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气滞血瘀型小鼠肝癌皮下移植瘤模型的建立与探索
曹琳娜，李铭哲，施展豪，王香香，潘志强∗，彭佩克∗

（上海中医药大学中医学院，上海　 ２０１２０３）

　 　 【摘要】 　 目的　 探索气滞血瘀型小鼠肝癌皮下移植瘤模型的建立方法。 方法　 通过气滞血瘀证候造模（７ ｄ）
联合肝癌皮下移植瘤造模（２０ ｄ），将 ４０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠随机分为 ４ 组：空白组、气滞血瘀组、移植瘤组和复合

模型组，观察造模后小鼠的证候表现以及肿瘤大小与重量。 结果　 （１）体重变化：造模第 ７ 天，气滞血瘀组和复合

模型组体重较空白组显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 （２）体温变化：造模第 ７ 天，与空白组相比，气滞血瘀组体温显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），移植瘤组体温升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；造模第 ２７ 天，复合模型组体温较空白组明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 （３）证
候表现：根据证候评分表进行打分，造模第 ７ 天，气滞血瘀组和复合模型组小鼠均出现气滞血瘀证候（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
随着造模时间的延长，移植瘤组小鼠的评分随肿瘤的成型而上升；复合模型组的评分较其余 ３ 组均显著上升（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 （４）爪部瘀点：与空白组相比，３ 组造模小鼠的爪部瘀点均明显增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且复合模型组爪部瘀点最

多。 （５）爪部 ｒ 值：与空白组相比，３ 组造模小鼠爪部 ｒ 值均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且复合模型组爪部 ｒ 值始终低于

其余 ３ 组。 （６）旷场活动度：与空白组相比，复合模型组小鼠的垂直和水平旷场活动度显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 （７）
凝血 ４ 项指标：与空白组相比，复合模型组活化部分凝血活酶时间（ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ，ＡＰＴＴ）缩短、
凝血酶时间（ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ，ＴＴ）缩短、纤维蛋白原（ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ，ＦＩＢ）明显增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （８）肿瘤大小

与重量：与移植瘤组相比，复合模型组肿瘤大小和瘤重显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 本研究成功构建了气滞血瘀

型小鼠肝癌皮下移植瘤模型，表明肝癌病程中会出现气滞血瘀证候；此外，诱发气滞血瘀证候的病因，会进一步促

进肝癌的进展。
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Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ： ＡＰＴＴ， ＴＴ， ａｎｄ ＦＩＢ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＱＺＸＹ ＋ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ ＜
０􀆰 ０１） ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ． （８） Ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｗｅｉｇｈｔ： ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＱＺＸＹ ＋
Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｗｅｉｇｈｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｔｕｍｏｒ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ Ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ． Ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ Ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｔｓｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍａｙ ｏｃｃｕｒ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｌｉｖｅ ｃａｎｃｅｒ．
Ｂｅｓｉｄｅｓ， ｔｈｅ ｃａｕｓｅｓ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ Ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｗｉｌｌ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ
ｃａｎｃｅｒ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ； Ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ； ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌ； ｄｉｓｅａｓｅ⁃
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 原发性肝癌（ｐｒｉｍａｒｙ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ，ＰＬＣ）是全球

常见的恶性肿瘤之一。 最新癌症统计表明，我国肝

癌新发病例数 ３６􀆰 ８ 万人，死亡 ３１􀆰 ７ 万人，是我国第

二大肿瘤致死病因［１］。 随着中医药的不断发展，临
床上往往采用中西医结合的治疗手段参与肝癌发

病的整个病程，有望为患者争取到更高的生存时间

及生活质量。 虽然祖国医学中没有肝癌的直接记

载，但从其症状表现来看，与中医的“肝著” “臌胀”
“痃癖”“癥瘕”等病名相类似［２］。 关于肿瘤的病机，
学术界普遍认为属于“整体正气亏虚、局部邪气壅

实”的范畴。 肝藏血主调达，肝癌的本质是由于脏

腑功能失调、气血阴阳失衡，进一步导致气滞、血
瘀、湿热、痰毒等蕴结于肝而形成。

肝癌的中医辨证分型在临床报道众多，但目前

仍缺乏统一标准。 大量肝癌相关文献与流行病学

调查表明，气滞血瘀是肝癌最常见的证型［３］。 上海

中医药大学方肇勤教授团队［４］ 通过临床流行病学

调查，发现 ２４９２ 例肝癌病例中气滞血瘀型最多，占
总病例数的 ２３􀆰 １１％。 此外，气滞血瘀证候与肝癌

的分期密切相关，有学者发现在肿瘤淋巴转移

（ｔｕｍｏｒ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ，ＴＮＭ）分期的早中期，肝癌患

者中气滞证的占比最高，而后期患者的血瘀证表现

更加突出［５］。 临床上认为气滞血瘀证是原发性肝

癌最主要的证型，贯穿肝癌发展的整个病程。 因

此，临床常采用行气活血治法的方药治疗肝癌，并
取得良好的治疗效果。 此外，也有研究表明丹参、
川芎、赤芍等行气活血药对肿瘤的转移存在促进作

用［６－７］，但活血化瘀药是否对于肝癌的增殖与转移

具有双向调节作用仍存在争议。 基于此，本研究以

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠为受试对象，通过气滞血瘀证候造模

联合肝癌皮下移植瘤造模，探索气滞血瘀证肝癌模

型小鼠证候的发展和演变，为中医药防治肝癌提供

合适的动物模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠 ４０ 只，ＳＰＦ 级，体重
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１６ ～ １８ ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司

【ＳＣＸＫ（沪）２０２２－０００４】。 饲养于上海中医药大学

实验动物中心 ＳＰＦ 级饲养室 【 ＳＹＸＫ （沪） ２０２０ －
０００９】，室温 ２２ ～ ２５ ℃，湿度 ５０％ ～ ６０％，１２ ｈ 明

暗交替，给予自由饮水，普通饲料喂养。 本实验方

案已通过上海中医药大学实验动物伦理委员会审

议批准（ＰＺＳＨＵＴＣＭ２３１１２３０００８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

盐酸肾上腺素注射液（批号：１０２２１００１），上海

禾丰制药有限公司；柠檬酸三钠（批号：２０１２１００９），
国药集团化学试剂有限公司；０􀆰 ９％氯化钠注射液

（批号：Ｓ２３０８１３４），上海百特医疗用品有限公司；活
化部分凝血活酶时间（ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ
ｔｉｍｅ，ＡＰＴＴ）测定试剂盒（批号：２３０２０２０００）、凝血酶

原时间（ ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ，ＰＴ）测定试剂盒（批号：
２３０５０５８０１）、凝血酶时间（ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ，ＴＴ）测定试

剂盒 （批号：２２０５０８５００）、纤维蛋白原 （ ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ，
ＦＩＢ）测定试剂盒（批号：２３０５０６８００），上海长岛生物

技术有限公司。
ＣＰ２２５Ｄ 型电子天平，德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司；ＭＣ⁃

２４６ 电子体温计，大连欧姆龙有限公司；ＤＳＣ⁃Ｗ８００
数码相机，日本 ＳＯＮＹ 公司；５４１７Ｒ 型离心机，德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司；Ｃ３１００ 全自动凝血分析仪，深圳迈

瑞生物医疗有限公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 造模与分组

将 ４０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠，按照随机数字表

法随机分为 ４ 组，空白组（ＮＣ ｇｒｏｕｐ）１０ 只，气滞血

瘀组（ＱＺＸＹ ｇｒｏｕｐ） １０ 只，移植瘤组（Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ）
１０ 只，复合模型组（ＱＺＸＹ ＋ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ）１０ 只。 气

滞血瘀证候造模：每天上午 １０：００ 进行小鼠颈背部

皮下注射 ０􀆰 １％盐酸肾上腺素（０􀆰 １ ｍｇ ／ ｋｇ）０􀆰 ２ ｍＬ，
同时用绷带细条束缚小鼠四肢，并加笼外木棒敲击

５ ｍｉｎ，每天 １ 次，共 ７ ｄ。 肝癌皮下移植瘤造模：将
肝癌细胞 Ｈｅｐａ１⁃６ 以每毫升 ２􀆰 ０ × １０６ 个的浓度重

悬于 ＰＢＳ 中，采用皮下注射的方式在小鼠腋窝下每

只接种肿瘤细胞悬液 ０􀆰 ２ ｍＬ。 各组小鼠处理方法

如下，空白组：不给予任何刺激，与其他 ３ 组小鼠按

相同的条件喂养；气滞血瘀组：给予皮下注射盐酸

肾上腺素 ＋ 四肢捆绑束缚刺激 ＋ 笼外木棒敲击

５ ｍｉｎ，共 ７ ｄ；移植瘤组：第 ７ 天在小鼠腋窝下接种

肝癌肿瘤细胞悬液；复合模型组：给予皮下注射盐

酸肾上腺素 ＋ 四肢捆绑束缚刺激 ＋ 笼外木棒敲击

５ ｍｉｎ，共 ７ ｄ；７ ｄ 后在小鼠腋窝下接种肝癌肿瘤细

胞悬液。
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠体重、体温的观察

实验过程中，各组小鼠每 ４ ｄ 进行 １ 次体重和

体温的测量。 小鼠腋温测定方法：将电子体温计插

入小鼠左前肢腋下，待数值上升到不再上升为止，
读出相应的腋温数值。
１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠证候观察

实验过程中，根据证候评分表对小鼠的精神状

态、呼吸、气味、眼睛、粪便、舌、耳、毛发、二便等情

况进行证候评分，每 ４ ｄ 一次，评分标准见表 １。
１􀆰 ２􀆰 ４　 小鼠爪部 ｒ 值计算及爪上瘀血点观察

每 ４ ｄ 对小鼠的爪面进行显微拍照， 采用

Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ ７􀆰 ０ 软件，选取爪面右上侧趾基肉垫的上

缘和右侧缘为取景的上缘和右侧缘，以左下趾基肉

垫的下缘为取景的下缘，以左上侧趾基肉垫的左侧

缘为取景的左侧缘，作红绿蓝（ｒｅｄ ｇｒｅｅｎ ｂｌｕｅ，ＲＧＢ）
色度的提取分析。 在相应区域划定后，读取记录

ＲＧＢ 分量值（国际标准色的定量，Ｒ 代表红色，Ｇ 代

表绿色，Ｂ 代表蓝色），得到原始爪部 ＲＧＢ 分量值。
将 ＲＧＢ 值代入公式 ｒ ＝ Ｒ ／ （Ｒ ＋ Ｇ ＋ Ｂ），求出 ｒ 值，
通过爪部红色程度反映小鼠血盛衰度。 随后对爪

部照片瘀血点进行计数，以反映小鼠的血瘀程度。
１􀆰 ２􀆰 ５　 小鼠旷场活动度观察

每 ４ ｄ 将小鼠置于铺设有 ４􀆰 ５ ｃｍ × ５􀆰 ５ ｃｍ 透

明塑料板的旷场笼中，录像并统计小鼠 １ ｍｉｎ 内水

平和垂直运动的次数；后肢移动的格子数记为水平

运动，前肢离地的次数记为垂直运动，通过旷场活

动度反映小鼠气盛衰度。
１􀆰 ２􀆰 ６　 凝血 ４ 项检测

造模结束后（第 ２７ 天），取血 １􀆰 ５ ｍＬ 于柠檬酸

钠（９ ∶ １）抗凝剂中，以 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 去除

血小板，分离血浆，并根据试剂盒说明书，采用全自

动凝血分析仪检测 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＴＴ、ＦＩＢ。
１􀆰 ２􀆰 ７　 皮下瘤观察及瘤重测量

在皮下移植瘤接种 ２０ ｄ 后，将小鼠处死，剥离

瘤体，并对瘤体进行称重。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计学软件和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
Ｖ． ５ 进行统计学分析。 实验结果以平均值 ± 标准

差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，多样本间比较采用单因素方差分

析，通过 ｔ 检验检查两组之间的差异。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表

示具有统计学意义。
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表 １　 小鼠气滞血瘀证候评分表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
证候

Ｓｙｎｄｒｏｍｅ
评估标准

Ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ ａｃｃｅｓｓｍｅｎｔ
评分 ／ 分

Ｓｃｏｒｅ ／ ｐｏｉｎｔ

精神状态
Ｓｔａｔｅ ｏｆ ｍｉｎｄ

正常：活动迅速，目光有神
Ｎｏｒｍａｌ： ｑｕｉｃｋ ｍｏｖｅｍｅｎｔ， ｂｒｉｇｈｔ ｅｙｅｓ ０

轻度异常：精神倦怠、懒动，自发活动减少
Ｍｉｌｄ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙ： ｍｅｎｔａｌ ｆａｔｉｇｕｅ， ｌａｚｉｎｅｓｓ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ １

明显异常：逃避，攻击行为明显减少
Ｏｂｖｉｏｕｓ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙ： ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ａｖｏｉｄａｎｃｅ ａｎｄ ａｇｇｒｅｓｓｉｏｎ ２

呼吸
Ｂｒｅａｔｈｅ

无明显变化 Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ０
增加 Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ １
减少 Ｒｅｄｕｃｅｄ ２

气味
Ｓｍｅｌｌ

笼内垫料无异味 Ｎｏ ｆｏｕｌ ｓｍｅｌｌ ｉｎ ｔｈｅ ｂｅｄｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｇｅ ０
轻微骚臭 Ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｆｏｕｌ ｓｍｅｌｌ １

明显恶臭 Ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｆｏｕｌ ｓｍｅｌｌ ２

眼睛
Ｅｙｅｓ

红亮有神 Ｂｒｉｇｈｔ ｅｙｅｓ ０
黯淡无神 Ｄｕｌｌ ｅｙｅｓ １

眼睛睁大，灵活 Ｅｙｅｓ ｗｉｄｅ ｏｐｅｎ ａｎｄ ａｌｅｒｔ ２

舌
Ｔｏｎｇｕｅ

正常：舌底色微青、舌静脉主干长度不超过 ３ ／ ４
Ｎｏｒｍａｌ： ｔｏｎｇｕｅ ａｐｐｅａｒｓ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｂｌｕｉｓｈ， ｔｈｅ ｍａｉｎ ｖｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｎｇｕｅ ｄｏｅｓ ｎｏｔ

ｅｘｃｅｅｄ ｔｈｒｅｅ⁃ｆｏｕｒｔｈｓ ｏｆ ｉｔｓ ｌｅｎｇｔｈ
０

轻度紫暗：舌底色紫暗或舌静脉主干长度超过 ３ ／ ４
Ｍｉｌｄ ｃｙａｎｏｔｉｃ： ｔｏｎｇｕｅ ａｐｐｅａｒｓ ｍｉｌｄ ｃｙａｎｏｔｉｃ ｏｒ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｖｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｎｇｕｅ

ｅｘｃｅｅｄｓ ｔｈｒｅｅ⁃ｆｏｕｒｔｈｓ ｏｆ ｉｔｓ ｌｅｎｇｔｈ
１

明显紫暗：舌底色紫暗且舌静脉主干长度超过 ３ ／ ４
Ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｙａｎｏｔｉｃ： ｔｏｎｇｕｅ ａｐｐｅａｒｓ ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｙａｎｏｔｉｃ ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｖｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ

ｔｏｎｇｕｅ ｅｘｃｅｅｄｓ ｔｈｒｅｅ⁃ｆｏｕｒｔｈｓ ｏｆ ｉｔｓ ｌｅｎｇｔｈ
２

耳
Ｅａｒ

无瘀点，血管数量适中
Ｎｏ ｐｅｔｅｃｈｉａｅ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｉｓ ｍｏｄｅｒａｔｅ ０

有 １ ～ ２ 个瘀点，血管数量略有增加
Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ １ ～ ２ ｐｅｔｅｃｈｉａｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｉｓ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ １

有 ３ ～ ４ 个瘀点，血管数量明显增加
Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ３ ～ ４ ｐｅｔｅｃｈｉａｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｉｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ２

毛发
Ｆｕｒ

均匀细腻，光滑柔顺 Ｅｖｅｎ ａｎｄ ｆｉｎｅ， ｓｍｏｏｔｈ ａｎｄ ｓｏｆｔ ０
稍乱，干燥，枯黄 Ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｒｏｕｇｈ， ｄｒｙ， ｙｅｌｌｏｗ １
毛发杂乱，稀少 Ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｒｏｕｇｈ， ｒｅｄｕｃｅｄ ２

尿液
Ｕｒｉｎｅ

无明显异常 Ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙ ０
尿微黄，量少 Ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｙｅｌｌｏｗ， ｓｍａｌｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｕｒｉｎｅ １
尿赤，量少 Ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｒｅｄ， ｓｍａｌｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ２

粪便
Ｓｔｏｏｌ

大便成形，粪质柔软 Ｓｔｏｏｌ ｉｓ ｆｏｒｍｅｄ ａｎｄ ｓｏｆｔ ０
粪便稀溏，部分不成形 Ｓｔｏｏｌ ｉｓ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｆｏｒｍｅｄ ａｎｄ ｌｏｏｓｅ １

粪便稀溏，完全不成形 Ｓｔｏｏｌ ｉｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｆｏｒｍｅｄ ａｎｄ ｌｏｏｓｅ ２

总分
Ｔｏｔｏｌ ｓｃｏｒｅ ⁃ ⁃

２　 结果
２􀆰 １　 小鼠体重变化

造模第 ７ 天，气滞血瘀组和复合模型组小鼠体

重较空白组显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 随着造模时间的

延长，各组小鼠体重逐步上升，但复合模型组小鼠

平均体重低于空白组小鼠（图 １）。
２􀆰 ２　 小鼠体温的变化

造模第 ７ 天，与空白组相比，气滞血瘀组小鼠体

温明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），与此同时，经皮下移植瘤造

模后，移植瘤组小鼠体温较空白组明显上调（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），但复合模型组小鼠体温较空白组无显著性

差异。 随造模时间的延长，气滞血瘀组体温逐渐恢

复至正常，移植瘤组体温逐渐降低，复合模型组体

温维持较低水平。 造模第 ２７ 天，与空白组相比，移
植瘤组和复合模型组小鼠的体温明显降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（图 ２）。
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注：与空白组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）

图 １　 小鼠体重

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

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ

图 ２　 小鼠体温

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｍｉｃｅ

２􀆰 ３　 小鼠气滞血瘀证候的评分观察

造模第 ７ 天，空白组和移植瘤组小鼠一般行为

无明显变化；气滞血瘀组和复合模型组小鼠出现明

显的精神倦怠、懒动等攻击行为降低的表现，出现

呼吸减弱，舌质明显紫黯、耳有瘀点、毛发干躁，大
便稀溏等气滞血瘀证候（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 随着造模时间

的延长，气滞血瘀组小鼠精神状态、呼吸等症状较

第 ７ 天轻微减轻，但与空白组相比，仍具有气滞血瘀

证候（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；移植瘤组小鼠随肿瘤的成型逐渐

出现精神倦怠等攻击行为降低，舌质和耳部出现瘀

点等气滞血瘀证候；复合模型组小鼠证候评分较空

白组显著上升，小鼠舌质明显紫黯，耳部瘀点增多，
被毛稍稀疏，且毛燥呈枯黄，并出现粪便稀溏不成

形的表现（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且复合模型组小鼠的证候评

分较气滞血瘀组和移植瘤组小鼠均显著上升，证候

表现更加明显（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ３）。

注：与气滞血瘀组相比，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与移植瘤组相比，
▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ３　 小鼠气滞血瘀证候评分

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

ｗｉｔｈ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

２􀆰 ４　 小鼠爪部 ｒ 值的检测与分析

随着造模时间的延长，与空白组相比，其余 ３ 组

小鼠爪部的 ｒ 值显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；其中，复合模

型组小鼠爪部的 ｒ 值始终低于其余 ３ 组（图 ４）。

图 ４　 小鼠爪部 ｒ 值
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｌａｗ ｒ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ

２􀆰 ５　 小鼠爪部瘀点数的观察与计数

造模第 ７ 天，气滞血瘀组和复合造模组小鼠爪

部瘀点数较多，随着造模时间的延长，气滞血瘀组

小鼠爪部瘀点数轻微减少，仍显著多于空白组；而
移植瘤组和复合模型组小鼠的爪部瘀点均明显增

多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且复合模型组爪部瘀点数明显多于

其余 ３ 组（图 ５）。
２􀆰 ６　 小鼠旷场活动度的变化

造模第 ７ 天，与空白组相比，复合模型组小鼠的
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垂直和水平旷场活动度均明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；随
着造模时间的延长，气滞血瘀组、移植瘤组和复合

模型组小鼠的垂直和水平旷场活动度逐渐降低，并
在造模第 ２７ 天，各组小鼠活动度较空白组均显著下

降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ６）。

图 ５　 小鼠爪部瘀点数

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｌａｗ ｐｅｔｅｃｈｉａｅ ｉｎ ｍｉｃｅ

注：与空白组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下表同）

图 ６　 小鼠旷场活动度

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

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｅ

２􀆰 ７　 小鼠凝血 ４ 项的检测与分析

小鼠凝血 ４ 项结果显示，与空白组相比，气滞血

瘀组小鼠 ＰＴ 和 ＴＴ 明显缩短（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；移植瘤组

小鼠的 ＦＩＢ 明显增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；复合模型组小鼠

的 ＡＰＴＴ 缩短、ＴＴ 缩短、ＦＩＢ 明显增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或

Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（表 ２）。
２􀆰 ８　 小鼠皮下移植瘤的大小和瘤重变化

与移植瘤组相比，复合模型组小鼠的肿瘤大小

和瘤重显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ７）。
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图 ７　 小鼠肿瘤及瘤重

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ

表 ２　 小鼠凝血 ４ 项指标

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｏｕｒ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

活化部分凝血活酶时间 ／ ｓ
ＡＰＴＴ ／ ｓ

凝血酶原时间 ／ ｓ
ＰＴ ／ ｓ

凝血酶时间 ／ ｓ
ＴＴ ／ ｓ

纤维蛋白原 ／ （ｇ ／ Ｌ）
ＦＩＢ ／ （ｇ ／ Ｌ）

空白组
ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２８􀆰 ３３ ± ２􀆰 ７７ １０􀆰 ０８ ± １􀆰 ４７ ３６􀆰 ３５ ± ４􀆰 ７６ ２􀆰 ５６ ± ０􀆰 ４４

气滞血瘀组
ＱＺＸＹ ｇｒｏｕｐ ２７􀆰 ６０ ± １􀆰 ２４ ９􀆰 ５１ ± ０􀆰 ８４∗ ３３􀆰 ０７ ± ２􀆰 ６７∗ ２􀆰 ８２ ± ０􀆰 ６８

移植瘤组
Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ ２７􀆰 １０ ± ０􀆰 ９０ ９􀆰 ９２ ± ０􀆰 ３０ ３２􀆰 ７５ ± ５􀆰 ６０ ２􀆰 ７３ ± ０􀆰 ２３∗

复合模型组
ＱＺＸＹ ＋ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ ２６􀆰 ３３ ± １􀆰 ０３∗ ９􀆰 ７８ ± ０􀆰 ３６ ２９􀆰 ８２ ± ４􀆰 ８８∗∗ ２􀆰 ６８ ± ０􀆰 ２４∗

３　 讨论

原发性肝癌作为全球致死率第三大的恶性肿

瘤，近几十年的发病率不断上升［８］。 肝癌发病隐

匿、发展迅速，许多患者在首诊时即中晚期，只能通

过系统药物治疗来抑制肿瘤生长［９］。 此外，大部分

患者伴有乙肝、丙肝及肝硬化等基础肝病，也使得

肝癌术后复发率居高不下，总体生存期相对较

短［１０］。 对于中晚期肝癌及术后肝癌复发，中医药治

疗通过针对肝癌机体的全身反应来控制病情发展，
其可增强免疫力、副作用小，在控制疾病进展和延

长肝癌患者生存等方面具有重要作用［１１］。 动物模

型作为研究疾病发生发展和筛选治疗药物的重要

工具，对于中医药基础研究而言，构建出符合中医

病证特征和西医诊断标准的肝癌动物模型可为中

医药防治肝癌研究提供重要支持。
气滞血瘀证型作为贯穿肝癌发展整个病程最

主要的证型，惠友谊等［１２］对国家知识基础设施数据

库（ Ｃｈｉｎａ ｎａｔｉｏｎａｌ ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ｉｎｆｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ＣＮＫＩ）、
中国 学 术 期 刊 数 据 库 （ Ｃｈｉｎａ ｓｃｉｅｎｃｅ ｐｅｒｉｏｄｉｃａｌ
ｄａｔａｂａｓｅ， ＣＳＰＤ）、中文科技期刊数据库 （ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｃｉｔａｔｉｏｎ ｄａｔａｂａｓｅ，ＣＣＤ）自建库至 ２０２１ 年 ４ 月关于原

发性肝癌的证型和证素进行归纳分析，发现气滞血

瘀是原发性肝癌最常见病机，气滞、瘀、血瘀为最常

见证素。 七情中的怒为血瘀证常见病因之一，本研

究参考梁爱华等［１３］和刘校彤等［１４］ 气滞血瘀动物模

型的造模方法，建立了符合临床实际的病证结合动

物模型，采用皮下注射肾上腺素和四肢捆绑束缚，
并笼外木棒敲击联合刺激 ７ ｄ，将小鼠诱导成气滞血

瘀证；７ ｄ 证候造模结束后，在小鼠腋窝皮下接种肿

瘤细胞，建立气滞血瘀证肝癌小鼠复合模型。 本模

型参考已报道的临床气滞血瘀证诊断量表［１５］，对小

鼠的精神状态、呼吸、气味、眼睛、舌、耳、毛发，以及

二便等情况进行观测并评分，发现在造模第 ７ 天，经
过气滞血瘀证候造模的小鼠体重和体温较空白组

小鼠都明显下降，并且出现攻击行为降低、呼吸减

弱、舌质紫暗黯、耳部与爪部有瘀点、毛发干躁，以
及大便稀溏等明显的气滞血瘀症状。 在造模第 ２７
天，气滞血瘀组小鼠仍具有明显的气滞血瘀证候；
移植瘤组小鼠的体温较空白组存在明显下调，并且

随着肿瘤的成型，出现气滞血瘀证候等明显症状；
此外经过复合造模的小鼠，相较于单独造模的小鼠

来说，气滞血瘀的证候更加明显，耳部和爪部瘀血

点明显增多。 结果表明复合模型较以往单纯移植
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瘤模型加剧了小鼠气滞血瘀的证候表现，能够让研

究者从小鼠的证候表现、凝血 ４ 项等指标更直观地

观察行气活血药物对肝癌小鼠的治疗效果。
课题组长期开展实验小鼠四诊与辨证方法学，

通过检测相关指标，对各虚证各模型四诊进行比

较，以期建立明确的小鼠证候模型［１６－１７］。 本研究通

过对小鼠爪部图像的 ＲＧＢ 分量值得到 ｒ 值，以及小

鼠旷场活动度水平，对小鼠的血盛和气盛情况进行

检测，从结果可得，经过气滞血瘀证候造模和肝癌

皮下移植瘤造模的小鼠爪部红色度均显著降低，且
经过复合造模的荷瘤小鼠爪部红色度明显低于皮

下移植瘤造模的小鼠，提示皮下移植瘤小鼠会发生

明显的血虚证候，且具有气滞血瘀证的小鼠会加深

血虚证候的表现。 此外，从对小鼠旷场活动度的检

测发现，在第 ２７ 天时，气滞血瘀组、移植瘤组和复合

模型组小鼠的水平和垂直旷场活动度较空白组都

显著降低，结果提示荷瘤小鼠有明显的气虚和血虚

证候表现，这与先前的文献报道一致［１８－１９］，在荷瘤

小鼠的证候发展中，气虚证和血虚证随着时间日益

加深。 当肝气长期郁结，气机不畅，必将血行瘀塞，
而血为气之母，当血瘀日久，不能载气，必将出现气

虚和血虚的证候表现。
凝血功能异常作为血瘀症的重要病理表现，研

究者常常通过检测凝血 ４ 项 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＴＴ、ＦＩＢ 来诊

断动物模型的凝血功能水平［２０－２１］。 本研究发现，与
空白组相比，气滞血瘀组小鼠血浆 ＰＴ 和 ＴＴ 明显缩

短，ＰＴ 常用于外源凝血系统的筛选指标，ＴＴ 则表示

为血浆内添加凝血酶后血液凝固的时长，提示小鼠

血液样本中有微小凝块，或有血栓形成［２２－２３］；移植

瘤组小鼠血浆 ＦＩＢ 明显增多，ＦＩＢ 是一种凝血功能

蛋白质， 参与凝血机制、 连接血小板聚集等过

程［２４－２５］，当 ＦＩＢ 水平升高，提示血液处于高凝状态；
复合模型组小鼠血浆 ＡＰＴＴ 和 ＴＴ 缩短、ＦＩＢ 明显增

多，ＡＰＴＴ 作为内源性凝血系统检查的主要指标，当
时间缩短，提示血液处于高凝状态［２６］。 有研究发

现，ＦＩＢ 在气滞血瘀型肝癌患者血浆中异常增高，易
导致血栓形成［２７］。 此外，ＦＩＢ 能促使血小板黏附于

肿瘤细胞，形成血小板⁃肿瘤细胞聚集体，逃避免疫

监视，促进肿瘤细胞的增殖与转移［２８］。 肿瘤细胞亦

可分泌促凝因子使 ＦＩＢ 转化为纤维蛋白，进一步加

重血液高凝状态［２９］。 本研究结果表明，气滞血瘀证

候造模和肝癌皮下移植瘤造模均会增强小鼠血浆

ＦＩＢ 的表达，并且复合模型组小鼠的皮下肿瘤大小

和瘤重明显大于移植瘤组小鼠，提示造模小鼠血浆

处于高凝状态，并会促进肝癌皮下肿瘤的生长。 这

与肝癌的病理病机有很深的联系，肝癌是由于脏腑

功能失调、气血阴阳失衡，进一步致气滞、血瘀、湿
热、痰毒等蕴结于肝所成，气滞血瘀证的发展进一

步加深这些病理因子在肝集结，从而促进肿瘤的生

长与发展。 气滞血瘀证候作为肝癌发展整个病程

最主要的证型，临床上常采用行气活血治法方药进

行治疗，本研究结果证实在肝癌移植瘤发展的过程

中，小鼠会出现明显的气滞血瘀证候，并且诱发气

滞血瘀证候的病因，会进一步促进肝癌的进展。 复

合模型的建立更直观地表现了气滞血瘀证候在肝

癌发展中的作用，突出了其证候特点，以期能有效

评估行气活血治法方药对肝癌的治疗效果。
综上所述，本研究成功构建气滞血瘀型小鼠肝

癌皮下移植瘤模型，表明肝癌病程中会出现气滞血

瘀证候；此外，诱发气滞血瘀证候的病因，会进一步

促进肝癌的进展。 此外，病⁃证结合动物模型的建立

与应用符合中医药研究发展的趋势，本研究在中医

证候模型的基础上构建疾病模型，以期为中医药肝

癌防治研究提供更加理想的动物模型。
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ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［Ｊ］ ． Ｈｅｎａｎ Ｍｅｄ Ｒｅｓ， ２０１８， ２７（２３）：
４２３２－４２３４．

［收稿日期］ 　 ２０２４－０３－２２

《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价的学术水

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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Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （ ＢＫ２０２４０７３１）， Ｐｏｓｔｇｒａｄｕａｔｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｐｒａｃｔｉｃｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
（ＳＪＣＸ２３＿０７８３）．
［作者简介］朱栋伟，男，在读博士研究生，研究方向：中西医结合治疗呼吸系统疾病。 Ｅｍａｉｌ： ｚｄｏｎｇｗｅｉ７７７＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］周贤梅，女，教授，研究方向：中西医结合治疗呼吸系统疾病。 Ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｕｘｉａｎｍｅｉｊｓ＠ ａｌｉｙｕｎ． ｃｏｍ；

徐泳，男，讲师，研究方向：中西医结合治疗呼吸系统疾病。 Ｅｍａｉｌ：ｎｊｚｙｙｘｕｙｏｎｇ＠ １６３． ｃｏｍ。
∗共同通信作者

博来霉素诱导小鼠实验性肺纤维化方法的优化
朱栋伟１，２，赵琪１，２，柏乐１，２，潘婷钰１，２，王晶１，魏云１，王志超１，徐泳３∗，周贤梅１∗

（１． 南京中医药大学附属医院，南京　 ２１００２９；２． 南京中医药大学第一临床医学院，
南京　 ２１００２３；３． 南京中医药大学中医学院，南京　 ２１００２３）

　 　 【摘要】 　 目的　 比较腰穿针气管内滴注及气溶胶气管内雾化两种不同方式，对博来霉素诱导小鼠肺纤维化

模型的影响，以便探索出更佳的造模方法。 方法　 将 ７２ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠按体重随机分为空白对照组、腰穿针模

型组和气溶胶模型组，每组 ２４ 只。 空白对照组气管内滴注生理盐水，腰穿针模型组使用腰穿针气管内滴注博来霉

素，气溶胶模型组使用肺部雾化给药装置气管内雾化喷入博来霉素；分别于造模后第 １４ 和 ２１ 天检测小鼠的肺部

影像学病变、组织病理学改变、羟脯氨酸（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，ＨＹＰ）、Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌｏｇｅｎ Ⅰ，ＣＯＬ Ⅰ）表达水平和 α⁃平滑

肌肌动蛋白（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）表达量，以评价各组小鼠肺纤维化程度。 结果　 与空白对照组相比，腰
穿针模型组和气溶胶模型组小鼠均精神萎靡、扎堆喜卧。 与空白对照组相比，腰穿针模型组和气溶胶模型组在 １４
和 ２１ ｄ，小鼠体重均显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描结果显示腰穿针模型组白色阴影围绕在气管周围，而气

溶胶模型组白色阴影则分布更为弥散。 肺组织肺泡炎及肺纤维化程度均以气溶胶模型组最高，且以 ２１ ｄ 更为显

著。 腰穿针模型组和气溶胶模型组造模后 １４ 和 ２１ ｄ 羟脯氨酸含量均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且 ２１ ｄ 羟脯氨酸的增

加更显著、更稳定（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 腰穿针模型组和气溶胶模型组造模 ２１ ｄ 后 ＣＯＬⅠ的表达均显著增加，且以气溶胶

模型组更为显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 α⁃ＳＭＡ 蛋白检测结果显示，腰穿针模型组和气溶胶模型组造模 ２１ ｄ 后肺组织中

α⁃ＳＭＡ 的蛋白表达量较空白对照组均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），但两组间无显著性差异。 结论　 综合多种因素，气溶

胶气管内雾化法可以作为肺纤维化模型构建的优选方案。
【关键词】 　 造模方法；肺纤维化；博来霉素；动物模型；气管内雾化
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ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｏｎ ｄａｙｓ １４ ａｎｄ ２１ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｎ ｄａｙ ２１ ｂｅｉｎｇ ｍｏｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）． ＣＯＬⅠ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｌｕｍｂａｒ ｓｐｉｎａｌ ｎｅｅｄｌｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａｅｒｏｓｏｌｉｚａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙｓ ２１ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ａｅｒｏｓｏｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｍｂａｒ ｓｐｉｎａｌ ｎｅｅｄｌｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａｅｒｏｓｏｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙｓ ２１
（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）； ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ
ａｔｏｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｉｓ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ； ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ａｔｏｍｉｚａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 特发性肺纤维化（ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，
ＩＰＦ）是一种病因不明、慢性、不可逆性且预后不良

的慢性间质性肺疾病。 ２００９ 年 １ 月至 ２０２０ 年 ４ 月，
全球特发性肺纤维化发病率和患病率分别约为

０􀆰 ０９ ～ １􀆰 ３０ ／ １ 万、０􀆰 ３３ ～ ４􀆰 ５１ ／ １ 万，其中韩国最

高［１］。 在美国，新诊断为特发性肺纤维化患者的中

位年龄为 ６２ 岁，男性占比 ５４％［２］。 作为特发性间

质性肺炎最常见和最严重的类型，ＩＰＦ 诊断后的中

位生存期仅为 ３ ～ ５ 年［３］。 此外，有研究表明，约三

分之一的重症 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 康复患者出现新冠后肺纤

维化，其肺功能及生活质量受到严重影响［４］。
目前临床上由于伦理的限制，很难获得 ＩＰＦ 患

者的肺组织样本。 尽管尚无任何一种动物模型能

够贴合人类 ＩＰＦ 的所有特征，但动物模型仍然可以

部分再现 ＩＰＦ 的临床影像和病理特点，是进行基础

研究的重要先决条件［５］。 因此，建立稳定且易于操

作的动物模型对于探索肺纤维化病理机制、寻求新

型有效的治疗药物具有重要意义。
博来霉素（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，ＢＬＭ）是目前公认且使用

最广泛的肺纤维化诱导药物，其诱导的模型能够体

现出肺纤维化患者的典型体征和症状，且可重复性

高、易于操作［６］。 本课题组前期经过反复的比较和

研究，发现腰穿针气管插管造模法是最佳的肺纤维

化造模方法［７］。 然而，腰穿针的进针深度难以控

制，过短则易引起 ＢＬＭ 的回流，过长则容易损伤气

管，增加小鼠的死亡率，这会引起模型构建的不稳

定性。 而且，病理学结果显示腰穿针气管插管造模

法获得的病灶分布欠均匀、程度不一，以气管和支

气管周围为主［７］，不能准确模拟临床特发性肺纤维

化病变弥漫性分布的特点。 近年来新型肺部液体

雾化给药装置的研发，为药物经口气管灌注提供了

更优的方案，其可以输送定量的气溶胶到小鼠气管

内，提供较好的药物分布［８］。 本研究将构建一种气

溶胶气管内雾化的给药方式，并将其与腰穿针气管

内滴注法进行比较。 另外，对于 ＢＬＭ 给药后小鼠模

型制备周期的问题，之前的诸多基础研究也各不相

同［９－１１］，这会增加研究结果的偏倚。 因此，为了优化

肺纤维化的建模方法，本实验研究了博来霉素的两

种给药方法和两个周期，以期提供更稳定且更快捷

的造模方法。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

７２ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠 （ ６ ～ ８ 周

龄），体重 １８ ～ ２２ ｇ，购自浙江省杭州医学院【ＳＣＸＫ
（浙）２０１９－０００２】，饲养于南京中医药大学动物实验

中心的 ＳＰＦ 级啮齿动物设施中【ＳＹＸＫ（苏） ２０２３－
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中国实验动物学报 ２０２４ 年 １２ 月第 ３２ 卷第 １２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． １２

００７７】，环境温度 ２０ ～ ２２ ℃，相对湿度 ４０％ ～
７０％，１２ ｈ 明暗交替，自由获取食物和水，适应性饲

养 １ 周后进行动物实验。 所有动物实验程序均经南

京中医药大学实验动物伦理委员会批准后进行

（ＩＡＣＵＣ⁃２０２３０３Ａ０８４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

硫酸博来霉素（ ＴＣＩ，Ｂ３９７２⁃５０ＭＧ），ＰＢＳ 溶液

（ Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ， Ｇ４２０２ ）， ４％ 多 聚 甲 醛 （ Ｂｉｏｓｈａｒｐ，
ＢＬ５３９Ａ），７５％无水乙醇（Ｍａｃｋｌｉｎ，Ｅ８０９０５６），异氟

烷（瑞沃德，Ｒ５１０），羟脯氨酸（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，ＨＹＰ）
试剂盒（南京建成生物工程研究所，Ａ０３０⁃２⁃１），ＢＣＡ
蛋白定量检测试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ，２３２２７），蛋白酶抑制

剂 （ Ｂｅｙｏｔｉｍｅ， ＳＴ５０６）， 磷酸酶抑制剂 （ Ｂｉｏｓｈａｒｐ，
ＢＬ６１５Ａ），ＳＷＥ 快速高分辨电泳缓冲液（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，
Ｇ２０８１），快速转膜液（ＮＣＭ Ｂｉｏｔｅｃｈ，ＷＢ４６００），α⁃平
滑肌肌动蛋白 （ α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， α⁃ＳＭＡ）
（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，１４３９５⁃１⁃ＡＰ），β⁃微管蛋白（ β⁃Ｔｕｂｌｉｎ）
（ＩｍｍｕｎｏＷａｙ，ＹＭ３０３０）。

肺部雾化给药装置（ＹｕＹａｎ，ＹＡＮ３００１２，中国），
７ 号腰穿针（Ｑｉｏｎｇｈｕａ，中国），小型手电筒（掌坤，中
国），小动物麻醉机（ＹｕＹａｎ，ＡＢＳ⁃４，中国），小鼠气

管插管平台（ＹｕＹａｎ，中国），ＩＮＦＩＮＩＴＥ ２００ ＰＲＯ 型

多功能酶标仪（Ｔｅａｃａｎ，瑞士），Ｑｕａｎｔｕｍ ＧＸ Ｍｉｃｒｏ⁃
ＣＴ 型小动物活体 ＣＴ 影像系统 （ ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，美

国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组以及模型制备

将 ７２ 只小鼠打耳标编号，适应性饲养 １ 周后，
按体重随机分为空白对照组、腰穿针模型组和气溶

胶模型组，每组 ２４ 只。 空白对照组气管内滴注生理

盐水，腰穿针模型组的操作步骤参照课题组前期探

索出的方法［７］，气溶胶模型组采用以下阐述的具体

方法进行肺纤维化模型构建。 记录小鼠的一般情

况、体重变化以及存活率。 造模后 １４ 和 ２１ ｄ 每组

进行 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描后处死小鼠，取出一叶肺组织置

于多聚甲醛中固定，其余肺组织置于液氮中速冻，
后－８０ ℃保存。 造模后 １４ ｄ 小鼠肺组织进行苏木

素⁃伊红（ＨＥ）染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色以及 ＨＹＰ 水平检

测。 ２１ ｄ 小鼠肺组织进行 ＨＥ 染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色、
ＨＹＰ 水平、免疫组化测定Ⅰ型胶原 （ ｃｏｌｌｏｇｅｎ Ⅰ，
ＣＯＬ Ⅰ）以及 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达量检测。
１􀆰 ２􀆰 ２　 气溶胶气管内雾化造模方法

将小鼠放入小动物麻醉机中进行异氟烷吸入

性麻醉，待小鼠麻醉后将其置于气管插管平台上，
呈 ４５°仰卧正位。 麻醉程度的判断：小鼠整个身体

开始呈规则的胸腹式呼吸，瞳孔稍扩大、对光反射

迟钝，无口腔反射。 体位摆好后，主操人员用眼科

镊子夹住小鼠舌尖后向外一侧拉出，助手用小型手

电筒垂直照射小鼠颈部，同时拉直尾巴避免气管弯

曲。 然后主操人员通过气溶胶雾化喷射头紧贴小

鼠舌根中央同时上压，在光源下找到会厌部不断开

合的声门，待声门打开时将喷射头准确插入气管

中，随后助手快速推进高压注射器使得 ＢＬＭ 雾化喷

入气管中（５ ｍｇ ／ ｋｇ 的剂量溶于 ７５ μＬ 生理盐水

中），给药结束后停留 １ ～ ２ ｓ 再缓慢退出喷射头，
此雾化过程在 １２ ｓ 内进行（见图 １）。 之后助手将小

鼠立起保持直立姿势，并水平前后左右轻轻摇晃数

次，后放置于垫料上，使其呈头高脚低位。 待小鼠

自然苏醒后，将其归笼。

图 １　 气溶胶气管内雾化操作示意图和机制图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ａｔｏｍｉｚａｔｉｏｎ
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１􀆰 ２􀆰 ３　 体重、存活率的测量

在整个实验过程中，每天记录小鼠的死亡率，
每 ３ ｄ 对所有小鼠的体重进行一次测量并记录。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肺部影像学观察

每只小鼠在气麻机中吸入异氟烷麻醉后，将其

放入 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 仪器中，设置参数：电压 ９０ ｋＶ，电流

８８ μＡ，调整视野后开始扫描，从而观察小鼠肺部影

像学病变。
１􀆰 ２􀆰 ５　 肺组织病理学分析

将右中肺固定在多聚甲醛中 ２４ ｈ，用乙醇脱水，
使用石蜡包埋固定好的肺组织，降温冷冻后使用石

蜡切片机制成 ３ ～ ５ μｍ 的切片，进行 ＨＥ 染色以及

Ｍａｓｓｏｎ 染色，光学显微镜下观察肺泡炎症及肺组织

纤维化程度。
１􀆰 ２􀆰 ６　 肺组织 ＨＹＰ 含量检测

取出冻存的肺组织，匀浆，按照南京建成试剂

盒说明书的步骤操作，检测 ＨＹＰ 的含量。
１􀆰 ２􀆰 ７　 免疫组化法观察肺组织 ＣＯＬⅠ表达

将制备好的肺组织蜡块进行切片，然后脱蜡水

化、抗原修复、阻断内源性过氧化物酶、封闭、一抗

孵育、二抗孵育、ＤＡＢ 显色、细胞核复染、脱水封片，
最后进行封片拍照，以观察肺组织 ＣＯＬⅠ表达。

注：Ａ：造模后 １４ ｄ 各组小鼠的体重变化；Ｂ：造模后 ２１ ｄ 各组小鼠的体重变化；与空白对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ２　 小鼠体重变化情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｆｏｒ １４ ｄ． Ｂ． Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ

ｆｏｒ ２１ ｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

１􀆰 ２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测肺组织中 α⁃ＳＭＡ 蛋白表

达水平

肺组织称重后加入蛋白裂解液（ＲＩＰＡ ∶ ＰＭＳＦ
＝ １００ ∶ １），利用匀浆机充分研磨，超声后冰上静置

３０ ｍｉｎ，然后 １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ，收集上清。
使用 ＢＣＡ 蛋白测定试剂盒测定蛋白浓度以及稀释

变性。 将得到的上样蛋白样品进行凝胶电泳，随后

转膜、封闭，然后与 α⁃ＳＭＡ 抗体 （ １ ∶ １０００）、 β⁃
Ｔｕｂｌｉｎ 抗体（１ ∶ ５０００）在 ４ ℃下孵育过夜，第 ２ 天再

与二抗孵育 １ ｈ。 最后使用 ＥＣＬ 在蛋白成像仪上进

行可视化，并借助 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ５４ 软件半定量分析 α⁃
ＳＭＡ 蛋白表达水平。
１􀆰 ３　 统计学分析

实验相关数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 进行统

计处理，计量资料以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，
并进行正态性检验和方差齐性检验。 符合正态分

布且方差齐性的数据采用单因素方差分析，多组间

两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

２􀆰 １􀆰 １　 生存状况

空白对照组小鼠毛发浓密，皮毛光滑鲜亮，动
作敏捷、反应迅速，饮食正常，精神状态正常。 ＢＬＭ
气管灌注后，腰穿针模型组和气溶胶模型组小鼠毛

色晦暗，毛发疏松，精神萎靡，行动迟缓、乏力懒动，
喜扎堆蜷卧，进食量减少。
２􀆰 １􀆰 ２　 体重变化

与空白对照组相比，腰穿针模型组和气溶胶模

型组在 １４ 和 ２１ ｄ，小鼠体重均明显下降，差异具有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），见图 ２。
２􀆰 ２　 存活率

空白对照组小鼠无死亡。 腰穿针模型组小鼠

１４ 和 ２１ ｄ 存活率均为 ６６􀆰 ６％；气溶胶模型组小鼠

１４ ｄ 存活率为 ８３􀆰 ３％，２１ ｄ 存活率为 ７５％，见图 ３。
２􀆰 ３　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 影像学

小鼠 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 结果显示，与空白对照组相比，
腰穿针模型组和气溶胶模型组肺组织中黑色阴影

均减少，而白色阴影均显著增多，提示两组肺纤维
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注：Ａ：造模后 １４ ｄ 各组小鼠的存活率；Ｂ：造模后 ２１ ｄ 各组小鼠的存活率；与空白对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ３　 造模后 １４ 和 ２１ ｄ 各组小鼠的存活率

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｆｏｒ １４ ｄ． Ｂ． Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｆｏｒ ２１ ｄ．

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

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｆｏｒ １４ ａｎｄ ２１ ｄ

化模型均构建成功。 第 １４ 和 ２１ 天，气溶胶模型组

的白色阴影面积均明显大于腰穿针模型组。 而且，
腰穿针模型组白色阴影围绕在气管周围，而气溶胶

模型组白色阴影则分布更为弥散（见图 ４）。

图 ４　 造模后第 １４ 和 ２１ 天各组小鼠的 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 影像

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙ １４ ａｎｄ ２１ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ

２􀆰 ４　 组织病理学

ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示，空白对照组小鼠

肺泡结构正常，肺泡间隔纤细，无明显淋巴细胞浸

润，无明显蓝色纤维组织增生。 两个模型组均出现

肺纤维化的典型病理特征，包括不同程度的炎症细

胞浸润，肺泡壁增厚，肺泡腔增大，肺泡结构紊乱甚

至消失，肺泡上皮非典型增生，间质组织中胶原蛋

白的过度沉积。 其中气溶胶模型组造模后第 ２１ 天

的炎症和胶原增殖程度最为严重。 对于腰穿针模

型组，造模后第 ２１ 天病理特征更明显，病灶分布欠

均匀，主要集中在气管附近，向边缘扩散。 对于气

溶胶模型组，造模后第 ２１ 天病理特征更明显，可见

大片的淋巴细胞浸润和蓝色纤维组织增生，且分布

比腰穿针模型组更为弥散而均匀，但仍以气管周围

最为显著（见图 ５）。
２􀆰 ５　 ＨＹＰ 水平表达

通过碱水法检测肺组织 ＨＹＰ 水平，发现 １４ 和

２１ ｄ 后，腰穿针模型组和气溶胶模型组 ＨＹＰ 含量均

显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与第 １４ 天相比，第 ２１ 天两

组模型组 ＨＹＰ 浓度的增加更显著、更稳定 （Ｐ ＜
０􀆰 ００１）（见图 ６）。
２􀆰 ６　 免疫组化

胶原蛋白的过度沉积是评价肺纤维化模型的

重要证据［１２］。 选取 ３ 组气管内灌注后第 ２１ 天的肺
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注：Ａ：ＨＥ 染色；Ｂ：Ｍａｓｓｏｎ 染色。

图 ５　 造模后 １４ 和 ２１ ｄ 小鼠肺组织的病理变化

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｎ ｄａｙ １４ ａｎｄ ２１ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ

注：与空白对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ６　 各组小鼠肺组织中 ＨＹＰ 水平（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＹＰ ｉｎｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ３）

组织进行 ＣＯＬⅠ免疫组化检测。 结果显示，与空白

对照组相比，腰穿针模型组和气溶胶模型组小鼠肺

组织种阳性区域明显增多，说明 ＣＯＬⅠ的表达显著

增加（见图 ７）。 而且，ＣＯＬⅠ以气溶胶模型组更为

显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。

２􀆰 ７　 肺组织 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达量
选取气管内给药后第 ２１ 天的肺组织进行

α⁃ＳＭＡ 蛋白表达量检测。 与空白对照组相比，两组

模型组小鼠肺组织中 α⁃ＳＭＡ 的蛋白表达量明显升
高，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 两组模型组之间
差异无显著性（见图 ８）。

３　 讨论

博来霉素是一种由轮枝链霉菌产生的毒素，临
床上主要用于治疗多种肿瘤性疾病［１３］。 这种物质
具有可能致命的肺部副作用，会反复刺激肺间质性
炎症， 进而诱发严重的肺纤维化［１４］。 １９７８ 年，
ＨＯＬＯＹＥ 等［１５］对死于博来霉素的患者肺组织切片
进行电镜观察，镜下显示，肺组织中Ⅰ型肺泡上皮

细胞减少、Ⅱ型肺泡上皮细胞增殖、嗜酸性粒细胞
浸润、大量胶原沉积、间质水肿、胸膜纤维化等，这
与以往临床发现的 ＩＰＦ 病变相似。 博来霉素诱导的

动物肺纤维化模型与人类肺纤维化具有最相似的
组织病理学变化［１６］，因此成为了目前肺纤维化基础
研究最流行的方法。

０２５１
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图 ７　 造模后 ２１ ｄ 各组小鼠肺组织中 ＣＯＬⅠ蛋白水平（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＯＬⅠ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｎ ｄａｙ ２１ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ（ｎ ＝ ３）

图 ８　 各组小鼠肺组织中 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达水平（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ８　 α⁃ＳＭＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ３）

快捷稳定的动物模型是探索肺纤维化发病机

制的重要基础，为进一步研究新型有效的治疗药物

并实现成果向临床转化提供了重要前提。 ＢＬＭ 可

以通过腹膜内、尾静脉、气管内注入、经鼻滴注等方

式诱导肺纤维化模型［１７］。 目前基础研究中应用最

广泛的造模方法是经口咽部无创气管内滴注，然而

具体的气管给药途径及周期参差不齐［１８－２０］。 因此，
寻找稳定高效的肺纤维化造模方法至关重要。 本

课题组前期经反复探索发现，腰穿针气管插管法是

３ 种气管内给药法中的最佳造模途径，然而其进针

深度难以控制，且滴注范围局限，病灶集中于肺门

和气管周围［７］。 近年来本课题组通过进一步多次

实验发现，新型肺部雾化给药装置可能具有更优、
更稳定的造模效果，且熟练后操作较腰穿针更为简

单快捷。 因此，本实验首次将这两种建模方法进行

比较。
实验结果可见，气溶胶气管内雾化给药 ２１ ｄ 获

得的小鼠肺纤维化模型的组织损伤与纤维化程度

最高，且分布较腰穿针模型组更为弥散、更为均匀。
首先，ＨＥ 染色显示气溶胶模型组 ２１ ｄ 的小鼠肺泡

炎症水平最高；Ｍａｓｓｏｎ 染色显示气溶胶模型组小鼠

２１ ｄ 的胶原沉积面积最广。 重要的是，病理结果可

见，气溶胶模型组小鼠 ２１ ｄ 的病灶分布更为广泛而

均匀，而腰穿针模型组的病灶则集中在气管和支气

管周围。 其次，在存活率方面，气溶胶模型组的存

活率要高于腰穿针模型组。 紧接着，通过 ＨＹＰ 检

测，发现与 ＢＬＭ 给药后 １４ ｄ 相比，第 ２１ 天 ＨＹＰ 浓

度的增加更显著、更稳定，这表明 ＢＬＭ 诱导的模型

在第 ２１ 天时具有更稳定的纤维化表型。 因此，本研

究选取 ３ 组造模后 ２１ ｄ 的肺组织进行 ＣＯＬⅠ免疫

组化和 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达量检测。 免疫组化结果显

示造模后第 ２１ 天，气溶胶模型组具有更高水平的胶

原表达。 α⁃ＳＭＡ 是成纤维细胞向肌成纤维细胞转

化的标志物［２１］。 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示，腰穿针模

型组和气溶胶模型组造模后 ２１ ｄ 的小鼠肺组织中

α⁃ＳＭＡ 蛋白表达量均上升，但两组之间无显著性差

１２５１
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异。 综合各种因素，气溶胶气管雾化法是优于腰穿

