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补骨脂酚对去势导致雄性小鼠骨质疏松的治疗#

张盼阳"!王昭昕"!袁晓美"!毕亚男"!张!玥"!&!周!昆"!&

!"4天津中医药大学中医药研究院(天津!)##"%)" !&4天津中医药大学方剂学教育部重点实验室(天津!)##"%)"

摘要%目的!观察补骨脂酚对去势导致的雄性小鼠骨质疏松的治疗作用* 方法!<AK雄性小鼠随机分为 B 组(分别

为对照组’去势模型组’阳性药组’补骨脂酚 "# 7Z;.Z和 &# 7Z;.Z体质量组(对照组做假手术(其余组均切除小鼠

睾丸* 造模成功 ? 周后(小鼠给药 $ 周取材(检测血清生化指标(取各组右腿胫骨进行 G15T6AR扫描(取各组小鼠股

骨进行骨生物力学测定* 结果!对照组’模型组’N"# 和 N&# 7Z;.Z组的骨钙素 HA值分别为 ! "’’C?%g(BC")"(

!&&#C)Bg&BC#$"(!"?’C($g’(C"""和!"#$C’?g)$C"’"+对照组’模型组’阳性药组’N"# 和 N&# 7Z;.Z组的 RP4>分

别为!)CB)g#C(%"’!"C’"g#C"?"’!&CB"g#C)B"’!&C"(g#C&)"和! &C(Bg#C(&"* 结论!补骨脂酚对去势导致雄性

小鼠骨质疏松有治疗作用*

关键词%骨质疏松+补骨脂酚+雄性小鼠+去势

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

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4##"

!!补骨脂(复方制剂壮骨关节丸中的一味组方中药
材(系豆科植物补骨脂 5.&’#$!# +&’6$-3&$-# I1224的干
燥成熟果实(始载于#雷公炮炙论$(又名破故纸* 其
性温(味辛’苦(用于补肾助阳(纳气平喘(温脾止泻*
补骨脂中的主要活性成分有香豆素类’香豆酮苷’黄
酮类化合物和单萜类,"_&- * 补骨脂酚在补骨脂中含量
达 )h以上(研究表明其具有抗癌’抗抑郁’降糖降血
脂等多种药理活性,)_B- (补骨脂酚具有显著的雌激素
样作用,?- (其在骨质疏松’围绝经期综合征等疾病的
治疗具有良好的应用前景,’- (刘颖等,$-实验表明补骨
脂药渣对骨质疏松有良好的治疗效果(且优于补骨脂
生药和水提物* 但未见关于补骨脂酚对雄性骨质疏
松疗效的研究(故本文就补骨脂中含量较高成分的补
骨脂酚对雄性小鼠抗骨质疏松效果进行研究*

/K材料与方法

/N/K受试药
补骨脂酚(经 YDIA检测纯度大于 %Bh(购于天

津月牙湖科技有限公司*
/N5K动物

雄性 <AK小鼠(B? 只(=DE级(体质量 &#i&& Z(

? 周龄(购自于北京华阜康生物科技股份有限公司
!许可证号 =Â F!京"&#"(_###("(饲养于天津中医
药大学实验动物中心* 自由摄食和饮水(饲料来自
于北京科澳协力饲料有限公司(饲养环境%温度 &#i
&B j(湿度 (#hi?#h*
/N3K试剂

阿仑膦酸钠片(批号%‘&#")##$B(GST5. =83T: k
M687S<93O13=:3+

试 剂 盒% 骨 钙 素 ! HA" VI=<J( 批 号%
I"B#(#"#’$( A]=JN<H+ 抗 酒 石 酸 酸 性 磷 酸 酶
!RKJAD"试剂盒(批号%D#)&Q_((碧云天生物技术
研究所+碱性磷酸酶 !JID" 测定试剂盒批号%
"(#’&"(中生北控生物科技股份有限公司+注射用青
霉素纳(批号%#"’"(#?B?(中诺药业 !石家庄"有限
公司产品+氯化钠注射液(批号%"(""&$(安徽双鹤药
业责任有限公司产品+’Bh酒精(批号%"("##&(德州
格利洁消毒制品有限公司产品+无水乙醇(批号%
&#"B#")"(天津市科密欧化学试剂有限公司产品+水
合氯醛(批号%&#")#’#B(天津市光复精细化工研究
所产品+甲醛溶液(批号%&#"("&#((天津市风船化学
试剂科技有限公司产品*
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/N2K仪器
‘J"##) 电子天平 !上海恒平科学仪器有限公

司"+L1b3AR(# 小动物活体断层扫描仪 !瑞士(
=AJ>AHGVM<AJI"+\I=_"?J小动物骨骼强度测
定仪!济南益延科技发展有限公司"+’#&# 全自动生
化仪!日本(Y193581"+V2=:1TS多模式微孔板检测仪
!美国(DST.12VO7ST"+ISZS2, G15T6"’ 微量台式离
心机 ! R8ST76"+ KG&")B 转 轮 切 片 机 ! 德 国(
IV<AJ"+VQ""B#Y包埋机 !德国(IV<AJ"+ALB#)#
全自动封片机!德国(IV<AJ"+=RB#"# 全自动染色
机!德国(IV<AJ"*
/NOK方法
/NON/!造模%小鼠进行适应性饲养 & 周后进行手
术(术前 "& 8 禁食(给药组和模型组动物进行手术
去势(建立性激素缺乏的骨质疏松模型* 腹腔注射
Bh水合氯醛!)B# 7Z;.Z体质量"进行麻醉(置仰卧
式平铺于手术台(将小鼠睾丸从腹腔推入阴囊中(在
阴囊部切约为 " 57的切口(把睾丸结扎并剪去(之
后缝合伤口+对照组做剪去睾丸周围一块脂肪的假
实验* 手术后(小鼠腹腔注射青霉素注射液 B 万单
位;只(连续 ) ,*
/NON5!分组及给药%B? 只 <AK小鼠随机分为对照
组 A62!假手术"’去势模型组 G6,’阳性药组 J=!阿
仑膦酸钠 &# 7Z;.Z"和补骨脂酚组 N"#’N&# ! "#
7Z;.Z和 &# 7Z;.Z" (对照’模型和阳性药组与.壮
骨关节丸对小鼠骨质疏松的治疗/实验,%-共用* 造
模成功后饲养 ?周后给药(补骨脂酚使用注射用油配
制(腹腔注射给药+阿仑膦酸钠灌胃给药(依据动物体
质量给予药物体积 #C& 7I;"# Z(每天给药一次(连续
$周(对照组和模型组灌胃给予等体积的生理盐水*
/NON3!动物样本处理%给药 $ 周后(取材* 取材前
"& 8 禁食不禁水(眼内眦取血(血样放置离心管中(
" 8 后离心 "# 712(转速 ) ### T;712(吸取上清(贮
存于@&# j冰箱中待测+取各组小鼠右腿胫骨(置于

’Bh乙醇中 ) ,(每天换液(于第 ( 天置于无水乙醇
中保存用于骨密度检测+取各组小鼠左腿胫骨放置
于甲醛中保存待测+取各组小鼠双腿股骨用于骨生
物力学测定*
/NON2!血清生化指标的检测%血清中 RKJAD按照
试剂盒说明书进行检测+H*9S653O512 采用酶联免疫
双抗夹心法进行检测+JID由全自动生化仪检测
而来*
/NONO!骨密度指标的检测%使用 L1b3AR(# 扫描右
腿胫骨(进行三维骨密度分析* 从胫骨近心端的骨
垢线消失处开始’向远心端进行扫描(每张厚度
"#C? !7(取 ’# 张进行分析* 指标为骨体积分数
NL;RL’骨小梁数目 RP4>’骨小梁厚度 RP4R8’骨小
梁分离度 RP4=: 和 MJ*
/NON4!骨最大荷载的检测%小鼠股骨的最大荷载由
\I=_"? J小动物骨骼强度测定仪检测(最大荷载用
G6,S" 折断模式检测*
/NONP!病理学观察%取左腿胫骨固定于 "#h甲醛
溶液中(甲醛液固定的膝关节(经过 $h的盐酸和
$h的甲酸混合液脱钙后用 IV<AJVQ""B#Y包埋机
石蜡包埋(用 KG&")B 转轮切片机进行 B 27切片(
YkV染色(光镜下对骨关节进行病理组织学
评价*
/N4K统计方法

实验数据使用软件 =D=="%C# 进行统计分析(采
用平均值g标准差!$7g."表示(组间比较采用 "检验(
以 5l#C#B 具有统计学差异*

5K结果

5N/K对血清生化指标的影响
与对照组相比(模型组骨钙素 HA值显著升高(

N"#’N&# 剂量组与模型组相比显著下降+小鼠的
JID’RKJAD和 JID;RKJAD各组间的值无显著性
差异性(见表 "*

表 /K给药 1 周去势小鼠血清生化指标#%!Q"$

@%J:-/K!-G+9J#(R"-9#R%:#&H#R%F(GS(TR%SFG%F-H9#R-%F1 *--US(T%H9#&#SFG%F#(&#%!Q"$

组别 剂量;!7Z;.Z" * JID;!];I" RKJAD;!];I" JID;RKJAD H*9S653O512;! :Z;7I"

对照 ) "# &’C)#g %C"# "%C$’g ’C&& "C(?g#CB’ "’’C?%g(BC")

模型 ) "& )#C%&g $C%$ &"C%?g ’C&$ "CB)g#C?) &&#C)Bg&BC#$m

阿仑膦酸钠 &# "& )BC"’g""C"% &)CB$g ?C$$ "CB(g#C($ &(BC’Bg&$C$&

补骨脂酚 "# "" &’CB$g %C?& &?C$?g"&C&& "C"(g#CBB "?’C($g’(C""#

补骨脂酚 &# "" )BCB#g"$C?’ &)C&"g $C)) "C?$g#C%) "#$C’?g)$C"’##

!!注%与对照组相比(m5l#C#B+与模型组相比(#5l#C#B(##5l#C#"

>69S% 567:3TS, -198 5629T6OZT6U:( m5l#C#B+ 567:3TS, -198 76,SOZT6U:(#5l#C#B( ##5l#C#"
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5N5K对骨密度相关指标的影响
AR扫描的 )M结构显示(模型组动物的骨小梁

明显减少’断裂较多’间隙较大(而经过给药治疗之
后骨小梁数量有了明显增加(见图 "*

图 /K小鼠骨 E@扫描典型图片
注%A62 对照组’G6, 去势模型组’J= 阿仑膦酸钠组’N"# 和 N&# 为补骨脂酚 "# 和 &# 7Z;.Z组

M#)V/K@$W#R%:W#RF+G-(T9(+S-J(&-E@SR%&
>69S% A62( 5629T6OZT6U:+ G6,( 76,SOZT6U:+ J=( JOS2,T6239S=6,1U7ZT6U:+ N"# 32, N&# 3TSP3.U5816O"# 32, &# 7Z;.ZZT6U:*

!!相比对照组(小鼠模型组相对骨体积和骨小梁
数量显著性降低(骨小梁厚度和分离度显著升高+给
药后(各给药组与模型组相比骨小梁数量显著升高(

阳性药组和 N&# 组骨小梁分离度和各向异性的程
度显著降低(阳性药组骨小梁厚度显著性降低(见
表 &*

表 5K给药 1 周去势小鼠骨密度相关指标#%!Q"$

@%J:-5KE(GG-:%F#(&#&H-. (TJ(&-9#&-G%:H-&S#F$ #&(X%G#-RF(9#Y-H9#R-%F1 *--US#%!Q"$

组别 剂量;!7Z;.Z" *;只 NL;RL RP4> RP4R8 RP4=: MJ

对照 ) "# #C)(g#C#? )CB)g#C(% #C"#g#C#& #C"%g#C#) "C$&g#C&%

模型 ) "& #C&?g#C#’m "C’"g#C"?mmm #C"Bg#C#(mm #C((g#C#?mmm "C%$g#C"(

阿仑膦酸钠 &# "& #C&$g#C#) &CB"g#C)B### #C""g#C#&## #C&%g#C#B### "C’&g#C&"##

补骨脂酚 "# "" #C&?g#C#) &C"(g#C&)### #C"&g#C#& #C(&g#C&& "C%#g#C"’

补骨脂酚 &# "" #C&%g#C#( &C(Bg#C(&### #C"&g#C#) #C)#g#C#B### "C’$g#C"B#

!!注%与对照组相比(m5l#C#B( mm5l#C#"(mmm5l#C##"+与模型组相比(# 5l#C#B( ## 5l#C#"(###5l#C##"

>69S% 567:3TS, -198 5629T6OZT6U:(m5l#C#B(mm5l#C#"(mmm5l#C##"+ 567:3TS, -198 76,SOZT6U:(# 5l#C#B( ## 5l#C#"(###5l#C##"

5N3K对骨最大荷载的影响
与对照组相比(模型组小鼠胫骨的最大荷载能

力明显降低!5l#C#""* 经过 $ 周给药治疗后(各给
药组较模型组相比(胫骨最大荷载均显著增高(见
图 &*
5N2K骨组织学检测

如图 )(对照组动物胫骨上端骺板软骨细胞柱
状排列整齐(无软骨细胞坏死区存在(骨小梁形成较

多(粗壮’饱满(壁较厚(形态结构完整(排列紧密有
序呈网状(密度’面积正常(间隙较小* 模型组动物
骨小梁数目明显减少(呈团块状(骨小梁间隙增大(
关节面骺板下过渡骨小梁数目减少(其余未见明显
变化* 给药后(阳性药补骨脂酚治疗组与模型组相
比(各组骨小梁数目均有所增多(膜下生骨增多(骨
小梁间隙减小*

0)0
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图 5K给药后雄小鼠的骨最大荷载
注%A62 对照组’G6, 去势模型组’J= 阿仑膦酸钠组’N"# 和 N&# 为补骨脂酚 "# 和 &# 7Z;.Z组(

与对照组相比(mm5l#C#"+ 与模型组相比( ##5l#C#"(###5l#C##"

M#)V5KD%.#9+9J(&-:(%H(T9%:-9#R-%TF-G%H9#&#SFG%F#(&
>69S% A62( 5629T6OZT6U:+ G6,( 76,SOZT6U:+ J=( JOS2,T6239S=6,1U7ZT6U:+ N"# 32, N&# 3TSP3.U5816O"# 32, &# 7Z;.ZZT6U:*4

567:3TS, -198 5629T6OZT6U:(mm5l#C#"+ 567:3TS, -198 76,SOZT6U:(##5l#C#"(###5l#C##"

图 3K雄性小鼠典型胫骨病理图片
注%A62 对照组’G6, 去势模型组’J= 阿仑膦酸钠组’N"# 和 N&# 为补骨脂酚 "# 和 &# 7Z;.Z组

M#)V3K@$W#R%:F#J#% W%F"(:()$ W#RF+G-S(T9%:-9#R-
>69S% A62( 5629T6OZT6U:+ G6,( 76,SOZT6U:+ J=( JOS2,T6239S=6,1U7ZT6U:+ N"# 32, N&# 3TSP3.U5816O"# 32, &# 7Z;.ZZT6U:*4

3K讨论

骨质疏松症是一种以骨量低下’骨微结构破坏’
导致骨脆性增加’易发生骨折为特征的全身性骨病*
目前大多使用雌性动物进行骨质疏松研究(忽视了
男性骨质疏松的研究(但是随着人口老龄化(男性性
腺功能减退(雄激素分泌减少(?B 岁以上的男性普
遍存在程度不等的骨质疏松(病情的严重性和骨折

后死亡率高于女性* 骨组织对性激素很敏感(男性
体内的睾酮主要来自于睾丸(故本实验采用将睾丸
切除(建立雄性小鼠骨质疏松模型 , "#- *

双磷酸盐类是临床上应用广泛的抗骨质疏松症
药物(但随着双磷酸盐类药物抑制破骨细胞时间的
延长(造骨细胞也会受到影响(可能导致下颌骨坏
死’肾脏毒性等副作用* 而中药有着多年的临床应
用(相对安全性较好(因此从中药中寻找抗骨质疏松
有效成分是一个可行的途径* 本研究表明(补骨脂

0(0
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酚对于去势导致的雄性小鼠骨质疏松有较好治疗作
用(提示其可以作为男性骨质疏松治疗的潜在有效
化合物(进而作为候选化合物进行后续优化和开发
研究*
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通信作者%周!昆!"%’$)"(男(副研究员(硕士(研究方向%中药毒性和配伍减毒4V_731O%e4.4.S20&?)42S9

补骨脂的不同提取物对大鼠毒性的初步研究#

王昭昕!杨!莉"!卢国彦"!王跃飞"!张!玥"!&!周!昆"!&

!"4天津中医药大学中医药研究院( 天津!)##"%)" !&4天津中医药大学方剂学教育部重点实验室(天津!)##"%)"

摘要%目的!研究不同提取物的补骨脂大鼠口服给药的毒性(为其临床应用提供安全依据* 方法!""& 只 =M大鼠

雌雄各半(按性别’体质量随机分为 $ 组%对照组(补骨脂生药组(补骨脂下层渗漉液高’低剂量组(补骨脂上层渗漉

液高’低剂量组(补骨脂渗漉药渣高’低剂量组,生药组剂量!生药量"为 ) Z;.Z体质量(其他给药组高’低剂量!生

药量"均分别为 ? 和 ) Z;.Z体质量-(每组 "( 只* 连续给药 ( 周(给药周期结束后(禁食不禁水 "& 8(取血进行相关

血生化指标检测(解剖取脏器称重计算脏器系数并测定肝脏组织中 GMJ(组织病理学检查* 结果!与对照组相比(

补骨脂生药组肝脏脏器系数’JID’GMJ显著升高(胸腺脏器系数’R_JHA显著降低+补骨脂下层渗漉液剂量组肝脏

脏器系数’R_JHA’JIR显著升高+补骨脂渗漉药渣高剂量组肝脏脏器系数’GMJ显著升高而雌性大鼠 R_JHA值显

著降低(药渣低剂量组并没有明显的肝’肾毒性+补骨脂上层渗漉液组无显著差异* 结论!补骨脂上层渗漉液的安

全性优于补骨脂下层渗漉液(但基于有效成分测定结果提示(下层渗漉液更合适入药*

关键词%补骨脂+肝毒性+不同提取物

中图分类号% K&$BCB!!文献标识码% J!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#)_###?_#’

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4##&

!!补骨脂是传统中药材(为豆科植物补骨脂
5.&’#$!# +&’6$-3&$-# I4的干燥成熟果实(含香豆素类’
黄酮类和单帖酚类等化合物 , "- (具有补肾助阳’纳
气平喘’温脾止泻的功能(外用可治牛皮癣’斑秃’银
屑病等皮肤病+补骨脂应用广泛(仅药典中收载的含
补骨脂的中成药就有 )# 余种(其他标准和临床医师
处方中就更多* 补骨脂最早见于#雷公炮灸论$云%
.性本大燥(毒*/后世医家对补骨脂也有论述(#开
宝本草$云%.治五劳七伤(风虚冷(骨髓伤败(肾冷
精流及妇人血气堕胎*/但对其毒性记载甚少* 近
年来(随着医药科学的发展(人们对补骨脂的研究也
越来越深入(临床不良反应以及毒性研究的报道也
越来越多(补骨脂药材乃至水提物对动物的肝毒性
也被不同的实验证实 , &_?- (但是中药的提取方式众
多(获取的提取物的成分和安全性也会有差别(我们
对补骨脂的三种不同提取物进行了口服给药 ( 周的
大鼠毒性实验研究(以评价不同提取物的安全性(为
后续补骨脂提取工艺的改进和入药的选择提供前期
研究基础*

/K材料与方法

/N/K受试样品
补骨脂药材 !原药材"’补骨脂生药粉’补骨脂

下层渗漉液’补骨脂上层渗漉液’补骨脂渗漉药渣%
均为天津中医药大学中医药研究院王跃飞副研究员
团队制备提供(产品批号%&#"&#%&#*

补骨脂生药粉%补骨脂药材直接粉碎(制成的棕
色补骨脂生药粉+

补骨脂下层渗漉液 !每克提取物折合生药
&C?? Z"%补骨脂原药材经 ’#h乙醇浸泡后渗漉(渗
漉液减压回收(静置分层(稠浸膏与环糊精混合制得
补骨脂提取物+

补骨脂上层渗漉液 !每克提取物折合生药
"$C() Z"%补骨脂原药材经 ’#h乙醇浸泡后渗漉(渗
漉液减压回收(静置分层(上层 ?# j减压烘干(制得
渗漉上层干膏提取物*

补骨 脂 渗 漉 药 渣 ! 每 克 提 取 物 折 合 生 药
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"C"$ Z" %补骨脂原药材经 ’#h乙醇浸泡后渗
漉 (渗漉药渣再次水提 (?# j减压烘干 (制得渗

漉药 渣 提 取 物 * 各 受 试 样 品 成 分 含 量 如 下
!表 "" *

表 /K受试样品成分含量
@%J:-/KE(&F-&FS(TF"-R(9W(&-&FS(TF"-F-SFS%9W:-

!样品" 补骨脂素;n 异补骨脂素;n 补骨脂苷;n 异补骨脂苷;n 补骨脂酚;n 补骨脂甲素;n 补骨脂乙素;n

生药粉 BC#" (C"( "(C&) "(C&) ?&CB& &C&? (C)’

下层渗漉液 &C?% &C"% ) ) B$C’& "C$( )C?#

上层渗漉液 #C"" #C#% #C"# #C#’ &C&B #C"& #C&#

渗漉药渣 "C$( "C?" ")CB’ %C)$ #C$B ) )

/N5K动物及饲养
=DE级 =M大鼠 ""& 只(雌雄各半(购自北京华

阜康生物科技股份有限公司(生产许可证号%=Â F
!京"&##%_##"B* 动物饲养于天津中医药大学实验
动物中心(使用许可证号%=\̂ F!津"&#"(_###&* 所
用饲料为全价颗粒饲料(天津市华荣实验动物科技
有限公司生产*
/N3K试剂与仪器

RNJ!总胆汁酸"’AKV!血清肌酐"’RA!总胆固
醇"’RQ!甘油三酯"’RD!总蛋白"’JIR!天冬氨酸
氨基转氨酶"’JID!碱性磷酸酶"’JIN!白蛋白"’
N]>!尿素氮"以及 J=R!丙氨酸氨基转换酶"试剂
盒均由中生北控生物科技股份有限公司生产*

丙二醛 !GMJ"测定试剂盒 !RNJ法"’总抗氧
化能力!R_JHA"检测试剂盒!比色法"均由南京建
成生物工程研究所生产*

离心机!赛默飞(ISZS2, G15T6"’ 型"+恒温培养
振荡器 !上海世平实验设备有限公司( =DY_"#)N
型"+全自动封闭脱水机!IS153(J=D)##= 型"(切片
机 !IS153(KG&")B 型 "+显微镜 !HI\GD]=( N̂ B"
型"+包埋机!天津航空机电公司(NG‘_" 型"+多功
能酶标仪!RS532(<2W1219SG&## 型"+全自动生化分析
仪!日立(’#&# 型"*
/N2K方法

具体实验方法参考了文献 , (-中描述的中药长
期毒性实验方法*
/N2N/!分组与给药%将大鼠按体质量’性别随机分
为 $ 组%对照组 !对照组与补骨脂水提物与水提药
渣的毒性比较研究相同"’补骨脂生药 ) Z生药;.Z
剂量组(补骨脂下层渗漉液 ? Z生药;.Z’) Z生药;
.Z剂量组(补骨脂上层渗漉液 ? Z生药;.Z’) Z生
药;.Z剂量组(补骨脂渗漉药渣 ? Z生药;.Z’) Z生
药;.Z剂量组(每组 "( 只(连续灌胃给药 ( 周(最大

给药剂量为 &#"B 版药典规定给药剂量的 ? 倍*
/N2N5!一般状况观察%给药期间(每周称体质量一
次(并根据体质量调整给药剂量+每天给药前后观察
动物的毛色’进食’活动等情况*
/N2N3!血清生化检测%给药期结束(动物禁食不禁
水 "& 8(腹腔注射水合氯醛进行麻醉* 由腹主动脉
取血() ### T;712 离心 "# 712(分离得到血清(通过
自动生化仪检测 RNJ’AKV’RA’RQ’RD’JIR’JID’
JIN’N]>’J=R*
/N2N2!GMJ和 R_JHA的含量测定%肝脏加生理盐
水研磨制备 "#h的匀浆(用南京建成 R_JHA和
GMJ试剂盒测定大鼠肝脏中 R_JHA和 GMJ的
含量*
/N2NO!脏器系数及组织病理学检查%剖腹小心摘取
心脏’肝脏’肾脏’脾脏’胸腺称重(计算脏器系数
!脏器质量;体质量"* 切取大鼠肝脏一叶’左肾于
"#h中性甲醛溶液中固定(固定液为组织体积的 Bi
"# 倍(固定 ($ 8(石蜡切片(常规 YV染色(光镜下
观察组织病变*
/NOK统计方法

采用 =:**"’C# 软件进行单因素方差分析进行
统计学处理 , ’- (以均数g标准差 !$7g."表示(以 5l
#C#B(为差异有统计学意义*

5K结果

5N/K对大鼠一般情况和体质量的影响
给药期间(大鼠进食’活动情况正常(毛色无异(

各组动物均无死亡* 补骨脂不同提取物灌胃给药 (
周对大鼠体质量的影响如下!表 &(表 )"%与对照组
相比(雄性大鼠下层渗漉液高剂量组在第 & 周体质
量显著降低+雌性大鼠渗漉药渣高剂量组第 ( 周的
体质量显著升高(其他组无显著变化*

0’0
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表 5K不同提取物的补骨脂对雄性大鼠体质量的影响
@%J:-5K7TT-RFS(T[S(G%:-&TG(9H#TT-G-&F-.FG%RF#(&S(&=(H$ \-#)"F(TD%:-?%FS

组别 剂量 Z生药;.Z * 第 # 周 第 " 周 第 & 周 第 ) 周 第 ( 周
对照 ) ’ "?"CBg&#CB &#)C#g&’C) &)"C(g)&C( &?"C#g)$C) &$(C)g(&C$

生药 ) ’ "B(C"g"%C$ &#"C$g&)C% &)&C)g&$C" &()C#g)"C’ &’(C)g("C?

下层渗漉液 ? ’ "??C’g"(C$ "%)C(g")C" &##CBg"&C## &)$C)g")C? &($C(g"BC(
) ’ "B"C&g""C" &#(C(g"&C( &)%C$g"$C? &B%C)g&#C$ &$BC%g&(C’

上层渗漉液 ? ’ "?)C&g"’C% "%$C%g")C’ &)&CBg")C( &B$C(g"&C’ &$#C%g"?C&
) ’ "?&C(g"%C$ &#)C&g"?CB &"$CBg"$C$ &?#C"g&?C# &$"C?g&%CB

渗漉药渣 ? ’ "?"C)g"(C( &#"C)g&)C" &&)C’g&%C? &(BC$g)%C% &?$C’g((C#
) ’ "BBC%g""C$ &"BC%g"(C" &()C(g"’C( &’"C(g"BC% &%$C?g"%C#

!!注%与对照组比较(#5l#C#B

>69S% #5l#C#B b*5629T6OZT6U:

表 3K不同提取物的补骨脂对雌性大鼠体质量的影响
@%J:-3K7TT-RFS(T[S(G%:-&TG(9H#TT-G-&F-.FG%RF#(&S(&=(H$ \-#)"F(TM-9%:-?%FS

组别 剂量 Z生药;.Z * 第 # 周 第 " 周 第 & 周 第 ) 周 第 ( 周
对照 ) ’ "B$C?g"(C$ "’BC’g"?C$ "$$C?g&#C# "%’C(g"%C$ &#’C’g&#C%

生药 ) ’ "B(C"g"&C( "’"C%g %C% "%)C’g ’C$ &#(C$g ?C% &"(C#g $C)

下层渗漉液 ? ’ "($C&g ’C)& "?BC$g ?C# "$&C)g ’C% "%"C&g"#C) "%$C%g")C’
) ’ "(%C?g %C% "?’C"g"#C) "$)C(g ’C& "%’C%g %C& &"#C(g""C$

上层渗漉液 ? ’ "(&C&g"$C% "’&C%g"BCB "$&C%g""C# "%$C#g"BC& &#)C&g")C(
) ’ "B(C&g"#C% "’(C"g"#C# "%"C)g"&C( &##C$g"#C) &""C"g"#CB

渗漉药渣 ? ’ "B#C’g"?C? "’?C&g"?C# "%&C&g"?C) &"&C’g"%C( &)"C)g"’C"#

) ’ "(%C?g %C’ "B%C$g ’C" "’BC’g $C& "%#C&g ’C’ "%$CBg ?C?

!!注%与对照组比较(#5l#C#B

>69S% #5l#C#B b*5629T6OZT6U:

5N5K对大鼠血清生化影响
与对照组比较(雄性大鼠生药组 JIR’JID’

RNJ’R_AYH’JIN显著降低+下层渗漉液高剂量组
JIR’N]>显著升高(R_AYH’JIN显著降低+下层渗
漉液低剂量组 RNJ’RQ’R_AYH显著降低+渗漉药渣
低剂量组 JIR’RNJ’JIN显著降低+上层渗漉液高’
低剂量组’渗漉药渣高剂量组无显著性差异* 雌性
大鼠生药低剂量组 JID显著升高+下层渗漉液高剂
量组 N]>显著升高(JIN显著降低+下层渗漉液低
剂量组 JIR显著升高(AKV显著降低+上层渗漉液
高剂量组 N]>显著升高+渗漉药渣高剂量组 JIR’

J=R显著降低(RNJ’R_AYH’N]>显著升高+渗漉药
渣低剂量组 RD显著升高!表 ((表 B"*
5N3K对大鼠肝脏 D’<和 @8<>E的影响

与对照组比较(雄性大鼠生药低剂量组(渗漉药
渣高剂量组 GMJ显著升高+下层渗漉液高’低剂量
组(渗漉药渣低剂量组 R_JHA显著升高* 雌性大鼠
生药低剂量组(渗漉药渣高剂量组 GMJ显著升高(
R_JHA显著降低+下层渗漉液高剂量组 R_JHA显著
降低+渗漉药渣低剂量组 GMJ显著降低(R_JHA显
著降低!见表 ?(表 ’"*

表 2K不同提取物的补骨脂对雄性大鼠血清生化指标的影响#一$

@%J:-2K7TT-RFS(T[S(G%:-&TG(9H#TT-G-&F-.FG%RF#(&S(&S-G+9J#(R"-9#R%:W%G%9-F-GS#&D%:-?%FS#/$

组别 剂量 Z生药;.Z * JIR;!];I" J=R;!];I" JID;!];I" RNJ;!!76O;I" RQ;!776O;I"
对照 ) ’ )BC))g?C?B %%C$)g&(C)’ "’&C##g)?C?% &’CB#g"%C$’ #CB)g#C&%
生药 ) ’ &’C$?g(C&?# $$C##g")C?( "&&C()g&’C&)# (C##g&C(B## #C))g#C"&
下层渗漉液 ? ’ ?"CB’g&)C"B# ""&C’"g"%C&$ &"#C"(g""#C?% &"C$?g"(C&$ #C)%g#C"?

) ’ ))C&%gBC?& %$C&%g"$C&# "$$CB’g))C?# %CB’g(C&$# #C&’g#C#B#

上层渗漉液 ? ’ )(CB’g?C"% ’$CB’g’C?$ "$#C&%g"’C#% &"C()g$C)# #C($g#C&?
) ’ ))C&%g(C)% $?C"(g%C"% "?"C"(g)&C(" &#C&%g"&C$) #C?&g#C("

渗漉药渣 ? ’ &%C?’g""C"? $%C"’g"’C?B "B?CB#g&(C#? &#C?’g&#C’( #C((g#C)#
) ’ &’C##g)C)&# $$C"(g"#C&" "(&CB’g&?C$" ’C’"g)C%## #C)Bg#C"(

!!注%与对照组比较(#5l#C#B(##5l#C#"

>69S% #5l#C#B( ##5l#C#" b*5629T6OZT6U:

0$0
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表 2K不同提取物的补骨脂对雄性大鼠血清生化指标的影响#二$

@%J:-2K7TT-RFS(T[S(G%:-&TG(9H#TT-G-&F-.FG%RF#(&S(&S-G+9J#(R"-9#R%:W%G%9-F-GS#&D%:-?%FS#5$

组别 剂量 Z生药;.Z 2 R_AYH;!776O;I" N]>;!!76O;I" AKV;!!76O;I" RD;!Z;I" JIN;!Z;I"
对照 ) ’ "C’’g#C&( $C??g"C?’ &?CB#g)C)) ?#C%’g&C(( ))C?Bg#C$(
生药 ) ’ "C&?g#C&"## $C?%g"C$% &$CB’g)C%B ?&CB"g)C(# )"C(?g#C%B##

下层渗漉液 ? ’ "C#Bg#C)"### ""C’#g"C$### &?C"(g&C%" ?"C)’g(C%) )"C’#g"C%)#

) ’ "C(&g#C"$# ’C$%g#CB( &BCB’g(C)" ?#C$Bg&C"$ )&C((g"C"’
上层渗漉液 ? ’ "C?’g#C)? %C#&g"C&# &BCB’g"C%# ?#C’(g&CB? )&CB%g#C%$

) ’ &C#)g#CB" $C&#g"C"( &’C##g)C?# B%C")g"C$# )&C)?g"C&%
渗漉药渣 ? ’ "CB&g#C&$ "#C#&g&C"" &(C$)g&CB? ?&C&)g&CB% )&C’&g#C??

) ’ "C(Bg#C)" %C$#g"C($ &%C$?gBC?( ?&C(#g)C$# )"C(’g#C%’##

!!注%与对照组比较(#5l#C#B(##5l#C#"(###5l#C##"

>69S% #5l#C#B( ##5l#C#"( ###5l#C##" b*5629T6OZT6U:

表 OK不同提取物的补骨脂对雌性大鼠血清生化指标的影响#一$

@%J:-OK7TT-RFS(T[S(G%:-&TG(9H#TT-G-&F-.FG%RF#(&S(&S-G+9J#(R"-9#R%:W%G%9-F-GS#&M-9%:-?%FS#/$

组别 剂量 Z生药;.Z * JIR;!];I" J=R;!];I" JID;!];I" RNJ;!!76O;I" RQ;!776O;I"
对照 ) ’ )"C’"g)C(B %(C(&g"#C&? $?C"(g&)C#$ "(C"(g BC)( #C(#g#C"B
生药 ) ’ &$C$)g?CB% $’CB#g"BC&) "()C?’gBBC?B# "(C##g""C(# #C(#g#C"$
下层渗漉液 ? ’ ))C$?gBC)# %#C’"g"(C’B %?C&%g&&C(B "?C()g $C?? #C)%g#C"(

) ’ (#C$?g"#C#%# %’CB’g $C(& %?C’"g&BCB? "(C$?g %C?# #C&’g#C#?
上层渗漉液 ? ’ ))C?’gBC#B $%CB#g""C#$ "#BCB#g("C%? "’C?’g"(C)B #C))g#C#$

) ’ )#CB’g)C&? %$CB’g %C%? $"C##g"$C#$ ")C&%g )C’’ #C(#g#C#%
渗漉药渣 ? ’ &)C$)g)C’"## ’(C"’g $C#(## %(C##g&?C"# )&C##g"’C&## #C(?g#C"%

) ’ )$C?’g")C%& $)C$)g"#C’( """C))gB"C(’ &?C##g"$CB" #C("g#C"#

!!注%与对照组比较(#5l#C#B(##5l#C#"

>69S% #5l#C#B( ##5l#C#" b*5629T6OZT6U:

表 OK不同提取物的补骨脂对雌性大鼠血清生化指标的影响#二$

@%J:-OK7TT-RFS(T[S(G%:-&TG(9H#TT-G-&F-.FG%RF#(&S(&S-G+9J#(R"-9#R%:W%G%9-F-GS#&M-9%:-?%FS#5$

组别 剂量 Z生药;.Z * R_AYH;!776O;I" N]>;!!76O;I" AKV;!!76O;I" RD;!Z;I" JIN;!Z;I"
对照 ) ’ "CB#g#CB’ $C%#g#C?% )#C’"g"C?# ?)C"?g&CB" )(C&(g#C%%
生药 ) ’ "C))g#C’# $C("g"C)B &$C##g(C() ?BC&#g(C#B ))C’$g"C)’
下层渗漉液 ? ’ "C&%g#C(? ""CB?g&C)$# &$C()g)C’$ ?#C%?g"C%$ )&C$#g#C%##

) ’ "CB(g#C(? $C?’g"CB& &?C’"g&CB?## ?)C?%g&CB% ))C&#g"C%"
上层渗漉液 ? ’ "C%#g#C(" %C$Bg#C’%# )"C))g#C$& ?&C(&g&C$) ))C%$g"C$)

) ’ "C%)g#C(# %C""g"C)& &%C’"g"C$# B’C&(g""C() ))C?)g#C%B
渗漉药渣 ? ’ &C)"g#CB&# "#C?’g"C’)# &$CB#g)C)% ?BC%&g)C)% )(CB&g"CB’

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

!!注%与对照组比较(#5l#C#B(##5l#C#"

>69S% #5l#C#B( ##5l#C#" b*5629T6OZT6U:

表 4K不同提取物的补骨脂对雄性大鼠 D’<的影响
@%J:-4K7TT-RFS(T[S(G%:-&TG(9H#TT-G-&F-.FG%RF#(&S

(&D’<#&D%:-?%FS

组别
剂量

Z生药;.Z
*

GMJ;

! 276O;7Z:T69"

R_JHA含量;

!];7Z:T69"
对照 ) ’ #C%(g#C)’ #C""g#C#?

生药 ) ’ &C’’g#C%$### #C"&g#C#(

下层渗漉液 ? ’ "C""g#C(" #C&’g#C#(###

) ’ "C#?g#C)$ #C"%g#C#$#

上层渗漉液 ? ’ #C’’g#C"( #C"?g#C#B
) ’ #C?’g#C"" #C"&g#C#B

渗漉药渣 ? ’ "C%$g#C’### #C"(g#C#(
) ’ "C#?g#C&? #C"$g#C#’#

!!注%与对照组比较(#5l#C#B(##5l#C#"(###5l#C##"

>69S% #5l#C#B( ##5l#C#"( ###5l#C##" b*5629T6OZT6U:

表 PK不同提取物的补骨脂对雌性大鼠 D’<的影响

@%J:-PK7TT-RFS(T[S(G%:-&TG(9H#TT-G-&F-.FG%RF#(&S

(&D’<#&M-9%:-?%FS

组别
剂量

Z生药;.Z
*

GMJ;

! 276O;7Z:T69"

R_JHA含量;

!];7Z:T69"
对照 ) ’ "CB?g#C)( #C)&g#C#B

生药 ) ’ )CB"g#C$)### #C&&g#C#?##

下层渗漉液 ? ’ "C(#g#C%# #C&"g#C#(###

) ’ &C))g"C"& #C)(g#C"#

上层渗漉液 ? ’ "C%$g#C)$ #C)&g#C#B
) ’ "C’#g#C)$ #C&’g#C"#

渗漉药渣 ? ’ )C"$g#C’%### #C&"g#C#(###

) ’ #C%$g#C&?## #C"$g#C#(###

!!注%与对照组比较(##5l#C#"(###5l#C##"

>69S% ##5l#C#"( ###5l#C##" b*5629T6OZT6U:
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5N2K对大鼠脏器系数及组织病理学的影响
与对照组相比(雄性大鼠生药低剂量组胸腺系

数显著降低而肝’肾系数显著升高+下层渗漉液高剂
量组(渗漉药渣高’低剂量组肝’肾系数显著升高而
胸腺系数显著降低* 雌性大鼠下层渗漉液低剂量
组(渗漉药渣低剂量组肝’肾系数显著升高而胸腺系
数显著降低+生药低剂量组(渗漉药渣高剂量组肝’

肾系数显著升高+下层渗漉液高剂量组肝系数显著
升高而胸腺系数显著降低+上层渗漉液低剂量组肝
系数显著升高(其他各组的值比较差异不具有统计
学意义!见表 $(表 %"*

光镜下观察(给药组大鼠的肝脏’肾脏和生殖器
官未见明显的组织病变(与对照组无明显差别*

表 1K不同提取物的补骨脂对雄性大鼠脏器系数的影响
@%J:-1K7TT-RFS(T[S(G%:-&TG(9H#TT-G-&F-.FG%RF#(&S(&(G)%&R(-TT#R#-&F#&D%:-?%FS

组别 剂量;!Z生药;.Z" * 心 肝 脾 肾 胸腺
对照 ) ’ #C)#(g#C#(? &C’$#g#C’"$ #C"%)g#C#)’ #C?&#g#C""( #C"’&g#C#B$

生药 ) ’ #C)"$g#C#&( (C&)%g#C)$## #C"’&g#C#&& #C’?(g#C#$## #C"""g#C#&&#

下层渗漉液 ? ’ #C)&&g#C#(& (C#B#g#C"$B### #C"$)g#C#&$ #C’(?g#C#’&# #C""$g#C#)?
) ’ #C)&’g#C#&? )C)B(g#C&&" #C&##g#C#)) #C’"%g#C#(B #C"&%g#C#&(

上层渗漉液 ? ’ #C)")g#C#"" &C$’#g#C"’B #C"’’g#C#"? #C?$$g#C#(( #C""%g#C#&’
) ’ #C)"Bg#C#&’ &C$?(g#C&&% #C&""g#C#)( #C?B%g#C"## #C"?’g#C#B)

渗漉药渣 ? ’ #C)"’g#C#B# (C?%Bg#C$("## #C"’Bg#C#(# #C’BBg#C#$?# #C"&)g#C#"’
) ’ #C)&’g#C#"% (C"%#g#C)%)### #C"$%g#C#") #C’?Bg#C#’## #C"B?g#C#’?

