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［基金项目］国家自然科学基金（８２０６０８７４），广西重点研发计划项目（桂科 ＡＢ２１１９６０６２），广西中医药大学 ２０２３ 年研究生教育创新

计划项目（ＹＣＳＹ２０２３０４２）。
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ＡＢ２１１９６０６２）， ２０２３ Ｇｒａｄｕａｔｅ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｌａｎ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （ＹＣＳＹ２０２３０４２）．
［作者简介］王佳星，女，硕士，研究方向：脊髓损伤与修复重建。 Ｅｍａｉｌ：１３６４５５３３１２９＠ １６３． ｃｍ
［通信作者］任晓平，男，学士，主任医师，研究方向：中西医结合防治骨科疾病临床研究。 Ｅｍａｉｌ：ｃｈｉｎａｒｅｎｘｇ＠ １２６． ｃｏｍ

基于网络药理和动物实验探讨活血通络方治疗
脊髓损伤的作用机制

王佳星１ ，陈家扬２，３ ，申婷婷２，３ ，王智慧２，３ ，任晓平１，２∗

（１． 广西大学医学院，南宁　 ５３０００４；２． 广西中医药大学附属瑞康医院，南宁　 ５３００１１；
３． 广西中医药大学，南宁　 ５３０２００）

　 　 【摘要】 　 目的 　 采用网络药理学、分子对接技术和体内实验，探讨活血通络方 （ Ｈｕｏｘｕｅ Ｔｏｎｇｌｕｏ
ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＨＸＴＬＰ）治疗脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）的潜在作用机制。 方法　 通过中药系统药理学数

据库与分析平台（ＴＣＭＳＰ）检索 ＨＸＴＬＰ 的活性成分，瑞士化合物靶点预测数据库（Ｓｗｉｓｓ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ）获取

作用靶点，构建“活性成分⁃靶点”网络。 ＳＣＩ 相关靶点通过访问在线人类孟德尔遗传数据库（ＯＭＩＭ）和人类基

因数据库（ＧｅｎｅＣａｒｄｓ）获得。 基于基因与蛋白质相互作用网络分析数据库（ＳＴＲＩＮＧ）建立 ＨＸＴＬＰ 与 ＳＣＩ 共同

靶点的蛋白互作网络（ＰＰＩ）。 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库用于京都基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）和基因本体（ＧＯ）富
集分析共同靶点，Ａｕｔｏｄｏｃｋ １􀆰 ５􀆰 ７ 软件进行活性成分与关键靶点的分子对接，Ｐｙｍｏｌ ２􀆰 ４􀆰 ０ 软件进行结果可视

化。 最后通过动物实验验证 ＨＸＴＬＰ 治疗 ＳＣＩ 的效果。 结果　 研究共获得 １８４ 个交集靶点，关键靶点涉及丝

氨酸 ／苏氨酸激酶 １ （ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ １，ＡＫＴ１）、信号传导及转录激活蛋白 ３ （ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３，ＳＴＡＴ３）、热休克蛋白 ９０α 家族 Ａ 类成员 １（ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ９０ ｋＤａ ａｌｐｈａ，ｃｌａｓｓ Ａ
ｍｅｍｂｅｒ １，ＨＳＰ９０ＡＡ１）、磷脂酰肌醇 ４，５⁃二磷酸 ３⁃激酶催化亚基⁃α（ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃４，５⁃ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ３⁃
ｋｉｎａｓｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ，ＰＩＫ３ＣＡ）、磷酸肌醇 ３ 激酶调节亚基 １（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ⁃３⁃ｋｉｎａｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｕｂｕｎｉｔ
１，ＰＩＫ３Ｒ１）、ＧＴＰ 酶（ｈａｒｖｅｙ ｒａｓ，ＨＲＡＳ）、雌激素受体 １（ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １，ＥＳＲ１）、丝裂原活化蛋白激酶 １
（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ １，ＭＡＰＫ１）、表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）等。 分

子对接结果表明核心活性成分和关键靶点之间具有较高的结合亲和力。 动物实验结果显示，与模型组相比，
活血通络方组小鼠行为学评分升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），后肢运动功能改善，损伤区域组织学形态更完整。 蛋白免疫

印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ）结果显示 ＨＸＴＬＰ 可有效的抑制关键靶点蛋白 ＨＳＰ９０ＡＡ１ 和磷酸化 ＳＴＡＴ３（ ｐｈｏｓｐｈｏ⁃
ＳＴＡＴ３，Ｐ⁃ＳＴＡＴ３）表达，促进磷酸化磷脂酰肌醇⁃３⁃激酶（ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃３⁃ｋｉｎａｓｅ，Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ），磷酸化

ＡＫＴ １（ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＡＫＴ１，Ｐ⁃ＡＫＴ１）的表达。 结论　 本研究验证了 ＨＸＴＬＰ 有多组成、多靶点、多途径协同作用治

疗 ＳＣＩ 的特点，为 ＳＣＩ 临床用药及进一步研究提供实验理论依据。
【关键词】 　 活血通络方；脊髓损伤；网络药理；分子对接；动物实验
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ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３ （ ＳＴＡＴ３）， ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ９０ ｋＤａ ａｌｐｈａ， ｃｌａｓｓ Ａ ｍｅｍｂｅｒ １ （ ＨＳＰ９０ＡＡ１），
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃４， ５⁃ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ３⁃ｋｉｎａｓｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ （ ＰＩＫ３ＣＡ ）， ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ⁃３⁃ｋｉｎａｓｅ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｕｂｕｎｉｔ １ （ＰＩＫ３Ｒ１）， ｈａｒｖｅｙ ｒａｓ （ＨＲＡＳ）， ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １ （ＥＳＲ１）， ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
１ （ＭＡＰＫ１）， ａｎｄ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ （ ＥＧＦＲ）． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｓｔｒｏｎｇ ｂｉｎｄｉｎｇ
ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎｄ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔｓ． Ｉｎ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ， ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
ｉｎ ｔｈｅ ＨＸＴＬＰ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｔｈｅ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂｓ ｗａｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｅｄ ａｒｅａ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔ
ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＨＸＴＬＰ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＨＳＰ９０ＡＡ１） ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＳＴＡＴ３
（Ｐ⁃ＳＴＡＴ３） ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃３⁃ｋｉｎａｓｅ （Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ） ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＡＫＴ１ （Ｐ⁃
ＡＫＴ１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｔｈａｔ ＨＸＴＬＰ ｈａｓ ｍｕｌｔｉ⁃ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ｍｕｌｔｉ⁃ｔａｒｇｅｔ， ａｎｄ ｍｕｌｔｉ⁃ｐａｔｈｗａｙ
ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＳＣＩ ａｎｄ ｈａｓ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｅｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆｏｒ ＳＣＩ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｈｕｏｘｕｅ Ｔｏｎｇｌｕｏ ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ； ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ； ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ； ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ；
ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 脊髓损伤（ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ， ＳＣＩ）是一种严

重的中枢神经系统损伤，可引起主要的运动、感
觉和自主神经功能障碍［１］。 ＳＣＩ 后，大量细胞死

亡并伴随血脊髓屏障破坏，随后免疫细胞浸润，
引发一系列炎症反应，导致少突胶质细胞、星形

胶质细胞和神经元的继发性细胞死亡，以及脱髓

鞘病变致使胶质瘢痕形成［２－３］。 这些继发性损伤

阻碍了轴突再生，严重影响神经修复与功能恢

复。 因此，开发针对神经炎症和 ＳＣＩ 继发性损伤

的疗法和药物，对于促进神经功能的恢复至关

重要。
中医将 ＳＣＩ 归类为“痿症”，认为其与督脉相

２
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关，病因是“瘀血”，病机为“督脉枢机不利”，故中

医治疗多以行气活血通络，疏通督脉为要点［４］。
国内研究表明，活血化瘀类中药有保护受损脊髓

神经功能、营养神经以及抑制细胞凋亡等疗

效［５］。 活血通络方（Ｈｕｏｘｕｅ Ｔｏｎｇｌｕｏ ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，
ＨＸＴＬＰ）是在治疗早期脊髓型颈椎病的有效经验

方活血方的基础上化裁而来，由丹参、当归、川
芎、黄芪和红花组成活血方已证实具有调节神经

元可塑性和促进损伤功能修复的作用，且临床上

也取得明显疗效［６－７］。 在此基础上加入祛痰散结

类中药半夏、利水消肿类中药防己，推测能通过

活血化瘀、抗炎抗氧化以及保护神经等多重机

制，协同促进损伤脊髓的恢复。
网络药理学是研究中草药与疾病之间复杂

关系的有效方法，故本研究拟通过网络药理学与

分子对接技术以及动物实验验证来探讨 ＨＸＴＬＰ
多成分、多靶点、多通路的协同作用机制和治疗

ＳＣＩ 潜在的药效物质基础，为将来的研究和临床

应用奠定基础［８］。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ３０ 只，体质量（２０
± ２）ｇ，６ ～ ８ 周龄，购买自长沙市天勤生物技术

有限公司【ＳＣＫＸ（湘）２０２２－００１１】，于广西中医药

大学临床医学院动物房【ＳＹＸＫ（桂）２０１９－０００１】
饲养，温度 ２２ ～ ２５ ℃，相对湿度 ４０％ ～ ６０％，给
予 １２ ｈ 光照 ／黑暗循环暴露，自由摄食水和饲料。
本研究已获得广西中医药大学动物福利伦理委

员会批准（ＤＷ２０２３０８３０⁃１７７）。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物

ＨＸＴＬＰ 由丹参 １５ ｇ、当归 １２ ｇ、川芎 １５ ｇ、黄
芪 ３０ ｇ、防己 １５ ｇ、半夏 １２ ｇ 组成，饮片购于广西

中医药大学附属瑞康医院。 参照中药汤剂煎煮

规范方法［９］制备活血通络方煎煮液，加 １０ 倍量水

浸泡 ３０ ｍｉｎ，文火加热，微沸 １ ｈ，过滤，再加 ８ 倍

量水，保持微沸 １ ｈ，过滤，合并 ２ 次滤液。 浓缩滤

液至生药量 ２ ｇ ／ ｍＬ，为活血通络方组的浓度。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＢＣＡ 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒 （ ＧｌｐＢｉｏ，
ＧＫ１０００９）；内参一抗 ＧＡＰＤＨ（Ａｆｆｉｎｉｔｙ，ＡＦ７０２１）；

二抗 Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ Ｉｇ Ｇ（Ｈ ＋ Ｌ） ＨＲＰ（Ａｆｆｉｎｉｔｙ，
Ｓ０００１）； ＰＩ３Ｋ （ Ａｆｆｉｎｉｔｙ， ＡＦ６２４２）； Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 抗体

（Ａｆｆｉｎｉｔｙ，ＡＦ３２４２）；ＡＫＴ 抗体（Ａｆｆｉｎｉｔｙ，ＡＦ６２６１）；
Ｐ⁃ＡＫＴ１ 抗体（Ａｂｃｌｏｎａｌ，ＡＰ０６３７）；ＨＳＰ９０ＡＡ１ 抗

体（Ａｂｃｌｏｎａｌ，Ａ２３８８０）；Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 抗体（无锡东林，
ＤＬ９１１１３Ａ）； ＥＣＬ 超 敏 发 光 液 （ 莫 纳 生 物，
ＰＷ３０７０１Ｓ）； ＲＩＰＡ 裂解液 （ Ｐ００１３Ｂ）、 封 闭 液

（Ｐ０２５２）、 一抗稀释液 （ Ｐ０２５６）、 二抗稀释液

（Ｐ０２５８）均购自碧云天生物技术有限公司。
多功能微孔板检测仪（帝肯，中国）；超声波

细胞粉碎仪（新芝，中国）；多用脱色摇床（其林贝

尔，中国）；通用电泳仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）；化学发

光成像系统（勤翔，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＨＸＴＬＰ 有效成分及潜在靶点的筛选

由丹参、当归、川芎、黄芪、防己、半夏 ６ 味中

药组成的 ＨＸＴＬＰ，通过 ＴＣＭＳＰ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｏｌｄ． ｔｃｍｓｐ⁃ｅ． ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ）以口服生物利用度

（ｏｒａｌ ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ， ＯＢ） 和药物相似性 （ ｄｕｒｇ⁃
ｌｉｋｅｎｅｓｓ，ＤＬ）为指标来筛选相应中药活性成分，阈
值设为 ＯＢ ≥ ３０％，ＤＬ ≥ ０􀆰 １８。 将收集的活性

成分导入简化分子线性输入规范系统（ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｎｐｕｔ ｌｉｎｅ ｅｎｔｒｙ ｓｙｓｔｅｍ， ＳＭＩＬＥ），获得

ＳＭＩＬＥ 号后输入 Ｓｗｉｓｓ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库，以
可能性 ＞ ０􀆰 １ 的筛选标准获得相应的靶基因。
１􀆰 ２􀆰 ２　 构建 ＨＸＴＬＰ 活性成分⁃靶点网络

中药活性成分和潜在靶点输入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３􀆰 １０􀆰 ０ 软件绘制“中药活性成分⁃靶点”网络图，
根据“度值”筛选出在网络中最重要的 ５ 个有效

活性成分。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＳＣＩ 疾病靶点获取

以 “ 脊 髓 损 伤 ” 为 关 键 词， 使 用 ＯＭＩＭ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ） 和 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ＃） 数据库且需要满足 ｒｅｌｅｖａｎｃｅ
ｓｃｏｒｅ≥ １０ 来筛选与 ＳＣＩ 相关的疾病靶点。
１􀆰 ２􀆰 ４　 构建 ＰＰＩ 网络

将获得的交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库

（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）， 物 种 选 择 “ Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ”，设置靶点相互作用值（ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅ）
＞ ０􀆰 ９，忽略孤立靶点，将数据以 ＴＳＶ 格式保存并

导出。 应用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 ０ 软件绘制蛋白相互

作用网络，利用软件内置的 Ｃｙｔｏｓｃｏｐｅ 网络分析插

３
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件（ｃｙｔｏｓｃｏｐｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｚｅｒ，Ｃｙｔｏ ＮＣＡ）插件进

行拓扑分析，并通过“度值”算法排序来筛选出关

键靶点，其数值越大则越重要。
１􀆰 ２􀆰 ５ 　 京都基因与基因组百科全书 （ ｋｙｏｔｏ
ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路富

集和基因本体（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）分析

使用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｅｔａｓｃａｐｅ．
ｏｒｇ ／ ）对收集到的交集基因进行 ＫＥＧＧ 分析和 ＧＯ
分析，限制种属为“Ｈ． ｓａｐｉｅｎｓ”，进行个性化分析。
将分析得到的数据导入微生信在线网站（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｃｏｍ． ｃｎ ／ ），以网页默认值为富

集分析统计学过滤值，绘制富集气泡图。 ＫＥＧＧ
按照基因在信号通路上富集的可信度大小，即
－ｌｏｇ１０ 值绘制出前 ２０ 条气泡图。 ＧＯ 分析包括分

子 功 能 （ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ ）， 生 物 过 程

（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ ） 和 细 胞 组 分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）分析 ３ 个部分，选取各自分析结果

前十的条目进行绘图。
１􀆰 ２􀆰 ６　 分子对接验证

为了验证核心活性成分与关键靶点间的作

用关系，使用 ＡｔｕｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ １􀆰 ５􀆰 ７ 软件计算两两

间的结合能。 ＴＣＭＳＰ 数据库导出格式为 ｍｏｌ２ 的

核心活性成分结构，Ｐｙｍｏｌ ２􀆰 ４􀆰 ０ 对小分子加全

氢，设置为配体，自动分布电荷，处理后导出为

ｐｄｂｑｔ 格式。 从蛋白质结构数据库（ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄａｔａ
ｂａｎｋ，ＰＤＢ） （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ｓｅａｒｃｈ）下载

格式为 ｐｄｂ 的靶点 ３Ｄ 结构，以构象分辨率在

２􀆰 ５ Ａ 之内选取。 将获得的靶点结构导入 Ｐｙｍｏｌ
进行去除水分子、加全氢等处理，导出为 ｐｄｂｑｔ 格
式。 使用 ＡｔｕｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ 设置对接盒子，导出为

ｇｐｆ 格式，运行 Ａｕｔｏｇｒｉｄ４，设置对接参数及运算方

法，运行 Ａｕｔｏｄｏｃｋ４，计算结合能，导出为 ｐｄｂｑｔ 格
式。 利用 ＯｐｅｎＢａｂｅｌ ３􀆰 １􀆰 １ 软件将 ｐｄｂｑｔ 格式转化

为 ｐｄｂ 格式，Ｐｙｍｏｌ 对最终对接结果进行可视化。
１􀆰 ２􀆰 ７　 动物造模、分组及给药

将适应性喂养 １ 周的小鼠按随机数字表法分

为假手术组（Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ）、模型组（Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ）、
活血通络方组（ＨＸＴＬＰ ｇｒｏｕｐ），每组 １０ 只。 构建

动物脊髓完全横断模型，假手术组去除 Ｔ１０ 椎板

后，对脊髓不做任何处理；模型组、活血通络方组

去除 Ｔ１０ 椎板后，对脊髓进行完全横断操作。 活

血通络方组每只小鼠按 ３０ ｇ ／ ｋｇ 混悬液灌胃，假

手术组与模型组均予等量生理盐水灌胃，各组小

鼠造模成功的次日开始给药，每组每日灌胃 １ 次，
连续给药 ２１ ｄ 后心脏灌注取材。
１􀆰 ２􀆰 ８　 样本采集

术后 ２１ ｄ，为确保脊髓组织完整并防止变性，
对小鼠进行心脏灌注取材。 ０􀆰 ６％戊巴比妥钠腹

腔注射麻醉小鼠（１０ ｍＬ ／ ｋｇ），匀速（１２ ｍＬ ／ ｍｉｎ）
推注生理盐水经左心室灌注固定，取脊髓横断部

位上下各 ０􀆰 ５ ｃｍ 的组织于 － ８０ ℃ 保存，获得

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测所需样本（ｎ ＝ ６）。 病理组织学

观察的组织（ｎ ＝ ４）以相同步骤用 ４％多聚甲醛

（ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ，ＰＦＡ） 灌注，取材于 ４％ ＰＦＡ
固定。
１􀆰 ２􀆰 ９　 行为学评估

根据贝索小鼠评分标准（Ｂａｓｓｏ ｍｏｕｓｅ ｓｃａｌｅ，
ＢＭＳ） ［１０］评估各组小鼠后肢运动功能恢复情况。
ＢＭＳ 评分范围为 ０ ～ ９ 分（０ 分表示完全瘫痪，９
分表示完全正常），是基于观察小鼠的协调性、踝
关节活动程度、足底和脚背的触觉、脚的位置、躯
干的稳定性和尾部的位置等因素来进行评分。
评估由两名经过盲态培训的独立评估者执行，评
分时间点分别为术后 １、３、７、１４ 和 ２１ ｄ，每次评估

重复 ３ 次以增强结果的可靠性。
１􀆰 ２􀆰 １０　 病理组织学检查

脊髓组织固定 ２４ ｈ 后，乙醇梯度脱水、二甲

苯透明、浸蜡、石蜡包埋；处理成 ４ μｍ 厚的组织

切片，进行苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色，风干封片后

使用光学显微镜观察组织结构和细胞形态并

拍照。
１􀆰 ２􀆰 １１　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达水平

提取各组脊髓组织总蛋白， 二喹啉甲酸

（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ，ＢＣＡ）法测蛋白浓度，１２􀆰 ５％
ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，将分离的蛋白样

品转印至 ＰＶＤＦ 膜，封闭 １５ ｍｉｎ 后 ＴＢＳＴ 洗膜 ３
次。 加入一抗： ＰＩ３Ｋ、 Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、 Ｐ⁃ＡＫＴ１、 Ｐ⁃
ＳＴＡＴ３、ＨＳＰ９０ＡＡ１、ＧＡＰＤＨ，４ ℃孵育过夜，ＨＲＰ
标记山羊抗兔二抗室温孵育 １ ｈ，洗膜 ３ 次。 化学

发光成像系统采集图像，Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ４７ 进行量化评

估，各指标灰度值通过 ＧＡＰＤＨ 均一化后，计算蛋

白相对表达量。
１􀆰 ３　 统计学分析

应用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件，单因素方差

４
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分析和 ＬＳＤ 方法进行统计学分析，用平均值 ± 标

准差（􀭰ｘ ± ｓ）描述，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＨＸＴＬＰ 有效成分和潜在靶点

检索到丹参有效活性成分 ６４ 个，黄芪有效活

性成分 ２０ 个，当归有效活性成分 ２ 个，川芎有效

活性成分 ７ 个，半夏有效活性成分 １３ 个，防己有

效活性成分 ３ 个，主要化合物信息见表 １。 通过

Ｓｗｉｓｓ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库检索筛选去除重复

值和部分无靶标化合物后，共得到 ８９８ 个药物靶

点基因。
表 １　 活血通络方主要化合物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｋｅｙ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＸＴＬＰ
中药名

Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｎａｍｅ
Ｍｏｌ 编号
Ｍｏｌ ＩＤ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

口服利用度 ／ ％
ＯＢ ／ ％

药物相似性
ＤＬ

当归
Ａｎｇｅｌｉｃａｅ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｒａｄｉｘ

ＭＯＬ０００４４９ 豆甾醇 Ｓｔｉｇｍａｓｔｅｒｏｌ ４３􀆰 ８３ ０􀆰 ７６
ＭＯＬ０００３５８ β⁃谷甾醇 β⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ ３６􀆰 ９１ ０􀆰 ７５

防己
Ｓｔｅｐｈａｎｉａｅ ｔｅｔｒａｎｄｒｅａ ｒａｄｉｘ

ＭＯＬ０００３５８ β⁃谷甾醇 β⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ ３６􀆰 ９１ ０􀆰 ７５
ＭＯＬ００２３３３ 四烯酸 Ａ Ｔｅｔｒａｎｅｕｒｉｎ Ａ ３５􀆰 ４０ ０􀆰 ３１
ＭＯＬ００２３４１ 橙皮素 Ｈｅｓｐｅｒｅｔｉｎ ７０􀆰 ３１ ０􀆰 ２７

川芎
Ｃｈｕａｎｘｉｏｎｇ ｒｈｉｚｏｍａ

ＭＯＬ０００３５９ 谷甾醇 Ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ ３６􀆰 ９１ ０􀆰 ７５
ＭＯＬ００２１５７ 川芎萘呋内酯 Ｗａｌｌｉｃｈｉｌｉｄｅ ４２􀆰 ３１ ０􀆰 ７１
ＭＯＬ０００４３３ 脂肪酸 ＦＡ ６８􀆰 ９６ ０􀆰 ７１

半夏
Ａｒｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ ｔｈｕｎｂ

ＭＯＬ００２６７０ 卡维汀 Ｃａｖｉｄｉｎｅ ３５􀆰 ６４ ０􀆰 ８１
ＭＯＬ００３５７８ 环阿屯醇 Ｃｙｃｌｏａｒｔｅｎｏｌ ３８􀆰 ６９ ０􀆰 ７８
ＭＯＬ００１７５５ ２４⁃乙基⁃４⁃胆甾烯⁃３⁃酮 ２４⁃ｅｔｈｙｌｃｈｏｌｅｓｔ⁃４⁃ｅｎ⁃３⁃ｏｎｅ ３６􀆰 ０８ ０􀆰 ７６

黄芪
Ｈｅｄｙｓａｒｕｍ

ｍｕｌｔｉｊｕｇｕｍ ｍａｘｉｍ

ＭＯＬ０００３７９ ９，１０⁃二甲氧基紫檀烷⁃３⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷
９，１０⁃ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｐｔｅｒｏｃａｒｐａｎ⁃３⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ３６􀆰 ７４ ０􀆰 ９２

ＭＯＬ０００２１１ 丁子香萜 Ｍａｉｒｉｎ ５５􀆰 ３８ ０􀆰 ７８

ＭＯＬ００００３３

（３Ｓ，８Ｓ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｒ，１４Ｓ，１７Ｒ）⁃１０，１３⁃二甲基⁃１７⁃
［（２Ｒ，５Ｓ）⁃５⁃丙烷⁃２⁃基辛烷⁃２⁃基］⁃２，３，４，７，８，９，
１１，１２，１４，１５，１６，１７⁃十二氢⁃１Ｈ⁃环戊烷［ａ］菲⁃３⁃醇
（３Ｓ，８Ｓ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｒ，１４Ｓ，１７Ｒ）⁃１０，１３⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃１７⁃
［（２Ｒ，５Ｓ）⁃５⁃ｐｒｏｐａｎ⁃２⁃ｙｌｏｃｔａｎ⁃２⁃ｙｌ］⁃２，３，４，７，８，９，
１１，１２，１４，１５，１６，１７⁃ｄｏｄｅｃａｈｙｄｒｏ⁃１Ｈ⁃ｃｙｃｌｏｐｅｎｔａ［ａ］

ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎ⁃３⁃ｏｌ

３６􀆰 ２３ ０􀆰 ７８

丹参
Ｒａｄｉｘ ｓａｌｖｉａｅ

ＭＯＬ００６８２４ α⁃香树脂醇 α⁃ａｍｙｒｉｎ ３９􀆰 ５１ ０􀆰 ７６
ＭＯＬ００１６５９ 多孔甾醇 Ｐｏｒｉｆｅｒａｓｔｅｒｏｌ ４３􀆰 ８３ ０􀆰 ７６
ＭＯＬ００２７７６ 黄芩苷 Ｂａｉｃａｌｉｎ ４０􀆰 １２ ０􀆰 ７５

２􀆰 ２　 “活性成分⁃靶点”网络

中药活性成分⁃靶点网络图如图 １ 所示，通过

度值排名前五的中药活性成分为 ＭＯＬ０００３５８（β⁃
谷 甾 醇 ）、 ＭＯＬ００２６７０ （ 卡 维 汀 ）、 ＭＯＬ００６９５７
（（３Ｓ，６Ｓ）⁃３⁃（苄基）⁃６⁃（ ４⁃羟基苄基） 哌嗪⁃２，５⁃
醌）、 ＭＯＬ００２７１４ （黄芩素）、 ＭＯＬ００１４９４ （ 扁桃

醇）。
２􀆰 ３　 ＨＸＴＬＰ⁃ＳＣＩ 交集靶点

通过 ＯＭＩＭ 数据库、ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库检索，
剔除重复靶点后共得到 １０５１ 个 ＳＣＩ 疾病相关靶

点，其中 ＯＭＩＭ 数据库 １０２ 个、ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库

９７０ 个。 使用在线 ＶＥＮＮＹ ２􀆰 １ 软件分别导入药

物靶点和 ＳＣＩ 疾病靶点，绘制韦恩图，获得交集靶

点 １８４ 个，见图 ２。

２􀆰 ４　 蛋白质互作网络及其分析

根据韦恩图结果，将交集靶点构建 ＰＰＩ 网络，
共同靶点进行可视化，使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 ０ 软

件分析，度值越高，则为核心靶点的可能性越大。
在这里，节点度值大小、面积和偏向红色程度均

成正比，且面积越大，表明该靶点在网络中的地

位越 重 要， 见 图 ３。 根 据 度 值、 中 间 中 心 性

（ ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＢＣ ）、 接 近 中 心 性

（ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＣＣ）选出 ９ 个目标靶点，以供

下一步研究（表 ２）。
２􀆰 ５　 ＫＥＧＧ 分析和 ＧＯ 分析结果

为进一步研究 ＨＸＴＬＰ 治疗 ＳＣＩ 的作用机制，
基于 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库对潜在靶点进行 ＫＥＧＧ 和

ＧＯ 富集分析，共获得 １６４ 条 ＫＥＧＧ 通路和 ６７３ 条

５
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注：ＤＧ：当归；ＦＪ：防己；ＣＸ：川芎；ＢＸ：半夏；ＨＱ：黄芪；ＤＳ：丹参；Ａ１：丹参和半夏两种中药共有成分；Ａ２：当归和半夏两种中药共有

成分；Ａ３：川芎和黄芪两种中药共有成分；Ｂ１：当归、防己和半夏三种中药共有成分。

图 １　 活血通络方活性成分⁃靶点网络图

Ｎｏｔｅ． ＤＧ． Ａｎｇｅｌｉｃａｅ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｒａｄｉｘ． ＦＪ． Ｓｔｅｐｈａｎｉａｅ ｔｅｔｒａｎｄｒａｅ ｒａｄｉｘ． ＣＸ． Ｃｈｕａｎｘｉｏｎｇ ｒｈｉｚｏｍａ． ＢＸ． Ａｒｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ ｔｈｕｎｂ． ＨＱ．
Ｈｅｄｙｓａｒｕｍ ｍｕｌｔｉｊｕｇｕｍ ｍａｘｉｍ． ＤＳ． Ｒａｄｉｘ ｓａｌｖｉａｅ． Ａ１． Ｔｗｏ ｃｏｍｍｏｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ Ｒａｄｉｘ ｓａｌｖｉａｅ ａｎｄ Ａｒｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ ｔｈｕｎｂ． Ａ２． Ｔｗｏ
ｃｏｍｍｏｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａｅ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｒａｄｉｘ ａｎｄ Ａｒｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ ｔｈｕｎｂ． Ａ３． Ｔｗｏ ｃｏｍｍｏｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ Ｃｈｕａｎｘｉｏｎｇ ｒｈｉｚｏｍａ ａｎｄ
Ｈｅｄｙｓａｒｕｍ ｍｕｌｔｉｊｕｇｕｍ ｍａｘｉｍ． Ｂ１． Ｔｈｒｅｅ ｃｏｍｍｏｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａｅ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｒａｄｉｘ， Ｓｔｅｐｈａｎｉａｅ ｔｅｔｒａｎｄｒａｅ ｒａｄｉｘ ａｎｄ Ａｒｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ
ｔｈｕｎｂ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ⁃ｔａｒｇｅｔｓ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＨＸＴＬＰ

图 ２　 疾病靶点及药物⁃疾病共同靶点筛选

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ｔａｒｇｅｔ ａｎｄ ｄｒｕｇ⁃
ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｍｍｏｎ ｔａｒｇｅｔ

ＧＯ 富集条目 （其中涉及 ＢＰ４４１ 条， ＣＣ１０３ 条，
ＭＦ１２９ 条）。 随后根据度值对这些条目进行排

序，在微生信平台分别导入 ＫＥＧＧ 分析排名前二

十的条目和 ＧＯ 富集分析每个部分排名前十的条

目，结果以气泡图或三合一柱状图形式进行可视

化展示。 见图 ４，５。 ＫＥＧＧ 富集通路主要涉及高

级糖基化终末产物⁃受体信号通路、叉头转录因子

家族（ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ，ＦｏｘＯ）信号通路、Ｐ５３ 信号

　 　 　 　 　 　表 ２　 蛋白互作网络中度值高的 ９ 个靶点信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ９ ｔａｒｇｅｔｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｄｅｇｒｅｅ ｖａｌｕｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ

靶点
Ｔａｒｇｅｔ

度值
Ｄｅｇｒｅｅ

中间中心性
Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ

接近中心性
Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ

ＡＫＴ１ ３０ ０􀆰 １５９ ２９９ ９６２ ０􀆰 ４４０ ４７６ １９０

ＳＴＡＴ３ ３０ ０􀆰 １０６ ３７９ ３３２ ０􀆰 ４１６ ９０１ ４０８

ＨＳＰ９０ＡＡ１ ２７ ０􀆰 １１１ ８９８ ５１８ ０􀆰 ４００ ０００ ０００

ＰＩＫ３ＣＡ ２３ ０􀆰 ０３８ ５０２ ９３１ ０􀆰 ３６６ ３３６ ６３４

ＰＩＫ３Ｒ１ ２３ ０􀆰 ０４８ ７１５ ７５２ ０􀆰 ３７３ ７３７ ３７４

ＨＲＡＳ ２２ ０􀆰 ０９４ ７６１ ５７２ ０􀆰 ３８９ ４７３ ６８４

ＥＳＲ１ ２１ ０􀆰 ０１４ ３２６ ９１４ ０􀆰 ３８６ ４２２ ９７７

ＭＡＰＫ１ ２０ ０􀆰 ０４４ ２０７ ４１０ ０􀆰 ４０７ ７１３ ４９９

ＥＧＦＲ ２０ ０􀆰 ０５１ ３６７ ６９０ ０􀆰 ４００ ０００ ０００

通路、爱帕琳肽（ ａｐｅｌｉｎ）、神经退行性变⁃多重疾

病、坏死性凋亡、钙信号通路、环磷酸腺苷（ｃｙｃｌｉｃ
ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｃＡＭＰ）信号通路、神经

活性配体⁃受体相互作用的调节等。 ＧＯ 分析结果

如图 ５ 所示：（１）生物学过程中主要涉及细胞对

脂多糖的反应，外界刺激反应的正向调节、磷酸

化的正向调节、积极调节细胞迁移等；（２）在细胞

６
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注：圆形图标代表靶点，连线代表靶点之间具有作用关系；面积越大，在网络中重要性越强，其颜色越深代表度值

越高，越存在显著性。

图 ３　 活血通络方治疗脊髓损伤的靶点蛋白网络

Ｎｏｔｅ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ｓｙｍｂｏｌｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｎｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｓ； ｔｈｅ ｌａｒｇｅｒ
ｔｈｅ ａｒｅａ， ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｔｈｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｔｗｏｒｋ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄａｒｋｅｒ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｖａｌｕｅ， ｔｈｅ
ｍｏｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｅｘｉｓｔｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ＨＸＴＬＰ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

组分中主要涉及膜筏、细胞器外膜、远端轴突、树
突等；（３）分子功能中主要涉及白介素的信号传

导、积极调节细胞迁移、细胞对氮化合物的反

应等。
２􀆰 ６　 分子对接结果

一般在自然条件下对接，结合能 ＜ －５ ｋＪ ／ ｍｏｌ
视为对接效果良好。 ５ 个核心活性成分和 ９ 个核

心靶点两两对接结合能大小如表 ３ 所示。 结果显

示，除扁桃醇外，其余 ４ 种活性成分都与关键靶点

有良好的对接活性，结合能越小，活性成分和关

键靶点之间相互作用越稳定，故选取结合能最小

的前 ３ 个对接结果进行可视化，见图 ６。
２􀆰 ７　 ＨＸＴＬＰ 对小鼠运动功能恢复的影响

ＢＭＳ 评分结果显示，假手术组评分保持在 ９
分，其他两组与其相比，ＢＭＳ 评分均显著降低。

但是与模型组相比，活血通络方组评分有所升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），表明小鼠后肢运动功能得到一定程

度改善，见图 ７。
２􀆰 ８　 ＨＸＴＬＰ 对小鼠病理组织结构的影响

ＨＥ 染色结果显示，假手术组脊髓结构完整

清晰，神经纤维数量丰富，未见明显脱髓鞘，神经

元数量丰富（蓝色箭头）；模型组脊髓组织层次排

列混乱，脊髓空洞形成，排列不规则（黄色箭头），
明显脱髓鞘，可见较大量巨噬细胞浸润（绿色箭

头），神经组织中可见较大量的神经纤维肿胀（红
色箭头），少见神经纤维坏死溶解（黑色箭头）；活
血通络方组脊髓结构相对模型组更清晰完整，形
态有所改善，白质空洞减少，神经组织中可见少

量的神经纤维肿胀，少见神经纤维坏死溶解，见
图 ８。

７
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注：气泡面积大小代表富集基因的数量；气泡颜色代表富集显著性。

图 ４　 活血通络方治疗脊髓损伤的靶点 ＫＥＧＧ 分析

Ｎｏｔｅ． Ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｕｂｂｌｅ ａｒｅａ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｂｕｂｂｌｅ ｃｏｌｏｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ＨＸＴＬＰ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

注：纵坐标：富集分数；柱状图越高代表条目富集程度的显著性越高。

图 ５　 活血通络治疗脊髓损伤的靶点 ＧＯ 分析

Ｎｏｔｅ． Ｖｅｒｔｉｃａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ． Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｃｏｒｅｓ． Ｈｉｇｈｅｒ ｔｈｅ ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｔｒｉｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ＨＸＴＬＰ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

８
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注：Ａ：Ｍｏｌ００２６７０ 与 ＨＲＡＳ 的分子对接；Ｂ：Ｍｏｌ００９５７ 与 ＨＳＰ９０ＡＡ１ 的分子对接；Ｃ：Ｍｏｌ０００３５８ 与 ＭＡＰＫ１ 的分子对接。

图 ６　 活血通络方治疗脊髓损伤核心成分和关键靶点分子对接模型

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｏｆ Ｍｏｌ００２６７０ ｗｉｔｈ ＨＲＡＳ． Ｂ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｏｆ Ｍｏｌ００９５７ ｗｉｔｈ ＨＳＰ９０ＡＡ１． Ｃ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｏｆ
Ｍｏｌ０００３５８ ｗｉｔｈ ＭＡＰＫ１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｆ ｃｏｒｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎｄ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ＨＸＴＬＰ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

表 ３　 核心活性成分对接关键靶点结合能 ／ （ｋＪ ／ ｍｏｌ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ ｃｏｒｅ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｔｏ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔｓ ／ （ｋＪ ／ ｍｏｌ）

成分
Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ ＡＫＴ１ ＳＴＡＴ３ ＨＳＰ９０ＡＡ１ ＰＩＫ３ＣＡ ＰＩＫ３Ｒ１ ＨＲＡＳ ＥＳＲ１ ＭＡＰＫ１ ＥＧＦＲ

Ｍｏｌ０００３５８ －２１􀆰 ６３ －１８􀆰 ７４ －２５􀆰 ８６ －２０􀆰 ６７ －１６􀆰 ６５ －２４􀆰 ３１ －２０􀆰 ００ －２６􀆰 ５３ －１５􀆰 ２７
Ｍｏｌ００２６７０ －１９􀆰 ７９ －１７􀆰 ５７ －２４􀆰 ６９ －２３􀆰 ９７ －１１􀆰 ８４ －２９􀆰 ３３ －１８􀆰 ０７ －２３􀆰 ０１ －２１􀆰 ８０
Ｍｏｌ００６９５７ －１９􀆰 ５４ －１９􀆰 ９６ －２７􀆰 ４９ －１７􀆰 ６６ －１３􀆰 ８５ －２５􀆰 １０ －１３􀆰 ９３ －２２􀆰 ３０ －１５􀆰 ２３
Ｍｏｌ００２７１４ －１５􀆰 ４０ －１８􀆰 ３７ －１９􀆰 ５４ －１６􀆰 ８２ －１５􀆰 ４８ －２１􀆰 ８８ －１７􀆰 ４９ －２３􀆰 ６０ －１０􀆰 ２５
Ｍｏｌ００１４９４ －３􀆰 ２２ －７􀆰 ４９ －１０􀆰 ７１ －６􀆰 ５７ －４􀆰 ０６ －１５􀆰 ４４ ０􀆰 ５０ －６􀆰 ９９ －６􀆰 ４０

注：与模型组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ７　 各组小鼠行为学评分比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

２􀆰 ９　 ＨＸＴＬＰ 对小鼠关键蛋白表达的影响

与假手术组相比，模型组小鼠的脊髓组织显

示 ＨＳＰ９０ＡＡ１ 和 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白的表达水平显著

增加，Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 和 Ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 比值显著降

低；在接受 ＨＸＴＬＰ 治疗之后，ＨＳＰ９０ＡＡ１ 和 Ｐ⁃
ＳＴＡＴ３ 的蛋白表达水平显著下降，Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ
和 Ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 的比值显著提高，见图 ９。 结果显

示，ＨＸＴＬＰ 可能通过影响包括 ＳＴＡＴ３、ＨＳＰ９０ＡＡ１
和 ＡＫＴ１ 在内的关键靶点，对 ＳＣＩ 的治疗产生积

极作用，进一步证实了预测的准确性。

３　 讨论

在创伤导致的 ＳＣＩ 中，脊髓组织首先经历原

发性损伤，这一阶段主要与轴突和神经元的破坏

有关，随后，继发性损伤由神经炎症引起，导致水

肿、细胞凋亡和自由基生成等，造成组织坏死和

功能缺陷［１１］。 因此，应对和治疗 ＳＣＩ 继发性损伤

仍是一项挑战。 ＨＸＴＬＰ 含有多种活性成分，涉及

多个靶点，在 ＳＣＩ 领域展现出应用潜力，但是相关

作用机制尚未明确。 本研究通过网络药理学和

分子对接技术、动物实验，从成分、靶点、通路多

个层面探索 ＨＸＴＬＰ 治疗 ＳＣＩ 的作用机制。

９



中国实验动物学报 ２０２５ 年 １ 月第 ３３ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． １

图 ８　 各组小鼠病理组织 ＨＥ 染色结果

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ９　 活血通络方对各组小鼠关键蛋白表达量的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＸＴＬＰ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

从中药活性成分⁃靶点网络图上来看，β⁃谷甾

醇、卡维汀、（３Ｓ，６Ｓ）⁃３⁃（苄基）⁃６⁃（４⁃羟基苄基）
哌嗪⁃２，５⁃醌、黄芩素、扁桃醇处于网络中的核心

位置，表明它们可能是 ＨＸＴＬＰ 治疗 ＳＣＩ 的核心成

分。 其中 β⁃谷甾醇是当归、半夏、防己三种中药

均含有的，作为一种植物类固醇，具有抗炎作用，
研究显示，它具有和糖皮质激素地塞米松相似的

药代动力学特性，可以用来治疗炎性疾病［１２］。 卡

维汀同样具有良好的抗炎活性，可以通过抑制促

炎细 胞 因 子 肿 瘤 坏 死 因 子⁃α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
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ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α） 和白细胞介素⁃６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，
ＩＬ⁃６）的产生以及核转录因子（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ，
ＮＦ⁃κＢ）信号通路的激活，对多脂糖诱导的小鼠急

性肺损伤具有保护作用［１３］。 而在 ＳＣＩ 中，抑制

ＮＦ⁃κＢ 信号通路可以阻止小胶质细胞表达促炎细

胞 因 子， 如 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 和 白 细 胞 介 素⁃１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）等，从而减少炎症引起的

继发性损伤［１４］。 汉黄芩素则可以通过抑制

ＳＴＡＴ３ 信号通路减轻 ＳＣＩ 后神经元炎症反应、细
胞凋亡，促进神经功能恢复的治疗作用［１５］。 以上

研究表明 ＨＸＴＬＰ 可能通过这些关键活性成分对

ＳＣＩ 后的炎症反应起到抑制作用。 现阶段关于其

他有效成分对 ＳＣＩ 的治疗作用的相关报道较少，
未来需进一步研究。

ＨＸＴＬＰ 和 ＳＣＩ 靶 点 交 集 筛 选 出 ＡＫＴ１、
ＳＴＡＴ３、 ＨＳＰ９０ＡＡ１、 ＰＩＫ３ＣＡ、 ＰＩＫ３Ｒ１、 ＨＲＡＳ、
ＥＳＲ１、ＭＡＰＫ１、ＥＧＦＲ 等核心靶点。 其中作为 ＰＰＩ
网络中最重要的靶点 ＡＫＴ１ 参与的 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信

号通路是一种细胞内信号转导途径，在促进细胞

增殖、粘附、侵袭、调节代谢以及维持细胞存活等

多样细胞活动中扮演着至关重要的角色，另一方

面，磷酸化的 ＡＫＴ 促进细胞骨架细丝的组装和轴

突的生长［１６－１７］。 动物实验表明，Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 和

Ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 的比值显著提高，表明磷酸化 ＡＫＴ
被激活，提示 ＨＸＴＬＰ 可能促进 ＳＣＩ 后轴突的发芽

生长。 ＨＳＰ９０ＡＡ１ 是热休克蛋白 ９０（ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ
ｐｒｏｔｅｉｎ ９０，Ｈｓｐ９０）的一种亚型，Ｈｓｐ９０ 是广泛的细

胞信号通路网络的关键调节因子。 研究表明，在
动脉粥样硬化、心血管疾病和肺损伤中，Ｈｓｐ９０ 抑

制剂能够减轻炎症反应［１８］。 ＳＴＡＴ３ 是酪氨酸蛋

白激酶 ／信号转导与转录激活因子（ｊａｎｕｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｋｉｎａｓｅ ／ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ）信号通路的关键成员，在
活化的小胶质细胞介导的神经炎症中 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ
通路发挥关键作用，并且被认为是治疗神经炎症

的有效靶点［１９］。 通过动物实验验证最关键的 ３
个靶点的蛋白表达，符合实验预期，体内实验进

一步证明关键靶点的筛选是可靠的。 ＭＡＰＫ１ 则

在细胞信号转导中起关键作用，调控其活性可能

促进 ＳＣＩ 后运动功能恢复［２０］。 另一关键靶点

ＥＧＦＲ 在中枢神经系统中调控细胞活化，抑制其

信号转导有助于调节 ＳＣＩ 后炎症反应，降低小胶

质细胞和星形胶质细胞活化，减轻组织水肿，最
终促进 ＳＣＩ 大鼠的形态和功能恢复［２１］。 目前

ＨＲＡＳ、ＥＳＲ１ 与 ＳＣＩ 的关系报道较少，提示两者可

能是修复 ＳＣＩ 的新靶点。
ＧＯ 生物过程分析表明，ＨＸＴＬＰ 的靶点主要

涉及细胞对脂多糖的反应，外界刺激反应的正向

调节、磷酸化的正向调节、积极调节细胞迁移等

多个生物过程，表明 ＨＸＴＬＰ 的有效成分可能通

过调节细胞炎症反应、抑制氧化应激以及调控细

胞凋亡等途径来治疗 ＳＣＩ。 ＫＥＧＧ 富集分析结果

体现出，ＨＸＴＬＰ 治疗 ＳＣＩ 作用机制涉及 ＦｏｘＯ、
Ｐ５３、钙、ｃＡＭＰ、坏死性凋亡等信号通路。 其中

ＦｏｘＯ 参与并涉及广泛的细胞功能，包括细胞分

化、凋亡、抗氧化应激，其信号通路主要与 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 途径相互作用。 研究表明，通过调控磷酸化

ＥＧＦＲ 和 ＡＫＴ，选择性地降低脊髓星形胶质细胞

中 ＦｏｘＯ１ 和 ＦｏｘＯ３ａ 的表达，进而可以影响炎性因

子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的释放［２２］。 Ｐ５３ 信号通路在调

控细胞周期阻滞和细胞凋亡等细胞过程具有显

著影响，研究报道，牵张性 ＳＣＩ 后受损神经元和少

突胶质细胞的功能和结构可能是通过 Ｐ５３ 信号

通路介导［２３］。 ｃＡＭＰ 信号通路则是环核苷酸信

号传导通路的一种，已被证明可以控制炎症反应

并驱动神经元和少突胶质细胞的内源性再生［２４］。
此外，研究证实刺激 ｃＡＭＰ 信号可增加受损感觉

轴突的内在生长能力，可能有助于促进 ＳＣＩ 后的

再生［２５］。
本研究利用网络药理学揭示了 ＨＸＴＬＰ 治疗

ＳＣＩ 的潜在关键活性成分和核心靶点，为治疗 ＳＣＩ
提供了指导，并为新药研发提供理论依据，有助

于开发更好疗效的 ＳＣＩ 治疗药物。 分子对接结果

验证了网络药理学预测的可信度和准确度，同时

动物实验结果进一步支持了 ＨＸＴＬＰ 在减轻 ＳＣＩ
发展方面的潜在效果。。 但是网络药理学作为一

种计算与预测的学科，可能存在一定的假阳性，
因此相关结果仍需进一步扩大样本量的实验研

究和临床研究加以论证。
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国内刊号 ＣＮ １１－２９８６ ／ Ｑ 国际刊号 ＩＳＳＮ １００５－４８４７ 邮局代号 ２－７４８
一、杂志介绍

本刊是由中国实验动物学会与中国医学科学院医学实验动物研究所主办的全国性高级学术刊物

（月刊），以理论与实践、普及与提高相结合为宗旨，征稿的范围是与实验动物与动物实验相关的生命科

学各分支学科，栏目设置包括研究报告、研究快报和进展与综述。 要求来稿材料翔实、数据可靠、文字

简练、观点明确、论证合理，有创新、有突破、有新意。
本刊是中国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》（北大核心）等数据库收录。
二、投稿要求及注意事项

文稿内容要具有创新性、科学性和实用性，论点明确，资料可靠，文字通顺精练，标点符号准确，用
词规范，图表清晰。 文章字数在 ６０００ 字之内。

投稿网址：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｇｓｙｄｗ． ｃｎｊｏｕｒｎａｌｓ． ｃｏｍ ／
期待您的来稿！
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林晓瑛，张萌，周星辰，等． 两种表达人促甲状腺激素受体的质粒电穿孔诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病小鼠模型的比较研究 ［Ｊ］． 中国实
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ＬＩＮ Ｘ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｍ， ＺＨＯＵ Ｘ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｗｏ ｐｌａｓｍｉｄ ｖｅｃｔｏｒｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｔｈｙｒｏｉｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
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Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０１􀆰 ００２

［基金项目］国家自然科学基金（８２１７０８０５，８１６７０７２５，８１８７３６３８，８１９７０６７９）。
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［作者简介］林晓瑛，女，在读博士研究生，研究方向：甲状腺自身免疫疾病。 Ｅｍａｉｌ：ｌｘｙ１０２４＠ ｓｔｕ． ｘｊｔｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
［通信作者］施秉银，男，教授，主任医师，硕士，研究方向：甲状腺自身免疫疾病，内分泌代谢性疾病。 Ｅｍａｉｌ：ｓｈｉｂｉｎｇｙ＠ １２６． ｃｏｍ；

伍丽萍，女，副研究员，主治医师，博士，研究方向：甲状腺自身免疫疾病。 Ｅｍａｉｌ：ｐｌｗｚｗ９９９＠ １６３． ｃｏｍ。
∗共同通信作者

两种表达人促甲状腺激素受体的质粒电穿孔诱导
Ｇｒａｖｅｓ 病小鼠模型的比较研究

林晓瑛，张萌，周星辰，吴梦芝，许华阳，王玲，伍丽萍∗ ，施秉银∗

（西安交通大学第一附属医院内分泌代谢科，西安　 ７１００６１）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在通过比较在两种表达人促甲状腺激素受体（ ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＳＨＲ）Ａ 亚

单位基因的质粒载体在电穿孔介导下诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病动物模型的效果，为探索 Ｇｒａｖｅｓ 病防治方法提供更为有

效的研究工具。 方法　 构建表达 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位的两种质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ，通过

对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠肌内注射并立即电穿孔的方式诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病，每 ３ 周 １ 次，共 ４ 次。 对照组小鼠使用 ＰＢＳ。 在

第 ２ 次电穿孔后 １ 周采血测定血清 ＴＳＨＲ 抗体（ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ＴＲＡｂ）。 末次电穿孔后 ３ 周对小

鼠进行心脏超声检查。 末次电穿孔后 ４ 周处死小鼠，收集血液、甲状腺及眼眶组织，测定血清总甲状腺素

（ｔｏｔａｌ ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ，ＴＴ４）并进行组织病理学检查。 结果　 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组（ｎ ＝ １５）和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组

（ｎ ＝ １３）小鼠血清 ＴＲＡｂ 平均值分别为（６􀆰 ９ ± ２􀆰 ０）Ｕ ／ Ｌ 和（７􀆰 ５ ± ２􀆰 ２）Ｕ ／ Ｌ。 后者显著高于对照组（４􀆰 ９ ±
０􀆰 ５）Ｕ ／ Ｌ （Ｐ ＝ ０􀆰 ０３３）。 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠血清 ＴＴ４ 平均值分别为（４１􀆰 ４ ±
２３􀆰 ８）ｎｇ ／ ｍＬ 和（６３􀆰 ２ ± ５３􀆰 ７）ｎｇ ／ ｍＬ，均高于对照组（２０􀆰 ２ ± ４􀆰 ０）ｎｇ ／ ｍＬ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 甲状腺病理显示模型

组小鼠甲状腺滤泡上皮增生并且有 Ｔ 细胞浸润。 心脏超声显示 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组的左心室质量高于对照

组（Ｐ ＝ ０􀆰 ００７）和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组（Ｐ ＝ ０􀆰 ０１２）。 眼眶病理显示模型组小鼠的眼外肌中存在纤维化改

变。 结论　 表达 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位的 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 均能通过电穿孔法成功诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病小鼠模型，
且诱导甲状腺功能亢进和甲亢眼病的效能相近。 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 诱导甲状腺毒症性心脏病的效能优于

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ。
【关键词】 　 Ｇｒａｖｅｓ 病；质粒；电穿孔；小鼠

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２５） ０１⁃００１４⁃０９

Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｗｏ ｐｌａｓｍｉｄ ｖｅｃｔｏｒｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｔｈｙｒｏｉｄ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ

Ｇｒａｖｅｓ’ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉａ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ
ＬＩＮ Ｘｉａｏｙｉｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｍｅｎｇ， ＺＨＯＵ Ｘｉｎｇｃｈｅｎ， ＷＵ Ｍｅｎｇｚｈｉ， ＸＵ Ｈｕａｙａｎｇ， ＷＡＮＧ Ｌｉｎｇ， ＷＵ Ｌｉｐｉｎｇ∗， ＳＨＩ Ｂｉｎｇｙｉｎ∗

（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ， ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉ’ａｎ Ｊｉａｏｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉ’ａｎ ７１００６１， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＷＵ Ｌｉｐｉｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｐｌｗｚｗ９９９＠ １６３． ｃｏｍ； ＳＨＩ Ｂｉｎｇｙｉｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｈｉｂｉｎｇｙ＠ １２６． ｃｏｍ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｍｏｒｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｒａｖｅｓ’ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｙ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｐｌａｓｍｉｄ ｖｅｃｔｏｒｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ
ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ （ＴＳＨＲ） Ａ ｓｕｂｕｎｉｔ ｇｅｎｅ ｉｎ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｇｒａｖｅｓ’ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉａ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＨＳＲ Ａ， ａｎｄ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＨＳＲ Ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ＴＳＨＲ Ａ ｓｕｂｕｎｉｔ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ａｎｄ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ Ｇｒａｖｅｓ’ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｙ ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｉｍｍｅｄｉａｔｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ ｏｎｃｅ ｅｖｅｒｙ ３ ｗｅｅｋｓ ｆｏｒ
ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ４ ｔｉｍｅｓ． Ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＢＳ． Ｏｎｅ ｗｅｅｋ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ， ｂｌｏｏｄ
ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｓｅｒｕｍ ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔｉｂｏｄｙ （ＴＲＡｂ）． Ｔｈｒｅｅ ｗｅｅｋｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ，
ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ． Ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ ４ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ； ｂｌｏｏｄ，
ｔｈｙｒｏｉｄ， ａｎｄ ｏｒｂｉｔａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ； ｓｅｒｕｍ ｔｏｔａｌ ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ （ＴＴ４） ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ； ａｎｄ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ
ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＲＡｂ ｉｎ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ １５） ａｎｄ
ｔｈｅ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ １３） ｗｅｒｅ （６􀆰 ９ ± ２􀆰 ０） Ｕ ／ Ｌ ａｎｄ （７􀆰 ５ ± ２􀆰 ２） Ｕ ／ Ｌ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｌａｔｔｅｒ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （４􀆰 ９ ± ０􀆰 ５） Ｕ ／ Ｌ （Ｐ ＝ ０􀆰 ０３３）． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｓｅｒｕｍ ＴＴ４ ｉｎ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ （４１􀆰 ４ ± ２３􀆰 ８） ｎｇ ／ ｍＬ ａｎｄ （６３􀆰 ２
± ５３􀆰 ７） ｎｇ ／ ｍＬ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｂｏｔｈ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ： （２０􀆰 ２ ± ４􀆰 ０） ｎｇ ／ ｍＬ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）．
Ｔｈｙｒｏｉｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｙｒｏｉｄ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｗｉｔｈ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．
Ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ｍａｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＝ ０􀆰 ００７） ａｎｄ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＝ ０􀆰 ０１２）． Ｏｒｂｉｔａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｈｏｗｅｄ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｏｃｕｌａｒ ｍｕｓｃｌｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｂｏｔｈ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ ａｎｄ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ
ＴＳＨＲ Ａ ｓｕｂｕｎｉｔ ｗｅｒｅ ａｂｌｅ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ Ｇｒａｖｅｓ’ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ
ｐｌａｓｍｉｄｓ ｉｎ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｈｙｐｅｒｔｈｙｒｏｉｄｉｓｍ ａｎｄ Ｇｒａｖｅｓ’ ｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ ｗａｓ ｓｉｍｉｌａｒ． Ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ
ｉｎ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｔｈｙｒｏｔｏｘｉｃ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｗａｓ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｇｒａｖｅｓ’ ｄｉｓｅａｓｅ； ｐｌａｓｍｉｄ； ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ； ｍｉｃｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 Ｇｒａｖｅｓ 病是一种累及甲状腺和全身多器官的

自身免疫病，是导致甲状腺功能亢进最常见的原

因［１］。 甲状腺功能亢进会导致新陈代谢和能量

消耗增加的一系列症状［２－３］。 此外，Ｇｒａｖｅｓ 病还

可能会伴有甲状腺毒症性心脏病和眼病的症

状［４－５］。 Ｇｒａｖｅｓ 病现有的治疗方法包括抗甲状腺

药物、碘 １３１ 治疗和手术治疗，各有优劣［６－９］。 因

此，Ｇｒａｖｅｓ 病仍然有待进一步研究。
小鼠模型是研究 Ｇｒａｖｅｓ 病的重要工具。 和

人类不同，小鼠不会自发发生 Ｇｒａｖｅｓ 病，不同的

研究人员采用了许多不同的方法诱导小鼠出现

Ｇｒａｖｅｓ 病表型。 过去最常用的方法是用腺病毒作

为促甲状腺激素受体（ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＳＨＲ）
Ａ 亚单位的表达载体，肌内注射诱导小鼠 Ｇｒａｖｅｓ
病，重复 ３ 次可以诱导小鼠 Ｇｒａｖｅｓ 病甲亢表

型［１０］，随着重复次数的增加可以诱导小鼠 Ｇｒａｖｅｓ
病眼病表型［１１］。 但腺病毒的包装过程复杂且包

装后的效能并不稳定，为了优化造模方法，有研

究者开始尝试使用质粒作为载体诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病

小鼠模型，质粒的制备与腺病毒相比更加简单且

稳定。 但是直接注射质粒难以高效地诱导 Ｇｒａｖｅｓ
病小鼠模型［１２］。 所以有研究者在注射质粒的同

时，对小鼠进行电穿孔，通过电场的作用，将质粒

转染进入小鼠细胞内，这种方法提高了质粒的转

染效能，并成功诱导了 Ｇｒａｖｅｓ 病小鼠模型。
最早在电穿孔辅助下使用质粒作为 ＴＳＨＲ Ａ

亚单位的载体成功诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病动物模型的是

日本 ＫＡＮＥＤＡ 等［１３］在 ８０％ ～ ９０％的小鼠中诱导

出了甲亢。 随后，ＰＡＵＬ ＢＡＮＧＡ 的研究团队采用

了新的质粒 ｐＴｒｉＥｘ⁃１􀆰 １ Ｎｅｏ 进行造模［１４］，稳定地

诱导小鼠出现 Ｇｒａｖｅｓ 病甲亢和甲亢并发症眼病

表型［１５－２２］。 同时，ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 质粒也被报道可以

作为载体，诱导小鼠出现 Ｇｒａｖｅｓ 病甲亢和眼病表

型［２３－２６］。 然而，ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 是一种能够在哺乳动

物细胞中高效表达的质粒，ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 是一种能够

在多种表达系统中高效表征靶基因的质粒，两者

的造模情况并未进行比较。 因此，本研究旨在比

较这两种质粒载体的诱导效果，为之后使用表达

ＴＳＨＲ Ａ 亚单位的质粒电穿孔方法诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病

模型时质粒载体的选择提供依据。
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ３８ 只雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，６ 周龄，体质

量 １７ ～ ２０ ｇ，购于西安交通大学实验动物中心

【ＳＣＸＫ（陕）２０２３－００２】。 小鼠饲养在西安交通大

学实验动物中心【ＳＹＸＫ（陕）２０２３－００４】，温度 ２０
～ ２２ ℃，湿度 ２４％ ～ ２８％，每日 １２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ
黑暗，能够自由获得食物和水。 本研究方案经西

安交通大学医学部动物实验伦理审查批准（２０１８⁃
１５９）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ 汉 恒 生 物， 上 海， 中 国 ）；
ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １（淼灵生物，武汉，中国）；ＤＨ５α 化学感

受态细胞（擎科生物，北京，中国）；兔抗 ＣＤ３ 多克

隆抗体，兔抗 ＣＤ４ 多克隆抗体，ＨＲＰ 标记的山羊

抗兔免疫组化多聚二抗（赛维尔生物，武汉，中
国）；ＥｎｄｏＦｒｅｅ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｅｇａ Ｋｉｔｓ（凯杰，德国）；人
血清促甲状腺素受体自身抗体放射受体分析试

剂盒（协和医药，天津，中国）；碘【１２５Ｉ】⁃甲状腺

素放射免疫分析药盒（协和医药，天津，中国）。
Ｎａｎｏｄｒｏｐ 分光光度计（赛默飞，美国）；ＥＣＭ

８３０ 系统（哈佛仪器 ＢＴＸ，美国）；７ ｍｍ 镊子电极

（哈佛仪器 ＢＴＸ，美国）；Ｖｅｖｏ １１００ 小动物超声成

像系统（ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓ，加拿大）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 表达 ＴＳＨＲ２８９ 质粒 ＤＮＡ 的准备和克隆

使用了两种质粒表达载体，分别是： （ １）
ｐｃＤＮＡ３􀆰 １，一种高效的哺乳动物表达载体；（２）
ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １，一种多系统表达质粒。 扩增人 ＴＳＨＲ
Ａ 亚单位（氨基酸残基 ２２ ～ ２８９）用于克隆。 使

用表 １ 中的引物分别将 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位 ｃＤＮＡ 区

克隆到 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 的 ＥｃｏＲ Ⅰ和 Ｃｌａ Ⅰ限制性位

点之间和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 的 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｎｏｔ Ⅰ限制性

位点之间，构建重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 和

ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ，并且对两个重组质粒均进行

全测序。
质粒转化到 ＤＨ５α 化学感受态细胞中进行扩

增，并使用 ＥｎｄｏＦｒｅｅ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｅｇａ Ｋｉｔｓ 纯化。 将

纯化的质粒重悬于无菌双蒸水中，使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
分光光度计测量浓度，并在 ４ ℃下储存。

表 １　 用于构建重组质粒的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ
重组质粒

Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ
引物序列（５’－３’）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ（５’－３’）

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ Ｆ：ＴＡＧＧＧＡＧＡＣＣＣＡＡＧＣＴＧＧＣＴＡＧＴＴＧＡＡＴＴＣＣＣＣＧＡＧＴＣＣＣＧＴＧＧＡＡＡＡＴ
Ｒ：ＡＴＣＧＣＡＧＡＴＣＣＴＴＡＣＴＡＧＴＡＴＣＧＡＴＴＣＴＡＧＡＴＡＴＣＡＧＴＡＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴ

ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ Ｆ：ＴＧＧＣＧＡＴＡＴＣＣＣＧＧＧＡＧＣＴＣＧＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＧＣＧＡＴＴＴＣＧＧＡＧＧＡＴ
Ｒ：ＧＣＡＣＧＴＧＴＡＴＡＣＡＧＣＴＧＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＴＡＣＴＧＡＴＴＣＴＴＡＡＡＡＧＣＡＣＡＧ

１􀆰 ２􀆰 ２　 活体肌内注射质粒 ＤＮＡ 和电穿孔免疫诱

导 Ｇｒａｖｅｓ 病
小鼠随机分为 ３ 组，对照组 １０ 只以及两个模

型组 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ
组分别 １５ 只和 １３ 只。 小鼠麻醉后剃去双侧后腿

股二头肌（大腿）的毛发，用胰岛素注射器双腿分

别注射 ５０ μＬ 含 １ ｍｇ 质粒的 ＰＢＳ，对照组注射不

含质粒的 ＰＢＳ。 并立即在注射部位用 ＥＣＭ ８３０
系统和 ７ ｍｍ 镊子电极以 ２００ Ｖ ／ ｃｍ 的电场强度

进行电穿孔，共施加 １０ 个方波脉冲，每次持续时

间为 ２０ ｍｓ，频率 １ Ｈｚ，导致明显的肌肉抽搐。 电

穿孔结束观察动物从麻醉中恢复过来，并监测是

否有痛苦的迹象。 小鼠每隔 ３ 周进行 １ 次肌内注

射并电穿孔，共进行 ４ 次。 在第 ２ 次电穿孔后 １
周采血，将血清样本存储在－８０ ℃，直至测定血清

ＴＳＨＲ 抗 体 （ ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，
ＴＲＡｂ）。 末次电穿孔后 ３ 周对小鼠进行心脏超声

检查。 在最后 １ 次干预后 ４ 周处死小鼠，并收集

血液、甲状腺及眼眶组织（图 １），将血清样品储存

在－ ８０ ℃， 直至 测 定 血 清 总 甲 状 腺 素 （ ｔｏｔａｌ
ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ，ＴＴ４）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠心脏超声

末次电穿孔后 ３ 周，小鼠在异氟烷麻醉下用

Ｖｅｖｏ １１００ 小动物超声成像系统进行心脏超声检

查。 检查指标包括舒张末期室间隔厚度，收缩末

期室间隔厚度，左心室舒张末期内径，左心室舒
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图 １　 实验流程

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ

张末期内径，舒张末期左心室后壁厚度，收缩末

期左心室后壁厚度，射血分数，短轴缩短率，左心

室质量，左心室舒张末期容积，左心室收缩末期

容积和心率。
１􀆰 ２􀆰 ４　 血清 ＴＲＡｂ 和 ＴＴ４ 的测量

分别使用人血清促甲状腺素受体自身抗体

放射受体分析试剂盒和碘【１２５Ｉ】⁃甲状腺素放射

免疫分析药盒测量血清 ＴＲＡｂ 和血清 ＴＴ４。
１􀆰 ２􀆰 ５　 甲状腺和眼眶组织的组织学检查

收集甲状腺组织固定在 ４％甲醛中。 甲状腺

组织包埋在石蜡中，并切片进行苏木精⁃伊红

（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色以及 ＣＤ３ 和 ＣＤ４ 免

疫组化染色。 眼眶组织包埋在石蜡中，脱蜡后将

切片进行 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色。
１􀆰 ３　 统计学分析

统计分析采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２６􀆰 ０ 进行。
实验结果以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 评估

所有连续变量的正态性，对正态分布的数据使用

单因素方差分析比较组间差异，对非正态分布的

数据使用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验比较组间差异。 对

二分类变量使用 ｆｉｓｈｅｒ 精确检验比较组间差异。
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 重组质粒的鉴定

为了确定重组质粒是否构建成功，对两个重

组质粒进行测序，并将测序结果在 Ｇｅｎｂａｎｋ 中和

已发表的人 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位的 ｍＲＮＡ 序列 ＮＭ＿

０００３６９􀆰 ５ 比对，比对结果显示序列一致（图 ２）。
２􀆰 ２　 小鼠甲状腺功能水平

２􀆰 ２􀆰 １　 血清 ＴＲＡｂ 水平

对照组小鼠血清 ＴＲＡｂ 为（４􀆰 ９ ± ０􀆰 ５）Ｕ ／ Ｌ，
ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠血清 ＴＲＡｂ 为（７􀆰 ５ ±
２􀆰 ２） Ｕ ／ Ｌ， 显 著 高 于 对 照 组 （ Ｐ ＝ ０􀆰 ０３３ ），
ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠血清 ＴＲＡｂ 为（６􀆰 ９ ±
２􀆰 ０）Ｕ ／ Ｌ，与对照组和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组均无

显著性差异（图 ３Ａ）。
以对照组小鼠血清 ＴＲＡｂ 的（􀭰ｘ ＋ ２ ｓ）为正常

上限，即 ６􀆰 ０ Ｕ ／ Ｌ，超出正常上限为 ＴＲＡｂ 阳性，
ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠血清 ＴＲＡｂ 的阳性率

为 ７１􀆰 ４％（Ｐ ＝ ０􀆰 ０１５），ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小

鼠血清 ＴＲＡｂ 的阳性率为 ６６􀆰 ７％（Ｐ ＝ ０􀆰 ０１５），差
异均具有显著性，两模型组间无显著性差异（图
３Ｂ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 血清 ＴＴ４ 水平

造模结束后测得对照组小鼠血清 ＴＴ４ 平均

值为（２０􀆰 ２ ± ４􀆰 ０） ｎｇ ／ ｍＬ，ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组

小鼠血清 ＴＴ４ 平均值为（４１􀆰 ４ ± ２３􀆰 ８） ｎｇ ／ ｍＬ（Ｐ
＝ ０􀆰 ００１），ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠血清 ＴＴ４ 平

均值为（６３􀆰 ２ ± ５３􀆰 ７）ｎｇ ／ ｍＬ（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），差异均

具有显著性。 两个模型组之间没有显著性差异

（Ｐ ＝ ０􀆰 １５２） （图 ３Ｃ）。 以对照组小鼠血清 ＴＴ４
的（􀭰ｘ ＋ ２ｓ），即 ２８􀆰 ２ｎｇ ／ ｍＬ 为正常上限，超出正常

上限为 ＴＴ４ 阳性，ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠血清

ＴＴ４ 的阳性率为 ７３􀆰 ３％（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃
ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠血清 ＴＴ４ 的阳性率为 ９１􀆰 ７％（Ｐ ＜
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注：Ａ：ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 的质粒图谱；Ｂ：ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 测序结果与人 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位的 ｍＲＮＡ 序列之间的比对；Ｃ：ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃
ＴＳＨＲ Ａ 的质粒图谱；Ｄ：ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 测序结果与人 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位的 ｍＲＮＡ 序列之间的比对。

图 ２　 表达 ＴＳＨＲ Ａ 的重组质粒的构建和鉴定

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｐｌａｓｍｉｄ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ． Ｂ． Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ａｎｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｏｆ ｈｕｍａｎ ＴＳＨＲ Ａ ｓｕｂｕｎｉｔ． Ｃ． Ｐｌａｓｍｉｄ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ． Ｄ． Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ａｎｄ
ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＴＳＨＲ Ａ ｓｕｂｕｎｉｔ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＴＳＨＲ Ａ

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ３　 甲状腺功能的对比

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

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｙｒｏｉｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
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０􀆰 ００１），差异均具有显著性，两模型组间无显著

性差异（图 ３Ｄ）。
２􀆰 ３　 小鼠甲状腺病理改变

小鼠甲状腺标本 ＨＥ 染色和免疫组化染色结

果在光镜下 ４０ 倍观察可见（图 ４）：对照组小鼠甲

状腺滤泡上皮细胞呈扁平状，模型组小鼠甲状腺

滤泡上皮细胞显著增生呈立方状或高柱状，部分

滤泡细胞形成乳头状折叠向滤泡腔内突起，滤泡

间隙可见 Ｔ 淋巴细胞浸润。 其中 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃
ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠甲状腺增生比例为 ４５􀆰 ５％ （５ ／
１１），ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠甲状腺增生比例

为 ６０％（３ ／ ５）。

注：箭头：免疫组化染色阳性细胞。

图 ４　 甲状腺的病理改变

Ｎｏｔｅ． Ａｒｒｏｗ． Ｃｅｌｌｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｆｏｒ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｙｒｏｉｄ

图 ５　 心脏超声的对比

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ
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２􀆰 ４　 模型组小鼠心脏超声的改变

ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠左心室质量平均

值为（７９􀆰 ９ ± １７􀆰 ９）ｍｇ，高于对照组（５６􀆰 ５ ± ８􀆰 ４）
ｍｇ（Ｐ ＝ ０􀆰 ００７）和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组（６１􀆰 ６ ±
１４􀆰 ７） （ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１２） （图 ５）。 提示 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃
ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠存在左心室心肌肥厚。 其余指标

各组间无明显差异。
２􀆰 ５　 模型组小鼠眼眶组织学改变

小鼠眼眶标本 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果在光镜

下 １０ 倍观察见（图 ６）：ＨＥ 染色可见模型组小鼠球

后脂肪增多，Ｍａｓｓｏｎ 染色在模型组小鼠的眼外肌

中观察到纤维化改变，肌肉间隙胶原纤维增多。

注：箭头：眼外肌中的纤维化改变。

图 ６　 眼眶的病理改变

Ｎｏｔｅ． Ａｒｒｏｗ． Ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｅｘｔｒａｏｃｕｌａｒ ｍｕｓｃｌｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｏｒｂｉｔ

３　 讨论

小鼠模型是 Ｇｒａｖｅｓ 病的重要研究手段。 通

过在小鼠体内表达 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位使小鼠产生

ＴＲＡｂ 是诱导小鼠发生 Ｇｒａｖｅｓ 病的有效方法。 本

研究在电穿孔介导下通过两种表达人 ＴＳＨＲ Ａ 亚

单位基因的质粒载体成功诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病甲亢表

型和眼病表型，同时还比较了两种质粒的效果，
并且首次在该模型中发现甲状腺毒症性心脏病

表型。
Ｇｒａｖｅｓ 病是由于机体产生了 ＴＲＡｂ，与甲状腺

上的 ＴＳＨＲ 结合，刺激甲状腺，导致甲状腺激素过

量合成和分泌，从而表现出甲状腺功能亢进的一

系列症状［２７］。 本研究检测小鼠血清 ＴＲＡｂ 和

ＴＴ４，发现 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ

Ａ 早期即可引起 ＴＲＡｂ 升高，并最终分别诱导

７３􀆰 ３％和 ９１􀆰 ７％的小鼠出现 Ｇｒａｖｅｓ 病甲亢表型，
符合 Ｇｒａｖｅｓ 病在人体的发展模式。 此外，和之前

的研究一样［１４，２４］，本研究观察到了甲状腺滤泡上

皮增生伴淋巴细胞浸润。 而之前在 ＫＡＮＥＤＡ
等［１３］使用 ｐＣ１⁃ＩＲＥＳ⁃ΔＣＤ４ 和 ｐＢａｃＭａｍ⁃２ 作为载

体的模型中没有观察到淋巴细胞浸润，说明不同

质粒作为载体的造模效果可能并不一致，而

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 诱导的模型更接近人体

的病理变化。
此外，本研究首次报道了质粒电穿孔诱导的

Ｇｒａｖｅｓ 病模型的心脏超声改变，ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ
Ａ 组小鼠跟对照组和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组相比，
有更高的左心室质量。 左心室质量的升高提示

存在左心室心肌肥厚，符合甲状腺毒症性心脏病

０２
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早期的表现。 其他检测指标并未显示出差异，可
能是由于检查是在麻醉下进行的，其他指标受麻

醉影响可能无法反映真实水平［２８］。 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃
ＴＳＨＲ Ａ 和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 造模小鼠心脏超声

的差异再次证明不同质粒作为载体的造模效果

可能并不一致，在诱导甲状腺毒症性心脏病方面

ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 的 效 能 优 于 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃
ＴＳＨＲ Ａ。

本研究还检测了眼眶的病理，在 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃
ＴＳＨＲ Ａ 组和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠中均观察

到眼外肌中纤维化改变，并非所有表现出甲亢表

型的小鼠均出现了眼病表型。 Ｇｒａｖｅｓ 眼病可能和

胰岛素样生长因子 １ 受体 （ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ １ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＩＧＦ１Ｒ）抗体的产生有关［２９］。 虽

然本研究中并未检测，但之前的研究表明使用

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 作为载体时，小鼠体内产

生 ＴＲＡｂ 和 ＩＧＦ１Ｒ 抗体并不是平行的［１４］，因此并

非所有甲亢小鼠都出现眼病。
值得注意的是，血清 ＴＴ４ 的检测及组织病理

学检查的结果显示 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 作为 ＴＳＨＲ Ａ 亚单

位的载体在诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病甲亢表型和眼病表型

方面有优于 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 的趋势。 本次研究的结果

并未显示统计学意义，考虑可能与实验样本量不

足有关，未来将增加实验小鼠只数进一步比较两

种质粒诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病模型的效果。 此外，本研究

由于取材的失误，并未取得足够的甲状腺和眼眶

组织样本，这可能是导致组织学检查没有显著性

差异的原因。
总 的 来 说， 本 研 究 表 明 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 和

ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 作为 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位的载体都在电穿

孔的辅助下通过重复 ４ 次注射能够诱导小鼠出现

Ｇｒａｖｅｓ 病甲亢表型及眼病表型，并首次报道了使

用 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 作为载体时可以同时诱导出甲状腺

毒症性心脏病表型。 以质粒作为表达载体诱导

Ｇｒａｖｅｓ 病的模型极好地模拟了 Ｇｒａｖｅｓ 病在人体

的发病过程，可以作为将来 Ｇｒａｖｅｓ 病研究的可靠

方法。
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张琦，隋国媛，宋囡，等． 基于 Ａｐｏａ⁃Ⅰ调控胆固醇逆向转运探讨磷脂酰胆碱对高脂血症小鼠的影响 ［Ｊ］． 中国实验动物

学报， ２０２５， ３３（１）： ２３－３３．
ＺＨＡＮＧ Ｑ， ＳＵＩ Ｇ Ｙ， ＳＯＮＧ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｂｙ Ａｐｏａ⁃Ⅰ， ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｏｎ ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉｃ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２５， ３３（１）： ２３－３３．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０１􀆰 ００３

［基金项目］国家自然科学基金资助项目（８２３７４４２３，８２０７４１４５，８１９７４５４８），辽宁省高校黄大年式教师团队，辽宁省教育厅高校基本

科研项目（ＬＪ２３２４１０１６２０２７）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２３７４４２３，８２０７４１４５，８１９７４５４８）， Ｈｕａｎｇ Ｄａｎｉａｎ Ｓｔｙｌｅ Ｔｅａｃｈｅｒ Ｔｅａｍ ｉｎ
Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ’ ｓ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ， Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ （ ＬＪ２３２４１０
１６２０２７）．
［作者简介］张琦，女，在读博士研究生，研究方向：中西医结合防治心血管疾病。 Ｅｍａｉｌ：１５５２４０９９２４＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］贾连群，女，教授，博士，研究方向：中西医结合防治心血管疾病。 Ｅｍａｉｌ：ｊｌｑ⁃８＠ １６３． ｃｏｍ

基于 Ａｐｏａ⁃Ⅰ调控胆固醇逆向转运探讨磷脂酰胆碱
对高脂血症小鼠的影响

张琦，隋国媛，宋囡，贾连群∗

（辽宁中医药大学，沈阳　 １１０８４７）

　 　 【摘要】 　 目的 　 基于载脂蛋白 ａ⁃Ｉ （ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ａ⁃Ｉ， Ａｐｏａ⁃Ｉ） 基因敲除小鼠探究磷脂酰胆碱

（ｐｈｏｓｐｈｏｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＰＣ）改善胆固醇逆向转运的作用及机制。 方法　 采用随机数字表法将 ３０ 只 Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －小

鼠分为 Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －组、Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －＋ ＨＦＤ 组、Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组；３０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠作为对照分为 ＷＴ 组、
ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组、ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组，每组 １０ 只。 Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －组和 ＷＴ 组给予基础饲料饲喂，其余组给予高脂饲料

饲喂 ８ 周建立高脂血症模型。 于第 ９ 周开始，Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组及 ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组给予 ＰＣ
２􀆰 ５ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ），其余小鼠给予生理盐水灌胃，共干预 ４ 周。 全自动分析仪检测小鼠血清血脂水平，苏木素⁃伊
红（ＨＥ）染色及油红 Ｏ 染色观察小鼠肝组织病理形态学变化，ＣＯＤ⁃ＰＡＰ 法检测小鼠肝组织中胆固醇水平，
ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠血清中卵磷脂胆固醇酰基转移酶（ ｌｅｃｉｔｈｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＬＣＡＴ）水平，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
法及Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测肝组织中 ＡＴＰ 结合盒转运子 Ａ１（ＡＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１，ＡＢＣＡ１）、ＡＴＰ 结合

盒转运子 Ｇ１（ＡＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ｇ１，ＡＢＣＧ１）、ＬＣＡＴ、肝酯酶（ｈｅｐａｔｉｃ ｌｉｐａｓｅ，ＨＬ）、Ｂ 类Ⅰ型清道夫

受体（ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｌａｓｓ Ｂ ｔｙｐｅ １，ＳＲ⁃Ｂ１）及低密度脂蛋白胆固醇受体（ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬ⁃
Ｒ）ｍＲＮＡ 及蛋白表达。 结果　 与 ＷＴ 组比较，ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组小鼠血清中血脂水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＬＣＡＴ
水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），肝细胞脂肪空泡明显，肝脂质沉积显著，肝组织中 ＴＣ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１、ＬＣＡＴ、ＳＲ⁃Ｂ１、ＨＬ 及 ＬＤＬ⁃Ｒ ｍＲＮＡ 及蛋白表达显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与 ＷＴ ＋ ＨＦＤ
组比较，ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组小鼠血清中血脂水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＬＣＡＴ 水平显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），肝细胞脂肪空泡显著减少，肝脂质沉积减轻，肝组织中 ＴＣ 水平显著减低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＡＢＣＡ１、ＬＣＡＴ、
ＳＲ⁃Ｂ１、ＨＬ 及 ＬＤＬ⁃Ｒ ｍＲＮＡ 及蛋白表达显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ＋ ＨＦＤ 组小鼠血清中 ＴＣ、
ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ 水平显著升高，ＬＣＡＴ、ＨＤＬ⁃Ｃ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肝细胞发生气球样变，肝脂质沉

积显著加重，肝组织中 ＴＣ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＡＢＣＡ１、ＬＣＡＴ、ＨＬ ｍＲＮＡ 及蛋白表达显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与 ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组比较，Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组小鼠血清中血脂水平显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＬＣＡＴ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），肝细胞脂肪空泡明显，肝脂质沉积显著，肝组织中 ＴＣ 水平

显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１、ＬＣＡＴ、ＳＲ⁃Ｂ１ 及 ＨＬ ｍＲＮＡ 及蛋白表达显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
结论　 磷脂酰胆碱通过干预 Ａｐｏａ⁃Ｉ 进而调控胆固醇逆向转运从而改善高脂血症小鼠血脂异常。

【关键词】 　 载脂蛋白 ａ⁃Ｉ；磷脂酰胆碱；胆固醇逆向转运；血脂异常；小鼠
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ａ⁃Ｉ （Ａｐｏａ⁃Ｉ） ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ， ｔｈｅ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
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ｔｈｅ ｒａｎｄｏｍ ｎｕｍｂｅｒ ｔａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄ ； ３０ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ＷＴ ｇｒｏｕｐ， ＷＴ ＋ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐ，
ａｎｄ ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ， ｗｉｔｈ １０ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＷＴ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｂａｓｉｃ
ｆｅｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｆｅｅｄ ｆｏｒ ８ ｗｅｅｋｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ ｍｏｄｅｌ． Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ９ｔｈ
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ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｌｉｎｅ ｂｙ ｇａｖａｇｅ ｆｏｒ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ４ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｆｕｌｌｙ ａｕｔｏｍａｔｅｄ ａｎａｌｙｚｅｒ． Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ａｎｄ Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｏｂｓｅｒｖｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ＣＯＤ⁃ＰＡＰ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＬＣＴＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ， ａｎｄ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ
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ｌｉｐａｓｅ （ＨＬ）， ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｌａｓｓ Ｂ ｔｙｐｅ Ｉ （ＳＲ⁃Ｂ１）， ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ （ＬＤＬ⁃Ｒ） ｉｎ ｌｉｖｅｒ
ｔｉｓｓｕｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＷＴ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓｏｆ ＷＴ ＋ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＬＣＡＴ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｈｅｐａｔｉｃ ｆａｔ ｖａｃｕｏｌｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ，
ｈｅｐａｔｉｃ ｌｉｐｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ， ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ＴＣ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ
ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＢＣＡ１， ＡＢＣＧ１， ＬＣＡＴ， ＳＲ⁃Ｂ１， ＨＬ， ａｎｄ ＬＤＬ⁃Ｒ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＷＴ ＋ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐ， ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＬＣＡＴ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｈｅｐａｔｉｃ ｆａｔ
ｖａｃｕｏｌｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ， ｈｅｐａｔｉｃ ｌｉｐｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ， ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ＴＣ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＢＣＡ１， ＬＣＡＴ， ＳＲ⁃Ｂ１， ＨＬ ａｎｄ ＬＤＬ⁃Ｒ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＣ， ＴＧ， ａｎｄ ＬＤＬ⁃Ｃ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬＣＡＴ、ＨＤＬ⁃Ｃ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ｉｎ ｔｈｅ Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ＋
ＨＦＤ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ． Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ ｂａｌｌｏｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ｌｉｖｅｒ ｌｉｐｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ａｇｇｒａｖａｔｅｄ， ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ＴＣ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＡＢＣＡ１， ＬＣＡＴ ａｎｄ ＨＬ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ
ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ， ｔｈｅ Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）， ＬＣＡＴ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｌｉｐｉｄ ｖａｃｕｏｌｅｓ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｈｅｐａｔｉｃ
ｌｉｐｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ， ａｎｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＴＣ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅｉｒ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＢＣＡ１， ＡＢＣＧ１， ＬＣＡＴ， ＳＲ⁃Ｂ１， ａｎｄ ＨＬ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａ ｂｙ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｗｉｔｈ Ａｐｏａ⁃Ｉ ａｎｄ ｔｈｕｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ａ⁃Ｉ； ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ； ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ； ｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａ； ｍｉｃｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 据《中国心血管健康与疾病报告 ２０２２ 概要》
统计，心血管病（ｃａｒｄｉａｃ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＶＤ）占

城乡居民疾病死亡构成比首位，患病人数约为

３􀆰 ３ 亿，且患病率下降拐点尚未出现，ＣＶＤ 严重危

４２
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害人类健康并对社会造成巨大经济负担［１］。 血

脂异常是 ＣＶＤ 发生发展的重要危险因素［２］，中国

成人血脂异常患病率高达 ３５􀆰 ６％，且仍处于上升

阶段［３］，因此，改善血脂异常是 ＣＶＤ 及其相关疾

病的防治关键。
磷脂酰胆碱（ｐｈｏｓｐｈｏｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＰＣ）是哺乳

动物细胞膜重要组成成分，亦为高密度脂蛋白

（ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）最主要磷脂组分，
在改善血脂异常、防治动脉粥样硬化和心脑血管

疾病等方面具有优势。 报道显示 ＰＣ 对于改善血

脂异常尤其是降低胆固醇（ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）水平

具有积极作用［４］。 课题组前期进行肠道微生物

组学和脂质组学关联分析，结果提示 ＰＣ 代谢异

常与脂代谢紊乱密切相关［５］，其机制为 ＰＣ 调控

ＨＤＬ 最 主 要 载 脂 蛋 白———载 脂 蛋 白 ａ⁃Ｉ
（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ａ⁃Ｉ，Ａｐｏａ⁃Ｉ）影响胆固醇逆向转运

（ｒｅｖｅｒｓｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ，ＲＣＴ）从而改善血脂

异常［６］。 Ａｐｏａ⁃Ｉ 对于体内脂代谢稳态尤其是胆

固醇代谢稳态具有重要意义［７］，本研究采用

Ａｐｏａ⁃Ｉ 全身敲除小鼠模型，旨在探讨 ＰＣ 是否通

过干预 Ａｐｏａ⁃Ｉ 调控 ＲＣＴ 途径，进而防治高脂血症

小鼠血脂异常。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３０ 只 ＳＰＦ 级雄性 Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － 小鼠（遗传背景

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ），６ ～ ８ 周龄，体质量约（２０ ± ２） ｇ，购
自江苏集萃药康生物科技有限公司【ＳＣＸＫ（苏）
２０２３－０００９】。 ３０ 只 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，
６ ～ ８ 周龄，体质量约（２０ ± ２）ｇ，购自辽宁长生生

物技术股份有限公司【 ＳＣＸＫ（辽） ２０２０－ ０００１】。
均饲养于辽宁中医药大学实验动物中心【ＳＹＸＫ
（辽）２０２４－０００６】，饲养期间不限制饮水及进食。
饲养环境：昼夜各 １２ ｈ，温度（２５ ± ２）℃，湿度（５５
± ５）％，本实验所有操作均经过辽宁中医药大学

实验动物伦理委员会审批（２１００００４２０２２０６４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

高脂饲料（Ｄ１２４９２，６０％脂肪）购自小黍有泰

（北京）生物科技有限公司；维持饲料购自沈阳茂

华生物科技有限公司；ＰＣ 购自上海麦克林生化科

技有限公司；ＴＣ 检测试剂盒购自南京建成生物科

技有限公司；ＡＴＰ 结合盒转运子 Ａ１（ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１，ＡＢＣＡ１）、卵磷脂胆固醇酰

基 转 移 酶 （ ｌｅｃｉｔｈｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｃｖｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＬＣＡＴ）、低密度脂蛋白胆固醇受体 （ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬ⁃Ｒ）抗体均购自北京博奥

森生物技术有限公司；ＡＴＰ 结合盒转运子 Ｇ１
（ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ｇ１，ＡＢＣＡ１）、Ｂ
类Ⅰ型清道夫受体（ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｌａｓｓ Ｂ ｔｙｐｅ Ｉ，
ＳＲ⁃ＢⅠ）、肝酯酶（ｈｅｐａｔｉｃｌｉｐａｓｅ，ＨＬ）抗体均购自

武汉三鹰生物技术有限公司；所用引物由北京赛

百盛基因技术有限公司根据设计合成，见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ
基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

产物长度 ／ ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

ＡＢＣＡ１ Ｆ：ＧＴＴＡＣＧＧＣＡＧＡＴＣＡＡＧＣＡＴＣＣ
Ｒ：ＴＧＧＡＡＧＧＧＡＣＡＡＡＴＴＧＴＧＣＴＧ １０３

ＡＢＣＧ１ Ｆ：ＧＣＴＣＣＡＴＣＧＴＣＴＧＴＡＣＣＡＴＣＣ
Ｒ：ＡＣＧＣＡＴＴＧＴＣＣＴＴＧＡＣＴＴＡＧＧ ８８

ＬＣＡＴ Ｆ：ＧＣＴＴＧＧＧＧＡＡＴＣＧＧＣＴＡＧＡＡＧ
Ｒ：ＣＣＴＣＴＧＴＣＴＴＡＣＧＧＴＡＧＣＡＣＡＴ ７５

ＨＬ Ｆ：ＧＧＡＣＧＣＣＡＴＴＣＡＴＡＣＣＴＴ
Ｒ：ＡＴＣＡＡＣＴＣＧＣＣＧＡＴＧＴＣＴ ５９１

ＳＲ⁃Ｂ１ Ｆ：ＧＣＣＴＧＴＴＴＧＴＴＧＧＧＡＴＧＡＡ
Ｒ：ＡＴＣＴＴＧＣＴＧＡＧＴＣＣＧＴＴＣＣ １１２

ＬＤＬ⁃Ｒ Ｆ：ＣＡＧＣＧＴＡＴＣＴＧＴＧＧＣＴＧＡＣＡ
Ｒ：ＡＧＴＧＴＣＧＡＣＴＴＣＴＣＴＡＧＧＣＴ ５１１

β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＴＡＧＡＣＴＴＣＧ
Ｒ：ＡＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣ １０５

　 　 全自动生化分析仪购自日本日立公司；垂直

电泳槽、电泳仪、实时荧光定量 ＰＣＲ 仪均购自美

国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及实验干预

Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －小鼠随机分为敲除（Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －）组、
高脂（Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －＋ ＨＦＤ）组、磷脂酰胆碱（Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －

＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ）组；Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠作为对照，随机

分为对照（ＷＴ）组、高脂对照（ＷＴ ＋ ＨＦＤ）组、磷
脂酰胆碱对照（ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ）组，每组 １０ 只。
ＷＴ 组和 Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － 组予以普通饮食喂养；其余组

均予以高脂饮食（ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ，ＨＦＤ）喂养，喂饲

１２ 周。 参照文献［８］，于第 ９ 周开始，Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ＋
ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组和 ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组小鼠予以 ＰＣ
灌胃，剂量为 ２􀆰 ５ ｇ ／ （ ｋｇ·ｄ），其余小鼠予以生理

盐水灌胃。 第 １２ 周末取材。 末次给药后禁食不

５２
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禁水，收集血清以及肝组织用于后续检测。
１􀆰 ２􀆰 ２　 形态指标测试及取材

末次给药后禁食不禁水，收集血清以及肝组

织置于－８０ ℃保存，用于后续检测。
１􀆰 ２􀆰 ３　 全自动生化分析仪检测

收集全血后 ４ ℃静置 ３０ ｍｉｎ，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ，取上层血清，采用全自动生化分析仪检

测小鼠血清中血脂水平。
１􀆰 ２􀆰 ４　 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察肝组织病理

形态

将小鼠肝组织石蜡包埋后切片，二甲苯中脱

蜡，乙醇中梯度脱水，进行 ＨＥ 染色。 中性树脂封

固后于 Ｍ８ 数字显微成像系统观察组织形态。
１􀆰 ２􀆰 ５　 油红 Ｏ 染色观察肝组织脂质沉积

将小鼠肝组织脱水后冷冻切片， 厚度约

１０ μｍ。 采用常规方法进行油红 Ｏ 染色。 甘油明

胶封固后于 Ｍ８ 数字显微成像系统观察组织

形态。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＣＯＤ⁃ＰＡＰ 法检测肝组织 ＴＣ 水平

称取 ０􀆰 ０５ ｇ 肝组织，加入 ４５０ μＬ 生理盐水

进行机械匀浆，于 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，ＢＣＡ
法对上清液进行蛋白定量检测。 按操作说明书

进行加样，３７ ℃孵育 １０ ｍｉｎ 后测定吸光度，按说

明书公式计算肝组织 ＴＣ 水平。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清中 ＬＣＡＴ 水平

将试剂盒拿出复温，检查试剂是否完整，标
准品孔加 ５０ μＬ 相应标准品，样品孔 ５ 倍稀释后

上样，按说明书进行操作，在最后加入终止液后

立即在 ４５０ ｎｍ 波长下检测 ＯＤ 值，绘制标准品曲

线后计算血清中 ＬＣＡＴ 水平。
１􀆰 ２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肝组织基因水平

称取 ０􀆰 ０２ ｇ 肝组织，离心柱法提取总 ＲＮＡ，
反转为 ｃＤＮＡ 后加入扩增反应体系，按试剂盒说

明书设置扩增条件。 ２－ ΔΔＣｔ 法进行相对定量分析。
１􀆰 ２􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测肝组织蛋白水平

制备肝组织裂解液，称取 ０􀆰 ０５ ｇ 肝组织，低
温条件下进行机械匀浆，于 ４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ，ＢＣＡ 法对上清液进行蛋白定量检测。
用 ２ × Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 使蛋白变性，以每孔 ６０ μｇ
等质量上样，１８０ Ｖ 电泳 ３５ ｍｉｎ 后进行转膜、封
闭、一 抗、 二 抗 最 后 配 置 发 光 液 进 行 曝 光。
ＡｌｐｈａＶｉｅｗ ＳＡ ３􀆰 ４􀆰 ０ 软件分析灰度值。

１􀆰 ３　 统计学分析

采用 Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ４􀆰 ０ 软件进行统计学处理，数据

以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，多组间数据比较

用 ＡＮＯＶＡ 方差分析，组间两两比较用 ＬＳＤ 检验。
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 各组小鼠血脂水平变化

与 ＷＴ 组相比，ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组血清中 ＴＧ、ＴＣ、
ＨＤＬ⁃Ｃ 及 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；给予

ＰＣ 干预后上述指标显著降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 与 ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组相比，Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －＋ ＨＦＤ 组

血清中 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ 水平显著升高，ＨＤＬ⁃Ｃ 水

平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与ＷＴ ＋ ＨＦＤ
＋ ＰＣ 组相比，Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组血清中 ＴＣ、
ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ 水平显著升高，ＨＤＬ⁃Ｃ 水平显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见图 １。
２􀆰 ２　 各组小鼠肝组织病理变化及脂质沉积情况

ＨＥ 染色：ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组肝组织相较于 ＷＴ
组，细胞排列紊乱，细胞质疏松，脂肪空泡明显；
给予 ＰＣ 干预后，细胞质疏松程度减轻，脂肪空泡

显著减少。 Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －＋ ＨＦＤ 组相较于 ＷＴ ＋ ＨＦＤ
组，细胞质疏松成网状，脂肪空泡显著增多；给予

Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －＋ ＨＦＤ 组 ＰＣ 干预后，细胞质疏松程度减

轻，脂肪空泡改善，但改善程度不及 ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋
ＰＣ 组，见图 ２。
　 　 油红 Ｏ 染色：ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组肝组织相较于ＷＴ
组，肝细胞形态异常，橘红色脂滴增多，脂肪空泡

明显；给予 ＰＣ 干预后，橘红色脂滴显著减少，脂
肪空泡显著减少。 Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ＋ ＨＦＤ 组相较于 ＷＴ
＋ ＨＦＤ 组，视野内出现弥漫性橘红色脂滴，脂肪

空泡显著增多；给予 ＰＣ 干预后，橘红色脂滴沉积

情况改善，但改善程度不及 ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组，
见图 ３。
２􀆰 ３　 各组小鼠肝组织中 ＴＣ 水平

与 ＷＴ 组相比，ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组肝组织中 ＴＣ 水

平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；给予 ＰＣ 干预后，ＴＣ 水

平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组相比，
Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －＋ ＨＦＤ 组肝组织中 ＴＣ 水平显著升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。 与 ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组相比，Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －＋
ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组肝组织中 ＴＣ 水平显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见图 ４。

６２
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注：与 ＷＴ 组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组相比，ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５，ΔΔＰ ＜ ０􀆰 ０１。
（下图同）

图 １　 各组小鼠血清 ＴＣ、ＴＧ、ＨＤＬ⁃Ｃ 及 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ＋ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋

ＰＣ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５，ΔΔＰ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｅｒｕｍ ＴＣ， ＴＧ， ＨＤＬ⁃Ｃ ａｎｄ ＬＤＬ⁃Ｃ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

２􀆰 ４　 各组小鼠血清中 ＬＣＡＴ 水平

与 ＷＴ 组相比，ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组小鼠血清中

ＬＣＡＴ 表达水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；给予 ＰＣ 干

预后， ＬＣＡＴ 表达水平显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －＋ ＨＦＤ 组相较于 ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组，ＬＣＡＴ 表

达水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ
组相比，Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组血清中 ＬＣＡＴ 表

达水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见图 ５。
２􀆰 ５　 各组小鼠肝组织中胆固醇流出相关因子表

达情况

与 ＷＴ 组相比，ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组小鼠肝组织中

ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平显著降

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；给予 ＰＣ 干预后，ＡＢＣＡ１
和 ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ＋ ＨＦＤ 组相较于 ＷＴ
＋ ＨＦＤ 组，ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平显著降

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 表达水平显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），蛋白表达水平有降低趋势。 与ＷＴ ＋

ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组相比，Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组肝组

织中 ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平显

著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见图 ６。
２􀆰 ６　 各组小鼠肝组织中胆固醇酯化相关因子表

达情况

与 ＷＴ 组相比，ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组小鼠肝组织中

ＬＣＡＴ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平显著降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；给予 ＰＣ 干预后，ＬＣＡＴ ｍＲＮＡ 及蛋白表达

水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －＋ ＨＦＤ 组相

较于ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组，ＬＣＡＴ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平

显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋
ＰＣ 组相比，Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ＋ ＨＦＤ ＋ ＰＣ 组肝组织中

ＬＣＡＴ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平显著降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），见图 ７。
２􀆰 ７　 各组小鼠肝组织中胆固醇摄取相关因子表

达情况

与 ＷＴ 组相比，ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组小鼠肝组织中

ＳＲ⁃Ｂ１、ＨＬ、ＬＤＬ⁃Ｒ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平显著降

７２
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图 ２　 各组小鼠肝组织 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

图 ３　 各组小鼠肝组织油红 Ｏ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；给予 ＰＣ 干预后，ＳＲ⁃Ｂ１、
ＨＬ、ＬＤＬ⁃Ｒ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 Ａｐｏａ⁃Ⅰ－ ／ －＋ＨＦＤ 组相较于 ＷＴ
＋ＨＦＤ 组，ＨＬ、ＬＤＬ⁃Ｒ ｍＲＮＡ 表达水平显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＳＲ⁃Ｂ１、ＨＬ 蛋白表达水平显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ＷＴ＋ＨＦＤ＋ＰＣ 组相比，Ａｐｏａ⁃Ⅰ－ ／ －

＋ＨＦＤ＋ＰＣ 组肝组织中 ＳＲ⁃Ｂ１、ＨＬ ｍＲＮＡ 及蛋白

表达水平显著降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＬＤＬ⁃Ｒ ｍＲＮＡ

８２
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图 ４　 各组小鼠肝组织 ＴＣ 水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＴＣ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

图 ５　 各组小鼠血清中 ＬＣＡＴ 水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｓｅｒｕｍ ＬＣＡＴ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ

ｍｉｃｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

注：与 ＷＴ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ６　 各组小鼠肝组织胆固醇流出相关因子表达（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
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图 ７　 各组小鼠肝组织胆固醇酯化相关因子表达（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

表达水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），蛋白表达水平有

降低趋势，见图 ８。

３　 讨论

血脂异常是脂质代谢障碍的表现，通常指血

浆中 ＴＣ 和（或）ＴＧ 水平升高，高胆固醇血症为血

脂异常最主要类型且为心血管疾病发生的独立

危险因素［９］。 ＴＯＫＥＤＥ 等［１０］ 认为，ＰＣ 在降低血

脂异常方面具有潜在优势，尤其是对于高胆固醇

血症效果更为显著。 本实验结果显示，ＷＴ ＋ ＨＦＤ
组小鼠血脂水平显著升高，肝出现脂肪空泡以及

橘红色脂滴且 ＴＣ 水平显著升高，提示高脂血症

模型复制成功；给予 ＰＣ 干预后，血脂水平显著降

低，肝脂肪空泡以及脂滴显著减少且 ＴＣ 水平显

著降低，说明 ＰＣ 可以改善血脂异常尤其是胆固

醇代谢紊乱。
有研究发现， ＰＣ 改善血脂异常的机制与

Ａｐｏａ⁃Ｉ 调控 ＲＣＴ 途径相关［１１］。 Ａｐｏａ⁃Ｉ 为 ＨＤＬ 最

主要的载脂蛋白，在血脂异常、动脉粥样硬化等

疾病发生发展中具有重要生物学功能，前期研究

结果表明，ＷＴ 组小鼠在高脂喂饲情况下，肝组织

中 Ａｐｏａ⁃Ｉ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平显著降低［１２］，报
道显 示， Ａｐｏａ⁃Ｉ 在 ＲＣＴ 途 径 中 发 挥 核 心 作

用［１３－１４］。 ＲＣＴ 途径是指是将异常沉积的胆固醇

从周围组织细胞转运至肝进行转化及代谢，是机

体维持脂代谢稳态的重要机制。 本实验利用

Ａｐｏａ⁃Ｉ 基因敲除小鼠模型，验证 ＰＣ 是否以 Ａｐｏａ⁃
Ｉ 为靶点调控 ＲＣＴ 途径。

胆固醇流出为 ＲＣＴ 初始阶段，主要由 ＡＢＣＡ１
和 ＡＢＣＧ１ 共同介导，使巨噬细胞内胆固醇流出与

Ａｐｏａ⁃Ｉ 结合形成 ｐｒｅβ⁃ＨＤＬ［１５］。 ＣＵＫＩＥＲ 等［１６］ 发

现，ＰＣ 使 ＡＢＣＡ１ 介导胆固醇流出能力增强。 本

研究结果显示，ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组小鼠胆固醇流出能

力减弱， 给予 ＰＣ 干预后， 肝组织中 ＡＢＣＡ１、
ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达显著升高，说明 ＰＣ 促

进胆 固 醇 流 出。 Ａｐｏａ⁃Ｉ 亦 可 促 进 ＡＢＣＡ１ 表

达［１７］，本研究中 Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ＋ ＨＦＤ 组相比于 ＷＴ ＋
ＨＦＤ 组，ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达显著

降低。 敲除 Ａｐｏａ⁃Ｉ 能够使 ＰＣ 促进胆固醇流出作

用发生逆转，表明 ＰＣ 介导胆固醇流出与上调

Ａｐｏａ⁃Ｉ 表达有关。
胆固醇酯化为 ＲＣＴ 关键环节，ＬＣＡＴ 作为胆

固醇酯化的重要催化酶，将 ｐｒｅβ⁃ＨＤＬ 酯化为胆

固醇酯（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｓｔｅｒ，ＣＥ） ［１８］。 本研究结果显

示，ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组血清及肝组织中 ＬＣＡＴ 表达显

著降低，给予 ＰＣ 干预后，胆固醇酯化能力上调，
说明 ＰＣ 促进胆固醇酯化。 Ａｐｏａ⁃Ｉ 为 ＬＣＡＴ 激活

剂［１９］，本研究中 Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ＋ ＨＦＤ 组相比于 ＷＴ ＋
ＨＦＤ 组，ＬＣＡＴ 表达显著降低。 与 ＷＴ ＋ ＨＦＤ ＋
ＰＣ 组相比，Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ＋ ＨＦＤ 组给予 ＰＣ 干预后，
ＬＣＡＴ 表达显著降低，表明 ＰＣ 通过上调 Ａｐｏａ⁃Ｉ 表
达介导胆固醇酯化。

胆固醇摄取为 ＲＣＴ 途径的终末环节，ＨＬ、
ＳＲ⁃Ｂ１ 及 ＬＤＬ⁃Ｒ 为胆固醇摄取的关键受体，未酯

化 ＴＣ 被 ＨＬ 摄取，ＨＤＬ 内剩余的 ＣＥ 被 ＳＲ⁃Ｂ１ 及

ＬＤＬ⁃Ｒ 摄取［２０］。 本研究结果显示，ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组

０３
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图 ８　 各组小鼠肝组织胆固醇摄取相关因子表达（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｕｐｔａｋｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

胆固醇摄取能力下调，给予 ＰＣ 干预后，肝组织中

ＳＲ⁃Ｂ１、ＨＬ 及 ＬＤＬ⁃Ｒ ｍＲＮＡ 及蛋白表达显著升

高，表明 ＰＣ 促进胆固醇摄取。 ＴＥＭＥＬ 等［２１］发现

Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －鼠中 ＳＲ⁃Ｂ１ 胆固醇摄取能力下降，本研

究中 Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ －＋ ＨＦＤ 组相比于 ＷＴ ＋ ＨＦＤ 组，ＳＲ⁃
Ｂ１、ＨＬ 及 ＬＤＬ⁃Ｒ ｍＲＮＡ 及蛋白表达显著降低，与
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既往研究结果相符。 给予 Ａｐｏａ⁃Ｉ－ ／ － ＋ ＨＦＤ 组 ＰＣ
干预后，ＰＣ 促进胆固醇摄取作用发生逆转，表明

ＰＣ 介导胆固醇流出与上调 Ａｐｏａ⁃Ｉ 表达有关。
综上所述，本研究的实验结果表明 ＰＣ 对高

脂血症小鼠血脂紊乱、肝病理改变具有保护作

用；促进 ＲＣＴ 相关因子表达。 在敲除 Ａｐｏａ⁃Ｉ 后，
ＰＣ 改善血脂紊乱、肝病理改变及调节 ＲＣＴ 相关

因子表达的作用减弱，进而表明 ＰＣ 改善高脂血

症小鼠血脂异常与上调 Ａｐｏａ⁃Ｉ 表达有关。 但本

实验未对外周巨噬细胞中 ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ 进行

检测，仍具有一定的局限性和不足，课题组后续

拟提取小鼠腹腔巨噬细胞进行检测，开展进一步

探讨。
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［１１］　 ＴＯＲＫＨＯＶＳＫＡＹＡ Ｔ Ｉ， ＫＵＤＩＮＯＶ Ｖ Ａ， ＺＡＫＨＡＲＯＶＡ Ｔ
Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ａｓ ａ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｒｅｖｅｒｓｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ［Ｊ］． Ｒｕｓｓ Ｊ Ｂｉｏｏｒｇ
Ｃｈｅｍ， ２０１８， ４４（６）： ６０８－６１８．

［１２］　 张琦， 隋国媛， 宋囡， 等． 加味香砂六君子汤调控高脂血

症小鼠 ａｐｏａ⁃Ｉ 改善内质网应激的作用机制研究 ［ Ｊ］． 北

京中医药大学学报， ２０２４， ４７（９）： １２３６－１２４６．
ＺＨＡＮＧ Ｑ， ＳＵＩ Ｇ Ｙ， ＳＯＮＧ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｘｉａｎｇｓｈａ Ｌｉｕｊｕｎｚｉ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ａｐｏａ⁃Ｉ
ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉｃ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ｊ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ，
２０２４， ４７（９）： １２３６－１２４６．

［１３］　 ＣＯＣＨＲＡＮ Ｂ Ｊ， ＯＮＧ Ｋ Ｌ， ＭＡＮＡＮＤＨＡＲ Ｂ， ｅｔ ａｌ．
ＡＰＯＡ１： ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］．
Ｃｕｒｒ Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒ Ｒｅｐ， ２０２１， ２３（３）： １１．

［１４］　 ＸＵ Ｘ， ＳＯＮＧ Ｚ， ＭＡＯ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ａ１⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｉｎ
ａｎｔｉａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｔｈｅｒａｐｙ： ｒｅｃｅｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ
ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ［Ｊ］． Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｔｈｅｒ， ２０２２， ２０２２： ４６１０８３４．

［１５］　 ＦＲＡＭＢＡＣＨ Ｓ Ｊ Ｃ Ｍ， ＤＥ ＨＡＡＳ Ｒ， ＳＭＥＩＴＩＮＫ Ｊ Ａ Ｍ， ｅｔ
ａｌ． Ｂｒｏｔｈｅｒｓ ｉｎ ａｒｍｓ： ＡＢＣＡ１⁃ ａｎｄ ＡＢＣＧ１⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ ａｓ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｔａｒｇｅｔｓ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｄｉｓｅａｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ［Ｊ］． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｖ， ２０２０， ７２（１）： １５２
－１９０．

［１６］　 ＣＵＫＩＥＲ Ａ Ｍ Ｏ， ＴＨＥＲＯＮＤ Ｐ， ＤＩＤＩＣＨＥＮＫＯ Ｓ Ａ， ｅｔ ａｌ．
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｉｎ ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄ ＨＤＬ： ｆｏｃｕｓ
ｏｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ ｃａｐａｃｉｔｙ ［Ｊ］．
Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ Ｌｉｐｉｄｓ， ２０１７， １８６２
（９）： ８９０－９００．

［１７］　 ＣＨＥＮ Ｌ， ＺＨＡＯ Ｚ Ｗ， ＺＥＮＧ Ｐ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｆｏｒ ＡＢＣＡ１⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ ［ Ｊ ］．
Ｃｅｌｌ Ｃｙｃｌｅ， ２０２２， ２１（１１）： １１２１－１１３９．

［１８］　 ＰＯＷＮＡＬＬ Ｈ Ｊ， ＲＯＳＡＬＥＳ Ｃ， ＧＩＬＬＡＲＤ Ｂ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈ⁃
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ， ｒｅｖｅｒｓｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ
ａｔｈｅｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ［Ｊ］． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃａｒｄｉｏｌ， ２０２１， １８（１０）： ７１２
－７２３．

［１９］　 ＧＯＲＳＨＫＯＶＡ Ｉ Ｎ， ＭＥＩ Ｘ， ＡＴＫＩＮＳＯＮ Ｄ． Ａｒｇｉｎｉｎｅ １２３ ｏｆ
ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ａ⁃Ｉ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｌｅｃｉｔｈｉｎ： ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ［ Ｊ］． Ｊ Ｌｉｐｉｄ Ｒｅｓ， ２０１８， ５９ （ ２）：

２３
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３４８－３５６．
［２０］　 ＯＵＩＭＥＴ Ｍ， ＢＡＲＲＥＴＴ Ｔ Ｊ， ＦＩＳＨＥＲ Ｅ Ａ． ＨＤＬ ａｎｄ

ｒｅｖｅｒｓｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ［ Ｊ ］． Ｃｉｒｃ Ｒｅｓ， ２０１９， １２４
（１０）： １５０５－１５１８．

［２１］　 ＴＥＭＥＬ Ｒ Ｅ， ＷＡＬＺＥＭ Ｒ Ｌ， ＢＡＮＫＡ Ｃ Ｌ， ｅｔ ａｌ．
Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ａ⁃Ｉ ｉｓ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ

ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ ｆｏｒ ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＢＩ⁃
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｙｌ ｅｓｔｅｒ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｕｐｔａｋｅ ［ Ｊ ］． Ｊ Ｂｉｏｌ
Ｃｈｅｍ， ２００２， ２７７（２９）： ２６５６５－２６５７２．

［收稿日期］ 　 ２０２４－０８－０６

《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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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １

薛静波，杨金凤，黄恺，等． 三种非酒精性脂肪肝炎模型病证特点的比较研究 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２５， ３３（１）： ３４
－４３．
ＸＵＥ Ｊ Ｂ， ＹＡＮＧ Ｊ Ｆ， ＨＵＡＮＧ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ
ｍｏｄｅｌｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２５， ３３（１）： ３４－４３．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０１􀆰 ００４

［基金项目］国家自然科学基金面上项目（８２２７４３０５），上海市临床重点专科建设项目（ｓｈｓｌｃｚｄｚｋ０１２０１）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（８２２７４３０５），Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｋｅｙ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｓｐｅｃｉａｌｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
（ｓｈｓｌｃｚｄｚｋ０１２０１）．
［作者简介］薛静波，女，硕士，研究方向：慢性肝病。 Ｅｍａｉｌ：ｉａｍｃｙｎｔｈｉａｘｕｅ＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］陶艳艳，女，博士，研究员，硕士生导师，研究方向：中医药治疗慢性肝病的基础。 Ｅｍａｉｌ：ｔａｏｙａｎｙａｎ１０２３＠ １２６． ｃｏｍ；

刘成海，男，博士，研究员，博士生导师，研究方向：中医药治疗慢性肝病的基础与临床。
Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｇｈａｉｌｉｕ＠ ｈｏｔｍａｉｌ． ｃｏｍ。
∗共同通信作者

三种非酒精性脂肪肝炎模型病证特点
的比较研究

薛静波１ ，杨金凤１ ，黄恺１ ，彭渊１ ，陶艳艳１∗ ，刘成海１，２，３∗

（１． 上海中医药大学附属曙光医院肝病研究所，上海　 ２０１２０３；２． 上海市中医临床重点

实验室，上海 ２０１２０３；３． 上海中医药大学肝肾疾病病证教育部重点实验室，上海 ２０１２０３）

　 　 【摘要】 　 目的　 比较四氯化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）注射复合高脂饲料饮食（ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ，ＨＦＤ）、
蛋氨酸胆碱缺乏饮食（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ａｎｄ ｃｈｏｌｉｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｄｉｅｔ，ＭＣＤ）以及高脂高糖高胆固醇饮食（ ａｙｍｌｉｎ ｌｉｖｅｒ
ＮＡＳＨ，ＡＭＬＮ）诱导的三种非酒精性脂肪性肝炎（ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ）模型血清学及病理学特

征。 方法　 分别采用 ＣＣｌ４ 注射复合高脂饲料饮食（ＣＣｌ４ ＋ ＨＦＤ）、ＭＣＤ、ＡＭＬＮ 喂养 １０、８ 和 ６ 周，制备小鼠

ＮＡＳＨ 模型。 比色法检测血清丙氨酸转移酶（ ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、天门冬氨酸转移酶（ ａｓｐａｒｔａｔｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）和血糖（ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＧＬＵ）的水平及肝组织甘油三酯 （ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、总胆固醇（ ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）和丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量及超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性；酶
联免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测血清胰岛素（ ｆａｓｔｉｎｇ ｉｎｓｕｌｉｎ，ＦＩＮＳ）含量并计算

胰岛素抵抗指数（ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）；苏木素⁃伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色、天狼猩红染色及油红 Ｏ 染色观察肝组织炎症、脂滴生成及胶原沉积情况，并根据非酒精性脂肪肝病

（ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）活动度评分（ＮＡＦＬＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｃｏｒｅ，ＮＡＳ）对肝组织脂肪性肝炎分级评

分。 结果　 与各正常组小鼠相比，３ 种模型组小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 活性、肝 ＴＧ、ＴＣ、ＭＤＡ 含量及 ＳＯＤ 活性均有

显著上升；其中 ＡＭＬＮ 模型组及 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组小鼠的血清 ＦＩＮＳ、ＧＬＵ 的含量显著升高，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数显

著升高；ＭＣＤ 模型组小鼠血清 ＦＩＮＳ、ＧＬＵ 的含量及 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数显著下降。 ＨＥ 染色、油红 Ｏ 染色及 ＮＡＳ 评

分结果显示，３ 种模型组小鼠的肝组织均已进展到脂肪性肝炎阶段，且 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组小鼠肝组织胶原沉

积最明显，ＡＭＬＮ 模型组小鼠肝脂滴最丰富。 结论　 上述三种模型均可稳定模拟人类 ＮＡＳＨ 疾病的血清学及

病理学变化，其中 ＡＭＬＮ 模型可模拟人类的发病过程及机制，且胰岛素抵抗、氧化应激等全身代谢紊乱表现，
但耗时较长，纤维化进展较慢。 ＭＣＤ 饮食 ８ 周即可模拟 ＮＡＳＨ 的血清及病理学特征，但无肥胖胰岛素抵抗发

生。 ＣＣｌ４ 复合 ＨＦＤ 模型 １０ 周即可诱导 ＮＡＳＨ 模型，能模拟其血清学及病理学变化，且肝组织纤维沉积与氧

化应激损伤明显。
【关键词】 　 非酒精性脂肪肝炎；ＭＣＤ 模型；ＡＭＬＮ 模型；胰岛素抵抗
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ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ （ＮＡＳＨ） ｍｏｄｅｌｓ： ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ （ＨＦＤ） ｗｉｔｈ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ （ＣＣｌ４） ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ａｎｄ
ｃｈｏｌｉｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｄｉｅｔ （ＭＣＤ）， ａｎｄ Ａｙｍｌｉｎ ｌｉｖｅｒ ＮＡＳＨ （ＡＭＬＮ） ｄｉｅｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＮＡＳＨ ｍｏｄｅｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ３ ＮＡＳＨ
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ｇｒｏｕｐｓ ｈａｄ ＮＡＳＨ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ． Ｌｉｖｅｒ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ． Ｌｉｖｅｒ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｗｅｒｅ ｍｏｓｔ ａｂｕｎｄａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａｌｌ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ３ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ ｃａｎ ｓｔａｂｌｙ ｓｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＮＡＳＨ ｉｎ ｈｕｍａｎ． Ｔｈｅ ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ
ｓｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｉｔ ｉｓ ｔｉｍｅ⁃ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｓ ｓｌｏｗ． Ｔｈｅ ＭＣＤ ｄｉｅｔ ｃａｎ
ｓｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ＮＡＳＨ ｉｎ ８ ｗｅｅｋｓ， ｂｕｔ ｎｏ ｏｂｅｓｉｔｙ ｏｒ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｃｃｕｒｒｅｄ．
Ｔｈｅ ＣＣｌ４ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ＮＡＳＨ ｍｏｄｅｌ ｉｎ １０ ｗｅｅｋｓ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｓｉｍｕｌａｔｅ ｉｔｓ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｈａｓ ｏｂｖｉｏｕｓ ｆｉｂｒｏｕｓ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｄａｍａｇｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ； ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ； ａｍｙｌｉｎ ｍｏｄｅｌ； ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 非酒精性脂肪肝病（ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）发病率逐年升高，其可从单纯脂

肪肝逐渐进展为非酒精性脂肪肝炎（ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ
ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ）、肝纤维化，甚至导致肝硬

化、肝癌、肝功能衰竭等终末期肝病，已成为全球

最常见的肝病［１］。 但是目前尚无 ＮＡＳＨ 治疗药

物获批。 ＮＡＳＨ 的新药研发依赖合适的动物模

型，目前常见的 ＮＡＳＨ 动物模型主要分为纯饲料

诱导、饲料复合化学药物诱导以及基因编辑动物

模型三类。 高脂饮食（ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ，ＨＦＤ）模型是

一种常见的扰乱脂质代谢，导致脂肪肝变性，诱

导 ＮＡＳＨ 发生的造模方法。 小鼠对高脂饲料较敏

感，长期喂养后容易出现高脂血症、高胰岛素血

症异常的变化，从而模拟人类 ＮＡＦＬＤ 的组织病

理学和发病机制；四氯化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，
ＣＣｌ４）能诱导肝发生氧化应激反应，导致有毒脂质

和过氧化产物的积累，造成广泛性肝损伤，谷丙

转氨酶（ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、谷草转氨

酶（ ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ） 和甘油三酯

（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）的水平也明显升高［２］。 ＣＣｌ４ 与

ＨＦＤ 相结合制备复合 ＮＡＳＨ 模型，可以促进小鼠

ＮＡＳＨ 和肝纤维化的发展［３］。 蛋氨酸胆碱缺乏饮

５３
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食（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ａｎｄ ｃｈｏｌｉｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｄｉｅｔ，ＭＣＤ）模

型的脂肪性肝炎发展速度快，其病理病变与人类

ＮＡＳＨ 类似，其发病机制是由于蛋氨酸和胆碱的

缺乏，导致低密度脂蛋白胆固醇合成减少，因此

无法将甘油三酯运出肝外而在肝内累积形成脂

肪肝［４－５］。 并且胆碱缺乏也会引起肝线粒体内部

活性氧增加，最终导致肝的氧化应激损伤［６］。 含

高脂高糖高胆固醇（ａｍｙｌｉｎ ｌｉｖｅｒ ＮＡＳＨ，ＡＭＬＮ）饮
食模型由 Ａｍｙｌｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ 公司研发的一种

西方饮食（ｗｅｓｔｅｒｎ ｄｉｅｔ，ＷＤ）模型，能快速稳定增

加小鼠体质量与脂肪，其含有的反式脂肪也能促

进小鼠肝脂肪变性［７－８］。
本研究比较了 ＣＣｌ４ 复合高脂饮食 （ ＣＣｌ４ ＋

ＨＦＤ）、蛋氨酸胆碱缺乏饮食（ＭＣＤ）及高脂高糖

高胆固醇饮食（ＡＭＬＮ）三种常用的小鼠 ＮＡＳＨ 模

型，并初步探讨上述模型的病理特征及发病机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠 ６０ 只，６ 周龄，１８
～ ２０ 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【ＳＹＸＫ（沪） ２０２０－ ０００９】，在恒温

（２２ ～ ２５ ℃），恒湿（相对湿度 ５０％ ～ ６０％），
１２ ｈ 循环照明的 ＳＰＦ 级环境下饲养，自由饮食和

水。 本实验通过上海中医药大学伦理委员会审

批（ＰＺＳＨＵＴＣＭ２１０８１３００９）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

高脂饲料（６０ ｋｃａｌ％脂肪热量高脂鼠粮，货号

ＨＦ６０⁃５ ｋｇ）、蛋氨酸及胆碱缺乏饲料（货号 ＭＣＤ⁃
５ ｋｇ）、蛋氨酸及胆碱充足饲料（ＭＣＤ 对照鼠粮，
货号 ＭＣＳ⁃５ ｋｇ）和高脂高糖高胆固醇饲料（反式

脂肪 （ ４０％） 胆 固 醇 （ ２％） 果 糖 （ ２２％）， 货 号

ＡＭＬＮ⁃１０ｋｇ），以上均购自 ＤＹＥＴＳ 公司；普通饲料

购自普路腾公司；ＡＬＴ 测试盒（Ｃａｔ Ｎｏ． Ｃ００９⁃１）、
ＡＳＴ 测试盒（ Ｃａｔ Ｎｏ． Ｃ０１０⁃１）、超氧化物歧化酶

（ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ ） 试 剂 盒 （ Ｃａｔ Ｎｏ．
Ａ００１⁃３⁃２）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、血糖

（ｇｌｕｃｏｓｅ，ＧＬＵ）试剂盒（Ｃａｔ Ｎｏ． Ａ１５４⁃２⁃１）、苏木

素⁃伊红（ＨＥ）染色试剂盒（Ｃａｔ Ｎｏ． １０００４１６０）、油
红 Ｏ 染色试剂盒（Ｃａｔ Ｎｏ． Ｄ０２７⁃１⁃２），均购自南京

建成生物研究所；ＴＧ 试剂盒（Ｃａｔ Ｎｏ． Ａ０⁃１００２７）、
ＴＣ 试剂盒（Ｃａｔ Ｎｏ． Ａ０⁃１００１７），购自浙江东瓯诊

断产品有限公司。
３⁃１８ＫＳ 型高速冷冻离心机 （德国 Ｓｉｇｍａ 公

司）；ＢＳＡ３２０２ＳＣＷ 型电子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公

司）；数字病理扫描仪 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；
ＡＳＰ３００ 自 动 脱 水 机、 ＥＧ１１６０ 石 蜡 包 埋 机、
ＲＭ２０３５ 切片机、ＣＭ１８５０ 冰冻切片机、ＨＩ１２２０ 烤

片机（德国 ＬＥＩＣＡ 公司）；全自动样品快速研磨仪

（上海净信实业发展有限公司）；Ｐｏｗｅｒｗａｖｅ ＸＳ 全

波长酶标仪（美国 Ｂｉｏｔｅｋ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 造模方法

（１）ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型：雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ２０
只，随机分为 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组与 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模

型组，每组 １０ 只。 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组小鼠给予普

通饲料；ＣＣｌ４ ＋ ＨＦＤ 模型组小鼠给予 ＨＦＤ ４ 周，
于第 ５ 周开始腹腔注射 ２ ｍＬ ／ ｋｇ １５％ ＣＣｌ４，第 ６
周开始腹腔注射 ２ ｍＬ ／ ｋｇ １０％ ＣＣｌ４，每周 ２ 次，
同时高脂饲料喂养 １０ 周。

（２）ＭＣＤ 模型：雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ２０ 只，随
机分为 ＭＣＤ 正常组和 ＭＣＤ 模型组，每组 １０ 只。
ＭＣＤ 正常组小鼠给予蛋氨酸胆碱充足饲料

（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ⁃ｃｈｏｌｉｎｅ ｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ，ＭＣＳ）；ＭＣＤ 模型组

小鼠 ＭＣＤ 喂养 ８ 周。
（３）ＡＭＬＮ 模型：雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ２０ 只，

随机分为 ＡＭＬＮ 正常组与 ＡＭＬＮ 模型组，每组 １０
只。 ＡＭＬＮ 正常组小鼠给予普通饲料；ＡＭＬＮ 模

型组给予 ＡＭＬＮ 喂养 ２６ 周。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物处理

所有小鼠采用 ３％戊巴比妥钠以 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ 腹

腔注射进行麻醉，打开腹腔，下腔静脉取血，室温

静置 ２ ｈ，以 ４ ℃、３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １５ ｍｉｎ，收集血

清，４ ℃保存。 采血后剪断下腔静脉，摘取小鼠的

肝、脾并称重记录。 留取约 ０􀆰 ５ ｃｍ × ０􀆰 ５ ｃｍ ×
０􀆰 ３ ｃｍ 大小肝组织，１０％甲醛溶液固定，另留取

约 ０􀆰 ５ ｃｍ × ０􀆰 ５ ｃｍ × ０􀆰 ３ ｃｍ 大小肝组织，ＯＣＴ
包埋冷冻，其余肝组织于－８０ ℃保存。
１􀆰 ２􀆰 ３　 观察指标及检测方法

（１） ＨＥ 染色：选取肝最大叶中部同区域

５ ｍｍ 见方组织 １ 块，１０％中性福尔马林固定，自
动脱水机逐级乙醇脱水，二甲苯透明，包埋，切

６３
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片，观察肝组织的病理变化。 采用 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 ＮＡＦＬＤ 活动度积分 （ ＮＡＦＬＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｓｃｏｒｅ， ＮＡＳ）评分。

（２）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 ［９］，见表 １。 纤

维化等级评价采用 ２００５ 年美国国立卫生研究院

ＮＡＳＨ 临床研究网病理工作组优化的 ＮＡＦＬＤ 分

级评分标准［９］，详见表 ２。

表 １　 非酒精性脂肪性肝病 ＮＡＳ 评分表

Ｔａｂｌｅ １　 ＮＡＦＬＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｃｏｒｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ

项目
Ｉｔｅｍ

评分标准
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ ｓｃｏｒｉｎｇ

０ 分
０ ｐｉｏｎｔ

１ 分
１ ｐｉｏｎｔ

２ 分
２ ｐｉｏｎｔｓ

３ 分
３ ｐｉｏｎｔｓ

肝细胞脂肪变比例 ／ ％
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ

ｓｔｅｏｔｏｓｉｓ ｇｒａｄｅ ／ ％
＜ ５％ ５％ ～ ３３％ ３４％ ～ ６６％ ＞ ６６％

小叶内炎症坏死灶
数量 ／ 个（ × ２０）
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｏｂｕｌａｒ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ／

ｎｕｍｂｅｒｓ（ × ２０）

０ ＜ ２ ２ ～ ４ ＞ ４

肝细胞气球样变
Ｂａｌｌｏｏｎｉｎｇ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

无
Ｎｏｎｅ

少见
Ｆｅｗ

多见
Ｍａｎｙ －

表 ２　 肝纤维化分级标准

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｇｒａｄｉｎｇ
分级
Ｇｒａｄｅ

纤维化程度
Ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｓｔａｇｅ

Ｆ０ 无 Ｎｏｎｅ

Ｆ１ａ 轻度，３ 区窦周 Ｍｉｌｄ， ｚｏｎｅ ３， ｐｅｒｉｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ

Ｆ１ｂ 中度，３ 区窦周 Ｍｏｄｅｒａｔｅ， ｚｏｎｅ ３， ｐｅｒｉｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ

Ｆ１ｃ 汇管区 Ｐｏｒｔａｌ ／ ｐｅｒｉｐｏｒｔａｌ

Ｆ２ 汇管区周围窦周 Ｐｏｒｔａｌ ／ ｐｅｒｉｐｏｒｔａｌ ａｎｄ ｐｅｒｉｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ

Ｆ３ 桥接 Ｂｒｉｄｇｉｎｇ

Ｆ４ 肝硬化 Ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ

　 　 （３）油红 Ｏ 染色：将准备好的 ＯＣＴ 冰冻组织

切片后，室温回温 １０ ｍｉｎ，放入装有试剂 １ 应用液

的染缸中染色 １０ ～ １５ ｍｉｎ，用 ３７ ℃蒸馏水洗 ５ ～
２０ ｓ。 试剂 ２ 复染液染色 ３ ～ ５ ｍｉｎ，水洗 ３０ ～ ６０
ｓ，未待表面水干透，即可滴加已 ６０ ℃预热至液态

的试剂 ３ 水性封固剂于玻片表面，进行封片。
（４）天狼星红染色：肝组织固定，常规脱水包

埋；切片，常规脱蜡至水，天狼星红染色液滴染，
流水冲洗，去除切片表面染液，Ｍａｙｅｒ 苏木素染色

液染细胞核，流水冲洗，常规脱水透明，中性树胶

封固。
（５）血清生化学指标检测：血清 ＡＬＴ 活性通

过试剂盒采用赖氏法检查；血清 ＡＳＴ 活性通过试

剂盒采用比色法检测。
（６）血清 ＧＬＵ、胰岛素、脂联素：ＧＬＵ 含量通

过试剂盒采用葡萄糖氧化酶法检查；血清胰岛素

（ ｆａｓｔｉｎｇ ｉｎｓｕｌｉｎ， ＦＩＮＳ ） 和 脂 联 素 （ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ，
ＡＤＰ）含量通过 ＥＬＩＳＡ 检查。 胰岛素抵抗指数

（ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ，
ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）计算公式为：ＨＯＭＡ － ＩＲ ＝ ＧＬＵ ×
ＦＩＮＳ ／ ２２􀆰 ５。

（７）肝脂质含量检测：肝组织 ＴＧ、ＴＣ 含量测

定，取肝组织制备为肝组织匀浆，通过试剂盒进

行检测。
（８）肝脂质过氧化指标检测：取肝组织制备

为肝组织匀浆，通过试剂盒，检测 ＳＯＤ、ＭＤＡ 等

指标。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件对数据进行统

计分析。 统计描述中的测量数据用平均值 ± 标

准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，并使用计数数据。 当满足方差

的正态性和同质性时，通过两组间 ｔ 检验比较，Ｐ
＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。 等级分组资料的比

较通过 Ｒａｄｉｔ 分析来计算；计量资料多组间比较，
采用单因素方差分析（Ｏｎｅ ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。

２　 结果

２􀆰 １　 三种 ＮＡＳＨ 模型小鼠的一般情况

造模期间，各正常组小鼠状态良好，毛发光

泽，反应敏锐，体质量缓慢增加。 各模型组小鼠

造模后活动量减少，精神状态变差，毛发欠光滑，
反应迟钝。 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 及 ＡＭＬＮ 模型组小鼠体质

量较其正常组增长快；而ＭＣＤ 模型组小鼠体质量

较正常组减少明显，小鼠均无死亡。 ＡＭＬＮ 模型

组小鼠的肝体比较 ＡＭＬＮ 正常组显著增加，而在

另外两个模型组中，肝体比无显著变化（详见表 ３）。
２􀆰 ２　 三种 ＮＡＳＨ 模型小鼠血清生化及肝脂质含

量的比较

三种 ＮＡＳＨ 模型小鼠的血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平

与肝组织 ＴＧ、ＴＣ 含量均显著增加（表 ４）。 其中

在 ＡＭＬＮ 模型组小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＬＵ 水平、

７３
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　 　 　 　 　 　 表 ３　 各组造模前后体质量及肝体比（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

造模前体质量 ／ ｇ
Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｂｅｆｏｒｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ／ ｇ

造模后体质量 ／ ｇ
Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ／ ｇ

肝体比 ／ ％
Ｌｉｖｅｒ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ／ ％

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 ０２ ± ０􀆰 ５５ ２８􀆰 ７７ ± １􀆰 ９０ ４􀆰 ６９ ± ０􀆰 １６

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２３􀆰 ３６ ± １􀆰 ２１ ３０􀆰 ２１ ± １􀆰 ６４ ４􀆰 ８６ ± ０􀆰 ６８

ＭＣＤ 正常组
ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２５􀆰 ２８ ± １􀆰 ２９ ２７􀆰 ０６ ± １􀆰 １１ ４􀆰 ３１ ± ０􀆰 ２９

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２５􀆰 ６９ ± １􀆰 ４７ １４􀆰 ８５ ± ０􀆰 ６７＃＃ ４􀆰 ０６ ± ０􀆰 ４５

ＡＭＬＮ 正常组
ＡＭＬＮ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 ８０ ± １􀆰 ３０ ３２􀆰 ０５ ± ３􀆰 ３４ ４􀆰 ２４ ± ０􀆰 ２７

ＡＭＬＮ 模型组
ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 ９３ ± １􀆰 ５７ ４１􀆰 ２９ ± ２􀆰 ９２＋ ＋ ８􀆰 ５７ ± １􀆰 ６１＋ ＋

注：与 ＭＣＤ 正常组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＡＭＬＮ 正常组相比，＋ ＋ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＭＬＮ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，＋ ＋ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

表 ４　 各组血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平及肝组织 ＴＧ、ＴＣ 含量（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｅｒｕｍ ＡＬＴ、ＡＳＴ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ＴＧ、ＴＣ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

谷丙转氨酶 ／ （Ｕ ／ Ｌ）
ＡＬＴ ／ （Ｕ ／ Ｌ）

谷草转氨酶 ／ （Ｕ ／ Ｌ）
ＡＳＴ ／ （Ｕ ／ Ｌ）

总胆固醇 ／ （ｍｇ ／ ｇ）
ＴＣ ／ （ｍｇ ／ ｇ）

甘油三酯 ／ （ｍｇ ／ ｇ）
ＴＧ ／ （ｍｇ ／ ｇ）

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 ６４ ± ９􀆰 ２６ ２４􀆰 ３９ ± ５􀆰 ７０ ２􀆰 ９３ ± １􀆰 ５７ １５􀆰 ０８ ± ２􀆰 ９３

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２４７􀆰 ７４ ± ６１􀆰 ２３∗∗ １１２􀆰 ９２ ± ４３􀆰 ５８∗∗ ５􀆰 １４ ± １􀆰 ６２∗ ２９􀆰 ９１ ± ３􀆰 ２５∗∗

ＭＣＤ 正常组
ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ １３􀆰 ８７ ± ８􀆰 １５ ２１􀆰 ６９ ± １１􀆰 ５７ ２􀆰 ３７ ± ０􀆰 ７３ ２１􀆰 ８４ ± ０􀆰 ３３

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １３７􀆰 ７８ ± ４１􀆰 ７３＃＃ ６５􀆰 ９６ ± ２６􀆰 ５３＃＃ ３􀆰 ３１ ± １􀆰 ２７ ３３􀆰 ０２ ± ３􀆰 ５３＃＃

ＡＭＬＮ 正常组
ＡＭＬＮ ＮＣ ｇｒｏｕｐ １３􀆰 ２１ ± ２􀆰 １１ １７􀆰 ５１ ± ２􀆰 ７０ ２􀆰 ３４ ± ０􀆰 ３１ ３５􀆰 ７３ ± ３􀆰 ９１

ＡＭＬＮ 模型组
ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １７０􀆰 ２０ ± ６６􀆰 ０３＋ ＋ ６８􀆰 ３３ ± ３０􀆰 ４８＋ ＋ ９􀆰 ５５ ± ２􀆰 ０７＋ ＋ ５３􀆰 ６７ ± ４􀆰 ９２

注：与 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数和肝 ＴＣ 含量增加最为显著，较正

常组分别升高约 １５、１０、０􀆰 ５、２􀆰 ５ 和 ３􀆰 ０ 倍。 在

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组中，小鼠血清 ＦＩＮＳ 水平和肝

ＴＧ 含量上升最为显著，约为 ＣＣｌ４ ＋ ＨＦＤ 正常组

的 １ 倍，且 ＳＯＤ 与 ＭＤＡ 的变化尤为显著。 而

ＡＭＬＮ 模型小鼠的肝 ＴＣ 含量增加最为明显，约
为 ＡＭＬＮ 正 常 组 的 ３ 倍， 且 其 血 清 ＧＬＵ 及

ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数上升最为显著（表 ５）。
２􀆰 ３　 三种 ＮＡＳＨ 模型小鼠血糖代谢的比较

如表 ６ 可见，ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组和 ＡＭＬＮ 模

型组小鼠的血清 ＧＬＵ、 ＦＩＮＳ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 等指标

均有显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且 ＡＭＬＮ 模型组比

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组的上升更为明显（表 ５）。 但在

ＭＣＤ 诱导的 ＮＡＳＨ 模型中，ＧＬＵ、ＦＩＮＳ 含量及

ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数显著下降（见表 ６）。 在 ＭＣＤ 模型

组及 ＡＭＬＮ 模型组中，小鼠血清 ＡＤＰ 较其正常组

均有下降，而在 ＣＣｌ４ ＋ ＨＦＤ 模型组中，ＡＤＰ 水平

没有显著差异（见表 ５，７）。
２􀆰 ４　 三种造模方法小鼠肝组织脂滴形成的变

化

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，对三种造模方法进

行比较 ＮＡＳ 评分 （详见表 ７）。 结果显示三种

ＮＡＳ 模型成功建立，其中 ＭＣＤ 模型组的 ＮＡＳ 评

分最高，ＡＭＬＮ 模型组的 ＮＡＳ 评分比其余两组略

低。 三种模型组的 ＨＥ 染色及油红 Ｏ 染色，均可

见肝细胞有明显脂肪变性，小叶内有大量炎症细

胞浸润、胞内有大小不一的脂滴形成（图 １），其中

８３
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ＡＭＬＮ 模型组形成的脂滴最多最大，ＣＣｌ４ ＋ ＨＦＤ
模型组的炎性浸润和纤维化程度最严重，详见

表 ５。

表 ５　 各模型组与其正常组相比的血清生化

和肝脂质含量的变化率（ｎ ＝ １０， ％）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｌｅｖｅｌ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ

ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｌｉｐｉｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ １０， ％）

指标
Ｉｔｅｍ

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ
模型组

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ

ＡＭＬＮ
模型组

ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ

谷丙转氨酶变化率
ΔＡＬＴ ↑９９４􀆰 ３０ ↑８９３􀆰 ４０ ↑１５０３􀆰 ００

谷草转氨酶变化率
ΔＡＳＴ ↑３５９􀆰 ２０ ↑２０４􀆰 １０ ↑９７９􀆰 ００

总胆固醇变化率
ΔＴＣ ↑７５􀆰 ４０ ↑３９􀆰 ７０ ↑３０８􀆰 １０

甘油三酯变化率
ΔＴＧ ↑９８􀆰 ３０ ↑５１􀆰 ２０ ↑５０􀆰 ２０

葡萄糖变化率
ΔＧＬＵ ↑１８􀆰 ６０ ↓４９􀆰 ０６ ↑４８􀆰 ４０

胰岛素变化率
ΔＦＩＮＳ ↑１００􀆰 ００ ↓９２􀆰 ０３ ↑１４１􀆰 ５０

胰岛素抵抗指数变化率
ΔＨＯＭＡ⁃ＩＲ ↑９８􀆰 ７０ ↓９５􀆰 ５１ ↑２５７􀆰 １０

超氧化物歧化
酶变化率
ΔＳＯＤ

↓２４􀆰 ８１ ↓１３􀆰 ００ ↓２２􀆰 １６

丙二醛变化率
ΔＭＤＡ ↑１２０􀆰 ６０ ↑４８􀆰 ３０ ↑７６􀆰 ５０

脂联素变化率
ΔＡＤＰ ↓０􀆰 ２１ ↓１４􀆰 ４３ ↓１６􀆰 １４

注：↑：增加；↓：下降。
Ｎｏｔｅ． ↑． Ｕｐ． ↓． Ｄｏｗｎ．

表 ６　 各组 ＧＬＵ、ＦＩＮＳ、ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 和 ＡＤＰ 水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ６　 ＧＬＵ，ＦＩＮＳ，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ａｎｄ ＡＤＰ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

葡萄糖 ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＧＬＵ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

胰岛素 ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）
ＦＩＮＳ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）

胰岛素指数
ＨＯＭＡ⁃ＩＲ

脂联素 ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）
ＡＤＰ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ９８ ± ０􀆰 ９４ ２􀆰 ３８ ± ０􀆰 ８８ ０􀆰 ７５ ± ０􀆰 １７ １４５􀆰 ２９ ± １７􀆰 ０６

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ２８ ± １􀆰 １０∗∗ ４􀆰 ７６ ± １􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ４９ ± ０􀆰 ３４∗∗ １４４􀆰 ９９ ± １７􀆰 ７０

ＭＣＤ 正常组
ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ９９ ± ０􀆰 ９５ ２􀆰 ５１ ± ２􀆰 ６７ ０􀆰 ８９ ± ０􀆰 ２０ １５０􀆰 ０８ ± ２４􀆰 ８５

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ０７ ± １􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 １５＃＃ ０􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０１＃＃ １２８􀆰 ４３ ± １２􀆰 ９３＃

ＡＭＬＮ 正常组
ＡＭＬＮ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ８２ ± １􀆰 ７８ １􀆰 ４２ ± ０􀆰 ７６ ０􀆰 ５６ ± ０􀆰 １３ ２９１􀆰 １０ ± ３９􀆰 ４１

ＡＭＬＮ 模型组
ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １３􀆰 ０９ ± ２􀆰 ７１＋ ＋ ３􀆰 ４３ ± １􀆰 ３５＋ ＋ ２􀆰 ００ ± ０􀆰 ４６＋ ＋ ２４４􀆰 １３ ± ４０􀆰 ３８

注：与 ＭＣＤ 正常组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ５　 三种 ＮＡＳＨ 模型小鼠肝组织胶原沉积的

比较

肝纤维化等级评价采用 ２００５ 年美国国立卫

生研究院 ＮＡＳＨ 临床研究网病理工作组优化的

ＮＡＦＬＤ 分级评分标准［９］。 三种 ＮＡＳＨ 模型的肝

纤维化分级，其中 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组的纤维化评

分最高，ＭＣＤ 模型组小鼠肝纤维化评分最低（表
８）。 结合天狼猩红染色可见，ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组

较其余两组胶原纤维沉积更明显（图 ２）。
２􀆰 ６　 三种 ＮＡＳＨ 模型小鼠脂质过氧化的比较

如表 ９ 可见，三种模型组小鼠肝组织 ＳＯＤ 活

性均有所下降，同时 ＭＤＡ 含量均有所增加（Ｐ ＜
　 　 　 　 　 　

表 ７　 三种非酒精性脂肪性肝炎模型的 ＮＡＳ
评分（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

Ｔａｂｌｅ ７　 ＮＡＳ ｓｃｏｒｅ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｏｆ ＮＡＳＨ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＮＡＳ 评分
ＮＡＳ ｓｃｏｒｅ

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 １０ ± １􀆰 ２９∗∗

ＭＣＤ 正常组
ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ７３ ± ０􀆰 ６５＃＃

ＡＭＬＮ 正常组
ＡＭＬＮ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

ＡＭＬＮ 模型组
ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ７８ ± ０􀆰 ７８＋ ＋

９３
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注：Ａ：ＨＥ 染色；Ｂ：油红 Ｏ 染色。

图 １　 三种 ＮＡＳＨ 模型小鼠肝 ＨＥ 及油红 Ｏ 染色

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｉｃｅ ｌｉｖｅｒ ＨＥ ａｎｄ ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇｉｎ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｏｆ ＮＡＳＨ ｍｏｄｅｌｓ

表 ８　 小鼠肝纤维化程度分期评价（ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ８　 Ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｓｔａｇｉｎｇ ｅｖａｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

胶原纤维增生程度分级
Ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｓｔａｇｉｎｇ ｅｖａｌｕｔｉｏｎ
Ｆ０ Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３ Ｆ４

