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　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨常春藤素皂苷元（ｈｅｄｅｒａｇｅｎｉｎ，ＨＤＧ）对顺铂（ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ， Ｃｉｓ）诱导的急性肾损伤

（ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）小鼠的保护作用及潜在机制。 方法　 将 ２４ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为对照组、
ＡＫＩ 模型组、ＨＤＧ 低剂量组 ＨＤＧ 高剂量组，每组各 ６ 只。 通过腹腔注射 Ｃｉｓ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 建立小鼠 ＡＫＩ 模型，
ＨＤＧ 低剂量组及 ＨＤＧ 高剂量组分别给予 ２０、４０ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃 ＨＤＧ，３ ｄ 后进行取材。 收集小鼠肾进行苏木素⁃
伊红（ＨＥ）及糖原（ｐｅｒｉｏｄｉｃ ａｃｉｄ⁃ｓｃｈｉｆｆ，ＰＡＳ）染色评估肾病理情况，收集血清检测肌酐、尿素氮的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 检测 ｐ⁃Ｐ６５、Ｐ６５、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 等炎症相关蛋白的表达。 体外使用 Ｃｉｓ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 刺激肾小管上皮细

胞（ＴＣＭＫ１）建立炎症细胞模型，设置空白组、Ｃｉｓ 模型组、ＨＤＧ 低剂量组、ＨＤＧ 高剂量组、Ａｘｉｎ２ 过表达组、
ＨＤＧ ＋ Ａｘｉｎ２ 过表达组，收取细胞蛋白后检测 ｐ⁃Ｐ６５、Ｐ６５、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、Ａｘｉｎ２、ＡＲＥＧ 的表达变化。 结果

与对照组相比，ＡＫＩ 模型组小鼠血清肌酐和尿素氮水平明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），并伴随肾小管空泡变性、炎细胞

浸润及糖原沉积等病理改变，炎症相关蛋白 ｐ⁃Ｐ６５、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 及 Ａｘｉｎ２ 表达均显著上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
ＨＤＧ 干预后，血清肌酐和尿素氮水平呈剂量依赖性下降（高剂量组降幅＞低剂量组降幅，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），肾组织病

理损伤明显减轻，上述炎症因子及 Ａｘｉｎ２ 表达同步降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 体外实验证实 ＨＤＧ 可剂量依赖性抑制

Ｇｉｓ 诱导的 ＴＣＭＫ１ 细胞中 Ａｘｉｎ２ 及相关炎症因子表达。 转录组测序显示 Ａｘｉｎ２ 过表达显著上调双调蛋白

（ＡＲＥＧ）表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 机制研究表明，ＨＤＧ 通过抑制 Ａｘｉｎ２ ／ ＡＲＥＧ 轴降低 ｐ⁃Ｐ６５ 磷酸化水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
而 Ａｘｉｎ２ 过表达可逆转 ＨＤＧ 对 Ｃｉｓ 诱导肾小管细胞损伤的保护作用。 结论　 ＨＤＧ 通过抑制 Ａｘｉｎ２ ／ ＡＲＥＧ 轴

的激活减轻炎症，缓解 ＡＫＩ 小鼠肾损伤。
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ａｍｏｎｇ ｔｏｔａｌ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＡＫＩ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ
ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ｖａｃｕｏｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌｅｓ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ｐ⁃Ｐ６５， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β） ａｎｄ Ａｘｉｎ２ ｗａｓ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ＡＫＩ ｍｉｃｅ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）． ＨＤＧ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ａ ｄｏｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｌｅｖｅｌｓ （ｈｉｇｈ⁃
ｄｏｓｅ ＞ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｒｅｎａｌ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ， ａｎｄ ｃｏｎｃｕｒｒｅｎｔｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ ａｎｄ Ａｘｉｎ２ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． ＨＤＧ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｄｏｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ Ｃｉｓ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｘｉｎ２， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ
ｔｈａｔ Ａｘｉｎ２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ （ＡＲＥＧ） ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃａｌｌｙ，
ＨＤＧ ｒｅｄｕｃｅｄ ｐ⁃Ｐ６５ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ Ａｘｉｎ２ ／ ＡＲＥＧ ａｘｉｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ Ａｘｉｎ２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｂｏｌｉｓｈｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＤＧ ａｇａｉｎｓｔ Ｃｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＨＤＧ ｐｒｏｔｅｃｔｓ
ａｇａｉｎｓｔ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ＡＫＩ ｍｉｃｅ ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａｘｉｎ２ ／ ＡＲＥＧ ａｘｉｓ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｅｄｅｒａｇｅｎｉｎ； ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ； Ａｘｉｎ２； ＡＲＥＧ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 急性肾损伤（ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是由多

种病因引起的以短期肾功能急剧下降为主要特

点的临床综合征，致死率高，且发病率呈逐渐上

升的趋势［１］。 ＡＫＩ 会对肾造成不可逆的损伤，若
持续发展，最终会导致慢性肾病（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ
ｉｎｊｕｒｙ，ＣＫＤ）的发生［２］，所以早期抑制 ＡＫＩ 的发生

发展尤为重要。 目前，针对 ＡＫＩ 的治疗十分有

限，因此，探索 ＡＫＩ 新的治疗途径及其机制非常

关键。 常春藤素皂苷元（ｈｅｄｅｒａｇｅｎｉｎ，ＨＤＧ）是一

种从黄芪、忍冬、威灵仙等中药中提取出来的五

环三萜皂苷［３］。 目前研究发现它对多种疾病均

有治疗作用，例如 ＨＤＧ 通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通

路和减少 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的释放，来减轻脓毒症

大鼠肺组织的炎症水平和糖尿病心肌病小鼠的

炎症反应，进而发挥对肺和心脏的保护作用［４－５］。
ＨＤＧ 通过抑制 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 介导的免疫反应，改善

阿霉素诱导的肾小球肾炎［６］。 但是在 ＡＫＩ 中的

研究较少，本课题组前期研究发现 ＨＤＧ 可通过

Ａ３３００７４ｋ２２Ｒｉｋ ／ Ａｘｉｎ２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 改善 ＡＫＩ［７］，但

进一步的机制仍不清楚。 本研究拟通过构建顺
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铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ， Ｃｉｓ）诱导的动物和细胞炎症模型，
进一步探讨 ＨＤＧ 改善 ＡＫＩ 的可能机制，以期为

临床治疗 ＡＫＩ 提供新的研究基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

健康的 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠 ２４ 只，
４ ～ ６ 周龄，体质量 １８ ～ ２２ ｇ，购买于西南医科大

学实验动物中心【ＳＣＸＫ（川）２０２３－００１７】，本实验

中的小鼠饲养及无菌手术操作均在西南医科大

学 ＳＰＦ 实验动物中心完成 【 ＳＹＸＫ （川） ２０２３ －
００６５】，实验条件适宜，室温保持在 ２３ ～ ２７ ℃，湿
度保持在 ４５％ ～ ５５％，给予昼夜明暗交替（１２ ｈ ／
１２ ｈ）光照，全程自由进食、自由饮水。 本实验中

涉及动物操作程序得到西南医科大学实验动物

伦理学批准（２０２３１２１９⁃００２）。 本实验所有操作均

符合中华人民共和国《实验动物管理条例》，实验

设计和饲养使用过程遵循 ３Ｒ 原则。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞株

小鼠肾小管上皮细胞株 （ ＴＣＭＫ１， 货号：
ＣＬ０４４０，湖南丰晖生物科技有限公司）。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＨＤＧ（纯度 ＞ ９８％，批号：ＳＨ８０３０，北京索莱

宝有限公司）；Ｃｉｓ 注射液（批号：Ｈ２００４０８１３，江苏

豪森药业集团有限公司）；ｐ⁃Ｐ６５ 兔单抗、Ｐ６５ 兔

单抗（批号：３０３３Ｓ，８２４２０Ｓ，美国 ＣＳＴ 公司）；ＴＮＦ⁃
α 鼠单抗、ＩＬ⁃１β 鼠单抗、ＩＬ⁃６ 鼠单抗（批号：ｓｃ⁃
５２７４６，ｓｃ⁃５２０１２，ｓｃ⁃３２２９６，北京 Ｓａｎｔａ ｃｒｕｚ 公司）；
Ａｘｉｎ２ 兔单抗（批号：ＤＦ６９７８，江苏 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司）；
ＡＲＥＧ 兔单抗（批号：１６０３６⁃１⁃ＡＰ，武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司）；苏木素⁃伊红 （ ＨＥ） 染色试剂盒 （批号：
３６３１３ＥＳ６０，上海歌凡生物科技有限公司）；糖原

染色（ＰＡＳ）试剂盒（批号：ＢＰ⁃ＤＬ０３１，南京森贝伽

生物科技有限公司）；免疫组化染色试剂盒（货
号：ＰＶ⁃９０００，北京中杉金桥生物技术有限公司）；
血清肌酐、尿素氮检测试剂盒（批号：２０２３０２０２，
２０２３０１３１，南京建成生物工程研究所）；转染试剂

（批号：Ｌ３０００１５０，美国 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；胎牛血清

（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ，ＧＩＢＣＯ， ＢｉｏＴｅｋ，１００９９⁃
１４ｃ ）； ＤＭＥＭ 培 养 基 （ ＧＩＢＣＯ， ＢｉｏＴｅｋ，
Ｃ１１９９５５００ＢＴ）；ＴＲＩｚｏｌ 试剂（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，

ＣＡ，ＵＳＡ）。 自动酶标仪（型号：Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ，美国

ＢｉｏＴｅｋ 公司）；蛋白电泳仪（型号：Ｍｉｎｉ⁃Ｓｕｂ Ｃｅｌｌ
ＧＴ，美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；倒置显微镜 （型号：
Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｔｉ⁃ｓ，日本尼康）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物模型的建立及用药

２４ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠随机分为对照组、
ＡＫＩ 模型组、ＨＤＧ 低剂量组、ＨＤＧ 高剂量组，每组

各 ６ 只。 造模前 ６ ｈ 分别给予 ＨＤＧ 低剂量组 ２０
ｍｇ ／ ｋｇ、ＨＤＧ 高剂量组 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＨＤＧ 灌胃

（ｉｇ），连续 ３ ｄ，除对照组之外的所有组均给予 Ｃｉｓ
注射液（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射（ ｉｐ） ［８］，对照组给予

等量的生理盐水。 ３ ｄ 后处死小鼠，心脏取血，剖
开腹腔取出双肾，去除包膜后予以 ４％多聚甲醛

４ ℃固定 ２４ ｈ，梯度乙醇脱水，石蜡包埋保存，其
余组织存于－８０ ℃冰箱。
１􀆰 ２􀆰 ２　 各组小鼠血清肌酐 （ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，
Ｓｃｒ）、尿素氮（ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）检测

采集各组血清后 ４ ℃静置过夜，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，
离心 １５ ｍｉｎ 收集上清，按照试剂盒说明书所述方

法检测 Ｓｃｒ 及 ＢＵＮ，记录各组数据并进行统计学

分析。
１􀆰 ２􀆰 ３　 肾组织病理染色

石蜡切片于 ６５ ℃ 烘烤 ２ ｈ 后，常规脱蜡复

水，按照ＨＥ 和 ＰＡＳ 染色说明书要求操作，在光学

显微镜下通过 ＨＥ 染色评估肾组织结构改变情

况，通过 ＰＡＳ 染色观察糖原沉积物情况。 免疫组

化：将小鼠肾包埋后，切 ４ μｍ 的石蜡片备用，将
切片进行常规脱蜡、复水、抗原修复后，加入

Ａｘｉｎ２ 抗体，以 １ ∶ １００ 的浓度稀释，４ ℃ 孵育过

夜，予以 ＰＢＳ ３ ｍｉｎ × ３ 次清洗后，加入二抗孵育

１ ｈ。 ＤＡＢ 显色成功后，苏木素复染 １５ ｓ，流水冲

洗 １０ ｍｉｎ，二甲苯透明晾干，中性树脂封片后于光

学显微镜下观察 Ａｘｉｎ２ 的表达情况。
１􀆰 ２􀆰 ４　 体外炎症细胞模型的构建

ＴＣＭＫ１ 细胞在含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 中培

养，置于 ３７ ℃培养箱中孵育，分别设置空白组、
Ｃｉｓ 模型组（Ｃｉｓ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ）、ＨＤＧ 低剂量组（Ｃｉｓ
２００ ｎｇ ／ ｍＬ ＋ ＨＤＧ １０ μｇ ／ ｍＬ）、ＨＤＧ 高剂量组

（Ｃｉｓ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ ＋ ＨＤＧ ３０ μｇ ／ ｍＬ）、Ａｘｉｎ２ 过表达

组（Ｃｉｓ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ ＋ Ａｘｉｎ２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）、ＨＤＧ
＋ Ａｘｉｎ２ 过表达组 （ Ｃｉｓ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ ＋ ＨＤＧ ３０
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μｇ ／ ｍＬ ＋ Ａｘｉｎ２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ），其中 ＨＤＧ 预处理

２ ｈ，Ｃｉｓ 刺激 ２４ ｈ 后收集细胞提取蛋白和 ＲＮＡ。
１􀆰 ２􀆰 ５　 细胞转染

细胞在不含青霉素或链霉素的培养基中培

养至 ６０％，将 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃Ａｘｉｎ２ 过表达质粒按

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ 转染试剂说明书转染进入 ＴＣＭＫ１
细胞并过表达 Ａｘｉｎ２。
１􀆰 ２􀆰 ６　 转录组测序（ＲＮＡ⁃ｓｅｑ）

使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从 ＴＣＭＫ１ 对照组和 Ａｘｉｎ２
过表达组中提取 ＲＮＡ，检测合格后进行 ｍＲＮＡ 富

集、片段化及 ｃＤＮＡ 合成，构建完成 ｃＤＮＡ 文库

后，进行高通量测序，测序及生物信息分析由百

迈客生物完成。
１􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测炎性蛋白表达

将 ０􀆰 １ ｇ 肾组织或细胞加入裂解液和蛋白酶

抑制 剂 苯 甲 基 磺 酰 氟 （ ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ
ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）的混合液中，研磨后超声，冰上裂

解 １５ ～ ３０ ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 收取上

清即为蛋白样品。 采用考马斯亮蓝测定蛋白浓

度，将每个样品的蛋白浓度调至 １０％，加入相对

应的 ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，１００ ℃煮 １０ ｍｉｎ 后进行上样。

在 １０％的聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳，１００ Ｖ 恒

压转膜，５％脱脂牛奶室温封闭 １ ｈ，分别加入稀释

后的一抗 ＧＡＰＤＨ、ｐ⁃Ｐ６５、Ｐ６５、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃
６、Ａｘｉｎ２ 和 ＡＲＥＧ，于 ４ ℃摇床过夜后 ＴＢＳＴ ５ ｍｉｎ
× ３ 次清洗，加入 ＨＲＰ 标记二抗在室温下孵育

１ ｈ，ＴＢＳＴ 再次清洗 ５ ｍｉｎ × ３ 次，加入 ＥＣＬ 发光

液进行显色，凝胶成像分析仪上曝光成像，对目

的蛋白和内参蛋白的灰度值进行分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行数据分析，多组间

的比较采用单因素方差分析，两组间的比较采用

ｔ 检验，数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 表示具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＨＤＧ 对 ＡＫＩ 小鼠 Ｓｃｒ 和 ＢＵＮ 的影响

与对照组比，模型组小鼠 Ｓｃｒ、ＢＵＮ 水平明显

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；与 ＡＫＩ 模型组相比，ＨＤＧ 低、
高剂量组的 Ｓｃｒ、ＢＵＮ 水平均有不同程度的降低（Ｐ
＜ ０􀆰 ００１），且 ＨＤＧ 高剂量组下降更为明显。 表明

ＨＤＧ 可有效恢复 ＡＫＩ 小鼠的肾功能。 见图 １。

注：与对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 ＡＫＩ 模型组相比，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 １　 ＨＤＧ 对 ＡＫＩ 小鼠 Ｓｃｒ 和 ＢＵＮ 水平的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＫＩ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＤＧ ｏｎ Ｓｃｒ ａｎｄ ＢＵＮ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＡＫＩ ｍｉｃｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

２􀆰 ２　 ＨＤＧ 对 ＡＫＩ 小鼠肾病理结构的影响

ＨＥ 及 ＰＡＳ 染色结果显示，与对照组相比，
ＡＫＩ 模型组小鼠肾组织结构紊乱、肾小管上皮细

胞空泡变性，部分可见坏死，大量炎性细胞浸润，
糖原沉积物明显增加；与 ＡＫＩ 模型组相比，ＨＤＧ
低、高剂量组小鼠的肾组织水肿和炎性细胞浸润

明显减轻，肾小球及肾小管组织结构较为完整、

清晰，肾小管空泡变性明显缓解，表明 ＨＤＧ 可缓

解 ＡＫＩ 小鼠的肾病理损伤。 见图 ２。
２􀆰 ３　 ＨＤＧ 对 ＡＫＩ 小鼠肾炎症相关蛋白表达的

影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 显示，与对照组相比，ＡＫＩ 模型

组小鼠肾中与炎症相关的蛋白 ｐ⁃Ｐ６５、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
６、ＩＬ⁃１β 的表达均明显升高（Ｐ ﹤ ０􀆰 ０１）；与 ＡＫＩ
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模型组相比，上述炎症相关蛋白在 ＨＤＧ 低、高剂

量组的表达水平显著降低（Ｐ ﹤ ０􀆰 ０５）。 见图 ３。

图 ２　 ＨＤＧ 对 ＡＫＩ 小鼠肾组织病理形态的影响（ｎ ＝ ６）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＤＧ ｏｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ＡＫＩ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ６）

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＡＫＩ 模型组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ３　 ＨＤＧ 对 ＡＫＩ 小鼠肾组织炎症相关蛋白水平的变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＫＩ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＡＫＩ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＨＤＧ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

２􀆰 ４　 ＨＤＧ 对 Ｃｉｓ 诱导的 ＴＣＭＫ１ 细胞炎症相关

蛋白的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示，与空白组相比，Ｃｉｓ 模

型组中与炎症相关的蛋白 ｐ⁃Ｐ６５、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃
１β 的表达均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 Ｃｉｓ 模型组

相比，上述炎症相关蛋白在 ＨＤＧ 低、高剂量组的

表达水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且降低幅度与

ＨＤＧ 干预浓度成正相关。 见图 ４。
２􀆰 ５　 ＨＤＧ 对各组 Ａｘｉｎ２ 蛋白表达的影响

免疫组化结果显示，与对照组相比，ＡＫＩ 模型

组小鼠肾组织中 Ａｘｉｎ２ 的黄色沉积明显增多（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），且主要表达于肾小管；与 ＡＫＩ 模型组比

较，ＨＤＧ 低、高剂量组小鼠肾组织内 Ａｘｉｎ２ 的沉

积明显减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见图 ５。 在体外实验
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注：与空白组相比，▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｃｉｓ 模型组相比，ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ４　 ＨＤＧ 对 Ｃｉｓ 诱导的 ＴＣＭＫ１ 细胞炎症相关蛋白的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｉｓ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＤＧ ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｃｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＣＭＫ１（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

图 ５　 ＨＤＧ 对 ＡＫＩ 小鼠肾组织 Ａｘｉｎ２ 蛋白表达的影响（ｎ ＝ ６）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＤＧ ｏｎ Ａｘｉｎ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＡＫＩ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ６）

中，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示，与空白组相比，Ｃｉｓ 模

型组 Ａｘｉｎ２ 的蛋白表达水平明显上升 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与 Ｃｉｓ 模型组比较，ＨＤＧ 低、高剂量组

Ａｘｉｎ２ 的表达显著减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见图 ６。

２􀆰 ６　 ＴＣＭＫ１ 对照组与 Ａｘｉｎ２ 过表达组 ＲＮＡ⁃
ｓｅｑ 分析的差异基因结果

与 ＴＣＭＫ１ 对照组相比，Ａｘｉｎ２ 过表达组存在

１４ ７６８ 个差异基因，其中差异倍数最明显的基因

２６１



中国实验动物学报 ２０２５ 年 ２ 月第 ３３ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． ２

图 ６　 ＨＤＧ 对 Ｃｉｓ 诱导的 ＴＣＭＫ１ 细胞中各组 Ａｘｉｎ２ 蛋白表达的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＤＧ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｘｉｎ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｃｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＣＭＫ１（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

有 ４２０ 个，包括 ＡＲＥＧ 等 ２４９ 个上调基因和 １７１
个下调基因 （图 ７Ａ）。 将得到的差异基因与

Ａｘｉｎ２ 进行蛋白互作可视化处理，建立蛋白互作

注：Ａ：ＴＣＭＫ１ 对照组与 Ａｘｉｎ２ 过表达组差异基因火山图；Ｂ：蛋白互作图。

图 ７　 ＴＣＭＫ１ 对照组与 Ａｘｉｎ２ 过表达组测序的差异基因结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴＣＭＫ１ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ａｘｉｎ２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍａｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＴＣＭＫ１ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ａｘｉｎ２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

网络 图。 结 果 显 示 双 调 蛋 白 （ ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ，
ＡＲＥＧ）、Ｈｅｓ 相关家族 ｂＨＬＨ 转录因子（ｈｅｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ

ｆａｍｉｌｙ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ，ＨＥＹ１）、ＷＮＴ 家族

蛋白 ４（ＷＮＴ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ４，ＷＮＴ４）、富含亮氨酸

重复序列的 Ｇ 蛋白偶联受体 ６（ｌｅｕｃｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ⁃
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ６，ＬＧＲ６）、２６Ｓ
蛋白酶体非 ＡＴＰ 酶调节亚基 ６（２６ Ｓ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ
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ｎｏｎ⁃ＡＴＰａｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｕｂｕｎｉｔ ６，ＰＳＭＤ６）、类 Ｂ 细

胞淋 巴 瘤 ９ 类 似 蛋 白 （ ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ ９⁃ｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＣＬ９Ｌ）、Ｊｕｎ 原癌基因（Ｊｕｎ ｐｒｏｔｏ⁃ｏｎｃｏｇｅｎｅ，
ＪＵＮ）、卷曲受体蛋白 ９（ｆｒｉｚｚｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ９，
ＦＺＤ９）、锚 蛋 白 ２ （ ａｎｋｙｒｉｎ ２， ＡＮＫ２） 锚 蛋 白 １
（ａｎｋｙｒｉｎ １，ＡＮＫ１）、０⁃岩藻糖肽 ３⁃β⁃Ｎ⁃乙酰氨基葡

萄糖转移酶（ ｌｕｎａｔｉｃ ｆｒｉｎｇｅ，ＬＦＮＧ）、ＤＩＸ 结构域蛋

白 １（ＤＩＸ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＤＩＸＤＣ１）、鸭
胆碱激酶 α（ｃｈｏｌｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ａｌｐｈａ，ＣＨＫＡ）、髓细胞

增生蛋白（ｍｙｅｌｏｃｙｔｏｍａｔｏｓｉｓ ｏｎｃｏｇｅｎｅ，ＭＹＣ），可能

是核心靶点（图 ７Ｂ）。 ＡＲＥＧ 在多种炎症反应中发

挥重要作用［９－１１］。 研究表明，ＡＲＥＧ 参与支气管炎

和肺部炎症的进程［１２－１３］。 此外，ＡＲＥＧ 被发现可

促进肾纤维化的进展［１４］，但在 ＡＫＩ 中的作用尚未

报道。

２􀆰 ７　 过表达 Ａｘｉｎ２ 后对 ｐ⁃Ｐ６５ 和 ＡＲＥＧ 蛋白的

影响

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测了空白组与 Ａｘｉｎ２ 过

表达组靶点的情况，结果发现与空白组相比，Ｃｉｓ
模型组中 ｐ⁃Ｐ６５、Ａｘｉｎ２ 和 ＡＲＥＧ 的蛋白表达水平

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 Ｃｉｓ 模型组相比，Ａｘｉｎ２ 过表

达组中的 ｐ⁃Ｐ６５、Ａｘｉｎ２ 和 ＡＲＥＧ 的蛋白表达水平

显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），这与测序结果一致（见图

８）。 随后为了明确 ＨＤＧ 是否通过调控 Ａｘｉｎ２ ／
ＡＲＥＧ 轴发挥肾保护作用，进行了 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检
测，结果显示，与 Ｃｉｓ 模型组相比，ＨＤＧ 高剂量组

的 ｐ⁃Ｐ６５、Ａｘｉｎ２ 和 ＡＲＥＧ 的蛋白表达水平明显降

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ＨＤＧ 高剂量组相比，ＨＤＧ ＋
Ａｘｉｎ２ 过表达组的 ｐ⁃Ｐ６５、Ａｘｉｎ２ 和 ＡＲＥＧ 的蛋白

表达水平明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见图 ９）。

注：与 Ｃｉｓ 模型组相比，ΔΔＰ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ８　 过表达 Ａｘｉｎ２ 后对 ｐ⁃Ｐ６５ 和 ＡＲＥＧ 蛋白的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｉｓ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ΔΔＰ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｘｉｎ２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｐ⁃Ｐ６５ ａｎｄ ＡＲＥＧ ｐｒｏｔｅｉｎｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

３　 讨论

ＡＫＩ 指的是肾功能的突然丧失，以 Ｓｃｒ 和

ＢＵＮ 的上升和排尿减少为主要特征的一种疾病。
据报道目前 ＡＫＩ 导致的全球死亡率已经超过了

心力衰竭、糖尿病、乳腺癌等导致的死亡率［１５］。
导致 ＡＫＩ 的风险因素有许多，例如血容量不足、
肾毒性药物、急性感染、败血症、癌症的化疗等。
尽管对 ＡＫＩ 的认识在不断加深，目前仍未找到有

效的治疗方法可以促进肾的恢复［１６］。 因此，寻找

新的更为行之有效的治疗方式十分重要。 Ｃｉｓ 作

为一线抗癌药物，广泛应用于临床抗癌治疗［１７］，
但因其肾毒性导致临床应用受限。 本实验在采

用 Ｃｉｓ 诱导的经典 ＡＫＩ 模型中进行研究［１８］。 本

研究结果表明在 ＡＫＩ 小鼠中，Ｓｃｒ 及 ＢＵＮ 水平明

显升高，肾病理染色可见显著的肾结构破坏，包
括肾小管坏死、空泡变性、肾小管上皮细胞肿胀

变性等，这与 ＡＫＩ 的临床特征相吻合。 体外实验

中亦采用 Ｃｉｓ 诱导的 ＴＣＭＫ１ 细胞炎症模型模拟

ＡＫＩ 小鼠的炎症反应，可见 ｐ⁃Ｐ６５、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、
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注：与空白组相比，▲▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 ＨＤＧ 高剂量组相比，＠ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ９　 ＨＤＧ 通过调控 Ａｘｉｎ２ ／ ＡＲＥＧ 轴发挥肾保护作用（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ▲▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＤＧ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ＠ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 ＨＤＧ ｅｘｅｒｔｓ ａ ｒｅｎａｌ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ａｘｉｎ２ ／ ＡＲＥＧ ａｘｉｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

ＩＬ⁃１β 炎症相关蛋白的显著上升。
中医 药 在 肾 损 伤 的 治 疗 中 存 在 许 多 优

势［１９－２０］，目前许多中药复方、单体被报道对肾疾

病有效，例如槲皮素可能通过抑制铁死亡保护小

鼠急性肾损伤［２１］；芪苓通络方通过抑制 ＴＬＲ４ ／
ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路缓解特发性膜性肾病大鼠的

肾损伤［２２］；本课题组在之前的研究中还发现了黄

芪三七合剂可以通过下调巨噬细胞中的 Ｍｉｎｃｌｅ
通路来抑制 ＡＫＩ 中的炎症反应［２３］。 ＨＤＧ 是本课

题组从黄芪三七合剂质谱分析中得到的中药单

体，其在炎症方面的应用十分广泛，有研究发现

其可以通过抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体及 ＮＦ⁃κＢ 信号

的激活来减轻大鼠的急性肺损伤［５］；还可以通过

抑制 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ ／ ＭＡＰＫ 信号通路来发挥在骨

关节炎中的抗炎作用［２４］。 本课题组前期研究还

发 现 ＨＤＧ 可 通 过 Ａ３３００７４ｋ２２Ｒｉｋ ／ Ａｘｉｎ２ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 改善 ＡＫＩ［７］，但其潜在的作用机制仍需进

一步探索。 本研究的体内外实验结果均表明

ＨＤＧ 对 Ｃｉｓ 诱导的急性肾损伤小鼠有明确的预

防保护作用，能降低炎症相关蛋白的表达，并且

可能存在剂量依赖性。
Ａｘｉｎ２ 是一种编码为 ８４３ 个氨基酸长的蛋白

质，它位于人类的 １７ｑ２４ 号染色体上，最先被认为

是一种肿瘤抑制因子［２５］。 随后的研究表明它是

ＷＮＴ 通路的一个负调节因子，且可以认为是

ＷＮＴ 信号通路的直接效应基因［２６］，并且对肾的

发育以及急性肾小管的损伤发挥着重要作用，而
ＷＮＴ 通路是 ＡＫＩ 进展中的一个重要通路［２７－２８］。
本研究中，体内外实验模型组中均检测到 Ａｘｉｎ２
的表达水平升高，说明在 ＡＫＩ 中 Ａｘｉｎ２ 被激活，与
之相反的是经 ＨＤＧ 干预后的小鼠和细胞中

Ａｘｉｎ２ 的表达量下调，说明 ＨＤＧ 可以抑制 Ａｘｉｎ２
的表达。 为了寻找 Ａｘｉｎ２ 作用的核心靶点，本研

究进行了转录组测序，测序结果和研究结果显示
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ＡＲＥＧ 可能是 Ａｘｉｎ２ 的下游靶标。 本研究实验结

果表明 ＡＫＩ 模型中，Ａｘｉｎ２ 的表达增加，同时伴有

ＡＲＥＧ 的表达升高。 为了进一步明确 ＨＤＧ 是否

通过调节 Ａｘｉｎ２ ／ ＡＲＥＧ 轴发挥肾保护作用，在
ＴＣＭＫ１ 细胞中高表达 Ａｘｉｎ２，发现炎症相关蛋白

上调，同时 ＡＲＥＧ 的表达水平也增加，单纯予以

ＨＤＧ 干预的细胞中 Ａｘｉｎ２、ＡＲＥＧ 和炎症相关蛋

白表达水平均下调，而在 Ａｘｉｎ２ 高表达的细胞中

同时予以 ＨＤＧ 进行干预，发现 ＨＤＧ 对肾的保护

作用消失，炎症相关蛋白、Ａｘｉｎ２ 和 ＡＲＥＧ 的表达

水平再次上升。 这些结果说明 ＨＤＧ 可能是通过

抑制 Ａｘｉｎ２ ／ ＡＲＥＧ 轴的激活发挥在 ＡＫＩ 中的保

护作用。
ＡＲＥＧ 是 表 皮 生 长 因 子 受 体 （ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ

ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＧＦＲ ） 的 配 体， 通 过 与

ＥＧＦＲ 结合，在组织修复、炎症和免疫等方面发挥

重要作用。 既往研究表明 ＡＲＥＧ 在皮肤炎症、气
道炎症和肾小球肾炎方面发挥促进作用［２９－３１］，但
在 ＡＫＩ 中的作用未见报道。 此外，ＡＲＥＧ 在肾纤

维化中的作用已有报道。 ＯＳＡＫＡＢＥ 等［３２］的研究

发现血清可溶性 ＡＲＥＧ 水平与 ＣＫＤ 患者当前及

２ 年和 ３ 年后的 Ｓｃｒ 水平呈正相关，并且糖尿病肾

病和原发性高血压患者的血清可溶性 ＡＲＥＧ 水

平显著升高。 ＡＲＥＧ 在晚期 ＣＫＤ 患者的肾小管

细胞中高表达，而在肾功能保存的患者中仅弱表

达。 因此血清可溶性 ＡＲＥＧ 水平可能作为 ＣＫＤ
患 者 肾 功 能 和 肾 预 后 的 生 物 标 志 物。
ＫＥＦＡＬＯＹＩＡＮＮＩ 等［３３－３４］ 研究证实了 ＡＫＩ 和肾纤

维化患者的可溶性 ＡＲＥＧ 在人尿中显著上调，并
通过体外实验验证 ＡＲＥＧ 具有独特的促纤维化

作用，这种作用会因 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ｐｒｏＡＲＥＧ 裂解

成 ＡＲＥＧ 而增强。 ＳＯＮ 等［３５］ 使用了两种由单侧

输尿管梗阻（ ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｕｒｅｔｅｒａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ）
和高嘌呤饮食（ ａｄｅｎｉｎｅ，ＡＤ）诱导的肾纤维化动

物模型，研究靶向 ＡＲＥＧ 的自组装微泡抑制性

ＲＮＡ（ＳＡＭｉＲＮＡ⁃ＡＲＥＧ）对肾纤维化的治疗作用，
发现 ＳＡＭｉＲＮＡ⁃ＡＲＥＧ 显著降低了 ＵＵＯ 和 ＡＤ 诱

导的 ＡＲＥＧ ｍＲＮＡ 表达，有效改善肾组织炎症和

肾纤维化，体外实验证实了 ＳＡＭｉＲＮＡ⁃ＡＲＥＧ 减

弱了 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的细胞外基质产生和肌成纤维

细胞分化，并发现在 ＵＵＯ 或 ＡＤ 模型中上调的

ＡＲＥＧ 主要定位于远端肾小管。 这些结果证实了

ＡＲＥＧ 在肾纤维中的作用，为肾纤维的治疗提供

了参考。 Ａｘｉｎ２ ／ ＡＲＥＧ 轴在 ＡＫＩ 中的直接作用目

前在 Ｐｕｂｍｅｄ 中尚未检索到，这也是本研究的新

颖之处。
综上，本研究表明 ＨＤＧ 能够减轻 Ｃｉｓ 诱导的

ＡＫＩ 小鼠的肾功能受损、组织病理损伤、降低炎症

相关蛋白的表达，抑制 Ａｘｉｎ２ ／ ＡＲＥＧ 轴的激活，这
可能是其发挥肾保护作用的关键，这为临床治疗

ＡＫＩ 提供了可能的新方向。 然而本研究未能具体

阐明 ＨＤＧ 调控 Ａｘｉｎ２ ／ ＡＲＥＧ 轴发挥抗炎作用的

具体途径，仍需进一步探索。
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ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］． Ｉｎｔｅｇｒ Ｍｅｄ Ｎｅｐｈｒｏｌ Ａｎｄｒｏｌ，
２０２４， １１（２）： ｅ２２．

［ ７ ］　 ＸＩＥ Ｋ Ｈ， ＬＩＵ Ｘ Ｈ， ＪＩＡ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｄｅｒａｇｅｎｉｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃
ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ Ａ３３００７４ｋ２２Ｒｉｋ ／ Ａｘｉｎ２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ｉｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２２， １１２： １０９２４７．

［ ８ ］　 ＭＩＡＯ Ｎ， ＹＩＮ Ｆ， ＸＩＥ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｏｆ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ
Ｄ ｂｙ ｃａｓｐａｓｅ⁃１１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ
ａｎｄ ｕｒｉｎａｒｙ ＩＬ⁃１８ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ］．
Ｋｉｄｎｅｙ Ｉｎｔ， ２０１９， ９６（５）： １１０５－１１２０．

［ ９ ］　 ＺＡＩＳＳ Ｄ Ｍ Ｗ， ＧＡＵＳＥ Ｗ Ｃ， ＯＳＢＯＲＮＥ Ｌ Ｃ， ｅｔ ａｌ．
Ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ ｉｎ ｏｒｃｈｅｓｔｒａｔｉｎｇ
ｉｍｍｕｎｉｔｙ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｒｅｐａｉｒ ［ Ｊ］． Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，
２０１５， ４２（２）： ２１６－２２６．
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［１０］　 ＳＩＮＧＨ Ｓ Ｓ， ＣＨＡＵＨＡＮ Ｓ Ｂ， ＫＵＭＡＲ Ａ， ｅｔ ａｌ．
Ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ ｉｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， ｈｅａｌｔｈ， ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ：
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｕｓｅ ａｓ ａ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ［ Ｊ］． Ｊ
Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０２２， ２３７（２）： １１４３－１１５６．

［１１］　 ＰＬＡＴＥＮ Ｃ， ＤＲＥＳＣＨＥＲＳ Ｓ， ＲＥＩＳＳ Ｌ Ｋ， ｅｔ ａｌ．
Ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎ
ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｖｉａ ＥＧＦＲ ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ ［ Ｊ］．
Ｍｅｄｉａｔｏｒｓ Ｉｎｆｌａｍｍ， ２０１８， ２０１８： ４３１０４１９．

［１２］　 ＯＮＥＳ Ａ Ｃ， ＡＮＤＥＲＳＯＮ Ｄ， ＧＡＬＢＲＡＩＴＨ Ｓ， ｅｔ ａｌ．
Ｐｅｒｓｏｎａｌｉｚｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ
ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｗｉｔｈ ｖｉｒａｌ ｂｒｏｎｃｈｉｏｌｉｔｉｓ ［ Ｊ］．
Ａｍ Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ Ｃｒｉｔ Ｃａｒｅ Ｍｅｄ， ２０１９， １９９（１２）： １５３７－１５４９．

［１３］　 ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｓ， ＸＩＡ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ ＣＯＶＩＤ⁃１９ ｉｎ ｔｈｅ ＰＢＭＣｓ ｏｆ
ｓｅｖｅｒｅｌｙ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ［Ｊ］． Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， ２０２２， １７： １６１－１６９．

［１４］　 ＷＡＮＧ Ｑ， ＷＡＮＧ Ｆ， ＬＩ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ
ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ ／ ＥＧＦＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ
ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ［Ｊ］． Ｐｈｙｔｏｔｈｅｒ Ｒｅｓ， ２０２３， ３７（１）：
１１１－１２３．

［１５］　 ＫＥＬＬＵＭ Ｊ Ａ， ＲＯＭＡＧＮＡＮＩ Ｐ， ＡＳＨＵＮＴＡＮＴＡＮＧ Ｇ， ｅｔ
ａｌ． Ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｄｉｓ Ｐｒｉｍｅｒｓ， ２０２１， ７
（１）： ５２．

［１６］　 ＬＩＵ Ｋ Ｄ， ＧＯＬＤＳＴＥＩＮ Ｓ Ｌ， ＶＩＪＡＹＡＮ Ａ， ｅｔ ａｌ． ＡＫＩ！ Ｎｏｗ
ｉｎｉｔｉａｔｉｖｅ： ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ａｗａｒｅｎｅｓｓ， ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ， ａｎｄ
ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ＡＫＩ ［Ｊ］． Ｃｌｉｎ Ｊ Ａｍ Ｓｏｃ Ｎｅｐｈｒｏｌ， ２０２０， １５
（１２）： １８３８－１８４７．

［１７］　 ＺＨＡＮＧ Ｊ， ＹＥ Ｚ Ｗ， ＴＥＷ Ｋ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ
ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］． Ａｄｖ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，
２０２１， １５２： ３０５－３２７．

［１８］　 ＨＯＬＤＩＴＣＨ Ｓ Ｊ， ＢＲＯＷＮ Ｃ Ｎ， ＬＯＭＢＡＲＤＩ Ａ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌｓ， ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ， ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ， ａｎｄ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ ｉｎ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ］．
Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０１９， ２０（１２）： ３０１１．

［１９］　 ＳＨＩ Ｙ， ＳＨＩ Ｘ， ＺＨＡＯ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｉ ｒａｄｉｘ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ］．
Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２４， １２３： １５５１９６．

［２０］　 陈彦旭， 姜晓雪， 张钦媛， 等． ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通路在

糖尿病肾病中的作用及中药干预的研究进展 ［Ｊ］． 中国

中药杂志， ２０２３， ４８（１０）： ２６３０－２６３８．
ＣＨＥＮ Ｙ Ｘ， ＪＩＡＮＧ Ｘ Ｘ， ＺＨＡＮＧ Ｑ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ＴＧＦ⁃
β ／ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ， ２０２３， ４８（１０）： ２６３０－２６３８．

［２１］　 ＷＡＮＧ Ｙ， ＱＵＡＮ Ｆ， ＣＡＯ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ
ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ［Ｊ］． Ｊ Ａｄｖ Ｒｅｓ，
２０２１， ２８： ２３１－２４３．

［２２］　 邵建彬， 王霞， 徐华洲， 等． 芪苓通络方抑制 ＴＬＲ４ ／

ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路改善特发性膜性肾病大鼠肾损

伤 ［Ｊ］． 中国实验方剂学杂志， ２０２２， ２８（４）： １００－１０８．
ＳＨＡＯ Ｊ Ｂ， ＷＡＮＧ Ｘ， ＸＵ Ｈ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｑｉｌｉｎｇ Ｔｏｎｇｌｕｏ
ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ
ｍｅｍｂｒａｎｏｕｓ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌａｅ，
２０２２， ２８（４）： １００－１０８．

［２３］　 雷小琴， 魏何燕， 谭睿陟， 等． 黄芪三七合剂对顺铂诱导

小鼠急性肾损伤的影响 ［ Ｊ］． 中成药， ２０２２， ４４（４）：
１１０７－１１１３．
ＬＥＩ Ｘ Ｑ， ＷＥＩ Ｈ Ｙ， ＴＡＮ Ｒ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｈｕａｎｇｑｉ
Ｓａｎｑｉ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｎ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ
ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］． Ｃｈｉｎ Ｔｒａｄｉｔ Ｐａｔ Ｍｅｄ， ２０２２， ４４ （ ４）： １１０７
－１１１３．

［２４］　 ＳＨＥＮ Ｙ， ＴＥＮＧ Ｌ， ＱＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｄｅｒａｇｅｎｉｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｔｏ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｔｈｅ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ： ａｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｔｕｄｙ
［Ｊ］． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ２０２３， ４６（２）： ６５５－６７８．

［２５］　 ＭＩＥＴＥ Ｃ， ＳＯＬＩＳ Ｇ Ｐ， ＫＯＶＡＬ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｇαｉ２⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｏｎｄｕｃｔｉｎ ／ ａｘｉｎ２ ｃｏｎｄｅｎｓａｔｅｓ ｉｎｈｉｂｉｔ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｗｔｈ ［ Ｊ］． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２２， １３
（１）： ６７４．

［２６］　 ＢＡＨＬ Ｃ， ＳＨＡＲＭＡ Ｓ， ＳＩＮＧＨ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ Ａｘｉｎ２ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ
ｒｉｓｋ ｉｎ Ｎｏｒｔｈ Ｉｎｄｉａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ： ａ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ ［ Ｊ ］． Ｔｕｍｏｕｒ Ｂｉｏｌ， ２０１７， ３９
（４）： １０１０４２８３１７６９５５３３．

［２７］　 ＸＵ Ｚ Ｈ， ＷＡＮＧ Ｃ， ＨＥ Ｙ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｆａｃｔｏｒ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ ｔｈｅ Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｎａｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ，
２０２２， ３２２（６）： Ｆ６１１⁃Ｆ６２４．

［２８］　 ＭＡＩＥＳＥ Ｋ， ＬＩ Ｆ， ＣＨＯＮＧ Ｚ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ： ａｇｉｎｇ ｇｒａｃｅｆｕｌｌｙ ａｓ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｓｔ？ ［ Ｊ ］．
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｈｅｒ， ２００８， １１８（１）： ５８－８１．

［２９］　 ＳＡＫＡＩ Ｈ， ＳＡＴＯ Ｋ， ＳＡＴＯ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｅｐｉｇｅｎ ａｎｄ ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ２， ４， ６⁃
ｔｒｉｎｉｔｒｏｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｅｎｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｋｉｎ
ｓｗｅｌｌｉｎｇ ［Ｊ］． Ｉｎｆｌａｍｍ Ｒｅｓ， ２０１７， ６６（８）： ６６３－６７８．

［３０］　 ＭＥＬＤＥＲＩＳ Ｓ， ＨＡＧＥＮＳＴＥＩＮ Ｊ， ＷＡＲＫＯＴＳＣＨ Ｍ Ｔ， ｅｔ ａｌ．
Ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ ａｇｇｒａｖａｔｅｓ ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ ｖｉａ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ
ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］． Ｊ Ａｍ Ｓｏｃ Ｎｅｐｈｒｏｌ，
２０２０， ３１（９）： １９９６－２０１２．

［３１］　 ＫＩＭ Ｋ Ｗ， ＪＥＥ Ｈ Ｍ， ＰＡＲＫ Ｙ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｂｅｔｗｅｅｎ ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ ａｎｄ ａｉｒｗａｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ
ｗｉｔｈ ａｓｔｈｍａ ａｎｄ ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ ［ Ｊ］． Ｃｈｅｓｔ， ２００９，
１３６（３）： ８０５－８１０．

［３２］　 ＯＳＡＫＡＢＥ Ｙ， ＴＡＮＩＧＵＣＨＩ Ｙ， ＨＡＭＡＤＡ ＯＤＥ Ｋ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］． Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｎｅｐｈｒｏｌ， ２０２４， ２８（５）： ４２１－
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４３０．
［３３］　 ＫＥＦＡＬＯＹＩＡＮＮＩ Ｅ， ＭＵＴＨＵ Ｍ Ｌ， ＫＡＥＰＰＬＥＲ Ｊ， ｅｔ ａｌ．

ＡＤＡＭ１７ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ ｐｒｏｘｉｍａｌ ｔｕｂｕｌｅ ｄｒｉｖｅｓ ｋｉｄｎｅｙ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］． ＪＣＩ Ｉｎｓｉｇｈｔ， ２０１６， １（１３）： ｅ８７０２３．

［３４］　 ＫＥＦＡＬＯＹＩＡＮＮＩ Ｅ， ＫＥＥＲＴＨＩ ＲＡＪＡ Ｍ Ｒ，
ＳＣＨＵＭＡＣＨＥＲ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｘｉｍａｌ ｔｕｂｕｌｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ ａｍｐｌｉｆｉｅｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｓ ｐｒｏｆｉｂｒｏｔｉｃ ＥＧＦ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｓ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］． Ｊ Ａｍ Ｓｏｃ Ｎｅｐｈｒｏｌ，

２０１９， ３０（１２）： ２３７０－２３８３．
［３５］　 ＳＯＮ Ｓ Ｓ， ＨＷＡＮＧ Ｓ， ＰＡＲＫ Ｊ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａｕｔｈｏｒ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ：

ｉｎ ｖｉｖｏ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ ｂｙ ａ ｎｏｖｅｌ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｓｅｌｆ⁃
ａｓｓｅｍｂｌｅｄ⁃ｍｉｃｅｌｌｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ＲＮＡ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＥＧＦＲ ｓｉｇｎａｌｓ ［ Ｊ ］． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０２３，
１３： １１７４５．

［收稿日期］ 　 ２０２４－０７－２９

《中国实验动物学报》再次入编《中文核心期刊要目总览》

　 　 依据文献计量学的原理和方法，经研究人员对相关文献的

检索、统计和分析，以及学科专家评审，《中国实验动物学报》再
次入编《中文核心期刊要目总览》２０２３ 年版（即第 １０ 版）动物

学 ／人类学类的核心期刊！
《中文核心期刊要目总览》采用定量评价和定性评价的学术

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
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２５
Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． ２

张日云，吴凤兰，毛德文，等． 三种不同剂量 ＤＥＮ 诱导大鼠原发性肝癌模型的比较 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２５， ３３
（２）： １６９－１７９．
ＺＨＡＮＧ Ｒ Ｙ， ＷＵ Ｆ Ｌ， ＭＡＯ Ｄ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ＤＥＮ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｉｍａｒｙ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ
［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２５， ３３（２）： １６９－１７９．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０２􀆰 ００２

［基金项目］国家自然科学基金（８２２７４４３４），广西中青年教师科研基础能力提升项目（２０２３ＫＹ０３１３），广西中医药大学第一附属医

院博士基金启动课题（２０２０ＢＳ００３）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（８２２７４４３４）， Ｇｕａｎｇｘｉ Ｙｏｕｎｇ ａｎｄ Ｍｉｄｄｌｅ⁃Ａｇｅｄ Ｔｅａｃｈｅｒｓ’ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｂａｓｉｃ Ａｂｉｌｉｔｙ Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ （２０２３ＫＹ０３１３）， ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，
Ｄｏｃｔｏｒａｌ Ｆｕｎｄ Ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ（２０２０ＢＳ００３）．
［作者简介］张日云，女，在读硕士研究生，研究方向：中医药防治肝病。 Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｒｉｙｕｎ２０２２＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］吴凤兰，女，硕士，住院医师，研究方向：中医药防治肝病的基础与临床。 Ｅｍａｉｌ：ｗｕｆｅｎｇｌａｎ８０９０＠ １６３． ｃｏｍ；

王明刚，男，博士，副主任医师，研究方向：中西医结合防治重症肝病。 Ｅｍａｉｌ：ｗｍｇｙｘ２０１２＠ １６３． ｃｏｍ。
∗共同通信作者

三种不同剂量 ＤＥＮ 诱导大鼠原发性肝癌
模型的比较

张日云１，２ ，吴凤兰１，２，３∗ ，毛德文２，３ ，王明刚２，３∗ ，裴浩１，２ ，李飞燕１，２

（１． 广西中医药大学，南宁　 ５３０２００；２． 广西中医药大学第一附属医院，南宁　 ５３００２３；
３． 广西中医药防治医学分子生物重点实验室，南宁　 ５３００２３）

　 　 【摘要】 　 目的 　 使用 ３ 种不同剂量的二乙基亚硝胺（ｄｉｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ，ＤＥＮ）建立大鼠原发性肝癌

（ｐｒｉｍａｒｙ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ，ＰＬＣ）模型，旨在构建一个高效、稳定、经济的 ＰＬＣ 动物模型。 方法 　 将雄性 ＳＤ 大鼠

４５ 只，随机分为 ４ 组，分别为正常组、低剂量组（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）、中剂量组（７０ ｍｇ ／ ｋｇ）、高剂量组（２００ ｍｇ ／ ｋｇ）。 正

常组 ６ 只，其余组各 １３ 只。 正常组不做任何处理。 低剂量组第 １ ～ ４ 周，每周腹腔注射 ２ 次，第 ５ ～ １２ 周，每
周注射 １ 次；中剂量组每周腹腔注射 １ 次，连续 １６ 周；高剂量组仅第 １ 周给药 １ 次。 随后观察各组大鼠至 １６
周。 通过生存率、病理学检测、生化检测、肝脾指数计算、免疫组化、酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）等检测方法

验证模型的建立及优化评价。 结果　 正常组大鼠存活率为 １００％，低剂量组为 ４６􀆰 １５％，中剂量组为 ６９􀆰 ２３％，
高剂量组为 ８４􀆰 ６１％。 肉眼观察正常组大鼠肝组织未见异常；低剂量组大鼠肝颜色变深，表面较粗糙，可见少

量癌结节，质地稍硬；中剂量组大鼠肝表面粗糙，可见多个小的癌结节及散在块状占位性结节，质地坚硬；高剂

量组大鼠肝颜色变浅，表面稍粗糙，未见明显癌结节。 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色显示低、中剂量组肝组织结构紊

乱，细胞异型性大，肿瘤细胞形成，高剂量组肝小叶结构不清晰，肝细胞呈不同程度的水肿、变性、坏死，未见明

显肿瘤细胞形成。 与正常组对比，低、中、高剂量组血清谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、谷草转氨

酶（ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）、总胆红素（ｔｏｔａｌ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，ＴＢＩＬ）均有升高；低剂量组 ＡＬＴ、ＡＳＴ 升高显著（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），差异具有显著性，中剂量组 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ 均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异具有显著性，高剂量组的

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ 虽有升高，但升高不明显，差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；与正常组相比，低剂量组凝血功能国际

标准化比值（ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ，ＩＮＲ）明显增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异具有显著性，活化部分凝血活酶时间

（ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ，ＡＰＴＴ）、凝血酶原时间（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ，ＰＴ）、甲胎蛋白（ａｌｐｈａ⁃ｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，
ＡＦＰ ）均有升高，但差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；中剂量组血清 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＩＮＲ、ＡＦＰ 水平显著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
差异具有显著性；高剂量组血清 ＰＴ、ＡＦＰ 水平增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异具有显著性，血浆 ＡＰＴＴ 水平略有升高（Ｐ
＞ ０􀆰 ０５），差异无显著性；中剂量组肝、脾指数均升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），低剂量组脾指数升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），高剂量组

肝指数升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异具有显著性；低、中、高剂量组肝组织 ＡＦＰ 光密度值均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差
异具有显著性。 结论　 低、中剂量组均可成功诱导 ＰＬＣ 大鼠模型，但中剂量组的病理改变和生化检查结果更

符合人体肝组织从肝损伤发展至肝纤维化、肝硬化最终为肝癌的发病机理，且给药次数更少，大鼠存活率更

高，能建立更经济实惠的优效 ＰＬＣ 模型。
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ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ， ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ＡＰＴＴ ｌｅｖｅｌｓ
ｗｅｒｅ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ； ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｗｅｒｅ
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ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ
ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｉｎｄｅｘ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ； ｔｈｅ ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ＡＦＰ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗ ａｎｄ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｕｌｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｎｄｕｃｅ
ｔｈｅ ＰＬＣ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ
ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｔｏ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｔｏ ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ ｔｏ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｉｓ ｌｅｓｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ ｓｏ ｔｈａｔ ａ
ｍｏｒｅ ｃｏｓｔ⁃ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ＰＬＣ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐｒｉｍａｒｙ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ； ｄｉｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ； ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ； ｒａｔ； ｍｏｄｅｌ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 原发性肝癌（ｐｒｉｍａｒｙ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ，ＰＬＣ）是一

种常见的恶性肿瘤，近年来该病新发病例及死亡

人数一直居高不下。 据统计 ２０２０ 年全球新发肝

癌患者约有 ９０ 万人，死亡人数约 ８３ 万人，位列全

球癌症死因前五位［１］。 一项对 ２０４ 个国家和地区

２９ 种癌症的全球经济成本估计和预测的研究表

明，２０２０ 年至 ２０５０ 年肝癌的全球经济成本约为

１􀆰 ６３８ 万亿元，居于全球癌症经济成本第五位，居
于我国肿瘤经济负担第一位［２］。 据 ２０２２ 年《中
国人群肝癌筛查指南》调查报告显示中国肝癌的

早期诊断率只有约 ２３􀆰 ２％［３］，国际平均早期肝癌

诊断率也只有 ３０％ ～ ５５％［４］，部分肝切除术和移

植术的根治性治疗是首选方案，５ 年内生存率可

达 ５９％ ～ ６８％［５－７］。 门静脉结扎后进行的肝切除

术能快速诱导残肝增生，是肝癌转化治疗的新导

向，能为更多中晚期癌症患者营造肝癌根治性手

术条件［６，８－９］，但由于 ＰＬＣ 的发病机制尚未完全清

晰，治疗手段有限，仍具有较高的死亡率，因此迫

切需要探明其发病机制，以研制有效药物治疗

ＰＬＣ，降低死亡率，而构建能模拟人 ＰＬＣ 发病过

程的动物模型是深入研究 ＰＬＣ 发病机制的前提

基础。
利用二乙基亚硝胺（ｄｉｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ，ＤＥＮ）

腹腔注射诱发小鼠原发性肝癌，是目前应用较多

的一种 ＰＬＣ 模型［１０］，但在实验过程中小鼠 ＰＬＣ
模型在取材时会遇到血液样本量少、肝组织小，
无法满足各类检测需要的缺点，只能通过扩大造

模数量解决上述问题。 大鼠肝再生能力强，与人

类的基因相似度高，大鼠的器官、组织和血液等

体积的样本量也大于小鼠，便于造模后对实验样

本进行研究，是许多实验造模动物的优选［１１－１３］。
目前国内外报道的 ＰＬＣ 大鼠模型研究大多使用

低剂量的 ＤＥＮ 诱导，但此法的腹腔注射较多，如
吴元芳等［１４］ 使用 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＤＥＮ 诱导 ＰＬＣ 大

鼠模型，需要每周腹腔注射 ３ 次，王军等［１５］ 使用

２０ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＥＮ 腹腔注射和灌胃合并诱导，也需要

腹腔注射每周 ３ 次，而常彦祥等［１６］使用更低剂量

的 １０ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＥＮ，则需要每周腹腔注射 ５ 次。
ＧＨＵＦＲＡＮ 等［１７］使用 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＥＮ 腹腔注射诱

导 ＰＬＣ 大鼠模型，在 １１ 周之前需要每周腹腔注

射 ２ 次，１２ ～ １６ 周，每周 １ 次。 ＳＡＷＯＮＧ 等［１８］前

期以 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 和后期以 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＤＥＮ 腹腔注

射 ＤＥＮ 每周 ２ 次，共需要 １２ 周成功建立模型。
上述方法虽然都能成功建立 ＰＬＣ 模型，但腹腔注

射操作频次过多，人力、时间成本消耗大，本研究

旨在研究相同的时间内减少腹腔注射次数成功

建立 ＰＬＣ 大鼠模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ４５ 只，４ ～ ５ 周龄，体质

量（１６０ ± ２０）ｇ，购自湖南长沙市天勤生物技术有

限公司【ＳＣＸＫ（湘）２０２２－００１１】，饲养于广西中医

药大学科学实验中心【ＳＹＸＫ（桂） ２０１９－ ０００１】。
饲养环境：室内温度控制在 ２０ ～ ２５ ℃，相对湿度

控制在 ４５％ ～ ７０％，１２ ｈ 循环照明，自由进食和

饮水。 适应性饲养 １ 周后进行造模实验。 本实验

获得广西中医药大学动物伦理委员会批准（ＤＷ
２０２３１０１６⁃２２８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

Ｎ⁃Ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｍｅｒｃｋ ，４０３３４，
德国）、甲胎蛋白（α⁃ｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ， ＡＦＰ） Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙ（武汉三鹰，１４５５０⁃１⁃ＡＰ，中国）、ＣＵＳＡＢＩＯ
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Ｒａｔ ＡＦＰ 酶联免疫吸附试剂盒（ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ）（武汉

华美，ＣＳＢ⁃Ｅ０８２８１ｒ，中国）、免疫组化通用型试剂

盒（中杉金桥，ＰＶ⁃６０００，中国）、ＤＡＢ 显色试剂盒

（中杉金桥，ＺＬＩ⁃９０１８，中国）。
全自动脱水机 （徕卡， ＬＥＩＣＡ ＡＳＰ３００Ｓ，德

国）、组织包埋机（赛默飞，Ｔｈｅｒｍｏ ＨＩＳＴＯＳＴＡＲ，美
国 ）、 切 片 机 （ 赛 默 飞， Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｈａｎｄｏｎ
Ａ７８１００１０１，美国）、展烤片机（爱华，ＺＫＰＪ⁃１Ａ，日
本）、封染一体机 （达科为，ＤＰ３６０ ＋ ＣＳ５００，中

国）、正置光学显微镜（奥林巴斯，Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ４３，
日本）、酶标仪（赛默飞，Ｔｈｅｒｍｏ Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ Ｇｏ，美
国）、全自动生化分析仪（迈瑞，ＢＳ⁃６００，中国）、全
自动凝血分析仪（赛科希德，ＳＦ⁃８８０Ｃ，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及造模方法

ＳＤ 大鼠 ４５ 只随机分为正常组 ６ 只，低、中、
高剂量组各 １３ 只。 正常组不予任何处理；参照国

内外较常用的 ＤＥＮ 造模剂量［１８－２０］，选择 ５０、７０
和 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ 分别作为低、中、高剂量组给药量：
低剂量组第 １ ～ ４ 周，每周腹腔注射 ２ 次，第 ５ ～
１６ 周，每周腹腔注射 １ 次；中剂量组每周腹腔注

射 １ 次，连续 １６ 周；高剂量组仅第 １ 周腹腔注射 １
次，随后观察各组大鼠至 １６ 周。
１􀆰 ２􀆰 ２　 大鼠的一般情况观察

造模过程中，每周记录 １ 次大鼠的体质量，每
天观察大鼠的体型、毛发、精神状态、消化道症

状等。
１􀆰 ２􀆰 ３　 标本采集

造模第 １６ 周后用戊巴比妥钠腹腔注射麻醉

大鼠，腹主动脉采血，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，提
取血清、血浆置于－８０ ℃冰箱，以备全自动生化分

析仪、ＥＬＩＳＡ 检测及凝血分析仪检测；随后剖取

肝、脾组织，进行拍照、称重，比较各组肝外观颜

色及大小，用游标卡尺测量肿瘤大小，计算肿瘤

数目及成瘤率，肝、脾指数（肝、脾体质量 ／体质量
× １００％）；剪取 ３ ｃｍ × ４ ｃｍ 肝组织置于 １０％中性

甲醛固定 ２４ ｈ 后，用于苏木素⁃伊红（ＨＥ）病理染

色与免疫组化。
１􀆰 ２􀆰 ４　 全自动生化分析仪、凝血分析仪检测肝功

能和凝血功能

将血清、血浆放于冰上溶解后，置于全自动

　 　 　 　 　 　

生化分析仪和凝血分析仪中检测。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＡＦＰ

使用前，将 ＥＬＩＳＡ 试剂盒所有试剂样品置于

室温平衡 ３０ ｍｉｎ，血清解冻后再次离心，配制生物

素抗体（１ × ）、ＨＲＰ⁃抗生物素蛋白（１ × ）、洗涤缓

冲液（１ × ）及标准品，设立 ７ 个标准品浓度；在 ４８
孔板设立好分组后，在相应的分组孔板分别加入

标准品和待测血清样本 １００ μＬ，３７ ℃孵育 ２ ｈ；倒
掉孔板中液体，每孔加入 １００ μＬ 生物素抗体

（１ × ），３７ ℃孵育 １ ｈ，倒掉孔板液体，洗涤缓冲

液（１ × ）清洗 ３ 次，每次 ２ ｍｉｎ；每孔加入 ＨＲＰ⁃抗
生物素蛋白（１ × ）１００ μＬ，３７ ℃孵育 １ ｈ，洗涤缓

冲液（１ × ）清洗 ５ 次，每次 ２ ｍｉｎ；每孔加入 ＴＭＢ
底物 ９０ μＬ，３７ ℃避光孵育 ２０ ｍｉｎ；每孔加入终止

液 ５０ μＬ，轻轻晃荡均匀，５ ｍｉｎ 内用酶标仪在 ４５０
ｎｍ 处 测 定 每 个 孔 的 光 密 度 （ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，
ＯＤ）值。
１􀆰 ２􀆰 ６　 肝组织 ＨＥ 染色

肝组织经 ２４ ｈ 固定后，剪取 １ ｃｍ × ０􀆰 ２ ｃｍ ×
０􀆰 ２ ｃｍ 肝组织置于组织包埋盒中，流水冲洗 ６ ｈ，
以去除组织中的固定液，将包埋盒放入全自动脱

水机进行梯度脱水，用石蜡包埋成蜡块，将肝组

织蜡块切成 ４ μｍ 厚切片，６５ ℃烤片机上烤 １ ｈ
后放入封染一体机进行脱蜡、水洗、染色、脱水透

明，中性树胶封片，采集图像。
１􀆰 ２􀆰 ７　 免疫组化检测肝组织 ＡＦＰ 表达

同 ＨＥ 染色法得经脱水包埋的 １ ｃｍ × ０􀆰 ２ ｃｍ
× ０􀆰 ２ ｃｍ 肝组织蜡块，切片后，用二甲苯、无水乙

醇脱水、脱蜡，柠檬酸钠进行抗原修复，加入适量

内源性过氧化物酶阻断剂，室温孵育 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ
缓冲液冲洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ，滴山羊血清封闭 ３０
ｍｉｎ，滴加一抗（１ ∶ １００）４ ℃孵育过夜，ＰＢＳ 缓冲

液冲洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ，二抗 ３７ ℃孵育 １ ｈ，ＰＢＳ
缓冲液冲洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ，ＤＡＢ 染色后苏木素

复染、脱水、封片后光学显微镜下观察拍照。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 版软件进行实验数据分析，
计量资料数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，使
用 ｔ 检验或 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验进行分析。 组间比较采

用单因素方差分析检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有

显著性。 用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 图像分析软件半
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定量分析 ＡＦＰ 的表达，指标取 ＩＯＤ 值的平均值。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠外观一般情况

造模期间，正常组大鼠毛发有光泽，精神状

态良好，饮食、饮水及消化道症状均未见异常，体
质量稳步增长，与正常组比较，低、中剂量组大鼠

自第 ６ 周开始，逐渐出现体型增长缓慢，食欲减

退、毛色晦暗、精神不振、活动减少、弓背行为等

表现，自第 １０ 周开始，出现明显的体型消瘦、静默

怠动、眼球变白、尿液变黄、耳朵苍白、尾巴枯槁

等表现，高剂量组大鼠体型增长稍缓慢，毛发较

正常组光泽稍暗，精神一般，活跃度降低，未见明

显弓背行为及尿液改变表现（见图 １）。

图 １　 四组大鼠 １６ 周时外观表现

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｔｈｅ ａｇｅ ｏｆ １６ ｗｅｅｋｓ

２􀆰 ２　 存活时间

造模时间共 １６ 周，正常组存活率为 １００％；低
剂量组大鼠分别在第 ５、６、９ 和 １６ 周出现死亡，共
死亡 ７ 只；中剂量组大鼠分别在第 ５、１２、１５ 和 １６
周出现死亡，共死亡 ４ 只；高剂量组大鼠在第 ２ 周

死亡 ２ 只（见表 １）。 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 软

件的 Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ 检验绘制生存曲线，１６ 周末正常组

存活率为 １００％，低剂量组存活率为 ４６􀆰 １５％，中
剂量组存活率为 ６９􀆰 ２３％，高剂量组存活率为

８４􀆰 ６１％（见图 ２）。
表 １　 四组大鼠不同时间点生存率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ
ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

时间 ／ 周
Ｔｉｍｅ ／ ｗｅｅｋ

正常
组 ／ ％
Ｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐ ／ ％

低剂量
组 ／ ％

Ｌｏｗ ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ ／ ％

中剂量
组 ／ ％

Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ ／ ％

高剂量
组 ／ ％

Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ ／ ％

２ １００􀆰 ００ １００􀆰 ００ １００􀆰 ００ １００􀆰 ００
４ １００􀆰 ００ １００􀆰 ００ １００􀆰 ００ ８４􀆰 ６１
６ １００􀆰 ００ ７６􀆰 ９２ ９２􀆰 ３０ ８４􀆰 ６１
８ １００􀆰 ００ ６１􀆰 ５４ ９２􀆰 ３０ ８４􀆰 ６１
１０ １００􀆰 ００ ５３􀆰 ８５ ９２􀆰 ３０ ８４􀆰 ６１
１２ １００􀆰 ００ ５３􀆰 ８５ ９２􀆰 ３０ ８４􀆰 ６１
１４ １００􀆰 ００ ５３􀆰 ８５ ８４􀆰 ６１ ８４􀆰 ６１
１６ １００􀆰 ００ ４６􀆰 １５ ６９􀆰 ２３ ８４􀆰 ６１

注：存活率 ＝ 实验结束时每组大鼠存活只数 ／ 该组大鼠总数
× １００％。
Ｎｏｔｅ． Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ＝ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｌｉｖｅ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ
ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ／ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈａｔ ｇｒｏｕｐ × １００％．

图 ２　 正常组与模型组大鼠生存曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ
ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ

２􀆰 ３　 各组大鼠体质量和肝、脾指数

实验期间，每周定时测量 １ 次大鼠体质量，造
模前 ３ 周，４ 组大鼠的体质量未见明显差距，自第

４ 周起，随着模型构建时间的持续延长，低、中、高
剂量组大鼠体质量逐渐出现增长缓慢表现，自第

７ 周起，低、中剂量组大鼠体质量出现明显下降（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）。 （见表 ２）。 从体质量动态变化图来看，
中、低剂量组大鼠随着造模时间的延长，体质量

增长速度明显减慢，以中剂量组显著（见图 ３）。
　 　 １６ 周末取材，对每组大鼠肝、脾进行称重并

记录，与正常组比较，中剂量组肝指数、脾指数显

著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），低剂量组脾指数明显上升（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），高剂量组肝、脾指数未见明显升高（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）（见表 ３、图 ４）。
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表 ２　 不同周期四组大鼠体质量变化情况（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｙｃｌｅｓ （􀭰ｘ ± ｓ）

时间 ／ 周
Ｔｉｍｅ ／ ｗｅｅｋ

正常组 ／ ｇ
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ／ ｇ

低剂量组 ／ ｇ
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ／ ｇ

中剂量组 ／ ｇ
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ／ ｇ

高剂量组 ／ ｇ
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ／ ｇ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

１ １６６􀆰 ８３ ± ４􀆰 ７９ １６３􀆰 ９２ ± ４􀆰 ８９ １６５􀆰 ０８ ± ５􀆰 ４０ １６６􀆰 ２３ ± ５􀆰 ０１ ０􀆰 ６５６ ０􀆰 ５８４
２ １８４􀆰 ３３ ± ７􀆰 ５５ １９０􀆰 ６９ ± １１􀆰 １０ １８６􀆰 ６９ ± １１􀆰 １９ １７７􀆰 ８４ ± ４０􀆰 ０６ ２􀆰 ６１５ ０􀆰 ０６４
３ ２０９􀆰 ８３ ± １６􀆰 ９８ ２００􀆰 ２３ ± １２􀆰 ７２ １８７􀆰 ０８ ± １７􀆰 ９４△ １９８􀆰 ３６ ± １２􀆰 ７５ ３􀆰 ５５０ ０􀆰 ０２３
４ ２３７􀆰 ００ ± ２１􀆰 ９３ １８６􀆰 ９２ ± １３􀆰 ５２ １８１􀆰 ０８ ± ２１􀆰 ０８△ ２１７􀆰 ５５ ± ２１􀆰 ６４ １６􀆰 ４３０ ０􀆰 ０００
５ ２６３􀆰 ５０ ± ２１􀆰 ８９ １９７􀆰 ８３ ± ３２􀆰 ７９△ ２０９􀆰 ２５ ± ３４􀆰 ５２△ ２３８􀆰 ７３ ± ２１􀆰 ９０ ８􀆰 ５８２ ０􀆰 ０００
６ ２７９􀆰 ００ ± １３􀆰 ３５ ２４３􀆰 ５０ ± ５２􀆰 ４７ ２３０􀆰 ４２ ± ４０􀆰 ８８△ ２６３􀆰 ５５ ± １８􀆰 ８０△ ３􀆰 １２８ ０􀆰 ０３９
７ ３２０􀆰 ５０ ± ２４􀆰 ５２ ２６５􀆰 ３８ ± ７０􀆰 ２９△ ２４０􀆰 １７ ± ５２􀆰 ３２△ ２８３􀆰 １８ ± １５􀆰 ５９ ４􀆰 ３８９ ０􀆰 ０１０
８ ３５８􀆰 ８３ ± ２３􀆰 ７２ ３０２􀆰 ７１ ± ７５􀆰 ６８△ ２５７􀆰 ２５ ± ４９􀆰 ００△ ３０５􀆰 ５５ ± １７􀆰 ５１△ ６􀆰 ８６６ ０􀆰 ００１
９ ３８８􀆰 ６７ ± ２４􀆰 ６４ ３２２􀆰 ８６ ± ８３􀆰 ２０△ ２６６􀆰 ８３ ± ４８􀆰 ４０△ ３２６􀆰 ６４ ± ２０􀆰 ５１△ ８􀆰 ９０９ ０􀆰 ０００