!!注%与对照组比较(#5l#C#B(##5l#C#"(###5l#C##"

>69S% #5l#C#B( ##5l#C#"( ###5l#C##" b*5629T6OZT6U:

表 0K不同提取物的补骨脂对雌性大鼠脏器系数的影响
@%J:-0K7TT-RFS(T[S(G%:-&TG(9H#TT-G-&F-.FG%RF#(&S(&(G)%&R(-TT#R#-&F#&M-9%:-?%FS

组别 剂量;!Z生药;.Z" 2 心 肝 脾 肾 胸腺
对照 ) ’ #C)??g#C#)" )C#%?g#C""% #C&)(g#C#&% #C’#’g#C#)’ #C&#’g#C#)%

生药 ) ’ #C)$Bg#C#&( BC#%)g#C&"(### #C&)’g#C#&" #C$&&g#C#B"### #C"%&g#C#&B

下层渗漉液 ? ’ #C)($g#C#"# (C&?$g#C&B(### #C&""g#C#)) #C$&"g#C"(? #C"BBg#C#"’##

) ’ #C)’%g#C#"? )C$)$g#C&?’### #C&)"g#C#&) #C$"Bg#C#’### #C"’#g#C#"B#

上层渗漉液 ? ’ #C)?(g#C#&? &C%$’g#C")B #C&#?g#C#&$ #C’"’g#C#)" #C"$%g#C#(?
) ’ #C("#g#C#%$ )C)#’g#C"$&# #C&((g#C#?( #C’(Bg#C#)$ #C&&&g#C#??

渗漉药渣 ? ’ #C)$’g#C#(? (C%)Bg#C)’?### #C&()g#C#&) #C$%’g#C#’B### #C"$"g#C#)$
) ’ #C(#)g#C#)) )C$?%g#C))?### #C&)%g#C#)B #C$)%g#C#?$### #C"(%g#C#"’##

!!注%与对照组比较(#5l#C#B(##5l#C#"(###5l#C##"

>69S% #5l#C#B( ##5l#C#"( ###5l#C##" b*5629T6OZT6U:

3K讨论

本实验为研究不同提取物补骨脂大鼠口服给药

毒性(分别设立对照组’补骨脂生药组(补骨脂下层
渗漉液低’高剂量组(补骨脂上层渗漉液低’高剂量
组(补骨脂渗漉药渣低’高剂量组* 实验所需补骨脂
生药和不同提取物的最大给药量为 &#"B 版药典规
定的 ? 倍* 实验结果表明%与对照组相比(补骨脂生
药组肝脏脏器系数’JID’GMJ明显升高(胸腺脏器
系数’R_JHA显著降低(再次证明补骨脂生药给药 (

周即对大鼠肝脏有一定的损伤* 补骨脂下层渗漉液
组肝脏脏器系数’R_JHA’JIR也显著升高(表明补
骨脂下层渗漉液也对肝脏有一定的损伤(但雄性大

鼠 R_JHA值明显升高+补骨脂渗漉药渣高剂量组肝
脏脏器系数’GMJ显著升高而雌性大鼠 R_JHA值
显著降低+表明补骨脂渗漉药渣高剂量给药 ( 周对
肝脏有一定的损伤(而渗漉药渣低剂量组并没有肝’

肾毒性指标出现显著性(表现出较好的剂量相关性+

补骨脂上层渗漉液没有明显毒性* 总结实验结果也
显示三种不同提取物中渗漉药渣的肝毒性最大(其
次为下层渗漉液(上层渗漉液的安全性最高*

对三个不同提取物中有效成分的含量测定结果
显示(补骨脂上层渗漉液中有效成分的含量极少(其
中含量最多的补骨脂酚也只有 &C&?n(渗漉药渣中
含有较多的补骨脂苷和异补骨脂苷(而补骨脂酚含
量极少仅 #CB$n(因此二者不适合用作药用+而下
层渗漉液中没有检测到补骨脂苷和异补骨脂苷(补
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骨脂素’异补骨脂素的含量也不多(但补骨脂酚的含
量高达 B$C’&n(有研究认为(补骨脂苷’异补骨脂
苷’补骨脂素’异补骨脂素是补骨脂中的主要毒性成
分 , (- * 白茹玉等 , $-研究结果表明(大剂量补骨脂素
给予小鼠时(引起药物急性毒性反应+异补骨脂素可
引起 YS:Q& 细胞内胆汁酸升高和细胞毒性 , %- +还有
研究表明异补骨脂素和补骨脂素对小鼠肝功能有一
定影响 , "#- +补骨脂乙素可抑制 R53$"") 细胞的增殖
并诱导细胞凋亡 , ""- * 同时(已有研究证实补骨脂素
和异补骨脂素对小鼠骨质疏松有较好的治疗作
用 , "&- (刘颖等 , ")-的研究表明(补骨脂对维甲酸诱导
的大鼠骨质疏松有治疗作用* 而补骨脂酚是毒性相
对较小有效成分(有抗菌’抗肿瘤’降糖降血脂’抗氧
化’消炎’雌激素样等作用 , "(_"$- * 综上(下层渗漉液
更合适入药* 当然(这一结论尚需更多的药效和安
全性评价研究来支持*
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不同垫料对 =DE级 FG小鼠学习记忆能力的影响#

胡建武!李树梅!梁俊仕!余光祯!李!亮!武会娟!陈禹保
!北京实验动物研究中心(北京!"###"&"

摘要%目的!探讨非专业加工制作的麦秸垫料’玉米芯垫料’刨花垫料和纸质垫料对 =DE级昆明小鼠!FG"学习记

忆能力的影响差异(以及不同垫料对小鼠行为学的影响* 方法!选用 =DE级 FG小鼠 &( 只(分别使用麦秸垫料’

刨花’玉米芯和纸质垫料饲养 $ 周后(开展 GHKK<= 水迷宫行为学实验(考察其行为学的变化和学习记忆能力的差

异* 结果!麦秸组学习记忆能力增加明显高于刨花组!5l#C#B"+水迷宫实验期间(各组增重差异不显著* 定位航

行实验结果显示(麦秸组第 B , 的逃避潜伏期显著低于其余三组!5l#C#B"(其余时间段差异无显著性+空间探索实

验结果显示麦秸组小鼠穿过原平台位置的次数’游泳时间均多于其余三组* 结论!不同垫料对水迷宫实验中 FG

小鼠的体质量影响较小(麦秸垫料对 FG小鼠学习记忆能力的影响优于刨花垫料和玉米芯垫料(建议将麦秸垫料

作为实验动物接触性垫料推广使用*

关键词%垫料+FG小鼠+水迷宫实验+学习记忆

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

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4##)

!!垫料是实验动物生存环境中的接触性基础材
料(不同的垫料生存环境直接影响实验动物的生理
活动(进而影响动物实验结果的准确性(选择不同垫
料也是体现动物福利的重要内涵* 因此(实验动物
国家及地方标准对实验动物垫料的物理性状’化学
及生物特性都有明确的规定和要求* 目前所知实验
动物品种’品系’年龄’性别等对实验动物记忆能力
均有不同程度的影响(但未知不同垫料饲养环境对
实验动物记忆认知能力是否有影响* 为了进一步探
索新型麦秸垫料的安全性及其对啮齿类实验动物接
触环境的影响(本实验采用 =DE级昆明小鼠为研究
对象(应用 GHKK<= 水迷宫行为学实验方法(比较’
开发利用新型麦秸垫料和其他 ) 种垫料 !刨花垫
料’玉米芯垫料和纸质垫料"在工作状态下对小鼠
学习记忆能力和血液生化指标的影响* 为今后开展
与改善学习记忆能力相关药物研究的实验动物垫料
选择提供参考(也为新型麦秸垫料的安全使用和大
力推广提供依据*

/K材料与方法

/N/K实验动物
=DE级 FG小鼠 !孕 ") ," $ 只(购自北京维通

利华实验动物技术有限公司 , =Â F!京 " &#"?_
###?-(饲养在北京实验动物研究中心屏障设施内
,=\̂ F!京 " &#"B_##(?-(小鼠自由进食’进水(温
度%"$i&? j(湿度%)$hiB#h* 维持 "&;"& 8 明暗
交替光照* 所有实验操作遵循动物使用相关伦理要
求(福利伦理审查批准号%NIJKA_&#"’""&(#"*
/N5K垫料及主要仪器
/N5N/!新型麦秸垫料%利用蒸汽爆破工艺对麦秸秆
原料进行爆破(做进一步处理后(进行 ?#A6照射及真
空包装后获得新型麦秸垫料* 玉米芯垫料’刨花垫
料均购自北京科澳协力饲料有限公司+纸质垫料购
自北京美绿洲生物科技有限公司*
/N5N5!主要仪器%超净工作台 !苏杭"+电子天平
!=3T96T1U*(N=J&&#X= 型"+水迷宫!X=_##"GHKK<="(
X=_##" GHKK<= 水迷宫动物行为分析系统!众实迪
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创(购自北京美绿洲生物科技有限公司"*
/N3K方法
/N3N/!实验分组%$ 只 FG孕鼠单笼饲养(& 只;笼(
分别饲养在麦秸垫料’玉米芯’刨花和纸质 ( 种垫料
中* 选取离乳后仔鼠 &( 只(随机分为 ( 组(每组 ?
只(雌雄各半(分别按照使用垫料的不同分为麦秸垫
料组’玉米芯组’刨花组和纸质垫料组* 每周更换一
次垫料(常规饲养* 在相同环境条件下继续饲养 $
周后(观察各组小鼠的相应指标*
/N3N5!适应性观察%观测 FG小鼠分别对 ( 种垫料
饲养适应情况(观察小鼠行为反应’身体清洁度’有
无外伤及过敏’嚼食垫料等情况*
/N3N3!水迷宫行为学测试%应用 X=_##" GHKK<=
水迷宫实验装置(开展隐藏平台实验和空间探索实
验(检测小鼠在水迷宫装置中的学习和记忆能力*
"C)C)C"!定位航行实验%连续 ? , 分别对麦秸’刨
花’玉米芯及纸质垫料饲养的 ( 组小鼠进行入水训
练和测试(每天训练 ( 次(确保 ( 个象限每天只用 "
次* 第一天为适应性训练(将小鼠放入不含平台的
水池中自由游泳 "&# *(每次训练完成后(迅速用干
净的干毛巾将小鼠擦拭干净后放回笼盒(并保证其
饮水和食物供应(便于小鼠提前适应环境(减少应激
反应* 其余 B , 为正式试验(每天固定时间训练 (
次(每次训练间隔 "B i&# 712* 训练时间设置为
%# *(%# *内小鼠未找到站台(则由实验人员将其引
导至站台(并在站台上停留 "# *(逃避潜伏期记为
%# ** 将逃避潜伏期均值作为参数进行数据统计*
"C)C)C&!空间探索实验%实验时间为 " ,(去除平台
中心支架(任选一个象限入水点将 FG小鼠放入水
中(测试 ?# *小鼠在恒温池中的游泳时间以及穿越

目标!原平台位置"的次数*
/N3N2!体质量的检测%实验期间(每天实验前对所
有小鼠进行称重并记录*
/N2K统计方法

采用 =D== &&C# 软件进行统计学分析(实验数
据均用平均数g标准差!$7g."表示(各组间逃避潜伏
期和体质量的比较采用 I=M方差分析+各组间穿越
站台次数采用单因素方差分析( 5l#C#B 为差异有
显著性*

5K结果

5N/K动物适应性研究
通过实验观察(麦秸垫料对小鼠无刺激作用(小

鼠行为’反应正常* 同其他 ) 种垫料相比(换垫料 "
周后(麦秸垫料相对干燥度良好+相比玉米芯垫料(
没有尿液集中渗漏的情况+相比纸质垫料(没有排泄
物裸置的情况*
5N5K定位航行实验

逃避潜伏期结果如表 " 所示* 在 B , 的定位航
行实验中(各组小鼠的潜伏期均随着训练天数的增
加而缩短(由此可知(在 ( 种垫料饲养环境下的 FG
小鼠经过训练后均可获得一定的空间学习能力* 由
图 " 可见(自第 & 天起(麦秸组’玉米芯组和纸质组
的潜伏期呈下降趋势(其中麦秸组较其他 ) 种垫料
组具有明显的优势* 进一步对组内各时间点的潜伏
期进行两两比较(结果显示(第 B 天的潜伏期麦秸组
显著低于其他 ) 组!5l#C#B"(其余各组间两两比较
差异不显著(由此可见经麦秸垫料饲养下的 FG小
鼠在空间学习能力可得到明显的提高*

表 /K,D 小鼠水迷宫实验结果#定位航行$#%!Q"$

@%J:-/K?-S+:FS(TD(GG#S*%F-G9%Y-#W:%R-&%X#)%F#(&$ F-SF#&,D 9#R-

组别 " , & , ) , ( , B ,

麦秸组 $%C?(g"’C?" $"C$Bg"’C&) ’(C%&g&%C#$ ’"C?$g&%C(& ?(C$(g)BC#’#

刨花组 $?C$’g"BC)) $’C’Bg""C#& $"C(Bg&)CB" $"C%’g"%C%) $(C’(g"’C$&

玉米芯组 $’C)Bg"&C%? $&C#%g&#C"B $’C(&g"&C?? ’&C%%g&?C#% $BC%(g")C$)

纸质组 %#C##g#C## $)C($g"’C&" $&C)#g"%C)( $)C’%g"%C"( $"C%Bg&&C""

!!注% #5l#C#B

>69S% #5l#C#B

5N3K空间探索实验
实验结果如图 & 所示(各组小鼠穿过目标象限

次数’目标象限游泳时间经统计无显著性差异

!5p#C#B"* 但麦秸组的小鼠在穿过目标象限的总
次数’游泳时间上均表现出一定的优势(其中穿台次
数方面%麦秸组!)’&"最高’刨花组!"’&"’玉米芯组

0("0
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!"’ & "( 纸 质 组 ! " "+ 游 泳 时 间 方 面% 麦 秸 组
!"’C#% *"’刨花组!""C&& *"’玉米芯组!"&C&" *"’
纸质组!"?C)) *"* 这说明在麦秸垫料饲养条件下
的 FG小鼠可获得良好的空间学习记忆能力(其对
空间定位的准确性明显高于其他 ) 组*

图 /K不同垫料组小鼠定位航行实验结果
M#)V/K?-S+:FS(TF"-W:%R-&%X#)%F#(&F-SF

#&H#TT-G-&FJ-HH#&) )G(+WS(T9#R-

图 5K,D 小鼠空间探索实验结果
M#)V5K?-S+:FS(TF"-SW%F#%:WG(J-F-SF#&,D 9#R-

5N2K垫料对 ,D 小鼠体质量的影响
FG小鼠经四种不同垫料相同饲养环境下饲养

$ 周后(体质量均逐渐增加(结果见表 &* 其中麦秸
组增重最大(刨花组增重最小(两组间变化差异显著
!5l#C#B"+水迷宫测试期间(各组增重两两比较无
统计学差异!5p#C#B"(结果如图 ) 所示*

表 5K不同垫料对 ,D 小鼠体质量的影响##]4&%!Q"&)$

@%J:-5K7TT-RFS(TH#TT-G-&FJ-HH#&)S(&J(H$ *-#)"F(T,D 9#R-

组别 麦秸组 刨花组 玉米芯组 纸质组

初始体质量 "’C%&g#CB$ "’C%)g#C($ "’C$Bg#C(? "’C$&g#CB$

$ 周后体质量 ("C()g?C)## )BC&$g(C)"# )$C%)g)C$& )$C#&gBC#?

平均体质量增加 &)CB& "’C)B &"C#$ &#C&"

!!注%#5l#C#B

>69S% #5l#C#B

图 3K各组小鼠水迷宫试验期间体质量增加百分比
M#)V3K@"-#&RG-%S-HJ(H$ *-#)"FW-GR-&F%)-(T

-%R")G(+WH+G#&) F"-*%F-G9%Y-F-SF

3K讨论

目前(GHKK<= 水迷宫实验广泛用于开展海马

功能’学习记忆机制’衰老’药物对学习记忆障碍的
改善’某些疾病对学习记忆功能的影响以及新药的
研发’药物机型筛选’疗效评价’衰老模型评价’康复
医学以及药物毒理学研究等领域 , "- * 根据 GHKK<=

水迷宫实验原理可知(小鼠的自身生理因素和环境
因素均会对实验结果产生一定影响* 李爱萍等 , &-

报道(受动物品系及遗传背景的影响(在 GHKK<= 水
迷宫中不同品系的小鼠学习记忆能力差异较为明
显* [38O*9S2 等 , )-选用 $ 个近交品系小鼠进行水迷
宫实验(发现 AB’NI;? 和 MNJ;& ‘在迷宫试验中表
现良好(薛丹等 , (-报道(AB’NI;? 小鼠’FG小鼠和
<AK小鼠都能完成 GHKK<= 水迷宫的定位航行实
验’空间搜索实验和工作记忆实验(且非空间因素对
AB’NI;? 小鼠学习记忆能力的评价干扰较小* 诸
多学者以 AB’NI;? 小鼠为研究对象(应用 GHKK<=

水迷宫实验开展了神经退行性疾病’中枢神经系统
与脑认知系统的相关研究方面* 如 YU32Z等 , B-研

0B"0
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究脂多糖对记忆检索的影响(探讨免疫激活与学习
记忆功能的相互作用* =935.732 等 , ?-研究小鼠定
向反应与前丘脑神经元之间的关联* 范琳犀等 , ’-

研究发现皮质酮慢性注射可诱导 AB’ 小鼠抑郁行
为发生改变并损害学习记忆功能* 刘港等 , $-研究
结果表明(采用雄性 FG小鼠侧脑室注射 J"&B@)B可
快速成功制备阿尔茨海默病!JM"小鼠模型* 在定
位航行实验中(FG小鼠的逃避潜伏期随着训练次
数的增加而减少(这与本研究的结果一致* 王南溪
等 , %-用水迷宫实验测试不同剂量的黄粉虫油脂对
FG小鼠增重及学习记忆能力的影响* 胡华等 , "#-

探讨活血荣络片治疗阿尔茨海默病的机制* 在
GHKK<= 水迷宫实验过程中(其测试结果不仅与动
物种类有关(GHKK<= 水迷宫的实验设备’实验环境
!光照’噪声"等许多因素均会影响实验结果* 周海
东等 , ""-发现平台颜色可以改变大鼠的水迷宫成绩(
蓝色平台的大鼠学习能力提升速度快于白色平台
组* 黄明 , "&-发现 %# ,N的噪声! & 8;天"可以导致
FG小鼠空间性学习记忆能力和情绪性记忆能力
受损*

众所周知(垫料作为啮齿类实验动物生存环境
中的重要组成部分(其原料’形状’大小等因素均会
对实验动物及动物实验结果有不同程度的影响 , ")- *
越来越多的研究表明(丰富环境可以对小鼠脑损伤
具有复苏的作用(可以改善其记忆和运动能力(认为
环境丰富化对啮齿类动物脑功能改善’减轻老龄化
带来的空间认知和运动缺陷等具有重要生物学
意义 , "(_"B- *

唐莉莉 , "?-研究发现丰富环境组的 FG小鼠表
现活跃(探索主动性增加(丰富环境强化小鼠的情绪
学习记忆+而贫瘠环境组小鼠活动减少’情绪烦躁不
安(氧化应急水平下降(使机体抵抗外界不良环境的
能力下降* 吴冰洁等 , "’- 通过对近交系衰老模型
=JGD$ 小鼠的研究也发现并证实了环境丰富能刺
激’提高动物体内促肾上腺皮质激素!JARY"和皮
质醇!A6T"水平(能减轻精神行为异常及显著提高
小鼠的学习及记忆能力* 李春禄等 , "$-通过对野生
小家鼠和 FG小鼠对丰富环境!锯末垫料为主(普通
环境基础上添加玩具"的学习记忆能力影响实验(
发现早期的丰富环境饲养显著缩短野生小家鼠的潜
伏期(FG小鼠没有显著影响(而经过学习训练野生
小家鼠和 FG小鼠的潜伏期都显著缩短* 野生小家
鼠更有良好的可塑性和应变能力(而实验 FG小鼠

经过驯化后对环境变化更容易适应* 因此(本实验
选用 FG小鼠作为研究对象(这与我们的研究结果
一致* 但是(在刨花与玉米芯等常规垫料饲养中(结
果显示在 ( 种垫料饲养环境下的 FG小鼠经过训练
后均可获得一定的空间学习能力(自第 & 天起(麦秸
组’玉米芯组和纸质组的潜伏期呈下降趋势(其中麦
秸组较其他 ) 种垫料组具有明显的优势(但差异不
显著*

据报道(大小鼠的迷宫实验认知和行为评价的
差异也可能和应激反应有关 , "%- (应激状态下人类和
动物释放的肾上腺皮质激素影响记忆的形成(损害
记忆的获得和再现* 在水迷宫浸水游泳的环境应激
下(除了因整体环境因素如垫料富集(增加小鼠的幸
福感等对小鼠形成的保护作用(也应该考虑到小鼠
个体差异* 我们在试验中发现(雌性小鼠的认知能
力显著高于雄性(这与宿瑞敏 , &#-研究结果相一致*

本实验发现(新型麦秸垫料可促进 FG小鼠体
质量增加(且增加情况要优于玉米芯和纸质垫料组(
与刨花垫料组相比较差异显著 !5l#C#B"+舒畅
等 , &"-曾报道普通刨花垫料对 FG小鼠体质量的增
加缓慢(本次结果与之相一致* 水迷宫实验显示((
种垫料饲养下的小鼠差异不显著(但结合实际饲养
环境来看(纸质垫料组的小鼠表现欠佳(不建议完全
用纸质垫料饲养或开展相关研究* 麦秸垫料组表现
则明显优于刨花垫料和玉米芯垫料组(因此麦秸垫
料可以作为实验动物接触性垫料推广使用*
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作者简介%倪家敏!"%%))"(女(硕士生(研究方向%基础兽医学4V_731O%"(’B))%B##0cc4567

通信作者%周向梅!"%’))"(女(教授(博士生导师4研究方向%病理学教学和研究4V_731O%e86U/7053U4S,U452

&#"$年 B月北京市啮齿类实验动物质量抽查的病理检测#

倪家敏!李淼煊!张茜茜!赖梦雨!吴晓倩!杨东明!宋银娟
廖!轶!姚!娇!董浩迪!张!凯!杨利峰!赵德明!周向梅

!中国农业大学动物医学院(国家动物海绵状脑病实验室(北京!"##"%)"

摘要%目的!&#"$ 年 B 月本实验室对北京地区 && 家实验动物机构送检的 (## 只啮齿类实验动物进行病理检测*

根据检测结果对实验动物的饲养管理提出合理建议* 方法!采取心脏’肝脏’肾脏’肺脏’脾脏’大肠’小肠(制成石

蜡切片或冰冻切片(经 Y4V4染色’DJ= 染色或油红 H染色后置于光学显微镜观察(采集数码图像(记录结果* 结果

大鼠’小鼠’豚鼠有少数病例表现为肝细胞肿胀(肺脏’心脏局灶性炎性细胞浸润(大肠出现疑似球虫感染的病变+

地鼠组织脏器均未见明显异常* 结论!本次病理学抽检中的实验动物基本为健康状态(但需要加强和改善饲养管

理条件*

关键词%实验动物+病理检测+病变

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

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4##(

!!实验动物的质量直接影响着科学实验结果的可
靠性和准确性 , "- * 随着生命科学和生物技术的飞

速发展(对实验动物质量的要求越来越高(定期对实
验动物质量进行抽查是非常必要的*

本文主要是对北京 && 家实验动物繁育机构
&#"$ 年 B 月送检的 (## 只啮齿类实验动物的病理
检测结果进行总结(然后根据检测结果对啮齿类实
验动物的饲料’饲喂方式’饲养坏境等提出改进方
法(以确保啮齿类实验动物的质量*

/K材料与方法

/N/K实验动物
&#"$ 年 B 月(由中国食品药品检定研究院从北

京市 && 家实验动物机构抽检的 (## 只啮齿动物(包
括 =DE级’清洁级’普通级三个级别+小鼠’大鼠’豚
鼠’金黄地鼠’地鼠五个品种* 具体种类’级别’数量
见表 "*
/N5K实验方法

动物经二氧化碳窒息法处死后(采取心脏(肝

!!!!!表 /K56/1 年 O 月啮齿类实验动物采样情况
@%J:-/KE:%SS#T#R%F#(&(TS%9W:-S#&D%$ 56/1

种类 =DE级;只 清洁级;只 普通级;只 总数;只
小鼠 "B# )# # "$#

大鼠 ?# &# # $#

豚鼠 )# "# %# "&#

金黄地鼠 # "# # "#

地鼠 # "# # "#

合计 &)# $# %# (##

脏(肾脏(肺脏(脾脏(大肠(小肠(甲醛钙液!"#h甲
醛o"h氯化钙"固定(一周后修块* 常规病理组织
学制片(石蜡包埋(B !7切片(经 Y4V4染色后置于
光学显微镜观察(采集数码图像(记录结果* 对Y4V4
染色结果显示细胞异常肿胀的肝脏(制作冰冻切片
进行油红 H染色和石蜡切片进行 DJ= 染色(同样置
于光学显微镜观察(采集数码图像并记录*

5K结果

5N/K小鼠检查结果
包括 =DE级 "B# 只(清洁级 )# 只* 检出清洁级



第 ) 期 倪家敏等%&#"$ 年 B 月北京市啮齿类实验动物质量抽查的病理检测 !!!!!

小鼠病变数 " 例 !病变率 )C)h"+其中肝脏异常 "
例!检出率 )C)h"(表现为肝细胞肿胀(经油红 H和
DJ= 染色确诊为脂肪变性* 检出 =DE级小鼠病变
数 ( 例 !病 变 率 &C’h"+ 其 中 肝 脏 异 常 " 例
!#C’h"(表现为肝脏局灶性炎性细胞浸润+另检出
化脓性肺炎 " 例(大肠局灶性炎性细胞浸润 " 例(肾
脏集合管充满粉染物质(即肾管型 " 例*
5N/N/!肝脏病变%与正常肝脏相比 !如图 " J所
示"(肝脏局灶性炎性细胞浸润可见局灶性’孤岛样
炎灶(与周围正常组织界限清晰(炎性细胞呈圆形’

卵圆形(胞浆为粉色’紫色(胞核清晰( 为圆形’多角
形!如图 "N所示"+肝细胞肿胀可见肝小叶结构不
清晰(未见明显肝索结构(肝血窦变窄(肝细胞体积
变大(胞质中有不同程度的空泡出现 !如图 "A所
示"+对肝细胞肿胀的样本进行油红 H染色和 DJ=
染色(显示肝脏脂肪变性(可见肝细胞轮廓和由苏木
素蓝染的细胞核(并且可见较多红色大小不一的圆
形小滴分布在肝细胞胞浆中(有的围绕在细胞核周
围(有的聚集呈大脂滴!如图 "M所示"*

图 /K小鼠肝脏病变情况
注%J%正常肝脏+N%肝脏局灶性炎性细胞浸润+A%肝细胞肿胀+M%肝脏脂肪变性+J’N’A为 Y4V4染色!q(##" +M为油红 H染色阳性!q"###"

M#)V/K[%F"(:()#R%:R"%&)-S(T:#X-GS#&9#R-
>69S%J4>6T73OO1bST+ N4E653O12WO377396T+5SOO*12W1O9T39162 6WO1bST+ A4YS:3965SOOUO3T*-SOO12Z+

M4YS:3915*9S396*1*+J’N’A1*Y4V4*931212Z!q(##" + M1*H1OKS,_H*931212Z(!q"###"

5N/N5!肺脏病变%与正常肺脏相比 !如图 &J所
示"+化脓性肺炎可见多个呈团块状或岛屿状的蓝
染局灶性区域(肺泡腔结构基本消失(病变区域以大
量的淋巴样细胞浸润为主(也可见较多分叶核的嗜
中性粒细胞!如图 &N所示"*
5N/N3!肾脏病变%与正常肾脏相比 !如图 )J所
示"(肾管型中可见集合管扩张(管内有均质粉染的

物质(较小的集合管也可见均质粉染的物质 !如图
)N所示"*
5N/N2!大肠病变%与正常大肠相比 !如图 (J所
示"(大肠局灶性炎性细胞浸润可见黏膜层中存在
一明显的局限性炎灶(与周围组织界限清晰(炎性细
胞成分多样(散在排列!如图 (N所示"*

0%"0
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图 5K小鼠肺脏病变情况#^V7V_/66$
注%J%正常肺脏+N%化脓性肺炎

M#)V5K[%F"(:()#R%:R"%&)-S(T:+&)S#&9#R-#^V7V_/66$
>69S%J4>6T73OOU2Z+ N4=U::UT391bS:2SU76213

图 3K小鼠肾脏病变情况#^V7V_/66$
注%J%正常肾脏+N%肾管型

M#)V3K[%F"(:()#R%:R"%&)-S(TU#H&-$S#&9#R-#^V7V_/66$
>69S%J4>6T73O.1,2S++ N4KS23O53*9

图 2K小鼠大肠病变情况#^V7V_266$
注%J%正常大肠+N%大肠局灶性炎性细胞浸润

M#)V2K[%F"(:()#R%:R"%&)-S(T#&F-SF#&+9RG%SS+9#&9#R-#^V7V_266$
>69S%J4>6T73O129S*912U75T3**U7+ N4E653O12WO377396T+5SOO*6W129S*912U75T3**U7

0#&0
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5N5K大鼠检查结果
包括 =DE级 ?# 只(清洁级 &# 只* 检出清洁级

大鼠病变数为 & 例!发病率 "#h"(为肝脏异常(表
现为肝细胞肿胀(经油红 H染色和 DJ= 染色(均为
脂肪变性+检出 =DE级大鼠病变数为 ’ 例!病变率
""C’h"+其中肝脏异常 B 例 !检出率 )C)h"(表现
为肝细胞肿胀 ) 例(经油红 H染色和 DJ= 染色全为
阴性(肝脏局灶性炎性细胞浸润 & 例* 另检出 & 例
嗜酸性粒细胞性心肌炎*

5N5N/!肝脏病变%与正常肝脏相比 !如图 B J所
示"(肝脏局灶性炎性细胞浸润中可见炎性细胞结
节(与周围界限清晰(聚集的炎性细胞为胞核圆形’
嗜碱性深蓝染的淋巴样细胞!如图 BN所示"+肝细
胞肿胀中可见肝索界限不清晰(肝细胞体积变大(内
有大小不等’数量不等的空泡(有些空泡融合成大的
空泡(枯否氏细胞明显!如图 BA所示"+挑取肝细胞
肿胀的样本进行油红 H染色和 DJ= 染色(显示肝脏
脂肪变性(可见较多红色’大小不一的圆形小滴分布
在肝细胞胞浆中!如图 BM所示"*

图 OK大鼠肝脏病变情况
注%J%正常肝脏+N%肝脏局灶性炎性细胞浸润+A%肝细胞肿胀+M%肝脏脂肪变性+

J’N’A为 Y4V4染色!q(##" +M为油红 H染色阳性!q"###"

M#)VOK[%F"(:()#R%:R"%&)-S(T:#X-GS#&G%FS
>69S%J4>6T73OO1bST+ N4E653O12WO377396T+5SOO*12W1O9T39162 6WO1bST+ A4YS:3965SOOUO3T*-SOO12Z+

M4YS:3915*9S396*1*+ J’N’A1*Y4V4*931212Z!q(##" + M1*H1OKS,_H*931212Z!q"###"

5N5N5!心脏病变%与正常心脏相比 !如图 ? J所
示"(嗜酸性粒细胞性心肌炎可见局部区域心肌纤
维出现断裂’排列紊乱(其间有大量胞核呈圆形’蓝
染(胞浆较少的淋巴样细胞和少量胞核蓝染呈分叶
核(胞浆红染的嗜酸性粒细胞以及胞核呈圆形’胞体
较大的巨噬细胞浸润!如图 ?N所示"*
5N3K豚鼠检查结果

包括 =DE级 &# 只(清洁级 "# 只(普通级 %# 只*

发生病变主要是普通级豚鼠(共 ") 例 !病变率
"(C(h"* 其中肝脏异常以肝细胞肿胀为主(共 $ 例
!病变率 $C%h"(经油红 H和 DJ= 染色确诊为脂肪
变性 " 例+检出肺脏局灶性增生 " 例’肉芽肿性肺炎
" 例’支气管肺炎 " 例+检出大肠疑似有数量不等的
各种发育阶段的球虫 & 例*
5N3N/!肝脏病变%与正常肝脏相比 !如图 ’J所
示"(肝脏空泡变性中肝细胞排列较紊乱(中央静脉

0"&0
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图 4K大鼠心脏病变情况#^V7V_266$
注%J%正常心脏+N%嗜酸性粒细胞性心肌炎

M#)V4K[%F"(:()#R%:R"%&)-S(T"-%GFS#&G%FS#^V7V_266$
>69S%J4>6T73O8S3T9+ N4V6*126:81O157+653T,191*

及肝血窦红细胞聚集(可见肝细胞体积变大(胞质粉
染且内部存在大量大小不等的圆形空泡(可见较多
的枯否氏细胞!如图 ’N所示"+对肝细胞肿胀的样
!!!!