针气管插管法的建模方法，且 ２１ ｄ 是较稳定的造模

周期。
值得一提的是，研究人员在反复的建模实验中

总结了一些观点：（１）肺纤维化造模成功的小鼠当

场大多会有呛咳、鼻孔冒泡等表现；其体重主要会

在前 ６ ｄ 急剧下降，多降至 ２０ ｇ 左右甚至 ２０ ｇ 以

下，且存在毛发竖直立起、反应迟钝等体征；（２）气

管内单次给药后 ２１ ｄ 左右可能是肺纤维化最严重

的时段，随后纤维化具有一定自限性；（３）气溶胶气

管雾化法和腰穿针气管插管法均属于经口咽部无

创气管内给药法，对操作者技术均有一定要求，最
大的难点在于操作者能否在光源下看到声门并掌

握时机准确从声门插入气管。 为方便操作者能够

清楚看到声门，掌握好小鼠的麻醉深度则很重要。
麻醉深度过浅，则来不及进针操作，且不易看到声

门的位置；麻醉深度过深，则小鼠容易死亡。 具体

操作过程中，当观察到小鼠整个身体开始呈规则的

胸腹式呼吸、瞳孔对光反射迟钝时，这种程度下的

麻醉则可以便于操作者清晰地看到一张一合的声

门；（４）腰穿针针体坚硬、进针深度难以掌握，针身

进入过长则容易损伤气管，且整体操作时间较长，
这会增加小鼠的死亡率；而肺部雾化给药装置喷射

头顶端圆滑的设计，可保证其安全、温和地插入气

管内，且进针深度基本固定，一般使针身弯曲的前

端部分全部进入小鼠口中即可。 另外，肺部雾化给

药装置呈手持式一体设计，插入气管后即可快速给

药，整体操作时间较短。 故气溶胶气管雾化法小鼠

存活率高于腰穿针气管插管法；（５）气溶胶气管雾

化法和腰穿针气管插管法虽同为经口无创气管给

药，但气溶胶雾化给药优势明显。 肺部雾化给药装

置能够深入气管的同时，以气溶胶的方式将药物温

和均匀的喷洒进各个支气管内，并可到达外周肺组

织，病变范围显然比腰穿针局部气管滴注法要更为

弥散。
研究人员还总结了一些关于肺部雾化给药装

置的操作经验：（１）用于肺部雾化的 ＢＬＭ 剂量和体

积一般要根据小鼠的体重和 ＢＬＭ 的纯度来决定，这
需要操作者在预实验中摸索好，以便正式造模后呈

现出较稳定的纤维化病变以及较低的死亡率；（２）
小鼠麻醉后需使其呈倾斜仰卧位，这可以使得药液

充分进入气管内；（３）使用给药装置前，应用药液润

洗针体内部 ２ ～ ３ 次，以减少误差。 给药装置推进

时应该迅速果断，否则药物喷洒范围较局限。 装置

推进完后针头往往会残留一滴药液，因此最后需在

气管内停留 １ ～ ２ ｓ；（４）药液雾化完毕后抓取小鼠

使其呈直立姿势，并水平前后左右轻轻摇晃，以助

ＢＬＭ 更均匀分布在气管内，同时避免药液堵塞气

道；（５）使用完后针头应及时用 ７５％乙醇超声清洗，
以防下次使用时出现堵针情况。

综上，相对于腰穿针气管插管法，气溶胶气管

雾化法构建的模型具有病灶分布更为弥散而均匀、
纤维化程度更高、存活率更高等优势，是更为适用

于博来霉素诱导小鼠肺纤维化模型建立的选择。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］ 　 ＭＡＨＥＲ Ｔ Ｍ， ＢＥＮＤＳＴＲＵＰ Ｅ， ＤＲＯＮ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｇｌｏｂａｌ
ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ．
Ｒｅｓｐｉｒ Ｒｅｓ， ２０２１， ２２（１）： １９７．

［ ２ ］ 　 ＭＯＲＴＩＭＥＲ Ｋ Ｍ， ＢＡＲＴＥＬＳ Ｄ Ｂ， ＨＡＲＴＭＡＮＮ Ｎ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇ ｈｅａｌｔｈ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｉｎ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｕｓｉｎｇ ＵＳ ｈｅａｌｔｈ ｃｌａｉｍｓ ｄａｔａ ［ Ｊ］ ． Ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ， ２０２０， ９９（ ２）：
１０８－１１８．

［ ３ ］ 　 ＳＨＡＰＡＮＩＳ Ａ， ＪＯＮＥＳ Ｍ Ｇ， ＳＣＨＯＦＩＥＬＤ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ
ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｔｈｏｒａｘ， ２０２３， ７８（７）： ６８２－６８９．

［ ４ ］ 　 ＭＣＧＲＯＤＥＲ Ｃ Ｆ， ＳＡＬＶＡＴＯＲＥ Ｍ Ｍ， Ｄ’ＳＯＵＺＡ Ｂ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｄｅｓｐｉｔｅ
ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｖｅｒ １ ｙｅａｒ ａｆｔｅｒ ｓｅｖｅｒｅ ＣＯＶＩＤ⁃１９
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｔｈｏｒａｘ， ２０２４， ７９（５）： ４７２－４７５．

［ ５ ］ 　 ＹＥ Ｘ， ＺＨＡＮＧ Ｍ， ＧＵ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ａｃｕｔｅ
ｅｘａｃｅｒｂａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｒｅｓｐｉｒ Ｒｅｓ， ２０２３， ２４
（１）： ２９６．

［ ６ ］ 　 ＧＵＬ Ａ， ＹＡＮＧ Ｆ， ＸＩＥ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ
［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｐｕｌｍ Ｍｅｄ， ２０２３， ２３（１）： ９１．

［ ７ ］ 　 王志超， 冯凡超， 武琦， 等． 三种方法气管灌注博来霉素诱

导小鼠肺纤维化的比较 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１９， ２９
（５）： ５１－５７．
ＷＡＮＧ Ｚ Ｃ， ＦＥＮＧ Ｆ Ｃ， ＷＵ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ
ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ，
２０１９， ２９（５）： ５１－５７．

［ ８ ］ 　 ＡＢＩＤＩ Ａ， ＢＡＨＲＩ Ｓ， ＢＥＮ ＫＨＡＭＳＡ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ａｎｄ ａｅｒｏｓｏｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ
ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔ ［ Ｊ］ ． Ｔｏｘｉｃｏｌ Ｍｅｃｈ
Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２０１９， ２９（２）： ７５－８５．

［ ９ ］ 　 ＬＩ Ｊ， ＬＩ Ｋ， ＴＩＡＮ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ⁃ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｏｆ Ｊｉｎｓｈｕｉ
Ｈｕａｎｘｉａｎ ｆｏｒｍｕｌａ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［ Ｊ］ ．
Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２３， １０９： １５４６０４．

［１０］ 　 ＤＥＮＧ Ｌ， ＯＵＹＡＮＧ Ｂ， ＳＨＩ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｉｃａｒｉｓｉｄｅ Ⅱ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ
ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ

２２５１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 １２ 月第 ３２ 卷第 １２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． １２

ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｅｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２３， ３１７： １１６８１０．
［１１］ 　 ＥＺＺ ＥＬＤＥＥＮ Ｎ， ＭＯＵＳＴＡＦＡ Ｙ Ｍ， ＡＬＷＡＩＬＩ Ｍ Ａ， ｅｔ ａｌ．

Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｐｏｗｅｒ ｏｆ ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ ａｎｄ ／ ｏｒ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｉｎ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｖｉｖｏ： ａ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｔｕｄｙ ［ Ｊ］ ．
Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅｓ， ２０２３， １１（１０）： ２６４７．

［１２］ 　 ＬＩ Ｒ Ｆ， ＣＨＥＮ Ｘ Ｙ， ＸＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｌｋａｌｉｎｅ
ｅｘｔｒａｃｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｅｒｉｃａｒｐ ｏｆ Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ ｏｎ ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ
Ｅｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２１， ２６９： １１３７６１．

［１３］ 　 王搏， 宋庆华， 唐会猛， 等． 博来霉素诱导的肺纤维化动物

模型研究进展 ［ Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（ １２）：
１６１７－１６２８．
ＷＡＮＧ Ｂ， ＳＯＮＧ Ｑ Ｈ， ＴＡＮＧ Ｈ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ
Ａｎｉｍｓ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１２）： １６１７－１６２８．

［１４］ 　 燕苗苗， 赵亚昆， 王搏， 等． 博来霉素诱导大鼠与小鼠肺纤

维化模型的评价 ［ Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（２）：
１７９－１８６．
ＹＡＮ Ｍ Ｍ， ＺＨＡＯ Ｙ Ｋ， ＷＡＮＧ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎｄ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ？ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，
２０２３， ３１（２）： １７９－１８６．

［１５］ 　 ＨＯＬＯＹＥ Ｐ Ｙ， ＬＵＮＡ Ｍ Ａ， ＭＡＣＫＡＹ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ
ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｐｎｅｕｍｏｎｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｉｎｔｅｒｎ Ｍｅｄ， １９７８， ８８
（１）： ４７－４９．

［１６］ 　 ＹＡＮＧ Ｘ， ＨＵＡＮＧ Ｘ Ｊ， ＣＨＥＮ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｉｍａｇｅｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ［Ｊ］ ． Ｈｅｌｉｙｏｎ， ２０２３， ９（３）： ｅ１３５９８．

［１７］ 　 李智慧， 余学庆， 杨曙光， 等． 特发性肺纤维化实验模型研

究进展 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（１）： １１８－１２７．
ＬＩ Ｚ Ｈ， ＹＵ Ｘ Ｑ， ＹＡＮＧ Ｓ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（１）： １１８－１２７．

［１８］ 　 ＷＵ Ｚ， ＳＨＩ Ｒ， ＹＡＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ ｎｅｔｗｏｒｋ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｔｏ
ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｙｉｎｈｕａｎｇ ｇｒａｎｕｌｅ ｏｎ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２４， １２８： １５５３６８．

［１９］ 　 ＬＩ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｙ， ＬＩＡＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｂｅｒｇｅｎｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ
ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＧＦ⁃
β１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ｐｈｙｔｏｔｈｅｒ Ｒｅｓ， ２０２１， ３５（１０）： ５８０８
－５８２２．

［２０］ 　 ＸＵＥ Ｚ， ＺＨＡＯ Ｆ， ＳＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ
ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ ＩＩＡ ａｎｄ ｐｕｅｒａｒｉｎ ｆｏｒ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＩＬ６⁃ＪＡＫ２⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ［ Ｊ ］ ． Ｐｈｙｔｏｔｈｅｒ
Ｒｅｓ， ２０２１， ３５（１０）： ５８８３－５８９８．

［２１］ 　 ＸＵ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｘ， ＨＡＮ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｖｅａｌｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
Ｊｉｅｇｅｎｇ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｌｉｐｉｄｏｍｉｃｓ ａｎｄ
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４

Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． １２

闫华筝，高建雄，张楠，等． 一种 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 小鼠品系体内 ＧＦＰ＋细胞的表达特征和对白喉毒素的反应特征 ［Ｊ］． 中国

实验动物学报， ２０２４， ３２（１２）： １５２４－１５３１．
ＹＡＮ Ｈ Ｚ， ＧＡＯ Ｊ Ｘ， ＺＨＡＮＧ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ ｔｏｘｉｎ ｉｎ ａ Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ
ｍｉｃｅ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（１２）： １５２４－１５３１．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 １２􀆰 ００３

［基金项目］国家自然科学基金项目（８２０７２４１６），蚌埠医科大学第一附属医院高水平科技创新团队资助项目（ＢＹＹＦＹ２０２２ＴＤ００１）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（８２０７２４１６），ｔｈｅ Ｈｉｇｈ⁃Ｌｅｖｅｌ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｔｅａｍ Ｆｕｎｄ ｏｆ ｔｈｅ
Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｂｅｎｇｂｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＢＹＹＦＹ２０２２ＴＤ００１）．
［作者简介］闫华筝，女，在读硕士研究生，研究方向：神经免疫。 Ｅｍａｉｌ：３２４８６３３０７８＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］吕合作，男，博士，教授，硕士生导师，研究方向：神经免疫。 Ｅｍａｉｌ：ｌｈｚ２３３００３＠ １６３． ｃｏｍ

一种 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 小鼠品系体内 ＧＦＰ＋

细胞的表达特征和对白喉毒素的反应特征
闫华筝１，２，高建雄１，２，张楠１，２，卞明明１，２，许瑶妹１，２，

张霖１，２，周诗雨１，２，方壹万１，２，吕合作１，２∗

（１． 蚌埠医科大学第一附属医院检验科，安徽 蚌埠　 ２３３００４；２． 蚌埠医科大学慢性疾病免疫

学基础与临床安徽省重点实验室，安徽 蚌埠　 ２３３０３０）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 小鼠体内绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｅｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）阳性髓系细

胞（主要为单核细胞、巨噬细胞和中性粒细胞）的表达特征和对白喉毒素（ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ ｔｏｘｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤＴ）反应规律。
方法　 随机选取 ６ ～ ８ 周龄 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 转基因小鼠和相同遗传背景的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，进行腹腔注射 ＤＴ
（２５ ｎｇ ／ ｇ），连续 ３ ｄ。 分别取骨髓、外周血和脾，做成单细胞悬液，以 ＧＦＰ 和 ＣＤ１１ｂ 为标志，采用流式细胞术（ ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测给药前后不同时间点这些组织中 ＧＦＰ 阳性细胞（ＧＦＰ＋）占总髓系细胞（ＣＤ１１ｂ＋ ）比例的变化

规律。 结果　 外周血 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋细胞在 ＤＴ 注射前占 ＣＤ１１ｂ＋细胞的（２４􀆰 ６２ ± ５􀆰 ６５５）％，注射后逐渐减少，第 ３
天达到最低（７􀆰 ９８２ ± ２􀆰 ７２９）％；脾和骨髓中其比例在 ＤＴ 注射前分别为（１３􀆰 ７３ ± ２􀆰 ９９４）％和（６５􀆰 ２３ ± ４􀆰 ２６１）％，
在注射后第 １ 天减少最明显，分别为（３􀆰 ４６８ ± ０􀆰 ５８６２）％和（５０􀆰 ９８ ± ７􀆰 ９５７）％，之后逐渐恢复。 结论　 ＤＴ 可以有

效地减少 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 小鼠体内单核细胞、巨噬细胞和中性粒细胞的比例，且不同的组织的变化规律有所

不同。
【关键词】 　 转基因鼠；白喉毒素；白喉毒素受体；耗竭实验
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Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ ｔｏｘｉｎ
ｉｎ ａ Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ ｍｉｃｅ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ ｖｉｖｏ
ＹＡＮ Ｈｕａｚｈｅｎｇ１，２， ＧＡＯ Ｊｉａｎｘｉｏｎｇ１，２， ＺＨＡＮＧ Ｎａｎ１，２， ＢＩＡＮ Ｍｉｎｇｍｉｎｇ１，２，

ＸＵ Ｙａｏｍｅｉ１，２， ＺＨＡＮＧ Ｌｉｎ１，２， ＺＨＯＵ Ｓｈｉｙｕ１，２， ＦＡＮＧ Ｙｉｗａｎ１，２， ＬＹＵ Ｈｅｚｕｏ１，２∗

（１． Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ， ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｂｅｎｇｂｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｂｅｎｇｂｕ ２３３００４， Ｃｈｉｎａ；
２． Ａｎｈｕｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｃｈｒｏｎｉｃ Ｄｉｓｅａｓｅｓ， Ｂｅｎｇｂｕ Ｍｅｄｉｃａｌ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｂｅｎｇｂｕ ２３３０３０， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＹＵ Ｈｅｚｕｏ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｈｚ２３３００３＠ １６３． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ （ ＧＦＰ）⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ （ｍａｉｎｌｙ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ， ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ａｎｄ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ） ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ ｔｏｘｉｎ （ＤＴ） ｉｎ
Ｌｙｚ２ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｅｎｔｒｙ ｓｉｔｅ （ ＩＲＥＳ） ＤＴ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ／ ｅｎｈａｎｃｅｄ ＧＦＰ （ＤＴＲＥＧＦＰ） ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｌｙｚ２
ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ ｍｉｃｅ （６ ～ ８ ｗｅｅｋｓ ｏｌｄ） ａｎｄ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ
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ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｔｏｔａｌ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ （ ＣＤ１１ｂ＋ ） ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｄｒｕｇ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ｕｓｉｎｇ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ａｃｃｏｕｎｔｅｄ ｆｏｒ （２４􀆰 ６２ ± ５􀆰 ６５５） ％ ｏｆ
ＣＤ１１ｂ＋ ｃｅｌｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｉｓ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｄ ａ ｍｉｎｉｍｕｍ ｏｆ （７􀆰 ９８２
± ２􀆰 ７２９） ％ ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｄａｙ． Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｗｅｒｅ （１３􀆰 ７３ ± ２􀆰 ９９４） ％ ａｎｄ （６５􀆰 ２３ ±
４􀆰 ２６１） ％ ｂｅｆｏｒｅ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｏｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｔｏ （ ３􀆰 ４６８ ±
０􀆰 ５８６２） ％ ａｎｄ （５０􀆰 ９８ ± ７􀆰 ９５７） ％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＤＴ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ
ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ， ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ａｎｄ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｉｎ Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ ｍｉｃｅ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｃｈａｎｇｅ
ｖａｒｉｅｄ ａｍｏｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ．
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Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 髓系细胞主要包括粒细胞、单核细胞、树突状

细胞、肥大细胞等，是人体先天免疫系统的主要组

成成分，在不同的自身免疫性疾病的发病机制中发

挥着关键的作用［１］。 在炎症、肿瘤等病理条件下，
多种髓系细胞可靶向炎症微环境。 例如，在心血管

疾病中，髓系细胞会分泌一些相关蛋白，参与调解

炎症反应、纤维化、血管内皮障碍等病理过程，在其

中起到举足轻重的作用［２－３］。 在肿瘤中，癌细胞还

会与髓系细胞相互作用，导致肿瘤的转移，影响 Ｍ１
型巨噬细胞的极化［４］。 由于髓系细胞在免疫微环

境中扮演着重要的角色，因此了解髓系细胞在先天

免疫系统中发挥的具体作用及可能的相关机制是

十分必要的。
随着基因编码技术的日益成熟，转基因小鼠在

科研生物领域应用已经十分广泛。 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 技术，可以获得基因定点插入 ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ
的小鼠，作为研究某类细胞或者基因比较成熟的工

具［５］。 通过将灵长类白喉毒素受体（ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ ｔｏｘｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤＴＲ）引入特定小鼠细胞中，可以使此类细

胞群对白喉毒素 （ ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ ｔｏｘｉｎ，ＤＴ） 敏感，并在

ＤＴ 注射时诱导这些细胞死亡，从而达到细胞的特异

性耗竭［６］。 该转基因鼠就是通过基因编辑让目的

细胞表达 ＤＴＲ，然后通过 ＤＴ 实现细胞的选择性

剔除［７］。
在本实验中选择一种 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 转

基因小鼠。 其中，由 Ｌｙｚ２ 基因编码的溶菌酶是一种

蛋白质类防御因子，是动物自身的重要免疫因

子［８］。 能广泛地表达于单核细胞、巨噬细胞和中性

粒细胞，因此长期以来被用作小鼠髓系细胞的特异

性标志物［９］。 也因此，本实验后续提到的髓系细胞

特指单核细胞、巨噬细胞和中性粒细胞。 该小鼠通

过将 Ｄｔｒ 基因与增强型绿色荧光蛋白 （ ｅｎｈａｎｃｅｄ

ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＥＧＦＰ ） 基 因 结 合 成 为

ＤＴＲＥＧＦＰ 基因，通过同源重组的方式将 ＤＴＲＥＧＦＰ
插入到小鼠的 Ｌｙｚ２ 基因位点。 插入 ＤＴＲＥＧＦＰ 基因

的小鼠，能在髓系细胞上特异性地表达 ＤＴＲ 和绿色

荧光蛋白 （ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ），在连续

３ ｄ 腹腔注射 ＤＴ 后［１０］，便能与 ＤＴ 结合，特异性地

减少髓系细胞，通过检测 ＧＦＰ 阳性（ＧＦＰ ＋）细胞的

变化情况，便能够观察 ＤＴ 对目的细胞的影响。 本

实验旨在通过流式细胞术观察 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ
小鼠体内 ＧＦＰ ＋髓系细胞的表达特征和对 ＤＴ 的反

应规律，以进一步探索髓系细胞在先天免疫系统中

发挥的关键作用及相关机制，为以后的研究提供新

的思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

自上海南方模式生物科技有限公司购入 ６ ～ ８
周龄 ＳＰＦ 级 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 转 基 因 小 鼠

【ＳＣＸＫ（沪）２０１７－００１０】，遗传背景是 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠。 小鼠饲养于蚌埠医科大学实验动物中心

【ＳＹＸＫ（皖）２０２３－００９】。 保持室温在 ２２ ～ ２６ ℃，
湿度在 ４５ ～ ６５ ％，保证食物及水源充足，在正常昼

夜环境下饲养，体重达到 ２０ ｇ 后随机选取 ２８ 只基

因鼠，雌雄各半进行分组。 野生型（ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，ＷＴ）
小鼠为基因鉴定之后筛选出的 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠，共 ８ 只，雌雄各半，６ ～ ８ 周龄，体重 ２０ ｇ，来源及

饲养环境同 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 转基因小鼠。 实

验期间所有操作均经过蚌埠医科大学伦理委员会

审批（２０２０⁃０５０）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＤＴ（ｌｉｔｓ ｌａｂｓ，１５０４７Ａ１）；Ｒａｔ ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ ａｎｔｉｂｏｄｙ
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（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，１３０⁃１１３⁃２３８）；通用组织温和酶解试剂

盒 （ 瑞 沃 德， ＤＨＧＴ⁃５００４ ）； 红 细 胞 裂 解 液

（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，００⁃４３００⁃５４）；ＤＭＥＭ 培养基（Ｇｉｂｃｏ，
６１２３０２）；胎牛血清（ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）（ＥｘＣｅｌｌ
Ｂｉｏ，ＦＳＰ５００）；ＰＢＳ 缓冲液（Ｂｉｏｓｈａｒｐ，ＢＬ３０２Ａ）；多聚

甲醛（ ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ，ＰＦＡ） （Ｂｉｏｓｈａｒｐ，ＢＬ５３９Ａ）；
１０ × ＴＢＥ 溶液（ ｂｉｏｓｈａｒｐ，ＢＬ５４０Ａ）；ＤＮＡ 提取试剂

盒 （ Ｖａｚｙｍｅ， ＰＤ１０１⁃０１ ）； ＳｕｐｅｒＲｅｄ ／ ＧｅｌＲｅｄ
（ＢＩＯＭＩＫＹ，ＭＫ００２Ａ）。

高速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）；单细胞悬液制

备仪 （ 瑞 沃 德， 中 国 ）； 流 式 细 胞 仪 （ Ｃｙｔｅｋ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，美国）； Ｐｏｗｅｒ Ｐａｃ Ｂａｓｉｃ 基础电泳仪

（ Ｂｉｏ⁃ｒａｄ， 美 国 ）； Ｍｉｌｌｉ⁃ＱＳｙｎｔｈｅｓｉｓＡ⁃１０ 纯 水 仪

（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）；凝胶成像仪（Ｂｉｏ⁃ｒａｄ，美国）。

表 １　 小鼠基因型鉴定 ＰＣＲ 引物设计方案及产物长度

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｓｉｇｎ ｓｃｈｅｍｅ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ｆｏｒ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ

工具鼠
Ｏｍｎｉｐｏｔｅｎｔ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列 （５’→３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５’→３’）

产物长度 ／ ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

野生型
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ

杂合子
Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ

ＤＴＲＥＧＦＰ＋ ／ －

纯合子
Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ

ＤＴＲＥＧＦＰ＋ ／ ＋

Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ
ＤＴＲＥＧＦＰ

Ｐ１ Ｆ：ＧＡＧＣＡＣＡＣＴＧＴＣＡＡＡＡＣＣＧＡＧＡＴ
Ｐ２ Ｒ：ＴＣＣＴＧＧＣＴＧＡＡＧＡＡＣＴＧＡＣＣＴＡＣ
Ｐ３ Ｆ：ＴＴＣＴＴＣＡＡＧＧＡＣＧＡＣＧＧＣＡＡＣＴＡ
Ｐ４ Ｒ：ＧＡＧＧＧＧＡＡＡＴＣＧＡＧＧＧＡＡＴＧＴＧＡＣ

３２６

⁃

３２６

５１２

⁃

５１２

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠分组及基因型鉴定

以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 为阴性对照组（ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ），以
Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 基 因 鼠 为 实 验 组 （ ｓｈａｍ
ｇｒｏｕｐ）。 实验组按照 ２５ ｎｇ ／ ｇ 的剂量腹腔注射 ＤＴ，
连续 ３ ｄ，每天一次。

小鼠 ＤＮＡ 的提取：取 ３ 周龄小鼠脚趾组织于

１． ５ ｍＬ Ｅｐ 管中，加入 ２００ μＬ 裂解液（１ × ｍｏｕｓｅ
ｔｉｓｓｕｅ ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ ２００ μＬ ＋ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ ４ μＬ），使组

织完全浸入裂解液中，５５ ℃水浴 ２０ ｍｉｎ，９５ ℃金属

浴 ５ ｍｉｎ，灭活 ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ 后，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离
心 ５ ｍｉｎ，取上清。 上清液即为所提取的 ＤＮＡ。

以所提 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增，反应体系：
２ × Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ） ａ ２５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
１６ μＬ，ＤＮＡ 模板 ５ μＬ，上游引物 １ μＬ，下游引物

１ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件：９５ ℃，５ ｍｉｎ，预变性，９４ ℃，
３０ ｓ，５５ ℃，３０ ｓ，７２ ℃，３０ ｓ，重复 ３５ 个循环，７２ ℃
７ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳进行检

测，所得结果在凝胶成像系统中拍照分析。 引物由

上海生工生物公司合成，引物序列如表 １。

１􀆰 ２􀆰 ２　 外周血制备及处理

实验开始前配制好所需试剂：ＳＢ 缓冲液（胎牛

血清与 １ × ＰＢＳ 的比例为 １ ∶１９）；１ × 红细胞裂解液

（１０ × ＲＢＣ 裂解缓冲液与超纯水的比例为 １ ∶ ９）。
用小鼠固定器固定小鼠，用 ７５％乙醇擦拭小鼠

尾巴，剪掉小鼠尾部约 １ ｃｍ 进行取血，将采集的血

液置于 ＥＤＴＡＫ 抗凝管中，以防血液凝结。 取 ５０ μＬ
血液，置于流式管内，然后加入 １ ｍＬ 红细胞裂解液，
抽吸混匀，静置 ３ ｍｉｎ。 待液体透亮后放入超低温离

心机中 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ。 加入 ＳＢ 缓冲

液，抽吸混匀后再次 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ，
此过程重复 ２ 次，洗去红细胞裂解液。 每管中加入

５０ μＬ 的 ＳＢ 缓冲液重悬细胞沉淀后，加入 ＣＤ１１ｂ
抗体，冰上避光孵育 ３０ ｍｉｎ 后，离心，弃上清。 最后

加入 ２％的 ＰＦＡ 固定，置于 ４ ℃避光保存，等待上机

检测。
１􀆰 ２􀆰 ３　 骨髓细胞制备及处理

处死小鼠后，用酒精棉球将后肢擦拭干净，从
股骨头接合处将后肢剪下。 将毛发及皮肤清理干

净，然后将胫骨和股骨中的肌肉和结缔组织去除，
浸入 ＳＢ 缓冲液中清洗干净。 切断股骨和胫骨的两

端，用注射器将骨髓冲洗出来，可冲洗多次。
用 ７０ μｍ 的尼龙网过滤细胞悬液至离心管中，

进行 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ，弃上清。 加入红

细胞裂解液， 吹打混匀， 静置 ５ ｍｉｎ， 之后再次

１０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ。 加入 ＳＢ 缓冲液，重悬

后进行 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ，洗去红细胞裂

解液。 加入 ＣＤ１１ｂ 抗体，冰上避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 之

后每管加入 ＳＢ 缓冲液，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５
ｍｉｎ。 洗去未结合的抗体。 经 ７０ μｍ 尼龙网再次过

滤于流式管中。 最后每管内加入 ２％的 ＰＦＡ 固定，
置于 ４ ℃避光保存，等待上机检测。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肝、肺和脾单细胞悬液的制备及处理

用 ５％的戊巴比妥钠，按照 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 的剂量腹
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腔注射小鼠，待小鼠完全麻醉后，固定于手术台上。
剪掉胸腹部皮肤，经心脏灌注。 灌注结束之后，剪
下小鼠的肝、脾和肺。 按照试剂盒的要求称取相应

重量的组织。 将小鼠组织剪碎，按照说明书加入对

应体积的预混试剂，一并放入组织处理管中。 将组

织处理管置于单细胞悬液制备仪 ＤＳＣ⁃４００ 的管套

中，选择对应程序。
程序结束后，取 ７０ μｍ 尼龙网对制备好的单细

胞悬液进行过滤，置于离心管中，１２００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃离

心 １０ ｍｉｎ，弃上清。 加入红细胞裂解液，静置 ５ ｍｉｎ
后，加入 ＤＭＥＭ 终止消化，１５００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃再次离

心 ５ ｍｉｎ。 加入 ＳＢ 缓冲液后进行离心，将红细胞裂

解液 洗 去。 加 入 ＣＤ１１ｂ 抗 体， 冰 上 避 光 孵 育

３０ ｍｉｎ。 加入 ＳＢ 缓冲液 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ， ４ ℃，离心

５ ｍｉｎ，经 ７０ μｍ 尼龙网再次过滤于 ＢＤ Ｆａｌｃｏｎ 流式

管中。 最后每管内加入 ２００ μＬ 的 ２％的 ＰＦＡ 固定，
置于 ４ ℃避光保存，等待上机检测。
１􀆰 ３　 统计学分析

运用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 进行统计学分析，多
组间比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），两组间比

较采用两独立样本 ｔ 检验，计量资料以平均值 ± 标

准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠的基因鉴定结果

Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 小鼠是在 Ｌｙｚ２ 基因终止

密码子之后定点敲入 ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 表达框的基

因重组小鼠。 通过 ＰＣＲ 检测 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ
小鼠的基因型，含有 ＤＴＲＥＧＦＰ 基因的实验组小鼠

在 ３２６ ｂｐ 和 ５１２ ｂｐ 的位置有条带，阴性对照组仅在

３２６ ｂｐ 处有条带，在 ５１２ ｂｐ 处无条带，如图 １。
２􀆰 ２　 小鼠肺、肝、脾、骨髓和外周血中 ＧＦＰ＋细胞所

占比例

取小鼠肝、肺、脾、骨髓和外周血进行流式检

测，观察 ＧＦＰ 阳性细胞所占比例。 如图 ２ 结果所

示，小鼠肝、肺、脾、骨髓和外周血中均能表达 ＧＦＰ
阳性细 胞， 其 比 例 分 别 为 （ ３􀆰 ８８７ ± １􀆰 ４５７ ）％、
（８􀆰 ２２３ ± ６􀆰 ０６９）％、（２１􀆰 ０３ ± １２􀆰 ２８）％、（６２􀆰 ８７ ±
１６􀆰 ８８）和（４０􀆰 ４７ ± ５􀆰 ８３５）％，其中肺和肝中 ＧＦＰ
阳性细胞所占比例最少，而外周血、骨髓和脾中所

占比例较多。 所以本实验后续仅针对外周血、骨髓

和脾进行流式检测，进一步观察 ＤＴ 对 ＧＦＰ 阳性细

胞的影响。

图 １　 小鼠基因型 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｙ ＰＣＲ

２􀆰 ３ 　 小鼠注射 ＤＴ 后不同时间点脾中 ＣＤ１１ｂ＋

ＧＦＰ＋细胞的变化规律

流式细胞术检测实验组注射 ＤＴ 后 １、３ 和 ５ ｄ
的脾组织中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞的变化规律。 ＣＤ１１ｂ
为单核细胞、巨噬细胞、中性粒细胞和树突状细胞

的标志物，因此本文将 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋定义为单核细

胞、巨噬细胞和中性粒细胞的标志。 如图 ３ 所示，实
验组与阴性对照组相比，脾中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞的

所占比为（１３􀆰 ７３ ± ２􀆰 ９９４）％。 并且在实验组注射

ＤＴ 后，脾中的 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞所占比例明显减少

到（１０􀆰 ２７ ± １􀆰 ２４６）％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 在注射 ＤＴ 后

１ ｄ， ＧＦＰ ＋ 细 胞 被 迅 速 减 少 达 到 （ ３􀆰 ４６８ ±
０􀆰 ５８６２）％， 证 明 ＤＴ 能 成 功 减 少 ７０％ 左 右 的

ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋ 细胞，但之后细胞会逐渐开始恢复。
由此结果表明，ＤＴ 能成功减少脾中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋的

细胞，并且与注射 ＤＴ 前相比，在注射后 １ ｄ 具有显

著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 小鼠注射 ＤＴ 后不同时间点外周血中 ＣＤ１１ｂ＋

ＧＦＰ＋细胞的变化规律

如图 ４ 所示，实验组与阴性对照组相比，外周血

中能成功表达 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞。 并且在注射 ＤＴ
后，外周血中的 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞所占比例明显减

少（１４􀆰 ６４ ± １􀆰 ９８６）％。 在注射完 ＤＴ 后，ＣＤ１１ｂ＋

ＧＦＰ ＋细胞开始减少（１４􀆰 ２７ ± ４􀆰 ５４１）％，并且持续到

注射后 ３ ｄ。 在注射后 ３ ｄ 时，ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞所

７２５１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 １２ 月第 ３２ 卷第 １２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． １２

图 ２　 肝、肺、脾、外周血和骨髓中 ＧＦＰ 阳性细胞所占比例（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ、ｌｕｎｇ、ｓｐｌｅｅｎ、ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｍａｒｒｏｗ（ｎ ＝ ３）

注：Ａ：流式检测阴性对照组与实验组在未注射 ＤＴ 与注射 ＤＴ 后脾中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋细胞的代表性图片；Ｂ：实验组注射 ＤＴ 后

不同时间点 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋统计图；与注射 ＤＴ 前相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ３　 脾中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋细胞随时间变化的规律（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｂｙ

ｆｌｏｗ ａｓｓａｙ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｏｆｏｒｅ ＤＴ

ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ（ｎ ＝ ６）
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占比例达到最低（７􀆰 ９８２ ± ２􀆰 ７２９）％，与注射 ＤＴ 前

有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），证明 ＤＴ 能成功减少外

周血中 ６０％ ～ ７０％的 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞，之后细胞

会逐渐开始恢复。 由此结果表明，ＤＴ 能成功减少外

周血中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋的细胞，并且在注射后 ３ ｄ 时

达到最低值。
２􀆰 ５　 小鼠注射 ＤＴ 后不同时间点骨髓中 ＣＤ１１ｂ＋

ＧＦＰ＋细胞的变化规律

如图 ５ 所示，实验组与阴性对照组相比，骨髓中

能成功表达 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋ 细胞；脾中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋

细胞的比例为（６５􀆰 ２３ ± ４􀆰 ２６１）％。 并且在注射 ＤＴ
后，骨髓细胞中的 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞所占比例明显

减少（１４􀆰 ２５ ± ３􀆰 ６８５）％。 在注射后 １ ｄ 时，ＣＤ１１ｂ＋

ＧＦＰ ＋ 细 胞 被 迅 速 减 少， 最 少 可 达 到 （ ５０􀆰 ９８ ±
７􀆰 ９５７）％，且 ＤＴ 能成功减少 ２０％左右的 ＣＤ１１ｂ＋

ＧＦＰ ＋细胞，在此之后细胞会逐渐开始恢复。 由此结

果表明，ＤＴ 能成功减少骨髓中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋ 的细

胞，并且在注射后 １ ｄ 时达到最低值。

注：Ａ：流式检测阴性对照组与实验组在未注射 ＤＴ 与注射 ＤＴ 后外周血中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋细胞的代表性图片；Ｂ：实验组注射 ＤＴ 后不同时间点

ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋统计图。

图 ４　 外周血中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋细胞随时间变化的规律（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｆｌｏｗ

ａｓｓａｙ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ（ｎ ＝ ６）

３　 讨论

先天免疫系统包括一系列的细胞及其相关机

制，是抵御入侵病原体的第一道防线［１１］。 在各种免

疫系统疾病中，髓系细胞发挥着重要作用。 其中，
中性粒细胞在循环的白细胞中占主要比例，也是先

天免疫中最主要的细胞成分，同时也是最先到达感

染部位或受伤组织的细胞［１２］。 中性粒细胞的颗粒

中含有多种毒素，可以杀死或抑制细菌、真菌的生

长，通过其独特的效应功能（如吞噬作用和细胞外

陷阱）来对抗病原体，执行各种效应机制来介导先

天免疫［１３－１４］。 巨噬细胞作为最有效率的吞噬细胞，
可以吞噬很大数量的微生物或其他细胞，细菌物质

分子与巨噬细胞表面受体的结合会触发巨噬细胞

对细菌的包裹作用和杀伤作用［１５－１６］。 此外，免疫细

胞的存活和功能还会受到氧化还原的控制，并且取

决于活性氧 ／活性氮（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ／ ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｎｉｔ ｒｏｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ ／ ＲＮＳ）的细胞内和细胞外水

平［１７］。 因此，免疫代谢还与氧化还原反应密不

可分。
在病理状态下，髓系细胞还会分泌一些相关蛋

白和细胞因子，在急性炎症的发生、发展和消退中

９２５１
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注：Ａ：流式检测阴性对照组与实验组在未注射 ＤＴ 与注射 ＤＴ 后骨髓中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋细胞的代表性图片；Ｂ：实验组注射 ＤＴ 后不同时间

点 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋统计图；与注射 ＤＴ 前相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ５　 骨髓中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋细胞随时间变化的规律（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｆｌｏｗ

ａｓｓａｙ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｅｆｏｒｅ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ（ｎ ＝ ６）

至关重要［１８］。 例如，肿瘤浸润性髓系细胞，主要包

括巨噬细胞、 骨髓来源的抑制性细胞 （ ｍｙｅｌｏｉｄ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｃｅｌｌｓ，ＭＤＳＣｓ）和中性粒细胞，通过

分泌多种促血管生成因子来调节肿瘤血管的生

成［１９］。 不仅如此，髓系细胞还在多种疾病中发挥了

关键性的作用。 例如， 在急性心肌梗死 （ ａｃｕｔｅ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＡＭＩ）中，中性粒细胞弹性蛋白

酶和 Ｍ２ 巨噬细胞的比例会增加［２０］。 在组织愈合

过程中，有来自 ＮａＶ１􀆰 ８ 的感觉神经元通过髓系细

胞促进组织愈合［２１］。 尽管已知巨噬细胞和中性粒

细胞在组织受伤或感染时会最先发生反应，但它们

对某些疾病确切的发病机制仍然难以确定［２２］。 因

此，想要明确的获得髓系细胞在各种病理条件下发

挥的具体功能，还需要对髓系细胞进行更为精确的

研究。 因此，本研究选择了一种新的 ＤＴＲ 转基因小

鼠品系 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ。
白喉毒素是一种由白喉杆菌释放的蛋白质，肝

素结合性表皮生长因子 （ ｈｅｐａｒｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ＥＧＦ⁃ｌｉｋｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＨＢ⁃ＥＧＦ）充当 ＤＴＲ，但小鼠 ＨＢ⁃ＥＧＦ
前体不能有效地与 ＤＴ 结合。 因此，小鼠细胞对 ＤＴ
诱导的细胞死亡表现不明显。 通过将灵长类 ＤＴＲ
引入特定小鼠细胞中，可以使此类细胞群对 ＤＴ 敏

感，并在 ＤＴ 注射时诱导这些细胞死亡，从而达到细

胞的特异性耗竭［２３］。 该小鼠就是通过将 ＤＴＲ 与

ＥＧＦＰ 结合后通过同源重组的方式将 ＤＴＲＥＧＦＰ 插

入到小鼠的 Ｌｙｚ２ 基因位点。 插入 ＤＴＲＥＧＦＰ 基因的

小鼠，在髓系细胞上就能特异性的表达带有绿色荧

光的 ＤＴＲ，在注射 ＤＴ 后，便能与 ＤＴ 结合，达到髓系

细胞的特异性耗竭。
本实验结果表明，在小鼠肝、肺、脾、外周血和

骨髓中存在 ＧＦＰ ＋ 细胞，并且 ＣＤ１１ｂ 也能成功检测

到在 ＧＦＰ 阳性细胞上表达。 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ
小鼠经过 ＤＴ 连续 ３ ｄ 的腹腔注射，ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细

胞明显减少，并且在脾和骨髓细胞中，ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋

０３５１
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细胞在注射后 １ ｄ 时就开始减少，随后开始恢复。
在外周血中，ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞在注射后 ３ ｄ 时比例

达到最少，之后也开始逐渐恢复，或许与 ＤＴ 的应用

时间、骨髓每天能产生大量的髓系细胞以及没有完

全耗竭髓系细胞有密切关系。 因此，髓系细胞的连

续减少需要持续低剂量的注射 ＤＴ 来维持，该结果

也与之前的一些耗竭实验的结果相似［２４－２５］。 综上

所述，白喉毒素对 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 小鼠体内单

核细胞、巨噬细胞和中性粒细胞具有一定耗竭作

用，且不同的部位作用的最佳时间不同。 这为之后

研究髓系细胞在多个层面的功能及机制提供了良

好的工具，以及对耗竭条件方面的研究提供参考

依据。
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不同移植途径及粪便状态对肠道菌群
结构丰度的影响

刘凯慧，郭亚茜，杜晓鹏，王昭华，朱华∗

（中国医学科学院医学实验动物研究所，国家动物模型技术创新中心，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　 评估粪便状态和移植方式对肠道微生物群移植无菌小鼠后肠道菌群结构的影响。 方法　 将

３６ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为 ３ 组：新鲜粪便灌胃移植组（Ａ 组）、冷冻粪便灌胃移植组（Ｂ 组）和冷冻粪便直肠移植

组（Ｃ 组）。 分别于移植后 ２、４ 和 ６ 周采集粪便，并于 ６ 周时处死各组小鼠分别取小肠内容物和大肠内容物。 通过

１６ Ｓ ｒＲＮＡ 测序分析肠道菌群结构和功能及菌群的动态变化趋势。 结果　 α 多样性分析，与 Ｂ 组相比，Ａ 组和 Ｃ 组

小肠微生物的多样性均无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），大肠微生物的多样性均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 β 多样性分析，
Ａ 组和 Ｂ 组小肠的各样本聚类在相同区域，其微生物群组成具有相似性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），大肠的各样本分布在不同区

域，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；Ｂ 组和 Ｃ 组的小肠和大肠各样本分布在不同区域，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
线性判别分析（ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ，ＬＥｆＳｅ），拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）在 Ａ 组中占相对优势，疣微菌

门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）在 Ｂ 组中占相对优势，厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）在 Ｃ 组中占相对优势。
基于重建未观察状态群落系统发育调查（ＰｌＣＲＵＳｔ２）功能预测显示，粪便状态和移植方式没有引起微生物群落功能

的改变。 结论　 与冷冻粪便灌胃移植相比，新鲜粪便灌胃移植和冷冻粪便直肠移植提高了大肠微生物多样性。 粪

便状态不影响菌群的肠道功能和定植趋势，而移植方式影响菌群定植趋势，但不影响菌群肠道功能。
【关键词】 　 肠道菌群；人源化菌群模型；１６ Ｓ ｒＲＮＡ 测序；菌群结构
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ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ａ， ｗｈｉｌｅ Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ
ｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｃ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ＰＩＣＲＵＳｔ２
ｓｏｆｔｗａｒｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｎｅｉｔｈｅｒ ｆｅｃａｌ ｓｔａｔｕｓ ｎｏｒ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｂｏｔｈ ｆｒｅｓｈ ｆｅｃａｌ ｇａｖａｇｅ ａｎｄ ｆｒｏｚｅｎ ｆｅｃａｌ ｒｅｃｔａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｃａｎ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｒｇｅ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｆｒｏｚｅｎ ｆｅｃａｌ ｇａｖａｇｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ． Ｆｅｃａｌ ｓｔａｔｕｓ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｇｕｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ
ｔｒｅｎｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅｎｄｓ ｂｕｔ ｎｏｔ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ； ｈｕｍａｎ ｆｌｏｒａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｄｅｌ； １６ Ｓ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ； ｆｌｏｒａ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肠道微生物群是由各种细菌、真菌、病毒和原

生动物组成的复杂且稳定的系统，在食物的消化吸

收、营养代谢、肠道屏障完整性、宿主免疫和神经心

理行为的调节等许多生理过程中发挥着重要作

用［１－４］。 微生物群的稳态对人类健康至关重要，生
态失调可引发代谢途径中断，肠道免疫功能减弱，
微生物定植能力受损等，与各种疾病的发生密切相

关［５］。 由于直接利用人肠道菌群进行疾病研究存

在伦理道德风险，且实验动物肠道菌群组成及代谢

活性与人体肠道菌群有明显差异［６］，因此，构建人

源化菌群（ｈｕｍａｎ ｆｌｏｒａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ，ＨＦＡ）动物模型至

关重要。 基于高通量测序技术在肠道微生物群中

的发展和应用，利用无菌小鼠通过肠道微生物群移

植（ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ＦＭＴ）构建人源菌

群动物模型为菌群与疾病关系研究提供了新思

路［７］。 目前已有多种 ＨＦＡ 动物模型用于人类疾病

的研究，如阿尔茨海默症、肥胖与糖尿病、冠心病和

抑郁症等［６，８－１０］。 然而，构建人源菌群小鼠 ＦＭＴ 模

型的供体筛选、储存及移植方式等技术尚未建立统

一的标准，因此有必要研究粪便状态和移植方式对

人源菌群小鼠 ＦＭＴ 模型构建的影响。 本研究将健

康志愿者的新鲜和冷冻粪便样本制成悬液后通过

灌胃和直肠移植到 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 无菌小鼠，通过 １６ Ｓ
ｒＲＮＡ 测序技术对肠道微生物物种相对丰度分析、
多样性分析、肠道功能分析以及 ＦＭＴ 后肠道菌群的

动态分析来解释其对 ＦＭＴ 的影响，为 ＦＭＴ 模型的

构建提供参考依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

无菌级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ３６ 只，体重 １８ ～ ２２ ｇ，
８ ～ １０ 周龄，均为雌性，本课题组繁育并饲养于无

菌隔离设施中【ＳＹＸＫ（京）２０２３－００３７】，动物实验期

间隔离器内温度 ２２ ～ ２５ ℃，湿度 ４０％ ～ ７０％，光
照周期明暗交替 １２ ｈ ／ １２ ｈ。 动物在隔离器内自由

摄食饮水。 实验所用无菌小鼠饲料经 ５０ ｋＧｙ ６０Ｃｏ⁃γ
射线辐照灭菌，饲育用饮水、垫料、笼具、灌胃针等

经 １２６ ℃ ３０ ｍｉｎ 高温高压灭菌处理。 本研究经中

国医学科学院医学实验动物研究所实验动物使用

和管理委员会（ＩＡＣＵＣ）批准（ＺＨ２４００２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

过氧乙酸消毒液（北京洗得宝消毒制品有限公

司，ＨＹ⁃ＸＤＢ⁃５００），无菌 ＰＢＳ（北京酷来搏科技有限

公司，ＳＬ６１００２）。 手术隔离器（北京环宇中科净化

工程有限公司，１１６０ ｃｍ × ６５０ ｃｍ × ６００ ｃｍ），高压

蒸汽灭菌器（ＴＯＭＹ，ＳＸ⁃７００），超净工作台（上海智

城分析仪器制造有限公司，ＺＨＪＨ⁃Ｃ１１１８Ｃ），医用超

低温冰箱（松下，ＭＤＦ⁃３８２Ｅ），海尔冰箱（海尔，ＢＣＤ⁃
２１５ＫＡＤＺ），分析天平（梅特勒⁃托利多，ＭＥ１０４）。
１􀆰 １􀆰 ３　 粪便菌悬液的制备

采集 １ 位健康志愿者的粪便置于－８０ ℃冷冻保

存 ３ 个月。 该健康志愿者取样前 ３ 个月内未服用任

何益生菌、抗生素，同期内未患胃肠道疾病。 粪便
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移植第 １ 天采集同一志愿者的新鲜粪便，将前期

－８０ ℃冷冻保存的冷冻粪便于移植前 １ ｄ 置于 ４ ℃
解冻。 人粪便样本获得国家癌症中心 ／中国医学科

学院北京协和医学院肿瘤医院伦理委员会批准

（２４ ／ １２０⁃４４００）。 无菌条件下分别称取 ２ ｇ 新鲜粪

便样本和 ２ ｇ 冷冻粪便样本，分别加入无菌 ＰＢＳ ２０
ｍＬ，充分震荡均匀，静置 ５ ｍｉｎ 后分别吸取上清于

５０ ｍＬ 灭菌离心管得到新鲜粪便粪菌悬液和冷冻粪

便粪菌悬液，用于当天的粪便移植，余下的分装至 ２
ｍＬ 的离心管中，置于－８０ ℃保存，用于后续 ２ ｄ 的

粪便移植。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 模型建立

将 ３６ 只雌性小鼠随机分为 ３ 组，Ａ 组使用新鲜

粪便进行灌胃移植，Ｂ 组使用冷冻粪便进行灌胃移

植，Ｃ 组使用冷冻粪便进行直肠移植，按表 １ 所示进

行粪菌移植，每天 １ 次，每只 ２００ μＬ，连续 ３ ｄ。

表 １　 实验分组（ｎ ＝ １２）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｉｎｇ（ｎ ＝ １２）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

粪便保存方法
Ｓｔｏｒａｇｅ ｍｅｔｈｏｄｓ

移植途径
Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

剂量 ／ μＬ
Ｄｏｅｓ ／ μＬ

Ａ 组
Ｇｒｏｕｐ Ａ

新鲜粪便
Ｆｒｅｓｈ ｆｅｃｅｓ

灌胃
Ｇａｖａｇｅ ２００

Ｂ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｂ

冷冻粪便
Ｆｒｏｚｅｎ ｆｅｃｅｓ

灌胃
Ｇａｖａｇｅ ２００

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ

冷冻粪便
Ｆｒｏｚｅｎ ｆｅｃｅｓ

直肠
Ｒｅｃｔｕｍ ２００

１􀆰 ２􀆰 ２　 样本采集

分别于粪菌移植后的 ２、４ 和 ６ 周采集各组小鼠

的粪便，并于 ６ 周时将各组小鼠处死，分别取小肠内

容物（ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ）和大肠内容物（ ｌａｒｇｅ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ），－８０ ℃保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 测序及数据分析

取上述冻存样本寄送诺禾致源生物科技有限

公司测序。 提取 ＤＮＡ 后使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序平台对

样本中细菌 １６ Ｓ ｒＤＮＡ⁃Ｖ３ 区进行测序，相似度 ≥
９７％的 序 列 被 分 配 到 相 同 的 操 作 分 类 单 元

（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，ＯＴＵ），筛选每个 ＯＴＵ 的

代表性序列，并用 ＱＩＩＭＥ２ 进行物种注释。 基于加

权 ＵｎｉＦｒａｃ 距离（ｗｅｉｇｈｔｅｄ⁃ｕｎｉｆｒａｃ）、ｂｒａｙ⁃ｃｕｒｔｉｓ 距离

（ｂｒａｙ⁃ｃｕｒｔｉｓ ｄｉｓｔａｎｃｅ） 进行主坐标分析 （ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣｏＡ ） 和 非 加 权 组 平 均 法

（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ⁃ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎｓ，
ＵＰＧＭＡ）分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

通过 ｔ 检验分析组间 α 多样性统计学意义，通
过多元方差分析（ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎａｌ ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ，Ａｄｏｎｉｓ）检验组间 β 多样性统计学意义。
检测结果用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
为差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 测序质量评估

对收集到的 ８６ 个样本进行测序共得到 ９ ２２１
６７１ 条原始序列，其中 ８ ６０９ ４７８ 条可用于 ＯＴＵ 的划

分。 比较 Ａ 组和 Ｂ 组、Ｂ 组和 Ｃ 组的原始序列、有
效序列、有效序列占比、错误率小于 １％碱基占比，
各组间无显著性差异（表 ２）。

表 ２　 数据过滤统计分析表（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄａｔａ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ（􀭰ｘ ± ｓ）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

部位
Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

原始序列
Ｒａｗ ｒｅａｄｓ

有效序列
Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ

有效序列占比 ／ ％
Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ／ ％

错误率小于 １％碱基占比 ／ ％
Ｑ２０ ｂａｓｅｓ ｒａｔｅ ／ ％

Ａ 组
Ｇｒｏｕｐ Ａ

小肠
Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ １０５ ６８４􀆰 ００ ± ４６３１􀆰 ３７ １０１ ６２８􀆰 ００ ± ４７６０􀆰 ９３ ９６􀆰 １５ ± ０􀆰 ７９ ９９􀆰 ００ ± ０􀆰 ０６

大肠
Ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ １０９ ７４３􀆰 ００ ± ８０７９􀆰 ９０ ９８ ７４８􀆰 ００ ± ７６４０􀆰 ４７ ９６􀆰 ７５ ± ０􀆰 ６９ ９８􀆰 ６７ ± ０􀆰 ２５

Ｂ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｂ

小肠
Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ １０６ ９７３􀆰 ００ ± ４７０３􀆰 ９３ １０３ ０４８􀆰 ００ ± ４７５１􀆰 ４３ ９６􀆰 ３２ ± ０􀆰 ４９ ９９􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０４

大肠
Ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ １０９ ９１３􀆰 ００ ± ９０４６􀆰 ６７ １０４ ９３５􀆰 ００ ± ９７６１􀆰 １０ ９５􀆰 ４６ ± ０􀆰 ７５ ９８􀆰 ７７ ± ０􀆰 ２１

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ

小肠
Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ １００ ９３５􀆰 ００ ± ２０７７􀆰 ４８ ９５ １３５􀆰 ００ ± １９６４􀆰 ９５ ９６􀆰 ５６ ± １􀆰 ２０ ９８􀆰 ５６ ± ０􀆰 １６

