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CB1R 敲除对小鼠 ASD 样行为及突触可塑性的影响

张艺霖,杜蔡瑶,郭佩雯,程泽瑜,高　 雅,邹明扬,孙彩虹∗

(哈尔滨医科大学公共卫生学院儿少卫生与妇幼保健学教研室,哈尔滨　 150081)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究大麻素受体 1( cannabinoid
 

receptor
 

1,CB1R)对突触可塑性的作用,以及其对小鼠

孤独症谱系障碍(autism
 

spectrum
 

disorders,
 

ASD)样行为的影响。 方法　 以 CB1R 敲除(knockout,
 

KO)小鼠和

丙戊酸钠(valproic
 

acid,
 

VPA)诱导的 ASD 模型鼠(VPA 小鼠)为研究对象。 通过行为学实验评估 CB1R 对小

鼠 ASD 样行为的影响;通过微管相关蛋白 2(microtubule-associated
 

protein
 

2,
 

MAP2)染色实验检测神经元结构

完整性及树突密度,通过蛋白免疫印迹实验检测突触相关蛋白的表达,以评估 CB1R 对突触可塑性的影响。
结果　 行为学结果显示,VPA 小鼠存在明显的 ASD 样行为;CB1R- / - 小鼠在旷场中心区域停留时间比值显著

降低(P<0. 0001),埋珠个数及自梳时间显著增加(P<0. 01),与陌生鼠 2 社交时间及探索陌生物体时间显著

减少(P<0. 001),探索旧物体时间增加(P<0. 05);CB1R+ / - 小鼠在旷场中心区域停留时间比值明显降低(P<
0. 001),埋珠个数及自梳时间明显增加(P<0. 05)。 突触可塑性检测结果显示,VPA 小鼠存在明显的突触可

塑性损伤;CB1R- / -小鼠和 CB1R+ / -小鼠海马 MAP2 阳性神经元密度显著降低(P<0. 05),突触蛋白 1(synapsin
 

1,
 

SYN1)表达水平显著升高(P<0. 05)。 结论　 CB1R 敲除会导致小鼠出现焦虑和重复刻板行为、社交及认

知障碍等 ASD 样行为,以及神经元损伤、树突发育障碍及突触蛋白表达紊乱,提示 CB1R 敲除导致突触可塑性

异常是 ASD 样行为发生的病理机制。
【关键词】 　 孤独症谱系障碍;大麻素受体 1;突触可塑性;ASD 样行为
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

regulation
 

of
 

synaptic
 

plasticity
 

by
 

cannabinoid
 

receptor
 

1
 

(CB1R)
 

and
 

its
 

effects
 

on
 

autism
 

spectrum
 

disorder
 

( ASD)-like
 

behavior.
 

Methods 　 CB1R-knockout
 

( KO)
 

mice
 

and
 

valproic
 

acid
 

(VPA)-induced
 

ASD
 

model
 

mice
 

( VPA
 

mice)
 

were
 

used
 

as
 

study
 

subjects.
 

Behavioral
 

experiments
 

were
 

used
 

to
 

assess
 

the
 

effects
 

of
 

CB1R
 

on
 

ASD-like
 

behavior
 

in
 

mice,
 

neuronal
 

structural
 

integrity
 

and
 

dendritic
 

density
 

were
 

detected
 

by
 

microtubule-associated
 

protein
 

2
 

( MAP2)
 

staining
 

experiments,
 

and
 

the
 

expression
 

of
 



synapse-associated
 

proteins
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot,
 

to
 

assess
 

the
 

effects
 

of
 

CB1R
 

on
 

synaptic
 

plasticity.
 

Results
 

Behavioral
 

result
  

showed
 

that
 

VPA
 

mice
 

demonstrated
 

significant
 

ASD-like
 

behavior,
 

while
 

CB1R- / -
 

mice
 

spent
 

a
 

significantly
 

smaller
 

proportion
 

of
 

residence
 

time
 

in
 

the
 

central
 

region
 

of
 

the
 

open
 

field
 

( P < 0. 0001),
 

showed
 

significant
 

increases
 

in
 

the
 

number
 

of
 

marbles
 

buried
 

and
 

self-grooming
 

time
 

(P<0. 01),
 

significantly
 

less
 

time
 

spent
 

socializing
 

with
 

unfamiliar
 

mice
 

2
 

and
 

exploring
 

unfamiliar
 

objects
 

(P<0. 001),
 

and
 

significantly
 

more
 

time
 

exploring
 

old
 

objects
 

(P<0. 05).
 

The
 

relative
 

dwelling
 

time
 

was
 

significantly
 

reduced
 

in
 

CB1R+ / -
 

mice
 

(P<0. 001),
 

and
 

the
 

number
 

of
 

marbles
 

buried
 

and
 

self-grooming
 

time
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 05).
 

Synaptic
 

plasticity
 

assays
 

revealed
 

significant
 

synaptic
 

plasticity
 

impairment
 

in
 

VPA
 

mice.
 

Hippocampal
 

MAP2-positive
 

neuron
 

densities
 

were
 

significantly
 

reduced
 

in
 

CB1R- / -
 

and
 

CB1R+ / -
 

mice,
 

and
 

expression
 

levels
 

of
 

synapsin-1
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 05).
 

Conclusions　 CB1R
 

KO
 

leads
 

to
 

ASD-like
 

behavior
 

such
 

as
 

anxiety
 

and
 

repetitive
 

stereotyped
 

behavior,
 

social
 

and
 

cognitive
 

impairments,
 

as
 

well
 

as
 

neuronal
 

damage,
 

dendritic
 

dysplasia
 

and
 

disrupted
 

synaptic
 

protein
 

expression
 

in
 

mice,
 

suggesting
 

that
 

CB1R
 

is
 

involved
 

in
 

regulating
 

synaptic
 

plasticity
 

as
 

a
 

pathological
 

mechanism
 

for
 

the
 

development
 

of
 

ASD-like
 

behavior.
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　 　 孤独症谱系障碍( autism
 

spectrum
 

disorders,
 

ASD)是起病于婴幼儿早期的一种严重的神经发

育障碍性疾病,其核心症状主要表现为社交交流

障碍、狭隘兴趣及重复刻板行为。 除此之外,部
分患儿还伴有不同程度的认知障碍[1] 。 目前,
ASD 的发病机制不明,但已有研究证明神经系统

突触可塑性异常与 ASD 发病的生理机制密切相

关[2-5] 。 大麻素受体 1 ( cannabinoid
 

receptor
 

1,
CB1R)为中枢神经系统中表达最丰富的 G 蛋白

偶联受体[6] ,主要在突触前末端高度集中,通过

抑制突触前神经递质的释放,进而影响突触可塑

性[7-9] 。 此外,研究发现 CB1R 高度富集在海马、
大脑皮层、小脑和基底神经节[10] ,且这些大脑区

域被认为与 ASD 的核心症状紧密相关[11] ,但目

前仍缺乏 CB1R 参与 ASD 发生发展的直接证据。
因此,本研究以 CB1R 敲除( knockout,

 

KO) 小鼠

和丙戊酸钠( valproic
 

acid,
 

VPA)诱导的 ASD 模

型鼠(VPA 小鼠)为研究对象,探讨 CB1R 敲除对

突触可塑性及 ASD 表型特征的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 30 只 SPF 级 C57BL / 6J 小鼠购置于北京维通

利华实验动物有限公司[SCXK(京)2021-0006],
20 只以 C57BL / 6J 为背景的 SPF 级 CB1R 基因敲

除小鼠(CB1R
 

KO)购置于江苏集萃药康生物科

技有限公司[SCXK(苏)2023-0009],以上小鼠均

为 6 周龄,体质量为(20±5)g,饲养于哈尔滨医科

大学公共卫生学院动物实验中心 [ SYXK ( 黑)
2022 - 016 ], 保持温度 ( 22 ± 2 )℃ , 湿度 ( 50 ±
10)%,12

 

h 光照 / 12
 

h 黑暗循环,可自由摄食和

饮水。 本研究使用的实验动物均为雄性小鼠,实
验 经 哈 尔 滨 医 科 大 学 伦 理 委 员 会 批 准

(HMUIRB20200007)。 本实验全过程遵守动物实

验 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 BCA 蛋白定量试剂盒(上海碧云天生物技术

有限公司,P0012);抗荧光淬灭封片液(上海碧云

天生物技术有限公司,P0126);丙戊酸钠盐(美国

Sigma 公司,99-67-2);MAP2 抗体(英国 Abcom 公

司, ab183830 ); Gephyrin 抗 体 ( 德 国 Synaptic
 

System 公司, 147111);突触蛋白 1 ( Synapsin
 

1,
SYN1)抗体(德国 Synaptic

 

System 公司,106011);
Vesicular

 

glutamate
 

transporter
 

1 ( VGLUT1) 抗体

(德国 Synaptic
 

System 公司,135303);Postsynaptic
 

Density
 

Protein
 

95( PSD95)抗体(武汉 proteintech
公司, 20665-1-AP ); Vesicular

 

GABA
 

transporter
(VGAT)抗体(武汉 proteintech 公司,14471-1-AP)
GADPH 抗体(武汉 proteintech 公司,60004-1-lg)。

旷场实验系统、三箱实验系统、新物体识别系

统(瑞沃德生命科技有限公司,SMART
 

3. 0);Morris
水迷宫实验系统(成都泰盟科技有限公司,WMT-
100);冰冻切片机(德国 Leica 公司,CM1950);荧
光显微镜(德国 ZEISS 公司,HAL

 

100)。
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1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 ASD 模型鼠的建立

成年 C57BL / 6J 小鼠在夜间按照雌性和雄性

1 ∶ 1 的比例合笼。 第 2 天早晨检查雌鼠是否有

阴栓,有阴栓即为孕鼠,并记该天为胚胎 0. 5
 

d。
孕鼠在怀孕 12. 5

 

d 时腹腔注射 600
 

mg / kg
 

VPA,
产下的仔鼠即为 ASD 模型鼠(VPA 小鼠)。

图 1　 CB1R 敲除小鼠基因型鉴定的凝胶电泳结果

Figure
 

1　 Gel
 

electrophoresis
 

of
 

CB1R
 

KO
 

mouse
 

genotype
 

identification

1. 3. 2　 CB1R
 

KO 小鼠的基因型鉴定

本研究选择 CB1R 敲除小鼠 ( CB1R- / - 与

CB1R+ / - )为研究对象,旨在探讨 CB1R 完全缺失

和部分缺失对小鼠 ASD 样行为和突触可塑性影

响的差异。 CB1R
 

KO 小鼠的基因型鉴定方法如

下:剪取出生后 5 ~ 7
 

d 鼠崽约 2
 

mm 脚趾。 使用

血液 / 细胞 / 组织基因组 DNA 提取试剂盒提取小

鼠 DNA,步骤按照说明书进行。 用特定的 PCR 体

系对小鼠 DNA 进行扩增,最后配制 2%琼脂糖凝

胶并进行电泳,鉴定结果图 1 所示,凝胶条带仅显

示 336
 

bp 条 带 的 样 本 基 因 型 为 纯 合 子, 即

CB1R- / -小鼠;扩增条带仅显示 317
 

bp 条带的样

本基因型为野生型,即 WT 小鼠;当扩增条带为两

条,样本基因型为杂合子,即 CB1R+ / -小鼠。 本研

究中 CB1R- / -阳性率为 23. 5%。
1. 3. 3　 行为学检测

(1)旷场实验,检测小鼠焦虑样行为。 测试

箱为顶部开口的 450
 

mm×450
 

mm×400
 

mm 黑灰

色箱 子, 场 地 分 为 中 心 和 外 周 区 域。 使 用

SMART-OF 旷场实验系统记录实验鼠 10
 

min 的

活动轨迹。
(2)自梳实验,评估小鼠的刻板行为。 记录

10
 

min 内小鼠在箱子(320
 

mm×202
 

mm×135
 

mm)
里梳理自身毛发的时间。

(3)埋珠实验,评估小鼠的重复刻板行为。
在厚 4

 

cm 的垫料上以 5×3 的方式放置 15 个一致

的大理石珠,记录实验鼠 10
 

min 内将 2 / 3 体积大

理石珠子掩埋入垫料的个数。
(4)三箱实验,主要检测实验鼠社交行为。

实验分为两个阶段。 第一阶段:社交能力检测。
记录实验鼠 10

 

min 内停留在装有陌生鼠 1 的箱

室和装有空笼的箱室所花费的时间。 第二阶段:
社交偏好检测。 将陌生鼠 1 放置于第一阶段空笼

的位置,空笼中放入陌生鼠 2,比较实验鼠 10
 

min
内停留在装有陌生鼠 2 的箱室和装有陌生鼠 1 的

箱室所花费的时间。
(5)新物体识别实验,用于评估小鼠的短期

视觉识别记忆能力。 实验包含训练和测试两个

阶段。 在训练阶段,将小鼠放在包含两个相同物

体(A1+A2)的场地中探索 10
 

min,1
 

h 后进入测

试阶段,用另一个新的物体( B)替换原来一个位

置的物体(A1),并测试 5
 

min。 记录并分析小鼠

嗅闻新旧物体的时间。
(6)Morris 水迷宫,用于评估小鼠长期空间记

忆能力。 实验分为定位巡航实验和空间探索实
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验两个阶段,过程如下:定位巡航实验:在前 4
 

d
进行定位巡航实验,每天从不同象限将测试鼠放

入场地,每天上下午各 1 次。 记录 60
 

s 内实验鼠

从入水到达平台所用的时间,记为逃逸潜伏期。
若测试鼠在 60

 

s 内未找到平台,则将其引导至平

台上记忆 15
 

s。 空间探索实验:在第 5 天上午进

行空间探索实验,实验时将平台撤出。 待测鼠从

定位巡航实验第 1 天放置的象限进入圆池,记录

小鼠在 60
 

s 内通过原始平台的圆形区域的次数

作为空间记忆的指标。
1. 3. 4　 脑组织样本的采集与冰冻切片的制备

在行为学后采集小鼠脑组织样本。 待实验

鼠完全麻醉后断头,冰上分离海马组织,-80
 

℃保

存。 制备脑组织冰冻切片用 PBS 缓冲液及 4%多

聚甲醛灌注,取出脑组织后放入 4%多聚甲醛中

过夜固定,之后放入蔗糖溶液中梯度脱水,待结

束后置于 OCT 包埋剂中,存入-80
 

℃ 保存。 切片

时使用冰冻切片机,以冠状面获取海马及皮层区

组织切片,切片厚度 8
 

μm,丙酮固定 20
 

min 后放

入-80
 

℃保存。
1. 3. 5　 免疫荧光染色

免疫荧光染色检测 MAP2 的表达。 稀释一抗

(1 ∶ 100)以覆盖整个脑组织,4
 

℃孵育过夜;稀释

二抗(Alexa
 

fluor
 

594-抗兔),比例为 1 ∶ 1000,室
温避光孵育 1

 

h;最后用含 DAPI 的抗荧光淬灭封

片剂封片。 荧光显微镜观察并拍照(20×),并使

用 Image
 

J
 

Fiji
 

1. 2 软件分析数据,记录阳性神经

元在海马 CA1 区和皮层区所占的面积。
1. 3. 6　 蛋白免疫印迹实验

脑组织蛋白提取按照说明书进行,BCA 蛋白

定量试剂盒检测蛋白浓度。 配制 10%分离胶和

5%浓缩胶,将各蛋白样品(10
 

μL) 加至加样孔;
以 200

 

V 电压电泳,然后 250
 

mA 恒流转膜 1
 

h,使
用 5%脱脂奶粉封闭 PVDF 膜 1

 

h;按照说明书稀

释一抗, VGAT ( 1 ∶ 800 )、 PSD95 ( 1 ∶ 4000 )、
VGLUT1(1 ∶ 2000)、Gephyrin(1 ∶ 2000)、SYN1(1
∶ 5000)、GAPDH(1 ∶ 50

 

000)4
 

℃ 冰箱摇床过夜

孵育;TBST 缓冲液漂洗后,室温孵育二抗 1
 

h,利
用超敏 ECL 化学发光显色液和凝胶成像系统

显影。
1. 4　 统计学方法

　 　 使用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件进行分析。 组

间比较使用单因素方差分析,Morris 水迷宫实验

运用双因素方差分析。 差异显著时, 则采用

Tukey 方法进行组间事后比较。 P< 0. 05 为差异

具有统计学意义,所有的数据以平均数±标准误

差( 􀭰x±s􀭰x)的形式呈现。

2　 结果

2. 1　 CB1R 敲除对小鼠 ASD 样行为的影响

2. 1. 1　 对小鼠焦虑及重复刻板行为的影响

在旷场实验中,VPA 小鼠活动距离显著多于

WT 小鼠(P< 0. 001),且在中心区域停留时间百

分比显著低于 WT 小鼠(P<0. 05),表现出明显的

焦虑行为;CB1R+ / -和 CB1R- / - 小鼠在中心区域停

留时间百分比也显著低于 WT 小鼠(P<0. 001)。
同时,与 VPA 小鼠相比差异不具有统计学意义

(P>0. 05)(图 2A ~ 2C)。
VPA 小鼠埋珠数量与自梳时间均明显高于

WT 小鼠(P<0. 001,图 2D ~ 2F),其重复刻板行为

明显。 CB1R+ / - 和 CB1R- / - 小鼠埋珠数量显著多

于 WT 小鼠(P<0. 0001),其中 CB1R+ / - 小鼠埋珠

数量显著低 于 VPA 小 鼠 ( P < 0. 05, 图 2D);
CB1R+ / -和 CB1R- / -小鼠自梳时间显著高于 WT 小

鼠(P< 0. 01),CB1R+ / - 和 CB1R- / - 小鼠自梳时间

与 VPA 小鼠相比差异不具有统计学意义 (P >
0. 05)(图 2F)。
2. 1. 2　 对小鼠社交功能的影响

社交能力测试结果(图 3A ~ 3B)显示,与空笼

柱相比, WT 小鼠更偏好探索陌生鼠 1 ( P <
0. 001),其社交功能正常;VPA 小鼠探索空笼柱

和陌生鼠 1 的时间无差异(P>0. 05),表现出明显

的社交功能障碍;CB1R+ / - 和 CB1R- / - 小鼠探索空

笼柱和陌生鼠 1 的时间无差异(P>0. 05),出现类

似于 VPA 小鼠的社交功能障碍。 社交偏好测试

结果(图 3C ~ 3D)所示,WT 小鼠探索陌生鼠 2 的

时间却显著长于探索陌生鼠 1 的时间(P<0. 05),
其社交偏好正常;VPA 和 CB1R+ / - 小鼠探索陌生

鼠 1 和陌生鼠 2 的时间差异不具有统计学意义

(P>0. 05);CB1R- / - 小鼠探索陌生鼠 2 的时间显

著短于探索陌生鼠 1 的时间(P<0. 001)。
2. 1. 3　 对小鼠认知记忆的影响

在新物体识别实验中,WT 小鼠更喜欢探索

未知的新物体(P<0. 01),其短期认知功能正常;
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注:A:小鼠运动轨迹的代表性图像;B:小鼠移动距离;C:小鼠在中心区域时间百分比;D:小鼠埋珠代表性图像;E:小鼠埋珠个数;

F:小鼠自梳时间。 与 WT 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001;与 VPA 组相比,#P<0. 05。

图 2　 VPA 小鼠和 CB1R
 

KO 小鼠的焦虑及重复刻板行为(n= 8)
Note.

 

A,
 

Representative
 

image
 

of
 

the
 

trajectory
 

of
 

the
 

mice.
 

B,
 

Distance
 

travelled
 

by
 

the
 

mice.
 

C,
 

Percentage
 

of
 

time
 

that
 

the
 

mice
 

were
 

in
 

the
 

center
 

area.
 

D,
 

Representative
 

images
 

of
 

mice
 

marbles
 

burying
 

test.
 

E,
 

Number
 

of
 

marbles
 

buried
 

in
 

mice.
 

F,
 

Self-grooming
 

time
 

in
 

mice.
 

Compared
 

with
 

WT
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001.
 

Compared
 

with
 

VPA
 

group,#P<0. 05.

Figure
 

2　 Anxiety
 

and
 

repetitive
 

stereotyped
 

behaviors
 

in
 

VPA
 

mice
 

and
 

CB1R
 

KO
 

mice(n= 8)

VPA 和 CB1R- / -小鼠表现出更喜欢探索熟知的旧

物体(P<0. 05);CB1R+ / - 小鼠在探索新旧物体时

间百分比上不存在统计学意义(P>0. 05)。 具体

见图 4A。 在 Morris 水迷宫实验中,各组小鼠间训

练潜伏期和测试中穿越平台次数差异均不具有

统计学意义(P>0. 05,图 4B ~ 4D)。
2. 2　 CB1R 敲除对小鼠突触可塑性的影响

2. 2. 1　 对小鼠神经元突触发育的影响

与 WT 小鼠相比,VPA、CB1R+ / -和 CB1R- / -小

鼠海马 CA1 区和皮层神经元树突出现不同程度

的曲折和破碎(图 5A),且 MAP2 阳性面积比均

显著降低(P<0. 05);与 VPA 小鼠相比,CB1R+ / - 、
CB1R- / -小鼠 MAP2 阳性面积比差异不具有统计

学意义(P>0. 05)(图 5B ~ 5C)。
2. 2. 2　 对小鼠突触相关蛋白表达的影响

如图 6 所示,VPA 小鼠 PSD95 的表达水平显

著高于 WT 小鼠(P<0. 05)。 CB1R+ / - 和 CB1R- / -

小鼠 SYN1 的表达水平显著高于 WT 小鼠(P <
0. 05);CB1R+ / - 和 CB1R- / - 小鼠 PSD95 的表达水

平显著低于 VPA 小鼠(P<0. 01),其余各项指标
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注:A:社交能力测试代表图像;B:社交能力测试中的时间占比;C:社交偏好测试的代表图;D:社交偏好测试中的时间占

比。 与陌生鼠 1 相比,∗∗∗P<0. 001;与陌生鼠 2 相比,#P<0. 05,###P<0. 001。

图 3　 VPA 小鼠和 CB1R
 

KO 小鼠的三箱实验(n= 8)
Note.

 

A,
 

Representative
 

image
 

of
 

the
 

sociability
 

test.
 

B,
 

Proportion
 

of
 

time
 

in
 

sociability
 

test.
 

C,
 

Representative
 

image
 

of
 

the
 

social
 

preference
 

test.
 

D,
 

Proportion
 

of
 

time
 

in
 

social
 

preference
 

test.
 

Compared
 

with
 

the
 

unfamiliar
 

mice
 

1,∗∗∗ P < 0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

unfamiliar
 

mice
 

2,#P<0. 05,###P<0. 001.

Figure
 

3　 Three
 

chamber
 

test
 

in
 

VPA
 

mice
 

and
 

CB1R
 

KO
 

mice(n= 8)

注:A:小鼠探索新旧物体的时间百分比;B:各组小鼠穿越平台追踪的代表性图像;C:各组小鼠到达平台的时间;D:各组小鼠的平

台穿梭次数。 与探索旧物体时间相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 4　 VPA 小鼠和
 

CB1R
 

KO 小鼠的新物体识别及 Morris 水迷宫实验(n= 8)
Note.

 

A,
 

Percentage
 

of
 

time
 

spent
 

exploring
 

new
 

and
 

old
 

objects.
 

B,
 

Representative
 

images
 

of
 

tracking
 

across
 

platforms
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice.
 

C,
 

Latency
 

time
 

of
 

mice
 

to
 

reach
 

the
 

platform.
 

D,
 

Number
 

of
 

platform
 

shuttles
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice.
 

Compared
 

with
 

exploring
 

old
 

object,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

4　 New
 

object
 

recognition
 

and
 

Morris
 

water
 

maze
 

experiment
 

in
 

VPA
 

mice
 

and
 

CB1R
 

KO
 

mice(n= 8)
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注:A:各组小鼠海马 CA1 区和皮层神经元 MAP2 的代表性图像;B:各组小鼠海马 CA1 区 MAP2 阳性面积占比;C:各组小鼠皮层区

MAP2 阳性面积占比。 与 WT 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 5　 VPA 小鼠和 CB1R
 

KO 小鼠海马 CA1 区和皮层神经元中 MAP2 的表达(n= 6)
Note.

 

A,
 

Representative
 

images
 

of
 

MAP2
 

in
 

hippocampal
 

CA1
 

area
 

and
 

cortical
 

neurons
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice.
 

B,
 

Percentage
 

of
 

MAP2-
positive

 

area
 

in
 

hippocampal
 

CA1
 

area
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice.
 

C,
 

Percentage
 

of
 

MAP2-positive
 

area
 

in
 

cortical
 

area
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice.
 

Compared
 

with
 

WT
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

5　 MAP2
 

expression
 

in
 

hippocampal
 

CA1
 

region
 

and
 

cortical
 

neurons
 

of
 

VPA
 

mice
 

and
 

CB1R
 

KO
 

mice(n= 6)

注:与 WT 组相比,∗P<0. 05;与 VPA 组相比,##P<0. 01,###P<0. 001。

图 6　 VPA 小鼠和 CB1R
 

KO 小鼠海马中突触相关蛋白的表达水平(n= 5)
Note.

 

Compared
 

with
 

WT
 

group,∗P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

VPA
 

group,
 ##P<0. 01,

 ###P<0. 001.

Figure
 

6　 Expression
 

levels
 

of
 

synapse-related
 

proteins
 

in
 

the
 

hippocampus
 

of
 

VPA
 

mice
 

and
 

CB1R
 

KO
 

mice(n= 5)
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在各组小鼠间两两比较差异不具有统计学意义

(P>0. 05)。

3　 讨论

　 　 ASD 是起病于婴幼儿早期的一种严重的神

经发育障碍性疾病, 潜在的病因机制仍不明

确[12] 。 研究表明突触可塑性异常可能是 ASD 发

病的机制之一。 CB1R 作为参与神经发生、细胞

分化、神经迁移和轴突延伸的信使[13-14] ,在维持

突触的动态稳定中发挥重要作用。
ASD 核心症状为社交交流障碍、重复刻板行

为,此外,有时也会伴有焦虑、过度活动和认知障

碍[12] 。 本研究诱导的 VPA 小鼠表现出明显的

ASD 样行为;CB1R- / - 小鼠也表现相似的 ASD 样

行为,包括焦虑、重复刻板行为,社交能力和社交

偏好缺陷以及短期视觉识别记忆受损。 与以往

研究结果一致,研究指出 CB1R- / -
 

小鼠在高架十

字迷宫和明暗箱实验中表现出明显的焦虑行

为[9,15] ,同时,FANG 等[16] 发现激活 CB1R 可以增

加急性应激大鼠在高架十字迷宫开放臂中的时

间,对其焦虑有一定改善作用。 CB1R 表达量在

个体社会行为形成时期达到峰值[17-18] , FYKE
等[19]通过测量超声交流发现 CB1R 敲除导致小

鼠社交功能受损,在三箱实验和直接社交互动测

验中也表现出了明显的社交兴趣及探索缺陷。
CB1R 还参与调控认知及记忆功能, SARAVIA
等[20]发现 CB1R- / -小鼠表现出注意力及记忆功能

受损;对小鼠施用 CB1R 激动剂能提升其在水迷

宫中的空间记忆能力[21] 。 此外, 本研究表明

CB1R+ / -小鼠也表现出部分样的 ASD 行为,包括

焦虑、重复刻板行为及社交功能缺陷,但与 VPA
小鼠相比,CB1R+ / - 小鼠的重复刻板行为表现较

轻,也并未出现短期记忆缺陷,这可能是由于保

留了部分 CB1R 功能,降低了其 ASD 样行为的损

伤程度。 综上所述,以上研究均提示 CB1R 参与

调控小鼠的 ASD 样行为。
MAP2 作为神经元树突内的主要骨架调节因

子,对树突的发育形成起关键性的作用[22-23] 。 已

发现 ASD 患者额叶新皮层树突中 MAP2 表达缺

失[24] , ASD 模型鼠中 MAP2 蛋白表达显著降

低[25] 。 本研究同样发现 VPA 小鼠海马 CA1 区和

大脑皮层 MAP2 阳性面积显著降低,树突结构出

现明显曲折破碎,同时,CB1R
 

KO 小鼠也表现出

与 ASD 模型鼠相似的神经元树突结构受损。 通

过检测突触相关蛋白的表达水平,还发现 VPA 小

鼠 PSD95 表达异常, CB1R+ / - 和 CB1R- / - 小鼠

SYN1 表达异常。 SYN1 作为突触囊泡膜的主要

成分,与神经递质释放和突触发生的调节有

关[26] ;PSD95 是突触后膜的关键组成部分,在谷

氨酸能传递、突触可塑性和树突棘形态发生中发

挥了重要作用[27] ,其稳定表达共同调节神经系统

突触可塑性。 人群和动物研究均表明 PSD95 与

SYN1 的 失 调 是 ASD 的 神 经 病 理 学 基 础 之

一[27-28] 。 REXRODE 等[29] 研究发现 ASD 儿童海

马组织中 SYN1 和 PSD95 蛋白表达降低,进一步

导致海马体积改变引起社会记忆功能障碍;在动

物研究中,LIU 等[30]发现 VPA 大鼠前额叶皮层中

SYN1 表达增加, 且其长时程增强作用受损,
IIJIMA 等[31] 认为 VPA 小鼠兴奋性 / 抑制性平衡

受损是由谷氨酸能突触中 PSD95 数量增加导致

的。 CB1R 定位于突触前膜,研究表明 CB1R 可通

过抑制 cAMP-蛋白激酶 A(PKA)信号通路,减少

SYN1 的磷酸化水平,从而抑制突触囊泡的释放,
此外,CB1R 可以通过调节 CaMKII 等激酶活性进

一步作用于突触后影响 PSD95 的表达[32] 。 有研

究证实了激活 CB1R 可以使慢性偏头痛大鼠模型

中异常升高的 PSD95 和其他突触信息素恢复至

正常水平[33] 。 上述研究说明 ASD 中存在树突发

育异常及突触蛋白表达异常,同时,CB1R 的敲除

导致小鼠也呈现出相似的突触损伤。
本研究以 CB1R

 

KO 小鼠与 VPA 小鼠作为研

究对象,初步发现 CB1R
 

KO 小鼠出现 ASD 样行

为,且突触可塑性异常,提示 CB1R 表达异常可通

过影响突触的结构和功能导致 ASD 样行为的发

生。 但本研究使用 CB1R
 

KO 小鼠,不能排除外周

神经系统中 CB1R 的作用对研究结果的干扰,后
期将采用脑靶向干预或神经元条件敲除鼠开展

深入研究;同时,本研究仅观察到各组小鼠树突

形态与突触蛋白水平表达的变化,未深入探究

CB1R 影响突触可塑性的潜在机制。 未来将利用

蛋白质组学分析及电生理技术进一步探讨 CB1R
调控突触可塑性的潜在机制。

综上所述, CB1R 敲除会导致小鼠表现出

ASD 样行为,同时伴有神经元损伤、树突发育障
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碍及突触蛋白表达紊乱,提示 CB1R 敲除导致的

突触可塑性异常可能是 ASD 样行为发生的病理

机制,为 ASD 病因学研究提供新的方向和依据。
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毛兰素通过调节 HMGB1 / RAGE-RhoA / ROCK1 信号
通路缓解特应性皮炎

徐可欣1,2,王丹丹1,2,金泓宇1,2,杜　 月1,2,李　 莉1,2,宋艺兰1,2,
延光海1,2,李良昌1,2∗

(1.延边大学吉林常见过敏性疾病免疫与靶向研究重点实验室,吉林
 

延吉　 133002;
2.延边大学医学院,吉林

 

延吉　 133002)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究毛兰素(Erianin)在特应性皮炎(atopic
 

dermatitis,AD)中的作用及其在高迁移率族

蛋白 1 ( high
 

mobility
 

group
 

box-1, HMGB1) / 晚期糖基化终末产物受体 ( receptor
 

for
 

advanced
 

glycation
 

end
 

products,
 

RAGE)-Ras 同源基因家族成员 A(Ras
 

homolog
 

gene
 

family
 

member
 

A,
 

RhoA) / Rho 关联含卷曲螺旋

结合蛋白激酶 1(recombinant
 

Rho
 

associated
 

coiled
 

coil
 

containing
 

protein
 

kinase
 

1,ROCK1)信号通路中的调控机

制。 方法　 1-氯-2,4-二硝基苯(1-Chloro-2,4-dinitrobenzene,DNCB)诱导 BALB / c 小鼠作为 AD 的模型,测量

小鼠的皮肤厚度、脾和淋巴结的重量。 甲苯胺蓝和 HE 染色检测小鼠的背部皮肤和耳朵的病理改变;ELISA
检测炎症因子水平;肿瘤坏死因子-α(tumor

 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)刺激 HaCaT 细胞建立 AD 体外模型;采用

流式细胞术检测细胞活性氧( reactive
 

oxygen
 

species,ROS);免疫荧光法检测线粒体活性氧( mitochondrion
 

reactive
 

oxygen
 

species, mtROS); TUNEL 检测细胞凋亡情况;免疫蛋白印迹法检测 HMGB1、 RAGE、 RhoA、
ROCK1 蛋白表达情况。 结果　 在体内实验中毛兰素抑制皮肤厚度的增加,减轻脾和淋巴结重量,改善炎症细

胞的浸润和肥大细胞脱颗粒,降低炎症因子水平(P<0. 05)。 在体外实验中,毛兰素减少 TNF-α 诱导的 HaCaT
细胞 ROS、mtROS 的产生(P<0. 01)。 毛兰素治疗后 HMGB1、RAGE、RhoA 及 ROCK1 的蛋白表达量下降(P<
0. 01);使用 RAGE 特异性阻断剂(TFA)处理 r-HMGB1 刺激的 HaCaT 细胞后,HMGB1 的表达没有发生变化,
RAGE、RhoA 及 ROCK1 表达减少(P<0. 01);在 Rho 激酶抑制剂 Y-27632+r-HMGB1 组中,除 RAGE 的表达没

有降低,其余结果与 TFA+r-HMGB1 组相近。 结论　 毛兰素可能通过调节 HMGB1 / RAGE-RhoA / ROCK1 信号

通路缓解特应性皮炎。
【关键词】 　 毛兰素;特应性皮炎;HMGB1;RAGE;RHOA;ROCK1
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　 　 【 Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

explore
 

the
 

role
 

of
 

Erianin
 

in
 

atopic
 

dermatitis
 

( AD)
 

and
 

its
 

regulatory
 

mechanism
 

involving
 

the
 

high-mobility
 

group
 

box
 

1
 

( HMGB1 ) / receptor
 

for
 

advanced
 

glycation
 

end
 

products
 

(RAGE)-Ras
 

homolog
 

gene
 

family
 

member
 

A
 

( RhoA ) / Rho-associated
 

protein
 

kinase
 

1
 

( ROCK1 )
 

signaling
 

pathway.
 

Methods
 

An
 

AD
 

model
 

was
 

induced
 

in
 

BALB / c
 

mice
 

using
 

1-chloro-2,4-dinitrobenzene
 

( DNCB).
 

Skin
 

thickness
 

and
 

spleen
 

and
 

lymph
 

node
 

weight
 

were
 

measured
 

and
 

pathological
 

changes
 

in
 

the
 

back
 

skin
 

and
 

ears
 

were
 

detected
 

using
 

methylamine
 

blue
 

and
 

hematoxylin
 

and
 

eosin
 

staining.
 

Inflammatory
 

factors
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-
linked

 

immunosorbent
 

assay.
 

An
 

in
 

vitro
 

model
 

of
 

AD
 

was
 

established
 

in
 

HaCaT
 

cells
 

stimulated
 

by
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

( TNF)-α.
 

Cellular
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

( ROS)
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry
 

and
 

mitochondrial
 

ROS
 

(mtROS)
 

were
 

detected
 

by
 

immunofluorescence
 

assay.
 

Cell
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

terminal
 

deoxynucleotidyl
 

transferase
 

dUTP
 

nick-end
 

labeling.
 

HMGB1,
 

RAGE,
 

RhoA,
 

and
 

ROCK1
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 Erianin
 

inhibited
 

the
 

increase
 

in
 

skin
 

thickness,
 

reduced
 

the
 

spleen
 

and
 

lymph
 

node
 

weights,
 

improved
 

the
 

infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

and
 

the
 

degranulation
 

of
 

mast
 

cells,
 

and
 

reduced
 

the
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors(P
<0. 05).

 

Erianin
 

also
 

reduced
 

the
 

production
 

of
 

cellular
 

ROS
 

and
 

mtROS
 

induced
 

by
 

TNF-α
 

in
 

vitro(P<0. 01),
 

and
 

decreased
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

HMGB1,
 

RAGE,
 

RhoA,
 

and
 

ROCK1 ( P < 0. 01).
 

Treatment
 

of
 

HMGB1-
stimulated

 

HaCaT
 

cells
 

with
 

a
 

RAGE-specific
 

blocker
 

(TFA)
 

had
 

no
 

effect
 

on
 

HMGB1
 

expression,
 

while
 

expression
 

levels
 

of
 

RAGE,
 

RhoA,
 

and
 

ROCK1
 

were
 

decreased(P<0. 01).
 

Cells
 

treated
 

with
 

the
 

Rho
 

kinase
 

inhibitor
 

Y-27632
+r-HMGB1

 

group
 

showed
 

similar
 

result
  

to
 

the
 

TFA + r-HMGB1
 

group,
 

except
 

for
 

RAGE.
 

Conclusions 　 Erianin
 

relieves
 

AD
 

by
 

regulating
 

the
 

HMGB1 / RAGE-RhoA / ROCK
 

signaling
 

pathway.
【Keywords】　 Erianin;

 

atopic
 

dermatitis;
 

HMGB1;
 

RAGE;
 

RhoA;
 

ROCK1
Conflicts

 

of
 

Interest:
 

The
 

authors
 

declare
 

no
 

conflict
 

of
 

interest.

　 　 特应性皮炎( atopic
 

dermatitis,AD)是一种常

见的慢性炎症性皮肤病[1-2] ,且常合并哮喘、过敏

性鼻炎等其他过敏性疾病[3] 。 AD 目前还无法完

全治愈,临床上的治疗主要集中于缓解症状,减
少复发,严重影响患者生存质量。

毛 兰 素 ( 2-methoxy-5-( 2-( 3, 4, 5-
trimethoxypheny)-phenol),Erianin) 是一种从石斛

中分离出来的天然产物[4] ,具有抗氧化和抗炎活

性[5-6] 。 DOU 等[7]研究表明,毛兰素通过协同调

节 TLR4 和 STAT3 在葡聚糖硫酸钠诱导的小鼠溃

疡性结肠炎中发挥抗炎作用。 也有研究表明毛

兰素抑制 NF-κB 信号通路调控肺泡巨噬细胞 M1
极化[8] 。 因此,毛兰素有望成为一种治疗 AD 的

天然药物。 高迁移率族蛋白 1(high
 

mobility
 

group
 

box-1,HMGB1) 是一种有效的炎症调节剂,参与

机体 炎 性 反 应[9] 。 有 研 究 表 明, 在 AD 中,
HMGB1 蛋白表达量升高[10] 。 应用 HMGB1 抑制

剂或 RAGE 抑制剂可减少巨噬细胞 / 小胶质细胞

的数量,同时增加抗炎细胞的数量[11] 。
目前,关于 HMGB1 / RAGE 信号通路在 AD

中的作用还不清楚,因此,本文旨在探究毛兰素

对 AD 的作用及其在 HMGB1 / RAGE 信号通路中

的调控机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

40 只雌性 SPF 级 BALB / c 小鼠,6 周龄,体质

量 18~ 25
 

g。 购自延边大学实验动物中心[SCXK
(吉)2022-0005],所有小鼠饲养于延边大学实验

动物中心[SYXK(吉) 2020- 0009]。 所有动物实

验过程均由延边大学医学院伦理委员会批准

(YD20240530003),本实验全程遵循 3R 原则。
1. 1. 2　 细胞

HaCaT 细胞,即非肿瘤源性的人永生化角质

形成细胞,购自丰晖生物科技有限公司。
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1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 毛兰素(货号:B20844-100 mg)购于上海源叶

科技生物有限公司;HE 试剂盒(货号:G1120-100
 

mL)购自索莱宝科技有限公司;甲苯胺蓝(货号:
G3670-100

 

mL ) 购 自 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司;
HMGB1 ( 货 号: ab190377 )、 RAGE ( 货 号:
ab216329) 购 自 Abcam 公 司; RhoA ( 货 号: bs-
1180R)购自 BIOSS 公司;ROCK1(货号:28999)购
自 CST 公司;ROS

 

Assay 试剂盒(货号:ab186029)
购自 Abcam 公司; 胸腺基质淋巴细胞生成素

(thymic
 

stromal
 

lymphopoietin,TSLP) ELISA 试剂

盒 ( 货 号: CSB-RA025141A1HU )、 白 介 素 - 4
( interleukin-4, IL-4 ) ( 货 号: CSB-
RA240377A0HU)、白介素- 13( interleukin-13,IL-
13)(货号:CSB-E04601 h-IS)、肿瘤坏死因子- α
( tumor

 

necrosis
 

factor-α, TNF-α ) ( 货 号: CSB-
EP024154HUe1 ) 购 自 华 美 生 物 有 限 公 司;
MitoSOX

 

Red
 

mitochondrial
 

superoxide
 

indicator 试

剂盒(货号:M36008)购自 Invitrogen 公司。
厚度测量仪购自威海新威量量具有限公司;

数字扫描显微成像系统 Slide
 

Scanning
 

Image
 

System 购自强生科技有限公司;CytoFLEX 流式细

胞仪购自美国贝克曼库尔特有限公司;Cytation
 

5
购自美国博腾仪器有限公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物模型的建立及分组

采用 1 -氯 - 2, 4 - 二硝基苯 ( 1-Chloro-2, 4-
dinitrobenzene, DNCB) 诱导 AD 模型。 将 40 只

BALB / c 小鼠随机取 8 只作为对照组、剩下的 32
只小鼠建立 AD 模型。 用电动剃毛刀剔除小鼠背

部毛发,面积约为 2
 

cm×2
 

cm。 将 1%
 

DNCB 溶液

应用于小鼠的背部,每周 3 次,给药 1 周,进行致

敏。 休息 1 周后,用 0. 5%
 

DNCB 溶液,每周 3 次,
连续给药 3 周进行激发,建立小鼠特应性皮炎

模型。
实验分为对照( Control)组、模型( AD)组、毛

兰素低剂量治疗(AD+EL)组、毛兰素高剂量治疗

(AD+EH)组、地塞米松阳性对照( AD+DXM)组。
对照组和模型组:腹腔注射等体积的生理盐水;
毛兰素低剂量治疗组:腹腔注射毛兰素 5

 

mg / kg;
毛兰 素 高 剂 量 治 疗 组: 腹 腔 注 射 毛 兰 素

15
 

mg / kg;地塞米松阳性对照组:腹腔注射地塞米

松 2. 5
 

mg / kg。 以上各组在激发阶段第 1 天 8:00
开始给药,给药 1

 

d,休息 1
 

d,共给药 10 次。
1. 3. 2　 样本收集

模型建立后第 2 天 8:00 进行实验,处死小

鼠,取小鼠背皮、耳朵。 用厚度测量仪测量小鼠

背部皮肤和耳朵的厚度,进行记录。
1. 3. 3　 苏木素-伊红(HE)染色和甲苯胺蓝染色

用 4%多聚甲醛固定小鼠背部皮肤和耳朵

4 周后,对组织进行脱水处理,用石蜡进行包埋,
且切成 3

 

μm 的组织切片。 将组织切片分别用

HE 和甲苯胺蓝试剂盒进行染色,用载玻片扫描

系统对图片进行处理分析。
1. 3. 4　 ELISA 检测

将小鼠皮肤组织研磨成匀浆,离心 10
 

min。
采用 ELISA 试剂盒检测 TSLP、IL-4、IL-13、TNF-α
的含量。
1. 3. 5　 细胞模型的建立及分组

用 DMEM 培养液培养 HaCaT 细胞,置于 CO2

培养箱培养。 培养至对数生长期后,进行实验分

组。 实验分为对照( Control)组、细胞模型( TNF-
α)组、毛兰素低剂量治疗(TNF-α+EL)组、毛兰素

高剂量治疗( TNF-α+EH)组。 对照组:用 DMEM
培养液培养 24

 

h; 细胞模型组: 用含 10
 

μg / L
 

TNF-α 的 DMEM 培养液培养 24
 

h;毛兰素低剂量

治疗组:在 TNF-α 诱导前 2
 

h 将毛兰素 1
 

nmol / L
加入细胞培养基中培养 24

 

h;毛兰素高剂量治疗

组:在 TNF-α 诱导前 2
 

h 将毛兰素 4
 

nmol / L 加入

细胞培养基中培养 24
 

h。
为了验证毛兰素是否通过 HMGB1 / RAGE-

RhoA / ROCK1 信号轴来缓解 AD,将实验分为对

照( Control) 组、r-HMGB1 组、TFA + r-HMGB1 组、
Y-27632+r-HMGB1 组。 对照组:用 DMEM 培养液

培养 24
 

h;r-HMGB1 组:加入重组的 HMGB1( r-
HMGB1)刺激后,用 DMEM 培养液培养 24

 

h;TFA
+r-HMGB1 组:用 RAGE 的抑制剂 TFA 处理 r-
HMGB1 诱导 HaCaT 细胞后,用 DMEM 培养液培

养 24
 

h;Y-27632 +r-HMGB1 组:用 RhoA / ROCK1
特异性的抑制剂 Y-27632 处理 r-HMGB1 诱导

HaCaT 细胞后,用 DMEM 培养液培养 24
 

h。
1. 3. 6　 活性氧 ( reactive

 

oxygen
 

species,
 

ROS)
检测

取对数生长期的 HaCaT 细胞进行消化,制备
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细胞悬液,按 3×104 / mL 的细胞浓度接种于 6 孔

板内,根据各实验分组加入相应的药物作用 24
 

h。
弃去培养液,使用 ROS

 

Assay 试剂盒进行 ROS 检

测,将 HaCaT 细胞与荧光探针在 37
 

℃ 孵育 30
 

min 后 PBS 清洗,离心重悬,采用流式细胞仪对各

实验分组的 HaCaT 细胞进行活性氧检测。
1. 3. 7 　 线粒体活性氧 ( mitochondrion

 

reactive
 

oxygen
 

species,
 

mtROS)检测

取对数生长期的 HaCaT 细胞进行消化,制备

细胞悬液,接种于 6 孔板内,根据各实验分组加入

相应的药物作用 24
 

h。 弃去培养液,PBS 清洗,使
用 MitoSOX

 

Red
 

mitochondrial
 

superoxide
 

indicator
试剂盒检测 mtROS。 将染料与细胞共同孵育 30

 

min 后 PBS 清洗,加入含 DAPI 的抗荧光猝灭封

闭液。 采用 Cytation
 

5 仪器对各实验分组的

HaCaT 细胞进行分析。

图 1　 不同组 AD 小鼠皮肤和耳朵的大体形态变化

Figure
 

1　 Gross
 

morphological
 

changes
 

of
 

skin
 

and
 

ears
 

in
 

different
 

groups
 

of
 

AD
 

mice

1. 3. 8　 TUNEL 检测

取对数生长期的 HaCaT 细胞进行消化,制备

细胞悬液,接种于 6 孔板内,根据各实验分组加入

相应的药物作用 24
 

h。 弃去培养液,PBS 清洗,使
用一步法 TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒进行荧光

检测。 细胞固定后通透 10
 

min,加入 TUNEL 溶液

孵育 30
 

min。 使用 Cytaion
 

5 仪器对各实验分组

的 HaCaT 细胞进行凋亡检测。
1. 3. 9　 Western

 

blot
将 HaCaT 细胞按各实验分组加入相应的药

物作用 24
 

h 后,收集到离心管中离心,去除上清

液,加入 RIPA 蛋白裂解液,静置 30
 

min,采用

BCA 法进行蛋白浓度的测定。 用 10%
 

SDS-PAGE
的分离胶进行电泳,转膜,奶粉封闭。 一抗 4

 

℃孵

育过夜,包括 HMGB1、RAGE、RhoA、ROCK1。 二

抗室温孵育 1
 

h。 用 ECL 进行显色处理,采用

Quantity
 

One
 

1. 0 软件检测,使用 Image
 

J
 

2. 0. 0 软

件分析蛋白表达水平。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 Prism
 

10. 0 软件进行统计学分析。 数据

以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,多组间均数比较采

用单因素方差分析,组间两两比较采用 LSD 检

验。 P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 毛兰素对 AD 小鼠背部皮肤及耳朵厚度的

影响

　 　 为了探究毛兰素对 AD 的治疗作用。 与对照

组相比,模型组小鼠的背部皮肤和耳朵厚度显著

增加,出现显著的 AD 样病变,如出血、水肿、表皮

脱落等(P<0. 05)。 与模型组相比,毛兰素治疗后

减轻了小鼠背侧皮肤和耳朵厚度及 AD 样病变

(P<0. 05),见图 1,表 1。 以上结果表明,毛兰素

治疗可以降低 AD 小鼠的皮肤厚度,有缓解 AD
的作用。
2. 2　 毛兰素对 AD 小鼠背部皮肤及耳朵的组织

病理学影响
 

　 　 采用 HE 染色和甲苯胺蓝染色法观察 AD 小

鼠背部皮肤及耳朵的组织病理学变化。 如图 2A
所示,毛兰素治疗后,AD 小鼠的背部皮肤和耳朵

的棘层厚度减少。 如图 2B 所示,肥大细胞浸润

减少,脱颗粒现象明显缓解。 以上结果说明,毛
兰素可以改善 AD 小鼠的皮肤棘层厚度,减缓 AD
小鼠中的肥大细胞脱颗粒情况。
2. 3　 毛兰素对 AD 小鼠炎症因子表达的影响

　 　 为研究毛兰素对小鼠血清 AD 相关炎症因子
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的影响,采用 ELISA 法检测细胞因子的表达情

况。 结果见表 2,与对照组相比,模型组小鼠的

TSLP、IL-4、 IL-13、 TNF-α 的含量显著上升 ( P <

0. 05)。 经毛兰素治疗后,AD 相关炎症因子显著

下降(P<0. 05)。 以上结果表明,毛兰素可通过下

调 AD 相关炎症因子的表达来改善炎症反应。

表 1　 各组小鼠背部皮肤及耳朵的厚度( 􀭰x±s,n= 8)
Table

 

1　 Thickness
 

of
 

back
 

skin
 

and
 

ears
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice
 

( 􀭰x±s,n= 8)
组别

Groups
背部皮肤厚度 / μm
Back

 

skin
 

thickness
耳朵厚度 / μm
Ear

 

thickness
对照组

Control
 

group 56. 00±0. 14 25. 00±0. 17

模型组
AD

 

group 129. 00±0. 26∗ 67. 00±0. 32∗

毛兰素低剂量治疗组
AD+EL

 

group 108. 00±0. 11∗∗# 51. 00±0. 36∗#

毛兰素高剂量治疗组
AD+EH

 

group 94. 00±0. 24∗∗# 46. 00±0. 27∗∗##

地塞米松阳性对照组
AD+DXM

 

group 79. 00±0. 06∗∗## 32. 00±0. 08∗∗##

注:与对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与模型组相比,#P<0. 05,##P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

AD
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.

注:A:HE 检测棘层厚度的变化;B:甲苯胺蓝染色观察肥大细胞的数量和脱颗粒情况。

图 2　 毛兰素对 AD 小鼠背部皮肤及耳朵的组织病理学影响

Note.
 

A,
 

HE
 

to
 

detect
 

changes
 

in
 

spinous
 

layer
 

thickness.
 

B,
 

Observe
 

the
 

number
 

and
 

degranulation
 

of
 

mast
 

cells
 

using
 

methylamine
 

blue
 

staining.

Figure
 

2　 Histopathological
 

effects
 

of
 

Erianin
 

on
 

the
 

back
 

skin
 

and
 

ears
 

of
 

AD
 

mice
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2. 4　 毛兰素抑制 TNF-α诱导的 HaCaT 细胞中

ROS 和 mtROS 的产生

　 　 为了探究毛兰素对由 TNF-α 诱导的 HaCaT

细胞中 ROS 和 mtROS 产生的影响,采用流式细

胞术检测 ROS,免疫荧光检测 mtROS。 结果如图

3A 所示,与 TNF-α 组相比,毛兰素可以显著抑制
表 2　 各组炎症因子相对表达量比较( 􀭰x±s,n= 8)

Table
 

2　 Comparison
 

of
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

different
 

groups( 􀭰x±s,n= 8)
组别

Groups TSLP / (ng / mg) IL-4 / (ng / mg) IL-13 / (ng / mg) TNF-α / (ng / mg)

对照组
Control

 

group 0. 64±0. 11 0. 97±0. 16 1. 02±0. 33 0. 67±0. 27

模型组
AD

 

group 8. 12±0. 63∗ 7. 52±0. 33∗ 4. 33±0. 42∗ 8. 28±0. 39∗

毛兰素低剂量治疗组
AD+EL

 

group 5. 65±0. 34∗## 6. 15±0. 27∗## 3. 17±0. 26∗# 7. 42±0. 51∗#

毛兰素高剂量治疗组
AD+EH

 

group 3. 71±0. 26∗∗## 4. 37±0. 31∗∗## 2. 66±0. 16∗## 5. 81±0. 28∗∗##

地塞米松阳性对照组
AD+DXM

 

group 2. 96±0. 22∗∗## 2. 18±0. 23∗∗## 1. 98±0. 21∗∗## 3. 43±0. 12∗∗##

注:与对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与模型组相比,#P<0. 05,##P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

AD
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.

注:A:流式细胞术检测各组活性氧含量及量化分析;B:免疫荧光检测线粒体活性氧。 与对照组相比,∗∗ P<0. 01;与细胞模型组相

比,##P<0. 01。

图 3　 毛兰素对 TNF-α 诱导的 HaCaT 细胞中 ROS 和 mtROS 产生的影响

Note.
 

A,
 

Flow
 

cytometry
 

detection
 

and
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

ROS
 

content.
 

B,
 

Immunofluorescence
 

detection
 

of
 

mitochondrial
 

reactive
 

oxygen
 

species.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

TNF-α
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

Erianin
 

on
 

ROS
 

and
 

mtROS
 

production
 

in
 

TNF-α-induced
 

HaCaT
 

cells
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ROS 的产生(P< 0. 01)。 免疫荧光结果如图 3B
显示,毛兰素治疗后 mtROS 的产生显著减少(P<
0. 01)。 以上结果表明,毛兰素可以减少 ROS 和

mtROS 的积累,保护线粒体功能。
2. 5　 Erianin 抑制由 TNF-α诱导的 HaCaT 细胞

凋亡

　 　 为了探究毛兰素是否能减轻 HaCaT 细胞因

TNF-α 诱导的细胞凋亡,采用 TUNEL 法发现毛兰

素对细胞凋亡有显著的抑制作用。 图 4 结果表

明,毛兰素能抑制由 TNF-α 诱导的 HaCaT 细胞

凋亡。

图 4　 TUNEL 法检测 Hacat 细胞凋亡情况

Figure
 

4　 TUNEL
 

for
 

detecting
 

apoptosis
 

of
 

Hacat
 

cells

注:与对照组相比,∗∗P<0. 01;与模型组相比,##P<0. 01;

图 5　 Western
 

blot
 

检测体内实验中不同分组 HMGB1、RAGE、RhoA、ROCK1 的表达情况(n= 3)
Note.

  

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

AD
 

group,##P<0. 01.

Figure
 

5　 Western
 

blot
 

detection
 

of
 

HMGB1,
 

RAGE,
 

RhoA,
 

and
 

ROCK1
 

expression
 

in
 

different
 

groups
 

during
 

in
 

vivo(n= 3)

2. 6 　 毛兰素对 HMGB1 / RAGE-RhoA / ROCK1
信号轴调的影响

为了探究毛兰素在 AD 中 HMGB1 / RAGE-

RhoA / ROCK1 信 号 通 路 的 治 疗 作 用, 采 用

Western
 

blot 的方法检测相关蛋白的表达。 在体

内实验中,与 AD 组相比,毛兰素治疗后 HMGB1、
RAGE、RhoA、ROCK1 蛋白表达量均发生了下降

(P<0. 01,图 5)。 体外实验发现,与 TNF-α 组相

比,毛兰素治疗后 HMGB1、RAGE、RhoA、ROCK1
蛋白表达量下降(P<0. 01,图 6A)。 为了验证毛

兰素是否通过 HMGB1 / RAGE-RhoA / ROCK1 信号

轴来缓解 AD,本研究选用 RAGE 的抑制剂 TFA
刺激 HaCaT 细 胞 后, 加 入 重 组 的 HMGB1
(r-HMGB1) 刺 激, 发 现 TFA + r-HMGB1 组 的

HMGB1 蛋白表达量,与对照组相比明显增高(P<
0. 01), 与 r-HMGB1 组相比没有明显改变, 而

RAGE、RhoA 及 RCOK1 的表达量,与 r-HMGB1
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组相比明显降低(P< 0. 01);Y-27632 + r-HMGB1
组的 HMGB1、RAGE 的表达量,与 r-HMGB1 组相

比没有明显改变,而 RhoA 及 RCOK1 的表达量,

与 r-HMGB1 组相比明显降低(P< 0. 01,图 6B)。
以上结果表明,毛兰素通过调节 HMGB1 / RAGE-
RhoA / ROCK1 信号轴来缓解 AD。

注:A:毛兰素对 HaCaT 细胞相关蛋白表达的 Western
 

blot 分析。 与对照组相比,∗∗P<0. 01;与细胞模型组相比,##P<

0. 01;B:Western
 

blot 检测在使用抑制剂条件下 HaCaT 细胞中相关蛋白的表达。 与对照组相比,∗∗ P< 0. 01;与 r-

HMGB1 组相比,##P<0. 01。

图 6　 Western
 

blot
 

检测体外实验中不同分组 HMGB1、RAGE、RhoA、ROCK1 的表达情况(n= 3)
Note.

 

A,
 

Western
 

blot
 

assay
 

for
 

protein
 

expression
 

in
 

HaCaT
 

cell.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗∗ P< 0. 01.
 

Compared
 

with
 

TNF-α
 

group,## P < 0. 01.
 

B,
 

Western
 

blot
 

assay
 

the
 

expression
 

of
 

related
 

proteins
 

in
 

HaCaT
 

cells
 

under
 

inhibitor
 

conditions.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

r-HMGB1
 

group,##P<0. 01.

Figure
 

6　 Western
 

blot
 

detection
 

of
 

HMGB1,
 

RAGE,
 

RhoA,
 

and
 

ROCK1
 

expression
 

in
 

different
 

groups
 

during
 

in
 

vitro(n= 3)
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3　 讨论

　 　 AD 是一种常见的炎症性皮肤病。 AD 的发

生主要与皮肤屏障受损和免疫功能紊乱有关[12] 。
Th2 细胞介导的炎症反应在 AD 急性期和慢性期

损伤中均有作用,而 Th1 细胞介导的炎症反应则

在 AD 的慢性损伤中扮演着重要的角色[13] 。 AD
急性发作期,胸腺基质淋巴细胞生成素( thymic

 

stromal
 

lymphopoietin,TSLP)可作用树突状细胞最

终导致 Th0 细胞向 Th2 细胞分化,进而促进 Th2
细胞的增殖并分泌 Th2 型细胞因子白细胞介素

(interleukin,IL) - 4、IL-5、IL-6、IL-9、IL-13 等,导
致浆细胞过量释放免疫球蛋白 E( immunoglobulin

 

E,IgE),嗜酸性粒细胞数增加[14] ;在 AD 慢性期,
则以产生干扰素 γ( interferon

 

γ,IFN-γ)、TNF、IL-
2、IL-12、IL-18 等细胞因子为主介导免疫反应[15] ,
引起机体炎症的发生。 在本文的研究中发现毛

兰素可以抑制 DNCB 诱导的 AD 模型小鼠皮肤增

厚,减少皮肤炎症细胞的浸润,阻止肥大细胞脱

颗粒,降低炎症因子 TSLP、IL-4、IL-13 的表达,具
有明显抗 AD 炎症作用。 近年来研究表明过量的

ROS 介导的氧化应激与 AD 的发生有关[16] 。 氧

化应激引发细胞内活性氧的过度累积和线粒体

功能障碍,导致细胞凋亡,加剧 AD 病理进程[17] 。
本研究结果表明,毛兰素可以抑制 TNF-α 诱导的

HaCaT 细胞 ROS 和 mtROS 产生,抑制细胞凋亡,
进一步显示毛兰素具有抗 AD 生物活性。

HMGB1 是一种高度保守的核蛋白, 作为

HMGB 家族的重要成员之一,广泛分布于哺乳动

物细胞[18] 。 HMGB1 核蛋白被认为是染色质结构

的重要结合因子,其在核小体结构的维护及基因

转录过程中发挥着关键作用,不仅有助于维持染

色质的稳定性,还参与了细胞 DNA 的重组等多种

生物学功能。 同时,细胞外的 HMGB1 蛋白在调

控细胞分化、细胞迁移与转移、细胞凋亡以及炎

症反应等生物过程中也扮演着重要角色。 研究

揭示,细胞外 HMGB1 能够作为损伤相关分子模

式( damage
 

associated
 

molecular
 

patterns, DAMP )
激活先天免疫系统,与 RAGE 受体结合激活细胞

内信号通路,促进炎症反应的进程。 近年来研究

表明,HMGB1 与 RAGE 结合会激活 NF-κB,毛兰

素 通 过 调 控 细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶 1 / 2

(extracellular
 

signal-regulated
 

kinases
 

1 / 2, ERK1 /
2)-NF-κB 信号通路抑制小胶质细胞引起的炎

症[19] 。 同时,HMGB1 与配体 RAGE 结合能介导

RhoA / ROCK1 信号通路激活,参与氧化应激、细
胞凋亡和炎症的发生和发展等重要生理病理过

程[20-21] 。 本研究显示,毛兰素能够降低 AD 小鼠

HMGB1 和 RAGE 表达,抑制 RhoA / ROCK1 通路

激活并参与 AD 炎症的发生。 体外利用 r-HMGB1
刺激 HaCaT 细胞,抑制 RAGE 后 RhoA、ROCK1 表

达量会下降。 而抑制 RhoA / ROCK1 后,RAGE 蛋

白表达量没有发生显著改变,结果显示 HMGB1 /
RAGE 激活 RhoA / ROCK1 信号通路参与 AD 病理

过程,毛兰素通过调控该通路发挥抗 AD 炎症

作用。
综上所述,毛兰素有明显抗 AD 炎症作用,其

作用机制可能是通过调控 HMGB1 / RAGE-RhoA /
ROCK1 通路缓解 AD 炎症反应。
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基于 ROS 介导 NLRP3 炎症小体活化探讨凉血退紫方
治疗过敏性紫癜大鼠作用机制研究

宋金婉1,2,任献青1,2∗,邢琼琼1,2,李一凡1,2,杨满翔1,2

(1.河南中医药大学第一附属医院儿科医院,郑州　 450000;2.河南中医药大学儿科医学院,郑州　 450046)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究凉血退紫方( Liangxue
 

Tuizi
 

Formula,
 

LXTZF)对过敏性紫癜大鼠活性氧( reactive
 

oxygen
 

species,
 

ROS)介导的核苷酸结构寡聚化域(nucleotide-binding
 

oligomerization
 

domain,
 

NOD)样受体热蛋

白结构域相关蛋白 3(nod-like
 

receptor
 

protein
 

3,NLRP3)炎症小体活化的影响,探讨其治疗过敏性紫癜的可能

作用机制。 方法 　 将 24 只大鼠随机分为 4 组: 空白组、 模型组、 LXTZF 组、 复方甘草酸苷 ( compound
 

glycyrrhizin,
 

CG)组,除空白组外,其余各组采用热性药物联合卵白蛋白(ovalbumin,
 

OVA)建立过敏性紫癜大

鼠模型。 造模成功后,LXTZF 组予 LXTZF 溶液 7. 47
 

g / kg 灌胃,CG 组予 CG 溶液 13. 5
 

mg / kg 灌胃,空白组和

模型组给予生理盐水灌胃,每天 1 次,连续 4 周。 末次灌胃 8
 

h 后取材,苏木素-伊红(HE)染色法观察各组大

鼠皮肤组织形态学变化;酶联免疫吸附法( enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,
 

ELISA)检测血清中白介素-18
(interleukin-18,

 

IL-18)、白介素-1β(interleukin-1β,
 

IL-1β)水平;免疫荧光检测大鼠皮肤组织中 ROS 水平变

化;逆转录聚合酶链式反应(reverse
 

transcription
 

polymerase
 

chain
 

reaction,
 

RT-PCR)法、免疫组化法及蛋白免

疫印迹法( Western
 

blot) 检测大鼠皮肤组织中凋亡相关点样蛋白( apoptosis-associated
 

speckle-like
 

protein,
 

ASC)、NLRP3、 半胱氨酸蛋白酶 - 1 ( cysteinyl
 

aspartate-specific
 

protease-1,
 

Caspase-1) 基因信使核糖核酸

(messenger
 

RNA,
 

mRNA)及蛋白表达。 结果　 与空白组相比,模型组大鼠皮肤组织病理可见明显炎症细胞浸

润;血清中 IL-18、IL-1β 含量均明显升高(P< 0. 05),皮肤组织中 ROS 水平显著升高(P< 0. 05),皮肤组织中

ASC、NLRP3、Caspase-1
 

mRNA 及蛋白表达水平显著升高(P<0. 05)。 与模型组相比,LXTZF 组和 CG 组大鼠皮

肤组织病理可见炎症细胞浸润减轻;血清中 IL-18、IL-1β 水平显著降低(P<0. 05);皮肤组织中 ROS 水平显著

降低(P<0. 05),皮肤组织中 ASC、NLRP3、Caspase-1
 

mRNA 及蛋白表达水平显著降低(P<0. 05)。 结论　 凉血

退紫方治疗过敏性紫癜发挥作用的机制可能与抑制 ROS 介导的 NLRP3 炎症小体活化相关。
【关键词】 　 过敏性紫癜;凉血退紫方;ROS;NLRP3 炎症小体
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

Liangxue
 

Tuizi
 

Formula
 

(LXTZF)
 

on
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)-mediated
 

NOD-like
 

receptor
 

thermal
 

protein
 

domain
 

associated
 

protein
 

3
 

(NLRP3)
 

inflammasome
 

activation
 

in
 

Henoch-Schönlein
 

purpura
 

(HSP)
 

rats,
 

and
 

to
 

explore
 

its
 

possible
 

mechanism
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

HSP.
 

Methods
 

Twenty-four
 

rats
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

four
 

groups:
 

control,
 

model,
 

LXTZF,
 

and
 

compound
 

glycyrrhizin
 

(CG)
 

groups.
 

Except
 

for
 

the
 

control
 

group,
 

a
 

model
 

of
 

HSP
 

was
 

established
 

in
 

the
 

other
 

groups
 

by
 

heat
 

drugs
 

combined
 

with
 

egg
 

albumin.
 

After
 

successful
 

modeling,
 

rats
 

in
 

the
 

LXTZF
 

group
 

were
 

given
 

LXTZF
 

solution
 

7. 47
 

g / kg,
 

rats
 

in
 

the
 

CG
 

group
 

were
 

given
 

CG
 

solution
 

13. 5
 

mg / kg
 

by
 

gavage,
 

and
 

rats
 

in
 

the
 

control
 

and
 

model
 

groups
 

were
 

given
 

normal
 

saline
 

solution
 

by
 

gavage
 

once
 

a
 

day
 

for
 

4
 

weeks.
 

Samples
 

were
 

collected
 

8
 

hours
 

after
 

the
 

last
 

gavage.
 

Skin
 

histopathology
 

changes
 

were
 

observed
 

by
 

hematoxylin
 

and
 

eosin
 

(HE)
 

staining.
 

Serum
 

interleukin
 

(IL)-18
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay ( ELISA).
 

Changes
 

in
 

ROS
 

levels
 

in
 

the
 

skin
 

were
 

detected
 

by
 

immunofluorescence.
 

Apoptosis-associated
 

speckle-like
 

protein
 

( ASC),
 

NLRP3,
 

cysteinyl
 

aspartate-
specific

 

protease-1
 

( Caspase-1 )
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

rat
 

skin
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-PCR)
 

and
 

immunohistochemistry
 

and
 

Western
 

blot,
 

respectively.
 

Results
 

The
 

skin
 

pathology
 

in
 

the
 

model
 

group
 

showed
 

obvious
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group.
 

Serum
 

IL-18
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 05),
 

skin
 

ROS
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 05),
 

and
 

skin
 

ASC,
 

NLRP3,
 

Caspase-1
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P
<0. 05).

 

Inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

in
 

the
 

skin
 

tissues
 

of
 

rats
 

was
 

alleviated
 

in
 

the
 

LXTZF
 

and
 

CG
 

groups
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

while
 

serum
 

levels
 

of
 

IL-18
 

and
 

IL-1β
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 05).
 

ROS
 

levels
 

in
 

the
 

skin
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 05),
 

and
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

ASC,
 

NLRP3,
 

and
 

Caspase-1
 

in
 

the
 

skin
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 05).
 

Conclusions　 The
 

mechanism
 

of
 

LXTZF
 

in
 

HSP
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

ROS-mediated
 

NLRP3
 

inflammasome
 

activation.
【Keywords】　 Henoch-Schönlein

 

purpura;
 

Liangxue
 

Tuizi
 

Formula;
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NLRP3
 

inflammasome
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　 　 过 敏 性 紫 癜 ( Henoch-Schönlein
 

purpura,
 

HSP),临床定义为免疫球蛋白 A 相关性血管炎

(immunoglobulin
 

A-associated
 

vasculitis,
 

IgAV),是
儿童期高发的急性小血管炎症性疾病,其典型临

床特征包括皮肤紫癜、关节肿痛、消化道症状(腹

痛)及肾受累(肾炎),病理表现为白细胞碎裂性

血管炎[1] 。 HSP 的发病率为 8 ~ 22 例每 10 万儿
童,呈逐年上升趋势[2] 。 本病在中医学中归属于

“紫癜”“血证”“肌衄”“紫斑”等范畴。 HSP 病程

较长,易反复发作,病邪可由表入里损伤肾[3] 。
西医治疗除了对症治疗外,常首选激素及免疫抑

制剂,可以缓解临床症状,但不能降低复发率及

肾损伤率[4] 。 中医药在提高 HSP 缓解率、降低复

发率、预防肾损伤、副作用少等方面具有明显的

优势[2] 。 任献青教授在传承国医大师丁樱教授

经验的基础上,创制了治疗 HSP 血热妄行证的基

础方—凉血退紫方[5] 。 该方具清热凉血、活血消

斑功效,经临床长期实践证实该方疗效确切,能
够明显降低 HSP 复发率。

HSP 是一种全身血管炎症性疾病[6] ,研究提

示 NLRP3 炎症小体激活存在于肾型 HSP 大鼠模

型中[7] 。 NLRP3 炎症小体普遍存在于免疫细胞

中,由 NOD 样受体家族中 NLRP3、接头蛋白 ASC
和效应蛋白 Caspase-1 前体组成的一类多聚蛋白
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复合物,ROS 能够激活 NLRP3 炎症小体,促进炎

性细胞因子 IL-18、IL-1β 的分泌,从而介导炎症反

应[8] 。 前期课题组研究发现凉血退紫合剂能减

少 HSP 模型大鼠血清中炎症因子如白介素 6
(interleukin-6,

 

IL-6)、 肿瘤坏死因子 α ( tumor
 

necrosis
 

factor-α,
 

TNF-α) 等表达,另外通过网络

药理学技术预测该方可能通过调节 NOD 样受体

信号通路发挥治疗 HSP 的作用[9] 。 因此本研究

通过建立 HSP 大鼠模型, 拟从 ROS 介导 的

NLRP3 炎症小体活化探究凉血退紫方治疗 HSP
的作用机制,为其临床应用提供依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 选 用 SPF 级 雄 性 Wistar 大 鼠 ( Rattus
 

norvegicus)24 只,周龄 3 ~ 5 周,体质量 75 ~ 95
 

g,
由浙江维通利华实验动物技术有限公司桐乡分

公司提供[ SCXK(浙) 2021-0006]。 动物实验在

河南中医药大学屏障环境动物实验中心进行标

准化饲养管理[ SYXK(豫) 2021- 0015]。 环境参

数: 温 度 ( 26 ± 1 )℃ 、 相 对 湿 度 ( 65 ± 5 )%、
12

 

h / 12
 

h 明暗周期循环,全程自由摄食饮水并定

期更换垫料。 本研究严格遵循实验动物伦理要

求,实验方案经河南中医药大学实验动物福利伦

理审查委员会审核批准( IACUC-202311029)。 本

实验全过程遵守动物实验 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 荜茇饮片(安徽普仁中药饮片有限公司,批
号:2210271);干姜饮片(云南民顺堂中药饮片有

限公司,批号:220401);胡椒饮片(安徽普仁中药

饮片有限公司,批号:2210251);复方甘草酸苷片

(乐普药业股份有限公司,批号:211001B1);凉血

退紫方(颗粒剂):生地 10
 

g、丹皮 10
 

g、紫草 10
 

g、
白芍 10

 

g、络石藤 12
 

g、忍冬藤 15
 

g、川芎 10
 

g、炙
甘草 6

 

g(四川新绿色药业科技发展有限公司)。
卵白蛋白、完全弗氏佐剂(美国 Sigma 公司,货号:
A5503-10 g、F5881-10 mL);TRIzolTM

 

Reagent(美国

Invitrogen 公司,货号:15596-026);逆转录试剂盒

(莫纳生物,货号:MR05001);IL-18、IL-1β
 

ELISA
试剂盒(武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司,
货 号: E-EL-R0567c、 E-EL-R0012c ); ASC 抗 体

( Immunoway, 货 号: YT0365 ); Caspase-1 抗 体

( proteintech, 货 号: 22915-1-AP ); NLRP3 抗 体

(Affinity,货号:DF7438);HRP 标记的山羊抗兔

IgG(Servicebio,货号:GB23303);高效 RIPA 裂解

液(北京索莱宝,货号:R0010);BCA 蛋白浓度测

定试剂盒 ( 北京索莱宝, 货号: PC0020 ); SDS-
PAGE 凝 胶 制 备 试 剂 盒 ( 上 海 雅 酶, 货 号:
PG112);彩虹 245plus 广谱蛋白 Marker(北京索莱

宝,货号:PR1930);ECL
 

Plus 超敏发光液(北京索

莱宝,货号:PE0010)。
电热恒温培养箱( CIMO,GNP-9080BS-Ⅲ);

核酸蛋白浓度微量测定仪 ( Thermo, Nanodrop
 

2000);荧光定量 PCR 仪( TIANLONG,TL-988);
高速低温组织研磨仪( Servicebio,KZ-Ⅲ-FP);高
速 离 心 机 ( DLAB, D3024 ); 全 波 长 酶 标 仪

(Thermo,Multiskan
 

GO);组化笔(武汉赛维尔生

物科技有限公司,G6100);显微镜(尼康仪器有限

公司,E100);正置荧光显微镜(日本尼康,NIKON
 

ECLIPSE
 

C1);扫描仪 ( 3DHISTECH, Pannoramic
 

MIDI);电泳转印仪(Bio-Rad,Mini
 

Trans-Blot);化
学发光成像系统(武汉莫纳,QuickChemi

 

5200)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 模型建立及分组给药

24 只 Wistar 大鼠按随机数字表法分为空白

组、模型组、LXTZF 组、CG 组,参考李彦红等[10] 造

模方法复制过敏性紫癜大鼠模型。 预处理阶段:
适应性饲养 7

 

d 后,除空白组外,其余各组经胃灌

注含胡椒、荜茇、干姜(质量比 1 ∶ 1 ∶ 1)的水煎剂

(0. 15
 

g / mL),剂量为 1
 

mL / 100
 

g 体质量,每天

1 次×3 周。 免疫诱导:继以卵白蛋白-完全弗氏

佐剂乳化液(每只 0. 5
 

mL),每周 1 次×3 周。 强

化激发:第 7 周尾静脉注射 10
 

g / L 的卵白蛋白(1
次,每只 0. 5

 

mL),同时背部皮肤脱毛区域 5 点皮

内 / 皮下注射 0. 3%卵白蛋白生理盐水溶液 2
 

mL
(每点 0. 4

 

mL),每 3
 

d
 

1 次,共进行 5 次,空白组

同步给予等体积生理盐水。 药物干预:模型验证

成功后,按体表面积法换算临床等效剂量给药,
LXTZF 组:凉血退紫方 7. 47

 

g / kg、CG 组:复方甘

草酸苷 13. 5
 

mg / kg,空白组及模型组:等体积生

理盐水灌胃,每天 1 次,共进行 4 周。 样本采集:
末次给药后禁食 12

 

h(自由饮水),2%戊巴比妥

钠腹腔麻醉,腹主动脉采血分离血清,处死后背

部皮肤组织冻存待检。
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1. 3. 2　 ELISA 法检测大鼠血清中 IL-18 及 IL-1β
表达

 

取大鼠血清,解冻,根据试剂盒说明书步骤

进行测定。
1. 3. 3　 ROS 染色检测大鼠皮肤组织中 ROS 的

表达

用最 佳 切 割 温 度 复 合 物 ( optimal
 

cutting
 

temperature
 

compound,
 

OCT) 将组织包埋后冰冻

切片机切片,画圈,淬灭组织自发荧光后 ROS 染

液染色, 4’, 6 - 二脒基 - 2 - 苯基吲哚 ( 4 ’, 6-
diamidino-2-phenylindole,

 

DAPI)复染细胞核后用

抗荧光淬灭封片剂封片,采集图像。 用 Image
 

Pro
 

Plus
 

6. 0 软件测定免疫荧光强度值,以免疫荧光

强度值来表述 ROS 的表达量。
1. 3. 4　 RT-PCR 法检测大鼠皮肤组织中 ASC、
NLRP3、Caspase-1

 

mRNA 表达

取 90
 

mg 大鼠皮肤组织研磨,按照试剂盒说

明书提取皮肤组织总 RNA,检测其纯度及浓度后

将 RNA 逆转录合成 cDNA,选择 ASC、 NLRP3、
Caspase-1 对应的引物,以 β-actin 为内参,扩增条

件:95
 

℃
 

3
 

min 预变性;95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,40
个循环。 数据采用 RQ = 2-ΔΔCt 法计算相对表达

量。 具体引物序列如表 1。

表 1　 引物序列
Table

 

1　 Primers
 

sequence
基因
Gene

引物序列(5’-3’)
Primer

 

sequence(5’-3’)
基因 ID
Gene

 

ID
扩增子长度 / bp
Amplicon

 

length

ASC F:CTGCAGATGGACCCCATAGAC
R:GTGAGCTCCAAGCCATACCC

282
 

817 74

NLRP3 F:CTCACCTCACACTCCTGCTG
R:AGAACCTCACAGAGCGTCAC

287
 

362 122

Caspase-1 F:GACCGAGTGGTTCCCTCAAG
R:GACGTGTACGAGTGGGTGTT

25
 

166 108

β-actin F:ACCCGCGAGTACAACCTTCTT
R:TCGTCATCCATGGCGAACTGG

81
 

822 74

1. 3. 5　 免疫组化法检测大鼠皮肤组织中 ASC、
NLRP3、Caspase-1 蛋白表达

 

取各组大鼠皮肤组织石蜡,脱蜡及水化后柠

檬酸高压热修复抗原;3%
 

H2O2 孵育阻断内源性

过氧化物酶,常规洗涤吸干后,加入兔血清封闭

30
 

min;甩干封闭液后滴加 ASC、NLRP3、Caspase-
1 抗体(稀释比例均为 1 ∶ 200),4

 

℃孵育过夜;常
规洗涤后滴加二抗(稀释比例为 1 ∶ 200)室温孵

育 50
 

min;常规洗涤吸干后滴加 3,3’ -二氨基联

苯胺(3,3’-diaminobenzidine,
 

DAB)工作液显色,
阳性为棕黄色,终止显色后复染细胞核,脱水封

片。 置于白光显微镜下进行结果判读。
1. 3. 6　 蛋白免疫印迹法测大鼠皮肤组织中 ASC、
NLRP3、Caspase-1 蛋白表达

组织裂解后 BCA 法测蛋白浓度;制胶后每孔

上样蛋白样品 30
 

μg;200
 

V 电泳 30
 

min;电泳后

300
 

mA 电转 30
 

min;转膜后无蛋白快速封闭液室

温振摇封闭 10
 

min;一抗 4
 

℃ 孵育过夜( GAPDH
抗体浓度为 1 ∶ 10

 

000, 指标抗体浓度为 1 ∶
1000);次日洗膜后二抗室温震摇孵育 30

 

min(二

抗浓度均为 1 ∶ 10
 

000)洗膜后发光液浸泡曝光照

相。 使用 Image
 

Pro
 

Plus
 

6. 0 软件进行灰度值比

值分析。
1. 4　 统计学方法

 

　 　 本研究采用 SPSS
 

Statistics
 

26. 0 软件进行数

据处理。 计量数据资料以平均数±标准差( 􀭰x±s)
描述,多组间差异的比较采用单因素方差分析

(One-way
 

ANOVA),若方差齐性满足时采用 LSD
法进行事后比较,方差不齐时采用 Kruskal-Wallis
非参数检验。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠皮肤病理改变
 

　 　 病理结果显示,与空白组相比,模型组大鼠

皮肤皮层呈小血管周围中性粒细胞破碎性炎症

表现,符合临床皮肤型 HSP 表现,提示 HSP 造模

成功。 与模型组相比,LXTZF 组及 CG 组大鼠皮

肤病理显示真皮层小血管周围中性粒细胞明显

减少。 见图 1。
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2. 2　 各组大鼠血清中 IL-18、IL-1β表达量

模型组炎症因子水平:模型组大鼠血清 IL-18
及 IL-1β 表达量较空白组显著上调(P<0. 05);药
物干预效应:LXTZF 组与 CG 组干预后,上述指标

均较模型组呈现统计学意义的下调(P< 0. 05)。
见表 2。

2. 3　 各组大鼠皮肤组织中 ROS 表达水平

如图 2 所示,模型组 ROS 的水平变化:模型

组大鼠皮肤组织 ROS 的表达水平较空白组均呈

显著性上调(P < 0. 05)。 药物干预效应:LXTZF
组与 CG 组干预后,两组 ROS 的表达水平均显著

下调(P<0. 05)。

图 1　 各组大鼠皮肤病理图(HE)
Figure

 

1　 Skin
 

pathology
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

(HE)

表 2　 各组大鼠血清中 IL-18、IL-1β 表达量( 􀭰x±s,n= 6,pg / mL)
Table

 

2　 Expression
 

levels
 

of
 

IL-18
 

and
 

IL-1β
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

each
 

group
 

of
 

rats( 􀭰x±s,n= 6,pg / mL)
分组 Groups IL-18 IL-1β

空白组
 

Control
 

group 122. 48±10. 29 22. 59±6. 56

模型组
Model

 

group 142. 51±12. 45∗ 61. 66±14. 21∗

LXTZF 组
LXTZF

 

group 127. 75±14. 63# 26. 54±7. 05#

CG 组
CG

 

group 123. 79±6. 81# 25. 11±7. 27#

注:与空白组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,∗P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,#P<0. 05.

