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高糖高脂饲料诱导的小型猪肥胖模型#

相!磊"!&!陈!华&!赵德明"

!"4中国农业大学动物医学院)北京!"###%)" !&4中国人民解放军总医院医学实验动物中心)北京!"##$B)"

摘要%目的!探讨高脂高糖饲料对巴马小型猪脂肪分布与血液生化指标的影响+ 方法!巴马小型猪 "( 头)实验组
$ 头)为本实验室培育的 & 型糖尿病易感小型猪)饲喂高脂高糖饲料 )# 周,对照组 ? 头饲喂正常饲料+ )# 周后测定

体型系数-AL扫描脂肪含量-采集血液检测生化指标)比较实验组与对照组的差异+ 结果!高脂高糖饲料饲喂 )#

周后实验组动物与对照组动物在体质量-体质指数!DM<"-脂肪总含量差异显著!-e#C#B")内脏脂肪含量差异极显

著!-e#C#"",血液生化指标中胰岛素-总胆固醇-高密度脂蛋白胆固醇-甘油三脂与对照组相比差异极为显著!-e

#C#"")低密脂蛋白胆固醇与对照组相比差异显著!-e#C#B"+ 此外)实验组巴马小型猪血清蛋白-肌酸酐与对照组

差异显著!-e#C#B",尿酸-尿素与对照组差异极显著!-e#C#"")显示实验组小型猪呈现肾损伤+ 结论!高脂高糖

饮食能够引起巴马小型猪脂肪堆积)内脏脂肪堆积尤为明显)血液生化指标呈高脂血症伴有肾功能的损伤+

关键词%巴马小型猪,脂肪分布,血液生化,& 型糖尿病

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

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

!!近年来)肥胖与糖尿病的发病率逐年增高)其中
糖尿病已成为全球性疾病)目前仅次于心脑血管病
和癌症)列为第三位大病+ &#"’ 年)国际糖尿病联
盟!<GP"发布了第八版全球糖尿病地图+ 新版地图
显示)目前全球有 (C&B 亿糖尿病患者)预计到 &#(B
年)将会有近 ’ 亿糖尿病患者+ 我国原是糖尿病低
发区)但是近年来发病率也以惊人的速度激增+ 抽
样调查显示)我国糖尿病患者 %&(# 万 ! &##’J#’*
&##$J#B")每年新增患者 ?$# 万)处于世界最高水
平 . "/ + & 型糖尿病人占糖尿病人总数的 %#fg%Bf
左右)是糖尿病所有分型中的主要组成部分 . &/ + 肥
胖与 & 型糖尿病之间存在密切的关系)一方面肥胖
是 & 型糖尿病发生的一个独立危险因子,另一方面
& 型糖尿病患者中约有三分之二超重或者肥胖+

由于维持费用低廉-基因组序列清楚而且便于
用遗传工程手段修饰等特点)啮齿类动物模型一直
是糖尿病和肥胖研究的主要工具+ 啮齿类肥胖模型
包括自发性动物模型如 AB’DF;? Ĵ6Z;6Z 小鼠-
AB’DF;a*̂J,Z;,Z 小鼠和 XQ5.RKJT3;T3大鼠,诱发性

肥胖大鼠模型主要通过高能量饮食诱导)一般高脂
饲料诱导 ) 个月可诱发出肥胖模型,遗传修饰改造
致动物肥胖模型如 M5([LWIM大鼠-EO6Q91基因突
变小鼠-LQZZ+基因突变小鼠等+ 然而)由于人类和
啮齿类动物之间存在明确的代谢和生理差异)特别
是在新陈代谢和脂肪组织生物学方面差异显著)如
脂肪酶在肥胖小鼠中含量低而在肥胖人群中含量较
高,小鼠中和 L>PJ"作用可改善胰岛素抵抗而在人
群内中和其作用则对胰岛素抵抗无影响,肥胖小鼠
中抵抗素水平损害糖耐量和胰岛素敏感性而在人群
中水平的高低不反应胰岛素抵抗或肥胖 . )/ + 这些
差异无疑减缓了肥胖和糖尿病的研究成果向临床的
转化+ 随着人们对猪与人类在生理和解剖方面相似
性认识的不断深入)尤其发现在代谢方面存在高度
的一致性 . (/ )现在普遍认为小型猪是基础医学研究
成果向临床转化的桥梁+ 应用小型猪建立动物模型
开展肥胖相关研究与啮齿类动物模型相比更能模拟
人类疾病的发生与发展的过程+

本实验应用高脂高糖饲料饲喂动物)同时限制



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

动物活动!单笼饲养")观察是否能够诱导小型猪肥
胖)以及进一步发生糖尿病的情况)为小型猪在代谢
性疾病研究领域的应用提供基础材料+

/K材料与方法

/N/K实验动物
巴马小型猪 "( 头)$ 月龄)体质量 &B g&? .O+

其中实验组 $ 头饲喂高糖高脂饲料)对照组 ? 头饲
喂常规饲料)连续饲喂 )# 周+
/N5K实验仪器

飞利 浦 ?( 排 螺 旋 AL! UH<F<U=) 荷 兰 ")
I::R2,6KTB"$# 冷冻离心机!I::R2,6KT)德国")东芝
"&# 型全自动生化分析仪!东芝株式会社)日本"+
/N3K实验方法

实验组 $ 头巴马小型猪)连续饲喂高脂高糖饲
料 )# 周+ 高糖高脂饲料配方%蔗糖 )Bf-牛油
"#f-基础饲料 BBf+ 基础饲料配方%玉米 ($f-小
麦次粉 &#f-大豆饼 "Bf-稻米糠 "&f-鱼粉 Bf+
诱导饲料碳水化合物-脂肪和蛋白的能量占比分别
为 ’)C?f-""C)f和 "BC"f+ 在饲喂至第 )# 周)做
以下检测%

体质量与体形系数%应用盐酸氯胺酮与陆眠宁
!体积比 "$""按照 #C) 7F;.O肌肉注射)对小型猪
实施全身麻醉后称重+ 量取胸围-腹围以及体长+
并计算身体型指数!D6,+M3**<2,R/)DM<"+ DM<h
D‘ !.O";0#;)iSR2O98i.!LA;&#" &j!EA;&#" &j
!LA;&#iEA;&#"/1 . B/ +

AL扫描%飞利浦 ?( 位AL扫描!层厚 "# 77)矩
阵 B"&$B"&)窗宽 B##HN)窗位 (#HN)扫面参数
"&B .c)B#g"## 7E=")比较对照与高脂高糖饲料诱
导组巴马小型猪机体的脂肪含量-内脏脂肪的含量
和胰腺的体积+

血清生化指标%巴马小型猪麻醉后)取后肢备

皮)小型猪大腿近心端绑扎止血带)’Bf医用酒精消
毒)外侧隐静脉穿刺采血约 B 7F+ 血液置于促凝离
心 管 内) 应 用 I::R2,6KTB"$# 冷 冻 离 心 机
!I::R2,6KT)德国") ( k)" B## K;712 "# 712)取上
清液+ 东芝 "&# 型全自动生化分析仪!东芝株式会
社)日本")进行血液生化指标检测+

5K结果

5N/K体型系数
高脂高糖饲料饲喂 )# 周后)实验组动物与对照

组动物体质量差异显著 !-e#C#B")DM<差异显著
!-e#C#B"!表 "")而动物的腹围-体长-胸围等指标
差异不显著!-l#C#B"+

表 /K高脂高糖饲料饲喂巴马小型猪 36 周

动物体质量与体型系数
@%J:-/K=(H$ *-#)"F%&H=DC(O=%9% 9#&#%F+G-P#)L

O-HO(G36 *--QLJ$ "#)"8O%F%&H"#)"8L+)%GH#-FL

项目 高脂高糖组 正常饮食组
体质量;.O B?CB#m "CB## B"C##m "C$B

体形系数 $#$C&?m"#C"’# ’%&C"(m?)C)?

腹围;体张 "C"&m #C"B "C"&m #C""

腹围;胸围 "C"#m #C#( "C#%m #C"#

体长;7 #C%&m #C#’ #C%"m #C#?

腹围;7 "C#&m #C#? "C#&m #C#’

胸围;7 #C%)m #C#) #C%(m #C"&

!!注%高脂高糖组与正常饮食组比较差异显著)#-e#C#B

>69R%L8RKR-3*3*1O21T15329,1TTRKR25RZR9-RR2 98R81O8JT3932,

81O8J*QO3KOK6Q: 32, 98R26K73S,1R9OK6Q:)#-e#C#B

5N5KE@扫描
AL检查结果表明)高脂高糖饲料诱导组动物机

体脂肪含量明显高于对照组!-e#C#B)-h#C#)B",
内脏脂肪占比实验组明显高于对照组!-e#C#")-h
#C##&$",AL扫描实验组与对照组胰腺体积差异不
显著!-l#C#B)-h#CB’"+

图 /K巴马小型猪 E@扫描
M#)R/KE@LS%&(O=%9% 9#&#%F+G-P#)

2&2



第 ( 期 相!磊等%高糖高脂饲料诱导的小型猪肥胖模型 !!!!!

图 5K巴马小型猪 E@扫描结果分析
注%E4巴马小型猪身体总脂肪含量 AL扫描结果,D4巴马小型猪内脏脂肪含量 AL扫描结果,A4巴马小型猪胰腺体积扫描结果

M#)R5K<&%:$L#L(OE@LS%&G-L+:FL(O=%9% 9#&#%F+G-P#)L
>69R%E4L8RKR*QS9*6TZ6,+T395629R29Z+AL*532 12 D373712139QKR:1O*,D4L8RKR*QS9*6T]1*5RK3ST395629R29Z+AL*532 12

D373712139QKR:1O*,A4L8RKR*QS9*6T:325KR3915]6SQ7RZ+AL*532 12 D373712139QKR:1O*

5N3K血液生化指标
高脂高糖饲料诱导 )# 周后)实验组巴马小型猪

与对照组相比血液生化指标存在显著性差异)表现
为空腹血糖呈升高的趋势)胰岛素水平显著升高
!-e#C#"")HYMEJ<[指数显著升高!-e#C#"",总
胆固醇-高密度脂蛋白胆固醇和甘油三脂指标显著

升高!-e#C#"")低密度脂蛋白胆固醇水平显著升高
!-e#C#B"+ 其中)血清总胆固醇比对照组升高了
"C$$ 倍)HGFJA升高了 &C?% 倍)FGFJA升高了 "C#)
倍)甘油三脂升高了 )C& 倍,肾功能指标中)血清蛋
白-肌酸肝水平明显升高)尤其以尿酸-尿素升高最
为显著!-e#C#"")显示肾功能也出现损伤+

表 5K对照组与高脂高糖饲料诱导组血液生化指标的检测
@%J:-5K’-F-SF#(&(OJ:((HJ#(S"-9#S%:P%G%9-F-GL#&S(&FG(:)G(+P%&H"#)"8O%F%&H"#)"L+)%GH#-F#&H+SF#(&)G(+P

项目 对照组 高脂高糖诱导组
血糖;!776S;F" (C"#m #C(& BCB(m#C’$
胰岛素;!%<N;7F" %C$$m "C#$ &(C")m(CB###

HYMEJ<[ "C$#m #C)? BC%(m#C$’##

血清脂类
总胆固醇;!776S;F" "C%$m #C"? )C’(m#C"%##

高密度脂蛋白胆固醇;!776S;F" #C$(m #C"B &C&?m#C"B##

低密度脂蛋白胆固醇;!776S;F" "C"(m #C"? "C"’m#C"’##

甘油三脂;!776S;F" #C&Bm #C#? #C’%m#C&"##

肾功
总蛋白;!O;F" ’)C’(m "C") ’&C%?m)C"&
血清蛋白;!O;F" (BC%(m "C"# B&C(?m#C’$#

肌酸酐;!%76S;F" ""’C#&m"&C&# ’%C&&mBC()#

尿酸;!7O;,F" "C&$m #C)B &CB)m#C?(##

尿素;!7O;,F" &C’%m #C&) "’C##m#C"%##

!!注%高脂高糖诱导组与对照组相比)#-e#C#B) ##-e#C#"

>69R%H1O8JT3932, 81O8J*QO3K12,Q59162 OK6Q: 567:3KR, -198 5629K6SOK6Q:)#-e#C#B) ##-e#C#"
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3K讨论

人体肥胖的发生是遗传基因-饮食生活习惯-代
谢紊乱及神经系统调节等因素共同作用的结果)尤
其是能量供需失衡)内分泌紊乱是造成肥胖的重要
因素+ 肥胖与 & 型糖尿病-血脂异常关系最为紧密+
中国超重与肥胖人群中罹患糖尿病患者比例分别为
"&C$f与 "$CBf)而在糖尿病患者中超重比例为
("f-肥胖比例占 &(C)f. ?/ )由此可见肥胖与糖尿病
之间存在紧密的联系+ 有研究者通过对 %%) 名不同
种族人群的 DM<)脂肪分布)肌肉发达程度)骨骼矿
物质构成)腿长等指标进行了研究)表明机体每超重
" .O)罹患糖尿病的机率将增加 (CBfg%f. ’J$/ + 董
明等通过高脂饮食诱导 AB’Z;? F小鼠 " 周出现体
质量升高,( 周后空腹血糖明显升高,B 周后胰岛素
水平明显升高,$ 周后体质量指数显著升高)血清总
胆固醇-高密度脂蛋白胆固醇显著升高,"# 周后甘
油三酯-血清总胆固醇-低密度脂蛋白胆固醇和高密
度脂蛋白胆固醇均升高表明该小鼠诱导成为肥胖模
型 . %/ + 本研究中巴马小型猪连续饲喂高糖高脂饲
料 )# 周)动物明显肥胖)表现为体质量-DM<比对照
组显著升高!-e#C#"")这与啮齿类与人类研究结果
相一致)小型猪在发展为肥胖的同时)也出现了胰岛
素抵抗-血脂代谢紊乱和可能的肾损伤+ 因此)高糖
高脂饲喂这种外源性的能量过剩)能够诱发小型猪肥
胖)并适用于肥胖和胰岛素抵抗-代谢综合征的研究+

胰岛素抵抗!<2*QS12 KR*1*9325R)<["是指对胰岛
素代谢效应的抵抗)其中包括胰岛素对内源性葡萄
糖产生的抑制性效应-胰岛素对外周组织 !主要是
骨骼肌"葡萄糖摄取和糖原合成的刺激性效应以及
胰岛素对脂肪分解的抑制性效应+ 早期的 & 型糖尿
病患者-肥胖的胰岛素抵抗患者以及代谢综合征的
儿童中观察到胰岛素的降解减少是胰岛素代谢障碍
的主要早期表现+ 胰岛素降解减少使循环的空腹和
外周胰岛素水平长期升高)进一步加剧了胰岛素抵
抗+ H3TT2RK等采用微小模型法评价胰岛素敏感性)
对包括非洲裔-西班牙裔及非西班牙裔美国人 ) 个
不同种族在内共 (’% 例 & 型糖尿病人的研究结果表
明)胰岛素抵抗者占 %&f)证实胰岛素抵抗在 & 型
糖尿病中普遍存在 . "#/ + =81K31等通过高脂饲料饮食
诱导出了大鼠的 & 型糖尿病动物模型)通过该模型
研究表明肥胖与高脂饲料的饮食是引起胰岛素抵抗
与胰岛细胞损伤的重要因素 . ""/ + 在高脂饲料诱导

猪的肥胖模型中表明肥胖能够引起胰岛素敏感性的
下降)主要表现为静脉葡萄糖耐量试验!<cWLL"-胰
岛素耐性试验!<LL"以及胰岛素敏感指数!HYMEJ
<["发生改变)然而值得注意的是猪的空腹胰岛素
水平变化不大 . "&/ + 本研究中)小型猪连续饲喂高糖
高脂饲料 )# 周)空腹血糖呈现升高的趋势)但是还
未达到失代偿的程度)而胰岛素却显著升高)
HYMEJ<[指数升高)表明已经出现胰岛素抵抗+

糖尿病与肥胖通常伴有机体组织的慢性炎症和
脂肪组织的代谢障碍+ 腹内脂肪增加使胰岛素介导
的葡萄糖非氧化代谢减弱)胰岛素刺激糖原合成能
力减弱)同时抑制脂质氧化和游离脂肪酸的能力被
制止+ 在此基础上机体为了维护体能糖平衡会分泌
大量胰岛素)致使胰岛 &细胞衰竭)胰岛素分泌缺
陷)最终导致 & 型糖尿病的发生 . ")/ + 脂肪组织是一
种内分泌器官)研究发现胰岛素抵抗与脂肪沉积的
部位有很大关系)内脏脂肪含量过高易导致胰岛素
抵抗)进而发展成 L&GM+ 研究发现)腹围与腹部总
脂肪!LEc"-内脏脂肪体积!cEc"和皮下脂肪组织
!=Ec"均有相关性)胰岛素抵抗程度与 cEc呈正相
关)cEc的增高可加重胰岛素抵抗)从而产生高胰
岛素血症)而 =Ec与胰岛素抵抗无相关性+ 医学研
究机体脂肪含量的测定方法有 AL-M[<-超声-双能
V线吸收法以及人体测量法等+ 然而 AL扫描具有
准确-方便-可重复性高的特点)应用它对于腹部脂
肪含 量 的 精 确 判 定 是 最 为 理 想 的 方 法 . "(/ +
P6291PQK26S*等研究表明通过 AL横断层扫描分析不
同品种猪的脂肪-肌肉与骨骼等能够准确评估机体
成分的组成 . "B/ + F3K3PR732,Rd等通过 $) 名男性
与 ?$ 名女性研究不同性别-不同年龄人群机体的脂
肪沉积等状况比较了人体物理测量与 AL扫面分析
的对应关系)对预测肥胖的判定提供了参考数
据 . "?/ + =32,RR: 等 . "’J"$/研究表明脂肪分布模式是胰
岛素抵抗发生的独立风险因子)而内脏脂肪与胰岛
素抵抗呈现明显的正相关)减少机体腹部脂肪对有
效预防胰岛素抵抗和炎症发生具有重要的意义+ 本
研究通过 AL检测分析了小型猪内脏脂肪与全身脂
肪分布)结果表明)高糖高脂饲喂引起的小型猪肥胖
全身脂肪增加 !-e#C#B")而内脏脂肪增加更显著
!-e#C#"")这种内脏脂肪的增高可能是引起胰岛素
抵抗的重要诱因+

肥胖通常伴随着脂代谢紊乱)血脂升高)尤其
HGFJA的升高为脂代谢紊乱的标志+ 血脂异常代

2(2



第 ( 期 相!磊等%高糖高脂饲料诱导的小型猪肥胖模型 !!!!!

表着体内脂蛋白代谢异常引起的一种状态)血脂异
常所形成的脂毒性可能在胰岛素抵抗的产生和发展
中发挥着重要的作用)因这种脂毒性造成的胰岛素
抵抗又反过来加重了脂代谢紊乱的产生)最终形成
恶性循环 . "%/ + 周博等通过高脂饲料!蔗糖 "#f-猪
油 "#f及胆固醇 Bf"诱导 AB’DF;? 小鼠 $ 周构建
成了小鼠肥胖模型)该模型表现为体质量-血糖以及
血清胰岛素水平均升高)结果表明高脂饮食可诱发
体内产生较多的 [Y=)引起脂类代谢紊乱)从而产
生胰岛素抵抗+ 此外)脂肪组织释放出的游离脂肪
酸!PPE"通过血液循环沉积到骨骼肌及肝细胞中)
能够使蛋白激酶 A!UaA"和 <aaJ&活性增强)从而
导致 <[=J"活性的降低-U<)a活性下降)WFNLJ( 表
达减少)从而产生胰岛素抵抗 . &#/ + 本实验表明小型
猪连续饲喂高糖高脂饲料)引起肥胖的同时)也存在
明显的脂代谢紊乱+ 此外)从肾功能指标看)血清蛋
白-尿酸-尿素均升高)尤其以尿素升高显著 !-e
#C#"")推测连续 )# 周的高糖高脂饲喂)也可引起
早期的肾功能损伤+ 这与当前肥胖与胰岛素抵抗关
系的研究成果相一致+

综上所述)本研究通过高糖高脂饲料诱导法成
功建立起小型猪肥胖模型)并对小型猪肥胖与胰岛
素抵抗之间的关系做了初步探讨+ 肥胖发生的分子
机制与其进一步发展为 & 型糖尿病的情况还需进一
步研究+

参 考 文 献
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甘肃省自然科学基金项目!>64"’ [̂B[E"B$" ,兰州市科技计划项目!>64&#"BJ)J$#"

作者简介%谢明仁!"%’’*")男)副教授)研究方向%实验动物研究与应用4IJ731S%/7K0O*S14R,Q452

通信作者%俞发荣!"%B%*")男)博士)研究员)研究方向%病理学-药理毒理学和实验动物学)IJ731S%L17%$%$0"?)4567

精神依赖药物成瘾模型建立及小脑 D3/基因的表达#

谢明仁!俞发荣
!甘肃政法大学 甘肃省证据科学技术研究与应用重点实验室) 兰州!’)##’#"

摘要%目的!研究精神依赖药物!海洛因"对成瘾大鼠小脑 D3/基因表达的影响+ 方法!采用剂量递增法建立成瘾

大鼠模型)用酶联免疫吸附法!IF<=E"检测小脑细胞 D3/的基因的表达+ 结果!连续给大鼠注射海洛因 ’ , 后)大

鼠出现明显的戒断症状,小脑细胞 D3/-A3*:3*RJ)-A3*:3*RJ% 水平比对照组分别升高了 $$C&"f-%(C&"f-$’C&(f)

与对照组比有显著性差异!-e#C#""+ 结论!精神依赖药物!海洛因"对脑组织细胞的损伤作用可能通过诱导小脑
D3/基因表达)激活 53*:3*R实现+

关键词%精神依赖药物,海洛因,D3/,小脑,大鼠

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

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

!!精神依赖物质!海洛因"的滥用与造成机体所
有系统器官的毒性损伤作用有关+ 从偶尔的喜好活
动过渡到长期的滥用和成瘾)大多数成瘾者的复发)

即使经过长时间的禁欲)几乎没有有效和确定的治
疗机会 . "/ + 精神依赖药物成瘾不但危害成瘾者自

身的身心健康)还会造成严重的社会问题 . &/ + 有关

海洛因成瘾对大脑组织的损伤作用方面研究较
多 . )/ )小脑与大脑-脑干和脊髓之间丰富的传入和

传出联系)参与躯体平衡和肌肉张力!肌紧张"的调
节)以及随意运动的协调+ 小脑损伤)机体的肌肉张
力就会减退)随意运动的协调性出现紊乱+ 因此)为
了探索小脑在精神依赖药物!海洛因"成瘾和戒断
中的作用)建立精神依赖药物成瘾动物模型)为进一
步研究精神依赖药物成瘾机制)为戒毒制定新的-有
效的治疗策略+

/K材料与方法

/N/K材料

动物%=UP级 ‘1*93K大鼠)由甘肃中医药大学科
研实验中心提供)实验动物生产许可证号 . =AVa

!甘"&#"B*###"/)实验在甘肃政法学院 =UP级实
验室进行)实验动物使用许可证号 . =\Va !甘 "
&#"B*###?/+ 本实验所有操作均符合中华人民共
和国#实验动物管理条例$规定)按 )[原则给予实
验动物以人道关怀 !伦理委员会审批号码%WXP*
&#"$*##)"+

海洛因%为白色粉末) 纯度为 $?C$f)由兰州市
公安厅禁毒办提供)实验时用灭菌蒸馏水配成所需
要的浓度+ 盐酸纳洛酮)北京四环医药科技股份有
限公司生产)批号%"$#?"B&,大鼠凋亡因子 D3/试剂
盒-大鼠 A3*:3*RJ% 试剂盒-大鼠 A3*:3*RJ) 试剂盒)
购于上海纪宁实业有限公司,Ma)J酶标仪)上海仪
器有限公司+
/N5K实验方法
/N5N/!动物处理%取 =UP级 ‘1*93K大鼠 &# 只 !雄
性")体质量 "$Bg"%# O+ 全部动物在 =UP级实验室
<cA饲育盒饲养)自由饮食进水)明暗周期 "& 8)单
笼饲养+ 动物房温度 &&g&( k)湿度 BBfg?Bf)适
应 ’ ,+ 动物随机分为 & 组)每组 "# 只+ 对照组%
肌肉注射生理盐水 "# 7F;.O)每天 & 次,海洛因
组%给予海洛因-纳洛酮的方法-剂量以及持续时
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间均按文献 . (/操作+ 第 "B 天腹腔注射盐酸纳洛
酮!纳洛酮是吗啡样物质受体特异拮抗剂)能迅速
翻转吗啡作用)采用该药的目的为观察是否出现
戒断症状)判断成瘾模型建成与否" )待观察完戒
断症状后取样+
/N5N5!取样%实验第 "B 天)动物经乙醚吸入无痛麻
醉)打开胸腔)从左心室推注生理盐水 "## 7F)冲去
血液)用 (f多聚甲醛J"C&Bf戊二醛磷酸缓冲液
!:H’C("灌注固定)剥取大鼠小脑皮层组织 B 7O)
研磨成匀浆)) ### K;712 离心 &# 712)取上清用)以
标准物的浓度为横坐标)吸光度 !E"为纵坐标)在
B(# 27波长下)绘出标准曲线和标准曲线的直线回
归方程+ 分别将大鼠小脑组织 E值代入直线回归
方程)计算出样品的浓度+

/N3K统计方法
实验数据采用 =U== "’C# 软件进行统计学处

理+ 组间差异采用单因素方差分析)用均数m标准
差!%/m*"表示)海洛因对大鼠小脑组织 D3/水平的
影响程度用百分比表示)以 -e#C#B 为差异有统计
学意义+

5K结果

5N/K成瘾大鼠戒断症状
按 M3S,623, 法评分)给予盐酸纳洛酮 " 8 后)

大鼠出现扭体-湿狗样抖-咬牙)跳跃-站立-上睑下
垂-清理毛发等戒断症状)成瘾动物模型建立成功)
表 "+

表 /K海洛因成瘾戒断症状#&!V"&#W/6$及评分标准
@%J:-/KX-G(#&%HH#SF#(&*#F"HG%*%:L$9PF(9L!&!V")#W/6"%&HLS(G#&) SG#F-G#%

戒断症状
评分标准

" 分 & 分 ) 分
对照组!评分" 海洛因组!评分"

扭体 "g) (g? ’’ # ’C(m"C&##

湿狗样抖 "g) (g? ’’ # "")C&m"C"##

跳跃 "g) (g? ’’ &C&m#C? "#C&m"C?##

咬牙 "g) (g? ’’ # BC&m"C(##

站立 "g) (g? ’’ )C"m#C( &"C?m"C$##

清理皮毛 "g) (g? ’’ (C&m#C( &(C"m)C’##

上睑下垂 "g( Bg$ ’% # $C&m"C(##

!!注%与对照组比%##-e#C#"

>69R%567:3KR, -198 98R5629K6SOK6Q:%##-e#C#"

5N5K海洛因对大鼠小脑组织 =%. 水平的影响
D3/标准曲线的直线回归方程为%\h?C)i"#@)

/j"C(i"#@&)0& h#C%%’%+ 将大鼠小脑组织吸光度
!E"代入方程)成瘾大鼠小脑组织 D3/水平比对照
组升高了 $$C&"f)图 "+

图 /K海洛因对大鼠小脑组织 =%. 水平的影响

注%与对照组比%##-e#C#"

M#)R/K7OO-SF(O"-G(#&(&=%. :-Y-:#&

S-G-J-::+9F#LL+-(OG%FL

>69R%567:3KR, -198 98R5629K6SOK6Q: ##-e#C#"

5N3K海洛因对大鼠小脑组织 E%LP%L-80 水平的
影响

A3*:3*RJ% 标准曲线的直线回归方程为%\h"C(
i"#@)/j(C()i"#@&)0& h#C%%$+ 将大鼠小脑组织吸
光度!E"代入方程)成瘾大鼠小脑组织 A3*:3*RJ% 水
平比对照组升高了 $’C&(f)图 &+

图 5K海洛因对大鼠小脑组织 E%LP%L-80水平的影响

注%与对照组比%##-e#C#"

M#)R5K7OO-SF(O"-G(#&(&E%LP%L-80 :-Y-:#&

S-G-J-::+9F#LL+-(OG%FL

>69R%567:3KR, -198 98R5629K6SOK6Q:% ##-e#C#"

2’2
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5N2K海洛因对大鼠小脑组织 E%LP%L-83 水平的
影响

A3*:3*RJ)标准曲线的直线回归方程为%\hBC#
i"#@(/jBC&i"#@))0& h#C%%%+ 将大鼠小脑组织吸
光度!1"代入方程)成瘾大鼠小脑组织 A3*:3*RJ) 水
平比对照组升高了 %(C&"f)图 )+

图 3K海洛因对大鼠小脑组织 E%LP%L-83水平的影响

注%与对照组比%##-e#C#"

M#)R3K7OO-SF(O"-G(#&(&E%LP%L-83 :-Y-:#&

S-G-J-::+9F#LL+-(OG%FL

>69R%567:3KR, -198 98R5629K6SOK6Q:% ##-e#C#"

3K讨论

海洛因成瘾者抑制控制功能受损是一种持久性
的-不可逆的脑损伤 . B/ ) 海洛因成瘾致使大脑皮质
下中枢灰 质体积减少 . ?/ + 功能性磁共振成像
!TM[<"研究证明)长期吸食海洛因的成瘾者大脑突
显性网络功能连接异常增强 . ’/ )从而引起脑默认网
络结构连接和功能连接不同程度破坏 . $/以及颌下
腺神经内分泌功能异常 . %/ + D3/基因是一种促进细
胞凋亡的基因+ 人类 D3/基因定位于染色体
"%q")C)g"%q")C()含 ? 个外显子)其 A端含有疏水
氨基酸组成的跨膜结构域)D3/蛋白为整合膜蛋
白 . "#/ + 细胞线粒体内外膜之间的通透性转换孔
!ULU"具有调节线粒体通透性的作用+ 正常情况
下)ULU是关闭的+ 在凋亡诱导因素 D3/作用下)
线粒体跨膜电位降低)ULU开放)导致线粒体膜通透
性增大)使细胞凋亡的启动因子如%细胞色素 A)凋
亡蛋白酶激活因子!E:3T"和凋亡诱导因子!E<P"等
从线粒体内释放出来+ 细胞色素 A!A+95"作为呼吸
链中重要的电子传递体 . ""/ )它从线粒体内膜上的释
放阻断了电子向下游的传递)危及呼吸链的功能并
导致超氧阴离子的加速产生)细胞色素 A和 E:3T相

互作用可激活 53*:3*RJ%)进而激活 53*:3*RJ))导致
细胞凋亡+ 给予海洛因后)免疫组化实验结果发现)
大鼠小脑皮质细胞中 D3/阳性细胞数明显增多 . (/ )
酶联免疫吸附法!IF<=E"检测发现)大鼠小脑皮质
细胞 中 D3/表 达 水 平 显 著 升 高) 53*:3*RJ% 和
53*:3*RJ)活性显著增强)与对照组比有显著性差异
!-e#C#"")与前期实验结果相一致+ 免疫组化法和
IF<=E法检测结果相互验证实验结果+ 实验结果提
示)海洛因成瘾不但与大脑神经中枢有关)而且小脑
皮质也参与海洛因成瘾和戒断过程+ 海洛因可能通
过诱导小脑皮质 D3/基因表达)激活 53*:3*RJ% 和
53*:3*RJ))引起小脑皮质细胞凋亡)导致小脑皮质细
胞的损伤+ 本文的实验结果为进一步研究精神依赖
药物成瘾机制和戒毒治疗提供新的参考依据+
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不同时期绿色荧光裸鼠雌鼠血浆及组织中性激素水平变化#

尤金炜"!董!敏"!刘!彪"!赵志刚"!王丽娴&!马!畅"!张旭亮"!刘!捷"!恽时锋"

!"4东部战区总医院比较医学科)全军实验动物科普与伦理教育基地)全国科普教育基地)南京!&"###&"

!&4南京农业大学食品科技学院)南京!&"###&"

摘要%目的!了解不同妊娠期-泌乳期绿色荧光!WKRR2 PSQ6KR*5R25RUK69R12)简称 WPU"裸鼠雌鼠血浆中雌激素-孕

激素-泌乳素及各组织中泌乳素及泌乳素受体 7[>E水平变化+ 方法!通过电化学发光法测定血浆中激素的水

平)通过荧光定量 UA[法测定泌乳素及泌乳素受体 7[>E相对表达量+ 结果!WPU裸鼠雌鼠妊娠期内雌激素和

泌乳素水平不断下降-孕激素的水平先升后缓慢下降-组织中泌乳素 7[>E水平较低-泌乳素受体水平较高,而在

泌乳期内雌激素-孕激素水平较稳定-组织中泌乳素 7[>E水平较高)泌乳素受体水平较低+ 结论!不同时期 WPU

裸鼠雌鼠体内性激素的水平不同)参与裸鼠妊娠调控过程)为解决雌鼠不孕-易流产等问题提供了基础参考值和内

分泌水平的解决思路+

关键词%绿色荧光裸鼠,雌激素,孕激素,泌乳素,泌乳素受体

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

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

!!WPU裸鼠是一种将绿色荧光蛋白稳定表达于
裸鼠各个组织器官的转基因小鼠类型)其同时具有
普通裸鼠的胸腺缺陷特性和稳定-系统表达绿色荧
光的特性)在生物-医学研究中具有重大意义 . "/ +

本课题组自成功构建 WPU裸鼠模型后)已将其
多种生理生化指标检测完善)主要组织中绿色荧光
分布特点也基本明确 . &J(/ + WPU裸鼠模型构建过程

中)主要的难点在于该种系裸鼠繁殖能力低下)特别
是雌鼠不孕情况多发+ 本课题组已检测该种系雌鼠
的动情周期)发现 WPU裸鼠雌鼠动情周期发生率明
显低于 DEFD;5裸小鼠 . B/ + 裸鼠动情周期发生率主

要取决于其下丘脑J垂体J卵巢性腺轴分泌的激素水
平)但此方面文献报道较少 . ?/ + 为确定雌性 WPU裸

鼠血清中性激素水平)明确其不孕的发生原因)本课
题组将不孕-孕早期-孕中期-孕晚期-泌乳早期-泌
乳中期-泌乳晚期共 ’ 种不同生殖阶段雌性绿色荧
光裸鼠血清及生殖相关各组织!下丘脑-延髓-肾上
腺-卵巢-子宫"中泌乳素水平加以对照)为后期研
究 WPU裸鼠的生殖功能铺平道路+

/K材料与方法

/N/K实验动物
分别取不孕-孕早期!妊娠 ? ,"-孕中期!妊娠

"& ,"-孕晚期!妊娠 "$ ,"-泌乳早期!泌乳后 ? ,"-

泌乳中期!泌乳后 "& ,"-泌乳晚期 !泌乳后 "$ ,"
=UP级雌性 WPU裸鼠!WPU2Q;2Q"各 "# 只)WPU裸
鼠为本实验室提供 . =AVa!军" &#"&J##"(/+ 动物
均在 =UP级设施饲养.=\Va!军"&#"&J##(’/+
/N5K妊娠时间确定方法

合笼后第二天早 $ 点采用观察阴道栓的方法确
定是否受精)如受精)则定该天为妊娠第 " 天,雌鼠
产下新生鼠当日为产后第 " 天)第 " 天至第 ? 天为
泌乳早期)第 ’ 天至第 "& 天为泌乳中期)第 ") 天至
第 "$ 天为泌乳晚期+
/N3K血清性激素水平检测

使用电化学发光法检测小鼠血清中雌二醇-泌
乳素-孕激素水平)试剂提供商为德国罗氏诊断
公司+
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/N2K组织泌乳素水平检测
按照罗氏公司提供说明书进行反转录)获得

5G>E后进行荧光定量 UA[检测+ 试剂提供商为德
国罗氏公司)引物序列见表 "+

表 /K荧光定量 [E?引物序列
@%J:-/K]+%&F#F%F#Y-[E?PG#9-GL-̂+-&S-

基因名 登录号 序列 位置

7U[F P̂(&(?")
P%WEAWLWWALLALWLWALLWALW

[%WAEWAEALWLALLALAWEWALW

"&@))

&’)@&B&

7U[FJ[ DA"&B?B"
P%ALWWAAELAALAALWLALLEA

[%WLAAEWWLALAWAEELEW

’"B@’)B

%"&@$%B

WEUGH VMs##"(’?’&)
P%EAAEAEWLAAELWAAELAEA

[%LAAEAAEAAALWLLWALWLE

()(@(B)

$$B@$??