１０ ４１９􀆰 ８３ ± ２６􀆰 １５ ３６４􀆰 １４ ± ９７􀆰 ６３ ２９８􀆰 ００ ± ５４􀆰 ９６△ ３５１􀆰 ９１ ± ２１􀆰 ６９△ ６􀆰 ８１３ ０􀆰 ００１
１１ ４５３􀆰 ５０ ± ２８􀆰 ５８ ３７１􀆰 ４３ ± １０３􀆰 ４２△ ２９３􀆰 ４２ ± ５６􀆰 ３３△ ３７３􀆰 ６４ ± ２２􀆰 ０６△ １０􀆰 ７２２ ０􀆰 ０００
１２ ４８１􀆰 ００ ± ３１􀆰 ２９ ３９４􀆰 ７１ ± １０８􀆰 ８９△ ２９９􀆰 ４５ ± ５５􀆰 ６８△ ３９３􀆰 ５５ ± ２２􀆰 ４６△ １２􀆰 ５４４ ０􀆰 ０００
１３ ５０２􀆰 ６７ ± ２９􀆰 ５８ ４０２􀆰 ００ ± １０９􀆰 ５１△ ３０４􀆰 ００ ± ６４􀆰 ８０△ ４１９􀆰 １８ ± ２４􀆰 ７９△ １３􀆰 ８９５ ０􀆰 ０００
１４ ５２９􀆰 ８３ ± ２４􀆰 ９４ ４１０􀆰 １４ ± １１５􀆰 １０△ ３０１􀆰 ４５ ± ６０􀆰 ５３△ ４４４􀆰 ９１ ± ２５􀆰 ７４△ １８􀆰 ７９７ ０􀆰 ０００
１５ ５５８􀆰 ５０ ± ２０􀆰 ４８ ４１４􀆰 ２９ ± １１５􀆰 ８０△ ３０５􀆰 ５０ ± ６８􀆰 ６６△ ４７３􀆰 ０９ ± ２２􀆰 ３１△ ２１􀆰 ２２９ ０􀆰 ０００
１６ ５８３􀆰 ６７ ± １５􀆰 ０４ ４１６􀆰 ２９ ± １２７􀆰 ２６△ ３１４􀆰 １１ ± ６７􀆰 ６２△ ４９６􀆰 ９１ ± ２０􀆰 ５６△ ２１􀆰 １９２ ０􀆰 ０００

注：与正常组相比，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

注：与低剂量组对比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ３　 四组大鼠不同时间点体质量动态变化情况

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

图 ４　 肝体质量和脾体质量比较

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｌｉｖｅｒ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｓｐｌｅｅｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ
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表 ３　 四组大鼠肝指数和脾指数比较（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｓｐｌｅｎｉｃ ｉｎｄｅｘ ｉｎ

ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

每组数量
ｎ

肝指数 ／ ％
Ｌｉｖｅｒ ｉｎｄｅｘ ／ ％

脾指数 ／ ％
Ｓｐｌｅｎｉｃ ｉｎｄｅｘ ／ ％

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ６ ３􀆰 ５６ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 １３ ± ０􀆰 ００

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ６ ５􀆰 ２４ ± １􀆰 ４３△ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 １６△

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ９ １０􀆰 ８２ ± １􀆰 ４９△ ０􀆰 ６１ ± ０􀆰 １６△

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １１ ２􀆰 ７８ ± ０􀆰 ３１ ０􀆰 １４ ± ０􀆰 ０３

２􀆰 ４　 各组大鼠的癌结节数目及肿瘤发生率

正常组大鼠肝正常，未见肿瘤生长，肿瘤发

生率为 ０％；肉眼可见低剂量组大鼠肝肿瘤数目

为 １ ～ ３ 个不等，肿瘤发生率为 １００％；中剂量组

大鼠肝肿瘤数目为 ５ ～ ８ 个不等，肝癌发生率为

１００％；高剂量组大鼠肝外观无肿瘤生长，肿瘤发

生率为 ０％。

２􀆰 ５　 血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 和 ＴＢＩＬ 浓度的比较

与正常组大鼠相比，低剂量组 ＡＬＴ、ＡＳＴ 显著

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），中剂量组 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ 均显

著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），高剂量组 ＡＬＴ、ＴＢＩＬ 虽有升

高，但差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）（见表 ４）。
２􀆰 ６　 凝血功能活化部分凝血活酶时间（ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ，ＡＰＴＴ）、凝血酶原时

间（ ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ， ＰＴ）、国际标准化比值

（ ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｒａｔｉｏ， ＩＮＲ ） 及血清

ＡＦＰ 水平

与正常组相比，低剂量组血浆 ＩＮＲ 水平明显

增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），血浆 ＡＰＴＴ、ＰＴ 及血清 ＡＦＰ 均

有升高（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；中剂量组血浆 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＩＮＲ
及血清 ＡＦＰ 水平显著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；高剂量组

血浆 ＰＴ、血清 ＡＦＰ 水平增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），血浆

ＡＰＴＴ 水平略有升高（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 值得关注的

是，中剂量组对比其他 ３ 组 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＩＮＲ、ＡＦＰ
均显著升高，特别是 ＡＦＰ 水平升高明显（见表 ５、
图 ５）。

表 ４　 四组大鼠血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ 和 ＴＢＩＬ 比较（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒａ ＡＳＴ、ＡＬＴ ａｎｄ ＴＢＩＬ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

谷丙转氨酶 ／ （Ｕ ／ Ｌ）
ＡＬＴ ／ （Ｕ ／ Ｌ）

谷草转氨酶 ／ （Ｕ ／ Ｌ）
ＡＳＴ ／ （Ｕ ／ Ｌ）

总胆红素 ／ （Ｕ ／ Ｌ）
ＴＢＩＬ ／ （Ｕ ／ Ｌ）

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ３６􀆰 ６５ ± ３􀆰 １７ ８９􀆰 ９５ ± ５􀆰 ３６ ０􀆰 ８８ ± ０􀆰 ２０

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １００􀆰 ７７ ± １９􀆰 ８０△ ２５０􀆰 ４３ ± ６８􀆰 ５８△ ６􀆰 ８４ ± ８􀆰 ２６

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １０６􀆰 ３９ ± ２１􀆰 １６△ ３４５􀆰 ８９ ± ２３􀆰 ９３△ ５１􀆰 ３５ ± １０􀆰 ８６△

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ３８􀆰 ４５ ± ３􀆰 ６２ ８８􀆰 １０ ± １４􀆰 ３２ １􀆰 ４９ ± ０􀆰 ５０

表 ５　 四组大鼠血清 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＩＮＲ 和 ＡＦＰ 变化情况（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＡＰＴＴ， ＰＴ， ＩＮＲ ａｎｄ ＡＦＰ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

活化部分凝血活酶时间 ／ ｓ
ＡＰＴＴ ／ ｓ

凝血酶原时间 ／ ｓ
ＰＴ ／ ｓ

国际标准化比值
ＩＮＲ

甲胎蛋白 ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）
ＡＦＰ ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ １６􀆰 ８０ ± １􀆰 ７０ １６􀆰 ３０ ± １􀆰 ４９ １􀆰 ３２ ± ０􀆰 １３ ６４􀆰 ７８ ± ４􀆰 ３０

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １９􀆰 ０２ ± ３􀆰 １４ １８􀆰 １０ ± １􀆰 ９２ １􀆰 ５２ ± ０􀆰 １６△ １８７􀆰 ００ ± ９３􀆰 ０８

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２１􀆰 ７１ ± ２􀆰 ７０△ ２０􀆰 ５０ ± ２􀆰 ２６△ １􀆰 ６６ ± ０􀆰 ０８△ ８２８􀆰 ４７ ± ５１􀆰 ０２△

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １７􀆰 １９ ± １􀆰 ２２ １７􀆰 １２ ± ３􀆰 ０６△ １􀆰 ２９ ± ０􀆰 １２ ３８０􀆰 ７７ ± ５１􀆰 ０２△

２􀆰 ７　 大鼠肝外观、病理学观察

正常组大鼠肝呈鲜红色，表面光滑，质地柔

软，肉眼观察未见异常病变。 低剂量组大鼠肝颜

色变深，表面较粗糙，肉眼可见少量的癌结节，结
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图 ５　 四组大鼠血清 ＡＦＰ 阳性水平比较

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＡＦＰ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

节质地坚硬。 中剂量组大鼠肝表面呈黄褐色，凹
凸不平，肉眼可见数个小的癌结节及个别巨大占

位性结节，质地坚硬，较低剂量组大鼠相比，肝癌

结节数量多且大，肝体表面积大于其他 ３ 组大鼠，
解剖时可见肝与周围器官粘连。 高剂量组大鼠

肝颜色变浅，表面稍粗糙，肉眼观察未见明显结

节（见图 ６）。
ＨＥ 染色显示（见图 ７）：正常组大鼠肝组织结

构清晰，肝小叶结构完整，肝细胞大小均匀且排

列整齐紧密，以中央静脉为中心向四周呈放射状

排布。 低剂量组大鼠肝组织结构被破坏，出现大

小不一，形状不规则的假小叶，肝细胞变性坏死，
异型性大，核分裂或变大，排列紊乱，局部区域癌

图 ６　 四组大鼠肝外观一般情况

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｌｉｖｅｒ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

图 ７　 造模 １６ 周各组大鼠肝组织 ＨＥ 染色病理表现

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ １６ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ
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图 ８　 四组大鼠肝组织 ＡＦＰ 免疫组化图像

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＡＦＰ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

结节形成，异型细胞增生多且异型性大，分化程

度低，癌细胞间纤维组织增生，小血管增生且充

血明显，癌结节内部细胞呈片状坏死。 中剂量组

大鼠肝组织结构紊乱，肝小叶结被广泛的癌结节

替代，癌组织内血管增生密集、扩张、充血，纤维

组织广泛增生，癌细胞分化程度高，细胞呈巢状

或梁状排列，异型性显著，见大小不等的核分裂

象、细胞核增大的实性细胞团。 高剂量组大鼠肝

小叶结构不清晰，肝细胞排列较正常组相比稍紊

乱，肝细胞广泛水肿、变性。
２􀆰 ８　 肝组织 ＡＦＰ 蛋白表达

免疫组化结果：正常组肝细胞细胞核呈蓝

色，细胞质未见明显棕色黄染，ＡＦＰ 呈阴性表达。
与正常组相比，低、中、高剂量各组肝细胞胞质均

出现不同程度的棕色黄染，ＡＦＰ 呈阳性表达（见
图 ８）。 利用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件对各组肝组

织 ＡＦＰ 光密度值进行测量统计，４ 组图片拍照参

数相同。 与正常组相比，低、中、高剂量组 ＡＦＰ 均

明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），值得注意的是中剂量组

ＡＦＰ 阳性表达最为显著（见图 ９）。

图 ９　 各组大鼠肝组织 ＡＦＰ 阳性表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ＡＦＰ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ
ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

目前，ＰＬＣ 的发病机制尚未完全阐明，涉及

多因素、多进程，长期暴露于杀菌剂（三氯生）、杀
虫剂如卡贝嗪、二氯二苯基二氯乙烯 （ ａｒｂｏｎ
ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＤＤＥ）、 β⁃六氯己烷或五氯苯酚、
ＤＥＮ、四氯化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）等化学

污染物、膳食污染物，如黄曲霉毒素、赭曲霉毒素

等均可诱发 ＰＬＣ。 此外，嗜肝病毒感染也是 ＰＬＣ
的主要发病机制之一［２１－２３］。 鉴于肝癌的高发病

率和高死亡率，对其发病机理的深入研究有利于

突破肝癌的治疗瓶颈，建立高效、经济的动物模

型是研究 ＰＬＣ 的必要条件之一。
ＤＥＮ 与 ＣＣｌ４ 诱导的肝癌病变过程与人体

ＰＬＣ 发病进程相似［１７，２４－２５］，是目前应用较多的化

学诱导法，符合人体从肝炎症进展到肝癌的病变

过程，现阶段应用较多的小鼠 ＰＬＣ 模型，多为 ２
周龄小鼠，研究表明幼鼠的肝组织更易发生癌

变［２６］，但小鼠给药周期长，大多为 ２４ ～ ４８ 周成

模［２７］，时间成本较大，且样本组织较少，难以满足

科研需要。 大鼠与小鼠相类似，肝和血液样本较

多，能极大提高科研工作效率，因此筛选出高效、
经济实惠的动物模型十分重要，建立大鼠 ＰＬＣ 模

型更有利于 ＰＬＣ 的深入研究。
肝酶学中 ＡＬＴ 主要分布于肝细胞的周边和

胆管细胞，肝细胞损伤致细胞内膜通透性增加，
胞浆内的 ＡＬＴ 被释放而引起血清中 ＡＬＴ 升高；
ＡＳＴ 主要分布于线粒体，肝损伤严重时，血清 ＡＳＴ
升高明显，是肝功能检测的重要指标；总胆红素

作为揭示肝稳态的生物标志物，与癌死亡率增加

相关，是评估癌症恶病质预后的关键指标［２８］，
ＡＦＰ 是早期诊断肝癌特异性较高的重要指标［６］。
ＰＬＣ 患者的肿瘤发展过程为长期噬肝病毒、酒
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精、致癌物质等导致肝炎症，长期进展会导致肝

出现发育异常的结节，进而出现肝硬化和早期肝

癌，终末期会形成巨块型肝癌［２９］。 临床的检查结

果表现为肝功能指数升高，凝血功能障碍，ＡＦＰ
升高等，患者会出现消瘦、腹部肿块、黄疸等临床

症状。 在本实验中，经过 １６ 周的 ＤＥＮ 腹腔注射，
病理结果显示低、中剂量组均能成功构建 ＰＬＣ 大

鼠模型，与低剂量组相比，中剂量组大鼠肝功能

ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＴＢＩＬ，凝血功能 ＡＰＴＴ、ＩＮＲ、ＰＴ、肝脾指

数均显著升高。，肝组织及血清 ＡＦＰ 表达显著升

高。 从外观上看，中剂量组的大鼠也出现了消瘦

的表现。 综合分析，中剂量组的 ＰＬＣ 大鼠更符合

人体 ＰＬＣ 发病的病理过程。
近年来 ＰＬＣ 大鼠模型研究较少，一方面有部

分文章造模具体方法、剂量、造模试剂公司等信

息描述不清楚［３０］，无法给相关科研工作者提供参

考，另一方面国内外 ＰＬＣ 大鼠模型造模方法各

异，时间、频次、剂量等各不相同，从中筛选出一

种简单、高效的 ＰＬＣ 模型造模方法有利于促进实

验研究的发展。 在本研究中，参照国内外研究及

小鼠 ＰＬＣ 模型的制备经验，使用 ４ ～ ５ 周龄的大

鼠，尝试了 ３ 种不同剂量的 ＤＥＮ 制备 ＰＬＣ 大鼠

模型，发现中剂量的 ＤＥＮ 每周 １ 次腹腔注射，连
续 １６ 周，能成功诱导 ＰＬＣ 大鼠模型，与现有的造

模方法相比，该种方法在减少造模次数的同时具

有较高的成模率和存活率，是一种较为理想的造

模方法，值得推广应用。
然而本实验也存在一定的局限性，造模方式

和传统方式一样都为腹腔注射，造模时间也未缩

短，连续 １６ 周的腹腔注射意味着实验操作者需要

与致癌物质 ＤＥＮ 接触的时间较久，风险较大，这
要求实验工作者操作标准，做好防护措施。 下一

步本研究团队将继续探索更优化的 ＰＬＣ 大鼠模

型，例如通过改变造模方式，减少实验操作者对

致癌物质的接触等，以期为研究 ＰＬＣ 的发病机

制、预防疫苗和治疗药物研发及筛选提供高效、
安全、便捷的实验动物模型。
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慢性心理应激模型小鼠中医证型变化规律研究
薛茜尹１ ，吴淑雅１ ，许婧余１ ，张怡１ ，张铭珈２ ，敖海清１∗

（１． 广州中医药大学 公共卫生与管理学院，广州　 ５１０００６；２． 浙江中医药大学 基础医学院，杭州　 ３１００５３）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究慢性心理应激模型小鼠在造模过程中的证型变化规律及其可能的物质基础。 方法

采用慢性温和不可预知应激（ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）方法制备慢性心理应激小鼠模型，造模 ２
周后在造模同时使用逍遥散（ＸＹＳ 组）和四逆散（ＳＮＳ 组）治疗，比较造模小鼠（Ｍ４ 组和 Ｍ６ 组）和给药 ２ 周

（Ｓ４ 组和 Ｘ４ 组）、４ 周（Ｓ６ 组和 Ｘ６ 组）后慢性心理应激小鼠的一般情况、行为学和生化指标。 结果　 与 Ｍ４ 组

小鼠比较，Ｓ４ 组和 Ｘ４ 组小鼠体质量、旷场实验总路程和中央路程、血清去甲肾上腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）浓
度、胃部 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达均升高；Ｓ４ 组小鼠糖水偏好率、血清 Ｄ⁃木糖浓度均升高；与 Ｘ４ 组比较，Ｓ４ 组小鼠旷场实

验总路程、血清 Ｄ⁃木糖浓度均升高；与 Ｍ６ 组小鼠比较，Ｓ６ 组和 Ｘ６ 组小鼠体质量、血清 ＮＥ 浓度、血清 Ｄ⁃木糖

浓度、胃部 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达均升高；Ｘ６ 组小鼠糖水偏好率、旷场实验总路程、穿梭箱实验主动逃避次数均升高，血
清皮质酮（ｃｏｒｔｉｓｏｌ，ＣＯＲＴ）浓度降低；与 Ｓ６ 组相比，Ｘ６ 组小鼠体质量、旷场实验总路程、血清 Ｄ⁃木糖浓度、胃部

Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达均升高。 结论　 慢性心理应激小鼠造模过程中中医证型由肝郁气滞证演变为肝郁脾虚证，其证

候变化生物学基础可能是血清 ＣＯＲＴ 和 ＮＥ 浓度组合变化及胃中 Ｇｈｒｅｌｉｎ 水平下降。
【关键词】 　 慢性心理应激；情志致病；中医证型；辨证论治
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ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ
ｓｔｒｅｓｓ （ＣＵＭＳ） ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ａｆｔｅｒ ２ ｗｅｅｋｓ ｏｆ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ， Ｘｉａｏｙａｏ ｐｏｗｄｅｒ （ＸＹＳ ｇｒｏｕｐ） ａｎｄ Ｓｉｎｉ ｐｏｗｄｅｒ （ ＳＮＳ ｇｒｏｕｐ） ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｃｏｎｃｕｒｒｅｎｔｌｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ． Ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ， ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ
ｍｉｃｅ （Ｍ４ ａｎｄ Ｍ６ ｇｒｏｕｐ） ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ２ ｗｅｅｋｓ （Ｓ４ ａｎｄ Ｘ４ ｇｒｏｕｐ） ａｎｄ ４ ｗｅｅｋｓ （Ｓ６ ａｎｄ Ｘ６ ｇｒｏｕｐ） ａｆｔｅｒ
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ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ４ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ， ｂｏｄｙ ｍａｓｓ， ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｃｅｎｔｒａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ， ｓｅｒｕｍ ＮＥ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ Ｇｈｒｅｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ Ｓ４ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｘ４
ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ｓｕｇａｒ ｗａｔｅｒ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｒａｔｅ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ Ｄ⁃ｘｙｌｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ Ｓ４ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｘ４ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ， ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ Ｄ⁃ｘｙｌｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ Ｓ４ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ６ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ， ｂｏｄｙ ｍａｓｓ， ｓｅｒｕｍ ＮＥ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｓｅｒｕｍ Ｄ⁃ｘｙｌｏｓｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ Ｇｈｒｅｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｓ６ ａｎｄ Ｘ６ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ； ｓｕｇａｒ ｗａｔｅｒ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｒａｔｅ， ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ， ａｎｄ ａｃｔｉｖｅ ａｖｏｉｄａｎｃｅ ｃｏｕｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈｕｔｔｌｅ ｂｏｘ ｔｅｓｔ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ Ｘ６
ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅｉｒ ｓｅｒｕｍ ＣＯＲＴ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓ６ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ， ｂｏｄｙ ｍａｓｓ， ｔｏｔａｌ
ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ， ｓｅｒｕｍ Ｄ⁃ｘｙｌｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ Ｇｈｒｅｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｘ６ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｍｉｃｅ， ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｅｖｏｌｖｅｄ ｆｒｏｍ ｌｉｖｅｒ ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ｔｏ ｌｉｖｅｒ ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ． Ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂａｓｅｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｍａｙ ｂｅ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ＣＯＲＴ ａｎｄ ＮＥ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ
ｇａｓｔｒｉｃ Ｇｈｒｅｌｉｎ ｌｅｖｅｌｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ； ｅｍｏｔｉｏｎａｌ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ； ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ；
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 应激（ｓｔｒｅｓｓ）是指在受到各种内外界环境因

素刺激时，机体所出现全身范围的非特异性反

应［１］，慢性心理应激是指作用于精神心理的应激

源长时间作用而导致的应激反应，长期处于高压

应激状态会增加焦虑、抑郁以及其他心理障碍的

风险［２－３］， 也会增加肿瘤等多种疾病的发生

风险［４］。
慢性心理应激可以归类于中医情志致病范

畴。 情志是中医对情绪和情感的特有称谓，情志

也影响着人体脏腑气血。 现有单纯使用慢性心

理应激造模的小鼠研究多聚焦于抑郁症，因为造

模具体方法和时间不同，结果可见肝郁气滞

型［５－６］、肝郁脾虚型［７］ 及肝郁阳虚型［８］ 等多种证

型表现。 中医对疾病的认识是动态变化的，《素
问·玉机真藏论》中云：“五脏相通，移皆有次” ［９］，
情志致病聚焦于肝但仍伴有其他脏腑病变，在慢

性心理应激造模过程中中医证型的变化规律仍

待探索。
本研究通过以方测证结合生化指标变化，以

探寻慢性心理应激造模过程中的证型变化规律

及其可能的物质基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠共 ８０ 只，６ ～ ７ 周

龄，体质量（２０ ± ２）ｇ，购于广州锐格生物科技有

限公司【ＳＣＸＫ（粤）２０２１－００５９】。 动物饲养于广

州中医药大学动物实验中心【 ＳＹＸＫ（粤） ２０２３－
０３４２】，温度 ２３ ～ ２５ ℃，湿度 ５０％ ～ ７０％，昼夜

照明为 １２ ｈ ／ １２ ｈ 模拟自然环境，本实验经由广

州中医药大学动物中心动物实验伦理委员会审

核批准（２０２４０３０６０１３）。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物

逍遥散组方药材颗粒剂（柴胡、当归、白芍、
茯苓、白术、生姜、薄荷、炙甘草）、四逆散组方药

材颗粒剂（柴胡、枳实、白芍、炙甘草）均购自广东

一方制药有限公司。 将各药物颗粒剂溶于水后

加热煮沸浓缩，根据 《药理实验方法学 （第 ４
版）》 ［１０］ 分别配置成 ３􀆰 ３ ｇ ／ ｍＬ 逍遥散溶液和

２􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 四逆散溶液。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

小鼠皮质酮（ｃｏｒｔｉｓｏｌ，ＣＯＲＴ）、去甲肾上腺素

（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）、Ｄ⁃木糖 ＥＬＩＳＡ 试剂盒（酶

免 公 司， 货 号： ＭＭ⁃００６１Ｍ１、 ＭＭ⁃０６２７Ｍ１、 ＭＭ⁃
４６４２６Ｍ１，中国）；ＤＡＢ 显色试剂盒（中杉金桥公

司，货号：ＺＬＩ⁃９０１７，中国）；苏木素染色液（碧云天

公 司， 货 号： Ｃ０１０７， 中 国 ）； Ｇｈｒｅｌｉｎ 抗 体

（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司，货号：１３３０９⁃１⁃ＡＰ，中国）。 Ｅｐ
束缚管、束缚铁笼均为自制；ＬＥＤ 频闪灯；摄像

头、行为学分析软件（上海吉量软件科技有限公

司，中国）。

１８１
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１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组与模型制备

将 ８０ 只小鼠随机分为空白对照组（ＮＣ 组）
１０ 只和应激模型组（Ｍ 组）７０ 只。 适应性饲养 １
周后 进 行 慢 性 温 和 不 可 预 知 应 激 （ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）造模。 造模 ２ 周

后，从 Ｍ 组随机挑选小鼠 ５０ 只，分为应激 ２ 周组

（Ｍ２ 组）１０ 只、四逆散组（ＳＮＳ 组）２０ 只和逍遥散

组（ＸＹＳ 组）２０ 只，分别给予四逆散治疗 ２ 周（Ｓ４
组）１０ 只、４ 周（ Ｓ６ 组） １０ 只和逍遥散治疗 ２ 周

（Ｘ４ 组）１０ 只、４ 周（Ｘ６ 组）１０ 只治疗，剩余 Ｍ 组

分为应激 ４ 周组（Ｍ４ 组）１０ 只和应激 ６ 周组（Ｍ６
组）１０ 只。 除 ＮＣ 组外，给药期间仍进行 ＣＵＭＳ
造模刺激。 按照 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ 小鼠体质量灌胃给

药，Ｍ 组予等量生理盐水灌胃。 具体分组方法见

图 １。

图 １　 小鼠分组方式

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｕｓｅ ｇｒｏｕｐｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 ＣＵＭＳ 造模方法参考文献［１１－１２］ 和课题组前

期研究经验［１３－１４］，包括：２４ ｈ 禁食、２４ ｈ 禁水、Ｅｐ
管束缚 ６ ｈ、铁笼束缚 １２ ｈ、斜笼 ２４ ｈ、潮湿垫料

２４ ｈ、无垫料 ２４ ｈ、频闪灯 １２ ｈ、力竭游泳、１５ ℃冷

水游泳 ５ ｍｉｎ 共 １０ 种刺激，每日随机 ２ 种。 应激

时间随机选择，应激方法随机选取，连续 ２ ｄ 不使

用相同的应激方式且不同时禁食禁水。 实验过

程中，接受应激处理的所有小鼠需在同 １ ｄ 的相

同时间暴露于同一应激源。
１􀆰 ２􀆰 ２　 行为学实验

（１）糖水偏好实验：用以检测小鼠的快感缺

乏程度［１２］。 各组据分组接受相应天数 ＣＵＭＳ 后，
将小鼠独笼饲养，据课题组前期经验，先放置两

瓶 １％糖水适应性饲养，２４ ｈ 后将其中一瓶更换

为纯水，１２ ｈ 后更换糖水和纯水的位置防止小鼠

位置偏爱，１２ ｈ 后禁食禁水，２４ ｈ 后放置 １％糖

水、纯水各一瓶，１２ ｈ 后对调两个瓶子的位置，
１２ ｈ 后称取糖水、纯水的质量。 糖水偏好率 ＝ 糖

水消耗量 ／ （糖水消耗量 ＋ 纯水消耗量） × １００％。
（２）旷场实验：用来检测小鼠的兴奋性及紧

张度［１５］。 将摄像机置于旷场反应箱的上方，记录

小鼠在旷场箱中的活动情况，每次测试后均用

７５％乙醇擦拭旷场箱，避免干扰。 以 ８ ｍｉｎ 小鼠

水平运动的总路程和中央路程作为评价指标。
（３）穿梭箱实验（主动回避 ／被动回避实验）：

用以检测小鼠的学习、记忆能力的综合认知能

力［１６］。 穿梭箱由两个箱子构成，实验有两个刺

激：光刺激（条件反射）和电刺激（非条件反射）。
实验前小鼠单独饲养 ７ ｄ，实验开始时将小鼠放入

任一箱内，两个箱子均不开灯；适应环境 ５ ｍｉｎ
后，有小鼠箱子的灯打开，５ ｓ 后该侧箱子底下的

电棒会接通电源（电流强度 ０􀆰 １５ ｍＡ，维持 ２５ ｓ）
刺激小鼠跑向另一侧箱子，如此算一个回合。 实

验前对小鼠进行 ５０ 个回合训练，使小鼠产生相关

记忆，即 ∶一旦一侧箱子有光，处于该侧箱子的小

鼠就会因为害怕被电击而逃到另一侧箱子，以此

规避伤害。 开灯后 ５ ｓ 内逃向另一侧箱子为主动

逃避反应阳性，记录小鼠逃到平台的次数；开灯
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后出现电击时逃向另一侧为被动逃避反应阳性，
记录小鼠从暗箱逃出的时间；开灯、电击时均不

逃跑为主动、被动逃避反应阴性。 每只小鼠测试

后，用 ７５％乙醇擦拭去除箱子中的气味后再进行

下一只小鼠操作。 最后用每只小鼠在结束训练

后进行的 ３０ 个回合中主动回避次数和平均被动

逃避时间来评价小鼠的学习记忆能力。
１􀆰 ２􀆰 ３　 指标检测

（１）一般情况：每日观察小鼠的一般情况，包
括精神状态、饮水、摄食、皮毛色泽、自主活动及

粪便等，并观察小鼠对抓取刺激的反应，每周定

时测量各组小鼠体质量。
（２）ＥＬＩＳＡ 检测血清 ＣＯＲＴ、ＮＥ 浓度：用 ２％

戊巴比妥钠麻醉小鼠后，取血，室温静置 １ ｈ 后，
４ ℃下、３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，收集血清并保存

于－８０ ℃冰箱中待用。 小鼠血清 ＣＯＲＴ 和 ＮＥ 浓

度严格按照试剂盒说明书进行操作。
（３）血清 Ｄ⁃木糖检测：小鼠行为学测试后，禁

食不禁水 ２４ ｈ，按 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 灌胃 ５％ Ｄ⁃木糖溶

液，１ ｈ 后用 ２％戊巴比妥钠麻醉小鼠，取血，室温

静置 １ ｈ 后，４ ℃、３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，收集血

清保存于－８０ ℃冰箱中待用。 小鼠血清 Ｄ⁃木糖

检测严格按照试剂盒说明书进行操作。
（４）胃部苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察形态：

胃底部黏膜以 ４％多聚甲醛固定液 ４ ℃固定 ２４ ｈ，
常规石蜡包埋后，横切切片、脱蜡，常规 ＨＥ 染色，
脱水后用中性树胶封片，晾干后观察。

（５）免疫组织化学法（ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ＩＨＣ）检测胃黏膜 Ｇｈｒｅｌｉｎ 阳性细胞表达：胃底部

黏膜以 ４％多聚甲醛固定液 ４ ℃固定 ２４ ｈ，常规石

蜡包埋后，横切切片、脱蜡，配制柠檬酸钠抗原修

复液，用高压锅进行抗原修复，煮沸后开盖自然

冷却至室温。 用阻断剂室温孵育 ２０ ｍｉｎ，添加

Ｇｈｒｅｌｉｎ 一抗（１ ∶ ２００）４ ℃孵育 ２ ｄ；用增强液室

温孵育 １ ｈ，使用增强酶标室温孵育 １ ｈ，ＤＡＢ 染

色后使用苏木素染色，脱水后用中性树胶封片，
晾干后观察。 使用阳性染色面积占比进行统计

学分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

统计分析采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件完成。 计量资

料采用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示；符合正态分

布与方差齐性的计量资料，多组间比较采用单因

素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ 检验；符合正态

分布但方差不齐的计量资料，使用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３
检验。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

２􀆰 １􀆰 １　 体质量变化

与 ＮＣ 组比较，Ｍ２ 组、Ｍ４ 组、Ｍ６ 组小鼠体质

量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 Ｍ４ 组比较，Ｘ４ 组小

鼠体质量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｓ４ 组小鼠体质量显著

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 Ｍ６ 组比较，Ｓ６、Ｘ６ 组小鼠体

质量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 Ｓ６ 组比较，Ｘ６ 组小

鼠体质量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见图 ２。

注：与 ＮＣ 组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 Ｍ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ
＜ ０􀆰 ０１；与 ＳＮＳ 组相比，＾Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）

图 ２　 小鼠体质量变化（ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ

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

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ（ｎ ＝ １０）

２􀆰 １􀆰 ２　 中医证候外观表征概述

ＮＣ 组小鼠毛色黑灰柔顺、体型正常，日常活

动敏捷，抓取时抗争激烈，伴大小便失禁。 造模 ２
周后，小鼠动作机警、毛发凌乱、警惕性强，抓取

时抗争激烈，偶见大小便失禁。 造模 ４ 周后，Ｍ４
组小鼠活动减少、抓取时偶有挣扎，少见大小便

失禁；Ｓ４ 组和 Ｘ４ 组小鼠较 Ｍ４ 组小鼠活动增多，
Ｓ４ 组小鼠比 Ｘ４ 组小鼠抓取时抗争更加激烈。 造

模 ６ 周后，Ｍ６ 组小鼠毛发凌乱、形体消瘦，日常活

动减少，喜在角落抱团，抓取时几乎无反抗，偶有

大便失禁且稀软；Ｓ６ 组和 Ｘ６ 组小鼠较 Ｍ６ 组小鼠

更加活跃，Ｓ６ 组较 Ｘ６ 组小鼠大便偶见稀软，Ｘ６ 组

小鼠毛色较 Ｓ６ 组和 Ｍ６ 组小鼠更加柔顺有光泽。
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２􀆰 ２　 行为学实验

２􀆰 ２􀆰 １　 糖水偏好实验

与 ＮＣ 组比，Ｍ４ 组和 Ｍ６ 组小鼠糖水偏好率

显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 Ｍ４ 组比，Ｓ４ 组小鼠糖水

偏好率显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 Ｍ６ 组比较，Ｘ６ 组

小鼠糖水偏好率显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见表 １。
２􀆰 ２􀆰 ２　 旷场实验

与 ＮＣ 组比较，Ｍ２ 组、Ｍ４ 组和 Ｍ６ 组小鼠总

路程显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 Ｍ４ 组比较，Ｓ４ 组和

Ｘ４ 组小鼠总路程显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 Ｍ６ 组

比较，Ｘ６ 组小鼠总路程显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与
Ｘ４ 组比较，Ｓ４ 组小鼠总路程升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与
Ｓ６ 组比较， Ｘ６ 组小鼠总路程显著升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），见图 ３Ａ。 与 ＮＣ 组比较，Ｍ２ 组、Ｍ４ 组和

Ｍ６ 组小鼠中央路程显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 Ｍ４
比较，Ｓ４ 组和 Ｘ４ 组小鼠中央路程显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；其余组之间中央路程无统计学意义，见图

３Ｂ。 小鼠旷场实验路线见图 ４。

表 １　 小鼠糖水偏好率变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０，％）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｒａｔｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０，％）

时间 Ｔｉｍｅｓ ＮＣ 组 ＮＣ ｇｒｏｕｐ Ｍ 组 Ｍ ｇｒｏｕｐ ＳＮＳ 组 ＳＮＳ ｇｒｏｕｐ ＸＹＳ 组 ＸＹＳ ｇｒｏｕｐ
第 ２ 周 Ｓｅｃｏｎｄ ｗｅｅｋ ９０􀆰 ９０ ± ４􀆰 ７０ ８２􀆰 ６０ ± ４􀆰 ００ ８０􀆰 ７２ ± ７􀆰 ６１ ８１􀆰 ５６ ± ４􀆰 １７
第 ４ 周 Ｆｏｒｔｈ ｗｅｅｋ ８８􀆰 ４２ ± ３􀆰 １５ ７１􀆰 ７６ ± ９􀆰 ５４＃＃ ８７􀆰 ４７ ± ４􀆰 ３４∗∗ ８２􀆰 ０９ ± ４􀆰 ２４
第 ６ 周 Ｓｉｘｔｈ ｗｅｅｋ ８８􀆰 １７ ± ３􀆰 ０７ ６９􀆰 １７ ± ７􀆰 ６７＃＃ ７５􀆰 ３１ ± ４􀆰 ５７ ８５􀆰 ４５ ± ４􀆰 ０２∗∗

注：Ａ：总路程结果；Ｂ：中央路程结果。

图 ３　 小鼠旷场实验结果（ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ． Ｂ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｎｔｅｒ ｄｉｓｔａｎｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｘｔ（ｎ ＝ １０）

图 ４　 小鼠旷场轨迹图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｒａｃｋ ｍａｐ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ
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２􀆰 ２􀆰 ３　 穿梭箱实验

与 ＮＣ 组比较，Ｍ４ 组和 Ｍ６ 组小鼠主动逃避

次数显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 Ｍ６ 组比较，Ｘ６ 组

小鼠主动逃避次数升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 第一次被动

逃避时间各组间无统计学意义，见表 ２。
２􀆰 ３　 指标检测

２􀆰 ３􀆰 １　 血清 ＣＯＲＴ、ＮＥ 浓度

与 ＮＣ 组比较，Ｍ２ 组和 Ｍ４ 组 ＣＯＲＴ 的浓度

显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｍ６ 组 ＣＯＲＴ 浓度升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与 Ｍ６ 组比较，Ｘ６ 组 ＣＯＲＴ 浓度下降（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见图 ５Ａ。 与 ＮＣ 组比较，Ｍ２ 组 ＮＥ 浓度显

著升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｍ６ 组 ＮＥ 浓度降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与 Ｍ４ 组比较，Ｓ４ 组和 Ｘ４ 组 ＮＥ 浓度显著

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与Ｍ６ 组比较，Ｓ６ 组和 Ｘ６ 组 ＮＥ
浓度显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见图 ５Ｂ。

注：Ａ：血清 ＣＯＲＴ 浓度；Ｂ：血清 ＮＥ 浓度；与 ＮＣ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ５　 小鼠血清应激相关指标浓度（ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ＣＯＲＴ． Ｂ． Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ＮＥ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ（ｎ ＝ ５）

表 ２　 小鼠穿梭箱实验结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｓｈｕｔｔｌｅ ｂｏｘ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

时间
Ｔｉｍｅｓ

主动逃避次数
Ａｃｔｉｖｅ ｅｖａｓｉｏｎ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

第一次被动
逃避时间 ／ ｓ
Ｆｉｒｓｔ ｐａｓｓｉｖｅ

ｅｖａｓｉｏｎ ｔｉｍｅ ／ ｓ

ＮＣ 组
ＮＣ ｇｒｏｕｐ

第 ２ 周 Ｓｅｃｏｎｄ ｗｅｅｋ １􀆰 ２０ ± ０􀆰 ７９ １􀆰 ０７ ± ０􀆰 ３２
第 ４ 周 Ｆｏｒｔｈ ｗｅｅｋ ２􀆰 ３０ ± ０􀆰 ９５ ０􀆰 ９１ ± ０􀆰 １５
第 ６ 周 Ｓｉｘｔｈ ｗｅｅｋ ２􀆰 ２０ ± １􀆰 １４ ０􀆰 ８６ ± ０􀆰 ２０

Ｍ 组
Ｍ ｇｒｏｕｐ

第 ２ 周 Ｓｅｃｏｎｄ ｗｅｅｋ ０􀆰 ７０ ± １􀆰 ２５ ０􀆰 ９１ ± ０􀆰 １５
第 ４ 周 Ｆｏｒｔｈ ｗｅｅｋ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ６３＃＃ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ２０
第 ６ 周 Ｓｉｘｔｈ ｗｅｅｋ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ４８＃＃ １􀆰 ０８ ± ０􀆰 ３０

ＳＮＳ 组
ＳＮＳ ｇｒｏｕｐ

第 ２ 周 Ｓｅｃｏｎｄ ｗｅｅｋ － －
第 ４ 周 Ｆｏｒｔｈ ｗｅｅｋ １􀆰 ５０ ± ０􀆰 ７１ ０􀆰 ８５ ± ０􀆰 １０
第 ６ 周 Ｓｉｘｔｈ ｗｅｅｋ １􀆰 ４０ ± １􀆰 ３５ ０􀆰 ７９ ± ０􀆰 １２

ＸＹＳ 组
ＸＹＳ ｇｒｏｕｐ

第 ２ 周 Ｓｅｃｏｎｄ ｗｅｅｋ － －
第 ４ 周 Ｆｏｒｔｈ ｗｅｅｋ １􀆰 ２０ ± ０􀆰 ９２ １􀆰 ０１ ± ０􀆰 １１
第 ６ 周 Ｓｉｘｔｈ ｗｅｅｋ ２􀆰 ００ ± １􀆰 ４１∗ ０􀆰 ８０ ± ０􀆰 １４

２􀆰 ３􀆰 ２　 血清 Ｄ⁃木糖检测

与 ＮＣ 组比较，Ｍ２ 组 Ｄ⁃木糖浓度降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），Ｍ４ 组和 Ｍ６ 组 Ｄ⁃木糖浓度显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；与 Ｍ４ 组比较，Ｓ４ 组 Ｄ⁃木糖浓度升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与 Ｍ６ 组比较，Ｓ６ 组和 Ｘ６ 组 Ｄ⁃木糖水平

均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；Ｓ４ 组 Ｄ⁃木糖浓度高于

Ｘ４ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；Ｘ６ 组 Ｄ⁃木糖水平高于 Ｓ６ 组

Ｄ⁃木糖水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见图 ６。

图 ６　 小鼠血清 Ｄ⁃木糖浓度变化（ｎ ＝ ５）
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ Ｄ⁃ｘｙｌｏｓｅ ｉｎ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ５）

２􀆰 ３􀆰 ３　 胃部 ＨＥ 染色观察

ＮＣ 组小鼠呈正常胃黏膜表现，腺体排列整

齐、呈高柱状、形态规则；Ｍ２ 组小鼠腺体排列相

对整齐，腺体底部略见腺腔扩张；Ｍ４ 组小鼠周围

腺体减少，腺体排列相对紊乱；Ｍ６ 组小鼠胃部腺

体显著减少，腺体排列紊乱、显著萎缩；Ｓ４ 组小鼠
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胃部腺体底部略见腺腔扩张；Ｓ６ 组小鼠胃小凹处

略见排列紊乱；Ｘ４ 组小鼠胃黏膜腺体排列相对整

齐；Ｘ６ 组小鼠腺体底部略见萎缩，胃黏膜较为完

整。 见图 ７。
２􀆰 ３􀆰 ４　 胃黏膜 Ｇｈｒｅｌｉｎ 阳性细胞表达

与 ＮＣ 组相比，Ｍ２ 组、Ｍ４ 组、Ｍ６ 组 Ｇｈｒｅｌｉｎ

表达水平均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 Ｍ４ 组比较，
Ｓ４ 组和 Ｘ４ 组 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达水平均升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与Ｍ６ 组比较，Ｓ６ 组 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达水平升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｘ６ 组 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达水平显著升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），且 Ｘ６ 组比 Ｓ６ 组显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
见图 ８。

图 ７　 小鼠胃部 ＨＥ 染色结果

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｓｔｏｍａｃｈ

注：Ａ：小鼠胃部 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达 ＩＨＣ 结果；Ｂ：小鼠胃部 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达阳性染色面积占比。

图 ８　 小鼠胃部 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达 ＩＨＣ 结果（ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＩＨＣ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｇｈｒｅｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｓｔｏｍａｃｈ． Ｂ． Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｒｅａ ｆｏｒ Ｇｈｒｅｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ
ｓｔｏｍａｃｈ．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 ＩＨＣ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｇｈｒｅｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｓｔｏｍａｃｈ（ｎ ＝ ５）

３　 讨论

慢性心理应激是因为在较长时间内受到持

续压力而在生理、心理上体现出的累积性反应，

是许多心身疾病形成的重要病因之一。 本研究

通过慢性不可预知温和应激模拟真实世界中引

起怒、惊、恐等情绪的应激事件。 在实验初期，小
鼠被抓取灌胃时常伴有大小便失禁，本团队认为
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这可能是“恐伤肾”的表现。 在实验进展 １ 周后，
小鼠已适应抓取灌胃因此不再伴有大小便失禁

的现象，但因为实验周期中，每日仍有灌胃和两

种不可预知的应激刺激且小鼠无法逃离该环境，
所以小鼠的情绪体验由“惊恐”逐渐转变为“郁
怒”。 《柳州医话》 指出 “七情之病，必由肝引

起” ［１７］， 《傅青主女科》 言 “肝气不舒，久郁伤

脾” ［１８］，肝脾在生理上相互依赖，在病理上相互影

响。 逍遥散和四逆散分别是疏肝健脾和疏肝解

郁的代表方剂，课题组前期研究发现逍遥散颗粒

剂对 ＣＭＵＳ 造模小鼠的行为学指标改善效果明

显［１９］。 本研究采用“以方测证”的研究方法，通
过对小鼠服用逍遥散或四逆散后行为变化的观

察，结合中医理论，本团队认为慢性心理应激的

病程主要涉及肝脾两脏。
糖水消耗实验和旷场实验是 ＣＵＭＳ 模型常用

的评价指标，分别可以反应小鼠的快感缺乏程度

和兴奋紧张程度，在本次实验中主要用于疗效评

价。 从实验结果分析发现疏肝理气的四逆散对

造模 ４ 周的小鼠疗效优于疏肝健脾的逍遥散，而
逍遥散对造模 ６ 周的小鼠疗效优于四逆散，从方

证对应的角度来分析推测，本研究认为：小鼠造

模的过程中经历了肝郁气滞向肝郁脾虚的证候

转化过程。
血清 ＣＯＲＴ 和 ＮＥ 分别由肾上腺皮质和髓质

分泌，可以反映机体应激水平。 本研究观察到在

应激初期，血清 ＣＯＲＴ 和 ＮＥ 浓度快速上升，当小

鼠处于较长期的应激后，血清 ＣＯＲＴ 和 ＮＥ 浓度

逐渐呈下降趋势。 詹雯洁等［２０］ 研究了青少年抑

郁障碍患者血浆皮质醇与中医证型的相关性，发
现多数抑郁障碍患者血浆皮质醇水平升高，且肝

郁气滞证抑郁患者皮质醇升高更为明显。 胡随

瑜等［２１］ 对 １９７７ 例抑郁症患者的中医证型研究，
发现肝郁气滞型多出现在轻度抑郁症患者或抑

郁症发病早期，而肝郁脾虚型多为长病程抑郁症

或反复性抑郁症患者。 袁洋等［２２］ 对 １１２ 例非酒

精性脂肪肝患者证候研究发现，肝郁脾虚型患者

的病程（２１􀆰 ５２ ± ３２􀆰 ０５）个月远超过肝郁气滞型

患者的病程（９􀆰 １８ ± １０􀆰 ７２）个月。 结合实验观察

与理论研究，本团队推测不同浓度的 ＣＯＲＴ 和 ＮＥ
可能是肝郁气滞证和肝郁脾虚证的部分物质

基础。

Ｄ⁃木糖在小肠中的吸收方式是被动扩散，且
在体内不被肝代谢，其吸收水平能够反映小肠的

表面积及小肠吸收功能水平，在许多现代研究

中，血清 Ｄ⁃木糖水平是脾虚证的相关指标［２３－２５］。
Ｇｈｒｅｌｉｎ 为生长激素释放激素，又称胃饥饿素，主
要由存在于胃底黏膜层的 Ｘ ／ Ａ 泌酸细胞合成，主
要生理功能是促进生长激素释放与促进进食，也
有研究发现 Ｇｈｒｅｌｉｎ 在学习、记忆和神经保护方面

具有调节功能，并且能够缓解焦虑、抑郁等情志

改变及睡眠障碍［２６］。 ＭＩＮＧＡＲＤＩ 等［２７］ 发现，
Ｇｈｒｅｌｉｎ 对情绪的调控作用可能来自于其抗炎、抗
氧化和神经营养作用。 ＦＡＨＥＤ 等［２８］ 对抑郁症患

者进行了夜间禁食后测定其血液 Ｇｈｒｅｌｉｎ 浓度及

情绪变化，发现 Ｇｈｒｅｌｉｎ 升高的患者抑郁症状缓解

更加明显，且食欲得到改善。 姚玉璞等［２９］曾对肝

郁气结型和肝郁脾虚型抑郁症患者进行抑郁症

消化道症状的证候特点研究，结果发现压力越大

消化道症状积分越高，病程越长脾虚分值越高。
本研究发现，在应激 ４ 周时，使用逍遥散与四逆散

对小鼠消化系统改善作用相似，但在应激 ６ 周时，
逍遥散对慢性心理应激导致的血清 Ｄ⁃木糖水平

下降和胃中 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达下降的改善优于四逆散，
侧面印证慢性心理应激证候特征为肝郁脾虚证，
且胃部 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达下降可能是慢性心理应激肝

郁气滞证转向肝郁脾虚证的物质基础。
中医理论强调辨证论治，证候的变化可以反

映病势发展和转归、预测疾病走向，及时进行针

对性治疗，可以达到控制病情、防止疾病恶化的

目的。 如果慢性心理应激是引起“证”的主要因

素，那么将与中医理论中“异病同治”思想不谋而

合———因为是相同的证（即由慢性心理应激造成

的病理改变），所以可以采用同样的治法（即治疗

慢性心理应激引起的生理改变）。 在强调辨证的

同时并不是要忽视辨病。 证候代表的并非一个

疾病单元，而是某种疾病发展变化的外在表现。
与应激相关的疾病有常见证候，如腹泻型肠易激

综合征以大肠湿热证和肝郁脾虚证多见［３０］、抑郁

症以肝郁气滞证和肝郁脾虚证多见［３１］、失眠以肝

郁化火证和阴虚火旺证多见［３２］等，在辨病的基础

上考虑证候，有助于选择更加准确的治疗方案。
本研究并未聚焦于某一特定疾病，而是探讨情志

变化作为病因时对疾病证型的影响。 探究慢性
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心理应激证候演变规律有利于提高辨证论治的

主动性、预见性和针对性，即当面对慢性心理应

激作为主要病因的疾病时，提供辨证论治的思路

作为参考，确定先后主次、轻重缓急，有助于提高

辨证准确度、把握疾病发展过程中证候演变规

律、提高医者对疾病转归的预见性。 其次，将慢

性心理应激作为中医病因加以研究，结合现代检

验手段，有助于理解中医证候的生理学基础，探
寻证候的物质基础和特异性指标。

本研究选用疏肝方四逆散和疏肝解郁方逍

遥散，通过实验验证结合方药反证，证实慢性心

理应激的致病特点由开始的肝郁气滞证逐渐转

变为肝郁脾虚证，其物质基础可能是 ＣＯＲＴ 和 ＮＥ
以不同浓度进行组合以及 Ｇｈｒｅｌｉｎ 水平的下降。
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［Ｊ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２００８， ２７（１）： ５７－５９．

［ ７ ］　 刘玥芸， 郭晓玲， 赵宏波， 等． 逍遥散提取物对肝郁脾虚

证模型大鼠疗效的行为学评价 ［ Ｊ］． 中华中医药杂志，
２０１３， ２８（７）： ２１３８－２１４１．
ＬＩＵ Ｙ Ｙ， ＧＵＯ Ｘ Ｌ， ＺＨＡＯ Ｈ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｂｅｈａｖｉｏｒ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｏｆ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ Ｑｉ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｂｙ Ｘｉａｏｙａｏ Ｓａｎ ｅｘｔｒａｃｔ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ

Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍ， ２０１３， ２８（７）： ２１３８－２１４１．
［ ８ ］　 佘楷杰， 高静静， 巩子汉， 等． 母婴分离 ／ 束缚应激模型

小鼠海马小胶质细胞变化及温阳解郁方的调节作用

［Ｊ］． 中国实验方剂学杂志， ２０２１， ２７（１８）： ４９－５７．
ＳＨＥ Ｋ Ｊ， ＧＡＯ Ｊ Ｊ， ＧＯＮＧ Ｚ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ
ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍａｔｅｒｎａｌ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｗｅｎｙａｎｇ Ｊｉｅｙｕ
ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐｅｒｉｍ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌ， ２０２１，
２７（１８）： ４９－５７．

［ ９ ］　 傅景华． 黄帝内经素问 ［ Ｍ］． 北京： 中医古籍出版

社； １９９７．
ＦＵ Ｊ Ｈ． Ｓｕｗｅｎ ｏｆ Ｈｕａｎｇｄｉ Ｎｅｉｊｉｎｇ ［ Ｍ ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ：
Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ｈｏｕｓｅ ｏｆ Ａｎｃｉｅｎｔ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｂｏｏｋｓ； １９９７．

［１０］　 魏伟， 吴希美， 李元建． 药理实验方法学 ［Ｍ］． 北京：人
民卫生出版社；２０１０．
ＷＥＩ Ｗ， ＷＵ Ｘ Ｍ， ＬＩ Ｙ Ｊ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ｏｆ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ［Ｍ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｐｅｏｐｌｅ’ ｓ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ
Ｈｏｕｓｅ； ２０１０．

［１１］　 ＫＡＴＺ Ｒ Ｊ， ＲＯＴＨ Ｋ Ａ， ＣＡＲＲＯＬＬ Ｂ Ｊ． Ａｃｕｔｅ ａｎｄ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｓｔｒｅｓｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ
ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ［Ｊ］． Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｂｉｏｂｅｈａｖ Ｒｅｖ， １９８１，
５（２）： ２４７－２５１．

［１２］　 ＷＩＬＬＮＥＲ Ｐ， ＴＯＷＥＬＬ Ａ， ＳＡＭＰＳＯＮ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｂｙ ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ，
ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ ｂｙ ａ ｔｒｉｃｙｃｌｉｃ ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔ ［ Ｊ ］．
Ｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， １９８７， ９３（３）： ３５８－３６４．

［１３］　 张怡， 张铭珈， 冯庭宇， 等． 肝郁气滞、肝郁脾虚证慢性

应激模型大鼠外周血 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 平衡偏移的比较 ［ Ｊ］．
中国中医基础医学杂志， ２０２３， ２９（２）： ２２９－２３３．
ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｍ Ｊ， ＦＥＮＧ Ｔ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ
Ｔｈ１７ ／ ｔｒｅｇ ｂａｌａｎｃｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｓｔｒｅｓｓ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｌｉｖｅｒ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｌｉｖｅｒ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］． Ｊ Ｂａｓｉｃ
Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２３， ２９（２）： ２２９－２３３．

［１４］　 朱艳芳， 徐志伟， 敖海清， 等． 加减逍遥散对慢性心理应

激 ２ 型糖尿病小鼠胰岛素抵抗的影响 ［Ｊ］． 中药新药与

临床药理， ２０１３， ２４（６）： ５５５－５５７， ５９２．
ＺＨＵ Ｙ Ｆ， ＸＵ Ｚ Ｗ， ＡＯ Ｈ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
Ｘｉａｏｙａｏ Ｓａｎ ｏｎ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ
ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ［Ｊ］． Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｄｒｕｇ
Ｒｅｓ Ｃｌｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１３， ２４（６）： ５５５－５５７， ５９２．

［１５］　 ＰＲＵＴ Ｌ， ＢＥＬＺＵＮＧ Ｃ． Ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ａｓ ａ ｐａｒａｄｉｇｍ ｔｏ
ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｕｇｓ ｏｎ ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ： ａ
ｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］． Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２００３， ４６３（１ ／ ２ ／ ３）： ３－３３．

［１６］　 ＦＥＲＮÁＮＤＥＺ⁃ＴＥＲＵＥＬ Ａ， ＴＯＢＥÑＡ Ａ． Ｒｅｖｉｓｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｌｅ
ｏｆ ａｎｘｉｅｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｗａｙ ａｃｔｉｖｅ
ａｖｏｉｄａｎｃｅ： ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ， ｂｅｈａｖｉｏｕｒａｌ ａｎｄ
ｎｅｕｒｏａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｃｏｎｖｅｒｇｅｎｃｅ ［Ｊ］． Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｂｉｏｂｅｈａｖ Ｒｅｖ，
２０２０， １１８： ７３９－７５８．
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［１７］　 盛燮荪， 张明权， 吴静芝， 等． 王孟英医著精华 ［Ｍ］． 上

海：上海科学技术文献出版社； １９９２．
ＳＨＥＮＧ Ｂ Ｓ， ＺＨＡＮＧ Ｍ Ｑ， ＷＵ Ｊ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｓｓｅｎｃｅ ｏｆ
Ｗａｎｇ Ｍｅｎｇｙｉｎｇ’ｓ ｍｅｄｉｃａｌ ｗｏｒｋｓ ［Ｍ］． Ｓｈａｎｇｈａｉ： Ｓｈａｎｇｈａｉ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ Ｐｒｅｓｓ； １９９２．

［１８］　 傅山． 傅青主女科 ［Ｍ］． 上海： 上海人民出版社； １９７８．
ＦＵ Ｓ． Ｆｕ Ｑｉｎｇｚｈｕ ’ ｓ ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ ａｎｄ ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ ［ Ｍ ］．
Ｓｈａｎｇｈａｉ： Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ｈｏｕｓｅ； １９７８．

［１９］　 ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＬＩ Ｘ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｘ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ
ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ａｎｄ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｘｉａｏ⁃Ｙａｏ⁃Ｓａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ＣＵＭＳ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］． Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ， ２０２３， １６
（１１）： １６０７．

［２０］　 詹雯洁， 骆利元， 汪琦， 等． 青少年抑郁障碍患者皮质醇

水平与中医证候相关性研究 ［Ｊ］． 世界科学技术⁃中医药

现代化， ２０２３， ２５（４）： １４７５－１４８０．
ＺＨＡＮ Ｗ Ｊ， ＬＵＯ Ｌ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｒｔｉｓｏｌ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｔｃｍ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ［ Ｊ ］．
Ｍｏｄ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ Ｗｏｒｌｄ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌ， ２０２３，
２５（４）： １４７５－１４８０．

［２１］　 胡随瑜， 张宏耕， 郑林， 等． １９７７ 例抑郁症患者中医不

同证候构成比分析 ［ Ｊ］． 中国医师杂志， ２００３， ５（１０）：
１３１２－１３１４．
ＨＵ Ｓ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｇ， ＺＨＥＮＧ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴＣＭ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｉｎ １９７７ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ］． Ｊ Ｃｈｉｎ Ｐｈｙｓｉｃｉａｎ， ２００３， ５ （ １０）： １３１２
－１３１４．

［２２］　 袁洋， 卜平， 孔桂美， 等． １１２ 例非酒精性脂肪肝证候病

机的研究 ［Ｊ］． 中西医结合肝病杂志， ２００７， １７（１）： ４０－
４２．
ＹＵＡＮ Ｙ， ＢＵ Ｐ， ＫＯＮＧ Ｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ １１２ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ［ Ｊ］．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｗｅｓｔ Ｍｅｄ Ｌｉｖｅｒ Ｄｉｓ， ２００７， １７（１）： ４０
－４２．

［２３］　 薛晓倩， 黄学宽， 高宁， 等． 化湿液对湿阻证大鼠血清

Ｄ⁃木糖及 Ｇｈｒｅｌｉｎ 含量的影响 ［ Ｊ］． 中国实验方剂学杂

志， ２０１１， １７（１２）： ２０６－２０９．
ＸＵＥ Ｘ Ｑ， ＨＵＡＮＧ Ｘ Ｋ， ＧＡＯ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｈｕａｓｈｉ
ｌｉｑｕｉｄ ｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｄ⁃ｘｙｌｏｓｅ ａｎｄ ｇｈｒｅｌｉｎ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｒａｔｓ
ｗｉｔｈ ｄａｍｐｎｅｓｓ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ
Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌａｅ， ２０１１， １７（１２）： ２０６－２０９．

［２４］　 张广梅， 李杰， 吴萍， 等． 血清 Ｄ⁃木糖与太阴病（脾阳虚

证）“欲解时” 及理中汤干预的研究 ［Ｊ］． 中华中医药杂

志， ２０１８， ３３（１０）： ４６８５－４６８８．
ＺＨＡＮＧ Ｇ Ｍ， ＬＩ Ｊ， ＷＵ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｓｅｒｕｍ Ｄ⁃ｘｙｌｏｓｅ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ Ｔａｉｙｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ （ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ
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赵亚，吕冲昊，罗世帆，等． Ｐａｄｉ２ 敲除加重社会隔离下小鼠的抑郁样行为［ Ｊ］． 中国实验动物学报，２０２５，３３（２）：１９０
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［基金项目］陕西省创新能力支持计划（２０２２ＰＴ⁃３６，２０２２ＰＴ⁃４２），军队实验动物专项课题（ＳＹＤＷ２０２０⁃２０），国家自然青年科学基金

（３２３００４２８）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃａｐａｃｉｔｙ Ｓｕｐｐｏｒｔ Ｐｌａｎ（２０２２ＰＴ⁃３６，２０２２ＰＴ⁃４２）， Ｓｐｅｃｉａｌ Ｔｏｐｉｃ ｏｆ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ａｎｉｍａｌｓ
（ＳＹＤＷ２０２０⁃２０）， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （ＮＳＦＣ） Ｙｏｕｎｇ Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔｓ Ｆｕｎｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ（３２３００４２８）．
［作者简介］赵亚，女，硕士，助教，研究方向：疾病动物模型制备与评价。 Ｅｍａｉｌ：１５７０２９５４３２３＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］师长宏，男，博士，教授，博士生导师，研究方向：疾病动物模型的制备与评价。 Ｅｍａｉｌ：ｃｈａｎｇｈｏｎｇ＠ ｆｍｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

Ｐａｄｉ２ 敲除加重社会隔离下小鼠的抑郁样行为
赵亚１ ，吕冲昊１，２ ，罗世帆１ ，刘可１，２ ，郑泽民１，２ ，白冰１ ，师长宏１∗

（１． 空军军医大学实验动物中心，西安　 ７１００３２；２． 甘肃中医药大学第一临床医学院，兰州　 ７３００００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨肽基精氨酸脱亚胺酶 ２（Ｐａｄｉ２）敲除对社会隔离下小鼠抑郁样行为的影响。 方法

利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术，建立 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 背景的 Ｐａｄｉ２ 敲除（Ｐａｄｉ２－ ／ －）小鼠模型，通过基因型鉴定和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
检测 Ｐａｄｉ２ 的敲除效果；选取 ６ 周龄的雄性 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠和野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠分别设置正常饲养组和社会

隔离组，每组 １５ 只，正常饲养组 ５ 只 ／笼饲养，社会隔离组 １ 只 ／笼饲养，每周称重一次，４ 周后进行强迫游泳以

及旷场实验；行为学实验结束后，取各组小鼠脑组织，通过免疫荧光检测小鼠脑内小胶质细胞变化情况。 结果

成功建立 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠，正常饲养组中 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠行为学无差异；社会隔离后，与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
小鼠相比，Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠抑郁症状显著升高，体质量增长明显，脑组织中小胶质细胞数目显著增多。 结论

Ｐａｄｉ２ 敲除加重社会隔离下小鼠的抑郁样行为以及肥胖，提示 Ｐａｄｉ２ 参与抑郁症进展，可能是抑郁症预防和治

疗的有效靶点。
【关键词】 　 抑郁样行为；肽基精氨酸脱亚胺酶 ２；社会隔离；基因敲除；小胶质细胞
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ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｒｅａｒｉｎｇ ａｎｄ ｓｏｃｉａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ， ｗｉｔｈ １５ ｍｉｃｅ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｒｅａｒｉｎｇ
ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｈｏｕｓｅｄ ｗｉｔｈ ５ ｍｉｃｅ ｐｅｒ ｃａｇｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｏｃｉａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｏｕｓｅｄ ｗｉｔｈ １ ｍｏｕｓｅ ｐｅｒ ｃａｇｅ， ａｎｄ
ｗｅｉｇｈｅｄ ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ． Ａｆｔｅｒ ４ ｗｅｅｋｓ， ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ａｎｄ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ， ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｗｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｉｃｅ． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ
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ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｒｅａｒｉｎｇ ｇｒｏｕｐ． Ａｆｔｅｒ ｓｏｃｉａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ， Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｉｃｅ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ， ｏｂｖｉｏｕｓ ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎ， ａｎｄ ａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｐａｄｉ２ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ⁃
ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ａｎｄ ｏｂｅｓｉｔｙ ｉｎ ｓｏｃｉａｌｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｍｉｃｅ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ Ｐａｄｉ２ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄ ｍａｙ ｂｅ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ．

【 Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ； ｐｅｐｔｉｄｙｌａｒｇｉｎｉｎｅ ｄｅｉｍｉｎａｓｅ ２； ｓｏｃｉａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ； ｇｅｎｅ
ｋｎｏｃｋｏｕｔ； ｍｉｃｒｏｇｌｉａ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 抑郁症（ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ）是以情绪低落、兴趣减

退、认知功能受损和植物症状（如睡眠或食欲障

碍）为特征的神经衰弱疾病［１－２］，也是发病率最高

的精神疾病。 抑郁症状态下，神经胶质的突触功

能障碍，少突胶质细胞减少，星形胶质细胞密度

降低及功能减退、小胶质细胞活力增加［３］，导致

分子水平、脑网络水平及行为水平的一系列表型

变化［４－６］。 抑郁症是环境和基因共同作用的结

果［７－９］，施加单一因素很难促发抑郁，将两种因素

结合研究可以更好地模拟抑郁症的发生发展。
社会隔离，特别是早期长时间社会隔离对哺乳动

物的心理健康与神经系统发育具有破坏性影响，
在认知、情绪及行为多方面产生明显的障碍，是
诱导动物抑郁样模型的有效环境因素［１０－１１］。 肽

基精氨酸脱亚胺酶 （ ｐｅｐｔｉｄｙｌａｒｇｉｎｉｎｅ ｄｅｉｍｉｎａｓｅ，
Ｐａｄｉ）２ 是一种受高浓度 Ｃａ２ ＋调控可催化精氨酸

残基转换为瓜氨酸残基的水解酶，是哺乳动物神

经系统中主要表达的 ＰＡＤＩ，在整个神经系统中都

有表达，在神经发育过程中具有重要作用［１２－１５］。
Ｐａｄｉ２ 在巨噬细胞因子分泌、凋亡和细胞粘附等

功能发挥重要功能，已明确抑郁症是一种小胶质

细胞相关疾病，而小胶质细胞作为脑内的巨噬细

胞，在中枢神经系统中充当免疫细胞［１６］。 但

Ｐａｄｉ２ 是否影响抑郁症的进程尚未有报道。 因

此，本研究构建 Ｐａｄｉ２ 敲除（Ｐａｄｉ２－ ／ －）小鼠，并对

其进行 ４ 周社会隔离以构建抑郁样小鼠模型，分
析该小鼠行为学、脑组织形态病理学变化，探究

Ｐａｄｉ２ 在抑郁症进程中的作用，期望为抑郁症的

预防和治疗提供新的有效靶点。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

购自空军军医大学实验动物中心 【 ＳＣＸＫ

（陕）２０２４－００２】的 ６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
小鼠以及 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠各 ３０ 只，体质量均在 １８ ～
２２ ｇ，以上动物均饲养于空军军医大学实验动物

中心屏障设施【ＳＹＸＫ（陕）２０２４－００３】，室温控制

在 ２４ ～ ２６ ℃，湿度控制在 ５０％ ～ ６０％，动物饲养

间温湿度检测系统每 ３０ ｍｉｎ 检测一次数据，１２ ｈ ／
１２ ｈ 明暗交替，自由进食，隔日更换垫料。 本研

究中涉及的动物使用及实验操作程序均通过空

军军医大学实验动物福利伦理委员会批准

（ＩＡＣＵＣ⁃２０２４１３９９）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

抗离子钙结合衔接分子 １ （ ｉｏｎｉｚｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ
ｂｉｎｄｉｎｇ ａｄａｐｔｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １， ＩＢＡ⁃１ ） 抗 体

（Ａｂ１７８８４６）购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；ＤｙＬｉｇｈｔ ５９ 荧

光标记二抗购自美国 Ｇｅｎｅｔｅｘ 公司；４’，６⁃二脒基⁃
２⁃苯基吲哚 （ ＤＡＰＩ， １０ μｇ ／ ｍＬ） 购自北京雷根

（Ｌｅａｇｅｎｅ）公司。
ＰＣＲ 仪 购 自 美 国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公 司 （ 型 号：

Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ Ｘ５０ｓ）；台式高速冷冻型微量离心机

购自德国 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司（型号：５４２５）；实时荧光

定量 ＰＣＲ 仪购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司（型
号：ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＴＭ）；激光共聚焦显微镜购自德国

Ｚｅｉｓｓ ＡＧ 公司（型号：ＬＳＭ８００）；冰冻切片机购自

德国 Ｌｅｉｃａ 公司（型号：ＣＭ３０５０Ｓ）；旷场箱（型号：
６３００８）、高架十字迷宫（型号：６３０１０）、强迫游泳

筒（型号：６３０２２）均购自深圳市瑞沃德生命科技

有限公司；行为学视频追踪系统购自西班牙

Ｐａｎｌａｂ 公司（型号：Ｓｍａｒｔ３􀆰 ０）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验分组

具体分组和每组只数为：正常饲养组野生型

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠（对照⁃野生型，Ｃｏｎ⁃ＷＴ）和正常饲

养组 Ｐａｄｉ２－ ／ － 小鼠（对照⁃敲除型，Ｃｏｎ⁃ＫＯ）各 １５
只，以及社会隔离组野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠（实

１９１
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验⁃野生型，ＥＸ⁃ＷＴ）和社会隔离组 Ｐａｄｉ２－ ／ － 小鼠

（实验⁃敲除型，ＥＸ⁃ＫＯ）各 １５ 只。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠构建

利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术建立 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠模

型。 小鼠 Ｐａｄｉ２ 基因位于第四号染色体，针对

Ｐａｄｉ２ 基 因 设 计 两 条 ｓｇＲＮＡ， 分 别 为： ｍｏｕｓｅ⁃
Ｐａｄｉ２⁃ｇＲＮＡＦＰ：５’⁃ＧＧＣＣＡＧＡＴＧＧＴＣＣＣＣＡＣＴＣＴＧ⁃
３’和 ｍｏｕｓｅ⁃Ｐａｄｉ２⁃ｇＲＮＡＲＰ：５’⁃ＣＣＣＣＴＧＡＣＴＣＡＣＴ
ＧＣＴＡＴＡＧＡ⁃３’。 将两条 ｓｇＲＮＡ 加入带有 Ｔ７ 启动

子序列上游引物（Ｔ７⁃ｓｇＲＮＡ⁃ＦＰ）后，与下游引物

序列（ｓｇＲＮＡ⁃ＲＰ）一起交予北京华大公司合成带

有 ｓｇＲＮＡ 序列的上下游引物对；以标准 ｇＲＮＡ 骨

架为模板，使用 ｓｇＲＮＡ 序列的上下游引物对扩增

标准 ｇＲＮＡ 模板进行 ＰＣＲ 扩增，将 ｓｇＲＮＡ 转入标

准 ｇＲＮＡ 骨架，使用 ＰＣＲ 产物回收试剂盒过柱回

收 ＰＣＲ 产物。 ＰＣＲ 产物转录得到 ｇＲＮＡ，使用

ＲＮＡ 回收试剂盒纯化 ｇＲＮＡ， 将纯化 ｇＲＮＡ、
ｓｐＣａｓ９ 蛋白及 ＤＮＡ 混合进行酶切反应后，琼脂糖

凝胶电泳检测酶切活性，酶切效率 ≥ ７０％方可用

于后续显微注射。 注射完成 ３０ ｍｉｎ 后，挑选存活

胚胎进行移植，待 Ｆ０ 代仔鼠出生后，剪尾鉴定，鉴
定得到的阳性小鼠用于后续繁育。 具体构建方

案见图 １。

图 １　 Ｐａｄｉ２ 敲除小鼠构建方案

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｓｃｈｅｍｅ ｆｏｒ Ｐａｄｉ２ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ

１􀆰 ２􀆰 ３　 基因型鉴定

小鼠出生后剪取脚趾编号并提取脚趾 ＤＮＡ
进行基因型鉴定。 在小鼠出生 ２ 周左右，剪取脚

趾编号，并将剪取的脚趾放在 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管内，
每管加入 ５００ μＬ 的组织裂解液（组织裂解液配方

见表 １）和 ２ μＬ ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 的蛋白酶 Ｋ，在加热模

块上震荡孵育 ２ ～ ３ ｈ 使小鼠脚趾组织充分裂解

后，向该离心管内加入 ５００ μＬ 的氯仿溶液，漩涡

振荡器上充分混匀，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，轻

柔的吸取上清，置于新标记好的 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管

内，加入 ５００ μＬ 异丙醇溶液，漩涡振荡器上充分

混匀，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，弃除上清，可以观

察到 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管底部有少量的白色沉淀物，即
为 ＤＮＡ，加入提前 ４ ℃ 预冷的 ７５％ 乙醇溶液

１ ｍＬ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，弃上清，室温下

离心管轻柔倒置，干燥 １０ ｍｉｎ，加入 ２００ μＬ 的双

蒸水溶解 ＤＮＡ。 将提取的小鼠鼠尾 ＤＮＡ 利用

ＴａＫａＲａ 公司的 ＰｒｅｍｉｘＴａｑＴＭ 混合物进行扩增。
Ｐａｄｉ２ 基因敲除检测引物为：ｍｏｕｓｅ⁃Ｐａｄｉ２⁃ＫＯ⁃Ｆ：
５’⁃ＧＡＧＴＡＣＣＡＧＡＣＴＡＡＣＣＣＧＡＧＣＴＡＴ⁃３’，ｍｏｕｓｅ⁃
Ｐａｄｉ２⁃ＫＯ⁃Ｒ：５’⁃ＧＴＧＡＣＡＧＣＡＣＴＣＡＧＧＡＣＡＣＴＡＧ
Ｇ⁃３’，ｍｏｕｓｅ⁃Ｐａｄｉ２⁃ＷＴ⁃Ｆ：５’⁃ＣＣＴＧＴＣＴＧＧＴＴＧＧＡ
ＴＴＡＴＣＴＧＧＧＡＡＡＡ⁃３’，ｍｏｕｓｅ⁃Ｐａｄｉ２⁃ＷＴ⁃Ｒ：５’⁃Ｃ
ＣＡＣＣＣＴＧＡＡＡＣＣＴＧＣＣＣＴＧＡＧＴＴ⁃３’。 扩增条件为：
９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎ，９５ ℃ 变性 ３０ ｓ，６１ ℃ 退火

３０ ｓ，６８ ℃延伸 ３ ｍｉｎ，从变性到延伸重复 ３５ 个循

环，６８ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＤＮＡ 扩增产物首先是使用

２％琼脂糖凝胶电泳，重复 ３ 次，确认条带大小无

误后，将剩余 ＤＮＡ 扩增产物送至北京华大生物科

技有限公司测序，得到测序结果后，将测序结果

通过 ＮＣＢＩ⁃ＢＬＡＳＴ 线上分析，确认敲除片段具体

碱基序列并确认 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠基因型。
表 １　 组织裂解液配方

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｉｓｓｕｅ ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ ｒｅｃｉｐｅ
试剂

Ｒｅａｇｅｎｔ
浓度 ／ （ｍｏｌ ／ Ｌ）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （ｍｏｌ ／ Ｌ）
剂量 ／ μＬ
Ｄｏｓｅ ／ μＬ

Ｔｒｉｓ（ｐＨ ＝ ８􀆰 ０） １􀆰 ０００ ５０􀆰 ０
ＮａＣｌ ５􀆰 ０００ ４０􀆰 ０

ＥＤＴＡ（ｐＨ ＝ ８􀆰 ０） ０􀆰 ５００ ５􀆰 ０
ＳＤＳ ０􀆰 ３４６ ４􀆰 ５

ｄｄＨ２Ｏ ５５􀆰 ５６０ ４００􀆰 ５

１􀆰 ２􀆰 ４　 小鼠体质量测量

小鼠 ６ 周龄时开始称重，每周测量 １ 次，测量

时轻柔的抓取小鼠，确定编号，将小鼠放入特定

的测量盒称重。
１􀆰 ２􀆰 ５　 旷场实验（ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ， ＯＦＴ）

４ 周社会隔离后， 将小鼠放置在旷场箱

（５０ ｃｍ × ５０ ｃｍ × ４０ ｃｍ）中央格，同时进行摄像

和计时，５ ｍｉｎ 后自动停止摄像。 Ｓｍａｒｔ ３􀆰 ０ 行为

学视频追踪系统分别记录 ５ ｍｉｎ 内运动总距离、
平均速度、中央格停留时间等指标。 ＯＦＴ 可用来

评估实验动物的自主运动能力和探究行为。 每
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只动物实验结束后，清除实验箱内动物的大小

便，用 ７５％乙醇擦洗箱底和四壁，以清除气味。
１􀆰 ２􀆰 ６　 高架十字迷宫

将小鼠置于高架十字迷宫装置（臂宽 ５ ｃｍ，
臂长 ３５ ｃｍ，闭臂高 １５ ｃｍ，迷宫离地高度 ５５ ｃｍ）
的中心，由 Ｓｍａｒｔ ３􀆰 ０ 行为学视频追踪系统分别记

录 ５ ｍｉｎ 内小鼠在开放臂的探索时间及频次，以
评估小鼠的焦虑情况及探索行为。 每只动物实

验结束后，清除实验设备内动物的大小便，用

７５％乙醇擦洗箱底和四壁，以清除气味。
１􀆰 ２􀆰 ７　 强迫游泳实验

将小鼠置于水面高度 ２５ ｃｍ、水温 ２０ ～ ２４ ℃
的透明玻璃圆筒（高度 ３０ ｃｍ，直径 １０ ｃｍ），将小

鼠放入圆筒中开始计时，共 ６ ｍｉｎ，Ｓｍａｒｔ ３􀆰 ０ 行为

学视频追踪系统记录后 ４ ｍｉｎ 小鼠的不动时间。
１􀆰 ２􀆰 ８　 脑损伤观察及脑组织取材

行为学实验结束后，采用心脏灌注法进行脑

组织取材，该方法可快速冲净血液并在动物死亡

前进行组织固定，避免组织自溶现象。 心脏灌注

法脑组织取材时，小鼠经麻醉后开胸，剪开心包

膜，暴露心脏，剪开右心耳，同时与心尖呈 ３０° ～
４５°夹角进行左心室插管，固定针头，先快速灌注

生理盐水（即 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 溶液）１０ ｍＬ 冲洗血液，
然后换用 ４％多聚甲醛溶液灌注 ２５ ｍＬ，小鼠后肢

绷直、尾部竖起成一条直线、肝发白、内脏鼓起即

灌注完成。 取完整脑组织置于 ４％多聚甲醛溶液

中，于 ４ ℃下保存至少 ２４ ｈ。 然后分别用 ２５％、
３０％蔗糖梯度溶液进行脱水。 在冰冻切片机上行

冠状连续切片，切片厚度为 ２０ μｍ，用于免疫荧光

染色。 在脑组织取材需要注意：（１）暴露心脏时，
在膈肌与胸骨柄相连处剪一个小口，造成人工气

胸，使肺萎缩、胸腔里的空间增大，可有效避免

肺、肝及心脏损伤，且减少出血；（２）进行左心室

插管时，灌注针从左心室插入主动脉，确保达到

体循环灌注冲洗血液的效果；（３）灌注时，排空输

液器内气泡避免出现血栓，影响后续实验。
１􀆰 ２􀆰 ９　 小鼠石蜡包埋组织切片的制备

在处死小鼠分离各组织后，取 ０􀆰 ５ ｃｍ ×
０􀆰 ５ ｃｍ 的组织置于 ４ ｍＬ 装有 ４％多聚甲醛的离

心管内，固定 ４８ ｈ 以上，固定好的组织经由低到

高的乙醇浓度脱水，二甲苯中透明，置换出组织

块中的乙醇，浸入石蜡包埋，包埋好的组织置于

切片机上固定组织，切片 （切片厚度为 ３ ～ ４
μｍ），切下来的组织切片放入 ４０ ～ ４５ ℃的热水

中进行展片，取结晶的载玻片，标记好信息，将切

片贴于载玻片上。
１􀆰 ２􀆰 １０　 小鼠组织苏木精⁃伊红（ＨＥ）染色

将用于实验的石蜡切片置于切片架上，将切

片及切片架染缸置于预先设置好温度的恒温摊

片烤片机内 ２ ｈ，迅速将放有切片的切片架依次转

移至二甲苯Ⅰ和Ⅱ中各 ５ ｍｉｎ，然后在梯度乙醇中

依次转移，乙醇梯度及时间如下：１００％的乙醇中

浸泡 ２ ｍｉｎ，９５％的乙醇中浸泡 ２ ｍｉｎ，９０％的乙醇

中浸泡 １ ｍｉｎ，８５％的乙醇中浸泡 １ ｍｉｎ，７５％的乙

醇中浸泡 １ ｍｉｎ。 水中净放 ２ ｍｉｎ，苏木精染色

５ ｍｉｎ，自来水清洗苏木精 ５ 次（直至自来水不变

色），１％盐酸乙醇迅速分化 ３ ｓ，自来水中返蓝

２ ｍｉｎ 后，伊红染液染色 ３ ｍｉｎ，自来水进行清洗 ５
遍，继续梯度乙醇中过缸，９５％乙醇中 １０ ｓ，９５％乙

醇中 ２ ｍｉｎ，１００％乙醇Ⅰ中 ２ ｍｉｎ，１００％乙醇Ⅱ中

２ ｍｉｎ，二甲苯Ⅰ中 ５ ｍｉｎ，二甲苯Ⅱ中 ５ ｍｉｎ，用中

性树胶封片。 （注意：（１）自来水冲洗时尽量轻

柔，避免造成脱片；（２）苏木精染色时间需根据室

温调节，夏天染色 ３ ～ ５ ｍｉｎ，冬天可能染色需要

２０ ～ ３０ ｍｉｎ；（３）封片时，将未封片的切片连同切

片架暂时放置于二甲苯Ⅱ中。）
１􀆰 ２􀆰 １１　 免疫荧光染色及激光共聚焦观察

将切片在 ＰＢＳ（ ｐＨ ＝ ７􀆰 ４）中洗涤 ５ ｍｉｎ，用
０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ ２０ 通透 １０ ｍｉｎ，然后进行免疫荧光标

记处理。 切片在 ２％ ＢＳＡ 中孵育 １ ｈ 后，加入一

抗 ４ ℃孵育过夜（Ｉｂａ⁃１ 抗体的工作液稀释比例为

１ ∶ ５００）。 第 ２ 天在 ＰＢＳ 中洗涤 ３ 次，将切片与

相应的二抗（Ｄｙｌｉｇｈｔ ５９４ 荧光标记的二抗工作液

稀释比例为 １ ∶ ５００）在室温下避光孵育 ２ ｈ。 切

片在 ＰＢＳ 中洗涤 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，避光。 细胞核

用 ＤＡＰＩ 溶液（１０ μｇ ／ ｍＬ）染色 ８ ｍｉｎ，然后用抗荧

光淬灭封片剂封片。 使用激光共聚焦显微镜拍

摄照片，共聚焦使用时，室温控制在 ２２ ℃，湿度控

制在 ４０％ ～ ６０％，并使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ Ｖ１􀆰 ８􀆰 ０􀆰 １１２ 软

件分析免疫荧光染色的荧光强度，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差

异具有显著性差异。
１􀆰 ２􀆰 １２ 　 实 时 定 量 ＰＣＲ 检 测 （ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）

按照 ＲＮＡ 提取试剂盒步骤提取总 ＲＮＡ，计
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算出样品的 ＲＮＡ 浓度，用反转录试剂盒进行反转

录，以总 ＲＮＡ １ μｇ 为模版，上机检测，每个样本

设 ３ 个复孔， 每个模板的 Ｃｔ 值使用 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ 加 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 系统测定。 计算

ΔＣｔ 和 ２－ΔΔＣｔ 值，分析目标基因的相对表达量。 选

择查找用于小鼠的 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 反应引物包括以下

分子的上下游引物：ＩＬ⁃１β 以及 ＴＮＦ⁃α 基因的表

达，分别进行 ＰＣＲ 反应。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 所用引物序列

分别为：Ｍｏｕｓｅ⁃β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ：５’⁃ＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＡＧＣ
ＣＡＴＣＣＡ⁃３’，Ｍｏｕｓｅ⁃β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒ：５’⁃ＴＣＴＣＣＧＧＡＧＴＣ
ＣＡＴＣＡＣＡＡＴＧ⁃３’，Ｍｏｕｓｅ⁃ＴＮＦ⁃α⁃Ｆ：５’⁃ＣＡＣＡＧＡＡ
ＡＧＣＡＴＧＡＴＣＣＧＣＧ⁃３’，Ｍｏｕｓｅ⁃ＴＮＦ⁃α⁃Ｒ：５’⁃ＣＡＧＡ
ＴＴＧＡＣＣＴＣＡＧＣＧＣＴＧＡ⁃３’，Ｍｏｕｓｅ⁃ＩＬ⁃１β⁃Ｆ：５’⁃ＡＴＧ
ＧＡＴＧＣＴＡＣＣＡＡＡＣＴＧＧＡＴ⁃３’，Ｍｏｕｓｅ⁃ＩＬ⁃１β⁃Ｒ：５’⁃
ＴＣＡＣＡＣＡＣＣＡＧＣＡＧＧＴＴＡＴＣＡＴＣ⁃３’。

注：Ａ：ＰＣＲ 鉴定 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠基因型；Ｂ：测序鉴定 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠基因型；Ｃ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 鉴定主要脏器 Ｐａｄｉ２ ｍＲＮＡ 表达。

图 ２　 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠构建及鉴定

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ． Ｂ． Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ． Ｃ． ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｄｉ２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｊｏｒ ｏｒｇａｎｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｉｃｅ

１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ４􀆰 ０ 软

件进行数据统计学分析，结果均以平均值 ± 标准

差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 组间比较应用单因素方差分析，
组内比较应用配对 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计

学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠的建立

小鼠出生 ２ 周左右，剪取脚趾编号并提取脚

趾 ＤＮＡ 进行基因型鉴定，经 ＰＣＲ 鉴定野生条带

为 ２０００ ｂｐ 及 ５００ ｂｐ，敲除条带为 １２５０ ｂｐ，杂合小

鼠同时在 ２０００、 １２５０ 和 ５００ ｂｐ 处有条带 （图

２Ａ）；通过杂合子小鼠测序确认 Ｐａｄｉ２ 基因第三

外显子成功敲除（图 ２Ｂ），可稳定传代。 用 ｑＰＣＲ
检测 ８ 周龄 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠主要脏器 Ｐａｄｉ２ ｍＲＮＡ
表达情况（图 ２Ｃ），结果表明，在 Ｐａｄｉ２－ ／ － 小鼠的

主要脏器中，Ｐａｄｉ２ ｍＲＮＡ 表达水平显著低于野

生型小鼠，表明 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠模型构建成功。
２􀆰 ２　 Ｐａｄｉ２－ ／ －对小鼠生长繁殖及表型的影响

饲养过程中发现，Ｐａｄｉ２ 敲除不影响正常饲
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养状态下小鼠生长和发育。 小鼠 ６ 周龄开始每周

称重，持续 ４ 周发现，Ｃｏｎ⁃ＫＯ 小鼠和 Ｃｏｎ⁃ＷＴ 小

鼠体质量增长无显著性差异（图 ３Ａ ～ ３Ｂ）。 对

注：Ａ：正常饲养的 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠生长曲线；Ｂ：正常饲养的 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠饲养 ４ 周体质量增加值；Ｃ：Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠主要脏

器 ＨＥ 染色。

图 ３　 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠与野生型小鼠体质量以及各组织 ＨＥ 染色（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｎｏｒｍａｌｌｙ ｒａｉｓｅｄ Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｇａｉｎ ｏｆ ｎｏｒｍａｌｌｙ ｒａｉｓｅｄ Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｉｃｅ ｏｖｅｒ ４ ｗｅｅｋｓ．

Ｃ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍａｊｏｒ ｏｒｇａｎｓ ｉｎ Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ａｎｄ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍａｊｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｉｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ＷＴ ｍｉｃｅ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １５）

Ｃｏｎ⁃ＫＯ 小鼠的主要脏器 ＨＥ 染色结果分析，主要

脏器病理检查未发现明显异常（图 ３Ｃ）。
２􀆰 ３　 Ｐａｄｉ２ 敲除对社会隔离小鼠自主运动能力和

探究行为的影响

ＯＦＴ 结果表明，４ 周社会隔离后，小鼠的总运

动距离、进入中央区域的次数均增加。 正常饲养

组中，Ｃｏｎ⁃ＷＴ 小鼠和 Ｃｏｎ⁃ＫＯ 小鼠运动总距离、
进入中央区域的次数无差异，两者典型运动轨迹

图相似；社会隔离后，与 ＥＸ⁃ＷＴ 小鼠相比，ＥＸ⁃ＫＯ
小鼠总运动距离、进入中央区域的次数显著增

加，Ｐａｄｉ２－ ／ － 小鼠的典型运动轨迹图与野生型

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 相比更复杂（图 ４Ａ ～ ４Ｃ）。
２􀆰 ４　 Ｐａｄｉ２ 敲除对社会隔离小鼠抑郁症状的影响

强迫游泳结果显示，社会隔离后，小鼠不动

时间增长，与 ＥＸ⁃ＷＴ 小鼠相比，ＥＸ⁃ＫＯ 小鼠的不
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动时间显著增加，提示 ＥＸ⁃ＫＯ 小鼠的行为绝望较

ＥＸ⁃ＷＴ 小鼠显著增加。 对照组中 Ｃｏｎ⁃ＷＴ 小鼠

与 Ｃｏｎ⁃ＫＯ 小鼠在强迫游泳实验中的不动时间相

近。 ４ 周的社会隔离后，与对照组相比，实验组小

鼠不动时间均增加；实验组中，ＥＸ⁃ＫＯ 小鼠的不

动时间较 ＥＸ⁃ＷＴ 小鼠显著增加（图 ５Ａ）。

注：Ａ：ＯＦＴ 总路程；Ｂ：ＯＦＴ 进入中间区域次数；Ｃ：ＯＦＴ 典型运动轨迹；与 ＥＸ⁃ＷＴ 小鼠组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｃｏｎ⁃ＷＴ 小鼠

相比，＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｃｏｎ⁃ＫＯ 小鼠相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ４　 ＯＦＴ 结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｔｒａｖｅｌｅｄ ｏｆ ＯＦＴ． Ｂ． Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｔｒｉｅｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｅ ＯＦＴ． Ｃ． Ｔｙｐｉｃａｌ ｍｏｖｅｍｅｎｔ

ｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ ｏｆ ＯＦＴ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＥＸ⁃ＷＴ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎ⁃ＷＴ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ Ｃｏｎ⁃ＫＯ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ６）

２􀆰 ５　 Ｐａｄｉ２ 敲除对社会隔离小鼠焦虑症状的影响

高架十字迷宫结果显示，社会隔离后，小鼠

进入开放臂的频次和时间减少。 ４ 周的社会隔离

后，与 ＥＸ⁃ＷＴ 小鼠相比，ＥＸ⁃ＫＯ 小鼠进入开放臂

的频次显著减少，提示 ＥＸ⁃ＫＯ 小鼠的焦虑情绪较

ＥＸ⁃ＷＴ 小鼠显著增加。 对照组中 Ｃｏｎ⁃ＷＴ 小鼠

与 Ｃｏｎ⁃ＫＯ 小鼠进入开放臂的频次和时间无显著

差异（图 ５Ｂ）。
２􀆰 ６　 社会隔离的 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠体质量变化

体质量结果显示，ＥＸ⁃ＫＯ 小鼠体质量增加较

快，并且与 ＥＸ⁃ＷＴ 小鼠相比，具有显著性差异

（图 ５Ｃ）。 每周记录社会隔离的小鼠体质量变化，
发现社会隔离 １ 周，ＥＸ⁃ＫＯ 小鼠与 ＥＸ⁃ＷＴ 小鼠

具有显著性差异，并且这种差异持续存在，两组

间的体质量增长值也存在显著性差异（图 ５Ｄ）。
２􀆰 ７　 社会隔离的 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠脑内小胶质细胞的

数目

脑组织免疫荧光染色结果表明，４ 周社会隔

离后，Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠脑内小胶质细胞的数目显著增

多。 对照组中，Ｃｏｎ⁃ＷＴ 小鼠与 Ｃｏｎ⁃ＫＯ 小鼠脑内

各位置小胶质细胞数目无差异；社会隔离组脑内

小胶质细胞显著增加，并且与 ＥＸ⁃ＷＴ 小鼠相比，
ＥＸ⁃ＫＯ 小鼠海马 ＣＡ１ 区以及 ＣＡ３ 区小胶质细胞

海马区域显著增加（图 ６）。
２􀆰 ８　 社会隔离的 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠脑内的神经炎症因

子变化情况

脑组织 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验表明，４ 周社会隔离

后，Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠脑内神经炎症因子 ＩＬ⁃１β 以及
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注：Ａ：强迫游泳不动时间；Ｂ：高架十字迷宫小鼠进入开放臂的频率；Ｃ：高架十字迷宫小鼠在开放臂停留时间；Ｄ：社会隔离的

Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠生长曲线；Ｅ：Ｐａｄｉ２－ ／ － 小鼠社会隔离 ４ 周体质量增加值；与 ＥＸ⁃ＷＴ 小鼠相比，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 Ｃｏｎ⁃ＷＴ 小鼠相

比，＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 Ｃｏｎ⁃ＫＯ 小鼠相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ５　 社会隔离后 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠强迫游泳、高架十字迷宫以及体质量变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ＦＳＴ． Ｂ． Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｍｉｃｅ ｅｎｔｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｍｓ ｉｎ ｔｈｅ ＥＭＰ． Ｃ． Ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｍｅ ｍｉｃｅ ｓｐｅｎｄ ｉｎ ｔｈｅ

ｏｐｅｎ ａｒｍｓ ｉｎ ｔｈｅ ＥＭＰ． Ｄ． Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｓｏｃｉａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ． Ｅ． Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｇａｉｎ ｏｆ Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ４ ｗｅｅｋｓ ｏｆ

ｓｏｃｉａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＥＸ⁃ＷＴ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐ， ＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎ⁃ＷＴ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐ， ＆＆ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

Ｃｏｎ⁃ＫＯ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐ， ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ， ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｓｏｃｉａｌ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ ６）

ＴＮＦ⁃α 的表达升高。 对照组中，Ｃｏｎ⁃ＷＴ 小鼠与

Ｃｏｎ⁃ＫＯ 小鼠脑组织中神经炎症因子表达无差异；
与对照组相比，社会隔离组脑组织中神经炎症因

子 ＩＬ⁃１β 以及 ＴＮＦ⁃α 的表达均显著升高，并且与

ＥＸ⁃ＷＴ 小鼠相比，ＥＸ⁃ＫＯ 小鼠脑组织中神经炎

症因子 ＴＮＦ⁃α 的表达显著升（图 ７）。

３　 讨论

Ｐａｄｉ２ 是哺乳动物神经系统中主要表达的

Ｐａｄｉ，可修饰精氨酸以产生结构和功能改变的瓜

氨酸 化 蛋 白 质 参 与 在 小 鼠 神 经 发 育 过 程

中［１２－１３，１５］。 Ｐａｄｉ２ 失调和异常蛋白瓜氨酸化可加

剧神经炎症，促进神经退行性病变［１７－１８］。 神经炎

症通过多种神经生物学机制参与抑郁症进

展［１９－２０］，但尚未有研究报道 Ｐａｄｉ２ 是否通过影响

神经炎症，参与抑郁症进程。 在诸多导致抑郁症

的环境因素中，社会隔离对各生命阶段人群的心

理健康均有巨大影响，是抑郁症的重要危险因
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注：Ａ：各组小鼠脑内各区域小胶质细胞分布；Ｂ：各组小鼠脑内各区域小胶质细胞平均荧光强度。

图 ６　 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠社会隔离后脑内小胶质细胞变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ａｖｅｒａｇｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ
ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎｓ ｏｆ Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｓｏｃｉａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ ６）
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注：Ａ：各组小鼠脑内 ＩＬ⁃１β 表达情况；Ｂ：各组小鼠脑内 ＴＮＦ⁃α 表达情况。

图 ７　 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠社会隔离后脑内炎症因子变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＩＬ⁃１β ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． ＴＮＦ⁃α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎｓ ｏｆ Ｐａｄｉ２－ ／ － ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｓｏｃｉａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ ６）

素，可能严重影响死亡率和发病率［２１］。
因此，本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建

Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠，并对其进行 ４ 周社会隔离，探究

Ｐａｄｉ２ 敲除对抑郁症进程的影响。 结果显示，正
常饲养条件下，敲除 Ｐａｄｉ２ 并不影响小鼠的体质

量、组织形态、行为学以及脑内各区域小胶质细

胞数量。 社会隔离后，与正常饲养相比，无论野

生型小鼠还是 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠均出现明显的抑郁相

关表型，并且与社会隔离的野生型小鼠相比，社
会隔离的 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠抑郁样症状加剧。 在症候

群及症状学方面焦虑和抑郁两病症都有着重叠

部分，临床中经常有着焦虑和抑郁两种疾病共存

的状况［２２］。 高架十字迷宫实验能有效反映临床

患者的焦虑状态，可有效评估抗焦虑药物的药理

效应［２３］。 因此，研究人员使用高架十字迷宫实验

探究社会隔离的 Ｐａｄｉ２ 敲除小鼠是否出现焦虑情

绪，结果发现社会隔离的 Ｐａｄｉ２－ ／ － 小鼠焦虑情绪

也加剧。 肥胖与抑郁症有关，肥胖增加患抑郁症

的可能且抑郁症状显著升高［２４－２５］，因此，研究人

员测量社会隔离前后小鼠的体质量增长情况，发
现社会隔离后，Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠的体质量显著高于对

照组小鼠。 以上结果提示，Ｐａｄｉ２ 敲除加剧社会

隔离后的抑郁样症状，并且伴随着抑郁样症状的

加剧，Ｐａｄｉ２ 敲除小鼠的肥胖表型也加剧。 然而，
Ｐａｄｉ２ 敲除加剧社会隔离后的抑郁样症状的原因

尚不清楚。

Ｐａｄｉ２ 对于巨噬细胞的细胞因子分泌、凋亡

和细胞粘附等功能均具有重要作用［２６－２７］。 在巨

噬细胞中 Ｐａｄｉ２ 过表达，可通过瓜氨酸化 ＩκＢ 激

酶（ ＩκＢ ｋｉｎａｓｅ， ＩＫＫ），抑制核因子 κＢ （ ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，ＮＦ⁃κＢ） ｐ６５ 转录因子表达［２８］，进
而抑制巨噬细胞分泌 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 及 ＴＮＦ⁃α 等细

胞因子表达，抑制 Ｐａｄｉ 活性可阻断活化的巨噬细

胞中 ＩＬ⁃１β 释放［２９］。 Ｐａｄｉ２ 还可通过 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃２ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 激活促进巨噬细胞凋亡，并
通过 ＦＡＫ、桩蛋白和 ＰＡＫ１ 增强细胞粘附［２６］。 小

胶质细胞作为脑内的巨噬细胞，在中枢神经系统

（ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）中充当免疫细胞，在
监测微环境中可能有害的刺激或损伤方面发挥

主导作用［３０］。 抑郁症被认为是一种小胶质细胞

相关疾病（小胶质细胞病） ［３１］，在抑郁症的早期

阶段，促炎细胞因子持续升高，小胶质细胞迅速

被激活，随后分泌出多种有害因子，最终导致神

经元 损 伤、 海 马 神 经 发 生 减 少 和 抑 郁 症 加

剧［３２－３４］。 自杀抑郁症患者的尸检研究也表明活

化的小胶质细胞增加［３５－３６］，以及抑郁症患者血清

和脑脊液中促炎细胞因子也增加［３７］。 但目前

Ｐａｄｉ２ 影响小胶质细胞的研究较少［１０，３８－３９］，尚未

有研究探索 Ｐａｄｉ２ 是否可以通过调节小胶质细胞

功能，影响抑郁症的进程。 因此，研究人员进一

步探索 Ｐａｄｉ２ 敲除加剧社会隔离后的抑郁样症状

是否与小胶质细胞的激活和增殖的加剧有关。

９９１
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首先，脑切片免疫荧光染色发现，４ 周社会隔离的

Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠脑内小胶质细胞数量显著增多，其中

海马体区域的小胶质细胞数量显著增多。 这可

能由于抑郁症诱导促炎小胶质细胞表型，分泌 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 等促炎因子，导致小胶质细胞

与神经元之间的串扰减少，海马体中的炎症和突

触功能障碍，加剧神经元损伤，导致抑郁症样行

为［１６，４０－４２］。 抑郁症患者血清中 ＩＬ⁃１β 以及 ＴＮＦ⁃α
浓度显著升高［３６，４３－４５］，抗抑郁治疗降低 ＩＬ⁃１β 以

及 ＴＮＦ⁃α 水平［４６－４７］，且 ＩＬ⁃１β 受体拮抗剂以及

ＴＮＦ⁃α 拮抗剂可显著降低小鼠的抑郁行为［４８－５０］。
Ｐａｄｉ２ 可调节巨噬细胞中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 及 ＴＮＦ⁃α 等

炎症因子表达，因此，本文进一步探究 Ｐａｄｉ２ 是否

调节小胶质细胞中 ＩＬ⁃１β 以及 ＴＮＦ⁃α 表达。 本研

究使用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ４ 周社会隔离的 Ｐａｄｉ２－ ／ －小

鼠脑内 ＩＬ⁃１β 以及 ＴＮＦ⁃α 表达情况，结果显示，
４ 周社会隔离后 Ｐａｄｉ２－ ／ －小鼠脑内 ＩＬ⁃１β 及 ＴＮＦ⁃α
表达增多。

综上所述，本研究表明 Ｐａｄｉ２ 敲除可以促进

小胶质细胞激活和增殖加剧，诱导其向促炎表型

分化并分泌 ＩＬ⁃１β 以及 ＴＮＦ⁃α 等炎症因子，进而

增加神经炎症，加剧社会隔离后小鼠抑郁样症

状。 但本研究仅探讨 Ｐａｄｉ２ 敲除对 ４ 周社会隔离

状态下，小鼠行为学、脑内小胶质细胞数目以及

炎性因子的变化，未利用 Ｐａｄｉ２ 胶质细胞条件性

敲除（Ｐａｄｉ２ ＣＫＯ）小鼠深入探究 Ｐａｄｉ２ 影响小胶

质细胞增殖和活化的具体机制，也未深入研究其

他环境因素或遗传因素与 Ｐａｄｉ２ 的相互作用。 未

来的研究中，需构建 Ｐａｄｉ２ ＣＫＯ 小鼠探索 Ｐａｄｉ２
敲除影响小胶质细胞的功能、导致神经炎症的发

生和抑郁症发展的具体机制，并且进一步研究

Ｐａｄｉ２ 敲除是否导致海马新生神经元发生减少以

及神经损伤。 例如，抑郁症中小胶质细胞 ＮＯＤ 样

受体热蛋白结构域⁃３ （ ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｙｒｉｎ
ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ⁃３，ＮＬＲＰ３）炎性小体激活，其是

调节促炎细胞因子释放的重要分子，可激活刺激

趋化因子并促进分泌 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 等促

炎因子以及其他炎症介质［５１－５２］，并且小胶质细胞

ＮＬＲＰ３ 炎性小体通过激活神经炎症 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 通

路响应慢性压力诱导神经毒性星形胶质细胞的

产生，加剧抑郁症状态下的神经元功能障碍［５３］，
其是否参与 Ｐａｄｉ２ 敲除加剧小鼠抑郁样行为本研

究尚未探讨。 因此，后续研究中，研究人员拟结

合单细胞测序技术，分析社会隔离后小鼠脑内不

同细胞群间的基因组、转录组及表观基因组变

化，寻找 Ｐａｄｉ２ 敲除影响抑郁症进展的关键分子，
确认其是否通过激活 ＮＬＲＰ３ 炎性小体释放 ＩＬ⁃１β
和 ＴＮＦ⁃α 等促炎因子，促进神经毒性星形胶质细

胞的产生，加剧抑郁症状态下的神经元功能障

碍。 其次，已有广谱的 Ｐａｄｉ 家族抑制剂以及特异

性的 Ｐａｄｉ２ 抑制剂用于 Ｐａｄｉ２ 功能的研究，研究人

员将会 使 用 已 有 的 Ｐａｄｉ２ 抑 制 剂 以 及 激 动

剂［５３－５６］，在体内外正向和反向的探讨 Ｐａｄｉ２ 调节

小胶质细胞促炎激活的具体机制和通路，验证

ＮＬＲＰ３ 炎性小体是否参与其中。 并且，设计相应

的过表达载体，在体内外过表达 Ｐａｄｉ２，探究过表

达 Ｐａｄｉ２ 是否会减少神经毒性星形胶质细胞的产

生并缓解抑郁症状，以期发现针对 Ｐａｄｉ２ 的抑郁

症治疗药物或干预措施，为抑郁症的研究提供新

的视角和证据。
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缺氧条件下，神经干细胞衍生的外泌体
通过 ｍｉＲ⁃９ ／ Ｈｅｓ１ 轴调节脑微血管内皮

细胞的细胞增殖、迁移和细胞死亡

　 　 研究背景：先前的研究发现，小鼠胚胎神经干细胞（ＮＳＣ）衍生的外泌体（ＥＸＯｓ）通过 ｍｉＲ⁃９ ／ Ｈｅｓ１ 轴

调控 ＮＳＣ 分化。 然而，ＥＸＯｓ 通过 ｍｉＲ⁃９ ／ Ｈｅｓ１ 轴对脑微血管内皮细胞（ＢＭＥＣ）功能障碍的影响仍然未

知。 因此，本研究旨在确定 ＥＸＯｓ 通过 ｍｉＲ⁃９ ／ Ｈｅｓ１ 轴对 ＢＭＥＣ 增殖、迁移和死亡的影响。
研究方法：采用免疫荧光、定量实时聚合酶链反应、细胞计数试剂盒检测、伤口愈合检测、钙素⁃乙酰

氧甲基 ／碘化丙啶染色、苏木精⁃伊红染色等方法确定 ＥＸＯｓ 对 ＢＭＥＣ 的作用和机制。
研究结果：在缺氧条件下，ＥＸＯｓ 能促进 ＢＭＥＣ 的增殖和迁移，减少细胞死亡。 在缺氧条件下，过表

达 ｍｉＲ⁃９ 可促进 ＢＭＥＣ 的增殖和迁移，减少细胞死亡。 此外，下调 ｍｉＲ⁃９ 可抑制 ＢＭＥＣ 的增殖和迁移，
并促进细胞死亡。 沉默 Ｈｅｓ１ 可改善 ａｍｔａｇｏｍｉＲ⁃９ 对 ＢＭＥＣ 增殖、迁移和细胞死亡的影响。 缺氧诱导的

小鼠海马和皮层区域观察到亢进结构。 同时，ＥＸＯ 治疗改善了脑血管的改变。
结论：在缺氧条件下，ＮＳＣ 衍生的 ＥＸＯ 可通过 ｍｉＲ⁃９ ／ Ｈｅｓ１ 轴促进 ＢＭＥＣ 的增殖和迁移，并减少细

胞死亡。 因此，ＥＸＯ 治疗策略可用于缺氧诱导的血管损伤。

　 　 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（１）： ２４⁃３５． ｄｏｉ： １０． １００２ ／ ａｍｅ２． １２３９４）。
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阮天音，王四园，李旭涛，等． Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精性肝损伤小鼠模型的转录组学分析 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２５， ３３
（２）： ２０４－２１５．
ＲＵＡＮ Ｔ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｓ Ｙ， ＬＩ Ｘ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］． Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２５， ３３（２）： ２０４－２１５．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０２􀆰 ００５

［基金项目］上海市科委创新项目（１９４０１９０１５００）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ（１９４０１９０１５００）．
［作者简介］阮天音，女，在读硕士研究生，研究方向：中西医结合防治急慢性肝病。 Ｅｍａｉｌ： ｒｔｙ１２１６＠ １２６． ｃｏｍ
［通信作者］陶艳艳，女，博士，研究员，研究方向：中西医结合防治急慢性肝病。 Ｅｍａｉｌ： ｔａｏｙａｎｙａｎ＠ ｓｈｕｔｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ

Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精性肝损伤小鼠模型
的转录组学分析

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

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

　 　 【摘要】 　 目的　 分析 Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精性肝损伤小鼠模型的转录组学特点。 方法　 雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠 １８ 只，随机分成酒精饲料组 １０ 只和对照组 ８ 只。 酒精饲料组喂养 Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精饲料，先以 １０ ～ ５７􀆰 ３
ｍＬ ／ Ｌ 递增量的 ９５％酒精饲料适应性喂养 １ 周，再以 ５７􀆰 ３ ｍＬ ／ Ｌ ９５％酒精饲料喂养 ２ 周，共 ３ 周；对照组同时

喂养对照饲料。 处死小鼠留取血清和肝组织，试剂盒检测血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）与肝组

织总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯（ＴＧ）、还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）、总超氧化物歧化酶（Ｔ⁃ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）含量；
ＥＬＩＳＡ 法测定小鼠肝组织炎症因子白细胞介素⁃６（ＩＬ⁃６）、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）和转化生长因子⁃β１（ＴＧＦ⁃
β１）水平，并用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β１ 基因表达。 苏木素⁃伊红（ＨＥ）、油红 Ｏ 染色观察肝组织病

理变化；通过免疫组织化学染色法，使用 Ｆ４ ／ ８０ 抗体检测巨噬细胞的表达变化。 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析两组肝组织差

异基因并进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析，再以 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证差异基因表达。 结果　 与对照组比较，酒精饲料组小鼠

体质量显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肝组织 ＴＣ、ＴＧ、ＭＤＡ 水平显著升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），ＧＳＨ、Ｔ⁃ＳＯＤ 含量显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；组织中炎症因子 ＩＬ⁃６，ＴＮＦ⁃α 与 ＴＧＦ⁃β１ 水平上升，以 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 验证结果相一致（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 肝小叶结构破坏，呈现大泡脂肪变性、微泡性脂肪变性及气球样变性；肝组

织中脂滴显著增多，巨噬细胞表达增加。 以􀰙 ｌｏｇ２ ＦＣ 􀰙 ＞ １ 且 ｑ ＜ ０􀆰 ０５ 为筛选条件，获得 ２０６３ 个差异基因，
其中 １２３６ 个基因上调，８２７ 个基因下调。 主要在细胞色素 Ｐ４５０ 对外源性物质的代谢、细胞因子与细胞因子

受体的相互作用、趋化因子信号通路、类固醇激素生物合成、谷胱甘肽代谢、视黄醇代谢等通路富集（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证其中显著上调（Ｍｍｐ１２、Ｇｓｔｍ３、Ｃｙｐ２ａ２２ 等）与下调（Ｓｅｒｐｉｎａ１ｅ、Ａｃｍｓｄ、Ｍｕｐ３ｄ 等）的差异

基因各 １０ 个，与转录组测序结果一致。 结论　 酒精性肝损伤主要病理机制涉及细胞色素 Ｐ４５０ 对外源性物质

的代谢、细胞因子与细胞因子受体的相互作用、趋化因子信号通路、谷胱甘肽代谢、视黄醇代谢等通路。
【关键词】 　 酒精性肝损伤；Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 模型；基因表达；转录组学
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ｖａｌｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ
ａｌｃｏｈｏｌ⁃ｆｅｄ ｍｉｃｅ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｓｅｒｕｍ ＡＬＴ ａｎｄ ＡＳＴ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＣ， ＴＧ， ａｎｄ ＭＤＡ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｖｅｒｓｅｌｙ， ＧＳＨ ａｎｄ Ｔ⁃ＳＯＤ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｓ ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α， ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）． Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｄｉｓｒｕｐｔｅｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｌｏｂｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｗｉｔｈ ｍａｃｒｏｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｓｔｅａｔｏｓｉｓ，
ｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｓｔｅａｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｂａｌｌｏｏｎｉｎｇ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｆａｔ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｕｓｉｎｇ ａ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｏｆ
􀰙 ｌｏｇ２ ＦＣ 􀰙 ＞ １ ａｎｄ ｑ ＜ ０􀆰 ０５， ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ２０６３ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ， ｏｆ ｗｈｉｃｈ １２３６ ｗｅｒｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ
８２７ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ． Ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｖｉａ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０， ｃｙｔｏｋｉｎｅ⁃ｃｙｔｏｋｉｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ， ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ， ｓｔｅｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ａｎｄ ｒｅｔｉｎｏｌ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ． （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ （ ｅ． ｇ． ， Ｍｍｐ１２， Ｇｓｔｍ３，
Ｃｙｐ２ａ２２） ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ （ｅ． ｇ． ， Ｓｅｒｐｉｎａ１ｅ， Ａｃｍｓｄ， Ｍｕｐ３ｄ） ｏｆ １０ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｃａｔｅｇｏｒｙ， ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｖｏｌｖｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ａｃｔ ｖｉａ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０， ｃｙｔｏｋｉｎｅ⁃ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ， ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ， ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ａｎｄ ｒｅｔｉｎｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ； Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ ｍｏｄｅｌ； ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 酒精性肝损伤是由长期大量饮酒引起的一

系列肝疾病，高达 ９０％的患者肝组织发生脂肪变

性，若伴随气球样病变、肝细胞坏死和中性粒细

胞浸润病变，则进一步发展为酒精性肝炎、肝纤

维化、甚至是肝硬化和 ／或肝癌。 酒精相关肝硬

化的年龄标准化患病率和年龄标准化死亡率分

别为 １２２􀆰 ７１ ／ １０ 万和 １􀆰 ９８ ／ １０ 万，酒精导致的原

发性肝癌年龄标准化患病率较 ２０１８ 年增长

０􀆰 ５３％［１－３］。 目前每年约有 ３００ 万人死于饮酒引

发的肝病及其并发症，《２０２３ 年世界卫生统计》将
其列入导致非传染性疾病高发的四大主要因素

之一［４］。
Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料造模法是目前

广泛应用于研究酒精性肝损伤的经典模型［５］，小

５０２
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鼠和人类基因组具有高度相似性，采用转录组分

析其差异基因表达，有助于明确酒精性肝损伤的

病理机制或发现新的治疗靶点［６］。 本研究构建

Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精性肝损伤小鼠模型，分析其转

录组学特点，以期为临床药物研发提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１８ 只 ７ 周龄、ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠，体
质量为（２０ ± １）ｇ，购自上海吉辉实验动物饲养有

限公司【ＳＣＸＫ（沪）２０２２－０００９】。 环境温度 ２２ ～
２３ ℃、相对湿度 ５０％ ～ ６０％，１２ ｈ 昼夜循环交替，
饲养于上海中医药大学实验动物中心 【 ＳＹＸＫ
（沪）２０２０－０００９】。 本实验已通过上海中医药大

学实验动物伦理委员会的审批 （ ＰＺＳＨＵＴＣＭ２３
１１１００００３）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精饲料、对照饲料购自小黍

有泰（北京）生物科技有限公司（酒精饲料主要由

糊精和麦芽糖混合物、酪蛋白、橄榄油、玉米油、
脂溶性维生素（Ａ、Ｄ、Ｅ、Ｋ）和水溶性维生素 Ｂ１２、
矿物质和纤维、乙醇组成；对照饲料中无乙醇，其
余 配 方 相 同 ）； 谷 丙 转 氨 酶 （ ａｌａｎｉｎｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ），（Ｎｏ． Ｃ００９⁃１）、谷草转氨

酶（ａｓｐａｒｔａｔｅ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＡＳＴ），（Ｎｏ． Ｃ０１０⁃１）、甘
油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ），（Ｎｏ． Ｆ００１⁃１）、总胆固醇

（ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＴＣ）， （ Ｎｏ． Ｆ００２⁃１⁃１）、Ｂｒａｄｆｏｒｄ
（ Ｎｏ． Ｗ０４２⁃１⁃１ ）、 还 原 型 谷 胱 甘 肽 （ ｒｅｄｕｃｅｄ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ），（Ｎｏ． Ａ００６⁃２）、总超氧化物歧

化酶 （ ｔｏｔａｌ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， Ｔ⁃ＳＯＤ）， （ Ｎｏ．
Ａ００１⁃３）、油红 Ｏ 染液（Ｎｏ． Ｄ０２７⁃１⁃２）均购自南京

建 成 生 物 工 程 研 究 所； 脂 质 氧 化

（ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ ） 检 测 试 剂 盒 （ Ｎｏ．
Ｓ０１３１Ｓ）购自碧云天生物技术；白细胞介素⁃６
（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃６）、 肿 瘤 坏 死 因 子⁃α （ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α ） 和 转 化 生 长 因 子⁃β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｔａ １，ＴＧＦ⁃β１）ＥＬＩＳＡ
试剂盒（Ｎｏ． ８８７０６４８８、８８７３２４８８、８８８３５０８８）均购

于赛默飞世尔科技有限公司；Ｆ４ ／ ８０ 抗体（ Ｃａｔ ＃
７００７６Ｔ） 购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；即用型

ＳＡＢＣ⁃ＰＯＤ（兔 ＩｇＧ）试剂盒（ＮＯ． １９Ｄ１１Ｂ２９）购自

博士德生物；ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ （Ｎｏ． Ｆ９１９ＫＢ３０５４）、
总 ＲＮＡ 提取试剂盒（Ｎｏ． Ｂ５１８８１１）购自上海生工

生物工程股份有限公司；反转录试剂盒 （ Ｎｏ．
ＡＪ９２０１４Ａ）、扩增试剂盒（Ｎｏ． ＡＪＦ０３４３Ａ），均购自

日 本 ＴａＫａＲａ 公 司。 石 蜡 包 埋 机

（ＬＥＩＣＡＥＧ１１６０）、自动脱水机（ＬＥＩＣＡ ＡＳＰ３００）、
转轮切片机（ＲＭ２０３５）、数字扫描系统（ＳＣＮ４００）
及烤片机（ＨＩ１２２０）均购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 酒精性肝损伤模型建立及分组

１８ 只小鼠按随机数字法分为酒精饲料组（１０
只）和对照组（８ 只）。 酒精饲料配制：第 １ ～ ３ 天

按照 １３２􀆰 １８ ｇ 酒精饲料加入 １０ ｍＬ ９５％乙醇，以
双蒸水定容到 １ Ｌ，３０ ｓ 内充分混匀，分装至饲养

瓶；第 ４ ～ ６ 天增加至 ３０ ｍＬ ／ Ｌ，第 ７ 天开始添加

至 ５７􀆰 ３ ｍＬ ／ Ｌ，小鼠适应性喂养 １ 周；随后 ２ 周以

５７􀆰 ３ ｍＬ ／ Ｌ ９５％乙醇配制酒精饲料喂养。 对照饲

料配制：称量 ２２１􀆰 ７８ ｇ 对照组饲料，以常温双蒸

水定容到 １ Ｌ，３０ ｓ 内充分混合后分装至饲养瓶，
小鼠喂养 ３ 周［７］。
１􀆰 ２􀆰 ２　 取材

小鼠腹腔注射 ３％戊巴比妥钠（２ ｍＬ ／ ｋｇ）进

行麻醉后，通过下腔静脉采血。 血液静置于室温

２ ｈ，随后在 ４ ℃，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，收集血

清并储存于－８０ ℃冰箱中。 接着迅速剪断下腔静

脉，摘取肝、脾并称重记录。 两份约 ０􀆰 ５ ｃｍ × ０􀆰 ５
ｃｍ × ０􀆰 ３ ｃｍ 的肝右叶组织分别用于 １０％甲醛溶

液固定和光学切片冷冻介质包埋，剩余部分保存

于－８０ ℃冰箱。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血清及肝组织生化指标检测

根据试剂盒说明书操作：分别取血清 １０ μＬ，
微板法检测 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 活性；肝组织 ２０ ｍｇ 按照

重量（ｍｇ） ∶ 体积（ｍＬ） ＝ １ ∶ ９ 的比例加入 ９ 倍

体积无水乙醇，匀浆，以 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，取上清测定 ＴＧ 和 ＴＣ 水平；肝组织 １００ ｍｇ，
以生理盐水为介质按相同方法匀浆，取上清测定

ＧＳＨ、Ｔ⁃ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 水平。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 检测炎症因子水平

取 ４０ μＬ 上述生理盐水为介质的肝组织匀

浆，加入 １９ 倍体积生理盐水 ７６０ μＬ 稀释，分别取

１００ μＬ 用于 ＥＬＩＳＡ 检测 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 和 ＴＧＦ⁃β１
含量。

６０２
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１􀆰 ２􀆰 ５　 肝组织苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色与油红 Ｏ
染色

ＨＥ 和油红 Ｏ 染色参照试剂盒说明书操作。
ＨＥ 染色后观察肝组织病理变化，由两位病理专

家按照酒精性肝病的 ＳＡＬＶＥ 分级分期系统［８］ 盲

法阅片并计算评分。 油红 Ｏ 染色后运用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
１􀆰 ８􀆰 ０ 软件处理图像，分析脂滴面积占比。
１􀆰 ２􀆰 ６　 免疫组织化学染色

组织切片脱蜡水化，抗原修复先用高火煮沸

（７ ～ ８ ｍｉｎ），再低火维持 １５ ｍｉｎ，自然冷却至室

温，１ × ＴＢＳＴ 洗 ３ 次每次 ５ ｍｉｎ，３％过氧化氢⁃甲
醇孵育 １０ ｍｉｎ，ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，滴加 ５％
ＢＳＡ 封闭液，室温下孵育 ３０ ｍｉｎ，滴加 ３０ μＬ 一

抗，４ ℃ 过夜；ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，滴加二

抗，室温孵育 １ ｈ；ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，滴加

试剂 ＳＡＢＣ，室温孵育 ２０ ｍｉｎ，ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，每次

５ ｍｉｎ，ＤＡＢ 显色，苏木素染核，完成后，依次进行

脱水、透明化处理，并封片固定。 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ８􀆰 ０
软件进行肝组织免疫组化阳性表达面积半定量

分析。
１􀆰 ２􀆰 ７　 提取 ＲＮＡ、构建文库及测序

ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取两组小鼠总 ＲＮＡ，评估纯

度、定量和完整性后，进行转录组文库构建并使

用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ 平台进行高通量测序，产
生 １５０ ｂｐ 双末端读数。 原始数据经 Ｆａｓｔｐ［９］ 处

理，清理低质量序列以供进一步分析。
１􀆰 ２􀆰 ８　 差异基因筛选

通过 Ｒ４􀆰 ３􀆰 ２ 软件的“ＤＥＳｅｑ２ 包”分析差异

基因表达，筛选出􀰙 ｌｏｇ２ ＦＣ 􀰙 ＞ １ 且 ｑ ＜ ０􀆰 ０５ 的

上调和下调基因；使用“微生信平台”可视化差异

分析结果，包括热图和火山图等［１０］。
１􀆰 ２􀆰 ９ 　 蛋 白 质⁃蛋 白 质 互 作 （ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋｓ，ＰＰＩ）分析

使用 ＳＴＲＩＮＧ １２􀆰 ０ 数据库进行分析，通过名

称 ／标识符检索小鼠蛋白，设置交互分数阈值为

０􀆰 ９，获取并展示 ＰＰＩ 网络图，排除孤立蛋白［１１］。
１􀆰 ２􀆰 １０　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析

通过超几何分析算法对差异基因表达进行

ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 的富集分析，获得显著性富集基因

条目，并绘制 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路气泡图［１２］。
１􀆰 ２􀆰 １１　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证关键基因

总 ＲＮＡ 提取后，ｍＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ 并进

行 ＰＣＲ 扩增。 采用 ２－ΔΔＣｔ 法，以 ＧＡＰＤＨ 为内参

计算 ｍＲＮＡ 的相对表达量。 引物由生工生物工

程（上海）股份有限公司与上海冠泰生物科技有

限公司提供，序列见表 １。

表 １　 引物 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
基因名称 Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ 上游（５’→３’）Ｆｏｒｗａｒｄ（５’→３’） 下游（５’→３’）Ｒｅｖｅｒｓｅ（５’→３’）

Ｍｍｐ１２ ＧＧＣＡＡＣＴＧＧＡＣＡＡＣＴＣＡＡＣＴＣＴＧ ＣＧＣＴＴＣＡＴＣＣＡＴＣＴＴＧＡＣＣＴＣＴＧ
Ｇｓｔｍ３ ＡＣＴＣＣＡＴＣＣＧＣＴＴＧＣＴＣＣＴＧ ＣＴＧＧＣＴＴＣＧＧＴＣＡＡＡＧＴＴＧＧＧ

Ｃｙｐ２ａ２２ ＧＧＡＴＧＡＣＡＡＧＧＧＡＣＡＧＴＴＧＡＡＧＡＡＧ ＧＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＡＣＡＧＧＡＡＣＡＧ
Ｌｃｎ２ ＧＣＴＡＣＡＡＴＧＴＣＡＣＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧ ＡＴＡＣＣＴＧＴＧＣＡＴＡＴＴＴＣＣＣＡＧＡＧＴＧ
Ｐｌｉｎ４ ＡＧＧＣＡＧＴＡＴＣＴＧＧＡＧＧＴＧＴＧＡＴＧ ＴＧＴＧＧＴＡＡＣＴＧＴＧＴＣＣＴＴＣＧＴＡＴＴＧ
Ｃｙｐ２ａ４ ＣＧＡＡＴＧＣＴＧＧＡＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＣ ＴＧＧＴＧＣＴＧＡＣＧＧＴＣＴＣＴＧＴＧ
Ａｃｏｔ２ ＴＧＧＴＣＴＣＴＴＧＧＡＴＧＴＣＧＴＧＧＡＡＧ ＡＧＧＡＡＣＡＧＧＡＡＧＧＴＣＧＴＧＴＣＡＧ
Ｔｕｂｂ２ａ ＣＡＡＧＡＴＣＡＧＡＧＡＧＧＡＧＴＡＣＣＣＡＧＡＣ ＴＣＣＡＣＣＡＣＡＧＴＡＴＣＡＧＡＧＡＣＣＴＴＧ
Ｍｇｓｔ３ ＴＧＣＣＣＴＣＴＴＴＧＣＣＣＴＧＡＴＧＧ ＣＣＧＴＡＧＣＣＴＡＡＧＣＣＴＧＧＴＣＴＧ
ＣＣＬ６ ＣＴＧＣＴＧＣＴＴＣＴＣＴＴＡＴＧＣＣＡＣＡＣ ＣＣＣＴＣＣＴＧＣＴＧＡＴＡＡＡＧＡＴＧＡＴＧＣ

Ｓｅｒｐｉｎａ１ｅ ＧＡＧＡＴＴＧＣＴＡＣＡＡＡＣＣＴＧＧＧＡＧＡＣ ＡＧＡＡＧＡＴＧＴＴＧＧＡＡＧＴＧＴＴＧＧＡＣＴＧ
Ａｃｍｓｄ ＧＧＡＧＡＴＧＧＡＧＣＧＴＴＧＴＧＴＴＡＡＧＧ ＧＣＣＧＣＡＧＣＡＴＡＧＡＴＴＧＧＧＡＡＧ
Ｍｕｐ３ ＣＧＡＧＡＡＣＣＡＧＡＴＴＴＧＡＧＴＴＴＡＧＡＣＡＴＣ ＣＧＡＧＧＣＡＧＣＧＡＴＴＧＡＣＡＴＴＧＧ
Ｃｙｐ７ａ１ ＡＧＧＴＣＴＣＴＧＡＡＣＴＧＡＴＣＣＧＴＣＴＡＣ ＣＧＴＣＴＴＡＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＴＣＡＴＣ
Ｃｅｓ３ｂ ＣＴＧＴＧＴＣＡＣＴＡＴＣＴＴＣＧＧＴＡＡＣＴＣＴＧ ＴＣＴＧＧＧＡＴＡＴＧＧＣＴＣＴＧＴＧＧＡＡＧ

Ｓｅｒｐｉｎａ３ｋ ＴＧＴＣＣＴＧＣＴＧＴＣＣＴＡＴＧＣＴＴＣＣ ＴＧＴＣＡＴＣＴＴＧＴＧＴＣＣＣＡＴＴＧＴＣＴＴＧ
Ｃ８ｂ ＡＣＧＧＡＧＴＧＴＧＧＣＧＧＡＡＧＣ ＣＧＧＡＧＣＡＡＧＴＡＡＧＴＡＴＧＴＣＴＧＴＡＣＣ
Ｍｕｐ８ ＧＡＧＴＴＣＡＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＡＡＧＧＴＴＴＧ ＧＡＧＧＣＡＧＣＧＡＴＴＧＧＣＡＴＴＧＧ
Ｍｕｐ２ ＧＡＧＴＴＣＡＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＡＡＧＧＴＴＴＧ ＧＧＡＧＧＣＡＧＣＧＡＴＴＧＧＣＡＴＴＧ
Ｃ８ａ ＴＧＧＣＡＴＴＧＧＣＡＴＡＧＧＡＡＴＴＡＡＧＧＡＴＡＧ ＴＡＴＧＴＣＡＣＧＧＴＣＡＣＣＡＴＣＴＣＣＡＧ
ＩＬ⁃６ ＧＣＴＡＣＣＡＡＡＣＴＧＧＡＴＡＴＡＡＴＣＡＧＧ ＧＧＡＣＴＣＴＧＧＣＴＴＴＧＴＣＴＴＴＣＴＴ

ＴＮＦ⁃α ＴＧＣＣＴＣＣＴＣＴＴＴＴＧＣＴＴＡＴＧＴＴ ＡＧＧＴＴＣＡＧＴＧＡＴＧＴＡＧＣＧＡＣＡＧ
ＴＧＦ⁃β１ ＡＡＣＣＡＡＧＧＡＧＡＣＧＧＡＡＴＡＣＡ ＣＧＴＧＧＡＧＴＴＴＧＴＴＡＴＣＴＴＴＧＣ
ＧＡＰＤＨ ＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＣＧＡＧＡＣ ＴＧＡＧＣＣＣＴＴＣＣＡＣＡＡＴＧＣＣＡＡＡＧ

７０２
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１􀆰 ３　 统计学分析

使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ １０􀆰 ０􀆰 ２ 和 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软

件进行数据分析与作图。 计量数据以平均值 ±
标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，经条件检验后，使用 Ｔ 检验

或 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验比较两独立样本组。 有序

分类数据进行 Ｒｉｄｉｔ 分析。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计

学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 两组小鼠一般情况变化

两组小鼠均活动良好、毛色光泽；与对照组

相比，酒精饲料组摄食量逐渐增加、酒精饲料组

小鼠体质量明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、肝体比升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）；脾体比两组间无统计学意义（图 １）。

注：Ａ：两组小鼠体质量变化；Ｂ：两组小鼠肝体比；Ｃ：两组小鼠脾体比；与对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）

图 １　 两组小鼠体质量与肝体比和脾体比变化

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｂ． Ｌｉｖｅｒ⁃ｔｏ⁃ｂｏｄｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃ． Ｓｐｌｅｅｎ⁃ｔｏ⁃ｂｏｄｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ

ｔｗｏ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ， ｌｉｖｅｒ⁃ｔｏ⁃ｂｏｄｙ ｒａｔｉｏ， ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ⁃ｔｏ⁃ｂｏｄｙ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｔｗｏ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ２　 两组小鼠肝功能、脂质代谢及氧化应激指标

变化

酒精饲料组小鼠血清肝功能指标 ＡＬＴ、ＡＳＴ
水平较对照组显著上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），组织上清中

脂质代谢相关指标 ＴＣ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、ＴＧ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
水平显著上升，ＭＤＡ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
ＧＳＨ、Ｔ⁃ＳＯＤ 水平显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ２）。
２􀆰 ３　 两组小鼠肝组织炎症因子水平

与对照组小鼠相比，酒精饲料组小鼠组织上

清中 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 和 ＴＧＦ⁃β１ 水平显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证发现 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 和

ＴＧＦ⁃β１ 基因上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 作

为典型的促炎因子，其表达上调表明酒精对肝组

织的促炎性作用；ＴＧＦ⁃β１ 是一种双重功能的因

子，与肝纤维化密切相关，其上调预示着组织修

复和纤维化的可能性（图 ３）。
２􀆰 ４　 两组小鼠肝组织病理变化

肝组织 ＨＥ 染色，以酒精性肝病的 ＳＡＬＶＥ 分

级分期系统对脂肪变性、小叶中性粒细胞浸润和

气球样变进行评分（见表 ２ ～ ４）提示：酒精饲料

组小鼠肝细胞出现大泡性脂肪变性、微泡性脂肪

变性、气球样变性、中性粒细胞浸润；油红 Ｏ 染色

显示酒精饲料组小鼠肝组织脂滴着色明显（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；Ｆ４ ／ ８０ 免疫组化结果显示酒精饲料组巨噬

细胞阳染明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ４）。
２􀆰 ５　 两组小鼠差异基因表达分析

通过热图和火山图分析，揭示了对照组与酒

精饲料组小鼠肝组织中差异表达基因的分布情

况。 总共检测到 ２０６３ 个差异基因（􀰙 ｌｏｇ２ ＦＣ 􀰙
＞ １，ｑ ＜ ０􀆰 ０５），其中 １２３６ 个基因表达上调，８２７
　 　 　 　 　 　表 ２　 肝细胞脂肪变性分级

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｒａｄｉｎｇ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｔｅａｔｏｓｉｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

脂肪变性分级
Ｇｒａｄｉｎｇ ｏｆ ｆａｔ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

Ｒｉｄｉｔ 分析
Ｒｉｄｉｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

０ 级
Ｇ０

１ 级
Ｇ１

２ 级
Ｇ２

３ 级
Ｇ３

Ｒ 值
Ｒ ｖａｌｕｅ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ８ ０ ０ ０ ０􀆰 ２２

酒精饲料组
Ａｌｃｏｈｏｌ⁃ｆｅｄ ｇｒｏｕｐ ０ １ ３ ６ ０􀆰 ７２∗∗

８０２
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注：Ａ：小鼠血清 ＡＬＴ 含量；Ｂ：小鼠血清 ＡＳＴ 含量；Ｃ：小鼠组织 ＴＣ 含量；Ｄ：小鼠组织 ＴＧ 含量；Ｅ：小鼠组织 ＭＤＡ 含量；Ｆ：小鼠组

织 Ｔ⁃ＳＯＤ 含量；Ｇ：小鼠组织 ＧＳＨ 含量；与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）

图 ２　 两组小鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ、ＴＧ、ＭＤＡ、Ｔ⁃ＳＯＤ 和 ＧＳＨ 变化

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｅｒｕｍ ＡＬＴ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｓｅｒｕｍ ＡＳＴ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｃ． ＴＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｍｉｃｅ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｄ． ＴＧ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ
ｍｉｃｅ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｅ． ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｆ． Ｔ⁃ＳＯＤ ｃｏｎｔｅｎｔ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｇ． ＧＳＨ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｍｉｃｅ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

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

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＡＬＴ， ＡＳＴ， ＴＣ， ＴＧ， ＭＤＡ， Ｔ⁃ＳＯＤ ａｎｄ ＧＳＨ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ｔｗｏ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐｓ

表 ３　 肝小叶中性粒细胞浸润程度的分级

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｒａｄｉｎｇ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｉｎ

ｌｉｖｅｒ ｌｏｂｕｌｅｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

小叶中性粒细胞分级
Ｌｏｂｕｌａｒ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｇｒａｄｉｎｇ

Ｒｉｄｉｔ 分析
Ｒｉｄｉｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

０ 级
Ｇ０

１ 级
Ｇ１

２ 级
Ｇ２

Ｒ 值
Ｒ ｖａｌｕｅ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ８ ０ ０ ０􀆰 ２２

酒精饲料组
Ａｌｃｏｈｏｌ⁃ｆｅｄ ｇｒｏｕｐ ０ ４ ６ ０􀆰 ７２∗∗

个基因表达下调。 相比对照组小鼠，酒精饲料组

小鼠肝中 Ｍｍｐ１２、Ｇｓｔｍ３、Ｃｙｐ２ａ２２ 等基因的表达

显著上调，而 Ｓｅｒｐｉｎａ１ｅ、Ａｃｍｓｄ、Ｍｕｐ３ 等基因的表

达则显著下调（图 ５）。

表 ４　 肝细胞气球样变分级

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｒａｄｉｎｇ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｂａｌｌｏｏｎｉｎｇ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

气球样变分级
Ｂａｌｌｏｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｃｈａｎｇｅ ｇｒａｄｉｎｇ

Ｒｉｄｉｔ 分析
Ｒｉｄｉｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

０ 级
Ｇ０

１ 级
Ｇ１

２ 级
Ｇ２

Ｒ 值
Ｒ ｖａｌｕｅ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ８ ０ ０ ０􀆰 ２２

酒精饲料组
Ａｌｃｏｈｏｌ⁃ｆｅｄ ｇｒｏｕｐ ０ ２ ８ ０􀆰 ７２∗∗

２􀆰 ６　 两组小鼠肝组织差异表达基因的 ＰＰＩ 分析

通过 Ｓｔｒｉｎｇ 数据库构建 ＰＰＩ 图，组成互作网

络的基因主要与 ＣＤ４４、ＣＹＰ２Ｅ１、ＳＹＫ、ＰＩＫ３ＣＤ、
ＣＤ４、ＣＤＫ１、ＣＸＣＬ１０、ＲＡＣ２、ＣＣＮＡ２、ＩＣＡＭ１ 等蛋

白相关（图 ６）。

９０２
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注：Ａ：小鼠肝组织 ＩＬ⁃６ 蛋白水平；Ｂ：小鼠肝组织 ＴＮＦ⁃α 蛋白水平；Ｃ：小鼠肝组织 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白水平；Ｄ：小鼠肝组织 ＩＬ⁃６
ｍＲＮＡ 水平；Ｅ：小鼠肝组织 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 水平；Ｆ：小鼠肝组织 ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ 水平。

图 ３　 两组小鼠组织 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 和 ＴＧＦ⁃β１ 水平

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＩＬ⁃６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｂ． ＴＮＦ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃ． ＴＧＦ⁃β１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｍｏｕｓｅ
ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｄ． ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｅ． ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｆ． ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ
ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ７　 两组小鼠肝组织差异表达基因的 ＧＯ 分析

两组小鼠肝组织差异表达基因涉及 ３８７０ 个

生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、５７８ 个细胞组

分 （ ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ ） 和 １１０３ 个 分 子 功 能

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）。 ＢＰ 包括炎症反应、脂
质代谢过程、中性粒细胞趋化性、ＩＬ⁃６ 产生的正向

调节、超氧阴离子生成的正向调控、类固醇代谢

过程、ＩＬ⁃１β 生成的正向调节；ＣＣ 包括 ＮＡＤＰＨ 氧

化酶复合物、过氧化物酶体、肥大细胞颗粒等组

分；ＭＦ 包括氧化还原酶活性、花生四烯酸环氧化

酶活性、细胞因子受体活性、趋化因子活性、转氨

酶活性、ＣＸＣＲ 趋化因子受体结合、谷胱甘肽转移

酶活性等功能（图 ７）。
２􀆰 ８　 两组小鼠差异表达基因的 ＫＥＧＧ 分析

ＫＥＧＧ 分析显示，与对照组小鼠比较，酒精液

体饲料喂养组小鼠的差异表达基因共有 ６６ 条信

号通路被激活。 与酒精性肝损伤紧密相关的前

２０ 条通路包括：细胞色素 Ｐ４５０ 对外源性物质的

代谢、细胞因子与细胞因子受体的相互作用、趋
化因子信号通路、类固醇激素生物合成、谷胱甘

肽代谢、视黄醇代谢、药物代谢⁃细胞色素 Ｐ４５０、
胆汁分泌、戊糖和葡萄糖醛酸的相互转化、半乳

糖代谢、花生四烯酸代谢、ＮＦ⁃κＢ 信号通路、氨基

酸糖和核苷酸糖代谢、细胞周期、果糖和甘露糖

代谢、蛋白质的消化和吸收、ｐ５３ 信号通路、ＰＰＡＲ
信号通路、ＮＯＤ 样受体信号通路、炎症介质对

ＴＲＰ 通道的调控等通路（图 ８）。
２􀆰 ９　 两组小鼠肝组织差异表达基因的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
验证

采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 对两组小鼠肝差异基因进行

０１２
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注：Ａ：肝组织 ＨＥ 染色；Ｂ：肝组织油红 Ｏ 染色；Ｃ：肝组织 Ｆ４ ／ ８０ 免疫组化；Ｄ：肝组织油红半定量脂滴的相对面积；Ｅ：肝组织

Ｆ４ ／ ８０ 阳性相对面积。

图 ４　 两组小鼠肝组织 ＨＥ、油红 Ｏ 及 Ｆ４ ／ ８０ 免疫组化染色

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｂ． Ｏｉｌ Ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃ． Ｆ４ ／ ８０ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ．
Ｄ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｒｅａ ｏｆ ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｅｍｉ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｅ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｒｅａ ｏｆ Ｆ４ ／ ８０ ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＨＥ， Ｏｉｌ Ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｆ４ ／ ８０ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｗｏ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐｓ

注：Ａ：酒精饲料组和对照组肝组织差异基因热图；Ｂ：酒精饲料组和对照组肝组织差异基因火山图；红色：上调基因；蓝色：下调基因；
灰色：无显著差异基因。

图 ５　 肝组织的差异表达基因

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ａｌｃｏｈｏｌ⁃ｆｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ａｌｃｏｈｏｌ⁃ｆｅｄ ｇｒｏｕｐ
ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｒｅｄ． Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｂｌｕｅ． Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｇｒｅｙ． Ｎｏｎ⁃ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ

１１２



中国实验动物学报 ２０２５ 年 ２ 月第 ３３ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． ２

注：Ａ：蛋白与蛋白相互作用图；Ｂ：基因调控基因数图。

图 ６　 肝组织差异基因的 ＰＰＩ 网络图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ． Ｂ． Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｅａｃｈ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ

图 ７　 差异表达基因 ＧＯ 富集分析

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

２１２
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图 ８　 差异表达基因的 ＫＥＧＧ 分析

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｂｕｂｂｌｅ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

了验证，结果提示：表达上调最显著的 １０ 个基因

包括： Ｍｍｐ１２、 Ｇｓｔｍ３、 Ｃｙｐ２ａ２２、 Ｌｃｎ２、 Ｐｌｉｎ４、
Ｃｙｐ２ａ４、Ａｃｏｔ２、Ｔｕｂｂ２ａ、Ｍｇｓｔ３、Ｃｃｌ６；表达下调最显

著的 １０ 个基因分别是 Ｓｅｒｐｉｎａ１ｅ、Ａｃｍｓｄ、Ｍｕｐ３、
Ｃｙｐ７ａ１、Ｃｅｓ３ｂ、Ｓｅｒｐｉｎａ３ｋ、Ｃ８ｂ、Ｍｕｐ８、Ｍｕｐ２、Ｃ８ａ。
经验证以上基因的 ｍＲＮＡ 表达变化均与转录组