注:与空白组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 2　 各组大鼠皮肤组织 ROS 表达水平比较( 􀭰x±s,n= 5)
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,∗P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,#P<0. 05.

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

ROS
 

expression
 

levels
 

in
 

skin
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group( 􀭰x±s,n= 5)
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2. 4 　 各组大鼠 皮 肤 组 织 中 ASC、 NLRP3、
Caspase-1

 

mRNA 表达水平
 

　 　 模型组基因转录水平:模型组大鼠皮肤组织

中 ASC、NLRP3 及 Caspase-1
 

mRNA 相对表达量

较空白组显著上调(P< 0. 05)。 药物干预效果:
LXTZF 组 与 CG 组 干 预 后, 炎 症 小 体 ASC、
NLRP3、Caspase-1

 

mRNA 丰度较模型组均显著下

调(P<0. 05)。 见图 3。
2. 5　 免疫组化检测皮肤组织中 ASC、NLRP3、
Caspase-1蛋白表达水平

　 　 模型组蛋白表达特征:模型组大鼠皮肤组织

中炎症小体 ASC、NLRP3、Caspase-1 蛋白表达较

空白组升高。 药物干预效应:LXTZF 组与 CG 组

干预后,上述蛋白在皮肤组织中的表达丰度较模

型组均降低。 见图 4。
2. 6 　 Western

 

blot 检测皮肤组织中 ASC、
NLRP3、Caspase-1蛋白表达水平

　 　 模型组蛋白表达特征:模型组大鼠的皮肤

组织中炎症小体 ASC、NLRP3、Caspase-1 蛋白表

达水平较空白组均呈现显著性上调(P< 0. 05) 。
药物干预效应:LXTZF 组与 CG 组干预后,ASC、
NLRP3、Caspase-1 蛋白在皮肤组织中的表达丰

度较模型组均呈现显著性下调(P< 0. 05) 。 见

图 5。

注:与空白组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 3　 各组大鼠皮肤 ASC、NLRP3、Caspase-1
 

mRNA 表达水平( 􀭰x±s,n= 3)
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,∗P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,#P<0. 05.

Figure
 

3　 Expression
 

levels
 

of
 

ASC,
 

NLRP3
 

and
 

Caspase-1
 

mRNA
 

in
 

the
 

skin
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group( 􀭰x±s,n= 3)

图 4　 各组大鼠皮肤组织中 ASC、NLRP3、Caspase-1 蛋白表达

Figure
 

4　 Expression
 

of
 

ASC,
 

NLRP3,
 

Caspase-1
 

protein
 

in
 

skin
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
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注:与空白组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 5　 各组大鼠皮肤组织中 ASC、NLRP3、Caspase-1 蛋白表达水平( 􀭰x±s,n= 3)
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,∗P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,#P<0. 05.

Figure
 

5　 Expression
 

levels
 

of
 

ASC,
 

NLRP3
 

and
 

Caspase-1
 

in
 

skin
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group( 􀭰x±s,n= 3)

3　 讨论
 

　 　 HSP 是临床上最常见的儿童血管炎[11] ,通常

以可触及紫癜(100%)、关节炎或关节痛(66% ~
74%)、胃肠道受累(51% ~ 56%)和肾受累(30% ~
54%)为主要症状表现[12] 。 西医治疗以休息调

养、抗感染、抗过敏、激素干预、免疫调节及对症

支持等为主[13] 。 激素及免疫调节剂长期应用会

增加感染风险、影响代谢等。 中医药治疗 HSP 具

有明显优势,如能够明显减少复发率、减轻肾损

伤等,并且尚未发现有明显的副作用。 因此,越
来越多的学者聚焦中医药治疗 HSP 的临床与基

础研究[14] 。 国医大师丁樱教授认为伏热之邪是

儿童 HSP 的发病基础,HSP 病机主要包括热、虚、
瘀,疾病早期尤以热、瘀为重[3] 。 任献青教授基

于此理论创制了凉血退紫方,方中生地黄和牡丹

皮清热凉血,活血化瘀共为君药,紫草、络石藤、

忍冬藤清热凉血,活血通络共为臣药,白芍、川芎

为佐药,炙甘草调和诸药为使药,诸药共奏清热

凉血,活血消斑的功效,临床应用多年,效果显著。
HSP 是免疫复合物介导的系统性小血管炎,

发病机制与炎症反应、氧化应激反应有关[15] 。
NLRP3 炎症小体,由 NLRP3、ASC 和 pro-Caspase-
1 组成,其激活是炎症反应的发生和发展的重要

环节[16-17] 。 激活的 NLRP3 炎症小体促使 pro-
Caspase-1 自剪切和活化,进而剪切 pro-IL-1β 和

pro-IL-18,生成成熟的 IL-1β 和 IL-18[18] 。 这些细

胞因子能促进炎症反应。 ROS 是生物体内一类

重要的氧分子[19] 。 在病理条件下,ROS 的产生和

清除失衡会导致氧化应激,进而损伤细胞和组

织[20] 。 此外,过高的 ROS 水平会导致持续性炎

症[21] 。 研 究 表 明, ROS 可 直 接 或 间 接 参 与

NLRP3 的激活过程[17-18,22] ,因此,调节 ROS 的产

生和清除,可能为治疗 NLRP3 相关疾病提供新的
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治疗策略[22-25] 。 多项研究表明,中医药可能通过
抑制 ROS / NLRP3 相关通路改善心血管系统疾

病、关节炎症、糖尿病等多种炎症性疾病的病理

状态[26-32] 。 此外,有研究指出,NLRP3 炎症小体
在调控 HSP 血管炎症反应中发挥重要作用,可能
是中医药治疗 HSP 的潜在靶点[33] 。

本研究以 HSP 大鼠为研究对象,结果显示,
与空白组相比,HSP 大鼠皮肤病理炎症反应明

显;血清中细胞因子 IL-18、IL-1β 水平显著升高;
皮肤组织中 ROS 表达水平、 NLRP3、 Caspase-1、
ASC 基因及蛋白表达水平均显著增加,提示 HSP
大鼠体内存在 ROS 介导的 NLRP3 炎症小体激

活。 既往研究表明, 生地黄可以降低 ROS 及

NLRP3 炎症小体活化相关基因和蛋白表达水

平[34] 。 紫草的提取物紫草素可以降低 ROS、IL-
1β、NLRP3 水平[35] 。 白芍提取物可以降低炎症
细胞中 ROS 水平及 NLRP3、Caspase-1、IL-1β、IL-
18 表达[36-37] 。 川芎也可以降低 ROS 水平[38] 。
药理学研究发现, 复方甘草酸苷具有抗炎作

用[39] ,临床上用于治疗 HSP [40] 。 本研究结果显
示,经凉血退紫方及复方甘草酸苷干预后,与模

型组相比,LXTZF 组及 CG 组大鼠皮肤病理炎症

反应明显减轻;血清中细胞因子 IL-18、IL-1β 水平

显著降低;皮肤组织中 ROS 表达水平、NLRP3、
Caspase-1、ASC 基因及蛋白表达均水平显著降

低。 以上结果提示凉血退紫方可减轻 HSP 大鼠

皮肤炎症反应,降低血清中 IL-18、IL-1β 水平,抑
制皮肤中 ROS 的表达及 NLRP3 炎症小体活化相

关蛋白的基因和表达水平。 这些数据表明,凉血

退紫方可能通过抑制 ROS 介导 NLRP3 炎症小体

活化,有效减轻 HSP 的皮肤炎症。
本研究探讨了凉血退紫方对 ROS 介导

NLRP3 炎症小体活化的调控治疗 HSP 的潜在机

制。 然而,本研究仍存在一定的局限性,未设置

不同中药剂量组及抑制剂组。 未来研究将增加

中药组的不同剂量梯度及抑制剂组,体内、体外

实验进一步围绕 ROS 介导的 NLRP3 炎症小体活

化验证凉血退紫方的作用机制。 尽管存在上述

不足,但本研究仍为中医药治疗 HSP 的机制研究

提供了新的思路和实验依据。
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金钗石斛提取物对秀丽隐杆线虫帕金森病模型的
神经保护作用研究

范欣悦1,何汶璐1,董　 丽1,侯志颍2,郑涵文3,
Alberto

 

Carlos
 

Pires
 

Dias4,王　 琼1,2∗

(1.西南医科大学附属中医医院中葡中医药国际合作中心,四川
 

泸州　 646000;2.中国农业科学院农产品加工研究所,
北京　 100193;3.山东大学齐鲁医学院基础医学院生理教研室,济南　 250012;4.葡萄牙米尼奥大学

分子和环境生物学中心生物系中葡食药资源研究中心,葡萄牙
 

布拉加,4710-057)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究金钗石斛(Dendrobium
 

nobile
 

Lindl,DNL)提取物在帕金森病( Parkinson’ s
 

disease,
PD)线虫模型中的神经保护作用。 方法　 分别用 7. 5、15 和 30

 

mg / L 的 DNL 提取物对转基因模型秀丽隐杆线

虫(Caenorhabditis
 

elegans,C.
 

elegans) NL5901 和经 6-羟基多巴胺(6-Hydroxydopamine,6-OHDA) 诱导的 N2、
BZ555、PD4521 及 CB7272 线虫进行处理,分别观测线虫生存率、基础减慢反应率、α -突触核蛋白( alpha-
synuclein,α-syn)聚集情况、多巴胺能神经元(dopaminergic

 

neurons,DNs)情况、体壁肌肉细胞线粒体分布密度

及膜内蛋白水平。 检测经 6-OHDA 诱导的 N2 线虫体内活性氧(reactive
 

oxygen
 

species,ROS)、超氧化物歧化酶

(superoxide
 

dismutase,SOD)、谷胱甘肽(glutathione,GSH)活性,探究 DNL 对 PD 线虫模型的抗氧化应激能力的

作用。 结果　 与模型组相比,线虫经 DNL 及左旋多巴(levodopa,L-DOPA)处理后 DNs 荧光强度明显增强(P<
0. 05,P<0. 001),α-syn 聚集明显减少(P<0. 05,P<0. 001,P<0. 0001),基础减慢率均增加(P<0. 05,P<0. 01,P
<0. 0001),线粒体密度增大(P<0. 05,P<0. 01,P<0. 001),线粒体内膜蛋白含量增加(P< 0. 05,P< 0. 001,P<
0. 0001),并且 SOD 含量增加(P<0. 05),GSH 含量也呈上升趋势;线虫体内 ROS 含量减少(P<0. 01)。 在寿命

试验中,N2 野生型线虫和两种 PD 线虫经 DNL 处理后寿命均延长(P<0. 05,P<0. 01,P<0. 001)。 结论　 DNL
能有效改善 C. elegans

 

PD 模型的运动麻痹,改善 DNs 退化,抑制 α-syn 的聚集和神经元的损伤,增加抗氧化应

激能力,减缓线虫衰老过程。
【关键词】 　 金钗石斛;帕金森病;秀丽隐杆线虫;神经保护
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

neuroprotective
 

effect
 

of
 

Dendrobium
 

nobile
 

Lindl
 

(DNL)
 

extract
 

in
 

a
 

Caenorhabditis
 

elegans
 

(C. elegans) model
 

of
 

Parkinson’ s
 

disease
 

( PD).
 

Methods　 C.
 

elegans
 

NL5901
 

and
 

6-
hydroxydopamine

 

(6-OHDA)induced
 

N2,
 

BZ555,
 

PD4521,
 

and
 

CB7272
 

C.
 

elegans
 

strains
 

were
 

treated
 

with
 

DNL
 

7. 5,
 

15,
 

and
 

30
 

mg / L.
 

The
 

survival
 

rate,
 

basal
 

slowing
 

response
 

rate,
 

α-synuclein
 

( α-syn )
 

aggregation,
 

dopaminergic
 

neurons
 

(DNs),
 

mitochondrial
 

distribution
 

density
 

of
 

body
 

wall
 

muscle
 

cells,
 

and
 

protein
 

levels
 

in
 

the
 

membrane
 

were
 

observed.
 

In
 

addition,
 

reactive
 

oxygen
 

species(ROS),
 

superoxide
 

dismutase(SOD)
 

and
 

glutathione
(GSH)

 

in
 

6-OHDA
 

induced
 

N2
 

was
 

detected
 

to
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

DNL
 

on
 

the
 

antioxidative
 

stress
 

ability
 

of
 

PD
 

C.
 

elegans
 

models.
 

Results　 Compared
 

with
 

that
 

in
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

DN
 

fluorescence
 

intensity
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

nematodes
 

treated
 

with
 

DNL
 

and
 

levodopa( L-DOPA)
 

(P< 0. 05,
 

P< 0. 0001),
 

α-syn
 

aggregation
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 05,
 

P<0. 001,
  

P<0. 0001),
 

the
 

basal
 

slowing
 

rate
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01,
  

P<0. 001),
 

mitochondrial
 

density
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01,
  

P<0. 001),
 

mitochondrial
 

intima
 

protein
 

content
 

(P<0. 05,
 

P<0. 001,
  

P<0. 0001),
 

SOD
 

content
 

( P < 0. 05),
 

and
 

GSH
 

content
 

were
 

all
 

increased.
 

The
 

ROS
 

content
 

was
 

reduced
 

in
 

nematodes(P<0. 01).
 

The
 

lifespans
 

of
 

N2
 

wild-type
 

and
 

PD
 

C.
 

elegans
 

models
 

were
 

prolonged
 

after
 

DNL
 

treatment
 

(P<0. 05,
 

P< 0. 01,
  

P< 0. 001).
 

Conclusions 　 DNL
 

can
 

effectively
 

improve
 

motor
 

paralysis
 

in
 

a
 

C.
 

elegans
 

PD
 

model,
 

improve
 

DN
 

degradation,
 

inhibit
 

α-syn
 

aggregation
 

and
 

neuronal
 

damage,
 

increase
 

the
 

antioxidative
 

stress
 

ability,
 

and
 

slow
 

the
 

aging
 

process
 

in
 

C.
 

elegans.
 

【Keywords】　 Dendrobium
 

nobile
 

Lindl;
 

Parkinson’s
 

disease;
 

Caenorhabditis
 

elegans;
 

neuroprotection
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　 　 神经退行性疾病严重危害全球老年人的健

康,帕金森病( Parkinson’ s
 

disease,PD)是这类疾

病中常见的一种[1] 。 PD 与黑质多巴胺能神经元

(dopaminergic
 

neurons,
 

DNs)损伤有关,导致静止

性震颤、运动迟缓和自主神经功能紊乱等。 其病

理特征是 α-突触核蛋白(alpha-synuclein,α-syn)
和泛素化蛋白聚集形成路易小体[2-3] 。 目前 PD
的标准临床治疗方法旨在缓解症状,并不能有效

阻止病情的发展,现美国食品药品监督管理局

(Food
 

and
 

Drug
 

Administration,FDA)批准用于治

疗 PD 的几类药物如长期使用可能造成运动障

碍、恶心、低血压等并发症[3] 。 所以寻找合适的

治疗策略以改善或者延缓疾病进展具有重要意

义。 虽然 PD 具体病因不明,但是丰富的资料表

明氧化应激和线粒体功能障碍在 DNs 变性中发

挥重要作用[4] 。
在神经系统、信号转导和衰老相关基因通路

等研究领域中, 秀丽隐杆线虫 ( Caenorhabditis
 

elegans,C.
 

elegans) 已然成为重要的模式生物。
C.

 

elegans 因生命周期短、通体透明、可大量同步、
培养环境简易等特点,而具有很多其他模式动物

都无法与之相较的优点,使其非常便于研究[5] 。
此外,C.

 

elegans 神经递质合成和释放通路与哺乳

动物有着较高的保守性,有包含 DNs 在内的完整

的神经元系统,且与哺乳动物(包括人类)的部分

基因在遗传学上高度保守,可从行为和遗传水平

探究其神经保护的机制[5-8] 。 C.
 

elegans 具有许

多与 PD 相关的同源基因,是研究 PD 的良好模式

生物[9] 。 在以往的线虫研究中,α-syn 聚集情况、
DNs 损伤程度、抗氧化应激能力、线粒体损伤情况

等是常用于研究 PD 的考察指标[10-11] 。
金钗石斛(Dendrobium

 

nobile
 

Lindl,DNL) 是

一种兰科属多年附生草本植物,又名金钗石、扁
金钗等,主要在云南、贵州、四川等地生长[12] 。 古

医书《神农百草经》记载了
 

DNL
 

具有“主伤中,除
痹,下气,补五脏虚劳、羸瘦、强阴” 之功效,可用
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于热病伤津、口渴舌燥、病后虚热等[13-14] 。 DNL
含多糖、 生物碱、 酚类和黄酮等多种化学成

分[15-16] ,已有研究报道石斛多糖在生物体中可以

调节免疫和抗氧化[17] ,石斛碱可改善阿尔茨海默

病[18] 。 研究表明,金钗石斛在动物体内具有确切

的氧化损伤保护和线粒体功能障碍的作用[19-20] 。
本研究选用产自四川泸州地区的 DNL,用水溶醇

提法提取并制成干燥粉末,二甲基亚砜作为溶剂

配制成 60 g / L 的母液,作用于线虫 PD 模型,探究

DNL 对 PD 线虫是否具有神经保护作用,为 DNL
的临床应用提供科研依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

　 　 C.
 

elegans 品系:野生型 N2,标记 α-syn 的转

基 因 线 虫 NL5901 ( pkIs2386
 

[ unc-54p::
 

α-
synuclein::YFP +unc-119]),标记 DNs 的转基因

线虫 BZ555( egIs1
 

[ dat-1p::GFP]),标记体壁肌

肉细 胞 中 的 线 粒 体 的 转 基 因 线 虫 PD4251
 

[(pSAK2) myo-3p:: GFP:: LacZ:: NLS + ( pSAK4
 

myo-3p::mitochondrial) GFP +dpy-20( +)],由绿、
红两种荧光分别标记咽肌及体壁中的复合物Ⅰ、
Ⅱ、Ⅲ和咽肌及表皮中的复合物Ⅳ、Ⅴ的转基因

线虫 CB7272,均由西南医科大学衰老与再生医学

实验室罗怀容团队惠赠。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 金钗石斛来自泸州市合江县。 取金钗石斛

干茎,粉碎,与 80%乙醇按 w ∶ v = 1 ∶ 10 料液比混

合,室温浸泡 12
 

h,微沸状态下回流 3 次,每次

2
 

h,过滤、弃渣;将滤液进行旋蒸浓缩、冷冻干燥,
碾磨制成粉末备用[21] 。

二甲基亚砜( dimethyl
 

sulfoxide,DMSO,碧云

天);胰蛋白胨(北京索莱宝科技有限公司);酵母

粉(北京索莱宝科技有限公司);琼脂粉(北京索

莱宝科技有限公司);胆固醇(北京索莱宝科技有

限公司);氟尿脱氧核苷(FUDR,阿拉丁);左旋多

巴胺( levodopa,L-DOPA,阿拉丁);6 -羟多巴胺

(6-OHDA,源叶生物);抗坏血酸(阿拉丁);盐酸

左旋咪唑(阿拉丁);H2DCF-DA 探针(碧云天);
SOD 试剂盒(碧云天);GSH 试剂盒(南京建成);
BCA 试剂盒(南京建成)。 NGM 培养基(400

 

mL)
由 1. 2

 

g 氯化钠、1. 0
 

g 蛋白胨、7. 0
 

g 琼脂粉和

5
 

mg / mL 胆固醇 400
 

μL 配制,经高压蒸气灭菌,
温度降至 60

 

℃ 后依次加入 1
 

mol / L
 

PB 缓冲液

10
 

mL、1
 

mol / L 硫酸镁溶液 400
 

μL、1
 

mol / L 氯化

钙溶液 400
 

μL。 分别将 DNL 与 L-DOPA 加入线

虫生长培养基( nematode
 

growth
 

media,NGM)中,
配制成 7. 5、 15、 30

 

mg / L
 

DNL 及 2
 

mmol / L
 

L-
DOPA 的药物培养基。

生化培养箱(上海一恒仪器有限公司);体视

显微镜(桂光仪器有限公司);倒置荧光显微镜

(尼康株式会社);离心机(湖南湘仪仪器有限公

司);高压灭菌锅(上海申安医疗器械公司);多功

能酶标仪(Tecan
 

Spark)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 线虫培养及同步化

把大肠杆菌(Esherichia
 

coil,
 

E.
 

coli)
 

OP50 涂

布于接种线虫的 NGM 培养基表面,将线虫接种后

置于 20
 

℃恒温培养。 将产卵期线虫用 M9 缓冲液

冲洗收集至离心管,添加线虫裂解液轻微摇动
 

3 min,待虫体完全裂解,2000
 

r / min 离心 1 min,丢
弃上层清液,以上操作重复两次,随后添加 M9 缓

冲液于 20
 

℃过夜培养,次日将其离心后去上清,将
沉淀的虫体置于涂有 E. coli

 

OP50 的 NGM 培养基

平板上,获得同步后的 L1 期秀丽隐杆线虫。
1. 3. 2　 使用 6-OHDA 诱导 DNs 变性

6-OHDA 可选择性地损伤线虫 DNs,构建 PD
模型。 按照之前的报道用 6-OHDA 处理线虫,造
成 DNs 损伤的 PD 线虫模型[22-23] 。 将同步化得

到的 L1 时期线虫,转移至 NGM 平板,20
 

℃ 恒温

培养至 L3 ~ L4 时期,用含有 50
 

mmol / L
 

6-OHDA
和 10

 

mmol / L 抗坏血酸的 M9 缓冲液处理线虫

1
 

h,每 10 min 轻柔上下颠倒混匀,以诱导 DNs 损

伤。 待线虫自然沉淀后弃上清,加
 

M9
 

缓冲液洗

涤,重复洗涤 3 遍。 虫体分为 6 组,其中 5 组用

6-OHDA 处理,另外一组用相同体积的 ddH2O 作

为对照(Control)组;经 6-OHDA 处理的线虫分为

5 组, 分别为模型 ( Model ) 组、 阳 性 药 物 ( L-
DOPA)组及 7. 5、15 和 30

 

mg / L
 

DNL 组。
1. 3. 3　 运动能力测定

 

将同步后的 L4 时期的 N2 线虫按照“1. 3. 2”
中的方法进行处理。 分组培养 3

 

d 后,将线虫挑

取在加有 M9 缓冲液的 96 孔板中, 线虫适应

1 min 后,记录在 20
 

s 中线虫身体弯曲的次数,作
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为运动能力的指标。 每组不少于 30 条线虫。
1. 3. 4　 多巴胺能神经元退化分析

将同步后的 L4 时期的 BZ555 线虫按照

“1. 3. 2”中的方法进行处理并分为
 

6
 

组。 分组培

养处理 3
 

d 后将线虫挑至含琼脂糖的载玻片上固

定,在荧光显微镜下进行拍摄。 用 Image
 

J
 

1. 54k
软件用于分析荧光强度[24] 。 每组不少于 30 条

线虫。
1. 3. 5　 α-syn 聚集分析

将同步后的 L4 时期的 NL5901 线虫分为

5 组,其中一组为对照组,另外 4 组分别用 7. 5、15
和 30

 

mg / L
 

3 种浓度 DNL 和 2
 

mmol / L
 

L-DOPA
进行处理,设置为 7. 5、15 和 30

 

mg / L
 

DNL 组及阳

性药物(L-DOPA)组。 20
 

℃培养 3
 

d 后再将线虫

挑至含琼脂糖的载玻片上固定,在荧光显微镜下

进行拍摄。 Image
 

J
 

1. 54k 软件用于分析荧光强

度[25] 。 每组不少于 30 条线虫。
1. 3. 6　 食物感知行为分析

将同步后的 L4 时期 N2 线虫用 6-OHDA 造

模。 分组培养 3
 

d 后,用 M9 收集线虫,并洗涤除

去线虫身上的细菌,分别放于有或无细菌的平板

上,静置 5 min 后开始。 记录每条线虫在 20
 

s 内

身体弯曲频率,每组设置 3 个平行,每个平行 10
条线虫。 基础减慢率= (食物缺失的移动速率-食
物存在的移动速率) / 食物存在的移动速率[9] 。
1. 3. 7　 寿命分析

分别将同步后的 L4 时期 N2 线虫分为对照

组、7. 5、15、30
 

mg / L
 

DNL
 

共 4 组;L4 时期 N2 线

虫按照“1. 3. 2”中的方法进行处理后分 6 组;L4
时期 NL5901 线虫按照“ 1. 3. 5” 中的方法分为 5
组。 所有的培养基中均加入 FUDR 以抑制线虫妊

娠,以排除线虫子代的干扰。 每组设置 3 个平行,
每个平行 50 条线虫。 线虫被转移至药板的时间

记为第 0 天,每天用铂丝轻触虫体,若无任何反

应,则记录为线虫死亡,剔除因爬至皿壁死亡的

线虫,观察记录各组线虫的存活和死亡情况,直
到线虫全部死亡。
1. 3. 8　 荧光标记线粒体密度分析

转基因线虫 PD4251 体壁肌肉细胞中的绿色

荧光蛋白( green
 

fluorescent
 

protein,GFP) 荧光标

记物质可以用于分析 DNL 对线虫的线粒体表达

变化情况[26] 。 将同步后的 L4 时期的 PD4251 线

虫按照“1. 3. 2”中的方法进行处理。 分组处理 3
 

d 后在荧光显微镜下进行拍摄,用 Image
 

J
 

1. 54k
软件分析荧光强度。
1. 3. 9　 荧光标记线粒体呼吸链复合物分析

在转基因线虫 CB7272 的咽肌和体壁中,GFP
标记了复合物Ⅰ~ Ⅲ;在咽肌和表皮中,红色荧光

蛋白(red
 

fluorescent
 

protein,RFP)标记了复合物

Ⅳ、Ⅴ。 分析 CB7272 荧光强度可以确定线粒体

呼吸链中复合物的变化情况[27] 。 将同步后的 L4
时期的 CB7272 线虫按照“1. 3. 2”中的方法进行

处理 3
 

d 后在荧光显微镜下进行拍摄,用 Image
 

J
 

1. 54k 软件分析荧光强度。
1. 3. 10　 体内 ROS 测定

将同步后的 L4 时期的 N2 线虫按照 1. 3. 2 中

的方法处理 3
 

d 后,用 M9 缓冲液冲洗收集线虫,
离心后加入 1

 

mL 浓度为 50 μmol / L 的 H2DCFDA
探针,20 ℃避光放置 1

 

h,用 M9 缓冲液清洗 3
 

次,
将线虫挑至含琼脂糖的载玻片上固定,荧光显微

镜下测定 488
 

nm 的荧光强度[28] 。 用 Image
 

J
 

1. 54k 软件分析荧光强度。 每组至少 30 只线虫。
1. 3. 11　 体内 GSH 和 SOD 测定

抗氧化防御系统是抗氧化能力的重要组成

部分,其中 SOD 负责清除活性氧,GSH 可以与自

由基结合加速自由基排泄。 为了研究 DNL 对 PD
线虫模型抗氧化防御系统的影响,检测线虫体内

SOD 与 GSH 的含量。 将同步后的 L4 时期 N2 线

虫分为对照组、模型组和 15
 

mg / L
 

DNL 组,分组

培养 3
 

d 后,用 M9 缓冲液收集线虫,加入裂解液,
用预冷的玻璃匀浆器进行碾磨,12

 

000
 

r / min 离

心 5 min,收集上清液,分别按照试剂盒的方法进

行 SOD 活性、GSH 含量测定[23] 。 蛋白浓度测定

使用
 

BCA 方法测定。
1. 4　 统计学方法

　 　 本研究的数据用 GraphPad
 

Prism
 

8. 4 软件进

行处理,数据以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,组间

差异采用单因素方差分析方法,多重比较方差齐

时,寿命实验采用 Kaplan-Meier 和 log-rank 检验

法分析。 以 P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 DNL 改善 PD 线虫的运动能力

　 　 PD 线虫模型的主要特点是运动障碍。 正常
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情况下,N2 线虫在 M9 缓冲液中会左右弯曲摆

动,线虫在液体中的移动速率,也称为摆动速率,
即单位时间内身体弯曲的次数。 通过观察线虫

身体摆动情况判断其运动能力。 与对照组相比,
模型组运动能力明显降低(P<0. 0001);7. 5、15 和

30
 

mg / L
 

DNL 组和阳性药物组与模型组相比,运动

能力均显著增强(P<0. 05)。 因此可以明确 DNL
具有改善 PD 线虫运动能力的作用(图 1)。

注:与对 照 组 相 比,#### P < 0. 0001; 与 模 型 组 相 比,∗ P <

0. 05,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 1　 DNL 改善 PD 线虫的运动能力

Note.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,#### P < 0. 0001.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

1　 DNL
 

improved
 

the
 

motor
 

capacity
 

of
 

PD
 

C.
 

elegans

注:A:各组荧光显微镜下 α-syn 聚集图像;B:α-syn 相对荧光强度。 与对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 2　 DNL 改善 NL5901 线虫 α-syn 聚集

Note.
 

A,
 

Image
 

of
 

α-syn
 

aggregation
 

in
 

each
 

group
 

under
 

fluorescence
 

microscope.
 

B,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

α-syn.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

Figure
 

2　 DNL
 

decreased
 

α-synuclein
 

aggregation
 

in
 

NL5901
 

C.
 

elegans

2. 2　 DNL 改善 NL5901 线虫 α-syn 聚集

　 　 当 α-syn 在 NL5901 线虫体内聚集时,可通过

荧光显微镜观察 GFP。 通过分析 α-syn 聚集情

况,可确定 DNL 是否有抑制 α-syn 聚集的作用。
与对照组相比,DNL

 

3 个浓度组 α-syn 聚集均减

少(P<0. 05)。 提示 DNL 有效改善 NL5901 线虫

体内的 α-syn 聚集(图 2)。
2. 3　 DNL 改善 6-OHDA 诱导的 BZ555 线虫多

巴胺能神经元损伤

　 　 雌雄同体的 C.
 

elegans 具有 8 个多巴胺能神

经元,包括多巴胺能神经元前斜角神经元、头感

觉神经元和后斜角神经元[28] 。 C.
 

elegans 的 DNs
胞体丢失,以及神经元轴突消失、突起断裂、树突

末梢退缩等都可以反映出线虫 DNs 的损伤。
BZ555 线虫的 DNs 特异性表达 GFP,经 6-OHDA
暴露后可在线虫头部区域观察到 DNs 形态异常。
对 BZ555

 

DNs 分析可确定 DNL 是否对线虫 DNs
具有保护作用。 如图 3 所示,与对照组相比,模型

组 DNs 荧光强度降低 14. 86%(P<0. 0001),并且

有神经元完整性的丧失,出现树突形状改变和缺

失。 与模型组相比,经 7. 5、15 和 30
 

mg / L
 

DNL 及

阳性药物处理的线虫 DNs 荧光强度分别增强

24. 59%、18. 70%、 13. 86%、 22. 47% ( P < 0. 05 )。
提示 DNL 能有效改善 6-OHDA 对线虫造成的
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注:A:各组荧光显微镜下多巴胺能神经元图像;B:多巴胺能神经元相对荧光强度。 与对照组相比,####P<0. 0001;与模型组相比,∗P<

0. 05,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 3　 DNL 改善 6-OHDA 诱导的 BZ555 线虫多巴胺能神经元损伤

Note.
 

A,
 

DNs
 

images
 

under
 

fluorescence
 

microscope
 

in
 

each
 

group.
 

B,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

dopaminergic
 

neurons.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,####P<0. 0001.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,∗P<0. 05,∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

3　 Protection
 

of
 

DNL
 

against
 

6-OHDA-induced
 

DNs
 

degeneration
 

in
 

BZ555
 

C.
 

elegans

DNs 损伤,对其具有保护作用。
2. 4　 DNL 提高 PD 线虫基础减慢率

　 　 DNs 的感知食物功能可以直接影响 C.
 

elegans 的行为。 正常摄食的线虫在有食物存在

的平板中运动缓慢,在没有细菌的培养板中运动

较快。 如果 DNs 破坏,会降低在有食物存在的情

况下线虫减慢运动速度的能力,导致爬行速度加

快[22] 。 所以进行食物感知行为分析可以确定

DNL 是否对于 DNs 具有保护作用。 经 6-OHDA
处理后,与对照组相比,模型组线虫基础减慢率

下降了 77. 20%(P<0. 0001),7. 5
 

mg / L
 

DNL 组与

模型组相比基础减慢率增加(P<0. 05),15
 

mg / L
 

DNL 组和 30
 

mg / L
 

DNL 组与模型组相比基础减

慢率增加了 240. 33%和 173. 19%(P<0. 0001),阳
性药物组与模型组相比基础减慢率增加了

127. 87%(P< 0. 01)。 提示 DNL 有效改善 PD 线

虫模型的食物感知行为,具有保护其 DNs 的作用

(图 4)。
2. 5　 DNL 提高线虫寿命

　 　 在 N2 线虫中,15
 

mg / L
 

DNL(P<0. 001)和 30
 

mg / L
 

DNL(P<0. 0001)均有效延长线虫寿命;在
经 6-OHDA 诱导的 PD 线虫中,DNL 各浓度组及

注:与对照组相比,####P<0. 0001;与模型组相比,∗P<0. 05,∗∗

P<0. 01,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 4　 DNL 提高线虫基础减慢率

Note.
  

Compared
 

with
 

Control
 

group,#### P < 0. 0001.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

4　 DNL
 

improved
 

slowing
 

rate
 

of
 

C.
 

elegans

阳性药物组均有效提高线虫寿命(P<0. 01),其中

15
 

mg / L
 

DNL 组效果最为明显 (P < 0. 001);在

NL5901 线虫中 DNL 各组及阳性药物组均有效提

高线虫寿命(P<0. 05),其中 15
 

mg / L
 

DNL 组效果

最为明显(P<0. 001)。 说明 DNL 具有提高 N2 线
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虫和 PD 线虫模型寿命的作用(图 5)。
2. 6　 DNL 提高经 6-OHDA 诱导的 PD4251 线虫

线粒体密度

　 　 如图 6 所示,6-OHDA 导致 PD4251 线虫的线

粒体密度降低。 PD4251 线虫体壁和外阴肌肉中

表达的荧光标记物的变化情况可以反映线粒体

表达变化情况。 7. 5
 

mg / L
 

DNL 组与模型组相比,
平均荧光强度提高 36. 17%(P<0. 001),15

 

mg / L、
30

 

mg / L
 

DNL 和 L-DOPA 处理后的线虫平均荧光

强度分别提高 32. 78%、28. 36% 和 33. 03% (P <
0. 01)。 提示 DNL 可以改善 6-OHDA 引起的线粒

体减少。

注:A:N2 野生型线虫生存率;B:6-OHDA 诱导的 PD 模型线虫生存率;C:NL5901 线虫生存率。 与对照组相比,∗ P< 0. 05,∗∗ P<

0. 01,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001;与模型组相比,##P<0. 01,###P<0. 001。

图 5　 DNL 提高线虫寿命

Note.
 

A,
 

Survival
 

rate
 

of
 

N2
 

wild-type
 

nematodes.
 

B,
 

Survival
 

rate
 

of
 

6-OHDA-induced
 

PD
 

model
 

nematodes.
 

C,
 

Survival
 

rate
 

of
 

the
 

NL5901
 

model
 

nematodes.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗ P < 0. 05,∗∗ P < 0. 01,∗∗∗ P < 0. 001,∗∗∗∗ P < 0. 0001.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,
 ##P<0. 01,###P<0. 001.

Figure
 

5　 DNL
 

extended
 

the
 

lifespan
 

of
 

C.
 

elegans

注:A:线粒体密度;B:相对荧光强度。 与对照组相比,####P<0. 0001;与模型组相比,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 6　 DNL 提高经 6-OHDA 诱导的 PD4251 线虫线粒体密度

Note.
 

A,
 

Mitochondrial
 

density.
 

B,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,####P<0. 0001.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,
∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

6　 DNL
 

increased
 

mitochondrial
 

density
 

in
 

PD4251
 

C.
 

elegans
 

induced
 

by
 

6-OHDA
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2. 7　 DNL 影响经 6-OHDA 诱导的 CB7272 线虫

内膜蛋白水平

　 　 呼吸链复合物Ⅰ ~ Ⅴ是线粒体氧化还原反应

与电子传递过程中重要的内膜蛋白,在线粒体的

注:A:CB7272 线虫 GFP、RFP 通道下线粒体呼吸链复合物Ⅰ ~ Ⅴ表达情况;B:GFP 相对荧光强度;C:RFP 相对荧光强度。 与对照

组相比,#P<0. 05,###P<0. 001;与模型组相比,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 7　 DNL 影响经 6-OHDA 诱导的 CB7272 线虫内膜蛋白水平

Note.
 

A,
 

Expression
 

of
 

mitochondrial
 

respiratory
 

chain
 

complex
 

Ⅰ
 

toⅤ
 

in
 

GFP
 

and
 

RFP
 

channels
 

of
 

CB7272.
 

B,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

GFP.
 

C,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

RFP.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,#P<0. 05,###P<0. 001.
 

Compared
 

with
  

Model
 

group,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

7　 DNL
 

affected
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

CB7272
 

C.
 

elegans
 

induced
 

by
 

6-OHDA

生理活动中发挥关键作用[29] 。 在荧光显微镜下,
CB7272 线虫的咽部和体壁可观察到由 GFP 标记

的复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ,咽部和表皮可观察到由 RFP
标记的复合物Ⅳ和Ⅴ[27] 。 与对照组相比,模型组

GFP(P< 0. 001) 和 RFP (P < 0. 05) 表达均减少。
经 15、30

 

mg / L
 

DNL 和 L-DOPA 处理后,GFP 平均

荧光强度分别增加 14. 86% (P< 0. 001)、10. 70%

(P< 0. 05)、10. 83% (P< 0. 05);经 30
 

mg / L
 

DNL
处理后, RFP 平均荧光强度增加 20. 74% (P <
0. 0001),表明经 DNL 处理,增加了经 6-OHDA 诱

导 CB7272 线虫线粒体复合物Ⅰ~Ⅴ的表达(图 7)。
2. 8　 DNL 影响 6-OHDA 诱导的 N2 线虫 ROS、
SOD 和 GSH 水平

　 　 结果如图 8 所示,在 15
 

mg / L
 

DNL 处理后,
SOD 活性增加 47. 02%(P<0. 05),GSH 含量呈上

升趋势。 表明 DNL 可能通过提高线虫体内抗氧

化酶水平和参与氧化还原反应,间接改善 PD 模

型线虫的神经运动症状。
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注:A:ROS 荧光图像;B:ROS 相对荧光强度;C:SOD 活力;D:GSH 含量。 与对照组相比,#P<0. 05,####P<0. 0001;与模型组相比,∗P

<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 8　 DNL 影响 6-OHDA 诱导的 N2 线虫 ROS、SOD 和 GSH 水平

Note.
 

A,
 

ROS
 

fluorescence
 

image.
 

B,
 

Relative
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

ROS.
 

C,
 

SOD
 

activity.
 

D,
 

GSH
 

content.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,#P<0. 05,####P<0. 0001.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

8　 DNL
 

affected
 

levels
 

of
 

ROS,
 

SOD
 

and
 

GSH
 

in
 

6-OHDA-induced
 

N2
 

C.
 

elegans

3　 讨论

　 　 将 DNL 作用于 PD 模型动物 C.
 

elegans,得到

的结果展现了 DNL 对其的保护作用,包括抑制

α-syn 的聚集、减少线虫神经元的破坏程度和延

长线虫的寿命等。
PD 患者的临床症状表现为动作迟缓、强直、

震颤和姿势稳定性降低,患者脑神经元内形成路

易小体和缺失黑质 DNs 是主要病理特征。 研究

发现当至少 50%的黑质 DNs 和 70%壳核多巴胺

能组织内容物缺失时,就会出现典型的运动迟缓

特征[30] 。 α-syn 基因是最早发现与帕金森病相关

的基因[31] ,也是研究最广泛的 PD 相关常染色体

显性遗传基因[2,31] 。 α-syn 作为 PD 的病理学标

志物,是路易小体的主要成分,也是导致发病的

重要因素。 PD 的发病机制与线粒体功能的缺失

与否有关。 6-OHDA 会诱导细胞的线粒体自

噬[32] ,引起线粒体断裂[33] 。 经 6-OHDA 诱导,
C.

 

elegans 体内引起氧化应激, α-syn 聚集, ROS
急剧增加,ROS 作用于脂肪酸产生过氧化脂质,
并通过干扰线粒体呼吸链降低 ATP 水平导致细

胞死亡[34] 。 ROS 受到多种内源性氧化酶的严密

调控,如 SOD 和 GSH 等,若机体的抗氧化能力降

低与 ROS 的产生不平衡,也会导致细胞损伤引起

细胞凋亡[35] 。
目前 PD 的药物治疗方法是用 L-DOPA 来替

代多巴胺,但是随着疾病的发展,多巴胺能神经

元损耗逐渐增加,需要的药物剂量也越大,并且

较多的 DNs 缺失和高剂量的 L-DOPA 组合会导

致 PD 患者出现各种运动障碍的并发症[36-37] 。 研

究发现,DNL 具有生物碱、倍半萜、菲和联苄类等

高活性药物成分[38] ,已有报道其在抗肿瘤[39] 、抗
衰老[38,40]等疾病方面的作用。 网络药理学研究

表明 DNL 具有 PD 相关靶点[41] ,对 PD 小鼠有一

定的神经保护作用,具有缓解运动障碍和降低炎

症因子的作用[21] 。
本实验探究了 DNL 对秀丽隐杆线虫 PD 模

型 NL5901 体内 α-syn 沉积的影响,结果显示给药

组线虫体内荧光蛋白和 unc-119 融合蛋白的荧光

减弱,证明 DNL 可以有效抑制 α-syn 的聚集。
DNs 减少也是帕金森病重要的病理特征之一,它
的缺损能导致发病体产生渐进性运动缺陷[42] 。
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本研究选择了能很好观测多巴胺能神经元变化

的 BZ555 线虫。 DNs 的感知食物功能可以直接

影响秀丽隐杆线虫的行为。 如果线虫 DNs 破坏,
有食物存在的情况下线虫减慢运动速度的能力

会降低。 对线虫进行食物感知行为分析,结果显

示 DNL 可以抑制由 6-OHDA 诱导的线虫体内

DNs 的破坏,体现了其对线虫的神经保护作用。
秀丽隐杆线虫的运动方式是一种类似于正弦波

动的身体摆动,利用与运动方向相反的背腹身体

弯曲来产生反向推力,通过检测线虫的身体弯曲

频率可以直观判断药物是否对线虫运动能力产

生影响[34] 。 运动测试结果表明 DNL 对身体弯曲

频率有一定的提高作用,表明其可以改善 PD 进

程中线虫的运动能力。
线粒体密度和线粒体呼吸链复合物检测结

果显示 DNL 增加 PD 线虫线粒体密度和线粒体

复合物的表达。 ROS、SOD 和 GSH 检测结果提示

DNL 可能通过提高 PD 线虫的氧化酶水平,增加

抗氧化应激能力,从而减少 ROS 生成,减少细胞

损伤,改善 PD 相关的神经行为。 综上,本研究以

秀丽隐杆线虫为模式生物,通过考察线虫的 α-syn
聚集 DNs 损伤、运动能力、寿命及线粒体、活性

氧、氧化酶等指标,证明 DNL 对帕金森病模型线

虫具有抗氧化应激,保护神经、延长寿命的作用。
本实验为后续的研究工作储备了重要铺垫。
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用丝状穿孔法成功评估小鼠弥漫性蛛网膜下腔出血的简单程序

蛛网膜下腔出血(SAH)小鼠模型是研究分子和细胞机制的重要实验工具,血管内丝穿孔技术可用

于模拟人类 SAH 后观察到的突出病理生理特征;然而,目前评估合适 SAH 模型的验证方法有限。 在

此,我们介绍一种选择弥漫性 SAH 小鼠模型的简单程序。 采用标准的丝状穿孔法诱导 24 只小鼠发生

SAH。 在确认小鼠存活 24
 

h 后,根据全脑磁共振成像(MRI)的 T2∗加权图像和透过硬脑膜对尾状脑室

(CM)的肉眼观察,将 SAH 评为 0-1。 基于 CM 的 SAH 分级与提取脑定义的参考参数有很好的相关性

(r2 = 0. 53,
 

P<0. 0001)。 接收器操作特征曲线显示,检测弥漫性 SAH 的灵敏度为 85%,特异性为 91%,
曲线下面积(0. 89±0. 06(平均标准误差))与基于 MRI 的分级(0. 72±0. 10,

 

P = 0. 12)相似。 我们的数

据表明,在 CM 中确认 SAH 血栓是选择与临床相关的弥漫性 SAH 模型的重要方法,可用于未来的实验

研究。
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):
 

77-81.
 

doi:
 

10. 1002 / ame2. 12372)。
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气虚湿瘀肾纤维化动物模型建立与评价

高冉冉1,韩　 聪2,3,连梦慧1,李　 伟2∗

(1.山东中医药大学第一临床医学院,济南　 250014;2.山东中医药大学附属医院,济南　 250014;
3.山东中医药大学,济南　 250014)

　 　 【摘要】 　 目的　 构建气虚湿瘀肾纤维化病证结合小鼠模型并对模型进行评价,运用多组学阐释其蛋白

和代谢通路变化。 方法　 24 只 C57BL / 6J 小鼠随机分为正常(N)组、模型(M)组、气虚湿瘀肾纤维化病证结

合(BZ)组,每组 8 只,实验周期 6 周。 采用“环孢素+高脂饮食+游泳力竭+恒温恒湿”建立气虚湿瘀肾纤维化

小鼠模型,通过观察一般体征,测定肾功能、舌象 RGB(红、绿、蓝)值、血液流变学指标、血脂、炎症和氧化指

标,结合肾组织 HE、Masson、PAS、油红 O 染色、TUNEL 细胞凋亡和 TGF-β 免疫荧光对该模型进行评价;肾蛋

白质组学联合血清代谢组学筛选出差异蛋白和代谢物并进行通路富集分析。 结果　 BZ 组小鼠第 3 周开始出

现体质量下降(P<0. 05),第 4 周体质量显著下降(P<0. 01),同时出现进食及饮水量减少,毛发杂乱光泽度下

降,精神萎靡,活动度下降,大便质稀。 BZ 组 Scr、BUN、UACR、NAG 均较 N 组升高(P<0. 05 或 P<0. 01),Scr、
NAG 水平与 M 组比较有统计学意义。 BZ 组小鼠舌象 R 值显著低于 N 组(P<0. 01),B 值高于 N 组,且均与 M
组有显著性差异(P<0. 05)。 BZ 组小鼠全血多切变率黏度、HCT 较 N 组和 M 组均升高,PV 较 N 组升高(P<
0. 05 或 P<0. 01)。 BZ 组 TC、LDL-C、CRP、IL-6、MDA 水平较 N 组和 M 组均显著升高(P<0. 01),SOD 活性较

N 组下降(P<0. 05)。 BZ 组小鼠可见肾小管胞质空泡化明显,炎性细胞浸润、肾小球基底膜增厚、胶原纤维增

生和脂质累积显著。 BZ 组肾组织细胞凋亡及 TGF-β 沉积增加。 BZ 组和 N 组共有 299 个差异蛋白,其中 180
个上调,119 个下调;323 个差异代谢物,其中 205 个上调,118 个下调;初级胆汁酸生物合成、牛磺酸和亚牛磺

酸代谢、不饱和脂肪酸的生物合成通路被差异蛋白和差异代谢物共同富集到,共涉及 3 个差异蛋白,9 个差异

代谢物,其中二十二碳五烯酸、二十碳五烯酸、牛磺酸、3-亚磺酰基丙氨酸、牛磺胆酸、酰基辅酶 A 氨基酸 N-
酰基转移酶 1 和酰基辅酶 A 氨基酸 N-酰基转移酶 2、超长链 3-氧酰辅酶 A 还原酶表现出较高的预测准确性。
结论　 通过“环孢素+高脂饮食+游泳力竭+恒温恒湿”法构建气虚湿瘀肾纤维化(RF)动物模型具有可行性。
气虚湿瘀肾纤维化中不饱和脂肪酸生物合成与牛磺酸和亚牛磺酸代谢通路可能发挥重要作用。

【关键词】 　 气虚湿瘀;肾纤维化;病证结合;动物模型;多组学
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

construct
 

and
 

evaluate
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

renal
 

fibrosis
 

( RF)
 

combined
 

with
 

Qi
 

deficiency
 

and
 

dampness
 

stasis,
 

and
 

investigate
 

the
 

changes
 

in
 

protein
 

and
 

metabolic
 

pathways
 

using
 

multiomics.
 

Methods　 Twenty-four
 

C57BL / 6J
 

mice
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

normal
 

(N),
 

model
 

(M),
 

and
 

RF
 

and
 

syndrome
 

combined
 

groups
 

(BZ)
 

(n= 8 / group).
 

The
 

experiment
 

lasted
 

6
 

weeks.
 

A
 

mouse
 

model
 

of
 

RF
 

with
 

Qi
 

deficiency
 

and
 

dampness
 

stasis
 

was
 

established
 

by
 

“ cyclosporine
 

A+high-fat
 

diet+swimming
 

exhaustion+constant
 

temperature
 

and
 

humidity”.
 

The
 

model
 

was
 

evaluated
 

by
 

detecting
 

general
 

signs,
 

renal
 

function,
 

tongue
 

RGB
 

( red,
 

green,
 

blue)
 

values,
 

hemorheology
 

indexes,
 

blood
 

lipids,
 

and
 

inflammation
 

and
 

oxidation
 

indexes,
 

combined
 

with
 

hematoxylin
 

and
 

eosin,
 

Masson,
 

periodic
 

acid-Schiff,
 

and
 

Oil
 

red
 

O
 

staining,
 

terminal
 

deoxynucleotidyl
 

transferase
 

dUTP
 

nick
 

end
 

labeling
 

apoptosis,
 

and
 

transforming
 

growth
 

factor-β
 

immunofluorescence
 

analysis
 

of
 

renal
 

tissue.
 

Differential
 

proteins
 

and
 

metabolites
 

were
 

screened
 

by
 

renal
 

proteomics
 

combined
 

with
 

serum
 

metabolomics
 

and
 

subjected
 

to
 

pathway
 

enrichment
 

analysis.
 

Results 　 Body
 

mass
  

of
 

mice
 

in
 

the
 

BZ
 

group
 

began
 

to
 

decline
 

at
 

week
 

3
 

(P < 0. 05)
 

and
 

decreased
 

significantly
 

at
 

week
 

4
 

(P<0. 01),
 

while
 

food
 

and
 

water
 

consumption
 

decreased,
 

the
 

fur
 

became
 

messy
 

and
 

less
 

glossy,
 

mood
 

and
 

activity
 

decreased,
 

and
 

stools
 

became
 

watery.
 

Serum
 

creatinine,
 

blood
 

urea
 

nitrogen,
 

urine
 

albumin-creatinine
 

ratio,
 

and
 

N-acetyl-beta-glucosaminidase
 

( NAG )
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

BZ
 

group
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

N
 

group
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01),
 

and
 

serum
 

creatinine
 

and
 

NAG
 

levels
 

were
 

significantly
 

different
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

M
 

group.
 

The
 

R
 

value
 

of
 

tongue
 

images
 

was
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

BZ
 

group
 

compared
 

with
 

that
 

in
 

the
 

N
 

group
 

(P<0. 01),
 

while
 

the
 

B
 

value
 

was
 

significantly
 

higher
 

(P<0. 05).
 

The
 

viscosity
 

of
 

the
 

whole
 

blood
 

multi-shear
 

rate
 

and
 

the
 

hematocrit
 

were
 

higher
 

in
 

the
 

BZ
 

group
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

N
 

and
 

M
 

groups,
 

and
 

the
 

platelet
 

volume
 

was
 

higher
 

than
 

in
 

the
 

N
 

group
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01).
 

Total
 

cholesterol,
 

low-density
 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

C-reactive
 

protein,
 

interleukin-6,
 

and
 

malondialdehyde
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

BZ
 

group
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

N
 

and
 

M
 

groups
 

( P < 0. 01),
 

and
 

superoxide
 

dismutase
 

activity
 

was
 

significantly
 

decreased
 

compared
 

with
 

that
 

in
 

the
 

N
 

group
 

(P< 0. 05).
 

Renal
 

tubule
 

vacuolation,
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration,
 

glomerular
 

basement
 

membrane
 

thickening,
 

collagen
 

fiber
 

hyperplasia,
 

and
 

lipid
 

accumulation
 

were
 

evident,
 

and
 

renal
 

cell
 

apoptosis
 

and
 

transforming
 

growth
 

factor-β
 

deposition
 

were
 

increased
 

in
 

the
 

BZ
 

group.
 

There
 

were
 

299
 

differential
 

proteins
 

in
 

the
 

BZ
 

and
 

N
 

groups,
 

including
 

180
 

up-regulated
 

and
 

119
 

down-regulated
 

proteins,
 

and
 

323
 

differential
 

metabolites,
 

including
 

205
 

up-regulated
 

and
 

118
 

down-regulated.
 

Primary
 

bile
 

acid
 

biosynthesis,
 

taurine
 

and
 

hypotaurine
 

metabolism,
 

and
 

biosynthesis
 

of
 

unsaturated
 

fatty
 

acids
 

were
 

co-enriched
 

in
 

differential
 

proteins
 

and
 

differential
 

metabolites,
 

involving
 

three
 

differential
 

proteins
 

and
 

nine
 

differential
 

metabolites.
 

Among
 

these,
 

docosapentaenoic
 

acid
 

(22n-3),
 

eicosapentaenoic
 

acid,
 

taurine,
 

3-sulfinoalanine,
 

taurocholic
 

acid,
 

Acnat1,
 

Acnat2,
 

and
 

Hsd17b12
 

showed
 

high
 

prediction
 

accuracy.
 

Conclusions　 We
 

successfully
 

constructed
 

an
 

RF
 

animal
 

model
 

of
 

Qi
 

deficiency
 

and
 

dampness
 

stasis
 

using
 

the
 

“cyclosporine
 

A
 

+high-fat
 

diet+exhaustion
 

of
 

swimming+constant
 

temperature
 

and
 

humidity”
 

method.
 

Biosynthesis
 

of
 

unsaturated
 

fatty
 

acids
 

and
 

taurine
 

and
 

hypotaurine
 

metabolism
 

may
 

play
 

important
 

roles
 

in
 

this
 

RF
 

mouse
 

model
 

of
 

Qi
 

deficiency
 

and
 

dampness
 

stasis.
【Keywords】　 Qi

 

deficiency
 

and
 

dampness
 

stasis;
 

renal
 

fibrosis;
 

combination
 

of
 

disease
 

and
 

syndrome;
 

animal
 

model;
 

multiomics
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　 　 肾纤维化 ( renal
 

fibrosis,
 

RF) 是慢性肾病

(chronic
 

kidney
 

disease,
 

CKD)进展为终末期肾病

(end
 

stage
 

renal
 

disease,
 

ESRD) 的病理基础,在

CKD 进展中常会伴随 RF。 全球约 10%以上的人

口患有 CKD,现已成为重要的公共卫生问题[1] 。
一旦进入 ESRD 阶段常需肾代替治疗,将带来巨
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大的经济及社会负担。 研究 RF 发病机制、寻求

其有效干预方法,对于延缓 CKD 进展及降低

ESRD 发病率具有重要意义。 通过动物模型调控

变量开展基础研究是现代医学研究的重要手段,
同时可体现疾病与证候特征的病证结合动物模

型对研究疾病本质及中医药作用机理具有重要

意义。 RF 根据其临床表现可属“水肿” “关格”
“虚劳”等类,其病机以气虚为本、气虚转输无力、
水液内停、滋生湿热、病久入络、湿瘀互结、气虚

湿瘀为其主要证候特征[2-4] 。 本研究根据中医

“劳则耗气”与“元气既虚,必不能达于血管,血管

无气,必停留而瘀” 以及“肥甘厚腻,酿湿生热”
“湿热胶着,内外相引”理论,通过“高脂饮食+游

泳力竭+恒温恒湿”方式对 RF 动物模型进行“气

虚湿瘀”证候造模,从气虚湿瘀宏观表征、实验室

指标、肾功能评估、病理改变等多维度进行全面、
客观的模型评价,以期为 RF 的中医药研究提供

有效的实验载体。 此外,本研究还进一步联合蛋

白质组学和代谢组学明确气虚湿瘀肾纤维化小

鼠相关蛋白和代谢物的表达变化,寻找特异性靶

标,以期为 RF 研究提供新的方向。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 5 周龄 SPF 级雄性 C57BL / 6J 小鼠 24 只,小
鼠体质量 19 ~ 25

 

g,均购买自北京唯尚立德生物

科技有限公司[ SCXK(京) 2021-0010]。 饲养于

山东中医药大学附属医院 SPF 级动物实验中心

[SYXK(鲁)2023-0031],所有动物自由进食,保
证充分饮水,动物实验室 12

 

h 交替照明。 本实验

经山东中医药大学附属医院动物实验伦理审查

委员会批准( AWE-2022-048),并按 3R 原则给予

人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 环孢素软胶囊(杭州中美华东制药有限公

司, 批 号 H10960123 ); 小 鼠 白 细 胞 介 素 6
(interleukin-6,

 

IL-6) ELISA 试剂盒(江苏晶美生

物科技有限公司,批号 230321KE3);小鼠 C 反应

蛋白( C-reactive
 

protein,
 

CRP) ELISA 试剂盒(江

苏晶美生物科技有限公司,批号 230321KE4);小
鼠 N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷酶(N-acetyl-β-D-
glucosaminidase,

 

NAG) ELISA 试剂盒(江苏晶美

生物科技有限公司,批号 230321KE5);丙二醛

(malonaldehyde,
 

MDA)测试盒(南京建成生物工

程研究所, 批号 20221227 ); 超氧化物歧化酶

(superoxide
 

dismutase,
 

SOD)测试盒(南京建成生

物工程研究所,批号 20221229);尿白蛋白测定试

剂盒(深圳雷杜生命科技,批号 20221121);尿肌

酐测 定 试 剂 盒 ( 深 圳 雷 杜 生 命 科 技, 批 号

20221222);尿素测定试剂盒( 深圳雷杜生命科

技,批号 20221020);肌酐测定试剂盒(深圳雷杜

生命 科 技, 批 号 20221019 ); 总 胆 固 醇 ( total
 

cholesterol,
 

TC)测定试剂盒(深圳雷杜生命科技,
批号 20220908);苏木素 -伊红 ( HE) 染液套装

( Serviebio, 货 号 G1076 ); Masson 染 液 套 装

( Serviebio, 货 号 G1006 ); PAS 染 液 套 装

(Serviebio,货号 G1008);油红染液( Serviebio,货
号 G1015 ); Tunel 试 剂 盒 ( Serviebio, 货 号

G1507)。
South990JS3 血流变分析仪(重庆南方数控设

备股份有限公司);Chemray
 

240 全自动生化分析

仪 ( 深 圳 雷 杜 生 命 科 技 ); 352 型 酶 标 仪

(Labsystems
 

Multiskan
 

MS);Sorvall
 

ST
 

40 生化分

析仪(赛默飞世尔科技有限公司);Donatello 脱水

机(Germany
 

DIAPATH);JB-P5 包埋机(武汉俊杰

电子有限公司);JB-L5 冻台(武汉俊杰电子有限

公司);RM2016 病理切片机(上海徕卡仪器有限

公司);ORBITRAP
 

ECLIPSE 质谱仪(美国赛默飞

世尔科技有限公司);ACQUITY
 

UPLC
 

I-Class
 

plus
超 高 效 液 相 串 联 QE

 

plus 高 分 辨 质 谱 仪

( Waters ); Progenesis
 

QI
 

v3. 0
 

软 件 ( Nonlinear
 

Dynamics)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 分组

24 只 C57BL / 6J 小鼠适应性喂养 1 周后,随
机分为正常(N)组、模型(M)组、气虚湿瘀肾纤维

化病证结合(BZ)组,每组 8 只。
1. 3. 2　 造模

前 4 周 M 组和 BZ 组均以低盐饮食(钠质量

分数 0. 05%)饲养,M 组用橄榄油溶解的环孢素

(cyclosporine
 

A,CsA) 30
 

mg / ( kg·d) 经口灌服。
第 5 周开始 BZ 组将低盐饮食改为高脂饲料

(2. 5%胆固醇)喂养,每天以 CsA
 

30
 

mg / (kg·d)
灌胃 2

 

h 后,将小鼠放入水箱中游泳,当全组 50%
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的小鼠出现自然沉降时停止游泳。 小鼠自然风

干后放入控制温度及湿度的环境中(温度( 30 ±
2)℃ ,相对湿度 80% ~ 90%),每天最少持续 4

 

h,
持续 2 周(图 1)。 N 组普通饮食,经口灌服等容

量橄榄油。

图 1　 气虚湿瘀肾纤维化造模示意图(由 Figdraw 绘制)
Figure

 

1　 Schematic
 

diagram
 

of
 

kidney
 

fibrosis
 

modeling
 

with
 

Qi
 

deficiency
 

and
 

dampness
 

stasis(by
 

Figdraw)

1. 3. 3　 一般体征

实验过程中对小鼠的一般体征如精神、活

动、毛发等进行观察。 每周测小鼠体质量。
1. 3. 4　 肾功能指标

6 周后收集小鼠随机尿液。 末次给药后麻醉

眼眶取血,静置 2
 

h 后 3000
 

r / min 离心 10
 

min 分

离血清。 全自动生化分析仪检测血肌酐( serum
 

creatinine,
 

Scr )、 尿 素 氮 ( blood
 

urea
 

nitrogen,
 

BUN)、 尿白蛋白 / 肌酐 ( urine
 

albumin
 

creatine
 

ratio,
 

UACR)。 ELISA 法检测小鼠尿 NAG。
1. 3. 5　 小鼠舌象采集和分析

所有小鼠舌象拍摄环境保持一致,拍摄过程

中用镊子轻轻将小鼠舌部伸展,拍摄尽量保持同

一 角 度, 整 个 过 程 迅 速 完 成。 采 用 Adobe
 

Photoshop
 

2021 对采集的图像进行分析,将舌面

分为前、中、后 3 个区域,测各区域的平均 RGB
(红、绿、蓝)值,最后选用平均值[5] 。
1. 3. 6　 气虚湿瘀相关指标

所有指标均按照试剂盒中提供的相应说明

进行检测。 ELISA 法检测小鼠血清 CRP、IL-6,全
自动生化分析仪全血多切变率黏度、血浆黏度

( plasma
 

volume,
 

PV)、红细胞压积 ( hematocrit,
 

HCT)、 TC、 低密度脂蛋白胆固醇 ( low
 

density
 

lipoprotein,
 

LDL-C)、SOD 活性、MDA。
1. 3. 7　 HE、Masson、PAS、油红 O 染色

肾组织在室温下用中性多聚甲醛固定 48
 

h,
4

 

μm 切片,石蜡包埋,进行 HE、Masson、PAS 染

色,中性树胶封片,光镜观察。 冰冻切片,油红染

液染,甘油明胶封片剂封片,显微镜下观察。
1. 3. 8　 免疫荧光

肾组织在室温下用中性多聚甲醛固定 48
 

h,
4

 

μm 切片,石蜡包埋,抗原修复、自发荧光淬灭及

血清封闭后加 TGF-β 一抗及二抗,DAPI 复染细

胞核,抗荧光淬灭封片剂封片,荧光显微镜观察,
Image

 

J
 

1. 53k 检测平均荧光强度,平均荧光强度

=每一个标本的平均荧光强度 / 正常组平均值。
1. 3. 9　 TUNEL 细胞凋亡

石蜡切片脱蜡至水,蛋白酶 K 修复并使用破

膜工作液破膜。 将试剂 1(TdT)和试剂 2(dUTP)
按比例混合并添加到组织切片中,加入 DAPI 染

色液,用抗荧光淬灭剂密封细胞,并用荧光显微

镜观察,红色代表阳性凋亡细胞核,Image
 

J
 

1. 53k
检测细胞数量,凋亡指数=凋亡细胞数 / 细胞总数

×100%。
1. 3. 10　 肾蛋白质组学

提取肾组织蛋白质,Bradford 法测定浓度,酶
解脱盐,混合标记后的肽段用 100

 

μL 流动相 A
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溶解,使用高效液相进行分级处理。 液相色谱-
串 联 质 谱 ( liquid

 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrometry,LC-MS / MS)质谱分析:使用 DDA 联

合 DIA 的采集模式。 对于 DDA,使用 ORBITRAP
 

ECLIPSE 质谱仪进行分析,质谱采用数据依赖型

采集模式,质谱全扫描范围为 350 ~ 1500
 

m / z,一
级质谱分辨率设为 120

 

000 ( m / z), AGC 为 4 ×
105,C-trap 最大注入时间为 50

 

ms。 二级质谱分

辨率设为 15
 

000(200
 

m / z),AGC 为 5×104,最大

注入时间为 22
 

ms。 对于 DIA,一级质谱分辨率设

为 120
 

000(200
 

m / z),AGC 为 300%,C-trap 最大

注入时间为 50
 

ms;二级质谱分辨率设为 30
 

000
(200

 

m / z), AGC 为 100%,最大注入时间为 54
 

ms,肽段碎裂碰撞能量设为 33%,生成质谱检测

原始数据。 使用 Spectronaut 软件针对原始数据

进行 uniprot
 

Mus
 

musculus 库搜库,然后进行蛋白

质的鉴定并归一化定量。 采用 T-test 检验、P-
value< 0. 05、Fold

 

change > 1. 5 倍得到差异蛋白。
对差异蛋白进行聚类分析,火山图展示,分析差

异蛋白的受试者工作特征曲线( receiver
 

operating
 

characteristic,
 

ROC)预测性。 通过 KEGG 富集差

异蛋白的作用通路。
1. 3. 11　 血清代谢组学

LC-MS 分析使用 ACQUITY
 

UPLC
 

I-Class
 

plus
超高效液相串联 QE

 

plus 高分辨质谱仪,色谱柱:
ACQUITY

 

UPLC
 

HSS
 

T3 ( 100 mm × 2. 1 mm,
1. 8um);柱温:45

 

℃ ;流动相:流动相 A:水( 含

0. 1%甲酸),B:乙腈;流速:0. 35
 

mL / min;进样体

积:3
 

μL。 洗脱梯度为 0 ~ 2
 

min,95%
 

A,5%
 

B;2
~ 4

 

min,95% ~ 70%
 

A,5% ~ 30%
 

B;4~ 8
 

min,70%
~ 50%

 

A,30% ~ 50%
 

B;8 ~ 10
 

min,50% ~ 20%
 

A,
50% ~ 80%

 

B;10~ 15
 

min,100%
 

B;15. 1 ~ 16
 

min,
95%

 

A,5%
 

B。 采用正负离子扫描模式,喷射电

压:正离子 3800
 

V、负离子- 3000
 

V,鞘层气体流

量 35
 

Arb, 辅助气体流量 8
 

Arb, 毛细管温度

320
 

℃ ,质量范围 m / z:100 ~ 1200
 

Hz,全质谱分辨

率:70
 

000,MS / MS 分辨率:17
 

500。
原始数据导入 Progenesis

 

QI
 

v3. 0
 

软件进行

基线过滤、峰识别、积分、保留时间校正、峰对齐

和归一化。 使用 The
 

Human
 

Metabolome
 

Database
(HMDB)、Lipidmaps( v2. 3)和 METLIN 数据库以

及 EMDB
 

2. 0 进行定性。 代谢差异比较分析将通

过多元统计分析和单变量统计分析,以 OPLS-DA
模型第一主成分的 VIP > 1,T 检验的 P-value <
0. 05 为标准筛选差异代谢物,通过聚类热图和火

山图展示,然后利用差异代谢物的 KEGG
 

ID 进行

通路富集分析,选择具有显著性的(P<0. 05)富集

pathway 进行气泡图绘制。 通过 ROC 线分析已识

别的潜在生物标志物的特异性和敏感性。

注:与 M 组相比,∗ P < 0. 05,∗∗ P < 0. 01;与 N 组相比,
 

#P<0. 05,##P<0. 01。

图 2　 小鼠体质量(n= 8)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

M
 

group,∗ P< 0. 05,∗∗ P< 0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

N
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.

Figure
 

2　 Body
 

mass
 

of
 

mice(n= 8)

1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

25. 0 对数据进行统计分析,以平

均数±标准差( 􀭰x±s)表示,正态分布时进行方差齐

性检验,若方差齐选取单因素方差分析,多重比

较选择 LSD 法,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 一般体征

　 　 实验过程中,每周监测体质量,每天观察小

鼠的生活状态。 N 组小鼠进食量、饮水量及尿量、
精神、毛发、大便未见异常,体质量持续增长。 与

N 组比较,M 组小鼠自第 3 周开始体质量下降(P
<0. 01),BZ 组小鼠第 3 周开始出现体质量下降

(P< 0. 05),第 4 周出现体质量显著下降 ( P <
0. 01),同时出现进食及饮水量减少,毛发杂乱光

泽度下降,精神萎靡,活动度下降,大便质稀。 此

外,BZ 组小鼠第 5 周开始与 M 组小鼠相比体质

量出现差异(P<0. 05)。 结果见图 2。
2. 2　 肾功能评价

　 　 与 N 组比较,M 组和 BZ 组肾功能指标 Scr、
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BUN、UACR、 NAG 均出现升高 ( P < 0. 05 或 P <
0. 01),提示肾功能受损。 与 M 组比较, BZ 组

Scr、NAG 水平升高(P< 0. 05),BUN 及 UACR 虽

均有升高,但无统计学意义。 结果见表 1。
2. 3　 舌象

　 　 小鼠舌象结果显示,M 组小鼠舌象 Red 值低

于 N 组(P < 0. 05),色泽偏淡。 BZ 组小鼠舌象

Red 值显著低于 N 组(P< 0. 01),舌象 Blue 值高

于 N 组 ( P < 0. 05), 且均与 M 组有差异 ( P <
0. 05),提示色泽偏紫暗。 结果见图 3,表 2。
2. 4　 血液流变学检测结果

　 　 与 N 组相比,M 组小鼠全血多切变率黏度、
PV、HCT 有所升高,但差异无统计学意义。 BZ 组

小鼠全血多切变率黏度、HCT 较 N 组和 M 组均升

高(P<0. 05 或 P<0. 01),PV 较 N 组显著升高(P
<0. 01)。 结果见表 3。

表 1　 肾功能指标( 􀭰x±s,n= 8)
Table

 

1　 Index
 

of
 

renal
 

function( 􀭰x±s,n= 8)
分组 Groups Scr / (μmol / L) BUN / (mg / dL) UACR / (mg / g) NAG / (U / L)

N 组
 

N
 

group 46. 70±3. 55 22. 46±4. 17 27. 06±6. 81 89. 02±2. 97
M 组

 

M
 

group 94. 92±7. 04## 27. 76±2. 80# 60. 45±7. 92## 107. 50±2. 27##∗∗

BZ 组
 

BZ
 

group 102. 75±5. 93##∗ 28. 58±3. 65## 90. 83±37. 36## 137. 05±3. 02##∗∗

注:与 M 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与 N 组相比,#P<0. 05,##P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

M
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

N
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.