本进行油红 H染色和 DJ= 染色(显示肝脏脂肪变
性(可见较多红色’大小不一的圆形小滴分布在肝细
胞胞浆中!如图 ’A所示"*

图 PK豚鼠肝脏病变情况
注%J%正常肝脏+N%肝脏空泡变性+A%肝脏脂肪变性+J’N为

Y4V4染色!q(##" +A为油红 H染色阳性!q"###"

M#)VPK[%F"(:()#R%:R"%&)-S(T:#X-GS#&)+#&-% W#)S
>69S%J4>6T73OO1bST+ N4L35U6O3T,SZS2ST39162+J’N1*Y4V4

*931212Z!q(##" + A1*H1OKS,_H*931212Z(!q"###"

5N3N5!肺脏病变%与正常肺脏相比 !如图 $J所
示"(局灶性增生可见肺脏局部出现增生(增生区域
肺泡结构消失(与周围组织界限清楚(增生的细胞大
小不等(胞核呈椭圆形至不规则形’蓝染(胞浆红染+
其间可见较多红细胞散布!如图 $N所示"+支气管
肺炎可见细支气管中有大量中性粒细胞浸润(形成

脓性渗出(肺泡隔有不同程度的增厚 !如图 $A所
示"+肉芽肿性肺炎可见局部区肺泡腔结构消失(细
胞成分增多(间质不同程度的淤血或出血(增多的细
胞成分以胞核为分叶核(胞浆粉红染的嗜中性粒细
胞为主(还有可见淋巴细胞’浆细胞’巨噬细胞以及
少量成纤维细胞等!如图 $M所示"*

0&&0
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图 1K豚鼠肺脏病变情况#^V7V_266$
注%J%正常肺脏+N%肺脏局灶性增生+A%支气管肺炎+M%肉芽肿性肺炎

M#)V1K[%F"(:()#R%:R"%&)-S(T:+&)S#&)+#&-% W#)S#^V7V_266$
>69S%J4>6T73OOU2Z+ N4E653O8+:ST:O3*13+ A4NT62586:2SU76213+ M4QT32UO67396U*:2SU76213

5N3N3!大肠病变%与正常大肠相比 !如图 %J所
示"(病变大肠中在肠黏膜的固有层可见数量不等
的各个发育阶段的球虫(肠黏膜固有层破坏(小血管

充血(也可见出血(肠黏膜固有层可见淋巴小结!如
图 %N所示"*

图 0K豚鼠大肠病变情况#^V7V_266$
注%J%正常大肠+N%大肠中有数量不等的不同发育阶段的球虫

M#)V0K[%F"(:()#R%:R"%&)-S(T#&F-SF#&+9RG%SS+9#&)+#&-% W#)S#^V7V_266$
>69S%J4>6T73O129S*912U75T3**U7+ N4=67S56551,1312 129S*912U75T3**U7
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5N2K地鼠检查结果
金黄地鼠’地鼠分别取材 "# 只(皆为清洁级*

各组织未见明显病理变化*

3K讨论

3N/K肝脏病变的分析
肝脏病变主要表现为肝细胞肿胀和局部炎性细

胞浸润(与 &#"’ 年两次抽检结果相比基本杜绝了肝
脏坏死的情况 , &_)- * 在肝细胞肿胀的样本中(仅检
出油红 H染色阳性(DJ= 染色全为阴性(可能原因
是实验动物饲料配方不合理所造成* 肝脏局部炎性
细胞浸润则可能是由于饲料’饮水灭菌不彻底而导
致微生物感染*

肝脏病变一般反应实验动物的饮食情况(因此(
在实验动物的繁育过程中(饲料应选用优质的原料’
合理恒定的配方及适宜的灭菌方法(动物饮水也应
使用灭菌的自来水 , (- *
3N5K肺脏病变的分析

肺脏病变比例仅次于肝脏(且显著高于 &#"’ 年
两次抽检结果中的肺脏病变比例 , &_)- * 肺脏病变主
要表现为增生和炎症(可能与垫料质量不达标或饲
养密度过大有关(从而导致实验动物生活环境空气
质量差而发生病变* 本次结果中肺脏病变高于
&#"’ 年则可能与 &#"’ 年北京市空气质量提高(雾
霾天数在近几年中最低(而 &#"$ 年上半年雾霾天气
频频出现* 因此(实验动物的繁育过程中应选用符
合标准的垫料(饲养密度要合理(定期检查动物房的
通风系统*
3N3K其他脏器的病变分析

除肝脏’肺脏外(本次检测结果还显示普通级豚

鼠在大肠中疑似有球虫感染的现象(这是在 &#"’ 年
抽检中所没有的* 球虫感染会对科学实验结果产生
干扰(其感染原因可能是因为垫料未经消毒直接使
用+笼养空间狭小(排泄物易污染垫料和空气(而饲
养员没有勤换垫料+饲料质量不合格+直接饮用未经
处理的自来水* 该实验动物繁育机构的普通级豚鼠
的饲养管理制度有必要查找不足(以期改善实验动
物质量 , B- *

从检测结果来看(本次病理学抽检中的实验动
物基本健康* 检测结果显示(大鼠’小鼠肝脏有少数
病例表现为肝细胞肿胀(几例肺脏’心脏局灶性炎性
细胞浸润+豚鼠病变主要集中在普通级(病变包括肝
细胞肿胀(肉芽肿性肺炎’支气管肺炎’肺脏局灶性
增生(对大肠出现疑似球虫感染的现象(应与寄生虫
检测结果综合诊断+地鼠的组织脏器均未见明显
异常*
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结肠杯状细胞染色的结果比较研究#

高琛琛"!薛晓伟&!刘玥宏)!李利生(!徐敬东"

!"4首都医科大学基础医学院生理学与病理生理学系( 北京!"###?%" !&4北京协和医院病理科(北京!"####B"

!)4首都医科大学宣武医院(北京!"###B(" !(4首都医科大学基础医学院机能实验中心(北京!"###?%"

摘要%目的!通过对大鼠结肠切片标本染色对比卡诺液与甲醛固定液处理标本的区别* 方法!将正常大鼠与便

秘模型大鼠的结肠组织标本分别用卡诺液与甲醛固定液处理(制成石蜡切片标本后(用 YV染液和高碘酸希尔

法阿尔新蓝染液分别进行染色(统计杯状细胞的数量和着色度对比两种固定液所固定标本的区别* 结果!与甲

醛固定液相比(同组标本用卡诺液固定的杯状细胞数量无显著性差异 !5p#C#B(*r"#" (着色度显著增强 !5l

#C#"(*r"#" (但结肠组织其他细胞着色度无显著性差异 !5p#C#B(*r"#" * 结论!在杯状细胞的形态学观察

中(用卡诺液处理标本明显优于甲醛固定液* 在不同实验的标本制备中(固定液的选择应根据实验研究对象的

特性而确定*

关键词%卡诺液+甲醛固定液+杯状细胞+便秘模型

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

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4##B

!!组织学评价和免疫组织化学特征在生理学研究
中非常重要(因而在保持组织标本完整性和紧密性
的基础上选择适当的固定方法很关键* 常用的组织
固定液有卡诺液(=U*3液(YSOO+干液((h多聚甲醛(
N6U12 液等 , "- * 研究表明(结肠杯状细胞内含有大
量的黏液颗粒(内含黏蛋白分泌入肠腔(并在黏膜
表层形成一层致密黏液层(作为肠道重要黏膜屏
障之一(与其它细胞及不同机制共同参与维持肠
道稳态 , &- * 基于此(本实验通过对大鼠结肠杯状
细胞的数量’着色度的观察与分析来对比不同标
本分别用卡诺液与甲醛固定液对黏液固定和着色
度的区别*

/K材料与方法

/N/K实验动物
正常 =M大鼠与便秘模型大鼠(? 周龄(体质量

&&#i&B# Z(=DE级(购于首都医科大学实验动物中
心(实验动物许可证号%=Â F!京"&#"?_###"*

/N5K主要试剂
卡诺液(甲醛固定液(YV染液(高碘酸希尔法

阿尔新蓝染液*
/N3K便秘模型大鼠的制备

在常规饮食’环境’周龄等其他条件相同的基础
上(将用于模型制备的大鼠以地酚诺酯 !长春长红
制药有限公司(国药准字 Y&&#&&#)’" ’# 7Z;.Z体
质量的浓度溶于 " 7I生理盐水(灌胃(每日 " 次(持
续 & 周(致使其出现大便秘结(粪便数量减少(含水
量减少等便秘症状*
/N2K大鼠结肠标本的制作

将大鼠麻醉后取结肠组织(立即投入固定
液(分别用卡诺液与甲醛固定液处理后通过脱
水’透明’浸蜡’包埋等步骤得到组织蜡块(经修
整切片! ( !7"后(分别用 YV染液’高碘酸希尔
法阿尔新蓝染液染色固封得到结肠石蜡切片标
本(使用 >1.62M=_]) 观察结肠杯状细胞和黏液
细胞的形态学+取结肠放入质量分数为 &CBh的
戊二醛! :Y’C&"中固定 B 712 后取出组织(切成
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" 77) 组 织 块 继 续 固 定* 常 规 乙 醇 脱 水(
V:62$"& 环氧树脂包埋(超薄切片 ! B# 27" (醋酸
双氧铀硝酸铅染色(透射电镜 !Y193581(YR’’##
日本"观察结肠杯状细胞和黏液细胞的超微结构
并拍片*
/NOK结肠组织标本的观察与杯状细胞指标统计
/NON/!杯状细胞的形态学观察%通过 >1.62 M=_])
显微镜分别以q&#’q"## 视野观察正常大鼠与便秘
模型大鼠的结肠标本(并对比两种固定方法和染色
技术处理后杯状细胞形态和杯状细胞内黏液颗粒及
黏蛋白的分泌情况* 通过电镜进一步观察结肠黏液
层的结构特点*
/NON5!统计指标的统计%用 ><=_VOS7S9*NK(C"# 软
件(通过颜色强度设定统计 $ 个不同视野下杯状细
胞的数量和着色度(所有结果均使用 :T1*7?C# 软件
进行分析(数据表示为均数g标准误!GS32g=VG"(
5l#C#B 为有显著性差异*

5K结果

5N/K杯状细胞的形态学观察
光镜下(高碘酸希尔法阿尔新蓝染液染色结肠

标本上皮组织中充满大量杯状细胞(边界清晰(胞内
布满红染的黏液颗粒(亦可见被喷向肠腔的黏液
!见图 "(J"’J& 和 N"’N&"+用卡诺液固定’高碘酸
希尔法阿尔新蓝染液染色的标本杯状细胞着色度明
显强于甲醛固定液处理标本的杯状细胞 !见图 "(
N"’N& 和 A"’A&"+甲醛固定液处理’YV染色标本
的杯状细胞成空泡状(胞核被染成深蓝色(位于细胞
底部(!见图 "(M"’M&"* 电镜下(便秘模型大鼠相
比于正常大鼠(结肠黏膜表层黏液层变薄(分子筛
样 , )-作用减弱(细菌易位(接近甚至直接接触肠道
黏膜上皮细胞(提示便秘模型的结肠黏液层与正常
相比变薄且不完整!见图 &(J’N"*

图 /K光镜下各组大鼠结肠杯状细胞形态学比较
注%J’M和 N’A分别为正常大鼠与便秘模型大鼠的结肠标本(J’N和 A为高碘酸希尔法阿尔新蓝染色(M为 YV染色*

J"’J&4卡诺液固定的标本(图示红染的黏液颗粒+N"’N&4卡诺液固定的标本(图示杯状细胞着色度+

A"’A&4甲醛固定液处理的标本(图示杯状细胞着色度+

M"’M&4甲醛固定液处理的标本(杯状细胞成空泡状* 箭头示杯状细胞*

M#)V/KD(GW"(:()#R%:R(9W%G#S(&(TR(:(&#R)(J:-FR-::S#&G%FS+&H-G:#)"F9#RG(SR(W-
>69S%J( M32, N( A-STS5629T6OT39*32, 562*91:39162 76,SOT39*56O62 *:S517S2*( TS*:S591bSO+4J( N32, A-STS*37:OS*6W

DJ=;JO5132 NOUS*9312S,( 32, M-3*YV*9312S, *:S517S24J"’J&4R8S*:S517S2*W1/S, -198 A3T26+*W1/391bS4R8S,T3-12Z

*86-*TS, *9312S, 7U5U*:3T915OS*W1/S, -198 A3T26+*W1/391bS4N"’N&4R8S*:S517S2*W1/S, -198 A3T26+*W1/391bS4

R8S,T3-12Z*86-*98S56O6T129S2*19+6W98SZ6POS95SOO*4A"’A&4R8S*:S517S2*W1/S, -198 W6T73O,S8+,SW1/391bS4

R8S,T3-12Z*86-*98S56O6T129S2*19+6W98SZ6POS95SOO*4M"’M&4R8S*:S517S2*W1/S, -198 W6T73O,S8+,SW1/391bS4

R8S,T3-12Z*86-*b35U6O3TZ6POS95SOO*4R8S3TT6-**86-98SZ6POS95SOO*4
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图 5K电镜下结肠黏膜和黏液层的超微结构
注%J4正常大鼠结肠标本+N4便秘模型大鼠结肠标本* &示结肠绒毛(红色箭头示细菌(蓝色箭头示结肠黏液层*

M#)V5K‘:FG%SFG+RF+G-(TR(:(&-W#F"-:#%:%&H9+R#&:%$-GJ$ -:-RFG(&9#RG(SR(W-
>69S% J4R8S91**US6W5629T6O4N4R8S91**US6W562*91:391624R8S:6*19162 6W56O62 b1OO6U*1*73T.S, -198 TS, *93T( 32, 98SP359ST13

73T.S, -198 98STS, 3TT6-*(98S56O62 7U5U*O3+ST73T.S, -198 POUS3TT6-*

5N5K杯状细胞数量及着色度的比较
高碘酸希尔法阿尔新蓝染色标本中(如图 )((

和表 " 所示(与正常大鼠相比(便秘模型大鼠的杯状
细胞数量减少 ")C$"h!5l#C#B(见图 )J"(而其着
色度显著性增强!5l#C##"(见图 )N"* 便秘模型大
鼠结肠标本中(卡诺液处理与甲醛固定液处理的标

本相比(杯状细胞数量无显著性差异!5p#C#B(见图
(J"(但着色度明显增强!5l#C#B(见图 (N"* 结果
提示(卡诺液处理与甲醛固定液处理的正常大鼠结
肠标本的杯状细胞数量及着色度对比结果无显著性
差异(而便秘模型组杯状细胞数量无显著性差异(但
是着色度有显著性差异*

表 /K正常与便秘模型大鼠结肠杯状细胞数量和着色度比较#%!Q"$

@%J:-/KE(9W%G#S(&(TF"-&+9J-G%&HR(:(G#&F-&S#F$ (T&(G9%:%&HR(&SF#W%F#(&9(H-:SR(:(&)(J:-FR-::S!%!Q""

Q6POS95SOO A629T6O G6,SO
G6,SO

E6T73O12 A3T26+

>U7PST;!>;77& " " B(’g$(C## " &%)gB"C($# " &((g$’CB& " )(?gB"C&(
A6O6T<29S2*19+;h %%C’?g &C?? "&#C)#g "CB)### "##C##g #C$& "#’C&#g &C#B##

!!注%与正常组比较(#5l#C#B(###5l#C##"4与甲醛固定液处理组比较(##5l#C#"

>69S%567:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:(#5l#C#B(###5l#C##"4A67:3TS, -198 98SW6T73O,S8+,SW1/391bSW1/S, ZT6U:(##5l#C#"

图 3K正常与便秘模型大鼠结肠杯状细胞的特征比较#%!Q"$

注%J4结肠陷窝内含有杯状细胞的数量对比+N4杯状细胞着色度的对比* 与正常组比较(#5l#C#B(###5l#C##"4

M#)V3KE(9W%G#S(&(TF"-R"%G%RF-G#SF#R(TR(:(&)(J:-FR-::S(T&(G9%:%&H9(H-:G%FS#%!Q"$
>69S%J4A67:3T1*62 6W98S2U7PST6WZ6POS95SOO*3O62Z56O6215,S:984N4A67:3T1*62 6W:ST5S296W56O6T129S2*19+12 Z6POS95SOO*4

A67:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:(#5l#C#B(###5l#C##"4
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图 2K不同固定液处理的组织杯状细胞特性比较#%!Q"$

注%J4杯状细胞数量的对比+N4杯状细胞着色度的对比(与正常组比较(##5l#C#"4

M#)V2KE(9W%G#S(&(TF"-R"%G%RF-G#SF#R(TR(:(&)(J:-FR-::SFG-%F-H*#F"H#TT-G-&FT#.%F#X-#%!Q"$
>69S%J4A67:3T1*62 6W98S2U7PST6WZ6POS95SOO*4N4A67:3T1*62 6W98S:ST5S296W56O6T129S2*19+12 Z6POS95SOO*4

A67:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:(##5l#C#"4

3K讨论

肠黏膜与免疫屏障’肠道共生菌群’营养和代谢

产物等相互作用共同维持肠道稳态 , (- * 由肠道杯
状细胞分泌的黏蛋白是肠道固有免疫第一防线黏液
层的主要组成部分 , B- (其中由杯状细胞分泌的黏蛋
白和一些其他活性物质构成的肠道黏液层(为肠道
抵御内源或外源性的刺激和微生物的侵袭提供了保
障 , ?- (并有助于维持肠道共生菌群的平衡 , ’- * 因
此(杯状细胞是维持肠道健康必不可少的保护者*

研究表明 , $- (杯状细胞黏液必须伴随水分的扩散分
泌入肠腔(本实验用以制备便秘模型大鼠的地芬诺
酯(可以阻滞肠黏膜上的水通道(消除肠黏膜的蠕动
反射而减弱肠蠕动(并使肠内容物通过延迟(肠腔内
水分的吸收增加(肠道内的水分减少(所以(便秘模
型大鼠结肠杯状细胞与正常大鼠相比(不仅数量减
少(而且黏液分泌减少(胞内黏液颗粒密度增高(着
色度加深(结肠黏液层厚度变薄(容易引起细菌易位
!如图 & 所示"* 由此可见(杯状细胞分泌的黏蛋白
对于维持肠道稳态不可或缺* 另有研究表明 , %- (结
肠肠道杯状细胞分泌的黏蛋白主要为 G]A& 黏蛋
白(实质为高度糖基化的糖蛋白(具有水溶性(这可
能就是因为用 (h多聚甲醛处理标本(致使表层黏
液蛋白溶解其中(导致组织标本中的黏蛋白含量降
低(使其着色度降低+而卡诺液是由无水乙醇%氯仿%

冰醋酸!? s)s""组成(其不含蒸馏水 , "- (可以完整地
保存了标本杯状细胞及结肠黏液层中黏液蛋白含
量(因而能够看到黏膜表面红染的黏液层* 因此(在

杯状细胞的形态学及黏液分泌的观察中(用卡诺液
处理标本优于甲醛固定液*

综上所述(本实验通过对杯状细胞形态学观察
以及数量与着色度的统计(结果提示卡诺液与甲醛
固定液处理标本的差异性* 从而应该注意的是(在
不同实验(不同标本的制备中(对于固定液的选择应
根据实验研究对象的特性而确定(同时(不可忽视应
用不同固定剂处理标本(实验得到的数据可能有差
异性* 因此(要观察结肠黏液分泌的标本时(相较于
甲醛固定’YV染色方法(卡诺液固定’高碘酸希尔
法阿尔新蓝染色处理标本的方法更为合适*
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实验动物支气管鲍特杆菌检测能力验证结果与分析
邢!进!冯育芳!王!洪!岳秉飞

!中国食品药品检定研究院(实验动物资源研究所(北京!"#&?&%"

摘要%目的!开展 &#"’ 年能力验证活动(评价国内实验动物检测实验室对支气管鲍特杆菌的检测能力* 方法!依

据 A>J= 相关文件(中国食品药品检定研究院作为能力验证提供者(制备含有支气管鲍特杆菌及产气巴斯德杆菌

和大肠杆菌为干扰菌的比对样品(提供给参加实验室(要求在规定时限内反馈检测结果及报告* 结果!所制备三

种样品的平均含菌量均大于 "q"#$AE];7I()’ j加速稳定性时间不少于 &# ,(符合比对要求* 全国共有 "$ 个省

市的 &B 个实验动物检测实验室参加(均按时反馈结果和报告(满意率 $$h* 结论!本次能力验证为实验动物呼吸

道细菌比对项目的进一步开展奠定了基础* 大部分参加实验室具备一致可靠的支气管鲍特杆菌检测能力*

关键词%实验动物+支气管鲍特杆菌+能力验证+中国合格评定国家认可委员会

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

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4##?

!!能力验证!DT6W151S25+RS*912Z"是利用实验室间
比对(按照预先制定的准则评价参加者的能力* 作
为重要的外部质量评价活动(寻求并参加能力验证
是合格评定机构的责任和义务* 合格评定机构应结
合自身需求参加能力验证以证明其技术能力 , "- *

中国食品药品检定研究院!以下简称中检院"作为
A>J= 能力验证提供者!DT6W151S25+RS*912ZDT6b1,ST(
DRD"已在实验动物质量检测领域开展了包括病
毒 , &_(- ’细菌 , B_’-和遗传 , $_%-在内的多项能力验证活
动* 我们通过此前的能力验证活动积累了一些经
验(得到了全国实验动物质量检测机构的支持*
&#"’ 年(中检院依据 A>J=_KI#& #能力验证规则$
和 A>J=_KI#)#能力验证提供者认可准则$ !<=H;
<VA"’#() s&#"#" , "#-运作 ><EMA_DR_"#’.实验动物
呼吸道样品中支气管鲍特杆菌检测/的能力验证工
作* 支气管鲍特杆菌是感染实验动物的一种重要的
呼吸道病原菌 , ""- (大鼠’豚鼠和兔等易感(引起支气
管肺炎症状 , "&- (在实验用猪中是引发猪萎缩性鼻炎
的主要病原之一 , ")- * 通过对支气管鲍特杆菌的检
测能力验证(初步评价参与实验室对实验动物呼吸
道细菌的检测能力* 现将本次验证的总体情况报道
如下*

/K材料与方法

/N/K菌种
支气 管 鲍 特 杆 菌 ! %&’(!"!$$# )’&*+,-.!/"-+# "

JRAA "%)%B( 产 气 巴 斯 德 杆 菌 ! 5#."!4’!$$#
#!’&A!*!."JRAA&’$$)(大肠杆菌 !@.+,!’-+,-# +&$-"
AGAA((""# 分别购自美国模式培养物保藏中心
!JRAA"和中国医学菌种保藏中心!AGAA"(三株标
准菌株用作本次能力验证菌株(本实验室保存*
/N5K培养基及试剂

血琼脂培养基!H/16,"(MYI琼脂!北京三药科
技开发有限公司"(葡萄糖’蔗糖’三糖铁’靛基质’

尿素’半固体等生化鉴定培养基 !北京三药科技开
发有限公司"(JD<&#V生化鉴定条!梅里埃"(革兰
阴性细菌鉴定板!NM’L19S."(无菌脱纤维羊血 !北
京路桥技术股份有限公司"*

细菌保护液基础液!本院食品化妆品检定所提
供"加入 "#h无菌脱纤维羊血制成此次比对样品保
护液*

M>J提 取 试 剂 盒 ! d13ZS2 "( M>J 聚 合 酶
!RJFJKJ"(琼脂糖 !RJFJKJ"* 革兰氏染色液
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!梅里埃"+兔抗支气管鲍特杆菌免疫血清由本实验
室制备*
/N3K主要仪器

生物安全柜 !R8ST76=51S291W15J&"’恒温培养
箱!R8ST76=51S291W15YST398ST7"’全自动细菌鉴定仪
!NMD86S21/_"##’梅里埃 L<RVF& A67:359"’冷冻
离心机!YS99158"’冻干机!I3P56256"*
/N2K菌株的培养与鉴定

三株验证用菌种分别划线接种于血琼脂平皿
!Bh脱纤维羊血"复苏(至 )? j培养 &( 8* 挑取初
代培养物中单个菌落再分别转种于血琼脂平皿(相
同条件培养后备用*

根据伯杰氏系统细菌学手册 , "(-和国家标准 , "B-

对三株验证用标准菌株进行生化鉴定*
同时提取三种菌株的基因组 M>J(扩增其 "?=

TM>J, "?- (经测序后与 QS2P32. 数据库比对(验证菌
株的准确性*
/NOK样品制备

将支气管鲍特杆菌’产气巴斯德杆菌和大肠杆
菌分别用无菌生理盐水制成菌悬液(与保护液按 " s
"# 比例均匀混合(制成 " 份阳性和 & 份阴性样品*
样品中菌含量约为 "#’AE];7I* 三种样品分装于
螺口 "CB 7I无菌冻存管中(冷冻干燥(最终每管内
固体含量约为 B#i"&# 7Z;管* 三种能力验证样品
通过.国家认证认可监督管理委员会实验室能力验
证平台/ ! 899:%;;2O+e45253452;O3P;12,S/4a*:"随机分
组编号(每组 ) 管样品(包含 " 管阳性和 & 管阴性样
品(即包括支气管鲍特杆菌!阳性"’产气巴斯德杆
菌!干扰阴性"和大肠杆菌各 " 管* 实验室无法通
过样品编号识别组别(可防止实验室间对结果的相
互自行比对*
/N4K样品检验
/N4N/!均匀性检验%在已制备的三种样品中分别随
机抽取 "# 管样品进行均匀性检验(每管样品重复测
试 & 次* 参照作业指导书和国家标准(在样品管中
加入 B## !I灭菌水(充分混匀* 取 "# !I样品悬液
用灭菌生理盐水 "# 倍梯度稀释至 "#@?(取稀释至
"#@B和 "#@?的样品液各 "## !I均匀涂布于血琼脂
平皿* )? j培养 &( 8(观察并计算菌落数*
/N4N5!稳定性检验%设置五个温度条件 ! )’ j’
&) j室温’( j’@&# j和@$# j"(每种温度放置
&# 组样品(检测样品在各温度下的稳定性* )’ j和
&) j室温中样品每天取样(( j中样品每 ) 天取样(

@&# j中样品每周取样(@$# j中样品每月取样*
参照作业指导书和国家标准(将样品管中加入
B## !I无菌水(用 "# !I接种环接种一满环菌液涂
布于血琼脂和 MYI琼脂上()? j培养 &( 8(观察是
否有足量的可见典型菌落生长*
/N4N3!样品中杂菌的鉴定%制备样品所用组分未经
过灭菌处理(除比对用标准菌株外(其中可能含有其
他环境中的细菌* 将空白细菌保护液接种于血琼脂
平皿()? j培养 &( 8(对生长出的杂菌进行鉴定*
/NPK样品的包装和运输

"CB 7I螺口样品管外层用封口袋包装(置于适
宜大小的干冰泡沫箱中(冷链快递至参加实验室*
/N1K参加实验室

全国共 &B 家实验室报名参加本次能力验证计
划(均如期反馈结果* 其中各级实验动物检测机构
"? 家(省级疾病预防控制中心实验室 " 家(药检系
统实验室 " 家(科研院校实验室 ? 家(企业实验室 "
家* 实验室所在地区分布见表 "*

表 /K参加实验室所在地区分布

@%J:-/K?-)#(&(TW%GF#R#W%F#&) :%J(G%F(G#-S

省;市 数量!家" 省;市 数量!家"

北京 ) 吉林 "

广东 & 江苏 )

上海 & 江西 "

重庆 " 山东 "

黑龙江 " 陕西 "

河北 " 四川 )

河南 " 新疆 "

湖北 " 浙江 "

辽宁 "

/N0K检测方法和报告
本次能力验证未规定测试方法(可参考标准中

的检测方法 , ")("B- * 要求在收到样品后 "# 个工作日
内反馈结果(并在规定期限内提交完整的检测报告*
/N/6K结果评价原则

本次计划中(每个实验室得到 ) 份样本() 份样
本的测定结果与标准结果完全一致时(即判定为满
意结果+任何 " 份样品的测定结果与标准结果不一
致时(即判定为不满意结果+实验室如未按时限反馈
结果(亦判定为不满意结果*

5K结果

5N/K菌株鉴定
三株验证用菌株的菌落和菌体形态均符合各

0")0



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

自特征* 支气管鲍特杆菌在血琼脂上形成 " 77
左右’灰白色’长时间培养可见轻微 #溶血的菌
落+革兰氏阴性短杆菌+在 MYI培养基上能够生
长(形成约 & 77无色半透明菌落* 大肠杆菌在血
琼脂上形成 "i"CB 77左右(灰白色略扁的菌落(
不溶血+革兰氏阴性小杆菌(两端钝圆浓染+在
MYI培养基上形成粉红色中等大小菌落* 产气巴
斯德杆菌在血琼脂上形成 "CB 77左右(灰白色圆

润的菌落(不溶血+革兰氏染色阴性小杆菌(两极
钝圆浓染+在 MYI培养基上生长(形成粉红色中等
菌落*

采用国家标准中的鉴定方法’JD<&#V’NM和
L19S. 细菌鉴定仪的鉴定结果准确’一致* 血清凝集
实验仅支气管鲍特杆菌与诊断血清发生凝集* "?=
TM>J序列比对结果与设定菌株相符* 鉴定结果见
表 &*

表 5K三种菌株鉴定结果
@%J:-5KCH-&F#T#R%F#(&G-S+:F(TF"G--F-SF-HSFG%#&S

鉴定项目

<,S291W1539162 19S7

支气管鲍特杆菌

JRAA"%)%B

%8)’&*+,-.!/"-+#

产气巴斯德杆菌

JRAA&’$$)

58#!’&A!*!.

大肠杆菌

AGAA((""#

@8+&$-
MYI生长 o o o

血平皿溶血 [ ) )

半固体 [ ) o

葡萄糖 ) o o

蔗糖 ) o )

靛基质 ) ) o

尿素 o ) )

硫化氢 ) ) )

葡萄糖产气 ) o o

三糖铁!斜面;底层" F;F J;J J;J

血清平板凝集试验 o ) )
JD<&#V结果码 #&""##(B" "&"B&&?"’ ’"#(B’&B’
NMD86S21/_"## 鉴定 ( ( (
L<RVF& A67:359鉴定 ( ( (
"?= TM>J测序比对的 QS2P32. 编号 YV%?B$#’C" >Kf""$’(?C" AD#"’((?C"

!!注%J产酸!黄色" (F产碱!红色" +[弱反应

>69S% J% 351, !+SOO6-" + F% 3O.3O12S!TS," + [% -S3. TS359162

5N5K均匀性
三种样品在血琼脂平皿上的菌落数均达到 "q

"#’ 以上的预期指标(满足均匀性要求* 见表 )*

表 3K三种样品均匀性验证结果
@%J:-3K@"-"(9()-&-#F$ X-G#T#R%F#(&G-S+:FS

(TF"G--U#&HS(TS%9W:-S

测试管序号
样品中细菌浓度!AE];7I"

支气管鲍特杆菌 产气巴斯德杆菌 大肠杆菌
" $C&%q"#’ (C&(q"#’ ’C##q"#’

& ?C’?q"#’ )C)?q"#’ "C"?q"#$

) $C"#q"#’ ?C)#q"#’ "C#(q"#$

( "C)’q"#$ BC"#q"#’ "C((q"#$

B "C"#q"#$ "C&’q"#$ &C(?q"#$

? %CB%q"#’ "C$#q"#$ "C’&q"#$

’ &C%$q"#$ ’C?#q"#’ &C$(q"#$

$ "C)#q"#$ (C%#q"#’ &C?Bq"#$

% "C&%q"#$ &C"’q"#$ "C)&q"#$

"# "C"’q"#$ &C"(q"#$ $C##q"#’

平均值 "C&Bq"#$ "C#Bq"#$ "C?"q"#$

5N3K稳定性
三种样品在不同存放温度下定期取样(所制备

样品在 )’ j条件下可稳定存放 &# ,(&) j室温下
可稳定存放 (# ,( (j下至少可稳定存放 ?# ,(
@&# j下至少可稳定存放 "$# ,(@$# j条件下至少
可稳定存放 &(# ,*
5N2K杂菌鉴定

空白细菌保护液经培养后(在血琼脂上可见有
两种杂菌生长(一种为 " 77左右白色菌落(不易乳
化+革兰氏阳性短杆菌(呈梭形* 另一种为 " 77左
右黄色菌落(革兰氏阳性双球菌* 经 NM细菌鉴定
仪鉴定(分别为格氏乳球菌! ?#+"&+&++4.A#’=-!#!"和
变异库克菌!>&+4’-# =#’-#*."*
5NOK结果反馈

根据结果评定标准(获满意结果的实验室 &&

个(占参加单位的 $$h+不满意结果有 ) 个(占参加
单位的 "&h* 不满意结果中(两个实验室漏检阳性
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第 ) 期 邢!进等%实验动物支气管鲍特杆菌检测能力验证结果与分析 !!!!!

样本结果(结果全部为阴性+另一个实验室将阴性干
扰样品检为阳性*

3K讨论

3N/K方法的选择
在依据国家标准检测支气管鲍特杆菌时(血琼

脂上初代菌落的 #溶血现象常不甚明显(因此初代
培养时以培养至 (# 8 以上为宜* 在初代培养时(同
时接种 MYI琼脂平皿有助于可疑菌落的筛选* 采
用培养法时(根据 A>J=_AI#%, "’-要求需对购置的或
自制的培养基进行质量控制* 即用标准菌株验证相
关培养基和试剂的有效性(避免培养基和试剂原因
导致的培养和鉴定失败*

如不采用国家标准中的分离培养方法(DAK方
法可以快速得出结果 , "$_&#- * DAK方法已经写入猪
病检测的行业标准(用于检测传染性萎缩性鼻炎中
支气管鲍特杆菌的诊断 , ")- (效果优于分离培养
法 , &"- * 本次能力验证参加实验室主要采用的仍是
分离培养和生化鉴定的方法* 两个实验室采用了
DAK方法(且其中一个为荧光定量 DAK方法(均获
得了准确的结果*
3N5K不满意结果原因分析

通过查验不满意实验室原始记录和报告(检测
错误的主要原因可能为操作时污染’可疑菌挑取错
误’生化鉴定错误和原始记录记录不祥等几个方面*
对样品的检测操作应在生物安全柜中操作(避免各
种污染引入* 处理样品时(应分装保留部分样品以
备复检* 熟知阳性菌落的形态和特征对挑取可疑菌
至关重要(根据血琼脂和 MYI琼脂培养基中的特征
形态(充分挑取足够数量的可疑菌落(可以避免漏
检* 对于可疑菌的生化鉴定(本次比对中有 "% 家单
位采用的是手工生化检测(其中 % 家实验室在原始
记录中未注明所使用生化试剂的品牌或来源(使用
质量不稳定的生化试剂很可能误导检测结果的判
断* 有三个实验室采用自动生化鉴定仪(一个采用
梅里埃 JD<生化鉴定条(结果均准确* 与此前能力
验证情况相似(相比纯手工生化鉴定(采用自动细菌
鉴定仪或鉴定条可以获得更准确’稳定的结果* 值
得注意的是支气管鲍特杆菌检测可能得出动力阴性
的结果* 主要原因是支气管鲍特杆菌在半固体培养
基中延穿刺线生长缓慢(培养至 ’ , 比较稳妥 , &&- *
原始记录是反映实验结果的第一手资料(是对检测

活动的客观反映(有助于检测结果的追溯* 原始记
录不详或者错误(可直接导致错误结论*
3N3K总结

一次能力验证的结果只能证明参加者在本次能
力验证活动的情况(不能说明其正常的检测水平(只
有持续参加同一项目的能力验证活动(其总体结果
才能反映实验室的检测能力状况 , "- * 截止到本次
能力验证(连续参加 ( 次及以上的有 "( 家单位(表
明实验动物细菌能力验证活动已经得到了全国业内
的认可*

本次验证中出现一例样品管破碎情况* 经确认
后对样品进行了补寄* 样品破碎原因可能是由于干
冰致使样品管变脆后受挤压导致* 提示对样品管的
材质应有更高的要求(也督促我们进一步完善和改
进实验动物能力验证计划(努力提高能力验证样品
的质量(促进实验动物质量检测事业更好发展*
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拉布拉多犬与金毛寻回猎犬基因组中与髋关节发育
不良相关基因 AHI?J)’E>"的 =>D位点检测#

白!静!马雪娜!陈舒婷!周子娟!王福金!王爱国!王靖宇
!大连医科大学实验动物中心(大连!""?#(("

摘要%目的!检测拉布拉多犬与金毛寻回猎犬基因组 M>J中与髋关节发育不良密切相关的 AHI?J) 基因’E>" 基

因中的 ) 个 =>D位点(以期为拉布拉多犬与金毛寻回猎犬幼犬的选育提供有效的遗传学诊断方法* 方法!全国范

围内募集经过影像学诊断的髋关节发育不良的拉布拉多犬 $ 只’金毛寻回猎犬 B 只(中国导盲犬大连培训基地提

供经影像学诊断的健康的拉布拉多犬 &) 只’金毛寻回猎犬 ’ 只作为实验对象(静脉采血(提取血细胞的基因组
M>J样本(采用 DAK;测序方法对 AHI?J) 基因上的 & 个 =>D位点!AEJ&B sB"#)""##(B"#(#&B%"和 E>" 基因的 "

个 =>D位点!AEJ)’ s&B#%BB"""进行基因型检测(并统计分析 =>D位点的基因型与髋关节发育不良的关联度*

结果!AHI?J)!AEJ&B sB"#)""##(B"#(#&B%"和 E>"!AEJ)’ s&B#%BB""" =>D位点的基因型与犬的髋关节发育不

良没有显著相关性!5p#C#B"* 结论!AHI?J)!AEJ&B sB"#)""##(B"#(#&B%"和 E>"!AEJ)’ s&B#%BB""" =>D位点

均不能成为拉布拉多犬与金毛寻回猎犬髋关节发育不良的实用性遗传学诊断指标*

关键词%髋关节发育不良+拉布拉多犬+金毛寻回猎犬+AHI?J)+E>"

中图分类号% K)%(C$!!文献标识码% J!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#)_##)B_#B

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4##’

!! 犬髋关节发育不良 !A3212SY1: M+*:O3*13(
AYM"是一种受多基因调控的先天性遗传疾病(多
见于大型或特大型犬(如拉布拉多犬’金毛寻回猎犬
等* 患有 AYM的犬因关节磨损疼痛而行走困
难 , "_&- * AYM不能通过药物治疗痊愈(临床手术是
唯一有效的治疗途径 , "- * 但这方面的医疗资源紧
缺(手术费用昂贵* 因而在育种时期对 AYM犬的筛
选尤为重要(不仅可减少疼痛犬(也可节省大量的社
会资源* 其中(采用遗传学基因诊断的方法淘汰具
有 AYM倾向的繁育犬(是有效避免出现 AYM犬的
理想方法*

髋关节发育不良的成因尚不明确(目前认为有
两种主要原因%关节松弛!包括韧带’肌肉’关节囊"
和软骨内成骨障碍(或者这两个过程的综合作
用 , &_)- * AHI?J) 基因与 E>" 基因分别参与了肌肉

组织’ 软骨基质的组成 , (_B- ( 特 别 是( 有 报 道 称
AHI?J) 基因的 & 个 =>D位点 !AEJ&B%B"#)""##(
B"#(#&B%"和 E>" 基因的 " 个 =>D位点 !AEJ)’%
&B#%BB"""与 AYM显著相关 , )( ?_’- * 但这两个基因
的 =>D位点能否成为有效预测髋关节发育不良的
实用性遗传学诊断指标(还有待进一步的实验验证*

培育成本高和培训成功率低是导盲犬事业目前
面临的两大难题 , $_%- (犬只的淘汰主要包括性情和
健康两方面原因(而 AYM是健康原因中的首要因
素* 因而筛除有 AYM患病倾向的犬对提高导盲犬
的培训成功率’降低导盲犬的培育成本具有重要意
义* 本实验通过对与 AYM显著相关的 AHI?J) 和
E>" 基因上的 ) 个 =>D位点的多态性进行检测(验
证其能否成为 AYM的实用性遗传学诊断指标(以期
为导盲犬的选育提供有效的筛选方法*
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/K材料与方法

/N/K材料
/N/N/!实验动物%髋关节发育不良!^光片诊断"
的拉布拉多犬 $ 只’金毛寻回猎犬 B 只+健康的拉布
拉多犬 &) 只’金毛寻回猎犬 ’ 只* 部分犬!$ 只"为
全国范围内募集所得(其余犬!)’ 只"均由中国导盲
犬大连培训基地提供*
/N/N5!主要试剂与仪器%VMRJ_F& 真空采血管(购
于江苏宇力医疗器械有限公司+NO66, V/9T359162 F19
试剂盒(购于宝生物!大连"生物技术有限公司+主
要仪器包括动物 ^光机 !JLA8615S(##(代尔公
司"(DAK仪!美国 R8ST76公司"+电泳仪!北京百晶

生物技术有限公司 "+QSOM65RG VX成像仪 !N16
KJM公司"等*
/N5K方法
/N5N/!影像学诊断%采用动物 ^光机对犬的髋关
节进行影像学诊断(髋关节发育不良的发病程度采
用 >6TPSTZ角来度量(方法为在一张标准的 HEJ
!HT986:S,15E6U2,39162 W6TJ2173O"片子上(在两股
骨头中心作一连线(再由股骨头中心向髋臼前侧缘
作直线(这两线夹角为 >6TPSTZ角(>6TPSTZ角的范
围一般在 B#ti"&#t之间(大于等于 "#Bt被认定为
健康犬!图 "J所示"(股骨头没有脱节但 >6TPSTZ角
小于等于 %#t!图 "N所示"或股骨头完全脱出髋臼
!图 "A所示"被认定为重度 AYM*

图 /K犬髋关节 b光影像图
注%J%健康犬+N’A%重度髋关节发育不良犬

M#)V/KbG%$ #9%)-(TF"-H() "#WZ(#&F
>69S%J% 26T73O+N’A% AYM

/N5N5!基因组 M>J的提取%从犬的前肢静脉采血
)iB 7I(置于含 VMRJ抗凝剂的真空采血管中* 采
用 NO66, V/9T359162 F19试剂盒提取血细胞中的基因
组 M>J(具体操作步骤按试剂盒说明书进行*
/N5N3!引物设计%依据文献中已报的与犬髋关节发
育不良相关的 AHI?J) 和 E>" 基因的 ) 个 =>D位
点 , )( ?- (在 >AN<数据库! 899:*%;;---425P142O742184
Z6b;"上进行基因位点确认(以 =>D位点为中心选
取 M>J序列(应用 DT17ST)C# 软件! 899:%;;:T17ST)4
U94SS;"进行引物设计(并对设计的引物进行 DAK验
证和条件优化* 基因的 =>D位点信息及引物序列

详见表 "*

表 /KE>;4<3 和 MB/ 基因 !B[位点的
生物学信息及引物序列

@%J:-/K@"-J#(#&T(G9%F#(&%&HWG#9-GS-c+-&R-S
(T!B[S(TE>;4<3 %&HMB/ )-&-S

AEJ QS2S =>D O6539162 DT17ST=ScUS25S*!B1_)1 "

&B AHI?J) JpQ B"#)""##
E6T-3T,%9599Z9359935ZZZ955355
KSbST*S%Z5959395333ZZ335ZZZZ

&B AHI?J) JpQ B"#(#&B%
E6T-3T,%5Z955599Z5Z39ZZ93339
KSbST*S%939599533Z3ZZ55559ZZ

)’ E>" RpJ &B#%BB""
E6T-3T,%955559939Z93Z93559Z953
KSbST*S% 555593959Z5559995953

0?)0
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/N5N2!测序及 =>D位点分型%M>J样本经 DAK扩
增后(委托宝生物!大连"生物技术有限公司进行测
序* 通过对测序数据的分析(确认 =>D位点的多态
性类型!图 &"*

图 5KE>;4<3 及 MB/ 基因的 !B[位点的测序检测
注+J’N’A为 AHI?J)AEJ&B sB"#(#&B% =>D位点上的 J;J型(

J;Q型(Q;Q型+M’V’E为 AHI?J)AEJ&B sB"#)""## =>D

位点上的 J;J型(J;Q型(Q;Q型+Q’Y’<为 E>" AEJ)’ s

&B#%BB"" =>D位点上的 J;J型(J;R型(R;R型*

M#)V5K!B[:(R#(TE>;4<3 %&HMB/

%&%:$Y-HJ$ ’B<S-c+-&R#&)
>69S% J( N( A% AHI?J) AEJ&B sB"#(#&B% =>DO651+

M( V( E% AHI?J) AEJ&B sB"#)""##=>DO651+

Q( Y( <% E>"AEJ)’ s&B#%BB"" =>DO651

/N3K统计方法
采用 =D=="%C# 统计学软件(应用 %& 检验对基

因的 =>D位点多态性与髋关节发育不良进行关联
度分析(5l#C#B 为显著相关*

5K结果

5N/KE>;4<3 基因的 EM<5O%O/6265O0 !B[位点
的多态性检测及分析

以 ") 只髋关节发育不良犬与 )# 只健康犬为研
究对象(对 AHI?J) 基因的 AEJ&B sB"#(#&B% 位点
进行 DAK’测序和统计学分析(结果如表 & 所示%J;
J’J;Q’Q;Q型在健康犬和髋关节发育不良犬中所
占比例均没有显著差异!5p#C#B"*

表 5KE>;4<3 基因的 EM<5OdO/6265O0

!B[位点的检测及分析

@%J:-5K@"-H-F-RF#(&%&H%&%:$S#S(T

E>;4<3 EM<5O dO/6265O0 !B[:(R#

AHI?J) 健康犬 髋关节发育不良犬 !& 值 5值
J;J ?!&#h" B!)$C(?h" "C?& #C&#
J;Q "$!?#h" B!)$C(?h" "C?% #C"%
Q;Q ?!&#h" )!&)C#$h" #C#B #C$&
总计 )# ")