测序结果一致（图 ９）。

３　 讨论

目前常用酒精性肝损伤模型有酒精灌胃、单
瓶强制饮酒和双瓶自由选择等。 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

有酒精偏嗜性，是首选的酒精性肝损伤模型小

鼠［１３］；本研究选择 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，以酒精液体饲

料自由采食，模型小鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ、ＴＧ、ＭＤＡ 及

炎症相关细胞因子均显著升高，ＧＳＨ、ＳＯＤ 均显著

下降，病理上表现为大泡性脂肪变性、微泡性脂

肪变性、气球样变性和中性粒细胞的浸润，其生

化、病理等符合酒精性肝损伤特点［５］。
两组差异基因中，酒精饲料组显著上调的基

因可分为 ３ 类：炎症、脂质代谢和抗氧化相关基

因。 炎症相关基因如 Ｌｃｎ２ 与酒精性肝炎严重程

度相关［１４］， Ｃ⁃Ｃ 基序趋化因子配体 （ Ｃ⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ
ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ，ＣＣＬ）６ 虽未直接与酒精性肝损

伤关联，但与趋化因子 ＣＣＬ２ 和 ＣＣＬ５ 相似［１５］，可

能在酒精性肝损伤中发挥作用。 上调的脂质代

谢基因 Ｐｌｉｎ４ 与脂质积累相关，Ｐｌｉｎ２ 在酒精性脂

肪肝中过度表达［１６］，Ｐｌｉｎ４ 可能也有类似作用。
抗氧化相关基因（如 Ｇｓｔｍ３、Ｍｇｓｔ３）与谷胱甘肽代

谢通路相关，Ｃｙｐ２ａ２２、Ｃｙｐ２ａ４ 同属于细胞色素

Ｐ４５０ 家族， 可能参与酒精代谢， 生成活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），加剧氧化应激、脂
质过氧化及肝细胞凋亡等反应［１７］。 相关通路在

ＫＥＧＧ 分析中显示富集。
下调的基因与解毒、细胞保护和修复能力相

关。 下调的解毒相关基因（如 Ｍｕｐ２、Ｍｕｐ３、Ｍｕｐ８）
与药物代谢⁃细胞色素 Ｐ４５０ 通路的减少相一致，
表明肝对外源性物质的代谢能力下降，可能导致

毒素 积 累。 对 于 细 胞 保 护 相 关 基 因 （ 如

Ｓｅｒｐｉｎａ１ｅ、Ｓｅｒｐｉｎａ３ｋ）与细胞周期、蛋白质消化和

吸收通路的减少相关，这可能影响了肝细胞的再

生和修复能力。
综上，本研究发现的显著变化的差异基因以

及 ＧＯ、ＫＥＧＧ 的通路，主要体现在细胞色素 Ｐ４５０
对外源性物质的代谢、趋化因子信号通路、细胞

因子与细胞因子受体的相互作用、ＧＳＨ 代谢、视
黄醇代谢、ＮＦ⁃κＢ 信号通路等通路。 上述发现对

于酒精性肝损伤的潜在治疗靶点研究具有一定

的借鉴意义。
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注：Ａ：上调最显著的 １０ 个基因；Ｂ：下调最显著的 １０ 个基因。

图 ９　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析两组小鼠肝组织差异表达基因

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ １０ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｇｅｎｅｓ． Ｂ． Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ １０ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｇｅｎｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
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本研究存在一定局限性：（１）主要在基因水

平上探讨了酒精性肝损伤的分子机制，可能无法

全面揭示酒精性肝损伤的复杂过程；（２）本研究

未对差异基因进行功能验证，后续研究可通过基

因敲除或过表达等方法进一步验证这些基因在

酒精性肝损伤中的作用，以期为酒精性肝损伤靶

向治疗提供理论依据。
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（ＫＹＣＸ２４＿２２３０）。
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Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２３７４５３９）， Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｇｒａｄｕａｔｅ Ｓｔｕｄｅｎｔ Ｐｒａｃｔｉｃｅ ａｎｄ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｒｏｇｒａｍ （ＫＹＣＸ２４＿２２３０）．
［作者简介］牛晓涛，女，在读硕士研究生，研究方向：中医内科学（肿瘤临床）。 Ｅｍａｉｌ：４７３５２１６４９＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］舒鹏，女，博士，主任医师，博士生导师，研究方向：中西医结合肿瘤临床。 Ｅｍａｉｌ：ｓｈｕｐｅｎｇｓｐ＠ ｎｊｕｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ

２，４⁃二硝基氯苯诱导 ＢＡＬＢ ／ ｃ 荷瘤小鼠特应性
皮炎模型的建立

牛晓涛１，２ ，左佳倩１，２ ，黄玉洁１，２ ，任雯沁１，２ ，束昕妍１，２ ，舒鹏１，２∗

（１． 南京中医药大学附属医院，南京　 ２１００２９；２． 南京中医药大学，南京　 ２１００２９）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究使用 ２，４⁃二硝基氯苯（２，４⁃ｄｉｎｉｔｒｏｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｅｎｅ，ＤＮＣＢ）诱导 ＢＡＬＢ ／ ｃ 荷瘤小鼠建

立特应性皮炎（ａｔｏｐｉｃ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ， ＡＤ）模型，模拟临床恶性肿瘤患者皮肤炎症并发症的情况。 方法　 将 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠分为不同组别：空白对照组（ＮＣ ｇｒｏｕｐ），模型组（ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ），特应性皮炎组（ＡＤ ｇｒｏｕｐ），地塞米松组

（ＤＥＸ ｇｒｏｕｐ）。 将模型组和地塞米松组的小鼠进行 Ｓ⁃１８０ 肿瘤细胞腋下接种后，利用 ＤＮＣＢ 刺激模型组、特应

性皮炎组、地塞米松组小鼠的背部皮肤和耳部，建立荷瘤小鼠特应性皮炎动物模型。 观察和记录小鼠体质量

的变化，在末次给药后评估小鼠背部皮肤状况，取脾计算脾系数，测定小鼠耳片质量差以计算耳廓肿胀度和肿

胀抑制率，并对背部皮肤组织进行组织病理学检测，使用 ＥＬＩＳＡ 法检测血清中 ＩｇＥ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃４ 及 ＩＬ⁃１７ 水平。
结果　 与空白对照组相比，模型组、特应性皮炎组、地塞米松组小鼠的皮肤出现了红斑、丘疹、鳞屑和苔藓样改

变，同时伴有体质量下降，脾系数和耳廓肿胀度明显增加。 病理结果表明，皮肤结构不完整，皮肤厚度显著增

加，有大量炎性细胞浸润，肥大细胞数量增加。 血清中 ＩｇＥ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１７ 水平均有所上升。 与模型组

相比，地塞米松组在各项检测指标上均有改善。 结论　 ＤＮＣＢ 激发可成功建立荷瘤小鼠特应性皮炎动物模

型，该模型具有药物可控性，这为进行恶性肿瘤与皮肤炎症的相关科学研究提供了有益的科研工具。
【关键词】 　 动物模型；特应性皮炎；恶性肿瘤；ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ａｔｏｐｉｃ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ； ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｔｕｍｏｒ； ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 特应性皮炎（ａｔｏｐｉｃ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ，ＡＤ）是常见的

皮肤病，其临床表现主要是反复发作的湿疹样皮

损、瘙痒、皮肤干燥、糠状脱屑等［１］。 ＡＤ 的发病

涉及以下 ３ 种机制：免疫失衡、皮肤屏障功能障碍

以及皮肤微生物失衡之间的相互作用［２－３］。 目

前，临床上轻中度 ＡＤ 常采用局部糖皮质激素和

局部钙调神经磷酸酶抑制剂等药物治疗，而重度

ＡＤ 可考虑使用系统性免疫抑制剂、生物制剂以

及光疗进行治疗［４－５］。
ＡＤ 与恶性肿瘤关系密切，其具体机制尚不

明确。 学术界常认为 ＡＤ 患者皮肤的免疫失衡可

能改变机体与肿瘤的免疫应答［６］。 ＡＤ 与非黑色

素瘤皮肤癌之间存在显著相关性，ＡＤ 患者患基

底细胞癌的风险明显增加［７］。 内脏肿瘤与 ＡＤ 也

有相关性，如胰腺癌、脑瘤、子宫颈癌、肾癌等［８］。
这些研究结果为进一步探讨 ＡＤ 与恶性肿瘤之间

的关联提供了重要线索。
近年来，临床实践观察到恶性肿瘤患者出现

皮肤并发症的案例在逐渐增多，这对患者的生存

质量产生了明显的负面影响。 因此，从现代生物

学的视角深入研究恶性肿瘤与皮肤炎症的发生、
发展以及复发过程中的相互关系和科学机制显

得尤为紧迫。 目前研究主要集中在恶性肿瘤放

化疗后出现皮肤炎症的动物模型，尚未建立恶性

肿瘤合并皮肤炎症的动物模型。

本研究旨在建立一种模拟恶性肿瘤患者合

并皮肤炎症的动物模型，在借鉴现有的 ＡＤ 模型

后［９－１５］，通过使用 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠来模拟肿瘤并发

皮肤病变的临床现象，同时还设置给药组，以评

估该模型是否具有药物可控性，为后续恶性肿瘤

患者合并皮肤炎症的治疗策略研究提供初步实

验数据和理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠（６ ～ ８ 周龄），１８ ～ ２２ ｇ，
雄性 １６ 只，由斯贝福（北京）生物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京） －２０１９－００１０】提供，饲养于江苏省中

医院（江苏省中医临床研究院） 动物实验中心

【ＳＹＸＫ（苏） ２０２２ － ００７０】。 饲养温度为 （ ２３ ±
２）℃、相对湿度为（５５ ± ５）％、光照环境为 １２ ｈ
昼夜循环，分笼饲养，给予自由饮食和饮水。 造

模及给药期间所有小鼠均饮用纯净水和普通小

鼠维持饲料，本实验所有涉及研究动物操作均获

得南京中医药大学实验动物伦理委员会批准

（２０２４ＤＷ⁃０３４⁃０１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞株

Ｓ⁃１８０ 细胞（武汉尚恩生物技术有限公司，
ＳＮＬ⁃４３３）。
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１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＤＭＥＭ 培养基（江苏凯基生物技术股份有限

公司， ＫＧＬ１２０１⁃５００ ）， ２， ４⁃二 硝 基 氯 苯 （ ２， ４⁃
ｄｉｎｉｔｒｏｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｅｎｅ，ＤＮＣＢ）（西格玛⁃奥德里奇公

司，美国，２３７３２９⁃１０Ｇ），苏木素⁃伊红（ＨＥ）染液试

剂盒（珠海贝索生物科技有限公司，ＢＡ４０９９），甲
苯胺蓝染液 （武汉塞维尔生物科技有限公司，
Ｇ１０３２⁃１００ＭＬ），小鼠 ＩｇＥ ＥＬＩＳＡ 试剂盒（上海江

莱生物科技有限公司， ＪＬ１２８８５），小鼠 ＴＮＦ⁃α
ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （上海江莱生物科技有限公司，
ＪＬ１０４８４），小鼠 ＩＬ⁃４ ＥＬＩＳＡ 试剂盒（上海江莱生

物科技有限公司，ＪＬ２０２６６），小鼠 ＩＬ⁃１７ ＥＬＩＳＡ 试

剂盒（上海江莱生物科技有限公司，ＪＬ２０２５０）。
酶标仪（Ｂｉｏ Ｔｅｋ，美国），ＹＤ⁃１２Ｐ２ 脱水机（金

华市益迪医疗设备有限公司，中国），ＹＤ⁃６Ｌ 包埋

机（金华市益迪医疗设备有限公司， 中国），
ＲＭ１２５ ＲＴＳ 病理切片机（徕卡，德国），ＰＨ６０ 病理

组织漂烘仪（常州派斯杰医疗设备有限公司，中
国），１０１２７１０５ｐ⁃Ｇ ／ １８８１０５ 病理级显微镜载玻片

（江苏示泰实验器材有限公司，中国），１０２１２４５０Ｃ
标准级显微镜盖玻片（江苏示泰实验器材有限公

司，中国），ＢＸ５１ 正置显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ，日本），
ＶＳ２００ 扫描仪（ＯＬＹＭＰＵＳ，日本）。

图 １　 实验中使用的种瘤、ＤＮＣＢ 处理和地塞米松给药时间

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｅｅｄｅｄ ｔｕｍｏｒｓ， ＤＮＣＢ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ＤＥＸ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及模型建立

将 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄性小鼠随机分为空白对照组

（ＮＣ ｇｒｏｕｐ，ｎ ＝ ４），模型组（ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ，ｎ ＝
４），特应性皮炎组（ＡＤ ｇｒｏｕｐ，ｎ ＝ ４），地塞米松

组（ＤＥＸ ｇｒｏｕｐ，ｎ ＝ ４）。 实验开始前 １ ｄ，将各组

小鼠使用异氟烷（４％，３００ ～ ５００ ｍＬ ／ ｍｉｎ）吸入麻

醉后，均用实验专用剃毛仪初步剔短背部较长毛

发，再用薇婷温和脱毛膏脱除绒毛，面积为 ２ ｃｍ ×

３ ｃｍ；模型建立的过程如图 １ 所示，实验第 １ 天，
取模型组、地塞米松组 ８ 只小鼠进行 Ｓ⁃１８０ 实体

瘤造模。 使用磷酸缓冲盐溶液将 Ｓ⁃１８０ 肉瘤细胞

悬液浓度调节至每毫升 １ × １０６ 个，每只小鼠左前

肢腋窝下接种 ０􀆰 ２ ｍＬ。 实验开始后的前 ３ ｄ，将
实验组小鼠背部皮肤和右耳每天分别用 １００ μＬ
的 ２􀆰 ０％ ＤＮＣＢ（基质液丙酮 ∶ 橄榄油 ＝ ３ ∶ １）溶
液和 １０ μＬ 的 １􀆰 ０％ ＤＮＣＢ 溶液致敏，空白对照组

小鼠涂抹相同剂量的基质溶液；４ ｄ 后，除空白对

照组外，其余各组小鼠背部皮肤和右耳每 ２ ｄ 用

１００ μＬ 的 １􀆰 ０％ ＤＮＣＢ 溶液和 １０ μＬ 的 ０􀆰 ５％
ＤＮＣＢ 溶液致敏，共 ２１ ｄ，至小鼠皮肤出现出血、
红斑、水肿、丘疹、表皮剥脱、鳞屑，耳朵出现肿胀

时，即造模成功［１６］。 于第 ２２ 天开始至第 ３５ 天，
地塞米松组治疗时给予复方醋酸地塞米松乳膏

２００ ｍｇ ／ ｄ 于背部脱毛区均匀涂抹，每天 １ 次，空
白对照组、模型组，特应性皮炎组涂抹相同容量

的生理盐水。
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠体质量变化

于实验第 ０、７、１４、２１、２８ 和 ３５ 天分别称取各

组小鼠体质量。
１􀆰 ２􀆰 ３　 各组小鼠皮肤症状及皮损状态评分

从实验第 １ 天开始，使用手机每天拍摄记录

小鼠背部皮损的变化。 根据临床 ＥＡＳＩ 评分方

法，在实验开始后的第 １、７、１４、２１、２８ 和 ３５ 天，对
背部皮损的严重程度进行评分［１７］。 评分包括四

种症状，分别评定为 ０ 分（无）、１ 分（轻度）、２ 分

（中度）、３ 分（重度）。 具体评分标准见表 １。
１􀆰 ２􀆰 ４　 各组小鼠脾系数比较

造模后第 ３６ 天，实验结束时，将各组小鼠经

异氟烷（４％，３００ ～ ５００ ｍＬ ／ ｍｉｎ）吸入麻醉后处

死，立即摘取小鼠脾，随后称取小鼠脾质量，
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　 　 　 　 　 　 表 １　 皮损严重程度评分表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｃａｌｅ ｏｆ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ
程度
Ｄｅｇｒｅｅ

红斑（出血）
Ｅｒｙｔｈｅｍａ （ｂｌｅｅｄｉｎｇ）

水肿（丘疹）
Ｅｄｅｍａ （ｐｉｍｐｌｅｓ）

表皮剥脱（抓痕）
Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｐｅｅｌｉｎｇ （ｓｃｒａｔｃｈｅｓ）

鳞屑（干燥）
Ｓｃａｌｙ （ｄｒｙ）

无（０ 分）
Ｎｏｎｅ （０ ｐｏｉｎｔｓ）

无
Ｎｏｎｅ

无
Ｎｏｎｅ

无
Ｎｏｎｅ

无
Ｎｏｎｅ

轻度（１ 分）
Ｍｉｌｄ （１ ｐｏｉｎｔ）

微弱可见，呈浅粉色
Ｆａｉｎｔｌｙ ｖｉｓｉｂｌｅ，

ｌｉｇｈｔ ｐｉｎｋ

几乎无法观察到凸起于
皮肤表面

Ａｌｍｏｓｔ ｕｎｏｂｓｅｒｖａｂｌｅ ｂｕｍｐｓ
ｏｎ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｓｕｒｆａｃｅ

略微浅层表皮脱落
Ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｌｏｓｓ

呈糠状脱屑
Ｆｕｒｆｕｒａｃｅｏｕｓ

中度（２ 分）
Ｍｏｄｅｒａｔｅ （２ ｐｏｉｎｔｓ）

明显可见，呈深红色
Ｖｉｓｉｂｌｅ， ｄｅｅｐ ｒｅｄ

明显可见皮肤高出，
但不明显

Ｖｉｓｉｂｌｅ ｓｋｉｎ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ，
ｂｕｔ ｎｏｔ ｏｂｖｉｏｕｓ

许多轻微的表皮脱落 ／ 抓痕或少量较
之前的表皮脱落 ／ 抓痕

Ｍａｎｙ ｍｉｎｏｒ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｐｅｅｌｓ ／ ｓｃｒａｔｃｈｅｓ
ｏｒ ａ ｆｅｗ ｍｏｒｅ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ

ｐｅｅｌｓ ／ ｓｃｒａｔｃｈｅｓ

片状鳞屑覆盖较少
Ｌｅｓｓ ｆｌａｋｙ ｓｃａｌｙ

ｃｏｖｅｒａｇｅ

重度（３ 分）
Ｓｅｖｅｒｅ （３ ｐｏｉｎｔｓ）

深红或绯红色
Ｄａｒｋ ｒｅｄ ｏｒ ｓｃａｒｌｅｔ

明显凸起于皮肤表面
Ｃｌｅａｒｌｙ ｒａｉｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ

ｓｋｉｎ ｓｕｒｆａｃｅ

大范围的浅层表皮剥脱 ／ 抓痕，以及 ／
或许多较深的表皮剥脱

Ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｐｅｅｌｉｎｇ ／ ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ， ａｎｄ ／ ｏｒ ｍａｎｙ

ｄｅｅｐｅｒ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｐｅｅｌｓ

厚厚的鳞屑覆盖
Ｔｈｉｃｋ ｓｃａｌｅｓ ｃｏｖｅｒ

参考文献方法计算脏器指数［１８］。
１􀆰 ２􀆰 ５　 各组小鼠耳廓肿胀度及耳肿胀抑制率

末次给药后，使用直径为 ６ ｍｍ 的穿孔器分

别在小鼠左右耳相同区域的耳片上打孔，然后立

即在分析天平上称重［１９］。 以小鼠左右耳片的重

量差值作为耳廓肿胀程度，计算肿胀抑制率［２０］。
１􀆰 ２􀆰 ６　 各组小鼠皮肤病理学改变

将小鼠使用异氟烷（４％，３００ ～ ５００ ｍＬ ／ ｍｉｎ）
吸入麻醉处死后，收集的皮损组织位于脱毛后的

２ ｃｍ × ３ ｃｍ 皮肤区域内，放置在 ４％多聚甲醛中

固定，经过洗涤、脱水、透明处理、石蜡包埋固定，
切片，再使用 ＨＥ 和甲苯胺蓝染色后，在荧光正置

显微镜下观察背部皮肤的病理变化。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠血清的 ＩｇＥ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
４ 和 ＩＬ⁃１７ 表达水平

造模后第 ３６ 天，实验结束，将各组小鼠使用

异氟烷（４％，３００ ～ ５００ ｍＬ ／ ｍｉｎ）吸入麻醉后处死

后，小鼠眼眶取血，制备血清，液氮速冻后放置于
－８０ ℃冰箱中冻存。 按照相应试剂盒说明书操

作，检测血清中相关免疫因子 ＩｇＥ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃４ 和

ＩＬ⁃１７ 的含量。
１􀆰 ３　 统计学分析

利用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件对数据进行处

理，数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）的形式呈现。
进行多组间比较时，使用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃
ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 各组小鼠的体质量变化情况

在造模第 ０、７、１４、２１ 和 ３５ 天时，与空白对照

组比较，各组间体质量均呈下降趋势。 在 ２１、３５
天时，地塞米松组小鼠较模型组体质量升高，呈
上升趋势（图 ２）。

注：与空白对照组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）

图 ２　 各组小鼠体质量变化

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

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ２　 各组小鼠皮肤症状

在造模和给药期间的第 ７、１４、２１、２８ 和 ３５
天，对各组小鼠背部受试区的皮肤状态进行拍照

和评分。 空白对照组小鼠状态较其他组良好，皮

９１２
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肤粉嫩光滑。 与空白对照组相比，模型组和特应

性皮炎组小鼠于用药第 ７、１４、２１、２８ 和 ３５ 天背部

皮肤损伤逐渐加重，至最后取材阶段，模型组和

特应性皮炎组小鼠出现明显的皮肤红斑、水肿、
鳞屑以及糜烂和表皮脱落等炎症表现，小鼠皮损

评分显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组相比，用药后

第 ７ 天，地塞米松组上述症状均显著改善，红斑结

痂面积明显缩小，用药后第 １４ 天，地塞米松组小

鼠皮肤恢复明显，小鼠皮损评分显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 见图 ３、表 ２。

图 ３　 各组小鼠背部皮肤

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｏｒｓａｌ ｓｋｉｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ２　 各组小鼠背部皮损评分情况（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ４）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｏｒｓａｌ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ４）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

第 ０ 天
Ｄａｙ ０

第 ７ 天
Ｄａｙ ７

第 １４ 天
Ｄａｙ １４

第 ２１ 天
Ｄａｙ ２１

第 ２８ 天
Ｄａｙ ２８

第 ３５ 天
Ｄａｙ ３５

空白对照组
ＮＣ ｇｒｏｕｐ ０ ０ ０ ０ ０ ０

模型组
ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ ０ ３􀆰 ２５ ± ０􀆰 ５０＃＃ ６􀆰 ５０ ± １􀆰 ２９＃＃ １０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ５０＃＃ １０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ９６＃＃ １０􀆰 ５０ ± ０􀆰 ５８＃＃

特应性皮炎组
ＡＤ ｇｒｏｕｐ ０ ２􀆰 ７５ ± ０􀆰 ５０＃＃ ６􀆰 ５０ ± １􀆰 ２９＃＃ １０􀆰 ７５ ± ０􀆰 ９６＃＃ １０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ９６＃＃ １０􀆰 ７５ ± ０􀆰 ９６＃＃

地塞米松组
ＤＥＸ ｇｒｏｕｐ ０ ３􀆰 ５０ ± ０􀆰 ５８∗∗ ６􀆰 ００ ± ０􀆰 ８２∗∗ １０􀆰 ００ ± ０􀆰 ８２∗∗ ８􀆰 ００ ± ０􀆰 ８２∗∗ ３􀆰 ００ ± ０􀆰 ８２∗∗

　 　 注：与模型组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）
　 　 Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ３　 各组小鼠脾指数比较

与空白对照组相比，模型组和特应性皮炎组

小鼠的脾质量增大，脾指数显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
与模型组相比，地塞米松组小鼠的脾质量减小，

脾指数显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见图 ４。
２􀆰 ４　 各组小鼠耳廓肿胀度及耳肿胀抑制率比较

经 ＤＮＣＢ 持续刺激后，模型组和特应性皮炎

组小鼠耳肿胀度与右耳耳片质量明显增加，和空

０２２
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图 ４　 各组小鼠脾指数

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｐｌｅｎｉｃ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

白组相比具有显著差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组相

比，地塞米松组小鼠的耳肿胀度右耳耳片质量明

显降低，耳肿胀抑制率较高，具有统计学意义（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。 见图 ５、表 ３。

注：Ａ：各组小鼠皮损组织病理学改变；Ｂ：各组小鼠肥大细胞浸润情况。

图 ６　 各组小鼠皮损组织病理切片染色

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｍａｓｔ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ５　 各组小鼠皮肤病理学改变

镜下可见，空白对照组小鼠皮肤组织表皮和

真皮层皮肤厚度薄，毛囊、皮脂腺等外观正常，无
炎症浸润。 与空白组相比，模型组和特应性皮炎

组小鼠可见表皮、真皮层厚度明显增加，皮肤角

化异常，显著的炎性细胞浸润。 与模型组相比，
地塞米松组小鼠表皮、真皮厚度明显减少，炎性

细胞浸润减轻。 采用甲苯胺蓝染色计数真皮层

肥大细胞浸润。 空白对照组小鼠仅见少量的肥

大细胞浸润，与空白对照组比较，模型组和特应

性皮炎组小鼠的皮肤可见明显的肥大细胞数量

增多，与模型组比较，地塞米松组小鼠肥大细胞

数量减少明显。 见图 ６。

图 ５　 各组小鼠耳廓肿胀度和右耳质量

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ａｕｒｉｃｕｌａｒ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ ｒｉｇｈｔ ｅａｒ ｍａｓｓ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

１２２
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２􀆰 ６　 各组小鼠血清 ＩｇＥ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１７
含量的变化

与空白对照组相比，模型组和特应性皮炎组

的血清中 ＩｇＥ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１７ 的含量均呈显

著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；而地塞米松组的血清中 ＩｇＥ、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１７ 的含量则显示出不同程度的

下降，与模型组相比，具有明显差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
见图 ７。

表 ３　 各组小鼠耳廓肿胀度及肿胀抑制率

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｕｒｉｃｕｌａｒ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

左耳质量 ／ ｍｇ
Ｌｅｆｔ ｅａｒ ｍａｓｓ ／ ｍｇ

右耳质量 ／ ｍｇ
Ｒｉｇｈｔ ｅａｒ ｍａｓｓ ／ ｍｇ

耳肿胀度 ／ ｍｇ
Ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅ ／ ｍｇ

肿胀抑制率 ／ ％
Ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ／ ％

空白对照组
ＮＣ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ２５ ± ０􀆰 ５０ ４􀆰 ８５ ± ０􀆰 ６０ ０􀆰 ６０ ± ０􀆰 ７１ ⁃

模型组
ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ７５ ± ０􀆰 ９６ ３１􀆰 ００ ± ２􀆰 １６＃＃ ２５􀆰 ２５ ± ２􀆰 ８７＃＃ ⁃

特应性皮炎组
ＡＤ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ０５ ± ０􀆰 ８２ ２０􀆰 ５７ ± １􀆰 ８５＃＃ １４􀆰 ５２ ± １􀆰 ２６＃＃ ⁃

地塞米松组
ＤＥＸ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ２５ ± ０􀆰 ５０ ６􀆰 ７５ ± ０􀆰 ９６∗∗ １􀆰 ５０ ± １􀆰 ００∗∗ ９４􀆰 ０６％

图 ７　 各组小鼠血清 ＩｇＥ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１７ 细胞因子的表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＩｇＥ， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃４ ａｎｄ ＩＬ⁃１７ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

ＡＤ 常与遗传和过敏相关，主要表现为反复

发作的皮肤干燥、剧烈瘙痒、糠筛状脱屑等。 尽

管 ＡＤ 的发病机制尚未完全阐明，但 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 细

胞失衡被学界普遍认为是 ＡＤ 形成的重要原因之

一［２１］。 在 ＡＤ 发病过程中，外在因素或内在改变

导致炎症细胞数量明显增加，致使 Ｔｈ２ 相关细胞

因子促使 Ｂ 细胞激活，从而导致 ＩｇＥ 和 ＩＬ⁃４ 水平

显著上升，Ｔｈ２ 相关细胞因子还可刺激 Ｔｈ２ 细胞

活化，抑制 Ｔｈ１ 细胞功能［２２］。 公认的细胞促炎症

因子之一是 Ｔｈ１ 分泌的 ＴＮＦ⁃α，被认为是 ＡＤ 的

诱因之一［２３］。 ＩＬ⁃１７ 是一种重要的促炎细胞因

子，主要由 ＣＤ４＋ Ｔｈ１７ 细胞和先天性淋巴样细胞

亚群分泌，可促进炎症反应的发生，在自身免疫

性疾病、炎症、肿瘤以及移植排斥反应中起关键

作用［２４］。 在恶性肿瘤的发生和发展中，肿瘤免疫

微环境（ ｔｕｍｏｒ ｍｉｒｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）扮演着关

键角色。 肿瘤中的 Ｔｈ 细胞受到抗原递呈细胞

（ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌ，ＡＰＣ）的激活后，具备增殖

分化的能力，会形成 Ｔｈ１、Ｔｈ１７、Ｔｈ２２ 以及 Ｔｆｈ 等

亚群，进而促进肿瘤的发展［２５－２７］。 本研究中模型

组相较于特应性皮炎组显示出较高的趋势，验证

了肿瘤与皮肤炎症之间可能存在的密切关联。
为了深入研究 ＡＤ 的发病机制，国内外学者

常常使用卵清蛋白［２８］、ＤＮＣＢ［２９］、尘螨［３０］ 等物质

进行诱导。 在本次实验中使用的 ＤＮＣＢ 是一种半

抗原的化学物质，具有与上皮蛋白的可溶部分结

合形成全抗原的特性，因此会引发过敏反应［３１］。
因此本实验中使用 ＤＮＣＢ 激发小鼠背部和耳部，

２２２
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通过不同的给药天数观察小鼠背部受试区皮肤

状态并进行皮损评分，以确定最佳的方法来诱导

荷瘤小鼠特应性皮炎。
在末次激发给药后，小鼠的背部受试区可能

出现不同程度的皮疹、红斑、溃烂、糠状脱屑、结
痂的表现。 与空白对照组相比，模型组和特应性

皮炎组均有明显的造模效果。 病理学检测结果

显示两者的特应性皮炎结果接近。 在 ＡＤ 的发病

过程中，Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 失衡，Ｔｈ２ 型细胞能够产生大量

ＩｇＥ 的炎症细胞因子。 因此，血清的 ＩｇＥ 浓度通常

是 ＡＤ 模型的重要指标之一。 本研究采用 ＥＬＩＳＡ
法测定血清样本，结果显示模型组和特应性皮炎

组的 ＩｇＥ 水平较空白对照组显著升高，而特应性

皮炎组略低于模型组。 此外，细胞因子 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１７ 和 ＩＬ⁃４ 也被认为能够反映 ＡＤ 模型的疾病

严重程度。 本研究的测定结果显示，模型组和特

应性皮炎组的这些细胞因子水平均显著高于空

白对照组，而特应性皮炎组的水平则低于模型

组。 此外，与模型组相比，地塞米松组显示出明

显的改善趋势，说明本研究建立的动物模型具有

对药物治疗的可控性。
综上，本研究旨在探索小鼠作为对肿瘤本身

引起皮炎并发症的动物模型。 然而，在皮炎诱导

方式、小鼠品种、肿瘤类型等方面仍存在一些局

限性，需要在未来展开进一步探讨。 通过使用

ＤＮＣＢ 诱导，本研究成功建立了 ＢＡＬＢ ／ ｃ 荷瘤小

鼠 ＡＤ 模型，这种方法具有操作简便、成本低廉的

优势，可作为一种具有推广应用前景的肿瘤合并

皮肤炎症动物模型。 这为深入研究其发病机制

和药物开发提供了有益的研究工具。
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ａ ｎａｔｉｏｎｗｉｄｅ ｃｏｈｏｒｔ ｓｔｕｄｙ ｉｎ Ｔａｉｗａｎ ［ Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ，
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ｔｒｉａｚｉｎｅ ｐｏｌｙｍｅｒ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ａｓ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ａｔｏｐｉｃ
ａｇｅｎｔｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１９， ９（１）： １５１６１．
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骨缺损范围可控颌骨放射性骨坏死动物模型的建立
田佳灵，赵弼洲∗

（甘肃省中医院口腔颌面外科，兰州　 ７３００５０）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种可控骨缺损范围的，具有早期、轻型颌骨放射性骨坏死（ ｏｓｔｅｏｒａｄｉｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ
ｊａｗｓ，ＯＲＮＪ）特征的动物模型。 方法　 应用电子直线加速器单次高剂量照射的方法，据照射剂量不同，分为

ａ 组（对照组）、ｂ 组（１２ Ｇｙ 组）、ｃ 组（１４ Ｇｙ 组），每组随机分配 ６ 只兔。 ｂ 组、ｃ 组两组右侧下颌骨部位进行放

疗照射。 １ 周后所有动物于右侧下颌角处制备标准一致的骨缺损。 ４ 周后处死，进行大体观察；下颌骨标本锥

形束 ＣＴ（ｃｏｎｅ⁃ｂｅａｍ ＣＴ，ＣＢＣＴ）扫描及 ＨＵ 值对比；苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色组织学观察；抗酒石酸酸性磷酸酶

（ｔａｒｔｒａｔｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，Ｔｒａｐ）染色组织学观察及破骨细胞计数对比，进行统计学分析。 结果　 ４ 周

后 ｂ 组、ｃ 组术区软组织轻度肿胀，皮肤发紫，口腔粘膜可观察到糜烂破溃，ｃ 组更为显著；ＣＢＣＴ 检查提示

ｂ 组、ｃ 组两组照射部位骨皮质毛糙，ｃ 组骨皮质连续性欠佳，骨缺损范围各组均未观察到明显变化。 ＨＵ 值对

比提示 ｂ 组、ｃ 组两组较 ａ 组显著减小；ＨＥ 染色组织学观察提示 ｂ 组、ｃ 组两组骨连续性变差，可见大量纤维

组织增生，无细胞空白骨陷窝增多，并能观察到炎细胞浸润；Ｔｒａｐ 染色破骨细胞计数提示 ｃ 组破骨细胞较 ａ 组

显著增多。 结论　 应用电子直线加速器，对兔下颌角部位进行 １４ Ｇｙ 单次照射，并制造骨缺损创伤，４ 周后可

以建立符合 ＯＲＮＪ 早期诊断标准，并且骨缺损范围可控的动物模型。
【关键词】 　 颌骨放射性骨坏死；骨缺损；可控；动物模型
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ｗａｓ ｃｒｅａｔｅｄ， ｔｈｅ ｓｏｆｔ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｒｇｉｃａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｂ ａｎｄ ｃ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｍｉｌｄ ｓｗｅｌｌｉｎｇ， ｐｕｒｐｌｅ ｓｋｉｎ， ａｎｄ ｅｒｏｓｉｏｎ ａｎｄ
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ｕｌｃｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ， ｗｉｔｈ ｃ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ． ＣＢＣＴ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｃｏｒｔｉｃａｌ ｂｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ａｒｅａｓ ｉｎ ｂ ａｎｄ ｃ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｒｏｕｇｈ， ｗｈｉｌｅ ｔｈａｔ ｏｆ ｃ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｐｏｏｒ ｃｏｎｔｉｎｕｉｔｙ． Ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｉｎ ａｎｙ ｇｒｏｕｐ，ｂ ａｎｄ ｃ ｇｒｏｕｐｓ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＨＵ ｖａｌｕｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｇｒｏｕｐ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｏｎｅ
ｃｏｎｔｉｎｕｉｔｙ ｏｆ ｂ ａｎｄ ｃ ｇｒｏｕｐｓ ｈａｄ ｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｅｄ； ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｌａｒｇｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ
ｂｌａｎｋ ｂｏｎｅ ｐｉｔｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ａｎ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ． Ｔｒａｐ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ
ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ｉｎ ｃ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｂｙ ｕｓｉｎｇ ａｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｌｉｎｅａｒ ａｃｃｅｌｅｒａｔｏｒ， ａ ｓｉｎｇｌｅ ｄｏｓｅ ｏｆ
１４ Ｇｙ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ａｎｇｌｅ ａｒｅａ ｔｏ ｃｒｅａｔｅ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ
ｒａｂｂｉｔｓ． Ａｆｔｅｒ ４ ｗｅｅｋｓ， ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｔｈａｔ ｍｅｔ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｏｆ ＯＲＮＪ ａｎｄ ｈａｄ ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｌｅ
ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ａｎｄ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔｓ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｏｓｔｅｏｒａｄｉｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｊａｗｓ （ＯＲＮＪ）； ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ； ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｌｅ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 放疗是头颈颌面部肿瘤的重要综合治疗手

段之一，但在临床中发现有可能因放疗发生严重

并发症———颌骨放射性骨坏死（ｏｓｔｅｏｒａｄｉｏｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｏｆ ｊａｗｓ，ＯＲＮＪ），另外放疗常常在手术切除肿瘤

前、后进行，手术又是发生 ＯＲＮＪ 的重要危险因

素［１］。 一旦发生 ＯＲＮＪ，进一步发展为骨缺损，或
者因发生 ＯＲＮＪ，使手术造成的颌骨骨缺损范围

扩大，可能导致功能缺失，容貌改变等问题。 因

此 ＯＲＮＪ 伴发颌骨缺损治疗修复时机的选择、修
复方案的制订、修复效果的评估，需要一个相对

标准化的、骨缺损情况一定范围内相似的动物模

型来进行大量相关研究。 目前已有众多学者成

功建立大鼠［２］、 兔［３］、 山羊［４］、 小型猪［５］ 等的

ＯＲＮＪ 模型，但这些模型表现出的骨缺损位置、范
围、严重程度等缺乏一致性，进行相关研究时，基
线水平难以控制。 本研究拟通过选择新西兰大

白兔，以 ＯＲＮＪ 新的诊断标准为依据，建立一种可

控骨缺损范围的，具有早期、轻型 ＯＲＮＪ 特征的动

物模型，为相关 ＯＲＮＪ 骨缺损治疗、修复及病因病

理研究提供基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选择健康雄性普通级新西兰大白兔 ２４ 只，购
自湖南太平洋生物科技有限公司 【 ＳＣＸＫ（湘）
２０２３－００１１】，６ 月龄，体质量（３􀆰 ２ ± ０􀆰 ２） ｋｇ。 饲

养及实验地点为江西中洪博元生物技术实验室

【ＳＹＸＫ（赣）２０２０－０００１】。 饲养环境：昼夜各半循

环照明，湿度 ５０％，温度控制在 ２３ ～ ２５ ℃。 本研

究经甘肃省中医院伦理委员会审查批准，符合实

验动物伦理学要求（２０２４⁃０８７⁃０１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

二甲苯（３３５３５，西陇科学股份有限公司）、无
水乙醇（３２０６１，西陇科学股份有限公司）、９５％乙

醇（３２０６１，西陇科学股份有限公司）、苏木素染液

（ＺＬＩ⁃９６１０，中杉金桥）、苏木素返蓝液 （ Ｇ１０４０，
Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ）、伊红染色液（Ｇ１１００，Ｓｏｌａｒｂｉｏ）、抗酒

石酸酸性磷酸酶染色液（Ｇ１０５０，Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ）。
微型手持式颅钻（７００１ 型，瑞沃德生命科技

有限公司）、电子直线加速器（Ｖｉｔａｌ Ｂｅａｍ，瓦里

安）、ＣＢＣＴ （ ３Ｄ ｅＸａｍ Ｉ，Ｋａｖｏ）、显微镜 （ ＢＸ４３，
ＯＬＹＭＰＵＳ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及放疗照射方案

兔分笼单独适应性饲养 １ 周，随机分为 ａ 组、
ｂ 组、ｃ 组、ｄ 组共 ４ 组，每组 ６ 只，其中 ａ 组为对照

组，ｂ 组、ｃ 组、ｄ 组为射线照射组。 麻醉选择 ３％
戊巴比妥钠，按 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ 计算用量，行注射麻醉，
麻醉成功后，选择仰卧位放置于照射平台，绷带

自胸腹部、下肢段绑缚固定体位。
照射剂量根据生物学等效公式计算，ＢＥＤ ＝

ｎｄ ［１ ＋ ｄ ／ （α ／ β）］，其中 ｎ 为照射次数，本研究选

取单次照射（ｎ ＝ １）。 ｄ 为照射剂量，分别选择

１２、１４、１６ Ｇｙ，对应 ｂ 组、ｃ 组、ｄ 组，α ／ β 值选取头

颈部鳞状细胞癌放疗常数值 ３。 计算得出 ｂ 组等

效剂量为 ６０ Ｇｙ，ｃ 组等效剂量为 ７９ Ｇｙ，ｄ 组等效

剂量为 １０１ Ｇｙ。 ａ 组不进行照射。 兔头偏向左

侧，暴露右侧下颌骨体，记号笔标记拟照射部位，
用铅板遮挡其余部位（图 １）。 电子直线加速器照

６２２
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射，视野为 ５ ｃｍ × ３ ｃｍ，照射范围为右侧下颌骨

体近下颌角处。 剂量率为 ０􀆰 ８ Ｇｙ ／ ｍｉｎ。 照射射

线后，ｄ 组 ６ 只兔陆续出现狂躁、流涎，停止进食

进水，１ 周内该组实验动物全部死亡，考虑照射剂

量过大，已不适合选取 １６ Ｇｙ 剂量进行下一步研

究，故后续研究排除该组所有样本。

图 １　 新西兰大白兔固定照射

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔ ｆｉｘｅｄ ａｎｄ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ

１􀆰 ２􀆰 ２　 制造标准化骨缺损

照射后饲养 １ 周，ａ 组、ｂ 组和 ｃ 组 ３ 组兔麻

醉，无菌条件下，沿右侧下颌骨近下颌角处切开

皮肤、咬肌及骨膜，分离暴露右侧下颌角，选取骨

量最丰满处，用已消毒的慢速马达，安装直径

５ ｍｍ，厚度 １ ｍｍ 磨头，配合冷生理盐水冷却，制
造直径 ５ ｍｍ，深 １ ｍｍ 的标准圆形骨缺损（图 ２），
无菌盐水反复冲洗后分层缝合伤口。

图 ２　 右侧下颌角处标准尺寸骨缺损

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｉｚｅ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ａｔ ｒｉｇｈｔ
ｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ａｎｇｌｅ

１􀆰 ２􀆰 ３　 大体观察

制造骨缺损后，每周观察兔术区局部及全身

情况。 ４ 周后处死，解剖观察皮肤、粘膜等表现。
１􀆰 ２􀆰 ４　 锥形束 ＣＴ（ｃｏｎｅ⁃ｂｅａｍ， ＣＢＣＴ）扫描及 ＨＵ
值对比分析

动物处死后，取材右侧下颌骨标本，ＣＢＣＴ 扫

描后观察骨缺损区骨质变化情况，并于人造骨缺

损区上、下边缘及底部正中部位应用 ＥｘａｍＶｉｓｉｏｎ
１􀆰 ９􀆰 ３ 软件分别测量 ＨＵ 值，求平均值后，作为骨

密度评价指标，进行 ｂ 组和 ｃ 组与 ａ 组对比分析。
１􀆰 ２􀆰 ５　 组织学对比

将下颌骨骨缺损标本脱钙、蜡块包埋、切片，
行苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色，在正置白光拍照显微

镜下观察各组标本骨缺损区组织学表现。
１􀆰 ２􀆰 ６　 破骨细胞计数

标本石蜡切片行免疫组化 Ｔｒａｐ 染色，在 ２０
倍镜下，每个样本 Ｔｒａｐ 染色切片选择 ３ 张镜下照

片，由 ２ 名观察人员计数破骨细胞数目，评估缺损

区骨吸收破坏情况。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行数据统计学分析。
计量资料以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，数据采

用单因素方差分析，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 大体表现

造骨缺损 ４ 周后，ａ 组、ｂ 组和 ｃ 组实验动物

全部存活。 ａ 组术区皮肤黏膜红润，伤口愈合良

好；ｂ 组可见术区皮肤颜色发紫，软组织轻度肿

胀，伤口愈合尚可；ｃ 组可见术区皮肤颜色发紫，
软组织明显肿胀，伤口愈合稍欠佳，有极少量脓

性分泌物形成。 口腔黏膜情况观察亦有不同，
ａ 组口腔黏膜色质红润，无明显改变；ｂ 组右侧磨

牙后区近照射部位有局限溃疡病变；ｃ 组右侧牙

龈黏膜、舌背黏膜见多发糜烂面，表面黄白色假

膜覆盖，舌体及上腭黏膜颜色发白发紫，黏膜有

缺血表现（图 ３）。
２􀆰 ２　 ＣＢＣＴ 影像表现及 ＨＵ 值比较

ＣＢＣＴ 影像学表现方面，ａ 组骨缺损区周围骨

皮质连续光滑，未见明显异常；ｂ 组骨缺损区骨皮

质变毛糙，连续性变差；ｃ 组可见骨缺损区骨皮质

毛糙，局部有极少量骨破坏，连续性中断（图 ４）。
但骨缺损范围各组均未见明显改变。 ＥｘａｍＶｉｓｉｏｎ
１􀆰 ９􀆰 ３ 软件测量各组骨缺损区周围骨皮质 ＨＵ
值，统计对比后发现，ｂ 组、ｃ 组 ４ 周时，ＨＵ 值均

较 ａ 组减小，具有统计学意义（图 ５）。
２􀆰 ３　 ＨＥ 染色组织学表现

ａ 组可见骨连续性正常，缺损区可见纤维增

７２２
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注：Ａ：不同放疗剂量照射后兔术区局部皮肤表现；Ｂ：不同放疗剂量照射后兔口腔黏膜局部表现。

图 ３　 各组射线照射后大体表现

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｌｏｃａｌ ｓｋｉｎ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ． Ｂ． Ｌｏｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ ａｆｔｅｒ
ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ

注：ａ 组：骨皮质未见明显异常；ｂ 组：可见骨缺损区皮质毛糙（红色箭头处）；ｃ 组：可见骨缺损区骨皮质连续性欠佳，骨皮质毛糙

（红色箭头处）。

图 ４　 不同放疗剂量照射后兔下颌骨 ＣＢＣＴ 影像表现

Ｎｏｔｅ． ａ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｂｏｎｅ． ｂ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｗａｓ ｃｏａｒｓｅ （ ｒｅｄ ａｒｒｏｗ）．
ｃ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｔｉｎｕｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｗａｓ ｐｏｏｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｗａｓ ｃｏａｒｓｅ （ｒｅｄ ａｒｒｏｗ）．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＣＢＣＴ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｍａｎｄｉｂｌｅ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ

生（黑色箭头），并可见到有少量新骨基质生成

（红色箭头）；ｂ 组骨连续性尚可，但较 ａ 组稍差，
缺损区纤维增生明显（黑色箭头），范围扩大，同
时可观察到无细胞空白骨陷窝（蓝色箭头），未见

到明显新骨形成；ｃ 组部分区域可见到大量集中

的空白骨陷窝（蓝色箭头），数目明显多于 ａ 组、ｂ
组两组，且骨连续性差，纤维增生范围广泛，纤维

细胞中可见淋巴细胞浸润（图 ６）。

２􀆰 ４　 Ｔｒａｐ 染色及破骨细胞计数

ａ 组镜下很难见到特异性红染破骨细胞，骨连

续性好；ｂ 组可见少量红染破骨细胞；ｃ 组绝大多数

镜下照片可见较多典型红染破骨细胞，并可见较多

无细胞空虚骨陷窝。 ｂ 组和 ｃ 组髓腔内可见纤维

增生性改变。 镜下破骨细胞计数 ｂ 组和 ｃ 组均大

于 ａ 组，其中 ｂ 组较 ａ 组差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），
ｃ 组较 ａ 组具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ７）。

８２２
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注：与 ａ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ５　 不同照射剂量骨缺损周围 ＨＵ 值

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

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＨＵ ｖａｌｕｅ ａｒｏｕｎｄ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｄｏｓｅｓ

３　 讨论

在发表的专家共识中，对 ＯＲＮＪ 的诊断标准

归纳为 ５ 点：（１）有明确放疗史；（２）临床可观察

到骨外露，同时伴有粘膜、皮肤的损伤；（３）在无

骨外露的情况下可以观察到影像学上明确存在

的骨质改变、破坏；（４）无复发肿瘤存在；（５）组织

病理学检查能够观察到骨结构的破坏，骨细胞的

消失，死骨形成［１］。 ＬＹＯＮＳ 等［６］ 通过对 ＯＲＮＪ 的

深入研究，于 ２００８ 年对 ＯＲＮＪ 病因机理做出解

释，认为 ＯＲＮＪ 是放疗过程中，骨组织产生急性炎

症反应，同时因各组细胞因子、自由基作用，导致

放疗区域组织萎缩并纤维化的病理过程，并进一

步于 ２０１４ 年通过对 ８５ 名不同病程 ＯＲＮＪ 患者的

深入分类研究，提出了新的 ＯＲＮＪ 诊断标准及分

型［７］ ，Ⅰ型可以无明显症状及临床表现，但影像

图 ６　 兔下颌骨缺损区 ＨＥ 染色组织学表现

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｄｅｆｅｃｔ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ

注：Ａ：兔下颌骨缺损区 Ｔｒａｐ 染色；Ｂ：不同照射剂量 Ｔｒａｐ 染色破骨细胞计数。

图 ７　 Ｔｒａｐ 染色及破骨细胞计数

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｒａｐ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｄｅｆｅｃｔｓ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ． Ｂ． Ｔｒａｐ ｓｔａｉｎｅｄ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｄｏｓｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｔｒａｐ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｃｏｕｎｔｉｎｇ

学上可以观察到 ＜ ２􀆰 ５ ｃｍ 的骨破坏；Ⅱ型可具有

轻度临床症状，或者有可见死骨暴露，骨质破坏

范围 ＞ ２􀆰 ５ ｃｍ；Ⅲ型在Ⅱ型的基础上，临床症状

加重，除骨组织破坏更加显著外，还伴有软组织

的损伤与感染；Ⅳ型则在Ⅲ型的基础上，进一步

出现病理性骨折，软组织瘘口等。 头颈部恶性肿

９２２
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瘤患者经放射治疗后， 如能及时发现、 诊断

ＯＲＮＪ，在类似Ⅰ ～ Ⅱ型分类阶段就能进行相关

骨质破坏的预防与治疗，能有效阻止病情的发展。
颌骨恶性肿瘤患者本身就因手术切除部分

骨组织造成颌骨缺损，作为高危致病因素的颌骨

手术创伤，术前、术后如需配合放疗，更应以

ＯＲＮＪ Ⅰ期病理特征及临床表现为参考，进行密

切观察监测，一旦发生 ＯＲＮＪ，早期就进行治疗或

者颌骨缺损的修复，更是能极大改善 ＯＲＮＪ 患者

的生活质量［８］。 如何做好相关研究，动物模型是

非常重要的实验平台。 目前成功建立的各种

ＯＲＮＪ 的动物模型［２－５］，多是通过放疗照射后，利
用拔牙作为高危致病因素，这些动物模型具有一

些共同的特点：（１）建立的动物模型基本上都位

于 ＯＲＮＪ 分类Ⅲ ～ Ⅳ型，不能满足早期 ＯＲＮＪ 的

相关研究；（２）拔牙作为高风险因素，创面暴露于

口腔，细菌、食物残渣等干扰因素不能排除；（３）
骨缺损范围一致性差，进行相关研究时基线水平

存在差异性。 因此期望建立一种可操作性强、成
功率高；利用人造骨缺损手术创伤为高危因素，
细菌、感染等干扰因素小的；具有Ⅰ ～ Ⅱ型早期

病理特征和临床表现；骨缺损范围及基线水平一

定程度可控的动物模型。
兔作为一种常用实验动物，较之犬类性情温

顺，较之猪、羊等动物价格低廉，较之大鼠等小型

动物可操作性更强［９］。 在实验中发现，兔下颌骨

前端大部分骨质菲薄，但下颌角处骨质丰满，适
合选择为造缺损手术部位，且该部位术中容易暴

露，术式难度小。 术后分层严密缝合，伤口不暴

露，避免其他细菌及感染因素影响。
研究证实，放射剂量大于 ６０ Ｇｙ，会显著提高

ＯＲＮＪ 发病率，且发病概率及病变严重程度与剂

量增大呈正相关［１０－１１］。 本研究中，选择的放疗照

射剂量为 １２ 和 １４ Ｇｙ，为避免反复麻醉可能造成

的不良意外情况，选择了高剂量单次照射。 通过

生物等效公式换算，分别约等于 ６０ 和 ７９ Ｇｙ。 与

临床研究中提到的 ＯＲＮＪ 发生阈值剂量 ＞ ６０ Ｇｙ
的结论一致［１２］。

ＹＦＡＮＴＩ 等［１３］ 研究证实，ＣＢＣＴ 可以观察到

ＯＲＮＪ 的细微病变表现。 实验中 ＣＢＣＴ 影像检查

可见，ｂ 组缺损区骨皮质毛糙，ｃ 组更是可以观察

到微小骨皮质连续性中断，较 ａ 组有明显区别，但

细微骨皮质改变未改变缺损区范围，一致性得到

保证。 ＨＵ 值即 ＣＴ 值，可用来反应检查部位的密

度区别［１４－１５］，进一步测量各组 ＨＵ 值，统计学分

析后发现 ｂ 组和 ｃ 组骨密度均较 ａ 组减小，且具

有统计学意义，能够说明照射组均出现一定程度

的骨质破坏与吸收，符合早期 ＯＲＮＪ 影像学表现

与特征。
放射性照射引起急性炎症，使细胞损伤，在

自由基、微血管血栓以及各种生长因子的作用

下，促进了肌成纤维细胞的生长，放疗部位堆积

大量成纤维细胞的细胞外基质，导致组织萎缩并

纤维化［１６］，并且进一步研究证实，萎缩纤维化早

于骨质破坏［１７］。 实验中 ＨＥ 染色结果提示随着

射线剂量的提高，骨组织纤维化程度加重，无细

胞骨陷窝结构越来越多，淋巴细胞浸润于骨组

织。 ａ 组可以观察到自身修复的新骨基质形成，
但 ｂ 组和 ｃ 组均难以观察到骨修复迹象。

Ｔｒａｐ 是破骨细胞特异性标志酶，很多实验研

究应用 Ｔｒａｐ 染色来反应破骨细胞的活性、分化程

度等［１８－２０］，破骨细胞的活性又一定程度反应了骨

吸收的活跃性。 本研究应用 Ｔｒａｐ 染色发现，ａ 组

切片镜下只能观察到极个别红染的破骨细胞，随
着放射剂量增加，破骨细胞数目增多，提示单次

高剂量照射，可能能够建立 ＯＲＮＪ 动物模型。 但

因干预条件的不同，破骨细胞活性可能在各组实

验样本中的活跃时期不一致，一旦破骨细胞凋

亡，并不能被观察到，因此不同干预条件下的样

本，在同一时间节点观察到的破骨细胞活跃程

度，并不能完全反应其骨吸收程度，可能需要更

深入的讨论与研究，才能获得更严谨的结论。
综上所述，对兔下颌角部位进行 １４ Ｇｙ 单次

照射，照射部位制造规格较一致的骨缺损，４ 周后

可以建立符合 ＯＲＮＪ 早期影像学诊断标准、组织

病理学特征，并且骨缺损范围可控的动物模型。
该动物模型有望在颌骨恶性肿瘤切除术后伴发

ＯＲＮＪ 患者的早期治疗、修复相关研究，以及在

ＯＲＮＪ 早期病因、病理、预防方面的研究中发挥重

要作用。 但该动物模型仍然存在一定不足，为了

使骨缺损范围可控，最大程度减少 ＯＲＮＪ 骨坏死

对骨缺损一致性的影响，本实验只能摸索选择临

界照射剂量，将 ＯＲＮＪ 影像、组织病理等特征控制

在早期阶段，与临床中大部分Ⅲ ～ Ⅳ期 ＯＲＮＪ 患

０３２
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者死骨外露、软组织严重感染伴缺损等病变特征

具有很大区别，反应出该动物模型一定的局限

性。 如何研究建立一种更加贴近临床，且研究基

线水平更加一致的 ＯＲＮＪ 动物模型，仍然需要进

一步的探索。
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模型的建 立 ［ Ｊ］． 口 腔 医 学， ２００９， ２９ （ ９）： ４５３ －
４５６， ４９３．
ＨＥ Ｊ， ＨＥ Ｙ， ＱＩＵ Ｗ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｇｏａｔ
ｏｓｔｅｏｒａｄｉｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ］． Ｓｔｏｍａｔｏｌｏｇｙ， ２００９，
２９（９）： ４５３－４５６， ４９３．

［ ５ ］　 ＰＯＯＲＴ Ｌ Ｊ， ＬＵＤＬＡＧＥ Ｊ Ｈ Ｂ， ＬＩＥ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｎｄｉｂｌｅ
ａｆｔｅｒ ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ： ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］． Ｊ Ｃｒａｎｉｏｍａｘｉｌｌｏｆａｃ
Ｓｕｒｇ， ２０１７， ４５（５）： ７１６－７２１．

［ ６ ］　 ＬＹＯＮＳ Ａ， ＧＨＡＺＡＬＩ Ｎ． Ｏｓｔｅｏｒａｄｉｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｊａｗｓ：
ｃｕｒｒｅｎｔ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｉｔｓ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
［Ｊ］． Ｂｒ Ｊ Ｏｒａｌ Ｍａｘｉｌｌｏｆａｃ Ｓｕｒｇ， ２００８， ４６（８）： ６５３－６６０．

［ ７ ］　 ＬＹＯＮＳ Ａ， ＯＳＨＥＲ Ｊ， ＷＡＲＮＥＲ Ｅ， ｅｔ ａｌ．
Ｏｓｔｅｏｒａｄｉｏｎｅｃｒｏｓｉｓ⁃ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｐｔｓ ｉｎ ｄｅｆｉｎｉｎｇ
ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ａ ｎｅｗ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｐｏｓａｌ
［Ｊ］． Ｂｒ Ｊ Ｏｒａｌ Ｍａｘｉｌｌｏｆａｃ Ｓｕｒｇ， ２０１４， ５２（５）： ３９２－３９５．

［ ８ ］　 ＢＵＴＺＩＮ Ｓ． Ｏｓｔｅｏｒａｄｉｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｊａｗ： ａ ｗｉｎｄｏｗ ｏｆ
ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｙ ［Ｊ］． Ｂｒ Ｄｅｎｔ Ｊ， ２０２２， ２３２（９）： ６２８．

［ ９ ］　 宗春琳， 郭宇轩， 窦庚， 等． 兔下颌骨放射性骨坏死模型

的建立及评估 ［ Ｊ］． 中国口腔颌面外科杂志， ２０１４， １２
（６）： ４８１－４８６．
ＺＯＮＧ Ｃ Ｌ， ＧＵＯ Ｙ Ｘ， ＤＯＵ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ
ｒａｂｂｉｔ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｏｓｔｅｏｒａｄｉｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｏｒａｌ Ｍａｘｉｌｌｏｆａｃ Ｓｕｒｇ， ２０１４， １２（６）： ４８１－４８６．

［１０］　 ＬＡＮＧ Ｋ， ＨＥＬＤ Ｔ， ＭＥＩＸＮＥＲ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ
ｏｓｔｅｏｒａｄｉｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｊａｗ ａｆｔｅｒ ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ｏｒａｌ
ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｏｓｉｍｅｔｒｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ
ｏｔｈｅｒ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ［Ｊ］． Ｈｅａｄ Ｆａｃｅ Ｍｅｄ， ２０２２， １８（１）： ７．

［１１］　 ＫＵＢＯＴＡ Ｈ， ＭＩＹＡＷＡＫＩ Ｄ， ＭＵＫＵＭＯＴＯ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｒｉｓｋ
ｆａｃｔｏｒｓ ｆｏｒ ｏｓｔｅｏｒａｄｉｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｊａｗ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｈｅａｄ
ａｎｄ ｎｅｃｋ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ ］． Ｒａｄｉａｔ Ｏｎｃｏｌ，

２０２１， １６（１）： １．
［１２］　 ＤＥ ＡＬＭＥＩＤＡ⁃ＳＩＬＶＡ Ｌ Ａ， ＬＵＰＰ Ｊ Ｄ Ｓ， ＳＯＢＲＡＬ⁃ＳＩＬＶＡ

Ｌ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｏｓｔｅｏｒａｄｉｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｊａｗｓ ｉｎ
ｏｒａｌ ｃａｖｉｔｙ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ⁃ｍｏｄｕｌａｔｅｄ
ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ： ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｍｅｔａ⁃ａｎａｌｙｓｉｓ ［ Ｊ］．
Ｏｒａｌ Ｓｕｒｇ Ｏｒａｌ Ｍｅｄ Ｏｒａｌ Ｐａｔｈｏｌ Ｏｒａｌ Ｒａｄｉｏｌ， ２０２４， １３８
（１）： ６６－７８．

［１３］　 ＹＦＡＮＴＩ Ｚ， ＴＥＴＲＡＤＩＳ Ｓ， ＮＩＫＩＴＡＫＩＳ Ｎ Ｇ， ｅｔ ａｌ．
Ｒａｄｉｏｌｏｇｉｃ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏｎｅｃｒｏｓｉｓ， ｏｓｔｅｏｒａｄｉｏｎｅｃｒｏｓｉｓ，
ｏｓｔｅｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ａｎｄ ｊａｗ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｗｉｔｈ ｃｏｎｅ ｂｅａｍ ＣＴ
［Ｊ］． Ｅｕｒ Ｊ Ｒａｄｉｏｌ， ２０２３， １６５： １１０９１６．

［１４］　 徐业豪， 任碧晖， 戴婕婷， 等． 皮质骨厚度及颌骨骨密度

对种植术中疼痛的影响 ［ Ｊ］． 上海口腔医学， ２０２４， ３３
（２）： ２１１－２１８．
ＸＵ Ｙ Ｈ， ＲＥＮ Ｂ Ｈ， ＤＡＩ Ｊ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｂｏｎｅ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ａｎｄ ｊａｗ ｂｏｎｅ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｎ ｐａｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ｉｍｐｌａｎｔ
ｓｕｒｇｅｒｙ ［ Ｊ］． Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊ Ｓｔｏｍａｔｏｌ， ２０２４， ３３ （ ２）： ２１１
－２１８．

［１５］　 毛丽莎， 袁鼎翔， 邹婷婷， 等． 基于 ３Ｄ⁃Ｓｌｉｃｅｒ 上颌骨自

体骨移植供骨量及其相关因素分析 ［Ｊ］． 口腔颌面修复

学杂志， ２０２４， ２５（４）： ２５９－２６３， ３０４．
ＭＡＯ Ｌ Ｓ， ＹＵＡＮ Ｄ Ｘ， ＺＯＵ Ｔ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｏｎｏｒ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｍａｘｉｌｌａ ｆｏｒ
ａｕｔｏｇｅｎｏｕｓ ｂｏｎｅ ｇｒａｆｔｉｎｇ ｂａｓｅｄ ｏｎ ３Ｄ⁃Ｓｌｉｃｅｒ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｐｒｏｓｔｈｏｄｏｎｔ， ２０２４， ２５（４）： ２５９－２６３， ３０４．

［１６］　 ＦＲＡＮＫＡＲＴ Ａ Ｊ， ＦＲＡＮＫＡＲＴ Ｍ Ｊ， ＣＥＲＶＥＮＫＡ Ｂ， ｅｔ ａｌ．
Ｏｓｔｅｏｒａｄｉｏｎｅｃｒｏｓｉｓ： ｅｘｐｏｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｎｏｔ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ［Ｊ］．
Ｉｎｔ Ｊ Ｒａｄｉａｔ Ｏｎｃｏｌ Ｂｉｏｌ Ｐｈｙｓ， ２０２１， １０９（５）： １２０６－１２１８．

［１７］　 Ｓ􀱤ＮＳＴＥＶＯＬＤ Ｔ， ＪＯＨＡＮＮＥＳＳＥＮ Ａ Ｃ， ＳＴＵＨＲ Ｌ． Ａ ｒａｔ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ａｒｅａ ［Ｊ］． Ｒａｄｉａｔ
Ｏｎｃｏｌ， ２０１５， １０： １２９．

［１８］　 陈静， 姚薇， 韩克光， 等． 羊骨髓肽－钙螯合物对诱导分

化的破骨细胞形成和吸收的影响 ［Ｊ］． 中国实验动物学

报， ２０１８， ２６（５）： ５７４－５７９．
ＣＨＥＮ Ｊ， ＹＡＯ Ｗ， ＨＡＮ Ｋ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｈｅｅｐ ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｉｔｈ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈｅｌａｔｉｏｎ ｏｎ
ＲＡＮＫＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ［Ｊ］． Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０１８， ２６（５）： ５７４－５７９．

［１９］　 ＫＡＤＥＨ Ｈ， ＳＡＲＡＶＡＮＩ Ｓ， ＪＡＭＳＨＩＤＩ Ａ． Ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＰ ｉｎ ｏｄｏｎｔｏｇｅｎｉｃ
ｃｙｓｔｓ ［Ｊ］． Ｉｒａｎ Ｊ Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌ， ２０２３， ３５（１３１）： ２９５
－３０１．

［２０］　 李龙鹤， 白殿卿， 王岩， 等． 去卵巢大鼠模型成骨细胞破

骨细胞平衡的实验研究 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２００５，
１５（４）： ２１３－２１７．
ＬＩ Ｌ Ｈ， ＢＡＩ Ｄ Ｑ， ＷＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ
ｂａｌａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ｉｎ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ
ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２００５， １５ （４）： ２１３
－２１７．

［收稿日期］ 　 ２０２４－０９－１８
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２５
Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． ２

李晓菲，江科，董梦婷，等． 乳腺癌荷瘤小鼠模型抑郁表型比较研究［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２５， ３３（２）： ２３２－２４０．
ＬＩ Ｘ Ｆ， ＪＩＡＮＧ Ｋ， ＤＯＮＧ Ｍ Ｔ，ｅｔ ａｌ． Ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｉｎ ａ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２５， ３３（２）： ２３２－２４０．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０２􀆰 ００８

［基金项目］上海市科委医学创新研究专项（２１Ｙ１１９２３６００，２３Ｙ１１９２１６００），上海市卫健委卫生行业临床研究专项（２０２１４０１７２），国
家自然科学基金青年项目（８２１０４９５２）。

Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｆｕｎｄ（２１Ｙ１１９２３６００， ２３Ｙ１１９２１６００），
Ｈｅａｌｔｈ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ（２０２１４０１７２）， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｃｈｉｎａ Ｙｏｕｔｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ（８２１０４９５２）．
［作者简介］李晓菲，女，硕士，研究方向：中西医结合防治乳腺疾病。 Ｅｍａｉｌ： ｌｉｔｔｌｅｆａｉｒｙ５５８８＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］盛佳钰，女，博士，主任医师，研究方向：中医药防治乳腺癌。 Ｅｍａｉｌ： ｓｊｙ１９８３＠ ｓｈｕｔｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ

乳腺癌荷瘤小鼠模型抑郁表型比较研究
李晓菲，江科，董梦婷，王月莲，刘嘉琦，李欣，盛佳钰∗

（上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院乳腺病科，上海　 ２００４３７）

　 　 【摘要】 　 目的　 比较两种不同方法构建的乳腺癌荷瘤小鼠抑郁表型，优选更符合临床表现并适合基础

研究的乳腺癌抑郁小鼠模型。 方法　 构建单纯接种 ４Ｔ１ 乳腺癌细胞的肿瘤模型（４Ｔ１ 组）和联合慢性温和不

可预知刺激（ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）的肿瘤抑郁复合模型（４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组）。 实验周期共

４２ ｄ，全程监测小鼠体质量、肿瘤体积、生存时长，于第 １５ 和 ２９ 天分别进行两次抑郁行为学检测（包括糖水偏

好实验、旷场实验、悬尾实验、高架十字迷宫实验）。 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察脑组织切片中海马神经元病

理改变。 结果　 （１）体质量：４Ｔ１ 组与 ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组自 ２９ ｄ 起体质量开始逐渐减轻，实验结束时 ４Ｔ１ ＋
ＣＵＭＳ 组体质量显著低于 ４Ｔ１ 组及 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；（２）肿瘤体积：实验全程两模型组肿瘤体积增长速

度均一无明显差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；（３）生存时长：４Ｔ１ 组及 ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组存活率分别为 １００％及 ６０％，４Ｔ１ ＋
ＣＵＭＳ 组小鼠初次出现死亡时间为第 ３６ 天；（４）抑郁行为学检测：第 １ 次行为学检测 ３ 组之间无明显差异（Ｐ
＞ ０􀆰 ０５），第 ２ 次行为学检测两组模型均表现出明显的抑郁表型。 两模型组糖水偏好指数、中心区域活动距离

均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），不动时间显著上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；（５）脑组织病理切片：４Ｔ１ 组与 ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组海马

区神经元细胞数量减少，形态不规则，细胞之间排列紊乱且间隙不清，部分核仁模糊。 结论　 虽然单纯肿瘤和

肿瘤复合应激刺激方法均能制备乳腺癌抑郁模型，但单纯肿瘤模型造模方式简单，造模成功后低死亡率、长久

时间窗便于后续给药和检测，且其抑郁表型产生原因更符合临床成因和表现，可为日后乳腺癌肿瘤相关抑郁

的动物实验提供模型参考。
【关键词】 　 乳腺癌；肿瘤；抑郁；动物模型；行为学
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ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ， ａｓ
ｗｅｌｌ ａｓ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅｉｒ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ｆｏｒ ｂａｓｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｗｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａ ｔｕｍｏｒ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ４Ｔ１ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓ ａｌｏｎｅ （４Ｔ１ ｇｒｏｕｐ）ａｎｄ ａ ｔｕｍｏｒ⁃ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ ｇｉｖｅｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ （ＣＵＭＳ）（４Ｔ１ ＋
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ＣＵＭＳ ｇｒｏｕｐ）． Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｅｒｉｏｄ ｗａｓ ４２ ｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ， ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ， ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ
ｗｅｒｅ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｐｒｏｃｅｓｓ． Ｔｗｏ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｅｓｔｓ （ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔ， ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ
ｔｅｓｔ， ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔ， ａｎｄ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ） ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅ １５ｔｈ ａｎｄ ２９ｔｈ ｄａｙｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ （ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ
ｓｅｃｔｉｏｎｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 （１）Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ： Ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ４Ｔ１ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ ｇｒｏｕｐ ｂｅｇａｎ ｔｏ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｆｒｏｍ
２９ ｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ４Ｔ１ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）． （２） Ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ： Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｒａｔｅ ｏｆ ｔｕｍｏｒｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）． （３）Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ： Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ４Ｔ１ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ １００％ ａｎｄ ６０％， ａｎｄ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｏｎ ｔｈｅ ３６ｔｈ ｄａｙ． （４）Ｂｅｈａｖｉｏｒ ｔｅｓｔ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ： Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ
ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｔｅｓｔｓ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｅｓｔｓ． Ｔｈｅ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
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ｃａｕｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｒｅ ｍｏｒｅ ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃａｕｓｅｓ ａｎｄ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｅ ４Ｔ１
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 　 ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ； ｔｕｍｏｒ； ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｂｅｈａｖｉｏｒ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肿 瘤 相 关 抑 郁 （ ｃａｎｃｅｒ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｄｅｐｒｅｓｓｅｄ，
ＣＲＤ）是乳腺癌患者在诊断和治疗过程中常出现