表 2　 小鼠舌象 RGB 值比较( 􀭰x±s,n= 3)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

RGB
 

values
 

of
 

mouse
 

tongue
 

image( 􀭰x±s,n= 3)
分组 Groups 红色 Red 绿色 Green 蓝色 Blue
N 组

 

N
 

group 121. 00±4. 00 77. 00±14. 73 85. 00±4. 58
M 组

  

M
 

group 110. 00±2. 65# 79. 00±1. 53 86. 70±1. 53
BZ 组

 

BZ
 

group 99. 00±4. 51##∗ 84. 00±5. 13 97. 00±3. 61#∗

注:与 N 组相比,#P<0. 05,##P<0. 01;与 M 组相比,∗P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

N
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

M
 

group,∗P<0. 05.

表 3　 小鼠血液流变学指标( 􀭰x±s,n= 8)
Table

 

3　 Blood
 

rheological
 

indexes
 

of
 

mice( 􀭰x±s,n= 8)

分组 Groups
全血多切变率黏度 / (mPa·s)

Whole
 

blood
 

multi
 

shear
 

viscosity
10 / s 40 / s 200 / s

血浆黏度 / (mPa·s)
PV

红细胞压积 / %
HCT

N 组 N
 

group 11. 97±0. 72 7. 36±0. 36 3. 84±0. 38 1. 27±0. 07 39. 69±2. 63

M 组 M
 

group 13. 28±1. 21 7. 61±0. 41 4. 20±0. 69 1. 46±0. 17 40. 55±2. 37

BZ 组 BZ
 

group 17. 99±1. 21##∗∗ 8. 63±0. 29##∗∗ 5. 28±0. 80##∗ 1. 52±0. 10## 44. 91±2. 61##∗∗

注:与 N 组相比,##P<0. 01;与 M 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

N
 

group,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

M
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

图 3　 小鼠舌象图像比较

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

mouse
 

tongue
 

images
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2. 5　 血脂、炎症和氧化指标检测结果

　 　 与 N 组比较,M 组 TC、LDL-C、MDA 升高,
SOD 活性降低,但差异无统计学意义,CRP 和 IL-
6 水平升高(P<0. 05 或 P<0. 01);BZ 组 TC、LDL-
C、CRP、IL-6、MDA 水平均显著升高(P<0. 01),且
与 M 组有统计学差异(P< 0. 01),SOD 活性较 N
组下降(P<0. 05)。 结果见表 4。
2. 6　 肾组织病理改变

　 　 与 N 组比较,M 组小鼠肾组织 HE 染色示肾

小球玻璃样变、肾小管水肿、炎细胞浸润;PAS 染

色示肾小球基底膜增厚、系膜细胞增生;Masson
染色示胶原纤维增生明显;油红 O 染色示少量脂

质积累。 BZ 组小鼠可见肾小管胞质空泡化明显,
炎性细胞浸润、肾小球基底膜增厚、胶原纤维增

生和脂质累积显著(图 4)。 如图 5 所示,与 N 组

比较,M 组和 BZ 组肾组织细胞凋亡及 TGF-β 沉

积增加(P<0. 05 或 P<0. 01),BZ 组与 M 组相比

有统计学意义(P<0. 01)。
2. 7　 肾蛋白质组学和血清代谢组学分析

　 　 进一步对 N 组和 BZ 组小鼠进行组织蛋白质

组学和血液代谢组学分析,明确气虚湿瘀肾纤维

化小鼠相关蛋白和代谢物的表达变化。 如图 6 蛋

白质组学结果表明,BZ 组与 N 组比较共有 299 个

差异蛋白,其中 180 个上调,119 个下调,分别见
表 4　 小鼠血脂、炎症和氧化指标( 􀭰x±s,n= 8)

Table
 

4　 Blood
 

lipid,
 

inflammation
 

and
 

oxidative
 

indicators
 

in
 

mice( 􀭰x±s,n= 8)
分组 Groups N 组 N

 

group M 组
 

M
 

group BZ 组
 

BZ
 

group
总胆固醇 / (mmol / L)

TC 2. 76±0. 61 3. 73±0. 76 5. 76±1. 37##∗∗

低密度脂蛋白胆固醇 / (mmol / L)
LDL-C 0. 98±0. 13 1. 13±0. 21 1. 96±0. 17##∗∗

C 反应蛋白 / (mg / L)
CRP 2. 35±0. 37 2. 82±0. 25# 3. 59±0. 36##∗∗

白介素 6 / (pg / mL)
IL-6 80. 65±6. 60 118. 09±10. 27## 138. 63±9. 74##∗∗

超氧化物歧化酶活性 / (U / mL)
SOD 275. 78±25. 47 241. 96±32. 08 219. 16±42. 29#

丙二醛 / (nmol / mL)
MDA 4. 51±1. 01 5. 03±1. 06 6. 86±1. 21##∗∗

注:与 N 组相比,#P<0. 05,##P<0. 01;与 M 组相比,∗∗P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

N
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

M
 

group,∗∗P<0. 01.

图 4　 小鼠肾组织病理变化

Figure
 

4　 Kidney
 

histopathological
 

changes
 

in
 

mice
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注:A:肾组织 TUNEL 细胞凋亡及 TGF-β 荧光;B:各组细胞凋亡指数(n = 3);C:各组 TGF-β 平均荧光强度(n = 3)。 与 N 组相比,# P<

0. 05,##P<0. 01;与 M 组相比,∗∗P<0. 01。

图 5　 TUNEL 细胞凋亡及 TGF-β 荧光图

Note.
 

A,
 

TUNEL
 

cell
 

apoptosis
 

and
 

TGF-β
 

fluorescence
 

in
 

renal
 

tissue.
 

B,
 

Apoptotic
 

index
 

of
 

each
 

group
 

(n = 3).
 

C,
 

Average
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

TGF-β
 

in
 

each
 

group
 

(n= 3).
 

Compared
 

with
 

the
 

N
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

M
 

group,∗∗P<0. 01.

Figure
 

5　 TUNEL
 

and
 

TGF-β
 

fluorescence

注:A:差异蛋白火山图;B:差异蛋白聚类图。

图 6　 肾差异蛋白火山及聚类分析图

Note.
 

A,
 

Volcano
 

plot
 

of
 

differential
 

proteins.
 

B,
 

Cluster
 

plot
 

of
 

differential
 

proteins.

Figure
 

6　 Kidney
 

differential
 

proteins
 

volcano
 

and
 

cluster
 

analysis
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差异蛋白火山图及聚类图。 对差异蛋白进行

KEGG 富集分析,可见差异蛋白主要涉及补体和

凝血级联、系统性红斑狼疮、中性粒细胞外陷阱

的形成、神经活性配体-受体相互作用、胆汁分

泌、冠状病毒疾病-新冠肺炎、类固醇激素生物合

成、药物代谢-其他酶、化学致癌作用-DNA 加合

物等通路(图 7)。

血清代谢组学通过正交偏最小二乘方-判别

分析 ( orthogonal
 

partial
 

least
 

squares
 

discriminant
 

analysis,
 

OPLS-DA)见 BZ 组和 N 组血清代谢物

出现明显分离,表明二组小鼠体内代谢物发生变

化(图 8)。 如图 9 所示,根据 VIP >1,且 P<0. 05
筛选差异代谢物,BZ 组与 N 组比较共有 323 个差

异代谢物,其中205个上调,118个下调,分别见

注:标红通路表示与血清差异代谢物共同富集到的通路。

图 7　 肾差异蛋白富集通路图

Note.
 

Standard
 

red
 

pathway
 

indicates
 

pathways
 

that
 

are
 

enriched
 

with
 

serum
 

differential
 

metabolites.

Figure
 

7　 Renal
 

differential
 

proteins
 

enrichment
 

pathway

图 8　 OPLS-DA 图

Figure
 

8　 OPLS-DA
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差异代谢物火山图及聚类图。
　 　 如图 10 对差异代谢物进行通路富集分析,选
取 P 值排名前 20 的通路可见 N 组和 BZ 组差异

代谢物主要涉及初级胆汁酸生物合成、牛磺酸和

亚牛磺酸代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢、癌症的

胆碱代谢、不饱和脂肪酸的生物合成、精氨酸生

注:A:差异代谢物火山图;B:差异代谢物聚类图。

图 9　 血清差异代谢物火山及聚类分析图

Note.
 

A,
 

Volcano
 

plot
 

of
 

differential
 

metabolite.
 

B,
 

Cluster
 

plot
 

of
 

differential
 

metabolite.

Figure
 

9　 Serum
 

differential
 

metabolites
 

volcano
 

and
 

cluster
 

analysis

注:标红通路表示与肾差异蛋白共同富集到的通路。

图 10　 血清差异代谢物富集通路图

Note.
 

Standard
 

red
 

pathway
 

indicates
 

pathways
 

that
 

are
 

enriched
 

with
 

Renal
 

differential
 

proteins.

Figure
 

10　 Serum
 

differential
 

metabolites
 

enrichment
 

pathway
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物合成、醚脂代谢、鞘脂代谢、嘧啶代谢等通路。
　 　 对蛋白质组学和代谢组学结果进行联合分

析可见有 3 条通路被差异蛋白和差异代谢物共同

富集到,分别为初级胆汁酸生物合成(primary
 

bile
 

acid
 

biosynthesis )、 牛 磺 酸 和 亚 牛 磺 酸 代 谢

(taurine
 

and
 

hypotaurine
 

metabolism)、不饱和脂肪

酸的生物合成 ( biosynthesis
 

of
 

unsaturated
 

fatty
 

acids),其中共涉及 3 个差异蛋白,9 个差异代谢

物(表 5)。 对 3 个差异蛋白测序结果进行了 ROC
曲线分析,结果表明 3 个差异蛋白 AUC 均是 1,表

明测序精准,具有很好的预测性(图 11)。 对 9 个

差异代谢物结果进行了 ROC 曲线分析,其中二十

二碳五烯酸( docosapentaenoic
 

acid
 

(22n-3))、二
十 碳 五 烯 酸 ( eicosapentaenoic

 

acid )、 牛 磺 酸

(taurine)、3-亚磺酰基丙氨酸(3-sulfinoalanine)、
牛磺胆酸( taurocholic

 

acid)表现出较高的预测准

确性(图 12)。 进一步对筛选出的差异蛋白和代

谢物进行共表达相关性分析可见差异蛋白和代

谢物之间呈负相关性,其中差异蛋白 Hsd17b12 与

代谢物之间相关性高(图 13)。

表 5　 共同通路及涉及差异蛋白和代谢物信息
Table

 

5　 Common
 

pathways
 

and
 

information
 

involving
 

differential
 

proteins
 

and
 

metabolites

通路
Pathway

差异蛋白及变化趋势
Differential

 

proteins
 

and
 

changing
 

trends
差异代谢物及变化趋势

Differential
 

metabolites
 

and
 

changing
 

trends

初级胆汁酸生物合成
Primary

 

bile
 

acid
 

biosynthesis

酰基辅酶 A 氨基酸 N-酰基转移酶 1↑,酰
基辅酶 A 氨基酸 N-酰基转移酶 2↑
Acnat1↑,Acnat2↑

牛磺酸↓,鹅去氧胆酸↑,牛磺胆酸↓,鹅脱氧胆
酰牛磺酸↑
Taurine↓,chenodeoxycholic

 

acid↑,taurocholic
 

acid
↓,chenodeoxycholyltaurine↑

牛磺酸和亚牛磺酸代谢
Taurine

 

and
 

hypotaurine
 

metabolism

酰基辅酶 A 氨基酸 N-酰基转移酶 1↑,酰
基辅酶 A 氨基酸 N-酰基转移酶 2↑
Acnat1↑,Acnat2↑

牛磺酸↓,3-亚磺酸基丙氨酸↓,牛磺胆酸↓
Taurine↓,3-sulfinoalanine↓,taurocholic

 

acid↓

不饱和脂肪酸的生物合成
Biosynthesis

 

of
 

unsaturated
 

fatty
 

acids

酰基辅酶 A 氨基酸 N-酰基转移酶 1↑,超
长链 3-氧酰辅酶 A 还原酶↑,酰基辅酶 A
氨基酸 N-酰基转移酶 2↑
Acnat1↑,

 

Hsd17b12↑,
 

Acnat2↑

棕榈酸↑,十八烯酸↑,二十碳五烯酸↓,二十二
碳五烯酸↓
Palmitic

 

acid↑,
 

oleic
 

acid↑,
 

eicosapentaenoic
 

acid
↓,

 

docosapentaenoic
 

acid
 

(22n-3)↓

注:↓:与 N 组相比下调;↑:与 N 组比较上调。
Note. ↓,

 

Downregulated
 

compared
 

with
 

group
 

N.
 

↑,
 

Upregulated
 

compared
 

with
 

group
 

N.

图 11　 差异蛋白的 ROC 曲线分析

Figure
 

11　 ROC
 

curve
 

analysis
 

of
 

the
 

differential
 

proteins
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图 12　 差异代谢物的 ROC 曲线分析

Figure
 

12　 ROC
 

curve
 

analysis
 

of
 

the
 

differential
 

metabolites

注:A:聚类热图;B:相关性矩阵图,图中红色为正相关,蓝色为负相关,颜色越深相关性越大,圆圈大小代表相关性的大小,圆圈越

大相关性越大;C:关联网络图,绿色线代表负相关,红色线代表正相关,线的粗细代表相关性系数的高低。

图 13　 蛋白与代谢的共表达相关性分析

Note.
 

A,
 

Cluster
 

heatmap.
 

B,
 

Correlation
 

matrix
 

diagram,
 

where
 

red
 

represents
 

positive
 

correlation
 

and
 

blue
 

represents
 

negative
 

correlation.
 

The
 

darker
 

the
 

color,
 

the
 

greater
 

the
 

correlation.
 

The
 

size
 

of
 

the
 

circle
 

represents
 

the
 

magnitude
 

of
 

the
 

correlation,
 

and
 

the
 

larger
 

the
 

circle,
 

the
 

greater
 

the
 

correlation.
 

C,
 

Correlation
 

network
 

diagram
 

shows
 

that
 

the
 

green
 

line
 

represents
 

negative
 

correlation,
 

the
 

red
 

line
 

represents
 

positive
 

correlation,
 

and
 

the
 

thickness
 

of
 

the
 

line
 

represents
 

the
 

level
 

of
 

correlation
 

coefficient.

Figure
 

13　 Correlation
 

analysis
 

of
 

co-expression
 

between
 

protein
 

and
 

metabolism
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3　 讨论

　 　 RF 多为慢性肾病进展至 ESRD 的共同最终

结局,被认为是发生在最初各种损伤之后肾自身

损伤修复失败的结果,多见脏腑之气耗伤。 气虚

无力行血而致血瘀,“气不行水”或“气不化水”则

可引起津液输布排泄障碍而发生停聚,郁久化

热,形成湿热浊毒。 RF 以气虚湿瘀为核心证候,
临床病证结合、辨证论治疗效明显。 本研究基于

RF 证候特征、病因病机、前期文献梳理及课题组

多年来 RF 模型经验[6-7] ,通过游泳力竭法诱导小

鼠气虚血瘀模型,“高脂饮食+游泳力竭”以及控

制恒温恒湿的外界环境以内外相引诱导湿热证

小鼠模型,CsA 诱导小鼠 RF 模型,三者联合建立

“气虚湿瘀” RF 小鼠模型,从临床出发为基础实

验研究提供模型基础。
BZ 组小鼠见 Scr、BUN、UACR 升高提示肾功

能受损。 气虚运化失常、机体功能衰退可见饮食

减少、体质量下降;脾气亏虚,肌肉毛发失于濡养

可见皮毛无光;脾气亏虚,清浊不分可见大便稀;
气为“神之母”,气虚则神衰,气虚可见精神倦怠、
活动性差。 BZ 组小鼠出现体质量减轻、进食及饮

水量减少,毛发杂乱光泽度下降,精神萎靡,活动

度下降,大便质稀符合中医气虚证表现。 血瘀多

表现为血流动力学上的改变、血浆黏度增加,肾
组织胶原纤维的增生[8] 。 本实验中 BZ 组小鼠全

血多切变率黏度、HCT 较 N 组和 M 组均升高,血
浆黏度较 N 组也显著升高,同时可见舌象色泽偏

紫暗符合中医血瘀证舌象特点,可见 BZ 组小鼠

血瘀证明显。 有研究表明湿热证与感染之间存

在关联,湿热证可见 IL-6、CRP 水平的升高,此外

还可见血脂异常,以及 SOD、MDA 等氧化指标的

异常[9-11] 。 肾病理上表现为系膜细胞增生、基质

增多及炎性细胞的浸润[10] 。 本研究中 BZ 组小鼠

TC、LDL-C、CRP、IL-6、MDA 水平较 N 组和 M 组

均显著升高,SOD 活性较 N 组下降,可见 BZ 组小

鼠湿热征象明显。 在肾病理上,BZ 组小鼠可见肾

小管胞质空泡化明显,炎性细胞浸润、肾小球基

底膜增厚、胶原纤维增生和脂质累积显著,BZ 组

较 N 组和 M 组肾组织细胞凋亡及 TGF-β 沉积也

显著增加,提示 BZ 组出现 RF 病理改变并可见湿

热、血瘀证特点。 综上,BZ 组小鼠在体征上表现

出气虚体征,血尿指标体现了血流动力学、炎症、
血脂和氧化指标的紊乱以及肾功能的下降,肾组

织病理上体现了湿热证、血瘀证的病理表现,符
合气虚湿瘀 RF 模型评价标准[6] ,提示“气虚湿

瘀”肾纤维化小鼠模型造模成功,通过“环孢素+
高脂饮食+游泳力竭+恒温恒湿”法构建气虚湿瘀

RF 动物模型具有可行性。 但病证结合模型中不

可控因素较多,模型评价标准目前缺乏统一认

识,仍需进一步研究。
运用肾蛋白质组学和血清代谢组学联合分

析体内蛋白和代谢物的变化情况,预测气虚湿瘀

RF 发生的关键靶蛋白,明确相关代谢物的变化,
符合中医整体观特点,更贴切于疾病病证变化,
有助于其机制的明确。 研究结果显示初级胆汁

酸生物合成、牛磺酸和亚牛磺酸代谢、不饱和脂

肪酸的生物合成被同时富集,共涉及 3 个差异蛋

白和 9 个差异代谢物,其中二十二碳五烯酸、二十

碳五烯酸、牛磺酸、3 -亚磺酰基丙氨酸、牛磺胆

酸、酰基辅酶 A 氨基酸 N-酰基转移酶 1 和酰基

辅酶 A 氨基酸 N-酰基转移酶 2、超长链 3-氧酰

辅酶 A 还原酶( Hsd17b12)具有较高的预测准确

性,Hsd17b12 与其他代谢物之间有较高的相

关性。
在气虚湿瘀 RF 小鼠中牛磺酸和亚牛磺酸代

谢通路里的 Acnat1 和 Acnat2 上调,牛磺酸、3-亚
磺酰基丙氨酸、牛磺胆酸下调。 Acnat1 主要表达

于肾,是一种特异性牛磺酸结合酶,可参与过氧

化物酶体中脂肪酸与牛磺酸的偶联,Acnat2 可能

将不 饱 和 脂 肪 酸 与 牛 磺 酸 结 合[12-13] 。 重 组

ACNAT1 催化长链和超长链饱和酰基辅酶 A 酯

(C16-C24-CoAs) 转化为牛磺酸,产生 N -酰基牛

磺酸(NATs) [14] ,NATs 与各种生理过程有关,包
括胰岛素信号传导和 TRP 离子通道、钙通道激活

等,参与调节能量平衡,对肾功能有潜在影响[15] 。
3-亚磺酰基丙氨酸是牛磺酸的前体,牛磺酸是一

种含硫氨基酸,可形成牛磺胆酸参与胆固醇代谢

和线粒体能量代谢,维持线粒体稳态,减少细胞

凋亡[16] ,还具有抗氧化应激的作用,能够提高

SOD 活性、降低 MDA 水平[17] 。 牛磺酸缺乏可导

致高脂血症、高血压以及蛋白尿[18] ,升高 TC 和

LDL-C 水平[19] 。 本研究中气虚湿瘀 RF 小鼠肾组

织 TUNEL 凋亡增加,血脂、UACR 及 MDA 水平升
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高,SOD 降低,可见牛磺酸与亚牛磺酸代谢通路

在气虚湿瘀型 RF 小鼠模型中发挥重要作用。
在不饱和脂肪酸的生物合成中 Acnat1 和

Acnat2 以及 Hsd17b12 上调,二十二碳五烯酸、二
十碳五烯酸下调。 Hsd17b12 参与脂肪酸代谢,在
非常长链脂肪酸的延长中起着关键作用,参与调

节小鼠的代谢稳态[20] , 其上调可促进脂质沉

积[21] ,在 BZ 组小鼠中油红 O 染色示脂质沉积,
与之符合。 二十二碳五烯酸、二十碳五烯酸都是

Omega-3 长链多不饱和脂肪酸,Omega-3 脂肪酸

可通过 AMPK 介导的自噬通量激活减轻肾纤维

化[22] ,具有改善血脂、调节免疫、抗炎的作用[23] 。
二十碳五烯酸还可降低 TGF-β1 水平、抑制肾局

部炎症,减少细胞外基质沉积,减轻 RF[24] 。 此

外,Omega-3 脂肪酸也可参与 NATs 的合成,降低

血脂水平[25-26] 。 可见 BZ 组小鼠 TC、LDL-C 血脂

指标升高, CRP、 IL-6 炎症指标上升,肾病理示

TGF-β 沉积增多、炎细胞浸润明显与二十二碳五

烯酸、二十碳五烯酸的下调密切相关。
综上,在气虚湿瘀 RF 小鼠中 Acnat1、Acnat2

和 Hsd17b12 上调参与不饱和脂肪酸生物合成与

牛磺酸和亚牛磺酸代谢途径,血清中表现为牛磺

酸、3-亚磺酰基丙氨酸、牛磺胆酸、二十二碳五烯

酸、二十碳五烯酸代谢物的下调。 因此,推测在

小鼠气虚湿瘀 RF 形成机制可能与 Acnat1、Acnat2
以及 Hsd17b12 参与下 Omega-3 脂肪酸与牛磺酸

的偶联影响脂质代谢相关,气虚湿瘀肾纤维化中

不饱和脂肪酸生物合成与牛磺酸和亚牛磺酸代

谢通路可能发挥重要作用,Hsd17b12 可能为重要

靶点。 这为后续气虚湿瘀肾纤维化的机制研究

及治疗提供新的思路和方向。

参考文献:

[ 1 ]　 DJUDJAJ
 

S,
 

BOOR
 

P.
 

Cellular
 

and
 

molecular
 

mechanisms
 

of
 

kidney
 

fibrosis
 

[ J].
 

Mol
 

Aspects
 

Med,
 

2019,
 

65:
 

16
-36.

[ 2 ]　 高国栋,
 

孙伟.
 

“肾虚湿瘀”
 

理论下的慢性肾病中医证候

学研究
 

[J].
 

世界科学技术-中医药现代化,
 

2021,
 

23
(10):

 

3474-3482.
GAO

 

G
 

D,
 

SUN
 

W.
 

TCM
 

syndrome
 

research
 

of
 

chronic
 

kidney
 

disease
 

based
 

on
 

the
 

theory
 

of
 

“kidney
 

deficiency
 

and
 

damp-blood
 

stasis”
 

[ J].
 

Mod
 

Tradit
 

Chin
 

Med
 

Mater
 

Med
 

World
 

Sci
 

Technol,
 

2021,
 

23(10):
 

3474-3482.

[ 3 ]　 胡洪贞,
 

齐振强,
 

李伟.
 

李伟中西医结合治疗慢性肾病

经验撷菁
 

[J].
 

辽宁中医杂志,
 

2019,
 

46(2):
 

260-262.
HU

 

H
 

Z,
 

QI
 

Z
 

Q,
 

LI
 

W.
 

LI
 

Wei’ s
 

experience
 

of
 

treating
 

chronic
 

kidney
 

disease
 

with
 

traditional
 

Chinese
 

and
 

western
 

medicine
 

[J].
 

Liaoning
 

J
 

Tradit
 

Chin
 

Med,
 

2019,
 

46(2):
 

260-262.
[ 4 ]　 陈香美,

 

倪兆慧,
 

刘玉宁,
 

等.
 

慢性肾衰竭中西医结合诊

疗指南
 

[J].
 

河北中医,
 

2016,
 

38(2):
 

313-317.
CHEN

 

X
 

M,
 

NI
 

Z
 

H,
 

LIU
 

Y
 

N,
 

et
 

al.
 

Guide
 

to
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

chronic
 

renal
 

failure
 

with
 

integrated
 

traditional
 

Chinese
 

and
 

western
 

medicine
 

[ J ].
 

Hebei
 

J
 

Tradit
 

Chin
 

Med,
 

2016,
 

38(2):
 

313-317.
[ 5 ]　 赵辉,

 

曹洪欣,
 

李想,
 

等.
 

冠心病心阳虚痰瘀互结证大鼠

模型的代谢组学特征分析
 

[ J].
 

中国中医基础医学杂

志,
 

2023,
 

29(5):
 

734-741.
ZHAO

 

H,
 

CAO
 

H
 

X,
 

LI
 

X,
 

et
 

al.
 

Analysis
 

on
 

metabonomic
 

characteristics
 

of
 

rat
 

model
 

of
 

coronary
 

heart
 

disease
 

with
 

heart
 

Yang
 

deficiency,
 

phlegm
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome
 

[J].
 

J
 

Basic
 

Chin
 

Med,
 

2023,
 

29(5):
 

734-741.
[ 6 ]　 高冉冉,

 

申振,
 

连梦慧,
 

等.
 

气虚湿瘀型肾纤维化动物模

型的研究进展
 

[J].
 

中国比较医学杂志,
 

2023,
 

33(10):
 

91-99.
GAO

 

R
 

R,
 

SHEN
 

Z,
 

LIAN
 

M
 

H,
 

et
 

al.
 

Research
 

progress
 

on
 

kidney
 

fibrosis
 

animal
 

models
 

of
 

qi
 

deficiency
 

and
 

dampness
 

stasis
 

syndrome
 

[ J].
 

Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

2023,
 

33(10):
 

91-99.
[ 7 ]　 HAN

 

C,
 

JIANG
 

Y
 

H,
 

LI
 

W,
 

et
 

al.
 

Astragalus
 

membranaceus
 

and
 

Salvia
 

miltiorrhiza
 

ameliorates
 

cyclosporin
 

A-induced
 

chronic
 

nephrotoxicity
 

through
 

the
 

“ gut-kidney
 

axis”
 

[J].
 

J
 

Ethnopharmacol,
 

2021,
 

269:
 

113768.
[ 8 ]　 庞欣欣,

 

彭紫凝,
 

邢玉凤,
 

等.
 

基于病证结合探讨血瘀证

糖尿病肾病大鼠肾损害与内质网应激的关系
 

[J].
 

中国

实验方剂学杂志,
 

2020,
 

26(20):
 

74-81.
PANG

 

X
 

X,
 

PENG
 

Z
 

N,
 

XING
 

Y
 

F,
 

et
 

al.
 

Investigating
 

relationship
 

between
 

renal
 

damage
 

and
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress
 

in
 

diabetic
 

kidney
 

disease
 

rats
 

with
 

blood
 

stasis
 

syndrome
 

based
 

on
 

combination
 

of
 

disease
 

and
 

syndrome
 

[J].
 

Chin
 

J
 

Exp
 

Tradit
 

Med
 

Formulae,
 

2020,
 

26
(20):

 

74-81.
[ 9 ]　 钟云良,

 

谢桂权.
 

原发性肾病综合征湿热证与炎症因子

相关性的探讨
 

[ J].
 

辽宁中医药大学学报,
 

2008,
 

10
(5):

 

25-26.
ZHONG

 

Y
 

L,
 

XIE
 

G
 

Q.
 

Correlation
 

between
 

damp-heat
 

syndrome
 

and
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

primary
 

nephrotic
 

syndrome
 

[J].
 

J
 

Liaoning
 

Univ
 

Tradit
 

Chin
 

Med,
 

2008,
 

10
(5):

 

25-26.
[10]　 李春庆,

 

孙伟,
 

周栋.
 

慢性肾病湿热证实验研究进展
 

[J].
 

中医药导报,
 

2010,
 

16(11):
 

117-119.
LI

 

C
 

Q,
 

SUN
 

W,
 

ZHOU
 

D.
 

Experimental
 

study
 

of
 

chronic
 

65 中国比较医学杂志 2025 年 4 月第 35 卷第 4 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

April
 

2025,Vol.
 

35,No.
 

4



kidney
 

disease
 

progress
 

Damp
 

[J].
 

Guid
 

J
 

Tradit
 

Chin
 

Med
 

Pharm,
 

2010,
 

16(11):
 

117-119.
[11]　 陈佳美,

 

朱青,
 

朴胜华,
 

等.
 

湿热证动物模型造模方法的

文献挖掘研究
 

[ J].
 

中国中医基础医学杂志,
 

2021,
 

27
(9):

 

1399-1404.
CHEN

 

J
 

M,
 

ZHU
 

Q,
 

PIAO
 

S
 

H,
 

et
 

al.
 

Research
 

on
 

literature
 

mining
 

of
 

animal
 

models
 

with
 

damp-heat
 

syndrome
 

[J].
 

J
 

Basic
 

Chin
 

Med,
 

2021,
 

27(9):
 

1399-1404.
[12]　 HUNT

 

M
 

C,
 

SIPONEN
 

M
 

I,
 

ALEXSON
 

S
 

E
 

H.
 

The
 

emerging
 

role
 

of
 

acyl-CoA
 

thioesterases
 

and
 

acyltransferases
 

in
 

regulating
 

peroxisomal
 

lipid
 

metabolism
 

[ J ].
 

Biochim
 

Biophys
 

Acta,
 

2012,
 

1822(9):
 

1397-1410.
[13]　 NEUGEBAUER

 

K
 

A,
 

OKROS
 

M,
 

GUZIOR
 

D
 

V,
 

et
 

al.
 

Baat
 

gene
 

knockout
 

alters
 

post-natal
 

development,
 

the
 

gut
 

microbiome,
 

and
 

reveals
 

unusual
 

bile
 

acids
 

in
 

mice
 

[ J].
 

J
 

Lipid
 

Res,
 

2022,
 

63(12):
 

100297.
[14]　 REILLY

 

S
 

J,
 

O’ SHEA
 

E
 

M,
 

ANDERSSON
 

U,
 

et
 

al.
 

A
 

peroxisomal
 

acyltransferase
 

in
 

mouse
 

identifies
 

a
 

novel
 

pathway
 

for
 

taurine
 

conjugation
 

of
 

fatty
 

acids
 

[J].
 

FASEB
 

J,
 

2007,
 

21(1):
 

99-107.
[15]　 SAGHATELIAN

 

A,
 

MCKINNEY
 

M
 

K,
 

BANDELL
 

M,
 

et
 

al.
 

A
 

FAAH-regulated
 

class
 

of
 

N-acyl
 

taurines
 

that
 

activates
 

TRP
 

ion
 

channels
 

[J].
 

Biochemistry,
 

2006,
 

45(30):
 

9007
-9015.

[16]　 陈哲晖,
 

陆妹,
 

杨艳玲.
 

牛磺酸在遗传代谢病治疗中的

应用
 

[J].
 

中国实用儿科杂志,
 

2023,
 

38(10):
 

758-761.
CHEN

 

Z
 

H,
 

LU
 

M,
 

YANG
 

Y
 

L.
 

Use
 

of
 

taurine
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

inherited
 

metabolic
 

disorders
 

[J].
 

Chin
 

J
 

Pract
 

Pediatr,
 

2023,
 

38(10):
 

758-761.
[17]　 陈军平,

 

王德伟,
 

谭伟源,
 

等.
 

GYY4137 通过提高自噬

水平和降低氧化应激来保护老年雌性大鼠骨量流失
 

[J].
 

中国骨质疏松杂志,
 

2021,
 

27(3):
 

324-328.
CHEN

 

J
 

P,
 

WANG
 

D
 

W,
 

TAN
 

W
 

Y,
 

et
 

al.
 

GYY4137
 

protects
 

bone
 

loss
 

in
 

elderly
 

female
 

rats
 

by
 

increasing
 

autophagy
 

levels
 

and
 

reducing
 

oxidative
 

stress
 

[ J].
 

Chin
 

J
 

Osteoporos,
 

2021,
 

27(3):
 

324-328.
[18]　 BALIOU

 

S,
 

ADAMAKI
 

M,
 

IOANNOU
 

P,
 

et
 

al.
 

Ameliorative
 

effect
 

of
 

taurine
 

against
 

diabetes
 

and
 

renal-
associated

 

disorders
 

( Review )
 

[ J ].
 

Med
 

Int
 

( Lond ),
 

2021,
 

1(2):
 

3.
[19]　 LI

 

Y,
 

ZHAO
 

D,
 

QIAN
 

M,
 

et
 

al.
 

Amlodipine,
 

an
 

anti-
hypertensive

 

drug,
 

alleviates
 

non-alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease
 

by
 

modulating
 

gut
 

microbiota
 

[ J].
 

Br
 

J
 

Pharmacol,
 

2022,
 

179(9):
 

2054-2077.
[20]　 HEIKELÄ

 

H,
 

RUOHONEN
 

S
 

T,
 

ADAM
 

M,
 

et
 

al.
 

Hydroxysteroid
 

( 17β )
 

dehydrogenase
 

12
 

is
 

essential
 

for
 

metabolic
 

homeostasis
 

in
 

adult
 

mice
 

[ J].
 

Am
 

J
 

Physiol
 

Endocrinol
 

Metab,
 

2020,
 

319(3):
 

E494-E508.
[21]　 LIU

 

J,
 

CHE
 

Y,
 

CAI
 

K,
 

et
 

al.
 

miR-136
 

regulates
 

the
 

proliferation
 

and
 

adipogenic
 

differentiation
 

of
 

adipose-derived
 

stromal
 

vascular
 

fractions
 

by
 

targeting
 

HSD17B12
 

[J].
 

Int
 

J
 

Mol
 

Sci,
 

2023,
 

24(19):
 

14892.
[22]　 HAN

 

S,
 

CHOI
 

H,
 

PARK
 

H,
 

et
 

al.
 

Omega-3
 

fatty
 

acids
 

attenuate
 

renal
 

fibrosis
 

via
 

AMPK-mediated
 

autophagy
 

flux
 

activation
 

[J].
 

Biomedicines,
 

2023,
 

11(9):
 

2553.
[23]　 POGGIOLI

 

R,
 

HIRANI
 

K,
 

JOGANI
 

V
 

G,
 

et
 

al.
 

Modulation
 

of
 

inflammation
 

and
 

immunity
 

by
 

omega-3
 

fatty
 

acids:
 

a
 

possible
 

role
 

for
 

prevention
 

and
 

to
 

halt
 

disease
 

progression
 

in
 

autoimmune,
 

viral,
 

and
 

age-related
 

disorders
 

[J].
 

Eur
 

Rev
 

Med
 

Pharmacol
 

Sci,
 

2023,
 

27(15):
 

7380-7400.
[24]　 危志强.

 

二十碳五烯酸抑制肾小管上皮细胞间质转化及

纤维化的机制研究
 

[D].
 

苏州:
 

苏州大学,
 

2020.
WEI

 

Z
 

Q.
 

Mechanism
 

of
 

eicosapentaenoic
 

acid
 

inhibiting
 

interstitial
 

transformation
 

and
 

fibrosis
 

of
 

renal
 

tubular
 

epithelial
 

cells
 

[D].
 

Suzhou:
 

Soochow
 

University,
 

2020.
[25]　 TRAMMELL

 

S
 

A
 

J,
 

GAMON
 

L
 

F,
 

GOTFRYD
 

K,
 

et
 

al.
 

Identification
 

of
 

bile
 

acid-CoA:
 

amino
 

acid
 

N-acyltransferase
 

as
 

the
 

hepatic
 

N-acyl
 

taurine
 

synthase
 

for
 

polyunsaturated
 

fatty
 

acids
 

[J].
 

J
 

Lipid
 

Res,
 

2023,
 

64(9):
 

100361.
[26]　 BORNFELDT

 

K
 

E.
 

Triglyceride
 

lowering
 

by
 

omega-3
 

fatty
 

acids:
 

a
 

mechanism
 

mediated
 

by
 

N-acyl
 

taurines
 

[J].
 

J
 

Clin
 

Invest,
 

2021,
 

131(6):
 

e147558.

〔收稿日期〕2024-08-17

75中国比较医学杂志 2025 年 4 月第 35 卷第 4 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

April
 

2025,Vol.
 

35,No.
 

4



2025 年 4 月

第 35 卷　 第 4 期
中国比较医学杂志

CHINESE
 

JOURNAL
 

OF
 

COMPARATIVE
 

MEDICINE
April,

 

2025
Vol.

 

35　 No.
 

4

张颖,谢璐璐,张兆鹏,等. 黄精多糖通过抑制心肌细胞焦亡改善糖尿病心肌病
 

[J]. 中国比较医学杂志,
 

2025,
 

35(4):
 

58
-68.

 

Zhang
 

Y,
 

Xie
 

LL,
 

Zhang
 

ZP,
 

et
 

al.
 

Polygonatum
 

sibiricum
 

polysaccharides
 

may
 

improve
 

diabetic
 

cardiomyopathy
 

by
 

inhibiting
 

pyroptosis
 

[J].
 

Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

2025,
 

35(4):
 

58-68.
 

doi:
 

10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2025. 04. 006

[基金项目]吉林省中医药管理局科技计划项目(2022056)。
[作者简介]张颖(1994—),女,在读硕士研究生,研究方向:重大慢病的中西医结合基础研究。 E-mail:zy07311246@ 163. com
[通信作者]郭军鹏(1973—),男,博士,教授,博士生导师,研究方向:中医药防治老年病。 E-mail:Guojp1228@ 163. com

黄精多糖通过抑制心肌细胞焦亡改善糖尿病心肌病

张　 颖1,谢璐璐2,张兆鹏3,高　 睿1,魏旭阳1,金美英4,郭军鹏5∗

(1.长春中医药大学中西医结合学院,长春　 130117;2.长春中医药大学中医学院,长春　 130117;3.长春中医药大学药学

院,长春　 130117;4.长春中医药大学附属第三临床医院,长春　 130117;5.长春中医药大学临床医学院,长春　 130117)

　 　 【摘要】 　 目的 　 探究黄精多糖(Polygonatum
 

sibiricum
 

polysaccharides,
 

PSP) 对糖尿病心肌病( diabetic
 

cardiomyopathies,
 

DCM)的保护作用及机制。 方法　 40 只 SPF 级雄性 SD 大鼠随机分为正常组、模型组、PSP
组和二甲双胍组,高脂喂养 4 周后腹腔注射链脲佐菌素( streptozotocin,

 

STZ)建立糖尿病动物模型,灌胃给药

12 周,每两周记录体质量、血糖。 第 16 周时通过无创超声心动仪检测心功能;HE、Masson 染色评估大鼠心肌

组织病理变化及心肌纤维化程度;酶联免疫吸附实验(ELISA)检测大鼠血清白介素-6( interleukin-6,
 

IL-6)、
白介素-1β(interleukin-1β,

 

IL-1β)、白介素-18( interleukin-18,
 

IL-18)、肿瘤坏死因子 α( tumor
 

necrosis
 

factor-
α,

 

TNF-α)、甘油三酯(TG)、总胆固醇(TC)、低密度脂蛋白(LDL)及高密度脂蛋白(HDL)水平;蛋白免疫印迹

法(Western
 

blot)检测大鼠心肌组织中纤维化相关蛋白 TGF-β1、Smad2、Collagen-Ⅰ、Collagen-Ⅲ及焦亡相关蛋

白 NLRP3、ASC、Caspase-1 的表达水平。 细胞实验通过将 H9c2 细胞暴露于高糖(40
 

mmol / L)环境以模拟体外

DCM 模型,CCK-8 法检测细胞活力;流式细胞术检测凋亡细胞比率。 结果　 与模型组比较,治疗组大鼠血糖、
血脂及血清炎症因子水平显著降低(P< 0. 05),左室射血分数( EF%) 和短轴缩短率( FS%) 显著升高(P<
0. 05),心功能得到改善;心肌纤维排列较整齐,胶原纤维堆积减少;心肌组织 NLRP3、 ASC、 Caspase-1、
Collagen-Ⅰ、Collagen-Ⅲ、TGF-β1 及 Smad2 蛋白表达水平明显降低(P<0. 05)。 细胞实验中 PSP 组提高了高糖

诱导的 H9c2 心肌细胞活力、降低凋亡细胞比例。 结论　 PSP 能改善糖尿病大鼠糖脂代谢,保护心功能,延缓

心肌纤维化的发生,同时可以提高心肌细胞活力,其作用机制可能与抑制细胞焦亡从而延缓心室重构有关。
【关键词】 　 黄精多糖;糖尿病心肌病;焦亡;心肌纤维化;炎症反应
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　 　 【 Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

Polygonatum
 

sibiricum
 

polysaccharides
 

(PSP)
 

on
 

diabetic
 

cardiomyopathy
 

(DCM).
 

Methods　 Forty
 

SPF-grade
 

male
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

Control,
 

Model,
 

PSP,
 

and
 

metformin
 

groups.
 

After
 

4
 

weeks
 

of
 

feeding
 

a
 

high-fat
 

diet,
 

streptozotocin
 

was
 

injected
 

intraperitoneally
 

to
 

establish
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

diabetes
 

mellitus.
 

The
 

drug
 

was
 

administered
 

by
 

gavage
 

for
 

12
 

weeks,
 

and
 

body
 

mass
 

and
 

blood
 

glucose
 

were
 

recorded
 

every
 

2
 

weeks.
 

Cardiac
 

function
 

was
 

detected
 

by
 

non-invasive
 

echocardiography
 

at
 

week
 

16.
 

Myocardial
 

histopathological
 

changes
 

and
 

the
 

degree
 

of
 

myocardial
 

fibrosis
 

were
 

assessed
 

by
 

hematoxylin
 

and
 

eosin
 

and
 

Masson
 

staining.
 

Serum
 

interleukin
 

( IL)-6,
 

IL-1β,
 

IL-18,
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),
 

triglycerides,
 

total
 

cholesterol,
 

low-density
 

lipoprotein,
 

and
 

high-density
 

lipoprotein
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

Expression
 

levels
 

of
 

the
 

fibrosis-related
 

proteins
 

transforming
 

growth
 

factor
 

(TGF)-β1,
 

Smad2,
 

Collagen-Ⅰ,
 

Collagen-Ⅲ,
 

and
 

the
 

pyroptosis-related
 

proteins
 

NOD-like
 

receptor
 

thermal
 

protein
 

domain
 

associated
 

protein
 

3
 

( NLRP3 ),
 

apoptosis-associated
 

speck-like
 

protein
 

containing
 

a
 

caspase
 

recruitment
 

domain
 

( ASC ),
 

and
 

Caspase-1
 

were
 

detected
 

in
 

rat
 

myocardial
 

tissues
 

by
 

Western
 

blot.
 

Cellular
 

experiments
 

were
 

performed
 

by
 

exposing
 

H9c2
 

cells
 

to
 

high
 

glucose
 

(40
 

mmol / L)
 

to
 

mimic
 

the
 

in
 

vitro
 

DCM
 

model,
 

cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

Cell
 

Counting
 

Kit-8
 

assay,
 

and
 

the
 

apoptotic
 

cell
 

ratio
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

Results　 Rats
 

in
 

the
 

treatment
 

group
 

had
 

significantly
 

lower
 

blood
 

glucose,
 

lipid,
 

and
 

serum
 

inflammatory
 

factor
 

levels
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group
 

(P < 0. 05),
 

significantly
 

higher
 

ejection
 

fraction
 

and
 

fractional
 

shortening
 

values
 

( P < 0. 05 ),
 

and
 

improved
 

cardiac
 

function.
 

Myocardial
 

fibers
 

were
 

better
 

aligned
 

and
 

collagen
 

fiber
 

accumulation
 

was
 

reduced,
 

and
 

myocardial
 

tissue
 

levels
 

of
 

NLRP3,
 

ASC,
 

Caspase-1,
 

Collagen-Ⅰ,
 

Collagen-Ⅲ,
 

TGF-β1,
 

and
 

Smad2
 

were
 

significantly
 

reduced
 

(P< 0. 05).
 

In
 

the
 

cellular
 

assay,
 

PSP
 

increased
 

the
 

viability
 

and
 

decreased
 

the
 

proportion
 

of
 

apoptotic
 

cells
 

in
 

high
 

glucose-induced
 

H9c2
 

cardiomyocytes.
 

Conclusions 　 PSP
 

can
 

improve
 

glucose-lipid
 

metabolism,
 

protect
 

cardiac
 

function,
 

and
 

delay
 

the
 

occurrence
 

of
 

myocardial
 

fibrosis
 

in
 

diabetic
 

rats,
 

and
 

can
 

also
 

improve
 

the
 

viability
 

of
 

cardiomyocytes.
 

Its
 

mechanism
 

of
 

action
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

cellular
 

pyroptosis
 

and
 

delayed
 

occurrence
 

of
 

ventricular
 

remodeling.
【Keywords 】 　 Polygonatum

 

sibiricum
 

polysaccharides;
 

diabetic
 

cardiomyopathy;
 

pyroptosis;
 

myocardial
 

fibrosis;
 

inflammation
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　 　 糖尿病是临床常见的代谢性疾病,常伴随心

脏、肾及眼部等多种组织器官并发症[1] 。 近年

来,随着人们生活方式的变化,糖尿病患者的数

量呈逐年上升趋势,与此同时,其相关并发症的

发病率也呈现出不断攀升的态势[2] 。 目前全球

约有 5. 37 亿糖尿病患者,早期发现并发症以及主

动管理血糖对于预防和减轻微血管和大血管并

发症以及死亡负担至关重要[3] 。 糖尿病心肌病

(diabetic
 

cardiomyopathies,
 

DCM) 是糖尿病患者

晚期常见的一种心脏并发症及主要致死原因之

一,其特征在早期阶段主要表现为左心室肥厚及

舒张功能障碍,进展至晚期,则体现为心脏纤维

化及收缩能力下降,这一过程最终导致临床心力

衰竭的发生。 临床中主要是通过对症治疗来缓

解症状,值得注意的是,糖尿病患者面临相对较

高的心功能不全风险,这是长期高血糖的结果。
心脏结构、功能及代谢改变贯穿其中,成为这一

系列病理演变的显著标志[4-5] 。
DCM 的病理生理学很复杂,包括心肌纤维

化、氧化应激、心肌炎症、细胞自噬等。 近年来,焦
亡这一程序性细胞死亡方式得到关注。 研究表

明,糖尿病导致的心肌损伤过程中存在细胞焦

亡,并且可能是这一病理状态下心肌细胞死亡的

主导机制[6-7] 。 糖尿病所导致的糖脂代谢紊乱、
糖基化终末产物积累、炎性细胞因子释放以及活

性氧的产生,共同促进了体内的炎症反应和氧化

应激状态的激活,是 DCM 发病的主要驱动因

素[8] 。 NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3
( NOD-like

 

receptor
 

thermal
 

protein
 

domain
 

associated
 

protein
 

3,NLRP3)炎症小体作为焦亡的

经典途径,能够触发炎症级联反应,导致大量促

炎细胞因子释放,进而介导细胞焦亡过程,加剧

心肌损伤[9-10] 。
黄精是传统药食两用中药材,有益气滋阴、
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健脾养血、补肾润肺等功效,常用于消渴症,也就

是现代医学中的糖尿病[11-12] , 其中黄精多糖

(Polygonatum
 

sibiricum
 

polysaccharides,
 

PSP)是其

最重要的活性成分。 研究发现,PSP 具有调节血

脂、降血糖、抗炎、抗氧化、抗细胞凋亡等作用[13] 。
PSP 可以通过调节氧化应激、炎症反应和凋亡指

数保护视网膜色素上皮细胞免受高糖诱导的损

伤[14] 。 在 LPS 诱导的脓毒症模型中,PSP 通过

NLRP3 / GSDMD 信号抑制肝细胞凋亡减轻肝损

伤[15] 。 此外,PSP 通过调节脑内氧化应激水平、
HPA 轴和胆碱能系统功能改善航天狭小空间诱

导的认知功能损伤[16] 。 但 PSP 改善 DCM 的研究

较少,由于 DCM 发生发展过程中的复杂性,PSP
改善 DCM 的药理机制尚不明确。 因此,本文旨在

探讨 PSP 通过调控 NLRP3 炎症小体相关通路抑

制细胞焦亡、减轻炎症反应,改善心功能及心肌

纤维化,延缓 DCM 进程。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

选用 40 只 6~ 8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠,体
质量(220±20) g,购自辽宁长生生物科技有限公

司[SCXK(辽) 2020-0001]。 所有实验动物均饲

养于长春中医药大学 SPF 级动物实验中心

[SYXK(吉) 2023 - 0015],实验环境温度维持在

21~ 25
 

℃ ,相对湿度控制在 42% ~ 70%。 本研究

方案已通过长春中医药大学实验动物伦理审查

委员会的批准(2024414),符合 3R 原则。
1. 1. 2　 细胞

H9c2 大鼠心肌细胞购自武汉塞维尔公司

(STCC30008G)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 PSP ( 成都埃法生物科技有限公司, 批号

AFCB1702);盐酸二甲双胍(每片 0. 5
 

g,江苏默克

制药有限公司,批号 H20023370);链脲佐菌素

(streptozotocin,
 

STZ)
 

(北京索莱宝科技有限公

司,批号 S8050),异氟烷(河北金达福药业有限公

司,2018 兽药生产证字 03121 号);苏木素-伊红

(HE)染色试剂盒( Solarbio,批号 G1120);Masson
三色染色试剂盒( Solarbio,批号 G1340);IL-6 试

剂盒(批号 HY-H0007)、IL-18 试剂盒(批号 HY-

10288)、IL-1β 试剂盒(批号 bs-0812P)、TNF-α 试

剂盒(批号 HY-H0019)购于北京华英;BCA 蛋白

浓度试剂盒(上海碧云天,批号 P0009);NLRP3
抗体(批号 27458-1-AP )、凋亡相关斑点样蛋白

(apoptosis-associated
 

speck-like
 

protein
 

containing
 

a
 

CARD,
 

ASC)抗体(批号 10500-1-AP)、半胱氨酸

天冬氨酸蛋白水解酶- 1( Caspase-1) 抗体(批号

22915-1-AP)、Ⅰ型胶原蛋白 ( Collagen-Ⅰ) 抗体

(批号 14695-1-AP)、Ⅲ型胶原蛋白( Collagen-Ⅲ)
抗体(批号 22734-1-AP)、Smad2 蛋白抗体(批号

12570-1-AP)、转化生长因子 β 蛋白( TGF-β1)抗

体(批号 81746-2-RR) 购于武汉三鹰;H9c2 细胞

专用培养基(武汉塞维尔,批号 GZ30008);CCK-8
试剂盒( NCM

 

Biotech,批号 C6005); Annexin
 

V-
FITC / PI 双 染 法 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒

(Elabscience,批号 AK13200)。 超声仪器(苏州珂

纳医疗科技有限公司);血糖仪(瑞士罗氏公司);
生物显微镜(麦克奥迪实业集团有限公司);酶标

仪(美国 Molecular
 

Devices 公司);DYY-7C
 

型电

泳仪(北京六一仪器厂);VE-186 型转移电泳槽

( Tanon 公 司 ); VDS 凝 胶 成 像 仪 ( Phamacia
 

Biotech 公司);流式细胞仪(BD
 

Biosciences)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 糖尿病大鼠模型制备、分组、给药

40 只 6~ 8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠,适应性

饲养一周后随机分为正常( Control) 组和糖尿病

组。 正常组给予普通饲料喂养,糖尿病组高脂高

糖喂养 4 周后腹腔注射 40
 

mg / kg
 

STZ 建立糖尿

病动物模型,连续 5
 

d 空腹血糖≥16. 7
 

mmol / L 视

为糖尿病模型建立成功。 将建模成功动物随机

分为模型(Model)组、黄精多糖(PSP)组、二甲双

胍(Met)组,每组 10 只。 正常组和模型组给予等

体积生理盐水,PSP 组给予 PSP
 

120
 

mg / (kg·d),
二甲双胍组给予二甲双胍 67. 5

 

mg / (kg·d),连续

灌胃 12 周。 每 2 周检测大鼠体质量和空腹血糖。
1. 3. 2　 超声检测大鼠心脏功能及标本收集

最后一次给药后,禁食不禁水 12
 

h,异氟烷麻

醉,进行心脏超声检查, 检测左室射血分数

(EF%)、短轴缩短率( FS%)等心功能指标;腹主

动脉采血,3500
 

r / min 离心提取上清,-80
 

℃ 冻存

备用;取出心脏,部分心肌组织-80
 

℃ 冻存,其余

浸入 4%多聚甲醛固定。
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1. 3. 3　 心肌组织病理学检测

将组织样本置于 4% 多聚甲醛溶液中固定

48
 

h,经乙醇梯度脱水、透明、浸蜡、包埋和切片制

备后,进行 HE 染色和 Masson 染色,光学显微镜

下详细观察并记录各组心肌组织的病理形态学

改变。
1. 3. 4　 酶联免疫吸附实验( ELISA)检测血清中

炎症因子表达

完成腹主动脉采血后,将样本静置 30
 

min,随
后使用离心机 3500

 

r / min 离心 15
 

min。 分离并获

取上清液部分,并严格遵循 ELISA 检测试剂盒的

操作说明,测定血清中 IL-6、IL-18、IL-1β、TNF-α、
TG、TC、LDL 及 HDL 的含量。
1. 3. 5　 蛋白免疫印迹法(Western

 

blot)分析

用 RIPA 裂解冷冻的大鼠心肌组织以提取总

蛋白,使用 SDS-PAGE 凝胶电泳分离后转移到

PVDF 膜上。 5%的脱脂奶粉封闭 1
 

h,4
 

℃孵育一

抗过夜,次日二抗孵育 1
 

h,全自动化学发光凝胶

成像仪显影,Image
 

J
 

2. 14. 0 计算检测结果。
1. 3. 6　 CCK-8 法检测 H9c2 心肌细胞活力

将对数生长的 H9c2 细胞以 3000 / 孔种植于

96 孔板。 细胞贴壁后使用不同浓度(0、0. 5、1. 0、
1. 5、2. 0、2. 5

 

mg / mL)的 PSP 在 40
 

mmol / L 高糖

条件下分别干预 H9c2 细胞 12
 

h、24
 

h、48
 

h,加入

10
 

μL
 

CCK-8,37
 

℃ 孵育 2
 

h;酶标仪测定 450
 

nm
处吸光度( A450 )。 计算细胞活力 / % = ( 实验组

A450 -空白组 A450 ) / (对照组 A450 -空白组 A450 )
×100%。
1. 3. 7　 细胞培养及分组

当 H9c2 细胞达到 80% ~ 90%融合时传代或

给药处理。 将细胞以 1×105 / 孔接种于 6 孔板中,
培养 24

 

h 后进行干预:正常( Control,完全培养

基)组、高糖(HG,葡萄糖浓度 40
 

mmol / L)组、PSP
低剂量( PSP-L,40

 

mmol / L 葡萄糖和 0. 5
 

mg / mL
 

PSP)组、PSP 高剂量( PSP-H,40
 

mmol / L 葡萄糖

和 1. 0
 

mg / mL
 

PSP ) 组。 干预 24
 

h 后进行后续

检测。
1. 3. 8　 流式细胞术检测 H9c2 心肌细胞凋亡

H9c2 细胞接种于 6 孔板中,药物处理 24
 

h,
从培养皿中抽取细胞培养液备用,加入适量不含

EDTA 的胰酶对细胞进行消化。 将先前提取的细

胞培养液加入,轻轻吹打后将悬液转移至离心管

内,以 1000
 

r / min 的速率离心 5
 

min,使用 PBS 对

细胞进行两次洗涤并计数,收集细胞数量介于 1~
5×105 之间,再以 2000

 

r / min 的速率离心 5
 

min。
加入 100

 

μL 的 Binding
 

Buffer 重悬细胞,再向细

胞悬液中加入 Annexin
 

V-FITC 和 PI 染液各 5
 

μL,室温下避光孵育 15
 

min。 最后加入 400
 

μL
的 Binding

 

Buffer,使用流式细胞仪进行检测。
1. 3. 9 　 Western

 

blot 检测 H9c2 心肌细胞蛋白

表达

H9c2 细胞以 1×106 的密度接种于 6 孔板中,
给药 24

 

h,冰浴裂解 20
 

min,4
 

℃ 离心提取总蛋

白。 电泳后转移至 PVDF 膜,封闭 1
 

h,一抗 4
 

℃
孵育过夜。 二抗室温下孵育 1

 

h,化学发光试剂盒

和成像系统检测蛋白条带,Image
 

J
 

2. 14. 0 分析蛋

白水平。
1. 4　 统计学方法

　 　 利用 SPSS
 

26. 0 统计软件对数据进行深入分

析,计量数据均表示为平均数±标准差( 􀭰x± s) 形

式。 符合正态分布的数据,采用单因素方差分析

(ANOVA)方法;方差齐性的数据,两两比较运用

最小显著差异法(LSD)。 当 P<0. 05 时认为差异

有统计学意义。

2　 结果
 

2. 1　 PSP 对大鼠糖脂代谢影响

　 　 PSP 对糖尿病大鼠具有显著的降血糖效果。
与正常组比较,模型组大鼠空腹血糖明显上升(P
<0. 01),而 PSP 组与二甲双胍组则显著降低这一

水平(P<0. 05)。 此外,模型组大鼠体质量相较于

正常组显著下降,PSP 组与二甲双胍组大鼠体质

量较模型组有所提升(P<0. 05)。 进一步分析血

脂指标发现,模型组大鼠 TG、TC、LDL 水平显著

高于正常组(P<0. 01),而 HDL 水平则显著降低

(P<0. 01)。 相比之下,PSP 组与二甲双胍组大鼠

的 TG、TC 及 LDL 水平显著降低(P<0. 05),HDL
水平显著升高(P<0. 01)。 综上所述,PSP 能有效

降低糖尿病大鼠的血糖及血脂水平(图 1)。
2. 2　 PSP 对大鼠心功能的影响

　 　 如图 2 所示,治疗 12 周后,通过超声心动图

检查大鼠心功能,与正常组比较,模型组大鼠 EF、
FS 均降低(P<0. 01),PSP 组、二甲双胍组心功能

明显改善(P<0. 05)。　 　 　 　
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2. 3　 PSP 对 DCM 大鼠心肌炎症的影响

　 　 与正常组相比,模型组 IL-6、IL-18、IL-1β 和

TNF-α 含量增加, 差异具有统计学意义 ( P <

0. 01);与模型组相比,PSP 组及二甲双胍组 IL-6、
IL-18、IL-1β 和 TNF-α 均降低,差异具有统计学意

义(P<0. 05,表 1)。

注:A:大鼠空腹血糖水平;B:大鼠体质量;C ~ F:血清甘油三酯、胆固醇、高密度脂蛋白和低密度脂蛋白水平。 与正常组相比,∗ P<

0. 05,∗∗P<0. 01;与模型组相比,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 1　 PSP 对 DCM 大鼠糖脂代谢的影响

Note.
 

A,
 

Fasting
 

blood
 

glucose
 

levels
 

of
 

rats.
 

B,
 

Body
 

mass
 

of
 

rats.
 

C ~ F,
 

Serum
 

TC,
 

TG,
 

HDL,
 

and
 

LDL
 

levels.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

PSP
 

on
 

glycolipid
 

metabolism
 

in
 

DCM
 

rats

注:A:代表性 M 型多普勒超声心动图;B ~ C:射血分数和短轴缩短率(n= 3)。 与正常组相比,∗∗P<0. 01;与模型组相比,#P<0. 05,
 ##P

<0. 01。

图 2　 PSP 改善 DCM 大鼠的心功能
 

Note.
 

A,
 

Representative
 

M-mode
 

Doppler
 

echocardiograms.
 

B ~ C,
 

Ejection
 

fraction
 

and
 

fractional
 

shortening(n= 3).
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.
 

Figure
 

2　 PSP
 

improves
 

cardiac
 

function
 

in
 

DCM
 

rats
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2. 4　 PSP 减轻 DCM 大鼠心肌纤维化

　 　 如图 3 所示,采用 HE 及 Masson 染色评估

DCM 大鼠心肌组织病理形态变化。 HE 染色可

见,正常组中,大鼠心肌结构保持良好完整性,肌
纤维排列整齐有序,心肌间质中未见明显炎性细

胞浸润。 相比之下,模型组大鼠的心肌纤维排列

呈现出显著的紊乱状态,肌间隔明显增宽,伴有

灶性水肿,间质可见充血及中等量炎性细胞浸

润。 而在 PSP 组与二甲双胍组中,大鼠心肌纤维

排列相对较规整,纤维束间隔增宽不明显,心肌

细胞水肿变性较为罕见,间质仅呈现轻度充血与

水肿,且炎性细胞浸润较少。 Masson 染色结果显

示,正常组大鼠心肌纤维被均匀染成红色,且未

观察到胶原纤维沉积。 模型组大鼠的心肌纤维

排列疏松紊乱,伴有大量蓝色胶原纤维堆积。 而

在 PSP 组中,胶原纤维堆积显著减少,心肌纤维

排列趋于整齐。 二甲双胍组同样表现出胶原纤

维堆积减少,但相较于PSP组,其心肌纤维排列

表 1　 PSP 对 DCM 大鼠 IL-6,IL-18、IL-1β 和 TNF-α 含量的影响( 􀭰x±s,n= 10)
Table

 

1　 Effects
 

of
 

PSP
 

on
 

IL-6,
 

IL-18,
 

IL-1β
 

and
 

TNF-α
 

levels
 

in
 

DCM
 

rats( 􀭰x±s,n= 10)
组别

Groups
白介素-1β / (pg / mL)

IL-1β
白介素-6 / (pg / mL)

IL-6
白介素-18 / (pg / mL)

IL-18
肿瘤坏死因子-α / (pg / mL)

TNF-α
正常组

Control
 

group 16. 91±2. 59 107. 69±4. 77 53. 21±4. 86 32. 21±3. 88

模型组
DCM

 

group 30. 72±5. 16∗∗ 119. 40±2. 57∗∗ 91. 12±16. 38∗∗ 47. 83±3. 36∗∗

黄精多糖组
PSP

 

group 22. 60±2. 10## 160. 45±8. 88## 65. 12±8. 51## 35. 28±3. 44##

二甲双胍组
Met

 

group 23. 66±3. 27# 126. 74±7. 70# 64. 32±8. 95## 33. 88±4. 22#

注:与正常组相比,∗∗P<0. 01;与模型组相比,#P<0. 05,##P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.

注:A:HE、Masson 染色检测大鼠心肌组织病理形态变化;B:Western
 

blot 检测大鼠心肌组织中 Collagen-Ⅰ、Collagen-Ⅲ、TGF-β1、

Smad2 蛋白的表达;C ~ F:蛋白表达定量。 与正常组相比,∗∗P<0. 01;与模型组相比,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 3　 PSP 对 DCM 大鼠心肌纤维化的影响

Note.
 

A,
 

HE
 

and
 

Masson
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

histopathological
 

and
 

morphological
 

changes
 

in
 

rats’
 

myocardial
 

tissue.
 

B,
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
  

of
 

Collagen-Ⅰ、Collagen-Ⅲ、TGF-β
 

and
 

Smad2
 

proteins
 

in
 

rat
 

myocardial
 

tissue.
 

C ~ F,
 

Quantification
 

of
 

protein
 

expression.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.
 

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

PSP
 

on
 

myocardial
 

fibrosis
 

in
 

rats
 

with
 

DCM
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仍存在一定的疏松紊乱。 通过 Western
 

blot 法进

一步检测发现,与正常组相比,模型组大鼠心肌

组织中 Collagen-Ⅰ、Collagen-Ⅲ、TGF-β1 及 Smad2
蛋白的表达水平均显著升高(P<0. 01);与模型组

相比,PSP 组与二甲双胍组大鼠心肌组织中上述

蛋白的表达水平均有所下降(P<0. 05)。 这一结

果进一步证实了 PSP 在缓解糖尿病大鼠心脏纤

维化方面具有积极作用。
2. 5 　 PSP 对 大 鼠 心 肌 组 织 NLRP3、 ASC、
Caspase-1蛋白表达的影响

　 　 相较于正常组, 模型组大鼠心肌组织中

NLRP3、ASC 以及 Caspase-1 蛋白表达水平均呈现

出显著上升的趋势(P< 0. 01)。 与模型组相比,
PSP 组与二甲双胍组大鼠心肌组织中的 NLRP3、
ASC 及 Caspase-1 蛋白表达水平均有显著下降(P

<0. 01)。 结果表明,PSP 能有效抑制焦亡相关蛋

白在糖尿病大鼠心肌组织中的高表达(图 4)。
2. 6　 PSP 对高糖诱导的 H9c2 心肌细胞活力的

影响

通过 CCK-8 法检测不同浓度 PSP 在不同时

间对暴露于高糖环境的 H9c2 细胞生存能力的影

响。 如图 5 所示,在 12
 

h 和 24
 

h 时,0. 5
 

mg / mL
和 1. 0

 

mg / mL 的 PSP 均可提高高糖条件下的细

胞活力(P<0. 05),且 24
 

h 时作用更明显。 因此,
本研究选取 0. 5

 

mg / mL 和 1. 0
 

mg / mL
 

PSP 作用

24
 

h 进行体外实验。
2. 7　 PSP 对高糖诱导的 H9c2 心肌细胞凋亡的

影响

　 　 如图 6 所示,使用 Annexin
 

V-FITC、PI 标记细

胞,采用流式细胞术检测凋亡细胞比例。高糖

注:A:Western
 

blot 检测大鼠心肌组织中 NLRP3、ASC、Caspase-1 蛋白表达;B ~ D:蛋白表达定量。 与正常组相比,∗∗P<0. 01;与模型

组相比,
 ##P<0. 01。

图 4　 PSP 对 DCM 大鼠 NLRP3、ASC、Caspase-1 蛋白表达水平的影响

Note.
 

A,
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

NLRP3,
 

ASC
 

and
 

Caspase-1
 

in
 

the
 

myocardium
 

of
 

rats.
 

B ~ D,
 

Quantification
 

of
 

protein
 

expression.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,##P<0. 01.

Figure
 

4　 Effects
 

of
 

PSP
 

on
 

NLRP3、ASC
 

and
 

Caspase-1
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

rats
 

with
 

DCM

注:与正常组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 5　 PSP 对高糖诱导的 H9c2 心肌细胞活力的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

Figure
 

5　 Effect
 

of
 

polysaccharides
 

from
 

PSP
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

high
 

glucose-induced
 

H9c2
 

cardiomyocytes
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组的细胞凋亡比例与正常组相比明显升高

(22. 96%
 

vs
 

4. 52%)。 PSP 低剂量组的细胞凋亡

比例下降至 8. 4%;PSP 高剂量组的细胞凋亡比例

下降至 6. 21%。
2. 8 　 PSP 对 H9c2 心 肌 细 胞 Collagen-Ⅰ、
Collagen-Ⅲ、TGF-β1 和 Smad2 蛋白表达的影响

　 　 Western
 

blot 法 检 测 H9c2 心 肌 细 胞 中

Collagen-Ⅰ、Collagen-Ⅲ、TGF-β1 和 Smad2 蛋白表

达情况,图 7 结果显示,与正常组相比,高糖组

Collagen-Ⅰ、Collagen-Ⅲ、TGF-β1 及 Smad2 蛋白的

表达水平均显著升高(P<0. 01);与高糖组相比,
PSP 低剂量组、高剂量组上述蛋白的表达水平均

有所下降(P<0. 01)。 这一结果证实了 PSP 可以

减轻高糖诱导的心肌细胞纤维化。

图 6　 PSP 对高糖诱导的 H9c2 心肌细胞凋亡的影响

Figure
 

6　 Effect
 

of
 

polysaccharides
 

from
 

PSP
 

on
 

high
 

glucose-induced
 

apoptosis
 

in
 

H9c2
 

cardiomyocytes

注:A:Western
 

blot 检测 H9c2 细胞中 Collagen-Ⅰ、Collagen-Ⅲ、TGF-β1 和 Smad2 蛋白的表达;B ~ E:蛋白表达定量。 与正常组相

比,∗∗P<0. 01;与高糖组相比,##P<0. 01。

图 7　 PSP 对 H9c2 心肌细胞 Collagen-Ⅰ、Collagen-Ⅲ、TGF-β1、Smad2 蛋白表达的影响

Note.
 

A,
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Collagen-Ⅰ、Collagen-Ⅲ、TGF-β1
 

and
 

Smad2
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

H9c2
 

cell.
 

B ~ E,
 

Quantification
 

of
 

protein
 

expression.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

HG
 

group,##P<0. 01.

Figure
 

7　 Effects
 

of
 

PSP
 

on
 

Collagen-Ⅰ、Collagen-Ⅲ、TGF-β1
 

and
 

Smad2
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

H9c2
 

cardiomyocytes
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3　 讨论

　 　 根据国际糖尿病联盟(IDF)最新发布的统计

数据,2021 年全球范围内 20~ 79 岁年龄段人群的

糖尿病患病率估算达到了 10. 5%。 预计至 2045
年,这一比例将攀升至 12. 2%[17] 。 随着糖尿病患

者人数逐年攀升,DCM 发病率呈上升趋势,是糖

尿病患者发生心力衰竭死亡的主要原因[18] 。 其

致病机制复杂,目前尚未研发出针对 DCM 的治疗

用药,因而仍需探索更有效的治疗手段延缓 DCM
发展。

图 8　 PSP 减轻 DCM 机制图(由 Figdraw 绘制)
Figure

 

8　 Mechanism
 

by
 

which
 

PSP
 

attenuates
 

DCM(by
 

Figdraw)

DCM 的临床表现归属于中医学“消渴”并发

“胸痹” “心痛”等范畴[19] 。 中医学认为,气阴两

虚、血气不和是 DCM 的重要病机。 脏腑气血阴阳

失调,导致气滞、血瘀、痰浊闭阻心脉,久而久之,
损及心阳,可成心衰[20-21] 。 长期高血糖可在心肌

细胞中引发炎症刺激,诱导胶原蛋白释放到心肌

中,加剧心肌纤维化。 晚期 DCM 可导致心肌结构

和功能紊乱,进而导致重度心力衰竭[22] 。 研究表

明,中药在治疗糖尿病方面具有独特的优势。 不

仅能降低血糖,还可以调节人体功能,预防和治

疗并发症[23] 。 在本研究中,PSP 通过改善 DCM
大鼠糖脂代谢及心功能、减轻心肌纤维化和炎症

反应展现出治疗潜力。 高糖环境诱导心肌细胞

释放炎症介质,进而激发炎症因子生成,这一过

程加速了心脏纤维化的进程, 并损害了心功

能[24] ,PSP 干预有效地逆转了这些病理变化。 同

时,PSP 还能改善 DCM 大鼠的舒张功能和收缩功

能,显著提升 EF%和 FS%。 此外,PSP 降低了心

肌损伤标志物 CK-MB 和 LDH 水平。 Western
 

blot
的进一步分析从分子层面验证了 PSP 在减轻心

肌纤维化方面的积极作用。 细胞焦亡是一种新

型的程序性细胞死亡方式,与炎症反应之间存在

着紧密的关联性[25] 。 NLRP3 蛋白、胱天蛋白酶-
1 前体( pro-Caspase-1) 以及 ASC 构成了 NLRP3
炎症小体,三者通过彼此间的相互作用与紧密协

作,共同调节机体的免疫反应。 焦亡主要由

NLRP3 炎性小体促进 Caspase-1 激活,诱导 IL-
1β、IL-18 炎症因子释放,导致心肌细胞穿孔、细
胞膜破裂、细胞内容物释放和细胞死亡,从而引

起胶原纤维沉积,心肌纤维化发生(图 8),进一步

导致心室重构及心功能障碍[26-27] 。 先前的研究

已揭示,在 DCM 动物模型中焦亡相关蛋白的表达

量显著上调[28-29] ,本研究进一步验证,DCM 心脏

组织中 NLRP3、ASC 及 Caspase-1 蛋白的表达水

平均有明显升高,而 PSP 的治疗则有效遏制了这
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些蛋白的过度表达。 通过高糖诱导 H9c2 细胞模

拟体外 DCM 模型,发现高糖处理组的细胞活力显

著降低、细胞凋亡比例大幅上升,PSP 处理后则有

效改善上述变化,同时 Western
 

blot 结果显示,
Collagen-Ⅰ、 Collagen-Ⅲ、 TGF-β1、 Smad2 蛋白表

达下降,表明 PSP 抑制 TGF-β / Smad 信号通路,减
少了细胞死亡,进而减轻心肌纤维化。 据此,本
研究认为抑制细胞焦亡是针对 DCM 治疗的一个

关键策略。
本研究认为,PSP 对 DCM 具备潜在的治疗效

应,其可能的作用机制在于通过抑制 NLRP3 炎症

小体触发的细胞焦亡过程,从而实现对心脏的保

护作用,这为 DCM 的临床预防与治疗提供了新的

理论依据和策略方向。 然而,关于 PSP 在治疗

DCM 过程中是否涉及其他信号通路的协同作用,
目前尚属未知,需更为深入的探索与研究。

参考文献:

[ 1 ]　 GIRARD
 

D,
 

VANDIEDONCK
 

C.
 

How
 

dysregulation
 

of
 

the
 

immune
 

system
 

promotes
 

diabetes
 

mellitus
 

and
 

cardiovascular
 

risk
 

complications
 

[ J ].
 

Front
 

Cardiovasc
 

Med,
 

2022,
 

9:
 

991716.
[ 2 ]　 TAYANLOO-BEIK

 

A,
 

ROUDSARI
 

P
 

P,
 

REZAEI-
TAVIRANI

 

M,
 

et
 

al.
 

Diabetes
 

and
 

heart
 

failure:
 

multi-
omics

 

approaches
 

[J].
 

Front
 

Physiol,
 

2021,
 

12:
 

705424.
[ 3 ]　 AHMAD

 

E,
 

LIM
 

S,
 

LAMPTEY
 

R,
 

et
 

al.
 

Type
 

2
 

diabetes
 

[J].
 

Lancet,
 

2022,
 

400(10365):
 

1803-1820.
[ 4 ]　 RITCHIE

 

R
 

H,
 

DALE
 

ABEL
 

E.
 

Basic
 

mechanisms
 

of
 

diabetic
 

heart
 

disease
 

[ J].
 

Circ
 

Res,
 

2020,
 

126 ( 11):
 

1501-1525.
[ 5 ]　 LINDMAN

 

B
 

R.
 

The
 

diabetic
 

heart
 

failure
 

with
 

preserved
 

ejection
 

fraction
 

phenotype:
 

is
 

it
 

real
 

and
 

is
 

it
 

worth
 

targeting
 

therapeutically? [ J ].
 

Circulation,
 

2017,
 

135 ( 8 ):
 

736
-740.

[ 6 ]　 BEDOUI
 

S,
 

HEROLD
 

M
 

J,
 

STRASSER
 

A.
 

Emerging
 

connectivity
 

of
 

programmed
 

cell
 

death
 

pathways
 

and
 

its
 

physiological
 

implications
 

[ J ].
 

Nat
 

Rev
 

Mol
 

Cell
 

Biol,
 

2020,
 

21(11):
 

678-695.
[ 7 ]　 张楠,

 

贾云柱,
 

田纪祥,
 

等.
 

中医药调控糖尿病心肌病中

细胞焦亡的研究进展
 

[J].
 

中国动脉硬化杂志,
 

2024,
 

32
(9):

 

813-820,
 

828.
ZHANG

 

N,
 

JIA
 

Y
 

Z,
 

TIAN
 

J
 

X,
 

et
 

al.
 

The
 

research
 

progress
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

regulating
 

pyroptosis
 

in
 

diabetes
 

cardiomyopathy
 

[ J ].
 

Chin
 

J
 

Arterioscler,
 

2024,
 

32(9):
 

813-820,
 

828.
[ 8 ]　 SALVATORE

 

T,
 

PAFUNDI
 

P
 

C,
 

GALIERO
 

R,
 

et
 

al.
 

The
 

diabetic
 

cardiomyopathy:
 

the
 

contributing
 

pathophysiological
 

mechanisms
 

[ J ].
 

Front
 

Med
 

( Lausanne ),
 

2021,
 

8:
 

695792.
[ 9 ]　 WEI

 

Y,
 

YANG
 

L,
 

PANDEYA
 

A,
 

et
 

al.
 

Pyroptosis-induced
 

inflammation
 

and
 

tissue
 

damage
 

[J].
 

J
 

Mol
 

Biol,
 

2022,
 

434
(4):

 

167301.
[10]　 ZHANG

 

L,
 

AI
 

C,
 

BAI
 

M,
 

et
 

al.
 

NLRP3
 

inflammasome /
pyroptosis:

 

a
 

key
 

driving
 

force
 

in
 

diabetic
 

cardiomyopathy
 

[J].
 