/NUK统计方法
应用 =U=="’C# 软件进行统计分析) 各组数据

均用平均值m标准差表示) 多组间均数比较采用单
因素方差分析法)两组间均数比较采用独立样本 ’
检验+ 运用UR3K*62 D1]3K139RA6KKRS39162 进行双侧相
关分析+ 以-e#C#B 和-e#C#" 作为有统计学差异
的标准+

5K结果

5N/K各期 ZM[裸鼠雌鼠血清中雌二醇’孕激素’泌
乳素水平

在 WPU裸鼠雌鼠血清中)可以观察到)雌激素
在妊娠早期达到高峰之后随妊娠进程不断下降)至
泌乳晚期降至最低,孕激素在妊娠早期有一个幅度
较大的下降)之后上升至未孕水平)泌乳期时孕激素
水平不断缓慢下降,泌乳素与雌激素较为相似)但其
在泌乳早期多了一个分泌高峰)见图 "-图 &-图 )+

图 /K各组 ZM[裸鼠雌鼠血清中雌激素水平#P)_9;$

M#)R/K@"-:-Y-:L(O-LFG()-&#&F"-L-G+9 (O

O-9%:-9#S-#&-%S")G(+P

图 5K各组 ZM[裸鼠雌鼠血清中孕激素水平#&)_9;$

M#)R5K@"-:-Y-:L(OPG()-LF-G(&-#&F"-L-G+9 (O

O-9%:-9#S-#&-%S")G(+P

图 3K各组 ZM[裸鼠雌鼠血清中泌乳素水平#&)_9;$

M#)R3K@"-:-Y-:L(OPG(:%SF#&#&F"-L-G+9 (O

O-9%:-9#S-#&-%S")G(+P

5N5K各期 ZM[裸鼠雌鼠下丘脑’延髓’肾上腺’卵
巢’子宫中泌乳素水平

泌乳素在延髓和肾上腺表达普遍较其他组织
高)最高峰位于泌晚期)泌乳期整体较妊娠期 U[F
合成多,泌乳素受体与之相反)妊娠期整体较泌乳期
表达高)且妊娠早期表达最高)随妊娠进行)泌乳素
受体逐渐表达下降)见图 ( 和图 B+

2""2
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图 2K各期 ZM[裸鼠雌鼠下丘脑’延髓’肾上腺’卵巢’子宫组织中 [?;9?B<水平对比
M#)R2KE(9P%G#L(&(O[?;9?B<:-Y-:L#&"$P(F"%:%9+L& 9-H+::% (J:(&)%F%&

%HG-&%:):%&H& (Y%G$ %&H+F-G+L#&H#OO-G-&FLF%)-L

图 UK各期 ZM[裸鼠雌鼠下丘脑’延髓’肾上腺’卵巢’子宫组织中 [?;?受体 9?B<水平对比
M#)RUKE(9P%G#L(&(O[?;?9?B<:-Y-:L#&"$P(F"%:%9+L& 9-H+::% (J:(&)%F%&

%HG-&%:):%&H& (Y%G$ %&H+F-G+L#&H#OO-G-&FLF%)-L

3K讨论

哺乳动物在妊娠时高剂量的孕激素对胚胎发育

是有益且必须的)但高剂量雌激素会影响胚胎结构
抑制胎儿生长 . ’/ + 我们在 WPU裸鼠雌鼠妊娠血清

中同样发现了相似的现象%雌激素在妊娠早期含量
最高)随着妊娠进展不断下降,孕激素在妊娠早期没
有明显升高)甚至比未孕鼠血清中含量还低)但随着
妊娠发展)孕激素水平不断升高且直至泌乳晚期均
维持在较高水平+

本课题组同时发现%WPU裸鼠雌鼠血清中泌乳
素水平在妊娠早期升至最高)以后不断下降+ 此结

果与前期其他课题组在普通小鼠血清中发现的妊娠

期及泌乳期泌乳素水平变化趋势相同 . $/ + 结合我

们同期观察发现的表达于子宫的泌乳素受体含量在
妊娠早期最高)说明与普通裸鼠相似)WPU裸鼠雌
鼠于妊娠早期同样需要大量泌乳素发挥生物学
功能+

实验发现)WPU裸鼠雌鼠在妊娠早期大量分泌
泌乳素)泌乳素对神经系统的自身负反馈作用可能
会抑制下丘脑合成泌乳素)而接下来的试验证实了
此猜测+ 我们观察到妊娠早期的下丘脑-延髓-肾上
腺组织中泌乳素 7[>E含量均位于较低水平)同时
各个器官中泌乳素受体的表达均较高+ 可能是由于

2&"2
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泌乳素在妊娠后期开始合成升高)各靶器官中空出
大量泌乳素结合位点)为泌乳素在妊娠结束后发挥
相应的生物学作用打下基础+

结合早期研究发现的 WPU裸鼠模型主要存在
的不孕-易流产等问题)本课题组从内分泌水平提出
解决思路%在未孕鼠合笼早期给与雌激素-泌乳素)
而在妊娠全程提供孕激素)妊娠晚期至泌乳期结束
提供泌乳素+ 此种思路结合不同阶段裸鼠不同生理
需求)最大程度地模拟裸鼠自身内分泌周期)有较大
应用前景+ 但仍存在一定不足)主要是各个阶段各
种激素需求量不尽相同)具体定量工作仍未完成)且
各个绿色荧光裸鼠不同个体可能需要激素量也不
同)需要进一步研究确认+
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SR]RS*-RKR81O84GQK12OS35939162) 98RSR]RS*6TR*9K6OR2 32, :K6OR*9RK62R3KRKRS391]RS+*93ZSR) 98RSR]RS*6T
:K6S35912 7[>E12 91**QR*3KRKRS391]RS+81O8) 32, 98RSR]RS*6T:K6S35912 KR5R:96K*3KRKRS391]RS+S6-4G1TTRKR29
SR]RS*6T*R/86K762R*12 2Q,R715R-198 OKRR2 TSQ6KR*5R25R-RKR,1TTRKR2912 ,1TTRKR29:RK16,*) 32, 98R+
:3K9151:39R, 12 98R:K65R**6T:KRO2325+KROQS39162 12 2Q,R715R4<9:K6]1,R*Z3*15KRTRKR25R]3SQR32, R2,65K12R
SR]RST6K*6S]12O98R:K6ZSR7*6TTR73SR76Q*R12TRK91S19+32, 3Z6K91624
,-$ *(GHL%WKRR2 TSQ6KR*5R292Q,R715R, I*9K6OR2, UK6OR*9RK62R, UK6S35912, UK6S35912 KR5R:96K

2)"2
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#基金项目%广西科学研究与技术开发计划!桂科能 "B%$#&BJ&B"
作者简介%覃辉艳!"%$"*")女)副主任技师)研究方向%实验动物质量检测4IJ731S%q128Q1+32"&)0*1234567
通信作者%张洁宏!"%?%*")男)主任技师)研究方向%实验动物质量检测4IJ731S%X8b8B"#0"&?4567

微卫星与生化位点法对 DEFD;5小鼠遗传检测比较分析#

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

摘要%目的!应用微卫星 G>E标记检测 DEFD;5小鼠的遗传质量)并与现行国家标准生化标记法进行比较)探讨其

在近交系小鼠遗传监测中的应用)为建立微卫星 G>E检测方法奠定基础+ 方法!采用 &# 个微卫星基因位点和毛

细管电泳技术对 DEFD;5小鼠进行遗传质量检测)同时采用现行国家标准生化标记法进行检测比较分析+ 结果!

各样品 &# 个微卫星基因位点 G>E片段大小相同)没有新的等位基因出现,生化标记检测结果亦显示 E.:" 等 "( 个

生化标记基因均为纯合)个体间生化标记表型均一致)根据国家标准符合品系特征+ 微卫星 G>E标记检测结果与

生化标记检测结果一致+ 结论!微卫星 G>E标记可准确可靠-方便快捷地检测近交系小鼠遗传质量)本研究所选

的 &# 个微卫星基因位点可用于 DEFD;5小鼠遗传质量监测+

关键词% DEFD;5小鼠,微卫星 G>E标记,生化标记

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

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

!!实验动物在生命科学研究中占有重要地位)实
验动物的质量)特别是遗传质量)直接影响实验结果
的准确性-科学性和重复性+ 近交系小鼠因其在实
验中所表现出的一致性-再现性和敏感性)在科学研
究中尤其是遗传学-肿瘤学研究有着不可替代的重
要地位 . "/ + 一直以来)对近交系小鼠的遗传质量监
测常以生化标记法-免疫标记法等为主)大多为以检
测表型变异推测基因变异)存在一定局限性+ 随着
生物技术的发展)对近交系小鼠直接进行基因检测)

则能更直接更有效地反应其遗传质量+ 微卫星
G>E!715K6*39RSS19RG>E")又称短串联重复序列
!*86K9932,R7KR:R39)=L["或简单重复序列 !*17:SR
*RqQR25RKR:R39*)==[")是均匀分布于真核生物基因
组中的简单重复序列)由 &g? 个核苷酸的串联重复
片段构成+ 具有分布广泛-多态性丰富-易于检测-呈
共显性遗传-结果稳定可靠等特点)被认为是各类遗
传标记检测中最有价值的一种+ 目前)国内已有学者
利用微卫星标记检测技术开展近交系小鼠遗传质量
分析研究)但与传统国家标准检测方法进行比较分析
尚少见报道+ 因此)本研究应用 &# 个微卫星位点对
近交系 DEFD;5小鼠进行检测)同时采用现行国家标

准生化标记法进行检测比较分析)验证微卫星遗传检
测方法的可靠性)为该技术的应用奠定基础+

/K材料与方法

/N/K实验动物
DEFD;5小鼠共 "# 只)为 DEFD;5E2 亚系)雌

雄各半)由广西医科大学实验动物中心繁殖)生产许
可证号%=AVa!桂"&#"(J###&+
/N5K主要仪器与试剂

仪器%=1O73高速冷冻离心机,D16J[3, 电泳仪,
WRSG65J<9& 凝胶成像分析仪,ED<梯度 UA[仪,ED<
)’)#VF测序仪等+

试剂%_13OR2 G>R3*+DS66, pL1**QRa19核酸提
取试剂盒,L3.3K3UKR71/I/L3qLM H69=93K9cRK*162
UA[反应试剂盒,实验小鼠遗传检测试剂盒等+
/N3K方法
/N3N/!微卫星 G>E检测
"C)C"C"!核酸样品制备%用灭菌剪刀剪取小鼠长约
#C? 57的尾尖组织)剪碎)置于 "CB 7F的无菌离心
管中+ 使用 _13OR2 公司货号为 ?%B#( 的试剂盒
G>R3*+DS66, pL1**QRa19!B#"提取核酸+ 核酸提取
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后采用 >G@"### 紫外分光光度计分析提取核酸的
纯度和浓度+ 采用 "f琼脂糖凝胶电泳检测G>E样
品是否含有主带+
"C)C"C&!微卫星位点选取与引物合成%根据文
献 . "J&/和最新 MMGD̂ 数据库提供的信息)选择等位
基因数多-多态性含量丰富的 &# 个微卫星位点)覆
盖小鼠的 &# 条染色体)各位点引物使用 PEM标记)
由华大基因合成+ 引物编号和序列见表 "+

表 /K56 个近交系小鼠微卫星位点的
扩增条件和染色体分布

@%J:-/K<9P:#O#S%F#(&S(&H#F#(&L%&HS"G(9(L(9-
H#LFG#J+F#(&(O56 #&JG-H9#S-9#SG(L%F-::#F-:(S#

位点
F65Q*

引物序列!B3J)3 "
UK17RK*RqQR25R!B3J)3 "

染色体
A8K676*67R

退火温度;k
LR7:;k

G"M19)
LLLLLWLLLLALLLLALLLLAAA
AAALALLALWWLLLAAEAEL

" B(

G&M19"B
ELWAALLEWEEWEELLLWLLAAA
ALLWEEEEEAEAELAEEEELALWA

& B(

G)M19&%
WELWEWEWELLALWELWLWWEWW
AAEWAALAEWLELALAEEEEAA

) ?(

G(M19")
WALWWLEWALWWALLLLALA
AEWELWLLAALEALWALLWW

( B$

GBM19")
AELAWLLWALALLWEAEWWE
AAWWWEWEEAAAEEELEEWL

B B$

G?M19"
WWAEAELLLWAALLLWLLLL

LALAALELALALAAEAALLLLAA
? B$

G’M19&&$
ELLALLWWAALLLLALLWLEEAE
EEEAALAAEAEALWEALLAAE

’ B$

G$M19))
LLLWEWAEEEWWEALLWAAL
LLELLALWAALAEEAEAAEAA

$ ?#

G%M19%#
EWWEWLALAAALWLEAALEAEAA
EEWLEWEWWWWEWWEELWEEAA

% B$

G"#M19"&
ELWLAAEEEEAEAAEWAAEW
WWEEWLWELWWEWALALWLL

"# B(

G""M19(
AEWLWWWLAELAEWLEAEWAE
EEWAAEWAAAEWLALLAELE

"" B(

G"&M19&
EAEAEWWALEEEEAELWWWA
WAELALWLELLAAEAEWWAE

"& B$

G")M19)
LAEWWALAELAAAEWELEAA
LLLLWAEWEWEEAEAEAEAA

") ?#

G"(M19B
AEAELWEEAEWEWWWWAEW
WLAELWEEWLWAAAEAALLL

"( B$

G"BM19"’%
LWLWEEEEWLLLWLEAAELEAEEELA

AEALLWLWAALALWLELWAW
"B B$

G"?M19’%
ELAALWAELWALLLLWALAL

AEWEWWEWEWLLWLALWLWLLAA
"? B$

G"’M19""
LWEELLLELWEWWWWWWLAE

LWLAAAELELALALALLLELEAEAE
"’ B(

G"$M19?(
LAEWELLAEALWALEEWLALLLLA
EWAEEWEEEEWAEWWLWEWW

"$ B$

G"%M19"?
LALLEWWLEELALAAALLEWWWW
LWWLEEELWLEEEEALWEEWAELW

"% B(

GVM19"?
ALWAEELWAALWALWLLLLE
AAWWEWLEAEEEWWWEWLAE

&# B$

"C)C"C)!UA[反应%UA[反应体系为%UKR71/I/
L3q H69=93K9cRK*162 "# %F-模板 " %F-"# %76S;F
正向引物 #CB %F-"# %76S;F反向引物 #CB %F-无酶
水补足至 &# %F+ 扩增程序为%%( k预变性 ) 712-
%( k变性 )# *)最佳退火温度!见表 "")# *)’& k延
伸 )# *)循环 )# 次)’& k保持 "# 712+
"C)C"C(!毛细管电泳%将甲酰胺与分子量内标按
"## r"的体积比混匀后)取 % %F加入上样板中)再加
入 " %F稀释 "# 倍的 UA[产物)使用 ED<)’)#VF
测序仪进行毛细管电泳+
/N3N5! 近交系小鼠生化标记检测%参照 WD;L
"(%&’C"*&##$ #近交系小鼠-大鼠生化标记检测
法$进行+
/N2K数据处理
/N2N/!微卫星 G>E检测%利用 WR2R73K.RK中的
PK3O7R29!US329"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)得到片段大小数据+
/N2N5!生化标记检测% 与标准条带进行对照判读+

5K结果

5N/K微卫星 ’B<标记检测
各样品各检测位点毛细管电泳检测的片段大小

见表 &+ 各样品各检测位点 G>E片段大小相同)没
有新的等位基因出现)符合近交系要求+

表 5K各样品各微卫星位点检测结果

@%J:-5K@"-9#SG(L%F-::#F-9%GQ-GG-L+:FL(O-%S"L%9P:-

检测位点
片段大小;Z:

" 号 & 号 ) 号 ( 号 B 号 ? 号 ’ 号 $ 号 % 号 "# 号
G"M19) "$) "$) "$) "$) "$) "$) "$) "$) "$) "$)
G&M19"B ")% ")% ")% ")% ")% ")% ")% ")% ")% ")%
G)M19&% &#& &#& &#& &#& &#& &#& &#& &#& &#& &#&
G(M19") $$ $$ $$ $$ $$ $$ $$ $$ $$ $$
GBM19") "’( "’( "’( "’( "’( "’( "’( "’( "’( "’(
G?M19" &(B &(B &(B &(B &(B &(B &(B &(B &(B &(B
G’M19&&$ ")? ")? ")? ")? ")? ")? ")? ")? ")? ")?
G$M19)) &&& &&& &&& &&& &&& &&& &&& &&& &&& &&&
G%M19%# ")# ")# ")# ")# ")# ")# ")# ")# ")# ")#
G"#M19"& &)$ &)$ &)$ &)$ &)$ &)$ &)$ &)$ &)$ &)$
G""M19( &(? &(? &(? &(? &(? &(? &(? &(? &(? &(?
G"&M19& ")) ")) ")) ")) ")) ")) ")) ")) ")) "))
G")M19) "$’ "$’ "$’ "$’ "$’ "$’ "$’ "$’ "$’ "$’
G"(M19B "’% "’% "’% "’% "’% "’% "’% "’% "’% "’%
G"BM19"’% "B( "B( "B( "B( "B( "B( "B( "B( "B( "B(
G"?M19’% ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")&
G"’M19"" "($ "($ "($ "($ "($ "($ "($ "($ "($ "($
G"$M19?( "?% "?% "?% "?% "?% "?% "?% "?% "?% "?%
G"%M19"? ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")&
GVM19"? %) %) %) %) %) %) %) %) %) %)

2B"2
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5N5K生化标记检测
E.:" 等 "( 个生化标记基因均为纯合)个体间

生化标记表型均一致)且根据国家标准)符合品系特
征) 见表 )+

表 3K各样品各生化标记位点检测结果

@%J:-3K@"-J#(S"-9#S%:9%GQ-GG-L+:FL(O-%S"L%9P:-

检测位点
标记基因类型

" 号 & 号 ) 号 ( 号 B 号 ? 号 ’ 号 $ 号 % 号 "# 号

E.:" Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z

A3K& Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z

AR& 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

I*" Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z

I*) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

I*"# 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

W:," Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z

W:1" 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

HZZ , , , , , , , , , ,

<,8" 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

M6," 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

UR:) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

UO7" 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

LKT Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z

!!注%3表示%在 AR&-M6,"-UO7" 位点为快带)在 I*)-I*"#-W:1"-

<,8"-UR:) 位点为慢带,Z 表示%在 A3K&-W:," 位点为快带)在 E.:"-

I*"-LKT位点为慢带,, 表示%在 HZZ 位点为慢带+

>69R%3KR:KR*R29T3*9Z32, 39S651AR&) M6," 32, UO7") 32, *S6-

Z32, 39S651I*)) I*"#) W:1") <,8" 32, UR:)4Z KR:KR*R29T3*9Z32, 39

S651A3K& 32, W:,") 32, *S6- Z32, 39S651E.:") I*" 32, LKT4,

KR:KR*R29T3*9Z32, 39S65Q*HZZ4

3K讨论

近交系是经至少连续 &# 代的全同胞兄妹或亲
代与子代交配培育而形成的具有稳定性状特征和繁
殖能力的实验动物品系+ 按照国家标准要求)近交
系动物近交系数应大于 %%f+ DEFD;5小鼠是目前
生命科学研究中最广泛应用的近交系之一)各国均
有生产和应用+ 我国于 "%$B 年从美国 ><H引进到
中国医学科学院实验动物研究所)为DEFD;5第 "$#
代)历经多年培育)至今已在国内形成几十个群体+
因群体数量较多)对相应群体进行遗传检测分析)不
仅可了解其遗传质量)建立其遗传背景资料)且可阐
明使用不同 DEFD;5小鼠群体进行实验的重复性和
可比性+

微卫星 G>E标记是继 [PFU!限制性内切酶片

段长度多态性"技术之后发展起来的新一代分子遗
传标记技术)自 &# 世纪 $# 年代以来)经过 )# 年的
不断发展)微卫星标记技术已被广泛应用于亲缘关
系鉴定-人类疾病诊断-实验动物遗传质量分析-生
物群体遗传结构与物种资源保护等多领域 . )/ + 目
前)微卫星 G>E的 UA[产物分型检测方法主要有
琼脂糖凝胶电泳法-聚丙烯酰胺电泳法-荧光标记引
物毛细管电泳法-基于扩增子测序的分型法等 . (/ +
王洪等 . "/ -刘先菊等 . B/与王越甲等 . ?/分别采用琼脂
糖凝胶电泳法优选近交系小鼠微卫星基因位点分析
了国内常用近交系小鼠的遗传概貌+ 陈振文等 . ’/ -
欧阳兆和等 . $/与韩喜彬等 . %/分别运用微卫星标记
和聚丙烯酰胺电泳法对国内近交系小鼠进行了遗传
质量分析+ 近年来)倪丽菊等 . &/和李银银等 . "#/分别
利用微卫星标记和毛细管电泳法分析了国内多个品
系近交系小鼠的遗传状况+ 毛细管电泳又称高效毛
细管电泳)是一种高效液相分离法)是经典电泳技术
与现代微柱分离相结合的产物)离子或荷电粒子以
电场为驱动力)在毛细管中按其淌度或和分配系数
不同进行高效快速分离+ 与传统电泳法操作繁琐)
分离率低-定量困难相比)毛细管电泳具有易自动
化-分析速度快-分离效率高-定量准确-操作方便等
优点+ 本研究采用 &# 个多态性含量丰富的微卫星
位点)采用荧光标记引物毛细管电泳法对 DEFD;5
小鼠进行遗传质量分析)研究结果显示)各样品 &#
个微卫星位点 G>E片段大小相同)没有新的等位基
因出现)生化标记检测结果亦显示 E.:" 等 "( 个生
化标记基因均为纯合)个体间生化标记表型均一致)
且符合国家标准确定的品系特征+ 微卫星 G>E检
测结果与传统的生化标记检测结果一致)比对结果
显示)微卫星 G>E检测可应用于实验动物遗传质量
评价)且微卫星 G>E检测比生化标记检测覆盖面更
广)荧光标记引物毛细管电泳法检测结果更准确)更
能直接有效地反应实验动物的遗传质量+ 近年来的
研究也表明微卫星 G>E标记可区分近交系小鼠不
同品系和亚系)可有效运用于近交系小鼠遗传检
测 . "J&)BJ"#/ + 但目前)微卫星 G>E标记技术仍存在一
些问题)如无效等位基因的出现)在纯合体个体上)
无效等位基因表现为无可见的扩增条带)通常会被
认为是因 UA[技术或 G>E模板质量问题而被忽
视 . ""/ ,此外)由于使用引物的不同)有时会导致所得
试验结果差异较大+ 因此)在行业内)选定相应引
物)并形成相关标准非常必要+

2?"2
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兔膝骨关节炎模型的建立及评价#

欧慧瑜!李瑞鹏!邵珍怡!郭秋平
!广州医药研究总院有限公司药物非临床评价研究中心)广州!B"#&(#"

摘要%目的!通过兔软骨缺损制备兔膝骨关节炎模型并进行评价+ 方法!将动物按体质量和性别随机分成 ) 组%

假手术组)模型组和阳性对照氨基葡萄糖组)每组 "& 只+ 造模 ( 周后开始灌胃给药)每天 " 次)连续给药 ( 周+ 末

次给药后)将动物处死)IF<=E试剂盒检测血清及关节液中 <FJ"&和 L>PJ"水平)对关节软骨和滑膜进行 HI染色)

并对关节软骨进行 M32.123*评分以评价其损伤情况+ 结果!与假手术组相比)模型组血清-关节液中 <FJ"&-

L>PJ"水平明显升高)而给予氨基葡萄糖可降低血清-关节液中 <FJ"&-L>PJ"水平+ HI染色见模型组软骨结构改

变-缺损)滑膜有炎细胞浸润,软骨评分明显高于假手术组+ 给予氨基葡萄糖可以减轻软骨缺损)减少滑膜炎细胞

浸润)降低软骨评分+ 结论!关节软骨钻孔可建立兔膝骨关节炎模型)反映其主要特征)并能通过给予阳性对照药

减轻损伤和炎症反应+ 该模型可用于治疗关节炎药物的评价和筛选+

关键词%软骨缺损,关节软骨,软骨下骨,兔

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

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

!!骨关节炎!6*9R63K98K191*)YE"是由机械和生物因
素引起的以关节软骨退行性病变和滑膜炎性病变为
主要特征的慢性疾病 . "J&/ )导致患者出现疼痛和功
能障碍)严重影响其生活质量+ 建立一种能模拟
YE发病过程的模型)对于筛选和评价治疗 YE的药
物非常重要+ 关节软骨的直接损伤可以引起骨关节
炎病变或软骨再生)这主要取决于损伤的部位)损伤
的大小和动物的年龄 . )/ + 本研究中使用 ? 月龄新西
兰兔)通过关节软骨钻孔致软骨缺损成功制备了兔
YE模型+

/K材料与方法

/N/K试剂
盐酸氨基葡萄糖胶囊!浙江诚意药业股份有限

公司",?f戊巴比妥钠,白介素J"&!<FJ"&"-肿瘤坏
死因子J"!L>PJ""IF<=E检测试剂盒!武汉伊莱瑞
特生物科技股份有限公司"+
/N5K实验动物

新西兰兔!雌雄各半)? 月龄")由山东济南金丰

实验动物有限公司提供!许可证号 =AVa!鲁"&#"(J
###?"+ 动物饲养于普通级动物房)温度 "?g&? k)
相对湿度 (#fg’#f)"& 8 照明;"& 8 黑暗交替)动
物自由摄食和饮水+ 本实验遵守广东省实验动物保
护和使用指南)并经药物非临床评价研究中心的实
验动物伦理委员会批准+
/N3K仪器与设备!

电子天平!北京赛多利斯科学仪器有限公司",
)J"$. 高速冷冻离心机 !德国 =1O73公司",IS/$##
酶标仪 !美国 D16LR. 公司 ",病理切片机 !德国
FR153公司 ")YF\MUN= DV(" 显微镜和 GU’" j
<UU?C# 图像采集系统+
/N2K实验方法
/N2N/!动物分组%将检疫合格的动物)根据体质量
和性别随机分成 ) 组%假手术组)模型组和阳性对照
药氨基葡萄糖!剂量为 #C#)( O;.O"组)每组 "& 只)
雌雄各半+ 每天观察各组动物的食量-大小便-精神
状态等+
/N2N5!造模方法%取 )? 只新西兰兔)用 ?f戊巴比
妥钠!#C’ 7F;.O"耳缘静脉注射麻醉动物+ 左侧膝
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部内侧纵向切口)长约 & 57)将髌骨翻向外侧)显露
髌骨关节面+ 检查膝关节腔有无积液或粘连)关节
软骨平坦)色泽正常后)先用直径 & 77钻头在膝关
节屈曲 %#t时髌骨所对应股骨内-外侧髁间关节面
中部初步定位)钻出小凹陷)然后换 (C& 77的钻头
在此基础上钻出直径 (C& 77-深 ) 77的关节软骨
缺损区+ 将髌骨复位)逐层缝合关节囊和皮肤切口+
术后立即肌肉注射青霉素钠以防止感染+ 假手术组
的动物仅暴露髌骨不钻孔)其余操作方法与上述描
述相同+ 造模 ( 周后)各组动物开始灌胃给药)每天
" 次)连续给药 ( 周+ 各组动物的给药体积均为
"# 7F;.O+ 假手术组和模型组给予相同体积的
AMAJ>3溶液+
/NUK检测指标
/NUN/!血清和关节液中 <FJ"&和 L>PJ"检测%末次
给药后)动物静脉采血)静置 & 8 后)分离血清)置于
@&# k冰箱保存待测+ 用注射器抽取 " 7F生理盐
水注入关节腔冲洗)抽出冲洗液)( ### K;712 离心
"# 712)吸取上清液)置于@&# k冰箱保存+ 按照
IF<=E试剂盒说明书)检测血清和关节液 <FJ"&和

L>PJ"水平+
/NUN5!组织病理学观察%采血结束后)处死动物)将
各组动物造模侧的关节软骨和滑膜组织用 (f甲醛
溶液固定)脱水)包埋)切片后进行 HI染色+ 参照
M32.123*评分标准对关节软骨进行评分 . (/ )验证
YE模型是否复制成功+
/N4K统计方法

结果以平均值m标准差表示)采用 =U== &&C# 软
件进行统计分析+ 用单因素方差分析!E>YcE"进
行总体比较)发现差异再用 GQ22R99法进行多个剂
量组与阴性对照组间的两两比较)-e#C#B 为差异有
统计学意义+

5K结果

5N/K血清’关节液中 C;8/!和 @BM8"水平
造模 $ 周后)模型组动物血清-关节液中 <FJ"&-

L>PJ"水平明显高于假手术组!-e#C#B",而连续 (
周给予氨基葡萄糖后)动物血清-关节液中 <FJ"&-
L>PJ"水平明显下降!-e#C#B")结果见表 "+

表 /K动物血清’关节液中 C;8/!和 @BM8"水平#&!V"&#W/5$

@%J:-/K;8/!J-F% %&H@BM8"#&F"-L-G+9 %&H\(#&FO:+#H!&!V")#W/5"

组别
剂量

;!O;.O"
血清 关节液

<FJ"&;! :O;7F" L>PJ";! :O;7F" <FJ"&;! :O;7F" L>PJ";! :O;7F"

假手术组 * $’C$m"’C) "&(C’m (BC( "?C%m"C" (BC?m )CB

模型组 * "))C$m)"C’u &(&C$m"#&C(u &BC(m’C’u ’’C(m)&C&u

阳性对照组 #C#)( %BC’m&"C)# "B"C?m ("C"# "’C’m)C## (’C#m (C$#

!!注%与假手术组比较)u-e#C#B,与模型组比较)#-e#C#B

>69R% 567:3KR, -198 76,RS)u-e#C#B, 567:3KR, -198 *837)#-e#C#B

5N5K关节软骨 X7染色
造模 $ 周后)假手术组动物关节软骨及周围组

织正常)关节面完整)无炎细胞浸润,模型组动物软
骨表面不连续)交界处有裂隙)两端整合不良)潮线

模糊不清,氨基葡萄糖组动物损伤部位以纤维组织
增生为主)内有多量软骨细胞)软骨表面连续)交界
处无裂隙)两端整合良好)结果见图 "+

图 /K兔膝关节软骨病理图#X7染色$

M#)R/K[%F"(:()$ (O%GF#S+:%GS%GF#:%)-(O?%JJ#F,&--a(#&F

2%"2
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5N3K关节软骨 D%&Q#&(L评分
造模 $ 周后)模型组动物软骨组织评分为 ’C)

分)与假手术组相比明显升高!-e#C#B"+ 连续 ( 周
给予氨基葡萄糖后)动物软骨组织评分为 BC" 分)与
模型组相比明显降低!-e#C#B")结果见表 &+
5N2K滑膜组织 X7染色

造模 $ 周后)假手术组动物滑膜衬层细胞未见
增生-肥大-炎细胞浸润,模型组动物滑膜衬层细胞
增生-肥大)全层均有显著炎细胞浸润,氨基葡萄糖
!!!!

组动物滑膜衬层细胞增生-肥大)伴有少量炎细胞浸
润+ 结果见图 &+

表 5K关节软骨 D%&Q#&(L评分#&!V"&#W1$

@%J:-5KD%&Q#&3LLS(G-(O%GF#S+:%GS%GF#:%)-!&!V")#W1"

组别 剂量;!O;.O" 软骨组织评分
假手术组 * #

模型组 * ’C)m"C&u

阳性对照组 #C#)( BC"m"C##

!!注%与假手术组比较)u-e#C#B,与模型组比较)#-e#C#B

>69R% 567:3KR, -198 76,RS)u -e#C#B, 567:3KR, -198 *837)
#-e#C#B

图 5K兔膝关节滑膜组织病理图#X7染色$

M#)R5K!$&(Y#%:X#LF(P%F"(:()$ (O?%JJ#F,&--a(#&F

3K讨论

骨关节炎!YE"是慢性-退变性的关节疾病)多
发于中老年人群)导致患者的生活能力丧失甚至残
疾+ 随着社会人口老龄化)每年的 YE患者人数都
在增加)给社会造成了沉重的经济负担 . B/ + 目前临
床上常用的药物如盐酸氨基葡萄糖-非甾体类抗炎
药)仅能缓解症状)而且长期服用还会出现胃肠道不
适等不良反应 . ?/ + 因此)迫切需要研究 YE的发病
机制)开发新的治疗药物+

理想的 YE动物模型应该有大小-结构-软骨损
伤-疾病进程等都与人类相似的关节)采用相同的诱
导方法可成功复制模型)而且动物的年龄能模拟
YE患者 . ’/ + 目前常用的 YE模型制备方法有手术
法和非手术法)非手术法有化学法-自发性-转基因
模型等 . $/ + 近年采用较多的方法是手术法)如
HQS98 模型 . %/ -改良的前交叉韧带切断模型 . "#/等)通
过手术可迅速造成关节不稳而诱导 YE)损伤严重)
不能模拟 YE慢性疾病的发病进程)不利于表现药
物的干预作用+ 化学法是在关节腔内注射木瓜蛋白
酶-胶原酶等 . ""J"&/ )但是造模程度难以确定+ 自发
性 YE模型动物更接近 YE的发病进程)但是耗费

时间较长)成本较高 . ")/ + 转基因模型通过编辑基因
获得基因缺陷的动物)可用于研究特定基因在 YE
发病中的作用)但成本较高+

YE最初是以关节软骨损伤为主)研究表明狗
关节软骨缺陷!"CB 77直径)#CB 77深度" ) 周后
可形成温和的 YE病变 . "(/ + 这种模型接近 YE发病
过程)损伤较轻)造模程度可以控制)也可用于其他
种属动物)如啮齿类动物)兔)马等 . )/ + 本研究采用
兔关节软骨钻孔造成软骨缺陷!(C& 77直径)) 77
深度")造模 $ 周后)模型组出现软骨结构改变)缺
损和滑膜炎细胞浸润等 YE的特征)而且阳性药物
可以改善模型的这些症状+ 因此)该模型可为治疗
YE药物的评价提供参考+
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GHIE对小鼠超排卵和卵母细胞质量的影响#

何!岩!于!洋!董婉维!周生来!王!惟!杨!葳!郑志红
!中国医科大学实验动物部)沈阳!""####"

摘要%目的!研究脱氢表雄酮!GHIE"对 AB’DF;? 雌̂鼠超排卵效果和卵母细胞质量的影响及其机制+ 方法!) 周

龄 AB’DF;? 雌̂ 鼠 )# 只随机分为 ) 组)分别为对照组-低剂量处理组 ! & 7O;.O2,@" " 和高剂量处理组
!B 7O;.O2,@""+ 用 GHIE灌胃 " 周)再经超排卵后分别进行体外受精和收集卵丘细胞+ 提取卵丘细胞 [>E进行
q[LJUA[检测与胚胎质量相关基因 ?%&DL-I$*M--’=*L--’=*M 和 N+$# 的 7[>E水平以及凋亡相关基因 C$*>$*&O 和
E+(&("# 的 7[>E水平+ 结果!经过 GHIE处理的雌鼠超排卵后)体外受精!<cP"显示实验组异型卵比例下降+ 实

验组卵丘细胞中与胚胎质量相关基因 I$*M)-’*=L 和 N+$# 转录水平与对照组相比上调)而 ?&%DL 和 -’=*M 的 7[>E

水平下调+ C$*>$*&) 的 7[>E水平下调)E+(&("# 的 7[>E水平上调+ 结论!经过 GHIE处理后可以通过抑制卵丘

细胞凋亡)提高卵母细胞的质量+

关键词%脱氢表雄酮,卵母细胞质量,超排卵

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

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

!!脱氢表雄酮 !GHIE"及其硫酸盐 !GHIE="是
一种 A"% 类固醇激素)由肾上腺与性腺 !睾丸和卵
巢"分泌)是外周血睾酮和雌二醇的前体 . "/ + GHIE
在体内大部分以硫酸盐的形式存在)并对生殖系统
有重要的作用+ 已有研究证明)GHIE可以显著改
善临床妊娠率 . &/ )出生率)子宫内膜的厚度和恢复
卵巢 功 能 . )/ + 对 于 卵 巢 功 能 减 退 ! ,17121*8R,
6]3K132 KR*RK]R)GY["的患者)体外补充 GHIE可以
改善体外受精的效果+ 有研究人员比较 GY[患者
使用 GHIE治疗前后)试管婴儿的胚胎数和分级显
著升高 . (/ + 因此)GHIE可以提高怀孕率)降低流产
率 . )/ + 此外)对于生理性或者病理性卵巢功能减弱
的女性)体外补充 GHIE可以恢复卵巢功能 . (/ + 用
(J乙烯基环己烯二氧化二甲苯诱导大鼠的 GY[模
型中)经过 GHIE处理后)卵巢组织中闭锁卵泡的
数量明显减少 . B/ + 在绵羊的 GY[模型中)GHIE可
能通过调节 EMH的表达促进卵泡的发育 . ?/ + 但是
GHIE作用机制仍不清楚)基于 GHIE可以减少闭
锁卵泡的数量)恢复卵巢功能)那么它是否可以作为
一种辅助用药提升超排卵的效果)目前尚无报道+

由于使用激素进行超排卵本身对于卵母细胞的质量
有不良影响 . ’/ )本研究旨在以 AB’DF;? 雌̂鼠为研
究对象)探索 GHIE是否能够提高 AB’DF;? 雌̂鼠
的超排卵效果以及卵母细胞的质量)以进一步探讨
GHIE改善超排卵的机制+

卵母细胞的质量直接影响后续的实验效率以及
实验结果)过去对于卵母细胞的质量评价多通过形
态学的方法)现在越来越多的研究认为)卵丘细胞可
以作为一项指标来评价卵母细胞甚至是胚胎的质
量+ 卵丘细胞是颗粒细胞包围卵母细胞形成的)累
积卵母细胞周围形成卵丘复合体!AYA")其在卵泡
发育中起到促进卵母细胞发育和成熟的作用+ 卵丘
复合物与卵母细胞通过特殊的连接间隙)进行双向
的传递信号+ 若除去卵丘复合物与卵母细胞之间的
连接)会导致卵母细胞质量降低)胚胎发育不良)妊
娠失败 . $/ + 因此)可以通过鉴定卵丘细胞中某些基
因的表达来评价卵母细胞的质量和体外受精的结
果+ 许多相关研究报道)卵丘细胞中 ?%&DL-I$*M-
-’=*L--’=*M 和 N+$# 等基因的表达标志着卵母细胞
的成熟能力 . %/ -胚胎质量及发育-妊娠的结果和活
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产率的高低 . "#/ + 本研究试图用 GHIE处理 AB’DF;
? 雌̂鼠)然后诱导超排卵)检测 GHIE作用后超排
卵效果以及卵丘细胞中标志卵母细胞质量的基因表
达水平)从而鉴定卵母细胞质量)并初步探索 GHIE
的作用机制+

/K材料与方法

/N/K材料
/N/N/!实验动物%近交系 ) 周龄 AB’DF;? 雌̂鼠 )#
只)雄鼠 B 只)所有 =UP级小鼠均购自北京维通利
华实验动物技术有限公司)合格证号 =AVa !京"
&#"?@###?+ 所有实验小鼠均饲养于中国医科大学
实验动物部 =UP级动物房)饲养条件%温度控制在
!&&m)"k)自动光控!"& 8;"& 8"+
/N/N5! 试 剂% 孕 马 血 清 促 性 腺 激 素 ! UM=W)
A"B"&"()宁波市激素制品有限公司")绒毛膜促性
腺激素 !HAW) ="?#""))宁波市激素制品有限公
司")M"? 培养液-HLP培养液-aM=Y培养液-矿物
油和透明质酸酶!=1O73美国")单细胞 [>E提取试
剂盒!*1O73美国"+
/N/N3!仪器设备%体视显微镜 !YF\MUN= 日本")
胚胎移植管!自制")热台!YF\MUN= 日本")常规手
术器械!瑞沃德 中国")电子天平!梅特勒 美国")发
光仪 [658RF1O89A+5SRK)%?![658R瑞士")电热恒温
培养箱!I::R2,6KT德国"+
/N5K方法
/N5N/!超排与取卵%AB’DF;? 雌̂鼠 )# 只)腹腔注
射 UM=WB <N;只)间隔 ($ 8 后再次腹腔注射相同
剂量的 HAW)于腹腔注射 HAW"B 8 后取卵)动物经
颈椎脱位法处死)取出壶腹膨大部显微镜下取卵+
将每组的 "# 只随机选取 B 只进行体外受精)另 B 只
进行卵丘细胞的分离收集+

/N5N5!体外受精%按 >3.3O393. ""/的方法)取 ) 月龄
的 AB’DF;? 雄̂鼠 & 只)颈椎脱位法处死)分别取其
附睾尾)沿与曲细精管垂直方向剪口)用灭菌的解剖
针从附睾尾部挑取一滴浓密的精液)放入已预培养
的 HLP培养液中)于 AY&培养箱 )’ k条件下进行
培养获能 "CB 8)并以血球计数板计数该精子悬浊液
的浓度+ 将适量获能后的精子分别放入含未受精卵
的培养液中)使其精子终浓度为 &## 个;%F)然后放
入 AY&培养箱中受精 ? 8+ 体外受精 ? 8 后在实体显
微镜下观察受精情况)将有二极体和双原核的卵判
定为受精卵+ 计算受精率)次日纪录 & 细胞胚胎数-
未受精卵数-异常卵数和卵总数)统计受精率和异常
卵比例+
/N5N3![R3SJ917RUA[%检测卵丘细胞中基因转录水
平%通过 /N5N/ 中的方法超排卵)经过透明质酸酶消
化分离卵丘细胞和卵母细胞)收集卵丘细胞)按单细
胞 [>E提取试剂盒说明书步骤提取卵丘细胞总
[>E)采用 LEaE[E反转录试剂盒进行反转录)应
用 [658RF1O89A+5SRK)%? 进行 [R3SJ917RUA[!=\D[
WKRR2 荧光染料购自 LEaE[E公司"+ 表 " 为 q[LJ
UA[引物序列+ 目的基因和内参基因 !P$+’)# 分别
在同一批次的 %? 孔板上-不同的 UA[管中扩增+
UA[总反应体系为 &# %F)上-下游引物各 " %F)
" r"##稀释后的 5G>E模版 " %F) ,,H&Y ’ %F)
=\D["# %F+ %B k预变性 )# *后)再进行如下 (#
个循环%%B k B *)?# k )# *+ 每一份标本进行复管
检测+ 得到各管标本的扩增曲线和目的序列的 A9
值)以及检测该管标本内参基因 !P$+’)# 的 A9值)计
算各管标本的待测序列的 ’’A9值.’’A9h!待测目
的基因 A9值@待测组内基因 A9值"@!对照组目的
基因 A9值@对照组内参基因 A9值"/)则该基因的
7[>E相对表达为 &*’’A9+