Ｒ

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ １０ ０ ０ ０ ０ －

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０ ０ ０ ８ ２ ０􀆰 ０００∗∗

ＭＣＤ 正常组
ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ １０ ０ ０ ０ ０ －

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２ ６ １ １ ０ ０􀆰 ０００＃＃

ＡＭＬＮ 正常组
ＡＭＬＮ ＮＣ ｇｒｏｕｐ １０ ０ ０ ０ ０ －

ＡＭＬＮ 模型组
ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２ ７ １ ０ ０ ０􀆰 ０００＋ ＋

表 ９　 小鼠肝组织 ＭＤＡ 含量和 ＳＯＤ 活性（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ９　 Ｌｉｖｅｒ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ

ｍｉｃｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

超氧化物歧化
酶 ／ （Ｕ ／ ｍｇｐｒｏｔ）
ＳＯＤ ／ （Ｕ ／ ｍｇｐｒｏｔ）

丙二醛 ／
（ｎｍｏｌ ／ ｍｇｐｒｏｔ）

ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｍｇｐｒｏｔ）
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２４５􀆰 ３７ ± １７􀆰 ０６ １􀆰 ９９ ± ０􀆰 ３４

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １８４􀆰 ４９ ± ２１􀆰 ６４＃ ４􀆰 ３９ ± １􀆰 ３８＃

ＭＣＤ 正常组
ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２５５􀆰 ５１ ± ５􀆰 ５１ ２􀆰 ４２ ± ０􀆰 １０

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２２２􀆰 ２９ ± １３􀆰 ８８＃＃ ３􀆰 ５９ ± ０􀆰 ４０＃

ＡＭＬＮ 正常组
ＡＭＬＮ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２０３􀆰 ３２ ± ８􀆰 １４ １􀆰 ６６ ± ０􀆰 ５１

ＡＭＬＮ 模型组
ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １５８􀆰 ２７ ± ２７􀆰 ０６＃＃ ２􀆰 ９３ ± １􀆰 ３１＃

０４
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注：Ａ：天狼星红染色；Ｂ：胶原面积半定量图。

图 ２　 三种非酒精性脂肪性肝炎模型的天狼星红染色及胶原面积半定量

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｃｏｌｌａｇｅｎ ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｒｅａ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｉｃｅ ｌｉｖｅｒ ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｏｆ ＮＡＳＨ ｍｏｄｅｌｓ

表 １０　 三种 ＮＡＳＨ 模型的特征比较

Ｔａｂｌｅ １０　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｏｆ ＮＡＳＨ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ

指标
Ｉｔｅｍ

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ

ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

ＡＭＬＮ 模型组
ＡＭＬＮ

ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
体质量

Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ＋ － ＋＋

炎症
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ＋＋ ＋ ＋＋＋

脂肪积聚
Ａｄｉｐｏｓｉｓ ＋＋ ＋ ＋＋

纤维化
Ｆｉｂｒｏｓｉｓ ＋＋ ＋ ＋

过氧化
Ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ＋＋＋ ＋ ＋＋

胰岛素抵抗
Ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ＋ － ＋＋

耗时
Ｔｉｍｅ ｃｏｓｔ ＋ ＋ ＋＋

注：＋＋＋：强阳性；＋＋：中等阳性；＋：弱阳性；－：阴性。
Ｎｏｔｅ． ＋ ＋ ＋． Ｓｔｒｏｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ． ＋ ＋． Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ． ＋． Ｗｅａｋ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ． －． Ｎｅｇａｔｉｖｅ．

０􀆰 ０５）；ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组与 ＡＭＬＮ 模型组小鼠

的指标变化更为显著（见表 １０）。

３　 讨论

３􀆰 １　 常用 ＮＡＳＨ 动物模型的现状

目前常见的 ＮＡＳＨ 动物模型主要分为纯饲料

诱导、饲料复合化学药物诱导和基因编辑诱导这

三类。 纯饲料诱导模型中常用的是ＷＤ 模型和营

养缺乏模型。 常见的 ＷＤ 模型又分为 ＨＦＤ 模型、
高 脂 高 胆 固 醇 饮 食 （ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｈｉｇｈ⁃ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
ＨＦＨＣ ） 模 型、 高 脂 高 糖 饮 食 （ａｍｅｒｉｃａｎ
ｌｉｆｅｓｔｙｌｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｂｅｓｉｔｙｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＡＬＩＯＳ） 模型、
ＡＭＬＮ 模型等。 这些 ＷＤ 饮食诱导模型接近人类

肥胖致病的过程，模拟了疾病代谢特征，但造模

时间普遍较长，需要 ２６ 周以上［１０］。 其中 ＡＭＬＮ
模型综合了 ＨＦＤ 模型、ＡＬＩＯＳ 模型、ＨＦＨＣ 模型

的特点，含有高脂肪（含反式脂肪）高糖高胆固

１４
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醇，是广泛使用的纯饲料诱导模型。 本研究造模

２６ 周，出现了炎症、脂肪变及轻度纤维化等 ＮＡＳＨ
典型特征，但在病理上出现了一定的异质性，与
文献一致［７］，如想要更严重的纤维沉积，可能需

要延长模型到 ３０ 周以上。 由于 ２０１８ 年美国食品

药品管理局（Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）
和欧洲开始禁止使用反式脂肪作为食品添加剂，
ＡＭＬＮ 饲料的改良版 Ｇｕｂｒａ Ａｍｙｌｉｎ ＮＡＳＨ（ＧＡＮ）
饲料应运而生，用棕榈油取代反式脂肪。 ＧＡＮ 模

型的脂肪变性、ＮＡＳ 评分和纤维化程度与 ＡＭＬＮ
模型相似，可完美替代［１１－１２］。 ＭＣＤ 模型是最常

见的营养缺乏饮食诱导 ＮＡＳＨ 模型，可在短期内

（８ 周）发展出与人类 ＮＡＳＨ 类似的病理病变，如
脂肪变性、炎症以及纤维化等。 由于蛋氨酸与胆

碱的缺乏，负责运输 ＴＧ 的低密度脂蛋白胆固醇

合成下降，脂肪在肝内累积并导致活性氧的增加

造成肝损伤［４－６］。 其发病机制却与人类大相径

庭，模型小鼠体质量下降明显，且没有胰岛素抵

抗［４，１３］。 本研究用 ＭＣＤ 诱导造模 ８ 周，病理可见

明显的炎症、脂肪变性与轻度纤维化，但没有胰

岛素抵抗，与文献一致。
目前常用的饲料复合化学药物诱导 ＮＡＳＨ 模

型是链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）诱导模型和

ＣＣｌ４ 诱导模型，两者均须复合高脂饮食饲养。
ＳＴＺ 诱导模型常见于诱导Ⅰ型糖尿病，胰岛 β 细

胞功能被破坏，约 １２ 周内出现脂肪性肝炎与纤维

化，２０ 周时可高发肝癌。 该模型与人类 ＮＡＳＨ 组

织病理学相似，但不会导致胰岛素抵抗［１４］。 ＣＣｌ４
单独诱导模型仅能导致肝纤维化，而不发生肥胖

和胰岛素抵抗等病变，但联合高脂饲料后，ＣＣｌ４
可促进高脂饮食对 ＮＡＳＨ 和肝纤维化的发展［１５］。
但此模型小鼠体质量下降，与人类肥胖导致

ＮＡＳＨ 的成因不同。
ｏｂ ／ ｏｂ 和 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠是最常见的基因编辑诱

导的 ＮＡＳＨ 模型，一般与高脂饲料联用，可用于诱

导Ⅱ型糖尿病。 肥胖基因（ＯＢ 基因）表达瘦素可

调节体质量和脂肪沉积，而糖尿病相关基因（ＤＢ
基因）表达瘦素受体。 因此 ＯＢ 或 ＤＢ 纯合小鼠

由于瘦素缺失极易引起肥胖和胰岛素抵抗，造成

肝脂质蓄积、炎症和纤维化［１６］，然而先天性瘦素

缺乏或瘦素抵抗在人类 ＮＡＳＨ 患者中并不多见。
３􀆰 ２　 三种 ＮＡＳＨ 模型的生化、病理特点及潜在

机制的比较

本研究中 ＡＭＬＮ 模型组小鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ 及 ＴＣ
水平升高最为显著，约为其正常组小鼠的 １５、１０
和 ３ 倍，且从油红 Ｏ 染色来看，其肝内形成的脂

滴液最多。 ＡＭＬＮ 模型组小鼠的血清 ＧＬＵ、ＦＩＮＳ
及 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数的上升最为显著。 以上这些表

明模型组小鼠与人类肥胖致病相似，产生了明显

的炎症、脂肪变型与胰岛素抵抗［１６］。 ＨＦＤ 复合

ＣＣｌ４ 模型组小鼠 ＴＧ 升高和肝纤维化最为明显，
且其肝 ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 的变化最为显著，提示氧化

应激可能是造成此模型肝损伤的主要机制。 ＣＣｌ４
经 Ｐ４５０ 酶代谢激活，生成自由基及一系列过氧

化产物诱发肝持续产生氧化应激，造成过氧化产

物的积累从而导致肝损伤［１５］。 与另外两种模型

不同，ＭＣＤ 模型组小鼠体质量与血清中的 ＧＬＵ、
ＦＩＮＳ 含量明显减少，没有产生胰岛素抵抗，与之

前报道一致。 其发病机制与人类不同，是由于蛋

氨酸和胆碱的缺乏，影响小鼠体内脂肪和胆固醇

代谢，从而促进脂质在肝内蓄积［１３，４］。
另外三个模型中，ＡＭＬＮ 模型在炎症、脂肪蓄

积和胰岛素抵抗上，最接近人类发病过程，但其

耗时最长，造模 ２６ 周后，肝的胶原沉积比较轻微，
要想看到显著纤维化可能需要造模 ３０ 周以上。
ＭＣＤ 模型与 ＨＦＤ 复合 ＣＣｌ４ 模型耗时较少，但
ＭＣＤ 模型完全没有胰岛素抵抗，而 ＨＦＤ 复合

ＣＣｌ４ 模型在诱发肝纤维化方面的优势比较明显。
综上所述，三种方法均可成功建立 ＮＡＳＨ 模

型，各组在生化指标、肝病理及基本机制上各有

特点。 可根据临床具体研究方向来挑选适合的

一种或多种模型来进行实验。 针对非肥胖型的

脂肪肝研究可选择ＭＣＤ 模型，由于毒物引起的脂

肪肝研究可优先选择 ＨＦＤ 复合 ＣＣｌ４ 模型，而由

高脂饮食引起的传统脂肪肝研究可优先考虑

ＡＭＬＮ 模型，更接近人类肥胖胰岛素抵抗的发病

机制。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］　 ＹＯＵＮＯＳＳＩ Ｚ， ＡＮＳＴＥＥ Ｑ Ｍ， ＭＡＲＩＥＴＴＩ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｇｌｏｂａｌ
ｂｕｒｄｅｎ ｏｆ ＮＡＦＬＤ ａｎｄ ＮＡＳＨ： ｔｒｅｎｄｓ， ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ， ｒｉｓｋ
ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ Ｈｅｐａｔｏｌ，
２０１８， １５（１）： １１－２０．

［ ２ ］　 ＺＨＡＮ Ｙ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｊ Ｈ， ＴＩＡＮ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ ｓｅｅｄ ｍｅｌｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ＣＣｌ４ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ
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ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ｊ Ｅｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１６， １９３： ５３１－５３７．
［ ３ ］　 ＫＵＢＯＴＡ Ｎ， ＫＡＤＯ Ｓ， ＫＡＮＯ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ａｎｄ

ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｌｉｖｅｒ
ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ
ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］． Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ，
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中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １

张秋菊，王宇，凌必时，等． 自发性高血压大鼠的中医证型特点及其代谢物质基础研究 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２５，
３３（１）： ４４－５３．
ＺＨＡＮＧ Ｑ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｙ， ＬＩＮＧ Ｂ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｂａｓｉｃ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
ｏｆ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２５， ３３（１）： ４４－５３．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０１􀆰 ００５

［基金项目］国家自然科学基金项目（８２１６０８８６，８１８６０８３２），甘肃省级重点人才基金资助项目（２０２３ＲＣＸＭ２８），甘肃省自然基金项

目（２１ＪＲ７ＲＡ５６６），甘肃中医药大学中医学一级学科“岐黄英才”导师专项基金资助项目（ＺＹＸＫＢＤ⁃２０２２０３），甘肃省中

医药研究中心专项课题（ｚｙｚｘ⁃２０２０⁃ｚｘ７），甘肃省高校中（藏）药化学与质量研究省级重点实验室开放基金项目（ ｚｚｙ⁃
２０２２⁃０５）。

Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２１６０８８６，８１８６０８３２）， Ｇａｎｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｔａｌｅｎｔ Ｆｕｎｄ Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ
（２０２３ＲＣＸＭ２８）， Ｇａｎｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ （２１ＪＲ７ＲＡ５６６）， Ｇａｎｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｆｉｒｓｔ⁃
Ｌｅｖｅｌ Ｄｉｓｃｉｐｌｉｎｅ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ“Ｑｉｈｕａｎｇ Ｙｉｎｇｃａｉ” Ｍｅｎｔｏｒ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｆｕｎｄ Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ （ ＺＹＸＫＢＤ⁃２０２２０３）， Ｇａｎｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔ （ ｚｙｚｘ⁃２０２０⁃ｚｘ７）， Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｑｕａｌｉｔｙ ｆｏｒ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｇａｎｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｇａｎｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （ｚｚｙ⁃２０２２⁃０５）．
［作者简介］张秋菊，女，副教授，在读博士研究生，研究方向：心脑血管疾病及其危险因素的中医药防治。 Ｅｍａｉｌ：ｚｑｊ＠ ｇｓｚｙ． ｅｄｕ． ｃｎ
［通信作者］金华，男，教授，主任医师，研究方向：心脑血管疾病及其危险因素的中医药防治。 Ｅｍａｉｌ：ｌａｎｚｈｏｕｊｉｎｈｕａ＠ １２６． ｃｏｍ

自发性高血压大鼠的中医证型特点及其代谢物质
基础研究

张秋菊１，２ ，王宇１，２ ，凌必时１ ，司美龙１ ，孟浩先１ ，田萌媛１ ，张铭１ ，
连妮妮１ ，康万荣１，２ ，金华１，２∗

（１． 甘肃中医药大学，兰州　 ７３００００；２． 敦煌医学与转化教育部重点实验室，兰州　 ７３００００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究自发性高血压大鼠（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔ，ＳＨＲ）的中医证型特点及可能的

代谢物质基础。 方法　 １０ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＨＲ 及同品系同周龄ＷＫＹ 大鼠，分 ＳＨＲ 组和ＷＫＹ 组，每组 ８ 只大鼠。
通过综合动态观察和检测 ＳＨＲ 的一般状态、性情、周围血管充盈度、舌象、饮食饮水量、尿量、粪便量与性状、
血压、心率、呼吸频率、痛阈和旷场实验，以辨别其可能的中医证型。 同时，利用液相色谱串联质谱技术（ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）对血清代谢物进行非靶向检测分析，以初步揭示引起血

压升高和中医证型表现的物质基础。 结果　 与 ＷＫＹ 组相比，ＳＨＲ 组大鼠毛色暗黄、易激惹程度及周围毛细

血管充盈评分较高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）；舌色赤红，舌质干、津液少；２４ ｈ 饮食饮水量及尿量、粪便量少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
粪便含水率较低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；收缩压（ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＳＢＰ）、舒张压（ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＤＢＰ）、平
均动脉压（ｍｅａｎ ａｒｔｅｒｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＡＰ）、心率（ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ，ＨＲ）、呼吸频率（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｒａｔｅ，ＲＲ）均明显较高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；痛阈较低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）；旷场实验显示，边缘运动距离和停留时间较长（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 血清非靶向代谢

组学结果显示，与 ＷＫＹ 组相比，ＳＨＲ 组大鼠具有显著性差异的代谢物共有 １１４ 种（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），这些差异代谢

物主要为脂质和类脂分子（４０􀆰 ３５％）、有机酸及其衍生物（２２􀆰 ８％）、有机杂环化合物（１５􀆰 ７９％）。 差异代谢物

通过京都基因与基因组百科全书（ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）数据库富集分析共得到 ２５
条代谢通路，进一步差异丰度得分分析，其中 １６ 条通路被激活，仅 ４ 条通路被抑制，５ 条通路未见明显变化；而
其中与神经系统兴奋性相关的 ３ 条通路中，谷氨酸能突触 （ ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ ｓｙｎａｐｓｅ） 和 γ⁃氨基丁酸能突触

（ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ ｓｙｎａｐｓｅ）被激活，而 ５⁃羟色胺能突触（ｓｅｒｏｔｏｎｅｒｇｉｃ ｓｙｎａｐｓｅ）则被抑制。 结论　 ＳＨＲ 有急躁易怒、周
围血管扩张侧支循环形成、球结膜充血膨出、舌色赤红，舌质干、便秘、小便少而赤黄、心率、呼吸频率增快等表

现，这些均提示 ＳＨＲ 表现为高血压肝阳上亢证，其物质基础除了与脂类、氨基酸、碳水化合物代谢增强有关

外，还可能与谷氨酸能、γ⁃氨基丁酸能及血清素能等神经通路代谢紊乱有关。
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ａｎｄ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ， ｂｕｔ ａｌｓｏ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｎｅｒｇｉｃ， ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ，
ａｎｄ ｓｅｒｏｔｏｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ；ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ；ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ
ｒａｔ；ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｙａｎｇ；ｎｏｎ⁃ｔａｒｇｅｔ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 自 发 性 高 血 压 大 鼠 （ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ
ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔ，ＳＨＲ）是国际上公认的最接近人

类原发性高血压的实验动物模型，是研究原发性

高血压病因、发病机制及治疗等领域不可或缺的

模式动物。 近年来，ＳＨＲ 在中医药防治高血压的

研究领域也得到了广泛应用［１－２］，中医独特的整

体观念和辨证论治的思想决定了“病”和“证”结
合的动物模型更能反映并认识疾病的规律和特

５４
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点［３］，然而，目前对于 ＳＨＲ 的证型特征尚缺乏深

入的观察和研究。 为弥补这一不足，本研究对

ＳＨＲ 的行为表现和生理状态进行了动态观察，包
括一般状态、性情、周围血管充盈情况以及舌象

等。 此外，本研究还运用了液相色谱⁃串联质谱

（ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）技术，对 ＳＨＲ 大鼠血清中的代谢物成

分进行了鉴定和功能预测。 这些研究结果不仅

丰富了对 ＳＨＲ 证型特征的认识，而且为中医药在

高血压治疗研究中的精准应用提供了实验依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物　
１０ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＨＲ 大鼠 ８ 只，及 ＳＰＦ

级雄性同品系同周龄 ＷＫＹ（Ｗｉｓｔａｒ⁃Ｋｙｏｔｏ，ＷＫＹ）
大鼠 ８ 只，体质量为（２００ ± ２０） ｇ，分 ＳＨＲ 组和

ＷＫＹ 组。 两组动物均购自于北京维通利华实验

动物技术有限责任公司【ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６】，
饲养于甘肃中医药大学科研实验中心 ＳＰＦ 级动

物房【ＳＹＸＫ（甘） ２０２０－０００９】，恒温 ２５ ℃，恒湿

（５５ ± ５）％，人工光照明暗各 １２ ｈ，自由饮食饮

水。 动物共观察 ４ 周。 本实验经甘肃中医药大学

实验动物伦理委员会审批（２０２１⁃０１８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

乙腈（ Ｆｉｓｈｅｒ Ｃｈｅｍｉｃａｌ，４Ｌ Ａ９５５⁃４）、乙酸铵

（Ｓｉｇｍａ， ７３５９４ ）、 甲 醇 （ Ｆｉｓｈｅｒ， Ａ４５６⁃４ ）、 氨 水

（Ｆｉｓｈｅｒ，Ａ４７０⁃５００）。 ＢＰ⁃９８Ａ 型动物无创血压计

（日本软隆株式会社）、ＩＩＴＣ ｍｏｄｅｌ３３（ ｓｅｒｉｅｓ８）红

外痛觉测试仪（Ａｒｔｉｓａｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｇｒｏｕｐ）、ＷＰＢ
ＰＬＴ⁃ＵＮＲ⁃ＲＴ⁃２ 动物肺功能检测系统 （ ＥＭＫＡ
Ｂｅｓｃｈｌａｇｔｅｉｌｅ）、大鼠代谢笼（上海玉研科学仪器有

限公司）、ＯＦＴ⁃１００ 型开场活动实验视频分析系统

（成都泰盟科技有限公司）、Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ
ＬＣ 超高压液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ）、ＡＢ Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ
６６００ 质 谱 仪 （ ＡＢ ＳＣＩＥＸ ）、 色 谱 柱 （ Ｗａｔｅｒｓ，
ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ １􀆰 ７ μｍ，２􀆰 １ ｍｍ ×
１００ ｍｍ ｃｏｌｕｍｎ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 大鼠一般状态及性情的观察及评分

将大鼠置于安静且恒温恒湿的环境中，固定

于每日 １５：００ 观察其在安静状态下或抓取时的性

情变化，参照并改进鄢东红等［４］、胡淑平等［５］ 的

大鼠易激惹程度定量评分标准，见表 １，将大鼠性

情状态分为 ０ ～ Ⅲ级，于 ０ ～ １６ 之间进行赋分。
评分方法：３ 位参与课题的科研人员分别打分，取
其平均值（后同）。 连续记录 ４ 周。

表 １　 大鼠易激惹程度定量评分表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｉｒｒｉｔａｂｉｌｉｔｙ
ｉｎ ｒａｔｓ

分级
Ｇｒａｄｅｓ

性情状态
Ｔｅｍｐｅｒａｍｅｎｔ ｓｔａｔｅ

评分
Ｓｃｏｒｅ

０

安静、喜睡觉；捉持颈部或提尾时基本无
反抗行为

Ｑｕｉｅｔ， ｌｉｋｅ ｔｏ ｓｌｅｅｐ； ｎｏ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｗｈｅｎ
ｈｏｌｄｉｎｇ ｔｈｅ ｎｅｃｋ ｏｒ ｌｉｆｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｉｌ

０ ～ ４

Ⅰ

活动明显增加、喜抓笼；捉持颈部或提尾
时有明显反抗

Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ， ｌｉｋｅ ｔｏ
ｃａｔｃｈ ｔｈｅ ｃａｇｅ； ｏｂｖｉｏｕｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｗｈｅｎ

ｈｏｌｄｉｎｇ ｔｈｅ ｎｅｃｋ ｏｒ ｌｉｆｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｉｌ

５ ～ ８

Ⅱ

烦躁不安、有同笼打斗现象；捉持颈部或
提尾时出现尖叫、惊跳

Ｒｅｓｔｌｅｓｓｎｅｓｓ， ｆｉｇｈｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｏｆ
ｓａｍｅ ｃａｇｅ； ｓｃｒｅａｍｉｎｇ ａｎｄ ｊｕｍｐｉｎｇ

ｗｈｅｎ ｈｏｌｄｉｎｇ ｔｈｅ ｎｅｃｋ ｏｒ ｌｉｆｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｉｌ

９ ～ １２

Ⅲ

喜跳跃、咬笼、频繁打斗，甚至出现咬人
行为；捉持颈部或提尾时尖叫、惊跳、咬人
Ｊｕｍｐｉｎｇ， ｂｉｔｉｎｇ ｃａｇｅｓ， ｆｒｅｑｕｅｎｔ ｆｉｇｈｔｉｎｇ，
ａｎｄ ｅｖｅｎ ｂｉｔｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒ； ｓｈｒｉｅｋ， ｊｕｍｐ，

ｏｒ ｂｉｔｅ ｗｈｅｎ ｈｏｌｄｉｎｇ ｔｈｅ ｎｅｃｋ ｏｒ
ｌｉｆｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｉｌ

１３ ～ １６

１􀆰 ２􀆰 ２　 大鼠周围血管充盈状态的观察及评分

将大鼠置于光线充足的实验台上，观察安静

状态下大鼠双眼、双耳、头颈部、躯干、四肢等毛

细血管的颜色、充盈状态、侧支循环的数量。 参

照并改进黄文权等［６］ 大鼠周围血管充盈状态评

分标准，将周围血管充盈状态分为 ０ ～ Ⅲ级，于 ０
～ １６ 之间进行赋分，见表 ２。 每周记录 １ 次，连续

４ 周。
１􀆰 ２􀆰 ３　 大鼠舌象的观察及评估

脏腑的病变可通过舌象变化来反映。 实验

中，大鼠麻醉后，用镊子轻轻拉出其舌头，分别请

３ 位有临床经验的中医医师对舌象进行观察、评
估、描述，并对 ２ 组大鼠的舌象表现进行统计分

析。 大鼠舌象参照中医学评判标准［７］，见表 ３。
每周记录 １ 次，连续 ４ 周。
１􀆰 ２􀆰 ４　 大鼠体质量、饮食、饮水量及尿量、粪便量

及粪便含水率的测量

相同饲养环境下，将大鼠置于动物代谢笼

６４
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　 　 　 　 　 　表 ２　 大鼠周围血管充盈状态的观察及评分

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｆｉｌｌｉｎｇ ｓｔａｔｅ ｉｎ ｒａｔｓ

分级
Ｇｒａｄｅｓ

周围血管充盈情况
Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｆｉｌｌｉｎｇ ｓｔａｔｅ

评分
Ｓｃｏｒｅ

０
双眼、双耳及头颈部毛细血管无充盈
Ｎｏ ｆｉｌｌｉｎｇ ｏｆ ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｙｅｓ，

ｅａｒｓ， ｈｅａｄ ａｎｄ ｎｅｃｋ
０ ～ ４

Ⅰ

双眼、双耳及头颈部毛细血管充盈、侧支
形成明显

Ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ ｏｆ ｂｏｔｈ ｅｙｅｓ， ｅａｒｓ， ｈｅａｄ ａｎｄ
ｎｅｃｋ ｗｅｒｅ ｆｕｌｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｌａｔｅｒａｌ ｂｒａｎｃｈｅｓ

ｗｅｒｅ ｆｏｒｍｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ

５ ～ ８

Ⅱ

在Ⅰ级基础上双眼膨出、加躯干部毛细
血管充盈

Ｂａｓｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒａｄｅ Ⅰ，ｂｏｔｈ ｅｙｅｓ ｗｅｒｅ
ｅｎｌａｒｇｅｄ，ｔｈｅ ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｕｎｋ

ｗｅｒｅ ｆｉｌｌｅｄ

９ ～ １２

Ⅲ

在Ⅱ级基础上加四肢毛细血管充盈腹壁
静脉轻度怒张

Ｂａｓｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒａｄｅ Ⅱ，ｔｈｅ ｃａｐｉｌｌａｒｙ
ｆｉｌｌｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒｅｍｉｔｉｅｓ ｗａｓ ａｄｄｅｄ，

ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｗａｌｌ ｖｅｉｎｓ ｗｅｒｅ
ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｄｉｌａｔｅｄ

１３ ～ １６

表 ３　 舌象观察指标及特征

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
ｔｏｎｇｕｅ ｉｍａｇｅ

观察指标
Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｌ

ｉｎｄｅｘ

舌色
Ｔｏｎｇｕｅ ｃｏｌｏｒ

舌苔
Ｃｏａｔｅｄ ｔｏｎｇｕｅ

苔质
Ｃｏａｔｉｎｇ ｎａｔｕｒｅ

苔色
Ｃｏａｔｉｎｇ ｃｏｌｏｕｒ

特点
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

淡白色、红舌、
绛舌、青紫舌
Ｌｉｇｈｔ ｗｈｉｔｅ，
ｒｅｄ ｔｏｎｇｕｅ，

ｃｒｉｍｓｏｎ ｔｏｎｇｕｅ，
ｂｌｕｅ ｔｏｎｇｕｅ

薄厚、润燥、
腐腻

Ｔｈｉｎ ａｎｄ ｔｈｉｃｋ，
ｍｏｉｓｔｅｎｉｎｇ，

ｄｒｙｎｅｓｓ

白苔、黄苔、
灰黑苔

Ｗｈｉｔｅ ｆｕｒ，
ｙｅｌｌｏｗ ｆｕｒ，
ｇｒａｙ ａｎｄ
ｂｌａｃｋ ｆｕｒ

中，单鼠单笼，定量给予充足的食、水，记录大鼠

２４ ｈ 的饮食、饮水量及尿量、粪便量，同时观察尿

液、粪便的颜色、性状，放入代谢笼前后均测量体

质量。 每周于固定时间收集 １ 次。 将收集 ２４ ｈ
内大鼠粪便称其湿重后，置于恒温干燥箱 ６５ ℃干

燥 １２ ｈ 后再次称其干重，计算粪便含水率：粪便

含水率（％） ＝ （粪便湿重－粪便干重） ／粪便湿重
× １００％。 每周记录 １ 次，连续 ４ 周。
１􀆰 ２􀆰 ５　 大鼠血压及心率的测量

ＢＰ⁃９８Ａ 型动物无创血压计测量大鼠收缩压

（ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ， ＳＢＰ）、舒张压 （ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ
ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＤＢＰ）、平均动脉压（ｍｅａｎ ａｒｔｅｒｉａｌ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＡＰ）、心率（ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ，ＨＲ）。 血压测量

均于下午时段，提前 ３０ ｍｉｎ 将大鼠转移至实验台

上并保持周围环境安静，测量时让大鼠钻入提前

预热至 ３７ ℃恒温的避光固定桶中，待大鼠进入

安静状态，开始加压测量，分别记录 ＳＢＰ、ＤＢＰ、
ＭＡＰ 和 ＨＲ，每只大鼠重复测量血压及心率 ３ 次

取其平均值［８］。 每周记录 １ 次，连续 ４ 周。
１􀆰 ２􀆰 ６　 大鼠呼吸频率的检测

应用动物肺功能检测仪记录大鼠清醒、安静

状态下的呼吸频率 （ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｒａｔｅ，ＲＲ），选取

５ ｍｉｎ 连续、平稳的呼吸时段计算大鼠的平均

ＲＲ，每周记录 １ 次，连续 ４ 周。
１􀆰 ２􀆰 ７　 大鼠痛阈的检测

用红外甩尾痛觉测试仪检测各组大鼠的痛

阈，检测前提前 ３０ ｍｉｎ 将大鼠转移至实验台上，
保持周围环境安静，将大鼠尾部下 １ ／ ３ 处放置于

测试仪的凹槽中的激光灯下，记录大鼠从开始至

尾巴甩出凹槽的时间，即为大鼠痛阈值。 每只大

鼠重复测 ３ 次，间隔 ５ ｍｉｎ。 于每周固定时间记录

１ 次，连续 ４ 周。
１􀆰 ２􀆰 ８　 旷场实验（ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ，ＯＦＴ）

将清醒、情绪稳定状态的大鼠轻轻放入旷场

实验区，应用红外探测记录并分析大鼠在旷场边

缘的运动距离和停留时间，每只动物记录 ５ ｍｉｎ。
一只动物实验结束后均用 ７５％乙醇擦拭旷场消

除残留气味后再放入下一只动物。 每只动物于

相同时间点每周记录 １ 次，连续 ４ 周。
１􀆰 ２􀆰 ９　 大鼠血清代谢物的非靶向检测

大鼠于第 ４ 周末麻醉，心尖部穿刺取血，分离

血清。 将血清样本用预冷甲醇 ∶乙腈 ∶水溶液（２ ∶
２ ∶１）处理，超高效液相色谱系统分离，用质谱仪

进行质谱分析［９－１０］。 样本队列中插入 ＱＣ 样品，
用于监测和评价系统稳定性及实验数据的可靠

性。 将检测到的代谢物于中科新生命本地自建

标 准 品 数 据 库 （ ｓｈａｎｇｈａｉ ａｐｐｌｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）搜库，对生物样本中的代谢物进行结

构鉴定［１１］。
１􀆰 ３　 统计学分析

本研究数据均为计量资料，应用 ＧｒａｐｈＰａｄ
９􀆰 ０ 进行数据分析及图表绘制。 首先对数据进行

正态分布检验，对符合正态分布的数据用平均值

± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，两组之间的比较采用双因

素方差分析（Ｔｗｏ ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 若不服从正态

７４
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分布：通过数据转换可转换为正态分布时，以“几
何均数 ± 对数值的标准差”表示，转换后数据的

组间比较同上；若不能转换，以“中位数 ± 四分位

间距（Ｍ ± Ｑ）”表示，组间的比较采用非参数检

验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 两组大鼠易激惹程度的观察与评分

ＷＫＹ 组大鼠毛发顺滑有光泽、安静喜睡、轻
捉持其颈部或提尾时基本无反抗行为；而 ＳＨＲ 组

大鼠毛色暗黄、活动明显增加、烦躁不安、有同笼

打斗现象，捉持颈部或提尾时多会尖叫、惊跳、甚
至出现咬人行为。 根据大鼠激惹程度定量评分，
ＳＨＲ 组大鼠评 分 均 明 显 高 于 ＷＫＹ 组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０００１），但 ２ 组动物各自的评分随时间均未出

现明显变化（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），结果见图 １。

注：与 ＷＫＹ 组相比，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。 （下图同）

图 １　 ＳＨＲ 组与 ＷＫＹ 组大鼠易激惹程度的比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．
（Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｉｒｒｉｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｒａｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＨＲ ａｎｄ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ２　 两组大鼠周围血管充盈状态的观察与评分

ＷＫＹ 组大鼠双眼、双耳、头颈部、躯干、四肢

等的毛细血管呈颜色暗红，未见充盈状态及侧支

循环形成；ＳＨＲ 组大鼠以上部位的毛细血管呈不

同程度的充盈、扩张，暗红色，有较多侧支循环形

成，尤其以双眼、耳背最为明显，部分 ＳＨＲ 组大鼠

眼球膨出明显。 定量评分结果显示，ＳＨＲ 组大鼠

均高于 ＷＫＹ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１），结果见图 ２。
２􀆰 ３　 两组大鼠舌象的观察

通过 ４ 周的观察，发现 ＷＫＹ 组大鼠舌色淡

红、舌质湿润，舌体大小适中；ＳＨＲ 组大鼠中，大

图 ２　 ＳＨＲ 组与 ＷＫＹ 组大鼠周围血管充盈状态的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｆｉｌｌｉｎｇ
ｓｔａｔｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＨＲ ａｎｄ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐｓ

多数（７５％）舌象表现为舌色赤红，舌质干、少津

液，２ 只（２５％）出现舌象呈暗紫色，结果见图 ３。

图 ３　 ＳＨＲ 组与 ＷＫＹ 组大鼠舌象特点的观察

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｎｇｕｅ ｉｍａｇｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
ｒａｔｓ ｉｎ ＳＨＲ ａｎｄ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ４　 两组大鼠体质量、饮食、饮水量、尿量、粪便

量及粪便含水率的比较

与 ＷＫＹ 组相比，ＳＨＲ 组大鼠饮食饮水量及

尿量、粪便量均较少，尿液颜色赤黄，粪便干燥颜

色苍白，颗粒小且分明，粪便含水率明显偏低（Ｐ
＜ ０􀆰 ００１），结果见图 ４。
２􀆰 ５　 两组大鼠的血压及心率的比较

连续 ４ 周动态检测 ＷＫＹ、ＳＨＲ 组大鼠 ＳＢＰ、
ＤＢＰ、ＭＡＰ、 ＨＲ， ＳＨＲ 组大鼠血压心率均高于

ＷＫＹ 组，Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 分析显示，各时间点组

间均具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），结果见图 ５。
２􀆰 ６　 两组大鼠呼吸频率的比较

动物肺功能测试系统检测结果显示，在清醒

状态下，ＳＨＲ 组大鼠的呼吸频率明显高于 ＷＫＹ
组大鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１），结果见图 ６。
２􀆰 ７　 两组大鼠痛阈的比较

大鼠甩尾痛阈检测结果显示，与 ＷＫＹ 组大

鼠相比， ＳＨＲ 组 大 鼠 的 痛 阈 显 著 降 低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０００１），结果见图 ７。

８４



中国实验动物学报 ２０２５ 年 １ 月第 ３３ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． １

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

图 ４　 ＳＨＲ 组与 ＷＫＹ 组大鼠体质量、饮食、饮水量、尿量、粪便量及粪便含水率的比较

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

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ， ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ， ｗａｔｅｒ ｉｎｔａｋｅ， ｕｒｉｎｅ， ｆｅｃａｌ ａｎｄ ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ ｒａｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＨＲ ａｎｄ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐｓ

图 ５　 ＳＨＲ 组与 ＷＫＹ 组大鼠血压和心率的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＨＲ ａｎｄ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ８　 两组大鼠边缘运动距离和边缘运动时间的

比较

旷场实验结果表明，与 ＷＫＹ 组大鼠比较，
ＳＨＲ 组大鼠运动距离较大，且多贴旷场边缘，边
缘运动距离和边缘运动时间均显著增加 （Ｐ ＜

０􀆰 ００１），结果见图 ８。
２􀆰 ９　 两组大鼠血清代谢特点的比较

血清非靶代谢组学分析显示，在正负离子模

式下，共鉴定出代谢物 １３１８ 种。 与 ＷＫＹ 组大鼠

相比，应用 Ｔ 检验和偏最小二乘判别分析（ＰＬＳ⁃

９４
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图 ６　 ＳＨＲ 组与 ＷＫＹ 组大鼠呼吸频率的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｒａｔｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＨＲ ａｎｄ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐｓ

图 ７　 ＳＨＲ 组与 ＷＫＹ 组大鼠痛阈的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｏｆ ｒａｔｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＨＲ ａｎｄ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐｓ

图 ８　 ＳＨＲ 组与 ＷＫＹ 组大鼠边缘运动距离和边缘运动时间的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｄｇｅ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｅｄｇｅ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＨＲ ａｎｄ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐｓ

图 ９　 ＳＨＲ 组与 ＷＫＹ 组大鼠血浆差异代谢物分类图

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ＳＨＲ ａｎｄ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐｓ

ＤＡ）２ 种统计学方法，分别计算其 Ｐ 值和 ＶＩＰ 值

（ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｉｎ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ），并以 Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 和 ＶＩＰ ≥ １􀆰 ００ 为标准筛选出差异代谢物

１１４ 种。 这些差异代谢物主要归类为脂质和类脂

分子（４０􀆰 ３５％）、有机酸及其衍生物（２２􀆰 ８％）、有
机杂环化合物（１５􀆰 ７９％），结果见图 ９。

进一步应用 ＫＥＧＧ 通路富集差异代谢物，共
得到 ２５ 条可能的代谢通路。 通过差异丰度得分

（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ，ＤＡＳ）评估了这些代

谢通路上所有差异代谢物的共同作用及其引起

的整体变化趋势：ＤＡＳ ＜ ０，说明代谢通路被可能

抑制；ＤＡＳ ＝ ０，说明代谢通路无明显变化趋势；
ＤＡＳ ＞ ０，说明代谢通路可能被激活［１２］。 结果显

示：谷氨酸能突触，Ｄ⁃谷氨酰胺和 Ｄ⁃谷氨酸代谢，
氮代谢等 １６ 条代谢通路被激活（ＤＡＳ ＞ ０），而癌

症中的胆碱代谢，血清素突触能代谢，甘油磷脂

代谢等 ４ 条代谢通路被抑制（ＤＡＳ ＜ ０），其中有 ３
条代谢通路与神经系统代谢相关：谷氨酸能突触

（ＤＡＳ ＞ ０）、血清素突触（ＤＡＳ ＜ ０）、ＧＡＢＡ 能突

触（ＤＡＳ ＜ ０）。 结果见图 １０。

３　 讨论

由于中医的整体观念和辨证论治的思想，形
成了与现代医学不同的认识疾病的独特视角，这
一视角强调疾病同时具有“病”与“证”的特征。
因此，一个同时具有证候和疾病特征的动物模

型，是中医药体内研究开展的基本条件［１３－１４］。
ＳＨＲ 是 １９６３ 年日本学者 ＯＫＡＭＯＴＯ 等［１５］利用生

０５
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图 １０　 ＳＨＲ 组与 ＷＫＹ 组大鼠血清差异代谢通路差异丰度得分

Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ＳＨＲ ａｎｄ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐｓ

物遗传和变异特性自然发展而成的动物模型，属
遗传性高血压大鼠品系，其病理表现与人原发性

高血压高度相似，是国际上公认的原发性高血压

实验研究的最佳动物模型［１６］。 近年来，虽然 ＳＨＲ
作为模型动物也被广泛应用于中医药防治高血

压的研究中，为中医药在防治高血压的药理作用

和机制的研究提供了支撑［１，１７－１８］，但是，对 ＳＨＲ
中医证型的认识仍非常有限，目前亦尚未见到相

关报道。 为了解这一问题，本研究从不同角度对

ＳＨＲ 进行了观察和检测。
在中医学中，高血压病属于“眩晕”范畴。 根

据卫生部颁布的《中药新药临床研究指导原则

（试行） ２００２》，将眩晕（高血压） 分为肝火亢盛

（肝阳上亢）证、阴虚阳亢证、阴虚阳亢证和痰瘀

互结证等 ４ 个证型［１９－２０］，每种证型都有其特定的

主、次症状。 基于高血压不同证型的特点，本研

究收集了 ＳＨＲ 大鼠的一般状态及性情、周围血管

充盈、舌象、饮食、进水量及尿量、粪便量及粪便

含水率等信息，并将其与高血压证型进行了比对。
应用定量或半定量的观察方法，发现 ＳＨＲ 表

现出明显的易激惹状态、痛阈显著降低、ＯＦＴ 中

边缘运动距离、边缘停留时间均较长等典型的焦

虑样行为，这些特点与肝阳上亢型高血压患者的

急躁易怒症状高度契合，因此，初步推断，ＳＨＲ 可

能为高血压（眩晕）肝阳上亢证的动物模型。 为

了验证这一推断，本研究进一步观察了 ＳＨＲ 的次

要症状，首先是二便与进食进水情况，与 ＷＫＹ 组

相比，ＳＨＲ 组大鼠饮水、进食及大、小便量均减

少，小便颜色赤黄，粪便含水率明显偏低，二便特

点亦与高血压肝阳上亢证的便秘、溲赤的特点相

符；其次，ＳＨＲ 大鼠外周毛细血管呈不同程度的

扩张、侧支循环形成、眼球充血、膨出，舌色赤红，
质干、少津液，以上特点亦与高血压肝阳上亢证

患者的口干、面红、目赤、舌红等相同。 血压和呼
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吸频率测量结果显示，ＳＨＲ 组大鼠 ＳＢＰ、ＤＢＰ、
ＭＢＰ 均比 ＷＫＹ 组大鼠高，且 ＨＲ、ＲＲ 也较快；
ＳＨＲ 测得为体循环动脉压高且心率快，说明 ＳＨＲ
大鼠存在脉弦数的特点。

医学家们发现高血压患者存在脂肪酸、氨基

酸、神经递质等代谢紊乱的现象［１０］，且不同中医

证型的高血压患者代谢紊乱的特征亦有所不相

同，因此，有学者建议可将代谢组学作为辨别高

血压证型的一种手段［２０］。 因此，为进一步探索

ＳＨＲ 高血压（眩晕）肝阳上亢证的物质基础，本研

究应用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 对其血清中的代谢物进行了非

靶向的鉴定、分类和功能富集，最终筛选出差异

代谢物 １１４ 种，这些差异代谢物主要为：脂质和类

脂分子（４０􀆰 ３５％），有机酸及其衍生物（２２􀆰 ８％）
和有机杂环复合物（１５􀆰 ７９％）。 提示这 ３ 种物质

的代谢紊乱可能在血压发生发展及肝阳上亢证

的形成中起到了重要作用［２１－２３］。 这一实验结果

与吴佳芸等［２４］、李超等［２５］ 的临床和实验结果基

本一致。
应用 ＫＥＧＧ 通路富集和差异丰度得分法进

一步对检测结果进行分析，富集得到差异代谢通

路 ２５ 条，其中的 １６ 条均被激活，仅 ４ 条被抑制，
这一结果充分说明了 ＳＨＲ 大鼠的能量代谢明显

比 ＷＫＹ 活跃。 深入分析还发现，有 ３ 条代谢通

路直接参与了机体兴奋性及焦虑样行为的形成：
谷氨酸能突触、血清素突触、ＧＡＢＡ 能突触。 差异

丰度得分显示，谷氨酸能突触和 ＧＡＢＡ 能突触的

代谢通路被激活，而血清素神经突触代谢通路则

被抑制，因此基于以上结果推测，ＳＨＲ 大鼠高血

压（眩晕）肝阳上亢表现的原因可能与其物质代

谢增强及神经兴奋性紊乱相关。
然而，由于人类疾病证型与动物之间可能存

在差异，某些较为主观的指标如头晕、疼痛等无

法在模型动物上得到准确反映，且对各种症状的

观察评估目前还缺乏客观量化的指标。 因此，虽
然初步判断 ＳＨＲ 可能表现为高血压肝阳上亢证，
但仍需进一步完善其评价体系及相关物质基础。
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １

罗佳欣，詹扬，孙登龙，等． 基于网络药理学、分子对接与实验验证探讨参灵草口服液抑制非小细胞肺癌的作用机制 ［Ｊ］．
中国实验动物学报， ２０２５， ３３（１）： ５４－６９．
ＬＵＯ Ｊ Ｘ， ＺＨＡＮ Ｙ， ＳＵＮ Ｄ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｓｈｅｎｌｉｎｇｃａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ ａｇａｉｎｓｔ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｎｅｔｗｏｒｋ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２５， ３３（１）： ５４
－６９．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０１􀆰 ００６

［基金项目］江西省技术创新引导类计划项目（２０２３２ＢＢＨ８０００９）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｊｉａｎｇｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｇｕｉｄａｎｃｅ Ｐｒｏｇｒａｍ （２０２３２ＢＢＨ８０００９）．
［作者简介］罗佳欣，女，在读硕士研究生，研究方向：中药药理学。 Ｅｍａｉｌ： ｌｊｘ１６１８０２＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］刘文君，男，博士，高级工程师，研究方向：中药药效及物质基础。 Ｅｍａｉｌ： ｃｒｊｚｌｉｕｗｅｎｊｕｎ＠ １６３． ｃｏｍ

基于网络药理学、分子对接与实验验证探讨参灵草
口服液抑制非小细胞肺癌的作用机制

罗佳欣１，２ ，詹扬２，３ ，孙登龙２，３ ，伍振鹏１，２ ，刘宇清１，２ ，刘文君１，２，３∗

（１． 江西中医药大学，南昌　 ３３０００４；２． 经典名方现代中药创制全国重点实验室，
南昌　 ３３００９６；３． 江中药业股份有限公司，南昌　 ３３００９６）

　 　 【摘要】 　 目的 　 通过网络药理学预测参灵草口服液（Ｓｈｅｎｌｉｎｇｃａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ，ＳＬＣ）抑制非小细胞肺癌

（ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）的作用机制，并利用分子对接和体内动物实验进行初步验证。 方法　 利用

数据库及文献查找获得 ＳＬＣ 活性成分和对应靶点以及 ＮＳＣＬＣ 对应靶点；取 ＳＬＣ 和 ＮＳＣＬＣ 共同靶点构建蛋白

质相互作用网络，并进行基因本体分析 （ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ） 和京都基因与基因组百科全书分析 （ ｋｙｏｔｏ
ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）富集分析和分子对接。 构建 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠模型，设置模型组（Ｍｏｄｅｌ
组）、ＳＬＣ 高剂量组（ＳＨ 组）和 ＳＬＣ 低剂量组（ＳＬ 组），ＳＨ 组和 ＳＬ 组分别按冻干粉 ８􀆰 ７５ ｇ ／ ｋｇ 和 ３􀆰 ５０ ｇ ／ ｋｇ 剂

量灌胃给药。 连续灌胃给药 １４ ｄ 后，观察荷瘤小鼠肿瘤生长情况、肿瘤组织病理变化以及肿瘤细胞凋亡情

况，检测小鼠血常规指标变化，检测小鼠肿瘤组织中磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ｐ⁃ＡＫＴ）、蛋
白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＡＫＴ）、磷酸化磷脂酰肌醇 ３⁃激酶（ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ，ｐ⁃ＰＩ３Ｋ）、磷
脂酰肌醇 ３⁃激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）、Ｂ 细胞淋巴瘤⁃２（Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２，Ｂｃｌ⁃２）蛋白表达情

况，验证 ＫＥＧＧ 富集的结果。 结果　 网络药理学分析表明 ＳＬＣ 活性成分 ７７ 个，潜在作用靶点 ６１８ 个，ＮＳＣＬＣ
潜在作用靶点 １４９８ 个，药物与疾病交集靶点 １７９ 个。 交集靶点富集分析表明，主要富集在磷脂酰肌醇 ３⁃激
酶⁃蛋白激酶 Ｂ 信号通路（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ，ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ）、丝裂原活

化蛋白激酶信号通路（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ，ＭＡＰＫ）等相关通路。 分子对接显示前

１０ 位核心成分与前 １０ 位核心靶点具有较好的结合能力。 动物实验结果显示，与模型组比较，ＳＨ 组和 ＳＬ 组肿

瘤体积和肿瘤重量显著减小（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），白细胞（ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ，ＷＢＣ）、中性粒细胞（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ，
Ｎｅｕｔ）、单核细胞（ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ，Ｍｏｎｏ）数量显著减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），红细胞（ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ，ＲＢＣ）、血小板

（ｐｌａｔｅｌｅｔ，ＰＬＴ）、血红蛋白（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＨＧＢ）数量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），肿瘤组织早期凋

亡细胞显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 和 Ｂｃｌ⁃２ ／ ＧＡＰＤＨ 蛋白表达水平显著减低（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ１ 和 Ｂｃｌ⁃２ 基因表达水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 ＳＬＣ 对 ＮＳＣＬＣ
发挥抑制作用，其机制可能与激活 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 通路、促进细胞凋亡有关。

【关键词】 　 参灵草口服液；非小细胞肺癌；网络药理学；ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路；动物实验
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Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｓｈｅｎｌｉｎｇｃａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ ａｇａｉｎｓｔ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ
ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
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（１． Ｊｉａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３０００４， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｒｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ａｎｄ Ｆａｍｏｕｓ Ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３００９６， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｊｉａｎｇｚｈｏｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ

Ｃｏ． ， Ｌｔｄ， Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３００９６， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＩＵ Ｗｅｎｊｕｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｃｒｊｚｌｉｕｗｅｎｊｕｎ＠ １６３． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ｗｅ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｓｈｅｎｌｉｎｇｃａｏ ｏｒａｌ
ｌｉｑｕｉｄ （ＳＬＣ） ｉｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ （ＮＳＣＬＣ） ｂｙ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｙ ｉｔ ｂｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ
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ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｓｅａｒｃｈ． Ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ＳＬＣ ｃｏｍｍｏｎ ｔｏ ＮＳＣＬＣ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
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ｔａｒｇｅｔｓ， １４９８ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ＮＳＣＬＣ， ａｎｄ １７９ ｄｒｕｇ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔｓ． Ｔａｒｇｅｔ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３ ｋｉｎａｓｅ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ
（ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ） ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ （ＭＡＰＫ） ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ
ｐａｔｈｗａｙｓ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｏｐ １０ ｃｏｒｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｂｏｎｄｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｏｐ １０ ｃｏｒｅ
ｔａｒｇｅｔｓ． Ｉｎ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＳＨ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＳＬ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｗｅｉｇｈｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ， ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ，
ａｎｄ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｎｕｍｂｅｒｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）． Ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ， ｐｌａｔｅｌｅｔｓ， ａｎｄ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）； ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ （Ｐ
＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ， ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ， ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ／ ＧＡＰＤＨ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＩ３Ｋ， ＡＫＴ１， ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＳＬＣ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ ＮＳＣＬＣ ｍａｙ
ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 Ｓｈｅｎｌｉｎｇｃａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ； ＮＳＣＬＣ； ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ； ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ；
ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肺癌是全球范围内常见的癌症之一［１］，其发

病可能由吸烟、环境、家族遗传倾向、特定基因突

变、自身免疫以及个人饮食习惯等多种因素共同

作用导致［２］。 肺癌主要分为小细胞肺癌和非小

细胞肺癌两大类，其中非小细胞肺癌约占整体肺

癌的 ８５％，是中国癌症相关死亡的主要原因之

一［３］。 化疗作为治疗非小细胞肺癌的常规疗法，
虽然能有效抑制肿瘤发展，但常伴随免疫抑制、

骨髓抑制、肝肾功能损害等，这些不良反应均可

严重影响患者的预后和生活质量［４］。 中草药作

为抗癌辅助治疗手段，在联合化疗、放疗、靶向治

疗时，能够潜在地增强这些抗癌疗法的敏感性，促
进机体免疫系统的调节与恢复，从而有助于减少不

良反应和并发症的发生［５］。
参灵草口服液是由西洋参、灵芝、发酵虫草

菌粉、知母和玫瑰花五味中草药制成的保健食

５５
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品。 其中西洋参补气，灵芝安神，两者共为君药；
冬虫夏草填精，为臣药；知母为佐药；玫瑰花为使

药，处方做到了精气神同补，五脏并调的功效。
参灵草口服液包含了各药材的主要有效成分，质
量稳定、可靠［６］。 西洋参成分复杂，主要有皂苷、
多糖、挥发油等成分，其中皂苷在很多研究中被

证实有抗肿瘤作用。 西洋参总皂苷治疗非小细

胞肺癌，可显著抑制肿瘤生长，提高小鼠的免疫

功能［７］。 灵芝具有调节机体免疫、抑制肿瘤细胞

增殖和促进肿瘤细胞凋亡等作用［８］。 冬虫夏草

作为国内名贵中草药，在免疫调节、抗肿瘤等方

面发挥药理作用。 虫草酸能够抑制裸鼠肺癌细

胞的生长，促进肿瘤细胞凋亡［９］。 前期公开的多

中心随机对照实验已经证实在接受辅助化疗的

非小细胞肺癌患者中，补充参灵草口服液治疗相

比单独化疗可显著改善患者生活质量，减少患者

癌症相关并发症［１０］。 由于参灵草口服液治疗非

小细胞肺癌的作用机制尚不明确，本研究基于网

络药理学方法筛选药物活性成分、发现药物靶

标，预测药物和疾病的作用和联系，通过体内实

验进一步验证，明确其可能的作用机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ３２ 只，雄性，４ ～ ６ 周

龄，体质量 １５ ～ １８ ｇ，购于斯贝福（北京）生物技

术有限公司【ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０】。 在江中药

业动物实验中心 ＳＰＦ 级环境中饲养【ＳＹＸＫ（赣）
２０２０－０００４】，温度：２０ ～ ２６ ℃、相对湿度：５０％ ～
７０％、１２ ｈ 循环照明，小鼠自由进食和饮水。 本动

物实验经江中药业股份有限公司实验动物管理

和伦理委员会批准（２０２３０５０９）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

小鼠 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞（ＬＬＣ 细胞）购于中国科

学院细胞库（目录号：ＳＣＳＰ⁃５２５２）。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

参灵草口服液（国食健字 Ｇ２００８０６７５；规格：
每瓶 ２００ ｍＬ；批号 ２００９１００２；江中药业股份有限

公司）；氯化钠注射液（国药准字 Ｈ１０９８３０６５；江
西科伦药业有限公司）；胶原酶（ＣＳＡ：９００１⁃１２⁃１；
德国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＤＭＥＭ 培养基（批号 ２７６４６３５；

赛默 飞 世 尔 科 技 公 司 ）； 胎 牛 血 清 （ 批 号

２８５９３２２Ｐ；赛默飞世尔科技公司）；ＰＢＳ 缓冲液

（货号 Ｐ１０２２；北京索莱宝科技有限公司）；二甲基

亚砜（ＣＡＳ：６７⁃６８⁃５；北京索莱宝科技有限公司）；
胰蛋白酶⁃ＥＴＤＡ 消化液（ＣＡＳ：９００２⁃０７⁃７；北京索

莱宝科技有限公司）；青链霉素混合液 （货号

Ｐ１４００；北京索莱宝科技有限公司）；Ｂｃｌ⁃２ Ｒａｂｂｉｔ
ｍＡｂ（货号 ３４９８Ｓ；美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司）；重组 Ａｎｔｉ⁃ＡＫＴ１ ＋ ＡＫＴ２ ＋ ＡＫＴ３ 抗体（货
号 ａｂ１７９４６３；英国 Ａｂｃａｍ 公司）；重组 Ａｎｔｉ⁃ＡＫＴ１
（ＰＳ４７３） ＋ ＡＫＴ２（ＰＳ４７４） ＋ ＡＫＴ３（ＰＳ４７２）抗体

（货号 ａｂ１９２６２３；英国 Ａｂｃａｍ 公司）；重组 Ａｎｔｉ⁃
ＰＩ３Ｋｉｎａｓｅ ｐ８５ ａｌｐｈａ（货号 ａｂ１９１６０６；英国 Ａｂｃａｍ
公司）；重组 Ａｎｔｉ⁃ＰＩ３Ｋｉｎａｓｅ ｐ８５ ａｌｐｈａ （ ｐｈｏｓｐｈｏ
Ｙ６０７） （ 货 号 ａｂ１８２６５１； 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司 ）；
ＧＡＰＤＨ Ｒａｂｂｉｔ ｍＡｂ（货号 Ａ１９０５６；武汉爱博泰克

生物科技有限公司）；二抗（货号 ＰＲ３００１１；武汉

三鹰生物技术有限公司）；Ｏｍｎｉ⁃ＥａｓｙＴＭ 一步法

ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒（货号 ＰＧ２１１；上海雅

酶生物医药科技有限公司）；加强型 ＲＩＰＡ 裂解液

（货号 Ｃ１０５３ ＋ ；北京普利莱基因技术有限公

司）；蛋白酶抑制剂混合物通用型（货号 Ｐ１２７５；北
京普利莱基因技术有限公司）；磷酸酶抑制剂混

合物通用型（货号 Ｐ１２６０；北京普利莱基因技术有

限公司）；蛋白上样缓冲液（货号 ＷＢ２００１；苏州新

赛美生物科技有限公司）；ＥＣＬ 化学发光超敏显

色试剂盒（货号 ３６２０８ＥＳ６０；翌圣生物科技股份有

限公 司 ）； ＱｕｉｃｋＢｌｉｃｋＴＭ Ｗｅｓｔｅｒｎ 封 闭 液 （ 货 号

Ｐ０２５２；碧云天生物技术有限公司）；超纯水由法

国密理博公司超纯水仪制备；荧光定量 ＰＣＲ 试剂

盒（货号 Ｑ７１２⁃０２；南京诺唯赞生物科技股份有限

公司）和逆转录试剂盒（货号 Ｒ２２２⁃０１；南京诺唯

赞生物科技股份有限公司）； ＲＮＡｅａｓｙＴＭ 动物

ＲＮＡ 抽提试剂盒（离心柱式） （货号 Ｒ００２７；碧云

天生物技术有限公司）。
数显游标卡尺（型号 ＤＬ９１１５０；得力集团有限

公司）；超纯水仪（型号 Ｄｉｒｅｃｔ⁃Ｑ５ＵＶ；法国密理博

公司）；千分之一天平（型号 ＢＣＥ４２３ｉ⁃１ＣＣＮ；德国

塞德利斯公司）；组织研磨仪（型号 ＪＸＦＳＴＰＲＰ⁃
ＣＬ；上 海 净 信 实 业 发 展 有 限 公 司 ）； 金 属 浴

（ＨＢ１２０⁃Ｓ；大龙兴创实验仪器北京有限公司）；倒
置显微镜（型号 ＤＭＩＬＬＥＤ；德国徕卡公司）；细胞

６５
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计数仪器（型号 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ Ｍｉｒａ ＢＦ；上海睿钰生物

科技 有 限 公 司 ）； 三 气 培 养 箱 （ 型 号 ＭＣＯ⁃
１７０ＭＵＶＨＬ⁃ＰＣ；美国赛默飞公司）；恒温水浴槽

（型号 ＳＤｍｉｎｉＮ；日本 ＴＡＩＴＥＣ 公司）；生物安全柜

（型号 ＨＦｓａｆｅ⁃１２００ＬＣ；力康生物医疗科技控股有

限公司）；台式冷冻离心机（型号 ＳＴ１Ｒ Ｐｌｕｓ；美国

赛默飞公司）；圆周摇床（型号 ＳＫ⁃０１８０⁃Ｆ；大龙兴

创实验仪器股份有限公司）；凝胶成像系统（型号

８００ＵＶ； Ｃｙｔｉｖａ 思 拓 凡 公 司 ）； 电 泳 仪 （ 型 号

１６５８０３３；美国伯乐公司）；双开门冰箱 （型号

ＢＣＤ⁃６０６ＷＫＰＺＭ（Ｅ）；美的集团股份有限公司）；
医用低温保存箱（型号 ＤＷ⁃８６Ｌ３３８Ｊ；海尔集团公

司）； 流 式 细 胞 仪 （ 型 号 ＣｙｔｏＦＬＥＸ； 美 国

ＢＥＣｋＭＥＮ ＣＯＵＬＴＥＲ 公司）；动物血球分析仪（型
号 ＢＣ⁃５０００ＶＥＴ；迈瑞医疗国际股份有限公司）；
ＰＣＲ 仪（型号 Ｃ１００；美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；荧光定量

ＰＣＲ 仪（型号 ＣＦＸ Ｃｏｎｎｅｃｔ；美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
１􀆰 １􀆰 ４　 数据库、平台及软件

中药 系 统 药 理 学 数 据 库 和 分 析 平 台

（ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｓｙｓｔｅｍｓ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ Ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｐｌａｔｆｏｒｍ，
ＴＣＭＳＰ，ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｌｄ． ｔｃｍｓｐ⁃ｅ． ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ）；有
机小分子生物活性数据库 （ ＰｕｂＣｈｅｍ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ）；小分子药物靶点预

测 数 据 库 （ Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ， ｈｔｔｐ： ／ ／
ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ）； 蛋 白 质 数 据 库

（Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｐｒｏｔｅｉｎ，ＵｎｉＰｒｏｔ，ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ．
ｏｒｇ）；人类孟德尔遗传数据库（Ｏｎｌｉｎｅ Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ
Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ｉｎ Ｍａｎ， ＯＭＩＭ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｍ．
ｏｒｇ ／ ）； 人 类 基 因 数 据 库 （ Ｔｈｅ Ｈｕｍａｎ Ｇｅｎｅ
Ｄａｔａｂａｓｅ， ＧｅｎｅＣａｒｄｓ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．
ｏｒｇ ／ ）； 治 疗 靶 点 数 据 库 （ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ Ｔａｒｇｅｔ
Ｄａｔａｂａｓｅ，ＴＴＤ，ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄｂ． ｉｄｒｂｌａｂ． ｎｅｔ ／ ｔｔｄ ／ ）；韦恩

图绘制在线平台（Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０，ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ．
ｃｎｂ． ｃｓｉｃ． ｅｓ ／ ）； ＤｒｕｇＢａｎｋ 数 据 库 （ ＤｒｕｇＢａｎｋ，
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｏ． ｄｒｕｇｂａｎｋ． ｃｏｍ ／ ）；蛋白质相互作用网

络数据库 （ ＳＴＲＩＮＧ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）；注

释、可视化和综合发现数据库（ Ｔｈｅ Ｄａｔａｂａｓｅ ｆｏｒ
Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ， Ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ，
ＤＡＶＩＤ，ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ）；结构生物信

息学蛋白质数据库 （ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ
Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ，ＲＣＳＢ

ＰＤＢ，ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ｓｅａｒｃｈ）；在线生物信

息学分析、可视化云平台（微生信，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｃｏｍ． ｃｎ）；一体化网络数据集成、分
析和可视化软件 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 １；分子对接软件

ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｔｏｏｌｓ １􀆰 ５􀆰 ６； 分 子 对 接 软 件 Ｐｙｍｏｌ
２􀆰 ５􀆰 ５；作图软件 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１；ＰＣＲ 引物数据库

（ ＰｒｉｍｅｒＢａｎｋ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｇａ． ｍｇｈ． ｈａｒｖａｒｄ． ｅｄｕ ／
ｐｒｉｍｅｒｂａｎｋ ／ ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 基于网络药理学预测 ＳＬＣ 治疗 ＮＳＣＬＣ 的

作用机制

（１）ＳＬＣ 化学成分作用靶点和 ＮＳＣＬＣ 疾病靶

点的筛选：利用 ＴＣＭＳＰ 数据库设置条件为口服生

物利用度（ｏｒａｌ ｂｉｏ ａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，ＯＢ） ≥ ３０％、药物

相似性（ｄｒｕｇ ｌｉｋｅｎｅｓｓ，ＤＬ） ≥ ０􀆰 １８ 检索参灵草口

服液活性成分［１１］，Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库

进行靶点预测。 挖掘 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库、ＯＭＩＭ 数

据库、ＴＴＤ 数据库、Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库

和 ＤｒｕｇＢａｎｋ 数据库中与非小细胞肺癌相关的靶

点信息。 合并 ５ 个数据库的疾病靶点，删除重复

靶点利用 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库对靶点进行标准化［１２］。
（２） 筛选 ＳＬＣ 与 ＮＳＣＬＣ 交集靶点： 采用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 １ 软件将筛选到的 ＳＬＣ 成分靶点

绘 制 “ 药 物⁃化 合 物⁃靶 点 ” 网 络 图。 通 过

Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ 将 ＳＬＣ 成分靶点和 ＮＳＣＬＣ 疾病靶点

取交集，绘制韦恩图。
（３）ＰＰＩ 网络构建及分析：将 ＳＬＣ 和 ＮＳＣＬＣ

的交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库，构建靶标蛋白

之间的相互作用网络。 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 １ 软件做

进一步可视化处理［１２］。
（４）ＧＯ 功能及 ＫＥＧＧ 通路富集分析：使用

ＤＡＶＩＤ 数据库进行 ＧＯ 功能与 ＫＥＧＧ 通路富集

分析。 并利用线上平台 “微生信” 进行可视化

处理［１３］。
（５）分子对接实验：小分子药物活性成分 ３Ｄ

结构于 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库下载，大分子蛋白 ＰＤＢ
文件于 ＲＣＳＢ ＰＤＢ 下载。 小分子需要加氢、检测

扭转键和扭转中心并设为配体，大分子需要加

氢、去水并设为受体，以上步骤均在 ＡｕｔｏＤｏｃｋ
Ｔｏｏｌｓ １􀆰 ５􀆰 ６ 软件上完成。 选择其中结合能低（低
于－５ ｋＪ ／ ｍｏｌ）且有氢键的构象用于分析［１４］。 利

用 Ｐｙｍｏｌ ２􀆰 ５􀆰 ５ 软件做图。

７５
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１􀆰 ２􀆰 ２　 基于动物实验验证 ＳＬＣ 治疗 ＮＳＣＬＣ 的作

用机制

（１） ＳＬＣ 冻干粉的制备、受试物的配制方法

及浓度：４ 瓶 ＳＬＣ（每瓶 ２００ ｍＬ）经冷冻干燥制备

约得 ４８ ｇ 冻干粉的样品，即每毫升 ＳＬＣ 相当于冻

干粉 ０􀆰 ０６ ｇ。
ＳＬＣ 低剂量：取 ０􀆰 ７ ｇ 冻干粉用超纯水配制

成 ０􀆰 ３５ ｇ ／ ｍＬ 的药液；ＳＬＣ 高剂量：取 １􀆰 ７５ ｇ 冻干

粉用超纯水配制成 ０􀆰 ８７５ ｇ ／ ｍＬ 的药液。
（２）Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠模型构建及分组干预：将

小鼠右臀上背部毛发刮掉，用酒精棉球擦拭小鼠

右臀上背部后，轻微摇晃盛放细胞悬液的离心管

至细胞分散均匀。 注射器吸取 ０􀆰 ２ ｍＬ 的 ＬＬＣ 细

胞悬液（１ × １０６ ／ ｍＬ）后向消毒处皮下注射。 接种

后第 ５ 天肿瘤体积达到 ５０ ～ １００ ｍｍ３ 且无溃破

时，将成瘤的 ２４ 只小鼠按随机数字表分为 ３ 组，
每组 ８ 只，设为模型组（Ｍｏｄｅｌ 组）、ＳＬＣ 高剂量组

（ＳＨ 组）和 ＳＬＣ 低剂量组（ＳＬ 组），另取 ８ 只正常

小鼠设为正常对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）。 ＳＨ 组和 ＳＬ
组分别按冻干粉 ８􀆰 ７５ ｇ ／ ｋｇ 和 ３􀆰 ５０ ｇ ／ ｋｇ 灌胃给

药，Ｍｏｄｅｌ 组和 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组灌胃等量超纯水，各组的

给药体积均为 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ，连续给药 １４ ｄ 后次

日处死小鼠。
（３）ＳＬＣ 治疗 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠药效评估：造模

后第 ５、８、１１、１４、１７、２０ 天测量并记录肿瘤组织

长、宽直径变化，计算瘤体积（Ｖ） ＝ ０􀆰 ５ × 长径 ×
宽径 × 宽径［１５］。 第 ２０ 天处死小鼠，完整剥离皮

下瘤体称重，计算抑瘤率（％） ＝ （模型组瘤块重

量－ 给 药 组 瘤 块 重 量 ） ／模 型 组 瘤 块 重 量 ×
１００％［１５］。 并对固定的肿瘤组织进行苏木精⁃伊
红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）染色，观察其病

理组织变化情况。
（４）血液学指标检测：末次给药后取外周血，

采用动物血球分析仪检测白细胞 （ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ
ｃｅｌｌ，ＷＢＣ）、中性粒细胞（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ，Ｎｅｕｔ）、单核

细胞（ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ，Ｍｏｎｏ）、红细胞（ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ，
ＲＢＣ）、 血 小 板 （ ｐｌａｔｅｌｅｔ， ＰＬＴ ）、 血 红 蛋 白

（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＨＧＢ）。
（５）流式细胞技术检测细胞凋亡：根据膜联

蛋白 Ｖ⁃异硫氰酸荧光素 ／碘化丙啶（Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＦＩＴＣ ／ ＰＩ）试剂盒说明书操作，Ｍｏｄｅｌ 组、ＳＬ 组和

ＳＨ 组各取 １ × １０５ 个细胞，染色 ２０ ｍｉｎ 后于流式

细胞仪检测。 以 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 阳性、ＰＩ 阴性细

胞数作为细胞凋亡率计算细胞数。
（６）蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ）检测通道蛋白

的表达：Ｍｏｄｅｌ 组、ＳＬ 组和 ＳＨ 组各称取 ２０ ｍｇ 肿

瘤组织，加入 ２ ｍＬ 蛋白裂解液裂解，二喹啉甲酸

法（ＢＣＡ 法）测定蛋白浓度［１５］。 ７􀆰 ５％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
电泳，湿转至 ＰＶＤＦ 膜，快速封闭液封闭，一抗孵

育 ４ ℃过夜，二抗（１：１０ ０００）室温孵育 １ ｈ。 超敏

ＥＣＬ 化学发光液染色，凝胶成像系统成像，Ｉｍａｇｅ
Ｊ１． ｘ 软件定量分析［１６］。

（７）实时定量反转录聚合酶链式反应（ ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ， ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ）检测基因表达：Ｍｏｄｅｌ 组、ＳＬ 组和 ＳＨ 组各

称取 ２０ ｍｇ 肿瘤组织，使用动物 ＲＮＡ 抽提试剂盒

提取总 ＲＮＡ，使用反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ。 根

据序列信息用 ＰＣＲ 引物数据库设计引物，并由生

工生物工程（上海）股份有限公司合成。 序列信

息如表 １ 所示。 使用实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒

进行实验，使用 ２－ΔΔＣｔ 相对定量法计算 ＲＮＡ 的相

对表达量。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
基因
Ｇｅｎｅ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

ＧＡＰＤＨ
Ｆ：ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ

Ｒ：ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ

ＡＫＴ１
Ｆ：ＡＴＧＡＡＣＧＡＣＧＴＡＧＣＣＡＴＴＧＴＧ
Ｒ：ＴＴＧＴＡＧＣＣＡＡＴＡＡＡＧＧＴＧＣＣＡＴ

ＰＩ３Ｋ
Ｆ：ＧＣＡＧＡＧＧＧＣＴＡＣＣＡＧＴＡＣＡＧＡ
Ｒ：ＣＴＧＡＡＴＣＣＡＡＧＴＧＣＣＡＣＴＡＡＧＧ

Ｂｃｌ⁃２
Ｆ：ＧＴＣＧＣＴＡＣＣＧＴＣＧＴＧＡＣＴＴＣ
Ｒ：ＣＡＧＡＣＡＴＧＣＡＣＣＴＡＣＣＣＡＧＣ

１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据均用 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 统计软件，用平均

值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，两组数据之间采用 ｔ 检
验分析其差异性， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显

