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宜昌　 443002)

　 　 【摘要】 　 目的　 利用 10-11 易位蛋白 2( ten-eleven
 

translocation
 

2,TET2)基因敲除(TET2- / - )小鼠模型,
探究 TET2 突变在咪喹莫特(imiquimod,IMQ)诱导的小鼠银屑病皮炎损伤中的影响。 方法　 将小鼠随机分为

野生型(wild
 

type,WT)凡士林组、WT 咪喹莫特组、TET2- / - 凡士林组、TET2- / - 咪喹莫特组,在小鼠背部涂抹

IMQ 建立银屑病样皮炎模型;造模期间每日观察对比 WT 咪喹莫特组及 TET2- / - 咪喹莫特组小鼠的皮损程度

及病理变化;待皮损达到最高峰处死小鼠,评估 4 组小鼠脾指数;RT-qPCR 检测小鼠背部病灶处炎症因子

TNF-α、IL-6、IL-17A 与 IL-23 的 mRNA 表达水平;制作皮肤病理切片,苏木素-伊红( HE)染色对比 4 组皮肤组

织病理学变化;免疫组化检测 4 组小鼠背部皮肤中 IL-17、INF-γ 和 TNF-α 的表达情况;利用透射电镜对比观

察 4 组小鼠真表皮层超微结构。 结果　 WT 咪喹莫特组小鼠皮损处 TET2 表达下调;TET2- / -咪喹莫特组较 WT
咪喹莫特组小鼠皮炎损伤进程更快更严重,总 PASI 评分及脾指数更高;TET2- / - 咪喹莫特组小鼠皮损组织中

TNF-α、IL-6、IL-17A 与 IL-23 在 mRNA 的表达均高于 WT 咪喹莫特组小鼠;TET2- / -咪喹莫特组小鼠表皮增厚及

炎症细胞浸润更为显著;TET2- / -咪喹莫特组小鼠皮损处 IL-17、INF-γ 和 TNF-α 蛋白的阳性表达显著高于 WT
咪喹莫特小鼠;超微病理观察显示 TET2- / -咪喹莫特组小鼠皮损处细胞连接消失,并存在大量线粒体脊断裂溶

解、线粒体空泡以及线粒体膜质地变深现象。 结论　 TET2 缺失会促进炎症反应,从而加剧 IMQ 诱导的小鼠

银屑病样皮炎损伤。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

explore
 

the
 

impact
 

of
 

ten-eleven
 

translocation
 

2
 

(TET2)
 

mutations
 

on
 

imiquimod
 

(IMQ)-induced
 

psoriatic
 

skin
 

inflammation
 

using
 

a
 

TET2-knockout
 

(TET2- / - )
 

mouse
 

model.
 

Methods　 Mice
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

a
 

wild-type
 

(WT)
 

vaseline
 

group,
 

WT
 

imiquimod
 

group,
 

TET2- / -
 

vaseline
 

group,
 

and
 

TET2- / -
 

imiquimod
 

group.
 

IMQ
 

was
 

used
 

to
 

establish
 

a
 

psoriasis-like
 

dermatitis
 

model,
 

and
 

the
 

degree
 

of
 

skin
 

lesions
 

and
 

pathological
 

changes
 

in
 

mice
 

in
 

the
 

WT
 

imiquimod
 

and
 

TET2- / -
 

imiquimod
 

groups
 

were
 

observed
 

and
 

compared
 

daily
 

during
 

the
 

modeling
 

period.
 

The
 

mice
 

were
 

sacrificed
 

when
 

the
 

phenotype
 

had
 

reached
 

the
 

peak
 

and
 

the
 

spleen
 

index
 

was
 

recorded
 

in
 

each
 

group.
 

Gene
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

inflammatory
 

factors
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

( TNF)-α,
 

interleukin
 

( IL) -6,
 

IL-17A,
 

and
 

IL-23
 

in
 

mouse
 

back
 

lesions
 

were
 

detected
 

by
 

quantitative
 

reverse
 

transcription
 

polymerase
 

chain
 

reaction.
 

Skin
 

histopathology
 

was
 

compared
 

in
 

hematoxylin / eosin-stained
 

sections.
 

IL-17,
 

interferon
 

( INF)-γ,
 

and
 

TNF-α
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

back
 

skin
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

four
 

groups
 

were
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry.
 

The
 

ultrastructure
 

of
 

the
 

dermis
 

and
 

epidermis
 

was
 

observed
 

using
 

transmission
 

electron
 

microscopy.
 

Results 　 TET2
 

expression
 

was
 

down-regulated
 

in
 

skin
 

lesions
 

in
 

WT
 

imiquimod
 

group.
 

Dermatitis
 

lesions
 

were
 

more
 

severe
 

and
 

progressed
 

faster
 

in
 

TET2- / -
 

imiquimod
 

group
 

compared
 

with
 

WT
 

imiquimod
 

group,
 

and
 

the
 

psoriasis
 

area
 

and
 

severity
 

index
 

score
 

and
 

spleen
 

index
 

were
 

both
 

higher.
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

TNF-α,
 

IL-
6,

 

IL-17A,
 

and
 

IL-23
 

in
 

skin
 

lesions
 

were
 

higher
 

and
 

epidermal
 

thickening
 

and
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

were
 

increased,
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-17,
 

INF-γ,
 

and
 

TNF-α
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

skin
 

lesions
 

in
 

TET2- / -
  

imiquimod
 

group
 

compared
 

with
 

WT
 

imiquimod
 

group.
 

In
 

addition,
 

cell
 

junctions
 

were
 

absent
 

in
 

skin
 

lesions
 

in
 

TET2- / -
 

imiquimod
 

group
 

and
 

mitochondrial
 

ridges
 

were
 

broken
 

and
 

dissolved,
 

mitochondrial
 

vacuoles
 

were
 

present,
 

and
 

the
 

texture
 

of
 

the
 

mitochondrial
 

membrane
 

was
 

darker.
 

Conclusions 　 Loss
 

of
 

TET2
 

promotes
 

the
 

inflammatory
 

response
 

and
 

exacerbates
 

IMQ-induced
 

psoriasis-like
 

dermatitis
 

injury
 

in
 

mice.
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ten-eleven
 

translocation
 

2;
 

imiquimod;
 

skin
 

inflammation;
 

biological
 

experiment
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　 　 银屑病是一种免疫介导的慢性炎症性皮肤

病,在全球范围内发病率约为 3%[1] 。 其患者典

型的临床特征主要表现为边界清晰的红斑丘疹,
以及附着在皮肤表面的银白色鳞屑。 组织病理

学表现为表皮异常增厚、网脊向下延伸及炎症细

胞浸润等[2] 。 该病极易反复发作,给患者的身心

健康造成了巨大伤害。 但银屑病的发病机理至

今尚未阐明,临床仍缺乏有效治疗手段。 因此发

掘新的致病或易感基因,探究其参与调节银屑病

发生发展的病理过程和发病机制,对临床早期预

防银屑病及开发针对性治疗药物具有重要意义。
近年来,表观遗传修饰与免疫系统之间的关

联已成为医学研究热点,为许多疾病的致病机理

提供了新的研究思路。 DNA 的甲基化与羟甲基

化为表观遗传修饰的互补过程,它们可以在不改

变基因序列的前提下, 调控基因的表达和功

能[3] 。 据报道,DNA 甲基化与去甲基化失衡参与

了众多自身免疫疾病的发生发展过程[4] 。 其中,
10-11 易 位 蛋 白 2 ( ten-eleven

 

translocation
 

2,
TET2)是一种关键的甲基化调节酶,可通过改变

DNA 甲基化状态来调节特定基因的表达从而参

与多种炎症疾病的发生发展[5-6] 。 例如,TET2 可

以广泛抑制众多免疫细胞中的促炎基因,对调节

机体免疫反应具有关键作用[7] 。 此外,TET2 还在

细胞分化和增殖中发挥着重要作用[8] 。 在最近

的研究中,研究人员通过注射慢病毒的方式敲低

小鼠体内 TET2 的表达,观察到小鼠银屑病样皮

炎症状减轻。 虽然研究暂未涉及 TET2 缺失引起

银屑病的致病机理,但其揭示了 TET2 与银屑病

之间的重要关联[9] 。 然而,由于目前仍然缺乏

TET2 缺陷的动物模型,使得有关 TET2 参与调节

银屑病皮炎进程的研究较少且不同研究团队的

研究结果之间存在较大差异。 因此,本研究构建

了一个新的 TET2 全基因敲除(TET2- / - ) 的银屑

病小鼠模型,拟通过该模型进一步探究 TET2 突

变对银屑病样皮肤炎症反应和进展的影响。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

16 只 SPF 级 C57BL / 6J 小鼠( 本文用 wild-
type,

 

WT 表示),6
  

~
  

7 周龄(体质量约 20
 

g),雌

426
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雄不限,购买及饲养均在三峡大学实验动物中心

【SCXK ( 鄂) 2022 - 0012 】, 【 SYXK ( 鄂) 2022 -
0061】。 8 只 SPF 级 TET2- / -小鼠由本课题组利用

CRISPR / Cas9 技术构建,雌雄不限,6
  

~
  

7 周龄

(体质量约 20
 

g)。 食用全价营养饲料和无菌水,
饲养条件:温度为 21

  

~
  

22
 

℃,湿度为 50%
  

~
  

60%,
光照周期为 12

 

h 明暗交替。 本研究经三峡大学实

验动物福利与伦理委员会批准(2023020Y)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

咪喹莫特 ( imiquimod,
 

IMQ ) 乳膏 ( aldara,
d06bb10 ); 凡 士 林 ( 德 新 康 医 疗, q /
371402dxk027);Triton-X100 (索莱宝, t8200);甲

苯胺蓝染色液 ( 索莱宝, g3661); BSA ( 索莱宝,
4240gr250 ); 4% 多 聚 甲 醛 固 定 液 ( 赛 维 尔,
g1101); DEPC 水(索莱宝, r1600); RNA

 

isolater
 

Total
 

RNA
 

Extraction
 

Reagent(诺唯赞,r401-01);
SYBR

 

qPCR
 

Master
 

Mix(诺唯赞,q311-02)。
ABI

 

PCR 仪 9902( applied
 

biosystems,veritiTM
 

96-well
 

thermal
 

cycler);核酸电泳仪(上海天能科

技,tanon
 

eps300);紫外分析仪(上海嘉鹏科技,
uv-1000);奥林巴斯显微镜 BX53F ( OLYMPUS,
bx53f); 化 学 发 光 成 像 系 统 ( 上 海 勤 翔,
chemiscope6100)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 模型构建

将小鼠随机分为 4 组( WT 凡士林组、WT 咪

喹莫特组、TET2- / - 凡士林组、TET2- / - 咪喹莫特

组),每组 4 只。 造模前每只小鼠使用小型剃毛

器及温和脱毛膏处理小鼠背部皮肤,形成约 2
 

cm
  

×
  

3
 

cm 裸露区域。 次日起连续 5
 

d,每日 1 次给咪

喹莫特组小鼠背部皮肤涂抹 5%
 

IMQ 乳膏,剂量

为 62. 5
 

mg,同时给凡士林组小鼠涂抹等量凡士

林。 期间每日进行拍照及使用银屑病面积和严

重程度指数 ( psoriasis
 

area
 

and
 

severity
 

index,
PASI)评分记录小鼠背部皮肤病变进展(如图 1
所示)。

图 1　 小鼠银屑病造模流程

Figure
 

1　 Procedure
 

of
 

mouse
 

psoriasis
 

model
 

establishment

　 　 PASI 评分是评估皮肤皮疹、红斑、浸润和鳞

屑病损程度,具体评分方案见表 1。 待表型达到

高峰后,处死小鼠并取材,进行后续实验。 脾体

积即为在取材时用尺子测量脾的大小,脾指数为

脾质量(mg) / 处死时体质量(g)的值。
1. 2. 2　 苏木素-伊红(HE)染色

将小鼠皮肤组织用 4%多聚甲醛固定 12
 

h,
完成后进行组织修块、脱水、石蜡包埋切片(厚度

约 4
 

μm)、脱蜡及乙醇浓度梯度的水化处理,后将

切片进行 HE 染色和中性树脂封片,镜下观察皮

肤组织病理改变。

HE 染色结果中,小鼠表皮厚度测定是在显

微镜下利用配备的测量工具进行精确测量。
1. 2. 3　 免疫组织化学染色

制备切片过程同 HE 染色。 用柠檬酸盐缓冲

液将切片用 95
 

℃高温水浴修复 20
 

min,冷却至室

温。 3%
 

H2O2 室温孵育 15
 

min 后,用 5%
 

BSA 于

37
 

℃封闭 1
 

h,吸尽废液后滴加相应一抗,4
 

℃ 孵

育过夜。 次日二抗室温孵育 1
 

h。 PBS 润洗 3 次,
每次 5

 

min。 应用 DAB 显色液显色,蒸馏水冲洗 3
遍后,再次乙醇浓度梯度脱水至透明,置于通风

橱内风干后,使用中性树脂封片固定。
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表 1　 小鼠银屑病模型 PASI 评分方案

Table
 

1　 PASI
 

scoring
 

scheme
 

for
 

psoriasis
 

model
 

in
 

mice

评估类别
Evaluation

 

category

评分标准
Scoring

 

criteria

0 分
0

 

points
1 分

1
 

point
2 分

2
 

points
3 分

3
 

points
4 分

4
 

points
5 分

5
 

points
6 分

6
 

points

皮疹面积
Area

 

of
 

rash
无皮疹

Rash-free 1%
  

~
  

9% 10%
  

~
  

29% 30%
  

~
  

49% 40%
  

~
  

59% 60%
  

~
  

79% 80%
  

~
  

100%

红斑
Erythema

无红斑
No

 

erythema
呈淡红色
Light

 

red
红色
Red

深红色
Dark

 

red

广泛暗红色
Widespread

 

dusky
 

erythema
- -

浸润
Infiltration

皮损与正常
皮肤齐平

Lesions
 

flush
 

with
 

normal
 

skin

皮损轻微高于
正常皮肤

Slightly
 

raised
 

lesions

中等程度隆起,
斑块边缘为圆
型或斜坡型
Moderately

 

elevated
 

plaques
 

with
 

rounded
 

or
 

sloped
 

borders

皮损肥厚,隆
起明显

Markedly
 

elevated,
 

hypertrophic
 

lesions

皮损高度增
厚,隆起极
为明显
Severely

 

hypertrophic,
markedly

 

elevated
 

lesions

- -

鳞屑
Scale

表面无可见鳞屑
No

 

visible
 

scale
 

on
 

the
 

epidermis

部分皮损表面
上附有鳞屑,

以细微的鳞屑为主
Partial

 

scaling
 

present,
 

predominantly
 

fine
 

scales

大多数皮损
表面完全或
不完全覆有
鳞屑,鳞屑
呈片状

Most
 

lesions
 

are
 

partially
 

or
 

completely
 

covered
 

with
 

patchy
 

scales

几乎全部皮
损表面覆有
鳞屑,鳞屑
较厚成层
Nearly

 

all
 

lesions
 

are
 

covered
 

with
 

thick,
 

laminated
 

scales

全部皮损表面
均覆有鳞屑,
鳞屑很厚成层
All

 

lesions
 

are
 

completely
 

covered
 

with
 

thick,
 

laminated
 

scales

- -

1. 2. 4　 透射电镜(transmission
 

electron
 

microscope,
TEM)观察

取 5
 

mm
  

×
  

5
 

mm 左右的皮层浸泡于 2. 5%戊

二醛溶液中,后将组织置于 1%四氧化锇中固定

2
 

h,并脱水。 将组织利用环氧丙烷处理后进行烘

干、包埋、超薄切片及醋酸铀与柠檬酸铅染色。
最后利用高分辨率透射电子显微镜观察小鼠超

微病理变化。
1. 3　 统计学分析

采用 GraphPad
 

Prism
 

7. 0. 0 软件作图并进行

统计学分析,数据均以平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表
示,数据分析两组间对比采用独立样本 t 检验,
P

  

<
  

0. 05 为具有统计学意义。 每组实验至少独

立重复 3 次。

2　 结果

2. 1　 构建 IMQ 诱导的银屑病小鼠模型

研究人员按照图 1 中的造模示意对 WT 小鼠

进行造模及表型记录。 结果显示 WT 凡士林组背

部皮肤光滑平整且无任何炎性症状,但咪喹莫特

组背部皮肤出现红斑、鳞屑等类银屑病皮炎症

状。 与凡士林组相比,咪喹莫特组小鼠的 PASI
总评分从造模第 2 天起持续上升,第 5 天达到表

型高峰。 处死小鼠后,称量小鼠体质量和脾质

量,计算脾指数,发现咪喹莫特组小鼠的脾体积

及脾指数均大于凡士林组 ( t
  

=
 

4. 037, P
  

<
  

0. 05),见图 2,表明咪喹莫特组小鼠脾免疫功能

更活跃。
2. 2　 WT 银屑病小鼠病灶处 TET2 表达下调

通过对两组小鼠的皮肤组织进行 HE 染色,
发现 WT 凡士林组小鼠表皮平坦、角质层较薄且

无炎症浸润等现象,但 WT 咪喹莫特组小鼠表皮

明显增厚,并存在网脊向下延伸、角化过度及部

分可见的炎性细胞浸润等类银屑病样病变(图

3A)。 于是研究人员利用 RT-qPCR 技术检测了

皮损处代表性炎症因子的表达,结果显示与 WT
凡士林组相比,TNF-α、IL-6、IL-17A 与 IL-23 在模

型小鼠皮损处的 mRNA 表达呈不同程度的升高

( t
  

=
  

1. 934、3. 190、3. 859、6. 345,P
  

<
  

0. 05),见图

3B。 以上结果表明,本研究成功构建了由 IMQ 诱
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注:A:小鼠造模期间背部表型图;B:小鼠表型高峰时脾大体观;C:小鼠银屑病模型 PASI 评分统计图;D:WT 凡士林组与 WT 咪喹

莫特组小鼠脾指数统计图;与 WT 凡士林组相比,∗P
  

<
  

0. 05。 (下图同)

图 2　 IMQ 诱导小鼠银屑病模型构建

Note.
 

A.
 

Phenotyping
 

of
 

the
 

black
 

of
 

mice
 

during
 

modeling.
 

B.
 

Gross
 

view
 

of
 

spleen
 

of
 

mice
 

at
 

peak
 

phenotype.
 

C.
 

Statistical
 

plot
 

of
 

PASI
 

scores
 

in
 

a
 

mouse
 

psoriasis
 

model.
 

D.
 

Statistical
 

plots
 

of
 

spleen
 

index
 

of
 

WT
 

vaseline
 

group
 

and
 

WT
 

imiquimod
 

group.
 

Compared
 

with
 

WT
 

vaseline
 

group,∗P
  

<
  

0. 05. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

2　 Construction
 

of
 

IMQ-induced
 

psoriasis
 

model
 

in
 

mice

注:A:小鼠皮肤组织 HE 染色结果;B:小鼠皮肤组织炎症因子 mRNA 表达分析;C:WT 小鼠银屑病皮炎组织处 TET2 的

mRNA 表达水平;与 WT 凡士林组相比,∗∗P
  

<
  

0. 01,∗∗∗P
  

<
  

0. 001,∗∗∗∗P
  

<
  

0. 0001。 (下图同)

图 3　 WT 小鼠 HE 染色与关键因子分析

Note.
 

A.
 

HE
 

staining
 

results
 

of
 

mouse
 

skin
 

tissue.
 

B.
 

Analysis
 

of
 

mRNA
 

expression
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

mouse
 

skin
 

tissue.
 

C.
 

TET2
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

in
 

psoriatic
 

dermatitis
 

tissues
 

of
 

WT
 

mice.
 

Compared
 

with
 

WT
 

vaseline
 

group,∗∗ P
  

<
  

0. 01,
 

∗∗∗P
  

<
  

0. 001,
 ∗∗∗∗P

  

<
  

0. 0001. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

3　 HE
 

staining
 

and
 

key
 

factor
 

analysis
 

in
 

WT
 

mice
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导的 WT 银屑病小鼠模型。 利用该模型, 在

mRNA 水平上初步探究了 WT 小鼠银屑病样皮损

处 TET2 的表达情况。 结果显示,WT 银屑病小鼠

病灶处 TET2 的表达显著下调( t
  

=
  

8. 891,P
  

<
  

0. 001),见图 3C,提示 TET2 可能参与调节银屑

病皮炎的消退。

注:A:小鼠造模期间背部表型图;B:小鼠表型高峰时脾大体观;C:银屑病小鼠模型的 PASI 评分统计图;D:4 组小鼠脾指数统计

分析图;与 WT 咪喹莫特组相比,###P
  

<
  

0. 001。 (下图同)

图 4　 WT 与 TET2- / -银屑病小鼠模型大体病变表型分析

Note.
 

A.
 

Phenotyping
 

of
 

the
 

black
 

of
 

mice
 

during
 

modeling.
 

B.
 

Gross
 

view
 

of
 

spleen
 

of
 

mice
 

at
 

peak
 

phenotype.
 

C.
 

Statistical
 

plot
 

of
 

PASI
 

scores
 

in
 

a
 

mouse
 

psoriasis
 

model.
 

D.
 

Statistical
 

analysis
 

of
 

spleen
 

index
 

in
 

four
 

groups
 

of
 

mice.
 

Compared
 

with
 

WT
 

imiquimod
 

group,###P
  

<
  

0. 001.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

4　 Analysis
 

of
 

gross
 

lesion
 

phenotypes
 

between
 

WT
 

and
 

TET2- / -
 

psoriasis
 

mouse
 

model

2. 3　
 

TET2 缺失明显加重 IMQ 诱导的银屑病皮

损表型

研究人员再次按照上述造模方法对 TET2- / -

小鼠进行银屑病造模。 如图 4A 所示,经 IMQ 诱

导的 TET2- / -小鼠红斑遍布整个背部裸露区域并

伴有厚层鳞屑,表皮显著增厚隆起,其病变累及

范围较 WT 咪喹莫特组相比更为广泛、皮肤损伤

更严重。 PASI 评分显示 TET2- / -咪喹莫特组小鼠

表型进展更快(图 4C)。 此外,TET2- / - 咪喹莫特

组小鼠脾体积异常增大,且脾指数远高于 WT 咪

喹莫特组 ( t
  

=
  

5. 311, P
  

<
  

0. 001 ), 见图 4B,
图 4D。
2. 4　 TET2 缺失对银屑病小鼠表皮的影响

同样在造模完成后将 4 组小鼠的病变组织进

行 HE 染色,通过对比,发现 WT 咪喹莫特组与

TET2- / -咪喹莫特组小鼠的表皮较 WT 凡士林组

均存在不同程度增厚(图 5A)。 测量小鼠表皮垂

直厚度,发现 TET2- / -咪喹莫特组小鼠表皮增厚程

度远高于 WT 咪喹莫特组小鼠( t
  

=
  

7. 191,P
  

<
  

0. 0001),见图 5B,表明 TET2 突变会加重小鼠银

屑病的皮肤炎症表型。
2. 5　

 

TET2 缺失加剧小鼠银屑病样皮肤炎症

反应

为了探究 TET2 缺失加剧小鼠银屑病样皮炎

损伤的潜在机制,首先检测了模型小鼠病灶处炎

症因子及分化调节因子的表达。 图 6 结果显示,
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注:A:小鼠的皮肤组织 HE 染色结果;B:小鼠的表皮厚度测定;与 WT 咪喹莫特组相比,####P
  

<
  

0. 0001。 (下图同)

图 5　 各组小鼠皮肤组织 HE 染色

Note.
 

A.
 

HE
 

staining
 

results
 

of
 

mouse
 

skin
 

tissue.
 

B.
 

Determination
 

of
 

epidermal
 

thickness
 

in
 

mice.
 

Compared
 

with
 

WT
 

imiquimod
 

group,
 ####P

  

<
  

0. 0001. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

5　 HE
 

staining
 

of
 

mouse
 

skin
 

tissue
 

in
 

each
 

group

注:A:银屑病小鼠病灶处炎症因子 IL-1、IL-6、IL-17A、IL-23 与 TNF-α 的 mRNA 表达水平分析图;B:晚期分化标志因子 K10 的

mRNA 表达水平;C:小鼠背部皮肤组织 IL-17A、 IFN-γ 和 TNF-α 免疫组化染色结果;与 WT 咪喹莫特组相比, #P
  

<
  

0. 05,
 

##P
  

<
  

0. 01。

图 6　 银屑病小鼠皮肤炎症损伤及分化探究

Note.
 

A.
 

Analysis
 

of
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

IL-1、IL-6、IL-17A、IL-23
 

and
 

TNF-α
 

in
 

lesions
 

of
 

psoriatic
 

mice.
 

B.
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

late
 

differentiation
 

marker
 

K10.
 

C.
 

Immunohistochemical
 

staining
 

results
 

for
 

IL-17A、IFN-γ
 

and
 

TNF-

α
 

in
 

mouse
 

dorsal
 

skin
 

tissues.
 

Compared
 

with
 

WT
 

imiquimod
 

group,
 #P

  

<
  

0. 05,
 ##P

  

<
  

0. 01.
 

Figure
 

6　 Investigation
 

of
 

skin
 

inflammatory
 

injury
 

and
 

differentiation
 

in
 

psoriasis
 

mice
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TET2- / -咪喹莫特组小鼠炎症因子 IL-1、 IL-6、 IL-
17A、IL-23 及 TNF-α 的 mRNA 表达较 WT 咪喹莫

特组 均 显 著 上 调 ( t
  

=
  

5. 150、 5. 973、 3. 190、
9. 900、6. 134,P

  

<
  

0. 05),见图 6A。 此外,晚期分

图 7　 银屑病小鼠模型的 TEM 超微病理结构分析

Figure
 

7　 TEM
 

ultrastructural
 

analysis
 

of
 

psoriasis
 

mouse
 

model

化因子 K10 在 TET2- / -咪喹莫特组小鼠病灶处表

达显著降低( t
  

=
  

4. 343,P
  

<
  

0. 01),提示 TET2- / -

模型小鼠分化异常,见图 6B。 随后采用免疫组化

的方法检测了 IL-17、INF-γ 与 TNF-α 在 4 组小鼠

背部皮损处的表达情况。 经探究发现 3 者在两组

造模小鼠皮损处的表达均上调,但 TET2- / -咪喹莫

特组小鼠阳性信号更多、更强烈,见图 6C。 以上

结果表明,TET2 缺失会加重由 IMQ 诱导的小鼠

皮肤炎症水平。

2. 6　 表皮超微病理分析

为了进一步探究 TET2 缺失加剧银屑病样皮

损的原因,选用 TEM 来观察小鼠病变处超微病理

结构。 结果显示,4 组小鼠除 WT 凡士林组外均

存在细胞间隙增大现象,以 TET2- / -咪喹莫特组最

为严重。 有研究指出表皮细胞紧密连接蛋白异

常也 属 于 银 屑 病 的 病 理 学 特 征[10] 。 此 外,
TET2- / -咪喹莫特组小鼠病灶处大量线粒体存在

脊断裂溶解、空泡及质膜变深现象(图 7),提示

TET2 突变可能会破坏线粒体的结构和功能,这可

能是 TET2 参与银屑病发生发展的潜在机制,但
其具体机制还需进一步探究。
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3　 讨论

银屑病具有强遗传易感性,多因素均可引起

该病发生,如遗传、表观遗传修饰、环境诱因和免

疫功能障碍等[11-12] 。 IMQ 是 Toll 样受体(toll-like
 

receptors,TLR)7 / 8 的激动剂,将其给小鼠局部用

药可诱导小鼠表皮出现增厚、角化不全等类似与

临床银屑病患者的皮炎表型[13-14] 。 尽管 IMQ 诱

导的小鼠银屑病模型表型同人的银屑病病征高

度相似,但仍存在一些差异。 例如:人银屑病发

病因素复杂,而 IMQ 诱导的银屑病致病原因相对

单一;人银屑病病程长疾病顽固,而 IMQ 诱导的

模型造模周期快,平均 5
 

d 即可达到表型高峰,达
高峰后表型则逐日消退;人银屑病发病过程中会

促使新生血管增多,然而 IMQ 诱导的银屑病模型

在实验过程中未见新生血管明显增多现象。 在

过去的几十年里,TET2 通过介导 5-甲基胞嘧啶

(5-methylcytosine,5mC)的氧化来调节 DNA 甲基

化与去甲基化的功能已经取得了显著的进展。
大量研究表明,TET2 蛋白和 5-羟甲基胞嘧啶(5-
hydroxymethylcytosine,5hmC) 在表观遗传调控与

免疫系统中具有重要意义[13,15] 。 据报道,TET2
通过调控多种免疫细胞内的促炎介质的表达,具
有广泛的抑炎作用[16] 。 因此,当 TET2 缺失时会

导致组织炎症损伤、炎性细胞浸润等促炎表型。
尽管 TET2 在调节免疫反应中的重要作用已被广

泛报道,但 TET2 在银屑病中的致病机理仍未

清晰。
在本研究中,首次建立了 TET2 全身敲除的

银屑病小鼠模型。 通过对该模型的表型分析,发
现本结果与 WANG 等[9] 发表的研究在表型上存

在差异。 WANG 等[9]在敲低小鼠体内 TET2 的表

达后,发现小鼠银屑病样皮炎症状减轻。 然而,
本研究在 TET2- / -小鼠体内观察到银屑病皮炎症

状加剧的现象。 在另一些炎症疾病(如脑神经

炎,心肌炎以及足底皮肤炎症等)的研究中,全身

敲除 TET2 的表达后,均使得原有疾病模型的炎

症加重[17-20] 。 此外,有研究报道有 BALB / c 小鼠

可以自发产生银屑病, 并将这种小鼠命名为

Asebia 小鼠[21-22] 。 因此,推测这种表型差异可能

是由两个原因引起的: ( 1 ) 本研究使用的是

C57BL / 6J 品系的小鼠,这与 BALB / c 品系的小鼠

在遗传背景上存在较大差异,使它们对银屑病的

易感性不同;(2)本研究与 WANG 等[9]构建 TET2
缺陷小鼠的方式不同,WANG 等[9] 是通过注射慢

病毒的方式敲低小鼠体内 TET2 的表达,而本研

究利用 CRISPR / Cas9 技术构建了 TET2 全基因敲

除小鼠。 这些原因可能共同造成了表型上的

差异。
此外,本研究在 WT 模型小鼠病灶处检测到

了 TET2 的表达下调,提示 TET2 可能参与银屑病

的发生发展。 后通过利用 TET2- / - 小鼠构建银屑

病小鼠模型以观察其与 WT 银屑病小鼠表型,发
现 TET2 突变会加剧银屑病小鼠的皮肤炎症反应

水平,使病程进展更快、病理损伤更严重。 并在

超微病理结构分析中,观察到细胞连接及线粒体

异常的现象,为后续进一步揭示 TET2 在银屑病

中的致病机理提供了重要思路。 综上,本研究表

明 TET2 突变会加剧 IMQ 诱导的小鼠银屑病样皮

炎进展,证明 TET2 在银屑病发生发展中具有重

要作用,但具体机制仍需进一步探究。 本研究为

探究 TET2 参与银屑病发生发展的机制提供了一

个新的、理想的动物模型,并为发掘银屑病新的

致病或易感基因提供了新思路。
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不同剂量完全弗氏佐剂建立慢性炎性疼痛抑郁
共病大鼠模型的实验研究

王甜1 ,羊璞2 ,张熙3 ,李欣1 ,黄文静1 ,郑广玫1 ,黄心雨1 ,许智迤1 ,
黄颖1 ,尹丽莉1 ,粟胜勇3∗

(1.
 

广西中医药大学第一临床医学院,南宁　 530023;2.
 

四川省医学科学院·四川省人民医院,
成都　 610072;3.

 

广西中医药大学第一附属医院针灸科,南宁　 530023)

　 　 【摘要】 　 目的　 比较不同剂量的完全弗氏佐剂(complete
 

Freund’ s
 

adjuvant,CFA)足底注射诱导的慢性

疼痛抑郁共病大鼠模型的成功率和稳定性。 方法　 将 60 只 SD 大鼠随机分为空白组、CFA 低剂量( CFA-L)
组、CFA 高剂量(CFA-H)组,每组 20 只。 CFA-L 组及 CFA-H 组大鼠分别以左后足足底注射 50、100

 

μL
 

CFA,
空白组左后足足底注射 0. 9%氯化钠溶液。 造模后第 0、7、14、21、28 天分别观察各组大鼠一般状态、体质量变

化,机械缩足阈值( mechanical
 

withdrawal
 

threshold,MWT)、热缩足反射潜伏期( thermal
 

withdrawal
 

lantency,
TWL)评价大鼠的疼痛反应,旷场实验(open

 

field
 

test,OFT)、强迫游泳实验( forced
 

swim
 

test,FST)、悬尾实验

(tail
 

suspension
 

test,TST) 评价大鼠的抑郁行为, 酶联免疫吸附实验检测大鼠前扣带回皮层的谷氨酸

(glutamate,Glu)、γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric
 

acid,GABA)的含量,免疫组化法检测大鼠前扣带回皮层脑源性

神经营养因子(brain-derived
 

neurotrophic
 

factor,BDNF)的改变,苏木素-伊红(HE)染色观察大鼠前扣带回皮层

的病理变化。 结果　 (1)一般情况:造模后第 7 天,CFA-L 组和 CFA-H 组大鼠左后足踝关节和足趾均红肿明

显,CFA-H 组肿胀更甚;造模后第 14、21、28 天,CFA-L 组大鼠左后足踝关节和足趾红肿渐恢复,CFA-H 组大鼠

仍红肿明显,且饮水进食量减少;(2)体质量:造模后第 14、21、28 天,CFA-H 组大鼠体质量显著低于空白组、
CFA-L 组(P

  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05);(3)疼痛相关行为学:造模后第 7、14 天,与空白组比较,CFA-L 组、CFA-H 组

的 MWT、TWL 明显降低(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05);造模后第 21 天,CFA-H 组的 MWT 显著低于空白组和 CFA-L 组

(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05),CFA-L 组、CFA-H 组的 TWL 显著低于空白组(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05);造模后第 28 天,
CFA-H 组的 MWT、TWL 显著低于空白组和 CFA-L 组(P

  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05);(4)抑郁相关行为学:造模后第 7
天,CFA-H 组的 OFT 运动总距离较空白组、CFA-L 组明显降低(P

  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05);造模第 14、21、28 天,与
空白组、CFA-L 组比较,CFA-H 组 OFT 运动总距离及中央停留时间明显降低(P

  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05),FST、TST
明显升高(P

  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05);(5)Glu、GABA、BDNF 表达:CFA-H 组 Glu 含量较空白组、CFA-L 组明显升高

(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05),GABA 含量、Glu / GABA 和 BDNF 表达明显降低(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05);(6)前
扣带回皮层病理:CFA-L 组前扣带回皮层区有较少损伤,锥体细胞数量较多,细胞排列较整齐,核仁清晰,少量

细胞表现出核固缩和深染色;与 CFA-L 组比较,CFA-H 组前扣带回皮层损伤区细胞排列紊乱,大量神经元细
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胞固缩、深染,锥体细胞数量明显减少、甚至消失,组织间隙有空泡、红细胞和神经纤维缠结出现。 结论　 足底

注射 100
 

μL
 

CFA 可成功建立慢性炎性疼痛抑郁共病大鼠动物模型,引起大鼠痛觉过敏、抑郁样行为改变及前

扣带回皮层 Glu、GABA、BDNF 改变,诱导前扣带回皮层病理形态变化,符合慢性疼痛抑郁共病的生理病理学

特点。
【关键词】 　 完全弗氏佐剂;不同剂量;慢性疼痛抑郁共病;谷氨酸;γ-氨基丁酸;脑源性神经营养因子;模

型研究
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【Abstract】　 Objective　 To
 

compare
 

the
 

success
 

rate
 

and
 

stability
 

of
 

rat
 

models
 

of
 

comorbid
 

chronic
 

pain
 

and
 

depression
 

induced
 

by
 

different
 

doses
 

of
 

complete
 

Freund’s
 

adjuvant
 

(CFA).
 

Methods　 Sixty
 

SD
 

rats
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

a
 

control
 

group,
 

low-dose
 

CFA
 

group
 

(CFA-L),
 

and
 

high-dose
 

CFA
 

group
 

(CFA-H)
 

(n
 

=
 

20
 

rats
 

per
 

group).
 

Rats
 

in
 

the
 

CFA-L
 

and
 

CFA-H
 

groups
 

were
 

injected
 

with
 

50
 

and
 

100
 

μL
 

CFA,
 

respectively,
 

and
 

rats
 

in
 

the
 

control
 

group
 

were
 

injected
 

with
 

0. 9%
 

sodium
 

chloride
 

solution.
 

The
 

general
 

state,
 

body
 

weight,
 

mechanical
 

withdrawal
 

threshold
 

(MWT),
 

and
 

thermal
 

withdrawal
 

latency
 

(TWL)
 

were
 

observed
 

at
 

0,
 

7,
 

14,
 

21,
 

and
 

28
 

days
 

after
 

modeling.
 

Depressive
 

behavior
 

was
 

evaluated
 

using
 

the
 

open
 

field
 

test
 

(OFT),
 

forced
 

swim
 

test
 

(FST),
 

and
 

tail
 

suspension
 

test
 

(TST).
 

Glutamate
 

( Glu)
 

and
 

γ-aminobutyric
 

acid
 

( GABA)
 

levels
 

in
 

the
 

anterior
 

cingulate
 

cortex
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

Brain-derived
 

neurotrophic
 

factor
 

(BDNF)
 

expression
 

in
 

the
 

anterior
 

cingulate
 

cortex
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry,
 

and
 

pathological
 

changes
 

in
 

the
 

anterior
 

cingulate
 

cortex
 

were
 

observed
 

by
 

HE
 

staining.
 

Results　 (1) Regarding
 

the
 

general
 

condition
 

of
 

the
 

rats,
 

the
 

left
 

ankle
 

joint
 

and
 

toes
 

were
 

obviously
 

red
 

and
 

swollen
 

in
 

the
 

CFA-L
 

and
 

CFA-H
 

groups
 

on
 

the
 

7th
 

day
 

after
 

modeling,
 

and
 

the
 

swelling
 

was
 

more
 

severe
 

in
 

the
 

CFA-H
 

group.
 

The
 

redness
 

and
 

swelling
 

of
 

the
 

left
 

hind
 

foot
 

and
 

ankle
 

joint
 

and
 

toes
 

gradually
 

recovered
 

in
 

the
 

CFA-L
 

group
 

on
 

days
 

14,
 

21,
 

and
 

28
 

after
 

modeling,
 

but
 

were
 

still
 

obvious
 

in
 

the
 

CFA-H
 

group,
 

and
 

the
 

water
 

and
 

food
 

intake
 

decreased.
  

(2)The
 

body
 

mass
 

was
 

significantly
 

lower
 

in
 

rats
 

in
 

the
 

CFA-H
 

group
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

and
 

CFA-L
 

groups
 

on
 

days
 

14,
 

21,
 

and
 

28
 

after
 

modeling
 

(P
  

<
  

0. 05,
 

P
  

<
  

0. 05).
  

(3)Regarding
 

pain-related
 

behavior,
 

the
 

MWT
 

and
 

TWL
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

the
 

CFA-L
 

and
 

CFA-H
 

groups
 

on
 

the
 

7th
 

and
 

14th
 

days
 

after
 

modeling,
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(P
  

<
  

0. 05,
 

P
  

<
  

0. 05).
 

On
 

day
 

21
 

after
 

modeling,
 

MWT
 

was
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

CFA-H
 

group
 

than
 

in
 

the
 

blank
 

and
 

CFA-L
 

groups
 

(P
  

<
  

0. 05,
 

P
  

<
  

0. 05),
 

and
 

TWL
 

was
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

CFA-L
 

and
 

CFA-H
 

groups
 

than
 

in
 

the
 

blank
 

group
 

(P
  

<
  

0. 05,
 

P
  

<
  

0. 05).
 

On
 

day
 

28
 

after
 

modeling,
 

MWT
 

and
 

TWL
 

were
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

CFA-H
 

group
 

than
 

in
 

the
 

blank
 

and
 

CFA-L
 

groups
 

(P
  

<
  

0. 05,
 

P
  

<
  

0. 05).
  

(4) In
 

terms
 

of
 

depression-related
 

behaviors,
 

the
 

total
 

OFT
 

movement
 

distance
 

was
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

CFA-H
 

group
 

than
 

in
 

the
 

blank
 

and
 

CFA-L
 

groups
 

on
 

day
 

7
 

after
 

modeling
 

(P
  

<
  

0. 05,
 

P
  

<
  

0. 05).
 

The
 

total
 

OFT
 

distance
 

and
 

central
 

dwell
 

time
 

were
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

CFA-H
 

group
 

than
 

in
 

the
 

blank
 

and
 

CFA-L
 

groups
 

on
 

days
 

14,
 

21,
 

and
 

28
 

after
 

modeling
 

(P
  

<
  

0. 05,
 

P
  

<
  

0. 05),
 

and
 

the
 

result
  

in
 

the
 

FST
 

and
 

TST
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

in
 

the
 

blank
 

and
 

CFA-L
 

groups
 

(P
  

<
  

0. 05,
 

P
  

<
  

0. 05).
 

( 5) Glu,
 

GABA,
 

and
 

BDNF
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

CFA-H
 

group
 

than
 

in
 

the
 

blank
 

and
 

CFA-L
 

groups
 

436
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(P
  

<
  

0. 05,
 

P
  

<
  

0. 05),
 

while
 

GABA,
 

Glu / GABA,
 

and
 

BDNF
 

levels
 

were
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

CFA-H
 

group
 

than
 

in
 

the
 

blank
 

and
 

CFA-L
 

groups
 

(P
  

<
  

0. 05,
 

P
  

<
  

0. 05,
 

P
  

<
  

0. 05).
 

(6)The
 

CFA-L
 

group
 

showed
 

less
 

damage
 

in
 

the
 

anterior
 

cingulate
 

cortex,
 

more
 

pyramidal
 

cells,
 

more
 

arranged
 

cells,
 

clear
 

nucleoli,
 

and
 

a
 

small
 

number
 

of
 

cells
 

with
 

karyokynesis
 

and
 

deep
 

staining.
 

Compared
 

with
 

the
 

CFA-L
 

group,
 

rats
 

in
 

the
 

CFA-H
 

group
 

showed
 

a
 

disordered
 

cell
 

arrangement
 

in
 

the
 

injured
 

area
 

of
 

the
 

anterior
 

cingulate
 

cortex,
 

a
 

large
 

number
 

of
 

pyknotic
 

and
 

hyperchromatic
 

neurons,
 

significantly
 

fewer
 

or
 

absent
 

pyramidal
 

cells,
 

and
 

vacuoles,
 

red
 

blood
 

cells,
 

and
 

neurofibrillary
 

tangles
 

in
 

the
 

interstitial
 

space.
 

Conclusions　 Injection
 

of
 

CFA
 

100
 

μL
 

can
 

be
 

used
 

to
 

establish
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

chronic
 

inflammatory
 

pain
 

and
 

depression,
 

showing
 

hyperalgesia,
 

depression-like
 

behavioral
 

changes,
 

changes
 

in
 

levels
 

of
 

Glu,
 

GABA,
 

and
 

BDNF
 

in
 

the
 

anterior
 

cingulate
 

cortex,
 

and
 

pathological
 

changes
 

in
 

the
 

anterior
 

cingulate
 

cortex,
 

consistent
 

with
 

the
 

pathophysiological
 

characteristics
 

of
 

chronic
 

pain
 

and
 

depression.
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　 　 国际疼痛研究协会将持续 3 个月及以上的疼

痛称为慢性疼痛[1] 。 流行病学调查显示,慢性疼

痛作为一种长期的应激源,可引起 30%
  

~
  

60%的

慢性疼痛患者出现抑郁状态[2] 。 临床上慢性疼

痛和抑郁一旦共病,易发展成难治性病症,造成

患者躯体功能下降,影响预后[3] 。 但目前其共病

的病因及发病机制尚不明确,患者对慢性疼痛抑

郁共病治疗方式的开发需求日益迫切,因此,建
立合理、可靠、切合临床的动物模型是该病研究

的基础,对慢性疼痛抑郁共病的发病机制研究有

着重大意义。
目前,慢性疼痛抑郁共病动物造模方式众

多,常用的造模方法为使用一定剂量的完全弗氏

佐剂(complete
 

Freund’s
 

adjuvant,CFA)对实验动

物进行干预[4] 。 但在实验过程中 CFA 足底注射

所致的慢性炎性动物模型存在自限性,即在造模

完成后的一定时间内,在不对造模动物进行任何

干预的情况下,其慢性炎性病理学改变会逐渐减

轻,抑郁障碍也会逐渐恢复,只能通过缩短实验

周期或在实验期间增加造模次数解决上述问题。
如王雅娟等[5] 对 CFA 诱导的慢性疼痛抑郁共病

模型仅进行了 7
 

d 内的实验观察。 羊璞[6] 采用足

底注射 2 次 CFA 复制慢性疼痛抑郁共病大鼠模

型。 上述方法虽都能成功建立慢性疼痛抑郁共

病模型,但是无法观察远期疗效,或是操作频次

过多,造模时对实验动物造成损害,导致实验结

果的不确定性因素增多。 并且既往相关研究中,
CFA 造模剂量未完全统一,引起诸多研究者无法

成功模拟文献报道中的模型。 然而不同剂量

CFA 建立慢性疼痛抑郁共病大鼠模型有何差异

未见报道,且尚未有研究对慢性炎性抑郁共病大

鼠模型进行长期观察,明确其病变消退的规律。
故探索最符合慢性疼痛抑郁共病的发病机制及

进程的 CFA 有效造模剂量,减少足底注射的次数

成功建立慢性疼痛抑郁共病模型是目前亟待解

决的基础研究问题。
Cell 曾提出大脑皮层的重要组成部分———前

扣带回皮层是缓解慢性疼痛的中枢核团之一,亦
有研究发现,前扣带回皮层参与了疼痛及抑郁间

的信息传导[7] 。 脑源性神经营养因子 ( brain-
derived

 

neurotrophic
 

factor, BDNF ) 及 谷 氨 酸

( glutamate, Glu )、 γ-氨 基 丁 酸 ( γ-aminobutyric
 

acid,GABA) 是疼痛抑郁共病的关键机制[8-9] 。
基于此,本研究采用 50、100

 

μL
 

CFA 足底注射诱

导慢性疼痛抑郁共病大鼠模型,进行为期 28
 

d 的

追踪观察,验证不同剂量 CFA 慢性疼痛抑郁共病

大鼠模型的稳定性及可靠性,并通过观察大鼠疼

痛和抑郁相关行为学改变,及监测大鼠前扣带回

皮层中 BDNF、Glu、GABA 的变化,并结合前扣带

回皮层病理学检测,旨在减少造模次数的基础

上,确定 CFA 制备慢性疼痛抑郁共病大鼠模型的

最佳造模剂量,为寻求有效疗法并探讨机制提供

借鉴。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠 60 只,体质量 200
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~
  

240
 

g,购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司

【SCXK(湘) 2019-0004】。 大鼠饲养及观察均在

广西中医药大学动物实验中心进行【 SYXK(桂)
2019- 0001】。 保持饲养温度 23

  

~
  

25
 

℃ ,湿度

50%
  

~
  

60%,12
 

h 昼夜对半循环照明节律,大鼠自

由饮水摄食。 本实验经过广西中医药大学实验

动物福利伦理委员会审批(DW
 

20240919-204)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

完全弗氏佐剂(7009,美国 Sigma-Aldrich 公

司),异氟醚(R510-22,深圳瑞沃德生命科技有限

公司),伊红染液(BA-4024,珠海贝索生物技术有

限公司),75%乙醇(1001-0038,天津市永大化学

试剂有限公司),95%乙醇(1001-0044,天津市永

大化学试剂有限公司),苏木素染色液( BA-4041,
珠海贝索生物技术有限公司),分化液( C0163M,
上海碧云天生物技术有限公司),无水乙醇(1001-
0254,天津市永大化学试剂有限公司),二甲苯

(1001-0220,天津市永大化学试剂有限公司),中
性树胶(ZLI-9555,北京中杉金桥生物技术有限公

司),DAB 显色剂( ZLI-9018,北京中杉金桥生物

技术有限公司),一抗 ( DF6387, Affinity)、二抗

(PV-6000,北京中杉金桥生物技术有限公司),
5%

 

BSA(AR0004,武汉博士德),Glu 比色法测试

盒(E-BC-K903-M,武汉伊莱瑞特),GABA 比色法

测试盒(E-BC-K852-M,武汉伊莱瑞特)。
Von

 

Frey 纤维丝( NC12775-79,上海玉研科

学仪器有限公司),小动物专用麻醉机(CDS9000,
美国 Harvard),热板痛觉测试仪( Ⅱ TC39,美国

Life
 

Science),旷场实验系统( XR-XZ301,上海欣

软信息科技有限公司),智能热板测痛仪( KW-
RB,南京卡尔文生物科技有限公司),强迫游泳实

验系统( XR-XQ202,上海欣软信息科技有限公

司),生物安全柜( SW. TFG-15,广州瑞智净化设

备有限公司),低温冰箱( MDF-382E 型,日本三

洋),涡旋振荡仪( QL-902,海门市其林贝尔仪器

制造 有 限 公 司 ), 离 心 机 ( Centrifuge
 

5417R,
Eppendorf),电热恒温水箱(HH. W21. 600,余姚市

东方电工仪器厂),酶标仪(Elx800,BIO-TEK),干
燥箱 ( MIR-153 型, 日 本 三 洋 ), 石 蜡 切 片 机

(RM2135,德国 LEICA),电子天平( AE100 型,瑞
士 METTER),电磁炉( JYC-21ES55C 型,九阳),
电脑生物组织摊烤片机( KD-T,浙江省金华市科

迪仪器设备有限公司),光学显微镜( BX43,日本

OLYMPUS),成像系统(UC90,日本 OLYMPUS)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 分组与造模

所有大鼠适应性喂养 1 周后,用随机数字表

法将 60 只大鼠分为空白组、CFA 低剂量(CFA-L)
组、CFA 高剂量(CFA-H)组,每组各 20 只。

大鼠予 2%异氟醚吸入麻醉后俯卧位固定,
CFA-L 组和 CFA-H 组大鼠分别接受 50、100

 

μL
 

CFA 于左后爪足底注射,空白组于左后爪足底注

射 0. 9%氯化钠溶液。
1. 2. 2　 大鼠一般情况观察

观察并记录各组大鼠造模后第 7、14、21、28
天的精神状态、饮水进食情况及左后足肿胀等

情况。
1. 2. 3　 大鼠体质量变化

分别于造模后第 0、7、14、21、28 天称量大鼠

体质量。
1. 2. 4　 大鼠行为学检测

分别于造模后第 0、7、14、21、28 天进行行为

学检测。
(1) 机械缩足阈值 ( mechanical

 

withdrawal
 

threshold,MWT): 使用 Von
 

Frey 纤维丝的 Up-
down 法依次对每只大鼠进行评估[10] 。 放置大鼠

于测试笼中适应 3
 

min,将 Von
 

Frey 纤维丝于左

后肢足底中部垂直施加压力,直至纤维丝轻微弯

曲,每次刺激时间
 

≤
  

5
 

s,刺激间隔时间
 

>
  

120
 

s。
刺激时观察大鼠的反应,当大鼠出现缩足或舔足

行为时,为阳性反应,标记为“ X”,下一次刺激以

较低强度纤维丝替代;反之,如果出现阴性反应

(无缩足或舔足行为),则记为“ O”,下一次刺激

以较高强度纤维丝替代。 在出现“ OX” 或“ XO”
组合的情况下,再进行另外 4 次测量。 机械痛阈

的计算和分析采用公式:MPT(g)
 

=
 

(10[Xf
 

+
 

kδ] ) /
10

 

000,Xf:最后测试纤维丝编号;δ:所取各根纤

维丝取对数后的平均差值(约为 0. 224);k:测试

所得序列根据查表后获得的系数值。
(2) 热缩足反射潜伏期 ( thermal

 

withdrawal
 

lantency,TWL):将每只大鼠依次置入热板测痛仪

测试箱中适应环境 3
 

min,待大鼠无探索等行为

时,记录从开始照射至大鼠出现抬腿舔足行为的

时间。 每只大鼠共测定 3 次,每次间隔 5
 

min,取
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3 次测量的平均值。
(3)旷场实验( open

 

field
 

test,OFT):将每只

大鼠单独放置在黑色敞箱的中心区域内适应环

境 3
 

min 后开始实验,通过旷场视频分析软件分

析每只大鼠 5
 

min 内的运动轨迹,依次记录每只

大鼠的运动总距离和中央停留时间。
(4)强迫游泳实验(forced

 

swim
 

test,FST):将
大鼠放入有机玻璃测试圆桶中,圆桶中的水深约

30
 

cm,水温 18
  

~
  

22
 

℃ ,待大鼠适应环境后,用视

频分析软件记录 5
 

min 内大鼠累计不动时间。
(5)悬尾实验(tail

 

suspension
 

test,TST):予绳

子固定大鼠尾部距末端约 1 / 3 处,并将其倒挂于

悬尾仪顶部适应 3
 

min,开始实验时使用行为学软

件观察并记录大鼠在 5
 

min 内的不动时间。
1. 2. 5　 大鼠前扣带回皮层 Glu 及 GABA 测定

造模后第 28 天,待所有行为学实验完成后,
大鼠予 2%异氟醚吸入麻醉后开胸,暴露心脏。
每组随机选取 3 只大鼠使用 0. 9%氯化钠溶液灌

注,随后剥离出大脑组织后置于无菌培养皿中,
并于冰上快速分离大脑,取前扣带回皮层组织,
于-80

 

℃冰箱保存备用。 检测时,取大鼠前扣带

回皮层组织,加入 9 倍体积的生理盐水,4
 

℃ ,以
2500

 

r / min 离心 10
 

min,取 10%匀浆上清液,按
ELISA 试剂盒说明书检测 Glu 及 GABA 含量。
1. 2. 6　 大鼠前扣带回皮层 BDNF 测定

造模后第 28 天,所有行为学实验完成后,大
鼠予 2%异氟醚吸入麻醉后开胸,暴露心脏。 每

组随机选取 3 只大鼠使用 4%多聚甲醛于左心室

进行灌注,取大脑前扣带回皮层组织置于 4%多

聚甲醛中固定,脱水,切片,抗原修复,冷却,使用

PBS 缓冲液清洗,滴加 5%
 

BSA,室温孵育 30
 

min,
滴加一抗(BDNF

 

1 ∶80),4
 

℃孵育 12
 

h,PBS 冲洗

3 次,滴加二抗,37
 

℃孵育 20
 

min,PBS 冲洗 3 次,
加入 DAB 显色液,苏木素复染、分化、反蓝,梯度

乙醇脱水、二甲苯透明、树胶封片。 光学显微镜

下进行观察,以棕黄色为阳性标准判定染色结

果,细胞核呈蓝色,对阳性细胞进行定量分析。
在阳性区域中选取 1 个间断高倍视野(

 

×
 

400),
分析免疫阳性区域比例,并计算其平均光密度值。
1. 2. 7　 大鼠前扣带回皮层病理变化

前扣带回皮层取材方法同上,流水冲洗组织

样本,依次梯度乙醇进行脱水,常规石蜡包埋后

切片,65
 

℃ 烤片 4. 5
 

h,进行脱蜡、水洗、返蓝、染
色、封片,采用光学显微镜观察,选取目标区域进

行拍照,分析前扣带回皮层组织形态变化。
1. 3　 统计学分析

使用 SPSS
 

26. 0 软件对实验数据进行统计分

析处理。 计量以平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表示,符
合正态分布且方差齐采用 LSD 法检验,方差不齐

采用 Dunnett’s
 

T3 检验。 以 P
  

<
  

0. 05 表示具有

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠一般情况观察
 

空白组大鼠在观察期间均活动自如,精神状

态佳,饮水进食正常,毛发柔顺光亮。 造模后第 7
天,CFA-L 组和 CFA-H 组大鼠出现活动不利,两
组大鼠均左后足踝关节和足趾红肿明显,CFA-H
组肿胀更甚;造模后第 14、21、28 天,CFA-L 组大

鼠左后足踝关节和足趾红肿渐恢复,CFA-H 组大

鼠仍红肿明显,活动不利,懒动,精神萎靡不振,
饮水进食量减少,毛发无光泽。 见图 1。
2. 2　 各组大鼠体质量变化

实验期间各组大鼠体质量整体呈上升趋势。
造模后第 0 和 7 天,与空白组比较,CFA-L 组和

CFA-H 组大鼠体质量,无统计学意义(P
  

>
  

0. 05,
P

  

>
  

0. 05);造模后第 14、21、28 天,与空白组比

较,CFA-L 组体质量,无统计学意义(P
  

>
  

0. 05),
而 CFA-H 组体质量增长缓慢,显著低于空白组和

CFA-L 组(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05)。 见图 2。
2. 3　 各组大鼠行为学比较

2. 3. 1　 各组大鼠疼痛相关行为学比较

(1) MWT:造模第 0 天,CFA-L 组和 CFA-H
组与空白组相比,无统计学意义(P

  

>
  

0. 05,P
  

>
  

0. 05);造模后第 7、14 天,CFA-L 组及 CFA-H 组

的 MWT 明显低于空白组(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05),
CFA-H 组比 CFA-L 组降低更为显著(P

  

<
  

0. 05);
造模后第 21、28 天,与空白组比较,CFA-L 组无统

计学意义(P
  

>
  

0. 05),而与空白组和 CFA-L 组比

较,CFA-H 组显著降低(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05)。 见

图 3A。
　 　 (2)TWL:造模第 0 天,与空白组 TWL 比较,
CFA-L 组和 CFA-H 组,无统计学意义(P

  

>
  

0. 05,
P

  

>
  

0. 05);造模后第 7、14、21 天, CFA-L 组和
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图 1　 各组大鼠造模后左后足脚踝及足趾变化情况比较

Figure
 

1　 Comparison
 

of
 

ankle
 

and
 

toe
 

changes
 

of
 

left
 

hind
 

foot
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

after
 

modeling

注:与空白组相比, ∗P
 

<
  

0. 05;与 CFA-L 组相比,# P
  

<
  

0. 05。 (下图同)

图 2　 各组大鼠体质量变化

Note.
 

Compared
 

with
 

blank
 

group,
 ∗P

  

<
  

0. 05.
 

Compared
 

with
 

CFA-L
 

group,
 #P

  

<
  

0. 05. ( The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

2　 Changes
 

in
 

body
 

mass
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

图 3　 各观察时点各组大鼠 MWT 和 TWL 变化比较

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

MWT
 

and
 

TWL
 

changes
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

at
 

each
 

observation
 

time
 

point

CFA-H 组明显低于空白组(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05),
CFA-H 组显著低于 CFA-L 组(P

  

<
  

0. 05);造模后

第 28 天,CFA-L 组与空白组比较,无统计学意义

(P
  

>
  

0. 05),CFA-H 组比空白组、CFA-L 组明显

降低,具有统计学意义(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05)。 见

图 3B。
结果表明 CFA-L 组、 CFA-H 组均出现大鼠

MWT 和 TWL 的敏感性增加,并引起大鼠疼痛反

应。 但在造模后第 14、21、28 天,CFA-L 组 MWT
和 TWL 的敏感性降低,而 CFA-H 组仍存在大鼠

持续性疼痛。
2. 3. 2　 各组大鼠抑郁相关行为学比较

(1) OFT: 造模后第 0 天, 与空白组比较,
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CFA-L 组和 CFA-H 组 OFT 运动总距离、中央停留

时间,均无统计学意义(P
  

>
  

0. 05,P
  

>
  

0. 05)。 造

模后第 7 天,与空白组比较,CFA-L 组运动总距

离、中央停留时间,无统计学意义;与空白组、
CFA-L 组比较,CFA-H 组运动总距离明显降低(P

  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05),而中央停留时间,无统计学意

义(P
  

>
  

0. 05,P
  

>
  

0. 05)。 造模后第 14、21、28
天,空白组与 CFA-L 组比较运动总距离、中央停

留时间无统计学意义(P
  

>
  

0. 05,P
  

>
  

0. 05),而与

空白组、CFA-L 组比较,CFA-H 组运动总距离、中
央停留时间均明显降低(P

  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05)。
见图 4A

  

~
  

图 4B。
(2 ) FST: 造 模 后 第 0、 7 天, CFA-L 组 和

CFA-H 组与空白组 FST 比较,无统计学意义(P
  

>
  

0. 05,P
  

>
  

0. 05);造模后第 14、21、28 天,与空白

组比较,CFA-L 组无统计学意义(P
  

>
  

0. 05),与空

白组及 CFA-L 组比较,CFA-H 组明显升高(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05)。 见图 4C。
(3)TST:造模后第 0、7 天,与空白组比较,

CFA-L 组和 CFA-H 组 TST 比较,无统计学意义

(P
  

>
  

0. 05,P
  

>
  

0. 05);造模后第 14、21、28 天,与
空白组比较,CFA-L 组无统计学意义(P

  

>
  

0. 05),
而 CFA-H 组与空白组及 CFA-L 组比较明显升高

(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05)。 见图 4D。
表明仅有 CFA-H 组可引起 OFT、FST、TST 改

变,诱导大鼠出现持续性抑郁样行为,且该类抑

郁样行为在造模后第 14 天开始逐渐显著,至造模

后第 28 天仍明显存在。

图 4　 各观察时点各组大鼠 OFT、FST 及 TST 变化比较

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

OFT,
 

FST
 

and
 

TST
 

changes
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

at
 

each
 

observation
 

time
 

point

2. 4　 各组大鼠前扣带回皮层 Glu 和 GABA 比较

ELISA 测定 Glu 及 GABA 含量结果显示,与空

白组比较,CFA-L 组无统计学意义(P
  

>
  

0. 05),
CFA-H 组 Glu 较空白组和 CFA-L 组明显升高(P

  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05),GABA、Glu / GABA 明显降低

(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05)。 结果提示,CFA-H 组可诱

导慢性疼痛抑郁共病大鼠出现 Glu 升高、GABA
含量显著降低,Glu / GABA 稳态失衡。 见图 5。

2. 5　 各组大鼠前扣带回皮层 BDNF 比较

免疫组化测定 BDNF 含量结果显示,空白组

与 CFA-L 组棕黄色区域均较少,呈弱阳性表达;
与空白组、CFA-L 组比较,CFA-H 组棕黄色染色

区域增多,表现为强阳性表达。 此外,与空白组

比较,CFA-L 组 BDNF 的平均光密度值差异无统

计学意义(P
  

>
  

0. 05),而 CFA-H 组与空白组、
CFA-L 组比较明显降低(P

  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05)。
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图 5　 各组大鼠 Glu 和 GABA 含量比较

Figure
 

5　 Comparison
 

of
 

Glu
 

and
 

GABA
 

contents
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

结果提示,CFA-H 组可引起慢性疼痛抑郁共病大

鼠 BDNF 降低。 见图 6。

图 6　 各组大鼠 BDNF 平均光密度值比较

Figure
 

6　 Comparison
 

of
 

average
 

optical
 

density
 

values
 

of
 

BDNF
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

注:黑色箭头:锥体细胞;绿色箭头:固缩神经元;红色箭头:红细胞;黄色箭头:组织间隙空泡和神经纤维缠结。

图 7　 各组大鼠前扣带回皮层结构

Note.
 

Black
 

arrows.
 

Pyramidal
 

cells.
 

Green
 

arrows.
 

Pyknotic
 

neurons.
 

Red
 

arrows.
 

Erythrocytes.
 

Yellow
 

arrows.
 

Interstitial
 

vacuoles
 

and
 

neurofibrillary
 

tangles.

Figure
 

7　 Structure
 

of
 

the
 

anterior
 

cingulate
 

cortex
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

2. 6　 各组大鼠前扣带回皮层组织病理形态变化

空白组大鼠前扣带回皮层区形态正常,有大

量锥体细胞,细胞排列整齐,未见固缩神经元出

现;与空白组比较,CFA-L 组有较少损伤,锥体细

胞数量较多,细胞排列较整齐,核仁清晰,少量细

胞表现出核固缩和深染色;与 CFA-L 组比较,
CFA-H 组前扣带回皮层损伤区细胞排列紊乱,大
量神经元细胞固缩、深染,锥体细胞数量明显减

少、甚至消失,组织间隙有空泡、红细胞和神经纤

维缠结出现。 见图 7。

046



中国实验动物学报 2025 年 5 月第 33 卷第 5 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,May
 

2025,Vol.
 

33,
 

No.
 