表 /K ?̂@8[E?引物序列 Ub83b

@%J:-/K ?̂@8[E?PG#9-GL-̂+-&S-Ub83b

WR2R*+7Z6S P6K-3K, :K17RK [R]RK*R, :K17RK E7:S1562 SR2O98

?%&D" WEEEWWLLAAAEEWWEWAAE LAWALLAEWELEALLWAWAL "%? Z:

I$*& LAEWAWEEWLLELWWWAEWW WELWEWWAEWWWLAEEWAEL &?B Z:

N+$# EWAAAEAALWLLEEEWWALA AAEAAEEWEAEWLAWLALAA "’& Z:

-’=*" EWLALALAWALALWWLLLAA LEWAAAWLWAWEWLEAEELA "$B Z:

-’=*& WWWEWLALWWEEAELLWLWEE WAEAELLWLEEWLEWWLWWEALWL ""# Z:

E+(&("# EWLWEAAAWEWEALWAL EWEEWAAWEWAWWLEEE "(# Z:

C$*>$*&) EWALLALLAEWEWWAWEAL WWEAEAEELEAEAWWWELAL )$" Z:

!P$+’)# WELWWLWWWEELWWWLAEWE LAAELWLAWLAAAEWLLWWL "&# Z:

2)&2
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/N3K统计方法
采用 =U== "%C# 统计软件包进行统计分析)采

用独立样本’检验和卡方"& 检验)-e#C#B 为差异有
统计学意义+

5K结果

5N/K超排卵和受精情况
) 周龄 AB’DF;? 雌̂鼠经过低剂量 ! & 7O;.O2

,@""和高剂量!B 7O;.O2,@""GHIE灌胃一周)经激
素超排卵后)表 & 统计结果显示)总卵数%低剂量处
理组与高剂量处理组排卵数量与对照组比较略升
高+ 异形卵数及比率%实验组与对照组相比明显降
低)差异有统计学意义)-e#C#B+ 受精率%实验组与
对照组比较没有明显差异+ 说明 GHIE可以显著
降低经过激素超排卵后异形卵比例)但对于超排卵
总数量和受精率影响不大+

表 5K超排卵后卵母细胞形态以及受精率的变化
@%J:-5KE"%&)-L(O((S$F-9(GP"(:()$ %&HO-GF#:#c%F#(&G%F-%OF-GL+P-G(Y+:%F#(&

组别
WK6Q:

!每组 #hB"

&J5RSS数;枚
>646T&J5RSS
R7ZK+6*

未受精卵数;枚
>646TQ2TRK91S1dR,

665+9R*

异常卵数;枚
>646T3Z26K73S

665+9R*

总卵数;枚
L693S2Q7ZRK
6T665+9R*

受精率;f
PRK91S1d3J9162
K39R;f

异形卵比率;f
3Z26K73S665+9R*

K39R;f

对照组 ")& % "& "B) $?C&’ ’C$(

低剂量组 ")? ") ’ "B? $’C"’ (C($#

高剂量组 "(& "$ B "?( $?CB$ )C#B#

!!注%受精率h&J5RSS数;总卵数)异常卵比率h异常卵数;总卵数4# -e#C#B
>69R%PRK91S1d39162 K39Rh>646T&J5RSSR7ZK+6*;9693S2Q7ZRK6T665+9R*) 3Z26K73S665+9R*K39Rh>646T3Z26K73S665+9R*;L693S2Q7ZRK6T665+9R*4

#-e#C#B

5N5K卵丘细胞中胚胎质量相关基因转录水平
图 " 中卵丘细胞中 7[>E表达水平显示)

GHIE处理组 ?%&D" 表达水平与对照组相比降低)
且高剂量组比低剂量组降低的倍数更大+ GHIE对
于 -’=*& 的 7[>E水平与其对 ?%&D" 的表达水平有

相似的结果)即实验组 7[>E水平比对照组降低+
而另外的胚胎质量相关标记物 I$*&-N+$# 和 -’=*"
的 7[>E水平如图 & 显示)实验组与对照组比较显
著上调+ I$*& 上调最明显+ 以上差异均有统计学
意义+

图 /K卵丘细胞中胚胎质量相关基因下调基因表达情况
注%横坐标中)H1O8%高剂量处理组,F6-%低剂量处理组,A62%对照组

纵坐标表示基因 7[>E表达水平的倍数4##-e#C#")###-e#C##"

M#)R/K’(*&G-)+:%F#(&(O)-&-LG-:%F-HF( -9JG$( +̂%:#F$ #&S+9+:+LS-::L
>69R%<2 3Z*51**3) H1O8% 81O8 ,6*ROK6Q:, F6-% S6-,6*ROK6Q:, A62% 5629K6SOK6Q:4F62O19Q,123S566K,1239R*

KR:KR*R297QS91:SRSR]RS*6TOR2RR/:KR**1624##-e#C#")###-e#C##"

5N3K卵丘细胞中凋亡相关基因转录水平
图 ) 中卵丘细胞中凋亡相关基因 C$*>$*&) 表达

水平显示)GHIE处理组与对照组相比显著下调)高
剂量组下调倍数比低剂量组更明显)即低剂量组下

调 #C$ 倍)高剂量组下调 #C) 倍+ E+(&("# 的 7[>E
表达水平显示)实验组 7[>E表达水平高于对照
组+ 以上差异均有统计学意义+
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图 5K卵丘细胞中胚胎质量基因表达上调基因表达情况

注%横坐标中)H1O8%高剂量处理组,F6-%低剂量处理组,A62%对照组+ 纵坐标表示基因 7[>E表达水平的倍数+##-e#C#")###-e#C##"

M#)R5K‘PG-)+:%F#(&(O)-&-LG-:%F-HF( -9JG$( +̂%:#F$ #&S+9+:+LS-::L
>69R%<2 3Z*51**3) H1O8% 81O8 ,6*ROK6Q:, F6-% S6-,6*ROK6Q:, A62% 5629K6SOK6Q:4F62O19Q,123S

566K,1239R*KR:KR*R297QS91:SRSR]RS*6TOR2RR/:KR**1624##-e#C#")###-e#C##"

图 3K卵丘细胞中凋亡相关基因表达情况

注%横坐标中)H1O8%高剂量处理组,F6-%低剂量处理组,A62%对照组+ 纵坐标表示基因 7[>E表达水平的倍数+##-e#C#")###-e#C##"

M#)R3K7.PG-LL#(&(O%P(PF(L#L8G-:%F-H)-&-L#&S+9+:+LS-::L
>69R%<2 3Z*51**3) H1O8% 81O8 ,6*ROK6Q:, F6-% S6-,6*ROK6Q:, A62% 5629K6SOK6Q:4F62O19Q,123S566K,1239R*

KR:KR*R297QS91:SRSR]RS*6TOR2RR/:KR**1624##-e#C#")###-e#C##"

3K讨论

I$*& 是透明质酸合成酶)是卵丘细胞扩张的重
要因素)能够促进卵母细胞成熟和排卵 . "&/ + -’=*"-
-’=*& 是前列腺素内过氧化物合酶 " 和 &)二者在排
卵反应中参与细胞外基质的形成与信号传导)其表
达水平的高低预示着卵母细胞的质量+ N+$# 是多
功能蛋白聚糖)是经过排卵刺激后产生的蛋白多糖)
其 >3端可以与蛋白质功能结构域结合)A3端与
I[P受体-整合素等细胞表面蛋白相互作用+ 其表
达在卵母细胞成熟-排卵和受精过程中起重要作
用 . ")/ + ?%&D" 基因编码的蛋白属于分泌性蛋白)且
具有高度保守性)是骨形态形成蛋白!DMU"拮抗剂
家族成员)在胚胎发育的早期表达量高)并发挥重要
作用 . "(/ + 有研究报道颗粒细胞中 I$*&--’=*"--’=*&
以及 N+$# 的转录水平与卵丘的扩增有关)其表达水

平越高卵母细胞的质量越好 . "B/ +
本研究发现)AB’DF;? 雌̂鼠经过 GHIE灌胃一

周)超排卵后)与对照组相比)排卵数量没有明显提
升)但是异常卵比率明显下降+ GHIE可以提高颗
粒细胞中I$*&--’=*" 和N+$# 基因的转录水平)优化
了卵母细胞的质量+ 因此)GHIE可以作为一种辅
助用药促进 AB’DF;? 青̂春期前雌鼠的超排卵质
量+ 本研究中用 GHIE处理后)卵丘细胞中 -’=*"
的转录水平上调而 -’=*& 的转录水平下调)这可能
与 -’=*" 与 -’=*& 出现表达的时间有关)-’=*" 的表
达出现在超排卵后的 "& 8)相当于排出第一级体后
开始表达)而 -’=*& 的表达出现较早)发生在超排卵
后 (g$ 8)排卵后表达随之降低+ 两种同源基因表
达存在时空差可能是 -’=*" 与 -’=*& 存在功能互补
的原因 . ")/ + ?%&D" 也是较多研究者认为可以标志
着卵母细胞和胚胎质量的基因 . "B/ )但是 M+RK*等人
报道了 ?%&D" 在原始卵泡形成前起到重要的作用)
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出生后 ?%&D" 的表达并不能代表胚胎质量和受精能
力)本研究中 GHIE使 ?%&D" 下调的机制可能是由
于 ?%&D" 是 DMU( 信号通路的拮抗剂)应用 GHIE
处理时)激活 DMU( 信号通路)因此降低了 ?%&D" 的
表达 . "(/ + 综上)GHIE可以优化青春期前卵母细胞
的质量)GHIE对于成年AB’DF;? 小̂鼠的作用效果
还有待于进一步研究+

对于 GHIE作用机制的研究)一方面的关注
GHIE对相关激素的调节)例如 GHIE可以通过增
强抗缪勒管激素!EMH"-抑制素 D)增加有腔卵泡
的数量)改善 GY[患者的卵巢功能 . "?/ + 但是也有
研究者发现 GHIE对于血清 EMH和 P=H并没有明
显改变 . "’/ + 另一方面)GHIE可能通过增加对胰岛
素样生长因子J"!12*QS12JS1.ROK6-98 T3596KJ")<WPJ""
的表达从而增加卵巢的反应性 . "$/ + 此外)雌鼠缺乏
雄激素受体!E["表现出较长的发情周期和较低的
生育能力 . "%/ )因此有研究报道 GHIE可通过诱导颗
粒细胞中雄激素受体 !E["和 P=H受体的表达增
加)恢复卵巢的功能 . &#/ + 但是)也有文献报道)
GHIE可以增加 GY[患者 E[的表达)但并没有增
加 P=H受体的表达)相反 GHIE可以降低 GY[患
者中高表达的 P=H受体水平)表明 GHIE调节 P=H
受体的机制可能存在其他方式 . &"/ + 近年还有研究
报道)对于卵巢反应性低下的女性)GHIE可以通过
减少其卵丘细胞的凋亡)增加线粒体的功能)提高卵
母细胞的质量和体外受精的结果 . &&/ + 在本研究用
GHIE处理AB’DF;? 小̂鼠并超排卵后)卵丘细胞中
凋亡相关基因 E+(&("# 与对照组相比表达上调)
C$*>$*&) 表达与对照组相比表达下调)与 F12 等人
的研究结果一致+ 本研究发现 GHIE可以提高卵
母细胞的质量)降低经过激素超排卵后异形卵的比
例)并对 GHIE影响卵丘细胞发育的机制做了初步
探索)为后续 GHIE的功能研究提供基础理论+
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四氯化碳诱导近交系 AB’DF;?小鼠建立肝纤维化模型
刘甦苏"!霍桂桃&!王辰飞"!范昌发"
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摘要%目的!比较不同剂量四氯化碳诱导近交系 AB’DF;? 小鼠肝纤维化模型的效果)以建立稳定的肝纤维化模型+

方法!选择 B 周龄的 AB’DF;? 近交系小鼠)分别腹腔注射给予高-中-低剂量的四氯化碳诱导肝纤维化)实验结束

后取血及肝脏组织)检测血浆丙氨酸转氨酶!EFL"-天冬氨酸转氨酶!E=L"的水平及肝脏病理变化+ 结果!近交系
AB’DF;? 小鼠药物诱导后)各剂量组动物均能存活到 $ 周)高剂量组存活率仅为 &#f远低于中-低组,血清转氨酶

含量升高程度-肝组织病理改变存在剂量时间效应关系+ 病理分析表明)各剂量组均可见肝细胞变性;坏死-中央

静脉周围;汇管区混合细胞浸润及肝脏纤维化+ 结论!"#f四氯化碳给药 $ 周后能诱导近交系 AB’DF;? 小鼠形成

较稳定的肝纤维小鼠模型)为后续肝纤维化机制研究及药物筛选工作奠定了基础+

关键词%近交系 AB’DF;? 小鼠,四氯化碳,肝纤维化

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

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

!!肝纤维化是机体对各种病因引起的慢性肝损伤
后的一种损伤修复反应)呈现高发病率-高死亡率特
征+ 四氯化碳!53KZ62 9R9K358S6K1,R) AAS( "诱导肝脏
纤维化是目前常用的造模方法)本法建立的肝纤维
化模型已广泛用于研究肝纤维化的细胞及分子机
制-血清学标志物-组织病理及抗纤维化物质的药效
评价 . "J&/ +

目前国内多采用 =G大鼠和封闭群小鼠进行
AAS( 急性肝毒性实验)选取的给药途径-剂量-时间

间隔等因素也多有不同 . )J?/ + 近交系小鼠具有遗传
背景均一-对药物反应的一致性好-可重复性强等特
点)被广泛用于生命科学-医学等研究中 . ’J$/ + 建立
稳定可靠的肝纤维化模型可以为肝纤维化发病机制
研究-抗肝纤维化药物的筛选及评价提供工具+ 因
此)本研究选择常用 AB’DF;? 小鼠品系)摸索最适
造模剂量和方法方式)建立稳定-个体差异小的近交
系 AB’DF;? 小鼠的肝纤维化模型)为肝癌致病机理
及临床医学研究工作提供稳定的疾病模型+

/K材料与方法

/N/K材料
/N/N/!实验动物%近交系 AB’DF;? 小鼠)由中国食
品药品检定研究院实验动物资源研究所繁殖)动物
生产许可证号为 =AVa!京" &#"’J###B+ 小鼠生产
繁育在 =UP级屏障设施内进行)动物实验在清洁级
环境中进行)饲喂 =UP级小鼠颗粒饲料)饮用灭菌
自来水+

本实验在中国食品药品检定研究院实验动物伦
理委员会监督下进行+
/N/N5!主要仪器及试剂%本实验主要仪器设备有全
自动生化分析仪!N[<LJ$&?#")自动包埋机!日本樱
花 LIABIM̂J& 型" 滑动式切片机 !日本樱花 <c=J
("# 型"等, AAS(-橄榄油均购自国药集团化学试剂
有限公司)E=L-EFL检测试剂均购自中生北控生物
科技股份有限公司,其他常见生化试剂如乙醇-异戊
醇-苯-氯仿购自北京化学工业集团有限公司+
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/N5K方法
/N5N/!肝纤维化模型分组及给药剂量%选取 B 周龄
的 AB’DF;? 近交系小鼠)每组 B 只+ AAS(和橄榄油
根据体积比混合)配置成 &#f!高剂量 "# %F;O体
质量"及 "#f!中剂量 "# %F;O-低剂量 B %F;O"的
AAS(溶液)对实验组小鼠进行每周 & 次腹腔注射)连
续注射 $ 周)对照组给予同体积橄榄油+
/N5N5!观察指标
"C&C&C"!体质量及生存率观察

每周称量小鼠体质量)注射后注意观察一般情
况并记录动物情况)例如精神状况和饮食量及小鼠
体质量+
"C&C&C&!生化指标测定

各组小鼠分别在给药后 " 周-) 周-? 周-$ 周)
通过眼球内眦静脉丛取血) ) ### K;712 离心
"# 712)分离血清后用全自动生化分析仪测定其
EFL- E=L的水平+
"C&C&C)!肝脏组织病理学检查

连续给药 $ 周后处死小鼠)先眼内眦采血)待小
鼠死亡)解剖)取肝脏置于 (f的甲醛固定) 切片厚
度 )gB %7)石蜡包埋)苏木精一伊红!HI"染色)光
镜下观察肝脏病理学改变+
/N3K统计方法

应用IVAIF进行数据分析)计量资料以!%/m*"表
示)独立样本用 ’检验)-e#C#B为差异有统计学意义+

5K结果

5N/K近交系 EUT=;_4 小鼠生存率的比较
为了获得近交系品系的肝纤维化模型)并验证

给药剂量对成模率和生存率的影响)分别设置了高-
中-低三个剂量组+ 给药 &( 8)小鼠存活率 "##f)
未出现明显临床病理症状+ 高剂量组 " 周后)大量
小鼠死亡)存活率仅为 &#f)而中-低剂量组)以及
对照组小鼠均存活到 $ 周实验结束)仅对照组有 "
只小鼠注射后第 & 天死亡)该鼠大体剖检显示 VVV
地方有损伤迹象)推测其与给药操作不当有关+ 从
以上实验结果分析)AAS( 给药剂量与小鼠模型生存
率呈剂量效应)小鼠生存率结果!见图 ""+
5N5K近交系小鼠肝纤维化形成过程中血清转氨酶
水平的动态变化

本实验比较了各组各个时间点的 EFL和 E=L
含量)结果显示小鼠血清 EFL和 E=L在给药后出现
两头高-中间低的趋势)并未随造模时间的推进而逐

渐升高)分析原因造模后一周的 EFL和 E=L含量急
剧升高)可能与药物急性毒性有关)随后 $ 周时高-
中-低剂量组的转氨酶水平升高)说明肝功能的损伤
程度与注射浓度成正比)并在一定程度上反映肝纤
维化的程度+ EFL和 E=L升高)可能为肝细胞受
损-微胆管梗阻所致+ 高剂量组指标与对照组相近)
可能是存活的小鼠未造模成功+ 中-低剂量组的结
果显示造模后 $ 周)与对照组相比)小鼠血清中 EFL
和 E=L的水平升高明显)提示肝脏的合成功能受到
了损害 . %/ +

图 /K近交系 EUT=;_4 小鼠各剂量组的生存率
M#)R/K@"-L+GY#Y%:G%F-(OEUT=;_4 9#S-#&

H#OO-G-&F-%S"H(L%)-)G(+P

图 5K各剂量组近交系 EUT=;_4 小鼠给药后

不同时间血清转氨酶水平
注%纵坐标是各组小鼠血清 EFL-E=L的每 F血清中水平)横坐标

是给药时间,给药 " 周和 $ 周)EFL-E=L含量升高)与对照组相比

差异极显著!##-e#C#"" ,) 周和 ? 周差异不明显

!##-l#C#"" )与对照组相比!##-e#C#"" +

M#)R5K@"-L-G+9-.%9#&%F#(&G-L+:FL(OEUT=;_4 9#S-

#&H#OO-G-&FF#9-L%OF-G%H9#&#LFG%F#(&
>69R%L8R]RK9153S566K,1239R1*98RSR]RS6TEFL32, E=L12 R358 OK6Q:)

32, 98R86K1d6293S566K,1239R1*98R917R6T3,7121*9K391624ET9RK" 32, $

-RR.*6T3,7121*9K39162) EFL32, E=L5629R29125KR3*R,) 12,1539R*

!##-e#C#"" 567:3KR, -198 98R5629K6SOK6Q:) -81SR98RKR

-3*26*1O21T15329,1TTRKR25RZR9-RR2 ) -RR.*32, ? -RR.*!##-l

#C#"" ) ZQ912,1539R*!##-e#C#"" 567:3KR, -198 98R5629K6SOK6Q:4
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5N3K小鼠肝纤维化病理学改变
给予 AAS( $ 周后)高剂量组小鼠肝脏的主要病

理学改变为极轻度肝细胞变性;坏死)极轻度中央静
脉周围;汇管区混合细胞浸润,极轻度肝脏纤维化+
中剂量组小鼠肝脏的主要病理学改变为极轻度至轻
度肝细胞变性;坏死)轻度中央静脉周围;汇管区混
合细胞浸润,极轻度肝脏纤维化+ 低剂量组小鼠肝
脏的主要病理学改变为极轻度至轻度肝细胞变性;
坏死,轻度至中度中央静脉周围;汇管区混合细胞浸
润,极轻度至肝脏纤维化!见图 )"+

图 3K肝纤维化小鼠肝脏病理学改变#d566$
注%E%对照组肝脏未见明显的病理学改变,D-A-G%高-中-

低剂量组小鼠肝脏可见中央静脉;汇管区混合细胞浸润-

肝细胞变性;坏死及纤维化+

M#)R3K@"-:#Y-GP%F"(:()$ (OO#JG(L#L

9#S-*#F"X7LF%#&#d566$
>69R% E% L8RKR-RKR266Z]16Q*:3986S6O153S5832OR*12 98RS1]RK6T98R

5629K6SOK6Q:, D) A) G% 71/R, 12TS377396K+5RSS12T1S9K39R) 8R:3965RSSQS3K

,ROR2RK39162;2R5K6*1*32, T1ZK6*1*12 98R5R29K3S]R12;:6K93S3KR3-RKR

6Z*RK]R, 12 98RS1]RK6T98R81O8) 7R,1Q732, S6-,6*ROK6Q:*4

实验结果发现)高剂量动物组动物死亡率为
$#f)剩余的一只动物镜检发现病变+ 低)中剂量组
未出现动物死亡)但是镜检发现中剂量组的病变程
度高于低剂量组)存在药物剂量效应+ 随着给药时
间增长)肝脏的中央静脉周围;汇管区混合细胞浸润
及肝脏纤维化程度加重+

3K讨论

肝纤维化动物模型的建立是研究肝纤维化发病
机制的基础)本实验室尝试近交系 AB’DF;? 小鼠作
为研究对象)采用常用的诱导肝损伤模型的四氯化碳
化学试剂通过给予小鼠高-中-低剂量)观察其对肝纤

维化模型建立的影响)以探索建立小鼠肝纤维化模型
的方法+ 结果显示)随 AAS( 浓度增高)高剂量组小鼠
死亡率偏高)中-低剂量组小鼠 $ 周后肝脏出现纤维
化)中剂量组的肝组织病变程度高于低剂量组+

肝纤维化时常伴随肝功能损伤) 检测谷草转氨
酶!E=L"-谷丙转氨酶!EFL"指标和肝脏组织病理
学诊断方可确定是否发生肝纤维化+ 因此本实验检
测了 E=L-EFL等反映肝功能变化的指标+ 重复结
果表明)给药 $ 周后小鼠血清 E=L-EFL水平升高)
且中剂量组的含量高于低剂量组)说明肝功能的损
伤程度与注射浓度成正比)并在一定程度上反映肝
纤维化的程度 . "#J""/ +

综上所述)通过注射 "#fAAS()"# %F;O)共 $ 周
能够明显地诱导小鼠肝纤维化形成)且死亡率较低)
是一种较理想的制作肝纤维化模型的方法)这为研
究肝纤维化的发病机制奠定了基础+
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高脂血症食蟹猴模型的建立及分析
杨永立!李!锋!汪云龙!刘发琴!周国春!高仕平!徐子辰!徐永德

!昆明科灵生物科技有限公司)昆明!?B#BB#"

摘要%目的!建立高脂血症食蟹猴模型+ 方法!采用高脂膳食饲料诱导食蟹猴)分别在 (-$-"&-"$ 个月检测血清

总胆固醇!LA"-高密度脂蛋白!HGF"-低密度脂蛋白!FGF"-甘油三脂!LW"指标)对其血脂指标的变化趋势进行分

析+ 结果!模型组在饲喂高脂膳食饲料 ( 个月后)LA-HGF-FGF与实验前相比差异极显著!-e#C#"",LW在饲喂高

脂膳食饲料 $ 个月后明显升高)与实验前相比差异极显著!-e#C#"",造模后)高脂饲料组与正常对照组比较)LA-

HGF-FGF-LW均高于对照组)差异极显著!-e#C#""+ 结论!在本实验中)模型组 LA-HGF-FGF-LW均呈现递增趋

势)尤其是 LA-FGF明显高于食蟹猴正常参考值水平)说明模型组食蟹猴具有高胆固醇和高-低密度脂蛋白血症的

特征)初步建立了食蟹猴高脂血症动物模型+

关键词%高脂血症,动物模型,食蟹猴

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

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

! ! 随 着 人 们 生 活 水 平 的 提 高) 高 血 脂 症
!H+:RKS1:1,3R713"和脂肪肝!T399+S1]RK"的发病率在
逐年增加+ 高血脂症)又称脂代谢紊乱)即血清总胆
固 醇 ! L693S A86SR*9RK6S) LA") 甘 油 三 酯
!LK1OS+5RK1,R) LW") 低 密 度 脂 蛋 白 !F6-J,R2*19+
S1:6:K69R12) FGF"的增高以及高密度脂蛋白 ! 81O8J
,R2*19+S1:6:K69R12 HGF"的降低)这不仅是脂代谢紊
乱的标志)也是动脉粥样硬化)冠心病-脑卒中-高血
压-心脏病)中风和脂肪肝等疾病的主要危险因
素 . "J(/ + 高脂血症已成为医药界研究的热点)理想
的高脂血症动物模型不仅是研究人类高脂血症发病
机理的有效工具)也是开展脂代谢异常及动脉粥样
硬化研究的重要手段+

建立高脂血症模型的动物)要考虑造模动物对
膳食脂质调节和代谢-生理功能反应以及高脂血症
的各种症状等要与人类尽可能相似+ 非人灵长类动
物因在遗传-生理以及生物学特性方面与人类十分
相似)高脂血症动物所表现的病理特征和血脂变化
规律与人类高血脂患者的临床特征也十分相似 . B/ )
故选用食蟹猴作为实验动物)用高脂膳食饲料诱导
方法)初步建立高脂血症食蟹猴动物模型)本研究通
过检测 LA-HGF-FGF-LW的水平来衡量血脂变化情

况)同时对其血脂指标变化趋势进行分析)为筛选理
想的高脂血症模型提供依据+

/K材料与方法

/N/K材料
/N/N/!实验动物% 正常饲养的健康成年雄性食蟹
猴 $#( 只)由昆明亚灵生物科技有限公司提供)许可
证号为 =AVa!滇"a&#"BJ###),实验过程在生物医
学动物模型国家地方联合工程研究中心昆明科灵生
物科技有限公司动物实验设施中进行)实验动物使
用许可证号为 =\Va!滇"a&#"&J###&+
/N/N5!实验饲料%正常饲料由昆明亚灵生物科技有
限公司提供)生产许可证号为 =AVa!滇 " a&#"$J
###(+ 高脂饲料由广州市国龙科技有限公司提供)
!加工配方%"Bf猪油-)#f糖-#CBf胆固醇-Bf无
营养物质- (%CBf基础饲料 ")生产许可证号为
=AVa!粤"&#"(J##&?+
/N/N3!主要试剂及仪器设备%胆固醇)高密度脂蛋
白胆固醇-低密度脂蛋白胆固醇和甘油三脂检测试
剂盒由罗氏诊断产品!上海"有限公司提供+ 使用
罗氏全自动生化分析仪!5B#""检测血清样品+



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

/N5K方法
/N5N/!动物分组及高脂血症动物模型的制备%随机
挑选 ()B 只食蟹猴为模型组)饲喂高脂膳食饲料,
)?% 只为对照组)饲喂正常饲料+ 模型组和对照组
动物每天每只饲喂 &## O饲料)分别在上午 #$%##
和下午 "?%## 各给予 "## O+ 每日中午 ")%)# 饲喂
"B# O水果)自由饮水+ 饲养环境温度 "$g&? k)相
对湿度 (#fg’#f)本试验分别在第 ( 个月-第 $ 个
月-第 "& 个月-第 "$ 个月采血进行血脂检测+
/N5N5!血液样品采集及血脂检测%动物空腹 "& g
"( 8)前肢静脉采血 ) 7F)) ### K;712 离心 "# 712
后收集血清+ 马上使用罗氏全自动生化分析仪
!5B#""检测 LA)HGF)FGF和 LW+
/N3K统计方法

用 =U== "’C# 软件进行统计学分析)差异性分
析采用方差分析)数值以!%/m*"表示)以 -e#C#B 表
示差异显著)-e#C#" 为差异极显著+

5K结果

5N/K高脂膳食诱导组造模前’后血脂指标检测结果
比较

高脂膳食诱导组血脂指标与造模前自身对照)
LA-HGF-FGF在饲喂高脂膳食饲料 ( 个月后明显

升高)在 (g"& 个月均维持在较高水平)"$ 个月略下
降)但与实验前相比均极显著上升 !-e#C#"", LW
在饲喂高脂膳食饲料 $ 个月后明显升高)并维持在
较高水平)与实验前相比差异极显著!-e#C#""+
5N5K高脂膳食诱导组与正常饲料对照组血脂指标
检测结果比较

造模后)高脂膳食诱导组与正常饲料对照组比
较)LA-HGF-FGF-LW均高于对照组)差异极显著
!-e#C#""+
5N3K对照组’模型组实验前后血脂指标检测结果
比较

血脂各项指标的分析结果表明)在实验过程中)
对照组血清 LA-HGF-FGF-LW均无明显的变化+ 模
型组 LA水平有递增趋势)在饲喂高脂膳食饲料 (
个月后)与实验前相比呈现极显著性差异 !-e
#C#"")并且 LA明显高于食蟹猴血脂的正常参考水
平)具备了高胆固醇血症特征,HGF先增加后降低)
但与实验前相比均极显著上升!-e#C#"",FGF在饲
喂高脂膳食饲料 ( 个月后水平快速递增)虽然后期
有下降)但都维持在较高水平)并且与实验前相比极
显著上升!-e#C#"")且明显高于食蟹猴血脂的正常
参考水平)提示脂代谢紊乱导致了高脂血症,LW水
平呈现递增趋势)在 $ 个月时极显著升高 !-e
#C#"")见表 "+

表 /K食蟹猴高脂血症模型组与对照组血脂指标监测结果#&!V"$

@%J:-/KC&H-.-L%J(+F:#P#HL(OF"-9(H-:)G(+P%&HF"-S(&FG(:)G(+P!&!V""

分组!WK6Q:" 检测指标!<2,R/" LA HGF FGF LW

模型组

76,RSOK6Q:

! #h()B"

对照组

5629K6SOK6Q:

! #h)?%"

实验前 UKR &C?#m&C")3 "C($m#C($3 "C"’m#C%#3 #CB$m#C)%3

( 个月 ( 76298* "(C($m’C’BZ &C"’m#C(’Z ")CBBm$C"&Z #C?%m#CB%3

$ 个月 $ 76298* "&CB"m?C&#Z "C%?m#C’?Z ""C?)m?C$&Z #C%?m#C%%Z

"& 个月 "& 76298* ")C)Bm’C)&Z "C$?m#C?%Z ""C%#m’CB?Z "C&Bm"C(#Z

"$ 个月 "$ 76298* "#C’"mBC’(Z "C’’m#C?$Z %C’$mBC%?Z "C&&m"C’&Z

实验前 UKR ; ; ; ;

( 个月 ( 76298* ; ; ; ;

$ 个月 $ 76298* &C&Bm#CB)3 "C)"m#C(?3 #C%Bm#C)(3 #C%&m#C(B3

"& 个月 "& 76298* ; ; ; ;

"$ 个月 "$ 76298* &C(&m#CB(3 "C)(m#C(&3 "C"’m#C)$3 #C$$m#CB$3

!!注%LA) HGF) FGF) LW单位均为 776S;F+ 同列字母相同表示差异不显著!-l#.#B" )字母不同表示差异极显著!-e#4#""

>69R%L8RQ219*6TLA) HGF) FGF32, LW3KR3SS776S;F) L8R*37RSR99RK12 98R*37R9K3,R7R32*26*1O21T15329,1TTRKR25R!-l#4#B" )-81SR

,1TTRKR29SR99RK7R32**1O21T15329,1TTRKR25R6KR/9KR7RS+*1O21T15329!-e#C#B)-e#C#""

5N2K高脂膳食诱导组血脂检测指标 @Z水平
饲喂高脂膳食饲料动物的 LW水平)个体间

存在较大差异+ LW代谢极端异常的动物 LW水

平可突然升高至 B’C? 776S;F) 而饲喂相同时间
高 脂 膳 食 饲 料 的 动 物 LW 水 平 最 低 的
为 #C" 776S;F+

2&)2
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3K讨论

非人灵长类动物是现代医学研究领域重要的实
验动物)在遗传学-解剖学和生理学上都与人类高度
相似+ 食蟹猴体型小)性情温顺)便于实验操作)且
繁殖周期短)在医学研究中应用广泛)常应用于药理
学-毒理学-药物安全性评价等方面的实验研究 . ?/ +

本试验选择生长和代谢都较为稳定的成年食蟹
猴作为实验猴 . ’/ )通过饲喂高脂膳食饲料形成高脂
血症动物模型)该模型形成时间相对较长)与人类长
期高脂膳食导致的高脂血症相似+ 脂代谢紊乱是诱
发高脂血症的关键原因)血清中 LA-HGF-FGF-LW
的含量可在一定程度反映机体脂肪代谢状况)是监
测血脂变化的重要指标 . $/ + LA体内含量过量时会
导致高胆固醇血症)对机体产生不利的影响,HGF
主要功能是将肝外组织中过多的胆固醇运输到肝脏
代谢)HGF具有防止动脉粥样硬化-降低冠心病病
死率作用,FGF是所有血浆脂蛋白中首要的致动脉
粥样硬化性脂蛋白)如果血液中 FGF含量过高)就
易沉积于动脉血管壁)会形成粥样斑块)导致血管狭
窄或破裂可直接导致急性心梗-中风甚至猝死+ 本
实验通过检测LA-HGF-FGF-LW的水平来衡量血脂
变化情况+

本实验结果显示)在饲喂高脂膳食饲料 ( 个月
时)试验组 LA和 FGF水平极显著升高!-e#C#"")
在后期有所下降)但都稳定维持在一个较高的水平)
且 LA和 FGF的水平明显高于食蟹猴血脂的正常水
平 . %J""/ ,HGF和 LW水平先增加后降低)虽然与实验
前相比有极显著的上升!-e#C#"")但均维持在食蟹
猴血脂的正常水平,在实验 $ 个月-"$ 个月时模型
组 LA-HGF-FGF-LW均明显高于对照组!-e#C#""
尤其是 LA和 FGF的水平)这一结果与杨凤梅等的
实验结果一致 . ""/ + 造成这些结果的可能机制是因
为高脂膳食饲料中含 "Bf的猪油-)#f的糖和 #CBf
胆固醇)高脂肪-高糖和高 LA的摄入使造模动物体
内血液的 LA含量急剧增加)出现 LA代谢障碍从而
导致机体内的血脂代谢紊乱)使 FGF的代谢也出现
障碍并在体内蓄积)从而使造模动物出现高 LA和
高 FGF血症+ 通过分析 LW的结果可知)饲喂高脂
膳食饲料动物的 LW水平)个体间存在较大差异)造
成这一结果的原因可能是动物个体间基因存在差
异)有些动物的基因在特定的身体条件和环境因素
作用下会发生突变+ 有全基因组研究发现)LW代谢

极端异常的 HLW患者)脂蛋白 !S1:6:K69R12 S1:3*R)
FUF"基因)载脂蛋白 A& 基因有突变聚集倾向 . "&/ +
脂蛋白脂肪酶的主要生理功能是水解血液中富含甘
油三脂脂蛋白中的三脂酰甘油)生成的甘油和脂肪
酸可供组织氧化分解并提供能量 . ")/ + 有些 FUF自
身变异并结合遗传因素或者环境因素时会产生严重
的临床症状)比如妊娠后)FUF基因发生突变)LW由
)C( 776S;F升高至 &&CB 776S;F. "(/ +

本实验结果说明)采用高脂膳食饲料建立的食
蟹猴高脂血症动物模型前期表现为 LA和 FGF迅速
升高)后期虽有下降)但都维持在较高的异常水平)
这一结果表明食蟹猴在造模过程中可能存在一个机
体内适应的过程)通过体内代谢调节血脂水平)维持
在一个稳定的水平,HGF和 LW水平先增加后降低)
但都在正常范围内波动+ 通过各项指标分析)用高
脂饲料建立的食蟹猴高脂动物模型符合高脂血症临
床分类中的高胆固醇血症和高 FGF血症的特征)并
且在 "$ 个月的试验监测中)LA和 FGF都维持在较
高水平)说明本试验已经初步建立了稳定的食蟹猴
高脂血症动物模型+
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作者简介%陈亚坤!"%$&*")女)硕士)研究方向%基因工程修饰动物模型4IJ731S%+3.Q258R20"?)4567

通信作者%李晓燕!"%’’*")女)副研究员)研究方向%实验动物管理与动物模型4IJ731S%S1/+%%’?#?0"?)4567

!型干扰素受体#!"#$%$基因敲除小鼠的繁育及基因型鉴定
陈亚坤"!孙!婧"!蒋亚君"!王昕昉"!刘晓宇"!戴连攀&!卢选成"!李晓燕"

!"4中国疾病预防控制中心)北京!"#&&#?" !&4中科院北京生命科学研究院)北京!"##"#""

摘要%目的!对 !"#$%基因敲除小鼠繁育及鉴定方法进行分析)为多种病毒研究提供理想的动物模型+ 方法!将引

进的纯合 !"#$%基因敲除小鼠)以 " 雄 & 雌的合笼方式进行饲养繁殖)从仔鼠中提取鼠尾基因组 G>E)UA[法扩增

目的基因片段)琼脂糖凝胶电泳进行基因型结果判定+ 结果!!"#$%基因敲除小鼠繁育成功)获得了一批基因敲除

鼠)使用 UA[方法成功鉴定出 !"#$%基因敲除纯合子小鼠+

关键词% <型干扰素受体,基因敲除,小鼠,繁育,基因型鉴定

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

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

!!干扰素 !<29RKTRK62)<P>"是能够干扰病毒在宿
主细胞内增殖的一种蛋白) "%B’ 年由 <*335*与
F12,R27322 共同发现+ 干扰素分为 <型干扰素和)
型干扰素两大类 . "/ + <型干扰素包括 <P>J"和 <P>J

&))型干扰素也称为 <P>J*. &/ + 干扰素生物效应发
挥的前提是)必须要与细胞表面相应的信号受体结
合 . &J)/ ) 如果干扰素受体缺乏)会导致干扰素无法与
之结合)进而无法发挥干扰素的生物学效应+ 干扰
素受体!<P>["分为 <型干扰素受体!结合 <型干扰
素"和)型干扰素受体!结合)型干扰素")干扰素
受体基因敲除小鼠属于免疫缺陷动物模型)是多种
病毒研究的敏感动物模型)可用于病毒的致病机制
研究以及抗病毒疫苗-药物研发+ 中国疾病预防控
制中心实验动物中心通过引进 <型干扰素受体
!<T23K"基因敲除小鼠)并在负压屏障设施内以 " 雄
& 雌的合笼方式进行了饲养-保种繁育)并对繁育的
仔鼠基因型进行了鉴定)结果获得了稳定的 )"#$%@;@