大肠
Ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ １０８ ７１３􀆰 ００ ± １４ １０５􀆰 １５ ９６ ５７７􀆰 ００ ± ９０５６􀆰 ３３ ９６􀆰 ３８ ± ４􀆰 ３０ ９８􀆰 ６０ ± ０􀆰 ３４
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２􀆰 ２　 肠道微生物群落多样性分析

２􀆰 ２􀆰 １　 α 多样性分析

α 多样性是对群落内物种分布的均匀度和多样

性的分析。 基于 ＯＴＵ 物种和丰度计算物种丰富度

指数 （ Ａｃｅ、Ｃｈａｏ１、 Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ） 衡量 α 多

样性。
粪便状态对 ＦＭＴ 影响的结果显示，Ａ 组小肠肠

道菌群的 ＯＴＵｓ、Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数与 Ｂ
组无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 Ａ 组大肠肠道菌群的

ＯＴＵｓ、Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数极显著高于 Ｂ
组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 提示相较于新鲜粪便移植，冷冻粪

便移植后，小肠肠道菌群的物种总数和多样性没有

显著变化，大肠肠道菌群的物种总数和多样性降低

（表 ３）。
移植方式对 ＦＭＴ 影响的结果显示，Ｃ 组小肠肠

道菌群的 ＯＴＵｓ、Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数与 Ｂ
组差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 Ｃ 组大肠肠道菌群的

ＯＴＵｓ、Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数显著高于 Ｂ 组

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 提示相较于直肠移植，
灌胃移植后，小肠肠道菌群的物种总数和多样性没

有显著变化，大肠肠道菌群的物种总数和多样性降

低（表 ３）。

表 ３　 小鼠肠道菌群 α 多样性分析指数比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ α⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｍｉｃｅ
分组
Ｇｒｏｕｐｓ

部位
Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

ＯＴＵ 数目
ＯＴＵｓ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ

Ａ 组
Ｇｒｏｕｐ Ａ

Ｂ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｂ

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ

小肠
Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ４７２ ４８３􀆰 ６６７ ２􀆰 ０５７ ０􀆰 ６３５

大肠
Ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ２９０＃＃＃ ２９６􀆰 ６６７＃＃＃ ３􀆰 ９４４＃＃＃ ０􀆰 ８７４＃＃＃

小肠
Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ３８２ ３９２􀆰 ３５７ １􀆰 ５７２ ０􀆰 ５６０

大肠
Ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ １１１ １１４􀆰 ９２９ １􀆰 ７９２ ０􀆰 ５８８

小肠
Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ４９３ ５０２􀆰 １１８ ３􀆰 １８４ ０􀆰 ７７２

大肠
Ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ２８９＃＃ ３０２􀆰 １８２＃＃ ３􀆰 ５０１＃＃＃ ０􀆰 ８２９＃＃＃

注：与 Ｂ 组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｂ，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

２􀆰 ２􀆰 ２　 β 多样性分析

为了进一步显示样品间物种多样性的差异，采
用 ｗｅｉｇｈｔｅｄ⁃ＵｎｉＦｒａｃ 距离对所有样品进行 ＰＣｏＡ 和

ＵＰＧＭＡ 聚类分析。 ＰＣｏＡ 结果显示，Ａ 组和 Ｂ 组小

肠的各样本聚类在一起，表明它们在小肠的微生物

群组成相似，而大肠的各样本明显分为两组，表明

它们在大肠的微生物群存在显著性差异（图 １Ａ，
１Ｂ）。 Ｂ 组和 Ｃ 组不论是小肠样本还是大肠样本，
都明显分为两组，表明它们的肠道微生物群存在显

著性差异（图 １Ｃ，１Ｄ）。 同时，Ａｄｏｎｉｓ 分析也显示，Ａ
组和 Ｂ 组小肠微生物群落差异无显著性 （ Ｒ２ ＝
０􀆰 ０９７４，Ｐ ＞ ０􀆰 １４６），而大肠的微生物群落差异具有

显著性（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ３１９１，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 Ｂ 组和 Ｃ 组小

肠（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ６４１０，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）和大肠（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ７８３３，Ｐ
＜ ０􀆰 ００１）的微生物群均具有显著性差异。 ＵＰＧＭＡ
反映了各组肠道微生物基于门水平分类群相对丰

度的聚类。 与 ＰＣｏＡ 结果一致，ＵＰＧＭＡ 树图表明 Ａ
组和 Ｂ 组在门水平上小肠微生物群具有相似性，大

肠微生物具有显著差异（图 ２Ａ，２Ｂ）。 Ｂ 组和 Ｃ 组

小肠和大肠微生物群均有显著差异（图 ２Ｃ，２Ｄ）。
２􀆰 ３　 肠道微生物群落组成分析

物种相对丰度的分析结果显示，Ａ 组和 Ｂ 组在

小肠的优势菌群均为大肠埃氏菌属⁃志贺氏菌属

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃Ｓｈｉｇｅｌｌａ）（４１􀆰 ０２％和 ５５􀆰 ３２％）、阿克曼

菌属（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ） （４６􀆰 ０７％和 ３９􀆰 ５４％）和副拟杆

菌 属 （ Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ） （ ３􀆰 ８２％ 和 １􀆰 ９０％）。
Ｐａｒａｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ（６􀆰 ００％）为 Ａ 组所特有菌种，其丰度

显著高于 Ｂ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （图 ３Ａ，３Ｅ）。 Ａ 组在大

肠的优势菌群主要为 Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ （ ３０􀆰 ８４％）、
Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ （ ２０􀆰 ００％） 和 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃Ｓｈｉｇｅｌｌａ
（１８􀆰 ０７％），Ｂ 组 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃Ｓｈｉｇｅｌｌａ（５７􀆰 ００％）（Ｐ ＜
０􀆰 ００１）和 Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ（３１􀆰 ４９％）（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）的丰度

均显著高于 Ａ 组。 Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ（３０􀆰 ８４％）为 Ａ 组

所特有菌种（图 ３Ｃ，３Ｇ），其丰度显著高于 Ｂ 组（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；Ｃ 组在小肠的菌群结构与 Ｂ 组具有显著性

差 异， 苏 黎 世 杆 菌 属 （ Ｔｕｒｉｃｉｂａｃｔｅｒ ） （ ４３􀆰 ５２％）
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注：Ａ：Ａ 组和 Ｂ 组小肠内容物的 ＰＣｏＡ 分析；Ｂ：Ａ 组和 Ｂ 组大肠内容物的 ＰＣｏＡ 分析；Ｃ：Ｂ 组和 Ｃ 组小肠内容物的 ＰＣｏＡ 分析；
Ｄ：Ｂ 组和 Ｃ 组大肠内容物的 ＰＣｏＡ 分析。

图 １　 ＰＣｏＡ 分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｂ． ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ
ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｃ． ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｃ． Ｄ． ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｃ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ

注：Ａ：Ａ 组和 Ｂ 组小肠内容物的 ＵＰＧＭＡ 分析；Ｂ：Ａ 组和 Ｂ 组大肠内容物的 ＵＰＧＭＡ 分析；Ｃ：Ｂ 组和 Ｃ 组小肠内容物的 ＵＰＧＭＡ 分

析；Ｄ：Ｂ 组和 Ｃ 组大肠内容物的 ＵＰＧＭＡ 分析。

图 ２　 ＵＰＧＭＡ 分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＵＰＧＭＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｂ． ＵＰＧＭＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ
ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｃ． ＵＰＧＭＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｃ． Ｄ． ＵＰＧＭＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｃ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＵＰＧＭＡ ａｎａｌｙｓｉｓ
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注：Ａ：Ａ 组和 Ｂ 组小肠内容物的物种相对丰度柱形图；Ｂ：Ｂ 组和 Ｃ 组小肠内容物的物种相对丰度柱形图；Ｃ：Ａ 组和 Ｂ 组大肠内容物的

物种相对丰度柱形图；Ｄ：Ｂ 组和 Ｃ 组大肠内容物的物种相对丰度柱形图；Ｅ：Ａ 组和 Ｂ 组小肠内容物的 ｔｏｐ１００ 物种进化树圈图；Ｆ：Ｂ 组

和 Ｃ 组小肠内容物的 ｔｏｐ１００ 物种进化树圈图；Ｇ：Ａ 组和 Ｂ 组大肠内容物的 ｔｏｐ１００ 物种进化树圈图；Ｈ：Ｂ 组和 Ｃ 组大肠内容物的 ｔｏｐ１００
物种进化树圈图。

图 ３　 肠道菌群在属水平上的构成

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｂ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ
ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｃ． Ｃ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ
ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｄ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｃ． Ｅ． Ｔｏｐ１００ ｓｐｅｃｉｅｓ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
ｔｒｅｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｆ． Ｔｏｐ１００ ｓｐｅｃｉｅｓ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ
Ｂ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃ． Ｇ． Ｔｏｐ１００ ｓｐｅｃｉｅｓ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｈ． Ｔｏｐ１００ ｓｐｅｃｉｅｓ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ
ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ
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（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）、布劳氏菌属（Ｂｌａｕｔｉａ）（２１􀆰 ３７％）（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）和 Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ（１２􀆰 ２０％）（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）的丰

度都显著高于 Ｂ 组，且都为其所特有菌种（图 ３Ｂ，
３Ｆ）。 同 样， Ｃ 组 在 大 肠 的 优 势 菌 群 Ｂｌａｕｔｉａ
（４７􀆰 ６１％）（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）、Ｔｕｒｉｃｉｂａｃｔｅｒ（１１􀆰 ５０％）（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）丰度都显著高于 Ｂ 组（图 ３Ｄ，３Ｈ）。 因此，Ａ
组和 Ｂ 组、Ｂ 组和 Ｃ 组肠道的群落结构存在显著性

差异，这表明粪便状态和移植途径都能够影响 ＦＭＴ
后肠道菌群的定植。
２􀆰 ４　 肠道菌群 ＬＥｆＳｅ 分析

ＬＥｆＳｅ 是一种利用效应量测量来识别细菌分类

群作为生物标志物的方法，用于探索不同微生物水

平上的显著性差异。 各组样本分析结果显示，从粪

便状态对 ＦＭＴ 的影响来看，小肠微生物物种无明显

差异（图 ４Ａ）。 而在大肠，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ（从门到种）
在 Ａ 组中占相对优势， Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ （从门到

种）、Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（从门到种）在 Ｂ 组中占相对优势

（图 ４Ｂ）；从移植方式对 ＦＭＴ 的影响来看，无论是小

肠还是大肠微生物，Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（从门到科）在 Ｃ 组中

占 相 对 优 势， Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ （ 从 门 到 种 ）、
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（从门到种）在 Ｂ 组中占相对优势（图
４Ｃ，４Ｄ）。

注：Ａ：Ａ 组和 Ｂ 组小肠内容物的 ＬＥｆＳｅ 分析；Ｂ：Ａ 组和 Ｂ 组大肠内容物的 ＬＥｆＳｅ 分析；Ｃ：Ｂ 组和 Ｃ 组小肠内容物的 ＬＥｆＳｅ 分析； Ｄ：Ｂ 组和 Ｃ
组大肠内容物的 ＬＥｆＳｅ 分析。

图 ４　 ＬＥｆＳｅ 组间差异分析图

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｂ． ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｃ．
ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｃ． Ｄ． ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｔｈｅ
ｇｒｏｕｐ Ｃ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＬＥｆＳｅ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ５　 肠道微生物群落功能预测

利用 ＰｌＣＲＵＳｔ２ 进行微生物群落功能预测分析，
并与 同 源 蛋 白 簇 数 据 库 （ ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ
ｇｒｏｕｐｓ，ＣＯＧ）进行对比，得到相应的 ＣＯＧ 功能注释

及其丰度。 结果可见，粪便状态和移植方式没有引

起微生物群落功能的改变，都主要集中于跨膜信号

转导、膜转运、基因表达调控、糖代谢、脂代谢和细

胞进程（图 ５）。 灌胃移植时相比于新鲜粪便，冷冻

粪便导致微生物群落功能丰度显著降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；使用冷冻粪便时相比于直肠移植，灌胃移植

会导致微生物群落功能丰度显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
２􀆰 ６　 粪便微生物动态分析

从粪便状态对微生物群落的影响来看（图 ６），
随着时间的推移，在 α 多样性指数上，Ａ 组和 Ｂ 组

的动态趋势相似，两者 Ｃｈａｏ１ 指数均差异无显著性

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），Ｓｈａｎｎｏｎ 指数均在 ４ 周时显著增加（Ｐ

８３５１
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注：Ａ：Ａ 组和 Ｂ 组小肠内容物的 ＰＩＣＲＵＳｔ２ 功能预测分析；Ｂ：Ｂ 组和 Ｃ 组小肠内容物的 ＰＩＣＲＵＳｔ２ 功能预测分析；Ｃ：Ａ 组和 Ｂ 组大

肠内容物的 ＰＩＣＲＵＳｔ２ 功能预测分析；Ｄ：Ｂ 组和 Ｃ 组大肠内容物的 ＰＩＣＲＵＳｔ２ 功能预测分析。

图 ５　 ＰＩＣＲＵＳｔ２ 功能预测分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＰＩＣＲＵＳｔ２ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｂ． ＰＩＣＲＵＳｔ２ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｃ． Ｃ． ＰＩＣＲＵＳｔ２ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ
ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｄ． ＰＩＣＲＵＳｔ２ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｃ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＰＩＣＲＵＳｔ２ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

注：Ａ ～ Ｃ：Ａ 组和 Ｂ 组肠道微生物移植后 ２、４ 和 ６ 周小鼠粪便的 Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ 和 ＰＣｏＡ 分析；Ｄ ～ Ｆ：Ｃ 组和 Ｂ 组移植后 ２、４ 和 ６

周小鼠粪便的 Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ 和 ＰｃｏＡ 分析。 与 ４ 周相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ６　 ＦＭＴ ２、４ 和 ６ 周后 α 多样性和 β 多样性分析

Ｎｏｔｅ． Ａ ～ Ｃ． Ｃｈａｏ１， Ｓｈａｎｎｏｎ ａｎｄ ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｆｅｃｅｓ ｏｆ ２， ４ ａｎｄ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ＦＭＴ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｄ ～ Ｆ． Ｃｈａｏ１，

Ｓｈａｎｎｏｎ ａｎｄ ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｆｅｃｅｓ ｏｆ ２， ４ ａｎｄ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ＦＭＴ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ４ ｗｅｅｋｓ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ α ａｎｄ β⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｔ ２， ４ ａｎｄ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ＦＭＴ

９３５１
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＜ ０􀆰 ００１），于 ６ 周显著降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （图 ６Ａ，
６Ｂ）；在 β 多样性上，ＰＣｏＡ 结果显示，Ａ 组和 Ｂ 组在

ＦＭＴ 后 ２、４ 和 ６ 周的样本聚集在一起（图 ６Ｃ），说明

它们在不同时期的微生物群落具有相似性，与此一

致，Ａｄｏｎｉｓ 分析结果显示差异不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ００１）。
综上所述，粪便状态对 ＦＭＴ 后小鼠粪便微生物群落

的定植趋势没有显著影响。
从移植方式对微生物群落的影响来看，随着时

间的推移，Ｃ 组 Ｃｈａｏ１ 指数在 ４ 周时显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），在 ６ 周时维持动态平衡。 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数于 ４
周时显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），于 ６ 周时维持动态平衡

（图 ６Ｄ，６Ｅ）。 Ｂ 组如前文所述。 在 β 多样性上，
ＰＣｏＡ 结果显示，Ｃ 组和 Ｂ 组在 ＦＭＴ 后 ２、４ 和 ６ 周

的样本明显聚集成两组（图 ６Ｆ），说明它们在不同时

期的微生物群落具有显著性差异，与此一致，Ａｄｏｎｉｓ
分析结果显示差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。

综上所述，移植方式对 ＦＭＴ 后小鼠粪便微生物

群落的定植趋势具有显著影响。

３　 讨论

利用动物模型模拟人类疾病是研究疾病病因

及发病机制的重要方法之一。 无菌小鼠微生物背

景清晰，通过 ＦＭＴ 可控制宿主微生物群落，克服了

人体实验中遗传、环境和饮食等不确定因素的影

响［７，１１］。 在临床上，ＦＭＴ 是一种有效的治疗方法。
有研究表明，ＦＭＴ 是复发性艰难梭菌感染最成功的

治疗选择［１２－１３］。 但由于供体粪便移植前需要进行

筛选并检测是否存在潜在的病毒感染，采集后无法

直接进行 ＦＭＴ，常常需要将粪便冷冻储存［１４－１５］。
ＦＭＴ 可选用多种方式移植，鼻胃管给药易于操作且

成本低，但微生物群会受到首过效应或胃酸和胰酶

的降解［１６］，口服胶囊可能会使粪菌过早释放，有时

不能达到肠道目标位置［１７］，灌肠移植侵入性小，简
便易行，其粪便回收率超过 ８０％ ～ ９０％［１３－１４，１８－１９］。
在本文中，通过 １６ Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术分别比较了冷

冻与新鲜粪便、灌胃与直肠移植对构建人源菌群小

鼠 ＦＭＴ 模型的影响。
研究发现，从粪便状态对 ＦＭＴ 的影响来看，在

肠道微生物多样性上，冷冻粪便移植后小肠微生物

的多样性都与新鲜粪便移植存在相似性，大肠微生

物多样性显著低于新鲜粪便移植。 在功能预测上，
冷冻粪便移植没有引起微生物的功能的改变。 在

微生物群落的动态变化趋势上，冷冻粪便和新鲜粪

便保持一致。 ＲＡＭＡＩ 等［２０］和 ＥＲＩＣＳＳＯＮ 等［２１］的研

究表明，尽管冷冻粪便储存后微生物的数量和多样

性下降，但其总体疗效与新鲜粪便相比没有显著差

异，不会对治疗产生实质性的负面影响，这与本文

中的研究结果一致。 有研究显示，厌氧菌占人体肠

道微生物群的绝大多数，氧气暴露会抑制兼性厌氧

菌的生长，对专性厌氧菌可能是致命的［２２－２８］。 本文

对粪便样本的处理并未在厌氧条件下进行，可能导

致活菌水平下降，这可能与冷冻粪便移植后微生物

多样性的降低有关。 其次，从粪便的移植方式对

ＦＭＴ 的影响来看，在肠道微生物多样性上，直肠移

植的小肠和大肠微生物多样性都显著高于灌胃移

植。 在功能预测上，直肠移植和灌胃移植的肠道微

生物功能相似。 在微生物群落的动态变化趋势上，
随着时间的变化，直肠移植的 Ｃｈａｏ１ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数先显著下降后趋于稳定，灌胃移植 Ｃｈａｏ１ 指数

随时间变化差异不显著，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数先显著升高

再降低。 直肠移植导致的物种总数下降可能是菌

群竞争的结果，优势菌群定植后物种总数趋于稳

定。 ＪＩＡＮＧ 等［２９］的研究证明，口服冻干胶囊与灌肠

给予冷冻产品之间的疗效没有显著性差异，本文中

直肠移植后小鼠肠道微生物多样性显著高于灌胃

移植，这可能是本文移植所用的粪菌悬液缺乏胶囊

材料的保护，使粪便中的肠道微生物被胃酸和胰酶

等所降解从而导致多样性下降。
在健康成人中，肠道微生物群在门水平上大体

相似，主要由 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ 和 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 组成，还有少

量的 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ［３０⁃３１］。 然而，肠
道微生物群在属和种水平上是独一无二的，都有其

自身的独特性［３２］。 通过 ＬＥｆＳｅ 分析了新鲜粪便与

冷冻粪便、灌肠移植与灌胃移植后在门水平上的肠

道微生物的主要亚群，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ 在新鲜粪便灌胃

移 植 中 占 相 对 优 势， Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ 和

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 在 冷 冻 粪 便 灌 胃 中 占 相 对 优 势，
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 则在冷冻粪便直肠移植占相对优势。 人

类微生物群定植小鼠并不能完全恢复与微生物群

相关的针对某些病原体的定植抗性［３３－３４］，在本文

中，研究结果显示，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ 和 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 分别在

新鲜粪便灌胃移植和冷冻粪便直肠移植肠道微生

物更能有效地传递供体粪便，Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 则在冷

冻粪便灌胃移植中实现更有效的传递。
综上所述，通过 １６ Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术，分别从物

种相对丰度、α 多样性、β 多样性、功能预测和肠道

０４５１
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微生物动态分析 ５ 个方面比较了新鲜与冷冻粪便、
灌胃与直肠移植后小鼠肠道微生物的结构，结果显

示冷冻粪便降低了肠道微生物的多样性，但对肠道

微生物的功能和动态变化趋势并没有显著影响；直
肠移植的肠道微生物多样性和动态变化与灌胃移

植有显著差异，可能与灌胃移植途径胃酸对供体粪

菌的降解有关。 本研究为 ＦＭＴ 供体的储存方式和

移植途径、人源菌群小鼠 ＦＭＴ 模型的构建方法提供
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４

Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． １２

李旭涛，王四园，阮天音，等． 基于转录组学分析复方胆草颗粒对非酒精性脂肪性肝炎小鼠肝细胞凋亡的影响 ［Ｊ］． 中国实验

动物学报， ２０２４， ３２（１２）： １５４３－１５５５．
ＬＩ Ｘ Ｔ， ＷＡＮＧ Ｓ Ｙ， ＲＵＡＮ Ｔ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ⁃ｂａｓｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｏｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（１２）： １５４３－１５５５．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 １２􀆰 ００５

［基金项目］上海市科委创新项目（１９４０１９０１５００）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ（１９４０１９０１５００） ．
［作者简介］李旭涛，男，在读硕士研究生，研究方向：中医药防治肝病的临床与基础。 Ｅｍａｉｌ：１８４８４５２１５４＠ ｑｑ． ｃｏｍ；

王四园，男，在读硕士研究生，研究方向：中医药防治肝病的临床与基础。 Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｓｉｙｕａｎ２０２１＠ １２６． ｃｏｍ。
＃共同第一作者

［通信作者］陶艳艳，女，博士， 研究员， 研究方向：中医药防治肝病的临床与基础。 Ｅｍａｉｌ：ｔａｏｙａｎｙａｎ１０２３＠ １２６． ｃｏｍ

基于转录组学分析复方胆草颗粒对非酒精性
脂肪性肝炎小鼠肝细胞凋亡的影响

李旭涛１＃，王四园１＃，阮天音１，张昊２，３，彭渊１，刘成海１，４，陶艳艳１∗

（１． 上海中医药大学附属曙光医院·肝病研究所，上海　 ２０１２０３；２． 新乡医学院，河南 新乡　 ４５３００３；
３． 上海泓文生物科技有限公司，上海　 ２０１４０３；４． 上海市中医临床重点实验室，上海　 ２０１２０３）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过转录组测序技术（ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＮＡ⁃ｓｅｑ）分析复方胆草颗粒干预高脂饲料复合四氯

化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）诱导的非酒精性脂肪性肝炎的作用机制。 方法　 ４５ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为

正常对照组、模型对照组、奥贝胆酸组（１０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ ））、复方胆草颗粒低、高剂量组（３􀆰 ７４ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、７􀆰 ４８ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）），
每组 ９ 只。 正常对照组喂养普通饲料，其余各组小鼠给予高脂饲料并复合 ＣＣ１４ 皮下注射，首次注射 １００％ ＣＣ１４ 溶

液（４ ｍＬ ／ ｋｇ），之后 ４０ ％ ＣＣ１４ ⁃橄榄油溶液（２ ｍＬ ／ ｋｇ），每周 ２ 次，共 ６ 周。 奥贝胆酸组、复方胆草颗粒低、高剂量组

从第 ３ 周开始给药，共给药 ４ 周。 末次给药 １２ ｈ 后，取各组小鼠血清和肝组织，生化试剂盒检测小鼠血清肝功能；
苏木素⁃伊红（ＨＥ）、天狼猩红及油红 Ｏ 染色观察小鼠肝组织病理学变化；酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）检测小鼠肝组

织白细胞介素⁃６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃６）、白细胞介素⁃１０ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１０， ＩＬ⁃１０）、肿瘤坏死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）和转化生长因子⁃β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｔａ，ＴＧＦ⁃β）水平；免疫组化观察小鼠肝组织 α⁃平滑

肌肌动蛋白（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）的表达；应用 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析差异基因并进行功能富集分析、采用荧光定

量逆转录 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）验证差异基因 ｍＲＮＡ 的表达，再以脱氧核苷酸末端

转移酶介导的 ｄＵＴＰ 缺口末端标记（ＴｄＴ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ⁃ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）染色检测凋亡情况。 结果 与正常

对照组比较，模型对照组小鼠血清谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、总胆固醇（ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、谷草

转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＡＳＴ）、甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）水平均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肝组织炎性细胞浸润

明显，汇管区及小叶间胶原沉积，油红 Ｏ 染色显示红色脂滴面积显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肝组织 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 水平明

显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＩＬ⁃１０ 和 ＴＧＦ⁃β 水平下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），α⁃ＳＭＡ 的表达明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型对照组比较，
复方胆草颗粒低、高剂量组和奥贝胆酸组小鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ 和 ＴＧ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肝组织炎性细胞浸

润，汇管区及小叶间胶原沉积和红色脂滴面积减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肝组织 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 水平明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＩＬ⁃１０ 和 ＴＧＦ⁃β 水平升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），α⁃ＳＭＡ 的表达明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 测序结果显示，正常

对照组与模型对照组差异表达的基因共 ２８１９ 个，上调基因 ５４３ 个，下调基因 ２２７６ 个；模型对照组与复方胆草颗粒

组差异表达的基因共 ２４０ 个，上调基因 ２０６ 个，下调基因 ３４ 个。 两组交集基因 ２２１ 个，功能富集主要集中在细胞周

期（Ｃｄｔ１，Ｐｌｋ１，Ｂｕｂ１ｂ，Ｔｔｋ，Ｋｎｌ１，Ｅｓｃｏ２，Ｃｄｃ６，Ｎｄｃ８０，Ｃｄｃ２５ｂ，Ｓｇｏ１，Ｃｃｎｂ２，Ｅｓｐｌ１，Ｃｃｎｅ１，Ｍｃｍ４，Ｍｃｍ５，Ｆｂｘｏ５，Ｂｕｂ１，
Ｍｃｍ２），凋亡（Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｂａｘ，Ｐ５３，Ａｐａｆ１，Ｂａｋ，Ｃａｓｐａｓｅ８），Ｐ５３ 信号通路（Ｐ５３，Ｃｃｎｂ２，Ａｐａｆ１，Ｂａｋ，Ｂａｘ，Ｇｔｓｅ１，Ｃａｓｐａｓｅ３，
Ｃｃｎｅ１），花生四烯酸代谢通路（Ｈｐｇｄｓ，Ｃｙｐ２ｃ５４，Ｃｙｐ２ｂ１０，Ｔｂｘａｓ１，Ｃｙｐ２ｃ５０），半乳糖代谢（Ｈｋ３，Ｇｌａ，Ｈｋ２，Ａｋｒ１ｂ７）等信

号通路。 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 测序分析发现复方胆草颗粒主要调控凋亡信号通路，并以 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 证实：相较于正常对照组，模
型对照组肝组织 Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｂａｘ，Ｐ５３，Ａｐａｆ１，Ｂａｋ 和 Ｃａｓｐａｓｅ８ ｍＲＮＡ 表达明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型对照组比较，复
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果表明复方胆草颗粒各组肝细胞细胞核固缩及凋亡小体数量减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论 复方胆草颗粒对高脂饲料复

合 ＣＣｌ４ 致非酒精性脂肪性肝炎具有显著的保护作用，其作用机制可能与调节凋亡相关基因有关。
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ｓｉｎｋ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｏｂｕｌｅ ａｒｅａｓ， ａｎｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔ ａｒｅａ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ
ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１０ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＣ， ＴＧ， ＡＬＴ， ａｎｄ ＡＳＴ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ ｔｈａｔ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅｓ ａｎｄ ｏｂｅｃｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ， ａｎｄ ｆａｔ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｎｋ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｏｂｕｌｅ ａｒｅａｓ ｗｅｒｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１０
ａｎｄ ＴＧＦ⁃β ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）． ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ２８１９ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ ５４３ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ２２７６ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｉｎ ａ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｇｒｏｕｐ， ２４０ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ２０６ ｕｐ⁃
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ３４ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ２２１ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ２ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ （Ｃｄｔ１， Ｐｌｋ１， Ｂｕｂ１ｂ， Ｔｔｋ， Ｋｎｌ１， Ｅｓｃｏ２， Ｃｄｃ６， Ｎｄｃ８０， Ｃｄｃ２５ｂ， Ｓｇｏ１，
Ｃｃｎｂ２， Ｅｓｐｌ１， Ｃｃｎｅ１， Ｍｃｍ４， Ｍｃｍ５， Ｆｂｘｏ５， Ｂｕｂ１， Ｍｃｍ２）， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ（Ｃａｓｐａｓｅ３， Ｂａｘ， Ｐ５３， Ａｐａｆ１， Ｂａｋ， Ｃａｓｐａｓｅ８），
ｔｈｅ Ｐ５３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ （Ｐ５３， Ｃｃｎｂ２， Ａｐａｆ１， Ｂａｋ， Ｂａｘ， Ｇｔｓｅ１， Ｃａｓｐａｓｅ３， Ｃｃｎｅ１）， ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
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（Ｈｐｇｄｓ， Ｃｙｐ２ｃ５４， Ｃｙｐ２ｂ１０， Ｔｂｘａｓ１， Ｃｙｐ２ｃ５０）， ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ （Ｈｋ３， Ｇｌａ， Ｈｋ２， Ａｋｒ１ｂ７） ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ｇｅｎｅｓ． ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄａｎｉｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｍａｉｎｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ３， Ｂａｘ， Ｐ５３， Ａｐａｆ１， Ｂａｋ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ８
ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｃａｓｐａｓｅ３， Ｂａｘ， Ｐ５３， Ａｐａｆ１， Ｂａｋ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ８ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｃｅｌｌｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｎｕｃｌｅａｒ ｓｈｒｉｎｋａｇｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｂｏｄｉｅｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｈａｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｆｅｅｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＣＣｌ４， ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．

【 Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅｓ； ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 非酒精性脂肪性肝病（ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是一种由高水平的游离脂肪酸导致

的病理状态，肝细胞内脂质沉积，从而引发脂肪变

性，ＮＡＦＬＤ 疾病谱包括非酒精性肝脂肪变、非酒精

性脂肪性肝炎（ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ）、
肝硬化和肝细胞癌［１］。 ２０１６ 年数据显示，中国的非

酒精性脂肪性肝炎病例为 ３２６１ 万，相关建模预计

２０３０ 年发病率将增长 ４８％，达到 ４８２６ 万［２］。 非酒

精性脂肪性肝炎已经成为 ２１ 世纪肝病领域第二大

肝疾病，预计未来 １０ 年非酒精性脂肪性肝炎可能逐

渐成为终末期肝病、肝移植和原发性肝癌主要的致

病因素之一［３］，然而目前缺乏针对性药物。
ＮＡＳＨ 在中医上属于“肝癖”的范畴，肝失疏泄、

脾运失健、湿热内蕴和气血郁滞是主要病机，治法

治则以补气健脾疏肝、清热燥湿、活血化瘀为主［４］。
复方胆草颗粒全方由龙胆草、鸡血藤、红花、当归和

黄芪组成，具有益气疏肝、活血化瘀、清热燥湿的功

效，契合肝癖主要病机。 本研究构建小鼠 ＮＡＳＨ 模

型，基于转录组测序（ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＲＮＡ⁃ｓｅｑ），
分析复方胆草颗粒干预 ＮＡＳＨ 的重要调控因子，并
进行验证。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ４５ 只，体重

（２３ ± ２）ｇ，由上海吉辉实验动物饲养有限公司提供

【ＳＣＸＫ（沪）２０２２－０００９】。 饲养环境：自由饮食，昼
夜 １２ ｈ 循环照明，湿度恒定，温度控制在 ２２ ～
２５ ℃，相对湿度 ４０％ ～ ６０％，饲养于上海中医药大

学实验动物中心【ＳＹＸＫ（沪）２０２０－０００９】，本实验经

上海中医药大学实验动物福利伦理委员会批准

（ＰＺＳＨＵＴＣＭ２３１１１００００６）。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物

复方胆草颗粒由龙胆草 １５００ ｇ （辽宁抚顺，批
号：２０２００８０１）、鸡血藤 １５００ ｇ （云南昭通，批号：
２０２１０７０１）、 当 归 １５００ ｇ （ 甘 肃 定 西， 批 号：
２０２１０６０１）、 红 花 １５００ ｇ （ 新 疆 伊 犁， 批 号：
２０２１０８０１）、 黄 芪 １５００ ｇ （ 甘 肃 陇 西， 批 号：
２０２１０６０３），均购自于桂林中南（亳州）药业科技有

限公司。 上述药材置于清水中浸泡 ２ ｈ，加热回流提

取 ２ 次。 第 １ 次用水质量为总药材质量的 １０ 倍，第
２ 次用水质量为总药材质量的 ８ 倍；每次 １􀆰 ５ ｈ，两
次滤液合并，浓缩、５５ ～ ６０ ℃ 干燥至得膏率为

１７􀆰 ４５％；奥贝胆酸 （批号： ＨＹ⁃１２２２２），购自美国

Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ Ｅｘｐｒｅｓｓ 公司。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂及仪器

高脂饲料（批号：Ｄ１９０７２３；组成百分比为：１４％
蛋白、４７％碳水化合物、２９％脂肪）购自戴茨生物科

技 （ 无 锡 ） 有 限 公 司； 谷 丙 转 氨 酶 （ ａｌａｎｉｎｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）试剂盒、谷草转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅ
ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＡＳＴ）试剂盒（批号：Ｃ００９⁃１⁃１、Ｃ０１０⁃１⁃
１），购自南京建成生物工程研究所；总胆固醇（ ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）和甘油三酯（ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）检测试

剂盒（批号：Ａ０⁃１００２７、Ａ０⁃１００１７），购自浙江东瓯诊

断产品有限公司；四氯化碳 （ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，
ＣＣｌ４） （批号： １０００６４８０）， 购自国药集团； ＴＲＩｚｏＬ
Ｒｅａｇｅｎｔ 、总 ＲＮＡ 提取试剂盒（批号：Ｆ９１９ＫＢ３０５４、
Ｂ５１８８１１），购自上海生工生物工程股份有限公司；
反转录试剂盒、 扩增试剂盒 （ 批号： ＡＪ９２０１４Ａ、
ＡＪＦ０３４３Ａ），购自日本 ＴａＫａＲａ 公司；ＡｐｏｐＴａｇ 过氧

化物酶原位凋亡检测试剂盒（批号：Ｓ７１００），购自德

国 ＭＥＲＣＫ 公司； α⁃平滑肌肌动蛋白 （ α⁃ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）抗体（批号：ａｂ１２４９６４），购自
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英国 Ａｂｃａｍ 公司；白细胞介素⁃６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃
６）、白细胞介素⁃１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１０，ＩＬ⁃１０）、肿瘤坏死

因子⁃α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）和转化生长

因 子⁃β （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｔａ， ＴＧＦ⁃β ）
ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （批号： ８８⁃７０６４⁃８８、 ８８⁃７１０５⁃８８、 ８８⁃
７３２４⁃８８、８８⁃８３５０⁃２２），购自美国赛默飞世尔科技

公司。
ＩＸ７０ 显微图像分析系统（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；

Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ Ｐｏｗｅｒ Ｗａｖｅ ＸＳ 酶标仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ 公

司）；ＡＢＩ ＶＩＩＡ 荧光定量逆转录 ＰＣＲ（ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ，ｑ⁃ＲＴＰＣＲ）仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；病理脱水机（ＳＰＰ３００）、包埋

机（ＥＧ１１４０）、切片机（ＣＭ１８５０）、展片水浴锅 （ＨＩ
１２１０），均购自德国 ＬＥＩＣＡ 公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组及造模

４５ 只小鼠随机分为正常对照组、模型对照组、
复方胆草颗粒低、高剂量组及奥贝胆酸组，每组 ９
只。 模型制备参考既往方法［５］，首次给予 １００％
ＣＣ１４ 溶液 ４ ｍＬ ／ ｋｇ 皮下注射、然后给予 ４０％ ＣＣ１４⁃
橄榄油溶液 ２ ｍＬ ／ ｋｇ 皮下注射，每周 ２ 次，共 ６ 周。
模型对照组、复方胆草颗粒低、高剂量组及奥贝胆

酸组小鼠全程给予高脂饲料，正常对照组给予普通

饲料，第 ３ 周开始，奥贝胆酸组、复方胆草颗粒低、高
剂量组分别以奥贝胆酸 １０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、复方胆草颗

粒 ３􀆰 ７４ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）和 ７􀆰 ４８ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）的剂量灌胃，共
４ 周，正常对照组和模型对照组灌胃相同体积的生

理盐水。
１􀆰 ２􀆰 ２　 获取标本

６ 周末，小鼠腹腔注射 ３％戊巴比妥钠（３ ｍｇ ／ ｋｇ）
麻醉、打开腹腔、下腔静脉取血、离心后血清置于

－８０ ℃保存，用于检测血清肝功二项（ＡＳＴ、ＡＬＴ）和
生化二项（ＴＣ、ＴＧ）。 摘取肝、脾并分别称重；切取

小鼠肝右叶约 ０􀆰 ５ ｃｍ × １􀆰 ０ ｃｍ 大小组织置入 １０％
中性福尔马林缓冲液中固定。 此外，取肝组织各

１００ ｍｇ 存于 ＴＲＩｚｏｌ 中，用于提取 ＲＮＡ。
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 各 组 小 鼠 肝 组 织 ＮＡＦＬＤ 活 动 度 积 分

（ＮＡＦＬＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｃｏｒｅ，ＮＡＳ）评分及胶原面积和油红

面积半定量分析

采用苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察肝组织学损

伤，由本研究所两位病理专家盲法阅片计算 ＮＡＳ 评

分，采用美国国立卫生研究院 ＮＡＳＨ 临床研究网病

理工作组指南的 ＮＡＳ 积分［６］（表 １）。 胶原面积和

油红面积半定量分析：使用软件 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ８􀆰 ０ 分析

天狼猩红染色和油红染色中的胶原纤维面积比和

脂滴面积比，即红色胶原和红色脂肪滴的总面积占

所使用的整个 ２０ 倍放大图像面积的百分比来完成

胶原和油红定量。

表 １　 非酒精性脂肪性肝病 ＮＡＳ 评分表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ＮＡＳ ｓｃａｌｅ

项目
Ｉｔｅｍ

评分 ／ 分
Ｓｃａｌｅ ／ ｐｏｉｎｔｓ

０ １ ２ ３
肝细胞脂肪样
变比例 ／ ％

Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ
ｗｉｔｈ ｓｔｅａｔｏｓｉｓ ／ ％

０ ～ ５ ５ ～ ３３ ３４ ～ ６６ ６６ ～ １００

小叶内炎性病灶
个数 ／ 个

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｌｏｂｕｌｅ ／ ｎｕｍｂｅｒ

０ ０ ～ ２ ２ ～ ４ ＞ ４

肝细胞气球样变
Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｂａｌｌｏｏｎｉｎｇ

无
Ｎｏｎｅ

少见
Ｆｅｗ

多见
Ｍａｎｙ

－

１􀆰 ２􀆰 ４　 肝组织炎症因子检测

采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒检测肝

组织中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０、ＴＮＦ⁃α 和 ＴＧＦ⁃β 的浓度。 在 ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲液（ｐＨ ＝ ７􀆰 ４）中，在冰水浴中匀

浆，并在 ４ ℃下 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，获得肝匀

浆。 每次检测时，对所有小鼠的 １００ μＬ 肝匀浆进行

连续稀释，以确保所得值在每个试剂盒提供的标准

值的线性范围内，ＥＬＩＳＡ 实验过程严格遵循制说明

书操作。
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫组化法检测肝组织 α⁃ＳＭＡ 表达

将肝组织石蜡切片分级脱蜡复水，柠檬酸盐缓

冲液高压热修复，３％双氧水去除内源性酶，５％ ＢＳＡ
室温下封闭 ３０ ｍｉｎ， 使用一抗 α⁃ＳＭＡ（１ ∶ １０００），
４ ℃摇床孵育过夜。 ＰＢＳ 洗涤，滴加辣根过氧化物

酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ ＋ Ｌ）二抗（１ ∶ ５０），室温孵

育 １ ｈ。 ＰＢＳ 洗涤，滴加 ＳＡＢＣ 链霉素室温孵育 ３０
ｍｉｎ。 加入 ＤＡＢ 显色液，在显微镜下控制显色，苏木

素复染细胞核，冲洗返蓝，０􀆰 ４％盐酸乙醇分化，中性

树胶封片。 数字病理扫描仪采集图片，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
１􀆰 ８􀆰 ０ 软件分析肝组织 α⁃ＳＭＡ 表达情况。
１􀆰 ２􀆰 ６　 脱氧核苷酸末端转移酶介导的 ｄＵＴＰ 缺口

末端标记 （ ＴｄＴ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ⁃ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ，
ＴＵＮＥＬ）染色检测小鼠肝细胞凋亡

将肝组织石蜡切片分级脱蜡复水，使用蛋白酶

Ｋ（２０ μｇ ／ ｍＬ）预处理组织后，３％双氧水去除内源性
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酶，按照试剂说明书步骤进行染色，结束后使用甲

基绿染色复染细胞核，显微镜下观察，封片后数字

病理扫描仪采集图片，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ８􀆰 ０ 软件，分
析肝组织细胞凋亡情况。
１􀆰 ２􀆰 ７　 肝组织转录组测序

首先提取肝组织的 ＲＮＡ，对提取的 ＲＮＡ 进行

纯度检测，并检测其浓度， ＲＮＡ 质检合格后，用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ Ｘ Ｔｅｎ 测 序 仪 进 行 测 量。 使 用

Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ ｖ０􀆰 ３２ 软件进行质控，筛除掉低质量碱

基，得到高质量的 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ，使用 ＨＩＳＡＴ２ ｖ２􀆰 ２􀆰 １
和 Ｂｏｗｔｉｅ２ ｖ２􀆰 ３􀆰 ２ 软件，将 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ 与参考转录

本进行比对，计算出基因的每千个碱基的转录每百

万映射读取的片段数值，并对表达量进行差异分析。
得到差异表达基因后，设定筛选条件为Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，以
及差异倍数（ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ，ＦＣ）􀰙 ｌｏｇＦＣ 􀰙 ＞ ２。 使用

Ｒ 语言筛选出差异基因后，进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 信号

通路分析。
１􀆰 ２􀆰 ８　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测相关基因表达

通过 ＴＲＩｚｏｌ 法提取各组小鼠肝组织总 ＲＮＡ，根
据制造商的说明书使用逆转录试剂盒（ＴａＫａＲａ）逆
转录为 ｃＤＮＡ，取 ｃＤＮＡ ２ μＬ，加入上下游引物（１０
μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ４ μＬ， ＤＥＰＣ 水 ６􀆰 ８ μＬ，２ × ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｎ Ｅｘ Ｔａｑ １０ μＬ，５０ × ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ＤｙｅⅡ
０􀆰 ４ μＬ，共 ２０ μＬ，进入扩增程序，９５ ℃预变性 ３０ ｓ
后，以 ９５ ℃ ５ ｓ、６０ ℃ ３４ ｓ 为 １ 次，循环 ４０ 次。 各

组设 ３ 个复孔，β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参基因，通过 ２－ΔΔＣｔ 法

计算各组样本 ｍＲＮＡ 的相对表达量，引物由 ＮＣＢＩ
在线引物设计软件 Ｐｒｉｍｅｒ⁃Ｂｌａｓｔ 设计（表 ２）。

表 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５’－３’）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）
长度 ／ ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

Ｃａｓｐａｓｅ３
Ｆ：ＡＧＴＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧＡＧＧＡＧＡＴＧＧＣ
Ｒ：ＡＴＧＣＴＧＣＡＡＡＧＧＧＡＣＴＧＧＡＴＧＡＡＣ １４０

Ｂａｘ
Ｆ：ＧＣＴＡＣＡＧＧＧＴＴＴＣＡＴＣＣＡＧＧＡＴＣＧ
Ｒ：ＴＧＣＴＧＴＣＣＡＧＴＴＣＡＴＣＴＣＣＡＡＴＴＣＧ １２７

Ｐ５３
Ｆ：ＡＣＣＧＣＣＧＡＣＣＴＡＴＣＣＴＴＡＣＣＡＴＣ
Ｒ：ＧＧＣＡＣＡＡＡＣＡＣＧＡＡＣＣＴＣＡＡＡＧＣ ８９

Ａｐａｆ１
Ｆ：ＣＴＧＡＣＧＧＧＡＣＴＴＴＡＡＧＧＣＴＴＴＧＧＧ
Ｒ：ＴＣＡＣＧＡＴＣＡＣＣＴＣＣＡＣＡＴＣＣＴＣＴＧ １１７

Ｃａｓｐａｓｅ８
Ｆ：ＧＣＡＴＣＣＴＧＡＣＴＧＧＣＧＴＧＡＡＣ
Ｒ：ＡＧＧＴＧＧＧＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣＴＧ ８１

Ｂａｋ
Ｆ：ＣＧＧＧＡＡＴＧＣＣＴＡＣＧＡＡＣＴＣＴＴＣＡＣ
Ｒ：ＡＣＧＧＴＡＧＣＣＡＡＡＧＣＣＣＡＧＧＡＧ １００

β⁃ａｃｔｉｎ
Ｆ：ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ

Ｒ：ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ １５３

１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 进行数据分析， Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ １０ 绘制图片。 结果以平均值 ± 标准差（ 􀭰ｘ ±
ｓ）表示，多组间比较采用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 胆草颗粒对小鼠血清生化指标的影响

相较于正常对照组，模型对照组血清 ＡＬＴ、
ＡＳＴ、ＴＣ、ＴＧ 水平明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型对照

组相比，复方胆草颗粒低、高剂量组和奥贝胆酸组

血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ、ＴＧ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
相比于奥贝胆酸组，复方胆草颗粒高剂量组 ＴＣ 水

平降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 １）。
２􀆰 ２　 各组小鼠肝组织炎症、胶原沉积和脂肪蓄积

比较

与正常对照组比较，模型对照组小鼠肝组织炎

性细胞浸润明显，出现大量脂肪空泡，油红 Ｏ 染色

显示红色脂滴面积明显增大，汇管区及小叶间胶原

沉积明显，大量肝细胞呈气球样变，ＮＡＳ 评分明显

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型对照组相比，复方胆草颗粒

各剂量组和奥贝胆酸组小鼠肝组织炎症浸润、肝细

胞气球样变、胶原沉积、油红染色面积均不同程度

减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＮＡＳ 评分降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；相比

于奥贝胆酸组，复方胆草颗粒各剂量组给药后油红

面积减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），脂肪蓄积改善（表 ３、图 ２）。
２􀆰 ３　 各组小鼠肝组织炎症因子水平比较

与正常对照组比较，模型对照组小鼠肝组织中

ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 水平明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＩＬ⁃１０ 和

ＴＧＦ⁃β 水平下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；给药后，复方胆草颗粒

各剂量组和奥贝胆酸组小鼠肝组织 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α
水平明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＩＬ⁃１０ 和 ＴＧＦ⁃β 水平升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ３）。
２􀆰 ４　 各组小鼠肝组织 α⁃ＳＭＡ 含量比较

免疫组化法检测肝组织 α⁃ＳＭＡ 表达结果如图

４ 所示。 与正常对照组比较，模型对照组小鼠肝组

织中 α⁃ＳＭＡ 的表达明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型对

照组相比，复方胆草颗粒各剂量组和奥贝胆酸组小

鼠肝组织 α⁃ＳＭＡ 的表达明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ５　 差异基因表达筛选结果

使用 Ｒ 语言对各组标准化之后的数据进行差

异表达分析，结果显示，与正常对照组相比，模型对

照组小鼠表达显著上调的基因有 ５４３ 个，２２７６ 个基
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注：与正常对照组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与奥贝胆酸组相比，∧Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）

图 １　 各组小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ 和 ＴＧ 水平比较（ｎ ＝ ９）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｏｂｅｔｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ，∧Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ ａｎｄ ＴＧ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ９）

表 ３　 各组小鼠 ＮＡＳ 评分及半定量分析比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ９）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＮＡＳ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ９）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＮＡＳ 评分 ／ 分
ＮＡＳ ｓｃｏｒｅ ／ ｐｏｉｎｔｓ

胶原面积 ／ ％
Ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｒ ａｒｅａ ／ ％

油红面积 ／ ％
Ｏｉｌ ｒｅｄ ｐｅｒ ａｒｅａ ／ ％

正常对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ０００ ± ０􀆰 ０００ ０􀆰 ６１６ ± ０􀆰 ３５８

模型对照组
Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ５７ ± ０􀆰 ７９＃＃ ４􀆰 ５８１ ± １􀆰 ５４９＃＃ ４４􀆰 ８３０ ± ３􀆰 ４１９＃＃

复方胆草颗粒低剂量组
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ４２ ± ０􀆰 ７９∗∗ ２􀆰 ２７５ ± ０􀆰 ６３９∗∗ ２６􀆰 ５７０ ± １􀆰 ９８８∗∗∧∧

复方胆草颗粒高剂量组
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ００ ± １􀆰 ４１∗∗ ２􀆰 ４９６ ± １􀆰 １５６∗∗ ２３􀆰 ５７０ ± ２􀆰 ０７１∗∗∧∧

奥贝胆酸组
Ｏｂｅｔｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ４３ ± ０􀆰 ７８∗∗ ２􀆰 ２８３ ± ０􀆰 ７５１∗∗ ３１􀆰 ７１０ ± ３􀆰 ５９２∗∗

注：与奥贝胆酸组相比，∧∧Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｂｅｔｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ，∧∧Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）
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图 ２　 各组小鼠肝组织炎症、胶原沉积和脂肪蓄积比较（ｎ ＝ ９）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ、ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｕｔｒａｌ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ

ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ９）

注：与正常对照组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与模型对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ３　 各组小鼠肝组织炎症因子 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β 和 ＩＬ⁃１０ 比较（ｎ ＝ ９）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β ａｎｄ ＩＬ⁃１０ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ９）
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图 ４　 免疫组化法检测肝组织 α⁃ＳＭＡ 表达及半定量分析

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ

表 ４　 差异基因 ＫＥＧＧ 富集信号通路（部分）
Ｔａｂｌｅ ４　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ （Ｐａｒｔ）

ＫＥＧＧ 通路
ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

基因
Ｇｅｎｅ

细胞周期
Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ １􀆰 １９Ｅ⁃１２ Ｃｄｔ１，Ｐｌｋ１，Ｂｕｂ１ｂ，Ｔｔｋ，Ｋｎｌ１，Ｅｓｃｏ２，Ｃｄｃ６，Ｎｄｃ８０，Ｃｄｃ２５ｂ，Ｓｇｏ１，Ｃｃｎｂ２，

Ｅｓｐｌ１，Ｃｃｎｅ１，Ｍｃｍ４，Ｍｃｍ５，Ｆｂｘｏ５，Ｂｕｂ１，Ｍｃｍ２

马达蛋白
Ｍｏｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ３􀆰 ６４Ｅ⁃０４ Ｃｅｎｐｅ，Ｔｕｂｂ２ｂ，Ｋｉｆ１８ｂ，Ｋｉｆｃ１，Ｋｉｆ１４，Ｍｙｏ５ａ，Ｋｉｆ２２，Ｋｉｆ２０ａ，Ｋｉｆ１１，Ｋｉｆ４

细胞因子相互作用
Ｃｙｔｏｋｉｎｅ⁃ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ５􀆰 ９７Ｅ⁃０３ Ｃｃｒ１，Ｃｓｆ２ｒｂ２，Ｉｌ１ｒｎ，Ｃｃｌ６，Ｉｎｈｂｂ，Ｔｎｆｒｓｆ１１ａ，Ｉｌ７ｒ，Ｅｄａ２ｒ，Ｃｃｒ２，Ｐｆ４

Ｐ５３ 信号通路
Ｐ５３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ １􀆰 ３７Ｅ⁃０３ Ｐ５３，Ｃｃｎｂ２，Ａｐａｆ１，Ｂａｋ，Ｂａｘ，Ｇｔｓｅ１，Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｃｃｎｅ１

卵母细胞减数分裂
Ｏｏｃｙｔｅ ｍｅｉｏｓｉｓ ４􀆰 ２６Ｅ⁃０４ Ｓｇｏ１，Ｃｃｎｂ２，Ｅｓｐｌ１，Ｃｃｎｅ１，Ｐｌｋ１，Ｆｂｘｏ５，Ｂｕｂ１，Ａｕｒｋａ

凋亡
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ６􀆰 ８０Ｅ⁃０３ Ａｐａｆ１，Ｃａｓｐａｓｅ８，Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｂａｋ，Ｂａｘ，Ｐ５３

花生四烯酸代谢
Ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １􀆰 ５５Ｅ⁃０２ Ｈｐｇｄｓ，Ｃｙｐ２ｃ５４，Ｃｙｐ２ｂ１０，Ｔｂｘａｓ１，Ｃｙｐ２ｃ５０

类固醇激素生物合成
Ｓｔｅｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ２􀆰 １７Ｅ⁃０２ Ｃｙｐ２ｃ５４，Ｓｒｄ５ａ１，Ｃｙｐ２ｂ１０，Ｃｙｐ２ｃ５０，Ａｋｒ１ｃ１８

视黄醇代谢
Ｒｅｔｉｎｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ２􀆰 ４０Ｅ⁃０２ Ｃｙｐ２ｃ５４，Ｃｙｐ２ｂ１０，Ａｏｘ３，Ｃｙｐ２ｃ５０，Ｂｃｏ１

蛋白消化与吸收
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ３􀆰 ３８Ｅ⁃０２ Ｋｃｎｋ５，Ｓｌｃ７ａ８，Ｃｏｌ５ａ２，Ａｔｐ１ａ３，Ｋｃｎｎ４

果糖与甘露糖代谢
Ｆｒｕｃｔｏｓｅ ａｎｄ ｍａｎｎｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ７􀆰 ６５Ｅ⁃０３ Ｈｋ３，Ｆｂｐ２，Ｈｋ２，Ａｋｒ１ｂ７

半乳糖代谢
Ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ５􀆰 ４９Ｅ⁃０３ Ｈｋ３，Ｇｌａ，Ｈｋ２，Ａｋｒ１ｂ７

因表达显著下调；与模型对照组比较，复方胆草颗

粒高剂量组小鼠肝显著上调的基因共 ２０６ 个，显著

下调的基因共 ３４ 个；对 ２ 组的差异基因取交集，显
示差异基因共有 ２２１ 个（图 ５）。
２􀆰 ６　 差异富集基因的 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 富集分析

差异表达基因 ＧＯ 功能预测本研究中 ２２１ 个差

异表达基因比对到 ３０ 个 ＧＯ 条目中（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），多
数基因主要富集在细胞周期和细胞分裂等方面（图
６Ａ）。 ＫＥＧＧ 分析结果显示差异基因主要富集于 １２
条信号通路中 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），其中细胞周期 （ ｃｅｌｌ