Int
 

J
 

Mol
 

Sci,
 

2022,
 

23(18):
 

10632.
[11]　 陈宇,

 

周芸湄,
 

李丹,
 

等.
 

黄精的现代药理作用研究进展
 

[J].
 

中药材,
 

2021,
 

44(1):
 

240-244.
CHEN

 

Y,
 

ZHOU
 

Y
 

M,
 

LI
 

D,
 

et
 

al.
 

Research
 

progress
 

on
 

modern
 

pharmacological
 

effects
 

of
 

Polygonatum
 

sibiricum
 

[J].
 

J
 

Chin
 

Med
 

Mater,
 

2021,
 

44(1):
 

240-244.
[12]　 张美珍,

 

史丽伟,
 

杨亚男,
 

等.
 

糖尿病中医治疗思路新探
 

[J].
 

世界中医药,
 

2022,
 

17(14):
 

2071-2074.
ZHANG

 

M
 

Z,
 

SHI
 

L
 

W,
 

YANG
 

Y
 

N,
 

et
 

al.
 

New
 

approaches
 

to
 

TCM
 

treatment
 

of
 

diabetes
 

mellitus
 

[ J ].
 

World
 

Chin
 

Med,
 

2022,
 

17(14):
 

2071-2074.
[13]　 LIU

 

D,
 

TANG
 

W,
 

HAN
 

C,
 

et
 

al.
 

Advances
 

in
 

Polygonatum
 

sibiricum
 

polysaccharides:
 

extraction,
 

purification,
 

structure,
 

biosynthesis,
 

and
 

bioactivity
 

[ J].
 

Front
 

Nutr,
 

2022,
 

9:
 

1074671.
[14]　 WANG

 

W,
 

LI
 

S,
 

SONG
 

M.
 

Polygonatum
 

sibiricum
 

polysaccharide
 

inhibits
 

high
 

glucose-induced
 

oxidative
 

stress,
 

inflammatory
 

response,
 

and
 

apoptosis
 

in
 

RPE
 

cells
 

[J].
 

J
 

Recept
 

Signal
 

Transduct
 

Res,
 

2022,
 

42 ( 2):
 

189
-196.

[15]　 XIAO
 

L,
 

QI
 

L,
 

ZHANG
 

G,
 

et
 

al.
 

Polygonatum
 

sibiricum
 

polysaccharides
 

attenuate
 

lipopoly-saccharide-induced
 

septic
 

liver
 

injury
 

by
 

suppression
 

of
 

pyroptosis
 

via
 

NLRP3 / GSDMD
 

signals
 

[J].
 

Molecules,
 

2022,
 

27(18):
 

5999.
[16]　 刘雨培,

 

张瑛毓,
 

范蓓,
 

等.
 

黄精多糖对模拟航天狭小空

间诱导认知功能损伤的改善作用及机制研究
 

[J].
 

中国

实验动物学报,
 

2022,
 

30(4):
 

494-503.
LIU

 

Y
 

P,
 

ZHANG
 

Y
 

Y,
 

FAN
 

B,
 

et
 

al.
 

Protective
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

action
 

of
 

Polygonati
 

rhizoma
 

polysaccharide
 

on
 

the
 

cognitive
 

impairment
 

induced
 

by
 

simulating
 

an
 

enclosed
 

space
 

in
 

mice
 

[J].
 

Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,
 

2022,
 

30(4):
 

494-503.
[17]　 SUN

 

H,
 

SAEEDI
 

P,
 

KARURANGA
 

S,
 

et
 

al.
 

IDF
 

Diabetes
 

Atlas:
 

Global,
 

regional
 

and
 

country-level
 

diabetes
 

prevalence
 

estimates
 

for
 

2021
 

and
 

projections
 

for
 

2045
 

[J].
 

Diabetes
 

Res
 

Clin
 

Pract,
 

2022,
 

183:
 

109119.
[18]　 MATSUSHITA

 

K,
 

HARADA
 

K,
 

KOHNO
 

T,
 

et
 

al.
 

Prevalence
 

and
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

diabetic
 

cardiomyopathy
 

in
 

patients
 

with
 

acute
 

heart
 

failure
 

[J].
 

Nutr
 

Metab
 

Cardiovasc
 

Dis,
 

2024,
 

34(5):
 

1325-1333.
[19]　 刘峰兆,

 

赵丽娟,
 

李纪新,
 

等.
 

中药调控自噬干预糖尿病

76中国比较医学杂志 2025 年 4 月第 35 卷第 4 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

April
 

2025,Vol.
 

35,No.
 

4



心肌病的研究进展
 

[ J / OL].
 

中国中药杂志,
 

2024:
 

1-
12.

 

(2024-04-10).
 

https: / / kns. cnki. net / KCMS / detail /
detail. aspx? filename = ZGZY20240407006&dbname =
CJFD&dbcode = CJFQ.
LIU

 

F
 

Z,
 

ZHAO
 

L
 

J,
 

LI
 

J
 

X,
 

et
 

al.
 

Research
 

progress
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

regulating
 

autophagy
 

in
 

diabetic
 

cardiomyopathy
 

[ J / OL].
 

China
 

Ind
 

Econ,
 

2024:
 

1 - 12.
 

(2024 - 04 - 10 ).
 

https: / / kns. cnki. net / KCMS / detail /
detail. aspx? filename = ZGZY20240407006&dbname =
CJFD&dbcode = CJFQ.

[20]　 王红芹,
 

徐凤芹,
 

周庆兵,
 

等.
 

从“血气不和”
 

理论探讨

“代谢灵活性”
 

失衡在糖尿病心肌病的作用
 

[J].
 

中国实

验方剂学杂志,
 

2023,
 

29(1):
 

194-201.
WANG

 

H
 

Q,
 

XU
 

F
 

Q,
 

ZHOU
 

Q
 

B,
 

et
 

al.
 

Role
 

of
 

imbalance
 

of
 

“metabolic
 

flexibility”
 

in
 

diabetic
 

cardiomyopathy:
 

based
 

on
 

theory
 

of“blood-qi
 

disharmony”
 

[ J].
 

Chin
 

J
 

Exp
 

Tradit
 

Med
 

Formulae,
 

2023,
 

29(1):
 

194-201.
[21]　 漆仲文,

 

赵俊男,
 

张艳虹,
 

等.
 

从细胞衰老视角论中医药

防治糖尿病心肌病
 

[J].
 

中国中西医结合杂志,
 

2024,
 

44
(2):

 

222-227.
QI

 

Z
 

W,
 

ZHAO
 

J
 

N,
 

ZHANG
 

Y
 

H,
 

et
 

al.
 

Prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

diabetic
 

cardiomyopathy
 

by
 

Chinese
 

medicine
 

from
 

the
 

cellular
 

senescence
 

perspective
 

[J].
 

Chin
 

J
 

Integr
 

Tradit
 

West
 

Med,
 

2024,
 

44(2):
 

222-227.
[22]　 GUO

 

Z,
 

TUO
 

H,
 

TANG
 

N,
 

et
 

al.
 

Neuraminidase
 

1
 

deficiency
 

attenuates
 

cardiac
 

dysfunction,
 

oxidative
 

stress,
 

fibrosis,
 

inflammatory
 

via
 

AMPK-SIRT3
 

pathway
 

in
 

diabetic
 

cardiomyopathy
 

mice
 

[ J].
 

Int
 

J
 

Biol
 

Sci,
 

2022,
 

18 ( 2):
 

826-840.
[23]　 LIU

 

X
 

Y,
 

ZHENG
 

H
 

W,
 

WANG
 

F
 

Z,
 

et
 

al.
 

Developments
 

in
 

the
 

study
 

of
 

Chinese
 

herbal
 

medicine’ s
 

assessment
 

index
 

and
 

action
 

mechanism
 

for
 

diabetes
 

mellitus
 

[ J ].
 

Anim
 

Model
 

Exp
 

Med,
 

2024,
 

7(4):
 

433-443.
[24]　 LIU

 

C,
 

YAO
 

Q,
 

HU
 

T,
 

et
 

al.
 

Cathepsin
 

B
 

deteriorates
 

diabetic
 

cardiomyopathy
 

induced
 

by
 

streptozotocin
 

via
 

promoting
 

NLRP3-mediated
 

pyroptosis
 

[ J ].
 

Mol
 

Ther
 

Nucleic
 

Acids,
 

2022,
 

30:
 

198-207.
[25]　 CAI

 

Z,
 

YUAN
 

S,
 

LUAN
 

X,
 

et
 

al.
 

Pyroptosis-related
 

inflammasome
 

pathway:
 

a
 

new
 

therapeutic
 

target
 

for
 

diabetic
 

cardiomyopathy
 

[J].
 

Front
 

Pharmacol,
 

2022,
 

13:
 

842313.
[26]　 ZHAN

 

X,
 

LI
 

Q,
 

XU
 

G,
 

et
 

al.
 

The
 

mechanism
 

of
 

NLRP3
 

inflammasome
 

activation
 

and
 

its
 

pharmacological
 

inhibitors
 

[J].
 

Front
 

Immunol,
 

2023,
 

13:
 

1109938.
[27]　 ZHANG

 

X,
 

QU
 

H,
 

YANG
 

T,
 

et
 

al.
 

Astragaloside
 

IV
 

attenuate
 

MI-induced
 

myocardial
 

fibrosis
 

and
 

cardiac
 

remodeling
 

by
 

inhibiting
 

ROS / caspase-1 / GSDMD
 

signaling
 

pathway
 

[J].
 

Cell
 

Cycle,
 

2022,
 

21(21):
 

2309-2322.
[28]　 尤越,

 

李玲美,
 

李磊,
 

等.
 

细胞焦亡与心血管疾病的关系

及中医药干预研究进展
 

[J].
 

中国比较医学杂志,
 

2022,
 

32(9):
 

97-108.
YOU

 

Y,
 

LI
 

L
 

M,
 

LI
 

L,
 

et
 

al.
 

Relationship
 

and
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

intervention
 

of
 

pyroptosis
 

and
 

cardiovascular
 

diseases
 

[J].
 

Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

2022,
 

32
(9):

 

97-108.
[29]　 ZHANG

 

W,
 

KANG
 

P,
 

ZHOU
 

J,
 

et
 

al.
 

Curcumin
 

improves
 

diabetic
 

cardiomyopathy
 

by
 

inhibiting
 

pyroptosis
 

through
 

AKT / Nrf2 / ARE
 

pathway
 

[ J].
 

Mediators
 

Inflamm,
 

2023,
 

2023:
 

3906043.

〔收稿日期〕2024-10-24

86 中国比较医学杂志 2025 年 4 月第 35 卷第 4 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

April
 

2025,Vol.
 

35,No.
 

4



2025 年 4 月

第 35 卷　 第 4 期
中国比较医学杂志

CHINESE
 

JOURNAL
 

OF
 

COMPARATIVE
 

MEDICINE
April,

 

2025
Vol.

 

35　 No.
 

4

陈志达,付彬,李思迪,等.
 

Chrm3 通过 MAPK / ERK 途径调节 LPS 诱导的 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞炎症
 

[J]. 中国比较医

学杂志,
 

2025,
 

35(4):
 

69-78.
 

Chen
 

ZD,
 

Fu
 

B,
 

Li
 

SD,
 

et
 

al.
 

Chrm3
 

regulates
 

LPS-induced
 

inflammation
 

in
 

peritoneal
 

macrophages
 

in
 

Lbp- / -
 

mice
 

via
 

the
 

MAPK / ERK
 

signaling
 

pathway
 

[J].
 

Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

2025,
 

35(4):
 

69-78.
 

doi:
 

10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2025. 04. 007

[基金项目]山东省医学科学院医药卫生科技创新工程;济南市科技局“高校 20 条” (2021GXRC011);山东省生猪产业技术体系

(SDAIT-08-17)。
[作者简介]陈志达(1999—),男,在读硕士研究生,研究方向:免疫药理学。 E-mail:1034743147@ qq. com
[通信作者]王可洲(1974—),男,博士,研究员,研究方向:药理毒理学研究。 E-mail:wangkezhou_cn@ 163. com

 

付彬(1991—),男,硕士,助理研究员,研究方向:基因工程模式动物研究。 E-mail:fubin@ sdfmu. edu. cn
 

∗共同通信作者

Chrm3 通过 MAPK / ERK 途径调节 LPS 诱导的
Lbp- / - 小鼠腹腔巨噬细胞炎症

陈志达1,付　 彬1∗,李思迪1,2,刘　 赛1,郭中坤1,张　 悦1,王可洲1∗

(1.山东第一医科大学(山东省医学科学院)实验动物学院(省实验动物中心),济南　 250117;
2.济南朋悦实验动物繁育有限公司,济南　 250000)

　 　 【摘要】 　 目的　 基于 LBP 敲除小鼠(Lbp- / - 小鼠)探讨 LBP 缺失后 Chrm3 在 LPS 诱导的腹腔巨噬细胞

炎症中的作用。 方法　 提取 WT 型、Lbp- / -型小鼠腹腔巨噬细胞,构建 LPS 诱导的腹腔巨噬细胞炎症模型。 分

别采取加入抑制剂 4-damp、转染 siRNA 两种方法抑制 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞中 Chrm3 的表达;通过转染慢

病毒的方法使 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞中的 Chrm3 过表达;抑制剂法将细胞分为对照组 A、LPS 组 A、抑制剂

组,转染 siRNA 法将细胞分为对照组 B、LPS 组 B、si-NC 组、si-Chrm3 组,过表达法将细胞分为对照组 C、LPS 组

C、阴性对照组、过表达组。 本研究以 WT 型、Lbp- / -型小鼠腹腔巨噬细胞为研究对象利用 Western
 

blot 方法验

证 Chrm3 在 LPS 刺激下的变化情况,采用 CCK-8、RT-PCR、Western
 

blot 等实验方法探讨 4-damp、si-Chrm3 及过

表达慢病毒对 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞的存活率及炎症的影响。 结果　 在 LPS 刺激下 Lbp- / -小鼠的腹腔巨噬

细胞 Chrm3 蛋白表达显著升高(P<0. 001),而野生型变化并不明显;抑制剂组及 si-Chrm3 组的细胞存活率显

著升高(P<0. 05,P<0. 01)、过表达组细胞存活率显著下降(P< 0. 01);抑制剂组及 si-Chrm3 组的 TNF-α、IL-
1β、IL-6 炎症因子表达情况显著降低(P<0. 01,P<0. 001),与细胞损伤及炎症相关的蛋白 p-ERK 的表达量也

显著降低(P<0. 01,P<0. 001),而过表达组则与之相反,其炎症因子(P<0. 001)和 p-ERK 蛋白的磷酸化水平

显著升高(P<0. 001)。 结论　 LPS 刺激 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞后 Chrm3 的表达上调、炎症因子表达上调,使
用 4-damp 与 si-Chrm3 特异性降低 Chrm3 表达后使 LPS 导致的相关的 Lbp- / - 小鼠细胞炎症因子明显下降,使
用过表达慢病毒上调 Chrm3 后使相关炎症因子显著升高。 由此可验证敲除 LBP 后 Chrm3 调控 LPS 诱导的炎

症反应。
【关键词】 　 毒蕈碱受体;Lbp- / -小鼠;腹腔巨噬细胞;4-damp;干扰 RNA;过表达;MAPK 信号通路
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

cholinergic
 

receptor
 

muscarinic
 

3
 

( Chrm3)
 

in
 

regulating
 

lipopolysaccharide
 

( LPS)-induced
 

inflammation
 

in
 

peritoneal
 

macrophages
 

in
 

lipopolysaccharide
 

binding
 

protein
 

(LBP)-knockout
 

(Lbp- / - )
 

mice.
 

Methods　 Peritoneal
 

macrophages
 

were
 

isolated
 

from
 

wild-type
 

and
 

Lbp- / -
 

mice
 

to
 

establish
 

an
 

LPS-induced
 

inflammation
 

model.
 

Chrm3
 

expression
 

in
 

Lbp- / -
 

mouse
 

peritoneal
 

macrophages
 

was
 

inhibited
 

by
 

1,1-dimethyl-4-diphenylacetoxypiperidinium
 

iodide
 

(4-damp)
 

and
 

small
 

interfering
 

(siRNA)
 

and
 

Chrm3
 

overexpression
 

was
 

achieved
 

by
 

lentivirus
 

transfection.
 

For
 

4-damp
 

inhibition,
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control,
 

LPS,
 

and
 

inhibitor
 

groups,
 

and
 

for
 

siRNA
 

transfection,
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control,
 

LPS,
 

si-normal
 

control
 

group,
 

and
 

si-Chrm3
 

groups.
 

For
 

overexpression,
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control,
 

LPS,
 

negative
 

control,
 

and
 

overexpression
 

groups.
 

Changes
 

in
 

Chrm3
 

in
 

response
 

to
 

LPS
 

stimulation
 

were
 

verified
 

by
 

Western
 

blot.
 

The
 

effects
 

of
 

4-damp,
 

si-
Chrm3,

 

and
 

lentivirus
 

on
 

cell
 

inflammation
 

and
 

survival
 

were
 

confirmed
 

by
 

Cell
 

Counting
 

Kit-8,
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction,
 

and
 

Western
 

blot
 

assays.
 

Results　 Chrm3
 

protein
 

expression
 

was
 

significantly
 

elevated
 

in
 

Lbp- / -
 

peritoneal
 

macrophages
 

post-LPS
 

stimulation
 

(P<0. 001),
 

whereas
 

there
 

was
 

no
 

notable
 

change
 

in
 

wild-type
 

cells.
 

The
 

cell
 

survival
 

rate
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

4-damp
 

and
 

si-Chrm3
 

groups
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01),
 

and
 

cell
 

survival
 

was
 

significantly
 

reduced
 

in
 

the
 

overexpression
 

group
 

(P< 0. 01).
 

Furthermore,
 

4-damp
 

and
 

si-Chrm3
 

significantly
 

reduced
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

inflammatory
 

factors
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

(TNF)-α,
 

interleukin
 

(IL)-
1β,

 

IL-6
 

(P<0. 01,
 

P<0. 001),
 

and
 

phospho-extracellular
 

signal-regulated
 

kinase
 

(p-ERK)
 

(P<0. 01,
 

P<0. 001),
 

which
 

are
 

associated
 

with
 

cell
 

damage
 

and
 

inflammation.
 

In
 

contrast,
 

TNF-α,
 

IL-1β,
 

IL-6
 

(P<0. 001),
 

and
 

p-ERK
 

protein
 

( P < 0. 001 )
 

were
 

significantly
 

elevated
 

in
 

the
 

overexpression
 

group.
 

Conclusions 　 LPS
 

stimulation
 

upregulated
 

the
 

expression
 

of
 

Chrm3
 

and
 

proinflammatory
 

cytokines
 

in
 

Lbp- / -
 

peritoneal
 

macrophages.
 

Specific
 

downregulation
 

of
 

Chrm3
 

by
 

4-damp
 

and
 

si-Chrm3
 

significantly
 

decreased
 

LPS-induced
 

proinflammatory
 

cytokines
 

in
 

Lbp- / -
 

peritoneal
 

macrophages,
 

while
 

upregulation
 

of
 

Chrm3
 

using
 

overexpressing
 

lentivirus
 

significantly
 

elevated
 

the
 

expression
 

of
 

related
 

inflammatory
 

factors.
 

Chrm3
 

is
 

implicated
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

the
 

LPS-induced
 

inflammation
 

response
 

in
 

peritoneal
 

macrophages
 

in
 

Lbp- / -
 

mice.
【Keywords】　 Chrm3;

 

Lbp- / -
 

mice;
 

peritoneal
 

macrophages;
 

4-damp;
 

RNAi;
 

overexpression;
 

MAPK
 

signaling
 

pathway
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　 　 脂多糖( lipopolysaccharide,LPS)作为内毒素

中的毒性成分,主要存在于革兰氏阴性菌( gram-
negative

 

bacteria,GNB)的细胞外膜中。 当革兰氏

阴性菌死亡并裂解时,LPS 会从细胞外膜释放出

来[1] ,LPS 一旦进入机体内,就可能引发全身性的

炎症反应。 LPS 进入机体后主要通过与脂多糖结

合蛋白(lipopolysaccharide-binding
 

protein,LBP)结
合来发挥作用[2] 。 LBP 作为一种急性反应期蛋

白,主要功能是结合细菌内毒素 LPS[3] 。 它能够

将 LPS 转运至细胞表面的 CD14 受体,形成 LPS-
LBP-CD14 三元复合体,从而激活炎症反应[4] 。
巨噬细胞是一种多功能免疫细胞[5] ,主要负责清

除入侵的病原体和死亡细胞[6] 。 活化的巨噬细

胞通过触发不同的信号通路。 当巨噬细胞被激

活时,它们可以表达表面识别受体,如 Toll 样受体

TLR2 / TLR4,触发信号通路,如丝裂原激活蛋白

激酶(mitogen
 

activated
 

protein
 

kinases,
 

MAPK)和

促炎细胞因子(如白细胞介素 IL-6、IL-1β 和肿瘤

坏死因子 TNF-α) [7] ,从而有效地降低疾病的严

重程度。
有研究表明敲除 LBP 基因可改善由 LPS 刺

激所导致的细胞损伤[8] ,在前期研究中,我们以

Lbp- / -小鼠原代肝细胞为模型,揭示了血管紧张素

Ⅱ受体 1a 型 ( angiotensin
 

Ⅱ
 

receptor
 

type
 

1a,
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Αgtr1a ) 和 肾 上 腺 素 受 体 α1A 型 受 体

(adrenoceptor
 

alpha
 

1a,Αdra1a)在 LPS 诱导的炎

症信号传递中发挥着关键作用。 然而通过抑制

剂与 siRNA 特异性抑制它们的表达后,LPS 引发

的炎症反应仅被部分阻断,且肝细胞损伤的缓解

程度仍有限[9-10] ,这提示在 LBP 基因缺失的背景

下,LPS 的炎症信号可能通过其他未知途径传递。
基于此,本研究旨在进一步探索 Lbp- / - 小鼠体内

潜在的代偿性炎症信号传递机制,以期深入阐明

LPS 致病过程中的分子调控网络,并为临床治疗

内毒素血症及相关重症炎症反应提供新型干预

靶点和理论依据。
胆碱能受体毒蕈碱 3 ( cholinergic

 

receptor
 

muscarinic
 

3,Chrm3)是 G 蛋白偶联受体家族的一

员,可以选择性地结合 Gq 蛋白并激活 Gq-PLC-
DAG / IP3 信号传导途径以释放 Ca2+ 。 其还可以

将 MAPK 信号通路激活。 有研究表明发现,阻断

M3R 可以抑制炎症因子、增强抗肿瘤免疫反应从

而减少肿瘤的生长,改善对癌症的免疫反应[11] 。
此外许多研究也观察到通过毒蕈碱受体给药可

以减轻体内炎症,这也表明毒蕈碱受体具有促炎

作用[12-13] 。 本文通过抑制剂 4-damp、si-Chrm3 特

异性降低 Chrm3 的表达,有效地降低了 LPS 引起

的细胞炎症,并通过过表达慢病毒反向验证了

Chrm3 在 LPS 诱导细胞炎症中的作用,为 LPS 所

致的炎症提供新靶点和新机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 选取济南朋悦实验动物繁育有限公司构建

保存[14]的 20 只 SPF 级 Lbp- / -雌性 6 周龄、体质量

20~ 22
 

g 的小鼠,5 只 SPF 级 C57BL / 6J 雌性 6 周

龄、体质量 20 ~ 22
 

g 的小鼠[ SCXK ( 鲁) 2023 -
0002],实验用鼠饲养于山东第一医科大学实验

动物学院[ SYXK(鲁) 2023-0012],光照 / 黑暗循

环 12
 

h / 12
 

h、温度 22~ 25
 

℃ 、湿度 55% ~ 60%,实
验经 山 东 省 实 验 动 物 中 心 伦 理 审 批 通 过

(LS002024056),实验小鼠的使用遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

 

　 　 硫代乙醇酸钠(上海生工生物工程有限公

司,367-51-1);LPS(美国 Sigma-Aldrich,L5418);
4-damp(美国 MCE;HY-100958);干扰 RNA(北京

擎科生物公司合成); LipofectamineTM
 

RNAiMAX
转染试剂(美国 Invitrogen,13778-150);RNA 提取

试剂盒(美国 Omega,R6934-02);逆转录试剂盒

(日本 TaKaRa,RR047A);蛋白酶抑制剂混合液

(上海雅酶生物医药科技有限公司,GRF101);磷
酸酶抑制剂混合液(上海雅酶生物医药科技有限

公司,GRF102);高效 RIPA 组织 / 细胞快速裂解

液(上海雅酶生物医药科技有限公司,PC101);
BCA 蛋白浓度测定试剂盒(上海雅酶生物医药科

技有限公司,ZJ102);Chrm3、β-actin、ERK1 / 2、p-
ERK ( 中 国 Cohensionn, CQA4080、 CPA9066、
CPA1944、CPA4924);山羊抗兔二抗(上海雅酶生

物医药科技有限公司,LF102)。 倒置显微镜(德

国 ZEISS,型号:382011386);细胞培养箱( 德国

Thermo,型号:i160);Light
 

Cycle
 

480Ⅱ实时荧光

定量 PCR 仪(德国 Thermo,型号:Light
 

Cycle
 

480
Ⅱ);超高灵敏度化学发光成像系统(美国 Bio-
Rad,型号:BR17952);蛋白电泳印迹系统(美国

Bio-Rad,型号:Mini
 

protean);高通量三通道读板

仪(美国 Spectra
 

Max,型号:i3x)。
1. 3　 实验方法

 

1. 3. 1　 腹腔巨噬细胞的提取

参照文献[15]的方法提取腹腔巨噬细胞,对小

鼠腹腔注射 0. 1
 

mL 的 3%巯基乙醇酸钠溶液,3
 

d
后处死小鼠然后在 75%乙醇中浸泡 3

 

min。 取出,
以掌心抓持小鼠颈背部皮肤,使其呈头高位直立

姿势,于胸骨右外侧约 0. 5
 

cm 处(避开肝区域),
以 30°进针角度将注射器针尖斜面朝向腹侧缓慢

刺入,感知针尖突破横膈膜阻力后匀速推注 10
 

mL 的生理盐水,拔针后立即以指腹沿小鼠腹部

顺时针环形按摩 3
 

min。 将小鼠固定于仰卧位,无
菌条件下,用镊子微微提起腹膜,用注射器小心

吸出腹腔内液体,可回收约 9
 

mL 的灌洗液。 用

2000
 

r / min 离心 10
 

min,弃上清液,重悬,细胞

计数。
1. 3. 2　 细胞分组

抑制剂法将细胞分为对照组 Α(空白对照)、
LPS 组 Α( LPS 处理 12

 

h)、抑制剂组(4-damp 干

预
 

30
 

min 后加入 LPS 共同孵育 12
 

h); 转染

siRNA 法将细胞分为对照组 Β(空白对照)、LPS
组 Β(LPS 暴露 12

 

h)、si-NC 组( si-NC 转染 12
 

h
后再加入 LPS 孵育 12

 

h)、si-Chrm3 组( si-Chrm3
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敲低 12
 

h 后再加入 LPS 处理 12
 

h);过表达法将

细胞分为对照组 C(空白对照)、LPS 组 C(LPS 暴

露 12
 

h)、阴性对照组(转染 Lentivirus( ZsGreen-
Puro) / CMV-NC

 

12
 

h 后再加入 LPS 处理 12
 

h)、
过表达组(转染 Lentivirus ( ZsGreen-Puro) / CMV-
Chrm3

 

12
 

h 后再加入 LPS 共同孵育 12
 

h)。 WT
型小鼠腹腔巨噬细胞则只分为对照组(空白对

照)和 LPS 组(LPS 处理 12
 

h)。
1. 3. 3　 LPS 处理构建细胞炎症模型

 

将提取的巨噬细胞按 80%细胞密度铺板,培
养过夜贴壁后加入 LPS 使其终浓度为 1

 

μg / mL,
刺激 12

 

h 后再做后续实验。
1. 3. 4　 抑制剂 4-damp 处理巨噬细胞

将腹腔来源的巨噬细胞按上述密度接种于

十二孔板,向抑制剂 4-damp 组中加入 5
 

nmol / L
的 4-damp,孵育 1

 

h 后加入 LPS 至 1
 

μg / mL 并共

处理 12
 

h,收集样本备用。

表 1　 引物序列
Table

 

1　 Primer
 

sequences
基因
Gene

正向引物(5’-3’)
Forward

 

primer(5’-3’)
反向引物(5’-3’)

Reverse
 

primer
 

(5’-3’)

Chrm3 CCTCGCCTTTGTTTCCCAAC TTGAGGAGAAATTCCCAGAGGT

β-actin GGCTGTATTCCCCTCCATCG CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

IL-6 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC

IL-1β GCAACTGTTCCTGAACTCAACT ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT

TNF-α CCCTCACACTCAGATCATCTTCT GCTACGACGTGGGCTACAG

1. 3. 5　 干扰 RNA 转染
 

在巨噬细胞的 si-NC 组和 si-Chrm3 组分别转

染 50
 

nmol / L 的 siRNA 复合物,经过 12
 

h 转染后,
将 LPS 加入其中,刺激 12

 

h 后,收集细胞,备用,
si-Chrm3 的序列为 GGATCTATAAGGAAACTGA,
正向 为: 5 ’-GGAUCUAUAAGGAAACUGA ( dT )
( dT )-3 ’; 反 向 为: 5 ’-UCAGUUUCCUUAUAG

 

AUCC(dT)(dT)-3’。
1. 3. 6　 慢病毒过表达

取完全贴壁后的腹腔巨噬细胞,根据病毒感

染复数( MOI = 5) 在阴性对照组(转染 Lentivirus
(ZsGreen-Puro ) / CMV-NC ) 和 过 表 达 组 ( 转 染

Lentivirus( ZsGreen-Puro) / CMV-Chrm3)中加入适

量病毒进行转染,转染 12
 

h 后,进行换液,然后继

续培养 12
 

h,之后加入 LPS 进行刺激,12
 

h 后收

集细胞,备用。
1. 3. 7　 实时荧光定量 PCR(RT-PCR)

RT-PCR 对 Chrm3、β-actin、IL-1β、IL-6、TNF-
α

 

的 mRNA 表达水平进行检测。 采用 TRIzol 试

剂裂解巨噬细胞,氯仿-异丙醇法分离总 RNA 并

测定浓度,之后按照逆转录试剂盒合成 cDNA,然
后以 cDNA 为模板通过 SYBR 构建反应体系并进

行扩增,反应结束后进行熔解曲线分析,验证扩

增特异性,将 β-actin 作为内参,最后采用 2-ΔΔCt 法

对数据进行相对表达量分析(表 1)。
1. 3. 8　 CCK-8 检测细胞存活率

 

在 96 孔板中接种细胞(6×103 / 孔),每组设 3
个平行复孔,常规培养条件(37

 

℃ ,5%
 

CO2 )下进

行干预处理(抑制剂、干扰 RNA 及慢病毒过表

达),往 LPS 各组细胞中加入 1
 

μg / mL 的 LPS 刺

激 12
 

h。 之后向每孔加入 10
 

μL
 

CCK-8 试剂,充
分混合后继续于培养箱中避光孵育 3

 

h,随后用酶

标仪测定 450
 

nm 处吸光度(OD 值),设置标准曲

线,计算细胞存活率。
1. 3. 9　 Western

 

blot 检测相关蛋白的表达情况
 

用含 1%蛋白酶抑制剂及磷酸酶抑制剂的

RIPA
 

裂解缓冲液在冰上裂解细胞 20
 

min,用

BCA 蛋白浓度定量试剂盒检测蛋白浓度。 取约

10
 

μg 的蛋白样品进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳( SDS-PAGE),然后半干转法将蛋白

转移到聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上。 用无蛋白快

速封闭液在 37
 

℃ 封闭 PVDF 膜 15
 

min,1×TBST
清洗 3 遍 后 将 一 抗 β-actin ( 1 ∶ 2000 ~ 1 ∶
10

 

000)、Chrm3(1 ∶ 500 ~ 1 ∶ 2000)、ERK、p-ERK
(1 ∶ 750)与 PVDF 膜一起在 4

 

℃ 条件下孵育过

夜,1×TBST 清洗 3 遍,每次 10
 

min;HRP 标记兔

源二抗(1 ∶ 2000~ 1 ∶ 10
 

000)于 37
 

℃ 孵育 1. 5 ~
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2
 

h,1×TBST 清洗 3 遍后滴加 ECL 显影液显影拍

照,以 β-actin 作为内参蛋白,利用 Image
 

lab
 

6. 0
分析蛋白条带,计算出每种蛋白的相对表达量。
1. 4　 统计学方法

 

　 　 实验数据用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,并采

用 GraphPad
 

Prism
 

8. 4. 2 软件进行统计学分析,
两组之间采用非配对 t 检验法进行差异分析,认
为 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 LBP 蛋白的表达情况

　 　 Western
 

blot 实验结果显示,Lbp- / - 小鼠腹腔

巨噬细胞中的 LBP 蛋白已完全敲除不再进行表

达(图 1)。
2. 2　 LBP 基因敲除对 LPS 诱导的小鼠腹腔巨噬

细胞炎症的影响

　 　 由 RT-PCR 的结果可知,在 LPS 的刺激下,
WT 小鼠腹腔巨噬细胞炎症因子显著升高,而

Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞的炎症因子水平相比

WT 小鼠虽有明显的下降但仍然存在(P<0. 01),
如图 2。 由此可说明 LPS 刺激信号在 LBP 基因敲

除后还存在其它传递途径。

图 1　 腹腔巨噬细胞中 LBP 蛋白的表达图

Figure
 

1　 LBP
 

protein
 

expressionn
 

map
 

in
 

peritoneal
 

macrophages

注:与 WT 小鼠相比,∗∗P<0. 01。

图 2　 WT 小鼠和 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞对 LPS 刺激的炎症反应

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

WT
 

mice,∗∗P<0. 01.
 

Figure
 

2　 Inflammatory
 

response
 

of
 

peritoneal
 

macrophages
 

to
 

LPS
 

stimulation
 

in
 

WT
 

mice
 

and
 

Lbp- / -
 

mice

2. 3　 LPS 刺激下 Chrm3 蛋白表达变化情况

　 　 由 Western
 

blot 实验结果可以看出,野生型小

鼠腹腔巨噬细胞在 LPS 刺激下 Chrm3 的蛋白表

达量虽有变化,但与对照组的差异并不明显(P>
0. 05),如图 3A;而 Lbp- / - 小鼠腹腔巨噬细胞在

LPS 刺激后其蛋白表达量显著升高(P< 0. 001),
经抑制剂 4-damp 处理后,该组 Chrm3 蛋白水平较

LPS 组呈现明显下降趋势(P<0. 05),如图 3B;当
采用特异性 siRNA 进行基因沉默干预时,Chrm3
蛋白的表达受到更为显著地抑制(P<0. 01),如图

3C;相反,在加入过表达慢病毒后,Chrm3 蛋白表

达量显著升高(P<0. 001),如图 3D。
2. 4　 Chrm3 的改变对细胞存活率的影响

　 　 基于 CCK8 的检测数据可知,相较于 LPS 组,
抑制剂组的细胞存活率得到显著改善(P<0. 05),
如图 4A;同样,si-Chrm3 组的细胞活力也有明显

增强(P<0. 05),如图 4B;而过表达组的细胞存活

率则明显下降(P<0. 05),如图 4C。
2. 5　 抑制和干扰 Chrm3 表达对炎症因子的影响

　 　 基于 RT-PCR 的分析结果可知,Lbp- / -小鼠腹

腔巨噬细胞在 LPS 的刺激下炎症因子显著升高,
而在经抑制剂 4-damp 处理后,IL-1β、IL-6、TNF-α
等炎症因子的 mRNA 水平显著降低(P<0. 001,P
<0. 0001),如图 5A。 在对 Chrm3 进行干扰后 IL-
1β、IL-6、TNF-α 的表达量显著降低(P<0. 001,P<
0. 0001),如图 5B。
2. 6　 过表达 Chrm3 对炎症因子的影响

　 　 根据 RT-PCR 的结果可知,在 LPS 的刺激下

37中国比较医学杂志 2025 年 4 月第 35 卷第 4 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

April
 

2025,Vol.
 

35,No.
 

4



注:Α:野生型小鼠 Chrm3 蛋白的变化;B:抑制剂处理后 Lbp- / -小鼠 Chrm3 蛋白的变化;C:干扰 RNA 处理后 Lbp- / -小鼠 Chrm3 蛋白的

变化;D:过表达后处理后 Lbp- / -小鼠 Chrm3 蛋白的变化。 与对照组 Α 相比,^^^P<0. 001;与抑制剂组相比,∗P<0. 05;与对照组 Β 相

比,▲▲▲P<0. 001;与 si-Chrm3 组相比,##P<0. 01;与对照组 C 相比,■■■P<0. 001;与过表达组相比,&&&P<0. 001。

图 3　 LPS 刺激条件下 Chrm3 表达的变化

Note.
 

A,
 

Changes
 

in
 

Chrm3
 

protein
 

in
 

WT
 

mice.
 

B,
 

Changes
 

in
 

Chrm3
 

protein
 

after
 

inhibitor
 

treatment
 

in
 

Lbp- / -
 

mice.
 

C,
 

Changes
 

in
 

Chrm3
 

protein
 

after
 

siRNA
 

treatment
 

in
 

Lbp- / -
 

mice.
 

D,
 

Changes
 

in
 

Chrm3
 

protein
 

after
 

overexpression
 

treatment
 

in
 

Lbp- / -
 

mice.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group
 

A,
 ^^^P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

Inhibitor
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

Control
 

group
 

Β,▲▲▲P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

si-Chrm3
 

group,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group
 

C,■■■P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

Overexpression
 

group,
 &&&P<0. 001.

Figure
 

3　 Changes
 

in
 

Chrm3
 

expression
 

under
 

LPS
 

stimulation

Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞的炎症因子升高,而在加

入过表达慢病毒后,IL-1β、IL-6、TNF-α 等炎症因

子的表达水平显著升高(P< 0. 01,P< 0. 001),如
图 6。
2. 7　 抑制、干扰和过表达 Chrm3 的表达对 p-
ERK 蛋白的影响

　 　 Western
 

blot 结果显示,在 LPS 刺激下,ERK

蛋白磷酸化显著升高(P<0. 001),当加入抑制剂

4-damp 后 ERK 的磷酸化进程受到显著性抑制(P
<0. 01),如图 7A。 同样,对腹腔巨噬细胞进行转

染 si-Chrm3 敲低 Chrm3 基因后,ERK 磷酸化水平

也显著性降低(P<0. 01),如图 7B,而对其进行慢

病毒过表达时,ERK 的磷酸化则显著升高(P <
0. 01),如图 7C。
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注:A:抑制 Chrm3 后细胞存活率的变化;B:干扰 Chrm3 后细胞存活率的变化;C:过表达 Chrm3 后细胞存活率的变化。 与抑制剂组

相比,∗P<0. 05;与 si-Chrm3 组相比,
 #P<0. 05;与过表达组相比,

 &P<0. 05。

图 4　 抑制 Chrm3 和过表达 Chrm3 对 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞存活率的影响

Note.
 

Α.
 

Changes
 

in
 

cell
 

viability
 

after
 

Chrm3
 

inhibition.
 

Β,
 

Changes
 

in
 

cell
 

viability
 

after
 

Chrm3
 

knockdown.
 

C,
 

Changes
 

in
 

cell
 

viability
 

after
 

Chrm3
 

overexpression.
 

Compared
 

with
 

Inhibitor
 

group,∗ P < 0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-Chrm3
 

group,
 #P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

Overexpression
 

group,
 &P<0. 05.

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

inhibition
 

of
 

Chrm3
 

expression
 

and
 

overexpression
 

of
 

Chrm3
 

on
 

peritoneal
 

macrophages
 

viability
 

in
 

Lbp- / -
 

mice

注:A:抑制 Chrm3 后细胞炎症因子的变化;B:干扰 Chrm3 后细胞炎症因子的变化。 与抑制剂组相比,∗∗∗ P<0. 001,∗∗∗∗ P<

0. 0001;与 si-Chrm3 组相比,###P<0. 001,####P<0. 0001。

图 5　 抑制 Chrm3 的表达对 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞 IL-1β、IL-6、TNF-α 的影响

Note.
 

A,
 

Changes
 

in
 

inflammatory
 

factors
 

after
 

Chrm3
 

inhibition.
 

B,
 

Changes
 

in
 

inflammatory
 

factors
 

after
 

Chrm3
 

knockdown.
 

Compared
 

with
 

Inhibitor
 

group,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001.
 

Compared
 

with
 

si-Chrm3
 

group,###P<0. 001,####P<0. 0001.

Figure
 

5　 Inhibition
 

of
 

Chrm3
 

expression
 

on
 

IL-1β,
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

in
 

peritoneal
 

macrophages
 

of
 

Lbp- / -
 

mice
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注:与过表达组相比,&&P<0. 01,&&&P<0. 001。

图 6　 过表达 Chrm3 对 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞 IL-1β、IL-6、TNF-α 的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

Overexpression
 

group,
 &&P<0. 01,&&&P<0. 001.

 

Figure
 

6　 Overexpress
 

of
 

Chrm3
 

expression
 

on
 

IL-1β,
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

in
 

peritoneal
 

macrophages
 

of
 

Lbp- / -
 

mice

注:A:抑制 Chrm3 后 p-ERK 蛋白的变化;B:干扰 Chrm3 后 p-ERK 蛋白的变化;C:过表达 Chrm3 后 p-ERK 蛋白的变化。 与对照组 Α

相比,^^^P<0. 001;与抑制剂组相比,∗∗P<0. 01;与对照组 Β 相比,▲▲▲P<0. 001;与 si-Chrm3 组相比,##P<0. 01;与对照组 C 相比,■■■P

<0. 001;与过表达组相比,&&P<0. 01。

图 7　 抑制、干扰和过表达 Chrm3 的表达对 p-ERK 蛋白的影响

Note.
 

A,
 

Changes
 

in
 

p-ERK
 

protein
 

after
 

Chrm3
 

inhibition.
 

B,
 

Changes
 

in
 

p-ERK
 

protein
 

after
 

Chrm3
 

knockdown.
 

C,
 

Changes
 

in
 

p-ERK
 

protein
 

after
 

Chrm3
 

overexpression.
 

Compared
 

with
 

the
 

Control
 

group,^^^P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

Inhibitor
 

group,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group
 

Β,▲▲▲P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

si-Chrm3
 

group,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group
 

C,■■■P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

Overexpression
 

group,&&P<0. 01.

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

inhibiting
 

and
 

overexpressing
 

the
 

expression
 

of
 

Chrm3
 

protein
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

p-ERK
 

protein

3　 讨论

　 　 LPS 是在大多数革兰氏阴性菌的外膜中发现

的一种特征明确的病原体分子,可以引发强烈的

免疫反应,而 LBP 作为一种Ⅰ类急性期蛋白[16] ,

在免疫系统中起到了重要的预警作用。 JIN 等[17]

通过敲除 LBP 破坏了 LPS 与其受体复合物

TLR4 / MD-2 的结合,从而减轻了小鼠因饮食诱导

产生的非酒精性脂肪肝炎。 BRASS 等[18] 研究发

现 LBP 的敲除会减轻小鼠下呼吸道的炎症及皮
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下黏膜的纤维化,但 MINTER 等[19] 研究表明,在
注射 LPS 刺 激 后, Lbp- / - 小 鼠 和 WT 小 鼠 的

Kupffer 细胞上,TLR4、CD14 和 CD18 的细胞因子

表达相差并不大。 此外,BELCHER 等[20] 报道了

一例注射特异性小分子抑制剂 TAK-242 恢复内

皮功能的案例,该抑制剂能够选择性地结合 TLR4
的胞内结构域并关闭细胞内信号传导。 然而,在
日本进行的一项为期 28

 

d 的严重脓毒症患者全

因死亡率研究中发现,TAK-242 未能有效抑制脓

毒症及呼吸衰竭患者的炎症因子水平,不符合继

续研发的标准[21] 。 这些结果表明阻断 TLR4 的

信号传导不能有效阻断 LPS 诱导的炎症反应,需
要寻找其他的代偿途径。

本研究通过对 WT 小鼠和 Lbp- / - 小鼠进行

LPS 刺激后,发现 Lbp- / - 小鼠的炎症因子 mRNA
水平显著下降,但仍然大量表达,之后便对 Lbp- / -

小鼠腹腔巨噬细胞进行 LPS 刺激,发现 Chrm3 蛋

白的表达量显著升高,故猜测 Chrm3 蛋白在传导

LPS 通路中起关键作用。 在分别加入 4-damp 和

si-Chrm3 特异性抑制 Chrm3 蛋白的表达后,发现

Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞的存活率明显升高,且
TNF-α、IL-6、IL-1β 等炎症因子的 mRNA 水平显

著下降;而在使用过表达慢病毒提高 Chrm3 的蛋

白表达后,炎症因子 IL-6、IL-1β、TNF-α 的 mRNA
表达量显著升高,细胞存活率则显著降低。

Chrm3 属于 G 蛋白偶联受体之一,活化的

Chrm3 将通过激活 MAPK 信号通路( ERK、p38、
JNK) 调节 TNF-α、 IL-1β、 IL-6 等炎症因子的表

达[22-23] ,并对细胞的重要反应,如炎症、氧化应

激、增殖和衰亡等均存在介导作用[24] 。 Chrm3 可

以通过上调磷脂酶 C( PLC)的活性,从而产生二

酰甘油( DAG)和肌醇三磷酸( IP3),并增加细胞

内钙离子的水平。 而 DAG 和钙离子的增加会激

活蛋白激酶 C(PKC),并经 MAPK 途径改变基因

转录,其中关键的因子包括细胞外信号调节激酶

1 / 2( ERK1 / 2)。 因此 Chrm3 的激活可能通过

MAPK 信号通路,对巨噬细胞造成损伤。 随即对

MAPK 信号通路的相关蛋白 ERK 的磷酸化表达

进行实验验证,结果表明,在 LPS 刺激下,MAPK
通路中 ERK 蛋白磷酸化显著升高,而在抑制了

Chrm3 的表达后,ERK 的蛋白磷酸化水平显著降

低;在过表达 Chrm3 后,MAPK 通路的 p-ERK 则

显著升高,由此可以得出 Chrm3 通过 MAPK 通路

调控细胞炎症。
综上所述,本研究通过 LPS 刺激的细胞炎症

模型,发现在 Lbp- / - 小鼠中 Chrm3 蛋白的上调可

能起到代偿 LBP 蛋白的作用,通过 MAPK / ERK
信号通路引起炎症因子的产生,从而导致细胞损

伤和存活率下降。 目前该实验的对象为小鼠腹

腔巨噬细胞,后续将在 Lbp- / - 小鼠其他细胞和体

内进行验证,希望可以在小鼠体内找到传递 LPS
诱导炎症信号的有效代偿途径。
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由平原进入高原低压低氧环境后大鼠肾损伤的研究

贾　 萌1,2∗,曲珍吉姆2,索朗德吉2,郭一丹1,郭世坤3,魏华英3,周晓玲1,王瑞吉2

(1.首都医科大学附属北京世纪坛医院肾内科,北京　 100038;2.拉萨市人民医院肾内科,拉萨　 850000;
3.首都医科大学附属北京世纪坛医院呼吸与危重症医学科,北京　 100038)

　 　 【摘要】 　 目的　 模拟由平原进入高原低压低氧环境后,大鼠肾功能、肾损伤指标及肾病理随时间的变化

特点。 方法　 30 只雄性 Sprague-Dawley 大鼠随机分成 5 组,每组 6 只,对照组置于舱外常压常氧环境,实验组

置于低压低氧舱内模拟海拔 5000
 

m 低压低氧(low-pressure
 

and
 

low-oxygen,LPLO)环境,分别在舱内生活 3
 

d、
7

 

d、14
 

d、28
 

d。 观察各组大鼠肾损伤及肾功能指标:血清肌酐( creatinine,CRE)、血清胱抑素 C( cystatin
 

C,
CysC)、血清中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白(neutrophil

 

gelatinase-associated
 

lipocalin,NGAL)、血清肾损

伤因子 1(kidney
 

injury
 

molecule-1,KIM-1)及血清白细胞介素 18( interleukin-18,IL-18)水平。 HE 染色及 PAS
染色观察肾病理变化并评价:肾小球平均直径、肾小管周毛细血管( peritubular

 

capillary,PTC) 数 / 肾小管

(tubule)数、肾小管损伤评分、肾外髓质( outer
 

medulla,OM)充血评分。 结果　 与对照组比较,实验组 NGAL、
KIM-1、CysC 及 CRE 水平均显著升高(均 P<0. 05)。 肾小球平均直径:LPLO

 

3 天组显著缩小,LPLO
 

14 天组显

著增大(均 P<0. 05)。 PTC / tubule 显著降低,肾小管损伤评分、OM 充血评分显著升高(均 P<0. 05)。 回归分

析:PTC / tubule 与低压低氧时间呈线性负相关,CRE、CysC 及病理指标(肾小球平均直径、OM 充血评分及肾小

管损伤评分)与低压低氧持续时间呈曲线相关( 均 P < 0. 05)。 对呈曲线相关变量使用限制性立方样条

(restricted
 

cubic
 

splines,RCS)分析:各曲线呈“倒 L”形,拐点均在第 7 天,提示各项指标在低压低氧 7
 

d 内增高

速率最大,7~ 28
 

d 增高速率减缓。 结论　 模拟由平原进入高原低压低氧环境后肾从结构到功能多方面均存

在显著的损伤,肾对高原环境存在自适应及调整过程。
【关键词】 　 高原缺氧;肾损害;肾损伤标记物;肾病理改变
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

explore
 

time-related
 

changes
 

in
 

renal
 

function,
 

renal
 

injury
 

biomarkers,
 

and
 

renal
 

pathology
 

in
 

rats
 

entering
 

a
 

low-pressure
 

and
 

low-oxygen
 

(LPLO)
 

environment
 

simulating
 

moving
 

from
 

the
 

plains
 

to
 

a
 

plateau.
 

Methods　 Thirty
 

male
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

five
 

groups
 

(n= 6
 

rats
 

per
 

group).
 

Rats
 

in
 

the
 

Control
 

group
 

were
 

placed
 

outside
 

the
 

chamber
 

under
 

normal
 

pressure
 

and
 

oxygen
 

conditions.
 

Rats
 

in
 

the
 

experimental
 

groups
 

were
 

placed
 

in
 

an
 

LPLO
 

chamber
 

to
 

simulate
 

a
 

plateau
 

environment
 

at
 

5000
 

m
 

above
 

sea
 

level,
 

and
 

were
 

maintained
 

in
 

the
 

chamber
 

for
 

3,
 

7,
 

14,
 

and
 

28
 

days,
 

respectively.
 

Serum
 

levels
 

of
 

creatinine
 

( CRE),
 

cystatin
 

C
 

(CysC),
 

neutrophil
 

gelatinase-associated
 

lipocalin
 

( NGAL),
 

kidney
 

injury
 

molecule-1
 

( KIM-1),
 

and
 

interleukin-18
 

( IL-18)
 

were
 

measured
 

as
 

biomarkers
 

of
 

renal
 

injury.
 

Pathological
 

changes
 

in
 

the
 

kidney
 

were
 

observed
 

by
 

hematoxylin
 

and
 

eosin
 

and
 

periodic
 

acid-Schiff
 

staining,
 

with
 

quantitative
 

assessment
 

of
 

the
 

following
 

parameters:
 

average
 

glomerular
 

diameter,
 

peritubular
 

capillary
 

(PTC)
 

density
 

per
 

tubule,
 

tubular
 

injury
 

score,
 

and
 

outer
 

medulla
 

(OM)
 

congestion
 

score.
 

Results　 NGAL,
 

KIM-1,
 

CysC,
 

and
 

CRE
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

experimental
 

compared
 

with
 

the
 

Control
 

group
 

( all
 

P < 0. 05).
 

The
 

average
 

glomerulus
 

diameter
 

was
 

significantly
 

reduced
 

in
 

the
 

LPLO
 

3
 

d
 

group
 

and
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

LPLO
 

14
 

d
 

group
 

(both
 

P<0. 05).
 

The
 

peritubular
 

capillary
 

(PTC) / tubule
 

ratio
 

was
 

significantly
 

decreased.
 

The
 

renal
 

tubular
 

injury
 

and
 

OM
 

congestion
 

scores
 

were
 

significantly
 

increased
 

( both
 

P < 0. 05 ).
 

Regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

PTC / tubule
 

was
 

linearly
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

LPLO
 

duration,
 

while
 

CRE,
 

CysC,
 

and
 

pathological
 

indicators
 

(mean
 

glomerular
 

diameter,
 

OM
 

congestion
 

score,
 

renal
 

tubular
 

injury
 

score)
 

were
 

curvilinearly
 

correlated
 

with
 

the
 

duration
 

of
 

LPLO
 

(all
 

P<0. 05).
 

Variables
 

with
 

a
 

curvilinear
 

correlation
 

were
 

analyzed
 

using
 

restricted
 

cubic
 

splines(RCS).
 

Each
 

curve
 

exhibited
 

an
 

inverted-L
 

shape,
 

with
 

inflection
 

points
 

on
 

day
 

7,
 

indicating
 

that
 

the
 

rate
 

of
 

increase
 

of
 

all
 

indicators
 

was
 

highest
 

within
 

the
 

first
 

7
 

days
 

of
 

LPLO,
 

and
 

the
 

rate
 

of
 

increase
 

then
 

slowed
 

from
 

7
 

days
 

to
 

28
 

days.
 

Conclusions 　 A
 

simulated
 

move
 

from
 

a
 

plains
 

to
 

a
 

plateau
 

environment
 

was
 

associated
 

with
 

significant
 

structural
 

and
 

functional
 

renal
 

damage,
 

but
 

the
 

kidneys
 

then
 

showed
 

a
 

self-adaptive
 

adjustment
 

process
 

towards
 

the
 

plateau
 

environment.
【Keywords】　 high-altitude

 

hypoxia;
 

kidney
 

injury;
 

renal
 

injury
 

markers;
 

renal
 

pathological
 

changes
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　 　 全球有 1. 4 亿人生活在海拔超过 2400
 

m 的

高原地区[1] ,每年有数十万人从平原地区迁移到

高海拔地区,对于高原地区的人群,特别是由平

原进入高原的人群,高海拔心脏病、脑水肿和肺

水肿的发生严重影响重要脏器的功能,甚至危及

生命。 高海拔地区具有低大气压力及低氧的环

境特点,肾在缺氧情况下易受损伤[2] 。 流行病学

资料显示,我国西藏地区的慢性肾病 ( chronic
 

kidney
 

disease,CKD)患病率为 18. 3% ~ 30. 4%[3] ,
显著高于我国 CKD 总体的 10. 8%患病率[4] ;另外

有研究发现登山者由平原进入高原后,其肾小球

滤过率( glomerular
 

filtration
 

rate,GFR) 在短期内

下降[5-6] ,提示低压低氧环境对肾结构和功能以

及肾疾病进展具有一定的影响[7] 。 研究发现,在
低压低氧舱模拟海拔 5000

 

m 的环境,大鼠出现足

细胞损伤伴蛋白尿[8] 。 但是,截至目前,低压低

氧环境下肾损伤的研究资料尚不完整,尤其缺乏

随着低压低氧持续时间的延长,肾发生相应的病

理生理变化的连续性信息。 因此,本研究建立模

拟高原低压低氧条件下肾损伤的大鼠模型,通过

观察低压低氧持续时间相关的大鼠血清学及肾

病理指标的变化, 探讨由平原进入模拟海拔

5000
 

m 的低压低氧环境后对肾功能及组织结构

的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物
 

　 　 SPF 级 8 周龄雄性 Sprague-Dawley 大鼠 30
只,体质量 260~ 280 g,购于北京维通利华实验动

物技术有限公司[ SCXK(京) 2021- 0011]。 动物

饲养于北京世纪坛医院临床实验动物中心

[SYXK(京)2022-0049],适应性饲养 1 周后进行

实验。 期间自由进食饮水,饲养室温度为( 22 ±
2)℃ ,湿度为 50% ~ 60%,维持 12

 

h 光照和 12
 

h
黑暗的昼夜节律。 本实验设计经首都医科大学

附属北京世纪坛医院实验动物伦理委员会批准

[sjtkkll-lx-2023(011)],实验过程中严格遵守动

物实验 3R 原则。
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1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 血清 NGAL 检测试剂盒 ( ab119602,批号:
GR3362911-1 ); 血 清 KIM-1 检 测 试 剂 盒

(ab119597,批号:GR3413976-2);血清 CysC 检测

试剂盒 ( ab201281, 批号: GR3416876-2); 血清

CRE 检测试剂盒( ab65340,批号 GR3405925-2);
血 清 IL-18 检 测 试 剂 盒 ( ab213909, 批 号:
GR3388522-1)均购自美国 Abcom。

低压低氧舱( DSF-Ⅱ动物实验负压舱) 购自

潍坊华信氧业公司;显微镜购自日本奥林巴斯

BX43;病理切片扫描仪购自 3DHISTECH-D12;石
蜡切片机购自浙江省金华市科迪仪器有限公司;
分光光度计购自舜宇恒平 UV-2600。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物模型构建和分组

对照组(6 只):于舱外常压常氧的环境生活

28
 

d;实验组(24 只):进入低压低氧舱,模拟海拔

3000
 

m 环境预适应 2
 

d,随后将低压低氧舱参数

以 2
 

m / s 的速度缓慢上升达到海拔 5000
 

m 水平

(大气压 50
 

kPa,氧浓度 10%),将实验组进一步

随机平分为 4 组,分别在模拟海拔 5000
 

m 环境生

活 3
 

d、7
 

d、14
 

d 及 28
 

d[7,9] ;各组生活达预定天数

后取血、取肾。
1. 3. 2　 样本收集

达到模拟高原环境生活天数后,用戊巴比妥

钠麻醉大鼠,心脏取血 2~ 3
 

mL,室温静置 1
 

h 后,
在 4

 

℃环境下以 3000
 

r / min 离心 20
 

min,取上层

血清置于- 80
 

℃ 冰箱中待测。 统一检测 CRE、
CysC、NGAL、KIM-1、IL-18。
1. 3. 3　 肾组织病理学检查及评价

将大鼠右肾称重并测量长度:肾组织石蜡切

片脱蜡后进行苏木素-伊红(HE)染色、Masson 染

色,显微镜下观察肾组织病理变化。 在肾组织皮

质及髓质交界处随机选取 10 个高倍镜视野(200
倍)对肾组织损伤的形态学变化进行分析,肾小

管损伤评分依据肾小管的形态改变对损伤的严

重程度进行:0 分,无明显可见异常;1 分,单个视

野形态异常<10%;2 分,10%<单个视野形态异常

<25%;3 分,25%<单个视野形态异常<50%;4 分,
50%<单个视野形态异常<75%;5 分,单个视野形

态异常> 75%。 肾小管损伤包括肾小管管腔狭

窄,肾小管上皮细胞肿胀、萎缩,肾小管上皮细胞

数量减少[10-11] 。 肾髓质充血程度评分在 HE 染

色切片选取外髓质( outer
 

medulla,OM) 区域,观
察红细胞充血(瘀滞)程度,评分为 0 ~ 5 分,独立

反映每个观察区域的红细胞充血程度。 0 分表示

所有血管开放良好(0%充血),5 分表示所有可见

血管充血(100%充血),分级:0 = 0%、1 = 20%、2 =
40%、3 = 60%、4 = 80%、5 = 100%[12] 。 肾小管周围

毛细血管( peritubular
 

capillary,
 

PTC) 密度评分:
每张切片圈定 10 个 120

 

000
 

μm2 区域,计算该区

域内 PTC 数 / 肾小管数( PTC / tubule) 比值[13-14] 。
肾小球大小测量依据董鸿瑞等[15] 使用的肾小球

毛细血管袢直接测量法:使用蔡司数字病理软件

(ZEN
 

3. 3) 测量病理照片中的最大剖面肾小球

(含血管极和(或)尿极的肾小球(含极肾小球))
毛细血管袢上相互垂直的两条最长直径,求平均

值。 每只大鼠肾切片测量 10 个肾小球,各组间比

较肾小球大小差异。 以上所有评分均使用盲法。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

22. 0 软件、R 语言(version
 

4. 2. 2,
 

R
 

Foundation
 

for
 

Statistical
 

Computing,
 

Vienna,
 

Austria ), 以 及 MSTATA 软 件 ( https: / / www.
mstata. com / )进行统计学分析。 正态分布的计量

资料以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,多组间比较采

用单因素方差分析;非正态分布的计量资料以中

位数(25%、75%百分位数)表示,多组间比较采用

Kruskal-Wallis
 

H 检验。 以模拟高原环境生活时

间长度(天数)为自变量,以大鼠肾功水平( CRE、
CysC)、肾损伤指标( NGAL、KIM-1、IL-8) 及肾病

理指标(肾小球平均直径、PTC / tubule、肾髓质充

血评分、肾小管损伤评分)为因变量,构建回归模

型,显著性<0. 05 视为模型能够拟合,以 R 平方评

价模型拟合效果。 对以上有统计学意义的非线

性回归模型,使用 RCS 分析,以赤池信息量准则

(Akaike
 

information
 

criterion) 最低值作为优先模

型选择。 以 第 10、 50 和 90 百 分 位 作 为 节 点

(knots),P<0. 05 视为自变量与因变量之间存在显

著性关联,P-Nonliner<0. 05 提示自变量与因变量

之间存在显著的非线性关系。 以 RCS 曲线斜率变

化最大时间点作为拐点( inflection
 

point),用于寻

找暴露于低压低氧环境下各项指标斜率变化最大

的时间拐点。 P<0. 05 为差异具有统计学意义。
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2　 结果

2. 1　 各组间肾功能、肾损伤指标及肾组织病理学

比较　
2. 1. 1　 肾功能指标

 

注:A:右肾重量;B:右肾长度;C:血清 NGAL 水平;D:血清 KIM-1 水平;E:血清 IL-18 水平;F:血清 CysC 水平;G:血清 CRE 水平;H:肾小

球平均直径;I:PTC / tubule 比值;J:肾髓质充血评分;K:肾小管损伤评分。 与对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001;与 LPLO
 

3

天组相比,#P<0. 05,##P<0. 01,###P<0. 001;与 LPLO
 

7 天组相比,△P<0. 05,△△P<0. 01,△△△P<0. 001;与 LPLO
 

14 天组相比,▲P<0. 05。

图 1　 各组大鼠肾功能、肾损伤指标及肾病理评分指标比较

Note.
 

A,
 

Weight
 

of
 

right
 

kidney.
 

B,
 

Length
 

of
 

right
 

kidney.
 

C,
 

Serum
 

NGAL.
 

D,
 

Serum
 

KIM-1.
 

E,
 

Serum
 

IL-18.
 

F,
 

Serum
 

CysC.
 

G,
 

Serum
 

CRE.
 

H,
 

Average
 

diameter
 

of
 

glomeruli.
 

I,
 

Ratio
 

of
 

PTC / tubule.
 

J,
 

OM
 

congestion
 

score.
 

K,
 

Renal
 

tubular
 

injury
 

score.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

LPLO
 

3
 

d
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01,##P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

LPLO
 

7
 

d
 

group,△P<0. 05,△△P<0. 01,△△△P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

LPLO
 

14
 

d
 

group,▲P<0. 05.

Figure
 

1　 Comparison
 

of
 

renal
 

function,
 

renal
 

injury
 

indicators,
 

and
 

renal
 

pathological
 

scoring
 

indicators
 

among
 

different
 

groups
 

of
 

rats

与对照组比较,血清 CRE 在 LPLO
 

14 天组显

著升高,LPLO
 

28 天组最高(P<0. 05);血清 CysC
在 LPLO

 

3 天组显著升高,LPLO
 

7 天组达最高值,
LPLO

 

28 天组较 7 天组显著下降(均 P< 0. 05)。
见图 1。
2. 1. 2　 肾损伤指标

 

与对照组比较,血清 NGAL 在 LPLO
 

14 天组

显著升高,血清 KIM-1 在 LPLO
 

3 天组显著升高

(均 P<0. 05)。 血清 IL-18 各组间无显著性差异。
见图 1。
2. 1. 3　 肾病理

 

与对照组比较,各个实验组肾重量及长径均

无显著性差异。 见图 1。
与对照组比较,各实验组 PTC / tubule 比值呈

下降趋势,其中 LPLO
  

14 天组及 28 天组 PTC /
tubule 比值显著降低(P<0. 05),OM 充血评分及

肾小管损伤评分呈上升趋势,其中 LPLO
 

14、28
天组 OM 充血评分显著升高,LPLO

 

3、7、14、28 天

组肾小管损伤评分显著升高 ( P < 0. 001)。 见

图 1。
对照组肾小球、肾小管及肾间质结构正常,
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毛细血管清晰,肾髓质无明显充血。 随着实验时

间的延长,实验组肾小球直径呈“缩小-增大-缩

小”的变化趋势: LPLO
 

3 天组为各组中最低,
LPLO

 

14 天组达最高值,LPLO
 

28 天组较 14 天组

显著缩小(P< 0. 05,图 1);部分肾小球出现毛细

血管袢充血、毛细血管袢破裂。 肾小管出现管腔

狭窄、管腔扩张、肾小管上皮细胞肿胀、萎缩及脱

落,部分肾小管上皮细胞可见空泡样变性,部分

小管管腔内可见红细胞管型;肾小管周围毛细血

管呈现不同程度的数量变化及管腔扩张;肾外髓

质出现显著的充血,红细胞瘀滞;肾间质淋巴细

胞浸润增加。 见图 2。
2. 2　 低压低氧持续时间与肾功能、肾损伤指标及

肾组织病理评分的关系
 

回归分析结果显示,PTC / tubule 与低压低氧

时间呈线性负相关,CRE、CysC 及肾组织病理改

变(肾小球平均直径、OM 充血评分及肾小管损伤

评分)与低压低氧持续时间呈曲线相关(均 P<
0. 05);血清 NGAL、KIM-1 及 IL-18 水平与低压低

氧时间无关。 见表 2,图 3。
2. 3　 相关变量 RCS 分析

 

　 　 如图 4 所示,CRE、CysC 水平及肾病理指标

(肾小球平均直径、OM 充血评分及肾小管损伤评

分)的变化与低压缺氧持续时间呈非线性关系,
各项指标随着低压低氧时间延长,其恶化风险逐

渐增高。 绘制 RCS 图分析高原停留时间与 CRE、
CysC、肾小球平均直径、OM 充血评分及肾小管损

伤评分的关联性,各曲线呈“倒 L”形,拐点均在第

7 天,提示各项指标在低压低氧 7
 

d 内增高速率最

大,7~ 28
 

d 增高速率减缓。

注:A:各组大鼠肾皮质病理,其中红色箭头标识为呈蓝色的胶原纤维;B:各组大鼠肾髓质病理;C:实验组大鼠肾损伤病理。

图 2　 模拟高原环境与大鼠肾病理变化

Note.
 

A,
 

Pathology
 

of
 

renal
 

cortex
 

in
 

each
 

group
 

of
 

rats,
 

the
 

red
 

arrows
  

indicate
 

blue
 

collagen
 

fibers.
 

B,
 

Pathology
 

of
 

renal
 

medulla
 

in
 

each
 

group
 

of
 

rats.
 

C,
 

Pathology
 

of
 

renal
 

injury
 

in
 

experimental
 

group
 

rats.

Figure
 

2　 Simulating
 

high-altitude
 

environment
 

and
 

pathological
 

changes
 

in
 

rat
 

kidneys
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表 2　 低压低氧持续时间与肾功能、肾损伤指标及肾组织病理评分关系的回归分析
Table

 

2　 Regression
 

analysis
 

of
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

duration
 

of
 

low-pressure
 

hypoxia
 

and
 

renal
 

function,
 

renal
 

injury
 

indicators,
 

and
 

renal
 

histopathological
 

scores
观察指标

Observation
 

target
模型类型
Model

 

type R2 F P 常数
Constant β1 / β2 / β3

CRE / (pg / mL) 二次曲线
Quadratic

 

curve 0. 322 5. 950 0. 008 1. 040 0. 123 / -0. 003

CysC / (pg / mL) 二次曲线
Quadratic

 

curve 0. 238 3. 904 0. 033 1. 327 0. 075 / -0. 003

NGAL / (pg / mL) 二次曲线
Quadratic

 

curve 0. 161 2. 495 0. 102 -
 

-

KIM-1 / (pg / mL) 二次曲线
Quadratic

 

curve 0. 042 0. 570 0. 572
 

- -

IL-18 / (pg / mL) 二次曲线
Quadratic

 

curve 0. 017 0. 206 0. 815 - -

右肾重量 / g
Weight

 

of
 

right
 

kidney
二次曲线

Quadratic
 

curve 0. 031 0. 431 0. 654 - -

右肾长度 / cm
Length

 

of
 

right
 

kidney
二次曲线

Quadratic
 

curve 0. 081 1. 191 0. 319
 

- -

肾小球平均直径 / μm
Average

 

diameter
 

of
 

glomeruli
三次曲线

Cubic
 

curve 0. 298 24. 876 <0. 001 109. 074 -2. 902 / 0. 454 / -0. 012

PTC / tubule 线性
Liner 0. 122 3. 861 0. 050 1. 778 -0. 010

肾髓质充血评分
OM

 

congestion
 

score
二次曲线

Quadratic
 

curve 0. 848 75. 450 <0. 001 0. 414 0. 299 / -0. 008

肾小管损伤评分
Renal

 

tubular
 

injury
 

score
二次曲线

Quadratic
 

curve 0. 707 213. 811 <0. 001 1. 042 0. 348 / -0. 009

注:A:模拟高原环境停留时间与血清 CRE;B:模拟高原环境停留时间与血清 CysC;C:模拟高原环境停留时间与肾小球平均直径;D:模
拟高原环境停留时间与 PTC / tubule;E:模拟高原环境停留时间与肾髓质充血评分;F:模拟高原环境停留时间与肾小管损伤评分。

图 3　 模拟高原环境停留时间与大鼠肾功能及病理评分的相关性分析

Note.
 

A,
 

CRE
 

levels
 

with
 

duration
 

of
 

stay
 

in
 

high-altitude
 

environments.
 

B,
 

CysC
 

levels
 

with
 

duration
 

of
 

stay
 

in
 

high-altitude
 

environments.
 

C,
 

Glomerular
 

diameter
 

with
 

duration
 

of
 

stay
 

in
 

high-altitude
 

environments.
 

D,
 

PTC / tubule
 

with
 

duration
 

of
 

stay
 

in
 

high-altitude
 

environments.
 

E,
 

OM
 

congestion
 

score
 

with
 

duration
 

of
 

stay
 

in
 

high-altitude
 

environments.
 

F,
 

Renal
 

tubular
 

injury
 

score
 

with
 

duration
 

of
 

stay
 

in
 

high-altitude
 

environments.

Figure
 

3　 Correlation
 

analysis
 

between
 

simulated
 

high-altitude
 

environment
 

residence
 

time
 

and
 

rat
 

kidney
 

function
 

and
 

pathological
 

score
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注:A:模拟高原环境停留时间与血清 CRE;B:模拟高原环境停留时间与血清 CysC;C:模拟高原环境停留时间与肾小球平

均直径;D:模拟高原环境停留时间与肾髓质充血评分;E:模拟高原环境停留时间与肾小管损伤评分。

图 4　 模拟高原环境停留时间与大鼠肾功能及肾病理指标变化的限制性立方样条分析

Note.
 

A,
 

CRE
 

levels
 

with
 

duration
 

of
 

stay
 

in
 

high-altitude
 

environments.
 

B,
 

CysC
 

levels
 

with
 

duration
 

of
 

stay
 

in
 

high-altitude
 

environments.
 

C,
 

Glomerular
 

diameter
 

with
 

duration
 

of
 

stay
 

in
 

high-altitude
 

environments.
 

D,
 

OM
 

congestion
 

score
 

with
 

duration
 

of
 

stay
 

in
 

high-altitude
 

environments.
 

E,
 

Renal
 

tubular
 

injury
 

score
 

with
 

duration
 

of
 

stay
 

in
 

high-altitude
 

environments.

Figure
 

4　 Restricted
 

cubic
 

spline
 

analysis
 

of
 

the
 

relationship
 

between
 

simulated
 

high-altitude
 

environment
 

residence
 

time
 

and
 

changes
 

in
 

renal
 

function
 

and
 

renal
 

pathological
 

indicators
 

in
 

rats

3　 讨论

　 　 本研究使用低压低氧舱模拟由平原进入高

原环境,建立低压低氧环境下大鼠肾损伤模型,
应用血清学指标结合肾病理评分,分析发现大鼠

在进入高原低压低氧环境后肾损伤标记物升高,
肾小球平均直径呈现动态变化,肾小管损伤显

著,PTC 稀疏,外髓质充血。
高原环境的特点是低大气压力导致的氧气

稀薄,低压低氧环境下,肾通过利尿效应提高红

细胞比容,代偿组织缺氧[7] ,利尿效应增加导致

肾灌注下降、GFR 降低。 PICHLER 等[5] 发现,登
山者在进入海拔 4500

 

m 后出现 GFR 下降,
BESTLE 等[16] 发现成年男性在海拔 4500

 

m 生活

3
 

d 后 GFR 开始出现显著下降。 动物实验证实肾

小球体积与 GFR 及肾灌注和超滤呈正相关[17] ,
本研究中实验组肾小球平均直径在 LPLO

 

3 天组

最短,提示在进入低压低氧环境早期阶段,肾小

球灌注减少,肾小球体积缩小。 但是,我们发现

自 LPLO
 

7 天组起,肾小球平均直径开始增大,
LPLO

 

14 天组达最高值,而 LPLO
 

28 天组较 14 天

组显著缩小并接近对照组水平,肾小球体积的变

化特点提示由平原进入高原后,肾小球先出现缺

血缩小,随后代偿性增大,最后恢复至接近平原

水平,肾小球在进入高原环境后具有自适应调节

能力。 WANG 等[18] 报道世居高原的藏族患者肾

活检中普遍存在肾小球肥大,肾小球直径增大与

血红蛋白水平呈强相关,而与血肌酐水平无关,
该研究认为高原红细胞增多症是导致世居高原

的藏族患者肾小球肥大的重要原因。 与世居高

原人群不同,由平原进入高原环境的过程,大气

压力及氧含量剧烈变化,肾功能及结构改变更为

复杂,还需进一步研究探索进入低压低氧环境后

肾小球血流变化的机制。
肾小管主动重吸收过程极为耗能,消耗了供

给肾氧气的 80%[19-20] 。 高海拔环境下,肺通气量

增加以提高组织供氧,导致呼吸性碱中毒[21] ,肾
为代偿碱中毒排出过量的碳酸氢盐,同时重吸收

氢离子[22] ,此过程增加肾组织耗能,加重肾缺氧;
此外,肾小管系统的血供来源于 PTC,PTC 具有血

管再生能力差和易受损等特点[23] ,因此,肾小管

系统对缺氧极为敏感。 PTC 为二级毛细血管,起
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自肾小球出球小动脉,由单层肾小管周围毛细血

管内皮细胞( renal
 

peritubular
 

capillary
 

endothelial
 

cells,RPECs)和基膜构成,PTC 血流减少及缺氧

引起的 RPECs 损伤均可导致 PTC 损伤,造成 PTC
稀疏,进而加重肾小管缺氧,导致肾小管受损[23]

及肾功能受损[14] 。 本研究中实验组 PTC / tubule
比例出现显著下降,提示低压低氧环境可导致

PTC 稀疏。 血清 NGAL 和 KIM-1 是肾小管早期

损伤的标记物[24] ,研究显示血清 NGAL 及 KIM-1
升 高 与 缺 氧 所 致 肾 损 伤 显 著 相 关[25-28] 。
MELLOR 等[29] 发现,受试者由海平面上升至海拔

1085
 

m 后,血清 NGAL 即呈现升高趋势,在高原

徒步旅行后,血清 NGAL 显著升高。 本研究观察

到实验组肾小管出现显著损伤,结合既往研究,
提示进入低压低氧环境后可能通过影响 PTC 导

致肾小管受损。
除肾小球和肾小管的病理变化外,本研究进

一步发现,实验组肾外髓质出现显著充血,OM 充

血评分升高。 OM 充血是红细胞在外髓质的瘀滞

(red
 

blood
 

cell
 

trapping) [13] ,缺血性 AKI 中常见

OM 充血,瘀滞在髓质的红细胞胞内成分快速外

渗并被肾小管所吸收,产生肾小管毒性作用,是
缺血性 AKI 的主要致病因素之一[13] 。

组织损伤最终导致功能受损,血清 CRE 和

CysC 的升高可用于诊断 AKI[30] ,CysC 是检测新

生儿缺氧相关 AKI 敏感且可靠的标记物[31] ,并且

可以预测手术导致的 AKI[32] 。 实验组 CRE 及

CysC 升高提示在低压低氧环境下可导致肾功能

受损。
为进一步研究低压低氧环境停留时间与肾

损伤的关系,本研究使用相关性分析发现,PTC /
tubule 与低压低氧舱停留时间呈线性负相关,其
余均为二次曲线或三次曲线相关,提示伴随低压

低氧环境停留时间的延长,肾损伤的变化速率和

严重程度是非匀速发展的。 RCS 分析发现呈曲

线相关的各项指标其 RCS 曲线拐点均出现在 7
 

d,7
 

d 之后曲线斜率较 7
 

d 之前下降,提示由平原

进入高原环境 7
 

d 内,肾受损速度较快,7
 

d 后受

损速度减缓,因此,推测机体对进入低压低氧环

境后出现的肾损伤存在代偿调节机制以逐渐适

应高原缺氧环境。
综上所述,本研究构建了模拟由平原进入高

原低压低氧环境后肾功能及组织病理随时间变

化的动物模型,发现进入低压低氧环境后肾功能

受损,肾病理损伤伴随高原停留时间逐渐加重,
肾对低压低氧环境存在自适应及调整过程。 本

研究为高原肾病发病机制的研究提供了重要的

实验室数据,提示对于由平原地区进入高原地区

的人群应重视肾结构和功能的潜在变化。
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小鼠非手术胚胎移植技术影响因素研究

刘晓静,刘晓欣,张天存,田永路,李夏莹∗,韦玉生∗

(北京大学生命科学学院实验动物中心,北京　 100871)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究不同非手术移植器、植入胚胎数量、胚胎时期、胚胎品系对小鼠非手术胚胎移植效

率的影响以及手术移植和非手术移植效率的比较,以期建立稳定的小鼠非手术胚胎移植技术体系。 方法　 使

用非手术的方法进行小鼠的胚胎移植。 结果　 使用两种不同的非手术移植器进行胚胎移植,怀孕率分别为

(75. 00±0. 00)%、(66. 67±14. 43)%,生仔率分别为(46. 11±6. 31)%、(18. 89±0. 96)%;胚胎的数量分为 10、
15、20 枚 3 组进行非手术移植,怀孕率分别为(66. 67±11. 55)%、(80. 00±0. 00)%、(66. 67±23. 09)%,生仔率

分别为(29. 33±4. 16)%、(38. 67±4. 81)%、(17. 00±3. 46)%;将囊胚和桑葚胚进行非手术移植,怀孕率分别为

(80. 00±0. 00)%、(46. 67±11. 55)%,生仔率分别为(38. 67± 4. 81)%、(10. 22± 2. 77)%;选用 C57BL / 6J、ICR、
基因修饰 A、基因修饰 B

 

4 个品系小鼠作为供体,进行非手术移植,怀孕率分别为(66. 67±11. 55)%、(80. 00±
0. 00)%、(73. 33± 11. 55)%、( 80. 00 ± 0. 00)%,生仔率分别为( 26. 67 ± 2. 67)%、( 38. 67 ± 4. 81)%、( 32. 00 ±
3. 53)%、(29. 34±2. 31)%;手术移植 15 只假孕鼠,非手术移植 15 只假孕鼠,怀孕率分别为(80. 00±0. 00)%、
(86. 67±11. 55)%,生仔率分别为(38. 67±4. 81)%、(36. 00±5. 82)%。 结论　 不同移植器进行非手术移植产

仔率存在差异;每次移植 15 枚的胚胎数量移植效率较高;选用囊胚期胚胎进行非手术移植的效率较高;手术

移植效率与非手术移植效率无明显差异。
【关键词】 　 小鼠;非手术移植;胚胎移植
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 We
 

aimed
 

to
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

different
 

non-surgical
 

embryo
 

transfer
 

devices,
 

number
 

of
 

transferred
 

embryos,
 

embryo
 

stage,
 

and
 

embryos
 

obtained
 

from
 

different
 

mouse
 

strains
 

on
 

the
 

efficiency
 

of
 

non-surgical
 

embryo
 

transfer
 

in
 

mice,
 

and
 

to
 

compare
 

the
 

efficiencies
 

of
 

surgical
 

and
 

non-surgical
 

embryo
 

transfer,
 

in
 

order
 

to
 

establish
 

a
 

stable
 

non-surgical
 

embryo
 

transfer
 

technology
 

system.
 