基因型小鼠+

/K材料与方法

/N/K实验动物
!"#$%基因敲除小鼠纯合子自重庆医科大学引

进)品系名%D?C"&%=&J!"#$%"97"EO9;M7b3/) 遗传背景%

AB’DF;?)基因型%)"#$%@;@+
/N5K仪器和试剂

UA[扩增仪 !杭州博日科技有限公司)型号%
LAJVUJG")化学发光凝胶成像系统!北京科创锐新
生物科技有限公司)型号%a$)?#")核酸水平电泳仪
!北 京 六 一 生 物 科 技 有 限 公 司) 型 号% G\AUJ
)"G>") 台 式 高 速 冷 冻 离 心 机 ! 艾 本 德 中 国)
M121=:12")恒温水浴锅 !上海习仁)型号%HHJ"&")
实验动物饮水机!北京木牛流马精华工程技术有限
公司) M>JFM&## "̂ ,动物饮水专用灭菌器!凌云博
际北京科技有限公司)+型"+

基因组 G>E提取试剂盒 !北京全式金生物技
术有 限 公 司) 货 号% II"#" ") & iI3*+L3q UA[
=Q:RKM1/!北京全式金生物技术有限公司) 货号%
E="""")& aG>EM3K.RK!北京全式金生物技术有
限公司)货号%DM"#" ") D1691Q7 WRSKR, 核酸染料
!"####i" !莱博斯特 !北京"科技有限公司)货号%
("##)"+
/N3K$%#&’基因敲除小鼠的饲养繁育

!"#$%基因敲除小鼠饲养在中国疾病预防控制
中心实验动物中心负压屏障设施内 . (/ ) 在独立通风
笼盒!12,1]1,Q3SS+]R291S39R, 53OR*)<cA"内饲养和繁
殖)饲养温度控制在 &# g&( k)相对湿度 (#fg
’#f)自由饮食进水)昼夜光照节律+ 按照 =UP级动
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物饲养标准进行饲养)垫料-鼠盒均经过 ")" k-
"B 712 高压蒸汽灭菌后使用+ 饲料采用华阜康公
司生产的 =UP级小鼠饲料)小鼠饮水采用超滤净化
水机生产后再高压灭菌处理+ 垫料每周更换 " 次)
每日补充充足饲料及饮水+ 采用 " 雄 & 雌合笼方式
进行繁殖+

对 "( 笼合笼的纯合 !"#$%基因敲除小鼠!Bg"#
个月月龄"的生产情况进行 ( 个月的跟踪)对生产
的仔鼠数量进行统计计算+
/N2K小鼠的基因型鉴定
/N2N/!鼠尾基因组 G>E提取%剪取小鼠尾尖长
#C&g#C) 57的组织)放入容量 "CB 7F离心管中)快
速放入@&# k保存+ 用 G>E提取试剂盒提取小鼠
基因组 G>E后)放于 ( k备用+
/N2N5!UA[扩增反应%鉴定引物序列由上海生工
生物工程技术服务股份有限公司合成) A67762%
AWEWWAWEEWLWWLLEEEEW) ‘1S, 9+:R[R]RK*R%
EAWWELAEEAALAELLAAEA) MQ9329 [R]RK*R%
EELLAWAAEELWEAEEWEAW+ 以上 ) 种引物按照
" r"r"比例混合至 "# %76S;F)进行 UA[反应+ UA[
反应体系!&# %F"%&iUA[M1/"# %F)引物混合物
" %F)模板 G>E& %F)灭菌 ,,H&Y’ %F+ 采用 UA[
扩增仪进行 L6Q58,6-2 循环扩增)反应条件%预变性
%( k &712,变性 %( k &# *)复性 ?B k "B *)复性温
度每个循环下降 #CB k)延伸 ?$ k "# *)循环 "#
次,变性 %( k "B *,复性 ?# k "B *)延伸 ’& k
"# *)循环 &$ 次,最后延伸 ’& k & 712,"# k停留+

最后样品取出)( k保存备用+
/N2N3!琼脂糖凝胶电泳%取 UA[扩增产物 " %F)在
"f琼脂糖凝胶中进行电泳分析)以 "&#]由负极向
正极电泳 )# 712)于化学发光凝胶成像系统中拍照
观察+
/N2N2!基因型结果判定%按条带不同鉴别出各个基
因型小鼠+ 鼠尾基因组 G>E经 UA[扩增后)琼脂
糖凝 胶 电 泳 基 因 型 片 段 为% A67762 和 7Q9329
KR]RK*R引物扩增产物长度为 &B# Z: 左右)为突变型
!aY"小鼠,A67762 和 ‘1S, 9+:RKR]RK*R引物扩增
产物长度为 "BB Z: 左右)为野生型 !‘L" 小鼠,
&B# Z:和 "BB Z: 两条电泳条带均存在的为杂合
!HIL"小鼠+
/NUK统计方法

统计数据用!%/m*"表示)样本平均数和理论值
每胎 $g"B 只 . B/最小值间比较)用单样本 ’检验统
计学方法分析+ 所有数据用 R/5RS进行统计录入)用
=U== &&C# 统计软件进行分析)以 -e#C#B 为差异具
有统计学意义+

5K结果

5N/K小鼠外形特征
AB’DF;?!hD?"遗传背景的 !"#$%基因敲除小

鼠成年鼠的被毛为黑色)与野生型 D? 小鼠相同+
!#"$%基因敲除小鼠交配后产生的子代新生幼鼠) 两
眼紧闭)四肢蜷缩)皮肤无毛)呈肉红色)与野生型幼
鼠外观形态上无明显差异+

图 /K基因敲除小鼠的成年鼠和仔鼠外形特征
注%E4成年小鼠!D4" 日龄仔鼠

M#)R/K<PP-%G%&S-(O%H+:F%&H&-(&%F%:Q&(SQ(+F9#S-
>69R%E43,QS976Q*R!D42R62393S715R
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5N5K小鼠的繁育情况
!"#$%基因敲除母鼠妊娠期为 &# , 左右)哺乳期

为 &" , 左右)小鼠的性成熟期为 (Bg?# ,)以上小鼠
生理特性和野生型无明显差异+ 但在产仔数量上)
大多在每胎 "# 只以下)较野生型每胎 $ g"B 只低+
对 "( 笼 Bg"# 个月月龄小鼠的生产情况进行 ( 个
月的跟踪)对生产的仔鼠数量进行统计计算+ 在 (
个月期间 "( 笼小鼠共计生产 (" 胎) 产仔数量总数
为 &&B 只)平均每胎为!BC?m&C’"只)和野生型理论

值每胎 $g"B 只相比较)差异极显著!-﹤ #C#"")具
有统计学意义+
5N3K小鼠基因型鉴定结果

部分小鼠鼠尾基因组 G>E扩增产物鉴定结果
如下图%>为阴性水对照)未见条带+ " 号样品条带
在 "BB Z: 位置左右)为野生型)& g$ 号样品条带在
&B# Z: 位置左右)为 <型干扰素受体!)"#$%"基因敲
除小鼠+

图 5K部分小鼠 [E?基因型鉴定结果
注%M%M3K.RK!& .Z G>E73K.RK""%野生型样品!&g$%不同样品 >%阴性对照

M#)R5K?-L+:FL(O)-&(F$P-#H-&F#O#S%F#(&(OL(9-9#S-J$ [E?
>69R% M%M3K.RK!& .Z G>E73K.RK""%-1S, 9+:R!&g$% G1TTRKR29*37:SR*!>% >RO391]R5629K6S

3K讨论

在敲除小鼠的饲养过程中)其外观形态-性成熟
时间-妊娠时间)哺乳时间等)与野生型小鼠相比未
见明显差异+ 但在产仔数量上)敲除小鼠 ! BC? m
&C’"只明显较野生型每胎产仔数量少)和理论值每
胎 $g"B 个存在极显著差异+ 当然)不排除饲养条
件)环境因素等对小鼠的生殖能力造成影响)但经观
察)同等条件下本中心其他小鼠具有和理论值相当
的生殖能力+ 并且本研究中产仔数量的差异与王晓
东等 . ?/的实验结果相一致)他们对三种品系的基因
敲除小鼠产仔数量进行研究)结果表明)三种基因敲
除小鼠平均每胎产仔数量与其背景小鼠相比均低)
其中 <<型干扰素受体基因敲除小鼠平均每胎产仔
数为!BC&Bm#C$&"只+ 因此综合以上结果推测)某
些基因的敲除可能会影响敲除小鼠的繁殖能力+ 本
研究中 !"#$%敲除小鼠产仔能力较低)可能是由于 <
型干扰素受体基因的敲除影响了某些基因的调控表
达)使敲除小鼠的某些功能丧失)造成生殖功能障

碍+ 但这种差异是否确实与基因敲除有关)还需要
进一步研究+

基因敲除小鼠繁育保种的一个重要环节就是基
因型鉴定)方法主要包括 UA[法和传统的 =6Q98RK2
Z6S9法 . ’/ + 本研究采用试剂盒提取鼠尾组织基因组
G>E)参照 3̂5.*62 F3Z6K396K+提供的引物序列)通过
普通 UA[扩增)凝胶电泳成功鉴定出 !"#$%敲除鼠
的基因型)与 *6Q98RK2 Z6S9鉴定法相比较)整个过程
耗时较短-费用较低)该方法可以作为 !"#$%基因敲
除小鼠基因型检测的一种快速可靠方法+

"%%( 年 MxSSRK等首次成功制成 !"#$%敲除小
鼠 . $/ )属于基因修饰的免疫缺陷小鼠模型+ 小鼠由
于性格温顺易饲养)便于操作)繁殖能力强)且对病
毒易感等特性)广泛应用于各种病毒致病机理以及
疫苗和药物评价的研究+ 但是免疫功能健全的小鼠
对有些病毒耐受)不能建立病毒感染模型或模型不
利于后续病毒各项研究)免疫缺陷小鼠模型的建立
就显得尤为重要+ 例如)用寨卡病毒感染免疫功能
健全的 AB’D;?)DEFD;A)AG" 小鼠)组织中未检测
到病毒 [>E)小鼠也未出现疾病症状 . %J""/ + 但

2’)2
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F3dR3K等 . "&/用寨卡病毒接种 !"#$%敲除小鼠)小鼠
则高度易感)呈现后肢无力-瘫痪等典型的神经症
状+ 因此))"#$%@;@免疫缺陷小鼠模型的建立和应用
对某些特定病毒的研究至关重要+

目前)!"#$%敲除小鼠在人肠道病毒 ’" 型
!I29RK6]1KQ*’")Ic’"" . ")J"(/ -登革热病毒 !GR2OQR
]1KQ*)GI>c" . "B/和寨卡病毒 !X1.3]1KQ*)X<ac" . "?/

等的研究中都有应用+ 近年来)随着 d1.3病毒研究
成为热点问题)对于干扰素受体敲除小鼠的应用也
随之日益增加+ 但这些前期的研究中应用的干扰素
受体敲除小鼠多为 "&% 背景)如 <型干扰素受体基
因敲除的 E"&%)<<型干扰素受体基因敲除小鼠的
W"&%)以及以上两种鼠杂交得到的 EW"&%+ 基因敲
除小鼠常见于 "&% 小鼠是因为其I= 做打靶时)中靶
效率高)囊胚注射后成功率也高+ 最初 X1.3病毒研
究中)小鼠模型也多为 "&% 背景)但近来 D? 背景的
!"#$%敲除小鼠模型也多有建立 . "&)"’/ + 因为 D? 小鼠
遗传背景和生理生化指标更清楚)当只有 "&% 背景
品系小鼠时)可把 "&% 小鼠和 D? 小鼠回交)获得 D?
类似背景的小鼠)再进行试验+ 本实验中小鼠为
"&% 小鼠和 D? 小鼠回交后得到的 D? 背景 !"#$%敲
除小鼠+

为满足科学试验研究的需要)本中心引进 D?
背景的 )"#$%基因敲除小鼠)在负压屏障动物房饲
养)通过一段时间的繁殖-鉴定)已获得一定数量的
)"#$%基因敲除小鼠)这为多种病毒的深入研究提供
了一定的前期实验动物基础)并且相较于 "&% 品系
的小鼠模型)遗传背景更清晰)生理生化指标更清
楚)有助于得到重复性更好的实验结果+
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过氧化氢酶J&能力验证样品的制备及其
均一性和稳定性测定
魏!杰!王!洪!贾松华!岳秉飞

!中国食品药品检定研究院)北京!"###B#"

摘要%目的!制备 3-Z 两个型别的过氧化氢酶J& 能力验证样品)并对其均匀性和稳定性进行测定评价+ 方法!均

匀性测定均按照 (f比例随机抽样)冻融稳定性以 ( 次冻融为测定终点,时间J温度稳定性以 (-&#-)’ k这 ) 个温度

为观测纵坐标)"-&-)-’-"B-)# , 为观测横坐标)在每个坐标交点)3型-Z 型分别随机抽取 & 瓶)测定不同条件下各

型别样品的稳定性+ 结果!3型-Z 型样品在均匀性测定中)均表现为各型别的清晰条带,( 次冻融后仍能稳定存

在)且 )# , 内在 (-&# k和 )’ k三种条件下均能稳定存在+ 结论!过氧化氢酶J& 样品均匀性和稳定性良好)适于

能力验证样品的制备发放需求+

关键词%过氧化氢酶J&,样品,能力验证,均匀性,稳定性

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

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

!!随着实验室认可制度的发展和实验室质量意
识的不断提升)作为实验室评定重要部分的能力
验证也在迅速发展,而加速这一发展的)正是中国
合格评定国家认可委员会于 &##& 年启动的能力
验证提供者 !ULU"认可计划 . "J&/ + 能力验证提供
者计划的实施)不仅能增强参与实验室对提供者
的信任)也为计划的有效性-结果的承认与利用起
到了积极作用+

对于提供者的认可)需要考察管理-技术等多方
面因素来保证项目的顺利实施+ 而技术核心与出现
问题的集中要素都是试样的均匀性与稳定性 . &J)/ +

中国食品药品检定研究院 &#"B 年在北京率先
通过了实验动物检测项目的 ULU认可)并组织全国
范围的实验动物检测的能力验证活动+ 为满足能力
验证认可要求)保障能力验证计划的顺利进行)本文
即对 &#"$ 年项目’><PGAJULJ"’" 实验小鼠肾匀浆
中过氧化氢酶J& 的检测(样品制备中的均匀性和稳
定性进行研究)并对近几年样品制备工作进行回顾)
为样品的研制发放提供基础数据+

/K材料与方法

/N/K动物来源
3型 DEFD;5小鼠 &# 只)$ 周龄)来自中国食品

药品检定研究院,Z 型 A)H小鼠 &# 只)$ 周龄)来自
北京维通利华实验动物技术有限公司+ 生产许可证
号分 别 是 =\Va!京 " &#"’J##") 和 =AVa!京 "
&#"?J##""+
/N5K仪器

海尔 DAG冰箱)LHI[MY恒温箱) =3K96K1Q*酸
度计)MF(##& 电子天平)G\$%J" 匀浆机)H<LEAH<

低温离心机)FEDAY>EAY冻干机) D<YJ[EG电
泳仪+
/N3K试剂和耗材

’ 7F无菌离心管)灭菌手术器械!剪刀)镊子)
解剖板")冰袋) AY[><><W冻存管)稳定保护剂-乙
酸纤维素薄膜)三羟甲基氨基甲烷)柠檬酸-过氧化
氢酶J&染色试剂盒+
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/N2K标准样品的制备 ) 2*及均匀性测定程序
/N2N/!观察动物外观及编号,
/N2N5!二氧化碳安乐死处理)解剖小鼠取肾脏)剥
除脂肪等附着物+
/N2N3!按照品系)分别称取 DEFD;5-A)H小鼠肾
脏总质量+
/N2N2!按照 ‘!肾" rc!水"h"r&的比例)分别向装
有 DEFD;5-A)H肾脏的 & 支管中加入蒸馏水)用匀
浆机匀浆+
/N2NU!配平后置于离心机中离心匀浆液+ "B ###
K;712 离心 )# 712)分别分离上清入新管)得到 3型
和 Z 型肾匀浆各 " 份 !DEFD;5及 A)H分别为 3-
Z 型"+
/N2N4!分别向 & 新管中加入一定比例的稳定保护
剂混匀)分装至冻存管中)置于冻干机中冻干+ 共制
得 3型样品 ""& 瓶)Z 型样品 $( 瓶+ @&# k冻存待
检+ 各样品取出实验时均需加入 ’# %F水还原后
使用+
/NUK样品的均匀性测定
/NUN/!按照 (f的比例随机抽取 3-Z 型样品试样)
还原于微量加样器加样+ 醋纤膜点样电泳-染色)并
判读条带+ 具体实验条件及判定标准参见 WD;L
"(%&’C"*&##$ 过氧化氢酶J&项目 . (/ +
/NUN5!如所得 3型条带和 Z 型条带均清晰可读)且
与标准规定一致)即认为符合样品的均匀性要求+
如未通过均匀性检测)则需重新制样并检测)直到符
合标准规定+
/N4K样品的稳定性测定
/N4N/!冻融稳定性%3-Z 型样品试样各取 ) 管)首
次测定于@&# k冰箱中取出加水还原测定+ 实验条
件同 "CBC"+ 如所得条带清晰可读且与标准一致)

则认为 " 次冻融稳定性良好+ 初次冻融后)即将试
样放入@&# k冰箱冷冻)每隔 & 8 再次取出)融化点
样测定+ 结果判读依据与初次相同+ 如过程中发生
拖带-弥散等情况)终止冻融测定并记录测定次数+
如过程中一直稳定)也以 ( 次冻融为测定终点+
/N4N5!时间J温度稳定性
"C?C&C"!制作一个测试计划表)拟定放置的时间和
温度+ 分别将时间和温度设为观测的横-纵坐标)设
定 (-&#-)’ k这 ) 个温度观测点)"-&-)-’-"B-)# ,
为观测时间)在每个坐标交点)每个型别的样品分别
随机抽取 & 瓶进行编号+
"C?C&C&!编号规则+ 标记顺序为%时间J温度J型
别+ 如 ( k存放 3型 " , 样品标记为’"J(J3"(-’"J
(J3&()Z 型 )’ k存放 ( , 样品标记为 ’ (J)’JZ"(-
’(J)’JZ&()等+
"C?C&C)!在取出日期)进行稳定性的检测+ 如所得
条带清晰可读且与标准一致)则认为该温度时间坐
标点稳定性良好+ 如所得条带中任何 " 条发生条带
模糊不可读)则认为在该坐标点已经发生了样品的
稳定性变化)记录不稳定坐标点+ 且当不稳定点出
现后)其之后的时间温度观测点随之取消+ 但即使
一直稳定)本测定的观测周期也仅为 )# , 时长+
/N4N3!汇总各型别稳定性结果)填写时间温度稳定
性表格+ 稳定用’*(表示)不稳定用’i(表示+

5K结果

5N/K均匀性测定结果
本次抽样按照小样本 (f的比例抽取了过氧化

氢酶J& 标准样品 3型 ( 管-Z 型 ) 管 . (/ + 经过两次
重复电泳染色所得结果一致)表现为 "##f3型和
"##fZ 型)见图 "+

图 /K过氧化氢酶85 均匀性抽样结果图
注%"g% 分别为 3"-3&-3)-3(-标准 3-标准 Z-Z"-Z&-Z)

M#)R/K!%9P:#&) G-L+:FL(OS%F%:%L-85 +&#O(G9#F$
>69R% "g% *86-*3")3&)3))3()*932,3K, 3)*932,3K, Z)Z")Z&)Z) KR*:R591]RS+

2#(2
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5N5K冻融稳定性结果
经检验)冻融 "g( 次的 3-Z 型过氧化氢酶J& 样

品均表现稳定)所制样品的冻融稳定性良好)见
图 &+

图 5K过氧化氢酶85 四次冻融稳定性结果图
注%P"gP( 分别代表 "g( 次冻融,每组的 "g) 均为 3型)( 为标准 3)B 为标准 Z)?g$ 为 Z 型+

M#)R5K28F#9-OG--c-F"%*#&) LF%J#:#F$ G-L+:FL(OS%F%:%L-85
>69R% P"gP( *86-98RT1K*996T6K98 TKRRdR983-12O9R*9KR*QS9*, 2Q7ZRK" 96) 3KR98R39+:R*37:SR*KR*QS9*) (

32, B 3KR*932,3K, 332, *932,3K, Z KR*QS9*KR*:R591]RS+) 32, ? 96$ 3KR98RZ 9+:R*37:SR*KR*QS9*4

5N3K时间8温度稳定性测定结果
3型及 Z 型标准样品在 ( k-&# k和 )’ k条件

下均可稳定存放至 )# ,)不同个体之间没有显著差
异)不同型别之间没有显著差异)见表 "+
!!当然)温度对酶的活性强度仍存在一定影响+
( k及室温条件下)样品表观颜色基本没有改变且电泳
后染料着色度高+ )’ k条件下)样品的表观颜色变深)
电泳后虽能分辨带型)但染料着色度降低+ 图 ) 给出
了 Z型样品 )’ k存放 "g)# , 的加样和染色结果+

表 /K过氧化氢酶85 样品不同温度时间稳定性结果
@%J:-/K?-L+:FL(OS%F%:%L-85 LF%J#:#F$ +&H-GH#OO-G-&FF#9-

%&HF-9P-G%F+G-S(&H#F#(&

温度;k
时间;,

" & ) ’ "B )#

( * * * * * *
&#

)’

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

!!注%’*(表示样品稳定

>69R% ’*(7R32**93ZSR

图 3K过氧化氢酶85 J型 3Te36 H稳定性结果图
注%"g"? 分别表示 "J)’JZ")"J)’JZ&)&J)’JZ")&J)’JZ&)标准 Z)标准 3))J)’JZ"))J)’JZ&)’J)’JZ")

’J)’JZ&)标准 3)标准 Z)"BJ)’JZ")"BJ)’JZ&))#J)’JZ"))#J)’JZ&

M#)R3K368H%$ LF%J#:#F$ G-L+:FL(OJF$P-S%F%:%L-85 %F3T e
>69R% "g"? *86-*"J)’JZ")"J)’JZ&)&J)’JZ")&J)’JZ&)*932,3K, Z) *932,3K, 3))J)’JZ"))J)’JZ&)’J)’JZ")

’J)’JZ&)*932,3K, 3)*932,3K, Z)"BJ)’JZ")"BJ)’JZ&))#J)’JZ"))#J)’JZ& KR*:R591]RS+

3K讨论

3N/K过氧化氢酶与动物选择
过氧化氢酶是一类存在于动植物及微生物体内

的末端氧化酶)其同工酶在物种和组织特异性鉴别-
药物毒物等损伤评价等方面有着广泛的应用 . BJ’/ +
不同来源的过氧化氢酶的特点存在差异)就小鼠而
言)过氧化氢酶在肝-肾组织中更为丰富)且 "g( 月

2"(2
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龄的小鼠过氧化氢酶活性与年龄无明显相关性)大
于 ( 月龄后随年龄增长酶活性降低 . $/ + 我们在选择
动物时使用了 & 月龄的小鼠)考虑了这一特点)同时
兼顾了饲养购买成本+
3N5K样品的型别设计方案

过氧化氢酶J& 是国标 WD;L"(%&’C"*&##$ 中
近交系小鼠检测常规项目之一)其常见带型为快带
3型和慢带 Z 型 . (/ + 在之前的样品制备中)我们曾
做过酯酶J)的杂合型样品)并通过了均匀性和稳定
性验证)对于实际检测也有杂合型的判读应用 . %/ +
然而)基于文献对于过氧化氢酶J& 杂合型容易误判
的研究)本研究仅设定了快带 3型-慢带 Z 型两个容
易判读型别 . "#/ + 通过应用标准品比对条带泳动速
度的快慢)进行定性判断+
3N3K样品稳定性方案设计

样品从制备到发放需经历存储-运输-实验等环
节)温度-时间等因素都会对其品质产生影响+ 在近
几年的样品制备中)我们曾研究过@&#-(-&# k和
)’ k温度坐标以及 " g%# , 时间坐标的存放稳定
性)而对于冻融稳定性研究较少 . %)""/ + 由于采用冷
链运输)温度在运输过程中基本可控+ 但就近两年
快递样品代签收的情况)使得部分样品存在冻融状
态+ 为此)在过氧化氢酶J& 样品的制备过程中)我
们加强了冻融稳定性研究)共测定了 ( 次冻融结果)
其稳定性较好+

生化标记电泳检测是国家标准规定的近交系
大-小鼠遗传质量监测方法)也是目前进行近交系小
鼠遗传质量检测的有效方法 . "&/ + 但目前所有生化
标记检测项目均为定性项目)只能依据电泳快慢进
行型别判读)以及通过条带有或无进行稳定性的判
断+ 通过相关研究)我们发现过氧化氢酶在常温下
稳定性较好)可以在 &B k条件下稳定存在 ) 个
月 . ")/ )而我们通常在 " 个月以内就会完成发放到结
果回收+ 因此时间长度设定在 )# , 以内)温度上也
贴合运输和实验中可能存在的温度范围)选择了 (-

&# k和 )’ k进行样品的测定+ 经测定)在已知的
小鼠生化标记样品中)过氧化氢酶J& 在 )’ k稳定
性最佳 !酯酶J) 和肽酶J" 在 )’ k仅能稳定存在
" ,. %)""/ " ))# , 的样品虽然表观有变色)仍可检测出
相应的带型+ 即能在 )’ k稳定存在 )# ,)更适于作
为样品满足能力验证项目的需求+
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&’’J&$#4

."#/!王洪)刘双环)王淑菁)等4近交系小鼠过氧化氢酶J& 遗传生

化标记位点的研究 . /̂4中国比较医学杂志)&#"")5/ ! ?" %

"&J"B4

.""/!王洪)魏 杰)冯育芳)等4能力验证项目’实验小鼠肾匀浆中肽

酶J)的检测(样本稳定性分析 .E/4中国药学会第四届药物

检测质量管理学术研讨会资料汇编.A/4厦门)&#"’ 年4

."&/!王 洪)刘双环)王淑菁)等4近交系小鼠 $ 个遗传生化标记杂

合位点的研究. /̂4实验动物科学)&#"")51!&" %"#J"(4

.")/!冯卓林)李江华)刘龙)等4添加稳定剂提高过氧化氢酶的稳定

性. /̂4工业微生物)&#"))23!"" %("J(B4
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!F+H$ (&[G-P%G%F#(&(OE%F%:%L-85 !%9P:-L‘L-HO(G[G(O#S#-&S$ @-LF#&) %&H
D-%L+G-9-&FO(GF"-!F%J#:#F$ %&H‘&#O(G9#F$

‘I<̂1R) ‘E>WH62O) <̂E=62O8Q3) \NID12OTR1
!J$’)6#$(!#*’)’,’&*"6%K669 $#9 G%,= C6#’%6() E&)F)#= "###B#) C<)#$"

<JLFG%SF% >J\-SF#Y-! L6:KR:3KR32, R]3SQ39R5393S3*RJ& *37:SR!39+:R) Z 9+:R" -198 O66, *93Z1S19+32,
Q21T6K719+4D-F"(H!I/9K35912O(f *37:SR*K32,67S+96T121*8 98RQ21T6K719+9R*94=37:SR*-RKR3S*6R/9K359R, 12
98RTKRRdR983-12O*93Z1S19+9R*9T6K3976*9( 917R*4E*T6K98R917RJ9R7:RK39QKRQ21T6K719+) -RQ*R, 917R!,3+" 32,
9R7:RK39QKR!k" 3*98R566K,1239R]3SQR% ") &) )) ’)"B) )# ,3+*-RKRQ*R, 3*917R566K,1239R) 32, () &#) )’k
3*9R7:RK39QKR566K,1239R, 32, & Z699SR*6TR358 9+:R*37:SR*-RKR6Z*RK]R, 39R]RK+T1/R, :61294?-L+:F!E9+:R
32, Z 9+:R5SR3KS+:RKT6K7R, 332, Z Z32, 62 98R1K6-24) 32, 3SS6T98R7-RKR3ZSR96ZR*93ZSR3T9RK(J917RTKRRdR
983-12O4E2, 3S*698R917RJ9R7:RK39QKR*93Z1S19+9R*9*86-R, 9839*932,3K, *37:SR*6T39+:R32, Z 9+:R56QS, ZR
:KR*R29*93ZSRT6K)# ,3+*39()&#k 32, )’k4E(&S:+L#(&A393S3*RJ& *37:SR*ZR83]R, -RSS12 98RQ21T6K719+32,
*93Z1S19+9R*9) -8158 -RKRQ: T6K98RKRqQ1KR7R29*6T:K6T151R25+9R*912O4
,-$ *(GHL%A393S3*RJ&, *37:SR, :K6T151R25+9R*912O, Q21T6K719+, *93Z1S19+

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

=G--H#&) %&HZ-&(F$P-CH-&F#O#S%F#(&(O$%#&’Z-&-,&(SQ(+FD#S-

AHI>\3.Q2") =N> 1̂2O") <̂E>W\3bQ2") ‘E>WV12T32O") F<NV136+Q")
GE<F132:32&) FNVQ3258R2O") F<V136+32"

!".C<)#&*&C&#’&%"6%G)*&$*&C6#’%6($#9 -%&8&#’)6#) E&)F)#= "#&&#?)C<)#$"

!&.E&)F)#= !#*’)’,’&*6"4)"&:+)&#+&) C<)#&*&1+$9&D36":+)&#+&) E&)F)#= "##"#")C<)#$"

<JLFG%SF% >J\-SF#Y-!L6323S+dR98R1,R291T1539162 32, ZKRR,12O7R986, 6T)"#$%.265.6Q9715R) 32, :K6]1,R32
1,R3S32173S76,RST6K]1KQ*TQK98RK*9Q,+12O4D-F"(H!L8R129K6,Q5R, 8676d+O6Q*)"#$%OR2R.265.6Q9715R-RKR
ZKR, 32, KR:K6,Q5R, 12 62R53OR-198 62R73SR32, 9-6TR73SR715R96OR98RK4L8R6TT*:K12O715ROR26715G>E-3*
R/9K359R, TK67715R931S32, 37:S1T1R, Z+UA[) 32, UA[:K6,Q59*-RKR323S+dR, Z+3O3K6*RORSRSR59K6:86KR*1*T6K
OR269+:R1,R291T15391624?-L+:F!L8R8676d+O6Q*)"#$%.265.6Q9715R-RKRZKRR,12O*Q55R**TQSS+12 6QKT351S19+)32,
98ROR269+:R532 ZR1,R291T1R, Z+6QKR*93ZS1*8R, UA[7R986, 4
,-$ *(GHL%!"#$%, .265.6Q9, 76Q*R, ZKRR,12O, OR269+:R1,R291T1539162
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收稿日期%&#"%J#"J#$

作者简介%刘嫚嫚!"%%(*")女)硕士研究生)研究方向%儿童心血管4IJ731S%S77R.0qq4567

通信作者%都鹏飞!"%B’*")男)主任医师)教授) 研究方向%儿童心血管4IJ731S%,:T43+T+4"?)4567

病毒性心肌炎与人类主要组织相容性复合体
多态性的相关性研究

刘嫚嫚!都鹏飞
!安徽医科大学第二附属医院儿科)合肥!&)####"

摘要%目的!探索主要组织相容性复合体 !73b6K81*96567:391Z1S19+567:SR/)MHA"等位基因与病毒性心肌炎 !]1K3S

7+653K,191*)cMA"的关联性)以阐明 cMA的免疫遗传学特征)并进一步探寻 cMA发病中的保护基因)为可能的基

因治疗提供靶基因探索新途径+ 方法!创建急性病毒性心肌炎的小鼠模型)通过血清炎症因子 <P>J*水平-心肌

组织病理改变及心肌组织 MHA基因表达水平的不同反映出病毒性心肌炎与 MHA多态性之间有无相关性+ 结果
!在 )& 只病毒组小鼠中)MQ,6IZ B 检测阳性的共有 &( 只!基因频率 )’CBf")MQ,6IZ ’ 检测阳性的有 % 只!基因

频率 "(C"f")对照组中检测出 MQ,6IZB 阳性的有 ? 只!基因频率 %C(f")MQ,6IZ’ 阳性共 & 只!基因频率 )C"f")

两种等位基因的表达与对照组相比差异均有统计学意义 !MQ,6IZ B #& h&#C)) -h#C## Q0h"))MQ,6IZ ’)#& h

BC)$ -h#C#& Q0hBC’"+ 结论!MQ,6IZB-MQ,6IZ’ 基因型表达水平与 AYVD) 的感染小鼠的病理改变存在正相

关)并根据统计学分析)两种等位基因型可能为 cMA小鼠的易感基因)其中 MQ,6IZB 基因型与 cMA的病理相关密

切程度更高+

关键词%病毒性心肌炎,人类主要组织相容性复合,基因多态性,<P>J*

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

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

!!病毒性心肌炎是常见的儿童心血管疾病)可由
多种 病 毒 诱 导) 以 柯 萨 奇 D 组 ) 型 病 毒
!56/*35.1R]1KQ*D))AYVD)"最为常见+ 研究表明)在
病毒性心肌炎早期)心肌损伤的主要原因来自病毒
对心肌的直接损伤)急性期之后则是以病毒介导的
免疫损伤为主 . "/ )研究表明)其发病过程与宿主的
自身遗传背景因素相关)不同个体对于病毒的易感
性不同 . &/ )感染后也会出现不同结果)本研究首先
建立病毒性心肌炎体外模型)在此基础上通过检测
小鼠心肌组织中 MHA基因的表达并以 <P>J*作为
参照物)来探究对感染柯萨奇病毒的小鼠心肌细胞
的 MHA基因多态性的易感及保护作用)以阐明对
MHA基因多态性对于病毒性心肌炎的作用机制+

/K材料与方法

/N/K材料
动物%=UP级 ( 周龄雄性 D3SZ;A小鼠)购买于

安徽医科大学动物实验中心,
病毒%AYVD) >325+株由安徽医科大学教研实

验室赠予)使用前进行病毒滴定半数致死量,
主要材料与试剂%人宫颈癌细胞!HRS3细胞"购买

于南京凯基生物公司,LK1d6S提取液-多聚甲醛-#C&Bf
胰酶- GF&###73K.RK-氯-L3a3[3Y2RJ=9R: [>EUA[
a19!EMc"-IF<=E试剂盒-[L试剂-荧光定量 UA[试
剂 =+ZKOKRR2 <-苏木素J伊红染色-中性树脂等,
/N5K方法
/N5N/!细胞实验部分%将 HRSS3细胞进行培养-传
代处理)A#VD) 病毒进行接种及毒力扩增)收集病
毒上清液)进行毒力滴定并计算 LA<GB#,
/N5N5!动物实验确定病毒感染量%选取实验小鼠
(# 只并随机分为 E-D-A-G( 组)选取 G组作为对
照组)予以 LA<GB#病毒浓度接种 E组-"#@"LA<GB#浓

度接种 D组-"#@&LA<GB#浓度接种 A组)) 种浓度病
毒毒力的病毒液 #C" 7F;只)观察 ( 组小鼠的活动
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状况-精神状态及体质量变化等)于第 ’ 天处死小
鼠)记录血清 AaMD水平及心肌组织病理改变)选
择合适的造模病毒感染量,
/N5N3!观察血清 <P>J*水平%选取 "&# 只小鼠)随
机均匀分为病毒组及对照组)根据上述实验确定的
病毒感染量进行腹腔接种病毒)建立宏观体征表)同
时每天随机从 & 组中各选取两只小鼠进行取血解
剖)IF<=E法检测血清 <P>J*浓度)按照对照组结
果)记录 <P>J*的水平变化,
/N5N2!检测基因表达%选取病毒组及对照组小鼠各

(# 只)分别于实验第 )-’-"( 及 &$ 天分别处死两
组小鼠各 $ 只进行解剖处理)IF<=E法检测血清
<P>J*浓度)心肌组织 HI染色观察)计算心肌病
变积分,
/N5NU!等位基因表达水平检测%根据文献报道的
D3SZ;5小鼠 H&JIZ 区第二个外显子的核酸序列设
计 ( 组序列特异性引物 !分别称为 MQ,6IZ"-
MQ,6IZ(-MQ,6IZB-MQ,6IZ’")以 <P>J*基因作为
内参照)[LJUA[法检测心肌组织上述基因表达情
况)引物序列见下表%

表 /K[E?扩增采用的引物
@%J:-/K[G#9-GL+L-H#&[E?%9P:#O#S%F#(&

引物名称 引物长度 引物序列 UA[产物长度

MQ,6IZ"
上游 "%7RK BnEAEWAWEALLWWWAWELAE)3

下游 "$7RK BnLAAEAALAWWAAALAALL)3
"#? Z:

MQ,6IZ(
上游 &B7RK BnLLELWWEEAEELLLEEELELWEWLW)3

下游 &#7RK BnLAWWLLWLEWELWEEALAWE)3
$) Z:

MQ,6IZB
上游 "%7RK BnWWEWWEAALWAWALLAWEA)3

下游 "$7RK BnLAAEAALAAWAAALAALL)3
"#% Z:

MQ,6IZ’
上游 &B7RK BnLLELWWEEAEELLLEEELELWEWLW)n

下游 &#7RK BnLAWWLLWLEWELWELWEELALWE)n
"#) Z:

/N5N4!感染病毒的检测及鉴别%对心肌组织进行病
毒分离与 [>E提取并以实时荧光定量 UA[法
!KR3SJ917RTSQ6KR*5R29qQ32919391]RUA[)_JUA["进行
病毒鉴定%先用随机引物将 [>E反转录成 5G>E)
然后设计特异性的引物和 *+ZKOKRR2 <荧光染料进
行荧光定量 UA[检测+ =\D[WKRR2 <是一种能与
双链 G>E结合发光的荧光染料)其与双链 G>E结
合后)荧光大大增强+ 随着扩增循环数的增加)荧光
信号不断积累)根据荧光信号检测出 UA[体系存在
的双链 G>E数量+

病毒引物设计%D)P! BnWWEAALWALAEE
ELAWWLEWEA)n

D)[! BnAEEELWLWWLAEELWAALWLE
EW)n
/N3K统计方法

采用 =U=="’C# 软件系统分析)cMA组小鼠与
对照组小鼠的心肌组织病理积分用 9-6J-3+E>YcE
检验法进行比较)基因频率h阳性基因数;!样本数i
&")等位基因的基因频率比较采用卡方检验)将含
有易感基因及不含 cMA有此基因的 cMA组进行比
较)采用 ’检验)-e#C#B 为差异有统计学意义+

5K结果

5N/K病毒 @EC’U6计算

购买的 HRS3细胞排列紧密整齐)形态规则)包
膜完整)折光度均匀)经 AYVD) >325+株感染后
’& 8后细胞明显皱缩变形)包膜破裂)排列紊乱)培
养液中可见较多细胞碎片漂浮)通过观察细胞
AUI)运用 [RR,JMQR258 法计算 LA<GB#为 "#

@)+
5N5K造模病毒浓度合适量

E组小鼠第 & g) 天开始出现活动量及体质量
下降)进食水减少)反应迟钝)第 ( 天出现后肢瘫痪
并开始死亡)至第 ’ 天出现死亡高峰)血清 AaMD
为!(#&&C)%m&?#CB?"N;F)高倍镜下显示心肌间质
水肿)心肌纤维萎缩断裂)单核细胞及淋巴细胞大量
浸润+ D组及 A组小鼠第 ( 天开始出现体质量及活
动量下降)第 ? 天开始体质量回升)无小鼠死亡)第
’ 天小鼠血清 AaMD水平%E组 !"#$BC’$m&)’C)"
N;F-A组 ! %#%C)(m"$’C&B"N;F)心肌病理显示心
肌细胞排列整齐)可见少量的炎性细胞浸润)对照组
G组小鼠状态良好)饮食活动量无减少)体质量逐渐
增 加) 无 死 亡 病 例) 第 ’ 天 血 清 AaMD 为
!!!!!!!

