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H1N1 病毒感染树鼩模型的血清代谢组学研究
吴芳芳1#,李太平1,2#,方衡2,罕园园3,谭栀恩1,张孟丽1,林浩2,何艳梅1,2,欧敏1,

金亮子3,代解杰3∗,王喜军1,2∗

(1. 广西壮族自治区药用植物园,
 

西南濒危药材资源开发国家工程实验室,南宁　 530023;2. 黑龙江中医药大学,
 

中医

方证代谢组学研究中心,哈尔滨　 150040;3. 中国医学科学院北京协和医学院医学生物学研究所,昆明　 650118)

　 　 【摘要】 　 目的　 基于 UPLC-Q / TOF-MS 研究 H1N1 病毒感染树鼩动物模型的血清代谢特征。 方法　 H1N1 病

毒滴鼻法制备感染树鼩动物模型,测量病毒载量和抗体血抑滴度,进行肺组织的病理学检查,采集树鼩血清样本并

进行非靶向代谢组学研究。 结果　 模型制备第 3
 

~
 

7 天,体温和病毒载量逐渐达峰,多变量统计分析发现 H1N1 病

毒感染树鼩血清中 24 个差异离子,它们导致磷脂酰胆碱代谢、鞘脂代谢、花生四烯酸代谢等代谢紊乱。 结论　 本

研究首次发现 H1N1 病毒感染树鼩模型的代谢特征,H1N1 病毒感染树鼩模型紊乱的代谢与炎症反应有关。
【关键词】 　 流感;树鼩;代谢组学;炎症反应;机制
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【Abstract】　 Objective　 The
 

serum
 

metabolic
 

characteristics
 

of
 

a
 

tree
 

shrew
 

model
 

of
 

H1N1
 

influenza
 

virus
 

infection
 

were
 

studied
 

by
 

UPLC-Q / TOF-MS. Methods 　 The
 

H1N1
 

virus
 

nasal
 

drip
 

method
  

was
 

used
 

to
 

prepare
 

the
 

tree
 

shrew
 

model.
 

Then,
 

the
 

viral
 

load
 

and
 

antibody
 

hemostatic
 

titer
 

were
 

measured.
 

Pathological
 

examination
 

of
 

the
 

lung
 

tissue
 

was
 

performed,
 

and
 

tree
 

shrew
 

serum
 

samples
 

were
 

collected
 

for
 

untargeted
 

metabolomics
 

research. Results　 From
 

day
 

3
 

to
 

7
 

of
 

model
 

preparation,
 

the
 

body
 

temperature
 

and
 

viral
 

load
 

in
 

the
 

infected
 

tree
 

shrews
 

peaked.
 

Multivariate
 

statistical
 

analysis
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found
 

24
 

differential
 

ions
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

tree
 

shrews
 

infected
 

with
 

the
 

H1N1
 

virus,
 

which
 

led
 

to
 

metabolic
 

disorders
 

such
 

as
 

phosphatidylcholine
 

metabolism,
 

sphingolipid
 

metabolism,
 

and
 

arachidonic
 

acid
 

metabolism. Conclusions 　 This
 

study
 

defined
 

for
 

the
 

first
 

time
 

the
 

metabolic
 

characteristics
 

of
 

H1N1
 

virus-infected
 

tree
 

shrews,
 

and
 

provided
 

evidence
 

that
 

the
 

disordered
 

metabolism
 

in
 

this
 

animal
 

model
 

was
 

related
 

to
 

inflammation.
【Keywords】　 influenza;

 

tree
 

shrew;
 

metabolomics;
 

inflammatory
 

response;
 

mechanisms
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　 　 流感是一种流感病毒引起的丙类传染性疾病,
主要以打喷嚏和咳嗽为传染途径的春冬季节多发

性疾病,疾病表现为发热、乏力、肌肉酸痛、头痛、咳
嗽及轻微的呼吸系统症状,流感病毒具有较强的传

播和感染能力,危险人群为免疫低下的儿童和老

年,严重者导致病毒性肺炎和呼吸衰竭,流感病毒

可感染呼吸道的所有各类细胞,并能在其内复制,
其致病的主要机制是病毒复制引起的细胞损伤及

死亡[1-4] 。
树鼩是一种形似松鼠、吻部较长的小型哺乳动

物,是树鼩科树鼩属动物,主要分布于南亚、东南亚

及我国南部等地区,由于树鼩全基因组有超过 90%
与灵长类动物相似,并且近似于人类的组织解剖结

构、生理生化和免疫学等生物特征,因此在病毒、肿
瘤、神经、代谢等疾病研究具有强大的应用潜力和

应用价值[5-6] 。
代谢组学是系统生物学的重要组成部分,凭借

高通量和高灵敏的分析仪器洞悉生物体的代谢变

化,目前,代谢组学技术被广泛用于医药作用评价,
食品安全和环境污染监测[7-9] 。 基于此,本研究应

用代谢组学方法分析 H1N1 病毒感染树鼩模型的代

谢变化,阐述病毒研究的理想动物—树鼩的代谢网

络,发现其生物标记物,为 H1N1 流感病毒早期诊治

及药物筛查提供理论支持。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

10 只 2
 

~
 

3 周 岁 普 通 级 Tupaia
 

Belangeri
 

Chiensis 雄性树鼩,体重 120
 

~
 

140
 

g,来自中国医学

科学院医学生物学研究所树鼩种质资源中心

【SCXK(滇) K2018-0002】,实验在中国医学科学院

医学生物学研究所进行【 SYXK(滇) K2018-0002】,
饲养条件:饲养室为普通环境动物隔离室;设定温

度 20
 

~
 

25℃ ;设定相对湿度 40%
 

~
 

70%;照明时

间:12
 

h / 12
 

h(8:00 开灯,20:00 关灯,采用动物照

明控制系统);换气次数每小时>15 次;工作照度:
 

>
 

200
 

LX;动物照度:15
 

~
 

20
 

LX。 所有操作均符合实

验动物伦理学要求,本研究方案实施前已经中国医

学科学院医学生物学研究所伦理审查委员会审查

批准(DWSP201902013)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

A / Michigan / 45 / 2015(H1N1)pdm09 疫苗株(中

国医学科学院医学生物学研究所);色谱级甲醇

( ThermoFisher, 美 国, 批 号: 193130 ); 乙 腈

(ThermoFisher,美国,批号:191778);亮氨酸脑啡肽

( Sigma, 美 国, 批 号: W19091942 ); 甲 酸

(ThermoFisher,美国,批号:193497);纯水(广州屈

臣氏食品饮料有限公司,生产日期:20201224);戊
巴比 妥 钠 ( 天 津 市 大 茂 化 学 试 剂 厂, 批 号:
20180716 ); 生 理 盐 水 ( 广 西 裕 源 药 业, 批 号:
H19082808)。

Waters
 

ACQUITYTMUPLC 超高效液相色谱仪

( Waters, 美 国 ), Waters
 

G2
 Si

 

Q / TOF 质 谱 仪

(Waters,美国),BEH
 

C18 色谱柱(2. 1
 

mm
 

×
 

100
 

mm
 

id,1. 8
 

μm,Waters,美国);定量梯度 PCR 仪-( Bio-
Rad, 美 国 ); Masslynx

 

V4. 2 数 据 采 集 工 作 站

(Waters,美国);Progenesis
 

QI
 

2. 0 代谢组学数据处

理平台(Waters,美国);EZ
 

info
 

3. 0 软件(Waters,美
国);低温超高速离心机( ThermoFisher,美国);New

 

Classic
 

MF 型电子天平(METTLER
 

TOLED,德国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及树鼩流感模型建立

树鼩分 2 组,模型组 6 只(记为 1#,2#,3#,4#,
5#,6#),对照组 4 只。 模型组树鼩麻醉后,经鼻滴

入 H1N1 流感病毒液 100
 

μL,模型组树鼩中每只动

物鼻内给药 106. 8
 

TCID50;对照组树鼩鼻内滴入无病

毒等体积的未感染尿囊液,置于树鼩专用隔离器中

进行饲养。
1. 2. 2　 生物样本采集及流感树鼩模型评价

实验期间记录树鼩体温、生存率,观察并记录

有无咳嗽、流涕、呕吐、食欲缺乏等表现,称量攻毒

前后树鼩体重。 此外,制备鼻洗液样品作为标本,
并从每只安乐死或处死的动物中收集肺和气管的
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代表性切片,样品在液氮中速冻并储存在-80℃ 以

备检测病毒载量。 7
 

d 后,测量咽拭子,血清和肺组

织的病毒载量,检测血清抗体及组织病变。 所有血

液样品静置 30 min 后离心 ( 4℃ , 3000
 

r / min, 15
 

min),取 100
 

μL 血清加 400
 

μL 甲醇,涡旋 30
 

s,静
置 30

 

min,离心(4℃ ,3000
 

r / min,20
 

min)取上清液

400
 

μL,40℃ 真空吹干,残渣用 100
 

μL 甲醇复溶后

离心(4℃ ,3000
 

r / min,20
 

min),取 100
 

μL 上清液,
供 UPLC-MS 分析。
1. 2. 3　 代谢组学分析条件

应用 UPLC-Q / TOF-MS 分析树鼩的血清样品。
优化后的分析条件如下:

色谱条件:色谱柱:BEH
 

C18 色谱柱(2. 1
 

mm
 

×
 

100
 

mm
 

ID,1. 8
 

μm);流动相 A:0. 1%甲酸乙腈溶

液,流动相 B:0. 1%甲酸水溶液;柱温:40℃ ;流速:
0. 4

 

mL / min;进样量:4
 

μL。 梯度洗脱方法见表 1。

表 1　 树鼩血清代谢组学分析色谱梯度洗脱条件

Table
 

1　 Chromatographic
 

gradient
 

elution
 

conditions
 

of
 

tree
 

shrew
 

serum
 

metabolomics
 

analysis
时间(min)
Time(min)

流速(mL / min)
Rate(mL / min)

流动相 A(%)
Mobile

 

phase
 

A(%)
流动相 B(%)

Mobile
 

phase
 

B(%)
0 0. 4 95 5
5 0. 4 65 35
8 0. 4 45 55

10 0. 4 10 90
12 0. 4 0 100

质谱条件:电喷雾离子源(ESI);正离子模式毛

细管电压 2. 4
 

kV;负离子模式毛细管电压 2. 3
 

kV;
样品锥孔电压 30

 

V;脱溶剂气温度 350℃ ;脱溶剂气

流量 800
 

L / h;锥孔反吹气流量:50
 

L / h;离子源温

度:110℃ 。 锁定质量溶液:采用 Lockspray 校正系统

进行在线质量校正,亮氨酸 -脑啡肽([ M + H] +
 

=
 

556. 2771,[M-H] -
 

=
 

554. 2615),溶液浓度为 1
 

ng /
μL,流速为 5

 

μL / min; 质量扫描范围: m / z
 

50
 

~
 

1200 Da,扫描时间 0. 2
 

s;MassLynx
 

V4. 2 工作站以

continum 模式采集数据。
1. 3　 统计学分析

所有数据使用 Excel 分析并用平均值
 

±
 

标准差

( 􀭰x
 

±
 

s)表示。 多组间比较使用单因素方差分析,两
组间比较采用独立样本 t 检验。 以 P

 

<
 

0. 05 表示差

异具有显著性。
代谢组学数据应用 Progenesis

 

QI 软件进行降

噪、峰提取、峰匹配和归一化,识别离子信息,以备

多变量统计分析, 非监督主成分分析 ( principal
 

component
 

analysis, PCA) 判别模型和空白组间差

异,正交偏最小二乘判别分析 ( orthogonal
 

partial
 

least-squares
 

discrimination
 

analysis, OPLS-DA) 预测

模型可靠性和稳定性,计算投影值的可变重要性

(variable
 

importance
 

in
 

projection
 

value,VIP),同时

计算组间离子的归一化丰度,t 检验筛选 P
 

<
 

0. 05
的差异离子,结合 MS / MS 信息和人类代谢组数据

库(HMDB),脂质代谢组学数据库( Lipid
 

maps) 及

京都基因和基因组百科全书数据库(KEGG)确定潜

在生物标记物,对确定的生物标记物进行代谢通路

富集分析,阐述其与急性肺炎疾病的生物关系。

2　 结果

2. 1　 H1N1 感染树鼩的一般行为学评价

模型制备期间未出现动物死亡现象,但是模型

制备前后所有树鼩出现饮食减少,体重下降现象

(图 1),模型制备第 3 天,模型组树鼩开始出现咳

嗽,流涕等流感症状,造模前后模型组和对照组的

体温升高了近 2℃ (图 2),但是统计分析结果显示

两组无显著性差异。

图 1　 造模前后空白组和模型组的体重统计分析

Figure
 

1　 Statistical
 

analysis
 

of
 

body
 

weight
 

of
 

control
 

group
 

and
 

model
 

group
 

before
 

and
 

after
 

modeling

图 2　 造模前后空白组和模型组的体温统计分析

Figure
 

2　 Statistical
 

analysis
 

of
 

body
 

temperature
 

of
 

control
 

group
 

and
 

model
 

group
 

before
 

and
 

after
 

modeling

2. 2　 H1N1 感染树鼩的组织病理学观察

所有动物于攻毒后第 7 天用戊巴比妥钠麻醉

后处死,进行大体解剖,观察肺组织病变程度,其
中 4 只攻毒树鼩肺出现病变,在镜下观测到树鼩
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图 3　 树鼩攻毒肺病变图

Figure
 

3　 General
 

observation
 

of
 

lung
 

tissue
 

in
 

the
 

tree
 

shrew

肺组织肺间隔增宽,散在炎性细胞浸润,局部可

见异物结晶体及异物巨细胞,考虑为异物肉芽

肿,另有支气管固有层淋巴细胞浸润,详见图 3
和图 4,可能由于感染大量病毒后引发的炎症损

伤的病理改变。

图 4　 树鼩肺组织病理图

Figure
 

4　 Lung
 

histopathological
 

observation
 

of
 

the
 

tree
 

shrew

注:A:咽拭子病毒载量测定;B:血清病毒载量测定;C:肺组织病毒载量测定;D:抗体血抑滴度测定。

图 5　 病毒载量和血清抗体检测

Note.
 

A.
 

Determination
 

of
 

viral
 

load
 

in
 

throat
 

swabs.
 

B.
 

Determination
 

of
 

serum
 

viral
 

load.
 

C.
 

Determination
 

of
 

viral
 

load
 

in
 

lung
 

tissue.
 

D.
 

Determination
 

of
 

antibody
 

serum
 

inhibitory
 

titer.

Figure
 

5　 Viral
 

load
 

and
 

serum
 

antibody
 

detection

2. 3　 H1N1 感染树鼩的病毒载量和血清检测

进行咽拭子,血清及肺组织的病毒载量测定,

判断病毒感染情况。 结果显示,从攻毒后第 1 天开

始,6 只攻毒动物咽拭子都能检测到低病毒载量状

态,第 2、3 天仍可以检测到咽拭子的病毒载量(图

5A),第 5、6 天逐渐降低,到第 7 天不可检出。 攻毒

后第 1 天直到第 7 天安乐死,6 只攻毒动物血清均

出现低拷贝载量(图 5B),此外安乐死后肺部组织

检查发现了 3 只攻毒动物的低拷贝载量病毒(图

5C)。 血清抗体检测发现攻毒后第 1 天,动物血清

开始出现抗体,第 3 天升高明显,并在第 7 天持续升

高(图 5D)。
2. 4　 H1N1 感染树鼩的血清代谢组学分析

采用优化后的分析条件,在正负离子模式下采

集树鼩的血清代谢轮廓(图 6),获取的全部代谢组

数据代入 Progenesis
 

QI 软件进行预处理, 利用

SIMCA-P 软件对模型组不同时间点的数据进行

PCA。 结果发现实验第 7 天树鼩血液代谢轮廓与空

白组分离明显,说明染毒第 7 天树鼩体内代谢网络
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图 6　 树鼩流感模型血清代谢指纹图

Figure
 

6　 Tree
 

shrew
 

influenza
 

model
 

serum
 

metabolism
 

fingerprint

注:A:PCA 正离子模式 3D 图;B:PCA 负离子模式 3D 图;C:正离子模式 S-plot;D:负离子模式 S-plot。

图 7　 空白组、模型组树鼩血清第 7 天多变量统计分析

Note.
 

A. PCA
 

3D
 

plot
 

in
 

positive
 

ion
 

mode.
 

B.
 

PCA
 

3D
 

plot
 

in
 

negative
 

ion
 

mode.
 

C.
 

S-plot
 

in
 

positive
 

ion
 

mode.
 

D.
 

S-plot
 

in
 

negative
 

ion
 

mode.
 

Figure
 

7　 Multivariate
 

statistical
 

analysis
 

of
 

tree
 

shrew
 

serum
 

in
 

the
 

blank
 

group
 

and
 

model
 

group
 

on
 

day
 

7
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已经发生明显变化, 最终导致代谢轨迹的偏移

(图 7)。
进一步筛选对第 7 天的空白组与模型组组间差

异生物标记物,采用 OPLS-DA 寻找内源性物质的差

异,计算正离子模式的 R2X ( CUM) =
 

0. 981, Q2
( CUM ) =

 

0. 863, 负离子模式的 R2X ( CUM ) =
 

0. 972,Q2(CUM) =
 

0. 554,表明该统计模型具有一

定的稳定新和可预测性。 通过计算,获得反应离子

贡献度的 VIP 值,选择 VIP 值大于 1 的数据,进一

步计算组件差异离子的归一化丰度,同时匹配 MS /

MS、HMDB、Lipid
 

map 等内源性代谢物数据库,结果

共鉴定树鼩流感模型血清生物标记物 24 个,其中正

离子模式 16 个、负离子模式 8 个(表 2)。 鉴定结果

通 过 MetaboAnalyst ( https: / / www. metaboanalyst.
ca / )进行通路富集分析。

将 24 个血清生物标记物进行代谢通路富集分

析,异常的 24 个代谢物干扰了 7 个代谢通路(图

8),包括甘油磷脂代谢、鞘脂代谢、花生四烯酸代

谢、亚油酸代谢、嘌呤代谢等,其中甘油磷脂代谢和

鞘脂代谢最为显著。

表 2　 树鼩流感病毒模型血清生物标记物鉴定结果

Table
 

2　 Identification
 

results
 

of
 

serum
 

biomarkers
 

in
 

tree
 

shrew
 

influenza
 

virus
 

model

序号
NO.

质荷比
m / z

保留时间
(min)

Rt(min)

名称
Name

加合物
Adducts

分子式
Formula

通路
Pathway

趋势
Trend

1 417. 14 5. 43 油苷二甲酯
Oleoside

 

dimethyl
 

ester M-H,
 

M
 

+
 

FA-H C18 H26 O11 - ↑

2 202. 11 1. 58 L-乙酰肉碱
L-Acetylcarnitine M-H,

 

M
 

+
 

FA-H C9 H17 NO4
胰岛素抵抗

Insulin
 

resistance ↑

3 187. 10 1. 75 2-戊基丁二酸
2-Pentyl

 

succinic
 

acid M-H,
 

M
 

+
 

FA-H C9 H16 O4 - ↑

4 297. 11 1. 75 7-甲基鸟苷
7-Methylguanosine M

 

+
 

FA-H C11 H16 N5 O5 + - ↑

5 473. 01 8. 83
2’-脱氧腺嘌呤

2’-Deoxyinosine-5’-
diphosphate

M
 

+
 

FA-H C10 H14 N4 O11 P2
嘌呤代谢

Purine
 

metabolism ↑

6 302. 30 4. 59 鞘氨醇
Sphinganine M

 

+
 

H C18 H39 NO2

鞘脂代谢,鞘脂类信号通路
Sphingolipid

 

metabolism,
 

sphingolipid
 

signaling
 

pathway
↓

7 284. 29 4. 59 十八酰胺
Octadecanamide M

 

+
 

H C18 H37 NO - ↓

8 808. 49 7. 68

磷脂酰乙醇胺(18:3(6Z,9Z,
12Z) / 22:6(4Z,7Z,10Z,13Z,

16Z,19Z))
PE(18:3(6Z,9Z,12Z) / 22:6
(4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z))

M
 

+
 

Na C45 H72 NO8 P 甘油磷脂代谢
Glycerophospholipid

 

metabolism ↑

9 766. 46 8. 69
磷脂酰丝氨酸(15:0 / 18:3(6Z,

9Z,12Z))
PS(15:0 / 18:3(6Z,9Z,12Z))

M
 

+
 

Na C39 H70 NO10 P 磷脂酰胆碱生物合成
Phosphatidylcholine

 

biosynthesis ↑

10 854. 57 6. 71

磷脂酰胆碱(20:4(5Z,8Z,11Z,
14Z) / 22:6(4Z,7Z,10Z,13Z,

16Z,19Z))
PC(20:4(5Z,8Z,11Z,14Z) / 22:6

(4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z))

M
 

+
 

H C50 H80 NO8 P

甘油磷脂代谢,花生四烯酸代谢,
亚油酸代谢

Glycerol
 

phospholipid
 

metabolism,
 

arachidonic
 

acid
 

metabolism,
 

linoleic
 

acid
 

metabolism

↓

11 804. 56 6. 71

磷脂酰胆碱(14:0 / 22:4(7Z,
10Z,13Z,16Z))

PC(14:0 / 22:4(7Z,
10Z,13Z,16Z))

M
 

+
 

Na C44 H80 NO8 P

甘油磷脂代谢,花生四烯酸代谢,
亚油酸代谢

Glycerol
 

phospholipid
 

metabolism,
 

arachidonic
 

acid
 

metabolism,
 

linoleic
 

acid
 

metabolism

↓

12 328. 14 1. 26 精氨酸-甲硫氨酸
Arginyl-methionine M

 

+
 

Na C11 H23 N5 O3 S - ↓
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续表2

序号
NO.

质荷比
m / z

保留时间
(min)

Rt(min)

名称
Name

加合物
Adducts

分子式
Formula

通路
Pathway

趋势
Trend

13 242. 07 1. 19 天冬酰胺
Serylasparagine M

 

+
 

Na C7 H13 N3 O5 - ↓

14 830. 56 2. 51

磷脂酰胆碱(20:5(5Z,8Z,11Z,
14Z,17Z) / 20:3(5Z,8Z,11Z))

PC(20:5(5Z,8Z,11Z,14Z,
17Z) / 20:3(5Z,8Z,11Z))

M
 

+
 

H,
 

M
 

+
 

Na C48 H80 NO8 P

甘油磷脂代谢,花生四烯酸代谢,
亚油酸代谢

Glycerol
 

phospholipid
 

metabolism,
 

arachidonic
 

acid
 

metabolism,
 

linoleic
 

acid
 

metabolism

↑

15 808. 59 6. 92

磷脂酰胆碱(16:0 / 22:5
(4Z,7Z,10Z,13Z,16Z))

PC(16:0 / 22:5
(4Z,7Z,10Z,13Z,16Z))

M
 

+
 

H,
 

M
 

+
 

Na C46 H82 NO8 P

甘油磷脂代谢,花生四烯酸代谢,
亚油酸代谢

Glycerol
 

phospholipid
 

metabolism,
 

arachidonic
 

acid
 

metabolism,
 

linoleic
 

acid
 

metabolism

↓

16 786. 60 8. 95
磷脂酰胆碱

(18:1(9Z) / 18:1(9Z))
PC(18:1(9Z) / 18:1(9Z))

M
 

+
 

H C44 H84 NO8 P 磷脂酰胆碱生物合成
Phosphatidylcholine

 

biosynthesis ↑

17 782. 57 6. 92
磷脂酰乙醇胺

(22:1(13Z) / 15:0)
PE(22:1(13Z) / 15:0)

M
 

+
 

Na C42 H82 NO8 P 甘油磷脂代谢
Glycerol

 

phospholipid
 

metabolism ↓

18 818. 60 6. 71
磷脂酰胆碱

(20:2(11Z,14Z) / P-18:1(11Z))
PC(20:2(11Z,14Z) / P-18:1(11Z))

M
 

+
 

Na C46 H86 NO7 P

甘油磷脂代谢,花生四烯酸代谢,
亚油酸代谢

Glycerol
 

phospholipid
 

metabolism,
 

arachidonic
 

acid
 

metabolism,
 

linoleic
 

acid
 

metabolism

↓

19 736. 48 3. 21
磷脂酰乙醇胺

(14:0 / 20:3(5Z,8Z,11Z))
PE(14:0 / 20:3(5Z,8Z,11Z))

M
 

+
 

Na C39 H72 NO8 P 甘油磷脂代谢
Glycerol

 

phospholipid
 

metabolism ↓

20 696. 46 3. 01
磷脂酰胆碱

(14:1(9Z) / 14:1(9Z))
PC(14:1(9Z) / 14:1(9Z))

M
 

+
 

Na C36 H68 NO8 P

甘油磷脂代谢,花生四烯酸代谢,
亚油酸代谢

Glycerol
 

phospholipid
 

metabolism,
 

arachidonic
 

acid
 

metabolism,
 

linoleic
 

acid
 

metabolism

↓

21 707. 46 3. 01
鞘脂醇

(15:0 / 20:3(5Z,8Z,11Z))
PA(15:0 / 20:3(5Z,8Z,11Z))

M
 

+
 

Na C38 H69 O8 P 三酰甘油生物合成
Triacylglycerol

 

biosynthesis ↓

22 800. 55 2. 91

磷脂酰乙醇胺
(22:4(7Z,10Z,13Z,16Z) /

P-18:1(9Z))
PE(22:4(7Z,10Z,13Z,16Z) /

P-18:1(9Z))

M
 

+
 

Na C45 H80 NO7 P 甘油磷脂代谢
Glycerol

 

phospholipid
 

metabolism ↓

23 778. 54 2. 94
磷脂酰胆碱

(14:0 / 20:3(5Z,8Z,11Z))
PC(14:0 / 20:3(5Z,8Z,11Z))

M
 

+
 

Na C42 H78 NO8 P

甘油磷脂代谢,花生四烯酸代谢,
亚油酸代谢

Glycerol
 

phospholipid
 

metabolism,
 

arachidonic
 

acid
 

metabolism,
 

linoleic
 

acid
 

metabolism

↓

24 679. 44 2. 62
磷脂醇

(18:3(9Z,12Z,15Z) / 15:0)
PA(18:3(9Z,12Z,15Z) / 15:0)

M
 

+
 

Na C36 H65 O8 P 三酰甘油生物合成
Triacylglycerol

 

biosynthesis ↓

注:↓:与空白组比较模型组归一化丰度下调;↑:与空白组比较模型组归一化丰度上调。
Note.

 

↓.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

normalized
 

abundance
 

of
 

the
 

model
 

group
 

was
 

down-regulated.
 

↑.
 

Compared
 

with
 

the
 

stomach-good
 

group,
 

the
 

normalized
 

abundance
 

of
 

the
 

model
 

group
 

was
 

up-regulated.
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图 8　 树鼩流感模型血清潜在生物标记物的代谢通路分析

Figure
 

8　 Metabolism
 

pathway
 

analysis
 

of
 

potential
 

biomarkers
 

in
 

serum
 

of
 

tree
 

shrew
 

influenza
 

model

3　 讨论

本次实验研究发现 H1N1 流感株能够渐进式引

起树鼩出现流感症状,首先滴鼻后在咽部出现病毒

载量,之后成功进入肺部,并在血清内一直呈现低

拷贝载量状态存在,病理结果表明与感染相关,该
病毒株可感染树鼩。 树鼩感染病毒后,体温出现显

著性升高,约 2℃ 。 同时发现,感染树鼩血清第 1 天

开始产生抗体,其中,4 只树鼩的抗体第 3 天到达峰

值,2 只树鼩的抗体第 7 天到达峰值,抵抗病毒感

染,抗体呈现阶梯式上升。
经血清代谢组学分析,发现了 24 个差异离子介

导了 7 条代谢通路,H1N1 感染树鼩模型发生了系

列的代谢紊乱,这些差异离子和紊乱的代谢通路可

能促进了炎症反应,造成树鼩流感样症状。 流感会

引起系列的呼吸道症状,并且会引起脂类代谢、氨
基酸代谢及糖代谢的异常[10-11] 。 通过代谢通路富

集分析,发现甘油磷脂代谢和鞘脂代谢发生强烈的

扰动,它们属于脂质中重要的一类物质。 作为生物

体重要的组成部分,脂质具有重要的生物功能和地

位,脂质类化合物可以传递细胞间的信号,并介导

物质进入和流出细胞,维持细胞正常的生存和凋

亡。 同样,流感病毒在宿主细胞生存和复制依赖于

脂质,因为流感病毒在发芽过程中获得宿主衍生的

脂质包膜,流感病毒可定制过氧化物酶体,以便进

行有效复制[12-13] 。 本研究结果显示,许多涉及脂质

代谢的磷脂酰胆碱等化合物水平在 H1N1 感染树鼩

的血清中相对丰度低于对照组树鼩,说明病毒的复

制和生存与脂质代谢密切相关。
病毒-宿主相互作用是病毒复制和免疫反应的

重要决定因素,研究表明,人支气管气道上皮细胞

在感染 H1N1 病毒后会发生近百种蛋白的上调,并
且它们集中于嘌呤的生物合成代谢,糖代谢和蛋白

质修饰[14] 。 此外,作为公共卫生安全的主要威胁性

传染病,流感病毒感染和登革热病毒感染也会引发

嘌呤代谢的异常[15] ,此外,这些病毒性感染还会引

起花生四烯酸代谢和脂肪酸生物合成等代谢紊乱。
我们在 H1N1 感染后的树鼩血清中发现了参与嘌呤

代谢的二磷酸脱氧腺苷,经多变量统计分析发现它

显著高于对照组血清中的归一化丰度, 是感染

H1N1 病毒树鼩和正常树鼩代谢轮廓差异的背景之

一,代谢差异形成的原因可能与嘌呤代谢生成的尿

酸致炎性相关[11] 。 花生四烯酸代谢和亚油酸代谢

是感染 H1NI 树鼩发生的代谢异常之一。 花生四烯

酸在许多疾病的发生发展中起到促进作用,花生四

烯酸可由不饱和脂肪酸前体化合物转化而来,此
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外,经环氧化和脂氧化途径,花生四烯酸可以进一

步生成促炎性化合物,例如前列腺素和血栓素[16] 。
综上所述,本研究成功建立 H1N1 感染树鼩流

感模型,应用代谢组学技术发现了树鼩发生流感样

病理改变的代谢机制,H1N1 病毒感染树鼩主要发

生了甘油磷脂代谢、鞘脂代谢、花生四烯酸代谢、亚
油酸代谢及嘌呤代谢异常。
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探讨不同浓度 Matrigel 对小鼠 Lewis 肺癌异位皮下
移植瘤的影响

邢淑雁1,晋一帆1,王含雪1,孙竹筠1,孙启慧1,刘孝云2,3,4,叶冬雪2,3,4,宫宁远1,
李正昊1,杨勇2,3,4∗,容蓉1,3∗

(1. 山东中医药大学药学院,济南　 250355;2. 山东中医药大学实验中心,济南　 250355;3. 山东省高校中医药抗病毒

协同创新中心,济南　 250355;4. 山东省中医药抗病毒工程研究中心,济南　 250355)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨不同浓度 Matrigel 对小鼠 Lewis 肺癌异位皮下移植瘤的影响。 方法　 将 24 只 C57BL / 6J
 

Nifdc 小鼠随机分为肺癌组、50%基质胶组、75%基质胶组、100%基质胶组,每组各 6 只。 将 Lewis 肺癌细胞( LL / 2)
分别与 0%、50%、75%、100%

 

Matrigel 按照体积 1 ∶ 1 混合,于小鼠右侧前肢腋下进行皮下注射,每日测量各组小鼠

体重、饮食量及饮水量;观察比较各组成瘤时间、成瘤率和肿瘤大小,于肿瘤形成后每天测量肿瘤的长径、短径,计
算肿瘤体积变化;于肿瘤接种第 15 天处死动物,完整剥离肿瘤组织并称重,HE 染色检测肿瘤组织病变情况。 结果

与肺癌组相比,75%基质胶组小鼠自造模第 2 天起体重显著升高(P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01);100%基质胶组小鼠自造

模第 10 天起,体重明显上升(P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01)。 各组小鼠平均饮食量于造模 8
 

d 后有所降低,饮水量总体呈

现上升趋势。 各组小鼠成瘤率均为 100%,添加基质胶组的小鼠相比肺癌组小鼠成瘤时间早,肿瘤生长速度快,且
肿瘤较大。 其中,75%基质胶组肿瘤体积增长最快,肿瘤重量最大,为(1358. 88

 

±
 

388. 14)
 

mg,与肿瘤组相比,具有

显著性差异(P
 

<
 

0. 05);100%基质胶组肿瘤体积增长次之,肿瘤重量为(1142. 37
 

±
 

423. 08)
 

mg,与肿瘤组相比,具
有显著性差异(P

 

<
 

0. 05);50%基质胶组肿瘤体积增长最慢,肿瘤重量最小,为(808. 83
 

±
 

393. 41)
 

mg。 HE 染色结

果显示,相比于肺癌组,添加基质胶组的肿瘤细胞生长旺盛、轮廓清晰、细胞核体积较大,肿瘤组织间质中血管成分

明显增多。 结论　 基质胶能稳定成瘤率,加快肿瘤生长,增大成瘤体积,且 75%基质胶浓度条件下肿瘤增长最快、
肿瘤体积最大,肿瘤的均一性较好。

【关键词】 　 Lewis 肺癌;肿瘤;基质胶浓度;小鼠
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【Abstract】 　 Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

Matrigel
 

on
 

ectopic
 

subcutaneous
 

transplanted
 

tumor
 

of
 

Lewis
 

lung
 

cancer
 

in
 

mice. Methods　 Twenty-four
 

C57BL / 6J
 

Nifdc
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

Lung
 

cancer
 

group,
 

50%
 

Matrigel
 

group,
 

75%
 

Matrigel
 

group,
 

and
 

100%
 

Matrigel
 

group,
 

with
 

six
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

Lewis
 

lung
 

cancer
 

cells
 

(LL / 2)
 

were
 

mixed
 

with
 

0%,
 

50%,
 

75%
 

and
 

100%
 

Matrigel
 

at
 

a
 

volume
 

ratio
 

of
 

1 ∶ 1.
 

The
 

mice
 

were
 

injected
 

subcutaneously
 

under
 

the
 

armpit
 

of
 

the
 

right
 

forelimb.
 

The
 

weight,
 

diet
 

and
 

volume
 

of
 

drinking
 

water
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

were
 

measured
 

every
 

day.
 

The
 

tumor
 

formation
 

time,
 

tumor
 

formation
 

rate
 

and
 

tumor
 

size
 

were
 

observed.
 

The
 

long
 

diameter
 

and
 

short
 

diameter
 

of
 

the
 

tumor
 

were
 

measured
 

every
 

day
 

after
 

the
 

formation
 

of
 

the
 

tumor,
 

and
 

the
 

change
 

in
 

tumor
 

volume
 

was
 

calculated.
 

The
 

animals
 

were
 

terminated
 

on
 

15
 

days
 

after
 

tumor
 

inoculation,
 

the
 

tumor
 

tissue
 

was
 

removed
 

and
 

weighed,
 

and
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

the
 

tumor
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
 

HE
 

staining. Results　 Compared
 

with
 

the
 

Lung
 

cancer
 

group,
 

the
 

weight
 

of
 

the
 

75%
 

Matrigel
 

group
 

increased
 

significantly
 

from
 

the
 

second
 

day
 

of
 

modeling
 

(P
 

<
 

0. 05
 

or
 

P
 

<
 

0. 01).
 

The
 

weight
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

100%
 

Matrigel
 

group
 

increased
 

significantly
 

from
 

the
 

10th
 

day
 

of
 

modeling
 

(P
 

<
 

0. 05
 

or
 

P
 

<
 

0. 01).
 

The
 

average
 

diet
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

decreased
 

eight
 

days
 

after
 

modeling,
 

and
 

the
 

volume
 

of
 

drinking
 

water
 

showed
 

an
 

upward
 

trend.
 

