针他莫昔芬。 如

图 ８Ａ 所示，第 ７ 天通过双光子显微镜观察到胶质

瘤侵袭增殖，第 １０ 天观察到胶质瘤形成多发性病

灶，第 １４ 天观察到胶质瘤占位明显，肿瘤内血管失

去正常形态。 选取 ３ 只小鼠第 ７ ～ １４ 天的 ３００ μｍ
× ３００ μｍ × ３００ μｍ 的区域跟踪分析统计（图 ８Ｂ），
第 ７ 天 ２５􀆰 ６５％的 ＰＤＧＦＲβ ＋ 壁细胞游离出血管

壁，第 １４ 天多达 ５６􀆰 １１％的 ＰＤＧＦＲβ ＋ 壁细胞游离

出血管壁（图 ８Ｃ）。 从第 ７ ～ １０ 天，壁细胞与血管

表面的平均距离由 ５４􀆰 ８７ μｍ 上升为 ９４􀆰 ８６ μｍ，证
明有更多的壁细胞游离出血管；第 １４ 天，破碎的血

管脉络增多、新生血管形成，造成血管与游离的壁

细胞平均距离降低，为 ４８􀆰 ５１ μｍ（图 ８Ｄ）。 综上，双
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注：Ａ：动态跟踪拍摄胶质瘤（青色）增殖侵袭过程中血管（绿色）与壁细胞（红色）的变化；Ｂ：跟踪统计分析相同大小区域的肿瘤中血管与壁

细胞的变化；Ｃ：量化统计区域中游离出血管的壁细胞比例变化折线图；Ｄ：量化统计区域中壁细胞与血管表面距离的变化折线图。

图 ８　 双光子胶质瘤⁃壁细胞荧光活体基因小鼠模型建立与评价（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｄｙｎａｍｉｃ ｔｒａｃｋｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ （ｇｒｅｅｎ） ａｎｄ ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌｓ （ ｒｅｄ） ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ （ｃｙａｎ），
ｄｅｐｔｈ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ａｎａｌｙｚｅ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ａｎｄ ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｕｍｏｒｓ ｏｆ ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ａｒｅａ． Ｃ． Ｌｉｎｅ ｇｒａｐｈ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｎｇ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｔ ｄｅｔａｃｈｅｄ ｆｒｏｍ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｇｉｏｎ． Ｄ． Ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ
ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｒｅａ．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｔｗｏ⁃ｐｈｏｔｏｎ ｇｌｉｏｍａ⁃ｍｕｒａｌ ｃｅｌｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎ ｖｉｖｏ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ
ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ（ｎ ＝ ３）

光子胶质瘤⁃壁细胞荧光活体基因小鼠能够精确地

从细胞层面上观察到胶质瘤侵袭增殖的过程，以及

肿瘤内血管结构的变化。

３　 讨论

研究胶质瘤与壁细胞的相互作用离不开有效

的动物模型，借助双光子荧光显微镜可以在活体水

平形象化、数据化胶质瘤、血管和壁细胞的动态变

化，为研究大脑微环境中肿瘤与壁细胞的生物学特

征提供了高效的工具。 传统小动物活体荧光成像

只能从二维层面上半定量肿瘤的生长及转移，无法

具体到三维立体的细胞层面；核磁成像技术虽然能

够精确地测量肿瘤的增殖大小，但由于价格高、时
间长、操作繁琐以及无法展现肿瘤内具体的血管结

构等原因，并不适合长期频繁地跟踪肿瘤的动态变

化。 在本研究中，研究人员借助 ＣＦＰ 荧光蛋白标记

胶质瘤细胞系 ＧＬ２６１，小鼠尾静脉注射 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ
标记血管，壁细胞条件性表达 ｔｄＴｏｍａｔｏ 红色荧光的

小鼠，构建了在双光子显微镜下能够良好地模拟胶

质瘤增殖中血管和壁细胞动态变化并且可以观察

量化、统计参数的小鼠模型。

第一个双光子显微镜系统由 ＤＥＮＫ 等［２４］ 于

１９９０ 年开发。 与共聚焦成像相比，其提供高分辨率

成像（亚微米），具有更低的光毒性和更深的组织穿

透力。 双光子显微镜能够在活组织内长时间成像

（几百微米），光漂白几乎可以忽略不计，是迄今为

止长时程在体观察生物组织的最佳选择。 双光子

显微镜是用于全景式解析脑图谱和功能动态图谱

的最广泛的研究工具之一［２５］，例如学习记忆、原发

性和转移性脑肿瘤、阿尔茨海默病等脑疾病。 与大

多数类型的荧光显微镜一样，可视化需要外源导入

表达荧光蛋白的信号源，这可能会限制应用的细胞

范围，目前转基因小鼠品系的名单有限，可供研究

者选择的较少，但随着如 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９、Ｃｒｅ⁃Ｌｏｘｐ 等

基因编辑工具的引入，相信可供双光子显微镜成像

的动物模型会越来越多。 在选择多种荧光时，发射

波相近的荧光蛋白之间的串色问题也会困扰研究

者。 应用的动物模型方面，除了在脑部疾病的示踪

观察应用外，在皮肤、肺、肾等方面也获得了应用，
但由于胸腔负压与腹腔脏器移动的原因，限制了肺

窗、肾窗等技术下对肺、肾的长期示踪观察。 临床

应用方面，许多研究已经将双光子显微镜用于人体
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成像和疾病诊断，包括眼部成像、血管和心血管成

像、药物递送成像、肝或其他器官纤维化诊断、皮肤

病诊断等［２６－２７］。 例如，在皮肤黑色素瘤的诊断上，
研究人员检查了 ８３ 例患者的色素皮肤，区分痣和黑

色素瘤的准确率高达 ９７％［２８－３０］。
本实验采用 Ｃｒｅ⁃ＬｏｘＰ 系统构建了 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ 诱

导下壁细胞特异性表达 ｔｄＴｏｍａｔｏ 红色荧光蛋白的

基因工程小鼠，通过提取鼠尾 ＤＮＡ、ＰＣＲ 扩增和凝

胶 电 泳 等 实 验 验 证 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －： Ｒｏｓａ２６⁃
ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －的成功繁育构建；组织 ＨＥ 染色显示基

因工程小鼠与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠的脑、肺、心脏、肝、脾
和肾等功能性脏器间无显著性差异；通过正常

ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －： Ｒｏｓａ２６⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －小鼠的颅窗观

察到 ＰＤＧＦＲβ ＋ 的细胞表达红色荧光蛋白需要 ７ ｄ
左右的代谢期；小鼠颅内接种 ＧＬ２６１⁃ＣＦＰ 后，观察

到胶质瘤内血管紊乱，壁细胞变形游离增多，游离

比例由第 ７ 天的 ２５􀆰 ６５％增到第 １４ 天的 ５６􀆰 １１％，完
整地示踪了胶质瘤与壁细胞的动态变化。 目前尚

未有使用双光子活体成像技术对该类模型进行相

关研究的报道。
原发性脑肿瘤，尤其是胶质母细胞瘤，是治疗

耐药性最强的肿瘤之一，同时化疗药物难以透过血

脑屏障，造成了大部分疗法都难以阻止它们的快速

增殖。 壁细胞作为血脑屏障的一部分，在胶质瘤增

殖过程中发挥着巨大的作用。 因此本研究构建壁

细 胞 自 发 荧 光 的 ＰＤＧＦＲβ⁃Ｃｒｅ＋ ／ －： Ｒｏｓａ２６⁃
ｔｄＴｏｍａｔｏ＋ ／ －基因小鼠，分别借助异硫氰酸荧光素⁃葡
聚糖标记血管和青色荧光肿瘤细胞，在双光子显微

活体成像技术下，为研究胶质瘤的发病、侵袭、转移

和治疗等提供了一种具备高对比度、高穿透深度、
低光毒性的动物模型。 该模型有望为胶质瘤治疗

药物的开发和疗效评价提供有力的工具。
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［收稿日期］ 　 ２０２３－０３－１３

利用小鼠模型、细胞平台和人类临床数据对头颈部鳞
状细胞癌进行系统遗传学分析

肺癌是全世界严重威胁人类生命的癌症死亡原因。 尽管手术和化疗提供了生存可能，但复发性晚期肺

癌患者经常加重，且预后仍然很差。 近年来，随着免疫检查点抑制剂（ ＩＣＩｓ）治疗复发性和难治性肺癌的突

破，深入了解肿瘤免疫系统越来越受到重视。 诱导性 Ｔ 细胞共刺激剂（Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｃｏ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ，ＩＣＯＳ）属于 Ｂ７⁃
ＣＤ２８ 免疫球蛋白家族，通过与唯一配体（ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｃｏ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ ａｎｄ ｉｔｓ ｌｉｇａｎｄ，ＩＣＯＳＬ）结合，在调节 Ｔ
细胞激活和分化中发挥重要作用。 ＩＣＯＳ 或 ＩＣＯＳＬ 在各种癌症类型中失调，并有助于肿瘤免疫逃逸。 然而，
ＩＣＯＳ ／ ＩＣＯＳＬ 在肺癌中的作用尚不十分清楚。 本文开展了关于 ＩＣＯＳ 和 ＩＣＯＳＬ 在中国患者肺癌中的表达和

预后的综合性探索研究。 借助 ＴＣＧＡ 数据挖掘探讨了人类 ＮＳＣＬＣ 中 ＩＣＯＳ 和 ＩＣＯＳＬ 的表达及其与临床结果

的相关性，同时使用选定的肺癌患者新鲜切除的肿瘤组织进行免疫组织化学分析。 结果表明 ＩＣＯＳ ／ ＩＣＯＳＬ
轴激活可能影响肿瘤分期、总生存期（ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）和无病生存期（ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｆｒｅｅ ｉｎｔｅｒｖａｌ，ＤＦＳ）。

该研究成果发表于《动物模型与实验医学（英文）》期刊（Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２３，
６（５）：４６４⁃４７３． ｄｏｉ： １０． １００２ ／ ａｍｅ２． １２３５５）。
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围绝经期综合征肾阴虚证大鼠汗液分泌
及其生化指标的变化

王婕，陈雯佳，林文武，王颖峥，王英豪，黄美霞∗

（福建中医药大学药学院，福州　 ３５０１２２）

　 　 【摘要】 　 目的　 评估围绝经期综合征肾阴虚证“病证结合”模型大鼠的汗液分泌情况，并探讨其生化指标的

变化。 方法　 将 １８ 只 ＳＤ 雌性大鼠随机分为假手术组、模型组、阳性药组，每组 ６ 只。 假手术组行假手术，模型组

和阳性药组大鼠行双侧去卵巢手术，术后第 ７ 天给予 Ｌ⁃甲状腺素（９２ ｍｇ ／ ｋｇ），每天 １ 次，连续给药 ７ ｄ 建立围绝经

期综合征肾阴虚证“病证结合”模型。 阳性药组每日灌胃清骨散汤剂（７􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ），假手术组和模型组灌胃等量蒸馏

水，每天 １ 次，共 １４ ｄ。 采用和田⁃高垣试剂着色法测定大鼠足跖部汗液分泌。 酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）检测大

鼠血清 ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、ＬＨ、ＧｎＲＨ、Ｅ２ 水平。 蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ）法测定大鼠足趾肉垫组织的激动 Ｍ３ 胆碱

能受体（Ｍ３Ｒ）、激动 β２ 得上腺素能受体（β２ＡＲ）、水通道蛋白 ５（ａｑｕａｐｏｒｉｎ，ＡＱＰ５）表达水平。 结果　 （１）与假手术

组相比，模型组出现体温升高、双耳发红、易激惹、毛发干枯等阴虚证的典型行为学表现，且大鼠汗液分泌显著增

多。 （２）模型组血清 ｃＡＭＰ 水平显著升高，ｃＧＭＰ 水平显著降低，ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 比值显著升高，ＬＨ、ＧｎＲＨ 水平显著

升高，Ｅ２ 水平显著降低。 （３）大鼠足趾组织的 Ｍ３Ｒ 表达下调，β２ＡＲ、ＡＱＰ５ 表达水平上调。 与模型组相比，阳性药

组体温降低、毛发脱落减少等阴虚证典型行为学表现缓解；血清 ｃＡＭＰ 水平显著下降，ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 比值显著降低，
ＬＨ、ＧｎＲＨ 水平降低，但不影响血清 Ｅ２ 水平。 大鼠足趾组织的 Ｍ３Ｒ 上调，β２ＡＲ、ＡＱＰ５ 表达水平下调。 结论　 去势

联合 Ｌ⁃甲状腺素建立的围绝经期综合征肾阴虚证“病证结合”模型大鼠汗液分泌显著增多，其机制可能与 ｃＧＭＰ、
ｃＡＭＰ 及其在汗腺上调控汗液分泌的关键蛋白 Ｍ３Ｒ、β２ＡＲ、ＡＱＰ５ 的变化有关。

【关键词】 　 去势；肾阴虚证；汗液分泌；生化指标
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ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ β２ＡＲ ａｎｄ ＡＱＰ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｗ ｐａｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ． Ａｆｔｅｒ ２ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｃＡＭＰ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ ｒａｔｉｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ＬＨ ａｎｄ ＧｎＲＨ ｌｅｖｅｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ；
ｈｏｗｅｖｅｒ， ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ Ｅ２ ｌｅｖｅｌ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｍ３Ｒ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｐａｗ ｐａｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β２ＡＲ ａｎｄ ＡＱＰ５ ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｓｗｅａｔ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ “ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｅｖｉｄｅｎｃｅ” ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｅｒｉｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｋｉｄｎｅｙ ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｄｅｓｉｃｃａｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ． Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃＧＭＰ，
ｃＡＭＰ， ａｎｄ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｍ３Ｒ， β２ＡＲ， ａｎｄ ＡＱＰ５ ｉｎ ｓｗｅａｔ ｇｌａｎｄｓ ｔｈａｔ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｓｗｅａｔ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃａｓｔｒａｔｉｏｎ； ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｙｉｎ； ｓｗｅａｔ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ； ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 盗汗是围绝经期综合征的常见症状之一，现代

医学将围绝经期出现潮热、盗汗称为血管舒缩

症［１］。 全球围绝经期女性中 ５０％ ～ ７５％出现血管

舒缩症［２－３］，对围绝经期女性的健康和生活造成巨

大困扰。 现代医学主要采用激素治疗等方法对围

绝经期综合征的症状进行支持治疗，但长期的激素

治疗存在乳腺、子宫肿瘤等风险［４－５］。 中医采用辨

证论治的方法对围绝经期综合征的治疗获得肯

定［６－９］，然而，由于缺乏针对性的实验模型，相关的

病因病机理论、方药作用机制的研究无从下手，严
重阻碍了中医基础理论和中药作用机制的进一步

阐述，建立符合中医药理论和思想的动物模型迫在

眉睫。
近年来的研究表明，西医辨病和中医辨证相结

合的现代“病证结合”型动物模型更符合中医药的

基本理论与实践［１０－１１］。 采用健康大鼠去势联合 Ｌ⁃
甲状腺素复制围绝经期综合征肾阴虚证模型，已被

应用于研究病证结合的骨小梁微观结构和骨代

谢［１２－１４］，然而未见病证结合模型的汗液分泌变化研

究。 为此，本研究拟评估去势术联合灌胃 Ｌ⁃甲状腺

素法造围绝经期综合征肾阴虚证“病证结合”模型

大鼠的汗液分泌情况，并探讨其相关生化指标的变

化情况，以期为进一步丰富围绝经期综合征肾阴虚

证动物模型的观察指标提供实验依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１８ 只 ８ ～ １０ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ 大鼠，体重

２００ ± ２０ ｇ，购自杭州医学院 【 ＳＣＸＫ （浙） ２０１９ －
０００２】。 环境温度维持在 ２１ ～ ２５ ℃，相对湿度为

（５０ ± ５）％，１２ ｈ 明暗循环，自由标准饮食饮水，饲
养于福建中医药大学实验动物中心 【 ＳＹＸＫ（闽）
２０１９－０００７】。 所有实验方案均经福建中医药大学

实验动物福利伦理委员会批准 （ ＦＪＴＣＭ ＩＡＣＵＣ
２０２２１６７）。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物及制备

清骨散（银柴胡 １２ ｇ、胡黄连 ８ ｇ、秦艽 ８ ｇ、鳖甲

１０ ｇ、地骨皮 １０ ｇ、青蒿 １０ ｇ、知母 ９ ｇ、甘草 ６ ｇ），购
自福建中医药大学附属第三人民医院。 采用水煎

煮 ２ 次，每次 ３０ ｍｉｎ，合并滤液，减压浓缩制成生药

量为 ７􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ（临床等效量）的浓缩液。 Ｌ⁃甲状腺素

购自索莱宝有限公司（货号：Ｔ９６２１），溶解于蒸馏

水，超声制成浓度为 ９２ ｍｇ ／ ｋｇ 的混悬液。
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１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

大鼠环磷酸腺苷 （ ｃＡＭＰ） ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒

（货号： ｍｌ００２９０７⁃２）、 大鼠环磷酸鸟苷 （ ｃＧＭＰ ）
ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒（货号：ｍｌ００３１３３⁃２）、大鼠雌二醇

（Ｅ２）ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒（货号：ｍｌ００２８７１⁃Ｊ）、大鼠黄

体生 成 激 素 （ ＬＨ） ＥＬＩＳＡ 检 测 试 剂 盒 （ 货 号：
ｍｌ４７０６１３⁃Ｊ）、大鼠促性腺激素释放激素 （ ＧｎＲＨ）
ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒（货号：ｍｌ００３０３８⁃Ｊ）均购自上海

酶联生物科技有限公司，兔多克隆抗 ＡＱＰ ５（货号：
ａｂ７８４８６，Ａｂｃａｍ），兔多克隆抗体抗 Ｍ３Ｒ （货号：
ａｂ８７１９９，Ａｂｃａｍ）， 兔单克隆抗 β２ＡＲ （ ａｂ１８２１３６，
Ａｂｃａｍ）。

电子天平（型号：ＡＲ４２０１ＣＮ，奥豪斯仪器 （上

海）有限公司）；动物体温仪（型号：ＦＴ３４００，南京卡

尔文生物科技有限公司）；酶标仪（型号：Ｉｎｆｉｎｉｔｅ ２００
Ｐｒｏ，瑞士 ＴＥＣＡＮ）；凝胶成像分析仪（型号：Ｃｈｅｍｉ
Ｄｏｃ ＸＲＳ ＋ ，美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；电泳仪（型号：ＰｏｗｅｒＰａｃ
Ｂａｓｉｃ，美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组、造模与给药

将 １８ 只 ＳＤ 雌性大鼠随机分为假手术组、模型

组（去势 ＋ Ｌ⁃甲状腺素（９２ ｍｇ ／ ｋｇ））、阳性药组（模
型 ＋ 清骨散汤剂（７􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ）），每组 ６ 只。 适应性

喂养 ７ ｄ 后，以 ２％戊巴比妥钠（２ ｍＬ ／ ｋｇ）腹腔注射

麻醉，模型组和阳性药组行双侧去卵巢手术。 假手

术组造成同样的手术创口，不切除卵巢。 各组大鼠

术后肌注青霉素生理盐水（每只 ４０ ０００ Ｕ ／ ｄ），连用

３ ｄ。 各组大鼠于术后第 ７ 天，进行阴道涂片检查，
每天 １ 次，连续 ５ ｄ 均无情动周期则去势模型造模

成功。 从第 １３ 天开始，除假手术组给等体积生理盐

水，其余两组大鼠上午灌胃 Ｌ⁃甲状腺素 （ ９２ ｍｇ ／
ｋｇ），每日 １ 次，连续 ７ ｄ，以建立围绝经期综合征肾

阴虚证“病证结合”模型。 采用边造模边给药的方

式，在灌胃 Ｌ⁃甲状腺素造模的同时，阳性药组每天

下午灌胃给予清骨散汤剂（７􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ），假手术组和

模型组灌胃等量蒸馏水，每日 １ 次，共 １４ ｄ。 实验期

间每天监测大鼠体温、体重，隔天测定大鼠足跖部

汗液分泌情况。 末次给药 １ ｈ 后，腹主动脉取血分

离血清，并分离大鼠足跖肉垫组织。
１􀆰 ２􀆰 ２　 尾温测定

采用热敏电阻式数字温度计贴合大鼠尾部腹

面，距离尾根部 ２ ｃｍ 左右，并用隔热泡沫隔绝外界

温度的干扰，每 ２ ｄ 测 １ 次，每只测 ３ 次取平均值。

１􀆰 ２􀆰 ３　 汗斑着色法测定大鼠足跖部汗液分泌

配置和田⁃高垣氏试剂 Ａ、Ｂ 液，Ａ 液为 ２ ｇ 碘溶

于 １００ ｍＬ 无水乙醇，Ｂ 液为 ５０ ｇ 可溶性淀粉与 １００
ｍＬ 蓖麻油混匀。 每次测定在灌胃清骨散汤剂 ３０
ｍｉｎ 后进行，将大鼠固定，轻轻擦干大鼠足跖部因挣

扎导致的汗液，随即于足跖部皮肤涂上和田⁃高垣氏

试剂 Ａ 液，待充分干燥后，再薄薄抹上 Ｂ 液，即可观

察到深紫色汗点，重复测定 ３ 次，拍照并记录。 拍摄

照片后，经图像软件 Ｉｍａｇｅ Ｊａｖａ ８ 处理，计算深紫色

汗点面积与足跖部面积的比值［１５］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法测定血清 ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、Ｅ２、ＧｎＲＨ、
ＬＨ 水平

腹主动脉取血后静置 ２ ～ ３ ｈ，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ，吸取上层血清，严格按照试剂盒的使用说明

检测血清中 ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、Ｅ２、ＧｎＲＨ、ＬＨ 水平。
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 测定大鼠足趾组织汗液分泌关

键蛋白表达水平

称取少量足跖组织每块约 １００ ｍｇ，置于研磨介

质匀浆小管中，加入 １ ｍＬ 预冷的含 ＰＭＳＦ 裂解液

（１ ｍＬ 裂解液加 １０ μＬ ＰＭＳＦ）提取蛋白，利用 ＢＣＡ
法对蛋白进行定量。 蛋白变性 １０ ｍｉｎ 后上样，经
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳后，用 ＰＶＤＦ 膜转膜，快速封闭

液封 闭 ２０ ｍｉｎ 后， 分 别 加 入 水 通 道 蛋 白 ５
（ａｑｕａｐｏｒｉｎ，ＡＱＰ ５） （稀释至 ０􀆰 ０５ ～ ０􀆰 １０ μｇ ／ ｍＬ）、
β２ＡＲ（稀释比例 １ ∶ １０００）、Ｍ３Ｒ （稀释比例 １ ∶
１０００）和 β⁃ａｃｔｉｎ（稀释比例 １ ∶ １０００）一抗，４ ℃孵育

过夜。 次日用 ＴＢＳＴ 于摇床上洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，
将膜放入相应二抗中，室温孵育 １ ｈ 后，用 ＴＢＳＴ 洗

３ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 用 ＥＣＬ 发光液显色，成像显影分

析。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参对照，计算 ＡＱＰ ５、β２ＡＲ、Ｍ３Ｒ
蛋白相对表达量。
１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据均以均 ３ 次独立实验平均值 ± 标准

差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件对实验数据进

行统计分析。 采用单因素方差分析确定不同组之

间的差异显著性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 动物一般情况观察

与假手术组相比，模型组大便干硬、小便发黄、
饮水量增加、自主活动增加、易被激惹，此外，大鼠

的体重减轻、毛色枯槁易脱落、耳朵发红。 与模型

组相比，阳性药组显著改善上述指标（见图 １）。 实
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验结束时，与假手术组相比，模型组体重显著降低，
体温升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；与模型组相比，阳

性药组体重显著回调，体温降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜
０􀆰 ００１）（见图 ２）。

图 １　 各组大鼠外观

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒａｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与模型组相比，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ２　 各组大鼠体重与体温变化情况（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｔａｉｌ ｓｋｉｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

２􀆰 ２　 去势造模后阴道脱落细胞涂片观察结果

大鼠动情前期以有核细胞为主，动情期以无核

角化细胞为主，动情后期则有核上皮细胞、角化细

胞、白细胞 ３ 种细胞共存，动情间期以白细胞为主。

假手术组保持规律的情动周期变化 （见图 ３Ａ ～
３Ｄ），去势术后连续 ５ ｄ 的检测显示大鼠失去规律的

情动周期变化，保持在动情间期，提示去势模型造

模成功（见图 ３Ｅ ～ ３Ｈ）。

图 ３　 阴道脱落细胞涂片

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｖａｇｉｎａｌ ｃｅｌｌ ｓｍｅａｒ ｏｆ ｒａｔｓ
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２􀆰 ３　 血清 ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、ＬＨ、ＧｎＲＨ、Ｅ２ 水平

实验结果显示，与假手术组相比，模型组大鼠

血清中 ｃＡＭＰ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）， ｃＧＭＰ 显

著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 的比值显著升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），这与阴虚证的研究结果一致，表明阴

虚证模型成功。 与假手术组相比，模型组血清

ＧｎＲＨ、ＬＨ 水平升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｅ２ 水

平降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 通过阳性药干预后，阴虚证的

ｃＡＭＰ、ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 显著逆转 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 血清

ＧｎＲＨ、ＬＨ 水平下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），循环

Ｅ２ 水平虽有升高，但与模型组相比，无统计学意义

（见图 ４）。

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

图 ４　 各组大鼠 ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ、ＧｎＲＨ、ＬＨ、Ｅ２ 比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

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

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃＡＭＰ， ｃＧＭＰ， ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ， ＧｎＲＨ， ＬＨ， Ｅ２（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

２􀆰 ４　 汗液分泌情况

为测定各组大鼠足跖部出汗情况，使用和田⁃高
垣氏试剂溶液对大鼠的足跖进行汗斑着色实验，各
组大鼠出汗情况的典型代表图如图 ５ 所示。 进一步

采用 Ｉｍａｇｅ Ｊａｖａ ８ 对汗点面积进行定量计算。 统计

结果显示，在去势造模阶段，与假手术组相比，模型

组大鼠足跖上的汗点数量具有显著性差异 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见图 ６Ａ。 进一步给予 Ｌ⁃甲状腺素造模 ７ ｄ
后，模型组大鼠的汗液显著增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），如图

６Ｂ 所示。 在造模结束的随后 ７ ｄ 内，未给予药物干

预的模型大鼠的汗液分泌进一步增多，但阳性药干

预的实验组汗液显著减少，与模型组相比，差异具

有极显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），见图 ６Ｃ。

２􀆰 ５　 足趾组织汗液分泌关键蛋白表达水平

模型组足趾肉垫组织的 β２ＡＲ、ＡＱＰ ５ 表达水平

显著上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｍ３Ｒ 表达显著下调

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 阳性药治疗 ２ 周后，大鼠足趾肉垫组

织的 β２ＡＲ、ＡＱＰ ５ 表达水平下调 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１），Ｍ３Ｒ 上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见图 ７）。

３　 讨论

中医认为潮热、盗汗常见于肾阴虚证。 围绝经

期妇女因肾气衰竭，冲任虚损出现的围绝经期诸

证，当中尤其以肾阴虚证居多。 采用健康大鼠行去

势手术是目前国内外公认的围绝经期动物模型，已
被广泛应用于潮热、抑郁、骨质退化等围绝经期相
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图 ５　 实验终点时各组大鼠汗液分泌情况典型代表图

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｓｗｅａｔ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

图 ６　 模型不同阶段各组大鼠汗液分泌情况统计结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｓｗｅａｔ ｔｅｓｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

图 ７　 各组大鼠足跖组织中 β２ＡＲ、Ｍ３Ｒ 与 ＡＱＰ５ 的蛋白表达（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 β２ＡＲ， Ｍ３Ｒ ａｎｄ ＡＱＰ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
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关疾病的研究［１６－１７］。 以 Ｌ⁃甲状腺素或 Ｌ⁃甲状腺素

联合利血平造模是中医现代研究阴虚证的经典模

型［１８］。 在本课题组前期的研究中观察到，给予正常

大鼠 Ｌ⁃甲状腺联合利血平建立阴虚证模型后，除出

现阴虚证的典型症状，大鼠的足跖肉垫汗斑显著增

多。 在本研究中，采用汗斑着色对各组大鼠出汗情

况进行客观量化与比较，并采用 ＥＬＩＳＡ、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
等方法检测大鼠外周循环和足组织中的分子生物

学指标，以客观衡量模型大鼠汗液分泌的生物学

基础。
大鼠双侧去卵巢术后，血清 ＬＨ、ＧｎＲＨ 和阴道

脱落细胞涂片结果显示围绝经期综合征的模型成

功。 在此基础上给予 Ｌ⁃甲状腺素 ７ ｄ 诱导阴虚证模

型，模型大鼠血清 ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 比值升高，提示围绝

经期综合征肾阴虚证模型诱导成功。
大鼠的全身覆被皮毛，足趾肉垫是研究汗液分

泌的经典部位。 对大鼠行去卵巢术后，ＯＶＸ 大鼠的

汗液分泌有所增多，给予 Ｌ⁃甲状腺素后，汗液极显

著增多。 清骨散是中医临床上治疗围绝经期综合

征肾阴虚证潮热、盗汗的有效方剂［１９－２０］。 本研究中

设立清骨散给药作为阳性药组，探查该病证结合模

型大鼠汗液分泌异常在经典临床方剂干预后的变

化情况，这与中医临床对潮热盗汗的辨证论治思想

相契合。 实验结果表明，模型大鼠的汗液分泌和血

清生化指标被清骨散显著逆转。
现代研究表明，当体温升高时，下丘脑的体温

调节中心通过出汗来响应升高的体温，并参与体温

调节［２１］。 ＡＱＰ ５ 是汗腺中唯一表达的水通道蛋

白［２２］，在汗腺中，有两条调控汗液分泌的受体通路，
分别是：（１）生理条件下，Ｍ３Ｒ 介导的信号通路调控

ＡＱＰ ５ 表达并分泌汗液，介导热出汗［２３－２５］；（２）应激

条件下，β２ＡＲ 介导应激性出汗［２６－２７］。 近年来有关

阴虚证的研究成果及本研究均表明，阴虚证模型的

Ｍ３Ｒ 受体表达下降，但 ＡＱＰ ５ 的表达显著上调，表明

在模型中大量的汗液分泌与生理条件 Ｍ３Ｒ 所介导

的热出汗不同，β２ＡＲ 表达显著上调提示阴虚证的

出汗与 β２ＡＲ 激活有关［２８］。
下丘脑弓状核 ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 神经元表达神经激肽

Ｂ（ｎｅｕｒｏｋｉｎｉｎ Ｂ，ＮＫＢ）和强啡肽 Ａ（ｄｙｎｏｒｐｈｉｎ，Ｄｙｎ），
这些神经元也被称为 ＫＮＤｙ 神经元。 下丘脑弓状核

ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 神经元兴奋被认为促性腺激素释放激素

（ＧｎＲＨ）的脉冲释放的起点，并由此激活下游 ＬＨ 的

脉冲生成［２９－３０］。 ＬＨ 的脉冲与去卵巢大鼠的血管舒

缩症（潮热与盗汗）的发生同步，因此 ＫＮＤｙ 神经元

尤其是 ＮＫ３Ｂ 的抑制剂为治疗潮热的重要靶点［３１］。
全球首款 ＮＫ３Ｂ 抑制剂 Ｖｅｏｚａｈ（ ｆｅｚｏｌｉｎｅｔａｎｔ）于 ２０２３
年 ５ 月 １２ 日获美国食品药品管理局（Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）批准用于治疗围绝经期女性中

重度血管舒缩症状［３２］。 Ｆｅｚｏｌｉｎｅｔａｎｔ 可以直接抑制

ＫＮＤｙ 神经元过度兴奋，降低循环 ＧｎＲＨ、ＬＨ 水平，
而不影响雌激素的水平，然而 ｆｅｚｏｌｉｎｅｔａｎｔ 存在潜在

肝转氨酶升高（肝损伤）的风险［３３］。 本研究发现中

医治疗阴虚盗汗的经典方剂可降低大鼠血清中

ＧｎＲＨ、ＬＨ 水平，且不影响去卵巢大鼠的循环雌激

素水平，但中药复方具有多成分、多靶点的特点，因
此其作用靶点与作用机制尚值得进一步深入研究。

综上，本研究客观量化围绝经期综合征肾阴虚

证病证结合动物模型的汗液分泌变化，考查其分子

生物学指标的变化情况，为围绝经期综合征肾阴虚

证动物模型的观察指标提供实验依据，为相关药物

的药效评价、机制研究提供评价指标。
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［２４］ 　 ＡＢＥ Ｓ， ＴＳＵＢＯＩ Ｈ， ＫＵＤＯ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍ３ ｍｕｓｃａｒｉｎｉｃ
ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｒｅａｃｔｉｖｅ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ Ｓｊöｇｒｅｎ’ ｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］ ． ＪＣＩ Ｉｎｓｉｇｈｔ， ２０２０， ５（１５）： ｅ１３５９８２．

［２５］ 　 ＶＥＲＶＬＯＥＳＳＥＭ Ｔ， ＹＵＬＥ Ｄ Ｉ， ＢＵＬＴＹＮＣＫ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｔｙｐｅ
２ ｉｎｏｓｉｔｏｌ １， ４， ５⁃ｔｒｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｆｏｒ
ａｎ ｉｎｔｒｉｇｕｉｎｇ Ｃａ２＋ ⁃ｒｅｌｅａｓｅ ｃｈａｎｎｅｌ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ，
２０１５， １８５３（９）： １９９２－２００５．

［２６］ 　 ＳＡＮＣＨＥＺ⁃ＣＯＬＬＡＤＯ Ｊ， ＬＯＰＥＺ Ｊ Ｊ， ＪＡＲＤＩＮ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｃｒｏｓｓ⁃
ｔａｌｋ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ａｄｅｎｙｌｙｌ ｃｙｃｌａｓｅ ／ ｃＡＭＰ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ Ｃａ２ ＋

ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｒｅｖ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２１， １７９：
７３－１１６．

［２７］ 　 ＷＡＴＳＯＮ Ｍ Ｊ， ＬＥＥ Ｓ Ｌ， ＭＡＲＫＬＥＷ Ａ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｃｙｓｔｉｃ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ （ ＣＦＴＲ） ｕｓｅｓ ｉｔｓ
Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎｕｓ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ Ａ２Ｂ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉ
Ｒｅｐ， ２０１６， ６： ２７３９０．
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［２８］ 　 崔荣兴， 战丽彬， 孙晓霞， 等． 阴虚津亏模型小鼠颌下腺

ＡＱＰ５ 及 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 信号通路的表达与意义 ［ Ｊ］ ． 中

华中医药学刊， ２０２２， ４０（６）： １４９－１５３， ２８８．
ＣＵＩ Ｒ Ｘ， ＺＨＡＮ Ｌ Ｂ， ＳＵＮ Ｘ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ＡＱＰ５ ａｎｄ ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ｉｎ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ Ｙｉｎ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｆｌｕｉｄ
ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ａｒｃｈ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２２， ４０（６）：
１４９－１５３， ２８８．

［２９］ 　 ＭＩＴＴＥＬＭＡＮ⁃ＳＭＩＴＨ Ｍ Ａ， ＷＩＬＬＩＡＭＳ Ｈ， ＫＲＡＪＥＷＳＫＩ⁃ＨＡＬＬ
Ｓ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｆｏｒ ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ ／ ｎｅｕｒｏｋｉｎｉｎ Ｂ ／ ｄｙｎｏｒｐｈｉｎ （ＫＮＤｙ）
ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｖａｓｏｄｉｌａｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０１２， １０９
（４８）： １９８４６－１９８５１．

［３０］ 　 ＳＺＥＬＩＧＡ Ａ， ＣＺＹＺＹＫ Ａ， ＰＯＤＦＩＧＵＲＮＡ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ ／ ｎｅｕｒｏｋｉｎｉｎ Ｂ ／ ｄｙｎｏｒｐｈｉｎ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｐａｔｈｏｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｏｆ ｖａｓｏｍｏｔｏｒ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｉｎ ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｗｏｍｅｎ： ｆｒｏｍ

ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｔｏ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｇｙｎｅｃｏｌ
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２０１８， ３４（１１）： ９１３－９１９．

［３１］ 　 ＰＲＡＧＵＥ Ｊ Ｋ， ＲＯＢＥＲＴＳ Ｒ Ｅ， ＣＯＭＮＩＮＯＳ Ａ Ｎ， ｅｔ ａｌ．
Ｎｅｕｒｏｋｉｎｉｎ ３ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔａｇｏｎｉｓｍ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ
ｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｈｏｔ ｆｌｕｓｈｅｓ： ａ ｐｈａｓｅ ２， ｒａｎｄｏｍｉｓｅｄ， ｄｏｕｂｌｅ⁃ｂｌｉｎｄ，
ｐｌａｃｅｂｏ⁃ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒｉａｌ ［Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ， ２０１７， ３８９（１００８１）： １８０９
－１８２０．

［３２］ 　 ＬＥＥ Ａ． Ｆｅｚｏｌｉｎｅｔａｎｔ： ｆｉｒｓｔ ａｐｐｒｏｖａｌ ［ Ｊ］ ． Ｄｒｕｇｓ， ２０２３， ８３
（１２）： １１３７－１１４１．

［３３］ 　 ＤＥＰＹＰＥＲＥ Ｈ， ＬＡＤＥＭＡＣＨＥＲ Ｃ， ＳＩＤＤＩＱＵＩ Ｅ， ｅｔ ａｌ．
Ｆｅｚｏｌｉｎｅｔａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｖａｓｏｍｏｔｏｒ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｍｅｎｏｐａｕｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐｅｒｔ Ｏｐｉｎ Ｉｎｖｅｓｔｉｇ Ｄｒｕｇｓ， ２０２１， ３０
（７）： ６８１－６９４．

［收稿日期］ 　 ２０２３－１１－２９

《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
Ｊｕｎｅ ２０２４

Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． ６

沈婷婷，李亚，李素云，等． 宣肺解毒方对多重耐药铜绿假单胞菌肺炎的作用机制探讨 ［ Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２
（６）： ７２１－７３２．
ＳＨＥＮ Ｔ Ｔ， ＬＩ Ｙ， ＬＩ Ｓ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｘｕａｎｆｅｉ Ｊｉｅｄｕ Ｆｏｒｍｕｌａ ｉｎ ｔｒｅａｔｉｎｇ ｍｕｌｔｉ⁃ｄｒｕｇ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（６）： ７２１－７３２．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０６􀆰 ００５

［基金项目］河南省中医药科学研究专项（２０２３ＺＹＺＤ０３，２０２２ＪＤＺＸ１２４），河南省医学科技攻关计划项目（ＬＨＧＪ２０２２０５７３），中医药传承创新

专项（２０２２ＣＣＣＸ０１１），河南省科技研发计划联合基金（１４２０７９０８）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｈｅｎａｎ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （ ２０２３ＺＹＺＤ０３， ２０２２ＪＤＺＸ１２４）， Ｈｅｎａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ （ＬＨＧＪ２０２２０５７３）， Ｓｐｅｃｉａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｎ ＴＣＭ Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ａｎｄ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ （２０２２ＣＣＣＸ０１１）， Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ
ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ Ｊｏｉｎｔ Ｆｕｎｄ （１４２０７９０８） ．
［作者简介］沈婷婷，女，在读博士研究生，研究方向：中医药防治呼吸系统疾病方向。 Ｅｍａｉｌ：ｓｈｅｎｔｉｎｇ２０８＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］李素云，女，主任医师，研究方向：中医药防治呼吸疾病临床与基础研究。 Ｅｍａｉｌ：ｌｉｓｕｙｕｎ２０００＠ １２６． ｃｏｍ

宣肺解毒方对多重耐药铜绿假单胞菌肺炎
的作用机制探讨

沈婷婷１，２，李亚２，李素云３，４∗，李高峰１，２，韩冰洋１，２

（１． 河南中医药大学，郑州　 ４５００４６；２． 河南中医药大学第一附属医院中心实验室中药药理（呼吸）
实验室河南省呼吸病防治中医药重点实验室，郑州　 ４５００００；３． 河南中医药大学第一附属医院呼吸科，

郑州　 ４５００００；４． 河南中医药大学呼吸疾病中医药防治省部共建协同创新中心，郑州　 ４５００４６）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究宣肺解毒方对多重耐药铜绿假单胞菌肺炎的机理研究。 方法　 除空白组外，其余组采

用气管插管的方法建立 ＭＤＲ⁃ＰＡ（９ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ，０􀆰 ５ ｍＬ）肺炎大鼠模型，造模成功后随机分为模型组、宣肺解毒

方低剂量组、宣肺解毒方中剂量组、宣肺解毒方高剂量组以及亚胺培南西司他丁组，每组 １２ 只；以上除空白组与模

型组外，剩余给药组统称为干预治疗组。 造模 １ ｄ 后，宣肺解毒方低、中、高剂量组分别给予相应剂量的宣肺解毒方

（Ｘｕａｎｆｅｉ Ｊｉｅｄｕ Ｆｏｒｍｕｌａ，ＸＦＪＤＦ）灌胃，亚胺培南西司他丁组给予亚胺培南西司他丁（ ｉｍｉｐｅｎｅｍ，ＩＰＭ）腹腔注射，空白

组和模型组给予生理盐水灌胃，每天 ２ 次，持续 ７ ｄ。 观察大鼠的一般状态、体重变化、肺湿重 ／肺干重（Ｗ ／ Ｄ），采用

苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色法于光镜下观察大鼠肺组织病理学改变，采用酶免疫吸附测定法检测大鼠血清中 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃６ 炎症因子水平，采用比色法检测大鼠血清中 ＧＳＨ 含量与 ＭＰＯ 活性，采用 ＴＢＡ 法检测大鼠血清

中 ＭＤＡ 含量，试剂盒法检测总抗氧化能力 Ｔ⁃ＡＯＣ；采用免疫组化法对肺组织中 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、ＮＦ⁃κＢｐ６５ 蛋白进行

定位与半定量观察，采用 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术检测大鼠肺组织中 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、ＮＦ⁃κＢｐ６５ ｍＲＮＡ 和蛋白表达

水平。 结果　 与空白组比，模型组大鼠反应迟缓，呼吸频率加快、呼吸杂音增多且出现不同程度寒颤，饮食饮水减

少，体重下降；肺 Ｗ／ Ｄ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）显著升高，肺组织的肺泡腔以及肺支气管周围存有大量炎性细胞浸润，部分肺泡

壁出现断裂融合形成气腔并伴有炎性渗出，肺间质增厚，局部可见肺纤维形成等；血清中 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃６
水平明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＭＤＡ 含量增加、ＭＰＯ 活性增强、ＧＳＨ 含量与 Ｔ⁃ＡＯＣ 能力降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肺组织中

ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、ＮＦ⁃κＢｐ６５ ｍＲＮＡ 和蛋白表达显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型组相比，干预治疗组均不同程度改善上述

指标变化（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），以宣肺解毒方高剂量组以及亚胺培南西司他丁组最为显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
结论　 宣肺解毒方能够显著改善 ＭＤＲ⁃ＰＡ 大鼠的一般状态、体重、肺 Ｗ／ Ｄ 以及肺病理，降低炎症与氧化应激反应，
其作用机制可能与宣肺解毒方抑制肺组织中 ＴＬＲ４ ／ Ｍｙｄ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路表达有关。

【关键词】 　 多重耐药菌；铜绿假单胞菌；肺炎；宣肺解毒方

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） ０６⁃０７２１⁃１２
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Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００， Ｃｈｉｎａ；
４． Ｃｏ⁃Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ｂｙ

Ｈｅｎａｎ ＆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｃｈｉｎａ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４６， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＩ Ｓｕｙｕｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｉｓｕｙｕｎ２０００＠ １２６． ｃｏｍ
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ｓａｌｉｎｅ ｇａｖａｇｅ ｔｗｉｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ． Ｔｈｅ ｒａｔｓ’ ｇｅｎｅｒａｌ ｓｔａｔｕｓ， ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ， ａｎｄ ｗｅｔ⁃ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ （Ｗ ／ Ｄ） ｏｆ
ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ． Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
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Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｈａｄ ｄｅｌａｙｅｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ，
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ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ． Ｔｈｅ Ｗ ／ Ｄ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｈａｄ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ ｔｈｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｃａｖｉｔｙ ａｎｄ ａｒｏｕｎｄ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｂｒｏｎｃｈｕｓ． Ｓｏｍｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｗａｌｌｓ ｗｅｒｅ ｆｒａｃｔｕｒｅｄ ａｎｄ
ｆｕｓｅｄ ｔｏ ｆｏｒｍ ａｉｒ ｃａｖｉｔｉｅｓ， ｗｉｔｈ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｘｕｄａｔｉｏｎ， ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ， ａｎｄ ｌｏｃａｌ ｌｕｎｇ ｆｉｂｅｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ．
Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ＴＧＦ⁃β， ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ＭＰＯ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ， ＧＳＨ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ Ｔ⁃ＡＯＣ ｃａｐａｃｉｔｙ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＬＲ４， Ｍｙｄ８８， ａｎｄ ＮＦ⁃κＢｐ６５ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ， ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｅｘｅｓ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ Ｘｕａｎｆｅｉ Ｊｉｅｄｕ Ｆｏｒｍｕｌａ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＩＰＭ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｓ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｘｕａｎｆｅｉ Ｊｉｅｄｕ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｓｔａｔｅ， ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ
Ｗ ／ Ｄ， ａｎｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ｏｆ ＭＤＲ⁃ＰＡ ｒａｔｓ． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ
ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｔｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ ／ Ｍｙｄ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ； Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ； ｐｎｅｕｍｏｎｉａ； Ｘｕａｎｆｅｉ Ｊｉｅｄｕ Ｆｏｒｍｕｌａ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＰＡ）是
引起医院内感染的最常见多耐药机会性病原体，具
有高度的侵袭性和毒性，对患有慢性阻塞性肺病、
囊性纤维化、脓毒症和呼吸相关性肺炎的免疫功能

低下患者造成严重威胁，可引起危及生命的急 ／慢
性感染［１－２］。 多种毒力因子、广泛的抗生素耐药性

和生物膜的形成，使 ＰＡ 成为顽固和棘手的病原

体［３－４］。 根据我国 ２０１４ ～ ２０１９ 年细菌耐药监测网

统计数据显示，肺泡灌洗液中的标本分离菌中 ＰＡ
的检出率排在首位；且耐药率呈增长趋势，耐药现

状日益严峻［５－７］。
多重耐药铜绿假单胞菌 （ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＭＤＲ⁃ＰＡ）肺炎住院率高、死
亡率高、治疗难度大，严重危害人类健康；其发病机

２２７
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制复杂，且缺乏有效防治手段，给临床抗感染治疗

带来了巨大挑战。 因此，寻找更有效的治疗策略显

得尤为迫切。
炎症 和 免 疫 反 应 是 多 重 耐 药 （ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ，ＭＤＲ）肺炎的重要特征，在 ＰＡ 感染的发生

发展中起着重要作用［８］。 ＰＡ 可通过产生脂多糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ），激活 Ｔｏｌｌ⁃样受体 ４（ ｔｏｌｌ⁃
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲ４）信号传导通路引发炎症与抗

炎反应失衡，激发炎症“瀑布样效应”，从而导致机

体一系列的免疫炎性损伤。 髓样分化因子（ｍｙｅｌｏｉｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ８８，ＭｙＤ８８）是具有 ＴＩＲ 结构域的

Ｔｏｌｌ 样受体（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）信号通路途径

重要的接头蛋白［９－１０］，ＭｙＤ８８ 依赖性 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号转导通路可通过调节多种炎症细胞因子

如白细胞介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）、转化生长

因子 β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β，ＴＧＦ⁃β）和肿瘤

坏死因子 α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）的表达

参与炎症免疫反应［１１－１２］，这些炎症介质的分泌进一

步加重炎症过程并导致氧化应激［１３］。 氧化应激则

增加丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）和髓过氧化物

酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ） 的形成，降低谷胱甘肽

（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）的产生［１４］，加重肺部损伤。 因此

抑制炎症反应是治疗多重耐药肺炎的关键，调控

ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路可能是预防和治疗

ＰＡ 感染的一种有前景的策略。
中医药在抗感染治疗中具有独特的优势，近年

来关于中医药抗炎、抑菌、杀菌方面的研究和临床

证据 越 来 越 多。 宣 肺 解 毒 方 （ Ｘｕａｎｆｅｉ Ｊｉｅｄｕ
Ｆｏｒｍｕｌａ，ＸＦＪＤＦ）由蜜麻黄、浙贝母、黄芪、金银花、
败酱草等组成，是课题组根据多年治疗耐药菌感染

的临床经验总结出来的有效中药复方。 本研究拟

建立 ＭＤＲ⁃ＰＡ 肺炎大鼠模型，基于 ＴＬＲ４ ／ Ｍｙｄ８８ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路深入探索宣肺解毒方对 ＭＤＲ⁃ＰＡ
肺炎的作用机制，为临床多重耐药菌感染治疗提供

新思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠 ７２ 只，体重 ２００
± ２０ ｇ，购自斯贝福 （北京） 生物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０】，饲养于河南中医药大学第

一附属医院中心实验室【 ＳＹＸＫ（豫） ２０２２－０００４】。

饲养环境：１２ ｈ 照明与 １２ ｈ 黑暗交替，相对湿度

４０％ ～ ７０％，温度控制在 ２５ ± １ ℃。 本实验通过河

南中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 查

（ＹＦＹＤＷ２０２２００９），整个实验过程严格遵循“３Ｒ”
原则。
１􀆰 １􀆰 ２　 菌株

多重耐药铜绿假单胞菌（编号：２２０６２９０５２）由

河南中医药大学第一附属医院检验科鉴定和提供。
将 ＭＤＲ⁃ＰＡ 菌株接种于培养基上，３７ ℃恒温箱过夜

培养，培养至对数期生长期用无菌生理盐水将

ＭＤＲ⁃ＰＡ 悬浮液调整为 ９ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的新鲜菌

液备用。
１􀆰 １􀆰 ３　 药物

宣肺解毒方由蜜麻黄、浙贝母、黄芪、金银花、
败酱草等组成，干粉制剂由河南中医药大学药学院

药物分析实验室提供，１ ｇ 干粉里含生药量 ８ ｇ；亚胺

培南西司他丁（Ｉｍｉｐｅｎｅｍ，ＩＰＭ），每盒 １􀆰 ０ ｇ（国家准

字 Ｈ２００６７７６５），购自瀚晖制药有限公司。 亚胺培南

西司他丁配置：选用等渗氯化钠注射液作溶剂，每
０􀆰 ５ ｇ 药物用 １０ ｍＬ 溶剂，制成 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ 液体。
１􀆰 １􀆰 ４　 主要试剂与仪器

ＴＮＦ⁃α （ Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ， Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｒ２８５６ｃ ）、 ＩＬ⁃６
（ Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ， Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｒ００１５ｃ ）、 ＩＬ⁃１β （ Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，
ＫＥ２０００５ ）， ＭＤＡ （ 碧 云 天， Ｓ０１３１Ｓ ）、 ＧＳＨ
（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，Ｅ⁃ＢＣ⁃Ｋ０３０⁃Ｍ）、ＭＰＯ（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，Ｅ⁃
ＢＣ⁃Ｋ０７４⁃Ｍ）， ＴＬＲ４ 鼠单克隆抗体 （ ＳＮＡＴＡ， ＳＣ⁃
２９３０７２ ）、 Ｍｙｄ８８ 兔 抗 多 克 隆 抗 体 （ Ａｆｆｉｎｉｔｙ，
ＡＦ５１９５）、ＮＦ⁃κＢｐ６５ 兔单克隆抗体（ＣＳＴ，８２４２）、总
ＲＮＡ 提取试剂盒（ Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，Ｇ３６４０）、ＳｗｅＳｃｒｉｐｔＲＴ Ｉ
Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，Ｇ３３３０）、
２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑ⁃ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，
Ｇ３３２１⁃１５ ）， Ｗａｔｅｒ Ｎｕｃｌｅａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ （ Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，
Ｇ４７００）。

ＰＭ⁃１０ＡＤ 光学显微镜及照相系统 （ Ｏｌｙｍｐｕｓ
ｏｐｔｉｃａｌ，日本），７５００ 型实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（ＡＢＩ，
美国），核酸蛋白定量检测仪（ＮａｎｏＶｕｅＰｌｕｓ，美国），
ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ 全能成像系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国），病理

切片机（上海徕卡仪器有限公司，ＲＭ２０１６），ＢＳ２１０Ｓ
电子天平（赛多利斯，德国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 模型制备

采用气管插管的方法建立 ＭＤＲ⁃ＰＡ 所致肺炎

大鼠模型，通过腹腔注射 ３％戊巴比妥钠（３０ ｍｇ ／

３２７
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ｋｇ）对大鼠进行麻醉，以静脉套管针作为气管内管，
取其仰卧位呈 ３０° ～ ４５°倾斜固定于操作台，暴露声

门，以导管插入气管约 ０􀆰 ５ ～ ０􀆰 ６ ｃｍ，拔出导管丝，
以 １ ｍＬ 注射器将 ０􀆰 ５ ｍＬ 浓度为 ９ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ
菌液经导管缓慢匀速注入大鼠气管，最后加注少量

空气，防止菌液外流。 抽出导管后，将大鼠保持头

高脚低位，并轻轻左右摇晃，使菌液均匀分布于大

鼠两肺。 空白组注入等体积的无菌生理盐水。
１􀆰 ２􀆰 ２　 分组

将 ＳＤ 大鼠随机分为 ６ 组，每组 １２ 只，依次为空

白组（Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）、模型组（Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ）、宣肺解

毒方低剂量组（ＸＦＪＤＦ⁃ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ）、宣肺解毒方

中剂量组（ＸＦＪＤＦ⁃ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ）、宣肺解毒方

高剂量组（ＸＦＪＤＦ⁃ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ）以及亚胺培南西

司他丁组（ＩＰＭ ｇｒｏｕｐ）；以上除空白组与模型组外，
剩余给药组统称为干预治疗组。
１􀆰 ２􀆰 ３　 给药

造模 １ ｄ 后，宣肺解毒方低、中、高剂量组大鼠

分别给予灌胃宣肺解毒方（１􀆰 ７２５ ｇ ／ （ ｋｇ·ｄ）、３􀆰 ４５
ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、６􀆰 ９ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）），亚胺培南西司他丁组大

鼠给予 ＩＰＭ 腹腔注射（１８０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）），每天 ２ 次，
间隔 ６ ～ ８ ｈ，连续 ７ ｄ；对照组和模型组大鼠给予等

量生理盐水。 药物剂量采用体表面积换算，具体换

算方法参考《中药药理实验方法学》 ［１５］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 指标检测

（１）大鼠一般情况：造模后每天观察大鼠的一

般状态，包括呼吸频率、精神状态、皮毛光泽度及活

动灵敏度、进食情况等，并在第 １、３、５、７ 天记录

体重。
（２）肺组织苏木素⁃伊红（ＨＥ） 染色：取肺，用

１０％中性甲醛灌注左肺 ２０ ｍｉｎ、固定 ７２ ｈ，制作

４ μｍ 石蜡切片，常规 ＨＥ 染色，观察小气道和肺泡病

理变化。 分离右肺上叶，计算肺湿重与干重比（Ｗ／
Ｄ）。

（３）血清炎症因子测定：末次灌胃 １ ｈ 后，腹主

动脉采血，４ ℃下放置 ３ ～ ４ ｈ， ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，收集血清，采用酶联免试剂盒检测大鼠血清中

ＩＬ⁃１β、ＴＧＦ⁃β、ＴＮＦ⁃α 炎症因子水平。
（４）氧化应激水平测定：按照试剂盒说明书，采

用比色法检测血清中 ＧＳＨ 含量、ＭＰＯ 活性、Ｔ⁃ＡＯＣ
能力，ＴＢＡ 法检测大鼠血清中 ＭＤＡ 含量。

（５）免疫组化：制备石蜡切片，一抗加入鼠抗

ＴＬＲ４（１ ∶ ２００）、兔抗 Ｍｙｄ８８（１ ∶ ２００）、兔抗 ＮＦ⁃κＢ

（１ ∶ ５００） ４ ℃ 孵育过夜。 加入二抗室温孵育 ５０
ｍｉｎ，ＤＡＢ 显色，复染细胞核，脱水，封片。

（６）ｑＰＣＲ 检测肺组织 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、ＮＦ⁃κＢｐ６５
的 ｍＲＮＡ 水平：称取肺组织 ４０ ｍｇ，按 ＱＩＡｚｏｌ Ｌｙｓｉｓ
Ｒｅａｇｅ 法提取肺组织总 ＲＮＡ，按操作进行逆转录和

