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&#""&&#"’年实验动物遗传质量评价能力验证结果分析
王!洪!魏!杰!付!瑞!巩!薇!项新华!岳秉飞

!中国食品药品检定研究院(北京!"#&?&%"

摘要%目的!通过分析 &#""&&#"’ 年实验动物遗传质量评价能力验证计划的结果(旨在发现各实验室在实验动物

遗传质量评价方面存在的问题(了解我国实验动物质量控制的发展趋势+ 方法!按照 <=c;<WA"’#() 实施 ? 次能力

验证计划(统计各实验室检测能力的变化(对所有参加实验室的能力给予评价+ 结果!全国各实验室累计 B’ 次参

加了 &#""&&#"’ 年的 ? 次能力验证活动(整体满意率为 $&CBf+ ? 次能力验证活动的满意率分别为 ?#C#f*

$#C#f*%#C#f*$#C#f*%#C%f和 $"C$f(个别实验室出现多次不满意结果+ 结论!通过开展能力验证活动(全国实

验动物检测实验室的检测能力得到提升(为我国实验动物质量检测评价体系的建设提供了重要支撑+

关键词%能力验证,实验动物,遗传质量评价

中图分类号% D)""!!文献标识码% A!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J###"J#B

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4##"

!!我国的实验动物质量检测体系已经基本形成(
在实验动物质量评价领域发挥着积极的作用(为实
验动物的质量控制提供保证+ 但是(在检测体系中(
各实验室的检测能力却参差不齐(尤其是进行遗传
质量检测的各实验室(少数实验室在设备*人员*管
理*设施与环境方面存在严重缺陷(在检测水平以及
对新方法的适应性等方面存在着诸多问题+ 如果长
此以往(检测结果的可信度和准确性将受到质疑+
因此(迫切需要组织实验动物领域的遗传质量控制
实验室参加能力验证活动(来保证实验动物质量控
制实验室检测结果的准确性*权威性*公正性和可
比性 - ". +

一般通过以下两种方式对实验室的能力进行评
价+ 一(由认可机构 !如 A>N="派出评审员(依据
<=c;<WA"’#&B- &.的相关要求对实验室的能力进行
现场评审,二(实验室通过参加能力验证活动来对其
能力进行评价+ 能力验证活动包括能力验证和测量
审核 - ). + 通过实验室间检测结果的比对来确定或
证明实验室的校准*检测能力的方式(即为实验室能
力验证!FM6P151Q25+IQ*912R(简称 FI"+ 通过开展能

力验证活动有助于发现实验室存在的问题(进一步
提高实验室的能力+ 根据行业发展的需要(中国食
品药品检定研究院按照 <=c;<WA"’#() g&#"# #合
格评定能力验证的通用要求$ - (.于 &#""&&#"’ 年
组织实施了 ? 个!含 % 个项目"实验动物遗传质量
检测能力验证计划+ 能力验证计划的具体名称如
下%&#"" 年实验室比对 !包括 ) 个项目%酯酶J"(血
红蛋白 "链和酯酶J)"(&#") 年 ><YGAJFIJ##% 实验
小鼠肾匀浆中碱性磷酸酶J" 检测( &#"( 年 ><YGAJ
FIJ#&" 实验小鼠肾匀浆中酯酶J) 检测( &#"B 年
><YGAJFIJ#)$ 实验小鼠肾匀浆中苹果酸酶J" 和异
柠檬酸脱氢酶J" 检测(&#"? 年 ><YGAJFIJ#$? 实验
小鼠血清中酯酶J" 检测和 &#"’ 年 ><YGAJFIJ"#?
实验小鼠肾匀浆中肽酶J)检测+

本研究通过比较各实验室在实验动物遗传质量
控制方面的检测能力(旨在发现参加能力验证活动
的实验室所存在的问题(深入分析全国各省市质检
机构的实验动物质量评价体系现状(探讨实验动物
行业的实验室如何通过参与能力验证活动来促进检
测水平的提升+
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/K方案与方法

/M/K能力验证方案设计
能力验证活动的两个关键环节是能力验证计划

方案设计以及测试项目选择+ &#""&&#"’ 年的能
力验证计划(选择血红蛋白 "链(碱性磷酸酶J"(酯
酶J)!& 次" (苹果酸酶J" 和异柠檬酸脱氢酶J"(酯

酶J"!& 次"和肽酶J) 作为测试项目(测试项目的选
择参考了实验动物遗传质量控制现状(所选项目
均为检测实验室在日常检测工作中的必检项目*
方法学稳定的项目以及难度较高的项目+ 这些项
目的检测均依据国家标准 D\;I"(%&’C"J&##$(旨
在考察实验室对这些测试项目的检验能力以及对
实验动物遗传质量的控制能力+ 具体各年份的项
目详情见表 "+

表 /K能力验证项目
@%J:-/KNG(O-PFQ(RNG(R#P#-&P$ @-QF#&)

编码 计划名称 测试参数 样品数 方法
&#"" 实验室比对 酯酶J";血红蛋白 "链;酯酶 ) ? 定性

><YGAJFIJ##% 实验小鼠肾匀浆中碱性磷酸酶J"检测 碱性磷酸酶J" & 定性
><YGAJFIJ#&" 实验小鼠肾匀浆中酯酶J)检测 酯酶J) ) 定性
><YGAJFIJ#)$ 实验小鼠肾匀浆中苹果酸酶J"和异柠檬酸脱氢酶J" 检测 苹果酸酶J";异柠檬酸脱氢酶J" ) 定性
><YGAJFIJ#$? 实验小鼠血清中酯酶J" 检测 酯酶J" ) 定性
><YGAJFIJ"#? 实验小鼠肾匀浆中肽酶J)检测 肽酶J) ) 定性

/M5K样品制备’均匀性检验和稳定性检验
按照 <=c;<WA"’#() 进行能力验证计划的样品

制备*均匀性检验和稳定性检验+ 在样品发放前(组
织专家对测试项目的选择*样品均匀性检验方案和
稳定性检验方案*以及作业指导书进行审核(只有符
合条件的项目才准予发放样品+
/M3K方法

本文讨论的 ? 个能力验证计划(均制定了相应

的作业指导书(用于规范实验室对样品的检测*分析
与保管(同时(推荐实验室采用常规的检测方法+
/M2K结果评价

本文中的 ? 个能力验证计划均为定性结果+ 定
性结果(采用与标准结果一致的方法进行分析+ 依
据各年份实验室提交的检测结果(统计各实验室检
测能力的变化 - BJ"#. + 将 "B 家实验室编号为%N*\*
A*G*W*Y*D*V*<*X*d*E*[*>和 U+ 详见表 &+

表 5K各实验室参加能力验证活动的频次
@%J:-5KLG-S+-&P$ (R;%J(G%F(G#-QN%GF#P#T%F#&) #&F"-NG(R#P#-&P$ @-QF#&)

序号 年份 项目名称
实 验 室 名 称

N \ A G W Y D V < X d E [ > U
" &#"" 酯酶J";酯酶J);血红蛋白 # # # # #
& &#") 碱性磷酸酶J" # # # # # # # # # #
) &#"( 酯酶J) # # # # # # # # # #
( &#"B 苹果酸酶J"异柠檬酸脱氢酶J" # # # # # # # # # #
B &#"? 酯酶J" # # # # # # # # # # #
? &#"’ 肽酶J) # # # # # # # # # # #
总计 @ @ ( & ? B B B ? ) ? B ( " ) " "

5K结果

全国 "B 家实验室累计 B’ 次参加了 ? 个能力验
证计划(累计发放样本数 "’? 份+ 参加实验室的地
域分布主要集中在北京*上海*广州*辽宁*吉林*黑
龙江*新疆*陕西*四川*广西*湖南*湖北和重庆等地
区+ 行业分布主要集中在国家实验动物中心*省市

级实验动物质量检测机构和科研院所等领域+ 因为
实验室自身原因未能及时提交检测结果(因此累计
提交检测结果 B( 份+ 详见表 &+

对参加实验室提交的检测结果进行了统计分
析(总体满意率为 $&CBf+ 各项目的满意率详见表
)+ 从各计划满意率来看(& 个计划的满意率高于总
体满意率,) 个计划的满意率与总体满意率持平,"
个计划的满意率低于总体满意率+ 满意率最高的计

/&/
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划出现在 &#"? 年(满意率最低的计划出现在 &#""
年+ 不满意结果出现 "# 次(涉及 $ 个实验室+ "B
个实验室中有 % 个持续参加能力验证活动(其中 ?
个实验室持续取得满意结果%D实验室!? 次"(<实

验室!? 次"(X实验室!B 次"和 G实验室!B 次"(V
实验室!) 次"(\实验室!& 次"+ 此外(连续两次出
现不满意结果的实验室是 d实验室 ! &#"? 年和
&#"’ 年"+

表 3K参加能力验证实验室能力评价结果
@%J:-3KE%T%J#:#F$ 7U%:+%F#(&(&;%J(G%F(G#-QN%GF#P#T%F#&) #&F"-NG(R#P#-&P$ @-QF#&)

年份 &#"’ &#"? &#"B &#"( &#") &#""

项目编号 ><YGAJFIJ"#? ><YGAJFIJ#$? ><YGAJFIJ#)$ ><YGAJFIJ#&" ><YGAJFIJ##% &#""

不满意 & " & " & &

总数 "" "" "# "# "# B

满意率 $"C$f %#C%f $#f %#f $#f ?#f

3K讨论

3M/K能力验证项目的选择
国家标准 D\;I"(%&’C"&&##$ 实验动物近交

系小鼠*大鼠生化标记检测方法中包括 "( 个生化标
记位点的检测(&#""&&#"’ 年开展的能力验证计划
选择了 ’ 个生化标记位点作为测试项目(包括%血红
蛋白 "链*碱性磷酸酶J"*酯酶J)*苹果酸酶J"*异柠
檬酸脱氢酶J"*酯酶J" 和肽酶J)(其中酯酶J) 和酯
酶J" 分别开展了两次能力验证计划+ 并非所有 "(
个位点都适于作为能力验证项目+ 样本制备后(需
要进行均匀性检验和稳定性检验(必须选择稳定性
高和可重复性高的项目+ 测试项目的选择(经过慎
重分析实验动物遗传质量控制的现状(选择的 ’ 个
项目均为质检机构日常检测工作中的必检项目(以
及不合格率较高的项目+ 目的在于考察各实验室对
这些测试项目的检验能力以及对实验动物遗传质量
的控制能力+ 发放的样本类型包括小鼠全血*小鼠
肾匀浆和小鼠血清+
3M5K实验室未提交检测结果的问题

能力验证是对实验室检测质量进行监控的重要
手段(也是政府和社会了解实验室检测能力的重要
方法 - "". + 在 ? 次能力验证活动中(共出现过 ) 个实
验室未提交检测结果的情况(分别出现在 &#"" 年(
&#") 年和 &#"’ 年+ 实验室报名参加能力验证计划
后(如果发现自身并不具备相应的检测能力(可以在
样本发放前提出申请(退出能力验证计划,如果实验
室在接收样品后未开始实验之前(由于自身原因无
法开展相应检测(也可以提交退出申请(并原封退回
相应样品,如果实验室已经接收样品并已开展检测
工作(便不可以提出退出申请+ 实验室如果由于自

身原因不提交检测结果(根据评价原则(将判定为不
满意结果+ 实验室由于自身原因没有反馈检测结
果(说明实验室的质量管理体系存在一定的问题+
出现不满意结果的实验室中有两个实验室!>实验
室和 U实验室"均为仅参加了一次能力验证计划(
结果均为不满意(实验室便没有再参加过实验动物
遗传质量检测的能力验证计划(分析其原因为发现
自身不具备该项目的检测能力+ 因此(建议实验室
根据自身条件!人员(设备(资质等"对能否完成能
力验证计划的检测做出合理判断(并依据变化及时
做出相应调整+ 能力验证计划的终极目的是提高实
验室的质量管理水平和质量控制能力(为数据的准
确性和可靠性提供外部的质量保证+
3M3K正确看待不满意结果’积极采取有效纠正措施

在 &#""&&#"’ 年的 ? 次能力验证活动中(B’
个结果的总体满意率为 $&CBf(表明参加能力验证
活动的实验室整体检测水平较高+ 全国共有 "B 个
实验室不同频次地参加过我们组织实施的能力验证
计划+ $ 个实验室出现过不满意结果(其中 ? 个实
验室分别出现过 " 次不满意(& 个实验室各自出现
过 & 次不满意+ 实验室应正确看待不满意结果(出
现不满意结果(实验室可以采取有效的纠正措施(可
以通过参加测量审核对不满意结果进行纠正+ 如果
连续多次出现不满意结果(无疑是给实验室敲响警
钟(提示应予以高度重视(采取措施完善质量管理体
系(避免更严重问题的出现+ 能力验证工作的目的
在于识别实验室存在的问题(促进实验室检测能力
的提高+
3M2K能力验证工作的重要性

近年来(能力验证活动得到越来越多的实验室
重视(&#"" 年(参加能力验证活动的实验室最少(仅
有 B 个+ 之后逐年增加(&#"? 年和 &#"’ 年达到最

/)/
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多(均为 "" 个+ 最近 ) 年!&#"B&&#"’"(持续参加
的实验室达到最多+ 本研究发现 A实验室从
&#""&&#"’ 年连续 ? 次参加能力验证计划(分别在
&#"" 年和 &#"( 年出现过两次不满意结果(实验室
高度重视(采取应对措施(开展人员培训(检测能力
得到提升(在 &#"B&&#"’ 年连续 ) 年取得满意结
果+ d实验室没有持续参加能力验证计划(共参加
( 次能力验证计划(却连续两年 ! &#"? 年和 &#"’
年"出现不满意结果+ 分析结果发现(该实验室频
繁调整检测技术人员(初步分析实验室未开展相关
培训工作+ 值得关注的是(有 ) 个实验室 !A*D和
<"连续 ? 次参加我们组织实施的所有能力验证计
划(其中有 & 个实验室!D和 <"获得全部满意的结
果+ 说明该两家实验室具有高水平的检测能力和完
善的质量管理体系+ 另外([实验室在连续 ) 次参
加能力验证计划后(由于第三次出现了不满意结果(
之后便没有再参加该项目的能力验证活动+ Y实验
室连续 B 年持续参加(仅在第一次为不满意结果(之
后连续 ( 次满意结果+ 应该重视能力验证活动对实
验动物质量检测工作起到的督导作用+ 实验动物质
量检测机构是通过国家技术监督部门的资质认定以
及 A>N= 的认可(并依据国家科技部颁布的#实验动
物质量管理办法$和相关规定(通过一定的程序而
设立的+ 质检机构的实验室具有为社会提供公正*
准确检验数据的责任和义务+ 实验动物质量检测机
构对能力验证活动应给予高度重视(通过组织和参
加能力验证活动(全面了解实验动物质量检测机构
的能力状况(客观评价实验室的检验能力+
3MVK能力验证工作的社会效益和发现的问题

参加能力验证活动(为实验室提供了一个评价
和证明其检测能力*出具可信数据和结果的重要机
会,同时也为实验室提供了一种有效的外部质量监
控的方式(为实验室提供了一个寻求改进的契
机 - (. + 通过 &#""&&#"’ 年 ? 项能力验证计划的开
展(我们发现%参加能力验证的实验室数量逐年增
加,项目的满意率逐年上升,我们协助实验室解决问
题(很多实验室的检测能力得到逐步提升,全国各实
验室对于能力验证工作的重视程度逐年提高+ 另
外(也发现检测工作中存在诸多问题%"(个别实验室
的检测人员专业检测能力不足,&(检测人员对检测
方法的掌握程度和理解判断水平不足,)(对能力验
证作业指导书和国家标准理解不透彻,((实验室检

测人员频繁调动,B(缺乏相关技术培训+ 能力验证
活动的开展(可以起到警示作用(促进实验动物行业
的质检机构提高风险意识和忧患意识(及时发现问
题(提高检测能力(同时提高实验动物质检机构的竞
争力+ " 次不满意结果不代表实验室不具备相应能
力," 次的满意结果也不代表实验室的检测水平一
成不变+ 建议实验室能够持续参加能力验证活动(
提升实验室检测能力+

综上所述(通过分析 &#""&&#"’ 年实验动物遗
传质量评价能力验证计划的结果(发现各实验室存
在的问题(促进了全国实验动物检测实验室检测能
力的提升+ 我们应从整个实验室质量控制的角度(
主动开展能力验证活动(充分认识能力验证工作的
重要性(建立实验室能力验证的长效机制(做好能力
验证工作(这对实验动物质量检测机构能力的持续
改进和提高十分重要+
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收稿日期%&#"$@#$@#B
$基金项目%山东抗体类和疫苗类生物药物临床前评价公共服务平台的完善与运行!>64&#"BA_FI####""

作者简介%邱!波!"%$)&"(男(主管药师(硕士(研究方向%药物的毒性病理学4WJ731O%K1ST64"%$)0"?)4567

通信作者%胡建廷!"%’%&"(男(副主任药师(硕士(研究方向%药物的毒性病理学4WJ731O%b132912R8S0"&?4567

深!度烫伤后小型猪皮肤愈合的组织病理学研究$

邱!波"!王!艳&!郑晓霞"!张海静"!张!鑫"!王凤乾"!胡建廷"

!"4山东省药学科学院(山东省化学药物重点实验室(济南!&B#"#"#"

!&4山东英才学院(济南!&B#"#("

摘要%目的!建立猪深!度烫伤模型(观察皮肤在不同时间点修复的组织病理学变化+ 方法!通过使用恒温烫伤

仪制备小型猪皮肤深!度烫伤创面+ 分别在第 "*)*’*"(*&"*&$ 天观察皮肤创伤愈合的肉眼形态学变化并进行创

面愈合率的测定(根据皮肤组织愈合的规律及实验的可操作性(选择性地在第 "*"(*&$ 天取样(利用 VW*[3**62 染

色及免疫组化 AG)" 染色的方法观察皮肤在不同时间点修复的动态病理学变化+ 结果!通过对创面愈合率的测

定(雄性猪与雌性猪相比(雄性猪烫伤创面的愈合速率较快+ 烫伤后皮肤组织经不同染色方法证实损伤已累积到

真皮深层(达到深!度烫伤的标准+ 在随后选择的第 "( 天和 &$ 天(损伤后皮肤组织分别进行了不同程度的组织

修复+ 深!度烫伤 &$ , 后(小型猪皮肤已经基本愈合(但皮肤组织还未完全成熟+ 除表皮各层相对成熟外(真皮层

内还未完全形成瘢痕组织+ 结论!雄性猪与雌性猪相比(雄性猪烫伤创面的愈合速率较快+

关键词%小型猪,深!度烫伤,皮肤,组织病理学

中图分类号% HJ))&!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J###BJ#B

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4##&

!!烫伤是外科常见的创伤性疾病(大多数烫伤多
为!度以下的中*小面积烫伤 - ". + 为了更好地研究
人类皮肤烫伤这一外科常见疾病(选择符合临床发
病过程和创面主要因素的动物模型至关重要 - &J(. +
研究烫伤动物模型应选用与人体结构*功能*代谢及
特征相似的动物+ 小型猪皮肤组织结构与人类很相
似 - B. (包括体表毛发的疏密*表皮厚薄*皮下脂肪
层*表皮形态学和增生动力学!猪 )# ,(人 &" ,"(以
及皮肤烧伤后的体液和代谢变化等均非常相似(是
进行各种皮肤创伤动物模型制备的理想选择+ 文献
报道的烫伤模型制备方法有电热烫伤和恒温恒压电
烫伤(这些方法在运用当中各有其优缺点 - ?J$. + 本
研究参考上述烫伤方法的条件(使用恒温烫伤仪(将
恒温烫伤仪探头于 ""# h下(持续接触 &# *(压力约
" ### R(于巴马小型猪背部脊柱侧制备深!度烫伤
创面(每个烫伤创面面积约为 &# 57&+ 分别在第 "*
)*’*"(*&"*&$ 天观察皮肤创伤愈合情况(根据皮肤
组织愈合的规律及实验的可操作性(选择在第 "*
!!!!

"(*&$ 天取样(利用 VW*[3**62 染色及免疫组化
AG)" 染色的方法观察皮肤在不同时间点修复的动
态病理学变化+

/K材料与方法

/M/K动物来源与饲养环境
巴马小型猪普通级("& 只(雌雄各半(( i? 月

龄(平均体质量 "(C? .R(体长约 ?B 57(体高 )& 57
左右(胸围 BB 57,由北京实创世纪小型猪养殖基地
提供(生产许可证号%=A_d!京" &#") ###$(实验动
物质量合格证号%"""#"(######&("(试验前适应性
饲养 " 周以上+

饲养条件%巴马小型猪置不锈钢笼中于普通级
环境饲养(每笼 " 只+ 室温 "% i&? h(湿度 (#fi
’#f(日温差%( h(换气次数 $i"# 次;8(昼夜明暗
交替时间 "& 8;"& 8+ 实验动物使用许可证号%
=]_d!鲁"&#"( ###$+
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/M5K试剂及仪器
苏木素J伊红!VW" 染色液由珠海贝索生物技

术有限公司提供+ =FJ##&) V1*96*9312I[JFOS*d19*免
疫组化试剂盒(规格%"$ 7E(批号%ND#$"?(("’(由
北京博奥森生物技术有限公司提供+ VI"BJ"dI
[3**62 染色试剂盒(规格%B# 7E(批号%&#"’#’"#(
由美国 =<D[NJNEGH<AV公司生产+

]E=JBU台式超级温控烫伤仪(由济南益延科技
发展有限公司生产+
/M3K方法

分别在烫伤后第 "*)*’*"(*&"*&$ 天观察皮肤
创伤愈合的肉眼形态学变化并进行创面愈合率的测
定+ 创面愈合率的测定方法为在巴马小型猪烫伤后
第 "*)*’*"(*&"*&$ 天(分别对创面进行拍照(用
<73RQX图像分析系统测算创面愈合残留面积
!2Q-3MQ339129QM‘3O917Q(N<" 与愈合面积百分率
!8Q3O12RM39Q(VH"(VHj!NcJN<";Nck"##f(Nc
!6M1R123O1251*1623O3MQ3" 为烫伤后第 " 天创面面
积 - %. + 选择在第 "*"(*&$ 天的皮肤创面上分别切取
约 "CB 57k"C# 57k"C# 57的皮肤组织(经 "#f甲
醛液固定进行常规脱水*包埋*石蜡切片*VW染色(
并根据说明书步骤分别进行免疫组化 AG)" 染色和

[3**62 染色 - "#. +
/M2K统计方法

采用 =F=="?C# 软件对数据进行统计分析+ 定
量指标采用均数l标准差描述+ 用单因素方差分析
!N>caN"进行统计学检验,差异有统计学意义时
!*%#C#B"(所有检验均为双侧检验 #j#C#B+

5K结果

5M/K创面大体观察
烫伤制备后(创面呈现与烫伤探头形状相同的

圆形(创面发白(无光泽(偶见轻微出血(烫伤创面与
周围组织界限明显(略低于周围正常皮肤(质地较
软(无渗出及分泌物+ 烫伤后第 " 天至 ’ 天(烫伤表
面逐渐由白色转变为暗红色(无异味及分泌物(质地
逐渐变硬(多数创面形成焦痂(触之皮革感+ 第 ’ 天
至第 "( 天(烫伤创面全部形成灰色焦痂(创面面积
有收缩趋势(有少量创面焦痂部分脱落(脱落后的皮
肤呈粉红色(触之柔软+ 烫伤第 "( 天至 &$ 天(烫伤
伤口逐渐脱痂(完成再上皮化(脱痂后皮肤多数呈暗
红色(少数与正常皮肤颜色相同+ 创面处有毛发生
长+ 图 " NJY分别为烫伤后第 "*)*’*"(*&"*&$ 天
后的肉眼形态学观察+

图 /K小型猪背部皮肤烫伤后不同时期的肉眼形态学观察
L#)X/K@"-)G(QQ9(GT"(:()$ (RQY#&*(+&H"-%:#&) (RD#&#T#) %RF-GH--TQ-P(&HH-)G--J+G&%FH#RR-G-&FF#9-Q

/?/
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5M5K创面愈合率
对不同时间点的创面进行拍照(用 <73RQX图像

分析 系统 测算创 面愈合残留 面 积 ! 2Q-3MQ339
129QM‘3O917Q(N<"与愈合面积百分率 ! 8Q3O12RM39Q(
VH"(巴马小型猪背部皮肤烫伤后不同时期的愈合
率见表 "+ 由表 " 可见(雄性猪与雌性猪相比(雄性
猪烫伤创面的愈合速率较快+

5M3K组织病理学
烫伤皮肤分别经 VW*[3**62*AG)" 染色方法进

行组织病理学检查(图 &NJA显示损伤已经累积到
真皮深层(达到深!度烫伤的标准+ 图 &GJE显示
烫伤后皮肤组织分别在第 "( 天和第 &$ 天修复的组
织病理学变化+ 具体组织病理学变化见图 &+

表 /K巴马小型猪背部皮肤烫伤后不同时期的愈合率
@%J:-/KZ-%:#&) G%F-%FH#RR-G-&FT-G#(HQ%RF-GJ+G&(&

F"-QY#&(R=%8D% D#&#T#)(QJ%PY

烫伤天数 性别 愈合率;f

第 ) 天

第 ’ 天

第 "( 天

第 &" 天

第 &$ 天

& &C%’#l "C)B&

’ )CB#)l &C’$$

& ’C)"&l "CB(#

’ ’C?(&l &C"’#

& "%C%%&l )C("’

’ ")CB’#l (C)%’

& )?C?%"l ’C$?B

’ ?#C%?Bl"%C’’?

& ’?C"?%l"BC)#&

’ %&C(#$l (C$"(

!!注%+j"&((,l->69Q%+j"&((,l-

图 5K巴马小型猪深!度皮肤烫伤后的病理组织学观察
注%N%烫伤第 " 天%创面表皮全层变性坏死脱落!三角形所示" (真皮深层呈凝固性坏死4!VW(k(#" ,\%真皮层内胶原纤维肿胀变性呈均质
红染条索状!箭头所示"4![3**62 染色(k"##" ,A%真皮深层显示未见标记的血管内皮细胞!三角形所示"4!AG)" 染色(k"##" ,G%图 A

高倍镜下观察!三角形所示"4!VW(k&##" ,W%烫伤第 "( 天%创面由新生表皮覆盖(表皮局灶性上皮岛增生!箭头所示" (还可见表皮上方
的结痂!三角形所示"4!VW(k(#" ,Y%真皮深层内有少量淡染的胶原纤维!箭头所示"4![3**62 染色(k"##" ,D%烫伤第 "( 天%创面有少
量血管!箭头所示"4!AG)" 染色(k"##" ,V%图 D的高倍镜下观察!箭头所示"4!VW(k&##" , <%烫伤第 &$ 天%创面完全由新生表皮覆盖

!三角形所示" (真皮深层内含有较多的肉芽组织4!VW(k(#" , X%真皮深层内有多量淡染的胶原纤维!三角形所示"4![3**62 染色(k"##" ,
d%烫伤第 &$ 天(创面有大量血管!箭头所示"4!AG)" 染色(k"##" , E%图 d的高倍镜下观察!箭头所示"4!VW(k&##"

L#)X5KZ#QF(T%F"(:()#P%:(JQ-GU%F#(&(&QY#&*(+&H"-%:#&) (R9#&#T#) %RF-GH--TQ-P(&HH-)G--J+G&
>69Q% N%c2 98QP1M*93P9QMTSM2(I8QQ:1,QM71**86-,QRQ2QM39162( 2Q5M6*1*32, Q/P6O139162 !9M132ROQ" ( ,QM73O7321PQ*9Q3*563RSO391‘Q

2Q5M6*1*4!VW(k(#" , \%A6OO3RQ2 P1TQM*12 98QO3+QM6P98Q,QM71**86-*-QOO12R32, ,QRQ2QM39162( *9312Q, 8676RQ2Q6S*MQ, ,+Q, 56M,*!3MM6-"4
![3**62(k"##" , A%AG)" *931212R*86-Q, 98QMQ1*26TO66, ‘Q**QO!9M132ROQ" !AG)" *931212R(k"##" , G%V1R8QM73R21P1539162 6PY1RSMQA!9M132ROQ"4

!VW(k&##" , W%c2 98Q"(98 :6*9TSM2( 98Q-6S2, 56‘QMQ, -198 98Q2Q-O+RM6-2 Q:198QO1S7( Q:198QO13O1*O32,*8+:QM:O3*13!3MM6-"32, *53T!9M132ROQ"4
!VW(k(#" , Y%N*73OO376S296PO1R89O+*9312Q, 56OO3RQ2 P1TQM*12 98Q,QQ: ,QM71*!3MM6-"4![3**62(k"##" , D% c2 98Q"(98( 3O199OQ6PTO66,
‘Q**QO532 TQ*QQ2 12 98Q-6S2,4!AG)"(k"##" , V%V1R8QM73R21P1539162 6PY1RSMQD!3MM6-"4!VW(k&##" , <%c2 98Q&$98( I8Q-6S2, 1*

567:OQ9QO+56‘QMQ, T+98Q2Q-Q:1,QM71*!9M132ROQ" ( 98Q76MQRM32SO39162 91**SQ1*:MQ*Q2912 98Q,QQ:QMO3+QM6P98Q,QM71*4!VW(k(#" , X%E1R89O+
*9312Q, 56OO3RQ2 P1TQM*12 98Q,QQ: ,QM71*!9M132ROQ"4![3**62(k"##" , d% c2 98Q&$98( 3RMQ39732+TO66, ‘Q**QO532 TQ*QQ2 12 98Q-6S2,4

!AG)"(k"##" , E%V1R8QM73R21P1539162 6PY1RSMQd!3MM6-"4!VW(k&##"

/’/
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3K讨论

皮肤创伤愈合包括各种组织的再生和肉芽组织
增生*瘢痕组织形成的复杂组合(表现出各种过程的
协同作用+ 而不同层次和深度的皮肤烫伤引起的组
织细胞变性坏死(会决定创面的修复方式(并直接影
响皮肤的预后 - "". + 对于人的皮肤来说%如$度烫伤
因为基底细胞健在(无需特殊治疗(不影响预后(无
疤痕,浅!度烧伤累积表皮全层和部分真皮浅层乳
头层(真皮层中的毛囊*汗腺和皮脂腺等附属器健
在(& 周内可以自愈,而深!度烧伤累积到真皮深
层(真皮层中还有部分的毛囊*汗腺和皮脂腺等附属
器健在(需要 )iB 周才能康复+

本试验通过对烫伤创面的组织学检查(证实损
伤已经累积到真皮深层(建立了猪深!度烫伤模型+
随后观察深!度烫伤的皮肤在不同时间点修复的病
理学变化+ 肉眼形态学观察(烫伤后第 " 天至 ’ 天(
烫伤表面逐渐由白色转变为暗红色(无异味及分泌
物(质地逐渐变硬(多数创面形成焦痂(触之皮革感+
第 ’天至第 "(天(烫伤创面全部形成灰色焦痂(创面
面积有收缩趋势(有少量创面焦痂部分脱落(脱落后
的皮肤呈粉红色(触之柔软+ 烫伤第 "( 天至 &$ 天(
烫伤伤口逐渐脱痂(完成再上皮化(脱痂后皮肤多数
呈暗红色(少数与正常皮肤颜色相同+ 创面处有毛发
生长+ 愈合率结果显示(雄性猪烫伤创面的愈合速率
较快+ 组织病理学变化显示(烫伤后第 " 天(烫伤早
期时创面表皮全层变性坏死脱落(真皮深层组织呈凝
固性坏死(坏死组织内的胶原纤维经 [3**62 染色染
为橘红色(也未见标记的血管内皮细胞+ 烫伤后第
"(天(以肉芽组织增生为主+ 创面基本由新生表皮
覆盖(表皮中局灶性上皮岛增生(皮肤附件修复良好+
真皮深层中可见新生的肉芽组织及少量的胶原纤维

生成(肉芽组织内血管数量相对较少+ 烫伤第 &$ 天(
皮肤已经基本愈合+ 除表皮各层相对成熟外(真皮层
内还含有肉芽组织及胶原纤维(肉芽组织内的血管数
量及胶原纤维的含量均较烫伤后第 "( 天增多(但该
时期内皮肤组织还未完全成熟(此期内肉芽组织还是
在向瘢痕组织进行转变(这一转变过程可能还需要一
段时间来完成皮肤组织的完全修复+

参 考 文 献
- " .!钟志勇(谢超敏(严家荣(等4比较烫伤和烧伤致小型猪皮肤

深二度损伤的异同-X.4实验动物科学(&#"&( 50 !(" %&%J))4

- & .!孙同柱(付小兵(陈伟(等4防疤烧伤膏与京万红促进烫伤创

面愈合作用的比较研究 -X.4中国临床康复(&##&( 4 ! &#" %

)"#?J)"#’4

- ) .!付小兵(程飚(盛志勇4创面愈合与瘢痕形成的分子学研究

-X.4中国临床康复(&##&(4!(" %(?(J(??4

- ( .!=67T662-62RX( I83237199M3732Q**=( X3M1+3:62R*.SON( !"#$.

I8QM3:QS915QPPQ59*6PNO6Q‘QM362 5S932Q6S*715M651M5SO39162 32,

-6S2, 8Q3O12R12 *Q562, ,QRMQQTSM2 76,QO12 M39*4-X. X6SM23O6P

98Q[Q,153ON**65139162 6PI831O32,( &###(13!(" %("’J(&B4

- B .!张静(赵自刚主编4医学科研方法学-[.4北京%军事医学科学

出版社(&##$%"#)J"#(4

- ? .!付小兵(王德文4现代创伤修复学-[.北京%人民军医出版社(

"%%%%&")J&))4

- ’ .!施新猷4医用实验动物学 -[.4西安%陕西科学技术出版社(

"%$%%?(J?’4

- $ .!=12RQM N( I86,Q V XM( [5AO312 =4 I8Q QPPQ59 6P

659+O5+32635M+O39Q62 *53MM12R 3P9QM TSM2*4 - X.4N53,Q715

W7QMRQ25+[Q,1512Q(&##"(1%"#’J"""4

- % .!李学川(郇京宁(章雄(等4猪深!度烫伤早期磨结痂术后创

面组织学改变及 Ad和 WDYH表达 -X.4上海交通大学学报

!医学版" (&##%(50 !B" %BB(JBB’4

-"#.!温馨蔚(崔瑜霞(余蓉4纤维结合蛋白复方制剂在创伤修复模

型上的实验研究-X.4华西药学杂志(&#""(54!B" %(?)J(?B4

-"".!李敏(姚梅宏(曾玲4FN=[J[3**62 染色法在肾穿刺活检特殊

染色中的应用与体会-X.4临床与实验病理学杂志( &#"((36

!?" % ?%)J?%(4

/$/



第 " 期 邱!波等%深!度烫伤后小型猪皮肤愈合的组织病理学研究 !!!!!

Z#QF(T%F"(:()#P%:!F+H$ (&!Y#&[(+&HZ-%:#&) (RD#&#T#) %RF-G’--T!-P(&H’-)G--=+G&

U<Z\6"( LN>D]32&( V̂W>D_136/13"( V̂N>DV31X12R"( V̂N>D_12"( LN>DYQ2RK132"( VZX132912R"

!"./0#+12+3 *0#45#6!7"86#$96#1!5:( /0#+12+3 *42;8+68#$<!:=#>24#"24:2?@0!586#$&473( A8+#+ &B#"#"( @08+#"

!&./0#+ &2+3 B8+3 @#8C+8;!4-8":( A8+#+ &B#"#((@08+#"

<JQFG%PF%>JO-PF#U-!I6Q*93TO1*8 98Q76,QO6P:6M512Q,QQ: *Q562, ,QRMQQTSM2 32, 6T*QM‘Q98Q81*96:3986O6R153O
5832RQ*6P98Q*.12 39,1PPQMQ29917Q:6129*4D-F"(H!Z*Q98Q562*93299Q7:QM39SMQ*53OQM96:MQ:3MQ7121:1R,QQ:
*Q562, ,QRMQQTSM24I8Q76M:86O6R153O5832RQ*6P98Q-6S2, -QMQ6T*QM‘Q, 32, 98Q8Q3O12RM39Q-3*7Q3*SMQ, 62 98Q
"*9( )M,( ’98( "(98( &"*932, &$98 ,3+( MQ*:Q591‘QO+4N556M,12R9698QMSOQ6P*.12 91**SQ8Q3O12R32, 98Q6:QM3T1O19+
6P98QQ/:QM17Q29( *53O,Q, 91**SQ-3**37:OQ, 62 98Q"*9( "(98 32, &$98 ,3+( MQ*:Q591‘QO+4I8Q81*96:3986O6R153O
5832RQ*6P98Q*.12 -QMQ6T*QM‘Q, 39,1PPQMQ29917Q:6129*T+VW( [3**62 *931212R32, 177S2681*9658Q7153O*931212R
-198 3291@AG)" 3291T6,+62 98Q"*9( "(98 32, &$98 ,3+4?-Q+:F!F6*9TSM2 *.12 91**SQ83*355S7SO39Q, 129698Q,QQ:
,QM71*32, 1*562P1M7Q, 96MQ358 98Q*932,3M, ,QQ: *Q562, ,QRMQQTSM2 T+S*12R98Q,1PPQMQ297Q986,*4c2 98Q"(98
32, &$98 ,3+6P98Q:6*9TSM2( ,1PPQMQ29,QRMQQ*6P91**SQMQ:31M1*:QMP6M7Q, 62 98Q,373RQ, *.12 MQ*:Q591‘QO+4c2 98Q
&$98 ,3+6P,QQ: *Q562, ,QRMQQTSM2( 98Q*.12 83*T3*153OO+8Q3OQ,( TS998Q*.12 91**SQ83*269+Q9PSOO+739SMQ,4<2
3,,19162 9698QMQO391‘QO+739SMQO3+QM*6P98QQ:1,QM71*( 98Q,QM71*83*269+Q9PSOO+P6M7Q, 98Q*53M91**SQ4
E(&P:+Q#(&!I8Q8Q3O12RM39Q6P73OQ:1R*1*P3*9QM9832 PQ73OQ:1R*4
,-$ *(GHQ%7121:1R, ,QQ: *Q562, ,QRMQQTSM2, *.12, 81*96:3986O6R+

)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))
!上接第 ( 页"

<&%:$Q#Q(RNG(R#P#-&P$ @-QF#&) ?-Q+:FQ(R;%J(G%F(G$
<&#9%:Q) \-&-F#P]+%:#F$ H+G#&) 56//&56/W

LN>DV62R( LW<X1Q( YZHS1( Dc>DLQ1( _<N>D_128S3( ]ZW\12RPQ1
!D#"82+#$E+-"8"7"!-?24F221 #+1 &473 @2+"42$( G!8H8+3 "#&?&%( @08+#"

<JQFG%PF%>JO-PF#U-!FM6P151Q25+9Q*912R!FI" ,SM12R&#""&&#"’ -QMQQ‘3OS39Q, 12 6M,QM96P12, :M6TOQ7*6P
O3T6M396M1Q*32, 96S2,QM*932, 98Q5832RQ6P98Q9Q*912R53:3519+6PO3T6M396M1Q*4D-F"(H!N556M,12R96<=c;<WA
"’#()( *1/FI-QMQ53MM1Q, 62 32, 98Q5832RQ6P98Q9Q*912R53:3519+-3*323O+eQ,4I8Q53:3519+6P3OO98Q
O3T6M396M1Q*-3*Q‘3OS39Q,4?-Q+:F!I693OO+B’ O3T6M396M1Q*:3M9151:39Q, 12 98Q*1/FI4I8Q3‘QM3RQ*391*P359162 M39Q
-3*$&CBf4I8Q*391*P359162 M39Q6P*1/FI-3*?#C#f( $#C#f( %#C#f( $#C#f( %#C%f 32, $"C$f(
MQ*:Q591‘QO+4E(&P:+Q#(&!FI532 8QO: O3T6M396M1Q*96125MQ3*Q98Q1M9Q*912R53:3519+32, *9MQ2R98Q2 98Q*+*9Q7
562*9MS59162 6PO3T6M396M+32173O*) KS3O19+762196M12R4
,-$ *(GHQ%:M6P151Q25+9Q*912R, O3T6M396M+32173O, RQ2Q915KS3O19+Q‘3OS39162

/%/



第 )? 卷!第 " 期
&#"% 年 & 月

实验动物科学
EN\cHNIcH]N><[NE=A<W>AW

a6O4)?!>64"
YQTMS3M+&#"%

!!!!!