著性。

２　 结果

２􀆰 １　 ＳＬＣ 活性成分分析及作用靶点筛选

通过 ＴＣＭＳＰ 数 据 库 检 索， 文 献 补 充 及

ＰｕｂＣｈｅｍ 校准后共获得 ＳＬＣ ５ 味药物潜在活性成

分 ７７ 个，其中西洋参 １０ 个、发酵虫草菌粉 １１ 个、

８５
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灵芝 ３７ 个、知母 １２ 个、玫瑰花 ７ 个。 多味药重复

的活性成分有一个 Ｂｅｔａ⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ（表 ２）。 对以上

活性成分进行靶点预测，筛掉重复值，共获得 ６１８
个靶点基因。

表 ２　 ＳＬＣ 的主要潜在有效活性成分

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｉｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｏｆ ＳＬＣ
中药来源

Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ

活性成分
Ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ

聚乙炔 ＰＱ⁃２［１７］ Ｐｏｌｙａｃｅｔｙｌｅｎｅ ＰＱ⁃２［１７］

罂粟碱［１８］ Ｐａｐａｖｅｒｉｎｅ［１８］

人参皂苷 ｒｈ２ Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ ｒｈ２

西洋参
Ｐａｎａｘ

ｑｕｉｎｑｕｅｆｏｌｉｕｓ Ｌ．

殷金醇棕榈酸酯 ２０⁃ｈｅｘａｄｅｃａｎｏｙｌｉｎｇｅｎｏｌ

豆甾烷⁃３，５⁃二烯⁃７⁃酮
Ｓｔｉｇｍａｓｔａ⁃３，５⁃ｄｉｅｎ⁃７⁃ｏｎｅ

豆甾⁃７⁃烯醇 Ｓｔｉｇｍａｓｔ⁃７⁃ｅｎｏｌ
胡萝卜甾醇 Ｄａｕｃｏｓｔｅｒｏｌ

曼陀罗灵 Ｄａｔｕｒｉｌｉｎ
人参皂苷 Ｒｇ１ Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｇ１

花生四烯酸 Ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ ａｃｉｄ
乙酸亚油醇酯 Ｌｉｎｏｌｅｙｌ ａｃｅｔａｔｅ

胆固醇 Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
发酵虫草菌粉

Ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ
Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ

ｐｏｗｄｅｒ

５’单磷酸腺苷 Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ５’⁃ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ
甘露醇 Ｍａｎｎｉｔｏｌ

环磷酸腺苷 Ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ
海藻糖 Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ

酪氨酸［１９］ Ｔｙｒｏｓｉｎｅ［１９］

腺苷［１９］ Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ［１９］

鸟苷 Ｇｕａｎｏｓｉｎｅ
麦角甾⁃７，２２Ｅ⁃二烯⁃３β

Ｃａｍｐｅｓｔａ⁃７，２２Ｅ⁃ｄｉｅｎ⁃３ｂｅｔａ⁃ｏｌ
５α⁃羊毛甾⁃７，９（１１），２４⁃三烯⁃１５α，２６⁃二羟

基⁃３⁃酮
５ａｌｐｈａ⁃Ｌａｎｏｓｔａ⁃７，９（１１），２４⁃ｔｒｉｅｎｅ⁃１５ａｌｐｈａ，

２６⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃３⁃ｏｎｅ
麦角甾⁃４，６，８（１４），２２⁃四烯⁃３⁃酮

Ｅｒｇｏｓｔａ⁃４，６，８（１４），２２⁃ｔｅｔｒａｅｎｅ⁃３⁃ｏｎｅ

麦角甾⁃７，９（１１），２２⁃三亚乙基四胺⁃３β，５α，
６α⁃醇

Ｅｒｇｏｓｔａ⁃７，９（１１），２２⁃ｔｒｉｅｎ⁃３β，５α，６α⁃ｔｒｉｏｌ
灵芝醇 Ｂ Ｇａｎｏｄｅｒａｌ Ｂ

丹芝酸 Ｅ Ｇａｎｏｌｕｃｉｄｉｃ ａｃｉｄ Ｅ
灵芝醛 Ｂ Ｌｕｃｉａｌｄｅｈｙｄｅ Ｂ

赤芝酸 Ｆ 甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｌｕｃｉｄｅｎａｔｅ Ｆ
赤芝酸 Ａ 甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｌｕｃｉｄｅｎａｔｅ Ａ

赤芝酮 Ａ Ｌｕｃｉｄｏｎｅ Ａ
赤芝酸 Ｑ 甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｌｕｃｉｄｅｎａｔｅ Ｑ

啤酒甾醇 Ｃｅｒｅｖｉｓｔｅｒｏｌ
灵芝 Ｇａｎｏｄｅｒｍａ
ｌｕｃｉｄｕｍ （Ｌｅｙｓｓ．
Ｅｘ Ｆｒ． ） Ｋａｒｓｔ．

（２２Ｅ）麦角甾醇⁃７，２２⁃二烯⁃３β
（２２Ｅ）⁃Ｅｒｇｏｓｔａ⁃７，２２⁃ｄｉｅｎｅ⁃３ｂｅｔａ⁃ｏｌ

鞣酸 Ｅｌｌａｇｉｃ ａｃｉｄ

续表 ２
中药来源

Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ

活性成分
Ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ

灵芝烯酸 Ａ［２０］ Ｇａｎｏｄｅｒｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ａ［２０］

灵芝烯酸 Ｃ［１９］ Ｇａｎｏｄｅｒｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｃ［１９］

灵芝烯酸 Ｄ Ｇａｎｏｄｅｒｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｄ
灵芝烯酸 Ｈ［１９］ Ｇａｎｏｄｅｒｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｈ［１９］

灵芝酸 Ａ［１９］ Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ａ［１９］

灵芝酸 Ｂ［２１］ Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｂ［２１］

灵芝酸 Ｃ１［２２］ Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｃ１［２２］

灵芝酸 Ｃ２［１９］ Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｃ２［１９］

灵芝酸 Ｃ６［１９］ Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｃ６［１９］

灵芝酸 Ｄ［１９］ Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｄ［１９］

灵芝酸 Ｆ［１９］ Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｆ［１９］

灵芝酸 Ｈ［１９］ Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｈ［１９］

灵芝酸 Ｉ［１９］ Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｉ［１９］

灵芝酸 Ｊ［１９］ Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｊ［１９］

灵芝酸 Ｚ［２３］ Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｚ［２３］

丹芝酸 Ｂ［２３］ Ｇａｎｏｌｕｃｉｄｉｃ ａｃｉｄ Ｂ［２３］

丹芝酸 Ｄ［１９］ Ｇａｎｏｌｕｃｉｄｉｃ ａｃｉｄ Ｄ［１９］

赤芝酸 Ｄ［２０］ Ｌｕｃｉｄｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｄ［２０］

赤芝酸 Ｅ［２０］ Ｌｕｃｉｄｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｅ［２０］

赤芝酸 Ｆ［２０］ Ｌｕｃｉｄｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｆ［２０］

赤芝酸 Ｎ［２０］ Ｌｕｃｉｄｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｎ［２０］

色氨酸 Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ

灰绿曲霉酰胺 Ａｓｐｅｒｇｌａｕｃｉｄｅ
山柰酚 Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ

淫羊藿苷元 Ａｎｈｙｄｒｏｉｃａｒｉｔｉｎ
知母皂苷 Ｆ Ａｎｅｍａｒｓａｐｏｎｉｎ Ｆ

小星蒜碱 Ｈｉｐｐｅａｓｔｒｉｎｅ
知母 Ａｎｅｍａｒｒｈｅｎａ
ａｓｐｈｏｄｅｌｏｉｄｅｓ Ｂｇｅ． 知母皂苷 Ｂ Ⅲ Ｔｉｍｏｓａｐｏｎｉｎ Ｂ Ⅲ

豆甾醇 Ｓｔｉｇｍａｓｔｅｒｏｌ
淫羊藿次苷Ⅰ Ｉｃａｒｉｉｎ Ⅰ

知母皂苷 Ｃ Ａｎｅｍａｒｓａｐｏｎｉｎ Ｃ
顺式⁃Ｎ⁃阿魏酰酪胺 Ｎ⁃ｃｉｓ⁃ｆｅｒｕｌｏｙｌｔｙｒａｍｉｎｅ

顺式⁃Ｎ⁃对香豆酰酪胺
ｃｉｓ⁃Ｎ⁃ｐ⁃ｃｏｕｍａｒｏｙｌｔｙｒａｍｉｎｅ

谷甾醇 Ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ
花色素苷 Ｃｙａｎｉｎ

玫瑰花 Ｒｏｓａ ｒｕｇｏｓａ
Ｔｈｕｎｂ．

维生素 Ｅ Ｖｉｔａｍｉｎ⁃Ｅ
去甲氧基茵陈色原酮 Ｄｅｍｅｔｈｏｘｙｃａｐｉｌｌａｒｉｓｉｎ

β⁃胡萝卜素 Ｂｅｔａ⁃Ｃａｒｏｔｅｎｅ
槲皮素 Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ

西洋参、灵芝、发酵虫
草菌粉、玫瑰花

Ｐａｎａｘ ｑｕｉｎｑｕｅｆｏｌｉｕｓ
Ｌ． ， Ｇａｎｏｄｅｒｍａ
ｌｕｃｉｄｕｍ （Ｌｅｙｓｓ．
Ｅｘ Ｆｒ． ） Ｋａｒｓｔ． ，

Ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｐｏｗｄｅｒ， Ｒｏｓａ

ｒｕｇｏｓａ Ｔｈｕｎｂ．

谷固醇 Ｂｅｔａ⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ

９５
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２􀆰 ２　 药物⁃化合物⁃靶点网络图构建

利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 １ 软件分析并绘制 ＳＬＣ
活性成分和作用靶点的关系网络（图 １），该网络

中共有 ６６４ 个节点，２８３２ 条边，包括 ７７ 个活性成

分、６１８ 个潜在靶点。 其中橙黄色六边形表示发

酵虫草菌粉活性成分（命名为 ＣＳ １⁃９）、蓝色六边

形表示玫瑰花活性成分（命名为 ＭＧＨ １⁃６）、紫色

六边形表示西洋参活性成分（命名为 ＸＹＳ １⁃９），
红色六边形表示灵芝活性成分 （命名为 ＬＺ １⁃
３６）、粉红色六边形表示知母活性成分（命名为

ＺＭ １⁃１２），浅黄色六边形表示西洋参、发酵虫草菌

粉、灵芝和玫瑰花共有的活性成分，命名为 Ａ，绿
色菱形表示潜在靶点。 根据 Ｄｅｇｒｅｅ 筛选出 ＳＬＣ
中作用靶点排名前 １０ 的活性物质为 Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ、
Ｂｅｔａ⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ、 Ｌｕｃｉｄｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｆ、 Ｇａｎｏｌｕｃｉｄｉｃ ａｃｉｄ
Ｄ、Ｇａｎｏｌｕｃｉｄｉｃ ａｃｉｄ Ｂ、Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｚ、Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ
ａｃｉｄ Ｊ、 Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｉ、 Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｄ、
Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｃ６，推测这十个活性成分为治疗

ＮＳＣＬＣ 较为有效的活性成分。

图 １　 ＳＬＣ“药物⁃化合物⁃靶点”网络图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＳＬＣ “ｄｒｕｇ⁃ｃｏｍｐｏｕｎｄ⁃ｔａｒｇｅｔ” ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ

２􀆰 ３　 非小细胞肺癌靶点检索与 ＳＬＣ 药物共同靶

点的获取

ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库（ ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ ＞ ４ 倍中

位值）获取 １８４２ 个靶点，ＯＭＩＭ 数据库获得 １１７
个靶点，ＴＴＤ 数据库获得 ９５ 个靶点，Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库获得 ８８ 个靶点和 ＤｒｕｇＢａｎｋ 数

据库获得 ４３ 个靶点。 合并删除重复值，共获得

１４９９ 个靶点。 使用 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ 平台将 ６１８ 个药

物靶点基因和 １４９８ 个疾病靶点基因取交集，得到

１７９ 个交集靶点（图 ２）。
２􀆰 ４　 ＰＰＩ 网络构建及分析

从 ＳＴＲＩＮＧ 数据库中获得 １７９ 个交集基因的

互作网络图。 该网络图包括 １７７ 个节点（ｎｏｄｅ），
５９３５ 条边（ｅｄｇｅ）。 导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 １ 软件进

行分析（删掉 Ｄｅｇｒｅｅ ＜ ９０ 的靶点进行展示，图
３），其中节点代表靶点基因，节点形状越大、颜色

越深代表 Ｄｅｇｒｅｅ 值越高。 Ｄｅｇｒｅｅ 值排名前 １０ 的

靶点基因分别为 ＧＡＰＤＨ、ＴＰ５３、ＡＫＴ１、ＥＧＦＲ、ＩＬ６、
ＳＴＡＴ３、ＭＹＣ、ＣＴＮＮＢ１、ＢＣＬ２、ＴＮＦ。 这些靶点被

认为是 ＳＬＣ 对 ＮＳＣＬＣ 进行干预的主要靶基因。
２􀆰 ５　 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析

利用 ＤＡＶＩＤ 数据库对交集基因进行 ＧＯ 与

ＫＥＧＧ 通路富集分析，并且分别对其进行可视化

处理。 根据 ＧＯ 分析结果（图 ４Ａ），ＳＬＣ 在生物过

０６
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图 ２　 ＳＬＣ 活性成分靶点与 ＮＳＣＬＣ 靶点的韦恩图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＳＬＣ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ
ｔａｒｇｅｔｓ ａｎｄ ＮＳＣＬＣ ｔａｒｇｅｔｓ

程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）中可能参与了凋亡过程

的负调控；细胞组成（ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）在细胞

核、胞液等起作用；分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，
ＭＦ）激活了酶结合等。 ＫＥＧＧ 富集得到 １７６ 条通

路结果，显示主要富集在癌症通路、ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信

号通路和 ＭＡＰＫ 信号通路等（图 ４Ｂ）。
ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路作为一条细胞内信号传

导途径，在细胞存活、生长中发挥着重要作用。
此 途 径 核 心 基 因 为 磷 脂 酰 肌 醇 ３⁃激 酶

（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）和蛋白激酶

Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＡＫＴ），ＰＩ３Ｋ 被激活后，产生磷

脂酰肌醇⁃３，４，５⁃三磷酸酯（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３，
４， ５⁃ｔｒｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＰＩＰ３） 并激活 ＡＫＴ。 激活的

　 　 　 　 　 　

图 ３　 ＳＬＣ 与 ＮＳＣＬＣ 交集靶点 ＰＰＩ 网络图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＳＬＣ ａｎｄ ＮＳＣＬＣ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔｓ

１６
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注：Ａ：ＧＯ 功能富集分析；Ｂ：ＫＥＧＧ 通路富集分析

图 ４　 基因富集分析结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｂ． ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＡＫＴ 影响下游基因表达，从而多途径多方面地调

控疾病进展。
ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路在多种癌症的肿瘤进

展、耐药和预后中起重要的作用。 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信

号通路可调节一系列凋亡因子，从而抑制肿瘤细

胞的凋亡。 激活的 ＡＫＴ 可调节 Ｂ 细胞淋巴瘤⁃２
（Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２，Ｂｃｌ⁃２）家族成员的活性，比如

抑制促凋亡作用的 Ｂ 细胞淋巴瘤⁃２ 基因相关 Ｘ
蛋白（Ｂｃｌ２⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、Ｂ 细胞淋巴

瘤⁃２ 基因相关死亡启动子（Ｂｃｌ⁃２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｅａｔｈ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ，Ｂａｄ）等蛋白表达。 肿瘤蛋白 Ｐ５３（ ｔｕｍｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ５３，ＴＰ５３）可促进 Ｂｃｌ⁃２ 家族中 Ｂａｘ 的表

达，磷酸化的 ＡＫＴ 可阻断 ＴＰ５３ 基因表达，从而造

成 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比例失衡，产生抑制细胞凋亡的作

用［２４］。 并且活化的 ＡＫＴ 也可直接抑制半胱天冬

酶（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，Ｃａｓｐａｓｅ）
家族蛋白表达，从而影响细胞内源性和外源性的

凋亡［２５］。 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路对癌细胞的侵袭、
迁移也有影响。 激活的 ＡＫＴ 可以促进上皮间质

转化标志物如上皮细胞钙黏蛋白 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃａｄｈｅｒｉｎ， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ）、 神 经 钙 粘 素 （ ｎｅｕｒａｌ
ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）等表达，从而促进肿瘤细胞

的迁移与侵袭［２６］。
２􀆰 ６　 分子对接验证

选取 ＰＰＩ 富集 ＳＬＣ 治疗 ＮＳＣＬＣ 的前 １０ 个核

心靶点与 ＳＬＣ 中作用靶点排名前 １０ 的活性物质

进行分子对接，结果显示其有效活性成分与核心

靶点蛋白的结合能均 ＜ ０ ｋＪ ／ ｍｏｌ，说明蛋白与活

性成分自发结合且稳定性较好（图 ５），展示核心

靶点 ＡＫＴ１ 和 Ｂｃｌ⁃２ 与 ＳＬＣ 中作用靶点 Ｄｅｇｒｅｅ 值

排名前 ２ 的活性物质 Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ 和 Ｂｅｔａ⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ
的对接代表图（图 ６）。
２􀆰 ７　 荷瘤小鼠肿瘤生长情况

小鼠造模后第 ５、８、１１、１４、１７ 和 ２０ 天测量并

２６
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图 ５　 ＳＬＣ 核心活性成分与核心靶点分子结合能热图

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＬＣ ｃｏｒｅ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

图 ６　 ＡＫＴ１ 和 Ｂｃｌ⁃２ 与槲皮素和谷固醇对接图

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＡＫＴ１ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｄｏｃｋｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｗｉｔｈ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ａｎｄ ｂｅｔａ⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ

３６
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注：Ａ：肿瘤体积变化；Ｂ：剥离下来的小鼠移植瘤；Ｃ：荷瘤小鼠肿瘤组织病理学变化；与 Ｍｏｄｅｌ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下
图 ／ 表同）

图 ７　 荷瘤小鼠肿瘤生长情况及组织病理学变化（ｎ ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｃｈａｎｇｅ． Ｂ． Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｔｕｍｏｒ ｆｒｏｍ ａ ｓｔｒｉｐｐｅｄ ｍｏｕｓｅ． Ｃ． Ｔｕｍｏｒ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ．

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

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ８）

表 ３　 荷瘤小鼠瘤重及肿瘤抑制率结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ

ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

瘤重 ／ ｇ
Ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ／ ｇ

肿瘤生长抑制率 ／ ％
Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ／ ％

Ｍｏｄｅｌ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ０３００ ± ０􀆰 ５６６０ －

ＳＬ 组
ＳＬ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ３５１０ ± ０􀆰 ６３９９∗ ３３􀆰 ３１

ＳＨ 组
ＳＨ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０３５０ ± ０􀆰 ５０８０∗∗ ４８􀆰 ９２

记录肿瘤组织长、宽直径变化。 显示荷瘤小鼠在

接种肿瘤细胞后瘤块体积随接种时间逐渐增加。
在造模后第 ２０ 天，与 Ｍｏｄｅｌ 组相比，ＳＬ 组和 ＳＨ
组肿瘤体积显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见图

７Ａ。 造模后第 ２０ 天剥离下来的小鼠移植瘤，见
图 ７Ｂ。 病理切片可见 Ｍｏｄｅｌ 组肿瘤细胞生长状

态良好，呈类圆形，细胞核分布均匀、排列紧密；
ＳＬ 组肿瘤细胞排列明显规律，异型性较小，细胞

核大小不一，局部区域肿瘤细胞坏死，胞核固缩

或溶解；ＳＨ 组肿瘤细胞大面积坏死，坏死细胞结

构紊乱，排列松散，核细胞明显固缩或溶解，见图

７Ｃ。 在造模后第 ２０ 天，表 ３ 显示 ＳＨ 组和 ＳＬ 组

抑瘤率分别为 ４８􀆰 ９２％，３３􀆰 ３１％。
２􀆰 ８　 小鼠血常规结果

由表 ４ 可知，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，荷瘤小鼠各

组红细胞、血红蛋白和血小板均降低，白细胞均

增加。 但相比 Ｍｏｄｅｌ 组，给药组红细胞、血红蛋白

和血小板数量显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜
０􀆰 ００１），白细胞数量显著减低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。
２􀆰 ９　 ＳＬＣ 对荷瘤小鼠肿瘤组织细胞凋亡的影响

通过 ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡试剂盒检测，由
图 ８ 可见 Ｍｏｄｅｌ 组活细胞数量最多，凋亡细胞数

量少。 随着药物浓度升高，凋亡细胞数量显著增

多，其中 ＳＬ 组细胞凋亡率为 ４８􀆰 ９３％，ＳＨ 组细胞

凋亡率为 ５６􀆰 ０１％。
２􀆰 １０ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 ｐ⁃ＡＫＴ、 ＡＫＴ、 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、ＰＩ３Ｋ 和 Ｂｃｌ⁃２蛋白的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法测定小鼠肿瘤组织中 ｐ⁃ＡＫＴ、
ＡＫＴ、ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ＰＩ３Ｋ 和 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达情况 （图

９）。 ＳＨ 组比 Ｍｏｄｅｌ 组肿瘤细胞中 ｐ⁃ＡＫＴ、ｐ⁃ＰＩ３Ｋ
的表达显著降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），表明

ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 通路可能是 ＳＬＣ 发挥抑制非小细胞肺

癌作用的通路，与网络药理学功能富集结果一致。

４６
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　 　 　 　 　 　表 ４　 小鼠外周血血常规检测结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｒｏｕｔｉｎｅ ｔｅｓｔ ｉｎ ｍｉｃｅ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

白细胞 ／
（１０９ ／ Ｌ）

ＷＢＣ（１０９ ／ Ｌ）

中性粒细胞 ／
（１０９ ／ Ｌ）

Ｎｅｕｔ（１０９ ／ Ｌ）

红细胞 ／
（１０１２ ／ Ｌ）

ＲＢＣ（１０１２ ／ Ｌ）

血小板 ／
（１０９ ／ Ｌ）

ＰＬＴ（１０９ ／ Ｌ）

血红蛋白 ／
（ｇ ／ Ｌ）

ＨＧＢ（ｇ ／ Ｌ）

单核细胞 ／
（１０９ ／ Ｌ）

Ｍｏｎｏ（１０９ ／ Ｌ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ４９ ± １􀆰 ２７ １􀆰 ３１ ± ０􀆰 １７ ９􀆰 ６６ ± ０􀆰 ３１ ６２０􀆰 ２５ ± １３１􀆰 ３１ １６１􀆰 ６２ ± ６􀆰 ０２ ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０６

Ｍｏｄｅｌ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １２􀆰 ０３ ± １􀆰 ５３＃＃＃ ５􀆰 ７５ ± １􀆰 ６５＃＃＃ ４􀆰 ４８ ± ０􀆰 ８４＃＃＃ ２２９􀆰 ００ ± ４６􀆰 ７０＃＃＃ １３４􀆰 ７５ ± ７􀆰 ３８＃＃＃ ０􀆰 ４６ ± ０􀆰 １５＃＃＃

ＳＬ 组
ＳＬ ｇｒｏｕｐ ９􀆰 ０８ ± １􀆰 ５１∗∗＃＃ ３􀆰 ４３ ± １􀆰 ４５∗∗＃ ５􀆰 ４４ ± ０􀆰 ４１∗∗＃＃ ３５８􀆰 ３７ ± ６０􀆰 ６３＃＃＃ １３１􀆰 ００ ± ５􀆰 ３９＃＃＃ ０􀆰 ４３ ± ０􀆰 １１＃＃

ＳＨ 组
ＳＨ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ３０ ± １􀆰 ２９∗∗∗ ２􀆰 ８２ ± ０􀆰 ４９∗∗ ８􀆰 ００ ± ０􀆰 ４８∗∗∗ ４４７􀆰 ２５ ± １２８􀆰 ６９∗∗＃＃１４４􀆰 ３７ ± ６􀆰 ９４∗＃＃ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０５∗∗∗

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 Ｍｏｄｅｌ 组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｔｉｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

图 ８　 ＳＬＣ 对肿瘤组织中细胞凋亡的影响（ｎ ＝ ５）
Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＬＣ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ （ｎ ＝ ５）

图 ９　 ＳＬＣ 对荷瘤小鼠肿瘤中 ＡＫＴ、ｐ⁃ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 和 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达情况（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＫＴ， ｐ⁃ＡＫＴ， ＰＩ３Ｋ， ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＬＣ （ｎ ＝ ３）

５６
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２􀆰 １１　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＡＫＴ１、ＰＩ３Ｋ 和 Ｂｃｌ⁃２ 基
因的表达

采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 测定小鼠肿瘤组织中 ＡＫＴ１、

ＰＩ３Ｋ 和 Ｂｃｌ⁃２ 基因表达情况（图 １０）。 ＳＨ 组比

Ｍｏｄｅｌ 组肿瘤细胞中 ＡＫＴ１、ＰＩ３Ｋ 和 Ｂｃｌ⁃２ 基因的

表达显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

图 １０　 ＳＬＣ 对荷瘤小鼠肿瘤中 ＡＫＴ１、ＰＩ３Ｋ 和 Ｂｃｌ⁃２ 基因表达情况（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＫＴ１， ＰＩ３Ｋ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＬＣ （ｎ ＝ ３）

３　 讨论

肺癌作为最常见的恶性肿瘤，在我国的发病

率、病死率均居首位，对人们的健康造成极大威

胁，而以铂类为基础的化疗是临床 ＮＳＣＬＣ 的主要

治疗方法，它通常会诱导产生耐药性［２７］，并具有

显著的化疗毒性［２８］。 因此，迫切需要新的有针对

性的替代策略为临床 ＮＳＣＬＣ 患者带来更好的

获益。
　 　 中医药作为我国文化瑰宝，随着不断研究与

开发，运用越来越广泛，在预防和治疗肿瘤上也

发挥了极重要的作用［２９］。 ＳＬＣ 具有提高缺氧耐

受力［３０］、缓解体力疲劳［３１］、增强免疫力［３２］等多种

保健功能。 本研究通过网络药理学和动物实验

的方法来研究 ＳＬＣ 治疗 ＮＳＣＬＣ 的作用机制。 通

过网络药理学分析得到 ７７ 个活性成分。 其中

Ｄｅｇｒｅｅ 排 名 前 十 的 活 性 成 分 如 赤 芝 酸 Ｆ
（Ｌｕｃｉｄｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｆ）、丹芝酸 Ｄ （ Ｇａｎｏｌｕｃｉｄｉｃ ａｃｉｄ
Ｄ）、灵芝酸 Ｚ（Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｚ）等都具有抗肿瘤、
提高机体免疫力的作用［８］。 得到的核心靶点为

ＧＡＰＤＨ、 ＴＰ５３、 ＡＫＴ１、 ＥＧＦＲ、 ＩＬ６、 ＳＴＡＴ３、 ＭＹＣ、
ＣＴＮＮＢ１、ＢＣＬ２、ＴＮＦ。 其中 ＡＫＴ１ 作为 ＡＫＴ 基因

中重要亚型，活化后可调节多种底物参与细胞存

活、细胞周期调控和细胞生长。 作为 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ
信号通路的核心基因，磷酸化的 ＡＫＴ１ 可以激活

下游炎症、凋亡、自噬等信号通路，从而影响着疾

病的发展。 Ｂｃｌ⁃２ 基因作为 Ｂｃｌ⁃２ 家族的一员，主
要功能是抑制程序性细胞死亡（凋亡），并且调控

细胞周期来延长细胞存活。
ＫＥＧＧ 富集分析表明 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路可

能是 ＳＬＣ 对抗非小细胞肺癌的主要信号通路之

一。 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 通路能调控与细胞增殖和凋亡相

关的蛋白表达，在治疗肿瘤疾病中发挥着重要的

影响。 研究发现西洋参中人参皂苷、灵芝中灵芝

酸和发酵虫草菌粉中虫草素均可作用于 ＰＩ３Ｋ⁃
ＡＫＴ 信号通路，调控细胞的增殖和凋亡、迁移和

侵袭来发挥着抑瘤作用。 如人参皂苷 Ｒｇ３ 在体

外和体内均能显著抑制非小细胞肺癌细胞株

Ａ５４９、ＮＣＩ⁃Ｈ１２９９ 细胞活力，抑制体外细胞和体

内动物中 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 的比值，
降低 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比例，从而通过诱导细胞凋亡来

发挥抑瘤作用［３３］。 人参皂苷和人参多糖通过减

少 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和纤维连接蛋白的表

达，抑制 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃ＡＫＴ 的表达，影响着肿瘤细

胞的侵袭和迁移［３４］。 灵芝酸 Ａ 诱导升高促凋亡

蛋白（Ｂａｘ）水平，降低抗凋亡蛋白（Ｂｃｌ⁃２）水平，
降低 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃ＡＫＴ 的表达，从而促进肿瘤细

胞凋亡和自噬［３５］。 虫草素在体内外实验中通过

降低 ｐ⁃ＡＫＴ、ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 和 Ｂｃｌ⁃２ 表达，增高 Ｂａｘ 表达

发挥抑制非小细胞肺癌的作用［３６］。
本研究体内实验发现 ＳＬＣ 可抑制荷瘤小鼠

肿瘤体积和肿瘤重量的增加，改善荷瘤小鼠外周

６６
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血中 ＷＢＣ、Ｎｅｕｔ、ＲＢＣ、ＰＬＴ、ＨＧＢ 和 Ｍｏｎｏ 等血液

指标异常表达。 通过肿瘤组织 ＨＥ 染色发现，给
药组肿瘤细胞胞核固缩或溶解、局部区域肿瘤细

胞出现坏死，ＳＨ 组肿瘤细胞坏死最显著。 且给药

组凋亡率显著比模型组高，给药组中 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白

表达显著降低，ＳＬＣ 通过抑制 Ｂｃｌ⁃２ 表达来发挥

促进肿瘤细胞凋亡的作用。 最后 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 验
证了 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路的关键靶点，发现给药

组 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃ＡＫＴ 表达均降低。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果

显示，给药干预可下调 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ１ 和 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ
的相对表达量。 由此得出 ＳＬＣ 通过抑制 ＰＩ３Ｋ 和

ＡＫＴ 活化，降低 Ｂｃｌ⁃２ 表达来抑制非小细胞肺癌。
进一步验证得到 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路可能是 ＳＬＣ
发挥抑瘤作用的主要信号通路。

综上所述，本研究基于网络药理学、分子对

接技术和体内实验初步验证 ＳＬＣ 主要作用于

ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ、Ｂｃｌ⁃２ 等核心靶点来发挥抑制非小细

胞肺癌的作用，其作用机制可能与 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信

号通路有关。 本研究结果可为 ＳＬＣ 治疗 ＮＳＣＬＣ
深入研究提供科学依据，但由于 ＮＳＣＬＣ 发病机制

复杂，ＳＬＣ 确切的药效物质基础及所涉及的分子

机制和关键靶点还有待进一步深入研究。
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ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］． Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｍｏｌ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０１９， ３３
（１１）： ｅ２２３９２．

［３６］　 ＬＩＡＯ Ｘ， ＴＡＯ Ｌ， ＧＵＯ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ
ａｎｄ ａｐａｔｉｎｉｂ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｄｏｗｎ⁃
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＶＥＧＦ ／ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］． Ｆｒｏｎｔ
Ｏｎｃｏｌ， ２０２０， １０： １７３２．
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欢迎关注《中国实验动物学报》微信公众号

　 　 为方便作者投稿和随时查询稿件状态，方便读者免费下载本刊已发表论

文，《中国实验动物学报》微信公众号已于 ２０２５ 年 １ 月份上线，微信用户可通

过搜索公众号“中国实验动物学报”或扫描以下二维码添加关注。 届时，您将

及时收到本刊定期发布的“目录”“文章推荐”“专题盘点”等学术前沿消息，并
可通过链接登录本刊官网完成投稿、查稿等操作。 欢迎各位读者、作者及专家

关注！
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Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １

张晨曦，李继娟，张飞程，等． ＭＮＮＧ 胃癌大鼠肠道菌群与转录组学特征分析 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２５， ３３（１）： ７０
－８１．
ＺＨＡＮＧ Ｃ Ｘ， ＬＩ Ｊ Ｊ， ＺＨＡＮＧ Ｆ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］．
Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２５， ３３（１）： ７０－８１．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０１􀆰 ００７

［基金项目］河北省自然科学基金（Ｈ２０２３４２３０２９），河北省中医药管理局科研计划项目（２０２２３６１，２０２１０９５），河北中医药大学 ２０２２
年博士科研基金项目（ＢＳＺ２０２２００６）。

Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （ Ｈ２０２３４２３０２９ ）， Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｇｒａｍ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （２０２２３６１， ２０２１０９５）， Ｄｏｃｔｏｒａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｉｎ ２０２２ （ＢＳＺ２０２２００６）．
［作者简介］张晨曦，女，在读硕士研究生，研究方向：刺灸法效应特异性和灸法的抗肿瘤机制。 Ｅｍａｉｌ： ｚｈａｎｇｃｈｅｎｘｉ＠ ｈｅｂｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ
［通信作者］潘丽佳，女，副教授，硕士生导师，研究方向：刺灸法效应特异性和灸法的抗肿瘤机制。 Ｅｍａｉｌ： ｐａｎｌｉｊｉａ＠ ｈｅｂｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ

ＭＮＮＧ 胃癌大鼠肠道菌群与转录组学特征分析
张晨曦，李继娟，张飞程，高田宇，梁新月，潘丽佳∗

（河北中医药大学针灸推拿学院，石家庄　 ０５０２００）

　 　 【摘要】 　 目的　 分析 Ｎ⁃甲基⁃Ｎ⁃硝基⁃Ｎ⁃亚硝基胍（Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｎ’⁃ｎｉｔｒｏ⁃Ｎ⁃ｎｉｔｒｏｓｏｇｕａｎｉｄｉｎｅ， ＭＮＮＧ）胃癌大

鼠与正常大鼠肠道菌群差异、转录组学差异，以探究 ＭＮＮＧ 胃癌大鼠肠道菌群与转录组学特征，并分析二者

的相关性，为以 ＭＮＮＧ 胃癌大鼠为模型的相关研究提供参考。 方法 　 １２ 只 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为正常

（Ｎｏｒｍａｌ，ＮＭ）组、胃癌（Ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）组，ＧＣ 组给予浓度 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＭＮＮＧ 灌胃，剂量为 １００ ｇ ／ ｍＬ，每
天 １ 次，ＮＭ 组给予相同剂量的生理盐水灌胃，连续干预 １６ 周后取材检测。 取大鼠胃组织，苏木素⁃伊红（ＨＥ）
染色观察两组大鼠胃黏膜形态变化，转录组测序检测差异基因的表达水平；无菌 Ｅｐ 管收集盲肠内容物用于

１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序。 结果　 （１）肉眼观察及 ＨＥ 结果：肉眼观察，ＮＭ 组大鼠胃组织黏膜体积正常，表面有光泽，胃
壁有弹性，黏膜皱襞走向有规律，无增生无出血点，ＧＣ 组大鼠胃组织胃黏膜体积缩小，胃壁变薄，弹性变差，皱
襞走向错乱无规律，出现隆起且伴有黄黑色角质增生；ＨＥ 染色，ＮＭ 组胃黏膜鳞状上皮层、粘膜下层、粘膜肌

层层次清晰，无增生和角化，ＧＣ 组胃粘膜层次和细胞极性紊乱，细胞形态不一，鳞状上皮层被破坏，鳞状上皮

细胞增生和角化，并向下增殖侵入肌层，造模成功；（２）肠道菌群测序结果显示，ＭＮＮＧ 胃癌大鼠阿克曼氏菌

和乳杆菌的丰度显著减少，瘤胃球菌科、普雷沃氏菌、布劳特氏菌的丰度显著增加；（３）转录组学测序：京都基

因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路富集分析得到的 ３ 条关键通路分别

是阿米巴病、系统性红斑狼疮和酯酰肌醇 ３ 激酶⁃丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３ ｋｉｎａｓｅ⁃ＲＡＣ⁃α
ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ）信号通路，富集到这 ３ 条通路的 ５ 个差异基因分别是 ＭＣＰＴ８Ｉ２、ＩＧＨ⁃
６、ＩＧＨＧ１、ＡＣＴＮ２、ＶＥＧＦ⁃Ｄ；（４）肠道菌群与转录组学联合分析结果显示，瘤胃球菌科＿ＵＣＧ⁃００５、普雷沃氏菌＿
ＵＣＧ⁃００３ 和布劳特氏菌可能与阿米巴病、系统性红斑狼疮和 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路呈正相关。 结论　 经 ＭＮＮＧ
灌胃形成的胃癌大鼠在肠道菌群丰度方面与正常大鼠之间存在差异，上调的 ＭＣＰＴ８Ｉ２、 ＩＧＨ⁃６、 ＩＧＨＧ１、
ＡＣＴＮ２、ＶＥＧＦ⁃Ｄ 可能是 ＭＮＮＧ 灌胃诱发胃癌的差异基因，肠道菌群与差异基因联合分析推测 ＭＮＮＧ 致癌的

机制可能主要与胃粘膜破坏，引起炎症反应有关。
【关键词】 　 胃癌；胃癌模型；肠道菌群；转录组学
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ｔｈｅ ｆｏｌｄｓ ｗａｓ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ａｎｄ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｂｕｌｇｅ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｙｅｌｌｏｗ⁃ｂｌａｃｋ ｋｅｒａｔｏｔｉｃ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ． Ｉｎ
ｔｈｅ ＮＭ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｌａｙｅｒ， ｓｕｂｍｕｃｏｓａ， ａｎｄ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ ｗｅｒｅ ｃｌｅａｒ， ｗｉｔｈ
ｎｏ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ａｎｄ ｋｅｒａｔｉｎｉｚａｔｉｏｎ． Ｉｎ ｔｈｅ ＧＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ ｈａｄ ｄｉｓｏｒｇａｎｉｚｅｄ ｌａｙｅｒｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｐｏｌａｒｉｔｙ， ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓ； ｔｈｅ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｌａｙｅｒ ｗａｓ ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ， ａｎｄ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉｃ， ｋｅｒａｔｉｎｉｚｅｄ， ａｎｄ ｈａｄ ｉｎｖａｄｅｄ ｔｈｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｌａｙｅｒ ｂｙ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ． （２） Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ ａｎｄ
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｉｎ ＭＮＮＧ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｒａｔｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｕｍｅｎ ｃｏｃｃａｃｅａｅ
Ｐｒｅｖｏｎｅｌｌａ， ａｎｄ Ｂｌａｕｔｅｒ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． （３） Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｋｅｙ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ａｍｅｂｉａｓｉｓ， ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｌｕｐｕｓ ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｆｉｖｅ ｇｅｎｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｔｈｒｅｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｗｅｒｅ ｔｈｏｓｅ ｆｏｒ ＭＣＰＴ８Ｉ２， ＩＧＨ⁃６， ＩＧＨＧ１，
ＡＣＴＮ２， ａｎｄ ＶＥＧＦ⁃Ｄ． （４） Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＿ＵＣＧ⁃００５，
Ｐｒｅｖｏｎｅｌｌａ ＿ＵＣＧ⁃００３ ａｎｄ Ｂｒａｕｔｅｌｌａ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｍｅｂｉａｓｉｓ， ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｌｕｐｕｓ ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ， ａｎｄ ｔｈｅ
ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｒａｔｓ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ
ＭＮＮＧ ｇａｖａｇｅ ｉｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｒａｔｓ． Ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ＭＣＰＴ８Ｉ２， ＩＧＨ⁃６， ＩＧＨＧ１， ＡＣＴＮ２ ａｎｄ ＶＥＧＦ⁃Ｄ
ｍａｙ ｂｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＭＮＮＧ ｇａｖａｇｅ． Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＭＮＮＧ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ｍａｙ ｂｅ ｍａｉｎｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ； ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｍｏｄｅｌ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 胃癌（ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）是全球第五大常见

恶性肿瘤，也是癌症相关死亡的第四大原因［１］，
尽管目前胃癌的发病率下降，但仍是世界上重要

的公共卫生问题［２］。 饮食、环境、遗传和幽门螺

杆菌感染等因素都是胃癌发病的潜在危险因素，
但没有明确的定论［３］。 有研究表明，胃肠道疾病

的致癌性主要归因于微生物失调［４］，肠道共生菌

在生理状态下形成微生物屏障，可以抵御致病菌

的入侵，然而由于肠道菌群的失调，微生物屏障

被破坏，微生物及其代谢产物侵入肠道上皮细

胞，引起炎症甚至凋亡，破坏肠道生理功能，使消

化道功能紊乱，导致胃癌的发生、发展［５⁃６］。 高通

量测序技术的发展和应用为胃癌的诊断和靶向

治疗提供了技术支持，如通过高通量测序发现胃

癌发病过程中的融合基因 ＬＲＰ５⁃ＬＩＴＡＦ，为胃癌辅

助诊断及靶向治疗提供了初步实验依据［７］，半胱

氨酸蛋白酶抑制剂 ＳＮ（ｃｙｓｔａｔｉｎ ＳＮ，ＣＳＴ１）高表达

能够保护胃癌细胞免于铁死亡，促进胃癌转移，

１７
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所以 ＣＳＴ１ 可能作为一种新的肿瘤标志物和胃癌

转移的潜在治疗靶点［８］。 基因测序和转录组测

序的大量应用为学者探究人体生理病理状态下

与胃肠菌群之间的相关性提供了广泛的研究空

间。 以 Ｎ⁃甲基⁃Ｎ⁃硝基⁃Ｎ⁃亚硝基胍 （ Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃
Ｎ’⁃ｎｉｔｒｏ⁃Ｎ⁃ｎｉｔｒｏｓｏｇｕａｎｉｄｉｎｅ，ＭＮＮＧ） 诱导的胃癌

大鼠模型是研究胃癌最常用的动物模型［９］，然而

目前对 ＭＮＮＧ 胃癌大鼠的肠道菌群及转录组的

分析研究较少，因此本研究通过分析正常大鼠与

ＭＮＮＧ 胃癌大鼠肠道菌群与转录组学的差异、胃
癌大鼠肠道菌群与转录组学特征及二者的相关

性，旨在为以 ＭＮＮＧ 胃癌大鼠为模型的相关研究

提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

健康雄性 ＳＰＦ 级 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ２０ 只，体质量

１６０ ～ １８０ ｇ，购于北京维通利华实验动物技术有

限公司【ＳＣＸＫ（京） ２０２１⁃０００６】。 所有动物均饲

养于河北省中医针灸优势病证国际联合研究中

心【 ＳＹＸＫ （冀） ２０２２⁃０１０】，环境温度为 （ ２３ ±
１） ℃，湿度为 ４０％ ～ ７０％，每日 １２ ｈ 交替照明，
适应性饲养 １ 周后进行干预。 所有动物实验程序

都遵循河北中医药大学动物伦理原则并获得批

准（ＤＷＬＬ２０２００１６）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＭＮＮＧ（日本东京株式会社），生理盐水（石
家庄思耀有限公司），戊巴比妥钠（美国圣路易

斯），多聚甲醛固定（武汉 Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ），ＴＲＩｚｏｌ（美
国 Ｔｈｅｒｍｏ），ＮＥＢＮｅｘｔ􀳏 ＵｌｔｒａＴＭ 文库制备试剂盒

（美国 ＮＥＢ），ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ（德国 Ｑｉａｇｅｎ
Ｈｉｌｄｅｎ）。 Ｌｅｃｉａ 显微镜 （德国 Ｌｅｃｉａ ＤＭ２０００），
Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序平台（美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ），Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｎｏｖａｓｅｑ 平台 （美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ）， 转录组测序仪

（Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｇ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 造模制备和干预

将 ２０ 只大鼠按随机数字表随机分为 ２ 组：正
常（ Ｎｏｒｍａｌ，ＮＭ） 组和胃癌 （ Ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）
组，每组各 １０ 只。 通过灌胃 ＭＮＮＧ 建立胃癌模

型。 ＧＣ 组给予新鲜配制的浓度为 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ

ＭＮＮＧ（将 １ ｇ ＭＮＮＧ 溶解于 ５０ ｍＬ 蒸馏水），灌
胃剂量为 １００ ｇ ／ ｍＬ，每天 １ 次［１０］，共 １６ 周。 ＮＭ
组给予相同剂量的 １００ ｇ ／ ｍＬ 生理盐水灌胃。 以

出现胃黏膜层次紊乱，前胃鳞状上皮增生，并向

下侵入肌层为模型成功标准［１１］，连续干预 １６ 周

后取材检测。 在实验过程中， ＧＣ 组大鼠由于

ＭＮＮＧ 造模导致的副作用死亡 ４ 只。
１􀆰 ２􀆰 ２　 取材和检测

肉眼及苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察胃组织形

态：末次治疗结束后，所有大鼠禁食 ２４ ｈ，禁食期

间不禁水，使用浓度为 １０ ｇ ／ Ｌ 的戊巴比妥钠进行

腹腔麻醉，摘取大鼠全胃，纵切胃大弯，充分暴露

胃腔，氯化钠溶液（０􀆰 ９％）充分清洗，肉眼观察胃

组织形态变化。 沿胃大弯长轴方向于胃窦部和

胃体部剪取 ０􀆰 ２ ｃｍ × １􀆰 ５ ｃｍ 的条状组织标本，氯
化钠溶液冲洗，中性多聚甲醛固定，石蜡包埋，切
片（４ μｍ），将切片脱蜡水化后，苏木素、伊红染

色，乙醇梯度脱水，二甲苯透明后，中性树胶封

片，使用 Ｌｅｃｉａ 显微镜系统对染色标本进行观察

拍照；ＮＭ 组和 ＧＣ 组分别剪取部分胃组织和胃部

瘤体，随后迅速放入液氮中速冻，保存于⁃８０ ℃冰

箱中，用于转录组测序检测；无菌 ＥＰ 管收集盲肠

内容物并储存在 － ８０ ℃ 冰箱中用于 １６Ｓ ｒＲＮＡ
测序。

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序分析：通过 ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ
Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 从粪便样本中提取总细菌基因组 ＤＮＡ。
通过通用引物 ３１９Ｆ 和 ８０６Ｒ：３１９Ｆ：５’⁃ＡＣＴＣＣＴＡ
ＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ⁃３’和 ８０６Ｒ：５’⁃ＧＧＡＣＴＡＣ
ＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃３’扩增总粪便 ＤＮＡ 的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ３⁃Ｖ４ 区域［１２］。 对其产物进行纯

化、定量和均一化以形成测序文库，对构建的文

库进行质量测试。 基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序平台，
利用双末端测序的方法，进行测序。 聚类序列的

相似性为 ９７％，所有序列中的 ０􀆰 ００５％作为阈值

过滤 ＯＴＵ，并基于 Ｓｉｌｖａ 分类学数据库对 ＯＴＵ 进

行分类学注释。
转录组测序（ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ） 分

析：将样本用 ＴＲＩｚｏｌ 提取其总 ＲＮＡ，按送检要求

稀释后交由北京百迈克云科技有限公司完成质

检并进行转录组测序。 用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ 平台

进行测序。 使用 ｅｄｇｅＲ ３􀆰 ８􀆰 ６ 软件，参数 ＦＤＲ ＝
０􀆰 ０５，ＦＣ ＝ ２ 对样本进行基因定量分析，以筛选

２７
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出差异表达基因 （ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ，
ＤＥＧｓ），通过火山图分析总览 ＤＥＧｓ 分布情况、差
异大小及差异显著性等信息；对 ＤＥＧｓ 进行基因

本体（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）功能注释、ＫＥＧＧ 通路功

能注释，根据注释结果筛选出相关的 ＤＥＧｓ 进行

富集分析，寻找与肠道菌群相关的信号通路。
１􀆰 ３　 统计学分析

肠道菌群数据分析：使用 Ｍｏｔｈｕｒ （ ｖｅｒｓｉｏｎ
ｖ􀆰 １􀆰 ３０）软件计算 ＡＣＥ、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数，并
绘制稀释性曲线。 对 α 多样性的组间差异进行

分析。 使用 ＱＩＩＭＥ １􀆰 ８􀆰 ０ 软件计算 Ｕｎｉｆｒａｃ 距离

进行 β 多样性分析，绘制主坐标分析（ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ）图和具有算术平均值

的未加权配对组方法的层次聚类 （ ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ
ｐａｉｒ⁃ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎｓ，ＵＰＧＭＡ）。
在属水平上，选择 ＴＯＰ ２０ 的物种丰度进行分类

注释和差异分析，并采用 Ｗｉｌｃｏｘ 检验进行组间比

较。 线 性 判 别 分 析 （ ｌｉｎｅ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ， ＬＥｆＳｅ） 效应大小 （ ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＬＤＡ）方法用于鉴定每个实验组中具有

相对差异丰度的分类群，通过 ＬＥｆＳｅ 软件完成，设
置 ＬＤＡ ＞ ３􀆰 ５。 采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件对数据

进行分析处理，计量资料用平均值±标准差（􀭰ｘ ±
ｓ）表示，满足正态性和方差齐性检验，采用独立样

本 ｔ 检验方法进行组间数据比较，不符合正态分

布且方差不齐者，采用两个独立样本检验，数据

以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。
转录组学数据分析：使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 对所提

ＲＮＡ 的 浓 度 和 纯 度 进 行 检 测， 采 用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｎｏｖａｓｅｑ 平台进行文库构建测序。 得到原始测序

数据后，筛选出 Ｑ２０ ＞ ８５％、Ｑ３０ ＞ ８０％的高质量

序列（ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ）。 使用 ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ 对所有样本的

ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 进行从头组装，用整合基因组浏览器

（ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ｇｅｎｏｍｉｃｓ ｖｉｅｗｅｒ，ＩＧＶ）进行可视化浏

览。 通过 ＲＳＥＭ 计算基因表达量。 使用 ｅｄｇｅＲ 进

行组间表达量差异分析，以 ＦＤＲ ＝ ０􀆰 ０５，ＦＣ ＝ ２
作为筛选条件，筛选出两组的 ＤＥＧｓ。 使用 ＧＯｓｅｑ
Ｒ 包对 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析。

转录组与肠道菌群联合分析：采用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 １ 对差异菌群和差异基因进行 Ｐｅａｒｓｏｎ
相关性分析。

２　 结果

２􀆰 １　 胃组织形态肉眼观察结果

ＮＭ 组大鼠胃组织胃黏膜体积正常，表面有

光泽、胃壁有弹性、黏膜皱襞走向有规律，无增生

无出血点。 ＧＣ 组大鼠胃组织胃黏膜体积缩小，
胃壁变薄，弹性变差，皱襞走向错乱无规律，出现

隆起且伴有黄黑色角质增生（见图 １）。

图 １　 大鼠胃组织形态肉眼观察

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｒｏｓｓ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｒａｔｓ

２􀆰 ２　 ＨＥ 染色观察大鼠胃黏膜病理变化

ＨＥ 染色镜下观察，ＮＭ 组胃黏膜鳞状上皮

层、粘膜下层、粘膜肌层层次清晰，无增生和角

化。 ＧＣ 组胃粘膜层次和细胞极性紊乱，细胞形

态不一，鳞状上皮层被破坏，鳞状上皮细胞增生

和角化，并向下增殖侵入肌层，造模成功［１１］，见
图 ２。
２􀆰 ３　 肠道菌群结果分析

２􀆰 ３􀆰 １　 α 多样性分析

α 多样性分析，包括 α 多样性指数、稀释曲

线，如图 ３ 所示。 图 ３Ａ 表明随着测序量的增加，
曲线趋于平缓，表明样品序列充足，可以进行数

据分析。 ＮＭ 组和 ＧＣ 组之间肠道菌群在菌群丰

度方面具有显著性差异（图 ３Ｂ～ ３Ｄ）。 ＡＣＥ 指数

表明 ＧＣ 组大鼠的肠菌菌群在菌群丰度方面与

ＮＭ 组大鼠具有差异性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），即 ＭＮＮＧ 灌

胃能够显著改变肠道菌群的丰度； Ｓｈａｎｎｏｎ 和

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数发现 ＮＭ 组和 ＧＣ 组之间无显著性

差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），表明胃癌大鼠肠道菌群的多样

性与正常大鼠相似。
２􀆰 ３􀆰 ２　 β 多样性分析

β 多样性分析，包括 ＰＣｏＡ 分析、聚类分析

（未加权算术平均法）。 图 ４Ａ 可看出，两组平面

分布区域分界清晰，组间物种多样性存在差异。

３７
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图 ２　 大鼠胃组织 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅ

注：Ａ：稀释曲线；Ｂ：ＡＣＥ 指数；Ｃ：Ｓｈａｎｎｏｎ 指数；Ｄ：Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数；与 ＮＭ 组相比， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ３　 ＮＭ 组和 ＧＣ 组肠道菌群的 α 多样性分析（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ． Ｂ． ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ． Ｃ． Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ． Ｄ． Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＭ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
（Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｕｐｓ（ｎ ＝ ６）

注：Ａ：主坐标分析（ＰＣｏＡ 分析）；Ｂ：ＵＰＧＭＡ 样本聚类分析。

图 ４　 β 多样性分析（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ）． Ｂ． ＵＰＧＭＡ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 β ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ６）

使用 ＵＰＧＭＡ 对样本进行聚类，以确定样本间物

种组成的相似性。 在图 ４Ｂ 中，正常大鼠与胃癌

大鼠的肠道菌群存在差异，表明 ＭＮＮＧ 给药后，
两组样本的菌群和数量发生了变化。

４７
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注：Ａ：属水平肠道菌群的群落成分；Ｂ：属水平物种丰度。

图 ５　 胃癌对肠道菌群在属水平上的影响（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ． Ｂ． Ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒｉｃ ｌｅｖｅｌ（ｎ ＝ ６）

注：Ａ：１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分析获得的分类分支图； Ｂ：ＬＤＡ 值分布柱状图。

图 ６　 ＬＥｆＳｅ 分析肠道菌群群落组成特征（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｂｒａｎｃｈｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｂ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＬＤＡ ｖａｌｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＬＥｆＳｅ（ｎ ＝ ６）

２􀆰 ３􀆰 ３　 差异菌群分析

选择属水平上 ＴＯＰ２０ 的物种丰度进行分类

注释和差异分析。 两组之间的阿克曼氏 菌

（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）、乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、瘤胃球菌

＿ＵＣＧ⁃００５（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ ＵＣＧ⁃００５）、普雷沃

氏菌＿ＵＣＧ⁃００３（Ｐｒｅｖｏｔａｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００３）、布劳特

氏菌（Ｂｌａｕｔｉａ）存在显著性差异（图 ５Ａ）。 ＮＭ 组

中阿克曼氏菌 （ １６􀆰 ２％） （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、乳杆菌

（１􀆰 ７％）（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）较 ＧＣ 组显著增加。 ＧＣ 组中

瘤胃 球 菌 ＿ ＵＣＧ⁃００５、 普 雷 沃 氏 菌 ＿ ＵＣＧ⁃００３
（５􀆰 ０％）（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、布劳特氏菌（２􀆰 ６％） （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）较 ＮＭ 组显著增加（图 ５Ｂ）。 结果表明胃癌

大鼠肠道菌群的组成与正常大鼠有显著性差异，

ＭＮＮＧ 灌胃可以显著减少阿克曼氏菌和乳杆菌

的丰度，并显著增加瘤胃球菌科、普雷沃氏菌、布
劳特氏菌的丰度。
２􀆰 ３􀆰 ４　 优势菌群分析

为了验证和进一步确定每组中各不相同的

显著肠道菌群，进行了 ＬＥｆＳｅ 分析，如图 ６ 所示。
当 ＬＤＡ ＞ ３􀆰 ５ 时 ＮＭ 组中优势菌群为 ｆ＿消化球菌

科（ｆ＿Ｐｅｐｔｏｃｄｃｃａｃｅａｅ）、ｇ＿未培养细菌＿ｆ＿消化球菌

科（ｇ＿ｕｎｃｕｌｔｒｅｄ＿ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｆ＿Ｐｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、ｓ＿
未培养细菌 ＿ ｆ ＿ 消化球菌科 （ ｓ ＿ ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ＿
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｆ＿Ｐｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）；ＧＣ 组中的优势菌群

为 ｓ ＿未培养细菌 ＿ ｇ ＿瘤胃球菌 ＿ ＵＣＧ⁃００５ （ ｓ ＿
ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ＿ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＿ ｇ ＿Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ＿ ＵＣＧ⁃

５７
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００５）、ｇ＿瘤胃球菌＿ＵＣＧ⁃００５（ｇ＿Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿
ＵＣＧ⁃００５）、ｆ＿普雷沃氏菌科（ ｆ＿Ｐｒｅｙｏｔｅｌｌａｃｅａｅ）、ｇ＿
布劳特氏菌（ｇ＿Ｂｌａｕｔｉａ）、ｓ＿未培养细菌＿ｇ＿布劳特

氏菌（ｓ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ＿ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｇ＿Ｂｌａｕｔｉａ）、ｓ＿未培

养细菌＿ｇ＿酸乳球菌＿１（ｓ＿ｕｎｃｕｌｔｕｆｅｄ＿ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｇ＿
Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿１）、ｇ＿酸乳球菌＿１（ｇ＿Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ
＿１）、ｓ＿未培养细菌＿ｇ＿昆氏菌属（ ｓ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ＿
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＿ ｇ ＿ Ｑｕｉｎｅｌｌａ ）、 ｆ ＿ 韦 荣 氏 菌 科 （ ｆ ＿
Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａｃｅａｅ）、ｇ＿奎因氏菌（ｇ＿Ｑｕｉｎｅｌｌａ）。 ＬＥｆＳｅ
分析进一步证明了 ＭＮＮＧ 灌胃的胃癌模型改变

了大鼠肠道菌群的种类和丰度。
２􀆰 ３􀆰 ５　 Ｔａｘ４Ｆｕｎ 功能预测

基于 Ｔａｘ４Ｆｕｎ 功能预测（图 ７Ａ），ＮＭ 组和

ＧＣ 组肠道菌群的基因功能主要通过以下途径表

达（按相对丰度由高到低排列）：代谢途径、ＡＢＣ
转运蛋白、次生代谢物的生物合成、抗生素的生

物合成、不同环境下的微生物代谢、双组分系统、
群体感应、氨基酸的生物合成、碳代谢、嘌呤代

谢、氨基糖和核苷酸糖的代谢、核糖体、糖酵解 ／
糖异生、磷酸转移酶系统（ＰＴＳ）、丙酮酸代谢和其

他代谢途径。 其中代谢途径、ＡＢＣ 转运蛋白、次
生代谢物的生物合成、抗生素的生物合成表达最

多。 进一步分析 ＧＣ 组与 ＮＭ 组的特异性差异代

谢途径（图 ７Ｂ），结果发现胃癌大鼠肠道菌群的

差异功能表达主要集中在细菌感染疾病方面（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）。

注：Ａ：功能组成预测；Ｂ：功能差异预测。

图 ７　 ＮＭ 组与 ＧＣ 组的功能预测（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． Ｂ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ６）

２􀆰 ４　 转录组测序分析

２􀆰 ４􀆰 １　 差异表达基因分析

经 ＮＭ 组与 ＧＣ 组对比分析，共获得 ４４ 个

ＤＥＧｓ，其中 ＧＣ 组高于 ＮＭ 组的上调基因有 １９
个，ＧＣ 组低于 ＮＭ 组的下调基因 ２５ 个（图 ８）。
２􀆰 ４􀆰 ２　 差异表达基因功能富集分析
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注：红色：上调基因；绿色：下调基因。

图 ８　 差异基因火山图（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ． Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｇｒｅｅｎ． Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ（ｎ ＝ ６）

通过 ＫＥＧＧ 通路富集分析，可以得到三条关

键通路分别是阿米巴病、系统性红斑狼疮和

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ９Ａ）。 其中阿

米巴病、系统性红斑狼疮是上下调通路，而 ＰＩ３Ｋ⁃
Ａｋｔ 信号通路是上调通路。 对关键通路富集的差

异基因进行分析，阿米巴病富集的差异基因包括

注：Ａ：ＫＥＧＧ 通路富集分析（ 代表上调； 代表上调和下调； ●代表基因数量； ｑ 值从紫色到红色表示 ｑ 值越来越低）； Ｂ：横坐标

为差异表达基因，纵坐标为差异肠道菌群；Ｐ ＜ ０ 为二者呈负相关；Ｐ ＝ ０ 为二者无相关性；Ｐ ＞ ０ 为二者呈正相关。

图 ９　 ＤＥＧｓ 在 ＫＥＧＧ 途径的功能富集分析聚类热图和 ＤＥＧｓ 与 ＤＧＭｓ 的相关性热图分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ． （ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ， ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ，●ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ， ｔｈｅ ｑ ｖａｌｕｅ ｆｒｏｍ ｐｕｒｐｌｅ ｔｏ ｒｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｑ ｖａｌｕｅ ｉｓ ｇｅｔｔｉｎｇ ｌｏｗｅｒ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ） Ｂ． Ａｂｓｃｉｓｓａ ｉｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｏｒｄｉｎａｔｅ ｉｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ． Ｐ ＜ ０ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ． Ｐ ＝ ０ ｗａｓ ｎｏ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ． Ｐ ＞ ０
ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ｔｈｅ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ， ｃｌｕｓｔｅｒ ｈｅａｔｍａｐ ａｎｄ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｈｅａｔｍａｐ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＥＧｓ ａｎｄ ＤＧＭｓ

ＭＣＰＴ８Ｉ２、ＩＧＨ⁃６、ＩＧＨＧ１ 和 ＡＣＴＮ２；系统性红斑

狼疮富集的差异基因与阿米巴病富集的差异基

因相同；ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路富集的差异基因有

ＶＥＧＦ⁃Ｄ、ＩＧＨ⁃６ 和 ＩＧＨＧ１。
２􀆰 ５　 肠道菌群与转录组学联合分析

为探究大鼠 ＭＮＮＧ 溶液灌胃形成胃癌后关

键通 路 所 富 集 的 ＤＥＧｓ 与 差 异 肠 道 菌 群

（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｓ，ＤＧＭｓ）的交互特征，
选取这 ５ 位差异基因以及具有显著性差异的 ６ 个

菌群进行分析，如图 ９Ｂ 所示。 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分

析表明，多个 ＤＥＧｓ 与 ＤＧＭｓ 显著相关。 其中，
ＩＧＨＧ１、ＩＧＨ⁃６ 与瘤胃球菌科＿ＵＣＧ⁃００５、普雷沃氏

菌＿ＵＣＧ⁃００３ 和布劳特氏菌呈显著正相关；ＡＣＴＮ２
与瘤胃球菌＿１、乳杆菌呈正相关，与布劳特氏菌呈

负相关；而 ＭＣＰＴ８Ｉ２ 与瘤胃球菌＿１、乳杆菌无明

显相关性，与布劳特氏菌、普雷沃氏菌＿ＵＣＧ⁃００３、
瘤胃球菌科＿ＵＣＧ⁃００５ 呈负相关；ＶＥＧＦ⁃Ｄ 与阿克

曼氏菌、乳杆菌呈显著负相关，与布劳特氏菌和

普雷沃氏菌＿ＵＣＧ⁃００３ 无明显相关性。 因 ５ 个

ＤＥＧｓ 富集到不同的通路上，而 ＤＥＧｓ 与 ＤＧＭｓ 之

间存在显著的相关性，综合分析显示瘤胃球菌＿
ＵＣＧ⁃００５、普雷沃氏菌＿ＵＣＧ⁃００３、布劳特氏菌分别
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与阿米巴病、系统性红斑狼疮、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通

路呈正相关。

３　 讨论

３􀆰 １　 ＭＮＮＧ 灌胃成功复制大鼠胃癌模型

ＭＮＮＧ 是一种活性的 Ｎ⁃亚硝基化合物，具有

很强的诱变能力，对大鼠前胃有很高的亲和力，
能够直接作用于胃黏膜，使 ＤＮＡ 链上的碱基发生

烷基化，引起癌变［１３⁃１４］。 目前胃癌的发病病理变

化为：正常胃黏膜⁃慢性浅表性胃炎⁃萎缩性胃炎⁃
肠上 皮 化 生⁃异 型 增 生⁃胃 癌［１５］。 ＳＵＧＩＭＵＲＡ
等［１６］以 ＭＮＮＧ 持续性饮用诱导大鼠胃腺癌模型

后，以 ＭＮＮＧ 为基础的造模法便广泛用于建立胃

癌等动物模型。 Ｎ⁃亚硝基化合物主要来源于腌

制、熏制的食物，本研究以持续灌胃 ＭＮＮＧ 模拟

胃中硝酸盐的长期摄入，ＭＮＮＧ 通过 ＤＮＡ 损伤表

现出遗传毒性和致癌作用，是导致胃癌发生的主

要化学物质［１７⁃１８］。 ＧＣ 组与 ＮＭ 组比较，肉眼即可

发现 ＧＣ 组的胃组织黏膜体积缩小，胃壁变薄，皱
襞走向错乱无规律，出现隆起且伴有角质增生；
ＨＥ 病理可观察到 ＧＣ 组胃粘膜层次和细胞极性

紊乱，细胞形态不一，鳞状上皮细胞增生和角化，
并向下增殖侵入肌层，病理观察确认大鼠胃癌模

型成功。
３􀆰 ２　 ＭＮＮＧ 使有益菌减少，增加潜在有害菌的

丰度

本实验通过分析正常大鼠与胃癌大鼠的肠

道菌群，发现 ＭＮＮＧ 灌胃显著减少了阿克曼氏菌

和乳杆菌的丰度，并增加了瘤胃球菌科、普雷沃

氏菌、布劳特氏菌的丰度。 阿克曼氏菌是一种黏

蛋白降解革兰阴性厌氧菌，能够促进杯状细胞分

泌黏蛋白，维持肠腔黏液黏蛋白的动态平衡，增
强肠黏膜的屏障功能，促进黏膜的完整性［１９⁃２０］。
有研究表明胃癌的进展与阿克曼氏菌的耗竭有

关［２１］，因此推测胃癌大鼠由于阿克曼氏菌的减

少，胃内黏膜屏障破坏，影响胃浅层的完整性，促
进胃癌的形成［２２］。 普雷沃氏菌目前发现广泛存

在于人体的各个部位，包括皮肤、口腔、阴道和肠

道等［２３］， 通 过 激 活 Ｔｏｌｌ 样 受 体 ２ （ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＴＬＲ２），导致抗原呈递细胞产生 Ｔｈ１７ 极

化细胞因子，引起炎症反应［２４］。 瘤胃球菌能够作

用于肠道屏障，激发肠道免疫细胞释放大量促炎

细胞因子，如白细胞介素⁃６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６），
而 ＩＬ⁃６ 的过度表达会使肠道内环境失衡，刺激肠

上皮通透性升高［２５］。 由此推测，ＭＮＮＧ 灌胃增加

了普雷沃氏菌、瘤胃球菌的丰度，二者可能通过

升高胃黏膜通透性，使胃黏膜屏障受损，引起炎

症，而促进胃癌的发生。 通过对 ＭＮＮＧ 胃癌大鼠

肠道菌群的分析可以得出 ＭＮＮＧ 的致癌效应不

仅表现在直接的 ＤＮＡ 损伤上，还通过调控肠道菌

群，影响机体的免疫反应和炎症状态。
３􀆰 ３　 差异基因和信号通路在胃癌发展中的作用

通过转录组测序共获得了 ４４ 个差异表达基

因和 ３ 条关键通路。 ３ 条关键通路分别是阿米巴

病、系统性红斑狼疮和 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路，而富

集到 ３ 条通路的差异基因有 ＭＣＰＴ８Ｉ２、 ＩＧＨ⁃６、
ＩＧＨＧ１、ＡＣＴＮ２、ＶＥＧＦ⁃Ｄ。 免疫球蛋白 Ｇ１ 重链

（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｈｅａｖｙ ｃｏｎｓｔａｎｔ ｇａｍｍａ １，ＩＧＨＧ１）
在肿瘤的发生发展中发挥重要作用［２６］，在卵巢癌

中能够通过调节 ＥＭＴ 促进卵巢癌细胞的迁移和

侵袭［２７］，激活 ＡＫＴ 通路促进乳腺癌的恶性发

展［２８］，靶向沉默 ＩＧＨＧ１ 的表达后能够明显抑制

前列 腺 癌 细 胞 的 增 殖 并 诱 发 早 期 凋 亡［２９］。
ＩＧＨＧ１ 上调是胃癌细胞的特征，通过上调 ＡＫＴ ／
ＧＳＫ⁃３β ／ β⁃连环蛋白通路促进胃癌肿瘤细胞增

殖、迁移和化疗耐药［３０］。 血管内皮生长因子 Ｄ
（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ｄ，ＶＥＧＦ⁃Ｄ）也

被称为 ｃ⁃ｆｏｓ 诱导的生长因子 （ ｃ⁃ｆｏｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＦＩＧＦ），能够与血管内皮细胞上的受

体 ＶＥＧＦＲ⁃２、ＶＥＧＦＲ⁃３ 结合，并且通过 ＬｎｃＲＮＡ
ＣＲＡＲＴ１６ ／ ｍｉＲ⁃１２２⁃５ｐ ／ ＦＯＳ 轴上调 ＶＥＧＦ⁃Ｄ 表达

促进胃癌血管生成［３１⁃３２］。 通过对 ＫＥＧＧ 通路的

分析，发现 ＶＥＧＦ⁃Ｄ、ＩＧＨＧ１ 富集在 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通
路上。 在癌细胞中，ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路中致癌基

因重新编程细胞代谢，促进异常生长细胞的合成

代谢［３３］， 因 此 推 测 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通 路 中 上 调 的

ＶＥＧＦ⁃Ｄ、ＩＧＨＧ１ 基因通过促进胃癌中异常细胞

的合成代谢进而促进胃癌的生长、转移。 肌动蛋

白 α２（α⁃ａｃｔｉｎｉｎ⁃２，ＡＣＴＮ２）编码 α⁃ａｃｔｉｎｉｎ⁃２，在人

心脏和骨骼肌中表达的蛋白质［３４］。 在头颈鳞状

细胞癌［３５］、肝细胞癌［３６］中被认为是风险基因，对
肿瘤的进展具有促转移作用。 最近的一项研究

发现 ＡＣＴＮ２ 是胃癌细胞中核因子⁃κＢ （ ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ， ＮＦ⁃κＢ）信号转导的直接靶基因，通过
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丝状伪足促进原发肿瘤生长和骨髓转移［３７］，证明

了 ＡＣＴＮ２ 在胃癌发展中的促进作用。
３􀆰 ４　 肠道菌群与差异基因之间的关联

通过对肠道菌群与差异基因的联合分析，发
现普雷沃氏菌、瘤胃球菌科等与系统性红斑狼

疮、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路呈正相关。 有研究表明系

统性红斑狼疮患者的瘤胃球菌总体表现是其他

患者的 ５ 倍［３８］，而乳杆菌菌株对系统性红斑狼疮

具有抗炎和免疫调节作用［３９］。 本研究中瘤胃球

菌与系统性红斑狼疮呈显著正相关，而系统性红

斑狼疮通路富集的 ＡＣＴＮ２ 基因与乳杆菌呈正相

关，推测乳杆菌减少可能抑制 ＡＣＴＮ２ 基因从而对

系统性红斑狼疮的发生发展产生抑制作用。 有

研究证实普雷沃氏菌定植的微生物群小鼠肠道

屏障受损，促进了脂多糖的产生和易位，进而激

活 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４， ＴＬＲ４）依赖

性 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ⁃ＮＦ⁃κＢ 信号通路，ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通路活

化生成的内源性硫化氢，抑制肠道动力、加速肠

道的通透损伤及细菌移位，导致机体严重的炎症

反应和致癌过程［４０⁃４１］。 ＶＥＧＦ 家族成员 （包括

ＶＥＧＦ⁃Ｄ）可以通过与 ＶＥＧＦ 受体结合启动包括

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 在内的下游信号通路，从而促进细胞增

殖、迁移和血管生成等过程［４２］，因此研究人员推

测普雷沃氏菌的增加可能通过增强了 ＶＥＧＦ⁃Ｄ 和

ＩＧＨＧ１ 的表达，激活 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ⁃ＮＦ⁃κＢ 信号通路，
从而促进了肿瘤细胞的增殖和血管生成。

综上所述，本实验通过肠道菌群测序和转录

组学的联合分析将微生物与基因及通路进行联

系，证明了经 ＭＮＮＧ 灌胃形成的胃癌大鼠在肠道

菌群丰度方面与正常大鼠之间存在差异，研究推

测 ＭＮＮＧ 通过改变肠道菌群的组成，削弱了肠道

和胃黏膜的屏障功能，进而通过 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ⁃ＮＦ⁃κＢ
信号通路引发炎症反应，最终促进胃癌的发生和

发展。 上调的 ＭＣＰＴ８Ｉ２、ＩＧＨ⁃６、ＩＧＨＧ１、ＡＣＴＮ２、
ＶＥＧＦ⁃Ｄ 可能是 ＭＮＮＧ 致癌作用的核心调控因

素，研究结果可以为 ＭＮＮＧ 胃癌大鼠为模型的相

关机制研究提供依据。
本研究虽然通过 ＭＮＮＧ 灌胃成功复制了胃

癌大鼠模型，并通过转录组学和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序

揭示了肠道菌群与胃癌相关基因的关系，但尚未

通过功能性实验直接验证这些菌群或基因在胃

癌进程中的具体作用机制，在未来的研究中可针

对本研究发现的关键差异菌群和差异基因，通过

基因敲除或过表达等功能性实验，进一步验证其

在胃癌发生和发展的具体作用机制。
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医药学报， ２０２４， ５２（６）： ２４－３０．
ＬＩ Ｐ， ＴＡＮＧ Ｚ， ＸＵ Ｓ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｙｉｓｕｉ ｐｏｘｕｅ
ｆｏｒｍｕｌａ ｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ ［ Ｊ］．
Ａｃｔａ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２４， ５２（６）： ２４－３０．