ＰＣＲ 反应。 按照 ｍＲＮＡ 相对表达量 ＝ ２－ΔΔＣＴ 计算

ｍＲＮＡ 相对表达量。 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
基因
Ｇｅｎｅｓ

序列（５’－ ３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５’－ ３’）

ＴＬＲ４ Ｆ：ＣＣＡＧＧＴＧＴＧＡＡＡＴＴＧＡＧＡＣＡＡＴＴＧ
Ｒ：ＡＡＧＣＴＧＴＣＣＡＡＴＡＴＧＧＡＡＡＣＣＣ

ＮＦ⁃κＢｐ６５ Ｆ：ＣＡＧＡＴＡＣＣＡＣＴＡＡＧＡＣＧＣＡＣＣＣ
Ｒ：ＣＴＣＣＡＧＧＴＣＴＣＧＣＴＴＣＴＴＣＡＣＡ

Ｍｙｄ８８ Ｆ：ＣＧＡＧＧＡＧＧＡＣＴＧＣＣＡＧＡＡＡＴＡＣ
Ｒ：ＣＡＧＴＡＧＣＡＧＡＴＧＡＡＧＧＣＧＴＣＧ

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣＣＴＧＣＣＡＡＧＴＡＴＧ
Ｒ：ＧＧＴＧＧＡＡＧＡＡＴＧＧＧＡＧＴＴＧＣＴ

　 　 （７）Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测肺组织 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、ＮＦ⁃
κＢｐ６５ 蛋白水平：称取肺组织 ４０ ｍｇ，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 技术并按照试剂盒说明书进行相关操作。 一抗

抗体 ＴＬＲ４ １ ∶ ４００、Ｍｙｄ８８ １ ∶ １０００、ＮＦ⁃κＢｐ６５ １ ∶
１０００ 稀释，４ ℃ 摇床上振摇过夜，１ × ＴＢＳＴ 洗涤 ３
次，每次 １０ ｍｉｎ。 再加入二抗，ＥＣＬ 试剂显色、曝光，
并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ５ 软件分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 统计学软件进行数据分析，对
计量资料的组间比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃
ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 所有数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）
表示。 方差齐者采用最小显著差法（ＬＳＤ），方差不

齐者采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ ’ ｓ Ｔ３ 法，显著性水准取 α ＝
０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

空白组大鼠状态良好。 模型组大鼠状态较差，
反应迟缓、呼吸频率加快、呼吸杂音增多且出现不

同程度的寒颤、饮食饮水减少、体重下降。 与模型

组相比，干预治疗组均可改善 ＭＤＲ⁃ＰＡ 大鼠的一般

状态，大鼠精神状态明显好转，反应灵敏度增强、体
重增加，其中以宣肺解毒方高剂量组以及亚胺培南

西司他丁组最为显著。 见表 ２。
２􀆰 ２　 肺湿重 ／肺干重（Ｗ／ Ｄ）

与空白组相比，模型组大鼠肺 Ｗ／ Ｄ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）

４２７
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　 　 　 　 　 　 表 ２　 大鼠体重变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ８）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

第 ０ 天
Ｄ０

第 １ 天
Ｄ１

第 ３ 天
Ｄ３

第 ５ 天
Ｄ５

第 ７ 天
Ｄ７

空白组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２７０􀆰 １２ ± １２􀆰 ９３ ２７０􀆰 ２５ ± １５􀆰 ５８ ２８８􀆰 ３７ ± １４􀆰 ８０ ３０１􀆰 １２ ± １６􀆰 ４６ ３０７􀆰 １２ ± １５􀆰 ０４

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２７５􀆰 ３７ ± ９􀆰 ３９ ２６９􀆰 １２ ± ６􀆰 ３７ ２６４􀆰 ２５ ± ８􀆰 ０１∗∗ ２６２􀆰 ００ ± １０􀆰 ４８∗∗ ２６２􀆰 １２ ± １０􀆰 ８２∗∗

亚胺培南西司他丁组
ＩＰＭ ｇｒｏｕｐ ２７０􀆰 ８７ ± １２􀆰 ４６ ２６３􀆰 ２５ ± ９􀆰 ８５ ２８２􀆰 ８７ ± ８􀆰 ８５＃＃ ２９５􀆰 ８７ ± ７􀆰 ０７＃＃ ３０１􀆰 １２ ± ７􀆰 ３１＃＃

宣肺解毒方低剂量组
ＸＦＪＤＦ⁃ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２７０􀆰 ００ ± ７􀆰 ６７ ２５８􀆰 ３７ ± １１􀆰 ４７ ２７５􀆰 ００ ± ７􀆰 ２５ ２８７􀆰 ６２ ± １１􀆰 ４０＃＃ ２９７􀆰 ２５ ± １１􀆰 ９６＃＃

宣肺解毒方中剂量组
ＸＦＪＤＦ⁃ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２７６􀆰 ３７ ± ６􀆰 ９６ ２７０􀆰 ３７ ± １４􀆰 ４０ ２７９􀆰 １２ ± １７􀆰 １２＃ ２９６􀆰 ７５ ± ２６􀆰 ８８ ３００􀆰 ００ ± ２５􀆰 ０９＃

宣肺解毒方高剂量组
ＸＦＪＤＦ⁃ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２６６􀆰 １２ ± ９􀆰 ３１ ２６０􀆰 ６２ ± １２􀆰 ９０ ２８０􀆰 ８７ ± ６􀆰 ９９＃＃ ２９４􀆰 ５０ ± ７􀆰 ８７＃＃ ３０２􀆰 ５０ ± ６􀆰 ８４＃＃

注：与空白组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

显著升高，提示肺水肿的发生；各干预治疗组均可

抑制 ＭＤＲ⁃ＰＡ 感染引起肺 Ｗ／ Ｄ 增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
以宣肺解毒方高剂量组以及亚胺培南西司他丁组

最为显著。 见图 １。

注：与亚胺培南西司他丁组相比，ΔΔＰ ＜ ０􀆰 ０１；与宣肺解毒方低剂

量组相比，▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 肺组织湿干重比（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＭ ｇｒｏｕｐ， ΔΔＰ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ＸＦＪＤＦ⁃ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｔ⁃ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

２􀆰 ３　 肺组织病理变化

光镜下空白组大鼠肺泡结构完整，无肺泡破裂

融合，气道周围无炎性细胞浸润，黏膜上皮细胞整

齐。 模型组大鼠肺泡腔以及肺支气管周围存有大

量炎性细胞浸润，部分肺泡壁出现断裂融合形成气

腔并伴有炎性渗出，肺间质增厚，局部可见肺纤维

形成等。 与模型组相比，各干预治疗组均可不同程

度改善肺泡壁的断裂，减少炎性细胞浸润，其中以

宣肺解毒方高剂量组以及亚胺培南西司他丁组尤

为明显。 见图 ２。
２􀆰 ４　 血清炎症因子水平

与空白组相比，模型组大鼠血清 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、
ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃６ 明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组相比，
各干预治疗组均可明显降低大鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、
ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃６ 水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；除宣肺解毒方低剂量

组外，各干预治疗组大鼠血清中 ＩＬ⁃１β 水平明显降

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见图 ３。
２􀆰 ５　 血清氧化应激水平

与空白组相比，模型组大鼠血清中 ＭＤＡ 水平

升高、ＭＰＯ 活性增强、ＧＳＨ 水平与 Ｔ⁃ＡＯＣ 能力降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组相比，各干预治疗组均可不同

程度降低大鼠血清中 ＭＤＡ 水平与 ＭＰＯ 活性，升高

ＧＳＨ 水平、增强 Ｔ⁃ＡＯＣ 能力（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
其中以宣肺解毒方高剂量组与亚胺培南西司他丁

组较为显著。 见图 ４。
２􀆰 ６　 肺组织中 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、ＮＦ⁃κＢｐ６５ 的变化

根据 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ５ 系统测量的平均光密度值

（ＩＯＤ），与空白组相比，模型组肺组织 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、
ＮＦ⁃κＢｐ６５ 表达量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组相

比，各干预治疗组肺组织 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、ＮＦ⁃κＢｐ６５ 表

达量均呈不同程度的降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），其中 ＴＬＲ４、
Ｍｙｄ８８ 在宣肺解毒方高剂量组与亚胺培南西司他丁

组中降低较为显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＮＦ⁃κＢｐ６５ 在宣肺解

毒方高剂量组降低最为显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见图 ５，图
６，图 ７。

５２７
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注：红色箭头：炎症细胞；绿色箭头：肺泡断裂融合成气腔。

图 ２　 肺组织病理（ＨＥ 染色）
Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ． Ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗ． Ａｌｖｅｏｌａｒ ｒｕｐｔｕｒｅ ｍｅｌｔｉｎｇ ｓｙｎｇａｓ ｃａｖｉｔｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｌｕｎｇ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

注：与亚胺培南西司他丁组相比，ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５；与宣肺解毒方中剂量组相比，□Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，□□Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ３　 血清中 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃６ 水平变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＭ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＸＦＪＤＦ⁃ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， □Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， □□Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃６ ｏｆ ｒａｔｓ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

６２７
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图 ４　 血清中 ＭＤＡ、ＭＰＯ、ＧＳＨ、Ｔ⁃ＡＯＣ 水平变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＭＤＡ、ＭＰＯ、ＧＳＨ、Ｔ⁃ＡＯＣ ｏｆ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

图 ５　 肺组织 ＴＬＲ４ 的表达变化

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＴＬＲ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ

７２７
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图 ６　 肺组织 Ｍｙｄ８８ 的表达变化

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｍｙｄ８８ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ

图 ７　 肺组织 ＮＦ⁃κＢｐ６５ 的表达变化

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＮＦ⁃κＢｐ６５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ

２􀆰 ７　 ｑＰＣＲ 检测肺组织 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、ＮＦ⁃κＢｐ６５
的 ｍＲＮＡ 水平

与空白组相比，模型组肺组织 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、
ＮＦ⁃κＢｐ６５ ｍＲＮＡ 表达量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模

型组相比，各干预治疗组肺组织 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、ＮＦ⁃
κＢｐ６５ ｍＲＮＡ 表 达 量 均 显 著 下 降 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），以宣肺解毒方高剂量组与亚胺培南西

司他丁组下降较为显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见图 ８。

８２７
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图 ８　 大鼠肺组织 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、ＮＦ⁃κＢｐ６５ ｍＲＮＡ 的表达变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４，Ｍｙｄ８８，ＮＦ⁃κＢｐ６５ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

图 ９　 宣肺解毒方对大鼠肺组织 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８ 和 ＮＦ⁃κＢｐ６５ 蛋白相对表达量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＸＦＪＤＦ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４，Ｍｙｄ８８ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ

２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测肺组织 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、ＮＦ⁃
κＢｐ６５ 蛋白水平

与空白组相比，模型组肺组织 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、
ＮＦ⁃κＢｐ６５ 表达量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组相

比，各干预治疗组肺组织 ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、ＮＦ⁃κＢｐ６５
表达量均显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），以宣肺解毒方高剂

量组与亚胺培南西司他丁组下降较为显著 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 见图 ９。

９２７
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３　 讨论

中国耐药性监测系统监测报告显示，ＰＡ 几乎

对所有抗生素的敏感性都有所下降，对常用抗菌药

物的耐药率仍处于较高水平，这使得 ＰＡ 感染的临

床治疗面临严峻挑战［１６－１７］。
中医药在治疗传染病方面具有独特的优势。

以中医理论为指导的辨证论治作用机制涉及广泛，
不仅能直接抑杀耐药菌，改善细菌耐药性以间接抑

菌杀菌，还能整体调节以提高机体抗病能力，通过

多靶点、多种途径发挥祛邪扶正作用，在 ＰＡ 等耐药

菌感染的治疗中发挥了重要作用［１８－１９］。
多重耐药菌肺炎在中医古典文献中没有明确

相对应的疾病，大多学者将其归属于外感疾病范

畴，如外感六淫、外感疫毒、伏气温病等。 临床上多

重耐药致病菌易于侵犯的主要人类群体多合并基

础疾病多、机体免疫能力低下、住院或患病时间长

等危急重症或（和）老年体弱者，其都兼具有正气亏

虚之象。 多重耐药菌肺炎最常见的 ５ 个中医证候为

痰热蕴肺、气阴亏虚、邪在肺卫、热陷心包、肺胃热

炽者为主，其病机为虚实夹杂，在治疗上应同时兼

顾祛邪扶正，其演变规律为痰热壅肺证逐渐演变为

气阴亏虚证［２０］。
李素云教授归纳总结该病的症候特点，提出

“痰热互结，壅闭于肺”为多重耐药菌肺炎的基本病

机，“清热解毒、宣肺化痰，兼顾祛邪扶正”是其主要

治则，故拟定宣肺解毒方。 方中蜜麻黄、浙贝母，清
热宣肺、化痰平喘；金银花、败酱草、野菊花、皂角刺

等，清热解毒；黄芪、太子参、陈皮等，益气健脾。 前

期临床应用表明，宣肺解毒方能够明显改善感染后

机体炎症反应、提高机体免疫能力、降低患者的死

亡率，但相关机制尚不明确。
本研究结果显示，宣肺解毒方能够显著改善

ＭＤＲ⁃ＰＡ 感染大鼠的一般状态，抑制其体重减轻。
肺 Ｗ／ Ｄ 是反映肺含水量和肺水肿严重程度的最常

见指标之一，其升高代表肺毛细血管通透性增强，
肺水肿程度［２１］加重，不同剂量的宣肺解毒方均可显

著降低感染大鼠肺组织 Ｗ／ Ｄ 比值，以宣肺解毒方

高剂量组与亚胺培南西司他丁组减轻肺水肿效果

最优。
病理 ＨＥ 染色结果显示，与模型组相比，不同剂

量的宣肺解毒方与亚胺培南西司他丁干预均能明

显减轻 ＭＤＲ⁃ＰＡ 感染大鼠肺间质水肿和炎性渗出，

增强肺泡结构的完整性，减少炎性细胞浸润，其中

以宣肺解毒方高剂量组的改善最为显著。
炎症因子在机体免疫调节网络中至关重要，起

着介导炎症、调节免疫、参与组织修复的作用［２２－２３］。
本研究结果显示，ＭＤＲ⁃ＰＡ 感染后大鼠血清中促炎

因子 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃６ 水平显著升高，不同

剂量的宣肺解毒方干预可减少这 ３ 种促炎因子的释

放，控制炎症反应，避免级联瀑布效应。
研究表明，炎症因子的分泌会加重炎症过程并

导致氧化应激［１３］。 本研究结果显示，ＭＤＲ⁃ＰＡ 感染

后大鼠血清中 ＭＤＡ 形成增加、ＭＰＯ 的活性增强，同
时 ＧＳＨ 的产生减少、Ｔ⁃ＡＯＣ 能力降低；各干预组治

疗后均明显降低大鼠血清中 ＭＤＡ 水平和 ＭＰＯ 的

活性，同时增加了 ＧＳＨ 的生成与 Ｔ⁃ＡＯＣ 能力，以宣

肺解毒方高剂量组和亚胺培南西司他丁组效果较

为显著。 提示宣肺解毒方能够降低 ＭＤＲ⁃ＰＡ 感染

后机体的氧化应激反应。
ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路可调控多种炎

症细胞因子的表达，参与炎症细胞趋化、细胞粘

附［２４］等病理过程，与多种疾病的炎症免疫反应密切

相关［２５－２７］。 本研究结果显示，ＭＤＲ⁃ＰＡ 感染可激活

大鼠这一信号通路，并显著上调 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃
κＢｐ６５ ｍＲＮＡ 表达；宣肺解毒方干预治疗后可显著

降低 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路关键基因与蛋

白的表达，其中以宣肺解毒方高剂量组与亚胺培南

西司他丁组疗效较为显著。
综上所述，本研究基于 ＭＤＲ⁃ＰＡ 感染大鼠肺炎

模型，发现宣肺解毒方能够明显改善 ＭＤＲ⁃ＰＡ 感染

大鼠一般状态和肺组织病理损伤，降低炎症反应与

氧化应激水平， 其作用机制可能与抑制 ＴＬＲ４ ／
ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路活化有关，为宣肺解毒方临

床应用于 ＭＤＲ⁃ＰＡ 感染提供了科学依据。
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［１６］ 　 ＳＥＮＤＬＥＲ Ｍ， ＶＡＮ ＤＥＮ ＢＲＡＮＤＴ Ｃ， ＧＬＡＵＢＩＴＺ Ｊ， ｅｔ ａｌ．
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ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｅｍｅｒｇ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１２， ２１（６）： ９７０．
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医药学刊， ２０１６， ３４（１０）： ２５０４－２５０６．
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［收稿日期］ 　 ２０２３－１１－２０

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

　 　 《动物模型与实验医学（英文）》（Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，ＡＭＥＭ）是国际化的，开放获取

的英文期刊，致力于为实验动物物种资源、实验动物模型、实验动物技术、实验动物福利及实验医学、比较医

学和转化医学等科学研究搭建国际交流平台，发挥学科引领和学术创新导向作用。 自创刊以来，相继被

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

影响力优秀学术期刊”。 影响因子 ３􀆰 ８，且 ＣｉｔｅＳｃｏｒｅ 值从 ２０２２ 年初的 ５． ５ 上升到 ６􀆰 ３，期刊影响力得到国际

认可，成为实验动物科学领域国际同行创新性研究成果的重要展示平台，更是实验动物科研工作者国际学

术交流的重要渠道。 ＡＭＥＭ 与国际著名出版集团 Ｗｉｌｅｙ 合作出版，稳步推进期刊的国际化，并重视编委、作
者、审稿人队伍的国际化。 为提供更广阔的学术交流平台和成长空间，同时增强 ＡＭＥＭ 在实验动物科学领

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

业素养、有独到洞察的专家学者成为审稿人。

招募条件：
博士学位，研究背景为实验动物科学；近 ３ 年以通讯作者或第一作者发表至少 ＩＦ ＞ ３ 的论文；能以客观

公正的态度审稿，并能严格按期完成任务；具有英文期刊审稿经验者优先。

权益：
颁发《Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ》审稿人证书；每期出刊后可免费获赠本刊电子刊或纸刊

一本；个人及团队投稿享受优先审稿绿色通道；可优先申请成为本刊编委；可以申请进行专栏组稿，扩大您

及您团队的影响力；可推荐研究热点，编辑部帮助联系相关专家合作；有助于及时获取个人研究领域的新进

展；有助于获得审稿和编辑经验。

需要承担的工作：
负责期刊审稿，每月需要完成高质量审稿 １ 篇及以上。

　 　 请将申请表和学术简历（含个人基本信息、教育、访学和工作经历、主要研究领域、主持科研项目、代表

性论文列表等），发送至 ａｍｅｍ＠ ｃｎｉｌａｓ． ｏｒｇ
官网网址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｎｌｉｎｅｌｉｂｒａｒｙ． ｗｉｌｅｙ． ｃｏｍ ／ ｊｏｕｒｎａｌ ／ ２５７６２０９５

Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ 编辑部

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

２３７
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李新雨，李海凤，王煜，等． 两种呼吸道感染途径建立豚鼠结核模型的比较 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（６）： ７３３－７４２．
ＬＩ Ｘ Ｙ， ＬＩ Ｈ Ｆ， ＷＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｔｗｏ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒｏｕｔｅｓ ［Ｊ］．
Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（６）： ７３３－７４２．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０６􀆰 ００６

［基金项目］中国医学科学院医学与健康科技创新工程（２０２１⁃Ｉ２Ｍ⁃１⁃０３７）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＣＡＭＳ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ （２０２１⁃Ｉ２Ｍ⁃１⁃０３７） ．
［作者简介］李新雨，女，在读硕士研究生，研究方向：结核病动物模型。 Ｅｍａｉｌ： １７８６５１９６１５３＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］占玲俊，女，博士，研究员，研究方向：结核病的比较医学研究。 Ｅｍａｉｌ： ｚｈａｎｌｊ＠ ｃｎｉｌａｓ． ｏｒｇ

两种呼吸道感染途径建立豚鼠结核模型的比较
李新雨１，２，李海凤１，２，３，王煜１，２，３，屈沛杰１，２，３，王俊飞１，２，占玲俊１，２，３∗

（１． 中国医学科学院医学实验动物研究所，北京　 １０００２１；２． 北京协和医学院比较医学

研究中心，北京　 １０００２１；３． 国家动物模型技术创新中心，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立不同剂量的滴鼻和气管内定量气溶胶感染途径的豚鼠结核模型，并进行对比分析，为标

准化豚鼠呼吸道感染结核模型建立提供基础。 方法　 雌性哈氏豚鼠 ２４ 只，随机分为 ６ 组，每组 ４ 只，气管内定量气

溶胶和滴鼻途径感染豚鼠均用两个剂量，均分为 ３ 个组（Ａ、Ｂ、Ｃ 组，Ｄ、Ｅ、Ｆ 组）。 气溶胶感染途径分为 ３ 组：Ａ 组

（气溶胶对照组，未感染对照）、Ｂ 组（气溶胶低剂量感染组，５ × １０２ ＣＦＵ）和 Ｃ 组（气溶胶高剂量感染组，５ × １０３

ＣＦＵ）；滴鼻感染途径也分为 ３ 组：Ｄ 组（滴鼻对照组，未感染对照）、Ｅ 组（滴鼻低剂量感染组，１ × １０４ ＣＦＵ）和 Ｆ 组

（滴鼻高剂量感染组，５ × １０４ ＣＦＵ）。 结核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，Ｍｔｂ）感染豚鼠后观察其一般表现，第 １４ 天

解剖，取肺、脾、肝组织，记录大体病变，用苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色分析组织中结核肉芽肿病变，采用抗酸染色分析

原位菌的分布和数量，菌分离培养分析脏器荷菌量。 结果　 ４ 个感染组（Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｆ 组）豚鼠的肺、脾、肝均有肉眼可

见的结核病灶及 ＨＥ 染色后可见结核肉芽肿病变。 抗酸染色和荷菌量提示，Ｂ、Ｃ 组的菌主要分布在肺组织，少数分

布在脾和肝，荷菌量为 １０４ ～ １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ；Ｅ、Ｆ 组的菌在肺、脾、肝均有分布，荷菌量为 １０４ ～ １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｆ
组的病变和荷菌量，组间均无显著性差异，但 Ｂ、Ｃ、Ｆ 组内病理学及病原学指标的标准差较小。 结论　 两个剂量的

气溶胶和滴鼻途径均能制备豚鼠急性结核模型，病理学检查和病原学分析表明，气溶胶 ５ × １０２ ＣＦＵ Ｍｔｂ 即可成功

制备该模型，且模型均一性较好；滴鼻途径 ５ × １０４ ＣＦＵ Ｍｔｂ 也可制备更均一的豚鼠急性结核模型，然而气溶胶 ５ ×
１０２ ＣＦＵ 比滴鼻途径 ５ × １０４ ＣＦＵ 发展为更严重的急性结核模型。

【关键词】 　 结核分枝杆菌；豚鼠模型；气溶胶；滴鼻
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ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓ ｇｒａｎｕｌｏｍａ ｌｅｓｉｏｎｓ． Ａｃｉｄ⁃ｆａｓｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ
ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ａｅｒｏｓｏｌ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐｓ Ｂ ａｎｄ Ｃ， ｗｉｔｈ ａ ｆｅｗ ａｌｓｏ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｗａｓ １０４ ～ １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ． Ｉｎ ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ Ｅ ａｎｄ Ｆ， ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ， ｓｐｌｅｅｎ， ａｎｄ
ｌｉｖｅｒ ｗｉｔｈ ａ ｓｉｍｉｌａｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｏｆ １０４ ～ １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｌｅｓｉｏｎ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｌｏａｄ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ Ｂ， Ｃ， Ｅ， ａｎｄ Ｆ； ｈｏｗｅｖｅｒ， ｇｒｏｕｐｓ Ｂ， Ｃ， ａｎｄ Ｆ ｓｈｏｗｅｄ ｌｏｗ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｂｏｔｈ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｅｔｉｏｌｏｇｙ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｗｏ ｄｏｓｅｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｒｏｕｔｅｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ａｎ ａｅｒｏｓｏｌ ｄｏｓｅ ｏｆ ５
× １０２ ＣＦＵ ｏｆ Ｍｔｂ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａ ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｗｉｔｈ ｇｏｏｄ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ
ａｎｉｍａｌｓ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ５ × １０４ ＣＦＵ ｏｆ Ｍｔｂ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ａ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｕｎｉｆｏｒｍ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ．
Ｎｏｔａｂｌｙ， ｈｏｗｅｖｅｒ， ａｅｒｏｓｏｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｔ ５ × １０２ ＣＦＵ ｐｒｏｇｒｅｓｓｅｄ ｔｏ ａｎ ａｃｕｔｅ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｍｏｒｅ ｒａｐｉｄｌｙ ｔｈａｎ ｉｎｔｒａｎａｓａｌ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｔ ５ × １０４ ＣＦＵ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ； ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ｍｏｄｅｌ； ａｅｒｏｓｏｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ； ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 结核病（ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）是全球传染病死亡的

第一大原因， 根据世界卫生组织 （ Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ） 《２０２３ 年全球结核病报告》，每
年约有 １０００ 万人罹患结核病，２０２２ 年，ＴＢ 是世界

第二大单一病原体导致死亡的疾病［１］，结核病的诊

防治研究依然是当下迫切的需求。 然而，结核病是

一种可预防且通常可治愈的疾病。 结核动物模型

是结核病诊防研究的重要工具。 利用结核动物模

型可以阐明发病机制，进而为结核的新药、疫苗效

果评价及诊断试剂等提供可靠的临床前数据。
结核是呼吸道感染疾病，理想的结核动物模型

的感染途径、临床表现、疾病过程、病理病变特征、
体内结核菌的分布和复制曲线等特征应与人类疾

病相似，由于物种的差异，动物模型很难在各方面

都类似。 目前已经针对不同的研究目的制备了不

同物种不同病程的结核动物模型，包括小鼠、豚鼠、
兔、斑马鱼、牛、猴及其他灵长类动物等。

豚鼠对结核菌更为敏感［２］，是疫苗效果评价的

首选模型，豚鼠感染后的疾病进展、免疫病理方面

与人类有较多相似之处［３－４］，其肺部能够形成典型

的肉芽肿炎性结构，并可发展为干酪样坏死，能较

好地模拟人类结核病疾病进程，可用于病理病变及

疾病过程的研究，也可用于结核治疗方案的制定研

究。 豚鼠动物模型应用相对小鼠较少［５］，主要原因

有：（１）用于科研的豚鼠近交系较少，常用的豚鼠如

哈氏豚鼠为封闭群，个体差异较近交系大；（２） ＳＰＦ
级豚鼠繁育饲养能力及专业知识不如小鼠成熟；
（３）目前缺乏豚鼠特异性免疫试剂。 因此，尽管豚

鼠模型应用上很有吸引力，但基于豚鼠的动物模型

尚有很多待完善之处。
已经报道豚鼠感染模型的感染途径有静脉注

射，经前肢、腹股沟或大腿内侧皮下注射、腹腔注

射［６］、滴鼻感染［７］、气溶胶感染［８］ 等。 随着科研的

发展，气溶胶感染结核模型是结核病基础和应用研

究的方向，滴鼻感染为呼吸道感染的次选途径。 目

前受生物安全实验室设施设备限制及基于生物安

全管理考虑，全自动气溶胶发生器的安全使用仍然

在逐步探索，气溶胶感染的结核动物模型在国内的

应用尚处于起步阶段，仍需完善和普及。 气管内定

量气溶胶感染操作简易且感染更均一、更有生物安

全性，不失为一种理想的结核动物模型感染方式。
本研 究 采 用 结 核 分 枝 杆 菌 （ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，Ｍｔｂ）标准株 Ｅｒｄｍａｎ，选择滴鼻感染和气

管内定量气溶胶感染两种方式，探索建立 Ｍｔｂ 急性

感染豚鼠模型的制备方法，以期为 ＴＢ 新型疫苗和

药物的研究提供研究基础。

４３７
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２４ 只 ＳＰＦ 级雌性哈氏豚鼠，８ ～ １０ 周龄，体重

２５０ ～ ３００ ｇ，购于北京维通利华实验动物技术有限

公司【ＳＣＸＫ（京）２０２１－００１１】。 饲养于中国医学科

学院医学实验动物研究所 ＡＢＳＬ３ 实验室 【 ＳＹＸＫ
（京）２０２１－００５８】，饲养条件为昼夜各半循环照明，
相对湿度 ４０％ ～ ７０％，温度控制在 １８ ～ ２２ ℃，自
由进食饮水。 实验动物处置严格遵循动物福利原

则，研究方案经中国医学科学院医学实验动物研究

所实验动物管理和使用委员会批准（ＺＬＪ２３００５）。
１􀆰 １􀆰 ２　 菌株

结核菌标准株 Ｅｒｄｍａｎ 为本实验室保存（菌株

号：ＡＴＣＣ⁃３５８０１）。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

异氟烷（２０２３１０１６０１，山东安特牧业科技有限

公司）；舒泰（ＢＮ９６８ＡＡ，法国维克）；７Ｈ１０ 培养基

（２０４６５１１，美国 ＢＤ 公司）；ＯＡＤＣ 增菌液（２１２３５１，
美国 ＢＤ 公司）；抗酸染色试剂盒（ＢＨ００２７，博尔夫

生物）。 美天妮匀浆机（ＧｅｎｔｌｅＭＡＣＳ，德国美天旎公

司）；肺部液体定量雾化器（ＹＡＮ３００１２，上海玉研科

学仪器有限公司）；小动物呼吸麻醉机（Ｒ５００ＩＥ，瑞
沃德）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 通过气管内定量气溶胶感染建立豚鼠结核

模型

将 １２ 只豚鼠随机分为 Ａ 组（气溶胶对照组，组
内动物编号 Ａ１ ～ Ａ４）、Ｂ 组（气溶胶低剂量感染组，
５ × １０２ ＣＦＵ，组内动物编号 Ｂ１ ～ Ｂ４）和 Ｃ 组（气溶

胶高剂量感染组，５ × １０３ ＣＦＵ ，组内动物编号 Ｃ１ ～
Ｃ４）共 ３ 组，每组 ４ 只。 使用舒泰经肌内注射麻醉

豚鼠，麻醉剂量按照 ５０ ～ ７５ ｍｇ ／ ｋｇ 给药。 其中，
Ａ 组经气管雾化注射 １００ μＬ 无菌生理盐水，Ｂ 组经

气管雾化注射对数生长期 Ｅｒｄｍａｎ 株单细胞悬液

１００ μＬ（５ × １０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ），Ｃ 组经气管雾化注射对

数生长期 Ｅｒｄｍａｎ 单细胞悬液 １００ μＬ（５ × １０４ ＣＦＵ ／
ｍＬ）。 于 ＡＢＳＬ⁃３ 实验室正常饲喂，观察并记录豚鼠

临床表现，感染 ２ 周后解剖豚鼠。
１􀆰 ２􀆰 ２　 滴鼻感染建立豚鼠结核模型

将 １２ 只豚鼠随机分为 Ｄ 组（滴鼻对照组，组内

动物编号 Ｄ１ ～ Ｄ４）、Ｅ 组（滴鼻低剂量感染组，１ ×

１０４ ＣＦＵ，组内动物编号 Ｅ１ ～ Ｅ４）和 Ｆ 组（滴鼻高剂

量感染组，５ × １０４ ＣＦＵ，组内动物编号 Ｆ１ ～ Ｆ４）共
３ 组，每组 ４ 只。 使用小动物麻醉机麻醉豚鼠，在
２％ ～ ５％异氟烷与氧气混合气中进行，通常在 ５ ～
１０ ｍｉｎ 内产生麻醉，豚鼠麻醉后立即进行滴鼻感染

实验。 其中，Ｄ 组滴鼻 １００ μＬ 无菌生理盐水，Ｅ 组

滴鼻对数生长期 Ｅｒｄｍａｎ 株单细胞悬液 １００ μＬ（１ ×
１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ），Ｆ 组经滴鼻对数生长期 Ｅｒｄｍａｎ 株单

细胞悬液 １００ μＬ（５ × １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ）。 于 ＡＢＳＬ⁃３ 实

验室正常饲喂，观察并记录豚鼠临床表现，感染 ２ 周

后解剖豚鼠。
１􀆰 ２􀆰 ３　 豚鼠组织荷菌量测定

于 ＡＢＳＬ⁃３ 实验室负压解剖台中解剖感染豚

鼠，取肺、脾和肝组织；拍照记录肺、脾和肝等器官

的大体病变情况，取左下和右下肺叶各半，脾头部

及肝大叶、小叶各半，称重，依次经 ２％稀硫酸溶液、
生理盐水分别漂洗 ３０ ｓ，分别装入 ｇｅｎｔｌｅＭＡＣＳ Ｍ 管

中，加入 ５ ｍＬ 生理盐水，充分研磨后取组织匀浆液

进行 １０ 倍倍比梯度稀释，分别取 １０－３、１０－４、１０－５ 稀

释液 ５０ μＬ 均匀涂布于 ７Ｈ１０ 固体二分平板培养基

上，于 ３７ ℃恒温培养箱中培养 ４ 周，计算相应的组

织器官荷菌量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 组织切片的苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色及抗酸

染色

各组织器官用 １０％ 中性福尔马林溶液固定

４８ ｈ，制成 ５ μｍ 厚度石蜡切片，ＨＥ 染色后扫描并

保存为 ＮａｎｏＺｏｏｍｅｒ 数字病理图像，不同视野下拍照

并进行组织病理学分析。 抗酸染色组织切片脱蜡

至水，使用抗酸染色试剂盒进行抗酸染色。 染色结

束后使用中性树脂封片并扫描玻片后保存为

ＮａｎｏＺｏｏｍｅｒ 数字病理图像，统计分析结核分枝杆菌

阳性结果。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 统计分析绘图软

件，结果以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间比较

采用单因素方差分析， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 豚鼠一般临床表现及大体病理

Ｂ、Ｃ、Ｅ 和 Ｆ 组与 Ａ、Ｄ 组的豚鼠一般临床学表

现无显著性差异，其自主活动正常、精神状态良好，
Ｃ 组和 Ｆ 组个别感染严重的豚鼠被毛凌乱不规则。

５３７
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Ａ 组和 Ｄ 组豚鼠解剖后肉眼可见各脏器组织

表面光滑、无充血、水肿。 Ｂ、Ｃ、Ｅ 和 Ｆ 组解剖后，肉
眼可见胸腔和腹腔脏器心脏、肾、肠道等无明显病

变，腹股沟淋巴结和腋下淋巴结触摸有肿大，无肉

眼病变。 肺、脾和肝有大体病变，Ｂ、Ｃ、Ｅ 和 Ｆ 组均

出现大体病变严重的豚鼠，肉眼可见病变灶，肺和

脾均有不同程度的肉眼观病理变化。 具体表现为

肺组织有粟粒样病变，为白色透亮的结节样结核病

灶，Ｃ 组和 Ｆ 组出现个别豚鼠肺部纤维化，全肺视野

组织均可见肉眼发白的结核样病变。 Ｂ、Ｃ、Ｅ 和 Ｆ
组豚鼠脾和肝有不同程度的肿大，组织出现肉眼可

见的粟米大到黄豆大的白色病变（图 １）。

注：箭头指示结核菌感染病变处。 （下图同）

图 １　 不同组别豚鼠肺、脾、肝大体病变

Ｎｏｔｅ． Ａｒｒｏｗｓ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｍｔｂ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｒｏｓｓ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｌｕｎｇ， ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ

２􀆰 ２　 豚鼠脏器的组织病理病变

Ａ、Ｄ 组 ＨＥ 染色表现正常，Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｆ 组豚鼠

肺、脾、肝组织 ＨＥ 染色均可见典型结核性病变。
２􀆰 ２􀆰 １　 脾和肝组织病变

Ａ 组和 Ｄ 组健康豚鼠脾可见完整的生发中心，
红髓与白髓边界清晰（图 ２Ⅰ），Ｂ、Ｃ、Ｅ 和 Ｆ 组豚鼠

脾白髓呈结核感染的病变生发中心被破坏，可见炎

症细胞浸润聚集，组织中红细胞提示有充血、出血

等病理变化，且白髓病变与脾小体与红髓区界限不

清（图 ２Ⅱ）；Ａ 组和 Ｄ 组豚鼠肝无肉芽肿病灶（图 ２
Ⅲ），Ｂ、Ｃ、Ｅ 和 Ｆ 组豚鼠肝中出现多个散在的、大小

不等的小肉芽肿和坏死灶（图 ２Ⅳ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 肺组织病理病变

将豚鼠肺部病变发展分为Ⅳ个阶段（图 ３）：第
Ⅰ阶段，广泛性炎性细胞浸润。 病变随机分布于肺

泡区内、气管或支气管旁和血管周围组织中，主要

由巨噬细胞和散在的淋巴细胞组成，偶可见嗜中性

粒细胞和嗜酸性粒细胞，细胞浸润导致肺泡壁增厚

（图 ３Ⅰ）；第Ⅱ阶段，肺组织出现实变。 出现界限分

明、边界明确的小面积实变，实变形态不规则，开始

形成结构不典型的结核肉芽肿。 主要由分散的嗜

中性细胞和巨噬细胞组成，其中巨噬细胞呈上皮细

胞样形态（图 ３Ⅱ）；第Ⅲ阶段，形成典型结核肉芽肿

并伴有较大面积实变。 其特征是大量变性嗜酸性

粒细胞伴核固缩和核分裂。 早期干酪样坏死也出

现，主要由同质的嗜酸性物质组成。 坏死的核心区

被炎症细胞包围，各病灶附近炎症细胞中有数量不

等的嗜酸性白细胞，并被上皮样巨噬细胞和不同数

量的多核巨细胞（ｍｕｌｔｉｎｕｃｌｅａｔｅｄ ｇｉａｎｔ ｃｅｌｌｓ，ＭＮＧＣｓ）
包围（图 ３Ⅲ）；第Ⅳ阶段，全肺大面积实变（实变面

积大于 ８０％）。 肉芽肿表现为广泛的、中心的干酪

样坏死，并伴有营养不良的钙化，周围组织主要由

上皮样巨噬细胞和部分淋巴细胞组成（图 ３Ⅳ）。
所有 Ｂ、Ｃ、Ｅ 和 Ｆ 组豚鼠肺部组织病理都出现

６３７
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注：图Ⅰ和Ⅲ展示 Ａ 组和 Ｄ 组未感染豚鼠脾和肝健康病理对照（以豚鼠 Ａ１ 为例）；图Ⅱ和Ⅳ展示 Ｂ、Ｃ、Ｄ 和 Ｆ 组豚鼠脾和肝典型结

核感染病变（以豚鼠 Ｃ１ 为例）；箭头指示结核感染典型病灶。

图 ２　 结核菌感染豚鼠脾、肝组织病理变化

Ｎｏｔｅ． Ⅰ ａｎｄ Ⅲ ｓｈｏｗ ｈｅａｌｔｈｙ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ａ ａｎｄ Ｄ （ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ Ａ１ ａｓ ａｎ
ｅｘａｍｐｌｅ） ． Ⅱ ａｎｄ Ⅳ ｓｈｏｗ ｔｙｐｉｃａｌ Ｍｔｂ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ｂ， Ｃ， Ｄ ａｎｄ Ｆ （ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ Ｃ１ ａｓ ａｎ
ｅｘａｍｐｌｅ） ． Ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｙｐｉｃａｌ Ｍｔｂ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｌｅｓｉｏｎｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎ ａｌｌ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｗｉｔｈ Ｍｔｂ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

图 ３　 结核菌感染豚鼠肺部病变发展进程

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｔｂ

典型性结核病变，表现为肺部支气管和血管旁及其

管腔内均有炎性细胞浸润，有嗜酸性粒细胞及淋巴

细胞渗出，并可见肺泡不均匀扩张，肺泡间隔断裂

等；肺泡壁增厚，肺泡腔被淋巴细胞等炎症细胞填

充。 感染严重的豚鼠（Ｂ、Ｃ、Ｅ 和 Ｆ 组中均有）肺部

有肉芽肿样病变，肉芽肿由坏死样病灶和周围的上

皮样细胞构成，并出现朗格汉斯细胞（图 ４，图 ５）。
Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｆ 组豚鼠肺部组织均出现Ⅰ ～ Ⅳ阶段

的结核肉芽肿病变（图 ４），病变程度在组内存在个

体差异。 值得注意的是，滴鼻和气溶胶途径感染的

７３７
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注：Ａ ～ Ｆ 为组别编号，１ ～ ４ 表示组内动物编号；Ａ、Ｄ 为未感染对照组，每组取 １ 只动物的肺组织病理图为代表；罗马数字示病变阶段。

图 ４　 结核菌感染的豚鼠肺组织病理变化

Ｎｏｔｅ． Ａ ～ Ｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｎｕｍｂｅｒ， ａｎｄ １ ～ ４ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ． Ａ ａｎｄ Ｄ ａｒｅ ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ， ｔｈｕｓ
ｏｎｌｙ ｏｎｅ ｔｙｐｉｃａｌ ａｎｉｍａｌ ｉｓ ｓｈｏｗｎ． Ⅰ⁃Ⅳ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｓｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｉｎ ａｌｌ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｗｉｔｈ Ｍｔｂ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

豚鼠在组织病理类型和严重程度并无显著性差异，
相同感染途径的高剂量组和低剂量组之间也无显

著性差异，这提示 ５ × １０２ ＣＦＵ 气溶胶或 １ × １０４

ＣＦＵ 的滴鼻即可成功制备豚鼠结核模型。
２􀆰 ３　 肺组织抗酸染色结果

通过肺组织切片原位抗酸染色，在 Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｆ 组

豚鼠的肺部组织中均能检出结核分枝杆菌。 在肺

部仅形成广泛性炎症（即肺部病变Ⅰ阶段）的组织

切片中未检出结核菌，肺部病变Ⅱ阶段的小块实变

中可检出极少量结核菌（图 ５：Ｃ４，Ｅ３）。 在肺部病

变形成大块实变的肉芽肿的区域（Ⅲ ～ Ⅳ阶段）可
检出大量结核分枝杆菌，尤其是肉芽肿的核心区域

（图 ５：Ｂ４，Ｆ４）。 这提示结核杆菌的分布与肺部病

变程度相关，结核菌分布于病灶内部，集中分布于

典型肉芽肿的核心区域的干酪样坏死区或实变区

的巨噬细胞内。
２􀆰 ４　 结核菌在各组织脏器中的分布和复制增殖

感染 ２ 周时，Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｆ 组豚鼠的肺组织中均能

分离到结核菌，荷菌量可达 １０５ ～ １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ，两种

感染途径的豚鼠肺组织的荷菌量无显著性差异，同
时滴鼻的两个感染剂量之间、气溶胶的两个感染剂

量之间的豚鼠肺组的荷菌量均无显著性差异。 相

比较而言，Ｆ 组的组内差异最小，均一性最好；Ｂ 组

和 Ｃ 组组内差异明显小于 Ｅ 组，提示低剂量的气溶

胶感染已经可以达到较好的均一性（表 １）。 另外，
滴鼻和气溶胶感染的结核菌分布和数量级稍有差

异。 滴鼻途径感染的 Ｅ 组和 Ｆ 组豚鼠可在大部分

脾和肝中分离到少量结核菌，气溶胶途径感染的 Ｂ、
Ｃ 两组豚鼠，可在脾中分离到少量结核菌，仅能在一

只豚鼠（Ｃ３）肝中分离出结核菌（表 ２）。

８３７
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图 ５　 结核菌感染豚鼠肺部典型病变及抗酸染色

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｙｐｉｃａｌ ｌｅｓｉｏｎｓ ａｎｄ ａｃｉｄ⁃ｆａｓｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｔｂ

表 １　 感染组豚鼠肺荷菌量（􀭰ｘ ± ｓ，ＬｇＣＦＵ ／ ｍＬ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｌｕｎｇ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｗｉｔｈ

ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ （􀭰ｘ ± ｓ，ＬｇＣＦＵ ／ ｍＬ）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

荷菌量
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ

Ａ 组
Ｇｒｏｕｐ Ａ ０

Ｂ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｂ ５􀆰 ４０４５ ± ０􀆰 ４４４０

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ ５􀆰 ８３８０ ± ０􀆰 ４３１３

Ｄ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｄ ０

Ｅ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｅ ５􀆰 ５０８６ ± ０􀆰 ７６７７

Ｆ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｆ ５􀆰 １４２８ ± ０􀆰 ２９１４

３　 讨论

豚鼠对 Ｍｔｂ 高度敏感，迟发性免疫反应感染后

会造成肺组织损伤，形成干酪样坏死，产生空洞或

发生钙化，与人的肺结核病理极为相似，较好地模

拟了结核患者的病变过程，因此，豚鼠模型是国际

　 　 　 　 　 　表 ２　 感染组豚鼠脾和肝荷菌量（􀭰ｘ ± ｓ，ＬｇＣＦＵ ／ ｍＬ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｗｉｔｈ

ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（􀭰ｘ ± ｓ，ＬｇＣＦＵ ／ ｍＬ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

结核菌阳性动物数
Ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ

荷菌量
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ

脾
Ｓｐｌｅｅｎ

肝
Ｌｉｖｅｒ

脾
Ｓｐｌｅｅｎ

肝
Ｌｉｖｅｒ

Ａ 组
Ｇｒｏｕｐ Ａ ０ ／ ４ ０ ／ ４ ０ ０

Ｂ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｂ ２ ／ ４ ０ ／ ４ ５􀆰 ０３４４ ± ０􀆰 ４０５１ ０

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ ２ ／ ４ １ ／ ４ ５􀆰 ２９１５ ± ０􀆰 ６０２３ ４􀆰 ５３９６ ± ０􀆰 ３３７４

Ｄ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｄ ０ ／ ４ ０ ／ ４ ０ ０

Ｅ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｅ ３ ／ ４ ２ ／ ４ ５􀆰 １６８３ ± ０􀆰 ３５９６ ４􀆰 ６７０３ ± ０􀆰 ２９５２

Ｆ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｆ ４ ／ ４ ３ ／ ４ ４􀆰 ７９７７ ± ０􀆰 ４６６８ ４􀆰 ９０１４ ± ０􀆰 ２５５８

公认的最好的结核病动物模型之一［６］。
结核动物模型制备涉及多方面因素，如动物品

种、感染菌毒力、感染剂量、感染途径、感染周期以

及操作者的技术经验，判定动物模型制备成功的主

９３７
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要指标是组织脏器有持续复制的目标菌和特征性

病理改变［９－１０］，根据感染后两周豚鼠组织大体和组

织病变、菌分布和荷菌量及原位抗酸染色的结果，
可以证实两种途径不同剂量的 ４ 组（Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｆ 组），
虽然感染所使用的菌量有 ５ 倍或 １０ 倍的差异，但感

染豚鼠均成功建立急性结核模型。 其中，无论是滴

鼻还是气溶胶途径，高剂量组和低剂量组均能形成

典型结核病变，菌复制可达 １０５ ～ １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ，且低

剂量组和高剂量组组间荷菌量无显著性差异（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。

然而，组内个体间存在差异，Ｅ 组肺组织荷菌量

个体差异较大（ ｓＥ ＝ ０􀆰 ７６７７），其余 ３ 组（Ｂ、Ｃ、Ｆ 组）
肺组织荷菌量个体差异相对较小（ ｓＢ ＝ ０􀆰 ４４４， ｓＣ ＝
０􀆰 ４３１３； ｓＦ ＝ ０􀆰 ２９１４）。 提示本实验设计的滴鼻高

剂量组 ５ × １０４ ＣＦＵ 是更合适的感染剂量，能够让

豚鼠更为均一、稳定地感染结核；而气溶胶低剂量

感染组 ５ × １０２ ＣＦＵ 可以成功建立均一性较好的豚

鼠急性结核模型。 此外，两种途径的组织细菌分布

不同。 Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｆ 组豚鼠感染 ２ 周肺组织中均能分

离出 Ｍｔｂ，但脾、肝组织的菌分布不同。 气溶胶途径

感染的 Ｂ、Ｃ 组在脾（４ ／ ８）尤其是肝中（１ ／ ８）几乎未

分离出结核菌，而滴鼻途径感染的 Ｅ、Ｆ 组在脾（７ ／
８）和肝中（５ ／ ８）尚能分离出结核菌，这表明两种感

染途径的细菌传播动力学具有异质性，与先前的报

道［１１］相符。 分析其原因可能是：不同感染途径，结
核菌先后达到的组织脏器不同，经过的屏障（如粘

膜屏障）不同，导致相同时间点菌分布和复制的数

量级不同。 此外，豚鼠是远交系，个体差异导致组

内有不可避免的病原学，甚至病理学差异［１２］。
另外，同是呼吸道感染，豚鼠模型与结核患者

的菌分布及病变靶器官稍有不同。 可能原因：（１）
本实验采用的是气溶胶 ／滴鼻感染途径，细菌首先

在肺部定植，继而经血行传播可播散至其他组织和

器官。 本研究的模型感染周期为 ２ 周，处于结核病

的早期，部分脾和肝已有结核菌分布及初现结核性

病变。 临床结核患者就诊时一般病程经过长期的

发展且病变较重，以肺结核为主，少数出现肺外结

核，如骨关节结核、结核性脑膜炎、肾结核、肠结核

等。 少见肝、脾结核性病变。 因而豚鼠结核模型与

临床患者靶器官稍有差异。 （２）物种差异会导致结

核菌的分布靶器官与患者有差异。 结核患者以肺

结核为主，少见累及肝、脾。 气溶胶 ／滴鼻的感染制

备的豚鼠急性感染模型，肺结核随病程进展，结核

菌可播散至其他组织脏器。 推测结核患者与豚鼠

模型中结核菌的播散途径有差异，除了淋巴结引

流，豚鼠相比结核患者可能更容易形成血行播散，
肝、脾中能分离到结核菌。

根据结果，气溶胶途径相较于滴鼻途径有以下

３ 个方面优势：第一，气溶胶途径能够更好地模拟自

然感染［１３－１４］。 结核杆菌有多种传播途径，以气溶胶

途径为主，基本原理为健康人群吸入 ＴＢ 患者排出

的带有结核菌的气溶胶液滴［１５］。 早在 １９４８ 年，
ＷＥＬＬＳ 等［１６］就通过兔的气溶胶感染实验发现 Ｍｔｂ
气溶胶感染的最佳条件是直径为 １ ～ ５ μｍ、由 １ ～
３ 个杆菌［１７］组成的小液滴，更多细菌更大液滴可能

无法到达终末肺泡。 滴鼻感染的液滴较大，因而无

法保证所有细菌都能进入终末肺泡，并且较难穿过

血管和肺泡间的屏障。 而气管内定量雾化针制备

直径小于 ５ μｍ 的小液滴核，所以更好地模拟自然

感染的气溶胶传播途径。 第二，本研究中的气溶胶

感染能够精确定量，且 Ｍｔｂ 用量更少，每只 ５００ ＣＦＵ
即可均一、稳定地感染豚鼠，生物安全风险小。 早

先的研究表明，健康人群对含有 Ｍｔｂ 的气溶胶微滴

核的能力具有个体差异［１８－１９］。 滴鼻感染进入肺部

的细菌损耗大且不能精确定量。 而肺部雾化针直

接插入豚鼠气管，深入肺部支气管，进入肺部的 Ｍｔｂ
可以定量且用量大大减少，对操作者和环境而言生

物风险更小。 第三，气溶胶途径能够更好地模拟自

然感染的天然免疫和特异免疫过程。 气溶胶液滴

直接进入肺支气管和细支气管，经过黏膜免疫屏障

和血管屏障，并进入到肺泡中，启动结核菌感染的

天然免疫和特异性免疫。
相较于全自动气溶胶发生器，气管内气溶胶感

染具有独有的优势：第一，气管内气溶胶操作生物

安全风险小，全自动气溶胶发生器在舱内形成气溶

胶，放置 ／取出动物时易导致气溶胶暴露至环境中，
且动物毛发上易沾染结核菌，动物可能会舔舐毛

发，实验人员也会接触动物毛发，生物安全隐患较

大。 气管内气溶胶直接使用雾化针插入气管内喷

雾，对环境和人员生物安全风险小。 第二，定量气

管内气溶胶，精准定量感染的剂量，全自动气溶胶

发生器口鼻暴露感染的剂量范围受豚鼠呼吸频次

深浅影响，ＬＡＲＥＮＡＳ⁃ＭＵÑＯＺ 等［２０］报道的气溶胶豚

鼠模型，通过激发浓度为 ５ × １０５ ～ １ × １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ
的悬浮液，豚鼠暴露时间为 ５ ｍｉｎ，最终输送到每只

动物的肺部吸入、保留剂量为 １０ ～ ５０ ＣＦＵ；ＳＡＩＮＩ

０４７
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等［２１］报道的气溶胶小鼠模型，使用 １􀆰 ０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ
的气溶胶浓度，小鼠在流速为 １２􀆰 ５ Ｌｐｍ 时暴露 ２０
ｍｉｎ，最终感染剂量为 ４００ ＣＦＵ。 ４ 周后小鼠肺部荷

菌量数量级为 １０４ ～ １０５ ＣＦＵ。 而本研究采用的气

管内气溶胶不受动物自主呼吸影响，更精确更均

一，相对有优势。 第三，气管内气溶胶仪器简单价

格便宜、易于推广。 全自动气溶胶发生器价格昂贵

且安装复杂，需要与三级生物安全柜相连，保证生

物安全，而气管内气溶胶感染途径仅需一支肺部定

量雾化针，工具安全简单。 其唯一受限的因素是对

操作者技术熟练程度要求高，必须加强训练才能

掌握。
总结，本研究成功建立了滴鼻感染豚鼠急性结

核动物模型，以及气溶胶感染豚鼠急性结核模型，
两种感染途径的病原学传播曲线稍有不同。 下一

步本团队将继续摸索气溶胶和滴鼻感染的豚鼠模

型的菌复制和病变动态变化，以及区分急性结核和

潜伏感染的最低感染剂量、致死剂量以及均一模型

的最小感染剂量等。 另外由于目前缺乏豚鼠相关

的免疫学试剂，因而本模型的免疫学指标尚未深入

探索，后续将关注相关免疫学试剂的研发，进一步

深入结核相关的关键细胞亚型和细胞因子研究，发
掘该模型的应用价值，为研究 ＴＢ 发病机制、新型疫

苗和药物的筛选评价提供研究工具。
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四氯化碳诱导 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠肝纤维化模型
建立方法及优化

孙竞然１，２，卢秉久１，２∗，郑佳连１，２，孙晓宁３，徐俊超４

（１． 辽宁中医药大学，沈阳　 １１０８４７；２． 辽宁中医药大学附属医院肝病科，沈阳　 １１００００；
３． 中国中医科学院广安门医院心内科，北京　 １０００３２；４． 中国人民武装警察部队

海警总队医院感染科，浙江 嘉兴　 ３１４０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过不同给药方式不同剂量四氯化碳诱导的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠肝纤维化模型，通过影像学、分
子生物学及组织病理学等方法进行比较，以此优化四氯化碳诱导的小鼠肝纤维化模型。 方法　 ３６ 只健康 Ｃ５７ＢＬ ／
６Ｊ 雄性小鼠，适应性饲养 １ 周后，随机分为空白组、２ 周组、３ 周组、４ 周组、６ 周组及 ８ 周组共 ６ 组（ｎ ＝ ６），除空白

组外均作为阳性对照组。 空白组以橄榄油 ０􀆰 ２ ｍＬ 腹腔注射，每周 ３ 次，各阳性对照组以 ２０％ ＣＣｌ４ ⁃橄榄油溶液腹

腔注射，剂量为 ２ ｍＬ ／ ｋｇ，每周 ３ 次。 记录各组小鼠体重变化情况。 分别于第 １５、２２、２９、４３ 及 ５７ 天测量小鼠肝弹性

值后取血， 分别测量小鼠谷丙转氨酶 （ ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＬＴ）、 天门冬氨酸氨基转移酶 （ ａｓｐａｒｔａｔｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）、透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ，ＨＡ）、层黏蛋白（ｌａｍｉｎｉｎ，ＬＮ）、前Ⅲ型前胶原（ｐｒｏ⁃ｔｙｐｅ Ⅲ ｃｏｌｌａｇｅｎ，
ＰＣ⁃Ⅲ）及Ⅳ型胶原（ｔｙｐｅ Ⅳ ｃｏｌｌａｇｅｎ，Ⅳ⁃Ｃ）含量，对肝组织进行苏木精⁃伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）、Ｍａｓｓｏｎ 及