病理性抑郁状态或综合征，临床多表现为情绪低

落、兴趣丧失、精力匮乏、体力下降、悲观消极、自
责感强烈以及潜在的自杀意念［１］。 与精神病性

抑郁不同，该疾病由恶性肿瘤诊断与治疗过程中

产生，对肿瘤患者的生存及预后产生不良影

响［２］。 近年来 ＣＲＤ 逐渐引起重视，但其早期诊断

与治疗率较低［３］，发生机制和预防治疗是当前研

究热点，而研究过程中尚缺乏代表性动物模型，
因此亟待探索与构建。

目前构建单纯抑郁动物模型方式多为应激

刺 激， 如 慢 性 温 和 不 可 预 知 刺 激 （ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）、慢性约束刺激

（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ， ＣＲＳ ） 和 皮 质 酮

（ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＣＯＲＴ）注射等，其中 ＣＵＭＳ 是较

常用且较可靠的抑郁症啮齿类动物模型［４］。 虽

然目前尚无适用于 ＣＲＤ 的权威动物模型，但较多

研究者采用以单纯抑郁模型为基础的肿瘤⁃抑郁

复合模型，如通过皮下接种 ４Ｔ１ 细胞构建乳腺癌

荷 瘤 小 鼠 模 型 后 再 联 合 ＣＵＭＳ［５］、 ＣＲＳ［６］、
ＣＯＲＴ［７］等抑郁造模方式共同构建乳腺癌抑郁模

型，其中 ４Ｔ１ 细胞接种联合 ＣＵＭＳ 的复合模型报

道最多，但 ＣＵＭＳ 应激刺激导致的抑郁与 ＣＲＤ 的

临床成因仍有偏颇。 课题组在前期预实验与文

献检索中发现肿瘤生长本身是一种慢性应激刺

激，单纯荷瘤小鼠也具有一定的抑郁表型，本研

究将单纯荷瘤小鼠与荷瘤抑郁复合模型小鼠进

行多方面比较，探索更适合用于临床乳腺癌 ＣＲＤ
研究的动物模型，为后续乳腺癌 ＣＲＤ 相关基础研

究提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３０ 只 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，６ 周龄，体质

量 １８ ～ ２０ ｇ，购于江苏集萃药康生物科技股份有

限公司【ＳＣＸＫ（苏）２０２３－０００９】，饲养于上海市中

医药大学附属岳阳中西医结合医院屏障环境中

【ＳＹＸＫ（沪）２０２３－００５０】，环境：恒温恒湿，温度维

３３２
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持在 ２４ ～ ２６ ℃，湿度 ４０％ ～ ７０％，昼夜各半循环

照明。 实验过程中小鼠的饲养及其他操作均符

合中华人民共和国《实验动物管理条例》，本实验

实施过程符合动物伦理要求，获上海中医药大学

附属岳阳中西医结合医院伦理委员会审批

（ＹＹＬＡＣ⁃２０２４⁃２３５⁃１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞株

４Ｔ１ 细胞（中科院上海细胞库，ＳＣＳＰ⁃５０５６）。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

苏木 素⁃伊 红 （ ＨＥ ） 高 清 恒 染 试 剂 盒

（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ， Ｇ１０７６）， ＲＰＭＩ Ｍｅｄｉｕｍ１６４０ 培养液

（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，规格：５００ ｍＬ，批号：２０２２１２３０），胎牛血

清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ，规格：５００ ｍＬ，批号：ＲＫ０９４０３）。
冰冻 切 片 机 （ 赛 默 飞 世 尔 科 技 有 限 公 司，
ＣＲＹＯＳＴＡＲ ＮＸ５０，美国），正置光学显微镜 （尼

康，ＮＩＫＯＮ ＥＣＬＩＰＳＥ Ｅ１００，日本）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及实验模型制备

将 ３０ 只小鼠随机分为 ３ 组：对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ
组），单纯肿瘤模型组（４Ｔ１ 组），肿瘤⁃抑郁复合模

型组（４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组），每组 １０ 只。
（１）单纯肿瘤模型建立：将 ４Ｔ１ 细胞传代培

养，获得细胞密度为 ９ × １０６ ／ ｍＬ 的细胞悬液

１０ ｍＬ。 小鼠适应性喂养 １ 周后，４Ｔ１ 组和 ４Ｔ１ ＋
ＣＵＭＳ 组每只小鼠接种 ４Ｔ１ 细胞 ０􀆰 １ ｍＬ 于第 ２
对乳房垫， 持续观察 ２８ ｄ。 ４Ｔ１ 细胞注射到

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠中时，４Ｔ１ 自发产生高转移肿瘤，可
转移到肺、肝、淋巴结和大脑，同时在注射部位形

成始发灶，且 ４Ｔ１ 细胞在 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠中的生长

与转移特性与人体中的乳腺癌十分相近［８］。
（２）肿瘤⁃抑郁复合模型建立：４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组

小鼠第 ２ 对乳房垫接种 ４Ｔ１ 细胞当日起，每日给

予一种温和刺激， 相邻的 ２ ｄ 不重复， 持续

２８ ｄ［９］。 刺激方式：禁食（２４ ｈ）、禁水（２４ ｈ）、昼
夜颠倒（２４ ｈ）、足底电击（２０ ｓ）、鼠笼倾斜 ４５°
（７ ｈ）、束缚（２ ｈ）、潮湿垫料（２４ ｈ）、夹尾（１ ｍｉｎ）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物一般情况观察

本次实验周期为 ４２ ｄ，实验期间对所有小鼠

体质量、肿瘤体积和生存情况进行监测。
体质量：每 ７ ｄ 对小鼠进行体质量测量与记

录，并计算各组平均体质量。
肿瘤体积：每 ７ ｄ 使用游标卡尺对小鼠进行

肿瘤大小测量，并通过公式计算肿瘤体积，肿瘤

体积（ｍｍ３） ＝ １ ／ ２ａｂ２（ａ：肿瘤长径；ｂ：肿瘤短径；
单位：ｍｍ），并计算各组平均肿瘤体积。

生存情况监测：记录每只小鼠死亡时间，实
验结束时统计各组小鼠存活数量。
１􀆰 ２􀆰 ３　 行为学检测

（１） 糖水偏好实验 （ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔ，
ＳＰＴ）：小鼠单笼饲养，进行 ４８ ｈ 蔗糖饮水训练，全
程给予 １％蔗糖水和纯水（２４ ｈ 交换两个水瓶位

置）。 训练期结束后，禁水（不禁食）２４ ｈ 后给予

１％蔗糖水和纯水并测定 ２４ ｈ 内小鼠对两瓶水的

饮用量（ｇ）。
（２）旷场实验（ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ，ＯＦＴ）：将小鼠

放入自主活动箱，适应 ３ ｍｉｎ 后开始测试，用录像

设备进行实验过程录制， 使用诺达思 Ｎｏｌｄｕｓ
ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎ ＸＴ １０􀆰 １ 动物运动轨迹跟踪系统分析

视频中各组小鼠 １５ ｍｉｎ 内在中央格静止时间、穿
格运动的总路程以及平均速度，２ 次实验之间用

低浓度乙醇溶液喷洒、清洁场箱内壁及底面。 测

试时保持周围环境安静。
（３ ） 高 架 十 字 迷 宫 （ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ，

ＥＰＭ）： 测试前小鼠先放在空旷地自由活动

５ ｍｉｎ，适应后将小鼠头朝开臂方向放入中央区

域，记录 ５ ｍｉｎ 内小鼠进入开放臂次数、停留时

间，闭合臂进入次数、停留时间，并计算开放臂停

留时间比例，开放臂进入次数比例。
（４）悬尾实验（ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔ，ＴＳＴ）：将小

鼠距尾尖 １ ｃｍ 处用胶布固定并将小鼠倒挂在挂

钩上，使其呈倒悬状态，用录像设备进行实验过

程录制，使用诺达思 Ｎｏｌｄｕｓ ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎ ＸＴ １０􀆰 １ 动

物运动轨迹跟踪系统分析视频中小鼠的绝望状

态与挣扎行为，自动记录小鼠在 ６ ｍｉｎ 内的累积

不动时间和运动时间，统计后 ４ ｍｉｎ 悬尾不动时

间和运动时间［１０］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＨＥ 染色观察海马组织病理改变

实验结束时将所有小鼠处死，每组取 ３ 只小

鼠新鲜脑组织于 ４％多聚甲醛溶液中固定，脱水

后包埋切片（厚度 ２０ μｍ），将冰冻切片从－２０ ℃
冰箱取出恢复至室温，用组织固定液固定 １５ ｍｉｎ
后流水冲洗。 切片使用高清恒染预处理液处理 １
ｍｉｎ 后使用 ＨＥ 染色，脱水封片采用光学显微镜

观察图像。

４３２
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１􀆰 ２􀆰 ５　 实验流程

第 １ 天起通过接种 ４Ｔ１ 细胞将小鼠分为 ３
组，第 １５ ～ ２１ 天进行第 １ 次行为学检测，第 ２９ ～

３５ 天进行第 ２ 次行为学检测，第 ４２ 天进行取材，
实验全程每 ７ ｄ 进行体质量和肿瘤体积测量，见
图 １。

图 １　 实验流程

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆｌｏｗ

１􀆰 ３　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 统计学软件对数据进行处理

和分析，计量资料结果采用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ±
ｓ）表示，组间比较方差齐且符合正态分布，采用单

因素方差分析，结果以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠体质量、肿瘤体积及生存情况比较

２􀆰 １􀆰 １　 体质量变化

每 ７ ｄ 对小鼠体质量进行测量，第 １ ～ ２８ 天，
３ 组间均无显著性差异。 第 ２８ 天起（造模结束

后）两模型组体质量出现下降趋势，第 ４２ 天时

４Ｔ１ 组和 ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组均出现明显体质量降低，
且 ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ４Ｔ１ 组相比均差

异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），见图 ２。
２􀆰 １􀆰 ２　 肿瘤体积变化

接种 ４Ｔ１ 细胞 ７ ｄ 后肉眼可见皮下结节，实
验期间 ４Ｔ１ 组和 ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组肿瘤呈进行性增

大趋势，但两组间无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），见图

３。 第 ２８ 天（造模结束时）４Ｔ１ 组和 ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 ４Ｔ１ 组相

比，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ２　 各组小鼠体质量变化

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

０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ４Ｔ１ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组肿瘤大小分别为（１０１８ ± １０２􀆰 ２）ｍｍ３、（１０３４ ±
１０６􀆰 ３）ｍｍ３，第 ４２ 天（实验结束时）４Ｔ１ 组和 ４Ｔ１
＋ ＣＵＭＳ 组肿瘤大小分别为（１３３２ ± ８４􀆰 ４７）ｍｍ３、
（１３８２ ± ６７􀆰 ６９）ｍｍ３。

５３２
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图 ３　 各组小鼠肿瘤体积变化

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 １􀆰 ３　 生存情况

第 ３６ 天 ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组小鼠开始出现死亡，
第 ４２ 天（实验结束时）４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组共 ４ 只小鼠

死亡，存活率 ６０％，而 ４Ｔ１ 组未见小鼠死亡。 ３ 组

小鼠存活率之间具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见
图 ４。

注：Ａ：ＳＰＴ 中蔗糖偏好指数；Ｂ：ＴＳＴ 中不动时间。

图 ５　 ＳＰＴ 与 ＴＳＴ 检测抑郁样行为

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ＳＰＴ． Ｂ． Ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ ｉｎ ＴＳＴ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＳＰＴ ａｎｄ ＴＳＴ

２􀆰 ２　 焦虑抑郁行为学检测结果

第 １５ 和 ２９ 天分别对 ３ 组小鼠进行第 １ 次和

第 ２ 次行为学检测，结果如下：快感缺失变化如图

５Ａ 中 ＳＰＴ 所示，第 １ 次行为学结果显示，与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，两模型组小鼠蔗糖偏好指数均无

明显差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 第 ２ 次行为学结果显示，
４Ｔ１ 组、 ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组蔗糖偏好指数分别为

（６８􀆰 ８０ ± ５􀆰 ９４）％、（６８􀆰 ００ ± ８􀆰 ６９）％，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组（ ８２􀆰 ４０ ± ６􀆰 ４５）％ 相比，均显著下降 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。

绝望行为变化如图 ５Ｂ 中 ＴＳＴ 所示，第 １ 次

图 ４　 各组小鼠生存曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

行为学结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，两模型组小

鼠不动时间均无明显差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 第 ２ 次行

为学结果显示，４Ｔ１ 组、４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组不动时间

分别为（２０２􀆰 ７０ ± ３２􀆰 ４９） ｓ、（２１７􀆰 １０ ± ２２􀆰 ４６） ｓ，
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（７１􀆰 １６ ± １３􀆰 ９８）ｓ 相比，均显著增加

（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
两次 ＳＰＴ 和 ＴＳＴ 中两模型组之间均无统计

学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），可见抑郁程度相当。
　 　 自主活动变化如图 ６ 所示。 第 １ 次行为学结

果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，两模型组小鼠中心运

动总里程数均无明显差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 第 ２ 次行

为学结果显示，４Ｔ１ 组、４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组中心运动

总里 程 数 分 别 为 （ ２４３７􀆰 ００ ± ６４２􀆰 ７０ ） ｃｍ、
（２３４８􀆰 ００ ± ４８３􀆰 ４０）ｃｍ，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（４０９９􀆰 ００ ±
１１４７􀆰 ００）ｃｍ 相比均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 两次

ＯＦＴ 中模型组之间无统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），可
见两种造模方式对活动能力影响差异不显著。

６３２
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　 　 焦虑行为变化如图 ７ 所示。 第 １ 次行为学结

果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，４Ｔ１ 组和 ４Ｔ１＋ＣＵＭＳ
组小鼠开放臂停留时间百分比均无明显差异（Ｐ
＞ ０􀆰 ０５）。 第 ２ 次行为学结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
相比，４Ｔ１ 组和 ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组开放臂停留时间百

分比均有所降低，分别为 （ １１􀆰 １２ ± ４􀆰 ３７）％、
（９􀆰 ０４ ± ４􀆰 ３９）％，４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组降低显著（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 两次 ＥＰＭ 中模型组之间无统计学意义

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），可见两种造模方式对焦虑程度影响

无明显差异。

图 ６　 ＯＦＴ 中水平运动总距离、运动轨迹

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ ｏｆ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｍｏｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＯＦＴ

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ７　 ＥＰＭ 中开放臂停留时间比例和运动轨迹

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

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｗｅｌｌ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｍ ｉｎ ｔｈｅ ＥＰＭ

７３２
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２􀆰 ３　 ＨＥ 染色观察各组小鼠海马组织病理形态

改变

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组海马区神经元形态规则，大小正

常，核仁清晰，排列整齐紧密；４Ｔ１ 组与 ４Ｔ１ ＋

ＣＵＭＳ 组均表现出海马区神经元细胞数量减少，
形态不规则，细胞之间排列紊乱且间隙不清，部
分核仁模糊，而两模型组之间细胞形态与数量差

异无显著性，见图 ８。

注：黑色箭头：神经元细胞；紫色核团：细胞核。

图 ８　 各组小鼠脑组织病理改变（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ． Ｎｅｕｒｏｎａｌ ｃｅｌｌｓ． Ｐｕｒｐｌｅ⁃ｓｔａｉｎｅｄ ｎｕｃｌｅｉ． Ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｕｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｂｒａｉｎ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ３）

３　 讨论

当前 ＣＲＤ 的动物实验多采用肿瘤⁃抑郁复合

模型，如 ４Ｔ１ 细胞接种联合 ＣＲＳ、ＣＯＲＴ、ＣＵＭＳ
等。 其中 ＣＲＳ 操作简单但刺激方式单一，小鼠对

反复出现的同种刺激易产生适应性，具有不稳定

性；ＣＯＲＴ 造模周期短，方法简便，但直接影响激

素水平，存在代谢紊乱等副作用；ＣＵＭＳ 虽造模周

期较长，操作繁琐，但与人类抑郁症拟合度较高，
模型稳定性强，是经典的抑郁动物模型［１１］。 既往

文献报道中，构建乳腺癌相关抑郁动物模型时较

多联合 ＣＵＭＳ［１２－１３］，因此本实验也选择与联合

ＣＵＭＳ 的肿瘤⁃抑郁复合模型进行比较。 临床上

ＣＲＤ 出现在恶性肿瘤的诊断与治疗过程中，形成

原因与机制均与单纯抑郁症存在差异，可能为肿

瘤生长造成的脑功能改变，并非单纯外界应激刺

激或药物造成。 现代研究表明，中枢系统外的肿

瘤能够与中枢神经系统相互作用，通过神经信号

的传递调节神经免疫网络［１４］，改变肿瘤微环境及

神经重塑［１５］；抑郁可激活 ＩＤＯ 信号通路从而促进

肿瘤生长［１６］；肠道菌群紊乱能引发炎症反应，促
进乳腺癌细胞生长，又可通过脑肠轴到达中枢神

经系统影响大脑功能，从而产生抑郁［１７－１９］，可见

乳腺癌和抑郁之间存在相关性。 虽然目前部分

研究采用荷瘤模型联合 ＣＵＭＳ 构建肿瘤⁃抑郁复

合模型，但无论先进行 ＣＵＭＳ 造模再接种细

胞［２０］，还是接种细胞后进行 ＣＵＭＳ 造模［２１］，均不

能很好的与临床乳腺癌相关抑郁的成因及表现

相契合。
基于课题组前期研究结果发现，单纯接种

４Ｔ１ 细胞的小鼠模型也能检测出抑郁表型，本研

究拟进一步通过实验比较单纯接种 ４Ｔ１ 细胞和接

８３２
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种 ４Ｔ１ 细胞联合 ＣＵＭＳ 两种乳腺癌抑郁模型的差

异，探索出更适合乳腺癌 ＣＲＤ 基础实验的动物

模型。
本研究中模型组肿瘤体积在第 ２ 次行为学检

测时为 １０００ ｍｍ３ 左右，与 ＸＩＯＮＧ 等［２２］通过接种

４Ｔ１ 细胞构建乳腺癌焦虑小鼠的造模时间和肿瘤

负荷一致，排除因肿瘤过大导致小鼠活动能力受

限引起的行为学误差。 刘燕等［２３］ 通过接种 ４Ｔ１
细胞联合 ＣＲＳ 构建了乳腺癌合并抑郁小鼠模型，
结果显示叠加 ＣＲＳ 后小鼠肿瘤体积较单纯荷瘤

组变大，且抑郁状态显著加重，而本研究中 ４Ｔ１ ＋
ＣＵＭＳ 组的肿瘤体积并未比 ４Ｔ１ 组大，两组在抑

郁程度也并无差异，对此研究人员考虑可能由接

种细胞数量不同所致肿瘤负荷差异引起，当肿瘤

负荷过大时，小鼠肢体活动能力受到限制，从而

影响行为学实验结果。
ＣＲＤ 模型需满足临床中该类共病患者的症

状表现，如食欲减弱、体质量减轻，快感缺失、行
为绝望、活动减少、探索欲下降等。 本实验通过

ＴＳＴ、ＳＰＴ、ＯＦＴ 和 ＥＰＭ 观察小鼠行为学变化，发
现 ４Ｔ１ 组具有抑郁表型，且抑郁程度与 ４Ｔ１ ＋
ＣＵＭＳ 组无明显差异。 同时海马组织切片 ＨＥ 染

色结果显示，４Ｔ１ 组与 ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组小鼠均出现

海马区神经元细胞数量减少、细胞排列疏松紊

乱、核内空泡样改变明显、部分核仁模糊、细胞间

隙增大等病理学改变，这与 ＹＡＮＧ 等［２４］发现单独

外周肿瘤细胞可以诱发海马功能障碍结果一致，
可见肿瘤能通过影响大脑海马神经元从而产生

抑郁，且这种影响并非在接种肿瘤细胞后即刻产

生。 本研究中第一次行为学检测时两模型组均

未发现抑郁表型，第二次行为学检测时，４Ｔ１ 组和

４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组小鼠肿瘤体积均在 １０００ ｍｍ３ 左

右，并伴随显著的快感缺失、行为绝望、自主活动

减少和探索欲望降低等表现，即证明此时两模型

组小鼠均可产生较稳定的抑郁表型。 由于 ４Ｔ１ 组

未接受外界应激刺激，其抑郁更多源于肿瘤对大

脑的影响，与临床乳腺癌患者 ＣＲＤ 病因相符合，
而得到稳定的单纯荷瘤抑郁模型需满足以下条

件：（１）接种细胞密度达到 ９ × １０６ ／ ｍＬ，接种剂量

为 ０􀆰 １ ｍＬ；（２）肿瘤体积接近 １０００ ｍｍ３，造模持

续 ２８ ｄ。
此外，本次实验中 ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 组出现了死

亡事件，与 ４Ｔ１ 组相比具有较高死亡率。 由于该

复合模型造模周期长，从第 ２８ 天造模结束至初次

发生死亡事件仅相差 ８ ｄ，对于一个研究模型而

言，此治疗时间窗显然太短。 本研究认为小鼠死

亡的原因为 ＣＵＭＳ 的强烈刺激性，小鼠经过禁食、
电击、束缚等刺激后会表现为食欲下降、精力减

退，此时若叠加肿瘤因素会引起过度消耗甚至死

亡。 结合研究期间小鼠体质量变化和生存概率

可见，模型组小鼠在实验后期出现明显体质量下

降，而 ４Ｔ１ 组小鼠在 ４２ ｄ 实验中保持了 ０％死亡

率，为后续研究留下足够的时间窗。
综上所述，与较为常见 ４Ｔ１ ＋ ＣＵＭＳ 复合模

型相比，单纯接种乳腺癌细胞的 ４Ｔ１ 模型具有以

下优势：（１）从经济效益来看，与复合模型相比，
单纯荷瘤操作简便，无需额外实验仪器与场地，
成本投入较低，具有更高的性价比；（２）从实验效

率来看，单纯荷瘤具有更低的死亡率，提高造模

成功率；（３）从时间成本来看，单纯荷瘤造模成功

后具有更久的“治疗窗”，为后续实验提供足够时

间支持。 相比之下，４Ｔ１ 模型更加符合临床乳腺

癌患者的 ＣＲＤ 成因，有望为日后乳腺癌相关抑郁

发病机制及药物研究提供参考。
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［２４］　 ＹＡＮＧ Ｍ， ＫＩＭ Ｊ， ＫＩＭ Ｊ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］． Ｂｒａｉｎ Ｂｅｈａｖ
Ｉｍｍｕｎ， ２０１４， ３６： １４７－１５５．

［收稿日期］ 　 ２０２４－０６－１７

０４２
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２５
Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． ２

江民健，池恒愉，康玉蓉，等． 电针对糖尿病神经痛大鼠背根神经节 ＴＲＰＶ４ 表达的影响 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２５，
３３（２）： ２４１－２４８．
ＪＩＡＮＧ Ｍ Ｊ， ＣＨＩ Ｈ Ｙ， ＫＡＮＧ Ｙ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＶ４ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｏｆ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２５， ３３（２）： ２４１－２４８．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０２􀆰 ００９

［基金项目］浙江省自然科学基金项目（ ＺＣＬＹ２４Ｈ２７０１，ＬＹ２２Ｈ２７０００６），国家中医药管理局科技司⁃浙江省共建项目重点项目

（ＧＺＹ⁃ＺＪ⁃ＫＪ⁃２４０７３），浙江中医药大学附属医院专项（２０２２ＦＳＹＹＺＺ０９，２０２４ＦＳＹＹＺＹ０５）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （ＺＣＬＹ２４Ｈ２７０１，ＬＹ２２Ｈ２７０００６）， Ｋｅｙ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｓｔａｔｅ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ⁃Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｃｏ⁃Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ （ ＧＺＹ⁃ＺＪ⁃ＫＪ⁃２４０７３），
Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｓｐｅｃｉａｌ （２０２２ＦＳＹＹＺＺ０９， ２０２４ＦＳＹＹＺＹ０５）．
［作者简介］江民健，男，在读硕士研究生，研究方向：针刺镇痛与免疫调节。 Ｅｍａｉｌ： ２０２２１１１１１２１１２５５＠ ｚｃｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
［通信作者］何晓芬，女，博士，高级实验员，研究方向：针刺镇痛与免疫调节。 Ｅｍａｉｌ：ｚｊｈｘｆ１９８６＠ １６３． ｃｏｍ；

方剑乔，男，博士，教授，博士生导师，研究方向：针刺镇痛效应基础。 Ｅｍａｉｌ： ｆａｎｇｊｉａｎｑｉａｏ７５３２＠ １６３． ｃｏｍ。
∗共同通信作者

电针对糖尿病神经痛大鼠背根神经节 ＴＲＰＶ４
表达的影响

江民健１ ，池恒愉１ ，康玉蓉１ ，蒋永亮１，２，３ ，郑崯沐１ ，李斯苡１ ，周姝婷１，２，３ ，
刘伯宇１，２，３ ，邵晓梅１，２，３ ，方剑乔１，２，３∗ ，何晓芬１，２，３∗

（１． 浙江中医药大学第三临床医学院，杭州　 ３１００５３；２． 浙江省针灸神经病学研究重点实验室，
杭州　 ３１００５３；３． 浙江中医药大学针灸研究院，杭州　 ３１００５３）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察电针（ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＥＡ）对糖尿病神经痛（ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ，ＤＮＰ）大鼠

体质量、空腹血糖、热痛阈、背根神经节（ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎ，ＤＲＧ）瞬时受体电位香草蛋白 ４（ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ４，ＴＲＰＶ４）的影响。 方法　 采用向腹腔注入链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）构建 ＤＮＰ 大鼠

模型。 第 １５ ～ ２１ 天，在大鼠双侧足三里（ＳＴ３６）和昆仑（ＢＬ６０）穴予以每日一次 ３０ ｍｉｎ 的 ２ Ｈｚ ＥＡ 治疗。 检

测各组大鼠体质量、空腹血糖和热痛阈。 采用免疫荧光检测大鼠 Ｌ４ ～ Ｌ６ ＤＲＧ 中 ＴＲＰＶ４ 和神经元（ｎｅｕｒｏｎ，
ＮｅｕＮ）共标的表达。 检测 ＴＲＰＶ４ 激动剂 ＧＳＫ１０１６７９０Ａ 对 ＥＡ 干预 ＤＮＰ 大鼠体质量、空腹血糖、热痛阈的影

响。 结果　 第 ７ 天后，与正常组相比，模型组体质量明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），空腹血糖明显上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；第
２１ 天，与模型组相比，模型 ＋ 电针组热痛阈明显提高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；大鼠 Ｌ４ ～ Ｌ６ ＤＲＧ 上的 ＴＲＰＶ４ 和 ＮｅｕＮ 共

标免疫荧光结果显示：模型组的阳性细胞表达较正常组均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），模型 ＋ 电针组大鼠 Ｌ４ ～ Ｌ６
ＤＲＧ ＴＲＰＶ４ 和 ＮｅｕＮ 共标的阳性细胞表达较模型组均显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＴＲＰＶ４ 激动剂 ＧＳＫ１０１６７９０Ａ 可

翻转 ＥＡ 对 ＤＮＰ 大鼠热痛阈下调作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 ＥＡ 能减轻链脲佐菌素诱导的 ＤＮＰ，其作用机制可

能与其抑制 ＤＲＧ 中 ＴＲＰＶ４ 的表达有关。
【关键词】 　 糖尿病神经痛；电针；背根神经节；瞬时受体电位香草蛋白 ４
【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２５） ０２⁃０２４１⁃０８

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＶ４ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ
ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ

ＪＩＡＮＧ Ｍｉｎｊｉａｎ１， ＣＨＩ Ｈｅｎｇｙｕ１， ＫＡＮＧ Ｙｕｒｏｎｇ１， ＪＩＡＮＧ Ｙｏｎｇｌｉａｎｇ１，２，３， ＺＨＥＮＧ Ｙｉｎｍｕ１， ＬＩ Ｓｉｙｉ１，
ＺＨＯＵ Ｓｈｕｔｉｎｇ１，２，３， ＬＩＵ Ｂｏｙｕ１，２，３， ＳＨＡＯ Ｘｉａｏｍｅｉ１，２，３， ＦＡＮＧ Ｊｉａｎｑｉａｏ１，２，３∗， ＨＥ Ｘｉａｏｆｅｎ１，２，３∗
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（１． Ｔｈｉｒｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，
Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ，

Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ， Ｚｈｅｊｉａｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＨＥ Ｘｉａｏｆｅｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｊｈｘｆ１９８６＠ １６３． ｃｏｍ； ＦＡＮＧ Ｊｉａｎｑｉａｏ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｆａｎｇｊｉａｎｑｉａｏ７５３２＠ １６３． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ （ ＥＡ） ｏｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ， ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ
ｇｌｕｃｏｓｅ， ｈｅａｔ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ， ａｎｄ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ４ （ＴＲＰＶ４） ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉａ （ＤＲＧ）
ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ （ＤＮＰ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ＤＮＰ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ
ｔｈｅ ａｎｉｍａｌｓ ｗｉｔｈ ＳＴＺ． Ｆｒｏｍ ｄａｙｓ １５ ｔｏ ２１， ｂｉｌａｔｅｒａｌ Ｚｕｓａｎｌｉ ａｎｄ Ｋｕｎｌｕｎ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＰ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎｃｅ ｄａｉｌｙ ｆｏｒ ３０ ｍｉｎ． Ｗｅ ｔｈｅｎ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｔｈｅｉｒ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ， ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ａｎｄ ｈｅａｔ ｐａｉｎ
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ． Ｔｈｅ ｃｏ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＶ４ ａｎｄ ＮｅｕＮ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ Ｌ４ ～ Ｌ６ ＤＲＧ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ． Ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＴＲＰＶ４ ａｇｏｎｉｓｔ ＧＳＫ１０１６７９０Ａ ｏｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ， ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｈｅａｔ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｏｆ ＤＮＰ
ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ７ｔｈ ｄａｙ， ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ａｎｄ ｆａｓｔｉｎｇ ｇｌｕｃｏｓｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ２１ｓｔ ｄａｙ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｈｅａｔ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ＋ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＶ４ ａｎｄ ＮｅｕＮ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｎ
ｒａｔ Ｌ４ ～ Ｌ６ ＤＲＧ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ： ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｃｏ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＶ４ ａｎｄ ＮｅｕＮ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｌ４ ～ Ｌ６ ＤＲＧ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ＋ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ＴＲＰＶ４
ａｇｏｎｉｓｔ ＧＳＫ１０１６７９０Ａ ｃａｎ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｒｍａｌ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｉｎ ＤＮＰ
ｒａｔｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｔｈｅ ＤＮＰ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＴＺ， ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ
ｉｎｖｏｌｖｅ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＶ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＤＲＧ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ； ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ； ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉａ； ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ４
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 糖尿病神经痛 （ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ，
ＤＮＰ）患者临床上症状常表现为烧灼样、电击样

或针刺样等，对 ＤＮＰ 患者的生活产生了负面的影

响［１］。 ＤＮＰ 目前尚缺乏有效有针对性的治疗方

法。 电针（ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＥＡ）是一种结合中

国传统医学中的针灸和现代电疗的治疗方式，在
国际上也越来越受认可并被广泛使用。 临床上，
ＥＡ 治疗是一种绿色且有效缓解疼痛的手段，但
其应用于临床 ＤＮＰ 的治疗有待进一步拓展，因而

需要进一步明确 ＥＡ 治疗 ＤＮＰ 的作用机制［２］。
课题组前期研究表明低频 ＥＡ 可有效缓解 ＤＮＰ
大鼠神经痛［３］，ＥＡ 可能通过抑制 ＤＮＰ 大鼠脊髓

背角小胶质细胞和星形胶质细胞活化缓解

ＤＮＰ ［４－５］，但 ＥＡ 对 ＤＮＰ 的镇痛机制仍有待进一

步探究 与 阐 述。 瞬 时 受 体 电 位 香 草 蛋 白 ４
（ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ４，ＴＲＰＶ４）是
ＴＲＰ 家族中的一员［６］，先前的研究表明，ＴＲＰＶ４

的表达和功能可能与背根神经节 （ ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ
ｇａｎｇｌｉｏｎ，ＤＲＧ）慢性压迫、眶下神经慢性收缩损

伤、紫杉醇和长春新碱治疗等引起的神经性疼痛

有关［７－１２］，也有研究初步表明其在 ＤＲＧ 上的神经

感觉神经元中表达变化参与 ＤＮＰ 的调控［１３］。 但

目前尚未有相关研究探究 ＥＡ 缓解 ＤＮＰ 是否与

调控 ＤＲＧ 的 ＴＲＰＶ４ 表达有关。
故本研究观察 ＥＡ 对 ＤＮＰ 大鼠的镇痛效应，

同时观察 ＥＡ 对 ＤＮＰ 大鼠 Ｌ４ ～ Ｌ６ ＤＲＧ 中

ＴＲＰＶ４ 阳性细胞表达的影响，并使用 ＴＲＰＶ４ 激

动剂进行进一步验证，旨在阐释 ＥＡ 治疗 ＤＮＰ 的

可能作用机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物　
从中国科学院上海实验动物中心 【 ＳＣＸＫ

２４２
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（沪）２０２２－０００４】购入 ６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级健康雄

性 ＳＤ 大鼠 ３２ 只，体质量（２００ ± １０） ｇ，饲养于浙

江中医药大学实验动物中心【ＳＹＸＫ （浙）２０２１－
００１２】。 饲养环境：温度 ２２ ～ ２６ ℃，相对湿度

４０％ ～ ６０％，充足摄食和饮水，１２ ｈ ／ １２ ｈ 昼夜交

替光照，适应性饲养 ７ ｄ 后开始实验。 本实验所

有方案经浙江中医药大学实验动物伦理委员会

审批（ＩＡＣＵＣ⁃２０２２０４２５⁃０６）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

链脲佐菌素 （ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ） （ ｓｉｇｍａ，货
号： Ｓ０１３０ ）； 兔 抗 ＴＲＰＶ４ 抗 体 （ ＧＴ， 货 号：
ＧＴＸ５４７６４ ）； 小 鼠 抗 ＮｅｕＮ （ Ａｂｃａｍ， 货 号：
ａｂ１０４２２４）；驴抗兔 ４８８ 二抗（ Ｊａｃｋｓｏｎ，货号：７１１⁃
５４５⁃１５２）；驴抗小鼠 ６４７ 二抗（Ｊａｃｋｓｏｎ，货号：７１５⁃
６０５⁃１５０）； ＧＳＫ１０１６７９０Ａ （ ｓｉｇｍａ， 货 号： Ｇ０７９８⁃
１０ＭＧ）。 罗 氏 卓 越 型 血 糖 仪 （ 德 国 Ｒｏｃｈｅ
Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ ＧｍｂＨ， 产 品 编 号： ０４６８０４６４００３ ）；
ＮＸ５０ 型 冰 冻 切 片 机 （ 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ， 序 列 号：
Ｓ１６１１１９８８）；３５１００ 型冷热板痛觉测试仪（意大利

Ｕｇｏ Ｂａｓｉｌｅ，序列号： ０１９３Ｕ１２１１２９７）；蔡司 Ａｘｉｏ
Ｉｍａｇｅｒ Ｍ２ 研究级显微镜 （德国 Ｚｅｉｓｓ，序列号：
３５２５００２８７４）；ＨＡＮＳ⁃２００Ｅ 型韩氏穴位神经刺激

仪 （ 中 国 北 京 华 卫 产 业 开 发 公 司， 序 号：
２００１１０５１３６９７）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 造模方法及模型评价

造模方法参照本课题组已成功建立 ＤＮＰ 的

方法［１４］，即禁食 １６ ｈ，以 ６５ ｍｇ ／ ｋｇ 的剂量腹腔注

射 ＳＴＺ，柠檬酸缓冲液作为溶剂对照腹腔注射正

常组。 ＤＮＰ 模型造模成功的标准为：大鼠足底热

痛阈下降 １５％以及尾静脉取血测量空腹血糖 ≥
１６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ［１５］。
１􀆰 ２􀆰 ２　 分组　

本实验分为两部分，第一部分实验从 ２０ 只健

康雄性 ＳＤ 大鼠中随机选取 ６ 只作为正常组

（Ｃｏｎｔｒｏｌ，ｎ ＝ ６），剩余 １４ 只予以 ＳＴＺ 注射造模，
造模成功的 １２ 只大鼠随机分为模型组（ ＤＮＰ，
ｎ ＝ ６），模型 ＋ 电针组（ＤＮＰ ＋ ＥＡ，ｎ ＝ ６）；第二

部分实验对 １２ 只健康雄性 ＳＤ 大鼠予以 ＳＴＺ 注

射造模，造模成功的 １０ 只大鼠随机分为模型 ＋
电针 ＋ 生理盐水组（ＤＮＰ ＋ ＥＡ ＋ ＮＳ，ｎ ＝ ５）、模
型 ＋ 电针 ＋ ＧＳＫ１０１６７９０Ａ 组 （ ＤＮＰ ＋ ＥＡ ＋

ＧＳＫ１０１６７９０Ａ，ｎ ＝ ５）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 空腹血糖和体质量测定

大鼠空腹血糖测量于造模前，造模第 ７、１４、
２１ 天禁食不禁水 ８ ｈ 后，并用电子体重秤称量大

鼠体质量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＥＡ 干预

第 １５ 天进行 ＥＡ 治疗。 选用毫针（０􀆰 ２５ ｍｍ
× １３ ｍｍ），以频率为 ２ Ｈｚ，强度 １ ～ ２ ｍＡ（前 １５
ｍｉｎ 用 １ ｍＡ，后 １５ ｍｉｎ 用 ２ ｍＡ）ＥＡ 干预双侧足

三里穴和昆仑穴 （具体选穴参照 《实验针灸

学》） ［４］，每天每次 ３０ ｍｉｎ，连续 ７ ｄ。 正常组和模

型组大鼠仅予以相同固定。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＴＲＰＶ４ 激动剂 ＧＳＫ１０１６７９０Ａ 腹腔注射

第 １５ 天进行 ＧＳＫ１０１６７９０Ａ 腹腔注射。 固定

大鼠使其腹部朝上，使用棉签蘸取 ７０％乙醇擦拭

腹部区域局部消毒，选择下腹部两侧并避开膀胱

位置，在腹中线旁 ０􀆰 ５ ｃｍ 处以 ４５°角刺入腹腔，回
抽针栓查看是否有血液或腹腔液，确认未误入血

管或其他器官后再缓慢注射 ＧＳＫ１０１６７９０Ａ（１０
μｇ ／ ｋｇ），注射完毕后迅速拔出针头并用棉球轻压

注射部位以防渗漏，连续 ７ ｄ 注射。
１􀆰 ２􀆰 ６　 热痛阈测定

大鼠热痛阈于造模前、造模第 ７、１４ 和 ２１ 天

进行测定。 参照相关同类研究方法测量热痛

阈［１６］。 将每 只 大 鼠 单 独 置 于 热 板 上 （ ５２ ±
０􀆰 ５）℃，记录大鼠出现舔后足反应时所需时间，
即热缩足潜伏期。 每间隔 ３０ ｍｉｎ 测量，重复 ３
次，统计平均热痛阈。 单次热痛阈测量时长不超

过 ３０ ｓ，以防止大鼠后足受伤。
１􀆰 ２􀆰 ７　 免疫荧光检测大鼠 ＤＲＧ ＴＲＰＶ４ 和 ＮｅｕＮ
共标阳性细胞表达

造模后 ２１ ｄ ＥＡ 后取大鼠 Ｌ４ ～ Ｌ６ ＤＲＧ，将
组织切成厚度为 １０ μｍ 的冰冻切片，切片用 ５％
驴血清封闭 １ ｈ，加入兔抗 ＴＲＰＶ４（１ ∶ １００）和小

鼠抗 ＮｅｕＮ（１ ∶ ６００）４ ℃下孵育过夜，次日加入驴

抗兔 ４８８ 二抗 （ １ ∶ ４００） 和驴抗小鼠 ６４７ 二抗

（１ ∶ ４００）孵育 １ ｈ（避光），用抗荧光淬灭剂（含
ＤＡＰＩ）进行封片，用显微镜成像后再用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
１􀆰 ５３Ｕ 图像分析统计。
１􀆰 ３　 统计学分析

数据处理和分析软件：ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０。
实验数据采用平均值 ± 标准误差（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ）表示。

３４２
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免疫荧光统计使用单因素方差分析：组间采用

Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ 多重比较检验；体质量、空腹血糖和热

痛阈使用双因素方差分析；组间采用 Ｔｕｋｅｙ’ ｓ 多

重比较检验；以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 体质量、空腹血糖变化

腹腔注射 ＳＴＺ 前，不同组大鼠体质量和空腹

血糖无显著性差异。 腹腔注射 ＳＴＺ 后第 ７ 天，模
型组及模型 ＋ 电针组大鼠体质量相较于正常组

显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），模型组及模型 ＋ 电针组大

鼠空腹血糖较正常组显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见图 １。
２􀆰 ２　 热痛阈变化　

腹腔注射 ＳＴＺ 前至腹腔注射 ＳＴＺ 后第 ７ 天，
不同组大鼠足底热痛阈值差异无显著性。 腹腔

注射 ＳＴＺ 后第 １４ 天，模型组及模型 ＋ 电针组大

鼠热痛阈相较于同期正常组明显下降 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；腹腔注射 ＳＴＺ 后第 ２１ 天，模型 ＋ 电针组

大鼠热痛阈相较于同期模型组上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
见图 ２。

注：Ａ：体质量；Ｂ：空腹血糖；与正常组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 体质量和血糖变化（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ． Ｂ． Ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ａｎｄ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ（ｎ ＝ ６）

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

图 ２　 热痛阈变化（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜

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

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｈｅａｔ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ（ｎ ＝ ６）

２􀆰 ３　 大鼠 Ｌ４ ～ Ｌ６ ＤＲＧ ＴＲＰＶ４ 和 ＮｅｕＮ 共标

阳性细胞表达

模型组大鼠 Ｌ４ ～ Ｌ６ ＤＲＧ 组织中 ＴＲＰＶ４ 和

ＮｅｕＮ 共标阳性细胞数相较于正常组显著升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）；模型 ＋ 电针组大鼠 Ｌ４ ～ Ｌ６ ＤＲＧ 中

ＴＲＰＶ４ 和 ＮｅｕＮ 共标阳性细胞数相较于模型组显

著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见图 ３。
２􀆰 ４　 ＴＲＰＶ４ 激动剂对 ＥＡ 干预 ＤＮＰ 大鼠体质

量、空腹血糖变化的影响

各时间点各组大鼠体质量、空腹血糖差异无

显著性，表明 ＴＲＰＶ４ 激动剂 ＧＳＫ１０１６７９０Ａ 对 ＥＡ
干预 ＤＮＰ 大鼠体质量、空腹血糖变化的无影响。
见图 ４。
２􀆰 ５　 ＴＲＰＶ４ 激动剂对 ＥＡ 干预 ＤＮＰ 大鼠热痛

阈变化的影响

腹腔注射 ＳＴＺ 前到注射后第 １４ 天时，同时期

４４２
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注：Ａ：Ｌ４ ＤＲＧ 免疫荧光代表图和统计图；Ｂ：Ｌ５ ＤＲＧ 免疫荧光代表图和统计图；Ｃ：Ｌ６ ＤＲＧ 免疫荧光代表图和统计图。

图 ３　 大鼠 Ｌ４ ～ Ｌ６ ＤＲＧ 中 ＴＲＰＶ４ 和 ＮｅｕＮ 免疫荧光结果（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｌ４ ＤＲＧ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｆｉｇｕｒｅ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｆｉｇｕｒｅ． Ｂ． Ｌ５ ＤＲＧ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｆｉｇｕｒｅ
ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｆｉｇｕｒｅ． Ｃ． Ｌ４６ ＤＲＧ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｆｉｇｕｒｅ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｆｉｇｕｒｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＲＰＶ４ ａｎｄ ＮｅｕＮ ｉｎ ｒａｔ Ｌ４ ～ Ｌ６ ＤＲＧ（ｎ ＝ ３）

５４２



中国实验动物学报 ２０２５ 年 ２ 月第 ３３ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． ２

图 ４　 体质量和血糖变化（ｎ ＝ ５）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ａｎｄ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ（ｎ ＝ ５）

各组大鼠热痛阈差异无显著性。 第 ２１ 天时，模型
＋ 电针 ＋ ＧＳＫ１０１６７９０Ａ 组大鼠热痛阈相较于模

型 ＋ 电针 ＋ 生理盐水组明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
见图 ５。

注：与模型 ＋ 电针 ＋ 生理盐水组相比， ＄＄ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ５　 热痛阈比较（ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＮＰ ＋ ＥＡ ＋ ＮＳ ｇｒｏｕｐ， ＄＄ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｅａｔ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ（ｎ ＝ ５）

３　 讨论

ＤＮＰ 属糖尿病常见并发症之一，临床上患者

可出现四肢痛觉过敏、麻木等症状。 目前尚无针

对 ＤＮＰ 的特异性缓解药物，且目前的治疗方法常

伴有严重的副作用［１７－１８］。 ＥＡ 可有效缓解多种慢
性疼痛［１９－２１］，相较于传统镇痛药物，副作用更小。
本课题组前期已经成功建立了 ＤＮＰ 大鼠模

型［２２］，为探究 ＥＡ 治疗 ＤＮＰ 的机制提供了保障。
已有研究证明 ＥＡ 刺激足三里、昆仑穴对 ＤＮＰ 大

鼠有良好的镇痛效果［２３－２４］，且 ２ Ｈｚ ＥＡ 的治疗作

用优于 １００ Ｈｚ ＥＡ［３］。 故本研究采用 ２ Ｈｚ ＥＡ 干

预探究 ＥＡ 治疗 ＤＮＰ 的外周镇痛机制。 研究结

果表明 ＥＡ 对体质量和空腹血糖无影响，ＥＡ 能显

著提高大鼠的热痛阈，即可缓解大鼠 ＤＮＰ。
ＤＲＧ 是感觉传导和调节的关键结构，更是疼

痛传递的重要结构［２５］。 在机体受到伤害性刺激

时，ＤＲＧ 中感觉神经元会发生超敏反应和过度兴

奋，这种外周敏化现象对慢性疼痛的发生和维持

至关重要。 ＤＲＧ 作为处理疼痛信息的“起搏点”，
ＤＲＧ 神经元上受体表达变化、离子通道变化均参

与神经痛过程［２６］。 以往研究已经发现了 ＤＲＧ 神

经元中参与疼痛产生和转导的一系列离子通道，
其中与温度感觉最相关的是温度敏感瞬时受体

电 位 通 道 （ ｔｈｅｒｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｈａｎｎｅｌｓ， ｔｈｅｒｍｏＴＲＰｓ ）； ｔｈｅｒｍｏＴＲＰｓ 中

ＴＲＰＶ１ ～ ＴＲＰＶ４ 是 与 热 伤 害 刺 激 相 关 的，
ＴＲＰＡ１ 和 ＴＲＰＶ８ 是对冷伤害刺激敏感的［２７－２８］。
本课题组前期研究已经阐述了 ＥＡ 能通过下调

ＤＮＰ 大鼠 ＤＲＧ 和脊髓背角中 ＴＲＰＶ１ 来提高

ＤＮＰ 大鼠的热痛阈进而缓解 ＤＮＰ ［２９］，为了进一

步探究 ｔｈｅｒｍｏＴＲＰｓ，通过查阅文献发现 ＴＲＰＶ４ 在

热疼痛超敏反应的产生和维持中起着重要作用，
神经性疼痛发生时 ＤＲＧ 神经元中 ＴＲＰＶ４ 的表达

增多［６］。 本研究结果显示，ＳＴＺ 注射可诱导 ＤＮＰ
大鼠 ＤＲＧ 中 ＴＲＰＶ４ 的阳性细胞表达增多，与以

往的结果相一致［３０］，ＥＡ 干预在缓解 ＤＮＰ 大鼠疼

痛的同时也下调了 ＤＮＰ 大鼠 ＤＲＧ 中 ＴＲＰＶ４ 的

表达。 药理学结果显示激动剂 ＧＳＫ１０１６７９０Ａ 可

选择性激活 ＴＲＰＶ４ 通道［３１］。 故第二部分结合

６４２
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ＴＲＰＶ４ 激动剂 ＧＳＫ１０１６７９０Ａ 来验证 ＥＡ 是否通

过下调 ＴＲＰＶ４ 表达缓解 ＤＮＰ，研究结果表明注

射 ＴＲＰＶ４ 激动剂 ＧＳＫ１０１６７９０Ａ 可部分逆转 ＥＡ
对 ＤＮＰ 大鼠的镇痛作用，但不影响其体质量和空

腹血糖。
综上所述，本研究成功建立了大鼠 ＤＮＰ 模

型，初步探究了 ＥＡ 在 ＤＮＰ 大鼠模型中镇痛的效

果及其机制，证明了 ＥＡ 可能是通过下调 ＤＮＰ 大

鼠 ＤＲＧ 中 ＴＲＰＶ４ 的表达以改善 ＳＴＺ 诱导的大鼠

ＤＮＰ。 本研究初步阐明了 ＥＡ 治疗 ＤＮＰ 的部分

机制，有助于推动 ＥＡ 在 ＤＮＰ 临床治疗中的

应用。
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抑郁症动物模型的建立及评价方法研究进展
刘子轩，霍清，孙雅煊，戴雪伶，李昕∗

（北京联合大学生物化学工程学院，北京　 １００１９１）

　 　 【摘要】 　 抑郁症是一种常见的慢性精神疾病，抑郁症动物模型被广泛应用于抑郁症发病机制的研究和

抗抑郁新药的研发，其模拟人类抑郁症状的同一性和可靠性会直接影响研究结果。 然而，目前还尚未发现与

人类抑郁症发病完全契合的动物模型，阻碍了对抑郁症的深入研究。 然而通过采用科学、合理的造模和评价

方法，能够在较大程度上模拟抑郁症的病理状态，为深入理解抑郁症的发病机制和进一步研发有效的抗抑郁

药物提供基础。 本文旨在通过综述几种常用的动物抑郁模型及行为测试方法，为研究者提供参考。
【关键词】 　 抑郁症；动物模型；发病机制
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　 　 抑郁症又称抑郁障碍，是一种情感性精神障

碍，其核心特征表现为显著而持久的情绪低

落［１］。 患者常伴随兴趣丧失、思维迟缓、自我评

价降低、食欲改变和睡眠障碍等多种症状［２］。 随
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着现代生活节奏的加快以及近年来新冠肺炎疫

情的来袭，人们在自身健康、生活以及学习等方

面的压力增加，患抑郁症的风险也在逐年升高，
已成为世界第四大疾病［３］。 抑郁症动物模型与

抑郁症患者需要具有相同的发病机制，目前被广

泛认可的抑郁症发病机制有如下四种：（１）下丘

脑⁃垂 体⁃肾 上 腺 （ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ａｄｒｅｎａｌ
ａｘｉｓ，ＨＰＡ）轴假说：外界应激导致 ＨＰＡ 轴过度兴

奋并引起大脑前额叶皮质和海马区域的神经细

胞发生萎缩或凋亡，促使糖皮质激素释放过度，
糖皮质激素受体表达降低，不能正常进行其负反

馈调节，从而导致学习、记忆和情绪发生改变［４］；
（２） 单胺类神经递质假说：脑内 ５⁃羟色胺 （ ５⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５⁃ＨＴ）、多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）
和去甲肾上腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）等神经递质

含量不足或功能缺陷可导致抑郁［５］；（３）脑源性

营 养 因 子 （ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，
ＢＤＮＦ）假说：ＢＤＮＦ 参与神经元的生长增殖以及

神经传递等生命活动，在多数抑郁症患者的大脑

中，ＢＤＮＦ 的含量均低于正常水平［６］；（４）炎症因

子假说：抑郁症的神经发生减少和神经变性是由

炎症、细胞介导的免疫激活及其长期后遗症引起

的，应激导致中枢神经系统中促炎因子表达量增

加以及炎症相关通路激活水平增加［７］。
尽管目前尚不清楚研究人员是否能够根据

在动物身上观察到的表现来确定抑郁症的生物

学机制，但通过利用适当的标准和方法，抑郁症

模型仍然可以在很大程度上描述类似的分子变

化和发病机制［８］。

１　 改变生物学因素所致模型

１􀆰 １　 利血平诱导抑郁模型

利血平是一种吲哚生物碱，能够溶于脂肪和

有机溶剂，因此利血平可以穿过血脑屏障并减慢

神经系统的活动，导致心率下降、心输出量减少、
外周阻力降低和血压降低，影响心血管系统、中
枢神经系统和胃肠道［９］。 利血平抑郁模型代表

了抑郁症的第一个神经学模型，应用于许多与抑

郁症相关的研究［１０］。 研究表明，利血平能够与儿

茶酚胺储存囊泡结合，并通过抑制囊泡单胺转运

蛋白⁃２ 阻断肾上腺素能的神经传递，从而阻断了

神经递质的储存过程，触发了神经递质的氧化代

谢，产生自由基，引起海马区兴奋性和血液皮质

醇水平的增加［９，１１］。 上睑下垂、僵住症和体温过

低是用于表征利血平诱导啮齿类动物抑郁症的

指标，并且可以较为容易地进行观测［１２］。 还有研

究基于斑马鱼建立利血平抑郁模型，采用三维视

频跟踪系统检测斑马鱼在新型水箱中的游泳行

为状态，发现利血平给药后的斑马鱼表现出长期

抑郁症状，包括全身皮质醇升高、社交退缩和运

动迟缓［１３］。
利血平抑郁模型可分为急性模型和慢性模

型。 冯飞等［１４］ 通过腹腔注射大鼠 ２、４、６ ｍｇ ／ ｋｇ
利血平建立急性抑郁模型，于注射后 １ ～ ２ ｈ 通

过旷场实验评价不同剂量对大鼠自发探索能力

的影响，结果表明 ４ ｍｇ ／ ｋｇ 为利血平建立急性抑

郁模型的最佳剂量。 ＡＮＴＫＩＥＷＩＣＺ⁃ＭＩＣＨＡＬＵＫ
等［１５］ 通过每天 １ 次腹腔注射给予实验大鼠

０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｋｇ 利血平，持续 １４ ｄ，于第 １４ 天注射后 ２ ｈ
进行强迫游泳实验（ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔ，ＦＳＴ），其
不动时间相较于空白对照组显著提升，一定程度

上表明慢性抑郁模型建立成功。
该模型中的抑郁情况可以通过预先服用抗

抑郁药物而发生逆转，是一种能够评估抗抑郁药

物效果的潜在抑郁造模方法［１５］。 近年来，许多报

道研究了不同抗抑郁药物对利血平诱导的抑郁

模型的影响：利血平模型小鼠服用芦丁 １４ ｄ，每
天 １ 次，表现出抗抑郁作用，这种作用是通过增加

大脑皮质和海马区的 ５⁃ＨＴ、ＮＥ 和 ＤＡ 水平来实

现的，芦丁的抗氧化和血管扩张特性也可能有助

于其抗抑郁特性［１６］。 此外，舍曲林也能够降低利

血平诱导斑马鱼皮质醇的水平，抑制 ５⁃ＨＴ 的再

摄取，行为学上表现为抑郁斑马鱼颜色偏好和运

动探索能力的恢复［１７］。
利血平诱导模型能够区分普通抗抑郁药和

其他精神活性药物的药理作用且模型建立耗时

较少［１８］。 但该模型与个体抑郁的发病过程并不

一致，可能会降低后续实验结果的准确性。 一般

来说，人类抑郁症状的发生与长期压力或精神负

担有关［１９］。 此外，利血平作用的针对性较差，易
产生假阳性反应，如 ＤＡ、苯丙胺具有拮抗利血平

的作用。 为此，有研究采用利血平和氢化可的松

药物联用降低假阳性干扰，提高模型可靠性，这
为药物诱导抑郁模型提供了新的思路［２０］。

０５２
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１􀆰 ２　 皮质酮（ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＣＯＲＴ）诱导抑郁

模型

ＣＯＲＴ 是啮齿类动物中一种重要的糖皮质激

素。 当机体受到刺激时，ＨＰＡ 轴高度兴奋，分泌

大量糖皮质激素。 研究表明，高浓度的 ＣＯＲＴ 能

够与海马糖皮质激素受体结合从而刺激细胞电

压门控 Ｃａ２＋通道和 Ｎ⁃甲基天冬氨酸受体，损害海

马神经元，引起细胞凋亡，从而导致焦虑、抑郁等

情绪疾病发生［２１］。 长期暴露于外源性 ＣＯＲＴ 会

损害与应激相关的特定大脑区域，如海马体和前

额叶皮层，导致神经发生和树突分支减少。 成体

海马神经发生 （ ａｄｕｌｔ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ，
ＡＨＮ） 能够将神经干细胞转化为海马齿状回

（ｄｅｎｔａｔｅ ｇｙｒｕｓ，ＤＧ）的成熟神经元，与抑郁行为密

切相关，而 ＣＯＲＴ 能够显著降低 ＡＨＮ 水平［２２］。
慢性 ＣＯＲＴ 能够诱导 ＤＧ 中过度活跃的神经元自

噬，可能是通过增加自噬相关基因 ５（ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ５， ＡＴＧ５） 的表达并导致神经元中

ＢＤＮＦ 的降解［２３］。 房鑫鑫等［２４］使用 ＲＮＡ 干扰敲

除神经元中的 ＡＴＧ５ 来抑制 ＣＯＲＴ 诱导小鼠 ＤＧ
中过度活跃的神经元自噬，结果表明，敲除 ＡＴＧ５
可以逆转 ＢＤＮＦ 和 ＡＨＮ 表达的降低，发挥抗抑郁

作用。
该模型通常采用 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＣＯＲＴ 给予小

鼠，给药方式为皮下注射，每天 １ 次，持续 ３ ～ ４
周。 也有研究使用不同浓度的 ＣＯＲＴ 溶液替代饮

水，例如 ２５ ｍｇ ／ Ｌ 的皮质酮半琥珀酸酯水溶液，持
续喂养 ２１ ｄ 来制备抑郁模型［２４］。

磷酸肌醇三激酶 （ ｈｕｍａｎ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ⁃３
ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）与突触可塑性、学习和记忆以及抑

郁程度有关，其活化可介导苏氨酸蛋白激酶

（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，Ａｋｔ）磷酸化触发糖原合成酶激

酶 ３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ３ ｂｅｔａ，ＧＳＫ３β）活
性，从而调节 β⁃连环蛋白（β⁃ｃａｔｅｎｉｎ）的表达。 活

化的 Ａｋｔ 可以诱导促凋亡蛋白的泛素化和水解，
从而抑制细胞凋亡。 此外，活化的 Ａｋｔ 还可以促

进核因子 Ｅ２ 相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２，Ｎｒｆ２）的核转录，核内 Ｎｒｆ２ 可以与

抗氧化反应元件结合，随后产生一系列抗氧化

酶，这些抗氧化酶可以进一步清除活性氧，以保

护细胞免受活性氧诱导的凋亡［２５－２７］。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
是多种细胞增殖、存活和分化的重要信号通路，

在调节细胞凋亡中也起着至关重要的作用。 赵

凡等［２８］发现，黄芩苷能够显著改善 ＣＯＲＴ 小鼠的

抑郁样行为，促进 ＤＧ 发育，从而逆转了神经毒性

引起的海马神经元抑郁样病理变化，其机制可能

与激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＧＳＫ３β ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路相关。
ＳＵＮ 等［２９］发现芍药根精油可以上调 ＣＯＲＴ 诱导

的小鼠海马神经元中 ＰＩ３Ｋ 和 Ａｋｔ 的磷酸化，通过

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ Ｎｒｆ２ 信号通路对海马神经元发挥抗凋

亡作用，缓解 ＣＯＲＴ 小鼠的抑郁症状。
该模型具有简单易行、周期短等优点。 但长

期注射外源性 ＣＯＲＴ 可能会对实验动物的身体健

康产生一定的副作用，如体质量减轻和免疫力下

降等，造模时需要注意实验动物的健康状况。 此

外，ＣＯＲＴ 可能会诱发或加重感染，导致消化系统

及神经系统失调，其结果可能会对强迫游泳和旷

场实验造成一定干扰，也可通过 ＣＯＲＴ 与其他药

物联用降低副作用，其联用作用机制则需要进一

步研究。
１􀆰 ３　 嗅球（ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｂｕｌｂ，ＯＢ）切除术诱导抑郁

模型

ＯＢ 作为嗅觉处理的初级中枢，参与嗅觉的

处理过程。 ＯＢ 的体积会影响嗅觉功能，ＯＢ 将气

味信号同时扩散至除嗅觉处理中枢外的其他脑

区，参与抑郁等情感变化。 嗅球切除术（ｏｌｆａｃｔｏｒｙ
ｂｕｌｂｅｃｔｏｍｙ，ＯＢＸ）是一种经过验证的抑郁症造模

方法，可导致与人类状况相似的行为和神经缺

陷［３０］。 线粒体细胞异常是重度抑郁症的一个特

征，而 ＯＢＸ 模型的作用机制包括线粒体代谢的改

变，ＯＢＸ 能够显著影响海马突触前部线粒体，而
对来自海马突触后部和额叶大脑区域的线粒体

不会造成影响，这表明 ＯＢＸ 对突触前部的影响具

有显著的特异性［３１］。 ＯＢＸ 还会提升与血清中脂

质代谢物上调相关的磷脂酰胆碱、Ｌ⁃ａ⁃谷氨酰⁃Ｌ⁃
赖氨酸和粪卟啉原Ⅲ水平，这些物质会参与抗炎

脂质的代谢［３２］。
ＯＢＸ 操作方法是将大鼠在麻醉（１００ ｍｇ ／ ｋｇ

氯胺酮） 下切除双侧 ＯＢ，ＯＢ 通过在脑脊液前

７ ｍｍ 和距中线 ２ ｍｍ 的坐标处钻孔吸出，用止血

海绵止血并缝合皮肤。 大鼠在术后 １ ｈ 和 ２ ｄ 分

别用 ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｋｇ 的 美 洛 昔 康 治 疗 疼 痛 和

炎症［３３］。
ＯＢＸ 导致的抑郁样行为可以通过阿米替林、

１５２
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西酞普兰和氟西汀等抗抑郁药物的长期治疗来

逆转，急性抗抑郁药治疗（ ＜ ２ 周）对 ＯＢＸ 模型则

没有改善［３４］。 研究表明，解郁除烦胶囊可以保护

大鼠的神经元并减轻抑郁样行为，这是由于其显

著调节 ＨＰＡ 轴、突触可塑性和恢复神经发生的能

力。 ＯＢＸ 大鼠成纤维细胞生长因子 ２ 及其受体 ２
和受体 ３ 的表达水平降低，而解郁除烦胶囊处理

则会逆转这种下降［３５］。
ＯＢＸ 模型稳定性好，但缺点在于这种造模方

式是由嗅球皮层损伤产生的，造模时动物死亡率

较高。 该模型对于手术操作和实验条件的要求

也较高，需要专业的手术技术和设备支持，否则

可能会影响模型的可靠性。

２　 改变心理社会因素所致模型

２􀆰 １　 习得性无助（ ｌｅａｒｎｅｄ ｈｅｌｐｌｅｓｓｎｅｓｓ，ＬＨ）抑
郁模型

ＬＨ 是一种常见的抑郁症动物模型。 当实验

动物反复受到无法控制的负面刺激而无法逃脱

时，它们会变得焦虑，即使面对可控的刺激，这些

动物也持续表现出较少的逃避行为［３６］。 食欲素⁃
Ａ（ｏｒｅｘｉｎ⁃Ａ，ＯＸ⁃Ａ）和食欲素⁃Ｂ（ ｏｒｅｘｉｎ⁃Ｂ，ＯＸ⁃Ｂ）
是在下丘脑中产生的神经肽。 临床研究表明，抑
郁和焦虑与 ＯＸ 系统有关［３７］。 ＬＨ 大鼠与正常大

鼠的比较表明，ＬＨ 大鼠脑中的 ＯＸ⁃Ａ 水平明显降

低，ＯＸ⁃Ａ 和 ＯＸ⁃Ｂ 激活下降，导致大鼠更容易受

到压力刺激［３８］。
建立 ＬＨ 模型最常用的方法是足部电击，其

装置由一个亚克力盒子中两个大小相等的隔室

所组成，由一面中央开口的墙隔开，动物可以通

过这面墙从一个隔室进入另一个隔室，其中一侧

隔室的地板上配有脚部电击装置［３６］。 ＬＨ 包括两

个阶段，训练阶段和测试阶段。 训练阶段时，将
小鼠放在穿梭盒子的一侧，并允许探索穿梭盒子

５ ｍｉｎ。 在适应期结束后，给予小鼠 ３０ 次不可预

测但可逃避的脚电刺激，强度为 ０􀆰 ３ ｍＡ，持续时

间最长为 ２４ ｓ，不可预测的电击间隔为 ３０ ～
６０ ｓ［３９］。 测试阶段时，每只小鼠进行 ３０ 次穿梭逃

逸实验，持续时间为 ３ ｓ，间隔为 ３０ ～ ６０ ｓ。 在电

击开始时，隔墙打开，当小鼠进入非电击室时，实
验终止，逃生延迟和逃生失败次数由软件自动

记录［３９］。

近年来，也有研究表明抗抑郁药物可以缓解

ＬＨ 模型的抑郁水平。 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）是细胞生

长和增殖的重要调节因子，ＹＡＮＧ 等［３６］ 发现 ＬＨ
模型下调了海马体中 ＢＤＮＦ 的表达和 Ａｋｔ⁃ｍＴＯＲ
信号通路的激活，而姜黄苷可以通过促进 ＢＤＮＦ
表达和激活海马中的 Ａｋｔ⁃ｍＴＯＲ 信号通路来加速

小鼠的恐惧记忆消除并改善抑郁样行为。
ＬＨ 模型与人类抑郁形成机制类似，抗抑郁

药物可在 ３ ～ ５ ｄ 内逆转该模型的抑郁症状［４０］。
其缺点是抑郁持续时间短，不同种类的模型动物

会表现出不同的刺激反应［４１］。 此外，蒲俊材［４２］

通过比较 ＬＨ 组与空白对照组大鼠前额皮质代谢

分子的表达水平发现 ＬＨ 诱导与氨基酸代谢紊乱

有关。 因此，ＬＨ 模型可用于快速抗抑郁药物的

筛选以及抑郁症机制的研究。 ＬＨ 模型要求具有

较强的应激源，仅对急性治疗敏感，不适于筛选

周期较长的抗抑郁药物。
２􀆰 ２　 慢性不可预知应激（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ
ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）模型

ＣＵＭＳ 模型不仅会导致类似抑郁症的行为，
还会改变肠道微生物的组成［４３－４４］。 从 ＣＵＭＳ 模

型的大脑蛋白质组分析中鉴定了来自 ３ 个家族的

９１ 个上调和 １４２ 个下调的独特蛋白质，这 ２３３ 种

差异表达跨膜蛋白富含 １３ 条通路，包括突触囊泡

循环、尼古丁成瘾、氧化磷酸化、钙信号和腺苷

３’，５’⁃单磷酸信号，富含已知参与帕金森病和阿

尔茨海默病发展的分子，这可能表明神经退行性

疾病和抑郁症之间存在共同的分子机制［４５］。
ＣＵＭＳ 模型的刺激方法一般包括一系列实验，见
表 １。 这些方法在实验中需要无规律随机排列以

避免动物产生耐受［４６］。 缺乏快感是 ＣＵＭＳ 小鼠

的主要特征，表现为行为测试的缺陷，包括糖水

偏爱率下降、ＦＳＴ 期间不动时间增加、旷场实验

（ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ，ＯＦＴ）期间表现出自由探索能力

的下降并且在高架十字迷宫测试期间张开双臂

的时间减少［４７］。 ＣＵＭＳ 模型成立后，抑郁状态将

会持续 ３ 个月左右。
　 　 ＣＵＭＳ 能够增加肝白细胞介素⁃６ 的水平，并
引起 Ｊａｎｕｓ 激酶 ２ 和信号转导转录激活因子 ３ 的

激活［４８］。 研究表明，芍药多糖可降低 ＣＵＭＳ 小鼠

白细胞介素⁃１β、白细胞介素⁃６、肿瘤坏死因子⁃α

２５２
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　 　 　 　 　 　 表 １　 ＣＵＭＳ 模型刺激方法

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ＣＵＭＳ ｍｏｄｅｌ
刺激方法

Ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｍｅｔｈｏｄ
时间
Ｔｉｍｅ

束缚
Ｂｉｎｄ ４ ～ ６ ｈ

昼夜颠倒
Ｄａｙ ａｎｄ ｎｉｇｈｔ ｒｅｖｅｒｓａｌ ２４ ｈ

禁食
Ｆａｓｔｉｎｇ ２４ ｈ

禁水
Ｗａｔｅｒ ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｏｎ ２４ ｈ

悬尾
Ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ５ ｍｉｎ

刺激性气味
Ｐｕｎｇｅｎｔ ｓｍｅｌｌ １２ ｈ

强迫游泳
Ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ５ ｍｉｎ

电击足底
Ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｓｈｏｃｋ ｏｎ ｔｈｅ ｓｏｌｅ １０ ｓ

垫料潮湿
Ｗｅｔ ｂｅｄｄｉｎｇ １２ ｈ

噪音
Ｎｏｉｓｅ １ ｈ

水平，提高 ５⁃ＨＴ 水平，还可以调控 ＣＵＭＳ 小鼠肠

道菌群，增加其物种丰富度。 芍药多糖还能够显

著抑制 ＣＵＭＳ 小鼠结肠组织中 ＮＬＲＰ３ ／ ＡＳＣ ／
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 信号通路的激活，改善结肠粘膜和神经

元损伤［４９］。 此外，线粒体自噬是近年来神经退行

性疾病研究的一大热点。 ＹＡＮＧ 等［４８］ 发现巴戟

天寡糖可通过提升线粒体动力学相关蛋白 Ｍｆｎ２
的表达从而调节 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ⁃ｍＴＯＲ 通路的激活，促
进受损线粒体自噬，降低促炎因子的释放水平，
抑制神经元细胞的凋亡，最终缓解 ＣＵＭＳ 大鼠的