2B(2
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图 /K第 T 天 2 组小鼠心肌组织病理图片

M#)R/K@"-TF"H%$ P%F"(:()#S%:#9%)-#&O(+G)G(+PL

!’’%C(’m)$"N;F)病理示心肌细胞排列整齐)间质
内未见明显炎症细胞浸润表现+ 结合小鼠体质量变
化-血清 AaMD水平及心肌病理改变选择的造模合适
病毒量为 "#) LA<GB# ;7F的 AYVD) 液 #C" 7F;只+
5N3K血清 CMB8#水平变化

取血清后进行 <P>J*水平的 IF<=E检测)以标
准物的浓度为横坐标)用酶标仪在 (B# 27下的波长
!!!!

下测定吸光度 !E值"为纵坐标)测绘出标准曲线)
计算出标准曲线的直线回归方程式为 +h#C##&/j
#C##)()计算样本实际浓度)并绘制血清 <P>J*水平
变化图%及样本的实际浓度)并绘制折线图如下%

以上结果显示小鼠血清 <P>J*水平在接种病
毒第 ) 天开始升高) & 周达高峰) ) 周开始慢慢
降低+

图 5K血清 CMB8#水平的变化趋势
M#)R5K@"-S"%&)#&) FG-&H(OCMB8#:-Y-:

5N2K两组小鼠心肌组织病理积分
经统计学分析)病毒组小鼠与对照组小鼠心肌

组织病理积分结果见表 &-图 )+

2?(2
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表 5KIDE实验组与对照组小鼠的病理积分比较
@%J:-5K@"-P%F"(:()#S%:#&F-G)G%:S(9P%G#L(&J-F*--&IDE9#S-9(H-:%&H&(G9%:S(&FG(:)G(+P

组别 例数!只" 第 ) 天 第 ’ 天 第 "( 天 第 &$ 天 K值 -值

病毒组 $ "CB&m#C&( )C?’m#C&" &CBBm#C&% #C’’m#C&) "##CB& #C##

对照组 $ #C##m#C## #C##m#C## #C##m#C## #C##m#C##

’值 &BC)) ’&CB) )$C(# "&C$)

-值 #C## #C## #C## #C##

图 3K病毒组小鼠心肌组织病理积分变化趋势
注%"-&-)-( 代表第 )-’-"(-&$ 天小鼠心肌组织病理积分平均值

M#)R3K@"-S"%&)#&) FG-&H(OP%F"(:()#S%:#&F-)G%:

#&IDE9#S-9(H-:)G(+P
>69R%L8R2Q7ZRK"-&-)-( KR:KR*R29:3986S6O153S129ROK3S6T98R

715R98393239671dR, 39)K, ;’98 "(98 ;&$98 ,3+

5NUK基因表达测序结果
结合已研究过的有功能的多态性位点及 >AD<

数据库)并根据既往文献报道的 D3SZ;5小鼠 H&JIZ
区第二个外显子核酸序列设计 B 组序列特异性引物
!!!!!

! 分 别 称 为 MQ,6IZ"- MQ,6IZ(- MQ,6IZB-
MQ,6IZ’"以及 <P>J*基因表达作为内参照)[LJ
UA[技术检测上述基因表达水平)在 )& 只病毒组
小鼠中)MQ,6IZ B 检测阳性的共有 &( 只!基因频率
)’CBf")MQ,6IZ ’ 检测阳性的有 % 只 !基因频率
"(C"f")对照组中检测出 MQ,6IZB 阳性的有 ? 只
!基因频率 %C(f")MQ,6IZ’ 阳性共 & 只!基因频率
)C"f")两种等位基因的表达与对照组相比差异均
有统计学意义!MQ,6IZ B #& h&#C)) -h#C## Q0h
"))MQ,6IZ ’)#& hBC)$ -h#C#& Q0hBC’"未测出
其余 & 组等位基因阳性结果)同时与相应日龄的病
理积分进行相关性分析)经计算第 ) 天的病理积分
与 MQ,6IZB 阳性的结果的相关系数 Kh#C((% -e
#C#B)第 ’ 天)Kh#C’(B!-e#C#B)第 "( 天 Kh#C’"&
-e#C#B)第 "( 天 Kh#C?’?!-e#C#B)表明 cMA小
鼠病理积分与 MQ,6IZ B 表达水平之间存在正相关
关系)同时进行 MQ,6IZ ’ 表达水平与病理积分的
相关性分析表明)两者也存在正相关+

图 2K第 3 天 <组病毒组小鼠 D+H(7JU 基因序列电泳结果
注%MQ,6IZ B UA[产物大小为 "#% Z:)E组小鼠中有 ? 只 MQ,6IZ B 基因检测阳性)

其中 E"-E&-E)-EB-E?-E$ 为阳性,E(-E’ 为阴性,M% G>EM3K.RKGF& ###

M#)R2KD+H(7JU [E?-.PG-LL#(&#&IDE9(H-:9#S-)G(+P#&3GHH%$
>69R%UA[KR*QS96TMQ,6IZ B Z3*R2Q7ZRK1*"#% Z:)? 715RMQ,6IZ B OR2R1*:6*191]R)E762OOK6Q: E)715R,

E"-E&-E)-EB-E? 32, E$ MQ,6IZB OR2R1*:6*11]R,E( 32, E’ 3KR2RO391]R,M%G>EM3K.RKGF& ###
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图 UK第 3 天 <组病毒组小鼠 D+H(7JT 基因序列电泳结果
注%MQ,6IZ ’ UA[产物大小为 "#) Z:) E组小鼠中 & 只 MQ,6IZ ’ 基因检测阳性)

其中 E?-E$ 为阳性,余为阴性,M% G>EM3K.RKGF&###

M#)RUKD+H(7JT [E?-.PG-LL#(&#&IDE9(H-:9#S-)G(+P#&3GHH%$
>69R%UA[KR*QS96TMQ,6IZ ’ Z3*R2Q7ZRK1*"#) Z:)& 715RMQ,6IZ ’ OR2R1*:6*191]R) E762OOK6Q: E)

E? 32, E$ MQ,6IZ ’ OR2R1*:6*191]R,698RK*3KR2RO391]R,M% G>EM3K.RKGF& ###

5N4K实验小鼠感染病毒检测
_JUA[定量检测感染心肌小鼠病毒与设计的

AYVD) 引物序列进行比对)表明实验组小鼠确实为
AYVD) 嗜心型病毒引起)结果如图 ?-图 ’+

图 4KE>f=3 的 ]8[E?定量情况
M#)R4K]+%&F#F%F#Y-L#F+%F#(&(O]8[E?#&E>f=3

图 TK内参引物序列的 ]8[E?定量结果
M#)RTK]8[E? +̂%&F#F%F#Y-G-L+:FL(O#&F-G&%:)#&L-&) PG#9-GL-̂+-&S-L
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3K讨论

病毒性心肌炎是指由嗜心肌病毒感染引起心肌
及其间质的炎性损伤)可导致心功能障碍和!或"心
律失常)甚至猝死)多发于儿童+ 发病轻重程度不
一)缺乏特异性诊疗方法)对患者的健康及生活质量
影响较大+ 国内外学者通过血清学检测-原位杂交-
反转录J聚合酶链式反应等分子生物学技术)证实可
引起心肌炎的病毒常见有 )# 余种 . )/ )包括柯萨奇病
毒-脊髓灰质炎病毒-埃可病毒-腺病毒-流感及副流
感病毒等)以柯萨奇病毒最为常见)文献报道)cMA
致死患者心内膜活检中)B#f可检测出 AYVD) 感

染 . (/ + 目前普遍认为 cMA的发病机制主要包括%
病毒的直接损伤,病毒介导的免疫损伤及多种致炎
因子和 >Y等介导的心肌损害和微血管损伤 . B/ + 其
中以机体炎症反应最为主要)病毒入侵机体后心肌
肌球蛋白等抗原暴露)此抗原与病毒表面抗原之间
存在交叉作用)可直接作用于机体免疫细胞或间接
通过信号转导分子促进病毒传播和激发 L细胞)伴
随着炎症细胞的浸润和炎症因子 !L>PJ"-<FJ&-
<FJ?-<FJ"&-<P>J*等"表达量升高 . ?/ , 心肌组织的
持续炎症反应导致了心肌组织损伤和心肌细胞的凋
亡坏死) 部分患者最终可演变为扩张性心肌病
!,1S39R, 53K,167+6:398+) GAM"和慢性心脏损伤) 在
人类中有很高的发病率和致死率 . ’/ +

机体感染嗜心肌型病毒后需依赖 L细胞对病
毒抗原进行识别和清除)抗原的加工提呈过程又影
响 L细胞对抗原的识别)进而影响疾病的发展及转
归)此外不同人群对于同一株病毒的易感性不同可
引起不同的慢性化或自限性清除)而免疫反应的强
弱与 宿主的人类白细胞 抗 原 ! 8Q732 SRQ565+9R
3291OR2) HFE" 基 因 的 单 核 苷 酸 多 态 性 !*12OSR
2Q5SR691,R:6S+76K:81*7*) =>U*"有关)HFE受控于
MHA基 因 簇) 位 于 人 类 第 ? 号 染 色 体 短 臂
!?:&"C)"J?:&"C)&")HFE基因编码表达的产物在
免疫系统中主要负责细胞间相互识别以及诱导免疫
反应)具有免疫应答的调节功能 . $/ + MHA基因包括
!-)和+ ) 类基因+ !类基因包括 E-D-A-I-P-
W等基因座)编码组织相容性抗原的基因)编码产物
存在于所有有核细胞表面,)类基因含有 GU-G_-
G[-GM-GY-G>? 个亚区)编码调节淋巴细胞增殖
和相互作用及控制机体免疫反应强度的基因,+类

基因位于!-)类基因之间)编码控制某些补体成分
和其受体产生的基因 . %/ + 三者在常染色体上紧密
连锁形成单倍型)表现共显性遗传)又有超基因
!*Q:RKOR2R"之称 . "#/ + 每类基因都有很多基因位点)
而每个基因位点存在着大量的等位基因)使得 MHA
基因成为迄今所发现的结构最为复杂的遗传多样性
系统)这些等位基因出现的频率具有显著的人种和
地区差异+ MHA的多样性由碱基的变化所形
成 . ""/ + 碱基变化是人体适应外环境的调节方式)碱
基变化导致氨基酸的变化)因此碱基突变如果发生
在抗原肽结合区有可能对功能和抗原有所影响+ 在
体液免疫反应中)有 ) 方面的因素影响着病毒抗原
递呈及抗原肽与 MHA分子-LA[三元复合物之间
的相互作用)包括抗原肽侧链和 LA[之间的相互作
用-肽骨架和MHA<<类分子之间形成的序列非依赖
性的氢键-抗原肽侧链和MHA<<类分子抗原结合槽
!3291OR2 Z12,12O5SRT9"之间的相互作用 . "&/ + 根据已
研究 MHA的晶体结构%<<类 "链和 &链的远膜区
的抗原结合槽中分布与疾病密切相关的氨基酸序
列)其由 MHA等位基因编码 . ")/ + 因此)MHA<<等
位基因多态性可引起抗原结合槽的构象-结合及递
呈抗原肽的效率不同)从而引起不同的MHA<<类等
位基因对疾病的易感性不同+ D3SZ;5小鼠的主要
组织相容性复合体位于 "’ 号染色体)又称为 HJ&复
合体!H1*96R67:391Z1S19+& R67:SR/)HJ& R67:SR/")与
小鼠的特异性体液免疫应答相关的基因簇位于其 <
区内的 I亚区)而 I亚区的多态性又绝大部分体现
在其 &座位!H& 一 IZ"的第二个外显子上 . "(/ )既往
研究表明)经过调控MHA<<上的免疫原件可以改变
cMA小鼠模型的症状表现及预后 . "B/ )本实验通过
利用小鼠 H&JIZ 基因位点多态性)采用 UA[J==U基
因技术检测出 H&JIZ 位点上等位基因在小鼠机体
感染同一 AYVD) 病毒株之后的表达水平不同)结果
显示%MQ,6IZB-MQ,6IZ’ 基因型与 AYVD) 的感染
转归密切相关)同时 cMA小鼠炎症水平与两种等位
基因型的表达水平之间存在正相关性)MQ,6IZB 基
因型的 cMA小鼠炎症反应更强烈)但由于缺乏 H&J
IZ 在 AYVD) 感染中确切作用机制)未来需要进一
步探索 H&JIZ 等位基因)甚至 HFE等位基因及其
=>U*的分子生物学功能+

本研究存在着一些局限性)首先缺少明确的作
用机制研究结论)其次实验研究对象为小鼠)关于人
类的病毒性心肌炎与 HFE基因多态性的关系尚待
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研究+ 但本实验结果证实了 H&JIZ 基因多态性与
病毒感染小鼠的相互关系)使之成为病毒性心肌炎
发病机制的可能解释)但关于 HFE基因多态性与
cMA关系仍需大样本-不同民族-前瞻性及相关功
能性研究中得到进一步验证)同时本实验为开展与
机体免疫反应相关疾病的发病机制等研究提供新思
路和方向+

综上所述)H&JIZ 基因多态性可显著影响小鼠
机体对于 AYVD) 的易感性以及感染后的免疫反应
水平)但仍需要大样本的实验研究和严格设计的生
物学研究进一步证实+
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膨化对实验犬粮营养成分影响的研究
李慧贤!常银莲!卓志勇!张海峰!史!良

!北京科澳协力饲料有限公司)北京!"##"#’"

摘要%目的!犬是人类最早驯化的动物之一)&# 世纪 (# 年代)犬开始作为实验动物用于研究)在生物医学中主要用

于实验外科学-基础医学-药理-毒理学以及一些疾病研究中)对生物医学的发展具有重要意义+ 为实验犬提供稳

定配方的标准化饲料)是提高实验科学性的重要环节+ 目前)实验犬粮的生产主要采用膨化工艺+ 本文则主要研

究在特定膨化条件下)实验犬粮蛋白质-脂肪-氨基酸-维生素以及微量元素等指标检测值与配方值的差异情况+

方法!依据#中国饲料成分及营养价值表$ !第 &$ 版"提供的数据)计算实验犬粮配方中各营养成分配方值)然后将

成品实验犬粮送至实验室检测实际值)将二者进行对比+ 结果!实验犬粮经过膨化后)脂肪损失 ?f)组氨酸-赖氨

酸-蛋氨酸分别损失 $f-?f-&f)维生素 I-维生素 D&-烟酸-胆碱-维生素 D? 损失率分别为 &%f-?Bf-(?f-"f-

$"f+ 结论!在本次研究中设定的膨化参数条件下)实验犬粮中各营养素损失如结果所示+ 因膨化参数不同)对

营养素的影响不同)因此)建议同行可根据实际生产情况适当调整日粮配方+

关键词%实验动物,犬,犬粮,膨化

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

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

!!实验动物是生命科学研究的基础和条件)是衡
量一个国家或一个单位科研水平的重要标志 . "/ +

作为活的’精密仪器()实验动物的标准化程度直接
影响研究成果的确立-研究水平的高低以及研究产
品的质量等+ 而标准化的实验动物饲料则是保证实
验动物质量标准化的重要条件之一 . &/ +

犬作为实验动物)在生命科学领域已应用多年+

目前)实验犬粮的生产常采用膨化技术+ 挤压-膨化
技术作为饲料加工方法起始于八十年代末)它是将
粉状饲料采用加温-加压处理)挤出模孔或突然喷出
压力容器)压力迅速降低-体积突然膨大而成 . )/ +

根据膨化过程中是否进行水热处理)可将膨化分为
干法膨化和湿法膨化两种)湿法膨化相对干法膨化
更具有优势)一方面生产效率大大提高)另一方面也
降低了机器部件的磨损+ 较粉料和颗粒料来讲)膨
化饲料具有适口性好和致病微生物杀灭量大等特
点)还能有效破坏饲料中的抗营养因子+ 有利于动
物对营养物质的消化吸收+ 但由于膨化会涉及到高
温-高压的处理过程)会导致部分营养物质损
失 . (J’/ + 一般认为)膨化对饲料蛋白质的含量基本

没有影响)但是会使蛋白质发生变性)提高其在动物
肠道中的消化和吸收率+ 而氨基酸的破坏程度与加
工条件有关)在加工温度不是很高时)膨化对氨基酸
的影响不大+ 但膨化温度升高后!"’#g&## k")对
热敏感的氨基酸容易受到损失)如赖氨酸-胱氨酸
等 . $/ + 饲料中维生素含量受到膨化处理的影响较
大)尤其是水溶性维生素损失率较高+ 而膨化对微
量元素影响不大 . %/ + 多数研究表明)生产饲料不
同)膨化设定参数不同)如温度为 "##g&## k之间)

压力为 #C(g#C$ MU3之间)停留时间也是几十秒到
几分钟不等)而生产参数设定的不同)膨化过程对营
养物质损失率的影响差异也很大 . "#J""/ +

目前)我国实验动物饲料主要参照的标准为实
验动物配合饲料营养成分标准 !WD "(%&(C)*
&#"#")该标准对实验动物配合饲料及饲料原料的
质量作了强制性要求)明确规定了每种饲料营养成
分限值 . "&/ )并规定了强制性指标以及推荐性指标+

因此)要想生产出符合生长繁殖营养需要-安全可靠
的犬粮)确定膨化条件下犬粮营养成分的变化则十
分重要+ 本文则主要研究在固定生产条件下)实验
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犬粮经膨化后蛋白质-脂肪-氨基酸-维生素以及微
量元素的变化情况+ 以期为实验动物饲料生产企业
设置合理配方比例)优化生产参数)为生产优质实验
犬粮提供思路+

/K材料与方法

/N/K材料
实验犬粮由北京科澳协力饲料有限公司提供+

/N5K设备
M\")B!= Û=")B"单螺杆膨化机组)江苏牧羊

集团有限公司+
/N3K工艺

原料粉碎+筛分+混合+调制 !温度%"#B g
""B k-压力为 #C?g#C$M:3-时间 )gB 712"+膨化
+干燥+冷却+成品
/N2K方法

随机抽取 &#"?-&#"’ 以及 &#"$ 年 ? 个批次实

验犬粮饲料送至美国 M1,-R*9F3Z6K396K1R*检测+ 分
析方法采用美国分析化学家协会 EYEA!E**65139162
6TYTT1513SA8R71*9*"规定的检测方法+ 水分测定采
用 EYEA%)#C"B)蛋白测定采用EYEA%%#C#))脂肪
测定采用 EYEA%B(C#&)纤维测定采用 EYA= D3
?3J#B)灰分测定采用 EYEA%(&C#B)氨基酸测定采
用 EYEA%%(C")色氨酸测定采用!EYEA%$$C"B")
微量元素测定采用 EYEA%$BC#")维生素检测采用
EYEA%%&C#)+

5K结果

5N/K实验犬粮常规营养指标
本研究中选用的实验犬粮常规营养指标符合国

标要求)经过膨化工艺后)与配方值对比)饲料中粗
脂肪-钙-磷有损失)损失率分别为 ?f-&#f-&(f)
见表 "+

表 /K实验犬粮常规营养指标
@%J:-/KE(99(&&+FG#F#(&%:#&H#S%F(GL(O-.P-G#9-&F%:H()L

营养指标# 配方值 配方值折算干物质 检测值 检测值折算干物质 损失率;f 国标
干物质 GMf $’C(? %#C## %)CB"m#C%( %#C## ’%#C##

粗蛋白质 AUf )#C"? )"C#) ))C&$m"C(’ )&C#) @) ’&?

粗脂肪 IIf &#C(B &"C#( &#CB)m"C’# "%C’? ? ’’CB#

粗纤维 APf "C’B "C$# &C’"m#C$) &C?# @(B ,)

粗灰分 E*8f (CB& (C?B ?C(&m#C(# ?C"’ @)) ,%

钙 A3f "CBB "C?# "C)&m#C"( "C&’ &# "g"CB

总磷 Uf "C") "C"? #C%&m#C#$ #C$$ &( #C?g#C$

!!注%# 配方数据库采用#中国饲料成分及营养价值表$ !第 &$ 版" )下表同+

损失率h!配方折算干物质@检测折算干物质";配方折算干物质i"##f)下表同+

>69R% # 98RT6K7QS3,393Z3*R1*Z3*R, 62 98R93ZSR6TTRR, 12OKR,1R29*32, 2Q9K191623S]3SQR*6TA8123!9-R29+JR1O898 I,19162"4

F6**K39Rh!T6K7QS3562]RK9R, 96,K+7399RK@GR9R59162 562]RK9R, 96,K+7399RK" ;T6K7QS3562]RK9R, 96,K+7399RKi"##f) 98R*37R3*12 98R

T6SS6-12O93ZSR4

5N5K实验犬粮氨基酸营养指标
本研究中选用的实验犬粮氨基酸营养指标符合

国标要求)在该结果中)可以发现组氨酸-赖氨酸经

过膨化后会有部分损失)损失率分别为 $f-?f+ 其
余氨基酸不仅没有损失)相反其含量还有所增加)见
表 &+

表 5K实验犬粮氨基酸营养指标
@%J:-5K<9#&( %S#H&+FG#F#(&%:#&H#S%F(GL(O-.P-G#9-&F%:H()L

营养指标;f 配方值 配方值折算干物质 检测值 检测值折算干物质 损失率;f 国标
精氨酸 EKO "CB’ "C?" "C$Bm#C"" "C’$ @"# ’"C)B
组氨酸 H1* #C’# #C’& #C?%m#C#? #C?? $ ’#C($
异亮氨酸 <SR "C#% "C"& "C)"m#C#$ "C&? @"& ’#C’%
亮氨酸 FRQ &CB( &C?& )C#’m#C"( &C%B @") ’"C?#
赖氨酸 F+* "CB( "CB% "CBBm#C#% "CB# ? ’"C""
蛋氨酸j胱氨酸 MR9jA+* "C"$ "C&& "C’" "C?? @)? ’#C’&
苯丙氨酸j酪氨酸 U8RjL+K &C"B &C& &C?% &CB% @&& ’"CB?
苏氨酸 L8K "C#( "C#’ "C)"m#C&$ "C&? @"$ ’#C’$
色氨酸 LK: #C&( #C&B #C&’m#C#B #C&? @( ’#C&)
缬氨酸 c3S "C&$ "C)& "C$"m#C&’ "C’( @)& ’"C#(

2&B2
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5N3K实验犬粮维生素指标
膨化工艺对维生素指标影响较大)其中维生素

I-维生素 D&-烟酸-胆碱-维生素 D? 损失率分别为
&%f-?Bf-(?f-"f-$"f+ 见表 )+

表 3K实验犬粮维生素指标
@%J:-3KI#F%9#&#&H-. (O-.P-G#9-&F%:H() O((H

营养指标 配方值 配方值折算干物质 检测值 检测值折算干物质 损失率;f 国标
cE<N;aO "B ##(C#& "B ((#C#B & $B$C##m?"%CB’ & ’B#C’& $& "# ###g&# ###
cI7O;.O "$BC?" "%"C## "("C$?m (%CB) ")?CB( &% B#g"##
cD& 7O;.O "BC$% "?C)B ?C#)m "C’( BC$# ?B Bg"#

泛酸 7O;.O ))C%( )(C%) )’C?$m &#C(& )?C&’ @( &’gB(

烟酸 7O;.O "##C)) "#)C&( B$C&&m BC)? B?C#) (? B#g"##

生物素 7O;.O #C(( #C(B #C&#g#C(#

叶酸 7O;.O &C&$ &C)B &CB?m &CB# &C(? @B "g&

胆碱 7O;.O & $#?C)’ & $$’C%& & %?(C##m"%"C?B & $B&C’( " & ###g( ###
D? 7O;.O ")C%& "(C)& &C’%m #C() &C?$ $" ?g"&
D"& 7O;.O #C") #C") #C"Bm #C"& #C"( @( #C#’g#C"(

5N2K实验犬粮微量元素指标
膨化对微量元素的影响不大)除铜元素膨化后

较膨化前损失 )"f外)其他微量元素检测值要显著

高于配方值)其中铁-锰-锌-硒-碘分别高出 ’f-
"’"f-")?f-?&f-)?f)见表 (+

表 2K实验犬粮微量元素指标
@%J:-2KC&H#S%F(GL(OFG%S--:-9-&FL#&-.P-G#9-&F%:H()L

营养指标;!7O;.O" 配方值 配方值折算干物质 检测值 检测值折算干物质 损失率;f 国标
铁 PR &B?C&) &?)C?$ &%&C))mBBC"? &$"C)? @’ &B#gB##

铜 AQ &BC&B &BC%% "$C’Bm "C)& "$C#B )" "(g&$

锰 M2 &"C#’ &"C?% ?"C#)m"%C#$ B$C’( @"’" ?#g"&#

锌 X2 ’%C#? $"C)? "%%C"’m&BC?& "%"C?% @")? ?#g"&#

硒 =R #C)# #C)# #CB"m #C"’ #C(% @?& #C"g#C(

碘 < "C%B &C#" &C$)m #C’B &C’) @)? "C’#g)C(#

3K讨论

3N/K膨化对实验犬粮常规营养指标的影响
本研究中发现)经过膨化工艺后)实验犬粮蛋白

质含量变化不大)粗脂肪-钙-磷分别损失 ?f-&#f-
&(f)而粗纤维和粗灰分较配方值比分别增加了
(Bf和 ))f+ 甘振威等 . $/报道)饲料经膨化后其粗
脂肪含量较膨化前降低了 ?C(?f)本研究结果与其
一致+ 这可能是跟脂肪在挤压过程中发生了部分水
解)产生的甘油和游离脂肪酸容易与淀粉-蛋白质形
成复合物有关+ 大部分研究认为)饲料中钙-磷含量
不会因为膨化加工而有所增减)但在该研究中)钙-
磷有损失)与之前研究结果不符+ 这可能是由于该
配方采用的数据库与原料之间存在差异导致的)粗
纤维和粗灰分结果同理+
3N5K膨化对实验犬粮氨基酸营养指标的影响

一般认为)氨基酸的破坏程度与加工条件有关)

在较为温和的膨化条件下!温度 "&B g"?B k-水分
"&fg"$f"赖氨酸的损失较小)在 %f以下 . ")/ + 在

加工温度不是很高时)膨化对合成的赖氨酸和蛋氨
酸稳定 性 影响 不大+ 但 膨 化 温 度 升 高 ! "’# g
&"# k"时会降低氨基酸含量和利用率)限制性氨基

酸的损失加剧+ DbzK5. 等 . "(/报道)膨化温度上升)

赖氨酸损失加剧)其次是含硫氨基酸)如蛋氨酸-胱
氨酸等)其他氨基酸损失较小+ 本研究中)检测值较
配方值比组氨酸-赖氨酸损失分别为 $f-?f+ 损失
相对较小)与前人研究结果一致+ 其余氨基酸不仅
没有损失)相反其含量还有所增加+ 原因可能是部
分蛋白原料中氨基酸含量丰富)而采用的数据库中
不包括该部分数据造成的+ 总的来说)在该研究的
膨化过程中)氨基酸损失可忽略不计+
3N3K膨化对实验犬粮维生素的影响

维生素是一类具有生物活性的化合物)对其所
处的物理及化学环境相当敏感)其在膨化加工过程
中的保存率一直是大家关注的焦点+ 膨化调制过程

2)B2
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中的高温处理以及较长时间的挤压所产生的强大压
力使饲料与模孔以及饲料与饲料之间产生剧烈的摩
擦)导致温度急剧上升)从而造成维生素生物活性下
降 . "B/ + 本研究中)相较其他营养素来讲)膨化对维
生素的影响较大)其中维生素 I-维生素 D&-烟酸-
胆碱-维生素 D? 损失率分别为 &%f- ?Bf- (?f-

"f-$"f+ 这与王忠艳 . "?/之前的报道趋势相同)但
结论稍有差异)他发现膨化对水溶性维生素影响较
大)对脂溶性维生素影响较小)其中维生素 D"-维生
素 D&-维生素 D? 损失最大)达 $#f以上)而脂溶性
维生素的损失约为 "&fgB#f+ 不同的生产工艺及
参数下)维生素的损失率也有所不同+ 在本研究中)
没有分析维生素 E)这是由于 M1,-R*9F3Z6K396K1R*
只分析了 &J胡萝卜素的数据)不能完全代表维生素
E含量)故维生素 E的数据暂不做参考+
3N2K膨化对实验犬粮微量元素的影响

微量元素是饲料组分中含量较少)但这是所必
需的物质)一般不会因为膨化加工而有所增减+ 在
本研究中)膨化过后)除了铜元素有 )"f的损失率
之外)其他微量元素指标较配方值相比)均有不同程
度增加+ 其中锌元素和硒元素指标超出标准)但其
配方值是控制在国标范围内的)这可能是因为犬粮
使用的某些原料中含有大量的锌和硒元素)提示我
们要监控一些原料当中的锌和硒的指标)及时调整
配方+ 除此之外的其他微量指标都在国标范围内+
从本研究结果中可知)设计配方时)微量元素指标的
控制相对复杂)受原料干扰较大)因为不同种类或相
同种类不同产区的原料中微量元素差异较大)此外
生产-运输等环节也会造成微量元素之间的差异+
在设计配方时)要考虑到这一方面因素+

综上所述)在生产膨化实验犬粮时)膨化过程中
实验犬粮营养素如脂肪-氨基酸-维生素等会有部分
损失)在温度为 "#Bg""B k)压力为 #C?g#C$ MU3
时)粗脂肪会损失 ?f)维生素 I-维生素 D&-烟酸-
胆碱-维生素 D? 分别损失 &%f- ?Bf- (?f- "f-
$"f+ 膨化参数不同)对营养素的影响不同+ 因此)
设计实验犬粮配方时)配方师应根据自身情况将该
部分损失考虑在内)增加相应营养素的添加量)以保

证成品营养成分值+ 此外)对于粗纤维-粗灰分和矿
物元素指标)建议配方师在采用原料时)应根据不同
原料特性)对这些指标进行检测)以便更加精准地设
计日粮配方+
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通信作者%何昆仑!"%?(*")男)博士)主任医师)教授)博士生导师)研究方向%慢性心衰4I731S%8R.Q2SQ2&##&0"?)4567

小动物 715K6JAL与超声及主动脉插管术评价
左心室功能的比较研究

刘春蕾!李!晨!李!鑫!田亚平!何昆仑
!中国人民解放军总医院转化医学实验室!北京市慢性心衰精准医学重点实验室)北京!"##$B)"

摘要%目的!研究 715K6JAL-主动脉插管术与超声心动图测量左心室功能参数的一致性与相关性)评价 715K6JAL评估

左心室功能的科研应用价值+ 方法!利用 715K6JAL-主动脉插管术-超声对 "# 对正常及心衰大鼠进行心功能检测)应

用心功能分析软件测量左心室功能参数%收缩末期容积-舒张末期容积及射血分数)将 715K6JAL结果与-主动脉插管

术-超声心动图结果比较+ 结果!"# 对大鼠检查均获得成果)715K6JAL-主动脉插管术与超声心动图测量左心室功能

参数具有良好的相关性+ 结论!715K6JAL可以用来评价左心室功能)是准确测量心室功能的可行性方案+

关键词% 715K6JAL,超声心动图,主动脉插管术,射血分数

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

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

!!左心室功能评价是对心衰等各种心脏疾病病情
诊断-药物治疗效果评估的重要指标+ 超声心动图
是目前应用最普遍的心室功能检查技术)但是超声
作为一种间接手段)仍然存在缺陷)特别是对于心梗
后心衰等前壁蠕动困难的病例)很难给出精确的结
果+ 主动脉插管术可将导管直接由主动脉插入左心
室)根据压力容积曲线计算左心室功能)但是其作为
一种有创的手段)创伤极大+ 随着 715K6JAL的快速
发展)AL作为一种手段)可用来直接观察心室腔评
价心室功能 . "/ + 本文比较 715K6JAL-主动脉插管术-
超声心动图测量心衰病例的 IP值探讨三者的准确
性-相关性-一致性+

/K材料与方法

/N/K研究对象
=G大鼠 &# 只)体质量 "$#g&## O)购自北京维

通利华实验动物技术有限公司)实验设计通过中国
人民解放军总医院伦理委员会认证+ 大鼠平均分为
对照组和心衰组 & 组+ 其中心衰组行左冠状动脉前
降支结扎)对照组行冠状动脉前降支只穿线不结扎+
( 周后分别用超声心动图-715K6JAL-主动脉插管评

价左心室功能+ 主动脉插管结束后)动脉取血)动物
缺血致死+
/N5K超声心动图成像方法及图像分析

超声心动图仪为 cR]6)&"## 小动物超声成像
平台)大鼠超高频电子线阵探头)"###T:*超高实时
帧频+ 采用 M型评价左室功能)取标准左室长轴
!短轴"切面)收缩期和舒张期由上到下依次获取前
壁-内径-后壁运动曲线)超声心动仪自动计算读出
IP值+
/N3K9#SG(8E@成像方法及图像分析

715K6JAL为 UI 公 司 _Q329Q7 WV 715K6AL
<73O12O=+*9R7)大鼠仰卧位)气麻维持呼吸频率)大
鼠经静脉注射造影剂!&#7O<;7F血液")按 (## O大
鼠计算)大鼠血液量为 &# 7F;"## O)$# 7F血液量
" ?## 7O<)造影剂碘普罗胺 !优维显 " 的浓度为
)’#7O<;7F) 用量约 (C)& 7F+ 电压 ’# .c)电流
)## 7E)使用心脏门控拍摄 ( 712)造影剂按照
"C#$ 7F;712注入静脉+ 扫描结束后)将矢状面-冠
状面-水平面扫描结果重建)得到舒张期和收缩期心
室内体积)计算所得射血分数+
/N2K经主动脉插管成像方法及图像分析

经主动脉插管成像使用 U6-RKS3Z 生理监测系
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统!EG<2*9KQ7R29*公司")大鼠仰卧位))f戊巴比妥
钠麻醉! #C) 7F;"## O体质量")颈部正中切开皮
肤-分离肌层)暴露大鼠右侧颈静脉)结扎上端)下端
穿线不结扎留后续使用)在下端穿线的前侧用动脉
夹夹住)在动脉夹与上端结扎位置的中间做切口)将
71SS3K导管插入主动脉的同时撤出动脉夹并结扎+
当压力显示为 ""# g"&# 77HO附近活动时表示导
管位于颈动脉中+ 当压力显示为 # g"&# 77HO附
近活动时表示导管进入心脏+ 分离左侧颈静脉)结
扎上端)下端留线用于后续使用+ 颈静脉打入 )#f
的高渗盐水)每次打入 #C#& 7F+
/NUK统计方法

应用 =U== S)C# 软件包对所得数据进行统计学
处理)计量资料用均数m标准差!%/m*"表示)采用配
对 ’检验)超过 & 组的数据采用 E>YcE进行检验)
以 -e#C#B 为差异有统计学意义+

5K结果

5N/KE@’超声’动脉插管计算射血分数值的比较
分别使用 AL-超声-动脉插管检测大鼠的心功

能)结果显示)AL-超声-动脉插管检测假手术组大
鼠的射血分数分别为 ’Bf-’#CBf-’"C(f)心衰组
大鼠射血分数分别为 (?f-(#f-(Bf)结果一致)见
表 "+

表 /KE@’超声’动脉插管计算射血分数值的比较
@%J:-/KE(9P%G#L(&(OE@) +:FG%L(+&H) %&H%GF-G#%:

S%&&+:% O(GS%:S+:%F#&) -\-SF#(&OG%SF#(&

AL 超声 动脉插管 - %&

IP!假手术" ’Bf ’#CBf ’"C(f #C( #C’#
IP!实验组" (?f (#f (Bf #C( #C?’