!!!!!

"

""

"

研究报告

收稿日期%&#"$@#B@)#

作者简介%王丽芳!"%’)&"(女(主管技师(研究方向%专业公共事业!卫生事业"管理4WJ731O%-32RO1P32R’)0"?)4567

通信作者%王!洋!"%$%&"(女(博士后(研究方向%中药药理学4WJ731O%)?(&’"")#0KK4567

DEF屏障环境动物实验室 =G大鼠标准生物学指标的建立
王丽芳!代宝强!谭余庆!刘!婷!王!洋

!中国中医科学院中药研究所(北京!"###&%"

摘要%目的!建立中药安全评价中心!DEF"屏障环境动物实验室的正常 =G大鼠在长期毒性试验中的生物学指标(

为以后研究人员提供参考指标+ 方法!收集长期毒性试验的 "# 批次正常对照组 =G大鼠(正常饲养(每周测定一

次体质量增长及摄食量(在第 )*? 个月及恢复期结束时各测定一次脏器指数*血液和生化指标+ 结果!雄性 =G大

鼠的摄食量较高(体质量呈线性增长趋势(高于雌性(雄性大鼠的脏器指数有所下降(表明雄性大鼠生长发育*饲料

利用率比雌性大鼠快(血液和生化指标无明显变化+ 结论!这些正常数据指标可为以后 DEF屏障环境动物实验室

的大鼠试验提供参考指标+

关键词% DEF,=G大鼠,指标

中图分类号% U%BJ))!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##"#J#$

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4##)

!!大鼠是实验室广泛使用的模型动物(在毒理学(
药物(行为学(营养学和代谢疾病等多个研究中都有
较为广泛的应用 - "J&. (大鼠可作为许多疾病模型(如
自发性高血压*抑郁症*子宫内膜炎*过敏性哮喘*神
经性疼痛*糖尿病*大鼠高脂血症和房颤等 - )J"#. (马
秀兰等 - "".探讨了成年大鼠脏器系数(陈长勋等 - "&.

测定了正常 =G大鼠的部分生物数据(孙于兰等 - ").

探讨了喂养 =G大鼠 )# , 的食物利用率及脏器系数
的正常值(由于样本数较小(环境不一(且统计数据
较少(因此具有局限性(但是由于试验过程中大鼠的
遗传*周龄*性别*个体差异*喂养环境*设施*测量仪
器*来源等多项因素的差异(对一些应激产生的反映
也各不相同(大鼠的组织*脏器等的生长发育*运行
状态也不尽相同(对大鼠的血液及生理生化指标也
会产生影响 - "(J"$. (目前 DEF屏障环境动物实验室正
常 =G大鼠的标准生物学指标尚未十分明确+ 本文
统计分析 DEF屏障环境动物实验室 "# 批次长期毒
性试验的正常对照组 =G大鼠饲喂过程中的日常摄
食量*体质量增长*脏器指数*血液指标及生化指标(
建立正常 =G大鼠的标准生物学指标数据(为以后
=G大鼠长期毒性试验提供全面*可靠的正常值数据
参照标准(和以后 DEF屏障环境动物实验室的大鼠

试验提供科学依据+

/K材料与方法

/M/K试验动物及饲养管理
实验在中国中医科学院中药安全评价中心屏障

环境动物实验室进行(选取 =FY级(体质量 "&# i
"(# R健康 =G大鼠(饲养在中国中医科学院中药研
究所屏障环境动物实验室(使用许可证 =]_d!京"
&#")J##)B(各组均正常给予饲料及饮水(饲料经 ?#A6

照射*饮水经反渗透净化处理*垫料均采用 "&B h高
压灭菌+ 雌 & ### 只(雄 & ### 只(分成 "# 批次(每
批次雌雄各 &## 只(每组 "# 只(购自北京维通利华
实验动物技术有限公司(许可证号 =A_d!京" &#"&J
###"(饲料为大鼠维持饲料(购自北京维通利华实验
动物技术有限公司+ 分笼饲养(每 B 只一笼(雌雄分
开(室温 &# h左右(雄性大鼠体质量达到 &## R时
再次分笼+
/M5K大鼠一般情况与行为学观察及摄食量)体质量
检测

"#批次作为长期毒性试验的正常对照组 =G大鼠
适应性饲喂一周后(再饲养 ’ 个月(包括 ?个月测试时
期和 "个月恢复期(每天观察大鼠的一般情况与行为
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学(包括精神状态(皮毛色泽(运动(对外界的反应是否
灵敏(有无多饮多食(有无腹泻*便秘交替+ 每周精确
称取一次大鼠的体质量与摄食量(并做好记录+
/M3K大鼠脏器指数)血液指标及血清生化指标检测

分别饲喂大鼠 )*? 个月后按照 ($ 7R;.R体质
量注射 #C$f戊巴比妥钠麻醉各组大鼠(解剖检查
及计算大鼠心*肝*脾*肺*肾*肾上腺*胸腺*脑*睾
丸;卵巢*附睾;子宫系数等脏器系数+ 相对脏器系
数计算公式为%脏器系数 j脏器质量 !R";体质量
!R"k"##f+

分别于 )*?*’ 个月后采用腹主动脉采血(使用
全自动生化分析仪!东芝((#YH"分析各组大鼠中血
液指标(包括 H\A*VAI*[Aa*HGL*VD\*[AV*
[AVA* FEI* FAI* [Fa* FGL* L\A* E][f*
>WZIf*Wc=f*\N=cf*[c>cf*HWI*FI*NFII+
另取静脉血() ### R离心 "B 712 分离血清(测量血
生化指标(包括%IF!R;E"*NE\!R;E"*I\<E!%76O;

E"*N=I!Z;E"*NEI!Z;E"*NEF!Z;E"*DDI!Z;
E"*Ad!Z;E"*AHW!%76O;E"*ZHWN!776O;E"*
DEZ!776O;E"*AVc!776O;E"*ID!776O;E"*N;D
!776O;E"*DE\!776O;E"和 c;F!776O;E"+
/M2K统计方法

使用 =F==&#C# 统计软件对各组数据进行统计
分析(采用单因素方差分析!c2QJ-3+N>caN"比较
显著性差异(结果表示为 !(,l-"(检验水平#j#C#B+

5K结果

5M/K一般行为学观察)体质量及摄食量观察
通过观察各组大鼠的一般行为学状态正常%精

神状态良好(皮毛色泽洁白(有光泽(运动状态良好(
对外界的反应灵敏(无多饮多食(无腹泻*便秘交替
现象+ 同性别大鼠摄食量无显著差异(体质量呈增
长迅速(雄性比雌性增长速度快(摄食量也多(说明
雄性 =G大鼠比雌性生长发育速度快!表 "i("+

表 /K/6 批正常 !’大鼠#’$W 个月中的摄食量变化#)’*! "̂$

@%J:-/K’#-F%G$ P"%&)-(RF-&J%FP"-Q(R&(G9%:!’G%FQ#’$H+G#&) W 9(&F"Q#)’*! "̂$

时间 " L & L ) L ( L B L ? L ’ L $ L % L "# L
个数 (# (# (# (( (( ?B ’? ’? ’? ’?
平均值 &"C(%l&C?? &BC(#l"C’% &?C))l&C?? &’C&Bl&C’" &$C(&l&CB# &?C?%lBC)B &%C"(l&C)) &$C%#l&CB( &%C&%l&C?& &$C$"l&C($
最小值 "?C?# "%C%" "$C"& "$C$B &#C## ""C)# &)C(# &&C$# &)C(# &"C’#
最大值 &?C"# &$C"B )#C%# ))C$# )&C$# )(C#’ )BC?# )BC)? )(C’& )(CB#
时间 "" L "& L ") L "( L "B L "? L "’ L "$ L "% L &# L
个数 ’? ’? ’( BB BB BB BB BB BB BB
平均值 &$C%#l&C?% &$C$%l)C&& &$C)’l&C() &’CBBl&C&& &$C’#l(C#( &$CB&l)C"# &$C%Bl&C%% &$C(’l&C"B &$C?)l"C’" &$C(’l&C&?
最小值 &"CB# &)C"’ &&CB# &&C$) &"C)) "%C)# &)C## &"C%# &BC"( &(C($
最大值 (" (&C& )BC% )&C? (’C% )%C) )$CB )&C&(&$B’"( )&C’?"%#(’? )(C$
时间 &" L && L &) L &( L &B L &? L &’ L &$ L &% L )# L
个数 BB BB BB BB BB BB &# &# &# &#
平均值 &$C(#l&C?$ &’C%"l&C&" &$CBBl"C$B &$C#&l&C#) &$C%&l"C$’ &$C(%l"C%? &$C("l&C#? &$C?)l"C’’ &%C#Bl"CB& &%C)&l&C&"
最小值 &)CB# &)C%) &(C"% &&C%? &BCB# &)C$# &&C## &(C%# &BC)? &BC’#
最大值 )%CB# )(C(# ))C(# ))C&# )&C?# )&C"# )#C’B )"C’$ )"C$) ))C"#

表 5K/6 批正常 !’大鼠#&$W 个月中摄食量变化#)’*! "̂$

@%J:-5K’#-F%G$ P"%&)-(RF-&J%FP"-Q(R&(G9%:!’G%FQ#&$H+G#&) W 9(&F"Q#)’*! "̂$

时间 " L & L ) L ( L B L ? L ’ L $ L % L "# L
个数 (# (# (# (# (# (# (# (# (# (#
平均值 "’CB)l&C)’ "’C%’l"C"? "$C)&l"C(? "%CB(l"C?" "%C’’l"C%( "$C$?l&C($ "%C((l"C?? "$C’(l"C’# "$C’&l&C"B "$CBBl&C&?
最小值 "#C(# "(C$# "BC"# "?C%# "(C)# ""C$# "?C?# "(C%# ")C(# ")C"#
最大值 &)C$# &#C"# &#C$& &?C?# &BC&" &(C?B &BC?’ &BCB% &?C)& &’CB?
时间 "" L "& L ") L "( L "B L "? L "’ L "$ L "% L &# L
个数 (# (# )% )# )# )# )# )# )# )#
平均值 "$C$%l"CB( "$C’%l"C?" "$C""l&C#) "’C$$l"C’% "$C"$l"C’’ "$C""l"C)’ "$C&’l"C)( "$C)’l"C$( "$C&?l"CB$ "$C’&l"C?#
最小值 "?C## "BC’" ")C%# "&C&# ")CB# ")C$# "BC$# ")C"# "(C"# ")C(#
最大值 &(C&& &BC&B &&C’( &#CB’ &"C)B &#C)# &"C"’ &"C&$ &&C%( &"C’#
时间 &" L && L &) L &( L &B L &? L &’ L &$ L &% L )# L
个数 )# )# )# )# )# )# "# "# "# "#
平均值 "$C$&l"C$$ "$C’#l"C?’ "$C((l"C?’ "$C(&l"C’B "$C%(l&C#$ "%C#$l"C?’ "$C"&l"C%? "$C’$l)C#B "$C%Bl"C?) "%C?"l&C)(
最小值 ")C$# ")C)# "(C$# "(C$# "(C"# "BC&# "BC%# ")CB# "’C"& "?C$#
最大值 &&C’( &&CB# &"C%& &)C#’ &&C&% &"CB" &"C$# &&C(& &"C?$ &&CB’

/""/



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

表 3K/6 批正常 !’大鼠#’$W 个月中体质量增长#)’*! "̂$

@%J:-3K[-#)"F)%#&(RF-&J%FP"-Q(R&(G9%:!’G%FQ#’$ H+G#&) W 9(&F"Q#)’*! "̂$

时间 # L " L & L ) L ( L B L ? L ’ L $ L % L "# L

个数 &## &## &## &## &## &## &## &## &## &## &##

平均值 ")#C)’l"&C&’ &B#CB?l&(C$& )BBC)#l)"CB& (&$C?%l(#C?& ($"C)&l(%C#$ B&#C$BlB(C#"

"$$C"’l&(C&B )#%C(%l&’CB( )%&CB%l)?C%? (B?CB#l((C(? B#&C)?lB&C""

最小值 "#(C)# ""%C’# "$&C&# &)"C"# &B%C(# &$&C’# )#&C## )"(C## ))#C(# )B)C"# )?)C##

最大值 "B’CB# &&’C## )##C)# )’#C"# ()"CB# ($)C%# B&’C$# B’"C$# ?#)C## ?&%C"# ?B)C##

时间 "" L "& L ") L "( L "B L "? L "’ L "$ L "% L &# L

个数 &## &## "%# "B# "B# "B# "B# "B# "B# "B#

平均值 B)%CB)lB’CB$ B?)C%Bl?&C)? B$$C#"l?BC&" ?"#CBBl?$CB" ?)#C%?l’&CB$

BB"C()l?#C"$ B’$C’)l?BC&" B%%C#Bl?BC’? ?&#C&%l’#C"$ ?)’CB&l’)C)"

最小值 )’BC$# )%&C$# )%)C)# )%%C?# ("#C"# ("$CB# (&?C%# ()$C## ((’C## (?(C##

最大值 ?$#C)# ’#’C(# ’&"C?# ’()C(# ’()C&# ’B"CB# ’’?C(# ’$BC?# $#$C%# $"BC&#

时间 &" L && L &) L &( L &B L &? L &’ L &$ L &% L )# L

个数 "B# "B# "B# "B# "B# "(% B# B# B# B#

平均值 ?(?C#%l’?C(’ ??"C&(l’’C$B ?’’C%(l$#C’( ?$&C?"l’&C’& ?%?C)?l’BC)%

?B)C&"l’?C’" ?’#C#Bl’%C## ?$)C)"l$&C#" ?%#C$%l’&C$? ’#&C$?l’?C#)

最小值 (?&C"# (?$C)# (’’C&# ($’C’# (%’C## (%?C)# B&&C## B&%CB# B&BC?# B)?C$#

最大值 $)(C)# $(#C"# $B(C## $??C%# $$&C(# $$)C## $$&C’# $’$C%# $%(C"# %#(C"#

表 2K/6 批正常大鼠#&$W 个月中体质量增长#)’*! "̂$

@%J:-2K[-#)"F)%#&(RF-&J%FP"-Q(R&(G9%:!’G%FQ#&$ H+G#&) W 9(&F"Q#)’*! "̂$

时间 # L " L & L ) L ( L B L ? L ’ L $ L % L "# L

个数 &## &## &## &## &## &## &## &## &## &## &##

平均值"&"C#?l"#C"’ "$BC)(l"BC#$ &&$C#Bl"$C’( &B’C#)l&&C") &’"C%’l&)CB% &$(CB%l&(CB’

"BBCB’l"BCB’ &#%C%"l"?C(# &()C’?l&"C#& &??C#$l&&C(& &’’C%%l&(C))

最小值 %)C%# ""BC?# "($C## "?$C’# "$#C$# "$#C)# "%)C’# &#"C’# &##C%# &""C’# &"(C##

最大值 "(?C)# "%"CB# &)(C"# &?&C)# &$%C?# )")C)# ))BC"# )(BC’# )’’C)# (#BC&# )$$C##

时间 "" L "& L ") L "( L "B L "? L "’ L "$ L "% L &# L

个数 &## &## "%# "B# "B# "B# "B# "B# "B# "B#

平均值 &%#C#%l&?C"’ &%%C&$l&’C%) )#$C))l)#CB& )"BC$’l)&C() )&)C((l))C’’

&%(C$)l&’C$# )#)C)%l&%C?& )""C#&l)"C’& )"%C""l))C)’ )&?C"$l)(C%&

最小值 &&&C’# &"$C%# &&)C(# &&$CB# &&"C)# &&"CB# &)#C&# &)BC## &)’C%# &)$C(#

最大值 )%?C’# (")C"# ((#C$# (?#C?# (?&C## (?"C"# (?)C%# (?’C?# (’BC(# ($#C?#

时间 &" L && L &) L &( L &B L &? L &’ L &$ L &% L )# L

个数 "B# "B# "B# "B# "B# "B# B# B# B# B#

平均值 ))#C’?l)BC$( ))’C()l)’C#$ )(BC$)l(#C(( )(%C))l)(C?’ )BBCB%l)$C#)

)))C?’l)?C’( )("C"$l)$C&$ )(%C#$l(#C%% )B)C&%l)’C"" )?&C"(l)’C$’

最小值 &(?C’# &B#C?# &B#C(# &((C$# &B"C%# &B(C## &%&C&# &%&C"# &%#C"# &$)C(#

最大值 ($%C?# (%(C’# B#&C(# B"&C(# B&%C’# B)"CB# ()%C"# ((%C"# (B%C$# (’"C"#

5M5K大鼠脏器指数)血液指标及血清生化指标检测
第 )个月*?个月和 ’ 个月试验周期结束检测脏

器指数*生化指标*血液指标!表 Bi")"+ 数据表明雄

性大鼠的脏器指数逐渐下降(雌性脏器指数无明显变
化(表明大鼠的脏器质量随着体质量逐渐增加(各个
时间段大鼠的血液和血清生化指标无明显差异+

/&"/
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表 VK/6 批正常大鼠 4 个月中第 3 个月脏器系数#*! "̂$

@%J:-VK>G)%&P(-RR#P#-&FQ%F3 9(&F"Q(RF-&J%FP"-Q(R&(G9%:!’G%FQH+G#&) 4 9(&F"Q#*! "̂$

性别 心系数;f 肝系数;f 脾系数;f 肺系数;f 肾系数;f
肾上腺系
数;f

胸腺系数;f 脑系数;f
睾丸;卵巢系
数;f

附睾;子宫
系数;f

’ 样本数 B# B# B# B# B# B# B# B# B# B#
平均值 #C)&l#C#( &C?#l#C"$ #C"’l#C#& #C)(l#C#) #C?(l#C#? #C#")l#C#& #C#$l#C#& #C(&l#C#(& #C?$l#C#$ #C&%l#C#(
最小值 #C&? &C&& #C") #C"% #CB)( #C#" #C#( #C)&# #C(% #C&)
最大值 #C(# &C%B #C&) #C(" #C’$ #C#& #C") #CB& #C$&# #C)%

& 样本数 B# B# B# B# B# B# B# B# B# B#
平均值 #C)Bl#C#) &C’%l#C)$ #C&’l#C(& #C(%l#C#’ #C?%l#C#’ #C#)l#C#" #C"&l#C#) #C’#l#C#$ #C#Bl#C#" #C&)l#C#$
最小值 #C)# &C&) #C"B) #C(# #CB’ #C#" #C#$ #CB? #C#)( #C")
最大值 #C(& )C%$ )C"& #C$) #C$) #C#( #C&’ #C%) #C#% #CB&

表 4K/6 批正常大鼠 4 个月验中第 4 个月脏器系数#*! "̂$

@%J:-4K>G)%&P(-RR#P#-&FQ%F4 9(&F"Q(RF-&J%FP"-Q(R&(G9%:!’G%FQH+G#&) 4 9(&F"Q#*! "̂$

性别 心系数;f 肝系数;f 脾系数;f 肺系数;f 肾系数;f
肾上腺系
数;f

胸腺系
数;f

脑系数;f
睾丸;卵巢
系数;f

附睾;子宫
系数;f

’ 样本数 %% %% %% %% %% %% %% %% %% %%
平均值 #C&%l#C#( &C(%l#C)& #C"Bl#C#) #C))l#C#? #CB$l#C#’ #C#"l#C#" #C#?l#C#$ #C)$l#C"" #CB&l#C"’ #C&?l#C#(
最小值 #C&" "C%B #C"" #C&B #C(B #C#" #C#) #C&? #C#( #C"?
最大值 #C)% (CB( #C&B #CB’ #C$B #C"# #C"& #C’$ #C’% #C("

& 样本数 "## "## "## "## "## "## "## "## "## "##
平均值 #C)Bl#C#( &C??l#C&$ #C"$l#C#) #C((l#C#? #C?Bl#C#$ #C#)l#C#" #C#$l#C#) #C?&l#C#$ #C#Bl#C#" #C&(l#C#?
最小值 #C&B &C"B #C") #C)& #C(’ #C#" #C#( #C(# #C#) #C"#
最大值 #C(? )C(% #C)) #C?& #C$B #C#( #C)# #C$( #C#% #C)’

表 WK/6 批正常大鼠#’$恢复期脏器系数#*! "̂$

@%J:-WK>G)%&P(-RR#P#-&FQ%FG-P(U-G$ T"%Q-(RF-&J%FP"-Q(R&(G9%:!’G%FQ#*! "̂$

性别 心系数;f 肝系数;f 脾系数;f 肺系数;f 肾系数;f
肾上腺系
数;f

胸腺系
数;f

脑系数;f
睾丸;卵巢
系数;f

附睾;子宫
系数;f

样本数 B# B# B# B# B# B# B# B# B# B#
’ 平均值 #C&$l#C#) &C(%l#C)# #C"Bl#C#& #C)&l#C#) #CB$l#C#B #C#"l#C## #C#?l#C#" #C)(l#C#) #CB?l#C#’ #C&Bl#C#)
最小值 #C&( #C’’ #C"" #C&& #C(% #C#" #C#) #C&? #C)% #C"%
最大值 #C)B &C%’ #C&" #C)% #C?% #C#& #C"# #C(" #C’( #C)(
样本数 B# B# B# B# B# B# B# B# B# B#

& 平均值 #C)(l#C#( &C?Bl#C&$ #C"$l#C#) #C()l#C#B #C?)l#C#’ #C#)l#C#" #C#$l#C#& #C?#l#C#’ #C#Bl#C#" #C&&l#C#’
最小值 #C&$ &C#( #C"( #C)) #C($ #C#& #C#) #C(’ #C#) #C#(
最大值 #C(& )C)& #C&B #CBB #C’? #C#( #C"& #C’? #C#$ #C)’

表 1K/6 批正常 !’大鼠 4 个月中第 3 个月的血液指标#*! "̂$

@%J:-1K=:((H#&H#P%F(GQ%F3 9(&F"Q(RF-&J%FP"-Q(R&(G9%:!’G%FQH+G#&) 4 9(&F"Q#*! "̂$

项目
’ &

样本数 平均值 最小值 最大值 样本数 平均值 最小值 最大值
" H\A;!"#"& ;E" B# $C(#l!#C’" ’C"# "#C?? B# ’C’?l!#C’" ?CB? "#C#"
& VAI;!f" B# ((C$)l!)C"% )?C%# B)C## B# ()C#&l!)C%& )?C&# B(C(#
) [Aa;!PE" B# B)CB"l!&CB( (%C&# ?"C## B# BBCB&l!&C&# B"CB# ?#C##
( HGL;!f" B# "&C?#l!#C$" ""C)# "?C&# B# ""C’’l!#C’( "#C’# "(C$#
B VD\;!R;E" B# "(C’&l!"C"? ""C$# "’C$# B# "(C))l!"C&$ ""C$# "$CB#
? [AV;! :R" B# "’CB)l!#C$$ "BC%# "%C"# B# "$C(%l!#C$% "?C)# &#CB#
’ [AVA;!R;E" B# )&C$(l!"C(# )#C%# )?C’# B# ))C)Bl!"C?( )#C## )$C"#
$ FEI;!"#% ;E" B# %$#C(#l"?BC(# ?B’C## ")’(C## B# %"$C##l&&BCB# B#(C## "$?&C##
% FAI;!f" (B #C??l #C"? #C(" "C"" (B #C?&l!#C"$ #C)( "C))
"# [Fa;!PE" (B ’C""l!#C?’ BC(# $C## (B ’C#%l!#C’" BCB# $C?#
"" FGL;!f" (B B&C#(l!BC’B ("C## ??C## (B B#C"%l!(C(& ()C## ?#C’#
"& L\A;!"#% ;E" B# ?C&&l!)C&# &C#B &#C?B B# &"C’&l"&"C’$ #CB" $?BC&(
") E][;!f" B# ’(C"#l!’C)B B(CB# %"C## B# ’)C’$l!%C%# )%C%# $$CB#
"( >WZI;!f" B# &#C#&l!$C%$ &C&# ("C’# B# "%C)?l!$C#? BC## B)C’#
"B Wc=;!f" &B "C?(l!#C’& #C’# )C%# &B "C(?l!#CBB #C)# &C?#
"? \N=c;!f" &B #C##l!#C## #C## #C## &B #C##l!#C#& #C## #C"#
"’ [c>c;!f" B# )C(%l!(CB$ "C## &BC## B# (C##l!BC?B #C%# &BC##
"$ HWI;!f" &B "C%’l!#C&$ "C)% &C’" &B "C%?l!#C(? "C"# &CBB
"% HWI;!"#"& ;E" B# #C"’l!#C#) #C"" #C)& B# #C"?l!#C#( #C#$ #C&)
&# FI;!*" B# "BC#&l!"C’’ ""C)# "$C?# B# ")C#(l!"C)? $C## "?C?#
&" NFII;!*" B# &)C(&l!(C%? "(C"# )BC&# B# &#C(#l!(C&" "&CB# )#C%#

/)"/



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

表 0K/6 批正常 !’大鼠 4 个月中第 4 个月的血液指标#*! "̂$
@%J:-0K=:((H#&H#P%F(GQ%F4 9(&F"Q(RF-&J%FP"-Q(R&(G9%:!’G%FQH+G#&) 4 9(&F"Q#*! "̂$

项目
’ &

样本数 平均值 最小值 最大值 样本数 平均值 最小值 最大值
" H\A;!"#"& ;E" %$ $CB%l!#C’B (C(? %C%% "## ’CB"l!#C(? ?CB? $C$B

& VAI;!f" %$ ((CB’l!&C%? &%C"# (%C$# "## ("C$’l!&CB$ )’C## (’C$#

) [Aa;!PE" %$ B&C""l!)C?? (?C%# ’%C&# "## BBC$&l!"C’B B#C$# B%C$#

( HGL;!f" $$ "&C%)l!#C$) ""C&# "?CB# %# ""C)(l!#CB% "#C)# ")C$#

B VD\;!R;E" %$ "(C’&l!"C#& %C$# "’C## "## "(C#%l!#C%# "&C)# "?C"#

? [AV;! :R" %$ "’C&&l!"C(" "(C’# &’C"# "## "$C’%l!#C$& "?C"# &"C?#

’ [AVA;!R;E" %$ ))C#Bl!"C"% )#C&# )?C’# "## ))C?’l!"CB" )"CB# )’CB#

$ FEI;!"#% ;E" %$ %)"CB#l"B%C?# &$&C## "(’?C## "## $"%C&#l"")C&# B%%C## ""$$C##

% FAI;!f" $$ #CB’l!#C"( #C"? #C%? %# #C(’l!#C#%" #C)& #C$(

"# [Fa;!PE" $$ ?C&%l!#C$% (C%# %C&# %# BC%’l!#C’" BC## $C(#

"" FGL;!f" $$ BBC($l!?C#? )$C?# ’)C%# %# B&C(&l!(C($ ("C’# ?"C%#

"& L\A;!"#% ;E" %$ ?C#%l!&C#)$ &C(& "&C"" "## )C)#l!"C"’? "C"B ?C%’

") E][;!f" %$ ??C)&l ""CB &(CB# $%C## "## ?$C)%l!$C%) ((C(# $$C(#

"( >WZI;!f" %$ &$C)"l ""C"% BC(# ?&C"# "## &BC("l!$C&& ?C)# (’C##

"B Wc=;!f" (% "C%(l!#C’" #C’# (C(# B# &C"%l!#C$$ #C$# BC(#

"? \N=c;!f" (% #C#"l!#C#) #C## #C"# B# #C#"l!#C#( #C## #C"#

"’ [c>c;!f" %$ &C??l!&C%( #C$# )#C"# "## )C#&l!)C#% #CB# )&C)#

"$ HWI;!f" (% "C$$l!#C(& "C&( )C$’ B# "C%’l!#C)$ "C"# &C$?

"% HWI;!"#"& ;E" %$ #C"’l!#C#( #C#" #C)’ "## #C"?l!#C#)& #C#B #C&(

&# FI;!*" %$ "?C()l!)C)B ""C(# &’CB# "## ")C#Bl!"C($ ’C)# "?C?#

&" NFII;!*" %$ &)C&’l!’C"% "#C)# ’&C## "## "$C’&l!(C&B $C’B &%C&#

表 /6K/6 批正常 !’大鼠 4 个月中恢复期的血液指标#*! "̂$
@%J:-/6K=:((H#&H#P%F(GQ%FG-P(U-G$ T"%Q-(RF-&J%FP"-Q(R&(G9%:!’G%FQH+G#&) 4 9(&F"Q#*! Q̂$

项目
’ &

样本数 平均值 最小值 最大值 样本数 平均值 最小值 最大值
" H\A;!"#"& ;E" B# $CB#l!#C’) (C(? %C’( B# ’CB$l!#C)? ?CB? $C)#

& VAI;!f" B# ((CB&l!&C&? )BC)# (%C(# B# (&C(%l!&C"’ )’C## (’CB#

) [Aa;!PE" B# B&C’"l!(C)% ($C## ’%C&# B# B?C#$l!&C#’ B#C$# ?)C&#

( HGL;!f" B# ")C&?l!#C$# ""C&# "BC(# B# ""CB"l!#C?# "#C&# ")C$#

B VD\;!R;E" B# "(C$’l!"C#) "&C"# "$C## B# "(C)(l!"C#’ "&C## "?C’#

? [AV;! :R" B# "’C?"l!"C?% "BC?# &’C"# B# "$C%&l!"C"B "?C"# &"C%#

’ [AVA;!R;E" B# ))C()l!"C$) )"C"# )$CB# B# ))C’’l!"C?’ )"C?# )$C##

$ FEI;!"#% ;E" B# %B&C&#l"$#C(# &$&C## "(’?C## B# $?&C)#l"#?C’# ?$#C## "#’$C##

% FAI;!f" (B #CB?l!#C"& #C"? #C$& (B #CB&l!#C#% #C)$ #C’(

"# [Fa;!PE" (B ?C#’l!#C%& (C%# %C&# (B ?C&(l!#C?" BC)# ’C%#

"" FGL;!f" (B B(C((l!$C)" )$C?# "#"C"# (B B&C)&l!(CB" ("C’# ?"C?#

"& L\A;!"#% ;E" B# BC(&l!"C)$ &C’’ $C)$ B# )C#(l!#C%# "C#% (C%?

") E][;!f" B# ?BC&&l ""C?# &(CB# $(C## B# ??C&"l!$C#’ ($C%# $(C’#

"( >WZI;!f" B# &%C&)l "#C%) ")C&# ?&C"# B# &$C&?l!’C$& ""C%# (BC(#

"B Wc=;!f" &B &C"(l!#C?’ #C$# )C$# &B &C&)l!#C%B "C## BC)#

"? \N=c;!f" &B #C#&l!#C#( #C## #C"# &B #C#&l!#C#B #C## #C&#

"’ [c>c;!f" B# &C’"l!"C"& #C%# ?C)# B# &C’&l!#C%( "C)# BC%#

"$ HWI;!f" &B "C%%l!#C)" "CB" &C’( &B "C%%l!#C(& "C(& )C"?

"% HWI;!"#"& ;E" B# #C"$l!#C#)’ #C#" #C&B B# #C"?l!#C#( #C"" #C&B

&# FI;!*" B# "BC##l!"C(" ")C## "$C$# B# "(C#%l!"C?’ ""C%# "%C&#

&" NFII;!*" B# &#C&#l!(C$) ""C?# &%C&# B# "%C&Bl!)C$$ ")C?# &$C?#

/("/



第 " 期 王丽芳等%DEF屏障环境动物实验室 =G大鼠标准生物学指标的建立 !!!!!

表 //K/6 批正常 !’大鼠 4 个月中第 3 个月的生化指标#*! "̂$

@%J:-//K=#(P"-9#P%:#&H#P-Q%F3 9(&F"(RF-&J%FP"-Q(R&(G9%:!’G%FQH+G#&) 4 9(&F"Q#*! "̂$

项目
’ &

样本数 平均值 最小值 最大值 样本数 平均值 最小值 最大值

" IF;!R;E" B# B?CB?l)C)$ B#C&# ?BC&# B# ?)CB%lBC$# (%C&# ’’C)#

& NE\;!R;E" B# )BC))l&C)) )#C)# )%C%# B# ("C##l)C$& )&C?# B"CB#

) N=I;!Z;E" B# ""(C##l)?C&# ))C## "%)C## B# %BC(#l(?C"# &%C## )B)C##

( NEI;!Z;E" B# ((CB#l&"C)# &?C## "&%C## B# )$C&#l&#C(# &#C## ""BC##

B NEF;!Z;E" B# %&C?#l&"C$# B(C## "?"C## B# (’CB#l"%C&# "%C## "&"C##

? DDI;!Z;E" B# #C(?l#C)# @#C)B "C#$ B# #C’#l#C)B #C#? "C%?

’ \Z>;!776O;E" B# BC’#l#C’$ )C’# ’C"$ B# ?CB’l"CB& )C?) ""C(?

$ AHW;!776O;E" B# &%C(#l(C(# &#C## )%C## B# ))C?#l?C"# &)C## B#C##

% DEZ;!776O;E" B# $C))l"C’? BC’) "&CB# B# $C#&l&C)& BC$$ "’C$?

"# I\<E;!776O;E" B# "C#%l#C(( #C## &C&# B# "C(’l#CB& #C)# &C’#

"" AVc;!776O;E" B# "C($l#C)? #C$" &C)B B# "C$$l#C?" #C%B )CB#

"& ID;!776O;E" B# #CB?l#C)# #C"( "C)B B# #C)?l#C"( #C"& #C’#

") Ad;!Z;E" B# (?"CB#l&B?C?# ""&C## "&’’C## B# )?$C’#l&$(C"# ($C## "B#(C##

"( 血 >3;!776O;E" B# "(&C’$l)C’’ "&%C)# "B#C"# B# "()CBBl)C’# "))C?# "B(C&#

"B 血 d;!776O;E" B# (C&&l#C(( )C&% BC&( B# )C$"l#C(? &C$B BC&&

"? 血 AO;!776O;E" B# "#(C)%l(C?B %’CB# ""(C?# B# "#(C(’l)C?% %?C’# ""&C##

表 /5K/6 批正常 !’大鼠 4 个月中第 4 个月的生化指标#*! "̂$

@%J:-/5K=#(P"-9#P%:#&H#P-Q%F4 9(&F"(RF-&J%FP"-Q(R&(G9%:!’G%FQH+G#&) 4 9(&F"Q#*! "̂$

项目
’ &

样本数 平均值 最小值 最大值 样本数 平均值 最小值 最大值

" IF;!R;E" %% B$C)&l!)C%% ($C?# ?$C&# %% ?’C$#l!(C($ B’C’# $&C?#

& NE\;!R;E" %% )BC&’l!&C)? &%C&# (&CB# %% ()C#’l!)C#B )BC)# B"C(#

) N=I;!Z;E" %% %BC’#l ((C)# &BC## (#?C## %% %’C$#l B?C(# &#C## ))%C##

( NEI;!Z;E" %% (BC’#l &$C"# &)C## "%BC## %% (’C)#l &’C$# "’C## "??C##

B NEF;!Z;E" %% ?’C&#l &?CB# &"C## "$$C## %% )#C)#l ""C)# %C## ?BC##

? DDI;!Z;E" %% #C’(l!#CB% #C## )C’$ %% #CB%l!#C)% #C## &C"%

’ \Z>;!776O;E" %% BC(?l!#C$" (C"& $C%" %% ?C&?l!"C"? (C&# "#C%’

$ AHW;!776O;E" %% )"C$#l!’C’# "?C## B)C## %% ))C)#l!%C"# "#C## B?C##

% DEZ;!776O;E" %% $C%’l!&C?) BC## "$C"" %% ’CBBl!&C#( (C$% "BC)?

"# I\<E;!776O;E" %% "C#Bl!#CB( #C"# )C## %% "C(%l!#CB& #C)% )C&#

"" AVc;!776O;E" %% "C?’l!#C(( #C$# )C(( %% &C&$l!#CB( "C"# )C’(

"& ID;!776O;E" %% #C’)l!#C(" #C&" &C"" %% #CB’l!#C)% #C") &C&&

") Ad;!Z;E" %% )(’C&#l)#)CB# )"C## "B$%C## %% &%"C(#l&??C&# )$C## "$B’C##

"( 血 >3;!776O;E" %% "()C&"l!)C"% ")BCB# "(%C%# %% "((C))l!$C’’ ""$CB# &"BC##

"B 血 d;!776O;E" %% (C&Bl!"C"’ )C#& ")C&% %% )CB%l!#CB( &C?( BC’(

"? 血 AO;!776O;E" %% "#(C""l!(C?( %’C$# ""BC’# %% "#(C?"l!’C?’ $(C$# "?"C(#

/B"/



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

表 /3K/6 批正常 !’大鼠 4 个月中恢复期的生化指标#*! "̂$

@%J:-/3K=#(P"-9#P%:#&H#P-Q%FG-P(U-G$ T"%Q-(RF-&J%FP"-Q(R&(G9%:!’G%FQH+G#&) 4 9(&F"Q#*! "̂$

项目
’ &

样本数 平均值 最小值 最大值 样本数 平均值 最小值 最大值
" IF;!R;E" (% B$C"Bl!)C&% B#C## ??C"# B# ?$C&(l!BC&$ B$C’# $&CB#
& NE\;!R;E" (% )BC&(l!&C#$ )"C)# )%C?# B# ()C#(l!)C(% )’CB# B&C"#
) N=I;!Z;E" (% "#"CB#l )BC## )(C## &#&C## B# "#&CB#l")(C(# &#C## "###C##
( NEI;!Z;E" (% )%CB#l "BC%# &)C## "")C## B# (’C)#l ??C## "?C## (%&C##
B NEF;!Z;E" (% ?)C$#l "$C&# "$C## "")C## B# &’C##l "#CB# ’C## B$C##
? DDI;!Z;E" (% #C’"l!#C)) #C&B "C$? B# #C?%l!#CBB #C#B &C)?
’ \Z>;!776O;E" (% BCB%l!#C%& )C"# ’C’" B# BC%(l!"C"’ )C%" $C%B
$ AHW;!776O;E" (% &%C$#l!?C## "’C## ((C## B# )&C$#l!?C)# &&C## B)C##
% DEZ;!776O;E" (% $C((l!"C)$ ?C)# ""C(" B# ?C%’l!#C%B (C(% $C’#
"# I\<E;!776O;E" (% #C%$l!#C)$ #C)# "C$# B# "C)Bl!#C(’ #C)# &C’#
"" AVc;!776O;E" (% "C$#l!#CB) #C’B )C)" B# &C&Bl!#C’" #C’# (C&)
"& ID;!776O;E" (% #C’#l!#C)# #C"" "C() B# #CB"l!#C)" #C#B "C%?
") Ad;!Z;E" (% )’BC&#l))BC(# ??C## &)"%C## B# "%?C"#l"#’C## ((C## B"%C##
"( 血 >3;!776O;E" (% "("C%&l!&C$% "))C)# "(?C$# B# "()C""l!"C’% "(#CB# "(’CB#
"B 血 d;!776O;E" (% (C&#l!#C(( )CB( BC$& B# )CB#l!#C(# &C%( (C$%
"? 血 AO;!776O;E" (% "#&C$)l!)C?B %’C)# ""&CB# B# "#"C’#l!"&C$" "?C)# ""&C&#

3K讨论

本次试验统计结果的特点为%样本量大(误差
小,实验地点固定%全部在中国中医科学院 DEF中
心屏障动物实验室进行,饲喂条件固定%=FY级(给
予充足饲料及饮水,品系*来源相同%同为 =G大鼠(
且雌雄分开,周龄固定,初始体质量接近,各项指标
均标准化,具有一定的代表性(能够为以后在中国中
医科学院 DEF中心屏障动物实验室进行的 =G大鼠
长期毒性试验提供良好的数据支持(结果表明 =G
大鼠的雄性生长发育较快(饲料利用率较高(脏器质
量随着体质量的增长而逐渐增加(血液指标和生化
指标在各个时期无明显变化+ 能够作为大鼠长期毒
性试验的标准生物学指标(为以后中国中医科学院
DEF中心屏障动物实验室 =G大鼠的长期毒性试验
及饲养提供参考标准+
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妇糜康阴道栓长期给药对家兔血液生理生化指标的影响
孟!莉"!向绍杰"!刘小虎"!宋达夫"!张慧颖"!贾天柱&

!"4辽宁省中医药研究院(沈阳!""##)(" !&4辽宁中医药大学药学院(大连!""??##"

摘要%目的!观察妇糜康阴道栓长期给药对家兔血液生理生化学的影响(为临床安全用药提供科学依据+ 方法!