抑郁症状。
ＣＵＭＳ 能够模拟大多数人类抑郁症的症状，

而且和治疗方法之间存在密切联系，实验结果可

靠性强［５０］。 但 ＣＵＭＳ 的刺激方法需要操作者耗

费巨大精力，刺激不当也会引起实验动物死亡，
导致造模效率相对较低。

３　 基因突变形成的抑郁模型

３􀆰 １　 Ｆａｗｎ⁃Ｈｏｏｄｅｄ（ＦＨ）大鼠

ＦＨ 大鼠的隐性红眼稀释基因中具有基因突

变，该基因导致血小板中功能失调的 ５⁃ＨＴ 释放。
与正常大鼠相比，ＦＨ 大鼠应激后血浆中 ＣＯＲＴ 含

量增加。 另一方面，在 ＦＨ 大鼠中，神经免疫反应

较为迟钝，这可能与 ＦＨ 大鼠血浆 ＣＯＲＴ 对内毒

素的迟钝反应有关［５１］。
粪 便 微 生 物 群 移 植 （ ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ，ＦＭＴ）已被提出作为抑郁症的潜在治疗

方案。 在 ＦＭＴ 之前，与 ＳＤ 大鼠相比，ＦＨ 大鼠的

抑郁样行为以及神经递质和细胞因子水平显著

升高。 ＦＭＴ 后，接受 ＦＨ 粪便菌群的 ＦＨ 大鼠表

现出加重的抑郁样行为，而接受 ＳＤ 微生物群的

ＦＨ 大鼠的抑郁症状明显缓解，海马神经递质显

著增加，部分海马细胞因子明显减少。 分析表

明，ＳＤ⁃ＦＭＴ 通过肠道微生物物种的显著减少来

阻止受者的抑郁发展，从而导致受者通过肠神经

系统、肠道屏障和血脑屏障在血清和海马体中进

行代谢调节［５２］。
３􀆰 ２　 Ｆｌｉｎｄｅｒ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｌｉｎｅ（ＦＳＬ）大鼠

ＦＳＬ 大鼠是抑郁症遗传易感性的模型，表现

出自发和应激敏感的抑郁样表型，包括减少睡眠

潜伏期，这为抑郁症中的睡眠相关症状提出了一

个合适的模型［５３］。
ＦＳＬ 大鼠中出现了无序的 ＮＯ ／ ｃＧＭＰ ／ ＰＫＧ

信号级联反应，这是一种广泛描述和验证的重度

抑郁症遗传动物模型［５４］。 ＦＳＬ 大鼠抑郁症模型

中，内侧前额叶皮层急性切片前边缘区域的可塑

性降低，强直性 γ⁃氨基丁酸（ ｇａｍｍａ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ
ａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）抑制增加。 强直抑制可以通过阻断

星形胶质细胞内 Ｃａ２＋来减少信号传导或通过用司

来吉兰抑制合成酶毛⁃Ｂ 来减少星形胶质细胞

ＧＡＢＡ。 阻断 ＧＡＢＡ 合成还可以恢复 ＦＳＬ 前额叶

皮层中受损的突触可塑性，突触可塑性的降低和

兴奋抑制平衡的改变被认为是重度抑郁症的

机制［５５］。

４　 抑郁症动物模型总结

综上总结的抑郁症动物模型优势、局限性及

改进建议如表 ２ 所示。

５　 抑郁症动物模型的评价

５􀆰 １　 基于情绪行为的评价

５􀆰 １􀆰 １　 糖水偏好实验 （ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔ，
ＳＰＴ）

ＳＰＴ 的原理依靠啮齿类动物对甜食偏爱的天

性。 当给它们同时提供普通水和蔗糖溶液时，它

３５２
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　 　 　 　 　 　 表 ２　 抑郁症动物模型

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ
建模手段

Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅａｎｓ
模型名称
Ｍｏｄｅｌ ｎａｍｅ

优势
Ａｄｖａｎｔａｇｅ

局限性
Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ

改进建议
Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｓｕｇｇｅｓｔｉｏｎ

改变生物学
因素

Ａｌｔｅｒｅｄ ｂｉｏｌｏｇｙ

改变心理社会
因素

Ｃｈａｎｇｅ
ｐｓｙｃｈｏｓｏｃｉａｌ

ｆａｃｔｏｒｓ

基因突变
Ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ

利血平诱导抑郁
模型

Ｒｅｓｅｒｐｉｎｅ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

耗时较少、有利于抗抑郁
药物初筛

Ｉｔ ｔａｋｅｓ ｌｅｓｓ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｉｓ
ｃｏｎｄｕｃｉｖｅ ｔｏ ｔｈｅ

ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ
ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔ ｄｒｕｇｓ

与个体发病机制不吻合、易
产生假阳性反应

Ｉｔ ｉｓ ｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ

ｅａｓｙ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｆａｌｓｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ

ＣＯＲＴ 诱导抑郁
模型

ＣＯＲＴ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

耗时较少、周期短
Ｌｅｓｓ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｓｈｏｒｔ ｃｙｃｌｅ

存在一定副作用、易产生假
阳性反应

Ｓｏｍｅ ｓｉｄｅ ｅｆｆｅｃｔｓ，
ｅａｓｙ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｆａｌｓｅ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ

ＯＢＸ 诱导抑郁模型
ＯＢＸ ｉｎｄｕｃｅｄ

ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

稳定性好
Ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

死亡率高、操作难度大
Ｈｉｇｈ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ，
ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ＬＨ 诱导抑郁
模型

ＬＨ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

与个体发病机制类似、对
急性治疗敏感

Ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ

ａｃｕｔｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

抑郁持续时间短、不适合慢
性药物治疗

Ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｈａｓ ａ ｓｈｏｒｔ
ｄｕｒａｔｉｏｎ， ｉｓ ｎｏｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ

ｃｈｒｏｎｉｃ ｄｒｕｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＣＵＭＳ 诱导抑郁
模型

ＣＵＭＳ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

与个体发病机制类似、可
靠性强

Ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ， ｔｈｅ
ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｓ ｓｔｒｏｎｇ

建模效率较低、对实验动物
伤害较强

Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｓ ｌｏｗ ａｎｄ
ｔｈｅ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｅｓｔ ａｎｉｍａｌｓ

ｉｓ ｓｔｒｏｎｇ

ＦＨ 大鼠抑郁
模型

ＦＨ ｒａｔ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｍｏｄｅｌ

稳定性好
Ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

研究成本较高
Ｈｉｇｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｃｏｓｔ

ＦＳＬ 大鼠抑郁
模型

ＦＳＬ ｒａｔ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｍｏｄｅｌ

稳定性好
Ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

研究成本较高
Ｈｉｇｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｃｏｓｔ

在具体实验操作中，单一模型易
产生假阳性结论，建议根据不同
研究方向与研究角度使用两种及
以上模型来提高实验结果的可靠
性。 如药物诱导抑郁模型可适当
采用两者及两者以上联合用药提

高抑郁模型可靠性
Ｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ，
ａ ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｅａｓｙ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ
ｆａｌｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ． Ｉｔ ｉｓ
ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ｔｏ ｕｓｅ ｔｗｏ ｏｒ ｍｏｒｅ
ｍｏｄｅｌｓ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｒｅｓｅａｒｃｈ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ
ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｆｏｒ ｅｘａｍｐｌｅ，
ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

ｃａｎ ｂｅ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅｌｙ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ

ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

们会有选择性地饮用蔗糖溶液。 但当抑郁模型

建成后，模型动物对蔗糖溶液的偏爱程度会有所

降低［５６］。
在 ＳＰＴ 开始前，所有小鼠禁食禁水 ２４ ｈ［５７］。

然后，给予小鼠两个标准饮料瓶，一个含有 １％ ～
２％蔗糖溶液，另一个为自来水，持续 ２４ ｈ。 每 ６ ｈ
将两个饮料瓶调换位置，以避免侧偏。 在 ＳＰＴ 结

束时测量蔗糖和水的摄入量，蔗糖偏爱率表示为

蔗糖 摄 入 量 ／蔗 糖 摄 入 量 加 水 摄 入 量 的 百

分比［５８］。
５􀆰 １􀆰 ２　 悬尾实验（ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔ，ＴＳＴ）

ＴＳＴ 将动物的尾部固定，使其头部向下悬挂。
正常动物在此环境中会表现出挣扎行为，企图摆

脱困境。 而抑郁模型动物则会出现间断性不动，
表现出行为绝望状态。 因此通过检测动物在 ＴＳＴ
中的不动时间即可快速评价抑郁模型建立或抗

抑郁药物的效果。
固定胶带应缠在接近小鼠尾巴尖端的位置，

地面到小鼠头部的距离控制在 ５０ ｃｍ 左右，实验

时应将各小鼠中间放置挡板，以免相互影响。 悬

挂后适应 １ ｍｉｎ，然后计时 ５ ｍｉｎ，记录 ５ ｍｉｎ 内的

小鼠不动时间［５９］。
５􀆰 １􀆰 ３　 ＦＳＴ

与 ＴＳＴ 的原理类似，同样将动物置于一个局

限的环境中，基于动物的绝望状态评估研究效果。
将 ２５ ℃的自来水倒入直径为 ２５ ｃｍ 的透明

４５２
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圆柱桶中，然后将每只小鼠单独放入其中自由游

泳。 不动时间定义为四肢不动仅依靠浮力漂浮

在水面的时间。 让每只小鼠适应条件 １ ｍｉｎ，然后

记录接下来 ５ ｍｉｎ 内的总不动时间［５９］。
５􀆰 ２　 基于自发活动能力的评价

５􀆰 ２􀆰 １　 ＯＦＴ
ＯＦＴ 通过检测实验动物的自发活动行为和

探索能力评价焦虑样行为［５８］。 动物对新的开阔

环境具有天然恐惧。 因此它们主要在旷场的周

边区域活动，而在中央区域较少［６０］。
旷场装置底面（９６ ｃｍ × ９６ ｃｍ × ５０ ｃｍ）分成

９ 个面积相等的正方形区域，将每只小鼠从旷场

的一角放入，使其自由活动适应 １ ｍｉｎ。 然后记录

在 ５ ｍｉｎ 内的中心区域停留时间、穿过中心次数

以及总移动距离。 在每次测试之后，用 ７５％乙醇

彻底清洁旷场的内壁和底板，以避免残留气味对

实验结果的影响［６０］。
５􀆰 ２􀆰 ２　 明暗箱实验（ｌｉｇｈｔ ｄａｒｋ ｂｏｘ ｔｅｓｔ，ＬＤＢＴ）

啮齿类动物为夜行性动物，喜欢黑暗而回避

光照。 ＬＤＢＴ 基于此特征评价实验动物在两种环

境下的自发探索行为。
明暗箱是一个木制的矩形盒子，分为两个区

域。 较小的区域为黑匣子（１８ ｃｍ × ２７ ｃｍ × ２７
ｃｍ），内壁为黑色，顶盖不发光，较大的区域是亮

箱（４５ ｃｍ × ２７ ｃｍ × ２７ ｃｍ），内壁为白色，顶盖设

有 ＬＥＤ 灯提供光源。 测试开始时，将小鼠放置在

暗箱的中间，然后自由移动 ５ ｍｉｎ。 测试选取亮盒

的保留时间作为评价小鼠是否具有焦虑行为的

指标［５９］。
５􀆰 ２􀆰 ３　 社交互动实验（ｓｏｃｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔ，ＳＩＴ）

ＳＩＴ 主要通过检测小鼠对社交的兴趣和社交

认知能力评价焦虑样行为，也是自闭症等相关疾

病研究的常见评估方法。
测试装置由一个长方形的透明或半透明塑

料箱组成，箱子分为 ３ 个大小相等的隔室。 两个

外侧隔室各放置一个圆柱形的透明或半透明笼

子，用于放置陌生动物。 将实验动物放入中间隔

室，让其自由活动 １０ ～ １５ ｍｉｎ，使其熟悉环境。
之后将陌生动物放入一个外侧隔室的圆柱笼中，
另一个外侧隔室放一个空笼子。 然后，打开中间

隔室与两个外侧隔室之间的通道，让实验动物自

由探索。 记录实验动物在陌生动物所在隔室和

空笼子所在隔室的停留时间，持续 １０ ～ １５ ｍｉｎ。
通常情况下，如果实验动物在陌生动物所在的隔

室停留时间明显长于空笼子所在的隔室，说明动

物具有社交倾向［５９］。

６　 讨论与展望

综上所述，通过改变动物的生物学因素、心
理社会因素以及基因突变都可诱导与人类相似

的神经生物学变化而模拟临床抑郁症状。 然而，
由于抑郁症的形成是由多条神经通路所组成的

复杂网络共同作用的结果，基于单一回路对特定

脑区调控的动物模型并不能全面阐释抑郁症的

病理机制。 因此，传统的抑郁动物模型阻碍了新

型治疗手段的进一步深入。 在未来的研究中，除
了关注抑郁症状的表型，还应当深入探索临床症

状背后的生物学原理和发病机制。 鉴于动物模

型与人类之间的差异性，还应致力于开发不同病

理机制的更为可靠精确的动物模型，这将有助于

今后抗抑郁药物的进一步研发。
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投稿网址：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｇｓｙｄｗ． ｃｎｊｏｕｒｎａｌｓ． ｃｏｍ ／
期待您的来稿！

８５２
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ＴＲＰＶ１ 通道在小鼠组织纤维化中的作用研究进展
师雨琛１，２ ，李小强１∗

（１． 空军军医大学药学系中药与天然药物学教研室，西安　 ７１００３２；
２． 空军军医大学基础医学院，西安　 ７１００３２）

　 　 【摘要】 　 纤维化的主要病理特征为纤维结缔组织增多、实质细胞减少，如持续进展可致器官结构破坏

和功能减退。 近年来研究发现，非选择性阳离子通道⁃瞬时感受器电位香草酸亚型 １（ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ １，ＴＲＰＶ１）通道与纤维化密切相关。 该通道被激活后可使胞内阳离子浓度升高，引起相应

的生理和病理变化，特别是在调控组织纤维化过程中发挥关键作用。 为了深入研究 ＴＲＰＶ１ 通道参与组织纤

维化的发生机制，动物模型已成为了该类研究的重要工具。 本文将综述 ＴＲＰＶ１ 通道在小鼠心脏、肾、胰腺等

脏器纤维化中的作用，对 ＴＲＰＶ１ 通道参与调控纤维化的相关信号通路进行总结，以期为纤维化发病机制研究

和药物研发提供新的思路。
【关键词】 　 纤维化；瞬时感受器电位香草酸亚型 １ 通道；小鼠模型；信号通路；药物靶点

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２５） ０２⁃０２５９⁃０８

Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｉｎ
ｓｕｂｆａｍｉｌｙ １ ｃｈａｎｎｅｌ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ

ＳＨＩ Ｙｕｃｈｅｎ１，２， ＬＩ Ｘｉａｏｑｉａｎｇ１∗

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍａｔｅｒｉａ Ｍｅｄｉｃａ ａｎｄ Ｎａｔｕｒａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ， Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ， Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉ’ａｎ ７１００３２， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ

Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉ’ａｎ ７１００３２， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＩ Ｘｉａｏｑｉａｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｘｘｑｑｌｉ＠ ｆｍｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｓ ａ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ
ｉｎ ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈｉｎ ｏｒｇａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｄｕｒｉｎｇ ｉｔｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ， ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｃａｎ ｌｅａｄ ｔｏ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｄｅｃｌｉｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｏｒｇａｎ． Ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ， ｉｔ ｈａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｎｏｎ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｃａｔｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ １ （ＴＲＰＶ１） ｃｈａｎｎｅｌ ｉｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ｗｈｅｎ ｔｈｉｓ ｃｈａｎｎｅｌ ｉｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ， ｉｔ ｃａｎ
ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｕｓｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ， ｐｌａｙｉｎｇ
ａ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ ｃｒｕｃｉａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｈａｖｅ ｂｅｃｏｍｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｏｏｌｓ ｉｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｙ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ＴＲＰＶ１ ｃｈａｎｎｅｌ ｉｎｄｕｃｅｓ ｏｒｇａｎ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｒｅｖｉｅｗｓ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＴＲＰＶ１ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｆ ｏｒｇａｎｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ， ｋｉｄｎｅｙ， ａｎｄ ｐａｎｃｒｅａｓ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｗｈｉｃｈ
ＴＲＰＶ１ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｒｅ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ ｉｄｅａｓ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｄｒｕｇｓ．
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　 　 【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ １ ｃｈａｎｎｅｌ； ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ； ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ； ｄｒｕｇ ｔａｒｇｅｔ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 瞬时感受器电位香草酸亚型 １ （ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ １，ＴＲＰＶ１）通

道是一种非选择性阳离子通道，广泛分布于神

经、心血管等多个系统中［１］。 ＴＲＰＶ１ 通道被激活

时，能引起 Ｃａ２＋、Ｋ＋、Ｍｇ２＋和 Ｎａ＋等阳离子内流，其
对 Ｃａ２＋和 Ｍｇ２＋有相对选择特异性，为其他阳离子

的 ５ ～ １０ 倍，可引起相应的生理和病理变化［２］。
在生理条件下，ＴＲＰＶ１ 通道参与疼痛感知、炎症

反应和细胞信号传导等过程［１］。 在纤维化进程

中，ＴＲＰＶ１ 的表达异常，参与调节心脏、肾、胰腺、
肺、肝等多组织的纤维化。 鉴于纤维化疾病的共

性特征，本文将结合小鼠模型，总结 ＴＲＰＶ１ 通道

与组织纤维化之间的关系，阐明 ＴＲＰＶ１ 通道在调

节纤维化过程中发挥的作用，分析 ＴＲＰＶ１ 通道参

与调控纤维化的相关信号通路，以及 ＴＲＰＶ１ 通道

作为纤维化疾病治疗靶点的潜力，为纤维化的研

究提供新的思路。

１　 基于小鼠模型探讨 ＴＲＰＶ１ 通道在

各脏器纤维化过程中的作用机制

　 　 ＴＲＰＶ１ 通道在不同器官中均有表达，其主要

生理功能是感受热、痛等伤害性刺激，且与炎症、
损伤等多种病理过程密切相关［１］。 在纤维化疾

病中，主要是通过调节细胞内 Ｃａ２＋浓度影响纤维

化细胞的激活和分化［２］。 ＴＲＰＶ１ 通道还参与多

条纤维化信号通路的调控，如转化生长因子⁃β
（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｔａ， ＴＧＦ⁃β） 信号通

路、核因子 κＢ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ，ＮＦ⁃κＢ） 等［３］。
在这些信号通路中，ＴＲＰＶ１ 通过调控细胞因子、
炎症介质和生长因子的生成与释放，影响纤维化

的发展。 ＴＲＰＶ１ 通道在各个脏器纤维化中的作

用是多方面的，其激活或抑制可能对纤维化进程

产生不同的影响。 因此，深入理解 ＴＲＰＶ１ 在纤维

化中的作用机制对于开发针对性的治疗策略具

有重要意义。
１􀆰 １　 ＴＲＰＶ１ 通道在调控心肌纤维化信号通路中

的作用

在心肌纤维化研究中，通过异丙肾上腺素、

高盐饮食、左冠状动脉前降支结扎等方法构建的

小鼠模型显示，ＴＲＰＶ１ 对心肌纤维化具有保护作

用，可以抑制纤维细胞的增殖和分化［４－６］。 然而，
在主动脉弓缩窄 （ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ａｏｒｔｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ，
ＴＡＣ）所引起的压力超负荷状态的小鼠模型中，
ＴＲＰＶ１ 的保护作用并不显著，甚至可能产生相反

的效果。 一项研究指出 ＴＲＰＶ１ 能抑制促炎细胞

因子的分泌以及巨噬细胞的浸润而对心肌肥大

发挥保护作用［７］。 而另一项研究发现与野生型

小鼠相比，ＴＲＰＶ１ 基因敲除小鼠的心脏功能得到

改善，心肌肥大、纤维化和组织重塑减少［８］。 有

研究者分析原因可能在于不同的实验条件，例如

心脏超声心动图前后不同的测试时间点、用于开

发 ＴＡＣ 的针头大小的差异以及使用不同剂量的

拮抗剂等［９］。 提示，对于 ＴＲＰＶ１ 相关功能研究，
需要改进动物模型制备和应用体系来规避实验

条件对 ＴＲＰＶ１ 功能的评价。
进一步探究心肌纤维化的分子机制，发现

ＴＲＰＶ１ 通道对 ＴＧＦ⁃β 信号通路、血小板衍生生长

因子（ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）、基质

金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）和组

织 金 属 蛋 白 酶 抑 制 剂 （ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＴＩＭＰｓ）等关键介质的调控起着

核心作用［１０－１２］。 研究表明，ＴＲＰＶ１ 激活剂辣椒素

可以抑制野生型小鼠压力超负荷引起的 ＴＧＦ⁃β、
结缔 组 织 生 长 因 子 （ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ） 的上调和 ＳＭＡＤ２ ／ ３ 蛋白 （ ＳＭＡＤ
ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ２ ／ ３， ＳＭＡＤ２ ／ ３） 的磷酸化，但对

ＴＲＰＶ１ 基因敲除小鼠没有影响［１３］。 长期食用富

含辣椒素的饮食能够缓解高盐饮食所引发的心

脏肥大和纤维化。 这一保护效果是由于 ＴＲＰＶ１
通道的激活，进而促进了过氧化物酶体增殖物激

活受体 δ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃
ｄｅｌｔａ， ＰＰＡＲ⁃δ ） 的 表 达 增 加 所 致［１４］。 此 外，
ＭＡＲＳＨＡＬＬ 等［１５］在高脂饮食喂养的野生型小鼠

血浆中检测到较多的白细胞介素⁃１０（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃
１０，ＩＬ⁃１０），但在 ＴＲＰＶ１ 基因敲除小鼠中未观察

到明显变化。 ＴＡＣ 是一种通过手术模拟心脏后

０６２
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负荷增加，进而引发心力衰竭的小鼠模型，其病

理过程与高血压或主动脉瓣狭窄引起的心力衰

竭相似。 有研究表明，ＴＡＣ 能够增加肿瘤坏死因

子⁃α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃ａｌｐｈａ，ＴＮＦ⁃α）的水平，
激活 ＴＲＰＶ１，减少炎症介质的产生，并促进降钙

素基因相关肽 （ ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ ｇｅｎｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ，
ＣＧＲＰ）的释放；相比之下，ＴＲＰＶ１ 基因敲除的小

鼠并未表现出这种反应，表明 ＴＲＰＶ１ 的激活对于

抑制炎症反应具有重要作用［７］。
鉴于动物模型在 ＴＲＰＶ１ 研究中的重要意义，

在选择动物模型时，需要考虑每种模型的特点，
例如，异丙肾上腺素诱导的模型能够快速模拟心

肌纤维化，适合研究急性效应，但可能无法完全

模拟人类心肌纤维化的慢性过程。 高盐饮食模

型则更贴近人类饮食习惯引起的病理变化，但可

能需要较长时间来观察效果［１６］。 左冠状动脉前

降支结扎模型则能够模拟心肌缺血后的纤维化，
但其手术操作复杂，对技术要求较高。 横主动脉

缩窄模型则能够模拟长期压力超负荷下的心肌

纤维化，但其对心脏的负荷是逐渐增加的，可能

更适合研究慢性纤维化过程［１７－１８］。
１􀆰 ２　 ＴＲＰＶ１ 通道在调控肾纤维化信号通路中的

作用

目前肾纤维化研究的关键问题是：炎症反应

如何形成、如何调控胞外基质。 ＴＲＰＶ１ 是高血压

引起的肾纤维化的重要通道蛋白，可与炎症相关

的 ＴＧＦ⁃β 及 ＮＦ⁃κＢ 信号串扰抑制纤维化。 据报

道，激活 ＴＲＰＶ１ 通道可降低脱氧皮质酮醋酸酯盐

（ｄｅｏｘｙｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ａｃｅｔａｔｅ，ＤＯＣＡ）诱导的高血压

小鼠的肾损伤，抑制纤连蛋白的上调、Ⅰ型和Ⅲ
型胶原蛋白的表达，从而延缓肾间质纤维化的进

展［１９］。 单侧输尿管梗阻引起肾纤维化的小鼠模

型中，辣椒素可抑制 ＴＧＦ⁃β１ ／ ＳＭＡＤ２ ／ ３ 信号传导

来延缓肌成纤维细胞的活化，从而显著改善肾纤

维化［２０］。 因此，激活 ＴＲＰＶ１ 通道，抑制 ＴＧＦ⁃β１
的产生可能有助于减少细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）积累并延缓肾间质纤维化的进展。
再者，ＮＦ⁃κＢ 以及多种炎症相关基因的异常激活

会加剧肾损伤。 ＴＲＰＶ１ 的缺失会产生大量有害

的促炎细胞因子，增加肾小管间质损伤。 ＤＯＣＡ
处理的野生型小鼠与 ＴＲＰＶ１ 基因敲除小鼠相比，
ＴＲＰＶ１ 基因敲除小鼠中 ＮＦ⁃κＢ 活性显著增

加［２１］。 这些数据表明 ＮＦ⁃κＢ 在 ＴＲＰＶ１ 介导的抗

炎中发挥着核心调节作用。
在动物模型的选择上，单侧输尿管梗阻模型

因其较好的重复性和快速的肾间质纤维化发生，
是研究肾间质纤维化的常用动物模型［２２］。 然而，
每种模型都有其特定的应用场景和局限性。 例

如，ＤＯＣＡ 诱导的高血压模型适合研究长期高血

压对肾的影响，而单侧输尿管梗阻模型则更适用

于研究急性肾损伤后的纤维化过程。 需要选择

不同的模型评估 ＴＲＰＶ１ 激活在不同病理状态下

对肾纤维化的潜在治疗价值。
１􀆰 ３　 ＴＲＰＶ１ 通道在调控胰腺纤维化信号通路中

的作用

在胰腺中，ＴＲＰＶ１ 多在感觉神经元和脊髓神

经元中表达，所以其介导的机制多与神经肽 Ｐ 物

质（ｓｕｂｓｔａｎｃｅ Ｐ，ＳＰ）相关。 有研究表明，ＴＲＰＶ１
通道的激活可释放 ＳＰ 并与内皮细胞上的神经激

肽⁃１ 受体（ｎｅｕｒｏｋｉｎｉｎ⁃１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＮＫ１Ｒ）结合，导
致间质水肿和中性粒细胞浸润［２３］。 在雨蛙素诱

导的胰腺炎小鼠模型中，使用 ＴＲＰＶ１ 拮抗剂辣椒

西平可抑制初级感觉神经元并减少组织炎症，从
而抑制 ＳＰ 的释放和 ＮＫ１Ｒ 激活，最终减轻胰腺纤

维化的严重程度［２４］。 雨蛙素诱导的胰腺炎模型

因其能够模拟人类胰腺炎的关键病理特征，包括

胰腺组织的炎症细胞浸润、纤维化及胰腺功能的

损伤，已成为研究胰腺纤维化的重要工具。 此模

型不仅有助于理解疾病的发展机制，还对评估潜

在治疗干预策略具有重要价值。 尽管如此，针对

ＴＲＰＶ１ 治疗策略的有效性和安全性仍需在更广

泛的临床前模型和临床研究中进行系统验证。
１􀆰 ４　 ＴＲＰＶ１ 通道在调控肺纤维化信号通路中的

作用

研究 人 员 在 肺 纤 维 化 的 过 程 中 观 察 到

ＴＲＰＶ１ 激活与肺泡上皮细胞、成纤维细胞、巨噬

细胞和肌成纤维细胞的分布和数量变化有关。
特别是早期阶段，成纤维细胞和促炎巨噬细胞显

著增加，这表明 ＴＲＰＶ１ 可能在急性炎症反应中发

挥作用［２５－２７］。 此外，特定蛋白如 ＭＭＰ１２、骨膜蛋

白 （ ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ， ＰＯＳＴＮ） 和 Ⅰ 型胶原蛋白 α１ 链

（ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ⅰ ａｌｐｈａ １ ｃｈａｉｎ，ＣＯＬ１Ａ１）在肺纤

维化过程中的表达变化也与 ＴＲＰＶ１ 通道的激活

状态有关［２８］。

１６２
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在特发性肺纤维化临床患者的研究中，发现

内质网与线粒体之间的相互作用减弱，这一现象

与磷脂酸簇分类蛋白 ２（ｐｈｏｓｐｈｏｆｕｒｉｎ ａｃｉｄｉｃ ｃｌｕｓｔｅｒ
ｓｏｒｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃２，ＰＡＣＳ⁃２）的表达降低有关。 研究

还揭示了 ＴＲＰＶ１ 通道与 ＰＡＣＳ⁃２ 之间的相互作

用，并且通过使用辣椒素可恢复 ＰＡＣＳ⁃２ 的水平，
减少肺泡上皮细胞的凋亡。 这些发现提示，调节

ＰＡＣＳ⁃２ ／ ＴＲＰＶ１ 轴可能是特发性肺纤维化患者治

疗的潜在新策略［２９］。 在肺纤维化诱导的咳嗽模

型中， ＴＲＰＶ１ 和 瞬 时 受 体 电 位 Ａ１ （ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｋｙｒｉｎ １，ＴＲＰＡ１）通道在肺部的

表达均增加。 与对照组相比，模型组肺组织中这

两种通道蛋白的表达显著上调，并且这种上调与

Ａｓｈｃｒｏｆｔ 纤维化评分呈负相关［３０］。 最后，研究还

发现小剂量辣椒素通过激活 ＴＲＰＶ１、促进 ＣＧＲＰ
的释放，抑制细胞外调节蛋白激酶（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ）的磷酸化并下调真

核 翻 译 起 始 因 子 ３Ａ （ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ
ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ３ ｓｕｂｕｎｉｔ Ａ，ＥＩＦ３Ａ）的表达，从而

逆转肺泡上皮细胞的上皮间质转化［３１］。 上述研

究结果表明，ＴＲＰＶ１ 通道在肺纤维化的发展中起

着多方面的作用，包括内质网⁃线粒体联系、影响

固有免疫细胞的反应，以及参与咳嗽敏感性的调

节。 这些发现为肺纤维化的治疗提供了新的潜

在靶点。
１􀆰 ５　 ＴＲＰＶ１ 通道在调控肝纤维化信号通路中的

作用

在肝纤维化过程中，ＴＲＰＶ１ 通道的作用机制

同样受到关注。 研究表明，ＴＲＰＶ１ 通过与无菌 α
及 Ｔｏｌｌ ／白细胞介素受体含基序蛋白 １ （ ｓｔｅｒｉｌｅ
ａｌｐｈａ ａｎｄ ｔｏｌｌ ／ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｍｏｔｉｆ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＳＡＲＭ１）的相互作用，维持肝星状细胞

的静止状态，从而在肝纤维化过程中起到保护作

用。 在肝纤维化患者和小鼠模型中，ＴＲＰＶ１ 表达

水平显著下调。 此外，ＴＲＰＶ１ 的遗传和药理抑制

导致 ＮＦ⁃κＢ 激活和促炎细胞因子的产生，这表明

ＴＲＰＶ１ 可能通过抑制炎症反应来减缓肝纤维化

的进程［３２］。
四氯化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）诱导的

小鼠模型也被用来研究 ＴＲＰＶ１ 在肝纤维化中的

作用。 随着 ＣＣｌ４ 浓度的增加，小鼠肝逐渐出现纤

维化，血清中丙氨酸氨基转移酶、天门冬氨酸氨

基转移酶含量逐渐升高，而白蛋白含量降低。 此

外，ＩＬ⁃６ 和 ＴＧＦ⁃β１ 等炎症因子的表达也随之增

加，这可能与 ＴＲＰＶ１ 通道的激活状态有关［３３］。
１􀆰 ６　 ＴＲＰＶ１ 通道在调控其他脏器纤维化信号通

路中的作用

ＴＲＰＶ１ 同样调控角膜、口腔粘膜、皮肤等组

织的纤维化，这些组织含有丰富的神经末梢，多
参与温度感知，痛觉传递等功能［３４－３６］。 在小鼠角

膜碱烧伤模型的研究中发现，ＴＲＰＶ１ 的缺失显著

降低了眼成纤维细胞中 ＴＧＦ⁃β１ 及其他促炎因子

的表达水平，有效抑制了小鼠角膜愈合过程中的

炎症反应和疤痕形成［３４］。 在口腔粘膜方面，热、
辣和酸性食物引起的灼痛感加剧了口腔粘膜的

纤维化，这与 ＴＲＰＶ１ 的激活密切相关［３５］。 尽管

如此，目前对于 ＴＲＰＶ１ 在口腔粘膜纤维化中的具

体作用机制的研究还相对有限，需通过进一步的

实验来阐明。 在皮肤系统性硬化症的研究中，使
用 ＴＲＰＶ１ 受体和 ＣＧＲＰ 基因敲除小鼠的研究表

明，ＴＲＰＶ１ 受体的激活可能通过诱导 ＳＰ 的释放

来调节炎症过程，这可能对纤维化过程具有保护

作用［３６］。 总的来说，ＴＲＰＶ１ 在角膜、口腔粘膜和

皮肤等组织中的表达和激活状态可能通过多种

机制影响纤维化的发展。 这些机制包括对炎症

反应的调节、成纤维细胞的活化和细胞外基质的

重塑等。

２　 ＴＲＰＶ１ 通道在各脏器纤维化治疗

中的应用

　 　 鉴于 ＴＲＰＶ１ 在纤维化中的重要作用，靶向

ＴＲＰＶ１ 可能成为纤维化治疗的新策略。 研究发

现，部分天然化合物和药物可通过调控 ＴＲＰＶ１ 通

道活性，减轻纤维化程度。 例如姜黄素等天然化

合物以及部分钙通道拮抗剂，均可调控 ＴＲＰＶ１ 通

道活性，从而达到抗纤维化的效果。
为了评价 ＴＲＰＶ１ 激动剂及拮抗剂的治疗效

果，研究者根据脏器纤维化诱因的不同开发了多

种动物模型模拟患者的病理性损伤。 心肌纤维

化模型主要是由压力超负荷、免疫损伤、缺血、高
糖等因素诱导建立。 在压力超负荷诱导的小鼠

模型中，ＴＲＰＶ１ 激动剂辣椒素改善了心脏肥大和

纤维化［１３］。 但辣椒素对于异丙肾上腺素诱导的

２６２
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心肌纤维化并没有保护作用［４］。 在 ＴＡＣ 诱导的

心脏肥大模型中，两项研究比较了 ＴＲＰＶ１ 基因敲

除和 ＴＲＰＶ１ 拮抗剂辣椒西平减轻心肌纤维化的

效果。 发现在 ＴＲＰＶ１ 基因敲除鼠中，可出现代偿

性纤维化进展［３７］。 然而，ＴＲＰＶ１ 通道拮抗剂的

使用，与基因敲除技术明显不同，拮抗剂以急性

方式阻断 ＴＲＰＶ１，抑制纤维化，并不产生代偿反

应［３８］。 同时，在高盐、高糖诱导的心脏肥大动物

模型中，可能会诱发慢性发作，从而与 ＴＡＣ 模型

的快速刺激形成对比。 在两种模型中 ＴＲＰＶ１ 选

择性受体激动剂香草酸类激动剂树脂毒素可产

生类似的治疗效果［３９］。 总之，ＴＲＰＶ１ 不同的干

预方法在不同的小鼠模型中可能产生类似或不

同的效果。
在肾纤维化中，仅有一项研究提出，在缺血 ／

再灌注小鼠模型中使用辣椒素和树脂毒素进行

体内研究，发现两种激动剂均能预防缺血 ／再灌

注引起的肾功能障碍，并保护肾免受损伤和纤维

化［１９］。 在胰腺纤维化中，ＴＲＰＶ１ 通道的激活促

进胰腺纤维化进展，故多使用 ＴＰＲＶ１ 的拮抗剂进

行干预。 例如，ＴＲＰＶ１ 拮抗剂辣椒西平可减轻胰

腺纤维化程度［２４］。 全身使用 ＴＲＰＶ１ 拮抗剂 ＳＢ⁃
３６６７９１ 可显著逆转胰腺炎症并缓解纤维化程

度［３８］。 研究表明，ＴＲＰＶ１ 拮抗剂 ＰＡＣ⁃１４０２８ 乳

膏是一种非甾体类化合物，通过阻断 ＴＲＰＶ１ 通

道，减少 ＳＰ 的释放，从而减轻瘙痒和皮肤炎症。
临床试验表明，ＰＡＣ⁃１４０２８ 乳膏在改善特应性皮

炎症状和体征方面表现出良好的疗效和安全

性［４０］。 上述结论均采用小鼠纤维化模型，评价了

ＴＲＰＶ１ 通道激动剂或拮抗剂对脏器纤维化的影

响。 机制层面发现 ＴＧＦ⁃β 的激活是促进纤维化

进展的主要原因。 那么该信号通路的拮抗剂曲

尼斯特、吡菲尼酮与 ＴＰＲＶ１ 拮抗剂的联合应用可

能达到更好的治疗效果。 另外，ＴＲＰＶ１ 激动剂或

拮抗剂的使用能否增强常用一线治疗药物的敏

感性等治疗策略仍需要深入研究。

３　 总结与展望

纤维化动物模型在纤维化发病机制研究、药
物研发等方面具有重要价值。 ＴＲＰＶ１ 通道在纤

维化过程中具有重要的作用，通过建立合适的动

物模型开展研究，有助于揭示纤维化疾病的病理

生理特征，为预防组织纤维化发生提供理论依

据，为临床治疗纤维化疾病提供新的思路。 然

而，ＴＲＰＶ１ 在纤维化中的作用机制尚不完全明

确，有待进一步研究。 未来研究需要关注以下 ４
个方面。
３􀆰 １　 关注不同类型的纤维化动物模型

在研究 ＴＲＰＶ１ 在脏器纤维化中的作用时，除
了小鼠模型，还有其他动物模型被用于此类研

究。 例如，在骨癌痛模型中，大鼠胫骨内注射肺

癌细胞后，研究者观察到 ＴＲＰＶ１ 通道的激活与疼

痛行为有关［４１］。 此外，大鼠模型也被用于研究肝

纤维化，其中 ＴＲＰＶ１ 的表达和功能下降与肝星状

细胞的激活有关［３２］。 还有使用仓鼠模型来研究

代谢功能障碍相关脂肪性肝炎，这是一种与肝纤

维化相关的疾病。 在这些研究中，通过使用基于

全反式视黄酸的脂质纳米粒和融合蛋白策略，成
功实现了药物在纤维化肝中的高效递送和治

疗［４２］。 这些不同的动物模型为研究 ＴＲＰＶ１ 在脏

器纤维化中的作用提供了多样化的方法和视角，
有助于深入理解其在疾病发展中的作用机制，并
为开发新的治疗方法提供了实验基础。
３􀆰 ２　 深入探讨 ＴＲＰＶ１ 在纤维化信号通路中的

作用及调控机制

纤维化多与急性或慢性炎症相关，但关于免

疫细胞在纤维化中的作用研究甚少。 事实上，在
脏器损伤过程中会有大量免疫细胞聚集到损伤

部位。 比如辅助性 Ｔ 细胞（ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｃｅｌｌｓ，Ｔｈ），包
括 Ｔｈ１、Ｔｈ２ 和 Ｔｈ１７ 在纤维化中的作用备受关注，
其中 Ｔｈ１ 主要分泌干扰素⁃γ （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃ｇａｍｍａ，
ＩＦＮ⁃γ）和 ＴＮＦ⁃β 参与细胞免疫。 而 ＩＦＮ⁃γ 具有

强大的抗纤维化活性，主要在纤维化的初始阶段

发 挥 作 用。 Ｔｈ２ 主 要 分 泌 白 细 胞 介 素⁃４
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃４，ＩＬ⁃４）、白细胞介素⁃５（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃５，
ＩＬ⁃５）、白细胞介素⁃１３ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１３， ＩＬ⁃１３），其
中 ＩＬ⁃４ 具有强大的促纤维化活性，在纤维化后期

起作用。 Ｔｈ１７ 产生白细胞介素⁃１７ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃
１７，ＩＬ⁃１７），其最经典的靶细胞是成纤维细胞，可
以促进胶原和 ＭＭＰｓ 的产生，促进纤维化［４３－４５］。
在缺 血 再 灌 注 引 起 的 急 性 肾 损 伤 模 型 中，
ＭＥＨＲＯＴＲＡ 等［４６］发现瞬时受体电位阳离子通道

亚家族 Ｃ 成员 ３（ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃａｔｉｏｎ
ｃｈａｎｎｅｌ，ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ｃ ｍｅｍｂｅｒ ３，ＴＲＰＣ３）通道的突

３６２
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变会导致 Ｔｈ１７ 细胞损伤，抑制肾纤维化进展。 除

Ｔｈ 淋巴细胞外，ＴＲＰＶ 通道可以调控巨噬细胞极

化，影响脏器纤维化［４７－４８］。 因此，ＴＲＰＶ１ 通道激

活介导的免疫反应可能是治疗脏器纤维化的有

效策略。 但该现象是与免疫细胞分泌的炎性介

质相关还是与免疫细胞本身的活化和迁移能力

相关，机制尚不明确，需要进一步探索验证。
３􀆰 ３　 探讨 ＴＲＰＶ１ 在不同器官纤维化中的表达

差异及作用特点

ＴＲＰＶ１ 在多种脏器纤维化疾病中发挥作用，
包括心肌、肾、胰腺、肺和角膜纤维化等。 ＴＲＰＶ１
的激活有利于肾、肺纤维化，而 ＴＲＰＶ１ 的抑制有

利于胰腺纤维化和角膜纤维化。 然而，ＴＲＰＶ１ 在

心肌纤维化中的矛盾作用使得在治疗器官损伤

引起的炎症和纤维化时很难决定是激活还是抑

制 ＴＲＰＶ１。 因此，进一步研究 ＴＲＰＶ１ 在纤维化

中的作用对于未来探究针对纤维化疾病的有效

治疗干预策略至关重要。
３􀆰 ４　 发现新型 ＴＲＰＶ１ 激活剂或抑制剂，为纤维

化治疗新药的研发奠定基础

针对不同器官中 ＴＲＰＶ１ 表达的差异性，临床

上使用的 ＴＲＰＶ１ 激动剂或抑制剂显示出较好的

抑制纤维化的效果，但部分患者会出现血管痉挛

和梗死。 ＴＲＰＶ１ 通道的结构极其复杂，不仅有相

互作用的配体，还有多个蛋白激酶磷酸化位点，
例如 Ｃａ２＋依赖性蛋白激酶Ⅱ［４９－５０］。 ＴＲＰＶ１ 的配

体及多个磷酸化位点的存在意味着这些蛋白和

激酶可能具有调节作用。 靶向 ＴＲＰＶ１ 的磷酸化

位点也可能是重要的研究方向，发现新型 ＴＲＰＶ１
激活剂或抑制剂，可能为纤维化治疗新药的研发

奠定基础。
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ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｖｅｒｌｏａｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ｔｙｐｅ １ ［Ｊ］．
Ａｍ Ｊ Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓ， ２０１４， ２７（１２）： １５２１－１５２９．

［１４］　 ＧＡＯ Ｆ， ＬＩＡＮＧ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＰＶ１ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｈｉｇｈ⁃ｓａｌｔ ｄｉｅｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＰＡＲ⁃δ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］． ＰＰＡＲ Ｒｅｓ，
２０１４， ２０１４： ４９１９６３．

［１５］　 ＭＡＲＳＨＡＬＬ Ｎ Ｊ， ＬＩＡＮＧ Ｌ， ＢＯＤＫＩＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｒｏｌｅ ｆｏｒ
ＴＲＰＶ１ ｉｎ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｏｎｓｅｔ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ
ｏｂｅｓｉｔｙ ［Ｊ］． Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ， ２０１３， ６１（１）： ２４６－２５２．

［１６］　 ＢＡＣＭＥＩＳＴＥＲ Ｌ， ＳＣＨＷＡＲＺＬ Ｍ， ＷＡＲＮＫＥ Ｓ， ｅｔ ａｌ．
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ
［Ｊ］． Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓ Ｃａｒｄｉｏｌ， ２０１９， １１４（３）： １９．

［１７］　 ＨＩＲＯＳＥ Ｍ， ＴＡＫＡＮＯ Ｈ， ＨＡＳＥＧＡＷＡ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ

４６２
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ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌ ｐｅｐｔｉｄａｓｅ⁃４ ｏｎ ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｖｅｒｌｏａｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ［ Ｊ］． Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
Ｓｃｉ， ２０１７， １３５（４）： １６４－１７３．

［１８］　 ＢＡＲＲＩＣＫ Ｃ Ｊ， ＤＯＮＧ Ａ， ＷＡＩＫＥＬ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｒｅｎｔ⁃ｏｆ⁃
ｏｒｉｇｉｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｃａｒｄｉａｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｖｅｒｌｏａｄ ｉｎ
ｍｉｃｅ ［ Ｊ］． Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｈｅａｒｔ Ｃｉｒｃ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２００９， ２９７
（３）： Ｈ１００３⁃Ｈ１００９．

［１９］　 ＷＡＮＧ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｄ Ｈ． Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＲＰＶ１ ａｇａｉｎｓｔ
ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ
ＤＯＣＡ⁃ｓａｌｔ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ［Ｊ］． Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１１， １７（１１ ／ １２）：
１２０４－１２１２．

［２０］　 ＬＩＵ Ｚ， ＷＡＮＧ Ｗ， ＬＩ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｐｓａｉｃｉｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｒｅｎａｌ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＧＦ⁃β１⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［ Ｊ ］．
Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２２， １００： １５４０６７．

［２１］　 ＷＡＮＧ Ｙ， ＣＵＩ Ｌ， ＸＵ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＰＶ１ ａｇｏｎｉｓｍ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＮＯＳ ／ ＮＯ
ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ２０１７， ２６０： １３－１９．

［２２］　 ＳＵＺＵＫＩ Ｔ， ＫＩＭＵＲＡ Ｍ， ＡＳＡＮＯ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ａｔｒｏｐｈｉｃ
ｔｕｂｕｌｅｓ ｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ
ｍｉｃｒｏｅｍｂｏｌｉｓｍ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ ｉｎ ｒａｔ ［ Ｊ ］． Ａｍ Ｊ
Ｐａｔｈｏｌ， ２００１， １５８（１）： ７５－８５．

［２３］　 ＬＩ Ｂ， ＨＡＮ Ｘ， ＹＥ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｂｓｔａｎｃｅ Ｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅ Ｂ４ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｃｕｔｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｒｅｖｅｒｓｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
［Ｊ］． Ｉｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１８， ５７： １４７－１５６．

［２４］　 ＮＡＴＨＡＮ Ｊ Ｄ， ＰＡＴＥＬ Ａ Ａ， ＭＣＶＥＹ Ｄ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｐｓａｉｃｉｎ
ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃１ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ Ｐ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ ［ Ｊ］． Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔ
Ｌｉｖｅｒ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２００１， ２８１（５）： Ｇ１３２２⁃Ｇ１３２８．

［２５］　 ＳＺＡＬＬＡＳＩ Ａ， ＣＯＲＴＲＩＧＨＴ Ｄ Ｎ， ＢＬＵＭ Ｃ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＴＲＰＶ１： １０ ｙｅａｒｓ ｆｒｏｍ ｃｈａｎｎｅｌ ｃｌｏｎｉｎｇ ｔｏ
ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ｐｒｏｏｆ⁃ｏｆ⁃ｃｏｎｃｅｐｔ ［ Ｊ ］． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖ，
２００７， ６（５）： ３５７－３７２．

［２６］　 ＭＣＧＡＲＶＥＹ Ｌ Ｐ， ＢＵＴＬＥＲ Ｃ Ａ， ＳＴＯＫＥＳＢＥＲＲＹ Ｓ， ｅｔ
ａｌ． Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ １ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ
ａｓｔｈｍａ ［Ｊ］． Ｊ Ａｌｌｅｒｇｙ Ｃｌｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１４， １３３（３）： ７０４－

７１２．
［２７］　 ＢＡＸＴＥＲ Ｍ， ＥＬＴＯＭ Ｓ， ＤＥＫＫＡＫ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ

ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｐａｎｎｅｘｉｎ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｉｎ
ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ⁃ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ＡＴＰ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ［ Ｊ ］．
Ｔｈｏｒａｘ， ２０１４， ６９（１２）： １０８０－１０８９．

［２８］　 ＳＣＨＥＲＡＧＡ Ｒ Ｇ， ＯＬＭＡＮ Ｍ Ａ． ＴＲＰ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｉｎ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ： ｖａｒｉｅｔｙ ｉｓ ａ ｓｐｉｃｅ ｏｆ ｌｉｆｅ ［ Ｊ］． Ａｍ Ｊ
Ｒｅｓｐｉｒ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２０２３， ６８（３）： ２４１－２４２．

［２９］　 ＫＮＯＥＬＬ Ｊ， ＣＨＩＬＬＡＰＰＡＧＡＲＩ Ｓ， ＫＮＵＤＳＥＮ Ｌ， ｅｔ ａｌ．
ＰＡＣＳ２ ⁃ＴＲＰＶ１ ａｘｉｓ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ＥＲ⁃ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｔｅｔｈｅｒｉｎｇ ｄｕｒｉｎｇ ＥＲ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］． Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ
Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０２２， ７９（３）： １５１．

［３０］　 ＧＵＯ Ｙ， ＹＩＮＧ Ｓ， ＺＨＡＯ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｌｕｎｇ ＴＲＰＶ１ ／ ＴＲＰＡ１ ｉｎ ａ ｃｏｕｇｈ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ［ Ｊ］． ＢＭＣ Ｐｕｌｍ Ｍｅｄ，
２０１９， １９（１）： ２７．

［３１］　 卢林明， 俞婷婷， 何晓伟， 等． 小剂量辣椒素抗小鼠肺纤

维化的作用及其机制 ［Ｊ］． 中国应用生理学杂志， ２０２０，
３６（３）： ２１６－２２２．
ＬＵ Ｌ Ｍ， ＹＵ Ｔ Ｔ， ＨＥ Ｘ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｄｏｓｅ
ｃａｐｓａｉｃｉｎ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ａｐｐｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０２０， ３６（３）： ２１６
－２２２．

［３２］　 ＴＡＯ Ｌ， ＹＡＮＧ Ｇ， ＳＵＮ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｐｓａｉｃｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＴＲＰＶ１
ｍａｉｎｔａｉｎｓ ｑｕｉｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｖｉａ
ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｆ ＳＡＲＭ１ ［Ｊ］． Ｊ Ｈｅｐａｔｏｌ， ２０２３， ７８（４）： ８０５－

８１９．
［３３］　 ＱＩＡＮ Ｋ， ＬＥＩ Ｘ， ＬＩＵ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｖａｎｉｌｌｏｉｄ⁃１ （ ＴＲＰＶ１） ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ ＴＧＦ⁃β
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［Ｊ］． Ｄｉｓ Ｍａｒｋｅｒｓ， ２０２２， ２０２２： ３１００９４３．

［３４］　 ＯＫＡＤＡ Ｙ， ＲＥＩＮＡＣＨ Ｐ Ｓ， ＳＨＩＲＡＩ Ｋ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＰＶ１
ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｔｉｓｓｕｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ａｍ
Ｊ Ｐａｔｈｏｌ， ２０１１， １７８（６）： ２６５４－２６６４．

［３５］　 ＨＵＡＮＧ Ｚ， ＳＨＡＲＭＡ Ｍ， ＤＡＶＥ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ａｎｔｉｆｉｂｒｏｔｉｃ
ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃａｐｓａｉｃｉｎ ｉｎ ｈｏｔ ｃｈｉｌｉ
ｐｅｐｐｅｒ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｏ ｏｒａｌ ｓｕｂｍｕｃｏｕｓ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］． Ｆｒｏｎｔ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２２， １３： ８８８２８０．

［３６］　 ＳＺＡＢÓ Ａ， ＣＺＩＲＪÁＫ Ｌ， ＳÁＮＤＯＲ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｅｎｓｏｒｙ ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ａ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
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刘京霞，陈新旺，郭娅静，等． ｃＡＭＰ 信号通路在抑郁症发病机制及干预策略中的研究进展 ［ Ｊ］． 中国实验动物学报，
２０２５， ３３（２）： ２６７－２７４．
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ｃＡＭＰ 信号通路在抑郁症发病机制及干预策略中
的研究进展

刘京霞１ ，陈新旺１ ，郭娅静１ ，董永书２∗ ，郭昱辰１

（１． 河南中医药大学，郑州　 ４５００４６；２． 河南省中西医结合医院，郑州　 ４５０００４）

　 　 【摘要】 　 抑郁症是目前普遍存在的一种精神类疾病，给患者生活质量带来负面影响的同时，也给社会带

来严重的经济负担。 近年来，基于信号传导通路来干预抑郁症的策略引起社会广泛关注，其中 ｃＡＭＰ 通路作

为一个重要的细胞信号通路，在抑郁症的发病机制和干预过程中起着关键作用。 因此，就近年来有关基于

ｃＡＭＰ 通路干预抑郁症的研究进行综述，为调控 ｃＡＭＰ 通路及其级联影响抑郁症的作用机制提供理论依据。
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　 　 抑郁症是一种以持续情绪低落、兴趣减退、
认知障碍和生理功能紊乱等为特征的精神障碍

疾病［１］，也是最常见的精神健康障碍疾病，相关

研究表明，全球焦虑和抑郁的患病率正在逐渐增

加［２－３］。 抑郁是明显和持续的抑郁情绪［４］，一项

衡量 ２００２ ～ ２０３０ 年全球疾病负担和流行病学转

变的研究表明，到 ２０３０ 年，抑郁症也许会成为全

球疾病负担的第二大原因［５］。 虽然抑郁症的病

因机制尚不清楚，但已经提出了几种假说解释其

潜在的发病机制，包括单胺递质缺乏、ＨＰＡ 轴过

度活化、神经炎症和肠脑轴（ｇｕｔ⁃ｂｒａｉｎ ａｘｉｓ，ＧＢＡ）
功能障碍等。

目前干预抑郁症药物的作用机制，常常涉及

多种信号通路的传导过程，包括环磷酸腺苷

（ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ｃＡＭＰ） 信号通

路、钙调蛋白激酶（ＣａＭ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ＣａＭＫ）信号通路、环磷酸鸟苷 （ ｃｙｃｌｉｃ ｇｕａｎｏｓｉｎｅ
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｃＧＭＰ） 信号通路、 Ｎｏｔｃｈ 信号通

路、细胞外调节蛋白激酶 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ１ ／ ２）信号通路、丝裂原活化

蛋 白 激 酶 （ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，
ＭＡＰＫ）信号通路、脑源性神经营养因子（ ｂｒａｉｎ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）信号通路、雷帕

霉 素 靶 蛋 白 （ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，
ｍＴＯＲ）信号通路等。 药物通过激活以上信号通

路，刺激其级联来放大作用，然后刺激下游靶点，
从而产生神经生物学效应，促进神经元突触可塑

性、抑制炎症反应、减轻神经元的损伤以及神经

毒性、调节神经元的生长再生等，进而发挥抗抑

郁的作用。 现在基于 ｃＡＭＰ 信号通路干预抑郁症

状的研究越来越多，但是相关总结性的文章较

少，故本文主要对 ｃＡＭＰ 信号通路在抑郁症中的

作用机制进行具体综述。

１　 ｃＡＭＰ 信号通路

ｃＡＭＰ 信号通路是细胞内一个重要的信号传

导通路，现在基于其研究较多的有 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ、
ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ 和 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ ／ ＢＤＮＦ
级联信号通路。 ｃＡＭＰ 通路可参与调节多种细胞

的增殖过程、分化过程以及凋亡过程［６］，通过调

节神经元的生长发育、神经发生、突触可塑性和

记忆 巩 固， 在 中 枢 神 经 系 统 （ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ

ｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）中发挥独特的作用。 ｃＡＭＰ 信号通

路参与调节的具体机制为膜上的 Ｇ 蛋白耦联受

体（Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＰＣＲ）与胞外受体

等配体结合并活化，Ｇ 蛋白与 ＧＰＣＲ 结合→激活

腺苷酸环化酶（ａｄｅｎｙｌａｔｅ ｃｙｃｌａｓｅ，ＡＣ）→ＡＣ 催化

ＡＴＰ 水解形成 ｃＡＭＰ→ｃＡＭＰ 激活蛋白激酶 Ａ
（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ａ， ＰＫＡ） → 激活后的 ＰＫＡ 将

ｃＡＭＰ 反应元件结合蛋白（ｃＡＭＰ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）磷酸化→磷酸化的 ＣＲＥＢ
与细胞核内的 ｃＡＭＰ 反应元件 （ ｃＡＭＰ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ，ＣＲＥ）特异性结合，促使脑源性神经营养

因子（ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）的

转录与表达→产生信号通路生物学效应来应对

外界的刺激［７－９］。
作为细胞内第二信使的 ｃＡＭＰ 广泛分布于神

经系统中，ｃＡＭＰ 能够积极促进与长期记忆有关

基因的激活，并且可直接调节细胞的生长代谢、
基因表达、分化和凋亡等各种生物学行为和过

程［１０］。 也有研究表示，神经元细胞内的 ｃＡＭＰ 水

平可能在神经突的生长中起决定性的作用［１１］。
ＰＫＡ 是一种嗜碱性丝氨酸 ／苏氨酸激酶，在细胞

信号传导中起着关键作用，ＰＫＡ 在 ＣＮＳ 中广泛表

达，对 神 经 元 的 分 化 和 存 活 机 制 有 显 著 影

响［１２－１３］，ＰＫＡ 的异常可导致神经发育生长出现障

碍，影响疼痛感应、社会行为、学习记忆和运动能

力的功能［１４］。 ＰＫＡ 下游底物之一的 ＣＲＥＢ 被称

为“记忆开关”，是一种与许多基因的启动子区域

结合的转录因子［１５］，可以影响神经元突触可塑性

和长期记忆形成，ＣＲＥＢ 的激活可以发挥一系列

的生物学效应， 包括改善神经元 凋 亡［１６－１７］。
ＢＤＮＦ 是 ＣＲＥＢ 下游重要的靶基因，磷酸化的

ＣＲＥＢ 与 ＣＲＥ 结合后促使 ＢＤＮＦ 表达［１８］，ＢＤＮＦ
是神经系统疾病中重要的神经营养因子，滋养多

种类型的神经元，促进神经元的分化、增殖、再
生、成熟以及神经递质的合成［１９－２０］，ＢＤＮＦ 也可以

通过增强树突的复杂程度和树突棘密度协助促

进突触可塑性［２１］。

２　 ｃＡＭＰ 信号通路与抑郁的关系

目前大量动物实验表明，ｃＡＭＰ 信号通路在

抑郁症的发病机制和干预机制中起着关键作用，
抑郁和慢性应激常常伴随着 ｃＡＭＰ 信号通路的异

８６２
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常， 破 坏 了 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ、 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ 和

ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ ／ ＢＤＮＦ 级联信号通路正常传

导，引起抑郁症患者一些神经病理反应，包括神

经炎症、神经元细胞凋亡、突触功能的异常和神

经发生受损等［２２］。 ｃＡＭＰ 通路在调节抑郁症患

者情绪以及行为方面发挥重要作用，其信号通路

相关蛋白表达下调可能诱发抑郁症［２３］。 有研究

表明，慢性不可预测应激降低了模型大鼠海马中

ｃＡＭＰ、ＰＫＡ 和 ＣＲＥＢ 的表达［２４］，导致神经发生受

损，从而出现抑郁样的行为［２５］。 ＫＩＭ 等［２６］ 也表

明，慢性、反复性应激导致小鼠模型海马体中

５ＨＴ１Ａ 受体介导的 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ 级联反应

的缺失，由此使小鼠产生抑郁和焦虑症状。 近年

来越来越多的研究表明，上调 ｃＡＭＰ 信号通路相

关蛋白，可以改善抑郁状态。 余汇等［２７］ 研究表

明，沃替西汀干预抑郁症状可能通过激活 ｃＡＭＰ ／
ＣＲＥＢ ／ ＢＤＮＦ 信号传导通路，提高小鼠海马 ｃＡＭＰ
的含量、促进 ｐ⁃ＣＲＥＢ 和 ＢＤＮＦ 的表达来改善小

鼠的抑郁样症状。 以上均表明 ｃＡＭＰ 信号通路在

抑郁发病机制和干预机制中都发挥着重要作用。
２􀆰 １　 ｃＡＭＰ 信号通路通过调节神经元影响抑郁

ｃＡＭＰ 信号通路中的 ＣＲＥＢ 可直接调控

ＢＤＮＦ 的合成及转录，ＢＤＮＦ 是一种神经营养因

子，是调节神经元活动最重要的基因之一［２８］，
ｃＡＭＰ 通路的激活可以促进 ＢＤＮＦ 的合成和释

放，从而促进神经元的生长。 在抑郁症患者中，
神经元的生长和再生发生受损，因此通过增强

ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ ／ ＢＤＮＦ 通路的活性，可以促进

ＢＤＮＦ 的表达，恢复这些异常，改善抑郁患者的症

状。 有研究证明，成年哺乳动物海马区神经元的

减少是抑郁症发生的关键因素，而增多是恢复的

关键因素［２９－３０］。
ＬＩ 等［３１］ 研究表明豆腐果苷可能通过刺激

ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ 通路，上调慢性不可预测轻度

应激（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）模

型大鼠海马磷酸化 ｃＡＭＰ 反应元件结合蛋白

（ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｃＡＭＰ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ｐＣＲＥＢ）水平，增强海马区神经保护作用，
促进神经元细胞生长，从而改善抑郁样行为。 赵

迪克等［３２］ 采用柴胡加龙骨牡蛎汤去干预 ＣＵＭＳ
抑郁模型大鼠，研究结果显示，柴胡加龙骨牡蛎

汤缓解了大鼠焦虑、抑郁样情绪，其作用机制可

能是通过激活 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ ／ ＢＤＮＦ 信号通

路，增强 ＢＤＮＦ 表达，使海马神经元的结构和功能

得到保护，神经元的生长被促进实现的。 张付民

等［３３］ 发现柴胡疏肝散可能通过激活 ｃＡＭＰ ／
ＣＲＥＢ ／ ＢＤＮＦ 通路，促使大鼠海马区中 ｃＡＭＰ、
ＣＲＥＢ、ＢＤＮＦ 的基因和蛋白表达升高，进而保护

神经发挥抗抑郁作用。 ＬＩＵ 等［３４］ 研究表明，磷酸

二酯酶 ４Ｄ（ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅ ４Ｄ， ＰＤＥ４Ｄ）抑制剂

ＧＥＢＲ⁃７ｂ 重复给药显著逆转了慢性不可预测压

力（ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＳ）诱导的抑郁

样行为，其干预机制至少部分是通过调节大鼠海

马中 ｃＡＭＰ、蛋白激酶 Ａ 催化亚基 ａ （ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ Ａ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ ａ， ＰＫＡｃａ）、 ｐＣＲＥＢ 和

ＧＬＴ１ 水平介导的，激发其对 ＣＵＳ 诱导的行为和

生化功能障碍的神经保护潜力。
综上所 述， ｃＡＭＰ 通 路 中 的 ＰＫＡ、 ＣＲＥＢ、

ＢＤＮＦ 基因和蛋白具有保护神经元、促进海马神

经元生长与再生的功能，从而发挥抗抑郁的作

用，因此海马神经元生长和再生是抑郁症好转的

一个重要靶标。
２􀆰 ２　 ｃＡＭＰ 信号通路通过促进神经可塑性影响

抑郁

神经可塑性是指大脑通过不断形成新的神

经连接来改变和适应外在或内在刺激的能力［３５］。
神经可塑性主要包括两种类型：功能神经可塑性

和结构神经可塑性［３６－３７］。 功能性神经可塑性是

指改变了神经递质和受体的工作形式，使大脑能

够在不改变其结构的情况下进行适应；结构神经

可塑性包括神经发生、树突棘突形成以及轴突生

长和修复机制的改变［３８］。 ｃＡＭＰ 通路对神经可

塑性至关重要，ｃＡＭＰ 信号已被证明与突触可塑

性降低的机制有关［３９－４０］。 在抑郁症患者中，神经

可塑性可能受损，而通过增强 ｃＡＭＰ 通路的活性，
可以促进神经可塑性的恢复，从而有助于改善患

者的情绪和认知功能。 有研究表明抗抑郁药物

的作用可能是通过刺激抑郁症患者 ＣＲＥＢ 的表达

来介导的，长期抗抑郁药给药后 ＣＲＥＢ 的激活是

神经可塑性的标志［４１－４２］。
ＨＵＡＮＧ 等［４３］研究表明，腺相关病毒（ａｄｅｎｏ⁃

ａｓｓｏｃｌａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ， ＡＡＶ）⁃ｍｉＲ⁃１３９⁃５ｐ 抑制 ＣＵＭＳ 诱

导的抑郁小鼠模型海马细胞中的 ＰＤＥ４Ｄ，刺激

ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ ／ ＢＤＮＦ 通 路 的 激 活， 增 强

９６２
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ｃＡＭＰ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 和 ＢＤＮＦ 的表达水平，促使小鼠海

马神经发生形成新的神经元，从而改善小鼠抑郁

样症状。 王叶情等［４４］研究表明，复方柴金解郁方

能够有效激活 ＣＲＥＢ，使其 ＣＲＥＢ 含量显著升高，
影响到神经元组织的再生能力及神经可塑性，从
而发挥干预抑郁症的作用。 ＺＨＡＮＧ 等［４５］研究发

现，ＣＵＭＳ 诱导的抑郁模型大鼠海马区 ｃＡＭＰ⁃
ＰＫＡ 通路异常，ＣＲＥＢ 磷酸化水平、ＢＤＮＦ 合成降

低，黄芪通过激活 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ ／ ＢＤＮＦ 信号

通路，增强 ｐ⁃ＣＲＥＢ 和 ＢＤＮＦ 表达，可明显提高抑

郁大鼠海马齿状回成熟和突触可塑性，进而改善

ＣＵＭＳ 大鼠模型的抑郁样行为。 ＣＨＯＮＧ 等［４６］ 研

究发现，４ 周的猴头菌（ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｅｒｉｎａｃｅｕｓ，ＨＥ）治
疗改善了 ２ 周抑制应激小鼠的抑郁样行为，其干

预作用是通过促进海马中 ＣＲＥＢ 的磷酸化，从而

增强抑郁小鼠的海马神经发生来实现的。 ＬＩ
等［４７］研究表明，柴胡皂苷 Ｄ 通过激活 ｃＡＭＰ ／
ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ 信号通路，增强 ｐ⁃ＣＲＥＢ Ｓ１３３、ＢＤＮＦ
蛋白表达和调节神经递质，从而改善大鼠海马神

经发生来影响抑郁症的有效药物。
综上所述，通过激活 ｃＡＭＰ 信号通路及其相

关级联，刺激 ｐ⁃ＣＲＥＢ 和 ＢＤＮＦ 表达，可促进神经

可塑性，从而改善患者的抑郁样症状，因此，可将

促进神经可塑性作为干预抑郁症状的一个重要

靶点。
２􀆰 ３　 ｃＡＭＰ 信号通路通过抑制神经炎症影响

抑郁

ｃＡＭＰ 信号通路及其级联在神经系统疾病中

发挥着重要的抗炎作用，例如 ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ
通路可通过减轻神经炎症来发挥神经保护作

用［４８］，黄芩素可通过调节 ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ 通路

逆转神经炎症的发生，从而改善阿尔茨海默病

（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）的症状［４９］。 现在越来

越多的证据表明炎症细胞因子水平的升高与人

类抑郁样症状和心理障碍相关［５０］；ＴＡＮ 等［５１］ 的

研究也表明通过脂多糖诱导促炎细胞因子的激

活，促进神经炎症，可能导致抑郁症状的发生，而
且以往研究发现，肿瘤坏死因子（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ）⁃
１β 和 ＩＬ⁃６ 的水平与抑郁症状呈正相关［５２－５３］，所
以炎症可能是抑郁症发病和病程中的一个重要

因素。 ｃＡＭＰ 通路中的 ｃＡＭＰ、ＰＫＡ 和 ＣＲＥＢ 与神

经炎症密切相关，ｃＡＭＰ 水平的降低负反馈调节

ＮＦ⁃κＢ 信号通路并增加炎症因子的产生，炎症因

子的过度产生可能导致神经炎症［５４－５６］。
ＴＡＮＧ 等［５７］ 研究表明， 交泰丸通过激活

ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ 信号通路，改善海马的损伤和

中枢神经系统的炎症反应，从而缓解了糖尿病合

并抑郁症患者的抑郁样症状。 陈宁等［５８］ 研究表

明艾氯胺酮干预抑郁模型可刺激 ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ⁃
ＣＲＥＢ 信 号 通 路， 促 使 ｃＡＭＰ、 ＰＫＡ、 ＣＲＥＢ、 ｐ⁃
ＣＲＥＢ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达升高，降低血清 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 等炎性因子水平，从而改善抑郁症状。
周振伟等［５９］研究表明，柴胡加龙骨牡蛎汤可显著

改善肿瘤后抑郁模型大鼠的抑郁样行为，其机制

可能与上调 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ ／ ＣＲＥＢ 信号通路，刺激

ＢＤＮＦ 蛋白表达和 ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ 升高，从而抑制

大鼠海马神经炎性反应有关。 ＣＨＡＮＧ 等［６０］研究

表明，柴胡通过上调 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ 通路中

ＰＫＡ 和 ＣＲＥＢ 的蛋白表达水平，血液中 ＩＬ⁃１β 和

ＩＬ⁃６ 炎性因子水平降低，从而改善 ＣＵＭＳ 诱导的

大鼠抑郁样症状。 ＷＡＮＧ 等［６１］发现，积雪草总苷

可通过激活 ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ 通路，抑制 ＣＵＭＳ 小鼠模

型 ＮＦ⁃κＢ 和 ＮＬＲＰ３ 相关炎症表达，降低 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃
１β 和 ＴＮＦ⁃α 炎性因子水平，从而改善抑郁模型

小鼠抑郁样症状。 ＴＹＮＡＮ 等［６２］ 通过研究发现

ＳＳＲＩｓ 有效抑制小胶质细胞 ＴＮＦ⁃α 的产生，发挥

抗炎作用，而这种作用是通过激活 ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ 通

路实现的。 ＤＡＲＷＩＳＨ 等［６３］ 表示，杜拉鲁肽通过

激活 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ 通路，抑制慢性社会挫败应激

（ｃｈｒｏｎｉｃ ｓｏｃｉａｌ ｄｅｆｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ，ＣＳＤＳ）雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠模型海马区 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 炎症

标志物水平，从而改善小鼠的抑郁样症状。 何佩

宜等［６４］研究表明，逍遥散通过影响 ｃＡＭＰ 信号通

路，上调慢性束缚应激 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｓｔｒｅｓｓ，ＣＩＳ）诱导抑郁大鼠模型大脑皮层中 ｃＡＭＰ、
ＣＲＥＢ１ ｍＲＮＡ 表达，降低血清炎症因子前列腺素

Ｅ２（ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２，ＰＧＥ２）、Ｐ 物质 （ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
Ｐ，ＳＰ）含量，从而改善大鼠的抑郁状态。

综上所述，通过增强 ｃＡＭＰ 通路的活性，促进

ｃＡＭＰ 通路中的 ｃＡＭＰ、ＰＫＡ、ＣＲＥＢ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 蛋白

及 ｍＲＮＡ 表达升高，降低血液中的炎性因子水

平，可能有助于减轻抑郁症患者的炎症反应，从
而改善他们的抑郁状态。

０７２
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２􀆰 ４　 ｃＡＭＰ 信号通路通过抑制细胞凋亡影响