ｃｙｃｌｅ），马达蛋白（ｍｏｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ），细胞因子受体相

互作用（ ｃｙｔｏｋｉｎｅ⁃ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ），凋亡

（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ），Ｐ５３ 信号通路（Ｐ５３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ），
花生四烯酸代谢（ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ），半乳

糖代谢（ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）等在 ＫＥＧＧ 中显著富

集（图 ６Ｂ）。 差异基因 ＫＥＧＧ 结果分析见表 ４。
２􀆰 ７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测差异基因的表达

在表达的差异基因中选择与凋亡相关的差异

基因，通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证转录组测序结果的可靠

性，结果提示，与正常对照组比较，模型对照组小鼠
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注：Ａ：差异基因柱状图；Ｂ：韦恩图；ａ：正常对照组与模型对照组相比；ｂ：模型对照组与复方胆草颗粒高剂量组相比。

图 ５　 差异基因表达筛选结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ． Ｂ． Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ． ａ． Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｖｓ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ｂ． Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｄａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

注：Ａ：差异表达基因 ＧＯ 功能分析；Ｂ：ＫＥＧＧ 分析结果；０１：细胞周期；０２：细胞分裂；０３：染色体分离；０４：细胞对 ＤＮＡ 损伤刺激的反应；
０５：凋亡过程；０６：有丝分裂姐妹染色单体分离；０７：有丝分裂细胞周期；０８：细胞周期的调节；０９：蛋白质磷酸化；１０：凋亡过程负向调控；
１１：细胞质；１２：细胞核；１３：细胞液；１４：核浆；１５：细胞骨架；１６：染色体；１７：细胞外区域；１８：染色体，着丝粒区；１９：微管；２０：着丝粒；２１：
ＡＴＰ 结合；２２：核苷酸结合；２３：水解酶活性；２４：微管结合；２５：氧化还原酶活性；２６：钙离子结合；２７：ＡＴＰ 酶活化 ；２８：蛋白激酶结合；２９：
激酶活化；３０：肌动蛋白结合。

图 ６　 差异基因的 ＧＯ 富集分布图和 ＫＥＧＧ 通路富集分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ． Ｂ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＫＥＧＧ． ０１． Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ． ０２． Ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ． ０３． Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ． ０４． Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｓｔｉｍｕｌｕｓ． ０５． Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐｒｏｃｅｓｓ． ０６． Ｍｉｔｏｔｉｃ ｓｉｓｔｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｉｄ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ． ０７． Ｍｉｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌ
ｃｙｃｌｅ． ０８． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ． ０９． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ． １０． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ． １１． Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ． １２． Ｎｕｃｌｅｕｓ．
１３． Ｃｙｔｏｓｏｌ． １４． Ｎｕｃｌｅｏｐｌａｓｍ． １５． Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ． １６． Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ． １７． Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ． １８． Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ， ｃｅｎｔｒｏｍｅｒｉｃ ｒｅｇｉｏｎ．
１９． Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ． ２０． Ｋｉｎｅｔｏｃｈｏｒｅ． ２１． ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ． ２２． Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ． ２３． Ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ． ２４． Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｂｉｎｄｉｎｇ．
２５． Ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ． ２６． Ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ． ２７． ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ． ２８． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｂｉｎｄｉｎｇ． ２９． Ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ． ３０． Ａｃｔｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
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的 Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｂａｘ，Ｐ５３，Ａｐａｆ１，Ｂａｋ 和 Ｃａｓｐａｓｅ８ ｍＲＮＡ
表达明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型对照组相比，复方

胆草颗粒各剂量组小鼠的 Ｃａｓｐａｓｅ３， Ｂａｘ， Ｐ５３，
Ａｐａｆ１，Ｂａｋ 和 Ｃａｓｐａｓｅ８ ｍＲＮＡ 表达明显降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）（图 ７）。

图 ７　 各组小鼠肝组织 Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｂａｘ，Ｐ５３，Ａｐａｆ１，Ｂａｋ 和 Ｃａｓｐａｓｅ８ ｍＲＮＡ 表达的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｐ５３、Ａｐａｆ１、Ｂａｋ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ８ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ
ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ８　 各组 ＴＵＮＥＬ 染色结果

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ８　 复方胆草颗粒对各组小鼠肝细胞的凋亡影响

ＴＵＮＥＬ 染色及半定量分析结果表明，与模型对

照组相比，复方胆草颗粒治疗后，小鼠肝细胞核固

缩及凋亡小体数量减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），提示凋亡在复

方胆草颗粒治疗 ＮＡＳＨ 小鼠中的关键作用（图 ８、９）。
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图 ９　 肝细胞的凋亡率半定量分析（ｎ ＝ ９）
Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｒａｔｅ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ（ｎ ＝ ９）

３　 讨论

参照中医辨证论治的思想观点，ＮＡＳＨ 可分为 ４
个证型：肝郁脾虚证，痰湿内阻证，湿热蕴结证和痰

瘀互结证。 治疗方剂以逍遥散、二陈汤、葛根芩连

汤和下淤血汤为代表［７］。 临床上 ＮＡＳＨ 常多证兼

夹，最新的专家共识认为湿热和淤血是 ＮＡＳＨ 的主

要病理因素［４］。 本研究使用的复方胆草颗粒全方

由龙胆草、鸡血藤、红花、当归和黄芪组成［８］，其中

龙胆草清热燥湿、泻肝胆火；鸡血藤活血补血；红花

活血通经、疏肝理气；当归补血活血；黄芪补气升

阳、益卫固表，共奏清热燥湿、活血化瘀、益气疏肝

之功，契合肝癖主要病机。 同时现代药理研究进一

步表明上述中药活性成分除具有保肝利胆［９］、减轻

纤维化［１０－１１］、抗氧化的作用外，还具有抗细胞凋

亡［１２－１５］的作用，病理条件下的肝细胞凋亡在造成肝

损伤的同时推进 ＮＡＳＨ 的进展［１６］，因此复方胆草颗

粒能否通过调节肝细胞凋亡改善 ＮＡＳＨ 值得进一步

研究。
动物实验结果显示复方胆草颗粒可以明显减

轻小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ 和 ＴＧ 指标，降低肝组织

ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的水平，升高 ＩＬ⁃１０ 和 ＴＧＦ⁃β 的水平，
病理结果表明其可以减少炎症细胞浸润，改善肝脂

肪变性，减少胶原纤维的沉积，降低肝组织 α⁃ＳＭＡ
的表达水平对 ＮＡＳＨ 的改善具有显著作用。 转录组

学可以在基因水平上监测复方胆草颗粒对 ＮＡＳＨ 的

影响，并确定与之相关的潜在干预靶点， ＧＯ 和

ＫＥＧＧ 富集分析结果发现复方胆草颗粒主要影响细

胞周期、凋亡、Ｐ５３ 信号通路，花生四烯酸和半乳糖

代谢等。
细胞凋亡是为维持细胞自身内环境稳定而进

行的一种自发的死亡过程［１７］。 病理条件下的肝细

胞凋亡是造成肝损伤和 ＮＡＦＬＤ 进展的最基本的中

心环节［１６］。 肝细胞凋亡与炎症和纤维化进展密切

相关，随着研究的不断深入，研究人员将细胞凋亡

的途径分为线粒体途径［１８］、内质网应激途径［１９］ 和

死亡受体途径［２０］，Ｂａｘ、Ｂａｋ 和 Ａｐａｆ⁃１ 在线粒体途径

中发挥重要作用，研究发现 Ｂａｘ 和 Ｂａｋ 可以深入线

粒体外膜形成寡聚膜孔，促进细胞色素 Ｃ 的释

放［２１］，Ａｐａｆ⁃１ 和细胞色素 Ｃ 结合可以最终导致

Ｃａｓｐａｓｅ３ 的激活［２２－２３］。 Ｐ５３ 蛋白可以上调 Ａｐａｆ１ 的

表达进而使细胞对线粒体凋亡途径更加敏感［２４］。
Ｃａｓｐａｓｅ８ 是死亡受体途径中的关键因子，死亡配体

与死亡受体结合后可以激活 Ｃａｓｐａｓｅ８，进而激活

Ｃａｓｐａｓｅ３，最终导致细胞凋亡［２０］。 临床数据表明，
应用 ＴＵＮＥＬ 法检查 ＮＡＳＨ 患者肝组织活检标本时，
发现肝细胞凋亡数量与患者肝炎症和纤维化程度

呈正相关［２５］，这一点在 ＮＡＳＨ 小鼠上得到了进一步

验证［２６－２７］。
本实验通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 发现，参与凋亡的相关基

因 Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｂａｘ，Ｐ５３，Ａｐａｆ１，Ｂａｋ 和 Ｃａｓｐａｓｅ８ ｍＲＮＡ
的表达在模型对照组小鼠中明显升高，复方胆草颗

粒可以显著减少上述基因的表达，ＴＵＮＥＬ 染色结果

进一步证实凋亡在 ＮＡＳＨ 中的关键作用。 综上所

述，复方胆草颗粒对高脂饲料复合 ＣＣｌ４ 诱导的

ＮＡＳＨ 小鼠模型具有较好的保护作用，其机制可能

与调控小鼠肝细胞凋亡相关基因表达相关。
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（２）： ４３７－４４３．

［２６］ 　 ＮＡＳＩＲＩ⁃ＡＮＳＡＲＩ Ｎ， ＮＩＫＯＬＯＰＯＵＬＯＵ Ｃ， ＰＡＰＯＵＴＳＩ Ｋ， ｅｔ ａｌ．
Ｅｍｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ

（ＮＡＦＬＤ） ｉｎ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｆｅｄ ＡｐｏＥ－ ／ － ｍｉｃｅ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ＥＲ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ
Ｓｃｉ， ２０２１， ２２（２）： ８１８．

［２７］ 　 ＺＨＯＵ Ｊ， ＨＵＡＮＧ Ｎ， ＧＵＯ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｏｂｅｔｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ
ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ．
Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎ Ｂ， ２０１９， ９（３）： ５２６－５３６．

［收稿日期］ 　 ２０２４－０４－２６

《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价的学术水

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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Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． １２

何志勇，李竣，王线，等． 大鼠下肢静脉曲张动物模型的建立 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（１２）： １５５６－１５６４．
ＨＥ Ｚ Ｙ， ＬＩ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４，
３２（１２）： １５５６－１５６４．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 １２􀆰 ００６

［基金项目］湖北省重点研发计划（２０２４ＢＣＡ００２，２０２２ＢＣＡ０５３）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｋｅｙ Ｒ＆Ｄ Ｐｒｏｇｒａｍ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （２０２４ＢＣＡ００２，２０２２ＢＣＡ０５３）．
［作者简介］何志勇，男，实验师，学士，研究方向：民族药物有效性与安全性。 Ｅｍａｉｌ：４７５５４３７０４＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］黄先菊，女，教授，博士，研究方向：民族药物药理学和毒理学。 Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｎｊｕ＠ ｍａｉｌ． ｓｃｕｅｃ． ｅｄｕ． ｃｎ

大鼠下肢静脉曲张动物模型的建立
何志勇１，李竣２，王线３，陈丹丹２，全志文２，戴加伟２，黄先菊２∗

（１． 中南民族大学 实验教学与工程训练中心，创新创业学院，武汉　 ４３００７４；２． 中南民族大学 药学院，
武汉　 ４３００７４；３． 武汉润禾生物医药有限公司，武汉　 ４３００４０）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过手术构建一种接近临床的大鼠下肢静脉曲张动物模型，为评价药物治疗提供理论支持。
方法　 ＳＤ 大鼠 ３０ 只，雌雄各半，随机分为对照组和手术组。 手术组采用改良的下肢静脉结扎手术对大鼠下肢静

脉结扎（包括小隐静脉和股静脉），即小隐静脉合并股静脉完全结扎手术，形成血栓导致下肢深静脉内压持久升高，
从而引起下肢静脉曲张症状。 手术组大鼠手术后第 ６ 周，对大鼠静脉曲张进行评分，评选出造模成功大鼠，然后将

造模成功大鼠随机分为模型组和迈之灵组。 迈之灵组使用迈之灵 ６２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃每日一次，对照组和模型组每日

给予等体积生理盐水灌胃，连续 ２０ ｄ，给药前 １ ｄ、给药后 ７、１４ 和 ２０ ｄ 时分别对大鼠小腿部进行微距拍照、评分，给
药结束后模型组和迈之灵组取手术侧下肢踝关节以上大隐静脉约 １ ｃｍ 长，对照组取相同侧下肢对应部位大隐静

脉进行病理组织观察。 组织包埋蜡块分成两份，一份用于苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色和马松（Ｍａｓｓｏｎ）染色，另一份用

于免疫组化（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）检查白细胞介素 ２（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ２，ＩＬ⁃２）和金属蛋白酶组织抑制因子（ ｔｉｓｓｕｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＴＩＭＰ⁃１）检测。 结果　 手术组 ２２ 只大鼠，有 ２０ 只造模成功，造模成功率为 ９１％。 根据

大鼠下肢小腿静脉扩张、曲张和红肿表现，与对照组相比，模型组静脉曲张评分增加，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
给予治疗剂量的迈之灵后，与模型组相比，迈之灵组静脉曲张评分减少，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 病理检查显

示模型组可见明显的静脉曲张样改变，有轻度炎症；迈之灵组静脉曲张改变和炎症减轻。 结论　 成功建立了一种

下肢静脉曲张大鼠模型，为下肢静脉曲张疾病相关药物和治疗方法的研究提供了新的研究方法。
【关键词】 　 下肢静脉曲张；动物模型；迈之灵
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ｓｃｏｒｉｎｇ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ． Ａｆｔｅｒ ｃｏｍｐｌｅｔｉｏｎ， ａｎ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ １ ｃｍ ｌｏｎｇ ｓａｐｈｅｎｏｕｓ ｖｅｉｎ ａｂｏｖｅ
ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｓｉｄｅ ｗａｓ ｒｅｍｏｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｍａｉｚｈｉｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ｒａｔｓ， ｗｈｉｌｅ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｓａｐｈｅｎｏｕｓ ｖｅｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｏｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｉｄｅ ｗａｓ ｒｅｍｏｖｅｄ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｔｉｓｓｕｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃２（ＩＬ⁃２）ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ（ＴＩＭＰ⁃１）． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｏｆ ｔｈｅ ２２ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｇｒｏｕｐ， ２０
ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｍｏｄｅｌｅｄ， ｗｉｔｈ ａ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｏｆ ９１％． Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖｅｎｏｕｓ ｄｉｌａｔｉｏｎ， ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎｓ，
ａｎｄ ｒｅｄｎｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂｓ ｏｆ ｒａｔｓ， ｔｈｅ ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ
ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｄｏｓｅ ｏｆ Ｍａｉｚｈｉｌｉｎｇ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ， ｔｈｅ ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎ ｓｃｏｒｅ ｉｎ ｔｈｅ
Ｍａｉｚｈｉｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ
ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｖａｒｉｃｏｓｅ⁃ｖｅｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｍｉｌｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ Ｍａｉｚｈｉｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎｓ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｎｅｗ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｖａｒｉｃｏｓｅ
ｄｉｓｅａｓｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎｓ ｏｆ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂｓ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； Ｍａｉｚｈｉｌｉｎｇ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 下肢静脉曲张是指下肢浅静脉伸长、迂曲而呈

曲张状态，多与静脉壁软弱、静脉瓣膜缺陷及遗传

因素有关［１］。 长期站立、重体力劳动、妊娠、习惯性

便秘、慢性咳嗽等因素导致下肢静脉压增高［２］，从
而引起静脉迂曲、扩张及相应出现的一系列临床表

现，其临床症状多为下肢静脉扩张、曲张、肿胀、皮
肤瘙痒、色素沉着和溃疡等，严重影响患者的生活

质量［３］。 虽然目前治疗下肢静脉曲张的方法多种

多样，但在药物治疗有效性研究中，急需一种合适

的下肢静脉曲张动物模型，建立下肢静脉曲张动物

模型具有重要意义［４］。
下肢静脉曲张疾病由于长期的静脉高压和血

液蓄积可使静脉壁扩张、瓣膜受损，血管内皮细胞

因静脉高压而受损，导致长期慢性炎症和产生较多

的基质金属蛋白酶［５］。 炎症细胞因子依照其作用

机制可分为促炎症细胞因子和抗炎症细胞因子，其
中促炎症细胞因子包括白细胞介素 ２（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ２，
ＩＬ⁃２）、肿瘤坏死因子 α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ⁃
α）、白细胞介素 １β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １，ＩＬ⁃１β）、白细胞介

素 ６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６，ＩＬ⁃６）和白细胞介素 ８（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
８，ＩＬ⁃８）等［６］。 研究表明金属蛋白酶组织抑制因子

（ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＴＩＭＰ⁃１） ［７］ 广

泛存在于人体组织与体液中，可由多种细胞因子例

如 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１ 诱导生成，其作为基质降解抑制因

子，在曲张静脉中表达增加。 下肢静脉曲张患者血

清 ＴＩＭＰ⁃１［８］、Ｄ－二聚体（Ｄ⁃ｄｉｍｅｒ）、ＩＬ⁃２ 含量升高，
联合检测上述血清指标可作为下肢静脉曲张患者

筛查指标，对疾病的早期诊断具有一定临床价值，
且血清 ＴＩＭＰ⁃１、Ｄ⁃二聚体（Ｄ⁃ｄｉｍｅｒ）可反映患者疾

病症状严重程度［６］。
下肢静脉曲张模型在动物种类选择、造模方

法、评分标准、成模时间、成模临床症状观察等方面

都有待研究。 本实验通过手术对大鼠下肢静脉结

扎，形成血栓导致下肢静脉内压持久升高，从而引

起下肢静脉曲张症状。 再进一步采用临床治疗静

脉曲张药物迈之灵检验模型是否成功，最终形成大

鼠下肢静脉曲张模型的造模方法、评分标准、成模

临床症状观察及药物有效性判断等方面参数标准。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＤ 大鼠，ＳＰＦ 级，３０ 只，雌雄各半，由湖北省实

验动物研究中心提供【ＳＣＸＫ（鄂）２０２０－００１８】，实验

动物饲养于中南民族大学实验动物中心 【 ＳＹＸＫ
（鄂）２０２１－００８９】。 动物手术开始的年龄范围约为

６ 月龄；体重：雌鼠 ３００ ～ ３６０ ｇ，雄鼠 ５００ ～ ６００ ｇ，
且动物体重不超出平均体重的 ２０％。 雌性动物须

未育、未孕。 实验动物分笼饲养于 ＳＰＦ 级标准饲养

间，饲养室保持在常规温度（２２ ± ２）℃和空气湿度

７５５１
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（６０ ± １０）％下，暗 ／明周期为 １２ ／ １２ ｈ。 普通饲料喂

养，进食、饮水自由。 本研究实验内容和过程获中

南民族大学实验动物伦理委员会的批准 （ ２０２１⁃
ｓｃｕｅｃ⁃０４８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要材料与仪器

异氟烷（批号：２１０４０１０１，深圳市瑞沃德生命科

技有限公司）；注射用氨苄西林钠（批号：２０１２２１，华
北制药集团动物保健品有限责任公司）；０􀆰 ９％氯化

钠注射液（批号：２０１２３１８０３，武汉滨湖双鹤药业有

限责任公司）。
照相机（型号：Ａ６０００，索尼（中国）有限公司）；

小动物麻醉机（型号：Ｒ５００ＩＥ，深圳市瑞沃德生命科

技有限公司）；手术剪（批号：１９１２０１，上海医疗器械

（集团） 有限公司手术器械厂）；眼科镊 （批号：
２０１９０１，上海医疗器械（集团）有限公司手术器械

厂）；持针器（批号：Ｊ３２０４０，上海医疗器械（集团）有
限公司手术器械厂）；手术缝针（批号：ＹＨＪ⁃０４８，上
海元洪医疗器械有限公司）；３－０ 医用真丝非吸收缝

线（批号：２０２１０４２３，扬州市金环医疗器械厂）。 组

织标本病理切片在武汉赛维尔生物科技有限公司

完成。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 大鼠下肢静脉曲张造模方法

３０ 只大鼠适应性饲养 ３ ｄ，按照体重随机分为

对照组 ８ 只，雌雄各半，其余 ２２ 只进行手术。 大鼠

术前 １２ ｈ 禁食，不限饮水。 异氟烷麻醉机麻醉，麻
醉起效后常规备皮、消毒、铺巾。 手术组采用小隐

静脉合并股静脉完全结扎术构建静脉曲张模型，雌
雄各半，造模后第 ６ 周对大鼠进行静脉曲张评分，评
选出造模成功大鼠。 小隐静脉合并股静脉完全结

扎术手术方法如下（结扎小隐静脉、股静脉为同一

侧下肢进行手术）：
小隐静脉完全结扎法：在小腿外侧即踝关节上

方靠后 ０􀆰 ５ ｃｍ 处，找到小隐静脉，剪开皮肤，小隐静

脉与周围筋膜结合紧密不易分离，且位置表浅，因
此不必分离小隐静脉，确认位置后，可以将穿有 ３－０
非吸收手术缝合线的手术缝针直接穿过小隐静脉

下方并打结，注意手术缝针穿过的组织除小隐静脉

外包含其他组织尽量少，逐层缝合皮肤，皮下洒少

许注射用氨苄西林钠粉末；
股静脉完全结扎法［９］：经大鼠腹股沟部斜切

口，分开肌肉和筋膜，充分显露股静脉，腹股沟静脉

下方穿过 ３－０ 非吸收手术缝合线并结扎，逐层缝合

肌肉和皮肤，肌肉及皮下撒少许注射用氨苄西林钠

粉末［１０］。
所有实验大鼠术后保暖，保持环境温度在 ２５ ℃

左右。 单独饲养，麻醉清醒后少量饮水并给予食

物。 手术后一周内观察伤口生长情况有无感染，术
后每周观察一次大鼠手术侧小腿外侧浅静脉。
１􀆰 ２􀆰 ２　 临床观察

手术后，观察手术恢复情况；每周观察各组大

鼠手术侧下肢浅静脉一次；在手术后第 ６ 周进行微

距拍照，并观察下肢静脉曲张表现。 分别于给药前

１ ｄ（Ｄ０）、给药第 ７ 天（Ｄ７）、给药第 １４ 天（Ｄ１４）和
给药第 ２０ 天（Ｄ２０）对大鼠下肢小腿部进行微距拍

照和评分。
１􀆰 ２􀆰 ３　 大鼠下肢静脉曲张评分量表

评估患者静脉曲张临床⁃病因⁃解剖学⁃病理生

理（ｃｌｉｎｉｃａｌ ｅｔｉｏｌｏｇｙ ａｎａｔｏｍｙ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｙ，ＣＥＡＰ）分
级和静脉临床严重程度评分（ｖｅｎｏｕｓ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｅｖｅｒｉｔｙ
ｓｃｏｒｅ，ＶＣＳＳ）是既往常用的下肢静脉曲张分级标准

和评价方法 ［５］。 根据临床下肢静脉曲张 ＣＥＡＰ 分

级中的 Ｃ 标准分级［１１］，结合大鼠下肢静脉曲张模型

临床表现，自制大鼠下肢静脉曲张评分量表，将大

鼠下肢静脉曲张模型严重程度进行分级评分：包括

Ｃ０、Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３ 四大项，为 １８ 分制。 单个下肢只能

评每大项中对应表现的一项，各大项评分需叠加。
完全正常 ＝ ０ 分，最严重 ＝ １８ 分（表 １）。 评分时

采用单盲设计，至少两名实验人员进行评定，每只

大鼠需剃净观察部位毛发，观察两次，并取其平均

值。 术后 ６ 周，评分为 ６ ～ １８ 分的大鼠方可认为造

模成功。 未达标准者予以继续饲养，一月内如未达

标准予以剔除并重新造模补入。
１􀆰 ２􀆰 ４　 迈之灵对下肢静脉曲张模型大鼠的影响

手术后第 ６ 周，大鼠下肢静脉曲张分值≥６ 为

造模成功，随机将造模成功大鼠分为模型组和迈之

灵组各 ８ 只，雌雄每组各取相等数量。 术后第 ６ 周

开始灌胃给药迈之灵，按照迈之灵临床剂量推算大

鼠给药量为 ６２􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），给药期间自由进食饮

水，给药体积为 ５ ｍＬ ／ ｋｇ，连续给药 ２０ ｄ。 模型组和

对照组给等体积 ０􀆰 ９％的氯化钠注射液。
１􀆰 ２􀆰 ５　 大隐静脉病理检测

给药第 ２０ 天取模型组和迈之灵组大鼠手术侧

下肢踝关节以上大隐静脉约 １ ｃｍ 长，对照组取相同

侧下肢对应部位大隐静脉约 １ ｃｍ 长，用 ４％多聚甲

醛固定 ２４ ｈ，脱水后常规石蜡包埋，苏木素⁃伊红
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　 　 　 　 　 　 表 １　 大鼠下肢静脉曲张评分量表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎ ｓｃｏｒｉｎｇ ｓｃａｌｅ ｆｏｒ ｒａｔｓ
分级

Ｇｒａｄｅ ｏｆ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ
大鼠下肢静脉曲张评分标准

Ｓｃｏｒｉｎｇ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂｓ ｏｆ ｒａｔｓ
评分 ／ 分

Ｓｃｏｒｅ ／ ｐｏｉｎｔｓ

Ｃ０：无持久性扩张的皮下浅静脉
Ｃ０：Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｖｅｉｎ ｗｉｔｈｏｕｔ

ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｄｉｌａｔｉｏｎ
－ ０

Ｃ１：毛细血管扩张，持久性扩张的皮下浅
静脉，呈线状、丝状、网状

Ｃ１：Ｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａ，ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｄｉｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｖｅｉｎｓ，ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ａｓ
ｌｉｎｅａｒ，ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ，ａｎｄ ｒｅｔｉｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ

Ｃ２：静脉曲张，是皮下浅静脉持久性扩张，
凸起，扭曲状，累及膝下隐静脉系统

Ｃ２：Ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎｓ ａｒｅ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｄｉｌａｔｉｏｎ，
ｐｒｏｔｒｕｓｉｏｎ，ａｎｄ ｔｗｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ
ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｖｅｉｎｓ ｔｈａｔ ｅｘｔｅｎｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｓｕｂｇｅｎｕｌａｒ ｓａｐｈｅｎｏｕｓ ｖｅｉｎ ｓｙｓｔｅｍ

Ｃ３：红肿
Ｃ３：Ｒｅｄ ａｎｄ ｓｗｏｌｌｅｎ

小腿外侧肉眼可见表浅毛细血管，呈线状，丝状，局部少量出现
Ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ ａｒｅ ｖｉｓｉｂｌｅ ｔｏ ｔｈｅ ｎａｋｅｄ ｅｙｅ ｏｎ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｅｇ，
ａｐｐｅａｒｉｎｇ ｉｎ ｌｉｎｅａｒ ａｎｄ ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ ｓｈａｐｅｓ，ｗｉｔｈ ａ ｓｍａｌｌ ａｍｏｕｎｔ ａｐｐｅａｒｉｎｇ ｌｏｃａｌｌｙ

１

小腿外侧肉眼可见表浅毛细血管，呈线状，丝状，出现面积为小腿外侧一半左右
或者布满小腿外侧，但不连接成网

Ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ ｖｉｓｉｂｌｅ ｔｏ ｔｈｅ ｎａｋｅｄ ｅｙｅ ｏｎ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｅｇ ａｒｅ
ｌｉｎｅａｒ ａｎｄ ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ，ｗｉｔｈ ａｎ ａｒｅａ ｏｆ ａｂｏｕｔ ｈａｌｆ ｏｆ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｅｇ ｏｒ

ｃｏｖｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｅｇ，ｂｕｔ ｎｏｔ ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｎｅｔｗｏｒｋ

２

小腿外侧肉眼可见表浅毛细血管，呈网状，布满小腿外侧
Ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ ａｒｅ ｖｉｓｉｂｌｅ ｔｏ ｔｈｅ ｎａｋｅｄ ｅｙｅ ｏｎ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｅｇ，

ｆｏｒｍｉｎｇ ａ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎｄ ｃｏｖｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｅｇ
３

小腿外侧肉眼可见表浅毛细血管扩张，呈扭曲状，较少，局部一条或者一段血管
出现

Ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｄｉｌａｔｉｏｎ ｉｓ ｖｉｓｉｂｌｅ ｔｏ ｔｈｅ ｎａｋｅｄ ｅｙｅ ｏｎ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ
ｌｅｇ，ａｐｐｅａｒｉｎｇ ｉｎ ａ ｔｗｉｓｔｅｄ ｓｈａｐｅ ｗｉｔｈ ｆｅｗ，ａｎｄ ｏｎｅ ｏｒ ａ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ

ａｐｐｅａｒｉｎｇ ｌｏｃａｌｌｙ

４

小腿外侧肉眼可见表浅毛细血管，呈扭曲状，两条或者两条以上血管出现，但未
布满整个小腿外侧

Ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ ｖｉｓｉｂｌｅ ｔｏ ｔｈｅ ｎａｋｅｄ ｅｙｅ ｏｎ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｌｆ ａｒｅ ｔｗｉｓｔｅｄ，
ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｏｒ ｍｏｒｅ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ａｐｐｅａｒｉｎｇ，ｂｕｔ ｎｏｔ ｃｏｖｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ ｏｕｔｅｒ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ

ｃａｌｆ

５

小腿外侧肉眼可见表浅毛细血管，呈扭曲状，较多，布满整个小腿外侧
Ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ ｖｉｓｉｂｌｅ ｔｏ ｔｈｅ ｎａｋｅｄ ｅｙｅ ｏｎ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｅｇ ａｒｅ

ｔｗｉｓｔｅｄ ａｎｄ ｎｕｍｅｒｏｕｓ，ｃｏｖｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ ｏｕｔｅｒ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｅｇ
６

较轻，红肿面积占整个小腿外侧小于三分之一
Ｍｉｌｄ，ｗｉｔｈ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｏｎｅ⁃ｔｈｉｒｄ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｅａ ｏｆ ｒｅｄｎｅｓｓ ａｎｄ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｓｉｄｅ ｏｆ

ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ ｃａｌｆ
７

明显较重，红肿面积占整个小腿外侧一半左右，在三分之一到三分之二之间
Ｉｔ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｅａｖｉｅｒ，ｗｉｔｈ ａ ｒｅｄｎｅｓｓ ａｎｄ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｒｅａ ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ａｂｏｕｔ ｈａｌｆ ｏｆ

ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ ｏｕｔｅｒ ｌｅｇ，ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ ｏｎｅ⁃ｔｈｉｒｄ ｔｏ ｔｗｏ⁃ｔｈｉｒｄｓ
８

严重，红肿面积占整个小腿外侧三分之二以上
Ｓｅｖｅｒｅ，ｔｈｅ ａｒｅａ ｏｆ ｒｅｄｎｅｓｓ ａｎｄ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｃｃｏｕｎｔｓ ｆｏｒ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｔｗｏ⁃ｔｈｉｒｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ

ｏｕｔｅｒ ｌｅｇ
９

（ＨＥ ） 染 色、 马 松 （ Ｍａｓｓｏｎ ） 染 色、 免 疫 组 化

（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）检查 ＩＬ⁃２ 和 ＴＩＭＰ⁃１，４０
倍光学显微镜下观察。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 统计软件进行统计分析，计量

资料采用平均值±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间比较采

用单因素方差分析，重复测量数据采用重复测量资

料的方差分析，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠下肢静脉曲张临床表现

大鼠手术后开始出现下肢静脉曲张临床表现，
并随时间逐渐加重。 图 １Ａ 为正常大鼠小腿外侧（０

分），为大鼠下肢静脉曲张评分量表 Ｃ０；图 １Ｂ ～ １Ｄ
出现毛细血管扩张，毛细血管扩张程度评分分别为

１、２、３ 分，为大鼠下肢静脉曲张评分量表 Ｃ１；图 １Ｅ
～１Ｇ 出现静脉曲张，静脉曲张程度评分分别为 ４、５、
６ 分，为大鼠下肢静脉曲张评分量表 Ｃ２；图 １Ｈ ～ １Ｊ
出现红肿，红肿程度评分分别为 ７、８、９ 分，为大鼠下

肢静脉曲张评分量表 Ｃ３。 每张图只评出其中一种

典型表现。
２􀆰 ２　 造模成功率

术后第 ６ 周对手术组大鼠进行评分，每只大鼠

观察两次，取其平均值。 评分结果为 ０ ～ ５ 分的为 ２
只，６ ～ ９ 分的为 ６ 只，１０ ～ １８ 分的为 １４ 只。 静脉

曲张评分 ６ ～ １８ 的大鼠为造模成功，造模成功大鼠
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注：黄色箭头：静脉毛细血管扩张；蓝色箭头：静脉曲张；红色：表示红肿。

图 １　 大鼠下肢静脉曲张模型临床表现

Ｎｏｔｅ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ． Ｖｅｎｏｕｓ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｄｉｌａｔｉｏｎ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎｓ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ｒｅｄｎｅｓｓ ａｎｄ ｓｗｅｌｌｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒａｔ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎ ｍｏｄｅｌ

为 ２０ 只，因此手术组造模成功率为 ９１％（表 ２）。 未

造模成功的大鼠，可能需要成模的时间更久，或者

跟个体差异和手术结扎部位的高低有关，后者需要

重新手术。

表 ２　 术后第 ６ 周手术组静脉曲张评分统计表

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｕｒｇｉｃａｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ６ｔｈ ｗｅｅｋ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ

静脉曲张评分范围
Ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎ ｓｃｏｒｉｎｇ ｒａｎｇｅ

大鼠只数 ／ 只
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒａｔｓ ／ ｎｕｍｂｅｒ

百分比 ／ ％
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ／ ％

０ ～ ５ ２ ９􀆰 １
６ ～ ９ ６ ２７􀆰 ３

１０ ～ １８ １４ ６３􀆰 ６

２􀆰 ３　 迈之灵对大鼠下肢静脉曲张的影响

模型组与对照组相比，给药前大鼠下肢小腿外

侧逐渐出现不同程度的毛细血管扩张、静脉曲张和

红肿表现，并且随时间推移病程加重，到给药第 ２０
天时，毛细血管扩张、静脉曲张和红肿表现加重最

明显，静脉曲张评分增加，具有显著性差异 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；迈之灵组与模型组相比，随给药时间增长静

脉曲张症状被抑制，给药第 ７ 天无显著性差异，到给

药第 １４ 天和第 ２０ 天时，毛细血管扩张、静脉曲张和

红肿表现明显减轻，静脉曲张评分减少，具有显著

性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ２、３）。
２􀆰 ４　 大隐静脉病理变化

用 ４０ 倍光学显微镜观察大隐静脉，可见 ＨＥ 染

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

图 ２　 迈之灵对下肢静脉曲张模型大鼠静脉曲

张评分影响（ｎ ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｍａｉｚｈｉｌｉｎｇ ｏｎ ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎ ｓｃｏｒｅ ｉｎ
ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ （ｎ ＝ ８）

色对照组内皮细胞无明显坏死脱落，平滑肌结构清

晰，排列规则；模型组静脉管腔增大，管壁变薄，血
管壁厚薄不均，部分内皮细胞脱落缺失，平滑肌细

胞结构不清，胞质淡染，可见平滑肌细胞增生、肥
大，排列紊乱，出现大量泡沫细胞，迈之灵组管壁增

厚，管腔较模型组变小，内皮细胞脱落不明显，少量
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注：蓝色箭头：静脉曲张；红色箭头：红肿。

图 ３　 大鼠给药后临床表现

Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎｓ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ｓｗｏｌｌｅｎ ａｒｅａ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

散在泡沫细胞；Ｍａｓｓｏｎ 染色对照组可见胶原纤维结

构清晰，排列规则，胶原纤维分布于平滑肌细胞之

间；模型组可见平滑肌细胞排列紊乱，细胞间胶原

纤维聚集，排列倒错，粗细不均，红染的平滑肌、细
胞结构丰富，蓝染的胶原纤维比例较对照组减少；
迈之灵组较模型组胶原纤维有所增加。 ＩＨＣ 检查显

示对照组和迈之灵组 ＩＬ⁃２ 呈阴性反应，模型组呈弱

阳性，对照组 ＴＩＭＰ⁃１ 呈阴性反应，模型组呈强阳性

反应，迈之灵组阳性表现较模型组弱（图 ４）。

３　 讨论

临床上下肢静脉曲张的发病机制复杂，通常可

由年龄增大、肥胖、妊娠、重体力劳动、长久站立、吸
烟、糖尿病、高血压和高胆固醇血症、静脉炎等多种

原因诱发［１３］，静脉壁薄弱、静脉瓣膜功能不全和静

脉内压力增高是原发性下肢静脉曲张三大主要原

因［１４］，文献研究表明下腔静脉结扎法［１５］ 和股静脉

阻断法能有效形成下肢深静脉血栓［１６］，可导致下肢

静脉内压力增高和皮肤病变［１７］，具有临床手术方法

参考价值，但大多文献没有对实验继续观察，进一

步研究动物下肢静脉曲张。 本实验采用小隐静脉

合并股静脉完全结扎手术，对大鼠下肢静脉结扎，
能形成血栓导致下肢深静脉内压持久升高，有效形

成持续性真皮内静脉扩张，逐渐淤血隆起，从而引

起下肢静脉曲张症状，包括：小腿外侧皮下毛细血

管扩张、静脉曲张和红肿等。 本研究发现，对大鼠

的小隐静脉和股静脉同时进行结扎，可以出现下肢

静脉曲张症状。 在对大鼠的股静脉进行结扎时，结
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注：黑色箭头：脱落缺失的内皮细胞；红色箭头：泡沫细胞。

图 ４　 给药第 ２０ 天大隐静脉病理组织学检查结果

Ｎｏｔｅ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ． Ｌｏｓｔ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ｆｏａｍ ｃｅｌｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒｅａｔ ｓａｐｈｅｎｏｕｓ ｖｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ２０ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

扎位置的高低对手术成功率等有影响。 结扎部位

越高越靠近髂外静脉，结扎位置越低有可能会结扎

在股静脉分支静脉之间，容易形成交通支，导致结

扎阻断血流效果不强，这有可能是影响手术成功率

的原因之一。 因此，较优的方式是对大鼠的股静脉

进行全结扎时结扎的位置相对靠近髂外静脉。
由于动物静脉曲张文献少有报道，结合临床下

肢静脉曲张 ＣＥＡＰ 分级［１８］ 中 Ｃ 标准分级［１９］，根据

大鼠下肢静脉曲张模型临床表现，研究发现大鼠的

下肢静脉曲张模型进展跟临床病人的进展分期 Ｃ０
到 Ｃ３ 期非常相似，Ｃ４ 到 Ｃ６ 期由于药物治疗效果

较差［２０］，本实验并未研究观察，有待后期进一步研

究。 因此，将大鼠下肢静脉曲张模型严重程度进行

分级评分：包括 Ｃ０、Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３ 四大项，形成了一套

有效的拟临床动物模型评分标准。 根据造模成功

率结果显示，手术组成功率在为 ９１％，能成功形成

下肢静脉曲张模型。
本研究中发现，与正常对照组相比，模型组大

鼠手术侧下肢小腿外侧出现不同程度的毛细血管

扩张、静脉曲张和红肿表现，并且随时间推移病程

加重，静脉曲张评分增加；与模型组相比，迈之灵组

下肢静脉曲张症状有明显的抑制作用，静脉曲张评

分减少。 证明小隐静脉合并股静脉完全结扎术能

有效导致大鼠下肢静脉曲张，迈之灵能有效减轻大

鼠下肢静脉曲张症状。 大鼠大隐静脉的 ＨＥ 染色和

Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示，模型组较对照组组织结构改

变明显，成功出现下肢静脉曲张长期静脉高压的病

理改变，迈之灵组较模型组组织结构病理性改变有

所减轻。 大隐静脉免疫组化检查结果显示对照组

和迈之灵组 ＩＬ⁃２ 呈阴性，模型组 ＩＬ⁃２ 呈弱阳性，可
以反映出模型组炎症较对照组和迈之灵组重，有慢

性炎症反应；模型组 ＴＩＭＰ⁃１ 呈强阳性反应，迈之灵

组阳性表现较模型组弱，能进一步反映出模型组下

肢静脉曲张症状较重，而迈之灵组经过 ２０ ｄ 治疗，
下肢静脉曲张症状明显减轻。
　 　 综上，本研究成功建立了一种下肢静脉曲张大

鼠模型。 有效地解决了下肢静脉曲张模型实验方

法、临床症状观察及评分标准等方面问题，为研究

下肢静脉疾病发病机制及探索新的药物和治疗方

式提供新的研究对象和基础依据。
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Ｊ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０２４， ４５（１）： ３５－４０．
［１０］ 　 谷艳， 臧鹏， 李进霞， 等． 基于超高效液相色谱⁃静电场轨道

阱高分辨质谱的深静脉血栓模型大鼠血浆代谢组学分析

［Ｊ］ ． 色谱， ２０２２， ４０（８）： ７３６－７４５．
ＧＵ Ｙ， ＺＡＮＧ Ｐ， ＬＩ Ｊ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｐｌａｓｍａ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ｉｎ ａ ｄｅｅｐ
ｖｅｉｎ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ ｆｉｅｌｄ ｏｒｂｉｔｒａｐ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ２０２２， ４０（８）： ７３６－

７４５．
［１１］ 　 宋小军， 叶炜． 下肢静脉曲张病因、表现及治疗方法 ［Ｊ］ ． 血

管与腔内血管外科杂志， ２０２０， ６（５）： ４６０－４６２．
ＳＯＮＧ Ｘ Ｊ， ＹＥ Ｗ． Ｅｔｉｏｌｏｇｙ， ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎｓ ｏｆ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｖａｓｃｕｌａｒ Ｅｎｄｏｖａｓｃ Ｓｕｒｇ，
２０２０， ６（５）： ４６０－４６２．

［１２］ 　 袁宇航． 腔内激光与传统手术治疗原发性大隐静脉曲张的疗

效对比研究 ［Ｄ］． 南充： 川北医学院； ２０２１．
ＹＵＡＮ Ｙ Ｈ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｅｎｄｏｖｅｎｏｕｓ
ｌａｓｅｒ ａｂｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｓｕｒｇｅｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｇｒｅａｔ
ｓａｐｈｅｎｏｕｓ ｖｅｉｎ ｖａｒｉｃｏｓｉｔｙ ［ Ｄ ］． Ｎａｎｃｈｏｎｇ： Ｎｏｒｔｈ Ｓｉｃｈｕａｎ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ； ２０２１．

［１３］ 　 王晓涛， 孟彬， 刘剑峰， 等． 超声引导泡沫硬化联合手术对

下肢静脉曲张疗效及患者血流动力学 ＶＣＳＳ 评分炎症状态的

改善作用观察 ［Ｊ］ ． 中国药物与临床， ２０２０， ２０（１）： １５－１９．
ＷＡＮＧ Ｘ Ｔ， ＭＥＮＧ Ｂ， ＬＩＵ Ｊ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ⁃
ｇｕｉｄｅｄ ｆｏａｍ ｓｃｌｅｒｏｔｈｅｒａｐｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｓｕｒｇｅｒｙ ｏｎ ｖａｒｉｃｏｓｅ
ｖｅｉｎｓ ｏｆ ｌｏｗｅｒ ｅｘｔｒｅｍｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃｓ，
ＶＣＳＳ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｓｔａｔｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｒｅｍｅｄｉｅｓ Ｃｌｉｎ，
２０２０， ２０（１）： １５－１９．

［１４］ 　 陈晓玲， 郑多安， 郑漫漫． 下肢大隐静脉曲张的病因及改良

手术治疗 ［Ｊ］ ． 解放军预防医学杂志， ２０１９， ３７（１１）： １９８．
ＣＨＥＮ Ｘ Ｌ， ＺＨＥＮＧ Ｄ Ａ， ＺＨＥＮＧ Ｍ Ｍ． Ｅｔｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ
ｓｕｒｇｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎｓ ｏｆ ｇｒｅａｔ ｓａｐｈｅｎｏｕｓ ｖｅｉｎ ｏｆ
ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ Ｃｈｉｎ ＰＬＡ， ２０１９， ３７（１１）： １９８．

［１５］ 　 冯涛， 李晶， 潘金强， 等． ＭｉＲ⁃５１８９⁃３ｐ 在下腔深静脉血栓形

成的调控机制的研究 ［ Ｊ］ ． 临床外科杂志， ２０２１， ２９（ ５）：
４７８－４８１．
ＦＥＮＧ Ｔ， ＬＩ Ｊ， ＰＡＮ Ｊ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｉＲ⁃５１８９⁃３ｐ ｉｎ ｄｅｅｐ ｖｅｎｏｕｓ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ ｏｆ ｌｏｗｅｒ
ｅｘｔｒｅｍｉｔｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｓｕｒｇ， ２０２１， ２９（５）： ４７８－４８１．

［１６］ 　 岳莹， 郝文立， 甘永康． 依那普利叶酸干预下肢静脉栓塞模

型大鼠血管内皮细胞活性及血管紧张素Ⅱ、血管紧张素转换

酶的表达 ［ Ｊ］ ． 中国组织工程研究， ２０２３， ２７（ ２４）： ３８７７
－３８８２．
ＹＵＥ Ｙ， ＨＡＯ Ｗ Ｌ， ＧＡＮ Ｙ Ｋ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎａｌａｐｒｉｌ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ ａｎｄ
ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｌｏｗｅｒ
ｅｘｔｒｅｍｉｔｙ ｖｅｎｏｕｓ ｅｍｂｏｌｉｓｍ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇ Ｒｅｓ， ２０２３，
２７（２４）： ３８７７－３８８２．

［１７］ 　 蒋玉洁， 赵珺， 梅家才， 等． 下肢静脉高压大鼠后肢皮肤病

变的组织学研究 ［ Ｊ］ ． 中国血管外科杂志（电子版）， ２０１９，
１１（２）： １３２－１３８．
ＪＩＡＮＧ Ｙ Ｊ， ＺＨＡＯ Ｊ， ＭＥＩ Ｊ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
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ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｖａｓｃｕｌａｒ Ｓｕｒｇｅ （Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ）， ２０１９， １１（２）：
１３２－１３８．

［１８］ 　 杨启智． 下肢静脉曲张 ＣＥＡＰ 分级及超声指标与中医舌下络

脉征象的相关性研究 ［Ｄ］． 福州： 福建中医药大学； ２０２０．
ＹＡＮＧ Ｑ Ｚ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＥＡＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎｓ ｏｆ ｌｏｗｅｒ ｅｘｔｒｅｍｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｓ
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Ｆｕｚｈｏｕ： Ｆｕｊｉａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０２０．

［１９］ 　 李龙． 下肢慢性静脉疾病 ＣＥＡＰ 分类系统和报告标准 ２０２０
年修订版的解读 ［ Ｊ］ ． 中国普通外科杂志， ２０２１， ３０（６）：

６３９－６４７．
ＬＩ Ｌ． Ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ２０２０ ｕｐｄａｔｅｄ ａｎｄ ｒｅｖｉｓｅｄ ｅｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＣＥＡＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｒｅｐｏｒｔｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｆｏｒ ｌｏｗｅｒ
ｅｘｔｒｅｍｉｔｙ ｃｈｒｏｎｉｃ ｖｅｎｏｕｓ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｇｅｎ Ｓｕｒｇ， ２０２１，
３０（６）： ６３９－６４７．

［２０］ 　 刘明， 林鸿国， 何宜斌， 等． 下肢静脉曲张的外科治疗进展

［Ｊ］ ． 中国当代医药， ２０２２， ２９（１）： ２７－３２．
ＬＩＵ Ｍ， ＬＩＮ Ｈ Ｇ， ＨＥ Ｙ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｏｆ ｖａｒｉｃｏｓｅ ｖｅｉｎｓ ｏｆ ｌｏｗｅｒ ｅｘｔｒｅｍｉｔｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｍｏｄ Ｍｅｄ， ２０２２，
２９（１）： ２７－３２．
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４

Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． １２

师玉玉，邵奇，王雪茜． 不同剂量下 ＰＭ２􀆰 ５ 介导的肺组织氧化损伤与上皮屏障破坏 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（１２）：
１５６５－１５７１．
ＳＨＩ Ｙ Ｙ， ＳＨＡＯ Ｑ， ＷＡＮＧ Ｘ Ｑ． Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＰＭ２􀆰 ５ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ
［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（１２）： １５６５－１５７１．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 １２􀆰 ００７

［基金项目］北京中医药大学⁃优莎纳联合研究中心（ＢＵＲＣ）基金项目（ＢＵＣＭ⁃２０２２⁃ＪＳ⁃ＫＦ⁃０１７）
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ⁃Ｕｓａｎａ Ｊｏｉｎｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ Ｆｕｎｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ （ＢＵＣＭ⁃２０２２⁃ＪＳ⁃ＫＦ⁃０１７）
［作者简介］师玉玉，女，在读硕士研究生，研究方向：经方配伍规律与作用机制。 Ｅｍａｉｌ：１９３８９６２７４１＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］王雪茜， 女， 博士， 教授， 博士生导师， 研究方向： 经方治疗常见病、 疑难病； 经方、 验方的效应机制及 物 质 基 础。

Ｅｍａｉｌ： ｓｈｉｒｌｙｄｉｎｇ＠ １６３． ｃｏｍ

不同剂量下 ＰＭ２􀆰 ５ 介导的肺组织氧化损伤

与上皮屏障破坏
师玉玉，邵奇，王雪茜∗

（北京中医药大学中医学院，北京　 １０００２９）

　 　 【摘要】 　 目的　 采用不同浓度 ＰＭ２􀆰 ５ 造模探讨 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠炎症、氧化应激、上皮屏障破坏的剂量依赖性。
方法　 将 ３６ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为对照组、ＰＭ２􀆰 ５ ５􀆰 ０ 组、ＰＭ２􀆰 ５ ７􀆰 ５ 组、ＰＭ２􀆰 ５ １０􀆰 ０ 组，７ ｄ 采用不同浓度进

行染毒；对照组气管滴注生理盐水，末次染毒后将动物处死。 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色法观察肺组织的病理学改变；
ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ４ 组小鼠血清中白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ）⁃４、ＩＬ⁃１β 和肿瘤坏死因子（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，
ＴＮＦ）⁃α 炎症细胞因子水平。 使用生化试剂盒及 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ４ 组小鼠氧化应激一氧化氮（ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｏｎｏｘｉｄｅ，
ＮＯ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）水平；脱氧核糖核苷酸末端转移

酶介导的缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）染色观察上皮细胞凋亡水平；免疫组化法（ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓ， ＩＨＣ）检测上皮

屏障紧密连接蛋白的表达。 结果　 ＰＭ２􀆰 ５ 急性暴露导致小鼠肺泡间隔增宽，炎性细胞渗出；血清中炎性细胞因子

ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 及肺组织中 ＮＯ、ＭＤＡ 含量升高，ＳＯＤ 降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；上皮细胞凋亡程度加深；
上皮屏障紧密连接蛋白表达剂量依赖性升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 急性暴露于 ＰＭ２􀆰 ５ 颗粒物中，通过促

进肺组织的炎症释放和诱导氧化抗氧化失衡，导致小鼠急性肺损伤。 此外，ＰＭ２􀆰 ５ 的暴露导致上皮细胞凋亡，特别

是在造模剂量为 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 时表现得尤为显著，破坏了上皮屏障的紧密连接，进一步加剧小鼠肺损伤。
【关键词】 　 ＰＭ２􀆰 ５；肺损伤；上皮屏障
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ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｉｍｂａｌａｎｃｅ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ＰＭ２􀆰 ５ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｌｅｄ ｔｏ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ａｔ ａ ｍｏｄｅｌｅｄ
ｄｏｓｅ ｏｆ １０ ｍｇ ／ ｋｇ， ｗｈｉｃｈ ｄｉｓｒｕｐｔｅｄ ｔｈｅ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＰＭ２􀆰 ５； ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ； ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 空气污染对公共卫生的影响仍然是全球关注

的核心问题［１］。 ＰＭ２􀆰 ５ 作为我国空气污染物的主要

成分之一，其直径小于或等于 ２􀆰 ５ μｍ，属于可入肺

颗粒物。 作为重要的环境风险因素，长期以来一直

被认为对人类健康构成巨大威胁［２］。 以往对空气

污染的研究主要集中在其对呼吸系统和心血管系

统的影响上［３］。 肺泡上皮屏障在肺部屏障功能中

扮演着至关重要的角色，而黏附蛋白和紧密连接蛋

白则构成了其不可或缺的组成部分，其中 Ｅ⁃钙黏蛋

白（Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）、闭合蛋白（ｏｃｃｌｕｄｉｎ）和闭锁小带蛋

白⁃１（ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ⁃１，ＺＯ⁃１）等蛋白被认为是上

皮屏障重要组成蛋白。 上皮屏障的功能对于维持

气体交换、液体转运以及防止有害物质侵入肺组织

具有重要的生理意义［４－６］。 作为维护肺结构稳定和

免疫稳态的关键组成部分，上皮屏障在肺部健康中

起到至关重要的作用［７］。 上皮细胞与气道中的免

疫细胞相互作用复杂［８］。 因此，一旦上皮屏障受

损，将导致组织通透性的提高和免疫激活的增加，
从而引发一系列相关疾病［９］。 本研究旨在从氧化

应激和炎症的角度深入探讨 ＰＭ２􀆰 ５ 梯度造模对

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠肺上皮屏障功能的影响， 为研究

ＰＭ２􀆰 ５ 非暴露式气管滴注引起的急性肺损伤中上皮

屏障破坏提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠 ３６ 只，ＳＰＦ 级，４ ～ ６ 周龄，
体重 ２０ ～ ２２ ｇ，购买于斯贝福（北京）生物技术有限

公司【ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０】，Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠适应性

喂养 ７ ｄ，饲喂条件：光照时间 １２ ｈ ／ １２ ｈ，相对湿度

４５％ ～ ５０％，环境温度 ２２ ～ ２３ ℃；所有小鼠自由饮

水和采食，饲养于北京中医药大学动物实验中心

【ＳＹＸＫ（京）２０２３－００１１】。 本研究获得了北京中医

药大学学术委员会实验动物伦理分委员会批准

（ＢＵＣＭ⁃２０２２０５３００１⁃２１２８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＰＭ２􀆰 ５ 标准品（东莞市百顺生物科技有限公司，
中国 深圳）；ＥＬＩＳＡ 试剂盒白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，
ＩＬ）⁃１β，ＩＬ⁃４，肿瘤坏死因子（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，
ＴＮＦ）⁃α（ＭＢ⁃２７７６Ａ，ＭＢ⁃３４００Ａ，ＭＢ⁃２８６８Ａ，塞思博