［４１］　 ＨＡＮ Ｊ Ｘ， ＴＡＯ Ｚ Ｈ， ＱＩＡＮ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＺＦＰ９０ ｄｒｉｖｅｓ ｔｈｅ
ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｖｉａ ａ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｙ ［Ｊ］． Ｇｕｔ Ｍｉｃｒｏｂｅｓ， ２０２１， １３
（１）： １－２０．

［４２］　 ＭＡＬＥＫＡＮ Ｍ， ＨＡＡＳＳ Ｎ Ｋ， ＲＯＫＮＩ Ｇ Ｒ， ｅｔ ａｌ． ＶＥＧＦ ／
ＶＥＧＦＲ ａｘｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｍｅｌａｎｏｍａ： Ｃｕｒｒｅｎｔ
ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ｔｏｗａｒｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ
ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ［Ｊ］． Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０２４， ３４５： １２２５６３．
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Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １

何宏星，廖乃顺． ２ 型糖尿病合并肝纤维化大鼠模型构建的初探 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２５， ３３（１）： ８２－８８．
ＨＥ Ｈ Ｘ， ＬＩＡＯ Ｎ Ｓ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｗｉｔｈ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，
２０２５， ３３（１）： ８２－８８．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０１􀆰 ００８

［基金项目］福建省自然科学基金项目（２０２０Ｊ０１１１５２）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｕｊｉａｎ （２０２０Ｊ０１１１５２）．
［作者简介］何宏星，男，实验师，本科，研究方向：动物模型制作、动物实验。 Ｅｍａｉｌ：ｈｈｘ７６１１１５＠ ｆｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
［通信作者］廖乃顺，男，助理研究员，博士，研究方向：肝病诊疗新技术研发。 Ｅｍａｉｌ：ｌｉａｏｎｓ０４６＠ ｆｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

２ 型糖尿病合并肝纤维化大鼠模型构建的初探
何宏星１ ，廖乃顺２∗

（１． 福建医科大学实验动物中心，福州　 ３５０００４；２． 福建医科大学孟超肝胆医院，
福建省孟超肝胆技术联合创新重点实验室，福州　 ３５００２８）

　 　 【摘要】 　 目的　 采用高脂高糖膳食联合四氯化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）与链脲佐菌素诱导法构建 ２
型糖尿病合并肝纤维化动物模型。 方法　 ＳＤ 大鼠按体质量随机分为肝纤维化组、糖尿病合并肝纤维化组及

正常对照组，每组 １０ 只。 肝纤维化组、糖尿病合并肝纤维化组大鼠饲喂高脂高糖饲料 ４ 周后，肝纤维化组按

体质量 ５ ｍＬ ／ ｋｇ 腹腔注射 ２０％ ＣＣｌ４（１ 次 ／周），诱导肝纤维化模型，糖尿病合并肝纤维化组大鼠分别按体质量

５ ｍＬ ／ ｋｇ 腹腔注射 ２０％ ＣＣｌ４、２５ ｍｇ ／ ｋｇ 链脲佐菌素（１ 次 ／周），两组动物继续高脂高糖喂养 ４ 周。 尾静脉取血

检测空腹血糖 （ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ） 含量。 酶联免疫吸附实验 （ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）检测血液中胰岛素（ｉｎｓｕｌｉｎ，ＩＮＳ）与糖化血红蛋白（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ１ｃ，ＨｂＡ１ｃ）含量。 血清生化分析检测

谷草转氨酶 （ ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）、谷丙转氨酶 （ ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、总胆红素 （ ｔｏｔａｌ
ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，Ｔｂｉｌ）、透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ，ＨＡ）水平。 肝组织匀浆、生化分析羟脯氨酸（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，ＨＹＰ）含
量。 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色检查肝组织形态改变。 结果　 与正常对照组和肝纤维化组比较，糖
尿病合并肝纤维化组大鼠 ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ 含量和胰岛素抵抗指数 （ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）显著升高，ＩＮＳ 含量显著减少。 与正常对照组比较，肝纤维化组、糖尿病合并肝纤维化组

血清的 ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ｔｂｉｌ 和 ＨＡ 水平，肝组织的 ＨＹＰ 含量显著增加，且呈炎症细胞浸润、纤维化增生病变，肝组

织炎症分级在 Ｇ１ 级、Ｇ２ 级，纤维化分期主要在 Ｓ２ 期。 结论　 高脂高糖膳食联合 ＣＣｌ４ 与链脲佐菌素诱导法

可构建 ２ 型糖尿病合并肝纤维化大鼠模型。
【关键词】 　 ２ 型糖尿病；肝纤维化；糖尿病合并肝纤维化；大鼠
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Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｗｉｔｈ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ

ＨＥ Ｈｏｎｇｘｉｎｇ１， ＬＩＡＯ Ｎａｉｓｈｕｎ２∗

（１． Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｆｕｊｉａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｆｕｚｈｏｕ ３５０００４， Ｃｈｉｎａ； ２． ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｍｅｎｇｃｈａｏ Ｈｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｍｅｎｇｃｈａｏ Ｈｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙ

Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｆｕｊｉａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｆｕｚｈｏｕ ３５００２８， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＩＡＯ Ｎａｉｓｈｕｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉａｏｎｓ０４６＠ ｆｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｗｉｔｈ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ａ ｈｉｇｈ⁃
ｌｉｐｉｄ⁃ｓｕｇａｒ ｄｉｅｔ （ＨＬＳＤ） ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ （ＣＣｌ４） ａｎｄ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ
ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ （ＬＦ） ｇｒｏｕｐ， ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ （ＤＬＦ）
ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ １０ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ａｌｌ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＬＦ ｏｒ ＤＬＥ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ａｎ ＨＬＳＤ ｆｏｒ ４ ｗｅｅｋｓ；
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ｔｈｅｎ， ａｌｌ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ２０％ ＣＣｌ４（ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ） ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ （５ ｍＬ ／ ｋｇ） ｔｏ
ｉｎｄｕｃｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｆｏｒ ａｎｏｔｈｅｒ ４ ｗｅｅｋｓ． Ｄｕｒｉｎｇ ＣＣｌ４ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＤＬＦ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ２５ ｍｇ ／ ｋｇ ＳＴＺ （ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ）． Ａｆｔｅｒ ＳＴＺ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＦＢＧ， ＩＮＳ， ＨＯＭＡ⁃ＩＲ， ａｎｄ ＨｂＡ１ｃ
ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＦＢＧ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔｅｒ， ａｎｄ ＩＮＳ ａｎｄ ＨｂＡ１ｃ ｃｏｎｔｅｎｔｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ． Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＳＴ， ＡＬＴ， Ｔｂｉｌ， ａｎｄ ＨＡ， ａｓ
ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ＨＹＰ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ． ＨＥ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ
ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＦＢＧ， ＨｂＡ１ｃ， ａｎｄ ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＩＮＳ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＤＬＦ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｏｒ ＬＦ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＬＦ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＤＬＦ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＬＴ， ＡＳＴ， Ｔｂｉｌ， ＨＡ， ａｎｄ ＨＹＰ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ
ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＨＬＳＤ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＣＣｌ４ ａｎｄ ＳＴＺ ｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ ｉｓ
ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｗｉｔｈ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ； ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｗｉｔｈ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ｒａｔｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 ２ 型糖尿病是一种以高血糖、炎症、胰岛素抵

抗为特征的代谢性疾病，常引发糖尿病肝病、糖
尿病肾病、糖尿病病足等多种并发症，严重危害

人类健康［１］。 研究表明，肝病（如非酒精性脂肪

肝炎、肝纤维化）与 ２ 型糖尿病的发生发展密切

相关［２］。 肝作为糖代谢的主要场所，是调节葡萄

糖体内平衡的重要器官。 一方面，肝组织损伤可

影响糖代谢异常，并造成肝源性糖尿病［３］；另一

方面，血糖及胰岛素抵抗可促进病毒性肝炎、自
身免疫性肝病等肝病进展，并成为原发性肝癌的

独立危险因素［４－６］。 肝纤维化是慢性肝病发展的

必经阶段，在 ２ 型糖尿病合并肝病患者中，约 ３０％
～ ４０％进展为 ２ 型糖尿病合并肝纤维化［７］。 然

而，目前缺乏 ２ 型糖尿病合并肝纤维化的动物模

型，严重阻碍了针对该病的机制分析与新药开发

研究。 因此，建立 ２ 型糖尿病合并肝纤维化动物

模型可为深入探究疾病的发病机制、病理生理变

化及诊疗新技术研发等提供重要支撑。
高脂高糖膳食联合链脲佐菌素是一种常用

于诱导构建 ２ 型糖尿病动物模型的方法［８］，本研

究将以高脂高糖膳食、链脲佐菌素和四氯化碳

（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）为诱导剂，构建 ２ 型糖

尿病合并肝纤维化大鼠模型，以期为 ２ 型糖尿病

合并肝纤维化的实验研究提供指导。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３０ 只雄性 ＳＤ 大鼠（ ＳＰＦ 级，体质量（１８０ ±

２０） ｇ，６ ～ ７ 周龄）购于上海斯莱克实验动物有

限责任公司【ＳＣＸＫ（沪）２０２２－０００４】，饲养于福建

医科大学实验动物中心【ＳＹＸＫ（闽）２０２２－０００３】。
屏障环境温度 ２０ ～ ２６ ℃、相对湿度 ４０％ ～ ７０％、
光照 ／黑暗各 １２ ｈ，昼夜交替。 动物经适应性饲

养 １ 周后，开始实验。 本研究动物实验获福建医

科大学孟超肝胆医院实验动物伦理中心审批

（ＭＣＨＨ⁃ＡＥＣ⁃２０２２⁃０８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

高脂高糖饮食参考已发表文献［９－１０］，饲料配

方由 ５９􀆰 ２％基础饲料、２０％蔗糖、１８％猪油、２􀆰 ５％
胆固醇、０􀆰 ３％胆酸钠组成，购于北京华阜康生物

科技股份有限公司；链脲佐菌素、蛋白定量试剂

盒、４％多聚甲醛购于上海碧云天生物技术有限公

司；０􀆰 ００１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；ＣＣｌ４ 购

自国药集团化学试剂有限公司；生化试剂盒（包
括谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、羟
脯氨 酸 （ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ， ＨＹＰ ）、 谷 草 转 氨 酶

（ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）、总胆红素（ ｔｏｔａｌ
ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，Ｔｂｉｌ）、透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ，ＨＡ）购
自南京建成生物工程研究所有限公司；戊巴比妥

钠购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；血糖试纸购自 Ｒｏｃｈｅ
公司； 胰 岛 素 （ ｉｎｓｕｌｉｎ， ＩＮＳ ）、 糖 化 血 红 蛋 白

（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ１ｃ， ＨｂＡ１ｃ） 酶联免疫吸附实验

（ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂

盒购于上海酶联生物科技有限公司。
台式冷冻离心机 （ Ｔｈｅｒｍｏ，美国）；纯水仪

（ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ， 美 国 ）； Ｍ５ｅ 型 多 功 能 酶 标 仪

（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ，美国）；ＫＦＢＩＯ 全自动多功能

３８



中国实验动物学报 ２０２５ 年 １ 月第 ３３ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． １

切片扫描仪（江丰，中国）；Ａｃｃｕ⁃Ｃｈｅｃｋ Ｐｅｒｆｏｒｍａ
血糖仪（Ｒｏｃｈｅ，瑞士）；多样品组织研磨机（净信，
中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组

ＳＤ 大鼠按体质量随机分成肝纤维化组、糖尿

病合并肝纤维化组和正常对照组，每组 １０ 只。 肝

纤维化组与糖尿病合并肝纤维化组大鼠饲喂高

脂高糖饲料，正常对照组大鼠饲喂普通饲料。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物造模

肝纤维化组与糖尿病合并肝纤维化组大鼠

饲喂高脂高糖饲料 ４ 周后，肝纤维化组大鼠按体

质量 ５ ｍＬ ／ ｋｇ 腹腔注射 ２０％ ＣＣｌ４，１ 次 ／周，继续

高脂高糖喂养，连续 ４ 周；糖尿病合并肝纤维化组

大鼠按照体质量 ５ ｍＬ ／ ｋｇ 腹腔注射 ２０％ ＣＣｌ４、
２５ ｍｇ ／ ｋｇ 链脲佐菌素，１ 次 ／周，继续高脂高糖喂

养，连续 ４ 周。 正常对照组大鼠腹腔注射等体积

生理盐水，并饲喂普通饲料。 造模过程通过尾静

脉采血动态检测糖尿病相关指标；造模结束后肝

纤维化组与糖尿病合并肝纤维化组继续饲喂高

脂高糖饲料 ２ 周，收集血液与肝组织进行相关指

标检测。
１􀆰 ２􀆰 ３　 糖尿病指标测定

注射 ＣＣｌ４、链脲佐菌素开始到造模结束，每
周尾 静 脉 采 血， 检 测 空 腹 血 糖 （ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ
ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ）含量，并采用 ＥＬＩＳＡ 检测分析血液

中 ＨｂＡ１ｃ、ＩＮＳ 含量，胰岛素抵抗指数（ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ
ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）
＝ ＦＢＧ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） × ＩＮＳ（μＵ ／ Ｌ） ／ ２２􀆰 ５。
１􀆰 ２􀆰 ４　 血清生化分析

大鼠经 ２％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后，经
眼 眶 静 脉 采 血。 经 室 温 静 置 １ ｈ 后， 在

３５００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃ 条件下离心 １０ ｍｉｎ，收集血清。
按照 ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ｔｂｉｌ、ＨＡ 试剂盒说明书进行加样、
孵育与显色反应，并多功能酶标仪分别记录样本

在 ５１０ ｎｍ 和 ４５０ ｎｍ 处的吸收波长，计算血清

ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ｔｂｉｌ 和 ＨＡ 水平。
１􀆰 ２􀆰 ５　 肝组织 ＨＹＰ 含量检测

肝组织经生理盐水清洗后，进行组织匀浆处

理，经 ４０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃，离心 １０ ｍｉｎ，取上清；上清

液经 ＢＣＡ 蛋白定量后，采用生化分析检测肝组织

匀浆液中 ＨＹＰ 含量。

１􀆰 ２􀆰 ６　 肝组织病理形态学检查

离体肝组织迅速投入 ４％多聚甲醛固定，并
分别进行 ７５％ ～ １００％乙醇梯度脱水、二甲苯透

明、石蜡包埋、石蜡切片。 肝组织切片分别经苏

木素⁃伊红（ＨＥ）染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色后，光学显微镜

下观察肝组织炎症浸润、纤维组织增生等形态学

变化，进行肝组织病理炎症分级和纤维化分期，
并采用全自动多功能切片扫描病理切片。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 进行柱状图作图、
ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件统计学分析处理。 计量资料以平

均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间比较采用单因素

方差分析，ＬＳＤ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有统计学意

义。

２　 结果

２􀆰 １　 ２ 型糖尿病指标变化

如图 １ 所示，与正常对照组和肝纤维化组比

较，经链脲佐菌素诱导后，糖尿病合并肝纤维化

组大鼠的 ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ、ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 呈显著性增加

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＩＮＳ 呈显著性减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），说明

糖尿病合并肝纤维化组大鼠呈高血糖、胰岛素抵

抗状态；且末次链脲佐菌素诱导结束 ２ 周后，糖尿

病合并肝纤维化组大鼠维持高血糖、胰岛素抵抗

状态，说明高脂高糖膳食联合 ＣＣｌ４ 与链脲佐菌素

可用于大鼠 ２ 型糖尿病模型造模，且 ２ 周内大鼠

的 ２ 型糖尿病指标相对稳定。
２􀆰 ２　 血清肝功能水平

与正常对照组比较，肝纤维化组与糖尿病合

并肝纤维化组大鼠的 ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ｔｂｉｌ 水平呈显著

性增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），说明肝纤维化组与糖尿病合

并肝纤维化组大鼠呈肝功能损伤状态（图 ２）。
２􀆰 ３　 ＨＡ 与 ＨＹＰ 含量

与正常对照组比较，肝纤维化组与糖尿病合

并肝纤维化组大鼠的 ＨＡ、ＨＹＰ 含量呈显著性增

加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），说明肝纤维化组与糖尿病合并肝

纤维化组大鼠呈肝纤维组织增生病变（图 ３）。
２􀆰 ４　 肝组织病理学改变

为了进一步评估各组肝组织的形态学变化，
收集肝组织进行 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ 染色。 与正常对照

组比较，肝纤维化组与糖尿病合并肝纤维化组大

鼠肝组织呈炎症细胞浸润，及纤维化病理形态学

４８
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注：两组间相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 各组大鼠 ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ、ＩＮＳ 和 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 含量变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＦＢＧ， ＨｂＡ１ｃ， ＩＮＳ ａｎｄ ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ｉｎ ｒａｔｓ

图 ２　 各组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 和 Ｔｂｉｌ 水平变化

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＬＴ， ＡＳＴ ａｎｄ Ｔｂｉｌ ｉｎ ｒａｔｓ

改变（图 ４Ａ）。
Ｍａｓｓｏｎ 染色进一步证实，肝纤维化组与糖尿

病合并肝纤维化组大鼠肝组织呈纤维样增生的

病理学改变（图 ４Ｂ）。 通过对大鼠肝组织进行肝

组织炎症分级与纤维化分期，发现肝纤维化组与

糖尿病合并肝纤维化组肝炎症分级在 Ｇ１ 级、Ｇ２

５８
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图 ３　 各组大鼠 ＨＡ 和 ＨＹＰ 含量变化

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＨＡ ａｎｄ ＨＹＰ ｉｎ ｒａｔｓ

注：Ａ：各组肝组织 ＨＥ 染色结果；Ｂ：各组肝组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果；Ｃ：不同组大鼠的肝组织炎症分级和纤维化分期。

图 ４　 肝组织病理学检查

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓ． Ｂ． Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃ． Ｌｉｖｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ｇｒａｄｅ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｓｔａｇｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｌｉｖｅｒ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ

级，纤维化分期主要在 Ｓ２ 期（图 ４Ｃ）。 这些结果

表明，高脂高糖膳食联合 ＣＣｌ４ 与链脲佐菌素可用

于大鼠肝纤维化造模。

３　 讨论

２ 型糖尿病的动物模型主要分为两大类：一
类是自发性动物模型，包括 ＮＳＹ 小鼠、ＯＬＥＴＦ 大

鼠和 Ｚｕｃｋｅｒ 大鼠等；另一类是实验性动物模型，
通过高脂高糖饮食联合胰岛素受体拮抗剂（链脲

佐菌素）诱导［１１－１４］。 自发性动物模型主要通过基

因突变导致了胰岛素信号通路的缺陷，从而造成

糖尿病的发生，它主要用于具有遗传背景下的糖

尿病研究［１５］。 高脂高糖饮食联合链脲佐菌素通

过破坏体内的糖、脂质代谢，造成胰岛 β 细胞功

能不全，并产生胰岛素抵抗，与临床多数 ２ 型糖尿

病患者的发病过程相吻合［１６］。 本实验利用高脂

高糖饮食 ８ 周，并于第 ４ 周开始联合链脲佐菌素

诱导发现，在链脲佐菌素诱导后第 ３、４ 周，大鼠呈

高血糖、胰岛素抵抗状态，且造模结束后 ２ 周，维
持其高血糖、胰岛素抵抗特征。 ＨｂＡ１ｃ 是 ２ 型糖

６８
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尿病的另一关键检测指标［１７－１８］，本研究通过对

ＨｂＡ１ｃ 的动态检测，发现高脂高糖饮食联合链脲

佐菌素也可提高大鼠 ＨｂＡ１ｃ 含量，并在链脲佐菌

素诱导 １ 周后，大鼠体内的 ＨｂＡ１ｃ 含量与 ＦＢＧ 同

步升高。 这些结果均证实了 ２ 型糖尿病模型的成

功构建。
肝纤维化是慢性肝病最常见的病理学特征

之一。 在炎症、氧化应激等因素的刺激下，激活

肝星状细胞成肌成纤维细胞，导致纤维组织增

生［１９－２１］。 本研究通过高脂高糖饮食联合 ＣＣｌ４ 与

链脲佐菌素诱导发现，大鼠可呈现肝组织纤维增

生，肝组织 ＨＹＰ、血清 ＨＡ 的含量也增加，说明高

脂高糖饮食联合 ＣＣｌ４ 与链脲佐菌素可用于肝纤

维化造模。 另外，本研究进一步发现肝纤维化组

与糖尿病合并肝纤维化组的肝组织形态学，ＨＹＰ、
ＨＡ 含量无显著性差异，说明高脂高糖饮食与

ＣＣｌ４ 诱导可进行肝纤维化造模，而进一步联合链

脲佐菌素不会引起额外的肝组织纤维化病理学

改变。 采用高脂高糖饮食联合链脲佐菌素进行 ２
型糖尿病动物造模时，链脲佐菌素的给药剂量为

３０ ｍｇ ／ ｋｇ［２２－２４］，而本研究使用的剂量 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ。
因此，本研究使用链脲佐菌素不引起大鼠额外的

肝组织损伤可能跟其低剂量相关。
在前期研究中，萧自智等［２５］已采用了高脂饮

食联合链脲佐菌素构建 ２ 型糖尿病合并肝纤维

化，经高脂饮食 ４ 周后，进行 ２ 次链脲佐菌素，评
估其血糖符合 ２ 型糖尿病指征后，持续高脂饮食

至 ３６ 周后才发现大鼠肝纤维化改变。 该法评估

糖尿病与肝纤维化是在不同时间内进行的，且在

肝纤维改变（３６ 周）的同时，缺乏对血糖指标的监

测。 有学者分析认为，要进行糖尿病合并症造模

时，链脲佐菌素的干预至少要持续 ７ 周，才能维持

动物高血糖状态［２６］。 而本研究在高脂高糖饮食

的基础上，进行链脲佐菌素干预持续 ４ 周，并进一

步联合 ＣＣｌ４ 造模，在造模结束（停药）后 ２ 周，观
察到大鼠的持续高血糖与肝纤维化病理学改变，
符合 ２ 型糖尿病合并肝纤维化的相关指征要求。

综上，本研究结果表明，高脂高糖饮食联合

ＣＣｌ４ 与链脲佐菌素可诱导大鼠高血糖、胰岛素抵

抗、肝纤维化病理学改变，可用于 ２ 型糖尿病合并

肝纤维化造模。
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雾化吸入脂多糖导致的大鼠急性肺炎模型不同
标本中炎性因子比较研究

宋玲，高云航，李晗，陈腾飞，侯红平，叶祖光∗ ，张广平∗

（中国中医科学院中药研究所，北京　 １００７００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究通过雾化吸入脂多糖（ＬＰＳ）所诱发的大鼠急性肺炎模型中，肺泡灌洗液、肺组织以

及血清中炎性因子的变化情况。 方法　 通过连续 ３ ｄ、每天雾化吸入 １５ ｍｉｎ ４ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ 来诱导大鼠急性

肺炎模型，并同步监测 ＬＰＳ 的粒径分布及气溶胶浓度，苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察大鼠肺病理学形态变化，显
微镜观察肺泡灌洗液涂片白细胞及计数；超敏多因子电化学发光法测肺组织、血清及肺泡灌洗液干扰素⁃γ
（ＩＦＮ⁃γ）、白细胞介素（ＩＬ）⁃１β、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１３、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、角质形成细胞衍生趋化

因子（ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ／ ｇｒｏｗｔｈ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｏｎｃｏｇｅｎｅ，ＫＣ ／ ＧＲＯ）炎性因子。 结果　 ＬＰＳ 诱导的肺炎模

型组织病理学，肺可见局灶或弥漫、肺泡上皮坏死伴脱落、炎性细胞浸润。 测定雾化 ＬＰＳ 累积粒度分布达到

１０％、５０％及 ９０％对应的粒径（ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ １０％，５０％ ａｎｄ ９０％ ｖｏｌｕｍｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，Ｄｖ（１０），Ｄｖ（５０）及 Ｄｖ（９０））
分别为 ０􀆰 ６９７４ μｍ、３􀆰 ３８７ μｍ 和 ８􀆰 ８３６ μｍ，气溶胶浓度为 ４􀆰 ０８ ｇ ／ ｍ３，计算大鼠的吸入剂量为 ４７􀆰 １０ ｍｇ ／ ｋｇ。
在肺泡灌洗液中，模型组的中性粒细胞数量显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；同时模型组肺组织中的炎性因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃
６、ＫＣ ／ ＧＲＯ 水平显著上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 肺泡灌洗液中的炎性因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 的含

量也显著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 而血清中的炎性因子则未见明显变化。 结论　 在雾化吸入

ＬＰＳ 构建的急性肺炎模型中，ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＫＣ ／ ＧＲＯ 以及 ＴＮＦ⁃α 等炎性因子在肺组织和肺泡灌洗液中均出现了

显著变化，而血清中的炎性因子则未见明显变化。 这表明该模型主要引发的是肺部局部的炎症反应。
【关键词】 　 急性肺炎模型；脂多糖；雾化吸入；炎性因子；白细胞分类计数
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ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ａｅｒｏｓｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＰＳ， ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｖｉａ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｉｎ ＢＡＬＦ ｗｅｒｅ ｃｏｕｎｔｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
ｇａｍｍａ （ＩＦＮ⁃γ）， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１ ｂｅｔａ （ＩＬ⁃１β）， ＩＬ⁃４， ＩＬ⁃５， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１０， ＩＬ⁃１３， ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ （ＴＮＦ⁃
α）， ａｎｄ ＫＣ ／ ＧＲＯ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ， ｓｅｒｕｍ， ａｎｄ ＢＡＬＦ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｍｅｓｏ Ｓｃａｌｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｌｕｎｇ
ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｆｏｃａｌ ａｎｄ ｄｉｆｆｕｓｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｗｉｔｈ ｓｈｅｄｄｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｔｏｍｉｚｅｄ ＬＰＳ ｗａｓ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ， Ｄｖ（１０） ＝ ０􀆰 ６９７４
μｍ， Ｄｖ（５０） ＝ ３􀆰 ３８７ μｍ， Ｄｖ（９０） ＝ ８􀆰 ８３６ μｍ． Ｔｈｅ ａｅｒｏｓｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＰＳ ｗａｓ ４􀆰 ０８ ｇ ／ ｍ３， ａｎｄ ｔｈｅ
ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｄｏｓｅ ｆｏｒ ｒａｔｓ ｗａｓ ４７􀆰 １０ ｍｇ ／ ｋｇ． Ｔｈｅ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｃｏｕｎｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６，
ａｎｄ ＴＮＦ⁃α （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１） ｉｎ ｔｈｅ ＢＡＬＦ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６， ａｎｄ ＫＣ ／ ＧＲＯ ｉｎ
ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｎｏ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｉｎ ｔｈｅ ａｃｕｔｅ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｍｏｄｅｌ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＰＳ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６， ＫＣ ／ ＧＲＯ， ａｎｄ ＴＮＦ⁃
α ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ （ＢＡＬＦ）， ｗｈｉｌｅ ｎｏ ｎｏｔａｂｌｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅｓｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｓｅｒｕｍ． Ｔｈｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｒｅ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｃｕｔｅ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｍｏｄｅｌ； ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ； ａｓｐｉｒａｔｉｏｎ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ； ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｃｏｕｎｔ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 急性肺损伤（ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ） ／急性呼

吸窘迫综合征（ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＡＲＤＳ）是由于各种致病因素导致肺泡毛细血管

内皮细胞和肺泡上皮细胞受到损伤。 这些损伤

进而引发肺泡的弥漫性损伤，包括肺水肿和透明

膜的形成。 临床上主要表现为呼吸窘迫和低氧

血症。 最近的研究揭示炎症反应在 ＡＬＩ ／ ＡＲＤＳ 的

发病过程中起着关键作用，尽管其确切发病机制

尚未完全明确。 在疾病过程中大量促炎因子、迁
移因子和炎性介质过表达，形成免疫应激反应，
诱发炎症风暴，严重者出现呼吸窘迫综合征。 其

中，促进炎症反应的平衡作用，避免炎症因子过

度活跃，对于恢复机体正常生理功能至关重要。
脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰氏阴性细

菌细胞壁外膜的主要成分，可诱使炎症因子的释

放［１－２］，常作为 ＡＬＩ 的诱导剂，也是目前公认的诱

导动物急性肺炎模型的药物［３－４］。 已有研究表明

ＬＰＳ 进入生物体内后，可以激活相关炎症信号通

路［５］，导致炎症联级反应［６］，从而促进炎症因子

的释放，如 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 等均在 ＡＬＩ ／

ＡＲＤＳ 病程进展中有非常重要的作用［７］。 但是在

ＬＰＳ 诱导的肺损伤模型炎症因子检测的样本灌洗

液、肺组织、血清和炎性因子的选择不尽相同。
本课题组前期构建了雾化吸入 ＬＰＳ 致大鼠肺炎

模型，大鼠肺部损伤程度一致，病理变化表现稳

定［８］，本研究比较 ＬＰＳ 诱导的肺炎模型肺组织、
肺泡灌洗液和血清中炎性因子的影响，较系统研

究了模型炎症变化特点，在此基础上进一步确定

了 ＬＰＳ 致大鼠急性肺炎模型的建立方法，为后续

的肺炎发病机制研究以及发病早期诊断等提供

一定的实验依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３０ 只 ＳＰＦ 级 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠，６ ～ ８ 周龄，１７０ ～
１９０ ｇ，雄性，购自北京维通利华实验动物技术有

限公司【ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６】，饲养于中国中医

科学院中药研究所 ＳＰＦ 级动物房 【 ＳＹＸＫ（京）
２０２３－００７７】。 饲养条件为 １２ ｈ 明暗交替，温度

０９
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（２３ ± １）℃，湿度（５０ ± １５）％，自由饮水及进食。
饲料购自北京科澳协力饲料有限公司。 本研究

通过中国中医科学院中药研究所实验动物伦理

委员会的审查（２０１９Ｂ０２１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＬＰＳ（Ｓｉｇｍａ，１２７Ｍ４０３０Ｖ，美国），地塞米松磷

酸钠注射液 （贵州天地药业有限责任公司，
１９１１０８０２Ａ，中国），戊巴比妥钠（北京索莱宝科技

有限公司，２０１５０４１２，中国），甲醛（福晨（天津）化
学试剂有限公司，２０１９０９２０，中国），生理盐水（石
家庄四药有限公司，２００６１９２１１０，中国），Ｖ⁃ＰＬＥＸ
Ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ Ｐａｎｅｌ ２ 大鼠试剂盒（Ｍｅｓｏ Ｓｃａｌｅ
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ， Ｋ１５０５９Ｄ⁃１， 美 国 ）， 蛋 白 浓 度 测 定

（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ Ａｃｉｄ Ａｓｓａｙ，ＢＣＡ）试剂盒（赛默飞

世尔科技有限公司，ＶＪ３１２５４９，美国），ＲＩＰＡ 裂解

液（北京康为世纪生物生物科技有限公司，
０１４０６ ／ １７９２３，中国）。 口鼻暴露吸入塔（上海梅

理实验科技有限公司，Ｍｅｌｔｏｎ Ｉｎｈａｌｏｇｉｃ ＮＩＥＳ，中
国），离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８１０Ｒ，德国），
电子天平（ Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ，ＢＳＡ３２０２Ｓ⁃ＣＷ，德国），显微

镜及图像分析系统（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＢＸ５１，日本），雾化

器 （ ＰＡＲＩ， Ｔｕｒｂｏ ＢＯＹ Ｎ， 德 国 ）， ＣＥＬ⁃７１２
Ｍｉｃｒｏｄｕｓｔ Ｐｒｏ 监测仪（ＣＡＳＥＬＬＡ 公司，ＣＥＬ⁃７１２，
英国），Ｓｐｒａｙｔｅｃ 实时喷雾粒度分析仪（马尔文，
Ｓｐｒａｙｔｅｃ，英国），多因子电化学发光分析仪（Ｍｅｓｏ
Ｓｃａｌｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ，ＭＳＤ）（ＭＳＤ 公司，ＳＱ１２０，美国），
脱水机（樱花，ＶＩＰ⁃６，日本），包埋机（科迪仪器设

备有限公司，ＫＤ⁃ＢＭ，中国），病理切片机（徕卡，
ＲＭ２０１６，德国），组织摊片机（科迪仪器设备有限

公司，ＫＤ⁃Ｐ，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组与模型制备

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠适应性喂养 ５ ｄ，根据体质量随机

分为 ３ 组：空白对照组、模型组、阳性对照组，每组

１０ 只。 模型组和阳性对照组均吸入 ＬＰＳ 溶液（４
ｍｇ ／ ｍＬ） １５ ｍｉｎ 进行造模，每次雾化药液体积约

为 ５ ｍＬ，连续 ３ ｄ，空白对照组雾化吸入生理盐水

１５ ｍｉｎ，阳性对照组连续 ３ ｄ 静脉注射地塞米松

（３􀆰 ６ ｍｇ ／ ｋｇ），第 ４ 天早上即第 ３ 次造模后 １６ ｈ
各组进行取材。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＬＰＳ 雾化气溶胶浓度测定及粒径测定

将 ＣＥＬ⁃７１２ Ｍｉｃｒｏｄｕｓｔ Ｐｒｏ 监测仪插 入 到

Ｍｅｌｔｏｎ Ｉｎｈａｌｏｇｉｃ ＮＩＥＳ 口鼻式吸入暴露系统的暴

露孔，对雾化气溶胶进行浓度分析，待气溶胶浓

度即时值基本稳定后再测量 ５ ｍｉｎ，测量完毕后计

算气溶胶浓度的平均值。 激光衍射仪的配置方

式如下：维持雾化器与雾化压缩机稳定连接，避
免两者脱离，并在设定的气体流速和压力下工

作。 将 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ 溶液装入雾化器中。 激

光衍射仪进口与雾化气溶胶的出口相连，出口则

与外置过滤器相接，外置过滤器与真空泵相连。
进口连接流量计，用真空泵调控入口气体流速至

（１５ ± ５％） Ｌ ／ ｍｉｎ。 启动计算机上的 Ｓｐｒａｙｔｅｃ
ｓｏｆｔｗａｒｅ 软件（版本 ３． ２０），并按照以下标准作业

程序进行设置：选择连续模式，设定颗粒的折光

系数为 １． ３３，指定分散介质为空气且其折光系数

为 １． ００。 完成设置后即可开始执行光路背景的

测试。 在背景测试通过后，需将雾化器与入口端

进行连接。 然后，启动压缩机开始雾化，在此过

程中，对气溶胶的粒径进行测试，当气溶胶浓度

出现明显下降时，应立即停止测试，并关闭雾化

器。 在分析过程中， 需对 Ｄｖ（１０），Ｄｖ（５０）及 Ｄｖ
（９０）和激光强度进行持续性的监测。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本采集

造模后 １６ ｈ 用 ０􀆰 ８％戊巴比妥钠（经 ０􀆰 ２２
μｍ 滤膜过滤除菌）麻醉（０􀆰 ６ ｍＬ ／ １００ ｇ），腹主动

脉采血，暴露胸腔，右叶结扎，用生理盐水灌洗左

肺，缓缓打入，静止平衡 ３０ ｓ，缓缓抽出，每次

１ ｍＬ，灌洗 ２ 次，灌洗速度 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ（每次 ３０ ｓ），
合并灌洗液（回收率 ＞ ７０％）。 从腹主动脉抽取的

动脉血静置数分钟后，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，分
离血清，分装后保存。 瑞氏⁃姬姆萨染色法观察肺

泡灌洗液中炎症细胞（巨噬细胞、中性粒细胞）含
量。 右肺用 ４％甲醛固定，室温保存，待进一步病理

检测，制备石蜡切片供组织学检查。 取适量肺组

织，用磷酸盐缓冲液 （ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ）洗去血污，剪成小块放入研磨管中并加入适

量 ＰＢＳ，加入钢珠放入组织研磨仪中制成匀浆，
６８６１ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃条件下离心 １０ ｍｉｎ 后取上清，用于

炎性因子检测。 同时采用 Ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ Ａｃｉｄ Ａｓｓａｙ
ＢＣＡ 法对上清液进行蛋白定量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 检测指标与方法

（１）肺组织病理形态学检查：将肺组织进行

梯度乙醇脱水 ７０％、８０％、９５％、１００％各 ３０ ｍｉｎ。

１９
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置于二甲苯进行组织透明，共 ２ 次，每次 ２０ ｍｉｎ。
石蜡浸蜡共 ２ 次，每次 １２ ｍｉｎ。 石蜡包埋，切片厚

度约 ４ μｍ。 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色：①脱蜡，二
甲苯脱蜡 ２ 次，每次 ８ ｍｉｎ；１００％乙醇脱蜡 ２ 次，
每次 ８ ｍｉｎ；９０％乙醇、８０％乙醇、６０％乙醇各 ８
ｍｉｎ；②苏木素染色 ４ ｍｉｎ，流水清洗；③盐酸乙醇

分化 ２ ～ ３ ｓ，流水清洗；④０􀆰 ５％氨水 ２０ ｓ，流水清

洗，上镜观察；⑤０􀆰 ５％伊红染色 １ ｍｉｎ；⑥８０％乙

醇、９０％乙醇各分化 ３ ～ ５ ｓ，９５％乙醇分化 ５ ｍｉｎ，
１００％乙醇分化 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，二甲苯分化 ２
次，每次 ５ ｍｉｎ；⑦中性树脂胶封固后镜观。 制成

的肺组织病理切片在光学显微镜下进行观察，进
行肺组织病理损伤评分。

（２）肺泡灌洗液中性粒细胞计数：肺泡灌洗

液离心，将重悬后的肺泡灌洗液稀释，制成均匀

的细胞悬液，取 １０ μＬ 加至细胞计数板上，静止 ３
ｍｉｎ，待细胞完全沉淀后，在低倍镜下数四角中 １０
个小方格的细胞数，记为 Ｎ。 有核细胞总数 ＝
（Ｎ ／ ４） × １０ × ２０ × １０６ ／ Ｌ，计算肺泡灌洗液中白

细胞总数。 将离心后的细胞沉淀用生理盐水重

悬，沉淀混匀后，吸取 １０ μＬ 细胞悬液涂片，待涂

片风干后，至无水乙醇中固定 １０ ｍｉｎ 晾干，进行

瑞氏⁃吉姆萨染色，于显微镜（油镜）下计数 １００ 个

细胞，计算中性粒细胞所占百分比，再乘以白细

胞总数计算肺泡灌洗液中性粒细胞量。

图 ２　 雾化 ＬＰＳ 气溶胶粒径持续监测图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｍａｐ ｏｆ ａｅｒｏｓｏｌ ｓｉｚｅ ｄｕｒｉｎｇ ＬＰＳ ａｔｏｍｉｚａｔｉｏｎ

（３）炎性因子检测：采用 ＭＳＤ 分别检测肺组

织、血清及肺泡灌洗液中的 ＩＦＮ⁃γ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃
５、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１３、ＴＮＦ⁃α 和 ＫＣ ／ ＧＲＯ。
１􀆰 ３　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计软件对实验数据进行独

立样本 Ｔ 检验（Ｔ⁃检验），统计数据以平均值 ± 标

准差（ 􀭰ｘ ± ｓ） 表示，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 雾化 ＬＰＳ 浓度及粒径测定结果

检测结果显示，雾化 ＬＰＳ 气溶胶平均浓度为

４􀆰 ０８ ｇ ／ ｍ３，即代表单位体积中所含雾化 ＬＰＳ 气溶

胶的质量为 ４􀆰 ０８ ｇ，根据公式，计算得出大鼠吸入

ＬＰＳ 的剂量为 ４７􀆰 １０ ｍｇ ／ ｋｇ。
粒径测定结果显示，ＬＰＳ 雾化气溶胶粒径：

Ｄｖ（１０） ＝ ０􀆰 ６９７４ μｍ，Ｄｖ（５０） ＝ ３􀆰 ３８７ μｍ，Ｄｖ
（９０） ＝ ８􀆰 ８３６ μｍ，透过率 ＝ ３９􀆰 ４％，结果见图

１。 Ｄｖ（１０）、Ｄｖ（５０）及 Ｄｖ（９０）指的是累积粒度

分布达到 １０％、５０％及 ９０％时对应的粒度，可以反

映雾化粒径的均匀程度。 Ｄｖ（５０）为中位粒径，雾
化 ＬＰＳ 气溶胶中位粒径可达 ３ μｍ，表明该条件下

的 ＬＰＳ 气溶胶可以较稳定地沉积到大鼠肺部。

图 １　 雾化 ＬＰＳ 气溶胶粒径分布图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＬＰＳ ａｅｒｏｓｏｌｓ

雾化 ＬＰＳ 气溶胶粒径持续监测图见图 ２。 从

图中可以看出，随着雾化时间的增加，雾化粒径

逐渐平稳，最终保持稳定。
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２􀆰 ２　 肺组织病理学结果比较

光镜病理观察：镜下显示空白对照组各结构

正常，连续、清晰，支气管上皮完整，粘膜光滑，各
层结构清晰，偶见散在炎性细胞，无渗出。 模型

组肺可见局灶或弥漫性肺泡上皮变性坏死伴脱

落，炎细胞浸润（中性粒细胞和单核细胞为主）等
改变，整体上呈现出明显的肺损伤。 阳性对照组

未见上皮细胞坏死脱落，有轻度炎性细胞浸润。
肺组织病理半定量评分比较：模型组、阳性

对照组上皮细胞坏死脱落发生率分别为：８ ／ １０、０ ／
１０。 从损伤程度来看，模型组 ２ 只动物为重度肺

泡上皮坏死脱落，阳性对照组未见肺泡上皮坏死

脱落及炎性细胞浸润。 模型组、阳性对照组中性

粒细胞浸润在全部动物肺出现，但从程度上来

看，模型组中性粒细胞浸润发生率为 １０ ／ １０，均为

中度以上，阳性对照组主要为轻度以下，模型组

中度中性粒细胞浸润发生率为 ８ ／ １０。 可见，阳性

对照组可不同程度减轻炎性细胞浸润的程度，其
中，阳性对照组炎性细胞浸润为轻度改变，多数

动物肺泡上皮坏死脱落轻度以下，治疗保护较

好。 模型组局灶性化脓性坏死发生率为 ２ ／ １０，阳
性对照组未见局灶性化脓性坏死。 见表 １，图 ３。

表 １　 急性肺炎大鼠肺主要病变统计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍａｉｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ
脏器
Ｏｒｇａｎｓ

病变
Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ

程度
Ｇｒａｄｅ

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

阳性对照组
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

肺
Ｌｕｎｇ

中性粒细胞浸润
Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

上皮细胞坏死脱落
Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｓｈｅｄｄｉｎｇ

＋ ０ ４
＋ ＋ ０ ６

＋ ＋ ＋ ８ ０
＋ ＋ ＋ ＋ ２ ０
合并 Ｔｏｔａｌ １０ ／ １０ １０ ／ １０

＋ ０ ０
＋ ＋ ０ ０

＋ ＋ ＋ ６ ０
＋ ＋ ＋ ＋ ２ ０

合并 Ｔｏｔａｌ ８ ／ １０ ０ ／ １０
注： ＋ ：轻微； ＋ ＋ ：轻度； ＋ ＋ ＋ ：中度； ＋ ＋ ＋ ＋ ：重度。
Ｎｏｔｅ． ＋ ． Ｓｌｉｇｈｔ． ＋ ＋ ． Ｍｉｌｄ． ＋ ＋ ＋ ． Ｍｏｄｅｒａｔｅ． ＋ ＋ ＋ ＋ ． Ｓｅｖｅｒｅ．

图 ３　 急性肺炎大鼠肺病理图片

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ｌｕｎｇ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ
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２􀆰 ３　 肺泡灌洗液中性粒细胞数

与空白对照组比较，模型组中性粒细胞显著

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 从模型组的肺泡灌洗液涂片可

以看出，模型组涂片出现了较多的中性粒细胞、
巨噬细胞和淋巴细胞。 见表 ２ 和图 ４。
２􀆰 ４　 炎性因子

２􀆰 ４􀆰 １　 肺组织炎性因子的变化

与空白对照组比较，模型组的 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和

ＫＣ ／ ＧＲＯ 含量显著性升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。 模型组 ＴＮＦ⁃α 含量虽有升高，但差异

无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 其他炎性因子变化较小，
均无显著性变化。 见表 ３。
２􀆰 ４􀆰 ２　 肺泡灌洗液炎性因子的变化

与空白对照组比较，模型组的 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ⁃α 含量明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，Ｐ ＜
０􀆰 ００１），ＩＬ⁃１３ 与 ＩＬ⁃４ 在肺泡灌洗液中未检出。
模型组其他炎性因子均无显著性变化。 对比表 ３
发现，模型组肺泡灌洗液的炎性因子含量均比肺

组织的低。 见表 ４。

表 ２　 急性肺炎大鼠肺泡灌洗液中性粒

细胞数（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ

ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
分组
Ｇｒｏｕｐｓ

中性粒细胞数 ／ （× １０９ ／ Ｌ）
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ／ （× １０９ ／ Ｌ）

空白对照组 Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １９ ± ０􀆰 ０６
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ２４ ± ０􀆰 ４３∗∗

注：与空白对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （ Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

注：红色箭头：中性粒细胞；黄色箭头：巨噬细胞；绿色箭头：淋巴细胞。

图 ４　 肺泡灌洗液涂片

Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ． Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ． Ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗ． Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ ｓｍｅａｒ

表 ３　 肺组织炎性因子统计结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ

ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

炎性因子
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｆａｃｔｏｒ

空白对照组 ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）
Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）

模型组 ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ／
（ｐｇ ／ ｍＬ）

ＩＦＮ⁃γ １２􀆰 ３３ ± ２􀆰 ４７ １１􀆰 ８８ ± ３􀆰 ２３　
ＩＬ⁃１０ ２􀆰 ２４ ± ０􀆰 ５２ ２􀆰 １５ ± １􀆰 ４１
ＩＬ⁃１３ １􀆰 ６２ ± ０􀆰 ４５ １􀆰 ３３ ± １􀆰 ０６
ＩＬ⁃１β ４３􀆰 ０７ ± ５􀆰 １２ ２２７􀆰 ９６ ± １０７􀆰 １８∗∗

ＩＬ⁃４ ２􀆰 ３４ ± ０􀆰 ４０ ２􀆰 ０１ ± ０􀆰 １８
ＩＬ⁃５ １４􀆰 ９７ ± ２􀆰 ５８ １３􀆰 ９２ ± ４􀆰 ８２
ＩＬ⁃６ ４０８􀆰 ２２ ± ２７０􀆰 １３ １３９１􀆰 ７５ ± １４１６􀆰 ５７∗

ＫＣ ／ ＧＲＯ １３１􀆰 ６８ ± ４９􀆰 ２９ １１１３􀆰 ２９ ± ７１１􀆰 ０９∗∗

ＴＮＦ⁃α ７􀆰 ４６ ± １􀆰 ９７ ２５􀆰 ８７ ± ２２􀆰 ０８
注：与空白对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （ Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ４􀆰 ３　 血清炎性因子的变化

与空白对照组相比，模型组血清炎性因子均

未见显著性变化。 说明该模型对血清炎性因子

影响较小，全身炎症反应较轻。 见表 ５。

表 ４　 肺泡灌洗液炎性因子统计结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ

ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

炎性因子
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｆａｃｔｏｒ

空白对照组 ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）
Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）

模型组 ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ／
（ｐｇ ／ ｍＬ）

ＩＦＮ⁃γ ０􀆰 ５９ ± ０􀆰 ２７ ０􀆰 ６７ ± ０􀆰 ５８
ＩＬ⁃１０ ０􀆰 ４５ ± ０􀆰 ６３ ０􀆰 ４０ ± ０􀆰 ６６
ＩＬ⁃１３ ⁃ ⁃
ＩＬ⁃１β １３􀆰 ８０ ± １５􀆰 ５１ ３２􀆰 ９８ ± １８􀆰 ８０∗

ＩＬ⁃４ ⁃ ⁃
ＩＬ⁃５ ５􀆰 ０４ ± ２􀆰 ９５ ５􀆰 ５７ ± １􀆰 ４９
ＩＬ⁃６ ３２􀆰 ７８ ± ２２􀆰 ５３ １３６􀆰 １８ ± ７５􀆰 ８７∗∗∗

ＫＣ ／ ＧＲＯ １６７􀆰 ３１ ± ３９􀆰 ９２ ２２０􀆰 ６６ ± １０５􀆰 ４９
ＴＮＦ⁃α ２􀆰 ８６ ± ２􀆰 ７３ １２􀆰 ８３ ± ５􀆰 ９５∗∗∗

注：与空白对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

４９
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表 ５　 血清炎性因子统计结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ

ｉｎ ｓｅｒｕｍ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

炎性因子
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｆａｃｔｏｒ

空白对照组 ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）
Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）

模型组 ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ／
（ｐｇ ／ ｍＬ）

ＩＦＮ⁃γ ５􀆰 ０８ ± ０􀆰 １３ ４􀆰 ９９ ± ０􀆰 ２７
ＩＬ⁃１０ ６􀆰 ００ ± ０􀆰 ５７ ５􀆰 ４８ ± ０􀆰 ４３
ＩＬ⁃１３ ５􀆰 ９８ ± ０􀆰 ４６ ５􀆰 ９９ ± ０􀆰 ３０
ＩＬ⁃１β ０􀆰 ５８ ± ０􀆰 ２３ １􀆰 １０ ± １􀆰 ４２
ＩＬ⁃４ １􀆰 ６７ ± ０􀆰 １６ １􀆰 ６５ ± ０􀆰 １８
ＩＬ⁃５ １８􀆰 ６８ ± ２􀆰 ７１ ２１􀆰 ２３ ± １􀆰 ４８
ＩＬ⁃６ ３９９􀆰 ５７ ± ３２􀆰 ９０ ４１２􀆰 ３９ ± ３９􀆰 １３

ＫＣ ／ ＧＲＯ ８９􀆰 ３０ ± ２７􀆰 ４０ ８０􀆰 ７０ ± １４􀆰 ９９
ＴＮＦ⁃α ２􀆰 ３４ ± ０􀆰 ４０ ２􀆰 ０１ ± ０􀆰 １８

３　 讨论

ＡＬＩ 不仅仅是一个独立的疾病，其导致的炎

症是很多肺部疾病（如急性呼吸窘迫综合征、慢
阻肺及肺纤维化等）的早期病变和启动的诱因。
在呼吸道疾病的发生发展过程中炎症是其最为

基本的病理变化，而 ＬＰＳ 诱导的肺损伤模型是研

究肺部炎症最为常用的动物模型之一。 前期通

过比较 ＬＰＳ 不同的给药方式成功的构建了雾化

吸入给药的模型［８］，雾化吸入法是通过自主呼吸

给药，操作简单、成模率高、重复性好，接近肺炎

发病的过程，在造模中具有一定的优势［９］。 在雾

化吸入给药中，雾化粒径大小与其沉积的部位密

切相关。 一般而言，粒径 ＜ ５ μｍ 的颗粒能到达

肺气管、各级支气管及肺部。 当吸入气溶胶粒径

在 １ ～ ４ μｍ 时，随着粒径的增大，肺部的药物沉

积量会减少［１０］。 而粒径大小与药物浓度、理化性

质 有 关。 因 此 后 续 筛 选 确 定 ＬＰＳ 浓 度 为

４ ｍｇ ／ ｍＬ，保证溶液有较好的溶解性且容易满足。
实验中对雾化气溶胶浓度的监测结果显示雾化 １
ｍｉｎ 内给药腔体的气溶胶浓度达到饱和并呈现稳

定浓度。
ＬＰＳ 诱导的 ＡＬＩ 模型除了肺系数、肺功能等

评价指标外，炎症因子检测也是非常重要的指

标。 目前对于炎性因子指标的评价标本包括肺

组织、肺泡灌洗液和血清。 雾化给药为肺部靶向

给药，药物作用于气管和肺组织，同时肺作为呼

吸器官，其炎症反应可能还会反应在全身，因此

本实验系统观察比较了肺泡灌洗液、肺组织和血

清炎性因子的改变以确定该造模方式下的炎症

因子指标及其敏感指标。
炎性因子是一类由免疫细胞分泌的可以调

节免疫、调控细胞迁移及炎症反应的小分子蛋白

质。 机体受到外界刺激后，原始的 ＣＤ４＋Ｔ 辅助细

胞分化为 Ｔｈ１ 细胞和 Ｔｈ２ 细胞。 Ｔｈ１ 免疫反应介

导细胞毒性和局部炎症有关的免疫应答，促进炎

症；Ｔｈ２ 免疫反应则是通过分泌 Ｔｈ２ 细胞因子刺

激 Ｂ 细胞增生，产生抗体，抑制炎症反应［１１］。 感

染肺炎后，细胞因子构成的调节网络失控，促炎

和抑炎因子平衡失调。 ＩＦＮ⁃γ 属于特征型的 Ｔｈ１
型细胞因子，促进 Ｔｈ 细胞分化成 Ｔｈ１ 细胞，抑制

Ｔｈ 细胞向 Ｔｈ２ 细胞转化［１１］。 ＩＬ⁃１０ 也是一种强

免疫抑制因子，它可以抑制很多细胞因子的合成

及分泌［１２－１３］。 ＩＬ⁃１３ 促进嗜酸性趋化因子的释

放、诱导血管内皮细胞黏附分子的表达［１４－１５］。 ＩＬ⁃
１β 属于早期的促炎细胞因子，可以激活内皮细

胞，促进完成多形核白细胞（ ｐｏｌｙ ｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒ
ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ，ＰＭＮ） 黏附行为［１６－１７］。 ＩＬ⁃４ 可以使

Ｔｈ２ 型细胞因子过度表达［１８］ 导致气道慢性炎症。
ＩＬ⁃５ 可以特异性的选择并趋化嗜酸性粒细胞，引
导其向呼吸道炎症部位聚集，增强对炎症部位的

浸润作用；还可以选择性的作用于血管内皮及嗜

酸性细胞，增加它们之间的粘附性，使其更容易

脱颗粒，引起气道炎症及高反应性［１９］。 ＩＬ⁃６ 是急

性期合成的重要介质［２０］，可以诱导细胞毒性 Ｔ 淋

巴细胞的增殖分化，增强自然杀伤细胞（ＮＫ 细

胞）活性，参与炎症反应［２１］。 研究表明，ＩＬ⁃６ 升高

是最早出现的感染指标［２２］。 ＫＣ ／ ＧＲＯ 是一种强

效的嗜中性趋化因子，为单核细胞和中性粒细胞

的化学诱导物，可能在炎症中以自分泌方式对内

皮细胞发挥作用［２３］。 ＴＮＦ⁃α 是由活化的单核巨

噬细胞产生的［２４］，可以促进局部炎症反应，改变

血管内皮细胞通透性，趋化中性粒细胞，从而启

动炎性反应［２５］。 ＴＮＦ⁃α 还可以诱发其他炎性因

子（如 ＩＬ⁃５、 ＩＬ⁃６ 等）的释放，活化单核、巨噬细

胞，强化抗原呈递能力［２５］。 ＬＰＳ 诱发的肺损伤，
其形成机制主要涉及两个方面。 首先，ＬＰＳ 可以

直接对内皮细胞产生作用，通过增加细胞因子、
粘附分子和组织因子的表达，引发内皮细胞的损

伤及凋亡。 其次，ＬＰＳ 还能激活宿主的获得性防

御反应，这一过程中涉及细胞因子和体液因子的

５９
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广泛参与，最终引发大规模的炎症介质释放
［２６－２８］。 其过程涉及大量血管外 ＰＭＮ 的聚集与活

化，进而释放出大量的炎症因子，所以本研究中

选取了 ＩＦＮ⁃γ、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１３、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃６、
ＫＣ ／ ＧＲＯ、ＴＮＦ⁃α 炎症因子进行检测。

本实验中模型的炎症具体观察指标包括组

织病理显微观察、肺泡灌洗液白细胞计数以及肺

组织、肺泡灌洗液和血清中的炎性因子。 病理结

果显示，模型组大鼠出现了较严重的上皮细胞脱

落坏死以及肺中性粒细胞浸润，偶见局灶性化脓

性坏死。 同时，肺泡灌洗液中的中性粒细胞数量

对肺炎的评价也非常重要［２９］。 对肺泡灌洗液炎

性细胞进行统计，与空白对照组比较，模型组的

中性粒细胞总数显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 上述结果

提示模型成功。
炎性因子检测结果显示，模型组血清所测 ９

种炎性因子均未出现显著性变化，而在肺组织

中，ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＫＣ ／ ＧＲＯ 都明显升高，肺泡灌

洗液中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 以及 ＴＮＦ⁃α 均明显升高。 肺

组织和肺泡灌洗液中产生变化的炎性因子主要

是 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＫＣ ／ ＧＲＯ 以及 ＴＮＦ⁃α，推测主要是

Ｔｈ１ 细胞因子占主导作用，Ｔｈ２ 细胞因子分泌相

对较少，导致机体朝着炎症方向发展。 结合 ＬＰＳ
的致炎机理进一步分析推断，ＬＰＳ 吸入肺部后，与
脂多 糖 结 合 蛋 白 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ， ＬＢＰ ）、 ＬＰＳ 受 体 １４ （ ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ １４，ＣＤ１４）分子结合形成 ＬＰＳ⁃ＬＢＰ⁃
ＣＤ１４ 复合物，再与 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
４，ＴＬＲ４）结合，信号传至细胞内，激活转接分子髓

样分化因子 ８８（ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ８８，
ＭｙＤ８８），使白细胞介素⁃１ 受体 （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＩＬ⁃１Ｒ）相关蛋白激酶磷酸化，传递信号

至核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）和丝

裂原 活 化 蛋 白 激 酶 （ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ） 这两条通路，最终诱导产生了

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 以及一些趋化因子等。 同时 ＮＦ⁃κＢ
还可以激活 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）炎性小体，进一步促

进含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶⁃１（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ
ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃１，ｃａｓｐａｓｅ⁃１）的激活，
对 ＩＬ⁃１β 进行加工，释放促炎细胞因子 ＩＬ⁃１β，激

活内皮细胞，促进完成 ＰＭＮ 黏附行为［３０］。 而趋

化因子 ＫＣ ／ ＧＲＯ 的升高，会诱导中性粒细胞等募

集至肺部，加重肺炎的炎症程度。 这也说明 ＬＰＳ
吸入诱导的肺炎为局部靶向模型，其病变部位主

要是在肺部局部，全身的炎症反应并不明显。 从

检测结果还可以看出，与空白对照组相比，早期

促炎因子 ＩＬ⁃１β 在肺组织中的变化比在肺泡灌洗

液中的变化更显著（肺组织中 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，肺泡灌

洗液中 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），即 ＩＬ⁃１β 在肺组织中的变化更

敏感；而 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 则是在肺泡灌洗液中的变

化比肺组织中的变化更显著（ ＩＬ⁃６ 在肺泡灌洗液

中（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），在肺组织中（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５））；ＴＮＦ⁃α
在肺泡灌洗液中（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），在肺组织中（Ｐ ＞
０􀆰 ０５），说明 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 在肺泡灌洗液中的变

化更敏感。 趋化因子 ＫＣ ／ ＧＲＯ 在肺组织中有显

著性变化（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肺泡灌洗液中则无显著性

变化（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），说明 ＫＣ ／ ＧＲＯ 主要在肺组织中

起作用。
ＬＰＳ 诱导的 ＡＬＩ 是一个非常复杂的过程，机

制尚不完全清楚。 本实验炎性因子检测结果发

现，雾化吸入 ＬＰＳ 诱导大鼠 ＡＬＩ 模型中血清炎性

因子无明显变化，说明该模型全身反应较轻；肺
组织和肺泡灌洗液中炎性因子变化都比较明显，
但是不同炎性因子在二者中的敏感性并不相同。
具体可根据实验需要选择合适的样本对相关的

炎性因子进行检测。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］　 ＫＡＰＯＯＲ Ｋ， ＳＩＮＧＬＡ Ｅ， ＳＡＨＵ Ｂ， ｅｔ ａｌ． ＰＡＲＰ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，
ｏｌａｐａｒｉｂ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｕｐｏｎ
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２０１７， ３８（２０）： ２８３２－２８３４．
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儿童血清中检测及意义 ［ Ｊ］． 临床肺科杂志， ２０１４， １９
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Ｍｅｄ， ２０１４， １９（１）： ９２－９４．
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同肺炎患儿血清及支气管肺泡灌洗液中的变化及临床意

义 ［Ｊ］． 儿科药学杂志， ２０２０， ２６（７）： １－４．
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ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ
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［１７］　 丁军颖， 丁雪霏， 卢幼然， 等． 芪归银对铜绿假单胞菌致

肺炎大鼠免疫调节作用初探 ［ Ｊ］． 河北中医药学报，
２０１９， ３４（２）： １－５．
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［１８］　 郭玲， 刘伟， 刘丰梅． 哮喘患者 ＩＦＮ⁃ｒ ／ ＩＬ⁃４ 的失衡及相

应肺功能变化 ［ Ｊ］． 临床肺科杂志， ２００５， １０（４）： ４９７
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［１９］　 夏云芳， 陈敬国， 林蔷， 等． 蒲地蓝消炎口服液对肺炎支

原体肺炎喘息患儿血清 ＩＬ⁃５ 的影响 ［Ｊ］． 航空航天医学
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［２０］　 钱建刚， 马云宝， 张晓懿． 支气管肺炎患儿血清 ６ 种细
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ＰＤＯ 异种移植模型在肿瘤精准化治疗研究中
的应用进展

邢燕子１，２ ，赵菊梅１∗ ，师长宏２∗

（１． 延安大学基础医学院，陕西 延安　 ７１６０００；２． 空军军医大学实验动物中心，西安　 ７１００３２）

　 　 【摘要】 　 精准化治疗已成为现代医疗的重要手段，其目标是根据患者的特征进行个体化治疗。 精准化

治疗的成功发展依赖于临床前肿瘤模型的应用。 病患来源的肿瘤类器官（ｐａｔｉｅｎｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ，ＰＤＯ）异种

移植模型结合了体外 ＰＤＯ 模型和体内人源肿瘤异种移植（ｐａｔｉｅｎｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｔｕｍｏｒ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ，ＰＤＸ）模型的特点，
不仅能维持原始肿瘤的异质性，还具有体外大规模培养、高通量药物筛选和体内药物敏感性测试的优点，是一

种创新性、精准化的临床前疾病模型。 本文综述了 ＰＤＯ 异种移植模型的基本特征，分析了其构建方法及影响

因素，重点探讨了其在肿瘤精准化治疗中的应用，以期为肿瘤患者个体化治疗提供可靠的临床前实验工具。
【关键词】 　 病患来源的肿瘤类器官；异种移植；精准治疗；肿瘤异质性；药物敏感性
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ｏｆ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｄｅｐｅｎｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ｍｏｄｅｌｓ． Ｐａｔｉｅｎｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｏｒｇａｎｏｉｄ （ ＰＤＯ）
ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｍｏｄｅｌｓ ｄｉｓｐｌａｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｂｏｔｈ ＰＤＯ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｐａｔｉｅｎｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｔｕｍｏｒ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｍｏｄｅｌｓ． Ｔｈｉｓ
ｔｙｐｅ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｍａｉｎｔａｉｎ ｔｈｅ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｔｕｍｏｒ， ｂｕｔ ａｌｓｏ ｈａｓ ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ， ｓｕｃｈ
ａｓ ｌａｒｇｅ⁃ｓｃａｌｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ， ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｄｒｕｇ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ｉｎ ｖｉｖｏ． Ｉｔ ｉｓ ａｎ
ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ， ｐｒｅｃｉｓｅ ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ， ｗｅ ｓｕｍｍａｒｉｚｅ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＤＯ
ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｍｏｄｅｌ， ａｎａｌｙｚｅ ｉｔｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ， ｆｕｒｔｈｅｒ ｄｉｓｃｕｓｓ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ
ｔｈｅｒａｐｙ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｉｚｅｄ ｃａｎｃｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｐａｔｉｅｎｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｔｕｍｏｒ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ； ｘｅｎｏｇｒａｆｔ； ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ｔｕｍｏｒ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ；
ｄｒｕｇ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肿瘤治疗通常使用手术、化学疗法、靶向治

疗及免疫治疗等方式［１－４］。 但由于肿瘤的异质性

导致患者对药物治疗反应不一，且随着肿瘤的演

进可能产生耐药抵制作用或引发不良反应［５－８］。
这些临床反应的出现推动了肿瘤个体化、精准化

治疗的研究。 所谓肿瘤的精准化治疗就是根据

个体患者的特定疾病亚型和对特定药物的反应

来定制个体化治疗方案，预测患者对药物的敏感

性，选择最可能有效的药物，以优化疗效和减少

不良反应［９］。
准确再现肿瘤生物学和异质性特征的临床

前模型将有助于设计出针对个体患者有效的精

准化治疗方案［５，７］。 目前常用的临床前模型有永

生化的二维细胞系、人源肿瘤异种移植（ｐａｔｉｅｎｔ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｔｕｍｏｒ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ，ＰＤＸ）模型、病患来源的肿

瘤类器官 （ ｐａｔｉｅｎｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ， ＰＤＯ） 以及

ＰＤＯ 异种移植模型等［１０－１３］。 永生化的二维细胞

系可通过体外培养大量获取，但经过广泛传代，
通常会被遗传修饰和克隆化选择，不能展现肿瘤

异质性和原始肿瘤的药物反应［１０］。 ＰＤＸ 模型维

持了原发肿瘤的生物学特性，但其培养周期长、
成本较高、移植成功率较低且不适用于高通量的

药物筛选［１１］。 ＰＤＯ 模型能够准确反映原始肿瘤

组织的生物学特征、维持患者肿瘤细胞的异质

性，且具有体外大规模培养和高通量药物筛选的

优势，但是依旧是体外模型，存在缺乏血管组织、
无法模拟对药物的代谢吸收等不足［１２］。 ＰＤＯ 异

种移模型结合了体外 ＰＤＯ 和体内 ＰＤＸ 模型的优

点，可保留原始肿瘤特征，具有高通量药物筛选

以及在体内验证等优点，是癌症精准化治疗的重

要临床前模型［１３－１４］。

１　 ＰＤＯ 异种移植模型的基本特征

ＰＤＯ 在研究中常被用作体外癌细胞系和异

种移植之间的中间模型［１５］。 进一步将 ＰＤＯ 移植

到免疫功能缺陷动物体内，获得 ＰＤＯ 异种移植模

型，可以较好地保留原始肿瘤的生物学特征，药
物敏感性和肿瘤侵袭性［１６－１８］。 此外，该模型与

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术和高通量药物筛选技术结合，
可用于耐药机制研究、高通量药物筛选和不同药

物疗效验证［１９－２１］。 这些特征使得 ＰＤＯ 异种移植

模型成为肿瘤精准化临床前模型，可能为肿瘤患

者提供个体化治疗方案。 与其他模型相比，ＰＤＯ
异种移植模型具有明显的优势，包括比 ＰＤＸ 模型

生长快且成功率高，特别是对于 ＰＤＸ 成功率较低

的癌症类型，这种差异更显著［１６， ２２－２３］。 此外，对
ＰＤＯ 进行原位移植，可提高单位体积内肿瘤细胞

的数量，再现肿瘤的侵袭和转移特征［２４］。 使用穿

刺或针吸活检提取的少量样本，利用 ＰＤＯ 在体外

大规模培养，再将其进行移植形成 ＰＤＯ 异种移植

模型可以解决临床肿瘤样本来源稀少的问

题［２５－２６］。 与 ＰＤＯ 模型相比，ＰＤＯ 异种移植模型

的转录组和表观基因组与患者肿瘤具有更好地

相似性，例如，ＬＥＥ 等［２７］ 发现膀胱癌类器官在培

养时显示出不同的表型，而在进行异种移植后恢

复了其亲本肿瘤的表型。 此外，对于某些靶向药

物治疗，如血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）抑制剂，由于其主要是通过

抑制血管内皮生长因子受体（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＥＧＦＲ）的激酶活性来发挥

抑制肿瘤血管生成的作用，ＰＤＯ 模型缺乏血管组

织，因此不适合在该类模型中进行测试，而 ＰＤＯ
的异种移植模型则可用于评估这些药物的疗效，
突出了其作为体内模型的重要价值［２８］。

２　 ＰＤＯ 异种移植模型的建立及影响

因素

　 　 ＰＤＯ 异种移植模型主要是通过将培养成功

的 ＰＤＯ 与一定比例的基质胶混合后注射到免疫

缺陷小鼠体内获得，该模型的成功建立不仅需要

稳定、良好的 ＰＤＯ，更需要诸多因素的协同作用。
２􀆰 １　 ＰＤＯ 异种移植模型的建立

ＰＤＯ 异种移植模型的建立首先需要在体外

成功培养获得稳定的 ＰＤＯ［２９］。 包括对新鲜的患

者肿瘤组织进行清洗、剪碎、消化、过滤等步骤分

离出肿瘤干细胞，根据获得的肿瘤细胞数量选择
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一定比例基质胶（Ｍａｔｒｉｇｅｌ 或胶原凝胶）接种于孔

板中，待其固化后给接种孔板加入特定培养基进

行体外长期培养［３０－３１］。 在 ＰＤＯ 培养成功后，将
ＰＤＯ 与一定比例的基质胶混合并注射到免疫缺

陷小鼠体内观察肿瘤生长情况［２７］。 按照移植部

位可分为原位移植和皮下移植［１３，３２］。 与原位植

入相比，皮下植入具有植入方法简单、肿瘤大小

监测准确等优点［１３］。 原位植入在技术上更具挑

战性，手术操作难度大，耗时长，但肿瘤植入部位

更接近人类肿瘤的生长环境，有利于原发肿瘤的

基因和生物学特性的表达［３２］。 此外，原位移植可

增加移植瘤转移的发生，是肿瘤转移模型的最佳

选择［４］。
２􀆰 ２　 影响 ＰＤＯ 异种移植模型成功的因素

ＰＤＯ 异种移植模型的建立涉及多个步骤和

外界因素，其关键是 ＰＤＯ 的成功培养和移植方法

的选择［１３，２９，３２］。 ＰＤＯ 的成功培养是异种模型建

立的第一要素［２９］。 在使用患者来源的肿瘤样本

构建肿瘤类器官时，为避免样本中混杂的残余正

常组织对肿瘤类器官的影响，需要获取高质量的

肿瘤组织进行培养［３３］。 此外，供类器官黏附并支

持其生长的细胞外基质 （ ｅｘｔｒａ⁃ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ）含有的非人源成分可能会影响类器官对人

体器官的模拟效果，但是目前还无法做到完全依

靠人源成分制备 ＥＣＭ［３４－３５］。 除了容易受到杂质

细胞和基质中非人源成分的影响外，肿瘤类器官

培养基中添加的生长因子也存在差别［３６］。 根据

不同的癌症类型，会在生长介质中添加额外的特

定因子，例如，神经调节蛋白 １ 被证明可以有效地

生成乳腺癌类器官，并维持长期的扩增［２］；较高

浓度的双氢睾酮（ ｄｉｈｙｄｒｏｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＤＨＴ）对于

维持特定类型前列腺癌类器官的活性具有重要

意义［３７］； Ｒｈｏ 相 关 蛋 白 激 酶 （ Ｒｈｏ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＲＯＣＫ）抑制剂、胰岛素、转铁蛋白