抑郁

ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ 还可调节细胞凋亡，当

ＣＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ ／ ＢＤＮＦ 通路被激活时，会促进

ＣＲＥＢ 和 ＢＤＮＦ 的表达，进而调节细胞内的生存

信号通路。 ＣＲＥＢ 与神经元凋亡密切相关，而凋

亡相关蛋白 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２（Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２，
Ｂｃｌ⁃２）是 ＣＲＥＢ 的重要靶点之一［６５］。 ＢＤＮＦ 也可
以通过多种方式抑制细胞凋亡，例如抑制凋亡相

关蛋白的表达、促进抗氧化剂的生成、维持线粒

体功能等。
ＣＡＩ 等［６６］研究表明，蒙药槟榔十三味丸通过

激活 ｃＡＭＰ ／ ＣＲＥＢ ／ ＢＤＮＦ 信号通路，升高 ＢＤＮＦ
ｍＲＮＡ 和 ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 的表达水平，促进 ＣＵＭＳ
诱导的抑郁大鼠海马神经元增殖，并且抑制海马

神经 细 胞 凋 亡， 发 挥 明 显 的 抗 抑 郁 作 用。
ＳＯＡＲＥＳ 等［６７］ 研究表明，在双侧颈总动脉闭塞
（ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＢＣＣＡＯ）
小鼠模型中，Ｂａｙ６０⁃７５５０ 的抗焦虑作用伴随着神

经元凋亡减少，同时伴随着 ｃＡＭＰ⁃ＣＲＥＢ⁃ＢＤＮＦ
信号通路的激活。 ＴＡＮＧ 等［５７］ 研究表明，交泰丸
通过激活 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／ ＣＲＥＢ 信号通路，提高了

ｃＡＭＰ 的含量以及 ＰＫＡ 和 ＣＲＥＢ 的 ｍＲＮＡ 表达

和磷酸化水平，抑制小胶质细胞的活化，改善海

马神经元的凋亡，从而改善抑郁症患者的抑郁样
症状。 ＺＨＡＮＧ 等［６８］ 表 明， 胸 痞 方 （ Ｘｉｏｎｇ⁃Ｐｉ⁃
Ｆａｎｇ， ＸＰＦ）可治疗冠心病伴抑郁，改善患者抑郁

样症状，这种作用可能是由于 ｃＡＭＰ 信号通路的

激活，上调心肌和海马中 ＰＫＡ、ＣＲＥＢ 和 ＢＤＮＦ 的
表达水平，从而抑制细胞凋亡有关。 ＣＯＮＧ 等［６９］

研究证明，ＰＤＥ４ 抑制剂罗利普兰可能通过抑制

细胞凋亡来减轻认知缺陷和抑郁样行为，其作用

可能是通过刺激 ｃＡＭＰ 信号通路介导的。 ＷＡＮＧ
等［７０］研究表明，柴胡皂苷 Ａ 可以改善脑缺血后患
者的抑郁样行为，其作用机制可能是 ＢＤＮＦ、ｐ⁃
ＣＲＥＢ 以及 Ｂｃｌ⁃２ 的表达增加，Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的

水平降低，使海马神经元凋亡得到抑制实现的。
综上所述，ｃＡＭＰ 通路可以在一定程度上抑

制细胞凋亡，有助于维持细胞的存活和功能，在
治疗抑郁症中发挥着重要作用。

３　 小结与展望

抑郁症是一种持续的、严重的精神类疾病，

可能对患者的感觉、情绪、行为以及身体健康［７１］

产生不利影响。 ｃＡＭＰ 通路作为一个重要的信号

传导通路，在神经系统疾病的发病机制和治疗过

程中发挥着重要的作用，通过激活 ｃＡＭＰ 通路，促
进 ＰＫＡ、ＣＲＥＢ 和 ＢＤＮＦ 的表达，可以影响神经元

的功能和结构，促进神经元生长和再生、增强神

经可塑性、减轻神经炎症并抑制细胞凋亡，从而

改善抑郁症患者的症状。 尽管 ｃＡＭＰ 通路在抑郁

症的治疗中具有很大的潜力，但目前仍存在一些

挑战和未解决的问题，现在大多数关于 ｃＡＭＰ 通

路及其级联干预抑郁症的研究局限于抑郁症的

动物模型，而临床研究较少，所以需要进一步的

临床研究来评估激活 ｃＡＭＰ 通路及其级联干预抑

郁症的安全性、有效性和可行性。 因此，需要更

全面的动物实验进行更深入的探索，以促进动物

实验向临床应用的过渡。
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模式生物斑马鱼作为抑郁模型的研究进展
郭碧玉１ ，杨惠栾１ ，陈依凡１ ，杨晓密１ ，姚政１，２∗ ，毛羽１，２∗
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　 　 【摘要】 　 斑马鱼具有繁殖周期短、发育早期（胚）体呈透明、与人类遗传和生理高度同源性及养殖成本

低等优点，对哺乳动物抑郁症模型的局限性具有一定的弥补作用，目前已成为研究精神类疾病的一种最有潜

力的模式生物。 由于斑马鱼独特的生物学特性和模型建立方法的多样性，利用斑马鱼建立抑郁症模型开展的

研究正处于快速发展阶段。 本文旨在从斑马鱼抑郁模型的造模方法、评价指标、优势与局限性等方面进行全

面综述。
【关键词】 　 斑马鱼；抑郁症；疾病动物模型
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｚｅｂｒａｆｉｓｈ； ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 抑郁症是一种涉及遗传、心理、生物化学和

社会环境等因素的精神疾病，具有高患病率、高
疾病负担和高致残率等特点［１］。 其临床特征包

括情绪低落、兴趣减退、食欲紊乱、社交恐惧和认

知能力低下等［２］。 据统计，全球患抑郁症人口约

有 ３􀆰 ５ 亿，发病率约为 １１％。 世界卫生组织预测，
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到 ２０３０ 年抑郁症将成为全球疾病负担第一位的

疾病［３］。
抑郁症的发病机制复杂，发病假说众多，如：

下丘 脑⁃垂 体⁃肾 上 腺 轴 （ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃
ａｄｒｅｎａｌ ａｘｉｓ，ＨＰＡ）功能失调假说、单胺假说、神经

炎症假说、线粒体功能障碍假说等［４］，但其确切

病因和发病机制尚未完全阐明。 目前临床上治

疗抑郁症的手段和方法主要有药物治疗、心理治

疗 和 电 休 克 治 疗 （ ｅｌｅｃｔｒｏｃｏｎｖｕｌｓｉｖｅ ｔｈｅｒａｐｙ，
ＥＣＴ） ［５］。 在临床前研究中，实验动物模型一直是

研究抑郁症发病机制的重要工具和手段。 尽管，
哺乳类动物（如大、小鼠和猕猴）是研究抑郁症的

经典动物模型，但它们在用于药物的高通量筛选

时存在着经济成本高、饲养实验周期长和样本量

小等局限性。 斑马鱼作为一种新兴的模式生物，
弥补了上述局限性。 与哺乳类动物比较，斑马鱼

具有表型稳定、成本低廉、繁殖周期短和可进行

高通量药物筛选等优点，是研究抑郁症的理想模

式生物。 本文就斑马鱼作为抑郁症动物模型的

研究进展进行综述。

１　 斑马鱼作为抑郁症动物模型的优势

１􀆰 １　 斑马鱼与哺乳类动物的精神疾病动物模型

比较

１􀆰 １􀆰 １　 非人灵长类动物

非人灵长类动物的基因序列和亲缘关系与

人类最为近似，与其他动物相比，非人灵长类动

物具有更发达的中枢神经系统结构和更为高级

的脑功能。 因此，它们可以通过不断学习来提升

认知能力和表达能力，逐渐实现社会化。 在抑郁

症行为和神经系统研究方面，有较为突出的优

势，被视为理想的抑郁症模型动物［６］。 但非人灵

长类动物获取成本高昂、生长和造模周期较长、
喂养繁琐、死亡率高及配套系统要求苛刻等缺点

限制了该动物模型的广泛应用。
１􀆰 １􀆰 ２　 啮齿类动物

啮齿类动物是精神疾病和药理学模型的主

要模式动物，它们具有与人类高度相似的诊断参

数，并且在研究疾病的发展、诊断和治疗方案方

面已建立了标准化体系。 然而，啮齿类动物与人

类在饮食需求、生活方式以及行为复杂性等方面

存在显著性差异，这使得研究人类精神疾病的发

病机制、大脑皮层的结构和功能变得更加复

杂［７］。 因此也不能完全模拟抑郁症的发病机制

和过程。
１􀆰 １􀆰 ３　 斑马鱼

斑马鱼是一种生活在热带地区的淡水鱼，体
呈纺锤形，体长 ３ ～ ５ ｃｍ，体型较小。 因其获得成

本低、样本量大、繁殖力快而被广泛应用于精神

疾病、心血管疾病、肿瘤疾病、毒理学分析等领

域［８－１０］。 雌性斑马鱼单次产卵可达 ２００ ～ ３００
枚，这些卵在体外孵化和生长发育，易于进行实

验操作。 在胚胎和幼鱼时期，其独特的透明特

征，为通过荧光标记和钙成像等技术实现可视化

和神经元活动跟踪，实时观察体内器官和大脑特

定神经元的发育，同时为了解整个胚胎发育过程

中大脑动力学、疾病进展和药物反应提供了巨大

的优势。 这一优势特点解决了哺乳动物模型中

体内和体外研究之间差异的问题［１１］。 在神经科

学领域，幼鱼主要应用于识别新开发的中枢神经

系统有效药物和具有中枢神经系统作用的药物

再利用，且大多集中在焦虑和压力相关药物以及

睡眠障碍药物［１２］。 与幼鱼相比，成年斑马鱼主要

应用在实验模型上。 成鱼的大脑皮层与哺乳动

物类似，由 ４ 个部分组成：内侧皮层和哺乳动物的

海马回同源，背侧皮层同源于哺乳动物的同型皮

质，腹侧和外侧皮层则分别同源于哺乳动物的杏

仁核和梨状皮层［１３－１７］，这些结构都与抑郁症密切

相关。 发育成熟的斑马鱼具有更为复杂的行为

模式、更发达的感觉、视觉和内分泌系统；对环境

影响有着更高的敏感性和更复杂的神经行为表

型［１８］。 其次，作为日行性动物，成鱼对视觉刺激

的反应方式和行为模式比啮齿类动物更接近于

人类［１９］。 因此，成鱼在研究一些精神疾病的特定

表型时，更具有一定的可靠性和稳定性（图 １）。
１􀆰 ２　 斑马鱼与人类之间生物学特征的相似性

斑马鱼在遗传、结构、生理和行为等方面与

人类存在较高的相似性，这使其成为研究人类疾

病的理想模型。
在遗传方面，斑马鱼与人类基因序列具有高

度同源性，超过 ８０％的人类疾病相关基因存在于

斑马鱼中［２０］。 这意味着用斑马鱼所做的药物实

验结果在多数情况下同样也适用于人类。 斑马

鱼有两个人类 Ｐ⁃糖蛋白（Ｐ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐ⁃ｇｐ）的

６７２
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直系同源物，即 Ａｂｃｂ４ 和 Ａｂｃｂ５。 Ａｂｃｂ４ 蛋白在

斑马鱼的血脑屏障（ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）和肠

组织中均有分布，而 Ａｂｃｂ５ 蛋白仅在鳃、皮肤和

卵巢等组织中表达，但在对人的 Ｐ⁃ｇｐ 底物高通量

筛选的结果表明，斑马鱼的 Ａｂｃｂ４ 蛋白在功能上

与人的 Ｐ⁃ｇｐ 更为相似，而 Ｐ⁃ｇｐ 与药物的吸收、分
布和排泄密切相关，可直接影响药物的生物利用

度和药效。 基于上述 Ａｂｃｂ４ 蛋白的定位和特异

性，斑马鱼可能是研究化合物的口服生物利用度

和药物进入大脑吸收度最有价值的模型［２１］。 此

外，ＨｕＣ 蛋白是最早发现的斑马鱼神经元前体细

胞标记物之一，它与人类 ＨｕＣ 蛋白同源度达

８９％。 ＨｕＣ 蛋白是一种在神经系统中表达的

ＲＮＡ 结合蛋白，参与了神经元细胞命运决定的基

本机制，对神经元的发育和维持都具有重要作

用，这表明该蛋白在斑马鱼神经系统中也具有相

似的作用［２２－２３］（图 ２）。
在神经系统结构和生理方面，斑马鱼和人类

大脑在进化上具有高度的保守性。 斑马鱼的神

经系统在解剖学和生物化学通路上与人高度相

似［２４－２６］， 如 斑 马 鱼 的 下 丘 脑⁃垂 体⁃肾 间 轴

（ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ｒｅｎａｌ ａｘｉｓ，ＨＰＩ）功能与人

的 ＨＰＡ 轴功能类似，而在临床上 ＨＰＡ 轴的过度

活跃是与重度抑郁症最一致的内分泌参数。 其

次，斑马鱼和人类主要的糖皮质激素都是皮质醇

（ｃｏｒｔｉｓｏｌ，ＣＯＲＴ），且 ＣＯＲＴ 水平不仅会随着压力

的增加而升高，还会表现出昼夜节律，与人类一

样在白天达到峰值［２７］。 除体内的 ＣＯＲＴ 外，斑马

鱼脑内所含有的兴奋性神经递质谷氨酸（ｇｌｕｔａｍｉｃ
ａｃｉｄ，Ｇｌｕ） 和抑制性神经递质 γ⁃氨基丁酸 （ γ⁃
ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ， ＧＡＢＡ ） 以 及 胆 碱 能 受 体

（ ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＡＣｈＲ ）、 血 清 素 （ ５⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ， ５⁃ＨＴ ）、 多 巴 胺 （ ｄｏｐａｍｉｎｅ，
ＤＡ）、去甲肾上腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）和乙酰

胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＡＣｈ）等神经递质及其受体都

与人类相似［２８－３０］（图 ２）。
在行为表现方面，斑马鱼可模拟人类表现出

应激反应、学习记忆以及情感（焦虑、恐惧、痛苦、
无助、求爱和社会互动）等相关行为表现［３１－３６］。
例如，当斑马鱼感到恐惧时，会表现出逃避、颤抖

和呼吸加快等行为；感到痛苦时，会表现出游动

减缓、食欲下降等症状。 在研究这些行为时，研

究者还发现斑马鱼和人的下视丘分泌素 ／食欲素

（ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｈｙｐｏｃｒｅｔｉｎ ／ ｏｒｅｘｉｎ，Ｈｃｒｔ）神经元的表

达模式和轴突投射之间存在很高的相似性［３７－３８］，
而 Ｈｃｒｔ 神经元的作用主要是调节进食、压力、奖
励、记忆和成瘾等行为。 这为利用斑马鱼模型研

究人类复杂的心理和行为提供了理论基础（图 ２）。
除上述之外，成年斑马鱼的脊髓神经元形

态、神经分化和脊髓网络发育也与高等脊椎动物

相似［１５，３９］。 其体内的星形胶质细胞、小胶质细

胞、少突胶质细胞、小脑浦肯野细胞、髓鞘和运动

神经元等不同神经细胞类型均与人类相似［４０－４１］。
此外，斑马鱼大脑还拥有再生能力［４２］，通过对斑

马鱼神经系统的定向表达研究，可以了解新基因

在神经元发育中的功能作用及神经自主修复过

程，为斑马鱼在研究神经科学和疾病模型方面提

供独特的优势。
１􀆰 ３　 斑马鱼作为抑郁模型存在的局限性和注意

事项

尽管斑马鱼作为抑郁模型具有诸多优势，但
抑郁症的临床症状较为复杂使得斑马鱼并不能

完全模拟人类复杂的情绪和认知过程。 如抑郁

患者通常会出现内疚或自杀的念头，这些情绪是

无法在斑马鱼身上评估到的。 在目前的研究中，
斑马鱼对压力应激源的行为反应也有些模糊，无
法更精确地区分抑郁状态与焦虑、躁狂和精神分

裂症之间的行为表现差异。 其次，斑马鱼的行为

学评价标准尚未完全统一，不同实验室之间的测

试方法和结果可能存在差异，这对结果的解释和

比较造成一定的困难［４３］。
除此之外，不同的品系和不同性别之间的斑

马鱼也存在行为表现上的差异。 如豹纹斑马品

系、白化品系、ＷＩＫ 品系与野生 ＡＢ 品系相比，更
容易出现焦虑行为［４４］。 在性别方面，雌鱼前脑的

ＤＡ 水 平 比 雄 鱼 高， 而 ５⁃羟 吲 哚 乙 酸 （ ５⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｉｎｄｏｌｅ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ，５⁃ＨＩＡＡ）与 ５⁃ＨＴ 的比例

较低。 与其他物种情况一致，在面对压力应激源

时，雌鱼的 ＣＯＲＴ 水平比雄鱼更高，这也表明雌鱼

更易受压力源的影响［４５］。 最后，与许多非灵长类

动物模型一样，斑马鱼缺乏典型的海马体或大脑

皮质［１４］。 因此，在使用斑马鱼模型研究脑部疾病

时，必须考虑其发育和形态以及遗传背景与人类

的差异性。

７７２
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图 １　 斑马鱼与哺乳类动物的精神疾病动物模型比较

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｎｄ ｍａｍｍａｌｉａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｃ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ

图 ２　 斑马鱼与人之间生物学特征的相似性

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｎｄ ｈｕｍａｎｓ

８７２
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２　 斑马鱼抑郁模型的评价指标

２􀆰 １　 行为测试

２􀆰 １􀆰 １　 新型水箱测试（ｎｏｖｅｌ ｔａｎｋ ｔｅｓｔ，ＮＴＴ）
ＮＴＴ 是评估斑马鱼焦虑和抑郁行为最常用

的测试之一。 该测试是将成年斑马鱼放置于一

个 ３ Ｌ 的水箱中，水箱被分成上、下两个相等的水

平部分。 当斑马鱼进入一个新环境时，最初的大

部分时间都会停留在“安全区域” （即水箱的下

部）。 经环境适应后，斑马鱼开始表现出探索行

为，即探索水箱上部。 记录并分析 ５ ｍｉｎ 内斑马

鱼游到水箱上部的潜伏期（ ｓ）、在水箱上部游动

的总时间（ｓ）、在水箱上部游动的总距离（ｍ）、进
入水箱上部的次数、游动的总距离（ｍ）、冻结僵化

持续时间（ ｓ）、冻结僵化次数、不规则游动的次

数、游动速度（ｍ ／ ｓ）等［４６－４７］（图 ３，表 １）。
使用 ＮＴＴ 的优势之一是可以从三维角度分

析动物的行为，即可通过自动化追踪分析斑马鱼

三维角度的游泳速度（ｍ ／ ｓ）、转向角度（°）、距离

（ｍ）等，并且可通过其颜色变化反应速度快慢，从
而提供更多相关数据丰富斑马鱼情感行为

表型［４８－４９］。
２􀆰 １􀆰 ２　 明 ／暗箱测试（ｌｉｇｈｔ ／ ｄａｒｋ ｂｏｘ ｔｅｓｔ，ＬＤＴ）

ＬＤＴ 是根据野生成年斑马鱼在黑暗区域躲

避捕食者攻击的自然行为设计。 与啮齿类动物

相似，成年斑马鱼更倾向于避开光照区，而停留

在黑暗区域。 因此，当斑马鱼越焦虑时，躲在暗

箱的时间就越长。
在 ＬＤＴ 中，分析 ５ ｍｉｎ 内斑马鱼在明 ／暗箱的

停留时间（ｓ）、进入明箱的潜伏期（ ｓ）、穿梭次数

和风险评估事件次数［５０］（图 ３，表 １）。

图 ３　 斑马鱼抑郁模型的行为学测试示意图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｅｓｔ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

ＬＤＴ 存在一定的局限性。 斑马鱼对黑暗环

境的偏好具有年龄依赖性［５１］，这可能是黑色素细

胞成熟所致［５２］。 在黑色素细胞没有发育成熟的

幼鱼中，并不能观察到幼鱼对光照环境的偏

好［５３］。 因此该测试只适用于观察成年斑马鱼对

黑暗环境的偏好［５４－５５］。 然而 ＬＤＴ 设计的初衷并

不是为了评估斑马鱼的抑郁行为，而是用于评估

焦虑行为，常用于检测潜在抗焦虑或致焦虑药物

的有效成分。 该测试与斑马鱼的抑郁模型测试

相配合，有助于检测具有抗抑郁潜力的药物是否

含有其他抗焦虑或致焦虑的副作用以及区分焦

虑与抑郁行为表现。
２􀆰 １􀆰 ３　 浅滩测试（ｓｈｏａｌｉｎｇ ｔｅｓｔ，ＳＴ）

在这些行为测试中要准确地区分斑马鱼的

焦虑和抑郁行为是比较有限的，但 ＳＴ 弥补这一

缺点。 斑马鱼是一种群居鱼类，它们倾向于形成

紧密的鱼群［５６］。 ＳＴ 则是用于评估一群斑马鱼的

整体社会行为。 当斑马鱼焦虑时，鱼群之间的距

离就会缩短，显现出更强的凝聚力。 反之，斑马

鱼抑郁时，鱼群之间的平均距离则会增加，这种

“社交退缩”表型，也是抑郁症的常见临床症状。
在该测试中，斑马鱼的群体行为用视频记录 ５ ｍｉｎ
后，约每 １５ ｓ 获取一张视频截图，共截取约 ２０ 张

图片。 将每个图片校准到与实际水箱的大小一

致，然后测量该组中每条鱼之间的距离（ｍ），取平

均值进行分析［５７－５８］（表 １）。
２􀆰 １􀆰 ４　 社会偏好测试（ｓｏｃｉａｌ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔ，ＳＰＴ）

社会偏好是指个体对生活在同类附近的偏

好［５９］。 斑马鱼在 ２ 周龄时，开始逐渐靠近彼此，
形成社会群体［６０－６１］。 当其感受到威胁或者出于

社会原因而聚集在一起时，它们会表现出以身体

对齐、协调游动速度为特征的集体行为或模式。
从进化角度分析，这种行为能更有效地躲避捕食

者和提高游泳效率［６２］。 斑马鱼这种社会行为是通

过观察个体对社会刺激所作出的反应来评估的。

９７２
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表 １　 斑马鱼抑郁模型的行为学测试

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
行为学测试
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｅｓｔ

程序
Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

观察指标
Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｌ ｉｎｄｅｘ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

新型水箱
测试
ＮＴＴ

ａ、摄像机置于箱体（长 ２４ ｃｍ × 宽 ８ ｃｍ × 高 ２０
ｃｍ）正前方；多个水箱测试时，每个水箱用不透
明隔板隔开，保持背景和光源一致。
ｂ、用渔网轻柔的捞起斑马鱼（每网一尾鱼），然
后将其放入新水箱中，记录其 ５ ｍｉｎ 内的行为。
ａ、Ｃａｍｅｒａ ｉｓ ｐｌａｃｅｄ ｉｎ ｆｒｏｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｘ （ｌｅｎｇｔｈ ２４
ｃｍ × ｗｉｄｔｈ ８ ｃｍ × ｈｅｉｇｈｔ ２０ ｃｍ）． Ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｔａｎｋ ｔｅｓｔｉｎｇ， ｅａｃｈ ｔａｎｋ ｗａｓ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｂｙ ａｎ
ｏｐａｑｕｅ ｐａｒｔｉｔｉｏｎ ｔｏ ｋｅｅｐ ｔｈｅ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ａｎｄ ｌｉｇｈｔ
ｓｏｕｒｃｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ．
ｂ、Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｗｅｒｅ ｇｅｎｔｌｙ ｐｉｃｋｅｄ ｕｐ ｗｉｔｈ ａ ｎｅｔ
（ｏｎｅ ｆｉｓｈ ｐｅｒ ｎｅｔ）， ｔｈｅｎ ｐｌａｃｅｄ ｉｎ ａ ｎｅｗ ｔａｎｋ
ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｂｅｈａｖｉｏｕｒ ｗａｓ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ．

①游到水箱上部的潜伏期 ／ ｓ
②在水箱上部游动的总时间 ／ ｓ
③在水箱上部游动的总距离 ／ ｍ
④进入水箱上部的次数
⑤游动的总距离 ／ ｍ
⑥冻结僵化持续时间 ／ ｓ
⑦冻结僵化次数
⑧不规则游动的次数
⑨游动速度 ／ （ｍ ／ ｓ）
注：冻结僵化：除了鳃和眼以外，在 ２ ｓ 或更长时间内
无运动。
不规则游动：游动方向或速度的急剧变化以及重复的
快速冲刺行为。
①Ｌａｔｅｎｃｙ ｔｏ ｅｎｔｅｒ ｔｈｅ ｔｏｐ ｐａｒｔ ／ ｓ
②Ｔｏｔａｌ ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｔａｎｋ ／ ｓ
③Ｔｏｔａｌ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｔａｎｋ ／ ｍ
④Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｔｒｉｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｔｏｐ ａｒｅａ
⑤Ｔｏｔａｌ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ ／ ｍ
⑥Ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ／ ｓ
⑦Ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｒｅｅｚｉｎｇ
⑧Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｒｒａｔｉｃ ｍｏｖｅｍｅｎｔｓ
⑨Ｓｐｅｅｄ ｏｆ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ／ （ｍ ／ ｓ）
Ｎｏｔｅ． Ｆｒｅｅｚｉｎｇ：ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｆｏｒ ２ ｓ ｏｒ ｍｏｒｅ，
ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｇｉｌｌｓ ａｎｄ ｅｙｅｓ．
Ｅｒｒａｔｉｃ ｍｏｖｅｍｅｎｔｓ： ｓｈａｒｐ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｒ
ｓｐｅｅｄ ｏｆ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｒａｐｉｄ ｓｐｒｉｎｔｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒ．

［４６－４７］

明 ／ 暗箱
测试
ＬＤＴ

ａ、箱体（长 ２５ ｃｍ × 宽 １５ ｃｍ × 高 １５ ｃｍ）被一
块黑色隔板划分为明箱和暗箱，隔板底部留有
２ ｃｍ 高的缝隙，便于斑马鱼在两箱之间自由游
动；多个水箱测试时，保持明箱底部背景和顶
部光源一致。
ｂ、摄像机置于明箱上方，记录其 ５ ｍｉｎ 内的
行为。
ａ、Ｃｈａｍｂｅｒ （ ｌｅｎｇｔｈ ２５ ｃｍ × ｗｉｄｔｈ １５ ｃｍ ×
ｈｅｉｇｈｔ １５ ｃｍ） ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｍｂｅｒ
ａｎｄ ａ ｄａｒｋ ｃｈａｍｂｅｒ ｂｙ ａ ｂｌａｃｋ ｐａｒｔｉｔｉｏｎ． Ａ ｇａｐ ｏｆ
２ ｃｍ ｈｉｇｈ ｗａｓ ｌｅｆｔ ａｔ ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒｔｉｔｉｏｎ，
ｓｏ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｃｏｕｌｄ ｓｗｉｍ ｆｒｅｅｌｙ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅ ｔｗｏ ｃｈａｍｂｅｒｓ． Ｗｈｅｎ ｔｅｓｔｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｔａｎｋｓ，
ｋｅｅｐ ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ａｎｄ ｔｏｐ ｌｉｇｈｔ ｓｏｕｒｃｅ
ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ．
ｂ、Ａ ｃａｍｅｒａ ｗａｓ ｐｌａｃｅｄ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ ｂｏｘ ｔｏ
ｒｅｃｏｒｄ ｉｔｓ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ．

①明 ／ 暗箱的停留总时间 ／ ｓ
②进入明箱的潜伏期 ／ ｓ
③穿梭次数
④风险评估事件次数
注：穿梭次数：明 ／ 暗两箱之间的总穿梭次数。
风险评估事件次数：从暗箱进入明箱后再次快速返回
暗箱（鱼体部或部分进入均可）。
①Ｔｏｔａｌ ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ ／ ｄａｒｋ ｂｏｘ ／ ｓ
②Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ ｆｏｒ ｅｎｔｒｙ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ ｂｏｘ ／ ｓ
③Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｈｕｔｔｌｅｓ
④Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｉｓｋ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｅｖｅｎｔｓ
Ｎｏｔｅ． Ｓｈｕｔｔｌｉｎｇ ｔｉｍｅｓ： ｔｏｔａｌ ｓｈｕｔｔｌｉｎｇ ｔｉｍｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
ｌｉｇｈｔ ／ ｄａｒｋ ｂｉｎｓ．
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｉｓｋ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｅｖｅｎｔｓ：ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｄａｒｋ ｂｏｘ ｉｎｔｏ
ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｂｏｘ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｑｕｉｃｋｌｙ ｒｅｔｕｒｎ ｔｏ ｔｈｅ ｄａｒｋ ｂｏｘ
ａｇａｉｎ （ｆｉｓｈ ｂｏｄｙ ｏｒ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｔｒｙ ｃａｎ ｂｅ）．

［５０］

浅滩测试
ＳＴ

ａ、该箱体与 ＮＴＴ 箱体相同。
ｂ、单缸需同时放入 ４ 尾鱼进行录像。 记录该
鱼群 ５ ｍｉｎ 内的行为。
ａ、Ｔｈｉｓ ｂｏｘ ｉｓ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｅ ＮＴＴ ｂｏｘ．
ｂ、Ｓｉｎｇｌｅ ｃｙｌｉｎｄｅｒ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｕｐ ｔｏ ４ ｆｉｓｈ ｔａｉｌ ｉｎｔｏ
ｔｈｅ ｖｉｄｅｏ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ． Ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈｏａｌ
ｗａｓ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ．

约每 １５ ｓ 获取 一张视频截图（确保鱼之间不会出现
重叠为有效截图）共约 ２０ 张，测量每张截图中每条鱼
之间的距离 ／ ｍ。
Ｔａｋｅ ａ ｖｉｄｅｏ ｓｃｒｅｅｎｓｈｏｔ ａｂｏｕｔ ｅｖｅｒｙ １５ ｓ （ ｅｎｓｕｒｅ ｔｈａｔ
ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｏｖｅｒｌａｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｉｓｈ ｉｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｓｃｒｅｅｎｓｈｏｔ）， ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ａｂｏｕｔ ２０， ａｎｄ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ
ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅａｃｈ ｆｉｓｈ ｉｎ ｅａｃｈ ｓｃｒｅｅｎｓｈｏｔ ／ ｍ．

［５７－５８］

　 　 在 ＳＰＴ 中，水箱被分为 ３ 部分，左侧为空箱

（不放任何动物），中间为测试箱（放入实验鱼），
右侧为同种箱（放入同种鱼）。 把实验鱼放入测

试水箱中，会表现出对同种箱侧鱼的强烈趋向，

且更喜欢与同种鱼进行视觉互动。 ＳＰＴ 主要测量

实验鱼在靠近社交区域即同种箱区域的停留时

间（ｓ）、社交区域的游动总距离（ｍ）和首次进入

社交区域的潜伏期（ｓ） ［６３］（图 ３，表 １）。

０８２
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续表 １
行为学测试
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｅｓｔ

程序
Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

观察指标
Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｌ ｉｎｄｅｘ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

社会偏好
测试
ＳＰＴ

ａ、箱体（长 ５０ ｃｍ × 宽 １５ ｃｍ × 高 １５ ｃｍ）用隔
板划分为左室（空箱）、中室（测试箱）、右室
（同种箱） ３ 个箱室，左、右室各占总箱体的
１ ／ ５，中室占 ３ ／ ５。 如图虚线所示，将中室再划
分为社交区域、测试区域和非社交区域共 ３ 个
区域。
ｂ、同种箱室放入相同品种斑马鱼，测试箱放入
待测试的鱼。 摄像机置于水箱正前方，记录其
５ ｍｉｎ 的内行为。
ａ、Ｂｏｘ ｂｏｄｙ （ ｌｅｎｇｔｈ ５０ ｃｍ × ｗｉｄｔｈ １５ ｃｍ ×
ｈｅｉｇｈｔ １５ ｃｍ） ｉｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｃｈａｍｂｅｒｓ ｗｉｔｈ
ｐａｒｔｉｔｉｏｎｓ： ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｃｈａｍｂｅｒ （ ｅｍｐｔｙ ｃｈａｍｂｅｒ），
ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｃｈａｍｂｅｒ （ ｔｅｓｔ ｃｈａｍｂｅｒ） ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ
ｃｈａｍｂｅｒ （ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｃｈａｍｂｅｒ） ． Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ａｎｄ
ｒｉｇｈｔ ｃｈａｍｂｅｒｓ ｅａｃｈ ａｃｃｏｕｎｔ ｆｏｒ １ ／ ５ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ
ｂｏｘ ｂｏｄｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｃｈａｍｂｅｒ ａｃｃｏｕｎｔｓ ｆｏｒ
３ ／ ５． Ａｓ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ｔｈｅ ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ，
ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｃｈａｍｂｅｒ ｗａｓ ｓｕｂｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ
ａｒｅａｓ：ｓｏｃｉａｌ ａｒｅａ， ｔｅｓｔ ａｒｅａ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｓｏｃｉａｌ ａｒｅａ．
ｂ、 Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｗｅｒｅ ｐｌａｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ｃｈａｍｂｅｒ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｆｉｓｈ ｔｏ ｂｅ ｔｅｓｔｅｄ ｗｅｒｅｐｌａｃｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｈａｍｂｅｒ． Ｔｈｅ ｃａｍｅｒａ，
ｐｏｓｉｔｉｏｎｅｄ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｉｎ ｆｒｏｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｎｋｒｅｃｏｒｄｅｄ
ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ．

①首次进入社交区域的潜伏期 ／ ｓ
②社交区域 ／ 非社交区域的停留总时间 ／ ｓ
③社交区域 ／ 非社交区域的游动总距离 ／ ｍ
①Ｌａｔｅｎｃｙ ｔｏ ｆｉｒｓｔ ｓｏｃｉａｌ ｚｏｎｅ ｅｎｔｒｙ ／ ｓ
②Ｔｏｔａｌ ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｃｉａｌ ／ ｎｏｎ⁃ｓｏｃｉａｌ ａｒｅａ ／ ｓ
③Ｔｏｔａｌ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｓｏｃｉａｌ ／ ｎｏｎ⁃ｓｏｃｉａｌ ａｒｅａｓ ／ ｍ

［６３］

２􀆰 ２　 生化指标检测

生化指标的检测也是验证动物模型是否成

功的一个重要因素。 由于斑马鱼的 ＨＰＩ 轴与人

类的 ＨＰＡ 轴在结构和功能上具有相似性，因此

ＣＯＲＴ 通常是检测人和斑马鱼的压力水平指标。
研究表明，当斑马鱼暴露于攻击性鱼类、报警信

息素、 咖啡因等刺激因子时， 斑马鱼体内的

ＣＯＲＴ、促肾上腺皮质激素 （ ａｄｒｅｎｏｃｏｒ ｔｉｃｏｔｒｏｐｉｃ
ｈｏｒｍｏｒｅ，ＡＣＴＨ）、促阿片⁃黑素细胞皮质素原（ｐｒｏ⁃
ｏｐｉｏｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ，ＰＯＭＣ）水平显著升高并伴随抑

郁行为的出现［６４－６５］。 与哺乳动物一样，单胺类神

经递质在调节斑马鱼的情感行为方面也发挥着

重要作用。 高水平的单胺类神经递质多与焦虑

症和躁动症相关，而低水平的单胺类神经递质则

与抑郁症相关。 在慢性不可预知性轻度应激

（ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）构建的

斑马鱼模型中 ５⁃ＨＴ、ＤＡ 和 ＮＥ 等神经递质水平

显著下降［３０，６６］。 另外，有研究表明，在给予斑马

鱼慢性应激后其脑内抗增殖蛋白 ２（ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ ２，
ＰＨＢ２）、溶质载体家族 ２５ α 成员 ５ 蛋白（ ｓｏｌｕｔｅ
ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ２５ ａｌｐｈａ ｍｅｍｂｅｒ ５ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＳＬＣ２５α５）、电压依赖性阴离子通道 ３ （ ｖｏｌｔａｇｅ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ ３，ＶＤＡＣ３）、异柠檬酸脱

氢酶 ２（ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ２，ＩＤＨ２）等 ４ 种线

粒体蛋白水平均显著升高，这提示线粒体功能障

碍可能是斑马鱼抑郁和相关情绪障碍表型的基

础［６７－６８］。 脑 内 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 （ ｂｒａｉｎ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）水平的下降也

与其抑郁行为相关，ＢＤＮＦ 对脑回路中涉及情绪

和认知功能神经元的生长、存活、可塑性以及调

控信息传递的突触发育至关重要［６９－７０］。 近年来，
炎性因子如 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 的水平变化与抑

郁症的症状相关［７１］。 ＰＥＴＲＹ 等［７２］通过氟西汀和

姜黄素预处理后发现，氟西汀和姜黄素可以改善

接种嗜水气单胞菌疫苗的斑马鱼抑郁行为表现

和 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 表达水平的增加（表 ２）。

３　 斑马鱼不同抑郁模型的建立方法

３􀆰 １　 ＣＵＭＳ 模型

应激是建立抑郁模型的重要方法之一，采用

ＣＵＭＳ 建立的抑郁模型国际认可度较高。 大量研

究采用啮齿类动物建立 ＣＵＭＳ 模型，其可模拟现

实生活中未知的、慢性的、轻度应激压力源。 该

模型操作简单、成功率高、能很好地模拟临床抑

郁症状，现已广泛用于抗抑郁药物药效评估［７３］。
斑马鱼的 ＣＵＭＳ 模型近年来也被开发建立，

其造模方法是对斑马鱼进行 ３ ～ ５ 周的慢性应激

程序。 慢性应激程序的应激源包括捕食者暴露、

１８２
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　 　 　 　 　 　表 ２　 斑马鱼抑郁生化指标的变化

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｃｈａｎｇｅ

生化指标
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

变化
Ｃｈａｎｇｅ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

皮质醇
ＣＯＲＴ ↑

促肾上腺皮质激素
ＡＣＴＨ ↑

促阿片⁃黑素细胞皮质素原
ＰＯＭＣ ↑

［６４－６５］

血清素
５ＨＴ ↓

多巴胺
ＤＡ ↓

去甲肾上腺素
ＮＥ ↓

［３０，６６］

抗增殖蛋白 ２
ＰＨＢ２ ↑

溶质载体家族 ２５ α 成员 ５ 蛋白
ＳＬＣ２５α５ ↑

电压依赖性阴离子通道 ３
ＶＤＡＣ３ ↑

异柠檬酸脱氢酶 ２
ＩＤＨ２ ↑

［６７－６８］

脑源性神经营养因子
ＢＤＮＦ ↓

［６９－７０］

白细胞介素 １β
ＩＬ⁃１β ↑

白细胞介素 ６
ＩＬ⁃６ ↑

肿瘤坏死因子 α
ＴＮＦ⁃α ↑

［７１－７２］

渔网追赶、拥挤束缚、黑暗环境、强光刺激、冷热

温度变换、禁食、报警信息素刺激、空气暴露、社
交隔离、浅水应激等，每种应激因子每日随机出

现一种或一种以上［７４］。
通过观察 ＣＵＭＳ 后斑马鱼运动活动（运动迟

缓、冻结僵化）、社会偏好（社会快感缺乏、攻击性

降低、群体凝聚力降低）、对新物体的探索（减少

探索新异事物的行为）行为表现以及检测斑马鱼

脑内 ５⁃ＨＴ、ＤＡ 和 ＢＤＮＦ 等生化指标的变化来判

断模型是否成功［７５］。 胡国俊［７６］ 对斑马鱼采用

ＣＵＭＳ 持续 ５ 周后，发现其探索行为和鱼群凝聚

力减少，冻结僵化行为时间和趋暗性增加；体内

促肾 上 腺 皮 质 激 素 释 放 激 素 （ ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ
ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＣＲＨ）、ＡＣＴＨ 及 ＣＯＲＴ 水平显

著升 高， 脑 内 ５⁃ＨＴ 和 ＮＥ 含 量 显 著 降 低。

ＭＡＲＣＯＮ 等［７７］通过 ＣＵＭＳ 持续 ７ ～ １４ ｄ 后发现

斑马鱼冻结僵化行为的时间和次数增加、鱼群凝

聚力下降、认知功能受损及神经递质水平明显下

降，这些指标变化与抑郁症患者相关指标变化具

有一致性。 此外，应激后进行抗抑郁药（氟西汀、
去甲替林）治疗，鱼的抑郁行为得以改善；同时，
脑内炎症标志物及体内 ＣＯＲＴ 水平均显著下降。
郑淑怡等［４４］利用中药海马干预 ＣＵＭＳ 建立的抑

郁模型，发现海马可有效降低斑马鱼的焦虑程度

及抑郁行为表现，并降低 ＣＯＲＴ、ＩＬ⁃６ 和 ＩＦＮ⁃γ 水

平，增加单胺类神经递质水平及逆转 ５⁃ＨＴ 能系

统失调。 ＭＯＣＥＬＩＮ 等［７８］ 采用 ＣＵＭＳ 持续应激

１４ ｄ，并于第 ７ 天进行 Ｎ⁃乙酰半胱氨酸 （ Ｎ⁃
ａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＮＡＣ）干预处理，在行为学检测中发

现 ＮＡＣ 可提高斑马鱼在顶部区域的进入次数和

停留 时 间， 并 逆 转 了 活 性 氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）、 非蛋白硫醇 （ ｎｏｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈｉｏｌｓ，
ＮＰＳＨ）和超氧化物歧化酶（ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ）活性水平降低。 总之，ＣＵＭＳ 处理和药物干

预作用从斑马鱼的探索行为、冻结僵化行为、鱼
群凝聚力以及 ＣＯＲＴ、５⁃ＨＴ、ＤＡ、ＮＥ 等生化指标

变化方面，评估抑郁模型建立的有效性。
ＣＵＭＳ 模型的优势在于其能够克服单一重复

的应激源引发的动物适应性反应，且这种模型可

长期有效的刺激使动物产生抑郁样情绪。 该模

型的优势：（１）强度温和，不足以对动物造成持久

的伤害；（２）缓慢发作，且应激源会持续数周，反
复刺激；（３）不可预知，每个应激源所持续时间、
方式均不同。 而该模型所诱发的抑郁行为会持

续 ２ ～ ３ 个月，且抗抑郁药物治疗可以逆转该行

为。 然而，ＣＵＭＳ 模型的局限性：（１）该模型造模

时间长、工作量较大，且因其模拟的是慢性应激

状态，并不能完全反映抑郁症的所有复杂特征；
（２）各实验室在 ＣＵＭＳ 模型应激源的选择和应用

上存在主观性，易造成实验结果的不一致性；（３）
动物模型与人类在生物学和行为学上始终存在着

差异，模型中观察到的结果并不完全适用于人类。
３􀆰 ２　 药物诱导模型

利血平是临床上应用最早的一种治疗精神

疾病的药物，从 １９５０ 年开始被应用于高血压的治

疗，但长期使用会导致抑郁症状［７９］。 因此，该药

是较早开发用于诱导动物抑郁的工具药。 利血

２８２
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平主要通过耗竭单胺类神经递质导致抑郁，目前

该方法已广泛用于诱导斑马鱼抑郁模型的建立。
利血平诱导后的斑马鱼表现出运动迟缓、社交降

低、全身 ＣＯＲＴ 基线升高和 ＤＡ 水平下降等抑郁

表型［８０－８１］。 然而药物诱导又可分为急性诱导和

慢性诱导，急性诱导的成鱼抑郁模型，通常是在

单次给药后的第 ７ 天出现抑郁表型。 ＴＡＮＧ
等［８２］研究发现文法辛拉联合褪黑素可以明显的

改善利血平急性诱导的斑马鱼抑郁表型，增加其

脑内 ５⁃ＨＴ、 ＮＡ、 ＤＡ 等神经递质水平； ＺＨＡＮＧ
等［８３］通过利血平急性诱导后，发现鱼的运动能力

显著下降、认知功能受损、颜色偏好发生改变，表
现出明显的抑郁行为；同时伴随 ＣＯＲＴ 水平升高、
单胺类神经递质水平下降，而这些变化在给予舍

曲林和加味逍遥散治疗后得以改善。 相对于急

性诱导而言，慢性诱导则需要小剂量连续给药 ７ ｄ
后方可出现抑郁表型。 ＬＩＵ 等［８４］ 使用安神补心

六片对慢性诱导的模型进行治疗后，发现其有效

成分木香烃内酯（ｃｏｓｔｕｎｏｌｉｄｅ，ＣＯＳ）通过抑制利血

平诱导的 ５⁃ＨＴ 转运体和 ＮＥ 转运体的高表达，显
著改善了斑马鱼的抑郁行为、神经损伤和 ５⁃ＨＴ
和 ＮＥ 水平。 除上述对成鱼诱导外，有研究还将

斑马鱼胚胎（受精 ６ ｈ 后）与利血平进行共培养，
行为学检测发现幼鱼运动速度降低、运动总量减

少、对外界反应能力降低，体内的 ５⁃ＨＴ 也显著降

低，而上述表现均与临床抑郁症状一致［８５］。 时瑞

碟［８６］利用幼鱼建模后连续 ７ ｄ 给予天南星醇提

物治疗能改善斑马鱼的运动感知能力和学习记

忆能力，同时减少脑内凋亡细胞数量和体内炎症

细胞数量。 郑涵文等［８７］ 也发现黄花菜醇对幼鱼

抑郁模型指标具有明显的改善作用。
药物诱导模型的优势在于操作简单、周期较

短、动物痛苦较轻，且结果可重复性强，实验条件

相对可控，如药物种类、剂量、给药方式等均可标

准化，这有助于减少实验误差并提高结果的可靠

性。 但药物诱导模型易忽略抑郁症发病的多因

素和复杂性，可信度较低、动物死亡率高、模型病

理过程与人类抑郁症的发病机制有显著性差异，
因此无法广泛应用，只能用作抗抑郁药物药效成

分的初步筛选测定。
３􀆰 ３　 基因突变模型

斑马鱼的基因突变模型也常被应用于抑郁

症的临床前研究中。 ＺＩＶ 等［８８］ 在成年斑马鱼中

发现了一种斑马鱼突变体，它是由于糖皮质激素

受体（ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＲ）的转录活性消

失，导致应激反应的负反馈被破坏，即突变的

Ｇｒｓ３５７ 斑马鱼的 ＧＲ 调节功能失调，并伴随体内

ＣＯＲＴ 水平显著升高，从而表现出焦虑样和抑郁

样行为。 经氟西汀治疗后，其行为表现恢复正

常，同时 ＣＯＲＴ 水平也降低。 Ｇｒｓ３５７ 突变体是

ＨＰＩ 轴功能失调的代表模型，模型中 ＨＰＩ 衍生因

子 ＣＯＲＴ、ＡＣＴＨ 和 ＣＲＨ 均异常升高，而这也是人

类重度抑郁症的常见表型。 随后 ＧＲＩＦＦＩＴＨＳ
等［８９］也发现突变的 Ｇｒｓ３５７ 幼鱼自发性游动减

少；经氟西汀治疗 ２４ ｈ 后，抑郁行为得到显著改

善。 光感知在神经系统内分泌中发挥着重要的

调节作用，它涉及对压力、睡眠和免疫等多种生

理反应的调控。 在斑马鱼中，ＧＲ 主要表达于视

网膜的细胞中，广泛调控视网膜的靶基因，然而

在光感知过程中神经递质 ＤＡ 起着重要作用。 因

此，糖皮质激素也参与调控 ＤＡ 信号传导基因。
ＭＵＴＯ 等［９０］ 利用 Ｇｒｓ３５７ 突变模型探讨 ＧＲ 活性

如何参与斑马鱼视网膜的光适应时，发现 Ｇｒｓ３５７
突变体的 ＤＡ 受体的信号传导显著降低；通过调

节外在的光感知环境，可以刺激其体内多巴胺和

其他神经调节剂的分泌。
目前，基因突变模型已相对成熟，该模型的

优点在于可以直接针对抑郁症的遗传机制进行

研究，通过基因突变模拟人类抑郁症的遗传特

征。 基因突变模型通过转基因技术或敲除特定

基因来改变神经递质、受体或转运蛋白来构建抑

郁模型，该模型已被证明具有较好的有效性。 然

而，抑郁症是一种受多基因影响的疾病，基因与

环境因素相互作用，故单一基因突变的抑郁症模

型并不能完全阐释抑郁症的复杂病理机制，此
外，该模型价格昂贵，建立时还可能存在基因功

能冗余、基因编辑引起的非特异性效应，因此临

床应用受限。

４　 总结与展望

近些年，中国科学院证实了人类可能是由鱼

类进化而来的［９１］，提示在未来，鱼类作为人类疾

病模式动物可信度会更高、疾病治疗的贡献度会

更大。 然而，就目前研究所示，任何疾病动物模

３８２
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型均不能完全复制人的疾病［９２］。 不同类型斑马

鱼抑郁模型各具优势的同时也不可避免地存在

各自的局限。 如：ＣＵＭＳ 模型在应激刺激的选择

和应用上存在主观性，易造成实验结果的不一致

性；药物诱导模型易忽略抑郁症发病的多因素和

复杂性；基因突变模型成本较高，建立模型时可

能存在基因功能冗余、基因编辑引起的非特异性

效应。
综上，未来在抑郁等精神疾病的研究中应尽

可能利用好斑马鱼模型优势（如：与人类遗传、结
构和生理功能的高相似度性、成本低、繁殖快和

高通量等）结合最新研究成果不断改进、完善现

有模型评价方法，使其更具可靠性、可重复性、稳
定性、标准化和产业化。 其次，利用斑马鱼胚胎

期或幼鱼优势挖掘潜在新型抑郁评价手段或完

善现有的模型方法，使其特色优势得以实现。 最

后，发挥好斑马鱼抑郁模型工具优势，为当前亟

待解决的抑郁症相关问题如明确发病机理，完善

疾病的预防、诊断和治疗方法、新药的评价和筛

选等提供有价值的解决思路和策略。
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［９１］　 ＺＨＵ Ｙ Ａ， ＬＩ Ｑ， ＬＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｏｌｄｅｓｔ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｊａｗｅｄ
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［９２］　 王文聪， 赵雅蔚， 何侃． 抑郁动物模型研究进展 ［Ｊ］． 中

国比较医学杂志， ２０１９， ２９（７）： １２５－１３０．
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周轶凡，张彩勤，李秉润，等． 日本脑炎病毒逃逸Ⅰ型干扰素机制在小鼠感染模型创制中的应用进展 ［Ｊ］． 中国实验动物

学报， ２０２５， ３３（２）： ２８８－２９５．
ＺＨＯＵ Ｙ Ｆ， ＺＨＡＮＧ Ｃ Ｑ， ＬＩ Ｂ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ｅｓｃａｐｅ ｔｙｐｅ Ⅰ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎ ｔｈｅ ｃｒｅａｔｉｏｎ ｏｆ ａ
ｍｏｕｓｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２５， ３３（２）： ２８８－２９５．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０２􀆰 ０１４

［基金项目］军队实验动物专项课题（ＳＹＤＷ＿ＫＹ（２０２１）⁃１４，ＳＹＤＷ＿ＫＹ（２０２１）⁃１６，ＳＹＤＷ［２０１８］０８ 号），陕西省创新能力支撑计划

（２０２３⁃ＣＸ⁃ＰＴ⁃０４，２０２２ＰＴ⁃３６）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｔｏｐｉｃ ｏｆ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ａｎｉｍａｌｓ （ＳＹＤＷ＿ＫＹ（２０２１）⁃１４， ＳＹＤＷ＿ＫＹ（２０２１）⁃１６， ＳＹＤＷ［２０１８］０８）， Ｓｈａａｎｘｉ
Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ Ｓｕｐｐｏｒｔ Ｐｌａｎ （ ２０２３⁃ＣＸ⁃ＰＴ⁃０４， ２０２２ＰＴ⁃３６）．
［作者简介］周轶凡，男，在读硕士研究生，研究方向：日本脑炎病毒感染模型的制备。 Ｅｍａｉｌ：２０５６４１９６６０＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］师长宏，男，博士，教授，博士生导师，研究方向：人源化动物模型的创制与应用。 Ｅｍａｉｌ：ｃｈａｎｇｈｏｎｇ＠ ｆｍｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

日本脑炎病毒逃逸Ⅰ型干扰素机制在小鼠感染模型
创制中的应用进展

周轶凡１，２ ，张彩勤２ ，李秉润３ ，包娇娇４ ，张延英１ ，师长宏１，２∗

（１． 甘肃中医药大学，兰州　 ７３００００；２． 空军军医大学实验动物中心，西安　 ７１００３２；
３． 空军军医大学基础医学院一大队三队，西安　 ７１００３２；４． 空军军医大学基础

医学院五大队二十队，西安　 ７１００３２）

　 　 【摘要】 　 日本脑炎病毒（Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ，ＪＥＶ）感染人体后首先会逃避先天免疫的Ⅰ型干扰素

（Ⅰ⁃ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，Ⅰ⁃ＩＦＮ）的抑制作用，进而感染其他细胞和组织，引起痉挛、神经退行性病变和神经性炎症等系

列严重症状甚至死亡。 ＪＥＶ 主要通过抑制 ＩＦＮ⁃α ／ β 产生和干扰素的 Ｊａｎｕｓ 激酶（Ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ，Ｊａｋ）⁃信号转导

和转录激活子（ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ）信号通路来逃逸先天免疫，基于 ＪＥＶ 的免疫

逃逸机制构建了多种小鼠感染模型，用于研究 ＪＥＶ 感染的致病机制和治疗方案。 本文在阐述 ＪＥＶ 的干扰素

（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）免疫逃逸机制的基础上，系统介绍了相应的小鼠感染模型，分析该类小鼠模型的特点、人类症

状的模拟程度等，基于此可能发现新的研究靶点，进而开发新的 ＪＥＶ 感染小鼠模型，为 ＪＥＶ 研究提供理想的

动物模型。
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ｉｎｔｒｏｄｕｃｅ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｐｔ ｏｆ ＪＥＶ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｔｏ
ｗｈｉｃｈ ｔｈｅｙ ｓｉｍｕｌａｔｅ ｈｕｍａｎ ｓｙｍｐｔｏｍｓ． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｎｔｉｏｎ ｉｓ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ｖａｒｉｏｕｓ ｎｅｗ ＪＥＶ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｅｗ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｔａｒｇｅｔｓ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｏｖｅｌ ｉｄｅａｓ ｆｏｒ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ＪＥＶ ｒｅｓｅａｒｃｈ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ； ｔｙｐｅ Ⅰ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ； ｉｍｍｕｎｅ ｅｓｃａｐｅ； ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 日本脑炎病毒 （ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ，
ＪＥＶ）是黄病毒科黄病毒属的病毒［１］。 ＪＥＶ 的基

因组 ＲＮＡ 大小约为 １１ ｋｂ，在 ５’端具有甲基化的

帽状结构，在 ３’端没有 ｐｏｌｙ（ ａ）尾巴。 在 ５’⁃和
３’⁃未翻译区（ ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ，ＵＴＲｓ）之间发

现单个开放阅读框（ｏｐｅｎ⁃ｒｅａｄｉｎｇ⁃ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），它
编码衣壳 （ ｃａｐｓｉｄ， Ｃ）、前体膜 （ ｐｒｅｃｕｓｏｒ ｆｉｌｍｓ，
ＰｒＭ）和包膜（ｃａｐｓｕｌｅ）这 ３ 种结构蛋白和非结构

蛋白 （ ｎｏｎ⁃ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＳ） １、ＮＳ２Ａ、ＮＳ２Ｂ、
ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ 和 ＮＳ５ 这 ７ 种非结构蛋白。
ＪＥＶ 感染会引起许多临床症状，从无症状或自限

性发热疾病到以意识改变、脑神经麻痹、异常运

动和癫痫发作等为特征的危及生命的神经系统

并发症［２］，对人类健康产生严重危害，其感染与

发病的高危人群为儿童［３］。 ＪＥＶ 每年报告约 ６８
０００ 例感染病例，如若发展为日本脑炎（ Ｊａｐａｎｅｓｅ
ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ，ＪＥ） ［４］，病死率高达 ２０％ ～ ３０％［４－５］，
约 ３０％ ～ ５０％的患者会出现永久性神经或精神

性后遗症［３］。 人体在受到 ＪＥＶ 感染后，机体免疫

系统会释放一系列细胞因子抵御病毒入侵，其中

最有效的就是Ⅰ型干扰素 （Ⅰ⁃ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，Ⅰ⁃ＩＦＮ）。
ＩＦＮ⁃α 和 ＩＦＮ⁃β 是两种典型的Ⅰ⁃ＩＦＮ。 Ⅰ⁃ＩＦＮ 作

为最重要的宿主防御分子之一，在抵抗 ＪＥＶ 感染

中起着至关重要的作用。 同时，ＪＥＶ 在与宿主的

相互作用中也进化出不同的逃逸方式来对抗Ⅰ⁃
ＩＦＮ。 ＪＥＶ 可通过 ＮＳ’、ＮＳ４Ｂ 和 ＮＳ５ 等非结构蛋

白与干扰素免疫抑制相关通路中的不同蛋白分

子产生作用，靶向抑制干扰素的产生及其信号通

路产生的抗病毒作用，达到免疫逃逸的目的［６－８］，
促进病毒在人体细胞内的复制，进而引起人体发

生痉挛、瘫痪和脑水肿等症状，对机体造成严重

程度不同的损伤。
目前对于 ＪＥＶ 免疫逃逸机制的认识尚不全

面，主要受限于缺乏合适的动物模型。 现有在

ＪＥＶ 感染研究中被广泛应用的主要是基于干扰素

信号通路分子敲除的小鼠模型，此模型的特点是

ＪＥＶ 在体内的复制能力增强，导致高发病率和早

期死亡，但与人体感染后的免疫反应和症状表现

有显著性差异，这限制了对治疗药物和靶点更深

入的研究。 尤其是使用最广泛的干扰素受体缺

失小鼠模型，感染 ＪＥＶ 后死亡速度快，病程急骤，
观察症状的窗口期较短。 这主要是因为此类小

鼠缺乏与人类高度相似的免疫系统，没有完整的

免疫反应机制，在模拟 ＪＥＶ 感染后的体内免疫应

答过程中存在不足。 本文综述了 ＪＥＶ 干扰素免

疫逃逸机制的研究进展，绘制了主要的作用机制

图（图 １），并重点介绍了基于免疫逃逸机制制备

的 ＪＥＶ 感染小鼠模型的特点。 通过对比分析这

些模型与人类临床症状和疾病进程的相似度，本
文提出了构建 ＪＥＶ 感染小鼠模型的新方向。 期

望这些新策略能够为 ＪＥＶ 研究提供更理想的小

鼠实验模型，从而推动相关治疗药物和靶点的

研究。

１　 ＪＥＶ 通过抑制干扰素的产生来逃

避免疫

　 　 宿 主 细 胞 内 的 模 式 识 别 受 体 （ ｐａｔｔｅｒｎ
ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＰＲＲ）能够识别病原体的特

定成分［９］，这一识别过程触发了免疫细胞中Ⅰ⁃
ＩＦＮ 的产生［１０］。 当前研究揭示了多种诱导Ⅰ⁃
ＩＦＮ 产生的途径，其中包括：线粒体抗病毒信号蛋

白（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＡＶＳ）
通过激活干扰素调节因子 ３（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ ３， ＩＲＦ３） 的途径［１１］；Ｔｏｌｌ 样受体 （ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲ）３ 和 ＴＬＲ４ 通过激活适配蛋白 β 干

９８２
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扰素 ＴＩＲ 结构域衔接蛋白（ＴＩＲ⁃ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ａｄａｐｔｏｒ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃β，ＴＲＩＦ）的途径；ＴＬＲ７ ／
ＴＬＲ８ 和 ＴＬＲ９ 通过激活 ＩＲＦ７ 的途径，此外还存

在多条旁通路［１２］。 Ⅰ⁃ＩＦＮ 型干扰素产生后，与干

扰素受体结合，引发一系列抗病毒反应［１３］。 研究

表明 ＪＥＶ 能够针对性地干预Ⅰ⁃ＩＦＮ 的产生途径，
降低 ＩＦＮ⁃α ／ β 的生成，从而增强 ＪＥＶ 在宿主体内

的复制和致病力，实现免疫逃逸（图 １）。

图 １　 ＪＥＶ 逃逸干扰素抗病毒作用的主要机制

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍａｉｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＪＥＶ ｅｓｃａｐｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｅｆｆｅｃｔ

１􀆰 １　 ＮＳ１’抑制 ＭＡＶＳ 介导Ⅰ⁃ＩＦＮ 启动子的失

活负向调控 ＩＦＮ⁃β的产生

ＮＳ１’在 Ｃ 端包含了整个 ＮＳ１ 和 ＮＳ１’独特的

５２ａａ 附加序列，由程序性核糖体移码而产生［１４］。
既往研究表明，ＮＳ１’对于 ＪＥＶ 的毒力有着显著影

响［１５］，如在乙脑病毒中去除 ＮＳ１’会减弱病毒对

小鼠神经的侵袭性［１６］。 而缺乏 ＮＳ１’的 ＪＥＶ 减毒

活疫苗 ＳＡ１４⁃１４⁃２ 株毒力随着 ＮＳ１’的恢复而增

强。 有研究表明 ＮＳ１’增加 ＪＥＶ 毒性的效果与减

少Ⅰ⁃ＩＦＮ 的产生有关［１７］。 ＮＳ１’主要通过增强核

因子 ｃ⁃Ｒｅｌ 和环磷酸腺苷反应成分结合蛋白

（ ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）与微小 ＲＮＡ２２
（ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃２２， ｍｉＲ⁃２２） 启动子的结合上调了

ｍｉＲ⁃２２ 的 表 达， 从 而 抑 制 ＭＡＶＳ 的 表 达［６］。
ＭＡＶＳ 是Ⅰ⁃ＩＦＮ 信号通路中干扰素基因刺激因子

（ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇｅｎｅｓ，ＳＴＩＮＧ）的上游，抑
制 ＭＡＶＳ 的表达后会降低 ＳＴＩＮＧ 的作用，ＳＴＩＮＧ
有着调控 ＩＲＦ３ 从而调控 ＩＦＮ⁃β 生成的重要作

用［１８］，抑制 ＳＴＩＮＧ 会阻断 ＩＲＦ３ 激活并合成 ＩＦＮ⁃

β 的 作 用， 从 而 减 少 了 干 扰 素 刺 激 基 因

（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ， ＩＳＧｓ） 的产生，促进

ＪＥＶ 在体内的复制，达到免疫逃逸的效果。 实验

人员已在 Ｍａｖｓ 基因敲除小鼠模型上验证了此免

疫逃逸机制［６］。
１􀆰 ２　 ＮＳ４Ｂ 抑制 ＴＬＲ３ 阻碍 ＩＲＦ３ 的激活负向调

控 ＩＦＮ⁃β的产生

ＮＳ４Ｂ 作为 ＪＥＶ 中的关键非结构蛋白，在病

毒的免疫逃逸机制中发挥着至关重要的作用。
现有研究表明 ＮＳ４Ｂ 能够有效抑制 ＴＬＲ３ 及其下

游信号因子 ＩＲＦ３ 的激活［７］。 为了验证这一点，
研究人员在 Ｔｌｒ３ 基因敲除小鼠模型上进行了 ＪＥＶ
感染实验，并观察到 Ｔｌｒ３ 基因的敲除显著抑制了

ＩＦＮ⁃β 的产生［１９］。 进一步的实验表明，ＮＳ４Ｂ 的

作用是通过直接与 ＴＬＲ３ 及下游信号因子 ＴＲＩＦ
相互作用，抑制了 ＩＲＦ３ 的激活和磷酸化。 ＩＲＦ３
在先天免疫系统中对 ＩＦＮ⁃β 的产生至关重要，其
激活被抑制后会显著减少 ＩＦＮ⁃β 的产生，进而减弱

先天免疫系统的抗病毒能力，这为 ＪＥＶ 在宿主体

内更有效的复制和发挥其致病作用提供了条件［７］。

０９２
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１􀆰 ３ 　 ＮＳ５ 阻断 ＩＲＦ３ 和核因子 κＢ （ ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）的核易位负向调控 ＩＦＮ⁃
β的产生

研究揭示了 ＪＥＶ 的 ＮＳ５ 能够有效抑制Ⅰ⁃
ＩＦＮ 的产生。 这种抑制作用主要通过干扰关键转

录因子 ＩＲＦ３ 和 ＮＦ⁃κＢ 的活性来实现［２０］。 ＩＲＦ３
和 ＮＦ⁃κＢ 作为细胞质中的信号蛋白，在病毒感染

时能迁移到细胞核，并与 ＩＦＮ⁃β 启动子结合，激活

ＩＦＮ⁃β 的转录，发挥抗病毒作用。 进一步的研究

发现，ＪＥＶ 的 ＮＳ５ 蛋白并不阻断双链核糖核酸

（ｄｏｕｂｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）信号通路的上游

环节，而是直接作用于 ＩＲＦ３ 和 ＮＦ⁃κＢ 本身。 具

体来说，ＪＥＶ 的 ＮＳ５ 蛋白与核蛋白相互作用蛋白

抗体（ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ，
ＫＰＮＡ）２、ＫＰＮＡ３ 和 ＫＰＮＡ４ 相互作用，通过竞争

性地阻断 ＫＰＮＡ３ 和 ＫＰＮＡ４ 与其下游 ＩＲＦ３ 和

ｐ６５（ＮＦ⁃κＢ 的一个亚基）的结合，抑制 ＩＲＦ３ 和

ＮＦ⁃κＢ 向细胞核的转移［２０］。 这种作用导致细胞

质中的 ＩＲＦ３ 和 ＮＦ⁃κＢ 水平升高，而细胞核中的

水平降低。 由于 ＩＲＦ３ 和 ＮＦ⁃κＢ 无法转移到细胞

核内负向调控 ＩＦＮ⁃β 的产生，削弱了细胞的抗病

毒反应，提高 ＪＥＶ 的复制和传播，从而实现免疫

逃逸［２０］。

２　 ＪＥＶ 通过抑制 ＩＦＮ⁃α／ β 的 ＪＡＫ⁃
ＳＴＡＴ 信号通路来逃避免疫

　 　 ＩＦＮ⁃α ／ β 与其受体结合后，通过酪氨酸磷酸

化作用，激活了 Ｊａｎｕｓ 蛋白酪氨酸激酶 （ Ｊａｎｕｓ
ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ， ＪＡＫ） １ 和酪氨酸激酶 ２
（ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ２，Ｔｙｋ２），这一过程是干扰素信号

传导的关键步骤。 信号转导和转录激活因子

（ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，
ＳＴＡＴ）１ 和 ＳＴＡＴ２ 被磷酸化，进而发生二聚化。
这些二聚体与 ＩＲＦ９ 结合，形成干扰素刺激基因因

子 ３（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｆａｃｔｏｒ ３，ＩＳＧＦ３）复

合体。 ＩＳＧＦ３ 复合物进一步与细胞核内 ＩＳＧｓ 的

干 扰 素 刺 激 反 应 元 件 （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ，ＩＳＲＥ）结合，从而激活这些基

因的转录［２１－２２］。 这一转录过程产生了一系列具

有抗病毒功能的干扰素刺激基因产物［２３］，它们在

抵御 ＪＥＶ 感染中发挥着重要作用（图 １）。 通过

ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 这一精细调控的信号传导途径，细胞

能够有效地响应病毒感染，激活抗病毒状态，增
强宿主的免疫防御能力。

有研究者将 ＳＴＡＴ１ 蛋白与红色荧光蛋白

ＤｓＲｅｄ 融合，成功构建了一种名为 ＳＴＡＴ１⁃ＤｓＲｅｄ
的融合蛋白，使得 ＳＴＡＴ１ 的细胞内移动得以可视

化［２４］。 在 ＢＨＫ⁃２１ 细胞中，经过 ＩＦＮ⁃α 处理后，这
种融合蛋白能够进入细胞核并发挥其作用，随后

停留在细胞核内。 然而，在经过 ＮＳ５ 蛋白感染的

ＢＨＫ⁃２１ 细胞中，ＩＦＮ⁃α 处理后的 ＳＴＡＴ１⁃ＤｓＲｅｄ 融

合蛋白却大量滞留在细胞质中，表明 ＮＳ５ 蛋白能

够阻止 ＳＴＡＴ１ 的核定位，从而抑制 ＩＦＮ⁃α 的信号

传导。 为了深入探究 ＮＳ５ 蛋白对 ＳＴＡＴ１ 的影响，
研究人员构建了一种能够过表达 ＮＳ５ 蛋白的重

组 ＳＩＮ 病毒，并用其感染所有细胞。 研究发现，
ＮＳ５ 蛋白通过抑制干扰素受体相关激酶 Ｔｙｋ２ 的

酪氨酸磷酸化，阻止了其激活，进而阻断了 ＳＴＡＴ１
的磷酸化和激活过程。 这种机制导致 ＳＴＡＴ１ 无

法发生核异位，从而阻断了细胞在接收到 ＩＦＮ⁃α
信号后的 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路［２４］。 这一阻断作

用进一步抑制了 ＩＳＧ 的激活以及其抗病毒功能产

物的产生，使得 ＪＥＶ 能够实现免疫逃逸，增强了

其在宿主体内的复制能力［８］。
目前的研究对于 ＪＥＶ 如何逃避 ＩＦＮ 介导的

ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路的机制仍然不够深入。 特别

是 ＪＥＶ 感染后对 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 通路中关键分子如

ＳＴＡＴ２ 的影响，以及其他可能的致病机制，都需要

进一步的探索和研究。 为了深入理解这些复杂

的生物过程，开发合适的小鼠感染模型是至关重

要的。 这些模型不仅能够提供必要的实验基础，
帮助科学家们观察和分析 ＪＥＶ 与宿主免疫系统

之间的相互作用，而且对于揭示 ＪＥＶ 的致病机制

和开发新的治疗策略也具有重要意义。

３　 基于 ＩＦＮ 信号通路的 ＪＥＶ 感染小

鼠模型

　 　 研究人员针对干扰素信号通路以及 ＪＥＶ 感

染后的免疫逃逸机制，成功构建了特异性敲除干

扰素靶点和缺乏干扰素受体的 ＪＥＶ 感染小鼠模

型。 这些模型在临床表现和发病特征上与传统

的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠相比更接近人类感染后的情况。

１９２
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即使是较低剂量的 ＪＥＶ 感染，也能在这些模型中

引起疾病症状并导致死亡。 这些基于免疫逃逸

机制的模型不仅对深入研究 ＪＥＶ 感染机制具有

重要价值，同时也为开发针对性的治疗药物和确

定治疗靶点提供了宝贵的实验基础。
３􀆰 １　 基于抑制Ⅰ⁃ＩＦＮ 产生机制构建的 ＪＥＶ 感

染小鼠模型

３􀆰 １􀆰 １　 Ｍａｖｓ 基因敲除小鼠

Ｍａｖｓ 基因敲除小鼠模型是在 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠

的基础上，利用基因编辑技术特异性地敲除 Ｍａｖｓ
基因而构建的。 在实验中，这些小鼠通过腹腔注

射 １ × １０４ 个空斑形成单位（ｐｌａｑｕｅ ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔｓ，
ＰＦＵ）的 ＪＥＶ 后，与注射相同剂量的野生型小鼠