5N5K 拉布拉多犬中 E>;4<3 基因的 EM<5O%
O/6265O0 !B[位点的检测及分析

以 $ 只髋关节发育不良的拉布拉多犬与 &) 只
健康的拉布拉多犬为研究对象(对 AHI?J) 基因的
AEJ&B%B"#(#&B% 位点进行 DAK’测序和统计学分
析(结果如表 ) 所示%J;J’J;Q’Q;Q型在健康拉布
拉多犬和髋关节发育不良的拉布拉多犬中所占比例
均没有显著差异!5p#C#B"* 但 J;J型所占比例呈
现出有差异的趋势!5r#C#’"*

表 3K拉布拉多犬中 E>;4<3 基因的 EM<5Od

O/6265O0 !B[位点的检测及分析

@%J:-3K@"-H-F-RF#(&%&H%&%:$S#S(TE>;4<3 EM<5Od

O/6265O0 !B[:(R##&F"-;%JG%H(GG-FG#-X-G

AHI?J) 健康犬;只 髋关节发育不良犬;只 %& 值 5值
J;J (!"’C)%h" (!B#h" )C)# #C#’
J;Q "(!?#C$’h" (!B#h" #C&% #CB%
Q;Q B!&"C’(h" #!#h" &C#’ #C"B
总计 &) $

5N3K 金毛寻回犬中 E>;4<3 基因的 EM<5O%
O/6265O0 !B[位点的检测及分析

以 B 只髋关节发育不良的金毛寻回猎犬与 ’ 只
健康的金毛寻回猎犬为研究对象(对 AHI?J) 基因
的 AEJ&B%B"#(#&B% 位点进行 DAK’测序和统计学
分析(结果如表 ( 所示%J;J’J;Q’Q;Q型在健康的
金毛寻回猎犬和髋关节发育不良的金毛寻回猎犬中
所占比例均没有显著差异!5p#C#B"* 但 Q;Q型在
髋关节发育不良的金毛寻回猎犬中有占主要基因型
的趋势!5r#C""*
表 2K金毛寻回猎犬中 E>;4<3 基因的 EM<5O%O/6265O0

!B[位点的检测及分析

@%J:-2K@"-H-F-RF#(&%&H%&%:$S#S(TE>;4<3 EM<5O%

O/6265O0 !B[:(R##&F"-a(:H-&G-FG#-X-G

AHI?J) 健康犬;只 髋关节发育不良犬;只 !& 值 5值
J;J &!&$CB’h" "!&#h" #C"" #C’(
J;Q (!B’C"(h" "!&#h" "C?? #C&#
Q;Q "!"(C&%h" )!?#h" &C’( #C"#

总计 ’ B

0’)0
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5N2KE>;4<3 基因的 EM<5O%O/63//66 !B[位点
的多态性检测及分析

以 "( 只髋关节发育不良犬与中国导盲犬大连
培训基地的 &" 只健康犬为研究对象(对 AHI?J) 基
因的 AEJ&B%B"#)""## 位点进行 DAK’测序和统计
学分析(结果如表 B 所示%J;J’J;Q’Q;Q型在健康
犬和髋关节发育不良犬中所占比例均没有显著差异
!5p#C#B"*

表 OKE>;4<3 基因的 EM<5O%O/63//66

!B[位点的检测及分析

@%J:-OK@"-H-F-RF#(&%&H%&%:$S#S(TE>;4<3 EM<5O%

O/63//66 !B[:(R#

AHI?J) 健康犬;只 髋关节发育不良犬;只 !& 值 5值
J;J "(!??C?’h" %!?(C&%h" #C#& #C$$
J;Q )!"(C&%h" (!&$CB’h" "C#’ #C)#
Q;Q (!"%C#Bh" "!’C"(h" #C%’ #C)&

总计 &" "(

5NOKMB/ 基因的 EM<3P%5O60OO// !B[位点的多
态性检测及分析

以 "& 只髋关节发育不良犬与 )# 只健康犬为研
究对象(对 E>" 基因的 AEJ)’%&B#%BB"" 位点进行
DAK’测序和统计学分析(结果如表 ? 所示%J;J’
R;J’R;R型在健康犬和髋关节发育不良犬中所占
比例均没有显著差异!5p#C#B"*

表 4KMB/ 基因的 EM<3P%5O60OO//

!B[位点的检测及分析

@%J:-4K@"-H-F-RF#(&%&H%&%:$S#S(TMB/

EM<3P%5O60OO// !B[:(R#

E>" 健康犬;只 髋关节发育不良犬;只 !& 值 5值
J;J ?!&#h" (!))C))h" #C$( #C)?
R;J "’!B?C?’h" ?!B#h" #C"B #C’#
R;R ’!&)C))h" B!("C?’h" "C(" #C&(

总计 )# "&

3K讨论

AYM是一种受多基因调控’性状复杂并和多个
染色体区域相关联的障碍疾病(其遗传方式尚不明
确* 目前研究表明(可能有 & 种遗传体系影响 AYM
的发生(一是控制髋关节周围关节囊松弛的基因(二
是控制髋臼发育不良的多基因系统(或两者的单独
或协同作用 , "#- * 其中髋关节松弛具有较高的遗传
率 , ""- (已有研究表明(AHI?J) 与 E>" 基因均与髋

关节松弛相关 , )( ?_’- *
AHI?J) 基因编码胶原蛋白 L<中的 #) 链(如

发生纯合突变将导致胶原蛋白 L<的减少(而胶原蛋
白是软骨细胞’软骨纤维的主要成分(与关节松弛密
切相关 , (- * 有研究报道其 =>D位点 !AEJ&B s
B"#(#&B%"的 J;J型在正常和髋关节发育不良的拉
布拉多犬的比例有极显著性差异 , "&- * 但我们的实
验结果表明(AHI?J) 基因的 =>D位点 AEJ&B s
B"#(#&B% 及 AEJ&BsB"#)""## 的三种基因型!J;J’
J;Q’Q;Q"在健康犬和髋关节发育不良犬中所占比
例均没有显著差异!表 &(表 B"* 由于本研究的对
象包括拉布拉多犬与金毛寻回猎犬(考虑到可能存
在的不同品种犬之间的遗传差异(我们又分别对这
两种犬的测序结果进行了单独分析* 结果表明(拉
布拉多犬与金毛寻回猎犬中患 AYM犬的 AHI?J)
基因 =>D位点!AEJ&B sB"#(#&B%"的基因型趋向不
同(拉布拉多犬趋向于 J;J型(而金毛寻回猎犬趋
向于 Q;Q型(但并无显著差异!表 )(表 ("* 虽然本
研究的样本量相对较少(但也充分说明 AHI?J) 基
因的 =>D 位 点 AEJ&B sB"#(#&B% 及 AEJ&B s
B"#)""## 不能作为 AYM实用性的诊断指标*

E>" 基因与软骨细胞外基质的组分以及软骨基
质组织的功能密切相关 , B- * 有报道表明 E>" 基因
的 =>D位点 AEJ)’ s&B#%BB"" 与伯恩山犬’德国牧
羊犬的 AYM疾病显著相关 , ?_’- * 但本研究结果表
明(E>" 基因的该 =>D位点基因型在健康犬和髋关
节发育不良犬中的比例没有显著差异!表 ?"(并且
在拉布拉多犬与金毛寻回猎犬犬种内部的独立分析
也不存在显著差异(说明该 =>D位点不能作为 AYM
实用性的诊断指标*

本次研究没有检测出差异的原因主要有以下几
点%第一(AYM的致病原因和遗传体系尚未明确(关
节松弛与 AYM发生的具体联系尚不清楚(导致关节
松弛的基因是否直接影响 AYM的产生还需更多的
实验验证+第二(AYM倾向于多基因遗传调控(
AHI?J) 和 E>" 基因可能与 AYM疾病有关联(但可
能不是与 AYM显著相关的主效基因(或是这 ) 个
=>D位点并不能代表 AHI?J) 及 E>" 基因的影响
作用+第三(本次研究对象的样本量较小(有待扩大
样本进行进一步验证*

综上所述(AHI?J) 和 E>" 基因的 AEJ&B s
B"#)""##(B"#(#&B% 和 AEJ)’ s&B#%BB"" =>D位点
均不能作为拉布拉多犬与金毛寻回猎犬髋关节发育

0$)0
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不良的实用性遗传学诊断指标* 我们将继续检测其
他与 AYM相关候选基因的可能性遗传标记(以期为
拉布拉多犬与金毛寻回猎犬幼犬的选育探寻有效的
AYM遗传学诊断方法*
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导盲犬和淘汰犬肠道菌群的差异性研究#

董建一"!许!尧&!胡雨奇&!张利龙&

龙尚琴&!李鹏飞&!王靖宇"!李!明)

!"4大连医科大学实验动物中心(大连!""?#((" !&4大连医科大学第二临床学院(大连!""?#(("

!)4大连医科大学基础医学院微生态学教研室(大连 ""?#(("

摘要%目的!探究导盲犬和淘汰犬之间肠道菌群的差异(分析两者特征性差异菌群* 方法!收集 "? 只导盲犬和 "#

只淘汰犬的新鲜粪便样本(按照犬品种和性别分为拉布拉多雄性导盲犬!QM_GI"和淘汰犬!VM_GI"’拉布拉多雌

性导盲犬!QM_EI"和淘汰犬!VM_EI"’金毛雄性导盲犬!QM_GQ"和淘汰犬!VM_GQ"(另外从中随机抽取 % 只导盲

犬和 ( 只淘汰犬分为导盲犬组!QM"和淘汰犬组!VM"(共分为 ( 组配对* 提取粪便样本总 M>J(应用 DAK_MQQV

技术获得肠道菌群图谱(应用相关软件和统计学方法对每组配对进行差异性分析* 结果!聚类分析结果显示(QM

和 VM(QM_GI和 VM_GI(QM_EI’VM_EI和 QM_GQ均各归为一类(表明导盲犬和淘汰犬之间肠道菌群存在差异*

肠道菌群多样性’丰富度和均匀度分析结果显示(每两个配对组之间多样性指数’丰富度指数和均匀度指数存在差

异(但差异均无统计学意义* 差异性条带测序分析结果显示%与 VM相比(QM2!A#C&*#.34*-3&’C-.\<R""$"B 菌株

增多+与 VM_GI相 比( QM_GI J4++-*#"-C&*#.,-//!-\<R "&#??’ ?#+"&)#+-$$4.=#A-*#$-.M=G B$)’’ ?#+"&)#+-$$4.

#+-(&/,-$4.>AEG’L#!+#$-)#+"!’-4C/’#4.*-"N--J&_"?B 菌株增多(:&$$-*.!$$# #!’&3#+-!*.JRAA&B%$? 和 5’!=&"!$$# +&/’-

M=G"$&#B 菌株减少+与 VM_EI相比(QM_EID4C-*&+&++4.A*#=4.JQK&"B(’L4.&)#+"!’-4C’4..--JRAA&BB)) 菌株减

少+与 VM_GQ相比(QM_GQ9’&/,!’6C# I,-//$!-*9T4R-1*9菌株增多* 结论!本研究发现导盲犬和淘汰犬肠道菌群

存在差异(未来对差异菌群的进一步研究可能有助于辅助导盲犬的早期筛选*

关键词%导盲犬+肠道菌群+DAK_MQQV技术

中图分类号% =$B&C?!!文献标识码% J!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#)_##(#_#$

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4##$

!!导盲犬是辅助视障人士出行的工作犬* 我国导
盲犬事业与欧美国家相比起步较晚 , "- (导盲犬培训

成功率低’成本高’周期长是各国导盲犬培训机构都

面临的问题 , &- * 导盲犬培训共分为寄养期’培训

期’服役期三个阶段(其中寄养期和培训期是导盲犬

的早期筛选阶段 , )- (筛选的主要方式是通过动物行

为学测试对犬的行为反应和认知功能进行评判 , (- *

但是(此评估方法具有一定的主观性’局限性和未知
性 , "()- (所以采用客观评估数据辅助犬的早期筛选

具有重要意义* 肠道菌群是许多哺乳动物重要的

.微生态器官/(可通过多种途径影响哺乳动物的行
为’情绪和认知功能 , B_?- * 本研究通过 DAK_MQQV
技术分析导盲犬和淘汰犬之间的差异性肠道菌群(
进而在动物行为学测试基础上为导盲犬的早期筛选
提供一种新的辅助手段*

/K材料与方法

/N/K材料
/N/N/!实验动物%选择身体健康’无消化道疾病及
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其他疾病的导盲犬 "? 只和淘汰犬 "# 只(动物均由
中国导盲犬大连培训基地提供(所有导盲犬经中国
导盲犬大连培训基地行为学测试并通过(符合 #导
盲犬$国家标准!QN;R)?"$?)&#"$"(所有淘汰犬
经测试后均不通过(不符合#导盲犬$国家标准*
/N/N5!主要试剂%M>J提取%V4X4>4J4& =966OM>J
.19购于美国 H7SZ3公司+DAK体系%&qV3*+93c DAK
=U:STG1/!o,+S"’引物 ))$E和 B"$K等购于宝生物
工程 !大连"有限公司+MQQV体系%尿素’丙烯酰
胺’>(>u_亚甲基双丙烯酰胺’过硫酸铵’四甲基乙
二胺’去离子甲酰胺等均为国产分析纯*
/N/N3!实验分组%随机抽取部分导盲犬!QM(% 只"
和淘汰犬!VM(( 只"分为两组(并且将全部导盲犬
和淘汰犬按照犬的品种和性别进一步分为拉布拉多
雄性导盲犬!QM_GI(’ 只"和拉布拉多雄性淘汰犬
!VM_GI( ? 只 "(拉布拉多雌性导盲犬 !QM_EI( ?
只"和拉布拉多雌性淘汰犬!VM_EI(& 只"(金毛雄
性导盲犬 !QM_GQ() 只"和金毛雄性淘汰犬 !VM_
GQ(& 只"* 导盲犬和淘汰犬之间进行对比分析(相
同品种和性别的导盲犬和淘汰犬之间进行对比分
析(共分为 ( 组相互平行的配对*
/N5K方法
/N5N/!样本收集和 M>J提取%收集粪便样本前一
个月内(导盲犬和淘汰犬均统一饲食(犬饲食由中国
导盲犬大连培训基地提供* 分别收集各组犬新鲜粪
便 Bi"# Z(取样后加入粪便 M>J保护剂(@$# j保
存* 对各组犬粪便样本进行 M>J提取(M>J提取
方法按照 V4X4>4J4& =966OM>J.19试剂盒说明书
进行*
/N5N5!DAK扩增%DAK扩增肠道菌群多样性变化
采用 "?= TM>J基因 L) 区特异性序列作为靶标进
行 DAK_MQQV分析* 引物序列为%上游引物!))$E"
和下游引物!B"$K"* 反应体系总体积为 B# !I%内
含 &B !I& qV3*+93c DAK =U:STG1/!o,+S"( " !I
B"$K! "# :76O;!I"( " !I))$E ! "# :76O;!I"(
) !IM>J模板(&# !I,,,Y&H* 反应条件为%%) j
预热(%) j变性 B 712(%) j )# *’B(CB j )# *’
’& j )# *进行 )# 次循环(’& j延伸 B 712((j "#
712* 反应完成后通过 "h琼脂糖凝胶电泳检测
DAK产物并保存于@&# j备用*
/N5N3!变性梯度凝胶电泳!MQQV"%!""配胶%使用
$h聚丙烯酰胺凝胶( &BhiBBh平行变性梯度*
&Bh变性梯度凝胶由 #C( 7IB#qRJVPUWWST(& 7I

去离子甲酰胺(( 7I(#h丙烯酰胺( &C" Z尿素(
""CB 7I,,Y&H制成+BBh变性梯度凝胶由 #C( 7I
B#qRJVPUWWST((C( 7I去离子甲酰胺(( 7I(#h丙
烯酰胺((C?& Z尿素(?CBB 7I,,Y&H制成* !&"灌
胶%灌胶前分别向 &Bh低梯度胶和 BBh高梯度胶中
加入 $# !I过硫酸铵(混合均匀(再分别加入 "$ !I
四甲基乙二胺(迅速混合(将高’低梯度胶平行匀速
推入预先装好的玻璃架中(室温凝固* !)"点样%微
量进液器点样* ! ("电泳%于 ?# j恒温条件下(
&## L电压下(电泳 "# 712* "B# L电压下(电泳约
( 8* !B"染色%溴化乙锭染色 $ 712(去离子水漂洗*
!?"凝胶成像分析%凝胶成像仪成像(173ZSO3P 软件
进行数字化处理(并进行分析(切胶后进行回收纯
化(再送至大连赛拓生物科技有限公司测序(利用
>AN<数据库对测序结果进行对比分析*
/N3K统计方法

采用 dU32919+H2S软件对 MQQV菌群图谱进行
相似性聚类分析及多样性’丰富度和均匀度分析(采
用 QT3:8D3,4DT1*74bBC#4分析软件进行统计学数据
分析* 计量资料用均数g标准差!$7g."表示(组间比
较采用配对 "检验及方差分析(5l#C#B 表示差异具
有统计学意义*

5K结果

5N/K导盲犬#a’$和淘汰犬#7’$肠道菌群差异
QM和 VM粪便菌群 DAK_MQQV图谱如图 "@"

所示(同一泳道不同条带代表不同的肠道菌群(条带
灰度体现了肠道菌群的相对含量* 相似性聚类分析
结果如图 "@& 所示("i( 泳道相似度较高(归为一
类(Bi") 泳道相似度较高(归为一类(表明 QM和
VM肠道菌群存在差异* 肠道菌群多样性’丰富度
和均匀度分析结果如表 " 所示(QM与 VM的多样性
指数’丰富度指数和均匀度指数分别为 &C’$? g
#C"$% 和 &C?("g#C((B’"’C$##g&C$B% 和 "?CB##g
?C#&"’#C%’&#g#C#""( 和 #C%’)$g#C##(((且与 VM
相比(QM多样性指数!"r#C’B’%( 5r#C(?(("’丰
富度指数 !"r#C(’’#( 5r#C?(&’"和均匀度指数
!"r#C&$?$( 5r#C’’%?"差异均无统计学意义* 如
图 " 所示(QM中差异性条带 " 所代表的菌株相对含
量高于 VM(条带测序结果 !表 &"显示该菌株为
2!A#C&*#.34*-3&’C-.\<R""$"B(则表明与VM相比(
QM2!A#C&*#.34*-3&’C-.\<R""$"B 菌株增多*
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图 /Ka’和 7’肠道菌群 ’aa7图谱分析和相似性聚类分析
注%同一泳道不同条带代表不同的肠道菌群(条带灰度体现了肠道菌群的相对含量(红色箭头为差异性测序条带

M#)V/K’aa7%&%:$S#S%&HS#9#:%G#F$ R:+SF-G%&%:$S#S(T)+F9#RG(J#(F% J-F*--&a’%&H7’
>69S% M1WWSTS29P32,*12 98S*37SO32STS:TS*S29,1WWSTS29ZU9715T6P1693( 98SZT3+*53OS6W98SP32,*TSWOS59*98STSO391bS

5629S296W98SZU9715T6P1693( 32, 98STS, 3TT6-TS:TS*S29*98S,1WWSTS2913O*ScUS2512ZP32,

表 /K肠道菌群多样性’丰富度和均匀度分析#%!Q"$

@%J:-/K<&%:$S#S(TH#X-GS#F$ #&H-.& G#R"&-SS#&H-. %&H-X-&&-SS#&H-. (T)+F9#RG(J#(F%#%!Q"$

组别

QT6U:*

样本数

>U7PST6W*37:OS*

多样性指数

M1bST*19+12,S/

丰富度指数

K1582S**12,S/

均匀度指数

VbS22S**12,S/
VM ( &C?("g#C((B "?CB##g?C#&" #C%’)$g#C##((
QM % &C’$?g#C"$% "’C$##g&C$B% #C%’&#g#C#""(

"检验

=9U,S291*"9S*9

"r#C’B’%

5r#C(?((

"r#C(’’#

5r#C?(&’

"r#C&$?$

5r#C’’%?
VM_GI ? )C&’’g#C""? &%C"()g)C&’# #C%’)’g#C##"?
QM_GI ’ )C)#%g#C"$? )#C)))g?C#’( #C%’B?g#C##&’

"检验

=9U,S291*"9S*9

"r#C)BB)

5r#C’&%"

"r#C("&(

5r#C?$$#

"r"C(B(#

5r#C"’)$
VM_EI & &C$$)g#C"(B "%CB##g&CB## #C%’)"g#C##?$
QM_EI ? &C’$?g#C&)# "$C###g(C)&# #C%’)Bg#C##?(

"检验

=9U,S291*"9S*9

"r#C($’#

5r#C?()B

"r#C(#))

5r#C’##’

"r#C#’&#

5r#C%((%
VM_GQ & &C&$)g#CB%& "&CB##g?CB## #C%?#)g#C#"?"
QM_GQ ) &C?)’g#C#%( "BC’##g"C$$? #C%?"’g#C#"&B

"检验

=9U,S291*"9S*9

"r#C’$$"

5r#C($$&

"r#C?"B%

5r#CB$"B

"r#C#$B%

5r#C%)’#

5N5K相同品种及性别的导盲犬和淘汰犬肠道菌群
差异
5N5N/!拉布拉多雄性导盲犬 !QM_GI"和淘汰犬
!VM_GI"肠道菌群差异分析%QM_GI和 VM_GI粪
便菌群 DAK_MQQV图谱如图 &@" 所示* 相似性聚
类分析结果如图 &@& 所示(" 和 "# 泳道相似度较
高("" 和 "& 泳道相似度较高(均单独归为一类+&@?
泳道相似度较高(归为一类+’i%’") 泳道相似度较

高(归为一类(表明 QM_GI和 VM_GI肠道菌群存在
差异* 肠道菌群多样性’丰富度和均匀度分析结果
如表 " 所示(QM_GI与 VM_GI的多样性指数’丰富
度指数和均匀度指数分别为 )C)#%g#C"$? 和 )C&’’g
#C""?’)#C))) g?C#’( 和 &%C"() g)C&’#’ #C%’B? g
#C##&’ 和 #C%’)’g#C##"?(且与 VM_GI相比(QM_
GI多样性指数!"r#C)BB)( 5r#C’&%""’丰富度指
数!"r#C("&(( 5r#C?$$# " 和均匀度指数 !"r

0&(0
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OPQRQS( 5r#C"’)$"差异均无统计学意义* 如图
&@"所示(QM_GI中差异性条带 "’&’) 和 ? 所代表
的肠道菌株相对含量高于 VM_GI(差异性条带 ( 和
B 所代表的肠道菌株相对含量低于 VM_GI(条带测
序结果!表 &"显示条带 " i? 分别为 J4++-*#"-C&*#.
,-//!-\<R "&#??’ ?#+"&)#+-$$4.#+-(&/,-$4.>AEG’
?#+"&)#+-$$4.=#A-*#$-.M=GB$)’’5’!=&"!$$# +&/’-M=G

"$&#B’ :&$$-*.!$$# #!’&3#+-!*. JRAA &B%$?’
L#!+#$-)#+"!’-4C/’#4.*-"N--J&_"?B 菌株(则表明相比
于 VM_GI(QM_GIJ4++-*#"-C&*#.,-//!-\<R"&#??’
?#+"&)#+-$$4. =#A-*#$-. M=G B$)’’ ?#+"&)#+-$$4.
#+-(&/,-$4.>AEG和 L#!+#$-)#+"!’-4C/’#4.*-"N--J&_
"?B 菌株增多(:&$$-*.!$$# #!’&3#+-!*.JRAA&B%$? 和
5’!=&"!$$# +&/’-M=G"$&#B 菌株减少*

图 5Ka’8D;和 7’8D;肠道菌群 ’aa7图谱分析和相似性聚类分析
M#)V5K’aa7%&%:$S#S%&HS#9#:%G#F$ R:+SF-G%&%:$S#S(T)+F9#RG(J#(F% J-F*--&a’8D;%&H7’8D;

表 5K’aa7差异性条带测序分析
@%J:-5K’aa7H#TT-G-&F#%:SFG#WS-c+-&R#&) %&%:$S#S

组别

QT6U:*

条带编号

=9T1: 2U7PST

同源菌株名称

>37S6W8676O6Z6U**9T312*

同源性

<,S2919+

门类

D8+OU7
QM32, VM " 2!A#C&*#.34*-3&’C-.\<R""$"B %)h E1T715U9S*

QM_GI32, VM_GI

" J4++-*#"-C&*#.,-//!-\<R"&#?? %(h DT69S6P359ST13
& ?#+"&)#+-$$4.#+-(&/,-$4.>AEG %%h E1T715U9S*
) ?#+"&)#+-$$4.=#A-*#$-.M=GB$)’ "##h E1T715U9S*
( 5’!=&"!$$# +&/’-M=G"$&#B %$h N359ST61,S9S*
B :&$$-*.!$$# #!’&3#+-!*.JRAA&B%$? "##h J59126P359ST13
? L#!+#$-)#+"!’-4C/’#4.*-"N--J&_"?B %%h E1T715U9S*

QM_EI32, VM_EI
3 D4C-*&+&++4.A*#=4.JQK&"B( %&h E1T715U9S*
P L4.&)#+"!’-4C’4..--JRAA&BB)) %#h EU*6P359ST13

QM_GQ32, VM_GQ J 9’&/,!’6C# I,-//$!-*9T4R-1*9 %(h J59126P359ST13

5N5N5!拉布拉多雌性导盲犬 !QM_EI"和淘汰犬
!VM_EI"’金毛雄性导盲犬!QM_GQ"和淘汰犬!VM_
GQ"肠道菌群差异分析%QM_EI和 VM_EI’QM_GQ
和 VM_GQ粪便菌群 DAK_MQQV图谱如图 )@" 所
示* 相似性聚类分析结果如图 )@& 所示("&’") 泳
道各单独归为一类+" i? 泳道相似度较高(归为一
类(’i$ 泳道归为一类+% i"" 泳道归为一类(结果
表明 QM_EI和 VM_EI’QM_GQ和 VM_GQ肠道菌群

存在差异* 肠道菌群多样性’丰富度和均匀度分析
结果如表 " 所示(QM_EI和 VM_EI的多样性指数’
丰富度指数和均匀度指数分别为 &C’$?g#C&)# 和
&C$$)g#C"(B’ "$C### g(C)&# 和 "%CB## g&CB##’
#C%’)Bg#C##?( 和 #C%’)"g#C##?$(且与 VM_EI相
比(QM_EI多样性指数!"r#C($’#( 5r#C?()B"’丰
富度指数 !"r#C(#))( 5r#C’##’"和均匀度指数
!"r#C#’&#(5r#C%((%"差异均无统计学意义* QM_

0)(0
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GQ和 VM_GQ的多样性指数’丰富度指数和均匀度
指数分别为 &C?)’g#C#%( 和 &C&$)g#CB%&’"BC’##g
"C$$? 和 "&CB##g?CB##’#C%?"’g#C#"&B 和 #C%?#)g
#C#"?"(且与 VM_GQ相比(QM_GQ多样性指数!"r
#C’$$"(5r#C($$&"’丰富度指数 !"r#C?"B%( 5r
#CB$"B"和均匀度指数 !"r#C#$B%( 5r#C%)’#"差
异均无统计学意义* 如图 )@" 所示(QM_EI中差异
性条带 3和 P 所代表的肠道菌株相对含量低于 VM_

EI(QM_GQ中差异性条带 J所代表的肠道菌株相
对含量高于 VM_GQ(条带测序结果!表 &"显示条带
3’ P 和 J分别为 D4C-*&+&++4.A*#=4.JQK&"B(’
L4.&)#+"!’-4C ’4..--JRAA &BB)) 和 9’&/,!’6C#
I,-//$!-*9T4R-1*9菌株(则表明与 VM_EI相比(QM_
EI D4C-*&+&++4. A*#=4.JQK&"B(’ L4.&)#+"!’-4C
’4..--JRAA&BB)) 菌株减少+与 VM_GQ相比(QM_
GQ9’&/,!’6C# I,-//$!-*9T4R-1*9菌株增加*

图 3Ka’8M;和 7’8M;’a’8Da和 7’8Da肠道菌群 ’aa7图谱分析和相似性聚类分析
M#)V3K’aa7%&%:$S#S%&HS#9#:%G#F$ R:+SF-G%&%:$S#S(T)+F9#RG(J#(F% J-F*--&a’8M;%&H7’8M;& a’8Da%&H7’8Da

3K讨论

3N/K结果分析
已有研究发现肠道菌群与哺乳动物的行为’情

绪和认知功能密切相关(可直接调控其中枢神经系
统功能(例如(大肠杆菌 !@.+,!’-+,-# +&$-"可损害小
鼠的学习能力并导致记忆障碍(而约氏乳杆菌
!?#+"&)#+-$$4.;&,*.&*--"可减轻 &(((?_三硝基苯磺酸
处理小鼠的结肠炎和记忆障碍症状 , ’- +ATU7S+T6OOS_
JT13*等研究发现无菌大鼠相比于 =DE! =:S51W15
:3986ZS2 ETSS"大鼠具有更多焦虑样行为 , $- * 因此(
导盲犬的肠道菌群可能与犬的行为和情绪等气质特
征密切相关(有利于辅助导盲犬的早期筛选*

本研究应用 DAK_MQQV技术分别分析 QM和
VM以及相同品种和性别导盲犬和淘汰犬肠道菌群
差异* 相似性聚类分析结果显示(QM和 VM各分为
一类!图 "@&"+QM_GI和VM_GI各分为一类!图 &@
&"(" 和 "# 泳道相似度较高(单独归为一类(但是两
者为不同组别(可能是由于个体差异造成的影响+

QM_EI’VM_EI和 QM_GQ各归为一类!图 )@&"("&’
") 泳道各单独归为一类(可能存在个体差异(’ i$
和 %i"" 泳道归为同一大类(但两组为不同犬种(可
能是由于犬品种及性别的不同所造成的影响* 肠道
菌群多样性’丰富度和均匀度分析结果显示(每两个
配对组之间多样性指数’丰富度指数和均匀度指数
差异均无统计学意义* 差异性条带测序分析结果显
示(与 VM相比(QM中 E1T715U9S*门的 2!A#C&*#.
34*-3&’C-.\<R""$"B 菌株增多+与 VM_GI相比(QM_
GI中 DT69S6P359ST13门的 J4++-*#"-C&*#.,-//!-\<R
"&#??’ E1T715U9S* 门 的 ?#+"&)#+-$$4. #+-(&/,-$4.
>AEG’ ?#+"&)#+-$$4. =#A-*#$-. M=G B$)’ 和
L#!+#$-)#+"!’-4C /’#4.*-"N-- J&_"?B 菌 株 增 多(
J59126P359ST13门 的 :&$$-*.!$$# #!’&3#+-!*. JRAA
&B%$?’N359ST61,S9S*门的 5’!=&"!$$# +&/’-M=G "$&#B
菌株减少+与 VM_EI相比(QM_EI中 E1T715U9S*门的
D4C-*&+&++4.A*#=4.JQK&"B(’ EU*6P359ST13门 的
L4.&)#+"!’-4C’4..--JRAA&BB)) 菌株减少+与 VM_
GQ相比(QM_GQ中 J59126P359ST13门的 9’&/,!’6C#
I,-//$!-*9T4R-1*9菌株增多*
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3N5K展望与意义
3N5N/!肠道菌群调节犬行为’情绪和认知功能的可
能途径%肠道菌群可通过多种途径影响哺乳动物的
行为’情绪和认知功能(脑_肠轴是其中重要的作用
途径之一* 脑_肠轴是大脑和胃肠道之间紧密连接
的双向通路(在调节机体行为反应’认知功能等方面
起到了重要作用 , ?- * 研究发现肠道菌群可调节B_羟
色胺 ! B_YR" , %- ’多巴胺 !MJ" , "#_""- ’’_氨基丁酸
!QJNJ" , "&-等多种神经递质的合成和代谢活动(从
而参与调控和影响宿主的行为和功能+免疫途
径 , ")- ’短链脂肪酸 ! =AEJ*"代谢途径 , "(-等也可能
是肠道菌群参与调节的作用途径*

已有研究从神经递质途径’免疫途径’=AEJ*代
谢途径等脑_肠轴的角度阐述了本导盲犬和淘汰犬
之间部分差异菌株的功能和作用* 自闭症谱系障碍
!JU91*7*:S59TU7,1*6T,ST(J=M"是一种以社交和认
知功能缺陷为特征的神经疾病(目前认为肠道菌群
与脑_肠轴的相互作用是 J=M发生发展的一个重要
因素 , "B- (已有研究发现相比于正常儿童(J=M儿童
粪便中 5’!=&"!$$# +&/’-和 L!#+#$-)#+"!’-4C/’#4.*-"N--
菌属相对丰度减少(且 J=M儿童粪便中 QJNJ浓度
较低 , "?- * 有趣的是(本实验结果表明相比于 VM_
GI(QM_GI中 5’!=&"!$$# +&/’-菌属丰度减少 而
L!#+#$-)#+"!’-4C/’#4.*-"N--菌属丰度增多(因此这两
种菌属是否可能通过脑_肠轴神经递质途径影响犬
的行为’情绪和认知功能有待于进一步研究*
?#+"&)#+-$$4.#+-(&/,-$4.>AEG菌株是一种益生菌(
研究表明该菌可刺激肠上皮细胞系中细胞因子和趋
化因子的产生 , "’- +L#!+#$-)#+"!’-4C/’#4.*-"N--J&_"?B
菌株对人类和小鼠树突状细胞产生 <I_"# 具有较强
的诱导能力(并能够调节 R细胞反应 , "$- +另有研究
发现 D4C-*&+&++4.A*#=4.菌属同样具有对多种免疫
因子的调节作用 , "%_&#- (本研究结果表明相比于 VM_
GI( QM_GI 中 ?#+"&)#+-$$4. #+-(&/,-$4. >AEG’
L#!+#$-)#+"!’-4C/’#4.*-"N--J&_"?B 菌株丰度增多(与
VM_EI 相 比( QM_EI 中 D4C-*&+&++4. A*#=4.
JQK&"B( 菌株减少(因此这些差异菌株可能通过
脑_肠轴免疫途径产生调节作用* 广泛性焦虑症
!ZS2ST3O1eS, 32/1S9+,1*6T,ST(QJM"与 QJNJ’ B_YR
和去甲肾上腺素 !>V" 等多种神经递质失调有
关 , &"- (研究发现 QJM患者肠道菌群丰富度和多样
性显著降低(而 D4C-*&+&++4.A*#=4.等产 =AEJ*细
菌过度增多(经抗抑郁药物治疗后 QJM患者症状有

所改善(但肠道菌群失调并未好转或恢复 , &&- (本研
究结果表明与 VM_EI相比(QM_EI中 D4C-*&+&++4.
A*#=4.JQK&"B( 菌株丰度减少(则该菌也可能通过
=AEJ*代谢途径影响犬的情绪和认知功能* 除此之
外(与 VM相比(QM中 2!A#C&*#.34*-3&’C-.\<R
""$"B 菌 株 增 多( 与 VM_GI 相 比( QM_GI 中
J4++-*#"-C&*#.,-//!-\<R "&#?? 和 ?#+"&)#+-$$4.
=#A-*#$-.M=G B$)’ 菌株增多(:&$$-*.!$$# #!’&3#+-!*.
JRAA&B%$? 菌株减少+与 VM_EI相比(QM_EI中
L4.&)#+"!’-4C’4..--JRAA&BB)) 菌株减少+与 VM_
GQ相比(QM_GQ中 J59126P359ST13门的 9’&/,!’6C#
I,-//$!-*9T4R-1*9菌株增多(目前还没有相应的研究
阐明上述差异菌群在脑_肠轴方面的功能和作用*
肠道菌群与脑_肠轴存在广泛而深刻的联系(因此(
研究导盲犬的特征性优势菌群与神经递质和其他代
谢产物之间的联系有助于探索肠道菌群的可能作用
机制*
3N5N5!肠道菌群调节幼犬的气质类型%广泛的实验
研究和临床实践证明益生菌和益生元治疗在改善哺
乳动物焦虑’抑郁等异常行为和情绪方面具有明显
的积极作用 , &)_&(- (例如(Q3TS3U 等发现服用乳酸菌
能够明显改善由母子分离刺激导致的大鼠应激反
应 , &B- * 因此(益生菌和益生元用于幼犬的早期发育
阶段可能改善其肠道菌群结构和组成(促使幼犬的
气质类型朝向有利于导盲犬筛选的预期方向发展*
3N3K不足之处

本研究首次就导盲犬和淘汰犬肠道菌群的差异
进行分析和研究(但仍存在以下几点不足之处%(目
前尚未阐明两者差异菌群的具体功能以及作用机制
和途径(仍有待于后续实验的进一步研究+)由于部
分组别犬数量有限(实验结果无疑会受到个体差异
的影响+*本实验中应用的 DAK_MQQV技术只能作
定性分析(存在一定的主观性和局限性(而肠道菌群
的高通量测序技术是目前用于肠道微生物研究最前
沿’最常见的检测技术 , &?- (利用高通量测序技术有
助于发现丰度较低的微生物或未知微生物(可全面’
准确地获取肠道菌群的定量化信息 , &’- ++肠源细菌
物质可能是调节脑_肠轴的关键(以代谢组学结合高
通量测序技术探索可能机制是更好的选择*

综上所述(本研究发现导盲犬和淘汰犬肠道菌
群存在差异(有文献表明两者特征性的差异菌群可
通过脑_肠轴影响宿主的行为’情绪和认知功能* 但
限于当前研究水平(本研究尚未对两者差异菌群的

0B(0
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功能及作用途径展开深入研究* 值得肯定的是(对
肠道菌群的深入分析可能会成为导盲犬早期筛选的
有效补充手段(有助于缩短培训周期(节约培训
成本*
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右美托咪定通过抑制 >IKD)炎性体激活减轻
高氧诱导的急性肺损伤

李!刚!喻红彪!任思宏
!南充市中心医院麻醉科(南充!?)’###"

摘要%目的!探讨右美托咪定减轻高氧诱导的急性肺损伤的效果及机制* 方法!雄性 =M大鼠 )# 只随机分为 )

组(即对照组(模型组与右美托咪定组(每组各 "# 只(模型组与右美托咪定组构建高氧肺损伤模型* 右美托咪定组

在造模同时注射右美托咪定(对照组与模型组注射等量生理盐水* 造模 " 周后取出肺部组织测定其干湿重比例*

应用 VI<=J法检测大鼠血清中的 <I_?’1>H=’LVQE和 PEQE蛋白表达量* 应用 KR_DAK法测定 <I_& 和 R>E#表达

量* 应用免疫印迹 [S*9ST2 PO69法测定 >IKD) 和 A3b_" 蛋白表达量* 结果!模型组肺组织干湿重比为 ! (C$&g

#C&?"(高于对照组!&C&%g#CB""和右美托咪定组!)C""g#CB)"(5l#C#B* 在造模 " 周以后(右美托咪定组平均呼吸

频率为!’&C’Bg?C’("次;712(低于模型组 !5l#C#B"(血清 LVQE和 PEQE水平分别为 ! #C)?$g#C#’%" 2Z;I和
!&(C$Bg&C)?" 2Z;I(高于模型组!5l#C#B"* 右美托咪定组 <I_? 和 1>H= 显著低于模型组(>IDK) 和 A3b_" 则显著