Methods 　 Mouse
 

embryo
 

transfer
 

was
 

carried
 

out
 

using
 

non-surgical
 

method
 

.
 

Results　 The
 

pregnancy
 

rates
 

using
 

two
 

different
 

non-surgical
 

transfer
 

devices
 

were
 

(75. 00±0. 00)%
 

and
 

(66. 67±14. 43)%,and
 

the
 

birth
 

rates
 

were
 

(46. 11±6. 31)%
 

and
 

(18. 89±0. 96)%,
 



respectively.
 

Transfer
 

of
 

10,
 

15,
 

and
 

20
 

embryos
 

resulted
 

in
 

pregnancy
 

rates
 

of
 

( 66. 67 ± 11. 55)%,
 

( 80. 00 ±
0. 00)%,

 

and
 

(66. 67±23. 09)%,
 

and
 

birth
 

rates
 

of
 

(29. 33±4. 16)%,
 

(38. 67±4. 81)%,
 

and
 

(17. 00±3. 46)%,
 

respectively.
 

When
 

blastocysts
 

and
 

morulae
 

were
 

transferred
 

non-surgically,
 

the
 

resulting
 

pregnancy
 

rates
 

were
 

(80. 00± 0. 00)%
 

and
 

( 46. 67 ± 11. 55)%
 

and
 

the
 

birth
 

rates
 

were
 

( 38. 67 ± 4. 81)%
 

and
 

( 10. 22 ± 2. 77)%,
 

respectively.
 

Four
 

strains
 

(C57BL / 6J,
 

ICR,
 

genetically
 

modified
 

mice
 

A,
 

genetically
 

modified
 

mice
 

B)
 

were
 

used
 

as
 

donors
 

for
 

non-surgical
 

embryo
 

transfer,
 

with
 

resulting
 

pregnancy
 

rates
 

of
 

( 66. 67± 11. 55)%,
 

( 80. 00± 0. 00)%,
 

(73. 33± 11. 55)%,
 

and
 

( 80. 00 ± 0. 00)%,
 

and
 

birth
 

rates
 

of
 

( 26. 67 ± 2. 67)%,
 

( 38. 67 ± 4. 81)%,
 

( 32. 00 ±
3. 53)%,

 

and
 

( 29. 34 ± 2. 31)%,
 

respectively.
 

Fifteen
 

pseudo-pregnant
 

mice
 

were
 

transplanted
 

surgically
 

and
 

15
 

were
 

transplanted
 

non-surgically,
 

with
 

pregnancy
 

rates
 

of
 

(80. 00±0. 00)%
 

and
 

(86. 67±11. 55)%,
 

and
 

birth
 

rates
 

of
 

(38. 67±4. 81)%
 

and
 

(36. 00±5. 82)%,
 

respectively.
 

Conclusions　 Transfer
 

device
 

A
 

resulted
 

in
 

a
 

higher
 

birth
 

rate
 

in
 

this
 

study.
 

The
 

embryo
 

transfer
 

efficiency
 

was
 

higher
 

when
 

15
 

embryos
 

were
 

transferred
 

into
 

unilateral
 

uterine
 

horns
 

of
 

pseudo-pregnant
 

2. 5-day
 

recipients.
 

Blastocyst-stage
 

embryo
 

transfer
 

was
 

more
 

efficient
 

than
 

morula-stage
 

transfer.
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

efficiency
 

between
 

surgical
 

and
 

non-surgical
 

embryo
 

transfer
 

procedures.
【Keywords】　 mice;

 

non-surgical
  

transfer;
 

embryo
 

transfer
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　 　 基因修饰小鼠已经广泛用于鉴定基因功能、
动物发育和细胞分化以及各种疾病机制及防治

研究[1-3] 。 构建基因修饰小鼠过程复杂,包括将

DNA(和 / 或 RNA 以及蛋白) 显微注射或电转到

受精卵细胞中,或者在胚胎干细胞利用同源重组

靶向基因[4-5] ,然后将操作后的胚胎移植到假孕

小鼠的输卵管或子宫角中[6] ,以获得基因修饰小

鼠。 目前,将小鼠胚胎通过手术移植到代孕鼠是

制备基因修饰小鼠模型的最常用方法,但手术移

植需要切开皮肤和肌肉,将内脏器官外化和牵

引[7] ,并需要缝合伤口,引发代孕鼠疼痛和痛

苦[6] 。 手术移植过程繁琐,代孕鼠术后恢复方面

的潜在问题以及可能的术后感染需要监测[8-9] 。
动物福利与伦理要求动物研究需遵循“ 3R” 原

则[10] ,以寻求替代动物的程序、减少使用的动物

数量以及改进方法以尽量减少疼痛和痛苦。 2009
年非手术胚胎移植方法作为一种替代方案被提

出并由 ParaTechs 公司商业化[11] 。 该方法是利用

特定器械,通过非手术的方式将胚胎通过子宫颈

移植到子宫角的技术,整个操作过程相对于传统

的手术子宫角移植简单,且由于无须在腹部开创

口以及子宫上打洞, 受体动物的疼痛显著降

低[12-13] 。 在本研究中,对两种非手术胚胎移植

器、移植胚胎数量、不同时期胚胎以及不同品系

小鼠胚胎的移植效率进行比较,并对比非手术移

植和手术移植的效率,从而为小鼠非手术胚胎移

植技术的应用提供更全面的实验数据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 本实验所用小鼠均为 SPF 级,购于北京维通

利华实验动物技术有限公司[ SCXK (京) 2021 -
0006];饲养于北京大学实验动物中心 [ SYXK
(京)2020- 0035]。 代孕雌鼠选用 28 ~ 32

 

g 的 8
周封闭群 ICR 小鼠 189 只,结扎雄鼠选用 32 ~
35

 

g、10 ~ 12 周的封闭群 ICR 小鼠 60 只;供体

ICR 雌鼠选用 12 ~ 14
 

g、3 ~ 4 周的封闭群 ICR 小

鼠 240 只,交配雄鼠选用 32 ~ 35
 

g、10 ~ 12 周的封

闭群 ICR 小鼠 60 只;供体 C57 雌鼠选用 12 ~ 14
 

g、3~ 4 周近交系 C57BL / 6J 小鼠 30 只,交配雄鼠

选用 28~ 32
 

g、10~ 12 周的近交系 C57BL / 6J 小鼠

10 只;A 基因修饰与 B 基因修饰供体雌鼠选用 12
~ 14

 

g、3~ 4 周 C57BL / 6J 背景基因 A 敲除纯合和

基因 B
 

loxp 插入纯合小鼠各 30 只,交配雄鼠分别

选用 28~ 32
 

g、10~ 12 周 C57BL / 6J 和基因 B
 

loxp
插入纯合小鼠各 10 只。 所有操作均遵循北京大

学动物实验伦理要求,动物实验伦理审批单位为

北京大学实验动物福利伦理委员会(LAC-WeiYS-
1),整个研究过程符合 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 孕马血清促性腺激素( PMSG) (宁波第二激

素厂公司,批号:B240501);人绒毛膜促性腺激素
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(HCG)(宁波第二激素厂公司,批号:S231005);
M2 培 养 液 ( Sigma-Aidrich 公 司, 批 号:
0000349107);KSOM 培养液(南京贝尔公司,批

号:20240430);三溴乙醇( Sigma-Aidrich 公司,批
号:T48402)。 手术器械:组织剪、线剪、组织镊、
持针器、脂肪夹、眼科剪、眼科镊、手术缝合针、手
术缝合线(瑞沃德公司);冲胚针:针尖处理过的

1
 

mL 胰岛素注射器(碧迪医疗器械有限公司);
1

 

mL 无菌注射器(北京慕鸥生物有限公司);移
卵针(自制);移植器 A(保定正木生物科技有限

公司); 移植器 B ( 机构赠予); 10
 

μL 移液器

(Eppendorf 公司);体视显微镜(尼康公司);CO2

培养箱(日本 PHCbi 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 超数排卵

供体雌鼠腹腔注射 10
 

IU
 

PMSG,48
 

h 后腹腔

注射 10
 

IU
 

HCG,并与相同品系雄鼠同笼交配,次
日检查阴道,挑出有精栓的雌鼠,见栓 2. 5

 

d 的供

体鼠用于移植桑葚胚,见栓 3. 5
 

d 的供体鼠用于

移植囊胚。
1. 3. 2　 假孕鼠制备

挑选处于发情期的雌鼠,与结扎雄鼠合笼,
第二天检查阴道,挑出有精栓的雌鼠作为见栓

2. 5
 

d 的受体鼠用于子宫移植。
1. 3. 3　 胚胎采集

见栓 2. 5
 

d 或 3. 5
 

d 的供体小鼠处死后,立即

取出输卵管和子宫(保证输卵管与子宫连接完

好),将输卵管和子宫放于盛有 M2 的培养皿中,
镜下找到伞口用冲胚针冲出胚胎(见栓 2. 5

 

d 冲

出的胚胎收集桑葚胚,见栓 3. 5
 

d 冲出收集囊

胚)。 冲出胚胎后将其收集到 M2 液滴中,挑选清

洗 3 遍后移入 KSOM 液滴,CO2 培养箱内备用。
1. 3. 4　 胚胎移植

 

(1)手术移植:麻醉假孕鼠,消毒后,剪开毛

皮层、真皮层,找到子宫一侧,用脂肪夹固定。 镊

子轻轻夹住子宫,镜下找到子宫角位置,注射器

打孔,迅速将盛有胚胎的移植针送进孔中并轻轻

将胚胎吹入子宫内。 将子宫部放回小鼠体内,缝
合创口后小鼠放在恒温台上等待苏醒,苏醒后的

小鼠不超过 2 只放入笼盒加做窝材料,填写笼卡

与信息记录。
(2)非手术移植器械 A 移植:麻醉假孕鼠,将

开殖器塞入小鼠阴道内,通过开殖器看到子宫颈

口后将盛有胚胎的移植器经子宫颈口送入子宫

内,直至中间蓝色管体进入开殖器一半处,将胚

胎打入子宫内,向后旋转拔出移植器,镜下检查

移植器中是否有胚胎残留。 移植结束后取出开

殖器,小鼠放恒温台上苏醒后记录信息,放笼盒

内待产。
(3)非手术移植器械 B 移植:将 10

 

μL 移液

枪调至 1. 5
 

μL,装上移植管并将清洗后的胚胎全

部吸入移植管中,将移液枪调至 1. 8
 

μL,移植管

前部保持一段气柱。 将开殖器放入小鼠阴道内,
找到子宫颈口,将移植管伸入子宫颈口,通过子

宫颈口进入子宫。 待移植管的热缩管进入开殖

器的后 1 / 3 处停止,将枪打到第一个点,排出胚

胎,稍往后退一点,再将枪打到第二个点,将液体

排尽。 缓慢撤出移植管,在体视镜下检查移植管

中的胚胎是否全部排出。 移植结束后取出开殖

器,小鼠放恒温台上苏醒后记录信息,放笼盒内

待产。
1. 4　 统计学方法　
　 　 采用 GraphPad

 

Prism
 

10 对试验数据进行 t 检
验。 实验结果用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,各组

间数据用单因素方差分析,以 P< 0. 05 表示有显

著性差异。

2　 结果

2. 1　 不同移植器对移植效率的影响

　 　 移植器是非手术移植效率的主要决定因素

之一,本实验利用可获得的两种移植器分别进行

实验比较(图 1)。 生仔率以及怀孕率是移植效率

的关键指标。 选择囊胚期胚胎,进行胚胎移植试

验,在代孕鼠生仔后比较两组的生仔率和怀孕

率。 详细移植数据见表 1。 移植器 A 组和移植器

B 组怀孕率无显著差异(P>0. 05),移植器 A 组生

仔率显著高于移植器 B 组(P<0. 05)(图 2)。
2. 2　 不同胚胎数量对移植效率的影响

　 　 为筛选出最优移植胚胎的数量,将胚胎移植

的数量分为 10、15、20 枚 3 组,用移植器 A 进行移

植后,分别对怀孕率和生仔率做了对比。 结果如

表 2 所示。 根据前期查询资料[14] ,15 枚囊胚是较

优的移植数量,故本研究分别比较移植 10 枚和

15 枚囊胚、20 枚和 15 枚囊胚的怀孕率和生仔率
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注:A:移植器 A;B:移植器 B。
 

图 1　 两种移植器

Note.
 

A,
 

Transfer
 

device
 

A.
 

B,
 

Transfer
 

device
 

B.

Figure
 

1　 Two
 

types
 

of
 

embryo
 

transfer
 

devices

表 1　 不同移植器的移植数据
Table

 

1　 Transplant
 

data
 

of
 

different
 

transplants
 

devices

移植器
Devices

代孕鼠 / n
Surrogate

 

mice

怀孕鼠 / n
Pregnant

 

mice

怀孕率 / %
Pregnancy

 

rate

平均值±
标准差

􀭰x±s

移植囊胚数 / n
Number

 

of
 

transfer
 

blastocysts

出生数 / n
Number

 

of
 

births

生仔率 / %
Fertility

 

rate
平均值±标准差

􀭰x±s

移植器 A
Transfer

 

device
 

A

4 3 75. 00

4 3 75. 00

4 3 75. 00

(75. 00±0. 00)%

60 26 43. 33

60 25 41. 67

60 32 53. 33

(46. 11±6. 31)%

移植器 B
Transfer

 

device
 

B

4 2 50. 00

4 3 75. 00

4 3 75. 00

(66. 67±14. 43)%

60 12 20. 00∗

60 11 18. 33∗

60 11 18. 33∗

(18. 89±0. 96)%

注:与移植器 A 组相比,∗P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

transfer
 

device
 

A
 

group,∗P<0. 05.

注:与移植器 A 组相比,∗P<0. 05。

图 2　 不同移植器移植效率比较

Note.
 

Compared
 

with
 

transfer
 

device
 

A
 

group,∗P<0. 05.

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

embryo
 

transfer
 

efficiency
 

of
 

different
 

devices

是否有差异,结果显示怀孕率均无差异,10 枚和

15 枚的生仔率无差异,15 枚和 20 枚的生仔率差

异极显著(P<0. 01,图 3)。
2. 3　 不同胚胎时期对移植效率的影响

　 　 在子宫移植时获取的胚胎常出现发育不同

步的情况,本研究进一步对囊胚和桑葚胚移植效

率进行比较,实验使用移植器 A 进行非手术移

植,每只代孕鼠移植 15 枚胚胎。 结果如表 3 所

示。 囊胚组怀孕率显著高于桑葚胚组(P<0. 05),
生仔率极显著高于桑葚胚组(P<0. 001)。
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表 2　 不同胚胎数量的移植数据
Table

 

2　 Transplant
 

data
 

of
 

different
 

number
 

of
 

embryos

移植囊
胚数 / n

Number
 

of
 

transfer
 

blastocysts

代孕鼠 / n
Surrogate

 

mice

怀孕鼠 / n
Pregnant

 

mice

怀孕率 / %
Pregnancy

 

rate

平均值±
标准差

􀭰x±s

移植总囊
胚数 / n

Total
 

Number
 

of
 

transfer
 

blastocysts

出生数 / n
Number

 

of
 

births

生仔率 / %
Fertility

 

rate
平均值±标准差

􀭰x±s

10
5 3 60. 00
5 3 60. 00
5 4 80. 00

(66. 67±11. 55)%
50 13 26. 00
50 14 28. 00
50 17 34. 00

(29. 33±4. 16)%

15
5 4 80. 00
5 4 80. 00
5 4 80. 00

(80. 00±0. 00)%
75 30 40. 00
75 25 33. 33
75 32 42. 67

(38. 67±4. 81)%

20
5 2 40. 00
5 4 80. 00
5 4 80. 00

(66. 67±23. 09)%
100 15 　 15. 00∗∗

100 15 　 15. 00∗∗

100 21 　 21. 00∗∗

(17. 00±3. 46)%

注:与移植 15 枚组相比,∗∗P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

group
 

of
 

15
 

embryos
 

transplanted,∗∗P<0. 01.

注:与移植 15 枚组相比,∗∗P<0. 01。

图 3　 不同移植数量移植效率比较

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

group
 

of
 

15
 

embryos
 

transplanted,∗∗P<0. 01.
 

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

embryo
 

transfer
 

efficiency
 

of
  

different
 

number
 

of
 

embryos

表 3　 不同胚胎时期的移植数据
Table

 

3　 Transfer
 

data
 

at
 

different
 

embryonic
 

stages
胚胎时期
Embryonic

 

stages

代孕鼠 / n
Surrogate

 

mice

怀孕鼠 / n
Pregnant

 

mice

怀孕率 / %
Pregnancy

 

rate

平均值±
标准差

􀭰x±s

移植囊胚数 / n
Number

 

of
 

transfer
 

blastocysts

出生数 / n
Number

 

of
 

births

生仔率 / %
Fertility

 

rate

平均值±
标准差

􀭰x±s

囊胚
Blastocyst

5 4 80. 00

5 4 80. 00

5 4 80. 00

(80. 00±0. 00)%

75 30 40. 00

75 25 33. 33

75 32 42. 67

(38. 67±4. 81)%

桑葚胚
Morula

5 2 　 40. 00∗

5 2 　 40. 00∗

5 3 　 60. 00∗

(46. 67±11. 55)%

75 6 　 8. 00∗∗∗

75 7 　 9. 33∗∗∗

75 10 　 13. 33∗∗∗

(10. 22±2. 77)%

注:与囊胚组相比,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

blastocyst
 

group,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001.
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2. 4　 不同品系对移植效率的影响

　 　 不同品系小鼠或野生型与基因修饰小鼠存

在移植效率差别,为了比较不同品系移植效率是

否存在差异,本研究选用 4 个品系小鼠( C57BL /
6J、ICR、A 基因修饰、B 基因修饰)作为供体,假孕

鼠均选择 ICR,使用移植器 A 进行非手术移植。
对 4 组的生仔率和怀孕率进行了对比。 结果如表

4 所示,由于 C57BL / 6J 是最常用的移植品系,大
多数基因修饰小鼠品系为 C57BL / 6J 背景,故分

别分析了以下 3 个组别的怀孕率和生仔率差异:
C57BL / 6J 和 ICR、 C57BL / 6J 和 A 基 因 修 饰、
C57BL / 6J 和 B 基因型修饰,结果显示怀孕率均无

差异, C57BL / 6J 和 ICR 生仔率差异显著 ( P <

0. 05),C57BL / 6J 和 A 基因修饰、C57BL / 6J 和 B
基因型修饰均无差异,可能与 A 基因修饰小鼠和

B 基因型修饰小鼠均为 C57BL / 6J 背景有关,结果

如图 4 所示。
2. 5　 不同手术类型对移植效率的影响

　 　 手术移植是最常用的操作方法,但手术过程

相比非手术移植对小鼠伤害较大,而非手术移植

操作相对简单,更能保障动物福利,我们对这两

种类型的移植方法进行对比,本实验使用移植器

A 进行非手术移植,胚胎选用囊胚,非手术组每只

鼠移植 15 枚胚胎,手术组单侧子宫移植 15 枚胚

胎,结果如表 5 所示。 两组的怀孕率和生仔率均

无显著性差异。
表 4　 不同品系小鼠胚胎类型的移植数据

Table
 

4　 Transfer
 

data
 

of
 

different
 

strains
 

of
 

mouse
 

embryo
 

types

胚胎类型
Embryo

 

type

代孕鼠 / n
Surrogate

 

mice

怀孕鼠 / n
Pregnant

 

mice

怀孕率 / %
Pregnancy

 

rate

平均值±
标准差

􀭰x±s

移植囊
胚数 / n

Number
 

of
 

transfer
 

blastocysts

出生数 / n
Number

 

of
 

births

生仔率 / %
Fertility

 

rate

平均值±标准差
􀭰x±s

C57BL / 6J
5 3 60. 00
5 3 60. 00
5 4 80. 00

(66. 67±11. 55)%
75 18 24. 00
75 20 26. 67
75 22 29. 33

(26. 67±2. 67)%

ICR
5 4 80. 00
5 4 80. 00
5 4 80. 00

(80. 00±0. 00)%
75 30 40. 00∗

75 25 33. 33∗

75 32 42. 67∗

(38. 67±4. 81)%

基因修饰 A
Genetically

 

modified
 

A

5 4 80. 00
5 3 60. 00
5 4 80. 00

(73. 33±11. 55)%
75 23 30. 67
75 22 29. 33
75 27 36. 00

(32. 00±3. 53)%

基因修饰 B
Genetically

 

modified
 

B

5 4 80. 00
5 4 80. 00
5 4 80. 00

(80. 00±0. 00)%
75 20 26. 67
75 23 30. 67
75 23 30. 67

(29. 34±2. 31)%

注:与 C57BL / 6J 组相比,∗P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

C57BL / 6J
 

group,∗P<0. 05.

注:与 C57BL / 6J 组相比,∗P<0. 05。

图 4　 不同胚胎类型移植效率比较

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

C57BL / 6J
 

group,∗P<0. 05.

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

efficiency
 

at
 

different
 

embryo
 

types
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表 5　 不同手术类型的移植数据
Table

 

5　 Transfer
 

data
 

of
 

diffrent
 

surgical
 

types

手术类型
Surgical

 

type

代孕鼠 / n
Surrogate

 

mice

怀孕鼠 / n
Pregnant

 

mice

怀孕率 / %
Pregnancy

 

rate

平均值±
标准差

􀭰x±s

移植囊胚数 / n
Number

 

of
 

transfer
 

blastocysts

出生数 / n
Number

 

of
 

births

生仔率 / %
Fertility

 

rate

平均值±
标准差

􀭰x±s

非手术移植
Non-surgical

 

transfer

5 4 80. 00
5 4 80. 00
5 4 80. 00

(80. 00±0. 00)%
75 30 40. 00
75 25 33. 33
75 32 42. 67

(38. 67±4. 81)%

手术移植
Surgical

 

transfer

5 4 80. 00
5 5 100. 00
5 4 80. 00

(86. 67±11. 55)%
75 22 29. 30
75 30 40. 00
75 29 38. 67

(36. 00±5. 82)%

3　 讨论

　 　 非手术移植的方法最先在 1951 年被提出,但
由于过低的植入率和妊娠率阻碍了其在胚胎移

植上的应用[15] 。 直到 2009 年,GREEN 等[11]提出

了一种非手术小鼠胚胎移植的新装置,这种方法

基于在假孕雌鼠阴道内引入一次性锥形导管,将
胚胎直接通过宫颈送入到小鼠的子宫角中,生仔

率达到 33%,提高了非手术移植效率。 由此推进

了非手术移植技术在胚胎移植中的应用,非手术

移植器也不断得到改进[16-18] 。 但这些国外研发

可售的装置价格较高,作为实验室常用移植器将

极大提高实验成本。 本实验中使用了价格相对

便宜的国产移植器,探讨国产移植器在不同移植

实验中的应用。
在使用过程中发现,非手术移植器 B,使用移

液枪将胚胎吸入移植器,有一定操作难度,且移

液枪的吸样量是固定的,如果单次吸样时胚胎未

全数吸入,需打出重新操作,可能影响胚胎质量。
且控制移植器对准子宫颈口进入子宫颈操作对

初学者也有一定难度。 移植完成后一旦移液枪

和子宫不在一条线上可能将胚胎带出,影响植入

率,故使用此移植器需要更多操作练习。 相比之

下,非手术移植器 A 吸入胚胎以及进入子宫颈口

更好操作,移植器轻便易上手。 本研究使用的比

较结 果 显 示 非 手 术 移 植 器 A 组 生 仔 率 为

46. 11%,非手术移植器 B 组生仔率为 18. 89%。
综上,后续实验选择非手术移植器 A。

使用非手术移植器只能移植一侧子宫,每次

成功植入的胚胎数量较为重要,会对移植效率产

生影响,优化的胚胎移植数量会减少假孕鼠和胚

胎的不必要浪费。 在 2014 年,BIN
 

ALI 等[16]总结

了 5 年的非手术移植效率数据,每只假孕鼠移植

12~ 20 枚胚胎,生仔率为 21% ~ 35%。 2023 年有

研究报道使用改进后的非手术移植器,每只假孕

鼠移植 5 ~ 8 枚胚胎,着床率为 60. 3%[19] 。 本次

实验中移植胚胎数分为 3 组,结果显示移植 15 枚

生仔率最高,移植效率最好,充分利用了假孕鼠

和胚胎。
不同步发育是胚胎相关实验中经常遇到的

问题,本研究观察了不同时期胚胎对移植效率的

影响。 2009 年的研究表明,桑葚阶段胚胎移植到

子宫内生仔率为 14. 5%,在移植 166 枚二细胞到

假孕鼠子宫内,仅有 1 只仔鼠出生[11] 。 本研究移

植了 225 枚桑葚胚到 15 只假孕鼠体内,仅有 23
只仔鼠出生。 以上结果表明,在进行非手术子宫

移植时,挑选使用囊胚期胚胎可保障一定的移植

效率。
不同小鼠品系来源的胚胎以及不同品系的

假孕鼠移植效率都会有所不同。 有研究报道供

体和假孕鼠均使用 ICR 小鼠时的移植产仔率最

高可达 75. 3%。 而用 C57BL / 6J 与 C3H
 

F1 / Hsd
杂交后代的胚胎供体移植到 ICR 假孕鼠体内的

生仔率为 33%[16] 。 STEELE 等[6] 对非手术移植

和手术移植方法进行比较同样也用了 ICR 小鼠

做供体提供胚胎和假孕鼠。 C57BL / 6J 小鼠是目

前用量最大的近交小鼠品系,并且近年来随着基

因修饰小鼠的大量研制和广泛使用,很多实验需

要进行基因修饰小鼠胚胎的子宫角移植,比较野

生型小鼠和基因修饰小鼠非手术胚胎移植的效

率将为该方法的更广泛应用提供数据支撑。 因

此,本实验选用 4 个品系 C57BL / 6J、ICR、A 基因
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修饰鼠、B 基因修饰鼠作为供体,假孕鼠均选择

ICR 小鼠。 结果显示 ICR 小鼠作为供体鼠,生仔

率(38. 67%)和怀孕率(80%)是 4 个品系中最高

的。 有研究报道使用 ICR 假孕鼠时,非手术移植

器很 难 进 入 子 宫 角 内, 选 用 更 瘦 更 安 静 的

B6CBAF1 / OlaHsd 假孕鼠,5 年的数据总结生仔率

最高可达 35%[16] 。 因此小鼠品系的选择还要结

合具体实验和实验室的实际情况。 本实验选用

两种基因修饰小鼠模型进行移植,结果显示 A 基

因修饰鼠和 B 基因修饰鼠在生仔率和怀孕率上

相差不大,且效率与相同背景的 C57BL / 6J 小鼠

接近。 该结果说明对于没有产生显著的生殖或

胚胎发育不良表型的基因修饰小鼠,利用非手术

胚胎移植方法效率有所保障。
为了减少人为操作因素对实验结果的影响,

研究中非手术移植操作由本中心具有两年和半

年净化移植等操作经验的两名技术人员完成,非
手术移植操作经过约 1 周的练习后即开展本研

究,两人的移植操作以及操作后的怀孕率和出生

率无显著差异。 非手术移植操作时的注意要点

有:①质量合格的胚胎与供体鼠准备,以及达标

的小鼠饲育条件;②吸入移植器内液体 5 ~ 10
 

μL
为益,否则可能影响胚胎植入和着床;③移植器

进入操作舒缓且深度适当,过深或过浅会影响植

入效果;④器械无菌,避免造成小鼠感染;⑤移植

后小鼠需保温、添加做窝材料、保证饲养环境

安静。
目前胚胎移植应用最广泛的方法是手术移

植,但手术移植程序繁琐,不利于假孕鼠的福利

保障[20-23] 。 相比手术移植,非手术移植方法大大

降低了手术移植胚胎所带来的疼痛和痛苦,消除

了手术和术后恢复以及感染等潜在并发症的风

险,并减少了术后伤口恢复的时间[24-25] 。 非手术

移植技术相比手术移植技术操作简单[24-26] ,对实

验人员的操作要求相对低[27-29] 。 研究表明手术

和非手术移植效率相差不大,本研究结果也显示

非手术实验组和手术实验组生仔率和怀孕率均

无显著差异。 综上,非手术移植方法可广泛应用

于小鼠胚胎移植操作与相关研究中。
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神经纤毛蛋白-1 在动脉粥样硬化中的作用机制
研究进展

张心仪1,蔡宏文2∗

(1.浙江中医药大学第一临床医学院,杭州　 310053;2.浙江省中医院心血管内科,杭州　 310006)

　 　 【摘要】 　
 

动脉粥样硬化(atherosclerosis,
 

AS)是冠心病的主要病理基础,对其进程的干预对于冠心病的

预防和治疗具有重要意义。 神经纤毛蛋白-1(neuropilin-1,
 

NRP1)属于 neuropilin 受体家族,与包括血管内皮

生长因子(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,
 

VEGF)和转化生长因子 β(transforming
 

growth
 

factor-β,
 

TGF-β)在

内的多种生长因子关系密切。 NRP1 通过其在血管生成、炎症反应和血管内皮壁面剪切应力感受等过程中发

挥的重要作用影响 AS 进程。 因此,深入探索 NRP1 在 AS 中的作用机制,开发针对 NRP1 的靶向治疗策略,将
为 AS 的诊断和治疗提供新的思路。

【关键词】 　 动脉粥样硬化;神经纤毛蛋白-1;血管内皮生长因子;转化生长因子 β;壁面剪切应力
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　 　 【Abstract】 　
 

Atherosclerosis
 

is
 

the
 

main
 

pathological
 

basis
 

of
 

coronary
 

heart
 

disease,
 

and
 

is
 

thus
 

of
 

great
 

importance
 

in
 

terms
 

of
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

coronary
 

heart
 

disease.
 

Neuropilin-1
 

(NRP1),
 

a
 

member
 

of
 

the
 

neuropilin
 

receptor
 

family,
 

is
 

closely
 

associated
 

with
 

various
 

growth
 

factors,
 

including
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

( VEGF)
 

and
 

transforming
 

growth
 

factor-β
 

( TGF-β).
 

NRP1
 

influences
 

the
 

progression
 

of
 

atherosclerosis
 

through
 

its
 

crucial
 

roles
 

in
 

angiogenesis
 

and
 

inflammatory
 

responses,
 

and
 

sensing
 

of
 

wall
 

shear
 

stress
 

on
 

the
 

vascular
 

endothelium.
 

This
 

review
 

thus
 

explores
 

the
 

mechanisms
 

underlying
 

the
 

role
 

of
 

NRP1
 

in
 

atherosclerosis
 

and
 

the
 

development
 

of
 

NRP1-targeted
 

therapeutic
 

strategies,
 

to
 

provide
 

new
 

insights
 

into
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

atherosclerosis.
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　 　 冠心病作为全球范围内最常见的循环系统

疾病之一,近年来发病率持续上升,给我国社会

经 济 造 成 了 巨 大 负 担。 动 脉 粥 样 硬 化

(atherosclerosis,
 

AS) 是冠心病的主要病理基础,
干预 AS 进程对防治冠心病具有重要意义。 在 AS
发生发展中,内皮细胞的炎症损伤导致的功能障

碍与新生血管影响斑块稳定性被重点关注。 神

经纤毛蛋白-1( neuropilin-1,
 

NRP1)通过调控血

管内 皮 生 长 因 子 ( vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,
 

VEGF )、 转化生长因子 β ( transforming
 

growth
 

factor-β,
 

TGF-β)等信号传导间接调控 AS
进程。 最近,NRP1 还被发现参与对血管内皮壁

面剪切应力的响应。 本文拟对 NRP1 在 AS 的调

控机制的研究现状及进展作一综述。

1　 NRP1 概述

　 　 神经纤毛蛋白是分子量 130 ~ 140
 

kDa 的非

酪氨酸激酶跨膜糖蛋白,分为 NRP1 和 NRP2。
NRP1 和 NRP2 分别由独立染色体上的两个不同

基因 10p12 和 2q34 编码,其氨基酸序列同源性为

44%。 NRP1 于 1987 年在非洲爪蟾中作为一种被

称为 A5 的黏附分子而首次被发现,其首先被确

认为神经轴突导向因子 3( Semaphorin3,Sema3)
的特异性受体,随后也被发现能与多种生长因子

及受体结合[1-2] 。 NRP1 在血管生成过程中能响

应不同的配体以调节一系列下游信号通路,因此

在血管的发育中被广泛研究[3] 。 NRP1 的分子量

为 130
 

kDa,由 923 个氨基酸组成,其跨膜形式由

17 个外显子编码,基本结构分为 3 个区域,分别

为长的 N 端细胞外结构域,单程跨膜结构域和短

的细胞质结构域。 细胞外结构域又分为 3 个子

域,分别为 2 个 CUB 结构域(a1 / a2 结构域)、2 个

凝血因子Ⅴ / Ⅷ结构域( b1 / b2 结构域) 和 MAM
结构域(c 结构域) [4] 。

NRP1 作为一种多功能受体,由多种细胞类

型表达,包括神经元、内皮细胞、平滑肌细胞、心
肌细胞和免疫细胞等,其生理作用是在神经轴突

生长、血管新生、肿瘤发展、免疫应答中调节各配

体的活性以诱导细胞内信号, 并主要通过与

VEGF、TGF-β 等多种配体相互作用来介导细胞内

信号传导。 近年来,NRP1 在肿瘤生物学、神经退

行性疾病及病毒感染(如 SARS-CoV-2 入侵)中的

病理作用受到广泛关注,成为潜在的治疗靶点,
靶向 NRP1 的药物研发也在逐步推进[5-6] 。 此

外,NRP1 在心血管病领域扮演多重角色,如通过

促进心肌成纤维细胞的活化和细胞外基质的过

度沉积,加剧心肌纤维化的进展[7] 。 NRP1 在 AS
中的作用主要涉及斑块形成、内皮细胞迁移和血

管重塑等过程。 首先,NRP1 通过调节血管平滑

肌细胞的迁移和增殖影响斑块的形成。 其次,通
过调节 TGF-β 信号通路和剪切应力响应,NRP1
有助于维持内皮细胞的稳态,减少炎症反应,从
而对 AS 起到保护作用。 再者,它还通过与 VEGF
相互作用,调控内皮细胞的迁移和血管生成,这
是 AS 早期内皮修复和新生血管形成的关键过

程。 目前的一些研究显示 NRP1 有望成为 AS 治

疗中的潜在靶点,但针对 NRP1 的治疗策略仍需

要考虑到其在不同细胞类型中的多种功能[8] 。

2　 NRP1 参与 AS 斑块形成

2. 1　 AS 斑块形成的炎症因素

　 　 AS 是一种慢性系统性炎症疾病,其特征是血

脂和炎症免疫细胞在血管内膜的积累。 AS 斑块

的炎症过程通常始于内皮细胞功能障碍,导致低

密度脂蛋白( low-density
 

lipoprotein,LDL)进入血

管壁并氧化为 ox-LDL,触发局部的炎症反应。 巨

噬细胞吞噬 ox-LDL 形成泡沫细胞,释放促炎细胞

因 子, 进 一 步 加 剧 炎 症[9] 。 在 此 过 程 中,
Semaphorins、TGF-β 这些细胞因子成为间接调控

炎症的因素。 Semaphorins 是一类最初在神经系

统中发现的轴突引导分子,最近发现其在调控免

疫反 应 和 炎 症 过 程 中 发 挥 着 复 杂 的 作 用。
Sema4D 和 Sema7A 分别通过促进血小板活化和

白细胞黏附加剧了 AS 的发展;相反,Sema3A 能

够抑制白细胞滚动、黏附和迁移到亚内皮层,减
少炎症反应,从而抑制 AS 的发展[10] 。 TGF-β 是

循环系统中一种重要的细胞因子,通过调节脂质

聚集、炎细胞浸润及血管平滑肌和内皮功能等,
参与调控 AS 的发生[11] 。 在血管内膜,TGF-β 信

号通路激活后引发内皮-间质转化导致内皮功能

障碍,而内皮 TGF-β 受体敲除可使促炎症黏附分

子 ICAM-1 和 VCAM-1 的表达以及白细胞浸润减

少,降低高胆固醇血症条件下斑块进展的速度,
并诱导已建立的 AS 病变的消退[12] 。 在血管外膜
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处,TGF-β 诱导成纤维细胞转化为肌成纤维细胞,
从而使其可迁移至受损的血管内膜处,参与血管

外膜炎症反应及血管重构[13] 。 另一方面,TGF-β
是诱导调节性 T 细胞(regulatory

 

T
 

cells,Tregs)形

成和维持其功能的关键因子[14] 。 Tregs 在心血管

炎症疾病的解决中发挥着关键作用,Tregs 数量的

增加是 AS 斑块收缩的一个共同特征[15] 。 因此,
TGF-β 在 AS 中具有双向调节作用,激活不同下

游通路可选择性促进或抑制炎症表达。
2. 2　 NRP1 调节炎症信号传导

　 　 NRP1 通过其 a1 / a2 结构域结合 Sema3 家族

成员[16] 。 在软骨细胞中,Sema3A 通过抑制 Akt、
ERK 和 NF-κB 等炎症相关通路,减少炎症基因表

达,进而发挥抗炎作用[17] 。 干扰 NRP-1 会减弱

Sema3A 过表达对脂多糖诱导的炎症、凋亡和细

胞外 基 质 降 解 的 改 善 作 用, 表 明 NRP-1 在

Sema3A 发挥抗炎作用中起着协同作用[18] 。 然而

在角质形成细胞中,NRP1 的表达与角质形成细

胞的增殖状态密切相关,当 NRP1 与 Sema3A 结

合时,可以促进 NF-κB 从细胞质中的抑制状态释

放出来,激活 NF-κB 信号通路,从而调节与细胞

增殖和炎症反应相关的基因表达[19] 。 因此,
NRP1 的多向调节机制可由不同细胞类型所

决定。
NRP1 作为 TGF-β 的高亲和力受体介导血管

内皮细胞炎症与平滑肌细胞的增殖、迁移。 一般

来说 TGF-β 以非活性状态存在于细胞内,是一个

活性 TGF-β 分子和一个潜伏相关肽 ( latency
 

associated
 

peptide,
 

LAP ) 组成的较长的前体肽。
LAP 通过保持 TGF-β1 处于潜伏状态,使 TGF-β1
免受过早降解,确保其在需要的时间和地点被激

活[20] 。 NRP1 是潜伏和活性 TGF-β1 的高亲和力

受体,其 b1 结构域中带负电荷的裂缝能与 LAP
的氨基末端结合,体外实验证实了 NRP1 能够通

过结合 LAP-TGF-β1,将传统的 CD4+ CD25- T 细胞

(非调节性 T 细胞)转化为具有调节性 T 细胞活

性的细胞,这意味着 NRP1 在 Tregs 的分化中可能

起到关键作用,从而协助炎症解决[21] 。 然而,
NRP1 的表达也促进了 CD4+ T 细胞在主动脉中的

募集,这些细胞可能通过产生促炎细胞因子如

IFN-γ,从而加剧 AS 的进展[22] 。
NRP1 可以作为调节 TGF-β 信号传导的正或

负调节因子而发挥作用。 首先,NRP1 作为 TGF-
β 的受体,可以通过直接结合 TGF-β 或激活其潜

伏形式, 改善 TGF-β 配体对其 受 体 的 呈 递。
WANG 等[23] 发现 NRP1 在心脏和血管平滑肌细

胞中通过调控线粒体的稳态发挥心脏保护作用,
NRP1 通过促进 TGF-β / Smad2 信号传导来抑制

PPARγ 和 PGC1α 的表达,进而控制炎症反应,
NRP1 缺失与降低 TGF-β 通路的下游效应物的表

达有关。 其次,非内皮细胞中 NRP1 通过结合

TGF-β 受体复合物,提高受体对 TGF-β 的亲和力

或增强 TGF-β 受体的稳定性,从而促进 TGF-β 受

体的活化以及其下游信号的传导,如 NRP1 通过

与 TGF-βR2 结合,促进 Smad 信号传导,诱导内皮

间质转化[24] 。 在没有 TGF-β1 的情况下 NRP1 可

以将 TGF-βR1 和 TGF-βR2 连接在一起,形成一

个桥梁,这种桥接作用有助于受体复合体的形

成,并增加信号传导的效率[25] 。 另一方面,在内

皮细胞中情况则完全相反,NRP1 通过稳定细胞

间连接中的血管内皮钙黏蛋白(VE-cadherin,
 

VE-
cad)抑制 TGF-β 信号,这种抑制作用有助于防止

内皮细胞的激活和炎症反应。 BOSSEBOEUF
等[26]通过体内外的双重实验,利用血流动力学模

拟并进行炎症反应监测,发现 NRP1 能在层流下

促进 VE-cad 与 p120
 

catenin 的结合,从而维持黏

附连接的完整性,并与 TGF-βR2 形成复合物,抑
制 TGF-β 下游信号传导。 NRP1 的下调会促进炎

症附着蛋白的表达并诱导白细胞与内皮相互作

用,从而增加内皮的活性和炎症,表明内皮 NRP1
能发挥抗炎作用抑制 AS 发生[25] 。 在载脂蛋白缺

乏的高脂血症小鼠中,遗传性缺乏 NRP1 的内皮

细胞增加了白细胞滚动和 AS 斑块的沉积也证实

了这一点[26] 。
总之,NRP1 与 TGF-β 相互作用的细胞背景

在决定下游信号传导结果中起着关键作用。 在

血管平滑肌细胞和心肌细胞中,NRP1 是 TGF-β
信号传导的正调节因子;而在内皮细胞中,NRP1
作为 TGF-β 信号传导的负调节因子而发挥作用。
内皮细胞功能障碍和平滑肌细胞增殖、迁移均发

生在 AS 的早期阶段,导致慢性炎症环境。 靶向

NRP1 调控 TGF-β 信号传导使内皮细胞具有抗炎

症特性,有助于防治 AS 病变进展。
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3　 NRP1 参与 AS 斑块血管重塑

3. 1　 AS 中的血管损伤与血管新生

　 　 血管损伤通常始于 AS 早期,导致 LDL 渗透、
氧化及泡沫细胞形成,激发局部炎症并加速斑块

的形成。 随着斑块的增大和不稳定性增加,斑块

可能破裂并进一步引发血栓形成,损害血管。 而

血管新生则是斑块内部微血管的形成,它在初期

促进斑块内的养分和氧气供应,但过度新生的脆

弱血管容易破裂,导致斑块出血并加剧炎症反

应,增加血管闭塞的风险,所以斑块中的新生血

管增加了斑块的不稳定性[27] 。 VEGF 普遍被认

为具有增加血管通透性和促进血管形成等作用,
其中 VEGF-A 起介导血管生成的主要作用从而成

为治疗 AS 的靶点,NRP1 通过调节 VEGF 参与血

管重塑[28] 。 VEGF-A 通过激活血管内皮生长因

子受体(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

receptor,
 

VEGFR) - 2,引发 VEGFR-2 的自磷酸化,进而启

动多种信号分子的招募,通过 PI3K / Akt / mTOR
信号通路诱导内皮一氧化氮合酶 ( endothelial

 

nitric
 

oxide
 

synthase,
 

eNOS)的活化,其生成的 NO
有助于促进内皮细胞增殖和迁移,抑制血小板聚

集和凝血,同时引起血管舒张,降低 AS 的发生风

险[29] 。 然而,这一过程也可能增加新生血管的生

成,病理性新生血管可加速 AS 斑块的发展,增强

斑块的不稳定性,甚至诱发 AS 斑块破裂[27] 。
3. 2　 NRP1 调节 VEGF 信号传导

　 　 NRP1 作为 VEGF 的共受体促进血管生成信

号传导,参与动脉内皮功能调节。 NRP1 或直接

与促血管生成因子如 VEGF-A 结合,或与酪氨酸

激酶受体 VEGFR-1、VEGFR-2 结合形成复合物,
这种结合均有助于增强 VEGF-A 诱导的血管内皮

细胞迁移和 VEGF 信号效应分子如 Akt、ERK1 / 2
和 p38

 

MAPK 激酶的磷酸化[30] 。 NRP1 与 VEGF
及其同源物的相互作用主要通过其 b1 和 b2 结构

域实现,其中 b1 是关键;NRP1 与 VEGF 受体结

合则通过 c 结构域的 PDZ 蛋白实现,NRP1 分子

发生二聚化和多聚化后与 VEGF 受体络合,从而

作为 VEGF 的共受体,增强 VEGF 受体激活后的

信号传导[16] 。 与 NRP1 的相关性研究目前主要

集中于 VEGF-A 和 VEGFR-2,最近也有文献报道

了 NRP1 与 VEGF-B、VEGFR-1 的作用机制。
NRP1 与 VEGF-A 结合可增强 VEGFR-2 激活

后的信号传导,发挥血管生成作用。 抑制 NRP1
与 VEGF-A 的结合可作为治疗癌症的潜在靶点,
并已被用于开发新型抗癌药物[31] 。 然而对 AS 治

疗来说,精确调控 NRP1 和 VEGF-A 的活性,以确

保在减少病理性血管生成的同时,不妨碍血管的

修复和再生能力,平衡血管生成与斑块稳定则可

能极具挑战。 VEGF-B 能够通过激活 Akt 信号通

路保护心肌细胞,减少缺血再灌注损伤,VEGF-B
衍生肽类可以作为心肌保护剂,用于治疗心肌梗

死或其他形式的缺血性心脏病[32] 。 最近研究发

现,VEGF-B 衍生的含有 C 端精氨酸的肽表现出

对 NRP1 的 b1 结构域的强结合能力,且亲和力高

于相应的 VEGF-A 区域,为 VEGF-B / NRP1 信号

通路的研究提供了新思路[33] 。 VEGF 受体在细

胞表 面 和 细 胞 内 分 布 不 均 匀, 细 胞 表 面 的

VEGFR-1 百分比非常低,而 VEGFR-2 在细胞内

外是平衡的,这影响了两者与 NRP1 的结合效

率[34] 。 选择性消除 VEGF-NRP1 结合的突变小鼠

系虽然降低了 VEGFR-2 表面表达却仍具有正常

血管系统,表明在 VEGF 介导的血管发育中,NRP1
的功能是相对独立的,NRP1 作为 VEGFR2 的共

受体,通过控制 VEGFR2 在细胞表面的量来调控

血管生成[35] 。 SHARMA 等[36]通过对表达不同受

体的小鼠胚胎内皮细胞的培养,发现 NRP1 与

VEGFR-2 的结合可能是由内皮糖蛋白( endoglin,
ENG) 的桥接形成三聚体复合物而实现的,ENG
和 NRP1 对于 VEGF-A 介导的 VEGFR2 和 ERK1 / 2
磷酸化至关重要,实现了血管生成信号传导的最

大效应。 同时, NRP1 直接与 VEGFR-1 相互作

用,但这种相互作用与 NRP1 对 VEGF-A 的结合

竞争,不会增强 VEGFR-1 的激活,靶向 NRP1 与

VEGFR-1 结合可发挥抗血管生成活性[37] 。
综上所述,NRP1 可以放大 VEGF 的生物学

效应,并在促进血管生成、内皮细胞迁移和增殖

等过程中发挥作用。 在生理情况下,这些功能

对于维持心血管稳态至关重要;在病理情况下,
这种作用也可能增加血管通透性,导致脂质、炎
症因子和免疫细胞更容易进入血管壁,促进 AS
的形成。
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4　 NRP1 参与 AS 血管内皮壁面剪切

应力的响应

4. 1　 壁面剪切应力在 AS 斑块中的作用

　 　 血管内皮细胞与血液直接接触,因此感知不

同的血流模式,血液流动对血管壁产生的摩擦力

称为壁面剪切应力。 AS 的特征是脂质在动脉壁

内的沉积、局部炎症反应、内皮功能的损伤、动脉

壁结构的改变以及斑块的形成和破裂等,且好发

于动脉分叉及弯曲处。 斑块处的血流动力学变

化也会影响其稳定性,过大的机械应力可加速纤

维帽的破裂。 血管内皮的屏障功能是维持血管

内稳态的关键,复杂血流动力学通过改变内皮通

透性影响细胞内外侧的物质交换[38] 。 壁面剪切

应力的改变影响血管功能,通过白细胞黏附迁

移、血栓形成、脂质积聚和内皮-间充质转化,介
导 AS 的发生发展[39] 。 一般认为,长期暴露于低

剪切应力和振荡的剪切应力会导致内皮细胞功

能障碍发挥致 AS 作用,而高剪切应力则维持血

管内皮稳态发挥 AS 保护作用。 然而在 AS 斑块

进一步发展时,高剪切应力同时可以通过诱导纤

维帽变薄促进易损斑块的形成并加速已形成斑

块的破裂[40] 。
4. 2　 NRP1 参与感受壁面剪切应力

　 　 NRP1 在促进内皮和血管稳态中起着关键作

用。 在内皮细胞中,存在各类感知剪切应力的机

械感受复合物以调节血管重构,如由血小板内皮

细胞黏附分子-1、VE-cad 和 VEGFR2 组成的分子

复合物。 MEHTA 等[41] 发现了一种新型剪应力感

受器 导 向 受 体 神 经 丛 蛋 白 D1 ( plexin
 

D1,
 

PLXND1),其在内皮细胞中具有重要作用,且能

够通过两种不同的分子构象实现作为配体或力

感 受 器 的 双 重 功 能。 PLXND1 与 NRP1 和

VEGFR2 形成多聚体机械感受复合物,该复合物

在短期暴露于层流剪切应力下传导信号,能够激

活包括 Akt、ERK1 / 2 和 eNOS 在内的关键信号通

路,这些信号通路对于维持血管内皮的稳态、促
进抗炎转录因子的表达以及抑制炎症基因的激

活至关重要,进而有助于血管健康和 AS 的预防。
此外,PLXND1 / NRP1 / VEGFR2 复合物还可以感

受振荡剪切应力诱导 M1 巨噬细胞极化,分泌炎

性细胞因子和基质金属蛋白酶,参与调节 AS 斑

块位点的特异性分布[42] ,这解释了 AS 优先发生

在血流紊乱分叉处的现象。 同时,BOSSEBOEUF
等[26]发现,暴露于生理的、AS 保护的剪切应力会

增加内皮细胞中 NRP1 的表达并促进内皮细胞对

层流剪切流方向的调整,从而发挥保护性的、抗
炎症的层流的效应。 暴露于高剪切应力层流中,
NRP1 作为黏附连接的一部分,增加和 VE-cad 的

相互作用,促进了内皮细胞黏附连接的稳定性,
阻止内皮细胞活化,发挥抗 AS 作用。 总之,这些

新的研究表明 NRP1 在维持内皮细胞屏障功能和

血管稳态中起着关键作用,这些机械感受信号有

助于保护血管内皮免受 AS 的侵害。

5　 结语

　 　 AS 是全球范围内主要的心血管疾病致死原

因之一,研究 AS 的发生机制对于实现更精确的

疾病干预具有重要意义。 NRP1 在 AS 的发生和

进展中扮演着重要角色,其与不同配体之间的相

互作用已初见端倪。 NRP1 通过与 VEGF、TGF-β
配体及其受体的单独或联合调控作用以及与

PLXND1 结合形成机械感受复合物,间接调控 AS
中的血管生成和炎症反应,贯穿了 AS 斑块的形

成到稳定。 总体而言, NRP1 单独作用 VEGF、
TGF-β,分别发挥内皮增殖与抗炎作用,NRP1 结

合 Sema3A 在 AS 炎症反应中的具体作用尚不明

确。 而从结合位点上看,NRP1 的 b1 结构域含关

键氨基酸,能同时介导 VEGFA 和 TGF-β1 并由此

发挥联合调控作用,这一过程释放下游调控因子

如 Akt,激活 eNOS 产生关键血管舒张因子,保护

内皮细胞,改善 AS,但也存在促进病理性新生血

管生成的风险。 因此,靶向 NRP1 发挥 AS 保护作

用和抗炎功能需考虑其产生的总体影响,某些功

能的意外抑制将对组织和血管稳态有害。 然而,
目前有关 NRP1 的研究主要聚焦于肿瘤学,直接

调控 AS 的相关研究较少。 靶向 NRP1 有望成为

一种早期干预 AS 的治疗策略或评估 AS 严重程

度的有效手段。 据此,仍需进一步进行细胞及动

物实验,深入挖掘 NRP1 在不同细胞背景下的具

体机制,特别是其在血管内皮、平滑肌细胞和免

疫细胞中的作用,从而为开发有效的以 NRP1 为

靶点的药物提供更为坚实的理论依据。
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视神经萎缩蛋白 1 介导的线粒体动力学在中枢神经
系统疾病发生发展中的作用

齐格格1,董新刚2∗,李伟峰1,刘　 艳1,李　 慧1,任艺芹1,张素清1

(1.河南中医药大学康复医学院,郑州　 450046;2.河南中医药大学第一附属医院,郑州　 450000)

　 　 【摘要】 　 线粒体是细胞内能量代谢的中心,线粒体动力学是指线粒体进行融合和裂变的动态过程,在维

持线粒体稳态与中枢神经系统功能中起着至关重要的作用。 视神经萎缩蛋白 1(optic
 

atrophy
 

1,OPA1)是参与

线粒体动力学的关键因子,通过调控线粒体的融合裂变过程,减轻氧化应激、抑制细胞凋亡、促进线粒体自噬

等,进而维持线粒体数量、结构和生物功能等动态变化。 大量研究表明 OPA1 介导的线粒体动力学在缺血性

脑卒中、阿尔茨海默病、帕金森病、脊髓损伤、多发性硬化等中枢神经系统疾病中有重要意义。 本文主要综述

了 OPA1 对线粒体动力学的调控机制及其介导的线粒体功能在中枢神经系统疾病中的重要作用,以期为临床

治疗提供新思路。
【关键词】 　 线粒体动力学;视神经萎缩蛋白 1;中枢神经系统疾病;缺血性脑卒中;阿尔茨海默病
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　 　 【Abstract】　
 

Mitochondria
 

are
 

the
 

center
 

of
 

intracellular
 

energy
 

metabolism.
 

Mitochondrial
 

dynamics
 

refers
 

to
 

the
 

dynamic
 

process
 

of
 

mitochondrial
 

fusion
 

and
 

fission,
 

which
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

maintaining
 

mitochondrial
 

homeostasis
 

and
 

central
 

nervous
 

system
 

function.
 

Optic
 

atrophy
 

1
 

(OPA1)
 

is
 

a
 

key
 

factor
 

involved
 

in
 

mitochondrial
 

dynamics.
 

OPA1
 

acts
 

by
 

regulating
 

mitochondrial
 

fusion
 

and
 

fission,
 

reducing
 

oxidative
 

stress,
 

inhibiting
 

apoptosis,
 

and
 

promoting
 

mitochondrial
 

autophagy,
 

to
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the
 

dynamic
 

changes
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and
 

biological
 

function.
 

Numerous
 

studies
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that
 

OPA1-mediated
 

mitochondrial
 

dynamics
 

plays
 

an
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role
 



in
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disease,
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cord
 

injury,
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sclerosis,
 

and
 

other
 

central
 

nervous
 

system
 

diseases.
 

Here
 

we
 

review
 

the
 

regulatory
 

mechanism
 

of
 

OPA1
 

in
 

terms
 

of
 

mitochondrial
 

dynamics
 

and
 

the
 

important
 

role
 

of
 

mitochondrial
 

function
 

mediated
 

by
 

OPA1
 

in
 

central
 

nervous
 

system
 

diseases,
 

to
 

provide
 

new
 

ideas
 

for
 

clinical
 

treatment.
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　 　 中枢神经系统疾病是一类全球发病率极高

的疾病,包括缺血性脑卒中( ischemic
 

stroke,IS)、
阿尔茨海默病(Alzheimer’ s

 

disease,AD)、帕金森

病( Parkinson’ s
 

disease, PD)、脊髓损伤 ( spinal
 

cord
 

injury,SCI)、多发性硬化( multiple
 

sclerosis,
MS)等[1] 。 中枢神经系统疾病涵盖的种类较多且

成因复杂,疾病发展过程中涉及了氧化应激、神
经炎症、能量代谢紊乱、钙离子稳态失衡、突触功

能受损等机制,其次,还会导致一系列的级联反

应从而诱发全身性的并发症。
近年来,越来越多的研究表明线粒体功能障

碍是导致神经元损伤、诱发中枢神经系统疾病的

重要因素[2] 。 衰老、代谢异常、遗传突变等因素

可能会影响线粒体 DNA ( mitochondrial
 

DNA,
mtDNA)的复制、转录和翻译,从而导致线粒体功

能障碍[3] ,主要表现为线粒体质量控制受损、线
粒体能量代谢异常、氧化应激、细胞凋亡、钙离子

稳态失衡等。 其中,线粒体动力学[4] 主要包括线

粒体融合与裂变过程,这种动态变化涉及线粒体

的形态、大小、数量和功能的改变,是细胞内一个

复杂且重要的生物学过程。 视神经萎缩蛋白 1
(optic

 

atrophy
 

1,OPA1)是线粒体动力学中至关重

要的调控因子[5] ,有研究表明 OPA1 的含量变化

与中枢神经系统疾病的发病机制密切相关,OPA1
能够参与线粒体融合与线粒体嵴重塑过程,进而

维持线粒体内膜结构和功能的稳定[6] 。 本文综

述了 OPA1 介导的线粒体动力学对中枢神经系统

疾病影响的研究进展,旨在为中枢神经系统疾病

的治疗策略提供参考依据。

1　 线粒体动力学概述

　 　 线粒体动力学主要包括融合与裂变、转运、
自噬等过程,它们相互协调、相互依赖,线粒体动

力学的稳定在维持线粒体的正常形态与功能、促

进线粒体质量控制、调节细胞代谢与能量产生、
影响细胞凋亡与信号转导等方面都具有重要作

用。 一旦线粒体动力学的动态平衡被打破,线粒

体的形态与功能将受到影响,从而出现线粒体功

能障碍,进而导致中枢神经系统疾病的发生发

展。 研究指出线粒体融合和裂变之间的动态平

衡是细胞功能正常发挥的重要条件,是线粒体动

力学中最关键的一环[7](图 1)。
线粒体融合一般包括线粒体外膜 ( outer

 

mitochondrial
 

membrane,OMM)融合和线粒体内膜

( inner
 

mitochondrial
 

membrane, IMM) 融合两部

分。 OMM 的融合过程受到线粒体融合蛋白

(mitofusin,MFN)调节,主要包括线粒体融合蛋白

1 ( mitofusin
 

1, MFN1 ) 和 线 粒 体 融 合 蛋 白 2
(mitofusin

 

2, MFN2 ) [8] 。 而 IMM 融合主要由

OPA1 调控,从而维持线粒体形态和功能的稳

定[9] 。 当线粒体膜损伤时,线粒体可以通过融合

过程 在 健 康 线 粒 体 之 间 进 行 线 粒 体 DNA
(mtDNA)、脂质、蛋白质等物质交换,以此来防止

细胞凋亡。 参与线粒体裂变的蛋白主要包括动

力蛋 白 相 关 蛋 白 1 ( dynamin-related
 

protein1,
DRP1)、 线粒体裂变因子 ( mitochondrial

 

fission
 

factor,MFF)、 线粒体裂变蛋白 1 ( mitochondrial
 

fission
 

protein
 

1, FIS1)、线粒体动力学蛋白 49 /
51[10] 。 当位于 OMM 的 MFF、FIS1、MiD49 / MiD51
等 DRP1 受体发出裂变信号时,会吸引细胞质内

的 DRP1 与之结合。 随着结合数量的增多,环状

复合物形成,从而对线粒体进行切割,最终有效

地分离出受损线粒体,以此推动细胞进入凋亡阶

段,维持线粒体功能的正常运作[11] 。

2　 OPA1 对线粒体动力学的影响

2. 1　 OPA1 的生理结构及功能

　 　 OPA1 是一种与动力蛋白相关的 GTP 酶,其
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图 1　 线粒体融合与裂变

Figure
 

1　 Mitochondrial
 

fusion
 

and
 

fission

核心作用是调控线粒体内膜的融合过程。 在选

择性剪切的情况下,OPA1 存在两种主要形态:长
型 OPA1 ( long

 

OPA1, L-OPA1 ) 和 短 型 OPA1
( short

 

OPA1, S-OPA1 ) [12] 。 L-OPA1 位于 IMM
上,其核心作用在于调节 IMM 融合,而 S-OPA1
位于 IMM 和 OMM 之间的膜间隙( intermembrane

 

space,IMS)中,主要用于促进线粒体裂变。 有研

究发现 IMM 肽酶 OMA1 和 YME1L 含量的增多会

促进 L-OPA1 的水解,能够将 L-OPA1 在 S1 和 S2
切割位点剪切成可溶性的 S-OPA1,加速线粒体裂

变,进 而 保 持 线 粒 体 融 合 与 裂 变 的 动 态 平

衡[13-14] 。 除此之外,OPA1 在线粒体嵴重塑方面

亦发挥重要作用,其可通过促进电子传递链超级

复合物的组装来提高线粒体的呼吸效率,进而加

速 ATP 合成酶的寡聚[15] 。 SI 等[16]观察到药物水

飞蓟宾能够诱导 MCF-7 和 MDA-MB-231 人乳腺

癌细胞凋亡,其作用机制可能是 OPA1 表达下调

进而诱导线粒体嵴皱缩,降低线粒体膜电位,最
终损害线粒体动力学。 而 QUINTANA-CABRERA
等[17] 研究发现上调 OPA1 能够促进线粒体嵴之

间的紧密连接,提高线粒体嵴重塑能力,进而维

持线粒体网络的稳定性。
2. 2　 OPA1 对线粒体动力学的调控作用

2. 2. 1　 OPA1 介导线粒体融合

在正常情况下,受损线粒体能与周围健康线

粒体进行融合,使其功能得以恢复。 但是当线粒

体融合出现障碍时,损伤线粒体的累积会诱导神

经元坏死和凋亡,这可能是各种中枢神经系统疾

病的诱因之一[18] 。 早期的研究已经证明线粒体

融合是通过融合蛋白 OPA1 和 MFN 介导的[19] ,
其中,OPA1 作为线粒体融合的重要调节因子,其
螺旋结构区域包含几个独特的二级结构,这可增

强 OPA1 与 IMM 的结合程度,从而促进线粒体融

合[20] 。 目前,已在多种中枢神经系统疾病中观察

到线粒体融合与裂变紊乱,DUAN 等[21] 研究发现

百草枯能诱导 PD 运动功能障碍,该过程可能与

OPA1 加工失衡从而导致线粒体功能障碍相关。
BAI 等[22] 在肝性脑病模型小鼠大脑黑质中发现,
OPA1 含量减少、DRP1 表达上调能够促进线粒体

裂变,清除受损线粒体,进而恢复线粒体动力学

平衡。 HOU 等[23]指出中药红景天可以通过激活

腺苷酸活化蛋白激酶( AMPK) / 沉默信息调节因
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子 2 相关酶(SIRT)1 信号通路来增强 OPA1 的表

达,进而减轻线粒体钙单向转运蛋白 MCU 介导的

线粒体功能障碍,逆转缺氧引起的脑损伤。

图 2　 线粒体结构

Figure
 

2　 Mitochondrial
 

structure

2. 2. 2　 OPA1 介导线粒体嵴重塑

IMM 可分为内界膜和嵴膜,这两个膜会产生

两个水室:IMS 和线粒体基质。 线粒体嵴是由多

个管状或层状 IMM 内陷到基质中形成的,其中,
嵴连接是将线粒体嵴与 IMM 其余部分隔开的重

要结构(图 2)。 研究发现线粒体功能与嵴的形态

和数量存在密切的关系,线粒体嵴结构可以增加

IMM 表面积,提高氧化磷酸化能力,促进 ATP 的

产生[24] 。 因此,线粒体嵴结构从某种意义上决定

了线粒体功能。 本文所提到的 OPA1 不仅是维持

线粒体嵴结构完整性的重要因子,还是一种重要

的嵴重塑蛋白。 在细胞凋亡过程中,线粒体网状

结构被破坏,而在 OPA1 的调控下,线粒体嵴结构

可以发生重塑,进而维持线粒体形态。 先前的研

究已经揭示,当 OPA1 的表达受到抑制或存在基

因突变时,会导致线粒体内部结构发生变化,具
体表现为嵴连接断裂,进而引发线粒体碎片化及

细胞凋亡[25] 。 CHEN 等[26]发现,在经历大脑中动

脉闭塞(middle
 

cerebral
 

artery
 

occlusion,MCAO)手
术[27] 的大鼠海马体中, OPA1 的含量减少, 而

SIRT3 的干预则能恢复 OPA1 的表达,修复线

粒体嵴结构,进而减少神经元死亡。 另外,FRY
等 [ 28] 通过原位冷冻电子断层扫描技术发现线

粒体嵴的形状取决于 S-OPA1 与 L-OPA1 的比

例变化,L-OPA1 水平升高可促进线粒体融合,
而 S-OPA1 水平升高则会诱导线粒体裂变,产

生不规则的嵴形状。 综上,OPA1 含量的变化

是线粒体动力学稳态失衡的早期标志,靶向调

控 OPA1 的表达可能是中枢神经系统疾病新的

治疗靶点。

3　 OPA1 介导的线粒体动力学异常

在中枢神经系统疾病发生发展中的

作用

3. 1　 OPA1 与 IS
　 　 IS 是一种由于脑局部血液供应不足导致的

急性脑血管疾病,占所有脑卒中患者总数的 80%
左右[29] 。 近年研究表明,脑缺血会诱发大量的线

粒体损伤,引起线粒体形态和功能的变化[30] 。 因
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此,线粒体功能障碍可能是导致 IS 神经元损伤的

重要机制之一。
OPA1 作为线粒体中的核心蛋白,在线粒体

动力学和其他相关功能的调控中起着关键作用。
据报道,脑缺血再灌注能够下调 OPA1 的表达,抑
制线粒体自噬,导致线粒体动力学紊乱[31] 。 LI
等[32]在此基础上,用银杏叶提取物对 MCAO 模型

大鼠进行干预,发现其可以通过增加 OPA1 含量

来促进线粒体融合和自噬,抑制细胞凋亡,进而

保证 MCAO 模型大鼠学习记忆功能的恢复。
TANG 等[33] 通过实验证明花生四烯酸代谢产生

的 14,15-环氧二十碳三烯酸也能够上调 MCAO
模型小鼠海马中 OPA1 的表达,减小脑梗死体积,
其作用机制可能是通过 AMPK / SIRT1 信号通路

调控叉头蛋白 O1,抑制线粒体裂变并促进线粒体

融合,维持线粒体动力学的平衡,从而维护神经

元树突棘的稳定性,减少神经元凋亡。 与此同

时,GE 等[34] 通过建立氧 - 葡萄糖剥夺和复氧

(oxygenglucose
 

deprivation / reperfusion,OGD / R)神

经元细胞模型发现,通过使用缬草酸 A 激活吲哚

胺 2,3-双加氧酶 1 介导的信号转导和转录激活

因子 3 / OPA1 通路能够增加 OPA1 的含量、下调

ROS 水平,从而促进线粒体融合,减轻氧化应激,
恢复线粒体膜电位,进而抑制 OGD / R 诱导的神

经元线粒体损伤。 在 HUANG 等[35] 的实验中,使
用 ARMC10 抑制剂下调 OPA1 的表达水平后,能
够引起 ROS 堆积,ATP 水平降低,最终导致线粒

体功能障碍和神经元凋亡。 DU 等[36] 发现丹红注

射液也可以上调 MCAO 模型大鼠 OPA1 含量,通
过恢复线粒体呼吸功能、维持线粒体融合与裂变

蛋白平衡、抑制细胞凋亡来改善线粒体功能,最
终减轻脑缺血再灌注损伤,这支持了 OPA1 介导

的线粒体动力学能够改善中枢神经系统疾病的

这一观点。 因此,通过调节 OPA1 的表达维持线

粒体动力学稳态来减轻神经元损伤,这可能是 IS
的潜在治疗靶点之一。
3. 2　 OPA1 与 AD
　 　 AD 是最常见的慢性神经退行性疾病之一,
其病理学表现主要包括 β - 淀粉样蛋白 ( β-
amyloid, Aβ ) 的 异 常 沉 积、 Tau 蛋 白

(phosphorylated
 

Tau,p-Tau) 的过度磷酸化,进而

导致老年斑形成和神经纤维缠结[37] 。 这种缠结

会触发氧化应激、神经炎症、突触损伤、神经元变

性死亡等一系列级联反应,进而加速 Aβ 沉积,诱
导 AD 的认知功能障碍[38-39] 。

近年来,大量研究指出线粒体功能障碍与

AD 相关,其中,线粒体动力学是 AD 发病过程中

至关重要的一环[40-41] 。 据报道,OPA1 是线粒体

功能正常运作的关键蛋白,是 AD 的潜在治疗靶

点[42] 。 HAN 等[43]在 AD 患者海马体和大脑的数

据驱动分析中发现 OPA1 和 MFN2 的含量均显著

降低,而 HOU 等[44]进一步研究发现,在药物生物

素 A(BCA)干预下,上调 OPA1 的表达水平能够

恢复线粒体生物发生、逆转线粒体动力学失衡和

线粒体自噬异常的现象,进而改善 AD 模型小鼠

的认知功能障碍,这证实了 OPA1 与 AD 之间存

在必然联系。 同时,也有研究表明运动可以促进

线粒体融合和裂变的平衡,促进线粒体嵴重塑,
增加 ATP 水平,减轻 APP / PS1 转基因小鼠的线

粒体功能障碍,从而有效改善 AD 模型小鼠的学

习和记忆能力,这与海马体中 OPA1 的增加相

关[45] 。 此外,有研究指出 OPA1 能够通过调节

Aβ 蛋 白 的 含 量 来 发 挥 神 经 保 护 作 用[46] 。
REDDY 等[47]研究发现 Aβ 的积累会导致原代小

鼠海马神经元 ( HT22 ) 中的线粒体融合蛋白

OPA1、MFN1 和 MFN2 含量减少,突触蛋白 MAP2
水平降低,抑制线粒体自噬,并且 ZHANG 等[48]发

现增加 OPA1 的表达能够下调 Aβ 含量,进而恢

复线粒体膜电位,减少神经元凋亡,这与先前的

研究一致[49] ,表明 OPA1 可能通过影响 Aβ 蛋白

表达来改变 AD 疾病的进展。 Tau 作为 AD 的标

志性蛋白,也有研究表明,Tau 的存在能通过下调

OPA1 水平来损害线粒体动力学,诱导线粒体膜

电位紊乱,降低细胞活力,最终导致线粒体功能

障碍[50] 。 综上所述,进一步研究 AD 与 OPA1 之

间的调控机制,可能有助于揭示 AD 病理的深层

机制,为治疗 AD 提供新的治疗靶点。
3. 3　 OPA1 与 PD
　 　 PD 一般发生在中老年群体中,是临床上常

见且高发的第二大神经退行性疾病,其主要病理

改变是中脑黑质多巴胺能神经元的进行性丢失,
进而出现运动功能障碍,包括静止性震颤、肌强

直和运动迟缓等[51-52] 。
目前,导致 PD 的确切原因仍待探索,相关研
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究显示 PD 的发病机制涉及线粒体功能障碍,其
中,OPA1 介导的线粒体融合与裂变和 PD 密切相

关[53] 。 WANG 等[54]通过建立 PD 模型小鼠发现,
胰高血糖素样肽- 1 受体激动剂 PT320 对 PD 具

有神经保护作用,其作用机制是上调 OPA1 的表

达水平,降低 ROS 含量,促进线粒体嵴重塑,维持

线粒体稳态,从而减轻线粒体功能障碍。 LIN
等[55]研究发现激活 parkin / IκB 激酶 γ / p65 通路

也能够增加 OPA1 的含量,抑制细胞色素 C 从线

粒体释放,进而减轻细胞凋亡。 同时,YAN 等[56]

研究发现环氧合酶 2 抑制剂帕瑞昔布可以上调

OPA1 的含量,降低丙二醛水平,提高 GSH / GSSG
比率,从而促进线粒体融合,减轻氧化应激,改善

PD 大鼠的运动功能障碍。 ZIBAEI
 

YEKTA 等[57]

发现进行 6 周的维生素 E 摄入和有氧训练干预,
能够增加 OPA1 和 ATP 含量,减少细胞色素 C 的

表达,减轻氧化应激,进而逆转 PD 大鼠线粒体损

伤。 除此之外,有研究指出 PD 可能是由 mtDNA
突变引起的[58] 。 HATTORI 等[59] 在 PD 患者的大

脑中发现了 4977 个碱基对缺失的突变 mtDNA,
这可能是 PD 的诱因之一。 MANINI 等[60] 在此基

础上, 进一步研究发现 OPA1 的突变可导致

mtDNA 缺失,诱导线粒体功能障碍的发生。 因

此,上调 OPA1 的表达可以通过促进线粒体融合

和嵴重塑、减轻氧化应激、抑制细胞凋亡等途径

改善运动功能障碍,延缓 PD 的发生发展。
3. 4　 OPA1 与 SCI
　 　 SCI 通常是因创伤、疾病或变性而导致的神

经元丢失及损伤部位神经元连接中断的不可逆

的中枢神经系统疾病[61] ,常引起感觉及运动功能

的永久性损伤。 有研究发现线粒体功能障碍发

生在 SCI 后轴突变性的早期,涉及氧化应激、神经

炎症、能量代谢障碍等,严重阻碍了 SCI 后神经的

再生和修复[62] 。 其中,神经干细胞线粒体动力学

的正常运作对 SCI 轴突变性和再生起关键作用。
OPA1 是线粒体动力学的关键蛋白,在维持

线粒体形态功能以及参与细胞损伤修复等方面

都发挥着重要作用。 吴明莉等[63] 构建 SCI 模型

大鼠,发现电针“大椎”和“脊中”能够促进神经元

修复,并有助于减轻肢体运动功能障碍,其作用

机制可能是电针能够恢复 OPA1 的表达,促进线

粒体融合、增强神经干细胞分化,进而防止细胞

凋亡。 神经干细胞是一类具备自我更新能力和

广泛分化潜能的细胞,这些细胞能够分化为多种

神经细胞类型,主要包括神经元、星形胶质细胞

和少突胶质细胞等,其增殖分化能力与 SCI 后中

枢神经系统网络的修复程度密切相关[64] 。 而细

胞代谢决定了 SCI 神经干细胞的特征与分化,是
细胞功能正常发挥的必要条件[65] 。 有研究指出

线粒体动力学能通过影响神经细胞的代谢过程

来调节神经干细胞的增殖分化,从而为 SCI 的轴

突再 生 和 中 枢 神 经 系 统 修 复 提 供 条 件[66] 。
DUBAL 等[67]证实了这一研究结果的同时,进一

步发现 OPA1 减少可以诱导线粒体裂变,其作用

机制可能是通过 Notch 信号通路阻断果蝇神经干

细胞的增殖分化。 KHACHO 等[68] 也发现 OPA1
减少能够损害神经干细胞的自我更新能力,诱导

神经损伤和认知障碍,这与线粒体动力学紊乱,
氧化应激加剧相关。 目前,线粒体动力学与 SCI
之间的关系还需进一步明确,未来可围绕 OPA1
及其它动力学相关蛋白的表达探究其促进线粒

体功能的具体机制。
3. 5　 OPA1 与 MS
　 　 MS 是一种免疫介导性疾病,以中枢神经系

统炎性脱髓鞘病变为主要表现,常伴随髓鞘丢

失、轴突断裂、神经元变性等多种病理学变化[69] ,
临床表现为反复发作的神经功能障碍,病程进行

性加重,最终导致运动功能障碍,严重影响生活

质量。 研究发现 MS 存在线粒体功能障碍,如线

粒体呼吸链复合物缺乏、ROS 积累、线粒体动力

学紊乱等,这损害了神经元产生 ATP 的能力,造
成能量失衡, 最终引发进行性神经变性[70] 。
OPA1 在调节线粒体动力学方面起着关键作用,
DE

 

RASMO 等[71]在 MS 患者体内发现 OPA1 含量

减少,ROS 增加,细胞凋亡受到抑制,从而加剧神

经炎症。 BUONVICINO 等[72] 研究发现早期的轴

突线粒体功能障碍导致 MS 的神经损伤,而 OPA1
介导的线粒体动力学能够逆转轴突线粒体生物

能量紊乱,降低 ROS 水平,减轻线粒体功能障碍。
除此之外,MASCIA 等[73]通过对 1294 名 MS 患者

在基因水平上对线粒体相关蛋白进行分析,结果

发现在患者大脑中,与 MS 相关性最高的基因是

OPA1,这表明 MS 与线粒体活动密切相关。 尽管

上述研究已经表明 MS 的发生发展与 OPA1 存在
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必然联系,但关于 OPA1 通过调节线粒体动力学

来改善 MS 的具体机制尚未阐明,而且多停留在

基础研究探索阶段,仍有待进一步的临床转化,
未来仍需不断揭示 OPA1 在 MS 中发挥的具体作

用并深入探讨二者之间的关系。

4　 靶向 OPA1 调控线粒体动力学对

中枢神经系统疾病的干预作用

　 　 中枢神经系统疾病发病机制目前尚不清楚,
但越来越多的证据表明大脑中 OPA1 水平的改变

会对大脑发育及正常神经细胞功能产生影响。
其中,一些生物活性成分和药物可以通过靶向

OPA1 调控线粒体动力学,进而延缓中枢神经系

统疾病的进展。
在 IS 的药物干预研究中,CHEN 等[74]表明人

参皂苷 Rg3 可以通过核转录因子 E2 相关因子 /
血红素加氧酶-1 信号通路下调 MCAO 模型大鼠

大脑的 DRP1、FIS1 表达,增加 OPA1 含量,减轻

线粒体氧化应激,进而减轻 IS 的神经元损伤。
HUANG 等[75] 发现 DL- 3-正丁苯酞能够通过丝

氨酸蛋白酶 Omi / HtrA2 上调 OPA1 表达,抑制细

胞凋亡,减轻脑缺血再灌注损伤。 此外,体内外

实验均证明银杏叶提取物[32] 、14,15-环氧二十碳

三烯酸[33] 、缬草酸 A[34] 、补阳还五汤[76] 等也可以

通过靶向 OPA1 调控线粒体动力学进而延缓 IS
的发生发展。 在药物治疗 AD 的研究中, XU
等[77]揭示蒿本内酯改善 AD 的作用机制与调节

OPA1 含量变化密切相关,其能够下调 DRP1 水

平、上调 OPA1、MFN1、MFN2 水平,减轻 APP / PS1
小鼠线粒体功能障碍,降低大脑中的 Aβ 水平,恢
复突触结构,进而改善学习记忆障碍。 同时,有
研究表明芍药内酯苷可以通过降低 APP / PS1 小

鼠 ROS、DRP1、BAX、CASPASE-3 和细胞色素 C
水平,增加 MFN1、MFN2、OPA1、BCL2 水平,进而

减轻氧化应激、改善线粒体形态、抑制细胞凋亡,
最终减少 Aβ 在大脑中的沉积并改善记忆功能障

碍[78] 。 除此之外,治疗 AD 的一些药物活性成分

已经被证实与 OPA1 介导线粒体动力学紧密相

关,如青蒿琥酯[79] 、 人参皂苷 Rg1[80] 、 齐墩果

酸[81]等。 在 PD 的药物干预研究中,通过建立 PD
细胞模型, 焦阳等[82] 发现依达拉奉能够上调

OPA1、MFN2 含量,下调 DRP1、FIS1 水平,促进线

粒体融合,抑制线粒体裂变,减轻细胞损伤。 LIN
等[55] 证明迷迭香中的鼠尾草酸可以通过激活

parkin / IKKγ / p65 通路上调 OPA1,抑制细胞色素

C 的释放,减轻细胞凋亡。 目前,靶向 OPA1 调控

线粒体动力学治疗 PD 的药物活性成分还有帕瑞

昔布[56] 、大补阴丸和牵正散[83] 等。 虽然大量实

验已证明药物能够改善中枢神经系统疾病,但其

仍处于基础实验阶段,未来仍需要大量的临床试

验进行疗效和安全性验证。

5　 结语

　 　 综上所述,OPA1 可以通过调控线粒体融合

与裂变、嵴重塑过程,减轻氧化应激、抑制细胞凋

亡、促进线粒体自噬等,进而维持线粒体正常形

态、数量及功能的稳定,在 IS、AD、PD、SCI、MS 等

中枢神经系统疾病的治疗方面具有一定的潜能。
同时,既往实验发现,一些生物活性成分和药物,
可以靶向 OPA1 调控线粒体动力学,进而延缓中

枢神经系统疾病的进展。 然而,目前仍存在需要

面对并解决的挑战:①通过研究发现 S-OPA1、L-
OPA1 含量的多少分别与线粒体分裂、融合程度

成正比,但是现有的大部分研究只探讨了 OPA1
的总含量变化,关于 S-OPA1、L-OPA1 各自表达

情况的相关报道甚少,这亟需进一步研究。 ②尽

管已经初步探讨 OPA1 在线粒体动力学中的调控

作用,如氧化应激、细胞凋亡、线粒体自噬、能量

代谢紊乱等,但其在铁死亡、内质网应激、钙离子

稳态、突触功能等机制中的介导途径尚未得到完

全阐明。 ③OPA1 介导的线粒体动力学相关研究

大部分集中在 IS、AD、PD 疾病中,而其在 SCI、MS
等其他中枢神经系统疾病中的研究较少。 本文

基于线粒体动力学探讨并总结了 OPA1 介导的线

粒体功能在中枢神经系统疾病中的重要作用,为
了提供更安全更具体的治疗方案,未来的研究方

向可能是探讨 S-OPA1、L-OPA1 各自的含量变化

与线粒体动力学之间的联系、OPA1 介导的线粒

体动力学在钙离子稳态、突触功能等机制中的具

体调控途径、OPA1 在其余中枢神经系统疾病中

的研究进展等。 因此,在以后的研究中,学者们

仍需开展大量的基础实验和高质量的临床试验,
进一步探索 OPA1 的精确调控机制,为其作为中

枢神经系统疾病的治疗靶点提供新的理论依据。
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　 　 【摘要】 　
 

铁是机体所必需的微量元素,对 DNA 合成、呼吸和氧运输等细胞核心过程至关重要。 机体铁

稳态由铁的协调吸收、利用、储存和循环来调节。 铁缺乏和铁过载都可能导致病理变化;后者通过芬顿反应诱

导高活性羟自由基发生脂质过氧化或 DNA 突变,在严重情况下可能引发铁依赖性细胞死亡。 目前已知铁过

载对脑、肝、脾、心脏、卵巢、肾等多个器官均会造成不容忽视的损害。 但遗憾的是人们对调节铁稳态以应对铁

过载的确切机制知之甚少。 为了研究上述确切机制,学者们针对人类铁过载相关疾病的不同病理和生理特征

探索开发了一系列动物模型。 选择恰当动物模型,对于准确模拟人类铁过载相关疾病的病理生理状态至关重

要。 对铁过载相关动物模型的最新文献做一综述,旨在为铁过载相关疾病动物模型的开发及选用提供参考。
【关键词】 　 铁过载;动物模型;综述
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　 　 【Abstract】　
 

Iron
 

is
 

an
 

essential
 

trace
 

element
 

for
 

the
 

human
 

body
 

and
 

is
 

critical
 

for
 

vital
 

cellular
 

processes,
 

such
 

as
 

DNA
 

synthesis,
 

respiration,
 

and
 

oxygen
 

transport.
 