天狼星红染色，Ｍｅｔａｖｉｒ 评分系统评估肝纤维化程度。 结果　 与空白组相比，各阳性对照组小鼠精神萎靡、扎堆喜

卧。 在小鼠体重方面，４ 周组、６ 周组、８ 周组与空白组相比均明显下降，而 ２ 周组与空白组相比体重明显升高。 肝

弹性超声显示，随着给药时间增加，弹性值呈进行性升高。 生化结果显示，与空白组相比，各阳性对照组 ＡＬＴ、ＡＳＴ
水平均显著升高，随着给药时间增加，各阳性对照组 ＨＡ、ＬＮ、ＰＣ⁃Ⅲ及Ⅳ⁃Ｃ 水平呈升高趋势。 病理结果显示：随着

给药时间增加，小鼠肝纤维化程度呈进行性加重，４ 周时符合肝纤维化病理诊断，６ 周时有假小叶形成趋势，而 ８ 周

时已形成假小叶，提示早期肝硬化。 结论　 ２０％ ＣＣｌ４ ⁃橄榄油溶液以每周 ３ 次、连续 ４ 周腹腔注射的方法能成功建

立 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠肝纤维化模型，稳定性好、成模较快，可以作为肝纤维化模型制造的优化方案。
【关键词】 　 肝纤维化；肝纤维化模型；四氯化碳；动物模型
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ＳＵＮ Ｊｉｎｇｒａｎ１，２， ＬＵ Ｂｉｎｇｊｉｕ１，２∗， ＺＨＥＮＧ Ｊｉａｌｉａｎ１，２， ＳＵＮ Ｘｉａｏｎｉｎｇ３， ＸＵ Ｊｕｎｃｈａｏ４

（１． Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１０８４７， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ， Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１００００， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ，

Ｇｕａｎｇ’ａｎｍｅｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００３２， Ｃｈｉｎａ； ４． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
Ｄｉｓｅａｓｅ， Ｃｈｉｎａ Ｃｏａｓｔ Ｇｕａｒｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ａｒｍｅｄ Ｐｏｌｉｃｅ Ｆｏｒｃｅ， Ｊｉａｘｉｎｇ ３１４０００， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＵ Ｂｉｎｇｊｉｕ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｕｂｉｎｇｊｉｕ＠ １６３． ｃｏｍ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ａ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ
ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｍａｇｉｎｇ， ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｍｅｔｈｏｄ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｉｒｔｙ⁃ｓｉｘ ｈｅａｌｔｈｙ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍａｌｅ
ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ２ ｗｅｅｋｓ， ３ ｗｅｅｋｓ， ４ ｗｅｅｋｓ， ６ ｗｅｅｋｓ， ａｎｄ ８ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐｓ （ｎ ＝ ６） ａｆｔｅｒ
ａｄａｐｔｉｖｅ ｆｅｅｄｉｎｇ ｆｏｒ １ ｗｅｅｋ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ０􀆰 ２ ｍＬ ｏｌｉｖｅ ｏｉｌ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ａ ｗｅｅｋ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ０􀆰 ２ ｍＬ ２０％ ＣＣｌ４ ⁃ｏｌｉｖｅ ｏｉｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ａ ｗｅｅｋ．
Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ． Ｌｉｖｅｒ ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｏｎ ｄａｙｓ １５， ２２， ２９， ４３ ａｎｄ
５７， ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ， ａｎｄ ｃｅｒｅａｌ ｔｈｉｒｄ ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ （ ＡＬＴ）， ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
（ＡＳＴ）， ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ （ＨＡ）， ｌａｍｉｎｉｎ （ＬＮ）， ｐｒｏ⁃ｔｙｐｅ Ⅲ ｃｏｌｌａｇｅｎ （ＰＣ⁃Ⅲ）， ａｎｄ ｔｙｐｅ Ⅳ ｃｏｌｌａｇｅｎ （Ⅳ⁃Ｃ） ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ
ｍｅａｓｕｒｅｄ． Ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ （ＨＥ）， Ｍａｓｓｏｎ， ａｎｄ Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ． Ｔｈｅ Ｍｅｔａｖｉｒ ｓｃｏｒｉｎｇ
ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ⁃
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｌｉｓｔｌｅｓｓ ａｎｄ ｔｅｎｄｅｄ ｔｏ ｈｕｄｄｌｅ ｔｏｇｅｔｈｅｒ． Ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｔｈｅ ４ ｗｅｅｋｓ， ６ ｗｅｅｋｓ， ａｎｄ ８ ｗｅｅｋｓ
ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｉｇｈｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ２ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｅａｖｉｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ． Ｌｉｖｅｒ ｅｌａｓｔｏｇｒａｐｈｙ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ． Ｔｈｅ
ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ’ ＡＬＴ ａｎｄ ＡＳＴ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ． Ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｔｉｍｅ， ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ’ ｓ ＨＡ， ＬＮ， ＰＣ⁃Ⅲ ａｎｄ Ⅳ⁃Ｃ ｌｅｖｅｌｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｒｅｎｄｓ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗａｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅｌｙ ａｇｇｒａｖａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ． Ａｔ ４ ｗｅｅｋｓ， ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｓ ｏｆ
ｐｓｅｕｄｏｌｏｂｕｌｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｔ ６ ｗｅｅｋｓ． Ｐｓｅｕｄｏｌｏｂｕｌｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｒｍｅｄ ａｔ ８ ｗｅｅｋｓ， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｅａｒｌｙ ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａ
ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｂｙ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ２０％ ＣＣｌ４ ⁃ｏｌｉｖｅ ｏｉｌ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ａ ｗｅｅｋ ｆｏｒ ４ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｗｅｅｋｓ． Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｈａｓ ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｒａｐｉｄ ａｎｄ
ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｓｃｈｅｍｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ； ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肝纤维化（ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＬＦ）是由于细胞外基质

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）过量沉积所形成的疾病，
是慢性肝病共有的病理过程，也是肝硬化的必经过

程。 由于早期 ＬＦ 临床症状不明显，因此组织病理

学是其诊断的金标准［１］。 肝硬化是慢性肝病的终

末阶段，以肝小叶结构破坏、假小叶生成等病理表

现为特征，是不可逆的病变过程［２］。 肝纤维化的纤

维沉积具有可逆的特点，因此是预防肝硬化的最后

一道防线。 然而，由于肝活检为有创性检查，患者

接受度差，因此往往错失诊治的最佳时机。
目前建立肝纤维化模型方法多样，根据诱发 ＬＦ

的不同病因，以乙醇［３］、四氯化碳（ＣＣｌ４） ［４］、二甲基

亚硝胺［５］、蛋氨酸胆碱缺乏饮食［６］、高脂饮食［７］ 及

高位胆管结扎［８］等作为诱发因素。 目前，ＣＣｌ４ 诱导

的肝纤维化模型应用十分广泛，而相关研究也证实

了 ＣＣｌ４ 诱导的小鼠肝纤维化与人肝纤维化的病理

表现最为接近［９］。 在给药途径方面，灌胃、皮下注

射与腹腔注射的选择尚存争议。 研究人员在前期

实验过程中发现灌胃法受人为操作影响较大，且高

浓度 ＣＣｌ４⁃橄榄油溶液灌胃的小鼠常因肠出血而死

亡。 腹腔注射经腹膜直接吸收，造模效率高却存在

着周期过短、死亡率高的不足，与其相反，皮下注射

存在着吸收缓慢、造模周期过长的缺陷［１０］。 在药物

浓度选择上，一般配制 ２０％ ～ ６０％ ＣＣｌ４⁃橄榄油溶

液作为造模药物的浓度，然而浓度过高时不仅溶液

粘稠、操作难度大，而且加大了动物死亡的风险。
因此，明确一种高效、安全、可行性高的肝纤维化规

范造模方法非常必要。
本研究拟采取腹腔注射 ２０％ ＣＣｌ４⁃橄榄油溶液

诱导肝纤维化 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠模型建立，基于腹腔

注射 ＣＣｌ４ 时间不同，借助分子生物学、组织病理学

及影像学证据对 ＣＣｌ４ 建立 ＬＦ 小鼠模型进行鉴定，
明确合理造模周期，同时与 ２０％ ＣＣｌ４⁃橄榄油溶液

灌胃 ８ 周诱导肝纤维化模型建立方法对比，明确该

模型建立方法的独特优势，验证其可行性［１１］。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠 ３６ 只，４ ～ ５ 周龄，
体重 ２０ ± １ ｇ，由辽宁长生生物有限公司提供

【ＳＣＸＫ（辽）２０２０－０００１】，动物饲养于辽宁中医药大

学动物房【ＳＹＸＫ（辽）２０１９－０００４】。 饲养环境：环境

４４７
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温度 ２０ ～ ２５ ℃，相对湿度（５５ ± ５）％，常规饲料饲

养，自由饮食，１２ ｈ 昼夜交替。 本动物实验经过辽

宁中医药大学实验动物伦理委员会审批（２１００００
４２０２３０７８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

小鼠 谷 丙 转 氨 酶 （ ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＡＬＴ）测定试剂盒（上海优科唯生物科技有限公司，
ＹＫＷ⁃２０１２４）；天门冬氨酸氨基转移酶 （ ａｓｐａｒｔａｔｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）测定试剂盒（上海优科唯生物

科技有限公司，ＹＫＷ⁃２０１３３）；透明质酸（ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ
ａｃｉｄ，ＨＡ）测定试剂盒（深圳群安生物工程有限公

司，Ｃ４００１）；层黏蛋白（ ｌａｍｉｎｉｎ，ＬＮ）测定试剂盒（深
圳群安生物工程有限公司，Ｃ４００２）；前Ⅲ型胶原

（ｐｒｏ⁃ｔｙｐｅ Ⅲ ｃｏｌｌａｇｅｎ，ＰＣ⁃Ⅲ）测定试剂盒（深圳群安

生物工程有限公司， Ｃ４００３）；Ⅳ型胶原 （ ｔｙｐｅ Ⅳ
ｃｏｌｌａｇｅｎ，Ⅳ⁃Ｃ）检测试剂盒（深圳群安生物工程有限

公司，Ｃ４００４）；苏木精⁃伊红（ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色试剂盒（武汉赛维尔生物科技有限公司，
Ｇ１０７６⁃５００ＭＬ）；马松（Ｍａｓｓｏｎ）染色试剂盒（武汉赛

维尔生物科技有限公司，Ｇ１００６⁃１００ＭＬ）；天狼星红

染色试剂盒（ ａｂｃａｍ，ａｂ１５０６８１）；四氯化碳（ Ｓｉｇｍａ，
Ｃ８０５３３２）。

小动物超声仪（Ｖｅｖｏ ２１００，日本）；全自动酶标

仪（Ａｎｔｈｏｓ Ｌａｂｔｅｃ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，奥地利）；自动组织脱

水处理机（ＴＰ１０２０，德国）；石蜡包埋机（ＥＧ１１５０，德
国）；冰冻切片机（ＣＭ１８５０⁃１⁃１，德国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组与动物模型建立

将 ３６ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为空白组、２ 周

组、３ 周组、４ 周组、６ 周组、８ 周组共 ６ 个组（ ｎ ＝
６），所有小鼠均以普通维持饲料喂养，自由进食进

水。 空白组（Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）为阴性对照组，以橄榄

油 ０􀆰 ２ ｍＬ 腹腔注射，每周 ３ 次。 ２ 周组（２ ｗｅｅｋｓ
ｇｒｏｕｐ）、３ 周组 （ ３ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ）、 ４ 周组 （ ４ ｗｅｅｋｓ
ｇｒｏｕｐ）、６ 周组（６ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ）及 ８ 周组（８ ｗｅｅｋｓ
ｇｒｏｕｐ）均为阳性对照组，以 ２０％ ＣＣｌ４⁃橄榄油溶液腹

腔注射，剂量为 ２ ｍＬ ／ ｋｇ，每周 ３ 次。
１􀆰 ２􀆰 ２　 肝超声检查

以给药后第 ２ 天为基准，以首次给药后第 １５、
２２、２９、４３ 天为检测节点，分别检测 ２ 周组、３ 周组、
４ 周组、６ 周组小鼠肝弹性值，第 ５７ 天检测空白组及

８ 周组的小鼠肝弹性值。 检测前以 １％戊巴比妥钠

腹腔注射麻醉小鼠，麻醉后，使用小动物超声仪检

测肝弹性值，每鼠检测 ３ 次，记录测量值。
１􀆰 ２􀆰 ３　 标本采集

超声检测后测量小鼠体重，取血 ０􀆰 ８ ～ １􀆰 ０
ｍＬ，冰盒中静置 ３０ ｍｉｎ，随后放置于 ４ ℃离心机中

３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，离心半径 ４ ｃｍ，留取上层血

清置于－８０ ℃冰箱中保存。 取血后处死小鼠。 打开

小鼠腹腔，剪下小鼠肝，定性滤纸吸干多余水分后

测量湿重、拍照，剪取部分肝组织置于液氮中速冻，
其余置于 ４％多聚甲醛固定，备用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 苏木精⁃伊红（ＨＥ）染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色及天狼

星红染色

各组小鼠肝组织固定 ４８ ｈ 后进行脱水、石蜡包

埋，制作切片、脱蜡后分别按照 ＨＥ 染色试剂盒、
Ｍａｓｓｏｎ 染色试剂盒及天狼星红染色试剂盒说明书

操作，染色后封片。 用显微镜观察肝组织形态，借
助 Ｉｍａｇｅ Ｊ ８􀆰 ０ 软件分析天狼星红染色下胶原纤维

面积。
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｍｅｔａｖｉｒ 评分评估小鼠肝纤维化程度

光镜下观察 Ｍａｓｓｏｎ 染色肝组织汇管区及小叶

内纤维组织沉积情况，应用 Ｍｅｔａｖｉｒ 评分系统对各组

小鼠肝纤维化程度进行评分，评分细则如下。 ０ 分：
无纤维化；１ 分：汇管区星芒状扩大，无纤维间隔形

成；２ 分：汇管区扩大，稀少的纤维间隔形成；３ 分：很
多纤维间隔形成；４ 分：假小叶形成，肝硬化。
１􀆰 ２􀆰 ６　 小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＨＡ、ＬＮ、ＰＣ⁃Ⅲ及Ⅳ⁃Ｃ
的 ＥＬＩＳＡ 检测

取各组小鼠血清进行检测。 按照试剂盒说明

书介绍的方法上机进行 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＨＡ、ＬＮ、ＰＣ⁃Ⅲ及

Ⅳ⁃Ｃ 指标检测。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件进行图表绘制；
所有计量数值均采用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示；
两组间比较使用 ｔ 检验，多组间比较使用单因素方

差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），使用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 进行统

计学计算，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠生存情况

２􀆰 １􀆰 １　 小鼠一般状态

空白组小鼠状态良好，毛发茂密、有光泽、行动

迅速、精神良好。 阳性对照组首次给药后均出现精

神萎靡、行动缓慢、饮食减少。 第 ３ 周开始，阳性对

照组小鼠出现相互攻击行为、毛发疏松、喜扎堆蜷

５４７
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卧。 第 ６ 周开始，阳性对照组小鼠出现背部脱毛的

情况，精神极度萎靡、对外界刺激反应极差、饮食饮

水减少、乏力懒动。
２􀆰 １􀆰 ２　 小鼠死亡情况

如图 １，造模期间共 ３ 只小鼠死亡，死亡率为

８􀆰 ３３％。 ６ 周组死亡 １ 只，８ 周组死亡 ２ 只。 其中 ６
周组死亡小鼠膀胱破裂，考虑因注射操作不当所

致；８ 周组死亡的 ２ 只小鼠均出现弥漫性的腹腔出

血，其中一只肝呈出血坏死样改变，考虑造模剂量

过大所致。
２􀆰 ２　 小鼠体重及肝指数

在小鼠体重方面，４ 周组、６ 周组、８ 周组与空白

组相比均明显下降，而 ２ 周组与空白组相比，体重明

显升高，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；在小鼠肝重方

面，２ 周组与空白组相比明显增高，４ 周组、６ 周组、８
周组与空白组小鼠相比明显降低，差异具有显著性

　 　 　 　 　 　

图 １　 死亡小鼠尸体观

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｖｉｅｗ ｏｆ ｄｅａｄ ｍｉｃｅ ｃａｄａｖｅｒ

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；在小鼠肝指数方面，各阳性对照组与空白

组相比明显升高，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见表 １）。

表 １　 各组小鼠体重、肝重及肝指数比较（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔ， ｌｉｖｅｒ ｉｎｄｅｘ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ 体重 ／ ｇ

Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ／ ｇ
肝重 ／ ｇ

Ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔ ／ ｇ
肝指数 ／ ％

Ｌｉｖｅｒ ｉｎｄｅｘ ／ ％

空白组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６ ２６􀆰 ５８ ± ０􀆰 ７４　 １􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０８ ３􀆰 ９０ ± ０􀆰 ２２　

２ 周组
２ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ６ ２７􀆰 ５８ ± ０􀆰 ４５∗ １􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０６∗ ４􀆰 ４９ ± ０􀆰 ２３∗

３ 周组
３ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ５ ２６􀆰 ３２ ± ０􀆰 ５３△ １􀆰 ０７ ± ０􀆰 ０８△ ４􀆰 ０８ ± ０􀆰 ３３∗△

４ 周组
４ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ６ ２２􀆰 ２２ ± ０􀆰 ５８∗△＃ ０􀆰 ９５ ± ０􀆰 ０６∗△＃ ４􀆰 ２９ ± ０􀆰 １９∗△＃

６ 周组
６ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ５ ２３􀆰 ５８ ± ０􀆰 ８６∗△＃▲ ０􀆰 ９４ ± ０􀆰 ０５∗△＃ ４􀆰 ５４ ± ０􀆰 ３５∗△＃▲

８ 周组
８ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ４ １８􀆰 ７０ ± ０􀆰 ７４∗△＃▲★ ０􀆰 ９３ ± ０􀆰 ０５∗△＃ ４􀆰 ９８ ± ０􀆰 ３２∗△＃▲★

注：与空白组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ２ 周组相比，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ３ 周组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ４ 周组相比，▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ６ 周组相比，★Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
（下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ２ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ３ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ４ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ６ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ， ★Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ３　 小鼠肝组织形态观察

空白组肝颜色正常、表面光滑、肝缘锐利；随着

造膜时间的进展，各阳性对照组肝组织颜色加深、
晦暗无光，表面逐渐出现结节样改变，肝缘变钝。
其中 ６ 周组和 ８ 周组肝缩小、肝叶比例失调、颜色深

红暗淡、表面凹凸不平、有明显结节样改变（见图 ２）。
２􀆰 ４　 ＨＥ 染色

如图 ３ 所示，空白组肝小叶结构规整，未见肝细

胞炎症、水肿，汇管区结构正常；２ 周组肝小叶结构

尚规整，部分肝细胞水肿，少量炎细胞聚集于小叶

内及汇管区；３ 周组肝小叶结构欠规整，肝细胞水肿

较常见，部分细胞内可见 Ｍａｌｌｏｒｙ 小体（提示肝细胞

损伤）；４ 周组肝小叶结构不整，肝窦迂曲，中央静脉

及汇管区周围形成坏死带并伸入小叶内，小叶内可

见较多片状坏死及炎症细胞聚集；６ 周组部分肝小

叶肝板塌陷、肝窦迂曲、汇管区体积增大，可见明显

的纤维结缔组织包绕；８ 周组肝组织内可见中央静

脉⁃汇管区、中央静脉⁃中央静脉及汇管区⁃汇管区间

桥接纤维化，纤维间隔分割肝实质，分割后小叶内

无完整结构，假小叶形成。
２􀆰 ５　 Ｍａｓｓｏｎ 染色

如图 ４ 所示，空白组小鼠肝小叶内无纤维沉积，

６４７
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图 ２　 各组小鼠肝组织宏观病理改变（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ３）

仅管腔结构着色；２ 周组中央静脉及汇管区周围纤

维间质增多并有伸入小叶内的趋势；３ 周组肝内可

见窦周纤维化形成，中央静脉及汇管区纤维间质向

小叶内延伸；４ 周组广泛窦周纤维化形成，中央静

脉、汇管区周围纤维沉积增多并向小叶内延伸，可
见广泛桥接纤维化；６ 周组肝板塌陷，桥接纤维化呈

现分割肝小叶趋势，可见散在纤维间隔；８ 周组可见

广泛纤维间隔分割肝实质，假小叶形成。
２􀆰 ６　 天狼星红染色

如图 ５ 所示，空白组小鼠小叶内无胶原纤维沉

积；２ 周组肝窦内散在胶原纤维沉积；３ 周组胶原纤

维呈条带状沉积，由中央静脉、汇管区向小叶内延

伸；４ 周组可见桥接样胶原纤维沉积；６ 周组可见胶

原纤维沉积，部分间隔分割肝实质，其内无血供结

构；８ 周组肝窦内可见大量胶原纤维沉积，间隔分割

肝实质，假小叶形成。
２􀆰 ７　 Ｍｅｔａｖｉｒ 评分与胶原纤维面积

应用 Ｍｅｔａｖｉｒ 评分系统评估肝组织纤维化程度。
使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ８． ０ 软件对小鼠肝组织胶原纤维面积

进行计算，具体结果见表 ２。

７４７
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图 ３　 各组小鼠肝组织 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ８　 肝弹性超声

如图 ６ 所示，空白组小鼠肝回声均匀，边缘光

滑；各阳性对照组均出现不同程度肝回声粗糙不

均，边缘欠光滑。 如表 ３ 所示，与空白组相比，各阳

性对照组肝弹性值均升高，差异具有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；随给药时间延长，弹性值呈进行性升高，差
异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

图 ４　 各组小鼠肝组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ９　 血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＨＡ、ＬＮ、ＰＣ⁃Ⅲ及Ⅳ⁃Ｃ 水平

如图 ７ 所示，在转氨酶方面，与空白组相比，各
阳性对照组 ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
６ 周组与 ８ 周组 ＡＬＴ 水平相近，无统计学意义（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 如图 ７ 所示，与空白组相比，随造模周期延

长，各阳性对照组 ＨＡ、ＬＮ、ＰＣ⁃Ⅲ及Ⅳ⁃Ｃ 水平呈升

高趋势，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；６ 周组与 ８ 周

８４７
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图 ５　 各组小鼠肝组织天狼星红染色

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组相比，ＨＡ、ＬＮ、ＰＣ⁃Ⅲ及Ⅳ⁃Ｃ 水平相近，无统计学

意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

３　 讨论

肝纤维化作为肝内炎症后纤维间质沉积的量

变过程，而肝硬化则是肝纤维化基础上的质变过

程，二者在病理学上存在密切联系。 ＣＣｌ４ 通过激活

图 ６　 各组小鼠肝超声影像及瞬时弹性超声

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｌｉｖｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｉｍａｇｅｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｅｌａｓｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

ＣＹＰ４５０ 氧化酶诱导肝纤维化，是最广泛、最经典的

ＬＦ 造模药物，其经济性好、安全性较高［１２］。 在动物

选择方面，大鼠因无胆囊的特殊生理结构，并不能

完全排除胆囊对肝纤维化的影响，而家兔等体型稍

大的动物在操作难易度等方面略有不足。 因此，选

取小鼠作为肝纤维化模型动物具备严谨度高、经济

性好、操作便捷等优势。 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠具备品系纯

９４７
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注：与空白组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ８ 周组相比，□Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，□□Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ７　 各组小鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ⅳ⁃Ｃ、ＨＡ、ＬＮ 和 ＰＣ⁃Ⅲ表达情况比较（ｎ ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ８ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ， □Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，□□Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＬＴ， ＡＳＴ， Ⅳ⁃Ｃ， ＨＡ， ＬＮ ａｎｄ ＰＣ⁃Ⅲ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ４）

和度高、免疫应答活跃的优点，能明显提升动物实

验的可重复性。 因此，以 ＣＣｌ４ 诱导 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

建立肝纤维化模型具备理论可行性，然而其造模周

期、剂量等因素无法统一，严重影响模型建立的标

准性和一致性。 有研究通过对肝纤维化造模方法

的数据挖掘，证实 ８ 周（每周 ２ 次）为 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠肝纤维化造模最常见的周期［１３］。 因此，本研究将

８ 周设置为造模终点并将给药频率增至每周 ３ 次，
通过对造模期间各时间点小鼠肝组织纤维沉积情

况进行观察，实时监测肝弹性值、肝功能、肝纤维化

四项等指标并加以病理学验证，系统观察肝纤维化

进展，明确成模最快、效果最好的造模周期。
本研究中，设置了空白组、２ 周组、３ 周组、４ 周

组、６ 周组及 ８ 周组，各组均采取维持饲料喂养，食
水自由供应，仅造模周期不同。 在实验过程中，出
现 ４ 只小鼠死亡的情况，通过解剖发现 ８ 周组小鼠

可能因药物剂量过大造成肝坏死及腹腔出血而死

亡，其余小鼠均未出现上述情况，证实小鼠能够耐

受每周 ３ 次的腹腔注射。 通过对肝的肉眼观察，
２ 周组肝重及肝指数升高显著，而肝重或体积增高

常见于急性肝炎水肿期。 同时，２ 周组、３ 周组小鼠

ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平明显高于其他阳性对照组，证实了该

阶段急性肝炎的存在。 在肝纤维化进展方面，肝弹

性值与肝纤维化四项水平随时间推移呈进行性升

高，这表明肝纤维沉积与急性肝炎的出现无明确相

关性，这种表现与人体肝炎肝纤维化的病理特征

０５７
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　 　 　 　 　 　表 ２　 各组小鼠 Ｍｅｔａｖｉｒ 评分、胶原面积百分比比较（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｍｅｔａｖｉｒ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ

ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒ ａｒｅａ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ Ｍｅｔａｖｉｒ 评分

Ｍｅｔａｖｉｒ ｓｃｏｒｅ

胶原纤维面积
百分比 ／ ％

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｆｉｂｅｒ ａｒｅａ ／ ％

空白组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６ ０ １􀆰 ５３ ± ０􀆰 ３０　

２ 周组
２ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ６ １􀆰 ２ ± ０􀆰 ４∗ 　 ３􀆰 ０６ ± ０􀆰 ６３∗

３ 周组
３ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ５ １􀆰 ６ ± ０􀆰 ５△ ４􀆰 ８３ ± ０􀆰 ４５∗△

４ 周组
４ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ６ ２􀆰 ３ ± ０􀆰 ５∗△＃ ７􀆰 ８５ ± ０􀆰 ７８∗△＃

６ 周组
６ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ５ ３􀆰 ２ ± ０􀆰 ４∗△＃▲ ９􀆰 ６７ ± ０􀆰 ７３∗△＃▲

８ 周组
８ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ４ ３􀆰 ６ ± ０􀆰 ４∗△＃▲★ １６􀆰 ０６ ± ２􀆰 １５∗△＃▲★

表 ３　 各组小鼠肝弹性值比较（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ＳＷＥ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ 检测次数

Ｔｅｓｔｉｎｇ ｔｉｍｅｓ
肝弹性值 ／ Ｋｐａ

Ｌｉｖｅｒ ＳＷＥ ｖａｌｕｅ ／ Ｋｐａ

空白组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６ ３ ４􀆰 ２８ ± ０􀆰 ４５　

２ 周组
２ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ６ ３ ６􀆰 ２６ ± ０􀆰 ８５∗

３ 周组
３ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ５ ３ ９􀆰 ９３ ± １􀆰 ０５∗△

４ 周组
４ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ６ ３ １２􀆰 ８２ ± １􀆰 ３４∗△＃

６ 周组
６ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ５ ３ １５􀆰 ４２ ± １􀆰 ２１∗△＃▲

８ 周组
８ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ４ ３ ２７􀆰 ６２ ± ２􀆰 ８３∗△＃▲★

相似［１４］。
组织病理学是诊断肝纤维化及肝硬化的金标

准，是证实肝纤维化进展的最直观证据。 ＨＥ 染色

下可见 ２ 周组小鼠肝细胞广泛气球样变，３ 周组炎

症减轻而出现肝板塌陷及小叶结构不整的改变；
Ｍａｓｓｏｎ 染色更加直观地证实了随着给药时间的增

加，中央静脉周围、汇管区周围纤维组织包绕增加，
３ 周组出现广泛窦周纤维化但桥接纤维化程度较

轻，此时相当于 Ｓ１⁃Ｓ２ 级纤维化；４ 周组小叶中央静

脉、汇管区纤维组织向肝内延伸，可见较多桥接纤

维化，此时相当于 Ｓ２⁃Ｓ３ 级纤维化；６ 周组出现纤维

组织包绕部分肝小叶形成的假小叶，而假小叶为肝

硬化诊断的金标准，此时提示肝硬化形成，其纤维

化程度为 Ｓ４ 级；８ 周组数个假小叶分隔肝组织，此
时为肝硬化［２］。 天狼星红染色进一步证实 Ｍａｓｓｏｎ
染色的镜下表现，４ 周组胶原纤维沉积及桥接纤维

化情况最接近肝纤维化 Ｓ２⁃Ｓ３ 的表现，Ｍｅｔａｖｉｒ 评分

也证实这一结论。
综合上述结果，第 ２ 周肝体积增大、ＡＬＴ 与 ＡＳＴ

升高、广泛肝细胞气球样变等改变提示此时处于急

性炎症状态，而纤维间质及胶原沉积通常发生于炎

症之后，故在该阶段以炎症为主。 第 ３ 周肝炎症转

为慢性而形成汇管区纤维化及少量纤维间隔，而这

种病理改变并不足以诊断肝纤维化。 第 ４ 周肝组织

内较多的桥接纤维化及纤维间隔，虽未破坏肝实

质，但已具备了肝纤维化的典型特征，而此时肝炎

症转为慢性，与人体慢性肝炎肝纤维化的病理本质

相符合。 第 ６ 周肝组织内纤维化程度已达 Ｓ４ 级，假
小叶形成提示早期肝硬化的发生，而第 ８ 周肝组织

已被大量纤维间隔分割，肝血运结构彻底被改变，
此时已是典型的肝硬化表现，处于无法逆转的状

态。 由此可见，造模剂量或时间控制不当可导致模

型建立的失败，而肝纤维化与肝硬化在造模上仅一

步之遥。
综上所述，本研究所采取的 ２０％ ＣＣｌ４⁃橄榄油

溶液腹腔注射是模拟肝损伤因素造成的肝炎肝纤

维化过程，在每周 ３ 次、连续 ４ 周腹腔注射 ２０％
ＣＣｌ４⁃橄榄油溶液诱导时，Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠从生存率、
血清生化指标、肝弹性值及组织病理学等方面均较

好地复制了疾病特征且具备操作简单、稳定性好、
成模较快和毒性较小的优势，可以作为肝纤维化模

型制造的优化方案。
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基于非稳态负荷评估雄性 ＳＤ 大鼠衰老进展
及左归丸的干预作用

贾雨欣１，邓晓红１，孙磊峰１，陈丹丹１，孙贤俊１，段晓红１，严诗楷２∗，黄建华１∗

（１． 复旦大学附属华山医院中西医结合研究所，上海　 ２０００４０；２． 上海交通大学药学院，上海　 ２００２４０）

　 　 【摘要】 　 目的　 采用非稳态负荷（ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ ｌｏａｄ，ＡＬ）的理论与方法评估衰老以及左归丸对自然衰老雄性 ＳＤ
大鼠模型的影响。 方法　 自然衰老雄性 ＳＤ 大鼠，分别在 ２、５、８、１４、１８、２１ 月龄剪尾取血，其中 １８ 月龄时随机分为

老年对照组、左归丸低剂量组和左归丸高剂量组。 左归丸干预 ３ 个月后，取用血样以及肌肉、肝等组织样本。 血样

用流式细胞术检测 Ｔ 淋巴细胞数量和凋亡率，并检测血清生化指标，包括低密度脂蛋白胆固醇 （ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＬＤＬ⁃ｃ）、 高 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 （ ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＨＤＬ⁃ｃ ）、 甘 油 三 酯

（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，ＴＧ）、总胆固醇 （ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＴＣ）、游离脂肪酸 （ ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ， ＦＦＡ）、 ２５ 羟维生素 Ｄ （ ２５
ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ，２５⁃ＯＨ⁃Ｄ）、皮质酮（ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＣＯＲＴ）、Ｃ 反应蛋白（Ｃ⁃ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＰ）、白细胞介素⁃６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６，ＩＬ⁃６）。 将 ＬＤＬ⁃ｃ、ＴＣ、ＨＤＬ⁃ｃ、ＦＦＡ、ＴＧ、ＣＯＲＴ、ＩＬ⁃６、ＣＲＰ、２５⁃ＯＨ⁃Ｄ、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数、ＣＤ３＋ Ｔ 淋

巴细胞凋亡率共 １１ 项指标用于 ＡＬ 评分。 结果　 大鼠血清 ＬＤＬ⁃ｃ、ＴＧ、ＴＣ、２５⁃ＯＨ⁃Ｄ、ＣＲＰ、ＩＬ⁃６ 随增龄发生显著改

变，但变化模式有所不同。 ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数随增龄显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率

随增龄显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 左归丸干预后，老年大鼠血清 ＣＯＲＴ 水平显著提高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞凋

亡率显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＡＬ 评分自 ５ 月龄开始升高，至 １８ 月龄到达峰值。 结论　 与单一指标比较，ＡＬ 能更好

地表征衰老过程。 左归丸可以提高衰老大鼠的应激反应能力，延缓其免疫衰老。
【关键词】 　 非稳态负荷；衰老；左归丸；免疫衰老
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Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＹＡＮ Ｓｈｉｋａｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｈｋｙａｎ＠ ｓｊｔｕ． ｅｄｕ． ｃｎ； ＨＵＡＮＧ Ｊｉａｎｈｕａ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｈｊｈｚｙｊ＠ ａｌｉｙｕｎ． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｐｔ ｏｆ ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ ｌｏａｄ （ＡＬ） ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ａｇｉｎｇ ｏｆ ｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｉｎ ｎａｔｕｒａｌｌｙ ａｇｉｎｇ ｒａｔｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｎａｔｕｒａｌｌｙ ａｇｉｎｇ ｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ａｇｅｓ ｏｆ ２， ５，
８， １４， １８， ａｎｄ ２１ ｍｏｎｔｈｓ． Ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａｎ ｅｌｄｅｒｌｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ６ 月第 ３２ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ６

Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｇｒｏｕｐ． Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｗａｓ ｔｒｉａｌｅｄ ｆｏｒ ３ ｍｏｎｔｈｓ． Ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔａｉｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ
ｅａｃｈ ｍｏｎｔｈ， ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｒａｔｅ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ ＬＤＬ⁃ｃ）， ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ ＨＤＬ⁃ｃ）， ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ （ ＴＧ）， ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
（ＴＣ）， ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ （ＦＦＡ）， ２５ ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ （２５⁃ＯＨ⁃Ｄ）， ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ （ＣＯＲＴ）， Ｃ⁃ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＣＲＰ），
ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６ （ ＩＬ⁃６） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｒａｔ ｓｅｒａ． Ｂｙ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ
ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓ， ＬＤＬ⁃ｃ， ＴＣ， ＨＤＬ⁃ｃ， ＦＦＡ， ＴＧ， ＣＯＲＴ， ＩＬ⁃６， ＣＲＰ， ２５⁃ＯＨ⁃Ｄ， ＣＤ３＋ Ｔ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ， ａｎｄ ＣＤ３＋ Ｔ ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＡＬ ｓｃｏｒｉｎｇ． Ｔｈｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ｄａｔａ ｆｒｏｍ ５⁃ｍｏｎｔｈ⁃ｏｌｄ
ｒａｔｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｃｏｒｅ ｗａｓ １ ｐｏｉｎｔ ｂｅｌｏｗ ｏｒ ／ ａｎｄ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬＤＬ⁃ｃ， ＴＧ， ＴＣ，
２５⁃ＯＨ⁃Ｄ， ＣＲＰ， ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｏｆ ｒａｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｉｔｈ ａｇｅ， ａｌｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｃｈａｎｇｅ ｄｉｆｆｅｒｅｄ． Ｔｈｅ ＣＤ３＋

Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｃｏｕｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ａｇｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＣＤ３＋， ＣＤ４＋， ａｎｄ ＣＤ８＋ Ｔ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ａｇｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ ＣＯＲＴ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅｌｄｅｒｌｙ
ｒａｔｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＣＤ８＋ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ＡＬ ｓｃｏｒｅ ｂｅｇａｎ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ
ｒａｔｓ ａｔ ５ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｄ ｉｔｓ ｐｅａｋ ｉｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ １８ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＡＬ ｃａｎ ｂｅｔｔｅｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅ ｔｈｅ
ａｇｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ． Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａｇｉｎｇ ｒａｔｓ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅ
ｉｍｍｕｎｏｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ ｌｏａｄ； ａｇｉｎｇ； Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ； ｉｍｍｕｎｏｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 衰老已被证明是人类大多数慢性疾病，如心血

管疾病、癌症和神经变性等疾病的重要危险因

素［１］。 迄今，已经提出了多种学说用于解释衰老的

形成机制，如干细胞衰老、端粒缩短、炎症衰老、自
由基损伤、免疫衰老等［２－３］。 但衰老的确切机制仍

未明确，并且针对衰老尚无特异性的生物学表征，
缺乏统一的评价标准和方法。

非稳态负荷（ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ ｌｏａｄ，ＡＬ）是近年提出的

用于解释某些健康问题的新理论架构。 内外环境

变化会触发机体启动多系统调节活动，传统生理学

自稳态（ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ）概念强调内环境的动态平衡，
暗含这些调节活动有一个确定的能够返回的

（“ｈｏｍｅ”）设定点和平衡点，维持稳态即目的，而非

稳态理论认为机体的生理调节是为了应对变化，增
加存活的机会，但反复以及不能有效地及时开启或

关闭调节，会给机体带来多系统的、累积性的损伤，
这些损伤是机体适应性调节过程中所付出的“成
本” ［４］。 非稳态理论目前已经发展了一种称为非稳

态负荷评分的方法以定量描述该类损伤［５］。 ２０ 世

纪 ９０ 年代启动的一项临床研究首次使用了 ＡＬ 评

分来评估健康老年人的死亡风险［６－７］，选用 ９ 种涵

盖各系统的指标，这些指标均处于正常范围，依据

是否位于该指标分布的上或下 ２５％分位，给予“０”
或“１”的评分，最后形成一个综合评分，结果发现具

有高 ＡＬ 评分的老人，７ 年后全因死亡风险升高。
２０１４ 年一项研究显示，ＡＬ 评分每上升一个百分点，
１０ 年后全因死亡率升高 ２０％，并且评分升高越快，

死亡率越高，进一步确认了如此构建的复合指数即

ＡＬ 评分是衰老相关死亡风险的重要预测因子［８］。
迄今，ＡＬ 评分作为重要的健康评估工具，在衰老、精
神分裂症、心血管疾病、焦虑、抑郁、痴呆、癌症等领

域引起了广泛关注［９］。
中医学理论认为，衰老与精气盛衰关系紧密。

《素问·上古天真论》中提及，出生后男子、女子的

精气逐渐充实，到男子四八、女子四七的年龄时，精
气最为旺盛，之后逐渐衰减。 左归丸是明代著名医

家张景岳创制的补肾填精、滋养真阴经典方剂，以
大补精血为特长。 现代研究已表明，左归丸可以提

高自然衰老大鼠的学习记忆能力［１０］，在临床应用中

还能延缓卵巢功能的衰退［１１］ 等。 衰老和 ＡＬ 具有

显著的相似性，均涉及多系统损伤、均在时间中逐

渐积累，但尚未见到增龄和 ＡＬ 关系的相关研究报

道［１２］。 因此，本文拟采用大鼠年龄序列（２、５、８、１４、
１８、２１ 月龄），研究增龄和 ＡＬ 评分的关系；对老年大

鼠采用左归丸干预，并基于 ＡＬ 评价左归丸是否具

有延缓衰老作用，从整体出发，寻找左归丸延缓衰

老的客观证据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

４０ 只 ２ 月龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠，体重 ２００ ±
２０ ｇ，购于浙江维通利华实验动物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（浙）２０１９－０００１】。 环境温度 ２２ ～ ２４ ℃，湿

４５７
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度 ５５％ ± １０％，１２ ｈ 昼夜节律，自由饮水和摄食（标
准饲料），适应性喂养 １５ ｄ 后进行实验，饲养于复旦

大学附属浦东医院实验动物中心【ＳＹＸＫ（沪）２０２０－
０００５】。 本实验通过复旦大学实验动物科学部实验

伦理审核（２０２３１００２０Ｚ）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

大鼠皮质酮（ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＣＯＲＴ） ＥＬＩＳＡ 试剂

盒（ＬＤＮ），总胆固醇（ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、甘油三

酯（ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，ＴＧ）、高密度脂蛋白胆固醇（ ｈｉｇｈ⁃
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ⁃ｃ）、低密度脂蛋

白胆固醇 （ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＬＤＬ⁃
ｃ）、游离脂肪酸（ ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ，ＦＦＡ）测定试剂（南
京建成生物工程研究所），大鼠 Ｃ⁃反应蛋白 （ Ｃ⁃
ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＰ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（联科生物），２５⁃
羟维生素 Ｄ（２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ，２５⁃ＯＨ⁃Ｄ）试剂盒

（ＩＤＳ），Ｒａｔ ＣＤ３ ＡＰＣ １Ｆ４、Ｒａｔ ＣＤ４ ＢＢ７００ ＯＸ⁃３５Ｒ、
Ｒａｔ ＣＤ８Ａ Ｈｏｒｉｚｏｎ Ｖ４５０ ＯＸ⁃８、 Ａｐｏｐ Ｄｔｅｃ Ｋｉｔ Ｉ
（ ＢＤ ）， 羧 甲 基 纤 维 素 钠 （ １０００ ～ １４００ ｍｐａ，
Ａｌａｄｄｉｎ），左归丸（上海雷允上封浜制药有限公司）。

冷冻 离 心 机 （ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ， 德 国 ）， 酶 标 仪

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国），流式细胞仪（赛默飞，美国），洁
净工作台（上海博讯实业医疗设备厂，中国），超低

温冰箱（Ｈｅｔｏ Ｕｌｔｒａ Ｆｒｅｅｚｅ，丹麦）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组与干预

自然衰老 ＳＤ 雄性大鼠，分别在 ２、５、８、１４、１８、
２１ 月龄剪尾取血，剪尾前将鼠尾置于 ４０ ℃ 水中

２ ～ ３ ｍｉｎ 使血管扩张，将鼠尾末端剪断 １ ～ ２ ｍｍ，
取血时使鼠尾处于最低位，尽量避免挤压按摩以防

发生溶血，取血结束后在切口处涂抹 ６％火棉胶涂

敷止血［１３］。 肝素钠抗凝管取 ３００ μＬ 全血用于流式

细胞术检测 Ｔ 淋巴细胞数量、分类及凋亡，另取全

血 １ ｍＬ，分离血清，储存于－８０ ℃备用。 大鼠于 １８
月龄时随机分为老年对照组、左归丸低剂量组、左
归丸高剂量组。 给药剂量根据标准成人体重（７０
ｋｇ）与大鼠表面积折算等效比率（０􀆰 ０１８）换算，大鼠

左归丸干预低剂量为 ２􀆰 ４３ ｇ ／ ｋｇ，高剂量为低剂量的

３ 倍，即 ７􀆰 ２９ ｇ ／ ｋｇ。 左归丸干预组每天灌胃含药

０􀆰 ５％去甲基纤维素钠溶液 ２ ｍＬ，老年对照组给予

０􀆰 ５％去甲基纤维素钠溶液 ２ ｍＬ，持续给药 ３ 个月。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｔ 淋巴细胞数量及凋亡检测

取大鼠全血样本 １００ μＬ 至肝素钠抗凝管中，加
入鼠 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８ 抗体 ２􀆰 ５ μＬ，室温下避光 １５

ｍｉｎ 加入红细胞裂解液，室温下避光 １５ ｍｉｎ。 将管

中液体转移至相应的 ２ ｍＬ Ｅｐ 管中，１４７７ ｒ ／ ｍｉｎ × ５
ｍｉｎ 离心，弃去上清，每管加入 ＰＢＳ １ ～ ２ ｍＬ，移液

枪轻轻吹打后转移至新的 ２ ｍＬ Ｅｐ 管中，１８０９ ｒ ／ ｍｉｎ
× ５ ｍｉｎ 离心，弃去上清。 每管加入 １００ μＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞，再加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ ５ μＬ、ＰＩ ５ μＬ，
室温下避光 １５ ｍｉｎ。 将所有 Ｅｐ 管置于冰上避光保

存，立即用流式细胞仪检测。 用 ＦｌｏｗＪｏ ｖ１０􀆰 ８􀆰 １ 软

件处理相关数据。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血清生化指标检测

血清 ＴＣ、 ＴＧ、 ＬＤＬ⁃ｃ、 ＨＤＬ⁃ｃ、 ＦＦＡ、 ２５⁃ＯＨ⁃Ｄ、
ＣＯＲＴ、ＣＲＰ、ＩＬ⁃６ 水平检测按说明书操作，使用酶标

仪在相应波长进行检测。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＡＬ 相关指标选择及评分规则

本研究共检测 １５ 个生化指标用于评估衰老，通
过计算各指标的方差膨胀因子（ＶＩＦ）识别指标间共

线性问题，纳入 ＶＩＦ ＜ １０ 的指标进行 ＡＬ 评分，包
括：ＬＤＬ⁃ｃ、ＴＣ、ＨＤＬ⁃ｃ、ＦＦＡ、ＴＧ、ＣＯＲＴ、 ＩＬ⁃６、ＣＲＰ、
２５⁃ＯＨ⁃Ｄ、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞

凋亡率。 以 ５ 月龄大鼠数据分布为基线建立各项指

标界值，ＬＤＬ⁃ｃ、ＴＣ、ＦＦＡ、ＴＧ、ＩＬ⁃６ 水平高于该指标

分布 ９０％分位数，记 １ 分；ＨＤＬ⁃ｃ、２５⁃ＯＨ⁃Ｄ 水平低

于该指标分布 １０％分位数，记 １ 分；ＣＯＲＴ 水平高于

该指标分布 ９０％分位数，或低于该指标分布 １０％分

位数，均记 １ 分；ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数低于 ３０％，
ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率高于 ３０％，记 １ 分。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ４􀆰 １ 进行数据处理和图

像绘制，数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 多组

间比较采用单因素方差分析；两两组间比较，正态

分布数据采用独立样本 ｔ 检验，非正态分布数据采

用 Ｆ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 衰老过程中各生化指标呈现不同的变化趋势

如图 １ 所示，１５ 个检测指标中，脂代谢指标（血
清 ＬＤＬ⁃ｃ、ＴＧ、ＴＣ、２５⁃ＯＨ⁃Ｄ）、炎症指标（血清 ＣＲＰ、
ＩＬ⁃６），免疫指标（ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞数

量及凋亡率）共 １２ 项有统计学意义。 与 ５ 月龄组相

比，１４、１８、２１ 月龄组大鼠血清 ＴＣ 水平显著升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），其中 ２１ 月龄组又显著高于

８ 月龄组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ５、８、１４、１８ 月龄组相比，２１
月龄组大鼠血清 ＬＤＬ⁃ｃ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；

５５７
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注：与 ２ 月龄组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ５ 月龄组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ８ 月龄组相比，▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 １４ 月龄

组相比，□Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，□□Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 １８ 月龄组相比，△△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 各月龄大鼠衰老相关生化指标比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍ２ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍ５ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍ８

ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍ１４ ｇｒｏｕｐ， □Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， □□Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍ１８ ｇｒｏｕｐ， △△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ａｇｅ ｉｎ ｒａｔｓ
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与 ２、５、８ 月龄组相比，１４、１８、２１ 月龄组大鼠血清

ＴＧ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ２、５
月龄组相比，１４ 月龄组大鼠血清 ＣＲＰ 水平显著升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与 １４ 月龄组相比，２１ 月

龄组大鼠血清 ＣＲＰ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ２、
２１ 月龄组相比，８、１４、１８ 月龄组大鼠血清 ＩＬ⁃６ 水平

显著降低，其中 ８ 月龄组又显著低于 ５ 月龄组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ２ 月龄组相比，６ 月龄组大鼠

血清 ２５⁃ＯＨ⁃Ｄ 水平显著升高，与 ５ 月龄组相比，１４、
１８ 月龄组大鼠血清 ２５⁃ＯＨ⁃Ｄ 水平显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；各组大鼠 ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数水平随月龄增

加显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ２、５ 月龄组相比，８、１４ 月

龄组大鼠 ＣＤ４＋ Ｔ 淋巴细胞计数水平显著降低；与
５ 月龄组相比，８、１４ 月龄组大鼠 ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞计

数水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ５、８、１４ 月龄组相比，
１８、２１ 月龄组大鼠 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡

水平均显著升高，其中 ２１ 月龄组大鼠 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ Ｔ
淋巴细胞凋亡水平显著低于 １８ 月龄组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

为了更清晰地显示各指标和年龄的关系，将
６ 个月龄分组进行整合，２、５ 月龄为青年组，８、１４ 月

龄为中年组，１８、２１ 月龄为老年组，其中 Ｔ 淋巴细胞

凋亡相关的 ３ 个指标以 ５ 月龄单独为青年组。 如图

２ 所示，大鼠血清 ＴＣ、ＬＤＬ⁃ｃ、ＴＧ 水平及 Ｔ 淋巴细胞

凋亡率显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），血清 ２５⁃
ＯＨ⁃Ｄ 水平、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞数量显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 与青年组相比，中年组 ＣＤ４＋ Ｔ 淋巴细胞数

量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞数量显

著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 血清 ＣＲＰ 水平随月龄呈现先

升高再下降的趋势（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而血清

ＩＬ⁃６ 水平呈现先下降再升高趋势（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２　 免疫、代谢与衰老过程显著相关

将原有 １５ 个指标中 ＶＩＦ ＜ １０ 的指标作为自变

量，月龄为应变量，拟合多元回归方程，包括 ＬＤＬ⁃ｃ、
ＨＤＬ⁃ｃ、ＴＣ、 ＴＧ、 ＦＦＡ、 ２５⁃ＯＨ⁃Ｄ、 ＣＯＲＴ、 ＩＬ⁃６、 ＣＲＰ、
ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率，见
表 １。 多元回归分析结果显示 ＬＤＬ⁃ｃ、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴

细胞计数、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率的回归系数分别

为 Ｐ ＜ ０􀆰 １、Ｐ ＜ ０􀆰 ００１、Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 回归方程能解释

８３􀆰 ８４％的年龄变异。 多元逐步回归分析显示仅纳

入 ＬＤＬ⁃ｃ、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞

凋亡率即可解释 ８５􀆰 ６５％的年龄变异。 以上结果均

显示免疫和代谢在衰老过程中变化明显。

表 １　 各指标多元回归分析结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｉｎｄｅｘ

指标
Ｉｎｄｅｘ

回归系数
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

Ｐ
方差膨胀

因子
ＶＩＦ

截距
Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ ３８􀆰 ８１１ １３６ １􀆰 ５９ｅ⁃０６ －

低密度脂蛋白胆固醇
ＬＤＬ⁃ｃ １􀆰 ０８０ ７８６ ０􀆰 ０９９ ５８ １􀆰 ９０４ １２８

高密度脂蛋白胆固醇
ＨＤＬ⁃ｃ

－０􀆰 ９３３ ７５２ ０􀆰 ３２８ ０３ ２􀆰 ８００ ９７７

总胆固醇
ＴＣ ０􀆰 ７２６ ７１０ ０􀆰 ５４６ ８７ ４􀆰 １０９ ９６３

甘油三酯
ＴＧ

－０􀆰 ５３７ ２９６ ０􀆰 ２５６ ２８ ２􀆰 １１８ ２６０

游离脂肪酸
ＦＦＡ ２􀆰 ６８４ ２４０ ０􀆰 ３０２ ８８ １􀆰 ４９５ ３１９

２５⁃羟维生素 Ｄ
２５⁃ＯＨ⁃Ｄ

－０􀆰 ０５４ ６４７ ０􀆰 ４９６ ７４ ２􀆰 １２３ ０８１

皮质醇
ＣＯＲＴ ０􀆰 ００２ ６６２ ０􀆰 ９４６ ９０ １􀆰 ５０２ ５４９

白细胞介素⁃６
ＩＬ⁃６

－０􀆰 ０００ ９１７ ０􀆰 ２４９ ５９ １􀆰 ６８５ ８６６

Ｃ 反应蛋白
ＣＲＰ ０􀆰 ００１ ４０７ ０􀆰 ７７９ ８９ １􀆰 ２７８ ３８４

ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数
ＣＤ３＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｃｏｕｎｔ

－０􀆰 ７１１ ７６８ １􀆰 ０３ｅ⁃０９ ２􀆰 ９８６ ６００

ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率
ＣＤ３＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｉｏ

－０􀆰 ０９９ ５５２ ０􀆰 ００４ ９３ ２􀆰 ３０２ ４８２

２􀆰 ３　 左归丸可提高大鼠血清 ＣＯＲＴ 水平，降低

ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率

与 ２１ 月龄组相比，高剂量组大鼠血清 ＣＯＲＴ 水

平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 将 ２ 月龄组、５ 月龄组合

并为青年组，将 ８ 月龄组、１４ 月龄组合并为中年组，
将 １８ 月龄组、２１ 月龄组合并为老年组，同时将高、
低剂量组合并为左归丸组。 与老年组相比，左归丸

组大鼠血清 ＣＯＲＴ 水平显著提高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、
ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），具体

见图 ３。
２􀆰 ４　 ＡＬ 评分可有效评估衰老过程

５ 月龄大鼠纳入 ＡＬ 评分各指标界值见表 ２，考
虑到 Ｔ 淋巴细胞计数和凋亡数据方差较大，指定

ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数低于 ３０％，ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞

凋亡率高于 ３０％，记 １ 分。 如图 ４ 所示，与 ５ 月龄

组、８ 月龄组、１４ 月龄组相比，１８ 月龄组、２１ 月龄组

大鼠 ＡＬ 评分均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
整合后，与青年、中年组相比，老年组大鼠 ＡＬ 评分

也显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 左归丸干预后，与 ２１ 月龄

组比较，低剂量组大鼠 ＡＬ 评分降低，高剂量组大鼠

ＡＬ 评分升高，但均没有统计学意义。 对不同月龄组

７５７
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注：与青年组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１；与中年组相比，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５，ｂｂＰ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ２　 青、中、老年大鼠各生化指标的变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｙｏｕｔｈ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５， ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｄｄｌｅ⁃ａｇｅｄ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｂｂＰ ＜ ０􀆰 ０１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｙｏｕｎｇ， ｍｉｄｄｌｅ⁃ａｇｅｄ， ａｎｄ ｅｌｄｅｒｌｙ ｒａｔｓ

注：Ａ：不同剂量左归丸干预对相关指标的影响；Ｂ：整合后左归丸干预对相关指标的影响； 与老年组相比，ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｃＰ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ３　 左归丸干预对相关指标的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ． Ｂ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｉｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｌｄｅｒｌｙ ｇｒｏｕｐ， ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｃＰ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ

８５７



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ６ 月第 ３２ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ６

ＡＬ 评分、月龄进行函数拟合，发现可用 ３ 次多项式

拟合两者之间的关系，对 ＡＬ 评分 ／月龄求导，发现

自 ５ 月龄后导数均下降，提示 ＡＬ 评分在 ５ 月龄升

高得最快，该结果提示大鼠衰老可能在青中年时期
表 ２　 ５ 月龄大鼠各指标 ＡＬ 评分界值

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｕｔ ｐｏｉｎｔ ｆｏｒ ＡＬ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ５⁃ｍｏｎｔｈ⁃ｏｌｄ ｒａｔｓ
指标
Ｉｎｄｅｘ

最小值
Ｍｉｎｉｍｕｍ ｖａｌｕｅ

最大值
Ｍａｘｉｍｕｍ ｖａｌｕｅ

中位数
Ｍｅｄｉａｎ

第 １０ 分位数
１０ｔｈ ｐｅｒｃｅｎｔｉｌｅｓ

第 ９０ 分位数
９０ｔｈ ｐｅｒｃｅｎｔｉｌｅｓ

低密度脂蛋白胆固醇
ＬＤＬ⁃ｃ ０􀆰 ４４ ３􀆰 ８９ １􀆰 ４１ ０􀆰 ６２ １􀆰 ６３

高密度脂蛋白胆固醇
ＨＤＬ⁃ｃ １􀆰 ３４ ４􀆰 ５２ ２􀆰 ９２ １􀆰 ８５ ３􀆰 ６０

总胆固醇
ＴＣ １􀆰 ２５ ４􀆰 １５ ２􀆰 ３４ １􀆰 ４８ ２􀆰 ４４

甘油三酯
ＴＧ ０􀆰 ８０ ７􀆰 ９１ １􀆰 ９４ １􀆰 ０２ ２􀆰 ７９

游离脂肪酸
ＦＦＡ ０􀆰 ３３ １􀆰 ３２ ０􀆰 ６２ ０􀆰 ４２ １􀆰 ０２

２５⁃羟维生素 Ｄ
２５⁃ＯＨ⁃Ｄ １２􀆰 ７１ ４５􀆰 ０２ ２７􀆰 ５０ ２７􀆰 ３６ ４５􀆰 ２０

皮质醇
ＣＯＲＴ ３􀆰 ５１ １２３􀆰 ５５ ２５􀆰 ５６ ７􀆰 ９３ ５９􀆰 １３

白细胞介素⁃６
ＩＬ⁃６ ２６０１􀆰 ３３ ６４６９􀆰 ６７ ３３６６􀆰 ３３ ３０２８􀆰 ６７ ４２３１􀆰 ６７

Ｃ⁃反应蛋白
ＣＲＰ １０４􀆰 １０ ６２３􀆰 １０ ２０６􀆰 ６０ １５３􀆰 ５９ ２４８􀆰 ３１

ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数
ＣＤ３＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｃｏｕｎｔ

９􀆰 ６８ ４７􀆰 ６０ ３０􀆰 １０ ３５􀆰 ０３ ４６􀆰 ５２

ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率
ＣＤ３＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｉｏ

０􀆰 ０９ ５７􀆰 ５０ １２􀆰 ６５ ０􀆰 ０６ １２􀆰 ６５

注：Ａ：各组 ＡＬ 评分比较；Ｂ：左归丸干预对 ＡＬ 评分的影响；Ｃ：大鼠 ＡＬ 评分与月龄函数拟合结果。

图 ４　 各组 ＡＬ 评分比较及 ＡＬ 评分变化分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＬ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ＡＬ ｓｃｏｒｅ． Ｃ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｆｉｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＬ ｓｃｏｒｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＬ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＬ ｓｃｏｒｅ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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即开始，提前药物干预，延缓衰老效果可能更佳。
本研究中，左归丸作用后，低剂量组 ＡＬ 评分有降低

趋势，但与 ２１ 月龄组或老年组比较，均无统计学意

义，结合上述发现，左归丸在 ５ ～ ８ 月龄干预，可能

延缓衰老作用更佳。

３　 讨论

研究表明脂代谢在衰老过程中有 显 著 改

变［１４－１５］。 雌性和雄性衰老大鼠血清 ＴＧ 水平均显著

升高，ＴＧ 清除率显著降低［１６］。 本研究中大鼠血清

ＴＧ、ＬＤＬ⁃ｃ、ＴＣ、２５⁃ＯＨ⁃Ｄ 水平随增龄均发生显著变

化。 血清 ＦＦＡ 水平未见到显著增龄性改变，但左归

丸干预后，低剂量组大鼠血清 ＦＦＡ 水平显著降低。
在健康衰老人群和衰老大鼠的研究发现，血清

ＣＲＰ 水平均年龄依赖性增长［１７－１８］。 本研究大鼠血

清 ＣＲＰ 水平在中年达到高峰，之后下降。 大鼠血清

ＩＬ⁃６ 水平在青年时期较高，中年降低，而老年升高，
其原因需进一步研究。 左归丸干预对炎症因子没

有显著影响。
糖皮质激素是 ＡＬ 的主要介导物之一［４］。 研究

报道，老年人傍晚和晨间皮质醇浓度升高，晨间皮

质醇浓度峰值提前、日内皮质醇振幅降低、皮质醇

分泌模式不规则［１９－２０］。 与年轻小鼠相比，中年小鼠

皮质酮水平升高，老年则不明显［２１］。 本研究未发现

大鼠血清皮质酮水平的增龄性变化。 但左归丸干

预后，与老年组比较皮质酮水平显著升高，与沈自

尹等［２２］的报道相一致。 但本研究通过剪尾取血，皮
质酮水平的升高可能由于取血过程导致大鼠产生

应激反应，该结果提示，左归丸能提高衰老大鼠面

对损伤的应激反应能力。
免疫衰老是目前衰老机制的研究热点，免疫功

能受损与衰老可能相互促进。 胸腺退化是免疫衰

老的特征之一，研究发现，衰老时先天免疫细胞处

于持续激活状态［２３］。 衰老适应性免疫系统的主要

变化发生在 Ｔ 细胞亚群，随着胸腺逐渐退化，幼稚 Ｔ
细胞减少，导致 Ｔ 细胞多样性受损，此外衰老人群

的记忆 Ｔ 细胞免疫应答能力严重下调，不能产生和

维持保护性免疫应答反应［２４］。 衰老人群的研究发

现，ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞数量随着年龄的增长而减

少［２５］，与本研究相一致。 本研究还观察了 Ｔ 淋巴细

胞凋亡，老年大鼠（１８、２１ 月龄）ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ Ｔ
淋巴细胞凋亡比例均显著高于青年（５ 月龄）与中年

（８、１４ 月龄）大鼠。 多元回归分析显示，免疫指标与

衰老之间关系密切。 郑振等［２６］ 就在临床中发现补

肾中药能显著地降低老年人 Ｔ 淋巴细胞凋亡的升

高，本研究也发现左归丸对老年大鼠过度的 ＣＤ８＋ Ｔ
淋巴细胞凋亡有降低作用。 免疫衰老可能是中药

干预衰老及老年相关疾病的重要切入点。
关于 ＡＬ 损伤机体的具体机制，ＭｃＥｗｅｎ 提出了

“三阶段、四类型”和“能量模型”的学说，即神经内

分泌和自主神经系统失调，分泌的物质为“ ｐｒｉｍａｒｙ
ｍｅｄｉａｔｏｒｓ”。 这些中介物会引起靶组织细胞的生化

变化，产生“ｐｒｉｍａｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ”。 多种原初中介物和原

初效应的综合作用，产生“ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｏｕｔｃｏｍｅｓ”，常见

的胆固醇、低密度脂蛋白、血压、纤维蛋白原升高等

都属于该范围。 进一步发展，则到达第三阶段，产
生具体疾病或者严重的功能失调，被称为“ ｔｅｒｔｉａｒｙ
ｏｕｔｃｏｍｅｓ”。 从发生机制上，将 ＡＬ 分为重复应激导

致的、缺乏适应导致的、应激反应不消退和应激反

应不充分［４］４ 种类型。 ＡＬ 长期积累，最终还将导致

能量失调［２７］。 ＡＬ 评分作为一个综合的累积性损伤

的评价工具，在评价衰老及药物干预衰老的效果方

面似乎有独特的价值。 本研究发现，自 ５ 月龄起，
ＡＬ 评分随月龄的增长逐渐升高，到 １８ 月龄以后达

到高峰，并且在青、中年时期大鼠 ＡＬ 评分升高最

快，提示衰老过程可能在青中年时期启动，因而在

青、中年时期就开始衰老干预是否有更好的效果，
是值得进一步研究的问题。 此外，本研究中 ２ 月龄

大鼠 ＡＬ 评分，与 ５ 月龄相比，异常升高，主要是该

月龄组大鼠 Ｔ 淋巴细胞凋亡比例显著高于 ５ 月龄大

鼠，２ 月龄大鼠 Ｔ 淋巴细胞过度凋亡的原因亦需进

一步研究。
中医证候描述的领域与 ＡＬ 描述的领域大致相

当，中医证候描述了 ＡＬ 的类型，现代医学对 ＡＬ 进

行评分，但仅是评价 ＡＬ 量的变化，没有意识到 ＡＬ
分类、分型的问题［２８－３０］。 在中医学中，自然衰老常

被认为是肾虚模型，本研究结果显示 ＡＬ 评分和增

龄相关，提示 ＡＬ 在肾虚证程度及补肾药物效果的

评估中可能具有一定的价值。 ＡＬ 和其他中医证候

及药物疗效评估的关系也值得深入研究。
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［ ５ ］ 　 ＧＡＬＬＯ Ｌ Ｃ， ＦＯＲＴＭＡＮＮ Ａ Ｌ， ＭＡＴＴＥＩ Ｊ． Ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ ｌｏａｄ ａｎｄ
ｔｈｅ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｉｓｋ ｉｎ ｂｉｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ： ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ａｎｄ ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｓｙｃｈｏｓｏｍ Ｍｅｄ，
２０１４， ７６（７）： ４７８－４８０．

［ ６ ］ 　 ＳＥＥＭＡＮ Ｔ Ｅ， ＳＩＮＧＥＲ Ｂ Ｈ， ＲＯＷＥ Ｊ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｉｃｅ ｏｆ
ａｄａｐｔａｔｉｏｎ⁃ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ ｌｏａｄ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｅａｌｔｈ ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ． ＭａｃＡｒｔｈｕｒ
ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ａｇｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ａｒｃｈ Ｉｎｔｅｒｎ Ｍｅｄ， １９９７， １５７
（１９）： ２２５９－２２６８．

［ ７ ］ 　 ＳＥＥＭＡＮ Ｔ Ｅ， ＭＣＥＷＥＮ Ｂ Ｓ， ＲＯＷＥ Ｊ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ
ｌｏａｄ ａｓ ａ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｉｓｋ： ＭａｃＡｒｔｈｕｒ ｓｔｕｄｉｅｓ
ｏｆ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ａｇｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２００１， ９８
（８）： ４７７０－４７７５．

［ ８ ］ 　 ＨＷＡＮＧ Ａ Ｃ， ＰＥＮＧ Ｌ Ｎ， ＷＥＮ Ｙ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ａｌｌ⁃
ｃａｕｓｅ ａｎｄ ｃａｕｓｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｂｙ ｓｔａｔｉｃ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ ｌｏａｄ： ａ １０⁃ｙｅａｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ⁃ｂａｓｅｄ
ｃｏｈｏｒｔ ｓｔｕｄｙ ｉｎ Ｔａｉｗａｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｍ Ｍｅｄ Ｄｉｒ Ａｓｓｏｃ， ２０１４， １５
（７）： ４９０－４９６．

［ ９ ］ 　 ＰＡＲＫＥＲ Ｈ Ｗ， ＡＢＲＥＵ Ａ Ｍ， ＳＵＬＬＩＶＡＮ Ｍ Ｃ， ｅｔ ａｌ．
Ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ ｌｏａｄ ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ： ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｍｅｔａ⁃
ａｎａｌｙｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， ２０２２， ６３（１）： １３１－１４０．

［１０］ 　 赵新永， 李晓婷， 周飞． 左归丸改善自然衰老大鼠学习能力

的中枢神经线粒体机制 ［ Ｊ］ ． 中国老年学杂志， ２０１９， ３９
（１５）： ３７２２－３７２５．
ＺＨＡＯ Ｘ Ｙ， ＬＩ Ｘ Ｔ， ＺＨＯＵ Ｆ． Ｚｕｏｇｕｉｗａｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ
ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａｇｉｎｇ ｒａｔｓ ｂｙ ｎｅｕｒｏｎ’ｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ
Ｊ Ｇｅｒｏｎｔｏｌ， ２０１９， ３９（１５）： ３７２２－３７２５．

［１１］ 　 高志莹． 左归丸治疗排卵障碍性不孕阴虚证的随机对照研究

［Ｊ］ ． 中国处方药， ２０２２， ２０（４）： １１６－１１７．
ＧＡＯ Ｚ Ｙ． Ａ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｓｔｕｄｙ ｏｎ Ｚｕｏｇｕｉ ｐｉｌｌ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｏｖｕｌａｔｏｒｙ ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｗｉｔｈ Ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｈｉｎ Ｐｒｅｓｃｒ Ｄｒｕｇ， ２０２２， ２０（４）： １１６－１１７．

［１２］ 　 ＳＥＥＬＥＹ Ｋ Ｅ， ＰＲＯＵＤＦＯＯＴ Ｋ Ｌ， ＥＤＥＳ Ａ Ｎ． Ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ａｌｌｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ ｌｏａｄ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ： ａ ｓｃｏｐｉｎｇ
ｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０２２， １７（８）： ｅ０２７３８３８．

［１３］ 　 田顺亮， 钱学华． 大鼠断尾取血固定装置的设计及取血的方

法 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２００６， １６（７）： ４１９－４２１．
ＴＩＡＮ Ｓ Ｌ， ＱＩＡＮ Ｘ Ｈ． Ｄｅｖｉｃｅｓ ａｎｄ ｓｋｉｌｌｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｂｌｏｏｄ
ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｃｕｔｔｉｎｇ ｒａｔｓ’ ｔａｉｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２００６，
１６（７）： ４１９－４２１．

［１４］ 　 ＪＯＨＮＳＯＮ Ａ Ａ， ＳＴＯＬＺＩＮＧ Ａ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ
ａｇｉｎｇ， ｌｉｆｅｓｐａｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ， ａｎｄ ａｇｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ
Ｃｅｌｌ， ２０１９， １８（６）： ｅ１３０４８．

［１５］ 　 ＭＵＴＬＵ Ａ Ｓ， ＤＵＦＦＹ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｍ Ｃ． Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ
ｌｉｐｉｄ ｓｉｇｎａｌｓ ｉｎ ａｇｉｎｇ ａｎｄ ｌｏｎｇｅｖｉｔｙ ［ Ｊ］ ． Ｄｅｖ Ｃｅｌｌ， ２０２１， ５６
（１０）： １３９４－１４０７．

［１６］ 　 ＳＰＩＴＬＥＲ Ｋ Ｍ， ＤＡＶＩＥＳ Ｂ Ｓ Ｊ． Ａｇｉｎｇ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｌｉｐｉｄ Ｒｅｓ， ２０２０， ６１（８）： １１６１－１１６７．

［１７］ 　 ＧＯＲＤＯＮ Ｃ Ｊ， ＲＯＷＳＥＹ Ｐ Ｊ， ＢＩＳＨＯＰ Ｂ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｒｕｍ
ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ａｇｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ Ｂｒｏｗｎ Ｎｏｒｗａｙ ｒａｔ ［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｇｅｒｏｎｔｏｌ，
２０１１， ４６（１１）： ９５３－９５７．

［１８］ 　 ＳＫＯＢＬＯＷ Ｈ Ｆ， ＰＲＯＵＬＸ Ｃ Ｍ． Ｃ⁃ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｓｕｂｊｅｃｔｉｖｅ
ａｇｉｎｇ， ａｎｄ ｉｎｃｉｄｅｎｔ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ： ａ ｍｅｄｉａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

［Ｊ］ ． Ｊ Ｇｅｒｏｎｔｏｌ Ｂ Ｐｓｙｃｈｏｌ Ｓｃｉ Ｓｏｃ Ｓｃｉ， ２０２２， ７７（９）： １６５４
－１６５８．

［１９］ 　 ＶＡＮ ＤＥＮ ＢＥＬＤ Ａ Ｗ， ＫＡＵＦＭＡＮ Ｊ Ｍ， ＺＩＬＬＩＫＥＮＳ Ｍ Ｃ， ｅｔ
ａｌ． Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｓｙｓｔｅｍｓ ｗｉｔｈ ａｇｅｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ
Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２０１８， ６（８）： ６４７－６５８．

［２０］ 　 ＧＵＰＴＡ Ｄ， ＭＯＲＬＥＹ Ｊ Ｅ． Ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ａｄｒｅｎａｌ
（ＨＰＡ） ａｘｉｓ ａｎｄ ａｇｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｃｏｍｐｒ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１４， ４（４）： １４９５
－１５１０．

［２１］ 　 ＤＡＬＭ Ｓ， ＥＮＴＨＯＶＥＮ Ｌ， ＭＥＩＪＥＲ Ｏ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａｇｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ａｄｒｅｎａｌ ａｘｉｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍａｌｅ
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ， ２００５， ８１（６）： ３７２－
３８０．

［２２］ 　 沈自尹， 王文健， 王惠， 等． 补肾药改善老年肾上腺皮质功

能的临床与实验研究 ［ Ｊ］ ． 中西医结合杂志， １９８９， ９（９）：
５１８－５２１， ５１４．
ＳＨＥＮ Ｚ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｗ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｏｆ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ⁃ｔｏｎｉｆｙｉｎｇ ｈｅｒｂｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｇｅｄ ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｗｅｓｔ Ｍｅｄ， １９８９， ９ （ ９）： ５１８ －
５２１， ５１４．

［２３］ 　 ＫＬＥＩＮＮＩＪＥＮＨＵＩＳ Ｊ， ＱＵＩＮＴＩＮ Ｊ， ＰＲＥＩＪＥＲＳ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｃｉｌｌｅ
Ｃａｌｍｅｔｔｅ⁃Ｇｕｅｒｉｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ＮＯＤ２⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ
ｆｒｏｍ ｒｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｖｉａ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ［ Ｊ］ ．
Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０１２， １０９（４３）： １７５３７－１７５４２．

［２４］ 　 ＴＵ Ｗ， ＲＡＯ Ｓ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ Ｔ ｃｅｌｌ
ｉｍｍｕｎｏｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ： ａｇｉｎｇ ａｎｄ ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ．
Ｆｒｏｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１６， ７： ２１１１．

［２５］ 　 ＱＩＮ Ｌ， ＪＩＮＧ Ｘ， ＱＩＵ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ａｇｉｎｇ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ：
Ｉｍｍｕｎｅ ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｆｒｏｍ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｓｕｂｓｅｔｓ ｉｎ
１０６８ ｈｅａｌｔｈｙ ａｄｕｌｔｓ ［Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ， ２０１６， ８（５）： ８４８－８５９．

［２６］ 　 郑振， 沈自尹， 黄辉． 补肾与活血复方调节老年鼠 Ｔ 细胞凋

亡的对比研究 ［ Ｊ］ ． 中国中西医结合杂志， １９９９， １９（１０）：
６１０－６１２．
ＺＨＥＮＧ Ｚ， ＳＨＥＮ Ｚ Ｙ， ＨＵＡＮＧ Ｈ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｔｏｎｉｃ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｃｉｐｅ
ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｏｌｄ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｗｅｓｔ
Ｍｅｄ， １９９９， １９（１０）： ６１０－６１２．

［２７］ 　 ＭＣＥＷＥＮ Ｂ Ｓ， ＷＩＮＧＦＩＥＬＤ Ｊ Ｃ． Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｐｔ ｏｆ ａｌｌｏｓｔａｓｉｓ ｉｎ
ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ ［ Ｊ］ ． Ｈｏｒｍ Ｂｅｈａｖ， ２００３， ４３（ １）： ２
－１５．

［２８］ 　 黄建华． 中医“证” 描述了非稳态负荷的类型———兼论病证

关系（上） ［Ｊ］ ． 上海中医药杂志， ２０１７， ５１（２）： １１－１６．
ＨＵＡＮＧ Ｊ Ｈ． Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｄｅｓｃｒｉｂｅｓ
ｔｈｅ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ ｌｏａｄ ［ Ｊ］ ． Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ，
２０１７， ５１（２）： １１－１６．

［２９］ 　 黄建华． 中医“证” 描述了非稳态负荷的类型———兼论病证

关系（中） ［Ｊ］ ． 上海中医药杂志， ２０１７， ５１（３）： １３－１７， ２５．
ＨＵＡＮＧ Ｊ Ｈ． Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｄｅｓｃｒｉｂｅｓ
ｔｈｅ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ ｌｏａｄ ［ Ｊ］ ． Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ，
２０１７， ５１（３）： １３－１７， ２５．

［３０］ 　 黄建华． 中医“证” 描述了非稳态负荷的类型———兼论病证

关系（下） ［Ｊ］ ． 上海中医药杂志， ２０１７， ５１（４）： １６－２２．
ＨＵＡＮＧ Ｊ Ｈ． Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｄｅｓｃｒｉｂｅｓ
ｔｈｅ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ ｌｏａｄ ［ Ｊ］ ． Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ，
２０１７， ５１（４）： １６－２２．

［收稿日期］ 　 ２０２３－０９－２１

１６７
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｊｕｎｅ ２０２４

Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． ６

贾建，谭睿陟，钟霞，等． 异鼠李素通过抑制 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 减轻 ＡＫＩ 肾小管炎性细胞凋亡 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４，
３２（６）： ７６２－７７１．
ＪＩＡ Ｊ， ＴＡＮ Ｒ Ｚ， ＺＨＯＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（６）： ７６２－７７１．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０６􀆰 ００９

［基金项目］西南医科大学应用基础项目（２０２１ＺＫＱＮ１２０），西南医科大学（２０２３ＺＹＹＱ０８），泸州市科技局创新苗子项目（２０２１⁃ＲＣＭ⁃１１８），
四川省科技厅项目（２０２２ＹＦＳ０６２１）。

Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （ ２０２１ＺＫＱＮ１２０）， Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （ ２０２３ＺＹＹＱ０８），
Ｌｕｚｈｏｕ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｂｕｒｅａｕ Ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ Ｓｅｅｄｌｉｎｇ Ｐｒｏｊｅｃｔ （２０２１⁃ＲＣＭ⁃１１８）， Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｓｉｃｈｕａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （２０２２ＹＦＳ０６２１）．
［作者简介］贾建，男，实验师，研究方向：肾纤维化。 Ｅｍａｉｌ：ｊｉａｊ５６８１＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］王丽，女，教授，研究方向：慢性肾病防治。 Ｅｍａｉｌ：Ｗａｎｇｌｉ１２０＠ ｓｗｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

异鼠李素通过抑制 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 减轻 ＡＫＩ
肾小管炎性细胞凋亡

贾建１，谭睿陟１，钟霞１，粟宏伟２，王丽１∗

（１． 西南医科大学附属中医医院中西医结合研究中心，四川 泸州　 ６４６０００；
２． 西南医科大学附属中医医院泌尿外科，四川 泸州　 ６４６０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨长链非编码 ＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２（ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２）在急性肾损伤（ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）
肾小管损伤中的功能以及异鼠李素改善肾小管炎性细胞凋亡的作用机制。 方法　 将 ４８ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随

机分为对照组、模型组、治疗组（ＡＫＩ 模型构建后灌胃给予 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ 异鼠李素）、空载质粒电转染组、ＬｎｃＲＮＡ⁃
ｇｍ３３７８２ 敲低组、ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 过表达组、ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 敲低组 ＋ 模型组、ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 过表达 ＋ 治疗

组 ８ 组，通过腹腔一次性注射 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 顺铂诱导小鼠 ＡＫＩ，原位电转染技术用于介导肾 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 的敲低

和过表达。 采用 Ｃｈｉｒｐ 实验捕获 ＡＫＩ 肾 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 结合蛋白进行质谱分析，挖掘 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 直接作用

靶蛋白；通过观察电转染敲低 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 和异鼠李素（ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ，ＩＳＯ）治疗干预后小鼠肾功能、病理结构

改变、肾炎性因子（ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α）表达，评价 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 在 ＡＫＩ 中的作用；ＮＦ⁃κＢ 被作为介导炎症的关

键信号通路，Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达量以及流式凋亡检测结果被用于评价异鼠李素对 ＡＫＩ 肾小管炎性细胞凋亡的治

疗作用。 结果　 ＡＫＩ 小鼠肾表现出严重的肾小管损伤以及巨噬细胞浸润和炎症，异鼠李素的治疗干预和 ＬｎｃＲＮＡ⁃
ｇｍ３３７８２ 电转染敲低均能够减轻 ＡＫＩ 肾损伤。 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 主要表达于 ＡＫＩ 损伤的肾小管细胞，质谱检测发

现补体因子⁃Ｈ（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｆａｃｔｏｒ⁃Ｈ，ＣＦＨ）与其有直接结合关系。 体外过表达 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 后，ＣＦＨ 表达量随

即升高，而异鼠李素对 ＡＫＩ 细胞炎性凋亡的治疗作用受到抑制。 结论　 异鼠李素是通过抑制 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 对

ＣＦＨ 的调控作用减轻 ＡＫＩ 肾小管细胞炎性凋亡。
【关键词】 　 急性肾损伤；ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２；肾原位电转染；异鼠李素；炎性凋亡

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） ０６⁃０７６２⁃１０

Ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２

ＪＩＡ Ｊｉａｎ１， ＴＡＮ Ｒｕｉｚｈｉ１， ＺＨＯＮＧ Ｘｉａ１， ＳＵ Ｈｏｎｇｗｅｉ２， ＷＡＮＧ Ｌｉ１∗

（１． Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｌｕｚｈｏｕ ６４６０００， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｕｒｏｌｏｇｙ， Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｌｕｚｈｏｕ ６４６０００， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＷＡＮＧ Ｌｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：Ｗａｎｇｌｉ１２０＠ ｓｗｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ ｉｎ ｔｕｂｕｌａｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ （ＡＫＩ）
ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｙ ｗｈｉｃｈ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｔｕｂｕｌａｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＡＫＩ． Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｆｏｒｔｙ⁃ｅｉｇｈｔ ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ： ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＡＫＩ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ ＋
ＡＫＩ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ （ ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ３０ ｍｇ ／ ｋｇ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ）． ＡＫＩ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａ ｏｎｅ⁃ｔｉｍｅ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ． Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｂｙ ＲＮＡ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃａｐｔｕｒｅ ｔｈｅ ＬｎｃＲＮＡ⁃
ｇｍ３３７８２ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＡＫＩ⁃ａｆｆｅｃｔｅｄ ｋｉｄｎｅｙｓ ｆｏｒ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ｒｅｖｅａｌｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ⁃
ｇｍ３３７８２． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ ｉｎ ＡＫＩ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α） ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ
ｅｌｅｃｔｒｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｓ ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｍｅｄｉａｔｏｒ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｆ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ｏｎ ｔｕｂｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＡＫＩ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｋｉｄｎｅｙｓ ｗｉｔｈ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＡＫＩ ｓｈｏｗｅｄ ｓｅｖｅｒｅ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌｅ
ｉｎｊｕｒｙ， ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ． Ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ ｅｌｅｃｔｒｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｔｈｅｓｅ ｓｉｇｎｓ ｏｆ ＡＫＩ． ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ＡＫＩ．
ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｆａｃｔｏｒ Ｈ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｈａｖｅ ａ ｄｉｒｅｃｔ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２． Ａｆｔｅｒ ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ ｗａｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｆａｃｔｏｒ⁃Ｈ ｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＡＫＩ⁃ａｆｆｅｃｔｅｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ Ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｔｕｂｕｌａｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＡＫＩ ｂｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ ｏｎ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｆａｃｔｏｒ Ｈ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ； ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２； ｒｅｎａｌ ｉｎ ｓｉｔｕ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ； ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 急性肾损伤（ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是一种临

床常见危重病，３０％ ～ ７０％的 ＡＫＩ 发展为慢性肾病

（ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ），约 １７％的 ＡＫＩ 患者 １
年内发展至终末期肾病 （ ｅｎｄ⁃ｓｔａｇｅ ｒｅｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＥＳＲＤ） ［１］，其中反复发生的微炎性反应是 ＡＫＩ 进展

至 ＣＫＤ 的临床高危因素［２］。 全球每年约有 ２００ 万

人死于 ＡＫＩ［３］，严重威胁着人类的生命健康安全。
肾小管上皮细胞是 ＡＫＩ 主要的受损细胞，在缺血、
毒素等损伤作用下，肾小管上皮细胞发生凋亡、坏
死等情况［４］，损伤的肾小管上皮释放肿瘤坏死因子⁃
α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、单核细胞趋化蛋

白 １（ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＣＰ⁃１）、白细

胞介 素 ６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ⁃６ ）、 白 细 胞 介 素 １β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ⁃１β）等，炎症和趋化因子参与炎性细

胞的趋化与活化过程，进一步导致炎症反应和肾小

管细胞凋亡加重［５－６］，这种由炎症反应导致细胞凋

亡的方式被称为炎性细胞凋亡。
长链 非 编 码 ＲＮＡｓ （ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ，

ＬｎｃＲＮＡｓ）是一类转录本长度超过 ２００ ｎｔ 的 ＲＮＡ 分

子［７］，在人类众多基因组上，仅有 １％ ～ ２％的区域

能够被编码翻译成蛋白，而高达 ７０％以上的区域被

转录成为 ＲＮＡ，这些 ＲＮＡ 大部分为非编码 ＲＮＡｓ
（ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ，ｎｃＲＮＡｓ），起初被认为是基因组

转录的副产物，不具有生物学功能，然而高通量技

术的发展提高了基因组测序的深度，使研究者对人

类基因组有了全新的理解和认识，近年来 ＬｎｃＲＮＡｓ
被发现参与染色体沉默、基因组印记、染色质修饰、
转录激活、转录干扰、核内运输等多种重要的调控

过程［８－９］。 关于 ＬｎｃＲＮＡｓ 在 ＡＫＩ 中作用的研究报

道较多，包括小鼠 ＬｎｃＲＮＡ ａ３３ 可通过激活 Ａｘｉｎ２ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 促进 ＡＫＩ 进程［１０］，人源性 ＬｎｃＲＮＡ ＴＵＧ１
可以通过抑制肾小管上皮细胞铁死亡减轻急性肾

损伤［１１］。 本研究发现 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 在 ＡＫＩ 肾

表达显著升高，并且 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 与补体因子⁃
Ｈ（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｆａｃｔｏｒ⁃Ｈ， ＣＦＨ）具有直接结合关系。
ＣＦＨ 是补体替代途径中的主要负调控因子，有研究

表明抗 ＣＦＨ 的自身抗体能够有效减轻狼疮性肾

炎［１２］，而 ＣＦＨ 是否作为 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 影响 ＡＫＩ
的直接作用靶点是本研究所关注的重点之一。

异鼠李素（ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ，ＩＳＯ）是一种黄酮类化

合物，在多种炎症性疾病模型中表现出抗炎作用，
包括在炎症性肠道疾病、风湿关节炎等模型中，ＩＳＯ
可有效减轻 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 的释放，从而降低炎

症反应［１３－１４］，然而其在 ＡＫＩ 中的作用机制尚不清

楚。 本文旨在研究 ＩＳＯ 对 ＡＫＩ 肾炎症介导的肾小

管细胞凋亡的改善作用，并探讨其作用机制。

３６７
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

４８ 只 ８ ～ １０ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，
体重 ２０ ～ ２２ ｇ，购买于成都集萃药康生物科技有限

公司【ＳＣＸＫ（川）２０２０－０３４】。 饲养期间严格控制温

度（２２ ± ２）℃、湿度（５０％ ～ ６０％），１２ ｈ 循环照明，
并保障小鼠自由摄食和饮水，饲养于西南医科大学

动物实验中心 ＳＰＦ 级动物房 【 ＳＹＸＫ （川） ２０２３ －
００６５】。 本研究所有动物实验操作获得西南医科大

学伦理委员会的批准（２０２１１１２２⁃０７５）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

小鼠 肾 小 管 上 皮 细 胞 株 （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ Ｃ３Ｈ
ｍｏｕｓｅ ｋｉｄｎｅｙ⁃１，ＴＣＭＫ１，购于上海雅吉生物科技有

限公司），培养条件为添加 １０％胎牛血清的高糖

ＤＭＥＭ 培 养 基， 温 度 ３７ ℃， ＣＯ２ 含 量 ５％， 湿

度 １００％。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 质 粒 （ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ｇｍ３３７８２，
擎科生物），异鼠李素（Ｍｅｄｂｉｏ，８０００３），ＨＥ 染色试

剂盒（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，Ｃ０１０７），ＰＡＳ 染色试剂盒（Ｍｅｄｂｉｏ，
Ｃ０１４２Ｓ），免疫组化试剂盒（中杉金桥，ＰＶ⁃９００５），
ＦＩＳＨ 染色试剂盒（Ｇｅｎｅｐｈａｒｍａ，Ｆ０４４０１），ＤＭＥＭ 培

养基 （ Ｇｉｂｃｏ， 美 国 ）， 胎 牛 血 清 （ Ｇｉｂｃｏ， 美 国 ），
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００（Ｔｈｅｒｍｏ，美国），总 ＲＮＡ 提取试

剂盒 （ Ｍｅｄｂｉｏ， Ｃ０１４２Ｓ ）， 美 国 ＣＳＴ 一 抗： Ａｎｔｉ⁃
ＧＡＰＤＨ、Ａｎｔｉ⁃Ｔｉｍ１、Ａｎｔｉ⁃Ａｋｔ、Ａｎｔｉ⁃Ｐ⁃Ａｋｔ ；中国 Ｓａｎｔａ
一抗：Ａｎｔｉ⁃ＴＮＦ⁃α、Ａｎｔｉ⁃ＩＬ⁃１β、Ａｎｔｉ⁃ＩＬ⁃６、 Ａｎｔｉ⁃Ｂｃｌ２、
Ａｎｔｉ⁃Ｂａｘ、Ａｎｔｉ⁃Ｆ４ ／ ８０，ＨＲＰ 标记的小鼠抗兔二抗（生
工，Ｄ１１００６５），ＨＲＰ 标记的羊抗小鼠二抗 （生工，
Ｄ１１０１０３）。 显微镜 （ Ｌｅｉｃａ， 德国）， 细胞培养箱

（Ｔｈｅｒｍｏ，美国），酶标仪（奥盛，中国），蛋白电泳及

转印系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国），实时荧光定量 ＰＣＲ 系统

（ ＡＢＩ， 美 国 ）， ＥＶＯＳ 图 像 采 集 系 统 （ Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，美国），凝胶成像系统（勤翔，中国），石
蜡切片机（Ｌｅｉｃａ，德国），电转仪（Ｐｕｌｓｅ Ｇｅｎｅｒａｔｏｒ，德
国），流式细胞分析仪（ＢＤ，美国），ＣＨＩＲＰ 试剂盒

（赛诚生物，ＫＴ１０５⁃０１）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＡＫＩ 模型构建及给药

将 ４８ 只小鼠随机分为 ８ 组，每组 ６ 只，分别为

对照组、模型组、治疗组（ＡＫＩ 模型构建后灌胃给予

３０ ｍｇ ／ ｋｇ 的 异 鼠 李 素 ）、 空 载 质 粒 电 转 染 组、
ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 敲低组、ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 过表达

组、 模 型 ＋ ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 敲 低 组、 ＬｎｃＲＮＡ⁃
ｇｍ３３７８２ 过表达 ＋ 治疗组。 ＡＫＩ 模型用腹腔注射顺

铂的方式进行诱导，在空腹状态下，按照 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ
剂量进行一次性腹腔注射，注射后 １ ｈ 对给药组小

鼠进行给药干预，第 ３ 天处死小鼠，收集血液及肾

组织。
１􀆰 ２􀆰 ２　 病理染色

制备 ４ μｍ 石蜡切片进行苏木素⁃伊红（ＨＥ）染
色观察。 糖原（ＰＡＳ）染色参照染色试剂盒说明书进

行操作。
１􀆰 ２􀆰 ３　 免疫组化染色

石蜡切片处理之后用含 ５％的牛血清蛋白的

ＰＢＳ 溶液分别稀释 Ｆ４ ／ ８０、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 抗体并滴

于组织上，在 ４ ℃条件下进行孵育过夜。 孵育完成

后，用 ＰＢＳ 洗掉非特异性结合的抗体，滴加兔鼠通

用型免疫组化二抗于 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ 后即可进行

显色。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肾功检测

小鼠麻醉后，通过心脏穿刺法采集小鼠血液，
３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 收集血清，操作步骤参照试

剂盒说明书，肌酐检测结果单位为 μｍｏｌ ／ Ｌ，尿素氮

单位为 ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

使用 ＲＩＰＡ 裂解液提取肾总蛋白，通过考马斯

亮蓝蛋白浓度测定法配平各组蛋白后进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶电泳。 采用湿法电转的方式将蛋白转移

至 ＰＶＤＦ 膜上。 ５％脱脂牛奶常温封闭非特异性抗

原后加入稀释好的一抗于 ４ ℃ 孵育过夜。 最后用

ＴＢＳＴ 洗掉未特异性结合的一抗后，加入一抗对应

种属的二抗于常温孵育 １ ｈ 即可在凝胶成像仪中

进行化学发光显色。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ８􀆰 ０ 版本进行

灰度值量化，ＧＡＰＤＨ 作为内参用于各组蛋白量

校正。
１􀆰 ２􀆰 ６　 细胞造模及转染

为了模拟体内肾小管炎症反应，在培养基中加

入 ５００ ｎｇ ／ ｍＬ 的 顺 铂 进 行 诱 导。 转 染 则 通 过

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００（操作步骤参照使用说明书）介导

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ｇｍ３３７８２ 进入细胞。
１􀆰 ２􀆰 ７　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）

提取肾总 ＲＮＡ，每个样本的 １ μｇ 总 ＲＮＡ 经由

４６７
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ＨｉＳｃｒｉｐｔ 􀅺 Ⅲ ＲＴｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试 剂 盒 （ Ｒ３２３⁃０１，
Ｖａｚｙｍｅ） 逆 转 录 为 ｃＤＮＡ。 根 据 ｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ 试剂盒（Ｑ７１１⁃００，Ｖａｚｙｍｅ）说明书进行

实时荧光定量 ＰＣＲ，所用引物序列见表 １。

注：与对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 １　 ＡＫＩ 小鼠肾小管损伤及 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 的表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ＡＫＩ ｍｉｃｅ

１􀆰 ２􀆰 ８　 肾原位电转染

按 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 腹腔注射戊巴比妥将小鼠麻醉后，

从背开口部暴露小鼠肾。 血管钳夹闭肾动静脉后，
用带 ３６ Ｇ 针头注射器经静脉向肾注射 １００ μＬ 质

粒，等待 ３ ｍｉｎ 让质粒在肾扩散。 通过测试电阻 ＜
５００ Ω 即可开始电转染。 仪器设置参数： 电压

５０ Ｖ，电流 ３００ ｍＡ，瞬时换电持续时间 ５０􀆰 ０ ｍｓ，瞬
时换电静止时间 １０００ ｍｓ，总换电次数 ４ 次。
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表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５’－３’）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ Ｆ：ＴＴＣＣＴＴＣＴＣＴＧＴＴＴＧＣＣＧＴＧＴ
Ｒ：ＣＴＴＣＴＣＡＣＡＣＣＡＧＧＡＣＡＧＴＧＧ

ＩＬ⁃１β Ｆ：ＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧＡＴＧ
Ｒ：ＡＡＧＧＴＣＣＡＣＧＧＧＡＡＡＧＡＣＡＣ

ＩＬ⁃６ Ｆ：ＡＡＡＧＡＧＴＴＧＴＧＣＡＡＴＧＧＣＡＡＴＴＣＴ
　 Ｒ：ＡＡＧＴＧＣＡＴＣＡＴＣＧＴＴＧＴＴＣＡＴＡＣＡ

ＴＮＦ⁃α Ｆ：ＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＡＡＡＴＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡ
　 Ｒ：ＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣ

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧ
Ｒ：ＣＡＡＡＧＴＴＧＴＣＡＴＧＧＡＴＧＨＡＣＣ

１􀆰 ２􀆰 ９　 ＣＨＩＲＰ 捕获 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 靶蛋白

参照试剂盒说明书分别使用 ２ 条与 ＬｎｃＲＮＡ⁃
ｇｍ３３７８２ 结合位点不同的探针对 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２
及与之有直接结合的蛋白进行捕获，同时设置阴性

探针作为对照。 将捕获到的蛋白送质谱测序分析，
通过对比阴性探针捕获蛋白排除假阳性结果后，对
２ 条探针所捕获的结合蛋白取交集后分析潜在结合

靶蛋白。
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据通过 Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件进行统计学分析，
检测结果用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，两组间比

较采用非配对 ｔ 检验法进行差异分析，多组间用单

因素方差分析，组间多重比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验，Ｐ ＜

０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＡＫＩ 小鼠肾小管严重损伤

相较于对照组，模型组肾病变明显，包括肾小

管上皮细胞脱落、细胞核固缩、巨噬细胞浸润以及

明显的糖原沉积（见图 １Ａ）；肾小管损伤评分和糖

原染色阳性区域统计结果显示，模型组相较于对照

组，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１） （见图 １Ｂ，１Ｃ）；
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果显示模型组肾小管细胞损伤

标志物 Ｔｉｍ⁃１ 相较于正常小鼠明显升高（见图 １Ｄ）。
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测结果显示模型组肾 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２
相较对照组显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）（见图 １Ｅ）。 为明

确 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 在小鼠肾中的表达位置，原位

杂交技术发现 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 主要表达于肾小管

细胞上，与对照组相比，模型组肾 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２
表达明显增加 （见图 １Ｆ），主要表达于损伤的肾

小管。
２􀆰 ２　 肾原位电转

空载质粒电转染组 ＨＥ 染色结果显示无明显病

理改变，表明电转染本身未对肾造成明显损伤（见
图 ２Ａ），电转染 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 敲低质粒后，相比

于对照组小鼠肾 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 表达量显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）（见图 ２Ｂ）。

图 ２　 肾原位电转染流程及效果

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｉｎ ｓｉｔｕ ｅｌｅｃｔｒｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

２􀆰 ３ 　 抑制 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 明显改善 ＡＫＩ 肾

损伤

肾原位电转染敲低 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 后明显减

轻了 ＡＫＩ 小鼠肾病理损伤（见图 ３Ａ），并且恢复肾

功（ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ） （ 见图 ３Ｂ， ３Ｃ）， 敲低 ＬｎｃＲＮＡ⁃
ｇｍ３３７８２ 降低了肾炎性因子 ＩＬ⁃β（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、ＩＬ⁃６
和 ＴＮＦ⁃α（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）的 ｍＲＮＡ 表达水平（见图 ３Ｄ，
３Ｅ，３Ｆ）。

２􀆰 ４　 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 结合靶蛋白捕获

ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 结合靶蛋白捕获流程示意图

（图 ４Ａ ）。 质 谱 分 析 检 测 结 果 显 示 ＬｎｃＲＮＡ⁃
ｇｍ３３７８２ 探针 １ 和探针 ２ 相较对照探针所捕获的潜

在靶蛋白分别为 １２０ 个和 ６２ 个，２ 条探针同时捕获

的潜在靶蛋白有 １５ 个（图 ４Ｂ）。 其中与 ＡＫＩ 肾炎

症相关的基因 ＣＦＨ 在 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 过表达后

显著升高（图 ４Ｃ）。

６６７



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ６ 月第 ３２ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ６

注：与模型组相比，＠ ＠ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＠ ＠ ＠ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ３　 电转染敲低 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 后改善 ＡＫＩ 肾小管损伤及肾炎症

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＠ ＠ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＠ ＠ ＠ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｌｏｗ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ ｉｍｐｒｏｖｅ ＡＫＩ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

２􀆰 ５　 异鼠李素减轻 ＡＫＩ 肾炎性凋亡

ＩＳＯ 治疗干预后明显改善 ＡＫＩ 小鼠肌酐、尿素

氮异常（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ５Ａ，５Ｂ），免疫组

化染色发现，ＩＳＯ 明显抑制了 ＡＫＩ 小鼠肾炎性因子

ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的表达（图 ５Ｃ）；此外 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检
测结果显示 ＩＳＯ 治疗干预后，炎性因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
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图 ４　 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 靶蛋白捕获方法及验证

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｐｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图 ５　 ＩＳＯ 改善 ＡＫＩ 肾炎症及肾小管细胞凋亡

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＩＳＯ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｒｅｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｂｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＡＫＩ
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１β、ＩＬ⁃６ 蛋白表达量明显下降，ＩＳＯ 通过抑制 ＮＦ⁃κＢ
信号通路，减轻了 ＢＡＸ ／ Ｂｃｌ⁃２ 介导的细胞凋亡（图
５Ｄ，５Ｅ），并显著降低了 ＡＫＩ 肾中 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２
及其靶蛋白 ＣＦＨ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ５Ｆ）。
２􀆰 ６　 异鼠李素通过抑制 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 减轻肾

小管细胞凋亡

流式细胞分析检测结果显示，顺铂刺激后，肾
小管细胞凋亡细胞比例明显升高，经 ＩＳＯ 治疗干预

后，细胞凋亡情况有所改善（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；ＬｎｃＲＮＡ⁃
ｇｍ３３７８２ 过表达导致细胞出现明显凋亡情况（Ｐ ＜
０􀆰 ００１），并且在过表达 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 后的肾小

管细胞中，ＩＳＯ 对顺铂诱导的细胞凋亡治疗作用相

对 ＩＳＯ 治疗组被明显削弱 （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１） （图 ６Ａ，
６Ｂ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果显示，ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２
过表达明显促进了 ＣＦＨ 的表达和 ＮＦ⁃κＢ 信号通路

的激活，同时也减弱了 ＩＳＯ 的抑制作用（图 ６Ｃ）。

注：与治疗组相比， ＄＄＄ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ６　 异鼠李素治疗机制探讨

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ， ＄＄＄ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ

３　 讨论

ＡＫＩ 可由多种原因引起，如严重感染、药物中

毒、创伤、心血管手术后并发症或其他致命疾病。
ＡＫＩ 的发生常伴随着炎症细胞的浸润和炎性因子的

释放，炎性细胞如单核细胞、淋巴细胞等在肾组织

中的聚集会导致炎性因子（如 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 等）的

过度释放，炎症反应可以通过多种方式影响肾小管

细胞的生存状态［１５－１６］，如诱导氧化应激反应［１７］、激
活炎性信号通路［１８－１９］、导致细胞凋亡相关的蛋白激

酶的激活等［２０］。 本研究发现，由顺铂毒性诱导的

ＡＫＩ 小鼠血清肌酐和尿素氮含量相对正常小鼠有明

显上调，肾小管细胞出现了明显损伤和脱落，同时

肾小管细胞间质巨噬细胞浸润量明显增加，与前期

报道相符合。
ＬｎｃＲＮＡｓ 是一种不编码蛋白质的 ＲＮＡ 分子，能

够通过多种方式调控基因表达和细胞功能，包括转

录后调控、染色质重塑、转录调节、 ｍｉＲＮＡ 海绵

（ｍｉＲＮＡ ｓｐｏｎｇｅ）等机制［２１］。 与 ＤＮＡ、ｍＲＮＡ 和蛋

白质等相互作用，参与细胞周期调控、细胞分化和
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细胞凋亡等生物学过程［２２］。 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 是本

研究中发现在 ＡＫＩ 肾中显著升高的一个基因，目前

尚未有关于 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 在疾病中的作用报

道。 通过原位杂交技术发现 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 主要

表达于损伤后的肾小管细胞，提示其在 ＡＫＩ 中扮演

着重要角色。
原位电转染技术是一种用于向体内组织递送

外源性 ＤＮＡ、ＲＮＡ 或蛋白质的技术，该技术使用电

穿孔原理，利用电场的作用使细胞膜暂时性地产生

微小的孔隙，从而促进外源性基因或药物等穿透并

进入细胞内［２３］。 为进一步明确 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２
在 ＡＫＩ 中的功能，采用了肾原位电转染 ＬｎｃＲＮＡ⁃
ｇｍ３３７８２ 敲低质粒的方式以达到短时间内让小鼠肾

ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 沉默的目的［１０，２４］。 结果显示体内

敲低 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 后对顺铂诱导的 ＡＫＩ 肾小管

损伤具有明显抑制作用，同时肾炎性因子 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达水平也明显降低，表明靶向

抑制 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 可以减轻 ＡＫＩ 肾炎症反应进

而改善肾小管细胞损伤。 为进一步明确 ＬｎｃＲＮＡ⁃
ｇｍ３３７８２ 促进 ＡＫＩ 的直接作用靶蛋白，通过 Ｃｈｉｒｐ
实验技术捕获了 ＡＫＩ 肾 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 结合蛋白

进行质谱检测，结果显示 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 与 ＣＦＨ
有直接作用关系，并且 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 对其具有

调控作用。
ＩＳＯ 是一种植物类黄酮化合物，其广泛存在于

多种食物中，如洋葱、菠菜、茶叶、草莓、苹果、葡萄

等［２５］。 研究表明，ＩＳＯ 具有良好的抗炎效果，能够

通过调节多种炎症相关信号通路，如 ＮＦ⁃κＢ、ＭＡＰＫ
和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 等途径，抑制炎症因子的释放和炎症

反应的发生［２６－２７］，但其在 ＡＫＩ 中的作用尚未被报

道。 本研究最后观察了 ＩＳＯ 对 ＡＫＩ 的治疗作用，并
重点关注了其对 ＮＦ⁃κＢ 信号通路以及 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 这

一凋亡相关蛋白家族的影响。 ＮＦ⁃κＢ 是一种重要的

转录因子，在调节炎症反应、细胞存活和免疫应答

等过程中发挥关键作用，该通路的激活可以导致炎

症因子的产生和炎症反应的加剧和促进细胞凋

亡［２８－２９］。 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 是与细胞凋亡密切相关的蛋

白家族，Ｂａｘ 是促进细胞凋亡的蛋白，其通过促进线

粒体膜通透性转化而释放线粒体内的细胞凋亡因

子，而 Ｂｃｌ⁃２ 则是抗凋亡蛋白，主要作用是抑制 Ｂａｘ
的活性，维持线粒体膜的稳定性，从而阻止细胞凋

亡的发生［３０－３１］。 结果显示 ＩＳＯ 能够改善 ＡＫＩ 小鼠

肾功能，减少 ＡＫＩ 肾炎性因子表达。 此外，ＩＳＯ 同样

能够抑制 ＡＫＩ 肾 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 及其靶蛋白 ＣＦＨ
的表达，提示 ＩＳＯ 可能通过抑制 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２
减轻了 ＡＫＩ 肾小管细胞凋亡。 为进一步验证这一

机制，最后在体外进行了 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 过表达

恢复实验，结果显示过表达 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 促进

ＮＦ⁃κＢ 信号通路激活以及靶蛋白 ＣＦＨ 的表达，而
ＩＳＯ 对肾小管细胞炎性凋亡的治疗作用受到明显削

弱， 表 明 ＩＳＯ 对 ＡＫＩ 治 疗 作 用 是 依 赖 于 抑 制

ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 表达实现的。
综上所述，ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２ 通过促进靶蛋白

ＣＦＨ 表达加剧 ＡＫＩ 肾炎性肾小管细胞炎性凋亡，
ＩＳＯ 能够通过抑制 ＬｎｃＲＮＡ⁃ｇｍ３３７８２，缓解炎性反

应，减轻 ＡＫＩ 肾小管细胞凋亡。
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骨质疏松症病证结合动物模型的研究进展
李勇进１，章晓云２∗，曾浩１

（１． 广西中医药大学，南宁　 ５３０００１；２． 广西中医药大学附属瑞康医院，南宁　 ５３００１１）

　 　 【摘要】 　 随着老龄化的加剧，骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）的发病率逐年升高，已成为全球公共卫生问题之

一。 其主要特征为骨量降低及骨微结构破坏，临床上常表现为疼痛、驼背、身高降低，甚至出现骨折。 积极进行与

ＯＰ 相关的科学研究显得尤为重要，动物模型的构建已经成为参与医药研究的关键手段之一，尤其是在探索新的治

疗方法和药物开发过程。 其中，融合了中医药特色的“病证结合”动物模型在我国中医药现代化研究中占据着不可

替代的地位。 本文从目前病证结合 ＯＰ 动物模型的现状出发，总结模型构建及评价方法，以期为病证结合 ＯＰ 动物

模型的研究提供一定的思路及参考。
【关键词】 　 骨质疏松症；病证结合；动物模型；研究进展
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ； ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ； ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ
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　 　 骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）是一种全身性代

谢性骨骼疾病，其主要病理特征在于骨质丢失造成

的低骨量及骨微结构的恶化［１］。 ＯＰ 在临床上无明

显症状［２］，但患者全身骨脆性增加，容易发生骨折，
给患者个人及社会带来沉重的经济负担。 随着我

国老龄化加剧，ＯＰ 发病率逐年上升，已成为我国主

要的公共健康问题之一，被称为“二十一世纪的无

声流行病” ［３］。 流行病学调查结果显示，５０ 岁以上

人群 ＯＰ 患病率为 １９􀆰 ２％，其中女性为 ３２􀆰 １％、男性

为 ６􀆰 ９％，而 ６５ 岁以上人群 ＯＰ 患病率为 ３２􀆰 ０％，其
中女性为 ５１􀆰 ６％、男性为 １０􀆰 ７％［４］。 ＯＰ 长期发展

及其带来的并发症如骨骼畸形、骨折等，对人们的

正常生活产生了严重影响。
目前，西医对 ＯＰ 的研究多偏向于病理方面，临

床多以地舒单抗、降钙素、雌激素等药物进行对症

治疗，但存在诸多禁忌症和毒副作用。 中医药在治

疗 ＯＰ 过程中具有价廉、易获得、毒副作用小等优

势。 西医对 ＯＰ 所采用的研究方法相对单一，多是

从病理或临床单方面进行，而中医药研究更倾向于

将 ＯＰ 的西医病理机制与中医证候辨证相结合，即
病证结合，已成为医学科学发展的重要手段。 通过

构建 ＯＰ 病证结合动物模型，形成客观、科学的模型

评价体系，对中医药防治 ＯＰ 及中医药现代化进程

的研究具有重大意义。 本文通过中西医临床两个

角度对疾病的认识进行总结，归纳出 ＯＰ 病证结合

动物模型的构建方法和存在的问题，总结提炼不同

证候的量化指标，为如何构建符合临床发病机理的

病证结合动物模型及评价体系提供科学客观的

依据。

１　 ＯＰ 的发病机制

１􀆰 １　 ＯＰ 西医发病的病因病理

虽然 ＯＰ 发病机制尚未明确，但破骨细胞活性

提高，成骨细胞凋亡，进而影响人体骨代谢异常是

目前学者们公认的主流发病机制之一［５］。 正常成

年人中，骨骼自身存在代谢周期，被称为骨代谢［６］。
骨代谢的平衡是指破骨细胞对骨吸收速度与成骨

细胞对骨形成速度大致相同，但当机体因衰老、激
素水平、疾病、各种机械损伤及药物等影响时，出现

成骨转化能力减弱或骨吸收能力增强的情况，则会

伴随出现骨量丢失的现象，最终引发 ＯＰ。 如氧化应

激条件下大量活性氧堆积，从而引发成骨细胞脂质

过氧化损伤而凋亡；再如贯穿机体骨发育过程中的

铁离子出现代谢失衡，最终出现铁过载，导致成骨

细胞铁死亡发生，而破骨细胞活性增强，也已成为

ＯＰ 的重要发病机制之一［７］（见图 １）。

图 １　 骨质疏松发生机制

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ

３７７
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１􀆰 ２　 ＯＰ 中医发病的病因病机

中医并无 ＯＰ 病名，但按其症状及发病机理，可
将其归属于 “骨痹” “骨痿” “骨枯” 等范畴。 《素

问·痿论篇》曰“肾主身之骨髓……肾气热，则腰脊

不举，骨枯而髓减，发为骨痿”，认为肾主骨、生髓，
肾精亏虚是 ＯＰ 发病的主要诱因。 《黄帝内经》认为

肾禀赋于先天之精，主骨并且依赖于后天之精的充

养。 脾为后天之本，气血生化之源，若后天水谷精

微补充不足，或恣食肥甘厚味、嗜酒、偏食等伤及脾

胃，则骨无以滋养发生骨痿［８］。 林嵛镌等［９］ 研究表

明脾肾虚弱使肌肉充养不利，骨髓失养导致肌少

症，从而诱发 ＯＰ，其认为脾、肾与 ＯＰ 病因病机之间

存在紧密联系。 刘金勇等［１０］ 研究表明龟鹿补骨方

可通过滋补肝肾之阴从而有效治疗绝经后骨质疏

松症，证实肝肾阴虚，精血化源不足，则骨枯而痿的

病因病机。

表 １　 ＯＰ 的西医诊断标准

Ｔａｂｌｅ １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ
诊断要素

Ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ
诊断方法

Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ
指标性

Ｉｎｄｅｘａｂｉｌｉｔｙ

骨密度测试［１１－１３］

ＢＭＤ ｔｅｓｔｉｎｇ［１１－１３］

①ＤＸＡ ／ ＤＥＸＡ：Ｔ 评分等于或小于－２􀆰 ５；②ＱＣＴ：绝对 ＢＭＤ 值小于 ８０ ｍｇ ／ ｃｍ３；③ＴＢＳ：ＴＢＳ 值小
于或等于 １􀆰 ２００。
①ＤＸＡ ／ ＤＥＸＡ． Ｔ ｓｃｏｒｅ ｅｑｕａｌ ｔｏ ｏｒ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ －２􀆰 ５． ②ＱＣＴ． Ａｂｓｏｌｕｔｅ ＢＭＤ ｖａｌｕｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ８０ ｍｇ ／
ｃｍ３ ． ③ＴＢＳ． ＴＢＳ ｉｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｏｒ ｅｑｕａｌ ｔｏ １􀆰 ２００．