尔生物科技有限公司，中国 北京）；氧化应激一氧化

氮（ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ，ＮＯ）试剂盒（Ｓ００２１Ｓ，碧云天）；丙二

醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）（ＣＥＡ５９７Ｇｅ，酶联免疫吸

附法，兰博利德商贸有限公司）；超氧化物歧化酶

（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）（Ａ００１⁃３⁃２，南京建成）；
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ （ ２０８７４⁃１⁃ＡＰ， Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ ）； ｏｃｃｌｕｄｉｎ
（ ２７２６０⁃１⁃ＡＰ， Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ ）； ＺＯ⁃１ （ ２７２６０⁃１⁃ＡＰ，
ａｂｃａｍ）。 脱水机（ＪＴ⁃１２Ｋ，武汉俊杰电子有限公司，
中国 北京）；脱色摇床（ＷＤ⁃９４０５Ａ，北京六一仪器

厂，中国 北京）；移液枪 （ ＫＥ０００３０８７ ／ ＫＡ００５６５７３，
Ｄｒａｇｏｎ）；普通光学显微镜（ＣＸ⁃２１，ＯＬＹＭＰＵＳ）；倒
置显微镜（Ｑ⁃ＩＭＡＧＩＮＧ，ＭｉｃｒｏＰｕｂｌｉｓｈｅｒ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及 ＰＭ２􀆰 ５ 染毒

先将实验动物适应性喂养 １ 周，后随机分为 ４
组：对照组；ＰＭ２􀆰 ５ ５􀆰 ０ 组；ＰＭ２􀆰 ５ ７􀆰 ５ 组；ＰＭ２􀆰 ５ １０􀆰 ０
组；使用戊巴比妥钠（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）麻醉小鼠，然后分

别在第 １、４ 和 ７ 天通过采用微量注射器和静脉留置

针气管内滴注 ＰＭ２􀆰 ５ 标准品方式造模，滴注后迅速
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抽出留置针，将小鼠取下，直立并旋转小鼠，以使药

液均匀地分布在双肺内。 随后将小鼠放置在电热

毯上，待麻醉剂作用消退、小鼠清醒可自主呼吸时，
将小鼠放回鼠笼中即造模完成。 对照组气管滴注生

理盐水为 １０ ｍｇ ／ ｋｇ。 ＰＭ２􀆰 ５ 暴露 １ 周后，通过颈椎脱

臼法处死所有小鼠。
１􀆰 ２􀆰 ２　 提取小鼠血液及分离肺组织以进行相关指

标检测

最后一次造模结束 ２４ ｈ 后，使用戊巴比妥钠

（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）麻醉小鼠，心脏穿刺取血，然后分离肺

组织，左肺在液氮中快速冷冻并储存在－８０ ℃冰箱

以备后续生化检测；右肺在多聚甲醛溶液中固定以

备后续病理切片。 按照 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒说明书

测定 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 在血清中的水平。 按照

生化试剂盒和 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书测定 ＮＯ、ＭＤＡ
和 ＳＯＤ 在肺组织中的水平。
１􀆰 ２􀆰 ３　 肺组织苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色

通过 ＨＥ 染色来反映肺组织病理变化。 石蜡切

片脱蜡至水，将切片放入染液，染色以显示肺结构，
显微镜镜检，图像采集分析。

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 ＰＭ２􀆰 ５ 对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠肺组织 ＨＥ 染色和血清炎症细胞因子表达的影响

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

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＭ２􀆰 ５ ｏｎ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ

１􀆰 ２􀆰 ４　 脱氧核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标

记法（ＴＵＮＥＬ）染色

通过 ＴＵＮＥＬ 染色来反映肺上皮细胞凋亡程度。
使用二甲苯和乙醇将石蜡切片脱蜡水化，使用蛋白

酶 Ｋ 抗原修复，滴加 ＴＵＮＥＬ 反应液避光孵育，ＤＡＰＩ
复染细胞核，随后使用抗荧光淬灭封片剂封片，最
后镜检拍照，切片于尼康倒置荧光显微镜下观察并

采集图像。 紫外激发波长 ３３０ ～ ３８０ ｎｍ，发射波长

４２０ ｎｍ；ＦＩＴＣ 绿光激发波长 ４６５ ～ ４９５ ｎｍ，发射波

长 ５１５ ～ ５５５ ｎｍ。
１􀆰 ２􀆰 ５ 　 肺组织免疫组化 （ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ＩＨＣ）染色

使用 ＩＨＣ 染色来反映肺上皮紧密连接蛋白的

损伤程度。 切片、脱蜡、水化和染色。 室温封闭 １ ｈ，
与一抗在 ４ ℃孵育过夜。 然后 ＰＢＳ 清洗 ３ 次。 二

抗在室温孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 清洗 ３ 次，随后将切片放在

中性树胶密封在显微镜下观察。
１􀆰 ３　 统计学分析

所有实验都至少重复了 ３ 次。 数据以平均值 ±
标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 ＳＰＳＳ ２９􀆰 ０ 用于统计分析。 通

过单因素方差分析数据。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计

学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＭ２􀆰 ５ 对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠肺组织 ＨＥ 染色和血

清炎症细胞因子表达的影响

如图 １Ａ 所示，为了评估 ＰＭ２􀆰 ５ 对肺组织影响的

程度，切片用 ＨＥ 染色。 与对照组相比，ＰＭ２􀆰 ５ 暴露
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的小鼠表现出严重肺泡间隔增宽，肺泡结构破坏，
伴有炎性渗出。 随着造模剂量的不断增加，呈现出

逐渐加重的趋势，在造模剂量为 ７􀆰 ５ 和 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 时

炎症浸润最明显。 由此可见 ＰＭ２􀆰 ５ 可造成肺病理损

伤。 与对照组相比，ＰＭ２􀆰 ５ 小鼠血清中炎症细胞因

子 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１β 和肿瘤坏死因子 ＴＮＦ⁃α 水平也显著

高于对照组小鼠，具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２　 ＰＭ２􀆰 ５ 暴露对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠的氧化应激的

影响

如图 ２ 所示，与对照组相比，ＰＭ２􀆰 ５ 处理小鼠肺

组织中 ＮＯ 和 ＭＤＡ 水平升高，ＳＯＤ 水平降低，具有

统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 ＰＭ２􀆰 ５ 暴露对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠的上皮细胞凋亡

的影响

如图 ３ 所示，与对照组小鼠相比，ＰＭ２􀆰 ５ 染毒组

细胞凋亡程度逐渐加深，绿色凋亡细胞数量明显增

加，以 ＰＭ２􀆰 ５ 造模浓度为 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 时最为明显，凋
亡细胞主要是支气管上皮细胞。
２􀆰 ４　 ＰＭ２􀆰 ５ 暴露对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠上皮屏障紧密连

接蛋白的影响

如图 ４Ａ 所示，在暴露于 ＰＭ２􀆰 ５ 时，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ 的棕色阳性蛋白面积表达高于对

照组，有剂量依赖性。 通过半定量统计发现 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 在 ＰＭ２􀆰 ５ 造模剂量为 ７􀆰 ５ 和 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 时具

有统计学意义（图 ４Ｂ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ｏｃｃｌｕｄｉｎ 在 ＰＭ２􀆰 ５

造模剂量为 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 时具有统计学意义（图 ４Ｃ，Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），ＺＯ⁃１ 在 ＰＭ２􀆰 ５ 造模剂量为 ７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 和

１０ ｍｇ ／ ｋｇ 时有升高趋势，但无统计学意义（图 ４Ｄ）。
综上，肺上皮屏障在 ＰＭ２􀆰 ５ 造模剂量为 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 时

破坏最为明显。

图 ２　 ＰＭ２􀆰 ５ 暴露对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠氧化应激的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＭ２􀆰 ５ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ

注：蓝染：细胞核；绿染：脱落的细胞。

图 ３　 ＰＭ２􀆰 ５ 暴露对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠上皮细胞凋亡的影响

Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｎｕｃｌｅｕｓ． Ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｄｅｔａｃｈｅｄ ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＭ２􀆰 ５ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ

３　 讨论

最新发表于《柳叶刀》的全球疾病负担研究结

果表明，东亚地区的 ＰＭ２􀆰 ５ 污染在健康危险因素中

位列第四［１０］。 因 ＰＭ２􀆰 ５ 颗粒具备粒径微小、毒性

高、停留时间长、运输距离遥远等特性，而人体并不

具备对其进行过滤和阻拦的能力。 因此，ＰＭ２􀆰 ５ 得

以随着呼吸进入人体内，并在到达肺泡后沉积，阻
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图 ４　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠急性接触 ＰＭ２􀆰 ５ 会引起上皮屏障的破坏

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ａｃｕｔｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ＰＭ２􀆰 ５ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｉｎ ｍｉｃｅ ｃａｎ ｃａｕｓｅ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ

碍气体交换的正常进行，由此引发呼吸系统疾病。
世界卫生组织（Ｗｏｒｌｄ Ｔｒａｄｅ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＴＯ）发布

的有关 ＰＭ２􀆰 ５ 水平的初阶标准，即 ２４ ｈ 平均 ＰＭ２􀆰 ５

浓度为 ７５ μｇ ／ ｍ３［１１］。 因此，根据该标准并结合实验

小鼠的生理参数，研究团队选取了 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 的

ＰＭ２􀆰 ５ 浓度作为进行本次急性 ＰＭ２􀆰 ５ 暴露研究的最

高剂量。
通过对小鼠肺组织进行 ＨＥ 染色切片观察，本

研究发现，相较于对照组，暴露于 ＰＭ２􀆰 ５ 的小鼠出现

肺泡间隔明显增宽、肺泡结构受损，并伴有显著的

炎性渗出。 随着暴露剂量的逐渐增加，这一趋势呈

现逐渐加重的特征。 急性 ＰＭ２􀆰 ５ 暴露还导致血清中

炎症细胞因子 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的水平升高。
以上研究结果揭示，急性 ＰＭ２􀆰 ５ 暴露引起小鼠肺组

织广泛发生炎症反应， 其中促炎因子 ＩＬ⁃１β 和

ＴＮＦ⁃α 以及抗炎因子 ＩＬ⁃４ 的显著升高与现有研究

结果一致［１２－１３］。 此外，本实验结果表明，ＰＭ２􀆰 ５ 暴露

显著提升了肺组织中 ＭＤＡ、ＮＯ 的表达水平，并降低

了 ＳＯＤ 的活性，这进一步提示机体内活性氧水平和

内源性抗氧化能力的失衡。 ＭＤＡ 作为脂质过氧化

产物，被广泛应用于评估氧化应激损伤的程度，其
水平间接反映了细胞遭受自由基攻击的程度［１４］。
ＳＯＤ 则作为机体抗氧化防御系统的重要组成部

分［１５］，具有清除超氧阴离子自由基、羟基和过氧化

氢的功能，这些结果揭示了 ＰＭ２􀆰 ５ 对生物体内氧化

还原平衡的不良影响。 ＮＯ 分子途径与内皮功能紧

密相关，特定的 ＮＯ 分子通路与支气管上皮细胞的

凋亡、坏死和增殖密切相关［１６］。 ＮＯ 通常在免疫反

应过程中产生，可直接参与防御病原体入侵和化学

或者物理因素引起的免疫反应［１７］。 本研究通过
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ＴＵＮＥＬ 染色观察发现，ＰＭ２􀆰 ５ 染毒组凋亡细胞数量

明显增加，以 ＰＭ２􀆰 ５ 造模浓度为 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 时最为明

显，与对照组小鼠相比，凋亡细胞主要位于支气管

上皮细胞中。 现有研究表明促炎因子 ＴＮＦ⁃α 可诱

导支气管上皮细胞损伤［１８］。 由此可见炎症细胞因

子在上皮细胞凋亡中发挥重要作用。 气道上皮屏

障是气道上皮细胞（ａｉｒｗａｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＡＥＣｓ）在
气道和外界之间所形成的，处于免疫的第一线。 除

了有效地阻止各类吸入病原体的入侵外，ＡＥＣｓ 在

先天免疫和适应性免疫反应的调控中扮演着至关

重要的角色［１９］。 为探寻 ＰＭ２􀆰 ５ 暴露致肺上皮屏障

破坏的剂量相关性，研究进一步采用免疫组化法评

估了急性 ＰＭ２􀆰 ５ 暴露对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠上皮屏障紧

密连接蛋白表达水平的影响。 肺上皮屏障持续充

当抵御外部有害物质的第一道防线。 这种屏障维

持肺的生理稳态，是防御炎症和外来刺激物的关键

调节剂［２０］。 本研究发现，ＰＭ２􀆰 ５ 暴露导致小鼠肺组

织上皮细胞紧密连接蛋白表达代偿性升高，现有研

究也有类似发现［２１－２３］，然而，其中的机制尚不明确，
猜测可能是在疾病早期上皮屏障受到刺激时的一

种代偿反应。 这一结论需要进一步深入研究和讨

论。 具体在实验过程中可以表现为增加 ＰＭ２􀆰 ５ 的给

药剂量从 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 变为 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ，延长造模时间，
从 １ 周变成 ２ 周，观察不同条件下的肺上皮屏障破

坏程度，看上皮屏障黏附蛋白和紧密连接蛋白是否

有失代偿性的变化，具体可表现为上皮屏障黏附蛋

白和紧密连接蛋白的表达降低。
综上所述，ＰＭ２􀆰 ５ 暴露能诱导氧化应激和炎症

的发生。 氧化应激和炎症相关介质的释放在 ＰＭ２􀆰 ５

诱导上皮细胞凋亡和上皮屏障损伤中发挥重要作

用，最终得出结论在 ＰＭ２􀆰 ５ 造模剂量为 １０ ｍｇ ／ ｋｇ
时，肺上皮屏障破坏最为明显。
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基于过敏进程的“特应性皮炎⁃哮喘”小鼠模型
的建立与优化

任梦娇，严怡婷，张瑜，瞿旻晔∗，刘涛∗

（南京中医药大学中医学院，南京　 ２１００２３）

　 　 【摘要】 　 目的　 比较卵清蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎｓ，ＯＶＡ）及钙泊三醇（ｃａｌｃｉｐｏｔｒｉｏｌ，ＭＣ９０３）单独或联合造模条件下模

型小鼠皮肤及肺组织敏化进展情况，建立并优化“特应性皮炎⁃哮喘”过敏进程（ａｔｏｐｉｃ ｍａｒｃｈ，ＡＭ）动物模型。 方法

６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ４０ 只，随机分为空白组、模型 Ａ 组、模型 Ｂ 组和模型 Ｃ 组。 三组模型小鼠分别以

ＭＣ９０３、ＭＣ９０３ ＋ ＯＶＡ 和 ＯＶＡ 为造模药物，通过 ２ 次皮肤敏化激发和 １ 次呼吸道敏化激发建立 ＡＭ 模型。 运用皮

肤敏化严重程度评分系统、免疫组化和酶联吸附试验等方法，进行皮损形貌学比较、皮肤和肺组织病理学及免疫表

型比较。 结果　 与 ＯＶＡ 或 ＭＣ９０３ 单独造模相比较，ＭＣ９０３ 联合 ＯＶＡ 构建的 ＡＭ 小鼠模型皮损形貌学改变更为显

著、小鼠皮肤敏化严重程度评分更高、皮肤及气道炎症细胞浸润更为严重、相关炎症因子胸腺基质淋巴细胞生成素

（ｔｈｙｍｉｃ ｓｔｒｏｍａｌ ｌｙｍｐｈｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＴＳＬＰ）、白介素 ４（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ４，ＩＬ⁃４）、白介素⁃１３（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １３，ＩＬ⁃１３）及白介素⁃１０
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １０，ＩＬ⁃１０）的表达变化更为显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 运用 ＭＣ９０３ 联合 ＯＶＡ 优化的 ＡＭ 动物模型构建

成功，为 ＡＭ 机制研究提供了良好的方法学基础。
【关键词】 　 特应性皮炎；哮喘；过敏进程；动物模型
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ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｂｙ ＭＣ９０３ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＯＶＡ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｔｈａｔ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｇｏｏｄ ｍｅｔｈｏｄ ｏｌｏｇｉｃａｌ
ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ＡＭ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｒｅｓｅａｒｃｈ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｔｏｐｉｃ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ； ａｓｔｈｍａ； ａｔｏｐｉｃ ｍａｒｃｈ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 过敏性疾病是儿童常见病、多发病。 早在 ２１ 世

纪初，世界卫生组织已确认过敏是发达国家儿童排

名第一位的环境流行性疾病［１］。 近十年间，随着我

国生产生活水平提高，过敏性疾病的发病率呈指数

级上涨，患者数以亿计，给防治工作带来巨大压

力［２］。 过敏进程，亦称为特应性进程（ａｔｏｐｉｃ ｍａｒｃｈ，
ＡＭ），揭示了过敏性疾病间的内在联系和时序性发

展［３］。 特应性皮炎（ ａｔｏｐｉｃ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ，ＡＤ）作为 ＡＭ
的首发疾病，通常出现于婴幼儿时期，表现为皮肤

红肿、瘙痒、干燥脱屑，甚至渗出和结痂等［４－５］。 随

年龄增长，相当部分 ＡＤ 患儿在学龄期可进展为过

敏性哮喘（ ａｌｌｅｒｇｉｃ ａｓｔｈｍａ，ＡＡ），症状包括喘息、咳
嗽、胸闷及呼吸困难，尤以夜间、清晨、接触过敏原

或运动后加剧［６－７］。 至青春期，上述患儿罹患变应

性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）的风险加倍，出现鼻塞、
流涕、喷嚏及眼痒等症状，部分患儿甚至伴发 ＡＡ 加

剧，形成“上下气道共病”模式［８－９］。
构建稳定且贴近人类病理生理过程的 ＡＭ 动物

模型是探讨过敏性疾病发病机制及潜在治疗策略

的必要前提。 常用的 ＡＤ 的造模方法包括致敏原经

皮激发、半抗原涂抹诱导等；ＡＡ 的标准模型制备为

致敏原腹腔注射结合鼻腔激发［１０－１１］。 然而，目前尚

无公认的 ＡＭ 动物模型构建方法，简单机械地联用

ＡＤ、ＡＡ 造模方法构建共病模型不符合 ＡＭ 从皮肤

到呼吸道的序贯发展规律；单纯依靠致敏原反复激

发又存在成模率低、稳定性差等问题。 因此，本研

究以小鼠为研究对象，聚焦“皮肤敏化”向“呼吸道

敏化”的转归机制，运用致敏原、半抗原单独或联合

造模的方法构建“ＡＤ⁃ＡＡ”敏化进展模型，并通过对

比病理改变、免疫炎症表型等优化造模方案。 相关

数据的积累，以期为后续发病机制探索、治疗策略

开发提供坚实的实验基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，雌性，４０ 只，
体重 ２２ ～ ２５ ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限责任

公司【ＳＣＸＫ（沪）２０２２－０００４】，饲养于南京中医药大

学动物实验中心 ＳＰＦ 级动物室【ＳＹＸＫ（苏） ２０２３－
００７６】。 饲养环境：温度 ２０ ～ ２５ ℃ ，相对湿度（５０
± ５）％，常规饲料饲养，自由饮食，１２ ｈ 光暗周期。
实验方案严格遵守《实验动物管理与使用指南》，符
合南 京 中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 审 查 要 求

（２０２４０１Ａ０１４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物制备

选用 卵 清 蛋 白 （ ｏｖａｌｂｕｍｉｎｓ， ＯＶＡ ） （ Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ，美国），钙泊三醇（ＭＣ９０３，ＭＣＥ 公司，美国）
为造模药物。 ＯＶＡ 溶于磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），经皮

肤给药，造模剂量为每只 ２００ μｇ；经鼻腔注射给药，
造模剂量为每只 ５０ μｇ。 ＭＣ９０３ 溶于乙醇（Ｅｔｈａｎｏｌ，
ＥｔＯＨ），经皮肤给药，造模剂量为每只 ２ ｎｍｏｌ。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色试剂盒（武汉赛维尔生

物科技有限公司，Ｇ１０７６⁃５００ＭＬ），胸腺基质淋巴细

胞生成素（ｔｈｙｍｉｃ ｓｔｒｏｍａｌ ｌｙｍｐｈｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＴＳＬＰ）、白介

素 ４（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ４，ＩＬ⁃４）、白介素⁃１３（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １３，
ＩＬ⁃１３）及白介素⁃１０（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １０，ＩＬ⁃１０） ＥＬＩＳＡ 试

剂盒 （均购自武汉华美生物工程有限公司，ＣＳＢ⁃
ＥＬ０２５１４１ＭＯ、ＣＳＢ⁃Ｅ０４６３４ｍ、ＣＳＢ⁃Ｅ０４６０２ｍ 及 ＣＳＢ⁃
Ｅ０４５９４ｍ）。

ＡＵＷ１２０Ｄ 精 微 电 子 天 平 （ ＳＨＩＭＡＤＺＵ
ＣＯＲＰＯＲＡＴＩＯＮ，日 本 ）， ＥＬｘ８００ 光 吸 收 酶 标 仪

（ＢＩＯＴＥＫ，美国），ＬＴＦ⁃Ｋ 脱水机 （派斯杰，中国），
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ＨｉｓｔｏＣｏｒｅ 包埋机（ Ｌｅｉｃａ，德国），ＲＭ２１２５ ＲＴＳ 石蜡

切片机（Ｌｅｉｃａ，德国），小动物气体麻醉机（上海玉研

科学仪器有限公司，中国），ＨＨ⁃４ 水浴锅（江苏省金

坛市友联仪器研究所，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验分组

根据造模用药的不同，将实验动物随机分为空

白对照组、模型 Ａ 组、模型 Ｂ 组和模型 Ｃ 组，每组 １０
只。 分组见表 １。
１􀆰 ２􀆰 ２　 造模步骤

阶段 １（首次皮肤敏化激发）：剔除小鼠背部毛

发裸露约 ２ ｃｍ２，在造模第 ０ ～ １０ 天用 ２ ｎｍｏｌ
ＭＣ９０３ 和 ２００ μｇ ＯＶＡ 分别或交叉间隔涂抹于裸露

的背部皮肤，诱导皮肤急性敏化炎症。
阶段 ２（再次皮肤敏化激发）：首次皮肤敏化激

发 ２ 周后，在造模第 ２６ ～ ３２ 天用 ２００ μｇ ＯＶＡ 每隔

１ ｄ 涂抹于背部皮肤，诱导皮肤慢性敏化炎症。
阶段 ３（呼吸道敏化激发）：首次皮肤敏化激发

４ 周后，在造模第 ４８ ～ ５１ 天用 ５０ μｇ ＯＶＡ 连续 ４ ｄ
经鼻腔注射给药，诱导呼吸道敏化。 于造模第 ５２ 天

处死小鼠并进行相关指标检测。
造模步骤如图 １ 所示。

表 １　 动物分组与造模给药

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎｉｍａｌ ｇｒｏｕｐｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｆｏｒ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

阶段 Ｓｔａｇｅｓ

阶段 １
首次皮肤敏化激发

Ｓｔａｇｅ １
Ｆｉｒｓｔ ｓｋｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ

阶段 ２
再次皮肤敏化激发

Ｓｔａｇｅ ２
Ｓｅｃｏｎｄ ｓｋｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ

阶段 ３
呼吸道敏化激发

Ｓｔａｇｅ ３
Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ

空白对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

无水乙醇
ＥｔＯＨ

磷酸盐缓冲液
ＰＢＳ

磷酸盐缓冲液
ＰＢＳ

模型 Ａ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ

卵清蛋白
ＯＶＡ

卵清蛋白
ＯＶＡ

卵清蛋白
ＯＶＡ

模型 Ｂ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ

卵清蛋白 ＋ 钙泊三醇
ＯＶＡ ＋ ＭＣ９０３

卵清蛋白
ＯＶＡ

卵清蛋白
ＯＶＡ

模型 Ｃ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ

钙泊三醇
ＭＣ９０３

卵清蛋白
ＯＶＡ

卵清蛋白
ＯＶＡ

图 １　 ３ 阶段 ＡＭ 模型示意图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｒｅｅ⁃ｓｔａｇｅ ＡＭ ｍｏｄｅｌ

１􀆰 ２􀆰 ３　 皮肤敏化情况评估

（１）小鼠皮损形貌学观察与严重程度评分：分
别在三次敏化阶段后，对比观察各组小鼠皮损部位

红斑、渗出、结痂和干燥 ／脱屑和增生的情况，进行

皮肤敏化严重程度评分（按病情严重程度分值分

为：０⁃无、１⁃轻度、２⁃中度、３⁃重度和 ４⁃非常严重，总分

２０ 分）。
（２）小鼠皮损组织 ＨＥ 染色：造模结束后，提取

各组小鼠背部皮肤组织，用 ４％多聚甲醛固定 ４８ ｈ，
后进行脱水、石蜡包埋，制成 ５ μｍ 石蜡切片，按 ＨＥ
染色试剂盒说明书进行 ＨＥ 染色，显微镜扫描并进

行不同视野下拍照，观察分析组织病理学改变。
（３）小鼠皮损组织 ＴＳＬＰ、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１３ 及 ＩＬ⁃１０ 的

ＥＬＩＳＡ 检测：造模结束后，提取各组小鼠背部皮肤组

织，剪碎、研磨后加入预冷 ＰＢＳ 进行匀浆，４ ℃ 离心

机中 ５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，提取上清备测。 按照
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ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明步骤进行 ＴＳＬＰ、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１３ 以及

ＩＬ⁃１０ 指标检测，根据标准曲线计算蛋白含量。

注：阶段 １：首次皮肤敏化；阶段 ２：再次皮肤敏化；阶段 ３：呼吸道敏化。 （下图同）

图 ２　 不同造模条件下小鼠各阶段皮损形貌学比较

Ｎｏｔｅ． Ｓｔａｇｅ １． Ｆｉｒｓｔ ｓｋｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ． Ｓｔａｇｅ ２． Ｓｅｃｏｎｄ ｓｋｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ． Ｓｔａｇｅ ３． Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｋｉｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

１􀆰 ２􀆰 ４　 气道敏化情况评估

（１）小鼠肺组织 ＨＥ 染色：造模结束后，提取各

组小鼠左肺组织，固定、包埋、切片后进行 ＨＥ 染色

并扫描（试剂及实验方法同 １􀆰 ２􀆰 ３）。
（２）小鼠肺组织 ＴＳＬＰ、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１３ 及 ＩＬ⁃１０ 的

ＥＬＩＳＡ 检测：造模结束后，提取各组小鼠右肺组织，
制备组织上清（方法同 １􀆰 ２􀆰 ３）。 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒

说明步骤进行 ＴＳＬＰ、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１３ 以及 ＩＬ⁃１０ 指标检

测，根据标准曲线计算蛋白含量。
１􀆰 ３　 统计学分析

用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ １０􀆰 ０ 软件进行统计分析。
检测结果用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，多组间比

较用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 三种造模条件下小鼠皮损形貌学比较

肉眼观测下，在两次皮肤敏化激发阶段，３ 组模

型小鼠均出现明显的红斑、渗出、结痂和干燥，且再

次皮肤敏化激发所诱导的皮损较首次激发范围更

大、渗出点更多、并伴有增生及脱屑。 在呼吸道敏

化激发阶段，模型 Ａ 组与模型 Ｃ 组小鼠皮损范围均

较前次皮肤敏化激发阶段有所缩小，表现为红斑变

淡、结痂脱落、水肿渐消，趋于愈合；而模型 Ｂ 组小

鼠在呼吸道敏化激发阶段，其皮损形貌较皮肤敏化

激发阶段未见明显改善，仍表现为红斑、结痂、增
生、脱屑等，提示皮肤慢性炎症迁延。 小鼠皮损形

貌学比较见图 ２。
２􀆰 ２　 三种造模条件下小鼠皮肤敏化严重程度评分

结果显示，敏化激发前各组小鼠皮肤敏化严重

程度评分无统计学意义。 敏化激发后，各模型组小

鼠皮肤敏化严重程度评分均高于同阶段空白对照

组（与同阶段空白对照组相比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且同一

阶段各组间评分高低均表现为模型 Ｂ 组 ＞ 模型 Ａ
组 ＞ 模型 Ｃ 组（同阶段模型 Ｂ 组与模型 Ｃ 组间比

较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；阶段 １、阶段 ３ 模型 Ｂ 组与模型 Ａ 组

比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 （见图 ３）。
２􀆰 ３　 三种造模条件下小鼠皮损病理学观察

皮损病理显示，与空白对照组相比，三组模型

小鼠均有不同程度的表皮角化不全伴浆痂、角质层
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注：与 空 白 对 照 组 相 比，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗ Ｐ ＜

０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１；造模各组组间相比，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃ Ｐ ＜

０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ３　 不同造模条件下小鼠皮肤敏化严重程度

评分动态比较（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜

０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，∗∗∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐｓ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｋｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ
ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（ｎ ＝ ３）

及棘细胞层增厚、真皮层炎症细胞浸润（图 ４）。 其

中，角质层增厚及真皮层炎症浸润程度：模型 Ｂ 组 ＞
模型 Ａ 组 ＞ 模型 Ｃ 组。

注： ：表皮角化不全； ：角质层增厚； ：棘细胞层增厚； ：炎症细胞浸润。

图 ４　 不同造模条件下小鼠皮损病理学观察

Ｎｏｔｅ． ． Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｈｙｐｏｋｅｒａｔｏｓｉｓ． ． Ｓｔｒａｔｕｍ ｃｏｒｎｅｕｍ ｔｈｉｃｋｅｎｓ． ． Ａｃａｎｔｈｏｃｙｔｅ ｌａｙｅｒ ｔｈｉｃｋｅｎｓ． ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ。

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２􀆰 ４　 三种造模条件下小鼠皮肤炎症因子表达情况

提取小鼠皮肤组织进行 ＥＬＩＳＡ 检测（图 ５Ａ），

结果所示，三组模型小鼠皮损组织中前炎症因子

ＴＳＬＰ 及辅助型 Ｔ 细胞 ２（Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ２，Ｔｈ２）型细胞因

子 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１３ 的表达均有不同程度升高，其中以模

型 Ｂ 组表达更为显著（图 ５Ｂ）。 在 ＴＳＬＰ 表达方面，
模型 Ｂ 组与模型 Ａ 组相比（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），与模型 Ｃ 组

相比（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；在 ＩＬ⁃４ 表达方面，模型 Ｂ 组与模

型 Ａ 组相比 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与模型 Ｃ 组相比 （Ｐ ＜
０􀆰 ００１）；在 ＩＬ⁃１３ 表达方面，模型 Ｂ 组与模型 Ａ 组相

比（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），与模型 Ｃ 组相比（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）。 模

型 Ａ 组与模型 Ｂ 组小鼠皮损组织中免疫耐受相关

细胞因子 ＩＬ⁃１０ 的表达均有降低，尤以模型 Ｂ 组更

为显著。 模型 Ａ 组与空白对照组相比（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
模型 Ｂ 组与空白对照组相比（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
２􀆰 ５　 三种造模条件下小鼠肺组织病理学观察

肺组织病理显示，与空白对照组相比，三组模

型小鼠的肺组织中均出现较多的炎症细胞浸润，并
伴有气道结构紊乱、黏液分泌以及血管增生。 其中，
模型 Ｂ 组小鼠气道炎症最为显著，见气管壁周围多层

粒细胞浸润，管腔内黏液分泌部分实变（图 ６）。
２􀆰 ６　 三种造模条件下小鼠肺组织炎症因子表达

情况

对小鼠肺组织进行 ＥＬＩＳＡ 检测（图 ７Ａ）三种造

模方案所诱导的 ＡＭ 小鼠肺组织中前炎症因子

ＴＳＬＰ 及 Ｔｈ２ 型细胞因子 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１３ 的表达均明显

升高，免疫耐受相关细胞因子 ＩＬ⁃１０ 表达均有不同

程度抑制（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 其中，模型 Ｂ 组小鼠肺组织

中 ＴＳＬＰ 表达量显著高于模型 Ａ 组、模型 Ｃ 组（Ｐ ＜
０􀆰 ０００１）；模型 Ｂ 组小鼠肺组织中 ＩＬ⁃４ 表达量与模

型 Ａ 组、模型 Ｃ 组相比升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；模型 Ｂ 组
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注：Ａ：小鼠皮损组织提取行 ＥＬＩＳＡ 检测流程；Ｂ：小鼠皮损组织炎症因子表达；造模各组组间相比，＃＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ５　 不同造模条件下小鼠皮损组织炎症因子表达情况（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ． Ｂ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，＃＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（ｎ ＝ ６）

注：↑：黏液分泌；▲：炎症细胞浸润；↓：血管增生。

图 ６　 不同造模条件下小鼠肺组织病理学观察

Ｎｏｔｅ． ↑． Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｈｙｐｏｋｅｒａｔｏｒｓｉｓ． ▲． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． ↓． Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｌｕｎｇ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｍｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

小鼠肺组织中 ＩＬ⁃１３ 表达量与模型 Ａ 组相比升高 Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），与模型 Ｃ 组相比显著升高 Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）（结
果见图 ７Ｂ）。

３　 讨论

纵观过敏性疾病的自然进程，遵循由皮肤过敏

至呼吸道过敏的“外⁃内”传导规律［１２－１３］。 列队研究

显示，大约一半的 ＡＤ 患儿在学龄期会出现 ＡＡ，三

分之二的重度 ＡＤ 患儿在青春期会出现 ＡＲ［１４］。 动

物模型的研究也证实，通过胶带剥脱、抗原激发等

多种方法诱导的 ＡＤ 样皮损能够激活机体免疫，增
强后续呼吸道致敏的易感性［１５］。 因此，探索 ＡＤ 不

良预后与其他过敏性疾病发生的潜在关联，有望解

开 ＡＭ“敏化传导”的机制谜团，为过敏性疾病的防

控和治疗打开新思路。
ＴＳＬＰ 是过敏性疾病起始阶段最重要的上皮衍
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注：Ａ：小鼠肺组织提取行 ＥＬＩＳＡ 检测流程；Ｂ：小鼠肺组织炎症因子表达。

图 ７　 不同造模条件下小鼠肺组织中炎症因子表达情况（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ． Ｂ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（ｎ ＝ ６）

生细胞因子，其通过激活 ＤＣ，诱导 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞向

Ｔｈ２ 分化，促进 Ｔｈ２ 型适应性免疫是过敏性疾病发

生的共同免疫学基础［１６］。 动物模型的研究为 ＴＳＬＰ
参与敏化进展提供了可靠依据。 研究发现，通过皮

内注射 ＴＳＬＰ 的方法能够成功诱导全身性 Ｔｈ２ 型炎

症反应并促发严重的呼吸道过敏；而抑制皮肤源性

ＴＳＬＰ 的表达或诱导 Ｔｈ２ 细胞急剧衰竭均能够显著

的改善气道炎症的进展［１７］。 因此，皮肤源性 ＴＳＬＰ
是推动敏化进展的关键分子，其通过诱导 Ｔｈ２ 偏移，
促进构建炎症优势免疫微环境，可能是 ＡＭ 发生的

潜在机制。
目前认为，机体免疫耐受机制的缺陷是 Ｔｈ２ 极

化难以控制的深层原因［１８］。 Ｔｒｅｇ 细胞是机体应对

炎症反应的负反馈调节机制。 生理状态下，其通过

分泌抑炎因子、调节 ＤＣ 分化等维持自身耐受并防

止炎症反应过度损伤机体［１８］。 然致敏条件下，Ｔｒｅｇ
的功能通常是削弱的。 一方面，Ｔｈ２ 细胞大量活化

增值，竞争结合 ＩＬ⁃１２，诱导 Ｔｒｅｇ 凋亡；另一方面，
Ｔｈ２ 型细胞因子的高表达，又抑制了 Ｔｒｅｇ 的负反馈

调节功能［１８－１９］。 众多的临床研究已证实，特应性患

者外周循环中存在 Ｔｈ２ 的偏移与 Ｔｒｅｇ 的抑制［２０－２２］。

较新的机制研究也发现，抑制皮肤源性 Ｔｒｅｇ 扩增能

够促进局部炎症反应迅速向致命的全身状态扩

散［２３］。 因此，Ｔｈ２ 介导的炎症反应与 Ｔｒｅｇ 介导的免

疫耐受更能客观反映机体在致敏刺激下的免疫失

衡状态。
综上，在本实验中，将 ＴＳＬＰ、Ｔｈ２ 型炎症因子

ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１３，及 Ｔｒｅｇ 相关炎症因子 ＩＬ⁃１０ 纳入检测指

标，通过检测相关炎症因子的表达情况，分析 ＡＭ 模

型气道和呼吸道的敏化炎症情况，以筛选最优造模

方案。
在造模方案的设计上，有文献报道以致敏原配

合胶带剥脱诱发皮肤急性变态反应性炎症，再经雾

化吸入致敏原以增强气道反应性的 ＡＭ 造模方

法［２４－２６］。 ＯＶＡ 作为过敏性疾病最常用的致敏原，具
有敏感性高、成本较低等优势，然若单独皮肤或呼

吸道给药而不配合佐剂腹腔注射，则需要较长周期

且引起的炎症较轻［２６］。 ＭＣ９０３ 作为维生素 Ｄ 衍生

物能够诱导皮肤角质形成细胞过度表达 ＴＳＬＰ，从而

诱发 ＡＤ 样皮损［２７］。 基于 ＴＳＬＰ 在 ＡＭ 中的重要启

动作用，本研究在 ＯＶＡ 皮肤初次致敏的基础上加用

ＭＣ９０３，通过增强诱导皮肤源性 ＴＳＬＰ 的表达，模拟
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皮肤炎症损伤对后续敏化进展的影响。 由于 ＡＭ 进

展年限跨度较大，涉及 ＡＤ 急性发作、慢性迁延以及

ＡＡ 发生。 因此，本研究设计了 ３ 阶段致敏方案：包
括皮肤急性致敏，皮肤慢性致敏和呼吸道致敏。 在

诱导气道敏化的实验设计上，由于雾化吸入实验条

件难以控制，因此改用经鼻腔注射的方法，以便控

制实验条件的均一。 为客观反映优化造模方案的

可行性，以传统 ＯＶＡ 造模方法及 ＭＣ９０３ 单独给药

造模方法作为对照。
研究发现，三种造模方法均能成功诱导皮肤过

敏向呼吸道过敏进展。 其中，ＭＣ９０３ 联合 ＯＶＡ 构

建的 ＡＭ 模型小鼠皮损更为严重，气道炎症细胞浸

润更为剧烈，皮肤及肺部的促炎症因子的表达更为

显著、抑炎因子表达更为抑制。 因此，我们认为运

用 ＭＣ９０３ 联合 ＯＶＡ 优化的 ＡＭ 动物模型成功。 综

上，本研究动物模型的成功建立为 ＡＭ 机制研究及

防治工作提供了必要条件和良好的方法学基础。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）
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　 　 【摘要】 　 肽基精氨酸脱亚胺酶 ２（ｐｅｐｔｉｄｙｌａｒｇｉｎｉｎｅ ｄｅｉｍｉｎａｓｅｓ ２，ＰＡＤＩ２）是一种可以催化蛋白质肽链上精氨酸

残基转化为瓜氨酸残基的水解酶，其异常活化后，可导致过度的组织炎症和免疫反应，并最终促进自身免疫性疾病

（ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ，ＡＤｓ）的进程。 ＰＡＤＩ２ 可以通过调节蛋白质瓜氨酸化，改变其结构和免疫原性，一方面促进自

身免疫蛋白的形成，另一方面影响包括中性粒细胞和巨噬细胞在内的多种免疫细胞的活性，进而调节自身免疫和

炎症反应，参与 ＡＤｓ 的发生发展。 因此，本文综述了 ＰＡＤＩ２ 的功能及其在 ＡＤｓ 的作用，以期为揭示 ＡＤｓ 的发病机

制，以及相关疾病的治疗提供新的靶点和策略。
【关键词】 　 肽基精氨酸脱亚胺酶 ２；瓜氨酸化；自身免疫性疾病；炎症反应；免疫细胞
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　 　 肽 基 精 氨 酸 脱 亚 胺 酶 ２ （ ｐｅｐｔｉｄｙｌａｒｇｉｎｉｎｅ
ｄｅｉｍｉｎａｓｅｓ ２，ＰＡＤＩ２）是一种受高浓度 Ｃａ２ ＋调控，可
催化精氨酸残基转换为瓜氨酸残基的水解酶［１］。

蛋白质发生瓜氨酸化后，其结构和功能会发生显著

改变，进而影响机体的免疫炎症反应、细胞的增殖

凋亡等过程［２］。 在自身免疫性疾病 （ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
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ｄｉｓｅａｓｅｓ，ＡＤｓ）、癌症和慢性炎症相关疾病等多种疾

病进程中，均发现 ＰＡＤＩ２ 含量的改变［３－４］，提示

ＰＡＤＩ２ 可能参与多种疾病的发生发展。 ＰＡＤＩ２ 作为

一种关键的调控因子，在多种细胞中通过催化蛋白

瓜氨酸化，改变细胞生理过程进而影响 ＡＤｓ 的发生

发展［５－７］，已有大量研究发现 ＰＡＤＩ２ 与 ＡＤｓ 之间密

切相关［８］，ＰＡＤＩ２ 可以通过瓜氨酸化蛋白从而促进

自身抗体的形成，并影响炎症免疫细胞的功能和活

性，最终诱发和加重 ＡＤｓ。
综上所述，靶向 ＰＡＤＩ２ 可能是 ＡＤｓ 治疗的新型

方法。 但鲜有文章详细综述 ＰＡＤＩ２ 的功能及其在

ＡＤｓ 中的作用。 因此，本文通过综述 ＰＡＤＩ２ 在自身

免疫调节和炎症反应中的功能，以及其在 ＡＤｓ 的进

程中发挥的调节作用，以期为后续 ＰＡＤＩ２ 相关研究

和 ＡＤｓ 的治疗提供策略和参考。

１　 免疫失调和炎症反应是自身免疫性
疾病的主要特征

　 　 ＡＤｓ 的本质是免疫系统的异常激活和功能失

调。 免疫系统无法区分致病因子和自身抗原，使得

正常组织被错误的攻击和破坏从而加重组织损伤，
导致疾病的迁延不愈，甚至使疾病激发加重［９］。 在

某些因子的刺激和催化后，可导致一些正常蛋白结

构发生异构化如蛋白的瓜氨酸化，这些异构化的蛋

白会增加免疫系统的错误识别几率，从而诱发免疫

失调并促进 ＡＤｓ 的进展［１０－１１］。 因此，降低非必要的

异构化蛋白的产生以减少自身抗体的形成，平衡免

疫系统的功能失调和减轻免疫细胞所导致的炎症

损伤是防治 ＡＤｓ 的有效策略。

２　 ＰＡＤＩ２ 发挥作用的机制

ＰＡＤＩ２ 通过修饰蛋白质多肽链上的精氨酸残基

瓜氨酸化后，一方面导致自身抗原的形成和暴露进

而引发免疫系统的异常活化；另一方面，还影响部

分免疫细胞的功能加重免疫失调和炎症反应，可参

与类风湿性关节炎、多发性硬化症等多种 ＡＤｓ 的进

程［１２－１３］（图 １）。 已有实验证实了 ＰＡＤＩ２ 催化的瓜

氨酸化蛋白可以作为新抗原的丰富来源［１４］，靶向

ＰＡＤＩ２ 以及瓜氨酸化的新抗原在免疫治疗中具有重

要意义［１５］。 此外，ＰＡＤＩ２ 在中性粒细胞、巨噬细胞、
Ｔ 细胞等免疫细胞的活化与发挥功能的过程中也起

到关键作用，这对于维持免疫系统的平衡和正常的

免疫应答至关重要［６，１６］。

２􀆰 １　 ＰＡＤＩ２ 催化蛋白瓜氨酸化促进自身抗瓜氨酸

肽抗体形成诱发 ＡＤｓ
ＰＡＤＩ２ 可以催化蛋白质中的精氨酸残基转化为

瓜氨酸残基，使蛋白结构发生异构化，从而产生新

的抗原性蛋白质。 这些瓜氨酸化的蛋白质可能被

免疫系统错误地识别为外源性抗原，从而引发自身

免疫 反 应。 抗 瓜 氨 酸 肽 抗 体 （ ａｎｔｉ⁃ｃｉｔｒｕｌｌｉｎａｔｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ＡＣＰＡ） 可识别蛋白质中的瓜氨

酸［１７］，是具有不同种型用途即： 免疫球蛋白 Ｇ
（ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｇ， ＩｇＧ ）、 免 疫 球 蛋 白 Ａ
（ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ａ， ＩｇＡ ）、 免 疫 球 蛋 白 Ｍ
（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｍ，ＩｇＭ）的自身抗体的集合，也是

类风湿性关节炎的标志性抗体之一［１８］。 研究发现，
可自我瓜氨酸化的 ＥＣＶ３４０ 细胞系表达高水平的

ＰＡＤＩ２，并且可以产生多种被类风湿性关节炎

（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＲＡ）患者的 ＡＣＰＡ 识别的瓜氨

酸化抗原；利用蛋白组学分析，ＥＣＶ３０４ 细胞系可以

鉴定出 ＲＡ 患者血清中一些特定瓜氨酸化自身抗原

的出现顺序并监测其在 ＲＡ 的不同时期的变化［１９］，
表明 ＥＣＶ３０４ 细胞系可作为检测具有高诊断特异性

的 ＡＣＰＡ，并允许鉴定单个 ＲＡ 血清靶向的特定瓜氨

酸化蛋白的基础和临床研究工具，有可能成为检测

ＲＡ 进程的有效方法。 此外，ＲＡ 相关表达“共享表

位”的人类白细胞抗原 ＤＲ（ｈｕｍａｎ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ⁃
ＤＲ，ＨＬＡ⁃ＤＲ）等位基因与 ＡＣＰＡ 的产生有关，ＨＬＡ⁃
ＤＲ 限制性 Ｔ 细胞有助于抗体对已知可被 ＡＣＰＡ 识

别的众多瓜氨酸化蛋白产生反应。 选择正常的 Ｃ５７
小鼠和转入 ＨＬＡ⁃ＤＲ４ 的人源化小鼠，分别用 ＰＡＤＩ２
重组蛋白免疫后发现，瓜氨酸化肽特异性 Ｂ 细胞内

化 ＰＡＤＩ２ ／瓜氨酸化肽复合物，并将 ＰＡＤＩ２ 肽呈递

给 Ｔ 细胞，有助于 ＡＣＰＡ 产生［２０］。 通过研究 ＰＡＤＩ２
调节的瓜氨酸化蛋白在胶原诱导的关节炎中的作

用发现，虽然 ＰＡＤＩ２ 对于浆细胞、Ｔ 细胞的活化无显

著作用，但是高水平抗胶原抗体的产生和维持离不

开 ＰＡＤＩ２ 的 作 用［８］。 并 且， 在 化 脓 性 汗 腺 炎

（ｈｉｄｒａｄｅｎｉｔｉｓ ｓｕｐｐｕｒａｔｉｖａ，ＨＳ）中，ＰＡＤＩ２ 也可能通过

催化蛋白瓜氨酸化促进自身 ＡＣＰＡ 的形成，参与 ＨＳ
的发生发展。 有研究表明 ＨＳ 患者血清中检测到了

ＡＣＰＡ 的存在，进一步研究发现瓜氨酸化波形蛋白、
瓜氨酸化纤维蛋白原、瓜氨酸化丝聚蛋白和瓜氨酸

化烯醇化酶的抗体含量显著升高，并且 ＰＡＤＩ２ 基因

以及蛋白表达量均升高［２１］，提示 ＰＡＤＩ２ 在 ＨＳ 病变

中发挥了重要作用，并可能有助于 ＡＣＰＡ 的产生。

２８５１
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图 １　 ＰＡＤＩ２ 调节自身免疫和炎症反应影响 ＡＤｓ 的进程

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＰＡＤＩ２ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｎｄ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＤｓ

ＡＤｓ 可能与阿尔茨海默病有关，但其关联尚不清

楚［２２－２３］。 在痴呆型阿尔茨海默症 （ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）患者（ＤＡＴ）的血清中也存在 ＡＣＰＡ，这
可能是由于 ＤＡＴ 患者星形胶质细胞的蛋白发生瓜

氨酸化后获得新抗原性，进而导致了 ＡＣＰＡ 的

产生［２４］。
总之， ＰＡＤＩ２ 通过催化蛋白瓜氨酸化促进

ＡＣＰＡ 的产生在自身免疫性疾病进程中发挥重要作

用，可能为 ＡＤｓ 的诊断和治疗提供新思路。
２􀆰 ２　 ＰＡＤＩ２ 调节免疫细胞活性和免疫炎症反应加

重 ＡＤｓ
ＡＤｓ 的过程中存在多种免疫细胞的增殖、迁移、

活化甚至极化，这些细胞可通过释放炎症因子等诱

发或加重局部的炎症损伤，加剧 ＡＤｓ 的进程。 大量

实验证实了 ＰＡＤＩ２ 在免疫细胞的活性以及炎症反

应的调节中发挥重要作用。
２􀆰 ２􀆰 １　 ＰＡＤＩ２ 调节中性粒细胞外捕获和炎症反应

加重 ＡＤｓ
中性粒细胞（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ），是人体含量最多的白

细胞，发挥吞噬杀灭细菌和参与炎症反应的作用。
活化的中性粒细胞可向细胞外释放由解聚的染色

质和细胞内颗粒蛋白组成的细胞捕获网，以捕获和

杀死病原体［２５］。 ＰＡＤＩ２ 是中性粒细胞细胞外捕获

（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）过程的重要因

子之一，主要通过调节组蛋白等蛋白的瓜氨酸化影

响 ＮＥＴｓ 形成及其炎症因子的释放。 ＰＡＤＩ２ 主要通

过调节 ＮＥＴｓ 进而影响了系统性红斑狼疮（ｓｙｓｔｅｍｉｃ
ｌｕｐｕｓ ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，ＳＬＥ）的进展。 与健康对照者相

比，ＳＬＥ 患者血清中的 ＮＥＴｓ 复合物明显升高［２６］。
一些 ＮＥＴｓ 的残余物可以作为 ＳＬＥ 患者结局的预测

指标［２７］。 ＰＡＤＩ２ 抑制剂治疗可以改善狼疮肾炎小

鼠的血管、肾以及皮肤损伤，体内和体外实验研究

发现其机制主要是通过减少 ＮＥＴｓ 的形成［２８］，进一

步探索 ＰＡＤＩ２ 抑制剂治疗对 ＮＥＴｓ 的异常生成的改

善作用有助于 ＳＬＥ 的防治。
除了影响 ＮＥＴｓ 外，ＰＡＤＩ２ 还可通过调节一些

蛋白质瓜氨酸化间接影响中性粒细胞炎症因子的

合成、释放和活性。 在炎症过程中，中性粒细胞可

３８５１
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以释放肿瘤坏死因子（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃
α）、白细胞介素⁃６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ⁃６）、白细胞介素⁃
１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃１β） 等多种炎症因子。 抑制

ＰＡＤＩ２ 可以通过减少 ＮＥＴｓ 的形成，进而减少血液

中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 等炎症因子的含量减轻全身炎症

反应［２９］，这为 ＲＡ 的治疗提供了借鉴［３０］。
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＡＤＩ２ 促进巨噬细胞 Ｍ１ 型活化加重 ＡＤｓ

ＰＡＤＩ２ 在巨噬细胞中也发挥一定作用。 研究发

现，巨噬细胞内的 ＰＡＤＩ２ 对于细胞的分化、表型转

化和炎症因子的释放均具有重要调节作用。 ＰＡＤＩ２
在巨噬细胞的分化过程中表达增加，敲除或抑制

ＰＡＤＩ２ 后，可以减少胞内蛋白的瓜氨酸化进而抑制

巨噬细胞分化， 并减少炎症因子的释放［３１－３２］。
ＰＡＤＩ２ 是 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞内含量最高的 ＰＡＤＩ２ 分

子亚型。 沉默或抑制 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞中的 ＰＡＤＩ２
后可以减少巨噬细胞向 Ｍ１ 表型的转变并促进其向

Ｍ２ 表型的转变［６］。 ＰＡＤＩ２ 对于巨噬细胞的吞噬能

力和黏附能力也有影响作用。 纤维蛋白原可以通

过促进 ＰＡＤＩ２ 的表达进而增强肺部巨噬细胞的活

性和吞噬能力，敲除 ＰＡＤＩ２ 后，纤维蛋白原暴露的

小鼠肺组织中巨噬细胞的数量和吞噬能力均下

降［３３］。 ＰＡＤＩ２ 敲除后还可以损害巨噬细胞的黏附

能力［３２］。
ＰＡＤＩ２ 可通过促进巨噬细胞 Ｍ１ 型极化从而驱

动 ＡＤｓ 的发生和进展。 ＰＡＤＩ２ 催化的瓜氨酸化的

滑膜蛋白和纤维蛋白原显著激活了巨噬细胞的 Ｍ１
极化，加重了 ＲＡ 患者滑膜组织的炎症反应及纤维

化［１２］。 抑制 ＰＡＤＩ２ 活性通过下调瓜氨酸化蛋白表

达抑制巨噬细胞的 Ｍ１ 型极化并减少了促炎因子的

含量［３１］。
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＡＤＩ２ 调节 Ｔ 细胞功能和活性加重 ＡＤｓ

ＰＡＤＩ２ 还可以调节 Ｔ 细胞功能和细胞活性。
ＰＡＤＩ２ 可以通过调节 Ｔ 细胞内蛋白的瓜氨酸化影响

细胞活性和细胞的表型分化、识别能力，并最终改

变 ＡＤｓ 的进展。 在 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞中过表达 ＰＡＤＩ２
后，会降低细胞活力并促进细胞凋亡［３４］。 另一研究

发现，ＰＡＤＩ２ 主要通过促进了第五蛋白如波形蛋白

在 Ｔ 细胞表面的表达，进而促进 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞的凋

亡［３５］。 ＰＡＤＩ２ 可以调节 Ｔ 细胞向 ＴＨ１ 和 ＴＨ１７ 的

促炎表型分化参与 ＳＬＥ 的发生发展，ＰＡＤＩ２ 敲除后

可降低 Ｔ 细胞的促炎分化以及免疫复合物形成最

终改善 ＳＬＥ 的免疫失调和器官损伤［１６］。 近来研究

还发现，ＰＡＤＩ２ 介导的蛋白质瓜氨酸化可以增加胰

腺组织中 Ｔ 细胞的活化和抗原识别，并进一步促进

自身免疫影响Ⅰ型糖尿病（ ｔｙｐｅ １ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ，
Ｔ１ＤＭ）的发生［３６］。 在 Ｔ１ＤＭ 中，ＰＡＤＩ２ 催化葡萄糖