The
 

body
 

maintains
 

iron
 

homeostasis
 

through
 

a
 

coordinated
 

balance
 

of
 

absorption,
 

utilization,
 

storage,
 

and
 

distribution.
 

Both
 

iron
 

deficiency
 

and
 

excess
 

can
 

lead
 

to
 

pathologies,
 

with
 

the
 

latter
 

triggering
 

lipid
 

peroxidation
 

and
 

DNA
 

mutations
 

via
 

the
 

Fenton
 

reaction,
 

potentially
 

causing
 

iron-
induced

 

cell
 

death
 

in
 

severe
 

cases.
 

Although
 

iron
 

overload
 

can
 

inflict
 

severe
 

damage
 

on
 

multiple
 

organs,
 

including
 

the
 

brain,
 

liver,
 

spleen,
 

heart,
 

ovaries,
 

and
 

kidneys,
 

the
 

mechanisms
 

that
 

regulate
 

iron
 

homeostasis
 

in
 

response
 

to
 

overload
 

are
 

not
 

fully
 

understood.
 

Various
 

animal
 

models
 

have
 

been
 

developed
 

to
 

help
 

elucidate
 

these
 

mechanisms,
 

each
 

reflecting
 

different
 

aspects
 

of
 

iron
 

overload
 

relevant
 

to
 

human
 

diseases,
 

and
 

selection
 

of
 

the
 

most
 

appropriate
 

animal
 

model
 

is
 

needed
 

for
 

the
 

accurate
 

simulation
 

of
 

the
 

pathological
 

and
 

physiological
 

states
 

associated
 

with
 

human
 

iron
 

overload-related
 

diseases.
 

This
 

review
 

synthesizes
 

recent
 

literature
 

on
 

animal
 

models
 

pertinent
 

to
 

iron
 

overload,
 

to
 

offer
 

insights
 

to
 

support
 

the
 

development
 

and
 

analysis
 

of
 

models
 

for
 

diseases
 

related
 

to
 

iron
 

overload.
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　 　 铁是机体必需的微量元素,在参与氧代谢、
电子传递,以及 DNA、RNA 合成相关酶的活性环

节等方面发挥着重要作用。 然而,铁水平需要严

格平衡,以避免铁缺乏或过载的病理后果。 铁过

载(iron
 

overload,
 

IOL)是指体内具有氧化还原活

性和可螯合的非转铁蛋白结合铁浓度升高至 1 ~
20 μmol / L[1] 。 IOL 的调控基因表达和翻译后蛋

白质修饰深刻影响各种细胞信号通路,改变细胞

的活力、形态、发育、功能、周期甚至死亡[2-3] 。 铁

死亡是一种不受调控基因调控,而是与氧化应激

相关的铁依赖性细胞死亡,其特征是脂质过氧化

作用增加和抗氧化剂耗竭,铁蛋白降解释放铁,
从而引发铁死亡[4] 。

IOL 常因某些遗传性或获得性病理因素破坏

细胞铁稳态诱发,这些疾病多与血色素沉着症相

关。 遗 传 性 血 色 素 沉 着 症 ( hereditary
 

hemochromatosis,HH) 常涉及调节铁稳态的基因

编码突变、铁调素或铁转运蛋白生物合成的基因

突变,病理特征是肠道铁吸收增加以及各种器官

与组织中铁进行性积累。 地中海贫血和镰状细

胞病等血红蛋白病或慢性肾病的继发性或获得

性 IOL 通常以贫血为特征,常由输血、外源性补充

铁剂治疗所致。 IOL 不仅会增加上述疾病的发病

率和死亡率,同时也在糖尿病相关并发症、阿尔

茨海默病、肝纤维化等慢性疾病中扮演重要角

色。 临床常建议通过静脉切开术或铁螯合剂来

预防或控制全身高铁水平的毒性[5] 。 不容乐观

的是,静脉切开术一时难以被患者及家属接受,
而有超过 10%接受铁螯合剂治疗的患者会出现

严重的不良反应[6] ,静脉切开术与现有药物治疗

限制了依从性和治疗效果。
然而 IOL 状态相关的病理生理学机制以及

IOL 如何促进疾病的发生发展尚未被完全阐明,
因此针对铁过载及铁死亡开发并建立临床前 IOL
模型的需求一直存在。 本文基于 PubMed 数据库

进行铁过载相关文献检索,重点对铁过载相关疾

病的动物模型做一总结梳理,旨在为构建和观察

铁过载相关疾病模型提供一定参考。

1　 铁生成及代谢

　 　 在人体铁代谢的复杂网络中,巨噬细胞通过

吞噬衰老的红细胞, 发挥着铁回收的关键作

用[7] 。 这些细胞内的铁主要以 Fe2+的形式储存于

铁蛋白中,部分铁通过铁蛋白输出后,经由肝的

铜蓝蛋白催化氧化为 Fe3+ 。 随后,这些 Fe3+ 通过

转铁蛋白(transferrin,Tf)的介导,被运输至骨髓,
参与红细胞的生成过程。 饮食中摄入的铁,即非

血红素铁,通过十二指肠肠上皮细胞刷状边缘的

铁还原酶,如细胞色素 B 等,将 Fe3+还原成铁转运

蛋白 ( ferroportin, Fpn) 摄取和随后吸收所需的

Fe2+ 。 这一还原过程对于 Fpn 的摄取至关重要,
进而 由 二 价 金 属 转 运 蛋 白 1 ( divalent

 

metal
 

transporter-1,DMT1)介导跨肠上皮细胞顶膜转运

回收[8] 。 转铁蛋白的铁结合位点约 20% ~ 45%被

Fe3+占据[9] ,通过与其受体( transferrin
 

receptor
 

1,
TfR1)的特异性结合,触发内吞作用,实现铁的有

效细胞内输送[10] 。 在 Tf 饱和状态下,非转铁蛋

白途径通过 DMT1 和 Fpn 的协同作用,促进铁的

摄取。 HFE 基因通过与 TfR1 的竞争性结合来调

节铁代谢。 铁调素( hepcidin)在维持全身铁稳态

中扮演核心角色,其主要功能是调节十二指肠肠

上皮细胞的铁输出,以及网状内皮巨噬细胞和肝

细胞的铁释放[11] 。 铁调素的转录受到骨形态发

生蛋白(bone
 

morphogenetic
 

proteins,BMP) / SMAD
信号通路和 IL-6 / JAK / STAT3 信号通路的双重调

控。 前者控制铁调素对铁的反应,后者驱动铁调

素对炎症的应答[12] 。 BMP 受体与铁调素调节蛋

白( hemojuvelin,Hjv) 在 BMP-SMAD 信号通路中

协同作用,对铁调素的表达及全身铁稳态的维持

发挥至关重要的影响。 NEO 蛋白作为与 Hjv 相

互作用的支架蛋白,通过与 BMP 配体的不同结构

域结合,参与铁调素的调控机制。 BMP 与 BMP
受体结合后,触发调节性 SMAD( R-SMAD) 的磷

酸化,进而与共配体 SMAD4 形成复合物,转位至

细胞核,与铁调素基因启动子区域的 BMP 响应元

件结合激活铁调素的转录。

511中国比较医学杂志 2025 年 4 月第 35 卷第 4 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

April
 

2025,Vol.
 

35,No.
 

4



2　 IOL 动物模型

2. 1　 IOL 相关基因突变动物模型

　 　 基因工程技术的开展与世界范围内大量近

交品系小鼠的广泛运用为了解单个基因的功能

创造了新的机会。 通过对特定组织中的特定基

因进行的条件性基因敲除成为探讨铁过载相关

基因突变的重要工具。
2. 1. 1　 HH 相关动物模型

HH 与内源性铁过载密切相关,目前已经发

现 4 种人类常见类型的 HH(1 型、2A 型、2B 型和

3 型、4 型 HH) 依次是由 HFE 基因、HJV 基因、
HAMP 基因和 TFR2 基因、SLC40A1(FPN1) 的突

变引起[13] 。 不同 HH 表型的铁过载生成机制存

在差异。 1 型、2 型和 3 型 HH 因巨噬细胞及肠道

上皮细胞铁吸收与释放功能受损,无法上调铁调

素,引发肝和其他实质组织中出现铁过载,常伴

随转铁蛋白的饱和度异常升高、 血清铁蛋白

(ferritin,
 

Ft)的增加,是 HH 发生最常见的原因。
4 型 HH 是由于编码铁输出蛋白 FPN1 的基因突

变,导致铁调素的生成不足,引起铁吸收增加,Tf
饱和度下降,导致全身和组织铁过载。

HFE 基因突变的 IOL 程度较轻,其中 C282Y
替换占 HFE 突变的 90%[14] 。 Hjv- / - 由于铁调素

严重失活,其脾、肝和十二指肠中的 Fpn 高表达,
会产生严重的 IOL。 KATSAROU 等[15] 认为 Hjv- / -

小鼠的铁转运蛋白表达受铁调素依赖性和铁调

素非依赖性机制的铁调节,并且十二指肠 DMT1
因膳食铁的摄入受到调节,未来可能成为 IOL 药

理学靶点。 Tfr2 突变(Tfr2mut )小鼠模型导致迟发

型 IOL,并且在铁饱和的情况下仍会长期从膳食

中吸收铁,临床多用来研究 Y250X 突变同源的 3
型 HH[16] 。
2. 1. 2　 骨形态发生蛋白相关铁过载动物模型

内源性 BMP6、BMP2 的缺失也会导致血清铁

调素水平低,引发铁过载。 由于 BMP2 能替代

BMP6 激活 BMP
 

RSMAD 磷酸化的功能, 所以

BMP6 的铁过载程度轻微。 Bmp6
 

KO 小鼠常在

肝、心脏和胰腺组织 IOL 明显[17] 。 PAUK 等[18]选

用 129Sv / C57 背景的 3 月龄以及 10 月龄的 Bmp
 

KO 小鼠观察 IOL 与胰腺以及葡萄糖稳态的关

系,发现 Bmp6 优先在外分泌胰腺部位进行铁沉

积。 BmpI 型受体 Alk2 突变会导致中度 IOL,伴随

肝门管周围铁积累,而肝细胞特异性 Alk3 缺乏会

导致严重铁超载,伴随肝小叶中心铁积累和铁调

素水平更明显的降低。 特异性 Alk2 / 3 缺陷小鼠

的铁过载表型则比 Alk3 缺陷小鼠更为严重[19] 。
2. 1. 3　 地中海贫血相关铁过载动物模型

Th3 / +小鼠基于杂合性中 β-次要基因和 β-
主要基因的缺失产生,与中间型 β-地中海贫血患

者的疾病表型相当。 铁代谢紊乱表现为铁调素

减少,转铁蛋白功能障碍,肠道铁吸收增加,以血

浆中非转铁蛋白结合铁 ( non-transferrin
 

bound
 

iron,NTBI)为主的全身性铁过载。 LIU 等[20] 选用

Th3 / +小鼠模型通过非靶向脂质组学方法论证

IOL 下磷脂稳态的破坏可能是铁诱导性心肌病发

生的潜在机制。
2. 1. 4　 阿尔茨海默病相关铁过载动物模型

Attractin( Atrn) 基因自发突变的大鼠( LEW
 

zi / zi 大鼠)是由 zitter(zi / zi)大鼠(Sprague
 

Dawley
杂交种)在 Lewis 背景下回交而来,其外周血浆铁

通过非内皮血脑屏障系统(脉络血管丛)进入中

枢神经系统,可与临床中观察到的老年患者铁沉

积模式相转化运用[21] 。
2. 1. 5　 非经典 HAMP 调控因子相关铁过载动物

模型

近年来,非经典 HAMP 调控因子(特别是表

观遗传调控因子)也愈发受到学者们的关注,表
观遗传变化的调节剂被认为可以调节铁代谢。
例如,组蛋白去乙酰化酶 ( histone

 

deacetylases,
HDAC)是与 SMAD

 

4 竞争性结合的 HAMP 表达

抑制剂。 肝中选择性缺乏 Hdac3 表达的小鼠

(Hdac3-cKO 小鼠)通过 Hdac3fl / fl 小鼠与 Alb-Cre+
转基因小鼠杂交所得,MENG 等[22] 证实 Hdac3 缺

失通过介导 Hippo-YAP 轴降低肝 Hamp
 

mRNA 导

致肝 IOL,Hdac3 对维持全身铁稳态和抑制铁死

亡具有重要作用。
通过外显子组测序已将甘油磷酸 O-酰基转

移酶( GNPAT
 

p. D519G) 基因确定为 HH 中 IOL
的遗传修饰因子。 临床上,即使没有 HFE 突变的

GNPAT 多态性受试者也表现出血清铁调素降低

及血清铁水平、转铁蛋白饱和度升高,意味着

GNPAT
 

p. D519G 多态性与 HFE 突变的 HH 患者

更严重的 IOL 有关。 RISHI 等[23] 选用 C57BL / 6J
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×
 

CD1. 129
 

混 合 背 景 下 的 杂 合 Gnpat 缺 陷

(Gnpat+ / - )雄性小鼠与 C57BL / 6J 背景下的纯合

Hfe 敲除(Hfe- / - )雌性小鼠交配产出具有 Hfe+ / - /
Gnpat+ / -小鼠,进行同窝繁殖培育所得的 Gnpat+ / -

小鼠。 与 AN 等[24] 的研究结论相反的是,RISHI

等[23]的研究结果表明喂食高铁饮食的 Gnpat+ / -小

鼠的 Hamp
 

mRNA 表达呈降低趋势,血清铁水平

和转铁蛋白饱和度呈升高趋势,在动物模型中重

现了接受铁耐受性测试的 GNPAT 多态性女性的

观察结果(表 1)。
表 1　 铁过载相关基因突变动物模型

Table
 

1　 Animal
 

models
 

of
 

gene
 

mutations
 

related
 

to
 

iron
 

overload

品系

Species-strian
造模方法

Modeling
 

method
饲料

Ration
评价指标

Assessment
 

criteria
结局

 

Outcomes

Hdac3-L 基因敲除

小鼠[22]

Hdac3-L
 

KO
 

mice

Hdac3flox / flox
 

与
 

Alb-Cre+ 小 鼠

(Cre-loxP 系统)
Hdac3flox / flox -Alb-Cre+

 

mice
 

crossbreeding

50
 

ppm

肝铁、血清铁浓度↑,铁调素↓,
铁转运蛋白(十二指肠、脾) ↑,
Hamp

 

mRNA↓
LIC、 SIC ↑,

 

hepcidin ↓,
 

Fpn
( duodenum、 spleen ) ↑,

 

Hamp
 

mRNA↓

铁死亡,肝肿大,肝纤维化

Ferroptosis,
 

hepatomegaly,
 

hepatic
 

fibrosis

YAP
 

K342M
小鼠[22]

YAP
 

K342M
 

mice

敲低 YAP 蛋白

(shRNA 敲低,RNA 干扰)
Knockdown

 

of
 

YAP
 

protein
(shRNA-mediated
 

knockdown,
 

RNA
 

interference)

NA

血清铁浓度↑,铁调素↓,铁转运

蛋白 ( 十二指肠、 脾 ) ↑, Hamp
 

mRNA↓
SIC↑hepcidin↓,

 

Fpn(duodenum,
 

spleen)↑,Hamp
 

mRNA↓

肝体积增大,铁中毒

Hepatomegaly,
 

iron
 

toxicity

Th3 / +
 

C57BL / 6J
 

杂合雄性小鼠[20]

Th3 / +
 

C57BL / 6J
 

male
 

mice

杂交育种

Hybridization
NA

肝铁浓度、铁蛋白、非转铁蛋白结

合铁↑,铁调素↓
LIC,

 

FER,
 

NTBI↑,
 

hepcidin↓

β-地中海贫血,心肌病,糖代

谢缺陷,脂代谢紊乱

β-thalassemia,
 

cardiomyopathy,
 

disorders
 

of
 

carbohydrate
 

metabolism,
 

disorders
 

of
 

lipid
 

metabolism

LEWzi / zi 大鼠[21]

LEWzi / zi
 

rat

SD 中 zitter(zi / zi)基因型+Lewis
近交系大鼠(回交)
Zitter

 

( zi / zi )
 

genotype
 

in
 

Sprague-Dawley
 

( SD )
 

rats
 

crossed
 

with
 

Lewis
 

inbred
 

rats
 

(backcrossed)

NA

血清铁浓度、乳酸脱氢酶↑,铁转

运蛋白(脉络丛)↓,脑部、肾铁沉

积,脉络丛铁阳性

SIC,
 

LDH↑,
 

Fpn(choroid
 

plexus)
↓,

 

iron
 

deposition
 

in
 

the
 

brain
 

and
 

kidneys↑,
 

iron-positive
 

staining
 

in
 

the
 

choroid
 

plexus

血管内溶血,炎症性脱髓鞘疾

病多发性硬化症

Intravascular
 

hemolysis,
 

inflammatory
 

demyelinating
 

disease,
 

multiple
 

sclerosis

Y245X 突变

小鼠[16]

Y245X
 

knock-
in

 

mice
 

Hbbth3 / + + Tfr2Y245X / Y245X ( C57BL /
6J 背景下回交)
Hbbth3 / + + Tfr2Y245X / Y245X

 

( backcrossed
 

on
 

a
 

C57BL / 6J
 

background)

380
 

ppm
铁调素↓
Hepcidin↓

遗传性血色素沉着症,脾肿大

HH,
 

splenomegaly

C57BL / 6
 

Hjv- / -

小鼠[15]

C57BL / 6
 

Hjv- / -
 

mice

基因敲除

Gene
 

knockout
75~
100

 

ppm

肝铁浓度、二价金属转运蛋白 1
↑,铁蛋白(脾↓,肝↑),铁调素

↓,铁转运蛋白(十二指肠、肝、脾
↑),Hamp

 

mRNA
 

↓
LIC,

 

DMT1 ↑,
 

FER ( spleen ↓,
 

liver ↑ ),
 

hepcidin ↓,
 

Fpn
( duodenum,

 

spleen,
 

liver ↑ ),
 

Hamp
 

mRNA↓

遗传性血色素沉着症

HH

711中国比较医学杂志 2025 年 4 月第 35 卷第 4 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

April
 

2025,Vol.
 

35,No.
 

4



续表1

品系

Species-strian
造模方法

Modeling
 

method
饲料

Ration
评价指标

Assessment
 

criteria
结局

 

Outcomes

Bmp2
 

KO 雄性

小鼠[17]

Bmp2
 

KO
 

male
 

mice

Bmp2fl / fl ;
 

Bmp6wt / wt ;
 

Tek-Cre+小
鼠(Tek-Cre+,

 

基因 floxed)
Bmp2fl / fl ;

 

Bmp6wt / wt ;
 

Tek-Cre +
 

mice((Tek-Cre+,
 

floxed
 

genes)

2~
380

 

ppm

肝铁、血清铁浓度↑,脾铁沉积

↓,胰腺、 心脏铁沉积 ↑, Hamp
 

mRNA↓
LIC,

 

SIC↑,
 

splenic
 

iron
 

deposition
↓,

 

pancreatic / cardiac
 

iron
 

deposition↑,
 

Hamp
 

mRNA↓

遗传性血色素沉着症

HH

Bmp6
 

KO 雄性

小鼠[17]

Bmp6
 

KO
 

male
 

mice

Bmp2wt / wt ;
 

Bmp6fl / fl ;
 

Tek-Cre+小
鼠(Tek-Cre+,基因 floxed)
Bmp2wt / wt ;

 

Bmp6fl / fl ;
 

Tek-Cre +
 

mice
 

(Tek-Cre+,
 

floxed
 

genes)

2~
380

 

ppm

肝铁、血清铁浓度↑,脾铁沉积

↓,胰腺、 心脏铁沉积 ↑, Hamp
 

mRNA↓
LIC,

 

SIC↑,
 

splenic
 

iron
 

deposition
↓,

 

pancreatic /
 

cardiac
 

iron
 

deposition↑,
 

Hamp
 

mRNA↓

遗传血色素沉着症

HH

Ecs
 

Bmp6
 

cKO
雄性小鼠[25]

Ecs
 

Bmp6
 

cKO
 

male
 

mice

Bmp6fl / fl ;
 

Tek-Cre+( Cre-loxP 系

统)
Bmp6fl / fl ;

 

Tek-Cre + ( Cre-loxp
 

system)

380
 

ppm

肝铁、血清铁浓度、转铁蛋白↑,
铁调素↓,脾铁沉积↓,胰腺、心
脏铁沉积↑,Hamp

 

mRNA↓
LIC,

 

SIC,
 

Tf ↑,
 

hepcidin ↓,
 

splenic
 

iron
 

deposition ↓,
 

pancreatic / cardiac
 

iron
 

deposition
↑,

 

Hamp
 

mRNA↓

遗传血色素沉着症

HH

Smad1 / 5
 

KO
小鼠[26]

Smad1 / 5
 

KO
 

mice

C57BL / 6J;
 

129S5 / SvEvBrd 品系

Smad1 / 5fl / fl 与 Cre 转基因小鼠

交配(Cre-loxP 系统)
Crossing:

 

Smad1 / 5fl / fl
 

( C57BL /
6J;

 

129S5 / SvEvBrd ) × Cre
 

transgenic
 

mice ( Cre-loxP
 

system)

380
 

ppm
肝铁、血清铁浓度↑,转铁蛋白

↑,Hamp
 

mRNA↓
LIC,

 

SIC,
 

Tf↑,
 

Hamp
 

mRNA↓

严重肝铁过载

Severe
 

iron
 

overload
 

in
 

the
 

liver

Hfe
 

KO 小鼠[17]

Hfe
 

KO
 

mice

Hfe- / - ;
 

Bmp2fl / fl ;
(Tek-Cre+,全身性敲除)
Hfe- / - ;

 

Bmp2fl / fl ;
 

( Tek-Cre +,
 

systemic
 

knockout)

NA
肝铁、血清铁浓度、转铁蛋白↑,
铁调素↓
LIC,

 

SIC,
 

Tf↑,
 

hepcidin↓

遗传性血色素沉着症

HH

Bmp2+Hfe
 

KO
小鼠

Bmp2+Hfe
 

KO
 

mice[17]

Hfe- / - ;
 

Bmp2fl / fl ;
(Tek-Cre+,全身性敲除)
Hfe- / - ;

 

Bmp2fl / fl ;
 

( Tek-Cre +,
 

systemic
 

knockout)

NA

肝铁、血清铁浓度、转铁蛋白↑,
铁调素↓,脾铁沉积↓,胰腺、心
脏铁沉积↑
LIC,

 

SIC,
 

Tf ↑,
 

hepcidin ↓,
 

splenic
 

iron
 

deposition ↓,
 

pancreatic / cardiac
 

iron
 

deposition↑

遗传性血色素沉着症

HH

Gnpat+ / -雄性

小鼠[23]

Gnpat+ / -
 

male
 

mice

C57BL / 6J
 

Hfe- / - 雌 鼠 与

CD1. 129
 

Gnpat+ / -雄鼠杂交获得

Hfe+ / - / Gnpat+ / -型

Hfe- / - ;
 

Gnpat+ / -
 

mice
 

were
 

generated
 

by
 

crossing
 

C57BL / 6J
 

Hfe- / -
 

females
 

with
 

CD1. 129
 

Gnpat+ / -
 

males

NA

肝铁、血清铁浓度、转铁蛋白↑,
铁调素 ↓, Bmp6、 Smad7

 

mRNA、
Hamp↓
LIC,

 

SIC,
 

Tf ↑,
 

hepcidin ↓,
 

splenic
 

iron
 

deposition
 

↓,
 

Bmp6 /
Smad7

 

mRNA,
 

Hamp↓

影响铁稳态

Disruption
 

of
 

iron
 

homeostasis
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续表1

品系

Species-strian
造模方法

Modeling
 

method
饲料

Ration
评价指标

Assessment
 

criteria
结局

 

Outcomes
 

C57BL / 6
 

Hfe- / -

小鼠[27]

C57BL / 6
 

Hfe- / -
 

mice

同源重组,ES 细胞与胚胎融合

Homologous
 

recombination,
 

embryonic
 

stem
 

cells
 

and
 

embryo
 

fusion

270
 

ppm

肝铁、血清铁浓度,铁调素↓,转
铁蛋白受体 1、 Hamp1 及 Hamp2

 

mRNA↑,Slc40a1↓
LIC,

 

SIC ↑,
 

hepcidin ↓,
 

Tfr1,
 

Hamp1 / Hamp2
 

mRNA ↑,
 

Slc40a1
 

↓

IOL

AKR
 

Hfe- / -小鼠

AKR
 

Hfe- / -
 

mice[27]

同源重组,ES 细胞与胚胎融合

Homologous
 

recombination,
 

embryonic
 

stem
 

cells
 

and
 

embryo
 

fusion

270
 

ppm

肝铁浓度↑,铁调素↓,转铁蛋白

受 体 1、 Hamp1 / 2、 Slc40a1
 

mRNA
 

↓
LIC↑,

 

hepcidin↓,
 

Tfr1,
 

Hamp1 /
Hamp2,

 

Slc40a1
 

mRNA
 

↓

IOL

Hfe
 

H67D / H67D
小鼠[28]

Hfe
 

H67D /
H67D

 

mice

同源重组

Homologous
 

recombination
200

 

ppm
肝铁、血清铁浓度、转铁蛋白↑,
铁调素↓
LIC,

 

SIC,
 

Tf↑,
 

hepcidin↓

遗传性血色素沉着症

HH

C294Y / H67D
小鼠[28]

C294Y / H67D
 

mice

同源重组

Homologous
 

recombination
200

 

ppm
肝铁、血清铁浓度、转铁蛋白↑,
铁调素↓
LIC,

 

SIC,
 

Tf↑,
 

hepcidin↓

遗传性血色素沉着症

HH

C57BL / 6
 

Hfe- / -

小鼠[29]

C57BL / 6
 

Hfe- / -
 

mice

NA
25

 

150
 

ppm,
2

 

weeks

肝铁、血清铁浓度、铁蛋白、铁转

运蛋白↑,铁调素、转铁蛋白受体

1↓,铁调素受体 2↑
LIC,

 

SIC,
 

FER,
 

Fpn↑,
 

hepcidin,
 

Tfr1↓,
 

Mfrn2↑

线粒体受损

Mitochondrial
 

damage

Hjv- / -雄性小鼠[30]

Hjv- / -
 

male
 

mice

129S6 / SvEvTac + C57BL / 6 混合

背景(基因靶向敲除+Cre / loxP)
129S6 / SvEvTac+C57BL / 6

 

mixed
 

background
 

( Gene-targeted
 

knockout
 

+Cre / loxP)

226
 

ppm

肝铁、血清铁浓度、铁蛋白、转铁

蛋白 ↑,铁调素 ↓, Bmp6
 

mRNA
↑,胰腺及心脏铁沉积↑,脾铁沉

积↓
LIC,

 

SIC,
 

FER,
 

Tf ↑,
 

hepcidin
↓,

 

Bmp6
 

mRNA ↑,
 

pancreatic /
cardiac

 

iron
 

deposition ↑,
 

splenic
 

iron
 

deposition↓

线粒体受损

Mitochondrial
 

damage

HepcΔtotal 雄性

小鼠[31]

HepcΔtotal
 

male
 

mice

Hamp1lox / lox 小鼠与表达 Cre 重

组酶的转基因系(E2a-Cre)交配

(基因靶向+Cre / loxP)
Hamp1lox / lox ×E2a-Cre

 

mice
(Gene

 

targeting+Cre / loxP)

NA

肝铁、血清铁浓度↑,铁蛋白↓,
铁转运蛋白(脾、十二指肠)↑,胰
腺铁沉积↑,十二指肠细胞色素

B、二价金属转运蛋白 1↑
LIC,

 

SIC↑,
 

FER↓,
 

Fpn( spleen
 

and
 

duodenum) ↑,
 

pancreatic
 

iron
 

deposition↑,
 

DCYTB,
 

DMT1↑

心肌功能障碍

Myocardial
 

dysfunction

HepcΔliver 小鼠[31]

HepcΔliver
 

mice

Hamp1lox / lox 小鼠与表达肝细胞

特异性 Alb-Cre 重组酶小鼠交

配(基因靶向+Cre / loxP)
Hamp1lox / lox ×Alb-Cre

 

(hepatocyte-specific)
 

mice
(Gene

 

targeting
 

+
 

Cre / loxP)

NA

肝铁、血清铁浓度↑,铁蛋白↓,
铁转运蛋白(脾、十二指肠)↑,胰
腺铁沉积↑,十二指肠细胞色素

B、二价金属转运蛋白 1↑
LIC,

 

SIC↑,
 

FER↓,
 

Fpn( spleen
 

and
 

duodenum) ↑,
 

pancreatic
 

iron
 

deposition↑,
 

DCYTB,
 

DMT1↑

严重肝铁过载

Severe
 

iron
 

overload
 

in
 

the
 

liver
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续表1

品系

Species-strian
造模方法

Modeling
 

method
饲料

Ration
评价指标

Assessment
 

criteria
结局

 

Outcomes

Fpn1
 

(H32R)
小鼠[32]

Fpn1
 

(H32R)
 

mice

C57BL / 6J 雄 鼠 ENU 处 理

flatiron 突变,与同品系雌鼠回交

(化学诱变剂诱变)
C57BL / 6J

 

male
 

mice
 

treated
 

with
 

ENU
 

to
 

induce
 

flatiron
 

mutation,
 

backcrossed
 

with
 

females
 

of
 

the
 

same
 

strain
 

(chemical
 

mutagenesis)

NA
肝铁、血清铁浓度↑,转铁蛋白、
铁调素↓
LIC,

 

SIC↑,
 

Tf,
 

hepcidin↓

遗传性血色素沉着症

HH

Ndst1
 

Hepatocyte
 

cKO 小鼠[33]

Ndst1
 

Hepatocyte
 

cKO
 

mice

Ndst1f / f
 

Alb-Cre ( CRISPR / Cas9
 

基因编辑)
Ndst1f / f

 

Alb-Cre(CRISPR / Cas9)

200
 

ppm
(1

 

week)
~ 8300

 

ppm ( 3
 

weeks)

肝铁、 血清铁浓度 ↑, 铁调素、
Hamp

 

mRNA↓,脾铁沉积↑
LIC,

 

SIC
 

↑,
 

hepcidin ↓,
 

Hamp
 

mRNA ↓,
 

Splenic
 

iron
 

deposition↑

IOL

Alk3
 

KO 雌性

小鼠[34]

Alk3
 

KO
 

female
 

mice

C57BL / 6;
 

SV129 混合背景

Alk3fl / fl ;
 

Alb-Cre(Alb-Cre,
基因 floxed)
C57BL / 6;

 

SV129
 

mixed
 

background
 

Alk3fl / fl ;
 

Alb-Cre
 

(floxed)(Alb-Cre,
 

gene
 

floxed)

380
 

ppm

肝铁(中央区域)、血清铁浓度,转
铁蛋白↑,铁调素↓,脾铁沉积

↓,肾、心脏、胰腺铁沉积↑,Alk3
 

mRNA、 Tfrc
 

mRNA ↓, Bmp6
 

mRNA↑
LIC ( central

 

region
 

of
 

the
 

liver),
 

SIC,
 

Tf↑,
 

splenic
 

iron
 

deposition
↓,

 

kidney / pancreatic / cardiac
 

iron
 

deposition ↑,
 

Alk3
 

mRNA、 Tfrc
 

mRNA↓,
 

Bmp6
 

mRNA↑

IOL

Alk2
 

KO
 

雌性

小鼠[34]

Alk2
 

KO
 

female
 

mice

C57BL / 6;
 

SV129 混合背景
 

Alk2fl / fl ;
 

Alb-Cre
(Alb-Cre,基因 floxed)
C57BL / 6;

 

SV129
 

mixed
 

background
 

Alk2fl / fl ;
 

Alb-Cre
 

(Alb-Cre,
 

gene
 

floxed)

380
 

ppm

肝铁(周围门脉型)、血清铁浓度、
转 铁 蛋 白 ↑, 铁 调 素 ↓, Alk2

 

mRNA、 Tfrc
 

mRNA ↓, Bmp6
 

mRNA↑
LIC ( periportal

 

pattern ),
 

SIC,
 

Tf
↑,

 

hepcidin↓,
 

Alk2
 

mRNA,
 

Tfrc
 

mRNA↓,
 

Bmp6
 

mRNA↑

IOL

注:↑:增加;↓:降低;KO:基因敲除;cKO:条件性基因敲除;NA:文中未提及;Hamp
 

mRNA:铁调素 mRNA;DCYTB:十二指肠细胞色素

B;DMT1:二价金属转运蛋白 1;NTBI:非转铁蛋白结合铁;Slc40a1:铁转运蛋白;Bmp6
 

mRNA:骨形态发生蛋白 6
 

mRNA;Smad7
 

mRNA:
SMAD 家族成员 7

 

mRNA;Alk2
 

mRNA:激活素受体样激酶 3
 

mRNA;Tfrc
 

mRNA:转铁蛋白受体 mRNA。
Note.

 

↑,
 

Increase.
 

↓,
 

Decrease.
 

KO,
 

Knock
 

out.
 

cKO,
 

Conditional
 

knock
 

out.
 

NA,
 

Not
 

applicable.
 

Hamp
 

mRNA,
 

Hepcidin
 

mRNA.
 

DCYTB,
 

Duodenal
 

cytochrome
 

B.
 

DMT1,
 

Divalent
 

metal-ion
 

transporter
 

1.
 

NTBI,
 

Non-transferrin
 

bound
 

iron.
 

Slc40a1,
 

Solute
 

carrier
 

family
 

40
 

member
 

1.
 

Bmp6
 

mRNA,
 

Bone
 

morphogenetic
 

protein
 

6
 

mRNA.
 

Smad7
 

mRNA,
 

SMAD
 

family
 

member
 

7
 

mRNA.
 

Alk2
 

mRNA,
 

Activin
 

receptor-like
 

kinase
 

2
 

mRNA.
 

Tfrc
 

mRNA,
 

Transferrin
 

receptor
 

mRNA.

2. 2　 混合实验模式诱导 IOL 动物模型

　 　 不少研究者发现 IOL 往往与多种疾病的病

因和并发症有关,因此设计了不少 IOL 与其他病

理模型一同诱导的混合实验模式。 ALTAMURA
等[35]将 Fpnwt / C326S 小鼠与 2 型糖尿病、胰岛素抵

抗和脂肪变性为特征的 Leprdb / db 小鼠杂交获得

Leprdb / db / Fpnwt / C326S 小鼠,以此探讨 IOL 作为 2 型

糖尿病患者中观察到的“二次打击”对肝和糖尿

病视网膜病变晚期并发症的影响。 BAO 等[36] 将

C57BL / 6 背景下的 Fpn-floxed
 

( Fpnfl / fl ) 小鼠与

NEX-Cre
 

小鼠交配以产生条件性 Fpnfl / fl / NEXcre 小

鼠,即在大脑皮层和海马的主要神经元中遗传删

除 Fpn,导致类似阿尔茨海默病的海马萎缩和记

忆缺陷,恢复 Fpn 可改善 APPswe / PS1dE9 小鼠的

铁死亡和记忆障碍。 AKR 背景下的 Hfe- / - 和

Tfr2mut 小鼠杂交以生成 Hfe-
 

/ - ×Tfr2mut 双突变 3 月
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龄小鼠模型再现 IOL 所致肝损伤[37] 。 MOON
等[38]在连续 13 周对饲养 C57BL / 6J 品系的 3 周

龄氧化偶氮甲烷 / 葡聚糖硫酸钠(AOM / DSS)雄性

小鼠予以 2000
 

ppm / kg 浓度硫酸亚铁以构建结肠

炎、结直肠癌 IOL 模型, 研究发现, IOL 下调

AOM / DSS 诱导的炎症基因表达,延缓了结肠肿

瘤的进展,并表明实验结果与饮食 IOL 的配方、剂
量有关。

CHAN 等[39]在 9 周龄雄性 B6D2F1 小鼠给予

300
 

cGy 的非致死全身辐射+皮下注射 0. 5
 

mg 地

塞米松磷酸钠诱导急性髓系白血病的基础上建

立接受每周腹腔注射右旋糖酐铁 37. 5
 

mg,长达

70 周的慢性 IOL 模型,以此探讨 IOL 对急性髓系

白血病的影响以及评估铁螯合剂的有效性。
CHAUDHARY 等[40] 在 Hfe- / - 小鼠用链脲佐菌素

诱导 2 型糖尿病,以了解 IOL 与糖尿病肾病之间

的潜在联系。
2. 3　 外源性 IOL 动物模型

　 　 由于人体存在限制肠道铁吸收的保护机制

以及通常不会暴露于高浓度的铁,因此正常情况

下发生过量摄入膳食铁而导致的 IOL 的情况并

不常见。 然而多次输血以及补充铁剂的情况除

外。 在婴儿群体中,已报道的急性铁中毒剂量为

20
 

mg / kg 体重( mg / kg
 

BW),此剂量水平足以引

起局部反应。 然而,当摄入量低于 60
 

mg / kg
 

BW
时,通常不会观察到全身性的影响。 在儿童和成

人群体中,致死剂量的铁摄入分别约为 200 ~ 300
 

mg / kg
 

BW 和 1400
 

mg / kg
 

BW[41] 。 在动物实验

中,通常使用极高水平的铁补充诱导铁过载。 典

型的铁浓度各不相同,但累积可高达 2% ~ 3%(20
 

000~ 30
 

000
 

ppm)。
2. 3. 1　 全转铁蛋白( transferrin-bound

 

iron,Holo-
Tf)

ZHANG 等[42] 通过向 C57BL / 6 小鼠腹膜内

注射 10
 

mg 的 Holo-Tf 建立急性血清铁过载小鼠

模型,即血清铁浓度在 2
 

h 内显著增长 4 倍,Hamp
 

mRNA 浓度 4
 

h 达到峰值,而作为血清铁过载和

肝铁过载的标志物,Tfr2 和 FTH1 也相应增加。
结果显示 Holo-Tf 增强肝细胞对 BMP6 的敏感性,
并表示 E3 泛素蛋白连接酶 SMURF1 可以通过增

加血清铁过载时肝细胞对 BMP 的反应性来特异

性调节 BMP / SMAD 途径。

2. 3. 2　 柠檬酸铁胺

如前文所述,IOL 常会诱发氧化应激、炎症和

线粒体功能破坏,从而导致神经元死亡,是神经

退行性疾病的发病机制之一[43] 。 LI 等[43] 在 8 周

龄 C57BL / 6 小鼠的双侧海马体上注射浓度为

0. 5、1、2
 

μg / d,并且连续注射 1 周的柠檬酸铁铵

(ferric
 

ammonium
 

citrate,FAC),以此构建小鼠海

马 IOL 模型,研究表明 IOL 对海马体神经元的损

伤可能归因于铁诱导下前蛋白转化酶 furin 的下

调以及脑源性神经营养因子(BDNF)的减少。 成

年野生型斑马鱼通过鳃膜和肠道黏膜在浓度为 4
×10-4

 

mol / L 的柠檬酸铁铵水中进行铁吸收,短暂

的 60
 

h 巡游后即可在构建大脑 IOL 模型,其小胶

质细胞增殖减缓、线粒体膜电位明显受损,细胞

IOL 表现为 FPN1 和 DMT1 水平增加。 CAROTA
等[6]通过该模型验证 α-硫辛酸作为铁螯合剂具

有较低的不良反应,通过 NRF2 / HO-1 通路激活

发挥抗氧化作用,有机会干预脑损伤所致的 IOL
损害发生。
2. 3. 3　 柠檬酸铁

柠檬酸铁是一种无钙、铁基磷酸盐结合剂,
除作为食品添加剂以外,还是用于慢性肾病补钙

降磷治疗的口服铁补充剂。 HUANG 等[44] 对 9 月

龄 C57BL / 6 小鼠长达 16 周的灌胃柠檬酸铁

(333. 3
 

mg / ( kg · d ), 换算为成人 剂 量 约 为

2585. 9
 

mg,小于说明书最大推荐量 4800
 

mg / d)
构建慢性脑 IOL 模型,发现其肝、心脏、肾、大脑有

明显 IOL 现象,并发现小鼠认知、行为功能障碍,
可作为潜在帕金森病动物模型。
2. 3. 4　 二茂铁剂

β-地中海贫血成年小鼠在 4 个月含 2
 

g / kg
 

二茂铁剂的饲料喂养下构建慢性高铁饮食干预

下的 IOL 模型,SRIPETCHWANDEE 等[45] 将此模

型用于探讨 β-地中海贫血外源性 IOL 所致的神

经认知功能障碍,发生机制可能是通过 T 型钙通

道有关,并验证该 IOL 模型伴有神经胶质过度活

化、线粒体功能和动力学变化、脑细胞凋亡和阿

尔茨海默病样病理等特征。
2. 3. 5　 次氮基三乙酸铁( ferric

 

nitriloacetic
 

acid,
 

Fe-NTA)
Fe-NTA 常用于诱导氧化应激相关疾病模型,

多经肠道吸收。 单次腹膜内注射 10
 

mg
 

Fe / kg 次
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氮基三乙酸铁后血清铁浓度在 1
 

h 后达到峰值,
还会增加肝脂质过氧化和血清肝损伤标志物的

释放,在 24
 

h 后铁浓度回落至未治疗水平,最初

用于建立胰腺内分泌细胞受损引发糖尿病的铁

过载动物模型。 随后人们发现选用近 90% 的

Wistar 雄性大鼠经多次注射后可在在谷胱甘肽循

环强氧化刺激下引发肾 IOL 以及铁死亡,并促使肾

近端小管中 Cdkn2a / 3b 失活诱发肾细胞癌[46] 。
2. 3. 6　 右旋糖酐铁(iron

 

dextran,Fe
 

Dex)
Fe

 

Dex 是继发性 IOL 动物模型最常见的铁

剂,并且常采取腹腔内注射的方式进行造模。 腹

腔注射右旋糖酐铁引起的急性 IOL 会对大鼠下

丘脑 -垂体 -性腺 ( HPG) 轴产生毒性作用[47] 。
SHU 等[48] 采取给 2 月龄的野生型小鼠每周 5

 

d
腹腔注射 300

 

μL 的 10
 

mg
 

Fe
 

Dex
 

2 ~ 4 周构建全

身 IOL 动物模型。 FIDELIS 等[49]通过对 3 月龄的

雄性 Wistar 大鼠每周 5
 

d、总计两周的腹腔注射

200
 

mg / (kg·d)右旋糖酐铁,以此用于评估阻断

血管紧张素 AT1 受体减轻 IOL 血管损伤的有效

性。 QIN 等[50] 通过每周 1 次,连续 8 周对成年雌

性 C57BL / 6J 小鼠腹腔注射浓度分别为 0. 1
 

g / kg

(LF 组)、0. 5
 

g / kg( MF 组)、1. 0
 

g / kg( HF 组)的

右旋糖酐铁构建慢性浓度依赖性 IOL 模型,探讨

不同梯度铁水平情况下 IOL 对内分泌和卵巢生

殖功能的影响,研究表示 IOL 可能通过破坏卵巢

类固醇生成、干扰卵巢微环境和抑制 Wnt 信号传

导来损害卵巢功能,HF 组小鼠不孕及难产的比

例显著增加,子代铁稳态失衡。
WU 等[51] 通过对雌性 6 ~ 8 周龄的 BALB / c

小鼠进行长达 10 周、每周 200
 

mg 的右旋糖酐铁

腹腔内注射,以此模拟再生障碍型贫血并合并

IOL 的动物模型。 ÁVILA 等[52] 通过腹腔内注射

100
 

mg / (kg·d),每周 5
 

d,共计 4 周的右旋糖酐

铁铁剂补充,以此建立慢性 IOL 小鼠模型,探究有

氧运动对 IOL 心肌病变的保护因素。 JENSEN
等[53]通过长达 15 个月对雌性哥廷根小猪在臀部

进行肌注右旋糖酐铁(每周 7 ~ 125
 

mg / kg) 或经

长时间地(7~ 21 个月)口服右旋糖酐铁(每周 5. 0
~ 140

 

mg / kg)构建慢性 IOL 模型,以此探讨心脏

核磁 T2∗技术在 IOL 条件下估计心脏铁的有效

性,并发现该模型可用来模拟由输血性 IOL 造成

的心脏损害(表 2)。
表 2　 外源性铁过载动物模型

Table
 

2　 Animal
 

model
 

of
 

exogenous
 

iron
 

overload
品系

Species-strian
铁剂

Iron
 

formulations
造模方法

Modeling
 

method
评价指标

Evaluation
 

indicators
结局

Outcome

C57BL / 6 雄性
小鼠[42]

C57BL / 6
 

male
 

mice
 

2
 

mg / mL
 

Holo-
Tf 细胞
2

 

mg / mL
 

Holo-
Tf

 

cell

单次腹腔注射 10
 

mg
 

Holo-Tf
(外源性诱导,急性 IOL)
Single

 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

10
 

mg
 

Holo-Tf ( exogenous
 

induction,
 

acute
 

IOL)

血清铁浓度、Hamp
 

mRNA、转铁
蛋白 受 体 2、 铁 蛋 白 重 链 1、
SMAD1↑,SMURF1↓
SIC,

 

Hamp
 

mRNA,
 

TFR2,
 

FTH1
 

SMAD1↑,
 

SMURF1↓
 

IOL

Wistar 大鼠[54]

Wistar
 

rat

次 氮 基 三 乙
酸铁
Fe-NTA

腹腔注射,剂量依次为:2
 

mg
 

Fe / kg
 

BW / d(3 周),6
 

mg
 

Fe / kg
 

BW / d( 3
周),10

 

mg
 

Fe / kg
 

BW / d(2 个月)
(药物诱导)
Intraperitoneal

 

injection
 

at
 

doses
 

of:
 

2
 

mg
 

Fe / kg
 

BW / day
 

(3
 

weeks),
 

6
 

mg
 

Fe / kg
 

BW / day
 

( 3
 

weeks ),
 

10
 

mg
 

Fe / kg
 

BW / day
 

( 2
 

months )
 

( drug
 

induction)

肝铁浓度、转铁蛋白↑
LIC,

 

Tf↑

糖尿病、 IOL、 胰岛功
能障碍
Diabetes

 

mellitus,
 

iron
 

overload,
 

islet
 

dysfunction

C57BL / 6 雄性
小鼠[42]

C57BL / 6
 

male
 

mice
 

2%羰基铁
2%

 

carbonyl
 

iron

喂养口服 2%羰基铁(1 周),随后喂
食低铁饮食(2~ 6

 

ppm 铁)2
 

d
(药物诱导)
Oral

 

administration
 

of
 

2%
 

carbonyl
 

iron
 

(1
 

week),
 

followed
 

by
 

a
 

low-iron
 

diet
 

(2~ 6
 

ppm
 

iron)
 

for
 

2
 

days
(drug

 

induction)

肝铁浓度、铁蛋白重链 1、Hamp
 

mRNA、 Bmp6
 

mRNA、磷酸化的
 

SMAD1
 

和
 

SMAD5
 

蛋白↑
LIC,

 

FTH1,
 

Hamp
 

mRNA,
 

Bmp6
 

mRNA,
 

pSMAD1 / 5↑

肝铁过载
Hepatic

 

iron
 

overload
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续表2

品系
Species-strian

铁剂
Iron

 

formulations
造模方法

Modeling
 

method
评价指标

Evaluation
 

indicators
结局

Outcome

Wistar 雄 性

大鼠[55]

Wistar
 

male
 

rat
 

聚麦芽糖铁
Iron

 

polymaltose

单次腹腔注射 45
 

mg / kg
 

BW
 

STZ 诱
导糖尿病模型,随后管饲聚麦芽糖
铁 3

 

mg
 

Fe / kg
 

BW / d(12 周) (药物
诱导)
Single

 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

45
 

mg / kg
 

BW
 

STZ
 

to
 

induce
 

diabetes,
 

followed
 

by
 

oral
 

gavage
 

of
 

polymaltose
 

iron
 

at
 

3
 

mg
 

Fe / kg
 

BW / day
 

( 12
 

weeks)(drug
 

induction)

铁调素↓,转铁蛋白受体↓,二
价金属转运蛋白 1(肾)↓
Hepcidin ↓,

 

Tfr ↑,
 

DMT1
(kidney)↓

糖尿病性肾病
Diabetic

 

nephropathy

野 生 型 斑

马鱼[6]

wild-type
 

zebrafish
 

柠檬酸铁铵
FAC

置于含有 400
 

μmol / L 的柠檬酸铁
铵的鱼箱里巡游 60

 

h(药物诱导,急
性 IOL)
Placed

 

in
 

a
 

fish
 

tank
 

containing
 

400 μmol / L
 

ferric
 

ammonium
 

citrate
 

for
 

60
 

h ( drug
 

induction,
 

acute
 

iron
 

overload)

hmox1b、sod1、ptgs1↑,小胶质细
胞↓,二价金属转运蛋白 1、Fpn

 

mRNA↑
hmox1b,

 

sod1,
 

ptgs1 ↑,
 

microglial
 

cell ↓,
 

DMT1,
 

Fpn
 

mRNA↑

脑铁沉积
Brain

 

iron
 

deposition

C57BL / 6 雄性

小鼠[44]

C57BL / 6
 

male
 

mice
 

柠檬酸铁
Ferric

 

citrate

灌胃 2. 5
 

mg
 

Fe / d( 16 周) (药物干
预铁代谢诱导,慢性 IOL)
Oral

 

gavage
 

of
 

2. 5
 

mg
 

Fe / d
 

( 16
 

weeks ) ( drug
 

intervention
 

for
 

iron
 

metabolism
 

induction,
 

chronic
 

IOL)

黑质和脑基底神经节铁沉积,肝
铁、血清铁浓度、转铁蛋白受体
1、铁转运蛋白↑
Substantia

 

nigra
 

and
 

basal
 

ganglia
 

iron
 

accumulation,
 

LIC,
 

SIC,
 

Tfr1,
 

Fpn↑

帕金森病
Parkinson’s

 

disease

C57BL / 6
小鼠[1]

C57BL / 6
 

mice

右旋糖酐铁
Fe

 

Dex

腹腔注射:100
 

mg / ( kg·d),连续 5
 

d(药物诱导,急性 IOL)
Intraperitoneal

 

injection:
 

100
 

mg / (kg
·d)for

 

5
 

consecutive
 

days
(drug

 

induction,
 

acute
 

IOL)

血清铁浓度、总铁结合力↑
SIC,

 

TIBC↑
高脂血症
Hyperlipidemia

C57BL / 6J 雌

性小鼠[50]

C57BL / 6J
 

female
 

mice
 

右旋糖酐铁
Fe

 

Dex

腹膜注射:1. 0
 

g / kg,每周 1 次,持续
8 周(慢性 IOL)
Intraperitoneal

 

injection:
 

1. 0
 

g / kg,
 

once
 

weekly
 

for
 

8
 

weeks ( chronic
 

IOL)

肝铁、血清铁浓度↑,转铁蛋白
受体

 

mRNA ↓, Slc40a1
 

mRNA、
促卵泡激素↑
LIC,

 

SIC ↑,
 

Tfrc
 

mRNA ↓,
 

Ftl1,
 

Slc40a1
 

mRNA,
 

FSH↑

不孕及难产,卵巢功
能受损
Infertility

 

and
 

difficult
 

labor,
 

ovarian
 

function
 

impairment

Wistar 雄 性

大鼠[56]

Wistar
 

male
 

rat

葡聚糖肝素酸
复合物
Dextran

 

heparin
 

complex

腹腔注射 IDHC
 

100
 

mg / kg,隔日 1
次,连续 8 次(药物诱导)
Intraperitoneal

 

injection
 

of
 

IDHC
 

(100
 

mg / kg),
 

every
 

other
 

day,
 

for
 

a
 

total
 

of
 

8
 

administrations(drug
 

induction)

肝铁、血清铁浓度↑, Hamp、铁
蛋白轻链 1、 Slc40a1、转铁蛋白
受体、铁调节蛋白 1、铁调节蛋白
2↓,氧化型谷胱甘肽、Hmox1↑
LIC,

 

SIC ↑,
 

Hamp,
 

Ftl,
 

Slc40a1,
 

Trfc,
 

IRP1,
 

IRP2 ↓,
 

GSSG,
 

Hmox1↑

胆汁分泌减少、代谢
异常肠病综合征
Reduced

 

bile
 

secretion,
 

metabolic
 

abnormal
 

enteropathy
 

syndrome

哥 廷 根 迷 你

雌猪[57]

Gottingen miniature
 

female
 

pig
 

右旋糖酐铁
Fe

 

Dex

右旋糖酐铁,5. 0 ~ 140
 

mg
 

Fe / kg 体
重,每周 1 次肌肉注射, 持续 14
个月
(药物诱导)
Iron

 

dextran,
 

5. 0 ~ 140
 

mg
 

Fe / kg
 

body
 

weight,
 

intramuscular
 

injection
 

once
 

weekly
 

for
 

14
 

months ( drug
 

induction)

心脏铁沉积
Cardiac

 

iron
 

deposition
心脏铁沉积
Cardiac

 

iron
 

deposition
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续表2

品系
Species-strian

铁剂
Iron

 

formulations
造模方法

Modeling
 

method
评价指标

Evaluation
 

indicators
结局

Outcome

C57BL / 6
小鼠[43]

C57BL / 6
 

mice
 

柠檬酸铁铵
FAC

通过立体定向技术将 1
 

μL 的柠檬
酸铁铵注射至海马体中(药物诱导)
Injection

 

of
 

1
 

μL
 

of
 

ferric
 

ammonium
 

citrate
 

into
 

the
 

hippocampus
 

via
 

stereotactic
 

technique
 

(drug
 

induction)

铁蛋白轻链、铁蛋白重链↑,转
铁蛋白受体 1↓
FTL,

 

FTH↑
 

Tfr1↓

海马神经损伤
Hippocampal

 

neural
 

injury

Wistar 大鼠[41]

Wistar
 

rat
 

蔗 糖 铁 氢 氧
化物
SFOH

实验 24
 

h 以前通过静脉注射给予
15

 

mg / kg 的铁羧甲基麦芽糖诱导
IOL,随后每天口服管喂蔗糖铁氢氧
化物 40

 

mg
 

Fe / kg
 

BW(13 周)(药物
诱导)
24

 

h
 

prior,
 

IOL
 

was
 

induced
 

by
 

intravenous
 

injection
 

of
 

15
 

mg / kg
 

iron
 

carboxymaltose,
 

followed
 

by
 

daily
 

oral
 

gavage
 

of
 

40
 

mg
 

Fe / kg
 

BW
 

sucrose
 

iron
 

hydroxide
 

for
 

13
 

weeks ( drug
 

induction)

脾铁沉积(与雌性相比)↑,肝铁
浓度↓、血清铁浓度↑(与硫酸
亚铁相比)
Spleen

 

iron
 

deposition ( compared
 

to
 

female
 

rat) ↑,
 

LIC ↓,
 

SIC ↑
(compared

 

to
 

ferrous
 

sulfate)

IOL

Wistar 大鼠[41]

Wistar
 

rat
 

硫酸亚铁
Ferrous

 

sulfate

实验 24
 

h 以前通过静脉注射给予
15

 

mg / kg 的铁羧甲基麦芽糖诱导
IOL,随后每天口服管喂硫酸亚铁 40

 

mg
 

Fe / kg
 

BW(13 周)(药物诱导)
24

 

h
 

prior,
 

IOL
 

was
 

induced
 

by
 

intravenous
 

injection
 

of
 

15
 

mg / kg
 

iron
 

carboxymaltose,
 

followed
 

by
 

daily
 

oral
 

gavage
 

of
 

40
 

mg
 

Fe / kg
 

BW
 

ferrous
 

sulfate
 

for
 

13
 

weeks
 

(drug
 

induction)

肝铁浓度↑↑(与雄性相比),脾
铁沉积(与雌性相比)
LIC↑↑(compared

 

to
 

male
 

rat),
 

spleen
 

iron
 

deposition ( compared
 

to
 

female
 

rat)

IOL

注:Ho-lf:全转铁蛋白;Hamp
 

mRNA:编码铁调素的信使 RNA;TFR2:转铁蛋白受体 2;FTH:铁蛋白重链;FTL:铁蛋白轻链;SMAD1:
SMAD 家族成员 1;SMURF1:SMAD 特异性 E3 泛素蛋白连接酶 1;DMT1:二价金属转运蛋白 1;hmox1b:血红素加氧酶 1 的同工酶;sod1:
超氧化物歧化酶 1;ptsg1:前列腺素内过氧化物合酶 1;Tfrc:转铁蛋白受体;IRP:铁调节蛋白;Slc40a1:铁转运蛋白;FSH:促卵泡激素;
GSSG:氧化型谷胱甘肽。
Note.

 

Ho-lf,
 

Holo-transferrin.
 

Hamp
 

mRNA,
 

Hepcidin
 

mRNA.
 

TFR2,
 

Transferrin
 

receptor
 

2.
 

FTH,
 

Ferritin
 

heavy
 

chain.
 

FTL,
 

Ferritin
 

light
 

chain.
 

SMAD1,
 

SMAD
 

family
 

member
 

1.
 

SMURF1,
 

SMAD
 

Ubiquitination
 

regulatory
 

factor
 

1.
 

DMT1,
 

Divalent
 

metal
 

transporter
 

1.
 

hmox1b,
 

Heme
 

oxygenase
 

1b.
 

sod1,
 

Superoxide
 

dismutase
 

1.
 

ptsg1,
 

Prostaglandin-endoperoxide
 

synthase
 

1.
 

Tfrc,
 

Transferrin
 

receptor.
 

IRP,
 

Iron
 

regulatory
 

protein.
 

Slc40a1,
 

Solute
 

carrier
 

family
 

40
 

member
 

1.
 

FSH,
 

Follicle
 

stimulating
 

hormone.
 

GSSG,
 

Oxidized
 

glutathione.

3　 总结与展望

　 　 基因编辑技术的发展极大地促进了铁过载

动物模型的精确构建。 特别是携带 Hfe、 Hjv、
Hamp、Tfr2 和 Slc40a1 基因突变的模型,在模拟人

类铁过载病理状态中显示出高度的相关性,为

HH 铁代谢紊乱研究提供了关键工具。 IOL 与其

他病理模型共同诱导的混合实验模式,涉及对多

种疾病和病理状态的综合模拟,这些模型越来越

贴近临床实际需求,为研究铁代谢紊乱及其对不

同器官功能影响提供了更为精确的实验平台。
IOL 作为一种临床现象,并非孤立发生,而是

与多种疾病及病理过程紧密相关。 科研人员通

过建立动物模型模拟铁质在心脏、肝、肾、下丘脑

等关键器官的沉积,深入探究了 IOL 引发的心肌

损害、脑神经损伤、氧化应激、糖脂代谢紊乱以及

肝肾损伤等病理变化。 这些研究成果为深入理

解 IOL 及铁死亡的病理机制、开发新的治疗方法

提供了宝贵的实验基础。
在构建 IOL 动物模型时,原发性模型利用

CRISPR / Cas9 和 Cre / loxP 技术模拟铁代谢基因

突变。 CRISPR / Cas9 以其高效率和精确性在基

因编辑中占主导地位,而 Cre / loxP 则因其时空特

异性在转基因模型构建中被广泛采用。 尽管如

此,CRISPR / Cas9 存在脱靶风险,Cre / loxP 可能引

发细胞毒性和特异性不足。 通过改造 Cas9 蛋白、
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优化 gRNA 设计、调控 Cas9 表达量以及选择适宜

的启动子和增强子,可以有效减少这些技术在模

型构建中的局限性,增强模型的准确性和可靠性。
继发性 IOL 模型主要通过高铁饮食诱导和

药物干预铁代谢来模拟由继发性因素引起的铁

代谢紊乱。 小鼠因遗传和生物学特性与人类相

近,常被用作 IOL 研究的模型。 然而,小鼠模型与

人体 IOL 存在差异,铁相关参数受遗传背景、性
别、年龄等因素影响,如 C57BL / 6J 小鼠脾中铁含

量高于 C57BL / 6N[58] 。 小鼠在基础代谢率、抗氧

化应激能力、粪便排铁等方面具有生理性优势,
增加了研究 IOL 终末期疾病表现的难度。 此外,
继发性 IOL 模型还受铁剂种类、剂型、性激素、炎
症、给药途径、剂量等因素的影响。 口服铁剂是

常用的慢性依赖性 IOL 模型,但铁化合物的理化

特性和吸收机制以及体内环境导致铁吸收存在

差异[59] 。 因此,构建模型时必须综合考虑这些因

素,以更准确地模拟患者体内生理状态,推断结

果并解释人类疾病的病理生理学及其临床意义。
需建立统一规范的综合评价体系,以确保模型的

特异性和可重复性。
小鼠作为 IOL 模型虽然应用广泛,但并不能

完全模拟人类的 IOL 状况。 因此,研究者开始转

向家兔、斑马鱼、恒河猴和猪等中型至大型实验

动物,更好地满足研究 IOL 多种病理特征的需求。
特别是猪,作为杂食性动物,其对血红素铁和非

血红素铁的吸收能力与人类相似,加之其生理结

构和功能与人类高度一致,使其成为研究人类

IOL 的理想模型之一。 正如前文所提及,有研究

者已经采用猪模型来研究慢性 IOL 对心肌的损

害。 尽管体外细胞实验在本文中未被详细讨论,
它们在铁代谢研究和 IOL 模型构建中扮演着不

可或缺的角色。 体外细胞实验能够揭示临床和

动物模型难以直接观察到的发病机制,为 IOL 的

干预措施提供创新思路。
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HIF-1α 与心脏能量代谢关系的研究

王　 欣#,翟紫薇#,王智洋,吴云红∗,朱　 亮∗

(大连医科大学基础医学院,辽宁
 

大连　 116000)

　 　 【摘要】 　 心脏,作为人体的“能量工厂”,担负着维持全身血液循环和氧气供应的关键任务,因此,其功

能的正常发挥依赖于大量 ATP 生成以支持其机械活动。 然而,在心肌梗死、冠状动脉硬化以及肺动脉高压等

病理状态下,由于血流供应不足,导致氧气供应的减少,进而激活了一系列代偿性保护机制。 缺氧诱导因子

1α(hypoxia-inducible
 

factor-1α,HIF-1α)作为一种在缺氧环境下稳定表达的核转录因子,已被证实能够通过促

进血管生成、调节血管舒张来调控氧气的输送,并通过调节糖代谢和脂代谢的平衡来优化氧气的利用,参与多

种心脏疾病的调节。 HIF-1α 在心脏能量代谢和氧化应激的调控中,发挥了至关重要的作用。 本文系统地总

结了 HIF-1α 在心脏能量代谢重编程中的多种作用机制,结合最新的研究成果,深入探讨了其在心血管疾病中

的潜在临床应用价值,并提出了未来的研究方向和可能的治疗策略。 通过全面总结 HIF-1α 在缺血性心脏病

中的作用机制,本文旨在为心血管疾病的防治提供新的思路和治疗靶点。
【关键词】 　 HIF-1α;缺氧;脂代谢;糖酵解;氧化应激
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　 　 【Abstract】　
 

The
 

heart
 

serves
 

as
 

the
 

“ energy
 

factory”
 

of
 

the
 

human
 

body
 

and
 

is
 

responsible
 

for
 

maintaining
 

blood
 

circulation
 

and
 

oxygen
 

supplies.
 

Its
 

normal
 

functioning
 

thus
 

relies
 

on
 

the
 

generation
 

of
 

substantial
 

amounts
 

of
 

ATP
 

to
 

support
 

its
 

mechanical
 

activities.
 

Under
 

pathological
 

conditions
 

such
 

as
 

myocardial
 

infarction,
 

coronary
 

artery
 

sclerosis,
 

and
 

pulmonary
 

hypertension,
 

however,
 

an
 

insufficient
 

blood
 

supply
 

leads
 

to
 

a
 

reduced
 

oxygen
 

supply,
 

subsequently
 

activating
 

a
 

series
 

of
 

compensatory
 

protective
 

mechanisms.
 

Hypoxia-inducible
 

factor-1α
 

(HIF-1α),
 

as
 

a
 

nuclear
 

transcription
 

factor
 

stably
 

expressed
 

under
 

hypoxic
 

conditions,
 

has
 

been
 

shown
 

to
 

regulate
 

oxygen
 

transport
 

by
 



promoting
 

angiogenesis
 

and
 

vasodilation,
 

and
 

to
 

optimize
 

oxygen
 

utilization
 

by
 

regulating
 

the
 

balance
 

of
 

glucose
 

and
 

lipid
 

metabolisms,
 

thus
 

participating
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

various
 

cardiac
 

diseases.
 

HIF-1α
 

plays
 

a
 

crucial
 

role
 

in
 

regulating
 

cardiac
 

energy
 

metabolism
 

and
 

oxidative
 

stress.
 

This
 

review
 

systematically
 

summarizes
 

recent
 

research
 

regarding
 

the
 

various
 

mechanisms
 

of
 

action
 

of
 

HIF-1α
 

in
 

reprogramming
 

cardiac
 

energy
 

metabolism,
 

explores
 

its
 

potential
 

clinical
 

applications
 

in
 

cardiovascular
 

diseases,
 

and
 

proposes
 

future
 

research
 

directions
 

and
 

possible
 

treatment
 

strategies.
 