和硒能够长期维持和稳定胆管癌类器官培养［３８］。
因此，选择不同癌症类型所需的生长因子是提高

ＰＤＯ 成功率的重要因素之一。
在体外成功培养肿瘤类器官后进行异种移

植，移植方法的选择对 ＰＤＯ 异种移植模型的成功

建立具有重要意义［１３］。 在移植时选择适宜的类

器官数量有助于提高移植效率，较高的数量可能

加快肿瘤的生长，并且细胞间的直接接触和信号

传递可以增强肿瘤细胞间的相互作用，从而促进

肿瘤的形成［３２］。 通过结合 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 的用量调整

细胞数量及密度，以实现最佳的肿瘤生长效

果［３９］。 在类器官异种移植模型中，Ｍａｔｒｉｇｅｌ 被用

来包裹类器官，利于其在注射部位的定植，提高

肿瘤形成的效率，此外，Ｍａｔｒｉｇｅｌ 中的某些成分可

能促进移植部位的血管化，影响宿主的移植排斥

反应［４０］。 另外，类器官传代次数可能会对其移植

成功率产生影响，多次传代可能导致细胞特性发

生变化，如干细胞特性的丢失或分化状态的改

变，从而影响移植后的稳定性和成功率，且随着

传代次数的增加，类器官可能对培养条件的适应

性发生变化，需要调整培养方案以维持其活力和

稳定性［１６］。 通常，在进行异种移植时，选择较低

传代次数且稳定的类器官可以更好的保持原始

肿瘤异质性，提高移植成功率［４１］。 对于移植部位

的选择，最常使用皮下注射，方法简单且便于操

作；而观察肿瘤的侵袭和转移特征，可选择原位

移植，这强调了从 ＰＤＯ 衍生出 ＰＤＯ 的异种移植

模型时选择肿瘤注射部位的重要性［４］。
综上所述，在建立 ＰＤＯ 异种移植模型时需要

综合考虑样本质量、细胞外基质和生长因子的影

响，同时，移植方法和部位、类器官的传代次数等

因素也需要关注，综合考量上述因素以便获得更

高的成功率和更好的模拟效果。

３　 ＰＤＯ 异种移植模型在肿瘤精准化

治疗中的应用

　 　 肿瘤的精准化治疗强调患者的特异性，旨在

根据个体内在的生物学信息，为患者确定最佳治

疗方案［７］。 ＰＤＯ 异种移植模型的诸多优势使其

成为癌症精准化治疗重要的临床前模型［１３－１４］。
目前 ＰＤＯ 异种移植模型主要用于药物敏感性测

试、药物作用机制研究和高通量药物筛选以及病

理机制研究。
３􀆰 １　 用于肿瘤精准治疗指导下的药物敏感性

测试

ＰＤＯ 异种移植模型可对化疗药物、分子靶向

药物进行药物敏感性测试，并且显示出与相应肿

瘤患者相似的药物反应，在减轻毒副反应、提升

治疗效果方面体现出独特的优势，可以有效指导

１０１
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患者个体化用药。
３􀆰 １􀆰 １　 评估化疗药物敏感性

化疗药物通常属于细胞毒类药物，可以损害

肿瘤细胞的 ＤＮＡ，阻止其复制和分裂，其作用通

常是广泛的，不仅针对特定的肿瘤细胞，也会影

响正常细胞，从而产生一定的副作用［４２］。 因此，
基于 ＰＤＯ 的异种移植模型开展体内化疗药敏检

测，判断药物对其他器官或系统的潜在毒副作

用，可以最大限度地提升治疗效果、减轻毒副反

应，为患者选择最佳治疗药物。
ＰＤＯ 异种移植模型对临床相关化疗反应与

患者的临床反应具有很好的相关性，可用于判断

化疗方案的可行性。 ＧＡＮＥＳＨ 等［４］ 从手术活检

的直肠癌患者样本中建立了类器官模型，将其原

位移植模拟肿瘤的发生、侵袭和转移，评估对于

５⁃氟尿嘧啶（５⁃ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ，５⁃ＦＵ）、亚叶酸和奥沙

利铂化疗方案的反应，结果显示，将侵袭性较弱

的直肠癌类器官移植小鼠，形成的肿瘤对化疗敏

感，肿瘤体积显著减少，实验结果与个体患者的

临床病程一致，可用于反映患者对化疗的敏感

性。 此外，在直肠癌治疗中使用新辅助放化疗

（ｎｅｏａｄｊｕｖａｎｔ ｃｈｅｍｏｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ，ＣＲＴ），可用于缩

小肿瘤体积，使其更容易被手术切除，并减少局

部复 发 率， 主 要 包 括 短 程 放 疗 （ ｓｈｏｒｔ ｃｏｕｒｓｅ
ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ，ＳＣＲＴ） 和长程放化疗 （ ｌｏｎｇ ｃｏｕｒｓｅ
ｃｈｅｍｏｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ，ＬＣＲＴ） ［４３－４４］。 短程放疗通常

给予小辐射剂量；而长程放化疗通常给予大辐射

剂量，并伴随氟嘧啶类药物的化疗［４５］。 ＦＥＬＣＨＬＥ
等［４６］利用基因工程小鼠模型在体外培养出直肠

癌类器官，并将其原位移植到小鼠的远端结肠和

直肠粘膜下，在肿瘤成功植入后对小鼠进行放射

治疗，监测不同治疗组小鼠的生存率、体质量变

化以及与疾病进展相关的临床症状（如腹泻腹

胀、直肠肿胀等），结果显示，该模型能够更好地

模拟人类直肠癌治疗反应，综合使用放疗和化疗

可以提高治疗效果，为患者提供了一种在治疗前

评估其反应潜力的方法，有助于优化治疗方案并

可能改善患者的治疗结果。
３􀆰 １􀆰 ２　 测试靶向药物敏感性

与化疗药物相比，靶向药物的作用更为精

准，可以特异性地针对肿瘤细胞上的特定分子靶

点，干预癌细胞的异常信号通路来发挥作用，减

少对正常细胞的影响，从而降低副作用［４７］。 ＰＤＯ
的异种移植模型能模拟原始肿瘤的异质性，为不

同亚型的癌症患者提供更为精确的治疗选择。
类器官在体外培养中保留了原始肿瘤的致

瘤潜力，并且在移植后可以形成具有与亲本肿瘤

相似特征［３２］。 ＫＵＳＡＫＡＢＥ 等［４８］使用宫颈小细胞

癌类器官建立异种移植模型，并对该模型评估，
发现神经内分泌标志物的表达恢复，表明其小细

胞癌的特征，维持了原始肿瘤的异质性，对靶向

药物曲美替尼的治疗疗效进行体内测试，发现与

对照组相比，治疗组小鼠肿瘤生长被显著抑制，
为人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎ ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）阳

性的宫颈小细胞癌患者提供了潜在的个性化治

疗选项。 针对一些靶向药物，需要考虑它们的具

体作用位点和作用机制，如抗血管生成靶向药

物，由于体外培养的肿瘤类器官缺乏血管结构，
因此不能单独使用肿瘤类器官来评估抗血管生

成药物的药物敏感性［２８］。 仑伐替尼的抗肿瘤疗

效主要归功于其抗血管生成活性，原发性肝癌

（ｐｒｉｍａｒｙ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ，ＰＬＣ）的 ＰＤＯ 模型在体外对

仑伐替尼产生耐药，但在所有测试的 ＰＤＯ 异种移

植模型中均有效，表明 ＰＬＣ 的 ＰＤＯ 异种移植模

型可以有效验证抗血管生成靶向药物的疗效，可
作为预测个体患者对特定靶向药物治疗的有效

模型［１２］。 此外，在结直肠癌研究中发现，转录因

子 Ｋｒｕｐｐｅｌ 样 因 子 １４ （ Ｋｒｕｐｐｅｌ⁃ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒ １４，
ＫＬＦ１４） 和早期生长反应基因 ２ （ ｅａｒｌｙ ｇｒｏｗｔｈ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ２，ＥＧＲ２）在其 ＰＤＯ 异种移植模型中活

性增加，肝配蛋白受体 Ａ４ （ ｅｐｈｒｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ａ４，
ＥＰＨＡ４）作为 ＫＬＦ１４ 和 ＥＧＲ２ 的下游靶基因，其
表达受到这两个转录因子的直接调控，而 ＥＰＨＡ４
等下游基因的差异表达可能会改变对靶向治疗

药物ＭＥＫ 抑制剂的敏感性，该研究结果揭示了染

色质重塑在肿瘤发展和药物反应中的潜在作

用［２２］。 上述实验提示 ＰＤＯ 异种移植模型中的染

色质重塑和基因表达变化为患者对特定治疗反

应提供了线索，有助于预测患者对特定药物的治

疗结果。
３􀆰 ２　 研究药物的作用机制

治疗诱导的耐药是肿瘤临床治疗面临的一

个重要的挑战［４９］。 只有明确药物的作用机制，了
解耐药性产生的原因，才有可能制定相应的治疗
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策略以克服这种耐药性。 此外，明确药物的靶点

及其在体内的作用路径，有针对性地研究和筛选

新的候选药物，从而提高药物研发的成功率，形
成更加精准的治疗方案，推动个体化治疗的发展。
３􀆰 ２􀆰 １　 克服耐药性

不论是靶向药物治疗、化疗或免疫治疗，药
物作用一段时间后，由于肿瘤的异质性和进化导

致癌症患者出现耐药且预后较差，因此需要探索

药物的耐药抵抗机制［４９］。 使用 ＰＤＯ 的异种移植

模型，可追踪肿瘤治疗前后的耐药演进，此外，还
可以结合 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术来研究特定基因对

耐药机制的作用。
为研究瑞戈非尼对直肠癌患者可能的耐药

机制，ＶＬＡＣＨＯＧＩＡＮＮＩＳ 等［５０］ 利用瑞戈非尼治疗

前后的直肠癌患者的肝转移肿瘤组织建立了

ＰＤＯ 异种移植模型，通过 ＣＤ３１ 免疫组化染色评

估瑞戈非尼治疗后肿瘤微血管密度的变化。 结

果发现与敏感患者相比，耐药患者的 ＰＤＯ 的异种

移植模型显示出更明显的替代性组织生长模式

（ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｐａｔｔｅｒｎｓ，
ｒＨＧＰ），利用现有血管网络来支持其生长和转

移［５１］。 这些发现强调了替代 ＨＧＰ 在耐药性中可

能发挥的作用，提示血管选择可能是瑞戈非尼原

发性耐药的机制，因此，并在开发针对耐药肿瘤

的新型治疗策略时，需要考虑肿瘤的微环境和血

管共用现象。 ＰＡＲＰ 抑制剂 （ ＰＡＲＰ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，
ＰＡＲＰｉ） 在 治 疗 同 源 重 组 缺 陷 （ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＨＲＤ）的癌症中取得了成

功，尤其是针对缺乏肿瘤抑制因子乳腺癌易感基

因 １（ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｇｅｎｅ １，ＢＲＣＡ１）或
乳腺癌易感基因 ２ （ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ
ｇｅｎｅ ２，ＢＲＣＡ２）功能的肿瘤，但药物抗性限制了

其长期疗效［５２］。 ＤＵＡＲＴＥ 等［３２］ 从基因工程小鼠

模型（ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ，ＧＥＭＭｓ）中衍生

出 ＢＲＣＡ１ 和 ＢＲＣＡ２ 缺陷的乳腺癌类器官，使用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在类器官中敲除 Ｔｒｐ５３ｂｐ１ 基

因，并对其进行原位移植以重现上皮形态并保留

原发肿瘤的药物反应，观察基因编辑对肿瘤生长

的影响和奥拉帕尼（一种选择性 ＰＡＲＰ１ ／ ２ 抑制

剂）在体内的药物疗效，结果显示，与对照肿瘤相

比，敲除 Ｔｒｐ５３ｂｐ１ 基因后的肿瘤对奥拉帕尼高度

敏感，这为理解 ＢＲＣＡ１ 和 ＢＲＣＡ２ 缺陷肿瘤的生

物学特性和耐药性机制提供了重要信息，强调了

ＰＤＯ 异种移植模型在研究治疗抵抗性中的重

要性。
３􀆰 ２􀆰 ２　 指导新药开发

目前，新药研发的成功率比较低，通常只有

不到 １０％的药物能通过临床试验和审批流程，耗
时久，成本高［５３］。 在新药研发过程中，ＰＤＯ 异种

移植模型能够模拟患者的遗传和病理学特征，用
于预测药物的疗效和潜在毒性，评估药物的疗效

和安全性，可能为药物研发提供一种新的方法。
ＶＬＡＣＨＯＧＩＡＮＮＩＳ 等［５０］ 利用结直肠癌和胃

食管癌患者的 ＰＤＯ 异种移植模型进行了基因型

分析和药物筛选，并将筛选结果与患者的实际临

床反应进行了比较。 研究发现，ＰＤＯ 异种移植模

型的分子特征和药物反应与患者的临床结果高

度一致，显示出该模型作为临床前试验模型的可

靠性，证实了 ＰＤＯ 异种移植模型在预测临床结果

方面的潜力。 此外，对于罕见基因突变疾病，由
于患者群体小，药物开发成本高，且临床试验参

与者难以招募，导致许多罕见病缺乏有效的治疗

药物［５４］。 通过 ＰＤＯ 异种移植模型模拟患者的遗

传和病理特征，能够在实际用药前预测药物的疗

效和安全性，从而降低患者承受不良反应的风险

和药物无效的可能性［５５］。
总之，通过对药物作用机制的深入研究，结

合 ＰＤＯ 异种移植模型，可以准确理解肿瘤的耐药

机制，并为患者提供更有效的治疗策略。 从而为

新药的开发提供了强有力的支持，推动了肿瘤个

性化医疗的发展。
３􀆰 ３　 开展高通量药物筛选

高通量药物筛选技术具有快速、灵敏、高特

异性的特点，在患者来源的肿瘤类器官上进行高

通量药物筛选，可预测患者对多种药物产生的反

应，为个体患者找到合适的药物治疗方案［３９］。 然

而，在体外 ＰＤＯ 模型中测试产生的数据通常是初

步的，需要进一步的验证和优化。 ＰＤＯ 异种移植

模型可以结合 ＰＤＯ 体外高通量筛选和体内验证

的特点，进一步评估体外筛选鉴定出的药物在体

内的抗肿瘤效果，分析其潜在的作用机制。
胰 腺 导 管 腺 癌 （ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ

ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＰＤＡＣ）是胰腺最常见的肿瘤，是
最致命的癌症之一，手术切除是早期确诊 ＰＤＡＣ
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的首选治疗方法，但大多数患者在诊断时已处于

疾病晚期，不适合手术［１］。 此外，在接受手术的

患者中，绝大多数患者仍会复发［５６］。 ＰＤＡＣ 的药

物治疗主要基于联合化疗方案吉西他滨、白蛋白

结合型紫杉醇（ＦＯＬＦＩＲＩＮＯＸ 或 Ｇｅｍ⁃Ａｂｒａｘａｎｅ），
但大多数患者会迅速出现耐药，对化疗方案的应

答相对较差［５７］。 在有关分子靶向药物对胰腺癌

的治疗效果的临床实验研究中发现，只有 ＥＧＦＲ
抑制剂厄洛替尼在总生存期方面具有中等获

益［５８］。 因此，需要更有效的药物来治疗 ＰＤＡＣ。
ＨＩＲＴ 等［３９］使用体外 ＰＤＯ 模型对多种临床药物

进行抗肿瘤活性筛选，鉴定出了 ２６ 种药物对胰腺

导管癌具有潜在抗肿瘤活性，其中包含强心苷

（ｏｕａｂａｉｎ）和抗原虫药（ｅｍｅｔｉｎｅ）。 利用 ＰＤＯ 异种

移植模型反映体内缺氧环境对药物的影响，发现

ｅｍｅｔｉｎｅ 和 ｏｕａｂａｉｎ 的作用机制是通过干扰胰腺导

管癌细胞对缺氧的响应来抑制肿瘤细胞生长，显
示出对胰腺导管癌肿瘤生长具有良好的抑制作

用，这为胰腺导管癌的治疗提供了新的见解。 对

于研究治疗抵抗性胰腺癌，通过在患者来源的

ＰＤＯ 中 进 行 高 通 量 筛 选， 发 现 Ａｕｒｏｒａ 激 酶

（ Ａｕｒｏｒａ ｋｉｎａｓｅｓ ）、 检 查 点 激 酶 １ （ ｃｈｅｃｋ ｐｏｉｎｔ
ｋｉｎａｓｅ， ＣＨＫ）、 雷 帕 霉 素 （ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ， ｍＴＯＲ ） 和 Ｐｏｌｏ 样 激 酶 （ Ｐｏｌｏ⁃ｌｉｋｅ
ｋｉｎａｓｅ，ＰＬＫ）抑制剂具有降低 ＰＤＯ 活性的潜能，
而在对吉西他滨治疗有抵抗性的 ＰＤＯ 中，ＣＨＫ
抑制剂普瑞色替（ ｐｒｅｘａｓｅｒｔｉｂ）可降低其活性，在
ＰＤＯ 的皮下移植模型中，ｐｒｅｘａｓｅｒｔｉｂ 能有效抑制

肿瘤生长，并且在治疗过程中没有观察到严重的

体重减轻，这表明它在体内具有较好的抗肿瘤效

果和耐受性，提示该模型在胰腺癌个性化治疗药

物发现方面发挥了重要作用［５９］。
３􀆰 ４　 研究疾病的病理机制

由于 ＰＤＯ 的异种移植模型可以较好地体现

肿瘤的异质性［１３］，准确反映肿瘤的生物学特性，
因此，可用于探索肿瘤发展的分子机制。 包括肿

瘤发生、发展和治疗抵抗的分子途径，最终为研

究肿瘤的病理发展提供了一个有力的工具。
胃 肠 胰 神 经 内 分 泌 肿 瘤

（ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ，
ＧＥＰ⁃ＮＥＮｓ）是发生在胃肠道的罕见癌症，具有独

特的组织病理学特征，包括管状结构的丧失和神

经内分泌标志物的弥漫性表达［６０］。 ＫＡＷＡＳＡＫＩ
等［６１］建立了 ２５ 个 ＧＥＰ⁃ＮＥＮ 患者来源的 ＰＤＯ 并

进行全面的分子特征分析，全基因组测序揭示了

ＴＰ５３ 和 ＲＢ１ 基因的频繁改变以及特征性的全染

色体杂合性丢失，这些都是 ＧＥＰ⁃ＮＥＮｓ 的关键分

子特征，有利于研究肿瘤发生机制。 此外，ＦＡＮＧ
等［６２］ 通 过 建 立 患 者 源 性 恶 性 腹 膜 间 皮 瘤

（ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｍｅｓｏｔｈｅｌｉｏｍａ，ＭＰＭ）的 ＰＤＯ
异种移植模型，不仅能在体外模拟 ＭＰＭ 的生物

学特性，还能在体内模型中再现 ＭＰＭ 的病理机

制，包括肿瘤的形成、侵袭、转移和对药物的反

应。 综上，使用 ＰＤＯ 异种移植模型可以观察模型

中肿瘤的生长和转移，深入了解癌症的病理机

制，提供更接近临床反应的数据，助力新药的开

发和验证，并评估潜在的治疗方案。

４　 总结与展望

ＰＤＯ 异种移植模型不仅保持了原始肿瘤的

生物学特征，药物敏感性和肿瘤侵袭性等基本特

点，而且与其他临床前模型相比，具有周期短、成
功率高、维持肿瘤异质性等优势，是理想的临床

前模型，可用于精准化治疗中药物敏感性测试、
药物作用机制的研究、高通量药物筛选以及病理

机制 研 究。 此 外， 将 ＰＤＯ 异 种 移 植 模 型 与

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术结合，不仅可以研究特定基因

对疾病发展的影响，也将为患者提供基于个体基

因组的定制化治疗方案，未来可针对特定基因突

变进行靶向药物治疗研究，以提高治疗的针对性

和效果，帮助开发癌症精准治疗新策略。
未来基于 ＰＤＯ 异种移植模型的应用，还存在

一些挑战，如建模过程中类器官的标准化问题。
类器官的标准化，应涉及从类器官的制备方法，
体外培养条件（包括肿瘤干细胞的提取和培养基

中内源性或外源性因子的选择）、鉴定过程等一

系列的参数条件。 类器官的标准化对于 ＰＤＯ 异

种移植模型高度异质性的展现和成功建立至关

重要，这将促进实现个性化治疗，加速治疗方案

的临床转化。
综上所述，ＰＤＯ 异种移植模型在肿瘤精准化

治疗研究中发挥了重要作用，使用该模型能有效

预估临床治疗的反应，为临床方案的制定提供可

靠的参考依据，推动精准化治疗的发展。

４０１
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １

安昊杰，高江梅，钟秀玲，等． 罗伊氏乳杆菌降胆固醇的作用与机制研究进展［Ｊ］． 中国实验动物学报，２０２５，３３（１）：１０８
－１１６．
ＡＮ Ｈ Ｊ， ＧＡＯ Ｊ Ｍ， ＺＨＯＮＧ Ｘ Ｌ，ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｅｕｔｅｒｉ ｉｎ ｌｏｗｅｒｉｎｇ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，２０２５，３３（１）：１０８－１１６．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０１􀆰 ０１１

［基金项目］国家自然科学基金（８２２００９６６），广东省科学院科技发展专项（２０２２ＧＤＡＳＺＨ⁃２０２２０１０１１０）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２２００９６６）， ＧＤＡＳ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
（２０２２ＧＤＡＳＺＨ⁃２０２２０１０１１０）．
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罗伊氏乳杆菌降胆固醇的作用与机制研究进展
安昊杰１，２ ，高江梅１ ，钟秀玲１ ，颜青３ ，龙程２∗ ，饶军华１∗
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　 　 【摘要】 　 由高胆固醇血症引起的动脉粥样硬化心血管疾病已成为影响人类生命健康的主要威胁之一。
近年来，具有降胆固醇作用的益生菌已成为研究热点。 研究表明，罗伊氏乳杆菌能够通过调节宿主肝与肠上

皮细胞固醇调节元件结合蛋白 ２、３⁃羟基⁃３⁃甲基戊二酰辅酶 Ａ 还原酶、胆固醇 ７α 羟化酶等的基因表达，减少

内源胆固醇合成、调节胆固醇转运和促进胆固醇分解，从而降低宿主血清中总胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇

的水平。 本文对已报道的罗伊氏乳杆菌降胆固醇作用与机制的研究进行综述，旨在为高胆固醇血症的治疗及

降胆固醇益生菌的研发提供参考。
【关键词】 　 益生菌；罗伊氏乳杆菌；降胆固醇；作用与机制
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　 　 高胆固醇血症是一类胆固醇代谢疾病，血清

中过高的总胆固醇（ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）和低密

度 脂 蛋 白 胆 固 醇 （ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬ⁃Ｃ）水平是影响动脉粥样硬化心

血管疾病最重要的风险因素［１－３］。 益生菌是指一

类活的微生物，当摄入足够数量时对宿主起有益

健康的作用［４－５］。 以乳杆菌属为主的多种益生菌

均被证实具有降低 ＴＣ 和 ＬＤＬ⁃Ｃ 的功效［６－８］。 近

年来，具有降胆固醇作用的益生菌已成为研究热

点之一，其降胆固醇机制主要包括：调节肠道中

短链脂肪酸含量、促进胆盐水解酶表达、调节胆

固醇转运、抑制胆固醇重吸收等［８－１０］。
罗伊氏乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｅｕｔｅｒｉ， Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ）

呈白色短棒状，是乳杆菌科（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）、乳
杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）的一种革兰氏阳性菌，２００３
年被正式批准为保健益生菌［１１－１３］。 临床前研究

表 明， Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ＮＣＩＭＢ ３０２４２［１４］、 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
ＭＧ５１４９［１５］、Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ Ａ９［１６］、Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ＨＩ１２０［１７］ 等

多个菌株均具有降低高脂血症啮齿类动物血清

中 ＴＣ 和 ＬＤＬ⁃Ｃ 的作用，能够有效缓解肝脂质累

积与病变［１８］，并发挥保护肠粘膜屏障［１９－２１］、调节

宿主免疫［２２－２４］、改善肠道菌群［２５－２６］的作用。 临床

研究发现：相较于服用安慰剂，患者连续 ９ 周服用

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ＮＣＩＭＢ ３０２４２，其血清 ＴＣ（９􀆰 １４％，Ｐ ＜
０􀆰 ００１）和 ＬＤＬ⁃Ｃ（１１􀆰 ６４％，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）水平明显

降低，且无不良反应发生［２７］。
近年来研究发现，Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 可以通过调节啮

齿类动物肝细胞中固醇调节元件结合蛋白 ２
（ ｓｔｅｒｏｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ⁃２，
ＳＲＥＢＰ⁃２）和 ３⁃羟基⁃３⁃甲基戊二酰辅酶 Ａ 还原酶

（３⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃３⁃ｍｅｔｈｙｌ ｇｌｕｔａｒｙｌ ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，
ＨＭＧＣＲ） 的基因表达来减少内源胆固醇的合

成［１４，１７］，通过调节肝细胞和肠上皮细胞中低密度

脂 蛋 白 受 体 （ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＬＤＬＲ）、ＡＴＰ 结合盒转运体 Ｇ５ ／ ８ （ ＡＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ
ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ Ｇ５ ／ ８，ＡＢＣＧ５ ／ ８）、ＡＴＰ 结合盒

转运体 Ａ１（ＡＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ Ａ１，
ＡＢＣＡ１）、类尼曼⁃匹克 Ｃ１ 蛋白 １ （ ｎｉｅｍａｎｎ⁃ｐｉｃｋ
Ｃ１ ｌｉｋｅ １，ＮＰＣ１Ｌ１）等的基因表达调节胆固醇摄

入与排出［１６，１８］，并经上调肝细胞中甾醇 ２７ 羟化

酶（ ｓｔｅｒｏｌ ２７⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＣＹＰ２７Ａ１） 等的基因表

达水平促进胆固醇的分解［２８－２９］。 本文结合近年

来的相关报道，首次对 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 降胆固醇的作用

（表 １）与机制进行综述，旨在为高胆固醇血症的

治疗及降胆固醇益生菌的研发提供参考。

１　 减少胆固醇的合成

固醇调节元件结合蛋白 （ ｓｔｅｒｏｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＳＲＥＢＰｓ）是肝细胞胆固

醇合成、摄取，脂质代谢等生理活动的主要调控

因子［３７－３９］。 ＳＲＥＢＰｓ 具有三个亚型，其中 ＳＲＥＢＰ⁃
２ 蛋白参与 ＬＤＬＲ、ＨＭＧＣＲ 等基因的转录调控，进
而调节胆固醇稳态［４０－４２］。 ＨＭＧＣＲ 是内源性胆固

醇合成的重要限速酶，可将 ３⁃羟基⁃３⁃甲基戊二酰

辅酶 Ａ （３⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃３⁃ｍｅｔｈｙｌ ｇｌｕｔａｒｙｌ ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ，
ＨＭＧ⁃ＣｏＡ）还原成甲羟戊酸，ＨＭＧＣＲ 基因表达增

强将促进内源性胆固醇的合成［４２－４３］。
研究发现， Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 可下调宿主肝细胞中

ＳＲＥＢＰ⁃２ 和 ＨＭＧＣＲ 基 因 转 录 和 表 达 水 平。
Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ＮＣＩＭＢ ３０２４２［１４］、 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ Ａ９［１６］、
Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ＨＩ１２０［１７］ 和 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ＤＳＭ２００１６［１７］ 等多

个菌株可明显下调高脂血症 ＳＤ 大鼠和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠肝细胞中 ＳＲＥＢＰ⁃２（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）和 ＨＭＧＣＲ（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５） 基因与肠上皮细胞中 ＳＲＥＢＰ⁃２ （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）基因转录和表达水平。 肝细胞中 ＳＲＥＢＰ⁃２
基因表达水平降低可能导致高尔基体膜上

９０１
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　 　 　 　 　 　 表 １　 不同 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 菌株降胆固醇的作用与机制比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ⁃ｌｏｗｅｒｉｎｇ
菌株

Ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｓｔｒａｉｎ

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

实验动物
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ａｎｉｍａｌ

血脂水平
Ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌ

ＴＣ ＴＧ ＬＤＬ⁃Ｃ ＨＤＬ⁃Ｃ

基因转录与表达
Ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

参考
文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
ＮＣＩＭＢ３０２４２

猪粪便
Ｐｉｇ
ｆｅｃｅｓ

ＳＤ 大鼠
（雄性）
ＳＤ ｒａｔｓ
（ｍａｌｅ）

↓ ↓ ↓ ↑

ＳＲＥＢＰ⁃２ 和 ＨＭＧＣＲ 基因转录和表达水平降低，
ＣＹＰ７Ａ１、ＬＤＬＲ 基因转录和表达水平升高（肝）

Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＲＥＢＰ⁃
２ ａｎｄ ＨＭＧＣＲ ｇｅｎｅｓ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＹＰ７Ａ１ ａｎｄ ＬＤＬＲ ｇｅｎｅｓ （ｌｉｖｅｒ）

［１４］

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
ＳＹ５２３

小鼠粪便
Ｍｏｕｓｅ
ｆｅｃｅｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６
（雄性）
Ｃ５７ＢＬ ／ ６
（ｍａｌｅ）

↓ ↓ ↓ ↑ 未检测
Ｎｏｔ ｄｏｎｅ

［３０］

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
Ｆｎ０４１

人类母乳
Ｈｕｍａｎ
ｂｒｅａｓｔ
ｍｉｌｋ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ
（雄性）

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ
（ｍａｌｅ）

↓ － ↓ －

ＣＹＰ７Ａ１、ＬＸＲ 基因转录水平升高（肝）；ＳＬＣ１０Ａ２ 基
因转录水平降低（回肠）

Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＹＰ７Ａ１ ａｎｄ ＬＸＲ ｇｅｎｅｓ
（ｌｉｖｅｒ）； ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＬＣ１０Ａ２

ｇｅｎｅ （ｉｌｅｕｍ）

［１９，２８］

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
ＣＧＭＣＣ
１７９４２

成人粪便
Ａｄｕｌｔ
ｆｅｃｅｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
（雄性）

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
（ｍａｌｅ）

↓ ↓ ↓ －

ＣＹＰ７Ａ１ 和 ＣＹＰ７Ｂ１ 基因转录水平显著降低，
ＣＹＰ２７Ａ１ 基因转录水平显著升高（肝）

Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＹＰ７Ａ１
ａｎｄ ＣＹＰ７Ｂ１ ｇｅｎｅｓ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＹＰ２７Ａ１ ｇｅｎｅ（ｌｉｖｅｒ）

［２９］

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
ＭＪＭ６０６６８

婴儿粪便
Ｉｎｆａｎｔ
ｆｅｃｅｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６
（雄性）
Ｃ５７ＢＬ ／ ６
（ｍａｌｅ）

↓ ↓ 未检测
Ｎｏｔ ｄｏｎｅ －

ＳＲＥＢＰ 基因转录和表达水平降低（肝）
Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＲＥＢＰ

ｇｅｎｅ （ｌｉｖｅｒ）
［３１］

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
ＣＣＦＭ８６３１

人类粪便
Ｈｕｍａｎ
ｆｅｃｅｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
（雌性）

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
（ｆｅｍａｌｅ）

↓ － ↓ － 未检测
Ｎｏｔ ｄｏｎｅ

［３２］

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
ＦＹＮＬＪ１０９Ｌ１

猪粪便
Ｐｉｇ ｆｅｃｅｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
（雄性）

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
（ｍａｌｅ）

－ － ↓ － 未检测
Ｎｏｔ ｄｏｎｅ

［３３］

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
ＦＧＳＺＹ３３Ｌ６

儿童粪便
Ｃｈｉｌｄｒｅｎ
ｆｅｃｅｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６
（雄性）
Ｃ５７ＢＬ ／ ６
（ｍａｌｅ）

↓ － ↓ － 未检测
Ｎｏｔ ｄｏｎｅ

［３４］

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
ＦＧＳＹＣ２Ｌ３

成人粪便
Ａｄｕｌｔ
ｆｅｃｅｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６
（雄性）
Ｃ５７ＢＬ ／ ６
（ｍａｌｅ）

－ － ↓ － 未检测
Ｎｏｔ ｄｏｎｅ

［３４］

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
８５１３ｄ

未知
Ｕｎｋｎｏｗｎ

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ ↓ － － －

ＡＢＣＡ１ 基因转录水平降低，ＬＤＬＲ 和 ＡＢＣＧ５ 基因转
录水平升高（肝）

Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＢＣＡ１
ｇｅｎｅ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ

ＬＤＬＲ ａｎｄ ＡＢＣＧ５ ｇｅｎｅｓ（ｌｉｖｅｒ）

［１８］

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
ＨＩ１２０

儿童粪便
Ｃｈｉｌｄｒｅｎ
ｆｅｃｅｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６
（雄性）
Ｃ５７ＢＬ ／ ６
（ｍａｌｅ）

↓ － 未检测
Ｎｏｔ ｄｏｎｅ

未检测
Ｎｏｔ ｄｏｎｅ

ＮＰＣ１Ｌ１ 和 ＳＲＥＢＰ⁃２ 基因转录和表达水平降低（小
肠）；ＳＲＥＢＰ⁃２、ＨＭＧＣＲ 基因转录和表达水平降低，

ＣＹＰ７Ａ１ 基因转录和表达水平不变（肝）
Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＰＣ１Ｌ１

ａｎｄ ＳＲＥＢＰ⁃２ ｇｅｎｅｓ （ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ）； ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＲＥＢＰ⁃２ ａｎｄ
ＨＭＧＣＲ ｇｅｎｅｓ， ｕｎｃｈａｎｇｅｄ ｉｎ ＣＹＰ７Ａ１ ｇｅｎｅ （ｌｉｖｅｒ）

［１７］

０１１
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续表 １
菌株

Ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｓｔｒａｉｎ

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

实验动物
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ａｎｉｍａｌ

血脂水平
Ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌ

ＴＣ ＴＧ ＬＤＬ⁃Ｃ ＨＤＬ⁃Ｃ

基因转录与表达
Ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

参考
文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
ＤＳＭ２００１６

人类粪便
Ｈｕｍａｎ
ｆｅｃｅｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６
（雄性）
Ｃ５７ＢＬ ／ ６
（ｍａｌｅ）

↓ － 未检测
Ｎｏｔ ｄｏｎｅ

未检测
Ｎｏｔ ｄｏｎｅ

ＮＰＣ１Ｌ１ 和 ＳＲＥＢＰ⁃２ 基因转录和表达水平降低（小
肠）；ＳＲＥＢＰ⁃２、ＨＭＧＣＲ 基因转录和表达水平降低，

ＣＹＰ７Ａ１ 基因转录和表达水平不变（肝）
Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＰＣ１Ｌ１

ａｎｄ ＳＲＥＢＰ⁃２ ｇｅｎｅｓ （ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ）； ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＲＥＢＰ⁃２ ａｎｄ
ＨＭＧＣＲ ｇｅｎｅｓ， ｕｎｃｈａｎｇｅｄ ｉｎ ＣＹＰ７Ａ１ ｇｅｎｅ （ｌｉｖｅｒ）．

［１７］

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
Ａ９

老人粪便
Ｅｌｄｅｒｌｙ
ｆｅｃｅｓ

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠
（雄性）

Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ
（ｍａｌｅ）

↓ － ↓ －

ＳＲＥＢＰ⁃２ 和 ＬＤＬＲ 转录水平升高，ＬＸＲ、ＣＹＰ７Ａ１ 转录
水平不变（肝）

Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＲＥＢＰ２ ａｎｄ ＬＤＬＲ
ｇｅｎｅｓ， ｕｎｃｈａｎｇｅｄ ｉｎ ＬＸＲ ａｎｄ ＣＹＰ７Ａ１ ｇｅｎｅ （ｌｉｖｅｒ）

［１６］

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
ＧＭＮＬ⁃２６３

未知
Ｕｎｋｎｏｗｎ

ＳＤ 大鼠
（雄性）
ＳＤ ｒａｔｓ
（ｍａｌｅ）

↓ ↓ 未检测
Ｎｏｔ ｄｏｎｅ

未检测
Ｎｏｔ ｄｏｎｅ

未检测
Ｎｏｔ ｄｏｎｅ

［３５］

金黄地鼠
（雄性）
Ｇｏｌｄｅｎ
Ｓｙｒｉａｎ

ｈａｍｓｔｅｒｓ
（ｍａｌｅ）

↓ ↓ ↓ ↑ 未检测
Ｎｏｔ ｄｏｎｅ

［３６］

注：ＴＧ：甘油三酯；ＨＤＬ⁃Ｃ：高密度脂蛋白胆固醇；↑：升高或增加；↓：降低或减少；－：无差异。
Ｎｏｔｅ． ＴＧ． Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ． ＨＤＬ⁃Ｃ． Ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ． ↑． Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｒ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ． ↓． Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｒ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ．
－． Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．

ＳＲＥＢＰ⁃２ 无法被裁切形成 ｎ⁃ＳＲＥＢＰ２（图 １，路径

①），进而引起 ＨＭＧＣＲ 基因转录和表达水平降低

（图 １，路径②），肝内源性胆固醇合成受阻（图 １，
路径③）。 ＳＵＮ 等［１７］ 经体外实验证明，Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
可能将肠道中的亚油酸转变为共轭亚油酸，从而

发挥降低血清中 ＴＣ 水平的作用。

２　 促进胆固醇的分解

胆固醇在肝中被分解为胆汁酸是胆固醇代

谢的主要途径，根据胆固醇被羟基化的方式可以

分为经典途径和替代途径［４４］。 在经典途径中，胆
固醇被胆固醇 ７α 羟化酶 （ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ７ ａｌｐｈａ⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＣＹＰ７Ａ１）羟基化为 ７α⁃羟基胆固醇，
并最终形成胆酸和脱氧胆酸［４５－４６］。 研究发现，Ｌ．
ｒｅｕｔｅｒｉ 可促进 ＣＹＰ７Ａ１ 基因转录与表达，促进胆固

醇分解为胆汁酸，并抑制胆汁酸的重吸收。 研究

发现，经 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ＮＣＩＭＢ ３０２４２［１４］ 和 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
Ｆｎ０４１［２８］干预，高脂饮食诱导的啮齿类动物肝中

ＣＹＰ７Ａ１ 基因转录和表达水平显著升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），表明 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 可通过经典途径促进胆固

醇的降解（图 ２，路径①） ［１３］。 此外，ＬＵ 等［２８］ 发

现，经 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ Ｆｎ０４１ 干预的高脂饮食诱导的

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｎ 小鼠粪便中总胆汁酸含量显著上升

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且回肠中与胆汁酸重吸收有关的溶

质转运蛋白家族 １０ 成员 ２（ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ １０
ｍｅｍｂｅｒ ２，ＳＬＣ１０Ａ２）的基因转录水平降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

在替代途径中，胆固醇经 ＣＹＰ２７Ａ１ 羟基化并

由 氧 固 醇 ７α 羟 化 酶 （ ｏｘｙｓｔｅｒｏｌ ７⁃ａｌｐｈａ⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＣＹＰ７Ｂ１）等催化后，主要形成脱氧胆

酸［４７－４８］。 此外，Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 可通过上调 ＣＹＰ２７Ａ１ 基

因表达，促进胆固醇经替代途径分解。 ＹＥ 等［２９］

研究发现：Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ＣＧＭＣＣ １７９４２ 可显著降低高

胆固醇 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠肝中 ＣＹＰ７Ａ１ 基因转录水

平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＣＹＰ２７Ａ１ 基因转录水平显著升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），表明 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 可能通过促进胆固醇

降解的替代途径生成胆汁酸（图 ２，路径②）。

３　 调节胆固醇的转运

肝和肠上皮细胞负责胆固醇跨膜运输的膜
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注：①：ＳＲＥＢＰ⁃２ 基因表达量降低，进而导致细胞核内 ｎＳＲＥＢＰ⁃２ 水平降低；②：ｎＳＲＥＢＰ⁃２ 水平降低导致 ＨＭＧＣＲ 基因表达下

调；③：ＨＭＧＣＲ 水平降低导致 ＨＭＧ⁃ＣｏＡ 合成甲羟戊酸受阻，影响内源性胆固醇合成。

图 １　 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 减少内源性胆固醇合成的作用机制

Ｎｏｔｅ． ①． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＲＥＢＰ⁃２ ｉｓ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ａ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｎＳＲＥＢＰ⁃２． ②． Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｎＳＲＥＢＰ⁃２ ｌｅｖｅｌｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＭＧＣＲ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． ③． Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ＨＭＧＣＲ ｌｅｖｅｌｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｃｏｍｐｒｏｍｉｓｅｄ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＨＭＧ⁃ＣｏＡ， ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｉｍｐａｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ

注：①：ＣＹＰ７Ａ１ 基因表达量升高，促进胆固醇被催化为 ７α⁃羟基胆固醇（经典途径）；②：ＣＹＰ２７Ａ１ 基因表达量升高，促进

胆固醇被催化为 ２７α⁃羟基胆固醇（替代途径）。

图 ２　 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 促进胆固醇分解的作用机制

Ｎｏｔｅ． ①． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＣＹＰ７Ａ１ ｇｅｎｅ ｉｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｉｎｔｏ ７α⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙ）． ②． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＣＹＰ２７Ａ１ ｇｅｎｅ ｉｓ ｅｌｅｖａｔｅｄ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｔｏ ２７α （ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｐａｔｈｗａｙ）．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ｏｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
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蛋白主要有 ＡＢＣ 超家族 （ ＡＢＣＡ１、 ＡＢＣＧ５ 和

ＡＢＣＧ８ 等 ）、 ＬＤＬＲ、 ＮＰＣ１Ｌ１ 等［４９－５１］。 其 中

ＡＢＣＡ１ 与 ＡＴＰ 结合盒转运体 Ｇ１ （ ＡＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ

注：①：肝细胞的 ＬＸＲ 基因表达量升高，调控 ＡＢＣ 超家族的转录与表达；②：肝细胞的 ＬＤＬＲ 基因表达量升高，促进肝细胞回收

ＬＤＬ⁃Ｃ；③：肝细胞 ＡＢＣＡ１ 基因表达量降低，减少向血液中排出胆固醇；④：血液中 ＣＥＴＰ 含量升高，减少 ＬＤＬ⁃Ｃ 的合成；⑤：血液

中 ＬＣＡＴ 含量升高，促进 ＨＤＬ⁃Ｃ 的合成；⑥：肠上皮细胞 ＮＰＣ１Ｌ１ 表达量降低，减少从肠腔中摄入胆固醇；⑦：肝细胞和肠上皮细

胞的 ＡＢＣＧ５ ／ ８ 基因表达量升高，促进胆固醇排出至肠腔和胆囊。

图 ３　 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 调节胆固醇转运的作用机制

Ｎｏｔｅ． ①． Ｅｌｅｖａｔｅｄ ＬＸＲ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＡＢＣ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． ②． Ｅｌｅｖａｔｅｄ ＬＤＬＲ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅｃｙｃｌｉｎｇ ｏｆ ＬＤＬ⁃Ｃ ｂｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ． ③． Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＡＢＣＡ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｒｅｄｕｃｅｓ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍ． ④． Ｅｌｅｖａｔｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＥＴＰ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｒｅｄｕｃｅ ＬＤＬ⁃Ｃ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ． ⑤． Ｅｌｅｖａｔｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬＣＡＴ
ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ＨＤＬ⁃Ｃ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ． ⑥． Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＮＰＣ１Ｌ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｅｓ ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｕｐｔａｋｅ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｎｔｅｒｉｃ ｃａｖｉｔｙ． ⑦． Ｅｌｅｖａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡＢＣＧ５ ／ ８ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｅｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｌｕｘ ｏｆ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｔｏ ｔｈｅ ｅｎｔｅｒｉｃ ｃａｖｉｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈｏｌｅｃｙｓｔｉｃ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ

ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ｇ１，ＡＢＣＧ１）可将胞内多余胆

固醇向血液排放［４９－５０］，ＡＢＣＧ５ 与 ＡＢＣＧ８ 可将胆

固醇排至胆囊和肠腔［４９，５１］，而 ＬＤＬＲ 可从血液中

吸收 ＬＤＬ⁃Ｃ［５２］，ＮＰＣ１Ｌ１ 可吸收小肠中的外源胆

固醇［５３］，这些跨膜转运蛋白共同维持胆固醇在各

脏器之间的转运与平衡。 此外，肝 Ｘ 受体（ｌｉｖｅｒ Ｘ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＸＲ）作为 ＡＢＣ 超家族重要的调控因子，
与配体结合后可调控 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ５、ＡＢＣＧ８ 等基

因的表达［５４］。
研究发现，经 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 干预的高脂血症啮齿

类动物体内胆固醇转运发生变化，血清中 ＴＣ 和

ＬＤＬ⁃Ｃ 的含量降低，粪便和肠道中胆固醇的含量

升高［２８］。 其可能的机制是：（１）肝对血清中胆固
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醇的摄入量升高、排出量降低；（２）肠道对胆固醇

的摄入量降低、排出量升高。
Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 可降低血浆中与 ＬＤＬ⁃Ｃ 合成相关蛋

白的含量，促进肝细胞从血清中摄取 ＬＤＬ⁃Ｃ，减少

肝细胞向血清中排出胆固醇，进而降低血清中 ＴＣ
和 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平。 ＬＵ 等［２８］ 研究发现，经 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ
Ｆｎ０４１ 干预的高胆固醇血症 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｎ 小鼠肝细

胞中 ＬＸＲ 基因的转录和表达水平升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），进而调控下游 ＡＢＣ 超家族转录与表达

（图 ３，路径 ①）。 据报道， 经 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ＮＣＩＭＢ
３０２４２［１４］、Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ Ａ９［１６］ 和 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ８５１３ｄ［１８］ 干

预后，高胆固醇血症啮齿类动物肝细胞中 ＬＤＬＲ
基因转录与表达水平上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ３，路径

②）， ＡＢＣＡ１ 基因转录与表达水平下调 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１，图 ３，路径③），加快肝细胞从血液中吸收

ＬＤＬ⁃Ｃ，减少向血液中排出胆固醇［５０］。 此外，ＬＥＥ
等［１４］研究发现，当 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ＮＣＩＭＢ ３０２４２ 的浓度

达到 １０１０ ＣＦＵ ／ ｍＬ 时，能显著降低高胆固醇血症

ＳＤ 大鼠血浆中胆固醇酯转运蛋白 （ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｙｌ
ｅｓｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＥＴＰ）含量（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），通
过减少 ＬＤＬ⁃Ｃ 合成，降低 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平（图 ３，路径

④） ［１４，５５］；显著升高卵磷脂胆固醇脂酰转移酶

（ｌｅｃｉｔｈｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＬＣＡＴ）含量（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），提高血清中 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平 （图 ３，路径

⑤） ［１４，５６］。
Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 还可通过减少从胆囊和肠腔中摄入

胆固醇，并促进肠上皮细胞向胆囊和肠腔中排出

胆固醇。 ＳＵＮ 等［１７］ 研究发现，Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ＨＩ１２０ 和

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ＤＳＭ２００１６ 可降低高胆固醇血症 Ｃ５７ＢＬ ／
６ 小鼠小肠上皮细胞中 ＮＰＣ１Ｌ１ 基因表达水平

（图 ３，路径⑥），减少外源性胆固醇摄入。 此外，
ＬＥＷ 等［１８］研究发现，采用 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ ８５１３ ｄ 干预衰

老高胆固醇血症 ＳＤ 大鼠后，大鼠肝和小肠上皮

细胞中 ＡＢＣＧ５ 基因转录（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）水平显著升

高（图 ３，路径⑦），促进胆固醇排向肠腔和胆囊。

４　 总结与展望

Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 可通过多种不同的途径降低血清中

胆固醇水平，研发成为益生菌的潜力巨大。 目

前，部分 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 降胆固醇的机制尚不明确；不同

来源的 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 菌株降胆固醇效果差异较大［５７］；
缺乏在非人灵长类实验动物上的验证研究。 针

对上述问题，亟待围绕以下领域开展深入研究：
（１）利用无菌鼠、转基因鼠、非人灵长类动物等进

行降胆固醇作用与机制研究；（２）筛选降胆固醇

效果更好的 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 菌株，并将其纳入降胆固醇

益生菌的菌种库；（３）通过宏基因组学、代谢组

学、转录组学等多组学技术深度解析 Ｌ． ｒｅｕｔｅｒｉ 降
胆固醇的作用与机制；（４）通过合成生物学等技

术获得具有降胆固醇功效的靶向代谢物质，为临

床治疗高胆固醇血症提供安全有效的策略。
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肌少症小鼠模型运动功能测评方法的研究进展
杨森１，２ ，张勇２ ，周志雄３∗ ，曾平４∗

（１． 首都体育学院体育教育训练学院，北京　 １００１９１；２． 中国医学科学院基础医学研究所

北京协和医学院基础学院，北京　 １００００５；３． 首都体育学院体育人工智能研究院，
北京　 １００１９１；４． 中国医学科学院北京协和医院保健医疗部，北京　 １００７３０）

　 　 【摘要】 　 肌少症是一种与年龄相关的肌肉退行性疾病。 自然衰老小鼠是研究肌少症的常用动物模型。
由于肌少症的核心病理特征是骨骼肌质量和肌肉力量的显著减少，运动行为实验是其主要的评价方式。 目

前，肌少症小鼠运动功能检测方法基于肌肉耐力、力量、平衡和协调能力为主要特征进行设计，常用方法包括

跑台力竭、自愿转轮、抓力、倒置网格、转棒和平衡木等测试。 通过整理国内外关于肌少症小鼠运动功能测评

方法，对其检测原理、测试程序、优缺点、评价指标和适用疾病模型等进行系统总结，提出可操作的测评方案，
有助于研究者根据研究目的选择适当的测评方法。 同时也对运动功能测评技术的创新特征进行归纳，有助于

运动功能测评技术的不断更新，对肌少症的深入研究具有指导意义。
【关键词】 　 肌少症；小鼠；运动功能测评
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ｅｖａｌｕａｔｅ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ． Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ａｒｅ ｇｅｎｅｒａｌｌｙ ｄｅｓｉｇｎｅｄ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｕｓｃｌｅ ｅｎｄｕｒａｎｃｅ， ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ， ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｂａｌａｎｃｅ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎｃｌｕｄｅ ｔｅｓｔｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ
ｅｘｈａｕｓｔｉｏｎ， ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ｗｈｅｅｌ ｕｓｅ， ｇｒｉｐ ｓｔｒｅｎｇｔｈ， ｈｏｒｓｅ ｇｒｉｄ， ｂａｒｓ ａｎｄ ｂａｌａｎｃｅ ｂｅａｍ ｔｅｓｔｓ． Ｂｙ ｃｏｌｌａｔｉｎｇ ｒｅｃｅｎｔ
ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ， ｗｅ ｈａｖｅ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ ｔｅｓｔｓ’
ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ， ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ， ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ， ａｄｖａｎｔａｇｅｓ， ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ． Ｗｅ ｔｈｅｎ ｐｒｏｐｏｓｅ ａｎ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｇｒａｍ
ｆｏｒ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ， ｗｈｉｃｈ ｗｉｌｌ ｂｅ ｏｆ ｈｅｌｐ ｔｏ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｗｉｓｈｉｎｇ ｔｏ ｃｈｏｏｓｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｕｒｐｏｓｅｓ． Ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｆｏｒ ａｓｓｅｓｓｉｎｇ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｔｈａｔ ｃｏｕｌｄ ｂｅ
ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ ｉｓ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ； ｍｉｃｅ； ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 近年来，随着全球人口老龄化的加剧，肌少

症已成为老龄化社会面临的重要公共健康问题。
肌少症不仅严重影响老年群体的生活质量，还显

著增加了跌倒、骨折、残疾甚至死亡的风险，加重

了社会医疗系统的负担。 而自然衰老小鼠由于

在生理和遗传特性方面与人类衰老相似，被广泛

应用于肌少症的相关研究，成为探讨骨骼肌萎缩

机制的常用动物模型［１］。 在肌少症小鼠模型的

研究中，运动能力的测评至关重要，它能够准确

反应肌肉功能状态，为深入理解肌少症发病机制

和评估干预效果提供关键的数据支持。 然而，目
前尚未有研究系统地对肌少症小鼠的运动测评

方法进行全面的归纳总结。 测评方法在标准化

方面仍存在明显不足，不同实验之间的测试程序

各异，导致结果缺乏可比性［２］。 此外，许多测评

方式依赖于主观观察，增加了数据解读的不一致

性和偏差性，限制了研究结果的可信性。 同时，
随着多学科交叉研究的需求增加，现有的测评方

法亟需进一步创新与优化，才能更好服务于多样

化的研究目标。 因此，针对这些问题，通过整合

肌少症小鼠模型的多种运动功能测试方法，对具

体测试方法的程序、优缺点、评价指标与适用模

型提出相关建议，并探讨测评技术的创新方向，
推动肌少症的深入研究。

１　 运动功能测评常用方法

１􀆰 １　 跑台力竭实验（ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｔｅｓｔ）
跑台力竭实验是测试肌少症小鼠耐力的一

种常用方法。 通过让小鼠在跑台上逐渐增加速

度和坡度，迫使小鼠达到力竭状态，通常以小鼠

无法继续运动为标准，记录运动时间、距离和电

击强度，来评估小鼠的耐力和疲劳水平。 相关研

究发现，激活转录因子 ４（ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ４，ＡＴＦ４）的缺失或过度表达会导致骨骼肌

的退化和萎缩［３］。 在 ２２ 月龄的 ＡＴＦ４ ｍＫＯ 小鼠

模型中，以 ５ ｍ ／ ｍｉｎ 的速度，坡度为 ０°，持续跑

５ ｍｉｎ，适应 ２ ｄ。 第 ３ 天以 ０􀆰 ２ ｍＡ 的电击，坡度

为 １０°，前 ５ ｍｉｎ 的速度为 ５ ｍ ／ ｍｉｎ，之后每 ２ ｍｉｎ
增加 ２ ｍ ／ ｍｉｎ，直到小鼠接触电击栅 １０ ｓ 后停止

进行测试［４］。 超氧化物歧化酶 １ （ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ １，ＳＯＤ１）缺乏会导致细胞受到氧化损

伤，加速骨骼肌萎缩与退化。 在 ＳＯＤ１ＫＯ 小鼠模

型中，以 ４ ～ ５°坡度适应 ３ ｄ，每天跑 １０ ｍｉｎ，速度

为 ７ ～ １０ ｍ ／ ｍｉｎ。 正式实验时，以 ７ ｍ ／ ｍｉｎ 的初

始速度开始，每分钟增加 １ ｍ ／ ｍｉｎ，直到小鼠在带

有约 ３ Ｈｚ 频率脉冲的电击网上滞留 ３ ｓ 后无法继

续，记录其跑步时间与跑步距离［５］。 在高脂饮食

和后肢固定的肌少症模型中，适应 ２ ｄ 后，以

８ ｍ ／ ｍｉｎ 的速度跑 ２０ ｍｉｎ，然后每隔一段时间将

速度增加 ０􀆰 ２ ｍ ／ ｍｉｎ，直到后肢在电网上停留超

过 １０ ｓ 被视为力竭［６］。 同样，在 ７ 周龄雄性 ｄｂ ／
ｄｂ 小鼠作为 ２ 型糖尿病（ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ）相关肌

肉减少症的动物模型中，训练阶段以 ５ ｍ ／ ｍｉｎ，坡
度为 ２０°进行适应训练。 正式测试时，以 ８ ｍ ／ ｍｉｎ
的速度开始跑步，每 ２ ｍｉｎ 速度增加 ２ ｍ ／ ｍｉｎ，直
到小鼠连续 ３ 次电刺激未能重新攀爬被视为筋疲

力尽，记录小鼠的跑步时间和距离来评估耐

力［７］。 在 １８ 个月的自然衰老小鼠中，适应 １０ ｍｉｎ
后，正式测试速度为 １５ ｍ ／ ｍｉｎ，总时间 ３０ ｍｉｎ，当
小鼠达到疲惫标准（总共 ５０ 次网格接触、每分钟

超过 ２０ 次电击或超过 １５ ｓ 未能继续跑步）时，记
录跑步时间和网格接触次数［８］。

通过总结文献，不同类型的肌少症小鼠模型

在训练适应天数、训练时间与速度、正式测试时
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间与速度、跑步机坡度和电击设置及力竭标准上

存在差异。 总结如下：（１）因模型种类和适应能

力不同，一般进行 ２ ～ ３ ｄ 的训练适应；（２）适应

阶段每天训练 ５ ～ ２０ ｍｉｎ，速度为 ５ ～ １０ ｍ ／ ｍｉｎ；
（３）正式测试持续至小鼠力竭，起始速度 ５ ～ ８
ｍ ／ ｍｉｎ，速度增加幅度可自行调整；（４）坡度根据

模型和实验目的进行设置（一般为 ０°、４ ～ ５°、
１０°、２０°），电击通常为 ０􀆰 ２ ｍＡ 或根据需要调整；
（５）力竭常用标准包括接触电击栅 １０ ｓ、连续 ３ 次

电刺激未能重新攀爬、在电击网上休息 ３ ｓ 或达

到一定次数的电击。 由于尚无统一标准，研究者

可根据实验需要调整参数来建立跑台力竭运动

模型评估运动能力。
１􀆰 ２　 抓力实验（ｇｒｉｐ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｔｅｓｔ）

抓力仪测试是一种常用于评估小鼠肌肉力

量的一种实验方法。 实验中，小鼠用前肢或后肢

抓住弹性金属条，施加最大抓力时记录读数。 通

过多次重复测量，可评估小鼠的肌肉力量。 前肢

抓力测试被认为是评估肌少症的首选无创测量

方法，因为它能在动物自主活动状态下测量到最

大收缩力［９］。 在正式测试前，小鼠先适应仪器，
测试时拉动尾部直至前肢松开以记录最大力，重
复若干次，记录最大值或平均值［１０］。 通常进行 ３
或 ５ 次 的 成 绩 测 量， 且 每 次 测 量 完 后 休 息

１ ｍｉｎ［１１－１２］。 在地塞米松（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ）诱导的

肌萎缩模型中，进行 ５ 次测试，每次测试间休息

５ ｍｉｎ，从测试结果中去除最高和最低值，取剩余

值进行平均［１３］。 此外，有研究通过对小鼠后肢进

行 ３ 次抓力测试记录其最大值［１４］。 另一种方法

则是重复测试 ６ 至 １０ 次取最大值作为最终结

果［１５］。 除了常规的前后肢力量测试外，四肢抓力

测试也可以测定整体肌力［１６－１７］。 一项研究将小

鼠置于握力计中央稳固四肢后均匀拉尾，３ 次测

试取最大值［１８］。
通过总结文献，肌少症小鼠模型在测试肢体

选择、测试次数、间歇时间、评估标准方面存在差

异。 总结如下：（１）一般采取前肢握力测试，但针

对特定肢体或全身影响的疾病或治疗效果研究，
应选择相应的肢体或四肢进行测试；（２）一般进

行 ３ ～ ５ 次抓力测量，但也有研究选择 ５ ～ １０ 次

的测量；（３）每次测量之后进行 １ ～ ５ ｍｉｎ 的休

息；（４）抓力强弱一般选择多次测试数据的平均

值或者最大值作为评价标准。 由于尚无统一标

准，研究者可根据实验需要调整参数来建立抓力

测试模型评估运动能力。
１􀆰 ３　 转棒实验（ｒｏｔａｒｏｄ ｔｅｓｔ）

转棒测试是评估肌少症小鼠平衡和协调性

的一种重要方法。 实验中，小鼠被放置在旋转的

圆棒上，观察其在棒上行走或保持平衡的时间。
通过记录小鼠能够维持平衡的时间和其掉落的

次数，评估其运动能力和协调性。 该方法广泛应

用于神经疾病、运动障碍相关研究。 在 ２８ 周龄雄

性快速衰老小鼠⁃８ （ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ⁃ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｍｉｃｅ
ｐｒｏｎｅ ８）模型中，转棒测试每 ２ 周进行 １ 次，参数

设置为 ３００ ｓ，从 ４ ｒ ／ ｍｉｎ 升至 ４０ ｒ ／ ｍｉｎ，记录掉落

时间［１９］。 在另一项研究中，从 ４ ｒ ／ ｍｉｎ 增加到 ３０
ｒ ／ ｍｉｎ，持续 ５ ｍｉｎ，记录总停留时间［２０］。 在骨骼

肌特异性 ＤＪ⁃１ 敲除小鼠模型中，转棒测试设定为

５ ｍｉｎ 内从 ０ ｒ ／ ｍｉｎ 加速至 ２０ ｒ ／ ｍｉｎ，记录并分析

每只小鼠的最长停留时间［２１］。 在链脲佐菌素

（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ）诱导的糖尿病性肌少症模型中，
经过 ３ ｄ ４０ ｒ ／ ｍｉｎ 的适应训练后，正式测试记录 ３
次跌落潜伏期并计算平均值［２２］。 另一研究中，初
始速度设定为 ４ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ 内逐渐增加至 ４０
ｒ ／ ｍｉｎ，记录小鼠 ３ 次测试中的最长跌落时间［２３］。
同样，自然衰老的肌少症小鼠模型在测试前适应

旋转后，正式测试以 ５ ｒ ／ ｍｉｎ 开始，每 ０􀆰 ２ ｒ ／ ｍｉｎ
增加速率，３ 次测试取最好两次平均值［２４］；在 ２４
月龄模型中，以 ５ ｒ ／ ｍｉｎ 开始，在 ５ ｍｉｎ 内增至 ４０
ｒ ／ ｍｉｎ，记录 ３ 次跌落时间取平均值［２５］；在 ２８ 月龄

模型中， 测试前进行 ２ ｄ 随机训练， 测试以

４ ｒ ／ ｍｉｎ 开始，５ ｍｉｎ 内增至 ３０ ｒ ／ ｍｉｎ，３ 次测试取

最佳成绩［２６］。
通过总结文献，不同类型肌少症小鼠模型的

转棒测试方案在适应训练、初始速度、加速方式

和评价指标等方面存有差异。 总结如下：（１）在

正式测试前进行为期 ２ ～ ３ ｄ 的适应训练；（２）初
始速度范围在 ０ ～ ５ ｒ ／ ｍｉｎ 之间；（３）通常采用测

试过程中逐渐增加转速的方式，一般从 ４ ｒ ／ ｍｉｎ
逐渐增加至 ２０ ～ ４０ ｒ ／ ｍｉｎ，持续 ５ ｍｉｎ；（４）多次

记录小鼠在转棒测试中的停留时间、跌落潜伏期

以及总停留时间等，取平均值或最佳值作为评价

成绩。 由于尚无统一标准，研究者可根据实验需

要调整参数来建立转棒运动模型评估平衡和协
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调能力，确保测试方法适应不同肌少症小鼠模型

的特定需求。
１􀆰 ４　 倒置网格实验（ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｓｃｒｅｅｎ ｔｅｓｔ）

倒置网格测试通过记录小鼠在倒置网格上

的悬挂时间和表现来评估其四肢肌力。 实验中，
小鼠被置于倒置的网格上，需用四肢抓住网格并

保持悬挂状态，直到因疲劳或无法继续抓握而失

去平衡。 通过记录保持抓握的时间，来评估其肌

肉力量和耐力。 一项研究通过对 ２７ ～ ２８ 个月大

的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠进行两次间隔 ２０ ｍｉｎ 的倒置网

格实验，以平均得分评估其虚弱程度［２７］；另一研

究对 ２２ 个月大的 Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 雄性小鼠进行 ３ 次间

隔 １５ ｍｉｎ 的测试，网格距衬垫表面 ４０ ～ ５０ ｃｍ，
记录脱落潜伏期，取平均值作为最终得分［２８］。 在

核因子 Ｅ２ 相关因子 ２（ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２
ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２）基因敲除小鼠模型中，小鼠被放

置在离地 ８０ ｃｍ 的倒置网格上，通过记录脱落时

间评估肌力［１７］。 在通过高脂饮食和链脲佐菌素

诱导的 ２ 型糖尿病肌少症研究中，测试时放置在

５５ ｃｍ 高的网格中心，每次测试间隔超过 ３０ ｍｉｎ，
记录 ３ 次脱落时间并取平均值［７］。 研究蜂王浆预

防老年小鼠肌少症的实验中，将 ２４ 个月的小鼠置

于倒置的金属网格上，记录 ３ 次悬挂时间并计算

平均 值［２９］。 为 评 估 敲 除 Ｔｒｉｂｂｌｅｓ 同 源 物 ３
（ｔｒｉｂｂｌｅｓ ｈｏｍｏｌｏｇ ３）对自然衰老肌少症小鼠肌肉

功能的影响，研究在距地面 ５０ ｃｍ 的高度上，对小

鼠进行 ３ 次实验且每次间隔时间超过 ３０ ｍｉｎ，记
录悬挂时间并取平均值［３０］。

通过总结文献，不同类型肌少症小鼠模型在

网格设置高度、实验重复次数、间歇休息时间及

记录指标等方面有所不同。 总结如下：（１）网格

高度设置通常在 ４０ ～ ８０ ｃｍ 之间，以保护小鼠免

受伤害；（２）实验重复次数一般为 ２ ～ ３ 次；（３）
每次实验间隔时间约为 １５ ～ ３０ ｍｉｎ；（４）悬挂时

间作为主要记录指标，通过多次试验的平均值进

行分析。 由于尚无统一标准，研究者可根据实验

需要调整参数来建立倒置网格实验运动模型评

估肌力，确保测试方法适应不同肌少症小鼠模型

的特定需求。
１􀆰 ５　 自愿转轮实验 （ ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ｗｈｅｅｌ ｒｕｎｎｉｎｇ
ｔｅｓｔ）

自愿转轮实验能够使小鼠自发地进行跑步，

适用于骨骼肌慢性疾病的长期评估［３１］。 通常以

转轮转动次数、距离和速度来评估小鼠耐力［３２］。
实验中，将小鼠放置在可自由转动的圆形运动轮

上，小鼠可根据自身意愿开始跑步。 通过记录小

鼠在一定时间内的跑步距离、持续时间或运动频

率，评估其自主运动能力、耐力水平以及对运动

疲劳的反应。 一项研究通过自愿转轮实验测试

缺失 ＳＯＤ１ 小鼠的氧化应激对其自愿运动行为和

骨骼肌功能的影响，记录每天转轮转数并转换为

距离，每周评估小鼠的活跃程度和耐力变化［３３］。
另一项研究评估 Ｍｙｏｎｅｃｔｉｎ 对骨骼肌功能的保护

作用，通过自愿转轮实验测试自然衰老、类固醇

诱导和去神经诱导的肌少症小鼠模型，５ ｄ 适应

期后每天收集其转轮跑动数据［１６］。 在研究肌细

胞缺失维生素 Ｄ 受体（ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＤＲ）
诱导肌少症的实验中，经过 ２４ ｈ 适应跑轮后，正
式测试 ２４ ｈ 内的跑步距离、速度和时间比例来评

估 ＶＤＲ 缺失对小鼠肌肉功能的影响［３４］。 另一项

研究对 ２７ ～ ２８ 月龄的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠进行自愿转

轮实验，记录一周内的平均每日跑步距离（ｋｍ ／ ｄ）
作为体力活动得分［２７］。 此外，有研究通过 ４ 周自

愿转轮实验评估运动对卫星细胞活化的影响，记
录 ２３ 个 月 龄 的 老 年 小 鼠 的 每 日 和 总 跑 步

距离［３５］。
通过总结文献，不同类型肌少症小鼠模型在

适应训练天数和记录指标等方面有所不同。 总

结如下：（１）一般进行 １ ～ ５ ｄ 的适应时间，期间

逐步增加跑轮活动时间；（２）通过记录小鼠每日

在转轮上的转数，并转换为跑步距离，以评估小

鼠的自愿运动行为和运动能力。 目前，在参数控

制上，对运动速度和距离一般不做干预，仅控制

总运动持续时间［３６］。 由于尚无统一标准，研究者

可根据实验需要调整参数来建立自愿转轮运动

模型评估耐力，确保测试方法适应不同肌少症小

鼠模型的特定需求。
１􀆰 ６　 平衡木实验（ｂａｌａｎｃｅ ｂｅａｍ ｔｅｓｔ）

平衡木用于评估啮齿动物精细运动时的协

调和平衡能力［３７］。 在平衡木测试中，使用狭窄的

高架梁连接两个平台，通过观察和记录小鼠完成

任务所需的时间、掉落次数、嗅探次数或步态表

现，来评估其平衡控制能力和运动协调性［３８］。 一

项研究将自然衰老的肌少症小鼠放置在 ６ ｍｍ 直
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径的横梁一端，引导其走向目的地，间歇时间为

１５ ｓ 适应装置 １ ｄ 后，３ ｄ 内进行 ３ 次横梁穿越测

试，记录穿越时间和脚滑次数［３９］。 也有研究进行

３ ｄ 测试，每天进行 ６ 次实验（前 ３ 次在 １２ ｍｍ 宽

横梁上，后 ３ 次在 ６ ｍｍ 宽横梁上），最终记录第 ３
天小鼠穿越 ６ ｍｍ 横梁的平均时间、行走比例及

脚滑和跌落次数［４０］。 为评估饮食干预对自然衰

老肌少症小鼠运动功能的影响，使用平衡木实验

测量其运动协调和平衡能力，小鼠熟悉环境后进

行 ３ 次测试，每次间隔 ５ ｍｉｎ，测量穿越时间和跌

落次数［４１］。 一项研究则采取在训练阶段多次引

导穿越平衡木，正式测试阶段进行连续 ３ ｄ，每次

进行 ３ ～ ５ 次实验，记录穿越时间、脚滑次数和速

度［４２］。 另一研究则采取实验前训练小鼠穿越平

衡木 ６ 次，每次间歇 １５ ｓ，正式测试时记录每只小

鼠穿越的总时间［４３］。 有实验利用 １２ ｍｍ 和 ６ ｍｍ
宽的平衡木，对肌少症小鼠每天测量 ３ 次，每次间

隔 １０ ｍｉｎ，前 ２ ｄ 为训练，从第 ３ 天开始记录数

据［４４］。 另一实验首先训练小鼠 ３ ｄ，每天训练 ３
次，间歇时间 ３０ ｓ，第 ４ 天开始测试，记录小鼠穿

越时间［４５］。
通过总结文献，不同类型肌少症小鼠模型在

测试设备与环境准备、训练与适应阶段、正式测

试阶段和记录指标等方面有所不同。 总结如下：
（１）通常使用 ６ 或 １２ ｍｍ 直径狭窄的高架梁；实
验应在光线较暗的房间进行，起始点设置高强度

白光灯作为负面刺激物，末端为较暗区域或者设

置一个暗箱作为正面刺激物；（２）实验前进行 １ ～
３ ｄ 的训练，每天进行 ３ 次训练，每次在红房子

（或暗箱）内休息 １５ ｓ；（３）测试期间，每天进行 ３
～ ６ 次实验，每次实验之间休息 ５ ～ １０ ｍｉｎ；（４）
记录小鼠穿越平衡木所需的时间、脚滑次数以及

跌落次数。 由于尚无统一标准，研究者可根据实

验需要调整参数来建立平衡木运动模型评估协

调和平衡能力，确保测试方法适应不同肌少症小

鼠模型的特定需求。
１􀆰 ７　 其他测评方法

强迫游泳实验（ ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔ）是评价

运动诱发的疲劳和耐力的代表性实验。 实验中，
小鼠被放置在充满水的圆桶或高玻璃缸中，无法

逃脱。 起初，小鼠会尝试游泳和寻找逃生路径，
但随着时间推移，它会变得更加疲劳，最终进入

静止或漂浮状态。 通过测量小鼠在水中游泳和

静止的时间，评估其应激反应和行为耐受度。 一

项研究使用自然衰老的肌少症小鼠模型，通过强

迫游泳实验持续至小鼠耗尽体力，疲惫被定义为

小鼠无法在 ５ ｓ 内上升到表面呼吸的状态。 总活

动时间表示为该组小鼠的平均值［４６］。 另一项研

究则将小鼠尾部绑上重物，放置于泳池内，在其

５ ｓ 内无法浮出水面时记录其游泳时间［４７］。 也有

通过旷场实验（ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ）来评估小鼠的运动

能力。 每只小鼠被放置在开放场的中心，自由探

索 ３０ ｓ 后进行 ５ ｍｉｎ 的测试时间。 通过记录小鼠

在测试期间的活动轨迹和探索距离，评估其探究

活 动 和 体 力 功 能 参 数［４８，１７］。 举 重 实 验

（ｗｅｉｇｈｔｌｉｆｔｉｎｇ ｔｅｓｔ）也可用来评估肌少症小鼠的肌

肉力量。 在测试前，小鼠每天训练一次，持续 ２
周。 正式测试时，小鼠用前爪抓住不同重量的链

环，根据其举起的重量和持续时间评分，取每只

小鼠三次测量的平均值，并根据体重进行标准

化［４９］。 这些方法也从不同角度全面评估了肌少

症小鼠的运动功能，为相关研究提供了多样的实

验手段。
综上可知，在肌少症小鼠的运动功能测评

中，跑台力竭、强迫游泳和自愿转轮实验主要评

估肌肉耐力，抓力、倒置网格和举重实验检测肌

肉力量，转棒和平衡木实验侧重平衡与协调（见
表 １）。 由于单一方法的局限，各测试手段在应用

中也互为补充，例如抓力实验弥补了跑台力竭无

法评估的力量不足，自愿转轮和跑台测试结合能

更全面地评估耐力。 目前各测评方法尚无统一

标准，研究者需根据实验需求灵活调整参数，建
立多种运动模型，确保测试方法适应不同肌少症

小鼠模型的特定需求。 然而，这些传统方法因具

有依赖单一指标、操作繁琐且无法动态监测等问

题，难以全面反映小鼠的整体运动功能。 为克服

这些局限性，亟需引入高效、自动化和全面的创

新测评系统，以提升测评精度与效率，更好地推

动肌少症研究的发展。

２　 运动功能测评的创新特征

２􀆰 １　 高通量自动化测评系统的应用

在现有的肌少症小鼠运动功能测评中，多个

测评方法各自独立，操作较为繁琐且耗时较长。
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　 　 　 　 　 　 表 １　 肌少症小鼠运动功能测评方法