高于模型组!5l#C#B"* 结论!右美托咪定可以抑制 >IKD) 炎性体激活减轻高氧诱导的急性肺损伤*

关键词%右美托咪定+>IKD) 炎性体+高氧性+肺损伤

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

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4##%

!!高浓度的氧对严重的呼吸衰竭有良好的治疗作
用(一般在重症监护室应用较多 , "- * 但是长时间地
吸入高浓度的氧气却会造成肺损伤 , &- * 高氧造成
的肺损伤的原因主要是线粒体产生的活性氧(活性
氧可活化炎症细胞(以及释放炎性介质(引起肺组织
结构的重建与上皮细胞死亡(是急性肺损伤的原
因 , )- * 右美托咪定是一种高选择性的肾上腺素受
体激动剂 , "_&- (近年来在临床上的使用已经越来越
广泛* 右美托咪定对血流动力学影响轻微 , )- (已被
广泛应用于外科手术* 右美托咪定可以通过抑制凋
亡和抗炎作用从而保护机体的大脑(肝脏(肠胃(心
脏以及肺部组织 , (- * 炎症小体是调节先天性免疫
的多蛋白复合物 , (- (中枢神经系统中存在大量与脑
损伤有关的炎症小体 , B- * 目前国内外在众多的炎
症小体的研究中(>IKD) 是研究的热点 , ?- * 炎症小
体和肺损伤机制关联研究则相对较少* 本研究探究
右美托咪定对炎症小体 >IDK) 抑制作用以及肺损
伤的恢复机制(为右美托咪定预防及治疗肺损伤方
面提供数据支持*

/K材料与方法

/N/K实验动物
选取 成 年 雄 性 =M 大 鼠 )# 只( 体 质 量 为

!&$BC?’g$C)"Z(购自中科院上海实验动物中心!实
验动物合格证%=Â F沪 &##&_##"#"+盐酸右美托咪
定购自江苏恩华药业!批号%&#")"’?$"+兔源抗 "_
35912 单克隆抗体来自碧云天公司+兔抗鼠 A3b_" 和
>IKD) 抗体均来自美国 A=R公司+基因的相关引物
设计来自天津赛默飞公司*
/N5K方法
/N5N/!实验动物分组及造模%将大鼠编号(随机分
为空白对照’模型组及右美托咪定组(各组 "# 只*
各组大鼠新环境适应期 ) ,(空白对照组呼吸正常室
内空气(模型高氧组大鼠放置于密闭氧气环境内(舱
内连接有输氧管和测氧仪(实验组高氧浓度为
"##h(高氧呼吸时间为 " 周(期间不断检测氧气浓
度* 右美托咪定组大鼠在高氧舱内期间(尾静脉单
次注射右美托咪定溶液(剂量为 #C? !Z;.Z体质量(
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注射时间 )# ** 各组大鼠摄食饮水正常(饲养温度
&)i&B j*
/N5N5!生化指标检测
"C&C&C"!大鼠呼吸频率检测%应用成都仪器厂生产
的 MŶ _"B# 动物呼吸机来监测大鼠呼吸频率(将各
组 =M大鼠麻醉以后(套上呼吸机(潮气量%( 7I;
"## Z(呼吸比%" s"参数下检测大鼠呼吸次数(记录
对比*
"C&C&C&!大鼠血清中 <I_?’1>H= 等含量检测%完成
呼吸频率监测后 " 8 取大鼠尾静脉外周血 B 7I* 应
用酶联免疫 VI<=J法监测血清中的可溶性 <I_?’
1>H= 等含量(将抗凝剂加入到提前准备好的洁净试

管中以后(于 " ### T;712 离心(&# 712((j条件下
收取血清(在超低温下冷冻保存* 解冻以后使用试
剂盒测定其浓度* 绘制标准曲线(测定值代入标准
曲线(计算各组的血清中 <I_?’1>H= 浓度*
"C&C&C)!大鼠肺组织干湿重比例测定%=M大鼠在
高氧仓饲养 " 周后(麻醉处死大鼠(取其肺部组织(
精准称量右肺组织湿重(称量之后立即放入到
"## j的烘箱中(鼓风干燥 ($ 8 后称量质量(所称
得为组织干重* 肺组织含水量r!湿重@干重";湿
重q"##h*
"C&C&C(!大鼠基因引物设计%<I_&(R>E#以及 "_
35912 引物设计见表 "*

表 /K?@8[E?过程中引物序列##]/4$

@%J:-/K[G#9-GS-c+-&R-S#&?@8[E?##]/4$

基因名称 上游 下游 长度! P:"
<I_& AQARJQARAQJRQARQAJRAJ AQJRQARJAQARRJQAQRJRQ ")?
R>E# AJRQJQAQARQJJQRQQRQJ AQJRAQJRJJRQQRQJQJAA "(%

"_35912 AQJRJQRRQQAJAQRAQRQQ QRJQRAQJQRQAQAJRQJAJ "&"

"C&C&CB!KR_DAK法测定 =M大鼠血清中 LVQE和
PEQE表达量%使用软件设计小鼠 "_35912(R>E_#和
<I_&上下游引物序列(选取长度小于 "B# P: 的片
段* K>J的提取%将各组 ?# 7Z的肺部组织置入离
心管以后(加入 RT1e6O试剂(研磨后离心取上清(后
加入氯仿继续离心取上清(加入异丙醇(吸取上清取
沉淀(后用 MVDA水溶解(于 DAK扩增仪中扩增*
上样%将 B#q的 RJV稀释为 "qRJV溶液作为溶剂(
称取 #CB& Z琼脂糖(加入到 "qRJV溶液当中(之后
微波炉加热煮沸(后加入 ( !I的核酸染料(摇晃混
匀* 最后将琼脂糖凝胶水平放入电泳槽(依次加入
? !I的 M>JG3T.ST以及目的基因 DAK扩增产物*
"C&C&C?! [S*9ST2 NO69法测定大鼠 <I_&’R>E#’
>IDK) 和 A3b_"蛋白含量%取各组大鼠左肺组织 ?#
7Z(剪碎后置到离心管中(加 K<DJ裂解液和 DG=E
研磨 " 712(后离心 "B 712 取上清* 用考马斯法检
测各管吸光值(将各组蛋白调至同样浓度后进行蛋
白上样* 把 >A膜放入到平皿后在容器中添加脱脂
奶粉并在摇床上暗处封闭 #CBi"CB 8* 弃去奶粉后
取出 >A膜置于 RN=R中冲洗 ) 次以后加入兔抗鼠
A3b_"("_35912 和 >IKD) 抗体(( j下孵育过夜* 第
& 天取出 >A膜(于 RN=R溶液中洗涤 ( 次后加入 &
抗孵育(发光液 3液和 P 液按 " s" 的比例现用现配(
由左至右缓慢滴加到膜上(转移到暗室进行胶片
冲洗*

/N3K统计方法
应用 =D== &#C# 软件统计分析(计量数据用均

数g标准差!$7g."表示(方差齐性检验后(组间比较
应用 I=M检验(用 DS3T*62 A6TTSO39162 进行相关性检
验(检验水准 "r#C#B+计数资料比较应用 !& 检验+
5l#C#B 为差异有统计学意义*

5K结果

5N/K大鼠肺组织干湿重比和呼吸频率
造模前(各组大鼠呼吸频率比较(差异无统计学

意义!5p#C#B"+造模后(与对照组比较(模型组和右
美托咪定组大鼠呼吸频率显著降低+与模型组比较(
右美托咪定组大鼠呼吸频率显著降低(差异均有统
计学意义!5l#C#B"* 与对照组比较(模型组肺组织
干湿重比例显著升高+与模型组比较(右美托咪定组
肺组织干湿重比例显著降低(差异均有统计学意义
!5l#C#B"(见表 &*
5N5K血清 I7aM和 JMaM含量结果比较

在造模 " 周后(与对照组比较(模型组和右美托
咪定组血清中 LVQE和 PEQE水平显著降低(差异
有统计学意义!5l#C#B"+与模型组比较(右美托咪
定组血清中 LVQE和 PEQE水平显著升高(差异有
统计学意义!5l#C#B"(见表 )*

0%(0



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

表 5K各组大鼠肺组织干湿重和呼吸频率结果#%!Q"&#]/6$

@%J:-5K?-S+:FS(THG$ %&H*-F*-#)"F%&HG-SW#G%F(G$ G%F-(T:+&) F#SS+-#&-%R")G(+W#%!Q"&#]/6$

组别 例数 造模前呼吸频率;!次;712" 造模后呼吸频率;!次;712" 肺组织干湿重比例;![;M"

对照组 "# $BC)(g)CB? $?CB#g(CB# &C&%g#CB"

模型组 "# $)C##g&CB’ B(CB#gBC’?# (C$&g#C&?#

右美托咪定组 "# $’CB)gBC## ’&C’Bg?C’(#m )C""g#CB)m

!!注%与对照组相比较(#5l#C#B+与模型组相比较(m5l#C#B

>69S% 567:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:( #5l#C#B+ 567:3TS, -198 98S76,SOZT6U:(m5l#C#B

表 3K各组大鼠血清中 I7aM和 JMaM含量比较##]/4$

@%J:-3KE(9W%G#S(&(TS-G+9I7aM%&HJMaM:-X-:S

#&-%R")G(+W(TG%FS##]/4$

组别 LVQE;! 2Z;I" PEQE;! 2Z;I"
对照组 #C(%"g#C#"" &’C"’g"C"%
模型组 #C"&?g#C#"(# "&C&$g"C&?#

右美托咪定组 #C)?$g#C#’%#m &(C$Bg&C)?#m

!!注%与对照组相比较(#5l#C#B+与模型组相比较(m5l#C#B

>69S% 567:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:( #5l#C#B+567:3TS, -198

98S76,SOZT6U:(m5l#C#B

5N3K血清 C;84和 #B>!蛋白含量比较
在造模 " 周以后(与对照组比较(模型组和右美

托咪定组 <I_? 和 1>H= 水平均显著升高(差异有统
计学意义!5l#C#B"+与模型组比较(右美托咪定组
<I_?和 1>H= 水平均显著降低(差异有统计学意义
!5l#C#B"(见表 (*
表 2K各组大鼠血清中 C;84和 #B>!含量比较##]/4$

@%J:-2KE(9W%G#S(&(TS-G+9C;84 %&H#B>!##]/4$

组别 <I_?;!Z;7I" 1>H=;!Z;7I"
对照组 &C#"g#C)& &C&Bg#C%(
模型组 (C(?g#CB)# ?C#)g#C%$#

右美托咪定组 &C$%g#C’)#m )C?$g"C&’#m

!!注%与对照组相比较(#5l#C#B+与模型组相比较(m5l#4#B

>69S% 567:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:( #5l#C#B+ 567:3TS, -198

98S76,SOZT6U:(m5l#C#B

5N2KC;85和 @BM!表达情况
KR_DAK结果显示(与对照组比较(模型组 <I_&

和 R>E#的表达量显著升高!5l#C#B"* 右美托咪
定组的 <I_& 和 R>E#表达量与模型组相比降低(与
对照组相比略有升高(但差异无统计学意义 !5p
#C#B"(见表 B(图 "*

表 OK各组大鼠 C;85和 @BM!表达量比较##]/4$

@%J:-OKE(9W%G#S(&(TC;85 %&H@BM!-.WG-SS#(&##]/4$

组别 <I_&!灰度值" R>E#!灰度值"
对照组 &C&Bg#C(% (C")g#C&B
模型组 ?C&?g#C’B# ’C)?g#C%’m

右美托咪定组 )C%%g#C’B BC(’g#C)’

!!注%与对照组相比较(#5l#C#B+与模型组相比较(m5l#C#B

>69S% 567:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:( #5l#C#B+567:3TS, -198

98S76,SOZT6U:(m5l#C#B

图 /K?@8[E?检测 C;85和 @BM!表达情况
M#)V/K?@8[E?H-F-RF#(&(TC;85 %&H@BM!-.WG-SS#(&

5NOKB;[?3 和 E%X8/ 蛋白表达情况
蛋白质免疫印记检测结果显示(与对照组比较(

模型组和右美托咪定组的 >IDK) 和 A3b_" 蛋白表
达量显著升高(差异均有统计学意义!5l#C#B"* 与
模型组比较(右美托咪定组 >IDK) 和 A3b_" 蛋白表
达量显著降低(差异均有统计学意义!5l#C#B"(见
表 ?(图 &*
表 4K各组大鼠 B;[?3 和 E%X8/ 蛋白表达量比较##]/4$

@%J:-4KE(9W%G#S(&(TB;[?3 %&HE%X8/

WG(F-#&-.WG-SS#(&##]/4$

组别 >IDK)!灰度值" A3b_" !灰度值"

对照组 #C&)g#C#& #C()g#C#$

模型组 #C%$g#C""# #C%%g#C"&#

右美托咪定组 #C’&g#C"%#m #C?Bg#C#%#m

!!注%与对照组相比较(#5l#C#B+与模型组相比较(m5l#C#B

>69S% 567:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:( #5l#C#B+567:3TS, -198

98S76,SOZT6U:(m5l#C#B

图 5K\-SF-G&=:(F检测 B;[?3 和 E%X8/ 蛋白表达情况
M#)V5K\-SF-G&=:(FH-F-RF#(&(TB;[?3 %&H

E%X8/ WG(F-#&-.WG-SS#(&

3K讨论

急性肺损伤指的是直接或者间接因素引起的肺
泡及毛细血管细胞的损伤 , ’_$- (导致肺部间质水肿
以及急性呼吸功能不全(呼吸窘迫* 由高氧引起的

0#B0



第 ) 期 李!刚等%右美托咪定通过抑制 >IKD) 炎性体激活减轻高氧诱导的急性肺损伤 !!!!!

急性肺损伤案例目前已有很多报道 , %- (一方面氧气
量的保障对不能自主呼吸的病人十分重要(另一方
面长时间的吸入高纯度的氧又会造成肺损伤(所以
寻求合适的方式治疗或预防由高氧引起的急性肺损
伤十分重要*

LVQE和 PEQE在血管生成作用中占有重要的
位置(可改善组织的缺氧状态(研究表明血清中
LVQE和 PEQE的含量与肺损伤严重程度相关 , "#_""- *
本研究显示(大鼠在高氧仓饲养 " 周造模以后(模型
组和右美托咪定组血清中 LVQE和 PEQE含量整体
变低* 右美托咪定组 =M大鼠 LVQE和 PEQE含量
与正常相比略有变化(与模型组相比恢复明显* 此
外(=M大鼠在实验期间肺组织的干湿重比例结果显
示(模型组的肺组织干湿重比明显高于空白对照组
和右美托咪定组(呼吸也变缓慢甚至衰竭(当给药以
后各项指标均大幅恢复接近空白对照组(此结果初
步探讨了右美托咪定对肺损伤的恢复作用* 综合以
往研究结果显示 , )(?- (右美托咪定对大鼠呼吸频率
及其它指标恢复更显著(但其作用机制尚不明确*

白介素的表达量会直接引起炎症反应 , "&_")- *
本实验结果显示(在构建高氧模型以后(血清中的
<I_?和 <I_& 表达量升高(高于空白对照组(经过右
美托咪定干预后(<I_& 和 <I_? 表达量降低(接近正
常水平(结果显示(右美托咪定可以降低肺损伤(减
少白介素的过度表达* R>E_3是肿瘤坏死因子(肿
瘤坏死因子是炎症反应过程中直接相关的炎症因
子 , "(- * 报道显示(R>E_#的表达量升高直接反应机
体炎症程度* 本实验结果显示(在构建高氧模型以
后(模型组的 R>E_#的表达量明显高于空白对照
组(但是经过右美托咪定干预后(R>E_#表达量降
低(肺损伤程度也对应降低(提示右美托咪定对急性
肺损伤的治疗可能与炎症因子调控相关*

>IKD) 是细胞凋亡的重要蛋白 , "B_"?- (本研究发
现(建模以后(>IKD) 的蛋白表达量明显升高(注射
右美托咪定之后(>IKD) 蛋白表达量降低(此结果
验证右美托咪定阻遏高氧引起的急性肺部损伤有
>IKD) 的参与* A3b_" 是重要的结构与调节蛋白(
会参与到各组通路信号的转导当中(调节细胞的跨
膜和转运(研究表明(A3b_" 所在通路的激活会调控
炎症因子的表达(使肺损伤加重 , "’- * 本实验结果显
示(模型组 A3b_" 的蛋白表达量与空白对照组相比
呈升高趋势(进一步提示右美托咪定可以通过降低
A3b_"蛋白表达量来缓解急性肺损伤* 本研究显

示(右美托咪定可降低由高氧引起的肺损伤导致的
呼吸频率降低(肺组织干湿重比例变大* 此外(右美
托咪定还可以降低血清中的白介素 <I_?(1>H=(
LVQE和 PEQE的表达(同时下调 <I_& 和 R>E_#等
促炎因子的表达水平* 蛋白表达检测结果显示(右
美托咪定可降低 >IKD) 和 A3b_" 蛋白的表达量(因
此我们认为右美托咪定治疗急性肺损伤可以通过下
调 >IKD) 炎症小体(激活 A3b_" 所在通路(进而实
现肺高氧损伤保护* 既往相关机制研究主要集中于
RIK通路调控(本研究为右美托咪定肺部保护机制
提供了新的方向*

综上(右美托咪定可通过抑制 >IKD) 的异常表
达(减少下游关键蛋白 A3b_" 等的表达(抑制重要的
炎症相关因子 <I_&(<I_?(R>E_3等炎症因子的表达(
缓解急性肺损伤*
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卵细胞体外成熟#<LG$在小鼠生物净化中的应用#

杜江涛"!武晓静&!戴方伟"!卢领群"!周莎桑"!应华忠"!郭红刚"

!"4浙江省医学科学院浙江省实验动物中心(杭州!)"##")" !&4杭州市中医院(杭州!)"###’"

摘要%目的!在小鼠生物净化中(从超排后未排卵的卵巢(取卵泡内未成熟卵采用卵母细胞体外成熟 !-* =-"’&

739UT39162(<LG"使之在体外成熟并具备受精能力(以提高卵子利用率和作为常规促超排失败的一种补救措施*

方法!在小鼠生物净化中(取注射 DG=Q和 YAQ后未排卵卵巢(在实体显微镜下划破卵泡挑选卵丘卵母细胞复合

物!AHA*"(置于成熟液滴中在体外发育成熟* 同时以注射 DG=Q和 YAQ后正常超排卵’只注射 DG=Q后取未成熟

卵体外成熟和注射 DG=Q和 YAQ后取疑似成熟卵和裸卵体外成熟作为对照* 经体外受精’体外胚胎发育后(将 &_

细胞胚移植到受体输卵管(使其在受体内发育成为成熟的个体* 结果!注射 DG=Q和 YAQ后未排卵组!J组"(卵

细胞体外成熟率为 $’C#hg)C&h(二胞率为 BBC"hg"&C)h(囊胚率为 &)C"h(移植 (" 枚二细胞胚至 & 只受体鼠(

出生 B 只幼崽(产仔率 "&C&h* 只注射 DG=Q(($ 8 后取未成熟卵组!N组"(体外成熟率为 $)C%hg)C%h(二胞率为
B"C$hg%C)h(囊胚率为 )$CBhg")C%h* 注射 DG=Q和 YAQ正常超排组!A组"(其二胞率为 ’$C%hg#C?h(囊胚

率为 ’$C#hg)C$h* 注射 DG=Q和 YAQ未排卵卵巢(取裸卵和疑似成熟卵!M组"(体外成熟培养 # 8(? 8 和 "?i

"$ 8(其成熟率’二胞率和囊胚率与其它三组相比均较低且有极显著性差异* J组和 N组与正常对照 A组相比(二

胞率均有显著性差异(囊胚率均有极显著性差异* 结论!卵母细胞体外成熟!<LG"可以作为小鼠生物净化中促超

排失败的一种补救措施(并且可以提高珍稀品系小鼠的卵子利用率*

关键词%小鼠+卵母细胞+体外成熟!<LG"+生物净化

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

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4#"#

!!随着生命科学和医学研究的不断深入(越来越
多的转基因小鼠应用到科学研究中* 而在转基因小
鼠制备’饲养’运输及品系共享等过程中(极易造成
病原微生物的感染(生物净化是目前去除病原微生
物感染的有效途径 , "- *

生物净化主要有剖宫取胎和体外受精_胚胎移
植两种方法* 剖宫取胎操作相对简单(但存在净化
不彻底和难以计算最佳剖宫时间等弊端+而体外受
精_胚胎移植则需要掌握扎实的胚胎移植技术 , &- *

体外受精_胚胎移植法在实际应用中需要大量
的成熟卵子(但在超排过程中(由于小鼠年龄’品系’

激素用量等许多因素的影响(常常会出现超排失败
或只有少量成熟卵子排出的现象(造成净化失败*

这对于转基因小鼠(特别是一些珍稀转基因品系来
说(是一种巨大的资源浪费* 本文旨在利用卵母细

胞体外成熟技术 !-* =-"’&739UT39162(<LG"(深度挖
掘未排卵小鼠卵巢内未成熟卵的发育潜力(以提高
珍稀转基因小鼠的卵子利用率(同时也作为常规促
排卵失败的一种补救措施*

/K材料与方法

/N/K主要仪器与试剂

实体显微镜!IV<AJ(=$JD#"+二氧化碳培养箱
!R8ST76"+超净工作台!苏州佳宝净化工程设备有
限公司"*

#_GVG基础培养液!G(B&?(=1Z73"+胎牛血清
!&&#""_$?"&(浙江天杭生物科技股份有限公司"+丙
酮酸钠!D(B?&(=1Z73"+G& 培养液!G"&B#(南京爱贝
生物科技有限公司"+获能液;体外受精液!GK_#’#_
M(G1OO1:6TS"+胚胎发育液!GK_"&"(G1OO1:6TS"+DG=Q
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!"?#%&?"和 YAQ!"?#$&#"均购自宁波第二激素厂*
/N5K实验动物

待净化转基因小鼠(雌鼠 ( i? 周龄(雄鼠 $ 周
龄(来源于科研用小鼠*

清洁级 <AK小鼠(雌鼠 (i? 周龄(雄鼠 ?i$ 周
龄* 来源于上海斯莱克实验动物公司(使用许可证
号%=Â F!沪"&#"’_###B*

以上动物均饲养于浙江省医学科学院实验动物
中心屏障系统隔离包内(动物饲养合格证号%=\̂ F
!浙"&#"(_###$* 自由采食饮水(光照 "& 8;,!’%##
@"%%##"*
/N3K结扎公鼠的制备

?i$ 周龄 <AK雄鼠("h戊巴比妥钠麻醉后切开
下腹部皮肤和肌肉(暴露两侧输精管(无菌弯镊在酒
精灯火焰上烧烫后迅速将输精管夹断* 将断开的输
精管小心放置原位(撒上少许青霉素粉后缝合肌肉
皮肤(" 个月后使用*
/N2K小鼠超排

实验分组%J组%注射 DG=Q和 YAQ后未排卵
卵巢(取卵泡内未成熟卵体外培养+N组%只注射
DG=Q(($ 8 后取卵泡内未成熟卵体外培养+A组%注
射 DG=Q和 YAQ后(输卵管内取成熟卵!正常超排
组"直接进行体外受精+M组%注射 DG=Q和 YAQ后
未排卵卵巢(取卵泡内裸卵和疑似成熟卵体外培养*
下文均简称 J组’N组’A组和 M组*

下午 B 点(小鼠 ( 周龄 B <];只(B i? 周龄 ’CB
<];只(腹腔注射 DG=Q(($ 8 后注射相同剂量 YAQ(
"?i"$ 8 后收集成熟卵母细胞’未成熟卵母细胞’裸
卵和疑似成熟卵* 只注射 DG=Q组则在注射 DG=Q
(?i($ 8 后取未成熟卵(体外成熟培养 "?i"$ 8 后进
行体外受精与体外胚胎培养!具体方法详见 "C?"*
/NOK培养基准备

体外成熟培养液按参考文献配制(主要成分为%
#_GVG基础培养液(Bh胎牛血清 !EN="()2Z;7I
VQE(B#7<];7IT8E=Y(#C&B 776O;I丙酮酸钠(青
霉素与链霉素各 #CBh, )- (#C& !7滤膜过滤后分装
冷冻备用*

采卵前一天(用直径 )B 77培养皿分别做 <LG
液’获能液;受精液’F=HG培养液等液滴(上覆石蜡
油()’ j’Bh AH& 培养箱内过夜孵育*
/N4K精子获能’体外受精与未成熟卵 CID
/N4N/!精子获能%采卵前 " 8(颈椎脱臼处死雄鼠(
在 " s&## 稀释万洁消毒液中浸泡消毒(置于干净卫

生纸上吸干液体* 无菌手术器械取其两侧附睾尾(
剔除多余脂肪组织(在无菌滤纸上来回滚动数次除
去血渍(放入提前过夜孵育的获能皿的石蜡油中*
用无菌镊夹住附睾尾使其绷紧(并用 " 7I无菌注射
器针头刺破附睾尾(将溢出的精液移到获能液滴中(
置于 )’ j’Bh AH& 培养箱中获能 " 8*
/N4N5!体外受精%净化用转基因雌鼠(YAQ注射
"?i"$ 8 后(颈椎脱臼处死(" s&## 稀释万洁消毒
液中浸泡消毒(取其两侧卵巢和输卵管(将其置于提
前预热至 )’ j的 G& 培养液中* G& 培养液中再次
清洗后(放在无菌滤纸上吸干液体(然后转到提前过
夜孵育的受精液滴皿的石蜡油中* 靠近受精液滴(
找到输卵管膨大部(用 " 7I无菌注射器划破膨大
部(将卵子移到受精液滴中* 未见膨大部的卵巢则
置于 G& 培养液中()’ j保温备用*

取在培养箱中获能 " 8 的获能液滴皿(显微镜
下检查精子活力和精子数量* 用移液器吸取获能液
滴周边精子 "# !I!约含精子 &## 个;!I"(加入到已
移入卵子的受精液滴中 ! B# i"## 个"* )’ j’Bh
AH& 培养箱中受精 ( 8(然后将所有卵子转至胚胎发
育液 F=HG中*
/N4N3!未成熟卵 <LG%取 G& 中保存的未超排卵巢(
实体显微镜下用镊子将卵巢周边的脂肪及输卵管剥
离干净(G&中清洗 &i) 次后(转入事先 )’ j预热的
#_GVG中* 用 " 7I注射器针头划破卵泡(释放卵丘
卵母细胞复合体!AHA*"* 无菌玻璃管在酒精灯火焰
上烤热熔化后迅速拉至直径比 AHA*稍粗的玻璃针
!提前准备"(用口吸管吸取至少有 )层颗粒细胞包裹
的 AHA*(转至另一皿干净的 #_GVG中* 捡卵结束后
将所有的 AHA*转至事先在 )’ j’Bh AH& 培养箱过
夜孵育的 <LG液滴中(清洗 &i) 次后转至 &## !I大
液滴()’ j’Bh AH&培养箱内培养 "?i"$ 8(然后进
行体外受精* 精子获能’体外受精方法同上* 体外受
精 ( 8 后转至胚胎发育液 F=HG中*

取注射 DG=Q和 YAQ后未排卵卵巢卵泡内的
裸卵和疑似成熟卵!卵丘颗粒细胞已扩散"(分为三
组进行实验%直接受精+体外成熟培养 ? 8 后受精和
体外成熟培养 "?i"$ 8 后受精* 受精 ( 8 后转至胚
胎发育液 F=HG中*
/NPK受体小鼠的挑选’合笼与胚胎移植

体外受精当天下午 B 点左右(挑取阴门红肿发
情的 <AK雌鼠(与结扎雄鼠 " s"合笼交配* 于次日
早上挑取有阴栓的小鼠!即受体小鼠"(无菌环境下

0(B0
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从隔离包转至超净工作台*
受体小鼠 "h戊巴比妥钠麻醉(背部剃毛(’Bh

酒精(碘酊再 ’Bh酒精消毒* 在卵巢位置剪一纵向
小口(依次剪开皮肤’肌肉’腹膜后(用镊子找到脂肪
垫(将其和卵巢’输卵管一起拉出* 用脂肪夹夹住脂
肪垫(固定好卵巢和输卵管(在显微镜下找到输卵管
膨大部并将其调整至最高位* 玻璃针最前端吸取 )
个气泡(然后吸取 &#i)# 个 &_细胞胚(在输卵管膨
大部前端进针(将 &_细胞胚吹至膨大部* 当三个气
泡均吹至膨大部时(说明全部 &_细胞胚已经移植到
输卵管膨大部内*

5K结果

5N/K<组和 =组与 E组卵细胞体外成熟率’二胞
率’囊胚率及出生率

注射 DG=Q和 YAQ后(未排卵卵巢!J组"(取
卵泡内未成熟卵体外培养() 次重复实验(其成熟率
为%$$C?h ! ?&;’# "( $)C)h ! (B;B( "( $%C&h ! ??;
’("* 二胞率为%?’C"h! (’;’#"((&C?h! &);B("(
BBC(h! (";’("* ") 枚二细胞胚胎体外发育(有 )

枚发育至囊胚(囊胚发育率为 &)C"h!);")"* 将 ("
枚二细胞胚胎移植到 & 只受体鼠体内(其中 " 只生
出 B 只幼崽(产仔率为 "&C&h!B;(""*

只注射 DG=Q(($ 8 后取卵泡内未成熟卵 !N
组"(( 次体外成熟培养(其成熟率为%’%C)h! ?B;
$&"( $$C"h! "(#;"B%"( $&C(h! ")";"B% "( $?C#h
!%&;"#’"* 二胞率为%B%C$h!(%;$&"(((C#h!’#;
"B%"(()C(h! ?%;"B%"(B%C$h! ?(;"#’"* 囊胚率
为%)?C’!"$;(%"(B$C?!(";’#"()#C(!&";?%"(&$C"
!"$;?("*

注射 DG=Q和 YAQ后(输卵管内取成熟卵 !A
组"(直接进行体外受精(受精后二胞率为%’%CBh
! "?’;&"#"( ’%C#h! &));&%B"( ’$C)h! "%B;&(%"*
囊胚率为% ’)C’h ! "&);"?’ "( ’%C$h ! "$?;&)) "(
$#CBh!"B’;"%B"* 见表 "*

J组与 N组相比(其成熟率和二胞率均无显著
性差异!5p#C#B"* J组二胞率与 A组相比(有显著
性差异!5l#C#B"* N组二胞率与 A组相比(有极显
著性差异!5l#C#""* J组和N组与A组相比(囊胚
率均有极显著性差异!5l#C#""*

表 /K<组’=组和 E组卵细胞体外发育结果
@%J:-/K>(R$F-S/#1/)&% H-X-:(W9-&FG-S+:FS(T)G(+W<&=%&HEV

组别 处理方法 实验次数 成熟率;h 二胞率;h 囊胚率;h 移植二胞数 产仔率;h
J 注射 DG=Q和 YAQ后(取卵泡内未成熟卵 ) $’C#g)C& BBC"g"&C) &)C" (" "&C&
N 只注射 DG=Q(($ 8 后取未成熟卵 ( $)C%g)C% B"C$g %C) )$CBg")C% ; ;
A 注射 DG=Q和 YAQ后(取输卵管内成熟卵 ) ; ’$C%g #C? ’$C#g )C$ ; ;

5N5K’组不同成熟培养时间卵细胞体外成熟率’二
胞率及囊胚率

注射 DG=Q和 YAQ后未排卵的卵巢(取卵泡内
裸卵和疑似成熟卵!M组"(体外成熟培养时间分为
三组%成熟培养 # 8!即直接进行体外受精"+成熟培
养 ? 8 和成熟培养 "? i"$ 8* 受精后成熟培养 # 8

两次重复实验二胞率为 "#C&h’"BC?h(囊胚率为
#C#h’&&C’h+成熟培养 ? 8 二胞率为 BC’h(囊胚率
为 #C#h+成熟培养 "?i"$ 8 两次重复实验二胞率为
"C)h’"$C?h(囊胚率为 #C#h’)C)h* !详见表 &"*

表 5K’组卵细胞体外发育结果

@%J:-5K>(R$F-S/#1/)&% H-X-:(W9-&FG-S+:FS(T)G(+W’

总卵数 成熟培养时间;8 受精后二胞率;h 体外发育囊胚率;h
"(" # "BC?!&&;"("" &&C’!B;&&"
(% # "#C&!B;(%" #!#;B"
B) ? BC’!);B)" #!#;)"
"?" "?i"$ "$C?!)#;"?"" )C)!";)#"
’% "?i"$ "C)!";’%" #!#;""

!!M组中体外成熟培养 # 8’?8 和 "?i"$ 8(其二
胞率和囊胚率与组 J’N’A相比均有极显著性差异*

3K讨论

3N/K超数排卵
通过超数排卵获得大量整齐优质的卵子是生物

净化’转基因’克隆等研究的基础之一* 影响超排的
因素有很多(如%供体雌鼠的品系’年龄与体质量’激
素的注射剂量和注射时间’环境因素!温度’湿度和
噪声"等 , (- *

我们在试验中(对不同品系小鼠一律采用%)i(
周腹腔注射 B <]DG=Q和 YAQ+Bi? 周注射 ’CB <]
DG=Q和 YAQ+而对 ’ 周及以上则注射 "# <]DG=Q
和 YAQ(两种激素注射间隔时间均为 ($ 8* 结果表
明(AB’NI;? ‘小鼠超排效果最好且稳定* 宋绍征
等 , B-研究发现在相同剂量激素条件下(<AK小鼠和
AB’NI;? ‘小鼠的超排效果显著优于 NJIN;5小鼠
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和 ELN小鼠(我们试验结果与其相一致(原因可能
是近交系的遗传因素导致 NJIN;5’ELN’"&% 等小
鼠的繁殖能力较差*

)i( 周小鼠相较于其它周龄小鼠(可获得最好
的超排效果(这与徐平 , ?-的研究结果相一致(这可
能是性成熟后的小鼠固有的性周期和性激素对外源
性的超排激素!DG=Q和 YAQ"有影响*

关于小鼠超排最合适的激素用量(目前国外多
采用 SAQ;DG=Q和 YAQ各 B<]或各 ’CB<]剂
量 , )( ’_%- (国内有的采用 DG=Q和 YAQ各 B<]或各
"#<]剂量* 而我们在试验过程中(则根据小鼠年龄
体质量的不同做了适当调整*

年龄较大雌鼠和一些近交系小鼠 !NJIN;5’
ELN’"&% 等"的超排效果一直较差(甚至无排卵(正
是这些问题的存在(迫使我们寻找一种新的方法来
提高卵子利用率(卵母细胞体外成熟则为解决这一
问题提供了新的途径*
3N5K卵母细胞体外成熟

卵母细胞体外成熟!-* =-"’&739UT39162(<LG"是
一项重要的辅助生殖技术和研究工具* 因其可以生
产成熟卵子被广泛应用于各研究领域(如%人类不孕
症治疗’家畜人工育种中的胚胎生产’克隆’干细胞
和转基因技术等 , %- *

小鼠卵母细胞体外成熟一般是在注射 SAQ;
DG=Q(( 或 ($ 8 后直接从卵泡中取未成熟卵体外
培养 , "#_"&- (而我们在生物净化中则是针对注射
DG=Q和 YAQ后未排卵的卵巢* 为了比较注射
YAQ对卵巢卵泡内未成熟卵体外发育的影响(我们
设置了两组试验%注射 DG=Q和 YAQ后未排卵组
!J组"和只注射 DG=Q(($ 8 后取未成熟卵组 !N
组"(同时以注射 DG=Q和 YAQ后正常超排卵组!A
组"作为对照* 结果发现%注射 YAQ对卵泡内未成
熟卵体外成熟’体外受精’体外胚胎发育等并无影
响(J组与 N组的成熟率’二胞率均无显著性差异
!5p#C#B"* 因 J组体外受精后大部分二细胞胚胎
用于移植(只有很少一部分!") 枚"用来做体外胚胎
发育(所以 J组与 N组的囊胚率并无可比性* J组
的二细胞胚胎做了 )次移植试验(分别移植 )(’&) 和
("枚二细胞胚(但因受体等各种因素的影响(只成功
了一次* ("枚二细胞胚移植到两只受体小鼠输卵管
内(其中一只成功受孕生出 B只小鼠!&雄 )雌"(B 只
小鼠性成熟后相互交配可产下正常的后代(说明通过
<LG技术出生的小鼠是健康可育的,")- *

但是(注射 YAQ可导致超排后的卵巢质地松
软(卵巢表面缺少较好的卵泡(卵泡内部大部分为裸
卵或卵丘颗粒细胞已经扩散的卵 !疑似成熟卵"*
与只注射 DG=Q相比(注射 YAQ后获得的质量较好
的卵丘卵母细胞复合物!AHA*(至少有三层颗粒细
胞包裹"大大减少* 但是只要有颗粒细胞包裹的
AHA*(在体外成熟培养 "? i"$ 8 后(颗粒细胞均会
扩散(经体外受精后大部分可卵裂至二细胞胚胎(其
成熟率和受精率均较理想*

J组’N组与正常超排卵对照组!A组"相比(卵
细胞成熟率’二胞率和囊胚率均有显著性差异(说明
在现有的技术条件下(卵细胞体外成熟仍不能完全
模拟其体内发育环境和条件(对卵细胞成熟的机理
有待进一步研究*

DG=Q和 YAQ注射后未排卵卵巢(卵泡内有大
量裸卵和疑似成熟卵!卵丘颗粒细胞已扩散卵"(为
了进一步挖掘这部分卵子的利用价值(我们分三组
进行试验%体外成熟培养 # 8!直接进行体外受精"’
体外成熟培养 ? 8 后体外受精和体外成熟培养 "?i
"$ 8 后体外受精* 直接进行体外受精组(两次重复
实验(受精后二胞率分别为 "BC?h!&&;"(""和 "#C&
!B;(%"(囊胚率分别为 &&C’h!B;&&"和 #h!#;B"*
说明在这些裸卵和疑似成熟卵中(有真正的成熟卵(
但只是占很少一部分比例* 体外成熟培养 ? 8 组二
胞率为 BC’h!);B)"(囊胚率为 #h!#;)"+体外成熟
培养 "? i"$ 8 组(两次重复实验(二胞率分别为
"$C?h! )#;"?" " 和 "C)h! ";’% "(囊胚率分别为
)C)h!";)#"和 #h!#;""* 说明在这些裸卵和疑似
成熟卵中(只有很少一部分可以在体外成熟培养后
获得受精能力* 不管是直接进行体外受精(还是体
外成熟培养 ? 8’"?i"$ 8 后进行体外受精(裸卵和
疑似成熟卵受精后的二胞率’囊胚率都不尽如人意*
分析其原因可能是这部分卵子(由于没有卵丘颗粒
细胞的包裹(所以在体外成熟培养中不能很好地接
受成熟因子的调控 , $- * 然而(只注射 DG=Q!N组"
的卵泡中(大部分是有颗粒细胞包裹的未成熟卵(裸
卵只有很少一部分(并且未见到有疑似成熟卵* 由
此得出结论%注射 DG=Q和 YAQ后未排卵卵巢卵泡
内大量的裸卵和疑似成熟卵是 YAQ作用的结果(至
于为什么没有排出原因尚不清楚*

综上所述(卵母细胞体外成熟!<LG"可以作为
生物净化中小鼠促排卵失败的一种补救措施(并且
可以提高一些珍稀转基因品系小鼠的卵子利用率*

0?B0



第 ) 期 杜江涛等%卵细胞体外成熟!<LG"在小鼠生物净化中的应用 !!!!!

参 考 文 献

, " -!杜江涛(宋晓明(戴方伟(等4小鼠腺病毒荧光定量 DAK方法

的建立及初步应用,‘-4实验动物科学( &#"’(32!)" %(%_B(4

, & -!李娜(杨秋龙(李思璧(等4模型动物生物净化方法的探讨,‘-4

上海交通大学学报!农业科学版" ( &#"((35!B" % $(_$$4
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!)4江西省人民医院药学部(南昌!))###?"