5N5KE@’超声’动脉插管计算射血分数图表比较
分别使用 AL-超声-动脉插管检测大鼠的心功

能+ 假手术组及实验组大鼠的超声结果图比较显
示)心衰组大鼠较假手术组前壁变薄-室腔扩大-射
血分数减少)见图 "+

假手术组及实验组大鼠的血流动力学图比较显
示)心衰组大鼠较假手术组室腔扩大-压力容积环缩
小变形)见图 &+

假手术组及实验组大鼠的 AL使用结果图比较
显示)心衰组大鼠较假手术组室腔扩大-射血前后容
积变化减小)见图 )+

图 /K超声测得射血分数值
注%E假手术组 D实验组

M#)R/K‘:FG%L(&#S9-%L+G-9-&F(O-\-SF#(&OG%SF#(&
>69R% E*837D8R3K9T31SQKR

图 5K动脉插管测得射血分数值
注%E假手术组 D实验组

M#)R5K<GF-G#%:S%&&+:% 9-%L+G-H-\-SF#(&OG%SF#(&
>69R% E*837D8R3K9T31SQKR

2?B2
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图 3KE@检测测得射血分数值
注%E%)G重构!假手术组" , D%舒张期!假手术组" , A%收缩期!假手术组" ,

G% )G重构!心衰组" , I%舒张期!心衰组" , P%收缩期!心衰组"

M#)R3KE@H-F-SF#(&(O-\-SF#(&OG%SF#(&
>69R% E% )GKR562*9KQ59162 6T*837D% ,13*96S156T*837A% *+*96SR6T*837

G% )GKR562*9KQ59162 6T8R3K9T31SQKRI% ,13*96S156T8R3K9T31SQKRP% *+*96SR6T8R3K9T31SQKR
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3K讨论

心血管病是严重威胁人类健康和生命的疾病)
全世界每年死于心脑血管疾病的人数高达 "B## 万
人)居各种死因首位+ 左心室的功能评价是心血管
实践中关注的首要指标)左室射血分数 IPh!舒张
末容积 IGc@收缩末容积 I=c";舒张末容积 IGc)
是评价心脏泵血功能的重要指标+ 对于缺血性心脏
病人)是评价心梗-冠心病-缺血性心脏病风险的指
标)IP可以预测其是否发生心衰)在临床上有重要
地位 . &/ +

目前检测心功能的影像学检测方法为超声心动
图)与临床上一致)在小动物心功能评价上也大多使
用超声心动图)可用于评价左室容积-左室厚度和室
壁运动等+ 但是对于心梗等室壁运动不均匀的小动
物)M型超声并不是用来评价 IP的好方法)因为室
壁运动不均匀)以点作为评估全心功能的方法结果
可能导致它的不准确 . )/ + 动脉插管是利用生理仪
监测压力容积曲线)可以一次得到压力和容积的数
据+ 它的缺点是需要导管从右动脉插入心脏)是一
种有创的监测手段+ 利用导管的探头和高浓度盐水
指示的容积变化)可以得到左室射血分数+ 它的数
据会比超声的数据可靠)但仍然不是一种直接的监
测手段)而且创伤性大 . (/ + 随着小动物 AL技术的
发展)AL检测在向着高清晰度和低辐射性能发展+
_Q329Q7WV715K6AL<73O12O=+*9R7的准确度可以
达到 (CB 微米)由于它具有很低的辐射剂量)大鼠在
照射后不会因为辐射而影响健康 . B/ + 我们在实验
中第一次使用临床上普遍使用的造影剂进行检测)
对大鼠完全没有损伤)价格是小动物造影剂百分之
一+ 实验中从颈静脉插管打造影剂)与动脉插管相
比较)创伤要小的多+ 当然)也可以从尾静脉给与造
影剂)因为颈静脉离心脏更近-操作起来也比较方
便)所以实验中选择了开颈静脉+ AL的结果是检测
射血分数最准确的指标)通过 )G重构)我们能直接
得到心脏容积的大小+ 通过舒张期与收缩期的比
较)我们可以得到直接的大鼠射血分数)准确性高+

超声-血流及 AL三者的结果进行比较)实验结
果显示%AL得到的射血分数值与血流和超声相比较

略大+ 血流动力学得到的射血分数值比超声略大+
三者所得 IP值的差异无统计学意义)三者夺得 IP
值的相关性中等偏高+ 这种结果可能与三者数值计
算的原理不同相关 . ?/ + M型超声是依赖于二维的
数据)计算值与实际值存在差距+ 动脉插管与导管
的准确性-盐水注入的速度等有相关性)也会存在一
定的偏差)因此三者在 IP数据上有所差别+ 但是
基本上相同)偏差不大+

本研究提供了一种全新的测量小动物射血分数
的方法+ 利用小动物 AL在心脏疾病应用中获得突
破) 全国首次利用临床造影剂应用于小动物心脏射
血分数监测获得成功)结果准确+ 将来)可以代替心
脏超声-动脉插管等手段)一次监测 AL的同时可以
得到 IP的结果)为冠心病-心衰等疾病的监测提供
了一种快捷-廉价-无创的影像学诊断方法)具有重
要的应用价值+
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AMN;"和 AMN;&近交系长爪沙鼠脏器系数的比较#
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摘要%目的!对近交系 AMN;" 和 AMN;& 长爪沙鼠的体质量和主要脏器质量进行测定) 探索与建立长爪沙鼠主要

脏器的生物学指标体系)为动物实验提供必要参数+ 方法!选择 )g( 月龄近交系长爪沙鼠)分别称体质量与脏器

质量) 进行统计学分析+ 结果!AMN;" 和 AMN;& 近交系长爪沙鼠的肺脏器系数差异显著)其它差异不显著,

aR2,3SS和谐系数!‘"接近 ")其主要器官整体发育协调性较好,直线回归方程) AMN;" 的胸腺 -e#C#B)AMN;& 的

肝-肺 -e#C#B)两样本间有线性关系+ 其中 AMN;" 的肝-脾-肾上腺-卵巢-胰腺和 AMN;& 的胸腺与体质量呈正相

关+ 结论!AMN;" 及 AMN;& 近交系长爪沙鼠脏器系数中肺脏器系数差异显著)基因型对近交系长爪沙鼠脏器系

数无明显影响+

关键词%长爪沙鼠,近交系,脏器系数

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

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

!!长爪沙鼠!H&%)6#&*,#=,)+,($’,*"具有独特的解
剖特性)由于具有明显的脑底动脉 ‘1SS1*环变异缺
失即先天畸形而成为理想的脑缺血研究的实验材
料 . "/ + 首都医科大学以长爪沙鼠脑底动脉 ‘1SS1*环
变异缺失类型和单侧颈动脉结扎后的模型症状为指
导)通过同一血管类型和一致的表型为特征)进行长
爪沙鼠后代全同胞兄妹繁殖)成功培育了脑缺血模
型高发长爪沙鼠近交系群体 AMN;" 和 AMN;&. &/ +
实验动物内脏器系数是反映其生物学特性的一个重
要指标)本文就 AMN;" 和 AMN;& 近交系动物的脏
器指标进行测试)为其生物医学研究应用提供基础
数据+

/K材料与方法

/N/K实验动物
近交 P&# gP&)代的脑缺血模型近交系长爪沙鼠)

)g( 月龄)AMN;" 近交系长爪沙鼠 (# 只 !雌性 %
只)雄性 )" 只")AMN;& 近交系长爪沙鼠 ") 只!雌

性")首都医科大学实验动物中心提供. =AVa!京"J
&#")J###B/+ 动物饲养于普通级环境内)室温为
&#g&( k)日常饲喂 ?#A6照射消毒饲料及饮用无菌
水)自由采食及饮水+ 本实验通过首都医科大学实
验动物和动物实验伦理委员会批准!>64EII<J&#"’J
#)&"+
/N5K实验仪器

分析电子天平***赛多利斯!AU&&(=")德国赛
多利斯股份公司,常规解剖器械+
/N3K方法

取 )g( 月龄成年动物称其体质量后处死)解剖
取心-肝-脾-肺-肾-肾上腺-胰腺-胸腺-睾丸-卵巢)
剥离结缔组织分析天平称重+
/N2K脏器系数

脏器系数又称脏体比)即脏器质量与其体质量
的比值+
/NUK统计方法

采用 =U== &)C# 软件进行统计学处理)先进行
方差齐性检验后)再使用独立样本 ’检验对测得的
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实验数据进行比较分析+ 长爪沙鼠各脏器发育的一
致性用 aR2,3SS和谐系数描述+ 用 UR3K*62 相关系
数和直线回归方程描述体质量与各脏器质量的相关
性+ "m#C#B 为显著性水平+

5K结果

5N/KED‘_/ 和 ED‘_5 近交系长爪沙鼠的体质量
和脏器质量测定

结果显示%AMN;" 和 AMN;& 近交系长爪沙鼠
的体质量和脏器质量差异不显著!-l#C#B" !见表
"")通过方差齐性检验分析肾脏和肺脏的数据具有
统计意义+

表 /KED‘_/ 和 ED‘_5 近交系长爪沙鼠的

体质量和脏器质量比较
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)-GJ#:#&ED‘_/ %&HED‘_5 #&JG-H:#&-L
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5N5KED‘_/ 和 ED‘_5 近交系长爪沙鼠的脏器系
数测定

结果显示%AMN;" 和 AMN;& 近交系长爪沙鼠
的肺脏器系数差异显著!-e#C#B")其它差异不显著
!-l#C#B",’值为负值表明 AMN;& 的主要脏器略小
于 AMN;"!见表 &")通过方差检验分析脾脏-肾上
腺和心脏的数据具有统计意义+

表 5KED‘_/ 和 ED‘_5 近交系长爪沙鼠的脏器系数比较

@%J:-5KI#LS-G% S(-OO#S#-&FS(9P%G#L(&(OED‘_/ %&H

ED‘_5 #&JG-HLFG%#&(O)-GJ#:
指标 12,R/ AMN;" AMN;& -
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胸腺
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!!注%#-e#C#B 表示差异显著+
>69R% #-e#C#B 12,1539R**1O21T15329,1TTRKR25R4

5N3K,-&H%::和谐系数
aR2,3SS和谐系数 !‘"是分析动物及动物群体

主要器官发育和谐性的统计学指标+ 和谐系数
!‘"一般以 #@" 表示+ ‘接近 " 时)其主要器官整
体发育协调性好)反之就差+ 本实验结果表明%‘
!AMN;""h#C%?’ -h#C###,‘!AMN;&"h#C%?(
-h#C###+
5N2K直线回归
5N2N/!AMN;" 近交系长爪沙鼠的直线回归方程%

以体质量!V"为自变量)脏器系数!\"为因变量)建
立直线回归方程+ 结果表明)近交系长爪沙鼠
AMN;" 的胸腺 -e#C#B)两样本间有线性关系+ 肝-

脾-肾-肾上腺-肺-心-卵巢-胰腺-睾丸 -l#C#B)两
样本间无线性关系+ 其中肝-脾-肾上腺-卵巢-胰腺
与体质量呈正相关)肾-肺-心-胸腺-睾丸与体质量
呈负相关)见表 )+
5N2N5!AMN;& 近交系长爪沙鼠的直线回归方程%

结果表明)近交系长爪沙鼠 AMN;& 的肝-肺 -e
#C#B)两样本间有线性关系+ 脾-肾-肾上腺-心-卵
巢-胰腺-胸腺 -l#C#B)两样本间无线性关系+ 其中
肝-脾-肾-肾上腺-肺-心-卵巢-胰腺与体质量呈负
相关)胸腺与体质量呈正相关+ !见表 ("

2"?2



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

表 3KED‘_/ 近交系长爪沙鼠主要脏器系数与

体质量的直线性关系
@%J:-3K?-:%F#(&L"#PJ-F*--&9%#&(G)%&S(-OO#S#-&F

%&HJ(H$ *-#)"F(O)-GJ#:#&ED‘_/ #&JG-H:#&-

项目
:K6bR59

直线回归
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相关系数 %&
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胰腺
:325KR3*

\h#C##"Vj#C"?B #C#"# #CB’$

胸腺
98+7Q*OS32,

\h@#C##"Vj#C""" #C""( #C#((

睾丸
9R*91*

\h@#C##%Vj&CB’( #C")( #C#?"

表 2KED‘_5 近交系长爪沙鼠主要脏器系数与

体质量的直线性关系
@%J:-2K?-:%F#(&L"#PJ-F*--&9%#&(G)%&S(-OO#S#-&F%&H

J(H$ *-#)"F(O)-GJ#:#&ED‘_5 #&JG-H:#&-

项目
:K6bR59

直线回归
F12R3KKROKR**162

相关系数 %&

A6KKRS39162
56RTT151R29%&

相关系数 -
A6KKRS39162
56RTT151R29-

肝
S1]RK

\h@#C#’&Vj?C%%’ #C)(B #C#(B

脾
*:SRR2
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肾
.1,2R+

\h@#C#"’Vj"C’%? #C&$’ #C#’)
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肺
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3K讨论

实验动物主要脏器的质量及脏器系数是病理
学-药理学-生理学-营养学-毒理学等研究中常用指
标+ 易受动物品系-饲养条件-性别和年龄等因素的
影响 . )/ ) 啮齿类动物脏器质量研究始于 &# 世纪 ?#
年代)aSR77S和 >6], 首先报道了发育中的动物体
质量与年龄存在正相关性 . (JB/ +

研究结果表明% aR2,3SS和谐系数 ‘!AMN;""
h#C%?’ -h#C###,‘!AMN;&"h#C%?( -h#C###+
两组动物 ‘值均接近 ")表明其主要器官整体发育
协调性好)和器官协调一致性很好,近交系长爪沙鼠
AMN;& 的肝-肺 -e#C#B)两样本间有线性关系+
脾-肾-肾上腺-心-卵巢-胰腺-胸腺 -l#C#B)两样本
间无线性关系+ 其中肝-脾-肾-肾上腺-肺-心-卵
巢-胰腺与体质量呈负相关)胸腺与体质量呈正相
关,近交系长爪沙鼠 AMN;" 的胸腺 -e#C#B)两样本
间有线性关系+ 肝-脾-肾-肾上腺-肺-心-卵巢-胰
腺-睾丸 -l#C#B)两样本间无线性关系+ 其中肝-
脾-肾上腺-卵巢-胰腺与体质量呈正相关)肾-肺-
心-胸腺-睾丸与体质量呈负相关+ 文献报道 . )/肝
和脾的脏器系数为!)C"&m#CB("-!#C#%m#C#)")本
研究的近交系长爪沙鼠比封闭群的低,AMN;" 和
AMN;& 近交系的脏器系数除肺以外差异不显著)
AMN;& 的体质量-肾-肺-胰腺-胸腺略小于AMN;"+
研究测试数据的方法和统计结果表述与文献报
道 . )/的一致)与戴丽军等 . ?/的测试方法不同)统计
结果描述的一致+ 因此)建立该近交系长爪沙鼠脏
器系数和体质量与脏器的线性关系) 对提供必要的
生物学背景材料具有重要意义+
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西方膳食对载脂蛋白 I敲除小鼠的影响#

杨!林"!&!黎桂玲"!刘!科"!代路路"!李金凤"!朱叶萌"!邝少松"

!"4广东省医学实验动物中心)佛山!B&$&($" !&4华南农业大学)广州!B"#?(&"

摘要%目的!研究西方膳食和标准饲料对载脂蛋白 I基因敲除小鼠!E:6I@;@"血液学及病理学的影响+ 方法!用

西方膳食饲料和标准饲料对 ) 月龄 E:6I@;@小鼠进行喂养)并于喂养 ) 个月-( 个月和 B 个月时)采集小鼠外周血和

主动脉弓+ 用全自动血液分析仪检测其血脂水平)并通过切片及染色)观察其动脉粥样硬化斑块的形成情况+

结果!血脂方面)西方膳食及标准饲料喂养的小鼠血清中总胆固醇!LA"-低密度脂蛋白胆固醇!FGFJA"和高密度

脂蛋白胆固醇!HGFJA"比对照组 AB’ 小鼠明显升高)除了经 ( 个月喂养的小鼠 HGFJA外)其他各月龄血脂指标西

方膳食喂养组都显著高于标准饲料组,在主动脉弓病理切片及染色方面)相同月龄下)西方膳食组小鼠主动脉斑块

明显并且 E= 发病率明显升高+ 结论!西方膳食饲料及标准饲料均可诱导 E:6I@;@小鼠表现 E= 病症)西方膳食饲

料的诱导效果更明显+

关键词%动脉粥样硬化,E:6I@;@小鼠,血脂

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

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

!!动物体内的脂类物质代谢异常时)多余的脂质
会沉积在血管壁上)并逐渐形成斑块)使血管内皮增
厚-变硬)是引起动脉粥样硬化!398RK6*5SRK6*1*)E="
的重要原因之一+ 载脂蛋白 I!3:6S1:6:K69R12 I)
3:6I"主要存在于乳糜微粒 !58+S6715K62) AM"-极
低密度脂蛋白 !]RK+S6-,R*19+S1:6:K69R12) FGF"等
多种血浆脂蛋白中)可介导脂蛋白残粒的摄取)维持
血浆胆固醇的平衡-促进泡沫细胞中胆固醇的外流
以及具有抗氧化和消炎等作用)该基因缺陷将使体
内脂代谢发生紊乱+ E:6I基因敲除的纯合小鼠
!E:6I@;@"可正常存活和繁殖)当给予适当的高脂饮
食时)可导致各种高脂蛋白血症 . "J)/ )并且其斑块分
布与人类的动脉粥样硬化斑块的分布相似)在动脉
粥样硬化的研究中发挥重要作用+ 本文使用西方膳
食饲料和标准饲料两种不同脂肪和胆固醇含量的饲
料喂养 E:6I@;@基因敲除小鼠)探究其血生化指标和
动脉病理学的改变)为后续该模型小鼠的使用提供
理论基础+

/K材料与方法

/N/K实验动物
选取约 ) 月龄的 =UP级载脂蛋白 I基因敲除

小鼠!E:6I@;@")? 只和 AB’DF;? 小̂鼠 "$ 只)其来
源于广东省医学实验动物中心 . =AVa!粤 " &#")J
##&/ )动物饲养环境条件为 &# g&? k)相对湿度
(#fg’#f+ )? 只 E:6I@;@小鼠分为 ? 组)每组 ?
只)分别为%喂养西方膳食 !主要成分见表 "" ) 个
月!H?" -( 个月!H’"和 B 个月!H$"组)和标准饲
料!主要成分见表 &") 个月!M?" -( 个月 !M’"和
B 个月 !M$ " 组+ 西方膳食饲料 含 &"f脂 肪-
#C&Bf胆 固 醇,标 准 饲 料 含 "#f脂 肪+ "$ 只
AB’DF;? 小̂ 鼠即对照组小鼠 !所喂饲料见表
&" )共分 ) 组)每组 ? 只)分别为%? 月龄 !‘L?" -
’ 月龄!‘L’"和 $ 月龄 !‘L$"组)饲养期间自由
饮水+
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表 /K西方膳食饲料主要组分及营养含量

@%J:-/KD%#&S(9P(&-&FL%&H&+FG#-&F

S(&F-&FL(Og-LF-G&H#-F

原料 f 营养素 质量比;f

基础饲料 $"C$B 蛋白 "B

猪油 "$ 碳水化合物 (’

胆固醇 #C"B 脂肪 &"

表 5K标准饲料及 EUT 小鼠饲料主要组分及营养含量

@%J:-5KD%#&S(9P(&-&FL%&H&+FG#-&FS(&F-&FL(O

LF%&H%GHH#-F%&HEUT 9#S-H#-F

原料
标准饲

料;f

AB’ 小鼠

饲料;f
营养素

标准饲料

质量比;f

AB’ 小鼠饲料

质量比;f
玉米 )"CB &?CB 蛋白 && &&

面粉 &B &B 碳水化合物 B& ($

豆粕 "% % 脂肪 ?CB "#CB

/N5K主要试剂和仪器
试剂%溶血剂)GHJ%"#)GHJ?$#,清洗剂)GHJ

B&#)GHJ?&#,稀释液)GHJ?(# !东湖仪器试剂有限
公司"

仪 器% 轮 转 切 片 机 ! 德 国 FI<AE 公 司
[M&")B")生物组织全自动脱水机 !湖北孝感医用
仪器有限公司 L=J"&A")生物组织包埋机及冷冻机
!湖北孝感医用仪器有限公司 DMJc<<")摊片烤片
机!湖北孝感医用仪器有限公司 A=Jc<")生物组织
全自动染色机 !湖北孝感医用仪器有限公司 [=J
"$")正置光显微镜!YS+7:Q*DV("")病理图像分析
系统 !<73ORJUK6I/:R**BC"C"C"( ")血液分析仪
!><HY>aYHGI>"等+
/N3K血脂测定

% 组小鼠喂养到指定月龄后)称体质量并摘取
眼球 取 血 ! 不 空 腹 ") 离 心) 分 离 血 清) 使 用
><HY>aYHGI>血液分析仪测定各组小鼠血清总
胆固醇!LA"-甘油三酯!LW"-低密度脂蛋白胆固醇
!FGFJA"和高密度脂蛋白胆固醇!HGFJA"+
/N2K样本取材及制备

动物处死后)取主动脉根部)(f中性甲醛固定)
常规脱水-透明-浸腊-包埋-切片! ( %7"-烤片)常
规 HI染色)封片+ 在光学显微镜下观察主动脉弓
有无动脉粥样硬化病变)并用 YF\MUN= DV(" 显微
镜拍照+
/NUK统计方法

使用 =U== &"C# 统计软件处理)数值用平均值m
标准误差!%/m*"表示)多组间比较用单因素方差分

析 !Y2R-3+E>Yc") 两 两 比 较 用 >R-732JaRQS*
检验+

5K结果

5N/K血脂水平的变化!
与同月龄的对照组小鼠相比)高脂日粮喂养的

H组与普通日粮喂养的 M组的 EUYI基因敲除小
鼠在 LA和 FGFJA两方面显著升高)并且 H组显著
高于 M组小鼠+ 在 HGFJA方面)H? 组与 M? 组小
鼠显著高于 ‘L? 组小鼠)并且 H? 组小鼠也显著高
于 M? 组小鼠,同样 H$ 组与 M$ 组小鼠在 HGFJA方
面也显著高于同 ‘L$ 组小鼠)H$ 组小鼠也显著高
于 M$ 组,在 ’ 月龄组)H’ 与 M’ 组小鼠显著高于
‘L’ 组小鼠)但是 H’ 组与 M’ 组小鼠相比并没有
显著性差异+ 各组血浆 LW没显著性差异)无统计
学意义+

表 3K4 月龄各组小鼠血清血脂水平比较
@%J:-3KE(9P%G#L(&(O:#P#H:-Y-:L#&L-G%

%9(&) F"-4 9(&F"L(:H9#S-

组别 LA LW HGFJA FGFJA
H? &"C)#m#C$?3 #C$’m#C#% )C")m#C"?3 BC"?m#C’B3

M? "BC?#m&C#"Z #C%&m#C&B &C)(m#C))Z &CB#m#C’&Z

‘L? &C$$m#C$B5 #C%$m#C&% &C"%m#C%B5 #C"?m#C#?5

!!注%不同字母代表具有统计学差异!-e#C#B"

>69R%G1TTRKR29Q::RK53*R12,1539R*1O21T15329*9391*9153S,1TTRKR25R

ZR9-RR2 3998R*1O21T15325RSR]RS6T#C#B

表 2KT 月龄各组小鼠血清血脂水平比较
@%J:-2KE(9P%G#L(&(O:#P#H:-Y-:L#&L-G%

%9(&) F"-T 9(&F"L(:H9#S-

组别 LA LW HGFJA FGFJA
H’ &#C(Bm)C$)3 #C%?m#C&" &C$&m#C&B3 (C’#m"C")3

M’ "BC)#m"C?"Z "CB)m#C)( &C?&m#CB#3 &C)#m#C)"Z

‘L’ "C?"m#C&B5 #C$)m#C"B #C%?m#C&)5 #C)#m#C&B5

!!注%不同字母代表具有统计学差异!-e#C#B"

>69R%G1TTRKR29Q::RK53*R12,1539R*1O21T15329*9391*9153S,1TTRKR25R

ZR9-RR2 3998R*1O21T15325RSR]RS6T#C#B

表 UK1 月龄各组小鼠血清血脂水平比较
@%J:-UKE(9P%G#L(&(O:#P#H:-Y-:L#&L-G%

%9(&) F"-1 9(&F"L(:H9#S-

组别 LA LW HGFJA FGFJA
H$ &’C))mBC&)3 #C%"m#C"$ )C)&m#C)#3 ’C’Bm&C$"3

M$ "?C##m"C"%Z #C%Bm#C&? &C&Bm#C&’Z &C?’m#CB"Z

‘L$ )C")m#C&B5 #C$)m#C") "C$&m#C&&5 #C(#m#C#’5

!!注%不同字母代表具有统计学差异!-e#C#B"

G1TTRKR29Q::RK53*R12,1539R*1O21T15329*9391*9153S,1TTRKR25RZR9-RR2

3998R*1O21T15325RSR]RS6T#C#B
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5N5K<P(7h_h小鼠主动脉弓 <!病变的观察
在高倍镜下观察)‘L? 组%? 只动物主动脉弓镜

下均未见动脉粥样硬化!见图 " E"+ M? 组%( 只动

物!(;?"主动脉弓镜下见动脉粥样硬化)泡沫细胞
聚集!见图 "D"+ H? 组%B 只动物!B;?"主动脉弓镜
下均见动脉粥样硬化!见图 "A"+

图 /K4 月龄小鼠的 X7染色情况
注%E4‘L? 组主动脉弓未见病变,D4M? 组主动脉弓部分出现动脉粥样硬化,A4H? 组大多数出现动脉粥样硬化

M#)R/KX7LF%#&#&) (O4 9(&F"L(:H9#S-
>69R%E426SR*162*6T36K9153K58 12 ‘L? OK6Q:,D4398RK6*5SRK6*1*12 :3K96T36K9153K58 12 M? OK6Q:, A4398RK6*5SRK6*1*655QKKR, 76*9S+12 H? OK6Q:

!!‘L’ 组%" 只动物!";?"可见动脉粥样硬化)内
膜下纤维斑块形成)斑块内可见泡沫细胞及胆固醇
结晶+ 其余动物主动脉弓未见明显异常 !见图
&E"+ M’ 组%) 只动物!);?"可见动脉粥样硬化)主
要表现为血管内膜下纤维斑块形成)斑块内可见泡
沫细胞及胆固醇结晶)其中 " 只动物! ";?"斑块局

部可见坏死钙化灶+ 其余动物主动脉弓未见明显异
常!见图 &D"+ H’ 组%? 只动物!?;?"均可见动脉粥
样硬化)主要表现为血管内膜下纤维斑块形成)斑块
内可见泡沫细胞)其中 B 只动物 !B;?"斑块内可见
胆固醇结晶!见图 &A"+

图 5KT 月龄小鼠的 X7染色情况
注%E4‘L’ 组主动脉弓未见病变,D4M’ 组主动脉弓部分出现动脉粥样硬化,A4H’ 组全部出现动脉粥样硬化

M#)R5KX7LF%#&#&) (OT 9(&F"L(:H9#S-
>69R%E426SR*162*6T36K9153K58 12 ‘L’ OK6Q:,D4398RK6*5SRK6*1*12 :3K96T36K9153K58 12 M’OK6Q:, A4398RK6*5SRK6*1*655QKKR, 76*9S+12 H’ OK6Q:

!!‘L$ 组%所有动物均未见动脉粥样硬化!见图
)E",M$ 组%( 只小鼠!(;?"主动脉弓镜下可见动脉

粥样硬化!见图 )D",H$ 组%B 只小鼠!B;?"主动脉
弓镜下可见动脉粥样硬化!见图 )A"+

图 3K1 月龄小鼠的 X7染色情况
注%E4‘L$ 组主动脉弓未见病变,D4M$ 组主动脉弓部分出现动脉粥样硬化,A4H$ 组大多数出现动脉粥样硬化

M#)R3KX7LF%#&#&) (O1 9(&F"L(:H9#S-
>69R%E426SR*162*6T36K9153K58 12 ‘L$ OK6Q:,D4398RK6*5SRK6*1*12 :3K96T36K9153K58 12 M$OK6Q:, A4398RK6*5SRK6*1*655QKKR, 76*9S+12 H$ OK6Q:

2B?2
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3K讨论

以往的 E= 动物模型多采用极高含量的胆固
醇-脂肪的饲料长期饲养制作)但由于小鼠-大鼠等
动物先天具有胆固醇抵抗的特性)在制作模型时)胆
固醇负荷往往是正常膳食的数十倍的急性过程)因
此与人类的病症情况相差甚远 . (J?/ + E:6I基因敲除
小鼠是由美国洛克菲勒大学生化遗传与代谢实验室
和北卡罗莱那大学病理遗传实验室于 "%%& 年应用
胚胎干细胞基因敲除技术培育成功+ 有研究表明该
小鼠用普通饲料喂养也可自发形成纤维斑块和复合
斑块)高脂饲料喂养可以加速 E=)并且动脉粥样硬
化斑块分布与人类的相似 . ’/ + 田枫等 . $/研究发现
普通饲养的 E:6I敲除小鼠 "& 个月时)其主要血管
仍呈现明显的动脉粥样特征)表明 E:6I敲除小鼠
是动脉粥样硬化研究的可靠的动物模型+ 据报道
E:6I敲除小鼠)"Bg&# 周龄后逐渐出现纤维斑块)
病变部位以主动脉根最为明显)其次为胸主动脉+

本研究中我们采用的是 &"f脂肪-#C&Bf胆固
醇的’西方膳食(饲料和标准饲料!中等脂肪含量"
对 E:6I@;@小鼠进行诱导)经过 ) 个月-( 个月和 B
个月的诱导后发现)相同月龄下)在 LA和 FGFJA方
面)西方膳食组和标准饲料组显著高于对照组!‘L
组")同时西方膳食组也显著高于标准饲料组,在
HGFJA方面)饲喂 ) 个月与 B 个月表现出同样的结
果+ 但是在饲喂 ( 个月时)西方膳食组和标准饲料
组都显著高于对照组 !‘L组")两组无显著差异+
在主动脉弓病理切片及染色方面)相同月龄下)西方
膳食组主动脉斑块明显并且 E= 发病率明显升高+
该小鼠可为 E= 的多方面研究提供有效的实验动物
模型%药物筛选-分子干预等,以及 E= 病理学机制
的相关研究等+

本研究用含有 &"f脂肪和 #C&Bf胆固醇的西
方膳食饲料!高脂饲料"和 "#f脂肪的标准饲料饲
养 E:6I@;@小鼠)经 ) 个月-( 个月及 B 个月的饮食

处理后)西方膳食饲料喂养的小鼠血浆总胆固醇-高
密度脂蛋白指标!H? 和 H$"-低密度脂蛋白指标比
标准饲料及对照组组!‘L组"明显升高)同时标准
饲料组也明显高于对照组!‘L组",在主动脉弓病
理切片及染色方面)西方膳食饲料组和标准饲料组
都表现出血管内膜纤维斑块形成)斑块内可见泡沫
细胞及胆固醇结晶的典型动脉粥样硬化病理特征+
表明%西方膳食饲料及标准饲料均可诱导 E:6I@;@小
鼠表现 E= 病症)而且西方膳食饲料的诱导效果更
明显+ 本研究观察动物经西方膳食饲料和标准饲料
喂养后的血脂情况及 E:6I@;@主动脉弓的病变特点)
为该模型在心血管疾病等老年病学研究的广泛应用
提供了基础资料+
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鼠血脂及主动脉组织病理学的对比观察. /̂4实验动物科学)

&##$)5U!&" %(J?4

. B /!DKR*S- D̂4M6Q*R76,RS*6T398RK6*5SRK6*1*. /̂4=51R25R) "%%?)

5T5!B&?&" %?$BJ?$$4

. ? /!刘雪梅)吴符火4几类高脂血症动物模型的比较 . /̂4中西医

结合学报)&##()5!&" %")&J")(4

. ’ /!>3.3*8173\)USQ7Z E =) [312R*I‘)&’$(.E:6IJ,RT151R29

715R,R]RS6: SR*162*6T3SS:83*R*6T398RK6*5SRK6*1*98K6QO86Q9

98R3K9RK13S9KRR. /̂4EK9RK16*5SRKL8K67Z c3*5D16S) "%%() /2

!"" %"))J"(#4

. $ /!田枫)康爱君)张阔)等4"& 月龄 E:6I@;@动脉粥样硬化小鼠主

要动脉病理学变化. /̂4实验动物科学)&#"#)5T!"" %"#J"&4

2??2



第 ( 期 杨!林等%西方膳食对载脂蛋白 I敲除小鼠的影响 !!!!!

@"-7OO-SF(Og-LF-G&’#-F(&F"-<P(:#P(PG(F-#&7Z-&-,&(SQ(+FD#S-

\E>WF12")&) F<WQ1S12O") F<NaR") GE<FQSQ") F<̂12TR2O") XHN\R7R2O") aNE>W=836*62O"

!".?,$#=96#= H&9)+$(4$56%$’6%31#)D$(C&#’&%) K6*<$# B&$&($)C<)#$"

!&.:6,’< C<)#$ 1=%)+,(’,%$(@#)8&%*)’3) ?,$#=B<6, B"#?(&) C<)#$"

<JLFG%SF% >J\-SF#Y-!L6*9Q,+98RRTTR596T-R*9RK2 ,1R932, *932,3K, ,1R962 98RZS66, T3932, 36K9153K58
:3986S6O+6T3:6S1:6:K69R12 IOR2R.265. 6Q9715R4D-F"(H!‘RTRR, ) 76298*6S, E:6I@;@ 715R-198 -R*9RK2
,1R93K+6K*932,3K, ,1R9T6K) 76298*) ( 76298*32, B 76298*) KR*:R591]RS+) 98R2 56SSR59:RK1:8RK3SZS66, 32, 36K915
3K584‘RQ*REQ9673915ZS66, 323S+dRK96,R9R59S1:1, SR]RS12 *RKQ7) 32, 6Z*RK]R98RT6K739162 6T398RK6*5SRK6915
:S3qQR98K6QO8 *R5916212O32, *931212O4?-L+:F!Y2 98RZS66, S1:1,*,R9R59162) 9693S586SR*9RK6S!LA") S6-J,R2*19+
S1:6:K69R12 586SR*9RK6S!FGFJA" 32, 81O8J,R2*19+S1:6:K69R12 586SR*9RK6S!HGFJA" 12 *RKQ7 6T715RTRR,12O
-R*9RK2 ,1R932, *932,3K, ,1R9-RKR*1O21T15329S+81O8RK9832 98R5629K6SOK6Q:4<2 3,,19162 96HGFJA715R( 76298*
TRR,12O) 98RS1:1, 12,R/6T-R*9RK2 ,1R9S1:1, OK6Q:*3KR*1O21T15329S+81O8RK9832 98R*932,3K, ,1R9OK6Q: 62 98R*37R
3OR4Y2 98R*9312R, *R59162*) -R*9RK2 ,1R936K915:S3qQR32, 1251,R25R6T398RK6*5SRK6*1*3KR*1O21T15329S+125KR3*R,4
E(&S:+L#(&!D698 ‘R*9RK2 ,1R93K+32, *932,3K, ,1R9532 12,Q5RE:6I@;@715R*86-R, E= *+7:967*) 98RRTTR596T
-R*9RK2 ,1R93K+1*76KR6Z]16Q*4
,-$ *(GHL%E98RK6*5SRK6*1*, E:6I@;@715R, ZS66, S1:1,

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((
!上接第 ?& 页"

E(9P%G#L(&(OF"-I#LS-G% E(-OO#S#-&F(OED‘_/ %&HED‘_5 C&JG-H!FG%#&L(OZ-GJ#:

MEF32d81") F<\12O"))) =HE>W=8158R2") HNE>WD12")
=HE>W\Q:Q") ‘E>WG62O:12O") AHI>X8R2-R2&

!".1+$9&D36"H)()’$%3H&9)+)#&4$56%$’6%31#)D$(C&#’&%6"’<&1+$9&D3) E&)F)#= "###’") C<)#$"

!&.G&>$%’D&#’6"4$56%$’6%31#)D$(:+)&#+&) C$>)’$(@#)8&%*)’3H&9)+$(6"H&9)+$(:+)&#+&*) E&)F)#= "###?%)C<)#$"

!).C6((&=&6"1#)D$(:+)&#+&$#9 ;&+<#6(6=3) T)()# 1=%)+,(’,%$(@#)8&%*)’3) C<$#=+<,# ")#""$) C<)#$"

<JLFG%SF% >J\-SF#Y-!L6,R9RK712R98RZ6,+-R1O8932, 7312 6KO32 -R1O896T12ZKR, AMN;" 32, AMN;& 12ZKR,
H6#=6()$# =&%5)(*) 32, 96R/:S6KR32, R*93ZS1*8 98RZ16S6O153S12,R/*+*9R76T7312 6KO32*6TH6#=6()$# =&%5)(*4<9
:K6]1,R*98R2R5R**3K+:3K37R9RK*T6K32173SR/:RK17R29*4D-F"(H!L8RZ6,+-R1O8932, 6KO32 -R1O896T98R)g(
76298J6S, ORKZ1S12 98R12ZKR, S12R-RKR323S+dR, *9391*9153SS+4?-L+:F!L8R,1TTRKR25RZR9-RR2 SQ2O56RTT151R29
AMN;" 32, AMN;& 12ZKR, ORKZ1S**1O21T15329S+) 698RK26*1O21T15329,1TTRKR25R, aR2,3SS56RTT151R29!‘" 5S6*R96
") 98R7312 6KO32*6T98R6]RK3SS,R]RS6:7R296TZR99RK566K,1239162, S12R3KKROKR**162 RqQ39162) 98RAMN;" -e
#C#B)AMN;& 12 98RS1]RK) 98+7Q*) SQ2O-e#C#B) 9-66T98R*37:SR83, 3S12R3KKRS39162*81: ZR9-RR24L8R98+7Q*
6T98RS1]RK) *:SRR2) 3,KR23SOS32,) 6]3K+) :325KR3*32, AMN;& 6TAMN;" -3*:6*191]RS+56KKRS39R, -198 Z6,+
-R1O894E(&S:+L#(&!L8RKR1**1O21T15329,1TTRKR25R12 SQ2O6KO32 56RTT151R29ZR9-RR2 AMN;" 32, AMN;& 12ZKR,
*9K312*6TORKZ1S) 32, 98RKR1*266Z]16Q*12TSQR25R62 98R6KO32 56RTT151R296T98RORKZ1S12 98R12ZKR, S12R4
,-$ *(GHL%H6#=6()$# =&%5)(, <2ZKR, S12R, YKO32 56RTT151R29
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抽取小鼠脑脊液简便易行的新方法#

桂!青!陈碧玉!刘翰琛!黄念来!陈贞磊!林炤华!周常文
!福建医科大学基础医学院)福州!)B#"&&"

摘要%目的!建立抽取小鼠脑脊液的一种简单易行)材料低廉)生存率与成功率高的方法)为小鼠脑脊液的相关研

究提供参考+ 方法!自制微量吸管+ 将小鼠头部固定与身体大约成 "&#t角)对小鼠皮下组织和肌肉用镊子进行钝

性分离)找到小鼠白色硬脊膜)进管抵达小脑延髓池)缓慢抽取小鼠脑脊液并将管退出)最后缝合小鼠伤口+ 结果

成功获得小鼠脑脊液 &gB %F)小鼠存活+ 讨论!目前)大多文献记载的是大鼠脑脊液的抽取方法或较为复杂的小

鼠脑脊液抽取方法)而此种针对小鼠的脑脊液抽取方法不但简单易行)对仪器要求低)成功率高而且小鼠生存率

高)可以反复抽取+

关键词%小鼠,脑脊液,方法

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

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

!!脑脊液!5RKRZK6*:123STSQ1,)A=P"是充满在各脑
室-蛛网膜下腔和脊髓中央管内的无色透明的液体)

其性质与血浆和淋巴液相似)略带黏性+ 它供应脑
细胞一定的营养)运走脑组织的代谢产物)调节中枢
神经系统的酸碱平衡)并缓冲脑和脊髓的压力)对脑
和脊髓具有保护和支持作用 . "/ + 由于血脑屏障的
存在)中枢系统疾病或损伤)常常以脑脊液为观察对
象)检测脑脊液中目的物含量变化+ 若中枢神经系
统发生病变)神经细胞代谢紊乱)将使脑脊液的性状
和成分发生改变+ 因此)小鼠脑脊液常被用于脑损
伤机制-生物标记物-药物治疗等研究领域中 . &/ )如

对脑脊液炎症因子敏感性的研究 . )/ )对脑脊液中蛋

白含量的影响研究 . (/ )对脑脊液中去甲肾上腺素-

五羟色胺的动态变化 . B/及脑脊液中脑源性神经营

养因子的研究 . ?/ + 课题组为了利用蛋白组学技术
鉴定 $分泌酶 1G1H"# 的新底物)需利用已建立好
的动物模型)抽取纯合子及野生型小鼠的脑脊液进
行质谱分析 . ’/ + 文献记载中)尚未发现简单易行的
小鼠脑脊液抽取方法+ 由于大鼠与小鼠大脑具有相
似的解剖结构)通过参考抽取大鼠脑脊液的方法建
立了一种抽取小鼠脑脊液的新方法 . &/ +

/K材料

/N/K实验动物
清洁级 &#g)# O健康 AB’DF;? 小鼠)由福建医

科大 学 动 物 实 验 中 心 提 供) 生 产 许 可 证 号
为%&#"B###B"%#("+
/N5K实验材料

手术弯剪)弯镊)止血钳)体视显微镜)&# %F微
量采血管)无菌棉球与棉签)’Bf酒精)(f水合氯醛
!福州科诺生物技术有限公司")注射器)铁架台)烧
瓶夹)手电筒或头灯)酒精灯)生理盐水)’ 号缝合针
线)UA[管)封口膜+

5K实验方法与结果

5N/K微量吸管的制作
打开酒精灯)用手捏住微量采血管两端)将微量

采血管中间部位对准酒精灯外焰)中间部位一旦融
化即向两端平直外拉)这时可见两根管的头部为丝
状)用剪刀稍作修剪)将其在体视显微镜下检查)内
部通畅即可+ 两根微量吸管即制作成功+
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图 /K微量吸管的制作
M#)R/KD#SG(P#P-FLPG(H+SF#(&

5N5K麻醉及固定
腹腔注射 (f水合氯醛麻醉小鼠+ 利用铁架台

与烧瓶夹固定小鼠前肢)调整烧瓶夹到合适的高度)
可将头部垫到一定高度使小鼠头部与身体大约成
"&#t角+ 可在固定小鼠前肢的烧瓶夹的上方加一个
烧瓶夹固定手电筒)使整个视野更加明亮)有助于观
察小鼠硬脊膜的位置!也可直接佩戴头灯"+
5N3K钝性分离

对小鼠头部皮肤进行消毒去毛处理)沿后正中
线切一纵行切口!约 " 57"+ 用止血钳将皮肤夹住
分开+ 用弯镊沿正中白线撕离表层肌肉)再用止血
钳夹住分开+ 最深层附着在枕骨大孔的肌肉继续用

镊子沿正中线的方向纵向分开)方法为用力夹紧镊
子)将镊子头部插入中线中间部)然后放松镊子以纵
向撑开肌肉)如此反复操作几次!不易触破血管")
可见只剩残留的少量肌肉+ 最后用镊子或棉签的末
端刮开附着在硬脊膜的残留肌肉!以避免出血")直
到完全暴露白色硬脊膜+
5N2K抽取