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓａｒｃｏｐｅｎｉｃ ｍｉｃｅ
运动能力

Ｍｏｔｏｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

测评方法
Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ
ｍｅｔｈｏｄ

评估指标
Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

优点
Ａｄｖａｎｔａｇｅ

缺点
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅ

适用疾病模型
Ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ

ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ

肌力
Ｍｕｓｃｌｅ
ｓｔｒｅｎｇｔｈ

抓力仪实验
Ｇｒｉｐ ｓｔｒｅｎｇｔｈ

前肢抓力；四肢抓力；最
大抓力；平均抓力

Ｆｏｒｅｌｉｍｂ ｇｒｉｐ ｓｔｒｅｎｇｔｈ；
ｆｏｕｒ⁃ｌｉｍｂ ｇｒｉｐ ｓｔｒｅｎｇｔｈ；
ｍａｘｉｍｕｍ ｇｒｉｐ ｓｔｒｅｎｇｔｈ；
ａｖｅｒａｇｅ ｇｒｉｐ ｓｔｒｅｎｇｔｈ

简单快速；可重复性高；
适用性广；指标明确
Ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｆａｓｔ；ｈｉｇｈ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ；ｗｉｄｅ

ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ；
ｃｌｅａｒ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

需要预训练；结果存在
主观误差

Ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｐｒｅ⁃ｔｒａｉｎｉｎｇ；
ｒｅｓｕｌｔｓ ｍａｙ ｈａｖｅ
ｓｕｂｊｅｃｔｉｖｅ ｂｉａｓ

倒置网格
实验

Ｉｎｖｅｒｔｅｄ
ｓｃｒｅｅｎ ｔｅｓｔ

悬挂时间；悬挂表现；掉
落次数

Ｈａｎｇｉｎｇ ｔｉｍｅ；ｈａｎｇｉｎｇ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ；ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ ｆａｌｌｓ

操作简便；设备成本低；
非侵入性；评价结果直

观且易获取
Ｅａｓｙ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ；ｌｏｗ
ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ ｃｏｓｔ；ｎｏｎ⁃
ｉｎｖａｓｉｖｅ；ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ｉｎｔｕｉｔｉｖｅ ａｎｄ
ｅａｓｙ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ

结果具有主观性；可重
复性差

Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｉｖｅ；
ｐｏｏｒ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ

运动训练模型；神经肌
肉疾病模型；衰老模
型；心血管疾病模型；

代谢疾病模型
Ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｍｏｄｅｌ；
ｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ
ｍｏｄｅｌ；ａｇｉｎｇ ｍｏｄｅｌ；
ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ

ｍｏｄｅｌ；ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ

举重实验
Ｗｅｉｇｈｔｌｉｆｔｉｎｇ

ｔｅｓｔ

最大举重力量；举重次
数；举重速度；举重持续
时间；恢复时间；成功率
Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｆｔｉｎｇ ｓｔｒｅｎｇｔｈ；

ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｉｆｔｓ；ｌｉｆｔｉｎｇ
ｓｐｅｅｄ；ｌｉｆｔｉｎｇ ｄｕｒａｔｉｏｎ；

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｉｍｅ；
ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ

直接评估肌肉力量；数
据量化明确

Ｄｉｒｅｃｔ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ
ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ；ｃｌｅａｒ ａｎｄ

ｑｕａｎｔｉｆｉａｂｌｅ ｄａｔａ

设备复杂；实验过程可
能引起应激

Ｃｏｍｐｌｅｘ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ；
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ
ｍａｙ ｉｎｄｕｃｅ ｓｔｒｅｓｓ

耐力
Ｅｎｄｕｒａｎｃｅ

跑台力竭
实验

Ｔｒｅａｄｍｉｌｌ
ｔｅｓｔ

跑步时间；跑步距离；电
击次数

Ｒｕｎｎｉｎｇ ｔｉｍｅ；ｒｕｎｎｉｎｇ
ｄｉｓｔａｎｃｅ；ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ ｓｈｏｃｋｓ

测试条件可精确控制；
可多次重复

Ｔｅｓｔｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｃａｎ ｂｅ
ｐｒｅｃｉｓｅｌｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ；
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｃａｎ ｂｅ

ｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ

设备相对昂贵；需要预
训练；结果受应激反应

影响
Ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ ｉｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ
ｅｘｐｅｎｓｉｖｅ；ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｐｒｅ⁃

ｔｒａｉｎｉｎｇ；ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ
ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ

ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

自愿转轮
实验

Ｖｏｌｕｎｔａｒｙ
ｗｈｅｅｌ
ｒｕｎｎｉｎｇ
ｔｅｓｔ

跑步时间；跑步距离；
转速

Ｒｕｎｎｉｎｇ ｔｉｍｅ；ｒｕｎｎｉｎｇ
ｄｉｓｔａｎｃｅ；ｒｏｔａｔｉｏｎ ｓｐｅｅｄ

操作简单；结果直观；可
重复性

Ｓｉｍｐｌｅ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ；
ｉｎｔｕｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ；
ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ

需要预训练；结果受应
激反应影响；限制动物

种类
Ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｐｒｅ⁃ｔｒａｉｎｉｎｇ；

ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ
ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ；ｌｉｍｉｔｅｄ

ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ

强迫游泳
实验
Ｆｏｒｃｅｄ

ｓｗｉｍｍｉｎｇ
ｔｅｓｔ

不动时间；游动时间；挣
扎时间

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ；
ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｉｍｅ；
ｓｔｒｕｇｇｌｉｎｇ ｔｉｍｅ

操作简便；快速评估；非
侵入性；适合高通量筛

选研究
Ｅａｓｙ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ；ｒａｐｉｄ

ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ；ｎｏｎ⁃ｉｎｖａｓｉｖｅ；
ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ

ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｅａｒｃｈ

易受应激反应影响；结
果具有主观性

Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｔｏ ｓｔｒｅｓｓ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ；ｒｅｓｕｌｔｓ
ａｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｉｖｅ

运动训练模型；神经肌
肉疾病模型；老龄化研
究模型；心血管疾病模

型；代谢疾病模型
Ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｍｏｄｅｌ；
ｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ
ｍｏｄｅｌ；ａｇｉｎｇ ｍｏｄｅｌ；
ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ

ｍｏｄｅｌ；ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ

平衡与协调
Ｂａｌａｎｃｅ ａｎｄ
ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ

转棒实验
Ｒｏｔａｒｏｄ ｔｅｓｔ

保持时间；最大速度；平
均速度；跌落次数
Ｈｏｌｄ ｔｉｍｅ；ｍａｘｉｍｕｍ
ｓｐｅｅｄ；ａｖｅｒａｇｅ ｓｐｅｅｄ；

ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆａｌｌｓ

操作简便；高灵敏度；广
泛适用性

Ｅａｓｙ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ；ｈｉｇｈ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ；

ｗｉｄｅ ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ

需要预训练；结果受应
激反应影响

Ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｐｒｅ⁃ｔｒａｉｎｉｎｇ；
ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ

ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

平衡木实验
Ｂａｌａｎｃｅ
ｂｅａｍ ｔｅｓｔ

通过时间；跌落次数；步
态参数；后肢滑落次数
Ｐａｓｓａｇｅ ｔｉｍｅ；ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｆａｌｌｓ；ｇａｉｔ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ；

ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂ ｓｌｉｐｓ

操作简单；直观评价；低
成本

Ｅａｓｙ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ；ｉｎｔｕｉｔｉｖｅ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ；ｌｏｗ ｃｏｓｔ

需要预训练；结果受应
激反应影响

Ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｐｒｅ⁃ｔｒａｉｎｉｎｇ；
ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ

ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

神经退行性疾病模型；
神经肌肉疾病模型；中
枢神经系统损伤模型；
衰老模型；运动障碍模

型；基因突变模型
Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ
ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ；

ｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ
ｍｏｄｅｌ；ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ
ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ；
ａｇｉｎｇ ｍｏｄｅｌ；ｍｏｖｅｍｅｎｔ
ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｍｏｄｅｌ；ｇｅｎｅｔｉｃ

ｍｕｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ
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续表 １
运动能力

Ｍｏｔｏｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

测评方法
Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ
ｍｅｔｈｏｄ

评估指标
Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

优点
Ａｄｖａｎｔａｇｅ

缺点
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅ

适用疾病模型
Ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ

ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ

整体运动能力
Ｏｖｅｒａｌｌ ｍｏｔｏｒ

ｆｕｎｃｔｉｏｎ

旷场实验
Ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ

ｔｅｓｔ

总移动距离；活动时间；
静止时间；进入中心区
域的次数；在中心区域
的停留时间；边缘活动；

活动速度
Ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｔｒａｖｅｌｅｄ；
ａｃｔｉｖｅ ｔｉｍｅ；ｉｎａｃｔｉｖｅ

ｔｉｍｅ；ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｔｒｉｅｓ
ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ；ｔｉｍｅ
ｓｐｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ；

ｅｄｇｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ；
ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｓｐｅｅｄ

非侵入性；实验简便易
行；能够整体评估运动

能力；适用性广泛
Ｎｏｎ⁃ｉｎｖａｓｉｖｅ；ｅａｓｙ ｔｏ
ｏｐｅｒａｔｅ；ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ

ａｓｓｅｓｓｉｎｇ ｏｖｅｒａｌｌ ｍｏｔｏｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ；

ｗｉｄｅ ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ

环境影响较大；指标解
释复杂

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ

ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ；ｃｏｍｐｌｅｘ
ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ
ｏｆ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

运动训练模型；焦虑和
抑郁模型；神经退行性
疾病模型；代谢疾病模

型；遗传模型
Ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｍｏｄｅｌ；

ａｎｘｉｅｔｙ ａｎｄ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ；
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ

ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ；ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ；
ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌ

而高通量自动化测评系统集成多种传感器和自

动化控制技术，通过实时记录小鼠运动轨迹、速
度和加速度，实现全面精确的运动行为测量与分

析，对运动功能评估展现显著潜力。 研究表明，
该系统采用模块化软件架构，灵活训练和监控小

鼠，收集详细运动数据［５０］。 该系统可精确评估小

鼠运动功能和协调性，同时评估多只小鼠，提高

实验效率［５１－５２］。 相关文献指出，其可用于评估候

选药物和基因敲除对小鼠运动功能的影响，提高

实验效率和数据精确性，为肌少症及其他运动功

能障碍研究提供重要支持［５３］。 未来研究可通过

结合高通量自动化测评系统与人工智能技术，利
用机器学习和深度学习算法对运动数据进行精

确分析与模型预测，同时结合图像处理技术与传

感器数据分析，更全面地捕捉运动功能细节，如
步态和协调性。 此外，利用自主学习算法可根据

实时反馈调整运动功能实验条件，提升灵活性与

精确性。
２􀆰 ２　 多维度综合评估体系的构建

现有的测评方法多是针对特定的运动能力

进行单一指标的测试，难以全面反映肌肉功能的

整体状态。 目前，通过整合传统测评方法与现代

影像技术，可获得更全面的运动能力评估数据。
虽然生物电阻抗分析 （ ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｉｍｐｅｄａｎｃｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ）、计算机断层扫描（ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ）
和双能 Ｘ 射线吸收测量法 （ ｄｕａｌ⁃ｅｎｅｒｇｙ Ｘ⁃ｒａｙ
ａｂｓｏｒｐｔｉｏｍｅｔｒｙ）能够提供有价值的骨骼肌质量数

据，但这些结果应与握力测试等其他诊断措施相

结合，才能获取全面的结果［５４］。 一项研究发现，
结合 使 用 握 力 测 试 和 核 磁 共 振 （ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ），可以更全面地评估小鼠肌肉

萎缩的程度和运动能力的强弱［５５］。 一项研究则

通过跑步机测试与超声波监测的结合，实时评估

了小鼠在运动过程中的骨骼肌状态和整体的运

动能力［５６］。 此外，也有研究将双能 Ｘ 射线吸收测

定法与握力测试和跑步机实验相结合，整体评估

肌少症小鼠的骨骼肌能力［５７］。 因此，多维度的综

合评估系统可以为肌少症的骨骼肌健康状况和

运动能力提供全面的评估结果。
２􀆰 ３　 动态监测技术的应用

传统的运动功能测评方法通常只能捕捉到

某个特定时间点的功能状态，如通过抓力实验测

得某一瞬时的肌肉力量，但这难以反映肌少症在

小鼠中的动态发展过程。 近年来，通过自动化行

为追踪、运动传感器和三维运动捕捉等动态监测

技术，能够实时、非侵入性地记录小鼠的运动特

征。 这些技术已在神经退行性疾病和代谢性疾

病等研究领域取得显著成果［５８］。 相关文献利用

ＡＩ 驱动的微型运动传感器系统通过持续监测小

鼠日常的运动行为来追踪生活周期中的运动功

能变化趋势［５９］。 有研究利用 ＣａｔＷａｌｋ 自动步态

分析系统监测小鼠轻微的运动障碍和步态异常

来提供高精度的运动功能评估，同时也能动态监

测康复过程中运动功能的改善状况［６０－６１］。 在迷

宫实验、 跑步机测试和开放场实验等， 使用

ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎ 视频追踪系统可用于监测小鼠的活动

轨迹、速度、距离等关键参数，来测评小鼠的运动

功能和行为表现［６２］。 因此，这些动态监测技术的

应用，可显著提升对肌少症小鼠运动功能变化的

捕捉与分析能力，为探索肌少症疾病的病理机制

和治疗方案提供有效工具。
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３　 小结与展望

在肌少症研究中，不同运动能力测评方法有

不同的测试程序、优缺点和评价指标体系。 但目

前在研究中更多关注于肌肉力量和耐力能力的

测评，而在平衡和协调能力、整体运动能力以及

长期运动功能评估等方面存在一定不足。 且现

有的运动测评方法也存在测试标准不同，测试条

件多样、评价指标不一等问题，难以提供全面、科
学的评估结果。 因此，对测评方案进行总结并提

出建议，可满足多学科研究人员需求的基础上，
利于测评方案的规范化。

未来有关肌少症小鼠的运动能力测评应朝

着更加精准、全面和智能化的方向发展。 首先，
需要优化运动任务设计，结合不同的运动能力维

度，建立多元化的新运动任务范式，以全面评估

肌少症小鼠的运动能力。 其次，依托高通量自动

化测评系统的应用，结合大数据与人工智能，实
现对运动能力的实时追踪，捕捉细微的运动变

化，提升运动功能测评的效率与准确性。 此外，
通过机器学习算法，可在大规模运动功能数据中

挖掘潜在的生物标志物，提高研究的精确性与干

预效果。 最后，未来应加强跨学科合作，将基础

医学、生物力学、运动科学和数据科学等领域的

最新成果引入肌少症研究，促进运动功能测评方

案的规范化，推动肌少症防治的科学进步。
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类风湿性关节炎实验模型研究进展
王俊伟１，２ ，耿兴超１∗ ，李伟１∗
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　 　 【摘要】 　 类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种严重影响关节的慢性自身免疫性疾病，实验

模型是研究 ＲＡ 发生机制、药理毒理机制和药物筛选评价的重要工具。 目前常用的 ＲＡ 实验模型分为动物模

型和体外模型，随着生物技术和生物材料的发展，ＲＡ 实验模型已从诱导性模型和 ２Ｄ 体外模型发展至自发性

基因修饰模型和 ３Ｄ 体外模型，中医病证结合模型的研究也取得了一定的进展。 本文对 ＲＡ 实验模型的造模、
监测和评价方法的研究进展进行总结，以期对 ＲＡ 相关研究提供参考。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ （ＲＡ） ｉｓ ａ ｃｈｒｏｎｉｃ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｔｈａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐａｃｔｓ ｊｏｉｎｔｓ．
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｒｅ ｃｒｕｃｉａｌ ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｐｈａｒｍａｃｏ⁃ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＲＡ ａｎｄ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ＲＡ ｄｒｕｇｓ． Ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ＲＡ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎｃｌｕｄｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｄｅｌｓ． Ｗｉｔｈ
ａｄｖａｎｃｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ， ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ＲＡ ｍｏｄｅｌｓ ｈａｖｅ ｅｖｏｌｖｅｄ ｆｒｏｍ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｄ ２Ｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ｍｏｄｅｌｓ ｔｏ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｇｅｎｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ３Ｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｄｅｌｓ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｓｏｍｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｍａｄｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ
ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ． Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｍａｄｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ， ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ＲＡ ｍｏｄｅｌｓ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ
ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｄｅｌ； ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是
一种病因未明的慢性、以滑膜炎为主的自身免疫

性疾病，并逐渐导致关节破坏、畸形、残疾和并发

症，包括心血管疾病、间质性肺病、骨质疏松症和

代谢综合征等。 ＲＡ 的发生主要与遗传易感性、
表观遗传修饰和环境因素相互作用产生的抗原
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与自身抗体导致的免疫系统紊乱有关，细胞和体

液免疫反应的异常导致大量炎症因子产生，炎性

细胞向滑膜组织聚集，最终导致持续的关节炎

症、软骨和骨质破坏，但其确切机制尚不明确。
ＲＡ 的全球发病率约 ０􀆰 ５％ ～ １％，中国约有 ５００
万 ＲＡ 患者［１］。

实验模型是研究 ＲＡ 发生机制、药理毒理机

制和药物筛选的重要工具，目前常用的 ＲＡ 实验

模型包括诱导性模型、自发性基因修饰模型、中
医病证结合模型等动物模型和 ２Ｄ、３Ｄ 体外模型，
各模型均具有与人 ＲＡ 类似的关节肿胀、滑膜炎

和骨侵蚀等经典特征，但在诱导机制、发病速度、
病程和严重程度上存在差异。 ＲＡ 的发生机制复

杂，现有的实验模型只能反映 ＲＡ 的部分特征，因
此，对现有模型的深入研究与改良，建立一种能

科学全面反映 ＲＡ 临床特征的实验模型对于 ＲＡ
的发病机制研究和药物筛选评价具有重要意义。
本文对近 ５ 年来 ＲＡ 实验模型的造模、监测和评

价方法的研究进展进行了总结，并比较了常用的

诱导性和基因工程模型与人 ＲＡ 的异同，以期对

ＲＡ 相关研究和治疗药物的筛选评价提供参考。

１　 动物模型

１􀆰 １　 诱导性模型

以胶原和佐剂性关节炎模型为代表的诱导

性模型具有与人 ＲＡ 相似度较高、发病快和成本

较低的特点，在 ＲＡ 相关发病机制研究和药物开

发中应用广泛，目前使用较多的诱导剂包括Ⅱ型

胶原 （ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ⅱ， ＣⅡ）、 完 全 弗 氏 佐 剂

（ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ’ ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ）、甲基化牛血

清白蛋白 （ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ， ｍ⁃
ＢＳＡ） 和胶原抗体等，其中胶原诱导的关节炎

（ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＩＡ）模型和佐剂关节

炎（ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＡＡ）模型在 ＲＡ 发病机制研

究及药物开发和评价中应用最为广泛。
１􀆰 １􀆰 １　 胶原诱导的关节炎模型

ＣＩＡ 模型是主动免疫诱导 ＲＡ 的经典模型，Ｔ
细胞的过度激活、促炎因子上调和 ＣⅡ特异性抗

体的产生是 ＣＩＡ 发病的主要机制，同源或异源

ＣⅡ均可诱导 ＣＩＡ，对 ＣⅡ敏感的动物品系包括

ＳＤ、Ｗｉｓｔａｒ、 ＢＢ ／ ＤＲ、 Ｌｅｗｉｓ 大鼠和 ＤＢＡ ／ １ 小鼠

等［２］。 ＣＩＡ 模型与人 ＲＡ 的关节炎表现、发病机

制和病理学改变相似，均表现为增生性滑膜炎，
易感 性 均 与 主 要 组 织 相 容 性 复 合 体 （ ｍａｊｏｒ
ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）的Ⅱ类分子表达

有关，均有血管翳形成、单核细胞浸润、细胞免疫

和体液免疫紊乱，ＣＩＡ 与人 ＲＡ 之间最显著的区

别是 ＣＩＡ 中不存在类风湿因子，也不出现复发情

况，持续时间较短［３］。 ＣＩＡ 模型的发病率和严重

程度存在较大的个体和性别差异［４］，使用脂多糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）或抗 ＣⅡ／ ＣＤ３ 双特异抗

体联合 ＣⅡ建立的改良 ＣＩＡ 方案个体与传统方案

相比差异更小、发病率更高［５－６］。 非人灵长类动

物在生理和遗传背景方面相比啮齿类动物更接

近人类，ＮＡ 等［７］使用鸡 ＣⅡ成功在 Ｇｏｇｏ⁃Ｂ∗０１ 阳

性的食蟹猴上建立 ＣＩＡ 模型，并提出了一个新的

关节炎评分系统。
为研究关节炎模型定量预测抗关节炎药物

治疗活性的能力，ＷＯＮＧ 等［８］基于转化药代动力

学⁃药效学分析，研究了吲哚美辛、甲氨蝶呤、依那

西普、托法替尼和地塞米松对 ＣＩＡ 和 ＡＡ 模型大

鼠的疗效与 ＲＡ 患者临床疗效之间的关系，结果

显示各药物的临床前疗效排名与报告的临床疗

效一致，两种动物模型均适用于 ＲＡ 治疗药物的

筛选与评价。 滑膜细胞凋亡在 ＲＡ 的病理生理过

程中起着至关重要的作用，ＳＯ 等［９］开发了一种用

于体外和体内成像的细胞凋亡成像探针，用于体

内成像时相较于膜联蛋白 Ｖ 灵敏度更高。 Ｘ 线、
超声和磁共振成像是 ＲＡ 临床评估的常用方法，
但较高的使用难度和成本限制了其在 ＲＡ 动物模

型中的应用，最近基于体内显微 ＣＴ 技术、红外热

成像和光声 ／超声双模式成像的新方法为 ＲＡ 的

临床前研究提供了新的选择，可用于 ＲＡ 模型动

物体温、血管生成和滑膜侵蚀的监测，与传统方

法相比灵敏度更高，成本更低，误差更小［１０－１２］。
总的来说，ＣＩＡ 在发病机制和临床表现方面与 ＲＡ
较为相似，是目前国际公认的研究 ＲＡ 发病机制

和药物评价的较为理想的模型。
１􀆰 １􀆰 ２　 佐剂关节炎模型

ＡＡ 模型是一种由灭活分枝杆菌诱导的急性

关节炎模型，由 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞介导并与 ＭＨＣ 相关，
对 ＣＦＡ 敏感的动物品系包括 Ｌｅｗｉｓ、Ｗｉｓｔａｒ、ＳＤ、
ＢＮ 大鼠等［１３］。 李日许等［１４］ 的对比研究表明 ＡＡ
模型的稳定性与成模率与 ＣＩＡ 模型相当，５􀆰 ０、７􀆰 ５

８２１
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以及 １０ ｍｇ ／ ｍＬ ３ 种剂量的 ＣＦＡ 均可诱导建立

ＡＡ 模型，其中 １０ ｍｇ ／ ｍＬ ＣＦＡ 为最佳剂量［１５］。
ＲＡ 相关慢性疼痛与感觉神经元的自发活动增强

有关，ＩＮＧＲＡＭ 等［１６］ 开发了一种基于体内钙成

像、用于评估感觉神经元自发活动的体外监测方

法，用于评估 ＡＡ 模型小鼠的慢性疼痛时，准确率

可达 ９０％。 ＲＡ 是一种需要长期管理的慢性疾

病，ＬＩＵ 等［１７］开发了一种用于实时炎症监测和协

同治疗的可重构集成智能设备，并在 ＡＡ 模型中

得到验证。 ＡＡ 模型造模方法简单，发病迅速，累
及多个关节；病理学检查可观察到血管翳的形

成、中性粒细胞和单核细胞浸润、软骨和软骨下

骨侵蚀，并存在明显的细胞免疫功能紊乱，是研

究 ＲＡ 发病机制和药理毒理研究的常用模型，此
外，在大鼠 ＡＡ 模型中还观察到心肌肥厚、纤维

化、心肌结构改变和心肌炎症等 ＲＡ 相关心脏疾

病［１８］，因此，ＡＡ 模型还可用于研究 ＲＡ 相关的心

血管和心肌损伤［１９］。 ＲＡ 患者多同时表现出体液

和细胞免疫功能的异常，但 ＡＡ 模型动物的体液

免疫功能没有显著改变，缺乏慢性病过程，且具

有自限性，使用 ＡＡ 模型单独研究 ＲＡ 还存在一

些局限性。
１􀆰 １􀆰 ３　 抗原诱导的关节炎模型

ｍ⁃ＢＳＡ 通过与免疫球蛋白 Ｇ Ｆｃ 段受体结合

并沉积于关节软骨表面，激活单核细胞导致持续

的关节炎症［２０］，将 ｍ⁃ＢＳＡ 与 ＣＦＡ 乳化后进行皮

内免疫，再通过关节腔内注射 ｍ⁃ＢＳＡ 可建立抗原

诱导的关节炎（ ａｎｔｉｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＡＩＡ）模

型［２１］。 ＴＯＰＰＩＮＧ 等［２２］建立了一种制备抗原乳化

剂的标准化方法，适用于 ＡＩＡ 和 ＣＩＡ 等模型乳化

剂的制备。 ＡＩＡ 模型的特征是明显的 Ｔ 细胞受累

且不影响对侧关节，组织病理学表现与 ＲＡ 相似，
包括滑膜增生、淋巴细胞浸润、血管翳形成和软

骨侵蚀［２３］。 ＦＲＥＹ 等［２４］ 发现来自 ＡＩＡ 小鼠的成

纤维细胞样滑膜细胞（ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ，
ＦＬＳ）能够诱导重度联合免疫缺陷小鼠发生慢性

关节炎，为研究 ＦＬＳ 诱导慢性关节炎的分子机制

提供了一种重要工具。 与 ＣＩＡ 模型相比，ＡＩＡ 重

复性好、发病率可达 １００％、严重程度可控，个体

差异小，易感性不受 ＭＨＣⅡ类基因的限制，可以

在大多数小鼠品系中诱导，但与人 ＲＡ 的慢性多

关节炎特征相比，ＡＩＡ 模型炎症持续时间短，仅能

影响注射关节，在药物开发中应用较少［２５］。
１􀆰 １􀆰 ４　 胶原抗体诱导的关节炎模型

胶原抗体通过与关节滑膜中的 ＣⅡ表位结

合，激活、募集免疫细胞并促进炎症因子释放，导
致关 节 炎 的 发 生， 胶 原 抗 体 诱 导 的 关 节 炎

（ｃｏｌｌａｇｅｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＡＩＡ）模型通

过注射 ＣⅡ单克隆抗体混合物与 ＬＰＳ 诱导建立，
与 １􀆰 ５ ｍｇ 单抗相比，３ ｍｇ ＣⅡ单抗诱导的 ＣＡＩＡ
小鼠关节炎症更显著、均一，且未造成过度的关

节破坏［２６］。 ＣⅡ抗体诱导的疼痛依赖于组织抗原

识别和局部免疫复合物的形成［２７］，微阵列分析发

现了 ＣＡＩＡ 模型小鼠背根神经节中存在差异调控

的 １２０ 个 ｃｉｒｃＲＮＡ 基因，这些变化可能与炎症诱

导的慢性疼痛有关［２８］。 ＳＵ 等［２９］ 的研究发现

ＣＡＩＡ 的关节疼痛与溶血磷脂酸（ ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃ
ａｃｉｄ，ＬＰＡ）激活卫星胶质细胞（ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，
ＳＧＣ）有关，干扰 ＬＰＡ 信号传导或 ＳＧＣ 激活可能

是缓解 ＲＡ 炎性疼痛的靶点。 随着小型化光纤探

针的发展， 在体内应用拉曼光谱成为可能，
ＷＡＬＴＨＥＲ 等［３０］开发了一种基于拉曼光谱的非

侵入性、不含电离辐射的体外监测方法，用于评

估骨破坏与软组织损伤，为 ＲＡ 动物模型评价提

供了一种新选择。 ＣＡＩＡ 模型的关节炎发生迅

速，４８ ｈ 内即快速发生，可重复性好、发病率高，
且不受 ＭＨＣ Ⅱ类基因的限制，可以在大多数小

鼠品系中诱导，ＣＡＩＡ 模型的致病特征与人 ＲＡ 相

似，包括单核细胞浸润、血管翳形成、软骨破坏和

骨侵蚀，但其不受 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞反应介导、缺
乏慢性病程，同时较高的成本也限制 ＣＡＩＡ 模型

的应用［３１］。
用于 ＲＡ 动物模型研究的新方法总结见表 １。

１􀆰 ２　 自发性基因修饰模型

经过一定基因修饰的模型动物能够自发形

成关节炎，与 ＲＡ 发病的多基因特征相比，单个靶

向基因缺陷导致的自发性疾病模型发病机制更

简单，对于研究 ＲＡ 的发病机制和特定基因在 ＲＡ
中的作用具有重要意义。
１􀆰 ２􀆰 １　 Ｋ ／ ＢｘＮ 模型

Ｋ ／ ＢｘＮ 转基因小鼠由 Ｔ 细胞受体转基因

ＫＲＮ 小鼠与自身免疫缺陷的非肥胖型糖尿病

（ＮＯＤ）小鼠杂交而得，Ｋ ／ ＢｘＮ 小鼠在 ４ 周龄即发

生关节炎症［３２］，其发病机制主要与表达 ＫＲＮ

９２１
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　 　 　 　 　 　 表 １　 用于 ＲＡ 动物模型研究的新方法

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ＲＡ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｓｔｕｄｉｅｓ
方法

Ｍｅｔｈｏｄｓ
应用

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
特点

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

凋亡成像探针
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｍａｇｉｎｇ ｐｒｏｂｅ

体外和体内细胞凋亡成像
Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｍａｇｉｎｇ

用于体内成像时相较于膜联蛋白 Ｖ 灵敏度更高，
体外成像时灵敏度相当

Ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｖｏ ｉｍａｇｉｎｇ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｖ ｈｉｇｈｅｒ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ， ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｉｍａｇｉｎｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

体内钙成像
Ｉｎ ｖｉｖｏ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｍａｇｉｎｇ

评估感觉神经元自发活动
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｎｓｏｒｙ ｎｅｕｒｏｎｓ

ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ

与传统电生理学方法相比成像速度更快、效率更高
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ，

ｔｈｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｓｐｅｅｄ ｉｓ ｆａｓｔｅｒ ａｎｄ ｍｏｒｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

红外热成像
Ｉｎｆｒａｒｅｄ ｔｈｅｒｍａｌ ｉｍａｇｉｎｇ

体温监测
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

准确性和可靠性较高，方法简易、成本低
Ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ， ｓｉｍｐｌｅ ｍｅｔｈｏｄ， ｌｏｗ ｃｏｓｔ

光声 ／ 超声成像
Ｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃ ／ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ

ｉｍａｇｉｎｇ

滑膜侵蚀和血管生成评估
Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｓｙｎｏｖｉａｌ
ｅｒｏｓｉｏｎ ａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

不需外源性造影剂，灵敏度高，关节炎早期即可观察到滑膜侵蚀
Ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｃｏｎｔｒａｓｔ， ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，

ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｅａｒｌｙ ｃａｎ ｂｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｅｒｏｓｉｏｎ

体内显微 ＣＴ
Ｉｎ ｖｉｖｏ ｍｉｃｒｏ⁃ｃｏｍｐｕｔｅｄ

ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ

骨侵蚀和关节肿胀评估
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ

ｅｒｏｓｉｏｎ ａｎｄ ｊｏｉｎｔ ｓｗｅｌｌｉｎｇ

精确度高、误差更小、辐射较少
Ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ， ｌｅｓｓ ｅｒｒｏｒ， ｌｅｓｓ ｒａｄｉａｔｉｏｎ

体内拉曼光谱
Ｉｎ ｖｉｖｏ ｒａｍａｎ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ

骨侵蚀和滑膜炎症评估
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｅｒｏｓｉｏｎ
ａｎｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

同时监测骨和软组织病变，且无电离辐射
Ｂｏｎｅ ａｎｄ ｓｏｆｔ ｔｉｓｓｕｅ ｌｅｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ
ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｏｎｉｚｉｎｇ ｒａｄｉａｔｉｏｎ

集成智能设备
Ｒｅｃｏｎｆｉｇｕｒａｂｌｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ

ｓｍａｒｔ ｄｅｖｉｃｅ

实时炎症监测和协同治疗
Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

ａｎｄ ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ ｔｈｅｒａｐｙ

监测炎症的同时可进行经皮电刺激和给药
Ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
ｃａｎ ｂｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｃｏｎｃｕｒｒｅｎｔｌｙ ｗｉｔｈ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

ＴＣＲ 的 Ｔ 细胞识别 ＭＨＣⅡ类抗原呈递细胞上

ＮＯＤ 衍生的葡萄糖⁃６⁃磷酸异构酶 （ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃６⁃
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ，Ｇ６ＰＩ） 有关［３３］，Ｋ ／ ＢｘＮ 模型

与人 ＲＡ 相似度高、重复性好、发病率可达 １００％。
将从 Ｋ ／ ＢｘＮ 小鼠中提取纯化的免疫球蛋白 Ｇ 或

血清注射至健康的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 等小鼠体内可诱发短

暂的关节炎［３４］，来自 Ｋ ／ ＢｘＮ 小鼠的抗 Ｇ６ＰＩ 抗体

与存在于正常小鼠关节表面的 Ｇ６ＰＩ 结合并形成

免疫复合物（ ｉｍｍｕｎｅ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ，ＩＣ），Ｇ６ＰＩ ／ Ｇ６ＰＩ
ＩＣ 与中性粒细胞和巨噬细胞的相互作用是导致

关节炎发生的主要原因［３５］。 Ｋ ／ ＢｘＮ 血清转移性

关节炎发病迅速，与 ＲＡ 在组织病理学和促炎因

子改变等方面相似度高。
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 肿瘤坏死因子 （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，
ＴＮＦ）转基因模型

ＴＮＦ 是 ＲＡ 炎症反应中最重要的促炎因子之

一，ＴＮＦ 可通过诱导促炎细胞因子级联、调控 Ｔｈ１
及 Ｔｈ１７ 细胞生长、破骨细胞分化和抗体产生以及

参与表观遗传修饰促进 ＲＡ 的发生［３６］。 ＴＮＦ 转

基因（ＴＮＦ⁃Ｔｇ）小鼠模型是将人 ＴＮＦ 基因片段整

合至 ＣＢＡ 与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 杂交的第 ２ 代小鼠受精卵

内而得，发病率可达 １００％。 ＴＮＦ⁃Ｔｇ３６４７ 和 Ｔｇ１９７

是常见的两个 ＴＮＦ 转基因小鼠品系，Ｔｇ３６４７ 包含

一个转基因拷贝，其关节炎症状较轻，Ｔｇ１９７ 则含

有 ５ 个转基因拷贝，表现为更严重的关节炎［３７］。
雌性 Ｔｇ３６４７ 小鼠的寿命相较于雄性明显缩短，可
能与早发性心肌炎和心肺病变有关［３８］。 ＴＮＦ⁃Ｔｇ
小鼠模型是一种慢性自发性 ＲＡ 模型，即使施加

ＣⅡ和 ＰＧ 等诱导剂也无法诱导急性炎症的发生，
这可能与长期 ＴＮＦ⁃α 刺激后 Ｔ 细胞的免疫耐受

有关［３９］。 与 ＡＡ 等具有自限性的模型相比，ＴＮＦ⁃
Ｔｇ 模型最显著的特征是其慢性和逐渐加重的进

行性关节炎病程，可观察到与人 ＲＡ 一致的滑膜

增生、炎性细胞浸润、血管翳形成和关节软骨破

坏等病理学特征，是研究 ＲＡ 发病机制和 ＴＮＦ 抑

制剂等药物筛选的重要工具［４０］。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＳＫＧ 小鼠模型

ＢＡＬＢ ／ ｃ 背景的 ＳＫＧ 小鼠中编码 Ｔ 细胞受体

信号分子的 ＺＡＰ⁃７０ 基因发生点突变，改变了 Ｔ
细胞对自身多肽和 ＭＨＣ 复合物的耐受性，导致

慢性自身免疫性关节炎的发生［４１］，与人 ＲＡ 相

似，雌性小鼠的发病率和严重程度较高［４２］。 ＳＫＧ
小鼠在酵母聚糖或其他微生物刺激后发展为慢

性自身免疫性关节炎，ＢＡＩＬＬＥＴ 等［４３］发现沙眼衣

０３１
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原体可诱导 ＳＫＧ 小鼠产生 ＴＮＦ 依赖性关节炎。
ＳＫＧ 小鼠表现出与 ＲＡ 相似的小关节对称性炎

症、类风湿因子升高和进行性的关节破坏，并存

在间质性肺炎、脊柱炎和肠炎等关节外病变，因
此也作为间质性肺病研究的动物模型，ＳＫＧ 小鼠

在无病原体环境中不会发展为慢性关节炎，其发

生可能与自身反应性 Ｔ 细胞与环境刺激之间的

相互作用有关，ＳＫＧ 模型对于 ＲＡ 的关节外组织

自身免疫性损伤机制、免疫学和遗传机制研究具

有重要意义［４４］。
常用诱导性和基因工程模型与人 ＲＡ 的比较

见表 ２。
表 ２　 常用诱导性和基因工程模型与人 ＲＡ 的比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ ＲＡ
模型
Ｍｏｄｅｌｓ

主要机制
Ｐｒｉｍａｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

与人 ＲＡ 比较的异同点
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ ＲＡ

胶原诱导的
关节炎
ＣＩＡ

ＣⅡ的核心抗原肽与 ＭＨＣ Ⅱ分子
结合并被 ＴＣＲ 识别，激活 Ｔ、Ｂ 细胞
Ｃｏｒｅ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ＣⅡ ｂｉｎｄｓ ｔｏ
ＭＨＣ Ⅱ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｂｙ

ＴＣＲ ｔｏ ａｃｔｉｖａｔｅ Ｔ ａｎｄ Ｂ ｃｅｌｌｓ

相同点：多关节炎；关节病理学改变相似；细胞免疫和体液免疫
改变明显；受 ＭＨＣ 基因的限制；存在性别差异

不同点：缺少慢性病程，持续时间较短；不存在类风湿因子
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ： ｐｏｌｙａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｊｏｉｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ；
ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｈｕｍｏｒａｌ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｗｅｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ；

ｌｉｍｉｔｅｄ ｂｙ ＭＨＣ ｇｅｎｅｓ； ｇｅｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ： ｌａｃｋ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｕｒｓｅ， ｓｈｏｒｔｅｒ ｄｕｒａｔｉｏｎ；

ｎｏ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ｆａｃｔｏｒ

佐剂诱导的
关节炎
ＡＡ

分枝杆菌中的 ６５ ｋＤａ 热休克
蛋白激活 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞

６５ ｋＤａ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｃｔｉｖａｔｅｓ

ＣＤ４＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ

相同点：多关节炎；关节病理学改变相似；受 ＭＨＣ 基因的限制；
存在关节外病变；存在性别差异

不同点：缺少慢性病程，具有自限性；仅存在细胞免疫功能紊乱；
不存在类风湿因子

Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ： ｐｏｌｙａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｊｏｉｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ；
ｌｉｍｉｔｅｄ ｂｙ ＭＨＣ ｇｅｎｅｓ； ｅｘｔｒａ⁃ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｌｅｓｉｏｎｓ； ｇｅｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ： ｌａｃｋ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｕｒｓｅ， ｓｅｌｆ⁃ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ；
ｏｎｌｙ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｍｍｕｎｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｅｘｉｓｔｅｄ； ｎｏ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ｆａｃｔｏｒ

抗原诱导的
关节炎
ＡＩＡ

ｍ⁃ＢＳＡ 与免疫球蛋白 Ｇ Ｆｃ 段受体结
合，激活免疫系统

ｍ⁃ＢＳＡ ｂｉｎｄｓ ｔｏ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｇ Ｆｃ
ｓｅｇｍｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ

ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ

相同点：关节病理学改变相似
不同点：缺少慢性病程，具有自限性；仅影响注射关节；不受

ＭＨＣ 基因的限制；不存在类风湿因子
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ： ｊｏｉｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ： ｌａｃｋ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｕｒｓｅ， ｓｅｌｆ⁃ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ； ａｆｆｅｃｔｓ ｏｎｌｙ
ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｊｏｉｎｔ； ｎｏｔ ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ ｂｙ ＭＨＣ ｇｅｎｅｓ； ｎｏ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ｆａｃｔｏｒ

胶原抗体诱导的
关节炎
ＣＡＩＡ

抗体与 ＣⅡ表位结合并形成免疫复合
物，激活免疫系统

Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｂｉｎｄ ｔｏ ＣⅡ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ａｎｄ ｆｏｒｍ
ｉｍｍｕｎｅ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ， ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ

ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ

相同点：多关节炎；关节病理学改变相似
不同点：缺少慢性病程，具有自限性；不受 ＭＨＣ 基因的限制；

不通过 Ｔ、Ｂ 细胞介导；不存在类风湿因子
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ： ｐｏｌｙａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｊｏｉｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ： ｌａｃｋ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｕｒｓｅ， ｓｅｌｆ⁃ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ； ｎｏｔ ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ
ｂｙ ＭＨＣ ｇｅｎｅｓ； ｎｏｔ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ Ｔ ａｎｄ Ｂ ｃｅｌｌｓ； ｎｏ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ｆａｃｔｏｒ

Ｋ ／ ＢｘＮ 模型
Ｋ ／ ＢｘＮ ｍｏｄｅｌ

Ｔ 细胞识别 ＭＨＣ Ⅱ类抗原呈递细胞上
的 Ｇ６ＰＩ，激活免疫系统

Ｔ ｃｅｌｌｓ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅ Ｇ６ＰＩ ｏｎ ＭＨＣ ｃｌａｓｓ Ⅱ
ａｎｔｉｇｅｎ⁃ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ， ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ

ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ

相同点：慢性自发性多关节炎；关节病理学改变相似；ＭＨＣ 基因相关
不同点：患者中 Ｇ６ＰＩ 抗体阳性发生率低；无全身表现和类风湿

因子的产生
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ： ｃｈｒｏｎｉｃ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｐｏｌｙａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｊｏｉｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｃｈａｎｇｅｓ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ； ＭＨＣ ｇｅｎｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ： ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ Ｇ６ＰＩ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗａｓ ｌｏｗ；

ｎｏ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｒ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ｆａｃｔｏｒｓ

ＴＮＦ 转基因模型
ＴＮＦ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｍｏｄｅｌ

将人 ＴＮＦ 基因片段整合至小鼠中，导致
ＴＮＦ 过表达

Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｈｕｍａｎ ＴＮＦ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｉｎｔｏ ｍｉｃｅ， ＴＮＦ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

相同点：慢性自发性多关节炎；关节病理学改变相似
不同点：不存在类风湿因子

Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ： ｃｈｒｏｎｉｃ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｐｏｌｙａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｊｏｉｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ： ｎｏ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ｆａｃｔｏｒｓ

ＳＫＧ 模型
ＳＫＧ ｍｏｄｅｌ

ＺＡＰ⁃７０ 基因发生点突变，导致免疫耐
受失衡

Ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＺＡＰ⁃７０ ｇｅｎｅ ｌｅａｄｓ ｔｏ
ｉｍｍｕｎｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｍｂａｌａｎｃｅ

相同点：关节病理学改变相似；慢性病程；存在类风湿因子等
自身抗体；存在性别差异

不同点：关节外病变不完全相同
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ： ｊｏｉｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ； ｃｈｒｏｎｉｃ

ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ； ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ｆａｃｔｏｒ； ｇｅｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ： ｅｘｔｒａ⁃ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｌｅｓｉｏｎｓ ａｒｅ ｎｏｔ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ
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１􀆰 ３　 中医病证结合模型

ＲＡ 属于中医“痹证”范畴，中医认为虚、寒、
湿、热、瘀是 ＲＡ 的重要病因病机。 ＲＡ 病证结合

模型是在 ＣＩＡ 或 ＡＡ 等模型基础上，给予风、寒、
湿等环境刺激或合并肾虚等模拟发病条件建立，
既有关节炎特征，又体现了一定的中医病因病机

和证候表现，对于中医证候研究和中药复方的药

效评价具有重要意义。
１􀆰 ３􀆰 １　 风寒湿痹病证结合模型

风寒湿痹证是 ＲＡ 的临床常见证型之一，主
要表现包括关节屈伸不利、冷痛、触之不温，疼痛

遇寒加重等［４５］。 张逢等［４６］和林也等［４７］的研究发

现“风寒湿”通过 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路激活 Ｔｈ１７
细胞分化，导致 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞失衡以及抑制促

红细胞生成素的表达影响 ＲＡ 的发生，同时外湿

加重了大鼠的线粒体损伤，并导致线粒体自噬水

平下降，线粒体降解受阻［４８］。 风寒湿痹病证结合

模型通常在 ＣＩＡ 或 ＡＡ 造模的基础上，给予风寒

湿环境刺激，但刺激时长不一，１４ ～ ４５ ｄ，每日 ４
～ ８ ｈ 均有报道［４９－５２］。 基于血清代谢组学的研究

发现了风寒湿痹模型大鼠与正常大鼠的 ４５ 种差

异代谢物，主要涉及类固醇激素生物合成、精氨

酸和脯氨酸代谢等通路［５３］。 朱兴旺等［５４］ 选择

ＴＮＦ⁃α 转基因小鼠建立 ＲＡ 寒痹模型，发现其发

病可能与滑膜组织缺氧诱导因子 １α 的上调有

关。 与 ＣＩＡ 或 ＡＡ 模型相比，风寒湿痹模型动物

通常表现出精神萎靡，活动、饮食减少，小便偏多

等寒痹证候表现和更严重的关节炎症，同时白细

胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃１β、ＩＬ⁃５ 和 ＩＬ⁃１７Ａ 等炎

症因子和 Ｂｅｃｌｉｎ１ 等滑膜自噬相关蛋白水平显著

升高［５５－５７］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 风湿热痹病证结合模型

风湿热痹因外感风湿热邪而引起，以游走性

关节疼痛，关节灼热红肿，喜冷恶热等为主要表

现。 风湿热痹病证结合模型由 ＣⅡ或 ＣＦＡ 联合

风湿热环境刺激诱导建立，与 ＣＩＡ 或 ＡＡ 模型大

鼠相比，风湿热痹模型大鼠毛发干枯发黄、精神

萎靡、发病时间提前、关节肿胀加重、关节表面温

度和毛细血管通透性升高，血清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 水

平明显升高，关节表面温度、热痛阈值和毛细血

管通透性可能是风湿热痹模型的特征性评价指

标［５８－６０］。 朱兴旺等［６１］的研究认为 ＣＩＡ 大鼠基础

属性为热，在经风湿热环境刺激后具有显著的热

痹证候演变过程，其机制可能与热休克蛋白 ７０ 的

上调有关。 此外，风湿热痹大鼠的肠道菌群结构

发生了显著变化，其厚壁菌门、乳酸杆菌属、普雷

沃氏菌属 ９、拟普雷沃氏菌属的相对丰度明显降

低，拟杆菌门、拟杆菌属的相对丰度显著升高，这
种变化也可能与风湿热痹的发病有关［６２］。
１􀆰 ３􀆰 ３　 肾虚痹证病证结合模型

中医理论认为肾为“先天之本”，肾精亏虚或

先天不足导致痹证发生。 肾虚证动物模型的造

模方法包括药物造模法和手术造模法［６３］，此外，
已有通过基因敲除建立肾虚证小鼠模型的报

道［６４］。 基于代谢组学的研究发现了肾虚证动物

的多种生物标志物，涉及氨基酸代谢、脂质代谢、
核苷酸代谢和肠道微生物代谢等通路［６５－６６］。 叶

亲彬［６７］和陶黎等［６８］通过手术切除雌性大鼠卵巢

后皮下注射 ＣⅡ诱导建立肾虚痹证病证结合模

型，肾虚痹证大鼠关节肿胀严重，关节病理切片

可见大量炎性细胞浸润，滑膜增生和软骨侵蚀，
股骨骨小梁减少，破骨细胞数量明显高于 ＣＩＡ 组

大鼠，表明肾虚加重了 ＣＩＡ 大鼠的骨质破坏。
１􀆰 ３􀆰 ４　 脾虚痹证病证结合模型

中医认为脾胃虚弱可致痰湿内生，湿浊为

患，复感外邪而致痹，肠道屏障受损和肠道菌群

失调导致的免疫紊乱也可能与脾虚痹证的发生

有关［６９］，基于 ＧＣ⁃ＭＳ 技术的代谢组学研究发现

了脾虚证大鼠的多种差异代谢物［７０］。 脾虚证动

物模型的造模方法包括苦寒泻下法等病因病机

造模法和以利血平为代表的药物造模法，及综合

多种方法的多因素造模方法［７１］。 刘德芳等［７２］ 选

择雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠，给予高脂饮食和高湿度环境

喂养，并通过皮下注射 ＣＦＡ 建立脾虚痹证大鼠模

型，脾虚痹证大鼠与 ＡＡ 大鼠相比，精神萎靡、进
食减少，脾组织 Ｎａ＋，Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性明显降低。
王明珠等［７３］的研究发现冰水潮湿诱发的脾虚证

小鼠血清中 α 淀粉酶、胃泌素和胰蛋白酶水平显

著下降，通过冰水潮湿和 ＣⅡ诱导建立的脾虚痹

证模型与 ＣＩＡ 模型组比，脾虚痹证模型小鼠的血

清 ＩＬ⁃６、粒细胞集落刺激因子水平显著升高，表明

脾虚证加重了 ＣⅡ诱导的关节炎症。
１􀆰 ３􀆰 ５　 血瘀证病证结合模型

瘀血阻络所致的关节疼痛可见于痹证发展

２３１
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的各个时期，血瘀证动物模型的造模方法包括冰

水刺激、疲劳运动和外伤等病因造模方法、以肾

上腺素为代表的药物造模方法和联合多种方法

的多因素造模方法［７４］。 基于代谢组学和蛋白质

组学的研究发现了多种与肾上腺素诱发的血瘀

证大鼠发病相关的差异代谢物和差异表达蛋白，
涉及葡萄糖代谢、脂肪酸代谢、胆酸代谢等代谢

途径和补体与凝血级联反应、血小板活化与聚集

等关键通路［７５－７６］。 陈文佳等［７７］ 通过皮下注射 Ｃ
Ⅱ和盐酸肾上腺素，并联合冰水刺激的方法建立

ＲＡ 血瘀证模型，与 ＣＩＡ 模型相比，血瘀证病证结

合模型大鼠的血浆黏度、红细胞压积、血小板计

数和纤维蛋白原显著升高，表明血瘀证加剧了

ＣＩＡ 模型的血液流变性、凝血功能、血小板功能和

内皮功能的异常变化，大鼠可能处于“血瘀”状

态，接近临床血瘀证的证候特点。

２　 体外模型

得益于生物工程技术的进步，从组织外植体

到 ３Ｄ 共培养系统的研究取得了显著的进展，构
建一种与 ＲＡ 病理生理接近的体外模型对于药物

的早期筛选，发病机制、药理与毒理研究和减少

实验动物的使用意义重大。
２􀆰 １　 组织外植体

来自 ＲＡ 患者的组织外植体具有与 ＲＡ 最接

近的生理相似性，是研究细胞反应、细胞外基质

重塑过程和软骨的有力工具，但其容易受到个体

健康状况、药物、样品制备和供应血管中断的影

响，从外植体边缘开始的细胞死亡限制了模型的

使用时长，ＳＰＩＮＮＥＮ 等［７８］ 开发了一种从人软骨

组织中大批量制备软骨切片培养物的方法，单个

组织样本即可获得多达 １００ 个外植体培养物，组
织细胞活力能够在 ３ 周内保持稳定。 基于来自

ＲＡ 患者的滑膜外植体，ＤＯＲＳＴ 等［７９］ 证明了抗成

纤维细胞激活蛋白 （ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＦＡＰ）靶向光动力疗法以光剂量依赖性方式诱导

原代 ＲＡ ＦＬＳ 死亡，用于 ＲＡ 靶向局部治疗的

潜力。
２􀆰 ２　 体外 ２Ｄ 模型

２Ｄ 单层细胞培养简单，成本较低，用于确定

化合物最佳浓度、分析基因表达谱和高通量筛

选。 ＣＨＷＡＳＴＥＫ 等［８０］建立了一个包含神经上皮

干细胞和 ＦＬＳ 的 ２Ｄ 共培养模型，首次将含有 ＦＬＳ
的半透膜插件引入神经细胞培养物中，研究神经

元细胞对 ＦＬＳ 分泌的促炎因子的反应。 ２Ｄ 共培

养系统在研究细胞⁃细胞、细胞⁃微环境或细胞⁃体
液相互作用方面具有一定的优势，ＣＨＩＵ 等［８１］ 通

过人间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ， ＭＳＣ）
和 ＦＬＳ 的共培养系统，发现 ＩＬ⁃１β 刺激的 ＭＳＣ 通

过淋巴细胞功能相关抗原⁃１（ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｎｔｉｇｅｎ １， ＬＦＡ⁃１） 与胞间黏附分子⁃１
（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １，ＩＣＡＭ⁃１）相互作

用粘附在 ＦＬＳ 上，然后分泌肿瘤坏死因子相关凋

亡诱导配体（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃
ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）诱导 ＦＬＳ 凋亡，证明 ＭＳＣｓ
在 ＲＡ 治疗中的潜力。 但过于简化的 ２Ｄ 模型在

研究细胞形态、多样性、周期进程和分化能力方

面存在一定的局限性［８２］。
２􀆰 ３　 体外 ３Ｄ 模型

与 ２Ｄ 模型相比，３Ｄ 模型在研究细胞与基质

相互作用、增殖、分化和迁移，以及模拟关节的结

构特征方面具有显著优势［８３］。 关节炎症的标志

是 ＦＬＳ 过度增殖和免疫细胞浸润，基于 ＦＬＳ、血管

内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＥＣ）和 ３Ｄ 支架构建的

滑膜模型为研究 ＲＡ 滑膜组织微环境提供了一种

重要工具［８４］。 通过在 ３Ｄ 支架上培养患者来源的

滑膜细胞以模拟 ＲＡ 的炎性微环境和细胞⁃基质

相互作用，在 ＲＡ 发病机制研究、药物筛选和开发

个性化治疗方案中拥有巨大潜力， ＢＯＮＥＬＬＩ
等［８５］使用由 ＦＬＳ 组成的 ３Ｄ 模型发现干扰素调节

因子 １（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ １，ＩＲＦ１）是干扰

素介导的炎症级联反应的关键调节因子。 关节

软骨由软骨细胞和胶原蛋白组成，对于吸收机械

负荷和保护软骨下骨起着重要作用，３Ｄ 软骨模型

通常基于 ＣⅡ、天然凝胶、海藻酸微球、透明质酸

或壳聚糖制成的多孔支架构建［８６］，ＤＡＭＥＲＡＵ
等［８７］开发了一种由 ＭＳＣ 衍生的 ３Ｄ 软骨模型，通
过在 ３Ｄ 无支架软骨组件和磷酸三钙中共培养间

充 ＭＳＣ 衍生的骨骼和软骨成分以建立 ３Ｄ 骨软骨

组织模型，使用 ＴＮＦ⁃α 等促炎因子诱导软骨退化

和骨破坏，以研究骨软骨降解过程中细胞因子驱

动的细胞和基质相关变化，并验证了其作为临床

前药物筛选工具的潜力。 骨质流失和骨侵蚀是

ＲＡ 的重要特征之一，骨骼是一种动态的、高度血

３３１
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管化的结缔组织，钙化和矿化在骨组织的形成过

程中至关重要，ＴＨＲＩＶＩＫＲＡＭＡＮ 等［８８］ 建立了一

种由 ＭＳＣ、ＥＣ 和神经母细胞瘤细胞组成，基于钙

和磷酸盐介质及非胶原蛋白类似物的仿生骨组

织模型，成功模拟了骨骼的纳米级钙化和细胞与

矿物质的相互作用。 ３Ｄ 滑膜模型和 ３Ｄ 骨软骨

模型相结合的多组分体外 ３Ｄ 共培养模型对于研

究 ＲＡ 发病过程中的滑膜炎症、软骨和骨损伤至

关重要，但目前还没有合适的多组分体外模型能

够模拟健康或炎症关节的生理病理特征。
２􀆰 ４　 微流控芯片

微流控技术通过在区室化的 ３Ｄ 微环境中构

建精细的生理模型，模拟人体组织和器官的微观

结构、化学梯度和生物力，进而实现对组织形态、
生理功能和代谢产物的动态监测与分析，在 ＲＡ
相关机制研究、药物评估、毒性测试和个性化医

疗中潜力巨大［８９］。 ＴＨＯＭＰＳＯＮ 等［９０］基于市售器

官芯片系统开发了一种由 ＦＬＳ 和 ＥＣ 组成，具有

生物力和炎症因子刺激的血管化滑膜芯片，以模

拟 ＲＡ 滑膜炎症的生理病理特征，用于研究关节

炎症机制和创新疗法测试，可通过在滑膜芯片中

嵌入光电探测器阵列，以监测 ３Ｄ 模型中的细胞

增殖、侵袭和基质凝聚过程［９１］。 ＰＥＴＴＡ 等［９２］ 使

用 ３Ｄ 打印的微流控装置建立了一个包含滑膜和

软骨的关节芯片，其组成包括 ＦＬＳ、软骨细胞和由

胶原蛋白、蛋白聚糖和透明质酸组成的软骨基

质，软骨⁃滑膜双类器官模型为研究组织水平的串

扰提供了一个有力工具［９３］，以提高我们对 ＲＡ 复

杂病理生理机制的理解，并开发和验证新的治疗

方法，此外，微流控芯片也有望作为诊断工具对

疾病进行早期诊断［９４］。

３　 总结与展望

自 ２０ 世纪 ５０ 年代 ＡＡ 模型建立以来，各种

诱导性模型和自发性基因修饰模型不断涌现，逐
渐从啮齿类发展至非人灵长类动物，造模和评价

方法不断完善，动物模型的发病机制也基本清

晰，得益于此，ＲＡ 发病机制与治疗药物的研究取

得了显著进展。 尽管大多数动物模型都表现出

与人 ＲＡ 类似关节病理特征，如炎性细胞浸润、滑
膜增生、血管翳形成、软骨破坏和骨侵蚀，但由于

诱导方法和种属差异的限制，以及 ＲＡ 复杂的发

病机制，目前尚无一种动物模型能够全面反映

ＲＡ 的临床特点，包括诱导性模型的自限性，较少

的关节外并发症及无内源性免疫耐受失衡过程

等，因此，探寻一种能科学全面反映 ＲＡ 特点的动

物模型对于 ＲＡ 发病机制研究和药物筛选评价都

具有重要意义。
中医药在 ＲＡ 的治疗中发挥着不可替代的作

用，目前基于中医理论并结合 ＲＡ 病因病机建立

的中医病证结合动物模型已经取得了一定进展，
模型制备方法日趋成熟，并能体现部分中医证候

特点，但仍存在许多不足之处，包括造模方法简

单、标准不一，与临床病证并不完全吻合，且缺乏

量化的评价标准。 如何实现动物模型评价指标

的客观标准化，并将其应用于中医证候研究仍需

更进一步的研究，建立体现中医辨证论治与现代

医学疾病理论的病证结合动物模型，对于阐明中

药复方的作用特点和中医药现代化意义重大。
生物技术和生物材料的创新促进了 ＲＡ ３Ｄ

体外模型的发展，为高通量筛选技术和药理毒理

研究提供了一个新平台，加速了新药开发进程。
但目前的 ３Ｄ 共培养系统仍不能完全复制关节中

复杂的细胞组成，同时标准化评价方法的缺乏也

限制了 ３Ｄ 体外模型的应用。 因此，开发包含多

种细胞类型的标准化培养系统，将不同的 ３Ｄ 培

养模型相结合，对于 ＲＡ 的发病机制研究和药物

开发都至关重要。
近年来，免疫细胞和炎症因子抑制剂及干细

胞疗法已成为新的研究热点，基于现有实验模型

的深入研究、改良和新模型的开发有望大大加速

创新疗法的研究进程。
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Ｔｈ１７ ／ ｔｒｅｇ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｗｉｎｄ⁃ｃｏｌｄ⁃
ｄａｍｐ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
［Ｊ］． Ｊ Ｈｕｎａｎ Ｕｎｉｖ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２１， ４１ （ １１）： １６５７
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－１６６２．
［４７］　 林也， 廖菁， 戴宗顺， 等． 风寒湿外邪作用于 ＥＰＯ 影响

痹证（类风湿关节炎）的发生 ［ Ｊ］． 湖南中医药大学学

报， ２０２１， ４１（３）： ３４５－３４９．
ＬＩＮ Ｙ， ＬＩＡＯ Ｊ， ＤＡＩ Ｚ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｗｉｎｄ⁃ｃｏｌｄ⁃ｄａｍｐ
ｏｎ ＥＰＯ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ Ｂｉ ｓｙｎｄｒｏｍｅ （ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ） ［Ｊ］． Ｊ Ｈｕｎａｎ Ｕｎｉｖ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２１， ４１（３）： ３４５
－３４９．

［４８］　 宋雨萱， 王佳丽， 郑智礼， 等． 模拟外湿环境探讨外湿对

正常及类风湿关节炎大鼠线粒体自噬的影响 ［Ｊ］． 现代

生物医学进展， ２０２３， ２３（３）： ４１７－４２２， ４９３．
ＳＯＮＧ Ｙ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｊ Ｌ， ＺＨＥＮＧ Ｚ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｅｘｔｅｒｎａｌ ｈｕｍｉｄｉｔｙ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ
ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ⁃ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ ｂｙ ｓｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｔｅｒｎａｌ
ｗｅｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ［ Ｊ］． Ｐｒｏｇ Ｍｏｄ Ｂｉｏｍｅｄ， ２０２３， ２３（３）：
４１７－４２２， ４９３．

［４９］　 靳荃， 青千裕， 郜宪明， 等． 甘草附子汤对小鼠疼痛模型

及寒湿证疼痛模型止痛作用比较研究［ Ｊ］． 山西中医药

大学学报， ２０２０， ２１（５）： ３３８－３４１．
ＪＩＮ Ｑ， ＱＩＮＧ Ｑ Ｙ， ＧＡＯ Ｘ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
Ｇａｎｃａｏ Ｆｕｚｉ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐａｉｎ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｃｏｌｄ ⁃
ｄａｍｐ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ａｎｄ ｐａｉｎ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ］． Ｊ Ｓｈａｎｘｉ Ｕｎｉｖ
Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２０， ２１（５）： ３３８－３４１．

［５０］　 林也， 戴宗顺， 张婷， 等． 基于“以方测证” 的类风湿关

节炎风寒湿痹证动物模型的构建研究 ［Ｊ］． 湖南中医药

大学学报， ２０２１， ４１（５）： ６６８－６７２．
ＬＩＮ Ｙ， ＤＡＩ Ｚ Ｓ， ＺＨＡＮＧ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｗｉｔｈ ｗｉｎｄ ｃｏｌｄ ｄａｍｐｎｅｓｓ
ａｒｔｈｒａｌｇｉａ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ “ｔｅｓｔｉｎｇ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｂｙ ｆｏｒｍｕｌａ” ［Ｊ］． Ｊ Ｈｕｎａｎ Ｕｎｉｖ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２１， ４１（５）：
６６８－６７２．

［５１］　 欧阳丹， 李鑫， 湛港香， 等． 乌头汤通过下调 ＨＩＦ⁃１α ／
ＶＥＧＦＡ ／ Ａｎｇ 信号通路抑制 ＡＩＡ 风寒湿痹证大鼠血管翳

形成 ［Ｊ］． 中国实验方剂学杂志， ２０２４， ３０（９）： １０－１８．
ＯＵＹＡＮＧ Ｄ， ＬＩ Ｘ， ＺＨＡＮ Ｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｎｎｕｓ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｂｙ Ｗｕｔｏｕｔａｎｇ ｉｎ ＡＩＡ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｗｉｎｄ⁃ｃｏｌｄ⁃ｄａｍｐｎｅｓｓ
Ｂｉ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉａ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＨＩＦ⁃１α ／ ＶＥＧＦＡ ／ Ａｎｇ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌａｅ，
２０２４， ３０（９）： １０－１８．

［５２］　 周文涛， 马薇娜， 豆江移， 等． 寒湿痹证小鼠模型的制备

及寒淫湿淫致痹机制初探 ［Ｊ］． 中国中医药现代远程教

育， ２０２２， ２０（１２）： １４１－１４４．
ＺＨＯＵ Ｗ Ｔ， ＭＡ Ｗ Ｎ， ＤＯＵ Ｊ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｌｄ⁃ｄａｍｐｎｅｓｓ ａｒｔｈｒｏｍｙｏｄｙｎｉａ ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｒｔｈｒｏｍｙｏｄｙｎｉａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｏｌｄ ａｎｄ
ｄａｍｐｎｅｓｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｍｏｄ Ｄｉｓｔａｎｃｅ Ｅｄｕｃ Ｃｈｉｎａ， ２０２２，
２０（１２）： １４１－１４４．

［５３］　 何东初， 李蒋凤． 基于代谢组学探讨痹症宁方治疗风寒

湿痹型类风湿关节炎的作用机制 ［ Ｊ］． 中国医药导报，

２０２３， ２０（３４）： ２１－２５， ３５．
ＨＥ Ｄ Ｃ， ＬＩ Ｊ Ｆ． Ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
Ｂｉｚｈｅｎｇｎｉｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｗｉｎｄ⁃ｃｏｌｄ⁃
ｄａｍｐｎｅｓｓ ｂｉ ｔｙｐｅ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｍｅｔａｂｏｎｏｍｉｃｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｈｅｒ， ２０２３， ２０（３４）： ２１－２５，
３５．

［５４］　 朱兴旺， 赵文婷， 赵晓峰， 等． 基于人 ＴＮＦ⁃α 转基因关

节炎小鼠建立寒痹模型及评价 ［ Ｊ］． 中国免疫学杂志，
２０２２， ３８（４）： ４４８－４５２， ４６１．
ＺＨＵ Ｘ Ｗ， ＺＨＡＯ Ｗ Ｔ， ＺＨＡＯ Ｘ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ
ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｄ ａｒｔｈｒａｌｇｉａ ｍｏｄｅｌ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｈｕｍａｎ
ＴＮＦ⁃α ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ，
２０２２， ３８（４）： ４４８－４５２， ４６１．

［５５］　 刘涛， 王永辉， 江晓智， 等． 不同类风湿关节炎模型制备

方法对大鼠血清炎性因子和滑膜自噬蛋白表达的影响

［Ｊ］． 中国药物与临床， ２０２１， ２１（１３）： ２２４９－２２５１．
ＬＩＵ Ｔ， ＷＡＮＧ Ｙ Ｈ， ＪＩＡＮＧ Ｘ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐａｃｔｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｒｅｍｅｄｉｅｓ Ｃｌｉｎ， ２０２１， ２１
（１３）： ２２４９－２２５１．

［５６］　 尚玉巧． ＴＲＰＶ１ 致敏和脱敏建立类风湿关节炎热痹与寒

痹证候模型的实验研究 ［ Ｄ］． 广州： 南方医科大

学； ２０２３．
ＳＨＡＮＧ Ｙ Ｑ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｈｅａｔ ｂｉ
ａｎｄ ｃｏｌｄ ｂｉ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｂｙ
ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＶ１ ［ Ｄ ］．
Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ： Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０２３．

［５７］　 张婷． 基于炎症细胞因子表达谱的类风湿关节炎不同辨

证分型临床与基础研究 ［ Ｄ］． 长沙： 湖南中医药大

学； ２０２１．
ＺＨＡＮＧ Ｔ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ ｂａｓｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ［ Ｄ］． Ｃｈａｎｇｓｈａ：
Ｈｕｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０２１．

［５８］　 富丽萍， 李佳钰， 陆麒瑾， 等． 从炎症、凋亡与自噬评价

Ｍｔｂ 诱导类风湿关节炎风湿热痹动物模型 ［ Ｊ］． 中国实

验方剂学杂志， ２０２２， ２８（２３）： ４４－５２．
ＦＵ Ｌ Ｐ， ＬＩ Ｊ Ｙ， ＬＵ Ｑ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｆｒｏｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌａｅ， ２０２２， ２８（２３）： ４４－

５２．
［５９］　 韦乃球， 周玲梅， 成观凤， 等． 祛风湿中药威灵仙、豨莶

草对痹证大鼠作用的性⁃效关系研究［Ｊ］． 中国医院药学

杂志， ２０２４， ４４（１３）： １５２０－１５２９
ＷＥＩ Ｎ Ｑ， ＺＨＯＵ Ｌ Ｍ， ＣＨＥＮＧ Ｇ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｐｅｒｔｙ⁃ｅｆｆｉｃａｃｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ａｎｔｉｒｈｅｕｍａｔｉｃ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｌｅｍａｔｉｄｉｓ Ｒａｄｉｘ ｅｔ Ｒｈｉｚｏｍａ ａｎｄ
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Ｓｉｅｇｅｓｂｅｃｋｉａｅ Ｈｅｒｂａ ｏｎ ａｒｔｈｒａｌｇｉａ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｒａｔｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｈｏｓｐ Ｐｈａｒｍ， ２０２４， ４４（１３）： １５２０－１５２９

［６０］　 杨东宇， 赵中亭， 陈家涟， 等． 类风湿性关节炎热痹证大

鼠模型的复制与评价 ［ Ｊ］． 时珍国医国药， ２０２１， ３２
（８）： ２０４２－２０４５．
ＹＡＮＧ Ｄ Ｙ， ＺＨＡＯ Ｚ Ｔ， ＣＨＥＮ Ｊ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｗｉｔｈ ｈｅａｔ
ａｒｔｈｒａｌｇｉａ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］． Ｌｉｓｈｉｚｈｅｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ Ｒｅｓ，
２０２１， ３２（８）： ２０４２－２０４５．

［６１］　 朱兴旺， 赵文婷， 宣亚男， 等． 风寒湿热环境对胶原诱导

性关节炎大鼠模型中医证型的影响 ［Ｊ］． 中国中西医结

合杂志， ２０２１， ４１（１２）： １４７６－１４８２．
ＺＨＵ Ｘ Ｗ， ＺＨＡＯ Ｗ Ｔ， ＸＵＡＮ Ｙ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｗｉｎｄ
ｃｏｌｄ ｄａｍｐｎｅｓｓ ｈｅａｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｔｙｐｅｓ ｉｎ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌ
ｒａｔｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｗｅｓｔ Ｍｅｄ， ２０２１， ４１（１２）：
１４７６－１４８２．

［６２］　 梁露莹， 林鸿鑫， 蔡义思， 等． 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序研究

当归拈痛汤对风湿热痹佐剂性关节炎大鼠肠道菌群的影

响 ［Ｊ］． 中国实验方剂学杂志， ２０２３， ２９（９）： １８－２７．
ＬＩＡＮＧ Ｌ Ｙ， ＬＩＮ Ｈ Ｘ， ＣＡＩ Ｙ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄａｎｇｇｕｉ
Ｎｉａｎｔｏｎｇｔａｎｇ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ａｄｊｕｖａｎｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｒａｔｓ ｏｆ ｗｉｎｄ⁃ｄａｍｐｎｅｓｓ⁃ｈｅａｔ ａｒｔｈｒａｌｇｉａ： ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌａｅ， ２０２３，
２９（９）： １８－２７．

［６３］　 崔玮， 孙理军． 基于中医理论探讨肾虚动物模型的造模

方式 ［Ｊ］． 时珍国医国药， ２０２１， ３２（１１）： ２７３７－２７３９．
ＣＵＩ Ｗ， ＳＵＮ Ｌ Ｊ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＴＣＭ ｔｈｅｏｒｙ ［ Ｊ ］．
Ｌｉｓｈｉｚｈｅｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ Ｒｅｓ， ２０２１， ３２ （ １１ ）： ２７３７
－２７３９．

［６４］　 王玲， 陈佳， 陈客宏， 等． 一种 Ｐａｒｋｉｎ 基因敲除小鼠肾虚

证动物模型的建立 ［ Ｊ］． 中国中西医结合肾病杂志，
２０２１， ２２（８）： ６６９－６７２， ７５４．
ＷＡＮＧ Ｌ， ＣＨＥＮ Ｊ， ＣＨＥＮ Ｋ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐａｒｋｉｎ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｋｉｄｎｅｙ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｗｅｓｔ
Ｎｅｐｈｒｏｌ， ２０２１， ２２（８）： ６６９－６７２， ７５４．

［６５］　 ＬＵ Ｑ， ＺＨＡＮＧ Ｊ， ＸＩＮ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｇａｓ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ⁃
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｒｅｎａｌ
ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ａｎｄ ｌｉｐｉｄｏｍｉｃｓ ｄｅｃｉｐｈｅｒｅｄ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｇｕｓｈｕｄａｎ ｏｎ ｋｉｄｎｅｙ⁃Ｙａｎｇ⁃
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ⁃ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｒａｔｓ ［ Ｊ ］． Ｊ Ｓｅｐ Ｓｃｉ， ２０２３， ４６
（１３）： ｅ２３００１２４．