摘要%目的!考察研究维丙胺胶囊联合盐酸氟西汀胶囊对小鼠抑郁症的作用效应* 方法!采用慢性应激加孤养的

方法建立小鼠抑郁症模型* 随机分为 B 组%空白对照组’模型组’维丙胺组’盐酸氟西汀组及维丙胺联合盐酸氟西

汀组!联合用药组" (每组 "# 只(并连续 )# , 灌胃给药(观察各组小鼠的体质量变化’糖水偏爱率’强迫游泳不动时

间及悬尾不动时间进行比较分析(综合评价联合用药对抑郁症小鼠的作用效果* 结果!建模完成时 !给药第 #

天"(各抑郁症模型组与空白对照比较(糖水总消耗量’糖水偏爱率及体质量均极显著性的降低!5l#C#""* 灌胃给

药后(各给药实验组动物体质量均有增长(第 )# 天(与模型组比较(联合用药组体质量增长具有显著性差异 !5l

#C#B"(第 )% 天(维丙胺组体质量增长具有显著性差异!5l#C#B"(第 (? 天(联合给药组与盐酸氟西汀组比较(体质

量增长具有显著性差异!5l#C#B"* 第 B# 天(各给药实验组糖水总消耗量及糖水偏爱率均有不同程度升高(与模型

组比较(维丙胺组糖水总消耗量及糖水偏爱率均具有显著性差异!5l#C#B"(与模型组比较(联合用药组糖水总消

耗量具有显著性差异!5l#C#B"(联合用药组糖水偏爱率具有极显著性差异!5l#C#""* 维丙胺组’联合用药组强迫

游泳不动时间及悬尾不动时间显著减少(与模型组比较(维丙胺组游泳和悬尾不动时间均具有显著性差异 !5l

#C#B"(联合用药组悬尾不动时间具有极显著性差异!5l#C#""(与盐酸氟西汀组比较(联合用药组悬尾不动时间具

有显著性差异!5l#C#B"* 结论!通过实验提示维丙胺具有抗抑郁作用(且联合盐酸氟西汀效果更佳(本研究将为

临床抑郁症的临床用药提供实验依据与参考*
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中图分类号% K%?"!!文献标识码% J!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#)_##B$_#B

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4#""

!!抑郁症表现为显著而持久的心境低落(具有发
病率高’死亡率高’持续性久 , "_&- 以及年轻化的特
点* 全世界每年约有 $B 万的患者选择自杀 , )- (抑郁
症还可以增加心脑血管等患病风险(影响体内脂类
代谢(已经严重影响了人类的健康* 盐酸氟西汀是
临床常用的选择性 B_YR再摄取抑制剂(具有神经
保护’抗炎’抗肿瘤等药理作用 , (- (在体内可代谢为
诺氟西汀(其半衰期更长(是相比其他抗抑郁药的优
势所在(临床实验已经证明盐酸氟西汀治疗抑郁症
的可靠性和安全性+维丙胺为维生素 A衍生物(临
床上主要用于急性肝炎及高血脂等症(不良反应轻
少(可促进肝细胞再生(降低血清氨基酸转移酶活
性(改善肝功能(对肝脏具有解毒和保护作用及调节

脂类代谢作用* 目前临床上治疗抑郁症主要采用诸
如选择性 B_羟色胺再摄取抑制剂 ! ==K<*"’选择性
B_羟色胺及去甲肾上腺素 !>V" 再摄取抑制剂
! =>K<*"’ >V及 特 异 性 B_羟 色 胺 能 抗 抑 郁 剂
!>3==J"等的西药抗抑郁药治疗(疗效单一* 应激
模型是抗抑郁药物评价应用最为广泛的模型(主要
包括绝望模型’IY模型和慢性不可预知应激模型
等(本研究结合抑郁症的独特发病机制)肝脑同
病,B- (给予肝脏辅助治疗可以减轻抑郁症症状作为研
究的切入点(采用慢性轻度不可预见性应激加孤养建
立慢性应激抑郁症小鼠模型,?- (将维丙胺胶囊与盐酸
氟西汀联合用药(旨在观察其对抑郁症的治疗效果(
为临床维丙胺用于抗抑郁治疗提供实验依据*
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/K材料与方法

/N/K材料
维丙胺胶囊!#C" Z;片(华润双鹤药业股份有限

公司 "( 盐 酸 氟 西 汀 胶 囊 ! &# 7Z;片( D398S62
ET325S"(蔗糖!食用级 B## Z;袋(河南浩金生物科技
有限公司"(<AK小鼠(?i$ 周龄雄性 B# 只(体质量
"$i&& Z(=DE级(购买于湖南斯莱克景达实验动物
有限公司(许可证号 =Â F!湘" &#"?_###&* 饲料’
饮水与垫料先经 "&" j 高压蒸汽灭菌 &# 712(垫料
取出后放入电鼓风干燥箱干燥后使用(实验动物自
由取食饮水(饲养于江西省医疗器械检测中心 <LA
动物实验室(许可证号 =\̂ F!赣" &#"?_###&(实验
动物许可证 >64()##(’###()""$*
/N5K方法
/N5N/!孤养配合慢性应激小鼠抑郁症动物模型的
建立 , ?- %每只小鼠均单笼饲养(温度!&?g&"j(湿度
?#hi$#h* 刺激条件%禁食 &( 8(冰水游泳!( j’
水深 "# 57(B712"(禁饮 &( 8(热水游泳 ! (B j’水
深 "# 57("# 712"(直流电击足底!电流 "C# 7J’电
压 B# L(每隔 " 712 刺激 " 次(每次刺激 "# *(持续
)# 次"(夹尾 " 712(摇晃!高速水平摇晃 " 次;*’持
续 "B 712"(行为限制 & 8(!鼠笼 (Bt倾斜 &( 8"’潮
湿垫料!"## Z垫料加入 &## 7I水""# 8(空瓶放置
" 8(昼夜颠倒!?%##i"$%## 光照刺激(次日 "$%##i
?%## 光照刺激"* 实验过程中每种刺激至少给予 &
次(每天随机给予 " 种刺激(同种刺激不能连续出
现(使小鼠不能预料刺激的发生(每次应激实验均在
另一个独立的实验室进行* 连续给予 &" , 刺激(造
成慢性轻度不可预见性应激刺激抑郁模型*
/N5N5!实验动物分组及给药方法%空白对照组!"#
只;笼喂养(不给予任何刺激(正常取食饮水"(按照
"C&C" 方法建立抑郁症动物模型(并随机分为 ( 组(
每组 "# 只(即模型组!给予生理盐水并正常喂养"’
盐酸氟西汀组 !给予氟西汀 &# 7Z;片"’维丙胺组
!给予维丙胺 #C" Z;片"’联合用药组!给予氟西汀
联合维丙胺"(各组动物均在模型建立后(开始灌胃
给予相应药物(每天 " 次(灌胃量 #C& 7I;"# Z!根据
人卫版#药理学实验方法$第三版中按人体表面积
折算的等效剂量"(根据单味药的临床用药方法(连
续给药 )# ,*
/N5N3!行为学表现评价指标
"C&C)C"!小鼠体质量的变化%记录分 & 部分(第 "

部分记录前 &" , 建立抑郁症模型(即空白对照组与
模型组 !模型组’盐酸氟西汀组’维丙胺组’联合用
药组"的比较分析(第 & 部分记录灌胃给药)# ,(每
) , 测量体质量 " 次(并对各组动物进行比较分析*
"C&C)C&!糖水偏爱试验 ! =U5T6*S:TSWSTS25S9S*9(
=DR"%每笼同时放置 & 个水瓶(第 " 个 &( 8(& 瓶均
装有质量浓度为 "h的蔗糖溶液+第 & 个 &( 8 禁食
禁水(随后每只小鼠笼随机放置 & 个水瓶(分别装
"h蔗糖溶液及纯水(记录小鼠在 ( 8 内消耗的糖水
量(计算第 " 天’第 &" 天及第 B# 天小鼠的糖水偏爱
率* 糖水偏爱率!h"r蔗糖水消耗总量;!蔗糖水消
耗总量o纯水消耗总量"q"##h*
"C&C)C)!强迫游泳试验!E6T5S, *-179S*9(E=R"%将
小鼠分别放置于水深 "( 57玻璃烧杯中 , ’- !杯高
&( 57(直径 ") 57"(游泳 & 712 后(持续记录 ( 712
内小鼠累计不动时间* 不动时间%指小鼠在水中停
止挣扎’呈漂浮状态(仅有细小肢体运动以保持头部
悬浮在水面*
"C&C)C(!悬尾试验!R31O*U*:S2*162 9S*9(R=R"%参照
=9STU 等 , $-建立的方法(使用医用胶布将小鼠尾部距
尾尖 & 57处固定在悬尾箱!&B 57q&B 57q)B 57"
顶部(持续 ? 712(记录后 ( 712 持续不动累计时间*
/N3K统计方法

应用 =D== &#C# 统计软件对实验数据进行统计
学处理(各组数据结果组间比较用单因素方差分析
!H2S_-3+J>HLJ"(数据以均数g标准差 !$7g."表
示(以 5p#C#B 无显著性差异(5l#C#B 有显著性差
异(5l#C#" 有极显著性差异(检验水平 "r#C#B*

5K结果

5N/K动物体质量的变化
各组动物体质量均有不同程度减轻(第 % 天(与

空白对照组比较(具有显著性差异!*5l#C#B"(第 &"
天具有极显著性差异!**5l#C#""+给药后(各给药组
体质量均有增长(第 (? 天(与盐酸氟西汀组比较(联
合用药组具有显著性差异! m5l#C#B"(见表 "(表 &*
5N5K小鼠糖水总消耗量及糖水偏爱率的比较

第 &" 天(与空白对照组比较(各组小鼠糖水总
消耗量及糖水偏爱率均有显著性差异!*5l#C#B"+
第 B# 天(与模型组比较(联合用药组糖水总消耗量
具有显著性差异!#5l#C#B"(糖水偏爱率具有极显
著性差异!##5l#C#""+与盐酸氟西汀组比较(联合
用药组糖水偏爱率具有显著性差异! m5l#C#B"(空

0%B0



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

!!!!! 表 /K模型建立期动物体质量的变化情况#4&%!Q"&#]/6$

@%J:-/K@"-R"%&)-SR(&H#F#(&(TF"-%&#9%:*-#)"F#&9(H-:-SF%J:#S"9-&FW-G#(H#4&%!Q"&#]/6$

组别 第 " 天 第 ) 天 第 ? 天 第 % 天 第 "& 天 第 "B 天 第 "$ 天 第 &" 天
空白对照组 "%C’g#C? &"C&g#C’ &&C)g#C’ &)CBg#C’ &(C?g#C? &BC$g#C’ &’C&g#CB &$CBg#CB

模型组 "%CBg#CB &"C"g#C? &"C%g#C$ &"C(g#C?* &"C"g#CB* &#C’g#C(** &#C&g#CB** &#C#g#C(**

盐酸氟西汀组 "%C’g#C( &"C&g#CB &&C&g#C’ &"C?g#C?* &"C&g#CB* &"C#g#C&** &#C$g#C(** &#CBg#C&**

维丙胺组 "%CBg#C) &"C&g#C$ &&C$g#C% &"C’g#C$* &"C(g#CB* &"C"g#C)** &#C$g#C)** &#C(g#C&**

联合用药组 "%C’g#CB &"CBg#C% &&C"g#C’ &"C)g"C#* &"C#g#C$* &#C&g#C?** &#C#g#C)** "%CBg#C&**

!!注%与空白对照组比较(*5l#C#B(**5l#C#"

>69S%A67:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:( *5l#C#B(**5l#C#"

表 5K给药期动物体质量的变化情况#4&%!Q"&#]/6$

@%J:-5K@"-R"%&)-SR(&H#F#(&(TF"-%&#9%:*-#)"F#&%H9#&#SF-G#&) HG+) W-G#(H#4&%!Q"&#]/6$

组别 第 &" 天 第 &( 天 第 &’ 天 第 )# 天 第 )) 天 第 )? 天 第 )% 天 第 (& 天 第 (? 天 第 B# 天
空白对照组 &$CBg#CB &%CBg#C) )#C’g#C’ )"C%g#C? ))C#g#C) )(C?g#C( )BC’g#C& )?C$g#C( )$C)g#C) )%C(g#C&

模型组 &#C#g#CB &#C#g#C) "%C$g#CB "%C’g#C& "%C?g#C& "%C(g#C" "$C$g#C) "%C)g#C& "%C(g#C& "%CBg#C&

盐酸氟西汀组 &#CBg#C) &"C#g#CB &"C?g#C) &&C&g#C’# &&C’g#C&# &)C(g#C&# &)C%g#C&# &(C(g#C&## &BC#g#C)## &BC?g#C)##

维丙胺组 &#C(g#C) &#CBg#C) &#C$g#C) &"C)g#C( &"C?g#C& &&C#g#CB &&C)g#C&# &&C?g#C&# &&C%g#C&#m &)CBg#C&#m

联合用药组 "%CBg#C& &#C"g#C) &#C$g#C) &"C’g#C)# &&CBg#CB# &)C?g#C&# &(C(g#C&# &BC(g#C)## &?C(g#C&##m &’C)g#C)##m

!!注%(与模型组比较(#5l#C#B(##5l#C#"+与盐酸氟西汀组比较(m5l#C#B4)第 &" 天为给药第 # 天

>69S%(A67:3TS, -198 98S76,SOZT6U:( #5l#C#B(##5l#C#"+A67:3TS, -198 98SEOU6/S912S8+,T658O6T1,SZT6U:(m5l#C#B4)R8S&"*9,3+-3*

98S#98 ,3+6W3,7121*9T39162
表 3K小鼠糖水总消耗量及糖水偏爱率的比较#%!Q"&#]/6$

@%J:-3K@"-R(9W%G#S(&(TF(F%:S+)%G*%F-GR(&S+9WF#(&%&HWG-T-G-&R-G%F-(TS+)%G#&9#R-#%!Q"&#]/6$

组别
糖水消耗量! A" 糖水偏爱率!h"

第 " 天 第 &" 天 第 B# 天 第 " 天 第 &" 天 第 B# 天
空白对照组 ?BC#g&C# ’#C(g"C& ?(C&g"C’ $# $" $&

模型组 ?’C%g"C$ (%C%g"C#* )$C)g"C$ ’? ?#** B"

盐酸氟西汀组 ’(C&g&CB (%C&g"C)* B%CBg&C’# ’% B’** ?%#*

维丙胺组 ’#C&g)C) ((C#g"C(* B#C"g"CB# ’( B(** ?##**

联合用药组 ’BC?g&C$ B)C#g&C&* B$C?g&C## ’B B$** ’B##m*

!!注%(与空白对照组比较(*5l#C#B(**5l#C#"+与模型组比较(#5l#C#B(##5l#C#"(与盐酸氟西汀组比较(m5l#C#B4)第 &" 天为给药第

# 天

>69S%(A67:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:(*5l#C#B(** 5l#C#"+A67:3TS, -198 98S76,SOZT6U:( #5l#C#B(## 5l#C#"(A67:3TS, -198 98S

EOU6/S912S8+,T658O6T1,SZT6U:(m5l#C#B4)R8S&"*9,3+-3*98S#98 ,3+6W3,7121*9T39162

白对照组糖水总消耗量及糖水偏爱率在给药期前后
自身比较均无显著性差异!5p#C#B"(见表 )*
5N3K给药对小鼠强迫游泳不动时间与悬尾不动时
间的比较

给予抑郁症小鼠药物治疗后(给药组小鼠强迫
游泳不动时间和悬尾不动时间均有减少(与模型组
比较(维丙胺组强迫游泳和悬尾不动时间具有显著
性差异!#5l#C#B"(联合用药组悬尾不动时间具有
极显著性差异!##5l#C#""(与盐酸氟西汀组比较(
联合用药组悬尾不动时间也具有显著性差异! m5l
#C#B"(见表 (*

表 2K给药对小鼠强迫游泳与悬尾不动时间的比较

#"&%!Q"&#]/6$

@%J:-2K@"-R(9W%G#S(&(TF"-T#.-HF#9-F"%F

T(GR-HS*#99#&) %&HS+SW-&S#(&#99(J#:#F$ #&

9#R-J$ HG+) %H9#&#SFG%F#(&#"&%!Q"&#]/6$

组别 强迫游泳不动时间;. 悬尾不动时间;.

空白对照组 (Bg % ("g B

模型组 %&g"# "&Bg"B

盐酸氟西汀组 B(g"&## ?&g $##

维丙胺组 $&g"## "#?g"&#

联合用药组 B#g ’## B"g ?##m*

!!注%与空白对照组比较(*5l#C#B+与模型组比较(# 5l#C#B(
##5l#C#"+与盐酸氟西汀组比较(m5l#C#B

>69S%(A67:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:(*5l#C#B+A67:3TS, -198

98S76,SOZT6U:(#5l#C#B(##5l#C#"+A67:3TS, -198 98SEOU6/S912S

8+,T658O6T1,SZT6U:(m5l#C#B
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3K讨论

各种药物有不同药理作用和治疗靶点的差异
性(研究表明单药治疗抑郁症的痊愈率仅为 &#hi
)#h(约一半病人易复发(&;) 治疗无效的病人必须
更改治疗方案 , %_""- * 单一抗抑郁药疗程至少持续 ?
周(换药后需要 ) 个月(无疑延长了治疗时间(故临
床上逐渐采用联合两种或两种以上不同作用机理的
抗抑郁药物 , "&- * 姚琳和潘丽红 , ")-联合焦虑药起效
时间缩短了 ";((薛僖峰和姜涛 , "(-联合心境稳定剂
总有效率提高了 )#h(多数文献综述联合用药并没
有增加不良反应(综上所述对抑郁症联合用药具有
必要性和优越性* 抑郁症的病因尚不明确(文献综
述其病因与生物’生理及社会环境等因素有关(诸如
生物学因素神经生化’神经内分泌改变’神经再生等
因素有关* 在特有脑区与平滑肌!脑_平滑肌轴"之
间存在一个双向影响’反馈的通路(通过神经内分泌
网络进行调节(脑_平滑肌!NT312_=76698 GU*_5OS(N_
=G" 轴存在 ) 个靶点%脑’内脏平滑肌与血管平滑
肌() 靶点与肝脏疏泄藏血点对点关联(脑_平滑肌
轴是抑郁症共病的生物学及发病学机制等 , "B- * 田
进文等 , "?-认为平滑肌系统是肝贮藏和疏泄血液的
生理解剖基础(提示肝脏血液供应影响平滑肌系统(
进而对脑病具有影响(岳广欣等 , "’-提出边缘系统是
肝主疏泄的高级中枢(!血管"平滑肌是肝疏泄藏血
的效应器(进一步说明肝脑具有同病机制* 医学概
述久病必伤及肝脏(导致肝阴血亏虚(及脑等脏器没
有充足的血液供应(神经生化活动不能正常* 肝体
疏泄和藏血(血上供于脑(血足则脑髓充盈(能够正
常发挥其精神主宰的功能 , "$- (提示保护肝脏’改善
肝脏造血功能(提高肝体疏泄藏血(促使脑髓营养充
盈(能减轻抑郁症症状* 维丙胺化学成分单一(剂量
易控制(为维生素 A衍生物(不良反应轻少(可促进
肝细胞再生(改善肝功能(对肝脏具有解毒和保护作
用(故本研究结合肝脑同病机制(考察其对抑郁症
效果*

糖水偏爱率作为评价抑郁症小鼠快感缺乏的有
效客观指标 , "%- (研究表明模型建立第 &" 天(模型组
小鼠糖水偏爱率下降 &#h(体质量减轻’明显(与空
白对照组比较均具有显著性差异(表明小鼠抑郁症
模型制造成功* 小鼠悬尾试验和强迫游泳试验属于
行为绝望模型(利用动物在恶劣的环境下逃脱无望
时出现.行为绝望/的原理对药物潜在的抗抑郁作

用进行评价与筛选* 研究发现多数抗抑郁药都可增
加小鼠糖水偏爱率(减少小鼠悬尾和强迫游泳的不
动时间(而对自发活动不产生影响 , &#- * 本研究给药
后!第 )% 天"(与模型组比较(维丙胺组!药物剂量
为 (BCB 7Z;.Z"体质量增长具有显著性差异(第 B#
天(与模型组比较(维丙胺组糖水总消耗量及糖水偏
爱率均具有显著性差异(提示维丙胺可以增加小鼠
体质量’小鼠糖水消耗总量及糖水偏爱率(减少小鼠
强迫游泳不动时间和悬尾不动时间(具有抗抑郁作
用(其与盐酸氟西汀联合用药(对小鼠糖水消耗总
量’糖水偏爱率及减少小鼠强迫游泳不动时间和悬
尾不动时间效果更显著(与模型组比较(具有显著性
差异(综上所述维丙胺联合盐酸氟西汀在抑郁症动
物模型上具有显著的抗抑郁作用(为临床抑郁症的
临床用药提供实验依据* 维丙胺抗郁抑机制可能与
其临床降低肝脏 =_QMR(促进肝细胞再生(改善肝脏
造血功能的作用(以及 N_=G轴 ) 靶点相互调节作
用有关(具体的抗抑郁分子机制有待进一步研究
探索*
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张洁宏!"%?%)"(男(主任技师(主要从事实验动物质量检测工作4V_731O%X8a8B"#0"&?4567

覃辉艳!"%$")"(女(副主任技师(主要从事实验动物质量检测工作4V_731O%c128U1+32"&)0*1234567

应用微卫星 M>J标记对广西食蟹猴的遗传学研究#

张洁宏!覃辉艳!李!彬!杨!慧!王!芳!陈华凤
!广西壮族自治区疾病预防控制中心(南宁!B)##&$"

摘要%目的!对广西食蟹猴不同生产繁殖群进行遗传检测(分析广西不同繁殖群食蟹猴的遗传背景(为建立广西食

蟹猴遗传质量检测方法和种群资源库提供基础资料* 方法!应用 &# 个微卫星基因位点和毛细管电泳技术对广西
) 个不同生产群食蟹猴进行遗传检测(并计算群体内和群体间的遗传变异参数* 结果!共检测到等位基因 &)’ 个(

其观察等位基因数!>3"为 B i"% 个(平均 ""C$B 个+平均期望杂合度 !YS"为 #C$B+平均多态信息含量 !D<A"为
#C$"’* ) 个不同生产群!E’>和 ["分别检测到等位基因 "B$’"B$ 和 "’) 个(平均期望杂合度!YS"分别为 #C$)’"’

#C$)"$ 和 #C$?(&+平均多态信息含量!D<A"分别为 #C’?%&’#C’?B) 和 #C$##"() 个不同生产群存在较高的遗传多态

性* ) 个生产群 Y3T,+_[S12PSTZ平衡检验多数位点处于 Y_[平衡* 群内近交系数 E1*均值为 #C#&)B(总群体近交

系数 E19均值为 #C#?&$(遗传分化系数 E*9均值为 #C#(#&(基因流 >7均值为 BC%?"?(表明 ) 个生产群基本处于随机

交配状态(群体间遗传分化很小* ) 个生产群遗传距离为 #C&BB?i#C)&&)(遗传相似度为 #C’&(Bi#C’’(B(聚类分

析显示 E群体和 >群体先聚为一类(再和 [群体聚为一类(符合 ) 个繁殖猴场各自关联引种历史特征* 结论!本

研究有效分析了广西食蟹猴的遗传多态性和群体间的遗传关系(所选的 &# 个微卫星基因位点可用于食蟹猴遗传

质量检测*

关键词%食蟹猴+微卫星 M>J标记+遗传检测

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

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4#"&

!!食蟹猴又称长尾猴(属于猴科(猕猴亚科(猕猴
属(食蟹猴种(因其喜欢在退潮后到海边觅食螃蟹及
贝类而得名(主要分布在亚洲东南部老挝’越南’印
度尼西亚’马来西亚等国家地区(国内主要为人工饲
养种群* 因其体型较小(适应性强(容易驯养繁殖(
在生物进化上与人类的遗传物质有 %$CBh的同源
性(组织结构(生理代谢等与人类较接近(在生物学’

心理学’医学等多种生命科学研究中有着其他实验
动物无法替代的重要地位 , "- * 特别是在心脑血管
疾病’神经系统疾病’生殖系统疾病’内分泌系统疾
病’艾滋病’结核等恶性传染病’器官移植等研究中
食蟹猴有着极高的应用价值 , &_)- * 目前(食蟹猴已
成为生命科学研究最常用的大型实验动物之一(我
国也是全世界作为实验动物使用和出口食蟹猴最多
的国家(检测食蟹猴遗传质量(建立遗传背景清楚的

食蟹猴种群(提供标准化的实验食蟹猴(将有力保障
研究结果的准确性’科学性和有效性* 但目前我国
食蟹猴遗传背景研究较少* 因此(本研究应用 &# 个
微卫星位点对广西食蟹猴进行遗传检测(探讨广西
食蟹猴的遗传背景(并为建立广西食蟹猴遗传质量
检测方法和种群资源库提供基础资料*

/K材料与方法

/N/K实验动物
选取广西 ) 家最大最具有代表性的食蟹猴养殖

公司!以下分别简称为 E’>和 ["进行无关个体随
机采样(共采样成年食蟹猴 )# 只(每个公司各 "#

只(雌雄各半(年龄为 )i( 岁(体质量为 )i( .Z(E’
>和 [ ) 家食蟹猴养殖公司目前的种猴数量均为 (
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千只左右(总存栏猴数量均为 "i"C& 万只(为避免
选择的个体相互间存在父子’母子’同胞关系(本研
究根据养殖公司给定的记录谱系(从育成待发猴群
的不同栏舍进行无关个体随机抽样(空腹自上肢静
脉抽取全血 & 7I(VMRJ抗凝*
/N5K主要仪器与试剂

仪器%=1Z73高速冷冻离心机’N16_K3, 电泳仪’
]LDQSOM65_<9& 凝胶成像分析仪’JN<梯度 DAK仪’
JN<)’)# Î测序仪等*

试剂%d13ZS2 M>S3*+NO66, kR1**USF19核酸提
取试剂盒’R3.3T3DTS71/V/R3cRG Y69=93T9LST*162
DAK反应试剂盒等*
/N3K实验方法
/N3N/!核酸样品制备%全血样品使用 d13ZS2 公司
货号为 ?%B#( 的试剂盒 M>S3*+NO66, kR1**USF19
!B#"提取核酸* 核酸提取后采用 >M_"### 紫外分
光光度计分析提取核酸的纯度和浓度* 采用 "h琼
脂糖凝胶电泳检测 M>J样品是否含有主带*
/N3N5! 微卫星位点选取与引物合成% 根据文
献 , "((_$-和 QS2N32. 数据库提供的信息(选择等位基
因数’多态性含量丰富’尽可能分布于多条不同染色
体的 &# 个微卫星位点(其中位点 M"=B))’M"#=?""’
M&="(?’ M)="’?$’ M)=)#(B’ M(="?(B’ MB="(??’
M?=)""’ M$=""#?’ M%=%)(’ M""=")B&’ M"&=?’’
M")=’%’’M"B=?((’M"$=B)?’M̂ =?$"# 选取于文献
"i?(位点 M"&=)’B’M"?=(#%’M"’=$##’M&&=("% 选
取于 QS2N32. 数据库* &# 个微卫星位点序列均在
QS2N32. 数据库查找* 各位点引物使用 EJG标记(
由华大基因合成* 引物编号和序列见表 "*
/N3N3!DAK反应%DAK反应体系为%DTS71/V/R3c
Y69=93T9LST*162 "# !I’模板 " !I’"# !76O;I正向
引物 #CB !I’"# !76O;I反向引物 #CB !I’无酶水补
足至 &# !I* 扩增程序为%%( j预变性 ) 712’%( j
变性 )# *(最佳退火温度 !见表 "" )# *(’& j延伸
)# *(循环 )# 次(’& j保持 "# 712*
/N3NO!毛细管电泳%将甲酰胺与分子量内标按
"## s" 的体积比混匀后(取 % !I加入上样板中(再
加入 " !I稀 释 "# 倍 的 DAK产 物(使 用 JN<
)’)# Î测 序 仪 进 行 毛 细 管 电 泳* 利 用
QS2S73T.ST中的 ET3Z7S29!DO329"片段分析软件对
测序仪得到的原始数据进行分析(将各泳道内分
子量内标的位置与各样品峰值的位置做比较分
析(得到片段大小*

表 /K56 个食蟹猴微卫星位点的扩增条件和染色体分布

@%J:-/K<9W:#T$#&) R(&H#F#(&%&HR"G(9(S(9-

H#SFG#J+F#(&(T56 9#RG(S%F-::#F-’B<

:(R##&5+-+-+ 6+"-/-7*+&/"

基因位点

I65U*

引物序列!B1_)1 "

DT17ST*ScUS25S!B1_)1 "

染色体

A8T676*67S

退火温度

RS7:;j

M"=B))
AJRAAAAAAAJJJJJJRJRJ
RRQARJJRAJJJRJJAJJRQQQ

" BB

M)=)#(B
JAAJJJRQJQJAJQRQQAJR
JRQJQQJAQQRRQJAJRARQ

& B?

M)="’?$
QQRRQARQAAJJJQJRRJQJ
AJARQRQJRRRQARQRRQQJ

) ?"

M?=)""
JRQRAARAJRRQQRQRRQRQ
QJRRAJQJQAAAJQQJJQJR

( B$

M(="?(B
AJJARRRARRAJJRJJJRRRQQA
AJQJAJARQRAARQRRQRQQ

B B?

MB="(??
QRJRAJQJJARRAJRQRRQRJAJAA
QQAJAARJQQRRRQRRARQJ

? B(

M"B=?((
AARRAJRRQQAJQJARAJAR
QAJQJAJAAJJQJRQJRJJAQ

’ BB

M$=""#?
RRQRRRJAAAARQAJRAJAR
RRARAJQJJRRQARAJRJQRQA

$ ?"

M"#=?""
AJRJAJQQJJJARQRQRJQRQA
ARQRJRRRJRQRQRQRQQJRQQ

% B"

M&&=("%
QQARAJQQQJARARQQJ
QQAAJJRAQQRJQQRAJ

"# B$

M"&=)’B
RRQRRQJQQQRARRRARAAJ
RARRARRJRRRQQJJJJQRJJAAA

"" BB

M"&=?’
QAJJAJQRRRJRQARJJJQA
QAARJRQAJQRRAJJJRARJ

"& B&

M&="(?
RAJRAARRJARARJJQAJJJQJRAA
AJAAJAJRRAJJJRQAARAA

") B$

M""=")B&
AQQRQJQRRRRRRRQRAA
JRJRAARRAJRJRAARQJJRARARQ

"( B$

M%=%)(
RRRAARJQRJQARAJJQRJJJQJQQ
JQJARRQQJARQJJRRJAJARQA

"B ?#

M"’=$##
QQRARAJRAAJRAJQQRRRR
JRJQJARQRQRJARQQQAJRRQJ

"? BB

M")=’%’
QQRRRQARQQAJRARQRJRR
RQRARQQJQQARRRRAJQRA

"’ B?

M"$=B)?
JRRJRAJARQQRQRRJQRAARARQ
AJAJQRRQRQRQJQAAJQRA

"$ B"

M"?=(#%
RQJJRARRJAJRAAAJRAAA
JQRAJQRARQRAAJQJQQRQ

&# B$

M̂ =?$"#
JAJQJJJJAARRRRQQQJAA
AAAJQAAARQJJRJRRJRAJ

^ B$

/N2K统计方法
采用 DHDQV>V)& 和 >R=\= 软件对样品进行

遗传多样性分析* 计算各引物的等位基因数’有效
等位基因数’观测杂合度’期望杂合度’香隆信息指
数’>S11*基因多样度以及多态信息含量等群体内
的遗传变异和遗传距离’遗传相似系数’E_统计量’

0(?0
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基因流等群体间遗传关系*

5K结果

5N/K56 个微卫星位点片段大小
)# 个样品 &# 个检测位点毛细管电泳片段大小

范围见表 &*
5N5K群体遗传多态性分析

由表 ) 可见()# 个样本共检测到等位基因 &)’
个(其观察等位基因数 >3为 Bi"% 个(平均为 ""C$B
个(其中最多的位点是 M"&=?’(高达 "% 个(最少的
位点是 M"$=B)?(有 B 个等位基因* 有效等位基因
数 >S为 )C&)’(i"&C)&$$ 个(平均为 ?C%(’) 个+观
察杂合度 Y6为 #C)i"(平均为 #C’$))(期望杂合度
YS为 #C$B#$i#C%)(B(平均为 #C$B(平均期望杂合
度 YS略高于平均观察杂合度 Y6+>S11*基因多样
度 Y为 #C?%"" i#C%"$%(平均为 #C$)B$+香隆信息
指数 <为 "C)%"(i&C’#$B(平均为 &C#%B(+多态信息
含量 D<A为 #C??#%i#C%")B(平均为 #C$"’(均大于
#CB+表明广西食蟹猴总群体在微卫星水平上表现出
较高的遗传多态性* 分别对 ) 个群体进行遗传多态
性分析!见表 ("() 个群体!E’>和 ["分别检测到
等位基因 "B$’"B$ 和 "’) 个(平均期望杂合度 YS分

表 5K56 个微卫星 ’B<检测位点片段大小
@%J:-5K’B<TG%)9-&FS#Y-(T56 9#RG(S%F-::#F-’B<:(R#
基因位点 染色体 片段大小;P:
I65U* A8T676*67S *1eS
M"=B)) " "$&i&B)
M"#=?"" % "?$i&&&
M&="(? ") "%"i&"’
M)="’?$ ) "$(i&(&
M)=)#(B & "’Bi&"%
M(="?(B B &B"i)#)
MB="(?? ? &’$i)&#
M?=)"" ( &#$i&B#
M$=""#? $ ")#i"?#
M%=%)( "B "’$i&&(
M""=")B& "( &"Bi&($
M"&=?’ "& "&"i&)"
M"&=)’B "" "?(i"$%
M")=’%’ "’ "’$i&#?
M"B=?(( ’ "$(i&B$
M"?=(#% &# "&#i"(#
M"’=$## "? "?#i"%$
M"$=B)? "$ "(?i"B%
M&&=("% "# &BBi&$"
M̂ =?$"# / "?%i"%’

别为 #C$)’"’#C$)"$ 和 #C$?(&+平均多态信息含量
D<A分别为 #C’?%&’#C’?B) 和 #C$##"() 个群体亦
存在较高的遗传多态性*

表 3K36 个样品 56 个微卫星位点遗传多态性检测结果

@%J:-3Ka-&-F#RW(:$9(GW"#S99-%S+G-H%F56 9#RG(S%F-::#F-:(R##&36 S%9W:-S

基因位点
观察等位

基因数

有效等位

基因数

香隆信息

指数
观察杂合度 期望杂合度

>S11*基因

多样度
多态信息含量

I65U* >3 >S < Y6 YS Y D<A
M"=B)) "B ’C’%&& &C)?%& #C$??’ #C$$?( #C$’"’ #C$?&#
M"#=?"" ") $C(%#? &C)"") #C$))) #C$%’& #C$$&& #C$’"(
M&="(? "( %C)’B# &C("?% #C’))) #C%#$B #C$%)) #C$$("
M)="’?$ "B %C%(($ &C(’B’ #C%??’ #C%"(’ #C$%%( #C$%"B
M)=)#(B "? $C&B?% &C)’’& "C#### #C$%)$ #C$’$% #C$?’%
M(="?(B "( ?C"&&( &C"B%# #C$### #C$B#$ #C$)?’ #C$&#(
MB="(?? "" ?C?(&" &C#%)& #C%??’ #C$?)$ #C$(%( #C$)))
M?=)"" "( ’C()$# &C&$B& #C$### #C$$#& #C$?B? #C$B)?
M$=""#? % ’C)"’" &C#?’% #C’### #C$’$# #C$?)) #C$(’%
M%=%)( % BCB)$B "C$%%) #C$))) #C$))) #C$"%( #C’%?’
M""=")B& ") %C#%#% &C)’(# #C%### #C%#B" #C$%## #C$$#’
M"&=?’ "% "&C)&$$ &C’#$B #C%))) #C%)(B #C%"$% #C%")B
M"&=)’B ’ )C(#%" "C(?"& #C?))) #C’"$? #C’#?’ #C??#%
M")=’%’ "# )C&)’( "C?#$% #C’### #C’#&$ #C?%"" #C??’(
M"B=?(( "( $C?B)$ &C)))" #C$))) #C$%%( #C$$(( #C$’)B
M"?=(#% % (C&)B) "C?’%) #C’??’ #C’’?$ #C’?)% #C’&%(
M"’=$## "( ?C)"B$ &C&"B #C$### #C$BB% #C$("’ #C$&%)
M"$=B)? B )CB’$B "C)%"( #C?### #C’)&$ #C’&#? #C?’)"
M&&=("% $ BC#B?& "C’$B’ #C’### #C$"B$ #C$#&& #C’’’)
M̂ =?$"# $ ?C"&&( "C$%B( #C)### #C$B#$ #C$)?’ #C$"BB
GS32 ""C$B ?C%(’) &C#%B( #C’$)) #C$B## #C$)B$ #C$"’#

0B?0



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

表 2K3 个群体遗传多态性检测结果
@%J:-2Ka-&-F#RW(:$9(GW"#S9#&3 )G(+WS

群体
平均观察等位

基因数 >3

平均有效等位

基因数 >S

平均香隆信息

指数 <

平均观察

杂合度 Y6

平均期望杂

合度 YS

平均 >S11*基因

多样度 Y

平均多态信

息含量 D<A
E ’C%# BC&%") "C$#$" #C$### #C$)’" #C’%B& #C’?%&
> ’C%# BC($)) "C$#’) #C’?B# #C$)"$ #C’%#& #C’?B)
[ $C?B ?C"($) "C%))) #C’$B# #C$?(& #C$&"# #C$##"

5N3K %̂GH$8\-#&J-G) 平衡检测
Y3T,+_[S12PSTZ平衡检测结果表明 !见表 B"(

多数位点处于 Y_[ 平衡(只有 E群体在位点
M?=)""’ M̂ =?$"# 上( > 群 体 在 位 点 M")=’%’’
M̂ =?$"# 上( [ 群 体 在 位 点 M"=B))’ M%=%)(’
M&&=("% 上存在不平衡(5l#C#B*

表 OK %̂GH$8\-#&J-G) 平衡检测结果
@%J:-OK?-S+:F(T̂ %GH$8\-#&J-G) -c+#:#JG#+9

基因位点 E > [
M"=B)) #C%#))’’ #C’B&’B" #C#####"
M"#=?"" #C’%&’#B #C")%(’( #CB’%(B(
M&="(? #C&"&#?# #C(#’#($ #C%$??"&
M)="’?$ #C&?$&’’ #C$)"&B( #C")&)’#
M)=)#(B #C%$#$"# #C%(?B?’ #C$"%?)%
M(="?(B #C$’$?(? #C"#$&)$ #C%"&%%&
MB="(?? #C%?%)#) #C%%($)? #C’’$’()
M?=)"" #C#&%((’ #C%%)’$% #C%"&$B&
M$=""#? #C#%#’"# #C($&%#& #C)""$(#
M%=%)( #C%()B’% #C&"’&$# #C#")?%%
M""=")B& #C’(&?B( #C)"?(%B #C")?(?)
M"&=?’ #CB(’%$# #C%((&%’ #C"%$$(B
M"&=)’B #C%B?#"B #C%B$&’) #C#’&?)#
M")=’%’ #C%’(#&& #C#&’)’" #C&(?’?)
M"B=?(( #CB(#)"& #C#B?)"# #C("$%)&
M"?=(#% #C$%$$%? #C%"’BB) #C#B)’$#
M"’=$## #C?&%)(& #C&$(%"% #C%(?’BB
M"$=B)? #C&’$$&# #C’$B)"( #C)(’%$)
M&&=("% #CB?$$?? #C%(’$’$ #C##B?&B
M̂ =?$"# #C####B# #C#####" #C’?""??