5

3　 讨论

了解慢性疼痛抑郁共病的病理机制成为目

前研究的热点,稳定的动物模型是研究该病病理

机制、探寻有效防治方法及机制的关键,建立符

合该共病病理发展机制的动物模型有助于探索

慢性疼痛与抑郁之间的联系,并有助于临床研发

新的治疗方式。 多种因素可诱导慢性疼痛抑郁

共病动物模型,如 CFA 注射、硬脑膜致炎剂灌注、
神经结扎等[11-13] ,其中 CFA 诱导的慢性疼痛抑

郁共病模型因其易操作、刺激性强、提供持久的

抗原释放、与人类疾病典型特征相似等优点而应

用广泛[14] ;诱导方式有右胫骨关节内注射、足底

注射,以足底注射尤为常见[15] 。 而在以往研究

中,CFA 的造模剂量未完全统一,导致慢性疼痛

抑郁共病的病理机制研究和药物作用评价均受

限制,选用最符合临床及疾病发展机制的造模剂

量是制定研究方案的前提和基础。 故本研究采

用 50、100
 

μL
 

CFA 足底注射制备不同剂量的慢性

疼痛抑郁共病大鼠模型,并延长观察周期,对大

鼠进行为期 28
 

d 的行为学观察,旨在对比不同造

模剂量制备的慢性疼痛抑郁共病模型在不同时

间节点的整体情况,明确其病理阶段,评价其成

模特点。
慢性疼痛患者在临床上表现为触痛觉超敏

和热痛觉过敏,这些现象在大鼠模型中可用 MWT
和 TWL 观察到[16] 。 本研究发现, CFA-L 组和

CFA-H 组大鼠的 MWT 和 TWL 在造模后第 7 天

明显降低,但 CFA-L 组的 MWT 和 TWL 在造模后

第 21 及 28 天恢复,不可建立大鼠持续性疼痛,而
CFA-H 组大鼠 MWT 和 TWL 在造模后第 7 天至

造模后第 28 天仍持续性降低。 疼痛感觉是相关

情绪和认知功能活动改变的基础,慢性疼痛可引

起大鼠出现奖赏机制缺乏和快感缺失等,OFT、
FST、TST 及糖水偏好实验(sucrose

 

preference
 

test,
SPT)相关行为学测试是用于评估大鼠行为绝望

的检测方法[17] 。 本研究采用 CFA 诱导慢性疼痛

抑郁共病模型,在此状态下,大鼠呈现持续躯体

疼痛、运动功能受限及抑郁样行为。 故行为学评

价时,应重点关注与“疼痛-抑郁交互作用” 相关

指标。 OFT 用于评估大鼠疼痛导致的活动抑制

与抑郁行为叠加效应;FST 和 TST 可交叉验证大

鼠行为绝望表现,减少假性结果的可能,可靠区

分抑郁行为与运动功能改变。 然而,疼痛症状可

能干扰大鼠的摄食行为,SPT 在本模型中的特异

性较低,无法区分是疼痛导致摄食抑制还是抑郁

相关快感缺失。 因此,在本研究采用 OFT、FST、
TST

 

对慢性疼痛抑郁共病模型大鼠进行行为学评

估。 本研究结果显示,造模后第 14 天,CFA-H 组

出现 OFT 运动总距离和中央区停留时长减少、
FST、TST 不动时间增加,提示采用 100

 

μL
 

CFA 足

底注射在造模后第 14 天可诱导出大鼠的抑郁样

行为,并且该抑郁样行为至造模后第 28 天仍存

在。 实验期间观察到,在造模后第 7 天,CFA-L 组

及 CFA-H 组大鼠左后足踝关节及足趾可见明显

红肿,大鼠活动不利,而在造模后第 14 天,CFA-L
组大鼠左后足踝关节及足趾红肿恢复,CFA-H 组

仍存在红肿,且出现饮食减少,此现象亦证实了

CFA-L 组和 CFA-H 组大鼠体质量增长率的变化。
从造模后第 14 天开始,CFA-H 组大鼠体质量增

长缓慢,饮水进食量减少,体质量增长率符合疼

痛及抑郁相关行为学检测变化结果,提示 100
 

μL
 

CFA 诱导的大鼠疼痛及抑郁样行为可抑制大鼠

体质量增长。
前扣带回皮层是大脑边缘系统中的重要信

息处理区域,是接受参与感觉知觉和情绪反应的

重要调节枢纽[7] 。 慢性疼痛可引起前扣带回皮

层神经元激活,前扣带回皮层内神经元突触连接

紊乱,并导致抑郁样行为的发生。 人类基因研究

表明,当疼痛与抑郁呈共病状态时,前扣带回皮

层内不仅存在 BDNF 表达异常,还发现神经递质

表达失衡。 BDNF 是神经营养因子家族中的一

员,在 CFA 模型致慢性疼痛模型中,BDNF 呈下降

趋势[18] 。 GABA 是 Glu 脱羧后的代谢产物,被认

为是一种重要的抑制性递质;而 Glu 则被认为是

一种兴奋性神经递质,GABA 及 Glu 作为神经递

质参与中枢神经系统的兴奋与抑制的调节,Glu /
GABA 稳态失衡可能导致大鼠抑郁样行为及慢性

疼痛的重要机制[19] 。 BDNF 及 Glu / GABA 的失

衡是疼痛抑郁共病的关键机制,针对前扣带回皮

层内 BDNF、Glu / GABA 探讨慢性疼痛抑郁共病的

发病机制具有显著意义,因此本研究以 BDNF、
Glu / GABA 表达为切入点,进一步探究三者在前

扣带回皮层内表达情况。 研究结果发现,CFA-H
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组大鼠前扣带回皮层内 Glu 含量显著升高,GABA
含量明显降低, Glu / GABA 失衡, BDNF 表达减

少,证实了足底注射 100
 

μL
 

CFA 诱导的慢性炎性

疼痛抑郁共病行为,其机制可能与 BDNF 减少、
Glu / GABA 失衡密切相关。 本研究亦发现,与空

白组和 CFA-L 组比较,CFA-H 组前扣带回皮层损

伤区细胞排列紊乱,神经元细胞出现大量固缩、
深染,锥体细胞数量明显减少,组织间隙有空泡、
红细胞和神经纤维缠结出现。 提示前扣带回皮

层损伤情况与行为学实验及 Glu / GABA、BDNF 检

测结果相一致。
本研究结果表明,足底注射 100

 

μL
 

CFA 可成

功制备慢性疼痛抑郁共病模型,但 100
 

μL 的 CFA
相较于低剂量组存在一定刺激性,对大鼠的生长

抑制更加明显。 同时本研究也对实验设计有一

些启示,进行慢性疼痛抑郁共病相关实验时可根

据实验目的选择恰当的时间点进行观察,在进行

损伤机制相关研究或进行疗程相对较长的疗法

疗效及机制研究时,观察的时间点可选用造模后

第 14
  

~
  

28 天观察。 但本研究仍存在部分局限之

处:本实验仅检测了前扣带回皮层内 BDNF、Glu、
GABA 的表达,未对三者的关系进行进一步探索,
未来研究会以此研究为基础,深入探究前扣带回

皮层内 BDNF、Glu、GABA 在慢性疼痛抑郁共病中

三者的联系。
综上,足底注射 100

 

μL
 

CFA 建立慢性疼痛抑

郁共病动物模型方法可行,符合本病发病机制及

临床治疗进程。 在后续研究中运用不同治疗方

式干预慢性疼痛抑郁共病大鼠的机制研究具有

一定的研究价值。
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香烟烟雾联合肺炎克雷伯杆菌诱导慢阻肺模型
小鼠气道重塑机制

张泽宇1,2,3 ,梅晓峰1,2,3 ,陶柳颖1,2,3 ,刘览1,2,3 ,李建生1,2,3 ,赵鹏1,2,4∗

(1.
 

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;2.
 

河南省中医药

防治呼吸病重点实验室,郑州　 450046;3.
 

河南中医药大学第一附属医院呼吸科,郑州　 450000;
4.

 

河南中医药大学中医药科学院,郑州　 450046)

　 　 【摘要】 　 目的　 采用香烟烟雾( cigarette
 

smoke,CS)暴露联合肺炎克雷伯菌(Klebsiella
 

pneumoniae,KP)
滴鼻建立慢性阻塞性肺疾病(chronic

 

obstructive
 

pulmonary
 

disease,COPD)小鼠模型,探讨 COPD 气道重塑及其

机制。 方法　 将 SPF 级 BALB / c 小鼠随机分为对照(Control)组、香烟烟雾(CS)组、肺炎克雷伯菌( KP)组和

香烟烟雾联合肺炎克雷伯菌(CS
  

+
  

KP)组。 1
  

~
  

8 周造模,每 4 周检测肺功能,于第 4、8、16 和 24 周取材。 观

察小鼠肺功能、肺组织病理结构、炎症因子、胶原纤维、胶原蛋白及 α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth
 

muscle
 

actin,
α-SMA) 和 转 化 生 长 因 子 ( transforming

 

growth
 

factor, TGF )-β1 的 变 化。 采 用 CS 提 取 物 和 脂 多 糖

(lipopolysaccharides,LPS)刺激人支气管上皮细胞 16HBE,检测细胞间连接蛋白、自噬及哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白(mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin,mTOR)信号等。 结果　 与 Control 组比,CS
  

+
  

KP 组小鼠肺功能第 4
  

~
  

24
周每分钟通气量(minute

 

volume,MV)显著降低(P
  

<
  

0. 05 或 P
  

<
  

0. 01),第 8
  

~
  

24 周气道狭窄指数(enhanced
 

pause,Penh)显著升高(P
  

<
  

0. 05 或 P
  

<
  

0. 01);CS 组在第 8
  

~
  

16 周 MV 显著降低、Penh 显著升高(P
  

<
  

0. 05
或 P

  

<
  

0. 01)。 与 Control 组比,CS
  

+
  

KP 组小鼠第 8
  

~
  

24 周肺组织大量炎细胞浸润、肺泡壁增厚、肺泡破裂和

融合、气管壁增厚等,第 4
  

~
  

24 周平均肺泡数( mean
 

alveolar
 

number,MAN)显著降低,肺泡平均截距( mean
 

linear
 

intercept,MLI)、白介素-1β(interleukin-1β,IL-1β)及肿瘤坏死因子-α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)显著

升高(P
  

<
  

0. 05 或 P
  

<
  

0. 01);CS 组、KP 组第 8
  

~
  

16 周肺组织出现以上炎症与组织损伤。 与 Control 组比,CS
  

+
  

KP 组小鼠第 8
  

~
  

16 周肺组织Ⅰ型胶原蛋白( collagenⅠ,COLⅠ)、Ⅲ型胶原蛋白( collagen
 

Ⅲ,COL
 

Ⅲ)、α-
SMA 和 TGF-β1 显著升高(P

  

<
  

0. 01);CS 组、KP 组第 8
  

~
  

16 周 COL
 

Ⅰ显著升高(P
  

<
  

0. 01)。 此外,与 Control
组比,CS 与 LPS 联合诱导 16HBE 细胞 E-钙粘蛋白(E-cadherin,E-cad)显著降低和 N-钙粘蛋白(N-cadherin,N-
cad)显著升高(P

  

<
  

0. 05),自噬相关蛋白 LC3B 和 Beclin-1 显著降低(P
  

<
  

0. 05),p-mTORC1、p-P70-S6K、及 p-
4E-BP1 显著升高(P

  

<
  

0. 05 或 P
  

<
  

0. 01)。 结论　 香烟烟雾联合肺炎克雷伯菌诱导的 COPD 小鼠肺功能下

降、肺组织病变及气道重塑出现早、持续时间长,其机制可能与激活 mTORC1 信号抑制细胞自噬诱导气道上

皮细胞损伤有关。
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【Abstract】　
 

Objective　 Cigarette
 

smoke
 

(CS)
 

exposure
 

combined
 

with
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

(KP)
 

infection
 

in
 

mice
 

was
 

used
 

to
 

establish
 

a
 

model
 

of
 

chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease
 

(COPD)
 

to
 

investigate
 

the
 

mechanism
 

of
 

airway
 

remodeling.
   

Methods 　 Male
 

BALB / c
 

mice
  

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

Control
 

group,
 

CS
 

group,
 

KP
 

group,
 

and
 

CS
 

+
 

KP
 

group.
 

The
 

mice
 

were
 

exposed
 

to
 

CS,
 

KP,
 

and
 

CS
 

+
 

KP
 

from
 

weeks
 

1
 

to
 

8,
 

and
 

were
 

sacrificed
 

in
 

weeks
 

4,
 

8,
 

16,
 

and
 

24.
 

MV,
 

Penh,
 

MLI,
 

MAN,
 

and
 

changes
 

in
 

lung
 

pathological
 

structure
 

were
 

detected.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-1β
 

and
 

TNF-α
 

in
 

lung
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.
 

Collagen
 

deposition
 

was
 

observed
 

by
 

Masson
 

staining
 

and
 

immunohistochemistry.
 

α-SMA
 

and
 

TGF-β1
 

expression
 

in
 

lung
 

tissue
 

was
 

detected
 

by
 

immunofluorescence.
 

Human
 

bronchial
 

epithelioid
 

cells
 

(16HBE)
 

were
 

also
 

stimulated
 

by
 

CS
 

and
 

lipopolysaccharide
 

( LPS)
  

in
 

vitro,
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

airway
 

epithelial
 

junction
 

proteins,
 

autophagy-related
 

protein,
 

and
 

mTOR
 

signaling
 

proteins
 

were
 

detected.
   

Results 　 Compared
 

with
 

the
 

Control
 

group,
 

the
 

CS
 

+
 

KP
 

group
 

mice
 

had
 

significantly
 

decreased
 

MV
 

from
 

weeks
 

4
 

to
 

24
 

(P
 

<
 

0. 05
 

or
 

P
 

<
 

0. 01)
 

and
 

significantly
 

increased
 

Penh
 

from
 

weeks
 

8
 

to
 

24
 

(P
 

<
 

0. 05
 

or
 

P
 

<
 

0. 01);
 

while
 

the
 

CS
 

group
 

had
 

markedly
 

decreased
 

MV
 

and
 

markedly
 

increased
 

Penh
 

from
 

weeks
 

8
 

to
 

16
 

(P
 

<
 

0. 05
 

or
 

P
 

<
 

0. 01).
 

Compared
 

with
 

the
 

Control
 

group,
 

massive
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration,
 

alveolar
 

wall
 

thickening,
 

alveolar
 

rupture
 

and
 

fusion,
 

and
 

airway
 

wall
 

thickening
 

were
 

observed
 

by
 

HE
 

staining
 

in
 

CS
 

+
 

KP
 

group
 

from
 

weeks
 

4
 

to
 

24.
 

The
 

CS
 

+
 

KP
 

group
 

mice
 

had
 

significantly
 

decreased
 

MAN
 

and
 

significantly
 

increased
 

MLI,
 

IL-1β
 

and
 

TNF-α
 

in
 

their
 

lung
 

tissue
 

from
 

weeks
 

4
 

to
 

24
 

(P
 

<
 

0. 05
 

or
 

P
 

<
 

0. 01).
 

The
 

aforementioned
 

inflammation
 

and
 

tissue
 

damage
 

were
 

observed
 

in
 

the
 

CS
 

group
 

and
 

the
 

KP
 

group
 

from
 

week
 

8
 

to
 

16.
 

Compared
 

with
 

the
 

Control
 

group,
 

COL
 

Ⅰ,
 

COL
 

Ⅲ,
 

α-SMA,
 

and
 

TGF-β1
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

CS
 

+
 

KP
 

group
 

from
 

weeks
 

8
 

to
 

16
 

(P
 

<
 

0. 01);
 

COL
 

Ⅰ
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

CS
 

group
 

and
 

KP
 

group
 

from
 

weeks
 

8
 

to
 

16
 

(P
 

<
 

0. 01).
 

In
 

addition,
 

increased
 

E-cad
 

and
 

decreased
 

N-cad
 

(P
 

<
 

0. 05);
 

significantly
 

decreased
 

LC3B
 

and
 

Beclin-1
 

(P
 

<
 

0. 05);
 

and
 

significantly
 

increased
 

p-mTORC1,
 

p-P70-S6K,
 

and
 

p-4E-BP1
 

expression
 

were
 

observed
 

in
 

16HBE
 

cells
 

exposed
 

to
 

CS
 

and
 

LPS
 

(P
 

<
 

0. 05
 

or
 

P
 

<
 

0. 01).
   

Conclusion　 Pulmonary
 

functional
 

decline,
 

pathological
 

changes
 

in
 

lung
 

tissue,
 

and
 

airway
 

remodeling
 

appeared
 

to
 

occur
 

early
 

and
 

persist
 

in
 

COPD
 

mice
 

induced
 

by
 

CS
 

and
 

KP.
 

The
 

mechanisms
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

activation
 

of
 

mTORC1
 

signaling
 

pathway
 

and
 

subsequent
 

inhibition
 

of
 

autophagy.
【Keywords 】 　 chronic

 

obstructive
 

pulmonary
 

disease;
 

cigarette
 

smoke;
 

Klebsiella
 

pneumoniae;
 

airway
 

remodeling;
 

autophagy
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　 　 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 ( chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease,COPD)是一种以持续性的呼吸

系统症状和气流受限为特征常见疾病。 我国 40
岁及以上人群的 COPD 患病率高达 13. 7%,患病

人数接近 1 亿。 COPD 成为我国导致伤残调整寿

命年的第 3 位疾病[1-2] 。
由于长期吸入有毒颗粒或气体引发炎症细

胞与气道、肺泡结构细胞相互作用,通过释放各

种介质引发持续的炎症损伤、异常修复形成气道

重塑,最终导致肺功能持续下降、COPD 进行性恶

化[3-4] 。 其中,气道重塑是 COPD 患者肺功能进

行性下降、疾病持续进展的关键因素[5] 。 气道上

皮细胞通过 E-钙粘蛋白( E-cadherin,E-cad)、闭
锁小带蛋白-1 等蛋白连接形成连续完整的屏障,
可以有效抵御外界有害物质和病原体[6-7] 。 但当

香烟烟雾、病原微生物持续刺激下,气道上皮细

胞受损而低表达 E-cad,高表达 N-钙粘蛋白( N-
cadherin,N-cad)、 α-平滑肌肌动蛋白 ( α-smooth

 

muscle
 

actin, α-SMA ) 和 转 化 生 长 因 子

(transforming
 

growth
 

factor,TGF)-β1 等,并转化为

成纤维细胞或肌成纤维细胞,触发细胞外基质沉

积并导致组织修复不完全,进一步引起底层组织

损伤,诱导气道结构变化[8-9] 。 此外,香烟烟雾等

有害气体暴露可以显著激活哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白(mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin,mTOR)减

弱气道上皮细胞自噬,导致气道上皮细胞功能紊

乱,释放 TGF-β1 等因子[10-12] 。 然而,香烟烟雾及

病原体感染诱导 COPD 气道重塑机制尚不清楚,
本研究采用香烟烟雾暴露联合肺炎克雷伯菌感

染建立 COPD 小鼠模型,探讨两种因素联合作用

诱导的气道重塑机制,为 COPD 的发生发展机制、
预防及治疗策略研究提供理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级 BALB / c 小鼠 96 只,雄性,6
  

~
  

8 周

龄,体质量(20
  

±
  

2) g,购买于北京维通利华实验

动物技术有限公司【 SCXK(京) 2021- 0006】。 小

鼠在河南中医药大学动物实验中心【 SYXK(豫)
2021-0015】日常饲养。 饲养环境:昼夜明暗交替

时间各半,温度控制在 22
  

~
  

25
 

℃ ,日昼夜温差
  

≤
  

4
 

℃ ,相对湿度控制在 30%
  

~
  

70%。 本实验符

合动物伦理要求,经过河南中医药大学实验动物

伦理委员会的批准(DWLL202003210)。
1. 1. 2　 细胞

人支气管上皮细胞(16HBE) 购自上海富衡

生物科技有限公司(货号:FH1013)。
1. 1. 3　 菌株

肺炎克雷伯菌(Klebsiella
 

pneumoniae,KP)购

自中国生物制品检验鉴定所,菌株 ID:46114。
1. 1. 4　 主要试剂与仪器

红旗渠香烟(烤烟型),焦油量 10
 

mg,烟气烟

碱量 0. 8
 

mg,烟气一氧化碳量 12
 

mg,生产于河南

中 烟 工 业 有 限 责 任 公 司。 脂 多 糖

( lipopolysaccharides,
 

LPS ) ( Sigma, L4268-
10MG), DMEM 高 糖 培 养 基 ( Solarbio, Cat.
No12100),胎牛血清 ( Lonsera, S711-001S), PBS
缓 冲 液 ( Servicebio, GA2305002 ), 胰 蛋 白 酶

(Procell, PB180225 ), BCA 蛋 白 定 量 试 剂 盒、
7. 5%

 

SDS-PAGE 凝胶试剂盒均购自雅酶(货号依

次为 ZJ102L、PG111),E-cad、N-cad、GAPDH 抗体

以及 Multi-rAb 重组二抗购自 Proteintech(货号依

次 为 20874-1-AP、 22018-1-AP、 10494-1-AP、
RGAR001),微管相关蛋白 1 轻链 3B(microtubule-
associated

 

proteins
 

1
 

light
 

chain
 

3B, LC3B) 购自

Genetex(货号:GTX127375),磷酸化真核细胞翻

译起始因子 4E 结合蛋白 1 ( p-4E-BP1 ) 购自

Affinity(货号:AF3830),自噬相关蛋白 Beclin-1、
p-mTORC1、磷酸化 P70 核糖体 S6 蛋白激酶( p-
P70-S6K)均购自 CST(货号依次为 3738、5536S、
9234S),白细胞介素( interleukin,

 

IL)-1β
 

ELISA
 

Kit 购自 RD(货号:DY401),肿瘤坏死因子( tumor
 

necrosis
 

factor, TNF )-α
 

ELISA
 

Kit 购 自 BD
 

Biosciences(货号:558534)。 动物全身体积描记

检测系统(Buxco,美国),Thermo
 

Multiskan
 

GO 酶

标仪(Thermo
 

Fisher,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物模型建立与分组

将 96 只 SPF 级 BALB / c 小鼠随机分为对照

(Control) 组、香烟烟雾 ( CS) 组、肺炎克雷伯菌

(KP) 组和香烟烟雾联合肺炎克雷伯菌 ( CS
  

+
  

KP)组,每组各 24 只。 第 1
  

~
  

8 周,CS 组单用 CS
熏吸(小鼠置于封闭装置中,然后暴露于香烟烟
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雾中(烟雾浓度:3000
  

±
  

500
 

ppm),每次 40
 

min,
每天 2 次。 KP 组小鼠每 7

 

d 给予一次鼻内滴注

KP(5
  

×
  

106
 

CFU / mL,每只小鼠 0. 02
 

mL),滴注时

固定小鼠头部,用注射器将预先制备好的菌液滴

入小鼠鼻腔,观察小鼠的呼吸,确保其通畅[13] 。 CS
  

+
  

KP 组采用 CS 熏吸联合 KP 滴鼻。 分别于第 4、
8、16 及 24 周取材。
1. 2. 2　 CS 提取物制备

将红旗渠香烟烟雾溶解于 DMEM 高糖培养

基中,使用全波长酶标仪在 320
 

nm 波长处测定吸

光值,后将其浓度稀释至吸光值 1. 8
  

~
  

2. 2 作为

100%香烟烟雾提取物,用无菌滤器过滤后备用[14] 。
1. 2. 3　 KP 培养

将复苏后的 KP 菌液离心后去上清,加入 5
 

mL 生理盐水吹打混匀。 用灭菌后的接种环蘸取

菌液于培养基中呈“ Z”字形涂布,将涂布好细菌

的培养皿置于 37
 

℃ 恒温培养箱中培养。 待观察

到有连成线的单个菌落时,用棉签蘸取细菌菌落

收集入生理盐水中。 梯度稀释后测定菌液浓度,
用生理盐水稀释到 5

  

×
  

106
 

CFU / mL 备用。
1. 2. 4　 细胞模型建立与分组

使用 10%胎牛血清和 90%
 

DMEM 高糖基础

培养基混匀后制成完全培养基备用。 将 16HBE
细胞接种在完全培养基中,置于 37

 

℃ 、5%
 

CO2 环

境。 当细胞的密度达到 70%
  

~
  

80%时,用胰蛋白

酶消化、离心机离心、完全培养基重悬、计数仪测

浓度,以 2
  

×
  

105
 

个 / 皿的密度接种到 35
 

mm 细胞

培养皿中,待细胞密度达到 70%
  

~
  

80%后,使用

基础培养基饥饿 3
 

h,CS 组加入 10%
 

CS 提取物,
LPS 组加入 LPS(100

 

ng / mL),CS
  

+
  

LPS 组采用上

述两种方法结合,作用 24
 

h 后使用 RIPA 裂解细

胞,收取细胞蛋白样本。
1. 2. 5　 肺功能测定

每 4 周通过动物全身体积描记检测系统检测

小鼠的每分钟通气量(minute
 

volume,MV)和气道

狭窄指数( enhanced
 

pause,Penh),测量时保持环

境安静,温度恒定在 22
 

℃ ,相对湿度保持在 55%
左右。
1. 2. 6　 肺组织病理

采用 4%多聚甲醛固定左肺组织,并用石蜡

包埋和苏木素-伊红(HE)染色。 每张肺组织切片

随机截取 6 个肺泡视野图片,在图片中央画出

“十”字,计算每个视野的肺泡数、肺泡隔膜数、测
量长度和面积,计算公式如下:肺泡平均截距

(mean
 

linear
 

intercept,MLI) ( μm)
 

=
 

测量长度 /
肺泡隔膜数,平均肺泡数( mean

 

alveolar
 

number,
MAN)(mm-2)

 

=
  

肺泡数 / 面积[15] 。
1. 2. 7　 炎症因子水平检测

采用 PBS 冲洗小鼠右肺组织,称取 50
 

mg 肺

组织加入相应体积 PBS 和研磨珠研磨成匀浆取

上清。 根据 ELISA
 

kit 产品操作方法,将捕获抗体

加入到 96 孔板中孵育过夜,第 2 天洗板并依次加

入封闭液、标准品和样本、检测抗体、HRP、显色

剂、中止液等步骤。 使用酶标仪在 450 和 570
 

nm
波长处检测样本中 TNF-α 和 IL-1β 水平。
1. 2. 8　 Western

 

Blot
采用 RIPA 裂解液裂解细胞离心后收集上

清,BCA 法对蛋白进行定量处理, 然后通过

Western
 

Blot 检测样本中 E-cad、N-cad、Beclin-1、
LC3B、p-mTORC1、p-P70-S6K 和 p-4E-BP1 的蛋白

表达水平,并使用 Image
 

J
 

1. 8 软件分析。
1. 2. 9　 免疫组化

采用 4%多聚甲醛固定肺组织,72
 

h 后包埋

于石蜡中,并依次通过二甲苯、无水乙醇、95%乙

醇、85%乙醇、75%乙醇、蒸馏水等步骤脱蜡,使用

柠檬酸钠抗原修复液进行抗原修复,PBS 洗涤,
5%山羊血清封闭,加入一抗 4

 

℃ 孵育过夜,第 2
天 PBS 洗涤后滴加二抗室温孵育 50

 

min,滴加

DAB 显色液染色、重复脱水、中性树脂封片后,在
显微镜下观察肺组织Ⅰ型胶原蛋白( collagen

 

Ⅰ,
COL

 

Ⅰ)、Ⅲ型胶原蛋白(collagen
 

Ⅲ,COL
 

Ⅲ)的表

达水平。 利用 Image-ProPlus
 

6. 0 软件计算积分光

密度( integrated
 

optical
 

density,IOD) 进行数字化

处理。
1. 2. 10　 免疫荧光

采用 4%多聚甲醛固定肺组织后,进行石蜡

包埋,并依次通过二甲苯、无水乙醇、95%乙醇、
85%乙醇、75%乙醇、蒸馏水等步骤脱蜡,使用柠

檬酸钠抗原修复液进行抗原修复,PBS 洗涤,5%
山羊血清室温封闭 1

 

h,将 α-SMA 和 TGF-β1 抗体

滴加在肺组织上于 4
 

℃孵育过夜,第 2 天 PBS 洗

涤后滴加二抗室温避光孵育,在 PBS 中浸洗后孵

育 DAPI,滴加放淬灭荧光封片剂后盖上载玻片。
在荧光显微镜下观察。
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1. 3　 统计学分析

数据通过 SPSS
 

23. 0 进行分析。 采用单因素

方差分析进行统计检验。 首先使用方差齐性检

验,对于方差齐的情况,采用 LSD-t 进行分析;对
于方差不齐的情况,采用 Dunnett’s

 

T3 进行分析。
数据采用平均值

  

±
  

标准差( 􀭰x
 

±
 

s) 表示,以 P
 

<
 

0. 05 为差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 烟雾暴露联合细菌感染对 COPD 模型小鼠

肺功能的影响

与 Control 组比较,第 0 周,各组 MV 和 Penh

无显著性差异;第 8
  

~
  

16 周,CS 暴露组肺功能

MV 显著降低、Penh 显著升高(P
  

<
  

0. 05 或 P
  

<
  

0. 01);第 8
  

~
  

16 周,KP 组 MV 显著降低(P
  

<
  

0. 05)、Penh 无显著性差异;第 4
  

~
  

24 周,CS
 

+
 

KP 组 MV 显著降低,第 8
  

~
  

24 周 Penh 显著升高

(P
  

<
  

0. 05 或 P
  

<
  

0. 01),见图 1。
2. 2　 烟雾暴露联合细菌感染对 COPD 模型小鼠

肺组织病理的影响

肺组织 HE 染色结果如图 2 显示,Control 组

小鼠肺组织结构清晰,未见明显炎性细胞浸润;
第 8 周,CS 组和 CS

  

+
  

KP 组小鼠肺组织出现炎性

细胞大量渗出、气道壁厚度明显增加、部分肺泡

注:A:各组小鼠 MV 的变化;B:各组小鼠 Penh 的变化;与 Control 组相比,∗P
  

<
  

0. 05,∗∗P
  

<
  

0. 01。 (下图同)

图 1　 CS 和 KP 对小鼠肺功能的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)
Note.

 

A.
 

Changes
 

of
 

MV
 

in
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

B.
 

Changes
 

of
 

Penh
 

in
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P

  

<
  

0. 05,∗∗P
  

<
  

0. 01. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

1　 Effects
 

of
 

CS
 

and
 

KP
 

on
 

pulmonary
 

function
 

of
 

mice( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)

结构破坏并出现相互融合、肺泡腔扩张形成大面

积气腔等病理变化,KP 组小鼠肺组织仅出现炎

症细胞浸润、肺泡腔扩张;其中 CS
  

+
  

KP 组小鼠肺

组织病变在 16 周仍稳定存在,并持续至 24 周(图
2A)。
　 　 与 Control 组相比, 第 4 周 CS

  

+
  

KP 组的

MAN 显著降低、MLI 显著升高(P
  

<
  

0. 05 或 P
  

<
  

0. 01),其余干预组无明显改变;第 8
  

~
  

16 周 CS
组和 CS

  

+
  

KP 组的 MAN 显著降低(P
  

<
  

0. 05 或 P
  

<
  

0. 01),CS 组、KP 组和 CS
  

+
  

KP 组的 MLI 显著

升高(P
  

<
  

0. 05 或 P
  

<
  

0. 01);第 24 周 CS
  

+
  

KP
组的 MAN 显著降低、MLI 显著升高(P

  

<
  

0. 01)
(图 2B)。
2. 3　 烟雾暴露联合细菌感染对 COPD 模型小鼠

炎症反应的影响

与 Control 组相比,各组炎症因子在第 4 周表

达无显著性差异;CS 组、KP 组和 CS
  

+
  

KP 组 IL-
1β 和 TNF-α 的表达在第 8

  

~
  

16 周显著升高(P
  

<
  

0. 05 或 P
  

<
  

0. 01);CS
  

+
  

KP 组 IL-1β、TNF-α 的表

达在第 24 周显著升高(P
  

<
  

0. 01),CS 组 IL-1β
的表达在第 24 周显著升高(P

  

<
  

0. 05)(图 3)。
2. 4　 烟雾暴露联合细菌感染对 COPD 小鼠肺组

织胶原沉积影响

肺组织 Masson 染色结果如图 4 显示,第 4 周

CS
  

+
  

KP 组出现胶原蛋白沉积、平滑肌增生和气

道壁增厚,第 8
  

~
  

24 周 CS 组、KP 组和 CS
  

+
  

KP
组观察到胶原蛋白沉积、平滑肌增生和气道壁

增厚。
免疫组化结果显示,与 Control 组相比,第 8

周 KP 组和 CS
  

+
  

KP 组的 COL
 

Ⅰ和 COL
 

Ⅲ显著

升高(P
  

<
  

0. 01),CS 组的 COL
 

Ⅰ显著升高(P
  

<
  

0. 01);第 16 周 CS
  

+
  

KP 组的 COL
 

Ⅰ和 COL
 

Ⅲ
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注:A:各组小鼠肺组织病理结构变化;B:MAN 和 MLI 量化。

图 2　 CS 和 DP 对小鼠肺组织病理的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)
Note.

 

A.
 

Pathological
 

changes
 

in
 

lung
 

tissues
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

B.
 

Quantification
 

of
 

MAN
 

and
 

MLI.

Figure
 

2　 Effects
 

of
 

CS
 

and
 

KP
 

on
 

pathological
 

changes
 

in
 

lung
 

tissues
 

of
 

mice( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)

注:A:小鼠肺组织中 IL-1β 的表达;B:小鼠肺组织中 TNF-α 的表达。

图 3　 CS 和 KP 对小鼠炎症因子的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)
Note.

 

A.
 

Expression
 

of
 

IL-1β
 

in
 

lung
 

tissues
 

of
 

mice.
 

B.
 

Expression
 

of
 

TNF-α
 

in
 

lung
 

tissues
 

of
 

mice.
 

Figure
 

3　 Effects
 

of
 

CS
 

and
 

KP
 

on
 

inflammatory
 

cytokines
 

in
 

mice( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)
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图 4　 CS 和 KP 对小鼠肺组织胶原沉积的影响(Masson 染色,
 

n
  

=
  

6)
Figure

 

4　 Effects
 

of
 

CS
 

and
 

KP
 

on
 

collagen
 

deposition
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

mice
 

(Masson
 

staining,
 

n
  

=
  

6)

显著升高(P
  

<
  

0. 01),CS 组和 KP 组的 COL
 

Ⅰ显

著升高(P
  

<
  

0. 01)(图 5)。
2. 5　 烟雾暴露联合细菌感染对 COPD 小鼠肺组

织 α-SMA 和 TGF-β1 影响

免疫荧光染色结果显示,与 Control 组相比,
第 8

  

~
  

16 周 CS 组和 CS
  

+
  

KP 组小鼠的肺组织

α-SMA 和 TGF-β1 表达水平升高(图 6)。
2. 6　 香烟烟雾联合 LPS 对气道上皮细胞间连接

蛋白、自噬及 mTORC1 信号的影响

与 Control 组比较,CS 组和 LPS 组可以升高

N-Cad、降低 E-Cad 表达,但无显著性差异;CS
  

+
  

LPS 显著升高 N-Cad、降低 E-Cad 表达(P
  

<
  

0. 05)。
与 Control 组相比,CS 组、LPS 组和 CS

  

+
  

LPS
组的 LC3B 和 Beclin-1 的蛋白表达显著降低,
p-mTORC1、p-P70-S6K、p-4E-BP1 蛋白水平显著

升高(P
  

<
  

0. 05 或 P
  

<
  

0. 01)(图 7)。

3　 讨论

COPD 是一种全球性的公共卫生问题,全球
  

≥
  

40 岁人群的 COPD 患病率高达 11. 7%,成年患

者约 1. 75 亿,死亡患者约 320 万人,导致了 2. 6%

全球伤残调整寿命年,已成为全球第 3 大致死原

因[16-17] ;随着发展中国家吸烟率的升高和高收入

国家人口老龄化加剧,预计 COPD 的患病率在未

来 40 年仍将持续上升,至 2060 年可能每年有超

过 540 万人死于 COPD 及其相关疾病[18] 。 COPD
发病机制复杂多元,主要包括慢性炎症反应、氧
化应激和蛋白酶 / 抗蛋白酶失衡等引起的气道和

肺实质结构性改变,其主要表现为上皮细胞增

生、黏液腺增生、气道壁细胞外基质沉积及血管

增生。 其中由 CS 和病原体感染引起的炎症细胞

与气道、肺泡结构细胞相互作用,通过释放各种

介质引发持续的炎症损伤以及诱发上皮细胞化

生、胶原沉积、气道壁增厚等异常修复的气道重

塑过程,造成细支气管狭窄闭塞、扭曲以及肺泡

附着处消失导致气流受限异常修复形成气道重

塑,最终导致 COPD 患者肺功能进行性下降、疾病

持续进展的关键原因[19] 。 目前 COPD 气道重塑

发生机制尚未完全阐明,建立适宜的动物模型有

助于其机制的深入研究。 本团队前期基于 COPD
常见致病因素,采用香烟、细菌、病毒等因素建立

COPD 小鼠模型,发现均可引起肺功能下降、肺组
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注:A:免疫组织化学染色检测小鼠肺组织中 COL
 

Ⅰ和 COL
 

Ⅲ的表达;B:第 8 周和第 16 周小鼠肺组织中 COL
 

Ⅰ和 COL
 

Ⅲ
量化。

图 5　 CS 和 KP 对小鼠肺组织 COL
 

Ⅰ
 

and
 

COL
 

Ⅲ的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)
Note.

 

A.
 

Expression
 

of
 

COL
 

Ⅰ
 

and
 

COL
 

Ⅲ
 

in
 

lung
 

tissues
 

of
 

mice
 

were
 

measured
 

by
 

immunohistochemistry
 

staining.
 

B.
 

Quantification
 

of
 

COL
 

Ⅰ
 

and
 

COL
 

Ⅲ
 

in
 

lung
 

tissues
 

of
 

mice
 

at
 

week
 

8
 

and
 

16.
 

Figure
 

5　 Effects
 

of
 

CS
 

and
 

KP
 

on
 

COL
 

Ⅰ
 

and
 

COL
 

Ⅲ
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

mice( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)

织结构损伤[20] 。 本研究采用 CS 联合细菌感染建

立 COPD 小鼠模型、CS 联合 LPS 诱导气道上皮细

胞模型,考察 COPD 气道重塑变化及其潜在机制。
肺功能下降不仅反映气流受限程度,还与气

道重塑后引发的气道狭窄有关。 当气道损伤后

发生异常修复,导致气道结构狭窄及通气功能下

降,表现为肺功能的进行性减退[21] 。 肺功能中

MV 反映了呼吸系统的通气功能,Penh 反映了气

道阻力和狭窄程度[22-23] 。 同时肺泡腔、肺实质内

的炎症细胞如中性粒细胞、巨噬细胞的大量聚

集,高表达多种炎症因子,诱发肺组织持续炎症

反应,加重气道损伤和重塑发生[24] 。 本研究显

示,CS
  

+
  

KP 组小鼠在第 4 周出现肺功能降低,肺
组织中炎细胞浸润、肺泡壁扩张等病理改变及炎

症反应显著,并持续至 24 周;而 CS 组和 KP 组的

肺功能、肺组织及炎症反应的改变仅在第 8
  

~
  

16
周出现。 以上结果表明,CS 联合 KP 诱导的小鼠

COPD 样病变出现早,持续时间长。
由于气道长期受到 CS 及其诱发的慢性炎症

刺激,可以引发气道平滑肌细胞的增殖和肥大、
胶原蛋白沉积、气道壁增厚等结构改变,加剧气

流受限[25] 。 其中,α-SMA 作为气道平滑肌细胞的

标志性蛋白,其高表达常与气道平滑肌的活化、
增殖和转化有关[26] ;TGF-β1 是成纤维细胞增殖、
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图 6　 CS 和 KP 对小鼠肺组织 α-SMA 和 TGF-β1 的影响(n
  

=
  

6)
Figure

 

6　 Effects
 

of
 

CS
 

and
 

KP
 

on
 

α-SMA
 

and
 

TGF-β1
 

expression
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

mice(n
  

=
  

6)

活化和胶原蛋白合成的重要刺激因子[27] ;COL
 

Ⅰ
和 COL

 

Ⅲ作为胶原蛋白的重要成分沉积于气道

周围, 导致气道结构改变[28] 。 临床研究显示

COPD 患者 α-SMA、TGF-β1、COL
 

Ⅰ及 COL
 

Ⅲ表
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图 7　 CS 和 LPS 对气道上皮细胞间连接蛋白、自噬及 mTORC1 信号的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

3)
Figure

 

7　 Effects
 

of
 

CS
 

and
 

LPS
 

on
 

airway
 

epithelial
 

junction
 

proteins,
 

autophagy
 

and
 

mTORC1
 

signaling( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

3)

达水平均显著升高,且与患者气道重塑密切相

关[29-31] 。 本研究发现 CS
  

+
  

KP 组在第 4 周出现

胶原蛋白沉积、平滑肌增生和气道壁增厚等病理

变化,并持续至第 24 周;而 CS 组和 KP 组在第 8
周出现上述变化,并持续至第 24 周。 以上结果表

明,CS 联合 KP 诱导的小鼠气道重塑出现早,持
续时间长。

气道上皮细胞通过 E-cad 等连接蛋白介导细

胞间的连接形成上皮屏障抵御 CS、细菌等外界有

害因素的影响[32-33] 。 COPD 患者的气道屏障受

损,气道上皮细胞间 E-cad 等连接蛋白表达降低,
上皮细胞向间质细胞转变,参与气道损伤的异常

修复[34-37] 。 本研究采用 CS、LPS、CS 联合 LPS 诱

导气道上皮细胞 16HBE 建立细胞模型。 结果显

示,各干预组的细胞间连接蛋白 E-cad 均减少,间

质化细胞标志蛋白 N-cad 表达增加,其中联合干

预的变化更为明显。 此外,COPD 患者气道上皮

的自噬受损,导致香烟烟雾等有害因素刺激损伤

的细胞器、蛋白质积累,引发气道上皮细胞功能

紊乱及气道上皮受损[38] 。 LC3B、Beclin-1 与多种

蛋白相互作用调控自噬体形成与成熟, 其在

COPD 患者肺组织表达显著减少[39-40] 。 mTORC1
可以通过磷酸化 P70-S6K 和 4E-BP1 等调控细胞

生长、增殖、分化、代谢以及细胞自噬[41-43] 。 本研

究发现,CS 联合 LPS 可以显著升高 p-mTORC1、p-
P70-S6K、 p-4E-BP1 水平, 降低气道上皮细胞

LC3B、Beclin-1 等自噬相关蛋白水平。 因此,CS
联合 LPS 可以降低气道上皮细胞自噬水平,其机

制可能与激活 mTORC1 信号通路有关。
综上所述,CS 联合 KP 诱导的 COPD 小鼠肺
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功能、肺组织病变及气道重塑出现早、持续时间

长,其机制可能与激活 mTORC1 信号抑制细胞自

噬损伤气道上皮细胞有关。
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乳腺癌荷瘤裸鼠模型证候属性和姜制江香薷
多糖的影响

黄帅1# ,马秋婷1# ,洪滔2 ,钟祥铭1 ,张文凯1 ,黄云1∗ ,刘志勇1,3∗

(1.
 

江西中医药大学实验动物科技中心,南昌　 330004;2.
 

江西中医药大学临床医学院,
南昌　 330004;3.

 

南昌市实验动物病理重点实验室,南昌　 330004)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察乳腺癌荷瘤裸鼠病症结合特点及姜制江香薷多糖对其中医证候的改善作用。 方法
 

取 38 只实验裸鼠进行造模然后分成 6 组,设定为正常组、模型组、阳性组、姜制江香薷多糖低、中、高剂量组。
正常组不接种肿瘤,正常组和模型组给予生理盐水灌胃;阳性组给予塞来昔布溶液灌胃;姜制江香薷多糖低、
中、高剂量组给予同剂量不同浓度姜制江香薷多糖溶液灌胃。 连续给药 4 周,记录裸鼠体质量和肿瘤大小变

化。 实验结束后观察裸鼠的病症特点,通过采集各组裸鼠舌、尾、爪照片,分析记录裸鼠舌、尾、爪的 RGB 值依

据计量化辩证的方法计算裸鼠的血虚程度、阴虚程度、肿瘤痰瘀邪盛程度,剥离肿瘤,称重,计算肿瘤体积和抑

瘤率,探究姜制江香薷多糖对乳腺癌荷瘤裸鼠中医证候的改善作用。 结果　 乳腺癌荷瘤裸鼠存在血虚、阴虚

和痰瘀邪盛表现,姜制江香薷多糖给药组可以明显减少肿瘤的大小,姜制江香薷多糖能够抑制肿瘤生长,对乳

腺癌荷瘤裸鼠血虚程度、阴虚程度、肿瘤痰瘀邪盛体质有改善效果,且姜制江香薷多糖高剂量组最佳。 结论
 

姜制江香薷多糖对乳腺癌荷瘤裸鼠的血虚、阴虚、肿瘤痰瘀邪盛体质有改善作用,且高剂量组效果最佳。
【关键词】 　 姜制江香薷多糖;乳腺癌;病症结合模型;中医证候
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　 　 【 Abstract】 　 Objective 　 To
 

observe
 

the
 

characteristic
 

symptoms
 

in
 

breast
 

cancer-bearing
 

mice
 

and
 

the
 

beneficial
 

effect
 

of
 

ginger-processed
 

Jiangxiangru
 

polysaccharides
 

on
 

traditional
 

Chinese
 

medical
 

symptoms.
 

Methods
 

Thirty-eight
 

mice
 

were
 

used
 

for
 

modeling
 

and
 

divided
 

into
 

normal,
 

model,
 

positive,
 

and
 

low-,
 

medium-,
 

and
 

high-
dose

 

ginger-processed
 

Jiangxiangru
 

polysaccharide
 

groups.
 

Mice
 

in
 

the
 

normal
 

group
 

were
 

not
 

inoculated
 

with
 

tumors
 

and
 

mice
 

in
 

the
 

normal
 

and
 

model
 

groups
 

received
 

physiological
 

saline
 

intragastrically.
 

Mice
 

in
 

the
 

positive
 

group
 

received
 

celecoxib
 

solution
 

intragastrically,
 

and
 

mice
 

in
 

the
 

low-,
 

medium-,
 

and
 

high-dose
 

groups
 

received
 

the
 

same
 

dose
 

but
 

different
 

concentrations
 

of
 

ginger-processed
 

Jiangxiangru
 

polysaccharide
 

solution
 

intragastrically.
 

Changes
 

in
 

body
 

weight
 

and
 

tumor
 

size
 

were
 

recorded
 

after
 

4
 

weeks
 

of
 

continuous
 

administration.
 

Symptoms
 

were
 

observed
 

at
 

the
 

end
 

of
 

the
 

experiment.
 

RGB
 

values
 

in
 

photographs
 

of
 

the
 

tongues,
 

tails,
 

and
 

claws
 

from
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

were
 

analyzed
 

and
 

recorded.
 

The
 

degrees
 

of
 

blood
 

deficiency,
 

yin
 

deficiency,
 

and
 

tumor
 

phlegm
 

stasis
 

were
 

calculated
 

based
 

on
 

the
 

method
  

of
 

quantitative
 

dialectical
 

diagnosis.
 

The
 

tumors
 

were
 

isolated
 

and
 

weighed,
 

and
 

the
 

tumor
 

volume
 

and
 

inhibition
 

rate
 

were
 

calculated
 

to
 

determine
 

the
 

beneficial
 

effect
 

of
 

ginger-processed
 

Jiangxiangru
 

polysaccharides
 

on
 

traditional
 

Chinese
 

medical
 

symptoms.
 

Results　 Mice
 

in
 

the
 

breast
 

cancer
 

model
 

group
 

showed
 

signs
 

of
 

blood
 

deficiency,
 

yin
 

deficiency,
 

and
 

phlegm
 

stasis.
 

Tumor
 

size
 

was
 

significantly
 

reduced
 

in
 

mice
 

in
 

the
 

ginger-processed
 

Jiangxiangru
 

polysaccharide
 

groups.
 

Ginger-processed
 

Jiangxiangru
 

polysaccharides
 

inhibited
 

tumor
 

growth
 

and
 

improved
 

blood
 

deficiency,
 

yin
 

deficiency,
 

and
 

tumor
 

phlegm
 

stasis
 

in
 

breast
 

cancer-bearing
 

mice,
 

with
 

the
 

best
 

result
  

in
 

the
 

high-dose
 

group.
 

Conclusions　 Ginger-processed
 

Jiangxiangru
 

polysaccharides
 

can
 

improve
 

the
 

symptoms
 

of
 

blood
 

deficiency,
 

yin
 

deficiency,
 

and
 

tumor
 

phlegm
 

stasis
 

in
 

breast
 

cancer-bearing
 

mice,
 

especially
 

at
 

high
 

doses.
【Keywords】　 ginger-processed

 

Jiangxiangru;
 

breast
 

cancer;
 

disease
 

combination
 

model;
 

TCM
 

symptoms
Conflicts

 

of
 

Interest:
 

The
 

authors
 

declare
 

no
 

conflict
 

of
 

interest.

　 　 乳腺癌严重威胁女性健康,当前治疗乳腺癌

的方式有很多种,但从患者依从性和治疗成效来

看,目前的手段依然存在难以根治,患者痛苦大

等缺点。 传统中医药在治疗一些疑难杂症方面,
拥有良好的表现,特别是中医药还能弥补传统手

术切除、化学放疗等治疗方式所带来的副作用,
能够很好的减轻患者治疗过程中的痛苦,提高患

者生活质量,改善患者的症状,所以中医药抗肿

瘤,在实际生活中具有一定的意义。
中医治疗讲究辨证论治的思路,通过望、闻、

问、切的四诊方式判断总结出机体在疾病变化过

程中所产生的表现,进而经过辩证判断相应的证

候,通过研究其证候来诊断机体状态,进而判断

治疗成效。 张思静[1] 的研究指出乳腺癌的证素

种类多而杂,以虚实夹杂和肝与气滞表现最为常

见。 董斐斐等[2] 的研究指出乳腺癌在治疗上应

当以中医辩证论治为核心,结合中医整体治疗观

进行辨证论治。 乳腺癌的中医证候存在正虚和

邪实并存的特点,癌细胞因为其容易转移,因而

具有难治疗的特性,但是中医药能够降低乳腺癌

细胞对人体其他器官的侵袭,改善临床症状,总
体提高疗效,具有很大的发展潜力[3] 。 建立肿瘤

模型是筛选抗癌药物的重要方法,但是以往一般

只观察肿瘤的抑制率和相关信号通路的影响,对
于药物对荷瘤鼠中医证候的改善,国内陈小野

等[4]做过研究,但总体关注不多。
江香薷为常见中药材,具有发汗解表、消肿

利尿等功效[5] ,现代药理学研究发现,江香薷具

有很好的降血脂和抗炎作用[6-7] ,经过姜汁浸泡

炮制后的江香薷多糖抗炎作用更强[8] ,同时植物

多糖能够通过多种途径抗肿瘤,使肿瘤的生长得

到延缓,因而,本实验选用姜制江香薷为原料[9]
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提取姜制江香薷多糖,首先观察乳腺癌荷瘤裸鼠

的病症特点,并通过研究姜制江香薷多糖对乳腺

癌荷瘤裸鼠的中医证候改善情况,探究其对乳腺

癌荷瘤裸鼠的中医证候的影响,为中医特色的中

医药抗肿瘤研究提供借鉴和参考。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

38 只 SPF 级 BALB / c 雌性裸鼠,体质量 12
  

~
  

15
 

g,5 周龄,由斯贝福(北京)生物技术有限公司

提供【SCXK(京)2019-0010】,裸鼠饲养在江西中

医药大学实验动物科技中心的 SPF 级屏障系统

内【SYXK(赣) 2022 - 0002】,饲养环境温度为 20
  

~
  

23
 

℃ ,湿度在 45%
  

~
  

55%,光照为 12
 

h 光明和

12
 

h 黑暗交替循环。 本实验中涉及的动物造模

及相关操作程序均得到江西中医药大学伦理委

员会审核批准( JZLLSC2023755),实验设计及动

物使用遵循 3R 原则。
1. 1. 2　 细胞

人 MCF-7 乳腺癌细胞采购自中国科学院细

胞资源中心库(批号:TCH-C247),在液氮中储藏

备用。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

江香薷饮片(江西江中中药饮片有限公司,
批号: 200723 ); 生 姜 ( 江 西 九 山 生 姜, 批 号:
205021);RPMI

 

1640 培养基(北京索莱宝科技有

限公司,批号:31800);青链霉素混合液(北京索

莱宝科技有限公司,批号:P1400);95%乙醇(西

陇化工股份有限公司,批号:64-17-5);氯仿(成都

市科隆化学品有限公司,批号:67-66-3);硫酸(成

都市科隆化学品有限公司,批号:7664-93-9);正
丁醇 ( 上海麦克林生化科技有限公司, 批号:
C13080161);无水葡萄糖(北京索莱宝科技有限

公司,批号:SG8510);胎牛血清(美国 Zeta
 

Life,
批号:S11213202G21);PBS(美国

 

Zeta
 

Life,批号:
S5120420202)。

个人笔记本电脑(型号:机械师 F117-7);电
子天平(JH03K2,北京京衡伟业科技有限公司,最
小称量 0. 1

 

g);华为手机(深圳华为公司,麦芒

9);量尺(普通市售,精度 1
 

mm);Image
 

J 图像分

析软件(National
 

Institutes
 

of
 

Health,NIH 研发,软

件版本: v1. 8. 0. 345); SPSS
 

Statistics
 

IBM 研发,
软件版本:20. 0。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 造模方法

人 MCF-7 乳腺癌细胞按 1
  

×
  

105 / mL 密度培

养在 RPMI1640 培养基中,该培养体系含 10%胎

牛血清、1%青链霉素,培养于恒温细胞培养箱中,
培养箱温湿度条件为:37

 

℃ 、5%
 

CO2、100%湿度,
按时观察细胞生长情况,待细胞长满培养瓶的底

面 80%
  

~
  

90% 时,消化液 ( 含 0. 04%
 

EDTA 和

0. 25%胰酶)进行消化并传代[10] 。 本实验取上述

培养条件下对数生长期的 MCF-7 细胞,在细胞生

长到 80%时候,将细胞收集起来,用 PBS 调整细

胞浓度至 4
  

×
  

106 / mL,裸鼠右侧腋窝皮下注射

0. 2
 

mL,制备荷瘤乳腺癌模型。 当可触及直径

2
  

~
  

3
 

mm 的皮下肿瘤时,提示肿瘤模型成功建立。
1. 2. 2　 姜制江香薷多糖的提取

制备生姜汁:先取生姜洗净泥沙,待水分稍

干后切片,干燥处理并称重。 后加入 4 倍量的水

煎煮 3 次,每次煎煮 30
 

min。 煎煮完毕后,合并滤

液,减压浓缩至生药质量浓度为 1
 

g / mL,即可得

到生姜汁。
在六号自封袋中加入 40

 

g 江香薷饮片并加

入等体积的生姜汁放置阴凉处闷润 6
 

h,然后炒制

8
 

min。 江香薷是全草类药材,遇到液体后会很快

吸收,所以倒入生姜汁后快速搅拌,使其充分接

触。 用超声波辅助提取多糖。 在超声功率 80
 

W、
料液比 1 ∶ 20 的条件下,超声处理 10

 

min,随后进

行热水浸提。 浸提温度为 90 ℃ ,浸提时间为 1
 

h。
浸提完成后,抽滤得滤液,减压浓缩至原体积的

1 / 4。 用 Sevage 试剂(氯仿 ∶ 正丁醇
 

=
 

4 ∶ 1)除

蛋白 3 次。 除蛋白后的粗多糖溶液置于 4 ℃冰箱

中,加入 95%乙醇沉淀过夜。 沉淀物以 4800
 

r /
min 离心 10

 

min,收集多糖沉淀,最后进行冷冻干

燥,得到姜制江香薷多糖。
1. 2. 3　 动物分组

裸鼠检疫 5
 

d,接种,成瘤后获得 36 只荷瘤裸

鼠,随机分为 6 组:正常组、模型组、阳性组、姜制

江香薷多糖低、中、高剂量组,每组各 6 只。
1. 2. 4　 姜制江香薷多糖对乳腺癌荷瘤裸鼠的

影响

在开始给药后,每 2
 

d 对荷瘤裸鼠体质量、肿
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瘤的长径和短径进行一次测量,并且对测量数据

进行记录,在最后一次给药后处死荷瘤裸鼠。 将

肿瘤进行剥离,称重,并且计算肿瘤体积,并计算

抑制率。 瘤体积
 

=
 

(长径
 

×
 

短径2)
 

×
  

0. 5
1. 2. 5　 乳腺癌荷瘤裸鼠中医证型特点与姜制江

香薷多糖对其中医证候的影响

在最后一次给药后,在相同的光照和位置下

对荷瘤裸鼠的左后爪、尾巴中后段、舌面进行拍

照并且储存照片。 将照片导入电脑,使用 Image
 

J
 

V1. 8. 0. 345 图像分析软件,对照片做白平衡处理

并使用工具框定出荷瘤裸鼠爪、尾巴、舌头的范

围,采集其 RGB 模式下红色 ( red, R ), 绿色

(green,G),蓝色(blue,B)的分量值。
依据潘志强等[11] 的计量化辩证的方法计算

荷瘤裸鼠的血虚程度,阴虚程度,肿瘤痰瘀邪盛

程度。 公式如下:r
 

=
 

R / (R
 

+
 

G
 

+
 

B);血虚程度
 

=
 

(舌 r 值 / 正常组均数)
 

×
  

0. 5
 

+
 

(爪 r 值 / 正常

组均数)
 

×
  

0. 3(
 

~
  

0. 4)
 

+
 

(尾 r 值 / 正常组均数)
 

×
  

0. 2(
 

~
  

0. 1);阴虚程度
 

=
 

各动物体质量 / 正常

组均数;肿瘤痰瘀邪盛
 

=
 

各动物瘤重 / 所有动物

瘤重均数。

注:A:各组荷瘤裸鼠肿瘤大小;B:姜制江香薷多糖对荷瘤裸鼠肿瘤的影响。

图 1　 各组荷瘤裸鼠肿瘤变化

Note.
 

A.
 

Tumor
 

size
 

of
 

tumor-bearing
 

nude
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

B.
 

Effect
 

of
 

ginger-processed
 

Jiangxiang
 

on
 

tumors
 

in
 

tumor-bearing
 

nude
 

mice.

Figure
 

1　 Tumor
 

changes
 

in
 

various
 

groups
 

of
 

tumor-bearing
 

nude
 

mice

评价标准:综合考虑荷瘤裸鼠个体大小设定

辩证权重,血虚程度的辨证标准:与正常组比较,
 

>
  

1. 1 为血充盈,
 

<
  

0. 95 为血虚,
 

<
  

0. 9 为血虚

重,
 

<
  

0. 85 为血亏;阴虚程度辩证标准:与正常组

相比,数值
 

>
  

1. 2 判为形丰,数值
 

<
  

0. 85 判为阴

虚,数值
 

<
  

0. 7 判为阴亏,
  

<
  

0. 6 为液脱;肿瘤痰

瘀邪盛程度的辨证标准:与正常组比较,数值
 

>
  

1. 5 的为邪毒甚,数值
 

>
  

2. 0 判为邪毒壅盛,数值
 

<
  

0. 75 的为邪较弱,数值为 0. 5 的判为邪弱。
1. 3　 统计学分析

实验结果分析采用 SPSS
 

20. 0 统计学软件,
实验数据均表示为平均值

 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)。 多

组数据若全部满足正态分布而且方差齐,采用单

因素方差分析法比较组间的差异,组间两两比较

则选择用 LSD 法进行多重比较;如果没有完全满

足,那么就选择采用非参数检验。 两组数据的比

较采取独立样本 t 检验。 以 P
  

<
  

0. 05 为具有统计

学意义。 最后采用 Graph
 

Prism
 

8. 0. 1 做图。

2　 结果

2. 1　 姜制江香薷多糖对乳腺癌荷瘤裸鼠肿瘤大

小的影响

结果如图 1 所示,实验开始后,除正常组外,
各组荷瘤裸鼠肿瘤体积均逐渐增大,第 1 周肿瘤

体积增长缓慢,之后逐渐增大。 其中模型组增长
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最为迅速,阳性组肿瘤体积增长较为缓慢,姜制

江香薷多糖高剂量组肿瘤体积增长最为缓慢。
实验结束时模型组、阳性组、姜制江香薷多糖低、
中、高剂量组的肿瘤体积分别为: ( 750. 26

  

±
  

154. 71)mm3、(485. 20
  

±
  

120. 26)mm3、(531. 46
  

±
  

132. 74)mm3、(426. 61
  

±
  

115. 30)mm3、(400. 97
  

±
  

138. 38)mm3,与模型组相比,阳性组和姜制江香

薷多糖低、中、高剂量组肿瘤体积降低,见图 1A。
各组肿瘤体积增长曲线如图 1B。
2. 2　 姜制江香薷多糖对乳腺癌荷瘤裸鼠体质量、
瘤质量及抑瘤率的影响

结果如表 1 所示,与正常组比较,阳性组和姜

制江香薷多糖低、中、高剂量组荷瘤裸鼠体质量

增加,但无显著性差异;与模型组比较,阳性组和

姜制江香薷中、高剂量组荷瘤裸鼠瘤质量显著降

低(P
  

<
  

0. 05 或 P
  

<
  

0. 01)。 阳性组和姜制江香

薷 多 糖 低、 中、 高 剂 量 组 的 抑 瘤 率 分 别 为

39. 37%、21. 57%、36. 49%、55. 15%。
2. 3　 乳腺癌荷瘤裸鼠舌爪尾 RGB 值和姜制江

香薷多糖的影响

如图 2 所示,与模型组相比,姜制江香薷多糖

低、中、高 3 个剂量组的尾巴 R 值具有显著性差

异(P
  

<
  

0. 01),与模型组相比,姜制江香薷低剂量

组荷瘤裸鼠尾巴的 G 值具有显著性差异(P
  

<
  

0. 05),与模型组相比,姜制江香薷多糖中、高剂

量组荷瘤裸鼠的舌头 R 值具有显著性差异(P
  

<
  

0. 05),从整体来看模型组和其他给药组与正常

组相比,荷瘤裸鼠的舌 RGB 值显著低于正常组;
正常组与其他给药组和模型组相比下,正常组的

爪 RGB 值低于其他给药组;正常组与其他给药组

模型组相比下,正常组尾巴的 RGB 值明显高于其

他组。 由此表明,姜制江香薷多糖对荷瘤裸鼠

舌、爪、尾的颜色都有所改变。
2. 4　 乳腺癌荷瘤裸鼠舌尾爪颜色比较和姜制江

香薷多糖的影响

从舌面来看,与正常组相比,其他组荷瘤裸

鼠舌面颜色都偏暗,但随着给药组剂量的增加,
舌面颜色逐渐趋近于正常组;从爪来看,正常组

爪颜色偏红润,其他组的荷瘤裸鼠爪颜色相对苍

白,但中、高剂量组的爪颜色明显比其他给药组

要红润;尾巴上来看各组无明显差异。 提示姜制

江香薷多糖对荷瘤裸鼠的舌、爪颜色有明显改善

注:A:尾 RGB 值比较图;B:舌 RGB 值比较图;C:爪 RGB 值

比较图。

图 2　 各组荷瘤裸鼠尾、舌和爪 RGB 值比较

Note.
 

A.
 

Comparison
 

of
 

tail
 

RGB
 

values
 

chart.
 

B.
 

Comparison
 

of
 

tongue
 

RGB
 

value
 

chart.
 

C.
 

Comparison
 

of
 

paw
 

RGB
 

value
 

chart.

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

RGB
 

values
 

of
 

tail,
 

tongue
 

and
 

paw
 

in
 

various
 

groups
 

of
 

hormonal
 

tumor-bearing
 

nude
 

mice

效果。 如图 3 所示。
2. 5　 荷瘤裸鼠证型特点和姜制江香薷对乳腺癌

荷瘤裸鼠证型的影响

如表 2 所示,从血虚程度看,模型组荷瘤裸鼠

血虚程度
 

<
  

0. 95,提示荷瘤裸鼠有血虚证型,在
进行给药后,荷瘤裸鼠的血虚程度值明显提升至

与正常组相接近的水平,证明姜制江香薷多糖对

荷瘤裸鼠的血虚证型有明显改善;从阴虚程度值

判断,模型组荷瘤裸鼠阴虚程度为 1. 09,其他组

数值均也大于正常组,且随给药剂量的增大,其
数值有下降趋势,但可见血虚和阴虚证表现来看
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　 　 　 　 　 　 表 1　 姜制江香薷多糖对荷瘤裸鼠体质量、瘤质量及抑瘤率的影响

Table
 

1　 Influence
 

of
 

ginger-processed
 

Jiangxiangru
 

on
 

body
 

mass,
 

tumor
 

mass
 

and
 

tumor
 

inhibition
 

rate
 

in
 

tumor-bearing
 

nude
 

mice
组别

Groups
剂量 / (mg / kg)

Dosage / (mg / kg)
体质量 / g

Body
 

mass / g
瘤质量 / g

Tumor
 

mass / g
抑瘤率 / %

Tumor
 

inhibition
 

rate / %

正常组
Control

 

group - 18. 28
  

±
  

0. 85 - -

模型组
Model

 

group - 19. 93
  

±
  

1. 55 0. 83
  

±
  

0. 16 -

阳性组
Positive

 

group 200 19. 96
  

±
  

1. 28 0. 50
  

±
  

0. 09∗ 39. 37

姜制江香薷多糖
低剂量组

GJXRPs-L
 

group
200 21. 02

  

±
  

1. 25 0. 65
  

±
  

0. 11 21. 57

姜制江香薷多糖
中剂量组

GJXRPs-M
 

group
400 19. 58

  

±
  

0. 94 0. 53
  

±
  

0. 12# 36. 49

姜制江香薷多糖
高剂量组

GJXRPs-H
 

group
600 19. 37

  

±
  

0. 52 0. 37
  

±
  

0. 13## 55. 15

注:与正常组相比,#P
  

<
  

0. 05,##P
  

<
  

0. 01;与模型组相比,∗P
  

<
  

0. 05,∗∗P
  

<
  

0. 01。 (下图 / 表同)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 #P

  

<
  

0. 05,
 ##P

  

<
  

0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 ∗P

  

<
  

0. 05,
 ∗∗P

  

<
  

0. 01. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures
 

and
 

tables)

注 A:各组荷瘤裸鼠舌;B:各组荷瘤裸鼠爪;C:各组荷瘤裸鼠尾。

图 3　 各组荷瘤裸鼠舌、爪和尾的比较

Note.
 

A.
 

Tongue
 

of
 

tumor-bearing
 

nude
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

B.
 

Paw
 

of
 

tumor-bearing
 

nude
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

C.
 

Tail
 

of
 

tumor-
bearing

 

nude
 

mice
 

in
 

each
 

group.