妇糜康阴道栓浸膏粉以 $CB$?*&C$B?*#C%B& R;.R体质量剂量(每天阴道给药 " 次(连续 ? 个月(对其进行血液生理

生化指标检查+ 结果!妇糜康阴道栓给药 ? 个月后(妇糜康阴道栓浸膏粉 $CB?$ R;.R剂量组家兔红细胞数*血红

蛋白含量及红细胞压积与赋形剂对照组比均明显增多!*m#C#B"(停药 ( 周后(恢复正常+ 血液学其它指标与赋形

剂对照组比差异不明显!*n#C#B"+ 给药 ? 个月及停药 ( 周后(各给药组对血液生化学指标均无明显影响+ 结论!

妇糜康阴道栓以 &C$B? R;.R长期给药对家兔血液生理生化学没有影响(提示妇糜康阴道栓安全剂量为 &C$?B R;.R

以下(为临床成人拟用量的 &# 倍!成人按 ?# .R体质量计"+

关键词%妇糜康阴道栓,血液学,血液生化学,家兔

中图分类号% H&$BCB!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##"’J#B

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4##(

!!妇糜康阴道栓是由川椒*白癣皮*地骨皮等几味
中药组成(具有清热解毒(燥湿*杀虫止痒功效+ 用
于治疗湿热下注所致的带下量多*外阴瘙痒(灼热疼
痛等阴道炎+ 前期药理实验表明(妇糜康阴道栓对
白色念球菌*金黄色葡萄球菌*大肠杆菌*绿脓杆菌
有抑制作用(能提高磷酸组织胺所致豚鼠瘙痒反应
的致痒阈+ 为进一步考察其安全性(以便更好地应
用于临床(本实验根据#中药*天然药物长期毒性研
究技术指导原则$对妇糜康阴道栓进行家兔长期毒
性实验研究 - ". (观察其对血液生理生化指标的影

响(为临床安全用药提供参考+

/K材料与方法

/M/K实验动物

白色家兔 ($ 只(雌性(体质量 "CBi&C# .R(由
沈阳药科大学实验动物中心购进(许可证号%=A_d
!辽"&##%J###&+ 实验动物饲养于辽宁省中医药研
究院实验动物中心(许可证号% =]_d!辽 " &#"&J
###),实验温度 &#i&) h(湿度 BBfi?#f+ 照明时
间采用为 "# 8!明";"( 8!暗"交替(颗粒饲料由北

京科澳协力饲料有限公司提供(许可证号% =A_d
!京" &##%J##"&+
/M5K受试药物与试剂

妇糜康阴道栓浸膏粉(每克浸膏粉含 %CB& R生
药( 批 号% &#"&#’#"J#+ 赋 形 剂 为 FWD(## 和
FWD(### 按重量比 " g"混合+ 妇糜康阴道栓浸膏
粉*赋形剂均由辽宁中医研究院提供+ 血细胞分析
仪用稀释液(批号%"&#%""V"$,丙氨酸转氨酶试剂
盒(批号 "&J"#&)F,天门冬氨酸转氨酶试剂盒(批号
"&J"#&(F,碱性磷酸酶试剂盒(批号 "&J#%"&F,白蛋
白试剂盒(批号 ""J#%&?,总蛋白试剂盒(批号 ""J
#B"#,谷氨酰转移酶试剂盒(批号 "&J"""(F,血清总
胆红素测定通用试剂盒(批号 "&J#%"BF,总胆固醇
试剂盒(批号 "&J"#"BF,甘油三酯试剂盒(批号 "&J
#$&$F,尿素氮试剂盒(批号 "&J#%&&F,肌酐液体试
剂(批号 "&J"#"B,血糖试剂盒(批号 "&J#%&?F,肌酸
磷酸激酶试剂盒(批号 "&J#%#BF(均由金斯尔提供,

凝血酶原试剂盒(批号 =ID&#"#"(由北京世帝公司
提供+
/M3K仪器

N\_FQ29M3?# 血细胞分析仪(上海科华卓越,



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

))# 全自动生化分析仪(北京世帝科学仪器公司,
EDJFN\WH型血小板聚集凝血因子分析仪(美国双
杰兄弟集团有限公司+
/M2K方法 * 58W+

/M2M/!分组与给药%健康雌性家兔 ($ 只(按体质量
随机分成 ( 组(赋形剂对照组及妇糜康阴道栓浸膏
粉低*中*高 ) 个剂量组(每组 "& 只+ 妇糜康阴道栓
浸膏粉按 #C%B& R;.R*&C$B? R;.R*$CB$? R;.R体质
量!相当于临床拟给药剂量的 ?*&#*?# 倍"阴道给
药(每天 " 次(连续给药 ? 个月+
/M2M5!观察指标% 试验期间(每日观察受试家兔的
行为体征*外观形态及药物可能产生的不良反应等+
每周称家兔体质量 " 次(观察其体质量最快的变化
情况+ 分别于给药 ? 个月及停药 ( 周后(各组分别
取 ? 只家兔(禁食不禁水 "$ 8(麻醉(腹总动脉采血(
检测血液学及血液生化学指标+
/MVK统计学方法

采用 =F=="’C# 软件处理数据(计量资料以!(,l
-"表示(组间比较采用 "检验(*m#C#B 为差异有统
计学意义+

5K结果

5M/K对家兔一般状况)体质量的影响
给药期间(各组受试家兔被毛光泽*口周*鼻黏

膜无破溃*活动正常(摄食*饮水*大小便均未见异
常(亦未发现因药物中毒引起的受试动物死亡或其
它毒副反应发生+ 各给药组受试家兔体质量与赋形
剂对照组比差异无显著性!*n#C#B"+
5M5K对血液生理指标的影响

给药 ? 个月及停药 ( 周后(各组受试家兔血液
生理指标测试(结果见表 "*&+ 由结果可知(妇糜康
阴道栓浸膏粉低*中剂量组家兔血液生理指标与赋
形剂对照组比差异无显著性!*n#C#B"+ 妇糜康阴
道栓浸膏粉高剂量组家兔红细胞数*血红蛋白含量
及红细胞压积与赋形剂对照组比均明显增多 !*m
#C#B"(其它血液生理指标与赋形剂对照组比差异
无显著性!*n#C#B"+ 停药 ( 周后(恢复正常+ 给药
组对血液其它生理指标无明显影响!*n#C#B"+

表 /K妇糜康阴道栓浸膏粉阴道给药 4 个月对家兔血液生理指标的影响#*! "̂’#_4$

@%J:-/K7RR-PF(R<H9#&#QFG%F#(&(R=(9#.#%( I%)#&%:!+TT(Q#F(G$ (&

J:((H"-9%F(:()$ #&H-.-Q#&G%JJ#FQ%RF-GQ#. 9(&F"Q#*! "̂’#_4$

血 液 学 指 标 赋形剂对照组
妇糜康阴道栓浸膏粉

#C%B&R;.R &C$B?R;.R $CB$?R;.R

白细胞计数;!k"#% ;E" ’C’#l!)C’& ’C$&l &C$’ $C("l!)C$& ’C")l!)C#’

红细胞计数;!k"#"& ;E" ?C)%l!#C)? ?C?%l #C(? ?C)(l!#C)# ’C&)l!#C?’$

血红蛋白;!R;E" ")BC))l!$C$’ ")?C$)l"#C’? ")(C))l!%C?# "B(C"’l "(C’)$

红细胞压积;f ("C&&l!&C$) ("C$$l )C&% (#C%’l!&C$# (?C$$l!)C%’$

血小板计数;!k"#% ;E" (?’C$)l"&)C#? B’)C##l$BC%# B&"C##l"("CB& (&"CB#l"""C$%

平均血细胞容积;PE ?(C(’l!&C’) ?&C?&l &CB’ ?(CB$l!)CB# ?(C%Bl!"C??

平均血红蛋白含量;:R &"C"Bl!#C%( &#C(Bl #C$% &"C"Bl!"C#" &"C)#l!#C?’

平均血红蛋白浓度;!R;,E" )&$C"’l!(C’B )&?CB#l "C$’ )&’C$)l!(C$) )&$C##l!(C?%

淋巴细胞百分比;f )%C%#l "’C&$ &$C&&l ?C"# ("C’)l "?CB" )’C#$l "#C($

单核细胞百分比;f %C()l!)C)" ’C(’l "C(# $C)Bl!)C$# ?C%Bl!"C)$

中性粒细胞百分比;f ?C$)l!)C#( BC%#l "C’" ?C"Bl!(C(& (C)#l!"C&?

嗜酸性粒细胞百分比;f (&C$#l "%C%? B’CB$l (C&B (&C%#l "%C(" B#CB)l "#C?)

嗜碱性粒细胞百分比!f" "C#)l!#C&" #C$)l #C&& #C$’l!#C"$ "C")l!#C"B

网织红细胞;f &C"?l!#C?B &C?#l #C’? &C?$l!#C?’ &C($l!#C&?

血浆凝血酶原时间;* $C)Bl!#C?’ ’C%’l "C)# ’C’Bl!"C"" $C"$l!#C$#

!!注%赋形剂与对照组比较% $*m#C#B

>69Q%‘*426M73O5629M6ORM6S:% $*m#C#B

5M3K对血液生化指标的影响
给药 ? 个月及停药 ( 周后(各组受试家兔血液

生化学指标测试结果见表 )*(+ 由结果可知(各给

药组受试家兔血液生化学指标与空白对照组比(差
异无显著性!*n#C#B"+

/$"/
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表 5K妇糜康阴道栓浸膏粉阴道给药对停药 2 周后家兔血液生化指标的影响#*! "̂’#_4$
@%J:-5K7RR-PF(R<H9#&#QFG%F#(&(R=(9#.#%( I%)#&%:!+TT(Q#F(G$ (&J:((H"-9%F(:()$ #&H-.-Q

#&G%JJ#FQ%RF-GHG+) *#F"HG%*%:R(G2 *--YQ#*! "̂’#_4$

血 液 学 指 标 赋形剂对照组
妇糜康阴道栓浸膏粉

#C%B& R;.R &C$B? R;.R $CB$? R;.R

白细胞计数;!k"#% ;E" "#C#&l!(C?& $C$#l (C’% ?C?#l!&C)" ?C%’l!(C’)

红细胞计数;!k"#"& ;E" ?C?)l!#CB# ?C#(l #C?& ?C((l!#C’’ ?C?#l!#C??

血红蛋白;!R;E" "()CB#l!’C’? ")BC$)l %C"’ ")?C$)l "’C(% ")%CB#l "BC&’

红细胞压积;f ()C($l!&C)% ("C&&l )C&( (&C#&l!BC(% (&CB’l!(C?#

血小板计数;!k"#% ;E" (#&C##l"""C$& (&$C"’l$$C(& ((%C))l""%CB& (?BC"’l"#(C(B

平均血细胞容积;PE ?BC?$l!&C)) ?BC?&l &C$" ?BC&Bl!&C&$ ?(CB&l!#C%"

平均血红蛋白含量;:R &"C?Bl!#C%( &"C’#l "C#) &"C&)l!#C’( &"C"’l!#C&?

平均血红蛋白浓度;!R;,E" )&%C))l!)C%$ ))#C?’l (CBB )&BC?’l!&C#? )&$C##l!"C?’

淋巴细胞百分比;f B)C#Bl!)C?# ((CB’l $C$B (%CB)l "&C&% (#C$)l "&C$)

单核细胞百分比;f BC%#l!"C?? BC"&l "C)’ (CBBl!"C)$ (C’)l!#C??

中性粒细胞百分比;f $C(#l!?CB$ ")C’)l""C’% %C’&l!$C%B "BCB&l ""C$%

嗜酸性粒细胞百分比;f )"C(&l!?C#" )BC?#l BC%) )BC)#l "(C?? )’C%&l!%C(%

嗜碱性粒细胞百分比;f "C&)l!#C(# #C%$l #C)? #C%#l!#C)B "C##l!#C))

网织红细胞;f "C()l!#C?) "C’’l #C’& "CB#l!#C)" "C$?l!"C#&

血浆凝血酶原时间;* $C(&l!"C#) ’CB#l #C(# $C&$l!#C%( $C)&l!"C#)

表 3K妇糜康阴道栓浸膏粉阴道给药 4 个月对家兔血液生化指标的影响#*! "̂’#_4$
@%J:-3K7RR-PF(R<H9#&#QFG%F#(&(R=(9#.#%( I%)#&%:!+TT(Q#F(G$ (&J:((H

J#(P"-9#P%:#&H-.-Q#&G%JJ#FQ%RF-GQ#. 9(&F"Q#*! "̂’#_4$

血 液 学 指 标 赋形剂对照组
妇糜康阴道栓浸膏粉

#C%B& R;.R &C$B? R;.R $CB$? R;.R

丙氨酸氨基转移酶;!Z;E" B(C))l!&(C?" B$C##l!)&C)’ ’$C$)l!"$C&( %BC##l!%%CB$

天门冬氨酸氨基转移酶;!Z;E" ("C$)l!)"C’( )(C$’l! %C’" (%C##l!)"C$( ??C?’l!B’C"$

谷氨酰转移酶;!Z;E" $C##l! &C"# %C?’l! BC$% %CB#l! "C$’ "&C"’l! (C%&

碱性磷酸酶;!Z;E" (’C))l!&&C’’ (?C))l!&#C#’ (BC$)l!""C?& ("C$)l!"(C#$

白 蛋 白;!Z;E" )(C?’l! &C’) )(C##l! )C#) )BC"’l! &C?( )?C?’l! &CB#

总 蛋 白;!R;E" B(C?’l! $C(B ?)CB#l! %C&’ B$CB#l! ’C$’ ?#C##l! %C#$

总胆红素;! S76O;E" "C’$l! #C)) "C’Bl! #C&% "C%’l! #C&B "C$Bl! #C&?

总胆固醇;!776O;E" "C#?l! #C&B "C""l! #C(? "C##l! #C)’ "C)#l! #C’(

甘油三酯;!776O;E" "C)#l! #C?# "CB#l! #CB& "C#?l! #C&( "C’’l! #C?’

尿素氮;!776O;E" ?C$’l! &C&% ’C#Bl! "C$? ’CB"l! "C$& ’C((l! "C?B

肌酐;! S76O;E" ")$C?’l!"BC’% "((C?’l!&)C"& "&’C))l!&BC"( "&(C?’l! $C’?

肌酸激酶;!Z;E" )#)(C"’l"(%"C?$ &""’CB#l"&%"CB? &?((C))l"B?#CB" )?%&C$)l"%)&C"$

钾;!776O;E" )C))l! #C)" )C#$l! #CB( )C&$l! #C)’ )C#?l! #C)"

钠;!776O;E" "(#C##l! #C$? "(#CB$l! #C’& ")$C%)l! "C($ "(#C?$l! "C$’

氯;!776O;E" %$C$Bl! &C() %%C$)l! &CB’ %$CB)l! #C’( %%C&)l! &C$#

血 糖;!776O;E" "BC?&l! )C)’ "(C&)l! )C$) "(C()l! &C’" "BC’)l! (C)$

/%"/
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表 2K妇糜康阴道栓浸膏粉阴道给药停药 2 周后对家兔血液生化学的影响#*! "̂’#_4$

@%J:-2K7RR-PF(R<H9#&#QFG%F#(&(R=(9#.#%( I%)#&%:!+TT(Q#F(G$ (&J:((HJ#(P"-9#P%:

#&H-.-Q#&G%JJ#FQ%RF-GHG+) *#F"HG%*%:R(G2 *--YQ#*! "̂’#_4$

血液学指标 赋形剂对照组
妇糜康阴道栓浸膏粉

#C%B& R;.R &C$B? R;.R $CB$? R;.R

丙氨酸氨基转移酶;!Z;E" ?(C$)l!"?C&) ’’C?’l &)C&) $#C))l!&%C)( ’’C))l!"?C&"

天门冬氨酸氨基转移酶;!Z;E" B%C##l!&$C?( BBC))l "’C"% $BC##l!B"C#’ $’C##l!&BCB’

谷氨酰转移酶;!Z;E" ’C##l! &CB) ’C$)l!&C)& ’C"’l! )C&B ’C?’l! &C??

碱性磷酸酶!;!Z;E" %"CB#l!B"C$# $)C))l (?C)’ $"C))l!BBC(# "#’C##l!?%C)B

白 蛋 白;!R;E" )?C?’l! &C%( )?C?’l!&C&B )’CB#l! )C$) )’C))l! "C?)

总 蛋 白;!R;E" B$C##l!"#C)’ ?#CB#l!$C)$ B’C$)l! ’C)? B’C$)l! ?CB&

总胆红素;! S76O;E" "C(#l! #C)’ "C"&l!#C%’ #C%Bl! #CB% #C$’l! #C()$

总胆固醇;!776O;E" "C)Bl! #C?# "C?$l!#C?# "C""l! #C)’ "C#?l! #C)"

甘油三酯;!776O;E" "C)(l! #CB& "C&$l!#C)( "CB?l! #C() "C%#l! #C(B

尿素氮;!776O;E" $C(&l! "C&% $C(’l!&C&’ ’CB"l! "C(’ ’C#&l! &C)&

肌酐;! S76O;E" "B"C))l!"?C%( "?(C##l &"C"’ "B%C$)l!&(C)? "(’C?’l!&?C?(

肌酸激酶;!Z;E" )"’%C"’l""("C’? &$&"C##l?$)C"$ )’)BC##l&&%%C&" &))(C?’l")’’C’%

钾;!776O;E" )C&’l! #C)& )C(&l!#C&# )C(&l! #C(" )C?Bl! #C(B

钠;!776O;E" ")$C#Bl! #C%’ ")’C’#l!"C"( ")%C&Bl! &C&? ")$CB’l! "C?$

氯;!776O;E" "##C?’l! &C#? "##C?’l!"C’B "#&C))l! &CB$ %%C))l! "C&"

血 糖;!776O;EO" "#C’&l! )C"& ""C&?l!(C%) ""C?(l! ’C&B "BC""l! (C)$

3K讨论

长期毒性试验是指试验动物连续多日接触较大
剂量的药物所引起的中毒效应+ 它是药物非临床安
全性研究的有机组成部分(是药物非临床毒理学研
究中综合性最强*获得信息最多和对临床指导意义
最大的一项毒理学研究(而血液学和血液生化检测
是长期毒性试验重要的检测指标之一(对于判定毒
性的剂量和靶器官都有重要意义 - $J%. +

本课题组前期进行了妇糜康阴道栓的急性毒性
实验研究(未测得 EGB#(最大耐受量![IG" $CB?$ R
生药;.R(相当于拟临床日用量的 ?# 倍+ 为进一步
探讨妇糜康阴道栓的安全性(本文考察了妇糜康阴
道栓长期给药对家兔血液学及血液生化学的影响+
按照#中药*天然药物长期毒性研究技术指导原
则$ - ". ( 本实验设低* 中* 高 ! #C%B& R;.R* &C$B?
R;.R*$CB$? R;.R") 个剂量组(分别相当于人临床拟
用量的 ? 倍*&# 倍和 ?# 倍+ 给药 ? 个月及停药 ( 周
后(各给药组受试动物一般行为状态及体质量增长
与赋形剂对照组相比差异无显著性!*n#C#B"(妇糜
康阴道栓浸膏粉高剂量组!$CB?$ R;.R"受试家兔比
赋形剂对照组家兔的红细胞数*血红蛋白含量及红
细胞压积增加 !*m#C#B"(停药 ( 周后(恢复正常+
说明妇糜康阴道栓浸膏粉高剂量组对受试家兔组红

细胞数*血红蛋白含量及红细胞压积的影响是可逆
的(至于高剂量组为何引起这 ) 个指标变化(还有待
今后进一步研究++ 给药 ? 个月及恢复 ( 周后(各给
药组受试家兔血液生化学指标与赋形剂对照组比差
异均无显著性!*n#C#B"+

综上所述(家兔阴道给予妇糜康阴道栓浸膏粉
&C$B? R;.R(相当于临床拟用量的 &# 倍(对家兔血
液学及血液生理生化指标没有影响+ 提示妇糜康阴
道栓家兔阴道给药安全剂量应低于 &C$?B R;.R+
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收稿日期%&#"$@#(@)#
$基金项目%省级大学生创新训练计划项目!>64&#"?"#&(##(""

作者简介%杜艳芳!"%%’&"(女(本科生(研究方向%神经药理学4WJ731O%"?’#’&)#’#0KK4567

通信作者%杨!洋!"%$B&"(工程师(研究方向%神经药理学4WJ731O%*+e/++&")0"?)4567

行为箱形状对小鼠新物体识别实验结果的影响$

杜艳芳!杨!洋!毕田田!毕玉莹!王!玥!李!婷!白云龙!王宇鑫
!哈尔滨商业大学药学院(哈尔滨!"B##’?"

摘要%目的!研究新物体识别实验在 <AH小鼠学习记忆能力评价中的应用效果+ 方法!将 (# 只 <AH小鼠(雌雄各

半(随机分为 ( 组(方雌组!方形行为箱雌性小鼠组" *方雄组*圆雌组和圆雄组+ 按照相同的新物体识别实验流程(

测定各组小鼠对物体的探索时间+ 结果!方雌组与方雄组(圆雌组与圆雄组比较(探索时间和对新物体的分辩比

均无显著性差异!*n#C#B"+ 方组!方雌组o方雄组"与圆组!圆雌组o圆雄组"比较(对新物体的分辩比无显著性差

异!*n#C#B"(但圆组的总探索时间显著长于方组!*m#C#""+ 结论!进行新物体识别实验时(性别不影响小鼠学习

记忆能力的评价(选择圆形行为箱进行实验可更好地评价小鼠学习记忆能力+

关键词%行为箱形状,小鼠,学习记忆,新物体识别实验

中图分类号% U%BJ))!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##&&J#(

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4##B

!!动物的认知功能需要通过对其学习记忆的情况
进行评价(因此需要建立规范的行为学实验方法(从
而准确判断其学习记忆的情况+ 根据啮齿类动物具
有喜 欢 探 索 陌 生 事 物 的 天 性 - ". ( W2235QSM和
GQO356SM- &.于 "%$$ 年报道了一种非奖赏性的*简单
的认知记忆实验模型&&&新物体与新位置识别实
验(用于检测啮齿类动物的记忆能力+ 该模型根据
动物对见过的熟悉物体和没有见过的新物体的探究
时间的长短来评价被测试动物的记忆能力(即当被
测试动物未遗忘环境中见过的熟悉物体时(便会用
更多的时间探究没有见过的新物体,当被测试动物
遗忘了见过的熟悉物体(则动物对环境中没有见过
的新物体和见过的熟悉物体的探究时间应基本相
同+ 与其它动物行为学实验方法相比(新物体识别
实验具有不需要外部推动力(只需要适当的训练
即可完成(且具有实验时间短的优点 - )J(. (受到越
来越多的学者的关注+ 但由于新物体识别实验缺
乏统一的实验标准(使其应用受到一定的限制+

以往研究针对物体材质*时间间隔等具体检测条
件进行 - B. (但缺少对行为箱形状的研究(为了进一
步规范该方法的实验标准(本研究针对新物体实

验方法中的实验行为箱形状对实验结果的影响进
行考察+

/K材料与方法

/M/K实验动物及饲养环境
健康 <AH小鼠($ 周龄((# 只(雌雄各半(体质

量 &(i&? R(购自长春亿斯实验动物技术有限责任
公司 -实验动物生产许可证号% =A_d!吉 "J&#""J
###(.+ 遵照国家实验动物饲养和使用指南(将小
鼠饲养在屏障环境中(控制温度在!&&l"" h("& 8

明暗循环(自由采食和饮水(预饲期 " 周+
/M5K实验仪器

小鼠自主活动仪 ! ^̂J? 型(成都泰盟科技有限
公司"(动物社会交互行为视频分析系统 !_Q+Q=<
a"C&(北京天鸣宏远科技发展有限公司"+
/M3K实验动物分组

<AH小鼠 (# 只随机分为 & 组(每组 &# 只(雌雄
各半(即方组!+j&#"和圆组! +j&#"+ 各组按性别
再次随机分为 & 组(即方雌组! +j"#"*方雄组! +j

"#"*圆雌组!+j"#"和圆雄组!+j"#"+
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/M2K新物体实验方法
实验前 B ,(实验人员每天将小鼠放到手上抚触

B 712(消除小鼠的紧张恐惧感+ 实验前(通过小鼠
自主活动仪筛选(剔除活动异常的小鼠!活动过少*
活动过多*转圈等"+ 实验当天(先将小鼠放到实验
室(让其适应环境 " 8(然后进行正式实验+

新物体识别实验包含三个阶段!图 ""+ 阶段 "
!I""%分别将小鼠单独放入敞开的行为箱!底边长
(( 57k(( 57的方形行为箱或半径为 &B 57的圆形
行为箱"中(自由探索 B 712+ 探索完毕后将小鼠取
出(放回饲养笼中+ 清理行为箱中小鼠的粪尿(’Bf

酒精擦拭(消除异味+ 本阶段在实验第一天上午*下
午分别进行一次+ 阶段 &!I&"%分别在行为箱的两
个相对的区域中放入 & 个完全相同的物体!物体 "
和 ")"( 再次将小鼠放入行为箱中探索 B 712+ 每
次实验结束后(彻底清理行为箱+ 本阶段实验在第
二天上午进行+ 阶段 ) !I)"%物体 " 不变 !旧物
体"(物体 ")更换为物体 &!新物体"(再次将小鼠放
入行为箱中探索 B 712+ 每次实验结束后(彻底清理
行为箱+ 本阶段实验在第二天下午进行+ 所有实验
均在上午 $ 点至下午 B 点之间进行+

图 /K新物体识别实验示意图
L#)X/K@"-QP"-9%F#PH#%)G%9 (R&(U-:(JO-PFG-P()&#F#(&F-QF

!!采用动物运动轨迹跟踪系统记录分析 I& 和 I)

中小鼠分别探索 & 个物体的时间(其中探索物体 "

的时间记为 Y(探索物体 ")或 & 的时间记为 >(探索
两个物体的总时间记为 Yo>(计算小鼠对物体 ")和
& 的分辨比! ,1*5M171239162 M3916(GH" -GHj>;!>o

Y"k"##f.+ 探索定义为小鼠面朝物体(鼻子与该
物体的距离%& 57+
/XVK数据统计分析

采用 =F== &"C# P6M-12,6-*统计软件包分析+

数据用平均值l标准差!(,l-"表示+ 采用单因素方

差分析进行多组间比较(两两比较采用 E=GJ9检验,

组内比较用配对 =9S,Q29"检验+ 以 *m#C#B 为差异
有统计学意义+

5K结果

5M/K小鼠性别对新物体识别实验结果的影响

在 I&阶段(各行为箱中的实验动物对物体 " 和
")的探究时间%!)"C"?l"?C’B" *(!)#C%’l"?CB#" *,
!)#C)’l"BC%B " *( ! )"C’) l"BC"# " *, ! ""&C)) l

/)&/
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($C&?" *(!""&CB#l(%C’?" *,! ""&C?"l(’C%)" *(
!""&C)&l(’C"#" *基本相同 !*n#C#B"(在 I) 阶
段(各行为箱中的实验动物对物体 & 的探索时间显
著长于对物体 " 的探索时间!*m#C#B"见图 &(但相
同形状的行为箱!方形行为箱( 圆形行为箱"中不同
性别小鼠对 & 号新物体的 GH无显著性差异 !*n
#C#B"(见图 )+

图 5K@3 阶段 2 组小鼠对 / 和 5 号物体的

探索时间# $$‘6M6V’ $$$‘6M6/$

L#)X5K@"--.T:(G%F#(&F#9-Q(R(JO-PF/ %&H5 (R

9#P-#&@3 T-G#(H# $$‘6M6V’ $$$‘6M6/$

图 3K相同行为箱中雌雄小鼠的分辨比
L#)X3K@"-H#QPG#9#&%F#(&G%F#( (RR-9%:-%&H9%:-

9#P-#&F"-Q%9--.T-G#9-&F%:P(&H#F#(&

5M5K行为箱形状对新物体识别实验结果的影响
在I& 阶段(不同形状行为箱中小鼠对两物体在

B 712 内探索时间 ! )#C’? l"BC%) " *( ! )"C)B l
"BC(#" *, !""&C(’l(?C$"" *(! ""&C("l(’C"?" *

的差异未达到显著水平!*n#4#B",在 I) 阶段(小鼠
对 & 号物体的探索时间显著长于 " 号物体(但两种
形状行为箱中小鼠对新物体的分辨比无显著差异
!*n#4#B"见图 (+ I&*I) 两阶段中(圆形行为箱中

小鼠对两物体的探索总时间 ! &&(C$$l)’C#B" *(
!&&%C"Bl))C)$" *显著长于方形行为箱中小鼠对
两物体的总探索时间 ! ?&C""l&)C)#" *( ! ?BCB$l
&&C(#" *!*m#C#""见图 B+

图 2K两种行为箱中小鼠对新物体的分辨比
L#)X2K@"-H#QPG#9#&%F#(&G%F#( (R&(U-:(JO-PF#&

9#P-%J(+FF*( F$T-Q(R-.T-G#9-&F%:P(&H#F#(&Q

图 VK@5 和 @3 阶段各行为箱中的总探索时间# $$$‘6M6/$

L#)XVK@"-F(F%:-.T:(G%F#(&F#9-Q(R-%P"-.T-G#9-&F%:

P(&H#F#(&#&@5 %&H@3 T-G#(HQ# $$$‘6M6/$

3K讨论

新物体识别实验是在模仿测试人类失忆症的识
别任务的基础上发展起来的(评价的是啮齿动物对
物体的识别记忆能力+ 该模型是建立在啮齿动物对
新异物体的自发探索行为的基础上(且该模型不像
迷宫学习中必须剥夺动物饮食或在避免水淹动机下
进行学习记忆 - ?. (也不像被动回避测试中给予动物
电击等负性强化让动物学习记忆 - ’. + 所以该模型
最大的优点就在于可以让动物在完全自然的状态下
进行学习记忆测试(能够更好地模拟人类和灵长类
动物的学习记忆行为 - $. + 因此(该模型越来越多地
用在评估药物对记忆的作用研究上+

在新物体实验方法的使用中(如何规范实验流
程(建立实验动物行为学评价标准成了实验的核心
问题+ 本实验通过比较采用不同形状的行为箱进行
新物体实验时结果的差异(推断行为箱形状对实验

/(&/
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结果有一定的影响+ 本实验中(I& 阶段的两个物体
完全相同(且对于小鼠来说均为首次接触(因此各组
小鼠对物体的 GH值均在 B#f左右(表明实验动物
无位置偏爱异常发生(即实验动物对两个不同位置
上的相同物体兴趣相同+ I) 阶段(小鼠对 & 号物体
的探索时间显著长于 " 号物体(说明实验中选用的
新物体引起了小鼠的探索兴趣(物体的选择正确+
各行为箱中(雌雄小鼠对新物体的分辨比无差异(表
明不同性别的实验小鼠对新物体的分辨程度相同(
即性别不影响对新物体识别实验结果+ 进一步的实
验结果(在 I) 阶段中(不同形状的行为箱中的实验
动物均能对新物体显示出积极的探索兴趣(分辩比
相似(表明行为箱的形状差异不影响实验动物对新
物体识别行为+ 但实验动物在两种形状的行为箱中
的总探索时间存在差异(说明行为箱的形状对实验
动物的活动程度有一定的影响+ 这可能是由于方形
行为箱的角落效应造成的+

研究结果表明(虽然在两种不同形状的行为箱
中进行的新物体识别实验(动物对新物体识别结果
无差异(但为了避免角落造成的实验动物活动能力
降低现象的发生(我们认为采用圆形行为箱进行新
物体识别实验能够更准确地反应实验动物对新物体
的识别能力+
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HIJKFAH检测 L1*93M大鼠黄嘌呤脱氢酶;氧化酶基因
转录水平方法的建立$

王陈芸"!李哲丽"!叶尤松"!蔡发晶&!肖!涵&!谢季平)!唐东红"

!"4中国医学科学院;北京协和医学院 医学生物学研究所(昆明!?B#""$" !&4云南省中医学院(昆明!?B#&##"

!)4昆明市科学技术情报研究所(昆明!?B#?##"

摘要%目的!建立实时荧光定量!HIJKFAH"检测 L1*93M大鼠黄嘌呤脱氢酶;氧化酶!%&’(%)"基因转录水平的方

法(以在转录水平上对 %&’(%)基因进行定量检测+ 方法!提取 L1*93M大鼠肝脏组织中总 H>N(经逆转录得到
5G>N( 以 "# 倍为稀释因子稀释为 B 个浓度梯度(使用设计的引物序列和内参基因进行 HIJKFAH检测(得到 %&’(

%)基因表达的标准曲线+ 进而检测 L1*93M大鼠高尿酸血症动物模型中 %&’(%)基因转录水平的变化+ 结果!

HIJKFAH法检测得到的 %&’(%)基因标准曲线溶解峰单一(K& 接近 "(能检测出高尿酸动物模型中 %&’(%)基因

转录水平的变化+ 结论!HIJKFAH检测 L1*93M大鼠 %&’(%)基因转录水平的方法具有定量准确(重复性好的特

点(可应用于高尿酸血症的发病机理*新药研究等方面+

关键词%实时荧光定量!HIJKFAH",嘌呤脱氢酶;氧化酶!_GV;_c",L1*93M大鼠,肝脏,7H>N

中图分类号% U%BJ))?!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##&?J#B

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4##?