5N2K遗传距离和遗传相似系数
表 ?星号上方是遗传相似系数(下方是遗传距离*

由表 ? 可见() 个群体遗传距离变化范围为 #C&BB?i
#C)&&)(遗传相似度范围为 ’&C(Bhi’’C(Bh*

表 4KB-#(S遗传距离和遗传相似系数检测结果
@%J:-4KB-#(S+&J#%S-H9-%S+G-S(T)-&-F#R

H#SF%&R-%&H)-&-F#R#H-&F#F$

群体 E > [
E #### #C’’(B #C’)’$
> #C&BB? #### #C’&(B
[ #C)#(" #C)&&) ####

5NOK聚类分析
利用 >S11*遗传距离进行 ]DQGJ聚类分析(

得到 & 大类(结果见图 "* E群体和 >群体先聚为
一类(再和 [群体聚为一类*

图 /K基于 B-#(S遗传距离的 ‘[aD<聚类图
M#)V/K‘[aD<H-&HG()G%9J%S-H(&

B-#(S)-&-F#RH#SF%&R-

5N4KM8统计量和基因流
由表 ’ 可见(E1*均值为 #C#&)B(E19均值为

#C#?&$(表明群体受近亲交配和人工选择影响小*
E*9均值为 #C#(#&(>7均值为 BC%?"?(表明群体间
遗传分化小*

表 PKM8统计量和基因流检测结果

@%J:-PK?-S+:F(TM8SF%F#SF#RS%&H)-&-T:(*

基因位点 群内近交系数 总群体近交系数 遗传分化系数 基因流
I65U* E1* E19 E*9 >7
M"=B)) @#C#&%’ #C##B’ #C#)(( ’C#")%
M"#=?"" #C#""% #C#BB( #C#((" BC(&"(
M&="(? #C"&B& #C"’%" #C#?"? )C$"#?
M)="’?$ @#C"##? @#C#’(’ #C#&)B "#C(#")
M)=)#(B @#C"?#B @#C")’$ #C#"%? "&CB#$"
M(="?(B #C#&?( #C#()$ #C#"’% ")C?%((
MB="(?? @#C"$?" @#C")$# #C#(#B BC%"B)
M?=)"" #C#("% #C#’B’ #C#)B) ?C$)"$
M$=""#? #C"(&% #C"$%& #C#B(" (C)’B#
M%=%)( @#C#B&? @#C#"?% #C#))% ’C"&B#
M""=")B& @#C#(?B @#C#""& #C#))’ ’C"??’
M"&=?’ @#C#?(? @#C#"B’ #C#(B% BC"%#$
M"&=)’B #C#$?B #C"#)$ #C#"$% ")C###
M")=’%’ @#C#?#? @#C#"&% #C#(B# BC)#)?
M"B=?(( @#C##(# #C#B’$ #C#?"? )C$""&
M"?=(#% @#C#B#& @#C##)? #C#((( BC)$B&
M"’=$## #C#"(( #C#(%B #C#)B? ?C’?)%
M"$=B)? #C"&?& #C"?’) #C#(’# BC#?B?
M&&=("% #C#%($ #C"&’( #C#)?# ?C?%&)
M̂ =?$"# #C?"(? #C?("( #C#?%’ )C))B’
GS32 #C#&)B #C#?&$ #C#(#& BC%?"?
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3K讨论

实验动物遗传质量检测是评价实验动物质量的
一个重要手段(其目的是为了确定被检动物是否符
合该品系或种群的生物学特性以及检测该种群动物
的近交程度等* 随着生物技术的发展(现遗传标记
研究主要集中在 M>J分子水平上* 微卫星是由 &i
? 个核苷酸的串联重复片段构成的 M>J序列(因其
具有分布广泛’多态性丰富’易于检测’结果稳定可
靠等特点(现已被广泛应用于亲缘关系鉴定’人类疾
病诊断’实验动物遗传质量检测’生物群体遗传多样
性遗传结构与物种资源保护等多领域 , %- * &##’ 年
F1.U581等 , "#-从人类基因库中选取 "($ 个微卫星位
点首次研究报道了食蟹猴的微卫星标记* 近年来(
>1.e3, 等 , ""-应用 "$ 个微卫星位点评估了马来西亚
? 个岛屿野生食蟹猴的遗传多样性和种群结构(结
果显示总群体平均观察杂合度为 #C(%’(平均期望
杂合度为 #C$#)(=U2ZZ3O3和 DS232Z岛食蟹猴群体
具有较高的遗传多样性(马来西亚食蟹猴遗传距离
和地理位置之间没有较大关联* =7198 等 , "&- 应用
"B 个微卫星位点比较分析了菲律宾食蟹猴与印度
尼西亚’新加坡’毛里求斯’柬埔寨食蟹猴的遗传特
性(菲律宾’毛里求斯食蟹猴遗传多样性较印度尼西
亚’新加坡和柬埔寨低(群体间存在较大遗传分化*
国内李瑞生等 , "- ’刘欢 , $-分别应用 &# 个微卫星位
点’"$ 个微卫星位点有效分析了国内食蟹猴群体的
遗传多样性(国内饲养食蟹猴的遗传多样性较高于
东南亚地区*

本研究采用 &# 个微卫星位点探讨广西食蟹猴
的遗传质量(多个基因位点的遗传参数平均值是衡
量群体遗传变异大小和群体遗传多样性常用的指
标(其中多态信息含量 D<A是反应微卫星位点多态
性的理想指标(当 D<Ap#CB 时(微卫星位点具有高
度多态性* 杂合度是衡量群体内遗传变异最直接和
最有效的指标(其值越高群体的遗传多样性越丰
富 , ")- * 本研究结果显示 &# 个微卫星多态信息含量
D<A均大于 #CB(为 #C??#%i#C%")B(平均为 #C$"’(
表明 &# 个微卫星位点均为高多态性位点(能较好地
反应广西食蟹猴的遗传多样性(与文献 , "((_$-报道的
微卫星位点多态性相同* )# 个样品 &# 个微卫星位
点观察等位基因数 >3为 Bi"% 个(平均观察等位基
因数 >3为 ""C$B 个(平均有效等位基因数 >S为

?C%(’) 个(亦与文献 , "((_$-检测到的观察等位基因数
大致相同* 总群体平均观察杂合度 Y6为 #C’$))(
平均期望杂合度 YS为 #C$B(且 >S11*基因多样度
Y和香隆信息指数 <均较高(表明广西食蟹猴猴群
等位基因数多’杂合度大(遗传多样性丰富* 分别对
) 个生产群!E’>和 ["进行遗传多态性分析() 个
生产群杂合度 Y’多态信息含量 D<A’>S11*基因多
样度 Y和香隆信息指数 <均较高(表明 ) 个生产群
亦存在较高的遗传多态性* ) 个群体平均观察杂合
度接近平均期望杂合度(Y3T,+)[S12PSTZ平衡检测
每个生产群在 &i) 个位点处于不平衡外(多数位点
处于 Y_[平衡( E)统计量 E1*均值和 E19均值均较
低(表明各群体受人工选择和近亲交配影响小(基本
处于随机交配状态() 家养殖公司开展的遗传繁育
方式较合理* 种群的基因多样性与群体来源的复杂
程度’群体大小及繁育方式有着直接的关联(广西
E’>和 [ ) 家食蟹猴养殖公司食蟹猴基本以来源
于越南’柬埔寨’缅甸和老挝等多个国家的野生群体
为主(经过多次引种和本场育种形成(引种来源覆盖
面广(且时间跨度大(存栏数量大(开展的遗传繁育
方式较合理(故本次检测广西食蟹猴杂合度较高*
皮道元等 , "(-采用 "" 个微卫星位点分析了广西引种
回来的柬埔寨’越南和老挝食蟹猴群体的遗传多样
性(共检测到平均等位基因数 >3为 ""C$& 个(平均
有效等位基因 $C"B 个(总群体期望杂合度为
#C$B?&* 刘欢 , $-采用 "$ 个微卫星位点对我国广东’
广西’云南和海南 ( 省饲养的食蟹猴进行遗传多样
性分析亦显示(广西群体平均观察杂合度分别为
#C?B(?’ #C?&%%’ #C?%($(平均期望杂合度分别为
#C$)%#’#C$")B’#C$)&?(与本研究杂合度相似* 李
瑞生等 , "-的研究结果亦表明食蟹猴个体间均呈现
高度的多态性(基因多样性为 #C’$)&i#C$$#"(香隆
信息指数为 "CB?B"i&C"B%&(且雌雄个体间无差异*

对 ) 个生产群的群体间遗传关系分析可见(群
体间的遗传分化系数 E*9均值为 #C#(#&(依据
[T1Z89, "B-建议(当 E*9在 #i#C#B 之间说明种群间遗
传分化很小(#C#Bi#C"B 之间中等遗传分化(#C"Bi
#C&B 之间遗传分化大(大于 #C&B 遗传分化极大*
本研究 ) 个生产群间的遗传分化很小(平均 %BC%$h
的遗传变异存在于群体之内(只有 (C#&h的遗传变
异存在于群体之间(群体内的遗传变异是主要的变
异来源* 群体间的遗传分化水平与基因流密切相
关([T1Z89认为若基因流 >7l"(有限的基因流是促

0’?0
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使群体发生遗传分化的主要原因(若 >7p"(基因流
能防止不同地区亚群体间发生遗传分化 , "?- * 本研
究 >7均值为 BC%?"?(群体间基因流动较频繁(可防
止群体间产生遗传分化* 对 ) 个生产群的遗传距离
和亲缘关系分析亦可见() 个群体的遗传距离较小(
亲缘关系较近(E群体和 >群体遗传距离最近(为
#C&BB?(遗传相似度最高(达 ’’C(Bh(>群体和 [
群体的遗传距离最远(为 #C)&&)(遗传相似度为
’&C(Bh* 聚类分析也显示(E群体和 >群体先聚为
一类(再和 [群体聚为一类(符合 ) 个繁殖猴场各
自关联引种历史特征* 刘欢 , ?-对国内广西等 ( 省笼
养的食蟹猴进行遗传多样性研究(结果亦表明广西
群体遗传距离为 #C&"&? i#C)B’"(遗传相似度为
?%C%’hi$#C$Bh(与本研究相似*

本研究运用微卫星 M>J标记技术有效分析了
广西食蟹猴的遗传多态性和群体间的遗传关系(为
今后建立广西食蟹猴遗传背景资源库(指导食蟹猴
的生产繁殖(建立遗传背景清楚的食蟹猴种群提供
了理论依据* 同时也为在广西建立食蟹猴微卫星
M>J遗传质量监测奠定了基础*
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电凝法制作 N3OP;5小鼠局灶性脑缺血模型的实验研究
张雪梅"!李!兵"!陈立杰"!焦卓敏"!黄!山"!尚!宏&

!"4哈尔滨医科大学附属第二医院神经内科( 哈尔滨!"B##$?"

!&4哈尔滨医科大学附属第四医院神经内科( 哈尔滨!"B##$#"

摘要%目的!观察电凝法电凝小鼠大脑中动脉(引起大脑中动脉闭塞(建立小鼠脑缺血模型的可行性* 方法!采用

电凝法直接闭塞大脑中动脉!G1,,OS5STSPT3O3T9ST+( GAJ"制作成年雄性 N3OP;5小鼠脑缺血模型 !模型组(*r&#

只"+同时(同批次 N3OP;5小鼠经相同部位开颅(但不电凝闭塞大脑中动脉的小鼠作为假手术组!假手术组(*r&#

只"* 于术后第 &( 8’’& 8 采用神经功能缺损评分!76,1W1S, 2SUT6O6Z153OWU259162 *SbST19+*56TS( 7>=="评估模型组及

假手术组小鼠神经功能损伤情况* 结果!术后第 &( 8 取模型组 N3OP;5小鼠损伤区域脑组织切片(行苏木素_伊红

染色(镜下显示缺血脑组织间质水肿(同时伴有空腔形成(局部脑组织结构变得疏松(且着色较淡(神经细胞数量明

显减少(神经细胞胞体缩小(部分细胞轮廓欠清晰(可以见到不同程度的细胞变性坏死(核固缩(核仁消失现象* 模

型组在术后第 &( 8 神经功能缺损评分明显低于假手术组!5l#C#B"(且这种差别可维持到术后第 ’& 8* 结论!电

凝法可以在 N3OP;5小鼠中成功制作小鼠局灶性脑缺血模型*

关键词%脑缺血模型+N3OP;5小鼠+电凝法+实验研究

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

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4#")

!!全球每年约有 %h的死亡病例由脑卒中引起(
而缺血性脑卒中的比例在其中约占 $#h(其发病率
仅次于缺血性心脏疾病* 因此对缺血性脑卒中进行
有效防治具有重要的医学意义和社会贡献* 现经临
床证实唯一能缩小梗死体积’减轻神经损伤的治疗
药物是重组组织型纤溶酶原激活物 !TS567P12329
91**US:O37126ZS2 3591b396T( T9_DJ"(且其有效治疗时
间窗只有 (CB 8(因而临床应用受到一定限制* 其他
药物如抗凝’应用神经保护剂等(都不能对受损脑组
织产生修复作用* 因此(卒中的治疗及预防成为当
前神经科学研究的方向和热点之一( 特别是其发病
机制’临床转归’新治疗手段等成为目前卒中的基础
与临床研究的热点科学问题* 在基础研究中如何简
便(快速地建立卒中的动物模型成为一个较为棘手
的问题* N3OP;5小鼠是白变种实验室老鼠(与众多
常用亚系一样(起源于小家鼠 24.C4.+4$4.* N3OP;5
小鼠的遗传背景为近交系(因而它们之间的个体差
异较小(遗传基因更纯(整体素质更好* 如果能够在

N3OP;5小鼠中成功地复制出卒中模型将为卒中的
研究提供较好的动物模型* 为此(本课题组拟采用
电凝方法(通过阻断大脑中动脉 !71,,OS5STSPT3O
3T9ST+655OU*162( GAJH"的血流来成功复制 N3OP;5
小鼠的局灶性脑缺血模型* 为下一步进行脑缺血发
病过程中脑保护’神经修复及发病机制等后续研究
提供新的实验动物模型*

/K材料与方法

/N/K实验动物
健康成年雄性 N3OP;5小鼠 (# 只(体质量 && i

&B Z;只!哈尔滨医科大学附属第二医院实验动物中
心提供"(动物质量合格证号%=Â F_!黑"&#")_##"(
实验中对动物处置均符合中华人民共和国科学技术
部 &#"? 年发布的 #关于善待实验动物的指导性意
见$ , "- * 实验过程中对动物的处置符合动物伦理学
标准*
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主要试剂与仪器%&h 氯化三苯四氮唑!&()(B_
RT1:8S2+O9S9T3e6O1U7A8O6T1,S( RRA"(显微镜! N̂ ("(
HO+7:U*( ‘3:32"*
/N5K实验方法
/N5N/!小鼠大脑中动脉闭塞!GAJH"模型的制作%
步骤同以往实验方法 , &- (小鼠适应性喂养 " 周(术前
"& 8 禁食不禁水(称重后用 "#h 的水合氯醛按 (B#
7Z;.Z腹腔麻醉小鼠(保持小鼠麻醉 "CB i&C# 8(将
小鼠侧卧固定于无菌手术台上(术中应用保温毯保
持小鼠直肠温度在 )?CBi)’CB j* 于小鼠左侧眼
裂至左耳外耳道之间切口(剥离颞肌(于梨状骨与下
颌骨交汇点向头侧 " 77(背侧 )CB 77处用电钻钻
一个直径为 "C#i&C# 77的小孔* 剥离硬脑膜暴
露大脑中动脉(用电凝刀电凝阻断大脑中动脉近端
以确保持久的破坏(然后用牙科粘合剂封闭小孔(缝
合切口* 术后将小鼠置于 &’ i &$ j恒温箱中
饲养*
/N5N5!模型制作成功评价方法 采用 I62Z3的 B 级
( 分法标准 , )- %# 分%无神经功能缺损症状+" 分%轻
度局灶性神经功能缺损(即提尾不能伸展右侧前爪+
& 分%中度局灶性神经功能缺损(即行走向右侧转
圈+) 分%重度局灶性神经功能缺损(即行走困难(并
向右侧倾倒+( 分%不能自发行走(意识水平下降*
手术后神经功能评分为 " i) 分的小鼠入选本次研
究* 术后第 & 天随机取 & 只小鼠(" 只取出脑组织
放入切脑模具中(间隔 &C# 77连续冠状切片(再将
脑片 放 入 含 &h 氯 化 三 苯 四 氮 唑 ! &( )( B_
RT1:8S2+O9S9T3e6O1U7A8O6T1,S( RRA"的磷酸盐缓冲液
中!DN=( :Yr’C("()’ j恒温避光孵育 )# 712 后
可见正常组织呈粉红色(梗死灶呈白色* 另 " 只小
鼠取缺血区域脑组织进行切片(经 YV染色确定缺
血情况*
/N5N3!神经功能损伤评分% 小鼠的神经功能损伤
情况采用神经系统疾病严重程度评分!7>=="进行
评估 , (- * 实验前按评分方法对小鼠进行一定的训
练(选取评分为 # 分的正常小鼠(造模后 &( 8’’& 8
采用双盲法分别进行 7>== 评分评估各组动物神经
功能损伤状况* 7>== 包括运动试验和平衡木试
验(根据所能完成任务的分值统计得分* 7>== 总
分为 "& 分(评分越高表明神经功能损伤越严重*
/N5N2!实验脑组织的提取%"#h的水合氯醛腹腔注
射麻醉小鼠(迅速开胸暴露心脏(行主动脉插管(剪
开右心耳为灌注液流出口(在 "#i&# 712 内经左心

室用 )’ j生理盐水 &## 7I快速冲洗(然后用 (h多
聚甲醛;#C#" 76O;I磷酸盐缓冲液!( j( :Yr’C("
)## 7I灌注固定((# 712 内灌注完(迅速断头取脑(

放入 (h的多聚甲醛固定液(在 ( j环境中放置
&( 8* 然后将脑组织进行冲洗’脱水’透明’浸蜡’包
埋(以前囟为起始(切成等厚 !"B !7"冠状切面脑
片(每 "# 张取 " 张进行 YV染色* 染色后显微镜下
观察组织形态学变化*
/N3K统计方法

采用 =D=="&C# 进行统计学处理(神经功能缺损
平分结果以均数g标准差!$7g."表示(采用 !& 检验分
析(5l#C#B 表示差异有显著性意义*

5K结果

5N/KDE<>模型评估
GAJH术后小鼠出现右侧前肢屈曲内收(前进

不能(向右绕圈(站立不稳(平衡能力明显减弱(表明
造模成功*
5N5K小鼠脑缺血区组织病理学检测

术后 &( 8 小鼠脑组织切片 RRA染色( 假手术
组织染成粉红色(未见梗死灶!见图 "(Y_I"(模型组
左侧大脑皮质梗死灶呈白色!见图 "(A_Q"(显示手
术半球明显缺血* 取小鼠损伤区域脑组织切片行
YV染色以确定损伤情况!见图 "(G_H"(结果显示
梗死病灶及周围组织结构变得疏松(间质水肿伴随
空腔形成(且着色较浅(神经细胞数量明显减少(胞
体皱缩(部分细胞轮廓欠清(有程度不等的神经细胞
变性坏死(核固缩( 核仁消失现象* 证实脑缺血模
型制作成功*
5N3K行为学观察结果

如表 " 所示(局灶性脑缺血后存活动物均有不
同程度的神经功能缺损* 随着存活时间的延长(神
经功能在短时间内并没有得到恢复* 模型组在术后
第 &( 8 神经功能缺损评分明显高于假手术组(且这
种差别可维持到术后第 ’& 8 !5l#C#B"*

表 /K电凝法对小鼠 DE<>后神经学评分

@%J:-/K7X%:+%F-F"-B-+G(:()#R%:!R(G-S(TDE<>

D#R-+S#&) F"-7:-RFG(R(%)+:%F#(&D-F"(H

组别 假手术组 模型组
时间 &( 8 ’& 8 &( 8 ’& 8

评分 &C)Bg#C"( "C%$g#C"$ "#C)Bg#C&" "#C&&g#C"?
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图 /K小鼠脑缺血区组织病理学检测
注%J_N(活体观察+A_I(RRA染色+G_H(YVq"#

M#)V/K #̂SF(W%F"(:()#R%:-.%9#&%F#(&(TR-G-JG%:#SR"-9#RF#SS+-#&G%FS
>69S%J_N( *67396*56:++ A_I( RRA*931212Z+ G_H( YVq"#

3K讨论

在发达国家(随着人口的逐步老龄化(卒中成为
发病率和死亡率都较高的疾病之一* 缺血性卒中是
由于脑血管!主要为大脑中动脉"或其分支的血栓
性或栓 子性阻塞所致( 约占所有 类 型 卒 中 的
$#h, B- * 药物或是机械再灌注治疗是缺血性发作急
性期最有效的治疗方法(其中 B#hi’#h 患者都有
很好的愈后* 然而因为治疗时间窗短等各种严格的
限制(这些治疗方法仅适用于不到 "#h 的患者
中 , ?- * 卒中的治疗及预防成为当前神经科学研究
的方向和热点之一(特别是其发病机制’临床转归’

新治疗手段等成为目前卒中的基础与临床研究的热
点科学问题* 而建立一种可靠的模拟人类缺血性脑
血管病的实验动物模型对脑缺血的发病机制研究至
关重要*

在各项研究中(鼠实验性急性脑缺血模型使用

最为广泛 , ’- (其中大脑中动脉阻塞!GAJH"模型是
目前最常用的模拟人类缺血缺氧性脑病的实验动物
模型* 目前较为常用的方法有 R37UT3等在 "%$" , $-

年提出的电凝法和 I62Z3等 , %-于 "%$% 年提出的线
栓法(其他方法还有光化学法 , "#- (微栓子栓塞法 , ""-

等* 目前线栓法是应用最多的造模方法 , "&- (但是其
缺点是模型之间梗死面积差异较大(均一性较低(梗
死面积大(死亡率高 , %- * 电凝法也是应用较多的一
种造模方法(它具有均一性高(术后死亡率低(模型
存活时间较长等优点 , $- *

目前 GAJH模型的制备多采用大鼠(但是随着
脑缺血研究逐步向基因领域的延伸(并鉴于大多数
转基因实验动物来源于小鼠(因此迫切需要建立一
种小鼠的局灶性脑缺血模型(以便于在基因水平进
行脑缺血损伤的病理生理改变的机制(预后及药物
治疗作用的研究* 但由于小鼠颈总动脉较细(线栓
插入困难(模型制作成功率低(小鼠死亡率高* 我们
采用开颅机械闭塞大脑中动脉法在直视下操作准确

0"’0
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可靠(与人类缺血性卒中的病理改变较为接近(即
GAJ阻断而侧支循环尚存(受累脑组织包括严重缺
血的中心区!梗塞灶"’缺血受损伤的周围区!半暗
带"及接近正常的外围带( 梗死模型成功率较高(梗
死范围稳定(梗死效果较好(动物存活时间长*

因此本研究采用小鼠(小鼠体质量差异小(并且
电凝法建立小鼠 GAJH缺血模型操作简便(手术时
间短(提高了模型制作的成功率(减少了术后动物死
亡率(提高了模型制作的稳定性(缩短了模型制作的
操作时间* 为系统地研究脑缺血的病理生理及观察
药物的治疗作用提供了一个较接近临床的’重现性
好’可控的脑缺血模型*

脑组织厚片 RRA染色是研究脑缺血梗死灶常
用的染色方法* RRA与完整的线粒体氧化酶系反
应(诱发产生深红色产物而使正常组织染色+缺血组
织的线粒体损伤 , ")- (不能诱导染色反应而呈白色(
容易鉴别(因此我们采用此方法来观察脑组织梗死
灶* 术后 &( 8 小鼠脑组织切片 RRA染色(可见大
脑皮质梗死灶呈白色(手术半球明显缺血* 由于卒
中引起的脑损伤通常与运动’感觉和认知功能受损
等相关(很多实验室的研究集中于评估与动物模型
的脑缺血相关的认知和行为学改变* 到目前为止(
没有单一的一种评价标准被普遍承认(大多数研究
室都采用多种不同的评价标准来评价缺血效果* 多
种神经行为学评分系统被用于评价神经功能障碍的
严重程度 , "(_"B- * 在本研究中( 我们采用的神经行为
学观察性评分指标包括运动试验和平衡木试验(对
小鼠总体神经行为学评分的分析显示(缺血损伤可
明显增加缺血后小鼠的神经行为学评分* 此结果与
RRA染色和镜下病理组织变化结果相一致*

以上结果提示(我们采用的电凝法可以在
N3OP;5小鼠中成功制作小鼠局灶性脑缺血模型*
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探讨药物 QID机构致癌试验中啮齿类动物的临床检查
李春令"!刘增祥"!刘金鑫&!孙昌华&

!"4山东省医疗器械产品质量检验中心(济南!&B#"#"" !&4山东省食品药品检验研究院(济南!&B#"#""

摘要%致癌性试验主要用于评价新药潜在的致癌性风险(是药物 QID机构安全性评价的重要内容之一* 致癌试验

的实验周期较长(动物的临床检查是整个试验的一项重要内容(临床检查结果为动物人道终点’临床病理学检测’

组织病理学检查提供直接参考依据(本文总结并归纳了 & 年来大鼠背景数据的临床检查经验(探讨在致癌试验中

的应用(以便于为检验人员提供更加全面的动物信息*
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!!随着我国医药工业的迅猛发展(药物研发状况
也由之前的仿制性研究逐步过渡为创新性研究* 尤
其是随着我国重大新药创制专项的实施(新增加的
需要评价的药物数量呈逐年递增趋势(愈来愈多的
创新药物需要进行致癌风险的评价 , "- * 致癌性试
验是创新药物安全性评价和上市风险控制的重要组
成部分* 新药上市申请时通常需要提供必要的完整
的动物致癌性试验结果 , &- * 在国际上(<AY’VGVJ’
EMJ等药物管理机构已经制定并实施了相关指
南 , )- * &##’ 年国家食品药品监督管理局发布实施
的#药品注册管理办法$中(规定.致突变试验结果
为阳性/的化合物需要进行致癌性试验 , (- * &#"# 年
( 月国家食品药品监督管理局又颁布了#药物致癌
试验必要性$的指导原则(明确规定预期长期使用
的药物需要进行啮齿类动物致癌试验 , B- * 在药物
非临床研究领域(综合实力较强的 QID机构均已申
报或现已开展致癌性试验* 致癌性试验周期长(花
费高(试验设计和结果比较复杂 , ?- (使用动物数量
多(对研究人员业务能力要求高* 试验周期通常情
况下应进行为期 & 年的终生暴露(中短期致癌试验
期限一般均l" 年!通常为 )i? 个月" , "- * 在致癌实
验的动物!尤其是大鼠"选择中(针对不同的药物可
以更好地更合理地挑选动物品种’品系和性别 !如
果需要" , ’- * 致癌试验进行半年后开始出现体表肿

块(试验进行 " 年后动物自发死亡率明显升高 , $- *

所以详细的临床检查显得尤为重要(每周至少一次(

记录可见’可触肿物的生长情况及动物出现的临床
体征(其检查结果为动物人道终点’临床病理学检
测’组织病理学检查提供直接参考依据(现总结并归
纳了 & 年来大鼠背景数据的临床检查方法(探讨其
在致癌试验中的应用*

临床检查法是为诊断的目的而应用于临床实际
的各种检查方法 , %- * 基本的临床检查方法主要包
括%问诊及一般称为物理检查法的视诊’触诊’叩诊’

听诊和嗅诊* 动物临床检查之前主要是对病畜进行
客观的观察与检查(主要应用于大动物* 随着生命
科学’医药产业的快速发展(临床检查也逐步应用于
被称为.活的试剂/’.活的精密仪器/的实验动物(
实验动物与大动物的临床检查相比较各不相同(具
有其自身的特点*

/K问诊

问诊是临床检查的第一步(通过问诊可获得第
一手资料(对其他诊断具有指导意义 , "#- * 利用知识
与经验进行一系列有目的’有重点的询问(通过询问
饲养员及相关实验人员了解和掌握动物的日常管理
情况(动物的饮食’饮水情况以及更换垫料时动物的
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精神状态’粪便’尿液等情况(以便进行下一步有针
对性的检查*

5K视诊

视诊是检查者用视觉直接观察动物群体和个体
的整体概况或局部表现的诊断方法(也称为望诊*
视诊是临床诊断中最简单’最易行的首选方法(经常
可以搜集到很重要的症状和资料 , %- * 视诊的适应
范围包括群体检查和个体检查 , "#- * 啮齿类动物的
群体检查通常选择隔笼观察法(检查者进入饲养室
后(在安静的状态下观察每笼动物的整体状态(被毛
状态(精神及体态’姿势与运动’行为* 个体检查通
常与触诊等检查相结合进行* 尽管视诊是临床检查
中最简单易行的方法(但它需要检查者熟悉动物的
生物学特性(同时要具有丰富的医学知识和临床经
验(否则会出现视而不见的情况*

3K触诊

触诊是检查者通过触觉及实体感觉进行检查的
一种方法* 即检查者用手触摸按压动物体的相应部
位(判定病变的位置’大小’形状’硬度’湿度’温度及
按压敏感性等(以推断疾病的部位和性质 , "#- * 触诊
的适用范围广(可遍及动物躯体各个部位* 在致癌
试验过程中动物半年后便开始出现体表肿物(所以
触诊成为主要的临床检查方法*
3N/K触诊方法

触诊的方法分为浅部触诊和深部触诊等 , %_")- *
3N/N/!浅部触诊%辅助人员将动物从笼内取出放置
于检查台后(首先观察动物的精神及被毛状态(然后
将动物保定(检查者按照从头至尾的顺序抚摸躯体(
主要检查体表的温湿度’皮肤弹性’浅表淋巴结’局
部肿物位置’肿物大小’肿物软硬程度及敏感性*
3N/N5!深部触诊%深部触诊时辅助人员将动物呈仰
卧姿势保定(主要检查腹腔内脏器及腹部的肿物(因
实验动物个体较小(所以触诊时动作要轻柔(当检查
到某部位敏感性时(应本着先健区后病区(先周围后
中心(先轻触后重触的原则进行(并注意与对应部位
或健区进行比较* 深部触诊通常分为%按压触诊’切
入触诊和冲击触诊* 其中(按压触诊适用于检查实
验动物胸腹壁的敏感性及腹腔器官与内容物的性
状+切入触诊’冲击触诊适用于大动物的临床检查*

触诊虽然是一种常用’简便的方法(但要做到判断准
确(也须经过长时间的锻炼* 显然(触诊也并不单纯
是用手去摸(而必须是同时手’脑并用(做到边触诊
边思索* 有句口诀总结的好(.触诊方法常用到(手
脑并用细琢磨+体表光滑无肿物(温凉润燥手
感觉/ , "(- *
3N5K触感分类
3N5N/!捏粉感!面团感"%感觉稍柔软(如按压生面
团(指压留痕(除去压迫后慢慢复平(常见于皮下水
肿(表明皮下组织内有浆液浸润*
3N5N5!波动感%柔软而有弹性(指压不留痕(进行间
歇性压迫时有波动感* 常见于血肿’组织液外渗’脓
肿等*
3N5N3!坚实感%感觉质地致密(硬度如肝* 见于组
织发生细胞浸润或结缔组织增生*
3N5N2!硬固感%感觉组织坚硬如骨* 见于骨瘤等*
3N5NO!气肿感%感觉柔软而有弹性(并随触压而有
气体向邻近组织传动感(同时可听到捻发音* 多为
皮下气肿的特征*

2K叩诊

叩诊是用手指或器械对动物体表进行叩击(使
之振动而产生音响(根据振动和声响的特点(来判断
被检部位的脏器状态有无异常的一种检查方法* 声
音现象是叩诊的理论基础* 动物的各个器官’组织
有不同程度的弹性(当叩诊时可产生不同性质的音
响* 叩诊通常分为直接叩诊法和间接叩诊法(结合
触诊实验动物常使用直接叩诊法来检查腹部是否可
见胃肠鼓气*

OK听诊

听诊是借助听诊器或直接用耳朵听取机体内脏
器官活动过程中发出的自然或病理性声音(再根据
声音的性质特点(判断其有无病理改变的一种方法*
听诊的方法可分为直接听诊法和间接听诊法(因听
诊多适用于大动物(故较小实验动物较少使用*

4K嗅诊

嗅诊是用嗅觉发现’辨别动物的呼出气体’口腔
臭味’排泄物及病理性分泌物异常气味与疾病之间

0B’0
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关系的一种检查方法 , "#- * 异常气味大都来自皮肤’
黏膜’呼吸道’胃肠道’泌尿生殖道呕吐物’排泄物或
脓液等* 实验动物经常用嗅诊检查的主要有呼出气
体’粪便’尿液’脓液味等* 嗅诊通常情况下会结合
动物更换垫料时或与视诊’触诊等临床检查进行*

动物临床检查过程中(物理检查法 !视诊’触
诊’叩诊’听诊和嗅诊"是用检查者的视觉’触觉’听
觉和嗅觉器官去感知外界现象的* 感觉器官的灵敏
程度是不同的(人们感官精确程度的顺序是视觉(触
觉(听觉(嗅觉和味觉(因此(视诊是最可靠的检查方
法(触诊次之(而依靠听觉的叩诊和听诊则更次之*
临床检查过程中应详细记录每只动物的临床状态(
如有异常应结合上次检查进行仔细比较分析(及时
汇报给实验专题负责人及相关实验人员* 总结动物
的临床检查方法(有个口诀概括的更为全面(即.临
床检查方法多(摸问视听叩常做+粪尿气味用鼻闻(
六大方法莫记错+先整体后个别(系统检查加思索+
大小症状均罗列(蛛丝马迹莫放过/ , "(- *

目前我国新药创制能力不断增强(如何更好地
进行致癌性研究评价是我们面临的紧迫性课题* 我
国 QID机构起步较晚(与国外先进水平存在一定差
距(但是在国内管理机构及毒理学家的共同努力下(
相信与国外的差距会越来越小(并逐步实现与国际
接轨*
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屏障动物房书虱爆发’处置与风险评估
张金梅!康!康!陈国元!张笑瑞!唐!蔚!朱怡琴!吴宝金

!中国科学院上海生物化学与细胞生物学研究所动物实验技术平台(上海!&###)""

摘要%书虱属啮虫目虱科昆虫(是粮仓’图书馆及家居生活中较常见的一类昆虫(较少出现在实验动物屏障环境中*

本单位在屏障动物房 <LA排风管道中发现书虱爆发(经采取管道清洗’敌敌畏消杀及降低湿度等措施(控制了书虱

爆发(清除了病原威胁* 本文对书虱爆发的经过’处置方法及效果进行了介绍(并对书虱的来源’处置方法的选择

及书虱对实验动物屏障设施的潜在风险进行了探讨*

关键词%书虱+屏障设施+独立通风笼具!<LA"+敌敌畏

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

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4#"B

!!书虱属啮虫目书虱科昆虫(是粮仓’图书馆及家
居生活中较常见的一类害虫(国内有 &# 余种(以嗜
卷书虱和嗜虫书虱最多见(两者均身体扁平’个体微
小 !约 " 77"( 外部形态极其相似( 喜欢生活在温
暖潮湿的环境中* 书虱生活史因种属及环境温湿度
不同而有较大差异(在条件适合时可快速繁殖而造
成危害* 书虱以饲料粉尘为食(不吸食动物血液(对
动物的直接威胁不大(但其本身是多种病原微生物
的媒介 , "_)- * 书虱的存在会引起工作人员的心理不

适(书虱尸体碎屑也是常见的过敏原 , )_(- * 以上几
方面原因(决定了书虱不可以在屏障环境中存在*

国外学者零星介绍过书虱可能出现在屏障动物房
内 , B- (而国内则未见类似报道(书虱问题尚未引起
实验动物从业者的关注*

近年 来( 随 着 独 立 通 风 笼 具 ! 12,1b1,U3O
bS291O39S, 53ZS*(<LA"的普及(屏障加 <LA已经逐步
取代屏障加开放笼架而成为大小鼠饲养的普遍模
式(但 <LA本身存在一些无法避免的结构缺陷(比
如通风管道长’内部死角多(回风管道内饲料粉尘残
留’湿度较大等(这些运行特征为书虱的快速繁殖创
造了条件(并成为威胁实验动物及从业人员健康的
潜在因素之一* 我单位屏障动物设施五年来一直维
持在 =DE级别(此次书虱爆发(规模较大(给动物房

管理工作带来了新的考验* 现将我单位书虱爆发(

处置过程介绍如下(希引起广大同行的重视*

/K书虱爆发及处置过程

&#"’ 年 $ 月中旬(本部门工作人员在例行更换
<LA排风过滤网时(发现 <LA主机的粉尘收集盒及
排风连接管中出现活体小虫(约 " 77大小(经过分
类学鉴定(确认此种小虫为书虱!见图 ""* 随后对
整个设施进行了详细排查(发现该屏障内的每个饲
养间都不同程度出现了书虱* 该屏障内 $ 个饲养间
共 &’ 台 <LA设备中(") 台设备的书虱数量较多(其
中 ( 台的书虱数量在 B ### 头以上+另外 "( 台设备
的书虱数量较少(其中 "" 台的数量在 "## 头以下()

台未发现* 书虱出现的位置集中在 <LA设备的排
风管’排风过滤网’粉尘收集盒等处(动物体表及笼
盒内未发现* 书虱数量与粉尘集聚程度相关(书虱
数量较少或没有发现书虱的 "( 台设备(其粉尘集聚
的程度比较轻微(而书虱数量较多的 ") 台设备(均
表现出较为严重的粉尘集聚情况*

平台管理人员综合考虑了书虱的生物特性’屏
障环境正常运行需求及 <LA设备的特点(在保证小
鼠安全的前提下(采取了药物喷洒灭虫’<LA笼具清
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图 /K书虱
注%左为光镜照片(右为扫描电镜图片

M#)V/KWS(R#HS
>69S%R8SOSW9:159UTS6W:*651,*1*U2,STO1Z89715T6*56:+( 32, 98ST1Z8962S1*3*532212ZSOS59T62 715T6*56:15173ZS

洗及降低湿度等措施* !""药物杀灭%针对 <LA排
风管道及屏障环境采取了不同的方法* 针对 <LA
排风管道的消杀处理(使用 " s&## 的敌敌畏(现配现
用* 操作过程中不关闭 <LA主机(保证饲养间内无
杀虫剂气味(不影响在养动物* 将所有笼架的排风
管由上端盲端用注射器注入 "C&B 7I;管(总排风管
盲端注入 B 7I;管(粉尘收集盒注入 " 7I;个(排风
过滤网经药物浸泡后使用(以上工作每周 & 次(持续
) 周* 针对屏障内外环境的消杀处理(采用双甲脒
!"&4Bh原液 " sB## 稀释"(对屏障内外喷洒药液(每
日 " 次(持续 ) 周+随后针对屏障外区域每周 " 次(
持续 ) 个月(屏障内不再处理* !&"<LA笼架及主机
的清洗%在进行药物杀灭的同时(以房间为单位(将
笼架和主机逐一拆洗并更换* 对笼架和主机进行除
尘’清洗’杀虫’充分晾干’熏蒸消毒后重新启用+对
所有可以进行高温高压灭菌的 <LA配件如进风嘴’
排风嘴’排风过滤网等(经清洗’晾干’高压灭菌后传
入屏障+&’ 台笼架在 "# , 内完成一轮清洗* 对于清
洗后启用的笼架及主机(同样进行药物消杀处理*
!)"降低湿度%房间湿度由 ?#hi’#h调整为 (#hi
B#h(但经过笼盒后的 <LA排风管内空气的湿度仍
接近 ?#h* 该方法是否能有效抑制书虱生长尚不
清楚*

在实施上述处理措施后(我们详细观察了书虱
数量的变化* 对未清洗的笼架(在第一次使用敌敌
畏消杀 ) , 后仍可观察到少量活体书虱存在(但数
量大大减少(每个笼架都在 B# 头以下+在第二次用

药后(只发现有零星活体书虱* 在 "# , 后完成第一
轮 <LA清洗时(敌敌畏消杀已经进行了 ) 次(此后再
未发现书虱*

5K讨论分析

5N/K书虱的来源
由于书虱在同一时间同一个屏障内大面积发

现(而不是局限在某台 <LA设备或者某个饲养间(
我们判断这次爆发应该是 " 个系统性工作漏洞(而
不是个别员工或实验人员操作带进的污染* 据笔者
分析(有 ) 个途径可导致书虱出现在屏障内%!""辐
照饲料质量不合格* 饲料的辐照处理具有直接使
用’操作方便’营养成分保存较好等优势逐渐取代高
压灭菌处理的方法(但饲料在生产’仓储和运输过程
中很容易被原料及环境中的书虱污染(如果某批次
饲料的辐照时间’剂量不达标或者包装不严密(就可
能将书虱带入屏障动物房内* !&"<LA排风过滤网
处理措施不彻底* 该屏障的过滤网每两周清洗更换
一次(在屏障外用自来水洗刷后(经 Bn过氧乙酸浸
泡(再用紫外灯杀菌’风淋’晾干备用* 由于反复使
用(有可能将屏障环境外的书虱带入* 我单位已将
清洗后的过滤网通过高压灭菌方式引入屏障* !)"
上海夏秋季节的气温及湿度普遍偏高(书虱也较活
跃(自屏障外爬入也存在可能* 相对于细菌病毒等
病原体(防范有移动能力的虫体更加困难(故对屏障
周围环境的消杀处理需引起重视*

0$’0
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5N5K处置依据
书虱对杀虫剂具有一定的抵抗能力(且在实施

喷洒的过程中会出现死角(导致无法利用药物彻底
灭杀书虱(一旦条件有利(仍然可能会造成书虱的再
次爆发* 对爆发书虱的笼架进行清洗(不仅去除了
书虱赖以生存的饲料粉尘(还可以去除绝大部分虫
体及虫卵* 只有同时进行清洗及消杀的笼架才能彻
底杀灭虫体*

多种药物对书虱均有杀灭作用(本次使用两种
不同类型的药物(一种是针对环境消杀使用了双甲
脒(该种药物气味低(对动物的影响小(可用于对动
物的药浴 , ?_’- * 另外一种是针对 <LA排风管道的消
杀(采用了强效药物敌敌畏* 根据程伟霞等的研究(
嗜卷书虱和嗜虫书虱对有机磷类杀虫剂 !敌敌畏’
毒死蜱’ 对氧磷"和氨基甲酸酯类杀虫剂 !丁硫克
百威"敏感性研究显示(敌敌畏是首选药物 , $_%- * 在
使用过程中(我们首先进行了试验性杀虫(由于药物
注入 <LA排风管中(挥发性气味随 <LA笼盒内空气
排出屏障系统(饲养间无味道(动物未受影响*

书虱最适宜的生存条件是 &B i)# j及 ’#hi
$#h的相对湿度(但书虱种类不同’环境温度及湿度
差异会影响生活史的长短* 据报道(在 )&j’’Bh
KY(书虱的卵期约为 B ,(在 &Bj’B)hKY条件下(
卵的孵化期为 ""4% ,(而在 )#j’’?hKY条件下(孵
化期为 ’4? ,, &- * 我们将药物消杀过程设计为 ) 周(
主要的考虑因素是虫卵对敌敌畏的抵抗力较虫体
强() 周时间可保证所有虫卵孵化并被杀灭* 因书
虱对湿度敏感(相对湿度低于 ?#h可抑制群体生长
繁殖(我们也采取了降低湿度的措施(但此方法效果
有限(仅可作为辅助措施*
5N3K书虱的潜在威胁及风险评估

书虱是粉食性生物(在传统的平板架饲养方式
时(即使发生书虱入侵(由于笼盒与饲料的定期更
换’平板架的定期清洁(没有饲料粉尘堆积的条件(
这导致书虱因食物匮乏而无法长期生存(不具备大
规模繁殖爆发的条件* 但是 <LA设备的工作原理
与结构特点决定了粉尘不可避免地聚集在排风管道
中(这就为书虱的爆发式繁殖创造了条件* 通过这
次事件的警示(我们计划将笼架清洗周期由半年调
整为三个月(尤其是夏季开始前的六月底(确保对所
有 <LA笼架及管道进行一次清理+同时(防止饲料

粉尘进入 <LA设备排风管道的措施需要得到重视(
国内有单位在笼盒的排风口增加过滤网(可以有效
减少饲料’垫料粉尘进入排风管道(这一装置值得
推广*

国外学者注意到书虱偶尔在屏障动物房出现的
问题 , (- * 据笔者所知(数年前(某科研机构运行不
久的屏障动物房 <LA管道中出现过书虱爆发* 尽
管书虱本身对动物不致病(但是书虱是一个能自由
活动的载体(可以携带多种病原(如绿脓杆菌’金黄
色葡萄球菌等环境菌(这对动物房病原微生物的控
制是巨大的威胁* 对粮食仓储单位而言(书虱是工
作人员最重要的过敏原之一(这一问题对实验动物
工作者同样重要* 书虱的出现不仅仅会造成工作人
员的心理不适(更是屏障动物房管理工作缺陷的表
现* 本单位屏障环境管理严格(运行 B 年仍保持
=DE级别(如此严格管理的屏障系统却发生了书虱
爆发的情况(这一教训应该引起广大从业人员的
重视*
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抑郁症动物模型的研究进展#

苗茸茸!曲显俊
!首都医科大学基础医学院药理系(北京!"###?%"

摘要%近年来(抑郁症的发病率不断上升(但是抑郁症的病理生理学机制仍有许多未知之处* 抑郁动物模型可以模

拟人类抑郁症的临床症状且这些症状可被有效的药物逆转(这对于抑郁症的发病机制及抗抑郁药物研发’临床疗

效评价都有着重要的应用价值* 目前(常见的抑郁动物模型主要通过给予应激’手术’药物’改造基因来构建* 本

文综合近年来国内外文献对于常用抑郁症动物模型的建立方法和评价体系进行分析总结(以期为抑郁症的相关研

究提供参考*

关键词%抑郁症+动物模型+发病机制

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

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4#"?