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

tongue,
 

paw
 

and
 

tail
 

in
 

various
 

groups
 

of
 

tumor-bearing
 

nude
 

mice
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表 2　 荷瘤裸鼠舌、尾和爪 r 值和中医证候评价积分

Table
 

2　 r
 

values
 

of
 

tumor-bearing
 

nude
 

mice
 

tongue、tail
 

and
 

paw
 

and
 

the
 

scoring
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

syndrome
 

evaluation

组别
Groups

舌头 r 值
r

 

values
 

of
 

tongue

爪 r 值
r

 

values
 

of
 

paw

尾 r 值
r

 

values
 

of
 

tail

瘤质量
Tumor

 

mass

体质量
Body

 

mass

血虚程度
Blood

 

deficiency

阴虚程度
Yin

 

deficiency

正常组
Control

 

group 0. 48
  

±
  

0. 04 0. 47
  

±
  

0. 09 0. 35
  

±
  

0. 00 - 18. 28
  

±
  

0. 85 1. 00 1. 00

模型组
Model

 

group 0. 41
  

±
  

0. 05 0. 48
  

±
  

0. 03 0. 35
  

±
  

0. 03 0. 83
  

±
  

0. 16 19. 93
  

±
  

1. 55 0. 94 1. 09

阳性组
Positive

 

group 0. 51
  

±
  

0. 04 0. 41
  

±
  

0. 03 0. 36
  

±
  

0. 01 0. 50
  

±
  

0. 09∗ 19. 96
  

±
  

1. 28 1. 01 1. 09

姜制江香薷多糖
低剂量组

GJXRPs-L
 

group
0. 52

  

±
  

0. 03 0. 43
  

±
  

0. 04 0. 36
  

±
  

0. 01 0. 65
  

±
  

0. 11 21. 02
  

±
  

1. 25 1. 03 1. 15

姜制江香薷多糖
中剂量组

GJXRPs-M
 

group
0. 49

  

±
  

0. 09 0. 42
  

±
  

0. 04 0. 36
  

±
  

0. 01 0. 53
  

±
  

0. 12# 19. 58
  

±
  

0. 94 0. 98 1. 07

姜制江香薷多糖
高剂量组

GJXRPs-H
 

group
0. 48

  

±
  

0. 02 0. 43
  

±
  

0. 03 0. 35
  

±
  

0. 01 0. 37
  

±
  

0. 13## 19. 37
  

±
  

0. 52 0. 98 1. 06

看,由于本模型是接种模型,这两个证型模型组

和正常组差异不大。 经过给药后,各组肿瘤痰瘀

邪盛程度值有明显下降,且以姜制江香薷中、高
剂量组最佳。

3　 讨论

模拟中医的望、闻、问、切,本研究使用拍摄

乳腺癌荷瘤裸鼠的舌、爪、尾的图片,进而用图像

分析软件进行分析打分,通过颜色的深浅判断动

物血虚情况,从裸鼠体形胖瘦、体质量大小可以

反映阴虚程度,肿瘤的大小和体积可以反映荷瘤

裸鼠肿瘤痰瘀邪盛程度,对乳腺癌模型组荷瘤裸

鼠进行打分,发现乳腺癌模型荷瘤裸鼠存在血

虚、阴虚和痰瘀邪盛表现,姜制江香薷多糖给药

组可以明显减少肿瘤的大小,姜制江香薷多糖能

够抑制肿瘤生长,对乳腺癌荷瘤裸鼠血虚程度、
阴虚程度、肿瘤痰瘀邪盛体质有改善效果,且姜

制江香薷多糖高剂量组最佳。
在现代生物医学研究中,人类疾病研究的动

物模型是一个极为重要的实验方法和手段,但是

中医药的实验研究中,没有符合中医药特点的疾

病动物模型,而主要采用西医思维建立的病理模

型,因而受一定“外因论” “局部定位论”的束缚,
造成了在评价中医药方法治疗疾病的观察方法

和指标,停留在“病”的概念上,往往会导致临床

疗效与实验结果间出现不一致,给阐述中药治疗

疾病原理带来一定的困难[12] 。 中医证候动物模

型的研究,产生了各类“证”的动物模型[4,13-15] ,其
中以肾虚、脾虚、血瘀为特色的中医动物模型体

系的陆续建立,为中医证候动物模型的丰富和发

展奠定了基础。 但是,仅有中医的证侯模型远远

不能满足现代中医药的发展需求,病症结合模型

发展起来,这种模型是在临床诊疗中既重视对西

医疾病的诊断,又注重对中医证候进行观察的一

种新的动物模型研究范式,因而病症结合动物模

型既有西医疾病的特征特点,又有中医证候表现

的特征,适应了中医临床治疗辨病辨证相结合的

实际,建立病症结合动物模型逐渐成为中医药研

究所用实验动物模型发展的新方向[16-17] 。 中医

四诊是中医临床诊病的重要方法,中医证候是对

疾病发展过程中特定的病理表现的观察,是疾病

的发生位置和疾病的性状在舌、脉、形、神、色等

的直观表现内容的综合判断,然而动物的四诊等

由于实验动物的特殊性, 难以定性和定量判

断[18] ,但通过图像和软件分析的方式可以对荷瘤

裸鼠进行评价诊断。 对于肿瘤模型的病症结合

一般从裸鼠体形胖瘦、体质量大小可以反映阴虚

程度,肿瘤的大小和体积可以反映荷瘤裸鼠肿瘤

痰瘀邪盛程度,荷瘤裸鼠舌、尾、爪,颜色的深浅

色泽可以反映荷瘤裸鼠血虚程度[19] ,结合起来就
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可以对动物进行类似中医临床的辩证,荷瘤小鼠

虚证、兼证的类型与人类肿瘤患者很相似,且存

在个体化差异,因而能够进行辨证论治,可用于

个体的比较和评价[20] ,因此本研究在实验动物模

型的基础上进行了初步的探索。
辩证论治是中医学的基本方法和基础,本研

究表明,RGB 值,肿瘤大小和舌、尾、爪的外观色

泽结合中医四诊可以在一定程度上帮助建立实

验动物的定量分析,有助于评价判断裸鼠的中医

证候指标。 建立和持续完善中医疾病症候动物

模型的研究和评价体系,对中医药学的发展和精

准医疗研究无疑具有重大意义。 现代医学研究

中进行动物实验的主要目的是为了解决和避免

人类防病治病的伦理问题,模拟中医病症结合动

物模型目的也是一样,现代中医病症动物模型的

建立和评价体系的完成,是对之前动物实验的发

展和提升,有利于应用动物模型研究中药复方配

伍规律,有利于对方剂配伍规律的物质基础研究

的推进,进一步减少中医临床的随意性,使得中

医临床辨病施治和辨证施治有证可循,有标准可

依,这将促进传统中医理论与现代医学科技结

合,可为中医方药和临床研究提供广阔的前

景[21-22] ,结合实验结果,姜制江香薷多糖是根据

中医理论,采用生姜汁去炮制江香薷药材后可以

增加江香薷原药材的抗炎效果[8] ,本实验发现姜

制江香薷能通过改善荷瘤裸鼠的舌、爪、尾的颜

色,从而能够改善乳腺癌荷瘤裸鼠血虚程度,通
过改善荷瘤裸鼠的体质量降低瘤质量,而改善肿

瘤的阴虚程度,虽然姜制江香薷各剂量没有达到

显著性差异,但有改善的趋势,通过和肿瘤痰瘀

邪盛程度,且效果具有剂量效应关系,低剂量达

到显著性差异(P
  

<
  

0. 05),中高剂量达到极显著

性差异(P
  

<
  

0. 01),值得进一步探索。
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肝硬化门静脉血栓大鼠模型建立与评价
田瑞渊1 ,魏超2 ,李勇3∗

(1.
 

山东大学齐鲁医院高新区医院消化科,济南　 250101;2.
 

济宁医学院中西医结合学院,
山东

 

济宁　 272067;3.
 

山东中医药大学附属医院肝病科,济南　 250014)

　 　 【摘要】 　 目的　 评价在肝硬化模型大鼠的基础上,建立肝硬化门静脉血栓(PVT)模型的可行性。 方法

　 将 50 只 10
  

~
  

12 周龄、体质量 300
  

~
  

350
 

g、雄性 SD 大鼠随机分为模型组和空白组,模型组首先建立肝硬化

模型,在此基础上,通过门静脉间断结扎联合钳夹方法建立门静脉血栓模型,空白组仅开腹后行门静脉游离

术。 大鼠造模后 1 周行肝彩色多普勒超声检查确认门静脉血栓。 而后模型组随机分为模型对照组和模型恢

复组。 模型对照组、空白组开腹后游离截取肝、门静脉待检,模型恢复组继续饲养 2 周后截取肝、门静脉。 各

组肝、门静脉标本进行苏木素-伊红(HE)、Masson 染色、门静脉弹力纤维(EVG)染色。 结果　 超声检查显示术

后 1 周模型组门静脉内形成稳定血栓,造模成功率 68%;模型对照组与模型恢复组 HE 和 Masson 染色均发现

肝组织假小叶、门静脉血栓,中膜水肿增厚,胶原纤维附着,EVG 染色显示门静脉血管内膜损伤;空白组门静

脉内未见血栓形成,血管结构完整;透射电镜肝硬化大鼠肝窦出现胶原纤维束,肝细胞线粒体大小不一、呈多

形性、灶性聚集。 门静脉内皮脱落、凋亡、平滑肌细胞表型化迁移至原内皮处、内膜下纤维组织增生。 至术后

3 周,模型恢复组大鼠无一死亡且 PVT 稳定存在。 结论　 肝硬化时门静脉内皮脱落、内膜纤维化、平滑肌细胞

表型化并向内膜迁移是肝硬化门静脉血栓形成的重要病理基础。 在肝硬化基础上,利用间断结扎联合钳夹法

可成功建立稳定的大鼠肝硬化门静脉血栓模型,其血管内皮损伤、内膜增厚和纤维化、血流速度减慢等病理改

变,与肝硬化 PVT 形成机制一致,并且模型大鼠至少可生存 3 周以上,为深化肝硬化门静脉血栓研究提供了

建模方法及生存时间依据。
【关键词】 　 大鼠;肝硬化门静脉血栓;动物模型;组织病理
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【Abstract】　 Objective　 To
 

evaluate
 

the
 

feasibility
 

of
 

establishing
 

a
 

portal
 

vein
 

thrombosis
 

( PVT)
 

model
 

in
 

cirrhotic
 

rats.
 

Methods　 Fifty
 

male
 

SD
 

rats
 

aged
 

10
 

~
 

12
 

weeks
 

and
 

body
 

mass
 

about
 

300
 

~
 

350 g
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

a
 

model
 

group
 

and
 

a
 

blank
 

group.
 

Cirrhosis
 

was
 

initially
 

established
 

in
 

the
 

model
 

group.
 

PVT
 

was
 

then
 

established
 

by
 

intermittent
 

portal
 

vein
 

ligation
 

with
 

clamping,
 

and
 

was
 

confirmed
 

by
 

hepatic
 

color
 

Doppler
 

ultrasonography
 

1
 

week
 

after
 

modeling.
 

The
 

model
 

group
 

was
 

then
 

divided
 

randomly
 

into
 

a
 

model
 

control
 

group
 

and
 

a
 

model
 

recovery
 

group.
 

Liver
 

and
 

portal
 

vein
 

tissues
 

were
 

extracted
 

from
 

the
 

model
 

control
 

and
 

blank
 

groups
 

after
 

laparotomy,
 

and
 

from
 

the
 

model
 

recovery
 

group
 

after
 

continued
 

feeding
 

for
 

2
 

weeks.
 

Liver
 

and
 

portal
 

vein
 

samples
 

in
 

each
 

group
 

were
 

stained
 

with
 

hematoxylin
 

eosin
 

( HE)
 

and
 

Masson
 

stain
 

and
 

portal
 

vein
 

samples
 

were
 

stained
 

with
 

Elastica
 

van
 

Gieson
 

(EVG)
 

stain.
 

Results　 Ultrasound
 

examination
 

showed
 

stable
 

thrombus
 

formation
 

in
 

the
 

portal
 

vein
 

in
 

the
 

model
 

group
 

1
 

week
 

after
 

surgery,
 

with
 

a
 

modeling
 

success
 

rate
 

of
 

68%.
 

HE
 

and
 

Masson
 

staining
 

showed
 

false
 

lobules
 

and
 

PVT,
 

media
 

edema
 

and
 

thickening,
 

and
 

collagen
 

fiber
 

adhesion,
 

and
 

EVG
 

staining
 

showed
 

portal
 

vein
 

intimal
 

injury
 

in
 

the
 

model
 

and
 

model
 

recovery
 

groups.
 

In
 

contrast,
 

there
 

was
 

no
 

PVT
 

and
 

the
 

vascular
 

structure
 

was
 

intact
 

in
 

the
 

blank
 

group.
 

Transmission
 

electron
 

microscopy
 

showed
 

collagen
 

fiber
 

bundles
 

in
 

the
 

hepatic
 

sinuses
 

of
 

cirrhotic
 

rats,
 

and
 

hepatocyte
 

mitochondria
 

were
 

heterogeneous
 

in
 

size,
 

with
 

focal
 

aggregation.
 

Portal
 

vein
 

endothelium
 

exfoliation,
 

apoptosis,
 

phenotypic
 

migration
 

of
 

smooth
 

muscle
 

cells
 

to
 

the
 

protoendothelium,
 

and
 

subintimal
 

fibrous
 

tissue
 

proliferation
 

were
 

also
 

detected.
 

No
 

rats
 

in
 

the
 

model
 

recovery
 

group
 

had
 

died
 

3
 

weeks
 

after
 

surgery
 

and
 

PVT
 

remained
 

stable.
 

Conclusions 　 Shedding
 

of
 

the
 

portal
 

vein
 

endothelium,
 

intimal
 

fibrosis,
 

phenotypic
 

smooth
 

muscle
 

cells
 

and
 

migration
 

to
 

the
 

intima
 

are
 

important
 

pathologic
 

findings
 

of
 

PVT
 

in
 

cirrhosis.
 

Intermittent
 

ligation
 

combined
 

with
 

clamping
 

can
 

be
 

used
 

to
 

establish
 

a
 

stable
 

model
 

of
 

PVT
 

in
 

rats
 

with
 

liver
 

cirrhosis,
 

and
 

the
 

pathological
 

changes,
 

including
 

vascular
 

endothelial
 

injury,
 

intima
 

thickening
 

and
 

fibrosis,
 

and
 

slow
 

blood
 

flow,
 

are
 

consistent
 

with
 

the
 

formation
 

mechanism
 

of
 

PVT
 

in
 

liver
 

cirrhosis.
 

Model
 

rats
 

can
 

survive
 

for
 

at
 

least
 

3
 

weeks,
 

thus
 

providing
 

a
 

suitable
 

model
 

and
 

survival
 

time
 

for
 

further
 

studies
 

of
 

PVT
 

in
 

liver
 

cirrhosis.
【Keywords】　 rat;

 

cirrhosis
 

portal
 

vein
 

thrombosis;
 

animal
 

model;
 

histopathology
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　 　 门静脉血栓( portal
 

vein
 

thrombosis,PVT) 是

由多种病因引发的门静脉主干及其分支血管阻

塞性病变,可合并或不合并肠系膜静脉与脾静脉

血栓。 临床数据表明,肝硬化患者
 

PVT
 

发生率为
 

10%
 

~
 

25%[1-2] 。 相关研究显示,PVT
 

患病率与

肝硬化严重程度呈正相关:代偿期肝硬化患者中

占
 

10%, Child-Pugh
 

B / C
 

级 肝 硬 化 患 者 升 至
 

17%,而肝移植候选患者中可达
 

26%[3] 。 另有研

究证实,失代偿期肝硬化人群
 

PVT
 

患病率高达
 

40%[4] 。 急性
 

PVT
 

可引发肠系膜缺血、肠坏死等

严重并发症,慢性
 

PVT
 

则可能导致门静脉闭塞、
海绵样变性,进而诱发或加剧门静脉高压,甚至

可能引发急性肾损伤、消化道出血、顽固性腹水

等临床事件,增加患者远期死亡风险及肝移植术

后病死率。
但肝硬化 PVT 的发病机制至今尚未完全阐

明,是新治疗方法与药物的研发现阶段无法突破

的瓶颈。 构建
 

PVT
 

动物模型可为深入探究其发

病机制及发掘新型治疗靶点提供重要研究基础。

目前虽然有成功建立大鼠 PVT 动物模型的文

献[5-7] ,但均以健康大鼠建立 PVT,并鲜有对大鼠

PVT 模型的稳定性和生存期的报道,模型用于

PVT 深化研究的可行性尚未可知。 因此,建立支

持肝硬化 PVT 可行性研究的动物模型至关重要。
本课题组前期预实验已成功建立健康大鼠

PVT 模型,并证实大鼠 PVT 模型生存期与血栓稳

定存在时间至少 30
 

d。 在此研究的基础上,研究

人员进一步探索创建了大鼠肝硬化 PVT 模型。
本实验以 SD 大鼠为研究对象,首先建立肝

硬化大鼠模型,以肝硬化大鼠,采用门静脉间断

结扎减慢血流联合钳夹破坏血管内膜的方法建

立肝硬化 PVT 大鼠模型。 对大鼠肝、门静脉标本

进行苏木素-伊红(HE)、Masson、弹力纤维(EVG)
染色以观察其病理特征;并对肝硬化大鼠肝及门

静脉进行透射电镜扫描,以揭示肝硬化大鼠门静

脉形成血栓的重要病理基础,为防治肝硬化门静

脉血栓提供新的思路。 实验证实,肝硬化 PVT 大

鼠模型生存期与血栓稳定存在时间至少 3 周以
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上,这为深化研究 PVT 形成机制、病理特点和药

物干预提供了技术支撑和实验可行性证据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

50 只 SPF 级雄性 SD 大鼠,10
  

~
  

12 周龄,体
质量 300

  

~
  

350
 

g,购于济南朋悦实验动物繁育有

限公司【SCXK(鲁)2022
 

0006】,大鼠饲养于齐鲁

师范学院实验室动物房【 SYXK(鲁)2022
 

0023】,
动物房通风良好,在可控动物房内分笼饲养,饲
养条件为温度(23

  

±
  

2)℃ 、湿度(60
  

±
  

10)%和压

差(25
  

±
  

2)Pa,自由饮食、水,标准 12
 

h 光照 / 12
 

h
黑暗节律,6:00

  

~
  

18:00 为光照条件。 每天给予

普通饲料喂养,大鼠自由饮食。 所有实验操作均

通过山东中医药大学附属医院伦理委员会审批

(2021-99)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

 

苏木素-伊红( HE)染色试剂盒(山东恩众医

疗科技有限公司,20240409001);Masson 三色染

色液试剂盒 ( 珠海贝索生物技术有限公司,
BA4079A);EVG 染色液试剂盒(珠海贝索生物技

术有限公司,BA4083A)。 徕卡切片机(上海徕卡

仪器有限公司,FM2235);动物彩色多普勒超声诊

断系统(深圳迈瑞动物医疗科技股份有限公司,
Vetus7-VET);恩众染色机(山东恩众医疗科技有

限公司,EHZ-CTS-Ⅱ);数字病理扫描仪(江丰生

物,KF-PRO-005);透射电镜 ( 日本 JEOL 公司,
JEM-1200EX);透射电镜数字摄像头(德国 Osis
公司,MORADA-G2 型 CCD) ;自动组织脱水处

理机 ( 德 国, TP1020 ) ; 石 蜡 包 埋 机 ( 德 国,
EG1150) 。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验动物分组

大鼠适应性喂养 1 周后随机分为空白组和模

型组,空白组 10 只,模型组 40 只。 两组大鼠分别

按以下操作步骤建立模型。
1. 2. 2　 建立肝硬化模型

参照王奎淞等[8] 的大鼠肝硬化造模方法,并
根据实验目的进行优化改进:适应性喂养 1 周,采
用 CCl4 联合苯巴比妥钠、乙醇与甜味剂四因素综

合法 8 周,制备肝硬化大鼠模型,模型制备分为两

期:诱导期和成模期。
(1)诱导期:饲料使用普通大鼠饲料。 在诱

导前以 0. 35
 

g / L 苯巴比妥钠蒸馏水溶液为大鼠

的唯一饮用水,时间为 1 周。
(2)成模期:首次皮下注射 0. 5

 

mL / 100
 

g 的

40%
 

CCl4 中性菜籽油溶液,间隔 3
 

d,剂量改为

0. 3
 

mL / 100
 

g,每周 2 次,持续 4 周;以 10%乙醇

蒸馏水溶液为其唯一饮用水。 第 5 周开始,
以 0. 4

 

mL / 100
 

g 标准皮下注射 50%
 

CCl4 中性菜

籽油溶液,每周 2 次,持续 3 周,以 15%乙醇蒸馏

水溶液为其唯一饮用水。 肝硬化门脉高压症大

鼠模型时间共计 8 周。 4 只大鼠在造模过程中死

亡,成功 36 只。
1. 2. 3　 肝硬化 PVT 模型的建立

(1)肝硬化大鼠随机分为肝硬化组 2 只,PVT
模型组 34 只。 PVT 模型组:①术前禁食 12

 

h,备
皮,大鼠以 3%戊巴比妥钠溶液(2

 

mL / kg)麻醉,
取仰卧位,将大鼠固定于手术台上,常规碘伏消

毒,乙醇脱碘;②于胸骨剑突下沿腹正中线作约
 

3
 

cm
 

纵行切口,逐层切开腹腔,暴露肝门区域,首先

寻及肠系膜上静脉,沿其走行向上暴露门静脉;
③钝性分离门静脉主干,仔细剥离周围结缔组

织,分离门静脉;④结扎门静脉:取 2. 5
 

cm 静脉注

射头皮针软管与门静脉平行放置,以 4-0 号缝合

线分别于门静脉远近两端穿过结扎门静脉,结扎

远近两端(静脉和软管一起结扎),结扎的间距始

终为 1. 5
 

cm,结扎成功后,小肠充血,颜色变成深

紫色,肠系膜静脉血停滞,每隔 5
 

min 将结扎线打

开 1 次,恢复门静脉的血流,门静脉血流重新流

动,小肠恢复为最初的颜色;⑤对门静脉实施钳

夹处理时,于结扎后的
 

5
 

min 内,使用无齿镊按近

端至远端顺序依次钳夹门静脉以破坏血管内膜,
单次钳夹时长为

 

3
 

s,5
 

min 内累计完成 4 次钳夹

操作。 按上述步骤重复操作 4 次,以诱导
 

PVT
 

形

成(见图 1)。 继而于门静脉周围注射适量术尔泰

溶液以预防组织黏连,腹腔内注射 2
 

mL
 

3%头孢

他啶溶液以预防术后感染。 肠管按解剖位置复

位,连续缝针关闭腹腔,单结缝合皮肤。 空白组

仅做游离门静脉操作,未对门静脉进行结扎和钳

夹。 5 只大鼠在造模过程及术后 1 周内死亡,剩
余 29 只大鼠在造模后 1

 

h 左右逐渐恢复意识。
造模后 24

 

h,29 只大鼠均无异常情况。
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图 1　 门静脉血栓造模手术

Figure
 

1　 Portal
 

vein
 

thrombosis
 

modeling
 

surgery

(2)门静脉超声:术后 7
 

d 模型组大鼠以 3%
戊巴比妥钠溶液(2

 

mL / kg) 麻醉,以彩色多普勒

超声门静脉扫查,检测门静脉血流、血栓形成情

况。 结果显示,29 只中
 

3 只未出现门静脉血栓,
总造模成功率 68%。 随机将 26 只 PVT 模型大鼠

分为模型对照组、模型恢复组。 模型恢复组继续

给予普通饲料喂养、自由饮水 2 周。
(3)肝与门静脉样本的采集与处理:空白组、

肝硬化组、模型对照组于分组次日,模型恢复组

于分组后 2 周,术前禁食 12
 

h,备皮,沿胸骨剑突

图 2　 各组大鼠门静脉彩色多普勒超声图像

Figure
 

2　 Color
 

Doppler
 

ultrasound
 

images
 

of
 

portal
 

vein
 

in
 

each
 

group
 

of
 

rats

下,腹正中线做约 3
 

cm 的纵行切口,逐层打开腹

腔,暴露肝门处,迅速取 1
 

mm
  

×
  

3
 

mm 肝组织,
1

 

min 内快速投入 4%戊二醛溶液中固定;分离门

静脉,迅速取 1
 

mm
  

×
  

3
 

mm 门静脉,1
 

min 内快速

投入 4%戊二醛溶液中固定;而后取 3
 

cm
 

×
  

3
 

cm
左右肝组织、长 1

 

cm 左右门静脉标本,置于 4%多

聚甲醛溶液中固定,进行 HE、Masson 及 EVG 染色。

2　 结果

2. 1　 模型建立情况

成功建立肝硬化模型大鼠 36 只,建模成功率

90%。 成功建立肝硬化 PVT 模型大鼠 26 只,建模

成功率 68%,且存活及 PVT 存续时间至少 3 周。

2. 2　 彩色多普勒超声

彩色多普勒超声显示,空白组大鼠门静脉血

流通畅,模型对照组大鼠门静脉未有血流信号,
说明血栓存在,模型恢复组大鼠仅有门静脉近肝

门端有少量血流信号,说明仅有少量血栓再通。
见图 2。
2. 3　 大鼠肝组织 HE、Masson 染色

HE 染色:空白组肝小叶结构规整,汇管区结

构正常;模型对照组及模型恢复组均显示肝小叶

结构被破坏,肝细胞出现不同程度的变形和坏

死,纤维组织弥漫性增生,形成纤维间隔,假小叶

形成;Masson 染色:空白组肝小叶结构规整,汇管

区结构正常,肝小叶内无纤维沉积,仅管腔结构

着色;模型对照组及模型恢复组均显示,大量的

蓝色胶原纤维的沉积和增生,肝小叶结构被破

坏,肝组织内形成明显的纤维间隔,将原有的肝

小叶结构破坏并重新排列成假小叶。 见图 3。
2. 4　 大鼠门静脉组织 HE、Masson、EVG 染色

HE 染色:空白组门静脉结构正常,内膜规

整、光滑,管腔内无血栓形成,管壁正常;模型对

照组与模型恢复组均可见门静脉结构紊乱,中膜

水肿增厚、内膜显示不清、高低不平,管腔内血栓

形成;Masson 染色:空白组门静脉结构正常,内膜

规整、光滑,内膜下无胶原纤维沉积,管壁正常;
模型对照组与模型恢复组均除相同于 HE 染色门

静脉病理表现外,内膜下大量蓝色胶原纤维沉

积;EVG 染色:空白组门静脉内膜蓝黑色弹力纤

维连续、完整的层状结构,紧密地附着在血管壁

的内层;模型对照组与模型恢复组均除相同于

HE 染色门静脉病理表现外,均门静脉内膜蓝黑

色弹力纤维缺失,门静脉内膜损伤。 见图 4。
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图 3　 肝组织病理染色

Figure
 

3　 Pathological
 

staining
 

of
 

liver
 

tissue

图 4　 门静脉病理染色

Figure
 

4　 Pathological
 

staining
 

of
 

portal
 

vein

2. 5　 肝硬化大鼠肝组织电镜

空白组肝细胞边界清晰、线粒体形态规则、
双层膜结构清晰、嵴排列整齐。 内质网在肝细胞

内广泛分布;肝硬化大鼠肝细胞边界模糊、脂肪

变性、水样变性,线粒体肿胀、嵴断裂或消失、大
小不一、呈多形性、灶性聚集。 内质网扩张,细胞

间质大量胶原纤维增生。 见图 5。
2. 6　 肝硬化大鼠门静脉电镜

空白组门静脉中层平滑肌细胞排列整齐、内
膜规整、内皮细胞连续;肝硬化组门静脉内皮细

胞脱落、凋亡,内膜下大量纤维组织增生,平滑肌

细胞排列紊乱表型化迁移至原内皮处。 见图 6。
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图 5　 肝硬化大鼠肝组织电镜

Figure
 

5　 Electron
 

microscopy
 

of
 

liver
 

tissue
 

in
 

cirrhotic
 

rats

图 6　 肝硬化大鼠门静脉电镜

Figure
 

6　 Electron
 

microscopy
 

of
 

portal
 

vein
 

in
 

cirrhotic
 

rats

3　 讨论
 

目前国内外对于肝硬化门静脉血栓形成的

机制与治疗药物研究存在瓶颈。 深化该领域的

研究,成熟、稳定的动物模型是不可或缺的。 但

迄今为止,仅有健康大鼠门静脉血栓模型建立方

法的报道[5-7] ,尚无建立肝硬化门静脉血栓模型

的方法。 为突破研究瓶颈,建立肝硬化门静脉血

栓模型势在必行。
本研究建立的肝硬化 PVT 动物模型方法,是

在对建立肝硬化模型、门静脉血栓模型,进行反

复实验、总结经验与教训的基础上,进行了优化。
成功在大鼠肝硬化的基础上建立了门静脉血栓

模型。 模型成功率可达 68%,并且 3 周后门静脉

管腔内仍存在血栓。
首先建立肝硬化大鼠模型,研究人员在实验

的经验与教训中得出:(1) CCl4 建立肝硬化大鼠

模型,一般采用腹腔注射,但实验中发现,腹腔注

射 CCl4 溶液,由于 CCl4 刺激可造成腹腔多器官

黏连、在肝纤维化阶段及肝硬化早期即出现腹水

等问题,以致肝组织肝硬化程度较轻、早期腹水、

腹腔器官黏连等,并且大鼠的状态无法接受下一

步建立门静脉血栓模型的手术创伤,因此采用皮

下注射 CCl4 溶液;(2)实验证实第 5 周开始将文

献中的 25%乙醇溶液
 

+
 

添加甜味剂为其唯一饮

用水至实验结束的方法,会在造模 7 周时出现大

鼠的高死亡率,故修改为以 15%乙醇溶液
 

+
 

添加

甜味剂为其唯一饮用水至实验结束;(3)实验证

实 6 周末大鼠肝组织即出现假小叶之肝硬化病理

特征,肝硬化造模 9 周时,则出现腹水。 为保证第

二阶段门静脉血栓建模的成功,将参考文献[9-10]

中肝硬化造模时间 9 周改为 8 周。
肝硬化模型的基础上建立 PVT 模型,研究人

员同样进行了方法的优化:(1)肝硬化时门静脉

血管壁增厚、弹性降低、脆性增加,缝合线结扎容

易截断门静脉,头皮针管与门静脉平行放置,缝
合线一并结扎头皮针管与门静脉,即可阻断门静

脉血流,又避免门静脉断开;(2)门静脉间断结扎

联合钳夹完成后,门静脉周围注射适量术尔泰预

防门静脉与周围组织器官黏连,为利于实验结束

获取门静脉创造条件。 因此,在肝硬化的基础上

建立大鼠肝硬化门静脉血栓模型,其关键技术是
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确定手术麻醉量、采用一并结扎头皮针管与门静

脉联合钳夹门静脉方法形成门静脉血栓、预防术

后感染,减轻术后炎症造成门静脉与相邻组织器

官的黏连等。
肝硬化 PVT 的确切病理生理学尚不清楚,但

门静脉血流速度降低和肝病严重程度是肝硬化

患者 PVT 的重要危险因素[11-13] 。 虽然有人认为

高凝状态也可能是 PVT 发展的风险因素[14-15] ,
然而,这些因素促进肝硬化合并

 

PVT
 

发生的具体

机制尚未完全明确。 既往研究大多聚焦于血液

高凝状态的探讨,而忽略了肝硬化门静脉高压及

血栓的病理特征。 一项最新研究阐明了肝硬化
 

PVT
 

的组成与结构特点,其不同于传统的静脉和

动脉血栓。 研究证实,所有肝硬化
 

PVT
 

患者样本

均存在门静脉内膜增厚和纤维化,纤维化内膜的

中位厚度为 2406
 

μm,其中仅 1 / 3 的患者伴有富

含纤维蛋白的血栓。 而无 PVT 的肝硬化患者中

位纤维化内膜厚度为 358
 

μm[16] 。 因此,随着研

究的深入,肝硬化的严重程度是形成门脉血栓的

关键[2] 。 肝硬化门静脉高压时门静脉血流缓慢、
血管内皮损伤,出现血管内膜增厚与纤维化是肝

硬化门脉血栓形成的核心病理机制[16] 。
鉴于肝硬化患者肝清除功能减退、肠道屏障

功能异常、菌群紊乱及细菌易位等因素,肠道-腹
腔-门静脉炎症反应与肠源性内毒素血症共同作

用,致使肝硬化患者门静脉系统凝血酶生成潜力

增强,进而促进局部高凝状态形成[3,17-19] ,并诱导

富含纤维蛋白的血栓产生。 内毒素可激活血小

板,增强其黏附与聚集功能,促使血小板释放磷

脂并形成凝血酶原激活物,从而引发血液高凝状

态[20] 。 此外,内毒素入血后通过作用于 TLR4,进
一步激活核转录因子

 

NF-κB 等通路,诱导肿瘤坏

死因子-α( TNF-α)、白细胞介素-6( IL-6) 等炎性

因子生成。 HUANG 等[21] 研究发现,在肝硬化合

并食管胃底静脉曲张患者中,PVT 组 IL-6 及 TNF-
α 水平显著高于无 PVT 组。 炎性因子刺激成纤

维细胞、血管平滑肌细胞增殖向门静脉内膜下迁

移[22-23] ,造成内膜增厚与纤维化,与门静脉血栓

形成有独立的关系。
多项基于多普勒超声的研究显示,若肝硬化

患者门静脉血流速度低于 15
 

cm / s,其发生 PVT
的风险可增加 10

 

~
 

20 倍[24-28] 。 其潜在机制可能

与肝硬化所致门静脉入肝阻力增加、血流速度减

慢,进而导致血管剪应力升高有关,这不仅会引

发血管内皮损伤及功能障碍,并且由于剪切应力

和周向拉伸,压力升高可导致的血管形态和分子

变化,包括内皮损伤、新内膜形成、炎症级联激

活、血管平滑肌细胞肥大、迁移和表型变化[29-30] 。
探索肝硬化 PVT 动物模型造模方法,创建肝

硬化 PVT 动物模型,其意义重大。 本实验的结

果,吻合了肝硬化形成 PVT 的基本病理过程,模
型大鼠的肝组织与门静脉病理表现与文献报

道[16] 的肝硬化 PVT 患者的病理高度一致。 因

此,本研究成功建立了大鼠肝硬化 PVT 模型,为
深化研究肝硬化 PVT 形成的机制、PVT 病理特

点、突破肝硬化 PVT 的防治研究瓶颈,提供了科

学性与可行性。
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不同浓度博来霉素诱导特发性肺纤维化小鼠模型
的比较研究

张欣欣1,2,3,4 ,谢铱子1,2,3,4 ,黄慧婷1 ,江勇5 ,李航6 ,廖钢5 ,温武金5 ,
詹少锋1,4∗ ,黄秀芳1,3,4∗

(1.
 

广州中医药大学第一附属医院,广州　 510000;2.
 

广州中医药大学第一临床医学院,广州　 510000;
3.

 

广州中医药大学岭南医学研究中心,广州　 510000;4.
 

广东省中医临床研究院,广州　 510000;
5.

 

深圳市中西医结合医院,广东
 

深圳　 518072;6.
 

深圳市宝安中医院,广东
 

深圳　 518133)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨气管内滴注不同浓度的博来霉素(bleomycin,BLM)诱导特发性肺纤维化( idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis,IPF)小鼠的建立与评价。 方法　 雄性 C57BL / 6J 小鼠随机分为对照组、模型低(1. 5
 

mg / kg
 

BLM)、中(2. 5
 

mg / kg
 

BLM)、高(3. 5
 

mg / kg
 

BLM)剂量组。 采用一次性气管内滴注博来霉素构建 IPF 小鼠,比
较不同组小鼠的一般状态、体质量、生存率和肺系数,观察小鼠肺组织病理学改变、羟脯氨酸、纤维化标志物和

炎症因子水平。 结果　 与对照组相比,模型低、中、高剂量组生存率降低,体质量呈下降趋势,肺系数均显著增

加;模型低、中、高剂量组肺组织出现炎性浸润(P
  

<
  

0. 01)和胶原沉积(P
  

<
  

0. 0001);肺组织和血清中的羟脯

氨酸显著升高(P
  

<
  

0. 05);纤维化标志物 α-Sma、Fn1 和 Col1a1 的 mRNA 水平表达上调(P
 

<
 

0. 001),相应蛋

白表达也显著上调 (P
 

<
 

0. 05),炎症因子 Tgfb1 的 mRNA 表达增加 (P
 

<
 

0. 0001)。 结论 　 1. 5、2. 5 和

3. 5
 

mg / kg 的博来霉素均可诱导 C57BL / 6J 小鼠 IPF,结合生存率、体质量和肺系数变化、肺组织大体观和病理

学改变、纤维化和炎症相关指标等结果,2. 5
 

mg / kg 博来霉素为诱导的 IPF 小鼠的最适宜浓度。
【关键词】 　 特发性肺纤维化;博来霉素;小鼠;气管内滴注
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【Abstract】 　 Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

establishment
 

and
 

evaluation
 

of
 

an
 

idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

(IPF)
 

mouse
 

model
 

induced
 

by
 

the
 

intratracheal
 

infusion
 

of
 

bleomycin
 

(BLM)
 

of
 

different
 

concentrations.
  

Methods
 

Male
 

C57BL / 6J
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

control
 

group,
 

Model-L
 

group
 

(1. 5
 

mg / kg,
 

BLM),
 

Model-M
 

group
 

(2. 5
 

mg / kg,
 

BLM),
 

and
 

Model-H
 

group
 

(3. 5
 

mg / kg,
 

BLM).
 

An
 

IPF
 

mouse
 

model
 

was
 

constructed
 

by
 

one-
time

 

intratracheal
 

infusion
 

of
 

BLM.
 

The
 

general
 

status,
 

body
 

mass,
 

survival
 

rate,
 

and
 

lung
 

coefficient
 

of
 

mice
 

in
 

different
 

groups
 

were
 

compared.
 

Pathological
 

changes
 

in
 

lung
 

tissue,
 

the
 

hydroxyproline
 

content,
 

fibrosis
 

markers
 

and
 

inflammatory
 

factor
 

levels
 

were
 

observed.
  

Results　 Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

survival
 

rate
 

decreased
 

and
 

body
 

weight
 

showed
 

a
 

downward
 

trend
 

in
 

the
 

low-,
 

medium-,
 

and
 

high-dose
 

model
 

groups,
 

with
 

significant
 

increases
 

in
 

lung
 

coefficients.
 

Inflammatory
 

infiltration
 

(P
 

<
 

0. 01)
 

and
 

collagen
 

deposition
 

(P
 

<
 

0. 0001)
 

were
 

observed
 

in
 

the
 

lung
 

tissues
 

of
 

all
 

model
 

groups.
 

Hydroxyproline
 

levels
 

in
 

lung
 

tissue
 

and
 

serum
 

were
 

significantly
 

elevated
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

The
 

mRNA
 

levels
 

of
 

fibrosis
 

markers
 

α-Sma,
 

Fn1,
  

and
 

Col1a1
 

were
 

upregulated
 

( P
 

<
 

0. 001),
 

with
 

significant
 

increases
 

in
 

corresponding
 

protein
 

expression
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

the
 

inflammatory
 

factor
 

Tgfb1
 

also
 

increased
 

(P
 

<
 

0. 0001).
  

Conclusion　 1. 5,
 

2. 5
 

and
 

3. 5
 

mg / kg
 

BLM
 

can
 

induce
 

an
 

IPF
 

model
 

in
 

C57BL / 6J
 

mice.
 

Based
 

on
 

the
 

results
 

observed
 

for
 

survival
 

rate,
 

body
 

mass,
 

lung
 

coefficient
 

changes,
 

lung
 

tissue
 

gross
 

and
 

pathological
 

changes,
 

and
 

fibrosis-related
 

biomarkers,
 

2. 5
 

mg / kg
 

BLM
 

is
 

the
 

optimal
 

concentration
 

for
 

inducing
 

an
 

IPF
 

mouse
 

model.
【Keywords】　 idiopathic

 

pulmonary
 

fibrosis;
 

bleomycin;
 

animal
 

model;
 

intratracheal
 

infusion
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　 　 特 发 性 肺 纤 维 化 ( idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis,IPF)作为一种发病机制复杂,治疗手段有

限,最终致命的肺部进行性疾病[1] 。 IPF 临床症

状多出现肺功能减退、呼吸困难,组织病理学表

现为蜂窝样改变和 / 或牵拉性支气管扩张,多发

于老年男性[2] 。 此外,IPF 常合并肺气肿、肺动脉

高压、胃食管反流等多种慢性疾病[3] 。 较少的治

疗手段和无法避免的快速进展病情要求更加迫

切的寻找抗纤维化的药物或治疗策略[4] 。 基于

此,构建稳定的动物实验模型对于精准医学的初

步探索尤为重要。
动物模型是一种用于模拟人类疾病病理特

征进行疾病研究的一种基础工具,具有可重复

性[5] 。 目前,IPF 造模动物选择多聚焦于啮齿类

动物如小鼠 ( ICR、 C57BL6、 KM 小鼠等)、大鼠

(SD、Wister 大鼠等)、豚鼠等,主要通过博来霉素

(bleomycin,BLM)、百草枯、二氧化硅及异硫氰酸

荧光素等诱导造模[6-7] 。 BLM 是一种氨基糖肽类

产物,临床多用于治疗各种癌症,肺纤维化是主

要的毒副作用[8] 。 采用 C57BL / 6J 小鼠进行 BLM
一次性气管内滴注是最常见、最直接的无创造模

方式,具有更符合人体病理学特征、死亡率低、造
模成本低和操作较简便的优势[9] 。 然而, 以

C57BL / 6J 小鼠为例,不同研究中 BLM 构建模型

的用量不一致[10-11] ,因此,本研究旨在聚焦于

BLM 一次性经气管内滴注构建 IPF 小鼠模型,探
讨 BLM 的最佳用量。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

8
  

~
  

10 周龄 SPF 级雄性 C57BL / 6J 小鼠 76

476



中国实验动物学报 2025 年 2 月第 33 卷第 5 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,February
 

2025,Vol.
 

33,
 

No.
 

5

只,体质量(23
  

±
  

2) g,购于广东维通利华实验动

物技术有限公司【 SCXK(粤) 2022- 0063】。 饲养

于广州中医药大学实验动物中心 【 SYXK ( 粤)
2023-0347】,实验维持室温 22

  

~
  

24
 

℃ ,相对湿度

40%
  

~
  

50%,光暗交替时间为 12
 

h / 12
 

h,自由摄

水饮食。 本动物实验所有操作均经过广州中医药

大学实验动物伦理委员会批准(20240102003)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

硫酸博来霉素(上海麦克林生化科技股份有

限公司,货号 B802467),氯化钠注射液(信合援生

制药股份有限公司,国药准字 H41023363),4%
 

PFA 固定液 ( 白鲨生物科技有限公司, 货号

BL539A), 苏 木 素-伊 红 ( HE ) 染 色 试 剂 盒 和

Masson 三色染色试剂盒(武汉赛维尔生物科技有

限公司,货号分别为 G1003 和 G1006),羟脯氨酸

(hydroxyprobline,
 

HYP)试剂盒(南京建成生物工

程研究所, 货号 A030-2-1), TRIzol 试剂 ( 美国

Invitrogen 公司,货号 1596026),Prime
 

ScriptTM
 

RT
 

reagent
 

Kit
 

with
 

g
 

DNA
 

Eraser 反转录试剂盒,TB
 

Green
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM 试剂盒(日本 TaKaRa 公

司,货号分别:RR047A 和 RR820A),小鼠Ⅰ型胶

原蛋白( collagen
 

type
 

Ⅰ
 

alpha
 

1,COL1A1) 抗体

(美国 CST 公司,货号 72026),α-平滑肌激动蛋白

( alpha-smooth
 

muscle
 

actin, α-SMA )、 纤连蛋白

(fibronectin,FN)、β-tubulin 抗体、HRP 标记的羊

抗兔 二 抗 ( 中 国 Affinity 公 司, 货 号 分 别 为

AF1032、AF5335、 AF7011、 S0001), RIPA 裂解液

和 BCA 蛋白浓度测定试剂盒(上海碧云天生物技

术公司,货号分别为 P0013C 和 P0010),蛋白酶抑

制剂、磷酸酶抑制剂(美国 TargetMol 公司,货号分

别为 C0001 和 C0002)。
小动物喉镜(上海玉研科学仪器有限公司,

型号 SR310-M), 数字病理切片扫描系统 ( 3D
 

HISTEC,型号 Pannoramic
 

MIDI),全波长酶标仪

(美国 ThermoFisher 公司,型号 Multiskan
 

GO),恒
温水槽与水浴锅(上海一恒科学仪器有限公司,
型号 BWS-0505),低温型研磨仪(武汉赛维尔生

物科技有限公司,型号 KZ-Ⅲ-F / FP),超微量分光

光度计(德国 Implen 公司,型号 NanoPhotometer
 

N50
 

Touch),96 孔热循环仪(美国 Thermo
 

Fisher
公司,型号 Veriti),实时荧光定量 PCR 仪(美国

ThermoFisher 公 司, 型 号 QuantStudio
 

5 ),

PowerPacTM 基础电泳仪电源 ( BIO-RAD, 型号

1645050),化学发光成像分析系统(北京百晶生

物技术有限公司,型号 BG-gdsAUTO
 

710pro)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组与模型构建

76 只雄性 C57BL / 6J 小鼠随机分为模型低、
中、高剂量组和对照组,每组各 19 只。 采用一次

性气管内滴注法构建 IPF 小鼠模型。 小鼠腹腔注

射 1%戊巴比妥钠(50
 

mg / kg)麻醉后垂直固定于

操作台,镊子轻拉小鼠舌头以便采用喉镜观察声

门裂开合情况,顺应小鼠呼吸缓慢滴入对应组别

的液体使其自主吸入, 对照组滴注生理盐水

2
 

mL / kg,模型组低 ( 1. 5
 

mg / kg )、 中 ( 2. 5
 

mg /
kg)、高 ( 3. 5

 

mg / kg ) 剂量组滴注相应体积的

BLM。 待小鼠经气管吸入液体后迅速直立并左右

旋转小鼠 1
 

min,苏醒后继续饲养,自由饮食。 造

模后第 21 天,经过腹腔注射戊巴比妥钠麻醉后迅

速处死小鼠,收集肺组织和血清用于后续检测。
动物实验流程,见图 1。
1. 2. 2　 观察小鼠一般状态及体质量

饲养期间观察小鼠一般状态并记录体质量,
计算小鼠每日体质量变化。 同时选取第 7、14、21
天 3 个时间点计算终末体质量变化率(死亡小鼠

则计入死亡前 1
 

d 体质量)。
体质量变化百分比

  

=
  

(小鼠当天体质量 - 第 0 天

体质量) /
 

第 0 天体质量
  

×
  

100%
1. 2. 3　 肺系数检测

获取小鼠全肺组织,生理盐水清洗并用滤纸

拭干表面水分,称量全肺质量量并计算肺系数。
肺系数

  

=
  

全肺质量 / 第 21 天的体质量
  

×
  

100%
1. 2. 4　 HE、Masson 染色观察小鼠肺组织病理学

变化

4%
 

PFA 固定肺组织,经石蜡包埋,制备切片

进行 HE 染色和 Masson 染色,通过数字病理切片

扫描系统观察小鼠肺组织炎症浸润程度和纤维

化改变。 HE 染色采用 Szapiel 评分评估小鼠肺组

织炎症程度,Masson 染色通过 Image
 

J( V1. 53 t)
分析胶原面积评估小鼠肺纤维化情况。
1. 2. 5　 碱水解法检测肺组织和血清中 HYP 含量

取肺组织 50
 

mg 或血清 100
 

μL,经过水解、调
节 pH、定容等步骤后,设置样本管、标准管和空白

管,按照试剂盒说明书加入试剂,检测 A550
 

nm
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图 1　 动物实验流程

Figure
 

1　 Flow
 

BLM
 

of
 

animal
 

experiment

处的吸光度,计算 HYP 含量。
HYP

  

=
 

(A样本 - A空白) / (A标准 - A空白)
 

×
  

5
  

×
  

V水解液
 /

 

M样本(肺组织质量或血清体积)

1. 2. 6 　 RT-PCR 检 测 小 鼠 肺 组 织 的 α-Sma、
Col1a1、Fn1 和 Tgfb1 的 mRNA 含量

TRIzol 法提取小鼠肺组织的 mRNA。 微量分

光光度计检测浓度及纯度,根据反转录试剂盒说

明书,进行 RNA 逆转录。 PCR 扩增共 40 个循环,
条件为 95

 

℃预变性 10
 

min,95
 

℃变性 15
 

s,60
 

℃
退火 30

 

s。 β-actin 作为内参基因,2-ΔΔCt 法计算

mRNA 相对表达量。
通过 NCBI 数据库( https: / / www. ncbi. nlm.

nih. gov / ) 和 Primerbank 数 据 库 ( https: / / pga.
mgh. harvard. edu / primerbank / ) 设计鼠源性引物

序列,由北京擎科生物科技股份有限公司合成,
序列详见表 1。

表 1　 引物序列

Table
 

1　 Primer
 

sequences

基因名称
Gene

 

name

引物序列(5’-3’)
Primer

 

sequence(5’-3’)

引物长
度 / bp
Primer

 

length / bp

NCBI
 

ID

β-actin
R:CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

F:GGCTGTATTCCCCTCCATCG
154 11461

α-Sma
R:TCGGATACTTCAGCGTCAGGA

F:GTCCCAGACATCAGGGAGTAA
102 11475

Col1a1
R:CCACGTCTCACCATTGGGG

F:GCTCCTCTTAGGGGCCACT
103 12842

Fn1
R:CTAGGTAGGTCCGTTCCCACT

F:GCTCAGCAAATCGTGCAGC
115 14268

Tgfb1
R:GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG

F:CTCCCGTGGCTTCTAGTGC
133 21803

1. 2. 7 　 Western
 

Blot 检测小鼠肺组织 α-SMA、
COL1A1 和 FN 的蛋白含量

称取小鼠 30
 

mg 肺组织按比例加入 RIPA 裂

解液、蛋白酶抑制剂及磷酸酶抑制剂进行裂解研

磨,取上清液进行 BCA 蛋白定量分析。 经凝胶电

泳、转膜、封闭、洗膜后,4
 

℃ 过夜孵育一抗: α-
SMA( 1 ∶ 1000)、 COL1A1 ( 1 ∶ 1000)、 FN ( 1 ∶
1000)和 β-tubulin(1 ∶ 3000)。 一抗孵育结束后

再次洗膜,室温 1
 

h 孵育二抗(1 ∶ 3000),TBST 洗

膜后进行显影,采用 Image
 

J 软件(V1. 53 t)分析。
1. 3　 统计学分析

采用 Graphad
 

Prism
 

8. 4. 3 软件进行统计学

分析,剂量资料以平均值
 

±
 

标准误差( 􀭰x
 

±
 

s􀭰x)表

示,多组间采用单因素方差分析,根据方差齐性

组间两两比较采用 Dunnett’ s 法或 Dunnett’ s
 

T3
法;不符合正态分布采用 Kruskal

 

Wallis 非参数检

验,组间两两比较采用 Dunns 法校正。 P
  

<
  

0. 05
表示具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 小鼠一般状态及生存率

对照组小鼠精神良好,毛发柔顺,活动正常;
相较于对照组,模型低、中、高剂量组小鼠精神稍

差,出现畏寒蜷缩,活动减少等现象。 经气管内

滴注术后模型低剂量组死亡 3 只,考虑造模操作

及麻醉不当,不纳入后续实验统计。 后续实验过

程中对照组小鼠无死亡;模型低剂量组死亡 1 只,
生存率为 93. 75%(P

  

>
  

0. 05);模型中剂量组死亡

3 只,生存率为 84. 21%(P
  

>
  

0. 05),模型高剂量

组死亡 5 只,生存率为 73. 68%(P
  

<
  

0. 05)。 生存

曲线见图 2。
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注:A:各组小鼠的体质量和体质量变化率曲线;B:各组小鼠第 7、14、21 天的终末体质量变化百分比;与对照组相比,∗∗ P
  

<
  

0. 01,∗∗∗∗P
  

<
  

0. 0001。 (下图同)

图 3　 各组小鼠的体质量及体质量变化百分比( 􀭰x
  

±
  

s􀭰x,n
  

=
  

16
  

~
  

19)
Note.

 

A.
 

Body
 

mass
 

and
 

body
 

mass
 

change
 

rate
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

B.
 

Percentage
 

change
 

of
 

final
 

body
 

mass
 

on
 

day
 

7,
 

day
 

14
 

and
 

day
 

21
 

of
 

each
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P

  

<
  

0. 01,∗∗∗∗P
  

<
  

0. 0001. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

3　 Body
 

mass
 

and
 

percentage
 

change
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group( 􀭰x
  

±
  

s􀭰x,n
  

=
  

16
  

~
  

19)

图 2　 各组小鼠的生存曲线(n
  

=
  

16
  

~
  

19)
Figure

 

2　 Survival
 

curve
 

of
 

each
 

group
 

of
 

mice(n
  

=
  

16
  

~
  

19)

2. 2　 BLM 对小鼠体质量和体质量变化率的影响

与对照组相比,模型低、中、高剂量组小鼠体

质量均呈下降趋势,其中下降速度:模型高剂量

组
 

>
 

模型中剂量组
 

>
 

模型低剂量组;模型低剂量

组第 9 天体质量开始正向增长,模型中、高剂量组

第 12 天体质量进行性增长,体质量恢复速度与

BLM 造模剂量呈负相关,见图 3A。 BLM 诱导后

第 7 天,除对照组外,模型组 3 个剂量体质量均出

现显著降低(P
  

<
  

0. 0001),第 14 天和第 21 天时,
模型中剂量组(P

  

<
  

0. 0001)和模型高剂量组(P
  

<
  

0. 0001)较模型低剂量组(P
  

<
  

0. 01)体质量变

化更加显著,见图 3B。
2. 3　 BLM 对小鼠肺质量和肺系数的影响

肺质量量结果显示,与对照组相比,模型低

剂量 组 ( P
  

<
  

0. 0001 )、 模 型 中 剂 量 组 ( P
  

<
  

0. 0001)和模型高剂量组(P
  

<
  

0. 0001)的小鼠肺

质量显著增加;相较于对照组肺系数,模型低剂

量组(P
  

<
  

0. 001)、模型中剂量组(P
  

<
  

0. 0001)和
模型高剂量组(P

  

<
  

0. 0001),3 组均显著增长,见
图 4。
2. 4　 BLM 对小鼠肺组织的大体观变化的影响

与对照组相比,模型组小鼠肺组织大体呈现

颜色暗红、色泽不均、水肿瘀血,部分组织出现点

状出血点;模型低剂量组的肺组织大体观变化程

度较模型中、高剂量组轻,见图 5。
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注:与对照组相比,∗∗∗P
 

<
 

0. 001。 (下图同)

图 4　 各组小鼠的肺质量及肺系数( 􀭰x
 

±
  

s􀭰x,
 

n
 

=
  

14
  

~
  

19)
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗∗∗P

 

<
 

0. 001. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures
 

and
 

tables)

Figure
 

4　 Lung
 

mass
 

and
 

lung
 

coefficient
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
  

s􀭰x,
 

n
 

=
  

14
  

~
  

19)

图 5　 各组小鼠肺组织代表图像(n
  

=
  

8)
Figure

 

5　 Representative
 

images
 

of
 

lung
 

tissue
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group(n
  

=
  

8)

2. 5　 BLM 对小鼠肺组织病理学改变

HE 染色结果显示,对照组小鼠肺组织中未

见炎性细胞浸润,肺泡结构清晰,无明显异常。
与对照组相比,模型低剂量组(P

  

<
  

0. 01)、模型中

剂量组(P
  

<
  

0. 001)、模型高剂量组(P
  

<
  

0. 001)
肺内炎性细胞浸润明显,肺泡壁增厚,结构破坏,
见图 6。 Masson 染色结果显示,模型低剂量组(P

  

<
  

0. 0001)、模型中剂量组(P
  

<
  

0. 0001)、模型高

剂量组(P
  

<
  

0. 0001)肺内纤维灶明显,出现大量

胶原沉积,纤维化程度显著,见图 7。
2. 6　 BLM 对小鼠肺组织和血清中 HYP 含量变

化的影响

HYP 检测结果显示,与对照组相比,肺组织

和血清中的 HYP 含量在模型低剂量组 ( P
  

<
  

0. 0001,P
  

<
  

0. 001)、模型中剂量组(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 001) 和模型高剂量组 ( P
  

<
  

0. 0001, P
  

<
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图 6　 各组小鼠的肺组织病理学改变( 􀭰x
 

±
  

s􀭰x,n
  

=
  

8)
Figure

 

6　 Pathological
 

changes
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
  

s􀭰x,n
  

=
  

8)

图 7　 各组小鼠的肺组织病理学改变( 􀭰x
 

±
  

s􀭰x,n
  

=
  

8)
Figure

 

7　 Pathological
 

changes
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
  

s􀭰x,n
  

=
  

8)

0. 0001)显著升高,见图 8。

图 8　 各组小鼠肺组织和血清中 HYP 含量( 􀭰x
 

±
  

s􀭰x,n
  

=
  

14
  

~
  

19)
Figure

 

8　 HYP
 

content
 

in
 

lung
 

tissue
 

and
 

serum
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
  

s􀭰x,n
  

=
  

14
  

~
  

19)

2. 7　 BLM 对小鼠肺组织中 α-Sma、Fn1、Col1a1
和 Tgfb1 的 mRNA 表达影响

与对照组相比,模型低剂量组(P
  

<
  

0. 0001)、

模型中剂量组(P
  

<
  

0. 0001)和模型高剂量组(P
  

<
  

0. 001)中肺组织的纤维化标志物 α-Sma、Fn1、
Col1a1 和炎症因子 Tgfb1 的 mRNA 表达均明显上

调,见图 9。
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图 9　 各组小鼠肺组织中 α-Sma、Fn1、Col1a1 和 Tgfb1 的 mRNA 表达( 􀭰x
 

±
  

s􀭰x,n
 

=
  

14
  

~
  

19)
Figure

 

9　 mRNA
 

expression
 

of
 

α-Sma,
 

Fn1,
 

Col1a1
 

and
 

Tgfb1
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
  

s􀭰x,n
  

=
  

14
  

~
  

19)

2. 8 　 BLM 对 小 鼠 肺 组 织 α-SMA、 FN 和

COL1A1 蛋白表达的影响

与对照组相比,小鼠肺组织中的纤维化生物

标志物 α-SMA、FN 和 COL1A1 的蛋白表达在模型

低剂量组(P
  

<
  

0. 05)、模型中剂量组(P
  

<
  

0. 05)
和模型高剂量组 ( P

  

<
  

0. 001) 均显著升高,见

图 10。

3　 讨论

IPF 作为间质性肺疾病中最常见的一种疾

病,死亡率高,现有疗法疗效不佳,患者生活质量

低[12] 。 适宜的动物模型是探讨 IPF 发病机制、药
物开发的首要基础。 BLM 构建 IPF 模型的给药

方式包括气管内滴注、雾化吸入、滴鼻、腹腔注

射、尾静脉注射等[13] 。 一次性气管内滴注的方式

给药,造模时间短,给药剂量少,药物直接作用于

肺部,相比于气管切开方式,无创的方式对动物

损伤更小[7] 。 C57BL / 6J 小鼠对气管内注射 BLM
反应 明 显, 是 最 适 宜 的 复 制 IPF 模 型 的 动

物[14-15] 。 BLM 一次性给药的方式诱导 IPF 动物

模型可复制性强,然而具有自限性,因此需要恰

当的诱导时间。 研究表明,HYP 含量在 BLM 诱

导的 IPF 小鼠中含量逐渐升高至第 4 周,此后逐

渐下降,而 IPF 关键标志物的表达在第 3 周达到

峰值[16] ,因此本研究采用 21
 

d 造模方式。
肺系数、HYP 含量的测定、肺组织病理学和

纤维化指标表达的测定等是评估 IPF 模型是否成

功的标准[17-18] 。 本研究结果显示模型组小鼠

BLM 诱导后均出现体质量下降趋势,且模型高剂

量组下降趋势最明显,模型中剂量组次之。 此

外,纤维化小鼠肺重量和肺系数显著增高,总体

呈现剂量依赖性增长。 肺组织大体观和组织病

理学均提示 2. 5 和 3. 5
 

mg / kg 的 BLM 诱导效果

更佳,表现出明显的胶原纤维沉积和炎症浸润。
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图 10　 各组小鼠肺组织 α-SMA、FN 和 COL1A1 的蛋白表达( 􀭰x
 

±
  

s􀭰x,n
  

=
  

6)
Figure

 

10　 Protein
 

expression
 

of
 

α-SMA,
 

FN
 

and
 

COL1A1
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
  

s􀭰x,n
  

=
  

6)

纤维化的发生与细胞外基质过度沉积、胶原蛋白

增多相关,调节细胞外基质稳态有利于保护纤维

化[19] 。 本研究中 BLM 诱导后的肺组织和血清的

HYP 含量均显著增加。 胶原沉积是 IPF 的显著

病理特征,而 HYP 是存在于胶原蛋白的一种物

质,因此,HYP 含量能反映纤维化程度[20] 。 FN,
胶原蛋白(包括 COL1A1)、层黏连蛋白等是细胞

外基质的组成成分之一[21] 。 此外,α-SMA 是成纤

维细胞的标志,与细胞外基质的收缩和重塑有

关[22] 。 而 TGF-β1 作为一种调节因子,调控炎症

反应,细胞分化等生物过程,阻断 TGF-β1 受体能

够降低 TNF-α、IL-1β、IL-6 等炎症因子释放[23-24] 。
此外,TGF-β1 还参与介导纤维细胞转化为成纤维

细胞,介导 Smad、 MAPK、 ERK 信号通路等促进

IPF 纤维化过程[25] 。 综合 mRNA 表达和蛋白水

平表达,模型中、高剂量组的肺组织 α-SMA,FN,
COL1A1 和 TGF-β1 表达更为优势。 生存率是考

虑模型是否适用的标准之一,本研究发现模型

低、中剂量组存率差异无统计学意义,然而,模型

高剂量组死亡个数较多,不利于后续的实验研究。
综上所述,本研究采用 1. 5、2. 5、3. 5

 

mg / kg

的 BLM 均成功构建 IPF 小鼠模型,结合小鼠体质

量变化和肺系数、肺组织病理学改变、纤维化相

关生物标志物含量和生存率分析,用 2. 5
 

mg / kg
的 BLM 进行一次性气管内滴注的方式构建

C57BL / 6J 的 IPF 小鼠模型是最合适的用量,为进

一步探索 IPF 的相关发病机制和治疗方法提供
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参　 考　 文　 献(References)

[ 1 ]　 KARAMPITSAKOS
 

T,
 

JUAN-GUARDELA
 

B
 

M,
 

TZOUVELEKIS
 

A,
 

et
 

al.
 

Precision
 

medicine
 

advances
 

in
 

idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

[ J ].
 

EBioMedicine,
 

2023,
 

95:
 

104766.
[ 2 ]　 RAGHU

 

G,
 

REMY-JARDIN
 

M,
 

RICHELDI
 

L,
 

et
 

al.
 

Idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

( an
 

update)
 

and
 

progressive
 

pulmonary
 

fibrosis
 

in
 

adults:
 

an
 

official
 

ATS / ERS / JRS /
ALAT

 

clinical
 

practice
 

guideline
 

[J].
 

Am
 

J
 

Respir
 

Crit
 

Care
 

Med,
 

2022,
 

205(9):
 

e18-e47.
[ 3 ]　 LUPPI

 

F,
 

KALLURI
 

M,
 

FAVERIO
 

P,
 

et
 

al.
 

Idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

beyond
 

the
 

lung:
 

understanding
 

disease
 

mechanisms
 

to
 

improve
 

diagnosis
 

and
 

management
 

[ J ].
 

Respir
 

Res,
 

2021,
 

22(1):
 

109.
[ 4 ]　 GANDHI

 

S,
 

TONELLI
 

R,
 

MURRAY
 

M,
 

et
 

al.
 

Environmental
 

causes
 

of
 

idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

[ J].
 

186



中国实验动物学报 2025 年 2 月第 33 卷第 5 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,February
 

2025,Vol.
 

33,
 

No.
 

5

Int
 

J
 

Mol
 

Sci,
 

2023,
 

24(22):
 

16481.
[ 5 ]　 BRYCE

 

ROBINSON
 

N,
 

KRIEGER
 

K,
 

KHAN
 

F
 

M,
 

et
 

al.
 

The
 

current
 

state
 

of
 

animal
 

models
 

in
 

research:
 

a
 

review
 

[J].
 

Int
 

J
 

Surg,
 

2019,
 

72:
 

9-13.
[ 6 ]　 李智慧,

 

余学庆,
 

杨曙光,
 

等.
 

特发性肺纤维化实验模型

研究进展
 

[J].
 

中国实验动物学报,
 

2024,
 

32(1):
 

118
-127.
LI

 

Z
 

H,
 

YU
 

X
 

Q,
 

YANG
 

S
 

G,
 

et
 

al.
 

Research
 

progress
 

on
 

experimental
 

models
 

of
 

idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

[ J].
 

Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,
 

2024,
 

32(1):
 

118-127.
[ 7 ]　 郭琦琦,

 

李毅,
 

翁桓泽,
 

等.
 

生物及非生物因素诱导肺纤

维化动物模型研究的特点
 

[ J].
 

中国组织工程研究,
 

2022,
 

26(14):
 

2273-2278.
GUO

 

Q
 

Q,
 

LI
 

Y,
 

WENG
 

H
 

Z,
 

et
 

al.
 

Advances
 

in
 

animal
 

models
 

of
 

pulmonary
 

fibrosis
 

induced
 

by
 

biotic
 

and
 

abiotic
 

factors
 

[J].
 

Chin
 

J
 

Tissue
 

Eng
 

Res,
 

2022,
 

26(14):
 

2273-

2278.
[ 8 ]　 谢新宇,

 

王晶珂,
 

邓佩佩,
 

等.
 