!!黄嘌呤脱氢酶;氧化酶!/329812Q,Q8+,M6RQ23*Q;
6/1,3*Q(_GV;_c"是一种嘌呤代谢的氧化过程中的
限速酶(在嘌呤代谢过程中催化嘌呤代谢的最后两
步(即催化次黄嘌呤和黄嘌呤形成尿酸+ %&’(%)

基因的分布具有物种和组织特异性(在人体中主要
存在于肝脏*小肠和血脑血管中(其基因定位于 & 号
染色体断臂上+ 灵长类体内尿酸氧化酶失活(尿酸
成为嘌呤代谢的终产物 - "J). + 当体内 %&’(%)基因
活性异常增高时(则会生成大量尿酸造成尿酸的沉
积(导致血清尿酸浓度升高+ 女性血尿酸浓度n
?C# 7R;,E(男性血尿酸浓度n’C# 7R;,E(即可诊断
为高尿酸血症 - (. + 高尿酸血症不仅是痛风的发病

基础(还可造成多种心血管疾病和代谢相关疾病(且
其发病率逐年上升(因此备受关注+ 研究高尿酸血
症就要研究其发病机理(所以对 %&’(%)基因的研
究极其重要(目前多有其组织分布(活性等的
研究 - BJ?. +

实 时 荧 光 定 量 FAH! MQ3OJ917Q KS32919391‘Q

:6O+7QM3*Q58312 MQ359162(MQ3OJ917Q( HIJKFAH"技术
于 "%%? 年由美国 N::O1Q, \16*+*9Q7*公司推出(HIJ
KFAH实现了 FAH从定性到定量的飞跃(而且与普
通 FAH相比(它具有特异性更强*重复性好*灵敏度
高*定量准确*全封闭反应*自动化程度高等优点成
为分子生物学研究中的重要工具(目前已得到广泛
应用 - ’. + L1*93M大鼠是实验大鼠 !K#""7-+244!3867(
4#""的一个常用品系(其繁殖力强*生长发育快*性
情温顺*对传染病的抵抗力较强(是生物医学方面研
究的常用实验动物(是目前高尿酸血症动物模型研
究中最为常用的实验动物+ 为研究高尿酸血症模型
L1*93M大鼠肝脏中 %&’(%)基因转录水平的变化(
本文采集 L1*93M大鼠肝脏总 H>N(逆转录为 G>N(
设计引物进行 HIJKFAH扩增(建立标准曲线(以在
转录水平上对 %&’(%)基因进行定量检测+ 本方
法的建立可用于研究高尿酸血症的发病机理以及药
物筛选+
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/K材料与方法

/M/K实验动物
=FY级 L1*93M大鼠 "& 只(雌雄各半(由中国医

学科学院医学生物学研究所小动物实验部提供(其
生产许可证号%=A_d!滇"d&#"(J###&+ 使用许可
证号%=]_d!滇"d&#"(J###’+ 实验程序符合中国
医学科学院医学生物学研究所动物实验伦理委员会
的要求(并遵守国际惯例(按照实验动物使用的 )H
原则给以关怀+
/M5K试剂及仪器

逆转 录 试 剂 盒 FM17Q=5M1:9I[ HI MQ3RQ29d19
!FQMPQ59HQ3OI17Q"(HIJKFAH扩增试剂盒 ! =]\H
FMQ71/W/I3K<<!IO1H>3*QV FOS*"*H>N提取液
!IM1:SMQ"(均购自 H658Q公司,氧嗪酸钾!6/621531,
:693**1S7*3O9(cN"(购自美国 =1R73公司(纯度+
%’f,别嘌醇 !3OO6:SM126O(NEEc"(购自南京都莱生
物有限公司(纯度+%$f,羧甲基纤维素钠!A3MT6/+
7Q98+O5QOOSO6*Q*6,1S7(A[A"(购自昆明诚悦科技公
司,\16-Q*9琼脂糖, G>N分子量标准 !GE&###
T:"(购自 I3.3H3生 物 工 程 有 限 公 司+ AY_%?
I[MQ3OJ917Q*+*9Q7 荧光定量 FAH仪(购自美国
\16JH3, 公司,凝胶成像分析仪(美国 \16H3, 公司,
F6-QMF35\3*15电泳仪(购自北京六一生物工程有
限公司, >GJ"### 紫外 分光 光 度 计(购自美 国
G326GM6: 公司, 高速冷冻离心机(购自 =1R73公
司,=A<W>ÎJ($ 高通量组织研磨器(购于宁波新芝
生物科技股份有限公司+
/M3K引物设计及合成

引物设计以 >A\<提供的大鼠 _GV;_c核苷酸
序列!#"’##$C)"为参考(利用 FM17QMBC# 软件在 AG=
区域 进 行 设 计+ 管 家 基 因 L9*&’% 上 游 片 段
BqJDDANANDIANNDDAIDNDNNIDJ)q下 游 片 段
BqJNIDDIDDIDNNDNADAANDINJ)q(基因片段大小
为 "() T:, 目 的 基 因 %&’(%)% 上 游 片 段
BqJNIDADDNAAAIDNNNANNANJ)q下 游 片 段
BqJIDIIAIDNNDNADDIANINAIIDDNJ)q(基因片段大
小为 ""( T:(均由宝生物I3d3H3生物有限公司合成+
/M2K?B<提取

脱颈处死 L1*93M大鼠(酒精棉球消毒腹部(迅速
取出肝脏组织 #C" R于装有 " 7E9M1:SMQ的 B 7EWF
管中(放入适合大小钢珠(放入高速组织研磨器中充
分研磨,静置 B 712(液体转移至 "CB 7EWF管中静置

B 712(加入 &## %E@&# h预冷的氯仿(漩涡震荡充
分(静置 "B 712 后 ( h("& ###kR离心 &B 712(吸取上
清液 (B# %E于另一只 "CB 7EWF管中(等体积加入
@&# h预冷的异丙醇(充分混匀静置 "# 712((h(
"& ###kR离心 "# 712(弃上清液(待管内壁稍干(加
" 7E@&# h预冷的 ’Bf乙醇洗涤沉淀(( h(’ B##kR
离心 B 712(弃上清液(待管内壁稍干(加入 )#%EGWFA
水溶解沉淀(?B h水浴 "# 712(得总H>N样品+
/MVK?B<完整性及纯度检测

移取总 H>N样品 & %E于 "CBf琼脂糖凝胶孔
中(在 %# a((## 7N的条件下电泳 &# 712(于凝胶成
像分析系统下观察 &$=*"$= 和 B= H>N条带(分析
H>N的完整性,再取 " %E于 >GJ"### 紫外分光光
度计测定 H>N浓度+
/M4K?B<逆转录

测定浓度后每管按比例加 GWFA水稀释至
" ### 2R;%E,总 H>N按照逆转录试剂 FM17Q=5M1:9I[

HIMQ3RQ29d19说明操作(每 "# %E体系中依次加入
BkFM17Q=5M1:9\SPPQM& %E(FM17Q=5M1:9HIW2e+7Q
[1/#CB %E(cO1R6,IFM17QM#CB %E(H32,67? 7QM*
#CB %E(总H>N" %E(H>3*QYMQQ,V&cBCB %E(逆转
录条件为% )’ h("B 712($B h(B *,( h("# 712(逆
转录得到 5G>N+
/MWK[#QF%G大鼠 %&$’(基因及 )’(*)+基因标
准曲线的建立

以 W*1,1OS9162 为溶剂梯度稀释 7G>N(分别稀
释为 "#@"("#@&("#@)("#@(倍浓度(以原始 5G>N及稀
释后的 5G>N为模板(各做 & 个平行样进行 HIJ
KFAH检测%反应体系为 &B %E+ 分别加 %&’(%)基
因及 L9*&’基因上*下游引物各 " %E!"#:"再分别
加 =]\H FMQ71/W/I3K <<!IO1H>3*QV FOS*"
"&CB %E及灭菌去离子水 %CB %E*5G>N" %E+ 反应
条件为%%( h预变性 )# *( %( h变性 B **B% h退火
)# **(# 个循环(B% h到 %( h每 B*采集一次荧光+
反应完成后根据荧光信号的数据(使用 AY_[323RQM
软件(制作标准曲线(得到基因扩增效率(斜率及 K&

值(当 %&’(%)基因及内参基因 L9*&’基因扩增
效率在 $#f至 "&#f之间(K& 值接近 "(说明结果可
信度较高(符合荧光定量 FAH要求+
/M1K ><致 [#QF%G大鼠高尿酸血症动物模型
)’(*)+9?B<转录水平检测

? 只 L1*93M大鼠随机分成 ) 组(& 只;组(第一组
腹腔注射 )## 7R;.R剂量 )’CB 7R;7E浓度的 cN(

/’&/
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第二组腹腔注射 )## 7R;.R剂量 cN和 && 7R;.R剂
量的 NEEc(第三组腹腔注射 "f的 A[AJ>3作为对
照(于给药 "CB 8 后脱颈处死动物(各组取肝脏
#C" R(放入已加 " 7E9M1:SMQ的 B 7EWF管中+ 提
取 H>N(逆转录获得 5G>N(以 5G>N为模板(做两
个平行样进行实时荧光定量检测(得到 %&’(%)
7H>N转录水平变化+

5K结果

5M/K?B<完整性及纯度
L1*93M大鼠肝脏组织提取总 H>N进行电泳(可

观察到 &$=*"$=*B= 三条带(见图 "(说明所提取的
总 H>N无降解(可进一步用于后续实验+ 所提取的
总 H>N样品经>326,M6:J"### 超微量核酸测定仪测
定波长 &?#;&$# 27的 吸光度 N值(N&?# ;N&$#值均
介于 "C$i&C# 之间时(说明纯度较高+

图 /K大鼠肝脏组织总 ?B<电泳图
L#)X/K@"--:-PFG(T"(G-Q#Q(RF(F%:?B<

RG(9F"-:#U-GF#QQ+-(RG%F-Q

5M5K目的基因电泳结果
L1*93M大鼠肝脏组织 %&’(%)基因 HIJKFAH

产物经 "CBf的琼脂糖电泳(结果扩增出的目的条
带(与所设计的片段大小一致(且条带较亮(表明扩
增效率高(可用于后续实验(见图 &+

图 5K)’(*)+9?B<?@8NE?产物琼脂糖凝胶电泳图
L#)X5K@"--:-PFG(T"(G-Q#QG-Q+:F(R?@8NE?(R)’(*)+

9?B<RG(9F"-:#U-GF#QQ+-(RG%F-Q

5M3K[#QF%G大鼠肝脏 %&$’(及 )’(*)+基因标
准曲线及溶解峰

由溶解峰图可知大鼠 L9*&’及 %&’(%)基因
纯度较高(由标准曲线 59值可得各稀释梯度 5G>N
的拷贝数(其中 K& 均接近 "(说明以此标准曲线进
行相对定量较准确(由于荧光强度均较强(故能保证
荧光强度的增加与 FAH的扩增相对同步(能准确检
测 FAH的表达(见图 )*(+
5M2K ><致 [#QF%G大鼠高尿酸血症动物模型
)’(*)+基因转录水平的变化

以 L9*&’为内源控制物(得到 %&’(%)基因
转录水平的变化(L1*93M大鼠腹腔注射 )## 7R;.R
!!

图 3K%&$’(基因标准曲线及溶解峰
L#)X3K@"-QF%&H%GHP+GU-Q%&H9-:F#&) P+GU-Q(R%&$’( )-&-

/$&/
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图 2K)’(*)+基因标准曲线及溶解峰
L#)X2K@"-QF%&H%GHP+GU-Q%&H9-:F#&) P+GU-Q(R)’(*)+ )-&-

剂量的 cN组(肝脏组织 %&’(%)基因转录水平较
对照组上调,同时注射 )## 7R;.R剂量 cN和
&& 7R;.R剂量的 NEEc组(肝脏组织 %&’(%)基因
转录水平较 )## 7R;.R剂量的 cN组下调(见图 B+
实验结果表明本文所建立方法能灵敏地检测出
L1*93M大鼠高尿酸血症动物模型%&’(%)基因转录
水平的变化+

图 VK><致 [#QF%G大鼠 )’(*)+基因转录水平的变化
L#)XVK@"-P"%&)-(RQFG%&QPG#TF#(&%:8:-U-:(R)’(*)+

)-&-#&[#QF%GG%FQ%RF-G%H9#&#QFG%F#(&><

3K讨论与结论

HIJKFAH法是在 FAH反应中可以结合于双链
G>N的小沟处并释放出荧光信号+ 随着反应的进
行(靶基因的载量和荧光信号强度相对应(二者成一
定的线性关系+ 所以通过收集荧光信号的强度(就
可以间接来定量实验中的双链 G>N的拷贝数 - $J%. (

具有操作简单(造价便宜等优点(且荧光信号与
FAH产物有相应的线性关系(所以可以实现实时监
控*定量检测目的基因的目的(目前广泛用于基因方
面研究(但也存在非特异性信号的干扰(所以选择合
适的样品建立标准曲线对于检测基因的表达尤为重
要(当标准曲线的扩增效率在 $#f至 "&#f之间(K&

值接近 " 时(结果可信度较高(符合 HIJKFAH要
求 - "#. + 本实验从健康 L1*93M大鼠新鲜肝脏组织中
提取总 H>N(经逆转录获得 5G>N(梯度稀释后进行
HIJKFAH扩增(建立 L1*93M大鼠 L9*&’基因和
%&’(%)基因的标准曲线(实验结果显示(L9*&’

基因和 %&’(%)基因扩增效率分别为 %&C&f和
%)C(f(在 $#f至 "&#f之间,K& 值分别为 #C%%B 和
#C%%)(接近 ",且溶解峰曲线单一无杂峰(可有效地
排除非特异性型号的干扰(说明标准曲线可信度较
高(符合 HIJKFAH要求(表明我们成功地建立了
HIJKFAH检测 L1*93M大鼠 %&’(%)基因转录水平
的 HIJKFAH检测方法+

自 X682*62 等成功地用 cN诱导大鼠高尿酸血
症模型以来(因其灵敏*简便*重复性好等特点成为
了国内外高尿酸血症造模的主要方法 - ""J"). + 所以
本实验选用 cN造模(诱导 L1*93M大鼠高尿酸血症
模型+ 目前对 cN诱导动物高尿酸血症模型的研究
大多是代谢组学方面的研究 - "(J"B. (本实验利用所建
立方法对 cN致 L1*93M大鼠高尿酸血症动物模型
%&’(%)基因转录水平的变化进行了研究(实验结
果表明 cN会影响 %&’(%)基因的转录水平(模型
组的转录水平升高(与预期相符(同时也验证了我们
所建立的 HIJKFAH法测 L1*93M大鼠 %&’(%)基因
转录水平的方法是可行的(其可在转录水平上对高
尿酸血症动物模型的 %&’(%)基因进行分析+

本实验成功地建立了 L1*93M大鼠 %&’(%)基
因转录水平的 HIJKFAH检测法(该方法特异性强(

灵敏度高(具有很好的重复性(可用于 %&’(%)基
因的定性和定量检测(为高尿酸血症动物模型的研
究和高尿酸血症发病机理以及新药开发提供了可靠
的手段+

/%&/
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六种核酸提取试剂盒对粪样中小鼠肝炎病毒核酸
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摘要%目的!比较六种商品化试剂盒在小鼠粪便中提取小鼠肝炎病毒![Va"H>N的效率(筛选出效率高*耗时短

的核酸提取方法+ 方法!采集感染 [Va小鼠的新鲜粪便样本(分别用液氮研磨法*磁珠匀浆法以及 F\= 溶解离心

法进行处理(通过同一核酸提取试剂盒比较病毒核酸提取效率(明确最佳样本前处理方法,之后(用 ? 种试剂盒进

行 H>N提取(经反转录后进行 I3K[32 实时定量 FAH检测(以 A9值评价 ? 种试剂盒的提取效率(结合产物测序和

血清抗体 WE<=N结果(筛选 [Va的最佳核酸提取方法+ 结果!对于粪便样本的前处理(液氮研磨法的 H>N提取

效率显著高于磁珠匀浆法+ 对于 ? 种试剂盒的提取效果(I<N>DW>GF(&&-总 H>N浓度%!B(%C’#lB&C)$" 2R;%E(

A9值%!&(CB"l#C"#".核酸提取效率最高,I<N>DW>=G"#"-总 H>N浓度%! &’(C")l?C$’" 2R;%E(A9值%! &C)%l

#C#"’".和 U<NDW>B&%#(-总 H>N浓度%! &$$C")l"BC""" 2R;%E(A9值%! &C(#l#C#"&".用时最短,_= aHE-总
H>N浓度%!)($C$#l"BC$B" 2R;%E(A9值%!&(C’#l#C")".操作最为方便+ 结论!粪便样本前处理建议采用液氮研

磨法+ 针对粪便中 [VaH>N的提取(I<N>DW>GF(&& 提取效率最高(推荐用于小鼠肝炎病毒的分子生物学检测+

关键词%小鼠肝炎病毒,病毒 H>N提取,I3K[32 探针,实时荧光定量 FAH

中图分类号% H""B!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##)"J#B

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4##’

!!小鼠肝炎病毒!7SM12Q8Q:39191*‘1MS*( [Va"属
于冠状病毒科*冠状病毒属(基因组为线性不分段的

单股正链 H>N- ". + [Va感染是一种严重危害小鼠

生产的病毒性传染病(不仅严重影响实验动物的质
量(还对科学研究结果造成潜在的干扰(影响实验的
准确性和重复性+ 正常情况下呈隐性感染(应激激
发时会诱发致死性病变(是一种广泛传播且顽固的
病原(也是国标 D\"(%&&C&#实验动物微生物等级
及检测$ - &.中所需排除的病原之一+ 近年来(随着

遗传工程小鼠制备技术的迅速发展(携带 [Va的
遗传工程小鼠在不同实验动物设施间被广泛交流和
传播(且难于被发现和有效控制([Va已是遗传工
程小鼠微生物控制中最难于生物净化的病原之

一 - ). (因此(快速准确地检测 [Va是有效防制该病

的前提(加强对 [Va诊断的研究对提高实验动物
质量具有重要意义+

[Va的诊断方法有病毒分离与鉴定*血清学试
验*组织病理学诊断和分子生物学诊断等(实时荧光
定量 FAH检测技术 - (JB.即为其中一种+ 该技术具有
特异性强*灵敏度高*稳定性好等优点(但影响其检
测效果的因素有很多(除引物序列*反应体系*扩增
条件等(病毒 H>N的提取效率也十分关键+ 本研究
针对市售的 ? 种病毒 H>N提取试剂盒开展提取效
率*操作简便性及重复性等比较(探索更有效的粪便
病毒核酸提取方法(为提高 [Va的分子生物学检
测准确性提供基础+

/K材料与方法

/M/K材料
/M/M/!实验动物% "( 只 ?i$ 周龄 AB’\E;? 小鼠(
由杭州师范大学实验动物中心提供(生产许可证%
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=A_d!浙" &#"?J###((经 FAH鉴定为 [Va阳性+
小鼠饲养在隔离器中(每笼饲养 " 只(使用许可证%
=]_d!浙"&#"?J###?(自由采食和饮水+
/M/M5!试剂% I<N>37: H>Nd19P6Ma1MS*GQ9Q59162
! I<N>DW> =G"#" "* G>N;H>N <*6O39162 d19
!I<N>DW>GF(&&"核酸提取试剂盒以及 Y3*9US329
HId19!L198 RG>3*Q" !I<N>DW>dH"#?"反转录试
剂盒购自天根生化科技有限公司,U<N37: a1M3O
H>N[121d19!U<NDW>B&%#("购自 U<NDW>公司,
F6-QM[15M6T167Q-QM[15M6T16>N [121! [c \<c
&?###" 购 自 深 圳 安 必 胜 生 物 技 术 有 限 公 司,
[3R[N_必胜生物技术有限公司,[121d19GQ9Q59162
酸提取方法 !N\<N["$(#"以及 I3K[32 & DQ2Q
W/:MQ**162 [3*9QM[1/!N\<()?%#"?"购自N\<公司,
小鼠肝炎病毒实时荧光定量 FAH检测试剂盒 !_=
aHE" 购 自 苏 州 西 山 生 物 技 术 有 限 公 司, DQO
W/9M359162 d19! G&B##J#" " 胶 回 收 试 剂 盒 购 自
c[WDN公司+

/M/M3!主要仪器与设备% 水平电泳仪!I3262"*微
量紫外分光光度计!I8QM76>326,M6: &###"*凝胶成
像处理系统 DQO<73RQ=+*9Q7!I3262"*普通 FAH扩
增仪!\16JHNG"*实时荧光 FAH仪 !N\<c2Q*9Q:
:OS*"*生物安全柜!I8QM76"*全自动样品快速研磨
仪!上海净信实验发展有限公司"+
/M5K方法
/M5M/!引物与探针的设计% 从 >A\<的 YIF中下
载两株 [Va基因组序列(分析比对结果(发现基因
&$$’%J&%"(B [SM12Q8Q:39191*‘1MS**9M312 XV[(&%"(&J
&%$&$ [SM12Q8Q:39191*‘1MS**9M312 XV[( &%$()J)"&"#
[SM12Q8Q:39191*‘1MS**9M312 XV[有非常好的种内特
异和种间的差异性+ 选择了此 ) 个基因作为候选基
因(用 FM17QMFMQ71QMBC# 软件设计荧光定量 FAH
引物对和探针(经过筛选和验证(本研究最终选取
&%$()J)"&"# [SM12Q8Q:39191*‘1MS**9M312 XV[作为靶
基因+ 引物*探针由上海捷瑞生物工程有限公司合
成!见表 ""+

表 /KDZI@%SD%&荧光定量 NE?引物及探针序列
@%J:-/KDZI@%SD%&R:+(G-QP-&FS+%&F#F%F#U-NE?TG#9-GQ%&HTG(J-Q-S+-&P-Q

引物名称

FM17QM

序列!BqJ)q"

=QKSQ25Q*!BqJ)q"

退火温度

N22Q3O12R9Q7:!h"

扩增片段大小

N7:O1562*1eQ! T:"
[VaJY NDDNNDDIAIDANAAIDAIN
[VaJH AADNDAIINDAANNNNANND
[VaJF ADAINDNNDANDIIAANNAA!BqJINH[N()qJYN["

?# "B?

/M5M5!样品的收集及前处理%连续无菌采集小鼠新
鲜粪便(充分混匀(分别用液氮研磨法*磁珠匀浆法
以及 F\= 溶解离心法 ) 种前处理方法处理(重复提
取 ) 次+ 液氮研磨法%取新鲜粪便在液氮环境下充
分研磨(&# 7R;份分装(分装 ) 份(加入 ?## %E裂解
液(涡旋混匀后(按试剂盒操作步骤提取+ 磁珠均浆
法%取新鲜粪便 &# 7R;份分装(分装 ) 份(分别于磁
珠混合后加入 ?## %E裂解液(使用磁珠匀浆仪
BB Ve("# 712 充分研磨后(按试剂盒操作步骤提取+
F\= 溶解离心法%取新鲜粪便 &# 7R;份分装(分装 )
份(分别溶于 "(# %E无菌 F\= 缓冲液(涡旋混匀后
"& ### M;712离心 B 712 后(取上清液于另一 H>3*QJ
YMQQ的离心管中(加入 ?## %E裂解液(充分混匀后(
按试剂盒操作步骤提取+

同时采集血清样本(用于检测抗体情况+ 另取
小鼠粪便(在液氮环境下充分研磨( &# 7R称量分
装(用于固体组试剂盒提取,取 &# 7R粪便溶于
"(# %EH>3*QJYMQQ的 F\= 缓冲液中(充分混匀后(

用于液体组试剂盒提取+
/M5M3!核酸提取% 根据 ? 种不同试剂盒所针对提
取样本的差异(可将试剂盒分为固体样本提取组和
液体样本提取组(I<N>DW>GF(&&*[c\<c&?###*
_= aHE) 个试剂盒为固体样本提取组(I<N>DW>
=G"#"*U<NDW>B&%#(*N\<N["$(# ) 个试剂盒为
液体样本提取组+ 按照试剂盒说明书(手动提取病
毒 H>N(并进行核酸浓度测定(常规方法反转录成
5G>N(@&# h保存备用(重复提取 ) 次+
/M5M2 ! 实 时 荧 光 定 量 I3K[32JFAH 检 测% 用
I3K[32 试剂盒对不同方法提取的病毒 H>N进行检
测(反应体系如下%&kI3K[32 Y3*9N,‘325Q, [3*9QM
[1/"&CB %E(上下游引物!"# %76O;E"各 #CB %E(
探针!B %76O;E" " %E(模板 5G>N&C# %E(补水至
&B %E+ 扩增程序为% B# h培育 & 712(%B h预变性
"# 712, %B h变性 "B *(?# h退火延伸 " 712(共 (#
个循环(收集荧光信号并读取数据+

/&)/
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/M3K统计方法
结果以平均值l标准差!(,l-"的方式表示+ 数

据采用 =F== *9391*915*&& 软件处理分析(*m#C#B 为
差异显著,*m#C#" 为差异极显著+

5K结果

5M/K样本前处理方法比较
分别用磁珠匀浆法*液氮研磨法以及 F\= 溶解

离心法(对 ) 份 [Va阳性小鼠的粪便进行处理(使
用 I<N>DW> GF(&& 核酸提取试剂盒提取病毒
H>N(通过实时荧光定量 I3K[32JFAH进行检测(结
果显示(液氮研磨法对病毒 H>N提取效率显著高于
另外两种(见表 &+ 同时(实时荧光定量 I3K[32J
FAH检测结果显示(针对小鼠肝炎病毒(液氮研磨
法提取效率也是最高的(见表 )+

表 5K3 种样本前处理方法比较的结果#*! "̂$

@%J:-5K?-Q+:FQ(RP(9T%G#Q(&(RF"G--

Q%9T:-TG-FG-%F9-&F9-F"(HQ#*! "̂$

前处理方法 A6254;! 2R;%E" N&?# ;N&$#

磁珠匀浆法 "?(C’?l (C$# &C#Bl#C##B

液氮研磨法 ’)#C#&l?&C(’$$ &C"(l#C##%

F\= 溶解离心法 &?BC"’l&?C$’ &C"Bl#C#"#

!!注%$$表示差异极显著(*m#4#"

>69Q%$$ 12,1539Q*983998Q ,1PPQMQ25Q 1*Q/9MQ7QO+ *1R21P15329(

*m#C#"

表 3K@%SD%&荧光定量 NE?对比结果
@%J:-3KE(9T%G#Q(&G-Q+:FQ(R@%SD%&

R:+(G-QP-&P-S+%&F#F%F#U-NE?

前处理方法 A9!(,l-"

磁珠匀浆法 &$CB%l#C"%

液氮研磨法 &BC%)l#C"B$$

F\= 溶解离心法 &’C)(l#C"$
>A Z2,Q9QM712Q,
FA &’C’&l#C"%

!!注%$$表示差异极显著(*m#4#"(Z2,Q9QM712Q, 表示未检出

>69Q% $$12,1539Q*983998Q ,1PPQMQ25Q1*Q/9MQ7QO+*1R21P15329(

*m#4#"(Z2,Q9QM712Q, 7Q32*269,Q9Q59Q,

5M5K4 种试剂盒提取 DZI核酸效率的比较
利用 ? 种试剂盒(分别提取 [Va阳性小鼠的

粪便样本(通过实时荧光定量 I3K[32JFAH进行检
测+ 结果显示(在提取效率上(I<N>DW>GF(&&*
[c\<c&?###*_= aHE*U<NDW>B&#%(*I<N>DW>
=G"#" 均具有较高的提取效率(其中 I<N>DW>
GF(&& 核酸提取效率最高(且显著高于其他各试剂

盒 ! 见 表 ( "+ 荧 光 定 量 I3K[32JFAH 检 测(
I<N>DW> GF(&&* _= aHE* U<NDW> B&#%(*
I<N>DW>=G"#" 以及 N\<N["$)? B 种试剂盒均能
得到特异性的扩增条带和曲线 !见图 ""([c\<c
&?### 试剂盒未检出 [Va(I<N>DW>GF(&& 和 _=
aHE试剂盒的 A9值较低(针对小鼠肝炎病毒提取效
果较好(其余 ) 种试剂盒无显著差异+ 产物测序结
果与 >A\<的 YIF中下载 & 株 [Va基因组序列比
对一致+ 同步开展的重复性试验表明(U<NDW>
B&%#( 试剂盒 !变异系数% #C#&%%""重复性最好(
I<N>DW>GF(&& 试剂盒!变异系数%#C#)&"&"次之(
详见表 B+

表 2K4 种试剂盒对粪便中病毒 ?B<提取效率比较结果

@%J:-2KE(9T%G#Q(&(RF"--RR#P#-&P$ (RU#G%:

?B<-.FG%PF#(&RG(9R-P-Q#&Q#. Y#FQ

H>N提取试剂盒

H>NQ/9M359162 .19*

A6254! 2R;%E"

!(,l-"

N&?# ;N&$#

!(,l-"

I<N>DW>GF(&& B(%C’#lB&C)$$$ &C"(l#C##?

[c\<c&?### (B%C))l((CB$ &C")l#C##?

_= aHE )($C$#l"BC$B &C"Bl#C#"#

I<N>DW>=G"#" &’(C")l ?C$’ &C)%l#C#"’

U<NDW>B&%#( &$$C")l"BC"" &C(#l#C#"&

N\<N["$)? "#’C)’l $C$B &C")l#C#(#

!!注%$$表示差异极显著(*m#4#"

>69Q% $$12,1539Q*983998Q ,1PPQMQ25Q1*Q/9MQ7QO+*1R21P15329(

*m#C#"

表 VK4 种试剂盒 @%SD%&8SNE?检测结果

@%J:-VK?-Q+:FQ(RQ#. Y#FQ@%SD%&8SNE?H-F-PF#(&

H>N提取试剂盒

H>NQ/9M359162 .19*

A9值

!(,l-"

变异系数

Aa;f

I<N>DW>GF(&& &(CB"l#C"# #C#)&"&

[c\<c&?### Z2,Q9QM712Q, ;

_= aHE &(C’#l#C") #C#()B(

I<N>DW>=G"#" &’C$Bl#C"" #C#)’$(

U<NDW>B&%#( &’C?&l#C#% #C#&%%"

N\<N["$)? &’C((l#C&? #C#$B#)

>A Z2,Q9QM712Q, ;

FA &%C&&l#C)? #C&#?($

3K讨论

针对小鼠肝炎病毒目前诊断的方法有病毒分离
与鉴定*血清学试验*组织病理学诊断*分子生物学

/))/
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图 /K六种试剂盒检测的扩增曲线
L#)X/K<9T:#R#P%F#(&P+GU-QH-F-PF-HJ$ Q#. Y#FQ

诊断等+ 实时荧光定量 FAH检测技术即为其中一
种+ 本实验从粪便中提取小鼠肝炎病毒 H>N检测(
遵循实验动物0)H1原则的同时(尽可能减少病原检
测对本动物的应激刺激或牺牲+ 但粪便样本复杂(
病毒 H>N极易被降解(很大程度上影响了 [Va核
酸的提取效率(因此粪便样本的前处理尤为重要+
本实验选用液氮研磨法*磁珠匀浆法和 F\= 溶解离
心法进行比较(液氮研磨法需手动研磨且需近距离
的接触液氮(耗时费力(具有一定的危险性,磁珠匀
浆法使用磁珠匀浆仪自动匀浆处理(操作较为简便,
F\= 溶解离心法操作最简便+ 考虑到提取效率的优
势(选用液氮研磨法+ 与李冬民等 - ?. *戴方伟等 - ’.

描述基本一致(可用于荧光定量 FAH检测研究中+
但针对大量样本的检测(建议可使用磁珠匀浆法提
取+ 刘香梅等 - $.在自然感染小鼠肝炎病毒的早期
检测过程中(也从小鼠粪便中检测到 [Va(提示
FAH法在早期诊断中的优势+

据相关研究表明( 不同试剂盒的病毒核酸提取
效率具有一定差异 - %J"". + 因此(选择提取效率高*价
格低*操作方便的试剂盒(以便快速有效地进行病原
检测十分重要+ 本研究选用了市售的 ? 种核酸试剂
盒进行比较(? 种试剂盒均为手动提取(按试剂盒说
明书进行操作(耗时按单个样本提取计+ 在提取效
率上(固体样本组 ) 种方法 !I<N>DW>GF(&&*[c
\<c&?###*_= aHE" 均具有较高的提取效率(
I<N>DW>GF(&& 提取效率最高(且与其他几个试剂
盒具有显著差异+ 在重复性方面(? 种试剂盒均较
好+ 从各试剂盒的提取方法*价格*提取时间*提取
样本量以及所需自备试剂和辅助设备等因素综合分
析(N\<N["$)? 为磁珠法提取(需要辅助磁力架提

取(提取样本量受限于所选磁力架的规格(本实验室
选用磁力架可同时提取 $ 个样本(提取的样本量较
小(不适宜大量样本提取+ 其余五种均为膜吸附法
提取(其中 [c\<c&?### 试剂盒使用时(需额外附
加涡旋仪适配器(以辅助提取过程(单次可提取样本
量最大(但操作步骤比较繁琐(耗时较长(价格较贵
!"## 元;份样本"(且针对小鼠肝炎病毒未能检出+
U<NDW>B&#%( 和 I<N>DW>=G"#" 主要针对液体样
本(针对固体粪便样本操作则较 I<N>DW>GF(&&
和 _= aHE繁琐(且相比提取效率也具有显著差异(
可能提取小鼠尿液更具优势+ I<N>DW>GF(&& 试
剂盒价格较便宜!&$ 元;份样本"+

综合以上因素分析认为(粪便样本的前处理(液
氮研磨法较好,粪便中小鼠肝炎病毒 H>N的提取(
I<N>DW>GF(&& 效率最高(价格较便宜(推荐用于
小鼠肝炎病毒的分子生物学检测+
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219M6RQ2 Q/9M359162 7Q986, 1*76MQQPP151Q2912 PQ53O*37:OQ:MQ9MQ397Q29( 32, I<N>DW>GF(&& Q/9M359162 .19-198
98Q81R8Q*9[VaH>NQ/9M359162 QPP151Q25+1*MQ5677Q2,Q, P6M98Q76OQ5SO3MT16O6R153O,Q9Q59162 6P[Va12 PQ5Q*4
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作者简介%席世兵!"%$’&"(男(博士(主治医师(研究方向%儿科心血管疾病及临床研究4WJ731O%/1*81T12R&##%0"?)4567

通信作者%李!涛!"%?(&"(男(博士(主任医师(研究方向%新生儿及儿科心血管疾病4WJ731O%)"’)’"%$)0KK4567

新生鼠坏死性小肠结肠炎模型建立方法的改进及评价$

席世兵!杨!敏!谢集建!景卫利!李兴朝!李!涛
!湖北省十堰市太和医院儿童医疗中心儿科 & 病区(十堰!(&####"

摘要%目的!通过改进和比较国内*外常用的坏死性小肠结肠炎!>Q5M691e12RW29QM656O191*(>WA"动物模型建立方法(

明确简便有效的 >WA建模方法+ 方法!采用出生 & 8 内新生 =G大鼠(随机分为 B 组(对照组 "# 只(实验组每组 &#

只+ N组与代母鼠同笼鼠乳喂养(且未行任何干预,\组人工喂养o缺氧冷刺激o!脂多糖"EF= 灌胃!B 7R;.R体质

量",A组人工喂养o缺氧冷刺激oEF= 灌胃!"# 7R;.R",G组人工喂养o缺氧冷刺激oEF= 腹腔注射!& 7R;.R",W组

人工喂养o缺氧冷刺激oEF= 腹腔注射!B 7R;.R"+ 每日观察新生鼠的活动状况和体质量变化+ 实验结束后取小肠

组织行苏木素J伊红染色*评价小肠病理损伤程度,检测小肠组织内肿瘤坏死因子 #!I>YJ#"水平+ 结果!实验组

新生鼠均出现不同程度的活动减少(腹胀腹泻(黑便(体质量减轻+ 病理评分显示实验组较对照组新生鼠病理损伤

评分显著增高!*m#C#B"+ EF= 腹腔注射组!G*W"较经口给药组!\*A">WA发病率更高!*m#C#B"(但 EF= 大剂量
!B 7R;.R"腹腔注射组较其他组(非 >WA相关性致死率明显增高!*m#C#B"+ 结论!在人工喂养*缺氧冷刺激的基

础上结合小剂量 EF=!& 7R;.R"腹腔注射建立 >WA的方法更具有可操作性*稳定性+

关键词%坏死性小肠结肠炎,模型建立,新生儿,大鼠,脂多糖

中图分类号% HJ))&!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##)?J#B

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4##$

/K材料与方法

/M/K主要试剂和仪器
低体质量儿配方奶粉 !特别能恩"由雀巢公司

提供,脂肪乳注射液 !A"( iA&( "由华瑞制药有限公
司提供,汤臣倍健蛋白质粉购自朗臣健益公司,EF=
!W456O1#BB%\B"购自美国 =1R73公司,喂养管由一
次性使用静脉留置针!青岛(威高"改装, d̂]J(Y智
能控氧仪*_\=J#" 多功能小白鼠试验箱!杭州爱普
仪器设备有限公司",保育箱由 VLJ"### 超级恒温
水浴箱改装!成都泰盟科技有限公司(成都",=[J)\
手术显微镜!美国 N7=56:Q公司",尼康 GB"## 照相
机!日本(尼康"+
/M5K实验动物

=FY级出生 & 8 内未开奶新生 =G大鼠 %# 只(
生产许可证%=]_d!W鄂"&#""J##)"(购自湖北医药
学院动物中心+

/M3K方法与分组
/M3M/!分组%将体质量!BC?i$CB" R新生大鼠采用
随机数字表法分组+ 分为 B 组(对照组 "# 只(实验
组每组 &# 只+ N组与代母鼠同笼鼠乳喂养(且未行
任何干预,\组人工喂养o缺氧冷刺激oEF= 灌胃
!B 7R;.R",A组人工喂养o缺氧冷刺激oEF= 灌胃
!"# 7R;.R",G组人工喂养o缺氧冷刺激oEF= 腹腔
注射!& 7R;.R",W组人工喂养o缺氧冷刺激oEF=
腹腔注射!B 7R;.R"+
/M3M5!鼠乳代乳品的配置及人工喂养%\*A*G*W
组新生大鼠出生后即置于自制的保育箱内 !温度
)’ h,湿度 (BfiBBf"(采用代乳品人工喂养(代
乳品参考 NSQ*93,- ".研究报道配制(每 "## 7E代乳
品添加早产儿奶粉 "C? R(加朗蛋白粉 $C’ R(脂肪乳
($ 7E(总热量约 B$" .X(最终成分及热量如表 " 所
示+ 喂养方法参考文献 - &.并适当改进(采用 " 7E
注射器连接威高静脉留置针作为喂养管(沿新生大
鼠一侧口角缓慢*轻柔插入约会厌水平!深度#C$i
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"C# 57"(当新生鼠出现张口*吞咽动作时(缓慢注
入代乳品每 ( 8 给予代乳品约 #4" 7E;次(每 "& 8 增
加 #C#B 7E(第 & 天增至 #4) 7E;次(’& 8 后(停止缺
氧冷刺激(继续喂养 "& 8*取材+

表 /K鼠乳成分及代乳品成分

@%J:-/K?%F9#:Y%&HQ#9+:%F-H9#:Y#&)G-H#-&FQ

成分 鼠乳;E 代乳品;E

蛋白;R ’)i’’ ’B

脂肪;R "#$i""& "#$

碳水化合物;R &)i&’ &?