调节蛋白发生瓜氨酸化后显著影响 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的

抗原识别能力，这从侧面反映出了 ＰＡＤＩ２ 可能通过

调节 Ｔ 细胞的功能影响 ＡＤｓ 的发展［３７］。
免疫失调后的自身抗体形成和免疫炎症损伤

贯穿于 ＡＤｓ 的进程，而 ＰＡＤＩ２ 在促进自身抗体形成

和调节免疫炎症反应中扮演着不可或缺的角色。
这都提示出 ＰＡＤＩ２ 可能在 ＡＤｓ 中起到关键性作用，
未来继续针对 ＰＡＤＩ２ 调控的生理及病理性生物学

过程展开深入研究将有助于 ＡＤｓ 的治疗和预后

改善。
２􀆰 ３　 ＰＡＤＩ２ 调节其他生物学过程参与 ＡＤｓ

除了常见的通过促进自身抗体形成和调节免

疫细胞活性以外，也有一些研究报道 ＰＡＤＩ２ 可以通

过催化组织中的特异性胞内及胞外蛋白的瓜氨酸

化进而影响 ＡＤｓ 的发生发展。
ＲＡ 患者关节滑液中的纤维蛋白原存在较高水

平的瓜氨酸化，体外实验使用人重组 ＰＡＤＩ２ 同样可

以瓜氨酸化纤维蛋白原并鉴定出了一些瓜氨酸化

位点，这些瓜氨酸化的位点可为 ＲＡ 的诊断和治疗

提供帮助［３８］。 缺氧可以调节缺氧诱导因子的产生

影响人成纤维细胞样滑膜细胞中的某些蛋白瓜氨

酸化和 ＰＡＤＩ２ 的表达［３９］，提示缺氧可能通过调控

ＰＡＤＩ２ 表达进而调节蛋白瓜氨酸化，参与 ＲＡ 进程。
ＳＬＥ 患者外周血单核细胞中的自噬以及蛋白瓜氨酸

化水平显著升高，免疫抑制剂治疗后可以通过减少

ＰＡＤＩ２ 的表达含量、瓜氨酸化的波形蛋白数目并且

调节自噬来干预 ＳＬＥ 的发生［４０］。 有研究鉴定出了

星形胶质细胞特异性标志蛋白胶质原纤维酸性蛋

白（ ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）和波形蛋白

也可被修饰成瓜氨酸化蛋白，在阿尔茨海默症的发

病过程中，ＰＡＤＩ２ 显著增强 ＧＦＡＰ 瓜氨酸化，通过串

联质谱仪发现了 ＧＦＡＰ 的两个独立瓜氨酸化位点

（Ｒ２７０Ｃｉｔ 和 Ｒ４１６Ｃｉｔ） ［４１］。 ＰＡＤＩ２ 可通过促进髓鞘

碱性蛋白的瓜氨酸化促进多发性硬化症（ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）的发生发展，高水平的雌二醇会显著

增加 Ｃ６ 神经胶质瘤细胞中 ＰＡＤＩ２ 的活性影响 ＭＳ
的进展，而维生素 Ｄ 对于 ＭＳ 具有保护作用可能是

因为其发挥了降低 ＰＡＤＩ２ 活性的功能［４２］。
还有一些研究仅发现了 ＰＡＤＩ２ 和某些 ＡＤｓ 间

存在一定的相关性，但 ＰＡＤＩ２ 在这些 ＡＤｓ 发病中的
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具体作用机制未做深入探讨。 转录组学分析发现

了间歇性复发型和继发性进展型 ＭＳ 患者均存在

ＰＡＤＩ２ 基因的差异性表达，并且都表现出一定的炎

症特征和神经元修复的损伤［４３］。 抑制 ＰＡＤＩ２ 的活

性或可改善 ＭＳ 所导致的部分损伤和功能障

碍［４４－４５］。 ＰＡＤＩ２ 在肠道黏膜的分化过程中表达增

多，但在溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）发病过

程中或肠道上皮的异型性增生时往往表达显著降

低，这提示 ＰＡＤＩ２ 的低表达与患者的不良预后之间

存在相关性［４６］。 通过对炎性和非炎性 ＵＣ 患者进

行结肠活检并进行转录组学分析，筛选出 ＰＡＤＩ２ 是

ＵＣ 患者炎症相关的关键组蛋白修饰基因之一，这
或许有助于 ＵＣ 患者的个性化治疗和管理［４７］。 也

有文章表明 ＰＡＤＩ２ 对于 ＵＣ 存在潜在的改善作用。
有研究通过大规模的数据集筛选，鉴定出了包括

ＰＡＤＩ２ 在内的多个有助于肠道黏膜屏障修复的标志

基因［４８］。 ＰＡＤＩ２ 在 ＡＤｓ 进展中具体的作用机制，仍
需进一步去探讨和验证，以期为疾病的治疗提供新

的思路和方法。

３　 总结与展望

自身免疫性疾病是目前危害机体健康的重要

因素，给患者和社会都带来了重大负担。 深入了解

ＡＤｓ 的病因和发病分子机制可以为疾病的防治提供

更有效策略。 由于免疫系统异常激活攻击自身抗

原和免疫细胞介导的免疫炎症反应贯穿在 ＡＤｓ 进

程中，改善免疫系统失衡和减轻炎性损伤成为防治

ＡＤｓ 的有效手段。
ＰＡＤＩ２ 主要通过调节蛋白多肽链上精氨酸残基

的瓜氨酸化调节自身抗体的形成、免疫细胞的功能

并且改变正常蛋白的免疫原性，促进 ＮＥＴｓ、炎性细

胞因子释放、细胞极化等病理生理过程，进而参与

ＡＤｓ 进程。 因此，敲除 ＰＡＤＩ２ 或抑制其活性是治疗

ＡＤｓ 的潜在有效方法。 已有实验使用 ＰＡＤＩ２ 泛抑

制剂或者 ＰＡＤＩ２ 选择性抑制剂来进行疾病防治和

发病机制的研究［３１，４９－５０］。 但 ＰＡＤＩ２ 抑制剂相关研

究仍处于初步阶段，ＰＡＤＩ 泛抑制剂虽然适用性更广

泛但其浓度过高后会损伤细胞。 ＰＡＤＩ２ 的特异性抑

制剂具有更少的脱靶效应和细胞毒性但作用相对

有限。 因此需要进一步研究和改进已有的 ＰＡＤＩ２
抑制剂，并对其安全性和有效性进行系统评估后，
开展相关的临床研究和试验，应用于 ＡＤｓ 的治疗。
并且，寻找和研发针对 ＰＡＤＩ２ 的药物将有助于更好

的区分 ＰＡＤＩ２ 在正常生理和病理状态下的功能，从
而为 ＡＤｓ 的防治和改善患者预后提供经验和策略。
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　 　 【摘要】 　 实验动物作为生命科学研究的重要实验材料，其质量的均一性对实验结果的准确性和可靠性起到

关键作用，而实验动物的遗传质量检测是评价实验动物遗传质量高低的重要环节。 单核苷酸多态性（ ｓｉｎｇｌｅ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ， ＳＮＰ）作为分子标记已被广泛应用于实验动物遗传检测，随着现代生物技术的进步，实验

动物的 ＳＮＰ 遗传质量检测方法也一直在更新。 本文主要梳理了目前 ＳＮＰ 检测方法在实验动物遗传质量检测中的

研究进展和应用，以及各种检测方法的优缺点，以期为实验动物的遗传质量检测提供参考依据。
【关键词】 　 实验动物；遗传质量；ＳＮＰ；检测方法
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　 　 实验动物作为生命科学研究的重要材料，其质

量的均一性对实验结果的准确性和可靠性起着决

定性作用，而遗传质量是影响实验动物质量高低的

重要因素之一。 早期研究中，动物遗传检测方法主

要从形态学、细胞学、免疫学以及分子水平上进行

遗传检测［１］。 免疫学标记是在动物所具有的免疫

特性的基础上进行的，主要检测方法有血细胞凝集

反应、细胞毒试验、同系异体组织移植法等［２］。 生

化标记基因检测法也称同工酶法，这一方法检测主

要根据不同位点的电泳速度来判定表型，再根据表

型鉴别品系和分析封闭群体的遗传结构［３］。 虽然

各种检测方法都能提供一些部分的有价值的遗传

信息，但它们都具有各自的局限性，如下颌骨测定

法用来遗传标记的位点非常有限，并且需要较长时

间的饲养和观察，取下颌骨的操作也较为繁琐［４］。
随着现代生物技术的发展，在分子水平对实验

动物进行遗传检测的方法弥补了传统检测方法的

许多不足，并且结果准确性高、检测所需时间短、费
用低［３］。 尤其是单核苷酸多态性（ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）检测是目前实验动物遗传质量

控制过程中最主要的研究方法，也是评价实验动物

遗传质量的重要指标［５］。 ＳＮＰ 作为一种经典的遗

传分子标记检测，在生物学、医学和遗传学等［６－７］ 领

域具有广泛的应用价值，其具有高准确性、高灵敏

度和快速等优点，可以在 ＤＮＡ 序列中识别和区分不

同的等位基因，为实验动物的遗传质量评估提供有

力支持。 目前已知的 ＳＮＰ 检测方法有 ＤＮＡ 测序

法、基因芯片、Ｓｎａｐｓｈｏｔ 法、质谱技术、ＫＡＳＰ 等技术。
本文将主要探讨实验动物 ＳＮＰ 检测方法的研究进

展及其应用，并分析其局限性和未来发展趋势，以
期为实验动物遗传质量检测提供更加高效、便捷和

精准的技术手段。

１　 实验动物 ＳＮＰ 检测方法

１􀆰 １　 ＤＮＡ 测序法

自 １９７７ 年 ＳＡＮＧＥＲ［８］建立“双脱氧链终止测序

法（又称 Ｓａｎｇｅｒ 测序法）”以来，ＤＮＡ 测序是 ２０ 世

纪生物学研究中最重要的发明之一，极大地推动了

生物学和医学的发展，特别是在基因组学、遗传学

和医学研究等领域。 Ｓａｎｇｅｒ 测序是 ＤＮＡ 序列分析

的经典方法，可直接获取核酸序列信息。 该方法采

用 ４ 种不同颜色的荧光染料来标记四种双脱氧核苷

酸终止子，代替了之前的同位素标记引物方法，在
一个反应管中可同时进行四个末端终止反应。 利

用聚丙烯酰胺凝胶分离终止反应的产物后，采用计

算机荧光检测系统读取四种双脱氧核苷酸终止子，
提高了测序的速度。

随着人类基因组计划的圆满完成，正式步入了

后基因组时代，即功能基因组时代。 在这一阶段，
科研人员对基因功能的深入探索以及大规模基因

组测序的需求日益增长，传统的测序方法因其在测

序深度、速度及成本方面的局限性，已无法满足这

一新时代的需求。 因此，第二代测序技术以其高通

量、高效率、低成本和准确性高等显著优势，迅速成

为基因组学、转录组学、表观遗传学等领域研究的

重要工具。 主要包括罗氏 ４５４ 公司的 ＧＳＦＬＸ 测序

平台［９］、Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｓｏｌｅｘａ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎａｌｙｚｅｒ 测

序平台［１０］ 和 ＡＢＩ 公司的 ＳＯＬｉＤ 测序平台［１１］ ＤＮＡ
第三代测序技术，即单分子测序技术，彻底革新了

ＤＮＡ 测序的方式。 第三代测序技术主要以 ＰａｃＢｉｏ
公司 的 单 分 子 实 时 测 序 （ ＳＭＲＴ） ［１２］ 和 Ｏｘｆｏｒｄ
Ｎａｎｏｐｏｒｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公 司 的 纳 米 孔 测 序 技 术

（ｎａｎｏｐｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ） ［１３］为代表。 与传统的测序方

法相比，第三代测序在测序过程中无需依赖 ＰＣＲ 扩

增，而是直接对每一条 ＤＮＡ 分子进行单独测序。 这

种技术也被称为从头测序技术或单分子实时 ＤＮＡ
测序，它提供了更高的测序速度和更低的测序成

本［１４－１６］。 通过直接读取单分子的序列信息，第三代

测序技术能够更准确地揭示基因组的复杂性和多

样性。 尽管近年来随着新技术的不断发展，第三代

单分子测序技术已被逐渐应用于生命科学相关的

研究中［１７］，但作为第一代经典的 Ｓａｎｇｅｒ 测序因其高

分辨率、高精准度、结果直观、便于分析等优点仍然

被广泛使用，这些优点使得它在许多领域中仍然保

９８５１
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持着不可替代的地位。 可惜的是第三代测序技术

的超长读长和直接测序的特点，使得在 ＳＮＰ 检测过

程中能够更准确地识别出变异位点，减少误判和漏

判。 同时，提高了 ＳＮＰ 检测的效率。 但该方法未见

普遍的应用在实验动物遗传质量检测中。
１􀆰 ２　 基因芯片检测

基因芯片（ ｇｅｎｅ ｃｈｉｐ）是利用核酸杂交原理建

立的一种高通量 ＳＮＰ 检测平台，属于生物芯片的

一种。
它是一种基于微阵列技术的检测方法，其设计

基础包括基因连锁、限制性长度的多态性及连锁不

平衡等基因定位方法，工作原理主要依赖于同源

ＤＮＡ 分子杂交。 在测序过程中，基因芯片采用的是

杂交测序方法。 在芯片上，数以万计的特定序列的

ＤＮＡ 片段（基因探针）被有规律地排列和固定。 这

些探针能与来自 ＤＮＡ 样本的特定基因序列发生特

异性杂交。 当带有荧光标记的核酸序列与基因芯

片上对应位置的核酸探针产生互补匹配时，通过确

定荧光强度最强的探针位置，可以获得一组序列完

全互补的探针序列。 据此，可以重组出靶核酸的序

列。 目前，美国 Ｎａｎｏｇｅｎｅ 公司研制的 Ｎａｎｏｃｈｉｐ 电子

微阵列［１８－１９］，可极大提高检测的灵敏度和反应速

度，使花费数小时的杂交反应只需要 ２３ ｓ 即可完成。
１􀆰 ３　 Ｓｎａｐｓｈｏｔ 法

Ｓｎａｐｓｈｏｔ 是一种由美国应用生物公司（ＡＢＩ）开
发的商业技术，它基于荧光标记的单碱基延伸原

理，建立了一种称为小测序的分型方法［１８］。 该技术

的关键在于设计引物，其 ３’末端应紧挨着 ＳＮＰ 位

点，同时针对不同的 ＳＮＰ 位点，可以设计不同长度

的延伸引物。 这样，通过引物的长度差异，就可以

区分不同的 ＳＮＰ 位点。 在检测过程中，多重 ＰＣＲ
扩增在一个含有测序酶和四种荧光标记的 ｄｄＮＴＰ
体系中进行。 由于加入的是双脱氧核糖核苷酸，因
此引物延伸一个碱基就会终止。 延伸产物通过测

序仪检测，根据峰移动的位置可以确定延伸产物对

应的 ＳＮＰ 位点，而根据峰的颜色则可以确定 ＳＮＰ 位

点的碱基种类。
Ｓｎａｐｓｈｏｔ 法具有操作简单、经济实惠的优点，可

以在多种遗传分析仪上进行快速、准确的基因分

型［２０］，该技术实现了 ＳＮＰ 分析的自动化，可以方便

高效地用于高通量的 ＳＮＰ 验证及中通量的 ＳＮＰ 筛

选，且每次反应可以检测多个 ＳＮＰ 位点，具有更高

的检测效率。

１􀆰 ４　 质谱法

质谱法是一种基于基质辅助激光解吸电离飞

行时间质谱技术 （ ｍａｔｒｉｘ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ／
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＭＡＬＤＩ⁃
ＴＯＦ ＭＳ）的检测方法［２１－２２］，发展于 ２０ 世纪末期［２３］，
其检测过程中，需将样品与芯片基质共价结合形成

结晶后，经过质谱仪的激光激发 ＤＮＡ 分子片段。 由

于飞行时间与离子的质量成反比，于是可利用飞行

时间判断 ＤＮＡ 片段的分子量大小，从而确定 ＳＮＰ
位点。 其检测原理同样使用了单碱基延伸技术，在
多重 ＰＣＲ 扩增时，其扩增产物将在 ＳＮＰ 位点上终

止延伸，形成不同分子量的检测产物，再利用质谱

分析获得图谱，而不同分子量的延伸产物，在其对

应的分子量位置上可查看检测峰图，由此确定 ＳＮＰ
位点。

质谱法广泛应用于高通量的 ＳＮＰ 检测中，并已

经取 得 了 突 破 性 进 展， 理 论 上 准 确 率 可 高 达

１００％［２４－２５］。 此方法的特点是应用质谱法进行 ＳＮＰ
分析，根据不同的分子量可以将等位基因排序：如
产物中存在两个单核苷酸多态性位点，但由于质谱

法是利用多重 ＰＣＲ 反应的原理实现对多个 ＳＮＰ 位

点的同时检测，过多的引物在一个反应体系中容易

形成引物二聚体，增加引物设计的难度。 目前质谱

检测技术是测定 ＳＮＰ 最为准确的方法之一。
１􀆰 ５　 竞争性等位基因特异性 ＰＣＲ

竞争性等位基因特异性 ＰＣＲ（ｋｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ａｌｌｅｌｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ，ＫＡＳＰ）是 ＳＮＰ 分析的第三代分子标记

技术，是在已知 ＳＮＰ 的终端荧光条件下，通过读取

判断终端荧光的 基 因 分 型 技 术［２６－２７］。 传 统 的

Ｓａｎｇｅｒ 测序需要较长的 ＤＮＡ 片段才能进行准确的

分析，而 ＫＡＳＰ 技术则可以在较短的 ＤＮＡ 片段上进

行检测，这使得分析过程更加快速，且 ＫＡＳＰ 的结果

更加精准。 由于 ＫＡＳＰ 采用的是通用探针，可以与

各种不同的基因特异引物配合使用，而不需要针对

每个特定的位点进行探针合成，这极大降低了试验

成本［２８］。 ＺＨＡＮＧ 等［２９］ 采用 ＫＡＳＰ 方法来鉴别野

生型等位基因和相关缺陷等位基因在荷斯坦牛的 ８
种常见遗传缺陷，这表明 ＫＡＳＰ 检测对于检测多种

遗传缺陷是简单、快速和可靠的。 在 ＳＨＩ 等［３０］的研

究中，ＫＡＳＰ 被用于对影响农药抗性的基因型进行

高通量基因分型，首次被验证为表征农药抗性位点

基因型的有效方法，其分型结果与 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果

一致。 国外于 ２０１２ 年首次报道 ＫＡＳＰ 适用于大样
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本（Ｎ ＞ １０ ０００）的少量 ＳＮＰ ［３１］。 但 ＫＡＳＰ 也存在一

些不足之处，荧光定量处理时存在分型错误，且不

能直接测序发现未知 ＳＮＰ 位点。 相较于其他检测

方法，ＫＡＳＰ 技术在动物遗传育种方向的应用还是

较少，相信随着技术的不断成熟，其应用会更加

广泛。

２　 ＳＮＰ 检测方法在实验动物遗传质
量检测中的应用

　 　 实验动物遗传检测的方法多种多样，这些方法

各有优缺点，但都有其特定的应用场景和发展前

景。 ＳＮＰ 是继限制性片段长度多态性 （ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ， ＲＦＬＰ）、简单重复序列

标记 （ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ， ＳＳＲ）之后的第三代

分子标记［３２－３３］，与之前两代标记不同，ＳＮＰ 标记的

来源不受个体组织时间与空间的限制，它具有数量

多、在全基因组分布广泛、遗传多样性丰富以及遗

传稳定等特点［３４］，被广泛应用于各种遗传学研究领

域。 同样，ＳＮＰ 的检测方法也在不断创新，为了更

好地发挥遗传检测在实验动物中的作用，需要不断

优化和完善现有的检测方法，并探索新的检测技术。
利用高通量测序技术对实验动物的基因组进

行深度测序，以发现更多的单核苷酸多态性和结构

变异；还可以利用生物信息学方法对遗传数据进行

深入分析，以发现更多的遗传标记和基因组特征。
如 ＲＥＵＶＥＮＩ 等［３５］ 开 发 了 一 个 小 鼠 ＳＮＰ 数 据

库———Ｍｏｕｓｅ ＳＮＰ，采用 Ｅｎｓｅｍｂｌ 注释的基因组序列

来编译小鼠 ＳＮＰ 数据库，同时该数据库还提供来自

Ｓｙｍａｔｌａｓ、Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ 和 ＯＭＩＭ 数据库的基因表达

和功能注释， 以进一步评估候选表型致突变。
ＺＨＡＮＧ 等［３４］从文献和公共数据库中收集了相关的

ＳＮＰ 数据，以创建一个鱼类 ＳＮＰ 数据库 Ｆｉｓｈ ＳＮＰ，
并使用统一的分析通路来处理文献作者未执行 ＳＮＰ
的原始数据，以获得高可靠性的 ＳＮＰ。 此外，还需要

将各种遗传检测方法联合起来，优势互补。 可以将

基因芯片和全基因组重测序结合起来［３６］，以全面地

了解实验动物的遗传背景和亲缘关系；还可将基因

组测序和表型检测结合起来，以更准确地评估实验

动物的育种潜力和适应能力。
小鼠 通 用 基 因 分 型 芯 片 （ ｍｏｕｓｅ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ

ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｃｈｉｐ，ＭＵＧＡ）、ＭｅｇａＭＵＧＡ、ＧｉｇａＭＵＧＡ 和

小鼠分集阵列（ｍｏｕｓｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｒｒａｙ，ＭＤＡ） ［３７－４０］，通
过高通量测序或杂交技术，实现对基因组中大量

ＳＮＰ 位点进行检测，旨在捕获小鼠群体中的常见遗

传变异。 该方法具备高通量、高灵敏度、高特异性

等优势，特别适用于大规模的遗传检测。 例如，
ＢＲＯＭＡＮ 等［４１］ 使用来自 ２９１ 只多样性远交小鼠的

ＭｅｇａＭＵＧＡ 阵列数据，成功揭示单个小鼠或单个

ＳＮＰ 标记水平的问题。 并采用 Ｘ 和 Ｙ 染色体上

ＳＮＰ 的微阵列探针强度来确认每只小鼠的性别，检
查了 ＳＮＰ 基因型频率，并根据其初始菌株的次要等

位基因频率分组。 这些基因芯片平台通过高通量

测序或杂交技术，实现对基因组中大量 ＳＮＰ 位点的

并行检测，具备高通量、高灵敏度、高特异性等优

势，特别适用于全基因组关联分析 （ ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ，ＧＷＡＳ）等大规模遗传学研究。 不

过，芯片制作成本较高，且操作需专业设备和人员。
除芯片检测外，ＷＡＮＧ 等［４２］采用两个茎环引物

和两个不同的通用荧光引物对基因组 ＤＮＡ 进行等

位基因特异性 ＰＣＲ 扩增，在小鼠中验证了 ４ 个 ＳＮＰ
位点，该方法中蓝色和绿色荧光信号可方便地在

ＤＮＡ 测序仪上检测到，且仅需在一个管中进行一次

反应，适用于多重基因分型，进行遗传检测，这一方

法大大降低了为每个 ＳＮＰ 设计不同荧光探针的成

本，操作相对于芯片的制作而言方便，快捷。
为了促进基于 ＳＮＰ 基因分型的广泛应用，研究

者们开发了一种创新的方法，称为靶标 ＳＮＰ⁃ｓｅｑ。
靶标 ＳＮＰ⁃ｓｅｑ 技术的核心优势在于其融合了固相芯

片技术的高稳定性和可靠性与测序技术的高灵活

性和低成本，为中等规模的 ＳＮＰ 基因分型提供了一

种既灵活又成本效益高且准确性高的解决方案［４３］。
相较于传统的方法，靶标 ＳＮＰ⁃ｓｅｑ 方法基于全基因

组变异组分析（即不同种质的全基因组序列数据），
利用精确的 ＳＮＰ 进行基因分型。 它不仅具备高通

量和低成本的特性，而且对检测平台的要求相对较

低，从而极大地拓宽了其应用范围。
这种通过靶向测序进行基因分型的方法常有

不同的命名，如 ＳＨＳ、ＧＢＴＳ、Ｔａｒｇｅｔ ＳＮＰ⁃ｓｅｑ、ＭＲＡＳｅｑ
等［４４］，它们均体现了针对不同目标序列进行高效、
精确测序的共同特点。 ＺＨＡＮＧ 等［４５］ 基于 ＧＢＴＳ 技

术，在猪中开发了 ５０Ｋ 面板“ＧＢＴＳ５０Ｋ”。 还评估了

ＧＢＴＳ５０Ｋ 在群体遗传结构分析、选择特征检测、全
基因组关联研究 （ ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ，
ＧＷＡＳ）、基因分型插补、遗传选择（ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ，
ＧＳ）等应用中的效率。 结果表明，ＧＢＴＳ５０Ｋ 可以成

为猪潜在遗传结构和分子育种的有力工具。 目前，
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靶标 ＳＮＰ⁃ｓｅｑ 技术已在植物领域具有广泛应用，但
在实验动物中使用较少，随着技术的不断进步，靶
标 ＳＮＰ⁃ｓｅｑ 有望在实验动物遗传检测领域得到更广

泛的应用。 这将提供更精准、高效的基因分型方

法，有助于更深入地了解实验动物的遗传背景和遗

传特征，为相关研究领域提供更为有力的支持。

３　 实验动物遗传检测的展望

随着实验动物在医学和生物学领域的应用日

益广泛，无论是在药物研发、药效测试、疾病模型建

立，还是在基础生物学、生物医学研究等方面，都发

挥着不可替代的作用。 然而，实验动物的遗传变异

可能会对实验结果产生影响，甚至导致实验结果的

可靠性受到质疑。 因此，实验动物遗传检测的重要

性也就不言而喻了。 遗传检测就像遗传质量控制

的“眼睛”，它能够发现潜在的问题并提前预警。 通

过遗传检测，可以了解实验动物的基因型和遗传背

景，评估其是否符合实验要求，从而确保实验结果

的准确性和可靠性。 此外，遗传检测还可以为实验

动物的健康和福利提供保障，因为某些遗传变异可

能会影响实验动物的生长、繁殖和疾病抵抗力等。
在实验动物研究中，遗传检测是保证实验结果

真实性和可靠性的重要手段之一。 为了更好地发

挥遗传检测在实验动物中的作用，需要不断优化和

完善现有的检测方法，并积极探索新的检测技术。
只有这样，才能更好地利用实验动物进行科学研

究，为人类的健康和发展做出更大的贡献。
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非特异性腰痛动物模型述评
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　 　 【摘要】 　 非特异性腰痛是临床常见疾病，其发病机制及致病原因尚不明晰，治疗方案的应用模式尚未达成共

识。 目前本病的研究多限于临床，亟需动物实验来剖析其内在机制。 构建动物模型是研究非特异性腰痛发病进程

以及探寻治疗方法的重要手段，但目前该病的模型建立存在一定局限性与滞后性。 因此，本文对非特异性腰痛动

物模型的动物选择、构建方法及相关指标的评价方法进行综述，并对当前各类模型的优缺点进行分析，理清本病目

前基础研究所存在的问题路径，并尝试提供新思路，旨在为非特异性腰痛的机制研究及治疗策略的改进奠定理论

基础。
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　 　 腰痛（ｌｏｗ ｂａｃｋ ｐａｉｎ，ＬＢＰ）是指腰骶部的急性或

慢性疼痛，伴或不伴有下肢放射性疼痛［１］。 据调查

显示，该病是导致全球负担升高的 １０ 个关键病种之

一，影响了全球约 ５􀆰 ６８ 亿人［２］。 ＬＢＰ 具有特异性和

非特异性之分，前者指由肿瘤、骨折、内脏病变、感
染以及脊柱畸形等明确病因所引起的症状，约占腰

痛患者 １０％，大多数仍然属于非特异性腰痛（ ｎｏｎ⁃
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｏｗ ｂａｃｋ ｐａｉｎ，ＮＬＢＰ），病因不明，病程长呈

慢性且较难治疗［３］。 研究显示 ＮＬＢＰ 是全球最普遍

和最致残的疾病之一，终生患病率可达 ８４％［４］，预
计还将上升，严重威胁患者身心健康。 迄今为止，
ＮＬＢＰ 尚无统一的诊断标准，常通过详尽的病史采

集与体格检查以排除特异性病因来确定。 因此，建
立高质量的动物模型来探索本病的发病机制进而

发掘有效治疗方法，具有重要的现实意义与科学

价值。

１　 ＮＬＢＰ 模型动物选择

模型动物的选择是实验研究的重要基础工作。
目前已有鼠、兔、犬、猪、羊以及灵长类等十余种动

物被应用于构建 ＮＬＢＰ 动物模型［５］。 其中猴、猩猩

等灵长类动物因其在生理构造和脊柱生物力学特

性上与人类存在较高的相似性，被视为研究脊柱类

疾病的理想模型动物。 然而受动物来源、实验经费

及伦理道德等多重因素的制约，且缺乏有效的疼痛

行为监测，在模型成功的评估手段上也颇受掣肘，
较少应用于动物实验。 这也是其他大型哺乳动物

的共性问题。 兔和鼠等小型动物模型以其成本低、
易饲养等优点在实验研究中发挥着越来越重要的

作用。 其中，实验兔关节病变过程中软骨生化指标

与人类相似，且关节面宽度适中、取材量大、为手术

操作提供了极大便利，更便于实验人员对椎间盘及

小关节源性 ＮＬＢＰ 进行干预和检测研究。 大鼠的生

理学和解剖学特性与人类存在高度相似性，对各类

干预方法的耐受性优良，被广泛用于建立各种临床

前模型，也是本病最常见的模型动物。 小鼠解剖组

织相对较小，机械损伤性造模方法及手术操作易对

周围组织造成严重破坏，影响实验的准确性，少见

于常规实验。 但由于其拥有与人类基因 ９９％相似

度的基因特点，在基因敲除逐渐成为研究热点的当

下，是其首选的模型动物，具有可控性强、稳定性好

等优点。
综合来看，鼠和兔在 ＮＬＢＰ 模型建立中各有优

势。 但人与四足动物行为活动方面存在明显差异，
人的腰椎作为主要承重骨骼之一，长期受到轴向应

力的影响，而四足动物则无此问题。 故如何降低轴

向应力的差异性问题是未来 ＮＬＢＰ 模型研究中要着

重考量的部分。

２　 ＮＬＢＰ 模型性质分析

中国疼痛研究协会在对 ＮＬＢＰ 的评估和管理共

识中将 ＮＬＢＰ 的临床病理类型分为椎间盘源性腰

痛、小关节源性腰痛和腰背肌软组织来源性腰痛

等［６］。 椎间盘源性腰痛并非由腰椎间盘突出症引

发，而是源于腰椎间盘内部结构的改变。 当椎间盘

内部发生损伤，加之炎性介质和生物力学等多重因

素，导致疼痛产生，但影像学检查多无神经根受压

和椎间盘外部形态改变。 小关节源性腰痛被认为

是由腰椎小关节结构病变引起的疼痛。 当腰椎小

关节反复受压或累积性低水平创伤就会诱发局部

炎症，引起关节囊扩张，刺激分布在小关节突关节

上的神经末梢，引发疼痛反应。 腰椎周围的肌肉、
筋膜等软组织增强脊柱的稳定性、平衡性和灵活性

方面发挥着重要作用。 当骨骼肌受损出现纤维化、
纤维转变和脂肪浸润等病理变化时，其支撑力量明

显减弱，运动的协调性和控制能力也随之下降，易
致使脊柱结构失稳，进而引发腰痛。 腰痛又可诱发

椎旁肌的保护性痉挛，减少活动，进一步加剧椎旁

肌的易疲劳性。 为了补偿原发部位病变后的功能

障碍，对应肌肉会产生相应的适应性变化。 长此以

往，肌肉将由局部对应补偿调节逐渐演变为全面的

系列补偿调节，损伤范围从点到面、从外到内、从筋

到骨逐步扩大，形成恶性循环［７］。
纵观当前的基础研究多集中在椎间盘源性腰

痛和小关节源性腰痛，且具有较为成熟的动物模

型［５］，主要是采用机械或化学手段造成椎间盘或小

关节损伤以诱发 ＮＬＢＰ，但是经皮穿刺所致的软组

织、血管及神经损伤等干扰需要进一步思考如何规

避。 而腰背肌软组织来源性痛的基础研究较少，按
其致病机制可归于肌筋膜疼痛综合征的范畴，但此

类疾病的实验研究多选取的是下肢骨骼肌如股内

侧肌［８］、腓肠肌［９］。 王良夫［１０］参考肌筋膜疼痛综合

征造模方法采用打击结合离心运动建立大鼠非特

异性腰痛模型，镜下能观察到大量炎性细胞浸润，
筋膜组织形态结构成结节样改变，但对于肌肉损伤

的范围和深度无法精确控制，且由于部位的特殊性
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和腰椎的脆弱度，腰椎前接脏腑，旁靠脊柱，主要呈

柱状分布而非平面，故而造模方法的适用性以及打

击的具体强度等量化标准还需要进行更深入的实

验研究。 笔者从骨骼肌损伤的角度入手进行相关

文献检索，亦面临造模部位罕有腰部的问题。 有研

究通过布比卡因注射建立多裂肌损伤模型［１１］，但多

数仅针对骨骼肌损伤及修复机制进行研究，少有对

其疼痛机制展开探讨。 故此，在后续研究中应当重

视腰背肌软组织来源性腰痛的基础研究，以完善本

病的整体发生机制，对后续的治疗方案研究大有

裨益。

３　 ＮＬＢＰ 动物模型研究现状

３􀆰 １　 自发模型

自发模型是指不予实验动物任何人为干预，通
过自然衰老的方式形成的 ＮＬＢＰ。 ＶＩＮＣＥＮＴ 等［１２］

对 １５０ 只 ３ ～ ２３ 个月大的小鼠进行观察，发现腰椎

间盘高度随年龄的增长而下降，且与小鼠活动性及

热痛觉过敏呈正相关。 姚重界等［１３］选取 １２ 月龄老

年大鼠建立自发模型，发现其与 ２ 月龄青年大鼠相

比，运动能力低下，痛阈大幅降低，相关炎症因子水

平也显著升高，此研究也符合中医肾虚腰痛模型特

点。 自发性模型操作简单、无创伤，但存在观察成

本较高、模型的可控性差等弊端。
３􀆰 ２　 诱发模型

诱发模型易于控制模型的病理进程和稳定性，
最常应用于动物实验，分为直接诱导模型和间接诱

导模型。
３􀆰 ２􀆰 １　 直接诱导模型

直接诱导模型主要采用机械或化学方法直接

破坏局部组织结构，诱导 ＮＬＢＰ 病理表现产生。
机械损伤模型多通过穿刺［１４］、打击［１５］ 等干预

手段造成局部组织结构性损伤。 由于其建模方法

简单、成功率高，使用较为广泛。 早期多为外科手

术式建模，近些年随着科学技术的不断发展，ＣＴ 和

超声等仪器逐渐成为造模的辅助手段，使造模部位

更为精准和微创。 如椎间盘源性腰痛自初期采用

刀片刺入椎间盘以损伤纤维环［１６］，到如今 Ｘ 线引导

下行椎间盘穿刺［１７］。 也有学者［１８］ 通过向髂总动静

脉和右髂腰静脉注射彩色灌注液，准确定位腰椎间

盘，使穿刺位置直观，减少出血。 但是这种破坏结

构的干预方法并不能百分百产生疼痛。 ＫＩＭ 等［１９］

采用纤维环穿刺法成功构建相应模型，发现损伤部

位的椎旁组织存在压力痛觉过敏，但大鼠后足并未

出现异常疼痛。 这可能表明，机械损伤着重于破坏

解剖结构，而非绝对导致疼痛发生。
化学损伤模型则是通过向椎间盘、关节腔或椎

旁软组织注射化学物质。 常用的试剂有尿纤溶酶

原激活物［２０］、碘乙酸钠溶液［２１］、完全弗氏佐剂［２２］

等。 ＲＥＥＤ 等［２３］在第 ０ 和 ５ 天在麻醉大鼠左侧第 ５
腰椎棘突外 ３ ｍｍ 处注射神经生长因子 ５０ μＬ，造模

后将 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 机械丝应用于患侧后爪及躯干，均出

现机械超敏反应。 化学损伤模型操作相对简单，造
模时间较短、可重复性强。 然而化学损伤模型虽然

能够产生 ＮＬＢＰ 的病理特点，但与人类真实疾病发

展不尽相同。 且当前研究中注射剂量标准主要是

按不同动物类别界定，少有按体重计算的精细标

准，其实验过程可能存在个体差异性，提高动物死

亡率，影响实验结果。 同时，目前实验多采用单点

注射，其对组织中分散浓度的掌控也值得进一步研

究和思考。
３􀆰 ２􀆰 ２　 间接诱导模型

间接诱导模型主要是通过机械载荷、腰椎失稳

等力学改变而间接诱发，更符合人类体重负荷或长

期劳损所导致的 ＮＬＢＰ。
机械负荷包括压缩应力［２４］、拉伸应力［２５］ 及剪

切应力［２６］，主要是在腰椎安装特殊器械，通过施加

不同的力来改变腰椎的机械负荷。 有学者对轴向

加压的频率及压力强度进行探讨，发现当以较低的

频率或较高的压力条件干预后，髓核细胞中蛋白聚

糖含量上升，髓核和纤维环细胞的死亡率也相应提

高［２７］。 体外实验也表明应力能够对椎间盘细胞的

生长、增殖和存活造成影响［２８］。 过度负荷是 ＮＬＢＰ
形成的重要风险因素之一，机械负荷模型能够很好

的模拟人体负重、扭转等不良姿势对腰椎压迫所引

起疼痛的病程，具有很大应用前景。 但是对负荷的

大小、频率及持续时间都需要投入更为缜密的实

验。 当前的机械负荷模型主要研究单一应力对

ＮＬＢＰ 的影响，但腰椎在日常的生活中多承受复合

载荷，单一应力的机械负荷模型与人类腰椎受力真

实环境存在一定差异，如何模拟多种应力对 ＮＬＢＰ
的作用仍需进一步研究。

直立负荷模型从造模思路上来说也可归于加

压模型范畴，通过构建模型动物被动站立，模拟人

类脊柱负荷特点，使四足动物拥有与人类相似的应

力环境，更贴近 ＮＬＢＰ 发病进程。 早期研究对幼鼠

６９５１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 １２ 月第 ３２ 卷第 １２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． １２

前肢进行截肢或结扎，通过调整饲料和水的位置，
强迫直立行走［２９］，此法在伦理上存在争议。 后有学

者进行改良，利用鼠天生畏水的特性，将小鼠置入

有限的水中，诱导双足站立［３０］，或将模型动物固定

于直立管道中［３１］，同样取得良好效果。 ＢＡＩ 等［３２］

在强迫兔直立的同时，于其颈部额外增加 ６００ ｇ 负

重，可加快模型建立进程。 但作者同时指出，尽管

负重能够进一步增加腰椎轴向应力，但其负重额度

和持续时间不宜过高，否则可能引发动物出现愤

怒、食欲减退及腹泻等不良反应。 单纯被动直立可

以作为模型建立的一个辅助干预方法，一方面能够

降低模型动物与人类腰椎轴向压力的差异性，同时

又能加强其他诱导方法的损伤程度，促进生物力线

进一步失衡。
除了负荷模型之外，失稳模型也是诱导腰椎生

物力线失衡的常用模型。 脊柱稳定性源于其两大

组成部分的协同作用：一是内源性稳定，涵盖椎体、
椎间盘及韧带等关键结构，共同维系脊柱静态平

衡；二是外源性稳定，主要由肌肉系统调节与控制，
确保脊柱动态平衡得以维持。 两者相辅相成，共同

保障脊柱的稳定与功能。 静力失稳模型是通过切

除腰椎棘上韧带、棘间韧带和关节突关节的方式，
破坏脊柱的静力平衡状态［３３］；动力失稳模型则涉及

多节段剥离骶棘肌和关节突附着肌肉，或直接切断

竖脊肌，从而达到破坏椎旁肌动力平衡的目的［３４］。
与静力失稳模型作用于骨关节和韧带相比，动力失

稳模型干预部位更为表浅，相对创伤较小，但造模

周期较长。 有研究通过切除脊柱旁肌肉组织和韧

带以及部分小关节以破坏腰椎静态和动态稳定。
结果发现模型组机械痛阈和热痛阈均降低［３５］。

总的来说，直接诱导模型更偏向于从病理角度

建立模型，机械干预可以模拟 ＮＬＢＰ 结构损伤，但未

必引发疼痛，化学干预则多以诱发疼痛为主，不符

合发病机制，故此类造模方法主要针对于其发病特

征以及后续治疗研究。 而间接诱导模型虽操作复

杂、造模时间相对较长，且会由于术后感染等一系

列并发症导致实验脱落率提高，但能够较好的模拟

人类脊柱生理特性，更符合 ＮＬＢＰ 的病理进程，适用

于对疾病本身的机制探索。
３􀆰 ３　 基因敲除模型

近年来，基因工程领域取得了显著进展，其中

基因敲除技术的出现为基础研究提供了新的可能

性。 基因敲除模型主要利用基因技术对实验动物

的特定基因进行精确敲除，以便在单一分子水平上

对 ＮＬＢＰ 的发病机制进行深入研究，并为本病的靶

向治疗提供新思路。 研究发现富含半胱氨酸的分

泌型酸性蛋白 （ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｃｉｄｉｃ ａｎｄ ｒｉｃｈ ｉｎ
ｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＳＰＡＲＣ）在椎间盘组织中存在阳性表达，能
够通过干扰细胞外基质内环境中的合成与分解代

谢平衡，最终影响细胞与细胞外基质的相互作用和

细胞外基质的重塑，在椎间盘源性 ＮＬＢＰ 的基础研

究中发挥重要作用［３６］。 ＫＡＷＡＲＡＩ 等［３７］ 对 ＳＰＡＲＣ
基因敲除小鼠进行了疼痛行为测量，结果发现基因

鼠与同龄野生型鼠相对比，对寒冷刺激更敏感，且
ＳＰＡＲＣ 基因敲除模型的多裂肌存在结缔组织增厚、
炎性因子高表达等病理性改变［３８］。 国外相关研究

也证实了 Ｗｎｔ１６［３９］、ＮＦＡＴ１［４０］ 等基因与 ＮＬＢＰ 的诱

发关系密切。 基因工程是新兴产业，目前各项条件

尚不成熟，鉴于其涉及的病理改变主要由基因缺陷

所引发，对于能否全面模拟人类 ＮＬＢＰ 的发病机制，
仍然值得商榷，多用于靶向研究，不适宜作为工具

模型大量使用。
３􀆰 ４　 中医模型

中医动物模型是指根据中医证型的特点和临

床表现，遵循中医整体观念及辨证论治原则，结合

中医病因病机理论，参照人类疾病模型构建方法，
建立与中医证候临床表现相符的动物模型。 中医

肾包含现代医学的性腺功能，性激素水平下降可反

映肾气的衰退，并且下丘脑⁃垂体⁃靶腺轴的功能紊

乱是肾虚证的主要病理基础［４１］。 故有学者采用去

卵巢致肾虚原理，选择雌性小鼠或大鼠麻醉后切除

双侧卵巢建立腰痛模型［４２］。 雷鸣等［４３］ 使用玛福尔

人工气候培养箱模拟寒湿环境，建立寒湿痹阻腰痛

大鼠模型。 总体来说，中医领域对腰痛的基础研究

主要是对“病”的模型的复刻，而缺少对于证候的相

关研究，所建立的模型未经详细的模型评价及比

较，存在一定的局限性，而更具中医特色的“病⁃证”
结合模型更是匮乏，不能较好的模拟中医理论指导

下的辨证论治思路。 专家认为可以参考脊柱类疾

病的模型构建思路，如寒湿型颈型颈椎病模型是在

疾病模型基础上改良，保证颈部前屈牵拉的同时于

颈椎两侧敷上保湿冰袋［４４］，以此建立“病⁃证”结合

模型。 相信随着中医药现代化研究的不断深化，会
建立以中医理论为指导、充分体现中医特色的腰痛

相关病因病机模型，将为中医干预手段在腰痛防治

方面的应用提供更为坚实和可靠的理论支撑。
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３􀆰 ５　 复合模型

由于单一因素造模的固有缺陷，以及 ＮＬＢＰ 的

成因多样性，因此部分研究者根据研究需要，将多

种因素相结合，以构建更稳定和更精准的动物模

型。 韩忠晓等［４５］ 对大鼠椎间盘采用机械穿刺的同

时辅以炎性佐剂注射，保证了结构损伤和疼痛产生

二者兼备，更符合 ＮＬＢＰ 致病特征，对比单一造模效

果显著，且明显缩短造模周期。 卢晶晶等［４６］ 采用垂

直打击结合强迫长时坐位建立大鼠腰部慢性骨骼

肌复合损伤模型，在损伤肌群同时结合人体工程力

学更符合临床 ＮＬＢＰ 的发病进程。 李源［４７］ 在完成

腰椎失稳造模四周后驱使小鼠被动直立，发现造模

小鼠痛敏增强，活动度降低，有效促进腰痛产生。
除了强迫直立之外，离心运动［１０］ 等辅助方法也可应

用于 ＮＬＢＰ 的模型建立。 近年来，随着对脊柱关节、
肌肉组织生物力学的深入研究，人们对腰痛的认识

已经由单纯的结构病理变化上升到“结构病理”与

“功能病理”变化的平衡统一。 临床研究显示 ９０％
以上的腰背疼痛源于关节、肌肉组织力学问题导致

的脊柱“筋骨平衡”功能态异常［４８］。 中医经筋理论

也认为：“经筋拘急”可导致脊柱局部软组织应力异

常，限制经筋“束骨而利机关”功能，诱发脊柱“筋骨

平衡”功能态异常和疼痛。 因此复合模型在近年来

逐步应用于基础研究中，能够从在腰部解剖结构损

伤的基础上，致使力线进一步失稳，从而实现结构

与功能的多位受损。 但是刺激量的累加是否会造

成反作用，还需要投入大量研究。
以上各模型的建模方法及特点见表 １。

表 １　 非特异性腰痛建模方法及特点

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｏｗ ｂａｃｋ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
建模方法

Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
优势

Ｄｏｍｉｎａｎｃｅ
不足

Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

自发模型
Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｍｏｄｅｌ

自然衰老
Ｎａｔｕｒａｌ ａｇｉｎｇ

操作简单、无创伤
Ｓｉｍｐｌｅ， ｎｏｎ⁃ｉｎｖａｓｉｖｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

观察成本较高、模型稳定性差
Ｈｉｇｈｅｒ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｃｏｓｔｓ ａｎｄ ｐｏｏｒ

ｍｏｄｅｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
［１２－１３］

诱发模型
Ｅｖｏｋｅｄ
ｍｏｄｅｌ

直接诱发模型
Ｄｉｒｅｃｔ ｅｖｏｋｅｄ

ｍｏｄｅｌ

间接诱发模型
Ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ
ｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｏｄｅｌｓ

机械损伤
Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ

化学药物注射
Ｃｈｅｍｉｃａｌ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ

施加机械负荷
Ａｐｐｌｙｉｎｇ

ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｌｏａｄｓ

被动直立
Ｐａｓｓｉｖｅ ｕｐｒｉｇｈｔ

腰椎失稳
Ｌｕｍｂａｒ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ

耗时短，操作简便，能够模拟
ＮＬＢＰ 病理特征

Ｔｉｍｅ⁃ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ， ｅａｓｙ ｔｏ ｐｅｒｆｏｒｍ，
ａｎｄ ａｂｌｅ ｔｏ ｍｉｍｉｃ ＮＬＢＰ

ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｆｅａｔｕｒｅｓ

能够模拟人体负重、扭转等不良
姿势对腰椎压迫及力线失衡的

发病过程
Ａｂｌｅ ｔｏ ｓｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｏｆ ｌｕｍｂａｒ ｓｐｉｎｅ ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ

ｆｏｒｃｅ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ｄｕｅ ｔｏ ｐｏｏｒ
ｐｏｓｔｕｒｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｗｅｉｇｈｔ⁃ｂｅａｒｉｎｇ

ａｎｄ ｔｏｒｓｉｏｎ．

不符合 ＮＬＢＰ 发病进程
Ｎｏｔ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ＮＬＢＰ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ

操作复杂、造模时间相对较长，且会由
于术后感染等一系列并发症导致实验

脱落率提高
Ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌｏｎｇ

ｍｏｌｄｉｎｇ ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｒｏｐｏｕｔ ｒａｔｅ ｄｕｅ ｔｏ ａ ｓｅｒｉｅｓ
ｏｆ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ

［１４－１８］

［２０－２３］

［２４－２６］

［２９－３２］

［３３－３５］

基因敲除模型
Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｏｄｅｌ

基因敲除
Ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋ⁃ｏｕｔ

成功率高、耗时短、适用于靶向
研究

Ｈｉｇｈ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ， ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ，
ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ

技术复杂、难以全面模拟本病的发病
机制，不适宜作为工具模型大量使用
Ｔｅｃｈｎｉｃａｌｌｙ ｃｏｍｐｌｅｘ， ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｆｕｌｌｙ

ｓｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ，
ｕｎｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｕｓｅ ａｓ ａ

ｔｏｏｌ ｍｏｄｅｌ

［３７－４０］

中医模型
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｍｏｄｅｌ

双侧卵巢摘除
Ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｏｖａｒｙ ｒｅｍｏｖａｌ

寒湿环境培养
Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｌｄ

ａｎｄ ｗｅｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ

能够模拟中医不同证型所导致
的 ＮＬＢＰ

Ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｓｉｍｕｌａｔｅ ＮＬＢＰ ｃａｕｓｅｄ
ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ
ＴＣＭ ｃｅｒｔｉｆｉｃａｔｅｓ

单纯根据证候进行造模，疾病特异性
低，且造模过程中易引发其他病症，可

能对研究结果造成干扰
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ａｌｏｎｅ ｈａｓ
ｌｏｗ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｉｓ ｐｒｏｎｅ ｔｏ

ｃａｕｓｅ ｏｔｈｅｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

［４２］

［４３］

自发模型
Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｍｏｄｅｌ

自然衰老
Ｎａｔｕｒａｌ ａｇｉｎｇ

操作简单、无创伤
Ｓｉｍｐｌｅ， ｎｏｎ⁃ｉｎｖａｓｉｖｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

观察成本较高、模型稳定性差
Ｈｉｇｈｅｒ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｃｏｓｔｓ ａｎｄ ｐｏｏｒ

ｍｏｄｅｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
［１２－１３］
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续表 １
建模方法

Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
优势

Ｄｏｍｉｎａｎｃｅ
不足

Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

复合模型
Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ

机械穿刺结合椎间盘
注射

Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｐｕｎｃｔｕｒｅ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ

ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ

打击结合强迫坐位
Ｐｅｒｃｕｓｓｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｆｏｒｃｅｄ ｓｉｔｔｉｎｇ

腰椎失稳结合被动直立
Ｌｕｍｂａｒ ｓｐｉｎｅ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｓｓｉｖｅ

ｕｐｒｉｇｈｔｉｎｇ

打击结合离心运动
Ｐｅｒｃｕｓｓｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌ ｍｏｔｉｏｎ

满足 ＮＬＢＰ 的成因多样性，更符
合 ＮＬＢＰ 致病特征

Ｍｅｅｔ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ＮＬＢＰ ｃａｕｓｅｓ
ａｎｄ ｂｅｔｔｅｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅ ＮＬＢＰ

ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ

刺激量的累加是否会造成反作用不明
Ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｓ ｃｏｕｎｔｅｒｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｉｓ

ｕｎｋｎｏｗｎ

［４５］

［４６］

［４７］

［１０］

４　 ＮＬＢＰ 动物模型评价方法

４􀆰 １　 疼痛行为学检测

ＮＬＢＰ 最基本的特点是疼痛和运动受限，实验

中通常利用疼痛行为学检测进行间接量化，分为痛

阈检测和行为学检测。 前者主要采用热缩足反射

潜伏期［４９］、机械足反射阈值［５０］ 和丙酮激发实验［５１］

等常规痛阈检测法评估模型的冷热痛和机械痛改

变，但是缺乏部位特异性。 有学者采用悬尾实验诱

发大鼠轴性不适［５２］，较常规的痛阈检查手段更具有

针对性。 但是由于受重量因素影响，可用于检测的

模型动物多局限于实验鼠。 随着压痛测试仪、软组

织张力测定器［５３］的研发和应用，可以直接对病灶部

位进行痛阈检测，使疼痛来源性更为准确。 行为学

检测多采用 Ｃａｔ Ｗａｌｋ 步态分析，通过观察实验动物

步行速度、足底接触面积及足底压强改变，更客观

的分析动物活动情况［５４］。 受体积重量等多方面因

素影响，疼痛行为学的检测仪器多局限于实验鼠等

小型动物，大型动物只能采取一些客观性较弱的量

表评分，此举也在一定程度上限制了本病的动物选

择。 故在后续研究中可以加强对相关检测仪器的

研发操作，用来检查行为学变化，并使其能够量化。
４􀆰 ２　 分子生物学检测

动物对于痛觉敏感程度的个体差异性较大，研
究者对于动物行为的判断也带有较多的主观色彩，
故而相比于宏观层面对疼痛表征进行评价，微观层

面对致痛因子的检测更具备实验客观性。 研究表

明，白细胞介素⁃８（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ８，ＩＬ⁃８）、肿瘤坏死因

子⁃α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）和白细胞介素⁃
１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １β，ＩＬ⁃１β）等炎性因子在 ＮＬＢＰ 模型

中存在高表达［５５］， Ｐ 物质和降钙素基因相关肽

（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ ｇｅｎｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＧＲＰ）在外周炎症