抗肿瘤抗生素博来霉素的

研究进展
 

[J].
 

煤炭与化工,
 

2016,
 

39(3):
 

76-78.
XIE

 

X
 

Y,
 

WANG
 

J
 

K,
 

DENG
 

P
 

P,
 

et
 

al.
 

Research
 

progress
 

of
 

bleomycin
 

as
 

antitumor
 

antibiotic
 

[ J].
 

Coal
 

Chem
 

Ind,
 

2016,
 

39(3):
 

76-78.
[ 9 ]　 宋淑范,

 

张晓晔.
 

博来霉素诱导 G57BL / 6 与 ICR 小鼠肺

间质纤维化模型的比较
 

[J].
 

中国实验动物学报,
 

2010,
 

18(4):
 

289-291,
 

366.
SONG

 

S
 

F,
 

ZHANG
 

X
 

Y.
 

Comparison
 

of
 

the
 

effects
 

of
 

bleomycin
 

on
 

the
 

induction
 

of
 

pulmonary
 

fibrosis
 

in
 

C57BL / 6
 

and
 

ICR
 

mice
 

[J].
 

Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,
 

2010,
 

18(4):
 

289-291,
 

366.
[10]　 徐梦真,

 

刘传国,
 

巩丽丽,
 

等.
 

基于 PD-1 / PD-L1 信号通

路探讨麦门冬汤对特发性肺纤维化小鼠的影响
 

[J].
 

中

成药,
 

2024,
 

46(2):
 

437-443.
XU

 

M
 

Z,
 

LIU
 

C
 

G,
 

GONG
 

L
 

L,
 

et
 

al.
 

Effects
 

of
 

Ophiopogonis
 

Root
 

Decoction
 

on
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

based
 

on
 

PD-1 / PD-L1
 

signaling
 

pathway
 

[J].
 

Chin
 

Tradit
 

Pat
 

Med,
 

2024,
 

46(2):
 

437-443.
[11]　 TANNER

 

L,
 

SINGLE
 

A
 

B,
 

BHONGIR
 

R
 

V,
 

et
 

al.
 

Small-
molecule-mediated

 

OGG1
 

inhibition
 

attenuates
 

pulmonary
 

inflammation
 

and
 

lung
 

fibrosis
 

in
 

a
 

murine
 

lung
 

fibrosis
 

model
 

[J].
 

Nat
 

Commun,
 

2023,
 

14(1):
 

643.
[12]　 HOPKINS

 

R
 

B,
 

BURKE
 

N,
 

FELL
 

C,
 

et
 

al.
 

Epidemiology
 

and
 

survival
 

of
 

idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

from
 

national
 

data
 

in
 

Canada
 

[ J].
 

Eur
 

Respir
 

J,
 

2016,
 

48 ( 1):
 

187
-195.

[13]　 闫丹丹,
 

李兰,
 

朱庆均.
 

特发性肺纤维化造模方法及其

在中医药研究中的应用
 

[ J].
 

中南药学,
 

2016,
 

14(6):
 

620-624.
YAN

 

D
 

D,
 

LI
 

L,
 

ZHU
 

Q
 

J.
 

Model
 

of
 

idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

and
 

its
 

application
 

in
 

the
 

research
 

of
 

Chinese
 

medicine
 

[ J ].
 

Cent
 

South
 

Pharm,
 

2016,
 

14 ( 6 ):
 

620
-624.

[14]　 宋桂芹,
 

徐志伟,
 

李泽,
 

等.
 

不同品系小鼠肺纤维化模型

的比较研究
 

[J].
 

中国现代医学杂志,
 

2017,
 

27(4):
 

13-

16.
SONG

 

G
 

Q,
 

XU
 

Z
 

W,
 

LI
 

Z,
 

et
 

al.
 

Comparative
 

study
 

on
 

pulmonary
 

fibrosis
 

model
 

induced
 

by
 

Bleomycin
 

in
 

three
 

strains
 

of
 

mice
 

[ J].
 

Chin
 

J
 

Mod
 

Med,
 

2017,
 

27( 4):
 

13
-16.

[15]　 肖洋,
 

张俊威,
 

王伟明.
 

特发性肺间质纤维化动物模型

制作探讨
 

[J].
 

吉林医学,
 

2016,
 

37(4):
 

941-943.
XIAO

 

Y,
 

ZHANG
 

J
 

W,
 

WANG
 

W
 

M.
 

Discussion
 

on
 

making
 

animal
 

model
 

of
 

idiopathic
 

pulmonary
 

interstitial
 

fibrosis
 

[J].
 

Jilin
 

Med
 

J,
 

2016,
 

37(4):
 

941-943.
[16]　 SONG

 

S,
 

FU
 

Z,
 

GUAN
 

R,
 

et
 

al.
 

Intracellular
 

hydroxyproline
 

imprinting
 

following
 

resolution
 

of
 

bleomycin-
induced

 

pulmonary
 

fibrosis
 

[ J].
 

Eur
 

Respir
 

J,
 

2022,
 

59
(5):

 

2100864.
[17]　 冯嘉文,

 

黄恺,
 

景菲,
 

等.
 

扶正化瘀方调控 TGF-β / Smad
信号通路对博来霉素诱导小鼠肺纤维化的影响

 

[J].
 

中

成药,
 

2024,
 

46(6):
 

2042-2047.
FENG

 

J
 

W,
 

HUANG
 

K,
 

JING
 

F,
 

et
 

al.
 

Effect
 

of
 

Fuzheng
 

Huayu
 

recipe
 

regulating
 

TGF-β / Smad
 

signaling
 

pathway
 

on
 

bleomycin-induced
 

pulmonary
 

fibrosis
 

in
 

mice
 

[ J ].
 

Chin
 

Tradit
 

Pat
 

Med,
 

2024,
 

46(6):
 

2042-2047.
[18]　 于睿智,

 

王天娇,
 

臧凝子,
 

等.
 

博来霉素联合脂多糖诱导

大鼠特发性肺纤维化急性加重动物模型的建立
 

[J].
 

中

国实验动物学报,
 

2023,
 

31(7):
 

833-845.
YU

 

R
 

Z,
 

WANG
 

T
 

J,
 

ZANG
 

N
 

Z,
 

et
 

al.
 

Establishment
 

of
 

model
 

of
 

acute
 

exacerbation
 

of
 

idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

in
 

rats
 

induced
 

by
 

bleomycin
 

and
 

lipopolysaccharide
 

[ J].
 

Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,
 

2023,
 

31(7):
 

833-845.
[19]　 EVANGELISTA-LEITE

 

D,
 

CARREIRA
 

A
 

C
 

O,
 

GILPIN
 

S
 

E,
 

et
 

al.
 

Protective
 

effects
 

of
 

extracellular
 

matrix-derived
 

hydrogels
 

in
 

idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

[ J].
 

Tissue
 

Eng
 

Part
 

B
 

Rev,
 

2022,
 

28(3):
 

517-530.
[20]　 DURAIRAJ

 

P,
 

VENKATESAN
 

S,
 

NARAYANAN
 

V,
 

et
 

al.
 

Curcumin
 

inhibition
 

of
 

bleomycin-induced
 

changes
 

in
 

lung
 

collagen
 

synthesis,
 

deposition
 

and
 

assembly
 

[ J].
 

Mol
 

Biol
 

Rep,
 

2021,
 

48(12):
 

7775-7785.
[21]　 THEOCHARIS

 

A
 

D,
 

SKANDALIS
 

S
 

S,
 

GIALELI
 

C,
 

et
 

al.
 

Extracellular
 

matrix
 

structure
 

[ J].
 

Adv
 

Drug
 

Deliv
 

Rev,
 

2016,
 

97:
 

4-27.
[22]　 SHINDE

 

A
 

V,
 

HUMERES
 

C,
 

FRANGOGIANNIS
 

N
 

G.
 

The
 

role
 

of
 

α-smooth
 

muscle
 

actin
 

in
 

fibroblast-mediated
 

matrix
 

contraction
 

and
 

remodeling
 

[J].
 

Biochim
 

Biophys
 

Acta
 

Mol
 

Basis
 

Dis,
 

2017,
 

1863(1):
 

298-309.
[23]　 MASSAGUÉ

 

J,
 

SHEPPARD
 

D.
 

TGF-β
 

signaling
 

in
 

health
 

and
 

disease
 

[J].
 

Cell,
 

2023,
 

186(19):
 

4007-4037.

286



中国实验动物学报 2025 年 2 月第 33 卷第 5 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,February
 

2025,Vol.
 

33,
 

No.
 

5

[24]　 ALYOUSSEF
 

A.
 

Blocking
 

TGF-β
 

type
 

1
 

receptor
 

partially
 

reversed
 

skin
 

tissue
 

damage
 

in
 

experimentally
 

induced
 

atopic
 

dermatitis
 

in
 

mice
 

[J].
 

Cytokine,
 

2018,
 

106:
 

45-53.
[25]　 YE

 

Z,
 

HU
 

Y.
 

TGF-β1:
 

Gentlemanly
 

orchestrator
 

in
 

idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

[J].
 

Int
 

J
 

Mol
 

Med,
 

2021,
 

48
(1):

 

132.

[收稿日期] 　 2024-07-23

小鼠疾病模型中肠道微生物群与溃疡性结肠炎炎症反应之间
相互作用的新见解以及使用 PE&AFWE 治疗的可能作用机制

炎症性肠病(IBD)是一种异质性的慢性肠道炎症,包括克罗恩病(CD)和溃疡性结肠炎(UC)。 包

括先天性免疫细胞在内的肠道先天性免疫可抵御病原体和肠道微生物群的过度进入,同时保持对常驻

肠道微生物群的免疫耐受,其特点可能是产生快速和非特异性反应。 微生物群失调与 IBD 发病机制之

间的关系是复杂和动态的。 当肠道生态系统菌群失调时,肠道微生物群的丰度和多样性降低,使宿主

更容易受到外源性和内源性致病性肠道微生物群的攻击。 本研究旨在全面评估 UC 内微生物种群、其
中致病性肠道微生物的信号通路与炎症反应之间的关系,并了解使用 PE&AFWE(罂粟提取物[Papaver

 

nudicaule
 

L. ]和青蒿提取物)对 UC 调节的效果。
利用 UC 小鼠模型,在元基因组测序确定肠道微生物组特征的基础上,利用随机森林和贝叶斯网络

分析方法以及组织病理学分析进一步研究了肠道微生物菌群失调与肠道微生物菌群之间的关系:(1)
发现炎症性肠病 UC 模型肠道微生物群中相对丰度最高的 5 个肠道微生物群与排名前 5 位的天然细菌

一致。 模型组的丰度变化有 3 种类型:衣原体 / 蛋白质细菌和变形杆菌增加、真菌减少和类杆菌未发生

明显变化。 模型组与对照组有显著差异,有 1308 个差异表达物种的丰度变化大于或等于 2 倍;(2)与

治疗前的对照组相比,UC 组粪便菌群中的固缩菌比例下降了 37. 5%,蛋白菌比例上升了 14. 29%;(3)
筛选出信号通路明显丰富和增加的是“花生四烯酸代谢通路”和“吞噬体通路”,两者在用药后都呈下降

趋势;(4)根据不同 OTU 与 UC 模型 / PE&AFWE 给药的因果关系,筛选出直接相关的 OTU 网络,发现

UC 组直接影响 OTU69,随后对 OTU12、OTU121、OTU93 和 OTU7 产生一连串影响,这可能是启动正常小

鼠病理变化的作用途径;(5)发现在 PE&AFWE 处理前后组中,常见差异表达 OTU 与 PE&AFWE 和 UC
之间存在因果关系。 由此,我们了解到 PE&AFWE 可直接影响 OTU90,然后抑制 UC,通过影响 OTU118
抑制花生四烯酸代谢途径的活性,进而抑制 OTU93 和 OTU7 在肠道微生物群中的定植;(6)结肠组织病

理学观察和评分(HS) 显示,模型组与对照组具有显著性差异(P
 

<
 

0. 001),且用药后磺胺沙拉嗪组

(SASP)和 PE&AFWE 组均具有显著性恢复(P
 

<
 

0. 0001)。
本文展示了肠道微生物群失调与 IBD 的因果关系和炎症代谢途径,其中 5 种机会性病原体直接导

致了 IBD。 PE&AFWE 降低了肠道微生物群中蛋白菌的丰度,组织病理学也有显著改善。

　 　 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(2):
 

83-97.
 

doi:
 

10. 1002 / ame2. 12405)。
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急性高原低氧诱导心肌损伤小鼠模型免疫印迹
实验内参蛋白的选择

张小玉1,2 ,张依曼1,2 ,刘佳2 ,来宝长2 ,乌仁塔娜3 ,田红燕1 ,殷倩1,2∗
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西安交通大学第一附属医院周围血管科,西安　 710061;2.
 

西安交通大学心血管

研究中心,西安　 710061;3.
 

青海大学医学院高原医学研究中心,青海大学高原

医学应用重点实验室,西宁　 810001)

　 　 【摘要】 　 目的　 急性高原低氧通过调控蛋白表达诱导心肌细胞损伤,常用 Western
 

Blot 检测蛋白变化,
但内参蛋白的选择及其变化尚无系统研究。 方法　 本文主要应用低压低氧大舱模拟 6000

 

m 海拔低氧 24 和

72
 

h,苏木素-伊红( HE) 染色确定心肌损伤模型的成功建立;Western
 

Blot 检测不同内参蛋白 vinculin、α-
tubulin、EIF5、β-actin、GAPDH、cyclophilin

 

B 和 cofilin 表达,同时应用丽春红 S 染色和考马斯亮蓝染色检测总蛋

白的表达;进一步体外应用成年小鼠心肌细胞(AMCMs)建立低氧 12 和 24
 

h 损伤模型,TUNEL 染色确定细胞

损伤模型的建立,Western
 

Blot 检测上述不同内参蛋白表达,同时应用丽春红 S 染色和考马斯亮蓝染色检测总

蛋白的表达。 结果　 在成功建立急性高原低压低氧 24 和 72
 

h 模型的基础上,总蛋白表达量一致;内参蛋白

vinculin、EIF5、β-actin、cyclophilin
 

B 和 cofilin 表达量一致;α-tubulin 在低压低氧 24
 

h 组和平原对照组表达一

致,低压低氧 72
 

h 组较平原对照组明显下降;而 GAPDH 在低压低氧 24
 

h 组和低压低氧 72
 

h 组表达较平原对

照组明显上升。 在成功建立低氧 12 和 24
 

h 诱导 AMCMs 损伤的基础上,总蛋白表达量一致,内参蛋白 EIF5
和 β-actin 表达量一致,vinculin、α-tubulin、GAPDH、cyclophilin

 

B 和 cofilin 在低氧 12
 

h 组和低氧 24
 

h 组较常氧

对照组表达升高。 结论　 急性高原低压低氧和体外低氧诱导心肌细胞损伤模型进行 Western
 

Blot 时,EIF5 和

β-actin 可作为合适的内参蛋白选择,选择总蛋白作为内参更客观。
【关键词】 　 高原低氧;心肌细胞损伤;免疫印迹实验;内参蛋白

【中图分类号】
  

Q95-33　 　 【文献标志码】
  

A　 　 【文章编号】
  

1005-4847
 

(2025)
 

05-0684-11

Loading
 

control
 

for
 

Western
 

Blot
 

in
 

myocardial
 

injury
 

models
 

induced
 

by
 

acute
 

high
 

altitude
ZHANG

  

Xiaoyu1,2 ,
 

ZHANG
  

Yiman1,2 ,
 

LIU
  

Jia2 ,
 

LAI
  

Baochang2 ,
 

WUREN
  

Tana3 ,
 

TIAN
  

Hongyan1 ,
 

YIN
  

Qian1,2∗



中国实验动物学报 2025 年 5 月第 33 卷第 5 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,May
 

2025,Vol.
 

33,
 

No.
 

5

(1.
 

Department
 

of
 

Peripheral
 

Vascular,
 

the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Xi’an
 

Jiaotong
 

University,
 

Xi’an
 

710061,
 

China;
 

2.
 

Cardiovascular
 

Research
 

Center,
 

Xi’an
 

Jiaotong
 

University,
 

Xi’an
 

710061,
 

China;
 

3.
 

Research
 

Center
 

of
 

High-Altitude
 

Medicine,
 

School
 

of
 

Medicine,
 

Qinghai
 

University,
 

Key
 

Laboratory
 

for
 

Application
 

of
 

High-Altitude
 

Medicine,
 

Qinghai
 

University,
 

Xining
 

810001,
 

China)
Corresponding

 

author:
  

YIN
 

Qian.
 

E-mail:
   

yinqian610@ xjtu. edu. cn

【Abstract】 　 Objective 　 The
 

myocardial
 

injury
 

was
 

induced
 

by
 

hypobaric
 

hypoxia
 

through
 

regulating
 

the
 

expression
 

of
 

various
 

proteins.
 

The
 

expression
 

of
 

proteins
 

was
 

mainly
 

detected
 

by
 

western
 

blot,
 

but
 

the
 

selection
 

of
 

internal
 

reference
 

proteins
 

and
 

their
 

variations
 

have
 

not
 

been
 

systematically
 

studied.
 

Methods　 Myocardial
 

injury
 

was
 

induced
 

in
 

a
 

low-pressure,
 

low-oxygen
 

chamber
 

simulating
 

an
 

altitude
 

of
 

6000
 

m,
 

for
 

24
 

and
 

72
 

h.
 

Establishment
 

of
 

the
 

myocardial
 

injury
 

model
 

was
 

confirmed
 

by
 

hematoxylin
 

eosin(HE)
 

staining.
 

Expression
 

levels
 

of
 

internal
 

control
 

proteins,
 

including
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

eukaryotic
 

translation
 

initiation
 

factor-5
 

(EIF5),
 

β-actin,
 

glyceraldehyde-3-
phosphate

 

dehydrogenase
 

( GAPDH),
 

cyclophilin
 

B,
 

and
 

cofilin,
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot
 

and
 

total
 

protein
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

Ponceau
 

S
 

and
 

Coomassie
 

Blue
 

staining.
 

An
 

adult
 

mouse
 

cardiomyocytes
 

(AMCMs)
 

injury
 

model
 

was
 

induced
 

by
 

hypoxia
 

for
 

12
 

and
 

24
 

h
 

and
 

confirmed
 

by
 

terminal
 

deoxynucleotidyl
 

transferase
 

dUTP
 

nick
 

end
 

labeling(TUNEL
 

staining).
 

Internal
 

control
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot,
 

as
 

in
 

the
 

in
 

vivo
 

model,
 

and
 

total
 

protein
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

Ponceau
 

S
 

and
 

Coomassie
 

Blue
 

staining.
 

Results　 A
 

myocardial
 

injury
 

model
 

was
 

established
 

by
 

hypobaric
 

hypoxia
 

for
 

24
 

and
 

72
 

h,
 

the
 

total
 

protein
 

expression
 

levels
 

remained
 

consistent.
 

The
 

expression
 

of
 

internal
 

control
 

proteins
 

including
 

vinculin,
 

EIF5,
 

β-actin,
 

cyclophilin
 

B,
 

and
 

cofilin
 

was
 

consistent
 

between
 

the
 

control
 

and
 

model
 

groups.
 

Expression
 

levels
 

of
 

α-tubulin
 

were
 

similar
 

in
 

the
 

plain
 

control
 

and
 

24
 

h
 

hypobaric
 

hypoxia
 

group,
 

but
 

were
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

72
 

h
 

hypobaric
 

hypoxia
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

plain
 

control
 

group.
 

GAPDH
 

expression
 

was
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

24
 

and
 

72
 

h
 

hypobaric
 

hypoxia
 

groups
 

than
 

in
 

the
 

plain
 

control
 

group.
 

An
 

AMCM
 

injury
 

model
 

was
 

established
 

by
 

hypoxia
 

for
 

12
 

and
 

24
 

h.
 

Total
 

protein
 

levels
 

and
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

internal
 

control
 

proteins
 

EIF5
 

and
 

β-actin
 

were
 

consistent,
 

but
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

GAPDH,
 

cyclophilin
 

B,
 

and
 

cofilin
 

expression
 

levels
 

were
 

higher
 

in
 

both
 

hypoxia
 

groups
 

compared
 

with
 

the
 

normoxic
 

control
 

group.
 

Conclusions　 EIF5
 

and
 

β-actin
 

may
 

be
 

the
 

suitable
 

loading
 

control
 

proteins
 

for
 

studies
 

of
 

hypobaric
 

hypoxia-
induced

 

myocardial
 

injury
 

using
 

Western
 

Blot.
 

Total
 

protein
 

is
 

also
 

a
 

good
 

choice
 

for
 

hypobaric
 

hypoxia
 

studies.
【Keywords】　 hypobaric

 

hypoxia;
 

myocardial
 

injury;
 

Western
 

Blot;
 

loading
 

control
 

proteins
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　 　 急性高原低氧是指人体在短时间内进入高

海拔地区,由于大气中氧气分压降低,导致机体

组织细胞供氧不足的病理生理现象[1] 。 这种低

氧 状 态 对 成 年 小 鼠 心 肌 细 胞 ( adult
 

mouse
 

cardiomyocytes,AMCMs)的损伤尤为关键,因为心

肌细胞对氧气的依赖性极高,任何程度的低氧都

可能导致心肌细胞功能障碍,甚至引发心肌梗死

等严重心血管事件[2] 。 因此,研究急性高原低氧

对心肌细胞的损伤对于理解高原病的病理生理

机制、开发预防和治疗策略具有至关重要的意义。
蛋白表达层面的研究对于低氧后心肌细胞

损伤的机制与药物探索具有重要的意义,如低氧

诱导因子(hypoxia-inducible
 

factor,HIF) [3-4] 、凋亡

相关 蛋 白 ( 如 Bax、 Bcl-2 ) [4] 、 炎 症 介 质 ( 如

TNF-α、IL-6) [5]在低氧心肌损伤进程中发挥重要

作用。 检测蛋白表达的方法有 Western
 

Blot
 [6] 、

酶联免疫吸附测定( enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,ELISA) [7] 、免疫荧光染色[8] 、质谱分析[9] 、
单分子荧光[10] 、原位杂交和免疫组化[11] 等。 在

这些检测方法中,Western
 

Blot 因其成本低、高灵

敏度和特异性而被广泛应用。 该技术通过电泳

分离蛋白质,将蛋白转印到 NC 膜或 PVDF 膜上,
使用特异性抗体检测目标蛋白的存在和表达水

平[12] 。 Western
 

Blot 的关键步骤之一是选择合适

的内参蛋白,以校正样本间上样量的差异,确保

实验结果的准确性[13] 。 常用的内参包括黏着斑
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蛋白(vinculin)、微管蛋白( tubulin)、真核翻译起

始因子 5( eukaryotic
 

translation
 

initiation
 

factor
 

5,
 

EIF5)、肌动蛋白( actin)和甘油醛-3-磷酸脱氢酶

( glyceraldehyde-3-phosphate
 

dehydrogenase,
 

GAPDH)、亲环蛋白 B(cyclophilin
 

B)和丝切蛋白

(cofilin)等,选择合适的内参蛋白对于标准化目

的蛋白的表达水平具有重要意义[14] 。
内参蛋白的选择需要考虑不同条件下内参

蛋白的稳定性和可靠性[15] 。 低氧对内参蛋白的

表达具有一定的影响,已有研究表明在内皮细

胞、肝癌细胞或结肠癌细胞中由于低氧会导致

GAPDH 的表达量增高[16] 。 而目前针对急性低氧

条件下内参蛋白的选择尚未有系统明确的研究。
因此,本研究通过 Western

 

Blot 方法检测急性高

原不同低氧条件下损伤的心肌细胞中不同内参

蛋白的表达水平,并以总蛋白进行系统校正,以
明确不同低氧条件下损伤心肌细胞的内参蛋白

选择,为更多的急性高原心肌损伤的机制研究和

药物开发提供蛋白表达研究的基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

选取 18 只 8 周龄 SPF 级 C57BL / 6J 雄性小

鼠,体质量 20
  

~
  

25
 

g,购自北京维通利华实验动

物技术有限公司【 SCXK(京) 2021- 0006】。 小鼠

饲养期间,恒温在(23
  

±
  

2)℃ ,相对湿度为 40%
  

~
  

60%,光照明暗交替时间 12
 

h / 12
 

h,每笼(塑料小

鼠笼,长
 

×
 

宽
 

×
 

高:403
 

mm
  

×
  

165
 

mm
  

×
  

175
 

mm)
饲养 3 只小鼠,自由采食和饮水,所有器材、垫料、
饲料等均在使用前进行高压灭菌处理,饲养于西

安交通大学动物中心 SPF 级屏障环境 【 SYXK
(陕)2023-004】。 所有实验操作符合动物福利和

动物实验伦理要求,并通过西安交通大学生物医

学伦理委员会审查批准( XJTUAE2024-1931) 后

施行。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

AMCMs 分离所需耗材和试剂参考团队已发

表文章[17] ,1
  

×
  

PBS( Servicebio,G0002),多聚甲

醛 ( Coolaber, SL18301-500
 

mL ), 伊 红 染 液

(Servicebio, G1005-2),苏木素染液 ( Servicebio,
G1005-1), anti-vinculin

 

rabbit
 

pAb ( Servicebio,

GB111328-100 ), EIF5 抗 体 ( C-14, Santa
 

Cruz
 

Biotechnology, sc-282 ), β-actin ( C4, Santa
 

Cruz
 

Biotechnology,sc-47778),anti-GAPDH
 

mouse
 

mAb
( Servicebio, GB12002-100 ), α-tubulin ( DM1A )
mouse

 

mAb ( Cell
 

Signaling,3873T), cyclophilin
 

B
 

polyclonal
 

antibody ( Proteintech, 11607-1-AP ),
cofilin

 

polyclonal
 

antibody ( Proteintech, 10960-1-
AP),PIPA 裂解液( Servicebio,G2002),脱脂奶粉

( 美 国 BD 公 司, 232100 ), 20
  

×
  

TBST
 

buffer
(Coolaber,SL13271)增强型 ECL 化学发光检测试

剂盒 ( Vazyme, E411-04 ), 丽 春 红 S ( Solarbio,
P8330),考马斯亮蓝 G250(沃凯生物,D10828),
BCA 蛋白质测定试剂盒( Thermo

 

Pierce,USA),
0. 5

 

mol / L
 

Tris
 

HCl
 

pH
  

=
  

6. 8(Proandy,10157-2),
1. 5

 

mol / L
 

Tris
 

HCl
 

pH
  

=
  

8. 8(Proandy,10152-2),
30%

 

Acr-Bis(Proandy,10149-2)。
低压低氧高原舱(中航风雷,中国),生物安

全柜(Thermo
 

Fisher
 

Scientific,美国),共聚焦显微

镜( NIKON,日本),石蜡切片机 ( Thermo
 

Fisher
 

Scientific, 美 国 ), 全 自 动 数 字 切 片 扫 描 仪

(Pannoramic,匈牙利),荧光显微镜 ( ZERSS,德

国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 小鼠急性高原低氧模型建立

将 18 只实验小鼠适应性饲养 3
 

d 后,随机分

为 3 组,分别为平原对照组、低压低氧 24
 

h 组和

低压低氧 72
 

h 组,每组 6 只。 将平原对照组的 6
只小鼠放在海拔 400

 

m 的西安交通大学清洁级动

物实验室饲养,将低压低氧组的 12 只小鼠放在青

海大学高原医学中心低压低氧舱内饲养,模拟海

拔为 6000
 

m。 小鼠组织样本采集在海拔 4000
 

m
低压低氧舱内进行。 避免进一步复氧对蛋白表

达的影响,步骤如下:称重后用 1%戊巴比妥钠,
按照 5

 

μL / g 小鼠体质量的剂量,腹腔注射进行麻

醉,开胸后剪开右心耳,应用 4
 

℃ 预冷的 1
  

×
  

PBS
灌注左心室,待肝血液冲洗后变为白色时,收集

心脏组织,心底部置于 4%多聚甲醛固定,留作组

织染色用,心尖部置于液氮冻存,用于 Western
 

Blot。
1. 2. 2　 AMCMs 分离及低氧模型的建立

采用非 Langendorff 方法分离 AMCMs,将小鼠

麻醉后,开胸,暴露心脏,沿脊柱剪断降主动脉和
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下腔静脉。 EDTA 灌注快速注入右心室。 以止血

钳夹住主动脉,将心脏剪下,放在 EDTA 缓冲液

中。 之后依次从左心室灌注 EDTA 灌注液、混合

酶消化液到一定程度,将组织撕碎,轻吹分离消

化好的细胞,加入终止液终止消化。 通过过滤、
沉降、梯度复钙、沉降后,以适当密度种于包被层

粘连蛋白的培养皿中[16] 。 分离好的 AMCMs 置于

1%
 

O2、5%
 

CO2 的低氧舱中,分别低氧 12 和 24
 

h
后应用 RIPA 裂解液进行裂解,进行 Western

 

Blot。
1. 2. 3　 苏木素-伊红(HE)染色

应用心脏组织切片依次进行:二甲苯中脱蜡

5
 

min
  

×
  

2 次,无水乙醇 5
 

min
  

×
  

2 次,95%乙醇

2
 

min
  

×
  

2 次,70% 乙醇 2
 

min,50% 乙醇 2
 

min,
30% 乙醇 2

 

min, 蒸馏水 2
 

min。 苏木素染色

3
 

min,蒸馏水漂洗洗去浮色,进而用流水冲洗

5
 

min,1%盐酸酒精分化 5
 

s,用流水冲洗 5
 

min。
30%乙醇 2

 

min,50%乙醇 2
 

min,70%乙醇 2
 

min,
95%乙醇 2

 

min,伊红染色 3
 

min,无水乙醇 5
 

min
  

×
  

2 次。 二甲苯 5
 

min
  

×
  

2 次,最后中性树胶封片。
1. 2. 4　 TUNEL 染色

低氧后的 AMCMs,应用 1
  

×
  

PBS 洗涤细胞 1
次,4%多聚甲醛固定 30

 

min,1
  

×
  

PBS 洗涤 1 次。
0. 3%

 

Triton
 

X-100 室温孵育 5
 

min,1
  

×
  

PBS 洗涤

两次。 参照说明书配制适当量的 TUNEL 检测液,
应用 50

 

μL
 

TUNEL 检测液覆盖细胞样本,37
 

℃避

光孵育 90
 

min,用 1
  

×
  

PBS 洗涤 2 次。 抗荧光淬

灭封片液(含 hochest)封片,应用荧光显微镜进行

观察。
1. 2. 5　 Western

 

Blot
 

在放射免疫沉淀测定法 RIPA 裂解缓冲液中

裂解心脏组织,研磨仪 60
 

Hz 研磨 60
 

s,冰上放置

10
 

min。 通过在 4
 

℃下以 12
 

000
 

r / min 离心分离

上清液 15
 

min,并使用牛血清白蛋白作为标准的

BCA 蛋白质测定试剂盒检测总蛋白质浓度。 将

蛋白质样品与 5
  

×
 

上样缓冲液混合,于金属浴

96
 

℃中变性 10
 

min,然后冷却并储存在-80
 

℃ 进

行进一步研究。 每个样品上样 50
 

μg 用 10%
 

SDS-PAGE 凝胶分离,在电泳条件下 ( 400
 

mA,
1. 5

 

h)转移到 NC 膜中。 在丽春红染液中染色

3
 

min 并进行图像采集。 其后用 1
  

×
  

TBST 洗至无

色,在含有 5%脱脂奶粉中封闭膜 1
 

h。 4
 

℃ 过夜

孵育一抗 vinculin(1 ∶1000 稀释度)、α-tubulin(1
 

∶

2000 稀释度)、 EIF5 (1 ∶5000 稀释度)、 β-actin
(1 ∶1000 稀释度) 和 GAPDH ( 1 ∶ 1000 稀释度)。
其后 1

  

×
  

TBST 摇床洗膜 8
 

min,共 4 次,室温孵育

辣根过氧化物酶偶联兔抗小鼠二抗(1 ∶8000 稀释

度)、羊抗兔二抗(1 ∶2000 稀释度)1
 

h。 1
  

×
  

TBST
摇床洗膜 8

 

min,共 4 次,并进行发光及胶片扫描。
1. 2. 6　 考马斯亮蓝染色

与 Western
 

Blot 对应相同上样量及上样顺序

进行 SDS-PAGE 凝胶电泳,将凝胶置于考马斯亮

蓝溶液(0. 25%
 

G250,45%甲醇,10%冰乙酸) 中

室温孵育 60
 

min,并在脱色溶液(8%冰乙酸,25%
甲醇)中脱色过夜,最后应用双蒸水洗涤,并进行

图像采集。
1. 3　 统计学分析

应用 Image
 

J
 

1. 54 g 对条带灰度值和荧光阳

性信号进行定量统计,Western
 

Blot 灰度值归一化

处理。 所有数据均以平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表

示。 应用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 进行统计处理。 单

因素方差分析对低氧不同时间进行统计学评价,
P

  

<
  

0. 05 表示具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 急性高原低氧诱导心肌损伤模型的建立

本部分主要明确 6000
 

m 海拔诱导 24 和 72
 

h
可成功建立小鼠心肌细胞损伤模型,应用 HE 染

色观察心肌细胞形态、炎症浸润等指标。 HE 染

色显示低倍镜下和高倍镜下平原对照组小鼠心

脏组织结构未见明显异常,心肌细胞染色清楚,
细胞核致密,心肌纤维排列整齐;低压低氧 24

 

h
组和低压低氧 72

 

h 组低倍镜下可见小鼠心肌间

质血管明显充血,横纹不清;高倍镜下可见部分

心肌肿胀,胞浆成颗粒样变性,偶见炎性细胞浸

润。 为进一步验证急性高原低氧诱导心肌损伤

模型建立成功,本研究使用 TUNEL 对小鼠心脏组

织进行染色,TUNEL 染色显色低压低氧 24
 

h 组和

低压低氧 72
 

h 组 40 倍镜下可见明显阳性信号,
见图 1。
2. 2　 不同内参的 Western

 

Blot 分析

通过 Western
 

Blot 检测心脏组织中 vinculin、
α-tubulin、EIF5、β-actin 和 GAPDH 的蛋白表达水

平( 图 2A )。 内参蛋白 vinculin、 EIF5、 β-actin、
cyclophilin

 

B 和 cofilin 在不同条件下表达水平无

786



中国实验动物学报 2025 年 5 月第 33 卷第 5 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,May
 

2025,Vol.
 

33,
 

No.
 

5

注:A:低压低氧诱导的损伤小鼠心脏组织 HE 染色;蓝色箭头:心肌细胞肿胀;黑色箭头:炎性细胞浸润;黄色箭头:心肌间质

血管充血;B:低压低氧诱导的损伤小鼠心脏组织 TUNEL 染色及统计结果;与平原对照组相比,∗ P
  

<
  

0. 05,∗∗∗ P
  

<
  

0. 001。
(下图同)

图 1　 低压低氧诱导的损伤小鼠心脏组织 HE 和 TUNEL 染色

Note.
 

A.
 

HE
 

staining
 

of
 

mouse
 

heart
 

tissue
 

with
 

injury
 

induced
 

by
 

hypobaric
 

hypoxia.
 

Blue
 

arrows.
 

Swelling
 

of
 

cardiomyocytes.
 

Black
 

arrows.
 

Infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells.
 

Yellow
 

arrows.
 

Vasodilation
 

of
 

myocardial
 

interstitial
 

vessels.
 

B.
 

TUNEL
 

staining
 

and
 

statistical
 

results
 

of
 

mouse
 

heart
 

tissue
 

with
 

injury
 

induced
 

by
 

hypobaric
 

hypoxia.
 

Compared
 

with
 

the
 

plain
 

control
 

group,
 ∗P

  

<
  

0. 05,
 ∗∗∗P

  

<
  

0. 001.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

1　 HE
 

and
 

TUNEL
 

staining
 

of
 

mouse
 

heart
 

tissue
 

with
 

injury
 

induced
 

by
 

hypobaric
 

hypoxia

显著性差异 ( 图 2B、 图 2D ~ 图 2E、 图 2G
 

~
 

图 2H),在高原低氧模型中不同低氧时间心脏组
织中 α-tubulin 和 GAPDH 的蛋白水平各不相同。
α-tulubin 在低压低氧 24

 

h 组和平原对照表达一
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注:A:Western
 

Blot 检测小鼠心脏组织中 vinculin、α-tubulin、EIF5、β-actin、GAPDH、cyclophilin
 

B 和 cofilin 蛋白表达;1 和 2 为同

组两个样本;B:vinculin 蛋白的相对表达水平;C:α-tubulin 蛋白的相对表达水平;D:EIF5 蛋白的相对表达水平;E:β-actin 蛋

白的相对表达水平;F:GAPDH 蛋白的相对表达水平;G:cyclophilin
 

B 蛋白的相对表达水平;H:cofilin 蛋白的相对表达水平。

图 2　 Western
 

Blot 检测低压低氧诱导的损伤小鼠心脏组织中 vinculin、α-tubulin、EIF5、β-actin、
GAPDH、cyclophilin

 

B 和 cofilin 蛋白表达

Note.
 

A.
 

Protein
 

expressions
 

of
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

EIF5,
 

β-actin,
 

GAPDH,
 

cyclophilin
 

B
 

and
 

cofilin
 

in
 

mouse
 

heart
 

tissue
 

under
 

hypobaric
 

hypoxic
 

conditions
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot.
 

Samples
 

1
 

and
 

2
 

are
 

biological
 

replicates
 

from
 

the
 

same
 

experimental
 

group.
 

B.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

vinculin
 

protein.
 

C.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

α-tubulin
 

protein.
 

D.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

EIF5
 

protein.
 

E.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

β-actin
 

protein.
 

F.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

GAPDH
 

protein.
 

G.
  

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

cyclophilin
 

B
 

protein.
 

H.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

cofilin
 

protein.
 

Figure
 

2　 Western
 

Blot
 

test
 

protein
 

expression
 

of
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

EIF5,
 

β-actin,
 

GAPDH,
 

cyclophilin
 

B
and

 

cofilin
 

in
 

injury
 

mouse
 

heart
 

tissue
 

induced
 

by
 

hypobaric
 

hypoxia

致,低压低氧 72
 

h 较平原对照的蛋白水平下降

(图 2C)。 相反,GAPDH 在低压低氧 24 和 72
 

h
蛋白水平增加(图 2F)。
2. 3　 急性高原低氧诱导心肌损伤模型心脏组织

中的总蛋白水平

进一步,应用总蛋白进行上样量的校正,首
先在 Western

 

Blot 转膜结束后,应用丽春红对 NC
膜染色(图 3A),统计结果显示总蛋白水平一致

(图 3B)。 并同时在 Western
 

Blot 电泳时对应跑

胶并进行考马斯亮蓝染色(图 3C),结果显示不

同急性高原低氧诱导心肌损伤模型的心脏组织

中总蛋白表达一致(图 3D)。
2. 4　 AMCMs 细胞分离和低氧模型的建立

心肌细胞是心脏组织低氧损伤最易累及的

细胞,凋亡是心肌细胞低氧诱导损伤的主要死亡

模式,本部分在团队建立 AMCMs 分离方法的基

础上,进一步探究低氧诱导 AMCMs 损伤的不同

内参选择。 首先应用 TUNEL 染色确定心肌细胞

低氧损伤模型建立,应用 1%
 

O2、5%
 

CO2 条件低

氧 12 和 24
 

h,TUNEL 染色结果(图 4)显示低氧
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注:A:NC 膜丽春红 S 染色总蛋白图像;B:丽春红染色总蛋白的定量分析;C:总蛋白凝胶考马斯亮蓝染色图像;D:凝
胶考马斯亮蓝染色总蛋白的定量分析。

图 3　 低压低氧诱导的损伤小鼠心脏组织中总蛋白水平

Note.
 

A.
 

Image
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Ponceau
 

S
 

on
 

nitrocellulose
 

membrane.
 

B.
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Ponceau
 

S
 

on
 

nitrocellulose
 

membrane.
 

C.
 

Image
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Coomassie
 

Brilliant
 

Blue
 

on
 

gel.
 

D.
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Coomassie
 

Brilliant
 

Blue
 

on
 

gel.

Figure
 

3　 Total
 

protein
 

expression
 

level
 

in
 

injury
 

mouse
 

heart
 

tissue
 

induced
 

by
 

hypobaric
 

hypoxia

注:A:分离培养的 AMCMs 细胞经 TUNEL 染色观察凋亡数目,Hoechst 染色确定细胞总数;B:低氧 12
 

h 和低氧 24
 

h 组与常

氧对照组 TUNEL 阳性细胞比率;与常氧对照组相比,#P
  

<
  

0. 05,##P
  

<
  

0. 01。 (下图同)

图 4　 低氧诱导 AMCMs 损伤模型的建立

Note.
 

A.
 

Number
 

of
 

apoptosis
 

cells
 

of
 

isolated
 

and
 

cultured
 

AMCMs
 

was
 

observer
 

by
 

TUNEL
 

staining,
 

and
 

the
 

total
 

number
 

of
 

cells
 

was
 

determined
 

by
 

Hoechst.
 

B.
 

Ratio
 

of
 

TUNEL-positive
 

cells
 

in
 

the
 

hypoxia
 

12
 

h
 

and
 

hypoxia
 

24
 

h
 

groups
 

compared
 

to
 

the
 

normoxia
 

control
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

normoxic
 

control
 

group,
 #P

  

<
  

0. 05,
 ##P

  

<
  

0. 01.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

4　 Establishment
 

of
 

a
 

hypoxia-induced
 

damage
 

model
 

in
 

AMCMs
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12h 和 24
 

h 条件下 AMCMs 凋亡细胞比例显著增

加,提示低氧损伤心肌细胞模型的成功建立。

注:A:Western
 

Blot 检测低氧诱导的损伤 AMCMs 中 vinculin、α-tubulin、EIF5、β-actin、GAPDH、cyclophilin
 

B 和 cofilin 蛋白表

达;B:vinculin 蛋白的相对表达水平;C:α-tubulin 蛋白的相对表达水平;D:EIF5 蛋白的相对表达水平;E:β-actin 蛋白的相对

表达水平;F:GAPDH 蛋白的相对表达水平;G:cyclophilin
 

B 蛋白的相对表达水平;H:cofilin 蛋白的相对表达水平;与常氧对

照组相比,
 ###P

  

<
  

0. 001。

图 5　 Western
 

Blot 检测低氧诱导的损伤 AMCMs 中 vinculin、α-tubulin、EIF5、β-actin、GAPDH、
cyclophilin

 

B 和 cofilin 蛋白表达

Note.
 

A.
 

Protein
 

expressions
 

of
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

EIF5,
 

β-actin,
 

GAPDH,
 

cyclophilin
 

B
 

and
 

cofilin
 

in
 

AMCMs
 

under
 

hypoxic
 

induce
 

conditions
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot.
 

B.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

vinculin
 

protein.
 

C.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

α-
tubulin

 

protein.
 

D.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

EIF5
 

protein.
 

E.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

β-actin
 

protein.
 

F.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

GAPDH
 

protein.
 

G.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

cyclophilin
 

B
 

protein.
 

H:
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

cofilin
 

protein.
 

Compared
 

with
 

the
 

normoxic
 

control
 

group,
  ###P

  

<
  

0. 001.
 

Figure
 

5　 Protein
 

expression
 

of
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

EIF5,
 

β-actin,
 

GAPDH,
 

cyclophilin
 

B
 

and
 

cofilin
 

in
 

injury
 

AMCMs
 

induced
 

by
 

hypoxia

2. 5　 不同内参蛋白的 Western
 

Blot 分析

通过 Western
 

Blot 检测损伤 AMCMs 中不同

内 参 蛋 白 vinculin、 α-tubulin、 EIF5、 β-actin 和

GAPDH 的蛋白表达变化(图 5A),结果显示内参

蛋白 EIF5 和 β-actin 在不同条件下表达水平无显

著性差异性(图 5D,图 5E);在不同低氧时间可诱

导 α-tubulin、 vinculin、 GAPDH、 cyclophilin
 

B 和

cofilin 的蛋白水平变化,低氧 12 和 24
 

h 可诱导

vinculin、GAPDH、cyclophilin
 

B 和 cofilin 蛋白水平

上升(图 5B,图 5F
  

~
  

图 5H),而低氧 12
 

h 可诱导
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α-tubulin 蛋白水平上升(图 5C)。
2. 6　 AMCMs 细胞低氧模型中的总蛋白水平

与组织样本一致,在 Western
 

Blot 转膜后应

用丽春红对 NC 膜进行染色结果显示总蛋白水平

一致(图 6A,图 6C)。 同时,Western
 

Blot 电泳时

对应跑胶,并应用考马斯亮蓝对凝胶进行染色,
结果显示 AMCMs 细胞低氧模型中总蛋白水平一

致(图 6B,图 6D)。

注:A:NC 膜丽春红 S 染色总蛋白图像;B:NC 膜丽春红染色总蛋白的定量分析;C:总蛋白凝胶考马斯亮蓝染色图像;D:凝胶考马

斯亮蓝染色总蛋白的定量分析。

图 6　 低氧诱导的损伤 AMCMs 中总蛋白表达水平

Note.
 

A.
 

Image
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Ponceau
 

S
 

on
 

nitrocellulose
 

membrane.
 

B.
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Ponceau
 

S
 

on
 

nitrocellulose
 

membrane.
 

C.
 

Image
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Coomassie
 

Brilliant
 

Blue
 

on
 

gel.
 

D.
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Coomassie
 

Brilliant
 

Blue
 

on
 

gel.

Figure
 

6　 Total
 

protein
 

expression
 

level
 

in
 

injury
 

AMCMs
 

induced
 

by
 

hypoxia

3　 讨论

高原低氧是一种常见于高海拔地区的病理

生理现象,长期处于高原低氧环境下,人体将面

临一系列健康问题,包括低氧引起的心肺负荷增

加、脑部损伤、免疫功能下降等[18] 。 因此,研究高

原低氧的危害不仅有助于揭示高原环境下的生

理变化和适应机制,还有助于制定相应的预防和

保健措施,保护高原地区居民的身体健康[19] 。 低

氧诱导的损害主要是由 HIFs 协调,在低氧条件

下,HIF-1α 与 cAMP 反应元件结合蛋白( cAMP-
response

 

element
 

binding
 

protein,CREB)及 p300 等

共激活因子相互作用, 共同调节靶基因的表

达[20] 。 这些基因参与细胞代谢、细胞生长 / 死亡、
细胞增殖、糖酵解和免疫反应等多个过程。 总体

来说,低氧导致蛋白质合成、能量代谢和线粒体

呼吸等发生变化[21] 。 蛋白作为细胞的基本功能

单位,其表达水平的变化可以反映出细胞对高原

低氧的适应能力和损伤程度[22] 。 通过蛋白表达

研究,可以深入了解高原低氧环境下细胞信号传

导、代谢途径等方面的变化,为探讨高原低氧机

制提供重要线索[23] 。 在蛋白表达研究中,内参蛋

白至关重要,主要是作为上样量标准化和校正的

参考。
选择合适的内参对于确保研究结果的准确

性和可靠性至关重要,有助于避免实验误差和扭

曲结果的风险,从而确保研究结论的科学性[24] 。
目前应用的内参主要包括 vinculin、 α-tubulin、
EIF5、β-actin 和 GAPDH。 Vinculin 是一种重要的

肌动蛋白丝(F-actin)结合蛋白,积极参与细胞-基
质和细胞-细胞粘附[25] ;Tubulin 分为 α、β、γ、δ、ε
等多种 tubulin,其中 α-tubulin 和 β-tubulin 可以形

成异源二聚体, 是形成微管的最主要的两种

tubulin[26] ;EIF5 蛋白是 43S 前起始复合物( 43S
 

PIC) 的关键成员[27] ;肌动蛋白( actin) 是细胞的

一种重要骨架蛋白,在不同物种之间高度保守;
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GAPDH 是一种重要的糖酵解酶,可催化 3-磷酸

甘油醛生成 1,3-二磷酸甘油酸。 这 5 个基因通常

被用作 Western
 

Blot 的内参蛋白。 在高原低氧条

件下,不同内参的表达水平可能会受到影响,进
而影响心肌细胞功能和代谢。 这种变化主要来

源于高原低氧环境对细胞内代谢通路和信号传

导的影响,导致内参表达水平发生变化。 本研究

主要探讨此 5 种常用内参在低氧诱导心肌损伤中

的变化,旨在为高原低氧心肌细胞的后续研究以

及其他相关研究提供内参选择的依据和参考。
已有研究显示,某些常用内参蛋白( vinculin、

actin 或 tubulin)在低氧等刺激条件下,其表达水

平或稳定性可能发生变化,如 MISRA 等
 [28] 发现

在 A431 细胞低氧未引起 vinculin 或 paxillin 的表

达改变;LEMLER 等
 [29]发现在新生犊牛中损伤的

右心室心肌,与对照组相比,vinculin 的总含量变

化不大,微管蛋白含量增加。 而在高原低氧中目

前无系统研究损伤心肌的内参蛋白的变化,本研

究发现在急性高原低氧 72
 

h 心脏组织中 vinculin
的含量未发生变化,而在 AMCMs 低氧 12

 

h 后

vinculin 的表达水平升高。 心脏组织和 AMCMs
低氧损伤 vinculin 的表达趋势不同,AMCMs 为了

适应低氧环境而增强细胞粘附和细胞骨架重组,
已有研究发现低氧条件下新生大鼠心肌细胞骨

架 vinculin 发生变化,且 92
 

kDa 胶原酶增加,伴随

92
 

kDa 胶原酶释放的细胞骨架变化可能代表了

心肌细胞的一种防御机制[30] 。 而在心脏组织中

有其他的细胞,如成纤维细胞、内皮细胞可以参

与低氧损伤机制的调控, 可能导致出现组织

vinculin 和心肌细胞体外低氧 vinculin 变化不一

致。 WANG 等[15] 报道称在缺血性心脏组织中,
actin 和 tubulin 发生显著变化。 本研究发现在急

性高原低氧 72
 

h 心脏组织中 α-tubulin 的表达水

平下降;而 AMCMs 低氧 24
 

h 相比低氧 12
 

h 中

α-tubulin 表达下降,而与常氧对照无统计学意

义。 AMCMs 低氧 12
 

h 可能由代偿机制来应对这

种应激。 YIN 等
 [31] 在研究中发现低氧会通过增

加泛素-蛋白酶活性来减少 γ-tubulin 的水平。
ZHANG 等

 [32]也发现 β-tubulin 在低氧 / 复氧后的

mRNA 和蛋白表达水平下降。 这也证明了心脏组

织在急性低氧条件下损伤会诱导 α-tubulin 的减

少。 GRAVEN 等[33] 研究发现低氧调节内皮细胞

中 GAPDH 表达上调。 本研究发现在急性高原低

氧 72
 

h 心脏组织中 GAPDH 和 AMCMs 低氧 24
 

h
的表达水平均增加。 由于 GAPDH 是一种经典的

糖酵解酶,在低氧后 HIF-1 调节糖酵解相关的多

种酶,导致 GAPDH 表达升高[21] 。 EIF5 和 β-actin
的表达水平在高原低氧和 AMCMs 低氧中均表达

稳定。 本研究提示,急性高原低氧诱导心脏组织

损伤和低氧诱导 AMCMs 损伤进行 Western
 

Blot
检测时可选择 EIF5 和 β-actin 作为内参。

本研究还通过丽春红 S 对 NC 膜染色和使用

考马斯亮蓝染凝胶,发现总蛋白的含量在低氧条

件下是稳定表达的。 因此,使用总蛋白分析提供

了一种蛋白质含量的测量方法,该测量避免了使

用单个内参蛋白由于低氧导致表达水平的改变,
而总蛋白在比较来自不同模型时保持不变。 因

此,本研究结果建议研究急性高原低氧诱导心脏

损伤时可选择 EIF5 和 β-actin 作为内参蛋白,同
时样本量充足条件下也可将总蛋白作为上样量

校正标准。
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基于行为实验的睡眠干扰应激诱发焦虑抑郁
共患动物模型的建立

赵永智1,3,4 ,张亦文3 ,罗燕琴1,3 ,陈芳3 ,许燕飞3 ,潘瑞乐3 ,常琪3 ,
刘萌潮1,3 ,何清湖2 ,姜宁3∗ ,刘新民1,2,4∗

(1.
 

石河子大学药学院 / 新疆植物药资源利用教育部重点实验室,新疆
 

石河子　 832003;2.
 

湖南医药学院 /
中国-巴基斯坦中医药中心,湖南

 

怀化　 418000;3.
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北京　 100193;4.

 

宁波大学新药技术研究院,浙江
 

宁波　 315211)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在探讨不同周期睡眠干扰(sleep
 

interruption,SI)应激对 ICR 小鼠情绪行为的

影响,建立 SI 应激致焦虑抑郁共患小鼠模型。 方法　 雄性 ICR(4
  

~
  

5 周龄)小鼠 72 只,分别按 1、2、3 周应激

周期,随机分为空白组和模型组;除空白组外,模型组分别给予 1、2、3 周的 SI 应激。 应激结束后采用旷场、高
架十字迷宫、明暗箱、大理石掩埋和强迫游泳行为学检测方法评估小鼠情绪行为,并采用 ELISA 试剂盒检测小

鼠血清皮质酮(CORT)的含量。 结果　 在 SI 应激 1 周后,模型组小鼠的大理石掩埋个数较空白组均显著增加

(P
  

<
  

0. 05);应激 2 周后,与对照组相比,模型组小鼠明暗箱穿箱次数显著降低(P
  

<
  

0. 05)、大理石掩埋个数

显著增加(P
  

<
  

0. 01);应激 3 周后,模型组小鼠大理石掩埋个数显著增加(P
  

<
  

0. 05),明暗箱穿箱次数显著降

低(P
  

<
  

0. 05),小鼠强迫游泳的不动时间显著增加(P
  

<
  

0. 01)。 结论　 睡眠干扰应激 2 周时小鼠表现出明显

的焦虑样行为,而 3 周后出现显著的焦虑和抑郁行为变化,表明睡眠干扰应激 3 周后成功构建了小鼠焦虑抑

郁共患模型。
【关键词】 　 睡眠干扰;焦虑抑郁;动物模型;行为学
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【Abstract】 　 Objective 　 This
 

study
 

aimed
 

to
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

sleep
 

interruption
 

( SI)
 

cycles
 

on
 

emotional
 

behavior
 

in
 

ICR
 

mice,
 

and
 

to
 

establish
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

comorbid
 

anxiety
 

and
 

depression
 

induced
 

by
 

SI.
 

Methods　 Seventy-two
 

male
 

ICR
 

mice
 

(4
 

~
 

5
 

weeks
 

old)
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

a
 

blank
 

group
 

and
 

a
 

model
 

group.
 

Mice
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

subjected
 

to
 

SI
 

stress
 

modeling
 

for
 

1,
 

2,
 

and
 

3
 

weeks,
 

respectively.
 

After
 

modeling,
 

emotional
 

behaviors
 

were
 

evaluated
 

using
 

open-field,
 

elevated
 

plus
 

maze,
 

light-dark
 

box,
 

marble-burying,
 

and
 

forced-swimming
 

tests.
 

Serum
 

corticosterone
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

Results　 Mice
 

in
 

the
 

model
 

group
 

buried
 

significantly
 

more
 

marbles
 

after
 

1
 

week
 

of
 

SI
 

stress,
 

compared
 

with
 

the
 

blank
 

group
 

(P
  

<
  

0. 05).
 

After
 

2
 

weeks
 

of
 

stress,
 

mice
 

in
 

the
 

model
 

group
 

also
 

showed
 

a
 

significant
 

decrease
 

in
 

the
 

number
 

of
 

crossings
 

in
 

the
 

light-dark
 

box
 

(P
  

<
  

0. 05)
 

and
 

a
 

significant
 

increase
 

in
 

the
 

number
 

of
 

marbles
 

buried
 

(P
  

<
  

0. 01)
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group.
 

After
 

3
 

weeks
 

of
 

stress,
 

mice
 

in
 

the
 

model
 

group
 

showed
 

a
 

significant
 

increase
 

in
 

the
 

number
 

of
 

marbles
 

buried
 

(P
  

<
  

0. 05),
 

a
 

significant
 

decrease
 

in
 

the
 

number
 

of
 

crossings
 

in
 

the
 

light-
dark

 

box
 

( P
  

<
  

0. 05 ),
 

and
 

a
 

significant
 

increase
 

in
 

immobility
 

time
 

in
 

the
 

forced-swim
 

test
 

( P
  

<
  

0. 01 ).
 

Conclusions　 ICR
 

mice
 

exhibited
 

significant
 

anxiety-related
 

behaviors
 

after
 

2
 

weeks
 

of
 

SI
 

modeling
 

and
 

significant
 

anxiety-
 

and
 

depressive-related
 

behavioral
 

changes
 

after
 

3
 

weeks.
 

Three
 

weeks
 

of
 

SI
 

stress
 

can
 

be
 

used
 

to
 

establish
 

a
 

model
 

of
 

comorbid
 

anxiety
 

and
 

depression.
【Keywords】　 sleep

 

interruption;
 

anxiety-depression;
 

animal
 

model;
 

behavior
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　 　 睡眠问题作为一种常见的健康困扰,与焦虑

抑郁等情绪障碍密切相关[1-3] 。 特别是在快节奏

的现代社会,长期的睡眠问题正困扰着大量的群

体。 中国睡眠研究会发布的《2024 情绪与健康睡

眠白皮书》显示,约 95%的受访者认为睡眠问题

是其首要健康问题,这进一步凸显了睡眠健康与

心理健康之间的密切联系[4] 。 睡眠是维持机体

正常生理和心理功能的关键过程,其长期缺失或

不足会引发一系列健康问题,尤其是在情绪调控

方面,睡眠不足可能导致大脑相关区域功能异

常,从而加剧焦虑、抑郁情绪[5-6] 。 因此探索睡眠

问题与焦虑抑郁障碍之间的关联,不仅有助于揭

示情绪障碍的潜在机制,也为心理健康的干预措

施提供了新的视角[7-9] 。
动物模型是研究情绪行为和应激反应的重

要工具。 构建稳定、可靠的动物模型对于推动神

经精神系统疾病的病理机制研究及治疗方案的

开发具有重要意义,这也成为当前科学研究的热

点领域[10-11] 。 睡眠干扰(sleep
 

interruption,
 

SI)是

通过模拟现代社会多重压力下人类睡眠障碍特

征的造模方法,是将动物置于睡眠干扰仪中,使
其睡眠时间不足、睡眠质量下降,比较贴近现代

社会睡眠问题的实际特征[12] 。 已有研究表明睡

眠干扰会破坏正常睡眠结构,减少深度睡眠时

间,会增加实验动物的焦虑行为[13-14] 。 但关于睡

眠干扰造模周期、造模时间各文献较少且有所不

同,本研究采用睡眠干扰范式,利用旷场实验、高
架十字迷宫实验、明暗箱实验、大理石掩埋实验

和强迫游泳实验等焦虑和抑郁行为学实验比较

不同 SI 应激周期对 ICR 小鼠焦虑抑郁行为的影

响,旨在为建立稳定的 SI 导致焦虑和焦虑抑郁模

型提供参考依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级 ICR 雄性小鼠 72 只,4
  

~
  

5 周龄,体质

量 24
  

~
  

27
 

g,采购于北京维通利华实验动物技术
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有限公司【SCXK(京)2021-0006】,动物饲养于中

国医学科学院药用植物研究所【SYXK(京)2023-
0008】,饲养期间小鼠自由饮食饮水,温度 22

  

~
  

24
 

℃ ,湿度(55
  

±
  

10)%,明暗各半循环照明。 实

验期间所有操作遵循动物实验 3R 原则,并经过

中国医学科学院药用植物研究所实验伦理委员

会审批(SLXD-20240409021)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

小鼠皮质酮(corticosterone,
 

CORT)试剂盒购

于南京建成生物工程研究所(货号:H205-1-2;检
测方法:干粉法)。 滚筒式睡眠干扰仪 KSXE01、
小鼠旷场实验测试箱 KSZ02、 明暗箱测试箱

KSL01、KSQT6 型小鼠强迫游泳分析仪(均由中国

医学科学院药用植物研究所、中国航天员中心和

北京康森益友科技有限公司联合研制);高架十

字迷宫视频分析软件(版本 7. 15,美国 Any
 

Maze
公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组

ICR 小鼠 72 只,按照造模周期分为 1、2、3
周,每个周期小鼠各 24 只,随机分为 2 组:空白组

(n
  

=
  

12)和模型组(n
  

=
  

12),实验期间所有动物

自由饮水摄食。
1. 2. 2　 SI 模型的建立

睡眠干扰模型组小鼠采用睡眠干扰仪应激

造模,仪器由滚筒和计算机控制系统两部分组

成,根据本课题组前期的工作基础建议设置参

数:转速(1
 

r / min),转 1 圈,休息(2
 

min),转动方

向随机[15] 。 所有模型组小鼠在正式开始造模前

先经过 3
 

d 的滚筒适应期(3
 

h / d),随后将模型组

小鼠放入滚筒中按照预设参数开始造模,每天累

计转动时间为 8
 

h,直至造模周期结束。 当 SI 应

激 1 周结束后,即第 2 天开始旷场、高架、明暗箱、
大理石掩埋和强迫游泳行为学检测,每天一种测

试,同理应激 2 和 3 周结束后依次进行上述行为

学测试,结果用于统计分析。
1. 2. 3　 旷场实验

实验测试前提前将动物放置在测试房间适

应环境。 测试仪器由黑色测试桶和连接摄像头

的计算机实时分析检测系统构成。 其中测试桶

参数(直径
  

×
  

高度:40
 

cm
  

×
  

40
 

cm);测试时间为

5
 

min;采用的评价指标是:(1) 中央区运动路程

(cm);(2)中央区运动时间( s),通常焦虑状态的

动物更少去中央区域活动。
1. 2. 4　 高架十字迷宫实验

实验测试前先将动物放置测试房间适应环

境,结束后开始实验,将小鼠放置在高架十字迷

宫中央区同时小鼠面向开臂。 测试时间:5
 

min;
采用的评价指标:(1)开臂时间百分比(percentage

 

of
 

time
 

spent
 

in
 

open
 

arm,OT)%
 

=
 

实验动物进入

开臂的时间 / (实验动物进入开臂的时间
 

+
 

实验

动物进入闭臂的时间)
 

×
  

100%;(2)开臂次数百

分比(percentage
 

of
 

open
 

arm
 

entries,OE)%
 

=
 

实

验动物进入开臂的次数 / (实验动物进入开臂的

次数
 

+
 

实验动物进入闭臂的次数)
 

×
  

100%。
1. 2. 5　 明暗箱实验

实验测试前先将动物放置测试房间适应环

境,结束后开始实验。 测试时间:10
 

min;评价指

标:(1)明室时间;(2)穿箱次数。 通常焦虑状态

的小鼠表现出明室时间和穿箱次数降低。
1. 2. 6　 大理石掩埋实验

实验测试方法:(1)适应期:为了排除珠子带

来的新恐惧,正式测试前需要把小鼠放在装有新

垫料和珠子的笼子中适应 20
  

~
  

30
 

min;(2)检测

期:测试时间为 20
 

min,珠子被玉米芯垫料覆盖

2 / 3 以上算被掩埋,实验采用的珠子为普通玻璃

弹珠(直径约 14
 

mm),共 20 颗,4
  

×
  

5 的形式排

开;玉米芯垫料 3
  

~
  

5
 

cm 厚;测试箱的尺寸:长
38

 

cm,宽 27
 

cm,高 17
 

cm;测试期间测试箱上方

用透明的亚克力盖板覆盖防止小鼠逃逸,整个测

试采用盲法控制。
1. 2. 7　 强迫游泳实验

将小鼠放入小鼠强迫游泳仪中 ( 高度为

20
 

cm、直径为 18
 

cm 的测试桶),测试水深 12
 

cm
保持水温(23

  

~
  

25
 

℃ )。 动物放入仪器中先适应

2
 

min 后,点击开始,系统自动记录动物后 4
 

min
内的累积不动时间(不动状态即小鼠四肢有轻微

动作以保持头在水面,呈现出停止挣扎或者呈漂

浮状态)。
1. 3　 统计学分析

数据统计分析使用软件 SPASS
 

26. 0,若数据

符合正态分布,两组间比较使用独立样本 T 检

验,否则使用 Mann-Whitney
 

U 检验,结果表示为

平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s),当 P
  

<
  

0. 05 为具有统计
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学意义,并用 Graphpad
 

Pism
 

9. 5 绘制图表。

2　 结果

2. 1　 不同周期 SI 应激对 ICR 小鼠体质量的

影响

如图 1 所示为小鼠经 SI 应激 1
  

~
  

3 周后体质

量的变化情况。 与空白组相比,SI 应激 1
  

~
  

3 周

后,ICR 模型组小鼠体质量均显著下降 ( P
  

<
  

0. 01,P
  

<
  

0. 05,P
  

<
  

0. 05)。 其中,应激 1 周,相
较于空白组体质量下降最为明显。

注:与空白组相比,∗P
  

<
  

0. 05,∗∗P
  

<
  

0. 01。 (下图同)

图 1　 SI 应激 1
  

~
  

3 周对 ICR 小鼠体质量的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P

  

<
  

0. 05,
 ∗∗P

  

<
  

0. 01. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

1　 Effects
 

of
 

1
  

~
  

3
 

weeks
 

of
 

SI
 

stress
 

on
 

the
 

body
 

mass
 

of
 

ICR
 

mice

图 2　 SI 应激 1
  

~
  

3 周 ICR 小鼠旷场实验结果

Figure
 

2　 Results
 

of
 

the
 

open
 

field
 

test
 

in
 

ICR
 

mice
 

after
 

1
  

~
  

3
 

weeks
 

of
 

SI
 

stress

2. 2　 不同周期 SI 应激 ICR 小鼠旷场实验结果

如图 2 所示,通过对 ICR 小鼠进行 1
  

~
  

3 周

的 SI 应激干预后,模型组与空白组小鼠在运动路

程和运动时间中均未表现出显著性差异。 这表

明在本实验设定的条件下,1
  

~
  

3 周的 SI 应激并

不会影响 ICR 小鼠的运动能力。
2. 3　 不同周期 SI 应激 ICR 小鼠高架十字迷宫

实验结果

如图 3 所示,通过对 ICR 小鼠进行 1
  

~
  

3 周

的 SI 应激干预后,模型组与空白组小鼠在开臂次

数百分比和开臂时间百分比中均未表现出统计

学意义。 这一结果表明,在本实验条件下,ICR 小

鼠可能对该应激模式的焦虑敏感性较低。
2. 4　 不同周期 SI 应激 ICR 小鼠明暗箱实验

结果

如图 4 所示,ICR 小鼠经 SI 应激 1 周后,其模

型组和空白组小鼠明暗箱实验明室时间和穿箱

次数结果并无显著性差异;而应激 2
  

~
  

3 周后,其
模型组小鼠均表现出穿箱次数显著下降 (P

  

<
  

0. 05),但明室停留时间均无明显变化。
2. 5　 不同周期 SI 应激 ICR 小鼠大理石掩埋实

验结果

如图 5 所示,ICR 小鼠经 SI 应激 1
  

~
  

3 周后,
其模型组小鼠掩埋珠子个数较空白组均显著增
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图 3　 SI 应激 1
  

~
  

3 周 ICR 小鼠高架十字迷宫实验结果

Figure
 

3　 Results
 

of
 

the
 

elevated
 

plus-maze
 

test
 

for
 

ICR
 

mice
 

after
 

1
  

~
  

3
 

weeks
 

of
 

SI
 

stress

图 4　 SI 应激 1
  

~
  

3 周 ICR 小鼠明暗箱实验结果

Figure
 

4　 Results
 

of
 

the
 

light-dark
 

test
 

for
 

ICR
 

mice
 

after
 

1
  

~
  

3
 

weeks
 

of
 

SI
 

stress

加(P
  

<
  

0. 01,P
  

<
  

0. 01,P
  

<
  

0. 05),表明 ICR 小

鼠在接受 SI 应激后,会产生防御性掩埋行为。
2. 6　 不同周期 SI 应激 ICR 小鼠强迫游泳实验

结果

如图 6 所示,本实验还通过强迫游泳实验对

ICR 小鼠进行抑郁样行为评估,与空白组相比,经
历 1

  

~
  

2 周 SI 应激的模型组小鼠无统计学意义,
而 ICR 小鼠经 SI 应激 3 周后,模型组小鼠表现出

不动时间显著增加(P
  

<
  

0. 01),表明 ICR 小鼠出

现了行为绝望的抑郁样状态。
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图 5　 SI 应激 1
  

~
  

3 周 ICR 小鼠大理石掩埋实验结果

Figure
 

5　 Results
 

of
 

the
 

marble
 

burying
 

test
 

for
 

ICR
 

mice
 

after
 

1
  

~
  

3
 

weeks
 

of
 

SI
 

stress

图 6　 SI 应激 1
  

~
  

3 周 ICR 小鼠强迫游泳实验结果

Figure
 

6　 Results
 

of
 

the
 

forced
 

swimming
 

test
 

in
 

ICR
 

mice
 

after
 

1
  

~
  

3
 

weeks
 

of
  

SI
 

stress

2. 7　 不同周期 SI 应激对 ICR 小鼠行为学实验

结果汇总

如表 1 所示,为 ICR 小鼠经 SI 应激 1
  

~
  

3 周

后行为学检测结果汇总情况。 汇总结果显示,
ICR 小鼠经 SI 应激 2 周后即可出现焦虑样行为;
而应激 3 周后出现了焦虑抑郁共患的状态。

表 1　 ICR 小鼠 SI 应激 1
  

~
  

3 周行为学结果汇总

Table
 

1　 Summary
 

of
 

behavioral
 

results
 

in
 

ICR
 

mice
 

subjected
 

to
 

1
  

~
  

3
 

weeks
 

of
 

SI
 

stress

检测方法
Test

 

methods
评价指标

Evaluation
 

indexs
1 周

1
 

week
2 周

2
 

weeks
3 周

3
 

weeks

旷场实验
Open

 

field
 

test

运动路程 / cm
Movement

 

distance / cm ↑ ↑ ↑

运动时间 / s
Time

 

spent / s ↑ ↑ ↑

高架十字迷宫实验
Elevated

 

plus-
maze

 

test

开臂次数百分比 / %
OE / % ↑ ↓ ↓

开臂时间百分比 / %
 

OT / % ↑ ↓ ↓

明暗箱实验
Light-dark

 

test

穿箱次数 / n
Number

 

of
 

crossing
 

the
 

box / n ↓ 　 ↓∗ 　 ↓∗

明室时间 / s
Time

 

spent
 

in
 

lighting
 

room / s ↑ ↑ ↑

大理石掩埋实验
Marble

 

burying
 

test
掩埋个数 / n

Number
 

of
 

buried
 

marbles / n 　 ↑∗∗ 　 ↑∗∗ 　 ↑∗

强迫游泳实验
Forced

 

swimming
 

test
不动时间 / s

Immobile
 

time / s ↓ ↑ 　 ↑∗∗

注:↑:上升趋势;↓:下降趋势。
Note. ↑.