能量;.X B’$iB%& B$(

/M3M3!缺氧及冷刺激%实验组新生大鼠首次代乳品
喂养后 " 8(预设 d̂]J(Y智能控氧仪氧浓度为#fi
#CBf(打开氮气罐阀门及流量表(控制氮气流量在
B E;712 左右(待箱内氧浓度m#CBf(将新生大鼠置
入缺氧箱内(缺氧 ’ 712(转置于 ( h冷藏室 ’ 712(
G*W组在冷刺激结束后分别接受 & 7R;.R*B 7R;.R
EF=!EF= 均溶于 #C" 7E生理盐水"(注射结束后将
所有新生鼠放回保育箱复温(上述操作每隔 "& 8 一
次(连续 ) ,+
/M3M2!标本收集%正常对照组及实验处理组新生鼠
在末次处理后 "& 8 或自然死亡后(立即打开腹腔取
近回盲部小肠 ) 57(近回盲 " 57置于 (f甲醛中固
定(剩余 & 57肠管置液氮中储存备用做生化分析+
/M3MV!组织病理学检查%近回盲部小肠于 (f甲醛
溶液中固定 &( 8 以上(脱水*石蜡包埋(取冠状面*
B %7切片(VW染色后在光镜下观察各组织的形态
学改变+ 参照文献 - ).的病理评分标准对回盲部进
行肠组织损伤评分%# 分%肠黏膜绒毛完整(结构正
常," 分%绒毛轻度水肿(上皮脱落仅限于绒毛顶部,
& 分%绒毛中部损伤坏死,) 分%绒毛缺失(隐窝仍可
识别,( 分%黏膜上皮结构完全缺失(或透壁坏死+
以取样品中观察到的最高分数确定为肠道的损伤程
度(组织学评分+& 分确认为 >WA+
/M3M4!炎症因子检测% 根据试剂盒说明书操作方
法(采用酶联免疫吸附法!WE<=N"检测各组新生鼠
小肠组织中肿瘤坏死因子J#!I>YJ#"水平+
/M2K统计方法

用 =F== &#4# 软件处理数据(计数资料采用单
因素多组方差分析(多样本等级资料采用 .MS*.3OJ
-3OO1*秩和检验结合 >Q7Q2+1法检验做两样本间分
析(各组鼠存活情况采用 d3:O32J[Q1QM法进行生存
分析,*mc4#B 为差异有统计学意义+

5K结果

5M/K一般状况及生长状况
N组活动度良好(进食及排便皆正常(无腹胀及

腹泻(体质量增加良好,\*A*G*W组在缺氧过程中(
均有呼吸困难(紫绀(抽搐及大小便失禁+ \*A组
造模后新生鼠均出现活动减少(反应稍迟钝(体质量
减轻*腹胀腹泻(排黄绿色黏液便甚至血便情况+ 其
中(G组大鼠注射 EF= 后约 ?#i"&# 712 出现抖动*
精神萎靡(活动减少(? i"& 8 后开始腹胀*腹泻(活
动减少(体质量减轻+ W组在 EF= 注射后 )# 712 左
右出现烦躁*尖叫*黏膜苍白*晦暗(进而活动减少*
萎靡(活动迟缓((i? 8 出现腹胀*黄绿稀便或黑便(
) 8 开始陆续出现实验鼠自然死亡+
5M5K生存状况及体质量变化情况

根据各组实验鼠存活情况(通过生存分析显示(
实验组较对照组均存在差异!*m#C#B"(\*A*G组
间生存差异均无统计学意义 !*\A j#C?$**AG j
#C((**\Gj#C&("(但 G*W组间生存差异有统计学
意义!*j#C#("(大剂量 EF=!B 7R;.R"腹腔注射较
小剂量 EF=!& 7R;.R"腹腔注射可显著增加实验鼠
的死亡率!*m#C#B"+ N至 W组 >WA发病率分别为
#;"#*&Bf!B;&#"*)Bf!’;&#"*’Bf!"B;&#"*$#f
!"?;&#"(死亡率分别为% #;"#* "Bf! );&#"* &#f
!(;&#"*)Bf!’;&#"*?#f!"&;&#"+ 对死亡新生鼠
解剖*取材*病理评分(若 >WA病理评分+& 分(认
为是 >WA相关性死亡(m& 分认为是其他非 >WA相
关性死亡( N*\组均无非 >WA相关性死亡,A*G*W
组分别有 "*&*B 只出现非 >WA相关性死亡+ 除 N
组外(实验组新生鼠均有不同程度体质量减轻(除
\*A组间体质量减轻无差异外( A*G*W组间体质量
减轻均有明显差异!见图 ""+
5M3K肠组织病理改变

显微镜下可见正常大鼠肠道空肠呈乳白色*回
结肠为淡黄色(红润有光泽,肠管轻度扩张*充血,肠
壁积气变薄(呈紫黑色(轻度腹水,肠管大量积气(发
黑*坏死(穿孔*变脆*大量腹水!如图 &NiW",根据
VW染色结果进行病理评分%图 &Y至 X分别代表 #
分*" 分*& 分*) 分*( 分+
5M2K病理评分结果

采用盲法由 ) 名研究人员对 >WA标本进行病
理评分(评分不一致者(再由第 ( 名研究人员介入讨

/’)/
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论确定病理评分+ 评分结果如图 "A(采用 dMS*.3OJ
L3OO1*’检验提示 B 组间差别有统计学意义 !*m
#C##""(进一步采用 >Q27Q2+1法检验提示实验组间
>WA病理评分均无显著性差异!*n#C#B"+
5MVK小肠组织内炎症因子变化

建模后测得各组实验鼠小肠组织中肿瘤坏死因

子J#结果!如图 "4G"(结果显示 EF= 经胃肠道给药
组(不同剂量组间较对照组(I>YJ#水平差异性显著
!*m#C#B",经腹腔注射给药组(大剂量组较小剂量
组小肠组织内 I>YJ#水平差异也较显著 !*m
#C#B"(提示高剂量组系统性炎症反应更重+

图 /K生存状况及体质量病例损伤程度及小肠组织内肿瘤坏死因子 "浓度变化情况
注%N%实验鼠生存分析大剂量 EF= 腹腔注射组生存率显著降低!*m#C#B" ,\% 实验前后新生鼠体质量变化(正常对照组体质量增加

良好(但 >WA模型组体质量显著降低!*m#C#B" ,A%病理学评分及统计结果 实验组损伤程度较正常组显著增高(但 EF= 口服组间无

显著差异(EF= 腹腔注射组间无显著差异!*+#C#B" ,G%小肠组织中 I>YJ#浓度 实验组较对照组显著升高(EF= 经腹腔注射组

较口服组小肠组织中 I>YJ#水平显著较高!*m#C#B" (且 I>YJ#升高水平与 EF= 剂量呈正相关+
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DM6S: \( DM6S: A32, DM6S: G-QMQ269*1R21P15329!Y1R"N" ,\%I8Q5832RQ6PT6,+-Q1R89,SM12R*9S,+4I8QT6,+-Q1R896T9312 12 DM6S: N1*

26M73O( TS998Q,Q5MQ3*Q6PT6,+-Q1R8912 >WA76,QO!DM6S: \( A( G32, W" -3**1R21P15329!*m#4#B" , A%I8Q:3986O6R153O*56MQ*6P

129Q*9123O12bSM+1*125MQ3*Q, *1R21P1532912 Q/:QM17Q293ORM6S:*!*m#4#B" (TS998Q,1PPQMQ25Q*TQ9-QQ2 DM6S: \32, DM6S: A( DM6S: G32,

DM6S: W3MQ269*1R21P15329,G%I8QI>Y@#5625Q29M39162 12 129Q*912QTQ9-QQ2 5629M6O32, 9M31ORM6S:*-QMQ*1R21P15329!*m#4#B" ( EF=

129M3:QM1962Q3O12bQ59162 81R8QM9832 6M3O3,7121*9M39162( 98QI>Y@#5625Q29M39162 1*:6*191‘Q56MMQ591‘Q-198 98Q,6*Q6PEF=!*m#4#B"4

图 5K不同病理损伤程度的典型实体图及 Z7染色图#Z7染色 a566$
注% N%# 分(肠管呈粉红色*有光泽(瑞蠕动良,\%" 分(轻度粘膜下肿胀和绒毛轻度受损,A%& 分(肠管扩张(严重梗阻(肠壁积气,

G%) 分(肠管严重扩张(黑死,W%( 分(严重坏死*肠穿孔*腹水,Y%肠黏膜绒毛完整(结构正常,D%上皮脱落仅限于绒毛顶部,

V%绒毛中部以上损伤坏死,<%绒毛缺失(隐窝仍可识别,X%黏膜上皮结构完全缺失(或透壁坏死
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3K讨 论

新生儿坏死性小肠结肠炎 !>WA"是新生儿期
常见的致死性疾病+ 自 "%?’ 年首次报道并被普遍
认识以来(尽管围产医学取得了很大发展(早产儿成
活率明显提高(但 >WA的发病及预后仍无明显改
善+ 目前(出生体质量在 B## i" B## R之间的新生
儿 >WA的发病率高达 ’f(>WA相关死亡率达
&#fi)#f(严重 >WA需手术治疗的患儿死亡率更
高 - (. + 目前研究认为早产*不适当的胃肠喂养*缺
氧缺血损伤及肠道菌群失调*移位导致肠道异常的
免疫反应是 >WA发病的关键环节 - B. + >WA的确切
病因*病理机制仍不明确(亟需进一步研究+

动物模型在 >WA病因及病理机制的研究中起
着非常重要的作用(许多学者探索不同的 >WA模型
建立方法(但该模型建立方法至今仍不统一 - ?. + 人
工喂养*缺氧*复氧*冷刺激*EF= 等单一的建模方法
稳定性*可重复性较差,而综合早产*人工喂养*缺氧
冷刺激*EF= 灌胃或腹腔注射的造模方法应用越来
越普遍 - ’. + 但各研究报道在缺氧时间!)i"# 712"(
( h冷刺激时间!Bi"# 712"*EF= 用法!经胃肠道*
腹腔注射"用量!& i"# 7R;.R"方面仍存在较大差
异 - $J"#. + 故本实验参考目前普遍应用的建模方法(
进一步改进*比较不同建模结果(以期优化建模
条件+

新生大鼠是 >WA模型最常用的实验动物(属
0晚发育性动物1(" 日龄新生鼠相当于 &&i&( 周早
产儿* ) 日龄相当于 &$ i)& 周早产儿发育水
平 - ""J"&. (故推测新生鼠可以模拟早产儿建立 >WA模
型(本实验鼠采用出生 & 8 内未开奶新生 =G大鼠作
为实验鼠+ 喂养方面(新生鼠(尤其是早产鼠(食管
插管灌胃操作难度极大(食管穿孔*气胸*胃穿孔等
并发症发生率高(预实验中发现(食管插管明显增加
实验鼠的死亡率+ 故本实验在此基础上做适当调
整(利用喂养管刺激新生鼠口咽部(引出新生鼠的吞
咽反射(缓慢注入代乳品(可达到喂养目的(同时可
减少新生鼠因喂养所致的非 >WA相关性死亡(提示
试验的稳定性+

最新研究认为 IEH( 作为 EF= 受体(可促进异
常强烈的严重反应*诱导肠上皮细胞自噬*凋亡并抑

制其增殖*迁移继而抑制小肠损伤修复能力(在
>WA的发病过程中发挥着关键性作用 - $( "#( "). ( EF=
在 >WA模型建立中的应用得到认可并普遍应用+
但其用法*用量并不统一(本实验比较人工喂养*缺
氧冷刺激结合口服或腹腔注射两种常用不同剂量
EF= 的造模方法(经胃肠道组!\*A"之间在死亡率*
>WA发病率*>WA评分方面(差异并无统计学意义+
G*W组比较发现(EF= B 7R;.R腹腔注射(新生鼠在
)i? 8 开始出现烦躁*尖叫(继而全身皮肤黏膜苍
白*青紫等严重脓毒血症症状(且 "& 8 内死亡率为
);&#(解剖后病理证实 >WA评分均小于 & 分(故认
为非 >WA相关性死亡,既往有研究也发现(注射
EF=!B 7R;.R"可导致大鼠肝*肾*肺出现严重的出
血坏死(导致实验鼠直接死亡 - "(. (本试验 \*A*G组
中新生鼠非 >WA死亡分别为 "*&*B 只(虽无统计学
差异!*GWj#C&"(但不排除受样本量较小的影响,综
合分析认为 EF= 高剂量腹腔注射(可能诱发全身性
炎症反应综合征 ! =<H="*肺出血*多器官功能衰竭
![cGY"(而 >WA病变尚未充分显现(增加了非
>WA致死率(导致 >WA发生率及 >WA病理评分呈
0假性降低1(故 G*W组间病理评分无差异(但死亡
率!*j#C#&’"*生存分析!*j#C#("结果显示两组
间差异有统计学意义(结果提示增加 EF= 腹腔注射
剂量并不能提高 >WA的发病率(而且由此诱发的并
发症可能增加实验鼠的死亡率+

通过生存分析*>WA发生率*>WA相关性死亡
率*>WA非相关性死亡率*>WA病理评分*小肠内炎
症因子变化方面综合分析(认为新生鼠结合人工喂
养*缺氧冷刺激*小剂量!& 7R;.R"EF= 腹腔注射是
建立 >WA较为理想的方法+ 在 >WA模型建立及试
验结果分析过程中应该重点评价小肠病理性损伤程
度(同时纳入实验鼠的生存情况综合性分析(尽可能
防止假阴性或假阳性结果出现+

目前坏死性小肠结肠炎的病因及病理机制仍不
完全(不明确(部分研究认为消化系统黏膜屏障损伤
后继发性感染和脓毒血症是主要的病理过程 - "B. (但
目前所有的动物模型建立方法主要通过系统性刺激
而建立肠坏死病变(经消化道给予 EF= 的结果稳定
性较差(成功率较低(随着对 >WA病理生理机制研
究的不断深入(改模型的建立方法应需要进一步改
进和完善(以更好地模拟临床病例生理过程+
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不同剂量异丙肾上腺素致小鼠慢性心肌缺血模型的
制备及评价标准的建立$

朱竟赫"!刘!驰&!刘!禾"!武晓琳"!乔菊久"!李!淼"

范英兰"!包玉龙"!齐!越"!胡丽萍&

!"4辽宁省中医药研究院(沈阳!""##)(" !&4辽宁中医药大学(沈阳!""#$(’"

摘要%目的!颈部皮下注射不同剂量异丙肾上腺素!<=c"建立小鼠慢性心肌缺血模型(通过比较确定最佳造模剂

量(寻求较为客观可靠的指标(为相关模型制备及药效评价提供参考+ 方法!) 个模型组分别皮下注射 <=c)& 7R;

.R*"? 7R;.R和 $ 7R;.R体质量(连续 ) ,(描记造模后 &( 8*$, 和 "B , 心电图!WAD",第 $ 天和第 "B 天时分别检测

各组血液心肌损伤标志物并心脏取材(观察各组心肌形态学病理变化+ 结果!<=c)& 7R;.R和 <=c"? 7R;.R剂量

组在造模后的 $ , 及 "B , 心电图 I波均显著降低!*m#C#B 或 *m#C#"",心肌损伤标志物显著改变!*m#C#B 或 *m

#C#""(其中 <=c)& 7R;.R组产生病理改变(死亡率为 (&CBf(较适用于抗慢性心肌缺血药物较长期治疗给药的药

效评价+ <=c"? 7R;.R的剂量死亡率为 &Bf(相对较低(并且未导致心肌病理性损伤+ 结论!可根据不同试验预

期选择性地采用 <=c"? 或 )& 7R;.R造模剂量建立小鼠慢性心肌缺血模型+

关键词%小鼠,异丙肾上腺素,慢性心肌缺血,评价标准

中图分类号% HJ))&!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##("J#’

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4##%

!!大*小鼠皮下大剂量注射异丙肾上腺素 !<=c"
能导致心肌缺血(与人的心肌缺血症状较为接近(是
常用的*经典的抗心肌缺血作用评价模型(例如谭文
明等 - ".和焦淑萍等 - &.分别利用 <=c对大鼠和小鼠
进行了心肌缺血模型的制备+ 但采用此法建立慢性
心肌缺血模型的造模方法*造模剂量及评价指标尚
缺少系统的试验研究(文献报道的方法繁多但无统
一的*客观的标准和依据+

<=c为 "受体激动剂(可使心肌剧烈收缩而缺
血缺氧(产生大量的 c>cc@和氧自由基(对心肌细
胞造成损伤 - ). + FM3T8S 等 - (.发现大剂量 <=c可导
致心肌线粒体组织蛋白酶JG和 "葡萄糖醛酸酶活
性显著降低(心肌线粒体膜稳定性下降+ 当心脏负
担过重时也可导致心肌微循环障碍(引发缺血性病
变 - B. + 大剂量注射 <=c使肾素J血管紧张素J醛固酮
系统被高度激活(可导致心功能进行性恶化并形成
恶性循环 - ?. + 因此(<=c成为使用频率较高的经典

的心肌缺血模型造模药物之一+
本文采用不同剂量 <=c对小鼠进行颈部皮下注

射(建立小鼠慢性心肌缺血模型(观测各模型组两周
内的心电图*生化指标及病理指标的改变+ 通过比
较确定最佳造模剂量(建立较为客观*可靠的慢性心
肌缺血模型的评价标准(为相关模型制备及药效评
价研究提供依据和参考+

/K材料与方法

/M/K材料
/M/M/!试剂,<=c%上海禾丰制药有限公司(产品批
号%"#""#"(规格%& 7E%"7R,水合氯醛%国药集团化
学试剂有限公司(产品批号%&##$""&#+
/M/M5!仪器%[E’$B 多导生理记录仪%澳大利亚
NG,NZB$## 型全自动生化分析仪%美国 \WAd[N>
AcZEIWH+



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

/M/M3!动物% =FY级雄性 d[小鼠(体质量 "$ i
&& R(购于辽宁长生生物技术有限公司(实验动物生
产许可证号%=A_d!辽"&#"BJ###"
/M/M2!饲养环境%小鼠饲养于辽宁省中医药研究院
!辽宁中医药大学附属第二医院"实验动物中心-实
验动物使用许可证号%=]_d!辽" &#"&J###).(屏障
环境(温度%&"i&B h(湿度 (Bfi?#f,动物自由采
食和饮水(垫料每 ) 日更换一次+ 颗粒饲料及玉米
芯垫料(均由北京科澳协力饲料有限公司提供 -实
验动物饲料生产许可证号%=A_d!京"&#"(J##"#.+
/M5K方法

=FY级雄性 d[小鼠 "?# 只(随机分为 ( 组(每
组 (# 只(分别为空白组 !生理盐水 "*高剂量组
!<=c( )& 7R;.R体质量 "*模型中剂量组 !<=c(
"? 7R;.R体质量"*模型低剂量组!<=c($ 7R;.R体
质量"+ 适应性饲养 B , 后(腹腔注射 (f水合氯醛(
按每千克体质量 #C( R麻醉(!导联描记各组小鼠
造模前心电图+ 恢复性饲养 ) ,+ 各组按每千克体
质量 "# 7E给药(颈部皮下注射相应浓度的 <=c
!#C)&f*#C"?f和 #C#$f"(每日 $%)# 定时注射(每
日一次(连续造模 ) ,+ 末次注射 <=c当晚禁食不禁
水 "? 8(第二天麻醉前统计小鼠死亡率(末次注射
<=c后 &( 8(每只小鼠腹腔注射 (f水合氯醛麻醉(
!导联描记造模 &( 8 后心电图+ 恢复性饲养待到
末次注射 <=c后第 $ 天(每只小鼠腹腔注射 (f水合
氯醛麻醉(!导联描记造模后 $ , 心电图(每组取 "#
只小鼠眼眶采血 " 7E() ### M;712 离心 "# 712(吸
取血清(NZB$## 型全自动生化分析仪检测肌酸激
酶!Ad"*肌酸激酶同工酶 !AdJ[\"*乳酸脱氢酶
!EGV"*天门冬氨酸氨基转移酶!N=I"*肌钙蛋白 I
!AI>JI"+ 引颈法处死后(摘取心脏甲醛固定( VW
染色(光学显微镜观察各组心肌形态学改变并拍照+
其余小鼠恢复性饲养待到末次注射 <=c后第 "B 天(
每只小鼠腹腔注射 (f水合氯醛麻醉(!导联描记

造模后 "B , 心电图(每只小鼠眼眶采血检测生化指
标,引颈法处死后(心脏 VW染色并观察病变情况+

记录每只小鼠各个时间点的心电图(采用
E3TA83M9$ 读取 I波高度(每只小鼠每个时间点连续
( 个波为 " 段取一个平均 I波高度值(取 ) 段的平
均值作为该鼠该时间点的 I波高度数值+

采用造模后 &( 8*$, 及 "B , 心电图的I波高度
分别与该鼠造模前心电图的 I波高度做差并取其
绝对值(得出造模后各时间点的 I波变化量,然后
以 I波变化量除以该鼠造模前心电图的 I波高度(
得出造模后各时间点的 I波变化率 - ’. +
/M3K统计方法

数据采用 =F=="&C# 统计软件进行统计处理(试
验数据用平均数l标准差!(,l-"表示(组间比较采用
单因素方差分析(*m#C#B 为差异具有统计学意义+

5K结果

5M/K心电图
四组小鼠造模前*造模后 &( 8*造模后 $ , 及造

模后 "B , 心电图见图 "i(+ 各时间点 I波高度*I
波变化量及 I波变化率见表 "+

由表 " 可知(造模后各时间点 I波高度均以自
身造模前 I波高度作为参照得出变化量及变化率(
结果如下%各组造模后 &( 8*$, 及 "B , 的 I波高度
较造模前均有所降低,中剂量组造模后 &( 8 的 I波
高度显著低于空白组!*m#C#B"+ 高剂量组造模后
"B , 的 I波变化量显著高于空白组!*m#C#"",中剂
量组造模后 &( 8*$, 及 "B , 的I波变化量显著高于
空白组!*m#C#""+ 高剂量组造模后 "B , 的 I波变
化率显著高于空白组 !*m#C#B",中剂量组造模后
&( 8*$, 的 I波变化率显著高于空白组!*m#C#"",
中剂量组造模后 "B , 的 I波变化率显著高于空白
组!*m#C#B"+

图 /K空白组心电图
L#)X/K7:-PFG(P%GH#()G%9 (RP(&FG(:)G(+T

/&(/
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图 5K高剂量组心电图
L#)X5K7:-PFG(P%GH#()G%9 (R"#)"H(Q-)G(+T

图 3K中剂量组心电图
L#)X3K7:-PFG(P%GH#()G%9 (R9#HH:-H(Q-)G(+T

图 2K低剂量组心电图
L#)X2K7:-PFG(P%GH#()G%9 (R:(*H(Q-)G(+T

表 /K造模前)造模后 52 ")1 H及 /V H心电图#7E\$@波高度)变化量及变化率
@%J:-/K@"-@[%U-"-#)"F*U%G#%F#(&%&HP"%&)-G%F-#&7E\J-R(G-c%RF-G52 "*1H%&H/V H(R%&#9%:9(H-:Q

项目 空白组 高剂量组 中剂量组 低剂量组
造模前

造模后 &( 8

造模后 $ ,

造模后 "B ,

动物数;+ (# (# (# (#
I波高度;7a #C"%l#C#$ #C&#l#C#) #C&"l#C#? #C&"l#C#?
动物数(+ (# &) )# )B

I波高度;7a #C"(l#C#? #C""l#C"# #C#Bl#C")$ #C"#l#C""
I波变化量;7a #C#’l#C#? #C"#l#C#? #C"’l#C""$$ #C")l#C#%
I波变化率;f )?C$%l&)C## B)C?’l)BC%% $(C)"lB(C’)$$ ?(C%(l)%C"%
动物数;+ (# &) )# )B

I波高度;7a #C")l#C#B #C#%l#C") #C#%l#C"# #C""l#C#’
I波变化量;7a #C#?l#C#? #C"&l#C#’ #C"Bl#C"#$$ #C""l#C#?
I波变化率;f )(C"%l&&C?( ?&CB)l(&C"? ’’C#&lB"C%&$$ ($C?%l&?CB#
动物数;+ )# ") &# &B

I波高度;7a #C#%l#C#B #C#(l#C#’ #C#’l#C"" #C"&l#C#’
I波变化量;7a #C#?l#C#( #C"Bl#C#%$$ #C"Bl#C#$$$ #C#%l#C#’
I波变化率;f )$CB’l&$C&& $&C"#lBBC(?$ ’"CBBl)’C##$ (#C&#l&)C$%

!!注%与空白组相比$ *m#C#B( $$*m#C#"

>69Q% A67:3MQ, -198 98Q5629M6ORM6S:( $ *m#C#B( $$*m#C#"

/)(/
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5M5K心肌损伤标志物
造模小鼠分别于造模后 $ ,*"B , 进行眼眶采

血(血清中心肌损伤标志物的检测结果见表 &*
表 )+

表 5K造模后 1 H的 <!@)E,)E,8D=);’Z及 E@B8@数据
@%J:-5K@"-H%F% (R<!@*E,*E,8D=*;’Z%&HE@B8@%RF-G1 H(R%&#9%:9(H-:Q

动物数;! 2" N=I;!Z;E" Ad;!Z;E" AdJ[\;!Z;E" EGV;!Z;E" AI>JI;! 2R;E"

空白组! "# ?BC%’l")C)( &)$C$?l ’&C%( &")C##l )%C&’ (B?C$?l"B(C(% "$C’’l"&CB’

高剂量组 "# "#%C#)l("C""$ ()?C(#l"$BC’"$$ ("#C’#l"’BC#)$$ ’?BC?&l"’(C)?$$ "BC"$l $CB%

中剂量组 "# ")#C?$l(&C&?$$ ")#’C""l?B)C)"$$ (B&C’$l %$C#($$ ’$&C$#l"’(C’)$$ &’C))l"(C#$

低剂量组 "# $?C&%l"?C)$$ &)(C%#l ’(C(( &’"C$#l ’&C’’$ ?"’C)$l"))C?& ""C?$l BC%#

!!注%与空白组相比$ *m#C#B( $$*m#C#"

>69Q% A67:3MQ, -198 98QTO32. 5629M6ORM6S:( $*m#C#B( $$*m#C#"

!!高剂量组*低剂量组 N=I显著高于空白组!*m
#C#B",中剂量组 N=I极显著高于空白组 !*m
#C#""+ 中剂量组 Ad极显著高于空白组 !*m
#C#""+ 高剂量组*中剂量组 AdJ[\极显著高于空

白组!*m#C#"",低剂量组 AdJ[\显著高于空白组
!*m#C#B"+ 高剂量组*中剂量组 EGV极显著高于
空白组!*m#C#""+

表 3K造模后 /V H的 <!@)E,)E,8D=);’Z及 E@B8@数据 #*! "̂$

@%J:-3K@"-H%F% (R<!@*E,*E,8D=*;’Z%&HE@B8@%RF-G/V H(R%&#9%:9(H-:Q!*! "̂"

动物数! 2" N=I;!Z;E" Ad;!Z;E" AdJ[\;!Z;E" EGV;!Z;E" AI>JI;! 2R;E"

空白组! )# "#&C"?l &?C"’ )?%C’$l&#%C") &"?C(#l B&C)) %%&C(#l&B&C"? "$C’&l "(C"(

高剂量组 ") "B’C&#l $’C)" )()C#$l"B)C&# )"%C)"l)"%C)"$$ ")B"C%"l"$"C"$$$ "(C?&l "#C&#

中剂量组 &# &?#C?)l"(&C"’$$ ’?&CB)l(’)C%#$$ )$)C?$l $#C$?$$ "?"?CB#l()$C%%$$ "%C?)l "#C)$

低剂量组 &B "(%C$#l (#C(%$$ BB?C"Bl&"?C)B )&BC%(l B’C’)$$ "&(&C)"l"%$C&"$ "%C$$l"%$C&"

!!注%$ *m#C#B( $$ *m#C#" ‘*空白组

>69Q% A67:3MQ, -198 98QTO32. 5629M6ORM6S:($*m#C#B( $$ *m#C#"

!!由表 ) 可知(中剂量组*低剂量组 N=I极显著
高于空白组!*m#C#""+ 中剂量组 Ad极显著高于
空白组!*m#C#""+ 高剂量组*中剂量组*低剂量组
AdJ[\极显著高于空白组 !*m#C#""+ 高剂量组*
中剂量组 EGV极显著高于空白组!*m#C#"",低剂
量组 EGV显著高于空白组!*m#C#B"+
5M3K病理

小鼠心肌 VW染色切片结果见图 Bi$+ 空白组
小鼠心肌纤维粗细均匀(排列整齐(横纹清楚(未见
变性坏死(心肌间质亦无炎症反应!图 B",模型高剂
量组各只小鼠心肌纤维大范围变性(表现为心肌细
胞界限不清(胞浆溶解成粉染颗粒状(细胞核分布不
均(核增大(可见核仁!图 ?",其中 $ , 小鼠心肌纤
维出现点灶状坏死(较多淋巴细胞为主的炎性细胞
浸润!图 ’",其中 "B , 小鼠心肌间散在多灶性坏死
区(间质水肿(血管充血(较多淋巴细胞为主的炎性
细胞浸润!图 $"+
5M2K死亡率

各组小鼠按相应剂量皮下连续 ) , 注射 <=c后
剩余动物数及死亡率见表 (+

图 VK空白组小鼠心肌组织#Z7’a266$

L#)XVK@"-P%GH#%PF#QQ+-#&9#P-(RJ:%PY

P(9T%G#Q(&)G(+T#Z7’a266$

图 4K模型高剂量组小鼠心肌组织#Z7’a266$

L#)X4K@"-P%GH#%PF#QQ+-#&9#P-(R"#)"

H(Q-)G(+T#Z7’a266$

/((/
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图 WK模型高剂量组造模后 1 H小鼠心肌组织#Z7’a266$

L#)XWK@"-P%GH#%PF#QQ+-#&9#P-(R"#)"

H(Q-)G(+T%RF-G1 H%$Q#Z7’a266$

图 1K模型高剂量组造模后 /V H小鼠心肌组织#Z7’a266$

L#)X1K@"-P%GH#%PF#QQ+-#&9#P-(R"#)"

H(Q-)G(+T%RF-G/V H%$Q#Z7’a266$

表 2K造模前后动物的剩余数量及死亡率
@%J:-2K@"-?-9%#&#&) &+9J-G%&HH-%F"G%F-

(R%&#9%:QJ-R(G-c%RF-G%&#9%:9(H-:Q

造模前动物数!只" 造模后剩余动物数!只" 死亡率!f"

空白组! (# (# #

高剂量组 (# &) (&CB

中剂量组 (# )# &B

低剂量组 (# )B "&CB

!!由表 ( 可知造模后高剂量组剩余动物 &) 只(死
亡率为 (&CBf,中剂量组剩余动物 )# 只(死亡率为
&Bf,低剂量组剩余动物 )B 只(死亡率为 "&CBf+

3K讨论

目前(大*小鼠慢性心肌缺血模型的造模方法*
造模剂量及评价指标尚缺少系统的试验研究(文献
报道的方法繁多但无统一的*客观的标准和依据+
本文认为(慢性心肌缺血模型的是否成模标准(应根
据其所应用的试验时间而定(此模型若能在受试药
物较长的给药期间内维持稳定即可判断此模型成
功+ 通过查阅文献 - $J"#.很大一部分治疗心肌缺血的
药效学试验给药时间均不超过 "B ,(本试验针对此

情况设计观察 $ , 和 "B ,(这个时间长度基本可以
满足大部分治疗给药试验周期的需求+ 指标选择上
采用 WAD*心肌酶谱*肌钙蛋白及病理观察(涵盖了
很大一部分试验的常规需求 - ""J"(. +

本实验以小鼠作为试验对象(一般小鼠 WAD特
点为无明显 =I段(= 波与 I波直接平滑相连(人工
测量 =I段及 X点主观性较强+ 故以 I高度作为考
察指标(影响因素较少(准确度较高(更加客观+ 结
果显示连续 ) , 皮下注射 <=c"? 7R;.R的剂量组在
造模后 &( 8*$ ,*"B , WAD的 I波高度均发生较为
显著的变化,连续 ) , 皮下注射 <=c)& 7R;.R的剂
量组在造模 "B , 时 I波高度变化较为显著,而连续
) , 皮下注射 <=c$ 7R;.R的剂量组各个时间 I波
高度均无显著变化+ 这说明连续 ) , 皮下注射 <=c
)& 7R;.R和 "? 7R;.R的剂量都能造成小鼠较持久
的心肌缺血症状+ 而 $ 7R;.R的剂量效果不显著+
<=c"? 7R;.R剂量组的 WAD在 &( 8*$ , 时 I波高
度变化较为显著(而 <=c)& 7R;.R剂量组在&( 8*
$ ,时 I波高度变化反而不显著(可能是由于 <=c)&
7R;.R剂量组死亡率较高(一些症状严重的个体死
亡了(而 <=c"? 7R;.R剂量组反而保留下一些症状
严重的个体(导致 WAD变化显著+ 三个剂量组在造
模后 $ ,*"B , 时(心肌酶谱相对空白组均有显著性
差异(如果单纯考察心肌酶谱(这三个剂量均可使
用,只有 <=c)& 7R;.R的剂量组在造模后 $ ,*"B ,
出现可见的心肌病理变化+ 本试验采用 "? 7R;.R
剂量的死亡率为 &Bf($ 7R;.R剂量的死亡率仅为
"&CBf(而相比其他文献报道 - "B.使用 $ 7R;.R剂量
的死亡率就已达到 ))C)f+ 原因可能和操作有关+

目前常见一些实验采用大鼠尾静脉注射 <=c或
垂体后叶素!F<I"造成急性心肌缺血模型 - "?J"’. (本
实验旨在制备慢性心肌缺血模型(不追求使药物第
一时间达到最大血药浓度(短时间血药浓度过高亦
可以造成动物死亡率过高(因而未采用静脉注射(而
是采用皮下注射的方式+ 大鼠皮下多点注射 <=c是
制备慢性心肌缺血的常用方法(但根据预实验发现(
大鼠对 <=c的耐受程度远低于小鼠(死亡率较高(有
关大鼠的研究情况将在后续文章中进行报道+

心肌缺血的表现不仅在于 WAD的异常(还涉及
到一些酶学指标的变化+ 传统的心肌酶谱包括 N=I
!生物半衰期 &# 8("$ i)? 8 达峰() i( , 恢复正
常"*Ad!生物半衰期 "’ 8("&i&( 8 达峰()i( , 恢
复正常"*AdJ[\!生物半衰期 ") 8("&i&( 8 达峰(

/B(/



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

&i) , 恢复正常"*EGV!生物半衰期 ""# 8(($i’& 8
达峰(’i"( , 恢复正常"用以评估心肌细胞性损伤(
其中 N=I和 EGV广泛存在于全身各组织中(单独
的 N=I或 EGV升高并不能确认为心肌损伤(必须
结合心电图以及 Ad*AdJ[\等指标联合判断,Ad
是心肌细胞中重要的能力调节酶(由 [和 \两个亚
基组成(形成 AdJ[[*AdJ[\和 AdJ\\三种同工
酶,其中 AdJ\\主要存在于脑组织中(AdJ[[主要
存在于骨骼肌中(而 AdJ[\主要存在于心肌中(故
AdJ[\特异性最高 - "$. + AI>JI!生物半衰期 & 8(
"&i%? 8 达峰(’@"( , 恢复正常"是收缩蛋白中调
节蛋白的重要部分(是 AI>与原肌球蛋白结合的部
分(其在心肌中的含量较高(而正常人的血液中几乎
检测不到 AI>JI(对急性心肌梗死有较高的分辨能
力 - "%. + 本试验设计的考察时间为 $ , 和 "B ,(其中
$ , 超过了 N=I*Ad*AdJ[\的恢复时间("B , 超过
了上述所有标志物的恢复时间+ 皮下注射 <=c)&
7R;.R*"? 7R;.R及 $ 7R;.R($ , 及 "B , 后动物血
液中的 AdJ[\较空白组均有显著性差异(无论是
$ ,还是 "B , 均远超过了 AdJ[\的恢复时间(这说
明这三个造模剂量均能造成心肌的持续损伤+ 而皮
下注射 <=c"? 7R;.R剂量组在 "B , 仍能够保持
N=I*Ad*AdJ[\*EGV显著升高(说明该剂量持续
造成心肌损伤效果较好+

从心电图及心肌损伤标志物的结果来看(中剂
量组的心电图改变和心肌损伤均比高剂量组严重(
但其死亡率仅为 &Bf(较高剂量组的死亡率 (&CBf
大幅降低+ 我们推测是由于高剂量组一些小鼠无法
耐受而死亡(中剂量组则因为剂量相对较低死亡率
大幅降低(因而保留的一部分症状较重的小鼠+ 中
剂量组死亡率与心电图及心肌损伤标志物改变达到
了相对较好的平衡+

从病理结果来看(高剂量组造模后 $ , 及 "B ,
的小鼠心肌均出现明显病理变化(可见以 <=c)&
7R;.R造模可在 $ ,*"B , 内造成病理性损伤(形成
心肌的坏死性炎症反应+ 中剂量组*低剂量组镜下
均未发现明显病理改变+

综上所述(小鼠连续 ) , 皮下注射 <=c)& 7R;
.R或 <=c"? 7R;.R均能造成慢性心肌缺血模型(可
在心电图*心肌损伤标志物及病理形态三方面均产
生显著改变+ 此模型造模方法简便(维持时间长(适
合抗慢性心肌缺血药物较长期治疗给药的药效评
价+ 而 <=c"? 7R;.R的造模剂量死亡率较低并且

在心电图与心肌损伤标志物的指标上优于 <=c
)& 7R;.R(但并未造成心脏明显病理性损伤+ 提示
可根据不同试验预期选择性地采用 & 个不同造模剂
量建立小鼠慢性心肌缺血模型+
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通信作者%李!伟!"%$?&"(女(博士(讲师(研究方向%微囊藻毒素的降解与代谢4WJ731O%O1-Q1B?%B#$(0"?)4567

大鼠与鲫鱼肠道内含物中微生物菌群的研究$

陈芳梅!李!伟!刘!蔚!于源华!王子琛!张鹏宇!张贵林
!长春理工大学生命科学技术学院(长春!")##&&"

摘要%目的!对生活环境差异较大的动物肠道内含物中微生物菌群分布规律进行研究+ 方法!通过提取 =G大鼠

与鲫鱼不同肠段的内含物菌液(用不同的选择性培养基进行分离培养(鉴定后进行平板计数+ 结果!大鼠肠道中

乳酸杆菌所占比重高于鲫鱼肠道(其余菌落!双歧杆菌*肠球菌*大肠杆菌"比重明显小于鲫鱼肠道,大鼠和鲫鱼肠

道厌氧的双歧杆菌沿肠道向下数量递增+ 需氧的肠球菌在鲫鱼*大鼠整个肠道中的数量级相当+ 结论!研究不同

动物肠道的微生物信息可以为病理学*毒理学的研究提供理论信息+

关键词%鲫鱼,大鼠,肠道微生物,分离,鉴定

中图分类号% U%)J))!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##($J#(

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4#"#

!!肠道菌群数量庞大(整个基因总数约为人类的
"B# 倍( 近年来(随着0人类微生物组计划1*0肠道
元基因组计划1等研究项目的开展(人类对肠道菌
群的关注达到了空前的高度 - "J). + 随着对其结构和
功能的不断探索(人们发现肠道菌群与宿主健康密
切相关(被认为是人体的0微生物器官1 - (. + 已有研
究结果表明肠道微生物与肝硬化*肥胖*艾滋病(甚
至是心理疾病的发生都有密切的关系 - BJ$. + 肠道微
生物与宿主之间存在着肠道微生态平衡(这种平衡
一旦被打破(宿主就极易遭受各种疾病的困扰 - %. +

深入研究肠道微生物与肠道微生态平衡对促进人体
健康以及人类和动物疾病防治等具有重要意义+

本实验研究生存环境差异极大的两种动物肠道
不同部位中微生物的分布情况(为更深入地研究肠
道健康与肠道微生物的关系以及为本课题组的毒理
学实验研究提供相关的理论基础+

/K材料与方法

/M/K材料

鲫鱼!(&)i(%#"R(成年雄鱼(夏季(气温 "B i
)# h(研究对象与本课题组的肠道微生物组学研究

保持一致(购买自吉林省长春市新立城彦轩养殖场+
=G大鼠!"((i"?("R(’ 周龄(雄性(清洁级(购

买自吉林大学实验动物中心 ! =A_d!辽 " &#"BJ
###""+
/M5K试剂

大肠杆菌选择培养基!W[\"*卡那霉素 WE\选
择培养基 - "#. *乳酸杆菌选择培养基!ET*"*双岐杆菌

选择培养基(蛋白胨水培养基(胆汁J七叶苷培养基(

快速革兰染色液等(购买自宝泰克生物科技有限
公司+
/M3K仪器与设备

小型高速冷冻离心机!B(&(H"*电热恒温培养
箱!G>FJ%#$&"*电子显微镜!A_(#"*气浴恒温振荡
器!IV̂ J%&N"*B# 7E容量离心机!"’)?H"等+
/M2K方法
/M2M/!肠道内容物的获取和菌液制备% 随机选取 )

只 =G大鼠处死(消毒后置于超净台(取出空回肠*

盲肠以及结肠的肠道内容物各 " R(根据已发表文
献 - "".制备肠道菌液+

随机选取 ) 条鲫鱼处死(消毒后置于超净台(取
出前肠*中肠 以及后肠的肠道内容物各 " R(根据已
发表文献 - "".制备肠道菌液+
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/M2M5!菌液稀释与平板计数% 各段肠道每克内容
物菌液稀释倍数分别是%"#@"*"#@&*"#@)*"#@(*"#@B*
"#@?*"#@’(涂布于各选择培养基上(每个浓度三个重
复+ )’ h恒温培养(双歧杆菌*乳酸杆菌 )’ h厌氧
培养 ($ 8(肠球菌*大肠杆菌 )’ h好氧培养 &( 8+
长菌后通过菌落形态*革兰染色*镜检以及各种生化
反应等鉴定(并进行菌落计数(计算每克湿肠道内容
物中的菌数(即 AYZ;R标本+

公式%AYZ;R标本j%k"#k稀释倍数(!%表示
计数平板菌落平均数"
/MVK统计方法

将计数结果换算成 O6RAYZ;R建库(数据用
0均数l标准差1!(,l-"表示(=F== "’C# 统计软件做 "
方差检验(*m#C#B 表示有统计学意义+

5K结果

5M/K菌落鉴定
通过对平板菌落特征*菌落形态*生化反应以及

革兰染色后!如图 " 和图 &"(确定所培养菌群为双
歧杆菌*乳酸杆菌*肠球菌和大肠杆菌+

图 /K部分平板培养图
注%N%双歧杆菌,\%乳酸杆菌,A%肠球菌,G%大肠杆菌

L#)X/KN%GF(RF"-T:%F-P+:F+G-H#%)G%9
>69Q% N%G8?812>#6"!4875, \%=#6"2>#68$$7-,

A% Q+"!4262667-, G%Q-60!48608# 62$8

图 5K革兰染色结果Ka/666
注%N%双歧杆菌,\%乳酸杆菌,A%肠球菌,G%大肠杆菌

L#)X5K\G%9QF%#&#&) G-Q+:FQKa/666
>69Q% N%G8?812>#6"!4875, \%=#6"2>#68$$7-,

A% Q+"!4262667-, G%Q-60!48608# 62$8

5M5K数据分析
大鼠不同肠段的同种菌群相比(厌氧菌 !双歧

杆菌*乳酸杆菌"沿肠道向下数量递增(且有显著差
异!*m#C#B"+ 需氧菌 !肠球菌*大肠杆菌"在盲肠
内的数量较其它肠段多(且有显著差异!*m#C#B"+
各肠段总菌数也沿肠道向下依次递增+ 表 " 中不同
菌群的同肠段相比(各肠段中(厌氧双歧杆菌数量最
多(其次为厌氧乳酸杆菌(二者与大肠杆菌*肠球菌
数量相比有显著差异!*m#C#B"+ 在整个肠道中厌
氧的双歧杆菌*乳酸杆菌总数比肠球菌*大肠杆菌总
数高 &i) 个数量级(见表 "+

鲫鱼不同肠段的同种菌群相比(双歧杆菌*肠球
菌以及大肠杆菌数量沿肠道向下增加+ 各肠段总菌
数沿肠道向下也依次递增+ 表 & 不同菌群的同肠段
相比(各肠段中(厌氧的双歧杆菌数量最多(比需氧
的大肠杆菌*肠球菌数量高出 " i& 数量级(有明显
的统计学差异!*m#C#B"+ 同为厌氧的乳酸杆菌数
量却比需氧大肠杆菌小 "i& 个数量级(与肠球菌相
比(除中肠段数量相差最小(其余肠段也小 " i& 个
数量级+ 整个鲫鱼肠道中各菌群总数从多到少依次
为双歧杆菌*大肠杆菌*肠球菌以及乳酸杆菌(且厌
氧菌!双歧杆菌*乳酸杆菌"总数也大于需氧菌!肠
球菌*大肠杆菌"总数(见表 &+

/%(/
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表 /K!’大鼠肠道菌群计数#菌落计数转换为 :) 值’*! "̂’#_3a3$

@%J:-/KC&F-QF#&%:9#PG(R:(G% P(+&F#&!’G%FQ!E(:(&$ P(+&F*%QP(&U-GF-HF( :) U%:+-(*! "̂(#_3a3"

肠段 双歧杆菌 乳酸杆菌 肠球菌 大肠杆菌 总计
空回肠 ’C(B&l#C#(’3 ?CB")l#C"B(T BC)B#l#C#B)5 BC"B"l#C"%?, ’CB#$

盲肠 $C&(Bl#C#B"T ’C")"l#C"&?5 ?C"&#l#C#%B3 ?C#)&l#C#$)3 $C&($

结肠 %C#?&l#C#’#5 $C$&(l#C#%#3 (C?B$l#C"’(T BC&&#l#C#?), %C&?B

总计 %C")? $C$(" ?C&#? ?C"($ %C)"B

!!注%如果数据在同一行或同一列中用不同的字母表示!3(T(5(," (则存在显著性差异!*m#C#B" (如果同一行或同一列中有相同的字母表示

!3(T(5(," (则没有显著差异!*n#C#B"

>69Q% I8QMQ1**1R21P15329,1PPQMQ25Q!*m#C#B" 1P98Q,3933MQO3TQOQ, -198 ,1PPQMQ29OQ99QM*!3(T(5(," ( 32, 26*1R21P15329,1PPQMQ25Q!*n#C#B" 1P

-198 98Q*37QOQ99QM*!3(T(5(," 12 98Q*37QO12Q6M12 98Q*37Q56OS72

表 5K鲫鱼肠道菌群计数#菌落计数转换为 :) 值’*! "̂’#_3a3$

@%J:-5KC&F-QF#&%:9#PG(R:(G% P(+&F#&PG+P#%&P%GT!E(:(&$ P(+&FQ*-G-P(&U-GF-HF( :) U%:+-Q(*! "̂(#_3a3"

肠段 双歧杆菌 乳酸杆菌 肠球菌 大肠杆菌 总计
前肠 ’C))’l#C"&’3 )C’#%l#C#??T BC##&l#C#?B5 BC)&?l#C#?(, ’C)B(

中肠 ’C)%&l#C")%3 BC(??l#C#%), BC""$l#C#?%T ?C(%)l#C#’"5 ’C(?)