暴露白色硬脊膜后)将其用无菌棉签擦净+ 将
事先准备好的微量吸管)轻轻旋入硬脊膜)一旦见到
清亮的脑脊液沿吸管缓慢上升!颅内压的作用"应
立刻稳住)直到管内脑脊液的液面高度停止上升)轻
轻将吸管退出+ 可得到不带血的 &gB %F脑脊液+

图 5K从延髓池抽取脑脊液
M#)R5KE!ML%9P:-L%G-F%Q-&OG(9F"-S#LF-G&% 9%)&%

图 3K抽取脑脊液操作次序
M#)R3K@"-(P-G%F#(&L-̂+-&S-(OE!M-.FG%SF#(&

2%?2
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5NUK获取与保存
取经高压灭菌过的 UA[管)将微量吸管尖部对

着管口+ 将已充满空气的注射器对准微量吸管的另
一头)一次性快速用力将注射器推到底)可将吸管内
的脑脊液成功打入 UA[管+ 封口膜密封好后)放入
@$# k冰箱保存+
5N4K缝合及饲养

抽到脑脊液后)缝合外层皮肤)缝合完毕后向缝
合缺口注入约 " 7F生理盐水)放回笼中并继续饲
养)密切观察+ 可见小鼠逐渐恢复正常)待缝合线脱
落后可再次抽取+

3K讨论

本文采用的改进方法)其新颖之处在于%,目
前)大多文献记载的是大鼠脑脊液抽取方法 . &)$/ )尚
未发现简单易行的小鼠脑脊液抽取方法+ 而小鼠脑
脊液常被用于脑损伤机制-生物标记物-药物治疗等
研究领域中)更为简单易行的方法亟待被发现+ -
建立的方法简单易行)仪器低廉)成功率高+ 在许多
实验室)脑脊液抽取多需昂贵的仪器和特定的小鼠
固定装置 . %/ )而本方法则仅在普通的实验条件下用
常见的实验材料即可达到高的成功率+ 例如)用铁
架台及烧瓶夹代替小鼠固定装置)用酒精灯与微量
采血管代替拉针仪与玻璃管+

另外)本文详细地介绍了如何抽取脑脊液不带
血的同时也不易导致小鼠死亡的过程)如严格按照
操作方法进行)能在短时间内十分顺利地抽取到脑
脊液+ 如果不慎有微量血液进入)可将脑脊液在
( k-"# ### K;712 离心 & 712+ 取白色透明的上清
液体即可 . &/ + .不易感染)生存率高+ 此方法只造
成轻微脑组织损伤)不易出血)缝合后)小鼠的生存
率极高+ 本实验对 "## 只小鼠抽取脑脊液)麻醉死
亡 ) 只)直接伤及延髓死亡 & 只)缝合后感染死亡 &
只)存活率高达 %)f+

!!在操作过程中应注意以下事项%
"" 钝性分离)切勿触及血管是成功的关键因素

之一)由于小鼠脑部血管隐藏较深且细小)肉眼无法
避及)故一定要采用钝性分离,

&" 旋针速度一定要缓慢)当有脑脊液涌出)此
时应稳住)手尽量不要颤抖+ 如果抽取失败导致硬
脊膜损伤)不应继续抽取4如继续抽取)血液易进入
吸管+

综上所述)本文所建立的小鼠脑脊液抽取方法
简单易行-结果稳定-重复性好)是一种有效-新颖)
可以达到反复抽取实验对象目的的方法)为利用小
鼠脑脊液的相关研究提供了良好的实验基础+
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独立通风笼盒系统内传热传质分析
张建平!傅江南

!暨南大学实验动物管理中心)广州!B"#?&)"

摘要%目的!为了有效控制独立通风笼盒系统!12,1]1,Q3S]R291S39R, 53OR*) <cA"内环境的舒适性)保证笼盒内实验

动物的生存和健康)对笼盒内的温度-湿度及氨浓度进行测试)并对笼盒内传热传质机理进行分析)同时为实验动

物生存环境!密闭建筑空间-设备"控制提供参考+ 方法!小鼠 ’B 只)按数量递增顺序随机分为 B 组)饲养于同一

架 <cA设备内)分别对笼盒内的温度-湿度和氨浓度进行连续 ’ , 的测试+ 结果!随着饲养天数的增加)笼盒内和

房间内的温度差变化基本一致)相对湿度差和氨浓度差逐渐增大,同时笼盒内-外的氨浓度差同动物数量和时间均

相关)有显著差异!-e#C#B")即动物只数越多)时间越长)氨浓度差越大+ 结论!<cA笼盒内温度受设施内温度的

影响较大,相对湿度主要与送风空气相对湿度和换气次数有关,氨浓度与换气次数和动物只数有关+

关键词%实验动物设施,<cA,温度,湿度,氨浓度

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

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

!!独立通风笼盒系统!<cA"是一种以饲养盒为单
位的独立通风小型屏障设备)由主机-笼架-笼盒和
独立送排风系统组成)无调节送风参数功能)故笼盒
内微环境对室内环境和空调系统的依赖性较大+

目前国内外众多学者从笼盒更换频率 . "J)/ -换
气次数 . (/ -AY& 浓度特性

. B/ -氨浓度 . ?/ -垫料种类-

笼盒空间大小-饲养密度 . ’J%/等方面对笼盒内微环
境进 行 了 大 量 研 究+ 研 究 发 现) 换 笼 周 期 为
’g"( ,)换气次数为 (# g"&# 次;8)饲养密度为
,B 只;盒)最适宜实验动物生存生长+ 以上研究均
是基于设施内换气次数l"B 次;8!国内"-&# 次;8g
&B 次;8!国外")环境参数满足相关法规标准要求的
情况下进行的+ 如此大的换气次数使得实验动物设
施空调系统能耗巨大)成为动物实验领域的一大
难题+

目前 <cA设备送风方式主要有两种%,主机从
建筑空间内取风,-设备独立送风)即设施和设备是
两套完全独立的空调通风系统 . "#J""/ + 以上两种方
式在运行时)均可通过风机转速控制达到节能)无论
哪种送风方式)<cA设备均放置在建筑空间内)并且
笼盒的密封性较好)笼盒内的空气不易与室内的空

气进行交换)但是笼盒的材质大多是 UU=N和
U=N)易导热)故笼盒内-外存在传热+ 实验动物生
长过程中持续散热散湿-散放氨气对笼盒内的微
环境影响较大)因此探讨笼盒传热传质机理)可对
笼盒内微环境和设施内环境及空调系统控制提供
参考+

/K材料与方法

/N/K相关规范及环境指标
目前国内关于 <cA的标准有江苏省的产品地

方标准)GD)&;L%’&*&##? #实验动物笼器具 独立
通气笼盒!<cA"系统$ . "&/ )关于实验动物设施的标
准为%WD"(%&B*&#"##实验动物 环境及设施$ . ")/

和 WDB#((’*&##$ #实验动物设施建筑技术规
范$ . "(/ )以上标准对实验动物饲养环境指标做了要
求)详见表 "+
/N5K仪器和设备

国产 <cA)%# 笼位二代小鼠独立通气笼盒,温
湿度仪!海创高科"-氨浓度监测仪 !MV? <D[<G")
均经过独立第三方校准+
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表 /K不同标准对环境指标的要求
@%J:-/K7&Y#G(&9-&FP%G%9-F-GLG-̂+#G-9-&F(OH#OO-G-&FLF%&H%GHL

标准

=932,3K,

换气次数;!次;8"

E1KR/5832ORK39R;!K39R;8"

温度;k

LR7:RK39QKR;k

相对湿度;f

HQ71,19+;f

气流速度;!7;*"

E1K*:RR,;!7;*"

静压差;U3

UKR**QKR;U3
GD)&;L%’&*&##? ’"# *** *** ,#C" 7;* ’"#
WD"(%&B*&#"# ’"B &#g&? (#g’# ,#C& 7;* ’"#
WDB#((’*&##$ ’"B "%g&? (#g’# ,#C& 7;* ’"#

/N3K环境条件与控制
<cA设备放置在实验动物屏障设施内 . =\Va

!粤" &#"’J#"’( /) 设施内的环境严格按照 WD
"(%&B 要求进行控制)设备运行正常)笼盒的容积为
’C? F)换气次数 ! B# 次;8"及压差 !j&# U3"通过
<cA控制面板进行控制) 其中设备的测试笼盒放置
在靠近主机的最下端+
/N2K实验方法

=UP级基因工程小鼠 ’B 只)"$g&? O)按 " 只-&
只-) 只-( 只-B 只进行随机分组)共 B 组)每组 B
笼+ 垫料为玉米芯)所有笼盒均放置于同一笼架)正
常饲养+ 为减少对动物的干扰和保证笼盒的气密
性)温湿度计的探头和氨浓度监测仪的软管均从笼
盒现有放置饮水瓶瓶嘴的孔伸入笼盒内中层高度的
位置进行检测+ 实验周期为 ’ ,)每天测定笼盒内温
度-湿度-氨浓度 ) 次)取平均值+
/NUK统计方法

采用 YK1O12UK6’CB 软件进行统计分析)所有数
据采用均数m标准差!%/m*"表示)样本均数的比较采
用 ’检验) -e#C#B 为差异有显著性意义+

5K结果

5N/K笼盒内’外温度差随时间变化特性
<cA设备换气次数设为 B# 次;8)测试周期房间

内的温度控制在 &"g&) k之间+ 测试结果如图 "
所示%笼盒内外温差均在 #g&CB k之间变动)且随
着动物只数的增多笼盒内外温差有微小增高+ 在
测试时间内)笼盒内外温差在第 ( 天达到最高+
五组实验中)" 只小鼠;笼的温差变化趋势不同于
其余四组)因为此组笼盒放置在笼架最上部)距设
施的送风口较近+ 但任意两组相比)无统计学差
异!-l#C#B" !表 &" )即小鼠笼盒内外的温差受时
间的影响较小+

图 /K笼盒内外温差变化特性
M#)R/K@-9P-G%F+G-Y%G#%F#(&S"%G%SF-G#LF#SL#&L#H-

%&H(+FL#H-F"-S%)-

表 5K笼盒内外温差变化情况#&!V"$
@%J:-5K@-9P-G%F+G-Y%G#%F#(&S"%G%SF-G#LF#SL#&L#H-%&H(+FL#H-F"-S%)-!&!V""

天数

笼盒内外温差;k

LR7:RK39QKR,1TTRKR25R12*1,R32, 6Q9*1,R98R53OR;k
" 只小鼠;笼 & 只小鼠;笼 ) 只小鼠;笼 ( 只小鼠;笼 B 只小鼠;笼

G3+" #C##m#C## #C((m#C## "C##m#C## "C(&m#C## "C??m#C##
G3+& #CB’m#C"B "C##m#C)& "C(&m#C&% "C$Bm#CB? &C&"m#C)%
G3+) #C$"m#C&B #C$)m#C&" "C#)m#C") "C%#m#C)) &C"%m#C&B
G3+( #C))m#C"( "CB)m#C#% &C##m#C#% &C)%m#C&" &C(&m#C""
G3+B #C)%m#C"( #C$(m#C#’ "C("m#C"’ "C%(m#C"( &C"%m#C#)
G3+? #CB&m#C)B #C%"m#C)? "CB"m#C&B "C’’m#C&# &C()m#C&%
G3+’ #CB&m#C(# #C’?m#C)B "C"$m#C&’ "C&’m#C)B "C’)m#C)B

!!注%各组之间温差值比较)-l#C#B)#h&"

>69R%A62*1*9R25+3762O98ROK6Q:*T6K9R7:RK39QKR-3*R]3SQ39R,) -l#C#B)#h&"

2&’2
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5N5K相对湿度随时间的变化特性
<cA设备换气次数为 B# 次;8)测试周期房间内

的相对湿度控制在 B#fgB’f之间+ 测试结果如图
& 所示%笼盒内的相对湿度均高于笼盒外设施内的
相对湿度)且笼盒内外相对湿度差随着天数逐渐增
大)在饲养第 ’ 天时)当笼盒内小鼠只数大于 ( 只
时)笼盒内外相对湿度差大于 "Bf+ 同时笼盒内
小鼠越多)笼盒内外相对湿度差越大+ 任意两组
相比)当相隔时间 h" , 时)无统计学差异 !-l
#C#B" )当相隔时间’ & , 时)有统计学差异 !-e
#C#B" !表 )" )即小鼠笼盒内外的相对湿度随着时
间的增加等增大+

图 5K笼盒内外相对湿度差变化特性
M#)R5KX+9#H#F$ Y%G#%F#(&S"%G%SF-G#LF#SL#&L#H-

%&H(+FL#H-F"-S%)-

表 3K笼盒内外相对湿度差变化情况#&!V"$

@%J:-3KX+9#H#F$ Y%G#%F#(&S"%G%SF-G#LF#SL#&L#H-%&H(+FL#H-F"-S%)-!&!V""

天数

笼盒内外相对湿度差;f

HQ71,19+,1TTRKR25R12*1,R32, 6Q9*1,R98R53OR;f

" 只小鼠;笼 & 只小鼠;笼 ) 只小鼠;笼 ( 只小鼠;笼 B 只小鼠;笼

G3+" ?C(#m#C## BC$#m#C## BC?#m#C## ’C&#m#C## ?C##m#C##

G3+& BC?’m"C?) ’C$#m"C’) %CB)m#CB$ ""C))m"CB) %C")m&C##

G3+) %C")m)C(( %C&’m#C%& ""C(’m"C"# ")CB)m)C)$ "#C?#m&C$&

G3+( %C")m)CB? %C&#m)C?B "&C%)m#C(& ")C?’m#C?" "#C##m)C(’

G3+B %C?#m#C&# ""CB)m#C"& "&C?#m#C)B "(C’)m#C’# "BC?’m"C))

G3+? ")C(’m&C)( "(C")m&C%" ")C$#m#C?# "BC?#m#CB) "(C)#m#C(?

G3+’ "BC))m&C"% "&C$’m"C&& ")C#’m"C#) "’C?$m"C&? "%C$’m#C$’

!!注%任意两组相比)当相隔时间h" , 时) -l#C#B,当相隔时间’& , 时) -e#C#B)#h&"

>69R%A62*1*9R25+3762O98ROK6Q:*T6K8Q71,19+-3*R]3SQ39R,) -l#C#B)-8R2 98R129RK]3S917R-3*" ,3+, -81SR) -8R2 98R129RK]3S917R-3*RqQ3S

6KOKR39RK9832 & ,3+) -e#C#B) #h&"

5N3K氨浓度随时间的变化特性
<cA设备换气次数为 B# 次;8)因笼盒具有密封

性)测试周期内)设施内的氨浓度,B 7O;7)+ 测试
结果如图 ) 所示%笼盒内外的氨浓度差在第 ( 天之
前较 小) 并 且 笼 盒 内 的 氨 浓 度 也 相 对 较 低)
eB 7O;7))而且所有笼盒内的氨浓度相差较小+ 第
B 天笼盒内的氨浓度急速增高)之后缓慢增加)每组
实验之间的氨浓度差异增大)并且在第 B 天时)饲养
小鼠为 B 只的笼盒内氨浓度高于 "B 7O;7)+ 氨浓
度测试结果与假定值!每组平均值"对比)均有统计
学差异!-e#C#B"!表 (")即小鼠笼盒内外的氨浓度
与小鼠数量和时间均相关+

图 3K笼盒内外氨浓度差变化特性
M#)R3K<99(&#% S(&S-&FG%F#(&Y%G#%F#(&

S"%G%SF-G#LF#SL#&L#H-%&H(+FL#H-F"-S%)-

2)’2



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

表 2K笼盒内外氨浓度差变化情况#&!V"$

@%J:-2K<99(&#% S(&S-&FG%F#(&Y%G#%F#(&S"%G%SF-G#LF#SL#&L#H-%&H(+FL#H-F"-S%)-!&!V""

天数

笼盒内外氨浓度差;!7O;7) "

E7762135625R29K39162 12*1,R32, 6Q9*1,R98R53OR;!7O;7) "
" 只小鼠;笼 & 只小鼠;笼 ) 只小鼠;笼 ( 只小鼠;笼 B 只小鼠;笼

假定值 )C)$m#C&# (C)Bm#C&? BC?(m#C&$ ’C)&m#C)% %C"Bm#C&$

G3+" #CB&m#C## #C?#m#C## "C"&m#C## "C?#m#C## "C’"m#C##

G3+& #C?#m#C#$ #C’’m#C#? "C&Bm#C"’ "C?"m#C&& "C?#m#C"(

G3+) "C?"m#C)" "C$’m#C)? &C&Bm#C&? &C’(m#C’) &C%(m#CB&

G3+( &C’#m#C&B &C%#m#C#) )C(?m#C(? )C$$m#C)B (C#%m#C()

G3+B ?C&$m#C&? ’C($m#CB? $C)?m#CB& ")C(’m#C?# "?C?(m#C)$

G3+? BC$$m#C"& ’C$)m#C#% "#C#"m#C)$ ")C’&m#C(? "$C&(m#C"$

G3+’ ?C#)m#C)? %C#&m#C’& ")C#(m#C"$ "(C&#m#C)% "$C$"m#C&%

!!注%各组氨浓度值与假定值相比)-e#C#B

>69R%A62*1*9R25+3762O98ROK6Q:*T6K9R7:RK39QKR-3*R]3SQ39R,) -l#C#B

3K讨论

3N/K散热分析
不同国家标准给定的实验动物小鼠散热量如表

B 所示%
表 B 中最小的全热量 #C(% -!E=H[EI"为例)

假设通过笼盒壁面不传热或者传热量可忽略)小鼠
的散热量完全由送风承担)根据热平衡原理计算消
除小鼠散热所需的通风量 . "B/ +

表 UK小鼠散热量
@%J:-UKD(+L-3LG%F-(O"-%F-9#LL#(&

标准名称
A<D=IWN<GI."B/

英国屋宇设备工程手册

E=H[EI."?/

美国采暖-制冷与空调工程师学会

AAEA."’/

加拿大动物关怀委员会
实验动物

小鼠 M6Q*R
体质量;.O 显热 ‘ 潜热 ‘ 全热 ‘ 显热 ‘ 潜热 ‘ 全热 ‘ 显热 ‘ 潜热 ‘ 全热 ‘
#C#& #CB #C) #C$ #C)) #C"? #C(% @ @ #C$

!!注%每个笼盒的体积为 ’C? 升)最多饲养 B 只小鼠)笼盒的导热系数为 #C)B ‘;72a)笼盒表面积约 #C) 7& )笼盒的厚度 #C##) 7+

>69R%L8R]6SQ7R6TR358 53OR1*’C? F) 73/17Q72Q7ZRK6TZKRR,RK*1*B) 98R98RK73S562,Q591]19+6T98R53ORZ6/1*#C)B ‘;72a) 98R*QKT35R

3KR36T98R53ORZ6/1*3Z6Q9#C) 7& ) 32, 98R9815.2R**6T98R53ORZ6/1*#C##) 74

UD V
W

+!’>X’6"
式中% UD*通风量!.O;*"

W*散热量!. ;̂*"
+*空气的质量热容)取 5h"C#". ;̂!.O4a"

’>*排出空气的温度!a"
’6*进入空气的温度!a"
由公式可知)送风量和送排风温差为反比例函

数的关系)送风量越大)温差越小)反之亦然+ 计算
结果如表 ? 所示+

表 4K送风量和笼盒内外温差之间的关系
@%J:-4K@"-:#&Q*#F"F"-%#GL+PP:$ Y(:+9-%&HF"-F-9P-G%F+G-H#OO-G-&S-#&L#H-%&H(+FL#H-F"-S%)-
笼盒内换气次数;!次;8"
E1KR/5832ORK39R;!K39R;8"

送风量%q7;! .O;*"
E1K*Q::S+]6SQ7R% q7;! .O;*"

笼盒内外计算温差;k
LR7:RK39QKR,1TTRKR25R;k

(# #C###"#" &(
?# #C###"B& "?
$# #C###&#) "&
"?# #C###(#( ?

!!根据以上计算结果可知)当 <cA笼盒内外的温
差为 ? k时)笼盒内换气次数高达到 "?# 次;8+ 计
算结果与实际实测值相悖)分析原因可能为%<cA笼

盒内小鼠的散热量并不完全由送风量承担)其中大
部分热量是以传热和对流的形式通过笼盒壁传到笼
盒外即设施内+

2(’2
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3N5K散湿特性分析
根据湿平衡原理计算消除余湿所需的通风量计

算式

UD V
Y

9>X96
式中%UD*通风量!.O;*"

Y*余湿量!O;*"!小鼠散热量"
9>*排出空气的含湿量.O;.O!干空气"/
96*进入空气的含湿量.O;.O!干空气"/
由公式可知)在小鼠散湿量一定时)笼盒内的相

对湿度受通风量和送风相对湿度影响+
3N3K氨浓度扩散特性分析

根据风量平衡原理和污染物质量平衡原理计算
稳定状态下所需全面通风量计算式

4 V
2/

3& X3#
!!4*全面通风量!7) ;*"

2*安全系数
/*污染物散发量!O;*"
36*送风中污染物浓度!O;7)"

3&*室内污染物浓度!O;7)"
由上式可知)在小鼠氨气散发量一定时)笼盒内

的氨浓度只与送风量有关+
3N2K结论

以上结果中)相对湿度和氨浓度随时间的变化
与已公开发表的文献中变化趋势一致 . "?/ +

通过实测和理论分析得知)为保证笼盒内的温
度满足小鼠生长)需保证设施内的温度在 "%g&( k
之间)避免笼盒内温度过高或过低+ 为保证笼盒内
的相对湿度e’#f)设备送风的相对湿度建议不超
过 BBf)需通过控制换气次数来减小笼盒内的氨
浓度+
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实验动物设施运行中+三废,管理
卢!静!孟!霞!陈柏安

!首都医科大学实验动物部)北京!"###?%"

摘要%实验动物设施是指用于实验动物生产和实验的建筑物及设备的总和+ 实验动物设施运行过程中产生的废

物-废水和废气!简称’三废( "等会污染环境)然而目前对’三废(进行合理有效管理的机制尚不完善+ 本文将对实

验动物设施’三废(管理中涉及的问题进行探讨)以期能为建立合理的’三废(管理机制提供可行方案+

关键词%实验动物设施,’三废(,管理

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

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

!!实验动物设施是开展实验动物饲养和动物实
验的建筑物及设备的总和+ 随着人民对美好环境
的更高期待及国家对环保工作的高度重视)实验
动物行业工作者应深入思考实验动物设施的建设
规范及环保管理措施+ 实验动物设施运行过程中
产生的废物-废水和废气 !简称’三废( "以及噪声
等会造成环境污染)然而如何对实验动物设施运
行中产生的’三废(进行有效管理尚不完善+ 本文
就实验动物设施运行管理过程中的’三废(管理进
行初步探讨+

/K实验动物设施运行中+三废,处理现状

在实验动物设施建设和运行过程中已经注意到
了环境保护的重要性)尤其是对于实验动物尸体的
处理各单位都非常重视)基本能够做到统一收集并
进行无害化处理+ 然而在其它方面虽然也有措施)
但是处理方法和效果仍不理想+ 实验动物饲养过程
产生大量的污垫料)一些设施能够做到像管理动物
尸体一样交由专业机构进行无害化处理)但是由于
需要较大的花费)因此有些设施采取掩埋等方式进
行处理+ 对于废水)主要是排放到化粪池中)利用沉
淀和厌氧发酵的原理去除污水中悬浮性有机物)然
后排放到城市排污系统+ 对于废气)前些年有相当
一批设施安装了活性炭吸附装置解决废气污染的问
题)然而通过实践发现由于实验动物设施是全新风)

且换气次数多)排气量大)因此活性炭需要频繁更
换)导致这种废气处理装置不能持续运行)很多都成
为摆设+ 近几年有个别单位关注到废气排放对周围
居民的影响)因而采用了生物除味技术等更有效和
实用的设备+ 实验动物设施运行尽管考虑了 ’三
废(处理)也已有一些经验和教训)但仍不能系统-
标准和科学地解决实验动物设施运行的环保问题+

5K实验动物设施运行中+三废,分析及管理
措施

5N/K固体废物
5N/N/!污染源分析% 实验动物设施运行中固体废
弃物主要有污垫料-粪便和动物尸体)还包括使用过
的注射器针头-刀片等利器+
5N/N5!标准及内容%#中华人民共和国固体废物污
染环境防治法$ . "/规定% 产生固体废物的单位和个
人)应当采取措施)防止或者减少固体废物对环境的
污染+ 收集-贮存-运输-利用-处置固体废物的单位
和个人)必须采取防扬散-防流失-防渗漏或者其他
防止污染环境的措施,不得擅自倾倒-堆放-丢弃-遗
撒固体废物+ 禁止任何单位或者个人向江河-湖泊-
运河-渠道-水库及其最高水位线以下的滩地和岸坡
等法律-法规规定禁止倾倒-堆放废弃物的地点倾
倒-堆放固体废物+ 从事畜禽规模养殖应当按照国
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家有关规定收集-贮存-利用或者处置养殖过程中产
生的畜禽粪便)防止污染环境+ 国家实行工业固体
废物申报登记制度+ 产生工业固体废物的单位必须
按照国务院环境保护行政主管部门的规定)向所在
地县级以上地方人民政府环境保护行政主管部门提
供工业固体废物的种类-产生量-流向-贮存-处置等
有关资料+
5N/N3!管理措施% 固体废物应分类收集)动物尸体
包装后放置在冰柜中贮存)动物尸体应有专用且便
于使用的包装袋+ 尤其要注意两个重要的特性)一
是包装袋应坚固耐用)避免搬运处理过程中袋体开
裂,二是有隔水性)防止动物体液的渗漏+ 污垫料用
医疗废物专用袋包装后放入废物运输箱)存放在远
离动物饲养室的贮存室+ 口罩-帽子等一次性物品
使用后装入垃圾袋+ 大动物室实验区的所有垃圾均
属医疗废弃物范畴)采用统一的医疗废弃物垃圾袋
装填+ 使用过的注射器针头-刀片等利器放入一次
性利器盒+ 一并暂存在污物贮存室+ 贮存室中的所
有固体废物交由专业机构处理)并将处理类别和数
量登记备案+

感染动物实验室固体废物按生物安全实验室管
理相关规定进行无害化处理后按上述方法管理+
5N5K废水
5N5N/!污染源分析% 主要是实验动物饲养的清洗
废水)以及动物实验设施还有一些试剂或药物的
废液+
5N5N5!标准及内容% 主要包括有北京市地方标准
#水污染物排放标准$GD"";)#’*&##B-#医疗机
构水污染物排放标准$WD"$(??*&##B. &/ ,针对畜
禽养殖污染)我国先后发布了 #畜禽养殖业污染物
排放标准$!WD"$B%?*&##""-#畜禽养殖业污染防
治技术规范$ ! Ĥ ;L$"*&##""-#畜禽养殖污染防
治管理办法$ !国家环境保护总局令第 % 号"等文
件+ 国家颁布的 #畜禽养殖业污染物排放标准 $
!WD"$B%?*&##""文件中 针对养殖废水排放标准
要求%畜禽养殖废水不得排入敏感水域和有特殊功
能的水域+ 排放去向应符合国家和地方的有关规
定+ 北京市污水排放 的三类标准即% AYG5K,
"## 7O;F-DYGB,)# 7O;F-:H%?g%-==,$# 7O;F-
>H)J>,"B 7O;F+
5N5N3!管理措施% 废水主要由洗刷污水-尿液-饲
料残渣-夹杂粪便及圈舍冲洗水)含有大量的污染物
!包括微生物-悬浮物-有机物")直接排放到化粪

池)处理后集中排入城市排污管网+ 实验室废液分
为一般化学废液-剧毒化学废液-废旧化学试剂-废
旧剧毒化学试剂)由专职的管理人员按要求分类将
废液收集统一存放管理)交由北京市指定的机构运
走处理 . )/ + 大动物实验室产生的废液包括实验过
程中通过负压吸引器从动物体内吸取的血液-体液
等废液)在冰柜内经过长期的尸体存储过程积存下
的大量已冻结的尸体废液+ 这些废液可通过稀释倾
倒至普通污水管道中+

生物安全二级感染动物实验室污水先加入 $(
消毒液处理 &( 8)排入集水坑池)集水坑池定期加入
二氧化氯进行消毒处理)处理后的废液排入化粪池+
5N3K废气
5N3N/!污染源分析% 实验动物设施是饲育实验动
物的场所)实验动物时刻都会向周围环境排放废气+
这些废气不仅包括动物呼出的二氧化碳)也包括动
物正常代谢所产生的氨-硫化氢等多种臭味气体+
如果处理不当)这些废气就会给周围环境带来污染)
轻者刺激人的嗅觉器官引起不悦)重者则可引发人
的头痛-恶心-眼角膜和呼吸道炎症等)影响人的身
心健康+
5N3N5! 标准及内容% #恶臭污染物排放标准 $
!WD"(BB(@%)"

表 /K!恶臭污染物排放标准"#Z=/2UU2h03$

@%J:-/K79#LL#(&LF%&H%GHLO(G(H(GP(::+F%&FL

单位%9)_93

序号 控制项目 一级
" 氨 "C#
& 三甲胺 #C#B
) 硫化氢 #C#)
( 甲硫醇 #C##(
B 甲硫醚 #C#)

5N3N3!管理措施% 按照实验动物国家标准合理安
排实验动物饲养密度)室内排风口安装初效过滤)并
定期清洁和更换+ 如果使用 <cA饲养设备)需注意
定期清洗更换机器所带滤材)在设施总排风口安装
除味装置+

感染动物实验室负压饲养设备排风口和设施排
风口安装高效过滤设施进行除菌 . (/ +

3K+三废,处理相关技术

3N/K活性炭吸附法
吸附是物质!主要是固体物质"表面吸住周围

2$’2
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介质!液体或气体"中的分子或离子现象+ 利用多
孔性固体吸附剂处理气态污染物)使其中的一种或
几种组分)在分子引力或化学键力的作用下)被吸附
在固体表面)从而达到排除的目的+ 利用吸附原理
最简单方便的材料是活性炭+ 活性炭具有较高的效
率)但活性炭吸附到一定量时会达到饱和)就必须再
生或更换)因此对于排气量大的实验动物设施)运行
管理较繁琐+ 这种方法常用于低浓度废气和脱臭的
后处理+
3N5K低温等离子体技术

等离子体是继固态-液态-气态之后的物质第
四态)当外加电压达到气体的放电电压时)气体被
击穿)产生包括电子-各种离子-原子和自由基在
内的混合体+ 低温等离子体降解污染物是利用这
些高能电子-自由基等活性粒子对废气中的污染
物作用)使污染物分子在短时间内发生分解而去
除污染物+ 该方法处理效果好)运行费用低-无二
次污染+
3N3K紫外光催化氧化法

废气的紫外光解催化氧化机理包括两个过程%
一是在产生高能离子群体的过程中)一定数量的有
害气体分子受高能作用)本身分解成单质或转化为
无害物质+ 二是含有大量高能粒子和高活性的自由
基的离子群体)与分子气体!如 H&=-甲苯等"作用)
打开了其分子内部的化学键)转化为无害物质+ 紫
外光催化是常温深度反应技术+ 光催化氧化可在室
温下将水-空气和土壤中有机污染物氧化成无毒无
害的产物 . B/ +
3N2K混凝法

混凝法是化学沉淀法中最重要的一种方法) 常
用的混凝剂有硫酸铝-氯化铁和聚合氯化铝+ 混凝
法是借助于混凝剂对胶体离子的静电中和-吸附-架
桥等作用使胶体离子脱稳) 在絮凝剂的作用下) 发
生絮凝沉淀以去除污水中的悬浮物和可溶性物质+
混凝法具有工艺可靠-处理效率高-设备简单-运行
稳定易管理等优点+ 混凝过程沉降受 :H值影响较
大) 而且过程中产生大量的沉淀) 需要定期处理
污泥 . ?/ +
3NUK复合紫外光催化氧化法

医药废水具有组成复杂-水量和水质变化大-色
度高-需降解物质浓度高等特点+ 通过吸附*混
凝*紫外光催化氧化相结合的方法处理医药废水)
效果显著)其 AYG!A8R7153SY/+OR2 GR732,)化学

需氧量"-色度去除率分别为 %%C"f-"##f) 出水水
质达到医药行业废水二级排放标准 . ’/ +
3N4K生物除臭法

生物除臭法是通过微生物的生理代谢将具有臭
味的物质加以转化)达到除臭的目的+ 目前国内外
生物法处理废气的方法有很多)主要有土壤脱臭法-
生物滤池法和生物滴滤塔等)治理效果较好+ 生物
处理法包括三个步骤%第一)cYA!]6S391SR6KO3215
567:6Q2,*)挥发性有机化合物"废气中的污染物溶
于水中)迅速得到溶解,第二)当液态浓度较低时)液
膜中的有机物会逐渐进行扩散)最终扩散到生物膜
中)从而被生物膜中吸附的微生物吸收,第三)cYA
废气中的有机废气被微生物吸收后)通过微生物自
身的生理过程)就会逐渐被降解与转化)最后转化为
简单的无机物 . $/ +
3NTK厌氧8好氧生化法

针对规模化养殖设施)废水可以处理与利用相
结合+ 废水处理的技术为%固液分离一水解酸化一
厌氧消化一好氧生化一生化过滤四级处理过程) 废
水经过处理后)符合#畜禽养殖业污染物排放标准$
WDS$B%?*&##" 标准)实现达标排放+ 从回收利用
的角度)按此技术处理后的水也可以浇灌附近农田
!满足#农田灌溉水质标准$ WDB#$(*%&",厌氧产
生的沼气作燃料使用及综合利用) 固液分离出的物
质可以加工成颗粒肥料和液体肥料, 亦可作景观
水-冲洗水等综合利用) 整个过程既解决废水治理
问题) 又综合利用有用资源) 具有良好的环境效益
和经济效益 . %/ +
3N1K二氧化氯发生器

二氧化氯 !ASY& "是目前国际上公认的新一代
广谱强力杀菌剂-高效氧化剂和优良漂白剂)为世界
各国所广泛采用+ 世界卫生组织!‘HY"将其定为
"E级安全消毒剂+ 我国国家环保总局及原化工部
等部门先后制定了#化学法二氧化氯发生器认定技
术条件$-#稳定态二氧化氯溶液化工行业标准$-
#食品添加剂稳定态二氧化氯溶液化工行业标准$+
二氧化氯发生器反应原理%将一定浓度或饱和盐液
加入电解槽阳极室)同时将清水加入电解槽阴极室)
接通 "& c直流电源开始电解)即可产生二氧化氯-
氯气-双氧水等混合消毒剂)经水射器负压管将气体
吸入水中消毒+
3N0K实验动物垫料回收系统

实验动物垫料回收系统是通过负压吸管将污

2%’2
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垫料通过密闭管道输送到设施外)在垫料回收容
器内可安装消毒设备)防止污垫料中的微生物
污染+

国务院#关于加快推进生态文明建设的意见$)
进一步明确了生态文明建设的总体要求-目标愿景)
指出’绿色(一词的理解)大力推进绿色发展)倡导
绿色生活)推进绿色城镇化)发展绿色产业)实现生
活方式绿色化等)与新型工业化-城镇化-信息化-农
业现代化’四化(并提)形成 ’新五化( . "#/ + 实验动
物科学是生命科学研究不可或缺的组成之一)实验
动物设施的建设与管理既是实验动物科学的重要内
容)也是保障科学研究的必要条件)实验动物设施的
管理应与时俱进)树立生态文明价值观和科学发展
观)在保障生命科学发展的同时保障绿色环境+
’三废(的科学管理不仅是为了实现’绿色化()也是
安全管理的范畴)是安全管理的重要内容之一+ 随
着实验动物设施规模的扩大和对设施建设的投入不
断增长)对实验动物设施运行的安全管理工作也提
出了更高的要求+
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通信作者%岳秉飞!"%?#*")男)博士)研究员)研究方向%动物遗传学4IJ731S%+?’$(0"&?4567

猫遗传多态性的研究进展#

贾松华!岳秉飞
!中国食品药品检定研究院)北京!"###B#"

摘要%实验用猫自 "% 世纪末用于科学研究)现已广泛用于医药研发等各个领域)并作为人类遗传性疾病和感染性

疾病的动物模型越来越受重视+ 猫的质量!尤其是遗传质量"对研究结果的准确性)重复性以及科学性有重要的影

响+ 定期开展遗传质量检测)可有效避免实验用猫的种质退化-遗传漂移)减少实验结果误差等+ 随着生化标记和
G>E分子标记的出现)为了解猫的遗传结构提供了更为简便可靠的方法+ 本文主要就生化标记和 G>E分子标记

在研究猫的遗传结构和多态性中的研究现状以及存在的问题进行了探讨+

关键词%猫,G>E分子标记,生化标记,遗传多态性

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

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

!!猫!539, "&()*+$’,*"属于哺乳纲-食肉目-猫科-
猫属动物+ 染色体数为 &2h)$+ 据考古发现 . "/ )人
类对猫的驯化可追溯到大约 %B## 年前,之后)
GK1*56SS等 . &/和 F1:12*.1等 . )/分别对猫的群体结构
进行了分子遗传学分析)发现人类对猫的驯化始于
地中海东部沿岸地区+ 过去)由于农业和交通运输
的需要)人类对牛)羊)马等进行了驯化+ 但对人类
而言)猫并没有直接的经济意义或者社会意义)只是
作为驱逐捕杀危害鼠类的工具+ 所以猫并没有被完
全的驯化)仍保留一定的野性 . (JB/ + 直至一百多年
前)人类才根据猫的毛色)毛发长短)体型等特征进
行人工筛选)培育遗传背景明确的品种猫 . ?J’/ + 目
前)猫分为家猫和品种猫两大类+ 家猫是家庭豢养
猫的统称)一般是随机交配的猫+ 品种猫是指经培
育而成)每个品种猫都具有特定的遗传特征 . $/ + 美
国两个最大的猫网站系统 APE!98RA39P3251RK*3
E**65139162")L<AE!L8R<29RK2391623SA39E**65139162"
在 &#"$ 年登记的品种猫种类分别为 (& 种))$ 种+
另外)可将品种猫简单地分为长毛猫和短毛猫+ 其
中短毛猫宜作为实验用猫)因为长毛猫易污染实验
环境- 实 验 操 作 不 便) 且 体 质 较 弱) 实 验 耐 受
性差 . %/ +

猫作为实验用动物始于 "% 世纪末+ 在神经学)
药理学)心血管系统等研究方面)实验用猫具有其他
实验动物无法比拟的优势 . "#/ + 比如)猫有极其敏感
的神经系统)是研究脑神经生理学的绝好实验动
物 . $/ ,它的血压最为稳定)#中国药典$明确指出猫
在药品检验中用于降压物质的检查 . ""/ + 与鼠科动
物模型相比)猫体型大)长寿!一般为 "&g)# 年")具
有与人类更相似的生理学特征)这些优点使猫更适
合检测某些治疗方法的安全性和有效性 . %) "&/ + 随
着人类对品种猫的定向筛选培育)越来越多与人类
同源的猫遗传性疾病被发现+ 目前确定的猫遗传性
疾病已超过了 &B# 种)其中包括在波斯猫 !-&%*)$#
+$’*"中发现的多囊性肾病!UaG")以及在德文莱克
斯猫!G&86# 0&/+$’*"中观察到的先天性肌肉萎缩
症+ 猫为研究人类很多罕见的遗传疾病提供了宝贵
的动物模型 . ")J"?/ + 同时)患有某些感染性疾病的猫
是人类很好的自然动物模型+ 在研究人类获得性免
疫缺陷综合征!E<G="中)转基因鼠和猫免疫缺陷是
目前运用最多的非灵长类动物模型+ 感染有冠状病
毒 ! PRA6c" 的 猫 可 用 于 研 究 =E[= 的 临 床
症状 . "&) "’J&#/ +