 

Upward
 

trend.
 

↓.
 

Downward
 

trend.
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2. 8　 不同周期 SI 应激对 ICR 小鼠血清 CORT
含量的影响

如图 7 所示,分别为 ICR 小鼠经 SI 应激 1
  

~
  

3 周后空白组和模型组小鼠血清中 CORT 的含

量。 结果显示,SI 应激 1 和 3 周后,模型组小鼠血

清 CORT 含量极显著增加(P
  

<
  

0. 001),而应激 2
周模型组小鼠血清 CORT 含量显著增加 ( P

  

<
  

0. 05),这一结果也证明了 SI 应激的模式会使

ICR 小鼠产生压力性反应。

注:与空白组相比,∗∗∗P
 

<
 

0. 001。

图 7　 SI
 

1
  

~
  

3 周对 ICR 小鼠血清 CORT 含量的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗∗P

 

<
 

0. 001.

Figure
 

7　 Effects
 

of
 

1
  

~
  

3
 

weeks
 

of
 

SI
 

on
 

serum
 

CORT
 

levels
 

in
 

ICR
 

mice

3　 讨论

在临床前研究中,封闭群 ICR 小鼠作为一种

常见的实验动物品系,广泛应用于神经精神疾病

(如焦虑、抑郁症等)发生机制的探索及新药筛选

研究。 本实验使用 SI 应激范式,并采用多种常见

的焦虑行为学评估方法,包括旷场实验、高架十

字迷宫实验、明暗箱实验及大理石掩埋实验,同
时结合抑郁样行为评价方法强迫游泳实验,从多

角度综合评估 SI 应激对 ICR 小鼠品系情绪行为

的影响。
实验结果显示,ICR 小鼠接受 1

  

~
  

3 周的 SI
应激后,表现出实验穿箱次数显著减少;且大理

石掩埋个数 1
  

~
  

3 周应激后也均表现出显著减

少。 大理石掩埋实验是一种针对啮齿类动物的

防御性行为测试,常用于检测强迫症和自闭症中

的重复刻板行为[16-17] ,并被认为是动物恐惧和焦

虑状态的行为表达方式。 尽管该实验可用于抗

焦虑药物的筛选, 但由于其存在一定的局限

性[18-19] ,只能作为辅助性指标。 因此,应将大理

石掩埋实验与其他焦虑行为学评估方法结合使

用,而不宜单独作为焦虑行为的评价标准。 结果

表明 ICR 小鼠在 SI 应激 2
  

~
  

3 周后,表现出显著

的焦虑样行为,且旷场实验运动路程和运动时间

也均无显著性差异,表明该应激范式不会对 ICR
小鼠的运动能力产生影响;同时高架十字迷宫实

验也无显著性差异。 虽然 SI 应激 1 周后模型组

小鼠大理石掩埋数量显著增加,但未出现其他行

为学变化,无法直接判断小鼠出现了焦虑样行

为,同时也体现出 ICR 小鼠在此应激方式下对明

亮环境具有较高的敏感性。 综合分析来看,ICR
小鼠接受 SI 应激后,表现出对旷场中央区和高架

十字迷宫高悬开臂的条件的低敏感性,但对明亮

环境条件较为敏感。 因此,明暗箱实验结合大理

石掩埋实验更适用于 ICR 小鼠在 SI 应激诱导下

焦虑行为的评估,可以多方面地揭示小鼠的焦虑

行为特征。 此外,本研究还采用了强迫游泳实验

用来评估实验动物是否表现出抑郁样行为。 结

果显示,ICR 小鼠在经历 3 周的 SI 应激后不动时

间显著增加,表现出明显的行为绝望状态,这一

结果结合明暗箱和大理石掩埋实验的结果,可以

进一步支持 ICR 小鼠在该应激范式下存在焦虑

与抑郁共患的状态。
SI 和失眠与焦虑抑郁共患之间存在密切的

生理和心理联系[20] 。 研究表明,SI 会导致下丘

脑-垂 体-肾 上 腺 ( hypothalamic-pituitary-adrenal,
HPA)轴的过度激活,增加 CORT 的分泌。 而长期

高水平的 CORT 会损害海马体功能,降低情绪调
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节能力,从而诱发焦虑和抑郁[21-22] 。 睡眠干扰还

会影响前额叶皮层、杏仁核和海马等与情绪处理

和应激反应密切相关的区域[23] 。 本研究也检测

了 ICR 小鼠 SI 应激 1
  

~
  

3 周小鼠血清中的“压力

标志物”CORT 的水平[24-25] ,来验证 SI 应激模式

是否对小鼠产生压力性应激反应,结果显示应激

1
  

~
  

3 周后,ICR 小鼠血清 CORT 水平均显著升

高,证实了此应激方式会引起小鼠 HPA 轴的激

活。 关于 SI 应激范式焦虑行为的发生机制,以及

对情绪相关脑区前额叶皮层、海马和杏仁核等区

域功能的影响,将在后续工作中进一步研究揭示。
综上所述,本研究通过 3 周的慢性 SI 应激成

功构建了 ICR 小鼠的焦虑抑郁共患模型,并通过

多种行为学实验从不同角度对模型进行了评估。
本实验也是首次研究封闭群 ICR 小鼠品系应用

SI 范式成功建立焦虑抑郁共患模型的报道。 尽

管 ICR 小鼠在旷场实验和高架十字迷宫实验中

未表现出显著的焦虑样行为,但在明暗箱实验和

大理石掩埋实验中对相关实验条件表现出较高

的敏感性,特别是在明亮环境下呈现出显著的焦

虑样行为,这也为后面模型的研究提供了合适的

评价方法。 此外,结合血清 ELISA 检测 CORT 结

果,进一步证实了 SI 应激可导致小鼠 HPA 轴紊

乱,表明该模型能够较好地模拟睡眠障碍诱发的

情绪障碍特征。 本研究为焦虑与抑郁共患的病

理机制研究提供了一种可参考的动物模型,并在

新药筛选和情绪障碍研究领域具有一定的应用

价值。
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特发性肺纤维化动物模型及中药干预作用
的研究进展

张震1 ,邹吉宇1 ,臧凝子2 ,王天娇2 ,庞立健2 ,吕晓东1∗

(1.
 

辽宁中医药大学,沈阳　 110847;2.
 

辽宁中医药大学附属医院,沈阳　 110032)

　 　 【摘要】 　
 

特发性肺纤维化(idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis,IPF)是一种慢性进行性疾病,确诊后生存期较

短,目前西药治疗效果欠佳,且肺移植治疗价格高昂,因此亟须寻求新的、安全有效的治疗手段。 动物实验研

究是验证药物作用机制的重要手段,合理的 IPF 动物模型建立方法对 IPF 实验研究尤为重要。 当前使用博来

霉素(bleomycin,BLM)诱导 IPF 模型较为普遍。 传统中药具有治疗靶点多、不良反应小等优点,在 IPF 的治疗

中正逐渐受到重视。 通过中药干预 IPF 动物模型进而验证中药治疗 IPF 的具体作用靶点及作用机制是目前

实验研究的中心内容。 本文通过对 IPF 动物模型的选用、诱导方法、建立过程、评估方法及中药对模型的干预

作用进行综述,总结出 IPF 动物模型最佳建模方法及中药治疗现状,以期为 IPF 的科学研究和临床治疗提供

依据。
【关键词】 　 特发性肺纤维化;中药干预作用;动物模型;造模方法;造模过程;模型评价
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【Abstract】　 　 Idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

(IPF)
 

is
 

a
 

chronic
 

progressive
 

disease
 

with
 

a
 

short
 

survival
 

time
 

after
 

diagnosis.
 

Current
 

treatments
 

using
 

western
 

medicines
 

have
 

shown
 

poor
 

efficacy
 

and
 

lung
 

transplantation
 

is
 

costly,
 

highlighting
 

the
 

need
 

to
 

find
 

new,
 

safe,
 

and
 

effective
 

treatments.
 

Animal
 

experiments
 

are
 

important
 

for
 

investigating
 

the
 

mechanisms
 

of
 

drug
 

action,
 

and
 

suitable
 

animal
 

models
 

of
 

IPF
 

are
 

required
 

for
 

experimental
 

research.
 

Bleomycin
 

is
 

commonly
 

used
 

to
 

induce
 

IPF
 

models.
 

Traditional
 

Chinese
 

medicine
 

( TCM)
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

multiple
 

therapeutic
 

targets
 

and
 

few
 

adverse
 

reactions,
 

and
 

is
 

gradually
 

gaining
 

attention
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

IPF.
 

Ongoing
 

experimental
 

research
 

is
 

being
 

carried
 

out
 

to
 

verify
 

the
 

specific
 

targets
 

and
 

mechanisms
 

of
 

TCM
 

in
 

the
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treatment
 

of
 

IPF,
 

utilizing
 

animal
 

models
 

of
 

IPF.
 

This
 

review
 

considers
 

the
 

selection
 

of
 

animal
 

models
 

of
 

IPF,
 

the
 

method
  

used
 

to
 

induce,
 

establish,
 

and
 

evaluate
 

the
 

models,
 

and
 

the
 

interventional
 

effects
 

of
 

TCM.
 

We
 

also
 

summarize
 

the
 

best
 

modeling
 

method
  

for
 

animal
 

models
 

of
 

IPF
 

and
 

the
 

current
 

status
 

of
 

TCM
 

treatments
 

to
 

provide
 

a
 

basis
 

for
 

further
 

scientific
 

research
 

and
 

the
 

clinical
 

treatment
 

of
 

IPF.
【Keywords】 　 idiopathic

 

pulmonary
 

fibrosis;
 

intervention
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine;
 

animal
 

model;
 

modeling
 

method;
 

modeling
 

process;
 

model
 

evaluation
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　 　 特 发 性 肺 纤 维 化 ( idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis,IPF)是一种病因不明的慢性、进行性且无

法逆转的间质性肺疾病[1] ,临床主要表现为咳

嗽、咳痰、呼吸困难、肺通气功能下降,患者生存

质量严重受损,IPF 患病人群主要为老年人[2] ,确
诊后中位生存期仅 2

  

~
  

3 年[3] 。 IPF 的病因不

明,发病机制错综复杂[4] ,尚未完全阐释清晰,主
要包括氧化应激、上皮间质转化、巨噬细胞极化

失衡及细胞凋亡等,可能还存在其他机制,因此

进一步探寻 IPF 的具体发病机制对延缓 IPF 疾病

进程、改善预后及提高生存率极为重要。
目前 IPF 的治疗手段较为局限,美国食品药

品管理局批准的药物为吡非尼酮与尼达尼布[5] ,
但这两种药物的价格昂贵,且作用有限、不良反

应严重[6] 。 肺移植作为唯一根治手段,存在肺源

不足、费用高昂、术后排斥反应大、并发症多等弊

端[7] 。 祖国传统医学中未提及肺纤维化这一病

名,现代中医根据辨证分型将其划归于“肺痿”
“肺痹”“咳嗽” “肺胀”等范畴,其中以“肺痿”最

为普遍[8] 。 “肺痿”的基本病机为肺虚损,津气大

伤导致肺叶枯萎,病理性质属本虚标实。 传统中

药具有治疗靶点多、不良反应小、价格低等优势,
在 IPF 的治疗中逐渐受到关注。 运用传统中医中

药寻求 IPF 新的治疗方案是目前研究的一个重要

方向。 在现代生物医学研究中,动物模型是一个

不可或缺的环节。 动物模型在模拟临床相关疾

病、进行中医药干预及观察相应疗效的过程中尤

为重要[9] 。 本文梳理总结 IPF 动物模型的选用与

建立方法、模型的评估方法及中医药对 IPF 动物

模型的干预作用现状,以期为 IPF 的相关科学研

究与临床治疗提供参考价值。

1　 IPF 动物模型的选用
 

选用合适的实验动物是成功建立动物模型

的基础,动物的类别、年龄、性别、性格特点等均

应加以考虑[10] 。 当前用来诱导建立 IPF 模型的

动物主要包括鼠、兔、马、犬、羊等[11] 。 根据美国

胸科协会( American
 

Thoracic
 

Society,
 

AST) 官方

研讨会报告,肺纤维化临床前测试的动物一线选

择是小鼠,其次是大鼠[12] 。 鼠类与人类有大约

90%的相似基因,在众多的生理通路及病理过程

中可能与人类极为相似[13] 。 鼠类模型因其个体

相似度高、造模周期短、实验效率高、价格低廉及

可重复性好等优势,是实验应用最多的造模动

物[14] ,但鼠类同时也存在死亡率高、不能重复采

样、体型小故不适用于放射影像学的研究等缺

陷。 目前 IPF 模型常用的有 SD、 Wistar 大鼠;
C57BL / 6、ICR、BALB / c、KM 小鼠。 Wistar 大鼠性

格较为温顺,抗病能力强且自发性肿瘤的发生率

低;而 SD 大鼠是用 Wistar 大鼠培育而成的,其适

应性和抗病能力更强,尤其是对呼吸系统疾病抵

抗力较强[15] 。 小鼠中 C57BL / 6 小鼠在造模过程

中对博来霉素( bleomycin,BLM)和百草枯的敏感

性均比 ICR 小鼠和 KM 小鼠高[16-17] 。 与鼠类相

比,兔、犬、羊等动物体型大小适中,心脏结构和

血液循环系统与人类较为相似,更适合心血管疾

病的实验研究,但兔、犬、羊等动物肺内结构显示

清楚、高分辨率 CT(high
 

resolution
 

CT,
 

HRCT)等

影像学形态与人类更接近,更易观察肺内结构组

织变化,且可以大量采集组织样本,减少因动物

过小而带来的操作难度和组织样本误差[18] 。 此

外,树鼩作为一种小型哺乳动物,在基因、代谢、
组织解剖学以及免疫系统等方面与灵长类动物

关系密切,且具有体型较小、饲养成本较低、繁殖

周期短等优点。 CHE 等[19] 通过气管内注射 BLM
导致树鼩肺部出现的病理特征较为符合人类 IPF
病理特征,因此树鼩可能会成为新的 IPF 实验模

型动物[20-21] 。
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综合考量实验各方面要求及动物的优缺点,
研究者在实验中应用最为广泛的模型动物为小

鼠和大鼠,其中 Wistar 大鼠和 C57BL / 6 小鼠是一

般中药作用机制研究的最佳选择,兔、犬、羊等较

大动物则更适合中药对 IPF 影像学改变的相关

研究。

2　 IPF 动物模型的诱导方法和建立

过程

2. 1　 模型的诱导方法

IPF 动物模型的诱导方法众多,现阶段用于

构建 IPF 动物模型的诱导方法标准不一,主要包

括 BLM 诱导、石棉 / 二氧化硅诱导、百草枯诱导、
异硫氰酸荧光素( fluorescein

 

isothiocyanate,FITC)
诱导、辐射诱导和基因修饰技术诱导等[18] 。 BLM
诱导的 IPF 大鼠肺部病理变化早期以肺泡炎症改

变为主,晚期以肺间质纤维化为主[22] 。 石棉的主

要成份为二氧化硅,长时间暴露于二氧化硅,会
导致二氧化硅在肺中沉积,引起炎症细胞浸润、
肺泡破坏等病理改变,最终形成纤维化结节[23] 。
二氧化硅诱导产生的肺纤维化结节类似于暴露

于粉尘或微小颗粒的肺纤维化结节,更接近于矽

肺模型[24] 。 百草枯作为一种毒性较强的除草剂,
进入机体后会导致机体出现氧化应激、炎症损伤

等表现,最终引起多器官的衰竭甚至死亡[25] ,因
其造模死亡率高,现已多用于百草枯毒性的研

究[26] 。 FITC 可以用于气道,作为半抗原与其他

的肺组织蛋白结合,通过趋化因子受体 2 与趋化

因子配体 12 的相互作用使纤维细胞进入肺,诱导

肺纤维化[27] 。 由于超声处理的 FITC 颗粒的大小

不一,致使其诱导的纤维化反应程度可变性过

大,已经很少应用于 IPF 模型建立。 辐射诱导具

有依赖性,具体机制是辐射通过使 DNA 损伤直接

诱导肺泡上皮细胞死亡、巨噬细胞涌入进而激活

单核细胞产生炎症因子、促纤维化细胞因子等促

使肺纤维化发生[28-29] 。 基因修饰技术通过在模

型动物基因组中删除或者插入内源基因而建

成[18] ,是近些年较为新式的造模方法,但是价格

昂贵。 此外,异种移植是将人细胞、组织或器官

移植到免疫缺陷动物体内的方法,在 IPF 特异性

病理机制和个性化治疗策略方面具有独特价值。

不同诱导手段都存在各自的优点与局限性。
综上,BLM 诱导方法最为实用,其操作简便、

造模成功率高、可重复性好、病理表现与人类 IPF
最为相似。 美国 ATS 的一份报告证实,BLM 诱导

模型是最佳特征动物模型[30] 。 在使用 BLM 诱导

模型时,相较于雌鼠,雄鼠对 BLM 的反应更为强

烈,是更加理想的模型动物[31] 。 具体造模方法选

择的优点和局限性总结,见表 1。
2. 2　 模型的建立过程

截至目前,如何构建一个与人类 IPF 相似的

实验动物模型依然面临重大考验,造模方法选择

的不同和操作的差异均会影响模型的最终情况。
在各种 IPF 模型中,BLM 诱导模型目前应用最

多、特性最好[32] 。 BLM 诱导包括无创气管插管

滴注[33] 、有创气管滴注[34] 、气管内雾化吸入[35] 、
滴鼻吸入[36] 、腹腔注射[37] 、尾静脉注射[38] 。 此

外,还有一些研究者选择腹腔注射百草枯[39] 、X
射线诱导[40]及口咽滴注 SiO2 混悬液[41]等方法诱

导建立 IPF 动物模型。 造模具体操作总结,见

表 2。

3　 IPF 动物模型的评估方法

动物模型建立后,要明确模型是否建立成

功,因此模型建立后评估指标的选择同样是不可

忽视的重点。 目前的研究者使用的评估指标主

要包括动物一般体征、肺系数、肺功能、肺组织病

理、肺组织羟脯氨酸( hydroxyproline,HYP ) 含量

等,其中肺组织病理学检查和肺组织 HYP 含量是

检查 IPF 动物模型成功与否的主要指标。
3. 1　 一般体征及肺系数评估

模型建立后,动物的一般体征可通过肉眼直

接观察记录。 一般情况下,造模后动物会出现活

跃度下降、精神萎靡、弓背抱头、反应迟钝、摄食

及饮水量减少、体质量减轻、呼吸困难、毛色干枯

或脱毛甚至动物死亡等现象,存活的实验动物在

造模后 7
  

~
  

10
 

d 生活状态开始恢复[42] 。 处死动

物,分离出完整肺,使用 PBS 缓冲液清洗肺血迹,
吸干表面水分后马上称量肺湿重并计算肺系数,
在造模成功的状况下,与空白组比较,模型组动

物的肺湿重及肺系数会升高[43] 。
3. 2　 肺功能评估

 

通过肺功能检测,可以评估动物有无气流受
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　 　 　 　 　 　 表 1　 IPF 动物造模方法优点、局限性和适用情况

Table
 

1　 Advantages,
 

limitations
 

and
 

applicability
 

of
 

IPF
 

animal
 

modeling
 

methods
诱导方式
Induction

 

methods

建立途径
Establishing

 

pathways

优点
Advantages

局限性
limitations

适用情况
Applicability

博来霉素
BLM

气管内滴注 / 雾化吸
入、腹腔注射、尾静脉
注射、滴鼻吸入等

Intratracheal
instillation / nebulized

 

inhalation,
 

intraperitoneal
 

injection,
 

tail
 

vein
 

injection,
 

nasal
 

drip
 

inhalation,
 

etc

操作简便,建模时间短,可
重复性高,能复制出 IPF
典型肺组织病变,多次重
复气管滴注和雾化吸入效

果更为理想
Easy

 

to
 

operate,
 

short
 

modeling
 

time,
 

high
 

reproducibility,
 

and
 

reproduce
 

lung
 

tissue
 

lesions
 

typical
 

of
 

IPF,
 

repeated
 

tracheal
 

drops
 

and
 

nebulization
 

work
 

better

纤维化改变存在自限性和可逆
性,缺少间质性肺炎进行性和不
可逆性的特征,存在自愈倾向,不
同给药途径所导致的纤维化病变

部位及病理特点不一
Fibrotic

 

changes
 

are
 

self-limited
 

and
 

reversible,
 

and
 

lack
 

the
 

progressive
 

and
 

irreversible
 

characteristics
 

of
 

interstitial
 

pneumonia,
 

self-healing
 

tendency,
 

the
 

fibrotic
 

lesions
 

and
 

pathological
 

features
 

caused
 

by
 

different
 

routes
 

of
 

administration
 

vary

广泛适用于潜在抗纤维化
药物的筛选及药物治疗靶

点的研究
Widely

 

applicable
 

to
 

the
 

screening
 

of
 

potential
 

anti-
fibrosis

 

drugs
 

and
 

the
 

research
 

of
 

drug
 

treatment
 

targets

二氧化硅 /
石棉

Silica /
asbestos

气管内滴注 / 雾化吸
入、口咽滴注等

Intratracheal
instillation / nebulized

 

inhalation,
 

oropharyngeal
 

instillation,
 

etc

操作简便,沉积肺部的二
氧化硅 / 石棉粒子难以清
除,会形成一个持久性的

刺激因素
Easy

 

to
 

operate,
 

silica /
asbestos

 

particles
 

that
 

deposit
 

in
 

the
 

lungs
 

are
 

difficult
 

to
 

remove
 

and
 

can
 

form
 

a
 

persistent
 

irritant

建模时间长,肺叶病变分布不均
匀,缺少间质性肺炎典型特征,建
立的模型与矽肺 / 石棉肺模型更
为相似,石棉可能引起人罕见的

间皮瘤发生
Long

 

modeling
 

time,
 

uneven
 

distribution
 

of
 

lobar
 

lesions,
 

lack
 

typical
 

features
 

of
 

interstitial
 

pneumonia,
 

and
 

the
 

created
 

model
 

is
 

more
 

similar
 

to
 

the
 

silicosis /
asbestosis

 

model
 

适合矽肺 / 石棉肺治疗药
物相关研究

Suitable
 

for
 

research
 

on
 

drugs
 

related
 

to
 

silicosis /
asbestosis

 

treatment

百草枯
Paraquat

腹腔注射、灌胃给
药等

Intraperitoneal
 

injection,
 

intragastric
 

administration,
 

etc

操作简便,模型成功率高
Easy

 

to
 

operate,
 

high
 

model
 

success
 

rate

致死率高,会引起各脏器损伤,影
响动物生理状态,缺少间质性肺
炎的典型特征,纤维化病理特点
更符合百草枯致人肺纤维化病理

特点
High

 

lethality,
 

cause
 

damage
 

to
 

various
 

organs,
 

affect
 

animal
 

physiological
 

state,
 

lack
 

typical
 

features
 

of
 

interstitial
 

pneumonia,
 

the
 

pathological
 

features
 

of
 

fibrosis
 

are
 

more
 

in
 

line
 

with
 

the
 

pathological
 

characteristics
 

of
 

lung
 

fibrosis
 

caused
 

by
 

paraquat

适合于百草枯致人肺纤维
化研究

Suitable
 

for
 

research
 

on
 

paraquat-induced
 

pulmonary
 

fibrosis

异硫氰酸
荧光素

Fluorescein
 

isothiocyanate

气管内滴注
Intratracheal

 

instillation

可用免疫荧光的方法定位
肺纤维化的具体位置

Locate
 

the
 

specific
 

location
 

of
 

pulmonary
 

fibrosis
 

using
 

the
 

immunofluorescence
 

method

稳定性较差,造模动物会出现急
性中毒或死亡,标准化和重复性

较难实现,无临床相关性
Poor

 

stability,
 

modeling
 

animals
 

can
 

be
 

acutely
 

poisoned
 

or
 

die,
 

difficult
 

to
 

achieve
 

standardization
 

and
 

repeatability,
 

no
 

clinical
 

relevance

现已很少用于 IPF 治疗药
物研究

Now
 

rarely
 

used
 

in
 

drug
 

research
 

for
 

IPF

辐射
Radiation

X 线照射
X-ray

 

irradiation

有多种相关因子参与纤维
化病变过程,纤维化病变

持续时间较长
Multiple

 

related
 

factors
 

are
 

involved
 

in
 

the
 

fibrotic
 

lesion
 

process,
 

the
 

fibrotic
 

lesions
 

last
 

for
 

a
 

relatively
 

long
 

time

建模时间长,辐射量难以把控,价
格高昂,个体差异大,有剂量依赖
性,射线不正确使用会对动物和

操作人员造成伤害
Long

 

modeling
 

time,
 

difficult
 

to
 

control
 

radiation
 

levels,
 

expensive,
 

great
 

individual
 

differences,
 

dose-
dependent

 

and
 

improper
 

use
 

of
 

the
 

rays
 

can
 

harm
 

animals
 

and
 

operators

早期可作放射性肺炎模
型,晚期可作放射性肺纤

维化模型
Early-stage

 

can
 

be
 

used
 

as
 

radiation
 

pneumonia
 

model,
 

late-stage
 

can
 

be
 

used
 

as
 

radiation-induced
 

pulmonary
 

fibrosis
 

model
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续表 1

诱导方式
Induction

 

methods

建立途径
Establishing

 

pathways

优点
Advantages

局限性
limitations

适用情况
Applicability

基因修饰
Gene

 

modification

转基因、基因点突变、
基因敲除等

Genetic
 

modification,
 

gene
 

point
 

mutation,
 

gene
 

knockout,
 

etc

靶点明确,可诱导多种基
因模式模型,可观察疾病
自然进程,利于对 IPF 特
定机制进行探索和研究
Clear

 

target,
 

inducible
 

multiple
 

gene
 

pattern
 

models,
 

able
 

to
 

observe
 

the
 

natural
 

course
 

of
 

the
 

disease,
 

beneficial
 

for
 

exploring
 

and
 

researching
 

specific
 

mechanisms
 

of
 

IPF

建模时间长、价格高昂,有种属依
赖性,介导转基因用的病毒载体
本身具有潜在危害性,单一基因
模型与人多基因相关的 IPF 存在

一定差异
Long

 

modeling
 

time,
 

expensive,
 

species-dependent,
 

the
 

viral
 

vectors
 

used
 

for
 

mediating
 

transgenes
 

inherently
 

possess
 

potential
 

hazards,
 

and
 

differences
 

between
 

single-gene
 

model
 

and
 

human
 

multi-
gene-related

 

IPF

适合筛选特定抗纤维化药
物的具体成分相关研究

Suitable
 

for
 

research
 

on
 

the
 

specific
 

components
 

of
 

specific
 

anti-fibrotic
 

drugs
 

in
 

screening

异种移植
Xenotrans
plantation

移植人类细胞、组织
或器官至免疫缺陷动

物体内
Transplanting

 

human
 

cells,tissues
 

or
 

organs
 

into
 

immunodeficient
 

animals

更贴近临床病理,保留了
人类基因和表型特征,可

针对特定患者亚群
More

 

clinicopathologically,
 

preserving
 

human
 

genetic
 

and
 

phenotypic
 

signatures,
 

allowing
 

for
 

specific
 

patient
 

subpopulations

建模时间长,价格高昂,仅模拟局
部纤维化病灶,移植细胞存活率
低,依赖高免疫缺陷宿主,存在伦

理问题
Long

 

modeling
 

time,
 

expensive,
 

only
 

simulating
 

localized
 

fibrotic
 

lesions,
 

low
 

survival
 

rate
 

of
 

transplanted
 

cells
 

and
 

rely
 

on
 

highly
 

immunodeficient
 

hosts,
 

ethical
 

issues
 

exist

适合探索人类特异性病理
机制和个性化治疗策略

Suitable
 

for
 

exploring
 

human-specific
 

pathological
 

mechanisms
 

and
 

personalized
 

treatment
 

strategies

表 2　 IPF 动物造模过程

Table
 

2　 IPF
 

animal
 

modeling
 

process

造模方法
Modeling

 

methods
动物选择

Animal
 

selection
造模过程

Modeling
 

process
参考文献
References

气管内滴注 BLM
Intratracheal

 

instillation
 

of
 

BLM

雄性,C57BL / 6J 小鼠,7
  

~
  

8 周
龄,20

  

~
  

22
 

g
Male,

 

C57BL / 6J
 

mice,
 

7
  

~
  

8
 

weeks,
 

20
  

~
  

22
 

g

腹腔注射 1%戊巴比妥钠(70
 

μg / kg)麻醉小鼠,经声门裂
气管插管,滴入 BLM 溶液(5

 

mg / kg)后悬垂旋转小鼠,使
药物均匀分布肺组织

Intraperitoneal
 

injection
 

of
 

1%
 

sodium
 

pentobarbital
 

(70
 

μg / kg)
 

anesthetized
 

the
 

mice,
 

intubated
 

through
 

the
 

tracheal
 

cleft
 

of
 

the
 

glottic
 

cleft,
 

and
 

then
 

draped
 

and
 

rotated
 

the
 

mice
 

after
 

dropping
 

BLM
 

solution
 

(5
 

mg / kg)
 

to
 

evenly
 

distribute
 

the
 

drug
 

in
 

the
 

lung
 

tissue

[33]

雄性,SD 大鼠,6
  

~
  

7 周龄,
180

  

~
  

210
 

g
Male,

 

SD
 

rat,
 

6
  

~
  

7
 

weeks,
 

180
  

~
  

210
 

g

腹腔注射 2%戊巴比妥钠(0. 04
 

mg / g)麻醉大鼠固定,沿颈
正中切开皮肤,暴露气管,经气管缓慢滴入 BLM 溶液
(5

 

mg / kg)后直立旋转大鼠,使药物均匀分布肺组织
Intraperitoneal

 

injection
 

of
 

2%
 

sodium
 

pentobarbital
 

(0. 04
 

mg / g)
 

anesthetized
 

the
 

rat
 

for
 

fixation,
 

incision
 

of
 

the
 

skin
 

along
 

the
 

median
 

of
 

the
 

neck,
 

exposure
 

of
 

the
 

trachea,
 

and
 

slow
 

instillation
 

of
 

BLM
 

solution
 

(5
 

mg / kg)
 

through
 

the
 

trachea
 

and
 

upright
 

rotation
 

of
 

the
 

rat
 

to
 

evenly
 

distribute
 

the
 

drug
 

to
 

the
 

lung
 

tissue

[34]

气管内雾化吸入 BLM
Endotracheal

 

nebulized
 

inhalation
 

of
 

BLM

雄性,SD 大鼠,6
  

~
  

8 周龄,
(253. 18

  

±
  

5. 37)
 

g
Male,

 

SD
 

rat,
 

6
  

~
  

8
 

weeks,
 

(253. 18
  

±
  

5. 37)
 

g

雾化吸入 BLM 溶液(40
 

mmol / L)30
 

min,连续 3
 

d
Atomized

 

inhalation
 

of
 

BLM
 

solution
 

(40
 

mmol / L)
 

for
 

30
 

min
 

for
 

3
 

days
[35]

滴鼻吸入 BLM
Nasal

 

inhalation
 

BLM

雌性,ICR 小鼠,6
  

~
  

8 周龄,
(16

  

±
  

2)
 

g
Female,

 

ICR
 

mice,
 

6
  

~
  

8
 

weeks,
 

(16
  

±
  

2)
 

g

麻醉小鼠后,用微量移液器将 BLM 溶液(15
 

mg / kg)
经鼻腔缓缓滴入小鼠气管内

After
 

anesthetized
 

the
 

mice,
 

BLM
 

solution
 

(15
 

mg / kg)
 

was
 

slowly
 

dripped
 

into
 

the
 

trachea
 

of
 

the
 

mice
 

through
 

the
 

nasal
 

cavity
 

with
 

a
 

micropipette

[36]
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续表 2
造模方法

Modeling
 

method
动物选择

Animal
 

selection
造模过程

Modeling
 

process
参考文献
References

腹腔注射 BLM
Intraperitoneal

 

injection
 

of
 

BLM

雄性,C57BL / 6 小鼠,8 周龄
Male,

 

C57BL / 6
 

mice,
 

8
 

weeks

在第 1、5、8、11 和 15 天分别腹腔内注射 BLM 溶液
(5

 

mg / kg)
BLM

 

solution
 

(5
 

mg / kg)
 

was
 

injected
 

intraperitoneally
 

on
 

the
 

1st,
 

5th,
 

8th,
 

11th,
 

and
 

15th
 

days,
 

respectively

[37]

尾静脉注射 BLM
Tail

 

vein
 

injection
 

of
 

BLM

雄性,C57BL / 6J 小鼠,8 周龄,
18

  

~
  

22
 

g
Male,

 

C57BL / 6J
 

mice,
 

8
 

weeks,
 

18
  

~
  

22
 

g

适应性喂养后分为单次组和多次组,单次组经尾静脉注入
BLM 溶液(200

 

mg / kg);多次组每周经尾静脉注射 BLM
溶液(50

 

mg / kg),连续 6 周
After

 

adaptive
 

feeding,
 

they
 

were
 

divided
 

into
 

single
 

group
 

and
 

multiple
 

group,
 

and
 

the
 

single
 

group
 

was
 

injected
 

with
 

BLM
 

solution
 

(200
 

mg / kg)
 

through
 

the
 

tail
 

vein.
 

The
 

multiple
 

groups
 

were
 

injected
 

with
 

BLM
 

solution
 

(50
 

mg / kg)
 

through
 

the
 

tail
 

vein
 

every
 

week
 

for
 

6
 

consecutive
 

weeks

[38]

腹腔注射百草枯
Intraperitoneal

 

injection
 

glyphosate

雌性,C57BL / 6J 小鼠,
7

  

~
  

8 周龄,14
  

~
  

16
 

g
Female,

 

C57BL / 6J
 

mice,
7

  

~
  

8
 

weeks,
 

14
  

~
  

16
 

g

麻醉小鼠后,一次性腹腔注射百草枯(20
 

mg / kg)
After

 

anesthetizing
 

the
 

mice,
 

a
 

one-time
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

paraquat
 

(20
 

mg / kg)
 

[39]

X 射线诱导
X-ray

 

induction

雄性,Wistar 大鼠,
5 周龄,(200

  

±
  

20)
 

g
Male,

 

Wistar
 

rat,
5

 

weeks,
 

(200
  

±
  

20)
 

g

前 1
 

d 禁食水,麻醉后大鼠取仰卧位,用铅板挡住除胸部外
皮肤,辐射区域严格限制在胸部,使用 48

 

cm 的源表面距
离照射场进行 X 射线 40

 

Gy 单次局部照射
Fast

 

the
 

rats
 

for
 

1
 

d
 

prior
 

to
 

the
 

experiment,
 

place
 

rats
 

in
 

a
 

supine
 

position
 

after
 

anesthesia,
 

shield
 

the
 

entire
 

body
 

with
 

lead
 

plates
 

except
 

for
 

the
 

chest
 

skin
 

to
 

strictly
 

restrict
 

the
 

radiation
 

field
 

to
 

the
 

chest
 

area,
 

and
 

perform
 

a
 

single
 

local
 

X-ray
 

irradiation
 

at
 

a
 

dose
 

of
 

40
 

Gy
 

using
 

a
 

source-to-
surface

 

distance
 

of
 

48
 

cm

[40]

滴鼻吸入 SiO2

混悬液
Nasal

 

inhalation
 

of
 

SiO2

suspension

雄性,C57BL / 6 小鼠,6
  

~
  

8 周
龄,20

  

~
  

25
 

g
Male,

 

C57BL / 6
 

mice,
 

6
  

~
  

8
 

weeks,
 

20
  

~
  

25
 

g

连续 4
 

d 经小鼠鼻腔滴注 0. 05
 

mL 的 SiO2

混悬液(1. 664
 

mol / L)
0. 05

 

mL
 

of
 

SiO2
 suspension

 

(1. 664
 

mol / L)
 

was
 

instilled
 

through
 

the
 

mice
 

nasal
 

cavity
 

for
 

4
 

consecutive
 

days

[41]

限情况、肺组织是否处于病理状态。 IPF 模型动

物在进行肺功能检测时,肺活量( vital
 

capacity,
VC)、吸气气流高峰流速 ( peak

 

inspiratory
 

flow,
PIF)、吸气容积(tidal

 

volume,TV)、每分钟通气量

(minute
 

ventilation,MV)、呼出 50% 气量时流速

(50%
 

tidal
 

volume
 

expiratory
 

flow,EF50)等指标显

著下降,提示动物出现气流受限情况[44-45] 。
3. 3　 肺组织病理评估

模型动物的肺组织病理可以直观显示肺组

织的改变情况,肺组织病理检测是 IPF 确诊的重

要指标之一。 麻醉动物后取出肺,经甲醛固定、
脱水、石蜡包埋、切片、苏木素-伊红( HE)和(或)
Masson 染色等操作后,在显微镜下观察肺组织病

理学变化。 在 IPF 模型动物肺组织中,可见模型

组动物肺组织破坏严重,肺泡间隔变宽,肺泡壁

断裂,肺泡代偿性萎缩或增大,肺泡腔内大量炎

症细胞浸润,肺间质出现大量条索状瘢痕及胶原

纤维[46-47] 。

3. 4　 肺组织 HYP 含量评估

IPF 的一个主要病理特征是胶原蛋白的沉

积,HYP 是胶原蛋白特有的氨基酸之一,因此,测
定肺组织中 HYP 含量能够评估动物肺组织纤维

化程度。 测定 HYP 含量的方法有比色法和酶联

免疫吸附测定法等。 在应用比色法时,烘干的肺

组织所测得的 HYP 含 量 更 高, 结 果 更 稳 定

可靠[48] 。
3. 5　 其他指标评估

其他指标如肺组织中各种炎症因子含量、肺
泡灌洗液炎性细胞计数、血氧饱和度、细胞内活

性氧( reactive
 

oxygen
 

species,ROS) 水平、氧化应

激指标和 CT 等影像学的检测均对模型评估有重

要辅助作用。

4　 中药对 IPF 动物模型的干预作用

4. 1　 抗氧化应激

氧化应激是指机体内氧化与抗氧化作用失
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衡,导致 ROS 和活性氮( reactive
 

nitrogen
 

species,
RNS)等氧化产物过度积累。 ROS 和 RNS 的大量

堆积可直接损伤肺上皮细胞,促使肺上皮细胞凋

亡而导致间质纤维化倾向,同时 ROS 和 RNS 还

可通过改变与 IPF 发病机制有关的介质,如促纤

维化生长因子、 转化生长因子 β ( transforming
 

growth
 

factor-β,TGF-β)的表达来促进肺纤维化的

发展[49] 。 在 IPF 的发生发展过程中,氧化应激可

诱导炎症细胞活化并释放炎症介质,如白细胞介

素-1(interleukin-1,IL-1)、肿瘤坏死因子-α( tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)等,引发炎症反应,这些

介质又可进一步促进 ROS 和 RNS 的产生,加重

氧化应激,二者相互作用,共同推动
 

IPF
 

的病情

进展, 这 是 包 括 IPF 在 内 多 种 疾 病 的 病 理

过程[50-51] 。
中药防己提取所得的汉防己甲素具有抗炎、

抗纤维化及免疫调节的作用[52] ,严业超等[53] 对

重复多次气管内滴注 BLM 建立的 IPF 小鼠模型

连续灌胃, 发现汉防己甲素能够抑制 TGF-β /
Smad3 通路诱导的成纤维细胞活化相关蛋白纤连

蛋白 ( fibronectin)、 Ⅰ 型胶原 ( collagen
 

type
 

Ⅰ,
collagen

 

Ⅰ)、波形蛋白( vimentin)和 α-平滑肌激

动蛋白( α-smooth
 

muscle
 

actin,α-SMA)的表达水

平,且细胞实验结果表明汉防己甲素可能通过表达

AGTRAP 及 MPP6 基因进而降低 ROS 水平,抑制成

纤维细胞活化,从而达到治疗效果。 梁梓琛等[54]

研究证实桔梗素 D 除了可以介导 P2X7r-NLRP3 信

号通路或抑制 TLR4 信号通路调控肺纤维化外,还
可下调瞬时受体电位阳离子通道蛋白 6(transient

 

receptor
 

potential
 

cation
 

channel
 

6,TRPC6)表达进

而减少 ROS 产生,减弱肺纤维化程度。
4. 2　 抑制上皮间质转化(epithelial-mesenchymal

 

transition,EMT)
EMT 指上皮细胞向间质细胞转化,进而赋予

细胞迁移、侵袭和分泌细胞外基质( extracellular
 

matrix,ECM)能力的过程。 在 IPF 患者的肺组织

中,TGF-β 的表达通常上调,它可通过与细胞表面

受体结合,激活下游 Smad 蛋白等信号分子,诱导

上皮细胞发生 EMT,转化后的上皮细胞会改变其

ECM 的分泌模式,分泌大量的胶原蛋白、纤维连

接蛋白等,加快纤维组织的沉积,同时发生 EMT
的上皮细胞可分泌多种炎症因子和趋化因子,如

白细胞介素-6(interleukin-6,IL-6)、单核细胞趋化

蛋白-1 ( monocyte
 

chemoattractant
 

protein-1, MCP-
1)等,引发炎症反应,形成炎症与 EMT 的恶性循

环,推动 IPF 的进展[55-56] 。
虫草素可通过激活腺苷酸活化蛋白激酶

(AMP-activated
 

protein
 

kinase,AMPK) 信号通路

发挥抗纤维化作用,王小叶等[57] 发现虫草素可作

用于组蛋白去乙酰化酶 7( histone
 

deacetylase
 

7,
HDAC7)的活性位点,使 vimentin 乙酰化降解,抑
制 collagen

 

Ⅰ蛋白表达与 EMT,从而明显改善 IPF
小鼠的病理状态与肺组织结构。 黄芪总黄酮可

下调 BLM 诱导的 IPF 小鼠体内 miRNA-21 及

TGF-β1 表达,加强 Smad7 表达及 Smad7 对 Smad3
磷酸化水平的抑制,显著减少 α-SMA 蛋白表达,
阻滞 EMT,发挥对 IPF 的治疗效果[58] 。
4. 3　 调控巨噬细胞极化

巨噬细胞是维持组织稳态的关键参与者[59] ,
在不同的微环境信号刺激下,巨噬细胞会被诱导

极化成 M1 型和 M2 型两种表型,M1 型巨噬细胞

会释放大量的炎症介质(如 IL-1、TNF-α 等) 和

ROS,引发炎症反应和氧化应激水平升高,导致肺

组织损伤;而 M2 型巨噬细胞分泌的 TGF-β 会激

活肺成纤维细胞,并使其增殖并转化为肌成纤维

细胞,促进细胞外基质如胶原蛋白、纤维连接蛋

白等的合成和沉积,导致肺组织纤维化,在 IPF 患

者的肺组织中,二者动态平衡被打破,M2 型巨噬

细胞极化占优势且功能异常增强,持续分泌促纤

维化因子,导致 IPF 不断进展[60-61] 。
升陷化纤方(黄芪、知母、桔梗等) 及其拆方

可降低 IPF 大鼠血清 IL-6、 TGF-β1 含量,上调

SOCS1、SOCS3 蛋白表达,阻抑 STAT6 / PPAR-γ 通

路活性,进而抑制巨噬细胞极化为 M2 型,并促进

M2 型向 M1 型转化,维持二者动态平衡,达到抑

制 IPF 效果[62] 。 中药桔梗分离得到的桔梗皂苷

E 能够降低血清中白细胞介素-10( interleukin-10,
IL-10)、白细胞介素-4( interleukin-4,IL-4)、IL-6、
TNF-α 等细胞因子浓度及 p-STAT6、p-JAK1 蛋白

表达,抑制 JAK / STAT 信号通路阻抑巨噬细胞极

化为 M2 型,减少胶原沉积从而有效改善 IPF 小

鼠肺组织病理损伤[63] 。
4. 4　 抑制细胞凋亡

细胞凋亡是指细胞主动死亡从而维持细胞
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内稳态的程序性死亡。 细胞内促凋亡因子与抗

凋亡因子平衡失调是 IPF 发生的重要原因,促凋

亡因子 C / EBP 同源蛋白可诱导肺上皮细胞凋亡,
激活成纤维细胞,使其增殖并转化为肌成纤维细

胞并促进 ECM 沉积,导致肺组织的异常重塑及纤

维化[64] 。 同时 IPF 患者体内的成纤维细胞可通

过分泌高水平的促凋亡分子(半胱天冬蛋白酶-3、
肿瘤坏死因子受体 1 等)和下调 B 淋巴细胞瘤-2
(B-cell

 

lymphoma-2,Bcl-2)基因表达来诱导肺组

织 T 细胞凋亡和功能障碍,无法有效控制炎症反

应,使炎症持续存在,促进肺纤维化发展[65] 。
升陷汤可有效改善 IPF 患者的临床症状和生

活质量,LIANG 等[66]发现升陷汤可以降低血清中

TNF-α、干扰素-γ ( interferon-γ, IFN-γ)、 IL-1β 和

IL-18 等炎症因子水平,抑制肺组织中纤维蛋白的

表 达, 具 体 机 制 为 通 过 抑 制 泛 凋 亡 体

(PANoptosis)进而抑制细胞凋亡以延迟或逆转大

鼠肺纤维化的病理变化。 芪冬活血饮(黄芪、麦
冬、虎杖等)在临床上治疗间质性肺疾病疗效较

好,贺倩雯等[67] 进一步研究证实芪冬活血饮能降

低 IPF 小鼠肺组织 PI3K / Akt / mTOR 信号通路蛋

白磷酸化水平以及蛋白 PI3K、Akt、mTOR
 

mRNA
的表达,抑制细胞凋亡,延缓 IPF 进程。
4. 5　 促进细胞自噬

自噬是细胞在应急状态下的一种自我保护

方式,在机体组织修复和细胞凋亡等过程中发挥

重要作用[68] 。 正常情况下,自噬参与细胞外基质

降解酶的合成和分泌调节,自噬缺陷时 ECM 的合

成增加而降解减少,使得 ECM 在肺间质过度沉

积,而且自噬缺陷时会使细胞内的 TGF-β 信号增

强,诱导肺泡上皮细胞发生 EMT,促进 ECM 的分

泌和沉积,推动肺纤维化的发生发展[69] 。
TGF-β1 能通过激活 PI3K / Akt-mTOR 通路使

p62 蛋白表达降低,诱导自噬的发生,而 Becline-1
可参与自噬体膜形成并触发自噬,扶正通络方

(生地黄、山萸肉、女贞子等)能够使 BLM 诱导的

IPF 大鼠体内自噬小体和 Becline-1 蛋白表达增加

但降低 p62 蛋白表达,从而促进自噬以改善肺纤

维化[70] 。 于竞泽等[71]发现益肺散结方(黄芪、防
风、白术等)可以降低 BLM 诱导的 COPD-IPF 模

型大鼠的肺中炎症相关细胞因子白细胞介素-8
(interleukin-8,IL-8)、TNF-α 含量,增高自噬相关

基因 Beclin-1 与 LC3B 的表达,促进细胞自噬明显

改善大鼠肺组织损伤,减弱肺纤维化程度。
4. 6　 调控凝血系统

当肺组织损伤后,凝血系统会激活进而导致

纤维蛋白原转化为纤维蛋白沉积于肺泡和间质

中,沉积的纤维蛋白还会进一步诱导成纤维细胞

增殖和迁移,同时凝血酶可通过激活蛋白酶激活

受体-1( protease
 

activated
 

receptors-1,PAR-1),刺
激肺泡上皮细胞和成纤维细胞释放 TGF-β,促进

胶原合成和肌成纤维细胞分化,致使肺组织发生

纤维化[72-73] 。 此外, 血小板中所含有大量的

TGF-β 是诱导各种组织发生纤维化的主要促纤维

化细胞因子,且血小板活化后引发的高凝状态和

持续纤维蛋白沉积亦可导致 IPF 发生发展[74] 。
血栓通注射液是以三七总皂苷为主要有效

成分的注射液,常用于临床瘀血证的治疗,高云

航等[75] 证实血栓通注射液可通过调控
 

PAR-1
 

mRNA 水 平 与 可 溶 性 血 纤 蛋 白 单 体 复 合 体

(soluble
 

fibrinmonomer
 

complex,SFMC)、纤维蛋白

降解产物(fibrinogen
 

degradation
 

products,FDP)蛋

白水平,抑制凝血酶激活进而改善凝血途径,达
到治疗 IPF 的作用。 刘勇明等[76] 发现益气养阴

活血通络方(黄芪、北沙参、熟地黄等)可抑制血

小板活化和 CD40-CD40L 系统,显著降低 IPF 大

鼠体内血小板 CD41、CD62P 表达水平及 PAI-1、
FⅨ、FⅦ表达水平,改善凝血功能障碍并延缓 IPF
进展。

传统中医在治疗疾病的过程中更多强调辨

证论治、三因制宜、同病异治,根据不同患者患病

时自身的体质、身体机能情况以及证型,采取不

同措施进行干预治疗。 随着现代医学对中药成

分的不断探索挖掘,中药治疗多靶点、多途径的

优势越来越明显,因此,IPF 患者可在口服西药干

预纤维化进程时,同时服用中药汤剂,通过辨证

论治、因证组方、随证加减,进而达到既缓解临床

症状(标),又恢复身体整体机能(本)的效果,最
终延缓纤维化进展甚至治愈纤维化。 中药干预

作用机制总结,见表 3。

5　 小结

综上,在 IPF 动物模型中,大鼠和小鼠因其饲

养简单、价格低廉、个体差异性小等优点被大多
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数研究者所选择,树鼩因自身种属优势及 BLM 诱

导后肺部出现的病理特征较符合人 IPF,可能会

成为新的 IPF 实验模型动物。 在 IPF 动物模型的

建立方法中,BLM 诱导模型造模简单、造模周期

短、与人类 IPF 病理表现最为相似,应用最为普

遍,但同样缺少人类 IPF 进行性和不可逆性特征。
在 IPF 动物模型的评估方法中,肺组织病理改变

和肺组织 HYP 含量是最稳定且直观的评估方法,
此外,还可以借助动物的一般体征、肺系数、肺功

能、血氧饱和度、ROS 水平及 CT 影像学等指标共

同评价模型建立情况。

表 3　 中药干预作用机制

Table
 

3　 Mechanism
 

of
 

intervention
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine

作用机制
Mechanism

 

of
 

action

中药
Traditional

Chinese
 

medicine

相关信号通路
及分子

Related
 

signaling
 

pathways
 

and
 

molecules

动物选择
Animal

 

selection

造模方法
Modeling

 

methods
模型组动物指标

Model
 

group
 

animal
 

indicators
 

参考文献
References

 

抗氧化应激
Anti-oxidative

 

stress

汉防己甲素
Tetrandrine

TGF-β / Smad3 通
路,fibronectin、

collagen
 

Ⅰ、
vimentin 和

α-SMA,AGTRAP
和 MPP6 基因
TGF-β / Smad3

 

pathway,
 

fibronectin、
collagen

 

Ⅰ、
vimentin、α-SMA,

 

AGTRAP
 

and
 

MPP6
 

genes

雄性,
C57BL / 6J 小鼠,
6

  

~
  

8 周龄,22
 

g
Male,

 

C57BL / 6J
 

mice,
 

6
  

~
  

8
 

weeks,
 

22
 

g

气管内滴
注 BLM

Intratracheal
instillation

 

of
 

BLM

(1)肺功能检测:小鼠深吸气量及
呼吸系统顺应性降低;肺重指数和

HYP 含量增加
(2)肺组织 HE 及 Masson 染色:

小鼠肺组织结构混乱,肺泡壁变厚,肺
泡及间质腔内有大量炎性细胞浸润

及纤维化改变
(1)Lung

 

function
 

test:
 

deep
 

inhalation
 

volume
 

and
 

respiratory
 

system
 

decreased;
 

lung
 

weight
 

index
 

and
 

HYP
 

content
 

increased
(2)HE

 

and
 

Masson
 

staining
 

of
 

lung
 

tissue:
 

structure
 

of
 

the
 

lung
 

tissues
 

of
 

mice
 

were
 

chaotic,
 

the
 

alveolar
 

wall
 

were
 

thickened,
 

and
 

abundant
 

inflammatory
 

cells
 

infiltrated
 

and
 

fibrosed
 

in
 

the
 

alveoli
 

and
 

interstitial
 

cavity

[53]

桔梗素 D
Platycodonin

 

D

TRP 通道,
P2X7r-NLRP3 通

路,TRPC6
TRP

 

channel,
 

P2X7r-NLRP3
 

pathway,
 

TRPC6

雄性,
C57BL / 6J 小鼠,

6
  

~
  

8 周龄,
20

  

~
  

24
 

g
Male,

C57BL / 6J
 

mice,
 

6
  

~
  

8
 

weeks,
 

20
  

~
  

24
 

g

气管内滴
注 BLM

Intratracheal
instillation

 

of
 

BLM

肺组织 HE 染色:小鼠肺组织肺泡间
隔增宽,肺泡腔内纤维化渗出和血管

周围炎细胞浸润较明显
HE

 

staining
 

of
 

lung
 

tissue:
 

alveolar
 

septum
 

widened,
 

fibrotic
 

exudation
 

in
 

the
 

alveolar
 

cavity
 

and
 

perivascular
 

cell
 

infiltration
 

were
 

obvious
 

in
 

the
 

lung
 

tissues
 

of
 

mice

[54]

　 　 当前各种 IPF 诱导模型的病理表现都与人类

存在一定的差异,无法完全复制人类间质性肺炎

进行性和不可逆性特征,而且在建模过程中并无

明确的操作流程及药物剂量规定,造模结束后的

具体评估方法也未标准化、规范化,所以还需要

不断完善并探索新的规范化的 IPF 动物模型建立

方法。 目前研究者对 IPF 动物模型的建立上主要

以西医“病” 的建立为主,对于中医“肺痿” “肺

痹”具体的“证”的诱导建立较少。 IPF 动物模型

建立后,在未进行中医“证”的诱导的情况下,研
究者给予动物中药干预以验证中药的治疗效果,
并未将中医“辨证论治”的核心理论应用其中,缺
乏中医治疗疾病的独特思维。 未来应将中医思

维与现代研究相结合,建立中医病证结合的 IPF
动物模型,根据不同证型因证施治,进一步探索

中医药治疗 IPF 的有效药物及具体作用靶点。
IPF 的常见中医证型主要有肺气虚证、肺肾气虚

证、阴虚肺燥证、痰湿证及血瘀证 5 种证型[77] 。
传统中医的“辨证论治”强调整体和个体差异,现
代研究方法更注重客观和可重复性,二者结合,
关键在于将证候标准转化为可以监测到的量化

指标。 如肺气虚证不仅涉及呼吸系统,同时也涉

及免疫、消化和神经等多个系统的变化。 因此,
在构建动物模型时,可通过基因编辑或药物诱导

等技术模拟出具体疾病,再结合中医病因如饮食
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　 　 　 　 　 　续表 3

作用机制
Mechanism

 

of
 

action

中药
Traditional

Chinese
 

medicine

相关信号通路
及分子

Related
 

signaling
 

pathways
 

and
 

molecules

动物选择
Animal

 

selection

造模方法
Modeling

 

methods

模型组动物指标
Model

 

group
 

animal
 

indicators
 

参考文献
References

 

抑制
 

EMT
Inhibit

 

EMT

虫草素
Cordycepin

HDAC7 活性位
点,collagen

 

Ⅰ
HDAC7

 

active
 

site,
 

collagen
 

Ⅰ
 

雄性,
C57BL / 6J 小
鼠,6

  

~
  

8 周龄
Male,

C57BL / 6J
 

mice,
 

6
  

~
  

8
 

weeks

气管内滴
注 BLM

Intratracheal
 

instillation
 

of
 

BLM

肺组织 HE 染色:小鼠肺泡壁增厚,肺
泡结构紊乱,肺泡间隔增宽,出现大
量炎性细胞渗出,有纤维灶形成

HE
 

staining
 

of
 

lung
 

tissue:
 

thickening
 

of
 

alveolar
 

walls,
 

disruption
 

of
 

alveolar
 

structure,
 

widening
 

of
 

alveolar
 

septa,
 

and
 

the
 

presence
 

of
 

abundant
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

with
 

fibrous
 

foci
 

formation

[57]

黄芪总黄酮
Astragalus

 

total
 

flavonoids

miRNA-21,let-7d
及 TGF-β / Smad
通路,α-SMA

miRNA-21,
 

let-
7d,

 

and
 

TGF-β /
Smad

 

pathway,
 

α-SMA

雄性,
C57BL / 6 小
鼠,8 周龄,
19

  

~
  

21
 

g
Male,

C57BL / 6
 

mice,
 

8
 

weeks,
 

19
  

~
  

21
 

g

气管内滴
注 BLM

Intratracheal
 

instillation
 

of
 

BLM

(1)造模后小鼠毛发枯黄蓬乱,精神
萎靡,活动度减少,体质量减轻

(2)肺组织 HE 染色:肺组织炎性细
胞浸润,肺泡塌陷,肺间隔增厚

(3)肺组织 Masson 染色:肺实变区胶
原增生明显,胶原纤维聚集成块状

(4)肺组织 HYP 含量明显增高
(1)After

 

modeling,
 

mice’s
 

fur
 

had
 

become
 

dry,
 

disheveled,
 

their
 

spirit
 

were
 

low,
 

their
 

activity
 

decreased,
 

and
 

their
 

body
 

mass
 

decreased
(2)HE

 

staining
 

of
 

lung
 

tissue:
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

in
 

lung
 

tissue,
 

collapse
 

of
 

alveoli,
 

and
 

thickening
 

of
 

lung
 

interstitium
(3)Masson

 

staining
 

of
 

lung
 

tissue:
 

collagen
 

proliferation
 

in
 

the
 

area
 

of
 

pulmonary
 

consolidation
 

was
 

evident,
 

with
 

collagen
 

fibers
 

forming
 

clumps
(4)Lung

 

tissue
 

HYP
 

content
 

was
 

significantly
 

increased

[58]

调控巨噬细
胞极化

Regulating
 

macrophage
 

polarization

升陷化纤方
及其拆方
Shengxian

 

Huaxian
 

Fang
 

and
 

Its
 

Deconstructed
 

Formula

STAT6 / PPAR-γ
通路,IL-6、TGF-

β1,
 

SOCS1、
SOCS3

STAT6 / PPAR-γ
 

pathway,
 

IL-6、
TGF-β1,

 

SOCS1、
SOCS3

雄性,
SD 大鼠,

6
  

~
  

8 周龄,
(200

  

±
 

20)
 

g
Male,

 

SD
 

rat,
 

6
  

~
  

8
 

weeks,
 

(200
  

±
  

20)
 

g

气管内滴
注 BLM

Intratracheal
 

instillation
 

of
 

BLM

(1)肺功能检测:大鼠 PEF、PIF、
EF50 均降低

(2)肺组织 Masson 染色:大鼠肺间
质出见大量条索状或片状蓝色胶原

纤维沉积
(1)Lung

 

function
 

test:
 

PEF,
 

PIF,
 

and
 

EF50
 

were
 

all
 

decreased
 

in
 

rats
(2)Masson

 

staining
 

of
 

lung
 

tissue:
 

abundant
 

cord-like
 

or
 

flaky
 

blue
 

collagen
 

fibrillary
 

deposits
 

were
 

found
 

in
 

the
 

interstitium
 

of
 

rats
 

lungs

[62]

桔梗皂苷 E
Platycodon

 

saponin
 

E

JAK / STAT 通路,
IL-10、IL-4、IL-6、

TNF-α,
 

p-
STAT6、p-JAK1

JAK / STAT
 

pathway,IL-10、
IL-4、IL-6、TNF-
α,

 

p-STAT6、
p-JAK1

雌性,
BALB / c 小鼠,

17
  

~
  

22
 

g
Female,

BALB / c
 

mice,
 

17
  

~
  

22
 

g

滴鼻吸
入 BLM

Nasal
 

inhalation
 

BLM

(1)肺组织 HE 染色:小鼠肺组织
结构呈扭曲状态,肺泡壁增厚且肺间

质有很多胶原沉积
(2)肺组织 Masson 染色:小鼠肺泡
壁增厚,肺泡隔塌陷,有炎性细胞浸

润,大量沉积胶原蛋白
(1)HE

 

staining
 

of
 

lung
 

tissue:
 

structure
 

of
 

mice
 

lung
 

tissues
 

appeared
 

twisted,
 

with
 

thickened
 

alveolar
 

walls
 

and
 

abundant
 

collagen
 

deposition
 

in
 

the
 

interstitium
(2)Masson

 

staining
 

of
 

lung
 

tissue:
 

alveolar
 

walls
 

of
 

the
 

mice
 

lung
 

were
 

thickened,
 

alveolar
 

septa
 

have
 

collapsed,
 

and
 

there
 

were
 

infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

with
 

abundant
 

deposition
 

of
 

collagen
 

protein

[63]
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续表 3

作用机制
Mechanism

 

of
 

action

中药
Traditional

Chinese
 

medicine

相关信号通路
及分子

Related
 

signaling
 

pathways
 

and
 

molecules

动物选择
Animal

 

selection

造模方法
Modeling

 

methods

模型组动物指标
Model

 

group
 

animal
 

indicators
 

参考文献
References

 