后肠 $C#((l#C#’#5 BC)’%l#C#B", ?C#’&l#C#(&3 ?C$B)l#C#&%T $C#$#

总计 $C&#) BC’)) ?C"B" ’C#&" $C&)B

!!注%如果数据在同一行或同一列中用不同的字母表示!3(T(5(," (则存在显著性差异!*m#C#B" (如果同一行或同一列中有相同的字母表示

!3(T(5(," (则没有显著差异!*n#C#B"

>69Q% I8QMQ1**1R21P15329,1PPQMQ25Q!*m#C#B" 1P98Q,3933MQO3TQOQ, -198 ,1PPQMQ29OQ99QM*!3(T(5(," ( 32, 26*1R21P15329,1PPQMQ25Q!*n#C#B" 1P

-198 98Q*37QOQ99QM*!3(T(5(," 12 98Q*37QO12Q6M12 98Q*37Q56OS72

!!在大鼠*鲫鱼肠道中(厌氧的双歧杆菌所占比例
最多( 且 在 鲫 鱼 肠 道 中 双 歧 杆 菌 所 占 比 例
! %&C’?f" 远 高 于 大 鼠 肠 道 中 的 相 应 比 例
!??C&(f"+ 而同为厌氧菌的乳酸杆菌在鲫鱼肠道
中的比例 ! #C)&f" 远低于大鼠肠道中的比例
!))C?"f"+ 鲫鱼肠道中的需氧菌 !肠球菌和大肠
杆菌"在肠道总菌中所占的比例也远高于大鼠肠道
中的比例(见表 )+

表 3K大鼠和鲫鱼肠道微生物分布比例#d$

@%J:-3K’#QFG#J+F#(&(R#&F-QF#&%:9#PG(R:(G%

#&G%FQ%&HPG+P#%&P%GT!d"

实验动物 双歧杆菌 乳酸杆菌 肠球菌 大肠杆菌
大鼠 ??C&(f ))C?"f #C#$f #C#’f

鲫鱼 %&C’?f #C)&f #C$&f ?C"#f

3K讨论

已有研究表明肠道微生物在肠道不同区域的分
布有所不同(以便适应不同肠段的环境或者促进其
功能 - "&J"). + 因此将大鼠和鲫鱼肠道进行分段取样(

发现大鼠空回肠及鲫鱼前肠段的各菌总数最少(盲
肠及中肠次之(而结肠和后肠段各菌总数最高(这一
结果与之前的研究是一致的(即肠道中微生物的密

度沿肠道向下是逐渐增加的 - "(J"B. +

实验将鲫鱼和大鼠肠道中各菌总数进行对比(

发现大鼠肠道中乳酸杆菌所占比重远高于鲫鱼肠
道(同时大鼠肠道中双歧杆菌*肠球菌以及大肠杆菌
所占比重都明显小于鲫鱼肠道+ 这可能是乳酸杆菌
引起的(乳酸杆菌作为肠道益生菌之一(有研究表明
乳酸杆菌的分泌产物能改变革兰阳性菌细胞膜的通
透性从而抑制阳性菌的生长(同时降低肠道 :V(抑
制大肠杆菌及梭菌等的生长 - "?. + 实验结果中鲫鱼

肠道中乳酸杆菌数量与尹军霞等 - "’.发表的结果有

一定差异(这可能因为温度的原因+ 已有研究表明
鲫鱼肠道内的乳酸杆菌也会因季节变化而发生改
变(主要是与温度有关+

无论陆生哺乳动物大鼠(还是淡水卵生动物鲫
鱼(其各肠段中有益菌!乳酸杆菌和双歧杆菌"的总
数量都要明显高于条件致病菌 !肠球菌和大肠杆
菌"的总数量+ 鲫鱼*大鼠整个肠道中需氧的肠球
菌的数量级相当+ 大鼠*鲫鱼肠道中双歧杆菌的数
量沿着肠道向下是逐渐增加的(肠道总菌数也沿肠
道向下逐渐增加+ 大鼠肠道中只有乳酸杆菌所占比
重高于鲫鱼肠道(其余菌落!双歧杆菌*肠球菌*大
肠杆菌"比重都明显小于鲫鱼肠道+ 通过本实验揭
示了不同动物的不同肠段中肠道微生物的分布呈现

/#B/
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重组人干扰素内皮抑制肽融合蛋白抗肿瘤药效的研究
刘贺煜"!王!莹&!刘锦辉"!姜媛媛&!黄!炎&!李会成"

!"4哈药集团生物工程有限公司(哈尔滨!"B##&#" !&4哈药集团技术中心(哈尔滨!"B##&#"

摘要%目的!考察融合蛋白 <)# 肽抗肿瘤的效果(为 <)# 肽后续开发提供实验支持+ 方法!使用 ><V小鼠(取 ( 只

小鼠腹腔注射 V&&瘤株(" 周时处死所有小鼠(取腹水+ 另取 (# 只小鼠(每只腋下注射腹水 #C& 7E(细胞浓度为 "k

"#? 个;7E+ 接种后 ( 8 开始给药+ 将腋下注射小鼠随机分为 ( 组%<Y>组(皮下注射干扰素 %k"#B<Z;只,<)# 高剂

量组(皮下注射 <)# $# %R;只,<)# 低剂量组(皮下注射 <)# )# %R;只,阴性对照组(皮下注射等体积生理盐水+ 连续

给药 "? ,+ 停药后 & 8(处死所有动物(再解剖皮下瘤块称重+ 结果!<)# 给药组具有明显的治疗效果(且具有显著

性差异!*m#C#B"+ 结论!<)# 肽具有抗肿瘤的作用+

关键词%干扰素,内皮抑素,融合蛋白,抗肿瘤

中图分类号% H’)J)!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##B&J#(

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4#""

!!肿瘤新生血管可为不断浸润生长的原发肿瘤提
供营养(它们在肿瘤的发展转移过程中起到重要的
促进作用+ <Y>具有抗肿瘤血管生成*抑制肿瘤转
移的作用 - ". +

内皮抑素是由胶原蛋白 _<<<羧基末端的 "$(
个氨基酸组成的一种内源性血管生成抑素(于 "%%’
年由 c)HQ1OO+等发现+ 它能特异性地抑制内皮细
胞的增殖和血管的生成(从而达到抑制肿瘤生长和
转移的作用 - &. + 本实验所使用的 )# 肽(是一种具有
)# 个氨基酸的内皮抑素+ 已有研究证实(内皮抑素
活性区主要在 >端的 " i&’ 个氨基酸上 - ). + 而 )#

肽是一种人工合成的人内皮抑素(它保留内皮抑素
的活性(而分子量大大减少+

重组人干扰素内皮抑制肽融合蛋白!以下简称
<)#"(是由干扰素!<29QMPQM62(<Y>"和重组人内皮抑素
!以下简称 )# 肽"组成的一种融合蛋白+ 干扰素和
)#肽在抗肿瘤方面有着相近似的作用机理(将它们
制成融合蛋白(有着协调作用(增强抗肿瘤的效果+

/K材料与方法

/M/K实验动物与饲育环境
实验动物%><V小鼠体质量 "$ i&& R(雌性(购

于北京维通利华实验动物技术有限公司 - =A_d
!京"&#"BJ###".+ 实验场所为本公司!哈药集团生
物工程有限公司"实验室 - =]_d!黑 " &#"BJ##$.+
?#A6灭菌全价颗粒饲料(购于北京科澳协力饲料有
限公司 - =A_d!京" &#"(J##"#.(饮用水为灭菌水(
自由采食和饮水+
/M5K试剂与材料

肿瘤瘤株%V&&瘤株由本公司!哈药集团生物工
程有限公司"实验室提供+
/M3K实验药品

干扰素 <Y>!哈药集团生物工程有限公司生
产"(干扰素 )# 肽融合蛋白!<)#" !哈药集团技术中
心基因工程实验室制备"()# 肽!哈药集团技术中心
基因工程实验室制备"+
/M3K实验方法
/M3M/!荷瘤小鼠模型制作%取 ( 只小鼠腹腔注射
V&&瘤株(" 周后处死所有小鼠(取腹水+

另取 (# 只小鼠(腋下注射腹水 #C& 7E;只(细
胞浓度为 "k"#? 个;7E+
/M3M5!实验动物分组与给药%参考#细胞毒类抗肿
瘤药物非临床评价的技术指导原则$等 - (J"#.的实验
方法设计实验方案(接种后 ( 8 开始给药+ 将腋下
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注射小鼠随机分为 ( 组(每组 "# 只%<Y>组(皮下注
射干扰素 %k"#B <Z;只,<)# 高剂量组(皮下注射 <)#
$# %R;只,<)# 低剂量组(皮下注射 <)# )# %R;只,阴
性对照组(皮下注射等体积生理盐水+ 连续给药
"? ,+
/M3M3!小鼠肿瘤质量测定%停药后 & 8(处死所有动
物(取下瘤块称重+
/M2K抑瘤率#d$计算

参考#细胞毒类抗肿瘤药物非临床评价的技术
指导原则$ - (.设计计算公式+ 抑瘤率公式%抑瘤率j
!"JI;A"k"##f+ !I%治疗组,A%阴性对照组"+
/MVK统计方法

应用 =F=="$C# 对实验数据进行统计分析(结果
均使用均数l标准差!(,l-"(组间差异比较使用秩和
检验法(选取 #j#C#B+

5K结果

对照组小鼠平均瘤重为 "C?#B R(大于 " R(表明
本次实验肿瘤生长良好 - "". + 试验结果表明 <)# 高
剂量组和低剂量组抑瘤率均高于 (#f- (. (且其效果
优于干扰素+ 在试验结束时(所有小鼠虽体型消瘦(
但精神状态良好(饮食饮水正常+ 提示该融合蛋白
具有抗肿瘤作用(见表 "+

表 /K各组小鼠肿瘤质量
@%J:-/K@+9(G*-#)"F(R9#P-#&-%P")G(+T

组别
DM6S:

动物数
+

平均瘤重;R
N‘QM3RQ9S76M-Q1R89

抑瘤率;f
IS76M*S::MQ**6MM39Q

阴性对照组
5629M6ORM6S:

"#
"C?#Bl#C("B

<Y>组$

<Y>RM6S:$
"#

#C’#&l#CB(B B?C%$

<Y>J)# !)# %R"组$

<Y>J)# !)# %R"RM6S:$
"# #C)%’l#C(?% ’?C#%

<Y>J)# !$# %R"组$

<Y>J)# !$# %R"RM6S:$
"# #C)?$l#C(#$ ’’C#%

!!注%$表示与对照组比较($*m#C#B
>69Q% $ 12,1539Q567:3MQ, -198 98Q5629M6ORM6S:($*m#C#B

3K讨论

肿瘤一直是医学治疗的难题+ 目前已有多个通
过抑制血管生成的抗肿瘤药物上市(如世界上首个
上市的恩度(在临床上获得了不错的疗效+ 肿瘤的
产生同时伴着新生血管的生成(肿瘤需要肿瘤血管
为其提供营养成分和运输代谢物+ 肿瘤的扩散转移
同样需要肿瘤血管+ 抑制了肿瘤血管的生成(将会
抑制肿瘤的生长与扩散+ 目前关于内皮抑素的作用
机制尚未完全定论+ 根据已有的研究结果表明(内
皮抑素与整合素 #B"" 的结合在其活性机制中有着
重要作用+ 内皮抑素通过其 >末端与整合素 #B""
结合(抑制 TYDY诱导的 YNd;5JH3P;>NdO;&;:)$;
WHdO丝裂活化蛋白激酶途径(从而发挥其活性作
用 - &. + 将内皮抑素 >J端的 &’ 个氨基酸核心序列(

引入串联的 HDG短肽(构成的新的肽链(命名为人
血管内皮抑制肽+ 该肽在保持内皮抑素原有的抑制
血管生成活性同时(由 HDG序列赋予其抑制肿瘤细

胞生长与转移的活性(可增强其抗肿瘤效果(而且氨
基酸序列较内皮抑素更为简单 - "). + 而在成年人的
身体中(几乎不会有新生血管生成(抑制血管生成的
药物因此不会对人体产生副作用(其安全性远远高
于细胞毒类抗肿瘤药物+ 抑制血管生成的药物药效
好(副作用小(是未来抗肿瘤药物研发的一个重要的
课题+

干扰素 #虽然被广泛用于抗病毒(但美国 YGN

最早批准干扰素 #的适应症却是毛细胞白血病!毛
细胞白血病是一种淋巴系统的恶性肿瘤(由于此种
白血病细胞在显微镜下(尤其在电子显微镜下其胞
浆有明显的毛状突起(故称为毛细胞(因而命名为毛
细胞白血病+ 广义上仍为一种特殊类型的慢性淋巴
细胞白血病+ 毛细胞白血病主要见于老年男性(男
女比例为 ( g""+ 研究表明(干扰素抗肿瘤作用机理
中抑制肿瘤血管生成和 )# 肽抗肿瘤的作用机理接
近+ <Y>可抑制 aWDY*TJYDY*[[F!基质金属蛋白
酶"的表达(是其抗血管生成的重要机制之一+ <Y>

能够降低 aWDY*TJYDY等血管形成因子的产生(减

/)B/
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少肿瘤新生血管形成 - "(. +
细胞因子可以介导机体多种免疫反应(如肿瘤

免疫*感染免疫*移植免疫*自身免疫及造血系统等
过程中发挥着重要的作用+ 细胞因子的作用具有多
相性*网络性的特点(它们不仅可以单独地发挥生物
学活性(而且不同的细胞因子之间还有相互协调和
相互制约的作用(利用细胞因子的这一特点(人们可
以根据自己的设想(通过基因融合等技术创造出自
然界原本不存在的活性更佳的细胞因子融合蛋
白 - "?. + 目前 YGN已经批准了不少融合蛋白类药物
上市+ 如 W2TMQO!依那西普;Q932QM5Q:9"(在治疗类
风湿性关节炎已取得了很不错的临床效果+ 随着基
因工程技术的成熟与应用(两个甚至多个不同基因
之间很容易做到相互串联或彼此镶嵌(形成嵌合基
因(一旦表达成产物则获得融合蛋白 - "B. +

本次试验结束时(给药组和阴性对照组小鼠(均
是体型消瘦(但状态良好(提示了 <)# 的毒性较小+
<)# 的作用为抑制血管生成+ 在成年人的身体中(
几乎不会有新生血管生成(抑制血管生成的药物因
此不会对人体产生副作用+

本次实验没有采用裸鼠接种人源瘤株的方法+
是因为本课题还处于前期研究的阶段(并没有进入
到通过动物实验来筛选抗肿瘤谱的阶段+ 在后续研
究中(采用通过把患者的肿瘤转移到免疫缺陷小鼠
获得人源性肿瘤异种移植!FG_"的小鼠模型 - "&.来
进行筛选+

在接种瘤株后(并没有采用等小鼠肿瘤生长到
一定程度后再给药的方式+ 因为小鼠肝癌 V&&细胞
是一种鼠源的恶性肿瘤(在小鼠体内生长极快+ 和
接种人源瘤株不同(V&&几乎均能成功生长+ 本次试
验阴性对照组平均瘤重!"C?#Bl#C("B" R(也表明肿
瘤生长良好+ 即便是细胞毒类药物也无法抑制肿瘤
最后阶段的生长(此时已无法对供试品进行评价+
所以需在肿瘤长至无法抑制之前(终止试验+ 鼠源
瘤株大多会选择阴性对照组瘤重为 " R时做为试验
终至时间 - "". + 而 V&&在 Bi$ , 即可长到 " R+ 如果

采用肿瘤体积达到 "##i)## 77) 后再给药(会导致
给药时间短(有些药物可能会因为给药时间短而药
效不理想+ 另一方面也打算将 <)# 用于肿瘤的早期
治疗(故采用了接种后马上给药的方式+

选择已上市药物作为阳性对照药(可以比对在
研药物和已上市药物的药效的差异+ 为在研药物市
场定位提供数据支持(也同时为将来的学术推广提

供试验数据+ 故本次试验选择了已上市的干扰素作
为阳性对照药+ <Y>抑制肿瘤血管生成和 )# 肽抗
肿瘤的作用机理接近(融合蛋白可以形成协同作用+
<)# 是利用基因工程的方法将干扰素和 )# 肽通过
接头序列!O12.QM"连接起来的一种细胞因子重组融
合蛋白(不仅可以提高两者的治疗效果+ 而且降低
<Y>的使用量(降低使用 <Y>带来的副作用+
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通信作者%刘!艳!"%$"&"(女( 助理研究员(研究方向%实验动物学4WJ731O% ")$#(("?0KK4567

半夏泻心汤对衰老大鼠学习记忆能力的改善及分子机制$

彭!旭!张晓梅!何学令!刘!艳
!四川大学实验动物中心(成都!?"##(""

摘要%目的!以 GJ半乳糖致衰老大鼠为动物模型(研究半夏泻心汤!\_I"对衰老大鼠学习记忆能力的改善及大脑

海马区 N58*>W*GN*BJVI受体 7H>N表达的影响(探究 \_I对改善大鼠学习记忆能力的相关作用机制+ 方法!

结合 ]型水迷宫测试的大鼠逃避潜伏时间(通过注射 GJ半乳糖建立老龄大鼠模型,随后将动物分为老龄对照组*

石杉碱甲组*壮年对照组*\_I低剂量组*\_I中剂量组*\_I高剂量组(按组别不同进行灌胃给药+ 连续给药 ? 周

后(再次通过 ]型水迷宫测试大鼠学习记忆能力改善情况(检测 N58*>W*GN*BJIV受体 7H>N及抗体的表达(观

察海马区病理学变化(由此探究 \_I对衰老大鼠学习记忆能力改善的分子机制+ 结果!与老龄对照组比较(在训

练后 &( 8*($ 8 和 %? 8(各剂量 \_I给药组均能明显缩短老龄大鼠逃避潜伏期+ 大鼠海马区组织 VW染色显示(与

老龄对照组相比(\_I高剂量组海马神经元损伤有所改善(但 \_I中剂量组和低剂量组未见明显改善,免疫组化结

果显示 \_I高剂量组与老龄对照组相比(其椎体细胞染色数量多(排列紧密度好(细胞颜色较深+ 结论!本研究发

现 \_I能改善老龄大鼠学习记忆能力(尤其是高剂量 \_I改善效果最为明显(可能与增加老龄模型大鼠海马
AVH["*GHG&*VIH"3*NGHN&37H>N的表达有关+

关键词%半夏泻心汤,衰老,学习记忆,神经递质受体

中图分类号% H&$BCB!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##BBJ#’

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4#"&

!!人在自然衰老过程中(随着年龄的增长会出现
记忆力减退*反应迟钝*认知功能下降等脑功能障碍
症状+ 学习记忆是大脑的重要功能之一(而学习记
忆的作用机制与中枢胆碱能神经系统*单胺类神经
递质 >W*GN*BJVI密切相关(它们之间相互制约且
处于一种平衡状态 - ". + 半夏泻心汤 !\_I"源自张
仲景#伤寒杂病论$(本方攻补兼施*升降并用(其辛
开*苦降*甘补的组方配伍(一直以来是基础研究及
临床应用的热点复方之一 - &. + 在我们的前期研究
中发现(\_I及其拆方可通过影响脾虚大鼠下丘脑
中 >W*GN*BJVI神经递质的水平(调节大鼠的脾胃
功能 - ). + 渡边雄泰 - (.等研究表明 \_I对应激性溃
疡不仅直接作用于消化系统(而且通过介导脑内情
感系统的中枢抑制作用而发挥治疗效果+ 张忠
等 - B.研究 \_I及其拆方对应激性胃溃疡大鼠胆碱
能神经元的影响(结果显示 \_I全方组及各拆方组
除作用于胃黏膜本身引起胃黏膜本身分泌改变之

外(还影响到脑的分泌功能+ 上述研究表明(\_I
的作用机制与脑内的神经递质有一定的关系+ 此
外(根据中医理论(\_I是辛开苦降的代表方剂(对
梳理脾胃气机之升降(调节全身气机之运行(非常合
乎老年人精气不足的体质特点(因此推测 \_I对于
抗衰老有一定的作用+ 本研究旨在分子水平上研究
半夏泻心汤对衰老大鼠大脑海马区 N58*>W*GN*BJ
VI受体 7H>N表达的影响(对其可能的作用机制
进行探讨+

/K材料与方法

/M/K实验动物
=G大鼠 "&# 只( =FY级(雌性(体质量 ! (## l

&#"R("B 月龄+ 另取 "# 只 =G大鼠(=FY级(雌性(
体质量!&##l"##"R(? 月龄(作为壮年对照组+ 实验
动物均由四川省中医药科学院实验动物中心提供(
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生产许可证号%=A_d!川"&#")J"%,动物实验在四川
大学实验动物中心完成(实验动物使用许可证号%
=]_d!川"&#"BJ"$B+
/M5K药品与试剂

根据#伤寒论$\_I全方组成为半夏 "& R(干姜
% R(黄芩 % R(黄连 ) R(人参 % R(炙甘草 % R(大枣 (
枚+ 以上中药饮片均购于四川省中药饮片有限责任
公司(大枣自配+ 用蒸馏水常规煎煮 & 次(加热浓缩
成每 " 7E提取液中含 " R生药(置 ( h冰箱储存备
用+ 石杉碱甲片 !河南太龙药业股份有限公司(批
号%")#%#("使用前用 #CBf羧甲基纤维素钠配成
#C)f的溶液备用+ GJ半乳糖!上海金穗生物科技有
限公司 ", IM1e6O!N7T162 公司 "*逆转录试剂盒
!I8QM76",AVH["*GHG&*VIH"3*NGHN&3基因引
物!成都宝信生物有限公司",一抗(二步法抗兔;鼠
通用型免疫组化检测试剂盒-基因科技!上海"有限
公司.+
/M3K仪器设备

[SO91DQ2Qc:9173/FAH仪!E3T2Q9",X]?##A电
泳仪!北京君意东方电泳设备有限公司",超纯水系
统![1O1:6MQ",显微镜及图像采集系统 !cO+7:S*",
切片机!EQ153",NS96*9312QM($# *全自动免疫组化仪
!I8QM76",]型水迷宫!自制"+
/M2K实验方法
/M2M/!大鼠衰老模型建立%将 "&# 只 "B 月龄大鼠
进行 ]型水迷宫测试(记录大鼠平均逃避潜伏期
!从入水起点至寻找到阶梯出水的时间"和正确反
应次数!以 "# *内直接抵达平台为正确反应" - ?. (每
次测定时间为 & 712(&712 后仍未找到安全通道者
以 "&# *计算+ 每只大鼠每天训练 & 次(共训练& ,+
获得性训练结束后(正式进行测试(每只鼠每天测试
" 次(共 ) ,+

根据大鼠的逃避潜伏时间由高到低(筛选出学
习记忆能力明显较弱的动物 B# 只(随后在大鼠颈部
皮下注射 GJ半乳糖 "&B 7R;.R体质量 - ’. (每天 "
次(连续给药 ( 周+ ( 周后再次进行 ]型水迷宫测
试(未通过测试大鼠(即为老龄模型大鼠+
/M2M5!实验动物分组及给药%将老龄模型大鼠随机
平均分为 B 组(根据治疗药物类型和剂量(分别为老
龄对照组!生理盐水"*石杉碱甲组!作为药物治疗
的阳性对照组"*\_I高剂量组*\_I中剂量组*
\_I小剂量组+ 另选 "# 只 ? 月龄正常大鼠作为壮
年对照组+

\_I组大鼠根据不同 \_I剂量进行灌胃给药(
\_I高剂量组 "# 7E;.R*中剂量组 B 7E;.R*低剂量
组 &CB 7E;.R(石杉碱甲组 )# 7R;.R体质量(壮年对
照组和老龄对照组灌胃生理盐水 "# 7E;.R+ 大鼠
每周测体质量一次(按体质量调整给药剂量(连续给
药 ? 周+
/M2M3!病理学及免疫组化检测%行为学检测结束
后(各组大鼠放入 (f异氟烷的诱导盒中进行诱导
麻醉+ 大鼠进入麻醉状态后迅速取出(并行眼眶放
血处死(打开头盖骨(迅速取出脑组织(于冰上剥离
左侧大脑皮层和海马(置于 (f多聚甲醛中固定+
将脑组织块冠状位连续切片(片厚 B %7+ 每隔 B 张
取 " 张(每例动物相邻切片分为 ) 套(每套各 B 张(
选取其中一套进行常规 VW染色(树脂封片(进行组
织病理学检测+ 另一套采用 W2‘1*162 二步法进行免
疫组织化学染色+
/MVK?-%:8F#9-NE?检测 <P")B7)’<)V8@Z受体
9?B<表达

根据 DQ2\32. 的序列(用 D6O,.Q+软件分别设
计 AVH["*GHG&*VIH"3*NGHN&3基因的引物+
根据 H>N提取试剂盒说明书提取 H>N(然后根据
I8QM76的逆转录试剂盒合成 5G>N(最后进行 FAH
扩增+ 引物序列如下%

AVH[" 上 游 引 物 B )JNINANDIANNDNDDA
AANAAJ)),

下游引物 B)JNDDNNANANDIAAIIDANDNJ))(
产物长度 &"$ T:,

GHG& 上 游 引 物 B )JNNNAAADDNAAIAA
AIINNDJ)),

下游引物 B)JNDNDDNAIDDIDDDNIDIIDJ))(
产物长度 "") T:,

VIH"3 上 游 引 物 B )JNAAIAIAIDIIDAID
DDINAJ)),

下游引物 B)JADNINNNANDDIADANDDIDJ))(
产物长度 ’"% T:,

NGHN&3上游引物 B )JIIDDAAIIDIADADNI
NIIDJ)),

下游引物 B)JAANDDDDNANDIINAANDIIJ))(
产物长度 ’B T:,
/M4K图像分析及数据处理

使用 cO+7:S*显微镜及图像采集系统对海马区
N58*>W*GN*BJIV受体阳性细胞进行采图+ 应用
凝胶成像分析软件 DQOJFM6J323O+eQM(C# 分析受体和

/?B/
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内参"JN5912 的灰度值(并用DM3:8F3, FM1*7软件做
柱状图进行比较+

5K结果

5M/KA型水迷宫检测各组大鼠学习记忆能力
造模后(老龄对照组大鼠在 ]型水迷宫中的逃

避潜伏期较壮年对照组明显延长,与老龄对照组比
较(在训练后 &( 8*($ 8 和 %? 8(各剂量 \_I给药组
均能明显缩短衰老大鼠逃避潜伏期(结果见图 "+
5M5K海马区病理形态学观察

对各组大鼠海马区组织进行 VW染色(结果如
图 & 所示+ 壮年对照组海马组织各区显示清晰(神
经元细胞丰富(数量较多(排列整齐(细胞形态正常(
核大而圆(核仁明显(可见少量小胶质细胞(神经纤
维清晰,老龄对照组可见海马各区神经元细胞不同
!!

图 /K=e@对大鼠逃避潜伏期的影响
L#)X/K7RR-PF(R=e@(&-QP%T-:%F-&P$ (RG%FQ

程度减少(出现神经元萎缩!红色神经元"(小胶质
细胞增生*血管套以及噬神经现象,\_I高剂量组
和石杉碱甲组海马神经元损伤均有所改善(改善程
度基本相同(但 \_I中剂量组和低剂量组同老龄对
照组相比未见明显改善+

图 5K海马区 Z7染色观察#a566$
注%3%老龄对照组,T%石杉碱甲组,5%壮年对照组,,%\_I低剂量组,Q%\_I中剂量组,P%\_I高剂量组

L#)X5KZ7QF%#&#&) (R"#TT(P%9T+Q#a566$
>69Q%3%3R12R5629M6ORM6S:,T%8S:QMe12QNRM6S:,5%*9M62R5629M6ORM6S:, ,%\_IO6-,6*QRM6S:(Q%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:,P%\_I81R8 ,6*QRM6S:

5M3K免疫组织化学染色结果
对大鼠海马区组织进行免疫组化染色(各组大

鼠海马区 GHG&*AVH["*VIH"#*NGHN&#的表达
和分布情况如图 ) i? 所示+ 椎体细胞的细胞膜和
细胞质内出现了深棕色的阳性细胞染色反应(而椎
体细胞周围未见其他细胞有着色+ 从形态结构看(
壮年对照组海马区椎体细胞染色数量多且颜色深(
排列紧密整齐(层次结构明显,老龄对照组海马区椎
体细胞染色数量少且颜色很浅(排列疏松(细胞间隙
较大(层次结构不明显,\_I高剂量组和石杉碱甲
组椎体细胞染色数量和颜色以及排列紧密度介于壮
年对照组和老龄对照组之间(对受体的表达有明显
的增强作用(结构层次也有改善(这说明高剂量 \_I

对海马区的损伤有一定的保护作用(保护程度与石杉
碱甲组类似(但中剂量组和低剂量组椎体细胞的阳性
反应程度与老龄对照组相比未见明显差异+
5M2K=e@对大鼠海马区 EZ?D/)’?’5)Z@?/")
<’?<5"9?B<表达的影响

7H>N表达结果显示(\_I低剂量组和中剂量
组的 AVH["*GHG&*NGHN&#7H>N相对表达量均
低于大剂量组(而 VIH"#7H>N相对表达量在 \_I
各组中表达量差异不明显,壮年对照组的 AVH["*
GHG&*VIH"#*NGHN&#7H>N相对表达量均高于
其余五组(而老龄对照组偏低(尤其在 AVH[" 和
VIH"#7H>N表达量上显著低于其它组+ 见图 ’
和图 $+

/’B/
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图 3K海马区 ’?<5 表达情况#深棕色’a566$
注%3%老龄对照组,T%石杉碱甲组,5%壮年对照组,,%\_I低剂量组,Q%\_I中剂量组,P%\_I高剂量组

L#)X3K7.TG-QQ#(&(R’?<5 #&"#TT(P%9T+Q

#H%GYJG(*&’a566$
>69Q%3%NR12R5629M6ORM6S:,T%VS:QMe12QNRM6S:,5%=9M62R5629M6ORM6S:,,%\_IO6-,6*QRM6S:, Q%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:%P%\_I81R8 ,6*QRM6S:

图 2K海马区 EZ?D/ 表达情况#a566$
注%3%老龄对照组,T%石杉碱甲组,5%壮年对照组,,%\_I低剂量组,Q%\_I中剂量组,P%\_I高剂量组

L#)X2K7.TG-QQ#(&(REZ?D/ #&"#TT(P%9T+Q#a566$
>69Q%3%NR12R5629M6ORM6S:,T%VS:QMe12QNRM6S:,5%=9M62R5629M6ORM6S:, ,%\_IO6-,6*QRM6S:,Q%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:%P%\_I81R8 ,6*QRM6S:

图 VK海马区 <’?<5"表达情况#a566$
注%3%老龄对照组,T%石杉碱甲组,5%壮年对照组,,%\_I低剂量组,Q%\_I中剂量组,P%\_I高剂量组

L#)XVK7.TG-QQ#(&(R<’?<5"#&"#TT(P%9T+Q

#H%GYJG(*&’a566$
>69Q%3%NR12R5629M6ORM6S:,T%VS:QMe12QNRM6S:,5%=9M62R5629M6ORM6S:, ,%\_IO6-,6*QRM6S:,Q%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:%P%\_I81R8 ,6*QRM6S:

/$B/
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图 4K海马区 Z@?/"表达情况#a566$
注%3%老龄对照组,T%石杉碱甲组,5%壮年对照组,,%\_I低剂量组,Q%\_I中剂量组,P%\_I高剂量组

L#)X4K7.TG-QQ#(&(RZ@?/"#&"#TT(P%9T+Q#a566$
>69Q%3%NR12R5629M6ORM6S:,T%VS:QMe12QNRM6S:,5%=9M62R5629M6ORM6S:, ,%\_IO6-,6*QRM6S:,Q%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:%P%\_I81R8 ,6*QRM6S:

图 WK海马区 ’?’5)EZ?D/)Z@?/")

<’?<5"9?B<表达的影响
注%3%\_I低剂量组,T%\_I中剂量组,5%\_I高剂量组,

,%石杉碱甲组,Q%壮年对照组,P%老龄对照组

L#)XWK7.TG-QQ#(&(R’?’5)EZ?D/)Z@?/")

<’?<5"9?B<#&"#TT(P%9T+Q
>69Q% 3%\_IO6-,6*QRM6S:, T%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:,

5%\_I81R8 ,6*QRM6S:,,% VS:QMe12QNRM6S:,

Q% =9M62R5629M6ORM6S:,P% NR12R5629M6ORM6S:

图 1K海马区 ’?’5)EZ?D/)Z@?/")

<’?<5"9?B<相对表达量
L#)X1K?-:%F#U--.TG-QQ#(&(R’?’5)EZ?D/)Z@?/")

<’?<5"9?B<#&"#TT(P%9T+Q

3K讨论

哺乳动物随着年龄的增加(海马区的形态结构*

功能以及一些相关蛋白质分子发生改变(被认为是
海马功能衰退的基础+ 在本次实验中通过大鼠行为
学试验(我们发现经高剂量 \_I治疗过的老年大鼠
能够明显缩短逃避潜伏期(与老龄对照组相比(差异
极显著!*m#C#""+ VW染色和免疫组化染色结果
都显示(\_I大剂量组的海马区受损的神经元也有
所改善+ 这提示 \_I对老年鼠的海马区受损部位
有一定程度的改善作用+

>W在记忆保持方面起重要作用(而改善记忆
与促进 GN的释放有关(BJVI则与精神活动*感觉
体温调节*高级认知功能有关+ 当机体逐渐衰老后(

脑内单胺类神经递质亦发生代谢紊乱(表现为 >W*
GN和 BJVI含量下降(其含量下降是造成学习记忆
能力减退的重要原因 - ?($. + 陈乔等用放射自显影方
法研究表明(老年大鼠大脑皮质及海马部位 AVH["

密度显著低于壮年对照鼠(并提出这 ) 个脑区
AVH[" 受体密度的降低可能是衰老时学习*记忆*

联想* 认 知 等 功 能 障 碍 的 重 要 机 制 之 一 - %. +

L1O.QM*62 32, EQ‘12 - "#. 研究发现(腹侧海马注入
GHG& 激动剂可提高大鼠工作记忆的能力(相反注
入 GHG& 受体拮抗剂则降低工作记忆的能力(故提
示了 GHG& 参与记忆功能+ 梁发权和吕宝璋 - "".采
用放射性配基结合分析法发现老年大鼠!)? 月龄"

大脑皮质中 BJVI受体的数目较成年大鼠!) 月龄"

明显减少(提示老年鼠中枢 BJVI系统的功能降低(

/%B/
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可能与老年期的一些表现如记忆力衰退*睡眠障碍
有关+ 本实验观察到(模型组的 AVH["*GHG&*
VIH"#*NGHN&#7H>N表达明显弱于壮年组(甚至
出现一些无表达现象(这与其他学者的研究结果是
一致的(衰老时会出现中枢学习*记忆力以及认知等
功能的下降(这与大脑海马区 N58*>W*GN*BJIV受
体 7H>N表达下降的现象有密切关系+

石杉碱甲是一种强效的可逆性胆碱酯酶抑制
剂(并可增强大鼠海马 AN" 锥体神经元的兴奋性突
触传递(其增强突触传递作用与 [型乙酰胆碱受体
激动有关 - "&. + \_I高剂量组与石杉碱甲组的
AVH["*GHG&*NGHN&#7H>N表达趋于一致性(
这说明高剂量 \_I对海马区的损伤有一定的保护
作用(保护程度与石杉碱甲组类似+ 另外(有研究报
告表明胆碱酯酶抑制剂通过 [" 型胆碱能受体能够
使行为大鼠 AN" 区的长时程增强 - ")J"(. + 在我们之
前的研究中发现(半夏泻心汤给药组可明显上调脑
组织胆碱能受体 [" 的表达 - "BJ"?. (故我们推测 \_I
抗衰 老 的 作 用 机 制 与 AVH["* GHG&* VIH"#*
NGHN&#基因表达有关(\_I可以激活其 7H>N的
表达(从而对衰老大鼠脑组织中 N58*>W*GN*BJIV
起到一定的调节作用+ 由于中药的作用是多靶点*多
效应作用的结果(因此在接下来的工作中还要再进一
步对 \_I参与机体抗衰老的作用机制进行研究+
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不同功率 B)& 27激光诱导棕色挪威大鼠脉络膜
新生血管模型的实验研究$

孟!梁"!梁凤鸣&!王!莉&!黎红梅&!张欣桐&

!"4天津市滨海新区中医医院(天津!)##)(#" !&4天津中医药大学第一附属医院(天津!)##)%""

摘要%目的!采用 B)& 27激光的不同功率诱导棕色挪威大鼠脉络膜新生血管模型(以探求成模率最高的激光功

率+ 方法!将 (B 只挪威棕色大鼠随机分为 ) 个实验组(每组 "B 只(激光功率依次为 (## 7L*)## 7L*&## 7L(光

斑直径 "## %7(曝光时间 "## 7*(每眼光凝 "#i"& 个点+ 对各实验组大鼠激光造模后的第 " 周*& 周*) 周*( 周行

眼底彩照*荧光素血管造影和光学相干断层扫描(对实验数据进行统计+ 结果!眼底彩照可见激光诱导后的视网

膜因玻璃膜的破坏呈现水肿状态,荧光血管造影显示功率 &## 7L的激光与 )## 7L*(## 7L的激光诱导后第 "i(

周的渗漏率对比(差异有统计学意义!*m#C#B",功率为 )## 7L和 (## 7L在第 "*) 周时(其渗漏率差异无统计学

意义!*n#C#B"(第 &*( 周对比渗漏率有统计学意义!*m#C#B",功率为 &## 7L的激光诱导第 "*& 周的渗漏率差异

无统计学意义!*n#C#B"(而第 "*) 周和第 &*) 周的渗漏率差异有统计学意义 !*m#C#B"(功率为 )## 7L和 (##

7L激光诱导第 "*&*) 周的渗漏率两两对比差异有统计学意义!*m#C#B"() 组功率在第 )*( 周的渗漏率对比(差异

均无统计学意义!*n#C#B"+ 光学相干断层扫描显示视网膜破坏后结果紊乱(然后诱发脉络膜新生血管形成(最终

趋于稳定(部分视网膜结构萎缩变薄+ 结论!&## 7L*)## 7L*(## 7L的 B)& 27激光均可以诱导挪威棕色大鼠

形成脉络膜新生血管模型(其中 )## 7L的成模率最高(脉络膜新生血管于 " 周后开始形成(第 ) 周达到高峰(第 (

周趋于稳定+

关键词%脉络膜新生血管,B)& 27激光,激光功率,棕色挪威大鼠

中图分类号% HJ))!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##?&J#?