The
 

tumor
 

formation
 

rate
 

in
 

each
 

group
 

was
 

100%.
 

Mice
 

with
 

Matrigel
 

had
 

earlier
 

tumor
 

formation
 

time,
 

faster
 

tumor
 

growth
 

rate,
 

and
 

a
 

larger
 

tumor
 

than
 

those
 

without.
 

Among
 

them,
 

the
 

75%
 

Matrigel
 

group
 

had
 

the
 

fastest
 

tumor
 

volume
 

growth
 

and
 

the
 

greatest
 

tumor
 

weight,
 

(1358. 88
 

±
 

388. 14)
 

mg,
 

compared
 

with
 

the
 

Lung
 

cancer
 

group
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

The
 

tumor
 

volume
 

growth
 

and
 

tumor
 

weight
 

in
 

the
 

100%
 

Matrigel
 

group
 

were
 

the
 

second
 

greatest,
 

and
 

the
 

tumor
 

weight
 

was
 

( 1142. 37
 

±
 

423. 08)
 

mg,
 

which
 

was
 

significantly
 

different
 

from
 

that
 

in
 

the
 

Lung
 

cancer
 

group
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

The
 

tumor
 

volume
 

growth
 

and
 

tumor
 

weight
 

in
 

the
 

50%
 

Matrigel
 

group
 

were
 

the
 

smallest,
 

(808. 83
 

±
 

393. 41)
 

mg.
 

The
 

result
  

of
 

HE
 

staining
 

show
 

that,
 

compared
 

with
 

the
 

Lung
 

cancer
 

group,
 

the
 

tumor
 

cells
 

with
 

Matrigel
 

group
 

had
 

vigorous
 

growth,
 

a
 

clear
 

outline,
 

large
 

nuclear
 

volume,
 

and
 

significantly
 

more
 

vascular
 

components
 

in
 

the
 

stroma
 

of
 

the
 

tumor
 

tissue. Conclusions　 Matrigel
 

can
 

stabilize
 

the
 

tumor
 

formation
 

rate,
 

accelerate
 

tumor
 

growth,
 

and
 

increase
 

the
 

tumor
 

formation
 

volume.
 

Under
 

the
 

condition
 

with
 

75%
 

Matrigel,
 

the
 

tumor
 

growth
 

was
 

the
 

fastest,
 

the
 

tumor
 

volume
 

was
 

the
 

largest,
 

and
 

the
 

tumor
 

was
 

uniform.
 

【Keywords】　 Lewis
 

lung
 

cancer;
 

tumor;
 

concentration
 

of
 

Matrigel;
 

mice
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　 　 目前,肺癌动物模型的构建方法有异位移植

法、原位移植法、化学诱导法等[1-4] 。 其中,异位皮

下移植是将体外培养的肿瘤细胞移植到动物身上

与肿瘤原发部位不相关的部位。 由于其操作简单

方便、实验周期短、可复制性强以及易于观察等特

点,故成为肺癌实验研究中动物造模最常用的方

法[5] 。 但由于肿瘤细胞脱离了体外培养条件而进

入体内,生长环境发生改变,加之实验人员操作误

差、动物个体差异等因素,易导致成瘤率、肿瘤大小

均不稳定,使该造模方法的应用受到局限。 因此,
找到一种优化并稳定该造模方法的解决方案意义

重大。 研究发现,近年来基质胶越来越多的应用于

构建小鼠异位皮下移植瘤模型。 Matrigel 基质胶来

源于 Engelbreth-Holm-Swarm(EHS)小鼠肉瘤的基底

膜基质,其主要成分有层粘连蛋白、Ⅳ型胶原、巢蛋

白、硫酸肝素糖蛋白,还包含基质金属蛋白酶和各

种细胞因子[6-7] 。 这是一种 4℃时呈液体状态,22
 

~
 

35℃时迅速凝胶,以固态形式存在形成交联网络,从
而使细胞分散均匀,聚合形成具有生物学活性的三

维基质[8] 。 基质胶作为一种辅助物质,可为肿瘤细

胞的侵袭、迁移、管腔结构的形成及细胞的生化功

能等提供有利的生存条件,更好的模拟了肿瘤细胞

的体内生长环境,从而提高了肿瘤细胞在体内成瘤

的比例和速度[9-10] 。
尽管基质胶在稳定成瘤率及提高肿瘤生长速

度方面优势明显,但其应用的适宜浓度尚未明确,
因此,本研究旨在探讨 Matrigel 浓度对小鼠 Lewis 肺

癌异位皮下移植瘤成瘤的影响。
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1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级 C57BL / 6J
 

N 雄性小鼠 24 只,4 周龄,体
重 17

 

~
 

19
 

g,购于北京维通利华实验动物技术有限

公司【SCXK(京)2021-0006】;饲养于山东省高校中

医药抗病毒协同创新中心【 SYXK(鲁)2017-0022】。
经适应性喂养 3

 

d 后,按体重随机分为 4 组,分别为

肺癌组、50%基质胶组、75%基质胶组、100%基质胶

组,每组各 6 只。 饲养期间小鼠自由饮食和饮水,灯
光 12

 

h 循环,室温维持在 22
 

~
 

25℃ ,湿度 40%
 

~
 

60%。 本实验所有操作已通过山东中医药大学实验

动 物 福 利 伦 理 审 查 委 员 会 的 批 准

(SDUTCM20211123001)。
1. 1. 2　 细胞

LLC 小鼠肺癌细胞( CL-0140),购于武汉普诺

赛生命科技有限公司,培养于山东省高校中医药抗

病毒协同创新中心二级生物安全实验室,将细胞置

于含 10%胎牛血清、1%双抗的 DMEM 完全培养基

中,置于 37℃ 、5%
 

CO2 培养箱中培养,每 1
 

d 更换培

养液 1 次,每 2
 

d 用 0. 25%胰酶消化传代 1 次。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

胎牛血清(BI 公司,以色列,批号:2022057);高
糖 DMEM 培养基(Gibco 公司,美国,批号 8121488);
青霉 素-链 霉 素 溶 液 ( Gibco 公 司, 美 国, 批 号:
2321127);0. 25%胰蛋白酶(Gibco 公司,美国,批号:
2186956);1

 

×
 

PBS 缓冲液(biosharp 公司,美国,批
号:71012000);Matrigel 高浓度基质胶( BD 公司,美
国,货号:354248);氯化钠注射液(青州尧王制药有限

公司,批号:2220030305);异氟烷(深圳市瑞沃德生命

科技有限公司,批号:21082101);75%乙醇消毒液(山
东利尔康医疗科技股份有限公司,批号:210407)。

HF
 

safe
 

1200LC 生物安全柜、HF-90
 

CO2 培养

箱(上海力申科学仪器有限公司);CKX41 倒置相差

显微镜(日本奥林巴斯株式会社);TC20 细胞计数

仪(美国 Bio-Rad 公司);TDZ5-WS 医用离心机(湖

南平凡科技有限公司);MP10001 型电子天平(上海

舜宇恒平科学仪器有限公司);TC25H6 型独立通气

笼 IVC(苏州市苏杭科技器械有限公司;R550IE 小

动物麻醉机(深圳市瑞沃德生命科技有限公司);
250

 

μL 微量进样器(上海高鸽工贸有限公司);宠物

局部剃毛器(宁波锐雷森电器有限公司)。

1. 2　 方法

1. 2. 1　 Matrigel 基质胶的分装及处理

-20℃保存的基质胶冰浴条件下置于 4℃ 冰箱

过夜,待完全融化后将其置于超净台内,使用经无

菌并提前预冷的 1. 5
 

mL
 

EP 管、1
 

mL 枪头进行分

装,每个 EP 管装有基质胶体积为 1
 

mL,分装后将其

置于-20℃冰箱保存。 每次实验前,将分装冻存的

Matrigel 基质胶从-20℃ 冰箱取出,冰浴条件下置于

4℃冰箱解冻。 待完全融化后,进行后续实验。
1. 2. 2　 构建 Lewis 肺癌模型

待细胞汇合率达 90% 以上,吸弃旧细胞培养

基,用 PBS 缓冲液洗 1 遍,加 1
 

mL
 

0. 25%胰酶消化

1
 

min 左右,吹打,制成单细胞悬液。 1095
 

r / min 离

心 4
 

min 后,弃上清,加入生理盐水重悬细胞沉淀,
使细胞充分悬浮于生理盐水中,并进行细胞计数,
参照文献[11]方法并进行调整,配制浓度为 4

 

×
 

107
 

cells / mL 的细胞悬液,备用。 用 pH = 7. 4 的 PBS 稀

释已完全解冻的基质胶,分别配制浓度为 50%、75%
和 100%的基质胶溶液,将上述 4

 

×
 

107
 

cells / mL 密

度的细胞悬液,与 Matrigel 基质胶溶液按体积 1 ∶ 1
混匀,各制备 1

 

mL 的混悬液,于 SPF 级实验室备

用,所有操作均在冰浴中进行。 对小鼠进行呼吸麻

醉,将异氟烷麻醉剂量调为 4、氧气流速调为 3,小鼠

麻醉后,对其右侧前肢腋下脱毛,并用 75%乙醇消

毒,用 250
 

μL 无菌微量进样器吸取上述混悬液,按
照每只 100

 

μL,即每只小鼠注射约 2
 

×
 

106 个活细

胞,于右侧前肢腋下处斜行入针,刺入皮下,形成圆

形小皮丘,注射完按压入针点,缓慢出针。
1. 2. 3　 动物一般情况观察

每天测量小鼠体重、饮食、饮水量,记录一般体

征,包括自主活动、对外界刺激的反应、皮毛光泽情

况和精神状态等。
1. 2. 4　 肿瘤体积的测量

观察肿瘤形成情况,实体瘤形成后,每天用游

标卡尺读取小鼠皮下肿瘤最大长径 a(mm)和短径 b
(mm),根据瘤体体积计算公式: V ( mm3 ) =

 

1 / 2
 

ab2,计算各组小鼠肿瘤体积变化。
1. 2. 5　 肿瘤重量的记录

造模 14
 

d 结束后,完整剥取瘤体,拍照并称重,
比较各组小鼠实体瘤的重量。
1. 2. 6　 HE 染色检测肿瘤组织病变情况

完整剥离肿瘤组织,立即切取大约 5
 

mm 厚度

的瘤块,放入 4%多聚甲醛溶液中固定,常规制备石
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蜡包埋块,切片 5
 

μm,常规 HE 染色,封口片后,于
光学显微镜下观察肿瘤组织形态。
1. 3　 统计学分析

运用 SPSS
 

21. 0 软件进行统计分析,各组数据

在分析前进行正态性检验和方差分析,正态分布数

据以平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表示,多组数据间的比

较采用单因素方差分析,以 P
 

<
 

0. 05 表示差异具有

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 肿瘤细胞生长情况

Lewis 肺癌细胞放于倒置显微镜下观察,细胞形

态正常,呈上皮细胞样,贴壁生长,多数呈圆形,少
数呈梭形,外形完整,大小不一,排列不规则,生长

状态良好。
2. 2　 一般情况检测结果

2. 2. 1　 一般体征

造模前 7
 

d,小鼠活泼好动,皮毛光亮顺滑,反应

灵敏,精神状态良好。 造模 8
 

d 后,随着肿瘤增长,
部分小鼠出现行动迟缓,精神倦怠,皮毛失去光泽,
形体消瘦,75%基质胶组和 100%基质胶组小鼠因肿

瘤体积较大,出现行动不便、疲乏无力等现象。
2. 2. 2　 体重

肺癌组小鼠体重总体呈现缓慢上升趋势。 与

肺癌组相比,自造模第 2 天起,75%基质胶组小鼠体

重显著升高(P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01);自造模第 10
天起,100%基质胶组小鼠体重明显上升(P

 

<
 

0. 05
或 P

 

<
 

0. 01);50%基质胶组小鼠体重没有明显差异

(P
 

>
 

0. 05)。 各组小鼠的体重变化趋势见图 1。

注:与肺癌组相比,∗P
 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01。 (下图 / 表同)

图 1　 各组小鼠的体重变化趋势( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

6)
Note.

 

Compared
 

with
 

lung
 

cancer
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01.
(The

 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures
 

and
 

tables)

Figure
 

1　 Weight
 

change
 

trend
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group(􀭰x
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

6)

2. 2. 3　 平均日饮食量

造模前 7
 

d,小鼠平均日饮食量维持在 3
 

g 左

右,造模第 8 天后,小鼠平均日饮食量较前 7
 

d 有所

降低,与肺癌组相比,各基质胶组小鼠平均日饮食

量没有明显变化。 小鼠平均日饮食量变化见图 2。

图 2　 各组小鼠的平均日饮食量变化趋势

Figure
 

2　 Change
 

trend
 

of
 

average
 

daily
 

diet
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group

2. 2. 4　 平均日饮水量

各组小鼠平均日饮水量总体呈现上升趋势,与
肺癌组相比,各基质胶组小鼠平均日饮水量无明显

差异。 各组小鼠的平均日饮水量变化见图 3。

图 3　 各组小鼠的平均日饮水量变化趋势

Figure
 

3　 Change
 

trend
 

of
 

average
 

daily
 

water
 

consumption
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group

2. 3　 肿瘤评价结果

2. 3. 1　 成瘤率及肿瘤形态

与肺癌组相比,添加基质胶组的小鼠成瘤较

早。 各基质胶组小鼠于接种肿瘤细胞第 6 天、肺癌

组小鼠于接种肿瘤细胞第 7 天,在接种部位触及到

质地较软的突起,随着时间的延长,肿块逐渐增大,
成瘤率为 100%。 与肺癌组相比,75%基质胶组和

100%基质胶组的肿瘤形状较规则,大小较均匀。 各

组小鼠肿瘤情况见图 4。
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图 4　 各组小鼠的成瘤情况

Figure
 

4　 Tumor
 

formation
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group

2. 3. 2　 肿瘤体积

与肺癌组相比,添加基质胶组的小鼠肿瘤生长

速度较快。 接种肿瘤细胞第 6 天,50%基质胶组、
75%基质胶组、100%基质胶组于接种部位可见小突

起,第 7 天肺癌组小鼠于右侧前肢腋下可触及较软

突起,自接种肿瘤细胞第 8 天起,与肺癌组相比,
75%基质胶组和 100%基质胶组肿瘤增长迅速,体积

显著增大(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01);自接种肿瘤细胞第

10
 

~
 

13 天,与肺癌组相比,50%基质胶组肿瘤体积

明显增大(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01)。 各组小鼠肿瘤体

积增长结果见图 5。

图 5　 各组小鼠的肿瘤体积比较

Figure
 

5　 Comparison
 

of
 

tumor
 

volume
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group

2. 3. 3　 肿瘤重量

与肺癌组相比,添加基质胶组的小鼠肿瘤重量

均有所增大,其中,75% 基质胶组肿瘤重量最大,
100%基质胶组次之,50%基质胶组最小;与肺癌组

相比,75%基质胶组和 100%基质胶组肿瘤重量增大

具有显著性差异(P
 

<
 

0. 05)。 75%基质胶组小鼠的

肿瘤变异系数最小,低于肺癌组,说明此基质胶浓

度下的成瘤均一性最好。 各组小鼠肿瘤重量结果

见表 1。

表 1　 各组小鼠的肿瘤重量测定结果( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

6)
Table

 

1　 Tumor
 

weight
 

measurement
 

results
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

6)

组别
Groups

肿瘤重量(mg)
Tumor

 

weight(mg)

离散系数(CV
 

=
 

􀭰x
 

±
 

s)
Discrete

 

coefficient
(CV

 

=
 

􀭰x
 

±
 

s)

肺癌组
Lung

 

cancer
 

group 621. 82
 

±
 

181. 19 0. 29

50%基质胶组
50%

 

Matrigel
 

group 808. 83
 

±
 

393. 41 0. 48

75%基质胶组
75%

 

Matrigel
 

group 1358. 88
 

±
 

388. 14∗ 0. 28

100%基质胶组
100%

 

Matrigel
 

group 1142. 37
 

±
 

423. 08∗ 0. 37

2. 4　 肿瘤组织病理学检查结果

肿瘤组织切片 HE 染色观察,肺癌组的肿瘤细

胞形状不规则,多呈圆形或椭圆形,细胞核大小不

一,深染,异形性明显;50% 基质胶组、75% 基质胶

组、100%基质胶组的肿瘤细胞轮廓清晰、核体积较

大,分布密集,多呈现片状分布,细胞生长旺盛,随
着基质胶浓度的增大,肿瘤组织间质中血管成分明

显增多,细胞间有结缔组织浸润。 各组小鼠肿瘤组

织病理切片结果见图 6。

图 6　 各组小鼠的肿瘤组织病理切片图(HE 染色)
Figure

 

6　 Tumor
 

histopathological
 

sections
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group(HE
 

staining)

3　 讨论

肺癌动物模型是人类研究肺癌的重要手段,建
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立合适的动物模型对肺癌的发生机制、诊断的研究

及药物筛选具有十分重要的意义。 按照肿瘤细胞

来源不同,小鼠肺癌模型主要分为自发性、诱发性、
移植性和基因修饰等[12] 。 其中,移植性肿瘤模型是

目前应用最多的肿瘤模型。 移植性动物模型又可

分为原位移植和异位移植。 异位皮下移植因其操

作简单且易于观察成瘤情况,此建模方法已被广泛

采用。 但也存在一定的局限性,异位皮下移植脱离

了其起源组织器官的肿瘤微环境,需要克服肿瘤细

胞由体外培养条件转入小鼠体内环境的不适应性

而导致的成瘤率及肿瘤大小不稳定等问题。 因此,
如何实现肿瘤细胞从体外培养到体内生长的过渡、
稳定成瘤率及肿瘤生长的均一性,是肺癌动物模型

研究亟待解决的问题。
近年来,Matrigel 已广泛应用于构建小鼠体内肿

瘤模型。 研究发现,Matrigel 可以促进细胞分化,提
高肿瘤细胞接种后的成瘤性[13] 。 Matrigel 是从小鼠

肿瘤中提取出的基底膜基质,包含多种蛋白和生长

因子,有利于肿瘤细胞在动物体内的快速增殖,同
时 Matrigel 在生理体温下会迅速凝结固化,有助于

肿瘤细胞锚定在皮下某一固定位置,促进实体瘤的

形成[14] ,具有促进细胞增殖分化、血管生成、组织成

形等作用,对提高成瘤率、缩短成瘤时间及促进肿

瘤生长具有重要作用[15-16] 。 本文研究发现,添加基

质胶对小鼠一般体征、饮食量及饮食量影响不大,
对体重的影响可能是由于肿瘤本身重量增长引起,
而且基质胶的成分多来源于小鼠,相对安全可靠。

尽管 Matrigel 应用广泛,但其应用的适宜浓度

尚未明确。 Matrigel 常用的种类有标准浓度 Matrigel
(蛋白浓度范围:8

 

~
 

12
 

mg / mL)和高浓度 Matrigel
(蛋白浓度范围: 18

 

~
 

22
 

mg / mL) 两种, 标准型

Matrigel 融化后为澄清液体,蛋白浓度越高,融化后

的液体越粘稠。 对于小鼠体内的成瘤实验,应选用

高浓度 Matrigel,高蛋白浓度不仅增加肿瘤的生长,
还能保证注射后的细胞的定位及肿瘤的完整性[17] 。
但高浓度的 Matrigel 在使用时也存在一定的问题,
不仅液体流动性差,且较易凝固成胶,给注射操作

带来一定的困难。 对于 Matrigel 基质胶的应用浓

度,文献方法多以基质胶原始浓度与细胞悬液按照

等体积 1 ∶ 1 稀释[18-19] 。 是否蛋白浓度越高越有利

于肿瘤的生长,尚待进一步研究。
找到 Matrigel 应用的最佳浓度以进一步突出该

建模方法的优势,对后续实验的理论及实践基础的

建立具有重要意义。 本研究在已有研究的基础上,
用 pH = 7. 4 的 PBS 配置了 50%、75%、100%

 

3 种浓

度的基质胶,再将不同浓度的基质胶与细胞悬液按

照等体积 1 ∶ 1 稀释,按照每只 100
 

μL 给小鼠注射。
探讨不同浓度的 Matrigel 对小鼠 Lewis 肺癌异位皮

下移植瘤成瘤的影响。 结果显示,75%浓度的基质

胶组小鼠肿瘤体积增长最快,肿瘤最大,且形状规

则、大小均匀;100%浓度的基质胶组肿瘤体积增长

和肿瘤重量次之;50%浓度的基质胶组肿瘤体积增

长最慢,肿瘤最小。 表明 75%浓度的基质胶是小鼠

皮下肿瘤生长的适宜浓度条件,可为后期基质胶应

用于小鼠皮下移植瘤模型的建立提供理论参考。
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四神丸对溃疡性结肠炎模型大鼠结肠组织 TLR4、
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　 　 【摘要】 　 目的　 通过对比大鼠结肠组织中的 Toll 样受体 4 ( TLR4) 和核苷酸结合寡聚化结构域蛋白 2
( NOD2)治疗前后水平的变化,从修复肠粘膜屏障的角度探讨四神丸治疗溃疡性结肠炎( ulcerative

 

colitis,
UC)的作用机制。 方法 　 UC 大鼠模型制备采用三硝基苯磺酸 / 乙醇溶液灌肠法。 将 40 只大鼠随机分为空白

组、模型组、柳氮磺嘧啶组( 0. 36
 

g / ( kg·d) ) 和中药组( 5
 

g / ( kg·d) ) ,通过采用 HE 染色法、RT-qPCR 法、SP
法和 Western

 

Blot 法观察结肠组织中 TLR4、NOD2 的基因和蛋白表达。 结果 　 与空白组相比较,模型组大鼠

结肠损伤严重,损伤评分显著增高 (P
 

<
 

0. 01) , TLR4、 NOD2
 

mRNA 和蛋白表达显著升高 ( P
 

<
 

0. 01,P
 

<
 

0. 05) ;与模型组相比较,各治疗组大鼠结肠损伤有一定程度的恢复,损伤评分显著降低 ( P
 

<
 

0. 01,P
 

<
 

0. 05) ,TLR4、NOD2
 

mRNA 和蛋白表达显著降低(P
 

<
 

0. 01,P
 

<
 

0. 05) 。 结论 　 四神丸可以通过提高大鼠的

免疫功能,抑制肠道炎症反应,达到治疗 UC 的目的。
【关键词】 　 四神丸;溃疡性结肠炎;Toll 样受体 4;核苷酸结合寡聚化结构域蛋白 2
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【Abstract】 　 Objective 　 To
 

observe
 

the
 

expression
 

of
 

Toll-like
 

receptor
 

4
 

( TLR4 )
 

and
 

nucleotide
 

binding
 

oligomerization
 

domain
 

protein
 

2
 

( NOD2)
 

in
 

the
 

colon
 

of
 

a
 

ulcerative
 

colitis
 

( UC)
 

rat
 

model,
 

and
 

to
 

explore
 

the
 

therapeutic
 

mechanism
 

of
 

Sishen
 

pills
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

UC
 

from
 

the
 

perspective
 

of
 

repairing
 

the
 

intestinal
 

mucosal
 

barrier.
Methods　 A

 

UC
 

rat
 

model
 

was
 

prepared
 

by
 

administration
 

of
 

a
 

trinitrobenzenesulfonic
 

acid / ethanol
 

solution
 

enema.
 

Forty
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

four
 

groups,
 

a
 

blank
 

group,
 

model
 

group,
 

salazopyrimidine
 

group(0. 36
 

g / (kg·d)),
 

and
 

Sishen
 

pills
 

group(5
 

g / (kg·d))
 

The
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expressions
 

of
 

TLR4
 

and
 

NOD2
 

in
 

colon
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
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HE
 

staining,
 

RT-qPCR,
 

SP
 

immunohistochemistry
 

and
 

Western
 

Blot. Results 　 Compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,
 

the
 

colonic
 

mucosal
 

injury
 

score
 

of
 

the
 

model
 

group
 

was
 

significantly
 

greater
 

(P
 

<
 

0. 01),
 

and
 

the
 

expressions
 

of
 

TLR4,
 

NOD2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

were
 

significantly
 

greater
 

(P
 

<
 

0. 01,
 

P
 

<
 

0. 05);
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

scores
 

of
 

colonic
 

mucosal
 

injury
 

in
 

each
 

treatment
 

group
 

were
 

significantly
 

less
 

(P
 

<
 

0. 01,
 

P
 

<
 

0. 05),
 

and
 

the
 

expressions
 

of
 

TLR4,
 

NOD2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

were
 

significantly
 

less
 

(P
 

<
 

0. 01,
 

P
 

<
 

0. 05). Conclusions　 Sishen
 

pills
 

can
 

improve
 

the
 

immune
 

function
 

of
 

rats
 

and
 

inhibit
 

intestinal
 

inflammatory
 

reactions
 

for
 

UC
 

treatment.
【Keywords】　 Sishen

 

pills;
 

ulcerative
 

colitis;
 

Toll-like
 

receptor
 

4;
 

nucleotide-binding
 

oligomerization
 

domain
 

protein
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　 　 溃疡性结肠炎是一种病因尚不明确的慢性非

特异性炎性肠病,且发病率逐年増长。 目前 UC 的

发病机制多认为与免疫因素相关[1] 。 固有免疫作

为人体第一道机体防御感染性防线,它的启动和实

施主 要 依 靠 模 式 识 别 受 体 ( pattern
 

recognition
 

receptors, PRRs ) 识 别 病 原 体 相 关 分 子 模 式

(pathogen
 

associated
 

molecular
 

pattern, PAMP )。 而

哺乳动物中的最典型的两类 PRRs 为 TOLL 样受体

(Toll-like
 

receptors,TLRs)和核苷酸结合寡聚化结构

域 受 体 ( nucleotide-binding
 

domain
 

leucine-rich
 

repeats,NLRs)
 [2] 。

目前临床多采用糖皮质激素、免疫抑制剂等免

疫疗法,但是疗效不稳定,所以急需寻找一种新的

特异性疗法[3-4] 。 近年来,中医药在治疗 UC 和缓解

UC 症状等方面优势明显[5] 。 四神丸之名首载于

《陈氏小儿痘疹方论》,临床研究发现其对 UC 具有

良好的治疗作用,本课题通过对比四神丸治疗 UC
大鼠后结肠组织中的 TLR4、NOD2 的表达变化,进
一步明确其治疗 UC 的机制,为进一步开发利用提

供科学依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

6
 

~
 

8 月龄体重为(180
 

±
 

20)g 的 SPF 级 Wistar
大鼠 40 只(雌雄各 20 只),饲养于温度 21

 

~
 

25℃ ,
相对湿度 50%

 

~
 

60%,光照昼夜交替各 12
 

h 的环境

中,饮水自由,普通饲料喂养。 实验用鼠购买和喂

养均在甘肃中医药大学实验动物中心进行【 SCXK
(甘)2020-0001】 【 SYXK (甘) 2020-0009】。 本实验

符合甘肃中医药大学实验动物伦理会审查要求

(2018-081)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

四神丸(补骨脂、肉豆蔻、五味子、吴茱萸)、柳
氮磺胺嘧啶肠溶片均购自于兰州惠仁堂大药房,生

产 批 号 分 别 为 20140502、 1412001、 20140812、
20140822、09140703。 四神丸制备浓缩为 1

 

g / mL 的

药液;柳氮磺胺嘧啶肠溶片研磨后制成浓度为

0. 025
 

g / mL 的药液。 所有药品均于 4℃保存。
2,4,6-三硝基苯磺酸 / TNBS(美国 Sigma 公司,

批号 2508-19-2);PCR 试剂盒( Promega
 

Corporation
公司);PCR 引物(生工生物工程股份有限公司);
Anti-TLR4

 

antibody、 Anti-NOD2
 

antibody ( abcam 公

司,批号 ab13556、ab124348);BCA 蛋白定量试剂盒

(北京索莱宝科技有限公司,批号:1431401);DAB
显色试剂盒、SP 检测试剂盒(中杉金桥生物技术有

限公司,批号 K156921A、15155A06)等。
iMark 酶标仪、S1000TM 型 PCR 仪、凝胶成像仪、

电泳仪电源、电泳槽(美国 Bio-Rad 公司);7500 实

时定量 PCR 仪(美国 ABI 公司);XS-212-202 双目

显微镜(日本奥林巴斯公司);冷冻离心机(中国上

海天美生化仪器设备有限公司)等。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 造模及分组

将 40 只 SPF 级 Wistar 大鼠随机分为空白组、
模型组、西药组、四神丸组,每组 10 只。 将大鼠喂养

1 周后,除空白组外,用三硝基苯磺酸(TNBS) / 乙醇

溶液灌肠(100
 

mg / kg)缓慢注入结肠部位制备 UC
大鼠模型[6] 。
1. 2. 2　 给药与取材

给药剂量按照人与大鼠体表系数折算法计

算[7] ,空白组和模型组以等体积生理盐水灌胃,柳
氮磺胺嘧啶组用 SASP 溶液 0. 36

 

g / ( kg·d)灌胃治

疗,中药组用四神丸 5
 

g / (kg·d)灌胃治疗。 共计干

预 21
 

d。 治疗结束后,取动脉血及结肠组织备用。
1. 2. 3　 肉眼观察大鼠结肠粘膜损伤及进行损伤评分

将大鼠处死后取结肠病变部分,洗净后观察大

鼠结肠粘膜损伤情况,并参考 Wallace
 

&
 

Keenan 标

准[8]进行评分(见表 1)。
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表 1　 结肠粘膜损伤评分表

Table
 

1　 Colonic
 

mucosal
 

injury
 

score
损伤情况 分数

Damage
 

condition Score

无损伤 0 分

No
 

damage Score
 

0

局部充血无溃疡 1 分

Local
 

congestion
 

without
 

ulcer Score
 

1

1 处溃疡不伴充血或肠壁增厚 2 分

1
 

ulcer
 

without
 

hyperemia
 

or
 

intestinal
 

wall
 

thickening Score
 

2

1 处溃疡伴炎症 3 分

1
 

ulcer
 

with
 

inflammation Score
 

3

>
 

2 处溃疡伴炎症 4 分

>
 

2
 

ulcers
 

with
 

inflammation Score
 

4

>
 

2 处溃疡和 / 或炎症
 

>
 

1
 

cm 5 分

>
 

2
 

ulcers
 

and / or
 

inflammation
 

>
 

1
 

cm Score
 

5

1. 2. 4　 HE 染色法观察大鼠结肠病理组织变化

采用苏木素-伊红染色法染色,将结肠组织玻片

放置在显微镜下观察大鼠结肠病理学改变,并拍照

分析。
1. 2. 5　 RT-qPCR 法检测大鼠结肠组织中 TLR4、
NOD2

 

mRNA 的表达

采用 TRIzol 法提取 RNA 后,按照 Go
 

Taq
 

2-Step
 

RT-qPCR
 

System 试剂盒说明书进行操作,逆转录为

cDNA。 运用 PCR 仪进行扩增,具体配置比例按照

Reverse
 

Transcription
 

System 试剂盒说明进行。 采用

ΔCt 法计算基因的相对表达量,TLR4、NOD2 引物信

息见表 2。
表 2　 引物信息

Table
 

2　 Information
 

of
 

primers
引物 序列(5’→3’) 长度(bp)

Primers Sequences(5’→3’) Size(bp)
内参 F:GGACCTGACTGACTACCTACTGAA

β-actin R:CTTAATGTCACGCACGATTTCC
41

Toll 样受体 4 F:TGGCATCATCT
 

TCATTGTCC
Toll4 R:CAGAGCATTGTCCTCCCACT

94

核苷酸结合寡聚
化结构域蛋白 2 F:GTTCTGATGGGGGTCAGTGG

NOD2 R:GACGGCCTTAGAGGGTAAGC
58

1. 2. 6　 SP 免疫组化法检测大鼠结肠组织中 TLR4、
NOD2 蛋白的表达

将切片放入二甲苯及乙醇溶液中脱蜡水化,灭
活内源性过氧化物酶后进行抗原修复,滴加封闭用

正常山羊血清工作液阻断非特异性反应,加入一抗

TLR4(1 ∶ 200),NOD2(1 ∶ 400),再滴加生物素标

记山羊抗兔 / 小鼠 IgE 及滴加辣根酶标记链霉卵白

素工作液,最后 DAB 显色、复染、脱水透明封片分析

其平均光密度值。
1. 2. 7　 Western

 

Blot 检测 TLR4、NOD2 蛋白的表达

蛋白提取后,电泳跑胶转膜封闭后,加入一抗

TLR4 ( 1 ∶ 500 ), NOD2 ( 1 ∶ 2000 ), β-actin
(1 ∶ 1000),37℃ 孵育 30

 

min,4℃ 过夜;加入二抗

(1 ∶ 5000)。 曝光后进行分析。
1. 3　 统计学分析

结果采用 SPSS
 

19. 0 软件处理,数据均以平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表达,多组间均数比较采用单因素方

差分析,P
 

<
 

0. 05 表示组间比较具有显著性差异。

2　 结果

2. 1　 大鼠结肠粘膜损伤情况

空白组大鼠结肠粘膜光滑,未见充血、溃疡等

情况;模型组大鼠结肠可见不同程度粘膜充血,部
分可见水肿糜烂溃疡,肠壁增厚;柳氮磺胺嘧啶组

和中药组大鼠结肠可有不同程度恢复,轻度充血水

肿,基本无糜烂及溃疡面。 模型组结肠组织损伤评

分较空白组明显升高(P
 

<
 

0. 01),柳氮磺胺嘧啶组

和四神丸组结肠组织损伤评分较模型组明显降低

(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01)(见表 3)。

表 3　 各组症状积分及结肠肉眼评分表( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

10)
Table

 

3　 Symptom
 

score
 

and
 

macroscopic
 

colon
 

score
 

of
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

10)
组别 剂量(g / kg) 结肠粘膜损伤评分

Groups Dose
 

(g / kg) Colonic
 

mucosal
 

injury
 

score
空白组

Blank
 

group
0. 00 0. 30

 

±
 

0. 48　

模型组

Model
 

group
0. 00 2. 50

 

±
 

1. 08△

柳氮黄嘧啶组

SASP
 

group
0. 36 1. 50

 

±
 

0. 85▲

四神丸组

Sishen
 

pills
 

group
5. 00 1. 30

 

±
 

0. 95∗

注:与空白组相比,△P
 

<
 

0. 01;与模型组相比,∗P
 

<
 

0. 01,与柳氮磺
嘧啶组相比,▲P

 

<
 

0. 05。 (下表同)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,
 △P

 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

SASP
 

group,▲P
 

<
 

0. 05.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

tables)
 

2. 2　 大鼠结肠病理形态学观察

空白组大鼠结肠黏膜结构清晰无异常;模型组

结肠组织结构被破坏,可见大量炎性细胞浸润并伴

有溃疡;柳氮磺胺嘧啶组和四神丸组结肠粘膜逐步

恢复正常结构,炎性细胞浸润情况较模型组减轻,
可见肠壁增厚及肉芽组织增生(见图 1)。
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图 1　 各组大鼠结肠病理形态学变化

Figure
 

1　 Pathological
 

changes
 

of
 

colon
 

in
 

each
 

group

2. 3　 对大鼠结肠组织 TLR4、NOD2
 

mRNA 的影响

模型组大鼠结肠组织中 TLR4、NOD2
 

mRNA
 

表

达水平较空白组明显上升(P
 

<
 

0. 01);柳氮磺胺嘧

啶组和四神丸组结肠组织中 TLR4、NOD2
 

mRNA 表

达水平较模型组明显降低(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01)(见
表 4)。
2. 4　 对大鼠结肠组织 TLR4、NOD2 蛋白定位的

影响

TLR4 和 NOD2 在空白组中基本不表达,在模型

组中的黏膜上层和固有层中表达明显增多,经治疗

后,表达明显降低。 模型组结肠组织中 TLR4、NOD2

蛋白表达水平较空白组明显升高(P
 

<
 

0. 05);氮磺

胺嘧啶组和四神丸组结肠组织中 TLR4、NOD2 蛋白

表达水平较模型组明显下降(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01)
(见图 2,表 5)。
2. 5　 对 UC 大鼠结肠组织 TLR4 与 NOD2 蛋白表