综上所述)猫用于科学实验具有一定的现实意
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义+ 但与此同时)我国也面临着实验用猫紧缺的问
题 . &"/ + 目前我国实验用猫多数购自市场)经隔离检
疫-严格筛选后使用,目前为止)我国 %#f以上的教
学科研实验用猫都是从商贩或’收购型饲养场(购
买+ 其来源混杂)遗传背景模糊)所携带微生物不明
等情况)对实验结果的准确性-科学性以及重现性都
有直接影响 . B) &"J&&/ + 为了提高实验用猫的质量)使
其更易用于科研和生产)近年来我国一些单位对供
实验使用的猫进行了专门的繁殖饲养+ 比如)华北
制药厂定向培育成了虎皮猫 . &)/ ,自 &##) 年大连医
科大学也开始了猫的饲养繁育 . &(/ + 在对实验用猫
进行专门饲养时)我们有必要对猫的遗传方面进行
一定的检测+ 这样才能合理利用猫资源)为培育实
用的实验猫群体提供科学的依据+ 本文主要就生化
标记和 G>E分子标记在猫的遗传检测中的现状以
及存在的问题进行了探讨+

/K生化标记

生化标记是以生物在蛋白质水平上表现出的遗
传多态性为依据)分析群体的遗传结构)进而反映生
物的变异程度+ 此方法的特点是操作简单-成本低)
方法成熟稳定+ 我国已将近交系大-小鼠的生化标
记检测作为常规监测列入国家标准+

关于猫的生化标记研究最早始于 L8QS12R
等 . &B/ )观察到 ?JUWG!六磷酸葡萄糖脱氢酶"呈现
多态性)并且 a682 和 L373K12. &?/验证了 L8QS12R的
研究结果+ 随后的科学研究发现%WU<!磷酸葡萄糖
异构酶"-I=G!酯酶 G"在某些品种猫中也具有多态
性 . &’J&%/ + ES9Q26. 等 . )#/从 c32 539*和其他品种猫的
对比分析中得到%c32 539*的平均杂合度为 #C)) g
#C(%,并依据系统发生树的结果得出)该猫与暹罗
猫-孟买猫存在明显不同,?JUWG-MI!苹果酸酶"和
I=G在该研究的全部猫中均呈现多态性)其中 UWG
的多态性最强)而 MI是该研究最新发现的多态性
蛋白+

从上述研究现状看)在用生化标记分析猫的遗
传多态性时)其多态性位点极其有限)易受发育状
况-实验条件等影响)限制了其在猫中的应用+ 很有
必要开发其他方法分析猫的遗传多态性+

5K’B<分子标记

G>E多态性是指不同物种或者同一物种不同

个体间核苷酸序列的变异)在自然界中广泛存在+
以生物个体之间的 G>E差异为标记)即分子生物学
标记!简称分子标记"+ 目前)发现的 G>E多态性
包括限制性片段长度多态性 !KR*9K159162 TK3O7R29
SR2O98 :6S+76K:81*7) [PFU"- 微 卫 星 G>E
!715K6*39RSS19RG>E) =L["-单核苷酸多态性!*12OSR
2Q5SR691,R:6S+76K:81*7*) =>U*"+ 分子标记已成了
近年现代遗传标记学发展最快的领域之一+ 对
G>E多态性的研究)让我们更加精确直接地分析群
体的遗传多态性)同时弥补了蛋白质多态性位点不
足的缺点+ 该研究为生物的物种鉴别-群体多态性
分析-遗传图谱构建开辟了一条崭新的道路+ 下文
对几种 G>E多态性的研究现状进行了综述+
5N/K限制性片段长度多态性

&# 世纪 $# 年代初人们便开始了 [PFU的研究)
该技术以 G>EJG>E为基础的 =6Q98R7杂交为依
托)是遗传检测早期应用比较多的方法+ =QdQ.1
等 . )"/用 "& 种限制内切酶分析了西表山猫和豹猫的
KG>E)与西表山猫属于西表岛本土猫的假说不同)
他认为豹猫是从陆地迁至岛上的亚种)与 M3*Q,3
等 . )&/的观点一致+ \Q8.1和 Y{ZK1R2. ))/利用鼠和人
的分子探针对猫的 MHA基因!即 PFE"进行内切酶
分析)成功绘制了猫 D& 染色体上的 PFE遗传图谱+
aQ-383K3等借助 UA[J[PFU将猫 PFE中的 G[D基
因进行了分型)并以此作为参考标准进行猫的皮肤
移植实验)发现 G[D分型对猫移植免疫反应)自身
免疫的易感性等研究具有重要的参考意义 . )(J)B/ +
[PFU技术的多态性位点丰富-重复性好且稳定性
强)是进行群体遗传多态性分析的有效工具)但操作
繁琐-需要的样本量大等缺点制约了它的应用+
5N5K微卫星多态性

微卫星 G>E!715K6*39RSS19RG>E"又称为短串联
重复序列!*86K9932,R7KR:R39) =L["由核心序列和
两侧保守的侧翼序列两部分组成+ 在微卫星中存在
的短串联重复序列!一般重复单位为 "g? Z:"构成
了核心序列部分)这是 =L[具有高度多态性的遗传
基础,而两侧保守的侧翼序列将 =L[特异性地定位
于染色体的固定位置)从而使 =L[多态性用于遗传
多态性分析具有可行性+ 有关微卫星的报道最早见
于 "%’( 年 =.122RK等 . )?/对寄居蟹基因组的研究+
科学家们之后的发现表明)微卫星 G>E在真核生物
基因组中广泛存在)并且几乎分布于染色体的所有
区域+ 除此之外)=L[呈现丰富的 G>E多态性)遵
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循孟德尔共显性遗传)在相关的物种间具有一定的
通用性和保守性+ 进而)微卫星 G>E在犬)牛)马)
猫等 . )’J(#/动物的科学研究中得到了广泛应用+

MR26991J[3+762, 等 . ("/筛选了 "" 个 =L[!四核
苷酸重复)彼此无连锁关系)并呈现高度的杂合性"
用于识别猫个体)鉴定亲子关系+ A667ZRK等 . (&/认
为这组 =L[体系在法医鉴定中具有很好的稳定性
和可信度+ F+62*等 . ()/在猫 D" 染色体上找到了 $
个与虎斑毛色连锁的 =L[位点)其中)PAE’## 的连
锁性最强+ P1SSRK等 . ((/采用 )$ 个 =L[位点)对塞丝
克猫群体的观测杂合度!H6"-期望杂合度 HR-近交
系数!P<="等进行了遗传分析+ P1SSRK等认为)赛丝
克猫属于波斯猫品系家族)且该种群的遗传多态性
丰富+ 微卫星遗传标记的另一个重要用途即是%猫
品系分类+ F1:12*.1等 . )/通过 )$ 个 =L[!两个四核
苷酸重复))? 个二核苷酸重复"将所研究的猫分成
了 &# 个品系,但鉴于该组 =L[体系分析另外四个
种群时缺乏充足的证据)因此本次实验有四个种群
并未进行品系划分+ 而 MR26991J[3+762,. (B/用 "" 个
四核苷酸重复的 =L[将 " #(# 只猫分成了 "’ 个品
系)仍有 &# 个种群因证据不足无法进行品系划分+
不难发现)四核苷酸重复的 =L[没有二核苷酸重复
的 =L[区分品系的效果好+ 近年来对 =L[的科学
研究发现)用微卫星多态性分析遗传多态性是一种
比较理想的方法)检测方法方便-省时)但微卫星
G>E筛选和检测的复杂过程是研究中很大的制约
因素+
5N3K单核苷酸多态性

单 核 苷 酸 多 态 性 ! *12OSR 2Q5SR691,R
:6S+76K:81*7*) =>U*"是继 [PFU-=L[之后的第三
代 G>E遗传标记+ 与之前研究的 [PFU-=L[不同)
=>U不再凭借 G>E片段的长度差异反应 G>E的多
态性)而是根据基因组水平上单个核苷酸的变异表
述 G>E的多态性+ =>U是一种二等位基因标记)在
群体中只有两个等位基因的基因)所以可通过简单
的’j;@(进行基因分型)更易于实现其在检测-分析
中的自动化+ 另外)它的分布密度以及数量都多于
=L[-遗传稳定性强并具有代表性)从而可以得到更
全面-详细的全基因扫描数据 . (?/ + 目前对 =>U的
研究仍处于探索阶段)其应用范围主要集中于法医-
疾病和群体遗传学等方面+

=396等 . (’/借助不同动物毛发的结构特点以及
动物的 =>U多态性对不同的动物进行区分)为法医

鉴定 和 濒 危 物 种 的 保 护 提 供 了 新 的 思 路+
UR9RK*587199等 . ($/在研究挪威森林猫时)发现了一个
与琥珀毛色连锁的 =>U+ 家猫对欧洲野猫的基因渗
入问题一直备受关注+ 曾有研究用 =L[对家猫和
野猫的遗传结构进行了对比分析)但 =L[在分辨它
们的 杂 交 后 代 时 存 在 局 限 性 . (%JB"/ + >Q**ZRKORK
等 . B&/利用 ($ 个 =>U!P*9l#C$"分析了家猫)野猫以
及它们的杂种-回交后代的遗传结构+ 筛选的 ($ 个
=L[能有效地区分杂交的 P")P& 代,并且对评价野
猫的基因渗入率)理解杂交过程均有帮助+ MQSS1.12
等 . "’/绘制了高密度的 =>U图谱)并发现了 %( 个新
的 =>U*+

从近年对 =>U的研究情况来看)有些 =>U的检
测方法成本低-但速度慢-不适合自动化分析,有些
方法可实现自动化高通量检测-但制备探针昂贵-准
确度不高+ 综上所述)目前我们距离灵敏准确-高通
量-简单易行的 =>U检测方法仍有一段距离要努力
探索+

3K结语

猫在生物医学研究)制药业等研究领域具有举
足轻重的分量+ 而猫的质量对研究结果的准确性)
重复性以及科学性有着重要的影响+ 在控制实验用
猫质量方面)遗传质量是最主要)最为本质性的影响
因素+ 定期开展猫的遗传质量检测)可有效避免实
验用猫的种质退化-遗传漂移)减少实验结果误差)
指导群体的遗传育种)最大程度地应用猫资源+ 经
历了 B# 多年的发展历程)有关猫的遗传质量检测已
从染色体水平提升到了 G>E分子水平 . "?/ + 目前)
国外开发了很多分析猫遗传性疾病和性状!比如毛
色"的遗传检测方法)为猫的育种工作者和兽医提
供了有效的指导意见+ 比如)宾夕法尼亚大学等 . ")/

研究机构已将猫的遗传检测实现了商业化应用+ 但
我国目前尚未出台实验用猫遗传质量的国家标准)
各地方也没有成熟的实验用猫遗传质量地方标准+
随着国内大专院校)药品生产企业以及检定机构对
实验用猫使用量的增加)建立符合我国目前研究水
平和应用要求的实验用猫遗传质量标准和遗传质量
检测方法势在必行+ 随着分子生物学技术的快速发
展)相信我国对猫遗传结构的检测分析将会更加完
善)更多更有效的分子标记技术将会应用于猫的遗
传质量检测中+
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. " /!c1O2R Ĝ) WQ1S312R̂ ) GRZQRa) &’$(.I3KS+93712O6T98R53912

A+:KQ* . /̂4 =51R25R ! >R- \6K.) >\" ) &##() 362

!B??$" % &B%4

. & /!GK1*56SSAE) MR26991K3+762, M) [653EF) &’$(.L8R>R3K

I3*9RK2 YK1O12 6TA39G67R*91539162 . /̂4=51R25R!>R-\6K.)

>\" ) &##’) 3/T!B$)’" % B"%JB&)4

. ) /!F1:12*.1M )̂ PK6R215.RF) D3+*35aA) &’$(.L8R3*5R296T539

ZKRR,*% OR2R915R]3SQ39162*6TZKRR,*32, -6KS,-1,RK32,67JZKR,

:6:QS39162*. /̂4WR26715*) &##$) 0/!"" % "&J&"4

. ( /!=:R25RKU D =) \QK58R2.6E E) G3]1, c E) &’$(.L8R

U6:QS39162 YK1O12*32, I/:32*162 6TPRK3SA39*12 EQ*9K3S13. /̂4

6̂QK23S6THRKR,19+) &#"B) /6T!&" % "#(J""(4

. B /!钟品仁4哺乳类实验动物 .M/4北京%人民卫生出版社)

"%$’% )#B4

. ? /!H3*32 E) [3d1Z a) WK382 [ E) &’$(.I/9R296TF12.3OR

G1*RqQ1S1ZK1Q712 98RG67R*915A39)PRS1**1S]R*9K1*539Q*)32, <9*

DKRR,*. /̂4US6= 62R) &#")) 1!"" % RB)B)’4

. ’ /!M6KK1*G4A39-6KS,% 3TRS12RR25+5S6:R,13 . M/4"%%’)

I2OS32,)IZQK+UKR**4

. $ /!邹移海) 徐志伟) 苏钢强4实验动物学 .M/4北京% 科学出版

社) &##(%"#)4

. % /!李凤奎4实验动物学 .M/4郑州%郑州大学出版社) &##"%(%4

."#/!衣帅4猫微卫星 G>E标记遗传检测方法的建立及对虎皮猫

群体遗传结构的分析 .G/ ,长春% 吉林大学) &#")4

.""/!国家药典委员会4中华人民共和国药典% &#"# 年版4二部

.M/4北京%中国医药科技出版社) &#"#% 附录 "#)4

."&/!MR26991J[3+762, M) YnZK1R2 = 4̂L8RG67R*915A39) PRS1*

539Q*) 3*3M6,RS6THRKR,193K+32, <2TR5916Q*G1*R3*R.M/4

HQ7323UKR**) &##$4

.")/!LK33*EM) A3*3SM) H3*.12*M) &’$(.WR2R91556Q2*RS12O12

98RRK36T76SR5QS3K,13O26*915*. /̂4L8RK16OR26S6O+) &##?) 44

!)" % B%%J?#B4

."(/!>3KT*9Kz7a) GR5.732 aH) MR26991K3+762, M4A39*% 3O6S,

712R T6K 6:8983S76S6O+ . /̂4 E22Q3S KR]1R- 6T 32173S

Z16*51R25R*) &#")) /!"" % "B’J"’’4

."B/!M3S1. [4WR2R915,1*R3*R*6T539*. /̂ 4̂6QK23S6TPRS12RMR,1512R

p=QKORK+) &##") 3!&" % "#%J"")4

."?/!F+62*FE4WR2R9159R*912O12 ,67R*915539*. /̂4M6SR5QS3Kp

ARSSQS3KUK6ZR*) &#"&) 54!?" % &&(J&)#4
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重建人类免疫系统的人源化小鼠模型及其在
血液系统疾病研究中的应用#

龙!杰"!&!)!杨志刚"!(

!"4广东医科大学)湛江!B&(#&)" !&4广东医科大学附属医院)湛江!B&(##""

!)4广东省实验动物监测所)广州!B"#??)" !(4广东医科大学附属湛江中心人民医院)湛江!B&(#(B"

摘要%动物模型在人类疾病发病机制的研究及药理学实验研究治疗中发挥重要作用+ 小鼠是目前主要的实验动

物)但其与人类背景存在差异)不能完全模拟人类免疫系统及疾病状态+ 研究人员通过将人类细胞或组织植入免

疫缺陷小鼠体内)可构建免疫系统人源化小鼠模型及人源化小鼠疾病模型+ 人源化小鼠可通过优化人源造血干细

胞来源等条件)可得到免疫系统人源化程度较高的小鼠模型+ 目前)WcHG人源化小鼠模型及白血病人源化小鼠

模型已经应用在研究疾病发病机制及开发新型临床治疗药物等方面+

关键词%人源化小鼠,移植物抗宿主病,白血病,动物模型

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

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

!!实验动物学在医学研究中发挥重要作用)实验
动物模型可以用于模拟人类疾病发病以及药理学实
验研究+ 其中灵长类动物在遗传学上与人类接近)

曾在医学研究中有着举足轻重的地位)但由于灵长
类动物价格昂贵及存在伦理学方面的限制)近年来
逐渐减少在医学研究上的应用+ 小鼠作为实验动物
的历史源远流长)但小鼠的遗传学背景与人类相差
较大)为解决该问题)研究人员将人类细胞或组织植
入免疫缺陷小鼠体内构建免疫系统人源化小鼠模型
及人源化小鼠疾病模型)在这种人源化的小鼠动物
模型中进行的研究更能模拟人类免疫系统及人类疾
病实际情况+

/K免疫系统人源化小鼠模型的建立及优化

/N/K人源造血干细胞来源的选择
根据造血干细胞不同的起源部位)可分为胎肝

造血干细胞-骨髓造血干细胞-粒细胞集落刺激因子
!WK32QS65+9R56S62+J*917QS3912OT3596K)WJA=P"动员的

外周血造血干细胞-脐带血造血干细胞+ 其中)胎肝
造血干细胞来源于胎儿)人类胎儿肝脏在妊娠第 "#
周至第 &# 周的大部分时间里是主要的造血器官+
aQ5873等 . "/在免疫表型的研究中)发现胎肝比脐
带血含有更丰富的人类造血干祖细胞+ [6253K6S6

等 . &/从胎肝中获得的 H=A免疫原性较弱)植入人类
白细胞抗原!HQ732 SRQ.65+9R3291OR2)HFE"不匹配
的胎儿中也不会产生移植物抗宿主病!WK3T9J]RK*Q*J
86*9,1*R3*R)WcHG"+ FR:Q*等 . )/在几个不同品系
的免疫缺陷小鼠身上比较胎肝-脐带血-成人外周血
来源的造血干细胞的植入率)结果表明)胎肝来源的
AG)(j造血干细胞植入率最高+ 但胎肝来源于流产
的胎儿)各项病原学阴性的流产胎儿的肝脏才成为
收集的对象)另外)目前胎肝干细胞库极少)并且)胎
肝的应用存在一些伦理相关的问题)使其在应用上
受到较大的限制+

与胎肝相比)脐带血的来源更丰富-采集更方
便)采集过程对母婴均无危害)也不存在应用胎肝造
血干细胞所产生的伦理问题+ 脐血中 L淋巴细胞
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数较少且较原始)使用 HFE不匹配的脐带血造血干
细胞移植后 WcHG发生率低 . (/ + 这些优点都是骨
髓和外周血来源的造血干细胞所不具备的+

造血干细胞选择时)还要考虑 L细胞的植入有
产生 WcHG的风险+ 但是)另一方面)适量的 L细
胞又具有促进移植物植入的优点)这在人类造血干
细胞移植领域已经得到了证实 . B/ + HR/2RK等 . ?/分
别在等剂量脐带血单个核细胞与去除 L细胞的脐
带血单个核细胞中)加入了抗 AG);AG&$ 单克隆抗
体刺激 L细胞增殖)然后注入 >YG;=A<GJ&&7@;@小
鼠体内+ 结果表明)未去除 L细胞组人源 AG(Bj细
胞的植入率明显比第二组高 ! BC%(fm"C?Bf c=
#C&%fm#C’%f")证明了在小鼠体内人源脐带血中
L细胞有克服免疫屏障促进植入的作用+ H3+3.3-3
等 . ’/用 AG)(j分选的脐带血单个核细胞与未分选的
脐带血单个核细胞分别经白消安预处理后输注入
>=W!>YG;=A<G;<FJ&[*2QSS" 小鼠体内比较)发现
AG)(j分选的脐带血单个核细胞组植入率明显高于
其他组)且植入率长期维持在高水平状态+ 所以)目
前主要选择脐带血 AG)(j单个核细胞进行人源化小
鼠模型的研究+
/N5K免疫缺陷小鼠的选择

!小鼠的异种造血干细胞移植如同人类同种异
基因造血干细胞移植一样)供者干细胞的植入需克
服受者的免疫屏障)而这些免疫屏障就是受者本身
的免疫状态)受者免疫缺陷程度越高)更利于供者的
细胞植入 . $/ + 基于上述理论)人源化免疫小鼠通常
选择免疫缺陷小鼠+

利用免疫缺陷小鼠进行人源化小鼠的研究经历
了几个阶段+ 最早发现的免疫缺陷小鼠是裸鼠)由
于 T6/2" 基因的缺陷导致该小鼠胸腺发育受损 . %/ )
从而没有成熟 L细胞产生导致该小鼠 L细胞依赖
的免疫排斥几乎消失+ 但人源免疫细胞依然无法在
该小鼠体内生存 . "#/ +

"%$) 年)研究人员发现 A4DJ"’ 纯系小鼠 "? 号
染色体上的重症联合免疫缺陷 ! =R]RKR567Z12R,
177Q26,RT151R25+)=A<G"基因发生隐性突变后)小鼠
缺乏功能成熟的 L和 D淋巴细胞)由此得到了 =A<G
小鼠 . ""/ + "%$$ 年)M55Q2R等 . "&/用 =A<G小鼠植入
人胎肝干细胞-胎胸腺-胎淋巴结)可使人源 L细胞
和 D细胞重建+ 但由于 =A<G小鼠的免疫缺陷程度
不高)体内残留较多 >a细胞及部分 L细胞和 D细
胞)人源免疫细胞重建水平不高+ 由于 =A<G小鼠

对放射高度敏感)为降低放射敏感性)有学者通过敲
除 [3O". ")/ ![R567Z123293591]3912OOR2R"或 [3O&. "(/

基因产生 [3O@;@小鼠+ [3O" 和 [3O& 基因在 LA[的
重排和抗体生成方面发挥重要作用)是 L细胞和 D
细胞成熟所必需的基因) 因此) [3O"@;@小鼠及
[3O&@;@小鼠均缺乏功能成熟的 L细胞和 D细胞)但
是也因它们的高 >a细胞活性阻碍了人源细胞的
植入 . "BJ"?/ +

随后通过 >YG!>62J6ZR*R,13ZR915"背景小鼠与
=A<G小鼠回交得到免疫缺陷程度更高的 >YG;
=A<G小鼠 . "’/ + 这种小鼠的特点除了 L细胞和 D细
胞等免疫细胞的功能丧失以外)还影响了部分 >a
细胞的功能)所以免疫缺陷程度比前述的小鼠更高+
杨海燕等 . "$/利用脐带血 AG)(j单个核细胞注入 LD<
预处理的 >YG;=A<G小鼠)在第 $ 周行流式细胞术
检测)发现人源 AG(Bj细胞植入达到 ! "&C)( m
&C)$"f)远高于 FR-1*等 . "%/定义的 #CBf的植入标
准+ 但 >YG;=A<G小鼠随着年龄的增长)会出现
’免疫渗漏()即部分 L和 D细胞的功能恢复)且本
身仍有 >a细胞功能残留)使得其植入效率不高+

在此基础上)使 >YG;=A<G小鼠编码白介素 &
受体 *链的基因发生无效突变)产生 >=W. &#/ !>YG;
=A<G;<FJ&[*2QSS"小鼠+ 因为该受体的 *链是白介
素 &-白介素 (-白介素 ’-白介素 %-白介素 "B-白介
素 &" 等细胞因子的共同受体)所以该基因的突变导
致 >a细胞成熟障碍和功能丧失)并且消除了 L和
D细胞的免疫渗漏现象)使得小鼠的免疫缺陷程度
更高+ M5GRK7699等 . &"/ 比较了 >=W小鼠与 >YG;
=A<G等品系的小鼠外周组织的人源细胞植入率)结
果表 明) >=W 小 鼠 和 >YW! >YG;=81J*51, ;<FJ
&[*2QSS"小鼠明显比 >YG;=A<G等品系小鼠的人源
细胞植入率要高)而 >=W小鼠在骨髓中人源细胞的
植入率比其它品系的小鼠要高)雌性尤甚)所以
>=W小鼠是目前人源化小鼠模型的最佳受鼠+
/N3K预处理方式的选择

预处理是输入人源细胞前的附加处理方式)目
的是%"4产生骨髓抑制从而腾空骨髓龛及负反馈刺
激造血再生)促进造血干细胞归巢骨髓龛并自我更
新-增殖及分化 . &&/ ,&4产生免疫抑制预防移植物被
排斥)这些作用都有利于人源细胞植入+ 由于目前
接受移植的小鼠主要为 >YG;=A<G小鼠等免疫缺
陷鼠)本身由于缺乏 L细胞和 D细胞等免疫细胞已
产生明显免疫抑制)所以预处理的策略主要是使小

2’$2
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鼠产生骨髓抑制 . &)/ +
传统小鼠移植的预处理方式有全身射线辐照

!L693SZ6,+1KK3,139162) LD<"等)预处理后)人源细胞
植入率比没有接受预处理的组别要高+ 其主要原因
是使受者体内基质细胞衍生因子 ! =9K673S5RSSJ
,RK1]R, T3596KJ") =GPJ" "- 干 细 胞 因 子 ! =9R7 5RSS
T3596K)=AP"等细胞因子水平的升高)=GPJ". &(/是 AJ
VJA趋化因子受体 ( . &B/!AJVJA58R76.12RKR5R:96K
9+:R() AVA[("的配体)在人鼠之间可以发生交叉
反应 . &?/ )而人源造血干细胞表面表达 AVA[( 分子)
通过 AVA[(*=GPJ"轴可以使经尾静脉注入的人源
造血干细胞定向归巢到骨髓里)人源造血干细胞只
有归巢到骨髓环境里才能自我更新-增殖及定向分
化+ =AP. &’/是干细胞生长因子)主要生理作用是促
进早期造血前体细胞的增殖和分化)X8R2O等 . &$/利
用重组人 =AP与脐带血 AG)(j细胞体外培养植入
>YG;=A<G小鼠体内的植入率明显比未经处理的脐
带血 AG)(j细胞的组别要高+ 这些细胞因子-趋化
因子的水平的上升可以使外源性人源细胞的植入率
增高+ 传统的以 LD<为主要手段的预处理策略的弊
端是小鼠的死亡率较高)小鼠的生存条件要求苛刻)
需严格的无菌环境和配备独立通气笼 !<2,1]1,Q3S
]R291S39R, A3OR)<cA")LD<设备需远离小鼠饲养的场
所等)这些都使得人源化小鼠模型应用受到限制+

白消安是一种烷化剂)较早前已应用在人类骨
髓移植上)它的特点是强烈的骨髓抑制作用但免疫
抑制作用较弱 . &%/ )其作用与 LD<相似)但高剂量的
LD<常导致高死亡率)而低剂量的 LD<导致人源细
胞植入率不高+ [6ZRK9J[1583K, 等 . &)/在 >YG;=A<G
小鼠回输人源造血干细胞前分别用白消安及 LD<作
预处理的比较)结果表明 =[A!*51, KR:6:QS3912O
5RSS*"数目没显著差异+ A861等 . )#/发现接受 &C(W+
剂量 LD<的 >=W小鼠组第 &( 周的存活率只有
))f)而接受 &# 7O;.O和 )# 7O;.O单剂量的白消
安的 >=W小鼠组第 &( 周的存活率是 "##f+ 接受
)# 7O;.O单剂量的白消安的 >=W小鼠组重建人源
D细胞亚群的程度比接受 &C(W+剂量 LD<的 >=W
小鼠组高)而接受 (# 7O;.O单剂量的白消安的 >=W
小鼠组在 ’ 周内全部死亡+ 也有研究报道相隔 &( 8
给予两次 &B 7O;.O剂量的白消安预处理在 >YG;
=A<G小鼠 . )"/和在 >=W小鼠 . &&/上都达到最佳人源
细胞植入率+ 使用白消安预处理的小鼠存活率高)
不需要极度严格要求的小鼠饲养环境)操作简便)近

年来逐渐取代 LD<)成为小鼠移植研究的主要预处
理方式+
/N2K输注造血干细胞方式的选择

目前使用最广泛的输注造血干细胞的方式是小
鼠尾静脉注射)这种方式主要特点是便于操作)但造
血干细胞经尾静脉进入血液循环后大多数的造血干
细胞都被滞留在外周器官)仅有少数造血干细胞在
各种趋化因子等介导下归巢骨髓+ \38393等 . )&/比
较骨髓腔内输注与尾静脉输注两种方法)发现经骨
髓腔内注射产生的 =[A是经尾静脉注射的 "B 倍)
因为骨髓腔内输注造血干细胞避开了各种外周器官
滞留及各种细胞因子-趋化因子等因素的影响而直
接归巢骨髓+ 但骨髓腔内注射技术要求较高)注射
成功率不高)目前在做人源化小鼠各方面研究时两
种方法均有研究人员使用+

5K人源化小鼠模型在血液疾病上的应用

5N/K人源化小鼠在研究 ZIX’上的应用
WcHG是异基因造血干细胞移植后非复发死亡

的主要原因之一)目前 WcHG的发病机制仍未完全
明确及治疗手段有限 . ))/ )所以)利用人源免疫细胞
注入免疫缺陷小鼠)并在此基础上诱导出 WcHG对
其发病机制的研究及指导临床治疗意义重大+

利用人源细胞注入免疫缺陷小鼠构建异种
WcHG模型已有多年历史+ 大约 )# 年前)M6*1RK
等 . )(/率先利用人的外周血单个核细胞腹腔注射入
经 LD<预处理后的 =A<G小鼠体内)成功诱导出类似
WcHG样的症状+ 但这种方法诱导的 WcHG的发
病的异质性很大)需大量的外周血单个核细胞诱导)
经腹腔注射的方式也不能模拟人类骨髓造血干细胞
移植)因为所有的骨髓造血干细胞移植都是经静脉
输注的+

随着 [3O@;@*A@;@小鼠的出现)c32 [1b2 等 . )B/第
一次利用静脉注射 )#i"#? 个人外周血单个核细胞
到 [3O@;@*A@;@小鼠内诱导出 WcHG)但仍需要大量
的单个核细胞及 LD<预处理+

<96等 . )?/ 利用 >YW小鼠->YG;=A<G小鼠及
[3O&2QSS<FJ&[*2QSS小鼠进行比较)结果表明)>YW小
鼠输注人源外周血单个核细胞后诱导 WcHG的发
病时间最快)死亡的时间较统一)当使用 "#i"#? 个
人源外周血单个核细胞移植时)只有 >YW小鼠在没
有使用 LD<预处理的情况下能诱导出 WcHG+ a12O

2$$2



第 ( 期 龙!杰等%重建人类免疫系统的人源化小鼠模型及其在血液系统疾病研究中的应用 !!!!!

等 . )’/的研究发现)在使用 Bi"#? 个人源外周血单个
核细胞情况下)所有 >=W小鼠在 &W+剂量的 LD<预
处理后都能诱导出 WcHG样的症状+

综上述)通过将人源外周血注入预处理或未预
处理的免疫缺陷小鼠体内)可诱导出 WcHG样症
状)小鼠的免疫缺陷程度越高)诱导出 WcHG需要
的人源外周血细胞数量就越少+

目前)人源化 WcHG小鼠模型主要应用在研究
WcHG的发病机制及开发临床新型治疗药物+ ‘Q
等 . )$/通过尾静脉高压注射质粒的方法)把人类 <FJ
&" 基因导入 D[W!DEFD;5J[3O&@;@<FJ&[*2QSS"小鼠
的基因组中)然后分别利用人源外周血单个核细胞
注入转基因表达人类 <FJ&" 的 D[W小鼠和对照组
的 D[W小鼠)在移植后第 ? 天发现转基因表达人类
<FJ&" 小鼠脾脏聚集大量的 AG"%j的细胞)并观察转
基因表达人类 <FJ&" 的 D[W小鼠死亡时间明显缩
短,同时将去除供者 D细胞单个核细胞注入 D[W小
鼠)长达 &B 天内没有 WcHG症状)结果表明 <FJ&"
和 D细胞可能参与 WcHG的发病)靶向供者 D细胞
的治疗有可能成为预防和治疗 WcHG的一种新方
法+ 也有 <96等 . )%/分别利用 AG(j人源外周血 L细
胞和 AG$j人源外周血 L细胞注入 >YW小鼠)结果
发现)只有注入 AG(j人源外周血 L细胞的 >YW小
鼠发生严重的皮肤 WcHG,然后利用 AG$j人源外周
血 L细胞与至少 #CBi"#? 个 AG(j人源外周血 L细
胞一起注入 >YW小鼠)或者 AG$j人源外周血 L细
胞直接注入转基因表达人类 <FJ& 的 >YW小鼠内)
都能诱发严重的皮肤 WcHG)结果表明 AG(j细胞可
能通过 <FJ& 的信号通路促进 AG$j细胞植入和扩
增)并证实皮肤 WcHG的病理结果是由 LH"’ 细胞
分泌的 <FJ"’ 和 <P>*所介导的)使用抗 <FJ"’ 抗体
可明显减轻皮肤 WcHG+

虽然人源化 WcHG小鼠模型为人类造血干细
胞移植后产生的 WcHG的发病机制和治疗提供了
新思路+ 但由于种属差异性)异种移植产生 WcHG
的发病机制不完全等同于同种移植+ 于是)A6]3**12
等 . (#/将 HFEJG[( 阴性供者的人源 AG(j外周血单
个核细胞注入缺失小鼠 MHA分子及转基因表达
HEFJG[( 的 >=W小鼠中)可构建同种异基因 WcHG
模型+ 这种 WcHG小鼠模型比异种 WcHG小鼠模
型)更好地模拟人类 WcHG的发病+
5N5K人源化小鼠在研究白血病上的应用

白血病是血液系统最常见的肿瘤之一)该病的

预后与白血病细胞的形态-免疫分型-遗传学-分子
生物学等因素有很大的相关性)且异质性很大+ 因
此建立一种稳定的人源化的白血病小鼠模型对于抗
白血病药物研发及白血病的免疫治疗具有重要
意义+

纵观白血病人源化小鼠模型的历史)最早使用
裸鼠行白血病模型研究+ U699RK等 . ("/使用 HFJ?# 细
胞系皮下注射经环磷酰胺预处理的裸鼠内)能够在
裸鼠局部长出急性早幼粒细胞肉瘤+ 但这种动物模
型的白血病表现与人类白血病相差较大)应用意义
不大+

"%$% 年)a37RSJ[R1, 等 . (&/ 使用急性淋巴细胞
白血病细胞系注射入 =A<G小鼠内)成功重建白血
病小鼠模型+ 这种小鼠模型中的白血病细胞在各器
官的分布与儿童急性淋巴细胞白血病类似)基本重
现了白血病细胞的生物学行为)对白血病的生长和
发展的研究有一定帮助+ 但这种白血病细胞系无法
保留肿瘤的异质性)为了体现出肿瘤的异质性)
N5.Q2. ()/使用患者来源的高危D细胞谱系急性淋巴
细胞白血病细胞注入 =A<G小鼠内)结果表明)白血
病细胞在 =A<G小鼠内生长越快)患者的预后就
越差+

随后)=9RRSR等 . ((/将 "% 例患者来源的急性 L淋
巴细胞白血病细胞注射入 =A<G小鼠内)只有 "& 例
白血病细胞能在小鼠内生长)且进展的速度与患者
的预后相关,剩余未能在 =A<G小鼠内生长的 ’ 例白
血病细胞)再次注射入 >YG;=A<G小鼠体内)均能
在小鼠内生长)但进展与患者预后无相关性+ 结果
表明)小鼠免疫缺陷程度越高)白血病细胞越容易植
入)但白血病细胞在 >YG;=A<G小鼠内的进展不能
作为患者预后的一项指标+

为了进一步提升人源白血病细胞的植入率)也
随着免疫缺陷小鼠的发展)有学者逐渐使用 >=W小
鼠等新一代免疫缺陷小鼠行人源化白血病小鼠模型
研究+ G1373291等 . (B/利用 >YG;=A<G小鼠及 >=W
小鼠分别注入儿童患者的急性淋巴细胞白血病细
胞)并比较了这两种品系小鼠之间的白血病细胞植
入率)结果表明)不管患者的白血病亚型及危险度分
层如何)>=W小鼠的白血病细胞植入率是 >YG;
=A<G小鼠的 "C&g’C’ 倍+ ‘619RK*.1̂ 等 . (?/将 &##
多只 >=W小鼠分别注入 B( 名原发儿童急性白血病
患者来源的骨髓细胞)结果表明)植入中位时间为
’g"# 周)%#f的小鼠植入)雄性小鼠比雌性小鼠具
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有显着更高的植入水平)>=W小鼠的植入水平及总
生存时间与患者白血病危险度分层有关+

人源化白血病小鼠模型主要应用在临床前药物
试验及研究白血病的发病机制+ HRK等 . (’/利用新
生的 >=W小鼠经肝内注入 PFL) 突变的急性髓系白
血病细胞)成功建立白血病小鼠模型)并行索拉菲
尼-瑞戈非尼临床前药物试验+ ‘1SS7322 等 . ($/利用
>=W小鼠植入 AG)(j分选的慢性粒细胞白血病细
胞)成功建立慢性粒细胞白血病动物模型)并在其基
础上评价伊马替尼-尼洛替尼-维达列汀等药物疗
效+4这种疾病模型虽然可以行药物筛选实验)但不
能反映人类白血病的发病情况+

为了解决这一问题) LK1]13S等 . (%/ 和 LRdQ.3

等 . B#/以病毒为载体将白血病致病基因导入人类造
血干细胞)进一步在免疫缺陷小鼠中诱发白血病的
人源化小鼠模型逐渐发展起来+ 这种模型弥补了上
述小鼠模型在白血病发病机制研究上的不足+

3K小结与展望

人源化小鼠是一种很好的反应人类的免疫系统
及某些疾病状态的工具+ 通过对人源造血干细胞来
源-免疫缺陷小鼠品系-预处理方式等各方面因素的
优化)可能建立一种免疫系统人源化程度较高的小
鼠模型+ 过去的 "# 余年人源化小鼠在血液学-免疫
学等方面取得了令人瞩目的进步)多种人源化小鼠
模型可以直接对人类疾病进行模拟)这在以前的免
疫缺陷动物身上是不可能完成的+

但是)目前的人源化小鼠模型仍有几方面的不
足之处+ 首先)人源化小鼠模型的免疫缺陷小鼠的
体内环境与人类的体内环境存在差异,其次)人源造
血干细胞分化出来的各种免疫细胞存在不完整-不
成熟-细胞间的接触不足等劣势+ 为了解决这些存
在的问题)目前正在尝试研究出可以在免疫缺陷小
鼠体内促进人源造血干细胞定向分化-成熟的基因
工程方法)可能产生更适合应用于医学研究的人源
化小鼠模型+
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!实验动物科学"关于不再接收使用水合氯醛进行动物麻醉文章的说明

为进一步保障实验动物的福利)不断提升动物实验研究的水平并获得国际学术界同行的认可)根据我国
和北京市实验动物有关法规和标准)在实验动物麻醉方法中)鉴于水合氯醛原属于镇静-催眠及抗惊厥药)作
为麻醉剂效果较差)刺激性强-毒副作用较大)存在干扰实验结果-对实验动物不人道和有背实验动物福利伦
理审查原则等问题)国外期刊普遍建议不再使用水合氯醛作为实验动物的麻醉剂+ 因此)本刊将于即日起)
不再接收使用水合氯醛作为实验动物麻醉剂的文章)特此告知广大作者及读者+

#实验动物科学$编辑部
&#"% 年 $ 月 "$ 日!
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