相比，表现出了显著更早的死亡时间（感染后 ５
ｄ），以及更快速的全体死亡（感染后 ８ ｄ）。 此外，
这些小鼠还出现了严重的感染症状，包括明显的

瘫痪和后肢无力，这些症状与人类感染 ＪＥＶ 后的

重症表现相似［６］。 这种 Ｍａｖｓ 基因敲除小鼠模型

的优势在于能够模拟 ＪＥＶ 感染后的重症症状，为
研究病毒的致病机制提供了有力的实验依据。
然而，该模型也有其局限性，它不能完全模拟 ＪＥＶ
感染后在人类中出现的外周器官症状。 因此，在
研究 ＪＥＶ 的治疗方案，尤其是针对外周器官损伤

的治疗策略时，这种模型可能存在一定的局限性。
３􀆰 １􀆰 ２　 Ｔｌｒ３ 基因敲除小鼠

Ｔｌｒ３ 基因敲除小鼠是通过在 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠上

进行基因编辑，特异性地敲除 Ｔｌｒ３ 基因而得到

的。 这些小鼠在腹腔注射 １􀆰 ４ × １０７ ＰＦＵ 的 ＪＥＶ
后，与注射相同剂量的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠相比，表现出

更为严重的中枢神经系统症状。 这种症状的加

剧与 Ｔｌｒ３ 基因敲除后血脑屏障的通透性显著增

加有关［１９］。 然而，与其他基因敲除小鼠模型相

比，Ｔｌｒ３ 基因敲除小鼠在 ＪＥＶ 感染实验中需要更

高的病毒剂量才能显现出明显的病理症状。 这

一点与人类感染重症日本脑炎时所需的病毒剂

量存在显著性差异。 因此，尽管 Ｔｌｒ３ 基因敲除小

鼠在研究 ＪＥＶ 引起的中枢神经系统病理变化方

面具有一定的优势，但在模拟人类感染 ＪＥＶ 的病

理过程时，它们并不是最理想的模型选择。
３􀆰 １􀆰 ３　 Ｔｌｒ７ 基因敲除小鼠

全身性 Ｔｌｒ７ 基因敲除小鼠是通过在 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠模型上应用吗啉代（ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）技术制备而

成。 已有的实验表明，全身性敲除 Ｔｌｒ７ 基因小鼠

可有效降低 ＮＦ⁃κＢ 和 ＩＲＦ７ 的磷酸化，负向调控

ＩＦＮ⁃α 的产生［２５］，与野生型小鼠相比，在皮下感

染 ３ × １０５ ＰＦＵ 剂量 ＪＥＶ 后，这种敲除小鼠模型

展现出了更早的死亡时间。 此外，这些小鼠在外

周和脑内的病毒载量以及趋化因子水平都有显

著增加，而 ＩＦＮ⁃α 和抗病毒蛋白的表达则显著降

低。 这些特征与人感染 ＪＥＶ 时的病理症状更为

接近，使得这种小鼠模型成为研究人体实际感染

ＪＥＶ 的有力工具。 这种 Ｔｌｒ７ 基因敲除小鼠已被

应用于 ＪＥＶ 药物的治疗实验，并在其中发挥了重

要作用［２６］。 然而，该模型在 １ × １０５ ＰＦＵ 的较低

剂量 ＪＥＶ 感染后，死亡时间和发病情况与普通小

鼠感染后无区别，这是因为此小鼠模型的 Ｔｌｒ７ 敲

除会受到 ＴＬＲ８ 补偿影响降低对 ＩＦＮ⁃α 产生的下

降作用［２７］，模拟干扰素通路方面存在不完全性，
这限制了此模型的使用。
３􀆰 ２　 基于抑制Ⅰ⁃ＩＦＮ 的 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 作用机制

构建的 ＪＥＶ 感染小鼠模型

３􀆰 ２􀆰 １　 Ｓｔａｔ１ 基因敲除小鼠

在 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠的基础上通过基因敲除技

术制备的 Ｓｔａｔ１－ ／ －小鼠，已成为当前研究免疫逃逸

机制的关键模型。 这种模型对多种病毒表现出

极高的易感性。 在感染 １０ ＰＦＵ 的 ＪＥＶ 后，大多

数 Ｓｔａｔ１－ ／ －小鼠在感染后 ５ ｄ 死亡，而所有小鼠在

感染后 ９ ｄ 死亡。 该模型的一个显著优点是即使

在较低剂量的病毒感染后，也能迅速导致死亡。
此外，感染后血脑屏障的破坏使得病毒能够侵入

中枢神经系统，引发中枢神经系统疾病［２８］，这对

于研究 ＪＥＶ 感染的重症病理具有重要价值。 然

而，该模型也存在一定的局限性，由于小鼠死亡

速度较快，它们通常在 ＪＥＶ 感染的早期阶段就死

亡，这限制了研究治疗窗口期的长度。
３􀆰 ２􀆰 ２　 ＩＦＮ 受体缺失小鼠

现在常用的干扰素受体缺失小鼠是通过使

缺乏 Ⅰ 型 ＩＦＮ 受 体 （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃ａｌｐｈａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＩＦＮＡＲ）的小鼠即 Ａ１２９ 小鼠与缺乏Ⅱ型 ＩＦＮ 受

体（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃ｇａｍｍａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＩＦＮＧＲ） 的小鼠即

Ｇ１２９ 小鼠杂交获得的 ＡＧ１２９ 小鼠即同时缺乏Ⅰ
型和Ⅱ型 ＩＦＮ 受体的小鼠模型［２９］。 在一项研究

中，６ ～ ８ 周龄 ＡＧ１２９ 小鼠感染低剂量（１０ ＰＦＵ ／
０􀆰 １ ｍＬ） ＪＥＶ ＳＡ１４⁃１４⁃２ 株后有 １００％的发病率，

２９２
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且死亡时间很短为感染后 ４ ｄ［３０］。 但 ＡＧ１２９ 小

鼠的缺点为缺乏有效的 ＩＦＮ 反应，ＡＧ１２９ 小鼠由

于干扰素免疫系统缺失的缘故，往往起病急骤且

死亡迅速，导致对于 ＪＥＶ 感染后的症状观察窗口

期很短，不利于 ＪＥＶ 感染后的症状研究。
也有实验使用的干扰素受体缺失小鼠为

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 背景下的 ＩＦＮＡＲ 敲除小鼠［３１］。 由于其

ＩＦＮ 受体缺失，阻断了 ＩＦＮ 信号通路的传导，可以

产生更好的感染效果，因此被广泛用于 ＪＥＶ 致病

机制 以 及 疫 苗 和 抗 病 毒 药 物 的 评 估 研 究。
ＩＦＮＡＲ－ ／ －小鼠相较于野生型的小鼠，在同样注射

了致病量的 ＳＡ１４⁃１４⁃２ 株的 ＪＥＶ 后，在大部分外

周脏器与血清中都能够检测到病毒载量的显著

升高，炎症因子也有明显的增加，肝与脾的病理

病变明显，但是这个动物模型的中枢神经系统的

病变不明显，在脑部的病毒载量和炎症因子没有

明显增加［３１］。 所以此模型可以较好地模拟 ＪＥＶ
感染后外周炎症的症状，但对于中枢神经系统疾

病并没有很好的模拟效果。 在研究 ＪＥＶ 感染小

鼠的外周症状时可以使用此模型，但研究中枢神

经系统症状时不建议使用。
以上 ＩＦＮ 免疫信号通路中的分子敲除小鼠

模型，均由于缺失而阻碍 ＩＦＮ 发挥正常的抗病毒

免疫反应，从而促使 ＪＥＶ 的复制和感染而引起疾

病症状，但是该类小鼠模型毕竟不具备完整的

ＩＦＮ 免疫，不能完全模拟人类感染 ＪＥＶ 后的 ＩＦＮ
免疫过程，大多表现出急性感染、病程较短、模拟

的临床症状较少等局限性，需考虑开发新的 ＪＥＶ
感染小鼠模型。

４　 总结与展望

ＪＥＶ 感染人体后，主要通过靶向抑制干扰素

信号通路中的关键分子来逃避宿主的干扰素免

疫应答。 目前，用于 ＪＥＶ 感染研究的小鼠模型主

要是通过定向敲除干扰素免疫逃逸位点构建的。
这些模型能够在一定程度上模拟特定免疫位点

缺失后的感染状态，但它们的免疫系统与人类存

在显著性差异，缺乏完整的 ＩＦＮ 免疫系统，导致模

拟出的 ＪＥＶ 感染症状、免疫应答过程及其疾病进

程与人类实际情况存在一定差距。 因此需要开

发新的小鼠模型，以更真实地反映人体的免疫应

答过程和疾病症状。 新的小鼠模型的创制方向

将主要集中在人源化方面，即通过技术手段使小

鼠的免疫系统尽可能地接近人类，从而更准确地

模拟 ＪＥＶ 感染后的一系列临床症状。
４􀆰 １　 通过 ＩＦＮ⁃Ⅰ信号通路中关键分子的基因人

源化以模拟人类干扰素免疫反应

ＳＴＡＴ２ 是干扰素作用通路 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 中的关

键分子，对 ＩＦＮ 的作用至关重要。 在登革病毒

（ｄｅｎｇｕｅ ｖｉｒｕｓ，ＤＥＮＶ）的相关研究中，已经观察到

ＤＥＮＶ 的非结构蛋白 ＮＳ５ 在小鼠细胞中无法有效

降解 ＳＴＡＴ２ 与抑制 ＩＦＮ 免疫反应。 这主要是因

为小鼠的 Ｓｔａｔ２ 基因序列与人类的 ＳＴＡＴ２ 存在显

著性差异，这种差异影响了 ＤＥＮＶ 在小鼠细胞中

的增殖情况［３２］。 鉴于人类中 ＳＴＡＴ２ 基因的特异

性，已有研究在 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠中实现了人源化

ＳＴＡＴ２ 的插入，并将其应用于同为黄病毒的寨卡

病毒（Ｚｉｋａ ｖｉｒｕｓ，ＺＩＫＶ）的感染研究［３３］。 研究发

现，ＺＩＫＶ 在这种人源化小鼠模型中的病毒动力学

变化以及在睾丸组织中的休眠状态与人类感染

ＺＩＫＶ 后的临床表现更为相似［３４］。 这表明小鼠基

因的人源化改造是提高黄病毒感染小鼠模型模

拟人类感染真实情况的有效策略。
另外，ＳＴＩＮＧ 分子是刺激干扰素产生的主要

影响因素。 研究表明，ＪＥＶ 感染后 ＳＴＩＮＧ 的表达

水平会显著升高，进而激活 ＩＲＦ３ 并促进Ⅰ⁃ＩＦＮ
的产生，这对于限制 ＪＥＶ 在人体内的复制和表达

至关重要［１８］。 此外，研究发现人类的 ＳＴＩＮＧ 可被

ＤＥＮＶ 蛋白酶有效切割，阻断下游的 ＩＲＦ３ 激活，
从而抑制干扰素的产生，促进 ＤＥＮＶ 的增殖［３５］。
而小鼠的 Ｓｔｉｎｇ 基因则不易被 ＤＥＮＶ 蛋白酶切

割［３６］，这表明 ＤＥＮＶ 在人类 ＳＴＩＮＧ 环境中的复制

能力优于在小鼠 Ｓｔｉｎｇ 基因环境中的复制能力。
基于这些发现，构建含有人源化 ＳＴＩＮＧ 的小鼠模

型可能有助于更准确地模拟 ＪＥＶ 的感染过程。
因此，在保留完整的 ＩＦＮ 信号通路基础上，构

建 ＳＴＡＴ２ 和 ＳＴＩＮＧ 基因人源化小鼠模型，并将其

应用于 ＪＥＶ 感染实验，将有助于更真实地模拟人

体细胞中 ＩＦＮ 反应，从而可能模拟临床 ＪＥＶ 感染

患者的多种症状。 此策略有望为 ＪＥＶ 感染的机制

研究和治疗策略的开发提供更有力的实验支持。
４􀆰 ２　 通过基因人源化和免疫系统双人源化以更

接近人类感染 ＪＥＶ 情况

已有研究表明，ＪＥＶ 在人体中的发病和预后

３９２
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与 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞密切相关［３７］，然而具体的

作用机制尚不完全清楚，需要通过合适的小鼠模

型来进一步研究。 此外，已有证据显示，小鼠的

获得性免疫反应与人类存在差异，这限制了小鼠

模型在完全模拟 ＪＥＶ 感染人类后的免疫反应方

面的应用。 因此，构建免疫人源化的小鼠模型可

能是一个有效的研究方向。 免疫人源化的小鼠

模型是通过将人类细胞或组织移植到免疫缺陷

小鼠体内，从而在小鼠体内模拟完整的人类免疫

应答。 这种模型对于病毒感染机制的研究具有

重要价值［３８］。 例如，通过 ＣＤ３４＋ 造血干细胞

（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＨＳＣ）重建技术构建的

免疫人源化小鼠模型已在艾滋病病毒 （ ｈｕｍａｎ
ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｖｉｒｕｓ， ＨＩＶ）、 ＥＢ 病毒 （ ｅｐｓｔｅｉｎ⁃
ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓ，ＥＢＶ）等病毒感染实验中得到广泛应

用［３９］，并在 ＤＥＮＶ 感染实验中也已有使用［４０－４３］，
显示出与人类相似的特异性 Ｔ 细胞反应频率［４４］

和类似人类的发热症状进展［２５］。 考虑到单一的

基因人源化或免疫系统人源化可能无法全面反

映 ＪＥＶ 感染后的临床症状和免疫应答，将这两种

方法结合起来可能是构建更理想模型的关键。
具体来说，在重度免疫缺陷的小鼠中，首先进行

关键分子的基因人源化编辑，然后通过人源

ＣＤ３４＋ ＨＳＣ 进行免疫重建，从而构建出基因和免

疫双人源化的小鼠模型。 利用这种模型进行 ＪＥＶ
感染研究，可以从先天性免疫和获得性免疫两个

方面更真实地模拟人类对病毒感染的免疫应答

和疾病进展过程。 通过这种方法可以为 ＪＥＶ 感

染提供一种更接近于人体的动物模型，这将有助

于深入理解 ＪＥＶ 的致病机制，并为开发有效的预

防和治疗策略提供重要的实验动物模型基础。
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　 　 【摘要】 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种常见的神经退行性疾病，中医药治疗 ＡＤ 效果

良好，病证结合动物模型是开展相关研究的基础。 本文整理和归纳常用非转基因型 ＡＤ 动物模型及 ＡＤ 病证

结合动物模型的研究资料，发现当前常见的非转基因型 ＡＤ 动物模型包括老化型（自然老化型、快速老化型和

诱导老化型）和注入诱导损伤型（Ａβ 注射动物模型、Ｔａｕ 蛋白损伤型、胆碱能系统损伤模型、神经炎症模型和

铝中毒诱导模型）共八种，ＡＤ 病证结合动物模型有肾虚 ／肾虚精亏 ／肾虚髓空、痰浊阻窍、瘀血阻络、痰瘀互

结、肝郁和痰饮郁热证六种。 本文通过综述各模型复制方法的优势及不足，以期为今后 ＡＤ 病证结合动物模

型的研究提供参考。
【关键词】 　 阿尔茨海默病；动物模型；病证结合；研究进展
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　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是

一种与衰老密切相关的神经退行性疾病，主要表

现为进行性认知功能和记忆障碍［１］。 ＡＤ 的发病

率随着年龄的增长逐渐升高，ＡＤ 是痴呆症最常

见的病因，占痴呆病例的 ６０％ ～ ７０％［２］，我国痴

呆的患者近 １５０７ 万，其中 ＡＤ 患者约 ９８３ 万［３］。
该病发病隐匿、病情呈持续性进展，严重影响患

者的生活质量，给患者家庭及社会带来了极大的

经济负担［４］。 动物实验不仅是推动医学发展的

重要动力，而且是连接基础与临床的桥梁，建立

正确的动物模型是开展动物实验不可或缺的实

验基础与前提。 目前常用的 ＡＤ 动物模型大致分

为老化型、注入诱导型、转基因型、复合型 ４ 种［５］。
病证结合动物模型是在中医辨证的思想与

现代医学理论相结合指导下发展形成的衍生产

物。 模型特点是在动物身上复制与人体疾病、证
候相同或相近的因素，同时模拟“病”与“证”相关

的信息，较单纯“病”或单纯“证”的动物模型更具

说服力［６］。 为进一步探索中医药治疗 ＡＤ 的作用

机制、评价中医药的疗效，建立标准化的病证结

合动物模型是推进中医药现代化的重要手段，并
且具有重大意义［７］。 因此，本文系统梳理常见非

转基因 ＡＤ 动物模型的制备方法及其各自优缺

点，在此基础上，总结归纳当前已有的 ＡＤ 病证结

合动物模型，对其构建方法、评价模式等进行梳

理总结，以期为病证结合动物模型的研究提供参

考，为今后 ＡＤ 的中医药研究提供动物模型基础

（图 １）。

图 １　 ＡＤ 非转基因动物模型及病证结合动物模型概括

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｏｆ ＡＤ ｎｏｎ⁃ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ

１ 　 常见非转基因 ＡＤ 动物模型的

制备

　 　 国内外常见 ＡＤ 动物模型分为转基因和非转

基因两类，转基因动物模型具有复杂的生化、病

理和认知行为学特征，采用理化手段制备的非转

基因动物模型在进行单一致病因素导致的认知

行为障碍相关研究上更具优势，且更具经济

性［８］。 常见非转基因 ＡＤ 动物模型包括老化型和

注入诱导损伤型。 见表 １。

７９２
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表 １　 非转基因型 ＡＤ 动物模型特点总结

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＡＤ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ
模型
Ｍｏｄｅｌ

造模方法
Ｍｏｌｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

优点
Ａｄｖａｎｔａｇｅ

局限性
Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ

老化型
Ａｇｉｎｇ
ｔｙｐｅ

自然老化型
Ｎａｔｕｒａｌ ａｇｉｎｇ ｔｙｐｅ

自然衰老［９－１０］

Ｎａｔｕｒａｌ ａｇｉｎｇ［９－１０］

实验周期更短，相对经济且省时
省力

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｃｙｃｌｅ ｉｓ ｓｈｏｒｔｅｒ，
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｅｃｏｎｏｍｉｃａｌ ａｎｄ ｓａｖｅｓ ｔｉｍｅ

ａｎｄ ｅｆｆｏｒｔ

不能模拟 ＡＤ 的全部病理表现，实
验过程中容易死亡

Ｉｔ ｃａｎ ｎｏｔ ｓｉｍｕｌａｔｅ ａｌｌ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＤ，

ａｎｄ ｉｔ ｉｓ ｅａｓｙ ｔｏ ｄｉｅ ｄｕｒｉｎｇ
ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

快速老化型
Ｒａｐｉｄ ａｇｉｎｇ ｔｙｐｅ

ＡＫＲ ／ Ｊ 系小鼠近交繁殖而成［１１］

ＡＫＲ ／ Ｊ ｉｎｂｒｅｄ ｍｉｃｅ［１１］

寿命短，实验周期短，节省人力
物力

Ｓｈｏｒｔ ｌｉｆｅ， ｓｈｏｒｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｃｙｃｌｅ，
ｓａｖｉｎｇ ｍａｎｐｏｗｅｒ ａｎｄ
ｍａｔｅｒｉａｌ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

生命周期短、价格偏高、涉及机制
复杂

Ｌｉｆｅ ｃｙｃｌｅ ｉｓ ｓｈｏｒｔ， ｔｈｅ ｐｒｉｃｅ ｉｓ
ｈｉｇｈ， ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎｖｏｌｖｅｄ

ｉｓ ｃｏｍｐｌｅｘ

诱导老化型
Ｉｎｄｕｃｅｄ

ａｇｉｎｇ ｔｙｐｅ

皮下［１２］或腹腔注射 Ｄ⁃ｇａｌ
Ｄ⁃ｇａｌ ｉｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ［１２］

ｏｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ

实验成本低、实验结果稳定、造模
方法简便、成模时间短、可重复性

较高
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｓｔ ｉｓ ｌｏｗ，

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ｓｔａｂｌｅ，
ｍｏｌｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｍｏｌｄｉｎｇ
ｔｉｍｅ ｉｓ ｓｈｏｒｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｓ

ｈｉｇｈ

造模周期较长，造模同时动物极
易出现其他疾病或者死亡，且脑
组织内无 Ａβ 沉积相关病理特征
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｙｃｌｅ ｗａｓ ｌｏｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ

ａｎｉｍａｌｓ ｗｅｒｅ ｐｒｏｎｅ ｔｏ ｏｔｈｅｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ
ｏｒ ｄｅａｔｈ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ
ｗｅｒｅ ｎｏ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏ Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ

注入诱导
损伤型
Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ

ｉｎｊｕｒｙ ｔｙｐｅ

Ａβ 注射动物
模型

Ａβ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ

脑内注射 Ａβ 片段［１３］

Ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ
ｆｒａｇｍｅｎｔ［１３］

能快速产生 ＡＤ 病理模型
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＡＤ ｃａｎ ｂｅ

ｑｕｉｃｋｌｙ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ

需反复注射达到稳定，且极易因
注射不当导致 Ａβ 积聚在注射部
位，使局部浓度过高，造成局部

损伤
Ｒｅｐｅａｔｅｄ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｔｏ
ａｃｈｉｅｖｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｉｔ ｉｓ ｅａｓｙ ｔｏ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｅ Ａβ ａｔ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ
ｄｕｅ ｔｏ ｉｍｐｒｏｐｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ｓｏ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｌｏｃａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｓ ｔｏｏ ｈｉｇｈ，

ｃａｕｓｉｎｇ ｌｏｃａｌ ｄａｍａｇｅ

Ｔａｕ 蛋白损伤型
Ｔａｕ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄａｍａｇｅ

ｔｙｐｅ

脑内注射 Ｔａｕ 蛋白 ／ 脑内
注射冈田酸［１４］

Ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ｔａｕ ｐｒｏｔｅｉｎ ／ ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｋａｄａ ａｃｉｄ［１４］

能快速产生 ＡＤ 病理模型；操作简
单、成本低、造模周期短

Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＡＤ ｃａｎ ｂｅ
ｑｕｉｃｋｌｙ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ． Ｓｉｍｐｌｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ，

ｌｏｗ ｃｏｓｔ， ｓｈｏｒｔ ｍｏｌｄｉｎｇ ｃｙｃｌｅ

需反复注射达到稳定，且极易因
注射不当导致 Ｔａｕ 蛋白积聚在注
射部位，使局部浓度过高，造成局

部损伤；缺乏 Ａβ 淀粉样病变
Ｉｔ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｔｏ

ａｃｈｉｅｖｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｉｔ ｉｓ ｅａｓｙ ｔｏ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｅ Ｔａｕ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔ ｔｈｅ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｄｕｅ ｔｏ ｉｍｐｒｏｐｅｒ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ｓｏ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｏｃａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｓ ｔｏｏ ｈｉｇｈ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ
ｉｎ ｌｏｃａｌ ｄａｍａｇｅ． Ｌａｃｋ ｏｆ Ａ⁃ｂｅｔａ

ａｍｙｌｏｉｄ ｄｉｓｅａｓｅ

胆碱能系统损
伤模型

Ｄａｍａｇｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃ
ｓｙｓｔｅｍ

脑内注射秋水仙碱［１５－１６］ ／
东莨菪碱［１７］

Ｉｎｔｒａｃｒａｎｉａｌ
ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅ［１５－１６］ ／
ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ［１７］

操作简便，成模时间较短
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｌｄｉｎｇ

ｔｉｍｅ ｉｓ ｓｈｏｒｔ

ＡＤ 病理特征较单一，难以形成
Ａβ 沉积和神经纤维缠结

Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ＡＤ ａｒｅ
ｓｉｍｐｌｅ， ａｎｄ ｉｔ ｉｓ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｆｏｒｍ Ａβ

ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ＮＦＴｓ

神经炎症模型
Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｍｏｄｅｌ

腹腔注射脂多糖［１８］ ／ 脑内
注射链脲佐菌素［１９］

Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ［１８］ ／
ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ［１９］

操作简便，成模时间较短
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｌｄｉｎｇ

ｔｉｍｅ ｉｓ ｓｈｏｒｔ

经脑室注射给药，操作不当易致
脑组织局部损伤

Ｉｎｔｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｍａｙ ｃａｕｓｅ
ｌｏｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｄｕｅ ｔｏ

ｉｍｐｒｏｐｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

８９２
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续表 １
模型
Ｍｏｄｅｌ

造模方法
Ｍｏｌｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

优点
Ａｄｖａｎｔａｇｅ

局限性
Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ

铝中毒诱导
模型

Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｐｏｉｓｏｎｉｎｇ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

颅内 ／ 皮下注射 ＡｌＣｌ３ ／
ＡｌＣｌ３ 灌胃［２０］

Ｉｎｔｒａｃｒａｎｉａｌ ／ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡｌＣｌ３ ／ ＡｌＣｌ３

ｂｙ ｇａｖａｇｅ［２０］

制作简单、成本低、成功率较高、
死亡率较低

Ｓｉｍｐｌｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ｌｏｗ
ｃｏｓｔ， ｈｉｇｈ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ， ｌｏｗ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

ＡＤ 病理特征较单一
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ＡＤ ａｒｅ ｓｉｍｐｌｅ

１􀆰 １　 老化型 ＡＤ 动物模型

ＡＤ 是一种与衰老密切相关的神经退行性疾

病，构建与衰老相似、符合老年患者临床表现的

动物模型以进一步研究衰老意义重大。 当前常

见的老化型 ＡＤ 动物模型包括自然老化型、快速

老化型和诱导老化型 ３ 种。
１􀆰 １􀆰 １　 自然老化型

ＡＤ 常见于 ６５ 岁以上老年人［２１］。 自然衰老

模型一般选用小鼠和大鼠，老年小鼠的年龄为 １２
～ ２０ 月龄，衰老早期大鼠的年龄为 ２１ ～ ２６ 月

龄［２２］，衰老晚期大鼠的年龄为 ３０ ～ ３２ 月龄［２３］。
自然老化模型表现出学习和记忆能力的减退，并
伴有脑神经元的萎缩，符合老年患者的临床表

现［５］。 相较于非人灵长类动物，啮齿类动物实验

周期更短，相对经济且省时省力［８］。 缺点是自然

老化的动物模型不能模拟 ＡＤ 的全部表现，且在

实验过程中容易死亡。 如卢峡等［９］ 在 ２４ 月龄以

上老年大鼠的灰质、白质以及脊索中均发现了高

分子量的 Ｔａｕ 蛋白，同时观察发现该老年大鼠的

灰质和白质中的中分子量 Ｔａｕ 含量比成年组显著

增高，这可能是老化过程的一种代偿反应。 高林

等［１０］研究发现，老年大鼠（１２ 月龄以上）记忆能

力减退，海马部位出现大量的 β 淀粉样蛋白

（ａｍｙｌｏｉｄ β⁃ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ） １⁃４２ 沉积，并伴有神经元的

皱缩或丢失以及胶质细胞的浸润。
１􀆰 １􀆰 ２　 快速老化型

快速 老 化 型 小 鼠 （ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ
ｍｏｕｓｅ，ＳＡＭ）是由 ＡＫＲ ／ Ｊ 系小鼠近交繁殖而成，
分 ９ 个亚系。 其中 ＳＡＭＰ８ 是一种被广泛认可的

衰老模型，其脑组织内含有大量沉积的 Ａβ，表明

ＳＡＭＰ８ 模型具有与 ＡＤ 主要病理变化相似的特

征，因此是研究 ＡＤ 较成熟的模型［２４］，常用于学

习记 忆 缺 陷 及 衰 老 相 关 机 制 的 研 究［２５－２６］。
ＳＡＭＰ８ 小鼠 ４ 月龄即出现毛发脱落等衰老特征，
５ 月龄时观察到小鼠神经元数量减少、神经递质

代谢异常、神经细胞萎缩等，同时出现学习和记

忆能力下降，认知功能减退等改变，８ 月龄出现树

突、突触和神经元的改变，符合 ＡＤ 患者临床特征

及神经病理改变，但其生命周期短、价格偏高、涉
及机制复杂，不适合长期研究和单一机制的研

究［２７－２８］。 昝树杰等［１１］研究发现，ＳＡＭＰ８ 小鼠在 ４
月龄时出现了空间学习能力和短期记忆力减退

的表现，且海马 Ａβ１⁃４２ 表达明显增多。 段力琦

等［２９］建立快速老化型小鼠 ＳＡＭＰ８ 模型，给予洗

心汤可以改善其空间学习记忆能力，减轻海马、
结肠组织中 Ａβ１⁃４２ 的生成与沉积。
１􀆰 １􀆰 ３　 诱导老化型

诱导老化型是一种通过皮下或腹腔注射 Ｄ⁃
半乳糖（Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｅ，Ｄ⁃ｇａｌ）引起代谢紊乱诱发衰

老的 ＡＤ 动物模型。 此造模方法具有实验成本

低、实验结果稳定、造模方法简便、成模时间短、
可重复性较高等优点，已被国内外学者广泛使

用［３０］。 如 ＹＵ 等［３１］ 采用 Ｄ⁃ｇａｌ 诱导衰老大鼠模

型，经 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试，发现模型大鼠逃避潜伏

期延长、目标象限停留时间减少。 利用 Ｄ⁃ｇａｌ 构
建老化型 ＡＤ 模型除以上优点，仍然存在造模周

期较长、造模的同时动物极易出现其他疾病或死

亡的现象，且脑组织内无 Ａβ 沉积等 ＡＤ 相关的

特征病理出现［３２］，故多用于建立复合模型，与其

他诱导方式共同构建 ＡＤ 动物模型。 如瞿艳

等［１２］以 Ｄ⁃ｇａｌ 皮下注射联合海马脑区注射 Ａβ１⁃４２

寡聚体建立 ＡＤ 模型，结果发现，模型小鼠出现焦

虑样行为及空间学习记忆和情景记忆损伤。 此

外，也有 Ｄ⁃ｇａｌ 联合 Ａβ 类寡聚体、Ｄ⁃ｇａｌ 联合三氯

化铝（ＡｌＣｌ３）和 Ｄ⁃ｇａｌ 联合亚硝酸钠等复合造模

方法［３３］，可以解决单一模型无法模拟 ＡＤ 的全部

病理表现等局限性。
１􀆰 ２　 注入诱导损伤 ＡＤ 动物模型

ＡＤ 的病因、发病机制相对复杂，根据不同的

发病机制，提出了 Ａβ 假说、Ｔａｕ 蛋白异常磷酸化

９９２
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假说、胆碱能假说、炎症损伤假说和铝中毒假说

等［３４］。 在充分认识 ＡＤ 病因与发病的基础上，建
立与疾病假说密切相关的 ＡＤ 动物模型，对 ＡＤ
的治疗评价、前沿研究具有重要意义。
１􀆰 ２􀆰 １　 Ａβ 注射动物模型

ＡＤ 发病机制复杂，涉及多个致病因素，其中

Ａβ 假说在当前各假说中占据主导地位［３５］。 Ａβ
的沉积能触发级联反应，促进神经元网络的结构

退化，诱导突触损伤和神经元丢失，产生大脑不

可逆的神经萎缩及神经退行性病变，是造成 ＡＤ
的关键因素［３６］。 Ａβ 诱导 ＡＤ 动物模型主要是在

动物的特异性脑区注射 Ａβ 片段以诱发 Ａβ 的沉

积，常注射的脑区有海马和侧脑室等。 如张婧凡

等［１３］复制 ＡＤ 大鼠模型的方法是在大鼠双侧海

马注射 Ａβ１⁃４２ 溶液 ５ μＬ，含量 １０ μｇ，复制完成

后，经 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结果显示，模型大鼠逃避

潜伏期较空白组显著延长，穿越平台次数和平台

象限停留的时间显著减少；同时，利用苏木素⁃伊
红（ＨＥ）染色发现，复制的模型大鼠神经元数量

减少，部分出现细胞核皱缩；海马 ＣＡ１ 区可见大

量 Ａβ 阳性细胞。 以上研究结果提示，注射 Ａβ１⁃４２

能引起 Ａβ 沉积、海马区神经元受损以及大鼠学

习、记忆能力受损的现象。 Ａβ 诱导模型属于一

种急性损伤，能快速产生 ＡＤ 病理模型，需反复注

射达到稳定，且极易因注射不当导致 Ａβ 积聚在

注射部位，使局部浓度过高，造成局部损伤。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｔａｕ 蛋白损伤型

ＡＤ 神经细胞凋亡中有一种过磷酸化的微管

蛋白，即 Ｔａｕ 蛋白发挥着重要作用。 Ｔａｕ 蛋白异

常磷酸化假说认为过度磷酸化的 Ｔａｕ 蛋白失去了

与微管蛋白相结合的能力而丧失其原有的功能，
过度磷酸化的 Ｔａｕ 蛋白以双螺旋细丝、直丝以及

缠结的骨架等形式在细胞内聚集形成细胞内神

经纤维缠结（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ｔａｎｇｌｅｓ，ＮＦＴｓ），最终导

致神经元变性与死亡，从而形成 ＡＤ［３７］。 脑内注

射 Ｔａｕ 蛋白可产生 ＮＦＴｓ 样结构，加快 ＡＤ 模型小

鼠相关病理特征的形成［３８－３９］。 注射 Ｔａｕ 蛋白复

制 ＡＤ 模型的优缺点同注射 Ａβ。 此外，目前使用

较多的还有脑内注射冈田酸等磷脂酸酶抑制剂，
也可导致 Ｔａｕ 蛋白过度磷酸化，过度磷酸化的

Ｔａｕ 蛋白存在于神经元内的 ＮＦＴｓ 中，这是 ＡＤ 的

一个重要病理学特征［４０］。 这种造模方法具有操

作简单、成本低、造模周期短等特点［４１］，但该模型

缺乏 Ａβ 淀粉样病变。 如 ÇＡＫıＲ 等［１４］ 于大鼠双

侧脑室注射冈田酸复制 ＡＤ 模型，结果发现，模型

大鼠大脑皮层和海马 ＣＡ３ 区域的半胱氨酸天冬

氨酸 ３（ ｃａｓｐａｓｅ⁃３）、磷酸化⁃ｔａｕ⁃（ ｓｅｒ３９６）、Ａβ、肿
瘤坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）和
白介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）的水平均有所

增加，Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验提示注射冈田酸会破坏

大鼠的空间记忆能力。
１􀆰 ２􀆰 ３　 胆碱能系统损伤模型

胆碱能系统负责调控机体的学习及记忆能

力，ＡＤ 的发生发展与该系统出现异常也密切相

关。 常用损伤胆碱能系统的化学制剂有秋水仙

碱、东莨菪碱等，该模型缺乏 ＡＤ 典型的病理学特

征表现，且损伤胆碱能系统的部分化学制剂药效

可逆，这与 ＡＤ 不可逆的神经损害不相拟合［４２］。
秋水仙碱是一种生物碱，来源于秋水仙属植物的

种子，脑室内注射秋水仙碱可导致大鼠进行性记

忆障碍和神经退行性变，其特征为 ＡＤ 的散发模

型［４３］。 ＲＡＯ 等［１５］利用秋水仙碱诱导 ＡＤ 大鼠模

型，评估白藜芦醇以及白藜芦醇联合多奈哌齐对

模型大鼠额叶和海马小胶质细胞和星形胶质细

胞数值表达的影响，结果发现 ＡＤ 模型大鼠小胶

质细胞数量显著增加。 ＳＩＬ 等［１６］ 研究发现，脑内

注射秋水仙碱可引起大鼠海马神经元变性和神

经炎症反应，且神经元变性的增加与该部位神经

炎症反应的增加相一致，提示此模型大鼠可能作

为 ＡＤ 的散发模型。
胆碱能假说认为胆碱能细胞丢失及乙酰胆

碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，Ａｃｈ）减少造成胆碱能缺失是早

期 ＡＤ 的重要诱因［４４－４５］。 东莨菪碱是一种 Ｍ 胆

碱受体拮抗药，可以穿过血脑屏障到达神经中

枢，并与中枢神经内的 Ｍ 受体相结合，进而阻断

受体和 Ａｃｈ 相结合，抑制中枢神经系统功能，引
起胆碱能失调，最终导致学习记忆功能障碍等表

现［４６－４７］。 东莨菪碱作为广泛的 ＡＤ 模型建立方

法之一，能够起到短时抑制学习记忆的作用，但
其作用是非选择性的，故不能准确辨别具体脑区

的受体类型，同时也缺乏 ＡＤ 特征病理改变，如缺

乏 Ｔａｕ 蛋 白 过 度 磷 酸 化 和 Ａβ 沉 积 等［４８］。
ＹＥＲＲＡＧＵＲＡＶＡＧＡＲＩ 等［１７］ 以东莨菪碱复制学

习记忆障碍 ＡＤ 大鼠模型，观察发现复制的模型
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大鼠学习和记忆能力显著下降，胆碱酯酶水平显

著升高，神经营养因子（ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）下降。 除上述两种损伤胆碱能系统

的化学制剂之外，还有少数研究者采用免疫毒素

１９２⁃ＩｇＧ⁃ｓａｐｏｒｉｎ 建 立 胆 碱 能 系 统 损 伤 ＡＤ
模型［４９］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 神经炎症模型

当前越来越多的研究表明，神经炎症在 ＡＤ
等其他退行性疾病的发生发展过程中也发挥着

至关重要的作用［２，５０］。 ＡＤ 的神经炎症模型主要

建立在细胞模型之上，小胶质细胞和星形胶质细

胞是神经炎症重要的介导者，此两种细胞的活化

和增生出现在 Ａβ 和 ＮＦＴｓ 形成之前［５１］。 诱导

ＡＤ 神 经 炎 症 模 型 主 要 使 用 脂 多 糖

（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ ） 和 链 脲 佐 菌 素

（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎ，ＳＴＺ）。 ＬＰＳ 是一种经典的致炎剂，
是革兰氏阴性细菌细胞壁外壁的组成成分［５２－５３］，
若 ＬＰＳ 进入人体或大脑，会引起炎症并充当内毒

素，从而促进淀粉样蛋白病理、Ｔａｕ 病理和小胶质

细胞激活，从而导致 ＡＤ 的神经变性［５４］。 ＸＩＥ
等［１８］利用腹腔注射 ＬＰＳ 建立神经炎症模型，结果

发现模型大鼠脑组织中的小胶质细胞被激活，脑
组织中 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 水平升高，提示神经炎

症模型复制成功，自发活动、新物体识别和 Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫实验提示模型大鼠出现学习和记忆能力

受损的情况。
ＳＴＺ 是一种亚硝基脲衍生物，低剂量注射

ＳＴＺ 能引起脑内胰岛素信号稳态破坏，进而出现

能量代谢障碍，大脑产生 Ａβ 沉积、Ｔａｕ 过度磷酸

化［５５］，以及出现神经炎症［５６］等与散发型 ＡＤ 类似

的病理变化，同时也能出现学习、记忆能力的受

损和认知障碍等表现［５７］。 ＳＴＺ 侧脑室注射的 ＡＤ
模型已被证明脑内 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 等促炎因

子升高［５８］ 及核转录因子（ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ，ＮＦ⁃
κＢ）的上调［５９］。 但此造模方法也存在造模成功

率不稳定且造模时死亡率偏高等不足［６０］。 ＧÁＬＬ
等［１９］在雄性成年 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠脑室内注射 ＳＴＺ 诱

发 ＡＤ 样症状，旷场、新物体识别和径向臂迷宫实

验结果发现，模型大鼠出现认知行为衰退，海马

区星形胶质细胞水平显著增高等现象。
１􀆰 ２􀆰 ５　 铝中毒诱导模型

“铝中毒假说”认为铝具有神经毒性，入脑后

可损伤神经元，同时降低胆碱能神经系统的功能

以及学习记忆能力等［６１］。 此外，铝元素在脑内可

与 Ａβ 发生聚合作用，进而产生大量氧自由基，促
进脂质过氧化反应，导致海马神经细胞发生膜性

损伤，进而引发认知功能障碍［６２］。 通常于大鼠颅

内或者皮下注射 ＡｌＣｌ３ 构建铝中毒模型，也有少

量研究通过 ＡｌＣｌ３ 灌胃模拟铝中毒模型。 该模型

制作简单、成本低、成功率较高、死亡率较低，并
且在识别 ＡＤ 早期诊断标志物，进一步制定防治

ＡＤ 策略方面具有较大的价值，但铝中毒模型同

样只能表现单一的 ＡＤ 病理特征，通常需与其他

造模方法结合以加快 ＡＤ 病理形成。 如程厚之

等［２０］以 ＡｌＣｌ３ 连续喂养大鼠 ３ 个月，Ｍｏｒｒｉｓ 水迷

宫定位航行实验结果显示，模型大鼠运动轨迹趋

向性较差，偏离平台，表明慢性铝中毒动物模型

对机体有毒性作用，可引起学习记忆功能减退、
认知功能障碍等症状。

２　 ＡＤ 不同证型动物模型的制备

中医学无 ＡＤ 的病名，根据其症状及表现可

将 ＡＤ 归属于“痴呆” “健忘”等范畴，病位在脑，
与脾、肾、心脏、肝的功能失调密切相关，病理因

素主要为痰、瘀、火。 “十四五”规划教材《中医内

科学》将痴呆分为：髓海不足、脾肾亏虚、气血不

足、痰浊蒙窍、瘀阻脑络、心肝火旺和热毒内盛七

型［６３］。 建立合适的病证结合动物模型是推进中

医药现代化的重要手段，总结当前已有的 ＡＤ 病

证结合动物模型有：肾虚 ／肾虚精亏 ／肾虚髓空、
痰浊阻窍、瘀血阻络、痰瘀互结、肝郁和痰饮郁热

证 ６ 种。 见表 ２。
２􀆰 １　 肾虚 ／肾虚精亏 ／肾虚髓空证模型

２􀆰 １􀆰 １　 肾虚证模型

ＡＤ 是衰老进程中与肾虚密切相关的疾病，
“肾为先天之本”，与记忆、认知功能紧密关联。
张学凯等［７２］ 提出，肾虚是 ＡＤ 的启动因子，肾虚

易及脾、肝，进而生痰、瘀、火等病理产物。 张玉莲

等［７３］对 ６６０ 例老年性痴呆患者进行中医证候学

研究，发现肾虚型患者占比最多，约为 ８６􀆰 ３６％。
黄正团等［６４］通过 Ｄ⁃ｇａｌ 联合 ＡｌＣｌ３ 制备 ＡＤ 大鼠

模型，后基于中医恐伤肾的中医理论给予大鼠夹

尾恐惧诱导肾虚证候，证候评价指标用证候评

分、金匮肾气丸以方测证以及肾虚相关实验室指
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　 　 　 　 　 　 表 ２　 ＡＤ 病证结合动物模型总结

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ＡＤ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ

证候
Ｓｙｎｄｒｏｍｅ

种属
Ｓｐｅｃｉｅｓ

造模方法 Ｍｏｌｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
致病因素

Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ
证候因素

Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｆａｃｔｏｒ

证候评价
Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

造模周期
Ｍｏｌｄｉｎｇ
ｃｙｃｌｅ

造模顺序
Ｍｏｌｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

肾虚证
Ｋｉｄｎｅｙ

ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔ

腹腔注射 Ｄ⁃ｇａｌ 联合
ＡｌＣｌ３ 灌胃

Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｄ⁃ｇａｌ

ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＡｌＣｌ３
ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

夹尾［６４］

Ｐｉｎｔａｉｌ［６４］

证候评分，金匮肾气丸以方测
证，肾虚相关实验室指标

Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｓｃｏｒｅ， Ｊｉｎｋｕｉ Ｓｈｅｎｑｉ
ｐｉｌｌｓ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，

ｋｉｄｎｅｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

８ 周
８ ｗｅｅｋｓ

病证同时造模
Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ

ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ
ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

肾虚精亏证
Ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ａｎｄ ｅｓｓｅｎｃｅ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔ

侧脑室注射 Ａβ１⁃４２

Ａβ１⁃４２ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌａｔｅｒａｌ

ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ

房事不节法［６５］

Ｐｒｏｍｉｓｃｕｉｔｙ［６５］

糖代谢、氨基酸代谢和脂质代
谢指标

Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎｄｅｘｅｓ

８ 周
８ ｗｅｅｋｓ

先证后病
Ｓｙｎｄｒｏｍｅ
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大鼠
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ｒａｔ
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Ａβ２５⁃３５ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ
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Ｇａｓｔｒｉｃ ｇａｖａｇｅ ｏｆ
ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ［６６］

ＨＰＡ 轴功能虚性亢进、泛素⁃
蛋白酶体系统衰退、脑组织抗

氧化水平降低
ＨＰＡ ａｘｉｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ， ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃
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ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

痰浊阻
窍证
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喂养高脂
饲料［６７］

Ｆｅｅｄ ａ ｈｉｇｈ
ｆａｔ ｄｉｅｔ［６７］

血胆固醇、甘油三酯含量显著
增高

Ｂｌｏｏｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｎｄ
ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
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病证同时造模
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ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

瘀血阻
络证

Ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｏｆ ｂｌｏｏｄ
ｓｔａｓｉｓ

ｂｌｏｃｋｉｎｇ
ｃｏｌｌａｔｅｒａｌｓ

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔ

腹腔注射 Ｄ⁃ｇａｌ 联合
脑内注射 Ａβ
Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ

ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｄ⁃ｇａｌ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ

ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ Ａβ

－２０ ℃低温冷
冻［６７］ ／ ０ ℃冰

水浴［６８］

－２０ ℃
ｃｒｙｏｇｅｎｉｃ

ｆｒｅｅｚｉｎｇ［６７］ ／ ０ ℃
ｉｃｅ ｂａｔｈ［６８］

血浆粘度、红细胞压积、纤维
蛋白原含量均显著增多，全血

低切还原粘度显著降低
Ｐｌａｓｍａ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ， ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ

ａｎｄ ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
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ｓｔａｓｉｓ

ｉｎｔｅｒｊｕｎｃｔｉｏｎ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ

ＡＰＰ ／ ＰＳ１
双转基
因小鼠

ＡＰＰ ／ ＰＳ１
ｄｏｕｂｌｅ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｍｉｃｅ

－

高脂饮食饲喂
联合冰水浴［６９］

Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
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舌色偏暗红，血液流变指标及
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束缚法［７０］

Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄ［７０］

糖水偏好实验，柴胡疏肝散以
方测证

Ｓｕｇａｒ ｗａｔｅｒ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ｂｕｐｌｅｈｕ Ｓｈｕｇａｎ

ｐｏｗｄｅｒ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

３ 周
３ ｗｅｅｋｓ
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ｂｅｅｒ［７１］

测脑组织中丙二醛含量和谷
胱甘肽过氧化物酶活性，茵陈

五苓散以方测证
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标，结果模型大鼠出现了明显的精神萎靡、自主

活动减少、脱毛等符合临床肾虚证的表现，且证

候评分明显高于对照组。 有研究者先腹腔注射

Ｄ⁃ｇａｌ 复制亚急性衰老模型以模拟中医肾虚证，后
通过大鼠双侧海马注射 Ａβ２５⁃３５ 复制 ＡＤ 疾病模

型，采用抗氧化能力和下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴

（ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ａｄｒｅｎａｌ ａｘｉｓ，ＨＰＡ）检验肾

虚证模型，用地黄饮子以方测证反向验证病证结合

动物模型，结果造模后大鼠抗氧化能力下降，ＨＰＡ
轴功能虚性亢进，提示肾虚证模型复制成功［７４］。

上述两种方法构建的肾虚证 ＡＤ 动物模型仍

需细化证候评价指标以进一步验证何种模型动

物更符合临床肾虚型 ＡＤ 患者的临床表现。 从中

医理论层面分析，前者基于恐伤肾理论选用夹尾

恐惧诱导肾虚证候更为贴切，证候评价方面可补

充、借鉴后者的评价方法及指标，以增加实验设

计的完整性。
２􀆰 １􀆰 ２　 肾虚精亏证模型

肾精亏虚证是 ＡＤ 各阶段最主要的证候。
“肾为先天之本”，肾藏精，肾精是人体生命活动

的物质基础。 当机体年老体竭之时，肾气衰、肾
精竭，即肾气亏虚则髓海不足，真阴真阳难以上

充脑府，脑络失于濡养，则神明失用，发为痴呆。
帅月圆等［６５］采用先证后病的顺序复制肾虚精亏

证 ＡＤ 大鼠模型，证候复制方法为房事不节法联

合腹腔注射 Ｄ⁃ｇａｌ，疾病复制方法为侧脑室注射

Ａβ１⁃４２，发现肾虚精亏证 ＡＤ 大鼠存在诸多能量代

谢紊乱表现，如糖代谢、氨基酸代谢和脂质代谢

的紊乱。 此种造模方法缺少对证候的直观评价，
仅从能量代谢角度间接表明复制的模型符合肾

虚精亏证。 另有研究同样采用先证后病的顺序

复制肾虚精亏证 ＡＤ 大鼠模型，与上述方法不同

的是证候复制方法采用腹腔持续注射 Ｄ⁃ｇａｌ ４８ ｄ，
疾病构建方法有侧脑室注射 Ａβ１⁃４２

［６７］、双侧海马

ＣＡ１ 区注射 Ａβ２５－３５
［６８］，两人均通过检测大鼠抗氧

化能力相关指标来验证肾虚精亏证候模型，观察

发现注射 Ｄ⁃ｇａｌ 后，大鼠抗氧化能力降低，模型复

制成功。
对比之前提到的复制肾虚证 ＡＤ 动物模型，

发现通过先腹腔注射 Ｄ⁃ｇａｌ 复制证候模型，后利

用 Ａβ 诱导 ＡＤ 疾病模型，不仅可以复制肾虚证

ＡＤ 模型，也可复制肾虚精亏证 ＡＤ 模型，造模区

别仅在于造模时间不等，由此是否可以推测，通
过施加中医证候干预因素的造模方法复制的病

证结合动物模型可能更接近临床。 故以上造模

方法仍需进一步对比验证，是否可以采取多因素

叠加的造模方式，以更好地模拟临床中体质、外
邪、情志等多种致病因素，同时严格把控多因素

造模的施加时间，探索出最佳的病证结合造模方

式，以期更好地促进中医药现代化的机制研究。
２􀆰 １􀆰 ３　 肾虚髓空证模型

痴呆的基本病机是髓减脑消，神机失用。
《灵枢·经脉》记载：“脑为髓之海，人始生，先成

精，精成而脑髓生”；《医林改错·脑髓篇》记载：
“高年无记性者，脑髓渐空” ［７５］。 随着机体年龄

的增长，肾精逐渐亏损，脑髓失于充养，进一步导

致脑窍失养、智力减退，临床多表现为健忘、痴呆

等。 杨少敏等［７６］ 运用数据挖掘技术分析 ＡＤ 的

病因病机，研究发现该病的中医证型以肾虚髓减

证为主。 陈秀艳［６６］ 选用氢化可的松溶液进行灌

胃以复制肾虚髓空证模型，并于海马 ＣＡ１ 区注射

Ａβ２５－３５ 多肽片段以复制 ＡＤ 疾病模型。 当观察到

大鼠学习记忆能力及空间探索能力严重受损时，
则表明疾病模型制备成功；当出现 ＨＰＡ 轴功能虚

性亢进、泛素⁃蛋白酶体系统衰退、脑组织抗氧化

水平降低则表明肾虚髓空证候模型复制成功。
此类造模方法同样局限于西医病理特点的检测，
缺少对中医证候宏观及微观维度的评价指标。
２􀆰 ２　 痰浊阻窍证模型

痰浊与健忘、痴呆的发生也存在着密切联

系。 《丹溪心法》记载到：“健忘，精神短少者多，
亦有痰者”；《石室秘录》记载到：“痰气最盛，呆气

最深”。 痴呆的病性为“本虚标实” ［７７］。 痰浊属

实邪之标的范畴，病理性的痰浊也会加剧五脏六

腑的衰竭，从而形成虚实相致的恶性循环。 郭少

珍［６７］首先选用腹腔注射 Ｄ⁃ｇａｌ 以构建衰老期肾精

亏虚证大鼠模型，同时联合喂养高脂饲料以模拟

人类嗜食肥甘厚味之候，并于实验的第 ３４ 天在大

鼠侧脑室注射 Ａβ１⁃４２ 毒性片段 ５ μＬ。 证候验证方

法为检测血脂水平的变化，结果发现模型大鼠学

习、记忆能力较前明显下降，海马区部分神经元

凋亡，大鼠血胆固醇、甘油三酯含量显著增高，表
明痰浊阻窍证 ＡＤ 大鼠模型复制成功。 侯江淇

等［７８］采用同样的证候造模方法，而疾病造模采用
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的是双侧海马 ＣＡ１ 区注射 Ａβ２５－３５，得出结果与郭

少珍［６７］基本一致。 而李斌等［７９］ 直接选用高糖高

脂饮食联合 Ａβ 海马注射复制痰浊阻窍证 ＡＤ 模

型，实验中选用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验验证疾病造模

成功，但缺少对证候的评价与验证，难以验证证

候模型复制成功与否。
故综合以上 ３ 种造模方法，为进一步评估何

种方法是痰浊阻窍证模型的最优造模方法，构建

痰浊阻窍证模型之前是否需要先复制衰老期肾

精亏虚证模型，仍需进一步优化实验设计方案深

入研究得出。
２􀆰 ３　 瘀血阻络证模型

《血证论》记载到：“血在上，则浊蔽而不明

矣”；《医林改错》中也有“凡有瘀血也令人善忘”
的记载［８０］。 机体进入老龄之后，脏腑精气虚衰，
尤以肾气亏虚，导致气血津液运行失常，从而引

发瘀血内生，影响脑髓的正常功能，进而导致痴

呆、健忘等症状的出现。 抑或随着机体年龄渐

长，肾阳逐渐虚衰，导致虚寒内生，血液遇寒凝涩

而成瘀，瘀血阻于脑络则发为本病。 由此可知，
痴呆的发生与瘀血之间同样存在着密切的联系。
郭少珍［６７］先给予大鼠腹腔注射 Ｄ⁃ｇａｌ 构建衰老期

肾精亏虚的大鼠模型，并于第 ２２ 天开始对大鼠进

行－２０ ℃低温冷冻，于该实验的第 ３４ 天在大鼠侧

脑室注射 Ａβ１⁃４２ 复制瘀血阻络证 ＡＤ 模型，通过

检测血液流变学的变化以验证证候的复制，结果

发现模型大鼠的血浆粘度、红细胞压积、纤维蛋

白原含量均显著增多，全血低切还原粘度显著降

低，表明瘀血阻络证模型复制成功。 侯江淇［６８］同

样先腹腔注射 Ｄ⁃ｇａｌ 以构建衰老期肾精亏虚证模

型，然后将大鼠置于 ０ ℃冰水中进行冰水浴 ２８ ｄ，
最后分别于大鼠双侧海马 ＣＡ１ 区注射 Ａβ２５⁃３５，最
终成功复制出本虚标实的 ＡＤ 瘀血阻络证大鼠模

型。 疾病和证候模型的验证同郭少珍［６７］，得出结

果基本一致。
综上可知，通过低温冷冻或冰水浴均可模拟

ＡＤ 瘀血阻络证候，但这两种方法均是构建在衰

老期肾精亏虚大鼠模型基础之上，当前暂无直接

给予证候干预因素结合疾病造模方法构建瘀血

阻络证病证结合的 ＡＤ 模型。
２􀆰 ４　 痰瘀互结证模型

痰、瘀是 ＡＤ 的主要致病因素，也是 ＡＤ 缠绵

难愈、反复发作的主要因素。 痰浊、瘀血相互搏

结，导致经脉不畅，气血精微不能上达脑窍，脑失

于所养，故发为痴呆［８１］。 “痰为瘀之渐，瘀为痰之

变”，痰瘀一旦形成，二者在体内相互转化、相互

搏结。 谭爱华等［６９］以 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因小鼠为

ＡＤ 模型动物，以冰水浴模拟“瘀”的病理状态，给
予高脂饮食饲喂模拟“痰”的病理状态，二者结合

以模拟“痰瘀互结”的病理状态，通过观察小鼠舌

色、血液流变学、血脂的变化以评价证候复制情

况，结果发现模型小鼠舌色偏暗红，血液流变指

标及血脂指标均升高，表明模型复制成功。 此法

同时构建了痰瘀互结证动物模型，具有建模成型

率高、与临床症状相贴合、评价方法较为全面等

特点，可为后续研究痰、瘀病理因素相关证候的

造模研究提供参考与依据。
２􀆰 ５　 肝郁证模型

肝的疏泄功能与神志活动密切相关，情志失

调是导致痴呆的重要原因之一。 《景岳全书》记

载到：“痴呆症，凡平素无痰，或以郁结，或以不

遂，或以思虑，或以惊恐而渐至痴呆” ［８２］。 研究发

现，抑郁症是与认知缺陷同时存在的最普遍的非

认知症状，与神经变性疾病和认知能力下降有

关［８３］，抑郁状态是 ＡＤ 早期常见的精神异常表

现，抑郁症与 ＡＤ 的认知障碍两者间存在着紧密

的联系［８４－８５］。 禤璇等［７０］ 采用先证后病的顺序构

建肝郁证 ＡＤ 大鼠模型，肝郁证复制方法为连续

束缚 ３ 周，疾病的复制方法为海马内注射 Ａβ１⁃４０，
利用糖水偏好实验评价肝郁证模型大鼠抑郁样

行为，水迷宫实验评价 ＡＤ 模型大鼠学习记忆行

为，并利用柴胡疏肝散以方测证反向验证病证结

合动物模型。 课题组前期研究肝郁型失眠，采取

慢性夹尾刺激法模拟肝郁证候表现，模型复制成

功率较高、操作简便，证候评价方法选用了旷场

实验和高架十字迷宫实验，从焦虑和抑郁两个角

度评价肝郁证候的复制，对于肝郁型 ＡＤ 证候的

评价同样有借鉴意义［８６］。
２􀆰 ６　 痰饮郁热证模型

痰饮郁热证 ＡＤ 动物模型研究较少，主要针

对茵陈五苓散的作用效应研究提出。 如张静

等［７１］采取 Ｄ⁃ｇａｌ 腹腔注射复制 ＡＤ 疾病模型，用
大黄水煎液和啤酒交替灌胃复制痰饮郁热证候

模型。 其中，大黄苦寒攻下极易伤脾，脾虚则运
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化水湿失常，易生痰生饮，啤酒性属湿热，二者结

合复制痰饮郁热证 ＡＤ 模型。 结果发现茵陈五苓

散可以显著提高病证结合组 ＡＤ 小鼠的学习成

绩，显著改善其大脑代谢。 此造模方法尚未考虑

对证候的评价与验证，但对于痰饮郁热证的造模

方法尚有借鉴与参考之处。

３　 小结与展望

动物模型是深入开展 ＡＤ 病因病机、药物防

治等相关研究不可或缺的基础与工具。 老化型

和注入诱导损伤型是当前常见的两类非转基因

ＡＤ 动物模型，其中老化型又包括自然老化型、快
速老化型和诱导老化型 ３ 种，注入诱导损伤型主

要包括 Ａβ 注射动物模型、Ｔａｕ 蛋白损伤型、胆碱

能系统损伤模型、神经炎症模型和铝中毒诱导模

型 ５ 种，以上 ８ 种非转基因 ＡＤ 动物模型各有其

优势与不足，单一方法多用于研究散发型 ＡＤ 病

理机制，为较全面研究 ＡＤ 的病理机制常需多种

模型复制方法组合使用。
病证结合动物模型是连接临床和基础研究

的桥梁和纽带，构建以中医辨证论治理论为基础

的中医特色的病证结合动物模型，使动物模型既

符合西医疾病特征又具备中医证候的特点，有助

于揭示疾病的发病机理和治疗方法，对推动中医

药现代化进程具有重要意义。 总结当前已有的

ＡＤ 病证结合动物模型包括：肾虚 ／肾虚精亏 ／肾
虚髓空、痰浊阻窍、瘀血阻络、痰瘀互结、肝郁和

痰饮郁热证 ６ 种，造模顺序多为先证后病，也有先

病后证和病证同时造模。 疾病复制方法多选择

上述 ８ 种方法之中的一种或是组合两种及以上的

方法进行造模。 证候造模主要在中医理论指导

下进行，如肾虚证采用夹尾刺激法、肾虚精亏证

采用房事不节法、肾虚髓空证采用氢化可的松溶

液灌胃的方法、痰浊阻窍证采用高糖高脂饮食

法、瘀血阻络证采用低温冷冻或冰水浴的方法、
痰瘀互结证采用高脂饮食联合冰水浴法、肝郁证

采用束缚法、痰饮郁热证采用大黄水煎液和啤酒

交替灌胃的方法。
目前 ＡＤ 病证结合动物模型的研究虽取得了

部分成果，但仍存在一些问题需要关注和解决：
（１）证候复制方法混杂多样，缺少中医理论的指

导。 本论文总结的部分中医证候模型的建立无

直接的中医理论依据，例如采用氢化可的松溶液

灌胃诱导肾虚髓空证模型；不同证候模型采用相

同的造模方法，如肾虚证和肾虚精亏证均是腹腔

注射 Ｄ⁃ｇａｌ 复制证候模型，后利用 Ａβ 诱导 ＡＤ 疾

病模型。 因此在证候造模时需要加强与中医基

础理论的运用与结合，采取符合中医病因病机的

造模方式，尽可能统一模型制备中的干预措施、
时间、强度等，使模型动物更贴近中医临床实际

情况；（２）病证间的因果关系与时序问题缺乏统

一。 “证”是“病”某一阶段的概括，存在持续进展

与不断变化等过程和特点。 当前 ＡＤ 病证结合动

物模型大多为疾病、证候的叠加模型，无法很好

地反映病证间的因果关系，先证后病或病证同时

造模的方法再叠加疾病的造模因素后，难以保证

“证”是否变化；先病后证的造模方法又无法准确

识别疾病主证类型。 因此，未来研究要参考当前

研究者提出的“三维病证结合动物模型”的构建

方法［８７］，筛选出最优的病证结合动物模型制备方

法，可进一步提高造模成功率；（３）评价标准体系

不完善。 中医学强调辨证论治，“病”与“证”紧密

相连，但现有的病证结合模型缺乏较为合理的评

价标准体系，疾病评价多为临床症状或病理机制

的评价，证候评价大多基于致病因素、症状体征、
以方测证反证和少量客观指标佐证的方式。 因

此，在未来研究中，应引入更多检测手段，宏观与

微观、生理与病理相结合，以期更丰富、更全面地

评价病证结合动物模型的构建。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔａｕ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｒａｔ ｎｅｕｒａｌ ｓｙｓｔｅｍ ［ Ｊ］．
Ａｃｔａ Ｕｎｉｖ Ｍｅｄｉｃｔｎａｅ Ｔａｎｇｊｉ， ２００１， ３０（３）： １９３－１９６．

［１０］　 高林， 陈烈冉， 贾延劼， 等． 海马区注射 Ａβ１ － ４２ 对不同

年龄大鼠记忆能力和脑内 Ａβ１ － ４２ 沉积的影响 ［Ｊ］． 郑州

大学学报（医学版）， ２００６， ４１（２）： ３１１－３１３．
ＧＡＯ Ｌ， ＣＨＥＮ Ｌ Ｒ， ＪＩＡ Ｙ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ
Ａβ１－ ４２ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｒｅｇｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒａｔ
［Ｊ］． Ｊ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖ （Ｍｅｄ Ｓｃｉ）， ２００６， ４１（ ２）： ３１１
－３１３．

［１１］　 昝树杰， 王凯， 徐家淳， 等． 益肾化浊方早期干预对快速

衰老 ＳＡＭＰ８ 小鼠学习记忆的影响及其机制 ［Ｊ］． 中国实

验方剂学杂志， ２０２４， ３０（８）： ９１－９９．
ＺＡＮ Ｓ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｋ， ＸＵ Ｊ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅａｒｌｙ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ Ｙｉｓｈｅｎ Ｈｕａｚｈｕｏ ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｎ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ
ｍｅｍｏｒｙ ｏｆａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ａｇｉｎｇ ＳＡＭＰ８ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌａｅ， ２０２４， ３０（８）： ９１
－９９．

［１２］　 瞿艳， 吴欢， 朱国旗， 等． 安神定志方对 Ｄ⁃半乳糖协同

ＡβＯ 诱导的小鼠阿尔茨海默病样行为的改善作用及机

制研究 ［Ｊ］． 药学学报， ２０２４， ５９（１）： １１９－１３４．
ＱＵ Ｙ， ＷＵ Ｈ， ＺＨＵ Ｇ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ａｎｓｈｅｎ Ｄｉｎｇｚｈｉ Ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ＡβＯ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］． Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎ， ２０２４， ５９ （ １）： １１９
－１３４．

［１３］　 张婧凡， 龙清华， 曾楚华， 等． 基于 ＬＫＢ１ ／ ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ
通路调节自噬探讨固本健脑液对阿尔茨海默病的作用机

制 ［Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０２５， ５０（２）： ２９３－３００．
ＺＨＡＮＧ Ｊ Ｆ， ＬＯＮＧ Ｑ Ｈ， ＺＥＮＧ Ｃ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
Ｇｕｂｅｎ Ｊｉａｎｎａｏ ｌｉｑｕｉｄ ｏｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＬＫＢ１ ／ ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ， ２０２５， ５０（２）： ２９３－３００．

［１４］　 ÇＡＫıＲ Ｍ， ＹÜＫＳＥＬ Ｆ， ÖＺＫＵＴ Ｍ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ
１ ａｇｏｎｉｓｔ ｃａｐｓａｉｃｉｎ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｗｉｔｈ ｏｋａｄａｉｃ ａｃｉｄ ［ Ｊ ］． Ｉｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２３，
１１８： １０９９２５．

［１５］　 ＲＡＯ Ｙ Ｌ， ＧＡＮＡＲＡＪＡ Ｂ， ＳＵＲＥＳＨ Ｐ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ａｎｄ ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ ｏｎ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ Ｗｉｓｔａｒ
ａｌｂｉｎｏ ｒａｔｓ ｏｆ ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］．
３ Ｂｉｏｔｅｃｈ， ２０２３， １３（９）： ３１９．

［１６］　 ＳＩＬ Ｓ， ＧＨＯＳＨ Ｒ， ＳＡＮＹＡＬ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｌｉｎｋｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｂｒａｉｎ ａｒｅａｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｔｏｘｉｃｏｌ， ２０１６， １３（２）： １８１－１９０．

［１７］　 ＹＥＲＲＡＧＵＲＡＶＡＧＡＲＩ Ｂ， ＰＥＮＣＨＩＫＡＬＡ Ｎ Ｐ， ＫＯＬＵＳＵ Ａ
Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｎｔｅｌｕｋａｓｔ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ： ｒｏｌｅ ｏｎ ｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ，
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｄｅｆｅｎｃｅ ｓｙｓｔｅｍ， ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＤＮＦ ［Ｊ］． ＣＮＳ Ｎｅｕｒｏｌ Ｄｉｓｏｒｄ Ｄｒｕｇ Ｔａｒｇｅｔｓ，
２０２４， ２３（８）： １０４０－１０５５．

［１８］　 ＸＩＥ Ｙ， ＦＡＮＧ Ｃ， ＬＵ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｔｉｎｏｓｐｏｒａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＬＲＰ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］． Ｊ
Ｅｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２５， ３３７（１）： １１８８０７．

［１９］　 ＧÁＬＬ Ｚ， ＢＯＲＯＳ Ｂ， ＫＥＬＥＭＥＮ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ
ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｇｌｉｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｓｐｏｒａｄｉｃ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２４， １５： １４４７７５７．

［２０］　 程厚之， 张丽凤， 梁祚仁， 等． 五味子乙素对铝中毒大鼠

学习记忆及突触相关蛋白表达影响的研究 ［Ｊ］． 右江民

族医学院学报， ２０２１， ４３（６）： ７１４－７１８．
ＣＨＥＮＧ Ｈ Ｚ， ＺＨＡＮＧ Ｌ Ｆ， ＬＩＡＮＧ Ｚ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
Ｓｃｈｉｓａｎｄｒｉｎ Ｂ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｓｙｎａｐｓｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｉｎｔｏｘｉｃａｔｉｏｎ
［Ｊ］． Ｊ Ｙｏｕｊｉａｎｇ Ｍｅｄ Ｕｎｉｖ Ｎａｔｌ， ２０２１， ４３（６）： ７１４－７１８．

［２１］　 罗媛， 肖川， 林伟杰． ＳＴＡＴ３ 通路调控阿尔兹海默症大

脑脂质代谢及星形胶质细胞活化的机制研究 ［Ｊ］． 岭南

急诊医学杂志， ２０２２， ２７（３）： ２０８－２１１， ２１８．
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ＬＵＯ Ｙ， ＸＩＡＯ Ｃ， ＬＩＮ Ｗ Ｊ． ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ａｂｎｏｒｍａｌ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｂｒａｉｎ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］． Ｌｉｎｇｎａｎ Ｊ Ｅｍｅｒｇ Ｍｅｄ，
２０２２， ２７（３）： ２０８－２１１， ２１８．

［２２］　 孙琳林． 左归丸对 Ｄ⁃半乳糖致亚急性衰老大鼠抗氧化能

力影响的实验研究 ［ Ｄ］． 哈尔滨： 黑龙江中医药大

学； ２００９．
ＳＵＮ Ｌ Ｌ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ａｂｏｕｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｚｕｏｇｕｉ ｐｉｌｌ
ｏｎ ａｎｔｉ⁃ｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｓｕｂａｃｕｔｅ ａｇｉｎｇ ｒａｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｄ⁃
ｇａｌａｃｔｏｓｅ ［Ｄ］． Ｈａｒｂｉｎ： Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２００９．

［２３］　 谭淑瑜． 老龄小鼠肠道衰老的代谢组学表征及 ＦＴＺ 干预

作用 ［Ｄ］． 广州： 广东药科大学； ２０１７．
ＴＡＮ Ｓ Ｙ． Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ａｇｉｎｇ
ｉｎａｇｉｎｇ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＴＺ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ［ Ｄ ］．
Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ： Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０１７．

［２４］　 温若兰， 郭婉清， 董卫国， 等． 电针对快速老化模型小鼠

骨骼肌线粒体动力学的影响 ［Ｊ］． 中国中医药信息杂志，
２０２４， ３１（２）： １０４－１０９．
ＷＥＮ Ｒ Ｌ， ＧＵＯ Ｗ Ｑ， ＤＯＮＧ Ｗ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｄｙｎａｍｉｃｓ ｉｎ ＳＡＭＰ８ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｆ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ，
２０２４， ３１（２）： １０４－１０９．

［２５］　 ＬＩＵ Ｂ， ＬＩＵ Ｊ， ＳＨＩ Ｊ Ｓ． ＳＡＭＰ８ ｍｉｃｅ ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｇｅ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｄｅｃｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］． Ｊ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ Ｄｉｓ， ２０２０， ７５（２）：
３８５－３９５．

［２６］　 陈丽敏， 郭婉清， 温若兰， 等． 电针对小鼠海马 Ｃ３ ／
Ｃ３ａＲ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路的影响 ［ Ｊ］． 中国中医药信息杂

志， ２０２３， ３０（４）： ７１－７６．
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