核心指标
Ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

影像学［１４－１６］

Ｉｍａｇｉｎｇ［１４－１６］

①Ｘ 线检查：椎体内结构呈纵行条纹，周围骨皮质变薄，椎体变扁，上下缘内凹，椎间隙增宽；②
ＣＴ：椎体中央或整个区域骨松质密度减低，ＣＴ 值有时低达－９０ ＨＵ，有时椎体松质骨骨小梁呈粗
点状、蜂窝状改变、骨皮质可见普遍变薄以及椎体周边骨质增生；③ＭＲＩ：椎间盘变薄、呈低信号
其内可见不规则斑点状高信号区，椎间隙距离增加。
①Ｘ⁃ｒａｙ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ． Ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ ｓｔｒｉｐｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａ， ｔｈｉｎｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｏｎｅ ｃｏｒｔｅｘ， ｆｌａｔｔｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｄｙ， ｃｏｎｃａｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｅｄｇｅｓ， ａｎｄ
ｗｉｄｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｓｐａｃｅ． ②ＣＴ． Ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｃａｎｃｅｌｌｏｕｓ ｂｏｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｅｒ ｏｒ ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ ａｒｅａ
ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｄｙ ｉｓ ｒｅｄｕｃｅｄ， ｔｈｅ ＣＴ ｖａｌｕｅ ｉｓ ｓｏｍｅｔｉｍｅｓ ａｓ ｌｏｗ ａｓ － ９０ ＨＵ， ｓｏｍｅｔｉｍｅｓ ｔｈｅ
ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｂｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｃａｎｃｅｌｌｏｕｓ ｂｏｎｅ ｉｓ ｃｏａｒｓｅｌｙ ｐｕｎｃｔａｔｅ， ｈｏｎｅｙｃｏｍｂ ｃｈａｎｇｅｓ， ｔｈｅ ｂｏｎｅ
ｃｏｒｔｅｘ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｅｎ ａｓ ｇｅｎｅｒａｌ ｔｈｉｎｎｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ａｒｏｕｎｄ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｄｙ． ③ＭＲＩ．
Ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｉｓ ｔｈｉｎｎｅｄ ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｓｉｇｎａｌ， ｗｉｔｈ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｓｐｏｔ⁃ｌｉｋｅ ｈｙｐｅｒ⁃ｓｉｇｎａｌ ａｒｅａｓ ｖｉｓｉｂｌｅ ａｎｄ
ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｓｐａｃｅ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．

实验室检查［１７］

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ［１７］

①血钙浓度降低；②骨钙素降低；③血清碱性磷酸酶降低；④血清抗酒石酸酸性磷酸酶升高等。
①Ｂｌｏｏｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． ②Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ． ③Ｓｅｒｕｍ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． ④Ｓｅｒｕｍ ａｎｔｉ⁃ｔａｒｔｒａｔｅ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｅｔｃ．

主要指标
Ｍａｉｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

临床症状［４］

Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｓ［４］

①腰背部疼痛或全身性骨痛；②脊柱出现畸形形变；③身高降低或体态出现驼背畸形；④髋部或
椎体发生脆性骨折。
①Ｌｏｗ ｂａｃｋ ｐａｉｎ ｏｒ ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｂｏｎｅ ｐａｉｎ． ②Ｄｅｆｏｒｍｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｎｅ ｏｃｃｕｒｒｅｄ． ③Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｈｅｉｇｈｔ ｏｒ
ｈｕｍｐｂａｃｋ ｄｅｆｏｒｍｉｔｙ． ④Ｆｒａｇｉｌｉｔｙ ｆｒａｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｐ ｏｒ ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｂｏｄｙ．

次要指标
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

２　 ＯＰ 的诊断标准

２􀆰 １　 西医诊断标准

参照《原发性骨质疏松症诊疗指南（２０２２）》 ［４］

及国内外相关研究［１１－１７］，临床症状、影像学检查、实
验室检查、骨密度检测是诊断 ＯＰ 的 ４ 个主要关键

点，其中骨密度检测作为临床诊断最重要的手段之

一，是诊断 ＯＰ 的“金标准”，应将其列为核心指标，

影像学及实验室检查可作为相对客观的评价手段，
将其列为主要指标，临床症状缺乏特异性，将其列

为次要指标，详见表 １。
２􀆰 ２　 中医诊断标准

参考《绝经后骨质疏松症（骨痿）中医药诊疗指

南（２０１９ 年版）》及相关研究［１８－２１］ 发现，目前临床上

最主要的证型为肾虚证型。 不同证型各自所特有

的临床表现应将其列为核心指标，而彼此之间存在

的相似临床表现作为诊断 ＯＰ 的次要指标，见表 ２。

３　 动物模型的研究现状

目前，ＯＰ 基础实验中所需动物模型主要采用

病理造模、病因造模以及病证结合造模 ３ 种方式，造
模动物多为单一哺乳动物，如大鼠［２２］、小鼠［２３］、
犬［２４］等。 由于 ＯＰ 的临床症状、体征并无明显的特

异性，因此大部分学者多以病因造模为主。 动物模

型成功与否也多采用是否符合 ＯＰ 临床症状或病理

机制的单一因素进行评价，如绝经后骨质疏松症的

动物模型，其评价方式只是通过检测骨密度及雌二

醇水平。 即便造模后动物的外在表现符合 ＯＰ 的临

床症状或病理机制，但是生理生化指标与人体差

异性很大，无法判断模型是否对应 ＯＰ 中医证候

类型。
由于无法采用中医评价体系判断单一因素的

４７７
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　 　 　 　 　 　 表 ２　 ＯＰ 主要证型的中医诊断标准

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｉｎ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｏｆ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｉｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
证型

Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｔｙｐｅ
特有表现（核心指标）

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ（Ｃｏｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ）
相似表现（次要指标）

Ｓｉｍｉｌａｒ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ（Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ）

肾阳虚证［１８］

Ｋｉｄｎｅｙ⁃Ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ［１８］

①小便频数；②舌淡苔白、脉沉细弦
①Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｕｒｉｎｅ． ②Ｐａｌｅ ｔｏｎｇｕｅ ｗｉｔｈ ｗｈｉｔｉｓｈ ｃｏａｔｉｎ，
ｄｅｅｐ ｐｕｌｓｅ ａｎｄ ｔｈｉｎ ｓｔｒｉｎｇ

①腰背冷痛；②酸软乏力；③驼背弯腰
①Ｃｏｌｄ ｐａｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｃｋ ａｎｄ ｗａｉｓｔ． ② Ａｃｉｄｉｔｙ，
ｗｅａｋｎｅｓｓ， ａｎｄ ｆａｔｉｇｕｅ． ③Ｈｕｎｃｈｂａｃｋ

肝肾阴虚证［１９］

Ｌｉｖｅｒ⁃ｋｉｄｎｅｙ Ｙｉｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ［１９］

①眩晕耳鸣；②五心烦热；③舌红少津、少苔、脉沉细数
①Ｖｅｒｔｉｇｏ ａｎｄ ｔｉｎｎｉｔｕｓ． ②Ｄｙｓｐｈｏｒｉａ ｉｎ ｃｈｅｓｔｐａｌｍｓ⁃ｓｏｌｅｓ．
③Ｄｒｙ ｒｅｄｎｅｓｓ ｏｆ ｔｏｎｇｕｅ， ｌａｃｋｉｎｇ ｔｏｎｇｕｅ ｃｏａｔｉｎｇ， ｐｕｌｓｅ
ｓｉｎｋｉｎｇ， ｆｉｎｅ ａｎｄ ｆａｓｔ

①腰膝酸软无力，抽筋；②驼背弯腰；③形体消瘦
① Ｌｕｍｂａｒ ａｎｄ ｋｎｅｅ ｓｏｒｅｎｅｓｓ ａｎｄ ｗｅａｋｎｅｓｓ，
ｃｒａｍｐｓ． ②Ｈｕｎｃｈｂａｃｋ． ③Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｅｍａｃｉａｔｉｏｎ

脾肾阳虚证［１９］

Ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ
Ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ［１９］

①小便不利或频多；②大便久泄不止或五更泄泻；③舌
淡胖，苔白滑，脉沉细弱或沉弦迟
①Ｐｏｏｒ ｏｒ ｆｒｅｑｕｅｎｔ ｕｒｉｎａｔｉｏｎ． ②ｃｈｒｏｎｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｏｒ Ｗｕｇｅｎｇ
ｄｉａｒｒｈｅａ． ③ Ｐａｌｅ ａｎｄ ｐｌｕｍｐ ｔｏｎｇｕｅ， ｗｈｉｔｅ ａｎｄ ｓｍｏｏｔｈ
ｔｏｎｇｕｅ ｃｏａｔｉｎｇ， ｄｉｍ ａｎｄ ｗｅａｋ ｐｕｌｓｅ ｏｒ ｄｅｅｐ ａｎｄ ｔａｕｔ ｐｕｌｓｅ

①酸软乏力，甚则驼背弯腰；②活动受限
①Ａｃｉｄｉｔｙ， ｗｅａｋｎｅｓｓ， ａｎｄ ｅｖｅｎ ｓｔｏｏｐｉｎｇ． ②Ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ

肾虚血瘀证［２０］

Ｋｉｄｎｅｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ［２０］

①步履艰难；②舌质淡紫，脉细涩
①Ｔｒｕｄｇｅ． ②Ｔｏｎｇｕｅ ｌｉｇｈｔ ｐｕｒｐｌｅ， ｆｉｎｅ ａｎｄ ａｓｔｒｉｎｇｅｎｔ ｐｕｌｓｅ

①腰脊刺痛；②腰膝酸软；③下肢萎弱
①Ｌｕｍｂａｒ ｓｐｉｎｅ ｔｉｎｇｌｉｎｇ ｐａｉｎ． ②Ｌｕｍｂａｒ ｄｅｂｉｌｉｔｙ．
③Ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｗｅａｋｎｅｓｓ

脾胃虚弱证［２１］

Ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ
ｓｔｏｍａｃｈ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ［２１］

①面色萎黄或浮肿或消瘦；②纳少脘胀、便溏；③舌淡苔
白，脉细弱无力
①Ｙｅｌｌｏｗｉｓｈ ｏｒ ｓｗｏｌｌｅｎ ｏｒ ｅｍａｃｉａｔｅｄ ｃｏｍｐｌｅｘｉｏｎ． ②Ｌａｃｋ ｏｆ
ａｐｐｅｔｉｔｅ， ｂｌｏａｔｉｎｇ， ｄｉａｒｒｈｅａ． ③ Ｐａｌｅ ｔｏｎｇｕｅ ｗｉｔｈ ｗｈｉｔｉｓｈ
ｃｏａｔｉｎｇ， ｔｈｉｎ ａｎｄ ｄｅｌｉｃａｔｅ ｐｕｌｓｅ

①腰背酸软、疼痛；②肌肉萎缩；③筋骨羸弱
①Ｌｏｗ ｂａｃｋ ｓｏｒｅｎｅｓｓ ａｎｄ ｐａｉｎ． ②Ｍｕｓｃｌｅ ａｔｒｏｐｈｙ．
③Ｗｅａｋｎｅｓｓ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅｓ ａｎｄ ｂｏｎｅｓ

血瘀气滞证［１９］

Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ
ａｎｄ Ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ［１９］

①痛有定处，拒按；②筋肉挛缩；③舌质紫暗，有瘀点或
瘀斑，脉涩或弦
①Ｐａｉｎ ｈａｓ ａ ｆｉｘｅｄ ｐｏｉｎｔ， ｒｅｆｕｓｅ ｔｏ ｐｒｅｓｓ． ② Ｍｕｓｃｌｅ
ｃｏｎｔｒａｃｔｕｒｅ． ③ Ｔｏｎｇｕｅ ｐｕｒｐｌｅ ｄａｒｋ， ｐｅｔｅｃｈｉａｅ ｏｒ
ｅｃｃｈｙｍｏｓｉｓ， ｐｕｌｓｅ ａｓｔｒｉｎｇｅｎｃｙ ｏｒ ｓｔｒｉｎｇｅｎｃｙ

①腰背及周身疼痛；②驼背弯腰
①Ｐａｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｃｋ ａｎｄ ｂｏｄｙ． ②Ｈｕｎｃｈｂａｃｋ

ＯＰ 模型是否与中医证型对应，因此，ＯＰ 造模方式

需要采取相较于单因素造模更合理的造模方式。
将“外在”的证候和“内在”的病理指标结合进行多

因素造模，才能构建同时符合西医病理机制与中医

证型的动物模型，即 ＯＰ 病证结合造模。 评价 ＯＰ 病

证结合模型是否建立成功，不能简单地将造模动物

的临床表现与 ＯＰ 西医临床症状或病理机制相对

应，应当加入 ＯＰ 中医临床证候的评价要素，观察造

模动物的症状表现与 ＯＰ 西医临床症状的符合程度

（见表 ３）。

４　 ＯＰ 病证结合动物模型评价体系的
探讨

　 　 评价病证结合动物模型应当以 ＯＰ 病理模型为

基础，同时观察动物证候表现，如体重、毛发、爪甲、
体态及二便等情况，当病理与证候表现二者完全符

合或基本符合 ＯＰ 的临床诊断标准及不同证型的证

候表现时，则造模成功。 评价体系的关键是如何将

不同证型模型的证候表现进行标准化。 评价指标

的收集与归纳也是不可或缺的一环，特别是中医证

候的收集，由于中医临床所依赖的四诊合参在动物

模型上并不能及时有效地收集到合理且客观的 ＯＰ
证候表现，因此需要借助现代技术的帮助，如体温

计测量动物模型肛温以收集体温改变［３５］、心电图测

量心跳以收集动物模型脉搏［３６］、通过舌象仪采集动

物模型舌象［３７］ 等。 不同证型 ＯＰ 的证候特征彼此

之间有共用性与特异性，在收集归纳特异性证候表

现中，需要选择能与西医病理机制相互联系的证候

表现。
４􀆰 １　 ＯＰ 不同证型模型共用量化指标

无论何种证型的 ＯＰ 均可通过西医理论中 ＯＰ
的发病机制及病理表现一一对应阐释，而中医学认

为病理表现与“证候表现”的关系密切，西医的病理

生化指标相较于临床表现，拥有更高的敏感度，能
及时捕捉到不同证型造模的细微变化。 因此将西

医病理生化指标作为造模评价体系的基础，并与中

医证候相交叉，找到不同证型 ＯＰ 的共有病理生化

指标，对造模评价体系标准的建立具有非常重要的

意义（见表 ４）。 研究表明，骨代谢异常是导致 ＯＰ
发生的主要机制，骨保护素［３８］、碱性磷酸酶［３９］、骨
钙素［４０］等含量会因骨形成异常而发生病理性减少；
当骨吸收发生异常时，核因子⁃κＢ 受体活化因子和

核因子⁃κＢ 受体活化因子配体［４１］、抗酒石酸酸性磷

５７７
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　 　 　 　 　 　 表 ３　 不同 ＯＰ 动物模型造模的特点

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＯＰ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ

造模类型
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ

ｔｙｐｅ

造模方法
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄ

动物
Ａｎｉｍａｌ

特点
Ａｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

符合症状
Ｃｏｎｆｏｒｍｉｎｇ ｔｏ ｓｙｍｐｔｏｍｓ

西医
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ

中医
Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ

Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃａｌ

病理造模
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ

坐骨神经切

断法［２５］

Ｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅ
ａｍｐｕｔａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ［２５］

Ｗｉｓｔａｒ ／ ＳＤ 大鼠、Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠、 新 西 兰 长 耳 白
兔等
Ｗｉｓｔａｒ ／ ＳＤ ｒａｔｓ， Ｃ５７ＢＬ ／ ６
ｍｉｃｅ， Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｌｏｎｇ
ｅａｒｅｄ ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔｓ， ｅｔｃ

卵巢切除去

势法［２６］

Ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ
ａｎｄ ｃａｓｔｒａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ［２６］

ＳＤ 大鼠、 Ｗｉｓｔａｒ 大 鼠、
Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠等
ＳＤ ｒａｔｓ， Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ，
Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ， ｅｔｃ

糖皮质激素法［２７］

Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ
ｍｅｔｈｏｄ［２７］

ＳＤ 大 鼠、 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小
鼠、新西兰大白兔、斑马
鱼（ＡＢ ／ ＴＵ 品系）等
ＳＤ ｒａｔｓ， Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ，
Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｗｈｉｔｅ
ｒａｂｂｉｔｓ， ｚｅｂｒａｆｉｓｈ （ ＡＢ ／
ＴＵ ｓｔｒａｉｎ）， ｅｔｃ

维甲酸灌胃法［２８］

Ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ
ｇａｖａｇｅ

ｍｅｔｈｏｄ［２８］

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ

乙醇法［２９］

Ｅｔｈａｎｏｌ
ｍｅｔｈｏｄ［２９］

ＳＤ 大鼠、
Ｗｉｓｔａｒ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ，
Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ

链脲佐菌素法［３０］

Ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ
ｍｅｔｈｏｄ［３０］

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ

均采用了手术方式进行造模。 简便、
高效、造模所需时间短，但会增加术
后感染及死亡的风险。
Ａｌｌ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍａｄｅ ｕｓｉｎｇ ｓｕｒｇｉｃａｌ
ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｉｔ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ， ａｎｄ
ｒｅｑｕｉｒｅｓ ａ ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ ｆｏｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｂｕｔ
ｉｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｏｆ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅａｔｈ．

不会对造模动物造成机械性损伤，同
时更符合人体激素分泌水平。 但是
所需要时间长，药物本身存在干扰。
Ｉｔ ｗｉｌｌ ｎｏｔ ｃａｕｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｔｏ
ｍｏｄｅｌ ａｎｉｍａｌｓ ａｎｄ ｉｓ ｍｏｒｅ ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ
ｈｕｍａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ． Ｂｕｔ ｉｔ
ｔａｋｅｓ ａ ｌｏｎｇ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｉｔｓｅｌｆ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｓ．

操作简单、建模时间短、骨质疏松症
状典型，但停用维甲酸后骨质疏松状
态逐渐恢复。
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｉｍｅ
ｉｓ ｓｈｏｒｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ
ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ａｒｅ ｔｙｐｉｃａｌ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ａｆｔｅｒ
ｄｉｓｃｏｎｔｉｎｕｉｎｇ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ｔｈｅ
ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｓｔａｔｕｓ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｒｅｃｏｖｅｒｓ．

建模材料简单、方法简便易行，是探
讨乙醇对骨代谢影响的重要模型，应
用较多。 但由于乙醇用量无法具体
控制，因此无法准确断定造模成功所
需要的具体时间。
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｒｅ ｓｉｍｐｌｅ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｍｅｔｈｏｄｓ ａｒｅ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｆｅａｓｉｂｌｅ． Ｉｔ ｉｓ
ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｏｎ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ａｎｄ ｈａｓ ｍａｎｙ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ． Ｓｉｎｃｅ ｔｈｅ
ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｕｓｅｄ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ， ｉｔ ｉｓ ｎｏｔ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｔｏ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｅｘａｃｔｌｙ ｈｏｗ ｌｏｎｇ ｉｔ ｗｉｌｌ ｔａｋｅ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｏｌｄ ｔｏ ｂｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ．

建模方法成熟，建模周期较长，但模
型的发病过程及临床表现与人类糖
尿病 相 类 似， 多 用 于 研 究 糖 尿 病
性 ＯＰ。
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｍａｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ ｉｓ ｌｏｎｇ， ｂｕｔ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ
ｈｕｍａｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ， ａｎｄ ｉｔ ｉｓ ｍｏｓｔｌｙ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｓｔｕｄｙ ＯＰ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ．

血钙浓度降低、骨钙
素降 低、 骨 小 梁 稀
疏、变细。
Ｂｌｏｏｄ ｃａｌｃｉｕｍ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｄｅｃｒｅａｓｅｓ，
ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ
ｄｅｃｒｅａｓｅｓ， ａｎｄ ｂｏｎｅ
ｔｒａｂｅｃｕｌａｅ ｂｅｃｏｍｅ
ｓｐａｒｓｅ ａｎｄ ｔｈｉｎｎｅｒ．

体重下降、反
应迟钝、动作
迟缓。
Ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ，
ｓｌｏｗ ｒｅａｃｔｉｏｎ，
ａｎｄ ｄｅｌａｙｅｄ
ｍｏｖｅｍｅｎｔ．

６７７
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续表 ３

造模类型
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ

ｔｙｐｅ

造模方法
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄ

动物
Ａｎｉｍａｌ

特点
Ａｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

符合症状
Ｃｏｎｆｏｒｍｉｎｇ ｔｏ ｓｙｍｐｔｏｍｓ

西医
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ

中医
Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ

Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃａｌ

病因造模
Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ

注射 ＲＡＮＫＬ（核
因子⁃κＢ 受体活
化因子配体） ［３１］

Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ＲＡＮＫＬ （ ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ κＢ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｌｉｇａｎｄ） ［３１］

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ

可模拟高周转率骨病模型，并用于表
征 ＲＡＮＫＬ ／ ＲＡＮＫ ／ ＯＰＧ 通路在多种
骨病中的潜在作用。
Ｉｔ ｃａｎ ｓｉｍｕｌａｔｅ ａ ｈｉｇｈ ｔｕｒｎｏｖｅｒ ｂｏｎｅ
ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ
ＲＡＮＫＬ ／ ＲＡＮＫ ／ ＯＰＧ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｖａｒｉｏｕｓ ｂｏｎｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ．

皮下注射注射链
脲佐菌素［３２］

Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ
ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ［３２］

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ

造模方法成熟，造模周期较长，但模
型的发病过程及临床表现与人类发
病相类似即在造模动物体内选择性
破坏胰岛 β 细胞，使其诱发血糖升
高，增加骨质流失，符合 ＯＰ 病因。
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｒｅ ｍａｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｙｃｌｅ ｉｓ ｌｏｎｇ， ｂｕｔ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ
ｈｕｍａｎｓ， ｔｈａｔ ｉｓ， ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｉｓｌｅｔｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｉｍａｌｓ
β ｃｅｌｌｓ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｂｌｏｏｄ ｓｕｇａｒ
ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ
ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｔｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ＯＰ．

血钙浓度降低、骨钙
素降 低、 骨 小 梁 稀
疏、变细。 部分模型
出现血清抗酒石酸
酸性磷酸酶升高、脆
性骨折。
Ｂｌｏｏｄ ｃａｌｃｉｕｍ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｄｅｃｒｅａｓｅｓ，
ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ
ｄｅｃｒｅａｓｅｓ， ａｎｄ ｂｏｎｅ
ｔｒａｂｅｃｕｌａｅ ｂｅｃｏｍｅ
ｓｐａｒｓｅ ａｎｄ ｔｈｉｎｎｅｒ．
Ｓｏｍｅ ｍｏｄｅｌｓ ｅｘｈｉｂｉｔ
ｅｌｅｖａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ
ｔａｒｔｒａｔｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｃｉｄ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ
ｆｒａｇｉｌｅ ｆｒａｃｔｕｒｅｓ．

动作迟缓、肛
温升高、小便
黄赤、大便干
结、毛发干枯。
Ｓｌｏｗ
ｍｏｖｅｍｅｎｔ，
ｅｌｅｖａｔｅｄ ｒｅｃｔａｌ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，
ｙｅｌｌｏｗ ｕｒｉｎｅ，
ｄｒｙ ｓｔｏｏｌｓ，
ａｎｄ ｄｒｙ ｈａｉｒ．

病 证 结 合
造模
Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ
ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ

维甲酸灌胃 ＋ 氢
化可 的 松 臀 部
肌注［３３］

Ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ＋
ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ
ｉｎｔｏ
ｔｈｅ ｂｕｔｔｏｃｋｓ［３３］

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ

取材简便，同时减少了机械损伤对于
造模因素的干扰，有效模拟了 ＯＰ 的
肾阳虚型。
Ｅａｓｙ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｈｉｌｅ ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ
ｏｎ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ． Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ
ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｔｙｐｅ ｏｆ ＯＰ．

肌注地塞米松注
射液［２７］

Ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ
ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ［２７］

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ

造模方式简单、高效，药物取材方便
且对造模因素外的干扰很小，有效模
拟了 ＯＰ 的肾阴虚型。
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ， ｗｉｔｈ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ｄｒｕｇ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｎｉｍａｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ
ｆｒｏｍ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ． Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ
ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ Ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｔｙｐｅ ｏｆ ＯＰ．

注射氢化可的松
＋ 番 泻 叶
灌胃［３４］

Ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ
ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ＋
ｓｅｎｎａ ｌｅａｖｅｓ ｂｙ
ｇａｖａｇｅ［３４］

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ

造模药物便宜易获得、造模简单易操
作、干扰因素小，有效模拟了 ＯＰ 的脾
肾阳虚型。
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｄｒｕｇｓ ａｒｅ ｃｈｅａｐ ａｎｄ ｅａｓｙ ｔｏ
ｏｂｔａｉｎ， ａｎｄ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ
ｅａｓｙ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ． Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒ ｉｓ
ｓｍａｌｌ． Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ
ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｔｙｐｅ
ｏｆ ＯＰ．

骨小梁稀疏变细、骨
钙素降低、血清抗酒
石酸酸性磷酸酶升
高、 发 生 脆 性 骨
折等。
Ｓｐａｒｓｅ ａｎｄ ｔｈｉｎｎｉｎｇ
ｏｆ ｂｏｎｅ ｔｒａｂｅｃｕｌａｅ，
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｅｒｕｍ ｔａｒｔａｒｉｃ ａｃｉｄ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ， ａｎｄ
ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｂｒｉｔｔｌｅ
ｆｒａｃｔｕｒｅｓ．

共同症状：体
重下降、反应
迟钝、毛色不
光。 ① 肾 阳
虚： 精 神 萎
靡、 拱 背 蜷
曲； ② 肾 阴
虚： 大 便 干
结、 小 便 黄
赤；③脾肾阳
虚： 大 便 稀
溏， 甚 者 如
水状。
Ｃｏｍｍｏｎ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ：
ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ，
ｓｌｏｗ ｒｅａｃｔｉｏｎ，
ａｎｄ ｕｎｅｖｅｎ
ｈａｉｒ ｃｏｌｏｒ． ①
Ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ：
ｍｅｎｔａｌ
ｅｘｈａｕｓｔｉｏｎ，
ａｒｃｈｅｄ ｂａｃｋ
ｃｕｒｌｉｎｇ． ②
Ｋｉｄｎｅｙ Ｙｉｎ
Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ：
Ｄｒｙ ａｎｄ ｄｒｙ
ｓｔｏｏｌｓ， ｙｅｌｌｏｗ
ｕｒｉｎｅ． ③
Ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ
Ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ
Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ：
Ｌｏｏｓｅ ａｎｄ
ｌｏｏｓｅ ｓｔｏｏｌｓ，
ｓｏｍｅｔｉｍｅｓ
ｒｅｓｅｍｂｌｉｎｇ
ｗａｔｅｒ．
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酸酶［４２］含量会显著上升。 因此，上述与骨代谢相关

指标水平改变可作为 ＯＰ 动物模型的共用量化评价

指标。 另外，血钙［４３］、血磷［４４］ 及肾功中肌酐［４５］、血
清胱抑素 Ｃ 水平以及尿素氮［４６］ 等也会因为骨代谢

异常而发生改变，这些指标也可作为不同证型 ＯＰ
动物模型的共用量化评价指标。 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ［４７］ 蛋白

在临床研究中较为不常见，但可以通过调控骨骼中

微血管形状（尤其是 Ｈ 形血管）影响骨骼的生长发

育、修复、重塑和代谢等过程。 因此，微血管形状及

其数量也可作为共用量化指标之一。

表 ４　 ＯＰ 不同证型模型的共用 ／特异性量化指标

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ＯＰ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｔｙｐｅｓ
证型

Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｔｙｐｅ
共用量化指标

Ｓｈａｒｅｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ
特异性量化指标

Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

肾阳虚
Ｋｉｄｎｅｙ⁃Ｙａｎｇ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

肝肾阴虚
Ｌｉｖｅｒ⁃ｋｉｄｎｅｙ Ｙｉｎ

ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

脾肾阳虚
Ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ
Ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

肾虚血瘀
Ｋｉｄｎｅｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ

脾胃虚弱
Ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｓｔｏｍａｃｈ

ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

血瘀气滞
Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｂｌｏｏｄ

ｓｔａｓｉｓ ａｎｄ
Ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ

骨保护素［３８］ 、碱性磷酸酶［３９］ 、骨钙素［４０］ 、核因
子⁃κＢ 受体活化因子和核因子⁃κＢ 受体活化因
子配体［４１］ 、抗酒石酸酸性磷酸酶［４２］ 、血钙［４３］ 、
血磷［４４］ 、 肌 酐［４５］ 、 血 清 胱 抑 素 Ｃ 和 尿 素
氮［４６］ 、微血管形状及其数量［４７］

Ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｉｎ［３８］ ， Ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ［３９］ ，
Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ［４０］ ， Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｆａｃｔｏｒ ｌｉｇａｎｄｓ［４１］ ， Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ ｔａｒｔａｒｉｃ ａｃｉｄ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ［４２］ ， Ｂｌｏｏｄ ｃａｌｃｉｕｍ［４３］ ， Ｂｌｏｏｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ［４４］ ， Ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ［４５］ ， Ｓｅｒｕｍ ｃｙｓｔａｔｉｎ Ｃ
ａｎｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ［４６］ ， Ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｓｈａｐｅ ａｎｄ
ｉｔｓ ｎｕｍｂｅｒ［４７］

总三碘甲状腺原氨酸［５２］下降、总甲状腺素［５２］下降、体温［５３］下降
Ｔｏｔａｌ⁃ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ［５２］ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ， Ｔｏｔａｌ⁃ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ［５２］ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ，
Ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ［５３］ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ

Ｃ⁃反应蛋白［５４］升高、平均动脉压［５４］ 升高、水通道蛋白 １［５５］ 升高、
水通道蛋白 ３［５５］升高
Ｃ⁃ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ［５４］ ｒｉｓｅｓ， Ｍｅａｎ ａｒｔｅｒｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ［５４］ ｒｉｓｅｓ， Ａｑｕａｐｏｒｉｎ
１［５５］ ｒｉｓｅｓ， Ａｑｕａｐｏｒｉｎ ３［５５］ ｒｉｓｅｓ

尿 Ｄ⁃木糖代谢率［５６］下降
Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｕｒｉｎｅ Ｄ⁃ｘｙｌｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒａｔｅ［５６］

内皮素［５７］升高、血小板聚集率［５８］升高、血浆粘稠度［５８］升高
Ｅｌｅｖａｔｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ［５７］ ， Ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｒａｔｅ［５８］ ，
Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｌａｓｍａ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ［５８］

胃泌素［５９］降低、胃动素［５９］降低
Ｇａｓｔｒｉｎ［５９］ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ， Ｍｏｔｉｌｉｎ［５９］ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ

痛阈值［６０］改变、血清纤维蛋白原［６１］升高、造模动物骨关节前后照
片［６０］改变
Ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ［６０］ ｃｈａｎｇｅｓ， Ｓｅｒｕｍ ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ［６１］ ｒｉｓｅｓ， Ｐｒｅ⁃ ａｎｄ Ｐｏｓｔ⁃
ｊｏｉｎｔ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｅｄ ａｎｉｍａｌｓ［６０］ ｃｈａｎｇｅｓ

　 　 中医理论认为“肝肾同源，精血同源”，肝肾两

脏之间的关系密切［４８］。 若肝血不足，一方面使肾精

亏虚，则髓枯骨空；另一方面血虚肢体筋骨失养、肢
体活动不利等，因肝血虚所引起的骨痿是目前临床

ＯＰ 发病的主要病机之一［４９］。 《素问·阴阳应象大论

篇》云“肾生骨髓，髓生肝”，即肝血不断濡养肾精使

肾精化生有源，肾精使肝血充沛，两者之间是精血

互化的关系［５０］。 因此，ＯＰ 的 ６ 种证型都会在不同

时期出现肝肾亏虚的表现，而肝肾亏虚的临床表现

则可作为 ＯＰ 中医不同证型模型的共用量化指标。
目前肝肾亏虚型 ＯＰ 的临床表现主要有骨节或腰脊

酸痛软弱、头晕、耳鸣、步履艰难、持重困难等［５１］。

因此在建立 ＯＰ 模型时，若 ＯＰ 动物模型在满足西医

共用量化指标的同时，也满足以上中医共用量化指

标表现在动物身上的体征，如毛发干枯、饮水增多、
易怒、四肢萎软等，则可认为成功构建 ＯＰ 病证结合

动物模型。
４􀆰 ２　 ＯＰ 不同证型模型特异性量化指标

ＯＰ 的 ６ 种证型虽然都存在肝肾亏虚表现，但是

每个证型也都存在各自特有的临床表现。 因此，有
必要收集不同证型所特有且与西医病理机制相互

联系的临床表现，作为该证型的特异性量化指标

（见表 ４）。
４􀆰 ２􀆰 １　 肾阳虚

肾阳虚是指肾阳气亏虚，脏腑温煦功能下降。
临床表现可见腰膝酸软、畏寒肢冷、精神不振、舌淡

胖苔白、脉弱无力［６２］等。 动物肾阳虚的造模方式普

遍选择水应激、劳倦过度等外部环境因素干预构建

体重下降、反应迟钝、毛色不光、精神萎靡、拱背蜷

曲等相应表现［６３］。 但这种方式不仅造模过程冗杂，
同时也无法提供特异性量化指标以及评价造模是

否成功［６４］。 肾阳虚模型可以将肾阳虚所特有的表

现，如畏寒肢冷、精神倦怠、反应迟钝等表现与甲状

腺功能减退所诱发的体温降低、血压下降、精神倦
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怠、反应迟钝［６５］ 等表现相联系，通过摘除甲状腺的

方式进行造模，可能体现该模型的特异性量化指

标，即总三碘甲状腺原氨酸 （ ｔａｔｏｌ⁃ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ，
ＴＴ３） 和总甲状腺素 （ ｔｏｔａｌ⁃ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ， ＴＴ４） ［５２］、 体

温［５３］。 由于 ＴＴ３、ＴＴ４ 的血清含量会在甲状腺功能

减退时发生明显下降［６６］；同时，发生甲状腺功能减

退时，体温也会相应下降［６７］。
４􀆰 ２􀆰 ２　 肝肾阴虚

肝肾阴虚既是 ＯＰ 最常见的证型之一，也是 ＯＰ
主要病机［６８］。 有许多中医临床特异性较强的表现，
如手足心热、大便干结、舌红少苔、脉细数等［６９］，与
交感神经兴奋以及体液分泌减少诱发的心跳加

快［５４］、大便干结［７０］ 等表现十分相似。 因此，在建造

肝肾阴虚模型时，需要找到与交感神经及体液分泌

有关的特异性量化指标。 以及当交感神经兴奋时，
Ｃ⁃反应蛋白（Ｃ⁃ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＰ）与平均动脉压

（ｍｅａｎ ａｒｔｅｒｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＡＰ）显著升高。 与体液分

泌有关的特异性指标有水通道蛋白 １（Ａｑｕａｐｏｒｉｎ １，
ＡＱＰ１）、水通道蛋白 ３（Ａｑｕａｐｏｒｉｎ ３，ＡＱＰ３）在血清

中含量增加时，会减少肠道黏液的分泌［５５］。 因此，
可以采用电刺激 ／牵拉交感神经、灌注左甲状腺素

钠等方式构建 ＯＰ 肝肾阴虚模型，在构建过程中定

期测量造模动物 ＣＲＰ、 ＭＡＰ 和血清中 ＡＱＰ１ 及

ＡＰＱ３ 的含量作为肝肾阴虚模型的特异性量化

指标。
４􀆰 ２􀆰 ３　 脾肾阳虚

脾肾阳虚是脾阳虚与肾阳虚的结合，以脾阳虚

为主，损及肾阳引起［７１］。 完谷不化是特异性最强的

临床表现，与西医病理机制中的脾功能关系密切，
脾功能中最具代表性的量化指标尿 Ｄ⁃木糖代谢率

与脾功能呈正相关［５６］。 因此在构建脾肾阳虚模型

时可以先将造模动物通过番泻叶或大黄制剂灌胃，
以抑制造模动物脾功能，造模前中后三期分别监测

造模动物的尿 Ｄ⁃木糖代谢率。 若尿 Ｄ⁃木糖代谢率

相较于造模前期及中期出现下降趋势，则 ＯＰ 脾肾

阳虚模型建立成功。
４􀆰 ２􀆰 ４　 肾虚血瘀

该证型在 ＯＰ 各证型中最为少见，造模方式也

少有人提及。 多数 ＯＰ 肾虚血瘀模型的构建都是通

过先构建肾虚证型再叠加血瘀证型。 舌色淡紫与

脉细涩是肾虚血瘀各类表现中特异性最强的表现。
舌色淡紫与脉细涩在西医可以解释为血管收缩过

度，血液循环受阻。 因此，建立肾虚血瘀模型时，可

以通过结扎左冠状动脉前降支以及配合惊吓的方

式建立肾虚血瘀模型。 左冠状动脉前降支血流减

缓后，内皮素（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ，ＥＴ）升高［５７］、血小板聚集

率和血浆粘稠度［５８］ 升高。 若 ＥＴ 含量升高、血浆粘

稠度和血小板聚集率升高，则 ＯＰ 肾虚血瘀模型造

模成功。
４􀆰 ２􀆰 ５　 脾胃虚弱

脾胃虚弱模型的构建与西医糖尿病性 ＯＰ 模型

构建方式相同，即使用糖皮质激素诱导动物发生

ＯＰ ［７２］。 该证型与脾肾阳虚证型有诸多相似之处，
二者都是以脾虚为主要证型，但脾胃虚弱证相较于

脾肾阳虚证更加偏向于统摄失权、运化无力等脾气

虚弱的临床表现，与西医病理机制中消化不良所诱

发的四肢乏力、腹部胀痛、厌食等症状相似［７３］。 胃

泌素（ｇａｓｔｒｉｎ，ＧＡＳ）、胃动素（ｍｏｔｉｌｉｎ，ＭＴＬ）水平会因

为消化不良的影响而显著降低［５９］，可作为脾胃虚弱

证型的特异性量化指标。 因此，通过饮食不节以及

抑制有关 ＧＡＳ、ＭＴＬ 分泌的蛋白表达率来构造模

型，若在造模后 ＭＴＬ、ＧＡＳ 水平发生显著下降，则证

明脾胃虚弱模型构建成功。
４􀆰 ２􀆰 ６　 血瘀气滞

《医林改错》中：“元气既虚，必不能达于血管，
血管无气，必停留而瘀。”瘀血是 ＯＰ 最常见的病理

因素，主要由于肝失条达导致气机阻滞、血行不畅，
气血津液不能正常输布而导致筋骨失养，气血阻滞

于脉络之间。 最特异性的临床表现与瘀血有关，如
关节刺痛、痛有定处、关节肿胀变形等［６０］。 这一系

列特异性表现可通过痛阈值改变［６１］、血清纤维蛋白

原（ｆｉｐｉｎｏｇｅｎ，ＦＩＢ）含量改变［６１］ 以及拍摄造模动物

骨关节前后照片对比而反映。 由于关节的肿胀变

形及疼痛，造模动物痛阈值会降低［６０］；同时，瘀血的

产生会使造模动物 ＦＩＢ 明显升高［７４］。 因此，在建立

ＯＰ 血瘀气滞模型时，可以对造模动物采用机械损

伤增加粘连的方式构建血瘀气滞模型。 若造模后

痛阈值降低、ＦＩＢ 显著升高及对比其造模前后关节

发生肿胀变形，则表明血瘀气滞模型构建成功。

５　 病证结合动物模型的具体场景和
意义

　 　 动物模型的核心作用便是通过动物模型的构

建提供研究者可施加干预的平台，其意义是通过特

殊干预手段模拟人体病理改变，以获得客观的数据

资料。 ６ 种不同的 ＯＰ 证型的具体场景（见表 ５）。

９７７
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表 ５　 ＯＰ 不同证型模型的具体场景与建模方式

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｃｅｎａｒｉｏｓ ａｎｄ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＯＰ
证型

Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｔｙｐｅ
具体场景

Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｃｅｎｅ
构建方式

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅ

肾阳虚［７５］

Ｋｉｄｎｅｙ⁃Ｙａｎｇ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ［７５］

研究老年性 ＯＰ 时可使用此类模型
Ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｓｅｎｉｌｅ ＯＰ

通过灌胃药物［７６］等方法抑制甲状腺功能造成甲状腺激素水平降低
Ｔｈｙｒｏｉｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ｄｒｕｇｓ［７６］ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ

肝肾阴虚［７７］

Ｌｉｖｅｒ⁃ｋｉｄｎｅｙ Ｙｉｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ［７７］

研究糖尿病性 ＯＰ、ＰＭＯＰ 时可使用此类
模型
Ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ＯＰ ａｎｄ ＰＭＯＰ

通过机械刺激交感神经并结合减少饮水［７８］

Ｂｙ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｗａｔｅｒ ｉｎｔａｋｅ［７８］

脾肾阳虚［７９］

Ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ
Ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ［７９］

研究老年性 ＯＰ、肌少性 ＯＰ 时可使用此类
模型
Ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｓｅｎｉｌｅ
ＯＰ ａｎｄ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ ＯＰ

通过大黄或番泻叶制剂进行多次低剂量灌胃，以大便不成形为
标准［８０］

Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｒｈｕｂａｒｂ
ｏｒ ｓｅｎｎａ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ， ｗｉｔｈ ｆｅｃａｌ ｉｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ［８０］

肾虚血瘀［８１］

Ｋｉｄｎｅｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ
ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ［８１］

研究老年性 ＯＰ、ＰＭＯＰ 中后期时可使用此
类模型
Ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ
ａｎｄ ｌａｔｅ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｓｅｎｉｌｅ ＯＰ ａｎｄ ＰＭＯＰ

通过结扎左冠状动脉减缓血流速度并结合恐吓［８２］

Ｌｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｓｌｏｗｓ ｄｏｗｎ ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ａｎｄ ｉｓ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｔｉｍｉｄａｔｉｏｎ ［８２］

脾胃虚弱［８３］

Ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｓｔｏｍａｃｈ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ［８３］

研究糖尿病性 ＯＰ、肌少性 ＯＰ 可使用此类
模型
Ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｄｉａｂｅｔｉｃ ＯＰ
ａｎｄ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ ＯＰ

通过禁止动物进食或不规律喂食的方式［８４］

Ｂｙ ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎｇ ａｎｉｍａｌｓ ｆｒｏｍ ｅａｔｉｎｇ ｏｒ ｆｅｅｄｉｎｇ ｔｈｅｍ ｉｒｒｅｇｕｌａｒｌｙ［８４］

血瘀气滞［８５］

Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ
ａｎｄ Ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ［８５］

研究各类 ＯＰ 中后期时及其出现骨折并发
症时可使用此类模型
Ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ
ＯＰ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ａｎｄ ｌａｔｅ ｓｔａｇｅｓ ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

通过束缚等方式增加动物机械损伤并结合药物诱发二次炎症形成
粘连［８６］

Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ｍｅａｎｓ ｏｆ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ａｎｄ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｄｒｕｇｓ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｔｏ
ｆｏｒｍ ａｄｈｅｓｉｏｎ［８６］

６　 总结和展望

目前对于 ＯＰ 动物实验的开展，主要是以大鼠、
小鼠、兔、狗等动物为主，针对不同实验需求，基本

都采用单一因素造模方法。 开展病证结合研究可

以遵循中医辨证论治的实质，也体现了西医对 ＯＰ
的发病机制和病理表现。 严格控制动物模型不同

证候之间的关键量化因素，可以有效模拟人体 ＯＰ
症状，采用西医病理学检查手段，可以有效研究出

ＯＰ 发病机制中的特异性指标为中西医结合及其中

医药的现代化提供了一种新的路径。 过去评价造

模成功的方式往往单纯采用西方医学的评价体系

再叠加中医“证侯”的评价体系，缺乏规范性和标准

性，建立合理的模型评价体系于 ＯＰ 病证结合动物

模型而言是目前急需解决的问题。
本研究通过总结能联系中医的“证”与西医的

“病”的特异性量化指标，以期建立客观合理评价

ＯＰ 病证结合动物模型的体系。 在此基础上，发展

ＯＰ 病证结合动物模型的应用，为构建 ＯＰ 病证结合

动物模型提供新的评价思路及构建方式。
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听源性癫痫动物模型研究进展
翟文骥，吴杰，郑体花，郑庆印∗

（滨州医学院特殊教育与康复学院，山东 烟台　 ２６４００３）

　 　 【摘要】 　 听源性癫痫（ａｕｄｉｏｇｅｎｉｃ ｓｅｉｚｕｒｅｓ，ＡＧＳ）是由于强声刺激引起的癫痫，发作时伴全身性肌肉痉挛，其
动物模型在研究癫痫发生机制、寻找致病基因及调控通道、筛选新的抗癫痫药物（ａｎｔｉｅｐｉｌｅｐｔｉｃ ｄｒｕｇｓ，ＡＥＤｓ）等方面

具有重要意义。 本文从发病特点、发病机制及致病基因等方面总结了目前常见 ＡＧＳ 动物模型研究进展，以期为

ＡＥＤｓ 研发提供新的研究方向和靶点。
【关键词】 　 听源性癫痫；动物模型；抗癫痫药物
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ａｕｄｉｏｇｅｎｉｃ ｓｅｉｚｕｒｅｓ （ＡＧＳ） ａｒｅ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｎ ｅｐｉｌｅｐｓｙ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｓｔｒｏｎｇ ａｃｏｕｓｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｒｅ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｍｕｓｃｌｅ ｓｐａｓｍｓ． ＡＧＳ ｍｏｄｅｌｓ ａｒｅ ｖｉｔａｌ ｆｏｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｅｐｉｌｅｐｔｏｇｅｎｅｓｉｓ， ｔｈｅ ｓｅａｒｃｈ ｆｏｒ ｃａｕｓａｔｉｖｅ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｃｈａｎｎｅｌｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｎｅｗ ａｎｔｉｅｐｉｌｅｐｔｉｃ ｄｒｕｇｓ （ＡＥＤｓ）． Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ
ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｃｏｍｍｏｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＡＧＳ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｆｅａｔｕｒｅｓ， ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ， ａｎｄ
ｃａｕｓａｔｉｖｅ ｇｅｎｅｓ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＡＥＤｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｕｄｉｏｇｅｎｉｃ ｓｅｉｚｕｒｅｓ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ａｎｔｉｅｐｉｌｅｐｔｉｃ ｄｒｕｇｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 癫痫是最常见的神经系统疾病之一，目前，我
国约有 １０００ 万癫痫患者，癫痫给个人、家庭、社区和

国家带来巨大的身心伤害和经济负担［１］。 为探寻

癫痫发病机制，寻找新型低副作用抗癫痫药物

（ａｎｔｉｅｐｉｌｅｐｔｉｃ ｄｒｕｇｓ，ＡＥＤｓ），科研人员建立了各种癫

痫动物模型。 当前，常见的癫痫动物建模方法包括

化学点燃、物理刺激和遗传模型等［２－３］，其中，遗传

因素在癫痫发病机制中具有公认的主导作用，已知

超过 １０００ 个基因突变与癫痫发生有关［４］。 听源性

癫痫（ａｕｄｉｏｇｅｎｉｃ ｓｅｉｚｕｒｅｓ，ＡＧＳ）是一种由强声（通常

大于 １００ ｄＢ）刺激引发的癫痫，其动物模型具有易

于诱发、无化学或物理处理造成的损伤、发作后恢

复快以及不留后遗症损伤等优点，尤其重要的是，
绝大部分 ＡＧＳ 动物模型的癫痫发作都受到遗传因

素的调控。 因此，ＡＧＳ 动物模型在研究癫痫发病机

制和新型 ＡＥＤｓ 研发方面具有巨大潜力［５－６］。 本文

分别从多基因和单基因角度对当前常用的 ＡＧＳ 动

物模型的发病特点、发病机制及致病基因等方面进

行综述，以期为 ＡＥＤｓ 的研发提供新的研究方向和

靶点。
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１　 多基因或假定多基因的 ＡＧＳ 动物
模型

　 　 目前常见的寻找 ＡＧＳ 致病基因的方法有数量

性状基因座连锁分析与 ＤＮＡ 微阵列等。 在动物模

型中，经过上述方法确定的 ＡＧＳ 受多基因调控，称
为多基因 ＡＧＳ 动物模型（见表 １）。 以下部分将概

述多基因 ＡＧＳ 动物模型的发病特征、致病基因及潜

在发病机制。

表 １　 多基因 ＡＧＳ 动物模型相关致病基因及其表达蛋白

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｌｙｇｅｎｉｃ ＡＧＳ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ
品系
Ｓｔｒａｉｎ

基因
Ｇｅｎｅ

表达蛋白
Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
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Ａｓｂ１４

Ｍｓｈ３

Ａｒｈｇｅｆ３８

Ｅｇｒ１

Ｅｇｒ２
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锚蛋白重复序列和抑制细胞因子信号盒 １４
Ａｎｋｙｒｉｎ ｒｅｐｅａｔ ａｎｄ ＳＯＣＳ ｂｏｘ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １４

ＤＮＡ 错配修复
ＤＮＡ ｍｉｓｍａｔｃｈ ｒｅｐａｉｒ

Ｒｈｏ 鸟嘌呤核苷酸交换因子 ３８
Ｒｈｏ ｇｕａｎｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｆａｃｔｏｒ ３８

早期生长反应蛋白 １
Ｅａｒｌｙ ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １

早期生长反应蛋白 ２
Ｅａｒｌｙ ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２

早期生长反应蛋白 ３
Ｅａｒｌｙ ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ３

［４３－４５］

１􀆰 １　 ＤＢＡ ／ ２Ｊ 小鼠

１９４７ 年，ＨＡＬＬ ［７］首次发现 ＤＢＡ ／ ２Ｊ（Ｄ２）小鼠

和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ（Ｂ６）小鼠暴露于相同声音条件时表现

情况具有很大差异。 Ｄ２ 小鼠暴露于响亮的混合频

率声音（１２ ～ １６ ｋＨｚ，９０ ～ １２０ ｄＢ），几乎全部小鼠

都会经历一系列癫痫过程。 癫痫发作首先表现为

狂野奔跑，接着是阵挛性抽搐和全身肌肉强直性痉

挛，最终是呼吸停止。 呼吸停止后小鼠通常会出现

死亡或完全恢复两种情况，而受同种条件声音刺激

的 Ｂ６ 小鼠无异常表现，研究人员将这种由声音刺

激引发的癫痫命名为 ＡＧＳ。 后续研究发现 Ｄ２ 小鼠

的 ＡＧＳ 发作受年龄影响，其发病率通常在 ３ 周龄左

右最高，但随着年龄增长逐渐降低，这种在相同刺

激下癫痫发作的容易程度称为易感性。 在 Ｄ２ 小鼠

中，推测这种癫痫易感性与其听力水平有关系，因
为 Ｄ２ 小鼠除了作为癫痫动物模型外，也是研究早

７８７
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期听力减退的模型。 本实验室数据表明，在 ３ 周龄

时便出现听力下降，在 ３ 月龄之前听力完全丧

失［８］，与癫痫易感性吻合。
目前研究表明 Ｄ２ 小鼠癫痫发病机制可能与甲

状腺激素、能量代谢、神经递质、腺苷和遗传有关

系。 甲状腺激素在哺乳动物中枢神经系统髓鞘形

成过程中具有显著的促进作用［９］。 相较于 ３ 周龄

的 Ｂ６ 小鼠，同龄 Ｄ２ 小鼠的血清甲状腺激素水平达

到峰值的时间更早，且其水平更高。 同时，Ｄ２ 小鼠

的脑苷脂和 ＧＭ１ 神经节苷脂含量也相对更高，这两

种神经节苷脂均富含髓鞘组成成分之一的髓磷脂。
髓磷脂水平的升高可通过降低电导率阈值来增加

中枢神经系统的兴奋性，这可能是 Ｄ２ 小鼠在相应

年龄癫痫易感性较高的原因之一［１０－１２］。 进一步研

究发现，在采用抑制甲状腺激素药物或切除甲状腺

的方法处理后，Ｄ２ 小鼠的癫痫易感性显著降低；而
Ｂ６ 小鼠在服用甲状腺激素后，癫痫易感性则有所

增强［１３］。
酮体是幼鼠脑代谢的主要能量来源，随年龄增

长，幼鼠大脑的主要能量来源从酮体有序转变成碳

水化合物［１４］，Ｄ２ 小鼠在这一转变过程中可能会出

现一个由遗传因素决定的异常，导致大脑能量储备

减少，当幼鼠短时间内有大量能量消耗时，其大脑

可能会因能量储备不足发生短暂的紊乱，神经元群

突然间歇性过度放电，导致癫痫发作［１５］。
兴奋性和抑制性神经递质系统异常也是 Ｄ２ 小

鼠 ＡＧＳ 的一个发病机制［１６］。 研究发现通过腹腔或

脑室注射阻断 Ｎ⁃甲基⁃Ｄ⁃天冬氨酸 （ Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｄ⁃
ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ，ＮＭＤＡ）引起兴奋的拮抗剂可以预防

ＡＧＳ 的发生［１７］，脑室内给予 ＮＭＤＡ 受体反义探针，
可以完全抑制 ＡＧＳ 的发作［１８］；脑室内注射代谢性

谷氨酸受体拮抗剂具有抗惊厥作用［１９－２０］，上述研究

表明 Ｄ２ 小鼠异常的兴奋性神经递质系统是癫痫发

作的原因之一。 在抑制性神经递质系统中，γ⁃氨基

丁酸（γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）的作用效果减弱

会导致癫痫的发作［２１］，在 ３０ ｄ 的 Ｄ２ 小鼠大脑切片

中，ＧＡＢＡ 释放数量和 ＧＡＢＡ 受体结合位点的数量

明显少于同龄 Ｂ６ 小鼠，提示 Ｄ２ 小鼠的抑制性神经

递质系统也参与了癫痫发作［２２］。
Ｄ２ 小鼠也是癫痫猝死（ｓｕｄｄｅｎ ｕｎｅｘｐｅｃｔｅｄ ｄｅａｔｈ

ｉｎ ｅｐｉｌｅｐｓｙ，ＳＵＤＥＰ）模型，ＳＵＤＥＰ 是指小鼠全身性

肌肉痉挛强直发作之后因呼吸功能障碍而发生的

猝死模型。 已有研究表明阻断腺苷分解可以提高

Ｄ２ 小鼠癫痫猝死率，这可能与癫痫发作后，脑部会

释放大量的腺苷，而腺苷会通过抑制脑干进而抑制

呼吸有关［２３］。
Ｄ２ 小鼠癫痫发作受多个基因调控，目前研究人

员发现分别位于 ４、７、１２ 号染色体上的 Ａｓｐ２、Ａｓｐ３、
Ａｓｐ１ 位点与其癫痫易感性有关［２４］，主要是位于 ４
号和 １２ 号染色体上的位点，因为它们与钙泵的酶活

性调 节 有 关［２５］。 此 外， 位 于 １ 号 染 色 体 上 的

ＫＣＮＪ１０ 基因编码序列的变化导致 Ｄ２ 小鼠 Ｋｉｒ４􀆰 １
钾离子通道的氨基酸发生替换［２６］，从而导致 Ｄ２ 小

鼠星形胶质细胞中的 Ｋｉｒ４􀆰 １ 钾离子通道活性降低，
谷氨酸再摄取受损［２７］，因此 ＫＣＮＪ１０ 基因被认为是

Ｄ２ 小鼠癫痫发作的一个致病基因。
１􀆰 ２　 Ｂｌａｃｋ Ｓｗｉｓｓ 小鼠

Ｂｌａｃｋ Ｓｗｉｓｓ 小鼠 ＡＧＳ 发病率在 ２ ～ ３ 周龄时最

高，随年龄增长而逐渐下降，６ 周龄之后不再发病。
目前研究表明 Ｂｌａｃｋ Ｓｗｉｓｓ 小鼠 １０ 号染色体上的

Ｊａｍｓ１ 基因片段可能调控 ＡＧＳ，此片段的关键区域

与人类染色体 １９ｐ１３􀆰 ３ 上的一个区域一致，该基因

片段已被证实在人群中与家族性青少年高热惊厥

有关［２８］。 Ｊａｍｓ１ 基因片段包含 １２８ 个基因，其中的

Ｈｃｎ２ 基因编码电压门控离子通道亚基 Ｈｃｎ２，有研

究表明 Ｈｃｎ 离子通道异常与癫痫发作有关，因此

Ｈｃｎ２ 基因很可能调控 ＡＧＳ 发作，但需要进一步研

究证实［２９］。 除此之外，在 Ｂｌａｃｋ Ｓｗｉｓｓ 小鼠中还发现

突变的 Ｇｉｐｃ３ （ ＧＩＰＣ ＰＤＺ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｆａｍｉｌｙ
ｍｅｍｂｅｒ ３ Ｇｅｎｅ，含 ＧＩＰＣ ＰＤＺ 域的家族成员 ３）基

因，其编码的 Ｇｉｐｃ３ 蛋白在听觉毛细胞囊泡运输中

起关键作用［３０］，此基因突变导致 ２ ～ ３ 周龄的

Ｂｌａｃｋ Ｓｗｉｓｓ 小鼠对于声音变得特别敏感，进而导致

ＡＧＳ 的易感性增高，但具体机制尚不清楚［３１］。
１􀆰 ３　 遗传性癫痫易感大鼠

遗传性癫痫易感大鼠（ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｐｉｌｅｐｓｙ⁃ｐｒｏｎｅ
ｒａｔ，ＧＥＰＲｓ）主要由 ＧＥＰＲ⁃３ 和 ＧＥＰＲ⁃９ 两个亚系组