达的影响

与空白组比较,模型组大鼠结肠组织中 TLR4、
NOD2

 

蛋白表达水平明显上升(P
 

<
 

0. 01);氮磺胺

嘧啶组和四神丸组大鼠结肠组织中 TLR4、NOD2 蛋

白表达水平较模型组明显下降(P
 

<
 

0. 01)(见图 3,
表 6)。

表 4　 各组大鼠结肠组织中 TLR4、NOD2
 

mRNA 的表达( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

10)
Table

 

4　 Expression
 

of
 

TLR4
 

and
 

NOD2
 

mRNA
 

in
 

colon
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

10)
组别 剂量(g / kg) Toll 样受体 4 核苷酸结合寡聚化结构域蛋白 2

Groups Dose(g / kg) TLR4 NOD2

空白组 Blank
 

group 0. 00 1. 00
 

±
 

0. 00 1. 00
 

±
 

0. 00

模型组 Model
 

group 0. 00 1. 69
 

±
 

0. 13△ 1. 55
 

±
 

0. 21△

柳氮黄嘧啶组 SASP
 

group 0. 36 1. 24
 

±
 

0. 99▲ 1. 37
 

±
 

0. 80▲

四神丸组 Sishen
 

pills
 

group 5. 00 1. 33
 

±
 

0. 28∗ 1. 21
 

±
 

0. 62∗

图 2　 各组大鼠结肠组织中 TLR4、NOD2 蛋白的表达

Figure
 

2　 Expression
 

of
 

TLR4
 

and
 

NOD2
 

protein
 

in
 

colon
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
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表 5　 各组大鼠结肠组织中 TLR4、NOD2 蛋白表达( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

10)
Table

 

5　 Expression
 

of
 

TLR4
 

and
 

NOD2
 

protein
 

in
 

colon
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

10)
组别 剂量(g / kg) Toll 样受体 4 核苷酸结合寡聚化结构域蛋白 2

Groups Dose
 

(g / kg) TLR4 NOD2
空白组 Blank

 

group 0. 00 0. 315
 

±
 

0. 039　 0. 291
 

±
 

0. 006　
模型组 Model

 

group 0. 00 0. 344
 

±
 

0. 010△ 0. 411
 

±
 

0. 005△

柳氮黄嘧啶组 SASP
 

group 0. 36 0. 324
 

±
 

0. 030▲ 0. 311
 

±
 

0. 003▲

四神丸组 Sishen
 

pills
 

group 5. 00 0. 310
 

±
 

0. 006∗ 0. 370
 

±
 

0. 010∗

表 6　 各组大鼠结肠组织中 TLR4、NOD2 蛋白的相对表达量
 

( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

10)
Table

 

6　 Relative
 

expression
 

of
 

TLR4
 

and
 

NOD2
 

proteins
 

in
 

colon
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

10)
组别 剂量(g / kg) Toll 样受体 4 核苷酸结合寡聚化结构域蛋白 2

Groups Dose(g / kg) TLR4 NOD2
空白组 Blank

 

group 0. 00 0. 459
 

±
 

0. 079　 0. 643
 

±
 

0. 237　
模型组 Model

 

group 0. 00 0. 920
 

±
 

0. 032△ 1. 045
 

±
 

0. 186△

柳氮黄嘧啶组 SASP
 

group 0. 36 0. 808
 

±
 

0. 077▲
 

0. 859
 

±
 

0. 107▲

四神丸组 Sishen
 

pills
 

group 5. 00 0. 751
 

±
 

0. 049∗ 0. 825
 

±
 

0. 029∗

图 3　 大鼠结肠组织中 TLR4、NOD2 蛋白表达电泳

Figure
 

3　 Electrophoresis
 

of
 

TLR4、NOD2
 

protein
 

expression
 

in
 

rat
 

colon

3　 讨论

UC
 

属于中医学中“泄泻”的范畴,若先天禀赋

不足,则会导致肾阴阳之亏虚,继而导致脾失濡养,
脾肾亏虚最终运化无能导致泄泻,所以 UC 的发病

多与脾肾密切相关,而脾肾阳虚又进一步助长了湿

气的产生,因此“阳虚湿盛”为 UC 发生的重要病机。
四神丸由肉豆蔻、五味子、补骨脂、吴茱萸、生姜、大
枣组成,适用于由脾肾虚寒所致的肠失固摄之证。
诸药相配,则脾肾温则运化复,大肠固而泄可止。

TLR4 作为人类首个发现的 TLR 相关蛋白,广
泛存在于人体的各类细胞中,是参与免疫炎症反应

的重要因子[9] ,TLR 与内源性配体结合后触发炎

症,产生免疫应答。 NF-κB 是位于 TLR4 的下游信

号通路,大量的研究显示 TLR4 / NF-κB 信号通路与

抗炎免疫机制密切相关,在炎症发生发展过程中发

挥着重要作用[10] 。 近年来,相关研究在肠粘膜上皮

细胞中也发现 TLR4 的存在,并证明其在减轻肠道

损伤方面具有重要意义
 [11] 。

NOD2 作为一种细胞内模式识别受体,通过与

其配体 MDP 相结合,主要存在于单核细胞、巨噬细

胞、淋巴细胞等[12] 。 正常情况下,NOD2 通过 NF-κB
信号通路激活其下游的各种炎症介质,从而介导机

体的炎症反应[13] 。 有研究显示 NOD2 在识别和杀

灭细菌功能方面有密切的联系,提示 NOD2 可能还

有直接杀菌的作用[14] 。 另外,有研究显示,NOD2
基因突变可以导致肠道屏障受损,使得肠道杀菌能

力降 低, 引 起 致 病 菌 侵 入 并 导 致 相 关 炎 症

反应[15-16] 。
因此,Toll 样受体和 NOD 样受体作为启动固有

免疫,激活免疫应答的重要因子,在免疫反应中有

着至关重要的作用。 本研究结果显示,模型组中

TLR4 和 NOD2 含量明显增高,经四神丸治疗后,
TLR4 和 NOD2 含量明显降低,提示四神丸可以提高

大鼠的免疫功能,抑制炎症反应,修复大鼠肠道屏

障,达到治疗 UC 的目的。
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基于转录组测序研究 CatSper1 在版纳微型猪近交系
睾丸组织中的转录调控特征

张霞1,2#,王配2#,刘志朋2,霍海龙3,代红梅2,赵筱3,霍金龙2∗

(1. 吕梁学院
 

生命科学系,
 

山西
 

吕梁　 033001;2. 云南农业大学
 

动物科学技术学院,
 

昆明　 650201;
3. 云南农业职业技术学院,昆明　 650212)

　 　 【摘要】 　 目的　 CatSper1 是精子特定的电压门控 Ca2+通道蛋白,在精子生成和受精过程中具有重要作用。 本

研究旨在分析 CatSper1 基因在版纳微型猪近交系(BMI)的表达调控模式、序列特征与潜在的生物学功能。
 

　 方法

取成年 BMI 公猪睾丸进行转录组测序;采用 RT-PCR 技术克隆 CatSper1 的完整编码序列;分析 CatSper1 的序列、结
构特征及相互作用蛋白;利用转录组测序数据构建 CatSper1 的 lncRNA 和 miRNA 调控网络,并进行 GO 功能注释。

 

结果　 RNA-seq 获得 CatSper1 基因的平均表达量和平均 TPM 值分别为 2817. 5 和 33. 6。 CatSper1
 

CDS 区全长为

2166
 

bp(GenBank 登录号:OK042306),编码 721 个氨基酸,含有 233 个氨基酸残基组成的 Ion_trans 保守结构域以

及与精子生成相关的保守跨膜螺旋结构。 CatSper1 蛋白与 10 个雄性育性相关蛋白质存在相互作用,尤其与该基因

家族成员 CatSper2-4 蛋白互作最为紧密。 CatSper1 基因受 10 个 miRNAs 靶向调控,分别有 16 个和 14 个 lncRNAs
与 CatSper1 竞争性结合 ssc-miR-1343 和 ssc-miR-744。 GO 注释发现 CatSper1 基因在分子功能( MF)、生物学过程

(BP)、细胞成分(CC)等方面均具有重要功能。
 

结论　 本研究报道了 CatSper1 在 BMI 睾丸中的表达,基因的分子结

构特征和表达调控网络,为深入研究 CatSper1 基因在 BMI 精子发生、精子获能和顶体反应等重要生物学过程中的

功能奠定了基础。
【关键词】 　 版纳微型猪近交系;阳离子通道精子相关蛋白 1;转录组测序;精子生成;转录调控
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【Abstract】　 Objective　 CatSper1
 

is
 

a
 

sperm-specific
 

voltage-gated
 

Ca2+
 

channel
 

protein
 

that
 

plays
 

an
 

essential
 

role
 

in
 

spermatogenesis
 

and
 

fertilization.
 

We
 

analyzed
 

the
 

expression
 

regulation
 

pattern,
 

sequence
 

characteristics,
 

and
 

potential
 

biological
 

function
 

of
 

CatSper1
 

gene
 

of
 

Banna
 

mini-pig
 

inbred
 

(BMI)
 

line.
 

Methods　 The
 

testes
 

of
 

adult
 

BMI
 

boars
 

were
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used
 

for
 

RNA
 

sequencing
 

( RNA-seq ),
 

and
 

the
 

complete
 

coding
 

sequence
 

of
 

CatSper1
 

was
 

cloned
 

using
 

reverse-
transcription

 

polymerase
 

chain
 

reaction.
 

The
 

sequence,
 

structural
 

characteristics,
 

and
 

interacting
 

proteins
 

of
 

CatSper1
 

were
 

analyzed.
 

The
 

lncRNA
 

and
 

miRNA
 

regulatory
 

network
 

of
 

CatSper1
 

was
 

constructed,
 

and
 

gene
 

ontology
 

function
 

annotations
 

were
 

carried
 

out
 

using
 

RNA-seq
 

data.
 

Results 　 The
 

average
 

expression
 

level
 

and
 

transcripts
 

per
 

million
 

of
 

CatSper1
 

obtained
 

by
 

RNA-seq
 

was
 

2817. 5
 

and
 

33. 6,
 

respectively.
 

The
 

full-length
 

coding
 

sequence
 

of
 

CatSper1
 

was
 

2166
 

bp
 

(GenBank
 

accession
 

number:
 

OK042306),
 

encoding
 

721
 

amino
 

acids.
 

CatSper1
 

protein
 

contained
 

an
 

Ion_trans
 

conserved
 

domain
 

of
 

233
 

amino
 

acid
 

residues
 

and
 

a
 

conserved
 

transmembrane
 

helix
 

structure
 

related
 

to
 

spermatogenesis.
 

CatSper1
 

protein
 

interacted
 

with
 

10
 

proteins
 

related
 

to
 

male
 

reproduction,
 

especially
 

CatSper2-4
 

of
 

the
 

CatSper
 

family.
 

Ten
 

miRNAs
 

regulated
 

CatSper1
 

gene
 

by
 

a
 

targeted
 

mode,
 

and
 

16
 

and
 

14
 

lncRNAs
 

completed
 

with
 

CatSper1
 

for
 

binding
 

to
 

ssc-miR-1343
 

and
 

ssc-miR-744,
 

respectively.
 

The
 

gene
 

ontology
 

annotation
 

result
 

indicated
 

that
 

the
 

CatSper1
 

gene
 

plays
 

important
 

roles
 

in
 

molecular
 

functions,
 

biological
 

processes,
 

and
 

cellular
 

components.
 

Conclusions 　 This
 

study
 

reported
 

the
 

expression
 

CatSper1
 

in
 

BMI
 

testis,
 

the
 

molecular
 

structure
 

characteristics
 

and
 

expression
 

regulatory
 

network. The
 

fundings
  

will
 

lay
  

groundwork
 

for
 

further
 

research
 

of
 

CatSper1
 

function
 

in
 

important
 

biological
 

processes
 

such
 

as
 

spermatogenesis,
 

sperm
 

capacitation
 

and
 

acrosome
 

reaction
 

in
 

BMI
 

line.
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sperm-associated
 

protein
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transcriptional
 

regulation
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　 　 在哺乳动物的许多生物学过程中,离子通道具

有重要的功能,其不仅能传导电信号,还具有传送

Ca2+化学信号、跨上皮转运、调节细胞质或囊泡离子

浓度和 pH 值以及调节细胞体积等功能[1] 。 精子细

胞内的 pH 和 Ca2+浓度可调节精子活力、趋化性、获
能和顶体反应,并对精子到达卵子以及受精成败至

关重要[2] 。 CatSper 家族是精子特定的电压门控

Ca2+通道,对酸碱度较为敏感[3] 。 该通道蛋白主要

存在于成熟精子尾部鞭毛细胞的质膜中[4] ,它允许

Ca2+流入精子,并参与其生理过程,最后启动酪氨酸

磷酸化级联放大反应来控制精子的活力[5] 。 有研

究发现,若小鼠 CatSper 通道功能被抑制,则卵子受

精能力将严重下降[6] 。 CatSper 家族包含 4 个成员

(CatSper1-4)和 6 个辅助亚基( CatSperβ、γ、δ、ε、ζ
和 EFCAB9) [7] ,CatSper 家族成员的序列同一性在

整个离子通道结构域中介于 22%
 

~
 

27%之间[8] 。
在小鼠中,CatSper1、2、3 或 4 的缺失会导致精子活

力异常甚至雄性不育[9] 。 在人类中,该家族能够介

导类固醇性激素黄体酮诱导的 Ca2+ 流入,进而影响

精子的活力、过度活化、获能和顶体反应,最终影响

雄性的生育能力[10] 。 另外,辅助亚基 CatSperβ、γ、
δ、ε 均包含 1 个跨膜片段和 1 个大的细胞外结构

域,可与 CatSper1-4 相互作用形成稳定复合体,在精

子生成过程和受精过程的活化阶段发挥重要作用。
CatSper1(Cation

 

channel
 

sperm-associated
 

protein
 

1)是男性不育的重要标志物之一,其表达水平在精

子活力不足的低生育力患者中显著降低[11] 。 敲除

CatSper1 基因的小鼠,其精子的鞭毛弯曲程度和游

动振幅会受到严重影响,精子运动能力明显减弱,
最终无法使卵子受精[4] 。 而且敲除该基因后,精子

质膜上无法检测到 CatSperβ、 CatSperγ、 CatSperδ、
CatSper2、CatSper3 和 CatSper4,这表明所有 CatSper
亚基都需要正确的通道组装,单个亚基的缺失可能

导致剩余的 CatSper 蛋白降解[6] 。 在大鼠中,敲低

CatSper1 会诱发特发性弱精子症[12] 。 综上说明,
CatSper1 基因在雄性育性方面至关重要,本研究采

用 RNA-Seq 二代测序研究检测版纳微型猪近交系

睾丸组织中 CatSper1 基因的表达[13] ,获得与之相互

作用的 lncRNA 和 miRNA,并利用睾丸 RNA 克隆

CatSper1 基因,对其序列特征和功能进行分析,最终

通过大数据联合分析获得 CatSper1 和 lncRNA、
miRNA 的调控网络,以期为解析 CatSper1 调控版纳

微型猪近交系精子生成及受精过程的分子机制奠

定基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

版纳微型猪近交系是利用云南特有地方猪种

资源,采用连续高度近交加严格选择的科学方法,
经过 40 多年的连续高度近交,培育成功的基因高度

纯合、遗传背景清楚的大型哺乳类实验动物近交
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系。 本研究选用普通级版纳微型猪近交系 12 月龄

成年公猪 4 头,来自昆明原种猪场【SCXK(滇)2021-
0008】, 饲养于云南农业大学 【 SYXK ( 滇) 2021-
0019】,体重 35

  

~
 

40
 

kg,光照昼夜交替各 12
 

h,猪舍

内温度 16
 

~
 

25℃ ,湿度 60%
 

~
 

70%。 去势取睾丸

组织样品。 本研究相关的动物护理和实验程序均

严格执行中华人民共和国科学技术部《关于善待实

验动物的指导性意见》 (【2006】 398 号),并经云南

农业大学动物保护委员会批准(2021-JJX-001)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

RNAiso
 

Plus(9108)、反转录试剂盒( 6110A)、
Premix

 

TaqTM
 

version
 

2. 0 ( R004Q ) 均 购 自 大 连

TaKaRa。 高 通 量 测 序 仪 为 Illumina 公 司 的

Hiseq2000 平 台; PCR 仪 为 Eppendorf 公 司 的

Mastercycler
 

proS。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 RNA-seq 测序及数据质控

提取睾丸组织 RNA, 反转录为 cDNA, 采用

RNA-seq
 

Illumina
 

Hiseq
 

2000 平台进行转录组测序,
利用 Fastp 软件[14] 对原始数据进行质控并过滤,分
别去除含接头的序列、含 N 比例大于 10%的序列、
全部是 A 碱基的序列和低质量序列。
1. 2. 2　 序列比对

使用 bowtie2-2. 1. 0 比对工具[15] 将过滤好的数

据与猪核糖体数据库进行比对,去除比对到核糖体

的序列(不允许错配),并保留剩下的数据用于后续

比对分析。
1. 2. 3　 基因扩增及序列测定

根 据 Ensembl 猪 CatSper1
 

201 转 录 本

(ENSSSCT00000014164. 3) 设计 CatSper1 基因引物

F1R1、F2R2(表 1),以睾丸 cDNA 为模板通过 PCR 扩

增、测序、拼接来获得全长编码序列。 反应体系 25
 

μL:Premix
 

TaqTM
 

version
 

2. 0
 

12. 5
 

μL, 10
 

μmol / L
 

CatSper1-1 / 2 上、下游引物各 1
 

μL,25
 

ng / μL
 

cDNA

表 1　 CatSper1 基因引物信息

Table
 

1　 Primer
 

information
 

of
 

Catsper1
 

gene
名称
Name

引物(5’ -3’)
Primer

 

sequence
 

(5’ -3’)
产物(bp)

Product
 

(bp)

CatSper1-1
F1 :GTCTTTTGGGCCCCCGTCTT
R1 :TCGCCCCGGATCTCGACCT 1313

CatSper1-2
F2 :CCCAGACCTCCAGCAAAGTCCA
R2 :TGCAGGCCCAACGATCTTTCC 1324

1
 

μL, H2O
 

9. 5
 

μL; PCR 程序: 95℃
 

5
 

min; 95℃
 

30
 

s,55℃
 

45
 

s,72℃
 

80
 

s,35 个循环;72℃
 

5
 

min。
1. 2. 4　 CatSper1 功能分析

利用 Lasergene
 

7. 1 校对测序的 Catsper1 序列;
分别用 ProtParam 程序、SOPMA、ProtScale 和 Prosite
对 CatSper1 蛋白质序列的结构进行预测分析;用

String 进行蛋白互作网络分析。
1. 2. 5　 CatSper1 的 GO 功能注释和 miRNA、lncRNA
调控网络构建

利用 Uniprot 进行 GO( Gene
 

Ontology)注释;利
用已获得的猪 RNA-seq 数据进行 miRNA 和 lncRNA
表达分析;利用 miRanda

 

3. 3 和 RNAhybrid
 

2. 1. 2 软

件对潜在的调控 Catsper1 的 miRNA 和 lncRNA 进行

分析;用 Cytoscape
 

3. 8. 2 进行网络图绘制。
1. 3　 统计学分析

从 Ensembl 网站下载猪参考基因组( Sus
 

scrofa
 

11. 1)和注释文件(gtf
 

11. 1),用 STAR-2. 5. 2a[16] 软

件建立参考基因组 index,并将已去除核糖体序列的

数据与猪参考基因组比对。 用 featureCounts-2. 0. 1
软件[17]和 salmon-1. 5. 1 软件[18] 分别计算每个样本

中所有基因原始表达量和 TPM 值校正表达量。

2　 结果

2. 1　 CatSper1 基因的转录组表达结果

RNA-seq 获得 CatSper1 基因的平均表达量为

2817. 5,其转录本 ENSSSCT00000014164. 3 在 4 个

样本中的平均 TPM 值为 33. 6。
2. 2　 CatSper1 基因及氨基酸结构信息

利用 F1 / R1、F2 / R2 引物分两段扩增 CatSper1 基

因,分别获得 1313
 

bp 和 1324
 

bp 长的产物(图 1A),
通过核对测序峰图并拼接,获得 CatSper1 基因全长

CDS 序列 2166
 

bp,已获得 Genbank 认证( Accession
  

No. OK042306),编码 721 个氨基酸(图 1B)。 其中,
384

 

~
 

617
 

AA 处含有 Ion_trans 保守结构域(图 1B,
图 1C)。
2. 3　 CatSper1 基因组结构信息

CatSper1 基因定位于猪( Sscrofa11. 1) 2 号染色

体 6312906
 

~
 

6321690
 

bp 位置,有 12 个外显子和

11 个内含子(图 2),剪接位点符合 GT-AG 法则。
2. 4　 CatSper1 蛋白质序列及结构分析

猪 CatSper1 蛋白质分子量 41. 19
 

×
 

103,分子式

C1826H2775N507O545S20,等电点 6. 89,正电荷残基和负
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电荷残基均为 26。 二级结构元件中无规则卷曲、α
螺旋、延伸链分别包含 293、54 和 29 个氨基酸;在

393 和 234 氨基酸处分别具有最大疏水值 3. 489 和

最小疏水值-3. 600,N 端和 C 端均亲水。

注:A:CatSper1 基因 RT-PCR 产物;M:DL2000
 

DNA 分子量标准;CatSper1-1:F1 / R1 的 PCR 产物;CatSper1-2:F2 / R2 的

PCR 产物;B:CatSper1 基因编码序列及氨基酸序列;双下划线:起始密码子;单下划线:保守结构域 Ion_trans(384-617

位氨基酸);“∗”:终止密码子;上一行和相应的下一行字母:核酸和氨基酸序列;C:CatSper1 蛋白质保守结构域。

图 1　 CatSper1 基因结构

Note.
 

A.
 

RT-PCR
 

product
 

of
 

CatSper1.
 

M.
 

DL2000
 

DNA
 

Marker.
 

CatSper1-1,
 

PCR
 

product
 

of
 

F1 / R1 .
 

CatSper1-2,
 

PCR
 

product
 

of
 

F2 / R2 .
 

B.
 

Coding
 

sequence
 

and
 

corresponding
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

CatSper1
 

gene.
 

Double
 

underline,
 

start
 

codon.
 

Single
 

underline,
 

conserved
 

domain
 

Ion_trans
 

(384-617AA).
 

Asterisk,
 

stop
 

codon;
 

Letters
 

in
 

upper
 

line
 

and
 

lower
 

line
 

are
 

nucleotides
 

and
 

amino
 

acids,
 

respectively.
 

C.
 

Conserved
 

domain
 

of
 

CatSper1.

Figure
 

1　 Gene
 

structure
 

of
 

CatSper1

2. 5　 CatSper1 蛋白互作网络

PPI 蛋白互作网络分析表明,BMI
 

CatSper1 蛋

白与 其 他 10 个 蛋 白 有 相 互 作 用 关 系, 包 括

CatSper2、 CatSperB、 CatSperG、 CatSper4、 HSP70. 2、
CKAP2、CatSperD、KCNU1、HSPA2 和 CATSPER3,其
中与 CatSper2、CatSper3 和 CatSper4 蛋白相互作用

最为紧密(图 3)。
2. 6　 跨膜螺旋结构

BMI
 

CatSper1 具有 6 个跨膜螺旋结构,分别位

于 386
 

~
 

408
 

AA、418
 

~
 

440
 

AA、452
 

~
 

471
 

AA、
521

 

~
 

543
 

AA、555
 

~
 

577
 

AA 和 587
 

~
 

609
 

AA 位

置。 通过 BLAST 获得人和小鼠的 CatSper1 基因的

氨基酸序列,比对结果发现该基因在人类中具有

782 个氨基酸,有 5 个跨膜螺旋结构,分别位于

443
 

~
 

465
 

AA、486
 

~
 

508
 

AA、583
 

~
 

605
 

AA、612
 

~
 

629
 

AA、644
 

~
 

666
 

AA 位置。 在小鼠中具有

686 个氨基酸,有 7 个跨膜螺旋结构,分别位于

347
 

~
 

369
 

AA、390
 

~
 

412
 

AA、422
 

~
 

444
 

AA、465
 

~
 

484
 

AA、489
 

~
 

511
 

AA、518
 

~
 

535
 

AA、550
 

~
 

572
 

AA(图 4A) 。 BMI、人和小鼠跨膜螺旋结构长

度分别为 224
 

AA、224
 

AA 和 226
 

AA,序列长度较

为保守,且序列碱基也很保守,100%同源的氨基

酸占比较大(图 4B) 。
2. 7　 BMI

 

CatSper1 的 GO 注释和潜在的 miRNA
和 lncRNA 调控网络

网络图分析发现,版纳微型猪近交系 CatSper1
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图 2　 CatSper1 基因染色体定位、mRNA 序列和蛋白质保守结构域

Figure
 

2　 Chromosome
 

location,
 

mRNA
 

sequence
 

of
 

CatSper1
 

and
 

its
 

conserved
 

protein
 

domain

注:线:蛋白质之间作用的置信度,线越多置信度越高。

图 3　 猪 CatSper1 蛋白互作网络

Note.
 

Line.
 

The
 

confidence
 

of
 

interactions
 

among
 

proteins,
 

and
 

more
 

lines
 

indicates
 

higher
 

confidence.

Figure
 

3　 Interacting
 

network
 

of
 

pig
 

CatSper1
 

protein

受到 10 个潜在的 miRNAs ( ssc-miR-24-1-5p、 ssc-
miR-24-3p、ssc-miR-378、ssc-miR-423-3p、ssc-miR-24-
2-5p、 ssc-miR-193a-5p、 ssc-miR-331-5p、 ssc-miR-
1343、ssc-miR-744 和 ssc-miR-378b-3p) 靶向调控。
有 16 个 lncRNAs 与 CatSper1 竞争性结合 ssc-miR-
1343,有 14 个 lncRNAs 与 CatSper1 竞争性结合 ssc-
miR-744,有 3 个 lncRNAs 与 CatSper1 竞争性结合

ssc-miR-24-3p,有 2 个 lncRNAs 与 CatSper1 竞争性

结合 ssc-miR-423-3p,有 1 个 lncRNAs 与 CatSper1 竞

争性 结 合 ssc-miR-378b-3p, 有 1 个 lncRNAs 与

CatSper1 竞 争 性 结 合 ssc-miR-193a-5p, 有 1 个

lncRNAs 与 CatSper1 竞争性结合 ssc-miR-378。
通过对 CatSper1 的功能注释结果发现其参与

15 个 GO:在分子功能 ( molecular
 

function, MF) 方

面,主要涉及电压门控 Ca2+ 通道活性和钙激活阳离

子通道活性等 3 个 GO;在生物学过程 ( biological
 

process,BP),主要涉及鞭毛精子活力、精子发生、钙
离子转运、参与纤毛运动的纤毛搏动频率的调节、
Ca2+跨膜转运等 9 个 GO; 在细胞成分 ( cellular

 

components,CC),主要涉及 GCatSper 复合体、质膜、
膜的组成等 3 个 GO(图 5)。

3　 讨论

本研究通过版纳微型猪近交系睾丸转录组测

序,获得了 CatSper1 基因在睾丸中的表达量,并通过

RT-PCR 克隆了该基因,拼接后获得 2
 

166
 

bp 全长

CDS 序列,编码 721 个 AA。 将获得的 CDS 序列与

猪基因组( Sscrofa11. 1)比对,发现 CatSper1 基因位

于 2 号染色体 6
 

312
 

906
 

~
 

6
 

321
 

f690
 

bp 之间,共包

含 12 个外显子和 11 个内含子。 有研究通过对啮齿

类动物 9 个亚科的物种进行研究,发现 CatSper1 基
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注:A:CatSper1 的跨膜螺旋结构;B:CatSper1 的跨膜螺旋结构在猪、人和小鼠间的保守性。 红色线条:跨膜;蓝色线条:细胞膜内;紫色线条:
细胞膜外;替换:白色背景;缺失:点;灰、蓝和黄色阴影:序列同源性为 100%、50%和 25%。

图 4　 BMI、人和小鼠 CatSper1 的跨膜螺旋结构及保守性

Note.
 

A.
 

Transmembrane
 

helix
 

structure
 

of
 

CatSper1.
 

B.
 

Conservation
 

of
 

transmembrane
 

helix
 

structure
 

of
 

CatSper1
 

in
 

BMI,
 

human
 

and
 

mouse.
 

Red
 

line.
 

transmembrane.
 

Blue
 

line.
 

Inside
 

of
 

the
 

cell
 

membrane.
 

Purple
 

line.
 

Outside
 

of
 

the
 

cell
 

membrane.
 

Substitutions.
 

White
 

background.
 

Deletions.
 

Dots.
 

Gray.
 

Yellow
 

and
 

blue
 

background.
 

Homologies
 

of
 

100%,
 

50%
 

and
 

25%,
 

respectively.

Figure
 

4　 Transmembrane
 

helix
 

structure
 

of
 

CatSper1and
 

its
 

conservation
 

in
 

BMI,
 

human
 

and
 

mouse

图 5　 BMI
 

CatSper1 的 GO 注释和潜在的 miRNA 和 lncRNA 调控网络

Figure
 

5　 GO
 

annotation
 

of
 

BMI
 

CatSper1
 

and
 

potential
 

miRNA
 

and
 

lncRNA
 

regulatory
 

network

因外显子 1 在调节通道失活过程中起重要作用,能
影响精子的运动和竞争能力[19] 。 对瘤牛和杂交牛

测序分析发现,CatSper1 基因在瘤牛的第 5 外显子

序列中存在变异[20] 。 在斑马中发现,CatSper1 基因

的 1、7 和 9 内含子区域中存在 4 个 SNP,分别是位

于外显子 1 下游 89
 

bp 处的 G1547A;位于外显子 2

上游 126
 

bp 处的 G2241A;位于外显子 7 下游 43
 

bp
处的 C4675T,以及位于外显子 9 下游 206

 

bp 处的

G5270A[21] 。 单 核 苷 酸 多 态 性 和 插 入 缺 失

(INDELs)是目前研究基因组变异的重要方法,目前

已证明 CatSper1 基因的 c. 539-540insT 和 c. 948-
949insATGGC 会导致移码突变和终止密码子提前,
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并与人类男性不育相关[22] 。 另外,CatSper1 基因的

rs1893316 多态性与男性特发性弱精子症显著相

关[23] 。 另外,对于 CatSepr1 基因其他家族成员的核

酸序列变异已经有所研究和发现。
有研究表明 CatSper1 的 N 端区长度可作为精

子游动速度的标志之一[24] ,本研究发现 CatSper1 的

N 端氨基酸为亲水性氨基酸,可与其他残基或水分

子形成氢键或盐桥,从而稳定 CatSper1 蛋白质的构

象并协助形成蛋白质表面的水合层,表明 CatSper1
 

N 端侧链氨基酸的特征与精子运动有关,且在第

393
 

AA 有最大疏水值 3. 489,第 234
 

AA 处有最小疏

水值-3. 600。 跨膜螺旋结构是 CatSper1 家族的重

要特征,CatSper1 在 BMI、人和小鼠均具有跨膜螺旋

结构,分别位于 223
 

AA ( 386
 

~
 

609
 

AA)、223
 

AA
(443

 

~
 

666
 

AA)和 225
 

AA(347
 

~
 

572
 

AA)位置,从
跨膜区域长度和氨基酸同源性来说,该基因的跨膜

螺旋结构域高度保守,能在精子运动过程中发挥重

要作用。 有研究发现 CatSper1 基因的启动子序列中

含有性别决定基因 SRY 的 4 个特异性结合位点,说
明该基因的转录水平受 SRY 调控[25] 。 CatSper1 在

减数分裂的生精细胞中表达[26] ,其表达水平在男性

精子活力不足的低生育力患者中显著降低[11] 。
CatSper1 基因的表达会受到外界因素影响,如醋酸

铅或氯化汞会导致小鼠生精小管的退行性损伤和

精子质量下降,且由于结构的相似性,这些金属可

能会替代 Ca2+ 的作用,对钙通道产生影响,导致

CatSper1 基因表达量降低,从而影响雄性育性[27] 。
γ 辐射不仅会改变睾丸组织学和精子参数,还会降

低雄性小鼠中 CatSper1 基因的表达[28] 。 镉和镍均

会导致精子参数降低以及生发上皮厚度减少,镉会

导致 CatSper1 基因表达下调[29] 。 硒可上调该基因

在的表达,提高精子活力、改善精子形态以及存活

率[30] 。 苦参碱能通过 CatSper 通道抑制小鼠精子的

总运动力、进行性运动、线速度、获能和孕酮诱导的

顶体反应,在苦参碱暴露小鼠的睾丸中,CatSper1 基

因表达量降低[31] 。 人参可使小鼠睾丸中 CatSper1
的 mRNA 水平和蛋白水平显著增加,从而改善精子

的过度活化[32] 。 过量的氟化物会对小鼠精子的趋

化性产生不利影响[33] ,如氟化钠会使小鼠体内 Ca2+

浓度降低, 从而导致 CatSper1 的 mRNA 水平降

低[34] 。 Vitamin
 

E 和左旋肉碱可提高成年小鼠中

CatSper1 蛋白的表达量[35] 。 同样该基因的表达水

平也会受到自身疾病的影响,甲状腺激素是睾丸功

能的重要调节剂,精子的受精能力与精子的正常形

态、染色质质量和运动能力之间关系密切。 甲状腺

功能减退使 CatSper1 基因的表达下调,从而影响了

小鼠的精子形态、精子染色质凝聚和 CatSper1 基因

的表达[36] 。 精索静脉曲张对大鼠的精子参数、睾丸

结构以及 CatSper1 基因的表达均具有不利影响[37] 。
CatSper1-4 是 CatSper 家族的 4 个成员,在雄性

育性方面均发挥着重要作用。 由图 4 可以看出,该
家族的 4 个成员彼此之间的相互作用较为紧密,且
主要 形 成 四 聚 复 合 体 发 挥 作 用。 CatSperG 是

CatSper 家族的相关蛋白,具有一个跨膜螺旋结构

域,该蛋白仅在睾丸中表达并且位于精子的主要部

分。 若 CatSper1 缺失,CatSperG 蛋白也会相应失去

功能, 但 K+ 通 道 亚 家 族 U1 ( potassium
 

channel
 

subfamily
 

u1,KCNU1)蛋白依然可以正常发挥其功

能[38] 。 有 研 究 表 明, CatSperG 和 CatSperB
(CatSperβ)能否发挥正常的生理功能,主要取决于

CatSper1 蛋白。 在不同发育阶段的成年小鼠组织

中,CatSperB 只在睾丸中表达,且在生精小管中的特

异性染色效果较显著,在精母细胞和精子细胞中表

达,这与 CatSpers1-4 是一致的[39] 。 KCNU1 位于精

子的鞭毛部位,是负责获能诱导超极化的主要 K+通

道,能影响精子形态、运动性能和顶体反应,进而影

响雄性育性[40] 。 KCNU1( SLO3)突变后,精子细胞

在过度活化终止后可能会发生顶体反应,但不能实

现透明带穿透,渗透环境是精子流向卵母细胞的重

要问题之一,K+ 和 KCNU1 通道在这种渗透环境调

节中发挥着重要作用。 如果渗透量失调,会导致精

子细胞膨胀并发生形态变化,这些变化可能会阻止

精子细胞粘附在卵母细胞上,最终导致不育[40] 。 由

图 4 可以看出,KCNU1 确实与 CatSper1 / 2 / 3 相互作

用紧密,说明在雄性育性方面发挥着重要作用。
CatSperD 编码一种非成孔跨膜亚基 CatSperδ,该亚

基是 CatSper 家族辅助成员之一,如果雄性小鼠的

CatSperD 缺失,会导致精子特定的电压门控 Ca2+ 通

道无法正常进行生理活动,进而导致不育[41] ,造成

这种原因可能是 CatSperδ 的缺失以及 CatSperD 在

精子细胞中跨膜蛋白的缺失。 CatSper 家族的非成

孔辅助亚基具有较大的胞外域,可能是结合该家族

Ca2+通道的重要因子[42] 。 这也说明 CatSperδ 对

CatSper 家族正常功能的发挥起着至关重要的作用。
HSP70-2 是哺乳动物的生殖细胞和体细胞组织中常

见的 5 种 70
 

×
 

103 热休克蛋白(HSP70)外的一种重
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要热休克蛋白,该蛋白在减数分裂过程中参与联会