抑制细胞
凋亡

Inhibit
 

cell
 

apoptosis

升陷汤
Shengxian

 

Decoction

泛凋亡体,TNF-
α、IFN-γ、IL-1β、

IL-18
PANoptosis,

 

TNF-α、IFN-γ、
IL-1β、IL-18

雄性,SD 大
鼠,7 周龄,

(200
  

±
  

10)
 

g
Male,

 

SD
 

rat,
 

7
 

weeks,
 

(200
  

±
  

10)
 

g

气管内滴
注 BLM

Intratracheal
 

instillation
 

of
 

BLM

(1)肺功能检测:大鼠 PIF、PEF、
MV、EF50 均较低

(2)肺组织 HE 及 Masson 染色:大
鼠肺组织沉积大量胶原蛋白

(3)Micro-CT 示:肺组织出现较大灰
白色高密度阴影及毛玻璃样变化
(1)Lung

 

function
 

test:
 

PIF,
 

PEF,
 

MV,
 

and
 

EF50
 

were
 

lower
(2)HE

 

and
 

Masson
 

staining
 

of
 

lung
 

tissue:
 

large
 

amounts
 

of
 

collagen
 

were
 

deposited
 

in
 

rat
 

lung
 

tissues
(3)Micro-CT:

 

lung
 

tissues
 

showed
 

a
 

large
 

gray-white
 

high-density
 

shadow
 

and
 

ground-glass
 

changed

[66]

芪冬活血饮
Qidong

 

Huoxue
 

Decoction

PI3K /
Akt / mTOR

通路
PI3K / Akt /

mTOR
 

pathway

雄性,
C57BL / 6
小鼠,

(20
  

±
  

2)
 

g
Male,

C57BL / 6
 

mice,
 

(20
  

±
  

2)
 

g

气管内滴
注 BLM

Intratracheal
 

instillation
 

of
 

BLM

(1)造模后小鼠体质量显著降低,毛
发有脱落,活动量及饮食减少

(2)肺组织 HE 染色:小鼠肺泡壁
增厚,肺泡腔狭窄塌陷,大量炎性细

胞浸润
(3)肺组织 Masson 染色:小鼠肺

组织大量胶原纤维蓝染
(1)After

 

modeling,
 

body
 

mass
 

of
 

mice
 

was
 

significantly
 

reduced,
 

hair
 

was
 

lost,
 

and
 

the
 

amount
 

of
 

activity
 

and
 

diet
 

decreased
(2)HE

 

staining
 

of
 

lung
 

tissue:
 

alveolar
 

walls
 

of
 

the
 

mice
 

were
 

thickened,
 

alveolar
 

cavities
 

were
 

narrow
 

and
 

collapsed,
 

and
 

there
 

were
 

extensive
 

infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells
(3)Masson

 

staining
 

of
 

lung
 

tissue:
 

abundant
 

collagen
 

fibers
 

indigo
 

staining
 

in
 

mice
 

lung
 

tissue

[67]

促进自噬
Promote

 

autophagy

扶正通络方
Fuzheng

 

Tongluo
 

Formula

自噬小体、p62 与
becline-1 蛋白

Autophagosome,
 

p62
 

and
 

becline-1
 

protein

雄性,
SD 大鼠,

10
  

~
  

12 周龄,
(200

  

±
 

20)
 

g
Male,

 

SD
 

rat,
 

10
  

~
  

12
 

weeks,
 

(200
  

±
  

20)
 

g

气管内滴
注 BLM

Intratracheal
 

instillation
 

of
 

BLM

(1)大鼠肺大体见散状出血,黑色瘀
斑,肺重量及硬度增加,表面呈结

节样
(2)肺组织 HE 染色:支气管壁及血
管壁外周出现炎细胞聚集,外膜小血

管扩张
(3)肺组织 Masson 染色:支气管周围
及肺泡间隔出现大量蓝绿色胶原

纤维
(4)肺系数增加,肺组织 HYP 增加

(1)Rat
 

lungs
 

showed
 

scattered
 

hemorrhage,
 

black
 

bruises,
 

increased
 

lung
 

weight
 

and
 

hardness,
 

and
 

a
 

nodular
 

appearance
 

on
 

the
 

surface
(2)HE

 

staining
 

of
 

lung
 

tissue:
 

inflammation
 

cells
 

gathered
 

around
 

bronchial
 

and
 

vascular
 

walls,
 

and
 

outer
 

layer
 

of
 

small
 

blood
 

vessels
 

expanded
(3)Masson

 

staining
 

of
 

lung
 

tissue:
 

abundant
 

blue-green
 

collagen
 

fibers
 

appeared
 

around
 

bronchi
 

and
 

alveolar
 

septa
(4)Lung

 

coefficient
 

increased,
 

and
 

HYP
 

of
 

lung
 

tissue
 

increased

[70]
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续表 3

作用机制
Mechanism

 

of
 

action

中药
Traditional

Chinese
 

medicine

相关信号通路
及分子

Related
 

signaling
 

pathways
 

and
 

molecules

动物选择
Animal

 

selection

造模方法
Modeling

 

methods
模型组动物指标

Model
 

group
 

animal
 

indicators
 

参考文献
References

 

益肺散结方
Yifei

 

Sanjie
 

Formula

自噬相关基因
Beclin1 与 LC3B,

 

IL-8、TNF-α
Autophagy-related

 

genes
 

Beclin-1
 

and
 

LC3B,
 

IL-8、
TNF-α

雄性,SD 大
鼠,4 周龄,

(200
  

±
  

20)
 

g
Male,

 

SD
 

rat,
 

4
 

weeks,
 

(200
  

±
  

20)
 

g

气管内滴
注 BLM

  

+
  

香烟烟雾
刺激

Intratracheal
 

instillation
 

of
 

BLM
  

+
  

cigarette
 

smoke
 

irritation

(1)造模结束随机处死 3 只大鼠初步
观察病理情况

(2)取材后肺组织 HE 染色:大鼠
支气管纤毛上皮细胞变性、坏死、脱
落,支气管周围大量炎性细胞浸润,
肺泡结构紊乱,肺泡壁变薄、断裂,肺

泡腔扩大融合
(1)At

 

the
 

end
 

of
 

modeling,
 

3
 

rats
 

were
 

randomly
 

sacrificed
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

conditions
(2)HE

 

staining
 

of
 

lung
 

tissue
 

after
 

sampling:
 

degeneration,
 

necrosis,
 

and
 

shedding
 

of
 

ciliated
 

epithelial
 

cells
 

in
 

the
 

bronchi
 

of
 

rats,
 

accompanied
 

by
 

extensive
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

around
 

the
 

bronchi,
 

disruption
 

of
 

alveolar
 

structure,
 

thinning
 

and
 

rupture
 

of
 

alveolar
 

walls,
 

and
 

enlargement
 

and
 

fusion
 

of
 

alveolar
 

spaces

[71]

血栓通注
射液

Xueshuantong
 

injection

凝血级联途
径,PAR-1,

 

SFMC、FDP
Coagulation

 

cascade
 

pathway,
PAR-1,

 

SFMC、FDP

雄性,
Wistar 大鼠,
8

  

~
  

10 周龄,
(200

  

±
  

20)
 

g
Male,

Wistar
 

rat,
 

8
  

~
  

10
 

weeks,
 

(200
  

±
  

20)
 

g

气管内滴
注 BLM

Intratracheal
 

instillation
 

of
 

BLM

(1)造模后大鼠食量及饮水量下降,
精神状态差,毛发发黄粗糙,部分大
鼠拱背,口唇及爪甲暗紫,少数口鼻

出血,呼吸较困难
(2)肺 CT:大鼠肺纹理模糊,有致密

阴影及蜂窝样改变
(1)After

 

modeling,
 

food
 

intake
 

and
 

water
 

consumption
 

of
 

rats
 

decreased,
 

their
 

spirit
 

was
 

low,
 

their
 

fur
 

became
 

yellow
 

and
 

rough,
 

some
 

rats
 

hunched
 

their
 

backs,
 

their
 

lips
 

and
 

claws
 

turned
 

dark
 

purple,
 

and
 

a
 

few
 

experienced
 

nosebleeds
 

and
 

difficulty
 

breathing
(2)CT

 

of
 

lung:
 

lung
 

texture
 

of
 

rat
 

was
 

blurred,
 

with
 

dense
 

shadows
 

and
 

honeycomb-like
 

changed

[75]

调控凝血
途径

Regulating
 

the
 

blood
 

clotting
 

pathway

益气养阴活
血通络方

Yiqi
 

Yangyin
 

Huoxue
 

Tongluo
 

Formula

CD40-CD40L 系
统,PAI、FⅨ、FⅦ

CD40-CD40L
 

system,
 

PAI、
FⅨ、FⅦ

雄性,
Wistar 大鼠,
6

  

~
  

8 周龄,
(180

  

±
  

20)
 

g
Male,

Wistar
 

rat,
 

6
  

~
  

8
 

weeks,
 

(180
  

±
  

20)
 

g

气管内滴
注 BLM

Intratracheal
 

instillation
 

of
 

BLM

(1)造模后大鼠精神萎靡,毛发发黄
脱落,呼吸困难,进食减少

(2)病理学:第 7 天肺泡间隔增宽,有
炎症细胞聚集,肺间质见水肿;第 14
天肺泡腔缩小,腔内炎症细胞减少成
纤维细胞增多,间质内见胶原纤维增
生;第 28 天肺泡间隔塌陷,大量胶原

纤维沉积,见纤维瘢痕与蜂窝肺
(3)模型组大鼠第 7、14、28 天肺组织

 

HYP 含量均显著升高
(1)After

 

modeling,
 

rats
 

appeared
 

lethargic,
 

with
 

yellowing
 

and
 

shedding
 

fur,
 

difficulty
 

breathing,
 

and
 

reduced
 

appetite
(2)Pathology

 

demonstration:
 

on
 

the
 

7th
 

day,
 

alveolar
 

septum
 

was
 

widened,
 

inflammatory
 

cells
 

were
 

accumulated,
 

and
 

edema
 

was
 

seen
 

in
 

the
 

lung
 

interstitium;
 

on
 

the
 

14th
 

day,
 

alveolar
 

cavity
 

shrank,
 

inflammatory
 

cells
 

in
 

the
 

cavity
 

decreased,
 

fibroblasts
 

increased,
 

and
 

collagen
 

fibrils
 

proliferated
 

in
 

the
 

interstitium;
 

on
 

the
 

28th
 

day,
 

alveolar
 

septum
 

collapsed,
 

and
 

abundant
 

collagen
 

fibers
 

were
 

deposited,
 

as
 

seen
 

in
 

fibrous
 

scars
 

and
 

honeycomb
 

lungs.
(3)Lung

 

tissue
 

hydroxyproline
 

content
 

of
 

model
 

group
 

rats
 

at
 

7,
 

14,
 

and
 

28
 

days
 

significantly
 

increased

[76]
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不节、情志内伤等内外因构建出完整的所需证候

的动物模型,如肺气虚模型可在经 BLM 进行诱导

后,对动物进行强制游泳和吸烟,使小鼠达到肺

气虚的临床表现。 在进行模型评价时,因传统

“望闻问切”四诊在动物身上无法应用,这就需要

根据生理生化指标、行为学测试等手段更为精确

的评估模型是否符合中医的证候标准。
西药治疗 IPF 效果并不理想,中医药具有治

疗靶点多、疗效较好、安全性高等优势。 通过中

药组方或单味药对 IPF 动物模型进行干预,确定

中药治疗 IPF 的具体作用机制,是动物实验研究

的重点与目的,同样是临床新药研发与推广的关

键依据。 综合分析中医药治疗 IPF 的研究现状,
经典方和自拟方受到研究者的重点关注,此外经

典方和自拟方中起主要治疗作用的单味药及其

成分亦是研究的热点[78] 。 研究者应关注方剂中

君臣佐使的配伍关系,某些中药在组方中可能并

未直接治疗 IPF,但是其佐助和引经作用亦不容

忽视,中药方剂正是从多药物搭配、联合奏效的

角度去治疗疾病,各味药物的作用都不可小觑。
多个机制互相串扰、互为因果、共同作用是 IPF 的

发病机制特点,因此从多药物联合作用、多机制

串扰关系研究中医药治疗 IPF 前景可观。
动物实验研究的最终目的是应用于临床,改

变患者的疾病状态,因此,应及时掌握目前研究

现状,找出问题并尽力完善,模拟出最符合的人

类 IPF 病理表现的动物模型,再加以中药干预,验
证疗效,发挥出中医药治疗 IPF 的最大优势。
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基因编辑在肿瘤类器官中的研究进展
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　 　 【摘要】 　
 

类器官已成为肿瘤研究的重要技术平台,但在模拟肿瘤组织结构和功能方面依旧存在问题。
基因编辑技术的发展,尤其与肿瘤类器官相结合时,为精准、全面地模拟体内肿瘤模型特征提供了新的途径。
通过基因编辑技术在肿瘤类器官中引入特定基因变异或修正突变,可以深入解析肿瘤的发生发展机制,探索

潜在的治疗靶点,并加速药物筛选过程,为肿瘤个体化治疗提供了新的思路。 本文综述了肿瘤类器官的形成

及基因编辑策略应用于肿瘤类器官研究的技术要点,重点阐述了基因编辑技术在肿瘤类器官上的独特应用及

前景。 同时,提出准确模拟体内微环境,推动类器官基因编辑技术的标准化和稳定性,优化基因编辑效率,可
以加速肿瘤类器官在精准医学研究中的应用。
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【Abstract】　
 

Organoids
 

have
 

become
 

an
 

important
 

technological
 

platform
 

in
 

cancer
 

research,
 

but
 

simulating
 

the
 

primary
 

tumor
 

tissue
 

structure
 

and
 

function
 

still
 

presents
 

problems.
 

The
 

development
 

of
 

gene-editing
 

technology,
 

especially
 

when
 

combined
 

with
 

tumor
 

organoids,
 

provides
 

a
 

new
 

approach
 

for
 

accurately
 

and
 

comprehensively
 

simulating
 

the
 

in
 

vivo
 

characteristics
 

of
 

tumor
 

models.
 

Introducing
 

specific
 

gene
 

mutations
 

or
 

correcting
 

mutations
 

in
 

tumor
 

organoids
 

through
 

gene-editing
 

technology
 

can
 

allow
 

detailed
 

analysis
 

of
 

the
 

mechanisms
 

of
 

tumor
 

initiation
 

and
 

progression,
 

as
 

well
 

as
 

exploring
 

potential
 

therapeutic
 

targets,
 

accelerating
 

the
 

drug-screening
 

process,
 

and
 

providing
 

new
 

insights
 

for
 

personalized
 

cancer
 

treatment.
 

This
 

article
 

reviews
 

the
 

formation
 

of
 

tumor
 

organoids
 

and
 

the
 

technical
 

aspects
 

of
 

gene-editing
 

strategies,
 

emphasizing
 

their
 

unique
 

applications
 

and
 

prospects
 

in
 

tumor
 

organoids.
 

We
 

also
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propose
 

that
 

accurately
 

simulating
 

the
 

in
 

vivo
 

microenvironment,
 

promoting
 

the
 

standardization
 

and
 

stability
 

of
 

organoid
 

gene-editing
 

technology,
 

and
 

optimizing
 

the
 

efficiency
 

of
 

gene
 

editing
 

can
 

accelerate
 

the
 

application
 

of
 

organoids
 

in
 

precision
 

medicine
 

research.
【Keywords】　 gene-editing;

 

tumor
 

organoids;
 

CRISPR / Cas9;
 

stem
 

cell
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　 　 全球癌症每年致使近 1000 万人失去生命,且
这一数字预计仍将持续攀升[1] 。 令人遗憾的是,
有效的癌症治疗手段数量却未能跟上这一严峻

趋势。 其中一个关键因素在于缺乏能够精准模

拟人类肿瘤形态、分子特征以及微环境多样性的

体外临床前模型。 鉴于此,研究人员提出了肿瘤

类器官这一概念。 肿瘤类器官是在体外培养的

3D 细胞模型,在适当的培养条件下,肿瘤细胞或

肿瘤干细胞可自行组装成与原始肿瘤组织相似

的细胞结构和功能特征[2] 。 相比于细胞系,类器

官更能代表人类肿瘤的多样性,因为细胞系通常

无法再现体内细胞的结构、功能和生理方面[3] 。
且由于肿瘤细胞系随着时间推移会发生多个额

外突变, 导致其细胞极性和酶活性等发生改

变[4-5] 。 虽患者源性异种移植 ( patient-derived
 

xenografts,PDX)模型有助于克服与细胞系使用相

关的局限性,保留原始患者肿瘤的基因组特征、
组织病理学和异质性,但其构建周期长、成功率

低,因此,在患者临床治疗中并不适用。 此外,
PDX 模型只适用于检测有限数量的药物组合,并
不适于高通量筛选。 而类器官模型可以降低实

验的复杂性,构建效率明显提升,且可快速扩增、
长期培养,并且适合应用实时成像技术[6-8] 。 总

之,与细胞系和 PDX 模型相比,类器官具有前沿

性、精准性、高效性,以及功能多样性等优势。 但

如何使类器官更好地发挥其优势,使其更加精

确、全面地模拟各种肿瘤,为研究人员提供一个

良好的体外模型,成为了当前研究重点。
在过去数年中,基因编辑技术的发展,尤其

是 CRISPR / Cas9 系统的发现,将与肿瘤相关的遗

传变异精准设计到干细胞中成为可能,进而培养

了各式各样的类器官[9] ,这些类器官保留着患者

特定的致病突变与表观遗传背景,为有效模拟体

内肿瘤特征开辟了全新的路径。 此外, 由于

CRISPR / Cas9 系统具备高精度、可重复性、易用

性、成本效益以及在众多研究领域广泛的实用性

等诸多优势[10] ,其与类器官培养技术的有机结合

为深入探究肿瘤相关信息以及推动精准医学的

发展构建了一个独一无二的模型。
构建基因编辑的肿瘤类器官模型不仅为肿

瘤研究提供了更为精准的工具,还有助于在肿瘤

发生发展机制、药物筛选、个性化治疗等多方面

取得更为显著的突破,从而为应对肿瘤这一全球

性健康挑战带来新的希望与可能。 在这篇综述

中,讨论了肿瘤类器官的形成以及用于肿瘤类器

官的基因编辑方法和递送靶基因的方式,重点关

注了基于 CRISPR / Cas9 的基因编辑技术在肿瘤

类器官中的关键作用和应用潜能,期望为肿瘤研

究提供一个新的实验工具。

1　 肿瘤类器官的来源

干细胞作为原始且未分化的细胞,具备自我

更新能力,同时还能够分化产生某种特定组织类

型的细胞。 鉴于其自我更新以及多向分化的潜

能,类器官得以从干细胞中构建生成,包括诱导

多 能 干 细 胞 ( induced
 

pluripotent
 

stem
 

cells,
iPSCs)、胚胎干细胞(embryonic

 

stem
 

cells,ESCs)、
成体干细胞( adult

 

stem
 

cells,ASCs) 以及肿瘤组

织[11] 。 在肿瘤类器官的培育过程中,正常干细胞

通常会被置于三维培养系统内的基质胶 ( 如

Matrigel)之中,并且会添加适宜的细胞因子,以此

来模拟组织发育过程中的各类信号[12] 。 干细胞

发展演变成类器官后,利用 CRISPR / Cas9 技术对

驱动突变进行序列敲除和敲入,生成肿瘤类器

官,作为进一步研究肿瘤发病机制的方法[13] 。
1. 1　 成体干细胞来源

ASCs 衍生的类器官技术有助于模拟不同肿

瘤的表型,利用这些模型,不仅可进行药物筛选,
还可开展基础研究。 例如,通过 CRISPR / Cas9 技

术构建小鼠结肠癌类器官,揭示 SOX17 在早期结

直肠癌免疫逃避中的关键作用[14] 。 且 ASCs 衍生

类器官培养方案简单、耗时短且成熟度高,与成
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人组织相似度高[15-16] 。 但其细胞成分单一,主要

为上皮细胞[11] ,且对不同组织的培养基了解有

限,这些都限制了 ASCs 衍生类器官的应用。
1. 2　 诱导多能干细胞来源

除了 ASCs,类器官还能源自 ESCs 或 iPSCs。
人类 ESCs 因受到伦理法规的约束,其应用范围

受到限制,无法广泛普及。 相较而言,iPSCs 是通

过特定转录因子对体细胞进行重编程而获得,具
备与 ESCs 相似的多能性,能够分化成多种不同

类型的细胞[17] 。 通过在不同发育阶段引入癌基

因过表达或抑癌基因的功能丧失来从 iPSCs 建立

肿瘤类器官。 这种来源的类器官可用于研究基

因突变在肿瘤发生和肿瘤发展中的作用[18-19] 。
然而,在从 iPSCs 产生类器官的过程中存在一个

难点,传统的分化方法通常只能使 iPSCs 分化为

特定类型的细胞,难以形成构成肿瘤中的多种细

胞类型,这就导致了 iPSCs 衍生的类器官肿瘤细

胞之间缺乏关键的相互作用[20] 。
1. 3　 肿瘤组织来源

基于 ASCs 衍生类器官的培养方案,研究人

员可以从肿瘤组织(包括原发性肿瘤、循环肿瘤

细胞和继发性转移瘤)中分离的肿瘤细胞或肿瘤

干细胞在特定培养条件下形成肿瘤类器官,该种

类器官很好地保留了肿瘤的组织病理学特征、基
因特征和异质性,可用于肿瘤研究、药物筛选和

个性化医疗,如胰腺癌[21] 、前列腺癌[22] 、肺癌[23] 、
胃癌[24]等多种肿瘤的类器官模型已被成功建立。

类器官的来源多种多样,每种来源都有其独

特的优势和应用场景,为肿瘤的研究和治疗提供

了重要的工具和模型。

2　 肿瘤类器官基因编辑技术的类型

2. 1　 应用于肿瘤类器官的基因编辑技术

类器官培养体系为探索肿瘤相关机制提供

了良好的实验工具,但深入揭示基因在肿瘤中的

作用需要精确的基因编辑方法。 传统的同源重

组技术在小鼠 ESCs 中展现出较高的基因编辑效

率,但当应用于人类 ESCs 或 iPSCs 时,其靶向效

率存疑。 为了切实提高基因编辑效率,科研人员

成功 研 发 出 了 基 于 锌 指 核 酸 酶 ( zinc-finger
 

nucleases, ZFN ) 和 TALE 核 酸 酶 ( transcription
 

activator-like
 

effector
 

nucleases,TALENs)技术的基

因编辑方法[25] 。 然而,设计 ZFN 和 TALENs 以精

准地靶向不同序列在技术层面仍然充满困难,并
且需要投入较高的成本[26] 。 CRISPR 和 CRISPR
相关蛋白的发现与发展,因其编程相对简便、具
有高度特异性以及多功能性,为肿瘤类器官的研

究提供了良好的基因编辑方法。
其中, CRISPR / Cas9 是 一 种 RNA 介 导 的

DNA 内切酶,通过与目标序列互补的单引导 RNA
(single

 

guide
 

RNA,sgRNA)引导识别靶 DNA。 为

了使 Cas9 结合并切割 DNA,目标序列下游需要

存在一个原间隔邻接基序 ( protospacer
 

adjacent
 

motif,PAM),从而在 DNA 上产生钝端或交错末

端的双链断裂(double-strand
 

break,DSB)。 随后,
通过 同 源 定 向 修 复 ( homology-directed

 

repair,
HDR) 或非同源末端连接 ( non-homologous

 

end
 

joining,NHEJ)等不同的 DNA 修复机制,实现基

因工程的应用[27-28] 。 基于 CRISPR / Cas9 的特点,
只需针对目标序列与其互补的 sgRNA 设计,便可

降低操作的复杂性和成本。 此外,通过表达不同

的 sgRNA,可以在同一细胞中进行多个基因位点

的编辑,为系统化、网络化研究肿瘤发生发展的

分子机制提供了有效途径[29-30] 。
肿瘤相关的基因突变通常受多因素调控,在

类器官模型中应用 CRISPR / Cas9 基因编辑技术

可以更好地模拟临床病例的遗传异质性,这对于

全面深入地了解肿瘤发生发展的原因,以及开发

适宜的治疗手段具有重要意义[31-32] 。 然而,
CRISPR / Cas9 仍面临脱靶效应、DNA 损伤引起的

细胞毒性以及免疫原性等限制因素[33-34] 。 在 2D
细胞培养中,NHEJ 的效率足以实现群体基因敲

除,验证结果时,可以直接对细胞进行分析,避免

了扩大单细胞克隆的要求。 然而,在类器官中进

行基因编辑时,CRISPR / Cas9 诱导的 NHEJ 效率

不如在 2D 细胞系中高,因此编辑后需要对单个

克隆进行验证,以确保靶向需求的准确性[35] 。
2. 2　 编辑基因的递送方式

在进行基因编辑时,也需要慎重考虑采用何

种方式将基因精准地运送至目标细胞,进而实现

最佳的转染效率。 目前用于类器官编辑基因递

送的方式主要有两种:病毒法(如逆转录病毒、慢
病毒和腺病毒)和非病毒方法(如电穿孔和脂质

体感染)。
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逆转录病毒和慢病毒转染利用病毒的感染

机制来稳定整合外源基因序列,使其表达可以持

续传递给后代。 然而,逆转录病毒需要宿主细胞

处于分裂状态才能将遗传信息整合到基因组中,
因此无法感染终末分化和非分裂的细胞。 此外,
逆转录病毒感染需要高病毒滴度,可能引起免疫

反应,从而降低基因组整合的效率。 相比之下,
慢病毒具有规避此限制的适应性,因此常用于难

以感染的细胞,如免疫细胞或非分裂细胞[36] 。 然

而,慢病毒方法的实验周期长以及构建过程复

杂,载体本身存在的致病性和生物安全性问题,
并且可能导致宿主基因突变。 另一种方法是腺

病毒转染,它通过转染后保持为表位体,从而避

免了永久整合,适用于分裂和非分裂细胞。 腺病

毒转染还可以轻松生成高病毒滴度,以实现更高

水平的转基因表达。 然而,由于缺乏基因组整

合,引入的基因可能在宿主细胞分裂过程中

丢失[34] 。
在选择病毒颗粒作为基因编辑的载体时,由

于 Matrigel 作为类器官营养支持和结构支撑,对
类器官的存活不可或缺[35] ,但病毒颗粒却无法穿

过 Matrigel。 因此,如何让病毒在成功感染类器官

的同时又不影响其存活成为了一大挑战。 目前

常用方法是使用 TrypLE
 

Express 消化液将类器官

解离成单细胞,然后与病毒颗粒混合[36] 。 混合后

在 37
 

℃ 的二氧化碳培养箱中培养 6
 

h,随后将类

器官包埋在 30
 

μL 的 Matrigel 中,再覆盖培养基。
但这样的感染过程涉及到对类器官的多次离心,
可能导致类器官细胞活性的降低。 为了避免细

胞的二次损耗,有研究提出将类器官和慢病毒混

合液直接平铺在 Matrigel 上孵育过夜[37] 。 于第

2 天,吸除含死细胞的培养基,再次覆盖 Matrigel,
覆盖底部附着的细胞, Matrigel 凝固后添加培

养基。
在 非 病 毒 载 体 中, 脂 质 转 染 利 用

Lipofectamine 或相关脂质分子形成脂质体,封装

DNA 并将其引入细胞。 这种方法相对简单,通常

对多数细胞有效,但转基因表达通常是短暂的,
且其转染效率相对较低。 相比之下,电穿孔技术

会比脂质体的转染效率高 30%
  

~
  

70%[38] ,但电

穿孔需要相对昂贵的设备和广泛的实验,且可能

会对类器官造成不可逆的损伤。

此外,在对类器官进行电穿孔时,是否需要

将类器官解离成单个细胞需要考虑细胞的类型。
最近一项研究发现,对单个完整的肝导管类器官

不需要消化直接进行电穿孔就可以确保细胞的

存活[39] 。 但与之不同,肝细胞类器官由于具有致

密的结构,通常需要将类器官制备成单细胞悬浮

液才能进行有效转染。 但同时,需要注意的是,
过度解离可能会限制类器官从单细胞到重新聚

团的能力。

3　 基因编辑技术在肿瘤类器官的

应用

3. 1　 靶向肿瘤的发生发展

肿瘤发生是基因突变累积的动态过程[9] 。
利用基因组工程技术改造的肿瘤类器官模型,因
其三维结构与细胞异质性特征,能够精准模拟正

常-癌变转化过程中转录调控网络的时序性演变。
通过将 CRISPR / Cas9 等基因编辑技术整合到人

类 iPSCs、ESCs 及 ASCs 来源的类器官体系,研究

者可系统解析未转化细胞与转化细胞间的互作

机制,并动态追踪早期分子事件如何驱动恶性

转化。
针对结直肠癌的多阶段演进,DROST 等[40]

通过 CRISPR / Cas9 在肠道类器官中依次引入

APC、P53、KRAS 和 SMAD4 突变,首次建立了体外

模拟“腺瘤-癌序列”的类器官模型。 该模型不仅

再现了 APC / P53 共缺失诱导的染色体不稳定性

和异倍体演化过程,更重要的是通过类器官的传

代培养系统,动态捕捉到突变累积与肿瘤恶性表

型间的定量关系。 类似地,MATANO 等[41] 在肠

上皮类器官中同步编辑 APC、P53、KRAS、SMAD4
及 PIK3CA 基因,发现染色体不稳定性是类器官

突破基底膜侵袭的关键节点,这一发现得益于类

器官微环境中细胞-基质互作的精确模拟。
在脑肿瘤研究中,BIAN 等[42] 基于脑类器官模

型构建了人类中枢神经系统原始神经外胚层肿瘤

( central
 

nervous
 

system
 

primitive
 

neuroectodermal
 

tumor,CNS-PNET)病理模型。 通过 CRISPR-Cas9
特异性过表达 MYC 致癌基因,成功诱导类器官产

生与 CNS-PNET 高度一致的组织病理特征、细胞

异质性和转录组特征。 值得注意的是,该研究利
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用脑类器官的发育可塑性,证实仅 MYC 单基因异

常即可在脑类器官中快速诱发 CNS-PNET 样病

变,而传统动物模型则需要联合 P53 缺失等额外

突变且耗时更长,这凸显了类器官在单因素致癌

机制中的独特价值。
肿瘤类器官的基因编辑平台还拓展至多种

癌种的关键驱动突变研究[43-45] 。 例如,GEURTS
等[46]采用 CRISPR 碱基编辑器在 ASCs 源性类器

官中引入组织特异性突变:在肝类器官中构建

CTNNB1 突变模拟肝癌起始,在子宫内膜类器官

中敲除 PTEN(Q245 / R130 位点)再现内膜癌早期

病变。 这种基于类器官的靶向编辑策略,能够保

留组织特异性微环境对突变表型的影响,从而更

真实地揭示 PTEN 缺失诱发癌变的微环境依赖性

机制。
上述研究表明,肿瘤类器官与基因编辑技术

的协同应用具有双重优势:一方面,类器官的三

维结构为基因突变的表型表达提供了近似体内

的微环境;另一方面,基因编辑使研究者能在类

器官中精确重构肿瘤发生的时间与空间维度。
这种结合不仅建立了从突变累积到临床表型转

化的可调控研究体系,更重要的是为肿瘤发生机

制研究和个体化治疗策略开发开辟了新途径。
3. 2　 靶向癌基因

类器官作为肿瘤研究的临床前模型,其三维

结构允许观察基因编辑后细胞极性改变、侵袭伪

足形成等表型,为解析基因突变在肿瘤演进中的

作用提供了独特平台。 TONELLI 等[47] 利用胰腺

导 管 腺 癌 ( pancreatic
 

ductal
 

adenocarcinoma,
PDAC)类器官模型,发现转录因子 SPDEF 通过

调控粘液分泌相关基因(AGR2、ERN2 / IRE1β) 驱

动肿瘤进展。 研究通过在小鼠 PDAC 类器官中敲

低 SPDEF,在三维环境中观察到肿瘤从粘液分泌

型向基底样的转化,并证实其生长抑制效应。 这

种亚型转化的动态过程在传统二维细胞系中难

以捕捉,凸显了类器官在模拟肿瘤可塑性方面的

优势。
ROE 等[48]基于 PDAC 类器官培养模型,该模

型保留了正常、胰腺上皮内瘤变、肿瘤和转移病

灶的独特生物学特征。 通过对比原发灶与转移

灶类器官的转录组特征,发现转移性肿瘤中增强

子活性的重塑依赖于先驱因子 FOXA1, 揭示

FOXA1 驱动的增强子重编程可激活胚胎前肠内

胚层转录程序,进而促进类器官在侵袭实验中表

现出更强的迁移能力。
转录共激活因子 YAP1 是 Hippo 通路的下游

效应器,它能调节组织稳态、器官大小、再生和肿

瘤发生[49] 。 多种肿瘤细胞的增殖和存活发生都

依赖于 YAP1 的持续表达,但相应的分子基础并

不十分清楚。 为了找出能在功能上替代 YAP1 的

基因,KIM 等[50]分别利用 APC 野生型(APC
 

wild-
type, APC

 

WT ) 和 APC 基 因 敲 除 型 ( APC
 

knockout,APC
 

KO) 小鼠建立了结肠癌类器官模

型。 发现 Hippo 通路效应因子 YAP1 的缺失可激

活 PRDM14-CALM2 / SLC2A1 代谢代偿轴。 研究利

用类器官的长期传代能力,动态追踪了 YAP1 抑

制后葡萄糖转运通路的重编程过程, 并证实

PRDM14 是 YAP1 驱动诱发肿瘤的治疗靶点。
上述研究展示了类器官结合基因编辑技术

在类器官中精准模拟致癌基因的动态调控,并直

接观察其对肿瘤生物学行为的影响,为生物医学

机制研究提供了一种创新的工具。
3. 3　 靶向耐药基因

基因突变常与耐药性有关,而类器官的敏感

性与其突变谱之间存在一定的关联。 通过对类

器官进行靶向测序,可以揭示与特定基因区域相

关的突变,进而结合基因编辑技术可筛选出与耐

药相关的关键基因[51] 。
BOOS 等[52] 通过从原发性和肝转移性结直

肠癌患者构建类器官,并用典型的一线联合治

疗[53] ,FOLFIRI(亚叶酸、5-氟尿嘧啶、伊立替康)
联合西妥昔单抗( cetuximab,Cmab)处理,构建化

疗耐受的类器官模型。 使用 CRISPR / Cas9 技术,
将 KRASG12D 突变通过电穿孔导入化疗耐受的结

肠癌类器官中,结果显示 KRASG12D 突变使类器

官对 FOLFIRI / Cmab 的耐药性增强。 而 G2 / M 检

查点 激 酶 AURKA 可 以 降 低 KRAS 突 变 体

FOLFIRI / Cmab 耐药类器官的细胞活力并引发细

胞凋亡。 数据表明,AURKA 是 KRAS 突变型结直

肠癌的一个很有前景的治疗靶点。
另一项研究通过比较不同模型间的染色质

可及性差异,筛选出影响药物敏感性的靶基因。
XIANG 等[54]建立了匹配的结直肠癌类器官、PDX
以及类器官衍生的异种移植瘤 ( patient-derived
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organoids
 

xenografts, PDOX)。 通过 ATAC-seq 和

RNA-seq 技术, 发现相对于类器官, KLF14 和

EGR2 的 表 达 在 PDOX 中 更 为 富 集。 此 外,
EPHA4 作为 KLF14 和 EGR2 的共同下游靶基因,
可能通过染色体重塑影响靶向药物的敏感性和

耐药性。 为了进一步探究 KLF14 和 EGR2 介导的

EPHA4 染色质重塑如何影响药物敏感性,作者在

类器官中敲除了 EPHA4,发现其导致 pERK1 / 2 水

平降低;相反,过表达 EPHA4 则导致 pERK1 / 2 水

平升高。 作者进一步使用类器官对 147 种 FDA
批准的抗癌化合物进行筛选,结果显示 EPHA4 会

显著影响类器官对这些药物的反应。 综上所述,
KLF14 和 EGR2 的不同结合模式及其调控下游

EPHA4 的表达水平,可能在药物治疗中扮演关键

角色,影响肿瘤细胞的药物敏感性。
总体而言,通过对类器官在耐药和敏感状态

下的基因组、转录组和蛋白组的数据分析,人们

能够识别出与药物耐药性相关的生物标志物,这
有助于深入了解耐药的发生机制。 此外,通过这

种分析,可以探讨有效的应对策略,并针对耐药

机制制定改进的治疗方案。 最终,这些研究成果

将有助于早期预测患者对特定治疗的反应,提高

个体化医疗的精准性,从而优化治疗效果并减少

不必要的副作用。
3. 4　 靶向药物研发与筛选

在类器官技术出现之前,细胞系和动物模型

是药物筛选和研发的主要平台,但这两者都有显

著的局限性。 细胞系因其高效的时间和成本效

益而受到关注,然而许多细胞系源自肿瘤或经过

永生化处理,因此其基因表达谱与人类细胞存在

差异。 尽管动物模型在评估药物的疗效和安全

性方面发挥了重要作用,但其长久的时间和高昂

的经济成本以及伦理问题限制了其广泛应用。
类器官技术的引入显著解决了细胞系和动物模

型在预测人体临床试验结果时所面临的挑战,从
而加快了药物开发进程,节约了资源。 结合基因

编辑技术,类器官作为药物测试的预测模型,能
够更全面地模拟人类肿瘤的复杂性,并预测正常

器官中的药物毒性反应,适用于大规模高通量药

物筛选和开发。
ZHAO 等[55]从胃癌患者的肿瘤组织中建立

了 57 例患者来源的类器官,将其暴露于不同的化

疗药物中,包括 5-氟尿嘧啶和奥沙利铂等,分为

5-氟尿嘧啶敏感和耐药,奥沙利铂敏感和耐药的

类器官。 通过基因表达分析,发现了一些在 5-氟
尿嘧啶敏感和耐药类器官中差异表达的基因,如
MSMB 和 S1PR4 等。 敲除这些敏感基因会导致

PDOs 对 5-氟尿嘧啶的敏感性降低。 同样,也鉴

定出了一些在奥沙利铂敏感和耐药类器官中差

异表达的基因,如 MYO1A 和 NDUFA4L2 等。 该

研究结果为胃癌的个性化治疗提供了重要的依

据。 通过分析患者肿瘤组织中的基因表达特征,
可以确定患者对不同化疗药物的敏感性,从而选

择最适合患者的治疗方案。 并针对一些关键的

信号通路和基因靶点,开发新的抗癌药物。
TAKEDA 等[56]在小鼠结肠癌类器官中应用

CRISPR / Cas9 技术进行筛选和验证,研究发现了

结直肠癌中新型的肿瘤抑制因子,包括 Activins
(Acvr1b、Acvr2a)和染色质重塑因子 Arid2,并确定

了 TP53 是导致结直肠癌转移的候选基因。
利用类器官对肿瘤组织结构和功能的高度

模拟,将高通量筛选与类器官技术相结合能够加

速药物研发过程,缩短新药推向市场的时间,推
动药物筛选和个性化治疗的快速发展。

4　 总结和展望

肿瘤类器官与基因编辑技术的结合为肿瘤

研究提供了前所未有的精准工具[57] ,极大推动了

肿瘤发生机制、药物筛选及个体化治疗的发展。
通过 CRISPR / Cas9 等基因编辑技术,研究者能够

在类器官中精确模拟肿瘤的遗传异质性,动态追

踪突变累积与表型演化的关联,并揭示耐药机制

与潜在治疗靶点。 然而,当前研究仍面临以下关

键挑战:
首先,现有类器官多局限于上皮细胞,缺乏

免疫细胞、血管系统及基质成分的整合,难以全

面模拟肿瘤微环境的复杂性。 尽管类器官芯片

(organoid-on-a-chip)通过微流控系统实现了营养

梯度和机械应力的调控,但血管化仍是技术难

点[58-59] 。 此外,通过共培养各种细胞(包括癌细

胞和其他辅助细胞,如基质细胞、血管细胞和免

疫细胞) 来创造更完整类器官的方法仍在完善

中[60-61] 。 其次,类器官培养和基因编辑流程的标

准化程度低,导致实验结果可重复性低。 长期传
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代中基因组的不稳定性可能引入额外突变,影响

模型的临床预测价值,这一问题在高通量药物筛

选中尤为突出[62] 。 故必须建立国际统一的类器

官培养与基因编辑操作指南,引入自动化培养系

统以提高效率与一致性。 再者,CRISPR / Cas9 的

脱靶效应、递送系统对类器官结构的破坏,以及

病毒载体的潜在生物安全性问题,限制了技术的

临床应用。 目前多数研究停留于基础阶段,如何

将基因编辑类器官转化为临床诊断工具或治疗

决策支持系统仍待突破。 最后,需要促进多学科

交叉融合,例如合成像技术[63] 、人工智能[64] 、纳
米医学[65-66] 等前沿技术与类器官平台的协同

应用。
基因编辑肿瘤类器官,正逐步打破传统模型

的局限。 未来,通过技术革新与跨学科协作,这
一平台有望在精准医学、药物开发及肿瘤生物学

研究中发挥更核心的作用。
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Ercc1 基因缺陷模型在衰老相关疾病中的研究进展
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(1.
 

上海中医药大学附属龙华医院,上海　 200032;2.
 

筋骨理论与治法教育部重点实验室,
上海　 200032;3.

 

呼和浩特市中医蒙医医院,呼和浩特　 010010;
4.

 

内蒙古医科大学,呼和浩特　 010107)

　 　 【摘要】 　 DNA 修复对于遗传物质的成功复制和转录的保真性至关重要。 切除修复交叉互补组 1
(Ercc1)是一种结构特异性核酸内切酶,参与核苷酸切除修复和 DNA 双链断裂修复途径而修复 DNA 损伤。
衰老是 DNA 损伤和细胞损伤随着时间的推移而积累的结果。 Ercc1 的缺陷会导致 DNA 损伤修复功能失常,
使细胞损伤不断累积,最终诱导衰老发生。 本综述总结了 Ercc1 在 DNA 损伤过程中的生物学功能和 Ercc1 缺

陷小鼠模型的表型,并讨论了 Ercc1 在衰老和衰老相关退行性疾病的不同组织所产生的生物学影响,为开发

针对衰老相关疾病的创新疗法、动物模型、药物研制提供了潜在的干预靶点和理论依据。
【关键词】 　 切除修复交叉互补组 1;DNA 损伤;DNA 修复;Ercc1 缺陷小鼠模型;衰老相关疾病
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【Abstract】 　 DNA
 

repair
 

is
 

essential
 

for
 

the
 

successful
 

replication
 

of
 

genetic
 

material
 

and
 

for
 

transcriptional
 

fidelity.
 

Excision
 

repair
 

cross-complementation
 

group
 

1
 

(Ercc1)
 

is
 

a
 

structure-specific
 

nucleic
 

acid
 

endonuclease
 

that
 

repairs
 

DNA
 

damage
 

by
 

participating
 

in
 

the
 

nucleotide
 

excision
 

repair
 

and
 

DNA
 

double-strand
 

break
 

repair
 

pathways.
 

The
 

accumulation
 

of
 

various
 

types
 

of
 

molecular
 

and
 

cellular
 

damage
 

over
 

time
 

lead
 

to
 

aging.
 

Defects
 

in
 

Ercc1
 

are
 

associated
 

with
 

malfunctions
 

in
 

DNA
 

damage
 

repair,
 

resultsing
 

in
 

the
 

accumulation
 

of
 

cellular
 

damage
 

and
 

ultimately
 

inducing
 

aging.
 

This
 

paper
 

summarizes
 

the
 

biological
 

functions
 

of
 

Ercc1
 

during
 

DNA
 

damage
 

and
 

the
 

phenotypes
 

of
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Ercc1-deficient
 

mouse
 

models,
 

and
 

discusses
 

the
 

biological
 

effects
 

of
 

Ercc1
 

in
 

different
 

tissues
 

associated
 

with
 

senescence
 

and
 

age-related
 

degenerative
 

diseases.
 

This
 

review
 

highlights
 

potential
 

intervention
 

targets
 

and
 

provides
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

development
 

of
 

innovative
 

therapeutics,
 

animal
 

models,
 

and
 

drug
 

discovery
 

for
 

senescence-
associated

 

diseases.
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　 　 人类基因组经常遇到各种外源性和内源性

刺激,这会导致各种类型的 DNA 损伤,从而威胁

基因组稳定性[1] 。 为了保护基因组完整性并防

止损伤传递给细胞后代,因此细胞配备了 DNA 损

伤反应(DNA
 

damage
 

response,DDR)的敏感信号

级联反应。 DDR 是感知信号和修复遗传损伤以

及在 DNA 损伤无法修复时诱导细胞凋亡或细胞

衰老的途径[2] 。 DDR 缺陷会导致基因突变的积

累,从而诱导与年龄相关的早衰表型[3-4] 。 切除

修 复 交 叉 互 补 组 1 ( excision
 

repair
 

cross-
complementation

 

group
 

1,Ercc1) 是一种结构特异

性核酸内切酶,其独特的催化裂解性,对于参与

修复受损的 DNA 从而维持基因组稳定性非常重

要[5] 。 Ercc1 在 核 苷 酸 切 除 修 复 ( nucleotide
 

excision
 

repair,NER) 途径中执行关键的切口步

骤,还参与双链断裂修复 ( double-strand
 

break
 

repair,DSB ) 途径[6-8] 。 Ercc1 的主要作用形式

Ercc1-XPF 与端粒序列的重组和染色体末端端粒

突出端的丢失有关[9] 。 Ercc1 缺陷小鼠表现出

DNA 损伤修复受损,随着 DNA 损伤积累,进一步

表现出与自然小鼠衰老和人类衰老相似的衰老

表型[10] 。
在本文中,综述了 Ercc1 在 DDR 过程中的生

物学功能,并介绍了与 Ercc1 相关的 3 种小鼠模

型,并讨论了在衰老和衰老相关疾病的背景下

Ercc1 对不同组织系统产生的具体影响。 系统分

析了 Ercc1 的生物功能与 Ercc1 缺陷小鼠的应用

对于理解衰老的分子机制和开发新的与年龄相

关疾病干预措施的重要意义。

1　 Ercc1 的基本生物学特性

1. 1　 Ercc1 的结构

Ercc1 基因位于人染色体 19q13. 2-q13. 3,包
含 10 个外显子,通过替代剪接编码至少 4 种不同

的异构体。 Ercc1 由一个中心结构域和一个螺旋-
发夹-螺旋结构域组成,前者可与蛋白质和 DNA
相互作用,后者可确保与 XPF 亚基(包含核酸酶

催化区的亚基) 和双链 DNA 片段相互作用。
Ercc1 / F 组着色性干皮病偶联因子 ( xeroderma

 

pigmentosum,
 

complementation
 

group
 

F,XPF)异源

二聚体是 XPF / MUS81 基因家族的成员,Ercc1 /
XPF 异源二聚体是 Ercc1 参与 DNA 修复的主要

形式。 它的主要功能是识别并切割病变 5’侧极

性明显的 DNA 支链结构,从而切割受损链。
1. 2　 Ercc1 的生物学功能

1. 2. 1　 NER
在 NER 过程中,完整的核苷酸通过多蛋白修

复过程从受损基因组中去除。 这些 NER 蛋白以

单链寡核苷酸的形式对损伤进行高度协调的切

除,并以非损伤链为模板恢复原始 DNA 序列[11] 。
NER 处理的最常见病变包括由紫外光诱导的病

变(如环丁烷嘧啶二聚体和 6-4 光产物)和由亲电

化合物(如芳胺致癌物、芳香烃和顺铂) 形成的

DNA 加合物。 30 多种蛋白质参与了复杂的核还

原网络,并合作完成 4 个基本步骤:( 1) 损伤识

别;(2)验证损伤;(3) 切除损伤 DNA 片段;(4)
DNA 合成和连接,以恢复和弥合缺口[12] 。 DNA
损伤通过两种 NER 途径识别:当病变时触发识别

全局基因组 NER(global
 

genome-NER,GG-NER),
当 转 录 停 滞 时 触 发 转 录 偶 联 NER
(transcriptionally

 

coupled-NER,TC-NER)。 在 GG-
NER 中,由损伤感应的 DNA 损伤结合蛋白(DNA

 

damage
 

binding
 

protein,DDB) 和 XPC-Rad23B 复

合物识别损伤。 在 TC-NER 中,由 RNA 聚合酶Ⅱ
(RNA

 

polymerase
 

Ⅱ,RNA
 

Pol
 

Ⅱ) 识别,并通过

Cockayne
 

综合征蛋白 CSB 和 CSA 转位 RNA
 

Pol
 

Ⅱ。 损伤识别后,两个途径经历相同的关键事

件:形成切口前复合物,然后通过转录因子Ⅱ
 

H

137
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(transcription
 

factor
 

Ⅱ
 

H,TFIIH)和 XPG 解开病

变附近的 DNA,在病变周围形成一个开放的
 

DNA
 

结构,通常由 25
  

~
  

30 个包含病变的不成对 DNA
碱基组成。 这种结构由

 

DNA
 

结合蛋白复制蛋白

A(replication
 

protein
 

A,RPA)和 XPA 稳定。 RPA
被认为可以结合未受损的 DNA 链,并有助于定位

两种核酸内切 Ercc1-XPF 和 XPG,并在修复合成

过程中保护间隙。 Ercc1-XPF 是一种重要的结构

特异性核酸酶,用于修复复制和非复制细胞中的

此类损伤 DNA。 Ercc1-XPF 在 NER 过程中形成

的开放中间体的 5’ 侧切开受损的 DNA 链[13] 。
在这里,Ercc1-XPF 与 NER 切口过程所需的其他

蛋白因子(即 XPC-RAD23B、XPA、RPA、TFIIH 和

XPG)协同作用[14] ,具体作用模式如图 1。

图 1　 Ercc1 在 NER 中的作用概述

Figure
 

1　 Overview
 

of
 

the
 

role
 

of
 

Ercc1
 

in
 

the
 

NER

1. 2. 2　 DSB
由电离辐射、自由基和化疗药物(如顺铂、丝

裂霉素-C 和拓扑异构酶抑制剂依托泊苷)诱导的

双链 DNA 断裂可通过同源重组 ( homologous
 

recombination, HR ) 或 非 同 源 末 端 连 接 ( non-
homologous

 

end
 

joining,NHEJ)进行修复。 虽然同

源重组的主要途径是无差错的,但 NHEJ 涉及在

一个依赖于 Ku70 / Ku80 的过程中自由 DNA 末端

的连接,从而导致容易出错的修复,原因是碱基

的添加或丢失,或连接了错误的末端。 在 NHEJ
中,Ercc1-XPF 参与修剪 3’突出端[15] 。 在 HR 单

链退火过程中,Ercc1-XPF 参与负责 DNA 切口。
此外,XPF 可以

 

DNA
 

非依赖性方式与 Rad52 的 N
端 DNA 结合区相互作用。 这种相互作用可以促

进 Ercc1-XPF 对 3’-突出端的切割,以及 DSB 修

复过程中出现的复合中间体的加工[16] 。 具体作

用模式如图 2。 总之,Ercc1-XPF 在这两种类型的

DSB 中的关键活性是它能够在断裂的 3’突出处

对受损或多余末端进行切除[17] 。 Ercc1-XPF 在

DSB 中的重要性最初是在芽殖酵母中显示出来

的,Ercc1 和 XPF 的酵母直向同源物 RAD10 或

RAD1 的突变抑制了 HR[18] 。 Ercc1-XPF 突变的

哺乳动物细胞对 DSB 很敏感[17] ,DSB 的 HR 和

NHEJ 途径都会减弱[19] 。

2　 Ercc1 缺陷小鼠模型

2. 1　 Ercc1 敲除小鼠模型

通过 Ercc1 基因敲除小鼠模型对于了解

Ercc1 的体内生物学意义至关重要。 目前有两种

Ercc1 基因敲除等位基因模型被广泛认可,这两种

基因敲除等位基因是通过中断不同的外显子而

产生的[20] 。 第 1 种基因敲除小鼠模型是通过中

237
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图 2　 Ercc1 在 DSB 中的作用概述

Figure
 

2　 Graphical
 

overview
 

of
 

the
 

role
 

of
 

Ercc1
 

in
 

DSB

断 Ercc1 的第 5 号外显子实现的,该模型导致截

短的转录本缺失最后 4 个外显子,而这 4 个外显

子包含 XPF 相互作用结构域[20] 。 第 2 种基因敲

除模型是通过在 Ercc1 第 7 号外显子中插入新霉

素抗性盒产生的[21] ,其结果是截断了与 XPF 相

互作用所需的螺旋-发夹-螺旋结构[22] 。
在完全近交的遗传背景中,Ercc1 的缺失是致

死的[23] 。 在以 C57BL / 6 ∶ FVB / n(50 ∶ 50) 遗传

背景的这两种基因敲除品系中,小鼠出生后生长

严重迟缓,大约在 3 周龄时死亡,此时小鼠体质量

仅为同窝野生鼠的 20%[20-21] 。 两种 Ercc1 敲除小

鼠全身性均会出现不同程度的病理状态。 在神

经系统中,Ercc1- / -小鼠出现进行性神经变性的特

征性症状,包括肌张力障碍、颤抖和共济失调[23] 。
在造血系统中,早期的 Ercc1- / - 小鼠发育正常,然
而随着时间推移,Ercc1- / -小鼠出现白细胞减少和

血小板减少,骨髓出现广泛的脂肪变性,骨髓造

血干细胞储备过早耗竭[24] 。 Ercc1- / - 小鼠的肝出

现肝细胞多倍体、非整倍体和 G2 期停滞[20,25] 。
Ercc1- / -小鼠的体细胞、泌乳素和甲状腺激素轴受

到抑制, 这也是其生长迟缓和体型矮小的原

因[23] 。 Ercc1- / -小鼠的机体退化和内分泌异常的

病理状态与衰老小鼠相似[26] 。 然而,由于 Ercc1
敲除小鼠短暂的寿命,使用 Ercc1 敲除小鼠作为

衰老模型的应用较不广泛。
2. 2　 Ercc1 突变小鼠模型

为了进一步探究 Ercc1 在体内的 DNA 修复

功能,在编码 Ercc1 蛋白 mRNA 的 292 位点设计

了一个过早终止密码子[21] 。 这导致小鼠蛋白质

的 C 端缺失 7 个氨基酸,包括 293 位的苯丙氨酸,
而苯丙氨酸被认为是 Ercc1 与 XPF 结合所必需

的氨基酸[22] 。 因此,这种突变会在不影响蛋白质

稳定性的情况下削弱 DNA 修复功能[27] 。 与任何

一种无效等位基因不同,在突变小鼠的组织中可

以检测到正常水平的突变 Ercc1 转录本[21] 。 同基

因 Ercc1∗292(也称为 Ercc1Δ / Δ)小鼠的寿命长达 6
个月,与 Ercc1- / - 小鼠类似,Ercc1Δ / Δ 小鼠不能生

育,皮肤萎缩且缺乏皮下脂肪[21] 。 Ercc1- / - 小鼠

的几乎所有表型都能在这种寿命较长的突变株

中重现。 Ercc1Δ / Δ
 

小鼠的脾中铁蛋白和血色素沉

积增加,表明红细胞周转率高。 肾表现为肾小管

扩张并伴有透明铸模。 肝和肾常见核多倍体。
来自 Ercc1Δ / Δ 小鼠的原代小鼠胚胎成纤维细胞

(mouse
 

embryonic
 

fibroblasts,MEFs) 对交联剂丝

裂霉素 C 的敏感性略低于来自 Ercc1- / - 小鼠的

MEFs,这表明它们寿命的延长是由于 DNA 修复

能力的提高[21] 。 尽管如此,对 Ercc1Δ / Δ 小鼠局部

施用肿瘤诱导剂 DMBA 会导致急性中毒,而不是

致癌,这说明 Ercc1Δ / Δ 小鼠的 DNA 修复机制仍存

有较大缺陷[21] 。
2. 3　 Ercc1 亚型小鼠模型

结合一个空位和一个 292 位点突变的 Ercc1
等位基因产生的小鼠 ( Ercc1- / ∗292; Ercc1- / Δ 或

Ercc1d / - ,以下皆称为 Ercc1- / Δ)符合孟德尔遗传规

律,最大寿命为 7 个月[28] ,在实验模型中应用最

为广泛。 与野生型小鼠相比,Ercc1- / Δ 小鼠体型
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矮小[29] 。 与 Ercc1- / - 小鼠类似,都具有肌张力障

碍、震颤、脊柱后凸和共济失调表型[29] 。 虽然与

Ercc1- / -小鼠具有相似表型,Ercc1- / Δ
 

小鼠则进一

步证明了其表型的不同不是由于发育异常导致

的,因为 Ercc1- / Δ 小鼠在性成熟前发育正常,性发

育成熟后,开始表现出快速衰老的迹象,而这一

现象与自然衰老小鼠模型相似[30] 。 Ercc1- / Δ 小鼠

与转基因 lacZ 报告品系杂交,测量体内突变频

率[28] 。 与正常同窝小鼠相比,5
  

~
  

6 个月大的

Ercc1- / Δ 小鼠肝中的突变频率略有升高。 这些突

变主要是老龄野生型小鼠特有的染色体重排,而
不是 NER 缺陷小鼠特有的点突变[28] 。 这表明

Ercc1- / Δ 小鼠具有与自然衰老小鼠染色体重排相

似的特点,可以更准确模拟老年小鼠的生理状态。
Ercc1- / Δ 小鼠相对于野生型同窝小鼠的全基

因组表达变化与自然衰老发生的变化出现明显

的重叠,这为 DNA 损伤可能导致衰老的观点提供

了一些支持。 此外,Ercc1- / Δ 小鼠的全基因组表

达谱分析显示,Ercc1- / Δ 小鼠与许多长寿模型的

转录组高度相关,包括 Ames 和 Snell 侏儒模型小

鼠和热量受限模型小鼠[26] 。 因此尽管 Ercc1- / Δ

小鼠在表型上出现种种衰老迹象,但是基因水平

上,由于对 DNA 修复的失败,激活体内应激反应

作为代偿机制从而促进长寿基因表达[31] 。 虽然

这可能是有益的,但从长远来看,面对持续的

DNA 损伤,这不足以维持机体的生存[23] 。 研究

表明,这种应激反应也是由营养匮乏引发的,并
且是通过抑制 GH-IGF1 信号传导的,这一点可以

从与 Ames 和 Snell 侏儒模型小鼠的显著相关性

中得到证明[26] 。 对 Ercc1- / Δ 小鼠血清和尿液中

代谢物的分析进一步证实了这一点[30] 。 其中一

些代谢变化与热量限制引起的变化相似,包括高

密度脂蛋白增加、低密度脂蛋白和超低密度脂蛋

白减少。 然而,Ercc1- / Δ 小鼠的一些代谢变化也

与退化相一致,如尿液中葡萄糖、柠檬酸盐和琥

珀酸盐增加,表明肾功能失调,代谢性碱中毒表

明肝功能失调[30] 。
总之,这些数据支持以下结论:Ercc1- / Δ 小鼠

正常发育至性成熟,随后出现染色体重排和代谢

差异等退行性变化,这都表明 Ercc1- / Δ 小鼠与自

然衰老小鼠之间的相似性。 然而值得注意的是,
与自然衰老小鼠不同,Ercc1- / Δ 小鼠由于 DNA 损

伤引发的应激反应,表现出与长寿模型相似的转

录组[26] ,这或许在实验中表现出与自然衰老模型

小鼠不同的实验结果。

3　 Ercc1
 

在衰老相关疾病中的作用

3. 1　 心血管系统疾病

心血管疾病(cardiovascular
 

disease,CVD),如
心力衰竭、动脉粥样硬化和心肌梗塞,通常被认

为是与衰老相关的病理状况[32] 。 随着年龄的增

长,心血管系统逐渐经历一系列功能、结构和细

胞变化,这些变化导致 CVD 的发生,包括左心室

收缩和舒张功能的改变、鼻窦功能障碍、心肌肥

大、动脉僵硬和纤维化的发生率增加[33-34] 。
Ercc1 表达的降低与稳定型心绞痛和心肌梗

死有关[35] 。 Ercc1- / Δ 小鼠表现出与人类血管衰老

的典型特征,即血管硬度、收缩压和脉压增加,反
应性充血减少[36] 。 Ercc1 在去除心脏中内源性

DNA 损伤至关重要[37] 。 特异性敲除心肌细胞中

的 Ercc1 会导致小鼠在 6 月龄中出现扩张型心肌

病和猝死,并且与任何外源性基因毒素无关[38] 。
4 周龄 Ercc1- / Δ 小鼠心脏功能正常,随着时间推

移,Ercc1- / Δ 小鼠表现为年龄依赖性的左心室壁

变薄和心室扩张,并伴有心肌细胞横截面积的显

著增加[39] 。 研究认为 Ercc1 缺陷小鼠中自发的氧

化 DNA 加合物水平降低,内源性 DNA 损伤不断

累积,驱动体内细胞凋亡,这是导致心室壁变薄

主要机制之一[38] 。 综上表明 Ercc1 的缺陷不会影

响发育进程,而通过累积 DNA 损伤导致小鼠心脏

功能的逐渐恶化并最终猝死。
3. 2　 肌肉骨骼系统疾病

在 Ercc1- / Δ 小鼠身上观察到的突出肌肉骨骼

变化之一是骨密度下降和骨结构变化,表现出与

年龄相关的骨质疏松症特征[40] 。 对 Ercc1- / Δ 小

鼠进行的 Micro-CT 分析表明,骨的微观结构发生

了与年龄相关的变化,包括腰椎骨小梁厚度和数

量减少,椎体孔隙率增加[40] 。 特别是这些小鼠会

出现与年龄相关的椎间盘退化,并伴有骨质疏松

的骨表型,其特征是椎间盘高度损失和椎间盘内

的退行性变化[41] 。 在 20 周大的 Ercc1- / Δ 小鼠中,
观察到腰椎间盘高度显著降低。 这种降低相当

于在自然年龄为 2 岁的小鼠中观察到的椎体高度

降低[41] 。 此外,肿瘤坏死因子 ( tumour
 

necrosis
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factor-alpha,
 

TNF-α) 和核因子 κB( nuclear
 

factor
 

kappa-B,
 

NF-κB) 受体激活剂的表达升高表明,
Ercc1 缺陷小鼠的骨质疏松症发病较早[42-43] 。 这

归因于骨髓干细胞的衰老增加,导致这些小鼠的

成骨细胞功能降低,破骨细胞生成增加。
在肌肉相关表型方面,Ercc1- / Δ 小鼠表现出

握力减弱、步态障碍、脊柱侧弯和震颤,表明肌肉

功能障碍和萎缩[29,44] 。 通过握力、转棒和旷场测

试评估的运动活动下降也证明了 Ercc1- / Δ 小鼠肌

肉力量和功能的降低[29] 。 此外, 在 16 周时,
Ercc1- / Δ 小鼠表现出肌少症表型,其特征是肌肉

尺寸变小,趾长伸肌和比目鱼肌等肌肉的质量下

降[44] 。 这种肌肉损失归因于与年龄相关的肌肉

质量 下 降。 此 外, 与 老 年 野 生 型 小 鼠 相 比,
Ercc1- / Δ 小鼠因凋亡和坏死而表现出更高比例的

肌纤维死亡[45] 。 此外,因参与调节肌肉肥大而闻

名的 Akt 通路在突变 Ercc1 小鼠中上调[40] 。 这一

发现表明,蛋白质合成途径的激活抵消了在这些

小鼠中观察到的萎缩性肌肉表型。 因此,刺激蛋

白质合成途径有可能成为一种补偿机制,以弥补

在 Ercc1- / Δ 小鼠模型中观察到的严重肌肉萎缩。
3. 3　 神经系统疾病

DNA 损伤的积累是与年龄相关的神经退行

性疾病的标志,例如阿尔茨海默综合征、帕金森

病、亨廷顿病和肌萎缩侧索硬化症[46] 。 先天性

DNA 修复缺陷通常与人类和相应动物模型中的

神经系统症状有关[47] 。 无法修复的 DNA 损伤会

干扰有丝分裂后神经元的持续转录,或阻碍分裂

神经胶质细胞中 mRNA 合成和 DNA 复制的过

程,从而导致细胞功能障碍、细胞衰老或细胞死

亡[48-49] 。 为了抵消 DNA 损伤,哺乳动物细胞依

靠部分重叠的基因组维持通路来修复 DNA 损伤

并保持基因组完整性[50] 。
Ercc1 缺陷小鼠模型的大脑在早期出现神经

退行性改变,例如运动异常和认知能力下降、大
脑中广泛的星形胶质细胞增生、小胶质细胞增生

和神经元变性,以及脊髓中的进行性运动神经元

丢失[29,51-52] 。 Ercc1- / Δ 小鼠中的小胶质细胞表现

出肥大形态和胞体大小增加[53] ,小胶质细胞的这

种形变可能是为了覆盖和监视大脑中更大的区

域,从而增强对 DNA 损伤的响应。 在功能上,
Ercc1- / Δ 小鼠中的小胶质细胞表现出吞噬作用、

增殖和 ROS 产生增加。 值得注意的是,Ercc1- / Δ

小鼠中的小胶质细胞被启动,表明对全身外周炎

症的促炎反应增强[54] 。 前脑神经元中 Ercc1 的特

异性缺失表明神经元遗传毒性应激足以诱导小

胶质细胞启动[53] 。 此外,研究认为 Ercc1 是小胶

质细胞的必需蛋白,其缺失会导致细胞死亡[53] 。
在 Ercc1- / Δ 小鼠的脊髓中也发现了神经退行

性病变,这些 Ercc1- / Δ 小鼠还表现为年龄依赖性

的运动神经元丧失,远端运动轴突的神经丝积累

和骨骼肌的去神经支配萎缩 Ercc1- / Δ 小鼠的坐骨

神经也出现周围神经退行性病变[55] 。 Ercc1- / Δ 小

鼠 8 周龄时,神经束比对照组小 20%,但组织正常

发生了神经退行性表型的快速进展。 在 20 周龄

时,神经束不仅变小,而且组织紊乱,大神经纤维

丢失,小神经纤维比例增加,髓磷脂丢失,神经内

膜结缔组织增多,该表型的超微结构特征表明轴

突萎缩伴继发性髓鞘变性[55] 。

4　 结论和未来展望

老龄化和与年龄相关的疾病对全球老龄化

人口构成了重大挑战。 伦理和实验限制决定了

需要严重依赖动物模型来研究人类衰老,在这种

情况下,小鼠仍然是最合适的动物。 DNA 修复损

伤的 Ercc1 缺陷小鼠表现出过早衰老和早衰病

变,这证明 DNA 损伤诱导的衰老参与了衰老过

程[56] 。 对 Ercc1 缺陷小鼠的研究可以提供有关衰

老的基本机制以及促进长寿的自然防御系统的

宝贵信息,并且还可作为临床前研究的快速模

型,用于解决衰老的某些方面问题[57] 。
Ercc1 基因在人和小鼠之间具有高度保守性,

核心功能域(如与 XPF 形成异源二聚体的结构

域)高度相似[58] 。 然而,Ercc1 缺陷小鼠诱发的加

速衰老模型与人类 Ercc1 缺陷仍有物种差异。 由

于 Ercc1 部分功能是依赖于端粒实现的,然而人

类端粒较短,Ercc1 缺陷可能加速端粒功能异常,
而小鼠端粒较长,其表型可能被部分掩盖,需结

合端粒酶敲除模型进一步验证。 未来研究应当

进一步关注 Ercc1 端粒依赖性方面的研究,以提

高对人类衰老疾病的模拟精度。
Ercc1 缺陷小鼠诱发的加速衰老模型并不能

替代小鼠自然衰老模型[59] 。 具体表现在 Ercc1 缺

陷小鼠组织病理学病变与自然衰老小鼠的组织
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病理学病变往往不完全重合,例如,Ercc1 缺陷小

鼠相较于自然衰老小鼠的肝显著衰老,表现为细

胞凋亡、多倍体化和增殖显著增加[60] 。 Ercc1 缺

陷小鼠的表型集中于成年期快速衰老,难以模拟

自然衰老中多阶段、渐进性的器官衰退。 此外,
Ercc1 缺陷小鼠核心机制为 DNA 修复缺陷,导致

基因组不稳定性增加,进而驱动细胞衰老和炎症

因子释放,而自然衰老小鼠机制复杂,涉及端粒

缩短、线粒体功能障碍、代谢失调及慢性炎症等

多机制共同作用,因此未来在模拟自然衰老模型

中应当从多模型联合分析,并且对 Ercc1 模型小

鼠的遗传图谱进行更详细的探索,有望揭示更多

与衰老相关的途径和基因,并将构成 Ercc1 缺陷

衰老小鼠模型的基础。
衰老是生物体遗传学与特定环境压力之间

复杂相互作用的结果[61] 。 环境因素(包括饲养条

件、传染源和饮食)可能对小鼠模型衰老表型的

表达有影响,或许对人类也有影响[62] 。 另一个重

要的考虑因素是动物的性别。 除了与生殖相关

的病变外,小鼠模型和临床前研究中的衰老表型

描述通常不会报告动物的性别,衰老研究中使用

的小鼠模型所检测的许多特征都受到与性别相

关的生物因素的影响,如骨密度和神经变性[63] 。
Ercc1 缺陷雄性小鼠相较于缺陷雌性小鼠的生存

期显著减少[38] ,缺陷雄性小鼠相对于缺陷雌性小

鼠表现出心力衰竭加速,部分原因可能归因于雌

激素的保护作用[64] 。 事实上,已发现的几种能影

响野生型小鼠寿命的疗法只对雄性小鼠有效[65] ,
或对雌性小鼠有较大程度的疗效[66] 。 未来关于

Ercc1 模型小鼠中雌雄差异仍需进一步探索。
在寿命研究中,最脆弱的器官或身体系统会

首先衰竭导致动物死亡,从而无法获得关于对其

他可能更相关的器官系统的长期影响的信息。
Ercc1 组织特异性基因缺陷模型导致 DNA 损伤积

累或 mtDNA 突变,仅仅影响该组织病变(细胞自

主衰老机制),或是也可以影响其他组织病变(非

细胞自主衰老机制)仍需要进一步研究[67] 。 未来

结合 Ercc1 缺陷动物模型进行的研究无疑将促进

基因或药物治疗干预措施的快速发展和完善,这
些干预措施可减少 DNA 损伤、促进 DNA 修复或

优化细胞对 DNA 损伤的反应,从而延长健康寿命

和延缓衰老。
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干预效应的研究进展

司雨欣1,2 ,张庆祥1,2 ,安家莹1,2 ,张祐霖1,2 ,张淼1,2 ,傅予1,3 ,
于玉杰1,2 ,张涵1,2 ,房钰鑫1,2∗

(1.
 