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4#")

!!脉络膜新生血管 !586M61,3O2Q6‘3*5SO3M1e39162(
A>a"是视网膜J脉络膜毛细血管复合体(其生成与
!或"破裂是导致眼底渗出*出血的关键(也就是直
接导致患者视力下降*视物变形*视野缺损的直接原
因+ 因此各种造成脉络膜新生血管生成与破裂的相
关疾病(如湿性黄斑变性(中心性渗出性脉络膜视网
膜病变(高度近视性视网膜病变等(已成为人群致盲
的主要原因之一 - ". + 现阶段国内外对于激光诱导
棕色挪威大鼠!\M6-2 >6M-3+(\>"产生A>a的机理
已达成共识+ 唐坤用 B)& 27激光(功率 "?# i
"’# 7L(光斑直径 B# %7(曝光时间 #C" *(围绕视
盘约 &i) 个 FG光凝 \>大鼠(每眼 ?i$ 个点(证实
B)& 激光诱导 \>大鼠 A>a动物模型(且 A>a模型

于 &" , 达到成熟 - &. + 张舒阳等通过 B)& 27激光对
\>大鼠造模(在曝光时间 #C" *(光斑直径 "## %7
条件下(功率分别选择 "## 7L*&## 7L*)## 7L(
证实激光功率在 )## 7L时 A>a成模率最高,A>a
形成面积*中央厚度最大(是激光诱导 \>大鼠 A>a
模型较为 理 想 的 激光功率 - ). + 任秉 仪 等 通过
B)& 27激光对 (# 只 \>大鼠进行试验(每两个血管
弓之间光凝 "i& 个激光斑(证实大鼠造模后 " 个激
光斑比 & 个激光斑的成模率高 - (. + 通过 B)& 27激
光造模的实验研究(存在不同功率的选择(我们拟通
过实验探讨不同功率激光诱导 \>脉络膜新生血管
模型的成功率(旨在选择合适的激光功率以提高 \>
大鼠的成模率+
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/K材料与方法

/M/K实验动物
清洁级雄性棕色挪威大鼠!\>" (B 只(%i"" 周

龄(体质量 &##i&B# R(由北京维通利华实验动物有
限公司提供(生产许可证号%=A_d!京" &#"&J###"(
使用许可证号%=]_d!津"&#"(J###&+
/M5K实验仪器及药品

盐酸丙美卡因滴眼液 !商品名爱尔凯因(=4N4
NEAc>JAcZaHWZH>4a4比利时"用以表面麻醉(复
方托吡卡胺滴眼液 !沈阳兴齐眼药股份有限公司"
以散瞳,"f戊巴比妥钠!上海泰瑞尔生物技术有限
公司"以腹腔麻醉,"#f荧光素钠注射液 !广西梧州
制药股份有限公司"用于眼底荧光血管造影检查,
眼底彩照造影机!日本 .6-3"用于拍摄眼底彩照和
荧光 素 眼 底 血 管 造 影 术 ! POS6MQ*5Q12 PS2,S*
32R16RM3:8+(YYN" 检查, 光学相干断层扫描仪
!c:9153O568QMQ25Q9676RM3:8+(cAI" !海德堡"以观
察视网膜结构,B)& 27绿光激光机 !法国光太"用
以不同功率激光进行造模+
/M3KEBI造模及检查方法

动物实验通过了单位伦理委员会或管理委员会
审批后(对 (B 只 \>大鼠行双眼检查(前节和眼底
检查均未见明显异常(在实验室喂养 " 周(后随机将
其分为 ) 组(每组 "B 只(激光功率依次为 (## 7L*
)## 7L*&## 7L+ 进行造模前(\>大鼠经腹腔注
射戊巴比妥钠!( 7E;.R体质量"进行麻醉(均选择

左眼表面麻醉和散瞳后(用不同功率的激光(光斑直
径 "## %7(曝光时间 "## 7*(每眼光凝 "# i"& 个
点(光凝后视网膜以有气泡产生或轻度出血为准+

各实验组大鼠激光造模后的第 " 周*& 周*) 周*
( 周行眼底彩照*荧光素血管造影!PS2,S*POS6MQ*5Q12
32R16RM3:8+(YYN" 和光学相干断层扫描 !c:9153O
A68QMQ25QI676RM3:8+(cAI"+ YYN显示光斑渗漏
则表示造模成功(并对激光斑渗漏部位进行分级(标
准如下 - &. %$级(注射荧光素 B##i?## *后(眼底未
见荧光素渗漏,!级(注射荧光素 B##i?## *后(眼
底存在轻度荧光素渗漏,’级(注射荧光素 B## i
?## *后(眼底存在中度荧光素渗漏,(级(注射荧光
素 B##i?## *后(眼底可见大量荧光素渗漏+
/M2K统计方法

采用 =F=="% 软件(对实验数据进行分析(单向
有序资料用秩和检验(构成比用卡方检验(*m#C#B
为差异有统计学意义+

5K结果

5M/K=B大鼠存活情况
本实验采用 ) 个不同功率的 B)& 27激光分别

对 "B 只 \>进行造模研究(从实验为期 ( 周时间的
存活率来看(&## 7L和 )## 7L实验组的 \>大鼠
均有不同程度的死亡(但是总的存活率维持着
$#f(而 (## 7L的实验组只有 (?C?’f的存活率(
考虑与激光功率太大造成大鼠死亡率上升有关+

表 /K不同功率激光同一时间 =B大鼠的存活数量的组间比较
@%J:-/KE(9T%G#Q(&(RF"-Q+GU#U%:&+9J-GQ(R=BG%FQ%FH#RR-G-&FT(*-G:%Q-GQ%FF"-Q%9-F#9-

功率;7L

F6-QM;7L

只数;只

>S7TQM*

" 周

"-QQ.

& 周

&-QQ.*

) 周

)-QQ.*

( 周

(-QQ.*

存活率;f

=SM‘1‘3OM39Q;f
&## "B "B "B "( "& $#C##
)## "B "B "( ") "& $#C##
(## "B "( ") "# ’ (?C?’

5M5K眼底彩照结果
通过 B)& 27激光破坏了正常的视网膜结构(导

致视网膜缺血缺氧(诱发激光斑周围视网膜水肿(呈
灰白色(实验结果如图 "+
5M3KLL<检查结果

YYN检查前(对 \>大鼠进行腹腔及表面麻醉*
散瞳(步骤同激光造模(后予以腹腔注射 "#f的荧
光素钠!#CB 7E;.R"(用眼底彩照造影机进行检查+
5M3M/!同一时间段的不同功率激光光凝渗漏率的

组间比较(结果如下%
同一时间段的不同功率激光光凝渗漏率的组间

比较(差异均具有统计学意义 !*m#C#B"(见表 &+
从实验数据分析来看同一时间段功率 &## 7L的与
)## 7L 和 (## 7L 渗漏率比较均有统计学意义
!*m#C#B"(说明 &## 7L的激光能量相对较小(导
致的荧光渗漏率都较低(成模率相对较低(而 )##
7L和 (## 7L相对比 &## 7L导致荧光渗漏率较
高(成模率较高,功率为 )## 7L和 (## 7L在第 "*

/)?/
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图 /K不同级别的荧光渗漏图
注%$级%眼底未见荧光素渗漏,!级%眼底存在轻度荧光素渗漏,’级%眼底存在中度荧光素渗漏,(级%眼底可见大量荧光素渗漏

L#)X/K’#RR-G-&F:-U-:Q(RR:+(G-QP-&P-:-%Y%)-
>69Q%$,QRMQQ%262JPOS6MQ*5Q12 OQ3.3RQ,! ,QRMQQ%3O199OQPOS6MQ*5Q12 OQ3.3RQ,’ ,QRMQQ%76,QM39QPOS6MQ*5Q12 OQ3.3RQ,

( ,QRMQQ%O3RQM376S296PPOS6MQ*5Q12 OQ3.3RQ

表 5K同一时间段的不同功率激光光凝渗漏率的组间比较
@%J:-5KE(9T%G#Q(&J-F*--&)G(+TQ(RH#RR-G-&FT(*-G:%Q-G%J(+FR:+(G-QP-#&:-%Y%)-%FF"-Q%9-F#9-T-G#(H

时间;周

I17Q;-QQ.

功率;7L

F6-QM;7L

光斑总数

>S7TQM6P*:69*

$级

$,QRMQQ

!级

!,QRMQQ

’级

’,QRMQQ

(级

(,QRMQQ
*

" &## "$# $’ ’? "’ # #C###
)## "$# ?( ’$ )$ #3

(## "?$ B? ’? )( &3

& &## "’# ’( ?$ &? & #C###
)## "?B )? B$ ($ ")3

(## ")? )& &? B& &?3T

) &## "B$ B& B? )$ "& #C###
)## "($ "& && (? ?$3

(## "#$ $ &B )& ()3

( &## "(& )% BB (# $ #C###
)## ")# "" )# )? B)3

(## ’? & "& &" ("3T

!!注%资料为单向有序资料(同一功率组内总体比较用 dMS*.3OJL3OO1*V检验,组内两两比较用秩和检验+ 同一时间的不同激光功率光凝渗

漏率的比较%&## 和 )## 7L*&## 和 (## 7L比较(3*m#C#B,)## 和 (## 7L比较(T*m#C#B

>69Q% I8Q,3931*62QJ-3+6M,QMQ, ,3934I8Q6‘QM3OO567:3M1*62 TQ9-QQ2 98Q*37Q:6-QMRM6S: 1*:QMP6M7Q, T+dMS*.3OJL3OO1*V9Q*9, 98Q9-6RM6S:*

3MQ567:3MQ, T+*1R2Q,JM32. 9Q*94A67:3M1*62 TQ9-QQ2 RM6S:*6P,1PPQMQ29:6-QMO3*QM3T6S9POS6MQ*5Q12 OQ3.3RQ3998Q*37Q917Q:QM16,%&##;)## 7L*

&##;(## 7L(3*m#C#B,)##;(## 7L(T*m#C#B

/(?/
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) 周时(其渗漏率差异无统计学意义!*n#C#B"(说
明第 "*) 周时(两组的成模率无差异(第 &*( 周对比
渗漏率有统计学意义!*m#C#B"(第 &*( 周时两组的
成模率有差异+ 而且从光斑数量可以看出 (## 7L
的功率造模后(光斑大面积融合(甚至导致 \>大鼠
眼底出血或者后期死亡(所以实验数据中有效数据
随着时间的变化在不断减少(可能与 (## 7L的激
光能量太大有关(所以功率为 )## 7L的激光造模
是最佳选择+
5M3M5!同一功率的激光在不同时间段光凝渗漏率
比较(如下%

同一功率的激光在不同时间段光凝渗漏率的组
内比较(差异有统计学意义!*m#C#B"(见表 )+ 根
据实验数据统计(&## 7L的激光功率(第 " 周和第

) 周*第 " 周和第 ( 周*第 & 周和第 ) 周*第 & 周和第
( 周比较(其造模的渗漏率差异有统计学意义 !*m
#C#B"(而第 " 周和第 & 周*第 ) 周和第 ( 周(其造模
的渗漏率差异无统计学意义 !*n#C#B"(可能为第
"*& 周因为功率太小(造成的眼底渗漏率变化不大(
于第 ) 周开始增加(逐渐到高峰(第 ( 周维持在稳定
状态,功率为 )## 7L 和 (## 7L 的激光功率进行
造模(除第 ) 周和第 ( 周对比(其造模的渗漏率差异
无统计学意义!*n#C#B"(其余时间两两对比(其造
模的渗漏率差异有统计学意义!*m#C#B"(说明随着
时间的推移(其眼底渗漏率在逐渐增加(第 ) 周到达
高峰并于第 ( 周维持稳定(证实 B)& 27激光诱导眼
底 A>a的形成在第 ) 周达到高峰(并在第 ( 周维持
稳定状态+

表 3K同一功率的激光在不同时间段光凝渗漏率的组内比较
@%J:-3KE(9T%G#Q(&(RR:+(G-QP-#&:-%Y%)-G%F-Q(RF"-Q%9-T(*-G:%Q-G%FH#RR-G-&FF#9-T-G#(HQ

功率;7L

F6-QM;7L

时间;周

I17Q;-QQ.

光斑总数

>S7TQM6P*:69*

有渗漏

POS6MQ*5Q12 OQ3.3RQ

无渗漏

>62JPOS6MQ*5Q12 OQ3.3RQ

渗漏率f

H39Q*;f
*

&## " "$# %) $’ B"C?’ #C###
& "’# %? ’( B?C(’
) "B$ "#? B& ?’C#%3T

( "(& "#) )% ’&CB(3T

)## " "$# ""? ?( ?(C(( #C###
& "?B "&% )? ’$C"$3

) "($ ")? "& %"C$%3T

( ")# ""% "" %"CB(3T

(## " "?$ ""& B? ??C?’ #C###
& ")? "#( )& ’?C(’3

) "#$ "## $ %&CB%3T

( ’? ’( & %’C)’3T

!!注%资料为单向有序资料(同行k列的卡方检验+ 同一功率不同时间段荧光渗漏率的比较4第 " 周和第 &*)*( 周比较(3*m#C#B,第 & 周和第

)*( 周比较(T*m#C#B

>69Q% I8Q,3931*62QJ-3+6M,QMQ, ,393( 98Q9-6RM6S:*3MQ567:3MQ, T+581J*KS3MQ9Q*94A67:3M1*62 6PPOS6MQ*5Q12 OQ3.3RQM39Q*6P98Q*37Q:6-QM

O3*QM39,1PPQMQ29917Q:QM16,*%";&*";)*";((3*m#C#B,&;)*&;((T*m#C#B

5M2K>E@检查结果
cAI显示% &## 7L 的激光光凝后第 "* & 周

cAI检查见光凝区视网膜神经上皮层开始断裂(呈
现0凹1字改变,光凝后第 ) 周见光凝区神经上皮层
结构层次不清(呈白色高反射(从脉络膜突破 HFW
层进入神经上皮层(提示 A>a已形成,光凝后第 (
周光凝区神经上皮层呈多层高反射信号(A>a呈进
展期+ )## 7L的激光光凝后第 " 周 cAI检查见光
凝区视网膜神经上皮层断裂(呈现0凹1字改变,光
凝后第 & 周见光凝区神经上皮层较前增厚(结构层
次不清(呈白色高反射(从脉络膜突破 HFW层进入
神经上皮层(提示 A>a已形成,光凝后第 ) 周光凝

区神经上皮层明显增厚(呈多层高反射信号(A>a
达到高峰,光凝后第 ( 周 cAI显示视网膜结构与第
) 周相比无明显变化(A>a达到稳定期+ (## 7L
的激光光凝后第 " 周 cAI检查见光凝区视网膜神
经上皮层断裂(部分神经上皮层较前增厚(呈白色高
反射(光凝后第 &*) 周前期光凝区神经上皮层明显
增厚(呈多层高反射信号(A>a达到高峰(而光凝后
第 ) 周后期及第 ( 周部分视网膜已经萎缩变薄+ 从
A>a的形成时间来看(&## 7L 组于第 ( 周形成
A>a(而 )## 7L和 (## 7L组于第 ) 周形成 A>a(
但是 )## 7L组的 A>a在第 ( 周维持 A>a的形态
利于观察 A>a的形态(而 (## 7L组第 ( 周时神经

/B?/
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上皮层开始萎缩(不利于实验观察(考虑 &## 7L的
能量相对较小(导致 A>a的成模时间较晚(而 (##
7L的能量太大(造成了视网膜的损伤(所以还是
)## 7L 的功率适合 A>a的造模+ 任秉仪*E1*
YS.S581*d17等的研究结果也证实 cAI可以观察
A>a的动态进展 - (J’. +

3K讨论

因为 \>大鼠的脉络膜组织与人的脉络膜结构
相似(均含有大量的色素细胞(都可吸收大量光能
量(造成视网膜和脉络膜的损伤(从而诱导 A>a的
形成+ 以及 \>大鼠取材方便(存活率高(而且成熟
周期短(成本较低(因此 \>大鼠成为临床实验中
A>a造模的主要动物来源 - $J"". + 激光光凝可对老鼠
视网膜光凝区产生热效应*光化学效应及器质性损
伤效应+ 激光效应主要是因为激光的光能凝聚到视
网膜上(穿破 \MS58 膜(到达 HFW层及脉络膜细胞
层面(周围细胞内的蛋白质结构遭到破坏(进而毛细
血管的管壁通透性增加(血管内血浆及血细胞渗出(
导致激光斑周围的视网膜缺血缺氧(诱导脉络膜滋
生新生血管(最终形成 A>a+

从 YYN实验数据可以看出(功率为 &## 7L激
光的造模渗漏率明显低于 )## 7L和 (## 7L(考虑
&## 7L 的功率相对较小(对视网膜的损伤相对较
小(所以诱导 A>a的成模率较低,而 (## 7L 的功
率太大(造成 \>大鼠死亡率太高+ 且从渗漏率可
以看出(激光造模的成模率在第 ) 周达到高峰(随后
维持稳定(所以功率为 )## 7L的激光造模是最佳
选择+ 张舒阳等也通过 B)& 27激光(功率分别选择
"## 7L* &## 7L* )## 7L(证实激光功率在 )##
7L时 A>a成模率最高(是激光诱导 \>大鼠 A>a
模型较为理想的激光功率 - ). +

根据 cAI对 A>a的形态学观察所示(&## 7L
的激光诱导的 A>a于第 ) 周开始形成(第 ( 周呈上
升趋势(逐渐增多(后期达到稳定期,)## 7L 的激
光诱导的 A>a于第 & 周开始形成(第 ) 周达到高
峰(第 ( 周趋于稳定,(## 7L的激光诱导的 A>a于
第 " 周后期形成(于第 & i) 周达到高峰() i( 周趋
于稳定(第 ( 周后期部分视网膜因结构破坏而萎缩
变薄(这一结果同 YYN观察结果+ 唐坤*李学晶及
王鑫等通过 B)& 27激光诱导 \>大鼠 A>a动物模
型(进行切片*染色观察组织形态学的改变(也证实

了 A>a模型于第 ) 周达到成熟(第 ( 周趋于稳
定 - &("&J"). (本实验通过观察 \>大鼠的 YYN和 cAI
的表现图也得出相关结论(而切片和染色相对 YYN
和 cAI更为复杂(所以可以通过观察 YYN和 cAI
的形态学变化对造模成果与否进行评估(可以节约
实验成本并增强实验的可操作性+

综上所述(波长 B)& 27*光斑直径 "## %7*曝光
时间 "## 7**每眼光凝 "#i"& 个点(功率为 )## 7L
的激光诱导 \>大鼠的成模率最高(且稳定性最好(
值得进一步推广+
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-198 (## 7L O3*QM:6-QM(98QOQ3.3RQM39Q3998Q"*932, )M, -QQ. -3*26*9391*9153OO+*1R21P15329!*n#C#B"( 32,
98QOQ3.3RQM39Q3998Q&2, 32, (98 -QQ.*-3**9391*9153OO+*1R21P15329!*m#C#B "4I8QMQ-3*26*1R21P15329
,1PPQMQ25Q12 98QOQ3.3RQM39QTQ9-QQ2 98Q"*932, &2, -QQ. 6P&## 7L O3*QM:6-QM!*n#C#B"4\S998QMQ-3*
*1R21P15329,1PPQMQ25QTQ9-QQ2 98Q"*932, )M, -QQ. 6P&## 7L O3*QM:6-QM!*m#C#B"4<9-3**1R21P15329,1PPQMQ25Q
TQ9-QQ2 98Q&2, 32, )M, -QQ. 6P&## 7L O3*QM:6-QM!*m#C#B"4I8QOQ3.3RQM39Q*12,S5Q, T+)## 7L 32,
(## 7L O3*QM:6-QM-QMQ*9391*9153OO+*1R21P153293998Q"*9( &2, 32, )M, -QQ.*!*m#C#B"4I8QOQ3.3RQM39Q*6P
98Q98MQQRM6S:*-QMQ26*9391*9153O*1R21P15325Q3998Q)M, 32, (98 -QQ.*!*n#C#B"4c:9153O568QMQ25Q9676RM3:8+
*86-Q, MQ9123O-3*,1*6M,QMQ,( 98Q2 MQ9123OTQR312Q, 96P6M7 586M61,3O2Q6‘3*5SO3M1e391624I8Q 586M61,3O
2Q6‘3*5SO3M1e39162 -3*SO91739QO+*93T1O1eQ,(32, :3M96P98QMQ9123O*9MS59SMQ39M6:8+9812212R4E(&P:+Q#(&!
&## 7L( )## 7L 32, (## 7L O3*QM:6-QM6PB)& 27 O3*QM532 12,S5Q98QP6M739162 6P586M61,3O
2Q6‘3*5SO3M1e39162 76,QOT+\M6-2 >6M-3+4I8QP6M739162 M39Q6P)## 7L O3*QM:6-QM1*98Q81R8Q*94I8Q586M61,3O
2Q6‘3*5SO3M1e39162 TQR12*96655SM3P9QM98Q"*9-QQ.( MQ35812R98Q:Q3. 12 98Q)M, -QQ.( 32, 98Q586M61,3O
2Q6‘3*5SO3M1e39162 9Q2,*96TQ*93TOQ3998Q(M98 -QQ.4
,-$ *(GHQ%586M61,3O2Q6‘3*5SO3M1e39162, B)& 27O3*QM, O3*QM:6-QM, \M6-2 >6M-3+
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哺乳期小鼠人工喂养初探$

程如越"!何!方"!石!磊&!李!鸣"

!"4四川大学华西公共卫生学院(成都!?"##("" !&4四川大学华西医院临床营养科(成都!?"##(""

摘要%目的!探索哺乳期小鼠的人工喂养方法(为进一步研究小鼠的营养需要与生长发育奠定基础+ 方法!B 只孕

龄 "#i"& , 的 =FY级近交系 \NE\;5孕鼠正常饲养至自然分娩(将 ) 日龄 &’ 只新生小鼠随机分为人工喂养组和母

乳喂养组(并分别哺乳至 "( 日龄+ 结果!从 ) 日龄到 "# 日龄(人工喂养组小鼠生存率达 "##f("" 日龄为 %&C%f(

"& 日龄为 ’$C?f(") 日龄为 B#f("( 日龄为 )BC’f(共 B 只人工喂养组小鼠成功地喂养至 "( 日龄+ 但 "# 日龄时(

人工喂养组小鼠体质量显著低于母乳喂养组!)C#&l#C?’ ‘*%C##l#C’#(*m#C#""+ 结论!本实验采用自制的喂养

乳头和小鼠人工乳在一定程度上实现了小鼠的人工喂养(但还需进一步探索提高哺乳期内人工喂养小鼠的生存率

及增加体质量的方法+

关键词%小鼠,人工喂养,母乳喂养

中图分类号% U%BJ))"!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##?$J#B

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4#"(

!!新生动物的人工喂养是研究生命早期营养调
控*生长发育的重要前提 - ". + 大(小鼠是实验动物
中常用的重要的品种(成功的大小鼠人工喂养模型
是营养*代谢*免疫等研究领域的重要基础+ 在
HQ+21QM*等首次建立了无菌大鼠后 - ". (DS*93P**62*
FOQ3*329*等也建立了无菌大鼠 - &J). + [Q**QM等在
"%?% 年首次采用在大鼠胃中安置胃管的方法进行
人工喂养 - (. (而 V3OO在 "%’B 年改进了这一方法(并
成功建立了大鼠人工喂养的模型 - B. +

相比之下(关于小鼠的人工喂养则起步较晚+
近年来学者开始研究小鼠的人工喂养+ LQ*9*
\Q1QM1Q等采用自制的喂养乳头实现了哺乳期内小
鼠的人工喂养 - ?J’. + Q̂2R等参考 V3OO的大鼠胃造瘘
的方法在新生小鼠胃中安置胃管(并喂养至 "( 日
龄 - $. + 尽管已有学者报道了哺乳期小鼠的人工喂
养方法以及人工乳的配制(但由于新生小鼠的食管
细小脆弱(哺乳工具难以制得(人工乳配方不适合等
使得哺乳期小鼠的人工喂养方法仍需改进+ 为此(
本研究的目的是通过总结前人的经验并进一步探索
哺乳期小鼠人工喂养的方法(以期为后续的研究提
供方法与思路+

/K材料与方法

/M/K材料
实验动物及饲养%B 只 =FY级近交系 \NE\;5

孕鼠(孕龄 "#i"& ,(购自四川省成都市达硕实验动
物有限公司 -许可证号% =Ad]!川 " &#"BJ#)# .+
\NE\;5孕鼠均饲养于四川大学华西公共卫生学院
实验动物中心-实验动物使用许可证号%=]_d!川"
&#")J#"".<aA塑料笼中待产(由于孕鼠的营养需要
较普通鼠高(故给予繁殖饲料 - %. (自由摄食与饮水+
环境温度%!&(l""h(湿度%!BBl"#"f+

\NE\;5孕鼠自然分娩所得新生小鼠(待其 )
日龄时(随机分为母乳喂养组 !739QM23OMQ3M12R(
[H"和人工喂养组 !3M91P1513OMQ3M12R(NH"+ [H组
小鼠由母鼠带仔(饲养环境同母鼠+ NH组小鼠由
人工饲养(给予人工乳(环境温度%! )&l""h(随日
龄增加每天降低 " h(直至 &?i&$ h,湿度%’#fi
$#f(随着日龄增加逐渐降低至 B#f+
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/M5K实验方法
/M5M/! 人工乳的配制% 人工乳的配制参考了
\NE\;5鼠乳(=73M9等*]3b173等采用的人工乳配
方 - "#J"". (由市售婴儿配方奶粉*乳清蛋白粉和中链
甘油三酯!7Q,1S758312 9M1RO+5QM1,Q([AI"粉配制而
成!见表 ""+

表 /K小鼠人工乳组成及营养水平
@%J:-/KE(9T(Q#F#(&%&H&+FG#-&F:-U-:Q

(RJ%Q%:H#-FQ

营养素 >S9M1Q29* 含量 A629Q29!R;"## 7E"

蛋白质 FM69Q12 %C(

J乳清蛋白 L8Q+:M69Q12 ’C(’

J水解乳清蛋白 V+,M6O+eQ, -8Q+:M69Q12 "C%)

碳水化合物 A3MT6M8+,M39Q ’C)!无乳糖"

脂肪 Y39 "?

J中链甘油三酯 [AI "&C%’

J亚油酸 E126OQ15351, #CB

J#J亚麻酸 #JE126OQ215351, #C#?

J二十二碳六烯酸 G656*38Q/3Q2615351, #C##B(

J花生四烯酸 NM3581,6215351, #C##B(

能量 W2QMR+! .53O;"## 7O" &""

/M5M5!人工乳头的制作% 人工乳头以市售鱼肝油
胶囊的外壳为原材料改造而成+ 该外壳遇水即变
软(可保护小鼠口腔+ 制作方法%首先将外壳尖端剪
开一小口(挤出鱼肝油,然后将 " 7E注射器的针筒
与灌胃针相接(吸取 )# i(# h保温的人工乳(灌入
胶囊外壳+ 这样便制成了一个简易的人工乳头+ 经
试验(一个外壳可装 #C) 7E的人工乳+
/M5M3!喂养方案%B 只孕鼠共分娩 &’ 只小鼠(将 )
日龄的所有小鼠随机分为 [H组 ") 只和 NH组 "(
只!见表 &"+ [H组由各自的母鼠哺乳(不做其他
干预+ NH组采用自制的人工乳和人工乳头哺乳(
一天 ( 次(分别于 #%%##("&%##("(%##("?%## 时喂
养+ 每天一只小鼠总的哺乳量为体质量的 &#f(根
据实际情况调整+ 哺乳过程是先挤一滴乳汁滴在小
鼠嘴唇上(诱导其张口(后将外壳尖端送入小鼠口
中(随吞咽动作轻轻挤压乳头底部(使小鼠吸吮乳汁
并吞咽入胃+ 从 ) 日龄开始每日称体质量并记录至
"# 日龄(在 "( 日龄时终止研究(在观察小鼠精神状
态*体质量*生长发育*活动能力*排便*毛色等情况
后(解剖受试小鼠(观察小鼠脏器的发育情况+
/M3K统计学方法

实验数据采用均值l标准差表示(并采用统计
软件 =F== "%C# 分析+ 两组间比较采用 =9S,Q29)*J9

检验,多组间比较采用方差分析(两两比较采用
GS22Q99J9检验+ 均为双侧概率检验(*m#C#B 为差异
有统计学意义+

表 5K实验分组

@%J:-5KN+TQ)G(+T-H#&F( <?%&HD?

乳鼠 E3593912R715Q 组名!编号"DM6S:

"@" NH"

"@& NH&

"@) [H"

&@" NH)

&@& NH(

&@) [H&

&@( [H)

)@" NHB

)@& [H(

(@" NH?

(@& NH’

(@) NH$

(@( NH%

(@B NH"#

(@? [HB

(@’ [H?

(@$ [H’

(@% [H$

(@"# [H%

B@" NH""

B@& NH"&

B@) NH")

B@( NH"(

B@B [H"#

B@? [H""

B@’ [H"&

B@$ [H")

!!注%小鼠编号指在喂养时的编号!"@" 表示孕鼠 " 号分娩的 " 号

小鼠"

>69Q%I8QO3593912R715Q>64MQPQM*9698Q>643998Q917Q6PMQ3M12R

!"@" 12,1539Q*98Q:S: >64" ,QO1‘QMQ, 9698Q7698QM>64""4

5K结果

5M/K<?组小鼠的生存率
本实验采用自制的喂养乳头和小鼠人工乳实现

了哺乳期 \NE\;5小鼠的人工喂养+ 本实验共喂养
"( 只 ) 日龄小鼠(B 只小鼠成功喂养至 "( 日龄+
NH组小鼠从 ) 日龄到 "# 日龄(生存率达 "##f(""

日龄生存率为 %&C%f("& 日龄为 ’$C?f(") 日龄为
B#f("( 日龄为 )BC’f+ ) i"( 日龄哺乳期内 [H

组小鼠全部存活+

/%?/
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图 /K3f/2 日龄内 <?组小鼠的生存率曲线
L#)X/K!+GU#U%:G%F-P+GU-Q(R3 F( /2 H%$Q(R<?9#P-

5M5K喂养期间内两组小鼠体质量及其他指标的
变化

NH组和 [H组小鼠在开始人工喂养时体质量
无明显差异!)C$%l#C$’ ‘*)C&?l#C)&(NH‘*[H,
*n#C#B "+ ( 日龄时(NH组体质量低于 [H组
!)C’(l#C$) ‘*(C)%l#C(&(NH‘*[H,*m#C#B"+
到 "# 日龄时(NH组体质量仍低于 [H组 ! )C#&l
#C?’ ‘*%C##l#C’#(NH‘*[H,*m#C#""+ NH组喂
养期间内体质量未增长(呈缓慢下降趋势(而 [H组
喂养期间内体质量持续增长+

图 5KD?组和 <?组小鼠 3f/6 日龄内的生长曲线

注%$ *m#C#B,$$*m#C#"

L#)X5K@"-)G(*F"P+GU-Q(RF"-9#P-#&F"-

D?%&H<?)G(+TQH+G#&) 3 F( /6 H%$Q

>69Q%$*m#C#B,$$*m#C#"

除体质量外(NH组和 [H组在长须*立耳*长
牙*被毛*睁眼的日龄基本一致(但 NH组睁眼的小
鼠只有 & i) 只([H组全部睁眼 !见表 )"+ 另外(
NH组小鼠的精神状态*活动能力与 [H组相比均较
差,粪便较黏稠!见图 )"(但无腹泻*便秘等胃肠道
不适症状,解剖死亡小鼠发现胃肠道有明显胀气(并
充满整个腹部 !见图 (",但毛色均为白色(系正常
发育+

表 3KD?组和 <?组小鼠生长发育等情况#天$

@%J:-3K\G(*F"%&HH-U-:(T9-&F(R

<?%&HD?9#P-!H"

组别

DM6S:*

长须

TQ3M,*

立耳

Q3M*

长牙

9QQ98

被毛

831M

睁眼

Q+Q*
[H "i& &i) ?i$ $i"# "&i"(
NH "i& &i) ’i% %i"" ")i"B

图 3K<?组小鼠粪便情况
L#)X3KL-P%:P(&H#F#(&(R9#P-#&<?)G(+T

图 2K<?组小鼠胃肠道胀气
L#)X2K\%QFG(#&F-QF#&%:R:%F+:-&P-(R9#P-#&<?)G(+T

3K讨论

正常生长发育的小鼠(&" 日龄左右断乳+ 睁眼
后(即 ")i"( 日龄(可开始进食固体饲料(后哺乳量
逐渐下降(直至完全断乳+ 哺乳期小鼠生长发育迅
速(对营养要求较高(营养不良会影响体格*智能发
育以及导致各种疾病的发生+ 本实验的目的是探索
"( 日龄小鼠的人工喂养方法+ 本次实验通过采用
自制的人工乳和人工乳头喂养 "( 只自然分娩后 )
日龄的新生小鼠(到 "( 日龄时存活 B 只(存活率为
)BC’f(在一定程度上实现了哺乳期小鼠的人工喂
养(为今后的研究打下了良好的基础并取得了珍贵
的经验+

/#’/
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本次实验主要观察了哺乳期小鼠的生存率和体
质量+ 生存率是评价小鼠在哺乳期内生存状况的重
要指标(而体质量是衡量生长发育和营养状况的主
要指标+ 本次实验中(小鼠从 "# 日龄后生存率逐渐
下降(到 "( 日龄时为 )BC’f(与多数报道差距较大+
最终存活至 "( 日龄的 B 只小鼠中() 日龄时体质量
均大于 ( R,而在 "( 日龄前死亡的 % 只小鼠中(其中
$ 只 ) 日龄时的体质量小于 ( R+ 由此我们推测开
始 NH时的小鼠体质量可能影响 NH组小鼠在喂养
期间的生存率+ V6*81T3也提到出生体质量越大的
小鼠越易喂养 - "&. + 而 (i"# 日龄内 NH组小鼠体质
量不增反减(低于 [H组(差异有统计学意义+ 体质
量的降低是生存率下降的重要因素+

我们推测本次实验中 NH组小鼠人工乳营养组
分不合理及哺乳量不足可能是导致其体质量降低(
生存率下降的主要原因+ 本实验的人工乳是根据
]3b173等的小鼠人工乳配方改进而来+ VS**Q12 等
采用 ]3b173的配方实现了小鼠的人工喂养 - "). + 同
时该配方能量及三大营养素的含量及供能比与
\NE\;5鼠乳接近+ 本次实验 NH组小鼠在喂养期
间内未出现腹泻*便秘*恶心*呕吐等胃肠道不适症
状(但有明显的胃肠道胀气+ 涂新明等提到人工乳
中的酪蛋白是必需的(可使人工乳到胃中并凝固(如
果不含酪蛋白(人工乳到胃中后(很快排到肠道( 充
满肠管(导致消化不良 - "(. + ]3b173等也提出人工乳
中酪蛋白和乳清蛋白的比例与大鼠肠道发育有关(
坚硬的酪蛋白乳凝块可能是肠道黏膜肥大的重要因
素 - "B. + d3226等提到如果小鼠奶中的酪蛋白和乳
清蛋白比例为 ? g( 时(其胃内乳凝块比较柔软(形
态和质地与母乳类似 - "?. + 此次实验中自制的人工
乳不含酪蛋白(推测这可能与小鼠胃肠道胀气有关+
关于哺乳量的不足(主要由喂养方法与喂养频率所
决定+ 喂养方法包括强饲法和吸吮法(两种方法均
能成功哺育小鼠+ 本次实验采用的是吸吮法(即靠
小鼠自己吸吮(而非强饲法+ 许多学者认为吸吮法
给小鼠喂的人工乳太少而不提倡该法+ 涂新明等*
易萍还提出吸吮法耗时长(小鼠可因吸入空气造成
胃肠道胀气和呛咳(而采用了灌胃强饲法 - "(("’. + 王
建国*仉慧敏则认为灌胃强饲法容易损伤小鼠食道
上皮(甚至插破胃管致死(所以需要较高的技术经
验+ 而吮吸是小鼠的本能反应(刚出生就会吮吸(只
要耐心细致地调节人工乳的黏稠度*流速*饲喂姿
势*小鼠的 自身 状态等便可达到每 日 的 哺 乳

量 - "$J"%. + V6*81T3采用自制的人工乳头和吸吮法(
使 " 日龄的 <AH小鼠成功喂养至 "( 日龄(生存率达
$?C’f+ ]3*S,3等也采用经 V6*81T3自制的人工乳
头改造而来的喂养装置进行人工喂养(使 ) 日龄的
小鼠全部存活至 "( 日龄 - &#. + 本次实验中由于实验
条件的限制(未能在夜间哺乳+ 两次喂养的时间间
隔较短(往往是上一次喂养的人工乳还没消化完就
要进行下一次的哺乳+ 小鼠没有足够的时间对人工
乳进行消化(易导致腹胀及喂养量的下降(这样便形
成了恶性循环(难以达到小鼠每日的计划哺乳量(导
致体质量下降(生长发育迟缓(生存率降低+

本实验采用自制的喂养乳头和小鼠人工乳实现
了哺乳期 \NE\;5小鼠的人工喂养()BC’f的人工
喂养小鼠成功地存活至目标的 "( 日龄+ 但哺乳期
内 NH组小鼠体质量低于 [H组(其主要原因可能
是人工乳营养水平不合理及哺乳量不足+ 故如何提
高哺乳期内人工喂养小鼠的生存率及增加体质量还
需进一步探索+
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高脂饮食诱导大鼠非酒精性脂肪肝模型简介及技术要点探讨$
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摘要%饮食因素是导致非酒精性脂肪肝发生的最主要的环境因素+ 高脂饮食诱导非酒精性脂肪肝大鼠模型具有贴

近临床*模型稳定的特点(故被广泛运用于非酒精性脂肪肝的研究中+ 本文简要介绍了非酒精性脂肪肝诱导模型

中常用的大鼠脂肪肝模型(并探讨了制作高脂饮食诱导大鼠非酒精性脂肪肝模型的技术要点及体会+

关键词%高脂饮食,非酒精性脂肪肝,大鼠模型

中图分类号% U%BJ))!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##’)J#(

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4#"B

! ! 非 酒 精 性 脂 肪 肝 ! 262J3O5686O15P399+O1‘QM
,1*Q3*Q(简称 >NYEG"临床高发(正在迅速发展成为
一个人类健康问题(经流行病学统计(普通成人的患
病率为 &’fi))f(肥胖症患者的发病率则高达
’Bfi%&f- ". + 在我国北京*上海*广州*深圳等发
达地区及城市 >NYEG发病率达 "Bf- &. (并呈低龄
化趋势发展 - ). + 为了进一步揭示非酒精性脂肪肝
的发病机理(并为临床治疗提供有确切疗效的治疗
方法和作用机制研究(充分利用动物模型成为
>NEYG研究的主要选择+ 因此(需要建立具有合理
性*稳定性的病理动物模型(为 >NEYG的相关研究
提供保障+

理想的 >NEYG动物模型应该达到的基本要求
是能正确反映人 >NEYG的肝组织病理学和病理生
理学特征 - (. ,模型需要具有一定病变发展过程*成
型率高(死亡率低(且可重复性良好*造模方法简便
易行的特点+ 目前(非酒精性脂肪肝动物模型主要
分为五类%营养型脂肪肝模型*药物中毒引起的损伤
型脂肪肝模型*由特殊基因导致的特定种系动物的
脂肪肝模型*复合型模型以及根据中医证型分类的
模型+ 其中营养型脂肪肝模型因为与人 >NEYG具
有相似的致病因素和发病过程(所以认可度最高(是
使用最为广泛的动物模型+

/K实验动物的选择

非酒精性脂肪肝是指除酒精及其他明确的损肝
因素外(导致的脂肪在肝脏大量堆积(形成以弥漫性
肝细胞大泡性脂肪变性为主要病变特征的临床病理
综合征 - B. + 营养型脂肪肝模型的造模思路是为实
验动物提供过高能量的饲料(导致其营养过剩( 机
体无法完全吸收和利用(从而发生脂类在肝脏囤积(

形成脂肪肝+

现用于建立营养型脂肪肝模型的动物种类主要
有啮齿类动物*实验兔*鸡*鸭*猪等+ 因为啮齿类动
物价格适中*易于购买*种源充足(能满足生理学*病
理学*药代动力学*免疫组化和分子生物学等研究的
要求(所以被大量研究使用+ 此外(在高达 %$f的
大鼠基因与人类基因同源性的基础上(还具有旺盛
的生命力和较强的抗感染力等诸多优点(使得大鼠
被广泛运用于营养*代谢性疾病研究 - ?. + 李巍等 - ’.