复合体的形成,并且与抑制细胞凋亡有关[43] 。 图 3
显示,CatSperB、CatSperD 和 CatSperG 彼此之间均有

相互作用,且这三个亚基均与 CatSper 家族的 4 个主

要成员有紧密的相互作用,也进一步说明,该家族

成员之间存在着依附关系,且主要通过形成复合体

发挥功能。 HSP70. 2 是 HSP70 家族在精子发生过

程中表达的成员之一,主要在小鼠精母细胞粗线期

中表达量较高[44] 。 HSPA2 ( 热休克蛋白 A2) 是

HSP70 家族在精子发生过程中表达的另一成员,该
蛋白与精子成熟度、精子功能和生育力相关,在精

子获 能 和 精 卵 识 别 过 程 中 发 挥 重 要 作 用[45] 。
HSPA2 的表达与精子浓度和形态显著相关,且在可

育个体中的表达显著高于不育个体[46] 。 HSPA2 蛋

白与精子细胞 DNA 包装蛋白、过渡蛋白 1 和 2 紧密

相关,所以 HSPA2 也被确定为第一个过渡蛋白伴

侣[47] 。 从图 3 中也可以看出 HSPA2 和 HSP70. 2 蛋

白的相互作用较为紧密,说明二者在精子发生过程

中可能会有协同作用。 在有丝分裂期间, CKAP2
(细胞骨架相关蛋白 2) 与纺锤体和纺锤体微管相

关,从前期到后期,并在胞质分裂期间从微管中消

失,该蛋白的调节对于正常有丝分裂进程至关重

要[48] 。 当复制的中心体分离后,CKAP2 在细胞的

整个细胞周期均有波动现象,与 G2 晚期的中心体

微管相关。
本研究发现 CatSper1 受到 10 个潜在的 miRNA

靶向调控。 ssc-miR-1343 和 ssc-miR-744 目前已被

广泛研究,使用 ssc-miR-1343 和 ssc-miR-744 的模拟

物,介导猪的颗粒细胞,发现 ssc-miR-1343 可以靶向

调控 Pak4 基因,ssc-miR-744 可靶向调控 Elk1 转录

因子[49] 。 另外有报道认为 miR-744 可以参与调节

细胞增 殖 和 细 胞 周 期[50] 。 p21 活 化 蛋 白 激 酶

(PAK)丝氨酸 / 苏氨酸激酶主要参与细胞形态、细
胞运动以及细胞转化等生物学过程,是 Rho 家族

GTP 酶的主要效应物之一。 Pak4 是 PAK 激酶的成

员,被认为是 Cdc42 的效应蛋白[51] 。 真核转录因子

的众多家族中,通常含有相似度较高的 DNA 结合序

列,Elk1 转录因子具有独特的结合方式,并证明该

转录因子在控制细胞迁移过程中起重要作用[52] 。
对患有乳腺炎的中国荷斯坦奶牛 NF-κB 通路中

miRNA 的研究发现,相比健康的牛 ssc-miR-24-1-5p
表达有所下调[53] 。 miR-24-2-5p 可以通过介导的

EZH2(zeste 同源物 2 的组蛋白增强子)调节,进而

影响 PCSEAT 基因促进前列腺癌细胞的增殖[54] 。
miRNA 可在转录水平调节病原体和宿主的相互作

用,研究表明 miR-24-3p 可调节血红素加氧酶-1
(HO-1)的表达,过表达 miR-24-3p 可降低 HO-1 的

mRNA 和蛋白质的表达,并能致使猪繁殖与呼吸综

合征(PRRSV)病毒快速复制[55] 。 为了研究猪不同

月龄阶段的肌肉发育情况,通过 miRNA 检测和鉴定

发现,ssc-miR-378 在骨骼肌中有较高表达,且骨骼

肌的表达谱表明 ssc-miR-378 是用于肌生成的新候

选 miRNA,并参与猪的骨骼肌发育。 miR-378 可能

通过调节骨形态发生蛋白 2(BMP2)和丝裂原活化

蛋白激酶 1(MAPK1)来调节肌肉生成,并参与细胞

增殖和分化[56] 。 综上,miRNA 不仅在精子生成过

程中至关重要,而且在免疫调节、细胞增殖、细胞凋

亡、乳腺癌以及前列腺癌等方面也发挥着重要作

用。 lncRNA 在表观遗传、细胞分裂和凋亡等多种生

命活动中不可或缺,是研究分子机制的热点方向。
大部分 lncRNA 需与一种或多种 RNA 结合蛋白

(RBP)相互作用来发挥其生理功能;同样,RBP 也

能够结合大量不同的 RNA[57] 。 本研究发现 16 个

lncRNAs 与 CatSper1 竞争性结合 ssc-miR-1343,14
个 lncRNAs 与 CatSper1 竞争性结合 ssc-miR-744,
lncRNA 数量最多,这也说明 lncRNA 的重要性。 从

GO 分析来看,不管是分子功能、生物学过程或者细

胞成分,主要富集的条目都与精子生成过程相关,
且与 CatSper1 基因的结构功能紧密相关,如精子活

力,精子发生、钙离子转运以及电压门控 Ca2+通道活

性等,说明 CatSper1 基因在 BMI 精子发生和受精过

程中发挥重要作用。
综上所述,本研究使用 RNA-seq 二代测序技术

获得了版纳微型猪近交系睾丸组织 CatSper1 基因的

表达量,获得了 CatSper1 基因的全长 CDS;分析了该

基因的结构、氨基酸序列特征;构建了蛋白质互作

PPI 网络;注释了该基因并构建了基因与 miRNA 和

lncRNA 调控网络。 结果可为深入研究 CatSper1 基

因在 BMI 精子发生过程的功能提供数据资料,也可

为挖掘与其他哺乳动物精子发生相关基因的研究

提供借鉴。
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骨骼肌特异性 Chrono 过表达对小鼠运动能力和
糖耐量的影响
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(1. 北京体育大学运动与体质健康教育部重点实验室,北京　 100084;2. 北京体育大学运动人体科学学院,北京　 100084)

　 　 【摘要】 　 目的　 骨骼肌糖代谢水平是影响有氧运动能力的重要因素,骨骼肌糖代谢水平又受到生物钟的调

控。 Chrono 是近年新发现的生物钟基因,它可反馈性抑制核心生物钟转录因子 BMAL1 对其下游生物钟靶基因的

转录,被认为是 BMAL1 的转录抑制因子。 研究表明 BMAL1 参与骨骼肌糖代谢的调控,而 CHRONO 作为 BMAL1
的转录抑制因子,CHRONO-BMAL1 通路对运动能力和糖耐量的影响目前尚未可知。 因此,本研究拟通过骨骼肌特

异性 Chrono 过表达小鼠和野生型小鼠,探讨 CHRONO-BMAL1 通路对糖耐量和运动能力的影响,为阐明调节糖耐

量与影响骨骼肌健康的新机制提供理论依据。 方法　 健康 8 周龄 C57BL / 6N 野生鼠( WT)和骨骼肌特异性 Chrono
过表达鼠(TG)各 20 只,雌雄各半。 记录小鼠体重和摄食量,进行体成分测试,对小鼠进行自主活动性测试、递增

负荷运动能力测试,葡萄糖耐量测试和抓力测试,取小鼠骨骼肌称重,进行实时荧光定量 PCR 检测 Chrono、MyhcI、
MyhcIIa、MyhcIIb、MyhcIIx、Pdha1 的 mRNA 表达,试剂盒检测肌糖原含量。 结果　 (1)与 WT 鼠相比,TG 鼠的自主

活动性和递增负荷运动能力均明显降低(P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01);(2)与 WT 鼠相比,TG 鼠腓肠肌、股四头肌、比目

鱼肌、趾长伸肌和胫骨前肌重量均明显增加(P
 

<
 

0. 01),TG 雌鼠腓肠肌和股四头肌重量则明显低于 TG 雄鼠(P
 

<
 

0. 01);(3)与 WT 鼠相比,TG 雄鼠前肢抓力显著下降(P
 

<
 

0. 05),骨骼肌 MyhcII 型 mRNA 表达也明显下降或呈现

下降趋势,TG 雌鼠的抓力和 II 型肌纤维 mRNA 的表达则均显著高于 TG 雄鼠(P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01);(4)与 WT
鼠相比,TG 鼠糖耐量测试时各点血糖值和曲线下面积均显著升高(P

 

<
 

0. 01),TG 雌鼠则显著低于 TG 雄鼠(P
 

<
 

0. 01);(5)与 WT 鼠相比,TG 鼠肌糖原含量明显增多(P
 

<
 

0. 05),Pdha1
 

mRNA 表达明显减少或呈减少趋势,而 TG
雌鼠肌糖原含量和 Pdha1

 

mRNA 的表达均显著高于 TG 雄鼠(P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01)。 结论　 骨骼肌 Chrono 过表

达可降低小鼠自主活动性,导致糖耐量降低,并影响有氧运动能力。
【关键词】 　 Chrono;骨骼肌;运动能力;糖耐量
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【Abstract】 　 Objective 　 The
 

level
 

of
 

skeletal
 

muscle
 

glucose
 

metabolism
 

is
 

an
 

important
 

factor
 

affecting
 

aerobic
 

exercise
 

capacity,
 

and
 

is
 

regulated
 

by
 

the
 

biological
 

clock.
 

Chrono
 

is
 

a
 

newly
 

discovered
 

circadian
 

clock
 

gene.
 

It
 

isinvolved
 

in
 

the
 

feedback
 

inhibition
 

of
 

transcription
 

of
 

the
 

core
 

circadian
 

clock
 

transcription
 

factor
 

BMAL1
 

to
 

its
 

downstream
 

circadian
 

clock
 

target
 

genes,
 

and
 

is
 

considered
 

a
 

transcription
 

repressor
 

of
 

BMAL1.
 

Studies
 

have
 

shown
 

that
 

BMAL1
 

is
 

involved
 

in
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the
 

regulation
 

of
 

skeletal
 

muscle
 

glucose
 

metabolism.
 

However,
 

CHRONO
 

is
 

a
 

transcription
 

inhibitor
 

of
 

BMAL1,
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

the
 

CHRONO-BMAL1
 

pathway
 

on
 

exercise
 

capacity
 

and
 

glucose
 

tolerance
 

is
 

currently
 

unknown.
 

Therefore,
 

this
 

study
 

employed
 

skeletal
 

muscle-specific
 

Chrono
 

overexpression
 

mice
 

and
 

wild-type
 

mice
 

to
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

the
 

CHRONO-BMAL1
 

pathway
 

on
 

glucose
 

tolerance
 

and
 

exercise
 

capacity.
 

Our
 

findings
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

elucidating
 

new
 

mechanisms
 

affecting
 

skeletal
 

muscle
 

health. Methods　 In
 

total,
 

20
 

healthy
 

8-week-old
 

C57BL / 6N
 

wild-
type

 

(WT)
 

mice
 

and
 

20
 

skeletal
 

muscle-specific
 

Chrono
 

overexpression
 

(Chrono-TG)
 

mice
 

(50:50,
 

male:
 

female)
 

were
 

used
 

in
 

this
 

study.
 

Body
 

weight
 

and
 

food
 

intake
 

were
 

recorded.
 

The
 

body
 

composition
 

test,
 

autonomous
 

activity
 

test,
 

incremental
 

load
 

exercise
 

ability
 

test,
 

glucose
 

tolerance
 

test,
 

and
 

grip
 

test
 

were
 

performed.
 

Skeletal
 

muscle
 

was
 

weighed
 

and
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

Chrono,
 

MyhcI,
 

MyhcIIa,
 

MyhcIIb,
 

MyhcIIx,
 

and
 

Pdha1
 

genes
 

were
 

detected
 

by
 

Real-time
 

PCR.
 

The
 

content
 

of
 

muscle
 

glycogen
 

was
 

detected
 

using
 

an
 

appropriate
 

kit. Results　 (1)
 

Compared
 

with
 

WT
 

mice,
 

the
 

autonomous
 

mobility
 

and
 

exercise
 

ability
 

of
 

Chrono-TG
 

mice
 

were
 

obviously
 

reduced
 

(P
 

<
 

0. 05
 

or
 

P
 

<
 

0. 01);
 

(2)
 

Compared
 

with
 

WT
 

mice,
 

the
 

weights
 

of
 

the
 

gastrocnemius,
 

quadriceps,
 

soleus,
 

extensor
 

digitorum
 

longus,
 

and
 

tibial
 

anterior
 

muscles
 

of
 

TG
 

mice
 

were
 

significantly
 

increased
 

( P
 

<
 

0. 01),
 

while
 

the
 

weights
 

of
 

the
 

gastrocnemius
 

and
 

quadriceps
 

femoris
 

of
 

female
 

TG
 

mice
 

were
 

lower
 

than
 

for
 

male
 

TG
 

mice
 

(P
 

<
 

0. 01);
 

(3)
 

Compared
 

with
 

WT
 

mice,
 

the
 

strength
 

of
 

the
 

front
 

paw
 

of
 

male
 

TG
 

mice
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P
 

<
 

0. 05),
 

and
 

MyhcIIs
 

mRNA
 

expression
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

was
 

also
 

decreased
 

or
 

showed
 

a
 

downward
 

trend.
 

The
 

forepaw
 

grip
 

and
 

MyhcIIs
 

mRNA
 

expression
 

in
 

female
 

TG
 

mice
 

were
 

clearly
 

higher
 

than
 

in
 

male
 

TG
 

mice
 

(P
 

<
 

0. 05
 

or
 

P
 

<
 

0. 01);
 

(4)
 

Compared
 

with
 

WT
 

mice,
 

the
 

blood
 

glucose
 

value
 

and
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

at
 

each
 

point
 

in
 

the
 

glucose
 

tolerance
 

test
 

of
 

the
 

TG
 

mice
 

were
 

increased
 

(P
 

<
 

0. 01),
 

while
 

female
 

TG
 

mice
 

showed
 

lower
 

levels
 

than
 

male
 

TG
 

mice
 

(P
 

<
 

0. 01);
 

(5)
 

Compared
 

with
 

WT
 

mice,
 

the
 

content
 

of
 

muscle
 

glycogen
 

in
 

TG
 

mice
 

was
 

increased
 

(P
 

<
 

0. 05),
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

Pdha1
 

mRNA
 

was
 

decreased
 

or
 

showed
 

a
 

decreasing
 

trend,
 

while
 

the
 

muscle
 

glycogen
 

content
 

and
 

Pdha1
 

mRNA
 

expression
 

in
 

female
 

TG
 

mice
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

in
 

male
 

TG
 

mice
 

(P
 

<
 

0. 05
 

or
 

P
 

<
 

0. 01). Conclusions　 Overexpression
 

of
 

the
 

Chrono
 

gene
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

can
 

reduce
 

autonomic
 

mobility,
 

impair
 

glucose
 

tolerance,
 

and
 

affect
 

the
 

aerobic
 

exercise
 

capacity
 

of
 

mice.
【Keywords】　 Chrono;

 

skeletal
 

muscle;
 

exercise
 

capacity;
 

glucose
 

tolerance
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　 　 骨骼肌占人体体重约 40%[1] ,是重要的代谢调

节组织,可将大部分餐后血糖吸收摄取并储存,对
于维持血糖水平的稳定至关重要[2-4] 。 骨骼肌糖代

谢水平则是影响有氧运动能力的重要因素[5] ,而骨

骼肌糖代谢水平会受到生物钟的调控[6] 。 BMAL1
(brain

 

and
 

muscle
 

ARNT-like
 

protein
 

1)是核心生物

钟分 子, 可 与 CLOCK ( circadian
 

locomotor
 

output
 

cycles
 

kaput)形成 BMAL1-CLOCK 异二聚体,它们作

为转录因子可调控生物钟靶基因的转录[7-8] 。
Chrono ( computationally

 

highlighted
 

repressor
 

of
 

network
 

oscillator,也称 Gm129、Ciart、C1orf51 等) 是

近年新发现的生物钟基因[9] ,其编码的 CHRONO 蛋

白可直接与转录因子 BMAL1 相结合,并反馈性抑

制 BMAL1-CLOCK 的 转 录 活 性[10-11] , CHRONO-
BMAL1 被认为是调控生物节律的重要通路。 另外,
研究发现,骨骼肌生物钟核心分子 BMAL1 参与调

节骨骼肌胰岛素敏感性[12] ,调控骨骼肌中糖代谢相

关基因表达的节律性变化, 以维持血糖水平稳

定[13] ,骨骼肌 BMAL1 缺失则会显著降低骨骼肌葡

萄糖摄取[6,l4-15]和糖耐量水平[16] 。 因此,BMAL1 不

仅参与骨骼肌生物钟调节,可能也是调节骨骼肌糖

代谢的重要分子。 然而,CHRONO 作为 BMAL1 的

转录抑制因子,CHRONO-BMAL1 通路是否会对糖

耐量产生影响? 进而影响运动能力呢? 这些问题

目前未见相关文献报道。
因此,本研究拟通过骨骼肌特异性 Chrono 过表

达和野生型小鼠,探讨 CHRONO-BMAL1 通路对糖

耐量和运动能力的影响,为阐明调节糖耐量与影响

骨骼肌健康的新机制提供理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

20 只 8 周龄 SPF 级 C57BL / 6N 野生鼠( Wild
 

Type,WT),其中雄性 10 只,体重(22. 65
 

±
 

0. 21) g,
雌性 10 只,体重( 18. 41

 

±
 

0. 13) g。 20 只 8 周龄

SPF 级骨骼肌特异性 Chrono 过表达鼠 ( Chrono-
TG),其中雄性 10 只,体重(23. 16

 

±
 

0. 37) g,雌性

10 只,体重(18. 69
 

±
 

0. 29)g。 WT 鼠由北京维通利

华实验动物技术有限公司提供【 SCXK (京) 2016-
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0006】,Chrono-TG 鼠其背景为 C57BL / 6N 鼠,由赛

业生物科技有限公司制作,中国医学科学院医学实

验动物研究所负责繁育【SCXK(京)2019-0011】。
所有小鼠饲养及测试工作均在北京体育大学

动物房【 SYXK(京) 2021-0053】 完成。 动物房室内

温度维持在 25℃ 左右,相对湿度 60%
 

~
 

70%,12
 

h
光照~12

 

h 黑暗周期(7:00 开,19:00 关)。 饲养采

用国家啮齿类动物标准饲料,整个饲养过程动物可

以自由饮水、进食。 本研究经北京体育大学运动科

学实验伦理委员会批准(批准号:2021042A)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

血浆胰岛素试剂盒( GEL2579-B,金恩来,中国

北京),糖原含量检测试剂盒(BC0345,索莱宝,中国

北京),RNAiso
 

Plus(9109,TaKaRa,日本),逆转录试

剂盒( FSQ101,Toyobo,日本),SYBR
 

Green
 

Realtime
 

PCR
 

Master
 

Mix( QPK-201,Toyobo,日本),18S 引物

( QT02448075, QIAGEN, 德 国 )、 Chrono 引 物

(QT01533749,QIAGEN,德国)。
小动物体成分分析仪( Echo-MRI,美国),小鼠

自主活动转轮笼系统(武汉一鸿科技,中国),动物

跑台(Columbus
 

Instruments,美国),小鼠抓力测试仪

(北京众实迪创科技,中国),血糖仪及血糖试纸(三

诺 GA-6,中国),组织研磨仪( Next
 

Advance,美国),
低温离心机 ( Eppendorf,德国),微量分光光度计

( NanoDrop
 

2000, Thermo
 

Fisher
 

Scientific, 美国),
PCR 扩增仪(A300,LongGene,中国杭州),荧光定量

PCR 仪(ABI7500,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 体重、摄食量记录及体成分测试

定时记录各组小鼠每周体重及摄食量。 采用

小动物体脂成分分析仪对各组小鼠的脂肪含量和

瘦体重含量进行分析测定。
1. 2. 2　 自主活动性测试

采用小鼠自主活动转轮笼系统连续记录采集

黑暗下 72
 

h 小鼠自主活动情况。
1. 2. 3　 递增负荷运动能力测试

递增负荷运动能力测试参照 Burch 等[17] 的研

究并进行了改良。 具体如图 1:跑台+5°坡度,以 10
 

m / min 速度跑 5
 

min,6
 

min 跑速增为 13
 

m / min,之
后每 3

 

min 增加跑速 3
 

m / min,让小鼠运动至力竭。
力竭的判断标准是:小鼠不能维持现有跑速继续运

动,机械刺激和电刺激小鼠 10
 

s 以上仍不能继续运

动即判断为力竭。

图 1　 运动能力测试方案

Figure
 

1　 Exercise
 

capacity
 

test
 

program

1. 2. 4　 抓力测试

先进行 3
 

d 的抓力测试适应,正式测试时让小

鼠两只前爪握住抓力杆,测试者抓住小鼠尾巴让小

鼠身体与抓力仪保持平行,并保证小鼠两前爪能持

续稳定的发力,记录下持续发力阶段的握力最大值

和平均值。
1. 2. 5　 血糖及葡萄糖耐量测试

采集小鼠尾静脉血,测试小鼠在非禁食状态下

的血糖值。
葡萄糖耐量试验( glucose

 

tolerance
 

test,GTT):
小鼠禁食 8

 

h 后,根据体重通过腹腔注射 1
 

g / kg 体

重的葡萄糖溶液(100
 

mg / mL)。 检测小鼠尾静脉末

梢血糖水平,记录下注射前(0
 

min) 及注射后 15、
30、45、60、90 和 120

 

min
 

7 个时间点的血糖值。
计算血糖曲线下面积 ( area

 

under
 

the
 

curve,
AUC)= (0

 

min 血糖值+15
 

min 血糖值) ×15 / 2+(15
 

min 血糖值+30
 

min 血糖值) ×15 / 2+(30
 

min 血糖值

+45
 

min 血糖值) ×15 / 2+(45
 

min 血糖值+60
 

min 血

糖值) ×15 / 2+(60
 

min 血糖值+90
 

min 血糖值) ×30 /
2+(90

 

min 血糖值+120
 

min 血糖值) ×30 / 2。
1. 2. 6　 动物取材及骨骼肌称重

收集小鼠眼眶后静脉血并制备血浆,随后脱颈

处死,取心脏、肝和肾,并迅速分离腿部骨骼肌,对
各块骨骼肌进行称重记录,随后用锡纸包好编号,
投入液氮并转入-80℃保存。
1. 2. 7　 血浆胰岛素测定

按照试剂盒说明书测定小鼠血浆中胰岛素

含量。
1. 2. 8　 骨骼肌糖原含量检测

取 50
 

mg 腓肠肌,按照试剂盒说明书进行糖原

提取与测定。
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1. 2. 9　 实时荧光定量 PCR
提取腓肠肌总 RNA,检测目的基因 Chrono、肌

球蛋白重链 I 型 ( MyhcI)、 肌球蛋白重链 IIa 型

(MyhcIIa)、肌球蛋白重链 IIb 型(MyhcIIb)、肌球蛋

白重链 IIx 型(MyhcIIx)、丙酮酸脱氢酶 E1α 亚单位

(Pdha1)的相对表达。 除内参 18S 和 Chrono 外,其
余 引 物 序 列 由 Primerbank ( https: / / pga. mgh.
harvard. edu / primerbank / index. html)网站查询获得,
见表 1,由 Thermo

 

Fisher
 

Scientific 合成。 取 50
 

mg
腓肠肌组织,加入 800

 

μL 预冷的 RNAiso
 

Plus 进行

组织研磨,4℃ ,11
 

304
 

r / min 离心 10
 

min 后取上清,
氯仿分相,取上层无色水相用异丙醇分离 RNA,
4℃ ,11

 

304
 

r / min 离心 20
 

min 后用 75%乙醇洗涤

RNA,然后进行干燥,再悬浮,得到总 RNA 提取液。
测定所提 RNA 浓度及纯度,之后进行逆转录,反应

条件为 65℃ ,5
 

min;37℃ ,15
 

min;98℃ ,5
 

min。 加入

反应体系和相应的引物进行实时荧光定量 PCR 检

测。 通过仪器自带软件读取实时荧光量 CT 值,用
比较 CT 法对目的基因的表达进行相对定量,公式

如下:目的基因= 2-ΔΔCT。
表 1　 引物信息

Table
 

1　 Information
 

of
 

primers
引物

Primers
序列(5’→3’)

Sequences(5’→3’)
长度(bp)
Size(bp)

MyhcI
F:ACTGTCAACACTAAGAGGGTCA

R:TTGGATGATTTGATCTTCCAGGG
114

MyhcIIa
F:AAGTGACTGTGAAAACAGAAGCA

R:GCAGCCATTTGTAAGGGTTGAC
222

MyhcIIb
F:TTGAAAAGACGAAGCAGCGAC

R:AGAGAGCGGGACTCCTTCTG
190

MyhcIIx
F:GCGAATCGAGGCTCAGAACAA

R:GTAGTTCCGCCTTCGGTCTTG
138

Pdha1
F:GAAATGTGACCTTCATCGGCT

R:TGATCCGCCTTTAGCTCCATC
123

1. 3　 统计学分析

用 SPSS 软件进行数据的统计处理,结果用平

均值
 

±
 

标准误差( x-
 

±
 

sx-)表示。 采用独立样本 t 检
验对数据进行分析,P

 

<
 

0. 05 和 P
 

<
 

0. 01 分别代表

具有显著性和非常显著性差异。

2　 结果

2. 1　 各组小鼠不同组织 Chrono
 

mRNA 表达

在 TG 鼠中,雌鼠骨骼肌 Chrono
 

mRNA 表达显

著高出雄鼠 65. 36%;与 WT 鼠比,其雄、雌鼠的心脏

和肾中 Chrono
 

mRNA 的表达略高,Chrono-TG 雄鼠

心脏和肾中 Chrono
 

mRNA 表达分别为 WT 雄鼠的

2. 6 倍和 2. 07 倍,TG 雌鼠肾中 Chrono
 

mRNA 表达为

WT 雌鼠的 3. 98 倍,而 TG 鼠腓肠肌(gastrocnemius)
的 Chrono

 

mRNA 表达则非常显著地高于 WT 鼠,雄鼠

高 49. 88 倍,雌鼠高 99. 45 倍(图 2)。

注:与各相应雄鼠比,∗P
 

<
 

0. 05;与 WT 鼠相比,#P
 

<
 

0. 05,
##P

 

<
 

0. 01。 (下图同)

图 2　 不同组织 Chrono
 

mRNA 表达

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

corresponding
 

male
 

mice,
 ∗P

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

WT,
  #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

fingures)

Figure
 

2　 Chrono
 

mRNA
 

expression
 

in
 

different
 

tissues

2. 2　 各组小鼠体重、摄食量及体成分变化

在 Chrono-TG 鼠 中, 雌 鼠 体 重 从 ( 18. 69
 

±
 

0. 29) g 增长至 ( 21. 00
 

±
 

0. 35 ) g, 雄鼠体重从

(23. 16
 

±
 

0. 37) g 增长至(25. 46
 

±
 

0. 39) g,整个饲

养周期中雌鼠体重始终显著低于雄鼠(P
 

<
 

0. 01),
TG 雌鼠在第 1、 2 周摄食量明显低于雄鼠 ( P

 

<
 

0. 05),体脂百分比和瘦体重百分比则无明显变化;
在 WT 鼠中,雌鼠体重从(18. 41

 

±
 

0. 13) g 增长至

(21. 49
 

±
 

0. 21) g,雄鼠则从(22. 65
 

±
 

0. 21) g 增长

至(26. 62
 

±
 

0. 25)g,雌鼠体重始终显著低于雄鼠(P
 

<
 

0. 01),且雌鼠在第 2、3、4、5 周的摄食量均显著低

于雄鼠(P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01)。 Chrono-TG 雄鼠体

重在第 4、5 周分别为(25. 09
 

±
 

0. 36) g 和(25. 46
 

±
 

0. 39) g, WT 雄鼠体重在第 4、5 周则为 ( 26. 13
 

±
 

0. 30)g 和(26. 62
 

±
 

0. 25)g,在这两周 TG 雄鼠体重

明显低于 WT 雄鼠(P
 

<
 

0. 05)(图 3)。
2. 3　 各组小鼠自主活动变化

图 4A 可以看出,TG 鼠中雄鼠自主转轮活动总

量为(20 628. 91
 

±
 

2 108. 31) m,雌鼠自主转轮活动

总量为(25 323. 53
 

±
 

2 772. 84) m,雌雄并无明显差

异,WT 鼠中雄鼠自主转轮活动总量为(30017. 26
 

±
 

1913. 43)m,雌鼠为(35920. 16
 

±
 

1131. 04) m,雌性
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活动总量显著高于雄性(P
 

<
 

0. 05);TG 鼠与 WT 鼠

相比,雌、雄鼠的自主转轮活动总量均显著降低(P
 

<
 

0. 01)。 图 4B 显示,在 TG 鼠中,其雄鼠和雌鼠在

全天 24
 

h 内的转轮活动量无显著变化,在 WT 鼠

中,雌鼠在夜晚(19:00
 

~
 

7:00)明显高于雄鼠(P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01);TG 鼠与 WT 鼠相比,雌、雄鼠在

夜晚的转轮活动量均明显减少(P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01)。

注:与各相应雄鼠相比,∗∗P
 

<
 

0. 01。 (下图同)

图 3　 体重、摄食量及体成分变化

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

corresponding
 

male
 

mice,
  ∗∗P

 

<
 

0. 01.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

fingures)

Figure
 

3　 Changes
 

of
 

body
 

weight,
 

food
 

intake
 

and
 

body
 

composition

注:A:小鼠自主转轮总活动量;B:每小时平均转轮活动量,a:TG 雄鼠与 WT 雄鼠相比,b:WT 雌鼠与 WT 雄鼠、TG 雌鼠与 WT 雌鼠相比。

图 4　 自主活动变化

Note.
 

A.
 

Total
 

amount
 

of
 

autonomous
 

activity.
 

B.
 

Average
 

amount
 

of
 

voluntary
 

activity
 

per
 

hour.
 

a.
 

Represents
 

the
 

comparison
 

between
 

TG
 

male
 

mice
 

and
 

WT
 

male
 

mice.
 

b.
 

Represents
 

the
 

comparison
 

between
 

WT
 

female
 

mice
 

and
 

WT
 

male
 

mice,
 

and
 

TG
 

female
 

mice
 

and
 

WT
 

female
 

mice.

Figure
 

4　 Change
 

of
 

autonomous
 

activity
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2. 4　 各组小鼠跑台运动能力变化

从图 5 知,在 TG 鼠中,雄鼠进行递增负荷至力

竭的运动时间为(43. 76
 

±
 

1. 57) min,运动距离为

(1218. 81
 

±
 

77. 53) m,雌鼠运动时间为( 44. 17
 

±
 

1. 14)min,运动距离为(1233. 35
 

±
 

57. 90) m,雌雄

之间无明显变化; WT 雄鼠运动时间为 ( 51. 34
 

±
 

1. 35)min,距离为(1608. 34
 

±
 

75. 22)m,WT 雌鼠运

动时间为(48. 78
 

±
 

1. 81) min,距离为( 1480. 42
 

±
 

96. 47)m,与 WT 鼠比,TG 鼠其雌、雄鼠运动时间和

距离均显著下降(P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01)。

图 5　 递增负荷至力竭的运动时间和运动距离变化

Figure
 

5　 Changes
 

of
 

time
 

and
 

distance
 

of
 

incremental
 

load
 

to
 

exhaustion

2. 5　 各组小鼠葡萄糖耐量、非禁食血糖和胰岛素浓

度变化

如图 6A 所示,在 TG 鼠中,雌鼠在第 30、45、60、
90、120

 

min 的血糖值显著低于雄鼠(P
 

<
 

0. 01),WT
鼠中,雌鼠在第 0、30、45、60、90、120

 

min 的血糖值

明显低于雄鼠(P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01);TG 鼠与 WT
鼠相比,其雌、雄鼠在第 15、30、45、60、90、120

 

min
这 6 个时间点的血糖值都显著升高(P

 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01)。 图 6B 显示, TG 雄鼠 GTT 曲线下面积

(AUC) 为 ( 1161. 82
 

±
 

25. 56 ), TG 雌鼠 AUC 为

(1028. 58
 

±
 

18. 30),WT 雄鼠 AUC 为( 1004. 68
 

±
 

20. 25),WT 雌鼠 AUC 为(897. 64
 

±
 

22. 34)。 在 TG
鼠和 WT 鼠中,雌鼠 AUC 均显著低于雄鼠 (P

 

<
 

0. 01),TG 鼠与 WT 鼠相比,其雌、雄鼠 AUC 均显著

升高(P
 

<
 

0. 01)。 图 6C 和 6D 可以看出,TG 鼠中

雌鼠非禁食血糖为(6. 58
 

±
 

0. 25) mmol / L,血浆胰

岛素浓度为(9. 79
 

±
 

0. 17) mIU / L,雄鼠非禁食血糖

为(6. 91
 

±
 

0. 12) mmol / L,胰岛素为(9. 69
 

±
 

0. 18)
mIU / L,雌雄之间无明显差异,WT 鼠中雌鼠非禁食

血糖为 ( 6. 22
 

±
 

0. 13) mmol / L,显著低于雄鼠的

(6. 93
 

±
 

0. 24)mmol / L(P
 

<
 

0. 05)。
2. 6　 各组小鼠抓力、骨骼肌重量及肌纤维类型

mRNA 表达变化

图 7A 表明,在 TG 鼠中,雌鼠抓力相对最大值

(2. 40
 

±
 

0. 11),相对平均值(2. 09
 

±
 

0. 07),明显高

于雄鼠最大值 ( 2. 04
 

±
 

0. 08) 和平均值 ( 1. 75
 

±
 

0. 06)(P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01);与 WT 雄鼠抓力最

大值(2. 35
 

±
 

0. 10),平均值(2. 04
 

±
 

0. 08)相比,TG
雄鼠抓力最大值和平均值显著降低(P

 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01)。 图 7B 中显示,TG 雌鼠腓肠肌和股四头

肌相对重量为(5. 93
 

±
 

0. 08)和(7. 93
 

±
 

0. 11),显
著低于 TG 雄鼠的(6. 44

 

±
 

0. 08)和(8. 41
 

±
 

0. 10)
(P

 

<
 

0. 01),WT 鼠中雌鼠的腓肠肌和股四头肌相

对重量为(5. 40
 

±
 

0. 08)和(7. 38
 

±
 

0. 10),显著低

于 WT 雄鼠的(5. 72
 

±
 

0. 06)和(7. 76
 

±
 

0. 09)(P
 

<
 

0. 01);TG 鼠与 WT 鼠比,其雌、雄鼠腓肠肌、比目鱼

肌、趾长伸肌、胫骨前肌和股四头肌的相对重量都

明显增加(P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01)。 图 7C 和 7D 显

示,TG 鼠中,雌鼠和雄鼠骨骼肌 MyhcI 的 mRNA 表

达无明显变化,雌鼠 MyhcIIa、MyhcIIb 和 MyhcIIx 的

mRNA 表达则明显多于雄鼠(P
 

<
 

0. 05),分别高

0. 54、0. 38 和 0. 33 倍, WT 鼠中雌鼠 MyhcIIa 的

mRNA 表达显著高于雄鼠 0. 41 倍(P
 

<
 

0. 01);TG
鼠与 WT 鼠比,其雄鼠 MyhcIIa 和 MyhcIIb 的 mRNA
表达显著降低 32. 35%和 29. 41%(P

 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01),雌鼠 MyhcIIa
 

mRNA 表达明显减少 26. 39%
(P

 

<
 

0. 05)。
2. 7　 各组小鼠肌糖原含量和骨骼肌丙酮酸脱氢酶

(Pdha1)mRNA 表达变化

由图 8A 可 看 出, TG 雌 鼠 肌 糖 原 含 量 为

( 0. 0120
 

±
 

0. 0009 ) mg, TG 雄 鼠 为 ( 0. 0092
 

±
 

0. 0002) mg, WT 雌鼠肌糖原含量为 ( 0. 0099
 

±
 

436
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图 6　 葡萄糖耐量、非禁食血糖和胰岛素浓度变化

Figure
 

6　 Changes
 

of
 

glucose
 

tolerance,
 

non-fasting
 

blood
 

glucose
 

and
 

plasma
 

insulin
 

concentration

注:GAS:腓肠肌;SOL:比目鱼肌;EDL:趾长伸肌;TA:胫骨前肌;QUA:股四头肌。

图 7　 抓力、骨骼肌重量及肌纤维类型 mRNA 表达变化

Note.
 