天津中医药大学实验针灸学研究中心,天津　 301617;2.
 

天津中医药大学针灸推拿学院,
天津　 301617;3.

 

天津中医药大学医学技术学院,天津　 301617)

　 　 【摘要】 　
 

慢性疼痛已成为当今社会普遍的医疗难题之一。 在遭受慢性疼痛困扰的同时,患者往往还伴

随着焦虑、抑郁、创伤后应激障碍以及各类精神综合征等心理疾病。 这些心理问题不仅严重影响着患者对疼

痛的感知与反应,更可能成为疼痛治疗过程中的关键阻碍。 针灸,作为一种拥有悠久历史的临床实践方法,已
被大量研究证实对多种类型疼痛具有显著的缓解效果,并且在改善焦虑和抑郁等情绪问题方面也展现出良好

的疗效。 然而,目前针刺镇痛以及抗焦虑的具体机制仍有待进一步探究。 在此背景下,构建理想且稳定的动

物模型对于深入研究疼痛情绪的发生发展以及针刺效应机制显得尤为关键。 因此,本文综合近年来相关领域

发表的文献,从实验动物的选择、模型的建立以及行为学评估等多维度对慢性疼痛伴发痛焦虑动物模型平台

的现状进行总结;同时,从针刺参数、选穴、干预周期等多方面深入探讨了针刺干预慢性疼痛伴发痛焦虑动物

模型效应平台的研究进展。 本文旨在为针刺干预慢性疼痛伴随焦虑情绪的机制研究提供更为广泛且具有参

考价值的前期动物模型构建思路,以期推动相关领域的科学研究发展。
【关键词】 　 针刺;慢性痛;焦虑;动物模型;行为学评估
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　 　 【Abstract】 　
 

Chronic
 

pain
 

has
 

emerged
 

as
 

a
 

prevalent
 

medical
 

challenge
 

in
 

contemporary
 

society.
 

Patients
 

suffering
 

from
 

chronic
 

pain
 

frequently
 

develop
 

comorbid
 

psychological
 

disorders,
 

including
 

anxiety,
 

depression,
 

post-
traumatic

 

stress
 

disorder,
 

and
 

various
 

psychiatric
 

syndromes.
 

These
 

psychological
 

complications
 

not
 

only
 

affect
 

patients ’
 

pain
 

perception
 

and
 

responses,
 

but
 

may
 

also
 

constitute
 

critical
 

obstacles
 

during
 

pain
 

management
 

interventions.
 

Acupuncture
 

is
 

a
 

long-established
 

clinical
 

practice
 

that
 

has
 

demonstrated
 

remarkable
 

efficacy
 

in
 

alleviating
 

diverse
 

pain
 

types
 

and
 

has
 

shown
 

favorable
 

therapeutic
 

outcomes
 

in
 

ameliorating
 

emotional
 

disturbances
 

such
 

as
 

anxiety
 

and
 

depression.
 

The
 

precise
 

mechanisms
 

underlying
 

acupuncture-induced
 

analgesia
 

and
 

anxiolytic
 

effects,
 

however,
 

remain
 

to
 

be
 

fully
 

elucidated.
 

In
 

this
 

context,
 

it
 

is
 

essential
 

to
 

establish
 

suitable
 

and
 

stable
 

animal
 

models
 

to
 

allow
 

in-depth
 

investigations
 

into
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

pain-related
 

emotional
 

disorders
 

and
 

the
 

mechanistic
 

foundations
 

of
 

acupuncture.
 

This
 

article
 

presents
 

a
 

comprehensive
 

review
 

of
 

recent
 

literature
 

regarding
 

the
 

selection
 

of
 

experimental
 

animals,
 

model-establishment
 

method
 

ologies,
 

and
 

behavioral-assessment
 

paradigms
 

pertaining
 

to
 

animal
 

model
 

platforms
 

of
 

chronic
 

pain
 

with
 

comorbid
 

anxiety.
 

We
 

also
 

provide
 

an
 

in-depth
 

discussion
 

of
 

research
 

advancements
 

regarding
 

acupuncture
 

intervention
 

parameters,
 

including
 

needling
 

techniques,
 

acupoint
 

selection,
 

treatment
 

duration,
 

and
 

efficacy
 

evaluation
 

within
 

these
 

animal
 

models.
 

This
 

review
 

proposes
 

comprehensive
 

and
 

reference
 

strategies
 

for
 

constructing
 

preclinical
 

animal
 

models
 

to
 

investigate
 

the
 

mechanisms
 

of
 

acupuncture
 

in
 

managing
 

chronic
 

pain
 

with
 

comorbid
 

anxiety,
 

thus
 

supporting
 

scientific
 

advancements
 

in
 

related
 

research
 

fields.
【Keywords】　 acupuncture;

 

chronic
 

pain;
 

anxiety;
 

animal
 

model;
 

behavioral
 

assessment
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　 　 慢性痛是临床上最常见的症状之一,它不仅

引起疼痛感,还广泛影响患者的生活质量,包括

情绪、睡眠和认知功能等多个方面[1] 。 流行病学

调查显示,全球各地慢性疼痛的患病率在 11%
  

~
  

40%[2] ,且慢性疼痛患者出现焦虑、抑郁等负性情

绪 的 比 例 可 高 达 50%[3] 。 国 际 疼 痛 协 会

( International
 

Association
 

for
 

the
 

Study
 

of
 

Pain,
IASP)在 2020 年提出了有关疼痛的最新定义[4] :
“与实际或潜在组织损伤相关的,或类似的不愉

快感觉和情感体验”。 这表明疼痛可能源自多种

疾病,并且可能伴随抑郁、焦虑等负性情绪。 疼

痛伴发的焦虑情绪、恐惧心理等因素也可能会进

一步加剧疼痛感,形成“疼痛-焦虑-深度疼痛”的

恶性循环,从而增加了临床治疗的复杂性。 针刺

作为一种非药物、非侵入性疗法,其操作简便、起
效迅速等特点使其成为一种安全且可接受的治

疗选择,已被广泛应用于疼痛和焦虑等情绪障碍

的临床治疗[5-6] 。 针刺治疗能够显著提高患者的

痛阈,降低其对疼痛的敏感性,并能有效缓解患

者的低落心境和负性情绪,减轻失眠、焦虑等相

关症状,且无明显不良反应。 然而,针灸的作用

机制尚未得到广泛认可的科学解释。 动物模型

作为现代实验研究的重要工具,在针灸研究中扮

演着分析针刺原理和疗效的关键角色。 因此,构

建理想的动物模型平台是研究针刺治疗慢性痛

及痛情绪作用机制的必要前提。 本综述旨在总

结目前广泛应用、稳定且具有良好重复性的慢性

痛伴焦虑情绪的动物模型及针刺干预平台的现

状,为针刺治疗慢性痛伴焦虑情绪的机制研究提

供更广泛的前期动物模型构建参考。

1　 慢性痛伴发痛焦虑动物模型的

构建

　 　 通过对中国知网、万方、维普三大中文数据

库及 PubMed、Web
 

of
 

Science 两大外文数据库的

深入检索,本文系统地汇总了慢性痛伴发痛焦虑

样情绪动物模型的动物种类和造模方法。 选取

了具有代表性的模型,详细列述于表 1 中。
1. 1　 模型动物的选取

目前,啮齿类动物如小鼠和大鼠因其来源充

足、繁殖快、成本低等优势,在临床前疼痛伴焦虑

模型的构建中占据着主导地位[21-23] 。 此外,斑马

鱼、果蝇、线虫等动物的基因测序结果较为完善,
基因序列信息容易控制,结构简单,生命周期较

短,在慢性疼痛遗传和分子机制方面的研究具有

一定的优势,然而,由于难以捕捉它们痛情绪的

行为变化,这些模型在疼痛伴焦虑研究中的应用

相对较少。 更大的哺乳动物,例如狗、猪等因体

047



中国实验动物学报 2025 年 5 月第 33 卷第 5 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,May
 

2025,Vol.
 

33,
 

No.
 

5

　 　 　 　 　 　 表 1　 不同类型慢性痛伴发痛焦虑动物模型及其行为学检测

Table
 

1　 Animal
 

models
 

of
 

different
 

types
 

of
 

chronic
 

pain
 

with
 

pain
 

anxiety
 

and
 

their
 

behavioral
 

tests

动物模型
Animal

 

models

动物种类
及品系

Animal
 

specie
 

and
 

strain

行为学测试
Behavioral

 

tests

痛相关焦虑情绪
出现时间

Onset
 

time
 

of
 

pain-
related

 

anxiety

行为学表现
Behavioral

 

manifestation

参考文献
References

SD 大鼠
SD

 

rat

机械痛,旷场,高架十字
迷宫

Paw
 

withdrawal
 

threshold,
open

 

field,
 

elevated
 

plus
 

maze

术后 28
 

d
28

 

d
 

after
 

surgery

机械痛缩足反射阈值降低,中
央区活动距离减少,开放臂进

入次数和停留时间减少
Paw

 

withdrawal
 

thresholds
 

significantly
 

reduced,
decreased

 

distance
 

traveled
 

in
 

the
 

central
 

zone,
 

reduced
 

number
 

of
 

open
 

arms
 

entries
 

and
 

dwell
 

times

[7]

坐骨神经分
支损伤

Spared
 

nerve
 

injury

Wistar 大鼠
Wistar

 

rat

机械痛,旷场,高架十字
迷宫

Paw
 

withdrawal
 

threshold,
 

open
 

field,
 

elevated
 

plus
 

maze

术后 8 周
8

 

weeks
 

after
 

surgery

机械痛缩足反射阈值显著降
低,中央区进入次数、停留时间
减少,开放臂进入次数、停留时

间减少
Paw

 

withdrawal
 

thresholds
 

significantly
 

reduced,
 

decreased
 

number
 

of
 

entries
 

and
 

dwell
 

time
 

in
 

the
 

central
 

zone,
 

reduced
 

number
 

of
 

open
 

arms
 

entries
 

and
 

dwell
 

times

[8]

C57Bl / 6J 小鼠
C57Bl / 6J

 

mouse

Von
 

Frey 测试,高架零迷
宫,明暗箱,悬尾实验,强

迫游泳
Von

 

Frey
 

test,
 

elevated
 

zero
 

maze,
 

light-dark
 

box,
 

tail
 

suspension
 

test,
 

forced
 

swimming

术后 10 周
10

 

weeks
 

after
 

surgery

机械痛缩足反射阈值显著降
低,开放臂进入次数、停留时间
减少,暗箱停留时间增加,不动

时间增加
Paw

 

withdrawal
 

thresholds
 

significantly
 

reduced,
 

decreased
 

number
 

of
 

open
 

arms
 

entries
 

and
 

dwell
 

times,
 

increased
 

dark
 

box
 

dwell
 

time,
 

increased
 

immobilization
 

time

[9]

脊神经结扎
Spinal

 

nerve
 

ligation

SD 大鼠
SD

 

rat

机械痛,旷场,高架十字
迷宫

Paw
 

withdrawal
 

threshold,
open

 

field,
 

elevated
 

plus
 

maze

术后 10
 

d
10

 

d
 

after
 

surgery

机械痛缩足反射阈值显著降
低,中央区停留时间减少,开放

臂停留时间减少
Paw

 

withdrawal
 

thresholds
 

significantly
 

reduced,
 

decreased
 

time
 

spent
 

in
 

the
 

central
 

area,
 

reduced
 

time
 

spent
 

in
 

the
 

open
 

arms

[10]

SD 大鼠
SD

 

rat

机械痛,条件性位置偏
好,糖水偏好,强迫游泳

Paw
 

withdrawal
 

threshold,
 

conditioned
 

place
 

preference,
 

sucrose
 

preference,
 

forced
 

swimming

术后 4 周
4

 

weeks
 

after
 

surgery

机械痛缩足反射阈值显著降
低,蔗糖溶液的偏好显著降低,

不动时间增加
Paw

 

withdrawal
 

thresholds
 

significantly
 

reduced,
 

significant
 

decrease
 

in
 

sucrose
 

solution
 

preference,
 

increased
 

immobilization
 

time

[11]

147
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续表 1

动物模型
Animal

 

models

动物种类
及品系

Animal
 

specie
 

and
 

strain

行为学测试
Behavioral

 

tests

痛相关焦虑情绪
出现时间

Onset
 

time
 

of
 

pain-
related

 

anxiety

行为学表现
Behavioral

 

manifestation

参考文献
References

SD 大鼠
SD

 

rat

热板测试,丙酮滴落实
验,旷场,高架十字迷宫,

悬尾实验,强迫游泳
Hot

 

plate
 

test,
 

acetone
 

drop
 

test,
 

open
 

field,
 

elevated
 

plus
 

maze,
 

tail
 

suspension
 

test,
 

forced
 

swimming

术后 22
 

d
22

 

d
 

after
 

surgery

热痛缩足潜伏期显著降低,冷
痛觉异常评分增加,中央区停
留时间减少,开放臂停留时间
减少,不动时间增加,游泳时间

和爬升时间减少
Significant

 

decrease
 

in
 

paw
 

withdraw
 

latency,
increased

 

cold
 

nociceptive
 

abnormality
 

scores,
 

decreased
 

central
 

zone
 

dwell
 

time,
 

decreased
 

open
 

arms
 

dwell
 

time,
 

increased
 

immobility
 

time,
 

decreased
 

swimming
 

time
 

and
 

climbing
 

time

[12]

坐骨神经慢性
压迫损伤
Chronic

 

constriction
 

injury

Wistar 大鼠
Wistar

 

rat

机械痛,高架十字迷宫,
强迫游泳

Paw
 

withdrawal
 

threshold,
 

elevated
 

plus
 

maze,
 

forced
 

swimming

术后 25
 

d
25

 

d
 

after
 

surgery

机械痛缩足反射阈值显著降
低,开放臂停留的时间减少,不

动时间增加
Paw

 

withdrawal
 

thresholds
 

significantly
 

reduced,
 

decreased
 

time
 

spent
 

in
 

open
 

arms,
 

increased
 

immobilization
 

time

[13]

C57BL / 6J
小鼠

C57BL / 6J
 

mouse

热辐射痛,机械痛,旷场,
高架十字迷宫,糖水偏好

Paw
 

withdraw
 

latency,
 

paw
 

withdrawal
 

threshold,
 

open
 

field,
 

elevated
 

plus
 

maze,
 

sucrose
 

preference

术后 21
 

d
21

 

d
 

after
 

surgery

热痛、机械痛缩足反射阈值显
著降低,中央区停留时间减

少,
 

开放臂进入次数、停留时间
减少,蔗糖溶液的偏好显著

降低
Paw

 

withdraw
 

latency
 

and
 

paw-
withdrawal

 

thresholds
 

significantly
 

reduced,
 

decrease
 

in
 

central
 

zone
 

dwell
 

time,
 

number
 

of
 

open
 

arms
 

entries
 

and
  

dwell
 

time
 

decreased,
 

preference
 

for
 

sucrose
 

solution
 

significantly
 

decreased

[14]

远端眶下神经
慢性缩窄损伤

Distal
 

infraorbital
 

nerve
 

chronic
 

constriction
 

injury

C57BL / 6
小鼠

C57BL / 6
 

mouse

Von
 

Frey 测试,旷场,
高架十字迷宫
Von

 

Frey
 

test,
 

open
 

field,
 

elevated
 

plus
 

maze

术后 14
 

d
14

 

d
 

after
 

surgery

机械痛缩足反射阈值显著降
低,央区进入次数、停留时间减
少,开放臂进入次数、停留时间

减少
Paw

 

withdrawal
 

thresholds
 

significantly
 

reduced,
 

decreased
 

number
 

of
 

central
 

zone
 

entries
 

and
 

dwell
 

time,
 

reduced
 

number
 

of
 

entries
 

and
  

dwell
 

time
 

in
 

open
 

arms

[15]

247
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续表 1

动物模型
Animal

 

models

动物种类
及品系

Animal
 

specie
 

and
 

strain

行为学测试
Behavioral

 

tests

痛相关焦虑情绪
出现时间

Onset
 

time
 

of
 

pain-
related

 

anxiety

行为学表现
Behavioral

 

manifestation

参考文献
References

SD 大鼠
SD

 

rat

机械痛,旷场,高架零迷
宫,高架十字迷宫

Paw
 

withdrawal
 

threshold,
 

open
 

field,
 

elevated
 

zero
 

maze,
 

elevated
 

plus
 

maze

CFA 注射后 30
 

d
30

 

d
 

after
 

CFA
 

injection

机械痛缩足反射阈值显著降
低,中央区停留时间减少,开放
臂进入次数、停留时间减少

Paw
 

withdrawal
 

thresholds
 

significantly
 

reduced,
 

decreased
 

time
 

spent
 

in
 

the
 

central
 

area,
 

reduced
 

number
 

of
 

entries
 

and
 

time
 

spent
 

in
 

the
 

open
 

arms

[16]

完全弗氏佐剂
Complete

 

Freund’s
 

adju
 

vant

Wistar 大鼠
Wistar

 

rat

机械痛,旷场,高架十字
迷宫,明暗箱

Paw
 

withdrawal
 

threshold,
 

open
 

field,
 

elevated
 

plus
 

maze,
 

light-dark
 

box

CFA 注射后 10
 

d
10

 

d
 

after
 

CFA
 

injection

机械痛缩足反射阈值显著降
低,开放臂进入次数、停留时间

减少
Paw

 

withdrawal
 

thresholds
 

significantly
 

reduced,
 

reduced
 

number
 

of
 

entries
 

and
 

time
 

spent
 

in
 

the
 

open
 

arms

[17]

C57BL / 6 小鼠
C57BL / 6

 

mouse

Von
 

Frey 测试,旷场,高
架十字迷宫,新奇抑制摄

食实验,明暗箱
Von

 

Frey
 

test,
 

open
 

field
 

test,
 

elevated
 

plus
 

maze,
 

novelty
 

suppressed
 

feeding,
 

light-dark
 

box

CFA 注射后 3
 

d
3

 

d
 

after
 

CFA
 

injection

机械痛缩足反射阈值显著降
低,中央区停留时间减少,开放

臂停留时间减少
Paw

 

withdrawal
 

thresholds
 

significantly
 

reduced,
 

decreased
 

time
 

spent
 

in
 

the
 

central
 

area,
 

reduced
 

dwell
 

time
 

in
 

open
 

arms

[18]

炎症性肠病
Inflammatory

 

bowel
 

disease

SD 大鼠
SD

 

rat

旷场,高架零迷宫,明暗
箱,声学惊吓测试

Open
 

field,
 

elevated
 

zero
 

maze,
 

light-dark
 

box,
 

acoustic
 

stress
 

response

三硝基苯磺酸注射
后 50

 

d
50

 

d
 

after
 

trinitro-benzene-
sulfonic

 

acid
 

injection

中央区活动距离减少,垂直运
动减少,声学惊吓反应持续时

间增加
Reduced

 

distance
 

traveled
 

in
 

the
 

central
 

zone,
 

decreased
 

vertical
 

movement,
 

increased
 

duration
 

of
 

acoustic
 

startle
 

response

[19]

慢性偏头痛
Chronic

 

migraine

SD 大鼠
SD

 

rat

机械痛,热板测试,旷场,
高架十字迷宫

Mechanical
 

withdrawal
 

threshold,
 

hot
 

plate
 

test,
 

open
 

field,
 

elevated
 

plus
 

maze

术后 7
 

d 和 14
 

d
7

 

d
 

and
 

14
 

d
 

after
 

surgery

眶周机械痛反射阈值显著降
低,中央区活动距离、停留时

间、进入次数减少,开放臂进入
次数、停留时间减少

Significantly
 

lower
 

periorbital
 

mechanical
 

pain
 

thresholds,
 

decreased
 

distance,
 

dwell
 

time,
 

and
 

number
 

of
 

entries
 

in
 

the
 

central
 

zone
 

of
 

activity,
 

decreased
 

number
 

of
 

entries
 

and
 

dwell
 

time
 

in
 

open
 

arms

[20]

型、费用和饲养等问题很少用于疼痛及焦虑方面

的研究。 虽然灵长类动物与人类高度相似,能较

完整地模拟疾病进程,但其也受到来源、成本和

伦理等限制,无法利用其广泛开展动物实验。

大、小鼠在疼痛伴发焦虑的基础研究中有着各自

的优势,例如大鼠较小鼠体型较大且在进行操作

时表现出更少的应激反应,更易进行手术模拟损

伤,压力诱导等,这使它们成为涉及外科手术模
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型的首选动物[24] 。 小鼠尺寸小,饲养所需成本和

空间更少,且减少了药理实验所需的药物量,并
更易进行光遗传和深部神经结构成像等实验。
且小鼠对外界环境变化敏感,不耐冷热、强光和

噪声,常用于人类疾病模型的研究[25-26] ,如癌症、
疼痛及焦虑症等。

动物和人类的疼痛、情绪和压力是紧密相连

的行为结构,每一种都由一系列遗传和环境因素

决定[27] 。 选取模型动物的品系、年龄、性别等都

需要考虑。 通过检索上述中文及外文数据库回

顾了近 25 年发表的疼痛伴发焦虑样情绪的研究

(关键词:慢性疼痛,焦虑,大鼠 / 小鼠),共纳入

951 篇中、英文相关文献,具体分析了包括“动物

物种分类” “动物性别” “大鼠品系” “小鼠品系”
四方面(见图 1)。

发现大鼠和小鼠的使用占比相当,大鼠的使

用略多于小鼠(图 1A)。 此外,只有约 14%使用

了雌鼠,7%同时使用了雌鼠和雄鼠(图 1B)。 虽

然有明确的研究显示疼痛及相关行为的神经和

免疫机制存在显著的性别差异[28] ,但既往研究中

使用雌鼠造模的仍是少数。 大鼠研究中,大约

85%都使用了远交系(主要是 SD,图 1C)。 其中

不到 5% 的小鼠研究使用远交系小鼠 ( 例如

SWISS,图 1D ), 而有 90% 以上的研究使用了

C57BL / 6 近 交 系 小 鼠, 与 其 他 近 交 系 相 比,
C57BL / 6 小鼠表现出对热刺激的高敏感性及对

损伤引起的超敏反应的快速恢复性[29] 。 但也有

研究指出,在慢性疼痛的相关研究中,选择远交

系小鼠或许能更好地模拟患者的慢性疼痛,具有

“广泛性表型”的特征[30] 。 慢性疼痛伴随焦虑的

发病与复杂的生活史息息相关,慢性疼痛临床好

发于中年,病程迁延难愈,常累及情绪,但目前大

多数研究选择的 6
  

~
  

12 周龄的年轻大鼠、小鼠

(相当于人类的 15
  

~
  

20 岁)可能更适用于急性疼

痛的研究。 因此,开展慢性疼痛相关基础研究也

应尝试较大周龄的大、小鼠进行实验,更贴合临

床发病特点。 选取合适的模型动物需要考虑包

括上述在内的多重因素对啮齿动物模型产生的

影响,从而建立更具有异质性的动物模型。
1. 2　 动物模型的建立

理想的动物模型应能够相对准确模拟临床

患者表型的时间、解剖和病理生理等特征。同时

注:A:研究使用大鼠或小鼠作为主要模型动物的百分比;B:研究使用动物性别的百分比;C:研究使用大鼠品系的百分

比;D:研究使用小鼠品系的百分比。

图 1　 1999
  

~
  

2024 年 10 月发表的疼痛伴焦虑研究中使用到的啮齿动物分析

Note.
 

A.
 

Percentage
 

of
 

studies
 

using
 

rats
 

or
 

mouse
 

as
 

the
 

primary
 

model
 

animals.
 

B.
 

Percentage
 

of
 

studies
 

using
 

animal
 

sex.
 

C.
 

Percentage
 

of
 

studies
 

using
 

rat
 

strains.
 

D.
 

Percentage
 

of
 

studies
 

using
 

mouse
 

strains.

Figure
 

1　 Rodent
 

analyses
 

used
 

in
 

studies
 

of
 

pain
 

with
 

anxiety
 

published
 

from
 

1999
 

to
 

October
 

2024
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具有高稳定性和可重复性,以确保动物实验结果

的可靠性。 慢性疼痛机制较急性疼痛更为复杂。
目前,根据成因,慢性疼痛可分为神经性疼痛、炎
症性疼痛和其他疾病诱发的慢性疼痛,涉及机体

的系统性病变,其特点为自发性或诱发性的疼

痛、痛觉过敏和感觉异常[31] 。 这些慢性痛模型伴

发行为学改变,均可作为慢性痛诱发痛情绪的动

物模型。 每种模型都会产生一个独特的疼痛反

应的时间过程,持续时间短则几分钟(如福尔马

林),长到几个月(如坐骨神经分支损伤),可以对

不同时间出现的痛情绪进行短期或长期的研究,
根据各模型自身优点和局限性,可用于解决广泛

的实验问题。
1. 2. 1　 慢性神经痛模型

慢性神经病理性疼痛 ( chronic
 

neuropathic
 

pain,CNP)是指外周或中枢神经系统损伤或功能

障碍引起的慢性疼痛综合征,在普通人群中的患

病率为 6. 9%
  

~
  

10%[32] 。 在啮齿类动物中,诱导

慢性神经性疼痛最常见的实验方法是通过完全

或部分结扎、横断或压迫坐骨神经造成创伤性神

经损伤,如最常用的外周神经病理性疼痛动物模

型:坐骨神经分支损伤
 

( spared
 

nerve
 

injury,SNI)
模型、脊神经结扎( spinal

 

nerve
 

ligation,SNL) 模

型、坐骨神经慢性压迫损伤( chronic
 

constriction
 

injury,CCI)模型。 SONG 等[33]将小鼠(6 周龄)用

三溴乙醇(0. 2
 

mL / 10
 

g)麻醉并维持 37
 

℃ 体温,
通过左侧股外侧切口暴露坐骨神经束,以尼龙线

结扎腓总神经与胫神经后切除 2
 

mm 神经段,从
而建立小鼠 SNI 模型。 该模型通过精准控制神经

损伤类型和数量,展现出高度可重复性优势。
PRESTO 等[34]用异氟醚对大鼠( 8 周龄) 进行麻

醉,暴露大鼠左侧 L5 脊神经并用 6- 0 无菌丝线

将其紧密结扎,持续使用局部抗生素 5
 

d 以防感

染,从而建立大鼠 SNL 神经病理性疼痛模型,诱
导 稳 定 而 持 久 的 周 围 神 经 病 变。 SILVA-
CARDOSO 等[35] 在大鼠后肢肌内注射 10%盐酸

氯 胺 酮 ( 75
 

mg / kg ) 和 2% 盐 酸 甲 苯 噻 嗪

(10
 

mg / kg)进行麻醉,将动物背侧位置于手术台

上,通过坐骨神经股骨小转子近端 8
 

mm 处 4- 0
镀铬线部分结扎(直径 3 / 4 处)从而建立大鼠 CCI
模型,术中强调严格消毒与肌群分层缝合,虽操

作相对经典,但易受结扎力度差异影响且感染风

险需重点防控。 综合而言,SNI 模型以标准化神

经损伤见长;SNL 模型在脊髓功能分区研究中更

具针对性,SNL 模型克服了 CCI 模型结扎神经松

紧程度不一致的缺点,且能够将脊髓损伤与未损

伤节段明确分开,有利于研究初级传入纤维在疼

痛中的作用机制,需注意模型制作过程相对复

杂,创伤严重,容易继发感染;而 CCI 模型则需权

衡操作稳定性与结果可靠性,实际应用中需结合

研究目标和实验条件择优选用。
1. 2. 2　 慢性炎症痛模型

慢性炎症性疼痛是由于持续炎性反应、组织

结构改变以及神经系统疾病等引起的关节、骨

骼、肌肉、肌腱以及相关软组织的慢性疼痛。 常

见的炎性痛模型有完全弗氏佐剂
 

( complete
 

Freund’ s
 

adju
 

vant, CFA )、 角 叉 菜 胶 炎 性 痛

( carrageenan
 

inflammatory
 

pain )、 福 尔 马 林 痛

(formalin
 

pain)模型等。 但角叉菜胶作为急性组

织炎症引起的持续痛模型,局部痛觉过敏反应一

般持续 6
  

~
  

8
 

h。 福尔马林通常被用于诱导持续

45
  

~
  

90
 

min 的伤害性反应(即缩爪和舔舐),但
无明显的后续痛过敏反应。 角叉菜胶、福尔马林

模型主要适用于检测消炎镇痛药物的效价等[36] 。
其中在痛情绪的研究中最常用的是 CFA 模型。
CFA 主要包含热灭活的结核杆菌,由石蜡油包水

乳剂组成,刺激强烈且可引起持久的免疫反应,
可用于诱导大、小鼠的持续性炎症疼痛模型等,
主要引起 Th1 或 Th17 细胞免疫应答[37] 。 WANG
等[38]在小鼠后爪跖内表面单侧注射 20

 

μL
 

CFA,
建立 CFA 诱导的小鼠慢性炎症性疼痛模型。
PARENT 等[39]在 SD 大鼠左后脚掌跖内注射 100

 

μL
 

CFA,注射量(以 1 ∶ 1 的油和 0. 9%生理盐水

乳液形式注射),其中含有相当于 200
 

μg 结核分

枝杆菌,诱发大鼠炎性疼痛。 该模型发病周期

长,造模方法操作简单,并可维持长达 4 周以上的

痛觉过敏反应。
1. 2. 3　 其他慢性痛模型

除上述常见的神经病理痛和炎性痛模型常

伴有情绪样变化外,BURSTON 等[40] 待大鼠异氟

醚 麻 醉 后, 将 50
 

μL 单 碘 乙 酸 钠 ( sodium
 

iodoacetate,MIA)溶液(1
 

mg
 

MIA 稀释在 50
 

μL 无

菌盐水溶液中稀释)注射到大鼠膝髌下韧带关节

腔中 用 于 建 立 成 年 雄 性 SD 和 Wistar
 

Kyoto
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(WKY)大鼠的骨关节炎( osteoarthritis,OA)和焦

虑共病的啮齿动物疼痛模型,更好地模拟了关节

病理学和临床 OA 疼痛的关键要素。 此外,内脏

疼痛模型也被广泛的运用于痛情绪的相关研究

中。 BAI 等[41]通过向大鼠腹部导管内注入 2%三

硝基苯磺酸( trinitrobenzene
 

sulfonic
 

acid,TNBS)
诱发 胰 腺 炎, 建 立 大 鼠 慢 性 胰 腺 炎 ( chronic

 

pancreatitis,CP) 疼痛模型并诱发疼痛相关的焦

虑。 LUO 等[42] 通过在 SD 大鼠饮用水中加入

0. 1%碘乙酰胺( iodoacetamide,IAA) 建立实验性

胃炎模型,探究胃肠道炎症是否会对心理行为产

生影响。 Sˇ UTULOVIC' 等[43]通过向 Wistar 大鼠前

列腺内单次注射 3%λ-角叉菜胶诱导慢性前列腺

炎 / 慢性 盆 腔 疼 痛 综 合 征 ( chronic
 

prostatitis /
chronic

 

pelvic
 

pain
 

syndrome,CP / CPPS),该实验

模型已被证明是探索其病因病理和合并症的有

价值的模型之一。 慢性疼痛中包含的癌痛也能

引发诸多不良情绪,然而由于其发病相关复杂社

会因素的不确定性,因此很少在痛情绪的动物研

究中使用该模型。

2　 行为学检测与评估

为了更好地验证上述相关动物疼痛伴发痛

焦虑模型的构建成功与否,需要通过观察动物的

疼痛行为和焦虑行为来评估模型的可靠性。 诱

发痛行为学评估方法主要用于研究痛觉过敏,诱
发方式包括电、温度、机械和化学刺激等。 旷场

和高架十字迷宫实验是评估动物焦虑水平最常

用的行为学检测方法。 此外,还有明暗箱、新奇

抑制摄食实验、大理石掩埋等行为学检测方法用

于焦虑行为的研究。 但值得注意的是:实验前应

设定刺激的最高限值,当刺激量达到限值后,即
使实验动物未出现预期的疼痛反应也不应再增

加刺激量,以免产生组织损伤。 上述相关行为学

方法较为成熟,普及率高且实验器材容易获得,
但观察者的操作熟练程度对实验结果影响较大,
反复测试会引起实验动物产生焦虑情绪,从而影

响测试结果。
2. 1　 疼痛行为学检测方法

机械性疼痛检测(如 Von
 

Frey
 

test,VFT)主要

通过使用 Von
 

Frey 纤维丝产生既定压力,刺激动

物足 底, 以 此 压 力-缩 腿 阈 ( paw
 

withdrawal
 

threshold,PWT)作为伤害性感受阈,记录动物的

机械缩足阈值。 这种方法可以评估动物对机械

刺激的反应,从而量化其疼痛程度;热辐射痛测

试即哈格里夫斯测试(hargreaves
 

test),通过辐射 /
红外热光源照射动物足底,记录动物产生缩足反

应( thermal
 

paw
 

withdrawal
 

latency,PWL)的时间,
专门用于评估大鼠和小鼠等啮齿动物神经损伤

和再生后的疼痛敏化或热痛反应恢复的实验[44] ;
冷 / 热板测试是将动物放置在温度设置为 4

 

℃ 或

55
 

℃的冷热板上,当动物接触到冷 / 热板时,会抬

起爪子,抬起的次数将显示动物对冷 / 热刺激程

度的反应,通过记录动物的反应时间(跳跃或舔

脚表现)来评估它们对冷或热的疼痛反应。 记录

其出现躲避反应所需时间或者在一定时间内出

现躲避反应的次数,以评价冷痛阈和热痛阈[45] 。
此外,还有研究使用鬼脸量表[46] ,它通过观察和

量化痛苦表情来区分疼痛与非疼痛状态,并为疼

痛程度提供量化指标。 主要观察动物面部表情

的变化,如面部眼眶收紧、耳廓伸展变为扁平等。
2. 2　 焦虑行为学检测方法

常用的行为学检测方法包括旷场实验( open
 

field
 

test, OFT )、 高架十字迷宫 ( elevated
 

plus
 

maze, EPM )、 明暗箱实验 ( light-dark
 

box
 

test,
LDB)等。 这些方法可以测试不同的慢性痛模型

所产生的焦虑样情绪,且不同模型在不同时间产

生的情绪有所差异。 旷场行为学检测是将动物

置于旷场的中央区域,然后在一定的时间内观察

动物的活动情况,中心区域对动物而言既新奇又

可能构成威胁,而边缘区域则相对安全。 因此,
若动物焦虑水平较高,它们更可能选择停留在边

缘区域;相反,如果动物对中心区域的探索次数

和停留时间增加,则表明其焦虑水平较低[47] 。 高

架十字迷宫实验利用了动物对新奇环境的探索

倾向以及对高空开放臂的恐惧感,通过这种矛盾

的心理状态来评估动物的焦虑水平。 实验中,动
物进入开放臂和闭合臂的次数总和被用来衡量

其运动活动能力;而它们向下探索的次数则显示

了在无保护环境下的探索行为。 此外,动物在开

放臂中所花费的时间比例和进入开放臂的次数

比例也是评估其焦虑状态的重要指标[48] 。 明暗

箱实验是一种利用大鼠和小鼠对明亮区域的自

然回避行为以及它们对轻微压力源(如新环境和
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光照)的自发探索反应的心理行为实验。 该实验

通过监测动物在明亮区域(或黑暗区域)停留的

时间和它们在两个区域之间穿梭的次数,来评估

它们的焦虑水平,这些是评价焦虑的经典行为指

标[49] 。 新奇抑制摄食(novelty
 

suppressed
 

feeding,
NSF)测试是一种广泛应用于评估抗抑郁药物的

效果以及研究动物模型中的情绪反应的实验方

法。 该测试通过观察动物在新奇环境中对新奇

食物的摄取行为来进行。 在禁食后,动物会因饥

饿而产生摄食动机,但同时新环境会引发恐惧

感,从而产生摄食需求与恐惧新环境之间的矛盾

冲突。 动物的焦虑水平会影响其摄食的潜伏期,
即从放入新奇环境到开始摄食的时间长度。 通

过测量这一潜伏期,可以推断动物的应激反应和

焦虑程度[50] 。 大理石埋藏实验( marble
 

burying
 

test,MBT)也常用于焦虑行为的研究中,实验动物

(如小鼠)被放置在一个装有干净松木屑和若干

小球(如大理石) 的笼子中。 动物可能会因为焦

虑而将小球埋在松木屑中,观察动物埋藏小球的

数量和速度, 旨在衡量动物的焦虑和强迫症

状[51] 。 尽管这些模型并不完全等同于人类焦虑

情绪的表现,但它们在研究焦虑的生物化学基础

和抗焦虑药物的作用机理方面具有重要价值。
这些实验主要基于动物的自然行为,无需额外训

练,使用的实验设备简单但需精确操作。 通过数

据分析软件对行为指标进行量化,可以较为客观

地评估动物的焦虑症状,进而评价抗焦虑干预措

施的有效性。
2. 3　 模型构建的行为学评估

不同的造模方式代表动物处于不同的特定

环境和病理状态,通过观察和分析动物疼痛状态

下的焦虑行为,可推断其焦虑程度。 每种方法都

有其独特的应用范围和利弊,研究者可以根据实

验的具体需求选择适用的行为学检测方法。
GAO 等[52] 利用 SNI 慢性神经性疼痛模型诱导小

鼠表现出明显的痛觉过敏症状,造模后 SNI 小鼠

疼痛感知的机械阈值急剧降低。 采用旷场和高

架十字迷宫观察模型大鼠的焦虑样行为。 在术

后 2 周,与假手术小鼠相比,虽然在旷场实验中移

动的总距离相似,但 SNI 小鼠在旷场中心区域停

留的时间更短,在高架十字迷宫开放臂的停留时

间和进入开放臂的百分比减少。 SANG 等[8] 采用

上述相同的模型和行为学检测发现大鼠出现机

械性异常性疼痛,其特征为同侧(受伤)侧触觉刺

激的 PWT 降低。 SNI 大鼠的神经性疼痛状态始

终持续存在实验的整个时期(1
 

~
 

8 周),同时诱

发慢性疼痛相关的焦虑样行为。 术后第 8 周,在
高架十字迷宫测试中,显示 SNI 组大鼠进入开放

臂次数和在两个开放臂停留的时间显著减少。
在旷场实验中,与盐水组相比,SNI 大鼠进入中心

区次数显著减少。 但旷场移动总距离无显著差

异, 表 明 SNI 大 鼠 的 运 动 能 力 不 受 影 响。
MAZZITELLI 等[53] 使用成熟的 SNL 模型在大鼠

的左后爪诱导神经病变,与假手术组相比,SNL 大

鼠的急性期和慢性期 Von
 

Frey 实验中的机械阈

值均显著降低,在旷场实验中心区花费的时间均

显著减少,而大鼠在高架十字迷宫中进入开放臂

的次数仅在 SNL 诱导后 4 周后显著减少,大鼠开

始出现明显的焦虑样情绪。 JIANG 等[10] 基于此

模型,在造模后 10
 

d 观察大鼠焦虑样行为,发现

大鼠在旷场中央区停留时间显著减少,高架十字

迷宫开放臂停留时间显著减少。
YU 等[54] 分别建立了小鼠炎症性疼痛、SNI

模型研究小鼠急性痛和慢性痛诱发的焦虑样行

为,分别在 CFA 注射 4
 

h 和 SNI 术后 21
 

d 检测机

械痛及旷场、高架十字迷宫评估小鼠痛焦虑行为

学变化,发现 CFA 小鼠和 SNI 小鼠的机械痛阈值

显著降低,旷场中心区停留时间、高架十字迷宫

开放臂停留时间均显著降低,证实无论急性还是

慢性 疼 痛 均 会 诱 发 小 鼠 的 焦 虑 样 行 为。
YAMAUCHI 等[55]建立了小鼠 SNI 模型,通过 Von

 

Frey 机械痛测试以评估触觉异常性疼痛,采用旷

场、高架十字迷宫、明暗箱、新奇摄食抑制实验并

应用 Z-score 归一化来评估小鼠不同行为的情绪

变化。 发现术后 4 周内 SNI 小鼠受伤(同侧) 后

爪机械刺激的阈值均降低,表明存在机械异常性

疼痛。 手术 4 周后,SNI 小鼠的旷场实验中进入

中心区的次数、高架十字迷宫开放臂和明暗箱实

验中明亮区的停留时间均较低,表明焦虑样行为

增强。 在高架十字迷宫测试中,SNI 小鼠在开放

臂双臂活动的距离与总活动距离的百分比显著

低于假手术组,表明 SNI 小鼠开放臂探查的减少

不是由于运动活动的减少。 研究者还计算了情

绪
 

Z-score 来评估这些测试中行为的一致性。 SNI
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小鼠的情绪 Z-score 显著低于假手术组,表明慢性

疼痛增强了焦虑样行为。 此外,在新奇抑制摄食

测试中,SNI 小鼠咬食颗粒的潜伏期增加,这也表

明焦虑样行为增强。

3　 针刺干预慢性痛伴发痛焦虑动物

模型的效应研究平台

　 　 针灸是一门防病治病的实用科学,也是中医

学中的一个重要分支。 针刺技术是指通过不同

种类的针具或非针具配合一定的手法或电刺激

人体某些部位 ( 穴位) 的方法。 手针 ( manual
 

acupuncture,MA)是将针刺入穴位,然后以不同的

手法力度捻转针头,而电针( electroacupuncture,
EA) 则是通过插入的针头向穴位输送刺激电

流[56] 。 目前针刺治疗疼痛伴焦虑研究基于上述

多种模型的构建及行为学评估方法,结合不同的

穴位、刺激频率、治疗周期等不同针刺干预条件

逐渐形成了较为多样的针刺干预慢性痛伴发痛

焦虑样情绪动物模型平台。 检索相关基础研究

发现,针刺在无论在炎性痛还是神经痛相关模型

中都显示积极干预作用(见表 2),并且大多数研

究都使用了电针干预的方法。 电针的参数、频率

及干预时间都可能对针刺效应产生影响,有研究

表明对于急性疼痛相关症状多数选用高频、弱刺

激、短时间为佳;而慢性痛可选用低频、强刺激、
长时间为佳[57] 。 就具体疾病而言,如神经病理痛

模型而言,多数研究干预以低频( 2
 

Hz) 或变频

(2 / 100
 

Hz),中低强度刺激 ( 1
  

~
  

3
 

mA),时间

30
  

~
  

45
 

min,每日或隔日 1 次为优;慢性炎性痛

模型干预上选用高频(100
 

Hz) 或变频(2 / 15
 

Hz
或 2 / 100

 

Hz)中低强度刺激(1
  

~
  

3
 

mA),时间 30
  

~
  

45
 

min。 此外,SHAO 等[58] 还对比了电针和强

刺激(strong
 

manual
 

acupuncture,sMA,每分钟 180
次)、弱刺激(mild

 

manual
 

acupuncture,mMA,每分

钟 60 次)手针对 SNL 大鼠疼痛及焦虑的改善情

况,发现无论强刺激还是弱刺激手针都能显著缓

解大鼠神经病理性疼痛模型的机械过敏性,增加

大鼠在开放臂中的探索和停留时间,减轻疼痛和

焦虑样行为,而电针刺激则没有改善焦虑效果。
表明在缓解机械过敏和伴随的焦虑方面,sMA 比

mMA 和 EA 更有效,不同的效果可能反映了脊髓

上通路,特别是大脑神经核传入激活的差异。 在

穴位选取上,在神经性病理模型中,常选择环跳

(GB
 

30)作为主穴,阳陵泉(GB
 

34)作为配穴来缓

解 SNL 引起的神经病理性疼痛[59] 。 在解剖学上,
L4、L5 和 L6 脊神经合并为坐骨神经,坐骨神经又

分为腓总神经和胫神经[60] 。 而 GB
 

30 解剖学定

位位于臀部,是股骨大转子和骶管裂孔连线的中

外 1 / 3 的位置,其浅层布有臀上皮神经,深层有坐

骨神经、臀下神经、股后皮神经[61] 。 因为 L5 脊神

经结扎引起的神经病理性疼痛在临床上与腰背

痛相似。 腰背痛常以 GB
 

30 为主穴或基本穴,腰
背痛伴有下肢麻木、疼痛时以 GB

 

34 为配穴[62] 。
在炎性痛模型中,常选用足三里( ST36) 作为主

穴[63] ,足三里具有调补气血,疏通经络的良好疗

效,在中医理论中被视为“保健要穴” [64] 。 现代

研究证明电针刺激足三里穴的抗炎作用可能与

其能够降低迷走神经背核中乙酰胆碱能神经元

上抑制性受体的表达,兴奋颈 / 膈下迷走神经有

关,为穴位相对特异性的存在提供了现代神经解

剖学基础[65] 。 手针或电针镇痛抗焦虑本质上是

痛区传入冲动与穴位之间在背根神经节和中枢

神经系统的整合过程[66-67] 。 此外,针刺在不同模

型治疗持续时间从 1
  

~
  

30
 

d 不等,表明针刺对疼

痛不同类型干预的效应周期与治疗的频率和持

续时间紧密相关,与其在临床上中医“同病异治”
理论异曲同工。

4　 讨论

疼痛带来的负面情绪,可能会使患者对疼痛

本身以及可能导致疼痛的活动产生恐惧反应,严
重影响持续性疼痛患者的日常生活。 疼痛伴焦

虑的治疗是一个复杂且充满挑战的领域,有必要

区分疼痛治疗中的感觉变化和情感变化,这种行

为学变化的背后机制仍有许多需要探索的地方。
疼痛诱发焦虑样行为的研究需要依赖于临

床前动物模型来深入探讨该疾病的相关机制,与
人类研究相比较,动物研究无法通过自述或者问

卷调查的形式直接获知其情绪,只能通过行为学

检测对其情绪进行测量,所以确定疼痛伴痛焦虑

情绪的动物模型的成功构建,需要经典的情绪行

为学方法来评估。 然而动物模型有着自身的局

限性,实验中会出现假阳性和假阴性的可能,有
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　 　 　 　 　 　 表 2　 针刺干预慢性痛伴发痛焦虑动物模型的平台

Table
 

2　 Platforms
 

for
 

acupuncture
 

intervention
 

in
 

animal
 

models
 

of
 

chronic
 

pain
 

accompanied
 

by
 

pain
 

anxiety

动物种类
及品系
Animal

 

species
 

and
 

strain

动物模型
Animal

 

models

针刺干预方
式及参数

Acupuncture
 

intervention
 

modalitie
 

and
 

parameter

穴位选择
Point

 

selection

干预周期
Intervention

 

period

行为学测试
Behavioral

 

test

行为学表现
Behavioral

 

performance

参考文献
References

坐骨神经慢
性压迫损伤

Chronic
 

constriction
 

injury

EA,
 

2
 

Hz,
 

0. 5
  

~
  

1. 5
 

mA,
 

30
 

min

足三里
阳陵泉
Zusanli

Yanglingquan

术后第 8
  

~
  

28 天,隔天 1
次,共 11 次
Days

 

8
  

~
  

28
 

after
 

surgery,
 

every
 

other
 

day,
 

11
 

times
 

in
 

total

机械痛,旷场,
高架十字迷宫,

强迫游泳
Mechanical

 

withdrawal
 

threshold,
 

open
 

field,
 

elevated
 

plus
 

maze,
 

forced
 

swimming
 

机械痛缩足反射阈值显
著升高,中央区活动距离
及停留的时间增加,开放
臂活动距离及停留的时
间增加,不动时间缩短
Significant

 

increase
 

in
 

mechanical
 

withdrawal
 

thresholds,
 

increased
 

distance
 

traveled
 

and
 

time
 

spent
 

in
 

the
 

central
 

region,
 

increase
 

in
 

distance
 

traveled
 

and
 

time
 

spent
 

in
 

the
 

open
 

arms,
 

decreased
 

immobilization
 

time

[68]

脊神经结扎
Spinal

 

nerve
 

ligation

EA,
 

2 / 100
 

Hz,
 

0. 5
  

~
  

1. 5
 

mA,

sMA,
 

180
 

times / min,
 

mMA,
 

60
 

times / min,
 

30
 

min

环跳
阳陵泉

Huantiao
Yanglingquan

术后第 1
  

~
  

12 天,间隔两
天 1 次,共

4 次
Days

 

1
  

~
  

12
 

after
 

surgery,
 

two
 

days
 

apart,
 

4
 

times
 

in
 

total

机械痛,高架
零迷宫

Paw
 

withdrawal
 

threshold,
 

elevated
 

zero
 

maze

开放臂活动距离百分比、
停留时间均增加

Increased
 

percentage
 

of
 

distance
 

traveled
 

and
 

time
 

spent
 

in
 

open
 

arms

[58]

SD 大鼠
SD

 

rat

完全弗氏
佐剂

Complete
 

Freund’s
 

adju
 

vant

EA,
 

2 / 100
 

Hz,
 

0. 5
  

~
  

1. 5
 

mA,
 

30
 

min

足三里
昆仑

Zusanli
Kunlun

注射 CFA 后
第 28

  

~
  

30
天,每天 1 次
Day

 

28
  

~
  

30
 

after
 

CFA
 

injection,
 

once
 

daily

机械痛,旷场,
高架零迷宫

Paw
 

withdrawal
 

threshold,
 

open
 

field,
 

elevated
 

zero
 

maze

机械痛缩足反射阈值升
高,旷场中心活动距离百
分比及停留时间增加,开
放臂进入次数、停留时间

均增加
Increase

 

in
 

mechanical
 

withdrawal
 

thresholds,
 

increased
 

percentage
 

of
 

distance
 

traveled
 

in
 

central
 

zone
 

and
 

dwell
 

time,
 

increased
 

number
 

of
 

open
 

arms
 

entries
 

and
 

dwell
 

time

[69]

完全弗氏
佐剂

Complete
 

Freund’s
 

adju
 

vant

EA,
 

2 / 100
 

Hz,
 

0. 5
  

~
  

1. 5
 

mA,
 

30
 

min

足三里
昆仑

Zusanli
Kunlun

注射 CFA 后
第 26

  

~
  

31
天,每天 1 次
Day

 

26
  

~
  

31
 

after
 

CFA
 

injection,
 

once
 

daily

机械痛,旷场,
高架零迷宫,新
奇抑制摄食

实验
Paw

 

withdrawal
 

threshold,
 

open
 

field,
 

elevated
 

zero
 

maze,
 

novelty
 

suppressed
 

feeding

机械痛缩足反射阈值显
著升高,中央区活动距离
百分比、停留时间增加,
开放臂活动距离百分比、
停留时间增加,进食潜伏

期显著降低
Significant

 

increase
 

in
 

mechanical
 

withdrawal
 

thresholds,
 

increased
 

percent
 

distance
 

traveled,
 

dwell
 

time
 

in
 

central
 

zone,
 

percentage
 

of
 

distance
 

traveled,
 

dwell
 

time
 

increased
 

in
 

open
 

arms,
 

significant
 

decrease
 

in
 

feeding
 

latency

[70]
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续表 2

动物种类
及品系
Animal

 

species
 

and
 

strain

动物模型
Animal

 

models

针刺干预方
式及参数

Acupuncture
 

intervention
 

modalitie
 

and
 

parameter

穴位选择
Point

 

selection

干预周期
Intervention

 

period

行为学测试
Behavioral

 

test

行为学表现
Behavioral

 

performance

参考文献
References

完全弗氏
佐剂

Complete
 

Freund’s
 

adju
 

vant

EA,
 

100
 

Hz,
 

0. 5
  

~
  

1. 5
 

mA,
 

60
 

min

足三里
三阴交
Zusanli

Sanyinjiao

注射 CFA 后
第 29 天

Day
 

29
 

after
 

CFA
 

injection

机械痛,旷场
Paw

 

withdrawal
 

threshold,
 

open
 

field

机械痛缩足反射阈值
显著升高,中央区停

留时间增加
Significant

 

increase
 

in
 

mechanical
 

withdrawal
 

thresholds,
 

increased
 

central
 

zone
 

dwell
 

time

[71]

角叉菜胶
Carrageenan

EA,
 

2 / 100
 

Hz,
 

1
  

~
  

2
 

mA,
 

30
 

min

足三里
Zusanli

注射后 5
 

h、
第 1

  

~
  

5 天,
每天 1 次
5

 

h
 

post-
injection,

 

days
 

1
  

~
  

5,
 

once
 

daily

机械痛,高架零
迷宫,旷场

Paw
 

withdrawal
 

threshold,
 

elevated
 

zero
 

maze,
 

open
 

field

机械痛缩足反射阈值升
高,中央区停留时间增

加,开放臂停留时间增加
Increase

 

in
 

mechanical
 

withdrawal
 

thresholds,
 

increased
 

central
 

zone
 

dwell
 

time,
 

increased
 

open
 

arms
 

dwell
 

time

[72]

Wistar 大鼠
Wistar

 

rat

完全弗氏
佐剂

Complete
 

Freund’s
 

adju
 

vant

EA,
 

2 / 100
 

Hz,
 

0. 5
  

~
  

1. 0
 

mA,
 

10
 

min

足三里
昆仑
百会
印堂

Zusanli
Kunlun
Baihui
Yintang

注射 CFA 后
第 22

  

~
  

28
天,每天 1 次
Day

 

22
  

~
  

28
 

after
 

CFA
 

injection,
 

once
 

daily

热辐射痛,机械
痛,旷场大理石
掩埋,糖水偏好,

强迫游泳,
条件位置偏好
Paw

 

withdraw
 

latency,
 

paw
 

withdrawal
 

threshold,
 

open
 

field,
 

sucrose
 

preference,
 

marble
 

burying,
forced

 

swimming,
 

conditioned
 

place
 

preference

热痛及机械痛缩足
反射阈值升高,中
央区停留的时间
增加,蔗糖溶液的
消耗量增加,埋弹
珠的次数减少,
不动的时间缩短

Paw
 

withdraw
 

latency
 

and
 

mechanical
 

withdrawal
 

thresholds
 

significantly
 

reduced,
 

increased
 

time
 

spent
 

in
 

the
 

central
 

zone,
 

increased
 

consumption
 

of
 

sucrose
 

solution,
 

decreased
 

number
 

of
 

marbles
 

buried,
 

decreased
 

duration
 

of
 

immobilization

[73]

BALB / c
小鼠

BALB / c
 

mouse

坐骨神经慢
性压迫损伤

Chronic
 

constriction
 

injury

EA,
 

2 / 100
 

Hz,
 

1. 5
 

mA,
 

30
 

min

足三里
阳陵泉
Zusanli

Yanglingquan

术后第
8

  

~
 

15 天,
每天 1 次

Once
 

a
 

day
 

on
 

days
 

8
  

~
  

15
 

after
 

surgery

热辐射痛,机械
痛,旷场,悬尾
实验,强迫游泳

Mechanical
 

withdraw
 

latency,
 

mechanical
 

withdrawal
 

threshold,
 

open
 

field,
 

tail
 

suspension
 

test,
 

forced
 

swimming

热痛及机械痛缩足
反射阈值升高,中
央区停留的时间
增加,不动时间

缩短
Paw

 

withdraw
 

latency
 

and
 

mechanical
 

withdrawal
 

thresholds
 

significantly
 

reduced,
 

increased
 

duration
 

of
 

stay
 

in
 

the
 

central
 

zone,
 

shorter
 

duration
 

of
 

immobilization

[74]
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续表 2

动物种类
及品系
Animal

 

species
 

and
 

strain

动物模型
Animal

 

models

针刺干预方
式及参数

Acupuncture
 

intervention
 

modalitie
 

and
 

parameter

穴位选择
Point

 

selection

干预周期
Intervention

 

period

行为学测试
Behavioral

 

test

行为学表现
Behavioral

 

performance

参考文献
References

C57BL / 6J
小鼠

C57BL / 6J
 

mouse

眶下神经
横断

Infraorbital
 

nerve
 

transection

EA,
 

2
 

Hz,
 

1
 

mA,
 

30
 

min

百会
下关

Baihui
Xiaguan

术后第
 

7 天
开始,连续

14
 

d(即第
 

1、
3、5、7、9、11

 

和
 

13
 

天),
隔天 1 次
Starting

 

on
 

day
 

7,
 

every
 

other
 

day
 

for
 

14
 

consecutive
 

days
 

(i. e. ,
 

days
 

1,
 

3,
 

5,
 

7,
 

9,
 

11,
 

and
 

13).

机械痛,旷场,
高架十字迷宫,
丙酮实验,转
棒疲劳实验

Paw
 

withdrawal
 

threshold,
 

open
 

field,
 

elevated
 

plus
 

maze,
 

acetone
 

test,
 

rotarod
 

test

机械痛缩足反射阈值升
高,中央区停留时间和穿
越次数显著增加,开放臂
的进入次数、停留时间显
著增加,口面擦拭时间显

著减少
Increase

 

in
 

mechanical
 

withdrawal
 

thresholds,
 

significant
 

increase
 

in
 

central
 

zone
 

dwell
 

time
 

and
 

traversals,
 

significantly
 

increased
 

number
 

of
 

entries
 

and
 

dwell
 

times
 

in
 

the
 

open
 

arms,
 

significant
 

decrease
 

in
 

orofacial
 

wipe
 

time

[75]

坐骨神经分
支损伤

 

Spared
 

nerve
 

injury

EA,
 

0. 3
 

mA,
 

2. 0
 

Hz,
 

30
 

min

足三里
三阴交
Zusanli

Sanyinjiao

术后第 8、10、
12、14、16 天,
每天 1 次

Once
 

a
 

day
 

on
 

day
 

8,
 

10,
 

12,
 

14
 

and
 

16
 

after
 

surgery

机械痛,旷场,
高架十字迷宫
Paw

 

withdrawal
 

threshold,
 

open
 

field,
 

elevated
 

plus
 

maze

机械痛缩足反射阈值升
高,中央区停留时间增
加,开放臂停留时间

增加
Increase

 

in
 

mechanical
 

withdrawal
 

thresholds,
 

increased
 

central
 

zone
 

dwell
 

time,
 

increased
 

open
 

arms
 

dwell
 

time

[76]

研究表明,近交系 C57BL / 6 小鼠的情绪状态不由

疼痛的存在而改变[77] ,在痛情绪研究中使用该品

系的小鼠还存在一定的争议。 因此主张纳入多

种行为学进行全面评价并应用 Z-score 归一化来

评估动物不同行为的情绪变化,为后续无论针刺

或药物干预机制研究提供更坚实的动物模型

基础。
针刺治疗能有效缓解焦虑情绪及不同类型

慢性疼痛症状。 与其他疗法相比,针刺更具安全

性及经济性,这对长期身处疼痛的患者而言是一

个显著的优势。 但目前针刺刺激强度和方式的

不同可能导致治疗效果的差异,不同研究往往会

选取不同的腧穴进行针刺镇痛及抗焦虑的机制

探索,手针和电针在治疗疼痛伴焦虑症模型动物

使用的最优参数尚不明确。 此外,对于由其他病

因引起的疼痛,如肌纤维痛、内脏痛、带状疱疹后

遗痛等引发的负面情绪,针刺干预其参数及周期

鲜有报道,以上都值得进一步研究。
为更好地推进针刺干预慢性痛伴发痛焦虑

动物模型的效应平台构建及行为学评估科学研

究,今后相关研究的开展还需从以下 4 个方面考

虑:( 1) 优化针刺参数,如针刺频率、强度、时间

等,以提高针刺干预的疗效。 例如,不同频率的

电针刺激对慢性疼痛和焦虑的改善效果存在差

异,高频电针刺激可能更有利于缓解疼痛,而低

频电针刺激可能对焦虑的改善更为有效;(2)深

入探讨针刺的选穴规律,寻找与慢性疼痛伴发痛

焦虑相关的特定穴位或穴位组合,对于提高针刺

治疗的效果至关重要;(3)在行为学评估过程中,
建立时间序列,即在不同的时间点对动物进行行

为学测试,以观察针刺干预对痛焦虑的动态变

化,有助于了解针刺干预的起效时间、持续时间

以及长期效果,为临床应用提供重要参考;(4)在

动物模型研究的基础上,加强与临床研究的结
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合,建立动物模型与临床的桥梁。 通过比较动物

模型和临床患者的疼痛和焦虑症状、神经生物学

指标等,可以验证动物模型的可靠性和有效性,
为临床研究提供重要参考。

虽然慢性疼痛伴痛焦虑动物模型平台仍然

存在一些挑战和限制,例如缺乏临床对应性、不
同品系的鼠类对模型反应的异质性等,但随着技

术的更新和提高,预计会有更多更准确的动物模

型及评估方法被开发和运用于疼痛伴焦虑的研

究中。 针刺对疼痛伴焦虑干预的研究和临床应

用正处在一个快速发展的阶段,未来的研究将需

要更多的创新和跨学科合作,以实现更有效的疼

痛和焦虑管理。
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[收稿日期] 　 2024-12-11

《中国比较医学杂志》再次入编《中文核心期刊要目总览》

　 　 依据文献计量学的原理和方法,经研究人员对相关文献的

检索、统计和分析,以及学科专家评审,《中国比较医学杂志》再

次入编《中文核心期刊要目总览》2023 年版(即第 10 版)综合性

医药卫生类的核心期刊!
《中文核心期刊要目总览》采用定量评价和定性评的学术水

平和学术影响进行综合评价,受到学术界的广泛认同。
目前,本刊为中国学术期刊综合评价数据库来源期刊、中国

学术期刊综合评价数据库( CAJCED)统计源期刊、《中国学术期

刊文摘》来源期刊;被中国生物学文献数据库、《中国核心期刊

(遴选)数据库》、《中国科技论文统计源期刊》 (中国科技核心期

刊)、《中文核心期刊要目总览》等数据库收录。
感谢编委、专家们的帮助与支持,感谢广大作者和读者朋友

们的厚爱与信任。 本刊编辑部将始终坚守办刊宗旨,不忘初心,
严谨办刊,开拓进取,不断创新,向世界一流期刊看齐。
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特发性肺纤维化动物模型的研究进展
檀丽丽1 ,黄巍2 ,杨子璇3 ,阙平鑫毅1 ,张宏4∗ ,唐宋琪1,3∗

(1.
 