与疼痛感知方面也具有重要作用［５６］，可作为疼痛的

“生物标记物”，通过酶联免疫吸附法检测相关因子

含量［５７］，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ、ＰＣＲ 等常规分子生物学检测

也可观测致痛因子的表达［１３］。 将其结果与疼痛行

为学指标结合，可作为辅助鉴别疼痛模型的有效手

段。 同时，腰痛相关生物标记物在疾病的病理进程

中亦存在差异。 除了对疾病本身的评估外，还可以

参与急慢性期 ＮＬＢＰ 的鉴别［５８］，对早期诊断、病情

评估与疗效判断均起到重要作用，但是针对 ＮＬＢＰ
的特异性致痛因子仍需要投入更多基础研究进行

测定和分析。
４􀆰 ３　 影像学检测

非特异性腰痛无影像学改变的论断具有一定

滞后性。 早年对 ＮＬＢＰ 腰椎行 Ｘ 线等检查确无椎间

盘突出等明显骨性改变，而随着科技的不断发展，
影像学技术也不断的广泛和精密，从主要对骨骼进

行检测，逐渐覆盖到肌肉等软组织［５９］，其在 ＮＬＢＰ
中的应用也日趋成熟。 其中磁共振具有非侵入性、
无辐射的优点，常用于对 ＮＬＢＰ 椎间盘的结构变化

进行检测，可见模型大鼠椎间隙高度丢失、椎间盘

信号的减低等特征，多作为椎间盘源性 ＮＬＢＰ 造模

成功的鉴定标准［４５］。 高级磁共振成像可通过椎旁

肌和椎体骨髓脂肪定量椎旁肌功能评估等技术对

整个层面的肌肉活动、功能代谢和肌肉形态的变化
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进行观察［５２，５９］，使 ＮＬＢＰ 影像学研究不仅局限于对

椎间盘和小关节等椎体本身的评估。 肌骨超声等

操作技术可以有效而客观地评估肌肉、筋膜厚度和

横截面积，并对筋膜的弹性模量进行检测和分

析［６０］，有望在未来进一步打破桎梏，为 ＮＬＢＰ 肌肉

骨骼病理改变非侵入性评估提供新手段。 无论是

临床还是实验，ＮＬＢＰ 的影像学检查都在不断创新

和变革，但是影像学病理表现多存在于慢性 ＮＬＢＰ，
且特异性表现依旧缺乏。 故想要加强建议影像学

检查在 ＮＬＢＰ 模型评价中的决策作用还有很长的研

究道路要走。

表 ２　 非特异性腰痛评价方法

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｏｗ ｂａｃｋ ｐａｉｎ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ
评价方法

Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
测量指标

Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ
优势

Ｄｏｍｉｎａｎｃｅ
不足

Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

疼痛行为
学评价

Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｏｆ ｐａｉｎ

机械刺激反应阈值测定
Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ
ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ

后爪机械痛阈情况
Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｎｄ ｐａｗ

热刺激反应阈值测定
Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅｒｍａｌ

ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ

后爪热痛阈情况
Ｌｉｍｂｓ ｇｒｉｐ， ｅｎｄｕｒａｎｃｅ，

ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ

丙酮检测
Ａｃｅｔｏｎｅ ｔｅｓｔｉｎｇ

后爪冷痛阈情况
Ｃｏｌｄ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｎｄ ｐａｗ

悬尾检测
Ｈａｎｇｉｎｇ ｔａｉｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

轴向痛阈情况
Ａｘｉａｌ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

步态分析
Ｇａｉｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

步态参数
Ｇａｉｔ ｐａｒａｍｅｔｅｒ

间接量化动物的痛觉敏化情况
Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｎｏｃｉｃｅｐｔｉｖｅ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ

ｉｎ ａｎｉｍａｌｓ

较常规的痛阈检测更具有疾病
针对性

Ｍｏｒｅ ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｈａｎ ｒｏｕｔｉｎｅ
ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｔｅｓｔｉｎｇ

更客观的分析动物活动情况
Ｍｏｒｅ ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ

ａｎｉｍａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ

缺乏部位特异性
Ｌａｃｋ ｏｆ ｓｉｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

受重量因素影响，可用于
检测的模型动物多局限于

实验鼠
Ｍｏｒｅ ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｈａｎ

ｒｏｕｔｉｎｅ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｔｅｓｔｉｎｇ

可用于检测的模型动物多
局限于实验鼠

Ｍｏｄｅｌ ａｎｉｍａｌｓ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｆｏｒ
ｔｅｓｔｉｎｇ ａｒｅ ｍｏｓｔｌｙ ｌｉｍｉｔｅｄ ｔｏ

ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｒａｔｓ

［４９］

［５０］

［５１］

［５２］

［５４］

分子生物
学评价
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｂｉｏｌｏｇｙ

ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

酶联免疫吸附实验
ＥＬＩＳＡ

相关炎性因子和致痛物
质的表达情况

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌｅｖａｎｔ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ
ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

更符合实验客观性
Ｍｏｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｏｂｊｅｃｔｉｖｉｔｙ

腰痛的“生物标记物”尚
无标准

Ｎｏ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ
“ｂｉｏｍａｒｋｅｒ” ｆｏｒ ｌｏｗ

ｂａｃｋ ｐａｉｎ

［５７］

４􀆰 ４　 组织形态学检测

在影像学检测相对局限的现状下，组织形态学

常作为一个较为客观的检测手段用于佐证 ＮＬＢＰ 模

型建立成功，这也是 ＮＬＢＰ 动物研究最常见的评价

手段。 最经典的苏木精⁃伊红（ＨＥ）染色在腰椎间

盘［４５］、腰椎小关节软骨［６１］、椎旁肌［６２］ 乃至筋膜［１０］

中均适用。 番红 Ｏ 固绿染色颜色鲜明，对比清晰，
便于区分椎间盘中各成分的变化情况，镜下可见纤

维环裂隙生成，软骨样细胞增多，软骨终板高度降

低［４７］。 也有研究采用 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察腰部骨骼肌

纤维化情况［６３］。
４􀆰 ５　 电生理学检测

经过深入研究本病在临床中的常用检测手段，
笔者发现肌电图可以从静态姿势和动态活动两方

面入手，全面、深入地分析神经肌肉功能水平、肌肉

疲劳程度以及协调性，在本病的诊断和疗效评估中

得到了广泛应用，临床认同度较高［６４］。 此类方法也

已被成功应用于其他疾病的基础研究，其实施难度

和成本均不高。 鉴于此，建议在 ＮＬＢＰ 的研究中加

强肌电图的应用，以期从电生理学的角度深入探索

本病的发病机制，完善本病的基础研究。
以上各评价方法的优势和不足见表 ２。

５　 总结

疾病动物模型是疾病本质研究的有效工具，而
模型的制备则是开展动物实验的关键前提。 目前

ＮＬＢＰ 模型动物多以鼠和兔为主，但是作为四足动

物，其脊椎生理构造及力学特性与人类相差甚远，
故此可以采用被动直立等方法，使其模拟与人类腰
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　 　 　 　 　 　续表 ２
评价方法

Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
测量指标

Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ
优势

Ｄｏｍｉｎａｎｃｅ
不足

Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

影像学评价
Ｉｍａｇｉｎｇ

ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

磁共振成像
Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ

ｉｍａｇｉｎｇ

椎间盘退变情况、骨骼肌
面积、质量、脂肪含量

Ｄｉｓｃ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ， ｓｋｅｌｅｔａｌ
ｍｕｓｃｌｅ ａｒｅａ， ｍａｓｓ， ｆａｔ

ｃｏｎｔｅｎｔ

准确度高、无辐射、软组织分
辨率高

Ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ， ｎｏ ｒａｄｉａｔｉｏｎ，
ｈｉｇｈ ｓｏｆｔ ｔｉｓｓｕｅ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ．

扫描时间长、设备成本高
Ｌｏｎｇ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ
ｈｉｇｈ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ ｃｏｓｔｓ

［４５， ５２］

肌骨超声
Ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｂｏｎｅ

ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ

肌肉及筋膜厚度和横截面
积、筋膜的弹性模量

Ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｆａｓｃｉａ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ
ａｎｄ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ，
ｅｌａｓｔｉｃ ｍｏｄｕｌｕｓ ｏｆ ｆａｓｃｉａ

能够清晰显示肌肉、韧带等浅
表软组织结构

Ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｃｌｅａｒｌｙ ｄｉｓｐｌａｙ
ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｓｏｆｔ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ
ｓｕｃｈ ａｓ ｍｕｓｃｌｅｓ ａｎｄ ｌｉｇａｍｅｎｔｓ

对操作者依赖性较大，操
作者的手下压强易对结

果产生影响
Ｉｔ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｏｐｅｒａｔｏｒ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ

ｏｐｅｒａｔｏｒ’ｓ ｈａｎｄｓ ｉｓ ｐｒｏｎｅ
ｔｏ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ

［６０］

组织形态
学评价

Ｈｉｓｔｏｍｏｒｐ⁃
ｈｏｍｅｔｒｉｃ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

苏木精⁃伊红染色
Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎ

各组织形态学变化情况
Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ

ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅｓ

简单易行，能够清晰地显示组
织结构

Ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｅａｓｙ ｔｏ ｕｓｅ， ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｃｌｅａｒｌｙ ｓｈｏｗ
ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

不能提供特定蛋白质或
分子的信息

Ｃａｎｎｏｔ ｐｒｏｖｉｄｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

［４５， ６１］

番红 Ｏ 固绿染色
Ｓａｆｆｒｏｎ Ｏ ｓｏｌｉｄ
ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎ

椎间盘中各成分的
变化情况

Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ

色彩鲜艳，红绿颜色对比明显
Ｂｒｉｇｈｔ ｃｏｌｏｒｓ， ｃｏｎｔｒａｓｔｉｎｇ ｒｅｄ

ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｃｏｌｏｒｓ

对于某些特殊结构或细
胞类型的详细描述相对

较少
Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｆｅｗ
ｄｅｔａｉｌｅｄ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｒ

ｃｅｌｌ ｔｙｐｅｓ

［４７］

马松染色
Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎ

腰部骨骼肌纤维化情况
Ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ

ｔｈｅ ｌｕｍｂａｒ ｒｅｇｉｏｎ

颜色对比鲜明，能较好地反映
纤维组织的形态

Ｓｈａｒｐ ｃｏｌｏｒ ｃｏｎｔｒａｓｔ， ｃａｎ ｂｅｔｔｅｒ
ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ

ｆｉｂｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ

染色结果的定量分析难
度较大

Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｓ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ

［６３］

椎相似的应力环境，在一定程度上降低动物与人类

腰椎轴向压力的差异性，或配合离心运动等辅助造

模方法，提高生物力学在 ＮＬＢＰ 的重要作用，加快造

模进程，但辅助造模方法的作用程度还需进行进一

步研究。
对于 ＮＬＢＰ 动物模型的制备研究，其方法可以

分为自发模型、诱发模型、基因调控模型、中医模型

和复合模型 ５ 大类。 在构建动物模型的过程中，各
类方法表现出不同的造模周期、操作难度及模型稳

定性，并在研究重点及实验经费方面存在显著性差

异，优缺点并存。 因此科研人员在选择和应用时，
需要灵活选择，审慎思考，根据实验目标及可用资

源，深入分析和比较各类方法的适用性，筛选更贴

切自身研究方向的动物模型。 当前国内外基础研

究以诱发模型最为常见，造模部位多集中在椎间盘

和小关节等内层骨面，忽略了对腰背肌软组织来源

性腰痛的研究，在一定程度上制约了对 ＮＬＢＰ 实质

的全面揭示。 同时在对内层骨面造模的逐层突破

过程中不可避免对外层组织造成干扰性损伤。 与

之相似，在间接诱导模型中，无论是机械负荷模型

还是失稳模型，文中各样“剥离椎旁肌”“逐层分离”
“充分暴露关节面”等操作描述，无疑说明其对椎旁

软组织的高度破坏，对 ＮＬＢＰ 的来源性问题造成严

重干扰，缺乏科研严谨性。 有研究表示，行腰椎后

路手术所导致的腰部肌肉的损伤是引起手术后腰

痛的一个主要因素［６５－６６］，这也说明了对侵入式造模

对外层组织的干扰性损伤并非空穴来风。 因此不

妨把从内向外的思路转换成从外向内，对肌肉筋膜

层施以干预方法建立 ＮＬＢＰ 模型。 最大程度排除手

术创伤出血及炎症等干扰。 同时也便于对本病整

体的产生机制进行补充完善。
ＮＬＢＰ 的模型评价主要以疼痛行为学和组织形

态学为主，缺乏“金标准”的评价方法，故应在后续

研究中加强影像学的决策作用研究，同时增加电生

理学的评估手段，旨在多角度多方位进行模型探

索。 此外，还应注重蛋白组学、分子生物学等多方

面指标，以实现宏观表征与客观指标的联合运用及

协同判定，致力于完善 ＮＬＢＰ 模型评价体系。
鉴于此，面对 ＮＬＢＰ 发病原因及干预起效机制

不明等问题，应总结前人的优势经验，完善对本病
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的来源性研究，减少侵入式造模的干扰因素，持续

深化 ＮＬＢＰ 的基础研究，规范造模方法与评价标准，
构建稳定的 ＮＬＢＰ 模型，并研发高效且可靠的治疗

方案，无疑成为未来研究的迫切需求与核心方向。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］　 ＫＮＥＺＥＶＩＣ Ｎ Ｎ， ＣＡＮＤＩＤＯ Ｋ Ｄ， ＶＬＡＥＹＥＮ Ｊ Ｗ Ｓ， ｅｔ ａｌ．
Ｌｏｗ ｂａｃｋ ｐａｉｎ ［Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ， ２０２１， ３９８（１０２９４）： ７８－９２．

［ ２ ］ 　 Ｇｂｄ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ Ｉｎｊｕｒｉｅｓ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｏｒｓ． Ｇｌｏｂａｌ ｂｕｒｄｅｎ ｏｆ ３６９
ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ ｉｎｊｕｒｉｅｓ ｉｎ ２０４ ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ ａｎｄ ｔｅｒｒｉｔｏｒｉｅｓ， １９９０⁃２０１９：
ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｇｌｏｂａｌ Ｂｕｒｄｅｎ ｏｆ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｓｔｕｄｙ ２０１９
［Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ， ２０２０， ３９６（１０２５８）： １２０４－１２２２．

［ ３ ］ 　 ＫＲＥＩＮＥＲ Ｄ Ｓ， ＭＡＴＺ Ｐ， ＢＯＮＯ Ｃ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ
ｓｕｍｍａｒｙ ｒｅｖｉｅｗ： ａｎ ｅｖｉｄｅｎｃｅ⁃ｂａｓｅｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｌｏｗ ｂａｃｋ ｐａｉｎ ［Ｊ］ ． Ｓｐｉｎｅ Ｊ， ２０２０， ２０
（７）： ９９８－１０２４．

［ ４ ］ 　 ＫＵＯ Ａ， ＬＯＵＲＤＥＳＡＭＹ Ｊ， ＮＩＣＨＯＬＳＯＮ Ｊ Ｒ， ｅｔ ａｌ．
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［５９］ 　 张佳， 张洪， 蒋元明， 等． 不同强度运动后腰椎旁肌肉磁共

振功能成像分析 ［Ｊ］ ． 临床放射学杂志， ２０２０， ３９（７）： １３９３
－１３９７．
ＺＨＡＮＧ Ｊ， ＺＨＡＮＧ Ｈ， ＪＩＡＮＧ Ｙ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｕｍｂａｒ ｐａｒａｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｍｕｓｃｌｅｓ ａｆｔｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｅｘｅｒｃｉｓｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｒａｄｉｏｌ， ２０２０， ３９（７）：
１３９３－１３９７．

［６０］ 　 于鹏， 李保卫， 杨智， 等． 剪切波弹性成像技术评价兔腰大

肌激光消融灶的实验研究 ［ Ｊ］ ． 中国超声医学杂志， ２０１９，
３５（１１）： １０３８－１０４１．
ＹＵ Ｐ， ＬＩ Ｂ Ｗ， ＹＡＮＧ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｓｅｒ ａｂｌａｔｉｏｎ
ｔｒｅａｔｅｄ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｎ ｒａｂｂｉｔ ｐｓｏａｓ ｍｕｓｃｌｅ ｕｓｉｎｇ ｓｈｅａｒ ｗａｖｅ
ｅｌａｓｔｏｇｒａｐｈｙ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ Ｍｅｄ， ２０１９， ３５（１１）： １０３８
－１０４１．
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［６１］ 　 刘博， 高天君， 马远征， 等． 垂直振动对大鼠腰椎小关节退

变及骨密度影响的实验研究 ［ Ｊ］ ． 中国骨质疏松杂志，
２０１６， ２２（１０）： １２４６－１２５０．
ＬＩＵ Ｂ， ＧＡＯ Ｔ Ｊ， ＭＡ Ｙ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｖｉｂｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｌｕｍｂａｒ ｆａｃｅｔ ｊｏｉｎｔ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓ， ２０１６， ２２
（１０）： １２４６－１２５０．

［６２］ 　 陈莉， 徐菁， 李霞， 等． 电针“委中” 穴对腰多裂肌损伤大鼠

血小板衍生生长因子 ＣＣ 及受体 α 表达的影响 ［ Ｊ］ ． 针刺研

究， ２０２１， ４６（５）： ３９７－４０３．
ＣＨＥＮ Ｌ， ＸＵ Ｊ， ＬＩ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｔ
“Ｗｅｉｚｈｏｎｇ ” （ ＢＬ４０） ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｕｓｃｕｌａｒ ＰＤＧＦ⁃ＣＣ，
ＰＤＧＦＲ⁃α ａｎｄ ＭＭＰ⁃１ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｌｕｍｂａｒ ｍｕｌｔｉｆｉｄｕｓ ｍｕｓｃｌｅ
ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］ ． Ａｃｕｐｕｎｃｔ Ｒｅｓ， ２０２１， ４６（５）： ３９７－４０３．

［６３］ 　 鲁曼， 徐菁， 李欣怡， 等． 电针“委中” 穴对大鼠腰多裂肌损

伤后 ＴＧＦ⁃β１、ＣＴＧＦ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达的影响 ［ Ｊ］ ． 中国中医急

症， ２０２０， ２９（３）： ３８６－３９０．
ＬＵ Ｍ， ＸＵ Ｊ， ＬＩ Ｘ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏ⁃ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｔ
Ｗｅｉｚｈｏｎｇ ｐｏｉｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１， ＣＴＧＦ ａｎｄ

ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｌｕｍｂａｒ ｐｏｌｙｓｐｌｉｔ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｅｍｅｒｇ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２０， ２９（３）： ３８６－３９０．

［６４］ 　 ＣＡＬＡＴＡＹＵＤ Ｊ， ＥＳＣＲＩＣＨＥ⁃ＥＳＣＵＤＥＲ Ａ， ＣＲＵＺ⁃
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Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ， ２０１９， １６（１９）： ３５０９．

［６５］ 　 ＫＡＷＡＧＵＣＨＩ Ｙ， ＭＡＴＳＵＩ Ｈ， ＴＳＵＪＩ Ｈ． Ｂａｃｋ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎｊｕｒｙ
ａｆｔｅｒ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｌｕｍｂａｒ ｓｐｉｎｅ ｓｕｒｇｅｒｙ． Ａ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ａｎａｌｙｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｓｐｉｎｅ， １９９６， ２１（８）： ９４１－９４４．

［６６］ 　 高勇， 王哲享， 罗继． 健步汤联合五点支撑法治疗 ＬＤＨ 术后

残余腰痛 ２３ 例临床观察 ［Ｊ］ ． 湖南中医杂志， ２０２３， ３９（９）：
６７－６９．
ＧＡＯ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｚ Ｘ， ＬＵＯ Ｊ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｎ ２３ ｃａｓｅｓ ｏｆ
ｒｅｓｉｄｕａｌ ｌｏｗ ｂａｃｋ ｐａｉｎ ａｆｔｅｒ ＬＤＨ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ Ｊｉａｎｂｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｆｉｖｅ⁃ｐｏｉｎｔ ｓｕｐｐｏｒｔ ｍｅｔｈｏｄ ［ Ｊ］ ． Ｈｕｎａｎ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ
Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２３， ３９（９）： ６７－６９．

［收稿日期］ 　 ２０２４－０４－１８

优化糖尿病肾病动物模型⁃来自 Ｍｅｔａ 分析的启示

糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＤＫＤ）是一种由糖尿病代谢异常引起的肾小球硬化，也是全身性微

血管病变的一种表现。 ＤＫＤ 影响 ２０％ ～ ４０％的 １ 型或 ２ 型糖尿病患者，是终末期肾疾病的主要原因。 糖尿

病肾病的临床症状包括持续蛋白尿、血压升高和肾小球滤过降低。 全球疾病负担调查显示，男性和女性的

年龄标准化 ＤＫＤ 患病率分别为 １５． ４８ ／ １０００ 和 １６． ５０ ／ １０００。 因此，建立理想的糖尿病肾病动物模型对于开

发有效的治疗药物至关重要。 本综述讨论了近 １０ 年来各类糖尿病动物模型的优缺点，并对未来糖尿病肾病

模型的优化进行了展望。

　 　 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）：４３３－４５１． ｄｏｉ： １０． １００２ ／ ａｍｅ２． １２３５０）。
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李媛，张依莎，游典，等． 氧化应激在卵巢功能障碍中的作用机制研究进展 ［ Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（１２）： １６０６
－１６１５．
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氧化应激在卵巢功能障碍中的作用
机制研究进展

李媛，张依莎，游典，童凯雯，项盈盈，陈怡辰，裴弈闻，张婷∗

（湖州师范学院 湖州市重大慢性病精准防控重点实验室，浙江 湖州　 ３１３０００）

　 　 【摘要】 　 氧化应激（ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ，ＯＳ）在年龄相关性卵巢衰老中起关键作用，其潜在机制复杂。 近年来有研

究表明氧化应激介导多种病理过程诱发衰老下的卵巢功能障碍，如线粒体功能障碍、慢性炎症、细胞凋亡以及端粒

的缩短均在氧化应激导致的卵巢衰老中发挥作用，通过抗氧化治疗有助于改善氧化应激下的卵巢功能。
【关键词】 　 氧化应激；卵巢衰老；线粒体稳态；线粒体功能障碍；炎症微环境；细胞凋亡；染色体端粒
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ； ｏｖａｒｉａｎ ａｇｉｎｇ； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｔｅｌｏｍｅｒｅｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 卵巢衰老是以细胞周期停滞为特征的过程，其
机制较复杂，与年龄相关的氧化应激被认为是最关

键的因素［１－５］。 氧化应激引起卵巢衰老的机制包括

线粒体功能障碍、慢性炎症、细胞凋亡以及端粒的

缩短等［６－８］。 本文将对氧化应激对卵巢功能影响的

有关机制及干预措施进行综述。

１　 氧化应激概述

　 　 自由基是有氧代谢过程中产生的高活性促氧

化分子基团，包括活性氧（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ） 和活性氮 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＮＳ）。
ＲＯＳ 的产生与抗氧化机制的不平衡会诱发氧化应

激，并被证明与卵巢衰老及多种疾病有关［６］。 ＲＯＳ
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　 　 　 　 　 　包括羟基自由基、超氧自由基阴离子、过氧自由基、
烷氧基、过氧化氢、过羟基自由基和单线态氧。 ＲＮＳ
包括一氧化氮、过氧亚硝酸根阴离子、亚硝酸、二氧

化氮、亚硝酰基阴离子［９－１０］。
ＲＯＳ 的来源可分为外源性及内源性。 前者包

括化疗、紫外线、电离辐射、重金属污染物、烟草和

某些药物，而后者主要来自线粒体氧化磷酸化

（ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，ＯＸＰＨＯＳ）。 在外源微环

境中，缺氧导致的卵巢慢性炎症及线粒体 ＲＯＳ 的过

量产生将导致氧化应激，进而介导 ＤＮＡ 损伤、蛋白

质和膜脂氧化损伤，最终诱导卵巢衰老［１１］。
氧化应激被定义为氧化和抗氧化系统不平衡，

过量自由基的持续产生超过其消除能力的不良应

激反应［５］。 自由基具有双向调节作用，一方面，适
量 ＲＯＳ 不仅参与生物活性物质的合成还广泛参与

细胞信号转导，促进细胞增殖和分化［１２］；另一方面，
过度的 ＲＯＳ 产生将导致氧化损伤和组织功能障碍，
降低卵巢功能［５］。 除此之外，抗氧化屏障的破坏也

会导致氧化还原反应失衡并诱发体内氧化应激状

态［１３］。 卵巢的氧化损伤一般由脂质过氧化引起，严
重影响卵泡生成和排卵，最终导致卵巢衰老［１４］。

２　 氧化应激导致的线粒体稳态失衡对
卵巢功能的影响

　 　 线粒体是执行和协调细胞内各种代谢过程的

重要细胞器，在卵母细胞减数分裂成熟中起关键作

用［１５］。 线粒体数量和分布异常、线粒体膜电位降低

和 ＤＮＡ 序列的改变会影响小鼠卵母细胞的质量，并
对胚胎发育产生重要影响［１６］。

线粒体稳态失衡导致线粒体功能障碍，是细胞

衰老的原因和结果［１７］。 线粒体稳态是一个复杂的

调节网络，协调各种细胞途径［１８］。 线粒体生物发生

为细胞提供新合成的线粒体而功能失调的线粒体

通常会通过线粒体自噬被清除［１９］。 线粒体生物发

生和线粒体自噬之间的相互作用有利于线粒体的

质量控制。 氧化应激下线粒体自噬水平下调，细胞

无法有效清除受损的线粒体，线粒体稳态破坏［２０］。
线粒体功能障碍会改变氧化还原平衡，并导致衰老

和代谢改变。 线粒体电子传递链（ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ｃｈａｉｎ，ＥＴＣ）耦合 ＯＸＰＨＯＳ 负责卵母细胞中大部分

ＡＴＰ 的生成。 然而，ＯＸＰＨＯＳ 的副产品之一是产生

具有潜在破坏性的活性氧，活性氧可以作为细胞信

号传导的介质，且 ＯＸＰＨＯＳ 持续产生的低水平内源

活性氧可通过诱导自噬从而保护机体免受氧化应

激损伤［２１－２２］。 但如果活性氧的产生不受控制，机体

内氧化机制的失衡会导致氧化损伤。
线粒体 ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）缺乏

组蛋白的保护，容易受到活性氧的攻击。 活性氧水

平过高会诱导 ｍｔＤＮＡ 突变，减少 ｍｔＤＮＡ 合成和线

粒体生物合成［２３］。 在功能失调的线粒体电子传递

链解偶联，能量供应减少，而 ＲＯＳ 的产生增加，这种

存在于不同组织和细胞中的“ＲＯＳ 恶性循环”会导

致氧化应激随着年龄的增长而呈指数加速，最终这

种一系列的放大损伤会对卵巢功能产生严重的不

利影响［２４－２６］（图 １）。

３　 氧化应激导致的炎症微环境对卵巢
功能的影响

　 　 氧化应激可以诱发卵巢炎症，慢性炎症反应会

进一步降低卵巢功能。 研究表明，持续较长时间的

氧化应激损伤可通过 Ｍ２ 巨噬细胞修复引起卵巢间

质纤维化导致卵巢功能低下［２７］。
大量研究证明氧化应激与慢性低度炎症密切

相关。 氧化应激下受损的 ｍｔＤＮＡ 片段充当损伤相

关分子模式 （ ｄａｍａｇｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ，
ＤＡＭＰ）并被 ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３
（ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｈｅｒｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＮＬＲＰ３）的模式结合识别受体识别，并与

其他炎症体中存在的衔接蛋白 ＡＳＣ 结合形成复合

物。 该复合物募集含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水

解 酶 １ （ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃１，
ｃａｓｐａｓｅ⁃１）并使之成熟，这种被激活的成熟蛋白酶可

裂解白细胞介素 １β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）和白细

胞介素 １８（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１８，ＩＬ⁃１８）前体进而分泌 ＩＬ⁃
１β 和 ＩＬ⁃１８，以促进炎症过程和氧化应激［１４］。 ＲＯＳ
还可激活核因子 κＢ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ， ＮＦ⁃
κＢ），而各种炎症性细胞因子包括 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８，以
及炎症小体 ＮＬＲＰ３ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 相关基因，都受到

ＮＦ⁃κＢ 激活的转录调节［２８］。
活化的巨噬细胞通过 ＮＦ⁃κＢ 转录因子产生肿

瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α），在卵

巢内 ＴＮＦ⁃α 可以促进 ＤＮＡ 断裂和卵泡凋亡，促进

局部炎症反应的增加。 由于 ＴＮＦ⁃α 在激活和维持

炎症反应中发挥核心作用，以自我调节的方式激活

ＮＦ⁃κＢ，导致持续的低度炎症，而慢性低度炎症又能

进而促进氧化应激，最终加速卵巢的衰老［２９］。

７０６１
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图 １　 线粒体功能障碍⁃ＲＯＳ 产生过多⁃ｍｔＤＮＡ 损伤的恶性循环

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ⁃ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ⁃ｍｔＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｖｉｃｉｏｕｓ ｃｙｃｌｅ

ＮＬＲＰ３ 通路和 ＮＦ⁃κＢ 通路之间存在串扰。 氧

化应激可通过 ＮＬＲＰ３ 通路产生的 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 细

胞因子间接激活炎症转录因子 ＮＦ⁃κＢ，另一方面，氧
化应激激活 ＮＦ⁃κＢ 并产生 ＴＮＦ⁃α，通过转录调节

ＮＬＲＰ３ 基因，从而进一步上调 ＮＬＲＰ３ 炎症体通

路［３０］。 这些过程最终导致免疫系统激活，从而加剧

氧化损伤，引起卵巢衰老（图 ２）。
ＰＡＧＬＩＡＲＯ 等［３１］研究表明 ＮＬＲＰ３ 抑制剂如姜

黄素可以减少氧化应激和炎症，进而阻断 ＡＳＣ，抑制

ＮＦ⁃κＢ 并减少活性氧的产生。 ＨＡＮ 等［３２］ 研究表明

槲皮素是一种天然黄酮类化合物，具有抗炎和抗氧

化特性，通过促进线粒体自噬，增强受损线粒体的

消除，从而减少 ｍｔＲＯＳ 积累并减轻 ＮＬＲＰ３ 炎性小

体激活。 ＺＨＥＮＧ 等［３３］研究表明 β⁃胡萝卜素作为一

种具有多种生物功能的微量营养素，具有明显的抗

炎作用，可以显著下调炎症细胞因子 ＴＮＦ⁃α 的

水平。

４　 氧化应激导致的细胞凋亡对卵巢功
能的影响

　 　 氧化应激诱导的 ＤＮＡ 损伤和细胞凋亡会导致

卵母细胞质量和受精潜力下降。 卵巢细胞凋亡可

引起广泛的卵泡闭锁或退化，被认为是卵巢衰老的

最重要机制之一［１４］。 有 ２ 种明确的细胞凋亡途径：
线粒体途径（也称为内源性途径）以及死亡受体诱

导途径（也称为外源性途径） ［３４－３５］。
４􀆰 １　 氧化应激导致的内源性细胞凋亡途径

内源性细胞凋亡途径由 ＢＣＬ⁃２ 蛋白家族成员

控制，ＢＣＬ⁃２ 蛋白家族的抗凋亡和促凋亡分子之间

的相互作用决定细胞的生存或死亡［３６－３７］。 ｃ⁃Ｊｕｎ 氨

基末端激酶（ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）信号通路

由细 胞 凋 亡 信 号 调 节 激 酶 １ （ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｓｉｇｎａｌ⁃
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｋｉｎａｓｅ １，ＡＳＫ１）选择性触发，被认为是激

活细胞凋亡的主要调节因子。 ＪＮＫ 激活可以抑制抗

凋亡蛋白 ＢＣＬ⁃２ 和 ＢＣＬ⁃ｘｌ 表达并诱导促凋亡蛋白

ＢＡＸ 表达［３８］。 氧化应激诱导的细胞凋亡是由

ＡＳＫ１⁃ＪＮＫ 信号轴介导的，是调节细胞增殖和凋亡

的主要信号通路。
由活性氧过载介导的微环境稳态失衡启动内

在细胞凋亡途径，产生细胞内信号，促凋亡蛋白以

非常高的亲和力与所有抗凋亡 ＢＣＬ⁃２ 蛋白结合间

接激活 ＢＡＸ 和 ＢＡＫ［３９］，激活后，效应蛋白从惰性单

体转 化 为 膜 透 化 寡 聚 体， 改 变 线 粒 体 膜 电 位

８０６１
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图 ２　 氧化应激导致卵巢炎症微环境的信号通路串扰

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｏｆ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ

（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＭＭＰ），是线粒体

发 生 外 膜 透 化 （ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ， ＭＯＭＰ ）， 导 致 细 胞 ／色 素 Ｃ
（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ，Ｃｙｔ Ｃ）从线粒体基质释放到细胞质

中［４０－４１］。 Ｃｙｔ Ｃ 与凋亡蛋白酶激活因子（ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ⁃１，ＡＰＡＦ⁃１）形成多聚体复合

物，持续激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃９，并上调 Ｂａｘ ／
Ｂｃｌ⁃２ 比率以 及 下 调 抗 氧 化 酶， 从 而 诱 导 细 胞

凋亡［４２］。
４􀆰 ２　 氧化应激导致的外源性细胞凋亡途径

外源性细胞凋亡途径由膜结合死亡受体（例如

ＦＡＳ、ＴＮＦＲ１）的同源配体（ＦＡＳＬ、ＴＮＦ）激活，并招募

ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 形成死亡诱导信号复合物（ｄｅａｔｈ⁃ｉｎｄｕｃｉｎｇ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ，ＤＩＳＣ），该复合物激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 和

ｃａｓｐａｓｅ⁃１０ 前 体。 激 活 的 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 随 后 激 活

ｃａｓｐａｓｅ⁃３、６、７ 并裂解细胞存活所需的各种下游细

胞内底物从而诱导细胞凋亡。 激活的 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是

内源性和外源性途径中的细胞凋亡执行者［４３］。
此外，死亡受体和线粒体之间存在串扰通路。

外在途径可以通过激活的 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 介导的 ＢＩＤ 蛋

白水解，通过裂解形成的 ｔＢＩＤ 与内在途径交叉对

话，从而触发凋亡因子的释放，激活 ＢＡＸ 和 ＢＡＫ 从

而导致线粒体释放 Ｃｙｔ Ｃ 并诱导线粒体途径的细胞

凋亡［２７］（图 ３）。
补充抗氧化剂可以通过 ＲＯＳ⁃ＡＳＫ１⁃ＪＮＫ 途径减

少 ＲＯＳ 对卵巢的损伤老化作用。 双特异性磷酸酶

１６（ｄｕａｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ １６，ＤＵＳＰ１６）被证明

可靶向调节 ＪＮＫ 来调节 ＪＮＫ 途径的细胞凋亡［４３］。
另外有研究表明 ＢＡＸ 抑制剂可结合并变构以抑制

ＢＡＸ 激活［４４］。

５　 氧化应激导致的端粒缩短对卵巢功
能的影响

　 　 氧化应激被认为是端粒缩短的主要原因，端粒

长度已被建议作为慢性氧化应激的生物标志物。
端粒缩短及功能失调可导致卵巢细胞衰老，因此氧

化应激被认为与卵巢功能障碍密切相关［４５］。
端粒易被 ＲＯＳ 氧化且端粒重复序列对氧化损

伤非常敏感， 是 ８⁃氧代鸟嘌呤 （ ８⁃ｏｘｏｇｕａｎｉｎｅ， ８⁃
ｏｘｏＧ）形成的首选位点。 端粒酶可以在端粒 ＤＮＡ 合

成过程中插入 ８⁃ｏｘｏＧ，但受损的核苷酸会充当端粒

酶链终止子，从而损害端粒延长。 若损伤广泛，ＤＤＲ
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图 ３　 细胞凋亡内源性途径与外源性途径的信号通路串扰

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ａｎｄ ｅｘｔｒｉｎｓｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

信号传导会驱动细胞周期停滞和生长抑制，从而导

致卵巢细胞衰老［４６－４８］。 多功能酶 ＭＴＨ１ 对于清除

细胞中受损的核苷酸非常重要，在端粒长度调节中

发挥作用，ＭＴＨ１ 缺陷小鼠 ＤＮＡ 的氧化损伤增加。
ＭＴＨ１ 将脱氧核糖核苷三磷酸 ８⁃ｏｘｏ⁃ｄＧＴＰ 水解为

单磷酸 ８⁃ｏｘｏ⁃ｄＧＭＰ，从而阻止 ８⁃ｏｘｏＧ 掺入 ＤＮＡ，以
保护卵巢细胞 ＤＮＡ 免受氧化应激损伤［４９］。

碱基切除修复酶 ＯＧＧ１ 参与端粒氧化鸟嘌呤损

伤的修复，切除损伤碱基位点并诱导无嘌呤位点的

形成［５０］。 然而，８⁃ｏｘｏＧ 可以与 Ｃ 和 Ａ 碱基配对，若
插入腺嘌呤会造成 ８⁃ｏｘｏＧ：Ａ 错配突变，ＤＮＡ 糖基

化酶 ＭＵＴＹＨ 负责识别并去除 ８⁃ｏｘｏＧ：Ａ 位点上的

腺嘌呤，从而防止 ＤＮＡ 突变［５１］（图 ４）。
端粒酶是一种逆转录酶，能够有效维持端粒结

构的完整性。 端粒酶活性会随着年龄的增长而下

降，诱导端粒酶活性可抵消端粒缩短。 研究表明，
黄芪提取物 ＨＲＥ 诱导端粒酶表达并导致端粒酶依

赖性延伸。 此外，给予富马酸二甲酯会提高老年小

鼠卵巢中端粒酶的 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达水平，并增

加原始卵泡的数量［１３］。

６　 抗氧化治疗策略

如前文所述，氧化应激可以通过线粒体功能障

碍、慢性炎症状态、细胞凋亡以及端粒缩短的机制

促进卵巢衰老，故对抗氧化应激是延缓卵巢衰老的

关键靶点。 目前抗氧化剂可分为两大类，非酶促类

抗氧化剂和酶促类抗氧化剂。 主要的非酶促类抗

氧化剂包括褪黑素、维生素、白藜芦醇（ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，
ＲＥＳ）、富马酸二甲酯（ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｆｕｍａｒａｔｅ，ＤＭＦ）、类
胡萝卜素、瑞香素、姜黄素、槲皮素等；主要的酶促

类抗氧化剂包括辅酶 Ｑ１０（ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ｑ１０，ＣｏＱ１０）、
线粒体去乙酰化酶（ｓｉｒｔｕｉｎ，ＳＩＲＴ）、烟酰胺单核苷酸

（ ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ， ＮＭＮ ）、 谷 胱 甘 肽

（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）、亚麻木酚素（ ｓｅｃｏｉｓｏｌａｒｉｃｉｒｅｓｉｎｏｌ
ｄｉｇｌｕｃｏｓｉｄｅ，ＳＤＧ）等［１０］。
６􀆰 １　 非酶促类抗氧化剂

６􀆰 １􀆰 １　 褪黑素

松果体释放的褪黑素已在小鼠中被证明可直
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图 ４　 端粒 ８⁃ｏｘｏＧ 氧化损伤及损伤修复机制

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｅｌｏｍｅｒｅ ８⁃ｏｘｏＧ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｄａｍａｇｅ ｒｅｐａｉｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

接清除 ＲＯＳ 以抵消氧化应激，褪黑素还通过间接抗

氧化特性，激活抗氧化酶及抑制促氧化酶，间接减

少氧化应激［５２］。 研究表明，褪黑素介导 ＳＩＲＴ３ ／
ＳＯＤ２ 信号通路，激活抗氧化酶，从而减少线粒体氧

化损伤［５３］，并通过介导 ＳＩＲＴ１ 通路发挥抗炎活

性［５４］。 总而言之，褪黑激素具有保护线粒体功能、
对抗炎症反应、减轻氧化应激的功能，有益于延缓

衰老过程。
６􀆰 １􀆰 ２　 维生素

研究表明，维生素 Ｃ 通过介导 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号

通路对抗衰老引起的氧化应激，可改善卵巢功

能［５５］。 维生素 Ｅ 主要以 α⁃生育酚的形式存在，可
破坏脂质过氧化反应，从而对抗卵巢氧化应激［１４］。
此外，维生素 Ｄ 可以诱导 Ｎｒｆ２ 表达，减轻氧化应激

并延缓细胞衰老［５６］。 吡咯喹啉醌（ ｐｙｒｒｏｌｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ
ｑｕｉｎｏｎｅ，ＰＱＱ）是一种水溶性维生素类化合物，亦可

激活 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号通路，具有很强的抗氧化能

力［５７］。 研究表明 ＰＱＱ 可减轻卵巢功能障碍小鼠的

氧化应激损伤，保护卵巢功能［５８］。
６􀆰 １􀆰 ３　 白藜芦醇

白藜芦醇是桑树、花生和葡萄等植物中富含的

天然成分，具有多种生物活性，包括抗氧化、抗炎、
免疫调节、细胞保护、抗肿瘤、抗衰老等。 白藜芦醇

可通过两种不同的机制调节细胞氧化还原平衡，一
方面，它直接充当自由基的有效清除剂；另一方面，
还可通过激活 Ｎｒｆ２ 通路，以及促进 ＳＩＲＴ１ 的激活，

减少 ＲＯＳ 的产生，间接发挥抗氧化作用［５９－６０］。 研

究表明，白藜芦醇对大鼠氧化应激模型的脂质过氧

化、氧化应激和 ＤＮＡ 损伤具有保护作用，并可通过

降低 ＴＮＦ⁃α 水平改善卵泡功能［６１］。
６􀆰 １􀆰 ４　 ＤＭＦ

大鼠氧化应激模型的研究表明 ＤＭＦ 通过激活

Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 信号通路抑制氧化应激［６２－６３］。 Ｎｒｆ２ 是负

责调节细胞内氧化还原平衡的重要转录因子，通常

情况下，Ｎｒｆ２ 与 Ｋｅａｐ１ 蛋白处于失活状态，ＤＭＦ 通

过氧化 Ｋｅａｐ１ 的巯基激活 Ｎｒｆ２，促进抗氧化基因的

表达从而减少氧化应激［６４］。
６􀆰 １􀆰 ５　 其它非酶促类抗氧化剂

瑞香素作为一种天然中草药，可以激活 Ｎｒｆ２ 并

抑制 ＮＬＲＰ３ 激活，发挥抗氧化作用［３８］。 姜黄素可

显著降低细胞内脂质过氧化，增强氧化应激抵抗

力，减少氧化应激从而延长线虫的寿命；姜黄素还

可通过 Ｎｒｆ２ ／ Ｋｅａｐ１ 信号通路显著增强抗氧化酶的

活性，减少氧化应激［６５－６６］。 槲皮素作为一种天然无

毒黄酮类化合物，可通过靶向调节 ＳＩＲＴ１ 延缓细胞

衰老［６７］。 类胡萝卜素素是天然存在的脂溶性多不

饱和化合物，其中番茄红素的抗氧化效率最高，已
被证明可抑制 ＴＮＦ⁃α 和 ＮＦ⁃κＢ 的激活并增强细胞

的抗氧化能力［３３，６８］。
６􀆰 ２　 酶促类抗氧化剂

６􀆰 ２􀆰 １　 ＣｏＱ１０
ＣｏＱ１０ 是唯一的内源合成的脂溶性抗氧化剂，
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在线粒体电子传递链中充当电子载体，其不仅对于

线粒体产生能量至关重要，还作为抗氧化剂维持体

内氧化还原稳态［６０，６９］。 泛醇是 ＣｏＱ１０ 的还原形式，
可以对抗脂质过氧化，具有抗氧化功能［７０］。 除此之

外，ＣｏＱ１０ 有助于抗氧化剂如维生素 Ｃ 和维生素 Ｅ
的再生， 提高机体抗氧化能力［７１］。 研究发现，
ＣｏＱ１０ 的抗氧化特性将为改善排卵、逆转卵巢功能

障碍提供新方向［７２］。
６􀆰 ２􀆰 ２　 ＳＩＲＴ

研究表明，ＳＩＲＴ 可以通过协同或拮抗的方式防

止卵巢细胞衰老。 ＳＩＲＴ１ 是烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（ＮＡＤ＋）依赖性脱乙酰酶家族的成员，作为衰老相

关性疾病的潜在治疗靶点被广泛研究［６７］。 ＳＩＲＴ３
的表达在卵巢中表现出年龄依赖性的下降，ＳＩＲＴ３
缺乏会导致衰老卵母细胞中超氧化物的积累并伴

有线粒体功能障碍［７３］。 ＳＩＲＴ６ 可维持细胞氧化还

原稳态，被认为在卵母细胞端粒的稳定中发挥重要

作用［４８］。 值得注意的是，ＳＩＲＴ１ 和 ＳＩＲＴ６ 都可通过

激活 Ｎｒｆ２，调节抗氧化基因表达，从而对抗氧化应激

损伤［７４］。
６􀆰 ２􀆰 ３　 ＮＭＮ

ＮＡＤ＋是维持 ＳＩＲＴ１ 脱乙酰化活性的关键底物，
也是 ＳＩＲＴ３ 的必要辅助因子。 研究表明，ＮＭＮ 可增

强 ＮＡＤ＋ ／ ＳＩＲＴ１ 活性，在一定程度上改善脓毒症引

起的氧化应激［７５］。 ＮＭＮ 还可通过介导 ＮＡＤ＋ ／
ＳＩＲＴ３ 通路缓解线粒体功能障碍并延缓间充质干细

胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣ）的衰老［７６］。 研究

表明，对肥胖小鼠补充 ＮＭＮ 可提高 ＳＩＲＴ３ 的转录并

保护卵母细胞免受氧化应激［７７］。
６􀆰 ２􀆰 ４　 ＧＳＨ 和 ＳＤＧ

ＧＳＨ 由甘氨酸、半胱氨酸和谷氨酸组成，可将

过氧化氢中和成水，在对抗氧化应激损伤中发挥着

关键作用［７８－７９］。 ＳＤＧ 可以防止端粒缩短和线粒体

ＤＮＡ 复制的减少，并具有自由基清除能力，可减少

ＲＯＳ 的产生，通过抑制氧化应激改善衰老小鼠模型

的卵巢储备［４］。

７　 结语

氧化应激通过介导线粒体功能障碍、慢性炎

症、细胞凋亡以及端粒缩短在卵巢衰老中发挥作

用。 关于线粒体功能障碍，活性氧过载会攻击

ｍｔＤＮＡ 使得线粒体功能障碍，功能失调的线粒体中

活性氧的产生进一步增加造成 ＲＯＳ 恶性循环，这在

卵巢衰老中发挥关键作用［２２］。 关于慢性炎症，氧化

应激介导 ＮＬＲＰ３ 通路和 ＮＦ⁃κＢ 通路维持卵巢慢性

低度炎症状态从而损害卵巢功能［１２］。 关于细胞凋

亡，氧化应激通过线粒体途径以及死亡受体诱导途

径介导细胞凋亡。 关于端粒缩短，氧化应激诱导端

粒 ＴＴＡＧＧＧ 重复序列氧化损伤形成 ８⁃ｏｘｏＧ，造成端

粒缩短。 值得注意的是，不同机制之间存在串扰通

路，小鼠实验研究表明线粒体功能障碍下受损的

ｍｔＤＮＡ 片段充当 ＤＡＭＰ 并被 ＮＬＲＰ３ 的模式结合识

别受体识别诱导炎症［８０］。 内源性凋亡途径通过线

粒体释放 Ｃｙｔ Ｃ 介导，而炎症产生的 ＴＮＦ 亦可启动

外源性凋亡。 此外有研究表明线粒体或端粒的应

激会引起线粒体和细胞核的双重损伤，这意味着两

者之间存在串扰［８１］。
氧化应激介导上述病理过程在卵巢衰老中发

挥作用，这一系列病理过程会导致细胞功能障碍从

而加重氧化应激，这一恶性循环进一步驱动卵巢衰

老的发生［６］。 由于氧化应激机制在年龄相关性卵

巢衰老中起关键作用，故抗氧化应激是延缓卵巢衰

老的有效措施：第一，利用抗氧化剂可直接清除自

由基以对抗氧化应激，使机体处于氧化还原平衡状

态。 第二，氧化应激介导线粒体功能障碍以及慢性

炎症状态，促进细胞凋亡以及端粒缩短，抗氧化剂

可间接通过维持线粒体稳态、对抗炎症反应、抑制

细胞凋亡以及促进端粒的延长对抗氧化应激，抑制

氧化应激恶性循环事件的发生从而延缓卵巢衰老。
对抗氧化应激是介导长寿动物模型的常见机

制［８］，抗氧化剂 α⁃硫辛酸（ ａｌｐｈａ ｌｉｐｏｉｃ ａｃｉｄ，α⁃ＬＡ）
可对抗大鼠胚胎成纤维细胞中的氧化应激，延缓细

胞衰老［１］。 益生菌补充剂可以对抗与衰老相关的

细胞氧化应激，延长实验小鼠的寿命［７］。 大量动物

实验研究支持抗氧化应激策略对于延缓卵巢衰老

具有较好效果，值得进一步研究开发。
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ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｂａｓｅ ｅｘｃｉｓｉｏｎ ｒｅｐａｉｒ ｒｅｖｅａｌｓ

ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ［Ｊ］ ． Ａｎｇｅｗ Ｃｈｅｍ Ｉｎｔ Ｅｄ，
２０２２， ６１（６）： ｅ２０２１１１８２９．

［５１］ 　 ＮＥＬＳＯＮ Ｓ Ｒ， ＫＡＴＨＥ Ｓ Ｄ， ＨＩＬＺＩＮＧＥＲ Ｔ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｎｇｌｅ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ ｓｔｕｄｉｅｓ ｗｉｔｈ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ８⁃ｏｘｏｇｕａｎｉｎｅ ＤＮＡ
ｄａｍａｇｅ ｓｉｔｅｓ ｓｈｏｗ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｅｆｅｃｔｓ ｏｆ ａ ＭＵＴＹＨ ｐｏｌｙｐｏｓｉｓ
ｖａｒｉａｎｔ ［Ｊ］ ． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ， ２０１９， ４７（６）： ３０５８－３０７１．

［５２］ 　 ＴＣＨＥＫＡＬＡＲＯＶＡ Ｊ， ＴＺＯＮＥＶＡ Ｒ． Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｇｉｎｇ
ａｓ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ｆｏｒ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ：
ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２３，
２４（３）： ３０２２．

［５３］ 　 ＣＡＲＲＥＴＥＲＯ Ｖ Ｊ， ＲＡＭＯＳ Ｅ， ＳＥＧＵＲＡ⁃ＣＨＡＭＡ Ｐ， ｅｔ ａｌ．
Ｎｏｎ⁃ｅｘｃｉｔａｔｏｒｙ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ， ｍｅｌａｔｏｎｉｎ， ａｎｄ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌｓ：
ｅｘａｍｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｉｎ ｓｔｒｏｋｅ ａｎｄ ａｇｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ， ２０２３，
１２（１０）： １８４４．

［５４］ 　 ＢＯＣＨＥＶＡ Ｇ， ＳＬＯＭＩＮＳＫＩ Ｒ Ｍ， ＪＡＮＪＥＴＯＶＩＣ Ｚ， ｅｔ ａｌ．
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｓｋｉｎ ａｇｉｎｇ ［Ｊ］ ．
Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２２， ２３（３）： １２３８．

［５５］ 　 ＬＥＥ Ｊ Ｍ， ＬＥＥ Ｊ Ｈ， ＳＯＮＧ Ｍ Ｋ， ｅｔ ａｌ． ＮＸＰ０３２ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ａｇｉｎｇ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｉｎ ｍｉｃｅ
ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ， ２０２２， １１
（１）： １３０．

［５６］ 　 ＳＯＳＡ⁃ＤÍＡＺ Ｅ， ＨＥＲＮÁＮＤＥＺ⁃ＣＲＵＺ Ｅ Ｙ， ＰＥＤＲＡＺＡ⁃
ＣＨＡＶＥＲＲＩ Ｊ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｏｎ ｒｅｄｏｘ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ［Ｊ］ ． Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ， ２０２２， １９３（１）：
２５３－２７３．

［５７］ 　 ＬＩ Ｊ， ＺＨＡＮＧ Ｊ， ＸＵＥ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｐｙｒｒｏｌｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ｑｕｉｎｏｎｅ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｎａｔｕｒａｌ ａｇｉｎｇ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｖｉａ ａ ｎｏｖｅｌ ＭＣＭ３⁃
Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ ａｘｉｓ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ Ｆｂｎ１ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ Ｃｅｌｌ， ２０２３， ２２（９）： ｅ１３９１２．

［５８］ 　 ＤＡＩ Ｘ， ＹＩ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＰＱＱ ｄｉｅｔａｒｙ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｐｒｅｖｅｎｔｓ ａｌｋｙｌａｔｉｎｇ ａｇｅｎｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｖａｒｉａｎ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ
［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２０２２， １３： ７８１４０４．

［５９］ 　 ＳＨＡＨＣＨＥＲＡＧＨＩ Ｓ Ｈ， ＳＡＬＥＭＩ Ｆ， ＳＭＡＬＬ Ｓ， ｅｔ ａｌ．
Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
ｖｉａ Ｎｒｆ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ： Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｎｄ ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ［Ｊ］ ． Ｐｈｙｔｏｔｈｅｒ Ｒｅｓ， ２０２３， ３７（４）： １５９０－１６０５．

［６０］ 　 ＧＨＥＲＡＲＤＩ Ｇ， ＣＯＲＢＩＯＬＩ Ｇ， ＲＵＺＺＡ Ｆ， ｅｔ ａｌ． ＣｏＱ１０ ａｎｄ
ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｔｏ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ａｇｅｄ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ［Ｊ］ ． Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ， ２０２２， １４（２０）： ４３２６．

［６１］ 　 ＺＥＭＨＥＲＩ⁃ＮＡＶＲＵＺ Ｆ， ＩＮＣＥ Ｓ， ＡＲＳＬＡＮ⁃ＡＣＡＲＯＺ Ｄ， ｅｔ ａｌ．
Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｐｙｒａｃｌｏｓｔｒｏｂｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ，
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ａｎｄ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｓｃｉ
Ｐｏｌｌｕｔ Ｒｅｓ Ｉｎｔ， ２０２３， ３０（３）： ６４１４－６４２３．

［６２］ 　 ＳＯＮＧ Ｇ， ＷＡＮＧ Ｊ， ＬＩＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｆｕｍａｒａｔｅ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｅｒｅｃｔｉｌｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｃａｖｅｒｎｏｕｓ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｒａｔｓ ｂｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｎｅｒｖｅ ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
［Ｊ］ ． Ｒｅｄｏｘ Ｂｉｏｌ， ２０２３， ６８： １０２９３８．

［６３］ 　 ＡＢＵ⁃ＨＡＬＡＫＡ Ｄ， ＳＨＰＡＩＺＥＲ Ａ， ＺＥＩＧＥＲＭＡＮ Ｈ， ｅｔ ａｌ．
ＤＭＦ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｎｒｆ２ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｗｈｉｌｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ： ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ
ＮＯ⁃ｄｏｎｏｒ Ｓ⁃ｎｉｔｒｏｓｏ⁃Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ ［ Ｊ］ ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ， ２０２３，
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１２（２）： ５１２．
［６４］ 　 ＨＵ Ｘ， ＬＩ Ｃ， ＷＡＮＧ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｆｕｍａｒａｔｅ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ

ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ｐａｔｈｗａｙ
［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２２， １３： ８７２０５７．

［６５］ 　 ＸＵ Ｊ， ＤＵ Ｐ， ＬＩＵ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ
ｌｏｎｇｅｖｉｔｙ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎ Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ ［Ｊ］ ．
Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２３， １４： １１９５４９０．

［６６］ 　 ＣＨＥＮ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｊ， ＪＩＮＧ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉ⁃ｆａｔｉｇｕｅ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ｏｘｉｄａｎｔ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｍｉｃｅ
ｖｉａ Ｎｒｆ２ ／ Ｋｅａｐ１ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｒｅｓ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉ， ２０２２，
５： １１４８－１１５７．

［６７］ 　 ＣＵＩ Ｚ， ＺＨＡＯ Ｘ， ＡＭＥＶＯＲ Ｆ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｉｎ ａｇｉｎｇ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ： ＳＩＲＴ１ ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２２， １３： ９４３３２１．

［６８］ 　 ＣＲＵＰＩ Ｐ， ＦＡＩＥＮＺＡ Ｍ Ｆ， ＮＡＥＥＭ Ｍ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ ｏｎ ｃｏｎｓｕｍｅｒ ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ
ｗｅｌｌ⁃ｂｅｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ， ２０２３， １２（５）： １０６９．

［６９］ 　 ＭＡＮＴＬＥ Ｄ， ＨＡＲＧＲＥＡＶＥＳ Ｉ Ｐ． Ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ｑ１０ ａｎｄ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ
ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ： ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ［Ｊ］ ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ， ２０２３， １２（２）： ５１４．

［７０］ 　 ＡＲＳＬＡＮＢＡＥＶＡ Ｌ， ＴＯＳＩ Ｇ， ＲＡＶＡＺＺＯＬＯ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＵＢＩＡＤ１
ａｎｄ ＣｏＱ１０ ｐｒｏｔｅｃｔ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ⁃
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ［Ｊ］ ． Ｒｅｄｏｘ Ｂｉｏｌ， ２０２２， ５１： １０２２７２．

［７１］ 　 ＳＨＩ Ｙ Ｑ， ＺＨＵ Ｘ Ｔ， ＺＨＡＮＧ Ｓ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ
ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２０２３，
１４： １１７２４８１．

［７２］ 　 ＮＩＥ Ｘ， ＤＯＮＧ Ｘ， ＨＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ｑ１０ ｓｔｉｍｕｌａｔｅ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｖａｔａｌｉｔｙ ［ Ｊ］ ． Ｄｒｕｇ Ｄｅｓ Ｄｅｖｅｌ Ｔｈｅｒ， ２０２３， １７：
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非酒精性脂肪性肝病动物模型制备及病证
结合研究进展

马春霞１，陈振东１∗，田旭东２∗

（１． 甘肃中医药大学，兰州　 ７３００００；２． 甘肃省中医院，兰州　 ７３００５０）

　 　 【摘要】 　 非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是指多种致病因素引起的，以脂肪在

肝细胞内过度沉积为主要病变特征的代谢综合征。 目前，ＮＡＦＬＤ 的发病机制尚未完全清楚，临床上缺乏针对

ＮＡＦＬＤ 的特效药物。 因此，建立理想动物模型在 ＮＡＦＬＤ 发病机制的明确、特效药物研制及治疗方面显得极为重

要。 近五年来，除 ＮＡＦＬＤ 动物模型被热议外，随着中医药事业的不断更新、发展，与 ＮＡＦＬＤ 相关的病证结合模型

也相继增多，现将近五年来常用的 ＮＡＦＬＤ 动物模型及其制备和评价方法作一总结，以期为同道在今后 ＮＡＦＬＤ 动

物模型制备及病证结合研究方面提供参考。
【关键词】 　 非酒精性脂肪性肝病；动物模型；病证结合模型；模型评价
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ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ ｃｌａｒｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＮＡＦＬＤ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．
Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｏ ＮＡＦＬＤ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ， ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｏｄｅｌｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＮＡＦＬＤ ｈａｓ
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ｅｍｅｒｇｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｒｅｎｅｗａｌ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｖｅｒ ｔｈｅ ｐａｓｔ ｆｉｖｅ ｙｅａｒｓ． Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ
ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｔｈｅ ＮＡＦＬＤ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｐａｓｔ ｆｉｖｅ ｙｅａｒｓ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅｉｒ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ， ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ＮＡＦＬＤ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ
ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ； ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｏｆ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 非酒精性脂肪性肝病（ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是指除外由酒精和其他对肝有明确

损害致病因素所引起的，以脂肪在肝细胞内过度沉

积为主要病变特征的代谢综合征［１］。 其涵盖从肝

脂肪变性（ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ，ＮＡＦＬ）到非酒精

性脂肪性肝炎（ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ）、
不同 程 度 的 肝 纤 维 化、 肝 硬 变 和 肝 细 胞 癌

（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）的广泛病理范围［２］。
ＮＡＦＬＤ 发病率呈逐年上升趋势， 据统计， 罹患

ＮＡＦＬＤ 的人数约占全球总人口的四分之一，而中国

的患 病 率 已 超 过 ２９％， 并 且 呈 发 展 状 态［３－４］。
ＮＡＦＬＤ 发病机制尚未完全清楚，目前，研究认为胰

岛素抵抗是 ＮＡＦＬＤ 主要的病理生理机制［５］，同时

研究也指出遗传易感性、宿主代谢紊乱和环境因素

相互作用的结果也会导致 ＮＡＦＬＤ 的形成［６］。 此

外，近年来，有证据表明肠道微生物参与 ＮＡＦＬＤ 的

发病机制的调节，其发病机制随着肠道微生物群的

组成而变化并且肠道微生物群及其代谢产物在促

进免疫抑制环境的形成方面也发挥作用［７］。 故

ＮＡＦＬＤ 被认为是一种复杂的代谢性疾病，影响其临

床表现和疾病进展因素有很多，包括种族、遗传易

感性、饮食习惯、代谢、免疫、肠道菌群和其他因

素［６］。 因为是代谢综合征，所以既往研究发现

４７􀆰 ３％ ～ ６３􀆰 ７％的 ２ 型糖尿病患者和高达 ８０％的

肥胖者中可以见到 ＮＡＦＬＤ［８－９］。 现阶段尚无针对

ＮＡＦＬＤ 的特效药物，主要从保肝，抗氧化等方面切

入治疗，可以预见未来 ＮＡＦＬＤ 将成为医学界的一个

重大挑战［８－１０］。 研究发现动物模型有助于探索新的

治疗方法，并且理想的动物模型可以能够非常逼真

地再现人类疾病的复杂病理机制［１１］，因此制备有效

动物模型在 ＮＡＦＬＤ 发病机制的明确，特效药物研制

及治疗方面显得极为重要。 目前研究人员利用

ＮＡＦＬＤ 动物模型及病证结合模型开展了很多关于

ＮＡＦＬＤ 的发病机制，靶向药物的研究，且取得了一

定的成果。 本文从动物与模型选择、模型制备方

法、模型评价方法等方面对 ＮＡＦＬＤ 动物模型制备及

病证结合研究进行综述。

１　 动物选择

ＮＡＦＬＤ 动物模型制备常用动物以啮齿动物中

的大鼠和小鼠为主，其中以 ＳＤ 大鼠、Ｗｉｓｔａｒ 大鼠和

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠使用最为广泛。 此外，近年来沙鼠、
金黄地鼠也常用于构建 ＮＡＦＬＤ 模型。

ＳＤ 大鼠生长发育周期较长，但生长发育速度

快，繁殖能力强且性周期稳定，此外其适应性和抗

病能力强，喂养过程中不易因外界环境和疾病而影

响实验结果。 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠性周期稳定、具有生长发

育快、自发性肿瘤发生率低、对传染性疾病的抵抗

力较强等特点，并且其解剖和生理与人类相似，因
此可以更好的反映人类疾病。 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠易于

繁殖、干预方便，但研究发现在使用其不同亚系进

行 ＮＡＦＬＤ 研究时，所表现出的疾病病理严重程度是

不同的，ＫＡＷＡＳＨＩＴＡＤ 等［１２］ 对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ（ＢＬ６Ｊ）、
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ（ＢＬ６Ｎ）两种小鼠亚系进行了比较分析，
他们发现在四氯化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）诱

导的 ＮＡＳＨ 模型中， ＢＬ６Ｊ 小鼠在肝中表现出比

ＢＬ６Ｎ 小鼠更严重的氧化应激和纤维化，而在高脂

饮食（ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ，ＨＦＤ）诱导的 ＮＡＳＨ 模型中，相比

ＢＬ６Ｎ 小鼠，ＢＬ６Ｊ 小鼠的肝甘油三酯（ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，
ＴＧ）积累更多，但体重增加和肝损伤更少，因此在使

用 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠进行 ＮＡＦＬＤ 研究时，应考虑到不

同小鼠亚系对疾病的影响。 沙鼠是一种对脂肪敏

感的动物，易受膳食胆固醇 （ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ） 的影

响，形成高胆固醇血症和非酒精性脂肪肝 （ ｎｏｎ⁃
ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ，ＮＡＦＬ），有研究显示雄性沙鼠在

喂食 ＨＦＤ ２ 周后， 其血清中的总胆固醇 （ ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）和低密度脂蛋白胆固醇（ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＬＤＬ⁃Ｃ ） 水 平 迅 速 显 著 升

高［１３］。 但也有研究表明即使没有膳食 ＴＣ，其对膳

食脂肪酸的血浆脂质反应也比人类更敏感，除此之

外沙鼠有自发发展为糖尿病的倾向，且既往研究表

明 ＮＡＳＨ 与代谢综合征有关［１４］，因此沙鼠常用于研

７１６１
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究 ＮＡＳＨ 和肝硬化。 金黄地鼠表达胆固醇酯转移蛋

白，该动物可以更好地复制人类脂蛋白代谢，并且

有研究表明该动物对评估药物对脂蛋白代谢的影

响更具预测性，因此，与大鼠和小鼠相比，其对促进

ＮＡＳＨ 的饮食反应更好，能表现出明显的炎症，肝细

胞膨胀和纤维化［１５］。 鉴于以上动物特性，故在

ＮＡＦＬＤ 模型动物选择时常以上述 ４ 种啮齿动物

为主。

２　 模型制备方法

常见的动物模型制备方法有饮食诱导、药物诱

导、基因敲除和基因诱导突变等，其中饮食诱导模

型制备方法简单，原料容易获取，但其造模周期长

且形成的 ＮＡＦＬＤ 病理变化有限。 药物诱导模型造

模周期短，模型小鼠往往表现出较重的病理变化，
并且大多数药物能够加速疾病向肝硬化和肝癌的

进展。 基因敲除或基因诱导突变模型造模周期短，
能够在较短时间内成模，与饮食诱导模型饮食结合

后能更好的反映 ＮＡＦＬＤ 疾病表现及发病过程。
２􀆰 １　 ＮＡＦＬ 模型

２􀆰 １􀆰 １　 饮食诱导模型

（１） ＨＦＤ 模型：ＨＦＤ 是诱导 ＮＡＦＬＤ 动物模型

的常用饮食，一般由脂肪（６０％ ｋｃａｌ）组成，主要特点

是容易导致模型动物肥胖。 肥胖易导致脂肪细胞

功能障碍，释放大量促炎因子和瘦素，使游离脂肪

酸（ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ，ＦＦＡ）转移到肝中，ＦＦＡ 从脂肪组

织到肝的外排增加可能会诱导胰岛素信号传导途

径的缺陷并导致胰岛素抵抗，进而促进肝损伤及其

炎症反应［１６］。 ＭＥＮＧ 等［１７］ 用（６０％ ｋｃａｌ 脂肪 ＋ 等

量水）喂养 ６ 周龄雄性 Ｃ５７ ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，１２ 周后小

鼠体重增加，ＴＧ 和 ＴＣ 水平增高，且在小鼠肝中观

察到脂质蓄积和脂肪变性显著增加，特征为气球样

变、空泡化和肝细胞肥大。 该类模型的优点是造模

原料简单，容易获取，制备方法简单可行，可以较好

的模拟人类 ＮＡＦＬＤ 的发病机制且能表现出与

ＮＡＦＬＤ 肝损伤相一致的病理特征，但其缺点是造模

周期长且表现出的 ＮＡＦＬＤ 症状较轻。
（２）高脂、高果糖、高胆固醇饮食（ｈｉｇｈ ｆａｔ，ｈｉｇｈ

ｆｒｕｃｔｏｓｅ，ｈｉｇｈ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｄｉｅｔ，ＨＦＦＣＤ）模型：ＨＦＦＣＤ
与其他饮食不同在于其含有 ＴＣ，通常由高脂高果糖

（ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｆｒｕｃｔｏｓｅ，ＨＦＨＦ）饮食及 ＴＣ 构建，
其中添加 ＴＣ 的量随实验目的不同而变化。 近年

来，研究发现游离胆固醇（ ｆｒｅｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＦＣ）具有

高度肝毒性，０􀆰 ５％的 ＴＣ 含量似乎足以在合理的时

间范围内促进脂肪性肝炎和纤维化的发展，０􀆰 ２％和

１􀆰 ０％的 ＴＣ 促进自发性肝肿瘤的发展［１８］。 ＺＨＡＯ
等［１９］给金黄地鼠喂食 ＨＦＦＣＤ 或对照饮食 ６ 周。 结

果表明，模型组动物体重、腹脂、肝指数显著增加，
ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ 水平显著升高，高密度脂蛋白胆固醇

（ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ⁃Ｃ）水平显

著降低。 肝组织中的脂质沉积形成大小不一的脂

肪空泡。 肝代谢组学分析显示，模型大鼠鞘脂、甘
油磷脂和精氨酸生物合成的代谢途径紊乱。 该模

型制备方法简单、耗时短、统一性好，可以模拟常见

饮食因素引起的早期脂肪肝，为 ＮＡＦＬＤ 的初步发病

机制和治疗药物的研究提供了理想的模型。
２􀆰 １􀆰 ２　 基因突变模型

ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠模型：瘦素（ ｌｅｐｔｉｎ，Ｌｅｐ）是由脂肪组

织分泌的一种激素，其在血清中的含量与动物脂肪

组织大小成正比［２０］，Ｌｅｐ 通过增加饱腹感以减少对

食物的脂质摄入来发挥其调节能量平衡的作用。
既往研究表明尽管 Ｌｅｐ 水平正常，但瘦素受体

（ｌｅｐｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＥＰＲ）功能损伤后，仍会导致 Ｌｅｐ
信号传导受损，使其同样不能发挥作用。 ｄｂ ／ ｄｂ 小

鼠由于受体基因中携带点突变，因而可以导致

ＬＥＰＲ 功能受损。 ＺＨＡＮＧ 等［２１］ 给小鼠喂食普通饲

料，１２ 周后， ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠肝血清天冬氨酸转移酶

（ ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＳＴ ）、 丙 氨 酸 转 氨 酶

（ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）或碱性磷酸酶水平

显著升高，并且表现出严重的肝脂肪变性，显示

ＮＡＦＬＤ 模型建立成功。 该模型可以自发的出现肝

损伤的表现，并且能够较好的展现人类 ＮＡＦＬＤ 的发

病过程，但缺点在于这些小鼠在喂食普通食物时不

会发生纤维化，故不能很好的用于研究 ＮＡＳＨ。
２􀆰 ２　 ＮＡＳＨ 模型

２􀆰 ２􀆰 １　 饮食诱导模型

（１） 胆碱缺乏型 Ｌ⁃氨基饮食 （ ｃｈｏｌｉｎｅｄｅｆｉｃｉｅｎｔ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｄｅｆｉｎｅｄ ｄｉｅｔ，ＣＤＡＡ）模型：ＣＤＡＡ 是构建

ＮＡＳＨ 小鼠模型的常用饮食，一般由蛋白质（１１％）
和脂肪（３１％）构建，不含有 ＴＣ 和胆碱。 胆碱和蛋

氨酸均为必须营养素，二者缺乏可导致极低密度脂

蛋白（ｖｅｒｙ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＶＬＤＬ）颗粒产生受

损，造成肝损伤。 胆碱缺乏后肝 ＶＬＤＬ 的分泌功能

受损，造成肝细胞坏死、肝内脂肪堆积；此外也可导

致肝氧化应激以及细胞、脂肪因子发生变化，造成

肝发生炎症和纤维化，进而加速肝损伤。 蛋氨酸缺
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乏后通过转硫途径减少谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）
的生物合成，其后引起氧化应激进而导致脂肪肝疾

病进展［２２］。 Ｔ􀱤ＬＢ􀱤Ｌ 等［２３］ 给雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠喂食

不含 ＴＣ 的 ＣＤＡＡ（蛋白质 １１％，脂肪 ３１％，碳水化

合物 ５８％），结果显示 ＣＤＡＡ 喂养 ４ 周后，大鼠已经

出现显著的肝肿大和纤维化。 该模型优点在于可

以在较短时间内出现严重的肝纤维化，能够很好的

反映了人类 ＮＡＳＨ 表型和疾病进展［２４］，并且表型可

以在较短时间内的稳定诱导，因此该模型可以作为

表征 ＮＡＳＨ 新治疗的有价值的工具。
（２）蛋氨酸和胆碱缺乏饮食（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｃｈｏｌｉｎｅ

ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ，ＭＣＤ）模型：ＭＣＤ 常由高糖以及适量脂肪

组成，除与 ＣＤＡＡ 饮食一样缺乏胆碱外，还缺乏蛋

氨酸。 胆碱和蛋氨酸均为必须营养素，二者缺乏可

导致 ＶＬＤＬ 颗粒产生受损，造成肝损伤。 蛋氨酸缺

乏后通过转硫途径减少 ＧＳＨ 的生物合成，然后引起

氧化应激并促进脂肪肝疾病进展［２２］。 ＬＩ 等［２５］ 用

ＭＣＤ 饮食喂养雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ４ 周，小鼠表现典

型的 ＮＡＳＨ 特征，如肝脂肪变性和炎症细胞浸润，并
且小鼠肝中 ＴＧ 含量增加。 有研究表明肠道微生物

群在 ＮＡＳＨ 的发生发展中起着关键作用，调节微生

物组是可作为治疗 ＮＡＳＨ 的一种有前途的策略［１１］。
该实验证实了 ＭＣＤ 饮食喂养可诱导肠道菌群失调，
即小鼠的厚壁菌门和拟杆菌门的比例显著增加，故
ＭＣＤ 模型已被用于研究肠道微生物群和免疫反应

在 ＮＡＦＬＤ 中的作用。
（３）动脉粥样硬化模型饮食（Ａｔｈｅｒｏｇｅｎｉｃ ｄｉｅｔ，

ＡＴＨ）模型：ＡＴＨ 通常由高 ＴＣ 和高胆酸盐构成。 ＴＣ
及胆酸盐饮食可导致氧化应激和脂质过氧化，进而

造成 肝 损 伤， 既 往 常 用 于 制 备 ＡＴＨ 模 型。
ＯＭＡＧＡＲＩ 等［２６］将 ８ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠随机分为 Ｎ
组 （正常饮食， ６９􀆰 ５％ ＭＦ） 与 Ｈ 组 （ ＨＦＣ 饮食，
２８􀆰 ７５％棕榈油、１􀆰 ２５％ＴＣ 和 ０􀆰 ５％胆酸钠）两组进

行喂养，９ 周后结果显示，肝重量 ／体重比、ＡＳＴ、ＡＬＴ
水平，以及肝 ＴＧ 和 ＴＣ 浓度 Ｈ 组显著高于 Ｎ 组，此
外 Ｈ 组的肝脂肪变性、小叶炎症、肝细胞气球样变

和纤维化明显高于 Ｎ 组。 该模型的优点在于可以

表现出与人类 ＮＡＦＬＤ 相一致的病理结果，产生

ＮＡＦＬＤ 特征性的病变，如肝细胞气球样与纤维化，
缺点是体重减轻，代谢模式与 ＮＡＦＬＤ 不一致。

（ ４ ） 高 脂 肪、 高 糖 饮 食 （ ｈｉｇｈ ｆａｔ， ｈｉｇｈ
ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｄｉｅｔ，ＨＦＦＤ）模型：ＨＦＦＤ 原料简单，在
ＮＡＦＬＤ 小鼠模型制备中常用，由 ６０％ ｋｃａｌ 脂肪和

３０％ ｖ ／ ｖ（体积比）高果糖玉米糖浆组成。 肝是果糖

代谢的主要场所，近 ６０％的果糖在肝被氧化，同时

果糖会对肝造成有害损伤［１１］。 有研究发现果糖和

葡萄糖的混合物可能比单独的果糖更有效地促进

肝脂肪变性。 高果糖玉米糖浆为游离葡萄糖和果

糖的独特组合，其在脂肪生成和增加肝脂肪变性方

面要比单糖作为蔗糖结合在一起时更有效［１８］。
ＷＡＹＡＬ 等［２７］用含 ６０％ ｋｃａｌ 脂肪的高脂肪和 ３０％
ｖ ／ ｖ （ 体积比） 的高果糖玉米糖浆 的 饮 食 喂 养

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，８ 周后小鼠身体、肝和脾重量的显著

增加，血清 ＡＬＴ、ＴＧ、ＴＣ、ＦＦＡ 和 ＶＬＤＬ 水平显著增

加，长期喂养出现内脏肥胖、肝损伤、空腹高血糖、
高 胰 岛 素 血 症 和 高 甘 油 三 酯 血 症

（ｈｙｐｅｒｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｍｉａ，ＨＴＧ）。 另外有研究指出感染

会增加 ＨＦＦＤ 喂养的仓鼠中 ＮＡＦＬＤ 的严重程

度［２８］。 该模型的优点是造模周期较 ＨＦＤ 模型短，
ＮＡＦＬＤ 相关指标显著增加，炎症表现明显，并且既

往研究表明 ＨＦＦＤ 模型能很好地概括 ＮＡＦＬＤ 的人

类表型［２９］。
２􀆰 ２􀆰 ２　 基因敲除模型

（１）载脂蛋白 Ｅ（ｅａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ，ＡＰＯＥ）基因

敲除模型：ＡＰＯＥ 是一种双亲性血浆蛋白，其主要作

用是通过与膜受体结合介导循环脂蛋白和组织之

间的脂质转移［３０］。 Ａｐｏｅ 敲除后的小鼠，血浆中 ＴＣ
和脂蛋白调节出现异常，使其抗炎和抗氧化能力低

下。 于温温等［３１］用高脂饲料（１０􀆰 ０％猪油、２０􀆰 ０ 蔗

糖、１０􀆰 ０％蛋黄粉、０􀆰 ５％胆酸钠）喂养 Ａｐｏｅ 基因敲

除（ＡＰＯＥ－ ／ －）小鼠，７ 周后，结果显示 ＨＦＤ 诱导的

ＡＰＯＥ－ ／ －小鼠体重及体重增长率显著增高，血清中

ＴＧ、ＴＣ 水平极显著分别升高，并且组织形态学显示

小鼠肝可见大小不均的脂质液泡弥散分布，证明存

在显著的肝脂肪变性，表明 ＮＡＦＬＤ 模型成功建立。
载脂蛋白 Ａ５（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ａ５，ＡｐｏＡ５）主要由肝合

成和分泌，是脂蛋白脂肪酶活性和富含甘油三酯脂

蛋白的关键调节剂。 研究发现用常规饮食喂食缺

乏 ＡｐｏＡ５ 的金黄地鼠后，地鼠出现 ＨＴＧ，ＴＧ 水平显

著升高，肝脂肪变性，ＨＦＤ 喂食后，ＡｐｏＡ５ 地鼠易患

重度 ＨＴＧ 和 ＮＡＳＨ［３２］。 该模型不足在于动物不会

自发的出现 ＮＡＦＬＤ 相关表现，但在喂食 ＨＦＤ 的情

况下能促进肝脂肪变性，炎症的发展。
（２）ｍｉＲ⁃２２３ 基因敲除模型：脂毒性肝细胞周围

的中性粒细胞浸润是 ＮＡＳＨ 的标志，其在促进肝细

胞损 伤 中 起 着 重 要 的 作 用。 微 小 核 糖 核 酸
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（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）作为表观遗传因子调节着中性

粒细胞活化和功能，其中抗炎 ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃２２３（ｍｉＲ⁃
２２３）在中性粒细胞中以最高水平表达，在减弱中性

粒细胞成熟和活化中起关键作用。 ＨＥ 等［３３］给雄性

ｍｉＲ⁃２２３（⁃ ／ ｙ）（雄性 ｍｉＲ⁃２２３ ＫＯ）小鼠喂食 ＨＦＤ（６０ｋ
ｃａｌ％脂肪），发现与野生型 ｍｉＲ⁃２２３（ ＋ ／ ｙ） 小鼠相比，
雄性 ｍｉＲ⁃２２３ ＫＯ 小鼠出现更严重的 ＮＡＳＨ 伴纤维

化特征，并且 ｍｉＲ⁃２２３ ＫＯ 小鼠对肝癌具有更大的

易感性，长期 ＨＦＤ 喂养后表现出更强的肝纤维化和

炎症反应。 既往研究显示，ｍｉＲ⁃２２３ 的基因缺失促

进了小鼠中 ＨＦＤ 或 ＭＣＤ 诱导的 ＮＡＳＨ 以及长期

ＨＦＤ 诱导的肝癌的进展［３０］。
２􀆰 ３　 ＮＡＳＨ 肝硬化模型

２􀆰 ３􀆰 １　 饮食诱导模型

高脂肪、高胆固醇饮食（ｈｉｇｈ ｆａｔ，ｈｉｇｈ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
ｄｉｅｔ，ＨＦＨＣＤ）模型：ＬＩ 等［１４］ 给沙鼠喂食 ＨＦＨＣＤ ２４
周，结果显示与对照组相比 ９ 周后沙鼠的 ＡＬＴ、
ＡＳＴ、ＴＧ、ＴＣ、空腹血糖和体重升高，１２ 周后 Ｋｕｐｆｆｅｒ
细胞增加显著，在形态学观察中发现沙鼠肝肿胀变

硬变淡黄色，肝缘变钝状，肝表面出现形状不规则

的结节，且肝组织学显示肝细胞中有许多脂肪滴和

液泡的形成。 Ｋｕｐｆｆｅｒ 细胞和肝星状细胞通常被认

为是纤维化和肝硬化形成中的关键细胞，由此沙鼠

ＮＡＦＬＤ 肝硬化模型建立成功。 由于沙鼠的本身对

脂肪敏感的特性加之饮食作用使该模型具有稳定

的纤维化阶段，故可用于研究进展期 ＮＡＦＬＤ，特别

是肝硬化阶段，以更好地了解疾病的病理生理过程。
２􀆰 ３􀆰 ２　 药物诱导模型

（１）ＣＣｌ４ ＋ ＨＦＦＣＤ 模型：ＣＣｌ４ 是一种肝毒性化

学物质，研究发现其可导致实验动物肝损伤、肝纤

维化和肝硬化［１１］，进入动物体内 ＣＣｌ４，可直接进入

肝细胞，溶解线粒体膜脂质，影响线粒体的结构和

功能，减少酶蛋白的合成，引起酶的破坏和释放，从
而影响代谢和能量的产生，最终使肝细胞变性坏

死［３４］。 西方饮食（ｗｅｓｔｅｒｎ ｄｉｅｔ，ＷＤ）是一种包含高

脂、高糖和 ＴＣ 的饮食模式，此种饮食模式与肠道微

生物相互作用产生的代谢产物，通常会加速 ＮＡＦＬＤ
的发展。 ＴＳＵＣＨＩＤＡ 等［３５］给雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠喂

食 ＷＤ（２１􀆰 １％脂肪、４１％蔗糖和 １􀆰 ２５％ ＴＣ） ＋ 腹腔

内注射 ＣＣｌ４（０􀆰 ２ μＬ ／ ｇ 体重的剂量），持续 １２ 周和

２４ 周。 结果显示喂养 １２ 周和 ２４ 周后小鼠的肝重

量增加，血清 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 升高，１２ 周时发生 ３ 期纤

维化，２４ 周时发生 ＨＣＣ。 此类模型优势在于其易用

性和可重复性高、制备时间短，能够很好的概括了

人类脂肪肝疾病的进展阶段，即从简单的脂肪变性

到炎症，纤维化和癌症，并且此类模型中基因表达

和免疫异常的功能途径与人类疾病非常相似，但是

该模型小鼠显示出胰岛素抵抗减弱，使其在相关胰

岛素抵抗机制研究中使用受限。
（２）ＦＦＣ ＋ 链脲霉素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）模型：

ＳＴＺ 可以对胰岛 β 细胞产生毒性作用，导致胰岛损

伤和发生炎症反应，最终使胰岛素分泌障碍，发生

糖尿病。 ＦＦＣ 和 ＷＤ 相似，是一种富含高脂、高糖与

高 ＴＣ 饮食模式。 研究发现，ＳＴＺ 可加速 ＦＦＣ 诱导

的肝功能障碍和代谢紊乱，ＺＨＥＮＧ 等［３６］ 用 ＦＦＣ（高
脂、高果糖和高 ＴＣ 饮食） 喂养的 ６ 周龄雄性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ＋ 腹膜内注射 １５０ ｍｇ ／ ｋｇ ＳＴＺ，１２ 周

后小鼠的体重急剧下降，血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ 显著增

加，组织学结果显示小鼠各肝小叶出现大量脂质沉

积，并伴有气球样变性和肝细胞肿胀坏死。 ２０ 周时

脂肪性肝炎和轻度纤维化伴偶尔 ＨＣＣ。 该模型优

势在于造模周期短，肝病理组织学表现明显且可出

现 ＨＣＣ，不足在于 ＮＡＦＬＤ 相关表现较重。
（３ ） ＤＩＡＭＯＮＤ 模 型： ＤＩＡＭＯＮＤ 小 鼠 具 有

Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 和 Ｓ１２９Ｓ１ ／ ｓｖｌｍＪ 小鼠的稳定等基因品

系，其中近 ６０％的基因来自 Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 背景，其不含

任何已知的基因突变［３７］。 ＡＳＧＨＡＲＰＯＵＲ 等［３７］ 给

该模型小鼠喂食具有生理学相关 ＴＣ 的 ＨＦＤ，结果

显示小鼠发展为进行性 ＮＡＦＬＤ，导致 ＮＡＳＨ 伴晚期

纤维化和 ＨＣＣ，肝组织学检查显示 ４ 周后出现大泡

性脂肪变性，８ ～ １６ 周后进展为脂肪性肝炎伴炎

症、肝细胞气球样变和 Ｍａｌｌｏｒｙ⁃Ｄｅｎｋ 小体形成。
ＤＩＡＭＯＮＤ 小鼠模型优点是可以发生与人类 ＮＡＳＨ
一致肥胖、胰岛素抵抗、血脂异常和转氨酶升高。
２􀆰 ４　 中医病证结合模型制备方法

近年来随着中医药事业的发展，中医病证结合

模型逐渐兴起，该模型将西医学的“病”和中医学的

“证”很好的结合在一起，对深入研究中医学证的本

质和加深西医对特定疾病的认识具有重要的临床

价值。 此外，有学者也指出建立病证结合的动物模

型相较于单纯的疾病模型或单纯的证候模型而言

更有说服力，更符合中医辨病辨证结合的诊疗特

色，促进中药新药开发与药效机制的研究［３８］。 目前

ＮＡＦＬＤ 病症结合模型研究较少，主要以肝郁脾虚

证、痰湿证、脾虚瘀滞证、气滞血瘀证模型等为主。
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２􀆰 ４􀆰 １　 肝郁脾虚证模型

ＮＡＦＬＤ 肝郁脾虚证患者多表现为右胁肋部胀

满或走窜作痛，每因烦恼抑郁而诱发，腹胀、便溏、
腹痛欲泻、乏力、胸闷、善太息等症状。 李若瑜等［３９］

用高脂高糖饲料 ＋ 饥饱失常法 ＋ 慢性束缚应激刺

激 ＋ 夹尾法建立 ＮＡＦＬＤ 肝郁脾虚证模型，结果显

示大鼠出现明显厌食、体重减轻、行动迟缓、弓背静

卧、体毛散乱无光泽、粪便溏软，肝细胞胞质内有大

小不等的脂肪空泡、肝小叶、门管区炎细胞浸润；肝
郁脾虚证指标检测结果：血糖、血脂升高、去甲肾上

腺 素 （ ｎｏｒａｄｒｅｎａｌｉｎｅ， ＮＥ ）、 五 羟 色 胺 （ ５⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５⁃ＨＴ） 和 Ｄ⁃木糖排泄率显著降

低。 该模型中饥饱失常法易致大鼠脾胃功能失司、
进而发展为脾胃虚弱；慢性束缚应激 ＋ 夹尾法刺激

可激怒大鼠，使其相互厮打而烦躁恼怒，最终导致

大鼠气机不畅、肝气郁滞，出现厌食、体重减轻、粪
便溏软等表现，上述一系列表现表明 ＮＡＦＬＤ 肝郁脾

虚证模型建立成功。
２􀆰 ４􀆰 ２　 痰湿证模型

ＮＡＦＬＤ 痰湿证患者兼有痰和湿两种病理产物，
故多表现为右胁肋部胀痛、胸脘痞满、疲乏、恶心、
纳呆、周身困重、大便黏腻、舌质红、苔黄腻等症状。
古人有言“肥人多痰多湿”，故痰湿证多见于肥胖患

者。 张浩然等［４０］用高脂饲料（基础饲料 ＋ ２％ ＴＣ、
１０％猪油）喂养大鼠，８ 周后，大鼠的体质量、肝重、
血清 ＴＣ、ＴＧ、ＡＬＴ、ＡＳＴ 较正常组明显偏高，大鼠嗜

睡、毛松散暗淡无光、活动量减少、大便黏腻臭秽。
该模型中大鼠体重增加，肥胖、大鼠嗜睡、活动量减

少、大便黏腻臭秽等表现符合湿阻气机、湿性黏滞

的特征，故 ＮＡＦＬＤ 痰湿证模型成功建立。
２􀆰 ４􀆰 ３　 脾虚瘀滞证模型

ＮＡＦＬＤ 作为慢性病，根据“久病多虚，久病多

瘀”理论，该病患者常出现虚和淤诸证，其中以脾虚

淤证滞证最为常见，该证患者表现为右胁肋部痞

块、食欲减退、腹胀、乏力、大便稀淌、面色暗沉，舌
淡暗等。 刘梦瑶等［４１］用 ＨＦＦＤ 喂养 ＋ 腹腔注射 ３０
ｍｇ ／ ｋｇ ＳＴＺ 制备 ＮＡＦＬＤ 脾虚瘀滞证模型，结果显示

大鼠体重先增加后减轻、多饮、多食、排泄次数增加

且质溏、皮毛黄暗沉坠缺少光泽、精神状态不佳、少
动易惊、爪甲暗淡温低、且大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ、
ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ 水平升高，肝细胞胞浆中存在炎性浸润。
脾胃为后天之本、气血生化之源，脾虚运化失常，饮
食消化吸收障碍，故大鼠出现体重先增加后减轻，

排泄次数增加且质溏等表现；脾虚无力行血，血液

淤滞，导致大鼠皮毛黄暗沉坠缺少光、爪甲暗淡温

低。 上述特征符合脾虚瘀滞证表现，因此 ＮＡＦＬＤ 脾

虚瘀滞证模型构建成功。
２􀆰 ４􀆰 ４　 气滞血瘀证模型

ＮＡＦＬＤ 为本虚标实之证，随着疾病的发展，多
累及气血，临床多表现为烦躁易怒、胸胁胀闷、走窜

疼痛，甚或刺痛、痛处固定，大便溏结不调、面色晦

暗、舌质紫暗或有瘀斑、脉涩等。 石贺［４２］ 以高脂饲

料配合绑腿刺激及试剂干预法制备 ＮＡＦＬＤ 气滞血

瘀型模型，８ 周后大鼠出现毛色暗淡、皮毛光泽度减

低、情绪暴躁易怒、粪便时干时稀、肝指数升高、弥
漫性肝细胞脂肪浸润、不同程度的大泡性、小泡性

脂肪变性及两者混合变性，偶见炎性细胞浸润及坏

死灶。 大鼠出现气滞血瘀证表现如：毛色暗淡、情
绪暴躁易怒、粪便时干时稀，同时具有与 ＮＡＦＬＤ 一

致的病理表现，由此表明 ＮＡＦＬＤ 气滞血瘀型模型成

功建立。

３　 模型评价方法

现阶段对于动物模型的评价主要从血液生化、
组织病理学，肝脂质、肝弹性成像等等方面进行。

血液生化学评价方面主要包括肝功能及血脂

异常，ＡＬＴ 是肝细胞中丰富的酶，肝细胞损伤后血

清 ＡＬＴ 水平升高，ＡＳＴ 是另一种肝损伤的生化标志

物，在肝损伤后释放到血流中，因此，ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 通

常是 ＮＡＦＬＤ 患者肝炎症和损伤的标志，血清中 ＡＬＴ
和 ＡＳＴ 水平常用于评估肝功能［４３］。 ＮＡＦＬＤ 组织学

特征主要包含脂肪变性 、肝细胞气球样变、炎症和

纤维化［４４］。 其中 ＮＡＦＬ 最常见的特征是肝脂肪变

性（ ＞ ５％的肝细胞具有脂肪浸润）而没有额外的肝

细胞损伤［１］。 脂质含量，肝功能及病理学显示肝脂

肪变性常作为该疾病阶段模型建立成功与否的评

价指标。 如 ＭＥＮＧ 等［１７］ 用 ＨＦＤ 喂养 ６ 周龄雄性

Ｃ５７ ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，１２ 周后结果显示小鼠体重增加，
ＴＧ 和 ＴＣ 水平增高，且病理显示小鼠肝中脂质蓄积

和脂肪变性显著增加，特征为气球样变、空泡化和

肝细胞肥大，即 ＮＡＦＬ 模型建立成功。 ＮＡＳＨ 的特

征性是脂肪变性、球囊增生和小叶炎症，其他组织

学改变，包括门静脉炎症、多形核浸润、Ｍａｌｌｏｒｙ⁃Ｄｅｎｋ
小体、凋亡小体［４５］。 随着病情的进展，ＮＡＳＨ 患者

通常会在单个或肝细胞群周围出现典型的“鸡丝

状”纤维化，称为“细胞周围纤维化”，它可以进一步
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扩散到门静脉区域，随后导致隔膜纤维化甚至肝硬

化［４４］。 除上述组织学表现外，近年来研究者常用苏

木素⁃伊红（ＨＥ）染色，油红“Ｏ”染色（ＯＲＯ）、免疫组

化、天狼猩红染色或马松（Ｍａｓｓｏｎ）染色来评价模型

建立情况，通过 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色评估肝脂肪变

性、炎症和纤维化，采用 ＯＲＯ 和脂质提取分析检测

小鼠肝脂肪含量，用免疫组化观察炎症因子的表

达。 ＨＵＡＮＧ 等［４６］给 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠喂

食 ＭＣＤ 以诱导 ＮＡＳＨ，５ 周后模型组小鼠肝 ／体重比

的增加， ＨＥ 染色肝切片表现出中度脂质积累，
Ｍａｓｓｏｎ 染色显示模型组队列中有明显的肝胶原沉

积，ＯＲＯ 结果显示，肝中性脂质的积累，且脂质提取

分析证实了这一点，此外小鼠的 ＴＧ 和 ＴＣ，ＡＬＴ 和

ＡＳＴ 水平升高，故该模型建立成功。 ＹＡＮＧ 等［４７］ 用

ＨＦＦＤ 喂食大鼠 １６ 周后，与对照组相比，模型组的

肝系数显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肝切片有肝细胞肿胀、
气球变性、不同大小的脂滴和肝髓变化，ＯＲＯ 染色

在模型组的肝切片中观察到弥漫性和颗粒状脂滴，
Ｍａｓｓｏｎ 三色染色表明模型组大鼠没有出现肝纤维

化。 除侵入性肝活检检查外，非侵入性检查也常用

于模 型 评 价， 一 维 瞬 时 弹 性 成 像 （ ｔｒａｎｓｉｅｔ
ｅｌａｓｔｏｇｒａｐｈｙ，ＴＥ）是一种基于非侵入性超声的方法，
它使用横波速度，提供受控衰减参数 （ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ
ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒ，ＣＡＰ）来评估脂肪变性，相比于

肝活检，ＴＥ 好处在于测量的区域更大［４８］。
中医病证结合模型评价主要从血液生化、血液

流变学、血黏度等方面进行评价。
血液生化指标，特别是脂质、肝功能等与中医

证型关系密切。 脂质代谢紊乱是 ＮＡＦＬＤ 的重要特

征之一，既往有研究表明中医痰湿证与其发生发展

密切相关。 一项研究通过对痰湿证大鼠进行脂质

组学研究，发现 ＮＡＦＬＤ 患者肝及血清中 ＴＧ、甘油二

酯、磷脂与肝氧化应激反应、线粒体和过氧化酶功

能性异常存在相关性，故作者推测这些脂质有可能

作为 ＮＡＦＬＤ 痰湿证的重要标志物［４０］。 肝郁脾虚证

ＮＡＦＬＤ 大鼠也存在脂质代谢方面的异常，冯立辉

等［４９］建立肝郁脾虚证 ＮＡＦＬＤ 大鼠，发现模型组大

鼠血清中 ＴＣ、ＴＧ、ＦＦＡ、ＡＬＴ、ＡＳＴ 的水平明显增高。
此外，现代医学研究认为，脑组织神经递质分泌紊

乱和小肠吸收功能异常是肝郁脾虚证的本质，而
ＮＥ、５⁃ＨＴ 是反应神经变化的主要神经递质，Ｄ⁃木糖

排泄率可用于诊断脾虚，故 ＮＥ 和 ５⁃ＨＴ 可用于评价

ＮＡＦＬＤ 肝郁脾虚证模型， 李若瑜等［３９］ 用建立

ＮＡＦＬＤ 肝郁脾虚证模型，结果显示：血糖、血脂升

高、ＮＥ、５⁃ＨＴ 和 Ｄ⁃木糖排泄率显著降低，表明其模

型构建成功。
血液流变学、血黏度等常作为中医血瘀证的检

测指标。 ＮＡＦＬＤ 常伴随脂质代谢的紊乱，这导致大

量脂质与蛋白质结合形成脂蛋白，脂蛋白在红细胞

表面吸附导致红细胞之间形成桥联，减少了红细胞

表面负电荷，增加了红细胞的刚性，降低了其变形

能力，使其容易相互聚集；同时，ＮＡＦＬＤ 存在胰岛素

抵抗，造成的高血糖可使红细胞膜上的脂蛋白成分

改变，红细胞变得僵硬，增加了全血黏度和其他血

液流变学的改变。 因此在 ＮＡＦＬＤ 模型制备过程中，
检测血液流变学指标的水平，有利于对模型进行评

价。 此外，有研究表示 ＮＡＦＬＤ 患者均存在血液流变

学变化，且血液流变学变化与中医血瘀证关联，提
示血液流变学指标可作为非酒精性脂肪性肝病早

期血瘀证诊断的客观指标之一［５０］。 故在建立血瘀

证相关模型时可以将血液流变学指标变化作为模

型成功建立的指标，如朱晓宁等［５１］ 采用 ＨＦＤ ＋ 伤

湿法 ＋ 外界声光刺激等构建 ＮＡＦＬＤ 痰瘀互结模

型，１０ 周后模型组动物体重增长迅速，，形体肥胖，
舌象评分、肝酶学指标、血脂、血液流变学指标均升

高 ，符合 ＮＡＦＬＤ 和中医痰瘀互结证表现，提示模型

建立成功。

４　 总结

ＮＡＦＬＤ 是以肝细胞内脂肪过度沉积为特征的

一类病理综合征，研究发现，其与代谢紊乱有关，胰
岛素抵抗、缺血性肥胖、２ 型糖尿病或血脂异常在其

发病机制中起着至关重要的作用［５２］。 ＮＡＦＬＤ 作为

内科常见慢性病之一，若早期未进行干预治疗，将
严重威胁到病人健康，甚至发展为 ＨＣＣ。 动物模型

作为近年来的研究热点，其在更好的理解疾病的发

生发展以及寻求更加安全有效治疗方式中起着至

关重要的作用。 鼠类动物作为与人类病理生理相

似的的啮齿动物之一，广泛用于疾病于研究中。 用

于构建 ＮＡＦＬＤ 动物模型包括饮食诱导模型、药物诱

导模型、基因模型以及病证结合模型，其中饮食诱

导模型制备最为简单且成本低，但其造模周期较

长；药物诱导模型加快 ＮＡＦＬＤ 向肝硬化、ＨＣＣ 的发

展；基因模型大多与饮食相结合，其造模周期短且

疾病表现与 ＮＡＦＬＤ 相似度高，但因基因缺陷动物造

价高且获得途径来源少，故该模型制备常受限。 中
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医病症结合模型能够很好的将西医学的“病”与中

医学的“证”相结合，对中西医对 ＮＡＦＬＤ 的研究提

供了一个很好的途径，但因国内外对其研究较少，
尚缺乏统一的评判标准，不能很好的推广使用。 为

了优化 ＮＡＦＬＤ 动物模型，研究者常从血液生化、组
织病理学，肝脂质、肝弹性成像以及血液流变学，血
黏度出发对模型进行评价，以突出其优缺点。 综

上，尽管各类动物模型的制备都有其局限性，且模

型评价方法尚缺乏统一的评价指标，但其仍是现阶

段 ＮＡＦＬＤ 发病机制以及治疗方法研究的关键途径。
因此在今后的研究中，仍需研究者进行大量实验，
以期获得与 ＮＡＦＬＤ 病理及疾病表现更为相似的低

成本，短造模周期动物模型。
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ｐｒａｃｔｉｃｅ ｇｕｉｄａｎｃｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｍｅｒｉｃａｎ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ

ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［Ｊ］ ． Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ， ２０１８， ６７（１）： ３２８－３５７．

［ ２ ］ 　 ＢＥＲＮÁ Ｇ， ＲＯＭＥＲＯ⁃ＧＯＭＥＺ Ｍ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ｉｎ ｎｏｎ⁃

ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ： ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ

［Ｊ］ ． Ｌｉｖｅｒ Ｉｎｔ， ２０２０， ４０： １０２－１０８．

［ ３ ］ 　 ＣＯＴＴＥＲ Ｔ Ｇ， ＲＩＮＥＬＬＡ Ｍ． Ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ

２０２０： ｔｈｅ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ， ２０２０， １５８

（７）： １８５１－１８６４．

［ ４ ］ 　 ＺＨＯＵ Ｊ， ＺＨＯＵ Ｆ， ＷＡＮＧ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ

ｏｆ ＮＡＦＬＤ ｆｒｏｍ １９９９ ｔｏ ２０１８ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［Ｊ］ ． Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ， ２０２０，

７１（５）： １８５１－１８６４．

［ ５ ］ 　 ＰＯＵＷＥＬＳ Ｓ， ＳＡＫＲＡＮ Ｎ， ＧＲＡＨＡＭ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ

ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ （ ＮＡＦＬＤ ）： ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，

ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｅｎｄｏｃｒ

Ｄｉｓｏｒｄ， ２０２２， ２２（１）： ６３．

［ ６ ］ 　 ＲＯＮＧ Ｌ， ＺＯＵ Ｊ， ＲＡＮ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ａｄｖａｎｃｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ （ ＮＡＦＬＤ） ［ Ｊ］ ．

Ｆｒｏｎｔ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２０２３， １３： １０８７２６０．

［ ７ ］ 　 ＭＯＵＲＩＥＳ Ｊ， ＢＲＥＳＣＩＡ Ｐ， ＳＩＬＶＥＳＴＲＩ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ⁃

ｄｒｉｖｅｎ ｇｕｔ ｖａｓｃｕｌａｒ ｂａｒｒｉｅｒ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｉｓ ａ ｐｒｅｒｅｑｕｉｓｉｔｅ ｆｏｒ ｎｏｎ⁃

ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｈｅｐａｔｏｌ， ２０１９， ７１

（６）： １２１６－１２２８．

［ ８ ］ 　 ＰＯＬＹＺＯＳ Ｓ Ａ， ＫＯＵＮＴＯＵＲＡＳ Ｊ， ＭＡＮＴＺＯＲＯＳ Ｃ Ｓ． Ｏｂｅｓｉｔｙ

ａｎｄ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ： Ｆｒｏｍ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｔｏ

ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ ［Ｊ］ ． Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ２０１９， ９２： ８２－９７．

［ ９ ］ 　 ＹＯＵＮＯＳＳＩ Ｚ Ｍ， ＧＯＬＡＢＩ Ｐ， ＤＥ ＡＶＩＬＡ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｇｌｏｂａｌ

ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ＮＡＦＬＤ ａｎｄ ＮＡＳＨ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ ２

ｄｉａｂｅｔｅｓ： ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｍｅｔａ⁃ａｎａｌｙｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｈｅｐａｔｏｌ，

２０１９， ７１（４）： ７９３－８０１．

［１０］ 　 ＩＳＳＡ Ｄ， ＰＡＴＥＬ Ｖ， ＳＡＮＹＡＬ Ａ Ｊ． Ｆｕｔｕｒｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｎｏｎ⁃

ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｌｉｖｅｒ Ｉｎｔ， ２０１８， ３８（ １）： ５６

－６３．

［１１］ 　 ＦＡＮＧ Ｔ， ＷＡＮＧ Ｈ， ＰＡＮ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ

ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ （ＮＡＦＬＤ）： ｐａｔｈｏｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ

ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒａｐｉｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉ， ２０２２， １８（ １５）： ５６８１

－５６９７．

［１２］ 　 ＫＡＷＡＳＨＩＴＡ Ｅ， ＩＳＨＩＨＡＲＡ Ｋ， ＮＯＭＯＴＯ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａ

ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｉｎ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ａｎｄ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ ｍｏｕｓｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ

ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌｓ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１９， ９（１）： ２０４．

［１３］ 　 ＬＩ Ｃ， ＧＵＯ Ｈ， ＤＡＩ Ｆ， ｅｔ ａｌ． ＳＲＥＢＰ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ

ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｏｎｇｏｌｉａｎ ｇｅｒｂｉｌｓ ｔｏ

ｈｙｐｅｒｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｍｉａ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐ， ２０１８， １７（２）： ３２８８－

３２９６．

［１４］ 　 ＬＩ Ｗ， ＧＵＡＮ Ｚ， ＢＲＩＳＳＥＴ Ｊ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ

ｄｉｓｅａｓｅ ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｇｅｒｂｉｌ： ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃｌｉｎ

Ｅｘｐ Ｐａｔｈｏｌ， ２０１８， １１（１）： １４６－１５７．

［１５］ 　 ＢＲＩＡＮＤ Ｆ， ＢＲＯＵＳＳＥＡＵ Ｅ， ＱＵＩＮＳＡＴ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｏｂｅｔｉｃｈｏｌｉｃ

ａｃｉｄ ｒａｉｓｅｓ ＬＤＬ⁃ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｓ ＨＤＬ⁃ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｉｎ ｔｈｅ

ｄｉｅｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＮＡＳＨ （ ＤＩＮ ） ｈａｍｓｔｅｒ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ ］ ． Ｅｕｒ Ｊ

Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１８， ８１８： ４４９－４５６．

［１６］ 　 肖伟松， 乐滢玉， 曾胜澜， 等． 非酒精性脂肪性肝病的发病

机制研究进展 ［ Ｊ］ ． 临床肝胆病杂志， ２０２０， ３６（８）： １８７４

－１８７９．

ＸＩＡＯ Ｗ Ｓ， ＬＥ Ｙ Ｙ， ＺＥＮＧ Ｓ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ

ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ

Ｈｅｐａｔｏｌ， ２０２０， ３６（８）： １８７４－１８７９．

［１７］ 　 ＭＥＮＧ Ｆ， ＳＯＮＧ Ｃ， ＬＩＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ

ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＡＬＫＢＨ５ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ，

ｔｈｅｒｅｂｙ ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｎｇ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅａｔｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｇｒｉｃ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ，

２０２３， ７１（４１）： １５０７３－１５０８６．

［１８］ 　 ＥＮＧ Ｊ Ｍ， ＥＳＴＡＬＬ Ｊ Ｌ． Ｄｉｅｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ

ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ： ｆｏｏｄ ｆｏｒ ｔｈｏｕｇｈｔ ｏｎ ｓｕｇａｒ， ｆａｔ， ａｎｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ

［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌｓ， ２０２１， １０（７）： １８０５．

［１９］ 　 ＺＨＡＯ Ｃ Ｚ， ＪＩＡＮＧ Ｌ， ＬＩ Ｗ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ

ｍｅｔａｂｏｎｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎ

ｇｏｌｄｅｎ Ｈａｍｓｔｅｒ ［Ｊ］ ． Ｚ Ｎａｔｕｒｆｏｒｓｃｈ Ｃ Ｊ Ｂｉｏｓｃｉ， ２０２２， ７７（ ５－

６）： １９７－２０６．

［２０］ 　 ＦＲＩＥＤＭＡＮ Ｓ Ｌ， ＮＥＵＳＣＨＷＡＮＤＥＲ⁃ＴＥＴＲＩ Ｂ Ａ， ＲＩＮＥＬＬＡ

Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＮＡＦＬＤ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ

ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｍｅｄ， ２０１８， ２４（７）： ９０８－９２２．

［２１］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＷＵ Ｘ， ＸＵ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｉｎ ｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ

Ｓｃｉ， ２０２２， ２３（１７）： ９６８７．

［２２］ 　 ＫＩＭ Ｓ Ｈ， ＬＩＭ Ｙ， ＰＡＲＫ Ｊ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｆａｔｔｙ

ｌｉｖｅｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ａｎｄ ｃｈｏｌｉｎｅ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ

３２６１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 １２ 月第 ３２ 卷第 １２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． １２

ｍｉｃｅ ｏｒｉｇｉｎａｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｕｒｃｅｓ ［Ｊ］ ． Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｒｅｓ，

２０１７， ３３（２）： １５７－１６４．

［２３］ 　 Ｔ􀱤ＬＢ􀱤Ｌ Ｋ Ｓ， ＳＴＩＥＲＳＴＯＲＦＥＲ Ｂ， ＲＩＰＰＭＡＮＮ Ｊ Ｆ， ｅｔ ａｌ．

Ｄｉｓｅａｓｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｉｎ ａ

ｎｕｔｒｉｅｎｔ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ．

Ｄｉｇ Ｄｉｓ Ｓｃｉ， ２０１９， ６４（５）： １２３８－１２５６．

［２４］ 　 ＦＡＲＲＥＬＬ Ｇ， ＳＣＨＡＴＴＥＮＢＥＲＧ Ｊ Ｍ， ＬＥＣＬＥＲＣＱ Ｉ， ｅｔ ａｌ．

Ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ： ｔｏｗａｒｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ
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