GAS.
 

Gastrocnemius.
 

SOL.
 

Soleus.
 

EDL.
 

Extensor
 

digitorum
 

longus.
 

TA.
 

Tibialis
 

anterior.
 

QUA.
 

Quadriceps.

Figure
 

7　 Changes
 

of
 

strength
 

of
 

front
 

paw,
 

muscle
 

weight
 

and
 

muscle
 

fiber
 

type
 

mRNA
 

expression
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图 8　 肌糖原含量和骨骼肌丙酮酸脱氢酶 mRNA 表达的变化

Figure
 

8　 Changes
 

of
 

muscle
 

glycogen
 

content
 

and
 

skeletal
 

muscle
 

pyruvate
 

dehydrogenase
 

mRNA
 

expression

0. 0005) mg,WT 雄鼠则为(0. 0080
 

±
 

0. 0005) mg。
在 TG 鼠和 WT 鼠中,雌鼠肌糖原含量均明显高于

雄鼠(P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01);TG 鼠与 WT 鼠相比,
其雌、雄鼠肌糖原含量均显著增多(P

 

<
 

0. 05)。 图

8B 显示,TG 鼠中雌鼠骨骼肌 Pdha1
 

mRNA 表达显

著多于雄鼠 0. 57 倍(P
 

<
 

0. 05);TG 鼠与 WT 鼠相

比,雄鼠骨骼肌中 Pdha1
 

mRNA 表达显著降低

32. 04%(P
 

<
 

0. 01)。

3　 讨论

Chrono 是近年来在哺乳动物中新发现的生物

钟基因[18-19] 。 Chrono 可影响小鼠昼夜节律周期[9] 。
研究表明,Chrono 是 BMAL1 的靶基因,Chrono 编码

的 CHRONO 蛋白可以和内源性 BMAL1 相结合,并
能抑制 BMAL1-CLOCK 对其生物钟靶基因的转录活

性[10-11] 。 因此,CHRONO 蛋白被认为是 BMAL1 的

转录抑制因子,CHRONO-BMAL1 通路也是调控生

物节律的重要通路[20] 。
3. 1　 骨骼肌 Chrono 过表达对小鼠自主活动节律

性的影响

本研究对该鼠不同组织器官进行 Chrono
 

mRNA
表达的检测,发现在心脏、肾和肝中 Chrono

 

mRNA
的表达与 WT 鼠相比虽有所提高但倍数较小,而腓

肠肌中 Chrono
 

mRNA 的表达高于 WT 鼠约 50
 

~
 

100 倍,并表现出了较大的性别差异。 表明该鼠确

实是骨骼肌特异性 Chrono 过表达鼠。
该研究对骨骼肌特异性 Chrono-TG 鼠进行自主

活动节律性测试,利用自主转轮笼系统连续记录小

鼠的运动情况,发现在 3
 

d 全黑时间里,TG 鼠总活

动量显著低于 WT 鼠,而在 24
 

h 的昼夜周期中,
7:00

 

~
 

19:00 为休息期,活动量较少,在 19:00
 

~
 

7:00 为活跃期,TG 鼠活动量明显低于 WT 鼠,TG

鼠其雌、雄鼠总活动量和活跃期活动量并无明显差

异。 表明骨骼肌 Chrono 过表达可显著降低小鼠的

自主活动性,而这种影响并无性别差异。
3. 2　 骨骼肌 Chrono 过表达对小鼠体重、摄食及体

成分的影响

本研究观察了骨骼肌 Chrono 过表达对小鼠体

重、摄食量和体成分的影响,发现在摄食量和体成

分上,TG 鼠和 WT 鼠无显著差异,而体重在饲养第

4、5 周出现 TG 雄鼠明显低于 WT 雄鼠的现象,这可

能与 TG 雄鼠摄食量始终偏低有关,导致其体重增

长速度低于 WT 雄鼠,从而在饲养后期出现体重差

异增加。 此外,两种鼠在 5 周饲养期内体重和摄食

量均出现明显的性别差异,即雌鼠体重明显低于雄

鼠,摄食量总体上低于雄鼠,而体脂百分比和瘦体

重百分比无性别差异。 以上表明,骨骼肌 Chrono 过

表达对小鼠体重、摄食量和体成分影响不大。
3. 3　 骨骼肌 Chrono 过表达对小鼠运动能力、抓力

和肌纤维类型的影响

研究发现,核心生物钟基因 Bmal1 的表达可影

响机体的运动能力。 Bmal1 基因敲除鼠与同窝对照

鼠相比,白天进行耐力运动的时间明显增加,晚上

则无变化[21] 。 骨骼肌特异性 Bmal1 基因敲除鼠与

同窝对照鼠相比,跑台测试中的运动距离和运动时

间都显著升高[22] 。 然而也有研究表明,Bmal1 基因

与运动能力关系不大。 骨骼肌特异性 Bmal1 基因

过表达小鼠在进行递增负荷运动能力测试时的运

动表现及最大摄氧量与野生鼠并无差异[23] 。
CHRONO 作为 BMAL1 的转录抑制因子,其对

运动能力的影响目前尚不明确,因此,本研究采用

骨骼肌特异性 Chrono 过表达鼠和 WT 鼠,进行跑台

递增负荷至力竭的运动能力测试,TG 鼠运动至力竭

的时间和距离均明显低于 WT 鼠,TG 鼠递增负荷运
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动至力竭的运动能力无性别差异。 表明骨骼肌

Chrono 过表达可显著降低小鼠有氧运动能力。
生物钟基因 Bmal1 还可影响骨骼肌重量及肌

纤维类型。 Bmal1 敲除会使小鼠肌肉力量下降,粗
细肌丝的超微结构出现损坏,甚至出现严重的肌肉

萎缩等[24-26] 。 非诱导型和可诱导型骨骼肌特异性

Bmal1 敲除小鼠,均表现出正常的骨骼肌形态及超

微结构,同时肌肉重量略有增加,肌纤维横截面积

也更大, 但肌肉力量有所下降, 快肌纤维比例

减少[14,27] 。
而 Chrono 基因是否也会对骨骼肌产生影响呢?

目前尚不清楚。 因而本研究对小鼠骨骼肌相关指

标进行检测,发现 TG 鼠其雌、雄鼠的腓肠肌、比目

鱼肌、趾长伸肌、胫骨前肌和股四头肌的相对重量

都明显高于 WT 鼠,骨骼肌相对重量也表现出性别

差异,WT 雌鼠和 TG 雌鼠的腓肠肌与股四头肌相对

重量均显著低于各自雄鼠。 此外,对小鼠前肢的抓

力测试显示,TG 雄鼠的抓力显著低于 WT 雄鼠,两
种雌鼠间无明显差异,而雌性 TG 鼠抓力则显著大

于雄性 TG 鼠。 TG 雄鼠的骨骼肌相对重量较大,但
其抓力却较小,其原因可能与骨骼肌纤维类型的改

变有关,而持续较短时间的前肢抓力则更多与快肌

纤维相关[28] 。 本研究对小鼠腓肠肌纤维类型进行

mRNA 表达检测发现,慢肌纤维即 MyhcI 型在 TG 鼠

和 WT 鼠中并无较大变化,但快肌纤维即 MyhcII 型
的差异却比较明显,TG 雄鼠的 MyhcIIa 和 MyhcIIb
型肌纤维表达显著低于 WT 雄鼠,TG 雌鼠 3 种 II 型
肌纤维的表达均高于 TG 雄鼠,这可能是造成 TG 雄

鼠抓力比 WT 雄鼠和 TG 雌鼠均较差的原因。
3. 4　 骨骼肌 Chrono 过表达对小鼠糖耐量、肌糖原

和骨骼肌丙酮酸脱氢酶 (Pdha1) mRNA 表达的

影响

核心生物钟基因 Bmal1 被证实可显著影响骨

骼肌糖代谢功能。 细胞实验表明,沉默 Bmal1 基因

会减弱 C2C12 细胞的胰岛素信号通路作用,产生明

显的胰岛素抵抗[12] 。 动物实验表明,骨骼肌 Bmal1
特异性敲除可显著下调糖代谢相关基因 mRNA 表

达,使骨骼肌糖酵解作用减弱,葡萄糖吸收利用减

少和糖耐量水平下降[13-14,16] 。 而骨骼肌 Bmal1 过

表达会降低急性睡眠剥夺后小鼠骨骼肌的胰岛素

敏感性[29] 。
本研究发现,CHRONO 作为 BMAL1 的转录抑

制因子,与 BMAL1 相同也会对小鼠糖耐量水平产

生显著影响。 TG 鼠糖耐量血糖值及曲线下面积都

明显高于 WT 鼠,并且在 WT 鼠和 TG 鼠中都呈现出

非常明显的性别差异,即雌鼠的糖耐量血糖值和曲

线下面积显著低于雄鼠,而在血浆胰岛素和非禁食

血糖方面,TG 鼠与 WT 鼠相比并无异常。 同时 TG
雌、雄鼠肌糖原含量均明显高于 WT 鼠,出现肌糖原

大量积累的情况,而 TG 雄鼠丙酮酸脱氢酶 Pdha1
 

mRNA 的表达显著低于 WT 雄鼠,丙酮酸脱氢酶是

糖酵解进入三羧酸循环的关键[30] ,其表达减少提示

糖有氧氧化过程受到抑制。 另外,两种雌鼠的肌糖

原均明显高于各自相应雄鼠,Pdha1
 

mRNA 的表达

也高于雄鼠或有升高的趋势,这可能是造成小鼠糖

耐量出现性别差异的原因之一。 以上结果表明,骨
骼肌 Chrono 过表达可导致小鼠肌糖原堆积,骨骼肌

Pdha1
 

mRNA 表达减少,糖耐量异常。
骨骼肌 Chrono 过表达可降低小鼠自主活动性,

导致糖耐量降低,并影响有氧运动能力。
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和厚朴酚对心梗小鼠的心肌保护作用研究
江丽青,张溧昀,师恒,杨家昌,刘金成,段维勋∗

(空军军医大学西京医院心血管外科,西安　 710032)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨和厚朴酚(Honokiolc,HKL)对急性心肌梗死(acute
 

myocardial
 

infarction,AMI)小鼠的心肌

保护作用及其可能的调控机制。 方法　 80 只雄性 C57BL / 6J 小鼠随机分为四组,每组 20 只:假手术(Sham)组、心梗

模型
 

+
 

空白溶剂(Vehicle)(MI
 

+
 

V)组、心梗模型
 

+
 

和厚朴酚治疗(MI
 

+
 

HKL)组、心梗模型
 

+
 

和厚朴酚
 

+
 

沉默调节

蛋白 1(Sirtuin-1,SIRT1)抑制剂(selisistat,EX527)处理(MI
 

+
 

HKL
 

+
 

EX)组。 造模后记录 28
 

d 内小鼠的死亡情况;术
后第 28 天检测小鼠超声心动图后,处死动物留取血清标本,酶联免疫吸附剂( enzyme

 

linked
 

immunosorbent
 

assay,
ELISA)法检测血清炎症指标。 留取心脏组织标本,活性氧荧光探针-二氢乙啶(dihydroethidium,DHE)法检测心肌组

织氧化应激水平;末端 DNA 转移酶 dUTP 缺口末端标记( terminal-deoxynucleoitidyl
 

transferase
 

mediated
 

nick
 

end
 

labeling,TUNEL)法检测心肌细胞凋亡率,蛋白质印迹法(Western
 

Blot)检测目标蛋白的表达水平。 结果　 与模型组

比较,HKL 口服治疗 4 周后可显著改善心梗小鼠的心功能,降低血清炎症因子水平和心肌细胞凋亡率,减轻心肌氧化

应激水平,上调 SIRT1 表达并下调 Ac-Foxo1 表达。 而使用 SIRT1 抑制剂 EX527 阻断 SIRT1 信号后,HKL 的上述保护

作用明显减弱(P
 

<
 

0. 05)。 结论　 口服 HKL 可以抵抗心梗引发的心肌损伤,并显著改善心梗小鼠心功能,其作用机

制可能是 SIRT1 / Ac-Foxo1 信号参与调节。
【关键词】 　 心肌梗死;和厚朴酚;心肌凋亡;沉默信息调节蛋白 1
【中图分类号】

  

Q95-33　 　 【文献标识码】
  

A　 　 【文章编号】
  

1005-4847
 

(2022)
 

05-0639-07

Study
 

on
 

myocardial
 

protective
 

effect
 

of
 

honokiol
 

in
 

mice
 

after
 

acute
 

myocardial
 

infarction
JIANG

  

Liqing,
 

ZHANG
  

Liyun,
 

SHI
  

Heng,
 

YANG
  

Jiachang,
 

LIU
  

Jincheng,
 

DUAN
  

Weixun∗

(Department
 

of
 

Cardiovascular
 

Surgery,
 

Xijing
 

Hospital,
 

Air
 

Force
 

Medical
 

University,
 

Xi’an
 

710032,
 

China)
Corresponding

 

author:
  

DUAN
 

Weixun.
 

E-mail:
 

duanweixun@ 126. com

【Abstract】 　 Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

myocardial
 

protective
 

effect
 

and
 

possible
 

regulatory
 

mechanism
 

of
 

Honokiol
 

(HKL)
 

on
 

Acute
 

Myocardial
 

Infarction
 

( AMI)
 

in
 

vivo. Methods　 Eighty
 

male
 

C57BL / 6J
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

following
 

groups:
 

Sham
 

( Sham)
 

group,
 

Myocardial
 

Infarction
 

model
 

and
 

Vehicle
 

( MI
 

+
 

V)
 

group,
 

Myocardial
 

Infarction
 

model
 

and
 

HKL
 

treatment
 

( MI
 

+
 

HKL)
 

group,
 

Myocardial
 

Infarction
 

model,
 

HKL
 

treatment
 

and
 

Sirtuin-1(SIRT1)
 

inhibitor
 

(selisistat,
 

EX527)(MI
 

+
 

HKL
 

+
 

EX)
 

group,
 

with
 

twenty
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

mortality
 

of
 

the
 

mice
 

during
 

modeling
 

stage
 

was
 

recorded
 

after
 

the
 

operation.
 

The
 

echocardiogram
 

and
 

serum
 

samples
 

of
 

the
 

mice
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were
 

gathered
 

on
 

the
 

28th
 

day
 

after
 

the
 

operation.
 

The
 

inflammatory
 

indexes
 

in
 

the
 

serum
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay(ELISA).
 

Besides,
 

dihydroethidium
 

staining( DHE) was
 

utilized
 

to
 

display
 

the
 

intensity
 

of
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

in
 

myocardial
 

tissue.
 

Apoptosis
 

ratio
 

was
 

evaluated
 

by
 

detection
 

of
 

terminal-deoxynucleoitidyl
 

transferase
 

mediated
 

nick
 

end
 

labeling( TUNEL) and
 

the
 

expression
 

of
 

other
 

target
 

molecules
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot. Results
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

heart
 

function
 

of
 

MI
 

mice
 

treated
 

with
 

oral
 

HKL
 

was
 

significantly
 

improved,
 

the
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

serum
 

were
 

decreased.
 

Additionally,
 

cardiomyocyte
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

were
 

reduced.
 

Simultaneously,
 

the
 

expression
 

of
 

SIRT1
 

was
 

significantly
 

up-regulated
 

while
 

the
 

expression
 

of
 

Ac-Foxo1
 

protein
 

was
 

down-regulated,
 

which
 

were
 

reversed
 

by
 

SIRT1
 

inhibitor
 

( EX527)
 

(P
 

<
 

0. 05).
Conclusions 　 Oral

 

HKL
 

attenuate
 

myocardial
 

damage
 

induced
 

by
 

myocardial
 

infarction
 

and
 

significantly
 

improve
 

myocardial
 

function,
 

which
 

may
 

be
 

regulated
 

by
 

the
 

SIRT1 / Ac-Foxo1
 

signal.
【Keywords】　 myocardial

 

infarction;
 

honokiol;
 

myocardial
 

apoptosis;
 

silencing
 

information
 

regulatory
 

protein
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　 　 急性心肌梗死 ( acute
 

myocardial
 

infarction,
AMI)是心力衰竭最重要的病因之一,在全球范围内

发病率和死亡率都很高,严重危害人类生命健康。
但随着早期再灌注策略的实施以及治疗方法的改

进,急性心梗 30
 

d 内死亡率显著降低,其预后效果

也获得了很大改善[1-3] 。 但生存率的提高伴随的是

心梗后慢性心衰病人明显增多,这与心梗后一系列

病理性心肌重构密切相关[4-5] 。 目前,临床上缺乏

针对心梗后病理性心肌重构的有效防治药物,随着

中医药研究的发展,中药在心梗预防和治疗方面起

到的作用日益显著。
和厚朴酚(honokiol,HKL)是一种从木兰科植物

中提取的多酚类化合物,具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤

以及神经保护等多种药理作用,已被广泛用于中药

制剂研究[6-10] 。 近年来,HKL 在心血管疾病方面的

作用也备受关注,如 Tsai 等[11] 发现,给大鼠静脉注

射 HKL,可显著降低心肌缺血后左室心律失常的发

生率并缩短持续时间。 Pillai 等[12] 亦证实 HKL 不

仅可以通过改善线粒体功减轻多柔比星引起的心

脏毒性,也可以阻断甚至逆转心肌肥厚反应的发

生。 虽然 Wang 等[13] 、Zhang 等[14]已经发现 HKL 能

明显减轻大鼠的心肌缺血 / 再灌注损伤,然而,其在

小鼠急性心梗后近远期治疗效果及其具体分子机

制还尚待研究。 本研究将探讨 HKL 对急性心梗小

鼠心肌损伤的影响及其可能的调控机制,为 HKL 新

的临床药用价值提供一定的理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

8 周龄 SPF 级雄性 C57BL / 6J 小鼠 80 只,体重

20
 

~
 

25
 

g,购自空军军医大学动物实验中心【SCXK

(陕)2019-001】,小鼠由空军军医大学实验动物中

心饲养【SYXK(陕)2019-001】。 饲养期间所有小鼠

自由饮食,12
 

h 循环光照,温度 24
 

~
 

26℃ ,湿度

50%
 

~
 

60%。 所有操作均符合空军军医大学实验

动物中心实验伦理学要求(IACUC-20190115)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

和厚朴酚(美国 Sigma-Aldrich 公司,化学合成

物,纯度
 

≥
 

98%,批号:H4914);戊巴比妥钠(北京

索来宝有限公司,中国,批号:57-33-0);SIRT1 抑制

剂 EX527(美国 Sigma-Aldrich 公司,批号:E7034);
SIRT1 ( GR3392540-1)、 Bcl-2 ( GR3390921-1) 一抗

(美国 Abcam 公司); Bax ( 美国 CST 公司,批号:
12 )、 GAPDH ( 美 国 Proteintech

 

公 司, 批 号:
00081503),Ac-Foxo1(美国 Santa

 

Cruz 公司,批号:
F1714)、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 二抗

(中杉金桥,中国,批号:200830803);BCA 蛋白定量

试 剂 盒 ( 美 国 Thermo
 

Fisher 公 司, 批 号:
VK314219);TUNEL 试剂盒 ( 德国 Roche 公司,批

号:49330900); DAPI 染液 ( 美国 Sigma-Aldrich 公

司,批号:D9542);IL-β、IL-6、TNF-α 检测试剂盒(美

国 Thermo
 

Fisher 公司,批号分别为;5EEUZ9PLRK、
KZ9XUYNEYN、3B164BNQLX);Vevo3100 小动物超

声仪(Visual-Sonics 公司,加拿大);FV10-ASW 激光

共聚焦显微镜( Olympus 公司,日本);Western 发光

照相系统(Bio-Rad 公司,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物模型的建立

小鼠心肌梗死模型是聘请美国 Thomas
 

Jefferson
大学的 Gao

 

Erhe 教授构建,具体方法参照文献[15] ,
结扎冠脉左前降支,结扎线下方心肌缺血变白且心

电图显示 ST 波倒置,代表造模成功,模型成功率达

98%以上。

046
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1. 2. 2　 实验分组及给药方式

将 80 只小鼠随机分成 4 组, 每组 20 只, 即

Sham 组、MI
 

+
 

V 组、MI
 

+
 

HKL 组、MI
 

+
 

HKL
 

+
 

EX
组。 治疗组在行心梗手术前 1 周开始口服 HKL(5

 

mg / (kg·d),溶于
 

<
 

1%
 

DMSO 的纯净水中),抑制

剂组除按前面剂量口服 HKL 外,腹腔注射 Ex527 抑

制剂,每 5
 

d
 

1 次(5
 

mg / (kg·d),溶于
 

<
 

1%
 

DMSO
的无菌生理盐水中),注射 6 次,HKL 给药剂量参照

文献[14] 。
1. 2. 3　 心脏功能检测

各组小鼠在心梗术后第 28 天,剔除小鼠胸前

毛,每组随机取 5 只用异氟烷麻醉小鼠并将其固定

于恒温检测台上,用小动物超声仪采集二维超声心

动图像,并用软件计算出相应的左室射血分数( left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction,LVEF) 与左室短轴缩短

率(left
 

ventricular
 

fractional
 

shortening,LVFS)等心功

能指标。
1. 2. 4　 血清炎症因子 IL-1β、IL-6、TNF-α 的检测

超声检测小鼠心功能后,使用异氟烷麻醉小鼠

并固定于小动物操作台上,颈部消毒,眼科剪沿颈

前正中线剪开并剥离出颈动脉,剪断后收集血液,
静置 30

 

min 后离心收集上层血清,参照 ELISA 检测

试剂盒说明书要求,检测各组血清中 IL-1β、IL-6、
TNF-α 含量。
1. 2. 5　 心肌组织活性氧簇生成量检测

小鼠 MI 术后第 28 天,采集完血液后取下小鼠

心脏,取 5 个用预冷的 PBS 洗涤后,在液氮中快速

冷冻,用冰冻切片包埋剂处理后并切成 5
 

μm 厚度

组织切片。 然后,用 DHE 和 DAPI 染料对组织切片

进行染色,光镜下扫描并拍照,使用 Image-Pro
 

Plus
软件测定每组中的乙锭荧光。
1. 2. 6　 心肌组织 TUNEL 检测

小鼠 MI 术后第 28 天,采集完血液后取下小鼠

心脏,取 5 个浸泡在 4%多聚甲醛,石蜡包埋后切片

备用,按 TUNEL 常规染色步骤染色,光镜下扫描并

拍照,然后统计每组心肌细胞凋亡率,以绿色凋亡

小体个数 / 蓝色核个数表示细胞凋亡率。
1. 2. 7　 心肌组织 SIRT1、Ac-Foxo1、Bax、Bcl-2 蛋白

表达检测

小鼠 MI 术后第 28 天,采集血液后取下小鼠心

脏,取左室部分组织称重,在预冷 PBS 中剪碎,离心

5
 

min,去除上清,加入相应体积的裂解液并进行组

织匀浆。 然后在 4℃ 条件下充分裂解 20
 

min,再以

12
 

000
 

r / min 转速离心 20
 

min。 采用 BCA 法检测上

清液中蛋白浓度,其余上清液以 1 ∶ 4 的比例与蛋白

上样缓冲液(5
 

×)混合后煮沸使蛋白变性,-80℃ 冰

箱保存,待用。 经蛋白凝胶电泳分离后,用湿转法

将蛋白转移到 PVDF 膜上,5%脱脂牛奶封闭后,切
膜,于 4℃ 条件下孵育一抗,稀释比例为: SIRT1、
Ac-Foxo1、 Bax、 Bcl-2 均 为 1 ∶ 1000, GAPDH 为

1 ∶ 5000,孵育过夜,TBST 洗脱 3 次,每次 10
 

min,分
别加 1 ∶ 5000

 

HRP 标记的二抗(山羊抗鼠及山羊抗

兔),室温孵育 2
 

h,TBST 洗脱 3 次,每次 10
 

min,使
用 ECL 化学发光液进行曝光显影,采用 Bio-Rad 照

相系统进行拍照和并用 Image
 

Lab 软件分析蛋白的

相对表达量。
1. 3　 统计学分析

实验数据用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 统计学软件进

行分析,符合正态分布的计量资料以平均值
 

±
 

标准

差( 􀭰x
 

±
 

s) 表示;多组之间的比较通过 One-ANOVA
分析方法进行统计。 P

 

<
 

0. 05 表示具有显著性

差异。

2　 结果

2. 1　 小鼠MI 后 28
 

d 生存率及HKL 对MI 小鼠心

功能的影响

小鼠行 MI 手术后,观察 28
 

d 生存情况,Sham
组无死亡小鼠,MI

 

+
 

V 组、MI
 

+
 

HKL 组、MI
 

+
 

HKL
 

+
 

EX 组均有死亡,3 组之间无显著性差异,但较

Sham 组生存率明显下降(P
 

<
 

0. 01),如图 1A。 小

鼠 MI 后第 28 天超声心动图统计结果显示,与 Sham
组相比较, MI

 

+
 

V 组小鼠心功能损伤显著加重

(P
 

<
 

0. 01);与 MI
 

+
 

V 组比较,口服 HKL 治疗后心

功能明显得到改善(P
 

<
 

0. 01),而加 SIRT1 抑制剂

EX527 后显著抑制了 HKL 的心功能改善作用

(P
 

<
 

0. 05)(见图 1B,图 1C,图 1D)。
2. 2　 口服 HKL 治疗降低 MI 小鼠血清炎症因子

水平

小鼠血清检测结果显示,MI 术后小鼠血清中炎

症相关因子 IL-1β、IL-6、TNF-α 含量较 Sham 组显著

升高(P
 

<
 

0. 01),与 MI+V 组比较,口服 HKL 治疗

后血清中炎症相关因子含量又显著下降 ( P
 

<
 

0. 01),而加 SIRT1 抑制剂 EX527 后,炎症水平又明

显加重(P
 

<
 

0. 05)(见表 1)。
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注:A:各组小鼠 MI 后 28
 

d 内生存曲线,n
 

=
 

20;B:各组小鼠超声心动图;C:左室射血分数(LVEF)统计图,n
 

=
 

5;D:左室缩短分数(LVFS)统

计图,n
 

=
 

5。 与 Sham 组比较,aP
 

<
 

0. 01,bP
 

<
 

0. 05;与 MI
 

+
 

V 组比较,bP
 

<
 

0. 01;与 MI
 

+
 

HKL 组比较,cP
 

<
 

0. 05。 (下图 / 表同)

图 1　 各组小鼠生存率及心功能比较

Note.
 

A.
 

Survival
 

curve
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

within
 

28
 

days
 

after
 

MI,
 

n
 

=
 

20.
 

B.
 

Representative
 

images
 

of
 

Echocardiogram
 

of
 

each
 

group
 

of
 

mice.
 

C.
 

Statistics
 

chart
 

of
 

left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction,
 

n
 

=
 

5.
 

D.
 

Statistics
 

chart
 

of
 

left
 

ventricular
 

shortening
 

fraction.
 

Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group,
 

aP
 

<
 

0. 01,
 bP

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

MI
 

+
 

V
 

group,
 bP

 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

MI
 

+
 

HKL
 

group,
 cP

 

<
 

0. 05,
 

n
 

=
 

5.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures
 

and
 

tables)

Figure
 

1　 Comparison
 

of
 

the
 

survival
 

and
 

cardiac
 

function
 

of
 

mice
 

among
 

different
 

groups

表 1　 和厚朴酚对心梗小鼠小鼠血清炎症因子的影响(pg / mL,􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

5)
Table

 

1　 Effect
 

of
 

honokiol
 

on
 

serum
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

mice
 

with
 

myocardial
 

infarction(pg / mL,
 

􀭰x
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

5)
组别

Groups
白细胞介素-1β

IL-1β
白细胞介素-6

IL-6
肿瘤坏死因子-α

TNF-α
Sham 组

Sham
 

group 1. 69
 

±
 

0. 08 1. 82
 

±
 

0. 74 16. 20
 

±
 

5. 42

MI
 

+
 

V 组
MI

 

+
 

V
 

group 9. 66
 

±
 

1. 47a 8. 95
 

±
 

1. 64a 109. 80
 

±
 

17. 27a

MI
 

+
 

HKL 组
MI

 

+
 

HKL
 

group 3. 35
 

±
 

0. 63b 4. 24
 

±
 

1. 61b 33. 86
 

±
 

11. 30b

MI
 

+
 

HKL
 

+
 

EX 组
MI

 

+
 

HKL
 

+
 

EX
 

group 5. 40
 

±
 

1. 06c 6. 62
 

±
 

2. 80c 46. 28
 

±
 

14. 34c

2. 3　 口服 HKL 治疗对 MI 小鼠心肌组织氧化应激

和心肌细胞凋亡水平的影响
 

心肌组织 DHE 和 TUNEL 染色结果显示,与

Sham 组比较,MI
 

+
 

V 组氧化应激和凋亡水平明显

加重(P
 

<
 

0. 01),与 MI+V 组比较,口服 HKL 治疗

后显著改善了 MI 小鼠心肌组织氧化应激和凋亡水

平(P
 

<
 

0. 01),而加 SIRT1 抑制剂 EX527 后,这种

改善作用又明显减弱(P
 

<
 

0. 05)(见图 2)。
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注:A:各组小鼠心肌组织 DHE 和 TUNEL 染色结果;B:各组小鼠心肌组织氧化应激水平统计图;C:各组小鼠心肌凋亡水平统计图。

图 2　 各组小鼠心肌氧化应激和凋亡水平的比较

Note.
 

A.
 

Representative
 

images
 

of
 

apoptotic
 

cardiomyocytes
 

and
 

ROS
 

levels.
  

B.
 

DHE
 

intensity.
 

C.
 

Cell
 

apoptosis
 

presented
 

as
 

the
 

apoptotic
 

index.

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

myocardial
 

oxidative
 

stress
 

and
 

apoptosis
 

indexes
 

among
 

different
 

groups

2. 4　 口服 HKL 治疗对 MI 小鼠心肌组织凋亡相关

蛋白及 SIRT1 / Ac-Foxo1 信号通路的影响

与 Sham 组相比较,MI
 

+
 

V 组凋亡相关蛋白 Bax
和 SIRT1 信号通路下游蛋白 Ac-Foxo1 的表达显著

增加(P
 

<
 

0. 01),抗凋亡蛋白 Bcl-2 和 SIRT1 信号

的表达水平显著降低(P
 

<
 

0. 01);而口服 HKL 治疗

后可显著缓解 MI 后心肌损伤,Bax 和 Ac-Foxo1 的

表达较 MI + V 组明显降低 ( P
 

<
 

0. 01), Bcl-2 和

SIRT1 的表达水平又明显升高(P
 

<
 

0. 01);加入

SIRT1 抑制剂 EX527 后,这种改善作用又明显减弱

(P
 

<
 

0. 05)(见图 3)。

3　 讨论

本研究通过对急性心梗小鼠模型的实验研究

发现,较假手术组,心肌梗死后小鼠 28
 

d 内生存率

明显下降,心功能明显变差;口服和厚朴酚治疗可

以显著改善心梗小鼠的心功能,并显著降低小鼠血

清中炎症因子水平,生存率略有改善但无明显差

异。 和厚朴酚作为一种中药材中天然、安全的“靶

向”药物,在心血管领域能够发挥多重积极的作用,

如降血压、抑制动脉血栓形成、逆转心肌肥厚反应

以及保护线粒体等[12,16-17] 。 此外,和厚朴酚已被广

泛用于减轻多个脏器缺血再灌注损伤的研究中。
重要的是,Zhang 等[14] 研究发现,和厚朴酚可以显

著改善糖尿病大鼠心肌缺血再灌注损伤后的心脏

功能障碍,但其在急性心梗后如何发挥保护效应还

鲜有研究报道。 因此,和厚朴酚对近远期缺血性心

脏病的防治效果研究显得尤为迫切。
据报道,心梗后一系列病理变化包括心肌组织

氧化应激增加、炎性细胞广泛浸润、心肌细胞死亡、
心脏收缩功能变差等,这些导致心脏病理性架构变

化,并最终导致心衰[5,18-19] 。 张超等[20] 研究发现,
和厚朴酚可以通过减轻炎症因子水平和抗凋亡作

用对 D-半乳糖致腰椎间盘退变有明显治疗作用。
本研究通过给予心梗小鼠口服和厚朴酚发现,治疗

组可以明显降低小鼠心肌组织氧化应激水平,减少

心肌细胞凋亡,同时抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达量显著

增加,凋亡蛋白 Bax 表达水平显著降低,表明和厚朴

酚可通过降低小鼠血清炎症因子水平和心肌细胞

凋亡率改善心梗后小鼠心功能。
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注:A:各心肌组织中相关蛋白的表达;B,C,D,E:分别是 SIRT1、Ac-Foxo1、Bax、Bcl-2 蛋白的表达变化统计图。

图 3　 各组小鼠心肌组织中凋亡相关蛋白表达及 SIRT1 / Ac-Foxo1 信号通路蛋白的表达变化

Note.
 

A.
 

Representative
 

protein
 

images
 

by
 

Western
 

Blot
 

from
 

different
 

groups.
 

B,
 

C,
 

D,
 

E.
 

Expression
 

of
 

SIRT1,Ac-Foxo1,Bax、Bcl-2.