By
 

comprehensively
 

summarizing
 

the
 

mechanism
 

of
 

HIF-1α
 

in
 

ischemic
 

heart
 

disease,
 

this
 

article
 

aims
 

to
 

provide
 

new
 

ideas
 

and
 

therapeutic
 

targets
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

cardiovascular
 

diseases.
【Keywords】　 HIF-1α;

 

hypoxia;
 

lipid
 

metabolism;
 

glycolysis;
 

oxidative
 

stress
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　 　 心脏作为生物体的核心动力器官,对能量的

需求极为巨大,主要通过氧化磷酸化过程来产生

大量的 ATP,以支持其持续的机械收缩和舒张活

动,确保全身血液循环和氧气供应[1] 。 在全球范

围内,心血管疾病已经成为威胁人类健康的重要

病因之一[2] 。 众多心脏疾病,包括心肌梗死和动

脉粥样硬化等,其发展与恶化通常与心肌的缺血

缺氧状态密切相关。 在心肌缺氧的情况下,能量

代谢的重编程成为心脏维持功能和生存的关键

机制。
缺氧诱导因子 1α ( hypoxia-inducible

 

factor
 

1
 

alpha,
 

HIF-1α)是一种在缺氧条件下稳定表达的

核转录因子,在心脏能量代谢和氧化应激调控中

起着至关重要的作用[3] 。 HIF-1α 能够通过调控

糖类和脂肪代谢的平衡[4] ,促进血管生成[5] 和血

管舒张[6] ,改善心脏功能。 本文旨在系统综述

HIF-1α 在心脏能量代谢重编程中的分子机制及

其在心血管疾病中的作用,并探讨 HIF-1α 作为潜

在治疗靶点的应用前景。 通过总结现有研究的

进展与挑战,本文还将展望未来的研究方向,以
期为心血管疾病的防治提供新的策略和研究

思路。

1　 HIF-1α的结构特点与生物学功能

　 　 HIF 是由对氧敏感的 α 亚基( HIFα)和组成

性表达的 β 亚基( HIFβ)组成的异二聚体。 HIF-
1α 的水平严格地受到 O2 水平的调节,在常氧条

件下, 其高度保守的脯氨酸残基 ( Pro405 和

Pro531) 被 脯 氨 酸 羟 化 酶 结 构 域 ( prolyl
 

hydroxylase
 

domain,PHD) 蛋白羟基化后,与肿瘤

抑制蛋白(von
 

hippel-lindau,VHL)结合发生泛素

化,形成 E3 泛素连接酶复合体后标记为蛋白酶

体降解[7] 。 脯氨酸羟化酶是氧依赖型的,在缺氧

条件下被抑制,不能与 VHL 结合靶向 α 亚基的降

解,HIF-1α 进入细胞核与 HIF-1β 结合形成二聚

体并 稳 定, 招 募 转 录 共 激 活 因 子 p300 / CBP
(CREB 结合蛋白)应答元件结合蛋白结合,激活

基因转录。
HIF-1α 在机体多种细胞中表达,在缺氧反应

中调节数百个靶基因[8] 。 HIF-1α 能够通过上调

促红细胞生成素(erythropoietin,EPO)增加红细胞

生成、调控血管内皮生长因子(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor, VEGF )、 血 小 板 源 性 生 长 因 子

(platelet-derived
 

growth
 

factor,PDGF)、血管生成

素 1 ( angiopoietin1, ANGPT1 )、 血 管 生 成 素 2
(angiopoietin

 

2,ANGPT2)等[4]促进血管生成从而

恢复氧稳态。 同时参与代谢重编程,使心脏能量

代谢向糖酵解转变,以优化损伤心脏的代谢供

能,维持心脏正常工作。 HIF-1α 也可以通过促进

线粒体自噬[9] ,抵抗氧化应激[10] 减轻心脏损伤。
HIF-1α 在缺氧环境中的多种功能使其在多种缺

血性心脏疾病治疗中成为不可忽视的临床靶点。

2　 健康心脏的能量代谢

　 　 心脏具有很高的 ATP 水解率,其无休止的机

械工作很大程度上依赖于 ATP 的产生。 健康心

脏中,几乎所有(95%)的 ATP 都来源于线粒体氧

化磷酸化,其余来源于糖酵解和柠檬酸循环。
70% ~ 90%的心脏 ATP 是由脂肪酸氧化产生,剩
下的来自于葡萄糖和乳糖的氧化,以及少量的酮

体和氨基酸[11] 。 在健康心脏的工作状态下,葡萄

糖代谢和脂肪酸代谢相互协调,共同维持心肌细

胞的能量需求。

3　 缺血缺氧心脏的能量代谢

　 　 在心脏遭受缺血缺氧刺激,如心肌梗死或压
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力超负荷时,血流供应不足,可用氧气量受限,心
脏的能量代谢将经历重塑以维持必要的 ATP 供

应来支持机械功能。 尽管脂肪酸代谢产生的

ATP 量超过糖代谢,但在同等氧气消耗条件下,
葡萄糖的完全代谢相较于脂肪酸代谢能够多产

生 50%的能量[12] 。 因此,在几乎所有的缺血性心

脏疾病中,脂肪酸氧化的减少通常伴随着糖酵解

的增强。 在此代谢重塑过程中,HIF-1α 作为一种

快速响应损伤的因子,通过调节多种酶的活性来

调控代谢重塑的进程。
3. 1　 脂代谢

3. 1. 1　 脂质分解代谢

在慢性缺氧模型[12] 以及围产期心脏发育[13]

中,心肌 HIF-1α 积累的小鼠脂肪酸的摄取明显降

低,过氧化物酶体增殖物激活受体 ( peroxisome
 

proliferators-activated
 

receptorα, PPARα)、过氧化

物酶体增殖受体 γ 辅激活因子 α ( peroxisome
 

proliferator-activated
 

receptor-gamma
 

coactivator-
1α,PGC-1α)和 β 氧化相关酶的表达水平显著降

低,涉及中链酰基辅酶 A 脱氢酶( medium-chain
 

acyl
 

coenzyme
 

A
 

dehydrogenase,MCAD),长链酰基

辅酶 A 脱 氢 酶 ( long-chain
 

acyl
 

coenzyme
 

A
 

dehydrogenase,LCAD) 和肉碱棕榈酰转移酶 1A
( carnitine

 

palmitoyltransferase1A, CPT1A )。
PPARα 转录调控复合物由 PPARα、类视黄醇 X
受体(retinoid

 

X
 

receptor,RXR)和 PGC-1α 组成,
与 PPAR 反应元件结合能够调控包括脂肪酸转运

蛋白( fatty
 

acid
 

transporter, FAT)、 CPT1、 MCAD、
LCAD 的心脏脂肪酸摄入和代谢相关基因[14] 。
在大鼠心肌细胞中, HIF-1α 通过降低 PPARα /
RXR 的 DNA 结合活性参与了缺氧诱导的心肌细

胞脂肪酸代谢抑制[15] 。 基于此,可以推测 HIF-
1α 协同 PPARα / PGC-1α 参与到缺血性心脏病的

脂质代谢重塑进程。
3. 1. 2　 脂质合成代谢

在缺氧心脏中,甘油三酯( triglyceride,TAG)
异常积累[16] 。 脂肪酸代谢转向糖酵解可以在一

定程度解释损伤心脏的脂质积累,但 HIF-1α 对脂

质代谢相关酶的直接作用不可忽视。 HIF-1α 的

敲低 抑 制 白 细 胞 分 化 抗 原 36
 

( cluster
 

of
 

differentiation
 

36,
 

CD36)的表达,减少脂肪酸的转

运[17] 。 同时 PERMAN 等[18]研究表明,HL-1 细胞

(小鼠心肌细胞)中脂质积累的增加是由于 HIF-
1α 介导极低密度脂蛋白受体 ( very

 

low
 

density
 

lipoprotein
 

receptor,VLDLR)表达,VLDLR 通过内

吞作用介导富含 TAG 的脂蛋白的摄取。 在肥厚

动物模型[19]和血管紧张素Ⅱ( AngiotensinⅡ,Ang
Ⅱ)处理细胞[20] 的研究中,HIF-1α 的激活能够刺

激 3 - 磷酸甘油脱氢酶 1 ( glycerol-3-phosphate
 

dehydrogenase
 

1,GPD1)和甘油-3-磷酸酰基转移

酶( glycerol-3-phosphate
 

acyltransferase, GPAT) 增

强甘油脂生物合成通路。 HIF-1α 与 VLDLR[21] 和

GPD1[22]的直接调节作用已在其他组织中被证

明,其在心脏中直接作用还需进一步探究。 同

时,在糖代谢障碍的糖尿病[23] 以及慢性心房颤动

犬模型[24] 中,HIF-1α 表达升高伴随心脏脂肪酸

氧化率和脂质代谢蛋白表达降低,以及脂质合成

的增加。
在缺氧心脏环境中,HIF-1α 的稳定表达在脂

肪酸代谢的氧化和酯化过程中扮演着关键角色。
具体而言,该稳定表达有效地抑制了脂肪酸的氧

化过程,并促进了脂质合成的进行。 然而,针对

特定疾病的特定情况,必须进行更为细致和深入

地分析。 总体而言,在以糖酵解为主导的能量代

谢模式下,缺血性心脏病中基因表达的这些变化

将进一步加强脂质合成代谢的趋势,而非促进脂

质分解代谢的过程。
3. 2　 糖代谢

3. 2. 1　 心肌细胞

心脏在缺血缺氧的环境中,糖酵解成为获取

ATP 的主要途径。 缺血条件下,糖酵解速率随之

增加[25] 。 葡萄糖转运蛋白 1 ( facilitative
 

glucose
 

transporter, GLUT1 )、 丙 酮 酸 脱 氢 酶 激 酶 1
(pyruvate

 

dehydrogenase
 

kinase
 

1,PDK1)、己糖激

酶 2 ( hexokinase
 

2, HK-2 ), 磷 酸 果 糖 激 酶

(phosphofructokinase,PFK)、甘油醛-3-磷酸脱氢

酶 ( glyceraldehyde-3-phosphate
 

dehydrogenase,
GADPH)和乳酸脱氢酶 A( lactate

 

dehydrogenase,
LDHA)已被证明是 HIF-1α 的靶基因[8] ,在多种

心脏疾病中,随着 HIF-1α 的表达水平改变。
在慢性缺氧模型中,HIF-1α 稳定表达,明显

增加小鼠心肌葡萄糖摄取,GLUT1 和糖酵解酶表

达水平始终显著升高,涉及 HK2、PFK1、丙酮酸激

酶 M2(pyruvate
 

kinase
 

M2,PKM2)和 LDHA[12,26] 。
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此外,HIF-1α 敲除小鼠的 PDK4 表达和丙酮酸脱

氢酶(pyruvate
 

dehydrogenase,PDH)磷酸化显著更

高,PDH 活性显著降低[12] 。 在一项主动脉瓣狭

窄模型的研究中,随着 HIF-1α 表达水平逐渐升

高,GLUT1 和 GLUT4, HK-2、 PFKF2、 LDH 和 PK
以及乳酸浓度的表达也升高,糖原含量和 PDH 的

表达降低[27] ,此外,在缺血再灌注[28] 、心脏肥大

模型[29-30]以及低氧环境中发育的胚胎心跳启动

过程中,都表现出伴随着 HIF-1α 的升高,相关糖

酵解酶的表达增加[31] 。
3. 2. 2　 非心肌细胞

上述讨论的为整体心脏或心肌细胞的 HIF-
1α,但是心房和心室区域中心肌细胞占比为

30. 0%、49. 2%[32] ,此外还有大量的内皮细胞、成
纤维细胞、巨噬细胞等。 在缺血性心脏疾病中,
这些细胞中的 HIF-1α 表达量也会增加。

紊乱诱导内皮的代谢重编程过程由 HIF-1α
介导,增加了糖酵解酶和 PDK1 的表达,从而降低

了线粒体的呼吸能力[33] 。 但是在成纤维细胞中,
HIF-1α 促进糖酵解通量的增加会加速成纤维细

胞的活化[34-35] 。 在肌成纤维细胞分化过程中,
PFKFB3 的沉默降低了 HIF-1α 的表达[36] ,这提示

了 HIF-1α 与 PFKFB3 的复杂调节关系。 但无论

如何,成纤维细胞中 HIF-1α 激活的途径促进代谢

向异常有氧糖酵解转变[37-38] ,促进肌成纤维细胞

的活化,加重纤维化进程。
此外,在平滑肌细胞( vascular

 

smooth
 

muscle
 

cell, VSMC ) 中, HIF-1α 的 稳 定 促 进 LDHA、
PFKFB3 和 HK2 的活性[39] 。 同时,有研究显示

HIF-1α 通过 PDK1 诱导的糖酵解增加,积极抑制

线粒 体 氧 化 磷 酸 化, 参 与 巨 噬 细 胞 迁 移 和

分化[40-41] 。
在缺氧心脏的葡萄糖代谢过程中,HIF-1α 上

调葡萄糖转运蛋白和糖酵解相关酶(如葡萄糖激

酶、PFK 和 LDH),从而增强葡萄糖的摄取与糖酵

解速率,促进丙酮酸和乳酸的生成,增加无氧酵

解对能量供应的贡献。 与此同时,HIF-1α 下调

PDH 的活性,减少丙酮酸向线粒体氧化的流入,
以降低氧消耗。 总之,在多种缺血性心脏病的多

个细胞类型中,伴随着 HIF-1α 的上调,通常存在

葡萄糖摄取和糖酵解活性的增强。

3. 3　 氧化应激活性氧( reactive
 

oxygen
 

species,
ROS)
　 　 线粒体是氧化应激的主要来源,ROS 是在氧

化磷酸化过程中由于抗氧化酶和缓冲系统的降

解不平衡产生的[10] 。 HIF-1α 直接靶向线粒体来

防止氧化应激[42] 。 在心梗引起的 ROS 迅速积累

的过程中,激活的 HIF-1α 可以通过抑制 ROS 的

生成减轻缺血后成纤维细胞激活和增殖[43] 。 同

时,HIF-1α 在转录水平调节丝氨酸棕榈酰基转移

酶长链碱基亚基 3(serine
 

palmitoyl
 

transferase
 

long
 

chain
 

base
 

subunit
 

1,SPTLC3),SPTLC3 的耗尽改

变了复合物Ⅰ的组成并降低了其功能,通过氧化

磷酸化减少了 ROS 的产生[25] 。 HIF-1α 还能够通

过 PGC-1α 信 号 通 路 上 调 解 偶 联 蛋 白 3
(uncoupling

 

protein
 

3,UCP3) [44] 或增加还原谷胱

甘肽的产生[31]来启动氧化保护。
但是也有研究报道了 HIF-1α 的激活在氧化

应激的负向作用。 HIF-1α 诱导的 miR-210 减少

线粒体呼吸并增加炎症性巨噬细胞中 ROS 的产

生,有利于动脉粥样硬化中的坏死核心形成[45] 。
此外也有研究显示,ROS 的产生促进了 HIF-1α
的表达,表明其双向的作用[46-47] 。 总之,HIF-1α
在对氧化应激的调控根据具体病理进程有不同

作用机制,提示 HIF-1α 能够在多种疾病中发挥不

同的作用,在临床应用中,应结合具体情况判断

HIF-1α 相关药品使用。

4　 小结与展望

　 　 本文综述了 HIF-1α 在心脏能量代谢中的核

心作用,并探讨了其在缺血性心脏病中的潜在临

床应用价值。 通过系统性总结 HIF-1α 在糖代谢、
脂代谢以及氧化应激中的调控机制,本文阐明了

HIF-1α 在心脏病理生理过程中的多重作用。 首

先,HIF-1α 在糖代谢中通过调控一系列糖酵解相

关基因[12,27] (如 GLUT1、HK2、PFK1、LDHA),促
进心肌在缺氧条件下的糖酵解代谢,提高心肌对

缺氧环境的适应能力。 其次,HIF-1α 在脂代谢中

通过下调脂肪酸氧化相关基因[12] (如 PPARα、
LCAD、MCAD、CPT1),减少脂肪酸氧化代谢,增
强脂质合成通路蛋白活性[18-20] ( GPD1,VLDLR,
GAPT),优化心肌能量代谢途径,以适应低氧环

境。 此外,在不同病理进程中,HIF-1α 通过调控
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线粒体功能,适度增加 / 减少 ROS 的产生[43,45] ,保
护心肌细胞免受氧化应激的损伤,增强心肌细胞

的抗氧化能力,改善心肌在缺氧条件下的生存

环境。
未来的研究应进一步探索 HIF-1α 在不同类

型心脏疾病中的具体作用机制,特别是在急性心

肌梗死和慢性心力衰竭中的不同调控途径。 同

时,还应探讨 HIF-1α 与其他代谢调控因子(如

AMPK、mTOR)的相互作用,揭示其在心脏代谢网

络中的关键节点作用。 临床转化研究方面,应开

展 HIF-1α 相关药物的临床试验,评估其在心血管

疾病治疗中的安全性和有效性,并利用基因编辑

技术,开发基于 HIF-1α 调控的基因治疗方案,验
证其在动物模型中的疗效和可行性。 此外,通过

系统生物学和多组学技术,整合基因、蛋白质和

代谢物数据,构建 HIF-1α 调控网络模型,为心血

管疾病的精准治疗提供理论基础。 应用单细胞

测序技术,研究 HIF-1α 在心肌细胞和其他心脏细

胞类型中的表达特征和功能差异,有望揭示其在

心脏代谢调控中的复杂网络。
综上所述,HIF-1α 在缺血性心脏病中的调控

作用和临床应用潜力,为心血管疾病的治疗提供

了新的思路和方向。 通过深入研究其在能量代

谢中的具体机制,开发针对性的治疗手段,有望

显著改善心脏疾病患者的预后。 未来的研究应

继续致力于揭示 HIF-1α 在心脏代谢调控中的复

杂网络,并推动其在临床治疗中的转化应用。
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基于肺动脉高压的肺血管丛状病变的鼠类模型的
研究进展
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(1.河南中医药大学中医药科学院,郑州　 450046;2.河南中医药大学呼吸疾病中医药防治省部共建协同

创新中心,郑州　 450046)

　 　 【摘要】 　 目前,进行性肺血管病变的干预成为临床肺动脉高压防治的瓶颈和焦点。 肺小动脉的丛状病

变是不可逆性肺血管异常重构的典型病理表现,也是Ⅳ期肺血管重构的判断标准。 当前,对该病变的病理生

理学等机制研究尚不完善,临床无有效的干预措施。 因此建立相应的动物模型具有重要的意义。 本文介绍了

丛状病变体视学研究的新进展,重点阐释了“二次打击”等复合刺激诱导和基因工程技术产生的自发性或结

合其它刺激产生的大鼠或小鼠丛状病变模型,对这些模型的特点和用途进行了评价,以期为肺血管丛状病变

的肺动脉高压的动物实验研究和机制探讨提供参考。
【关键词】 　 小鼠;大鼠;肺血管丛状病变;复合刺激模型;基因工程技术模型
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　 　 【Abstract】 　
 

The
 

need
 

for
 

suitable
 

interventions
 

for
 

progressive
 

pulmonary
 

vascular
 

lesions
 

has
 

become
 

a
 

bottleneck
 

and
 

a
 

consequent
 

focus
 

in
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

clinical
 

pulmonary
 

hypertension.
 

Plexiform
 

lesions
 

in
 

pulmonary
 

arterioles
 

are
 

the
 

typical
 

pathological
 

manifestation
 

of
 

irreversible
 

abnormal
 

pulmonary
 

vascular
 

remodeling
 

and
 

the
 

criterion
 

for
 

stage
 

Ⅳ
 

pulmonary
 

vascular
 

remodeling.
 

There
 

is
 

currently
 

no
 

effective
 

clinical
 

intervention
 

for
 

such
 

pathophysiological
 

lesions,
 

highlighting
 

the
 

need
 

for
 

corresponding
 

animal
 

models.
 

This
 

review
 



considers
 

new
 

progress
 

in
 

the
 

stereology
 

of
 

plexiform
 

lesions
 

and
 

highlights
 

plexiform-lesion
 

models
 

in
 

mice
 

and
 

rats
 

induced
 

by
 

multifactor
 

stimulation,
 

such
 

as
 

two-hit
 

models
 

and
 

genetic
 

engineering.
 

It
 

also
 

evaluates
 

the
 

characteristics
 

and
 

applications
 

of
 

these
 

models
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

animal
 

experimental
 

studies
 

and
 

to
 

clarify
 

the
 

mechanism
 

of
 

pulmonary
 

hypertension
 

with
 

pulmonary
 

vascular
 

plexiform
 

lesions.
【Keywords】 　 mouse;

 

rat;
 

pulmonary
 

vascular
 

plexiform
 

disease;
 

multifactor
 

stimulation
 

model;
 

genetic
 

engineering
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　 　 肺动脉高压( pulmonary
 

hypertension,
 

PH)是

一种以肺动脉压力异常升高为特征的病理生理

状态。 严重阶段的 PH 不可逆转,持续恶化。 患

者预后不良的原因之一在于对 PH 的肺血管异常

重构病理生理的认识局限,难以产生针对性的有

效治疗方法[1-3] 。 鼠类动物模型是 PH 研究的重

要工具,目前普遍使用的模型包括缺氧性肺动脉

高压模型、野百合碱( monocrotaline,
 

MCT) 模型、
烟草烟雾暴露模型等。 这些经典的模型能够复

制出肺动脉非特异性的内膜和外膜增厚、肺动脉

高压乃至右心室肥厚,但肺动脉重构的病理损伤

仅仅达到Ⅰ ~ Ⅱ级的病变,未能形成不可逆性的

丛状病变等严重肺血管病变。 从这些模型上得

到的某些有效的候选药物,应用于严重阶段的临

床患者,效果不佳,甚至加重了丛状病变等肺血

管损伤[4] 。 因此,建立稳定、可靠的肺血管丛状

病变的鼠类模型,是亟需解决的重要课题。 随着

技术的进步和研究的深入,相关鼠类模型的研究

取得了突破。 如采用多因素攻击或基因工程技

术介入产生新的模型,能够复制出不同表型的鼠

类肺血管丛状病变,推动了学术界对 PH 疾病复

杂表型的精确机制的认识,为个性化的临床治疗

方案指明了方向。 本文就这方面鼠类模型的研

究进展进行归纳和总结,以期为 PH 肺血管丛状

病变的基础研究和药物开发提供参考。

1　 肺血管丛状病变

　 　 肺血管丛状病变是肺动脉高压患者发展到

严重阶段的血管形态学标志,是一种起源于肺动

脉的肾小球样复杂的血管结构[5] 。 肺血管丛状

病变在各种肺动脉高压患者中存在较高的发生

率,早期认为丛状病变主要发生在动脉分叉处或

闭塞肺动脉的远端,有两种形成模式:茎样血管

腔内生长( stalk-like) 及动脉瘤样血管腔外生长

(aneurysm-like) [6] 。 在管腔内生长的丛状病变大

多位于肺动脉分叉点的远端,从血管壁向管腔内

生长。 血管外生长的丛状病变多从血管细孔中

长出,也有可能是坏死血管残留的结果[6] 。 丛状

病变呈血管球状结构,病灶内细胞核深染卵圆

形,相邻细胞之间存在“缝隙样” 通道( slit-like
 

channel)。 丛状病变管腔内壁由肌成纤维细胞、
平滑肌细胞和结缔组织样基质构成,亦可发现纤

维素性血栓及血小板[6] 。 上述认识来自于对病

变的二维形态和结构的观察,存在立体形态及其

与周边组织特别是周围血管之间连接等解剖结

构阐释不清楚的问题[7] 。 因此,迫切需要对 PH
患者的肺血管丛状病变进行更深入和广泛的体

视学研究。
随着新的技术如基于同步加速器的相差显

微 CT 等三维显微技术等的应用,人们对丛状病

变的三维解剖 结 构 有 了 更 深 入 的 认 识[5,8] 。
WESTÖÖ 等[9]将患者丛状病变分成了 4 个类别,
1 类,位于肺动脉的单轴分支内或源于单轴分支,
与母体肺动脉的血管滋养血管之间存在连接;2
类,发源于肺动脉,病变与肺动脉之间成 90°,向
末端细支气管或更大的气道延伸,与支气管周围

的血管连接;3 类,出现在肺泡管旁边的远端肺动

脉 / 肺小动脉的突出的末端;4 类,至少存在两个

管腔闭塞的肺动脉横切面上表现为丛状,病变很

少侵犯到血管弹性层,管腔口径很小,路径曲折。
这些发现表明,丛状病变不仅连接肺内的支气管

-肺吻合,而且可能连接体循环(支气管循环),另
外存在丛状病变到静脉之间的侧支血管或丛状

病变之间的血管连接。 这些发现提示对外周血

管闭塞的病理过程的干预,可能是治愈性药物开

发的靶点;对 1 类和 2 类病变进行外科分流或改

变侧支血管,则是右心衰竭治疗的可能选择[9] 。
近期在二次打击的 Sugen5416 / 缺氧大鼠中,也观
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察到类似于人类 PH 患者肺血管的 4 个类别的丛

状病变[10] ,其中 1 类、2 类和 3 类相当于二维的动

脉瘤样丛状病变,4 类相当于茎样血管腔内生长

的丛状病变。

2　 经典鼠类模型未出现肺血管丛状

病变

　 　 肺动脉高压有 5 个组别[1] ,即 1 组:动脉性

PH( pulmonary
 

arterial
 

hypertension, PAH);2 组:
左心疾病所致 PH;3 组:肺部疾病和(或)低氧所

致 PH; 4 组: 慢 性 血 栓 栓 塞 性 PH ( chronic
 

thromboembolic
 

pulmonary
 

hypertension,CTEPH)和
(或)其它肺动脉阻塞性病变所致 PH;5 组:未明

和(或)多因素所致 PH。 人们根据这些组别的发

病机制和病因,复制出相应的大鼠或小鼠 PH 模

型。 一些文献将 PH 大鼠的肺血管病变分成了 4
个等级,其中的Ⅰ级和Ⅱ级为轻度到中度的病

变,包括肺小动脉肌化、肺血管周围炎症、肺小动

脉壁增厚和血管内皮功能障碍等表现,但撤除刺

激因素后,这些病变能够恢复;Ⅲ级为新生内膜

形成引起的管腔狭窄,Ⅳ级为丛状病变,Ⅲ级和

Ⅳ级为不可逆的病变[11-12] 。
早期的模型主要采用单因素攻击动物,其肺

动脉重构的共性表现为轻度到中度的肺血管病

变,未形成以丛状病变为代表性的不可逆的严重

病变。 这些模型各具特点和应用范围,适用于不

同类别的 PH 研究,包括模拟 1 组的 MCT 大鼠模

型[13-14] 、血吸虫性小鼠模型[13,15-16] 、肺静脉闭塞

性大鼠模型[13,17] ,模拟 2 组的左肺切除大鼠模

型[18-19] 、腹主动脉-腔静脉分流的大鼠 / 小鼠模

型[18,20-21] , 模 拟 3 组 的 低 氧 大 鼠 / 小 鼠 模

型[13-14,22-24] 、烟草暴露大鼠 / 小鼠模型[13-14,25-27] ,
模拟 4 组的血栓栓塞大鼠 / 小鼠模型[28-29] ,模拟 5
组的人类镰状蛋白表达的自发 PH 小鼠模型[30]

和溶血性大鼠模型[31] 。 需要指出的是,新生内膜

形成的血管或丛状病变的血管应该在检测的血

管中满足一定的发生率,才能达到相应的病变级

别。 尽管经皮注射曼氏血吸虫的尾蚴的小鼠肺

血管中发现了丛状病变, 但这些血管是偶发

的[15] ,因此不能判断这些小鼠的肺血管重构达到

了Ⅳ级。

3　 丛状病变模型制作的方法

　 　 临床 PH 患者的肺血管重构是一个进行性的

过程,分为两个阶段:第一阶段,肺动脉非特异性

中膜和外膜增厚、肺小动脉肌化以及肺血管周围

出现炎症细胞浸润;第二阶段为不可逆的重构过

程,以肺小动脉丛状病变和血管闭塞性病变为特

征。 单纯的致病因素如缺氧、野百合碱注射、烟
雾刺激或肺切除术等,不能诱导鼠类产生第二阶

段的肺血管重构。 原因在于这些因素单独应用

的损伤能力不足,未能启动第二阶段病变的机

制。 如果将不同机制的因素序贯攻击动物,达到

或超过启动第二阶段病变所需的阈值,就可能复

制出丛状病变等严重损伤。 按照这个原理,MCT /
缺氧大鼠模型复合模式均成功地复制出了丛状

病变。
研究发现,不同物种之间甚至同一物种的不

同品系之间的肺血管对缺氧刺激的反应差异很

大。 同样的低压缺氧下,与 Sprague-Dawley
 

( SD)
大鼠比较,Fischer( F)大鼠的肺动脉高压和右心

室肥大明显减轻[32] ;同样生活在高海拔地区,青
藏高原的藏族人与生活在安第斯山脉和埃塞俄

比亚高原的人比较,藏族人对缺氧引起的肺动脉

高压具有更高的抵抗性。 这些现象提示出某些

基因可能决定了不同物种、不同品系或不同的人

类种族对缺氧诱导的肺血管重构的易感 / 抵抗的

差异[33] 。 的确,已经发现了西藏人群中的脯氨酸

羟化酶结构域蛋白 2 ( prolyl
 

hydroxylase
 

domain
 

protein
 

2, PHD2 ) / 缺氧诱导因子 2α ( hypoxia-
inducible

 

factor
 

2α,HIF-2α)信号轴的特异性遗传

调节模式[34] 。 随着这些易感 / 抵抗基因的不断发

现,利用基因工程技术改变这些基因在大鼠或小

鼠的表达,或者结合低氧等造模方式,出现了日

益增多的丛状病变模型。

4　 复合刺激诱导的肺血管丛状病变

模型及其它模型

4. 1　 肺切除术+MCT 大鼠模型

　 　 切除大鼠左肺,一段时间后,皮下注射 MCT。
MCT 注射后,大鼠逐渐出现肺动脉压增加、肺动

脉中膜平滑肌增生肥大、新生内膜、丛状样病变

和血管阻塞;在检测的血管中,高比例的血管出

731中国比较医学杂志 2025 年 4 月第 35 卷第 4 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

April
 

2025,Vol.
 

35,No.
 

4



现丛状病变[35-36] , 这些丛状病变的内皮细胞

(endothelial
 

cell,EC) 标志物如 VWF 和 VEGR-2
表达显著增加[35] ,与人类 PAH 患者相似。 另外,
模型大鼠在 MCT 注射的 3 周内,血管损伤具有高

度的肺血管选择性,肾、肝和脾的血管没有损

伤[37] 。 尽管一些报告采用该模型来评估治疗措

施对 PH 的干预效果[38-40] ,但未发现这些措施对

丛状病变影响的报导。
分流手术 + MCT 大鼠模型( 颈部皮下注射

MCT,然后进行腹主动脉-腔静脉分流手术),也
可能通过改进,成为具有丛状病变的模型。 目前

发现该模型大鼠肺血管病变进行性发展,从单纯

的中膜肥大、新生内膜形成与增生、明显的新生

内膜增生性血管闭塞,最终在术后 28 ~ 35
 

d,出现

右心衰竭(伴有呼吸困难、严重嗜睡和体质量减

轻等症状),此期间动物多数自发死亡[41] 。 该模

型形成的新生内膜损伤血管百分率高、内膜壁厚

度显著增加和严重的右心衰竭,上述病变稳定而

且形成时间较短。 因此,该模型得到了一定的应

用[42-43] 。 通过延长大鼠的存活时间等步骤,可能

复制出丛状病变。
4. 2　 缺氧+MCT 大鼠模型

　 　 腹腔注射大鼠 MCT,然后暴露于低压低氧的

环境中(相当于 50%海平面气压),4 周后大鼠形

成 PH,肺血管出现血管周围炎症及新生内膜、血
管堵塞和血栓等严重病变, 偶然发现丛状病

变[44-45] 。 尽管该模型制作方法简单,但丛状病变

发生率较低和不稳定。 一项研究报告了该类模

型未发现丛状病变[46] ,支持该模型丛状病变出现

的不稳定。
4. 3　 基于 Sugen5416 的复合模型

　 　 3-[( 2, 4-dimethylpyrrol-5-yl ) methylidenyl ]-
indolin-2-one

 

(Sugen5416) 是一种 3 -吲哚- 2 -酮

化合物,抑制血管内皮生长因子受体蛋白酪氨酸

激酶 1 / 2(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

receptor
 

protein
 

tyrosine
 

kinase
 

1 / 2, VEGFR1 / 2) 的活性。
单独应用 Sugen5416,大鼠即可出现轻微的肺动

脉高压和肺血管异常重构。 如果复合低氧等条

件,能够形成丛状病变等更为严重的血管病变。
4. 3. 1　 Sugen5416+缺氧+常氧大鼠模型

单次皮下注射大鼠 Sugen5416 后,暴露于低

氧环境,后暴露于常氧,肺动脉血管病变程度随

着时间的延长而进行性恶化,最终形成稳定的丛

状病变。 关于其机制,有学者认为,Sugen5416 抑

制 VEGFR1 / 2 信号,诱导了内皮细胞的凋亡,出
现一个机会窗口,发生了某种内皮细胞的选择过

程;低氧的二次打击再次促进了这种内皮细胞的

选择过程[4] 。 “双次” 打击后的内皮细胞不再需

要 VEGFR1 / 2 生存,形成了对凋亡具有抵抗性的

内皮细胞。 这种正常生理条件下罕有表达的细

胞,获得了过度增殖的潜能。 常氧环境下,这些

内皮细胞大量增殖,导致大鼠肺动脉病变进行性

发展,最终形成丛状病变。
该模型的一个优势是可以根据研究的需要,

选择不同的时间节点,建立与研究目的相适应的

模型。 如缺氧阶段,肺动脉的损伤表现为Ⅰ级 ~
Ⅱ级[11] ,可用于 PAH 预防性药物的药效学评估;
缺氧结束-常氧初期(常氧气条件下 5 周左右),
是血管新生内膜形成和发展、肺小动脉闭塞和丛

状病变初始形成时期[11,47] ,表现为Ⅲ级病变,可
用于新生内膜干预的药效学评估;常氧末期(常

氧条件下第 11 周或 12 周),则形成了血管内的

stalk-like 病变和管腔外的 aneurysm-like 病变[11] ,
丛状病变血管具有较高的比率[31] ,可用于丛状病

变的预防和治疗的药物评估。
Sugen5416 的注射次数以及注射剂量( 20 ~

200
 

mg / kg)对肺动脉压和肺血管重构没有明显

的影响[48] ,另外,肺动脉高压与肺血管病变的严

重程度之间不一致:常氧后,右心室收缩压持续

降低,而肺血管病变则持续加重[49] 。 该模型的另

一个特征是病变局限,仅表现在肺血管和右心

室,无肺实质损伤[11] ,其它脏器血管也无明显病

变[48] 。 因此, 该模型是一个较好的 1 组 PAH
模型。

Sugen5416 皮下注射复合缺氧的小鼠的肺动

脉出现Ⅰ级病变,未见丛状病变;常氧后,肺血管

损伤逐渐恢复正常[50] ,与大鼠显著不同。 这种模

型适 用 于 轻 度 肺 动 脉 高 压 和 右 心 肥 厚 的

研究[51-52] 。
4. 3. 2　 Sugen5416+溶血+常氧大鼠模型

Sugen5416 皮下注射复合重复的红细胞裂解

的自身血液攻击,产生严重的不可逆的肺血管重

构,表现为至少 6%的丛状病变和至少 40%的血

管闭塞;该模型大鼠还出现了高血压、严重的肺
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损伤(如水肿、出血、充血、肺泡壁增厚和炎症浸

润等)和脾肿大的表现[31] 。 该模型作为一种不可

逆的肺血管重构的溶血性 PH 模型,在 5 组 PH 的

研究中具有较高的应用价值,但其制作方式复

杂、需要高的手术技巧和昂贵的仪器。 本文比较

了上述复合刺激模型丛状病变的表现,见表 1。

表 1　 复合刺激诱导的具有肺血管丛状病变 PH 模型的比较
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

the
 

PH
 

models
 

induced
 

by
 

compound
 

stimulation
 

with
 

pulmonary
 

vascular
 

plexiform
 

lesions

模型名称
Models
name

动物
Animals

方法
Methods

丛状病变的形成条件
Conditions

 

for
 

the
 

formation
 

of
 

plexiform
 

lesions

丛状病变的
表现

Manifestations
 

of
 

plexiform
 

lesions

其它病变或
机能变化

Other
 

lesions
 

or
 

functional
 

changes

模型的局限性
Limitations

 

of
 

the
 

model

肺切除术+
MCT[35-40]

Pneumonectomy
+MCT

大鼠
Rat

左肺切除,1 周后单次
皮下 注 射 MCT ( 60

 

mg / kg),注射后 14 ~
21

 

d,形成丛状病变
Left

 

lung
 

was
 

excised,
 

followed
 

by
 

with
 

a
 

single
 

subcutaneous
 

injection
 

of
 

MCT
 

( 60
 

mg / kg)
 

1
 

week
 

later.
 

Plexiform
 

lesions
 

were
 

appeared
 

in
 

14 ~
 

21
 

d
 

after
 

injection

切除左肺,增加肺动脉血流
量,血流的剪切应力损伤内
皮;给予 MCT,MCT 的代谢产
物加重肺血管内皮损伤。 两
次打击形成了丛状病变
Increased

 

shear
 

stress
 

of
 

blood
 

flow
 

by
 

left
 

lung
 

excision
 

damages
 

the
 

endothelium,
 

then,
 

metabolites
 

of
 

MCTs
 

aggravate
 

endothelial
 

injury,
 

which
 

form
 

plexiform
 

lesions

主要形成于
血管分叉的
远端
Plexiform

 

lesions
 

occur
 

distal
 

to
 

branch
 

points

右 心 肥 大,
肺损伤
Right

 

heart
 

hypertrophy
 

and
 

lung
 

injury

动脉瘤样血管腔外生
长的丛状病变少见;
需要外科手术技巧,
动物死亡率高
Aneurysm-like

 

plexiform
 

lesions
 

are
 

few.
 

Model
 

requires
 

general
 

surgical
 

skills
 

and
 

is
 

high
 

mortality
 

rate

缺 氧 +
MCT[44,45]

Hypoxia +
MCT

大鼠
Rat

单次腹腔注射 MCT
( 60

 

mg / kg ), 低 压
(380

 

mmHg ) 暴露 4
周
A

 

single
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

MCT
 

( 60
 

mg / kg ),
 

followed
 

by
 

low
 

pressure
 

( 380
 

mmHg)
 

for
 

4
 

weeks

MCT 的代谢产物加重肺血管
内皮损伤;慢性低氧收缩肺血
管,诱导肺血管炎症,损伤肺
血管内皮。 双次打击加重肺
血管损伤
Metabolites

 

of
 

MCT
 

damage
 

pulmonary
 

vascular
 

endothelium;
 

chronic
 

hypoxia
 

contracts
 

pulmonary
 

blood
 

vessels,
 

inducing
 

pulmonary
 

vascular
 

inflammation
 

and
 

aggravating
 

vascular
 

endothelial
 

damage

丛状病变是
否存在有争
议
Presence

 

of
 

plexiform
 

lesions
 

is
 

controversial

右 心 室 肥
大, 肺 动 脉
血栓
Right

 

ventricular
 

hypertrophy,
 

and
 

pulmonary
 

artery
 

thrombosis

丛状病变偶然出现,
重现性差
Plexiform

 

lesions
 

appear
 

incidentally
 

with
 

poor
 

reproducibility

Sugen5416 +
缺 氧 + 常
氧[4,11,47-49]

Sugen5416 +
hypoxia +
normoxia

大鼠
Rat

单 次 皮 下 注 射
Sugen5416(20

 

mg / kg),
10%

 

O2 , 3 周, 常 氧

(21%
 

O2 )2~ 12 周

A
 

single
 

subcutaneous
 

injection
 

of
 

Sugen5416
 

( 20
 

mg / kg ),
 

10%
 

O2 ,
 

3
 

weeks,
 

normoxia
 

( 21%
 

O2 ),
 

2~ 12
 

weeks

Sugen5416 抑制 VEGFR1 / 2 的
活性诱导内皮细胞凋亡,低氧
的再次打击,导致残存的内皮
细胞不再需要 VEGFR1 / 2 生
存,形成抗凋亡的内皮细胞,
常氧下大量异常增殖,形成丛
状病变
Sugen5416

 

inhibition
 

for
 

VEGFR1 / 2
 

activity
 

induces
 

apoptosis
 

of
 

endothelial
 

cells
 

and
 

hypoxia
 

strikes
 

again
 

damage
 

endothelial
 

cells,
 

resulting
 

in
 

forming
 

anti-
apoptotic

 

endothelial
 

cells,
 

which
 

survival
 

is
 

no
 

longer
 

need
 

for
 

VEGFR1 / 2.
 

Under
 

normoxia,
 

they
 

proliferate
 

abnormally
 

and
 

form
 

plexiform
 

lesions

10% 的肺动
脉形成丛状
病 变, 管 腔
内生长和动
脉瘤样管腔
外的形态均
可见
10%

 

of
 

pulmonary
 

arteries
 

formed
 

plexiform
 

lesions,
 

with
 

both
 

stalk-
like

 

type
 

and
 

aneurysm-
like

 

type

右心室肥大
Right

 

ventricular
 

hypertrophy
 

肺动脉血管病变持续
加重,但右心室收缩
压却逐渐降低,与临
床患者两者同步恶化
不符;肺组织多数基
因的表达与人类患者
不同
Pulmonary

 

artery
 

vascular
 

lesions
 

continues
 

to
 

worsen,
 

but
 

the
 

right
 

ventricular
 

systolic
 

pressure
 

gradually
 

decreases,
 

inconsistent
 

with
 

the
 

synchronous
 

deterioration
 

in
 

clinical
 

patients
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

most
 

genes
 

in
 

lung
 

tissue
 

is
 

different
 

from
 

that
 

of
 

human
 

patients
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续表1

模型名称
Models
name

动物
Animals

方法
Methods

丛状病变的形成条件
Conditions

 

for
 

the
 

formation
 

of
 

plexiform
 

lesions

丛状病变的
表现

Manifestations
 

of
 

plexiform
 

lesions

其它病变或
机能变化

Other
 

lesions
 

or
 

functional
 

changes

模型的局限性
Limitations

 

of
 

the
 

model

Sugen5416 +
溶血[31]

Sugen5416 +
hematolysis

大鼠
Rat

右心房注入 1. 5
 

mL
红细胞裂解的自身血
液, 每 天 1 次, 共
10

 

d;首日皮下注射
Sugen5416

 

200
 

mg /
kg,共 26

 

d
1. 5

 

mL
 

of
 

10
 

blood
 

once
 

daily
 

for
 

10
 

days;
 

first
 

day
 

subcutaneous
 

Sugen5416
 

200
 

mg / kg
 

for
 

26
 

days

溶血导致红细胞释放腺苷脱
氨酶和嘌呤核苷磷酸化酶,降
低腺苷和鸟苷的血管保护作
用,复合 Sugen5416 诱导的血
管内皮损伤,形成丛状病变
Hemolysis

 

causes
 

the
 

release
 

of
 

adenosine
 

deaminase
 

and
 

purine
 

nucleoside
 

phosphorylase,
 

reducing
 

the
 

vascular
 

protective
 

effects
 

of
 

adenosine
 

and
 

guanosine,
 

and
 

Sugen5416
 

again
 

induces
 

vascular
 

endothelial
 

damage,
 

which
 

form
 

plexiform
 

lesion

至少 6% 的
血管出现丛
状病变
Plexiform

 

lesions
 

occurred
 

in
 

at
 

least
 

6%
 

of
 

the
 

vessels

高 血 压, 脾
肿 大, 肺 水
肿, 右 心 衰
竭
Hypertension,

 

splenomegaly
,

 

pulmonary
 

edema,
 

and
 

right
 

heart
 

failure

右心室收缩压过高,
与人类溶血性 PH 患
者的中度肺动脉高压
不符合;血液注入步
骤复杂,需要较高的
外科手术技巧和昂贵
的仪器
Right

 

ventricular
 

systolic
 

pressure
 

is
 

too
 

high
 

and
 

not
 

compatible
 

with
 

moderate
 

pulmonary
 

hypertension
 

in
 

human
 

patients
 

with
 

hemolytic
 

PH.
 

Blood
 

injection
 

procedure
 

is
 

complex,
 

requiring
 

high
 

surgical
 

skills
 

and
 

expensive
 

instrumentation

　 　 与 Sugen5416+缺氧+常氧小鼠模型相似,一
些二次或多次打击的方式未能形成丛状病变,如
红细胞裂解的自身血液+低氧大鼠模型[53] 以及烟

草烟雾暴露+克雷伯杆菌感染大鼠模型[12] 。

5　 基因工程建立的丛状病变模型

5. 1　 Egln1Tie2Cre6 小鼠
　 　 PHD2 / HIF-2α 信号轴是低氧性 PH 的重要

信号通路。 人们采用基因消融技术,消蚀小鼠内
皮细胞和造血细胞的 Egln1(编码 PHD2)基因,建
立 Egln1

 

floxed 小鼠。 然后,Egln1
 

floxed 小鼠与

Tie2 启动子 / 增强子驱动的 Cre 转基因小鼠交配,
产生出 Egln1Tie2Cre6 小鼠。 这种靶向于降低血管内

皮细胞 PHD2 表达的 Egln1- / - 小鼠显示出进展性

和严重的 PH 表型,几乎显示出人类 PAH 所有的

关键病理特征[4] ,如肺动脉血管内膜、中膜和外

膜的增厚,丛样病变以及血管融合等闭塞性肺动

脉重构;进行性的右心室功能性障碍直至右心衰

竭,大约 80%的小鼠在 6 个月鼠龄前死亡[34] 。 尽

管在人类 PHD2 / HIF-2α 信号轴与低氧性 PH(归

类于 3 组)关系更为密切,但由于该模型小鼠的

肺血管病变及疾病进程与人类 PAH 患者近似,因
此被认为是较为理想的严重 PAH 的模型。 具有

短期疗效的 3 个靶向药物西地那非(靶向一氧化

氮信号传导)、安立生坦(内皮素受体拮抗剂)和
曲前列尼尔 ( 前列环素类似物) 应用于该小

鼠[54] ,所有药物减弱 Egln1Tie2Cre6 小鼠的右心室收

缩压,与它们的血管扩张剂作用一致;部分改善
了右心室功能、右心室肥大和肺血管重塑;其中

西地那非短期提高动物的生存率,但长期应用,
则无此效果。 这些药效学结果与临床 PAH 患者
的治疗效果近似。 3. 5 月龄的小鼠即表现出了明

显的丛状病变,主要存在于较大的肺动脉(直径>
100

 

μm),小的肺动脉主要表现为血管闭塞[34] 。
鼠龄的增加可能增加丛状病变的发生率和严重
程度,但>3. 5 月龄的丛状病变的结果未见报道。
需要开展进一步的研究,阐释 Egln1Tie2Cre6 小鼠的肺

血管重构出现到小鼠死亡过程中丛状病变的产生

和发展,获取丛状病变过程的完整信息。
5. 2 　 IL-6 过 表 达 转 基 因 小 鼠 ( IL-6

 

over
 

expression
 

transgenic
 

mice,
 

IL-6
 

TG+)
　 　 炎症是 PH 的病理生理学基础,表现为外周

血管周围长期存在的炎症细胞浸润和大量炎症
介质,某些炎症介质是 PAH 病理生理所必需的因

素,其中 IL-6 长期处于高水平。
将小鼠的 CC10 启动子 ( Clara

 

cell
 

10
 

kDa
 

promoter,CC10)与人类基因组 IL-6 外显子 1 的翻
译起始位点 5’处融合,形成 CC10-IL-6 转基因,其
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中的 IL-6 包含 5 个外显子和 4 个内含子,第 5 个
外显子包含一个 3’非翻译区;将 CC10-IL-6 基因

转入( CBA ×C57BL / 6) F2 小鼠,形成过表达 IL-6
的转基因小鼠(IL-6

 

TG+) [55] 。
肺炎症反应是该小鼠的特征,炎症细胞大量

浸润于大、中气道和肺血管以及肺间质,包括

CD3+、CD4+、CD8+、MHC
 

Ⅱ类和 B220+细胞,主
要由单核细胞构成;肺组织中 IL-6、IFN-γ 等细胞

因子大量表达[55] 。 鼠龄 3 ~ 4 个月,肺呈现出慢

性炎症的表现,如单核细胞为主的浸润、肺水肿、
羟脯氨酸含量增加及胶原蛋白 1A1 ( Collagan

 

1A1,
 

CoL1A1) 和纤连蛋白表达增加[56] 等。 另

外,肺组织也表现出肺泡间隔破裂和肺泡融合,
提示可能形成肺气肿[56] 。 肺血管周围的炎症细

胞浸润及对肺血管的破坏和异常修复,导致肺动

脉的异常重构。 鼠龄 3~ 4 个月,除肺小动脉肌化
等较轻的重构表现外,也出现了类似于人类 PAH
患者典型的病理学特征,如平滑肌远端延伸至肺

小动脉;ECs 增生,导致同心性内膜壁增厚;轻度
丛状样病变[4,57] 。 但也有认为动物未出现丛状病

变[58] 。 另外,随着鼠龄的增长,小鼠的体质量增

长迟缓,雌性小鼠表现得更为敏感[55] 。 除了肺

外,心脏也出现病变,如右心肥大和胶原纤维增

多等[56] 。 需要注意的是该模型与临床 PAH 患者

存在一定差异。 首先,小鼠的肺主动脉和支气管

肺动脉中膜厚度增加,弹性板层数量增加[57] ;而
临床患者一般肺主动脉和支气管动脉没有肌化

的表现[59] 。 其次,IL-6 高分泌是小鼠出现炎症反

应的原因;而临床患者则是由于细菌感染等病
因,导致肺和血管周围炎症反应,从而出现 IL-6
水平升高,两者的因果关系是相反的。

综上所述,该模型适宜于 3 组 PH 的药效学

评估(如慢性阻塞性肺疾病、肺气肿、哮喘等合并
肺动脉高压),另外,也适合于炎症对肺血管异常

重塑的机制探讨。 目前该模型的研究集中于 3~ 4
月龄,是否随着鼠龄的增加,丛状病变发生率增

加或加重,需要进一步的研究。
5. 3　 EHITSN-

 

KOITSN+ / -“二次打击”小鼠

　 　 利用基因工程技术在近交系 129 / SvJ 小鼠上

构建 KOITSN+ / - 小鼠,减少交叉蛋白 1( intersectin-
1s,

 

ITSN)的表达;随后,利用脂质体为载体(Myc-
EHITSN

 DNA 克隆到 pReceiver / myc-M43 载体中),
将促进内皮细胞增殖的一个 ITSN 的 DNA 片段

( EHITSN)注入 KOITSN+ / -小鼠的肺;每隔 48
 

h 注入 1
次,持续 9 次,维持 EHITSN 的高表达[60] 。

小鼠表现为肺的多种细胞的增殖活性异常

增强,如血管内皮细胞、血管平滑肌细胞和成纤

维细胞等,导致肺动脉肌化、胶原沉积于血管闭
塞性病变和平滑肌层和内皮细胞增生产生的管

腔部分或完全闭塞,以及多种形态的丛状病变,
如不完全和完全同心洋葱皮状丛状病变、钩钉样
式的丛状病变、管壁伸入腔内的柄状丛状病变

等,这些病变经常位于细支气管旁和胸膜下,突
出到肺实质[60] 。 每张肺切片大致发现 4 ~ 12 个

丛状病变。 在病变的小动脉的肺血管床或在病
变内或其周围,存在炎症细胞浸润,主要是淋巴

细胞,偶见巨噬细胞。 另外,肺组织出现局部炎

症细胞浸润,肺泡壁增厚,间质水肿,间质出现胶
原沉积。 实验期间没有小鼠死亡。 另外,尽管小

鼠出现了肺动脉高压和右心室肥大,但与肺血管

的异常重构的严重程度不相符。
性别是影响 PAH 形成、发展和预后的重要因

素,临床中女性患者具有高发病率[61] 。 然而,已
知的具有丛状病变的 PH 模型中,罕见性别差异

的报道。 如 Sugen5416+缺氧+常氧大鼠模型,关
键的右心室收缩压、右心室肥大和肺动脉重构均

未有性别差异,而且无论雌性还是雄性对雌激素

的干预,均显示出右心室的防护作用[62] 。 但雌性

EHITSN-KOITSN+ / -小鼠显示出更严重的 PH 表型,与
雄性比较,严重的闭塞性病变(包含丛状病变)增

加了 37. 5%,而且复杂程度更高[63] 。 长链非编码

RNA
 

X 的非活性特异性转录本(Xist)的表达和活

性的异常增加,是雌性 EHITSN-KOITSN+ / - 小鼠和人

类女性 PAH 患者的肺动脉内皮细胞的共有表

现[63] 。 这种异常上调,进一步强化 p38 / Elk1 / c-
Fos 信号通路的活化(无论雌性或雄性,该信号通

路都是动脉血管内皮细胞异常增殖和形成丛状

病变的重要信号通路[63] ),导致雌性小鼠的肺血

管损伤更为严重。 上述结果表明,EHITSN-KOITSN+ / -

小鼠是一种基于 lncRNA-Xist 调节,适宜于女性

PAH 的药物研究的模型,也适宜于 PAH 性别差

异的遗传学研究。 另外,基于该模型,发现了

EHITSN 除了促进 ECs 的增殖和过度生长外,还启

动了功能失调的 PAH 的 ECs 细胞内吞活性的上

调[64] 。 对上述基因工程模型肺血管丛状病变的

表现进行比较,见表 2。
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表 2　 具有肺血管丛状病变的基因工程 PH 模型
Table

 

2　 Genetically
 

engineered
 

PH
 

models
 

with
 

pulmonary
 

vascular
 

plexiform
 

lesions

模型名称
Models
name

动物
Animals

方法
Methods

丛状病变的形成
条件

Conditions
 

for
 

the
 

formation
 

of
 

plexiform
 

lesions

丛状病变的表现
Manifestations

 

of
 

plexiform
 

lesions

其它病变或机能
变化

Other
 

lesions
 

or
 

functional
 

changes

模型的局限性
Limitations

 

of
 

the
 

model

Egln1
Tie2Cre6[34,54]

 

小鼠
Mice

Egln1
 

floxed 小鼠与
T

 

Cre 转基因小鼠
交配的后代
Offspring

 

of
 

Egln1
 

floxed
 

mice
 

mated
 

with
 

T
 

Cre
 

transgenic
 

mice

利用基因工程技术
建立 Egln1- / - 小鼠,
降低血管内皮细胞
PHD2 的表达
Egln1- / -

 

mice
 

were
 

established
 

using
 

genetic
 

engineering
 

techniques
 

to
 

reduce
 

PHD2
 

expression
 

in
 

vascular
 

endothelial
 

cells

3. 5 月龄小鼠,直径
> 100

 

μm 的 血 管
中,8%出现丛状病
变
In

 

3. 5-month-old
 

mice,
 

8%
 

of
 

the
 

vessels
 

>
 

100
 

μm
 

in
 

diameter
 

showed
 

plexiform
 

lesions

右心衰竭;1 ~ 2 月
龄开始死亡, 3. 5
月 龄 死 亡 率 为
50%, 6 月龄死亡
率为 80%
Right

 

heart
 

failure;
 

death
 

started
 

at
 

1 ~
2

 

months,
 

50%
 

at
 

3. 5
 

months
 

and
 

80%
 

at
 

6
 

months

局限于靶向 PHD2 /
HIF-2α 信号转导机
制
Confined

 

to
 

targeting
 

the
 

PHD2 / HIF-2α
 

signal
 

transduction
 

machinery

IL-6
 

TG+[55-57]
小鼠
Mice

CC10-IL-6 基 因 转
入( CBA

 

×
 

C57BL /
6)F2 小鼠
CC10-IL-6

 

gene
 

was
 

transferred
 

into
 

(CBA
 

×
 

C57BL / 6)
 

F2
 

mice

利用 基 因 工 程 技
术,诱导小鼠肺血
管 IL-6 的过表达
Using

 

genetic
 

engineering
 

techniques,
 

the
 

over-expression
 

of
 

IL-6
 

in
 

mouse
 

lung
 

vessels
 

was
 

induced

3~ 4 月龄可能出现
轻度 的 丛 状 病 变
(存在争议)
It

 

was
 

controversial
 

of
 

occur
 

for
 

mild
 

plexiform
 

lesions
 

at
 

age
 

3~ 4
 

months

慢 性 肺 炎, 肺 气
肿,右心肥大, 体
重增长缓慢
Chronic

 

pneumonia,
 

emphysema,
 

right
 

heart
 

hypertrophy,
 

and
 

slow
 

weight
 

gain

肺主动脉和支气管
肺动脉中膜厚度增
加,弹性板层数量增
加,与临床患者不符
Thickness

 

of
 

the
 

media
 

increased
 

and
 

the
 

number
 

of
 

elastic
 

lamina
 

increased,
 

which
 

was
 

inconsistent
 

with
 

clinical
 

patients

EHITSN -
 

KOITSN+ / -[60,63]

小鼠
Mice

应用 ITSN 敲除 / 杂
合 子 小 鼠
(KOITSN+ / - ),经眼眶
将 EHITSN 基因输入

到肺,每隔 48
 

h 注
入 1 次,持续 18

 

d
ITSN

 

knockout /
heterozygous

 

mice
 

( KOITSN+ / - )
 

were
 

applied
 

with
 

EHITSN -
gene

 

input
 

into
 

the
 

lungs
 

through
 

the
 

orbit
 

and
 

injected
 

at
 

48
 

h
 

intervals
 

for
 

18
 

d

利用 基 因 工 程 技
术,诱导小鼠肺血
管内 皮 细 胞 ITSN
表达减少;肺内持
续 输 入 EHITSN 基

因,诱导该基因的
持续表达 (该基因
诱导 内 皮 细 胞 增
殖)
Using

 

gene
 

engineering
 

to
 

induce
 

reduced
 

ITSN
 

expression
 

in
 

mouse
 

pulmonary
 

vascular
 

endothelial
 

cells,
 

then,
 

the
 

EHITSN
 gene

 

was
 

induced
 

continuous
 

expression( this
 

gene
 

induces
 

endothelial
 

cell
 

proliferation)

每张肺切片大致发
现 4 ~ 12 个丛状病
变,几乎包括各种
临床形态
Approximately

 

4 ~ 12
 

plexiform
 

lesions
 

are
 

per
 

lung
 

section
 

including
 

almost
 

various
 

clinical
 

forms

慢性肺炎、右心肥
大、实验期间无死
亡,肺动脉重构的
程度具有性别差
异
Degree

 

of
 

pulmonary
 

artery
 

remodeling
 

was
 

different
 

by
 

chronic
 

pneumonia,
 

right
 

heart
 

hypertrophy,
 

and
 

no
 

death
 

during
 

the
 

experimental
 

period

仅用颗粒酶
 

B
 

裂解
ITSN 产生的 NH2 末
端蛋白片段转导肺
内皮细胞,未考虑 C
端片段的影响
Pulmonary

 

ECs
 

were
 

transduced
 

only
 

with
 

the
 

NH2-terminal
 

protein
 

fragment
 

produced
 

by
 

granzyme
 

B
 

cleavage
 

of
 

ITSN;
 

the
 

potential
 

contribution
 

of
 

the
 

C-
terminal

 

fragment
 

to
 

this
 

mouse
 

phenotype
 

was
 

not
 

considered

6　 基于 BMPR2 靶点的基因工程小

鼠或大鼠

　 　 基因突变是遗传性肺动脉高压 ( heritable
 

pulmonary
 

arterial
 

hypertension,
 

HPAH)患者的共

有特征。 骨形成蛋白Ⅱ受体( bone
 

morphogenetic
 

protein
 

receptor
 

type
 

2,
 

BMPR2)突变是首个被发

现的 PAH 致病基因变异,在 HPAH 患者的比例

超过 50%[65] 。 作为 HPAH 最重要的致病基因突

变,BMPR2 基因变异一直是 PAH 动物模型研究
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的热点。 另一方面,尽管 BMPR2 基因变异普遍

存在于 HPAH 患者,但具有该类变异的人群中,
仅有不到 30%的人群将悋患 PAH[66] ,也就是说

多数携带者终生可能未发病。 这强烈地提示,其
它致病因素的干预,对 BMPR2 基因变异者的患

病,具有重要的诱导或促进作用。 截至目前,应
用基因工程技术导致的 BMPR2 基因变异的小鼠

或大鼠模型,与上述发现一致,如多能自发形成

PH,但肺血管重构的病变程度轻,基本达不到Ⅲ
级,而且阳性率较低。 其它病因的介入,不同类

型小鼠的表现则差异明显甚至逆转, 反映出

BMPR2 基因变异对肺血管重构影响的复杂性:如
删除了外显子 4 和 5 的 2. 4

 

kb 的 Clai-Scal 片段

的 BMPR2+ / -杂合子小鼠对低氧,肺动脉压和肺小

动脉病变反而低于野生小鼠[67-68] ;利用锌指核酸

酶技术构建 BMPR2 基因外显子 71
 

bp 的单等位

基因缺失的 BMPR2+ / Δ71bp 大鼠对于低氧,则形成

更为严重的 PH 和肺血管病变[69] ;给于 BMP9,部
分表达 BMPR2 的 BMPR2+ / R899X 小鼠,肺动脉高压

降低,肺血管病变得到逆转[70] ;但是,对于内皮细

胞完全缺乏 BMPR2 表达的 BMPR2EC- / - 小鼠,肺
血管内膜反而增殖明显[71] 。 正是通过这些模型,
提示未来的针对 BMPR2 基因为靶点的药物或其

它方法的治疗中,基因诊断和个体化治疗的重要

性和必要性。
5-LOX 诱导的 BMPR2+ / Δ527bp 大鼠出现了至

少Ⅲ级的病变和可能的丛状病变[72] ,提示在已知

的模型中,应用不同的病因干预,可能出现丛状

病变,从而建立与临床 HPAH 患者后期类似的严

重的肺血管病变。 除了这个思路外,结合临床患

者 BMPR2 基因变异的发现,对 BMPR2 基因进行

新的构建,甚至进行多基因改造,也可能建立具

有丛状病变的模型。 基于 BMPR2 靶点的基因工

程 PH 模型进行了总结,见表 3。

表 3　 BMPR2 靶点的基因工程小鼠或大鼠
Table

 

3　 Genetically
 

engineered
 

mice
 

or
 

rats
 

of
 

the
 

BMPR2
 

targets

模型名称
Models
name

动物
Animals

方法
Methods

自发形成
PH 时间
Time

 

of
 

spontaneous
 

PH
 

formation

对环境刺激反应
Responses

 

to
 

the
 

environmental
 

stimuli

肺血管损伤等级
Grade

 

of
 

pulmonary
 

vascular
 

lesions

BMPR
2+ / [67-68]

 

小鼠
Mice

删除了包含外显子 4 和 5 的
 

2. 4
 

kb
 

ClaI-ScaI
 

片段的人 BMPR2 基因的 ES
克隆显微注射到 C57BL / 6J 小鼠的囊
胚中, 形 成 的 嵌 合 体 小 鼠 与 雌 性
C57BL / 6J 小 鼠 杂 交, 产 生 出
BMPR2+ / -小鼠
ES

 

clones
 

of
 

the
 

human
 

BMPR2
 

gene
 

containing
 

the
 

2. 4
 

kb
 

ClaI-ScaI
 

fragment
 

of
 

exons
 

4
 

and
 

5
 

deleted
 

were
 

microinjected
 

into
 

blastocysts
 

of
 

C57BL / 6J
 

mice,
 

and
 

the
 

formed
 

chimera
 

mice
 

were
 

crossed
 

with
 

female
 

C57BL / 6J
 

mice
 

to
 

produce
 

BMPR2
 +

 

/ -

mice

2~ 5 个月
2~ 5

 

months

低氧 3 周(11%氧气),肺小动
脉肌化程度反而低于野生对照
小鼠,平均肺动脉压两者相似
For

 

3
 

weeks
 

of
 

hypoxia
 

( 11%
 

oxygen ),
 

the
 

degree
 

of
 

pulmonary
 

artery
 

muscle
 

arization
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

wild
 

control
 

mice,
 

and
 

the
 

mean
 

pulmonary
 

artery
 

pressure
 

was
 

similar

Ⅰ级
Ⅰ

 

level

BMPR
2+ / Δ71bp[69]

大鼠
Rat

在 SD 大鼠上,利用锌指核酸酶技术
构建 BMPR2 基因外显子 71

 

bp 的单
等位基因缺失
In

 

SD
 

rats,
 

a
 

single
 

allelic
 

deletion
 

of
 

71
 

bp
 

in
 

exon
 

of
 

the
 

BMPR2
 

gene
 

was
 

constructed
 

using
 

zinc
 

finger
 

nuclease
 

technology

6 个月
6

 

months

低氧刺激,可形成更为严重的
PH 和肺血管异常重构
Hypoxic

 

stimulation
 

can
 

form
 

more
 

severe
 

PH
 

and
 

abnormal
 

pulmonary
 

vascular
 

remodeling

Ⅰ级,6 个月 16. 0%阳
性率;12 个月 27. 8%
阳性率,雌雄差异,雌
性阴性
Ⅰ

 

level,
 

16. 0%
 

positive
 

rate
 

at
 

6
 

months;
 

27. 8%
 

positive
 

rate
 

at
 

12
 

months.
 

Male
 

and
 

female
 

difference,
 

female
 

negative
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续表3

模型名称
Models
name

动物
Animals

方法
Methods

自发形成
PH 时间
Time

 

of
 

spontaneous
 

PH
 

formation

对环境刺激反应
Responses

 

to
 

the
 

environmental
 

stimuli

肺血管损伤等级
Grade

 

of
 

pulmonary
 

vascular
 

lesions

BMPR
2+ / R899X[70]

 

小鼠
Mice

人类第 899 位氨基酸发生突变的
BMPRⅡ 基 因 片 段 ( R899X ) 注 入
C57BL / 6 小鼠的囊胚,产生出嵌合小
鼠;与雌性 C57BL / 6 交配,形成杂合
的 R899X 后代(BMPR2+ / R899X )
Human

 

BMPR Ⅱ
 

gene
 

fragment
 

(R899X )
 

at
 

position
 

899
 

is
 

injected
 

into
 

blastocysts
 

of
 

C57BL / 6
 

mice
 

to
 

produce
 

chimeric
 

mice;
 

mating
 

with
 

female
 

C57BL / 6
 

to
 

form
 

heterozygous
 

R899X
 

offspring
 

(BMPR2+ / R899X )

6 个月
 

6
 

months

BMP9 逆转肺动脉高压和肺血
管重构
BMP9

 

reversed
 

the
 

pulmonary
 

arterial
 

hypertension
 

and
 

pulmonary
 

vascular
 

remodeling

Ⅰ级
Ⅰ

 

level

BMPR
2EC- / -[71]

小鼠
Mice

携带 L1-Cre 构建体的 C57BL / 6J 小鼠
与具 有 BMPR2 等 位 基 因 的 一 个
floxed 拷 贝 的 小 鼠 杂 交, 后 代 与
Rosa26 位点内携带 Ai6

 

floxed
 

reporter
基因构建体的小鼠杂交, 得到 L1-
Cre+ / - / Ai6+ / - / BMPR2flox / flox ,即
BMPR2EC- / -小鼠
C57BL / 6J

 

mice
 

carrying
 

the
 

L1-Cre
 

construct
 

were
 

crossed
 

with
 

mice
 

with
 

one
 

floxed
 

copy
 

of
 

the
 

BMPR2
 

allele
 

and
 

the
 

offspring
 

were
 

crossed
 

with
 

mice
 

carrying
 

the
 

Ai6
 

floxed
 

reporter
 

gene
 

construct
 

within
 

the
 

Rosa26
 

locus
 

to
 

generate
 

L1-Cre+ / - / Ai6+ / - /
BMPR2flox / flox ,

 

the
 

BMPR2EC- / -
 

mice

新生,未知
Freshman,

 

unknown

内 皮 细 胞 几 乎 完 全 没 有
BMPR2 表达的新生小鼠,给予
BMP9 反而促进了内膜的增殖
In

 

neonatal
 

mice
 

with
 

an
 

almost
 

complete
 

absence
 

of
 

BMPR2
 

expression,
 

administration
 

of
 

BMP9
 

instead
 

promoted
 

proliferation
 

of
 

the
 

inner
 

membrane

未知
Unknown

BMPR
2+ / Δ527bp[72]

大鼠
Rat

在 F344 大鼠上,利用锌指核酸酶技
术构建 BMPR2 基因中,内含子和外
显子 1 边界的交叉区域 527

 

bp 的单
等位基因缺失
In

 

F344
 

rat,
 

a
 

monoallelic
 

deletion
 

of
 

527
 

bp
 

in
 

the
 

crossover
 

region
 

of
 

the
 

intron
 

and
 

exon
 

1
 

boundary
 

of
 

the
 

BMPR2
 

gene
 

was
 

constructed
 

by
 

zinc
 

finger
 

nuclease
 

technology

一年内未形
成 PH
No

 

PH
 

was
 

formed
 

within
 

one
 

year

重要炎症介质 5-脂氧化酶(5-
lipoxygenase,5-LOX)的转基因,
通过气道输入 4~ 6 周龄大鼠的
肺中,3 周形成严重 PH,5 周存
活率仅 25%,多死于右心室功
能衰竭
Transgene

 

of
 

the
 

important
 

inflammatory
 

mediator
 

5-
lipooxidase

 

( 5-lipoxygenase,
 

5-
LOX),

 

fed
 

into
 

the
 

lungs
 

of
 

4 ~
6-week-old

 

rats,
 

developed
 

severe
 

PH
 

at
 

3
 

weeks,
 

had
 

a
 

5-
week

 

survival
 

rate
 

of
 

only
 

25%,
 

and
 

often
 

died
 

from
 

right
 

ventricular
 

failure

5-LOX 诱导 后, 出 现
Ⅲ级病变,出现类似
的丛状病变
After

 

5-LOX
 

induction,
 

grade
 

Ⅲ
 

lesions
 

appeared,
 

and
 

similar
 

plexiform
 

lesions
 

appeared

Rosa26-
BMPR
2delx4+[73]

小鼠
Mice

Rosa26-rtTA2 小 鼠 与 Rosa26
 

BMPR2delx4+ 小鼠交配,建立杂合子小
鼠
Rosa26-rtTA2

 

mice
 

were
 

mated
 

with
 

Rosa26
 

BMPR2delx4+
 

mice,
 

and
 

heterozygous
 

mice
 

were
 

established

未知
Unknown

食物中掺入多西环素,食用 8
周诱导,12 ~ 14 周龄形成。 每
周气管内注射脂质体氯膦酸盐
1 次,共 4 周,以减少肺组织巨
噬细胞,则减轻病变
Doxycycline

 

incorporation
 

in
 

food
 

was
 

induced
 

for
 

8
 

weeks
 

and
 

formed
 

at
 

12 ~ 14
 

weeks
 

of
 

age.
 

Intratracheal
 

injection
 

of
 

liposomal
 

clodronate
 

once
 

a
 

week
 

for
 

4
 

weeks
 

to
 

reduce
 

macrophages
 

in
 

the
 

lung
 

tissue
 

reduced
 

the
 

lesions

未见Ⅲ级报道
No

 

level
 

Ⅲ
 

report
 

was
 

reported
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7　 结论和展望

　 　 某些模型是否形成稳定的丛状病变,存在争

议。 稳定的丛状病变模型包括:肺切除术+MCT
大鼠模型、 Sugen5416 + 缺氧 + 常氧大鼠模型、
Sugen5416+溶血大鼠模型、Egln1Tie2Cre6 小鼠模型

和 EHITSN-KOITSN+ / -小鼠模型。 3 种大鼠模型采用

普通的大鼠品系,价格便宜易于获得;肺切除术+
MCT 模型和 Sugen5416+溶血模型需要一定的实

验技巧和繁琐的术后动物的维护(如伤口抗感

染、股静脉留置针的抗凝等),而 Sugen5416+缺氧
+常氧模型需要低压氧舱。 两种基因工程小鼠模

型,需要特殊的小鼠品系,价格昂贵且获取较为

困难,还需要基因消融等技术和条件;但后期管

理简单,正常饲养条件下,动物自发形成丛状病

变。 按照临床 PH 的分类,Sugen5416+溶血大鼠

模型适合于溶血性 PH 的研究,其它 4 种模型均

可用于 PAH 的研究,其中,肺切除术+MCT 模型

和 EHITSN-KOITSN+ / -模型伴有肺组织炎症和损伤,
还可用于某些肺部疾病相关 PH 的研究。 上述 5
种模型中,仅有 Egln1Tie2Cre6 小鼠模型完整地模拟

了 PAH 的病理演变过程:渐进性严重的血管病

变、明显的丛状病变等后期特征和右心室功能逐

渐恶化,多数自发性死于右心衰竭,丛状病变出

现到死亡持续较长的时间(3. 5 ~ 6 月龄);另外,
该模型能够展示出临床经典药物如西地那非的

治疗效果。 因此,Egln1Tie2Cre6 小鼠是目前模拟人

类 PAH 病理特征最好的模型。 Sugen5416+溶血+
常氧大鼠模型的肺血管病变类似于严重溶血性

PH 患者; Sugen5416 +缺氧 +常氧模型和 EHITSN-
KOITSN+ / -模型,能够复制出临床常见的丛状病变

类型,而且 EHITSN-KOITSN+ / - 模型可以复制出肺动

脉重构的雌雄差异;肺切除术+MCT 模型的丛状

病变主要表现在血管分叉的远端,模拟人类 PAH
的丛状病变较差。 上述 5 种模型形成丛状病变的

分子机制涉及复杂的生物活性分子和信号通路,
尚未完全阐明。 肺切除术+MCT 大鼠模型涉及

HIF-1α 和 PI3K / AKt 信号通路;Sugen5416+缺氧+
常氧大鼠模型涉及 VEGF2 受体、HIF-1α、HIF-2α、
泛素 特 异 性 蛋 白 酶、 BMP / Notch 信 号 通 路;
Sugen5416+溶血大鼠模型涉及 VEGF2 受体、腺苷

和鸟苷的血管保护机制;Egln1Tie2Cre6 小鼠模型涉

及 PHD2 / HIF-2α 信号轴;EHITSN-KOITSN+ / - 小鼠模

型涉及 ITSN、 lncRNA-Xist 调节、 p38 / Elk1 / c-Fos
信号通路。 上述模型中,仅有少量文献采用阳性

百分率或形态学描述,粗略地评估了研究对象对

丛状病变的影响,反映了丛状病变作为一种重要

的指标,在评价肺血管异常重构中,尚未形成客

观和量化的评估体系。 未来,亟需建立一种分值

评价指标,反映不同形态的丛状病变的损伤程

度,通过总积分的变化客观评估研究对象对丛状

病变的影响。
在基于 BMPR2 靶点的基因工程小鼠上,建

立可靠的丛状病变模型,仍然是未来的研究目

标。 复合不同的病因刺激,可能是解决该难题的

一条有效途径。
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铁死亡介导急性白血病的机制研究进展
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　 　 【摘要】 　
 

铁死亡主要与铁代谢、脂质代谢和氨基酸代谢等三大途径密切相关,这些途径有助于活性氧

的产生,使线粒体损伤,致使细胞死亡。 近年来,铁死亡在肿瘤发展过程中被认为是一种关键的调控机制,在
急性白血病中也不例外。 该综述综合分析发现药物通过调控铁死亡三大代谢途径的关键蛋白或因子干预脂

质过氧化物的产生来抑制急性白血病发生发展,阐述了铁死亡在急性白血病临床试验中的应用,指出了目前

研究存在的不足以及提出了今后该领域的研究方向,为未来针对白血病的治疗提供新的思路。
【关键词】 　 铁死亡;急性白血病;活性氧;脂质过氧化物
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　 　 【Abstract】　
 

Ferroptosis
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

iron
 

metabolism,
 

lipid
 

metabolism,
 

and
 

amino
 

acid
 

metabolism,
 

which
 

contribute
 

to
 

the
 

production
 

of
 

reactive
 

oxygen
 

species,
 

mitochondrial
 

damage,
 

and
 

cell
 

death.
 

Ferroptosis
 

has
 

recently
 

been
 

recognized
 

as
 

a
 

key
 

regulatory
 

mechanism
 

during
 

tumor
 

development,
 

including
 

in
 

acute
 

leukemia.
 

This
 

review
 

considers
 

the
 

inhibitory
 

effects
 

of
 

drugs
 

on
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

acute
 

leukemia,
 

by
 

regulating
 

key
 

proteins
 

or
 

factors
 

involved
 

in
 

the
 

above
 

three
 

metabolic
 

pathways
 

of
 

ferroptosis
 

and
 

by
 

interfering
 

with
 

the
 

production
 

of
 

lipid
 

peroxides.
 

We
 

also
 

point
 

out
 

the
 

deficiencies
 

in
 

current
 

research
 

and
 

describe
 

the
 

role
 

of
 

ferroptosis
 

in
 

acute
 

leukemia.
 