成都中医药大学药学院,成都　 611130;2.
 

成都中医药大学基础医学院,成都　 611130;3.
 

海南医科大学

中医学院,海口　 571199;4.
 

成都中医药大学附属医院,成都　 610040)

　 　 【摘要】 　
 

作为一种预后不良的慢性进行性肺病,特发性肺纤维化(idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis,
 

IPF)的

发病机制至今尚未明确,其治疗方法仍在不断探索。 动物模型是研究疾病的发病机制与治疗作用的重要工

具。 本文将基于 IPF 动物模型与人 IPF 在疾病表型等方面的相似度,从药物和环境因素所诱导的纤维化机

制、组织病理学改变、纤维化阶段、造模时间等方面梳理 IPF 动物模型的研究进展,阐述不同动物模型的优缺

点、特征及应用概况。
【关键词】 　 特发性肺纤维化;动物模型;表型
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　 　 【 Abstract】 　
 

As
 

a
 

chronic
 

progressive
 

lung
 

disease
 

with
 

poor
 

prognosis,
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

( IPF)
 

has
 

not
 

yet
 

been
 

clarified,
 

and
 

its
 

treatment
 

is
 

still
 

being
 

explored.
 

Animal
 

models
 

are
 

important
 

tools
 

for
 

studying
 

the
 

pathogenesis
 

and
 

therapeutic
 

effects
 

of
 

diseases.
 

Based
 

on
 

the
 

similarity
 

between
 

animal
 

models
 

and
 

human
 

of
 

IPF
 

in
 

terms
 

of
 

disease
 

phenotype,
 

this
 

paper
 

will
 

review
 

the
 

research
 

progress
 

of
 

IPF
 

animal
 

models
 

in
 

terms
 

of
 

the
 

fibrosis
 

mechanism
 

induced
 

by
 

drugs
 

and
 

environmental
 

factors,
 

histopathological
 

alterations,
 

fibrosis
 

stage,
 

modelling
 

time,
 

etc. ,
 

and
 

describe
 

the
 

advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

different
 

animal
 

models,
 

their
 

characteristics
 

and
 

application
 

profiles.
【Keywords】　 idiopathic

 

pulmonary
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animal
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　 　 特 发 性 肺 纤 维 化 ( idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis,
 

IPF)是一种病因不明的慢性进行性的特

发 性 间 质 性 肺 炎 ( idiopathic
 

interstitical
 

pneumonia,
 

IIP) [1-2] 。 2018 年,中国将 IPF 纳入

《第一批罕见病目录》 [3] ,可影响全球约 300 万

人[4] 。 其特征为肺泡上皮重复性异常瘢痕形成,
以及间质、远端呼吸道和肺泡腔的重塑,这些病

理改变会导致细胞外基质 ( extracellular
 

matrix,
 

ECM)积聚和病理性肺重塑[5] 。 IPF 占所有间质

性肺疾病( interstitial
 

lung
 

disease,
 

ILD) 的 20%,
是 ILD 中最常见的类型[6] 。 患者主要为中老年

人,其中男性患者居多[4] 。 尽管 IPF 的发病率较

低,但肺泡上皮的损伤使气体交换障碍、肺容量

减少、呼吸困难,最终易导致死亡[5] 。
肺组织病理学检测被认为是评估 IPF 的黄金

标准,其组织病理学表型包括:(1)肺泡和肺泡壁

结构破坏呈蜂窝状,导致气体交换效率降低,是
患者出现呼吸困难的主要原因;(2)中性粒细胞

和巨噬细胞的炎症浸润,它们释放的炎症介质对

肺泡上皮细胞造成损伤,促进成纤维细胞的活

化,并参与 ECM 的降解和合成,从而加剧肺组织

的炎症和纤维化过程;(3)伴有Ⅱ型肺泡上皮细

胞(type
 

Ⅱ
 

elveolar
 

epithelial
 

cell,
 

AT2)和支气管

上皮细胞的增生,异常增生的 AT2 会分泌肺泡表

面活性物质,使肺泡稳定性丧失;(4) IPF 中活化

的成纤维细胞和肌成纤维细胞会组成成纤维细

胞灶,肺中胶原沉积增加,这些是肺组织硬化和

功能丧失的重要原因;(5) ECM 的过度沉积会改

变肺组织的微环境,增加组织硬度,影响细胞行

为,促进纤维化的持续发展[4,7-9] 。 这些组织病理

学变化通常对胸膜下和膈膜旁实质的影响最为

严重[4] ,其中代表活动性病变区域的成纤维细胞

灶是 IPF 常见的组织病理学特征[4,7] 。
目前 IPF 发病机制尚未明确、无确切的治疗

方法,因此进一步探索 IPF 的发病机制和治疗方

法十分重要。 动物模型在疾病的发病机制、病理

学表型等方面的研究设计中发挥了重要作用,但
IPF 动物模型的建立方法多样,尚无明确的统一

标准。 目前已有文献对 IPF 动物模型进行综述,
但缺少对其模型诱导时间、维持时间及不同纤维

化阶段模型表型差异的总结。 因此,本文从药物

和环境因素所诱导的纤维化机制、组织病理学改

变、纤维化阶段、造模时间等方面梳理 IPF 动物模

型的研究进展,旨在完善 IPF 动物模型与人 IPF
疾病表型等方面的相似度,同时为 IPF 动物模型

的选择和评价指标的优化提供理论依据。

1　 IPF 的发病机制与表型

IPF 的发生涉及多种因素, 不良生 活 习

惯[10] 、环境影响[11] 、职业危害[12] 、遗传因素[13] 等

均可能导致 IPF 的发生。 但其发病机制尚未完全

阐明,目前,关于 IPF 发病机制的研究主要集中在

慢性 炎 症、 氧 化 应 激 和 肺 泡 上 皮-间 质 转 化

( epithelial-mesenchymal
 

transition, EMT ) 等 方

面[14-16](图 1)。
长期暴露于含有多种危险因素的环境中,会

导致肺损伤,诱发异常的炎症反应和氧化应激,
两者可相互促进[17] 。 炎症反应中的巨噬细胞分

化为 M1 型和 M2 型两种不同的状态[18] ,M1 型巨

噬细胞诱导产生的促炎细胞因子, 如白介素

(interleukin,IL)-1β、IL-6、肿瘤坏死因子-α( tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)会加快炎症产物对肺组

织的浸润[19-20] 。 氧化应激通过氧化还原激活核

转录因子-κB( nuclear
 

transcription
 

factor,NF-κB)
信号通路释放 TNF-α、IL-1 和 IL-6 等炎症因子激

活 EMT[21-23] , 并导致 M2 巨噬细胞极化[21-25] 。
M2 型巨噬细胞及其亚型产生的转化生长因子-β1
( transforming

 

growth
 

factor-β1, TGF-β1)、血小板

衍生 生 长 因 子 ( platelet-derived
 

growth
 

factor,
PDGF)、血管内皮生长因子( vascular

 

endothelial
 

growth
 

factor,VEGF)等促肺纤维化因子来介导胶

原蛋白沉积和 EMT[19-20] 。 EMT 与成纤维细胞相

互作用,诱导肌成纤维细胞大量形成、肺上皮细

胞中胶原蛋白、ECM 等物质产生,最终导致肺纤

维化[26] 。

2　 实验动物

目前,用于 IPF 动物模型的实验动物种类众

多,包括小鼠、大鼠、仓鼠、树鼩、美利奴羊、恒河

猴、叙利亚仓鼠等[27] 。 由于给药剂量及给药途径

的不同,这些动物模型具有高度的不均一性。 大

鼠和小鼠模型是应用最为广泛的 IPF 动物模

型[28] ,小鼠与人类基因相似性高、繁殖能力高、品
系多样,以 C57BL / 6J、C57BL / 6、C6BL / 8J、KM 小
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图 1　 IPF 发病机制(由 Figdraw 绘制)
Figure

 

1　 IPF
 

pathogenesis(By
 

Figdraw)

鼠为代表;大鼠的呼吸系统在解剖学和生理学上

与人类有许多相似之处,且易于饲养和操作,以
Wister 和 SD 为主。 树鼩、美利奴羊、恒河猴、叙利

亚仓鼠等动物在基因、解剖学和代谢上更接近于

人类[29-30] ,但因其价格昂贵,较少应用于实验

研究。

3　 IPF 动物模型评价指标

评价指标是判断动物模型建立成功与否的

重要依据。 在 IPF 临床前模型中,模型动物需具

有人类 IPF 类似的病理学特征, 并且常使用

ASHCROFT 等[31]建立的评分系统(表 1) [32-33]
 

作

为模型评估的终点[7,10] 。

4　 造模方法

现有的造模方法包括药物诱导模型、环境诱

导模型以及基因工程技术诱导模型。 药物诱导

包括 博 来 霉 素 ( bleomycin, BLM )、 百 草 枯

( paraquat, PQ )、 异硫氰 酸 荧 光 素 ( fluorescein
 

isothiocyanate,FITC)、胺碘酮(amiodarone,AMD)、
油酸(oleic

 

acid)等(表 2),其中最常用的为 BLM。
环境诱导包括游离结晶二氧化硅 ( crystalline

 

silica,CS)、石棉( asbestosis)、辐射、高浓度氧等

(表 3),其中最常用的为 CS。 基因工程技术通过

敲除特定的基因使小鼠自发的发生肺纤维化或

加快特定 IPF 模型的诱导进程。 由于药物的化学

表 1　 肺纤维化分级标准

Table
 

1　 Grading
 

criteria
 

for
 

pulmonary
 

fibrosis

纤维化分级
Fibrosis

 

classification

组织学特征
Histological

 

characteristics

0
正常肺,肺组织结构正常

Normal
 

lungs
 

with
 

normal
 

lung
 

tissue
 

structure

1
肺泡或细支气管壁轻度纤维性增厚

Mild
 

fibrous
 

thickening
 

of
 

alveolar
 

or
 

bronchial
 

walls

2
  

~
  

3
中度纤维性增厚对肺组织结构无明显损害

Moderate
 

fibrous
 

thickening
 

without
 

significant
 

damage
 

to
 

lung
 

tissue
 

structure

4
  

~
  

5

纤维化增加,并对肺组织结构造成
一定的损害,形成纤维带或小纤维团

Increased
 

fibrosis
 

and
 

some
 

damage
 

to
 

the
 

lung
 

tissue
 

structure,
 

forming
 

fibrous
 

bands
 

or
 

small
 

fibrous
 

masses

6
  

~
  

7

肺组织结构严重扭曲,纤维区域较大,
即出现“蜂窝状肺”

Severe
 

distortion
 

of
 

the
 

lung
 

tissue
 

structure
 

with
 

large
 

fibrous
 

areas,
 

i. e.
 

“honeycomb
 

lung”

8 视野完全纤维性闭塞
Complete

 

fibrous
 

occlusion
 

of
 

the
 

visual
 

field

注:肺组织染色后镜下观察评分。
Note.

 

Score
 

for
 

microscopic
 

observation
 

after
 

staining
 

of
 

lung
 

tissue.

性质和物理因素对肺损伤的诱导效果不同,因此

它们在实验动物中诱导的纤维化机制、组织病理

学变化、纤维化阶段以及造模时间等方面也存在

差异。
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表 2　 药物诱导的 IPF 模型

Table
 

2　 Models
 

of
 

drug-induced
 

IPF

药物种类
Drug

 

type

动物品系
Strain

 

of
 

animal

造模时
间 / 周

Moulding
 

time /
week

表型
Phenotype

肺泡结构的
改变与破坏

Alteration
 

and
 

destruction
 

of
 

alveolar
 

structure

炎症细胞
浸润

Inflammatory
 

cell
 

infiltrate

肺上皮细
胞增生

Lung
 

epithelial
 

cell
 

hyperplasia

胶原
沉积

Collagen
 

deposition

成纤维
细胞灶

Fibroblastic
 

focus

ECM 沉积
Extracellular

 

matrix
 

deposition

参考文献
References

BLM

C57BL / 6、
C57BL / 6J 小鼠

C57BL / 6、
C57BL / 6J

 

mice

瑞士白化小鼠
Swiss

 

albino
 

mice

SD、Wistar 大鼠
SD、Wistar

 

rat

树鼩
Tree

 

shrew

美利奴羊
Merino

2
  

~
  

4

√ √ √ √ √ - [34-35]

√ √ √ √ √ - [36]

√ √ - √ - - [37-38]

- √ - √ - √ [29,39]

√ - - √ √ - [40-42]

PQ

C57BL / 6J 小鼠
C57BL / 6J

 

mice

SD、Wistar 大鼠
SD、Wistar

 

rat

恒河猴
Rhesus

 

monkey

2
  

~
  

4

√ √ √ √ - - [43-44]

√ √ - √ - - [45-46]

√ √ - √ - - [47]

FITCF

BALB / c、
C57BL / 6 小鼠

BALB / c、
C57BL / 6J

 

mice

2
  

~
  

4 - √ - √ - √ [48]

AMD

KM 小鼠
KM

 

mice

SD、Wistar 大鼠
SD、Wistar

 

rat

叙利亚仓鼠
Syrian

 

hamster

2
  

~
  

4

√ √ √ √ - - [49]

√ √ - √ √ - [31,50]

√ √ √ √ - - [51]

油酸
Oleic

 

acid
SD 大鼠
SD

 

rat 1
  

~
  

4 √ √ √ √ - - [52]

注:√:具有此表型;-:不具有此表型。 (下表同)
Note.

 

√.
 

Has
 

this
 

phenotype.
 

-.
 

Does
 

not
 

have
 

this
 

phenotype. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

tables)

4. 1　 药物诱导的 IPF 动物模型

4. 1. 1　 BLM 诱导的 IPF 模型

BLM 是从垂直链霉菌中分离得到的 1 组糖

肽类抗生素,由 5 种氨基酸组成,通过产生自由基

与体内的铁结合形成络合物,诱导 DNA 的断裂,
导致细胞凋亡或坏死, 引起炎症反应和纤维

化[65-67] 。 自 1970 年以来,BLM 被用于诱导动物

纤维化[68] ,是诱导纤维化的典型药物。
BLM 诱导纤维化的给药方式较多,大多通过

单剂量气管内滴注[34] 、尾静脉注射[34] 、腹腔注

射[34] 、鼻腔雾化[35]等。 模型的建立通常为 2
  

~
  

4
周,6

  

~
  

8 周后肺纤维化会消失[69-71] 。 重复 BLM
滴注诱导的 IPF 模型中纤维化可持续 3

  

~
  

6 个

月[72-73] ,产生此差异的机制尚不清楚,可能与研

究中使用 BLM 的不同剂量或小鼠品系有关。 其

中 C57BL / 6 小 鼠 对 BLM 具 有 更 好 的 反

应性[34-35,74] 。
BLM 诱导 IPF 的过程可分为 3 个阶段,第 1

阶段为给药后的第 1 周主要以炎症为主,炎症细

胞大量涌入,并激活和分泌多种炎症介质,原因
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　 　 　 　 　 　 表 3　 环境诱导的 IPF 模型

Table
 

3　 Environmentally
 

induced
 

IPF
 

models

药物种类
Drug

 

type

动物品系
Strain

 

of
 

animal

造模时
间 / 周

Moulding
 

time / weeks

表型
Phenotype

肺泡结构的
改变与破坏

Alteration
 

and
 

destruction
 

of
 

alveolar
 

structure

炎症细胞
浸润

Inflammatory
 

cell
 

infiltrate

肺上皮细
胞增生

Lung
 

epithelial
 

cell
 

hyperplasia

胶原沉积
Collagen

 

deposition

成纤维细
胞灶

Fibroblastic
 

focus

ECM 沉积
Extracellular

 

matrix
 

deposition

参考文献
References

BLM

C57BL / 6、
C57BL / 6J 小鼠

C57BL / 6、
C57BL / 6J

 

mice

KM 小鼠
KM

 

mice

SD、Wistar 大鼠
SD、Wistar

 

rat

4
  

~
  

12

√ √ √ √ - - [53-56]

√ √ - - - - [57]

√ √ √ √ - - [57-59]

石棉
Asbestosis

C57BL / 6J 小鼠
C57BL / 6J

 

mice 1
  

~
  

2 √ - - √ - - [41-42]

X 射线
X-ray

C57BL / 6 小鼠
C57BL / 6J

 

mice 24
  

~
  

28 √ √ √ √ √ - [60-61]

高浓度氧
High

 

oxygen
 

concentration

SD、Wistar 大鼠
SD、Wistar

 

rat
 2 √ - - √ - - [62-64]

是上皮损伤,并有血管渗透,促炎细胞因子、趋化

因子的上调[72] 。 第 2 阶段为给药后的第 2 周从

炎症发展为纤维化的过渡期,此阶段可见炎症反

应减弱、纤维增生增加、肌成纤维细胞出现[75] 。
第 3 阶段为给药后的第 3

 

~
 

4 周为慢性纤维化阶

段,可见肺泡结构破坏、肺泡内及肺间隔纤维化

明显、肺泡壁和肺泡间隔增厚、炎症细胞浸润(如

巨噬细胞)、成纤维细胞灶、胶原沉积增加、基底

膜增厚、Ⅰ型肺泡上皮细胞变形、崩解脱落、肿

胀、Ⅱ型肺泡上皮细胞增殖、畸形层状体、层状小

体液泡样转化,EMT 水平升高,ECM 的更新和重

塑,Ashcroft 肺纤维化评分升高[34-36,65,76-78] ,出现

明显的牵引性支气管扩张和胸膜下纤维化[73] ;可
见 IPF 模型中的炎症因子 TGF-β1、TNF-α、IL-1β
和 IL-6 表达水平升高[34-35,78-79] 。 BLM 诱导 IPF
具有价格实惠、易于处理、重复性高的优点,并出

现了多种人 IPF 疾病表型,是实验室最常用的造

模方式之一。 但此模型并不能保证所有动物都

能完全发展成肺纤维化,疾病发展的时间间隔较

长[65,76] 。 不同给药方式产生的肺纤维化会有差

异,如 BLM 鼻腔雾化给药,药物在体内分布较均

匀,肺纤维化病变更均匀、范围更广、可达胸膜下

区域,形成胸膜下纤维化,更符合人肺纤维化的

临床特点,但需要特殊的设备,使用较少[35] ;腹腔

注射和尾静脉注射 BLM 纤维化主要位于胸膜下,
胶原分布在肺间质间隙,但给药次数和剂量较

大,造模时间长,成本高[34] ;单剂量气管内给 BLM
为目前最常用的造模方式,胶原主要分布在支气

管附近,对操作者技术要求较高[34,71] 。
近年来,BLM 诱导的 IPF 模型在 IPF 的研究

中被广泛应用。 例如,在此模型基础上开展的与

IPF 发病相关的机制研究,包括炎症[80-81] 和氧化

应激[80,82] 、EMT[83-85] 等。 此外,该模型还用于筛

选治疗 IPF 的潜在药物,如川芎嗪[86] 、黄芪[87] 、
白芍[87] 、生陷汤[88] 、橘皮素[83] 、罗红霉素[89] 等。
同时,也被用于评估新治疗方法的疗效,如 IL-11
的 siRNA 纳米颗粒的吸入法[90] 、超分子纳米纤维

法[91] 、高压氧疗法[92-93]等。
4. 1. 2　 PQ 诱导的 IPF 模型

PQ 是一种被广泛使用的高效非选择性接触

性除草剂。 PQ 中毒会导致肺、胃肠道、胰腺、肾、
肝、心脏、脑等多器官功能衰竭,其中主要的靶器

官为肺和肾,肺纤维化是 PQ 中毒最典型的特

征[94] 。 PQ 导致肺纤维化主要是引起肺泡损伤和
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肺泡上皮细胞的重构;因此产生氧化应激反应、
炎症反应和基因表达异常[95] 。 PQ 动物模型的建

立常用的实验动物为 C57BL / 6J 小鼠[43-44] 、Wistar
大鼠[45] 、SD 大鼠[46] 、恒河猴[47]等,常通过一次性

灌胃[45-47]和腹腔注射给药[43-44] ,造模时间为 2
  

~
  

4 周[43-47] 。 PQ 给药 3
 

d 后,可见支气管和肺泡壁

充血、水肿和炎症细胞浸润;给药 14
 

d 后,可见肺

泡间隔增厚伴肺泡管腔变窄、弥漫性肺出血及有

透明膜形成;给药 28
 

d 后,可见肺泡壁增厚,纤维

细胞增生,胶原纤维增加,TGF-β1、IL-4 表达水平

升高; 给 药 28
 

d 后 肺 纤 维 化 水 平 明 显 下

降[43,45-47] 。 PQ 诱导的 IPF 模型具有死亡率高,
操作困难,给药剂量难控制等缺点[96]

PQ 诱导的 IPF 模型适用于研究 IPF 发病机

制,包括非免疫机制[97] 、氧化应激[97-99] 、炎症反

应[97-99]以及 EMT[100] 等途径。 此外,该模型还可

用于筛选潜在的 IPF 治疗药物, 例如雷帕霉

素[101] 、雷公藤内酯[102] 、阿米替林[103] 等。 同时,
RASOOLI 等[104] 应用该模型评估了吡非尼酮加泼

尼松龙的联合疗法治疗 PQ 诱导 IPF 的疗效,为
联合治疗策略提供了实验依据。
4. 1. 3　 FITC 诱导的 IPF 模型

FITC 是一种可用于诱导肺纤维化的化学荧

光分子,能与呼吸道蛋白结合,附着在肺蛋白上,
持续定位于最初的损伤区域,可通过荧光识别受

损区域和周围的纤维化[48,105] 。 常用的实验动物

为 BALB / c、C57BL / 6 小鼠[48] 。 单次气管内滴注

FITC,纤维化的出现需要 2
  

~
  

4 周,并一直持续至

24 周[48,105] 。 首先,给药 1
 

d 后,出现肺泡壁水肿

和肺泡渗出物,表现为急性肺损伤,给药 7
 

d 后,
可见急性和慢性炎症细胞浸润,如单核细胞;给
药 21

 

d 后,可见斑片状肺纤维化、ECM 增加、单核

细胞持续存在、胶原沉积增加[48] 。 但实际上很少

使用该药物诱导肺纤维化模型,因为该模型明显

缺乏 UIP 表现和主要的炎性浸润物,某些组织病

理学特征观察不到,如成纤维病灶,而且不同批

次的 FITC 所 产 生 的 纤 维 化 反 应 有 较 大 的

差异[48,105-106] 。
4. 1. 4　 AMD 诱导的 IPF 模型

AMD 是一种广泛用于治疗心律失常的Ⅲ类

抗心律失常药,但因其会诱导严重的肺毒性,临
床上很少用于疾病的治疗[107-108] 。 AMD 诱导肺

纤维化的发病机制与多种细胞、线粒体破坏、免
疫调节机制和血管紧张素酶系统的综合作用有

关,但目前并没有明确的定论[109-110] 。 其诱导的

IPF 模型常用的实验动物为 KM 小鼠[49] 、叙利亚

仓鼠[51] 、Wistar 大鼠[31] 和 SD 大鼠[50] 等,可通过

单次气管内注入 AMD 或者连续灌胃给药,在 4 周

内发展为肺纤维化, 4 周后肺纤维化水平下

降[51] 。 AMD 给药 1
 

d 后,可见肺泡腔内急性炎症

细胞浸润,并伴有出血;给药 5
 

d 后,可见间质增

厚、单核细胞进入肺间隔、肺泡上皮细胞增生、纤
维蛋白渗出明显并且急性炎症细胞消失;在给药

14
 

d 后,肺泡间隔明显增厚,充斥炎症细胞、纤维

蛋白渗出物和Ⅱ型肺泡上皮细胞明显增加、急性

炎症细胞再次出现;给药 21
 

d 后,可见间质和肺

泡腔中含有大量中性粒细胞、嗜酸性粒细胞和单

核细胞、胶原沉积增加、肺泡间隔增厚、含有大量

巨噬细胞;给药 28
 

d 后,肺纤维化改变有所恢

复[32,49,51,107] 。 临床上对胺碘酮所致纤维化的认

识和治疗有限,该药不良反应众多,在引起肺毒

性的同时也会造成其他损伤,其诱导产生肺毒性

的发病机制,至今没有确切结论,因此对其进一

步研究尤为重要。 目前该模型可用于肺纤维治

疗药物的筛选,包括川陈皮素[111] 、硫辛酸[107] 、左
旋肉碱[112]等潜在药物。
4. 1. 5　 油酸诱导的 IPF 模型

油酸是动植物体内的一种不饱和脂肪酸,是
健康人体内常见的一种营养素,但油酸可通过触

发不同的细胞途径,改变细胞功能,刺激组织发

生纤维化[113] 。 通过尾静脉注射油酸,诱导 IPF
模型,7

 

d 可见肺泡壁明显增厚、肺泡和肺间质水

肿,大量中性粒细胞浸润,肺泡腔缩小,肺泡塌陷

等,以急性肺泡炎为主;14
 

d 可见肺泡炎症减轻,
病灶内出现肺泡萎缩和肺泡上皮细胞增生,局部

出现胶原沉积及斑片状纤维,部分肺泡结构消

失;28
 

d 可见肺泡结构萎陷、破坏,炎症细胞减

少,病变部位扩大,胶原沉积在新生毛细血管周

围,肺泡间隔及部分肺泡腔中充满胶原和纤维蛋

白,肺泡壁增厚[52] 。 油酸诱导的肺纤维化模型虽

然不能完全模拟人类疾病的全过程,但该模型重

复性好,更接近人类肺纤维化病变的分布特点,
缺点是需要掌握尾静脉注射的技术,且成功率

不高[113-114] 。
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4. 2　 环境诱导的 IPF 动物模型

4. 2. 1　 CS 诱导的 IPF 模型

矽肺病是由于人体吸入大量 CS 或二氧化硅

(SiO2)引起的[115] ,CS 会导致肺部炎症,纤维化和

肺功能障碍,但其导致机体疾病的机制尚不清

楚,实验研究中用 SiO2 粉末诱导 IPF 模型的建立

有利于了解其致病机制,为疾病的治疗,药物的

研究提供理论依据[116-117] 。 SiO2 诱导的 IPF 是一

种弥漫性间质性纤维化疾病,其特征是肺组织中

ECM 的 大 量 沉 积[118] 。 模 型 中 常 用 动 物 为

C57BL / 6 小鼠[53-54] 、C57BL / 6J 小鼠[55-56] 、KM 小

鼠[119]和 Wistar 大鼠[57-58] 、SD 大鼠[59] ,给药途径

多为气管内滴注 SiO2
[53-59] ,少部分使用鼻腔吸

入[119] ;造模时间最短为 28
 

d
 [57-58] ,最长可达 5 个

月[55-56] 。 SiO2 给药后 28
 

d 可见肺部出现纤维化;
给药 2 个月后,可见细胞性结节(肉芽肿)并伴有

明显的上皮增生;给药 4 个月后,可见肺泡结构破

坏、肺泡壁增厚、肺上皮细胞增生、细胞性结节

(肉芽肿)、炎性细胞浸润、肺泡腔内有渗出液、肺
间质充血、胶原沉积增加、ECM 沉积增加[56-59] ,还
可见 IL-1β、IL-6、IL-4、TNF-α、IL-18 等炎症因子

的表 达 水 平 升 高, Ashcroft 肺 纤 维 化 评 分 升

高[56-59] 。 CS 诱导的 IPF 操作简单,成果率高、诱
导的肺纤维化组织病理变化与人类更相似,但

SiO2 动物模型所需的造模时间较长难以广泛应

用[54-56] 。 该模型被用于 IPF 治疗药物的筛选和

潜在疗效的评估[120-121] 。
4. 2. 2　 石棉诱导的 IPF 模型

石棉纤维为天然存在的矿物硅酸盐(角闪石

和温石棉),在环境中暴露时会导致肺和胸腔纤

维化、肺癌等,但其诱导疾病的机制尚未完全确

定。 石棉纤维进入人体后会被血管内皮细胞内

化,导致产生铁衍生的活性氧物种,DNA 损伤和

细胞 凋 亡, 诱 导 的 肺 泡 上 皮 细 胞 ( alveolar
 

epithelial
 

cells,AECs) 的凋亡是石棉纤维引起肺

纤维化的早期事件[122] 。 常用的实验动物为

C57BL / 6 小鼠[123] 、C57BL / 6J 小鼠[124] ,闪石纤维

通过气管内滴注给药,第 7 天可见肺部出现纤维

化,第 14 天肺纤维化达到成熟,并可持续 60
 

d,不
会自发消退[123] ,可见肺结构破坏,支气管周围纤

维化,并延伸至邻近的肺泡实质,胶原沉积增

加[123-124] 。 该模型也存在一定的局限性,诱导的

纤维化病变在肺组织中分布不均匀,大多位于肺

组织的中间而非胸膜下[125] 。 吸入法诱导的 IPF
的病变更接近胸膜,但所需的时间较长,常使用

温石棉[126] 。
目前,该模型主要用于预测 IPF 的潜在治疗

靶点,包括腺嘌呤核苷酸转位酶 1[127] 、去乙酰化

酶 3[128-129] 、NADPH 氧化酶 4[130]等。
4. 2. 3　 辐射诱导的 IPF 模型

放射性肺损伤( radiation-induced
 

lung
 

injury,
RILI)是放射治疗中最常见的副作用,其中包括急

性放射性肺炎和慢性放射性肺纤维化[131] 。 辐射

是通过导致成纤维细胞和肌成纤维细胞的积累、
增殖、分化,最终增加胶原蛋白的产生、炎症细胞

的浸润和 ECM 的重塑从而诱导肺的纤维化[132] 。
辐射诱导的 IPF 模型常用 C57BL / 6 小鼠,对其最

为敏感[132] ;采用 12
 

~
 

20
 

Gy
 

X 射线照射,4
  

~
  

8
周后,可见肺泡间隔增宽、肺泡完整性降低、肺纹

理轻度增厚、胶原沉积出现;16
  

~
  

24 周后可见肺

间质细胞增多、肺泡壁增厚、胶原沉积增加,肺纤

维化面积增大、炎症细胞浸润、肌成纤维细胞分

化增加、IL-6、TGF-β 表达升高[60-61] 。 辐射造模所

采用的技术较为复杂,因为其无法避免照射到其

他器官,但造模时应只辐射于肺部;而且辐射造

模所需的时间较长,多为 24
  

~
  

28 周,限制了其在

临床前环境中的有效应用[60-61,106,132] 。
该模型可用于 IPF 发病机制的研究,通过靶

向寡肽 / 组氨酸转运体来调节巨噬细胞中的氧化

应激[133] ;TU 等[134] 应用该模型尼探究了尼达尼

布对辐射诱导肺纤维化的抗纤维化影响,并揭示

其基本机制。 DADRICH 等[135] 应用该模型评估

了血小板衍生生长因子和 TGF-β 信号传导的小

分子抑制剂的联合使用是一种安全有效的治疗

辐射诱导 IPF 的方法。
4. 2. 4　 高浓度氧诱导的 IPF 模型

高浓度氧可用于治疗缺氧性呼吸衰竭,但高

浓度的氧也会影响肺的发育,导致肺泡损伤、肺
间质纤维化和肺血管发育不良等,使早产儿患上

支气管发育不良 ( bron-chopulmonary
 

dysplasia,
 

BPD) [136] 。 暴露于 95%
 

~
 

100%的氧浓度环境中

72
  

~
  

96
 

h,会导致急性肺损伤,长时间暴露于

50%
 

~
 

85%氧浓度环境中可导致渐进性肺纤维

化[137] 。 高 氧 引 起 的 肺 纤 维 化 的 特 征 为

267



中国实验动物学报 2025 年 5 月第 33 卷第 5 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,April
 

2025,Vol.
 

33,
 

No.
 

5

EMT[62,136] 。 其诱导的 IPF 模型常用的动物为新

出生的大鼠,将新生大鼠与母鼠一同置于高氧环

境中,持续高氧培养 14
 

d,新生大鼠在第 3
  

~
  

7 天

肺部开始出现纤维化,在第 14 天纤维化达到最高

峰,可见肺泡数量减少,肺泡扩张,间质增厚,肺
间质纤维化增加,胶原沉积增加,肌成纤维细胞

分化增加,TGF-β1 表达水平升高[62-64,136-137] 。 高

浓度氧诱导的肺纤维模型所需的时间较短,但所

需的条件比较高,要将氧的浓度控制在一定范

围,才可导致肺纤维化。
4. 3　 其他

近年来随着研究的不断深入,一些转基因小

鼠及基因敲除小鼠也成为了研究的热点。 Fra2tg

转基因小鼠(Fra2
 

transgenic
 

mice,
 

Fra2tg)来源于

转基因小鼠异位表达 Fra2,小鼠异位表达 Fra2 可

导致多器官的纤维化, 肺组织的纤维化最严

重[138] 。 几种与人类肺纤维化有关的生长因子、
趋化因子和细胞因子在 Fra2tg 转基因小鼠的病变

肺中高度表达,且在 IPF 的人肺纤维化标本中可

见强烈的 Fra2 免疫反应,因此 Fra2tg 转基因小鼠

可 成 为 IPF 研 究 中 一 种 有 前 途 的 动 物

模型[138-140] 。
5-羟色胺(5-hydroxytryptamine,5-HT)为色氨

酸中提取的单胺分子, 可由色氨酸羟化酶 2
(tryptophan

 

hydroxylase
 

2,
 

TPH2) 和色氨酸羟化

酶 1( tryptophan
 

hydroxylase
 

1,
 

TPH1) 合成,中枢

的 5-HT 由 TPH2 合成,外周的由 TPH1 合成。 外

周的 5-HT 可调节血小板凝集、骨骼发育、免疫反

应和炎症反应等。 研究发现 5-HT 可以通过促进

肺胶原蛋白沉积、炎症和氧化应激加速博来霉素

诱导的肺纤维化,因此在肺纤维小鼠血清、肺泡

灌洗液( bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid,BALF)、肺组

织中可见 5-HT 水平显著升高[141] 。
黏蛋白 1(mucin

 

1,
 

MUC1)是一种Ⅰ型跨膜

糖蛋白,其可通过抑制巨噬细胞中 TLR / NF-κB 通

路的激活来干扰 NLRP3 炎性体的活性,MUC1 的

缺乏就可能通过增加 IL-1β 的产生而加剧肺纤维

化[142] 。 通过转基因技术使小鼠自发的发生肺纤

维化或者通过敲除特定的基因加快肺纤维模型

的建立有利于进一步研究 IPF,同时也有利于缩

短实验的时间,也可增加造模的成果率,但该实

验模型的建立有价格昂贵的局限性。

5　 总结与展望

本文系统总结了 IPF 动物模型的研究进展,
从药物诱导和环境诱导两个方面,梳理了不同模

型的造模方法、表型特征、优缺点及应用概括。
理想的 IPF 动物模型的发病机制、组织病理学改

变、生化指标等应较全面的与人类 IPF 疾病相近,
但目前尚无一个模型能够完全模拟人类身上检

测到的 IPF 所有典型特征。 未来研究应注重模型

的标准化,规范造模流程,统一评价指标;开发多

因素诱导模型,结合药物、环境因素和遗传背景,
更真实地模拟人类 IPF 的发病过程;引入新技术,
如单细胞测序和基因编辑,以构建更接近人类病

理特征的模型;加强跨物种研究,寻找更适合的

模型动物或开发人源化动物模型;同时,关注慢

性纤维化阶段的研究,为 IPF 的长期治疗提供理

论支持。 通过这些优化和创新,推动 IPF 的发病

机制研究和临床治疗策略的开发。
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苯酚胶浆在妇科疾病动物模型中的应用
王广龙,张锁∗

(内蒙古医科大学中医学院,呼和浩特　 010059)

　 　 【摘要】 　 苯酚胶浆造模法是一种在妇科疾病动物实验模型中广泛采用的造模技术。 在构建盆腔炎、宫
颈炎、子宫内膜炎、输卵管炎、阴道炎等妇科疾病动物模型时,苯酚胶浆作为粘堵剂被注射入大鼠子宫内,造成

盆腔器官组织的化学性烧伤。 这种烧伤会引起充血、水肿、炎性渗出、炎性粘连和阻塞,进而形成慢性炎症。
此外,苯酚胶浆也被应用于复制中医妇科的动物模型,利用其腐蚀性和黏滞性,制作以湿瘀互结为基础证候的

动物模型。 该模型的成功建立,为研究妇科疾病的病理机制和治疗方法提供了关键的实验基础。
【关键词】 　 苯酚胶浆;妇科疾病;动物模型;中医证型
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【Abstract】　
 

The
 

phenol
 

glue
 

modeling
 

method
  

is
 

a
 

widely
 

used
 

modeling
 

technique
 

in
 

animal
 

experimental
 

models
 

of
 

gynecological
 

diseases.
 

Phenol
 

glue
 

is
 

injected
 

into
 

the
 

rat
 

uterus
 

as
 

an
 

adhesive
 

agent,
 

causing
 

chemical
 

burns
 

to
 

the
 

pelvic
 

organ
 

tissues,
 

to
 

construct
 

animal
 

models
 

of
 

pelvic
 

inflammatory
 

disease,
 

cervicitis,
 

endometritis,
 

salpingitis,
 

vaginitis,
 

and
 

other
 

gynecological
 

diseases.
 

The
 

burns
 

induce
 

hyperemia,
 

edema,
 

inflammatory
 

exudation,
 

inflammatory
 

adhesions,
 

and
 

blockages,
 

leading
 

to
 

chronic
 

inflammation.
 

The
 

corrosive
 

and
 

adhesive
 

properties
 

of
 

phenol
 

paste
 

are
 

also
 

used
 

to
 

create
 

animal
 

models
 

replicating
 

gynecological
 

diseases
 

in
 

traditional
 

Chinese
 

medicine,
 

based
 

on
 

the
 

syndrome
 

of
 

dampness
 

and
 

blood
 

stasis.
 

The
 

successful
 

establishment
 

of
 

the
 

phenol
 

glue
 

model
 

provides
 

a
 

crucial
 

experimental
 

basis
 

for
 

studying
 

the
 

pathological
 

mechanisms
 

and
 

treatment
 

method
  

of
 

gynecological
 

diseases.
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syndrome
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signs
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　 　 苯酚胶浆是一种由苯酚和其他成分混合制

成的胶状化学物质。 苯酚,又称石炭酸,是一种

具有特殊气味的无色晶体,是生产多种化工产品

和中间体的重要原料。 它也用作溶剂和消毒剂,
在医疗领域具有杀菌和防腐作用。 苯酚胶浆可

能用于科研实验或医疗治疗中,以产生特定的炎

性反应。
在科研实验中,苯酚胶浆被用作化学性腐蚀

剂,模拟盆腔内器官组织的炎性反应和粘连。 尽

管其致炎机制与人类的生物性因子不同,但病理

结果相似,因此适用于科学研究。 苯酚胶浆还用

于妇科疾病的动物模型研究,包括宫颈炎、子宫

内膜炎等多种炎症。

表 1　 苯酚胶浆在盆腔炎动物模型中的应用

Table
 

1　 Application
 

of
 

phenolic
 

adhesive
 

in
 

animal
 

models
 

of
 

pelvic
 

inflammatory
 

disease

动物模型
Animal

 

models

动物种类
Species

 

of
 

animal

造模方法
Modeling

 

method

操作方法
Operation

 

method

操作部位
Operational

 

location

单侧、双侧
Unilateral,

 

bilateral

主要成分
Main

 

components

苯酚胶浆浓度
Phenol

 

resin
 

paste
concentration

造模时间
Modeling

 

time

盆腔炎
Pelvic

 

inflammatory
 

disease

SD 雌性大鼠
SD

female
 

rat

Wister
雌性大鼠

Wister
female

 

rat

KM
雌性小鼠

KM
female

 

mouse

苯酚胶浆法
Phenol

 

resin
 

paste
 

method

苯酚胶浆
联合机械
损伤法

Phenol
 

resin
 

adhesive
 

combined
 

with
 

mechanical
 

damage
 

method

开腹注射
Laparotomy

injection

阴道
灌注

Vaginal
irrigation

子宫体
Uterine

 

body

子宫角
Uterine

 

horn

输卵管
Fallopian

 

tube

单侧
(左或右)
Unilateral

 

(left
 

or
 

right)

双侧
Bilateral

苯酚、西黄蓍胶、
甘油、蒸馏水

Phenol,
 

tragacanth
 

gum,
 

glycerin,
 

distilled
 

water

苯酚、阿拉伯胶、
甘油、蒸馏水

Phenol,
 

gum
 

arabic,
 

glycerol,
 

distilled
 

water

苯酚、羧甲基纤维
素钠

Phenol,
 

sodium
 

carboxymethylcellulose

15%
  

~
  

30% 7
  

~
  

30
 

d

1　 盆腔炎动物模型中苯酚胶浆的

应用

　 　 盆腔炎,也被称为盆腔炎性疾病,是指生殖

系统中女性上生殖道器官及其周围组织(子宫、
输卵管、卵巢宫旁组织及盆腔腹膜)发生的炎症。
炎症可局限于一个部位,也可同时累及几个部

位,其中输卵管炎、输卵管卵巢炎最为常见。 盆

腔炎按照发病过程及临床表现可分为急性盆腔

炎和慢性盆腔炎两类。
苯酚胶浆在盆腔炎的动物模型中,多用于慢

性盆腔炎的动物模型,选择的动物种类包括 SD
雌性大鼠[1] 、 Wister 雌性大鼠[2] 、 KM 雌性小

鼠[3] ,其中选择 SD 雌性大鼠最多;采用的造模方

法使用了苯酚胶浆法[1-8] 、苯酚胶浆联合机械损

伤[5] ,其中常用的是苯酚胶浆法;具体操作方法

大多采用开腹注射法[1] 、极少数采用阴道注射方

法[4] ;操作部位包括子宫体(子宫分岔处) [5] 、子
宫角(一侧子宫) [7] 、输卵管[9] ,极少在输卵管部

位操作;有单侧(左或右)操作[1,5-6] 、双侧操作[8] ,
单侧操作一般在子宫角,即一侧子宫向卵巢方向

缓慢注入苯酚胶浆;双侧操作一般在子宫体,即
子宫分岔处进入宫腔内,分别朝双侧卵巢方向缓

慢注入苯酚胶浆。 造模时间一般在 7
  

~
  

30
 

d[1] ,
多数在 7

  

~
  

16
 

d[6-7] ,大部分是一次性注射,持续

观察。 苯酚胶浆使用的剂量在 0. 06
  

~
  

0. 25
 

mL
不等。

在盆腔炎的动物模型中,苯酚胶浆的主要成

分包括多数采用苯酚、西黄蓍胶、甘油、蒸馏水,
极少数使用苯酚、阿拉伯胶、甘油、蒸馏水或苯

酚、羧甲基纤维素钠[6-7] 。 苯酚胶浆的浓度一般

在 15%
  

~
  

30%,多数采用 25%的苯酚胶浆[1,6-7] 。
(见表 1)。
　 　 苯酚胶浆在盆腔炎动物模型中的应用价值

主要体现在其能够模拟盆腔炎的病理过程,为相
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关研究提供可靠的实验基础。 在盆腔炎动物模

型的制作中,苯酚胶浆通过化学性烧伤引起子宫

内膜的炎症反应,模拟了盆腔炎的病理过程。 实

验证明,苯酚胶浆造模后,动物子宫壁会出现充

血、粘连等病理变化,光镜下可观察到子宫内膜

上皮及腺上皮细胞增生,大量淋巴细胞、浆细胞

浸润,以及少量中性粒细胞等炎性细胞浸润,这
些病理特征与人类的盆腔炎相似。

2　 宫颈炎动物模型中苯酚胶浆的

应用

　 　 宫颈炎是妇科常见疾病之一,主要发生在女

性宫颈部位,是宫颈管黏膜及宫颈阴道部因损伤

和病原体侵袭而引发的炎症。 宫颈具有防止下

生殖道病原体进入上生殖道的重要功能,但同时

也容易受到同房、分娩及宫腔操作损伤,并且宫

颈管单层柱状上皮抗感染能力较差,容易发生

感染。

表 2　 苯酚胶浆在宫颈炎动物模型中的应用

Table
 

2　 Application
 

of
 

phenolic
 

adhesive
 

in
 

animal
 

models
 

of
 

cervicitis

动物模型
Animal

 

models

动物种类
Species

 

of
 

animal

造模方法
Modeling

 

method

操作方法
Operation

 

method

操作部位
Operational

 

location

主要成分
Main

 

components

苯酚胶浆浓度
Phenol

 

resin
 

paste
concentration

造模时间
Modeling

 

time

宫颈炎
Cervicitis

SD
雌性大鼠

SD
female

 

rat

Wister
雌性大鼠

Wister
female

 

rat

苯酚胶浆法
Phenol

 

resin
 

paste
 

method

阴道灌注
Vaginal

 

irrigation

阴道 1
 

~
 

2
 

cm
Vaginal

 

irrigation
1

 

~
 

2
 

cm

苯酚、阿拉伯
胶、甘油、蒸

馏水
Phenol,

 

gum
 

arabic,
 

glycerol,
 

distilled
 

water

苯酚、西黄蓍
胶、甘油、蒸

馏水
Phenol,

 

tragacanth
 

gum,
 

glycerin,
 

distilled
 

water

20%
  

~
  

37. 5% 0. 5
  

~
  

14
 

d

　 　 苯酚胶浆除了在盆腔炎动物模型中广泛应

用外,在宫颈炎动物模型中的应用仍较多。 选用

的大鼠类型分别是 SD 雌性大鼠[10] 、Wister 雌性

大鼠[11] ;造模方法多是苯酚胶浆法,操作部位在

阴道内 1
  

~
  

2
 

cm 处[10] 。 具体方法为将注射针头

尖端剪去,磨平,使头部光滑,用处理过的注射针

头轻轻插入大鼠阴道深处约 1
  

~
  

2
 

cm 处,注入苯

酚胶浆,为了防止苯酚胶浆外溢,一般会取棉球

固定阴道口,并保持大鼠倒立状态 5
 

min。 此外,
造模时间一般在 0. 5

  

~
  

14
 

d,其中包括一次性注

射和间歇性注射(1
 

d
 

1 次或 2
 

d
 

1 次)。
在宫颈炎的动物模型中,苯酚胶浆的主要成

分包括多数采用苯酚、阿拉伯胶、甘油、蒸馏水[12]

和苯酚、西黄蓍胶、甘油、蒸馏水[13] 。 苯酚胶浆浓

度一般在 20%
  

~
  

37. 5%,多数采用 25%苯酚胶

浆[10-13] 。 苯酚胶浆使用剂量在 0. 06
  

~
  

0. 25
 

mL[10-13] 。 (见表 2)。
　 　 苯酚胶浆在宫颈炎动物模型制作中具有显

著的应用价值。 与盆腔炎的造模方法相比,通过

特定部位与特定的方法,可以成功诱导出宫颈炎

的病理状态,这些病理变化与临床上宫颈炎患者

的表现相似,使得苯酚胶浆制备的宫颈炎动物模

型具有较高的模拟度和可靠性。

3　 子宫内膜炎动物模型中苯酚胶浆

应用

　 　 子宫内膜炎是指子宫内膜发生的炎症,一般

由结核菌和病原菌感染所致,是育龄期女性常见

的妇科疾病,属于盆腔炎性疾病范畴。
苯酚胶浆也可作为子宫内膜炎动物模型的

一种方法[14] ,选择的动物种类一般为 SD 雌性大

鼠[14] 、Wister 雌性大鼠[15] ;造模方法主要为苯酚

胶浆法;操作方法有开腹宫内注射[14] 以及阴道灌

注[16] ;操作部位有子宫体、 子宫角以及输卵
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管[14-19] ;以单侧操作较多,但其中有几篇文献未

明确描述操作单侧双侧,如“各组大鼠每 2
 

d 向其

阴道内注入 25%苯酚胶浆 0. 1
 

mL” “开腹后暴露

双侧子宫,选用 4 号针头于子宫分叉处进入宫腔

内, 朝 卵 巢 方 向 缓 慢 推 注 0. 05
 

mL 苯 酚 胶

浆” [16-18] ,因此不排除双侧操作的可能;造模时间

一般在 7
  

~
  

30
 

d[14-19] 。
在子宫内膜炎的动物模型中,苯酚胶浆的主要

成分多数采用苯酚、西黄蓍胶、甘油、蒸馏水[14-18]

和苯酚、生理盐水[19] 。 苯酚胶浆的浓度一般在

15%
  

~
  

25%,多数采用 25%的苯酚胶浆。 苯酚胶

浆使用剂量在 0. 04
  

~
  

0. 15
 

mL[14-19] 。 (见表 3)。

表 3　 苯酚胶浆在子宫内膜炎动物模型中的应用

Table
 

3　 Application
 

of
 

phenolic
 

adhesive
 

in
 

animal
 

models
 

of
 

endometritis

动物模型
Animal

 

models

动物种类
Species

 

of
 

animal

造模方法
Modeling

 

method

操作方法
Operation

 

method

操作部位
Operational

 

location

单侧、双侧
Unilateral,

 

bilateral

主要成分
Main

 

components

苯酚胶
浆浓度

Phenol
 

resin
 

paste
concentration

造模时间
Modeling

 

time

子宫内膜炎
Endometritis

SD 雌性大鼠
SD

 

female
 

rat

Wister
雌性大鼠

Wister
female

 

rat

苯酚胶浆法
Phenol

 

resin
 

paste
 

method

开腹注射
Laparotomy

injection

阴道灌注
Vaginal

irrigation

子宫体
Uterine

 

body

子宫角
Uterine

 

horn

输卵管
Fallopian

 

tube

单侧
(左或右)
Unilateral

 

(left
 

or
 

right)

双侧
Bilateral

苯酚、西黄
蓍胶、甘油、

蒸馏水
Phenol,

 

tragacanth
 

gum,
 

glycerin,
 

distilled
 

water

苯酚、生理盐水
Phenol,

 

saline
 

solution

15%
 

~
 

25% 7
 

~
 

30
 

d

4　 宫腔粘连动物模型中苯酚胶浆

应用

　 　 宫腔粘连是指子宫内壁粘连,使宫腔部分或

者全部闭塞。 正常的子宫宫腔是一个中空的腔

体,子宫内膜覆盖在宫腔内表面,当子宫内膜受

到损伤,如因手术操作、感染等导致子宫前后壁

相互粘连在一起,就形成了宫腔粘连。
苯酚胶浆在宫腔粘连动物模型的应用中,选

用的大鼠种类为 SD 雌性大鼠[20-21] ;造模方法一

般为苯酚胶浆法[20-21] ,操作方法多选用开腹宫内

注射[20-21] ;注射部位分为子宫体或子宫角且多为

单侧操作[20-21] ;开腹宫内注射的具体操作,如:于
下腹部正中和尿道上端约 1. 00

 

cm 处切开皮肤,
暴露子宫,选取一侧子宫,在一侧子宫及阴道上

端连接处用 5-0 慕丝线缠绕标记,使用 4 号针头

(微量注射器)在选取的一侧子宫腔进行轻柔注

射,注射过程缓慢,从子宫远端向阴道方向涂抹

或向卵巢方向缓慢注射,从而制备大鼠宫腔粘连

的模型。
宫腔粘连的动物模型中,苯酚胶浆的主要成

分多 数 采 用 苯 酚、 阿 拉 伯 树 胶、 甘 油、 蒸 馏

水[20-21] 。 苯酚胶浆的浓度一般在 25%[20-21] 。 苯

酚胶浆使用的剂量在 0. 04
 

mL[20-21] 。 造模时间为

10
  

~
  

14
 

d[20-21] 。 (见表 4)。

5　 输卵管炎动物模型中苯酚胶浆

应用

　 　 输卵管炎是指发生在输卵管部位的炎症性

疾病,是女性常见的妇科疾病,多是由于病原体

侵入输卵管或阴道、子宫、卵巢等邻近器官及盆

腔周围组织炎症直接蔓延所致。
在研究输卵管炎时,研究者通常采用苯酚胶

浆作为造模剂,并选择 SD 大鼠或特定品种的蛋

鸡(如海兰灰、白莱航)作为实验动物[22-23] 。 造模

过程一般涉及苯酚胶浆的使用,而操作方法则倾

向于通过开腹手术进行注射[22-23] 。 注射部位通

常位于输卵管或子宫角靠近输卵管的部分,且通

常在动物的两侧进行操作[22-23] 。 具体操作:开腹

后,暴露子宫,采用 1
 

mL 注射器接 4 号针头分别

在子宫角近输卵管处进针,向输卵管-卵巢方向缓

慢注射苯酚胶浆,术毕,分层关腹。
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表 4　 苯酚胶浆在宫腔粘连动物模型中的应用

Table
 

4　 Application
 

of
 

phenolic
 

adhesive
 

in
 

animal
 

models
 

of
 

intrauterine
 

adhesions

动物模型
Animal

 

models

动物种类
Species

 

of
 

animal

造模方法
Modeling

 

method

操作方法
Operation

 

method

操作部位
Operational

 

location

单侧、双侧
Unilateral,

 

bilateral

主要成分
Main

 

components

苯酚胶浆浓度
Phenol

 

resin
 

paste
concentration

造模时间
Modeling

 

time

宫腔粘连
Intrauterine
adhesions

SD 雌性
大鼠

SD
 

female
 

rat

苯酚胶浆法
Phenol

 

resin
 

paste
 

method

开腹注射
Laparotomy

injection

子宫体
Uterine

 

body

子宫角
Uterine

 

horn

单侧
(左或右)
Unilateral

 

(left
 

or
 

right)

苯酚、阿拉
伯胶、甘油、

蒸馏水
Phenol,

 

gum
 

arabic,
 

glycerol,
 

distilled
 

water

25% 10
  

~
  

14
 

d

　 　 输卵管炎的动物模型中,苯酚胶浆的主要成

分多数采用苯酚、西黄耆胶、甘油、蒸馏水[23] 。 苯

酚胶浆的浓度一般在 25%[23] 。 苯酚胶浆使用的

剂量在 0. 04
  

~
  

0. 1
 

mL[22-23] 。 SD 大鼠造模时间

为 7
  

~
  

8
 

d[23] ,蛋鸡造模时间可 24
 

h[22] 。 ( 见

表 5)。

表 5　 苯酚胶浆在输卵管炎动物模型中的应用

Table
 

5　 Application
 

of
 

phenolic
 

adhesive
 

in
 

animal
 

models
 

of
 

salpingitis

动物模型
Animal

 

models

动物种类
Species

 

of
 

animal

造模方法
Modeling

 

method

操作方法
Operation

 

method

操作部位
Operational

 

location

单侧、双侧
Unilateral,

 

bilateral

主要成分
Main

 

components

苯酚胶浆浓度
Phenol

 

resin
 

paste
concentration

造模时间
Modeling

 

time

输卵管炎
Salpingitis

SD 雌性大鼠
SD

 

female
 

rat

海兰灰蛋鸡
Hyland’s

 

Gray
 

Laying
 

hen
 

白莱航蛋鸡
White

 

Lai
 

Hang
 

Laying
 

hen
 

苯酚胶
浆法

Phenol
 

resin
 

paste
 

method

开腹注射
Laparotomy

injection

输卵管
Fallopian

 

tube

双侧
Bilateral

苯酚、西黄

耆胶、甘油、
蒸馏水
Phenol,

 

tragacanth
 

gum,
 

glycerin,
 

distilled
 

water

25%

7
  

~
  

8
 

d

24
 

h

　 　 苯酚胶浆在输卵管炎动物模型中具有独特

应用,作为粘堵剂引发子宫内膜慢性炎症,模拟

病理过程,成为构建模型的重要工具。

6　 阴道炎动物模型中苯酚胶浆应用

阴道炎是指阴道的炎症,是外阴阴道症状如

瘙痒、灼痛、刺激和异常流液的一组病症,可由各

种原因引起,与感染、菌群失调、激素水平有关,
常表现为阴道分泌物增多、瘙痒、白带异常。

在阴道炎动物模型中,研究者采用苯酚胶浆

作为造模剂[24] ,并选择 SD 雌性大鼠[24] 、Wister
雌性大鼠[25] 、新西兰雌性大耳兔[26] 。 造模方法

包括苯酚胶浆法[27] 或苯酚胶浆联合细菌法[24] 。
以阴道灌注的方法进行操作,操作部位为阴道内

1
  

~
  

2
 

cm,也有在阴道宫颈内注射苯酚胶浆从而

制作阴道宫颈炎的模型[27] 。 具体方法为:用 1
 

mL 注射器轻轻插入大鼠阴道深处约 1
  

~
  

2
 

cm 处

或阴道宫颈内,注入同时向外撤针,一般原位停

留 1
  

~
  

2
 

min,防止液体溢出。 新西兰大耳兔的阴

道炎造模方法具体为:用 10 号导尿管于阴道深处

约 6
 

cm 处,注入 25%苯酚胶浆 0. 5
 

mL,隔日 1 次,
共 4 次[26] 。

阴道炎的动物模型中,苯酚胶浆的主要成分

多数采用苯酚、阿拉伯胶、蒸馏水[25] ,或者苯酚、
甘油、羧甲基纤维素钠[24] 。 苯酚胶浆的浓度一般

在 8%
  

~
  

37. 5%。 苯酚胶浆使用的剂量一般在

0. 1
  

~
  

0. 2
 

mL[26] 。 造模时间为 1. 5
  

~
  

9
 

d[24-27] 。
(见表 6)。
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表 6　 苯酚胶浆在阴道炎动物模型中的应用

Table
 

6　 Application
 

of
 

phenolic
 

adhesive
 

in
 

animal
 

models
 

of
 

vaginitis

动物模型
Animal

 

models

动物种类
Species

 

of
 

animals

造模方法
Modeling

 

method

操作方法
Operation

 

method

操作部位
Operational

 

location

主要成分
Main

 

components

苯酚胶浆浓度
Phenol

 

resin
 

paste
Concentration

造模时间
Modeling

 

time

阴道炎
Vaginitis

SD
雌性大鼠

SD
 

female
 

rat

Wister
雌性大鼠

Wister
female

 

rat

新西兰
雌性大耳兔

New
 

Zealand
 

female
 

big
 

eared
 

rabbit

苯酚胶浆法
Phenol

 

resin
 

paste
 

method

苯酚胶浆联合
细菌法

Phenol
 

adhesive
 

paste
 

combined
 

with
 

bacterial
 

method

阴道灌注
Vaginal

 

irrigation

阴道
1

  

~
  

2
 

cm
Vagina

 

1
  

~
  

2
 

cm

苯酚、阿拉伯胶、
蒸馏水

Phenol,
 

gum
 

arabic,
 

glycerol,
 

distilled
 

water

苯酚、甘油、
羧甲基纤维

素钠
Phenol,

 

glycerol,
 

sodium
 

carboxymethylcellulose

8%
  

~
  

37. 5% 1. 5
  

~
  

9
 

d

7　 输卵管阻塞动物模型中苯酚胶浆

应用

　 　 输卵管阻塞是一种常见的妇科疾病。 它指

的是通往卵巢的输卵管被堵住或受阻,导致卵子

无法穿过输卵管到达子宫内膜受精,从而不能受

孕的情况。
在输卵管阻塞动物模型中[28-29] ,研究者采用

苯酚胶浆作为造模剂,并选择 SD 雌性大鼠和

Wister 雌性大鼠[28-29] 。 造模方法包括苯酚胶浆

法[28-29] 。 以开腹注射的方法进行操作,操作部位

为输卵管[28-29] 。 具体方法为:开腹,暴露子宫,用
4 号针头距离卵巢 1

 

cm 处向卵巢方向缓慢推注

苯酚胶浆,然后分层缝合腹腔[28-29] 。
输卵管阻塞的动物模型中,苯酚胶浆的主要

成分 多 数 采 用 苯 酚、 西 黄 蓍 胶、 甘 油、 蒸 馏

水[28-29] 。 苯酚胶浆的浓度一般在 25%[28-29] 。 苯

酚胶浆使用的剂量在 0. 04
  

~
  

0. 05
 

mL[28-29] 。 SD
大鼠造模时间为 9

  

~
  

20
 

d[28-29] 。 (见表 7)。

表 7　 苯酚胶浆在输卵管阻塞动物模型中的应用

Table
 

7　 Application
 

of
 

phenolic
 

adhesive
 

in
 

animal
 

models
 

with
 

fallopian
 

tube
 

obstruction

动物模型
Animal

 

models

动物种类
Species

 

of
 

animals

造模方法
Modeling

 

method

操作方法
Operation

 

method

操作部位
Operational

 

location

主要成分
Main

 

components

苯酚胶浆浓度
Phenol

 

resin
 

paste
concentration

造模时间
Modeling

 

time

输卵管阻塞
Fallopian

 

tube
 

obstruction

SD 雌性大鼠
SD

 

female
 

rat

Wister
雌性大鼠

Wister
female

 

rat

苯酚胶浆法
Phenol

 

resin
 

paste
 

method

开腹注射
Laparotomy

injection

输卵管
Fallopian

 

tube
 

苯酚、西黄
蓍胶、甘油、

蒸馏水
Phenol,

 

tragacanth
 

gum,
 

glycerin,
 

distilled
 

water

25% 9
  

~
  

20
 

d

8　 中医证型动物模型中苯酚胶浆

应用

　 　 苯酚胶浆在中医证型妇科疾病动物模型中

具有显著的应用价值。 首先,它作为一种化学性

腐蚀烧伤剂,能够模拟中医理论中的“血瘀”证,
为研究活血化瘀、疏通胞脉等中医治疗方法提供

了实验基础。 其次,苯酚胶浆以苯酚、阿拉伯胶

或西黄蓍胶、甘油等制备,具有湿邪的黏滞重浊

的特性,影响津液输布代谢,从而导致水湿之邪
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的生成。 此外,由于瘀血已成,更加影响津液代

谢,使得湿邪加重,反之影响血液运行,血瘀加

剧,最终湿瘀互结的基础证候。
在妇科疾病动物模型中,苯酚胶浆常被用于

制作盆腔炎、输卵管炎、子宫内膜炎及炎性粘连

等病理变化。 这些病理变化与中医理论中的癥

瘕形成相似,多因气滞、血瘀、痰湿所致。 苯酚胶

浆造模能够导致大鼠或家兔等实验动物的生殖

系统管道发生病理性阻塞,形成受精障碍,从而

模拟中医证型中的相关妇科疾病。 通过苯酚胶

浆造模,可以观察到实验动物子宫颜色暗红、浆
膜面肿胀充血、子宫重量增加、盆腔粘连等病理

变化。 镜下观察可见子宫粘连闭塞或扩张,子宫

壁完全被破坏,失去原有正常形态,结构紊乱,模
糊不清。 这些病理变化与人类慢性盆腔炎等妇

科疾病相似,具有较好的代表性。
基于苯酚胶浆制作湿瘀互结的基础证候,可

以增加或改变目的证候,如湿热瘀结型、寒凝血

瘀型等。 湿热瘀结型,在苯酚胶浆法制作动物模

型的基础之上,增加饮食(如高脂高糖饮食、油
脂、白酒)和环境因素[30](相对湿度的人工恒温恒

湿气候箱),以苯酚胶浆制作盆腔局部的湿瘀环

境,以饮食加环境因素改变大鼠体质为湿热体

质,以局部加整体的造模方法维持并提高湿热瘀

结证型的成熟度。
此外,单纯应用苯酚胶浆法或脂多糖诱导也

可以制作湿热瘀结的动物模型[30] 。 由于苯酚胶

浆制作湿瘀互结的基础证候,湿邪、瘀血久郁化

热、与中医“内生无邪”中的“邪郁化火”相符,为
了增加热邪形成的可能性,可以增加环境温度来

提高中医证型的成熟率[31] 。

9　 总结

苯酚胶浆法是一种在妇科病动物实验模型

中常用的造模方法。 该方法利用苯酚胶浆作为

化学性腐蚀烧伤剂,通过注射到动物体内特定部

位,引发炎症反应,从而模拟人类妇科病的病理

过程。 在盆腔炎、宫颈炎、子宫内膜炎、输卵管炎、
阴道炎等妇科病动物模型中,苯酚胶浆被用作粘

堵剂,通过注射到大鼠的子宫内,造成子宫内膜

的化学性烧伤。 选择的动物种类多数为 SD 雌性

大鼠,苯酚胶浆浓度大多在 25%左右,操作方法

与部位因疾病的不同而稍有差异,因此在进行相

关实验时应严格区分不同疾病造模之间的方法。
此外,苯酚胶浆还被用于复制中医妇科的动物模

型。 利用苯酚胶浆的腐蚀性和黏滞性,从而制作

湿瘀互结为基础证候的动物模型。
苯酚胶浆法在妇科病动物实验模型中的应

用具有重要意义。 首先,该方法能够模拟人类妇

科病的病理过程,为研究妇科病的发病机制和治

疗方法提供了重要的实验平台。 其次,通过动物

实验模型的构建,可以筛选出有效的治疗药物和

方法,为临床治疗提供科学依据。 最后,该方法

还可以用于评价药物的疗效和安全性,为新药研

发提供重要支持。 随着该方法的不断完善和发

展,相信将为妇科病的研究和治疗提供更加有力

的支持。
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