成，它们最容易在 １００ ｄＢ、１０ ｋＨｚ 纯音的声音刺激

下癫痫发作［３２］。 ＧＥＰＲｓ 的主要特征是神经递质能

系统的改变，包括去甲肾上腺素 （ ｎｏｒａｄｒｅｎａｌｉｎｅ，
ＮＡ）、５⁃羟色胺 （ ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５⁃ＨＴ）、ＧＡＢＡ
等。 研究发现缺乏 ＮＡ 会导致癫痫易感性增强［３３］，
而 ＧＥＰＲｓ 大脑各区域的 ＮＡ 浓度低于正常大鼠［３４］，
这可能是其癫痫发病原因之一。 下丘脑 （ ｉｎｆｅｒｉｏｒ
ｃｏｌｌｉｃｕｌｕｓ，ＩＣ）是 ＧＲＰＲｓ ＡＧＳ 发作的关键部位，研究

发现当切断 ＧＥＰＲｓ 双侧 ＩＣ 时可以阻止 ＡＧＳ 的发

８８７
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生，这可能与 ＧＥＰＲｓ ＩＣ 中 ＧＡＢＡ 的抑制作用减弱，
导致其处于异常兴奋状态，而在切断 ＩＣ 后会阻止异

常兴奋进一步上行传导有关［３５］。 目前还未发现明

确的基因位点调控 ＡＧＳ 发作。
１􀆰 ４　 Ｋｒｕｓｈｉｎｓｋｙ⁃Ｍｏｌｏｄｋｉｎａ 大鼠

Ｋｒｕｓｈｉｎｓｋｙ⁃Ｍｏｌｏｄｋｉｎａ（ＫＭ）大鼠自 １ 月龄开始

出现 ＡＧＳ，３ 月龄之后，ＡＧＳ 发作变得稳定。 研究发

现，ＫＭ 大鼠在 １ 月龄时，细胞外调节蛋白激酶表达

过量，导致谷氨酸能神经递质释放增加。 这种神经

递质系统的异常可能会改变神经元回路的发育，成
为导致 ＫＭ 大鼠 ＡＧＳ 发作的原因之一［３６］。 此外，研
究发现 ＫＭ 大鼠的海马发育迟缓，也可能是导致

ＡＧＳ 发作的原因之一［３７］。 在遗传方面，调控 ＫＭ 大

鼠 ＡＧＳ 可能的基因包括参与转甲状腺素蛋白表达

调控的 Ｔｔｒ 基因，以及编码 ＤＮＡ 修复系统一个组成

部分的 Ｍｓｈ３ 基因。 然而，这些发现仍需进一步

证实［３８］。

表 ２　 单基因 ＡＧＳ 动物模型相关致病基因及其表达蛋白

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｇｅｎｅ ＡＧＳ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ．
品系
Ｓｔｒａｉｎ

基因
Ｇｅｎｅ

表达蛋白
Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
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１􀆰 ５　 Ｗｉｓｔａｒ 听源性大鼠

Ｗｉｓｔａｒ 听 源 性 大 鼠 （ Ｗｉｓｔａｒ ａｕｄｉｏｇｅｎｉｃ ｒａｔ，
ＷＡＲ）是从 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠选择衍生得来［３９］。 目前，研
究发现在 ＷＡＲ 海马中 ＧＡＢＡ 的抑制作用降低，这
可能是导致 ＷＡＲ 的 ＡＧＳ 发作原因之一［４０］。 还有

研究发现在注射同水平的促肾上腺素皮质激素后，
ＷＡＲ 体内皮质酮水平上升幅度高于对照组，因此建

议将 ＷＡＲ 作为应激⁃癫痫动物模型［４１］。 尽管目前

尚未明确指出调控癫痫发作的基因，但基因芯片发

现了一些可能的基因，包括 Ｖｌｇｒ１、Ｃｈｒｎａ４、Ｇｒｉｎ２ａ、
Ｇｒｉｎ２ｂ、Ｋｃｎｑ３、Ｅｇｒ３ 以及 Ｔｔｒ 基因，这些基因大多与

离子通道及转运蛋白相关［４２］。
１􀆰 ６　 萨拉曼卡遗传性听源性癫痫仓鼠

萨拉曼卡遗传性听源性癫痫仓鼠 （ Ｇｅｎｅｔｉｃ
Ａｕｄｉｏｇｅｎｉｃ Ｓｅｉｚｕｒｅ Ｈａｍｓｔｅｒ ｆｒｏｍ Ｓａｌａｍａｎｃａ， ＧＡＳＨ⁃

Ｓａｌ）最初被视为阵发性肌张力障碍动物模型，如今

则更多地被应用于 ＡＧＳ 动物模型。 研究发现，
ＧＡＳＨ⁃Ｓａｌ 的 ＧＡＢＡ 能系统受损，且反复发作的癫痫

会加剧这种功能障碍。 此外，ＧＡＳＨ⁃Ｓａｌ 大脑多个区

域的 ＫＣＣ２ 蛋白表达水平较低，ＫＣＣ２ 蛋白分泌减少

导致细胞内 Ｃｌ－浓度升高，使细胞处于超极化状态，
兴奋性增加， 从而诱发 ＡＧＳ［４３］。 在遗传方面，
ＬÓＰＥＺ⁃ＬÓＰＥＺ 等［４４］发现 ＧＡＳＨ⁃Ｓａｌ 中的 Ｅｇｒ１、Ｅｇｒ２
和 Ｅｇｒ３ 基因与 ＡＧＳ 密切相关，此外，还鉴定出 ３ 个

与癫痫发作相关的基因，分别为 Ａｓｂ１４、Ｍｓｈ３ 和

Ａｒｈｇｅｆ３８。 这些基因具体调控癫痫发作的机制尚不

明了，亟待进一步探索［４５］。

２　 单基因 ＡＧＳ 癫痫动物模型

除了已经明确的调控 ＡＧＳ 的基因，找到潜在致

病基因后，通过基因敲除策略进行验证，即建立相

应的单基因 ＡＧＳ 动物模型（见表 ２）。 以下部分梳

理了单基因 ＡＧＳ 癫痫动物模型发病特点、致病基

因、可能的发病机制。
２􀆰 １　 Ｆｒｉｎｇｓ 小鼠

Ｆｒｉｎｇｓ 小鼠最初是通过选择性育种从瑞士白化

小鼠中获得［４６］。 在 Ｆｒｉｎｇｓ 小鼠中，位于 １３ 号染色

体上的基因 ＭＡＳＳ１ 发生了自发性突变，ＭＡＳＳ１ 又

称为超大型 Ｇ 蛋白偶联受体 １（ｖｅｒｙ ｌａｒｇｅ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃
ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １，Ｖｌｇｒ１），其编码的蛋白属于 Ｇ 蛋

白偶联受体家族中的一员，在胚胎中枢神经系统中

高度表达［４７－４９］。 据推测，ＶＬＧＲ１ 蛋白功能障碍导

致癫痫发作与轴突髓鞘形成受损有关［４９］。 在 Ｖｌｇｒ１
基因敲除小鼠中发现除了具有 ＡＧＳ，还具有听力损

失的情况，通过对比 ＡＧＳ 易感性与听力阈值，研究

者认为 ＡＧＳ 易感性降低与听力阈值升高有密切

联系［５０］。

９８７
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２􀆰 ２　 Ｌｇｉ１ 基因敲除小鼠

富亮氨酸胶质瘤失活蛋白 １（ｌｅｕｃｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｇｌｉｏｍａ⁃
ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １，Ｌｇｉ１）是一种分泌蛋白，是去整合

素金属蛋白酶 ２２、２３（ＡＤＡＭ２２、ＡＤＡＭ２３）的配体。
Ｌｇｉ１ 与突触后膜 ＡＤＡＭ２２ 和突触前膜 ＡＤＡＭ２３ 结

合， 介 导 α⁃氨 基⁃３⁃羟 基⁃５⁃甲 基⁃４⁃异 唑 受 体

（α⁃ａｍｉｎｏ⁃３⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃５⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４⁃ｉｓｏｘ⁃ａｚｏｌｅｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＭＰＡＲ）和钾离子通道活性，参与突触活

性的调控［５１］。 前期研究发现，在 Ｌｇｉ１ 基因突变大

鼠中，由于 Ｌｇｉ１ 蛋白分泌受损，进而导致癫痫发

生［５２－５３］。 为进一步验证 Ｌｇｉ１ 基因对 ＡＧＳ 的影响，
研究人员建立了 Ｌｇｉ１ 基因敲除小鼠，发现杂合子小

鼠（Ｌｇｉ１＋ ／ －）也会呈现较高的 ＡＧＳ 易感性，而纯合子

（Ｌｇｉ１－ ／ －） 小鼠除此之外还具有自发性癫痫的

情况［５４］。
２􀆰 ３　 Ｆｍｒ１ 基因敲除小鼠

Ｆｍｒ１ 基因编码脆性 Ｘ 智力低下蛋白（ ｆｒａｇｉｌｅ Ｘ
ｍｅｎｔａｌ ｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＦＭＲＰ），作为 ＲＮＡ 结合蛋

白，Ｆｍｒ１ 可以通过结合靶基因的 ｍＲＮＡ 形成核糖核

蛋白复合物颗粒，控制包括早期胚胎发育在内的一

系列重要生命过程。 缺乏这种蛋白会导致谷氨酸

受体的过度表达和突触可塑性受损，进而导致智力

残疾、自闭症以及 ＡＧＳ 等病症［５５］。 在 Ｆｍｒ１ 基因敲

除的雌性小鼠中，ＡＧＳ 发病具有年龄相关性，其高

峰出现在 ２２ 日龄，随后发病率随年龄增长而下

降［５６］。 Ｆｍｒ１ 基因敲除的雄性小鼠到 １０ ～ １２ 周龄

时，表现出 ＡＧＳ，基因治疗后，ＡＧＳ 发病率下降［５７］。
有研究表明，Ｆｍｒ１ 基因敲除小鼠癫痫发作是由于兴

奋性代谢性谷氨酸受体和抑制性 ＧＡＢＡＢ 受体信号

失衡的结果［５８］。
２􀆰 ４　 致死性侏儒症伴癫痫大鼠

致死性侏儒症伴癫痫大鼠（ ｌｅｔｈａｌ ｄｗａｒｆｉｓｍ ｗｉｔｈ
ｅｐｉｌｅｐｓｙ ｒａｔ，ＬＤＥ）具有侏儒症、产后死亡、雄性性腺

功能减退以及 ＡＧＳ 等病症。 ＳＵＺＵＫＩ 等［５９］ 通过回

交和连锁分析的方法将其致病基因定位在 １９ 号染

色体上的一个区域，该区域含有含 ＷＷ 域的氧化还

原酶（ＷＷ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ，Ｗｗｏｘ）
基因，在神经系统中广泛表达，Ｗｗｏｘ 蛋白是一种肿

瘤抑制蛋白，具有抑制肿瘤生长的作用，后续有研

究人员建立 Ｗｗｏｘ 基因突变小鼠模型，发现具有

ＡＧＳ 表型，但其发病机制尚不清楚［６０］。
２􀆰 ５　 Ｇａｂｒｂ２ 基因敲除小鼠

γ⁃氨基丁酸 Ａ 型受体 β２ 亚基（ＧＡＢＡＡ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

β２ ｓｕｂｕｎｉｔ ｇｅｎｅ，Ｇａｂｒｂ２）基因敲除小鼠模型会出现

前脉冲抑制、多动、刻板印象、社交障碍、空间记忆

缺陷和 ＡＧＳ 等病症，此基因突变会导致 ＧＡＢＡ 抑制

性作用减弱，进而导致癫痫发作［６１］。

３　 结论与展望

本文从多基因和单基因视角，对当前广泛应用

的 ＡＧＳ 动物模型的发病特点、发病机制及致病基因

等方面进行了全面梳理。 在 ＡＧＳ 动物模型中，癫痫

的发生涉及激素、神经递质和离子通道等多个系

统，尽管其发生机制存在一定的差异，但其本质在

于各个系统的异常导致中枢神经系统神经元细胞

膜功能紊乱，进而引发异常放电。 据此推测，保持

癫痫患者中枢神经元细胞膜的稳定性或许是治疗

的关键所在。
某些 ＡＧＳ 动物模型的癫痫发病机制具有共性，

例如 ＤＢＡ ／ ２Ｊ 小鼠和遗传性癫痫易感大鼠等都存在

神经递质 ＧＡＢＡ 的抑制作用减弱等现象。 选择这

些共性的动物模型验证同一癫痫发病机制可能更

有说服力。 此外，大部分 ＡＧＳ 动物模型为遗传性癫

痫模型，这为筛选调控 ＡＧＳ 的突变基因提供了便

利，同时也为研究人类癫痫的突变基因提供了参

考。 然而，由于部分 ＡＧＳ 动物模型伴有与年龄相关

的听力损失，其 ＡＧＳ 易感性会随着听力损失的发生

而降低。 目前尚无单一 ＡＧＳ 动物模型能够反映出

所有可能的癫痫发病机制，因此具有一定的局限性。
癫痫动物模型另外一个重要意义在于筛选

ＡＥＤｓ。 当前 ＡＥＤｓ 存在副作用多和并非适用于所

有癫痫患者的问题，因此，研发新型 ＡＥＤｓ 至关重

要。 尽管 ＡＧＳ 动物模型存在年龄相关易感性、实验

周期长和成本较高等问题，但与化学点燃和物理刺

激所建立的动物癫痫模型相比，其优势显著，如易

于诱发、操作简便、适用范围广泛和可重复性强等。
此外，动物模型中基因调节的多样性为测试潜在靶

向 ＡＥＤｓ 提供了广阔平台。
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高天，董健健，喻绪恩． ＤＭＤ 模型鼠 ｍｄｘ 小鼠线粒体损伤的研究进展 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（６）： ７９３－７９８．
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７９３－７９８．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０６􀆰 ０１２

［基金项目］安徽省高校自然科学研究重点项目（ＫＪ２０２１Ａ０５５０），安徽中医药大学临床科研自然重大项目（２０２１ｓｆｙｌｃ０２）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｉｎ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （ＫＪ２０２１Ａ０５５０）， Ａｎｈｕｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｎａｔｕｒａｌ Ｍａｊｏｒ Ｐｒｏｊｅｃｔ （２０２１ｓｆｙｌｃ０２） ．
［作者简介］高天，男，在读硕士研究生，研究方向：神经肌肉病。 Ｅｍａｉｌ：２７９６４１０１５３＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］喻绪恩，男，副教授，硕士生导师，研究方向：神经肌肉病。 Ｅｍａｉｌ：１５７３８７２８９５＠ ｑｑ． ｃｏｍ

ＤＭＤ 模型鼠 ｍｄｘ 小鼠线粒体损伤的研究进展
高天１，２，董健健１，２，喻绪恩１，２∗

（１． 安徽中医药大学神经病学研究所，合肥　 ２３００３８；２． 安徽中医药大学神经病学研究所附属医院，合肥　 ２３００６１）

　 　 【摘要】 　 Ｄｕｃｈｅｎｎｅ 肌营养不良（Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ，ＤＭＤ）是一种由编码抗肌萎缩蛋白的 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ
基因突变导致的致死性、进行性、Ｘ 连锁隐性遗传肌肉疾病。 目前，ＤＭＤ 尚无治愈手段，临床研究进展缓慢，动物模

型的建立对 ＤＭＤ 的实验研究作用越来越重要。 结合研究发现，ｍｄｘ 小鼠具有 ＤＭＤ 患者相同的发病机制，广泛应

用于 ＤＭＤ 病理机制和新药开发的研究中。 线粒体损伤是 ＤＭＤ 重要的病理机制之一，对线粒体的保护是 ＤＭＤ 的

潜在治疗靶点，因此探讨 ｍｄｘ 小鼠与线粒体损伤的关系具有重要意义。 本文就近年来 ＤＭＤ 模型鼠 ｍｄｘ 小鼠线粒

体损伤的研究进展进行综述，为相关实验提供参考。
【关键词】 　 Ｄｕｃｈｅｎｎｅ 肌营养不良；线粒体损伤；动物模型；ｍｄｘ 小鼠
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Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｔｏ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｄｘ ｍｉｃｅ
ＧＡＯ Ｔｉａｎ１，２， ＤＯＮＧ Ｊｉａｎｊｉａｎ１，２， ＹＵ Ｘｕｅｎ１，２∗

（１． Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ， Ａｎｈｕｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｅｆｅｉ ２３００３８， Ｃｈｉｎａ； ２． Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ａｎｈｕｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｅｆｅｉ ２３００６１， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＹＵ Ｘｕｅｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： １５７３８７２８９５＠ ｑｑ． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ （ＤＭＤ） ｉｓ ａ ｌｅｔｈａｌ， ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ， Ｘ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｒｅｃｅｓｓｉｖｅ ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ ｍｕｓｃｌｅ
ｄｉｓｅａｓｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ａ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ． Ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ， ｎｏ ｃｕｒｅ ｆｏｒ ＤＭＤ ｉｓ ａｖａｉｌａｂｌｅ， ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｎｇ ｓｌｏｗｌｙ． Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｉｓ ｂｅｃｏｍｉｎｇ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｌｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ＤＭＤ． Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｔｈａｔ ｍｄｘ ｍｉｃｅ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｓ ＤＭＤ ｐａｔｉｅｎｔｓ， ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ
ｉｓ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＤＭＤ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＤＭＤ， ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｉｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ＤＭＤ， ａｎｄ ｔｈｕｓ ｉｔ ｉｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｄｘ ｍｉｃｅ． Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｒｅｖｉｅｗｓ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｔｏ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ
ｉｎ ＤＭＤ ｍｏｄｅｌ ｍｄｘ ｍｉｃｅ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｍｄｘ ｍｉｃｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 Ｄｕｃｈｅｎｎｅ 肌 营 养 不 良 （ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ
ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ，ＤＭＤ） 是一种由编码抗肌萎缩蛋白的

Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ 基因突变导致的严重的进行性、遗传性神

经肌肉萎缩疾病［１］，患儿初期以肌肉无力、萎缩、强

直等表现为主， 全球男性婴儿患病率约为 １ ／
５０００［２］。 目前，ＤＭＤ 尚无有效的治疗手段，仅依靠

糖皮质激素延缓病程的发展［３］。 中西医结合治疗

可能是 ＤＭＤ 有效治疗方法的优化选择［４］，其他各
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种治疗手段大多处于实验阶段，因此相关动物模型

的替代研究成为时下研究的热点。 已经建立的

ＤＭＤ 动物模型包括小鼠、犬、猫、斑马鱼及秀丽隐杆

线虫等，ｍｄｘ 小鼠因具有与 ＤＭＤ 患者相同的遗传基

础，且临床表现相似，被广泛应用于探究 ＤＭＤ 的发

病机制、病理改变、实验治疗等领域。 在细胞水平

上，抗肌萎缩蛋白结构的缺陷损害了细胞膜的稳定

性，诱导氧化应激和肌酸激酶流出，致使肌肉收缩

和储存能量损失，同时 Ｃａ２ ＋异常流入激活蛋白酶并

导致线粒体 Ｃａ２ ＋超载和功能障碍［５］。 线粒体损伤

影响 ＤＭＤ 病程的发展，在疾病的进展中发挥了重

要作用，迄今国内外对于线粒体损伤与 ｍｄｘ 鼠之间

的关系仍未有系统性、一致性的研究报道，所以本

文聚焦于 ｍｄｘ 小鼠线粒体损伤的研究进展进行

综述。

１　 ｍｄｘ 小鼠

ｍｄｘ 小鼠是 ＤＭＤ 研究使用最广泛的动物模

型［６］。 在 ２０ 世纪 ８０ 年代初，Ｃ５７ＢＬ ／ １０ＳｃＳｎ 小鼠种

群中发现具有高水平酶学和肌肉组织学病变的 ｍｄｘ
小鼠［７］。 该品系小鼠在 Ｄｍｄ 基因的第 ２３ 号外显子

发生无义突变（Ｃ 转变成 Ｔ），从而中止全长抗肌萎

缩蛋白的表达［８］。 尽管 ｍｄｘ 小鼠缺乏抗肌萎缩蛋

白但临床症状轻微，没有表现出 ＤＭＤ 的致病进程，
寿命也没有显著缩短，肌肉萎缩、脊柱侧弯和心力

衰竭等严重的肌营养不良表型直到小鼠 １５ 个月或

以上才会发生。 相比之下，ＤＭＤ 患者的寿命往往活

不过 ３０ 岁［９］。 Ｕｔｒｎ 基因的表达增加是 ｍｄｘ 小鼠症

状轻微的原因之一，该基因由于具有 Ｄｍｄ 基因的同

源性，可编码部分替代抗肌萎缩蛋白的 ＵＴＲＯＰＨＩＮ
蛋白，在 ＤＭＤ 患者的身上也是如此。 此后设计了

敲除 Ｄｍｄ 基因和 Ｕｔｒｏ 基因的双基因敲除（ ｄｏｕｂｌｅ⁃
ｋｎｏｃｋｏｕｔ，ＤＫＯ）小鼠［１０］，具有更严重的表型，在 ２０
周龄左右因呼吸衰竭而死亡［１１］。 研究显示，ｍｄｘ 小

鼠骨骼肌经历了不同的阶段：出生后的 ２ 周生长发

育正常，３ ～ ６ 周出现惊人的坏死［１２］。 随后，由于肌

细胞强大的再生能力，大部分骨骼肌进入了相对稳

定的阶段，ＭＡＳＳＯＰＵＳＴ 等［１３］报道证实了这一结论。
此外，在 ｍｄｘ 小鼠的骨骼肌中，膈肌的恶化最严

重［１４］，膈肌和肋间肌退行性变化引起的呼吸衰竭是

导致 ＤＭＤ 患者死亡的主要原因［１５］。
ｍｄｘ 小鼠作为临床前研究，主要集中在治疗方

法的开发上［１６］，几十年来，丰富了对抗肌萎缩蛋白

生物学功能和 ＤＭＤ 病理学的认识。 当下，ＤＭＤ 的

致病基因已经明确，但其发病机制还不明了［１７］，许
多继发性病理生理过程加剧 ＤＭＤ 的肌肉病理学，
如免疫和炎症过程［１８］、钙稳态改变、氧化应激、细胞

凋亡和自噬缺陷等，而对于线粒体损伤的研究成为

时下热点，线粒体损伤与 ＤＭＤ 早期阶段的肌肉损

伤之间的潜在联系可能应用于指导临床前线粒体

靶向治疗。

２　 ｍｄｘ 小鼠的线粒体损伤病理机制

关于 ＤＭＤ 的线粒体损伤研究最早追溯到 １９６７
年，ＨＵＤＧＳＯＮ 等［１９］ 在电子显微镜下发现 ＤＭＤ 患

者肌肉中线粒体结构上发生了体积增大和卷曲。
在此基础上，展开了对线粒体结构和功能的深入研

究，以期了解线粒体损伤在 ｍｄｘ 小鼠中的作用，阐
明 ＤＭＤ 的发病机制。
２􀆰 １　 线粒体结构损伤

线粒体结构完整性对于维持肌肉健康至关重

要［２０］，８ 周龄 ｍｄｘ 小鼠骨骼肌组织电镜下可见线粒

体形态和数量发生变化，严重者可出现空泡样改

变［２１］，表明 ｍｄｘ 小鼠肌细胞线粒体结构损伤严重。
ＤＵＢＩＮＩＮ 等［２２］观察 ｍｄｘ 小鼠心肌线粒体超微结构

的变化，发现线粒体有明显肿胀，而且一些肿胀的

线粒体显示嵴破坏。 ＭＯＯＲＥ 等［２３］ 研究发现，在肌

纤维损伤之前，来自雄性 ｍｄｘ 和雌性 ｍｄｘ 携带者小

鼠的骨骼肌除了线粒体功能降低之外，还呈现异常

的线粒体结构、嵴数目减少和线粒体内大空隙。
ＷＡＴＫＩＮＳ 等［２４］研究发现，ＤＭＤ 患者股外侧肌再生

肌纤维中存在结构损伤的线粒体。 为此，线粒体结

构损伤的修复也可能成为 ＤＭＤ 的治疗途径。
２􀆰 ２　 线粒体功能障碍

线粒体功能障碍被认为既是许多神经系统疾

病的促进因素之一［２５］，也是导致 ＤＭＤ 骨骼肌萎缩

的重要原因之一，研究发现 ｍｄｘ 小鼠肌肉组织中线

粒体能量代谢异常、Ｃａ２ ＋超载、氧化应激、自噬异常

等都参与 ＤＭＤ 的病理进程。
２􀆰 ２􀆰 １　 线粒体能量代谢异常

线粒体是真核生物细胞进行生物氧化和能量

转换的场所，其为细胞的生命活动提供大部分能

量，因此又叫作细胞的“动力工厂”。 线粒体在 ＡＴＰ
的合成中发挥着至关重要的作用，通过氧化磷酸化

（ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，ＯＸＰＨＯＳ）释放氧气合成

ＡＴＰ，骨骼肌呈现两种空间和功能上不同的线粒体

４９７
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群 体： 肌 原 纤 维 间 线 粒 体 （ ｉｎｔｅｒｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ，ＩＦＭ）和肌膜下线粒体（ ｓｕｂｓａｒｃｏｌｅｍｍａｌ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ，ＳＳＭ），ＩＦＭ 位于靠近Ⅰ带的肌原纤维

间隙，提供细胞收缩所需的大部分 ＡＴＰ，涵盖了大

部分的线粒体，ＳＳＭ 位于肌膜下方，占骨骼肌总线

粒体的 １０％ ～ １５％［２６］。 ＰＥＲＣＩＶＡＬ 等［２７］研究发现

ｍｄｘ 小鼠肌肉中 ＳＳＭ 密度降低了 ３９％，还发现由于

抗肌萎缩蛋白的缺乏导致 ｍｄｘ 小鼠中骨骼肌线粒

体的 ＡＴＰ 合成能力降低。 线粒体的氧化磷酸化系

统由 ４ 种呼吸链酶复合物（复合物Ⅰ⁃Ⅳ）和 ＡＴＰ 合

酶复合物（复合物Ⅴ）组成，能够协调电子转移和建

立 ＡＴＰ 产生所必需的质子梯度。 ＧＡＧＬＩＡＮＯＮＥ
等［２８］通过研究 １２ 周龄的 ｍｄｘ 小鼠肌肉细胞中钙转

运 ＡＴＰ 酶的表达，发现趾长伸肌（ｅｘｔｅｎｓｏｒ ｄｉｇｉｔｏｒｕｍ
ｌｏｎｇｕｓ，ＥＤＬ）中线粒体能量代谢减弱。 ＫＵＺＮＥＴＳＯＶ
等［２９］研究发现 ｍｄｘ 小鼠股四头肌所有呼吸链连接

的线粒体酶的活性降低了约 ５０％。 同时，参与有关

线粒体能量代谢的基因表达下调，如 ＣＨＥＮ 等［３０］研

究报道 ＤＭＤ 患者骨骼肌线粒体功能和能量代谢的

降低主要是由于核编码的线粒体基因的转录减少。
肌肉的收缩依赖 ＡＴＰ 的氧化磷酸化提供能量，可见

线粒体能量代谢异常很大程度影响肌肉的收缩，提
示 ＤＭＤ 患者和 ｍｄｘ 小鼠身上的肌肉萎缩、无力与

线粒体能量代谢异常显著相关。
２􀆰 ２􀆰 ２　 线粒体 Ｃａ２ ＋超载

肌内质网（ ｓａｒｃｏ ｅｎｄｏｐｌａｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ，ＳＲ ／ ＥＲ）
负责蛋白质的折叠，提供肌纤维的连接，并与线粒

体和 Ｃａ２ ＋稳态密切相关［３１］。 骨骼肌的正常功能和

存活离不开 Ｃａ２ ＋稳定的信号系统和 ＳＲ ／ ＥＲ 在肌纤

维内构成广泛网络。 有研究认为，Ｃａ２ ＋过量是有毒

性的，且可致使肌细胞被破坏，这种现象也被称为

Ｃａ２ ＋超载，目前已被大多数人认可为线粒体损伤的

诱因［３２］。 在 ＤＭＤ 中，Ｃａ２ ＋超载引起线粒体损伤和

线粒体通透性转换孔 （ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐｏｒｅ，ｍＰＴＰ）开放显著［３３］，同时肌细胞的

细胞膜不稳定而引起细胞骨架的解体，也将导致胞

质中游离的 Ｃａ２ ＋浓度增加。 抗肌萎缩蛋白的缺乏

与内质网应激通过改变 ＳＲ ／ ＥＲ 线粒体相互作用和

肌肉运动过程中 Ｃａ２ ＋ 流动密切相关。 ＢＥＲＴＯＲＩＮＩ
等［３４］研究发现，在 ＤＭＤ 风险胎儿和后来发展为典

型 ＤＭＤ 早产儿的肌细胞中 Ｃａ２ ＋含量是正常胎儿的

３６ 倍。 ＨＵＧＨＥＳ 等［３５］ 研究发现，在 ｍｄｘ 小鼠股四

头肌肌肉中，Ｃａｓｐａｓｅ ９ 活性升高，诱导 ｍＰＴＰ 开放

的阈值降低，表明 Ｃａ２ ＋ 潴留能力降低，与该肌肉中

线粒体诱导的细胞凋亡有关。 ＫＵＺＮＥＴＳＯＶ 等［２９］

研究认为骨骼肌中抗肌萎缩蛋白的缺乏最有可能

是由于肌纤维 Ｃａ２ ＋超载造成。 对 ｍｄｘ 小鼠的研究

表明，ＮＯＸ２ 的拉伸激活会迅速产生活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），触发 Ｃａ２ ＋通过拉伸激活通道

进入，导致线粒体 Ｃａ２ ＋增加和 ＲＯＳ 的产生共同导致

肌肉损伤。 在 ＤＭＤ 患者的萎缩肌肉中发现 Ｐａｒｋ１４
基因编码的 ＰＬＡ２Ｇ６ 蛋白高表达，进一步研究发现，
ＰＬＡ２Ｇ６ 蛋白通过活化钙池操纵 Ｃａ２ ＋ 通道（ ｓｔｏｒｅ⁃
ｏｐｅｒａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌｓ，ＳＯＣ），促进 Ｃａ２ ＋内流，肌
细胞内 Ｃａ２ ＋异常积累进一步导致 ＤＭＤ 的发生，抑
制 Ｐａｒｋ１４ 基因表达能够抑制 ｍｄｘ 小鼠肌细胞 Ｃａ２ ＋

过度内流，可能是治疗 ＤＭＤ 的药物靶点［３６－３７］。
２􀆰 ２􀆰 ３　 线粒体氧化应激

在细胞反应中，如果内源性抗氧化剂无法清除

过量产生的 ＲＯＳ，将导致 ＲＯＳ 的上升超过正常或生

理的阈值水平，这一过程称为氧化应激反应。 通俗

地讲，就是体内细胞或细胞器中氧化合物产物的水

平和类型显著超过了正常稳态水平的一种状态［３８］。
有证据表明，短暂的 ｍＰＴＰ 开口在这一过程发挥重

要的生理作用，维持健康的线粒体稳态。 对氧化应

激的适应性还涉及线粒体内膜阴离子通道（ ｉｎｎｅｒ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ，ＩＭＡＣ），可见线粒体在调节

ＲＯＳ 产生发挥了很重要的作用。 Ｃａ２ ＋ 超载可能会

增加线粒体 ＲＯＳ 的生成率，同时不平衡的 ＲＯＳ 也

将导致一种转录因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，ＮＦ⁃
κＢ）的过度活化，ＮＦ⁃κＢ 在营养不良肌纤维中普遍

存在，负责触发以及增强炎症途径［３９］。 以上表明

Ｃａ２ ＋失调、氧化应激和炎症反应之间存在复杂的相

互作用，共同介导 ＤＭＤ 的病理进程。 慢性炎症状

态下，氧化应激可导致肌肉无力，涉及许多肌肉疾

病诸如肌营养不 良 症 的 病 理 学［４０］。 ＤＩＳＡＴＮＩＫ
等［４１］研究发现，在坏死前的 ｍｄｘ 小鼠肌肉中，存在

编码抗氧化酶基因的表达异常，提示存在氧化应激

反应。 ＧＲＯＵＮＤＳ 等［４２］ 通过检测 ＤＭＤ 患者和 ｍｄｘ
小鼠肌肉病理中相关生物标志物，发现 ＤＭＤ 存在

强烈的氧化应激，并且与肌坏死和炎症显著相关。
２􀆰 ２􀆰 ４　 线粒体自噬异常

线粒体自噬由 ＬＥＭＡＳＴＥＲＳ［４３］ 在 ２００５ 年首次

提出，主要指在氧化应激、营养缺乏和细胞衰老等

刺激下，细胞内的线粒体发生去极化损伤，损伤的

线粒体被特异性包裹进自噬体中，并与溶酶体融

５９７
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合，从而完成损伤线粒体的降解，维持细胞内环境

稳态。 线粒体损伤会导致细胞死亡，在健康骨骼肌

中，受损和去极化的线粒体可通过线粒体自噬途径

选择性去除。 在肌肉萎缩、衰老、各种肌病以及在

ＤＭＤ 患者和 ｍｄｘ 小鼠的肌肉组织中发现了线粒体

自噬［４４］，线粒体自噬受损是 ｍｄｘ 小鼠的重要特征，
在 ＤＭＤ 的早期阶段，ｍｄｘ 小鼠线粒体自噬下降，这
表明在严重的临床表现出现之前，线粒体自噬推动

了 ＤＭＤ 的病程发展。 ２０１２ 年，ＰＡＵＬＹ 等［４５］研究提

出促进损伤线粒体的自噬清除可能是 ＤＭＤ 患者的

治疗策略。 ＶＡＬＬＡＤＡＲＥＳ 等［４６］ 研究发现，自噬标

志物如微管相关蛋白 １ 轻链 ３ Ⅱ （ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３ Ⅱ，ＬＣ３ Ⅱ）和核孔

蛋白 ｐ６２ 在 ｍｄｘ 小鼠中水平增加。 ＫＡＮＧ 等［４７］ 实

验研究发现 １ 岁或更大的 ｍｄｘ 小鼠心脏中线粒体

自噬强于野生型小鼠，推测骨骼肌或心肌对线粒体

自噬功能有着很强的依赖性。 最近研究结果显示，
ｍｄｘ 小鼠骨骼肌肌纤维坏死前就表现出线粒体结构

异常和线粒体自噬，ＴＲＩＭ７２ 通过促进线粒体自噬

缓解 ｍｄｘ 小鼠的肌肉炎症［４８］，尿石素 Ａ 作为一种

天然化合物，激活 ｍｄｘ 小鼠的线粒体自噬，从而达

到恢复肌肉功能和增加存活率的目的［４９］。 激活线

粒体自噬对于 ＤＭＤ 具有潜在治疗价值。

３　 结语

目前，广泛公认的线粒体损伤是抗肌萎缩蛋白

缺乏的后果之一，但线粒体损伤可能参与促进 ＤＭＤ
病理进程。 综上所述，不仅线粒体结构损伤会影响

ｍｄｘ 小鼠肌肉功能，而且线粒体功能障碍（能量代

谢、Ｃａ２ ＋ 稳态、氧化应激、线粒体自噬） 也会影响

ＤＭＤ 相关基因和蛋白的表达。 因此，线粒体可能是

治疗 ＤＭＤ 的重要靶点，未来也需要更多的研究去

探索线粒体损伤与 ＤＭＤ 发病机制之间的联系。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］　 ＤＵＡＮ Ｄ， ＧＯＥＭＡＮＳ Ｎ， ＴＡＫＥＤＡ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｄｕｃｈｅｎｎｅ
ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｄｉｓ Ｐｒｉｍｅｒｓ， ２０２１， ７
（１）： １３．

［ ２ ］ 　 ＳＨＡＨ Ｍ Ｎ Ａ， ＹＯＫＯＴＡ Ｔ． Ｃａｒｄｉａｃ ｔｈｅｒａｐｉｅｓ ｆｏｒ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ
ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ［ Ｊ ］ ． Ｔｈｅｒ Ａｄｖ Ｎｅｕｒｏｌ Ｄｉｓｏｒｄ， ２０２３，
１６： １７５６２８６４２３１１８２９３４．

［ ３ ］ 　 ＢＲＯＯＭＦＩＥＬＤ Ｊ， ＨＩＬＬ Ｍ， ＧＵＧＬＩＥＲＩ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｌｉｆｅ
ｅｘｐｅｃｔａｎｃｙ ｉｎ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ： ｒｅｐｒｏｄｕｃｅｄ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｐａｔｉｅｎｔ ｄａｔａ ｍｅｔａ⁃ａｎａｌｙｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ， ２０２１， ９７
（２３）： ｅ２３０４⁃ｅ２３１４．

［ ４ ］ 　 喻绪恩， 余亚运， 汪昌， 等． 龟鹿二仙胶加味方联合泼尼松

片治疗 Ｄｕｃｈｅｎｎｅ 型肌营养不良的疗效观察 ［ Ｊ］ ． 安徽中医

药大学学报， ２０２２， ４１（３）： １９－２３．
ＹＵ Ｘ Ｅ， ＹＵ Ｙ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｗｅｉ
Ｇｕｉｌｕ Ｅｒｘｉａｎ ｇｌｕｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｅｄｎｉｓｏｎｅ ｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｎｈｕｉ Ｕｎｉｖ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ，
２０２２， ４１（３）： １９－２３．

［ ５ ］ 　 ＭＣＧＲＥＥＶＹ Ｊ Ｗ， ＨＡＫＩＭ Ｃ Ｈ， ＭＣＩＮＴＯＳＨ Ｍ Ａ， ｅｔ ａｌ．
Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ： ｆｒｏｍ ｂａｓｉｃ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｔｏ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ［ Ｊ］ ． Ｄｉｓ Ｍｏｄｅｌ Ｍｅｃｈ， ２０１５， ８
（３）： １９５－２１３．

［ ６ ］ 　 ＺＡＹＮＩＴＤＩＮＯＶＡ Ｍ Ｉ， ＬＡＶＲＯＶ Ａ Ｖ， ＳＭＩＲＮＩＫＨＩＮＡ Ｓ Ａ．
Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈｉｎｇ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｔｏ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ
ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ［ Ｊ］ ． Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｒｅｓ， ２０２１， ３０（ ６）： ７０９
－７２５．

［ ７ ］ 　 ＢＵＬＦＩＥＬＤ Ｇ， ＳＩＬＬＥＲ Ｗ Ｇ， ＷＩＧＨＴ Ｐ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｘ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ （ ｍｄｘ ） ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ
［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， １９８４， ８１（４）： １１８９－１１９２．

［ ８ ］ 　 ＳＩＣＩＮＳＫＩ Ｐ， ＧＥＮＧ Ｙ， ＲＹＤＥＲ⁃ＣＯＯＫ Ａ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ｉｎ ｔｈｅ ｍｄｘ ｍｏｕｓｅ： ａ ｐｏｉｎｔ
ｍｕｔａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， １９８９， ２４４（４９１２）： １５７８－１５８０．

［ ９ ］ 　 ＷＡＨＬＧＲＥＮ Ｌ， ＫＲＯＫＳＭＡＲＫ Ａ Ｋ， ＴＵＬＩＮＩＵＳ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｏｎｅ
ｉｎ ｆｉｖｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ｄｉｅｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ
ｃａｕｓｅｓ ｔｈａｎ ｃａｒｄｉａｃ ｏｒ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｆａｉｌｕｒｅ ［ Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌ，
２０２２， ３７（２）： １４７－１５６．

［１０］ 　 庞荣清， 李自安， 阮光萍， 等． Ｄｕｃｈｅｎｎｅ 型肌营养不良小鼠

模型鉴定及干细胞移植后 ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ 的变化 ［ Ｊ］ ． 中国实验

动物学报， ２０１４， ２２（６）： ８１－８４， １１．
ＰＡＮＧ Ｒ Ｑ， ＬＩ Ｚ Ａ， ＲＵＡＮ Ｇ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ＤＫＯ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ
ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｖｉｖｏ ａｆｔｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，
２０１４， ２２（６）： ８１－８４， １１．

［１１］ 　 ＹＵＣＥＬ Ｎ， ＣＨＡＮＧ Ａ Ｃ， ＤＡＹ Ｊ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ｍｄｘ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＤＭＤ： ｔｈｅ ｌｏｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｈｏｒｔ ｏｆ ｉｔ ［ Ｊ］ ． ＮＰＪ
Ｒｅｇｅｎ Ｍｅｄ， ２０１８， ３： ４．

［１２］ 　 ＣＡＲＮＷＡＴＨ Ｊ Ｗ， ＳＨＯＴＴＯＮ Ｄ Ｍ． Ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｄｘ ｍｏｕｓｅ： ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｅｕｓ ａｎｄ ｅｘｔｅｎｓｏｒ ｄｉｇｉｔｏｒｕｍ
ｌｏｎｇｕｓ ｍｕｓｃｌｅｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｌ Ｓｃｉ， １９８７， ８０（１）： ３９－５４．

［１３］ 　 ＭＡＳＳＯＰＵＳＴ Ｒ Ｔ， ＬＥＥ Ｙ Ｉ， ＰＲＩＴＣＨＡＲＤ Ａ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｌｉｆｅｔｉｍｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｄｘ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｒｅｖｅａｌｓ ａ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ
ｔｈａｔ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｍｙｏｆｉｂｅｒ ｌｏｓｓ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０２０， １０（１）： １７２４８．

［１４］ 　 ＰＥＲＣＩＶＡＬ Ｊ Ｍ， ＷＨＩＴＥＨＥＡＤ Ｎ Ｐ， ＡＤＡＭＳ Ｍ Ｅ， ｅｔ ａｌ．
Ｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ ｒｅｄｕｃｅｓ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｍｕｓｃｌｅ ｗｅａｋｎｅｓｓ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｄｘ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ［ Ｊ ］ ． Ｊ
Ｐａｔｈｏｌ， ２０１２， ２２８（１）： ７７－８７．

［１５］ 　 ＬＥＥ Ｊ， ＭＹＲＩＥ Ｎ Ｏ， ＪＥＯＮＧ Ｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎ ｖｉｖｏ ｓｈｅａｒ ｗａｖｅ
ｅｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｉｍａｇｉｎｇ ｆｏｒ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉａｐｈｒａｇｍ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｂｉｏｍａｔｅｒ， ２０２３， １６８： ２７７－２８５．

［１６］ 　 ＳＨＩＲＡＫＡＷＡ Ｔ， ＩＫＵＳＨＩＭＡ Ａ， ＭＡＲＵＹＡＭＡ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ａ
ｓａｎｄｗｉｃｈ ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ ｒｅｖｅａｌｓ ｍａｒｋｅｄ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｔｉｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｍｄｘ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ａｎｉｍ Ｍｏｄｅｌ Ｅｘｐ
Ｍｅｄ， ２０２２， ５（１）： ４８－５５．

６９７



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ６ 月第 ３２ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ６

［１７］ 　 曾缨， 张成， 李才明， 等． 成肌调节因子 ＭｙｏＤ 和 ｍｙｏｇｅｎｉｎ
在不同月龄 ＤＭＤ 模型鼠 ｍｄｘ 小鼠的表达 ［ Ｊ］ ． 中国实验动

物学报， ２００６， １４（３）： １８３－１８５， １５３．
ＺＥＮＧ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｃ， ＬＩ Ｃ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｇｅｎｉｃ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＭｙｏＤ ａｎｄ ｍｙｏｇｅｎｉｎ ｉｎ ＤＭＤ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｍｄｘ
ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２００６， １４
（３）： １８３－１８５， １５３．

［１８］ 　 ＲＯＳＥＮＢＥＲＧ Ａ Ｓ， ＰＵＩＧ Ｍ， ＮＡＧＡＲＡＪＵ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｍｕｎｅ⁃
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｉｎ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉ
Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０１５， ７（２９９）： ２９９ｒｖ４．

［１９］ 　 ＨＵＤＧＳＯＮ Ｐ， ＰＥＡＲＣＥ Ｇ Ｗ， ＷＡＬＴＯＮ Ｊ Ｎ． Ｐｒｅ⁃ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ： ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｏｎ
ｍｕｓｃｌｅ ｂｉｏｐｓｙ ［Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ， １９６７， ９０（３）： ５６５－５７６．

［２０］ 　 ＬＥＤＵＣ⁃ＧＡＵＤＥＴ Ｊ Ｐ， ＨＵＳＳＡＩＮ Ｓ Ｎ Ａ， ＢＡＲＲＥＩＲＯ Ｅ， ｅｔ ａｌ．
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ ａｎｄ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｈｅａｌｔｈ
ａｎｄ ａｇｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２１， ２２（１５）： ８１７９．

［２１］ 　 卜一， 张慧卿， 韩敬哲， 等． ｍＴＯＲ 调控自噬在 Ｄｕｃｈｅｎｎｅ 肌

营养不良症肌纤维损害中的研究 ［ Ｊ］ ． 脑与神经疾病杂志，
２０２３， ３１（４）： ２４０－２４４．
ＢＵ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｑ， ＨＡＮ Ｊ Ｚ， ｅｔ ａｌ． ｍＴＯＲ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒ ｄａｍａｇｅ ｉｎ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ
ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｒａｉｎ Ｎｅｒｖ Ｄｉｓ， ２０２３， ３１（４）： ２４０－２４４．

［２２］ 　 ＤＵＢＩＮＩＮ Ｍ Ｖ， ＴＡＬＡＮＯＶ Ｅ Ｙ， ＴＥＮＫＯＶ Ｋ Ｓ， ｅｔ ａｌ．
Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｆ Ｃａ２ ＋ ａｎｄ Ｃａ２ ＋ ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ
ｈｅａｒｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ
ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ Ｂｉｏｅｎｅｒｇ， ２０２０， １８６１
（１０）： １４８２５０．

［２３］ 　 ＭＯＯＲＥ Ｔ Ｍ， ＬＩＮ Ａ Ｊ， ＳＴＲＵＭＷＡＳＳＥＲ Ａ Ｒ， ｅｔ ａｌ．
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｓ ａｎ ｅａｒｌｙ ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ ｏｒ
ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ ｌｏｓｓ ｉｎ ｍｄｘ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０２０，
１１： ６９０．

［２４］ 　 ＷＡＴＫＩＮＳ Ｓ Ｃ， ＣＵＬＬＥＮ Ｍ Ｊ． Ａ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｒｅｓ ｉｎ
Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ｐｏｌｙｍｙｏｓｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｌ
Ｓｃｉ， １９８７， ８２（１ ／ ２ ／ ３）： １８１－１９２．

［２５］ 　 ＪＩＡ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｑ， ＪＩ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｄａｍａｇｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｔａｔｕｓ ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ ［Ｊ］ ．
Ａｎｉｍ Ｍｏｄｅｌ Ｅｘｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ６（１）： ４１－５０．

［２６］ 　 ＨＯＰＰＥＬＥＲ Ｈ， ＦＬＵＣＫ Ｍ． Ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ： ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｍｅｄ Ｓｃｉ Ｓｐｏｒｔｓ Ｅｘｅｒｃ，
２００３， ３５（１）： ９５－１０４．

［２７］ 　 ＰＥＲＣＩＶＡＬ Ｊ Ｍ， ＳＩＥＧＥＬ Ｍ Ｐ， ＫＮＯＷＥＬＳ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｆｅｃｔｓ ｉｎ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ＡＴＰ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｄｘ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ａｒｅ ｎｏｔ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｂｙ
ＰＤＥ５ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｈｕｍ Ｍｏｌ Ｇｅｎｅｔ， ２０１３， ２２ （ １）： １５３
－１６７．

［２８］ 　 ＧＡＧＬＩＡＮＯＮＥ Ｒ Ｂ， ＳＡＮＴＯＳ Ａ Ｔ， ＢＬＯＩＳＥ Ｆ Ｆ， ｅｔ ａｌ．
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｓ
ｉｎ ｔｈｅ ＥＤＬ ｍｕｓｃｌｅ， ｂｕｔ ｎｏｔ ｉｎ ｓｏｌｅｕｓ， ｆｒｏｍ １２⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ
ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｃ ｍｄｘ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１９， ９（１）： １９８６．

［２９］ 　 ＫＵＺＮＥＴＳＯＶ Ａ Ｖ， ＷＩＮＫＬＥＲ Ｋ， ＷＩＥＤＥＭＡＮＮ Ｆ Ｒ， ｅｔ ａｌ．
Ｉｍｐａｉｒｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ

ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｄｘ ｍｏｕｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍ， １９９８， １８３（１ ／ ２）： ８７－９６．

［３０］ 　 ＣＨＥＮ Ｙ Ｗ， ＺＨＡＯ Ｐ， ＢＯＲＵＰ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｉｎ
ｔｈｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｅｓ： ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ａｓｐｅｃｔｓ ｏｆ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０００， １５１ （ ６）：
１３２１－１３３６．

［３１］ 　 ＰＡＵＬＹ Ｍ， ＡＮＧＥＢＡＵＬＴ⁃ＰＲＯＵＴＥＡＵ Ｃ， ＤＲＩＤＩ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＥＲ
ｓｔｒｅｓｓ ｄｉｓｔｕｒｂｓ ＳＲ ／ ＥＲ⁃ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ Ｃａ２ ＋ ｔｒａｎｓｆｅｒ： Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
ｉｎ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ Ｍｏｌ
Ｂａｓｉｓ Ｄｉｓ， ２０１７， １８６３（９）： ２２２９－２２３９．

［３２］ 　 ＫＲＩＥＧＥＲ Ｃ， ＤＵＣＨＥＮ Ｍ Ｒ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ， Ｃａ２ ＋ ａｎｄ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２００２， ４４７（２ ／
３）： １７７－１８８．

［３３］ 　 赵治鹏， 李善刚． ＤＭＤ 的肌膜损伤机制及其修复治疗的研

究进展 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０２２， ３２（６）： ９３－９９．
ＺＨＡＯ Ｚ Ｐ， ＬＩ Ｓ Ｇ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｓａｒｃｏｌｅｍｍａ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ
ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２２， ３２（６）： ９３－９９．

［３４］ 　 ＢＥＲＴＯＲＩＮＩ Ｔ Ｅ， ＣＯＲＮＥＬＩＯ Ｆ， ＢＨＡＴＴＡＣＨＡＲＹＡ Ｓ Ｋ， ｅｔ
ａｌ． Ｃａｌｃｉｕｍ ａｎｄ ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｆｅｔｕｓｅｓ ａｔ ｒｉｓｋ ａｎｄ
ｐｒｅｎｅｃｒｏｔｉｃ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ［ Ｊ ］ ． Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ，
１９８４， ３４（１１）： １４３６－１４４０．

［３５］ 　 ＨＵＧＨＥＳ Ｍ Ｃ， ＲＡＭＯＳ Ｓ Ｖ， ＴＵＲＮＢＵＬＬ Ｐ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅａｒｌｙ
ｍｙｏｐａｔｈｙ ｉｎ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｅｌｅｖａｔｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ Ｈ２ Ｏ２ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃａｃｈｅｘｉａ Ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ Ｍｕｓｃｌｅ， ２０１９， １０
（３）： ６４３－６６１．

［３６］ 　 ＢＯＩＴＴＩＮ Ｆ Ｘ， ＰＥＴＥＲＭＡＮＮ Ｏ， ＨＩＲＮ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｃａ２ ＋ ⁃
ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ａ２ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｓｔｏｒｅ⁃ｏｐｅｒａｔｅｄ Ｃａ２ ＋

ｅｎｔｒｙ ｉｎ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｃ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｓｃｉ， ２００６，
１１９（１８）： ３７３３－３７４２．

［３７］ 　 ＩＳＭＡＩＬ Ｈ Ｍ， ＤＯＲＣＨＩＥＳ Ｏ Ｍ， ＰＥＲＯＺＺＯ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｏｆ ｉＰＬＡ２ β ａｎｄ ｏｆ ｓｔｒｅｔｃｈ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｂｙ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ａｌｔｅｒｓ
ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｃ ｍｕｓｃｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｂｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１３， １６９
（７）： １５３７－１５５０．

［３８］ 　 ＺＯＲＯＶ Ｄ Ｂ， ＪＵＨＡＳＺＯＶＡ Ｍ， ＳＯＬＬＯＴＴ Ｓ Ｊ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ （ ＲＯＳ） ａｎｄ ＲＯＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＯＳ ｒｅｌｅａｓｅ
［Ｊ］ ． Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｖ， ２０１４， ９４（３）： ９０９－９５０．

［３９］ 　 ＣＡＰＯＧＲＯＳＳＯ Ｒ Ｆ， ＣＯＺＺＯＬＩ Ａ， ＭＡＮＴＵＡＮＯ Ｐ， ｅｔ ａｌ．
Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ， ａｐｏｃｙｎｉｎ ａｎｄ ｔａｕｒｉｎｅ ｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ⁃
ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ： ａ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｏｌｄ
ｓｔａｎｄａｒｄ， α⁃ｍｅｔｈｙｌ ｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ ［ Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓ， ２０１６，
１０６： １０１－１１３．

［４０］ 　 ＴＥＲＲＩＬＬ Ｊ Ｒ， ＲＡＤＬＥＹ⁃ＣＲＡＢＢ Ｈ Ｇ， ＩＷＡＳＡＫＩ Ｔ， ｅｔ ａｌ．
Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｅｓ： ｆｏｃｕｓ ｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈｉｏｌ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｙｓｆｅｒｌｉｎｏｐａｔｈｉｅｓ ［Ｊ］ ． ＦＥＢＳ Ｊ， ２０１３，
２８０（１７）： ４１４９－４１６４．

［４１］ 　 ＤＩＳＡＴＮＩＫ Ｍ Ｈ， ＤＨＡＷＡＮ Ｊ， ＹＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｍｄｘ ｍｏｕｓｅ ｍｕｓｃｌｅ： ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅ⁃ｎｅｃｒｏｔｉｃ
ｓｔａｔｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｌ Ｓｃｉ， １９９８， １６１（１）： ７７－８４．

［４２］ 　 ＧＲＯＵＮＤＳ Ｍ Ｄ， ＴＥＲＲＩＬＬ Ｊ Ｒ， ＡＬ⁃ＭＳＨＨＤＡＮＩ Ｂ Ａ， ｅｔ ａｌ．

７９７



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ６ 月第 ３２ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ６

Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ Ｄｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ： ｍｙｏｎｅｃｒｏｓｉｓ，
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ［ Ｊ］ ． Ｄｉｓ Ｍｏｄｅｌ Ｍｅｃｈ， ２０２０，
１３（２）： ｄｍｍ０４３６３８．

［４３］ 　 ＬＥＭＡＳＴＥＲＳ Ｊ Ｊ． Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ｏｒ
ｍｉｔｏｐｈａｇｙ， ａｓ ａ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｄｅｆｅｎｓｅ ａｇａｉｎｓｔ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ，
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ａｇｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｒｅｊｕｖｅｎａｔｉｏｎ Ｒｅｓ，
２００５， ８（１）： ３－５．

［４４］ 　 ＦＩＡＣＣＯ Ｅ， ＣＡＳＴＡＧＮＥＴＴＩ Ｆ， ＢＩＡＮＣＯＮＩ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｃ
ｍｕｓｃｌｅｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｆｆｅｒ， ２０１６， ２３（１１）： １８３９－１８４９．

［４５］ 　 ＰＡＵＬＹ Ｍ， ＤＡＵＳＳＩＮ Ｆ， ＢＵＲＥＬＬＥ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＡＭＰＫ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｄｘ ｍｏｕｓｅ ｄｉａｐｈｒａｇｍ ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ， ２０１２， １８１（２）： ５８３－

５９２．
［４６］ 　 ＶＡＬＬＡＤＡＲＥＳ Ｄ， ＵＴＲＥＲＡＳ⁃ＭＥＮＤＯＺＡ Ｙ， ＣＡＭＰＯＳ Ｃ， ｅｔ

ａｌ． ＩＰ３ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｌｏｃｋａｄｅ ｒｅｓｔｏｒｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒｓ ｏｆ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｃ ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］ ．
Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ Ｍｏｌ Ｂａｓｉｓ Ｄｉｓ， ２０１８， １８６４（１１）： ３６８５
－３６９５．

［４７］ 　 ＫＡＮＧ Ｃ， ＢＡＤＲ Ｍ Ａ， ＫＹＲＹＣＨＥＮＫＯ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｆｉｃｉｔ ｉｎ
ＰＩＮＫ１ ／ ＰＡＲＫＩＮ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｔ ｌａｔｅ ｓｔａｇｅｓ
ｏｆ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ［ Ｊ］ ． Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｒｅｓ， ２０１８， １１４
（１）： ９０－１０２．