The
 

application
 

of
 

these
 

findings
 

in
 

clinical
 

trials
 

will
 

provide
 

new
 

ideas
 

for
 

future
 

research
 

and
 

the
 

treatment
 

of
 

leukemia.
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　 　 急性白血病( acute
 

leukemia,
 

AL) 是一类高

度恶性的造血系统疾病,源于造血干细胞失去正

常增殖、分化的能力,白血病细胞在体内大量增

殖,使得免疫系统功能受损[1] 。 虽然许多研究对

急性白血病的发病机制进行了探索,但关于其具

体机制至今尚不完全清楚,随着研究逐渐深入,



越来越多的细胞死亡途径如凋亡、自噬等在白血

病的发生发展中起作用,铁死亡( ferroptosis)为其

中之一。
铁死亡已成为肿瘤研究的热门靶点,其关键

机制之一是调控铁死亡相关的关键蛋白表达来

抑制实体肿瘤的发生发展[2] 。 铁死亡在血液系

统肿瘤中的研究较多[3-4] ,近年来发现铁过载会

诱导急性白血病细胞的铁死亡,并参与 AL 的发

生。 在多种 AL 动物模型中,铁死亡诱导剂通过

调控铁死亡相关通路中的调控因子及蛋白的表

达来抑制肿瘤细胞增殖,改善患者治疗和预后效

果,这提示铁死亡可能成为治疗急性白血病的新

图 1　 铁死亡的发生机制示意图

Figure
 

1　 Schematic
 

diagram
 

of
 

the
 

mechanism
 

of
 

ferroptosis

靶点[5] 。 虽然当前的研究已经初步探索了铁死

亡在 AL 中如何抑制其发生发展的机制,但尚未

系统阐明。 因此,深入探究铁死亡在 AL 中的具

体机制,对于揭示其发生发展的机理具有重要的

理论和临床意义。 本综述旨在通过总结铁死亡

发生的机制,综合分析已有文献和实验数据,阐
述铁死亡在 AL 中的具体机理,为后续对 AL 理论

与临床研究提供新的思路。

1　 铁死亡机制

　 　 铁死亡一词是 DIXON 等[6]在 2012 年最先提

出的,作为一种新型的铁依赖性非凋亡细胞死亡

形式[7] ,与自噬、凋亡、焦亡、坏死等细胞死亡形

式有着显著的区别,在形态学呈现出自身的特

征:线粒体形态变小、膜密度增加、外膜破损、嵴
减少甚至消失[8] 。 其发生主要与胞质内活性氧

(reactive
 

oxygen
 

species, ROS) 或脂质过氧化物

(lipid
 

peroxides,LPO)产生过多、堆积以及铁代谢

的异常有关[9] ,使得细胞膜发生破损。 研究表

明,在哺乳类动物中,细胞铁死亡主要通过铁代

谢、脂质代谢和氨基酸代谢等途径中氧化还原平

衡的调节[10](图 1)。
1. 1　 铁代谢

　 　 铁代谢紊乱是铁死亡发生的重要因素。 细

胞对铁死亡的敏感性主要依赖于铁离子的转运、
储存与利用。 体内循环中铁以 Fe3+的形式通过食

物摄入,Fe3+经十二指肠黏膜上皮细胞内十二指

肠细胞色素 b( duodenal
 

cytochromeb,Dcytb)还原
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为 Fe2+[11] , Fe2+ 经铁转运蛋白 1 ( ferroportin
 

1,
FPN1)进入循环系统,通过铁氧化酶铜蓝蛋白

(ceruloplasmin,CP ) 氧化成 Fe3+[12] ,在转铁蛋白

(transferrin, TF) 与转铁蛋白受体 1 ( transferrin
 

receptor
 

protein
 

1,TFR1) 作用下输送至全身[13] ,
随后被膜泡表面的氧化还原酶前列腺六跨膜上

皮抗原 3 ( six-transmembrane
 

epithelial
 

antigen
 

of
 

the
 

prostate
 

3,STEAP3) 还原为 Fe2+[14] 。 一部分

Fe2+ 经 二 价 金 属 转 运 蛋 白 1 ( divalent
 

metal
 

transporter
 

1, DMT1) 转运到不稳定铁池 ( labile
 

iron
 

pool,LIP)内;另一部分 Fe2+则进入线粒体,参
与铁硫簇化和血红素的合成。
1. 2　 脂质代谢

 

　 　 细胞发生铁死亡与脂质代谢也密切相关。
细胞膜基本构架是磷脂(phospholipid,PL)双分子

层,磷脂中含有多不饱和脂肪酸( polyunsaturated
 

fatty
 

acids, PUFAs ) 和 单 不 饱 和 脂 肪 酸

(monounsaturated
 

fatty
 

acids,MUFAs)。 芬顿反应

中生成的羟基自由基引起细胞膜上 PUFAs 的非

酶自由基链氧化反应。 在酰基辅酶 A 合成酶长

链家 族 成 员 4 ( acyl-CoA
 

synthetase
 

long-chain
 

family
 

member
 

4,ACSL4)与溶血磷脂酰胆碱酰基

转移酶-3( lyso-phosphatidylcholine
 

acyltransferase-
3,LPCAT3)的作用下合成含磷脂的多不饱和脂

肪 酸 链 ( PUFAs-PL ), 随 后 在 脂 氧 合 酶

(lipoxygenase,LOXs)的作用下生成磷脂氢过氧化

物(phospholipid
 

hydroperoxides,PLOOH),在膜内

反应催生 LPO,破坏细胞膜引发铁死亡[15-16] 。
1. 3　 氨基酸代谢

　 　 在 GPXs 家族中,谷胱甘肽过氧化物酶 4
( glutathione

 

peroxidase
 

4, GPX4 ) 和 谷 胱 甘 肽

(glutathione,GSH)对铁死亡的调节起着至关重要

的作用[17] 。 GSH 是维持 GPX4 活性的还原底物,
是生成 GPX4 的一个必要辅助因子[18] ,作为这条

通路的上游调控靶基因,可将 GSH 转化为氧化型

谷胱 甘 肽 ( glutathione
 

disulfide, GSSG ), 使 得

GPX4 的表达增加。 GPX4 作为谷胱甘肽过氧化

物酶家族成员之一[19] ,属于氧化还原酶[20] ,促进

GPX4 的表达可拮抗氧化应激并减少细胞自由基

的表达,起到抗氧化防御作用,抑制铁死亡发生。
因此,GSH 和 GPX4 都是氨基酸代谢中的关键调

控点。

1. 4　 其他

　 　 抗氧化防御中,除了氨基酸代谢途径外,还
可通过铁抑制蛋白 1( ferroptosis

 

suppressor
 

protein
 

1,FSP1)来调节。 FSP1 具备高效的泛醌氧化还

原反 应 能 力, 可 将 辅 酶 Q10 ( coenzyme
 

Q10,
CoQ10) 还 原 为 二 氢 泛 醌 ( coenzyme

 

QH2,
CoQH2),CoQH2 作为一种抗氧化剂,直接还原脂

质自由基以终止脂质过氧化,有效抑制脂质过氧

化物的生成,通过激活 GPX4 非依赖性轴,在抑制

细胞铁死亡发生中发挥着重要作用[21] 。

2　 铁死亡介导 AL 的机制

2. 1　 急性髓系白血病(acute
 

myeloid
 

leukemia,
AML)
　 　 AML 作为血液恶性肿瘤,会破坏正常的造血

过程并促进骨髓内造血细胞过度增殖与分化,是
成人中最常见的 AL[22] 。 AML 发生发展机制与铁

死亡代谢途径有关。
2. 1. 1　 铁代谢与 AML

许多生物功能活动依赖于铁[23] ,但铁平衡状

态的失调与多种疾病的发生发展有关,如铁死亡

的发生,很大程度上是因为铁离子浓度升高,产
生 ROS 使得细胞引起氧化应激和细胞膜的

损伤[24-27] 。
近年来,越来越多的研究人员从铁死亡途径

来研究 AML 的发生机制。 DU 等[28] 发现,双氢青

蒿素( dihydroartemisinin,DHA)能抑制 AML 细胞

的活性。 从机制上讲, DHA 通过调节 AMPK /
mTOR / 70

 

kDa 核糖体蛋白 S6 激酶(p70s6k)信号

转导通路来诱导细胞自噬[29] ,进而加速铁蛋白的

降解,并增加 LIP 不稳定性并进一步促进 ROS 在

细胞内的累积并最终导致铁死亡。 核转录因子

红细胞相关因子 2 ( nuclear
 

factor
 

erythroid
 

2-
related

 

factor
 

2,NRF2) 在铁代谢中起重要作用。
在正常情况下,NRF2 会被 Kelch 样 ECH 相关蛋

白 1(Kelch-like
 

ECH-associated
 

protein
 

1,
 

Keap1)
复合体泛素化修饰并在细胞质中降解,使 NRF2
保持稳定的状态[30] (图 1)。 YU 等[31] 研究发现,
NRF2 表达下调会抑制铁储存蛋白重链 1( ferritin

 

heavy
 

chain
 

1,FTH1) 和溶质载体家族 7 成员 11
(solute

 

carrier
 

family
 

7
 

member
 

11,SLC7A11)的表

达,从而促进 LIP 不稳定性和脂质过氧化,减少
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AML 中 MV411、MOLM13、HL60、THP1 和 NB4 等

细胞的增殖(图 1)。 抑制 NRF2 时,可降低 AML
的耐药性,这说明 NRF2 对 AML 的发生发展起着

重要调控作用。
游离 Fe2+过量会引起氧化应激[32] ,而由重链

FTH1 和轻链( ferritin
 

light
 

chain,FTL) 组成的铁

储存蛋白能够维持铁平衡以阻止这一情况发生。
除了铁储存蛋白之外,还有其他分子也参与到铁

代谢过程中。 高迁移率族蛋白盒 1( high-mobility
 

group
 

protein
 

box
 

1,HMGB1)属于损伤相关分子模

式家族,与细胞的死亡、损伤或炎症状态密切相

关,可由死亡或受伤的细胞释放[33] 。 HMGB1 在

细胞外铁死亡激动剂 RSL3 和 erastin 诱导的铁死

亡过程中会触发炎症和免疫反应[34] ,YE 等[35] 通

过研究证明 HMGB1 的表达与 erastin 诱导 HL-60
铁死亡的结果呈正相关, HGMB1 的敲低通过

RAS-JNK / p38 途径来降低 HL-60 细胞中的 TFR1
水平表达,从而抑制铁死亡。
2. 1. 2　 脂代谢与 AML

脂代谢过程中产生的脂质过氧化物是检测

铁死亡的金指标。 多不饱和脂肪酸的可用性和

空间定位决定了脂质过氧化的程度,直接诱导铁

死亡发生[36] 。 PUFAs 作为脂质信号介质合成的

底物,在酯化成膜磷脂后,经过氧化才能引发铁

死亡级联反应[37] 。 在限制 PUFAs-PL 合成的因

子中, 硬脂酰辅酶 A 去饱和酶 1 ( stearoyl-CoA
 

desaturase
 

1,SCD1) 可限制 MUFAs 合成,是脂质

代谢的重要调节因子[38] 。 SABATIER 等[39] 提出,
FLT3-ITD 突变的 MOLM-14 细胞可通过 CCAAT
增强 子 结 合 蛋 白 α ( CCAAT / enhancer

 

binding
 

protein
 

α, C / EBPα) 和 SCD1 来调节 PUFAs 和

MUFAs 的合成。 当 C / EBPα 在 FLT3-ITD 突变的

AML 细胞中被抑制时, SCD1 表达下调, 导致

MUFAs 减少而 PUFAs 产生增加,从而导致铁细

胞死亡。 YUSUF 等[40]研究表明敲低 Aldh3a2 时,
其氧化脂质过氧化物下游产物醛的作用减弱,
AML 细 胞 系 HL60、 MOLM-14、 MONOMAC-6、
NB4、NOMO-1 和 THP1 被氧化应激反应损伤细胞

膜而发生铁死亡。 此外,Aldh3a2 耗竭引起的铁

死亡与 GPX4 的抑制具有协同作用,可为 Aldh3a2
抑制剂与细胞毒性治疗的联合应用提供理论依

据。 酰基辅酶 A 合成酶长链家族 ( acyl-CoA
 

synthetase
 

long-chain
 

family
 

member,ACSL)能上调

PUFAs 的表达,促进脂质代谢,产生 LPO 破坏细

胞膜以抑制肿瘤细胞增殖。 ACSL 家族有 5 个亚

型,分别为 ACSL1、3、4、5 和 6,而 CHEN 等[41] 研

究发现 ACSL6 在急性髓系白血病中存在,但 AML
患者预后却不理想,其原因与 ACSL6 低表达有

关,脂质代谢途径不能被激活,因此 AML 细胞增

殖不受铁死亡影响,患者预后差。
2. 1. 3　 氨基酸代谢与 AML

GPX4 作为抗氧化剂,是能将脂质过氧化物

还原成脂质的酶,由于 GPX4 是硒蛋白,在合成过

程中需要借助硒代半胱氨酸,具有高活性。 因

此,GPX4 是很多铁死亡诱导剂的靶点[40] 。 程霖

等[42] 研 究 证 明 RSL3 诱 导 急 性 髓 系 白 血 病

MOLM13 细胞铁死亡是通过诱导 GPX4 降低蛋白

表达量来实现的。 BIRSEN 等[43]研究发现铁死亡

激动剂 RSL3 和 FINO2 直接或间接抑制 GPX4 功

能(图 1),与新型治疗剂 APR-246 结合可协同抑

制 AML 细胞系的细胞增殖,同时细胞发生铁死

亡,增强了 AML 中 APR-246 的抗白血病活性。
白藜芦醇通过 Hsa-miR-335-5p / NFS1 / GPX4 通路

下调 NFS1 和 GPX4 表达水平,促进 ROS 积累,导
致 AML-193 和 OCI-AML-3 细胞铁死亡[44] 。 重楼

皂苷 Ⅰ ( Polyphyllin
 

Ⅰ ) 靶 向 PI3K / SREBP-1 /
SCD1 轴诱导细胞凋亡,下调 GPX4 表达,减弱细

胞的抗氧化能力并增加脂质过氧化,抑制 MOLM-
13 细胞增殖[45] 。 WANG 等[46]研究了核长非编码

RNA
 

LINC00618 对诱导 HL60 和 MV4-11 细胞发

生铁死亡的影响,通过减弱淋巴特异性解旋酶

( lymphoid-specific
 

helicase, LSH ) 的表达、 增加

ROS 和铁的水平、降低 SLC7A11 的表达,促进脂

质过氧化物产生,加速铁死亡[47] 。 p53 作为氨基

酸代谢上游因子,通过抑制谷氨酸-胱氨酸反向

转运体(cystine / glutamate
 

antiporter,System
 

Xc-)
来达到促进铁死亡的目的,p53 是 hsa-let-7b-5p 的

靶基因,CircKDM4C 在 AML 细胞系中抑制 hsa-
let-7b5p 的表达,导致 p53 上调,SLC7A11 的转录

受到 p53 抑 制, 从 而 促 进 AML 细 胞 发 生 铁

死亡[48] 。
2. 2　 急性淋巴细胞白血病(acute

 

lymphoblastic
 

leukemia,ALL)
　 　 ALL 是发病率高的恶性肿瘤[49] 。 目前铁死
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亡在 ALL 的研究中报道较少,在现有文献中,ALL
主要是通过氨基酸代谢途径诱导白血病细胞铁

死亡。
白血病细胞可通过以 FSP1 为中心的 GPX4

非依赖轴来防御铁死亡的发生[50] ,但 PONTEL
等[51]研究发现 FSP1 在 ALL 细胞系中的表达几

乎缺失,而 ALL 会通过 System
 

Xc - / GSH / GPX4
这条通路发生铁死亡。 TIAN 等[52]证实 ALL 是通

过氨基酸代谢途径引发细胞死亡,当沉默脂质运

载蛋白 2(lipocalin
 

2,LCN2)时,会增加 RSL3 的表

达,而 GSH 和 GPX4 的水平降低,使得急性 T 淋

巴细胞白血病( acute
 

T
 

lymphoblastic
 

leukemia,T-
ALL)Jurkat 和 Molt-4 细胞发生铁死亡。 NRF2 作

为抗氧化转录因子,上调其表达会增加 SLC7A11、
GSH 和 GPX4 等氨基酸代谢途径中的蛋白表达,
抑制脂质过氧化物的产生。 JIN 等[53]发现抑癌因

子 PAQR3 通过抑制 NRF2 以及 NRF2 下游靶标

GSH、GPX4 诱导 T-ALL
 

CEM-C1 和 Jurkat 细胞发

生铁死亡。
GPX4 依赖性通路其抑制剂有 BSO、 RSL3、

erastin、 Sorafenib、 FIN56 等[54] , 其 作 用 是 抑 制

System
 

Xc-、GSH、GPX4 的表达,最终诱导铁死亡

发生。 DÄCHERT 等[55] 证明铁死亡激动剂 RSL3
和 erastin 可诱导 Jurkat 和 Molt-4 细胞产生 ROS,
而铁死亡抑制剂 α-Toc 和 Fer-1 则减少 ROS 产

生。 HONG 等[56] 研究表明索拉非尼( Sorafenib)
能够提高 Ph-neg

 

B-ALL 患者的治愈率,其机制可

能是索拉菲尼作为铁死亡激动剂, 能够抑制

System
 

Xc- / GSH / GPX4 通路,增加 ROS 的产生,
诱导铁死亡。

当药物作用于细胞时,并非只发生铁死亡。
LOU 等[57] 研究水芸香素 D 作用于 Jurkat、Molt-4
细胞时,发现它最先诱导的是细胞凋亡与周期阻

滞,诱导自噬,同时 ROS 含量增加、GSH 含量减

少,GPX4 表达下降,最终引发细胞铁死亡,证明

了细胞自噬可促进铁死亡。 除此之外, CHEN
等[58]发现茯苓酸增加 ROS 含量引发 T-ALL 细胞

凋亡,通过 AMPK / mTOR 和 LC3 信号通路诱导自

噬,同时下调 GSH 和上调丙二醛的表达,导致铁

死亡。 大豆氯化铵通过 Caspase3、7、8 和 9 激活和

改变线粒体膜电位,增加 ROS 生成引发铁死亡抑

制 CCRF-CEM 白血病细胞增殖, 进一步诱导

CCRF-CEM 细胞凋亡[59] 。 朱婷等[60] 发现自噬可

以增强 ALL 细胞对 erastin 的敏感性,表明自噬和

铁死亡的激活剂联合运用对于 AL 化疗耐药可作

为新的治疗方法。 因此,药物抗 ALL 可能是通过

细胞凋亡、自噬与铁死亡共同作用而导致。

3　 铁死亡在 AL 中的临床实验研究

　 　 AL 的临床治疗多以化疗为主,但目前化疗后

存在不断复发的情况,其原因主要为抗肿瘤药物

长时间作用于白血病细胞后,细胞对该药物甚至

其它未接触的抗肿瘤药物产生耐药,即多药耐药

(multidrug
 

resistance,MDR)。 而 MDR 产生的重

要原因是白血病干细胞( leukemia
 

stem
 

cell,LSC)
在患者体内作祟。 白血病干细胞是导致白血病

发生、复发、治疗产生耐药性的具有自我更新、分
化能力的细胞[61] 。 在现有研究中发现铁死亡相

关基因可作为治疗因白血病干细胞导致 MDR 的

靶点,如 GPX4、GSH、SLC7A11[62-64] ,这些靶点能

大大增强疗效及改善患者生存质量。 在 BIRSEN
等[43]的一项研究中,APR-246 通过降低 GSH 浓

度和增加 ROS 和脂质过氧化物来诱导 AML 细胞

铁死亡,在临床Ⅱ期研究中,APR-246 联合阿扎胞

苷能有效缓解 AML 患者耐药[65] 。 还有研究表

明,铁死亡激动剂可以抑制肿瘤细胞的增殖,耐
药肿瘤细胞对铁死亡的敏感度会高于普通肿瘤

细胞,可能与其自身氧化产物量有关,因此铁死

亡激动剂抑制耐药细胞株增殖更为明显, 如

erastin 联合顺铂通过抑制 System
 

Xc-通路来增强

治疗耐顺铂患者的疗效[66] , RSL3 可通过抑制

GPX4 活性诱导 AML 细胞株铁死亡[42] 。
传统中药在抑制肿瘤发生发展、减少耐药

性、提高患者机体免疫力等方面,联合铁死亡激

动剂能增强疗效,提高治愈率。 在此前已有研究

有毒中药运用“以毒攻毒”理论通过诱导细胞凋

亡、自噬等途径显著抑制 AL 细胞增殖[67-71] 。 同

时研究可见有毒中药从不同靶点、途径诱导 AL
细胞发生铁死亡。 如雷公藤甲素等[72] 化合物能

通过铁死亡氨基酸代谢途径影响 GPX4 含量诱导

AML 细胞铁死亡,克服细胞多药耐药。 此外,青
蒿琥酯(artesunate,ART)也可通过增强细胞毒性

和 ROS 的表达抵抗 ALL 耐药[73] 。 因此,有毒中

药有效成分诱导 AL 细胞发生铁死亡方面的研究
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具有巨大的潜力。

4　 小结与展望

　 　 AL 是一种复杂且易危及患者生命的疾病,具
有病死率高及预后差等特点,患者需依靠化疗和

骨髓移植等方法才能生存。 因此,探索新的靶点

和药物来治疗 AL,改善预后,减少耐药等诱发因

素,对患者具有十分重要的意义。 综述讨论了通

过调控铁死亡各代谢途径中的关键蛋白或因子

来平衡 AL 细胞内的 ROS 产生和代谢,增强 AL
细胞对铁死亡的敏感以抑制细胞增殖,提示铁死

亡可能成为干预 AL 发生和发展的重要靶点。 然

而目前关于铁死亡在 AL 中作用的研究更多聚焦

于 AML 上,涉及的 ALL 细胞系较少,且研究 ALL
发生铁死亡主要局限于氨基酸代谢途径中的

GPX4 依赖性通路。
当前研究现状存在不足,其一,通过调控铁

死亡通路抑制 AL 细胞增殖的研究,目前局限于

动物实验和细胞基础实验,临床研究较少。 其

二,临床上仍使用常规化疗药如长春新碱、阿糖

胞苷等,安全有效的铁死亡激动剂较少,APR-246
也仍处于临床试验中。 今后可进一步阐明铁死

亡的机制,明确更多的针对铁死亡关键代谢点的

调节剂,进一步开发靶向化合物并转化临床使

用。 此外也可考虑从有毒中药中提取有效成分

作为铁死亡诱导剂,并与临床常用化疗药物联合

使用,以诱导患者体内白血病细胞发生铁死亡起

到逆转 MDR 作用,弥补现有治疗方案的不足,以
期提高 AL 治愈率及患者生存质量。
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　 　 【摘要】 　
 

内质网质量控制系统是维持细胞稳态的核心机制之一,主要通过内质网相关降解和内质网自

噬两条途径介导内质网中错误折叠蛋白质的降解。 三方基序蛋白 13
 

(tripartite
 

motif
 

13,
 

TRIM13)是一种定位

于内质网膜上的蛋白,其 E3 泛素连接酶活性使其在内质网相关降解过程中发挥重要作用。 此外,TRIM13 也

作为一种非经典内质网自噬受体介导内质网自噬的发生。 近年来,TRIM13 在内质网质量控制领域受到了广

泛的关注,本文将对 TRIM13 的结构和功能以及 TRIM13 在内质网质量控制中的作用机制进行综述,并总结其

在疾病中的异常表达和调控作用,以期为相关疾病的治疗提供新策略。
【关键词】 　 TRIM13;内质网质量控制;内质网相关降解;内质网自噬
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Role
 

of
 

TRIM13
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endoplasmic
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quality
 

control
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its
 

association
 

with
 

diseases
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　 　 【Abstract】　
 

The
 

endoplasmic
 

reticulum
 

quality
 

control
 

(ERQC)
 

system
 

is
 

a
 

core
 

mechanism
 

for
 

maintaining
 

cellular
 

homeostasis,
 

which
 

primarily
 

mediates
 

the
 

degradation
 

of
 

misfolded
 

proteins
 

in
 

the
 

endoplasmic
 

reticulum
 

(ER)
 

through
 

the
 

ER-associated
 

degradation
 

(ERAD)
 

and
 

ER
 

autophagy
 

(ER-phagy)
 

pathways.
 

Tripartite
 

motif
 

13
 

(TRIM13)
 

is
 

a
 

protein
 

located
 

on
 

the
 

ER
 

membrane,
 

which
 

plays
 

a
 

critical
 

role
 

in
 

ERAD
 

via
 

its
 

E3
 

ubiquitin
 

ligase
 

activity.
 

TRIM13
 

also
 

acts
 

as
 

a
 

non-classical
 

ER-phagy
 

receptor
 

to
 

mediate
 

the
 

occurrence
 

of
 

ER-phagy.
 

TRIM13
 

has
 

recently
 

received
 

extensive
 

attention
 

in
 

the
 

field
 

of
 

ERQC.
 

Here
 

we
 

review
 

the
 

structure
 

and
 

function
 

of
 

TRIM13
 

and
 

the
 

mechanisms
 

by
 

which
 

it
 

contributes
 

to
 

ERQC,
 

and
 

summarize
 

its
 

abnormal
 

expression
 

and
 

regulatory
 

role
 

in
 

diseases,
 

with
 

the
 

aim
 

of
 

providing
 

new
 

strategies
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

related
 

diseases.
【Keywords】 　 tripartite

 

motif
 

13;
 

endoplasmic
 

reticulum
 

quality
 

control;
 

endoplasmic
 

reticulum-associated
 

degradation;
 

endoplasmic
 

reticulum
 

autophagy
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　 　 内质网( endoplasmic
 

reticulum,
 

ER) 是细胞

内最大的膜系统之一,它是蛋白质合成和折叠的

重要场所。 ER 在诸多因素的影响下,如环境压

力、遗传突变和老化等,其内蛋白质折叠会失调,
导致内质网应激 ( endoplasmic

 

reticulum
 

stress,
 

ERS),从而引发一系列细胞功能障碍和疾病。 为

了恢复和维持 ER 的正常功能,细胞会通过内质

网 相 关 降 解 ( endoplasmic
 

reticulum-associated
 

degradation,
 

ERAD)和内质网自噬等内质网质量

控 制 ( endoplasmic
 

reticulum
 

quality
 

control,
 

ERQC)机制来监测和清除异常的蛋白质,从而维

持细胞的稳态。 三方基序蛋白 13( tripartite
 

motif
 

13,
 

TRIM13) 是 TRIM 蛋白家族中的一员,具有

E3 泛素连接酶的活性,并且与多种疾病的发生发

展密切相关。 作为一种锚定于内质网膜上的蛋

白,TRIM13 与 ER 活动密切相关,其在 ERQC 过

程中发挥着重要作用,深入探讨其参与 ERAD 和

内质网自噬的分子机制将为 ERQC 的调控提供新

的分子靶点,诸多关于 TRIM13 在疾病中的研究

更为开发针对相关疾病的靶向治疗策略提供了

新思路。 本文综述 TRIM13 的结构和功能,并总

结其在 ERQC 和相关疾病中的研究进展,以期增

进对 TRIM13 及其在疾病治疗中应用前景的

理解。

1　 TRIM13 概述
 

1. 1　 TRIM13 的定位及命名

　 　 人类 TRIM13 编码基因位于 13 号常染色体

长臂 1 区 4 带(13q14) [1] ,此区域在 B 细胞慢性

淋巴细胞白血病(chronic
 

lymphomcytic
 

leukeamia,
 

CLL)中经常缺失。 该基因最初是在寻找 CLL 中

常见缺失的 13q14 位点上的基因时进行克隆的,
并将其命名为 LEU5[2] 。 由于 TRIM13 在 CLL 中

经常缺失,因此,TRIM13 最初也被称为在白血病

中缺失的 “ ret 指蛋白 2” ( ret
 

finger
 

protein
 

2,
 

RFP2) [3] 。 虽 然 并 非 每 个 CLL 患 者 都 伴 有

TRIM13 的缺失,但与初始诊断相比,TRIM13 在

CLL 肿瘤进展中表达降低[4] 。 故 TRIM13 被认为

是 CLL 中的肿瘤抑制因子。
在人体组织中,TRIM13 有至少 3 种大小分别

为 1. 6、2. 4 和 7. 5
 

kb 的 mRNA 亚型,这些 mRNA
具有显著的组织特异性差异。 最小的 mRNA 亚

型在睾丸中表达水平最高,而 2. 4
 

kb 的转录本在

骨骼肌中最丰富,7. 5
 

kb 的转录本在除骨骼肌、前
列腺、脾、胸腺和小肠外的大多数人体组织中弱

存在或不存在[4] 。
1. 2　 TRIM13 的分子结构与功能

　 　 TRIM13 属于 TRIM 蛋白家族中的一员,该家

族包含 80 多个成员[5] ,大部分 TRIM 蛋白由 3 个

高保守性结构域组成,这 3 个保守结构域从 N 端

到 C 端依次是 RING 结构域( RING
 

domain)、B-
box 结构域( B-box

 

domain) 和螺旋-螺旋结构域

(coiled-coil
 

domain),因此,TRIM 蛋白家族也被称

为 RBCC 家族。 这 3 个结构域分别具有不同的功

能,其中 RING 结构域含有催化位点[6] ,在细胞内

发挥 E3 泛素连接酶的作用[7] ,但仍有有限数量

的 TRIM 蛋白缺乏 RING 结构域;B-box 结构域作

为蛋白-蛋白相互作用域,可以与螺旋-螺旋结构

域一起介导 TRIM 蛋白的同源或异源寡聚化;螺
旋-螺旋结构域还可形成高阶分子结构,在自噬

的调节中发挥重要作用[8] 。 TRIM13 除了包含一

个 RING 结构域、一个 B-box 结构域和一个螺旋-
螺旋结构域以外,还具有一个独特的跨膜结构域

(transmembrane
 

domain,
 

TM),该结构域在所有

TRIM 蛋 白 家 族 成 员 中 只 存 在 于 TRIM13 和

TRIM59 中[9] ,TM 的存在也使 TRIM13 得以锚定

在内质网膜上[10](图 1)。
尽管 TRIM 蛋白具有相同的结构域,但它们

具有不同的功能。 有研究显示,大多数 TRIM 蛋

白含有多个可剪接的 mRNA,并且非普遍表达,这
表明它们参与细胞的特异性功能[6] 。 越来越多

的证据表明,TRIM 蛋白家族具有独特而重要的

作用。 在自噬方面, 肌肉特异性泛素连接酶

TRIM55 能够与泛素结合接头蛋白螯合体 1
(sequestosome

 

1,
 

SQSTM1 / p62)相互作用,在横纹

肌中调节肌节的组装和蛋白质降解;TRIM63 也

可以与 p62 相互作用,调节烟碱乙酰胆碱受体的

周转[11] 。 不仅如此,由于 TRIM 蛋白具有 E3 泛

素连接酶的活性,而底物的泛素化可以为不同的

蛋白质降解途径提供降解信号,因此,TRIM 蛋白

还与蛋白质降解过程密切相关,如 TRIM11 可以

通过调节泛素蛋白酶体系统(ubiquitin-proteasome
 

system,
 

UPS)介导细胞核和细胞质中错误折叠的

蛋白和蛋白聚集体的降解[12] ;值得注意的是,

061 中国比较医学杂志 2025 年 4 月第 35 卷第 4 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

April
 

2025,Vol.
 

35,No.
 

4



图 1　 TRIM13
 

结构图

Figure
 

1　 Structure
 

diagram
 

of
 

TRIM13

TRIM13 因其独特的亚细胞定位及功能多样性,
可以通过 ERAD 和内质网自噬途径降解 ER 中的

错误折叠蛋白[9] ,在 ERQC 领域受到了广泛的

关注。

2　 ERQC
　 　 ER 是一个由相互连接的平板和弯曲小管组

成的具有独特结构域和功能的细胞器,在细胞中

积极监测着大多数分泌蛋白和膜蛋白的生物合

成、组装和运输[13] ,并参与脂质和类固醇合成、调
节钙离子稳态等功能[14] ,在细胞中起着独一无二

的作用。
ER 稳态的维持对于保持细胞健康和体内平

衡至关重要。 然而,当细胞处于某种生理状态或

暴露于应激条件下,尤其是在氧化应激、能量缺

乏、炎症、缺氧等应激状况下时,蛋白质的加工过

程会出现异常,细胞的内环境会发生紊乱,ER 对

蛋白质的折叠效率会降低,从而导致蛋白质的未

折叠或错误折叠[15] ,如果这些未折叠或错误折叠

的蛋白质未被及时清除,就会在 ER 积累,从而引

发 ERS。 ERS 不仅与多种疾病(包括癌症、代谢

紊乱和蛋白质病变)的发病机制有关,还与负责

蛋白质合成(如抗体产生) 的细胞死亡有关[16] 。
因此,维持细胞的 ER 稳态是细胞执行其基本功

能的必要条件。 为了实现这一目标,细胞采用了

一个相当复杂的质量控制系统—ERQC 系统以隔

离、再折叠和降解累积的错误折叠蛋白质从而恢

复和维持 ER 的功能及稳态[17] 。
ERQC 即 ER 中的蛋白质质量控制,该途径

由伴侣、折叠酶和降解因子组成,以确保 ER 蛋白

折叠和运输到下游分泌环境的保真度。 在 ERQC
过程中,无法通过与 ER 伴侣和折叠酶相互作用

达到正确折叠构象的蛋白质将通过 ERAD 或内

质网自噬途径分别被蛋白酶体或溶酶体降解[18] 。
ERQC 通过在 ER 蛋白折叠、转运和降解途径之

间分配新生蛋白,优先促进折叠及构象正确的蛋

白分泌,同时积极阻止非天然蛋白的转运,从而

保护下游分泌环境的完整性[19] 。
ERQC 通过监测蛋白质组的状态,确保错误

折叠的蛋白质被有效地标记和降解[20] 。 这种对

蛋白质组折叠状态的严密监视是至关重要的,因
为错误折叠的蛋白质会暴露出具有高聚集倾向

的区域,这不仅会使受影响的蛋白质失活,还会

通过与其他细胞因子的共聚集导致关键细胞功

能的破坏[21] 。 因此,ERQC 是真核细胞消除错误

折叠蛋白和维持细胞稳态的关键,其缺陷往往会

导致疾病的发生。 研究发现,错误折叠的蛋白质

往往会聚集形成具有抗性的富含 β 片段的寡聚

体,这些寡聚体是许多神经退行性疾病的标志,
如阿尔茨海默病、帕金森病等[22] ;除此之外,α-1
抗胰蛋白酶错误折叠并保留在 ER 形成聚合物,
可导致肝纤维化并最终导致肝细胞癌;当胰岛素

原分泌增加超过 ER 的折叠能力时,便会聚积在

ER 并导致 ERS 和胰岛 β 细胞衰竭,从而导致Ⅱ
型糖尿病的发展[23] ,这些均由 ERQC 能力的破坏

所导致。 因此,ER 作为蛋白质生物发生的枢纽,
其质量控制对于维持细胞稳态至关重要。
2. 1　 ERAD
　 　 ERAD 作为一个起主导作用的 ERQC 途径,
是一种多步骤质量控制机制,需要一系列复杂组

分的协同作用清除错误折叠蛋白[24] 。 该过程从

内质网膜上的泛素连接酶复合物识别底物开始,
在识别时,管腔和膜中的底物会逆转位到内质网

膜的细胞质侧。 泛素连接酶复合物组分的膜结

构域促进了这一步骤。 一旦暴露于内质网膜的

胞质表面,底物就会泛素化。 细胞分裂周期 48
(cell

 

division
 

cycle
 

48,
 

Cdc48)蛋白是酵母中的一

类 三 磷 酸 腺 苷 酶 ( adenosine
 

triphosphatase,
 

ATPase ), p97, 又 名 含 缬 酪 肽 蛋 白 ( valosin-
containing

 

protein,
 

VCP),是其在高等生物中的同
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源蛋白,它们可以与泛素化的底物结合,利用

ATP 水解的能量将细胞内被多聚泛素化的底物

蛋白去折叠,从而将底物蛋白从内质网膜中抽取

出来,随后胞质中的蛋白酶体识别底物蛋白并对

其进行降解[25-26](图 2)。

图 2　 ERAD 的分子机制

Figure
 

2　 Molecular
 

mechanism
 

of
 

ERAD

研究发现,ERAD 能够通过控制脂质生物合

成酶的周转,调节 ER 脂质组成。 此外,ERAD 还

控制 1,4,5 -三磷酸肌醇受体( inositol
 

1,
 

4,
 

5-
trisphosphate

 

receptor,
 

IP3R) 等活性钙通道的丰

度,影响细胞离子稳态[27] 。 细胞器接触,特别是

ER 和线粒体之间的接触位点,最近被证明是由

ERAD 控制的[28] 。 在免疫系统中,ERAD 对发育

中的 B 淋巴细胞的正常成熟和功能至关重要[29] 。
对小鼠的研究发现,ERAD 任何关键成分的缺失

都会导致小鼠胚胎死亡,这些研究强调了 ERAD
在发育中的生理意义[30] 。 因此,ERAD 具有广泛

的底物,并对细胞生理产生深远的影响。
2. 2　 内质网自噬

　 　 内质网自噬是一条新发现的 ERQC 途径,它
可以降解因无法折叠而对 ERAD 有抗性的错误

折叠或聚集的内质网蛋白,以维持正常和应激条

件下 ER 的动态平衡[31-32] 。 真核生物,尤其是哺

乳动物,已经进化出多种机制来调节不同的内质

网自噬模式,包括内质网巨自噬、内质网微自噬

以及囊泡转运内质网自噬。 在内质网巨自噬中,
自噬体包裹 ER 片段,并与溶酶体融合,降解含有

ER 的内部物质;在内质网微自噬中,溶酶体膜内

陷并“掐断” 部分 ER 进入溶酶体腔内以将其降

解;囊泡转运内质网自噬即溶酶体直接与 ER 来

源的囊泡进行融合并将其降解[33] 。
内质网自噬在基础、非应激条件下是活跃

的;在应激条件下,如钙水平的扰动、错误折叠蛋

白的积累或氧化还原电位的变化,内质网自噬会

被上调,在该过程中,内质网自噬具有不同的功

能,首先,其可以促进 ER 腔内蛋白质聚集体或功

能失调的蛋白质的降解以缓解 ERS;其次,ERS 状

态会导致内质网膜的扩张,而内质网自噬可以通

过降解多余的内质网膜来调节 ER 的大小并维持

其稳态[33] 。 内质网自噬还能够影响 ER 中蛋白

质的质量、数量和分泌,同时通过响应细胞需求

调整 ER 亚结构域将 ER 塑造成功能性细胞

器[34] 。 作为错误折叠蛋白的替代处理途径,内质

网自噬可通过降解其他 ER 处理途径无法清除的

有害蛋白来维持细胞的稳态[33] 。
内质网自噬作为一种选择性自噬,需要内质

网自噬受体的介导,经典的内质网自噬受体包括

序列 相 似 性 家 族 134B ( family
 

with
 

sequence
 

similarity
 

134
 

member
 

B,
 

FAM134B)、网状蛋白 3
L(reticulon

 

3
 

L,
 

RTN3L)、ATL3(atlastins
 

3)、分泌

转运蛋白 62 ( secretory
 

translocation
 

protein
 

62,
 

SEC62 )、 细 胞 周 期 进 程 基 因 1 ( cell-cycle
 

progression
 

gene
 

1,
 

CCPG1)和睾丸表达基因 264
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( testis
 

expressed
 

gene
 

264,
 

TEX264) [35] ,它们与体

内平衡联系密切,并且在人类疾病中发挥关键作

用。 例如,FAM134B 作为肿瘤抑制因子,在体内

和体外都能抑制肿瘤的生长和增殖,其突变或表

达改变在结直肠癌患者中很常见[36] ;在抗感染方

面,有研究发现 RTN3L 通过结合病毒编码的非结

构蛋白 4B( non-structural
 

4B,
 

NS4B)来破坏丙型

肝炎病毒(hepatitis
 

C
 

virus,
 

HCV)的复制,RTN3L
的耗尽会促进 HCV 的传播[37] ;最新的研究发现,
通过过表达 ATL 来适度上调苍蝇脑中内质网自

噬后,其与年龄相关的神经退化可显著减弱,并
且在表达人类淀粉样蛋白前体蛋白 ( amyloid

 

precursor
 

protein,
 

APP)的阿尔茨海默病果蝇模型

中可观察到内质网自噬受损,而增强内质网自噬

可促进 APP 降解,从而缓解症状[38] 。 因此,内质

网自噬与人类健康和疾病密切相关。 此外,某些

已知的内质网自噬底物蛋白突变,如秋田胰岛素

原蛋白和血管抑制蛋白,可导致常染色体显性糖

尿病[39] 。 不仅如此,内质网自噬还可以维持成熟

T 细胞的稳态,以往研究证明,内质网自噬可以通

过保护 ER 功能来维持钙平衡,从而改善 T 细胞

的功能[40] 。
目前关于 ERAD 和内质网自噬的分子机制

的研究受到了越来越多的关注,具有 E3 泛素连

接酶活性的非经典内质网自噬受体 TRIM13 在

ERQC 途径中的作用已成为研究的热点。

3　 TRIM13 与 ERQC
　 　 近年来,随着对 TRIM13 研究的深入,发现在

ERS 后 TRIM13 的表达会上调[41] ,且 TRIM13 会

增强 ERS 诱导的自噬[42] ,表明 TRIM13 与 ER 功

能及稳态之间存在紧密联系。 而且 TRIM13 定位

于内质网膜的结构特点也决定了其可参与多种

ER 生理活动,并与 ERQC 密切相关。
3. 1　 TRIM13 与 ERAD
　 　 在哺乳动物细胞中,至少有 10 种内质网膜结

合的泛素连接酶与 ERAD 相关,其中参与形成泛

素连接酶复合物的 E3 泛素连接酶包括羟甲基戊

二 酰 辅 酶 A 还 原 酶 降 解 蛋 白 1
( hydroxymethylglutarylgo

 

A
 

reductase
 

degradation
 

protein
 

1,
 

Hrd1 )、 人 膜 相 关 蛋 白 TEB4
( membrance-associated

 

RING-CH
 

Ⅳ,
 

MARCH-

Ⅳ)、糖蛋白 78(glycoprotein
 

78,
 

gp78)、热休克蛋

白 70 羧基端作用蛋白( carboxy
 

terminus
 

of
 

Hsc70
 

interacting
 

protein,
 

CHIP ) 等[21] 。 研 究 发 现,
TRIM13 是一种参与 ERAD 的新型 E3 泛素连接

酶,可以依赖其 RING 结构域识别 ERAD 的底物

CD3δ 并通过蛋白酶体将其降解[43] 。 除此之外,
TRIM13 还可以与 VCP 等多种 ERAD 蛋白免疫共

沉淀,在 ERAD 期间,需要 VCP 与泛素融合降解

蛋白 1 ( ubiquitin
 

fusion
 

degradation
 

protein
 

1,
 

UFD1 ) 和 核 定 位 蛋 白 4 ( nuclear
 

protein
 

localization4,
 

Npl4)复合物一起将泛素化蛋白从

ER 中抽取到细胞质中进行蛋白水解[43] 。
TRIM13 还参与质膜钙通道(Cav1. 2 通道)的

泛素化。 在没有辅助亚基 Cavβ 存在的情况下,
Cav1. 2 通道被 TRIM13 泛素化后会与 ERAD 复合

物蛋白 derlin-1 和 p97 相互作用,最终将通道靶向

蛋白酶体进行降解。 ALTIER 等[44]通过敲除典型

ER 定位泛素连接酶的一个子集,并检测 Cav1. 2
通道的泛素化发现敲低 TRIM13 会导致 Cav1. 2
通道泛素化显著降低,而敲低 Hrd1 或 gp78 连接

酶并没有显著降低通道的泛素化;并且在 Cath. a
分化细胞(源自中枢神经系统的儿茶酚胺能细

胞)和大鼠脑匀浆中都发现 TRIM13 可以与内源

性 Cav1. 2 通道免疫共沉淀。 因此,TRIM13 是调

节 Cav1. 2 通道泛素化和表达的关键因素。
3. 2　 TRIM13 与内质网自噬

　 　 TRIM13 是一种非经典的内质网自噬受体。
研究发现,经典的内质网自噬受体中, SEC62、
CCPG1、ATL3 和 TEX264 含有 TM、FAM134B 和

RTN3L 含有内质网蛋白同源结构域 ( reticulon-
homology

 

domain,
 

RHD),RHD 存在于内质网膜的

外小叶中以感知和诱导膜曲率[45] 。 这些受体都

包 含 微 管 相 关 蛋 白 1 轻 链 3 ( microtubule-
associated

 

protein
 

1
 

light
 

chain
 

3,
 

LC3)或 γ-氨基

丁酸 受 体 相 关 蛋 白 ( gamma-aminobutyric
 

acid
 

receptor-associated
 

protein,
 

GABARAP) 相互作用

结构域( LC3( GABARAP)-interacting
 

region,
 

LIR
(GIR)) [46] ,它们能与 LC3 结合介导自噬体的形

成以促进内质网自噬。 然而,TRIM13 并不含有

LIR 或 GIR,因此不能直接与 LC3 结合诱导自噬

体包裹 ER。 但是 TRIM13 作为一种 E3 泛素连接

酶,具有能够泛素化自身和其他底物的特点。 泛
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素与底物的连接位点包括 7 个赖氨酸位点( K6、
K11、K27、K29、K33、K48、K63)、1 个甲硫氨酸位

点(M1)和 1 个甘氨酸位点(G76)。 研究发现,当
TRIM13 通过 K63 位点泛素化时将由自噬降解,
而通过 K48 位点泛素化时将由蛋白酶体降解[41] 。

研究表明,TRIM13 能够通过与 p62 结合介导

内质 网 自 噬[42] 。 p62
 

C 端 具 有 泛 素 结 合

(ubiquitin-associated,
 

UBA)结构域,其 UBA 结构

域既可以结合 K48 连接的泛素链,也可以结合

K63 连接的泛素链,但对 K63 连接的泛素链具有

更高的亲和力[47] 。 此外,p62 还具有能与 LC3 结

合的 LIR。 因此,TRIM13 泛素化之后,与 p62 的

UBA 结构域结合,同时,p62 的 LIR 结合隔离膜上

的 LC3,隔离膜不断延伸包裹 ER 形成自噬体,然
后自噬体与溶酶体融合形成自噬溶酶体以完成

对底物的降解(图 3)。

图 3　 内质网自噬的分子机制

Figure
 

3　 Molecular
 

mechanism
 

of
 

ER-phagy

除了作为内质网自噬受体介导内质网自噬

外,TRIM13 还参与自噬体的形成。 自噬体的生

物发生是自噬的标志,可由营养饥饿(包括氮、
碳、葡萄糖、氨基酸或磷酸盐剥夺)、有害应激源

(包括高温、缺氧、氧化还原失衡或高盐)、功能失

调的蛋白质和蛋白质复合物、多余或受损的细胞

器以及入侵的病原体等自噬诱导信号引发,也可

由自噬受体与目标物质结合所引发[48] 。 随后细

胞质自噬相关蛋白 ( autophagy-related
 

proteins,
 

ATG)被招募到自噬体生物发生的位点以产生

“自噬体前体”,在酵母中被称为“自噬前体结构”
(pre-autophagosomal

 

structure,
 

PAS)。 在酵母中,
自噬体形成位点定位于液泡与 ER 密切接触的区

域(液泡-ER 接触位点);在哺乳动物中,自噬体

的形成始于 ER 亚结构域,主要是与线粒体相关

的区域(ER-线粒体接触位点) [49] 。 自噬体是由

一个被称为吞噬体或隔离膜的小池在这些特定

位置成核、膨胀和封闭形成的。 在哺乳动物中,
自噬诱导信号触发 ER 中依赖磷脂酰肌醇-3-激

酶( phosphatidylinositol
 

3-kinase,
 

PI3K)复合物Ⅰ
的磷脂酰肌醇 3 - 磷酸 ( phosphatidylinositol

 

3-
phosphate,

 

PtdIns3P)富集结构域的形成,该结构

域可以使双 FYVE 结构域蛋白 1( double
 

FYVE-
containing

 

protein
 

1,
 

DFCP1)形成环状结构,称为

Ω 体,随后隔离膜在 Ω 体上扩张并闭合成自噬

体[50] 。 研究发现,TRIM13 能够与 Beclin1(酵母

ATG6 的哺乳动物同源物)以及液泡蛋白分选 34
( vacuolar

 

protein
 

sorting,
 

VPS34 ) 相 互 作 用,
Beclin1 和 VPS34 是哺乳动物 PI3K 复合物Ⅰ的

成员,可以在自噬体形成过程中感知和诱导源自
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Ω 体 的 隔 离 膜 的 膜 曲 率 和 扩 张[41] 。 此 外,
TRIM13 还被发现能在 ERS 条件下与 DFCP1 共

定位,DFCP1 是已知唯一定位于 Ω 体的蛋白质,
其对于自噬体的生物发生是必不可少的[42] 。

综上所述,TRIM13 不仅通过其独特的底物

选择性和分子机制参与 ERAD 过程,还作为非经

典内质网自噬受体参与内质网自噬过程,并在自

噬体的形成中发挥作用。 因此,TRIM13 在 ERQC
过程中具有重要作用,其异常表达会对细胞稳态

产生影响,进而与多种疾病的发生发展相关联。

4　 TRIM13 在相关疾病中的作用

　 　 TRIM13 最早作为一种肿瘤抑制因子在 CLL
中被发现,因此,大量研究集中于阐明其肿瘤抑

制作用。 近年来,关于 TRIM13 在疾病中的研究

逐渐增多,其在炎症方面的作用也愈加受到关

注。 了解 TRIM13 在不同疾病中的作用,不仅有

助于加深对其分子机制的理解,还为相关疾病的

诊断、治疗提供新的思路。
4. 1　 TRIM13 与肿瘤

　 　 TRIM13 被发现在 CLL、多发性骨髓瘤、神经

细胞淋巴瘤和弥漫性大细胞淋巴瘤等多种血液

恶性肿瘤中表达消失,在头颈部肿瘤、口腔肿瘤

等实体肿瘤中也有缺失的报道[43] ,因此该基因已

被归于肿瘤抑制基因。 有研究显示,TRIM13 在

非 小 细 胞 肺 癌 ( non-small
 

cell
 

lung
 

cancer,
 

NSCLC)中表达降低,而在 NSCLC 细胞系中增强

TRIM13 的表达则会诱导细胞凋亡并阻碍肿瘤生

长[51] 。 进一步研究发现,TRIM13 可以通过调节

Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1( Kelch
 

like
 

ECH
 

associated
 

protein
 

1,
 

Keap1) -核因子 E2 相关因子

2(nuclear
 

factor
 

E2-related
 

factor
 

2,
 

Nrf2)信号通

路介导 p62 泛素化来诱导肺腺癌细胞中的自

噬[52] 。 在肾癌组织中,TRIM13 的表达显著降低,
过表达 TRIM13 可降低癌细胞的侵袭和迁移能

力[53] 。 在乳腺癌中,TRIM13 的高表达预示着更

良好的预后[54] , 体现了 TRIM13 的肿瘤抑制

作用。
4. 2　 TRIM13 与炎症

　 　 文献显示,TRIM13 可以通过靶向肿瘤坏死

因子 受 体 相 关 因 子 6 ( tumor
 

necrosis
 

factor
 

receptor-associated
 

factor
 

6,
 

TRAF6) 调控核因子

κB(nuclear
 

factor-κB,
 

NF-κB)活性从而刺激巨噬

细胞趋化因子和细胞因子的产生[55] 。 研究发现,
TRIM13 可以与视黄酸诱导基因Ⅰ( retinoic

 

acid-
inducible

 

gene,
 

RIG-Ⅰ) 和黑色素瘤分化相关基

因 5 ( melanoma
 

differentiation-associated
 

gene
 

5,
 

MDA5)相互作用,并负向调节 MDA5 介导的Ⅰ型

干扰素(interferon,
 

IFN)的产生,对于宿主防御病

毒感染至关重要[56] 。 除此之外,TRIM13 可调节

干扰素调节因子 3( interferon
 

regulatory
 

factor
 

3,
 

IRF3)、IRF7 等干扰素相关基因及白细胞介素 1
(interleukin-1,

 

IL-1)、 IL-1β 和肿瘤坏死因子 α
(tumor

 

necrosis
 

factor-α,
 

TNF-α)的表达,在炎症

调节中发挥重要作用[57] ,且 TRIM13 缺失诱发的

炎症 反 应 与 年 龄 相 关[58] 。 在 巨 噬 细 胞 中,
TRIM13 可通过降低炎性细胞因子的表达抑制致

病 DNA 和环鸟苷酸 - 腺苷酸 ( cyclic
 

guanosine
 

monophosphate-adenosine
 

monophosphate,
 

cGAMP)
引发的炎症反应[58] 。
4. 3　 TRIM13 与其他疾病

　 　 最新的研究发现,高脂饮食喂养条件下的小

鼠主动脉和巨噬细胞中 TRIM13 表达上调并介导

肝 X 受体 α / β(liver
 

X
 

receptor
 

α / β,
 

LXRα / β)和
信号传导抑制因子 1 / 3 ( suppressor

 

of
 

cytokine
 

signaling,
 

SOCS1 / 3) 的泛素化和降解,使得胆固

醇外排减少和氧化低密度脂蛋白摄取增加,从而

导致泡沫细胞的形成和动脉粥样硬化的发生[59] 。
研究发现,TRIM13 参与细胞活性的调节,其过表

达可增加肿瘤蛋白 p53 的稳定性并降低蛋白激酶

B(protein
 

kinase
 

B,
 

PKB / AKT)的活性导致细胞

凋亡[60] 。 此外,TRIM13 还可通过调节神经炎症

反应参与高脂饮食诱导的中枢神经系统损伤和

胰岛素抵抗,有助于调节外周代谢紊乱[61] 。 研究

发现,TRIM13 表达下调参与慢性阻塞性肺疾病

的发病机制,过表达 TRIM13 可降低内质网应激

和内质网自噬从而抑制肺泡上皮细胞凋亡,缓解

肺部组织损伤[62] 。 TRIM13 在糖尿病小鼠肾组织

和高葡萄糖 / 转化生长因子 β-1 ( transforming
 

growth
 

factor
 

β-1) 刺激的肾系膜细胞中下调,而
C / EBP 同 源 蛋 白 ( C / EBP

 

homologous
 

protein,
 

CHOP)的表达上调,过表达 TRIM13 可减轻糖尿

病肾病诱导的胶原蛋白合成,并通过下调 CHOP
恢复肾功能,所以,TRIM13 可作为糖尿病肾病的
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潜在治疗靶点[63] 。
因此,TRIM13 参与了多种疾病发生发展的

病理生理过程,通过多种调控机制在体内发挥着

重要作用。

5　 总结与展望

　 　 ER 作为蛋白质折叠和组装的场所可根据代

谢、发育或蛋白质毒性的提示动态改变其质量、
成分和形状,以维持或调节其功能,其调控机制

非常复杂。 ERQC 是其调控机制之一,通过确保

蛋白质的正确构象和功能,从而保证细胞的正常

生理活动。 定位在内质网膜上的非经典内质网

自噬受体 TRIM13 作为一种 E3 泛素连接酶,通过

多种机制参与 ERQC 中 ERAD 和内质网自噬过

程,在维持细胞内 ER 的稳态中发挥着关键作用。
目前,关于 TRIM13 在内质网功能中的重要作用

受到了越来越多学者的关注,尽管对其在 ERQC
中作用的理解逐步加深,但 TRIM13 在 ERAD 途

径中的具体机制及其在不同信号通路中的作用

尚不明确。 其次,何种情况会触发 TRIM13 介导

的内质网自噬以及 TRIM13 介导的内质网自噬在

相关疾病中的重要作用也有待进一步阐明。 后

续研究应关注 TRIM13 与其他 ERQC 相关蛋白的

相互作用,深入理解其在 ERQC 中的作用并寻找

能够特异性调控 TRIM13 的靶点,为相关疾病的

治疗提供新思路;深入研究 TRIM13 的生物学功

能和分子机制,为细胞稳态的调控以及相关疾病

的治疗和预防提供理论支撑。
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　 　 【摘要】 　
 

阿尔茨海默病( Alzheimer’ s
 

disease,AD)的发病机制是当前生命医学领域的研究焦点之一。
运动可作为改善神经退行性疾病的重要手段,研究证实,有氧运动、抗阻运动和多模式运动组合均可显著改善

AD。 分析发现,其发病机制与运动抑制炎症反应、优化星形胶质细胞和小胶质细胞激活状态、促进海马神经

发生以及改善血脑屏障功能密切相关。 本文通过对不同运动方式在改善 AD 中的作用及其机制进行综述,并
做出展望,以期为 AD 的运动防治提供理论和实验依据。

【关键词】 　 运动;阿尔茨海默病;神经炎症;神经发生;血脑屏障
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　 　 【Abstract】 　
 

The
 

pathogenesis
 

of
 

Alzheimer’ s
 

disease
 

( AD)
 

is
 

a
 

key
 

research
 

focus
 

in
 

the
 

field
 

of
 

life
 

sciences.
 

Exercise
 

serves
 

as
 

an
 

important
 

intervention
 

for
 

ameliorating
 

neurodegenerative
 

diseases,
 

and
 

aerobic
 

exercise,
 

resistance
 

training,
 

and
 

multimodal
 

exercise
 

combinations
 

have
 

been
 

shown
 

to
 

significantly
 

improve
 

AD.
 

Studies
 

have
 

shown
 

that
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

AD
 

is
 

closely
 

associated
 

with
 

the
 

regulatory
 

effects
 

of
 

exercise
 

in
 

suppressing
 

inflammatory
 

responses,
 

optimizing
 

the
 

activation
 

of
 

astrocytes
 

and
 

microglia,
 

promoting
 

hippocampal
 

neurogenesis,
 

and
 

improving
 

blood-brain
 

barrier
 

function.
 

This
 

article
 

reviews
 

the
 

effects
 

and
 

mechanisms
 

of
 

different
 

exercise
 

method
  

in
 

improving
 

AD
 

and
 

discusses
 

future
 

prospects,
 

with
 

the
 

aim
 

of
 

providing
 

a
 

theoretical
 

and
 

experimental
 

basis
 

for
 

the
 

role
 

of
 

exercise
 

in
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

AD.
【Keywords】　 exercise;

 

Alzheimer’s
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blood-brain
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　 　 阿尔茨海默病( Alzheimer’ s
 

disease,
 

AD)是

一种常见的神经退行性疾病。 研究发现,神经炎

症、胶质细胞、神经发生和血脑屏障功能等被认

为是其发病机制中的关键环节[1] 。 近年来,运动



在神经炎症调控及 AD 预防中的潜在作用受到了

广泛关注。 研究显示,适宜的运动能够显著降低

神经炎症水平,通过减少促炎因子的释放、促进

抗炎因子的产生,以及调节免疫细胞的活性,达
到保护神经系统健康的效果[2] 。 此外,运动还能

通过改善脑部血液循环、增强神经元的代谢活性

等,来协助预防 AD 的发生[3] 。
小胶质细胞作为固有的免疫调节细胞,具有

清除神经毒性蛋白质聚集体的功能[4] 。 然而,小
胶质细胞清除 β-淀粉样蛋白( amyloid

 

β-protein,
Aβ) 斑块的过程、损伤相关分子模式 ( damage-
associated

 

molecular
 

patterns,
 

DAMPs)的激活、免
疫衰老及其与星形胶质细胞的相互作用将导致

神经炎症[5-10] 。 研究小胶质细胞相关的信号传导

机制对于理解 AD 发病机制具有重要意义。 运动

对神经炎症和 AD 具有积极的影响,通过影响骨

骼肌产生的肌细胞因子、调节外周免疫系统、改
变脂肪组织中的巨噬细胞类型,以及在大脑中上

调抗炎细胞因子的表达来发挥抗炎作用[11-14] ,并
且通过减弱年龄相关的大脑促炎细胞因子的表

达,激活小胶质细胞和星形胶质细胞,对海马神

经发生产生有益的影响[15] 。 运动还通过减少炎

症反应和氧化应激来增强免疫功能,并改变 AD
大脑中的炎症模式和神经病理学特性[16-17] 。 另

外,减少外周炎症因子进入中枢神经系统还有助

于恢复血脑屏障的完整性,增强认知功能,改善

AD[18] 。 综上所述,通过调节免疫系统抗炎机制、
对大脑神经炎症的影响以及对海马神经发生和

血脑屏障功能的调节,运动可发挥积极的 AD 病

理改善作用。
当前,有关运动改善 AD 的机制尚缺少系统

性综述。 鉴于此,本研究旨在全面梳理不同运动

在改善 AD 中的作用,明确神经炎症、神经发生、
血脑屏障等在 AD 发病中的关键作用,并深入探

讨运动如何通过调控神经炎症等来防治 AD,以
期为老年人制定个性化运动计划及非药物干预

策略的开发提供理论支撑和研究方向。

1　 运动对 AD 的改善作用

1. 1　 有氧运动对 AD 的改善作用

　 　 步行锻炼是一种被中老年人广泛接受和喜

爱的体育活动。 有研究通过对居住在疗养院中

的晚期 AD 患者进行为期 24 周,每周 4 次,每次

30
 

min 的步行锻炼干预[8] 。 研究结果显示,患者

的 6
 

min 步行测试分数和日常生活活动能力有所

提高,同时在最低精神状态检查(mini-mental
 

state
 

examination,
 

MMSE)上的得分下降速度也得到减

缓。 此外,另一项研究为 8 名 AD 患者实施了为

期 4 周的适应性跑步机训练,逐步增加运动强度

和持续时间,直至达到最大摄氧量的 40% (初始

速度为 2 km / h,初始持续时间为 20
 

min) [9] 。 适

应期后,患者每周进行两次跑步机步行,每次

30
 

min,持续 3 个月,可显著改善他们的认知功

能。 进一步的研究也表明,进行为期 6 个月,每周

5 次,每次 30~ 45
 

min 的步行锻炼,能有效地延缓

AD 患者日常生活能力和认知功能的下降,并降

低他们跌倒的风险[10] 。 这些研究结果都充分证

明了步行锻炼对于改善和维持 AD 患者的生活品

质具有重要的作用。
固定自行车运动是一种低冲击、非负重的有

氧锻炼方式,其跌倒风险极低,特别适合 AD 患

者。 一项研究中,轻度 AD 患者被分为两组,一组

进行每周 3 次,每次 40
 

min 的中等强度自行车运

动,持续 3 个月,对照组则不进行此运动,结果表

明,参与自行车运动的 AD 患者在认知功能上有

显著改善[11] 。 对于轻度 AD 患者,一项为期 16
周的运动计划,包括在跑步机和固定自行车上进

行中高强度有氧运动,每周 3 次,每次 1
 

h,同样能

够改善认知功能[12] 。 还有研究发现,经过 6 个月

的中等强度自行车运动和拉伸运动的结合干预,
患有轻度至中度 AD 的老年人每周进行 3 次,每
次 20~ 50

 

min 的锻炼,其认知能力下降的速度有

所放缓,但结合运动的效果与单纯拉伸运动相

比,并未显示出额外的认知效益[13] 。
鉴于老年人患 AD 的风险较高,选择适宜的

有氧运动形式显得尤为重要。 对于未曾有规律

运动习惯的老年患者而言,步行锻炼是一个较为

理想的选择。 而对于轻度 AD 患者来说,选择具

有吸引力且能够提供互动性的中等强度有氧运

动,可对他们的整体身心健康带来更积极的影响。
1. 2　 抗阻运动对 AD 的改善作用

　 　 针对 24 项有关 AD 患者认知功能的运动干

预研究进行了深入的荟萃分析,结果表明,不同

形式运动干预均对整体认知功能产生积极影响,
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其中,抗阻运动是改善 AD 患者认知功能的最有

效运动方式(成为最佳干预方案的累积概率达

72. 4%) [14] 。 在一项研究中,对 23 名轻度 AD 患

者进行了弹力带抗阻训练,每周进行 3 次上肢和

下肢运动,为期 5 个月[15] 。 在运动干预前后,采
用一系列评估身体健康的方法,包括椅腿深蹲、
单腿站立、定时出发测试、2

 

min 步行测试和步态

能力评估。 结果发现,抗阻运动后 AD 患者的肌

肉力量、耐力和心血管功能均有显著改善。 此

外,长期抗阻运动可降低氧化应激,增加血清脑

源性神经营养因子 ( brain
 

derived
 

neurotrophic
 

factor,
 

BDNF)和胰岛素样生长因子 I( insulin
 

like
 

growth
 

factor-1,
 

IGF-1) 的分泌, 并提高认知能

力[15] 。 研究表明,抗阻运动改善 AD 的机制与神

经发生和神经可塑性增加有关,从而有助于抵抗

大脑衰老的影响。 进一步的研究对 9 月龄具有认

知障碍的小鼠进行了阻力阶梯训练,结果显示,
与未进行训练的小鼠相比,经过阻力训练小鼠的

额叶皮层和海马的认知能力有所改善[16] 。 此外,
研究还发现,阻力训练对抑制神经炎症、Aβ 蛋白

和 tau 蛋白的病理作用发挥以及改善突触可塑性

有积极影响。 另有研究也发现,55 名轻度认知障

碍患者进行 16 周的抗阻运动后,其循环神经保护

生长因子 IGF-1 水平显著升高,白细胞介素- 15
水平则有所下降[17] 。 抗阻运动对 AD 的认知功

能、肌肉力量、耐力、心血管功能、神经发生和神

经可塑性具有显著的改善效果,还能够通过降低

氧化应激和神经炎症,有效抵抗大脑衰老的影响。
研究发现,每周进行 2 次的抗阻运动能够促

进大脑可塑性,并与改善执行功能的表现存在正

相关[18] 。 抗阻运动能够提升肌肉力量、控制能力

和协调性,且这些身体功能的提高对于执行功能

亦产生正面效应[19] 。 在各项认知功能中,记忆能

力对运动干预的反应较为有限[20] ,可能与抗阻运

动促进脑部与记忆相关区域血流量增加有关[21] 。
鉴于此,抗阻运动在临床康复方案中应得到更多

的重视,因为其能显著提升 AD 患者的整体认知

和记忆水平,有助于延缓患者的认知衰退。
1. 3　 多模式运动组合对 AD 的改善作用

　 　 多模式运动( multi
 

component
 

exercise) 指通

过 2 种或 2 种以上类型的运动进行干预,如有氧

运动、力量 / 抗阻训练、平衡 / 协调性训练、柔韧性

训练等运动方式的组合[22] 。 研究显示,对 AD 患

者进行多种类型运动的联合干预越来越受到关

注[23] 。 AD 患者认知能力下降是由多种因素导致

的,单一运动或认知干预对患者认知功能的影响

相对较小。 相比之下,运动和认知干预相结合更

有效,因为它们可以相互作用。 在轻度认知障碍

患者中,与单一干预措施相比,运动与认知训练

相结合可以在更短的时间内改善他们的认知功

能和日常生活能力。 基于运动游戏,作为一种融

合了身体活动与认知挑战的复合训练方式,通过

整合体育运动和交互式虚拟现实技术,构成了一

种多元化的干预手段。 例如,交互式身体-认知

训练将固定自行车与虚拟现实旅游相结合,为患

者提供自行车锻炼和认知刺激。 有助于改善运

动控制,增强额叶认知功能和神经可塑性,并显

著改善整体认知(工作记忆、情景记忆和执行功

能) [24] 。 类似的新兴运动组合还需要进一步探究

其功效。
最近的一项荟萃分析深入探讨了有氧运动、

抗阻运动和多模式联合运动对 AD 患者认知功能

的影响,结果显示多模式联合运动是增强执行功

能的最有效方法(成为最佳选择的累积概率达

30. 4%),相较于单纯的有氧运动或抗阻运动,多
模式联合运动表现出更为显著的优势[14] 。 另一

研究表明,50 岁及以上人群应结合有氧和抗阻运

动来改善大脑健康[25] 。 在一项涉及中度 AD 患

者(65~ 78 岁)的研究中,短期中等强度有氧运动

(以最大心率的 60%骑自行车 20
 

min)与认知游

戏相结合,可改善认知功能,增加功能活动时

间[26] 。 而另一项进行 6 个月训练的研究显示,
AD 患者(84 岁) 经过包括有氧、耐力、柔韧性和

姿势训练的综合锻炼后,其身体和认知功能均显

著增强[27] 。 每次运动持续时间为 45 ~ 55
 

min,每
周 2 次。 提示,多模式运动引起的执行功能改善

可能与感知-运动适应、神经纤维协调等运动任

务有关。 未来研究需深入探讨不同运动方式增

强执行功能的神经生理学机制,以及对大脑结构

和功能可塑性的影响。

2　 运动改善 AD 的作用机制

2. 1　 运动通过减轻炎症反应改善 AD
　 　 运动具有普遍的抗炎作用且与骨骼肌局部
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免疫适应的直接作用有关[28] 。 骨骼肌生成并释

放的肌因子(如 IL-6) 在运动诱发的代谢变化中

扮演着关键角色[29] 。 运动时,IL-6 被大量释放来

促进抗炎因子(如 IL-10) 生成和降低促炎因子

(如 TNF-α 和 IL-1β ) 水平, 从而缓解炎症反

应[30-31] 。 研究发现,定期运动可通过下调促炎因

子(如 TNF-α 和 IL-1β) 和上调抗炎因子(如 IL-
10)表达来调节外周免疫系统,降低细胞炎症水

平[32-33] 。 同时,运动亦可通过抑制海马中的补体

信号通路来减轻细胞炎症反应,进而维持 AD 患

者和小鼠模型中脑脊液(cerebrospinal
 

fluid,
 

CSF)
中髓系细胞表达的触发受体 2( triggering

 

receptor
 

expressed
 

on
 

myeloid
 

cells
 

2,
 

TREM2) 的水平,缓
解 AD[34-35] 。 研究发现,运动可能通过下调脂肪

细胞、单核细胞和肝细胞等细胞上的 Toll 样受体

4(toll
 

like
 

receptor
 

4,
 

TLR4)的表达,间接改变脂

肪组织中的巨噬细胞的类型(从促炎( M1) 型转

变为抗炎( M2) 型),进而减轻细胞炎症反应,降
低患慢性病的风险[36] 。

此外,相对于 AD 患者,运动亦可通过减少促

炎产物和增强抗炎标志物减轻其细胞炎症反应,
进而缓解 AD[33,37] 。 研究发现,运动通过上调抗

炎因子(如 IL-10)和下调与年龄相关的大脑促炎

细胞因子(如 IL-6、TNF-α)的表达及降低脂多糖

(lipopolysaccharide,
 

LPS)诱导的炎症反应,从而

改善老年小鼠的认知能力[29,38] 。 表明运动可改

变 AD 大脑中的炎症模式,并改变疾病的神经病

理学特性。 此外,运动亦可通过氧化应激来调节

免疫系统,并增强神经可塑性(如增加老年人或

AD 患者的大脑体积和连接性)来改善 AD 患者的

认知能力[39-40] 。 表明运动通过影响骨骼肌局部

免疫适应、调节外周免疫系统、改变脂肪组织巨

噬细胞类型来减轻细胞炎症反应和氧化应激,进
而增强免疫系统及神经可塑性,从而缓解 AD。
然而,关于运动如何通过调节免疫系统和炎症反

应来改善 AD 的具体发病机制尚待研究。
2. 2　 运动通过调节胶质细胞改善 AD

 

　 　 星形胶质细胞和小胶质细胞是大脑中主要

的免疫调节细胞。 而星形胶质细胞和小胶质细

胞 的 激 活 会 导 致 γ - 氨 基 丁 酸 ( gamma
 

aminobutyric
 

acid,
 

GABA) 分泌上调,GABA 过度

释放,造成 Aβ 沉积增加,进而引发 AD[41-42] 。

运动已被证明可通过减少海马和皮层中电

离钙结合适配分子 1 ( ionized
 

calcium
 

binding
 

adapter
 

molecule-1,
 

Iba-1) 和胶质纤维酸性蛋白

(glial
 

fibrillary
 

acidic
 

protein,
 

GFAP)阳性细胞的

数量来激活小胶质细胞和星形胶质细胞,进而增

强空 间 记 忆[43] 。 同 时, 运 动 可 改 善 氯 化 铝

( aluminum
 

chloride,
 

AlCl3 ) / D - 半 乳 糖 ( D-
galactose,

 

D-gal)处理的小鼠大脑中的小胶质细

胞的过度激活,促进小胶质细胞的抗炎 / 修复表

型,进而改善认知能力[44] 。 小胶质细胞在免疫损

伤时会因刺激从而释放促炎产物,而其持续激活

可在 AD 神经炎症中起关键作用[45] 。 研究表明,
短期(10

 

d)的跑台训练能增强啮齿动物小胶质细

胞的吞噬能力,改善其神经元损失和记忆障碍;
长期(5 周)的跑台运动则能减轻转基因小鼠中海

马小胶质细胞的激活状态,进而改善 AD[46-47] 。
此外,对啮齿动物进行为期 12 周跑步计划后,发
现其能促进海马的小胶质细胞从 M1 期向 M2 期

转变,从而改善神经炎症、氧化应激和认知能

力[48] 。 这些作用部分由细胞膜上的模式识别受

体(pattern
 

recognition
 

receptors,
 

PRRs)TLRs 和核

苷酸 寡 聚 结 构 域 样 受 体 ( nucleotide
 

binding
 

oligomerization
 

domain
 

like
 

receptors,
 

NLRs) 所介

导。 研究显示,6 周的跑台运动通过下调 AD 大

鼠大脑中 TLR4、NF-κB、TNF-α 和 IL-1α 表达来降

低其炎症反应, 从而改善其记忆能力, 缓解

AD[41] 。 此外,另一项动物实验研究发现,阻断

NLRP3 介导的小胶质细胞激活可能是预防 AD 的

潜在靶点,而运动可降低 AD 小鼠海马中 NLRP3
和 Caspase-1 的表达[42,49] 。 表明运动或能通过靶

向小胶质细胞 PRRs 来减轻神经炎症、增强认知

功能,从而改善 AD。 但现有研究多为动物实验,
对人类长期效果及运动调节细胞因子机制、对大

脑功能的影响路径尚待研究探索。
2. 3　 运动通过促进成年海马神经发生改善 AD

 

　 　 成年海马神经发生对学习和记忆至关重要,
其失调与衰老相关的认知障碍及 AD 等神经退行

性疾病的认知缺陷紧密相关。 神经炎症是这些

疾病的病理特征,会损害海马神经发生和认知能

力。 神经炎症会对成年海马神经发生以及认知

能力产生负面影响,而运动作为一种有效的抗炎

手段可以在一定程度上抵消这种负面效应[50-51] 。
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运动被证明能显著促进海马神经发生[52] 。
研究显示,成年海马神经发生( adult

 

hippocampal
 

neurogenesis,
 

AHN)障碍往往先于 AD 症状出现,
且 Aβ 聚集会进一步削弱成年海马中神经干细胞

(neural
 

stem
 

cells,
 

NSCs)的功能[53-54] ,而运动能

够改善神经炎症,进而促进 AHN 并增强记忆功

能,从而改善 AD[55] 。 此外,运动还能加速成年海

马区新生神经元的生成与成熟, 并通过提升

BDNF 水平来改善 AD 患者的认知功能[56] 。 因

此,运动不仅能够减轻神经炎症,还能增加神经

元和神经胶质细胞数量,为 AD 患者的大脑功能

提供有益支持[37] 。 提示运动可通过减少神经炎

症、促进海马神经的发生来增强认知功能,进而

缓解 AD。 但其具体机制尚存盲点,如运动如何

调节神经炎症与海马神经发生的相互作用、最佳

运动方案及其长期效应的研究。
2. 4　 运动通过保护血脑屏障改善 AD

 

　 　 血脑屏障功能障碍是 AD 病理学的一个关键

特征[57] ,其影响大脑 Aβ 的清除率、内皮细胞和

周细胞功能、紧密连接完整性和小胶质细胞激

活[58-59] 。 当血脑屏障受损时,外周免疫细胞和炎

性细胞因子可以进入中枢神经系统并引起神经

炎症[58,60] ,而运动可通过恢复血脑屏障中的紧密

连接蛋白,逆转血脑屏障的渗漏[61] 。 研究显示,
体育锻炼可通过减少循环炎症(如降低 IL-1β、IL-
6 和 TNF-α 浓度) 来保护 T2DM 患者的血脑屏

障[62] 。 对老年小鼠进行跑步运动干预后,发现其

可限制炎症产物流入中枢神经系统,并增强小鼠

大脑的突触可塑性和整体行为表现,进而预防与

年龄相关的神经血管功能障碍[63] 。 值得注意的

是,不同强度的运动对 AD 小鼠神经炎症的改善

效果相似[64] 。 同时,不同类型的中等强度运动

(每周 3~ 5 次,每次 1
 

h)亦有助于延迟 AD 的发

作和治疗[65] 。 综上,运动可通过改善神经炎症和

增强海马神经发生来保护认知功能及恢复血脑

屏障功能,从而缓解 AD。 但关于最佳运动强度

的研究,未来需更多研究来明确不同类型运动的

具体效果及机制,以提供更为准确的理论支持。

3　 总结与展望

　 　 研究证实,运动可显著改善 AD,运动能够抑

制炎症因子的表达,缓解神经炎症,调控星形胶

质细胞和小胶质细胞的激活状态,减轻神经炎症

并增强神经可塑性,促进海马区神经新生,改善

认知功能,以及通过保护血脑屏障的完整性,从
而延缓 AD 的病理进展。

本研究仍存在一定不足之处:①本研究虽表

明运动在改善神经炎症、胶质细胞功能、海马神

经发生以及血脑屏障保护等机制中的作用,但具

体的分子信号通路仍不够深入。 ②不同的病程

阶段、遗传背景及基础身体素质的个体干预效果

缺乏深入探索。 ③本研究已探讨了有氧运动、抗
阻运动及多模式运动的不同效果,但针对运动类

型、强度、频率和持续时间的最优组合尚缺乏系

统性研究,具体的“量效关系” 仍有待进一步揭

示。 基于上述不足,提出以下展望:①分子机制

研究:进一步聚焦运动干预在神经炎症、神经营

养因子调控、Aβ 清除、自噬激活及血脑屏障保护

中的分子机制,揭示其改善 AD 病理的作用路径,
以及利用先进技术(如分子生物学技术)解析神

经炎症的信号通路,明确其对脑功能的影响,为
开发基于运动的精准干预策略和针对炎症靶点

的创新治疗提供理论支持。 ②个性化运动干预:
研究不同运动参数(如模式、强度、频率和持续时

间)对 AD 分子调控的作用,结合患者特征(如年

龄、性别、疾病阶段等),制定个性化运动方案。
同时,重点探索抗阻运动在改善认知功能和肌肉

力量中的作用,优化运动类型、强度和时间等参

数的组合,以提高干预效果。 ③综合治疗策略:
探索运动与药物、认知训练等疗法的协同增效机

制,通过综合干预延缓 AD 进程。 还可通过结合

数字化健康技术(如可穿戴设备和人工智能),动
态监测患者的运动状况及其对认知健康的影响,
提供精准的干预和疗效评估支持。
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