［６６］　 ＸＩＮ Ｌ， ＲＥＮ Ｍ， ＬＯＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ
ｕｎｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ａｎｄ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｐａｔｈｗａｙ⁃ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ｔｏ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｇｕｓｈｕｄａｎ ｏｎ ｋｉｄｎｅｙ⁃Ｙａｎｇ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ⁃

ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｒａｔｓ ［ Ｊ ］． Ｊ Ｐｈａｒｍ Ｂｉｏｍｅｄ Ａｎａｌ， ２０２４，
２４２： １１６０６２．

［６７］　 叶亲彬． 二至丸联合甲氨蝶呤对肾虚痹证大鼠骨稳态失

衡的作用及机制研究 ［ Ｄ］． 北京： 北京中医药大

学； ２０２２．
ＹＥ Ｑ Ｂ． Ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｅｒｚｈｉ ｐｉｌｌｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
Ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ ｏｎ ｂｏｎｅ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ Ｂｉ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ［ Ｄ ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｂｅｉｊｉｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０２２．

［６８］　 陶黎， 刘梅洁， 薛欣， 等． 益肾蠲痹丸对肾虚胶原诱导性

关节炎大鼠踝关节骨质破坏的影响 ［ Ｊ］． 中医杂志，
２０１８， ５９（５）： ４２０－４２６．
ＴＡＯ Ｌ， ＬＩＵ Ｍ Ｊ， ＸＵＥ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ Ｙｉｓｈｅｎ Ｊｕａｎｂｉ
Ｗａｎ ｏｎ ａｎｋｌｅ ｂｏｎｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ ［ Ｊ］． Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１８， ５９
（５）： ４２０－４２６．

［６９］　 官美惠， 黄艺晨， 韩婷芬， 等． 基于肠屏障损害探讨类风

湿关节炎脾虚湿毒蕴结病机的生物学基础 ［Ｊ］． 新中医，
２０２３， ５５（１）： １３－１７．
ＧＵＡＮ Ｍ Ｈ， ＨＵＡＮＧ Ｙ Ｃ， ＨＡＮ Ｔ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｗｉｔｈ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｄａｍｐｎｅｓｓ ｔｏｘｉｎ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ｎｅｗ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２３，
５５（１）： １３－１７．

［７０］　 刘明． 基于肠道菌群和 ＧＣ⁃ＭＳ 技术的脾气虚动物模型的

生物学机制分析 ［Ｄ］． 长春： 长春中医药大学； ２０２２．
ＬＩＵ Ｍ． Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ⁃ｑｉ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｎｄ ＧＣ⁃ＭＳ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ［ Ｄ ］． Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ： Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０２２．

［７１］　 张永龙， 马唯刚， 钱星羽， 等． 脾虚证实验动物模型构建

及评价方法的研究述评 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４，
３２（３）： ３８５－３９６．
ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｌ， ＭＡ Ｗ Ｇ， ＱＩＡＮ Ｘ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，
２０２４， ３２（３）： ３８５－３９６．

［７２］　 刘德芳， 张耀雷， 刘碧莹， 等． 基于脾虚湿阻研究佐剂性

关节炎大鼠模型炎性因子、钠钾 ＡＴＰ 酶及病理组织学变

化 ［Ｊ］． 风湿病与关节炎， ２０２３， １２（１）： １－５．
ＬＩＵ Ｄ Ｆ， ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｌ， ＬＩＵ Ｂ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ，Ｎａ＋，Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｐｌｅｅｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｄａｍｐｎｅｓｓ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］． Ｒｈｅｕｍ Ａｒｔｈｒ，
２０２３， １２（１）： １－５．

［７３］　 王明珠， 黄琳， 李海昌， 等． 冰水潮湿诱发的脾虚对

ＤＢＡ ／ １ 小鼠胶原诱导型关节炎的影响及参苓白术散的

“以方测证” ［Ｊ］． 中华中医药杂志， ２０２２， ３７（１１）： ６７８１
－６７８４．
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ＷＡＮＧ Ｍ Ｚ， ＨＵＡＮＧ Ｌ， ＬＩ Ｈ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｉｎｋｉｎｇ
ｉｃｅ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｈｕｍｉｄｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｎ
ＣＩＡ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ＤＢＡ ／ １ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ’ ｃｏｕｎｔｅｒ ｅｖｉｄｅｎｃｅ’ ｏｆ
Ｓｈｅｎｌｉｎｇ Ｂａｉｚｈｕ Ｐｏｗｄｅｒ ［ Ｊ ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ
Ｐｈａｒｍ， ２０２２， ３７（１１）： ６７８１－６７８４．

［７４］　 于嘉莹， 张会永， 王凤， 等． 九种血瘀证动物模型造模方

法研究进展与评述 ［Ｊ］． 世界科学技术⁃中医药现代化，
２０２２， ２４（１２）： ４８５５－４８６４．
ＹＵ Ｊ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ
ａｎｄ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｎｉｎｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
［Ｊ］． Ｍｏｄ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ Ｗｏｒｌｄ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌ，
２０２２， ２４（１２）： ４８５５－４８６４．

［７５］　 胡广， 李瑛， 杨会珍， 等． 基于蛋白质组学探讨慢性血瘀

证大鼠的发病机理 ［Ｊ］． 中国中医基础医学杂志， ２０２２，
２８（１１）： １７９６－１８０１．
ＨＵ Ｇ， ＬＩ Ｙ， ＹＡＮＧ Ｈ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ
［Ｊ］． Ｊ Ｂａｓｉｃ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２２， ２８（１１）： １７９６－１８０１．

［７６］　 胡广， 杨会珍， 张国瑗， 等． 基于代谢组学技术研究不同

剂量肾上腺素血瘀证模型的作用机制 ［Ｊ］． 世界中医药，
２０２３， １８（１２）： １６７２－１６７８， １６８３．
ＨＵ Ｇ， ＹＡＮＧ Ｈ Ｚ， ＺＨＡＮＧ Ｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ
ｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ［ Ｊ］． Ｗｏｒｌｄ
Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２３， １８（１２）： １６７２－１６７８， １６８３．

［７７］　 陈文佳， 李涛， 胥明珠， 等． 基于症状映射的类风湿关节

炎瘀血阻络证生物内涵研究及其病证结合动物模型建立

和评价 ［Ｊ］． 药学学报， ２０２３， ５８（８）： ２４３４－２４４１．
ＣＨＥＮ Ｗ Ｊ， ＬＩ Ｔ， ＸＵ Ｍ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｏｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ａｎｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ⁃ｓｙｍｐｔｏｍ ｍａｐｐｉｎｇ ［ Ｊ］． Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎ， ２０２３，
５８（８）： ２４３４－２４４１．

［７８］　 ＳＰＩＮＮＥＮ Ｊ， ＳＨＯＰＰＥＲＬＹ Ｌ Ｋ， ＲＥＮＤＥＮＢＡＣＨ Ｃ， ｅｔ ａｌ．
Ａ ｎｏｖｅｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｃｏｓｔ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｏｓｔｅｏｃｈｏｎｄｒａｌ ｓｌｉｃｅ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｆｏｒ ｌａｒｇｅ⁃
ｓｃａｌｅ ｎａｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ［ Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２１， ２２
（１２）： ６３９４．

［７９］　 ＤＯＲＳＴ Ｄ Ｎ， ＲＩＪＰＫＥＭＡ Ｍ， ＢＵＩＴＩＮＧＡ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｏｆ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｐａｔｉｅｎｔｓ： ｉｍａｇｉｎｇ ａｎｄ ｅｘ ｖｉｖｏ ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃ ｔｈｅｒａｐｙ
［Ｊ］． Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ， ２０２２， ６１（７）： ２９９９－３００９．

［８０］　 ＣＨＷＡＳＴＥＫ Ｊ， Ｋ ＤＺＩＯＲＡ Ｍ， ＢＯＲＣＺＹＫ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｍｉｍｉｃｋｉｎｇ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｊｏｉｎｔ ｗｉｔｈ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｎｅｕｒｏｎｓ⁃ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ［ Ｊ ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ，
２０２４， １７（１）： ９１－９８．

［８１］　 ＣＨＩＵ Ｙ Ｈ， ＬＩＡＮＧ Ｙ Ｈ， ＨＷＡＮＧ Ｊ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＩＬ⁃１β
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｖｉａ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ

ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ ［ Ｊ ］． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０２３， １３
（１）： １５３４４．

［８２］　 ＤＡＭＥＲＡＵ Ａ， ＧＡＢＥＲ Ｔ． Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ： ｆｒｏｍ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ
［Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２０， ２１（２１）： ７９１６．

［８３］　 ＹＵＮ Ｃ， ＫＩＭ Ｓ Ｈ， ＫＩＭ Ｋ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｕｓｉｎｇ
３Ｄ ｓｐｈｅｒｏｉｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍｓ ｉｎ ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｆｏｒ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ［ Ｊ］．
Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２４， ２５（５）： ２５１２．

［８４］　 ＫＩＭ Ｄ， ＨＥＯ Ｊ， ＳＯＮＧ Ｂ， ｅｔ ａｌ． ３Ｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｙｎｏｖｉａｌ
ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｍｏｄｅｌ ｏｎ ｐｏｌｙｃａｐｒｏｌａｃｔｏｎｅ⁃ｍｉｃｒｏｐａｔｔｅｒｎｅｄ
ｎａｎｏｆｉｂｒｏｕｓ ｍｉｃｒｏｗｅｌｌｓ ｆｏｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ ａｎｔｉ⁃
ｒｈｅｕｍａｔｉｃ ｄｒｕｇｓ ［Ｊ］． Ｍａｔｅｒ Ｔｏｄａｙ Ｂｉｏ， ２０２４， ２６： １０１０６１．

［８５］　 ＢＯＮＥＬＬＩ Ｍ， ＤＡＬＷＩＧＫ Ｋ， ＰＬＡＴＺＥＲ Ａ， ｅｔ ａｌ． ＩＲＦ１ ｉｓ
ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ＴＮＦ⁃ｄｒｉｖｅｎ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ： ＪＡＫｉｎｉｂｓ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ＲＡ⁃ＦＬＳｓ ［Ｊ］． Ｅｘｐ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１９， ５１（７）： １－

１１．
［８６］　 ＸＩＥ Ｒ， ＰＡＬ Ｖ， ＹＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｒｅｖｉｅｗ ｏｎ

３Ｄ ｔｉｓｓｕｅ ｍｏｄｅｌｓ： Ｂｉｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ［Ｊ］． Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ， ２０２４， ３０４： １２２４０８．

［８７］　 ＤＡＭＥＲＡＵ Ａ， ＰＦＥＩＦＦＥＮＢＥＲＧＥＲ Ｍ， ＷＥＢＥＲ Ｍ Ｃ， ｅｔ
ａｌ． Ａ ｈｕｍａｎ ｏｓｔｅｏｃｈｏｎｄｒａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｍｏｄｅｌ ｍｉｍｉｃｋｉｎｇ ｃｙｔｏｋｉｎｅ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｅｙ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ［Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ，
２０２０， ２２（１）： １２８．

［８８］　 ＴＨＲＩＶＩＫＲＡＭＡＮ Ｇ， ＡＴＨＩＲＡＳＡＬＡ Ａ， ＧＯＲＤＯＮ Ｒ， ｅｔ
ａｌ． Ｒａｐｉｄ ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒｉｚｅｄ ａｎｄ ｉｎｎｅｒｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ⁃
ｌａｄｅｎ ｂｏｎｅ ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ ｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃ ｉｎｔｒａｆｉｂｒｉｌｌａｒ ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１９， １０（１）： ３５２０．

［８９］　 ＬＩ Ｚ Ａ， ＳＡＮＴ Ｓ， ＣＨＯ Ｓ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｊｏｉｎｔ⁃ｏｎ⁃ａ⁃ｃｈｉｐ
ｆｏｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ： ｐｒｏｇｒｅｓｓ， ｐｉｔｆａｌｌｓ， ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ［ Ｊ］．
Ｔｒｅｎｄｓ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０２３， ４１（４）： ５１１－５２７．

［９０］　 ＴＨＯＭＰＳＯＮ Ｃ Ｌ， ＨＯＰＫＩＮＳ Ｔ， ＢＥＶＡＮ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ
ｖａｓｃｕｌａｒｉｓｅｄ ｓｙｎｏｖｉｕｍ⁃ｏｎ⁃ａ⁃ｃｈｉｐ： ａ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｌｙ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ， ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｍｏｄｅｌ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ［ＥＢ ／ ＯＬ］． ［２０２３－

１０－１０］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄｏｉ． ｏｒｇ ／ １０􀆰 １０８８ ／ １７４８－６０５Ｘ ／ ａｃｆ９７６．
［９１］　 ＲＯＴＨＢＡＵＥＲ Ｍ， ＨÖＬＬ Ｇ， ＥＩＬＥＮＢＥＲＧＥＲ Ｃ， ｅｔ ａｌ．

Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｔｉｓｓｕｅ⁃ｌｅｖｅｌ ｒｅｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｄｕｒｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｕｓｉｎｇ ａ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｙｎｏｖｉｕｍ⁃ｏｎ⁃ａ⁃ｃｈｉｐ ｗｉｔｈ ｎｏｎ⁃ｉｎｖａｓｉｖｅ
ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ ｂｉｏｓｅｎｓｉｎｇ ［Ｊ］． Ｌａｂ Ｃｈｉｐ， ２０２０， ２０（８）： １４６１－

１４７１．
［９２］　 ＰＥＴＴＡ Ｄ， Ｄ ’ ＡＲＲＩＧＯ Ｄ， ＳＡＬＥＨＩ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａ

ｐｅｒｓｏｎａｌｉｚｅｄ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ ｊｏｉｎｔ⁃ｏｎ⁃ａ⁃ｃｈｉｐ ａｓ ａ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｐｌａｔｆｏｒｍ ｆｏｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ［ Ｊ］． Ｍａｔｅｒ Ｔｏｄａｙ Ｂｉｏ，
２０２４， ２６： １０１０７２．

［９３］　 ＲＯＴＨＢＡＵＥＲ Ｍ， ＢＹＲＮＥ Ｒ Ａ， ＳＣＨＯＢＥＳＢＥＲＧＥＲ Ｓ， ｅｔ
ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｈｕｍａｎ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｃｈｉｐ⁃ｂａｓｅｄ
ｃｈｏｎｄｒｏ⁃ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅ ｊｏｉｎｔ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｒｅｃｉｐｒｏｃａｌ ｃｒｏｓｓ

９３１



中国实验动物学报 ２０２５ 年 １ 月第 ３３ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． １

ｔａｌｋ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ［ Ｊ］． Ｌａｂ Ｃｈｉｐ， ２０２１， ２１
（２１）： ４１２８－４１４３．

［９４］　 ＫＵＭＡＲ Ａ Ｓ， ＶＥＮＫＡＴＥＳＡＬＵ Ｓ， ＤＩＬＬＩＹＡＰＰＡＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ．
Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ ａｓ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｔｏｏｌｓ ［ Ｊ ］． Ｃｌｉｎ Ｃｈｉｍ Ａｃｔａ，

２０２４， ５５６： １１７８４１

［收稿日期］ 　 ２０２４－０６－２８

一种全新的糖尿病自发性高甘油三酯
血症仓鼠模型

张灵芝， 王雨辰

（中国医学科学院药物研究所药理室）

　 　 长期以来，金黄地鼠（又名仓鼠）因其血脂代谢模式与人类相似，常常被作为研究人类代谢性疾病

的动物模型。 日前，北京大学医学部刘国庆课题组在 Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，ＡＭＥＭ 上

发表一篇 ＳＨＯＲＴ ＣＯＭＭＵＮＩＣＡＴＩＯＮ，揭示一种全新的糖尿病自发性高甘油三酯血症仓鼠模型。
糖尿病常常伴随着高甘油三酯血症（ｈｙｐｅｒｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｍｉａ，ＨＴＧ）并发症，ＨＴＧ 被认为是糖尿病血管

并发症的风险因素之一。 在建立动物模型过程中，诱导糖尿病高甘油三酯血症通常需要高脂肪饮食。
本文利用新开发的低密度脂蛋白（ ｌｏｗ－ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＤＬ）受体基因敲除仓鼠模型，以期探究该动

物模型是否会在糖尿病病发过程中，不进行饮食控制的情况下发生 ＨＴＧ。
以野生型仓鼠和 ＬＤＬ 受体基因缺陷的杂合子仓鼠为研究对象，通过腹腔注射链脲佐菌素

（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎ，ＳＴＺ）诱发糖尿病，监测 ６０ ｄ 内的血糖、甘油三酯和胆固醇变化。 通过强饲法给予橄榄油，
测定血浆中甘油三酯清除率。 于诱发糖尿病后第 ６０ 天，评估胰岛素对糖尿病 ＨＴＧ 的影响。 注射 ＳＴＺ
后第 ７ 天，与对照组相比，野生型仓鼠和杂合子仓鼠的血糖增加了 ３ 倍多，而血浆胰岛素降至对照组的

３０％，并在 ６０ ｄ 内保持稳定。 注射 ＳＴＺ 后第 ７ 天，野生型仓鼠的血浆 ＴＧ 保持不变，但随后略有增加。
相反，杂合子仓鼠在第 ７ 天时，表现出严重的 ＨＴＧ，直至研究结束。 橄榄油强饲法显示，尽管杂合子仓

鼠注射肝素后，血浆中的脂蛋白脂肪酶活性显著降低，但与野生型动物相比，杂合子仓鼠的血浆甘油三

酯清除速度要慢得多。 腹腔注射胰岛素后，杂合子仓鼠的高血糖和 ＨＴＧ 可逆转至糖尿病前水平。
综上所述，患有糖尿病的 ＬＤＬ 受体基因缺陷的杂合子仓鼠会自发形成严重的 ＨＴＧ，并且对胰岛素

有依赖性。 这种仓鼠模型在遗传和冠状动脉粥样硬化病变的发展方面与人类家族性高胆固醇血症

（ＦＨ）患者非常相似，有望有效应用于研究与人类糖尿病及 ＨＴＧ 相关的并发症。

　 　 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，
２０２４， ７（６）： ９５５－９６０． ｄｏｉ： １０． １００２ ／ ａｍｅ２． １２４９０）。
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模式生物斑马鱼在放射医学研究中的应用现状
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　 　 【摘要】 　 斑马鱼作为一种介于细胞与传统哺乳动物之间的模式生物，凭借其独特的优势在放射医学研

究中展现出广阔的应用前景。 其与人类基因有 ８７％的同源性、高繁殖力、胚胎期短、透明易观察的胚胎等特

点，使其成为放射医学研究的重要工具。 近期，斑马鱼在低剂量辐射生物效应、放射治疗及辐射损伤防治等放

射医学关键领域的应用取得了显著进展。 本文综述了这些应用状况，旨在挖掘斑马鱼在放射医学研究中的潜

在价值，为相关领域的实验研究提供借鉴与参考。
【关键词】 　 斑马鱼；胚胎；放射医学
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｚｅｂｒａｆｉｓｈ； ｅｍｂｒｙｏ； ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
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　 　 核与辐射技术是一把“双刃剑”，在为人类社

会带来巨大福祉和便利的同时，也潜藏着对人民

生命健康和安全构成威胁的风险。 电离辐射生

物效应及机制的阐明，是核与辐射技术推广应用

的重要基础。 在进行电离辐射影响机体健康的

相关实验研究中，使用优质的研究对象非常重
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要，当前运用最为广泛的实验动物是啮齿类，虽
然便捷，但存在实验周期长，临床运用欠佳等不

足。 而斑马鱼，又称“水中小白鼠”，为一种介于

细胞和传统哺乳动物的模式生物，其体外受精、
强大的繁殖能力以及胚胎和幼体的透明性使得

观察和研究变得极为便利。 因此，借助斑马鱼胚

胎作为实验研究对象，更能在放射医学研究领域

开展更为深入和准确的研究。 本文旨在探析斑

马鱼在低剂量辐射生物效应、肿瘤放射治疗及辐

射损伤防治研究中的应用，以期为斑马鱼在放射

医学实验研究中的应用提供新的思路和方法。

１　 斑马鱼简介

斑马鱼是起源于东南亚的热带淡水鱼，是一

种进行脊椎动物研究的理想模式生物。 它与人

类基因有 ８７％的同源性，使得在斑马鱼模型系统

中获得的研究结果能够有效地应用于人类［１］。
相较于传统实验动物如小鼠、大鼠等，斑马鱼在

经济方面更易于被接受，并具有以下的优势。
实验便利：（１）斑马鱼在胚胎、幼鱼及成鱼等

不同发育阶段均适合进行实验研究。 在胚胎发

育的早期阶段，斑马鱼对电离辐射表现出高度的

敏感性，使其成为研究辐射基因毒性和发育的理

想模型［２］。 通过观察斑马鱼胚胎的形态和行为

变化，易发现辐射导致的生长迟缓和各种畸形，
可为研究辐射对胎儿发育的影响提供参考；（２）
斑马鱼透明的胚胎和体外受精，有助于直接观察

发育过程中的各种细节，而且无需牺牲亲代，为
实验研究提供了极大的便利；（３）斑马鱼是体内

成像的理想模式生物之一［３］。 随着荧光蛋白特

异性标记的转基因斑马鱼品系构建技术的成熟，
使研究者能够方便地观察特定细胞的行为，如血

管生成、淋巴细胞管形成、造血干细胞迁移等，实
现实时成像，进一步凸显了斑马鱼作为模式生物

的优势；（４）成年斑马鱼眼睛位于身体两侧，便于

解剖与观察，晶状体的结构和组分与人类极为相

似，是研究辐射致眼晶状体损伤研究的理想模

型；（５）斑马鱼的开放数据库资源，如斑马鱼信息

网络 （ ＺＦＩＮ ） ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｆｉｎ． ｏｒｇ、 Ｅｎｓｅｍｂｌ 数 据 库

ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ａｓｉａ． ｅｎｓｅｍｂｌ． ｏｒｇ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ、ＦｉｓｈＴａｃｏ 数

据库 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｏｒｅｎｓｔｅｉｎ⁃ｌａｂ． ｇｉｔｈｕｂ． ｉｏ、ＦｉｓｈＭａｐＤＢ
数据库 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｆｉｓｈｄｂ． ｉｈｂ． ａｃ． ｃｎ、国家斑马鱼资源

中心 ｈｔｔｐ： ／ ／ １５９􀆰 ２２６􀆰 １６３􀆰 ９０ ／等，使得各种数据

能够方便地获取，这为进一步利用斑马鱼作为研

究对象提供了重要的支持。
实验周期短：斑马鱼胚胎发育迅速，受精后

４８ ｈ 即可清晰地识别出大脑、眼睛、心脏和肝等

主要器官［４］。 在受精后 ７２ ｈ，幼鱼孵化出，而主要

器官开始发挥功能则在受精后 ５ ～ ６ ｄ。 斑马鱼

在 ４ ～ ６ 个月内即可性成熟。 因此，利用斑马鱼

进行辐射生物效应实验，可以在较短时间内获得

电离辐射作用后机体整个生命过程的研究结果。
适宜用于大规模筛选：斑马鱼具有体外受精

和产卵量大的特点，一条雌鱼和一条雄鱼一次产

卵量为 ５０ ～ ３００ 个［５］。 这种特性使得斑马鱼成

为适合进行大规模药物筛选的优质模型，因为它

可以在孔板中同时测试多种药物，弥补了小鼠等

模式动物产量少的不足。 此外，斑马鱼还广泛应

用于大规模遗传筛查研究中。
实验条件要求低：作为小型脊椎动物模型，

斑马鱼具有饲养经济、对环境适应能力强的特

点，可以在非动物实验室条件下进行研究。 由于

成年斑马鱼的体积非常小，空间占用少，且其受

精和发育过程均在水中进行，因此非常适合进行

太空搭载实验，用于空间辐射生物效应的研究。
结果客观准确：斑马鱼在水中完成整个受精

和生长发育的过程，这使得辐照剂量的分布更加

均匀。 此外，斑马鱼的高生育率、短传代时间和

大量的后代数量，减少了实验重复的时间，增强

了统计效力，使实验结果更加可靠。
由于斑马鱼具有高繁殖力、短胚胎期、视觉

上透明以及适合高通量筛选等诸多优势，美国国

立卫生研究院已将其视为继小鼠和大鼠之后研

究人类疾病的第 ３ 种脊椎动物模型［６］。

２　 斑马鱼在低剂量辐射生物效应研

究中的应用

　 　 低剂量辐射是指剂量 ＜ １００ ｍＧｙ 或者剂量率

＜ ５ ｍＧｙ ／ ｈ 的电离辐射［７］。 目前关于低剂量辐射

的生物学效应仍存在争议。 对低剂量辐射健康

影响的评估主要基于高剂量辐射生物效应的结

果进行外推，因此对于长期暴露于低剂量辐射环

境下的人员健康评估存在较大的不确定性。 研
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究人员在低剂量辐射作用后斑马鱼的孵化率、死
亡率、畸变率、昼夜节律、运动功能、神经系统损

伤及其机制等方面进行了大量研究，这些研究结

果为低剂量辐射生物效应的研究提供了重要的

参考。
２􀆰 １　 孵化率、存活率及畸形率

孵化率、存活率及畸形率是斑马鱼受电离辐

射作用后最直观的生物学指标。 多项研究表明，
低剂量辐照对斑马鱼胚胎的孵化率和存活率无

明显影响。 当斑马鱼胚胎接受剂量率为 ０􀆰 ０３３、
０􀆰 １３０ 和 １􀆰 ２０ ｍＧｙ ／ ｈ 的 γ 射线照射 １０ ｄ 后（累积

剂量分别为 ０􀆰 ３３、１􀆰 ３０ 及 １２􀆰 ０ ｍＧｙ），其孵化率

和存活率均未受到显著影响［８］。 另有研究发现

斑马鱼胚胎在受照累积剂量为 １、２􀆰 ０、２􀆰 ５、１５􀆰 ０
ｍＧｙ 的 γ 射线作用后，各组的孵化率和存活率也

无明显变化［９］。 ＺＨＡＯ 等［１０］ 也得出了一致的结

果。 ＨＵＲＥＭ 等［１１］ 的研究发现，在 ０􀆰 ４、 ３􀆰 ９ 和

１５􀆰 ０ ｍＧｙ ／ ｈ 的 γ 射线照射下，斑马鱼的孵化率和

存活率也未出现显著变化，但在 ３８ ｍＧｙ ／ ｈ 的照

射后二者则显著下降。 此外，有报道 １ Ｇｙ 电离辐

射可降低受精后 ７２ ｈ 时斑马鱼胚胎的孵化率，延
迟胚胎孵化［１２］。 可见低剂量电离辐射一般不会

引起斑马鱼孵化率及存活率的改变。 而低剂量

辐射作用后，则会引起斑马鱼胚胎发生畸形。 徐

超等［９］ 研究发现，累积剂量为 ２􀆰 ５ ｍＧｙ 和 １５􀆰 ０
ｍＧｙ 的 γ 射线照射后，畸变率显著增加，分别增

加了 １０ 倍和 １２􀆰 ６ 倍，而 ２ ｍＧｙ 的 γ 射线作用后

则未出现显著变化。 研究者通过模拟牙科 Ｘ 射

线照射的两种模式，发现在标准全景组（平均剂

量为 ７􀆰 ８３ ｍＳｖ）和牙髓全景组（平均剂量 ５􀆰 ８３
ｍＳｖ）的作用后，两组均观察到斑马鱼胚胎畸形发

生，表现为卵黄囊水肿和脊柱弯曲［１３］。 以上结果

表明在 ＜ ０􀆰 １ Ｇｙ 和 ５􀆰 ０ ｍＧｙ ／ ｈ 的低剂量率条件

下，斑马鱼的孵化率和死亡率不会受到显著影

响，而可能会引起斑马鱼胚胎发生畸形。
２􀆰 ２　 神经系统发育

大脑对射线十分敏感，广岛和长崎幸存者所

生儿童的流行病学研究表明，低至 ０􀆰 ３１ Ｇｙ 的电

离辐射会导致大脑发育缺陷和认知能力下降［１４］。
长期暴露于低剂量电离辐射下的放射工作人员

可出现头痛、头晕、记忆力减退、睡眠功能障碍等

神经系统症状。 在斑马鱼胚胎发育的早期阶段，

辐射暴露对神经行为功能的影响尤为显著，因此

斑马鱼成为研究辐射神经毒性的优质活体模型。
ＫＯＬＬＡＹＡＮ 等［１５］使用牙科 Ｘ 射线装置照射斑马

鱼胚胎，剂量分别为 ７􀆰 １７、２３􀆰 １７ 和 ６３􀆰 ８３ ｍＳｖ，结
果发现 ７２ ｈｐｆ 时，３ 组均出现心包水肿；此外，
２３􀆰 １７ 和 ６３􀆰 ８３ ｍＳｖ 组在 ４８ ｈｐｆ 时出现心包水肿。
６３􀆰 ８３ ｍＳｖ 组在 ７２ ｈｐｆ 时出现卵黄囊水肿和脊柱

侧凸，表明牙科 Ｘ 射线对神经发育产生剂量相关

的有害影响，提示虽然牙科的辐射水平低于医疗

辐射水平，但辐射暴露的固有风险不容忽视。 何

楚琦［１６］ 将斑马鱼胚胎置于不同剂量剂率 ０􀆰 １、
０􀆰 ２、０􀆰 ４ ｍＧｙ ／ ｈ γ 射线下，观察 ７２、９６ 及 １２０ ｈｐｆ
的脑损伤现象，发现与对照组相比，０􀆰 １ ｍＧｙ ／ ｈ 的

剂量组并未发生明显变化，甚至细胞数量比对照

组还要多。 然而，经过 ０􀆰 ２ 和 ０􀆰 ４ ｍＧｙ ／ ｈ 的辐照

后，斑马鱼脑组织神经元细胞出现了排列紊乱、
胞质浓缩、细胞间间隙增大并出现空洞的情况。
另一项实验中设置了相似的剂量组 ０􀆰 ２５０、
０􀆰 ３１３、０􀆰 ４１７ ｍＧｙ ／ ｈ 的１３７Ｃｓγ 射线，研究结果发现

各组脑部组织均出现了空泡，部分脑部细胞变

形，脑部细胞之间的界限变得模糊［１７］，与何楚

琦［１６］的研究结果基本一致。 此外，ＺＨＡＯ 等［１８］研

究发现 １５ ｍＧｙ γ 射线辐射可引起脑部损伤效应

的发生，表现为斑马鱼脑细胞凋亡增加。 这些结

果表明，低剂量辐射确实可以导致斑马鱼大脑发

育障碍。 然而，需要注意的是，这些结果主要集

中在斑马鱼这一模式生物上，至于低剂量长期辐

射对人类脑部发育的具体影响还需要更多的人

类数据来证实。
２􀆰 ３　 行为运动能力

电离辐射也会引起斑马鱼行为运动发生改

变。 ＭＵＲＡＴ 等［１４］将斑马鱼胚胎置于 ０􀆰 ５ ｍＧｙ ／ ｈ
的 γ 射线的环境中培育，发现斑马鱼幼鱼会在光⁃
暗运动实验中的行为与对照组相比发生显著改

变。 有研究报道 ０􀆰 １ Ｇｙ 的 γ 射线可通过增加斑

马鱼褪黑素的分泌，导致其行为节律紊乱［１２］。 另

有研究发现，暴露在 ５􀆰 ０ ｍＧｙ ／ ｈ γ 射线下的斑马

鱼幼鱼，其肌纤维断裂和神经肌肉连接发生改

变，提示长期暴露于低剂量电离辐射可通过影响

神经元和肌肉祖细胞，引起幼鱼自由游动缺陷。
２􀆰 ４　 低剂量辐射生物效应机制的探索

分子水平的研究能深入揭示辐射效应的产
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生机制，可为辐射损伤预警及早干预手段的建立

提供理论参考。 目前利用斑马鱼为研究对象开

展低剂量辐射生物效应机制的相关研究，主要集

中于辐射诱导的 ＤＮＡ 损伤、氧化应激、凋亡途径、
炎症反应及个体发育等方面。

ＤＮＡ 是电离辐射作用的靶点，电离辐射可通

过损伤 ＤＮＡ 诱发机体基因突变和染色体改变，进
而引起细胞损伤，最终引起机体功能或结构的改

变。 为了深入探究这一过程，研究者将斑马鱼胚

胎暴露于 ３２􀆰 ７ ｍＧｙ 的 γ 射线后，发现染色质中

Ｈ３Ｋ４ｍｅ３ 组蛋白在 ｈｎｆ４ａ、ｇｍｎｎ 和 ｖｅｇｆａｂ 基因上

出现超富集现象［１９］。 另有研究报道，在 ０􀆰 ００５、
０􀆰 ０５、０􀆰 ５、５ 及 ５０ ｍＧｙ ／ ｈ 的 γ 射线作用下，斑马

鱼胚胎的 Ｈ３Ｋ２７ ｍｅ３ 和 Ｈ３Ｋｍｅ４ 组蛋白基因启

动子 ＤＮＡ 出现了低甲基化现象［２０］。 这些结果表

明，低剂量电离辐射可能通过影响组蛋白的翻译

后修饰来调控染色质结构，进而影响与表型相关

的基因表达。 另外，研究发现 ７􀆰 ８３ 和 ５􀆰 ８３ ｍＧｙ
的 Ｘ 射线作用后，斑马鱼胚胎的炎症和凋亡相关

基因表达增加，氧化抗氧化平衡恶化，免疫反应

受到抑制［１３］。 而持续接受 ０􀆰 ０１３ 和 ０􀆰 １２ ｍＧｙ ／ ｈ
的 γ 射线照射，斑马鱼胚胎发育至 ４ ｄ 时活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ） 的表达会显著升

高。 而在持续接受 ０􀆰 ００３ ｍＧｙ ／ ｈ 的长期作用后，
斑马鱼胚胎发育至 ７ ｄ 时 ＲＯＳ 表达也会显著升

高［８］，表明在足够长的作用时间下，即使是更低

剂量的辐射也可能通过改变氧化应激反应来影

响斑马鱼胚胎的健康。 由于斑马鱼具有发育迅

速、胚胎期短等优势，它被视为研究辐射对发育

障碍影响机制的优质动物模型。 ＭＵＲＡＴ 等［２０］发

现斑马鱼胚胎受到 ０􀆰 ００５、 ０􀆰 ０５、 ０􀆰 ５、 ５ 及 ５０
ｍＧｙ ／ ｈ 的 γ 射线作用后，与外胚层和中胚层形态

发育相关的基因表达均发生变化，在 ０􀆰 ５ ～ ５０
ｍＧｙ ／ ｈ 作用下变化尤为显著。 这些差异基因主

要参与如 Ｎｏｔｃｈ、视黄酸、ＢＭＰ 和 Ｗｎｔ 等与发育相

关的信号通路。 表明调节原肠胚形态发生的转

录程序在 ≥ ０􀆰 ５ ｍＧｙ ／ ｈ 的剂量率下被扰动，这可

能与发育后期神经和肌肉的功能缺陷有关。 此

外，长期暴露于 ５ ｍＧｙ ／ ｈ 的 γ 射线下的斑马鱼幼

鱼，其神经、肌肉发育和视黄酸信号传导都受到

干扰。 其中视黄酸信号的破坏可能是导致体细

胞和神经发育障碍的关键途径，进而可能对认知

和行为产生不良影响［１４］。 ＺＨＡＯ 等［１８］研究发现，
受精后 ２ ｈ 的斑马鱼胚胎在 １５ ｍＧｙ 的１３７Ｃｓγ 射

线照射后，参与 Ｗｎｔ 信号通路的基因 ａｘｉｎ２ 在脑

组织中的表达显著增加，提示低剂量辐射可能通

过抑制 Ｗｎｔ 信号通路影响斑马鱼胚胎脑细胞的

凋亡和发育。 而对于成年斑马鱼，当在 ０􀆰 ０５、０􀆰 ５
和 ５ ｍＧｙ ／ ｈ 的辐射下连续暴露 ３６ ｄ 后，端脑差异

表达的基因数量随着剂量增加而增加，分别为

２７、２００ 和 ５３０ 个。 这些基因主要参与神经传递、
神经激素及下丘脑⁃垂体⁃肾间轴的功能［２１］。 以上

研究结果为深入理解低剂量辐射生物效应发生的

机理提供支持。

３　 斑马鱼在肿瘤放射治疗研究中的

应用

　 　 随着核能与核技术的迅猛发展，质子、重离

子、超高剂量率以及放射性靶向药物等放疗技术

在肿瘤治疗领域的应用日益广泛。 为了在确保

肿瘤治疗效果的同时减少正常组织的不良反应，
迫切需要深入了解这些新技术的生物效应。 不

仅有助于提高肿瘤治疗的成功率，还能为患者带

来更好的生活质量。 与小鼠模型相比，斑马鱼在

胚胎阶段的透明色素沉积而易于检测肿瘤转移

情况［２２］。 斑马鱼胚胎未成熟的免疫系统可以接

受人类癌细胞的移植和存活，无需免疫抑制［２３］，
为肿瘤模式动物的建立提供极大的便利。 此外，
斑马鱼模型在药物筛选研究和个体化医疗研究

中也得到了证实［２４－２５］。 目前已开发了许多方法

来复制和研究人类癌症疾病，如通过将肿瘤细胞

局部显微注射到斑马鱼中，以及随后旨在通过化

学筛选和体内成像评估可能的治疗方案［２６］。 因

此斑马鱼可作为很好的模式生物用于肿瘤放疗

领域的相关研究中。
３􀆰 １　 超高剂量率放射治疗（ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｒａｔｅ
ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ，ＵＨＤＲ⁃ＲＴ）

ＵＨＤＲ⁃ＲＴ 即 ＦＬＡＳＨ 技术，是当前放疗领域

研究的热点，但该技术的广泛应用需要明确其最

佳的照射参数。 ＨＯＲＳＴ 等［２７］ 利用斑马鱼胚胎，
在超高剂量率（ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｒａｔｅ， ＵＨＤＲ）和参

考剂量率下，比较质子入口平台、质子布拉格峰

及 ３０ ＭｅＶ 电子束下的不同的生物学终点（心包
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水肿、脊柱弯曲、胚胎长度和眼直径），结果表明

斑马鱼胚胎模型是一种适用于 ＦＬＡＳＨ 放疗放射

生物学研究的临床前高通量模型，其结果与啮齿

动物模型相当。 此外，ＳＡＡＤＥ 等［２８］ 通过比较 ６８
ＭｅＶ 质子束的 ＵＨＤＲ 辐照（８ ～ ９ ｋＧｙ ／ ｓ）与常规

放射剂量率（０􀆰 ２ Ｇｙ ／ ｓ）对斑马鱼胚胎的影响，发
现在接受 ３０ 和 ４０ Ｇｙ 的 ＵＨＤＲ⁃ＲＴ 后，斑马鱼胚

胎的体长分别增加了 １８０ 和 ９０ ｍｍ，对照组未见

明显变化。 与常规放疗相比，ＵＨＤＲ 组仅在 ３０ Ｇｙ
剂量下，心包水肿发生率减少。 在存活率和脊柱

弯曲度方面，两种放疗方式没有显著差异。 罗辉

等［２９］研究发现电子束 ＦＬＡＳＨ 照射较常规照射对

斑马鱼胚胎损伤更小，并证明其诱发较低的氧化

应激有关。 以上这些研究表明 ＵＨＤＲ⁃ＲＴ 对正常

组织具有一定的保护作用，研究结果可为 ＵＨＤＲ⁃
ＲＴ 的进一步研究提供参考，有助于推动其在肿瘤

治疗领域的应用。
３􀆰 ２ 　 相 对 生 物 学 效 应 （ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ，ＲＢＥ）

ＲＢＥ 是评估不同类型射线所产生生物学效

应的重要参数，在肿瘤放疗方案的制定中起着非

常重要的作用。 随着高传能线密度（ ｌｉｎｅａｒ ｅｎｅｒｇｙ
ｔｒａｎｓｆｅｒ，ＬＥＴ）射线放疗技术的迅速发展，通过确

定不同 ＬＥＴ 射线的 ＲＢＥ 值，能够更好地预测治疗

效果和潜在的不良反应。 ＬＩ 等［３０］ 以斑马鱼睾丸

生精细胞凋亡为生物终点，获得了碳离子的 ＲＢＥ
为（１􀆰 ４８ ± ０􀆰 ０４）。 此外，研究发现在利用小动物

（小鼠、大鼠）为研究对象开展质子 ＲＢＥ 体内实

验研究时，很难沿着质子深度剂量分布精确和重

复地定位实验动物和靶区域，而利用斑马鱼胚胎

进行研究可实现对质子深度剂量分布的每毫米

进行采样，特别是在布拉格峰的远端边缘［３１］。
ＳＺＡＢÓ 等［３１］使用德累斯顿大学质子治疗的 １５０
ＭｅＶ 质子束，在两个不同的深度位置，即入口平

台和布拉格峰展宽中部照射斑马鱼胚胎。 观察

胚胎存活情况，发现在 ２０ Ｇｙ 平台和布拉格峰展

宽中部质子相对于 ６ ＭＶ 光子束照射，质子 ＲＢＥ
值分别为（１􀆰 １３ ± ０􀆰 ０８）和（１􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０４）。 可

见，实现较小的质子范围不确定性，可利用比啮

齿类动物小得多且解剖均匀的斑马鱼胚胎进行

相关研究。 因此，利用斑马鱼胚胎作为质子 ＲＢＥ
的研究，是向详细的毫米级方向迈出的第一步，

此研究也为高 ＬＥＴ 射线，如重离子、中子等的生

物效应的研究提供了借鉴。
３􀆰 ３　 肿瘤辐射敏感性预测

在对肿瘤患者进行放疗方案的制定时，确定

患者的辐射敏感性非常重要。 对于辐射敏感的

患者，会降低其放疗剂量，而对于辐射耐受的患

者，则会增加其放疗剂量或改变治疗方案，以提

高肿瘤的治疗增益比。 ＣＯＳＴＡ 等［３２］ 利用结直肠

癌患者活检组织制备了斑马鱼异种移植物，给予

放射治疗，检测分析了细胞增殖、凋亡、肿瘤大小

和 ＤＮＡ 损伤等指标的变化，来评估患者肿瘤的放

射敏感性。 值得注意的是，利用斑马鱼建立肿瘤

模型，可实现在 ４ ｄ 内区分放射敏感肿瘤和放射

耐受肿瘤，这一工作开启了利用斑马鱼模型预测

肿瘤对放疗反应的可能性。
３􀆰 ４　 辐射增敏

在临床肿瘤治疗过程中，经常会发现，随着

治疗周期的增加，有的肿瘤患者会发生辐射耐受

现象，因此提高患者肿瘤的辐射敏感性是提高放

疗疗效的手段之一。 研究者利用斑马鱼胚胎中

共同培养基质细胞和头颈部鳞状细胞癌细胞，首
次模拟了斑马鱼胚胎中真实的头颈部鳞状细胞

肿瘤和微环境，发现与基质细胞共培养的肿瘤细

胞对辐射的敏感性降低，这一研究为利用斑马鱼

异种移植模型靶向基质细胞或调节其活性以增

强辐 射 敏 感 性 的 研 究 策 略 奠 定 了 基 础［３３］。
ＣＯＳＴＡ 等［３４］ 利用肠癌手术标本和诊断活检技

术，比较了两种放射增敏剂在斑马鱼异种移植模

型中的作用，发现二甲双胍具有强大的体内放射

增敏作用，类似于 ５⁃氟尿嘧啶，提示其可用于优

化肿瘤放疗方案。 在另一项研究中，利用斑马鱼

模型，研究发现亲脂性他汀类药物氟伐他汀是一

种潜在的放射增敏剂［３５］。 可见斑马鱼模型在放

射增敏药物的研究中具有重要应用价值。 通过

使用这一模型，可以快速筛选出具有潜在增敏作

用的物质，为肿瘤放射治疗提供新的策略和药物

候选物质。

４　 斑马鱼在辐射防护剂研究中的

应用

　 　 随着核能与核技术利用的快速发展、世界环
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境的复杂性及国际形势的日益紧张（如俄乌冲

突、朝核问题、阿以冲突、伊朗问题不断反复），核
事故、局部核战争、核恐怖袭击发生的可能性增

加，放疗技术的快速发展，均可能会造成人员的

辐射损伤，因此研发辐射防护剂对辐射损伤救治

具有重要的意义。
为了验证辐射防护剂的有效性，需要一个适

合高通量药物筛选的研究模型。 与小鼠、２Ｄ 和

３Ｄ 细胞培养系统相比，斑马鱼具有独特的优势。
首先，斑马鱼能大量产卵，这为药物筛选提供了

丰富的样本来源。 其次，斑马鱼的胚胎可以直接

从培养液中吸收药物，操作简便，大大提高了筛

选效率。 因此，利用斑马鱼作为研究对象能够满

足药物筛选快速、高通量的需求。 利用斑马鱼模

型作为研究对象，在进行辐射防护剂研究中开展

了广泛的研究。 纳米颗粒 ＤＦ１、氨磷汀 （ＷＲ⁃
２７２１）、ＤＮＡ 修复蛋白 ＫＵ８０ 和共济失调毛细血

管扩张突变基因（ＡＴＭ）以及移植的造血干细胞

的辐射保护作用已被报道［３６］。 Ｋｅｌｕｌｕｔ 蜂蜜通过

Ｈａｎｔｚｓｃｈ 反应生成的聚合物能够有效抑制由电离

辐射诱导的 ＤＮＡ 损伤及细胞凋亡过程，从而起到

防护作用［３７］。 据研究报道，临床上常用的降糖

药、降糖药物已证实对辐射诱导的斑马鱼胚胎损

伤具有防护效果。 采用降压药托屈嗪进行预处

理，可使电离辐射引起的 ＲＯＳ 表达水平，由 １􀆰 ８５
倍降低至 １􀆰 ５６ 倍［３８］，显著减轻了斑马鱼的辐射

损伤。 此外，降糖药苯乙双胍通过减轻电离辐射

作用后斑马鱼胚胎中 ＲＯＳ 介导的 ＤＮＡ 损伤和脂

质过氧化，从而抑制了细胞凋亡、突变和随后的

发育中断和停滞［３９］。 另一项研究指出，二甲双胍

同样具有改善辐射诱导的斑马鱼幼形态异常和

畸形的作用，并能减轻辐射诱导的细胞凋亡率和

氧化应激反应，进而起到对斑马鱼辐射损伤的防

护作用［４０］。 ＤＩＭＲＩ 等［４１］发现，在辐照前 ３ ｍｉｎ 使

用麻醉剂盐酸丙洛卡因进行预处理，可使辐照引

起的不良反应减少 ８５％，死亡率降低 ６０％。 辐照

前用低聚岩藻糖预处理斑马鱼肝癌模型，能够减

少纤维化和细胞周期 ／增殖标志物的表达，从而

对辐射诱导的纤维化和二次癌症具有预防作

用［４２］。 此外，利用斑马鱼模型证实了槲寄生提取

物，及腺苷均有辐射防护的潜力［４３－４４］。 除此之

外，对于研究辐射防护剂在大脑等封闭器官中的

功效具有很大的挑战性，ＳＵＮ 等［４５］构建了凋亡报

告基因的斑马鱼模型，可以直观地展示辐射或药

物作用后斑马鱼复杂大脑结构的变化，为研究提

供了极大的便利。 因此，斑马鱼在辐射防护剂研

究方面具有非常好的应用前景。

５　 结语

在开展放射医学研究的探索中，面临着一个

严峻的挑战：如何在遵守严格的动物保护和伦理

法规的前提下，有效地进行科学实验。 传统的啮

齿类动物实验往往受限于动物数量的限制，这使

得研究的深度和广度受到一定制约。 尽管细胞

培养等体外实验方法可以实现高通量的研究，但
它们无法完全模拟生物体内部的复杂环境，从而

难以精确阐明体内的实际效应。 然而，斑马鱼胚

胎作为一种理想的实验模型，为放射医学研究带

来了独特的机遇。 特别是在以下 ４ 个方面：（１）
适用于高通量的放射生物学研究，尤其适用于开

展电离辐射对神经系统发育的影响研究，通过大

规模的实验，可以迅速筛选和评估不同辐射剂量

对斑马鱼胚胎的影响，为理解电离辐射对机体的

损伤及作用机制提供有力支持；（２）为新兴的肿

瘤放疗技术推广应用研究提供有效和可靠的工

具，例如加深对观察到的剂量率依赖性的理解或

进一步探索射线物理参数的空间分布；（３）在放

疗之前对患者进行辐射敏感性的检测分析，助推

个体化精准放疗的发展；（４）在辐射防护及辐射

增敏剂的筛选研究中也发挥着重要作用。 此外，
放射性核素内照射对人类健康的潜在威胁已成

为当前研究的焦点。 斑马鱼作为模式生物，无疑

为这一关键领域的研究提供了强有力的实验平

台与工具。 如研究氚对斑马鱼健康影响［４６］、铀的

跨代毒性研究［４７］。 因此，利用斑马鱼模式动物作

为研究对象是对传统放射医学领域中实验研究

的极大补充。 随着斑马鱼模式动物在放射医学

领域的深入应用，相信将会解锁更多新的应用价

值，为放射生物学、精准放疗、辐射防护技术的发

展提供坚实的支撑，推动放射医学的不断进步。
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杨光，高阳，崔忆馨，等． 医疗器械大动物实验研究进展 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２５， ３３（１）： １４９－１５６．
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Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０１􀆰 ０１５

［基金项目］泰州市科技支撑计划（社会发展）项目（ＴＳ２０２２０５）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｔａｉｚｈｏｕ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｓｕｐｐｏｒｔ Ｐｒｏｇｒａｍ （Ｓｏｃｉａｌ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ） Ｐｒｏｊｅｃｔ（ＴＳ２０２２０５）．
［作者简介］杨光，男，博士，教授，研究方向：心脏和大血管外科工作以及相关医疗器械的设计研发。 Ｅｍａｉｌ：１２９８０１４６２９＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］魏旭峰，男，博士，副教授，研究方向：人工心脏、瓣膜等医疗器械的临床前评价和临床。 Ｅｍａｉｌ：４９３４５１２５７＠ ｑｑ． ｃｏｍ

医疗器械大动物实验研究进展
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　 　 医疗器械的研发和应用是保障人类健康的

重要环节。 然而，由于起步晚、技术落后等原因，
我国的医疗器械产业长期以来处在发展缓慢、创
新能力不足的阶段，尤其是在高端医疗器械领域

的占有率较低。 随着“十二五”以来国家出台了

一系列政策［１］以及“中国制造 ２０２５” ［２］、“健康中

国 ２０３０ 战略” ［３］等国家战略规划后，中国的医疗

器械行业整体保持了稳步的发展态势，市场规模

从 ２００１ 年的 １７９ 亿元快速增长到了 ２０１９ 年的

５８００ 亿元［４］，为国产创新医疗器械的发展提供了

更为广阔的平台。 伴随着心血管支架、医疗手术

机器人、人工心脏瓣膜等国产Ⅲ类医疗器械的相

继上市，我国高端医疗器械严重依赖进口的现象

也得到了一定改善。
在医疗器械产品从实验室研究向临床应用

转化的过程中，动物实验是不可或缺的环节之

一。 大动物因其与人类更加接近的体型和生理

结构而被广泛应用于医疗器械的研究和评估。
目前，关于医疗器械大动物实验研究的报道日渐

增多，应用范围涵盖了实验动物的选择、疾病模

型的建立、医疗器械手术评估等方面。 这些研究

为医疗器械的研发和临床应用提供了重要的支

持。 本文将对用于医疗器械研究的大动物实验

进行综述。

１　 医疗器械实验中大动物的选择

选择合适的实验动物是决定医疗器械实验

价值的基础，直接影响着实验结果的可靠性和可

信度［５］。 实验动物选择一般遵照以下 ３ 个原则：
（１）实验动物是否符合产品的实验目的；（２）优先

选用与人体相似的实验动物，如解剖结构、血流

动力学、电生理学等；（３）尽量避免选用伦理争议

较大的实验动物。
目前用于医疗器械研究的实验动物可分为

小型动物和大型动物。 常见的小型动物包括小

鼠、大鼠和兔子，此类动物饲养成本低且手术难

度较小，通常应用于医疗器械早期可行性评估，
然而，小型动物与人类在神经系统、免疫系统和

新陈代谢系统等方面存在较大差异，限制了其在

医疗器械研究中的应用［６］。 相比之下，大型动物

如猪、犬、绵羊、非人灵长类等更接近人类，在评

估医疗器械的安全性和可行性方面具有优势：首

先，大型动物的解剖结构和生理功能与人类更为

相近，更适合进行外科手术操作和长期监测，更
适合模拟人体的生理环境和疾病状态；其次，大
型动物相较于小型动物更加长寿，在安全性和可

行性的评估中，大型动物能提供的可观察的时间

窗口更长，有利于测试医疗器械是否存在潜在长

期的副作用；最后，大型动物的体型和力学特征

使其更适合评估和测试需要机械适应性的医疗

器械，如人工心脏、骨支架等。 尽管大动物模型

在医疗器械中具有优势，但仍然面临着成本高、
实验伦理等问题，因此需要综合考虑研究目的、
实验经费等因素。
１􀆰 １　 实验猪

猪的基因组序列与人类同源性极高，基因相

似度高达 ９５％［７］，且具有与人类相似的心血管、
代谢、呼吸和消化系统，因此被广泛应用于心血

管疾病、异种移植、口腔医学、胃肠疾病研究相关

的医疗器械研究开发中［８］。
巴马小型猪的心血管尺寸与人体十分相近，

常被选作植入性心血管材料的评价动物，如

ＭＩＹＡＧＩ 等［９］在猪体内进行实验，评估了左心房

辅助装置（ ｌｅｆｔ ａｔｒｉａｌ ａｓｓｉｓｔ ｄｅｖｉｃｅ，ＬＡＡＤ）的安全

性。 猪也被广泛用于心脏瓣膜类产品的评价，通
过在猪体内植入人造瓣膜，对其生物相容性、免
疫反应、耐久性以及其他病理特征进行长期观察

评估［１０］。 由于与人的心脏相似度很高，猪心异种

移植一直是研究的热点。 ２０２３ 年马里兰大学医

学院完成了首例动物心脏移植手术，在心脏病患

者体内移植了一颗经过基因编辑后的猪心脏［１１］，
虽然患者在 ２ 个月后死亡，但这也成为器官移植

发展道路上新的里程碑。
猪也是口腔医学类医疗器械经常选择的实

验动物。 早在 １９７６ 年，ＢＩＶＩＮ 等［１２］ 就发现小型

猪的食性、牙齿排列和替换模式上都与人类具有

较高的相似性。 ＳＯＮＯＹＡＭＡ 等［１３］ 将小型猪自体

根尖牙干细胞（ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｐｉｃａｌ ｐａｐｉｌｌａ，
ＳＣＡＰｓ）和牙周膜干细胞（ ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＰＤＬＳＣｓ）与生物支架复合，实现了生物牙根再生，
并用异体牙髓干细胞 （ ｄｅｎｔａｌ ｐｕｌｐ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＤＰＳＣｓ）实现了冠修复。

此外，猪同样可以作为手术模型动物来评估

新型的手术方法及策略。 例如，王洋等［１４］使用达

０５１
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芬奇手术机器人分别在巴马小型猪的心脏、肺、
肝和胃中进行了微创手术，成功评估了达芬奇手

术机器人手术期间的麻醉管理策略。
１􀆰 ２　 实验犬

犬类是目前基础医学研究和教学中最常用

大型动物之一。 根据实验需求可以选择不同年

龄、性别和体重的实验用犬，相较于其他大型实

验动物，犬类价格低廉易得、便于饲养和管理。
在所有实验用犬中，比格犬因其具有遗传信息清

晰、实验均一性好、环境适应性强、性格温顺等优

点而成为国际上公认的实验用犬，国家新药评价

规定，国家二类以上药物必须用实验比格犬进行

实验研究［１５］。
除了可用于药物评价，犬类也经常作为外科

手术的模型动物，医生可以在犬类中模拟真实临

床情况下的手术操作过程，以熟悉新型医疗方法

和医疗器械，积累实际临床操作经验。 同时，这
种模拟手术也可以发现新型医疗方法和医疗器

械的不足之处并加以改进。 例如，ＢＵＯＴＥ 等［１６］

使用手术机器人在犬类尸体中评估了腹腔镜胆

囊切除术（ ｌａｐａｒｏｓｃｏｐｉｃ ｃｈｏｌｅｃｙｓｔｅｃｔｏｍｙ，ＬＣ）和机

器人胆囊切除术（ ｒｏｂｏｔｉｃ ｃｈｏｌｅｃｙｓｔｅｃｔｏｍｙ，ＲＣ）之

间的差异，发现手术机器人提供的关节自由度能

够进行更加精确的解剖和缝合，但是也具有机器

手臂与端口对接困难、手术过程中机械手臂偶尔

发生碰撞等缺点，这些发现为手术机器人的改进

提供了方向。
犬类在医疗器械的开发过程中同样发挥重

要的作用，在左心耳封堵器 Ａｍｐｌａｔｚｅｒ Ｃａｒｄｉａｃ
Ｐｌｕｇ 的研发过程中，ＭＵÑＯＺ 等［１７］ 使用犬类作为

实验动物完成了安全性和可行性的评估，为进一

步进行人体实验奠定了基础；ＫＡＲ 等［１８］ 在犬类

中 比 较 了 两 款 左 心 耳 封 堵 器 Ｗａｔｃｈｍａｎ 和

Ａｍｐｌａｔｚｅｒ Ｃａｒｄｉａｃ Ｐｌｕｇ 在犬左心耳模型中的愈合

反应，发现 Ｗａｔｃｈｍａｎ 不会影响左心耳临近结构，
表面组织恢复良好，而 Ａｍｐｌａｔｚｅｒ Ｃａｒｄｉａｃ Ｐｌｕｇ 可

能危及左心耳临近结构从而导致愈合时间延长。
由于传统的金属介入性封堵器会导致心脏穿孔、
房室传导阻滞等疾病，因此可降解封堵器的研发

迫在眉睫，ＧＵＯ 等［１９］ 研发了一种可降解的室间

隔缺损（ｖａｃｃｉｎｅ ｓａｆｅｔｙ ｄａｔａｌｉｎｋ，ＶＳＤ）封堵器，在犬

类中植入后进行了评估实验，在 ２４ 个月的随访期

间显示出了良好的闭塞性，并且没有出现相应的

并发症。 急性缺血性卒中（ａｃｕｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ，
ＡＩＳ）是最常见的脑卒中，使用取栓支架进行治疗

相比于传统的静脉溶栓治疗具有压倒性的优势，
ＺＨＯＵ 等［２０］ 比较了 Ｔｏｎｂｒｉｄｇｅ 与 Ｓｏｌｉｔａｉｒｅ 取栓支

架在 ＡＩＳ 犬模型中的有效性和安全性，结果表明

两组产品在各方面表现均无差异，可以用于进一

步的临床检测。
１􀆰 ３　 实验羊

羊有着与人类近似的血流动力学特征和实

验室指标，在常见的哺乳动物中羊的药理反应最

接近人类。 绵羊性格温顺、易于管理、术后不易

感染、手术耐受性好，因此常被用于长期的植入

型医疗器械的评估。
成年羊的体型、心率、心输出量和心内压力

等指标与健康的年轻人相似，心脏的大小及结构

也几乎相同，在评估心血管植入装置方面具有天

然的优势，用于评估的材料及器械无需进行尺寸

改造便可直接适配［２１］。 ＣＡＲＮＥＹ 等［２２］在绵羊主

动脉处植入狭窄环构建了主动脉狭窄模型，随后

将其用于主动脉瓣置换术（ ｔｒａｎｓｃａｔｈｅｒ ａｏｒｔｉｃ ｖａｌｖｅ
ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ，ＴＡＶＲ）装置的在体长期评估，评价了

ＴＡＶＲ 装置的安全性和有效性。
羊的后置骨骼结构和骨密度与人类下肢的

变化趋势有诸多相似性。 在羊所有的承重关节

中，股骨、膝关节以及下肢运动节段的与人类最

为相似，因此常被用于骨科植入物的评价。 例

如，ＷＩＬＬＩＡＭＳＯＮ 等［２３］在绵羊中评估了用于骨肿

瘤切除的机器人系统，证明该系统可以重复且精

确地切除骨肿瘤，并且可以实现高精度地植入物

放置，植入物与骨骼之间的间隙极小。 ＫＡＩＳＥＲ
等［２４］在绵羊的体内比较了 ３ 种骨水泥的使用效

果，结果表明新型纽贝利水泥在凝结时间以及降

解性上具有明显优势。
１􀆰 ４　 非人灵长类动物

非人灵长类动物（ｎｏｎ ｈｕｍａｎ ｐｒｉｍａｔｅｓ，ＮＨＰｓ）
与人类具有 ９８％以上的同源［２５］，在遗传、行为、认
知、解剖结构等方面都与人类极为相似，因此被

视为最理想的实验动物，研究结果往往容易推广

到实际临床应用中［２６］。 非人灵长类动物具有高

级的脑功能结构，其高度发达的前额叶皮质控制

着其他实验动物所不具备的高级认知功能［２７］，是
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精神类疾病研究首选的实验动物。
目前在医学研究中广泛应用的非人类灵长

类动物主要有恒河猴（Ｍａｃａｃａ ｍｕｌａｔｔａ）和食蟹猴

（Ｍａｃａｃａ ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ）两种。 作为人源化程度最高

的动物，非人类灵长类动物在医疗器械的开发过

程中扮演着重要角色，被广泛应用于呼吸系

统［２８］、影像学系统［２９］ 和神经植入装置［３０］ 等各个

方面的研究。 虽然非人灵长类动物在医疗器械

研究领域具有先天的优势，但是其成本高昂且数

量有限，因此一般被用于临床前研究的最后阶

段，美国的食品药品监督管理局（Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）和中国的食品药品监督管理

局（ Ｓｔａｔｅ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＳＦＤＡ）都

已明确要求二类以上的新药在进入临床实验前，
必须取得非人灵长类动物实验［３１］的可靠数据。

２　 大动物疾病模型的建立

对于大部分医疗器械，由于疾病的复杂性，
仅在健康的动物体内实验不足以评价产品的特

性，因此需要根据医疗器械针对的疾病建立相应

的疾病模型。 建立动物模型需要遵守以下 ５ 个原

则：（１）相似性：基于人类疾病复制的动物疾病模

型，目的是从中推广应用于人体的有关规律；（２）
可重复性：理想的动物模型应该是可重复的，甚
至是可标准化的；（３）可靠性：建立的动物模型应

该力求可靠地反映人类疾病，即可特异地反映某

种疾病或某种机能、代谢以及结构变化，应具备

该种疾病地主要症状和体征；（４）适用性和可控

性：供医学研究用的动物模型，在建立时应考虑

到今后临床应用和便于控制该疾病的发展；（５）
易行性和经济性：建立动物模型的方法应尽量做

到容易执行和合乎经济原则。 根据建立模型的

方法可以将动物疾病模型分为以下 ３ 类：自发性

模型动物、转基因模型动物以及诱发性模型动物。
２􀆰 １　 自发性模型动物

自发性模型动物是指在自然条件下受到先

天性或遗传性因素而发生疾病的动物。 自发性

模型动物疾病发生和发展的过程与人类疾病相

似，可以观察到遗传因素以及环境因素对疾病发

生造成的影响。 但自发性模型动物同样具有缺

点：造模周期过长、实验动物数量需求较大，因此

这类模型动物往往价格高昂，且自发性模型动物

大都具有异质性，存在较大的个体差异，难以获

得大量性状均匀的疾病模型，在国内的实际应用

较少。
目前国内自发性模型动物的研究主要集中

在鼠、兔等小型动物，主要是由于大型动物模型

的成本高昂且难以获取，限制了其广泛应用。 关

于自发性模型动物获取主要有 ２ 种方法：（１）从

自然繁殖的动物中挑选出与人类疾病症状近似

的动物疾病模型，例如，新生猪中大约有 １％会出

现先天的异常或者缺陷，包括主动脉瓣下狭窄

（ ｓｕｂａｏｒｔｉｃ ｓｔｅｎｏｓｉｓ， ＳＳ ）、 三 尖 瓣 发 育 不 良

（ｄｙｓｐｌａｓｉａ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｉｃｕｓｐｉｄ ｖａｌｖｅ，ＤＰＴＶ）、房室隔缺

损（ａｔｒｉｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｅｐｔａｌ ｄｅｆｅｃｔ，ＡＶＳＤ）、右心室畸

形（ｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｒａｔｏｒ ｂａｎｄ，ＭＦＭＢ）、肺
动脉瓣狭窄（ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｓｔｅｎｏｓｉ，ＰＳ）等［３２－３３］；（２）
则是利用筛选出的自发性疾病动物进行育种，从
后代中持续获得稳定的疾病模型。 这种方法通

常只适用于受遗传因素影响的疾病建模，如自发

性Ⅱ型糖尿病动物模型［３４］。 但这种方法同样存

在缺点，频繁的同系繁殖会导致后代的疾病

发生［３５］。
２􀆰 ２　 转基因模型动物

转基因模型动物是指通过实验方法敲除内

源基因或者转入外源基因的动物，通过这种方式

构建的疾病模型可以为疾病的基因治疗提供理

论基础，但是不能完全真实地反映临床患者的病

因以及病理情况。
随着 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 等基因编辑技术的发展，

转基因模型动物的研究越来越普遍，多见于啮齿

类动物，在猪、猴等动物中也有报道。 ＪＩＡＮＧ
等［３６］通过敲除小鼠心肌细胞中的 Ｒｈａｕ 基因成功

建立了小鼠心衰模型。 ＬＩＵ 等［３７］ 和 ＱＩＵ 等［３８］ 在

食蟹猴中敲除了 ＢＭＡＬ１ 基因从而构建了生物节

律紊乱模型，建模后的动物表现出昼夜活动异

常、环境探索行为减少以及面对新事物出现负面

反应，与抑郁症患者症极为相似。 日本学者

ＵＭＥＹＡＭＡ 等［３９］ 通过体细胞核移植的方式制造

了携带ＨＮＦ１α 基因的转基因猪，成功获得了糖尿

病猪模型，出现高血糖、低胰岛素分泌等糖尿病

的病理特征。
２􀆰 ３　 诱发性模型动物

诱发性模型动物是指通过使用不同的致病
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因素（物理、化学、生物等）作用于动物，从而得到

特定疾病动物模型的动物，即通过手术、药物或

饮食等诱导方式建立动物疾病模型。 诱发性模

型动物造模成本较低、耗时较短、造模难度更低、
造模具有均一性且更容易控制，是国内外使用最

多的模型动物。
手术造模是医疗器械开发过程中使用较多

的动物模型。 与药物研究不同，许多医疗器械受

限于尺寸大小，无法在小鼠等小型动物中进行评

价。 猪、羊等大型动物在器官尺寸上更贴近人

类，因此，这些大型动物被广泛应用于医疗器械

评价。 ＬＯＵＫＡＮＯＶ 等［４０］通过心肺分流术和结扎

左肺动脉成功在猪体内建立了肺动脉高血压，并
伴随肺循环血管阻力。 ＬＩ 等［４１］ 则对猪进行外科

开胸手术，通过断裂腱索的方式成功建立了猪二

尖瓣反流模型，与假手术组相比，实验组的左心

房扩大，心肌纤维化明显增加，左心房收缩功能

明显下降，超声结果显示出现了重度二尖瓣反

流。 这些建模成功的动物后续可以用于新型人

造瓣膜的在体植入评价［４２］。 绵羊也是心血管类

医疗器械广泛使用的实验动物，ＢＵＳＺＭＡＮ 等［４３］

首先建立了 ２１ 只主动脉狭窄羊模型，随后对其进

行经导管主动脉植入术，用以评价新型球囊扩张

导管。 类似的评价方法也适用于其他方面的医

疗器械研究。 ＶＡＲＧＡ 等［４４］通过手术在绵羊体内

制造髌骨软骨缺损，用于评价新型骨水泥的治疗

效果。 结果显示新型骨水泥与关节软骨具有高

度的生物相容性，能够用于软骨缺损的治疗。 通

过手术建立的疾病模型症状相对均一，造模方法

成熟可控，因此实际应用比例较高。
药物诱导同样应用广泛，通过选择适合的化

学药物诱导剂对动物进行处理，从而得到特定的

疾病模型。 由于成本等因素的限制，药物诱导模

型多见于小型动物中。 ＺＡＭＢＲＡＳＫＩ 等［４５］使用醋

酸脱氧皮质酮（ｄｅｏｘｙｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ａｃｅｔａｔｅ，ＤＯＣＡ）
或者高盐处理 ２１ ｄ，建立了稳定的小型猪高血压

（ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ） 模型，平均动脉压 （ ｍｅａｎ ａｒｔｅｒｉａｌ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＡＰ）增加了大约 ３２％，肾皮质内血流量

明显增高。 使用糖皮质激素可以成功建立小鼠

骨质疏松模型，使其形成骨受损并且骨折风险以

剂量依赖性的方式增加［４６］。 ＴＡＬＡＶＥＲＡ 等［４７］发

现每隔 ７ ｄ 对兔进行静脉注射柔红霉素 ４ ｍｇ ／ ｋｇ，

持续 ６ 周后可以提高扩张性心肌病的发生概率。
饮食诱导造模适用于建立肥胖症、动脉粥样

硬化、高血脂、糖尿病等疾病模型。 这种建模方

式能够在病因和病理上最大程度地还原人体疾

病模型，被广泛应用于疾病发病机制和医疗器械

治疗的研究中［４８］。 ＨＯＬＶＯＥＴ 等［４９］ 通过对小型

猪进行持续的高脂饮食喂养，发现高脂饮食组的

高密度脂蛋白胆固醇 （ ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ⁃Ｃ）、低密度脂蛋白胆固醇（ ｌｏｗ⁃
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬ⁃Ｃ）、总胆固醇

（ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）都显著上升，喂养 ４ 个月后

变化趋于稳定，形成了高胆固醇症。 饮食诱导建

模的时间相对较长，但是成功构建的动物模型更

接近临床患者的疾病特征。 例如，ＧＵＥＲＲＡＴＹ
等［５０］对通过为期 ６ 个月的高胆固醇饮食（１２％脂

肪、１􀆰 ５％胆固醇）饲养成功建立了主动脉钙化猪

模型，解剖结果显示猪的主动脉瓣局部增厚且不

透明，组织学切片可见瓣膜组织中存在脂质沉淀

以及钙结节，为研究猪瓣膜作为生物工程瓣膜材

料来源的可行性提供了理论基础。

３　 不足与展望

随着动物实验的迅速增加，实验动物的质量

控制和实验管理成为急需解决的问题。 从实验

动物的质量控制到实验操作过程中的操作规范，
都需要更加严格地控制把关，以避免动物遗传背

景不统一或人为实验操作不规范对动物实验结

果和医疗器械评价的可靠性产生影响。
相较于使用健康的实验动物，更多的医疗器

械实验更倾向于选择疾病动物模型作为实验动

物，但大动物疾病模型的研究报道相对较少，并
且疾病种类的多样性以及实验需求的差异性导

致了难以制定统一的造模方法。 例如，在建立二

尖瓣关闭不全的疾病模型时，虽然都是通过手术

建模，但是从具体的方法又可以分为破坏二尖瓣

腱索［５１］、损伤二尖瓣瓣叶［５２］、 扩大二尖瓣瓣

环［５３］、冠状动脉结扎［５４］等方式，这些手术方法的

不同直接导致疾病模型的效果具有差异。 此外，
模型建立完成后的评价也存在问题。 由于动物

的疾病耐受性与人类有所差异，人为诱导下产生

的疾病与自然发病也有不同，因此大动物疾病模

型建立之后的评价标准是否应该沿用人类疾病
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的评判标准尚无定论。 以二尖瓣反流程度判定

为例，不同研究中的评价标准有所区别。 ＬＩ 等［４１］

建立的二尖瓣关闭不全模型以反流面积与左心

房面积（ｒｅｇｕｒｇｉｔａｎｔ ａｒｅａ ／ ｌｅｆｔ ａｔｒｉａｌ ａｒｅａ，ＲＡ ／ ＬＡＡ）
的比率作为评价轻重程度标准，与临床中常用的

反流分数（ｒｅｇｕｒｇｉｔａｎｔ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＲＦ）有所不同；而有

些研究仅通过比较术前术后超声指标的变化来

判断，却没有具体的评价标准［５５］。 这些问题都在

一定程度上影响了疾病模型的发展。 只有建立

起标准化的造模方法和统一的疾病模型评价标

准，才能进一步推动疾病模型在医疗器械研究中

的应用。
随着国产医疗器械的发展，需要对用于临床

前评估的大动物研究进行优化。 在疾病模型的

建立过程中，应确保建模方法标准统一，以保证

入组模型的均一性和稳定性。 解决了以上问题，
医疗器械大动物研究将迈向新的高度，也会进一

步促进医疗器械研发和临床应用的发展，提升我

国医疗器械产业的创新能力和国际竞争力。
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