用长爪沙鼠*大鼠和小鼠建立了 >NYEG模型并进行
了机制研究(发现这些模型在肝功能*脂质代谢和氧
化应激等方面有所不同(其中大鼠模型形成了稳定
的局灶性脂肪肝炎并伴有高脂血症+

经大量的临床调查*研究发现(男性的 >NEYG

发生率超过了女性 - $J"". (例如在深圳地区每三位
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>NEYG患者中有两位为男性 - "&. + 为贴近临床*结
合实际(所以营养型脂肪肝模型多选用雄性大鼠+

国内使用率较高的大鼠是 =G大鼠和 L1*93M大
鼠+ 随着微卫星!715M6*39QOO19Qp=IH*"G>N多态性
分析方法的运用(商海涛等 - ").分析了北京和上海 &
个单位*王立辛等 - "(.分析了辽宁 & 个单位的 L1*93M
和 =G大鼠封闭群的遗传质量(得出封闭群内部遗
传多样性较好(群间遗传差异较大的结论+ =G大鼠
"%&B 年由 L1*93M大鼠培育而成(较 -1*93M大鼠适应
力和抗病能力更强+ 所以(我们选择健康的青壮年
=G雄性大鼠进行 >NEYG的模型建造+

此外(动物在实验前血液中胆固醇 IA*甘油三
酯 ID的含量与构建模型是否成功密切有关(所以
实验所用的大鼠血液中 IA*ID的含量异常者予以
排除(尽可能减少个体差异与实验误差+

因此(为了使动物模型贴近>NEYG临床致病过
程(满足生理学*病理学*药代动力学*免疫组化和分
子生物学等的研究要求(并充分考虑患病率的性别
差异(我们最终选择排除血液中 IA*ID的含量异常
的健康的青壮年 =G雄性大鼠(建造 >NEYG的
模型+

5K营养型脂肪肝模型的建模方法

营养型脂肪肝模型建模方法较多(主要有高脂
饮食法*高脂乳剂灌胃法*高糖饮食法*玉米油注射
法和胆碱J蛋氨酸缺乏法等+
5M/K高脂饮食法

高脂饮食喂养主要是将油脂和胆固醇等混合物
添加到大鼠的基础饲料中(进行喂养(大鼠自由摄食
饮水(模型复制成功率可以达 "##f- "B. (但实验周期
较高脂乳剂灌胃法稍长+ 高脂饮食法可以形成经典
的 >NYEG模型并伴有肥胖*高代谢综合征等表现+
虽然该法形成肝脏纤维化和炎症的程度较轻(但可
广泛运用于 >NYEG的机制研究和药物的筛选干预
实验+
5M5K高脂乳剂灌胃法

高脂乳剂灌胃法是将猪油*胆酸*胆固醇*吐温
$# 和丙二醇等按比例混合后对大鼠进行灌胃+ 大
鼠自由摄食饮水(饲料为普通基础饲料+ 大鼠死亡
率为 &f(模型构建成功率达 %$f- "?J"’. + 该试验方
法需要每天进行灌胃(操作较为繁琐(若操作不当会
导致大鼠窒息死亡+ 若造模同时予以药物治疗(且

给药方式仍为灌胃(则大大增加了大鼠的负担(易导
致实验误差+
5M3K高糖饮食法

高糖饮食法是用蔗糖与基础饲料混合而成的高
糖饲料对大鼠进行喂养(实验过程中大鼠自由摄食
饮水 - "$. + 苏琳和刘玉兰 - "%.将高脂饮食和高糖饮食
建立 >NEYG大鼠模型进行对比(发现高脂组的脂肪
侵润程度比高糖组的更显著(胰岛素抵抗 !Vc[NJ
<H"指数也更高+
5M2K其他建模方法

玉米油注射法 - &#.现较少运用+ 胆碱J蛋氨酸缺
乏![AG"法优势在于造模时间短(但实验动物体质
量下降显著(喂养 ( 周后体质量降低 )Bf(且代谢特
点与人非酒精性脂肪肝炎不同 - &". + 后经苏冬梅等*
张慧芹等 - &&J&).研究发现 [AG饮食法造模的原理主
要是由于缺乏必需营养成分&&&蛋氨酸胆碱(导致
肝细胞营养代谢障碍(ID等脂质物质大量堆积在肝
腺泡 " 区的细胞内( 从而引起肝细胞脂肪性变*炎
症坏死等损伤(所以用 [AG法造模得到的脂肪肝是
以腺泡 " 区肝损伤为先为重的+ 这与高脂饮食诱导
等其他动物模型所表现的以腺泡 ) 区炎症坏死为主
不同 - &(J&B. +

经过上述比较(我们选择用高脂饮食法进行
>NYEG大鼠的建模+

3K营养型脂肪肝动物模型中高脂饲料的选
择与制作

!!通过调查研究得知(目前高脂饲料的制作方式
主要为自行制作或请厂家代为加工+ 两种方式都以
提供确定的高脂饲料配方为前提+ 现常用的高脂饲
料配方为基础饲料与添加物!如%猪油*玉米油*鸡
蛋*蛋黄粉*胆固醇*胆盐等"充分混合(经搅拌后压
制成圆柱状颗粒(进行真空包装并于@&# h保存+
经过前期对比实验研究发现(加入过量高脂成分的
饲料会出现松脆*易碎等问题(导致大鼠厌食(从而
直接影响造模进程+ 较为成熟的高脂饲料配方主要
为基础饲料加入猪油!"#fi"Bf"和胆固醇!"fi
&f"(其中脂肪供能比例的不同是各个配方的主要
区别 - &?. + 部分改良的高脂饲料中添加胆盐和丙基
硫氧嘧啶(以此促进机体对胆固醇的吸收(并抑制胆
固醇转化为胆汁酸(增加胆固醇含量 - &’. + 缺点是过

/(’/
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量的胆固醇会导致大鼠腹泻 - "B. (不利于实验+ 我们
选用 ’%f基础饲料(将 "#f猪油*"#f鸡蛋和 "f胆
固醇作为高脂饲料添加物+

2K营养型脂肪肝动物模型造模成功的标志
或参考标准

!!现公认的营养型脂肪肝动物模型造模成功标志
包括%肝脏湿重增加*体积明显增大+ 肝脏经肉眼观
察可见(表面的包膜紧张(肝叶锋利的边缘消失(肝
脏颜色变浅*整体发黄合并斑点状花纹(部分大鼠肝
脏因局灶性脂肪沉积会出现浅黄色的斑块+ 触摸时
其硬度接近泥块(并有油性感觉+ 参考临床 >NYEG
的血液生化参数(动物模型血液中这些相关标志物
的变化表现为模型组中 IA水平和 ID水平增加(较
正常组显著升高!*m#C#B"+ 肝组织病理学 VW染
色切片结果是营养型脂肪肝动物模型造模成功标志
的金标准(其中脂肪变性的肝细胞占单位面积的";)
以上 - &$. ,或采用油红 c染色后电镜观察细胞内的脂
滴(细胞质内出现红色的脂滴的肝细胞为脂肪变性
细胞(并对其进行计数+

经实验证实(完整造模周期!"& 周"可得到稳定
的 >NYEG大鼠模型+

VK营养型脂肪肝动物模型技术要点及注意
事项

!!>NYEG模型是研究非酒精性脂肪肝的必备前
提条件(模型复制中的各个细节均会对模型成功与
否造成影响(从而直接导致相关机制研究和药效学
研究的成败+ 通过比较研究得出%!""4实验选用雄
性 =G大鼠(其体质量应控制在 "$#i&## R之间(适
应性喂养!’ 天"(测定血液中甘油三酯和胆固醇的
含量(排除异常者后(再进行随机分组+ 此法比适应
性喂养后直接根据体质量进行随机分组更能减少实
验误差(保证结果+ !&"4实验过程中保持实验动物
自由摄食*饮水+ 因为高脂饮食中的油脂有润滑作
用(可使大鼠粪便质软+ 大鼠的饮用水根据国家规
定%清洁级大鼠使用 :V&CB i&C$ 的酸化水或无菌
水(=FY大鼠使用灭菌水+ ! )"4高脂饲料配方中猪
油及胆固醇的含量不宜过高(否则大鼠每日进食量

会有所降低(影响造模进展+ !("4若高脂饲料配方
中加入胆盐(其含量最好控制在 "f左右(避免大鼠
溏泻+ !B"4实验过程中为了方便实验人员对实验
的动态把控(可计算大鼠每日进食量!进食量j大鼠
给食量@饲料剩余量"(并定时检测大鼠的体质量变
化和 血液 中 IA* ID含 量+ 所 以( 尽 可 能 优 化
>NYEG模型的制备条件(将实验步骤标准化*规范
化(使建模方法简单*容易实现+ 这可以提供更高的
模型成型率(降低大鼠死亡率(以获得具有良好的可
重复性和典型可靠的 >NYEG模型+
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昆明小鼠放射性肺炎病理观察
杨!钤!冯玛莉!朱丽娜!仝立国
!山西省中医药研究院临床药理研究室(太原!#)###&"

摘要%目的!阐明昆明小鼠放射性肺炎发生发展过程的病理变化+ 方法!采用 ?[a的 _射线 &#D+单次全胸照射

造模(分别于照射后第 ’*"(*&$ 天取材进行 VW染色*病理观察(并应用 <73RQJFM6FOS*图像分析系统对肺泡壁厚

度*肺泡腔面密度*肺间质面密度进行定量测定分析+ 结果!辐照后随时间延长(肺泡萎缩*肺间隔增宽*炎细胞浸

润程度加重(&$ , 后可见肺泡塌陷实变(轻度纤维化改变+ 肺泡壁厚度*肺泡腔面密度*肺间质面密度测量结果差

异极显著+ 结论!采用上述方法复制的昆明小鼠放射性肺炎模型(病理变化过程符合放射性肺炎病程发展+

关键词%放射,肺炎,病理观察

中图分类号% HJ))&!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##’’J#(

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4#"?

!!放射性肺损伤是胸部肿瘤放疗*骨髓移植等预
处理后常见的并发症(严重时加速患者死亡 - ". + 病
程可分为早期急性肺炎和晚期放射性肺纤维化 &
期 - &. + 本研究模拟临床放疗条件(制备昆明小鼠放
射性肺炎模型(阐明疾病发生发展过程肺部病理变
化(为中药治疗奠定研究基础+

/K材料与方法

/M/K样本#对象$选择及分组
昆明小鼠(雌雄各半(B 周龄(体质量为!&#l&"R(

=FY级(购自北京华阜康生物科技股份有限公司(许
可证号%- =A_d!京" &#"(J###(.+ 动物饲养条件%
同时分笼饲养于山西省中医药研究院中心实验室(
自然光照(自由进水(室内温度 "$ i&% h(湿度
)?fi?#f+

将实验小鼠随机分为 ( 组%空白对照组以及模
型组照射后 ’98*"(98*&$98 ) 组+ 每组 "# 只(雌雄
各半+
/M5K模型制备

动物经 )f戊巴比妥麻醉后(采用 ?[a的 _射
线 &#D+单次全胸照射!图 ""造模(照射位置为头部
下方*剑突以上(照射野面积 & 57k) 57(剂量率%

& D+;712(放射源距皮 "## 57+ 空白组不做任何
处理+

图 /K4DI的 e射线 56\$ 单次全胸照射’

放射源距皮 /66 P9

L#)X/K56 \$ P+9+:%F#U-H(Q-(R4DIe8G%$ #GG%H#%F#(&

(RR+::P"-QF(&P-’ %&HQ(+GP-8QY#&H#QF%&P-_/66 P9

/M3K取材及常规病理观察
分别于照射后第 ’*"(*&$ 天后杀检取材(肺脏

经宏观观察后(与心脏一起包入纱布中置于 "#f中
性甲醛溶液进行固定+ 取左肺叶和右肺中叶(常规
脱水*石蜡包埋*切片后(经 VW染色后显微镜下观
察肺脏组织病理学形态改变+
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/M2KZ7染色步骤
二甲苯 <J" "# 712,二甲苯 <J& "# 712,二甲苯

<J) "# 712,无水乙醇 <B 712,%Bf乙醇 <B 712,
’Bf乙醇 <B 712,苏木素 ( 712,自来水清洗,
#CBf盐酸 B *,自来水清洗,"f氨水 B *,自来水
清洗,伊红 & 712,’Bf乙醇 <<B *,$Bf乙醇 B *

,%Bf乙醇 <<B *,无水乙醇 <<"# 712,二甲苯 <<J"
"# 712,二甲苯 <<J& "# 712,二甲苯 <<J) "# 712- ). +
/MVK图像分析

采用 <73RQFM6FOS*图像分析系统检测组织切
片中肺泡壁厚度*肺泡腔面密度!肺泡腔面积;视野
单位面积"*肺间质面密度 !肺间质面积;视野单位
面积" - (. + 每张切片随机选取 B 个视野测量+
/M4K统计方法

文中数据用统计软件 =F== &&C# 进行分析(均
!!

以!(,l-"表示(采用 "检验+

5K结果

5M/K照射后 ,D 小鼠临床表现
照射 ) , 后(d[小鼠背部胸段照射野被毛脱

落(状态萎靡+
5M5K组织病理学形态变化

空白对照组肺实质与间质部分病理组织学结构均
正常!图 &JN"+ 模型组照射 ’ ,后可见轻度肺炎(肺泡
间隔增宽*少量炎细胞浸润!图 &J\"+ 照射 "( , 后表
现为轻J中度肺炎(肺泡塌陷(炎细胞浸润肺泡间隔(破
坏肺泡结构(轻度渗出!图 &JA"+ 照射 (周后可见重度
肺炎(肺泡塌陷实变(炎细胞大量浸润(轻度纤维化改变(
毛细血管充血(气管支气管上皮杂乱*脱落!图 &JG"+

图 5K组织病理学形态变化KZ7a/66
注%N% 空白对照组,\% &#D+照射后 ’ ,,A% &#D+照射后 "( ,,G% &#D+照射后 ( 周

L#)X5K;+&) "#QF(T%F"(:()#P%:P"%&)-QKZ7a/66
>69Q%N% \O32. 5629M6ORM6S:, \% ’ , 3P9QM&#D+1MM3,139162, A% "( , 3P9QM&#D+1MM3,139162, G% ( -QQ.*3P9QM&#D+1MM3,139162

5M3K定量测定
正常对照组与模型组肺泡壁厚度*肺泡腔面密

度*肺间质面密度变化见表 "+ 照射 &#D+后(随时
间延长(肺泡壁增厚(第 ’*"(*&$ 天测量结果差异显

/$’/
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著!*m#C#"",肺泡腔萎缩(面积减小(第 ’ 天后差异
显著 !*m#C#B"(第 "(* &$ 天后差异极显著 !*m

#C#"",肺间质增宽(面积增大(第 "(*&$ 天后测量
差异极显著!*m#C#""+

表 /K肺泡壁厚度)肺泡腔面密度)肺间质面密度测量结果
@%J:-/K@"-H-F-G9#&%F#(&(RF"#PY&-QQ(R%:U-(:%G*%::Q%&HQ+GR%P-9%QQH-&Q#F$ (R%:U-(:%GQT%P-Q%&H#&F-GQF#F#%:F#QQ+-

测量指标 正常对照组
模型组!照射后"

第 ’ 天 第 "( 天 第 ( 周
肺泡壁厚度 ’C%&! l#C’& "(C#"! l#C%B$$ &"C&& l"C$&$$ )&C)) l&C))$$

肺泡腔面密度 #C’"&!l#C"’? #C?#(!l#C"()$ #C)$% l#C"&)$$ #C")& l#C#%)$$

肺间质面密度 #C##&#(l#C##"’$ #C##&%?l#C##(($ #C#"#’l#C#&&#$$ #C#&()l#C#(’$$

!!注%$*m#C#B,$$*m#C#"

>69Q%$*m#C#B ‘*5629M6O( $$ *m#C#" ‘*5629M6O

3K讨论

放射性肺炎系由肺癌*食管癌*乳腺癌或胸部其
他恶性肿瘤经放射治疗后(在放射野内的正常肺组
织受到损伤而引起的炎症反应(该病的发生率为
BfiB#f(严重肺炎发生率为 "#fi&#f(病死率高
达 B#f- B. + 尽管近年来治疗手段不断进步(尤其是
中医辨证治疗放射性肺炎具有较好的疗效 - ?. (但是
该病的发生率仍高达 )#f+ 放射性肺炎的发生发
展对机制研究及防治措施的优化至关重要(综合遗
传背景*研究费用及操作难易程度等因素(选择昆明
种小鼠作为实验动物 - ’J$. + 模拟临床放疗条件建立
放射性肺炎模型(阐明放射性肺炎发生发展过程的
病理变化+

参照周仟等*白蕴红等 - %J"#.方法(采用 ?[a的
_线单次大剂量 &#D+照射复制小鼠放射性肺损伤
模型(分别于照射后第 ’*"(*&$ 天(观察小鼠一般体
征(并进行病理 VW染色观察+ 射线照射 ) , 后出
现活动减少*精神萎靡*体质量减轻*胸背部脱毛等
状况+ 此外(随着观察时间的延长(肺泡(肺间质均
出现进行性病变(

通过实验发现(?[a的 _线 &#D+辐照对肺部
病变有明显影响+ 昆明小鼠辐照第 ’ 天后(肺间质
增宽(炎细胞轻度浸润,辐照第 "( 天后(肺泡塌陷(
肺间质进一步增厚(炎细胞浸润明显(红细胞轻度渗
出(表明肺部病变已初步出现,而辐照第 &$ 天后(肺
泡萎缩实变(炎细胞大量浸润(毛细血管充血(气管
支气管上皮杂乱*脱落(出现轻度纤维化改变(表明
肺部病变已经非常明显+ 此外(通过统计学定量分
析结果(显示辐照第 "(*&$ 天后肺泡壁厚度*肺泡腔
面积*肺间质面积变化极显著!*m#C#""+ 本次实验
主要偏向于从宏观*表观方向选择表征放射性肺炎

病变的关键指标(如肺泡壁厚度*肺泡腔面积*肺间
质面积等进行观察描述(下一步应从分子生物学角
度对放射性肺炎的病理机理予以进一步观察和验
证+ 综上所述(病理学研究结果符合放射性肺炎的
病变规律 - $. (可用于进一步药理研究+

参 考 文 献

- " .!刘泰福4现代放射肿瘤学 -[.4上海%上海医科大学出版

社( &##"4

- & .!杜雪梅( 柳晓兰( 崔玉芳( 等4放射性肺损伤小鼠动物模型

的建立及其病变规律-X.4中国体视学与图像分析( &##)( 1

!(" % &#)J&#?4

- ) .!杨东(仇玮祎(张畅(等4地塞米松治疗 EF= 诱导急性肺炎模

型小鼠病理学评价方法的建立 -X.4实验动物科学(&#")(36

!(" %%J"&(?B4

- ( .!白蕴红( 王德文( 张震声( 等4大鼠放射性肺纤维化病理过

程的形态计量学研究-X.4中国体视学与图像分析( "%%’( 5

!)" % "(’J"B#4

- B .!戴芳芳(崔勇(李冠龙(等4放射性肺炎的发病机制及中西医

结合治疗进展 -X.4现代中西医结合杂志( &#"$( 5W ! ? " %

?’$J?$"4

- ? .!时美伶(燕晓茹(徐筱青(等4放射性肺炎的中医研究进展-X.4

吉林中医药(&#"$(31!"&" %"(’?J"(’%4

- ’ .!IS5.QM= E( E136^_( IM3‘1*WE4W*91739162 6P98Q*:3913O

,1*9M1TS9162( 6P93MRQ95QOO*P6MM3,139162 :2QS762191*12 76S*Q

OS2R- X.4<29XH3,139c256O\16OF8+*( "%%’( 31 ! B " %

"#BBJ"#??4

- $ .!IM3‘1*WE( E136^_( IS5.QM= E4=:3913O8Q9QM6RQ2Q19+6P98Q

‘6OS7QQPPQ59P6MM3,139162 :2QS762191*12 76S*QOS2R-X.4<29X

H3,139c256O\16OF8+*( "%%’( 31!B" % "#(BJ"#B(4

- % .!周芊(王东(李梦侠(等4小鼠放射性肺损伤动物模型的建立

与鉴定-X.4重庆医学(&#"#(30!"%" %&BB)J&BB((&BB’4

-"#.!白蕴红(王德文(徐在海(等4放射性间质性肺炎病变规律及

其机理研究-X.4解放军医学杂志( "%%)( /1!"" %"(J"?4

!下转至第 $( 页"

/%’/



第 )? 卷!第 " 期
&#"% 年 & 月

实验动物科学
EN\cHNIcH]N><[NE=A<W>AW

a6O4)?!>64"
YQTMS3M+&#"%

!!!!!

!!!!!

"

""

"

研究进展

收稿日期%&#"$@#(@&(
$基金项目%国家自然科学基金项目!>64$"B?#?##"

作者简介%吴定宇!"%$’&"(男(讲师(研究方向%实验动物与比较医学4WJ731O%PQ96160*1234567

通信作者%彭!芳!"%B?&"(女(教授(研究方向%抗肿瘤药物研究4WJ731O%:Q2RP32R?BB?03O1+S24567

大鼠细小病毒检测技术研究进展$

吴定宇"!吕瑞青&!彭!芳)

!"4大理大学实验动物中心(大理!?’"##)" !&4成都大熊猫繁育研究基地(成都!?"##$""

!)4大理大学药学与化学学院(大理!?’"##)"

摘要%大鼠细小病毒是一种 G>N病毒(存在多种血清型(分为不同毒株+ 该病毒可自然感染实验大鼠和野鼠(不同

毒株感染后临床症状不一+ 该病毒可对大鼠的组织或器官造成影响(导致大鼠生理生化参数改变(直接影响实验

结果+ 因此(对感染大鼠的筛选鉴定至关重要+ 本文旨在系统阐述大鼠细小病毒检测技术的研究情况(对比不同

的方法(提出了问题和展望(为实验动物质量控制提供帮助+

关键词%大鼠细小病毒,WE<=N,FAH,/IND

中图分类号% H@))&!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##$#J#B

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4#"’

!!实验动物是生命科学研究的基础和条件+ 其质
量直接影响实验结果的准确性和可靠性+ 实验动物
质量控制的核心是对实验动物携带的微生物和寄生
虫进行严格控制+

大鼠细小病毒!H39F3M‘6‘1MS*(HFa"属于细小
病毒科*细小病毒属(单链负链 G>N病毒(无囊膜(
具有多种血清型+ 该病毒存在于实验大鼠*野生大
鼠和自然环境中(严重危害实验大鼠健康(感染后可
造成动物死亡和种群繁殖率下降(造成环境污染+
大鼠排泄物和分泌物是主要的传染源+ 该病毒同时
会污染血清*细胞培养物*胚胎等生物样品(尤其是
该病毒某些毒株可以污染肿瘤细胞系(对肿瘤细胞
造成抑制+ 为控制该病毒传播(确保实验动物质量(
已建立了 HFa的多种检测方法+ 本文就目前大鼠

细小病毒检测方法进行综述+

/K大鼠细小病毒毒株分类

HFa分 为 三 个 血 清 型 包 括 HFaJ" ! H39
F3M‘6‘1MS*I+:Q""(dHa!d1O837H39a1MS*"和 VJ"
!I66O32)*VJ"" - ". + 根据我国实验动物微生物学检
测的规定 - &. ( =FY级实验大鼠须检测 HFa的 dHa
株和 VJ" 株+ 国外对 HFa分类与检测范围和我国
不 同( 美 国 查 尔 斯 河 实 验 室 ! A83MOQ*H1‘QM
E3T6M396M1Q*" - ). (指出 HFa病毒包括 HFaJ"(HFaJ&
!H39F3M‘6‘1MS*I+:Q&"(H[a!H39[12S9Qa1MS*"(
dHa(VJ"+ 欧洲实验动物学会联合会!YWEN=N" - (.

要求检测 dHa(H[a(HFa和 VJ"+ 具体见表 "+

表 /K不同国家和地区 !NL级实验大鼠 ?NI血清型的检测
@%J:-/K@"-!-G(:()#P%:H-F-PF#(&(R?NIR(G!NLG%F#&H#RR-G-&FP(+&FG#-Q%&HG-)#(&Q

大鼠细小病
毒毒株

中国实验动
物国家标准

A83MOQ*H1‘QM
E3T6M396M1Q*

欧洲实验动物学会联盟
!YWEN=N"

日本实验动物
中央研究所

台湾大学医学院
实验动物中心

dHa - - - - -
VJ" - - - - -
HFa - - -
H[a - -

!!注%-代表检测
>69Q%-*86-,Q9Q59162
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!!"%B% 年 d1O837和 cO1‘1QM- B.发现在大鼠肿瘤细
胞系中存在一种污染性物质(经分离发现该污染物
为病毒(并称为 d1O837M39‘1MS*!dHa"或 H39a1MS*
!Ha"+ "%?# 年 I66O32 等 - ?.总结前人研究(通过移
植人类肿瘤的无细胞!AQOOJPMQQ"游离成份(会导致
仓鼠出现病变(认为这种可滤过性因子是病毒引起
的(并从大鼠中分离该因子(移植到人肝癌细胞 "
!VW:J"" 中(最终鉴定为病毒(这种病毒称之为
I66O32 病毒(通常称之为 VJ"病毒+

"%%$ 年 \3OOJD66,M158 等 - ’.发现了一种新的大
鼠细小病毒 FHaJ"(通过克隆*G>N序列分析来与
其他细小病毒进行比对发现(FHaJ" 的编码衣壳蛋
白的 aF" 序列和其他细小病毒的 aF" 序列相似度
不超过 ?%f(这就解释了 FHaJ" 的抗原差异性+ 同
时(\3OOJD66,M158 进行抗体检测分析发现(其有别于
dHa和 VJ"不同的血清型(是第三种血清型+ &##&
年 L32 等 - $.发现了之前三种大鼠细小病毒不同的
H[a毒株(分别是 H[aJ"3(H[aJ"T(H[aJ"5(通过
基因组核苷酸序列分析和蛋白质氨基酸序列预测的
方法(发现三种 H[a毒株它们有着共同的启动子
和剪切区域(转录起始密码子和终止密码子(它们基
因序列的同源性约 %’f(氨基酸序列的相似性约
%Bf(H[a与 dHa和 VJ" 的基因序列差异性小(但
是与 FHaJ" 存在较大差异+ 通过 VN<试验发现(
H[a有着与 dHa*VJ" 和 HFaJ"不同的血清型+

5K大鼠细小病毒检测方法

5M/K毒株分离与鉴定
对疑似感染细小病毒的大鼠进行组织取材(取

材部位根据可能感染毒株的不同而不同+ 将取材的
组织进行培养(获取上清液(用滤膜过滤(滤过液接
种特定细胞进行培养(然后进行病毒检测(如动物回
归实验*分子生物学鉴定*血清学鉴定等+

国外一般采用 >\J)&( d细胞对 VJ" 毒株进行
分离培养 - %J"". (如 EQS58*等在研究如何高质量大规
模纯化生产 VJ" 毒株时(采用由 =a(# 转化的新生
儿肾细胞 >\J)&( d(来提高 VJ" 作为 G>N病毒的
复制扩增能力+ 对 dHa株一般采用 G[W[培养基
培养大鼠肾细胞 !>Hd细胞 " - "&J"). (dHa病毒在
>Hd细胞上会形成吞噬斑(所以可以通过病毒空斑
实验检测 dHa毒株+

刘先菊等 - "(J"B.分别建立了大鼠细小病毒 dHa

株和VJ"株的细胞培养方法+ 采用大鼠胶质瘤细胞
系!H39RO13O5QOOO12QA?"培养大鼠细小病毒 dHa和
VJ"(待细胞病变达到测定标准后(进行 Y<IA鉴定
所培养病毒的抗原(用 VN测定培养物上清效价(用
G>N测序鉴定所培养病毒(结果发现采用 A? 细胞
系可以大量培养 dHa和 VJ"+
5M5K血清学检测

血清学检测是诊断和鉴定病毒的重要方法之
一+ 我国实验动物标准规定了四种方法用于大鼠细
小病毒的检测 - &. %血凝抑制试验!V<"*免疫酶试验
!<WN"*免疫荧光试验 !<YN"*酶联免疫吸附试验
!WE<=N"+

吴小闲等 - "?.采用 V<方法检测大鼠细小病毒
Ha株!也称 dHa"和 VJ" 株(均发现存在阳性感染
的情况+ 贺争鸣等 - "’.采用 WE<=N*<WN和 V<这三
种方法进行比较(检测了大鼠细小病毒 Ha株(发现
WE<=N和 <WN在重复性和抗体阳性检出率方面均优
于 V<!*m#C#B"+ 王翠娥等 - "$.采用 WE<=N方法对
&#"& 年至 &#") 年国内 )? 家单位的大鼠和小鼠血
清进行病毒抗体检测(检测出来的阳性样品再用免
疫荧光试验!<YN"进行复检(大鼠细小病毒检测项
目按照查尔斯河实验室的检测项目进行(发现大鼠
细小病毒毒株 HFa*VJ"*dHa*H[a均呈阳性+ 李
晓波等 - "%.报道(在 "? 个实验动物质量检测实验室
进行比对中("( 个实验室采用 WE<=N(占 $’CBf()
个实验室采用 <YN方法(另有 " 个实验室同时采用
<YN和 WE<=N方法+ 目前(对大鼠细小病毒进行检
测的进口 WE<=N试剂盒一般采用 A83MOQ*H1‘QM*
\169Q58 IM3,12RF3M92QM**_:MQ**\16E1PQ=51Q25Q等公
司产品+ 国产 WE<=N大鼠细小病毒检测试剂盒主
要采用中国食品药品检定研究院产品+ 付瑞等 - &#.

建立了 VJ" 细小病毒抗体 WE<=N检测方法(经试验
发现与大鼠 dHa病毒有交叉反应+

不同国家或地区检测大鼠细小病毒毒株类型不
同(初检和复检的方法也有所差异+ 如美国查尔斯
河实验室的动物诊断研究服务部 - &".对近五年北美
地区和西欧!主要是法国"的大鼠和小鼠流行病学
情况进行研究+ 共收集了 B# 万份小鼠样品和 $ 万
份大鼠样品+ 采用血清学方法检测大鼠细小病毒
!病毒毒株为 dHa*H[a*VJ" 和 HFa"+ 初步检测
采用多重免疫荧光方法 ![SO91:OQ/Q, YOSM67Q9M15
<77S2Q26N**3+([Y<N"或 WE<=N(对于检测出的阳
性样品复检采用 <YN或 VN<(具体见表 &+

/"$/
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表 5K!NL级大鼠细小病毒血清学检测#查尔斯河实验室$

@%J:-5K@"-!-G(:()#P%:H-F-PF#(&(RG%FT%GU(U#G+QR(G

!NLG%F#&E"%G:-Q?#U-G;%J(G%F(G#-Q

毒株
方法

初次检验 复检
d1837M39‘1MS*!dHa(Ha" [Y<N;WE<=N <YN(VN<
H39712S9Q‘1MS*!H[a" [Y<N;WE<=N <YN
H39:3M‘6‘1MS*!HFa" [Y<N;WE<=N <YN
I66O32)*VJ" ‘1MS*!VJ"" [Y<N;WE<=N <YN(VN<

!![32bS2398 等 - &&.对印度 &? 个实验动物机构的
大鼠和小鼠进行了血清学调查(每个机构分别采集
B 份大鼠和 B 份小鼠血样(在 ")# 份大鼠血样中用
WE<=N方法检测大鼠细小病毒 dHa株和 HFa株(
发现 HFa感染率在 BC)$f(dHa无感染+ [5122Q*
等 - &).在 &##( 年到 &##% 年间从澳大利亚*新西兰和
新加坡等国家的大学*研究中心*科研机构获取 =FY

级的大鼠和小鼠(采用过量 Ac& 安乐死(在收集的
血清和组织样品中检测出大鼠细小病毒(毒株包括
VJ"(dHa(H[a和 HFa+ 检测方法为首先进行
WE<=N检测(对于 WE<=N检测结果不确定或可疑的(
再 用 <YN 进 行 重 测+ E132R等 - &(. * Q̂22QM和
HQK23SO9- &B.以及 =58662,QM73M. 等 - &?.对不同国家或
地区大鼠和小鼠进行病毒流行调查和血清学筛查(
均采用 WE<=N作为大鼠和小鼠细小病毒的首选检
测方法+

综上所述(国内外实验室在检测大鼠细小病毒
毒株种类上存在差异(但普遍采用血清学检测方法(
WE<=N使用最多+ 对于某些血清样品结果的不确定
性(通常采用 <YN或 VN<进行复检(以对检测结果
进行确认+
5M3K分子生物学检测

采用普通 FAH检测大鼠细小病毒(如 \Q**QO*Q2
等 - &’.采用 FAH技术来检测 VJ" 和 dHa毒株(通过
设计引物来扩增 VJ" 和 dHa编码衣壳蛋白的 aF

基因为目的片段+ L32 等 - &$.采用 FAH检测 HFa

和H[a病毒(设计引物分别扩增HFa的>= 区序列
和 H[a的 aF区序列目的基因+

除普通 FAH方法之外(我国学者还采用多重
FAH方法进行大鼠细小病毒的分子生物学检测+
李晓波等 - &%.建立对大鼠 VJ" 和 dHa毒株检测的双
重 FAH方法(分别设计特异性引物(扩增目的片段
是病毒的衣壳蛋白基因编码区!aF"(并确定 & 对引
物无交叉反应(实验结果发现能够高效检测大鼠细

小病毒的感染+ 饶丹等 - )#.根据大鼠细小病毒基因
特异性(采用双重 FAH的方法(来检测 VJ"*dHa*
H[a和 HFa四种大鼠细小病毒(在 aF& 基因筛选
一对用于特异扩增 HFa毒株的引物(在 >=" 基因设
计一对用于扩增 VJ"*dHa和 H[a的引物(敏感实
验表 明( 双 重 FAH 的 最 低 检 测 限 可 达 " ###
拷贝;%E+

以高通量测序方法为基础(可以进行不同毒株
的大鼠细小病毒检测+ 传统的基因测序技术采用
=32RQM法(存在成本高*耗时及测序样品受限等不利
因素(E1PQ=51Q25Q*公司发明了高通量测序技术又称
第二代测序技术 ! 2Q/9RQ2QM39162 *QKSQ2512R(>D="
可以对上百万 G>N分子进行测序检测+ 查尔斯河
实验室已经开展了商业化高通量试验&检测 G>N
病毒服务+ VuPOQM等 - )".针对啮齿类实验动物存在
的病毒*细菌的监控(开发出一种新的高通量多重
FAH分析方法( 称之为 MGaY!M6,Q29G>N ‘1MS*
P12,QM"(可以同时鉴定 &( 种大鼠和小鼠 G>N病毒
感染情况(其中大鼠细小病毒包括 VJ"*HFa*dHa
和 H[a+

ES712Q/液相芯片分析技术可进行多种微生物
和病毒的检测(其技术包括 /[NF技术和 /IND技
术+ /IND技术使用专有通用标签系统(易于进行
优化和核酸检测开发(ES712Q/公司所提供的基于
/IND技术的核酸检测(包括感染性疾病和基因检
测相关的临床诊断检测+ 如对多种肠道病原体和呼
吸道病毒均可以采用 /IND技术进行检测 - )&J)). + _S
等 - )(.发明一种阵列式 /IND检测方法(可同时检测
大鼠细小病毒 dHa*VJ"*HFa和 H[a(并对这四种
毒株予以区别(通过 /IND技术和常规 FAH技术检
查了 B# 个临床样品(结果显示高度一致+

3K结语

病毒分离培养和观察鉴定被认为是病原微生物
检测的0金标准1 !D6O, =932,3M,"(但缺点是检测周
期长(速度慢(对操作要求较高且成本也高+

血清学检测是现行的实验动物国家标准规定的
方法(目前各实验室普遍采用 WE<=N进行大鼠细小
病毒初筛(复检时用 <YN或 V<N进行+ 虽然 WE<=N
和 <YN检测敏感性好(但是由于大鼠细小病毒毒株
的非结构蛋白相对保守(导致抗体会产生交叉反应(
因此 WE<=N和 <YN检测的特异性较差(不易将不同

/&$/
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毒株的细小病毒区分开来+ V<N检测有一定特异
性(但由于其只针对抗体直接作用于不同毒株的血
细胞凝集素上(形成血凝抑制反应(因此敏感性
较低+

以 FAH为主的分子生物学技术具有高效*快
速*灵敏的优点(但该技术也存在有假阳性和假阴性
的缺点+ 目前该技术及衍生技术广泛应用于国内外
啮齿类实验动物病毒检测中+ 多重 FAH及液相芯
片分析技术等方法可以快速区分不同毒株的大鼠细
小病毒+

细小病毒是严重影响实验大鼠健康的病毒之
一(因此建立起灵敏*准确*操作方便的检测方法(是
准确检测和有效控制该病毒传播的重要手段+
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