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

apoptosis
 

and
 

SIRT1 / Ac-Foxo1
 

signal
 

pathway-related
 

proteins
 

level
 

in
 

myocardial
 

tissues
 

among
 

different
 

groups

SIRT1 是一种主要分布于细胞核中的去乙酰化

酶,通过对一些组蛋白和非组蛋白的去乙酰化作

用,参与调控多种组织细胞的生存、凋亡、生长、衰
老以及物质代谢[21] 。 此外,文献报道表明 SIRT1 可

通过抑制细胞凋亡、降低氧化应激与内质网应激水

平、调控细胞自噬等途径来减轻心肌缺血再灌注损

伤[22] ,那么,心肌梗死后和厚朴酚是否能通过激活

SIRT1 信号发挥保护作用尚需证实。 本研究通过给
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心梗模型小鼠腹腔注射 SIRT1 抑制剂 EX527,同时

给予和厚朴酚口服给药,发现加入抑制剂后,较单

纯给药组,心肌组织氧化应激和心肌细胞凋亡水平

明显增加,血清炎症因子也显著增加,同时和厚朴

酚的心功能明显变差,SIRT1 下游分子 Ac-Foxo1 表

达显著增加。 因此,该研究表明和厚朴酚对心梗小

鼠心功能的保护作用部分是通过 SIRT1 / Ac-Foxo1
信号的抗凋亡作用实现的。

综上所述,该研究表明和厚朴酚可减轻心梗后

小鼠心肌损伤,其潜在的作用机制可能是通过激活

SIRT1 / Ac-Foxo1 信号通路抑制心肌细胞凋亡,但其

具体的下游机制仍需进一步研究。 因此,本研究将

为和厚朴酚在临床上治疗心肌梗死提供可能的理

论依据。
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白藜芦醇改善 α-突触核蛋白 A53T 转基因小鼠运动
功能障碍和调节外周免疫的作用研究
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　 　 【摘要】 　 目的　 研究白藜芦醇(resveratrol,RES)对 α-突触核蛋白(α-synuclein,α-Syn) A53T 转基因小鼠运动

功能障碍及外周免疫的影响。
 

方法　 选取 8 月龄的 A53T 转基因小鼠,随机分成 4 组:对照组( WT)、对照治疗组

(WT
 

+
 

RES)、模型组(PD)、模型治疗组(PD
 

+
 

RES)。 治疗组每 3
 

d 灌胃 RES,用药 3 个月;对照组和模型组给予

等量生理盐水。 通过爬杆实验、转棒实验、前脚抓力实验、四肢抱紧实验检测各组小鼠运动水平。 流式细胞仪检测

小鼠 T 淋巴细胞亚群,酶联免疫吸附试验( ELISA)检测小鼠血清中白细胞介素-6( IL-6)、肿瘤坏死因子-α( TNF-
α)、白细胞介素-18(IL-18)以及转化生长因子-β(TGF-β)的水平。

 

结果　 与对照组相比,模型组运动功能评分均较

低;与模型组相比,模型治疗组运动功能评价显著改善。 流式结果显示,与对照组比,模型组小鼠外周 T 细胞占比、
CD4+ T 细胞占比、CD4+ / CD8+比值均降低,CD8+ T 细胞占比无统计学意义。 与模型组相比,模型治疗组 T 淋巴细胞

占比和 CD4+ T 细胞占比均显著升高,有统计学意义,CD4+ / CD8+ 比值也升高,但差异无统计学意义。 外周血血清

ELISA 结果显示,与对照组相比,模型组小鼠 IL-6、IL-18 均升高,TGF-β 降低,TNF-α 浓度无统计学差异。 与模型组

相比,模型治疗组 IL-6、IL-18 浓度显著下降,TGF-β 有所上升,结果无统计学意义。
 

结论　 RES 通过调节小鼠外周

免疫,减少神经炎症反应,从而显著改善 A53T 转基因小鼠的运动功能障碍。
【关键词】 　 白藜芦醇;α-突触核蛋白 A53T 转基因小鼠;帕金森病;运动功能障碍;外周 T 淋巴细胞
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【Abstract】　 Objective　 To
 

illustrates
 

the
 

effect
 

of
 

resveratrol
 

on
 

motor
 

dysfunction
 

and
 

peripheral
 

immunity
 

in
 

α-
synuclein

 

A53T
 

mice. Methods 　 Eight-month-old
 

A53T
 

α-syn
 

transgenic
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

four
 

groups:
 

model
 

group
 

(PD),
 

model
 

treatment
 

group
 

(PD
 

+
 

RES),
 

control
 

group
 

(WT)
 

and
 

control
 

treatment
 

group
 

(WT
 

+
 

RES).
 

The
 

treatment
 

groups
 

were
 

given
 

Resveratrol
 

( RES) by
 

gavage
 

every
 

3
 

days
 

for
 

11
 

months,
 

while
 

the
 

control
 

and
 

model
 

groups
 

were
 

given
 

an
 

equal
 

volume
 

of
 

normal
 

saline.
 

The
 

motoric
 

function
 

of
 

the
 

animals
 

was
 

analyzed
 

with
 

a
 

forelimb
 

grip
 

strength
 

test,
 

Rotarod
 

test,
 

and
 

Pole
 

climbing
 

test.
 

The
 

proportion
 

of
 

T
 

lymphocyte
 

subsets
 

in
 

different
 

groups
 

of
 

mice
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

IL-6,
 

TNF-α,
 

IL-18
 

and
 

TGF-β
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

an
 

ELISA
 

kit. Results　 the
 

motor
 

function
 

scores
 

in
 

the
 

PD
 

group
 

were
 

worse
 

than
 

those
 

in
 

the
 

WT
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

PD
 

group,
 

the
 

motor
 

function
 

score
 

of
 

the
 

PD
 

+
 

RES
 

group
 

was
 

significantly
 

improved.
 

The
 

flow
 

cytometry
 

result
  

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

WT
 

group,
 

the
 

T
 

lymphocyte
 

ratio,
 

CD4+ T
 

cell
 

ratio,
 

and
 

CD4+ / CD8+
 

ratio
 

were
 

less
 

in
 

the
 

PD
 

group,
 

while
 

the
 

CD8+ T
 

cell
 

ratio
 

was
 

not
 

significantly
 

different.
 

After
 

RES
 

treatment,
 

T
 

lymphocytes,
 

CD4+
 

cells,
 

and
 

the
 

CD4+ / CD8+
 

ratio
 

were
 

significantly
 

greater
 

in
 

the
 

PD
 

+
 

RES
 

group
 

than
 

the
 

PD
 

group.
 

The
 

ELISA
 

result
  

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

WT
 

group,
 

the
 

IL-6
 

and
 

IL-18
 

levels
 

in
 

the
 

PD
 

group
 

were
 

greater,
 

the
 

TGF-β
 

level
 

were
 

less,
 

and
 

the
 

TNF-α
 

level
 

showed
 

no
 

significant
 

statistical
 

difference.
 

After
 

RES
 

treatment,
 

compared
 

with
 

the
 

PD
 

group,
 

the
 

IL-6
 

and
 

IL-18
 

levels
 

in
 

the
 

PD
 

+
 

RES
 

group
 

were
 

significantly
 

less,
 

while
 

the
 

TGF-β
 

level
 

was
 

greater;
 

however,
 

the
 

result
  

showed
 

no
 

statistical
 

difference.
Conclusions 　 Resveratrol

 

can
 

reduce
 

motor
 

disorders,
 

regulate
 

peripheral
 

immune
 

function,
 

and
 

effectively
 

reduce
 

neuroinflammation.
【Keywords】　 resveratrol;

 

α-synuclein
 

( α-Syn)
 

A53T
 

transgenic
 

mice;
 

Parkinson’ s
 

disease;
 

motor
 

dysfunction;
 

peripheral
 

T
 

lymphocytes
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　 　 帕金森病(Parkinson’s
 

disease,PD)也称为震颤

麻痹(paralysis
 

agitans),在中老年人群中多发,随着

人口老龄化的不断加剧,PD 的发病率不断升高[1] 。
PD 的主要病理特征为中脑黑质和纹状体处多巴胺

(dopamine,DA)能神经元进行性丢失以及 α-突触核

蛋白(α-synuclein,α-Syn)的积累,临床上伴随典型

运动迟缓、静止性震颤等运动功能障碍[2] 。 有研究

发现,PD 患者的血清及脑脊液中促炎因子 IL-6
(interleukin-6)、IL-1β 升高,抗炎因子 IL-10 降低,
说明 PD 患者存在神经炎症反应[3] 。 PD 患者的外

周血中 CD3+ T 细胞、CD4+ T 细胞占比减少,说明 PD
患者存在免疫调节异常的现象[4] 。 目前,PD 的具

体发病原因及机制尚不明确,缺乏有效的治疗方

法[5] 。 白藜芦醇( resveratrol,RES)是一种药食同源

的天然多酚类化合物,具有抗炎、抗凋亡、抗氧化及

神经保护等作用[6] 。 同时,RES 是沉默信息调节器

1(silence
 

information
 

regulator
 

1,SIRT1)的变构激活

剂,具有调控自噬作用[7] 。 在 PD 患者中,SIRT1 的

酶活性降低,减弱了其抵抗神经毒素的能力,导致

神经炎症发生[8] 。 研究表明,RES 在帕金森动物模

型中具有神经保护作用[9-11] 。 Prnp-SNCA-A53T 转

基因小鼠是过表达包含 A53T 突变的人源 SNCA 基

因的 PD 模型小鼠,后代纯合子小鼠从 8 月龄开始

出现进行性运动障碍[12-13] 。 该模型很好的模拟帕

金森症发病情况,是研究 PD 发病机制较理想的小

鼠模型。 研究发现 RES 对该模型小鼠运动、认知功

能和神经病理具有积极改善作用[14-16] 。 RES 的上

述作用机制尚不明确,因此,本实验以 RES 灌胃治

疗 A53T 转基因小鼠 3 个月,研究 RES 对该模型小

鼠运动功能、T 淋巴细胞亚群和外周炎症因子影响,
为应用 RES 治疗 PD 提供实验依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

12 只 SPF 级 8 月龄 A53T 转基因阳性小鼠及

12 只同窝转基因阴性小鼠,雄性,体重 20
 

~
 

30
 

g,本
研究所用 A53T 转基因小鼠是武汉大学张振涛教授

实验室【SCXK(鄂)2019-0004】赠予,在襄阳市第一

人民医院转化医学中心动物实验室 【 SYXK ( 鄂)
2022-0093】扩繁和饲养。 昼夜各半循环照明,环境

相对湿度 40%
 

~
 

60%,温度控制范围 20
 

~
 

24℃ 之

内,日温差
 

≤
 

1℃ ,食物供给充足,按照实验动物使

用原则(3R 原则)给予人道主义关怀。 本项目动物

实验均通过襄阳市第一人民医院动物伦理委员会

审批(2021DW008)。

746



中国实验动物学报 2022 年 9 月第 30 卷第 5 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,September
 

2022,Vol.
 

30,
 

No.
 

5

1. 1. 2　 主要试剂与仪器

白藜芦醇 ( 1602105-100MG, Sigma-Aldrich, 美

国);IL-6(MM-1011M2)、IL-18(MM-0169M1)、TNF-
α(MM-0132M2)及 TGF-β( MM-45041M2) ELISA 试

剂盒(江苏酶免实业有限公司),单抗试剂:APC-Cy7
 

anti-mouse,Percpcy
 

5. 5
 

anti-mouse
 

CD3e,FITC
 

anti-
mouse

 

CD4,PE
 

anti-mouse
 

CD8a( BD,美国),SYBR
 

Green
 

PCR
 

Mix(Promega,美国),实验所用引物由湖

北省武汉市金开瑞生物工程有限公司合成(武汉),
Phospho-alpha-Synuclein ( S129 ) Antibody ( PPS091,
R&D

 

SYSTEMS,
 

美国)。 SpectraMax
 

i3x 酶 标 仪

(Molecular
 

Devices,美国); ABI
 

7500
 

PCR 仪 ( Life
 

technology,美国);BD
 

FACS
 

AriaII 流式细胞分析仪

(BD,美国);XR501 型大小鼠抓力测定仪(上海欣

软信息科技有限公司);XR-6C 型小鼠转棒疲劳仪

(上海欣软信息科技有限公司); 自备一根直径

1
 

cm、长度 50
 

cm 的表面粗糙的木杆。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验设计

8 月龄 SPF 级 A53T 转基因阳性小鼠 12 只,随
机分成两组, 模型组 ( PD ), 模型治疗组 ( PD

 

+
 

RES);选取同窝转基因阴性小鼠 12 只,随机分成两

组,对照组(WT),对照治疗组(WT
 

+
 

RES),给药组

每 3
 

d 灌胃 1 次 RES(30
 

mg / kg),至 11 月龄;对照

组和模型组每 3
 

d 灌胃等容积生理盐水。 在治疗的

4 个时间点(0、1、2、3 月)进行运动行为学测试,治
疗终点取小鼠外周血进行 T 淋巴细胞亚群和血清

炎症因子检测。
1. 2. 2　 荧光定量 PCR 检测 SNCA 基因表达

剪小鼠尾尖组织, 提取小鼠组织 DNA。 按

SYBR
 

Green 试剂盒说明进行扩增,PCR 体系为 20
 

μL,反应条件:95℃变性 15
 

s,60℃
 

30
 

s,40 个循环。
每个样品设 3 个复孔,引物序列见表 1。 转基因阳

表 1　 引物列表

Table
 

1　 List
 

of
 

primers
基因名称
Gene

 

name
引物类型

Primer
 

type
序列(5’→3’)

Sequence
 

(5’→3’)

内参基因
上游

Forward CACGTGGGCTCCAGCATT

Internal
 

positive
 

control 下游
Reverse TCACCAGTCATTTCTGCCTTTG

突触核蛋白基因
上游

 

Forward TGACGGGTGTGACAGCAGTAG

SNCA 下游
Reverse CAGTGGCTGCTGCAATG

性小鼠的基因型是通过使用适当的内源参照基因

片段,将每个未知样本的 2-ΔΔCt 值与已知的纯合子

和杂合子对照进行比较确定的。 计算方法如下,将
样本差异以内参基因均一化, ΔCt

 

=
 

Ct目的基因 -
Ct内参基因;然后,将待测样本与对照样本比较得出

ΔΔCt,ΔΔCt
 

=
 

ΔCt处理样本 -ΔCt对照样本;利用公式计算

获得待测样本的 RQ 值(倍数变化)=
 

2-ΔΔCt。
1. 2. 3　 免疫组化检测 P-α-Syn( S129)蛋白在小鼠

中脑组织中的表达

取小鼠中脑脑组织,4%的多聚甲醛固定、石蜡

包埋,5
 

μm 连续切片。 采用免疫组织化学方法检测

中脑组织中,P-α-Syn 蛋白的表达。 阳性染色为棕

黄色。 首先选择在低倍镜观察整个组织切片,圈定

4 个细胞染色清晰、组织结构良好的区域视野,最后

选择高倍镜观察。
1. 2. 4　 小鼠行为学测试

(1)爬杆实验:记录小鼠从爬杆顶部爬至杆底

的时长,每只小鼠重复 3 次,取平均值。 (2)转棒实

验:将小鼠置于恒定转速(30
 

r / min,以正常小鼠 3
 

min 内掉下为标准)的转棒仪上,记录小鼠掉落时所

转的总路程,每只小鼠重复 3 次,取平均值。 (3)抓

力实验:依次将小鼠放于抓力测试仪上,抓住鼠尾,
当小鼠前爪在仪器抓杆上抓牢后,以匀速匀力向后

拉,待小鼠松爪,记录小鼠前爪最大拉力,每只小鼠

重复 3 次,取平均值。 (4)下肢抱紧实验:尾根部悬

吊小鼠并坚持 15
 

s 后,根据后肢抱紧的严重程度进

行评分,进行评分从 0 到 3 计算:0
 

=
 

后肢远离腹

部,向外张开;1
 

=
 

观察期间一侧下肢部分向腹部内

缩回至少 50%;2
 

=
 

在观察期双下肢部分向腹部内

缩回至少 50%;3
 

=
 

观察期间两后肢完全向腹部内

缩少于 50%。 评分为 0. 5 分属正常数值,在连续 3
 

d
的 3 个独立实验后,取平均值。
1. 2. 5　 外周血 T 淋巴细胞及其亚群检测

采用多色抗小鼠单克隆抗体( mAbs)联合试剂

APC-Cy7
 

anti-mouse
 

CD45, Percpcy
 

5. 5
 

anti-mouse
 

CD3,FITC
 

anti-mouse
 

CD4,PE
 

anti-mouse
 

CD8 和匹

配的同型对照,在灌胃 RES
 

治疗 3 个月后,取血至

EDTA 抗凝小管中,进行抗体染色,PBS 清洗两次

后,进行流式细胞术检测,计数 1
 

×
 

105 个细胞。 所

有样本均采用 BD
 

FACS
 

Aria
 

II 流式细胞仪进行检

测,应用 Flow
 

J 软件对检测结果进行分析。
1. 2. 6　 外周血血清炎症因子检测

取外周血后,分离血清,- 20℃ 保存,测定前复
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融,混匀,2000
 

r / min 转速离心 20
 

min,取上清后按

ELISA 试剂盒说明书进行操作。 检测 IL-6、IL-18、
TNF-α 及 TGF-β 表达。
1. 3　 统计学分析

应用 SPSS
 

24. 0 统计学软件对数据进行统计学

分析并整理,连续变量用均值表示,计量资料采用

平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表示,两组间比较采用独立

样本 t 检验,P
 

<
 

0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 帕金森病 A53T 转基因小鼠鉴定

荧光定量 PCR 检测 A53T 转基因阳性小鼠的

SNCA 基因鉴定结果如表 2 所示;免疫组化检测小

鼠中脑中 P-α-Syn( S129)蛋白的表达,结果与对照

组相比,A53T 小鼠的 P-α-Syn 蛋白表达显著增多

(图 1) ,表明本实验所用小鼠基因型正确符合

要求。

表 2　 A53T 转基因小鼠 SNCA 基因鉴定

Table
 

2　 SNCA
 

gene
 

identification
 

in
 

α-Synuclein
 

A53T
 

mice
内参校准值

Internal
 

reference
 

calibration
 

value
检测 RQ 值

Detection
 

of
 

RQ
 

values
检测的动物

Animals
 

tested
基因型

Genotype
1. 02 0. 00 野生对照 Wild

 

contrast 野生型 WT
0. 97 1. 00 杂合对照 Hybrid

 

control 杂合子 Mut / WT
1. 01 1. 63 鼠 1

 

Mouse
 

1 纯合子 Mut / Mut
1. 02 1. 48 鼠 2

 

Mouse
 

2 纯合子 Mut / Mut
0. 98 1. 88 鼠 3

 

Mouse
 

3 纯合子 Mut / Mut
0. 99 1. 57 鼠 4

 

Mouse
 

4 纯合子 Mut / Mut
1. 02 1. 61 鼠 5

 

Mouse
 

5 纯合子 Mut / Mut
1. 04 1. 83 鼠 6

 

Mouse
 

6 纯合子 Mut / Mut
0. 98 1. 44 鼠 7

 

Mouse
 

7 纯合子 Mut / Mut
1. 00 1. 72 鼠 8

 

Mouse
 

8 纯合子 Mut / Mut
0. 99 1. 83 鼠 9

 

Mouse
 

9 纯合子 Mut / Mut
0. 96 1. 96 鼠 10

 

Mouse
 

10 纯合子 Mut / Mut
1. 01 1. 74 鼠 11

 

Mouse
 

11 纯合子 Mut / Mut
0. 99 1. 85 鼠 12

 

Mouse
 

12 纯合子 Mut / Mut

注:免疫组化法检测 P-α-Syn 蛋白在中脑组织中的表达。

图 1　 A53T 转基因小鼠鉴定

Note.
 

The
 

protein
 

levels
 

of
 

P-α-Syn
 

in
 

midbrain
 

tissue
 

was
 

detected
 

using
 

immunohistochemical.

Figure
 

1　 Identification
 

of
 

α-synuclein
 

A53T
 

mice

2. 2　 RES 对 A53T 转基因小鼠运动功能障碍的

影响

RES 治疗 3 个月后,与模型组相比,模型治疗组

小鼠爬杆总时长显著缩短(P
 

<
 

0. 01) (图 2A)。 与

对照组相比,模型组小鼠前脚抓力显著较小(P
 

<
 

0. 05),RES 治疗后,与模型组相比,模型治疗组小

鼠前脚抓力显著增加(P
 

<
 

0. 05)(图 2B)。 同时,与
对照组相比,模型组小鼠转棒总路程显著缩短(P

 

<
 

0. 05),RES 治疗后,与模型组相比,模型治疗组小

鼠转棒总路程显著延长(P
 

<
 

0. 05) (图 2C)。 与对

照组相比,对照治疗组爬杆时长,抓力大小以及转

棒总路程均不具有统计学意义(图 2)。
同时,对小鼠体重进行测量,发现 RES 对小鼠

体重无显著差异(图 3A);与对照组相比,模型组小

鼠在尾部悬吊之后表现出下肢抱紧行为,这是神经

退行性疾病小鼠模型常见的运动障碍特征;RES 治

疗后,与模型组相比,模型治疗组小鼠抱紧行为改

善(图 3B)。 与对照组相比,模型组小鼠四肢抱紧

运动功能评分升高(P
 

<
 

0. 005);RES 治疗后,与模

型组相比,模型治疗组小鼠四肢抱紧运动功能评分

显著降低(P
 

<
 

0. 01)。 与对照组相比,对照治疗组

四肢抱紧运动功能评分无显著性差异(图 3C)。
2. 3　 RES 对 A53T 转基因小鼠外周 T 淋巴细

胞及其亚群影响

流式圈门策略及典型示例见图 4 所示。 流式检

测结果显示:与对照组相比,模型组 T 淋巴细胞占

比显著降低,差异具有显著性(P
 

<
 

0. 001);经 3 个

月 RES 灌胃治疗后,与模型组相比,模型治疗组 T
淋巴细胞占比增加,差异具有统计学意义 ( P

 

<
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注:A:爬杆实验;B:抓力实验;C:转棒实验。 与对照组比,∗P
 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01,∗∗∗P
 

<
 

0. 005;与模型组比,#P
 

<
 

0. 05,##P
 

<
 

0. 01。
(下图同)

图 2　 RES 治疗后小鼠行为学检测结果

Note.
 

A.
 

Pole
 

climbing
 

test.
 

B.
 

Forelimb
 

grip
 

strength
 

test.
 

C.
 

Rotarod
 

test.
 

Compared
 

with
 

WT
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01,
 ∗∗∗P

 

<
 

0. 005.
 

Compared
 

with
 

PD
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

2　 Motoric
 

function
 

results
 

of
 

mice
 

after
 

RES
 

treatment

注:A:RES 对小鼠体重的影响;B:下肢抱紧评分根据严重程度从 0
 

~
 

3;C:小鼠的代表性图像。

图 3　 RES 治疗后小鼠体重、运动功能评分

Note.
 

A.
 

Effect
 

of
 

RES
 

on
 

body
 

weight
 

of
 

mice.
 

B.
 

The
 

hindlimb
 

clasping
 

score
 

was
 

rated
 

from
 

0
 

~
 

3
 

based
 

on
 

severity
 

Representative
 

images
 

of
 

mouse
 

littermates
 

treated
 

with
 

RES
 

or
 

vehicle.
 

C.
 

Representative
 

images
 

of
 

mouse
 

littermates
 

treated
 

with
 

RES
 

or
 

vehicle.
 

Figure
 

3　 Body
 

weight
 

and
 

motor
 

function
 

scores
 

of
 

mice
 

after
 

RES
 

treatment

0. 001)(图 5A)。 与对照组相比,模型组 Th 细胞

(CD3+ CD4+ )占比显著降低,差异具有统计学意义

(P
 

<
 

0. 001);与模型组相比,模型治疗组 Th 细胞

(CD3+ CD4+ )占比增加,差异具有统计学意义(P
 

<
 

0.
 

005)(图 5C)。 与对照组相比,模型组 Tc 细胞

(CD3+ CD8+ )占比差异不具有统计学意义;与模型

组相比,模型治疗组 Tc 细胞(CD3+ CD8+ )占比不具

有统计学意义 ( 图 5B)。 与对照组相比,模型组

CD4+ / CD8+比值降低,差异具有统计学意义(P
 

<
 

0. 05);与模型组相比,模型治疗组 CD4+ / CD8+比值

增加,差异不具有统计学意义(图 5D)。 与对照组

相比,对照治疗组 T 淋巴细胞占比、CD4+ T 淋巴细
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胞占比、CD8+ T 淋巴细胞占比及 CD4+ / CD8+比值均

不具有统计学意义(图 5)。

注:A:对照组;B:对照治疗组;C:模型组;D:模型治疗组。

图 4　 A53T 转基因小鼠外周血 T 淋巴细胞、CD4+ T 细胞、CD8+ T 细胞流式散点图

Note.
 

A.
 

WT.
 

B.
 

WT
 

+
 

RES.
 

C.
 

PD.
 

D.
 

PD
 

+
 

RES.

Figure
 

4　 Flow
 

cytometry
 

results
 

of
 

T
 

lymphocyte,
 

CD4+ T
 

cell
 

and
 

CD8+ T
 

cell

2. 4　 RES 对 A53T 转基因小鼠外周血血清炎症因

子的影响

与对照组相比,模型组小鼠血清中 IL-6、IL-18
含量显著增加,差异具有统计学意义(P

 

<
 

0. 005,

P
 

<
 

0. 01) ;经 3 个月 RES 灌胃治疗后,与模型组

相比,模型治疗组小鼠血清中 IL-6、IL-18 含量显著

减少, 差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( P
 

<
 

0. 001, P
 

<
 

0. 05) (图 6A,6B) 。 在各组间血清 TNF-α 含量差

异不具有显著性(图 6C) 。 与对照组相比,模型组

小鼠血清 TGF-β 含量显著减少,差异具有统计学意
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注:与对照组比,∗∗∗∗P
 

<
 

0. 001;与模型组相比,###P
 

<
 

0. 005,####P
 

<
 

0. 001。

图 5　 A53T 转基因小鼠外周血流式细胞仪检测结果

Note.
  

Compared
 

with
 

WT
 

group,
  ∗∗∗∗P

 

<
 

0. 001.
 

Compared
 

with
 

PD
 

group,
 ###P

 

<
 

0. 005,
 ####P

 

<
 

0. 001.
 

Figure
 

5　 Flow
 

cytometry
 

results
 

of
 

peripheral
 

blood
 

of
 

α-synuclein
 

A53T
 

mice

图 6　 A53T 转基因小鼠血清炎症因子检测结果

Figure
 

6　 Results
 

of
 

serum
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

α-synuclein
 

A53T
 

mice

义(P
 

<
 

0. 05);与模型组相比,模型治疗组小鼠血清

中 TGF-β 含量回升,差异不具有统计学意义(图

6D)。 与对照组相比,对照治疗组 IL-6、IL-18、TNF-α
及 TGF-β 含量均不具有统计学意义(图 6)。

3　 讨论

近年来大量研究证实 RES 可以减少神经元细

胞的凋亡,从而减少神经炎症发生[17] 。 RES 作为
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SIRT1 基因的激活剂,可激活线粒体自噬,减轻 DA
能神经元中 α-Syn 低聚物的形成,保护神经元,从而

改善 PD 模型大鼠运动障碍[8,18] 。 本研究显示,RES
缩短 A53T 转基因小鼠爬杆时长,降低小鼠四肢抱

紧运动功能评分,增加 A53T 转基因小鼠转棒路程

及前脚抓力,说明应用 RES 治疗 PD 有较大潜力,这
与已有报道一致。

PD 患者普遍存在免疫功能异常,T 淋巴细胞介

导的细胞免疫功能减退[19] 。 正常情况下,在中枢神

经系统中激活的 T 淋巴细胞较少出现,当中枢神经

系统发生炎症反应时,神经元释放促炎因子(IL-1β、
TNF-α 等),改变血脑屏障通透性,从而在中枢神经

系统中产生激活的 T 淋巴细胞,被激活的 T 淋巴细

胞会进一步迁移至神经元损伤部位,加速神经炎症

的发展[20] 。 研究发现,激活的小胶质细胞以及星形

胶质细胞会释放 IL-6、TNF-α 和 IL-1β 等细胞因子,
诱导神经炎症的发生,导致 DA 能神经元的损伤以

及神经元数量减少[21-22] 。 以上研究提示,免疫功能

的紊乱及神经炎症的发生是 PD 病理进展的重要方

面。 研究指出,PD 患者外周血中 CD3+ T 淋巴细胞

占比、CD4+ T 细胞占比及 CD4+ / CD8+ T 细胞比值与

健康对照人群相比显著降低[23] ,IL-6 作为主要的炎

症因子参与炎症反应,是组织损伤程度与炎症反应

的重要标志物之一,与健康对照相比,在 PD 患者血

浆中 IL-6 的表达增高[24-25] 。 IL-18 作为白细胞介素

的重要成员,通过参与 CD4+ T 细胞的增值与分化过

程、增加促炎因子 TNF-γ 的产生发挥免疫应答作

用[26] ,最近的研究发现 IL-18 可以与小胶质细胞受

体结合,加快小胶质细胞的激活,激活的小胶质细

胞进一步释放炎性因子,恶性循环的过程导致神经

炎症的发生,加速 PD 的进展[27] 。 同时,研究指出

另一种参与免疫调节的重要成员 TGF-β,其是具有

免疫抑制功能的细胞因子,可以通过对黏附分子的

下调作用,参与机体免疫耐受过程。 TGF-β 可刺激

T 细胞分化成 CD4+ CD25+ 调节性 T 细胞( Treg) 细

胞,分泌 IL-10 等抑制性细胞因子维持机体免疫系

统的平衡,这也是 Treg 细胞发挥免疫抑制功能的重

要途径之一[28] 。 因此,T 淋巴细胞的免疫调节作用

和炎症因子异常释放参与 PD 发病进展。
本研究发现 A53T 转基因小鼠与野生型小鼠相

比,T 淋巴细胞占比、CD4+ T 细胞占比、CD4+ / CD8+

比值均显著降低,说明 A53T 转基因小鼠存在免疫

功能减退和免疫系统失调。 有研究证实,淋巴细胞

占比下降和 CD4+ T 细胞百分比减少有关[29] ,这说

明 A53T 转基因小鼠 CD4+ T 细胞介导的免疫过程存

在异常。 CD4+ / CD8+比值可以间接反应机体免疫状

态,A53T 转基因小鼠与野生型小鼠相比 CD4+ /
CD8+比值下降,说明 A53T 转基因小鼠存在免疫调

节异常。 同时,A53T 转基因小鼠与野生型小鼠相

比,IL-6、IL-18 表达显著增高,TGF-β 表达降低,一
方面说明,A53T 转基因小鼠存在机体内的神经炎症

反应;另一方面说明,抗原提呈细胞抗原提呈的过

程受到影响,抑制了 T 淋巴细胞及 CD4+ T 细胞增殖

与分化,免疫系统的平衡存在紊乱。 RES 治疗后显

著增加 T 淋巴细胞占比、 CD4+ T 细胞占比以及

CD4+ / CD8+比值;显著降低了 IL-6、IL-18 炎症因子

的表达,说明 RES 可改善 A53T 转基因小鼠的免疫

功能异常。
综上所述,Prnp-SNCA-A53T 转基因小鼠可模拟

帕金森病的部分外周免疫异常状态,本研究结果证

实 RES 可显著改善该模型小鼠的运动功能障碍,通
过调节小鼠外周 T 淋巴细胞数量和炎症因子水平,
使小鼠免疫状态恢复正常。 本研究为 RES 在 PD 的

临床应用提供了实验依据。
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布鲁氏菌外膜蛋白 OMP25 诱导 BALB / c 小鼠
免疫反应的分析

王书利1,2,李志强2,魏淑娟2,司丽芳1∗

(1. 河南科技大学动物科技学院,河南　 洛阳　 471003;2. 商丘师范学院生物与食品学院,河南　 商丘　 476000)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在分析布鲁氏菌外膜蛋白 OMP25 诱导机体产生的免疫反应。 方法　 采用 PCR 方

法扩增羊种布鲁氏菌 16M 的 omp25 基因,克隆至 pET-32a 质粒。 重组质粒 pET32a-OMP25 转化至大肠杆菌 BL21
(DE3)中,并诱导表达。 利用 Ni2+柱纯化试剂盒进行蛋白纯化。 用纯化的重组蛋白(rOMP25)和 Rev. 1 疫苗株免疫

小鼠,检测小鼠脾细胞中 IFN-γ 和 IL-2 的水平,以及小鼠血清中 IgG 抗体和抗炎因子 IL-10 水平,并用 Western
 

Blot
检测反应原性。 结果　 (1)omp25 基因大小为 642

 

bp,编码 214 个氨基酸,rOMP25 大约在 40. 8
 

×
 

103 处出现蛋白条

带,纯化后为单一条带。 (2)用 t 检验方法统计显示,rOMP25 免疫小鼠后,诱导脾细胞产生 IFN-γ 和 IL-2 的水平,
小鼠血清中 IgG 和 IL-10 的水平与 Rev. 1 组相似,显著高于对照组(P

 

<
 

0. 01)。 (3) Western
 

Blot 检测结果显示,
rOMP25 具有较好的反应原性。 结论　 rOMP25 具有较好的免疫原性和反应原性,为进一步研究 OMP25 蛋白的功

能,以及研制相关疫苗提供了生物材料。
【关键词】 　 布鲁氏菌;OMP25;免疫
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【Abstract】 　 Objective 　 The
 

purpose
 

of
 

this
 

study
 

was
 

to
 

analyze
 

the
 

immune
 

responses
 

induced
 

by
 

Brucella
 

melitensis(B. melitensis)
 

outer
 

membrane
 

protein
 

OMP25. Methods　 The
 

omp25
 

gene
 

from
 

B. melitensis
 

16M
 

was
 

amplified
 

by
 

PCR.
 

The
 

fragment
 

was
 

cloned
 

into
 

pET-32a
 

vector
 

plasmid.
 

The
 

constructed
 

recombinant
 

plasmid
 

pET32a-OMP25
 

was
 

transformed
 

to
 

E.
 

coli
 

BL21
 

(DE3)
 

and
 

was
 

induced
 

to
 

express
 

the
 

fusion
 

protein.
 

Then
 

the
 

protein
 

was
 

purified
 

using
 

a
 

Ni2+
 

column
 

purification
 

kit.
 

Mice
 

were
 

immunized
 

with
 

rOMP25
 

and
 

current
 

vaccine
 

Rev. 1,
 

and
 

IFN-γ,
 

IL-2
 

in
 

splenocytes
 

and
 

IgG
 

antibody
 

and
 

anti-inflammatory
 

factor
 

IL-10
 

levels
 

in
 

the
 

serum
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.
 

The
 

reactionogenicity
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot. Results　 (1)
 

The
 

full
 

length
 

of
 

the
 

omp25
 

gene
 

was
 

642
 

bp,
 

encoding
 

214
 

amino
 

acids.
 

rOMP25
 

was
 

approximately
 

40. 8
 

×
 

103
 

as
 

measured
 

by
 

SDS-PAGE.
 

There
 

was
 

a
 

single
 

band
 

after
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purification.
 

(2)
 

The
 

t-test
 

method
  

showed
 

that
 

mice
 

were
 

immunized
 

with
 

rOMP25
 

and
 

Rev. 1,
 

the
 

levels
 

of
 

IFN-γ
 

and
 

IL-2
 

in
 

splenocytes,
 

IgG
 

antibody
 

and
 

IL-10
 

levels
 

in
 

serum
 

in
 

the
 

rOMP25
 

group
 

were
 

similar
 

to
 

those
 

in
 

the
 

Rev. 1
 

group,
 

and
 

significantly
 

greater
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

(P
 

<
 

0. 01).
 

(3)
 

rOMP25
 

had
 

good
 

reactivity
 

as
 

observed
 

in
 

the
 

Westem
 

Blot.
 