［４８］ 　 ＷＵ Ｍ， ＬＩ Ｈ， ＨＥ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＩＭ７２ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｍｕｓｃｌｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｄｘ ｍｉｃｅ ｖｉａ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｏｘｉｄ Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ Ｌｏｎｇｅｖ，
２０２３， ２０２３： ８４０８５７４．

［４９］ 　 ＬＵＡＮ Ｐ， Ｄ’ ＡＭＩＣＯ Ｄ， ＡＮＤＲＥＵＸ Ｐ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｕｒｏｌｉｔｈｉｎ Ａ
ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｍｕｓｃｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｍｕｓｃｕｌａｒ
ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０２１， １３（５８８）： ｅａｂｂ０３１９．

［收稿日期］ 　 ２０２３－１２－０８

《中国比较医学杂志》稿约

国内刊号 ＣＮ １１－４８２２ ／ Ｒ　 国际刊号 ＩＳＳＮ １６７１－７８５６　 邮局代号 ８２－９１７
一、杂志介绍

本刊是由中国实验动物学会与中国医学科学院医学实验动物研究所主办的全国性高级学术刊物（月
刊）。 征稿的范围是与人类生命与健康密切相关的实验动物与动物实验等生命科学各分支学科，重点刊载

比较医学成果和进展。 栏目设置包括研究报告、综述与专论、研究快报、研究简讯、技术与方法、经验交流、
学术动态、国外研究进展、学术信息、简讯等栏目。 要求来稿数据可靠、文字简练、观点明确、论证合理，有创

新、有突破、有新意。
本刊是中国学术期刊综合评价数据库来源期刊、被《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》、中文生物医学期刊文献数据库（ＣＭＣＣ）、中国生物医学期刊数据库等数据库

收录。
二、投稿要求及注意事项

文稿内容要具有创新性、科学性和实用性，论点明确，资料可靠，文字通顺精练，标点符号准确，用词规

范，图表清晰。 文章正文字数在 ５０００ 字左右。

投稿网址：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｇｓｙｄｗ． ｃｎｊｏｕｒｎａｌｓ． ｃｏｍ ／ ｚｇｂｊｙｘｚｚ ／ ｃｈ ／ ｉｎｄｅｘ． ａｓｐｘ
期待您的来稿！
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雪貂在抗感染药物非临床研究中的应用
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　 　 【摘要】 　 雪貂应用于抗感染药物评价的优势在于病原微生物（尤其是病毒株）能不经宿主适应直接进行感

染和传播，且动物感染后的临床症状与人极为相似。 虽然雪貂在抗病毒药物的研发中起到了极为重要的作用，但
其应用范围仍有一定的局限性，可能与雪貂缺少相应的实验动物饲养和应用的国家级标准，缺乏特异性的诊断和

检测试剂等因素有关。 本文对雪貂作为感染疾病模型的特点进行总结，并汇总分析了雪貂在抗感染药物研究中的

应用方向，旨在促进雪貂作为实验动物的标准化应用。
【关键词】 　 雪貂；抗感染药物；标准；实验动物

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） ０６⁃０７９９⁃２０

Ｕｓｅ ｏｆ ｆｅｒｒｅｔｓ ｉｎ ｎｏｎｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ ｄｒｕｇｓ
ＬＩＵ Ｘｕｅｗｕ１，２， ＴＡＮＧ Ｚｉｎｉｎｇ２， ＰＥＮＧ Ｄｏｎｇｄｏｎｇ２， ＤＵ Ｙａｎｈｕａ１∗， ＪＩＡＮＧ Ｄｅｊｉａｎ２∗

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， Ｚｈｏｎｇｓｈａｎ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｕｎ Ｙａｔ⁃Ｓｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１００８０， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｈｕｎａｎ Ｐｒｉｍａ Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ Ｃｏ． ， Ｌｔｄ． ＆ Ｈｕｎａｎ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ ａｎｄ Ｓａｆｅｔｙ

Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｅｗ Ｄｒｕｇｓ， Ｃｈａｎｇｓｈａ ４１０３２９， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＪＩＡＮＧ Ｄｅｊｉａｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｊｉａｎｇｄｅｊｉａｎ＠ ｈｎｓｅ． ｏｒｇ； ＤＵ Ｙａｎｈｕａ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｄｕｙａｎｈｕａ＠ ｍａｉｌ． ｓｙｓｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｆｅｒｒｅｔｓ ｏｆｆｅｒ ａｎ ａｄｖａｎｔａｇｅ ｉｎ ｎｏｎｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ ｄｒｕｇｓ ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｂｅ
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｄ ｓｐｒｅａｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｖｉｒａｌ ｓｔｒａｉｎｓ， ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｈｅ ｎｅｅｄ ｆｏｒ ｈｏｓｔ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ．
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｆｅｒｒｅｔｓ ａｒｅ ｖｅｒｙ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｈｕｍａｎｓ． Ａｌｔｈｏｕｇｈ ｆｅｒｒｅｔｓ ｐｌａｙ
ａ ｖｅｒｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｄｒｕｇｓ， ｔｈｅ ｓｃｏｐｅ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｍａｉｎｓ ｌｉｍｉｔｅｄ． Ｔｈｉｓ
ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌａｃｋ ｏｆ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｆｏｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｆｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｒｅｔｓ ａｓ ｗｅｌｌ
ａｓ ｔｈｅ ｌａｃｋ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔｓ． Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｆｅｒｒｅｔｓ ａｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ ａ ｓｕｍｍａｒｙ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｒｅｔｓ ｉｎ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｒｅｓｅａｒｃｈ． Ｏｕｒ ａｉｍ ｉｓ
ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｆｅｒｒｅｔｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｆｅｒｒｅｔ； ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ ｄｒｕｇｓ； ｓｔａｎｄａｒｄｓ； ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ６ 月第 ３２ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ６

　 　 雪貂因其解剖结构的特殊性、对病原微生物

（尤其是病毒株）易感性以及感染后临床症状与人

类的相似性，使其用于感染药物的评价具有天然的

种属优势。 大量针对病原微生物的生物学特性研

究和对应的抗感染药物的评价均依靠雪貂作为模

式动物，这其中以流感病毒、新型冠状病毒等抗病

毒药物尤为显著。 与此同时，针对雪貂的特异性试

剂的开发和实验动物化进展却与雪貂的应用需求

极不相符，本文对雪貂的特性和在抗感染药物中的

应用进行总结，以期为雪貂的推广应用提供资料

参考。

１　 雪貂的生物学特性

１􀆰 １　 雪貂的生理特性

雪貂是食肉目鼬科貂属的夜食性哺乳动物，天
生喜静，对外界环境的刺激具有高度警惕性。 因其

天生缺乏汗腺［１］，不适宜生存于高温环境。 雪貂属

于季节性发情动物，繁殖期为 ５ ～ ６ 年，每个季节可

获得两胎幼仔。 寿命 ７ ～ １０ 年，平均体重 ０􀆰 ３ ～
２􀆰 ５ ｋｇ，雌雄体重差异较大。
１􀆰 ２　 解剖学特性

雪貂天生缺乏汗腺和盲肠，且雄貂缺乏前列

腺［１］。 雪貂的气管较长，上下呼吸道分腔明显，上、
下呼吸道的解剖比例、支气管壁粘膜下腺的密度和

终末细支气管的代数都与人类呼吸道的情况相

似［２－３］，有利于研究外源性物质（如病毒、药物，尤其

是吸入制剂）对呼吸道不同区域的效应 ／毒性差异。
雪貂的食管形态学结构和分子表达与人较为相似，
其中雪貂的食管粘膜下腺体与人类相似，而小鼠、
大鼠或兔等均无粘膜下腺体［４－６］，且雪貂食管的分

子表达（如 ＣＫ１⁃ＣＫ２０、Ｍｕｃｉｎ、ＬＥＦ１ 等）与人较为相

近，可作为人食管疾病的模型动物之一［７］。 雪貂具

有恶心、干呕、呕吐等呕吐反射特征，与其缺乏食道

括约肌有关［１，７］，较适合用于观察胃肠型病原微生

物感染后的相应临床症状。

２　 雪貂感染病原微生物后的组织分布
情况

　 　 考察病原微生物在动物模型中的组织分布对

了解病原微生物的生物学特性（包括组织嗜性、宿
主危害性等）、解释宿主的反应性、提示临床重点关

注部位等均具有重要意义。 ＢＥＬＳＥＲ 等［８］在雪貂用

于流感病毒感染模型的使用指南中提出，感染性标

本的收集顺序应从预期病毒载量最低的组织到最

高病毒载量的组织，其中呼吸道（鼻甲、气管和肺、
肺泡灌洗液）、眼部（眼睛和结膜）、胃肠道、脑（重点

是嗅球）的病原微生物高分布，应靠后收集。 此外，
在每个样本采集中间，应用 ７０％乙醇对解剖器械进

行净化，最大限度地减少交叉污染的可能性。 但需

了解到的是，除病原微生物本身的组织嗜性外，其
他因素（如感染途径、基因突变、免疫状态等）对其

组织分布均有重要的影响，因此在设置组织采集种

类和顺序时，应同时兼顾感染途径、基因突变情况

和免疫状态等因素。
２􀆰 １　 感染途径影响病原微生物的组织分布

经鼻或经气管滴注是研究较多的感染途径，但
随着对传播途径的认识加深，研究者逐渐意识到经

气溶胶传播感染和经眼部接种感染也是接近人的

重要感染方式。 经呼吸道途径构建雪貂感染模型

后，上呼吸道是病毒或细菌高分布的部位之一，通
常检测鼻冲洗液或鼻甲组织中的病毒载量来反应

感染情况。 ＫＷＯＮ 等［９］的研究显示，经鼻内感染和

经气管滴注感染甲型流感病毒株后，病毒在雪貂呼

吸道的分布有显著性差异。 其中鼻内感染途径下，
流感病毒 （ Ａ ／ ｂｒｏｉｌｅｒ ｄｕｃｋ ／ Ｋｏｒｅａ ／ Ｂｕａｎ２ ／ ２０１４； Ａ ／
ｂｒｅｅｄｅｒ ｄｕｃｋ ／ Ｋｏｒｅａ ／ Ｇｏｃｈａｎｇ１ ／ ２０１４）主要分布于鼻

甲，且病毒不会向下呼吸道迁移。 但采用气管滴注

感染后，病毒主要分布于气管和肺，且随着感染后

时间推移，病毒会进展性地分布于鼻甲。 ＫＩＭ 等［１０］

比较了乙型流感病毒在雪貂的 ３ 种感染途径（滴鼻

感染、直接接触感染和气溶胶传播感染）。 结果显

示，直接滴鼻感染主要在感染早期（１ ～ ５ ｄ）在鼻甲

内有较高的病毒分布，直接接触途径则在感染后

４ ～ ７ ｄ 内 显 示 出 鼻 甲 部 位 的 病 毒 高 分 布。
ＲＩＪＳＢＥＲＧＥＮ 等［１１］比较了 ２ 种感染途径下（滴鼻感

染和气管滴注感染）， ３ 型副流感病毒 （ ｈｕｍａｎ
ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ⁃３， ＨＰＩＶ⁃３）在雪貂喉部的分

布差异，结果显示，２ 种感染途径下病毒均在喉部有

较高的病毒分布，但分布时相有显著性差异。 其中

鼻内感染途径下，感染早期（１ ～ ７ ｄ）在喉部有高病

毒分布；气管滴注感染途径下，感染中期（３ ～ １０ ｄ）
在喉部有高病毒分布，提示感染途径影响病毒在气

道内的感染性迁移。 ＧＵＰＴＡ 等［１２］ 比较了雪貂经气

管注射感染、气溶胶传播感染、接触感染（同笼饲

养）３ 种途径下的结核感染分布情况，结果显示，气
管注射感染和气溶胶传播感染途径下，结核杆菌在

００８
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气管和肺、纵隔淋巴结、脾、肝内均有检出，且持续

时间至少为 １０ 周以上。 接触感染途径下，仅 ３ ／ ６ 只

雪貂在鼻甲冲洗液中检出结核杆菌，１ ／ ６ 只雪貂在

气管中检出结核杆菌，且 ２ 个部位均未表现出明显

的结 核 杆 菌 定 植 特 性 （ 即 未 见 持 续 检 出 ）。
ＳＣＨＩＦＦＭＡＮ 等［１３］比较了 ２ 种感染途径（经鼻滴注、
肌肉注射）下，线状病毒（包括埃博拉病毒（Ｅｂｏｌａ
ｖｉｒｕｓ，ＥＢＯＶ））在雪貂体内的组织分布差异。 结果

显示，在所有感染途径下均发现了全身性病毒传

播，且无论感染途径如何，在终末时间点均在肝、
脾、肾和肺部发现了高病毒滴度。 此外，在脑和心

脏检测 ＥＢＯＶ、本地布焦病毒 （ Ｂｕｎｄｉｂｕｇｙｏ ｖｉｒｕｓ，
ＢＤＢＶ）和苏丹病毒（Ｓｕｄａｎ ｖｉｒｕｓ， ＳＵＤＶ），且在所有

动物中均观察到病毒从口腔、鼻腔和直肠粘膜脱落。
２􀆰 ２　 基因变异影响病原微生物的组织分布

病原微生物感染雪貂后，在宿主体内的分布与

其变异情况有关，ＰＵＬＩＴ⁃ＰＥＮＡＬＯＺＡ 等［１４］ 研究发

现，雪貂感染以 １ × １０６ ＰＦＵ 经鼻接种严重急性呼

吸综 合 征 冠 状 病 毒 ２ （ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ２， ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）不同亚型毒株

（ＷＡ１、Ａｌｐｈａ、Ｂｅｔａ、Ｄｅｌｔａ）后，病毒在血液和各大脏

器（眼睛、结膜、软腭、鼻甲、肾、脾、肝、心脏、肠（十
二指肠、空肠回肠袢和降结肠）、嗅球、脑、肺和气

管）均有广泛分布，且其中以呼吸道（鼻甲（含组织

和冲洗液）、软腭、支气管、肺）分布最多，此外雪貂

感染不同变异株后的分布也存在明显差异，其中以

Ａｌｐｈａ 和 Ｄｅｌｔａ 病毒株的分布最为广泛。 ＨＵＡＮＧ
等［１５］的研究显示，雪貂经鼻感染 ４ 株不同来源的乙

型 流 感 病 毒 株 （ Ｂ ／ Ｂｒｉｓｂａｎｅ ／ ６０ ／ ２００８、 Ｂ ／ Ｂｏｌｉｖｉａ ／
１５２６ ／ ２０１０、两种 Ｂ ／ Ｙａｍａｇａｔａ 谱系 （ Ｂ ／ Ｆｌｏｒｉｄａ ／ ０４ ／
２００６ 和 Ｂ ／ Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ ／ ０１ ／ ２０１０）），呼吸道组织中的

病毒分布和病毒载量均有显著性差异，其中 ４ 株乙

型流感病毒均在鼻腔中有大量复制，但其中仅 Ｂ ／
Ｂｒｉｓｂａｎｅ ／ ６０ ／ ２００８ 能在下呼吸道（气管和肺）进行复

制，且病毒载量也明显高于其余 ３ 株变异株。 ＫＩＭ
等［１０］则通过比较乙型流感病毒野生株（Ｂ ／ Ｆｌｏｒｉｄａ ／
０４ ／ ０６）和鼠肺适应株（经 １７ 代适应）经鼻滴入感染

后，病毒在气道的分布情况，结果显示，经鼠肺适应

后，病毒发生了显著的变异突变，表现为核苷酸和

氨基酸序列的显著突变，且病毒在感染后 １ ～ ７ ｄ
内均在鼻甲中有更高的分布，感染后 １ ～ ３ ｄ 则在

气管和肺中显示出更高的分布，提示变异能显著影

响病毒的分布。

２􀆰 ３　 组织嗜性影响病原微生物的组织分布

组织嗜性是病原微生物（尤其是病毒）对宿主

特定组织具有选择性的亲和力和致病作用的特性，
是影响病毒分布的一个重要原因。 病毒的组织嗜

性与病毒的抗原蛋白以及宿主组织的相应结合受

体的分布有关。 例如与甲型流感病毒相关的是 α⁃
２，６⁃唾液酸糖蛋白受体，能被甲型流感病毒的血凝

素（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）特异性识别［１６］，进而进行宿

主细胞的感染和致病。 人和雪貂的下呼吸道（肺门

的粘膜下腺体）均主要表达 α⁃２，６⁃唾液酸糖蛋白受

体，因此雪貂感染后的病毒组织分布和感染症状与

人极为相似。 此外，雪貂上呼吸道和下呼吸道（肺
门区）几乎没有 α⁃２，３⁃唾液酸受体的表达，这与人

类气管组织中的相应受体表达相似。 此外，占玲俊

等［１７］的研究发现，雪貂的支气管、肺、肾、回肠和盲

肠均有唾液酸受体的典型分布，但各种亚型流感病

毒株对不同组织的嗜性不完全与其受体分布一致，
提示唾液酸受体并非所有流感病毒在雪貂组织中

分布的决定性因子，可能还有其他因素（如其他受

体或共受体等）影响到了组织病毒的组织分布。
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 主要通过靶向人血管紧张素转换

酶 ２（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ Ⅱ，ＡＣＥ２）受体进

入宿主细胞，且 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的 Ｓ 蛋白对 ＡＣＥ２ 的亲

和力是 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ 的 １０ ～ ２０ 倍，这可能是其高传

染性的原因［１８］。 单细胞 ＲＮＡ 测序显示［１９－２０］，ＡＣＥ２
主要表达于Ⅱ型肺泡上皮细胞 （ ａｌｖｅｏｌａｒ ｔｙｐｅ Ⅱ
ｃｅｌｌ，ＡＴ２）中，肺组织中表达 ＡＣＥ２ 的细胞约 ８３％为

ＡＴ２ 细胞，提示 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 主要感染下呼吸道。
然而，除了呼吸上皮细胞外，ＡＣＥ２ 也在心肌细胞、
肾近曲小管上皮细胞、膀胱上皮细胞以及食管、回
肠和间质细胞中高表达，使得这些组织和器官允许

ＳＡＲＳ⁃ＣＯＶ⁃２ 感染。 在系统发育上，雪貂的 ＡＣＥ２ 基

因与人类相同，ＡＣＥ２ 蛋白与 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的 Ｓ 蛋白

形成 ６ 个氢键，产生强大的结合力，可以有效感染雪

貂的上呼吸道长达 ８ ｄ，而不会引起严重疾病或死

亡，所有雪貂都产生 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 特异性抗体，且雪

貂受 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 感染后，主要表现出体温升高和

急性细支气管炎，感染后 ８ ｄ 在鼻、唾液、尿液和粪

便样本中均可检测到病毒脱落［２１］。 此外，ＣＨＥＮ
等［２２］的研究显示，肌球蛋白重链 ９ （ｍｙｏｓｉｎ ｈｅａｖｙ
ｃｈａｉｎ ９， ＭＹＨ９）过表达不增强 ＡＣＥ２ 敲除 Ａ５４９ 细

胞中的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 假病毒感染，仅增加了野生型

Ａ５４９ 细胞中的病毒感染。 但敲除 ＭＹＨ９ 分子显著
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降低了 ＡＣＥ２⁃Ａ５４９ 细胞中 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 假病毒及真

病毒感染。 提示 ＭＹＨ９ 可能是 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 对组织

细胞感染的共受体，与 ＡＣＥ２ 共同影响了病毒在组

织中的分布情况。
２􀆰 ４　 免疫能力影响病原微生物的分布

宿主的免疫情况对病原微生物的持续时间有

直接影响，尤其是在免疫低下或免疫豁免部位，病
原微生物通常能持续滞留。 ＷＡＴＳＯＮ 等［２３］ 的研究

显示，ＥＢＯＶ 在肺、肝、脾、肾、睾丸、眼睛中均有大量

分布，且在免疫豁免部位（眼睛、睾丸）的分布能持

续更长时间，且未见明显的组织损伤，同时还存在

最大程度的核酸序列突变，提示病毒在免疫豁免部

位的持续残留与病毒的变异突变和宿主的免疫豁

免有关。

３　 雪貂感染病原微生物后的反应性

３􀆰 １　 雪貂感染病原微生物的敏感性优势

多数病原微生物可不经宿主适应而直接感染

雪貂，尤其是种属特异性较强的病毒（见表 １），其野

生型病毒株可不经宿主适应而直接感染雪貂，并导

致与人相似的临床症状，包括发热、流涕、喷嚏、咳
嗽、活动减少、厌食和体重降低、感染部位的急性或

慢性炎症和损伤等。 啮齿类动物（如小鼠、大鼠等）
通常仅存在感染后的部分症状，如小鼠感染流感病

毒［２４］，仅存在体重降低、肺病变，无咳嗽、喷嚏、流
涕、发热等症状。 如帕拉米韦、玛巴洛沙韦等［２５－２６］

神经氨酸酶抑制剂在进行抗流感病毒药效研究时，
分别选用了 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠、雪貂进行不同亚型的流

感病毒株（Ａ ／ ＰＲ ／ ８ ／ ３４ （Ｈ１Ｎ１）、Ａ ／ Ｋｕｍａｍｏｔｏ ／ Ｙ５ ／
６７ （Ｈ２Ｎ２）、Ａ ／ Ｖｉｃｔｏｒｉａ ／ ３ ／ ７５ （Ｈ３Ｎ２）、Ｂ ／ Ｍａｒｙｌａｎｄ ／
１ ／ ５９ ｏｒ Ｂ ／ Ｌｅｅ ／ ４０ 等） 感染模型的构建，其中在

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠模型上进行了肺部病毒滴度、肺部病

变和死亡率的考察，但在雪貂感染模型上则分别观

察到了受试物对临床症状（体重、体温、喷嚏、口式

呼吸、鼻部炎症反应、死亡等）的改善和鼻部病毒滴

度（鼻拭子和鼻冲洗液）、肺病毒滴度的抑制作用。
新冠病毒药物 ｒｅｇｋｉｒｏｎａ 在有效性研究过程中选用

了 ｈＡＣＥ２ 小鼠、仓鼠、雪貂、恒河猴进行药效研究，
结果显示，ｒｅｇｋｉｒｏｎａ 能显著降低小鼠肺病毒滴度，显
著改善雪貂感染模型的临床症状（咳嗽、鼻涕、活动

减少等），显著降低恒河猴鼻部和肺部病毒滴度［２７］。
通过比较不同种属感染模型的检测指标类型可知，
小鼠主要用于观察病原学指标的变化（如病毒滴

度、病毒载量），且感染部位主要集中于下呼吸道

（肺部），雪貂感染模型则可同时考察病原学指标和

感染后的临床症状，且感染部位可同时包括上呼吸

道（鼻甲、咽喉等）和下呼吸道（肺部）。 雪貂从感染

部位、感染后的反应性方面均更接近于人的临床表

现，因此在评价抗病毒药物相关药效时，具有明显

的种属优势。
３􀆰 ２　 雪貂感染病原微生物的年龄相关性

有研究显示，部分病毒对雪貂的感染具有年龄

特异性，例如 ＫＩＭ 等［２８］ 的研究表明，所有年龄段的

雪貂均可感染 ＳＡＲｓ⁃Ｃｏｖ⁃２，但老年雪貂（ ＞ ３ 岁）表
现出更高的病毒载量，鼻腔病毒脱落时间更长，以
及更严重的肺炎症、渗出以及临床症状（与 ＜ ６ 个

月的幼年雪貂和 １ ～ ２ 岁的青年雪貂相比）。
ＰＲＩＮＣＥ 等［２９］、ＴＡＹＬＯＲ 等［３０］和 ＳＵＦＦＩＮ 等［３１］ 的研

究显示，呼吸道合胞病毒（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｃｙｔｉａｌ ｖｉｒｕｓ，
ＲＳＶ）在所有年龄段的雪貂鼻腔组织中均有高滴度

的病毒复制，但在肺中的病毒复制仅局限于幼龄雪

貂，提示 ＲＳＶ 对雪貂的感染特性与人类具有相似的

年龄相关性。 ＰＡＲＫ 等［３２］ 发现，发热伴血小板减少

综合征静脉病毒（ ｓｅｖｅｒｅ ｆｅｖｅｒ ｗｉｔｈ ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｐｈｌｅｂｏｖｉｒｕｓ，ＳＦＴＳＶ）对雪貂的感染具有明

显年龄依赖性，年轻成年雪貂（２ 岁）没有表现出任

何临床症状和死亡率，且表现出强烈的干扰素介导

的抗病毒反应，而感染 ＳＦＴＳＶ 的老年雪貂（２４ 岁）
感染后具有更高的病毒载量，且存在持续上调的炎

症免疫反应，并表现出严重的血小板减少、白细胞

计数减少和高热，死亡率为 ９３％。 多项研究显

示［３３－３４］，年龄对雪貂感染流感病毒后的反应性影响

巨大，感染后的严重程度依次为老年雪貂 ＞ 成年雪

貂 ＞ 断奶雪貂，且上述反应性差异可能与不同年龄

段雪貂的气道中唾液酸糖蛋白受体的表达量具有

明显的年龄差异有关，其中新断奶和老年雪貂的 α⁃
２，６⁃唾液受体水平更高，以及发挥病毒清除和进展

的 α⁃２，３⁃唾液酸受体则呈年龄依赖性损失［３５］。 雪

貂作为实验动物时，虽然其使用年龄多在 ６ 月龄以

上，但因其对多种病毒株感染的年龄依赖性特点，
因此在进行抗病毒药物的研发时，应根据药物的适

用人群（婴幼儿、成年人或老年人）选择合适年龄段

的动物来进行研究。
３􀆰 ３　 雪貂感染病原微生物后的传播特点

细菌对宿主的选择性通常较弱，能感染雪貂的

细菌通常也能在如大鼠、小鼠、猴等体内形成定植
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和感染，但雪貂较为特有的种群传播能力（尤其是

呼吸道感染后）则成为雪貂种属优势的主要原因之

一［３６－３７］，且这种感染后的传播能力可能与雪貂在感

染后特有的咳嗽、喷嚏等临床症状产生了大量携带

病原微生物的气溶胶有关，并最终导致气溶胶或飞

沫传播［１２，３８］。 ＧＵＰＴＡ 等［１２］ 的研究显示，气管内高

剂量（ ＞ ５ × １０３ ＣＦＵ）结核杆菌感染雪貂，７ 周内出

现与大型动物如牛、猴、人等相似的急性感染期临

床症状和病理特征，感染非常高剂量（ ＞ ５ × １０４

ＣＦＵ）的雪貂在 ２ ～ ４ 周内出现严重症状，体重降低

高达 ３０％。 急性感染时，传播更有效，会出现与封

闭环境中接触活动性结核病患者类似的各种疾病

症状。 雪貂感染病原微生物后的反应性特点的比

较见表 １。
表 １　 雪貂感染病原微生物后的反应性比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｆｅｒｒｅｔｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

病原微生物
Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ

ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ

感染途径
Ｒｏｕｔｅ ｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

感染后的症状及与人的相似性
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｔｏ ｈｕｍａｎｓ

其他动物种属模型的研究情况
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｏｔｈｅｒ ａｎｉｍａｌ

ｓｐｅｃｉｅｓ ｍｏｄｅｌｓ
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ａｅｒｏｓｏｌ ｃｏｎｔａｃｔ

感染后的临床症与人相似，包括发热、体重降
低、活动减少、鼻涕、咳嗽、死亡，病毒在呼吸道
有明显复制，且存在种群间的传播感染，是流
感病毒感染的首选动物种属
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ
ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｈｕｍａｎｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｆｅｖｅｒ， ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ，
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｎａｓａｌ ｄｉｓｃｈａｒｇｅ， ｃｏｕｇｈ， ａｎｄ
ｄｅａｔｈ． Ｖｉｒｕｓ ｈａｓ ｏｂｖｉｏｕｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｉｎｔｅｒｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｔｈｅ ｐｒｅｆｅｒｒｅｄ
ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｏｒ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠、仓鼠、豚鼠、鸡、犬、
猪、猴。 小鼠 （可见体重减低，肺
炎，鼠肺适应株可引起死亡）、仓
鼠、豚鼠几乎无临床症状，不适合
进行传播研究；鸡对人类病毒不敏
感；犬不是流感病毒的天然宿主，
无传播能力；猪和猴较为合适，但
成本高
ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ， ｈａｍｓｔｅｒｓ， ｇｕｉｎｅａ
ｐｉｇｓ， ｃｈｉｃｋｅｎｓ， ｄｏｇｓ， ｐｉｇｓ，
ｍｏｎｋｅｙｓ． Ｍｉｃｅ （ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ，
ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ａｎｄ ｍｕｒｉｎｅ ｌｕｎｇ ａｄａｐｔｅｄ
ｓｔｒａｉｎｓ ｃａｎ ｃａｕｓｅ ｄｅａｔｈ）， ｈａｍｓｔｅｒｓ，
ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｈａｖｅ ａｌｍｏｓｔ ｎｏ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ａｒｅ ｎｏｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ． Ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｒｅ
ｎｏｔ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｖｉｒｕｓｅｓ． Ｄｏｇｓ
ａｒｅ ｎｏｔ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ ｈｏｓｔ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｈａｖｅ ｎｏ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｔｒａｎｓｍｉｔ．
Ｐｉｇｓ ａｎｄ ｍｏｎｋｅｙｓ ａｒｅ ｍｏｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ，
ｂｕｔ ｔｈｅ ｃｏｓｔ ｉｓ ｈｉｇｈ

［３６－４５］

呼吸道合胞病毒
Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｓｙｎｃｙｔｉａｌ ｖｉｒｕｓ

滴鼻 ／
气管滴注
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ／
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ
ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ

无明显临床症状（或仅见轻度体温升高），但
存在血清细胞因子（ ＩＬ⁃１α、ＩＬ⁃１β、ＩＮＦ⁃α、ＩＮＦ⁃
β）的变化，存在种群间传播。 在鼻腔中的病
毒复制与年龄无关，但在肺部的病毒复制情况
与年龄呈负相关（唯一的与人相似的动物种
属）
Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ （ｏｒ ｏｎｌｙ
ｍｉｌｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ）， ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ （ＩＬ⁃１α， ＩＬ⁃１β， ＩＮＦ⁃
α， ＩＮＦ⁃β ）， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｉｎｔｅｒｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ． Ｖｉｒａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｃａｖｉｔｙ
ｉｓ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｆ ａｇｅ， ｂｕｔ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ｉｓ
ｉｎｖｅｒｓｅｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｇｅ （ ｔｈｅ ｏｎｌｙ ａｎｉｍａｌ
ｓｐｅｃｉｅｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｈｕｍａｎｓ）

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠、大鼠、黑猩猩、棉鼠、
牛、豚鼠、仓鼠、猴
ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ， ｒａｔｓ， ｃｈｉｍｐａｎｚｅｅｓ，
ｃｏｔｔｏｎ ｍｉｃｅ， ｃａｔｔｌｅ， ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ，
ｈａｍｓｔｅｒｓ， ｍｏｎｋｅｙｓ

［２９－３１，４６－４８］

ＳＡＲＳ （ ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ ／
ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２）

滴鼻 ／
气管滴注 ／
灌胃 ／
直接接触 ／
气溶胶接触
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ／
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ
ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ／
ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ／
ｄｉｒｅｃｔ ｃｏｎｔａｃｔ ／
ａｅｒｏｓｏｌ ｃｏｎｔａｃｔ

感染后存在发热、急性支气管炎，且存在种群
间的传播感染。 临床症状 （发热、呼吸道炎
症）、传播感染均与人相似，是合适的动物种属
Ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｆｅｖｅｒ， ａｃｕｔｅ
ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ， ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ （ ｆｅｖｅｒ， ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ）， ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｈｕｍａｎｓ， ｓｏ ｉｔ ｗａｓ ａ ｓｕｉｔａｂｌｅ
ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ

ｈＡＣＥ２ 转基因小鼠、非转基因小鼠
（腺 相 关 病 毒 转 染 ｈＡＣＥ２ ）、 仓
鼠、猴
ｈＡＣＥ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ， ｎｏｎ⁃
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ （ ａｄｅｎｏ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈＡＣＥ２ ），
ｈａｍｓｔｅｒｓ， ｍｏｎｋｅｙｓ

［１８－２０，４９－５１］

３０８
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续表 １
病原微生物
Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ

ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ

感染途径
Ｒｏｕｔｅ ｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

感染后的症状及与人的相似性
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｔｏ ｈｕｍａｎｓ

其他动物种属模型的研究情况
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｏｔｈｅｒ ａｎｉｍａｌ

ｓｐｅｃｉｅｓ ｍｏｄｅｌｓ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

偏肺病毒
Ｈｕｍａｎ
ｍｅｔａｐｎｅｕｍｏｖｉｒｕｓ

滴鼻
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ

感染后无临床症状，但存在病毒复制和中和抗
体的产生
Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｎｏ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，
ｂｕｔ ｖｉｒａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔ

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠、棉鼠、豚鼠、仓鼠、非
洲绿猴
ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ， ｃｏｔｔｏｎ ｍｉｃｅ， ｇｕｉｎｅａ
ｐｉｇｓ， ｈａｍｓｔｅｒｓ， Ａｆｒｉｃａｎ ｇｒｅｅｎ
ｍｏｎｋｅｙｓ

［５２－５４］

麻疹病毒 ／ 犬瘟热病
毒（替代病毒）
Ｍｅａｓｌｅｓ ｖｉｒｕｓ ／ ｃａｎｉｎｅ
ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ
（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｖｉｒｕｓ）

滴鼻 ／
气管滴注 ／
脑内注射
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ／
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ
ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ／
ｉｎｔｒａｃｒａｎｉａｌ

麻疹病毒（ＭＶ）：常规途径不易感，ＩＣＶ 途径可
见神经毒性（脑膜炎）；
犬瘟热病毒（ＣＤＶ）：易感，感染后可见发热、咳
嗽、皮疹、肺炎、神经毒性等，且感染后的临床
症状与人相似，但病变更严重，疾病进展更快，
不是最佳的动物种属
Ｍｅａｓｌｅｓ ｖｉｒｕｓ （ＭＶ） ： Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｒｏｕｔｅ ｉｓ ｎｏｔ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ， ＩＣＶ ｒｏｕｔｅ ｃａｎ ｓｈｏｗ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ
（ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ）； Ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ （ ＣＤＶ） ：
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ， ｆｅｖｅｒ， ｃｏｕｇｈ， ｒａｓｈ， ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，
ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｅｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｈｕｍａｎｓ，
ｂｕｔ ｔｈｅ ｌｅｓｉｏｎｓ ａｒｅ ｍｏｒｅ ｓｅｒｉｏｕｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｅｓ ｆａｓｔｅｒ， ｎｏｔ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ

转基因小鼠、猴（新大陆猴、松鼠
猴、猕猴、食蟹猴），其中猕猴和恒
河猴是所有动物（包括雪貂）中最
接近人的
Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ， ｍｏｎｋｅｙｓ （ Ｎｅｗ
Ｗｏｒｌｄ ｍｏｎｋｅｙｓ， ｓｑｕｉｒｒｅｌ ｍｏｎｋｅｙｓ，
ｍａｃａｑｕｅｓ， ｃｒａｂ⁃ｅａｔｉｎｇ ｍｏｎｋｅｙｓ）， ｏｆ
ｗｈｉｃｈ ｍａｃａｑｕｅｓ ａｎｄ ｒｈｅｓｕｓ ｍｏｎｋｅｙｓ
ａｒｅ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ｔｏ ｈｕｍａｎｓ ｏｆ ａｌｌ
ａｎｉｍａｌｓ （ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｆｅｒｒｅｔｓ）

［５５－５９］

风疹病毒
Ｒｕｂｅｌｌａ ｖｉｒｕｓ

经胎盘 ／
脑内注射 ／
滴鼻 ／
皮下注射 ／
腹腔注射
Ｔｒａｎｓｐｌａｃｅｎｔａｌ ／
ｉｎｔｒａｃｒａｎｉａｌ
ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ／
ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ／
ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ／
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ

感染后症状包括脑血管内皮细胞肿胀和壁变
性，血管腔内积聚颗粒状嗜酸性粒细胞碎片，
与风疹感染的人类胚胎相似的血管异常
Ｐｏｓｔ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｉｎｃｌｕｄｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ ｗａｌｌ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ， ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒａｎｕｌａｒ ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｅ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｌｕｍｅｎ， ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ
ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｓｅｅｎ ｉｎ ｒｕｂｅｌｌａ
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｈｕｍａｎ ｅｍｂｒｙｏｓ

小鼠，多采用蛋白衣壳或抗原复合
物进行免疫原性和候选疫苗的
评价
Ｉｎ ｍｉｃｅ， ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｐｓｉｄ ｏｒ ａｎｔｉｇｅｎ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ
ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｃａｎｄｉｄａｔｅ
ｖａｃｃｉｎｅｓ

［２１， ６０－６３］

丝状病毒（埃博拉病
毒、马尔堡病毒、苏
丹病毒、本地布焦病
毒、雷斯顿病毒）
Ｆｉｌｏｖｉｒｕｓ （ Ｅｂｏｌａ
ｖｉｒｕｓ， Ｍａｒｂｕｒｇ ｖｉｒｕｓ，
Ｓｕｄａｎ ｖｉｒｕｓ，
Ｂｕｎｄｉｂｕｇｙｏ ｖｉｒｕｓ，
Ｒｅｓｔｏｎ ｖｉｒｕｓ）

滴鼻 ／
气管滴注 ／
肌内注射
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ／
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ
ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ／
ｉｎｔｒａｍａｓｃｕｌａｒ

无需进行宿主适应，病毒存在全身性复制，且
感染后症状与人非常相似，包括体重降低、发
热、皮疹、出血、凝血障碍、淋巴细胞减少、中性
粒细胞增多、血小板减少、炎症反应、多器官衰
竭、死亡（感染后的死亡率高于人），是非常合
适的动物种属（尤其针对无宿主适应性的特
征）
Ｎｏ ｈｏｓｔ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ， ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ
ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｔｈｅ ｂｏｄｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ
ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｒｅ ｖｅｒｙ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｈｕｍａｎｓ，
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｆｅｖｅｒ， ｒａｓｈ， ｂｌｅｅｄｉｎｇ，
ｃｌｏｔｔｉｎｇ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ， ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ，
ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｉａ， ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｒｇａｎ ｆａｉｌｕｒｅ， ａｎｄ ｄｅａｔｈ （ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ａｆｔｅｒ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ） ． Ｉｔ ｉｓ ａ ｖｅｒｙ
ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ （ ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｎｏ ｈｏｓｔ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ）

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠、Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，ＩＣＲ
小鼠，金黄地鼠、豚鼠、猴，除猴以
外，其余均需进行宿主适应
ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ， Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ， ＩＣＲ
ｍｉｃｅ， ｇｏｌｄｅｎ ｈａｍｓｔｅｒｓ， ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ，
ｍｏｎｋｅｙｓ， ｅｘｃｅｐｔ ｍｏｎｋｅｙｓ， ａｌｌ
ｒｅｑｕｉｒｅ ｈｏｓｔ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ

［６４－６８］

尼帕病毒
Ｎｉｐａｈ ｖｉｒｕｓ

滴鼻 ／
直接接触 ／
气溶胶接触
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ／
ｄｉｒｅｃｔ ｃｏｎｔａｃｔ ／
ａｅｒｏｓｏｌ ｃｏｎｔａｃｔ

感染后具有与人相似的临床症状，包括体重降
低，发热、脑炎，肺、脾和肝损伤、出血（眼眶、面
部和颈部等的皮下、脑、肺、脾）、死亡、神经系
统损伤（后遗症：震颤、癫痫、脑瘫等），首选的
动物种属
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｈｕｍａｎｓ ａｆｔｅｒ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｆｅｖｅｒ，
ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ， ｌｕｎｇ， ｓｐｌｅｅｎ， ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｄａｍａｇｅ，
ｂｌｅｅｄｉｎｇ （ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｏｆ ｏｒｂｉｔａｌ， ｆａｃｅ， ａｎｄ
ｎｅｃｋ， ｂｒａｉｎ， ｌｕｎｇ， ｓｐｌｅｅｎ， ｅｔｃ． ）， ｄｅａｔｈ，
ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ （ ｓｅｑｕｅｌａｅ： ｔｒｅｍｏｒ，
ｅｐｉｌｅｐｓｙ， ｃｅｒｅｂｒａｌ ｐａｌｓｙ， ｅｔｃ． ）， ｐｒｅｆｅｒｒｅｄ ａｎｉｍａｌ
ｓｐｅｃｉｅｓ

小鼠、仓鼠、猪、非洲绿猴、狨猴，小
鼠神经系统无法感染病毒，基于经
济、临床一致性考察，仓鼠、雪貂是
理想的动物模型
Ｍｉｃｅ， ｈａｍｓｔｅｒｓ， ｐｉｇｓ， Ａｆｒｉｃａｎ ｇｒｅｅｎ
ｍｏｎｋｅｙｓ， ｍａｒｍｏｓｅｔｓ， ｍｉｃｅ ｎｅｒｖｏｕｓ
ｓｙｓｔｅｍ ｃａｎ ｎｏｔ ｂｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｖｉｒｕｓ， ｂａｓｅｄ ｏｎ ｅｃｏｎｏｍｉｃ ａｎｄ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ， ｈａｍｓｔｅｒｓａｎｄ
ｆｅｒｒｅｔｓ ａｒｅ ｉｄｅａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ

［６９－７５］

４０８



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ６ 月第 ３２ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ６

续表 １
病原微生物
Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ

ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ

感染途径
Ｒｏｕｔｅ ｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

感染后的症状及与人的相似性
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｔｏ ｈｕｍａｎｓ

其他动物种属模型的研究情况
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｏｔｈｅｒ ａｎｉｍａｌ

ｓｐｅｃｉｅｓ ｍｏｄｅｌｓ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

流行性腮腺炎病毒
Ｍｕｍｐｓ ｖｉｒｕｓ

滴鼻 ／
气管滴注 ／
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ／
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ
ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ

感染后仅见轻微临床症状，可包括体温升高
（不超过 ４０ ℃），未见其他临床症状，病毒复制
具有自限性，鼻洗液检出少量或未检出病毒
（与不同亚型的临床分离株有关），口腔拭子、
尿液、粪便或组织匀浆中未检测到活病毒或病
毒 ＲＮＡ。 可产生特异性血清抗体，并产生了与
感染一致的细胞因子 （ ＩＮＦ⁃γ、 ＩＬ⁃２、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃
１０），不是合适动物种属
Ｏｎｌｙ ｍｉｌｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｒｅ ｓｅｅｎ ａｆｔｅｒ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｉｎｃｌｕｄｅ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｂｏｄｙ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （ ｎｏｔ ｅｘｃｅｅｄｉｎｇ ４０ ℃）， ｎｏ ｏｔｈｅｒ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ， ｓｅｌｆ⁃ｌｉｍｉｔｅｄ ｖｉｒａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ，
ｌｉｔｔｌｅ ｏｒ ｎｏ ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｎａｓａｌ ｗａｓｈ
（ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｕｂｔｙｐｅｓ）， ａｎｄ ｎｏ ｌｉｖｅ ｖｉｒｕｓ ｏｒ ｖｉｒａｌ ＲＮＡ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｏｒａｌ ｓｗａｂｓ， ｕｒｉｎｅ， ｆｅｃｅｓ， ｏｒ ｔｉｓｓｕｅ
ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｓ． Ｉｔ ｐｒｏｄｕｃｅｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｅｒｕｍ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｅｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ⁃ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ （ ＩＮＦ⁃γ， ＩＬ⁃２， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１０）， ｗｈｉｃｈ
ａｒｅ ｎｏｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠、豚鼠、恒河猴。 最佳
动物模型为恒河猴，感染后 ２ ～ ４
周出现典型的腮腺炎临床症状。
但无发烧或神经系统症状。
ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ， ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ， ｒｈｅｓｕｓ
ｍｏｎｋｅｙｓ． Ｂｅｓｔ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｔｈｅ
ｒｈｅｓｕｓ ｍｏｎｋｅｙ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｅｓｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ｔｙｐｉｃａｌ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｍｕｍｐｓ ２
～ ４ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｂｕｔ ｎｏ
ｆｅｖｅｒ ｏｒ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ．

［７６－７８］

副流感病毒
Ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ

滴鼻 ／
气管滴注 ／
直接接触 ／
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ／
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ
ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ／
ｄｉｒｅｃｔ ｃｏｎｔａｃｔ

成年雪貂：未见发热、体重降低等临床症状；有
中和抗体产生，上、下呼吸道均存在病毒复制
幼龄雪貂：可在感染后 ２４ ～ ７２ ｈ 内引起动物
死亡，是较合适的动物种属
Ａｄｕｌｔ ｆｅｒｒｅｔ： Ｎｏ ｆｅｖｅｒ， ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ； Ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ
ｐｒｏｄｕｃｅｄ， ａｎｄ ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ
ｕｐｐｅｒ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ
Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｆｅｒｒｅｔ： ｃａｎ ｃａｕｓｅ ｄｅａｔｈ ｗｉｔｈｉｎ ２４ ～ ７２ ｈ
ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｉｓ ａ ｍｏｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ

小鼠，非洲绿猴和幼龄雪貂存在感
染后的临床症状，是较合适的模型
Ｍｉｃｅ， Ａｆｒｉｃａｎ ｇｒｅｅｎ ｍｏｎｋｅｙｓ ａｎｄ
ｙｏｕｎｇ ｆｅｒｒｅｔｓ ｐｒｅｓｅｎｔ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ａｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ
ｍｏｄｅｌｓ

［７９－８４］

裂谷热病毒
Ｒｉｆｔ Ｖａｌｌｅｙ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ

滴鼻 ／ 皮下注射
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ／
ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ

存在与人感染相似的临床症状，皮内或鼻内感
染后，病毒能广泛分布在各大脏器，其中脾和
脑中病毒载量最高。 雪貂感染后出现高热、体
重减轻、淋巴细胞减少和低白蛋白血、中枢神
经系统疾病，表现为癫痫发作、共济失调和 ／ 或
后肢无力。 有短暂的病毒性 ＲＮＡ 血症，脑内
高病毒 ＲＮＡ 载量和脑炎的组织病理学证据。
是合适的模型动物之一
Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｈｕｍａｎ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌ ｏｒ ｉｎｔｒａｎａｓａｌ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｃａｎ ｂｅ ｗｉｄｅｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ
ａｌｌ ｍａｊｏｒ ｏｒｇａｎｓ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｂｒａｉｎ． Ｆｅｒｒｅｔｓ ｗｉｔｈ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐ
ｈｉｇｈ ｆｅｖｅｒ， ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｌｙｍｐｈｏｃｙｏｐｅｎｉａ ａｎｄ ｌｏｗ
ａｌｂｕｍｉｎ ｂｌｏｏｄ， ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｄｉｓｅａｓｅ，
ｍａｎｉｆｅｓｔｅｄ ｂｙ ｓｅｉｚｕｒｅｓ， ａｔａｘｉａ， ａｎｄ ／ ｏｒ ｈｉｎｄ ｌｅｇ
ｗｅａｋｎｅｓｓ． Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ｅｍｉａ， ｈｉｇｈ ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ｌｏａｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｂｒａｉｎ， ａｎｄ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ． Ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ
ｍｏｄｅｌ ａｎｉｍａｌｓ

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，大鼠，猴，叙利亚仓
鼠。 大鼠的发病与感染途径相关，
小鼠感染后的致死性更强，仓鼠容
易诱发肝炎
ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ， ｒａｔｓ， ｍｏｎｋｅｙｓ，
Ｓｙｒｉａｎ ｈａｍｓｔｅｒｓ． Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｒａｔｓ
ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｏｕｔｅ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，
ｔｈｅ ｌｅｔｈａｌｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｓ
ｓｔｒｏｎｇｅｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｈａｍｓｔｅｒ ｉｓ ｅａｓｙ ｔｏ
ｉｎｄｕｃｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ

［８５－８８］

戊型肝炎病毒
Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｅ ｖｉｒｕｓ 直接接触

Ｄｉｒｅｃｔ ｃｏｎｔａｃｔ

与人具有相似的病毒复制、免疫反应和临床症
状，是最合适的动物种属。 感染后临床症状包
括转氨酶（ＡＬＴ、ＡＳＴ）升高，急性肝损伤，血液
和粪便里均可检测到病毒
Ｗｉｔｈ ｓｉｍｉｌａｒ ｖｉｒａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ， ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｔｏ ｈｕｍａｎｓ， ｉｔ ｉｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ
ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ． Ｐｏｓｔ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｉｎｃｌｕｄｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
（ ＡＬＴ， ＡＳＴ ）， ａｃｕｔｅ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ， ａｎｄ ｖｉｒｕｓ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｓｔｏｏｌ

免疫缺陷小鼠 （ 嵌合了 人 肝 细
胞），猴子和普通小鼠对 ＨＥＶ 均不
敏感，不合适
Ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｉｃｅ （ ｃｈｉｍｅｒｉｃ
ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ）， ｍｏｎｋｅｙｓ， ａｎｄ
ｏｒｄｉｎａｒｙ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ
ＨＥＶ ａｎｄ ｕｎｓｕｉｔａｂｌｅ

［８９－９２］
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续表 １
病原微生物
Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ

ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ

感染途径
Ｒｏｕｔｅ ｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

感染后的症状及与人的相似性
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｔｏ ｈｕｍａｎｓ

其他动物种属模型的研究情况
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｏｔｈｅｒ ａｎｉｍａｌ

ｓｐｅｃｉｅｓ ｍｏｄｅｌｓ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

结核杆菌
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ

滴鼻 ／
直接接触 ／
气溶胶接触
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ／
ｄｉｒｅｃｔ ｃｏｎｔａｃｔ ／
ａｅｒｏｓｏｌ ｃｏｎｔａｃｔ

与人相似的感染症状、免疫反应和传播风险，
感染后的临床症状包括体温升高、体重降低、
接种部位的肉芽肿，肺部感染，并向各大脏器
进行分布感染，体液免疫。 优势在于能建立潜
伏感染模型，能进行种群间的传播感染研究，
是非常合适的动物种属
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｒｉｓｋ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｈｕｍａｎｓ．
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎｃｌｕｄｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ
ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｇｒａｎｕｌｏｍａ ａｔ ｔｈｅ
ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ， ｌｕｎｇ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｏ ｍａｊｏｒ ｏｒｇａｎｓ， ａｎｄ ｈｕｍｏｒａｌ
ｉｍｍｕｎｉｔｙ． Ａｄｖａｎｔａｇｅ ｉｓ ｔｈａｔ ｉｔ ｃａｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｌａｔｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｒｒｙ ｏｕｔ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ， ｓｏ ｉｔ
ｉｓ ａ ｖｅｒｙ ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ

小鼠和大鼠（不形成干酪样坏死，
且无潜伏期）、豚鼠、兔（特定的高
毒力致病株）、猴（容易形成大暴
发，优势在于能通过免疫抑制诱导
复发）、牛
Ｍｉｃｅ ａｎｄ ｒａｔｓ （ ｎｏ ｃａｓｅｏｕｓ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ａｎｄ ｎｏ ｌａｔｅｎｃｙ ）， ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ，
ｒａｂｂｉｔｓ （ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｈｉｇｈｌｙ ｖｉｒｕｌｅｎｔ
ｓｔｒａｉｎｓ）， ｍｏｎｋｅｙｓ （ ｐｒｏｎｅ ｔｏ ｌａｒｇｅ
ｏｕｔｂｒｅａｋｓ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅ ｏｆ
ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｒｅｌａｐｓｅ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ）， ｃａｔｔｌｅ

［９３－１０２］

螺旋杆菌
Ｈｅｌｉｃｏｂｏｃｔｏｎ ｐｙｌｏｎｉ

灌胃
Ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ

雪貂是雪貂螺旋杆菌的天然宿主，主要定植于
十二指肠近端和胃窦，能诱导慢性炎症和溃
疡。 感染雪貂螺旋杆菌后，能形成类似人类感
染幽门螺旋杆菌的症状，但组织病理改变缺乏
多核细胞浸润
Ｆｅｒｒｅｔｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ ｈｏｓｔ ｏｆ ｆｅｒｒｅｔ Ｈｅｌｉｃｏｂｏｃｔｏｎ
ｐｙｌｏｎｉ（ＨＰ）， ｗｈｉｃｈ ｍａｉｎｌｙ ｃｏｌｏｎｉｚｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｘｉｍａｌ
ｄｕｏｄｅｎｕｍ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ａｎｔｒｕｍ， ａｎｄ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ
ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｌｃｅｒｓ． Ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｆｅｒｒｅｔ， ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ
ｈｕｍａｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＨＰ ｃａｎ ｂｅ ｆｏｒｍｅｄ， ｂｕｔ ｔｈｅ
ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｌａｃｋ ｍｕｌｔｉｎｕｃｌｅａｔｅ
ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

小鼠 （ 不 同 品 系 之 间 有 差 异，
Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 最佳）、大鼠（提前损伤胃
黏膜增加定植）、豚鼠、蒙古沙鼠、
猪、猫，其中蒙古沙鼠最佳
Ｍｉｃｅ （ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ， Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｗａｓ ｔｈｅ
ｂｅｓｔ）， ｒａｔｓ （ ｅａｒｌｙ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ
ｍｕｃｏｓａ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ），
ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ， Ｍｏｎｇｏｌｉａｎ ｇｅｒｂｉｌｓ，
ｐｉｇｓ， ｃａｔｓ， ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ Ｍｏｎｇｏｌｉａｎ
ｇｅｒｂｉｌｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｂｅｓｔ

［１０３－１１０］

肺炎链球菌
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ

滴鼻
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ

形成细菌⁃病毒共感染，细菌能增加病毒在粘
膜定植，感染后能在种群间进行传播，呼吸道
病毒感染能增加肺炎链球菌感染和传播，与人
临床表现一致，是研究共感染和传播的合适动
物种属之一
Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ⁃ｖｉｒｕｓ ｃｏ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｂａｃｔｅｒｉａ
ｃａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｕｃｏｓａ， ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃａｎ ｂｅ ｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ， ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｃａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ， ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ， ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ
ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｃｏ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ

小鼠，但仅能研究细菌⁃病毒共感
染对个体致病性，无法研究病原微
生物的传播性
Ｍｉｃｅ， ｈｏｗｅｖｅｒ， ｏｎｌｙ ｔｈｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ⁃ｖｉｒｕｓ ｃｏ⁃
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｔｕｄｉｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ
ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ｂｅ ｓｔｕｄｉｅｄ

［２４，１１１－１１４］

金 黄 色 葡 萄 球 菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

滴鼻
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ

感染后可见体温升高，活动减少，肺泡实质性
肺炎，死亡，组织器官菌负荷量，且与人相似具
有更相似的免疫反应，但反应更剧烈，死亡率
更高，是合适的动物种属之一
Ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ａｌｖｅｏｌａｒ ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｔｏｕｓ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａ， ｄｅａｔｈ， ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｏｒｇａｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｌｏａｄ， ａｎｄ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｈｕｍａｎｓ ｗｉｔｈ ａ ｍｏｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ
ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ｂｕｔ ｍｏｒｅ ｉｎｔｅｎｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ，
ｈｉｇｈｅｒ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ， ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ
ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ

小鼠、大鼠、兔等，几乎所有实验动
物均可进行感染
Ｍｉｃｅ， ｒａｔｓ， ｒａｂｂｉｔｓ， ｅｔｃ， ａｌｍｏｓｔ ａｌｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌｓ ｃａｎ ｂｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ

［３６，１１５－１２１］

大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
Ｏ１５７：Ｈ７

直接接触 ／ 灌胃
Ｄｉｒｅｃｔ
ｃｏｎｔａｃｔ ／
ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ

肠道感染性结肠炎、腹泻、溶血性尿毒症，血
尿，继发性肾小球损伤，部分动物伴有，血小板
减少。 溶血性尿毒素综合征和继发的肾损伤
与人相似
Ｅｎｔｅｒｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｃｏｌｉｔｉｓ， ｄｉａｒｒｈｅａ， ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ
ｕｒｅｍｉａ， ｈｅｍａｔｕｒｉａ， ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｉｎｊｕｒｙ，
ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｉｎ ｓｏｍｅ ａｎｉｍａｌｓ， ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ．
Ｈｕｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ａｒｅ
ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ

小鼠、大鼠、猴等，不同的血清型菌
种影响感染情况
Ｍｉｃｅ， ｒａｔｓ， ｍｏｎｋｅｙｓ， ｅｔｃ． ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｆｆｅｃｔｅｄ
ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

［１２２－１２６］
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４　 雪貂在抗感染药物评价中的应用

在 ２０ 世纪 ３０ 年代偶然发现雪貂对人类流感病

毒的天然易感性之后，继而被发现能模拟多种人类

呼吸道病毒感染的疾病进程，包括呼吸道合胞病毒

（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｃｙｔｉａｌ ｖｉｒｕｓ，ＲＳＶ）、副流感病毒（ＰＩＶ）
和严重急性呼吸综合征（ＳＡＲＳ）冠状病毒等。 到目