!!抑郁症是一种常见的精神情志障碍性疾病(其
典型的症状主要包括情绪低落’思维迟缓’兴趣减
退’饮食睡眠障碍’认知功能损害以及其他各种躯体
性症状 , "- * 近年来抑郁症的发病率不断升高(并且

已成为常见影响人类身心健康的疾病之一* 世界卫
生组织曾指出(抑郁症将在 &#&# 年成为全球仅次于
心脏病的第二大疾病 , &- * 尽管形势如此严重(迄今

我们对于抑郁症的病因以及发病机制并未完全了
解* 所以(虽然单胺类药物的发现从根本上改变了
抑郁症治疗方法(然而临床研究发现(目前的一线抗
抑郁药物对抑郁症患者的治疗效果并不理想 , )- (而

且起效至少需要几周甚至几个月的时间(这就迫切
地需要研究人员发现抑郁症新的发病机制并研发出
起效更快(疗效更好的药物(而这些均需要建立在基
础研究中的更加理想的抑郁动物模型上* 然而(目
前并没有一个抑郁动物模型能够包括人类所有抑郁
的特点* 因此(我们需要对现有的抑郁动物模型进
行分类和评价(以期为相关研究者提供有用信息*

目前(常见的抑郁动物模型主要通过给予应激’手
术’药物’基因敲入或敲除来构建(本文将按照上述
分类方式(综合近年来国内外文献对常用的抑郁症
动物模型的建立方法以及认知学评价方法进行分析

总结和评价*

/K实验动物

目前用于构建抑郁症动物模型的动物主要包括

天生对应激敏感的 [1*93TF+696![F\"大鼠 , (- ’具

有遗传抑郁的 EO12,STKS*1*9329I12S!E=I"大鼠 , B- ’

=:T3ZUS,3-OS+! =M" 大鼠 , ?- ’天生嗜酒的 E3-2_

Y66,S, !EY"大鼠 , ’- ’脑内 B_羟色胺受体活力低下

的 RT+62 G3eSMUOO!RGM"大鼠’小鼠 , $- ’灵长类动

物 , %- ’小鸡等* 在理想情况下(一个恰当的人类抑
郁症的动物模型应该尽量满足以下两个条件%第一
点是病理生理学现象与人类抑郁症尽可能高度相
似(第二点是与人类抑郁症类似的发病原因和治疗
方法相关 , "#- *

5K抑郁症动物模型的分类及评价

5N/K应激造模
引起人类抑郁症的主要因素之一就是应激(且

由应激引起的抑郁症可以被一线临床抗抑郁药物所
逆转(所以通过人为给予应激来制作抑郁症模型是
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目前常用的主要方法之一(其主要包括以下几种
方法%
5N/N/!习得性无助模型%最初由 =SO1Z732 和 G31ST
提出的习得性无助模型目前多用于研究抑郁症的病
理生理学机制以及筛选抗抑郁药物(这是众多抑郁
症病理生理学理论概念的来源 , ""- * 习得性无助模
型是指将动物暴露在无法控制且无法预测的应激
!如噪声"后导致动物在之后的学习活动行为欠缺(
包括自发性活动减少’逃避行为障碍等(与此同时(
模型动物还将出现一些如体质量减轻’食欲减退’攻
击性降低’运动性活动减少等行为改变 , "&- (而这些
活动行为欠缺可以被抗抑郁药物所逆转(这些特点
与人类抑郁症状相似(因此习得性无助抑郁模型是
一个很好的模型 , ")- * 研究表明(习得性无助动物模
型体内的血清素转运点和大脑前叶的谷氨神经递质
系统发生了改变 , "(- (细胞内信号通路也发生了异常
变化* 此外(对习得性无助抑郁动物的前额皮层以
及海马区的突触体进行蛋白质组学分析发现(这些
位点的能量代谢以及细胞重建都发生了异常 , "B- *
X86U 等 , "?-经过代谢组学分析发现习得性抑郁模型
动物体内的谷氨酸盐’半胱氨酸(蛋氨酸(精氨酸’脯
氨酸的代谢以及脂代谢’糖代谢都发生了紊乱(这可
能是另一种抑郁症的发病机制(但仍需进一步确证*
5N/N5!行为绝望模型%行为绝望模型是指将动物置
于一定的环境之中(直至动物出现绝望状态(主要包
括大小鼠强迫游泳模型 !W6T5S, *-17712Z9S*9(
E=R"和小鼠悬尾模型 !931O*U*:S2*162 9S*9( R=R"(二
者均为经典的抗抑郁药筛选’评价模型(具有敏感度
高’操作简单’时间相对较短的特点*
&C"C&C"!大’小鼠强迫游泳模型%将大鼠或小鼠放
置在盛水的透明玻璃或树脂缸中(动物会在水里不
断挣扎并试图逃脱(多次逃逸失败后便放弃挣扎漂
浮在水面上(表现为不动的姿势(此时即为绝望状
态 , "’- * 此方法经济方便’操作简单’可信度高(是多
数抗抑郁药物初筛的首要方法之一* 但实际上抑郁
症是慢性病(强迫游泳模型是利用急性应激使得动
物具有抑郁样作用(所以该模型无法完全模拟人类
的抑郁症(再者(该实验除了受到操作者主观判断影
响外(还会受到水温’水深’周围环境以及动物品系
的影响(所以会有一定的假阳性及假阴性结果(实验
人员要加以区分和判断*
&C"C&C&!小鼠悬尾模型%在实验过程中(从尾巴处
将实验动物吊起(使其悬挂于半空(动物为了克服非

正常体位不断挣扎(经过多次无效的挣扎后(小鼠会
表现为间断性不动的 .绝望 /状态 , "$- * R=R是与
E=R相似的经典实验(但 E=R由于将小鼠置于水中
可能会引起小鼠体温过低等身体状况的改变从而影
响实验结果* 然而(由于大鼠的体型’体质量等因素
难以控制(R=R仅适用于小鼠*
5N/N3!社会心理应激模型%一般来说(抑郁症多是
由于患者对于社会应激产生不良反应所导致的(当
人类长期多次暴露在过多的压力或创伤事件后(就
可能会产生自我评价降低’社会功能下降’焦虑’寂
寞’以及其他抑郁症状* 基于以上发病原因(目前主
要有三种动物模型%早期应激_孤养抑郁模型’群居
社会模型和社会失败应激模型*
&C"C)C"!早期应激_孤养抑郁模型%临床研究发现(
如果在出生早期将幼儿与母亲分离会导致幼儿罹患
抑郁症(早期应激_孤养抑郁模型便基于此原理 , "%- *
目前常用的实验方法包括将群养小鸡孤养’分离灵
长类动物的幼崽与母亲(分离配对的仓鼠’分养群居
大鼠等(这些方法可以作为由社会交往减少或异常
导致孤独感增加(从而诱发抑郁障碍的动物模
型 , &#- * 前期研究发现(当幼儿与母亲分离后(会出
现玩耍时间减少’面部悲伤’抑郁样蜷缩等行为 , &"- (
动物的神经内分泌会有显著的变化且可持续数
月 , &&- (这些症状可被抗抑郁药物所逆转(也就证明
了孤养模型的可靠性(但是这种由于早年剥夺母爱
而导致的幼儿抑郁样症状的具体机制尚不明确(仍
需进一步确证*
&C"C)C&!社会失败应激模型%社会失败应激模型是
指将动物反复多次的暴露于另一更强壮的有侵略性
的同种动物之下从而导致实验动物出现快感缺失’
情绪低落等症状 , &)- * K6*S等人发现若将天生好斗
的蟋蟀与另一更好斗的同类同笼(当它在 ($ 8 内被
连续打败五次后(间隔 &( 8(再次将它与体型相近的
蟋蟀同笼(该蟋蟀在接下来超过 &( 8 的时间内都表
现出斗争消极状态 , &(- (这些表现与人类的抑郁症状
有许多相似之处*
&C"C)C)!群居社会模型%群居社会模型是利用一个
更具侵略性的同种动物对整个和谐稳定的群体产生
社会压力(从而导致这些动物长期的行为和精神社
会学的改变*
5N/N2! 慢 性 不 可 预 知 温 和 性 模 型 ! 58T6215
U2:TS,1593POS71O, *9TS**(A]G="%该模型是指在一定
的时间段将实验动物连续暴露于多种不可预测的温
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和性刺激下!如光照’隔离’剥夺食物或者水’噪声
等"(从而更好地模拟实际生活中抑郁症的发病环
境(制造出在长期慢性低水平刺激下所构建的抑郁
模型* 该模型可靠性强(与人类抑郁症状拟合度高(
效果可持续数月(在抗抑郁药物的治疗下抑郁症状
可缓解(最重要的是治疗的时间进程及效果都与临
床治疗情形相似(所以 A]G= 对于研究抗抑郁药的
药效机制及抑郁症的病理生理学机制具有一定的应
用价值* 但是由于该模型耗时长’工作量巨大(使得
其应用受到了一定的限制* 目前的研究表明(长期
给予实验动物慢性不可预知温和性刺激会导致动物
出现兴趣减退’活动减少’好奇心降低等抑郁样症
状* =587SO912Z等 , &B-研究发现(A]G= 模型动物的
夜间体温较对照组有所升高(DS58O1b326b3等 , &?-的
研究结果也表明(在高架十字迷宫实验中(A]G= 模
型动物的焦虑指数与体温也较对照组有所升高(而
且实验动物体温升高的现象可被抗抑郁药物地昔帕
明逆转(由此认为实验动物的体温升高与焦虑指数
是一致的* 目前 A]G= 模型应用较多(且有很多的
优化模型可供选择(信欣等 , &’-将慢性轻度不可预知
应激与孤养动物模型相结合(在建模 &$ , 后即可观
察到小鼠的正常水平活动与垂直活动都有所减少(
且此症状至少可以维持到建模结束的 )B , 时(而且
氟西汀可以有效缓解该症状(此模型可以根据研究
目标药物的可能作用机制’药物起效快慢或疗程来
确定 A]G= 周期和适宜的给药时间*
5N5K手术造模
5N5N/!嗅球切除 !6OW3596T+PUOPS59671eS,( HN"模
型%最常用的手术造模方法即为嗅球切除模型法*
嗅球位于端脑前端(与边缘系统的相关功能有关(可
以影响情绪’行为和内分泌* 去除大鼠双侧嗅球会
使其产生复杂的行为’神经化学’神经内分泌和免疫
系统的改变(主要表现在其被动回避学习能力下降(
应激反应和攻击行为增强(强迫游泳实验中静止时
间延长(这些症状可被长期应用抗抑郁药所纠正(这
与抑郁患者身上观察到的现象一样 , &$- (所以也是模
拟人类抑郁症很有效的一种模型(但是 HN模型对
实验室条件’操作人员技术’操作时间要求较高(目
前常用于探索细胞因子介导的免疫反应对抑郁症患
者神经系统发生的影响 , &%- * MS:51U58 和 D3TO12*.3_
[6a932, )#-发现双侧嗅球切除导致大鼠嗅觉缺失可
能会导致不可逆的磷脂结构损伤从而导致抑郁的发
生* 在 &#"’ 年(\UT993*3等 , )"-发现大鼠双侧嗅球切

除后虽然有明显的行为’神经以及神经内分泌方面
的变化(但是抗抑郁药物氟西汀却不能逆转手术造
成的海马区域的损伤* 因此(他认为 HN模型并不
适用于抗抑郁药物的药理学活性筛选*
5N5N5!卒中后抑郁 ! :6*9_*9T6.S,S:TS**162( D=M"
模型%卒中后抑郁模型目前应用较少(张高才和徐兴
顺 , )&-联合大脑中动脉阻塞 !71,,OS5STSPT3O3T9ST+
655OU*162( GAJH"和空间行为限制建立了卒中后抑
郁动物模型(即用 ?# 712 缺血辅以 ’ , 的空间限制
后(小鼠的活动明显减少(神经功能恢复变慢(体质
量减少(脑源性神经生长因子以及 B_YR’MJ的含量
明显降低(而血清中皮质醇的含量则明显增加* 实
验结果表明(实验组小鼠的 YDJ轴系统被激活(而
这些抑郁症状均可被丙米嗪逆转(符合抑郁模型的
标准* 该模型理想地模拟了临床卒中病人由于肢体
瘫痪行动受限所导致的抑郁状态(为卒中后抑郁症
的病理学机制研究和临床治疗提供了基础*
5N3K药物诱导造模

此类模型是基于临床观察到的药物之间的相互
作用而产生的(主要用于筛选针对专一靶点的抗抑
郁药* 这类模型主要基于抑郁症的单胺假说而构
建(如长期给予糖皮质激素可以导致大鼠活动减少’
糖水偏好程度降低’海马脑区(尤其是 MQ区 NM>E
表达量降低(从而构建出理想的抑郁大鼠模型 , ))- *
利血平’去甲肾上腺素等药物也可用于抑郁动物造
模(如 IS198 和 N3TTS99, )(-发现利血平可以非选择性
地耗竭脑内的单胺类神经递质(从而诱导啮齿类动
物体温下降及运动不能症状* F83,T3-+等 , )B-用利
血平构建了小鼠的抑郁模型(并且尼古丁可以通过
影响小鼠皮质和海马的单胺类神经递质从而发挥其
抗抑郁作用* 除此之外(精神兴奋剂的戒断模型也
会诱发抑郁样的改变(使得啮齿类动物在强迫游泳
实验及悬尾实验中不动时间延长 , )?- * 但是(由于药
物造成的动物抑郁模型与人类抑郁症的发生机制之
间存在一定的差距(故而限制了其广泛应用*
5N2K遗传型造模

抑郁具有一定的遗传倾向(ISb12*62 等分析认
为 (#hiB#h的抑郁风险是由基因决定的(而且目
前研究已经发现多个潜在遗传位点(因此(利用转基
因技术对可能相关基因进行敲入或者敲除建立转基
因抑郁动物模型对于研究基因位点相关的抑郁发生
具有重要意义* 目前相关抑郁动物模型主要有以下
几种%
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5N2N/! EO12,ST=S2*191bSI12S!E=I" 大鼠模型%
HbST*9TSS9和 [SZS2ST, )’-最初研究 E=I大鼠模型(但
是后来发现该模型动物表现出快动眼睡眠延长(并
且在游泳测试中不动时间延长(且这些行为可以被
抗抑郁药物所逆转(HbST*9TSS9和 [SZS2ST发现抗抑
郁治疗 "( , 后(E=I大鼠出现抗抑郁药样行为*
E=I大鼠很显著的一个特征是对很多种药理机制不
同的药物都非常敏感* 因此 E=I大鼠可以作为抑
郁症的基因动物模型4
5N2N5![1*93T_F+696![F\"大鼠模型%[F\大鼠模
型本来是用于构建原发性高血压动物模型(但是由
于其在造模期间表现出一些行为学’神经内分泌等
抑郁样现象(故而也用作抑郁动物模型的构建*
>37等 , )$-发现该模型动物在强迫游泳实验中的不
动时间延长(活动减少(YDJ轴功能亢进血清皮质
醇含量增多(前额叶皮质及中缝背核的五羟色胺水
平异常 , )%- (脑与血清的 NM>E含量较低 , (#-等现象(
故也用于抑郁动物模型*
5N2N3!糖皮质激素受体基因突变小鼠模型%近年来
有科学家发现(下丘脑_垂体_肾上腺!YDJ"轴的功
能障碍!高或低活性"在重度抑郁发展中发挥突出
作用(主要涉及三个因子%神经肽促肾上腺皮质激素
释放因子!56T91569T6:12_TSOS3*12ZW3596T( AKE"及其下
游靶标 B_羟色胺和去甲肾上腺素 , ("- * A83,1等构建
了能够模拟神经内分泌紊乱的动物模型(并以此来
揭示应激反应增加或减少的机制* 结果表明(高反
应性(中反应性和低反应性小鼠之间 YDJ轴的反应
性有显著差异* 此外(这些差异在所有后代中都有
发现(并且可以通过选择性育种来增加(这表明了各
自表型的遗传基础* 除此之外(在应激情况下高反
应性的小鼠出现坐立不安’烦躁’糖皮质激素浓度升
高等现象(且观察到的焦虑有关行为(探索性驱动(
运动活动和抑郁样行为均与人类的抑郁症状相似(
因此这种小鼠可以用来构建抑郁症动物模型 , (&- *

3K小结

综上所述(抑郁动物模型的建立对于抑郁发病
机制以及抗抑郁药物研发’临床评价都有着重要的
作用* 然而目前还并没有一个动物模型能够完全涵
盖所有的抑郁症状(因此(可以联用多种造模方法以
建立较为全面’与人类抑郁症状更为相似的动物模
型(从而提高实验结果的可信度* 一方面(我们应该

掌握不同模型动物的特点(从而选择出最适合自己
课题的模型动物+另一方面(我们还应该继续研究新
的抑郁模型(以构建出更为完善的研究工具(为未来
完全理解抑郁发病机制以及尽快提高抗抑郁药物研
发水平提供更有价值信息*
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结直肠癌肝转移动物模型研究进展#

乔大伟"!&!李玉芳"!&!李胜男"!&!肖!云"!&!姜礼双"!&!孔桂美"!卜!平"!&!)
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摘要%肝脏是结直肠癌转移最主要的靶器官(结直肠癌肝转移也是结直肠癌患者死亡的主要原因* 目前(结直肠癌

肝转移动物模型构建的方法主要包括原位种植模型(用于研究结直肠癌发生肝转移过程及其相关机制+异位种植

模型(用于评价各种治疗方案+异种种植模型(用于对患者个体化治疗方案的筛选+转基因动物模型用于准确地引

导患者进行靶向治疗*

关键词%结直肠癌+结直肠癌肝转移+动物模型

中图分类号% K’)BC)!!文献标识码% J!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#)_##$?_#B

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4#"’

!!结直肠癌 !56O6TS593O5325ST(AKA"是全球第三
大癌症和癌症死亡的第四大原因 , "- * 近年来我国

结直肠癌发病率和死亡率呈逐步上升趋势( 结直肠

恶性肿瘤在肿瘤发病率中占据第 B 位 , &- * 肝脏是
AKA最常见的远处转移部位(结直肠癌肝转移
!56O6TS593O5325STO1bST7S93*93*S*(AKIG"严重影响
AKA预后* 约 "Bhi&BhAKA病人在确诊时即合并
有肝转移(另有 "Bhi&Bh病人在行 AKA原发灶根
治术后发生肝转移(其中 $#hi%#h肝转移灶无法
获得根治性切除* 且只有 "Bhi&#hAKIG患者适
合手术切除(术后 B 年存活率仅为 &#hi(#h* 因
此选择合适的 AKIG动物模型(对研究 AKA发生发
展及肝转移的机制及正确评价各种治疗方案的疗
效(提供与临床应用相关的证据等有重要作用* 现
将 AKIG动物模型的构建方法综述如下*

/K原位种植模型

AKA的原位种植模型根据植入的位置分为原

位盲肠种植模型和原位直肠种植模型*
/N/K原位盲肠种植模型

原位盲肠种植模型包括癌细胞直接种植’直接

缝合原位植入’盲肠接种 HN医用胶粘贴法’盲肠造
疝原位接种法及结肠造口移植法等* Q66,-12 和
YU32Z, )-通过盲肠壁植入 AR_&? EI) 细胞建立原位
AKIG模型(来评估药物的抗癌功效(发现此种造模
方法具有高侵袭性和高转移性* R36等 , (-通过原位

盲肠植入 YAR_""? 细胞(建立原位盲肠种植模型(

研究胃肠安![AJ"和 B_氟尿嘧啶!B_E]"对肠癌和
肝转移的影响* 结果单独 [AJ治疗降低转移率
!B#hb*"##h(5l#C#B"* [AJoB_E]联合治疗最
有效(转移率 ! (#hb*"##h(5l#C#""* 表明 [AJ

与 B_E]联合治疗会显著抑制结肠肿瘤生长和肝转
移* 癌细胞直接种植盲肠(与临床 AKA血道和淋巴
播散过程相近+直接缝合比较方便(能够从整体上观
察 AKA成瘤及转移的情况(该模型是一种研究 AKA

发展及转移的可靠’有效的观察模型+盲肠接种 HN

医用胶粘贴(癌组织和肠壁的吻合度较直接缝合先
进(应用前景大+盲肠造疝接种法操作简单(成功
率高(受其他脏器及肿瘤细胞影响较小(此法较少
缝合到肠壁血管(避免肠坏死以及造成肠瘘等缺
点+结肠造口种植模型的实验动物生存周期较长(

观察时间充裕(但增加了感染的机会(容易影响实
验数据*
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/N5K原位直肠种植模型
原位直肠种植模型包括非手术经肛门直肠注射

法’肛门切开直肠注射法及肛门直肠癌组织块种植
模型* 非手术经肛直肠注射法%麻醉后使实验动物
直肠脱垂(在 OHq和 "##q显微镜下将 #C" 7I!&CBq
"#( 个;7I"的鼠源性肠癌细胞 AR&? 注入距肛门
pB 57!超出肛管近端 " i& 77"的远端直肠黏膜
内(进针深度为黏膜层下约 " 77(避免穿透肠壁*
肛门切开直肠黏膜层注射法%用两个金属夹夹紧小
鼠肛门部直肠的前壁(在金属夹之间剪开长 ? i’
77直肠壁(再将肿瘤细胞悬液注射到直肠黏膜层
内* 肛门直肠癌组织块法%主要步骤用缝针轻轻破
坏直肠壁(用 ?;# 吸收线缝针把肿块缝于该处*
[32Z等 , B-采用自制接种器将 #C" 7I细胞密度为 &
q"#’ 个;7I的结肠癌细胞 YAR""? 接种于 NJIN;5
裸鼠直肠上(成功建立原位移植性直肠动物模型(直
肠原位接种 "$ 只成瘤率为 "##h(未发现肝转移灶*
优点%种植操作简单(创伤较小(能更好地模拟结直
肠癌的临床生物学行为(比如肿瘤的局部生长’肿瘤
的浸润’癌细胞原位脱落穿过血管壁进入门静脉循
环血运转移等过程* 缺点%直肠壁较薄种植成功率
较低(不易操作(远处转移少(影响实验结果*

5K异位种植模型

异位种植模型按植入位置不同可以分为脾脏种
植’门静脉;肠系膜种植’肝脏种植及腹腔扩散种植*
5N/K脾脏种植模型

脾脏种植法是目前 AKIG模型公认的最佳模
式之一* 肿瘤细胞从脾内种植(植入的细胞能避开
大量免疫细胞攻击(通过血管浸润而发生肝转移*
因此(能较好模拟人体内 AKA切除后肝脏转移* 根
据是否切除脾脏分为脾脏保留法和脾脏切除法*
5N/N/!脾脏保留法%在显微外科镜下(于小鼠左侧
腋后线肋缘下纵行切开长约 #CBi" 57创口(进腹
后找到柳叶状脾脏并牵出腹腔外(用 " 7I注射器吸
取混悬好的单细胞液 #C&i#CB 7I!细胞数约为 "q
"#? i"q"#’ 个;7I"(从脾下极进针(缓慢注射 !约
&i) 712"入脾内(注射区可见脾被膜变白隆起* 缓
慢拔针后酒精棉球按压针眼(使瘤细胞得经脾静脉
进入肝脏(防止肿瘤外溢* 查无出血后依次间断缝
合肌肉’皮肤(关腹* EOS9S2 等 , ?-通过脾脏注射 YR
细胞株 YR&% 和 YAR""?(在裸鼠中建立实验性肝转

移* 注射后(YAR""? 和 YR&% 细胞在所有动物中产
生肝肿瘤* Û 等 , ’-为了观察 JKR" 对体内肿瘤生
长或肝转移的影响(成功构建了 NJIN;5小鼠 AR&?
细胞的脾移植肿瘤模型* 优点%操作简单(易于实
施(且保留了脾脏部分免疫功能即保存了宿主固有
的抗肿瘤免疫功能* 缺点%肝脏转移瘤形成的同时
发生脾脏肿瘤(转移灶常为散在癌结节(影响小鼠
的存活时间(且脾脏肿瘤通常在肝转移瘤前发生(
会影响实验的准确性(不适于验证周期较长的药
物实验*
5N/N5!脾脏切除法%脾脏注入肿瘤细胞后(约 B i
"# 712(待注射区苍白隆起消失后结扎脾血管及胃
短动静脉(切除脾脏(检查无出血后逐层关腹* EU
等 , $-和 G{TcUSe等 , %-将 AR_&? 细胞注入 NJIN;5小
鼠脾囊并切除脾脏(成功建立了 AKIG 模型*
H*8173等 , "#-建成了一组用荧光素酶和 9,R67396稳
定标记的 YAR""? 人 AKA细胞的单克隆衍生物(并
具有不同的生长特性* 脾脏注射及脾切除术后(大
部分克隆能够产生肝转移* 该模型提供定量可视化
肝脏中个体肿瘤克隆的发展的能力(并估计其生长
动力学和定殖效率* 优点%更好地模拟了 AKA根治
术后因血行转移而发生肝转移的过程(肝转移率高(
模型稳定(转移癌向各个肝叶呈弥漫性转移* 可以
满足各种检测方法的取材需要* 缺点%肿瘤分泌降
解酶降解细胞外基质(形成伪足(浸润血管后进入血
液等关键步骤不能模拟* 一定程度上令免疫系统受
损(术后动物死亡率高(操作较复杂(对实验者技术
要求较高* 主要应用于研究肿瘤形成和分析新的治
疗效果及宿主免疫机能与癌细胞的关系*
5N/N3!半脾模型%半脾模型为脾脏保留和脾脏全切
的改良造模方法* N31等 , ""-利用裸鼠脾脏特殊解剖
结构(建成 AKIG半脾模型* 用一次性钛夹夹闭脾
脏中央并切断(分成两个带血管蒂的半脾* 将 YR&%
细胞接种到近端半脾被膜下(而远端半脾埋入皮下
备治疗* 一共分 ? 组制模()# , 后观察肝转移评分’
淋巴结转移及血性腹水等情况* 结果 YR&% 细胞建
立的 AKIG半脾模型成瘤率为 "##h* 优点%既保
留了脾脏的部分免疫功能(又大大降低模型建立时
脾脏肿瘤的干扰率* 且此模型可以经静脉给药(更
加贴近于临床(可应用于 AKIG的生物学机制和预
防性肝转移治疗的实验设计及抗肿瘤药物的筛选*
缺点在于动物实验手术操作相对复杂(对试验者技
术要求极高*
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5N5K门静脉e肠系膜种植模型
门静脉;肠系膜种植模型是将结直肠癌细胞悬

液直接注射入门静脉;肠系膜静脉(随静脉回流至肝
脏后发生转移* 操作要点%取正中切口(使用小的盐
水纱条将肠管放至腹腔左侧(显露门静脉或者回结
肠静脉(将浓度为 "q"#B i"q"#’ 个;7I肿瘤悬液
#C" 7I经门静脉缓慢注入(用棉签压迫注射部位数
分钟(防止注射部位出血及癌细胞外渗(造成小鼠死
亡或腹腔种植* N65U. 等 , "&-通过小鼠门静脉注射
AGR_%) 细胞(成功构建门静脉小鼠肠癌肝转移动物
模型(肝转移率约 ’#hi$#h* 优点%肿瘤转移速度
较快(肝转移发生率较高(有效模拟肠癌术后肝转
移(适用于肿瘤药物的筛选* 缺点%不能模拟肿瘤转
移全过程(减少原发瘤最初侵袭周围组织及穿入血
管等步骤(且手术操作难度大(手术中死亡率高*
5N3K肝脏种植模型

肝脏种植模型是将 AKA细胞直接注射到肝脏
中(或者在肝脏表面做一小切口(将大小为 & 77)

左右的癌组织植入肝实质内* [819S等 , ")-用 &% 号
针头将密度为 Bq"#?个;7IAA_B)" 细胞悬液注射
入同基因 [JQ;K1a大鼠中肝叶的囊下(成功建立大
鼠 AKIG模型(发现 &( 8 内(所有植入细胞的大鼠
肝脏都生长肿瘤* 优点%肿瘤生长速度快(转移率
高* 操作简单(重复性好* 适用于药物效果的评价*
缺点%大部分在注射部位成瘤(周围很少有转移卫星
结节(不符合临床上 AKIG多发转移的特点* 且只
涉及 AKA转移的晚期过程(没有涉及 AKA原位生
长的演进过程(与人体内 AKA转移观察模拟度较
差(不适合 AKA通过血道及淋巴道为主要转移途径
的肿瘤模型制作*
5N2K腹腔扩散种植模型

腹腔扩散种植模型是将 AKA细胞通过微型注
射器直接注射入动物腹腔内(使其播散性生长(引起
腹水(解剖后观察肝脏转移或其他脏器转移* 若将
带瘤腹水移植到下一代动物(则构建腹水瘤动物模
型* G1+6*81等 , "(-通过将 71K_")%_B: 转染的 A356_&
细胞注射入小鼠腹腔(结果具有较高的肝脏腹膜转
移率(成功建立 AKA腹膜转移小鼠模型* 优点%操
作简单(肝脏转移率高* 转移周期短(短期内可复制
大量模型* 缺点%没有专一性器官转移(仅仅模拟晚
期肿瘤患者转移途径(对于淋巴转移及血行转移意
义不大* 该模型常用于癌症晚期腹腔广泛转移和
AKA术后腹腔种植播散的病理生理研究*

3K 源于患者原代肿瘤组织的异种移植
#[%F#-&F8H-G#X-HF+9(G.-&()G%TF& [’@b$
模型

!!DMR̂ 模型指在手术期间获得患者肿瘤组织直
接移植或组织经原代培养制成细胞悬液注射到免疫
缺陷小鼠来构建* 由于该模型能保留原发肿瘤生物
学特性(在抗肿瘤药物机制研究发挥了重要作
用 , "B- * 常用于 DMR̂ 模型小鼠类型是裸鼠( =A<M
小鼠(>HM;=A<M小鼠和 >=Q小鼠* 最新报道 N_
>=Q小鼠(综合了 >HM_=A<M_<I&TZ背景特征(具有
重度免疫缺陷表型(与 >HM;=A<M小鼠相比寿命更
长(平均长达 "CB 年+对人源细胞和组织几乎没有排
斥反应+少量细胞即可成瘤(依赖于细胞系或细胞类
型+无 N淋巴细胞泄漏(N_>=Q小鼠是目前国际公
认的免疫缺陷程度最高’最适合人源细胞或组织移
植的工具小鼠* NS99S2-6T98 等 , "?- 使用内窥镜(在
>HM;=A<M小鼠结肠黏膜下注射 YR_&% 细胞(注射
后 "& , 发现明显的肿瘤生长(且肝转移率 &$C?h(
腹腔转移率 "(C)h* \S等 , "’-用 RIK( *5T37POS或
RIK( *1K>J转染的 =[($# 细胞通过注射到裸鼠皮
下(成功建立裸鼠异种移植模型(肝转移率较低*
ISU51等 , "$-用患者肝转移切除术获得转移性 AKA
样品* 处理后并植入 & 只不同的 ( 至 ? 周龄雌性
>HM;=A<M小鼠中* 肿瘤形成后(传代并扩增 & 代(
直到产生 )& 只小鼠* 成功建立了患者来源的
AKIG小鼠肿瘤移植模型(认为 DMR̂ 模型可能为
预测癌症进展提供有效的临床前工具(可用于进一
步进行个性化治疗的基因组学和药理学研究* DT3OO
等 , "%-从手术室收到肠癌新鲜的标本(将小立方体
!约 ) 77)"从皮下异种移植入 >=Q小鼠(研究 AKA
转移性相关的肿瘤出芽和足底形成* 优点%更准确
地反映肿瘤生物学(细胞复合物和结构(包括基质细
胞(更好地反映了原始肿瘤的特征和遗传多样性(可
以反映每个患者的特征(有个性化药物的前景(并且
可用于预测对新疗法的反应* 为临床前药效的评估
以及生物标志物的鉴定提供了有效的研发资源* 已
被证明适用于研究转移和药物反应 , &#- * 因此(这些
模型是测试药物反应的最佳临床前模型(特别是难
治性癌症患者* 缺点%费用高(建模周期长(且移植
率和肝转移率较低* 患者组织中通常存在的坏死区
域使移植成功更具挑战性(缺乏在肿瘤发展和转移
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过程中起重要作用的先天和适应性免疫系统*

2K遗传修饰小鼠模型

遗传修饰小鼠模型包括两类%转基因小鼠模型
和基因敲除小鼠模型* 转基因小鼠指通过实验导入
方法将外源目的基因导入小鼠早期胚胎细胞或受精
卵(使之与小鼠本身基因组结合(产生携带外源目的
基因小鼠品系(且可以通过生殖细胞将外源目的基
因传递给后代* 基因敲除又称基因打靶(指将外源
M>J与受体细胞染色体 M>J上的同源序列之间进
行重组(使之整合到预定位点(并代替原有基因(改
变细胞遗传性的方法* 遗传修饰小鼠模型通过基因
组表达的改变(提供对整个致癌进展和特定癌症相
关基因的研究机制(可替代 DMR̂ 模型(用于了解人
类癌症进展 , &"- * 然而(它们通常不能完全模拟人的
遗传复杂性肿瘤* K6:ST等 , &&- 通过 AK<=DK_A3*%
的编辑结肠上皮细胞中 J:5和 RT:B) 肿瘤抑制基因
并通过原位移植 J:5编辑的结肠组织诱导自体肿
瘤形成* J:5-;-+FT3*Q"&M;o+RT:B)-;-!JFD"小鼠
结肠组织和人类 AKA组织移植到远端结肠并转移
到肝脏* 证实建立的结肠腺瘤中癌基因的顺序激
活(并重现整个肿瘤进展和转移* HuK6UT.S等 , &)-使
用基因工程小鼠模型组织的细胞(原位移植快速构
建 AKA转移性小鼠模型* 在这个模型中(描述了
AKA从腺癌!? 周"到局部播散性疾病! "" i"& 周"
和自发转移!p&# 周"的基因型和时间依赖性进展*
因此(该模型提供了快速和灵活的手段用于遗传和
临床前研究* J9O3*1等 , &(-使用不同的转基因和基因
敲除小鼠模型分析了 ="##3( 在肠肿瘤起始和进展
中的体内作用* 发现在 J:5和 =73,( 突变小鼠中(
="##3( 的基因切除或过表达不影响肠道中的肿瘤
起始* 相反(J:5"?)$ >;o;FKJ=L"&Q小鼠中的 ="##3(
上皮基因过表达增加了肠肿瘤细胞向肝脏的传播(
与其在肿瘤转移中的作用一致* 优点%提供肿瘤发
生过程中特异性基因突变影响的信息(与可移植模
型相比(该模型更准确地表现肿瘤发展的自然过程
和肿瘤细胞与组织微环境之间的相互作用(用于评
估肿瘤发生的早期步骤(有望引导 AKIG患者进行
靶向治疗以延长其生命* 随着基因操作技术的不断
开发与改进 , &B- (遗传修饰小鼠模型在研究 AKA及
其转移发病机理和筛选预防或治疗药物中扮演着越
来越重要的角色* 缺点%价格昂贵(费力(肝转移率

较低(造模时间长(不利于评估药物疗效(特异性基
因的突变可导致胚胎致死性(严重的发育缺陷或发
生转移之前的不育*

本文仅概述了结直肠癌肝转移建模的常用方
法(这些动物模型为探究人结直肠癌肝转移的各种
特征提供了一定的方便(笔者认为理想的 AKIG模
型是具有可预测性和可重复性(能有效地代表人类
AKIG微环境(并且能用于验证患者新的治疗方案*
目前研究人类 AKIG动物模型比较常用且易操作
的是种植模型(具有一定研究前景的是 DMR̂ 模型
和遗传修饰小鼠模型*
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