These
 

result
  

confirmed
 

that
 

rOMP25
 

could
 

induce
 

the
 

body
 

to
 

produce
 

high
 

levels
 

of
 

cellular
 

and
 

humoral
 

immunity,
 

with
 

good
 

reactivity. Conclusions　 This
 

study
 

provides
 

technical
 

support
 

for
 

further
 

study
 

of
 

the
 

function
 

of
 

OMP25
 

protein
 

for
 

B.
 

melitensis
 

related
 

vaccine
 

development.
【Keywords】　 Brucella

 

melitensis;
 

OMP25;
 

immunity
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　 　 布鲁氏菌病是由布鲁氏菌引起的细菌性人畜

共患病,给许多发展中国家造成了巨大的公共卫生

负担[1] 。 人类通过接触受感染的动物或其产品而

感染布鲁氏菌病[2] 。 动物发病后主要表现为流产,
而人类发病后会导致反复发热、脊柱炎、关节炎和

骨髓炎等[3] 。 Rev. 1 是通过世界卫生组织和世界动

物卫生组织认证的用于羊的疫苗株[4] 。 Rev. 1 为光

滑型菌株,具有链霉素抗性[5] 。 Rev. 1 可诱导机体

较强的免疫应答,保护羊免受布鲁氏菌的感染[6] 。
但这些疫苗也有一些缺点,如妊娠动物流产、干扰

血清学诊断、通过气溶胶传播,及引起局部超敏反

应等[7] 。 因此,需要研制一种安全有效的疫苗。
重组亚单位疫苗是当前布鲁氏菌疫苗研发热

点,该疫苗不存在毒性,不会引起感染。 外膜蛋白

是布鲁氏菌保护性抗原。 OMP25 是布鲁氏菌的一

种外膜蛋白,在多种布鲁氏菌属和菌株中具有高度

保守性,与布鲁氏菌的肽聚糖层结合[8] 。 OMP25 是

布鲁氏菌毒力因子之一,可抑制 TNF-α 产生,是布

鲁氏菌潜在抗原[9-10] 。 基于 OMP25 在布鲁氏菌毒

力中的意义,我们研究了羊种布鲁氏菌 OMP25 作为

布鲁氏菌病亚单位疫苗候选株的可行性。 由于重

组蛋白亚单位疫苗的组成是已知的,且不能在宿主

体内复制,免疫动物后不会致病,因此,亚单位疫苗

被认为是新一代疫苗更好、更安全的选择。
本研究为了筛选布鲁氏菌亚单位疫苗株的候

选抗原,对外膜蛋白 OMP25 进行原核表达,并对其

诱导机体产生的免疫反应进行检测,为亚单位疫苗

候选抗原的筛选提供科学依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

15 只 SPF 级雌性 BALB / c 小鼠,6 周龄,体重约

为 25
 

~
 

30
 

g,购于河南省实验动物中心【SCXK(豫)
2017-0001】,饲养于商丘美兰生物工程有限公司动

物实验室【 SYXK(豫) 2017-0006】。 饲养期间各组

小鼠自由饮水,饲喂普通维持饲料由河南省实验动

物中心【SCXK(豫)2017-0001】提供。 饲养环境:温
度控制在 22

 

~
 

25℃ ,湿度 50%
 

~
 

60%,自动光控

(昼夜各半循环照明)。 所有操作均符合商丘师范

学院实验动物伦理学要求(2021-5)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

T-Vector
 

pMD
 

19 ( Simple ) 载体 ( TaKaRa, 日

本);限制性内切酶 BamH
 

I(TaKaRa,日本);限制性

内切酶 Sal
 

I(TaKaRa,日本);DNA
 

Ligation
 

Kit
 

Ver.
2. 1(TaKaRa,日本);DNA

 

Marker
 

( TaKaRa,日本);
pET-32a 载体( Promega,美国);蛋白 Marker (博士

德,中国);2
 

×
 

Taq
 

PCR
 

Mastermix(天根生化科技

(北京)有限公司,中国);琼脂糖凝胶 DNA 回收试

剂盒(中科瑞泰(北京)生物科技有限公司,中国);
高纯度质粒小提试剂盒(天根生化科技(北京)有限

公司, 中国); 大肠杆菌 ( E. coli) DH5α 和 BL21
(DE3)感受态细胞(北京全式金生物技术有限公

司,中国);IPTG 诱导剂(西格玛奥德里奇(上海)贸

易有限公司,中国);蛋白纯化试剂盒(北京康为世

纪生物科技有限公司,中国);氨苄霉素(西格玛奥

德里奇 ( 上海) 贸易有限公司, 中国); 刀豆蛋白

(ConA,上海源叶生物有限公司);NC 膜(北京索莱

宝科技有限公司,中国);辣根过氧化物酶(HRP)标

记的羊抗鼠 IgG(EarthOx,美国);布鲁氏菌(外膜蛋

白 OMP25)特异性 IgG
 

ELISA 检测试剂盒( RD,美
国); 细胞因子 ELISA 检测试剂盒 ( RD, 美国);
RPMI

 

1640 细胞培养液( Gibco 生命科技公司,美

国);胎牛血清(Gibco 生命科技公司,美国);一次性

细胞培养板(Gibco 生命科技公司,美国)。
微量移液枪( Eppendorf,德国);PCR 仪( nexus

 

GSX1,Eppendorf,德国);凝胶成像系统(Gel
 

Doc
 

XR
+, Bio-Rad, 美 国 ); 高 速 离 心 机 ( MiniSpin,
Eppendorf,德国);冷冻离心机 ( Centrifuge

 

5810R,
Eppendorf,德国);电子分析天平(FA2204,上海舍岩
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仪器有限公司,中国);电热恒温培养箱(DNP-9052,
上海舍岩仪器有限公司,中国);恒温摇床 ( OLB-
200B,欧莱博,中国);电泳仪、电泳槽和半干式转膜

系统(北京六一生物科技有限公司,中国);分子杂

交箱(Big
 

SHOT
 

III,Boekel
 

Scientific,美国);生物安

全柜(BIO
 

II
 

A,Telstar,西班牙)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 重组质粒的构建与鉴定

利用 Primer5. 0 软件,根据 GenBank 登录的布

鲁氏菌 16M 的 omp25 基因序列(BMEI1249)设计引

物(表 1)。 以布鲁氏菌 16M 基因组为模板,PCR 扩

增 omp25 基因。 利用琼脂糖凝胶电泳对扩增产物

进行检测,将扩增产物进行回收纯化后,克隆至

pMD
 

19-T
 

simple 载体,获得重组质粒。 采用限制性

内切酶 BamH
 

I / Sal
 

I 对质粒进行酶切后与 pET-32a
载体相连, 获得 pET

 

OMP25-32a 质粒。 质粒经

BamH
 

I / Sal
 

I 双酶切鉴定后,由公司测序鉴定。 转

化鉴定正确的质粒至 E. coli
 

BL21 感受态细胞,获得

克隆菌。

表 1　 omp25 基因的引物序列

Table
 

1　 Primers
 

for
 

the
 

omp25
引物名称

Primer
 

names
引物序列(5’-3’)

Primer
 

sequences
 

(5’-3’)

OMP25-N GGATCCATGCGCACTCTTAAGTCTCTC(BamH
 

I)

OMP25-C GTCGACTTAGAACTTGTAGCCGATGCC(Sal
 

I)

1. 2. 2　 重组蛋白的表达与纯化

将克隆菌培养至 OD600 约为 0. 4
 

h,取 2
 

mL 菌

液后,在剩余菌液中加入终浓度 1
 

mol / L 的 IPTG 进

行诱导,诱导 2、4 和 6
 

h 时各取 2
 

mL 菌液,通过

12%的聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS-PAGE ) 检测

OMP25 表达情况。 蛋白通过蛋白纯化试剂盒进行

纯化后,利用 SDS-PAGE 电泳对纯化效果检测。
1. 2. 3　 免疫小鼠

参照相关文献[11] 对 BALB / c 小鼠进行免疫。
将 6 周龄雌性 BALB / c 小鼠随机分为 3 组,每组 5
只。 第 1 组皮下注射弗氏佐剂乳化 rOMP25(含 50

 

μg 的 rOMP25),免疫 3 次,每次间隔 2 周。 第 2 组

第只腹腔注射 1
 

×
 

106
 

CFU 的 Rev. 1,第 3 组腹腔注

射 200
 

μL 的 PBS。
1. 2. 4　 rOMP25 蛋白免疫小鼠后诱导细胞因子水

平分析

三免后第 6 周处死小鼠,参照相关文献[12] 无菌

分离脾细胞,测定细胞因子的水平。 用 rOMP25、

ConA(阳性对照)或 RPMI
 

1640 细胞培养液(阴性

对照)刺激小鼠脾细胞,检测细胞因子 IFN-γ 和 IL-2
的水平。
1. 2. 5　 血清学分析

小鼠免疫后,采用鼠尾采血法于第 2、4、6、8 周

采集小鼠外周血,分离血清[13] 。 参照相关文献[14] ,
利用小鼠血清 IgG 和 IL-10

 

ELISA 检测试剂盒测定

小鼠血清中 IgG 和 IL-10 水平。
1. 2. 6　 Western

 

Blot 分析

参考相关文献[15] ,取 1
 

μg 纯化的 rOMP25 蛋

白,进行 SDS-PAGE 电泳,将目的凝胶块切下,200
 

mA 电流转膜 1
 

h,用 5
 

mL
 

5%脱脂奶粉封闭 1
 

h 后,
以 rOMP25、 Rev. 1 和 PBS 免疫小鼠的血清 ( 1 ∶
300)为一抗,以 HRP 标记的羊抗鼠 IgG(1 ∶ 2000)
为二抗,经 Western

 

Blot 检测 rOMP25 的反应原性。
1. 3　 统计学分析

细胞因子用平均细胞因子浓度平均值
 

±
 

标准

差( 􀭰x
  

±
  

s)表示。 抗体用平均 OD450 ±
 

s 表示。 用 t 检
验方法统计显著性(P 值)。 用 SPSS

 

21. 0 软件对各

组间的差异进行方差分析。 P
 

<
 

0. 05 表示差异具

有显著性。

2　 结果

2. 1　 重组质粒(pET
 

OMP25-32a)的构建与鉴定

利用 PCR 扩增 omp25 基因后,获得 642
 

bp 的

基因片段,与预期大小(642
 

bp) 相符(图 1),表明

omp25 基因正确扩增。

注:Lanes
 

1 ~ 2:omp25 的 PCR 产物;Lane
 

3:阴性对照;Lane
 

M:DL2
 

000
 

DNA
 

Marker。

图 1　 omp25 基因的 PCR 扩增

Note.
 

Lanes
 

1 ~ 2.
 

PCR
 

products
 

of
 

omp25.
 

Lane
 

3.
 

Negative
 

control.
 

Lane
 

M.
 

DL2
 

000
 

DNA
 

Marker.

Figure
 

1　 PCR
 

amplification
 

of
 

omp25
 

gene
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将构建的重组质粒 pET
 

OMP25-32a 进行 BamH
 

I / Sal
 

I 双酶切后,发现两条条带,5900
 

bp 的条带系

pET-32a,642
 

bp 的条带系 omp25(图 2),与载体片

段及目的片段的预期大小(642
 

bp)一致,且公司测

序结果与 GenBank 中布鲁氏菌 16M 菌株的 omp25
基因序列同源性达 100%,未发生碱基错配,表明重

组质粒 pET
 

OMP25-32a 构建正确。

注:A:IFN-γ 的水平;B:IL-2 的水平;与 PBS 组相比,∗∗P
 

<
 

0. 01。 (下图同)

图 4　 rOMP25 和 Rev. 1 免疫小鼠后小鼠脾细胞中 IFN-γ 和 IL-2 的水平检测

Note.
 

A.
 

IFN-γ
 

levels.
 

B.
 

IL-2
 

levels.
 

Compared
 

with
 

PBS
 

group
 

,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

4　 Detection
 

of
 

IFN-γ
 

and
 

IL-2
 

levels
 

in
 

splenocytes
 

of
 

the
 

immunized
 

mice
 

by
 

rOMP25
 

and
 

Rev. 1

注:Lanes
 

1 ~ 2:pET
 

OMP25-32a 酶切结果;Lane
 

3:pET
 

OMP25-
32a 质粒;Lane

 

M:DL10000
 

DNA
 

Marker。

图 2　 重组质粒 pET
 

OMP25-32a 的鉴定

Note.
 

Lanes
 

1 ~ 2.
 

pET
 

OMP25-32a
 

digestion.
 

Lane
 

3.
 

pET
 

OMP25-32a
 

plasmid.
 

Lane
 

M.
 

DL10000
 

DNA
 

Marker

Figure
 

2　 Identification
 

of
 

pET
 

OMP25-32a
 

recombinant
 

plasmid

2. 2　 rOMP25 的表达与纯化

将重组质粒 pET
 

OMP25-32a 转化至大肠杆菌

BL21(DE3)进行表达,在菌液中加入 IPTG 后进行

SDS-PAGE 检测,rOMP25 在(40. 8
 

×
 

103 )处出现与

预期蛋白分子质量(40. 8
 

×
 

103 )大小一致的蛋白条

带(图 3A),表明 rOMP25 表达正确,且在 IPTG 诱导

6
 

h 时表达量最高。
菌体超声破碎后,经蛋白纯化试剂盒纯化后,

注:A:rOMP25 的表达分析;Lane
 

1:未诱导的 rOMP25 蛋白样品;
Lanes

 

2~ 4:诱导 2、4、6
 

h 的 rOMP25 蛋白样品; Lane
 

M:蛋白

Marker。 B
 

:rOMP25 的纯化分析;Lane
 

M:蛋白 Marker;Lane
 

1:
rOMP25 的纯化样品。

图 3　 rOMP25 的表达纯化分析

Note.
 

A.
 

Expression
 

analysis
 

of
 

rOMP25.
 

Lane
 

1.
 

Sample
 

of
 

rOMP25
 

without
 

induction.
 

Lanes
 

2 ~ 4.
 

Samples
 

of
 

rOMP25
 

induced
 

after
 

2,
 

4,
 

6
 

h.
 

Lane
 

M.
 

Protein
 

Marker.
 

B.
 

Purification
 

analysis
 

of
 

rOMP25.
 

Lane
 

M.
 

Protein
 

Marker.
 

Lane
 

1.
 

Samples
 

of
 

rOMP25
 

purification

Figure
 

3　 Expression
 

and
 

purification
 

analysis
 

of
 

rOMP25

SDS-PAGE 检测结果显示,在 40. 8
 

×
 

103 处出现单

一蛋白条带(图 3B)。
2. 3　 rOMP25 可诱导细胞免疫反应

为了 检 测 rOMP25 诱 导 的 细 胞 免 疫 反 应,
rOMP25、Rev. 1 和 PBS 免疫小鼠 6 周后,处死小鼠,
无菌摘除脾,分离脾细胞,检测脾细胞中 IFN-γ 和

IL-2 水平。 免疫小鼠的脾细胞用 rOMP25、ConA 或
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RPMI
 

1640 进行刺激。 当用 ConA 刺激时, 免疫

rOMP25 小 鼠 脾 细 胞 IFN-γ 表 达 量 为 873. 68
 

pg / mL,IL-2 的表达量为 655. 21
 

pg / mL,表达水平与

免疫 PBS 小鼠脾细胞产生 IFN-γ 和 IL-2 的水平相

似(P
 

>
 

0. 05),免疫 rOMP25 小鼠较免疫 PBS 小鼠

无显著性差异(图 4)。 免疫 Rev. 1 小鼠脾细胞 IFN-
γ 的表达量为 879. 98

 

pg / mL, IL-2 的表达量为

761. 16
 

pg / mL,表达水平与免疫 PBS 小鼠脾细胞产

生 IFN-γ 和 IL-2 的水平相似(P
 

>
 

0. 05),免疫 Rev.
1 小鼠较免疫 PBS 小鼠无显著性差异(图 4)。 当用

RPMI
 

1640 刺激脾细胞时,各组产生的细胞因子较

少(图 4)。 当用 rOMP25 刺激时,免疫 rOMP25 小鼠

脾细胞 IFN-γ 的表达量为 1655. 98
 

pg / mL,IL-2 的表

达量为 1108. 79
 

pg / mL,表达水平显著高于免疫

PBS 小鼠脾细胞产生 IFN-γ 和 IL-2 的水平 (P
 

<
 

0. 01) (图 4)。 免疫 Rev. 1 小鼠脾细胞 IFN-γ 的表

达量为 1732. 23
 

pg / mL, IL-2 的表达量为 1215. 15
 

pg / mL,表达水平显著高于免疫 PBS 小鼠脾细胞产

生 IFN-γ 和 IL-2 的水平(P
 

<
 

0. 01)(图 4)。 表明小

鼠免疫 rOMP25 后,可诱导细胞免疫反应。
2. 4　 rOMP25 可诱导体液免疫反应

采集 rOMP25、Rev. 1 和 PBS 免疫小鼠后的血

清,检测血清中 IgG 水平。 发现 rOMP25 和 Rev. 1
免疫组产生 IgG 的水平较高,两组无显著性差异

(P
 

>
 

0. 05),IgG 的水平在免疫后第 6 周到达高峰

(图 5)。 但是注射 PBS 的小鼠产生的 IgG 较低(图

5)。 表明 rOMP25 可诱导体液免疫反应。

图 5　 rOMP25 和 Rev. 1 免疫小鼠后小鼠

血清中 IgG 抗体的水平检测

Figure
 

5　 Detection
 

of
 

IgG
 

antibody
 

levels
 

in
 

serum
 

of
 

immunized
 

mice
 

by
 

rOMP25
 

and
 

Rev. 1

2. 5　 rOMP25 可抑制炎症反应

采集 rOMP25、Rev. 1 和 PBS 免疫小鼠后不同时

间点的血清,检测血清中抗炎因子 IL-10 的水平。
发现 rOMP25 和 Rev. 1 免疫组产生 IL-10 的水平较

高,免疫 rOMP25 小鼠较免疫 Rev. 1 小鼠无显著性

差异(P
 

>
 

0. 05) (图 6)。 但是注射 PBS 的小鼠产

生的 IL-10 较低(图 6)。 表明 rOMP25 后可抑制机

体的炎症反应。

图 6　 rOMP25 和 Rev. 1 免疫小鼠后小鼠

血清中抗炎因子 IL-10 的水平检测

Figure
 

6　 Detection
 

of
 

anti-inflammatory
 

factor
 

IL-10
 

levels
 

in
 

serum
 

of
 

immunized
 

mice
 

by
 

rOMP25
 

and
 

Rev. 1

2. 6　 rOMP25 的反应原性分析

为了 检 测 rOMP25 蛋 白 的 反 应 原 性, 以

rOMP25、Rev. 1 和 PBS 免疫小鼠的血清作为一抗,
以 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 作为二抗,进行 Western

 

Blot 分析。 结果显示,rOMP25 和 Rev. 1 免疫的小鼠

出现血清反应,但 PBS 免疫的小鼠血清无反应(图

7),表明 rOMP25 具有良好的反应原性。

注:Lane
 

1:用于 rOMP25 免疫小鼠血清的 Western
 

Blot 结果;Lane
 

2:
用于 Rev. 1 免疫小鼠血清的 Western

 

Blot 结果;Lane
 

3:用于 PBS 免

疫小鼠血清的 Western
 

Blot 结果;Lane
 

M:蛋白 Marker。

图 7　 Western
 

Blot 检测 rOMP25 的反应原性

Note.
 

Lane
 

1.
 

Western
 

Blot
 

using
 

serum
 

from
 

rOMP25
 

immunized
 

mice.
 

Lane
 

2.
 

Western
 

Blot
 

using
 

serum
 

from
 

Rev. 1
 

immunized
 

mice.
 

Lane
 

3.
 

Western
 

Blot
 

using
 

serum
 

from
 

PBS
 

immunized
 

mice.
 

Lane
 

M.
 

Protein
 

Marker.

Figure
 

7　 The
 

immunoreactivity
 

of
 

rOMP25
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot
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3　 讨论

近年来,越来越多的研究者致力于布鲁氏菌亚

单位疫苗的研发,外膜蛋白的疫苗潜力已受到人们

的重视。 布鲁氏菌的外膜蛋白按其分子量可分为 3
组,其中第 3 组(25

 

×
 

103
 

~
 

31
 

×
 

103)具有高度同源

性,参与布鲁氏菌的毒力[16] 。 OMP25 是布鲁氏菌

的主要外膜蛋白之一,研究发现,OMP25 与毒力有

关,牛种布鲁氏菌 omp25 突变株在机体内是减毒

的[17-19] 。 用抗 OMP25 的抗体对动物进行被动免

疫,可提供较强的免疫保护力, 进一步证实了

OMP25 在布鲁氏菌毒力中的作用,以及 OMP25 作

为疫苗候选抗原的重要性[20] 。 已有研究报道,将
OMP25

 

DNA 疫苗免疫 BALB / c 小鼠后,可保护小鼠

免受羊种布鲁氏菌的侵袭[21] 。 也有研究表明,牛种

布鲁氏菌的重组 OMP25 蛋白也可为 BALB / c 小鼠

提供保护力,抵抗牛种布鲁氏菌的感染[22] 。 因此,
OMP25 为较好的亚单位疫苗候选抗原。

由于布鲁氏菌为兼性胞内寄生菌,因此,细胞

免疫是清除布鲁氏菌的关键[23] 。 早期研究也证明,
能够诱导较强的细胞免疫反应的疫苗株可有效地

预防布鲁氏菌病[24] 。 IFN-γ 是一种重要的效应细

胞因子,它能刺激巨噬细胞有效地杀死和清除细胞

内的布鲁氏菌[25] 。 IL-2 为 T 细胞生长因子,可促进

Th1 型和 Th2 型细胞分化,并激发 B 细胞生长及抗

体产生[26] 。 在本研究中,我们探讨了 rOMP25 免疫

小鼠后,诱导机体产生的免疫应答情况。 从免疫

rOMP25 小 鼠 中 无 菌 分 离 脾 细 胞, 并 在 体 外 用

rOMP25 刺激,可产生较高水平的 IFN-γ 和 IL-2,表
明 rOMP25 可诱导机体产生强烈的细胞免疫应答。
此外,在布鲁氏菌感染期间,体液免疫反应发挥重

要重要作用[27] 。 本研究发现,小鼠免疫 rOMP25
后,产生了较高水平的 IgG,且在三免后第 6 周达到

高峰,表明 rOMP25 可诱导机体产生体液免疫反应。
IL-10 是一种介导免疫抑制的细胞因子,可促进 B
细胞增殖分化及抗体产生。 本研究发现,小鼠免疫

rOMP25 后,可产生较高水平的 IL-10,表明 rOMP25
可抑制机体的炎症反应。

目前,布鲁氏菌的许多外膜蛋白已被用于开发

亚 单 位 疫 苗, 如 OMP10
 [28-29] 、 OMP19[28-29] 、

OMP28[29] 、OMP25c[30] 以及 OMP31[31] 等。 这些亚

单位除了产生免疫反应外,还具有一定的保护力。
本研究发现 rOMP25 可作为亚单位疫苗候选抗原,

但还需进一步评价其产生的保护能力。
本研究成功表达并纯化了布鲁氏菌外膜蛋白

OMP25,小鼠 rOMP25 免疫后产生的免疫水平较高,
且 rOMP25 可抑制炎症反应。 此外,rOMP25 具有良

好的反应原性。 因此,在布鲁菌亚单位疫苗抗原筛

选中 OMP25 是其理想的候选抗原。 然而,还需进一

步检测 rOMP25 的保护效果。
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蛴螬肽提取物对铅致小鼠肾中毒的解毒保护作用
机制研究

李子萱,吴琼,张华,温海京,张鑫玉,张永红,沈红∗,崔德凤∗

(北京农学院动物科学技术学院,兽医学(中医药)北京市重点实验室,北京　 102206)

　 　 【摘要】 　 目的　 本实验通过构建醋酸铅致小鼠肾中毒模型,探讨蛴螬肽提取物对小鼠的解毒保护作用机制,
为机体铅性肾病的防治提供试验依据。 方法　 随机取小鼠分为对照组、模型组、阳性药组以及不同剂量蛴螬肽组

(80、160、320
 

mg / kg),除对照组外所有组小鼠隔天腹腔注射醋酸铅 20
 

mg / kg,连续 15
 

d。 此时对照组和模型组小

鼠同时灌服生理盐水而阳性药组小鼠灌服二巯基丁二酸(DMSA
 

70
 

mg / kg)混悬液,蛴螬肽组小鼠灌服不同剂量蛴

螬肽提取物,每天 1 次连续 15
 

d,采用 HE 染色显微镜观察肾组织状态;检测肾功能指标(BUN、Cr)和肾组织中抗氧

化酶水平(SOD、GSH-Px)及过氧化物(MDA)含量;RT-PCR、Western
 

Blot 技术检测分析Ⅱ相解毒酶(NQO1)、抗氧化

酶(HO-1)和信号分子(Nrf2)基因和蛋白表达水平。 结果　 蛴螬肽组与模型组小鼠相比,体重增加但低于对照组,
肾组织形态显著改善,血清中 BUN、Cr 水平显著降低(P

 

<
 

0. 05),肾组织中抗氧化酶( SOD、GSH-Px)水平显著提高

(P
 

<
 

0. 05),MDA 含量显著减少,Ⅱ相解毒酶基因(NQO1)、抗氧化酶(HO-1)及信号分子(Nrf2)mRNA 及蛋白表达

水平均显著上调(P
 

<
 

0. 01)。 结论　 蛴螬肽提取物激活 Nrf2-ARE 信号通路,增强铅中毒小鼠的抗氧化功能和提

高解毒酶基因表达而发挥其解毒保护作用。
【关键词】 　 蛴螬肽;醋酸铅;小鼠;肾中毒;解毒保护作用
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【Abstract】　 Objective　 In
 

this
 

experiment,
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

nephropathy
 

induced
 

by
 

lead
 

acetate
 

was
 

created
 

to
 

study
 

the
 

mechanism
 

of
 

detoxification
 

and
 

protection
 

of
 

grub
 

peptide
 

extract
 

on
 

mice,
 

which
 

provided
 

experimental
 

evidence
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

lead-induced
 

nephropathy. Methods　 Mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

Control
 

group,
 

Model
 

group,
 

Positive
 

drug
 

group,
 

and
 

Grub
 

peptide
 

groups.
 

The
 

Grub
 

peptide
 

groups
 

were
 

given
 

different
 

doses
 

( 80,
 

160,
 

320
 

mg / kg)
 

of
 

grub
 

peptide.
 

All
 

mice,
 

except
 

the
 

Control
 

group,
 

were
 

injected
 

intraperitoneally
 

with
 

20
 

mg / kg
 

lead
 

acetate
 

every
 

other
 

day,
 

for
 

15
 

consecutive
 

days.
 

The
 

mice
 

in
 

the
 

Control
 

group
 

and
 

Model
 

group
 

were
 

then
 

fed
 

normal
 

saline,
 

while
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

Positive
 

drug
 

group
 

were
 

fed
 

a
 

dimercaptosuccinic
 

acid
 

(DMSA
 

70
 

mg / kg)
 

suspension.
 

The
 

mice
 

in
 

the
 

Grub
 

peptide
 

groups
 

were
 

fed
 

different
 

doses
 

of
 

grub
 

peptide
 

extract.
 

The
 

state
 

of
 

the
 

kidney
 

tissue
 

was
 

observed
 

by
 

HE
 

staining
 

once
 

a
 

day
 

for
 

15
 

days.
 

The
 

renal
 

function
 

indexes
 

( BUN,
 

Cr),
 

antioxidant
 

enzyme
 

levels
 

( SOD,
 

GSH-
Px),

 

and
 

peroxide
 

( MDA)
 

content
 

in
 

renal
 

tissue
 

were
 

detected.
 

RT-PCR
 

and
 

Western
 

Blot
 

techniques
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

and
 

analyze
 

the
 

gene
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

phase
 

II
 

detoxification
 

enzyme
 

(NQO1),
 

an
 

antioxidant
 

enzyme
 

(HO-1),
 

and
 

a
 

signaling
 

molecule
 

(Nrf2). Results　 The
 

weight
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

Grub
 

peptide
 

groups
 

was
 

greater
 

than
 

those
 

in
 

the
 

Model
 

group;
 

however,
 

they
 

were
 

less
 

than
 

those
 

in
 

the
 

Control
 

group,
 

and
 

the
 

morphology
 

of
 

the
 

kidney
 

tissue
 

was
 

significantly
 

better.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

morphology
 

of
 

the
 

kidney
 

tissue
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

Grub
 

peptide
 

groups
 

was
 

significantly
 

improved,
 

the
 

level
 

of
 

BUN
 

and
 

Cr
 

in
 

the
 

serum
 

was
 

significantly
 

less
 

(P
 

<
 

0. 05),
 

the
 

level
 

of
 

antioxidant
 

enzymes
 

( SOD,
 

GSH-Px)
 

in
 

renal
 

tissue
 

was
 

significantly
 

less
 

(P
 

<
 

0. 05),
 

and
 

the
 

content
 

of
 

MDA
 

was
 

significantly
 

less.
 

The
 

phase
 

II
 

detoxification
 

enzyme
 

gene
 

( NQO1),
 

antioxidant
 

enzyme
 

( HO-1),
 

and
 

signal
 

molecule
 

(Nrf2)
 

mRNA,
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

up-regulated
 

(P
 

<
 

0. 01). Conclusions 　 Grub
 

peptides
 

can
 

activate
 

Nrf2-ARE
 

signaling
 

pathway
 

to
 

enhance
 

antioxidant
 

function
 

and
 

increase
 

the
 

gene
 

expression
 

of
 

detoxification
 

enzymes
 

in
 

lead-poisoned
 

mice.
 

The
 

protective
 

detoxification
 

effect
 

can
 

then
 

be
 

extracted.
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detoxification
 

protection
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　 　 铅元素是环境中广泛分布的一种有毒性重金

属,各行业中都有所应用,在当今世界中铅已经成

为了不可或缺的金属,但铅金属所导致的环境污

染,使铅中毒患者数量增多[1] 。 铅能在机体体内

长期累积致全身多系统损害,研究显示,儿童比成

人对铅元素的吸收要高,滞留在体内的铅元素对

儿童的生长发育造成一定影响[2] 。 目前,常用的

驱铅药物为依地酸钙钠,其排铅效果虽好,但会引

起机体出现多种副作用,如头晕、恶心、畏寒、发

热、食欲不振等症状[3] 。 因此,开发低毒天然药物

成为生物医学研究热点。 研究发现,治疗儿童高

铅血症时服用杞枣口服液、黄芪健脾汤、丹参注射

液等[4-5] 多种中药对铅中毒进行治疗后,能减轻铅

中毒所产生的情绪不稳定、腹痛、食欲差等不良反

应且降铅疗效果好[6] 。 在中医学记载中,蛴螬是

金龟子等同属近缘昆虫的幼体,其具有破血、散

瘀、明目、通乳的作用[7] ,可治疗痈疽、痔漏、丹毒、
跌打损伤等症[8] 。 《神农本草经》中有记载“目中

淫肤、青翳白膜” 为蛴螬主治功能之一,现代医学

已证实以蛴螬为主成分的滴眼液对白内障具有良

好的治疗效果[9] 。 近年研究表明,蛴螬肽提取物

呈现多种药理作用,如抗氧化、抗肿瘤、抗菌、解毒

保肝等作用[10] 。 Oh 等[11] 发现蛴螬可使脂肪肝小

鼠血浆中丙氨酸转氨酶和 ALP 的活性降低,HE 染

色切片观察到肝细胞病变有明显的改善,结果减

轻了小鼠肝损伤。 当机体受到不良刺激时,核转

录因子 E2 相关因子 2( Nrf2)与核内抗氧化反应元

件( ARE)结合激活 Nrf2-ARE 信号通路,使下游 II
相解毒酶、抗氧化酶基因表达增加[12] ,如醌氧化还

原酶 1( NQO1) 、血红素加氧酶-1( HO-1) 、超氧化

物歧化酶( SOD) 等,促进了细胞内的氧化还原反

应、维持细胞内平衡,并且共同参与机体应激的抗

氧化和解毒保护作用[13-14] 。 经研究发现,由于肾

功能下降,肾小管损伤标志物的表达量增加,氧化

应激等因素的影响,与正常组小鼠相比,Nrf2 缺陷

型小鼠的急性肾损伤更加严重,提示 Nrf2 对肾损

伤有一定保护作用[15] 。 地鳖肽与蛴螬肽提取物联

合应用时能清除自由基,抑制脂质过氧化反应[16] 。
但蛴螬肽提取物能否通过 Nrf2-ARE 信号通路表

现解毒保护作用仍未知。 因此,本研究拟通过建

立醋酸铅致小鼠肾中毒模型,探讨蛴螬肽提取物

对肾中毒小鼠的解毒保护作用及其机制,为未来

研发蛴螬肽提取物作为高效解毒保护剂,及其在

养殖业中应用提供实验依据。
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1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

72 只 8 周龄清洁级雄性 KM 小鼠,体重 21
 

~
 

26
 

g, 购于中国军事医学科学院实验动物中心

【SCXK(军)2019-0002】,饲养于北京农学院实验动

物房【SYXK(京)2021-0001】,温度 22
 

~
 

24℃ ,湿度

恒定,昼夜光照各半,实验期间小鼠自由采食、饮

水。 本实验所有操作均符合北京农学院兽医药理

学实验室伦理要求(BUA2021042)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

谷胱甘肽过氧化物酶 ( glutathione
 

peroxidase,
GSH-Px)、血尿素氮( blood

 

urea
 

nitrogen,BUN)、超
氧化物歧化酶 ( superoxide

 

dismutase, SOD)、 肌酐

(creatinine,Cr)、和丙二醛( malondialdehyde,MDA)
试剂盒均购自南京建成生物有限公司(货号分别

为:A005-1-2、C013-1-1、A001-3-2、C011-2-1、A003-1-
2);全蛋白提取试剂盒购自北京索莱宝科技有限公

司(货号:BC3710);BCA 蛋白检测试剂盒、ECL 化

学发光试剂盒购自碧云天生物技术公司(货号分别

为: P0012、 P0018S ); 兔 源 NQO1、 HO-1、 Nrf2、
GAPDH 抗体和 HRP 标记山羊抗兔 IgG 购自北京博

奥森生物技术有限公司(货号分别为:bs-2184R、bs-
273397R、 bs-1074R、 bs-0755R、 bs-40295G-HRP );
HiFi-MMLV

 

cDNA
 

Kit 购自康为试剂生物科技有限

公司(货号:CW0744M);醋酸铅( Pb)、二巯基丁二

酸(DMSA)购自北京爱普锐晟科技有限公司(货号

分别为:316512-25G、R050651-25g);蛴螬多肽(grub
 

polypeptide)提取物由北京农学院兽医药理实验室

【SYXK(京)2021-0001】制备;所有引物由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成。
UV-3 紫外可见分光光度(上海美普达有限公

司);低温高速离心机( Eppendorf 公司);超低温冰

箱(SANYOO,日本);S1000
 

Theral
 

Cycler 梯度 PCR
仪( Bio-Rad,美国);CFX

 

Connect
 

荧光定量 PCR 检

测系统(Bio-Rad,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 分组与小鼠肾中毒模型建立

72 只 8 周龄清洁级雄性 KM 小鼠,随机分为对

照组、模型组、阳性药组、不同剂量蛴螬肽组( 80、
160、320

 

mg / kg)。 每组 12 只小鼠,实验期间自由采

食、饮水。 为构建铅中毒小鼠模型,正常组小鼠腹

腔注射 20
 

mg / kg 生理盐水,其余各组小鼠均隔天腹

腔注射 20
 

mg / kg 醋酸铅 1 次,连续 15
 

d,此后正常

组、模型组小鼠灌服生理盐水,阳性药组小鼠灌服 70
 

mg / kg
 

DMSA 混悬液,蛴螬肽组灌服不同剂量蛴螬肽

提取物(80、160、320
 

mg / kg),每天 1 次连续 15
 

d。
1. 2. 2　 血清学指标检测

实验期间小鼠每周称重,小鼠末次给药 24
 

h
后,用 4%异氟烷麻醉小鼠后眼眶采血,制备血清采

用试剂盒检测血尿素氮( BUN)、肌酐( Cr)、超氧化

物歧化酶( SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-Px)、
丙二醇(MDA);小鼠颈椎脱臼处死后,取出肾进行

肉眼观察并称重。 取 1
 

g 肾组织与 9
 

mL 生理盐水

于研磨瓶中,研磨制备 10%肾组织匀浆液,部分肾

组织低温冻存备用;处理数据并计算肾重量指数
 

=
 

(肾重量 / 小鼠体重) ×
 

100%。
1. 2. 3　 肾组织病理观察

取小鼠部分肾置于 4%多聚甲醛溶液中浸泡固

定,制作肾组织切片,HE 染色后光学显微镜下观察

组织结构并拍照。
1. 2. 4　 RT-PCR 检测小鼠肾组织中 II 相解毒酶、抗
氧化酶及关键分子基因表达水平

采用 TRIzol 提取肾组织中 RNA,测浓度后反转

录成 cDNA,以 GAPDH 为内参用 RT-PCR 仪扩增,
引物序列见表 1。

表 1　 引物序列表

Table
 

1　 Primer
 

sequence
引物名称

Primers
序列(5’ -3’)