前为止，雪貂已被用于人类 ／动物源病原微生物感

染的多种方向研究［３６］，包括病原微生物的致病性和

发病机理、病原微生物的传播、免疫反应、抗病毒药

物研发、疫苗免疫策略等［４２］。 此外，在《流感疫苗指

南⁃非临 床 和 临 床 模 块 》 （ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ
Ａｇｅｎｃｙ，ＥＭＡ） ［１２７］ 等多个法规性文件中，雪貂被推

荐为流感疫苗保护力评价实验的首选实验动物。
采用雪貂进行非临床评价并上市的抗感染药物包

括化学药物、生物制品和预防用疫苗，其中化学药

物以抗流感病毒药物和抗冠状病毒为主，包括 Ｍ２
离子通道阻滞剂［１２８］、神经氨酸酶抑制剂［２５，１２９－１３１］、
血凝素抑制剂［１３２］、ＲＮＡ 聚合酶抑制剂［２６，１３３－１３９］、
３ＣＬ 蛋白酶抑制剂［１３５，１４０］、白介素⁃１ 受体拮抗剂［１４１］

等，此外尚有多个其他候选化学药物处于临床前或

临床研究阶段［１４２－１４７］。 生物制品［１４８－１６０］ 有瑞达韦单

抗（ＩｇＧ 抗体），疫苗主要以流感疫苗（包括甲型流

感、乙型流感和禽流感）为主，包括 ａｒｅｐａｎｒｉｘ、ｆｌｕｅｎｚ、
Ｈ５Ｎ１⁃ｍｅｄｉｍｍｕｎｅ、 ｆｏｃｅｔｒｉａ、 ｐａｎｄｅｍｒｉｘ、 ｐｒｅｐａｎｄｒｉｘ、
ｐｕｍａｒｉｘ，此外还有新冠病毒疫苗 ｖａｘｚｅｖｒｉａ 等。 此

外，在多个丙肝病毒药物［１６１－１６２］研发过程中，基于具

有与人相似的呕吐反应，雪貂还作为安全药理学实

验中的试验对象，进行胃肠道系统副作用的评

价［１，８，１６３］（见表 ２）。

５　 雪貂的免疫学机制研究进展

雪貂在感染性疾病（尤其是呼吸系统感染性疾

病）中的应用主要集中于病原体感染后的发病机制

和传播研究以及疫苗的临床前评价，但针对病原体

感染后的免疫学机制研究仍进展缓慢，可能主要与

以下原因有关。
５􀆰 １　 雪貂的应用范围仍较局限

不同于大、小鼠等啮齿类动物，雪貂目前主要

应用于感染疾病模型和呕吐模型的构建，过窄的应

用范围导致对特殊试剂（如单克隆抗体、分子探针

等）的需求压力较小，无法加速免疫学基础研究的

进步。 但需注意到的是，雪貂在其他疾病领域（包

括消化系统和中枢神经系统等）的种属优势正在逐

步被发掘，例如有研究发现，雪貂是幽门螺旋杆菌

的天然宿主［１０９］，且只有雪貂和人的幽门和十二指

肠的布鲁纳氏腺不含有酸性黏膜物质［１］，因此雪貂

在消化系统疾病领域的优势还有较大的开发空间。
此外，雪貂很容易被诱导高血氨，也能承受高血氨，
是理想的氨代谢动物模型［１６４］。 同时雪貂的脑回结

构和人非常相似，是研究脑部发育的理想动物种属

之一［１６５］。 通过扩大雪貂的应用范围能加快特异性

试剂的开发，促进雪貂免疫学机制研究的进展。
５􀆰 ２　 对雪貂的遗传信息了解较少

关于雪貂的遗传信息解密仍停留于基因组测

序草图［１６６］，用于表征免疫反应的基因组序列信息

极度缺乏，这其中就包括编码 Ｂ 细胞或 Ｔ 细胞受体

的免疫特征性基因尚未得到充分的表征［１６７］，导致

免疫细胞亚群标记物和细胞因子单克隆抗体的制

备和生产受限，这些均限制了采用雪貂在免疫机制

研究方面的进展。 ２０１８ 年已有研究者完成雪貂的

组织相容性复合体（ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ，
ＭＨＣ）测序［３９－４１］，２０２１ 年 ＪＩＡＮＧ 等［１６８］ 则通过多重

ＰＣＲ 法对雪貂 Ｂ 细胞受体进行测序，完成了雪貂重

组单克隆抗体的制备，２０１８ 年 ＬＩＵ 等［１６９］ 则通过单

细胞 ＰＣＲ 法开发了小鼠抗雪貂 ＣＸＣＲ５ 和 ＰＤ⁃１ 单

克隆抗体。 这些研究成果在促进雪貂抗体试剂的

开发和雪貂在免疫机制研究方面的应用作用巨大。
５􀆰 ３　 对雪貂的免疫系统功能了解较少

迄今为止，对雪貂的免疫系统的功能了解甚

少，例如研究者已鉴定出犬和水貂等多种肉食动物

的 ４ 种不同亚型的免疫球蛋白 Ｇ（ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ
Ｇ，ＩｇＧ），在猫的体内也鉴定出了 ３ 种亚型 ＩｇＧ，这提

示雪貂体内可能也存在多种亚型 ＩｇＧ，但到目前为

止，研究者仅在雪貂体内鉴定出 １ 种 ＩｇＧ 亚型，且对

Ｆｃ 受体的多样性和功能研究甚少［４１］，这对研究雪

貂 ＩｇＧ 和 Ｆｃ 受体亚型介导的抗体效应功能（如抗体

依赖 型 细 胞 介 导 的 细 胞 毒 性 作 用 （ ａｎｔｉｂｏｄｙ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃｅｌｌ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，ＡＤＣＣ））具有限

制作用。 此外，目前仍无法从雪貂 Ｂ 细胞中分离出

单克隆抗体，进一步限制了雪貂对流感病毒等病原

体抗原蛋白识别的相关研究［１６９］。 此外，雪貂缺乏

大量的物种特异性试剂［３９－４１］，免疫机制研究过程中

所需的免疫细胞标记物和细胞因子单克隆抗体的

鉴定主要依赖于筛选与雪貂对应物发生交叉反应

的其他物种的抗体［４０－４１，５７］，这种低效的抗体筛选方
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　 　 　 　 　 　 表 ２　 基于雪貂研究的上市抗感染药物或候选药物汇总

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｍａｒｋｅｔｅｄ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ ｄｒｕｇｓ ｏｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｆｅｒｒｅｔ ｓｔｕｄｉｅｓ
药物名称 ／
受试物名称
Ｄｒｕｇ ｎａｍｅ ／
ｎａｍｅ ｏｆ

ｔｈｅ ｓｕｂｊｅｃｔ

作用机制
和特点

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

适应症
Ｉｎｄｉｃａｔｉｏｎ

给药途径
Ｒｏｕｔｅ ｏｆ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

研究阶段
Ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｐｈａｓｅ

雪貂的应用方向
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｒｅｔ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

金刚烷
Ａｍａｎｔａｄｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

Ｍ２ 离子通道
阻滞剂

Ｍ２ ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ
ｂｌｏｃｋｅｒ

抗甲型流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性 ／ 药代动力学
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ ／

ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ
－

金刚乙胺
Ｒｉｍａｎｔａｄｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

Ｍ２ 离子通道
阻滞剂

Ｍ２ ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ
ｂｌｏｃｋｅｒ

抗甲型流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性 ／ 药代动力学
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ ／

ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ
［１２９］

磷酸奥司
他韦

Ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

神经氨酸酶
抑制剂

Ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

抗甲型流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性 ／ 药代动力学
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ ／

ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ
［１３０］

帕拉米韦
Ｐｅｒａｍｉｖｉｒ

神经氨酸酶
抑制剂

Ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

抗甲型流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

静脉
Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性 ／ 药代动力学
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ ／

ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ
［２５］

扎那米韦
Ｚａｎａｍｉｖｉｒ

神经氨酸酶
抑制剂

Ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

抗甲型流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

吸入
Ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性 ／ 药代动力学
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ ／

ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ
［１３１］

拉尼娜米韦
Ｌａｎｉｎａｍｉｖｉｒ

神经氨酸酶
抑制剂

Ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

抗甲型流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

吸入
Ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１３１］

阿比朵尔
Ａｒｂｉｄｏｌ

血凝素
抑制剂

Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

甲型和乙型流感及其他急性呼吸道病
毒感染；复发性疱疹感染的联合治疗

Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ａｎｄ Ｂ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ； Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ

ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｈｅｒｐｅｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１３２］

法匹拉韦
Ｆａｖｉｐｉｒａｖｉｒ

ＲＮＡ 聚合酶
抑制剂

ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

抗甲型流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１３４］

玛巴洛沙韦
Ｂａｌｏｘａｖｉｒ
Ｍａｒｂｏｘｉｌ

ＲＮＡ 聚合酶
抑制剂

ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

抗甲型流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性 ／ 药代动力学
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ ／

ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ
［２６］

莫诺拉韦
Ｍｏｌｎｕｐｉｒａｖｉｒ

ＲＮＡ 聚合酶
抑制剂

ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

抗新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性 ／ 药代动力学
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ ／

ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ
［１３５］

氢溴酸氘
瑞米德韦

Ｄｅｕｒｅｍｉｄｅｖｉｒ
Ｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ

ＲＮＡ 聚合酶
抑制剂

ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

抗新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１３６］

瑞德西韦
Ｒｅｍｄｅｓｉｖｉｒ

ＲＮＡ 聚合酶
抑制剂

ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

抗埃博拉病毒 ／ 新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｅｂｏｌａ ｖｉｒｕｓ ／ ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１３６］

ＺＳＰ１２７３

ＲＮＡ 聚合酶
抑制剂

ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

抗甲型流感和禽流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ａｎｄ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ

ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

临床Ⅲ期
Ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｐｈａｓｅ Ⅲ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１３７］

８０８
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续表 ２
药物名称 ／
受试物名称
Ｄｒｕｇ ｎａｍｅ ／
ｎａｍｅ ｏｆ

ｔｈｅ ｓｕｂｊｅｃｔ

作用机制
和特点

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

适应症
Ｉｎｄｉｃａｔｉｏｎ

给药途径
Ｒｏｕｔｅ ｏｆ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

研究阶段
Ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｐｈａｓｅ

雪貂的应用方向
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｒｅｔ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

４’⁃氟尿苷
４’⁃Ｆｌｕｏｒｏｕｒｉｄｉｎｅ

ＲＮＡ 聚合酶
抑制剂

ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

抗流感病毒 ／ 新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ／ ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

临床前
Ｐｒｅｌｉｎｉｃａｌ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１３８］

恩曲他滨
替诺福韦

Ｅｍｔｒｉｃｉｔａｂｉｎｅ
Ｔｅｎｏｆｏｖｉｒ

ＲＮＡ 聚合酶
抑制剂

ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

抗新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

临床前
Ｐｒｅｌｉｎｉｃａｌ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１３９］

ＧＳ⁃６２１７６３

ＲＮＡ 聚合酶
抑制剂

ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

抗新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

临床前
Ｐｒｅｌｉｎｉｃａｌ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１３６］

帕克洛维
Ｐａｘｌｏｖｉｄ

３ＣＬ 蛋白酶
抑制剂

３Ｃ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏ

抗新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１３５］

ＧＣ３７６

３ＣＬ 蛋白酶抑
制剂

３Ｃ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏ

抗新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

临床前
Ｐｒｅｌｉｎｉｃａｌ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１４０］

阿那白滞素
Ａｎａｋｉｎｒａ

白细胞介素⁃１
受体拮抗剂，
改善感染后的

临床症状
Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１

ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ
ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｆｔｅｒ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

抗新型冠状病毒感染，抑制肺部炎症
Ａｎｔｉ⁃ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｉｎｈｉｂｉｔ

ｌｕｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

皮下
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１４１］

硫酸羟氯喹
Ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ

ｓｕｌｆａｔｅ

自噬抑制剂
Ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

抗新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

临床前
Ｐｒｅｌｉｎｉｃａｌ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１４２］

硫唑嘌呤
Ａｚａｔｈｉｏｐｒｉｎｅ

免疫抑制剂
Ｉｍｍｕｎｉｔｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

抗新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

临床前
Ｐｒｅｌｉｎｉｃａｌ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１４２］

塞利尼索
Ｓｅｌｉｎｅｘｏｒ

ＸＰＯ１ 抑制剂
ＸＰＯ１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

抗新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

临床前
Ｐｒｅｌｉｎｉｃａｌ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１４３］

ＯＬ⁃１ ａｎｄ
ＯＬ⁃２

免疫调节剂
Ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒ

抗新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

临床前
Ｐｒｅｌｉｎｉｃａｌ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１４４］

ＤＡＳ１８１

唾液酸酶
（融合蛋白）
Ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ
（ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ）

抗流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

临床Ⅱ期
Ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｐｈａｓｅ Ⅱ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１４５］

硝唑尼特
Ｎｉｔａｚｏｘａｎｉｄｅ

ＨＡ 蛋白转运
抑制剂

ＨＡ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

抗流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

临床Ⅲ期
Ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｐｈａｓｅ Ⅲ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１４６－１４７］

达沙韦钠
Ｅｘｖｉｅｒａ

ＲＮＡ 聚合酶
抑制剂
ＲＮＡ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

抗丙肝病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｃ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

安全性（安全药理）
Ｓａｆｅｔｙ （ｓａｆｅｔｙ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ）

［１６１］

９０８
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续表 ２
药物名称 ／
受试物名称
Ｄｒｕｇ ｎａｍｅ ／
ｎａｍｅ ｏｆ

ｔｈｅ ｓｕｂｊｅｃｔ

作用机制
和特点

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

适应症
Ｉｎｄｉｃａｔｉｏｎ

给药途径
Ｒｏｕｔｅ ｏｆ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

研究阶段
Ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｐｈａｓｅ

雪貂的应用方向
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｒｅｔ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

利托那韦
Ｖｉｅｋｉｒａｘ

ＮＳ３ ／ ４Ａ 蛋白
酶的抑制剂

ＮＳ３ ／ ４Ａ ｐｒｏｔｅａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

抗丙肝病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｃ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

口服
Ｏｒａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

安全性（安全药理）
Ｓａｆｅｔｙ （ｓａｆｅｔｙ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ）

［１６２］

Ａｒｅｐａｎｒｉｘ

Ｈ１Ｎ１ 的单价
灭活疫苗
Ｍｏｎｏｖａｌｅｎｔ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｖａｃｃｉｎｅ ｆｏｒ Ｈ１Ｎ１

抗流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

肌内注射
Ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１４８］

Ｆｌｕｅｎｚ

三价重组
蛋白疫苗
Ｔｒｉｖａｌｅｎｔ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｖａｃｃｉｎｅ

抗流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

鼻内
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性 ／ 安全性（安全
药理，重复给药毒性）

Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ ／
ｓａｆｅｔｙ （ｓａｆｅｔｙ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，

ｒｅｐｅａｔｅｄ ｄｏｓｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ）

［１４９］

Ｆｌｕｅｎｚ ｔｅｔｒａ

四价重组
蛋白疫苗

Ｑｕａｄｒｉｖａｌｅｎｔ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｖａｃｃｉｎｅ

抗流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

鼻内
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性 ／ 安全性（安全
药理，重复给药毒性）

Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ ／
ｓａｆｅｔｙ （ｓａｆｅｔｙ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，

ｒｅｐｅａｔｅｄ ｄｏｓｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ）

［１５０］

Ｐａｎｄｅｍｉｃ
ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖａｃｃｉｎｅ
Ｈ５Ｎ１ Ｍｅｄｉｍｍｕｎｅ

Ｈ５Ｎ１ 的单价
减毒疫苗
Ｍｏｎｏｖａｌｅｎｔ

ｌｉｖｅ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ
ｖａｃｃｉｎｅ ｏｆ
Ｈ５Ｎ１

抗流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

鼻内
Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性 ／ 安全性（安全
药理，重复给药毒性）

Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ ／
ｓａｆｅｔｙ （ｓａｆｅｔｙ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，

ｒｅｐｅａｔｅｄ ｄｏｓｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ）

［１５１］

Ｆｏｃｅｔｒｉａ

ＨＡ 和 ＮＡ 的
三价裂解疫苗
ＨＡ ａｎｄ ＮＡ
ｔｒｉｖａｌｅｎｔ ｓｐｌｉｔ

ｖａｃｃｉｎｅ

抗流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

肌内注射
Ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１５２］

Ｈ１Ｎ１ 疫苗
Ｐａｎｄｅｍｒｉｘ

Ｈ１Ｎ１ 的单价
灭活疫苗
Ｍｏｎｏｖａｌｅｎｔ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｖａｃｃｉｎｅ
ｆｏｒ Ｈ１Ｎ１

抗流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

肌内注射
Ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１５３］

Ｐｕｍａｒｉｘ

Ｈ５Ｎ１ 的单价
灭活疫苗
Ｍｏｎｏｖａｌｅｎｔ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｖａｃｃｉｎｅ
ｆｏｒ Ｈ５Ｎ１

抗流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

肌内注射
Ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１５４］

Ｐｒｅｐａｎｄｒｉｘ

Ｈ５Ｎ１ 的单价
灭活疫苗
Ｍｏｎｏｖａｌｅｎｔ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｖａｃｃｉｎｅ
ｆｏｒ Ｈ５Ｎ１

抗禽流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

肌内注射
Ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１５５］

Ｖａｘｚｅｖｒｉａ

刺突蛋白单价
重组蛋白疫苗
Ｍｏｎｏｖａｌｅｎｔ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｖａｃｃｉｎｅ
ｏｆ ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

抗新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

肌内注射
Ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１５６］
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续表 ２
药物名称 ／
受试物名称
Ｄｒｕｇ ｎａｍｅ ／
ｎａｍｅ ｏｆ

ｔｈｅ ｓｕｂｊｅｃｔ

作用机制
和特点

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

适应症
Ｉｎｄｉｃａｔｉｏｎ

给药途径
Ｒｏｕｔｅ ｏｆ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

研究阶段
Ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｐｈａｓｅ

雪貂的应用方向
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｒｅｔ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

瑞丹维单抗
Ｒｅｇｄａｎｖｉｍａｂ

单克隆抗体（刺
突蛋白的

受体结合域）
Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ

ａｎｔｉｂｏｄｙ （ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ
ｏｆ ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ）

抗新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

静脉注射
Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ

上市
Ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｒｋｅｔ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１５７，２７］

ＭＥＤＩ８８５２

单克隆抗体
（血凝素蛋白）

Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙ

ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ）

抗流感病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，

ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

静脉注射
Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ

临床Ⅱ期
Ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｐｈａｓｅ Ⅱ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１５８－１５９］

莱乃康
（胎盘素）
Ｌａｅｎｎｅｃ

（ｐｌａｃｅｎｔａ）

增强免疫
Ｉｍｍｕｎｏ⁃

ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ

抗新型冠状病毒感染
Ａｎｔｉ⁃ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

静脉注射
Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ

临床前
Ｐｒｅｌｉｎｉｃａｌ

有效性
Ｍａｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

［１６０］

法导致大量的抗体无法被满足，研究者仅能通过间

接测量免疫基因表达（如 ＲＴ⁃ＰＣＲ、转录组分析或寡

核苷酸微阵列）来考察雪貂对病原体的免疫反应

机制。

６　 总结与展望

自 ２０ 世纪初以来，雪貂一直被用作抗流感病毒

研究的动物模型，随着它们对人类病毒，尤其是野

生型的呼吸道病毒［１７０］ 的易感性优势日益明显，更
多的病原体（如细菌、真菌等）陆续被尝试，虽然雪

貂对细菌和真菌感染的种属特异性弱于病毒，但因

其感染后的临床症状与人类相似［１７１－１７２］，且能在个

体之间进行感染性传播［１３］，因此雪貂作为细菌类病

原微生物感染的研究仍具有一定种属优势。 此外，
雪貂感染性模型在表征机会性感染和不同接种途

径、气溶胶传播动力学以及免疫抑制或共病背景下

感染的潜力仍处于初期探索阶段［５７］，作为感染性疾

病和感染性药物研究的工具仍具有进一步开发和

应用的巨大空间。 因特异性试剂（如单克隆抗体、
引物等）的缺乏［４０－４１］，雪貂在感染性疾病中的应用

方向主要集中于致病机制、传播研究和抗病毒疫苗

的临床前评价，较少涉及病原体感染后的免疫学机

制研究。 遗憾的是，雪貂在我国仍属于非标准实验

动物，尚无相关的国家标准，其进一步扩大应用受

限于其特异性试剂的开发和实验动物标准化。
６􀆰 １　 雪貂的实验动物化进展

雪貂并非我国的本土动物，在我国的应用历史

较短，２１ 世纪初引入我国后，其配套饲养设施、遗传

质量、微生物和寄生虫学等相关的规范以及进一步

的动物实验操作规范和相应的背景数据仍较为缺

乏。 目前仅有江苏和湖南两个省份颁布了相关的

地方标准［１７３－１７６］。 江苏省颁布的 ＤＢ３２ ／ Ｔ ２７３１—
２０１５《实验用雪貂》包括 ３ 部分，环境及设施（第 １
部分）、配合饲料（第 ２ 部分）和遗传、微生物和寄生

虫控制（第 ３ 部分），湖南省颁布了 ＤＢ４３ ／ Ｔ ２２８８—
２０２２《实验用雪貂的饲养环境及设施规范》，可供雪

貂在动物生产质量控制和实验应用方面参考，但地

方标准更多的是反映实验用动物的地方特色和局

部地区应用情况［１７７］，标准中的部分内容不具有普

适性，仍需通过更大范围的应用实践和验证性实

验，才能提升标准中各条款内容的科学性、可靠性

和权威性［１７７－１７８］。 关于雪貂的国家标准，需要考虑

以下 ５ 个方面：（１）雪貂的微生物检测项目中，必检

项目过少，包括流感病毒、犬瘟热病毒均属于非必

检项目，但往往这些病毒属于雪貂感染模型中研究

较多的病原体，因此建议进一步优化微生物检测项

目内容，以满足基本的科研需求；（２）雪貂的繁殖仅

限于封闭群，虽能保持种群的基因多态性，但同样

会导致动物生物学反应个体差异大的缺点，鉴于雪

貂的生命周期和性成熟周期短、多胎生的生理特

点，未来可考虑进一步培育具有不同生物学特性的

近交系动物，以满足相应科学研究的需求；（３）已颁

布的标准仅适用于普通级雪貂，不适用于 ＳＰＦ 级雪

貂，鉴于雪貂对多种病原微生物的易感性，建议进

一步开发 ＳＰＦ 级雪貂，以减少自发病对实验结果的
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影响［１］；（４）标准中缺乏雪貂的实验动物管理和福

利伦理相关条款，建议在逐步扩大雪貂应用范围的

同时，建立符合雪貂基本伦理福利需求的审查体

系［１７９］；（５）此外，实验操作相关的规范和标准需进

一步建立，例如生物学特性数据测定、实验基本操

作技术、常用感染模型的制备等［１７７］。
６􀆰 ２　 雪貂的应用前景展望

雪貂在研究多种人类感染性疾病的发病机制

和传播以及疫苗的临床前评价方面具有巨大的应

用价值，通过进一步的实验动物标准化和特异性试

剂的开发能完善雪貂在感染性疾病领域的应用，尤
其是针对新发现病原体的研究可能较其他动物种

属具有更大的应用价值［２２，１８０］。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］　 ＱＵＥＳＥＮＢＥＲＲＹ Ｋ Ｅ， ＣＡＲＰＥＮＴＥＲ Ｊ Ｗ． Ｆｅｒｒｅｔｓ， ｒａｂｂｉｔｓ， ａｎｄ
ｒｏｄｅｎｔｓ： ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ ｓｕｒｇｅｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｃａｎ Ｖｅｔ Ｊ， ２０１４，
５５（４）： ３６５．

［ ２ ］ 　 ＪＯＨＮＳＯＮ⁃ＤＥＬＡＮＥＹ Ｃ Ａ， ＯＲＯＳＺ Ｓ Ｅ． Ｆｅｒｒｅｔ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｓｙｓｔｅｍ： ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎａｔｏｍｙ， ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｃｌｉｎ
Ｎｏｒｔｈ Ａｍ Ｅｘｏｔ Ａｎｉｍ Ｐｒａｃｔ， ２０１１， １４（２）： ３５７－３６７．

［ ３ ］ 　 栗世婷， 何琳． 复制人类疾病动物模型时应注意的问题

［Ｊ］ ． 疾病监测与控制， ２０１５， ９（９）： ６３７－６３８．
ＬＩ Ｓ Ｔ， ＨＥ Ｌ． Ｉｓｓｕｅｓ ｔｏ ｂｅ ｎｏｔｅｄ ｗｈｅｎ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｎｇ ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｄｉｓ Ｍｏｎｉｔ Ｃｏｎｔｒ， ２０１５， ９（９）： ６３７－６３８．

［ ４ ］ 　 黄红坤， 唐小江， 严家荣， 等． 人类疾病动物模型资源数据

库的构建 ［Ｊ］ ． 实验动物科学， ２０１４， ３１（４）： ３６－４０．
ＨＵＡＮＧ Ｈ Ｋ， ＴＡＮＧ Ｘ Ｊ， ＹＡＮ Ｊ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ ｆｏｒ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｌａｂ
Ａｎｉｍ Ｓｃｉ， ２０１４， ３１（４）： ３６－４０．

［ ５ ］ 　 李会萍， 张文娟． 基于数据挖掘的人类疾病动物模型资源共

享平台的设计与思考 ［ Ｊ］ ． 科技管理研究， ２０２２， ４２（１８）：
１４４－１４９．
ＬＩ Ｈ Ｐ， ＺＨＡＮＧ Ｗ Ｊ． Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｔｈｉｎｋｉｎｇ ｏｎ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｓｈａｒｉｎｇ
ｐｌａｔｆｏｒｍ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｄａｔａ
ｍｉｎｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌ Ｍａｎａｇ Ｒｅｓ， ２０２２， ４２ （ １８）： １４４
－１４９．

［ ６ ］ 　 李博， 王磊， 赵伟， 等． 雪貂食管的形态学及其分子标记物

的表达谱 ［Ｊ］ ． 南方医科大学学报， ２０２３， ４３（３）： ４２８－４３５．
ＬＩ Ｂ， ＷＡＮＧ Ｌ， ＺＨＡＯ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｓｏｐｈａｇｕｓ
ｏｆ ｆｅｒｒｅｔｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｓｏｕｔｈ Ｍｅｄ Ｕｎｉｖ， ２０２３， ４３（３）： ４２８－４３５．

［ ７ ］ 　 马丽娜， 李健， 叶祖光． 常用呕吐动物模型研究进展 ［ Ｊ］ ．
中国实验方剂学杂志， ２０１９， ２５（１３）： ２０６－２１３．
ＭＡ Ｌ Ｎ， ＬＩ Ｊ， ＹＥ Ｚ Ｇ． Ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｖｏｍｉｔｉｎｇ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍ， ２０１９， ２５（１３）： ２０６－２１３．

［ ８ ］ 　 ＢＥＬＳＥＲ Ｊ Ａ， ＥＣＫＥＲＴ Ａ Ｍ， ＨＵＹＮＨ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｇｕｉｄｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｕｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｒｒｅｔ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ
Ｐａｔｈｏｌ， ２０２０， １９０（１）： １１－２４．

［ ９ ］ 　 ＫＷＯＮ Ｈ Ｉ， ＫＩＭ Ｅ Ｈ， ＫＩＭ Ｙ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ （ＨＰＡＩ）
Ｈ５Ｎ６， ａｎｄ Ｈ５Ｎ８ ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎ Ｓｏｕｔｈ Ｋｏｒｅａ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
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Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｉｅｓ ｔｏ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｇｅｎｔｓ ｏｆ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ
ｐｙｌｏｒｉ ａｎｄ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｌｉｋｅ ｏｒｇａｎｉｓｍ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｅｒｒｅｔ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｐａｔｈｏｌ， １９８７， ４０（１０）： １２６５－１２６７．

［１０５］ ＡＭＩＥＶＡ Ｍ， ＰＥＥＫ Ｒ Ｍ Ｊｒ． Ｐａｔｈｏｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ， ２０１６， １５０（１）：
６４－７８．

［１０６］ ＷＥＲＡＷＡＴＧＡＮＯＮ Ｄ． Ｓｉｍｐｌｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ
ｐｙｌｏｒｉ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ， ２０１４， ２０ （ ２１）：
６４２０－６４２４．

［１０７］ ＬＩＮ Ａ Ｓ， ＭＣＣＬＡＩＮ Ｍ Ｓ， ＢＥＣＫＥＴＴ Ａ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｔｅｍｐｏｒａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ ｃａｇ ｔｙｐｅ ｉｖ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ａ
ｍｏｎｇｏｌｉａｎ ｇｅｒｂｉｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． ｍＢｉｏ，
２０２０， １１（３）： ｅ０１２９６⁃ｅ０１３２０．

［１０８］ ＡＮＳＡＲＩ Ｓ， ＹＡＭＡＯＫＡ Ｙ． Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ
ｐｙｌｏｒｉ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｅｄ， ２０２２， １１（１１）： ３１４１．

［１０９］ ＦＯＸ Ｊ Ｇ， ＣＯＲＲＥＡ Ｐ， ＴＡＹＬＯＲ Ｎ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ
ｍｕｓｔｅｌａｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇａｓｔｒｉｔｉｓ ｉｎ ｆｅｒｒｅｔｓ． Ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ ｇａｓｔｒｉｔｉｓ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，
１９９０， ９９（２）： ３５２－３６１．

［１１０］ ＢＩＴＺＡＮ Ｍ Ｍ， ＧＯＬＤ Ｂ Ｄ， ＰＨＩＬＰＯＴＴ Ｄ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ ａｎｄ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｍｕｓｔｅｌａｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｌｉｐｉｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｂｙ ｂｏｖｉｎｅ ｃｏｌｏｓｔｒｕｍ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， １９９８， １７７（４）：
９５５－９６１．

［１１１］ ＺＡＮＧＡＲＩ Ｔ， ＷＡＮＧ Ｙ， ＷＥＩＳＥＲ Ｊ Ｎ． Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｉｓ ｂｌｏｃｋｅｄ ｂｙ ｔｙｐｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ
ａｎ ｉｎｆａｎｔ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ ］ ． ｍＢｉｏ， ２０１７， ８ （ ２ ）：
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ｅ００１８８⁃ｅ００１１７．
［１１２］ ＧＡＮＧＵＬＹ Ｔ， ＰＥＴＥＲＳＯＮ Ａ Ｍ， ＫＡＪＦＡＳＺ Ｊ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｚｉｎｃ

ｉｍｐｏｒｔ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＡｄｃＡＢＣ ｉｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｄｅｎｔａｌ ｂｉｏｆｉｌｍ ｂｙ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｍｕｔａｎｓ ｉｎ ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ］ ．
Ｍｏｌ Ｏｒａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０２１， ３６（３）： ２１４－２２４．

［１１３］ ＯＲＴＩＧＯＺＡ Ｍ Ｂ， ＢＬＡＳＥＲ Ｓ Ｂ， ＺＡＦＡＲ Ｍ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｉｎｆａｎｔ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓ ｔｈｅ ｒｏｌｅ
ｏｆ ｖｉｒｕｓ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｈｅｄｄｉｎｇ， ｈｕｍｏｒａｌ ｉｍｍｕｎｉｔｙ， ａｎｄ ｓｉａｌｉｄａｓｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｃｏｌｏｎｉｚｉｎｇ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ［ Ｊ］ ． ｍＢｉｏ，
２０１８， ９（６）： ｅ０２３５９⁃ｅ０２３１８．

［１１４］ ＦＲＥＮＣＨ Ａ Ｊ， ＲＯＣＫＥＹ Ｎ Ｃ， ＬＥ ＳＡＧＥ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎ ａｉｒ ｓａｍｐｌｅｄ ｆｒｏｍ
ｃｏ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｆｅｒｒｅｔｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ［Ｊ］ ． ｍＳｐｈｅｒｅ， ２０２３， ８（４）： ｅ０００３９２３．

［１１５］ ＬＡＲＣＯＭＢＥ Ｓ， ＪＩＡＮＧ Ｊ Ｈ， ＨＵＴＴＯＮ Ｍ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｍｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０２０， ６９（２）： ２９０－２９７．

［１１６］ ＰＬＵＭＥＴ Ｌ， ＡＨＭＡＤ⁃ＭＡＮＳＯＵＲ Ｎ， ＤＵＮＹＡＣＨ⁃ＲＥＭＹ Ｃ， ｅｔ
ａｌ． Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ： ａ
ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ， ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ， ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｉａｌｓ ［ Ｊ］ ．
Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｉｎｆｅｃｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０２２， １２： ９０７３１４．

［１１７］ ＫＡＨＬ Ｂ Ｃ． Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ａｎｄ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ ｃｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎ⁃ｗｈａｔ ｃａｎ ｗｅ ｌｅａｒｎ ｆｒｏｍ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ？ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２０１８， ２１７（６）： ８５４－８５６．

［１１８］ ＭＡＲＴÍＮＥＺ⁃ＳＥＩＪＡＳ Ｃ， ＭＡＳＣＡＲÓＳ Ｐ， ＬＩＺＡＮＡ Ｖ， ｅｔ ａｌ．
Ｇｅｎｏｍｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｉｎ ｗｉｌｄｌｉｆｅ
［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌｓ （Ｂａｓｅｌ）， ２０２３， １３（６）： １０６４．

［１１９］ ＷＲＩＧＨＴ Ａ， ＡＮＤＲＥＷＳ Ｐ Ｌ， ＴＩＴＢＡＬＬ Ｒ Ｗ． Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｍｅｔｉｃ， ｐｙｒｅｘｉｃ， ａｎｄ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ
ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ Ｂ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｒｒｅｔ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｆｅｃｔ Ｉｍｍｕｎ， ２０００， ６８（４）：
２３８６－２３８９．

［１２０］ ＳＡＮＦＯＲＤ Ｂ Ａ， ＲＡＭＳＡＹ Ｍ Ａ． Ｉｎ ｖｉｖｏ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｉｎ ｎａｓａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ
ｖｉｒｕｓ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｆｅｒｒｅｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｓｏｃ Ｅｘｐ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ， １９８９， １９１
（２）： １６３－１６９．

［１２１］ ＳＩＥＭＥＮＳ Ｎ， ＯＥＨＭＣＫＥ⁃ＨＥＣＨＴ Ｓ， ＭＥＴＴＥＮＬＥＩＴＥＲ Ｔ Ｃ， ｅｔ
ａｌ． Ｐｏｒｔ ｄ’ Ｅｎｔｒ􀆧ｅ ｆｏｒ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ⁃ｄｏｅｓ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ
ｖｉｒｕｓ ｐａｖｅ ｔｈｅ ｗａｙ ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａ？ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１７， ８：
２６０２．

［１２２］ ＷＯＯＤＳ Ｊ Ｂ， ＳＣＨＭＩＴＴ Ｃ Ｋ， ＤＡＲＮＥＬＬ Ｓ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｆｅｒｒｅｔｓ ａｓ
ａ ｍｏｄｅｌ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｒｅｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｔｏ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｏ１５７： Ｈ７ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ Ｓｈｉｇａ ｔｏｘｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
Ｅ． ｃｏｌｉ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２００２， １８５（４）： ５５０－５５４．

［１２３］ ＰＨＩＬＩＰＳＯＮ Ｃ Ｗ， ＢＡＳＳＡＧＡＮＹＡ⁃ＲＩＥＲＡ Ｊ， ＨＯＮＴＥＣＩＬＬＡＳ
Ｒ． Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏａｇｇｒｅｇａｔｉｖｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｇｕｔ Ｍｉｃｒｏｂｅｓ， ２０１３， ４（４）： ２８１－２９１．

［１２４］ ＤＡＬＧＡＫＩＲＡＮ Ｆ， ＷＩＴＣＯＭＢ Ｌ Ａ， ＭＣＣＡＲＴＨＹ Ａ Ｊ， ｅｔ ａｌ．
Ｎｏｎ⁃ｉｎｖａｓｉｖｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｓ Ｅｘｐ， ２０１４， ９２： ｅ５２０１８．

［１２５］ ＳＥＬＢＹ Ｃ Ｍ， ＧＲＡＨＡＭ Ｂ Ｄ， ＧＲＡＨＡＭ Ｌ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｎｏｔｅ： Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｐｒａｙ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ
ｎｅｏｎａｔａｌ ｂｒｏｉｌｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ［ Ｊ ］ ． Ｐｏｕｌｔ Ｓｃｉ， ２０２１， １００

（４）： １００９８８．
［１２６］ ＲＩＴＣＨＩＥ Ｊ Ｍ． Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ

ｃｏｌｉ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｓｐｅｃｔｒ， ２０１４， ２（４）： ＥＨＥＣ⁃００２２－

２０１３．
［１２７］ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ． Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ ｏｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖａｃｃｉｎｅｓ，

ｎｏｎ⁃ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｏｄｕｌｅ． ［ＥＢ ／ ＯＬ］． ［２０１６－０７－２１］．
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｍａ． ｅｕｒｏｐａ． ｅｕ ／ ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ／ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ⁃ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ ／
ｉｎｆｌｕｅｎｚａ⁃ｖａｃｃｉｎｅｓ⁃ｎｏｎ⁃ｃｌｉｎｉｃａｌ⁃ｃｌｉｎｉｃａｌ⁃ｍｏｄｕｌｅ＿ｅｎ． ｐｄｆ．

［１２８］ ＳＷＥＥＴ Ｃ， ＨＡＹＤＥＮ Ｆ Ｇ， ＪＡＫＥＭＡＮ Ｋ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｏｆ
ｒｉｍａｎｔａｄｉｎｅ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｈｕｍａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ （ Ｈ３Ｎ２ ） ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ
ｆｅｒｒｅｔｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， １９９１， １６４（５）： ９６９－９７２．

［１２９］ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ ａｎｄ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｄｅｖｉｃｅｓ Ａｇｅｎｃｙ． Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ
Ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ［ＥＢ ／ ＯＬ］． ［２０００－１２－１２］．
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｍｄａ． ｇｏ． ｊｐ ／ ｄｒｕｇｓ ／ ２０００ ／ ｇ００１２０２ ／ ７０ｃｔｄｐ ＿２４９ －

４１４． ｐｄｆ．
［１３０］ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｖｉｅｗ ［ ＥＢ ／

ＯＬ］． ［ ２０１３ － １２ － ２３］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ａｃｃｅｓｓｄａｔａ． ｆｄａ． ｇｏｖ ／
ｄｒｕｇｓａｔｆｄａ＿ｄｏｃｓ ／ ｎｄａ ／ ２０１４ ／ ２０６４２６Ｏｒｉｇ１ｓ０００ＰｈａｒｍＲ． ｐｄｆ．

［１３１］ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ ａｎｄ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｄｅｖｉｃｅｓ Ａｇｅｎｃｙ． Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ
Ｌａｎｉｎａｍｉｖｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ［ ＥＢ ／ ＯＬ］． ［ ２０１０ － ０９ －

１０ ］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｍｄａ． ｇｏ． ｊｐ ／ ｄｒｕｇｓ ／ ２０１０ ／ Ｐ２０１００００５０ ／
４３０５７４０００＿２２２００ＡＭＸ００９２５＿Ｈ１００＿１． ｐｄｆ．

［１３２］ ＷＡＮＧ Ｙ， ＤＩＮＧ Ｙ， ＹＡＮＧ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｙ
ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｂｙ Ａｒｂｉｄｏｌ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ （ｍｉｃｅ ａｎｄ ｆｅｒｒｅｔ） ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ
Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０１７， ９１： ３９３－４０１．

［１３３］ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ ａｎｄ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｄｅｖｉｃｅｓ Ａｇｅｎｃｙ． Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ
Ｆａｖｉｐｉｒａｖｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ［ＥＢ ／ ＯＬ］． ［２０１４－０３－２４］．
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｍｄａ． ｇｏ． ｊｐ ／ ｄｒｕｇｓ ／ ２０１４ ／ Ｐ２０１４０００４７ ／
４８０２９７０００＿２２６００ＡＭＸ００５３３＿Ｈ１００＿１． ｐｄｆ．

［１３４］ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ ａｎｄ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｄｅｖｉｃｅｓ Ａｇｅｎｃｙ． Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ
Ｂａｌｏｘａｖｉｒ ｍａｒｂｏｘｉｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ［ＥＢ ／ ＯＬ］． ［２０１８－０２
－２３］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｍｄａ． ｇｏ． ｊｐ ／ ｄｒｕｇｓ ／ ２０１８ ／ Ｐ２０１８０３１２００１ ／
３４００１８０００＿２３０００ＡＭＸ００４３４＿Ｈ１００＿１． ｐｄｆ．

［１３５］ ＣＯＸ Ｒ Ｍ， ＬＩＥＢＥＲ Ｃ Ｍ， ＷＯＬＦ Ｊ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｎｇ
ｍｏｌｎｕｐｉｒａｖｉｒ ａｎｄ ｎｉｒｍａｔｒｅｌｖｉｒ ／ ｒｉｔｏｎａｖｉｒ ｅｆｆｉｃａｃｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ，
２０２３， １４（１）： ４７３１．

［１３６］ ＣＯＸ Ｒ Ｍ， ＷＯＬＦ Ｊ Ｄ， ＬＩＥＢＥＲ Ｃ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｏｒａｌ ｐｒｏｄｒｕｇ ｏｆ
ｒｅｍｄｅｓｉｖｉｒ ｐａｒｅｎｔ ＧＳ⁃４４１５２４ ｉｓ ｅｆｆｉｃａｃｉｏｕｓ ａｇａｉｎｓｔ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
ｉｎ ｆｅｒｒｅｔｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２１， １２（１）： ６４１５．

［１３７］ ＣＨＥＮ Ｘ， ＭＡ Ｑ， ＺＨＡＯ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
ＺＳＰ１２７３， ａ ｐｏｔｅｎｔ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｃａｐ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＰＢ２
ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ， ２０２３，
１６（３）： ３６５．

［１３８］ ＳＯＵＲＩＭＡＮＴ Ｊ， ＬＩＥＢＥＲ Ｃ Ｍ， ＡＧＧＡＲＷＡＬ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ４’⁃
Ｆｌｕｏｒｏｕｒｉｄｉｎｅ ｉｓ ａｎ ｏｒａｌ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｔｈａｔ ｂｌｏｃｋｓ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｃｙｔｉａｌ
ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０２２， ３７５
（６５７７）： １６１－１６７．

［１３９］ ＺＡＰＡＴＡ⁃ＣＡＲＤＯＮＡ Ｍ Ｉ， ＦＬＯＲＥＺ⁃ＡＬＶＡＲＥＺ Ｌ， ＧＵＥＲＲＡ⁃
ＳＡＮＤＯＶＡＬ Ａ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｎｔｉｒｅｔｒｏｖｉｒａｌｓ ａｇａｉｎｓｔ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２： ａ ｄｒｕｇ ｒｅｐｕｒｐｏｓｉｎｇ ａｐｐｒｏａｃｈ
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［Ｊ］ ． ＡＩＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０２３， ９（１）： ２０－４０．
［１４０］ ＳＨＡＲＵＮ Ｋ， ＴＩＷＡＲＩ Ｒ， ＤＨＡＭＡ Ｋ． Ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＧＣ３７６

ｆｏｒ ＣＯＶＩＤ⁃１９： Ｌｅｓｓｏｎｓ ｌｅａｒｎｅｄ ｆｒｏｍ ｆｅｌｉｎｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｐｅｒｉｔｏｎｉｔｉｓ
［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｍｅｄ Ｓｕｒｇ， ２０２１， ６１： １２２－１２５．

［１４１］ ＷＵ Ｚ Ｘ， ＢＡＲＫＥＲ Ｊ Ｓ， ＢＡＴＣＨＥＬＯＲ Ｔ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
（ ＩＬ ）⁃１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｏｚｏｎｅ⁃ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｒａｃｈｅａｌ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ Ｐ （ ＳＰ ） ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ａｉｒｗａｙ ｎｅｕｒｏｎｓ ｏｆ ｆｅｒｒｅｔ ［Ｊ］ ． Ｒｅｓｐｉｒ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ，
２００８， １６４（３）： ３００－３１１．

［１４２］ ＰＡＲＫ Ｓ Ｊ， ＹＵ Ｋ Ｍ， ＫＩＭ Ｙ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｅｆｆｉｃａｃｉｅｓ ｏｆ
ＦＤＡ⁃ａｐｐｒｏｖｅｄ ｄｒｕｇｓ ａｇａｉｎｓｔ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｆｅｒｒｅｔｓ
［Ｊ］ ． ｍＢｉｏ， ２０２０， １１（３）： ｅ０１１１４⁃ｅ０１１２０．

［１４３］ ＫＡＳＨＹＡＰ Ｔ， ＭＵＲＲＡＹ Ｊ， ＷＡＬＫＥＲ Ｃ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｌｉｎｅｘｏｒ， ａ
ｎｏｖｅｌ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｅｘｐｏｒｔ， ｒｅｄｕｃｅｓ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｖｉｖｏ ［Ｊ］ ． Ａｎｔｉｖｉｒａｌ
Ｒｅｓ， ２０２１， １９２： １０５１１５．

［１４４］ ＬＥＨＴＩＮＥＮ Ｍ Ｊ， ＫＵＭＡＲ Ｒ， ＺＡＢＥＬ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｃｏｎｓｏｒｔｉａ ｏｎ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｆｅｒｒｅｔｓ ａｎｄ ｏｎ
ｈｕｍａｎ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ［ Ｊ］ ． ｉＳｃｉｅｎｃｅ， ２０２２， ２５
（６）： １０４４４５．

［１４５］ ＣＨＡＮ Ｒ Ｗ， ＣＨＡＮ Ｍ Ｃ， ＷＯＮＧ Ａ Ｃ， ｅｔ ａｌ． ＤＡＳ１８１ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
Ｈ５Ｎ１ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ［ Ｊ ］ ．
Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ Ａｇｅｎｔｓ Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ， ２００９， ５３（９）： ３９３５－３９４１．

［１４６］ ＭＩＦＳＵＤ Ｅ Ｊ， ＴＩＬＭＡＮＩＳ Ｄ， ＯＨ Ｄ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓ ｏｆ
ｆｅｒｒｅｔｓ ｗｉｔｈ ｎｉｔａｚｏｘａｎｉｄｅ ａｎｄ ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｉｓ ｍｏｒｅ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｔ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ ｍｏｎｏｔｈｅｒａｐｙ ［Ｊ］ ． Ａｎｔｉｖｉｒａｌ Ｒｅｓ， ２０２０，
１７６： １０４７５１．

［１４７］ ＴＩＬＭＡＮＩＳ Ｄ， ＫＯＳＺＡＬＫＡ Ｐ， ＢＡＲＲ Ｉ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｈｏｓｔ⁃ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｎｉｔａｚｏｘａｎｉｄｅ ｈａｓ ａ ｈｉｇｈ ｂａｒｒｉｅｒ ｔｏ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｂｕｔ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｒｅｄｕｃｅ
ｔｈｅ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｏｒ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｏｒ ｉｎ ｖｉｖｏ ｗｈｅｎ ｕｓｅｄ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ ［Ｊ］ ． Ａｎｔｉｖｉｒａｌ Ｒｅｓ， ２０２０， １８０： １０４８５１．

［１４８］ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ． Ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ
（ａｒｅｐａｎｒｉｘ） ［ＥＢ ／ ＯＬ］． ［２０１０－０４－２６］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｍａ．
ｅｕｒｏｐａ． ｅｕ ／ ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ／ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ ／ ａｒｅｐａｎｒｉｘ⁃ｅｐａｒ⁃ｐｕｂｌｉｃ⁃
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ＿ｅｎ． ｐｄｆ．

［１４９］ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ． Ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ （ ｆｌｕｅｎｚ）
［ＥＢ ／ ＯＬ］． ［ ２０１４ － １２ － ０３］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｍａ． ｅｕｒｏｐａ． ｅｕ ／
ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ／ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ ／ ｆｌｕｅｎｚ⁃ｅｐａｒ⁃ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃
ｒｅｐｏｒｔ＿ｅｎ． ｐｄｆ．

［１５０］ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ． Ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ （ ｆｌｕｅｎｚ⁃
ｔｅｔｒａ） ［ＥＢ ／ ＯＬ］． ［２０１３－１２－１７］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｍａ． ｅｕｒｏｐａ．
ｅｕ ／ ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ／ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ ／ ｆｌｕｅｎｚ⁃ｔｅｔｒａ⁃ｅｐａｒ⁃ｐｕｂｌｉｃ⁃
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ＿ｅｎ． ｐｄｆ．

［１５１］ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ． Ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ
（ ｐａｎｄｅｍｉｃ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ⁃ｖａｃｃｉｎｅ⁃ｈ５ｎ１⁃ｍｅｄｉｍｍｕｎｅ ） ［ ＥＢ ／ ＯＬ ］．
［２０１６ － ０６ － ０２］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｍａ． ｅｕｒｏｐａ． ｅｕ ／ ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ／
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ ／ ｐａｎｄｅｍｉｃ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ⁃ｖａｃｃｉｎｅ⁃ｈ５ｎ１⁃
ｍｅｄｉｍｍｕｎｅ⁃ｅｐａｒ⁃ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ＿ｅｎ． ｐｄｆ．

［１５２］ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ． Ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ （ ｆｏｃｅｔｒｉａ）
［ＥＢ ／ ＯＬ］． ［ ２００９ － １０ － ０１］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｍａ． ｅｕｒｏｐａ． ｅｕ ／

ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ／ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ ／ ｆｏｃｅｔｒｉａ⁃ｅｐａｒ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ ＿
ｅｎ． ｐｄｆ．

［１５３］ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ． Ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ
（ｐａｎｄｅｍｒｉｘ） ［ＥＢ ／ ＯＬ］． ［２００８－０６－０３］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｍａ．
ｅｕｒｏｐａ． ｅｕ ／ ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ／ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ ／ ｐａｎｄｅｍｒｉｘ⁃ｅｐａｒ⁃ｐｕｂｌｉｃ⁃
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ＿ｅｎ． ｐｄｆ．

［１５４］ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ． Ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ
（ｐｕｍａｒｉｘ） ［ ＥＢ ／ ＯＬ］． ［ ２０１１ － ０４ － ０５］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｍａ．
ｅｕｒｏｐａ． ｅｕ ／ ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ／ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ ／ ｐｕｍａｒｉｘ⁃ｅｐａｒ⁃ｐｕｂｌｉｃ⁃
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ＿ｅｎ． ｐｄｆ．

［１５５］ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ （ ＥＭＡ）． Ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ
（ｐｒｅｐａｎｄｒｉｘ） ［ＥＢ ／ ＯＬ］． ［２００８－０６－０３］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｍａ．
ｅｕｒｏｐａ． ｅｕ ／ ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ／ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ ／ ｐｒｅｐａｎｄｒｉｘ⁃ｅｐａｒ⁃ｐｕｂｌｉｃ⁃
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ＿ｅｎ． ｐｄｆ．

［１５６］ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ （ ＥＭＡ）． Ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ
（ｖａｘｚｅｖｒｉａ） ［ＥＢ ／ ＯＬ］． ［２０２１－ ０２－ １８］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｍａ．
ｅｕｒｏｐａ． ｅｕ ／ ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ／ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ ／ ｖａｘｚｅｖｒｉａ⁃ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ⁃
ｃｏｖｉｄ⁃１９⁃ｖａｃｃｉｎｅ⁃ａｓｔｒａｚｅｎｅｃａ⁃ｅｐａｒ⁃ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ ＿
ｅｎ． ｐｄｆ．

［１５７］ ＲＹＵ Ｄ Ｋ， ＳＯＮＧ Ｒ， ＫＩＭ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＴ⁃
Ｐ５９ ａｇａｉｎｓｔ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｓｏｕｔｈ Ａｆｒｉｃａｎ ｖａｒｉａｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ
Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２１， ５６６： １３５－１４０．

［１５８］ ＫＡＬＬＥＷＡＡＲＤ Ｎ Ｌ， ＣＯＲＴＩ Ｄ， ＣＯＬＬＩＮＳ Ｐ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇ ａｌｌ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ
ｓｕｂｔｙｐｅｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０１６， １６６（３）： ５９６－６０８．

［１５９］ ＰＡＵＬＥＳ Ｃ Ｉ， ＬＡＫＤＡＷＡＬＡ Ｓ， ＭＣＡＵＬＩＦＦＥ Ｊ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ Ａ ｓｔｅｍ ａｎｔｉｂｏｄｙ ＭＥＤＩ８８５２ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｌｉｍｉｔｓ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐａｎｄｅｍｉｃ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓｅｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２０１７， ２１６（３）： ３５６－３６５．

［１６０］ ＫＩＭ Ｅ Ｈ， ＫＩＭ Ｙ Ｉ， ＪＡＮＧ Ｓ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｐｌａｃｅｎｔａ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ （ Ｌａｅｎｎｅｃ􀅺 ） ａｇａｉｎｓｔ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｒｒｅｔ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０２１， ５９（１１）： １０５６－

１０６２．
［１６１］ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ． Ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ （ｅｘｖｉｅｒａ）

［ＥＢ ／ ＯＬ］． ［ ２０１５ － ０２ － １２］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｍａ． ｅｕｒｏｐａ． ｅｕ ／
ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ／ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ ／ ｅｘｖｉｅｒａ⁃ｅｐａｒ⁃ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃
ｒｅｐｏｒｔ＿ｅｎ． ｐｄｆ．

［１６２］ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ． Ｐｕｂｌｉｃ⁃ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ
（ｖｉｅｋｉｒａｘ） ［ ＥＢ ／ ＯＬ］． ［ ２０１５ － ０９ － ０３］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｍａ．
ｅｕｒｏｐａ． ｅｕ ／ ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ／ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ ／ ｖｉｅｋｉｒａｘ⁃ｅｐａｒ⁃ｐｕｂｌｉｃ⁃
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｒｅｐｏｒｔ＿ｅｎ． ｐｄｆ．

［１６３］ ＶＩＤＡＬ⁃ＴＯＲＲＥＳ Ａ， ＦＥＲＮÁＮＤＥＺ⁃ＰＡＳＴＯＲ Ｂ， ＧＡＲＣÍＡ Ｍ， ｅｔ
ａｌ． Ｂｉｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｉｇｍａ⁃１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔａｇｏｎｉｓｍ ａｎｄ ｍｕ⁃ｏｐｉｏｉｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐａｒｔｉａｌ ａｇｏｎｉｓｍ： ＷＬＢ⁃７３５０２， ａｎ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｗｉｔｈ
ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｅｆｆｉｃａｃｙ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ ｐｒｏｆｉｌｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｓｔｒｏｎｇ ｏｐｉｏｉｄｓ
［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎ Ｂ， ２０２３， １３（１）： ８２－９９．

［１６４］ ＭＵＫＨＯＰＡＤＨＹＡＹ Ａ， ＳＡＲＮＡＩＫ Ａ Ｐ， ＤＥＳＨＭＵＫＨ Ｄ Ｒ．
Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ ｗｉｔｈ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｈｙｐｅｒａｍｍｏｎｅｍｉａ ｉｎ ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｒｅｙｅ’ ｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ．
Ｐｅｄｉａｔｒ Ｒｅｓ， １９９２， ３１（３）： ２５８－２６０．

［１６５］ ＴＯＷＮ Ｓ Ｍ， ＰＯＯＬＥ Ｋ Ｃ， ＷＯＯＤ Ｋ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｒｅｔ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｃｏｒｔｅｘ ｉｍｐａｉｒｓ ｓｐａｔｉａｌ ａｎｄ ｎｏｎｓｐａｔｉａｌ
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ｈｅａｒｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０２３， ４３（５）： ７４９－７６３．
［１６６］ ＰＥＮＧ Ｘ， ＡＬＦÖＬＤＩ Ｊ， ＧＯＲＩ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｄｒａｆｔ ｇｅｎｏｍｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｒｒｅｔ （Ｍｕｓｔｅｌａ ｐｕｔｏｒｉｕｓ ｆｕｒｏ） ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
ｈｕｍａｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１４， ３２（１２）：
１２５０－１２５５．

［１６７］ ＷＯＮＧ Ｊ， ＴＡＩ Ｃ Ｍ， ＨＵＲＴ Ａ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｂ ｃｅｌｌ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｆｒｏｍ ｆｅｒｒｅｔｓ （Ｍｕｓｔｅｌａ ｐｕｔｏｒｉｕｓ ｆｕｒｏ） ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，
２０２０， １５（５）： ｅ０２３３７９４．

［１６８］ ＪＩＡＮＧ Ｗ， ＷＯＮＧ Ｊ， ＴＡＮ Ｈ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｒｅｔ Ｔ
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