Primer
 

sequence(5’ -3’)
GADPH-F AGTCGGAGTCAACGGATTT
GADPH-R CGCTCCTGGAAGATAGTGAT

Nrf2-F ATAGAGCAAGTTTGGGAAGA
Nrf2-R TTCAGGGCTCGTGATTGT
HO-1-F GAATGAATGCCCTTGAGAT
HO-1-R GCATCCTGATTGTCCTCT
NQO1-F CCCGAGTGCTTTGTCTACGA
NQO1-R GTCAGCCGCTTCAATCTTCT

1. 2. 5　 Western
 

Blot 检测小鼠肾组织中Ⅱ相解毒

酶、抗氧化酶及关键分子蛋白表达水平

取肾组织匀浆,加入蛋白裂解液并离心( -4℃ ,
12000

 

r / min,30
 

min)。 BCA 法测蛋白浓度,制备

10%下层胶,进行 SDS-PAGE 使蛋白分离,转膜后用

5%脱脂奶粉封闭 1
 

h。 用 TBST 缓冲液清洗后加入

NQO1、HO-1、Nrf2 及 GADPH(1 ∶ 1000)抗体,4℃ 冰

箱过夜孵育后用 TBST 缓冲液清洗,加入 HRP 标记

山羊抗兔 IgG(1 ∶ 1000)孵育 2
 

h。 TBST 缓冲液清

洗后加入 ECL 显色液,用 Bio-Rad 系统显影并分析。
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1. 3　 统计学分析

所有数据经 SPSS
 

19. 0 和 GraphPad
 

Prism
 

9 软

件统计分析,结果用平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表示,
两组间比较运用 t 检验方法,P

 

<
 

0. 05 为差异具有

显著性,P
 

<
 

0. 01 为差异极具显著性。

2　 结果

2. 1　 蛴螬肽提取物对铅致肾中毒小鼠精神状态和

体重的影响

经肉眼观察,实验期间对照组小鼠精神状态

良好,食欲正常;模型组小鼠表现为烦躁不安、被
毛粗乱,而后表现为精神萎靡、嗜睡、采食量下降;
阳性药组和蛴螬肽组小鼠表现较为安静、嗜睡、未
见明显异常。 第 1 周时各组体重无明显差异;第 2
周开始模型组小鼠体重显著低于对照组 ( P

 

<
 

0. 05) ,阳性药组和蛴螬肽组小鼠体重较对照组无

显著性差异;第 3、4、5 周时模型组小鼠体重极显

著低于对照组(P
 

<
 

0. 01) ,阳性药组、蛴螬肽组与

模型组相比小鼠体重呈现极显著性增长 ( P
 

<
 

0. 01,图 1) 。

注:与对照组相比,∗P
 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01;与模型组相比,#P
 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01。 (下图同)

图 1　 蛴螬肽提取物对小鼠体重的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05,##P
 

<
 

0. 01.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

grub
 

peptide
 

extract
 

on
 

the
 

body
 

weight
 

of
 

the
 

mice

2. 2　 蛴螬肽提取物对铅致肾中毒小鼠肾指数的

影响

模型组小鼠肾指数极显著高于对照组( P
 

<
 

0. 01) ;阳性药组小鼠肾指数较对照组无显著性

差异;经蛴螬肽提取物给药后,低剂量蛴螬肽组

小鼠肾指数显著低于模型组( P
 

<
 

0. 05) ;中、高
剂量组 小 鼠 肾 指 数 极 显 著 低 于 模 型 组 ( P

 

<
 

0. 01,图 2) 。
2. 3　 蛴螬肽提取物对铅致肾中毒小鼠肾组织结构

的影响

肉眼观察小鼠肾形态,对照组小鼠肾颜色呈淡

红色且有光泽,形态正常,无肉眼可见病理变化;模
型组左肾出现白色斑点,右肾出现坏死点并与其他

周围组织严重粘连(图 3);阳性药组和不同剂量蛴

螬肽组肾颜色及形态有显著改善。 肾组织切片 HE
染色后显微镜下观察,对照组小鼠肾小球形态、大
小正常,边界清晰,无明显结构损伤;模型组小鼠肾

小球萎缩,近端小管轮廓模糊、形态不规则,肾小管

图 2　 蛴螬肽提取物对小鼠肾指数的影响

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

grub
 

peptide
 

extract
 

on
 

mouse
 

kidney
 

index

内有渗出物;阳性药组和蛴螬肽组小鼠肾小球萎缩

程度、官腔形态有所改善(图 4)。
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图 3　 肉眼观察小鼠肾组织形态变化

Figure
 

3　 Morphological
 

changes
 

of
 

the
 

mice
 

kidney
 

tissue
 

by
 

the
 

visual
 

observation

图 4　 蛴螬肽提取物对小鼠肾组织结构的影响

Figure
 

4　 The
 

effect
 

of
 

grub
 

peptide
 

extract
 

on
 

the
 

structure
 

of
 

mouse
 

kidney
 

tissue
 

2. 4　 蛴螬肽提取物对铅致肾中毒小鼠肾功能的

影响

为进一步了解小鼠肾功能,采用试剂盒检测

肾血尿素氮( BUN)和血肌酐( Cr)指标变化。 与对

照组相比,模型组小鼠肾 BUN 和 Cr 水平极显著升

高(P
 

<
 

0. 01) ;阳性药组无显著性差异。 与模型

组相比,阳性药组小鼠肾 BUN 和 Cr 水平极显著下

降(P
 

<
 

0. 01) ;低剂量组与模型组无显著性差异;
中剂量组小鼠肾 BUN 与模型组无显著性差异,中
剂量组小鼠肾 Cr 较模型组显著降低(P

 

<
 

0. 05) ;
高剂量组小鼠肾 BUN、Cr 水平极显著下降(P

 

<
 

0. 01,图 5) 。

图 5　 蛴螬肽提取物对小鼠肾功能影响

Figure
 

5　 Effects
 

of
 

grub
 

peptide
 

extract
 

on
 

renal
 

function
 

of
 

the
 

mice
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2. 5　 蛴螬肽提取物对铅致肾中毒小鼠肾组织中抗

氧化酶及过氧化反应的影响

小鼠肾组织中抗氧化酶水平及过氧物含量经

试剂盒检测后,与对照组相比,模型组 GSH-Px、SOD
水平极显著低于对照组(P

 

<
 

0. 01) ;阳性药组和蛴

螬肽组中 GSH-Px、SOD 水平均呈现上升趋势,随
着蛴螬肽提取物剂量的增加,肾组织中的 GSH-
Px、SOD 水平逐渐升高,其中高剂量组肾组织中的

GSH-Px、SOD 水平增加最显著(P
 

<
 

0. 05) 。 模型

组小鼠肾组织中丙二醛( MDA)含量与对照组相比

极显著增加(P
 

<
 

0. 01) ;阳性药组较对照组无显

著性差异;蛴螬肽组 MDA 含量均有不同程度的降

低,并随着蛴螬肽提取物剂量的增加,小鼠肾组织

中 MDA 含量逐渐降低,其中高剂量组与模型组相

比极显著下降(P
 

<
 

0. 01) ,与对照组相比无显著

性差异(图 6) 。
2. 6　 蛴螬肽提取物对小鼠肾组织中 II 相解毒酶、
抗氧化酶及关键分子基因表达的影响

通过 RT-PCR 技术分析 Nrf2-ARE 信号通路相

关基因和关键分子基因表达水平,与对照组相比,
模型组小鼠肾组织中 NQO1 和 HO-1 的 mRNA 表达

量极显著降低(P
 

<
 

0. 01);阳性药组显著高于模型

组(P
 

<
 

0. 05);而蛴螬肽组随着蛴螬肽剂量增加其

mRNA 表达量增加。 与对照组相比,模型组小鼠肾

组织中 Nrf2 分子 mRNA 表达量极显著降低(P
 

<
 

0. 01);与模型组比,经蛴螬肽提取物处理后低、中
剂量组 Nrf2 的 mRNA 表达量无显著性差异,而高剂

量组 mRNA 表达显著增加(P
 

<
 

0. 05,图 7)。

图 6　 蛴螬肽提取物对铅致肾中毒小鼠肾组织中抗氧化酶(GSH-Px、SOD)及过氧化反应(MDA)的影响

Figure
 

6　 Effect
 

of
 

grub
 

peptide
 

extract
 

on
 

the
 

antioxidant
 

enzymes(GSH-Px,SOD)and
 

peroxidation
 

(MDA)in
 

the
 

kidney
 

tissue
 

of
 

mice
 

with
 

lead-induced
 

nephrotoxicity

图 7　 蛴螬肽提取物对小鼠肾组织中 II 相解毒酶、抗氧化酶及关键分子基因表达的影响

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

grub
 

peptide
 

extract
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

phase
 

II
 

detoxification
 

enzymes,
 

antioxidant
 

enzymes
 

and
 

key
 

molecular
 

genes
 

in
 

mouse
 

kidney
 

tissues
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2. 7　 蛴螬肽提取物对小鼠肾组织中 II 相解毒酶、
抗氧化酶及关键分子蛋白表达的影响

经 Western
 

Blot 法检测 NQO1、HO-1 和 Nrf2 蛋

白表达量,与对照组相比,模型组 NQO1、HO-1 蛋白

表达极显著降低(P
 

<
 

0. 01),Nrf2 蛋白表达显著降

低(P
 

<
 

0. 05);阳性药组无显著性差异。 经蛴螬肽

提取物给药后,低、中、高剂量的蛴螬肽组与模型组

相比,NQO1、HO-1 和 Nrf2 蛋白表达均有不同程度

的上调。 其中,低、中剂量组 NQO1 蛋白表达较模型

组显著增加(P
 

<
 

0. 05);高剂量组则呈极显著增加

(P
 

<
 

0. 01)。 低、中剂量组 HO-1 蛋白表达较模型

组无显著性差异;高剂量组呈极显著增加 ( P
 

<
 

0. 01)。 低、中剂量组 Nrf2 蛋白表达较模型组无显

著性差异;高剂量组呈显著增加(P
 

<
 

0. 05,图 8)。

图 8　 蛴螬肽提取物对小鼠肾组织中 II 相解毒酶、抗氧化酶及关键分子蛋白表达的影响

Figure
 

8　 Effect
 

of
 

grub
 

peptide
 

extract
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

phase
 

II
 

detoxification
 

enzymes,
 

antioxidant
 

enzymes
 

and
 

key
 

molecular
 

proteins
 

in
 

mouse
 

kidney
 

tissues

3　 讨论

当含铅物质进入机体后对各个组织器官均可

产生一定影响,其中肾对含铅物质极为敏感。 肾中

的铅不断积累后会导致肾的形态和功能出现变

化[17] 。 肾形态出现肾小球上皮细胞萎缩,肾小管形

态不规则,毛细血管扩张充血;肾功能下降,肾小球

滤过功能降低,肾小管损伤等。 以上原因会导致

BUN 和 Cr 不能随尿液排出而增高,并在体内蓄积

使肾受到损伤[18] 。 临床上以 BUN、Cr 作为肾检测

指标,二者水平变化可反应肾功能的变化。 本实验

研究发现,铅中毒小鼠体重降低,肾颜色及形态发

生改变,肾组织中 BUN 和 Cr 水平升高。 可提示醋

酸铅对小鼠肾造成了损伤,小鼠肾中毒模型建立成

功。 而经不同剂量蛴螬肽处理的小鼠体重、肾形态

有所改善,BUN、Cr 的水平降低,由此可提示蛴螬肽

提取物可缓解铅中毒所致的小鼠肾损伤。
经研究显示,机体内的氧化系统和抗氧化两系

统在正常情况下处于平衡状态,但当机体受到某些

因素产生的氧化刺激时,会产生对机体造成损害的

自由基[19] ,体内 GSH-Px 是抗氧化系统中重要的酶

类,可保护机体免受自由基的伤害[20] 。 SOD 是抗氧

化系统中首要参与反应的物质[21] ,可与超氧阴离子

相作用从而清除自由基[22] 。 MDA 是机体受到氧化

刺激后所产生的过氧化产物,其含量可体现出体内

自由基水平及受损情况[23] 。 本研究结果中模型组

肾抗氧化酶活性降低且过氧化物水平高,而阳性药

组和蛴螬肽组小鼠肾组织中 GSH-Px 和 SOD 水平显

著升高,MDA 水平降低,结果表明蛴螬肽提取物可

增强抗氧化酶防御系统,从而去除活性氧自由基,
降低脂质过氧化反应,并缓解铅中毒引起的肾组织

损伤,提示蛴螬肽提取物对肾损伤有保护作用。
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Nrf2-ARE 信号通路与机体内源性抗氧化应激

系统和解毒调节传导系统有关,在氧化应激反应应

答中起关键作用[24] 。 HO-1 为抗氧化酶对细胞有一

定保护作用,当机体受到损伤时可清除自由基并对

机体产生抗氧化效应[25] 。 NQO1 可与部分有毒物

质产生反应并将其清除,抑制脂质过氧化反应从而

稳定细胞[26] 。 Nrf2 是机体中重要的物质分子,广泛

存在于各细胞中,若机体细胞 Nrf2 缺失可能导致肺

炎、肝病、肾病、神经性病变等[27] 。 研究显示,小鼠

在白茶提取物的作用下,使 NQO1、HO-1 和 Nrf2 表

达量增加,通过激活 Nrf2-ARE 信号通路从而保护了

肾免受阿霉素引起的蛋白质和脂质氧化损伤[28] 。
姜黄素和百里香醌联合应用时,可缓解大鼠肾组织

损伤,增强肾功能,上调 BUN、Cr 水平及 Nrf2、HO-1
蛋白表达量, 从而减轻顺铂对肾产生的毒副作

用[29] 。 木犀草素可激活 Nrf2-ARE 信号通路,抑制

氧化应激,缓解了醋酸铅致大鼠肾毒性[30] 。 本研究

结果显示,与模型组相比,经蛴螬肽提取物处理后,
小鼠肾组织中 NQO1、HO-1、Nrf2 的 mRNA 和蛋白水

平显著增加。 该结果表明,蛴螬肽提取对肾中毒小

鼠的解毒保护作用,可能通过激活 Nrf2-ARE 信号通

路,减少铅中毒对机体的损伤。
综上所述,醋酸铅致肾中毒小鼠,在蛴螬肽提

取物的作用下,可增强小鼠肾组织中抗氧化酶活

力,降低过氧化反应,上调 II 相解毒酶、抗氧化酶及

关键分子 Nrf2 基因和蛋白的表达,达到改善肾组织

结构和提高肾功能等解毒保护作用,其机制可能与

激活机体内源性 Nrf2-ARE 信号通路有关。
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芍药苷通过激活 LKB1 / AMPK 信号通路对急性
脑梗死大鼠神经损伤的保护作用

赵霞1∗,薛娣1,师少军2

(1. 南阳医学高等专科学校,河南
 

南阳　 473000;2. 河南省安阳市中医院神经外科,河南
 

安阳　 455000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨芍药苷通过激活肝激酶 B1(LKB1) / 5’ -磷酸腺苷激活的蛋白激酶( AMPK)信号通路对

急性脑梗死大鼠神经损伤的保护作用。 方法　 通过线栓闭塞大鼠大脑中动脉建立急性脑梗死模型,随机分为模型

组、芍药苷(10
 

mg / kg)组、AMPK 抑制剂 CC(0. 2
 

mg / kg)组、芍药苷(10
 

mg / kg) +
 

CC(0. 2
 

mg / kg)组,每组 12 只,另
取 12 只大鼠仅分离出颈总动脉与颈外动脉,不插线栓,设为假手术组,分组给药处理后,采用 Morris 水迷宫实验评

测大鼠认知功能;采用三苯基氯化四氮唑(TTC)染色检测各组大鼠脑梗死情况;采用 TUNEL 染色测定各组大鼠海

马神经元凋亡率;采用试剂盒测量各组大鼠血清炎性因子诱导型一氧化氮合酶(iNOS)与白细胞介素-1β( IL-1β)水

平、脑组织过氧化氢酶(CAT)、活性氧(ROS)与丙二醛(MDA)含量;采用蛋白免疫印迹法检测各组大鼠脑组织凋亡

相关蛋白 B 淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)、BCL2 相关 X 蛋白(Bax)与 LKB1 / AMPK 通路相关蛋白(p-LKB1 / LKB1、p-AMPK /
AMPK)表达状况。 结果　 与假手术组相比,模型组大鼠跨越原平台次数、原平台象限内停留时间、脑组织 CAT 含

量、p-LKB1 / LKB1、p-AMPK / AMPK、Bcl-2 表达水平显著降低(P
 

<
 

0. 05),脑梗死面积、海马神经元凋亡率、血清

iNOS 与 IL-1β 水平、脑组织 ROS 与 MDA 含量、Bax 表达水平显著升高(P
 

<
 

0. 05)。 与模型组相比,芍药苷组大鼠

跨越原平台次数、原平台象限内停留时间、脑组织 CAT 含量、p-LKB1 / LKB1、p-AMPK / AMPK、Bcl-2 表达水平显著升

高(P
 

<
 

0. 05),脑梗死面积、海马神经元凋亡率、血清 iNOS 与 IL-1β 水平、脑组织 ROS 与 MDA 含量、Bax 表达水平

显著降低(P
 

<
 

0. 05)。 CC 可减轻芍药苷对大鼠脑梗死的保护作用。 结论　 芍药苷可能通过激活 LKB1 / AMPK 信

号通路,而阻止炎症发生发展,降低氧化应激水平,减轻大鼠脑组织梗死及海马神经元凋亡,改善其认知功能,起到

保护神经的作用。 CC 可减轻芍药苷对大鼠脑梗死的保护作用。
【关键词】 　 芍药苷;肝激酶 B1 / 5’ -磷酸腺苷激活的蛋白激酶;急性脑梗死;神经损伤;保护作用
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【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

paeoniflorin
 

on
 

nerve
 

injury
 

in
 

rats
 

with
 

acute
 

cerebral
 

infarction
 

by
 

activating
 

the
 

liver
 

kinase
 

B1
 

( LKB1) / 5’-amp
 

activated
 

protein
 

kinase
 

( AMPK )
 

signaling
 

pathway.
MethodsAn

 

acute
 

cerebral
 

infarction
 

model
 

was
 

established
 

by
 

occlusion
 

of
 

the
 

middle
 

cerebral
 

artery
 

in
 

rats
 

using
 

sutures,
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and
 

the
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

Model
 

group,
 

Paeoniflorin
 

(10
 

mg / kg)
 

group,
 

AMPK
 

inhibitor
 

Compound
 

C
(CC)

 

(
 

0. 2
 

mg / kg)
 

group,
 

and
 

Paeoniflorin
 

(10
 

mg / kg)
 

+
 

CC
 

(0. 2
 

mg / kg)
 

group,
 

with
 

12
 

animals
 

per
 

group.
 

In
 

addition,
 

12
 

rats
 

were
 

separated
 

from
 

the
 

common
 

carotid
 

artery
 

and
 

external
 

carotid
 

artery
 

without
 

the
 

suture
 

plug
 

and
 

used
 

as
 

the
 

Sham
 

group.
 

After
 

group
 

administration,
 

a
 

Morris
 

water
 

maze
 

test
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

cognitive
 

function
 

of
 

the
 

rats.
 

Triphenyltetrazolium
 

chloride
 

(TTC)
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cerebral
 

infarction
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

TUNEL
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

hippocampal
 

neuron
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

Kits
 

were
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

inflammatory
 

factor
 

inducible
 

nitric
 

oxide
 

synthase
 

(iNOS),
 

interleukin-1β
 

(IL-1β)
 

levels,
 

brain
 

catalase
 

(CAT),
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS),
 

and
 

malondialdehyde
 

(MDA)
 

in
 

the
 

brain
 

tissues
 

of
 

the
 

rats.
 

Western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

apoptosis-related
 

proteins
 

B-cell
 

lymphoma-2
 

( Bcl-2),
 

BCL2-associated
 

X
 

protein
 

(Bax),
 

and
 

LKB1 / AMPK
 

pathway
 

related
 

proteins
 

( p-LKB1 / LKB1,
 

p-LKB1 / LKB1,
 

p-AMPK / AMPK)
 

in
 

the
 

brain
 

tissues. Results　 Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

operation
 

group,
 

the
 

number
 

of
 

times
 

crossing
 

the
 

original
 

platform,
 

residence
 

time
 

in
 

the
 

original
 

platform
 

quadrant,
 

brain
 

tissue
 

CAT
 

content,
 

p-LKB1 / LKB1,
 

p-AMPK / AMPK,
 

and
 

Bcl-2
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

Model
 

group
 

were
 

significantly
 

less
 

(P
 

<
 

0. 05),
 

and
 

the
 

cerebral
 

infarction
 

area,
 

hippocampal
 

neuron
 

apoptosis
 

rate,
 

serum
 

iNOS
 

and
 

IL-1β
 

levels,
 

brain
 

tissue
 

ROS
 

and
 

MDA
 

content,
 

and
 

Bax
 

expression
 

level
 

were
 

significantly
 

greater
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

Model
 

group,
 

the
 

number
 

of
 

times
 

crossing
 

the
 

original
 

platform,
 

residence
 

time
 

in
 

the
 

original
 

platform
 

quadrant,
 

brain
 

tissue
 

CAT
 

content,
 

p-LKB1 / LKB1,
 

p-AMPK / AMPK,
 

and
 

Bcl-2
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

Paeoniflorin
 

group
 

were
 

significantly
 

greater
 

(P
 

<
 

0. 05),
 

the
 

cerebral
 

infarction
 

area,
 

hippocampal
 

neuron
 

apoptosis
 

rate,
 

serum
 

iNOS
 

and
 

IL-1β
 

levels,
 

brain
 

tissue
 

ROS
 

and
 

MDA
 

contents,
 

and
 

Bax
 

expression
 

level
 

were
 

significantly
 

less
 

( P
 

<
 

0. 05 ).
 

CC
 

can
 

reverse
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

paeoniflorin
 

in
 

a
 

rat
 

cerebral
 

infarction.
ConclusionsPaeoniflorin

 

may
 

activate
 

the
 

LKB1 / AMPK
 

signal
 

to
 

prevent
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

inflammation,
 

reduce
 

the
 

oxidative
 

stress
 

level,
 

reduce
 

brain
 

tissue
 

infarction
 

and
 

hippocampal
 

neuronal
 

apoptosis
 

in
 

rats,
 

improve
 

cognitive
 

function,
 

and
 

play
 

a
 

role
 

in
 

protecting
 

nerves.
 

CC
 

can
 

reduce
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

paeoniflorin
 

in
 

a
 

rat
 

cerebral
 

infarction.
【Keywords】 　 paeoniflorin;

 

liver
 

kinase
 

B1 / 5’-amp
 

activated
 

protein
 

kinase;
 

acute
 

cerebral
 

infarction;
 

nerve
 

injury;
 

protective
 

effect
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　 　 急性脑梗死(acute
 

cerebral
 

infarction,ACI)是一

种常发生于中老龄人群的脑血管疾病,发病率高,
病情进展快,治愈困难,可导致偏瘫、认知功能障碍

等后遗症,是我国主要的致死、致残疾病之一[1-2] 。
ACI 发病机制复杂,抗炎因子和致炎因子表达失衡

引发的炎症在其中发挥着重要作用,研究显示,抑
制炎症,降低氧化应激水平,可减轻缺血再灌注脑

组织损伤,改善 ACI 引发的神经功能障碍[3-4] 。
芍药苷是从芍药中提取的活性成分,具有抗

炎、抗过敏、抗氧化及改善认知等多种生物学效应,
可通过抑制 NLRP3 炎症小体信号激活而减轻脑缺

血再灌注损伤[5] ,还可激活 SIRT1 / NF-κB 信号通

路,改善缺氧缺血性脑损伤新生大鼠认知功能[6] ,
是治疗 ACI 的一种重要药物,但其治疗 ACI 的机制

还未有具体定论。 肝激酶 B1 ( liver
 

kinase
 

B1,
LKB1) /

 

5’-磷酸腺苷激活的蛋白激酶 ( 5 ’-amp
 

activated
 

protein
 

kinase,AMPK)是调控脂质代谢、氧
化应激和炎症的重要通路。 上调 SIRT1 表达,可激

活 LKB1 / AMPK 信号通路,显著减轻氧化应激损伤,

抑制脂质合成[7-8] ,还可通过减轻炎症、氧化应激和

神经细胞凋亡来改善 ACI 引发的脑损伤[9] 。 因而

推测激活 LKB1 / AMPK 信号通路可能是芍药苷治疗

ACI 的药理机制。 本文以线栓闭塞大鼠大脑中动脉

的方法建立 ACI 模型,探讨芍药苷通过激活 LKB1 /
AMPK 信号通路对其神经损伤的保护作用。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

60 只 SPF 级健康成年 SD 大鼠,雌雄各半,8 周

龄,体重 290
 

~
 

310
 

g,购自北京华阜生物科技股份

有限公司【SCXK(京)2019-0008】,分笼饲养在河南

中医药大学动物房中【 SYXK(豫)2020-0004】,室内

温度、相对湿度分别设为(24
 

±
 

2)℃ 、55%
 

±
 

5%,12
 

h / 12
 

h 明暗交替照明,大鼠自由饮水采食,饲喂普

通维持饲料购于江苏省协同医药生物工程有限公

司。 大鼠适应性饲养 1 周后进行研究。 本研究符合

本校动物实验与伦理审查(2021-0003)。
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1. 1. 2　 主要试剂与仪器

芍药苷(纯度
 

≥
 

98%,货号 VTY31585),购于

北京德航五洲科技有限公司; AMPK 的抑制剂

Compound
 

C ( CC ) ( 货号 HY-13418A), 购于美国

MedChemExpress 公 司; 三 苯 基 氯 化 四 氮 唑

(Triphenyltetrazolium
 

chloride,TTC) (货号 T8170)、
高效 RIPA 裂解液(货号 R0010)、TUNEL 细胞凋亡

检测试剂盒(货号 T2190),购于北京索莱宝科技有

限公司;大鼠诱导型一氧化氮合酶( Inducible
 

nitric
 

oxide
 

synthase, iNOS) 酶联免疫吸附测定 ( Enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay, ELISA) 试剂盒 ( 货号

SBJ-R00),购于上海木栾科技有限公司;白细胞介

素-1β(Interleukin-1β,IL-1β) 测试盒(货号 H002)、
活性氧( Reactive

 

oxygen
 

species,ROS) 测定试剂盒

(货号 E004-1-1),购于南京建成生物工程研究所有

限公司;丙二醛(Malondialdehyde,MDA)检测试剂盒

(货号 ab238537)、过氧化氢酶( Catalase,CAT)活性

测定试剂盒(货号 ab83464)、BCA 蛋白检测试剂盒

(货号 ab102536)、兔源 Anti-B 淋巴细胞瘤-2(B-cell
 

lymphoma-2, Bcl-2) 一抗 ( 货号 ab194583 )、 兔源

Anti-β-actin 一抗(货号 ab8227)、羊抗兔二抗(货号

ab150077)、 兔源 Anti-BCL2 相关 X 蛋白 ( BCL2-
associated

 

X
 

protein,Bax)一抗(货号 ab32503),购于

美国 Abcam 公 司; 兔 源 Anti-LKB1 一 抗 ( 货 号

AF7389)、兔源 Anti-p-AMPK 一抗(货号 AF5908)、
兔源 Anti-AMPK 一抗(货号 AF6195),购于上海碧

云天生物技术有限公司;兔源 Anti-p-LKB1 一抗(货

号 sc-271924)购于美国 Santa
 

Cruz
 

Biotechnology 公

司等。
MG-3Y 迷宫刺激器,成都泰盟科技有限公司产

品;Morris 水迷宫,购自安徽正华生物仪器设备有限

公司; 自 动 酶 标 仪 购 于 美 国 伯 腾 公 司, 型 号

2010ELX-808;包埋机、倒置光学显微镜、切片机购

于 德 国 Leica 公 司, 型 号 EG1160、 DMI3000B、
CM3050S;高通量垂直电泳仪、转印电泳仪购于北京

六一生物科技有限公司,型号 DYCZ-20H、 DYCZ-
40K;蛋白凝胶成像仪购于美国 Bio-Rad 公司,型号

170-8200 等。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 ACI 大鼠模型制备及分组给药

参照文献制备 ACI 大鼠模型[10] :大鼠禁食不禁

水 12
 

h,腹腔注射 45
 

mg / kg 戊巴比妥钠,待大鼠进

入深度麻醉状态后仰卧固定,颈部备皮消毒后切开

皮肤、肌肉组织,找到颈总动脉、颈外动脉与颈内动

脉,将其游离,永久结扎颈外动脉远心端,暂时夹闭

颈总动脉近心端和颈内动脉远心端,于距离分叉处

2
 

mm 的颈外动脉处作切口,插入圆头线栓,沿颈内

动脉前进至圆头端距离分叉处约 16
 

mm 为止,2
 

h
后取出线栓,恢复供血,即完成造模,将其随机分为

模型组、芍药苷组、CC 组、芍药苷
 

+
 

CC 组,每组 12
只,另取 12 只大鼠仅分离出颈总动脉、颈外动脉与

颈内动脉,不插线栓,作为假手术组。
将芍药苷与 CC 分别溶于 0. 9%氯化钠溶液,获

得 1
 

mg / mL 的芍药苷药液[10] ,0. 02
 

mg / mL 的 CC
药液[11] ,芍药苷

 

+
 

CC 组大鼠以 10
 

mL / kg 剂量的芍

药苷药液每天灌胃干预 1 次,同时以 10
 

mL / kg 剂量

的 CC 药液每天尾静脉注射干预 1 次;芍药苷组大

鼠以 10
 

mL / kg 剂量的芍药苷药液每天灌胃干预 1
次,同时以 10

 

mL / kg 剂量的 0. 9%氯化钠溶液每天

尾静脉注射干预 1 次;CC 组大鼠以 10
 

mL / kg 剂量

的 0. 9%氯化钠溶液每天灌胃干预 1 次,同时以 10
 

mL / kg 剂量的 CC 药液每天尾静脉注射干预 1 次,
共给药 14

 

d。 假手术组与模型组在相应位置注射等

量 0. 9%氯化钠溶液。
1. 2. 2　 检测大鼠认知功能

药物干预结束后 24
 

h,通过 Morris 水迷宫实验

检测大鼠认知功能:将大鼠面朝水池(水深 22
 

cm,
有 4 个等大的象限) 壁放入水中,训练其寻找平台

(位于象限正中,高 20
 

cm),5
 

d 后撤去平台,将大鼠

自每个象限面朝水池壁依次放入水中,记录其 60
 

s
内运动轨迹,分析得到各组大鼠跨越原平台次数及

原平台象限内停留时间[12] 。
1. 2. 3　 检测大鼠脑梗死情况及标本收集

Morris 水迷宫实验结束后,以 1. 2. 1 中的方法

麻醉大鼠,自颈总动脉抽血,静置离心,取出上清,
放置于干净 EP 管中分组标记,在-80℃ 保存。 各组

大鼠中任意选出 6 只,断头后分离出大脑,切片得到

厚度大致相同的冠状切片,将其浸没入 TTC 溶液中

染色,然后固定、拍照,使用 Image
 

pro 软件进行图像

分析,计算出脑梗死面积(%)= 全脑梗死面积 / 全脑

片面积
 

×
 

100%。 将各组剩余的 6 只大鼠断头分离

出大脑后,剪下 1. 2
 

g 脑组织,剪成小碎块后加入适

量高效 RIPA 裂解液,匀浆离心,以 BCA 试剂盒测

量上清中蛋白总浓度后,将其分组标记,在-80℃ 保

存;剩余脑组织漂洗、固定、脱水后,以仪器进行包

埋、切片备用。
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1. 2. 4　 检测大鼠海马神经元凋亡情况

选出 1. 2. 3 中含有完整海马结构的脑组织切

片,进行脱蜡、水化、TUNEL 染色、脱水、透明、封片,
镜下观察着色情况,以 Image

 

pro 软件分析图像,计
算出凋亡率(%)=

 

凋亡细胞数 / 总细胞数
 

×
 

100%,
具体操作参照试剂盒说明书指导进行。
1. 2. 5　 检测大鼠血清 iNOS 与 IL-1β 水平、脑组织

CAT、ROS 与 MDA 含量

取出 1. 2. 3 中血清与脑组织蛋白样品液,以冰

水浴缓慢解冻,各取出 0. 15
 

mL,测定血清 iNOS 与

IL-1β 水平、脑组织 CAT、ROS 与 MDA 含量,具体操

作参照试剂盒说明书指导进行。
1. 2. 6　 检测大鼠脑组织凋亡蛋白与 LKB1 / AMPK
通路相关蛋白表达

取出 1. 2. 5 中剩余的脑组织蛋白样品液,根据

蛋白浓度测定结果将其调至各组相等,然后加入适

量上样缓冲液,变性蛋白(煮沸,5
 

min),取 20
 

μL 样

品液,依次通过电泳、湿转实验,将总蛋白分离后转

至 PVDF 膜上,以 3%牛血清白蛋白溶液封闭蛋白非

特异位点,分别以兔源 Bcl-2、Bax、p-LKB1、 LKB1、
p-AMPK、AMPK、β-actin 一抗孵育、TBST 洗膜、二抗

孵育、 TBST 洗膜、 化学发光法显影、 拍照, 使用

Image
 

pro 软件分析蛋白条带图像灰度值,计算出各

组蛋白相对表达量。
1. 3　 统计学分析

实验数据为计量资料,均采用平均值
 

±
 

标准差

( 􀭰x
 

±
 

s)表示,用 SPSS
 

24. 0 软件统计分析,多组间比

较行单因素方差,组间两两进一步比较采用 SNK-q
检验分析,P

 

<
 

0. 05,表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠认知功能检测结果

与假手术组相比,模型组大鼠跨越原平台次

数、原平台象限内停留时间显著降低(P
 

<
 

0. 05)。
与模型组、芍药苷

 

+
 

CC 组分别相比,芍药苷组大鼠

跨越原平台次数、原平台象限内停留时间均显著升

高(P
 

<
 

0. 05),CC 组大鼠跨越原平台次数、原平台

象限内停留时间均显著降低(P
 

<
 

0. 05)(见表 1)。
2. 2　 各组大鼠脑梗死情况检测结果

与假手术组相比,模型组大鼠脑梗死面积显著

升高(P
 

<
 

0. 05)。 与模型组、芍药苷
 

+
 

CC 组分别

相比,芍药苷组大鼠脑梗死面积均显著降低(P
 

<
 

0. 05);CC 组大鼠脑梗死面积均显著升高 ( P
 

<
 

0. 05)(见图 1、表 2)。

表 1　 各组大鼠跨越原平台次数、原平台

象限内停留时间比较( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

12)
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

times
 

of
 

crossing
 

the
 

original
 

platform
 

and
 

residence
 

time
 

in
 

the
 

original
 

platform
 

quadrant
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

( 􀭰x
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

12)

组别
Groups

跨越原平台次数(n)
Times

 

of
 

crossing
 

the
 

original
 

platform(n)

原平台象限内
停留时间(s)

Dwell
 

time
 

in
 

quadrant
 

of
 

original
 

platform(s)

假手术组
Sham

 

operation
 

group 13. 01
 

±
 

3. 12 34. 76
 

±
 

4. 07

模型组
Model

 

group 6. 28
 

±
 

0. 54a 21. 93
 

±
 

2. 02a

芍药苷组
Paeoniflorin

 

group 8. 26
 

±
 

1. 22bc 26. 54
 

±
 

2. 75bc

CC 组
CC

 

group 1. 02
 

±
 

0. 11bc 7. 01
 

±
 

1. 63bc

芍药苷
 

+
 

CC 组
Paeoniflorin

 

+
 

CC
 

group 6. 79
 

±
 

0. 68 23. 04
 

±
 

2. 28

注:与假手术组相比,aP
 

<
 

0. 05;与模型组相比,bP
 

<
 

0. 05;与芍药苷
 

+
 

CC 组相比,cP
 

<
 

0. 05。 (下表同)
Note.

 

Compared
 

with
 

sham
 

operation
 

group,
 aP

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 bP

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

paeoniflorin
 

+
 

CC
 

group,
 cP

 

<
 

0. 05. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

tables)

图 1　 TTC 染色检测各组大鼠脑梗死情况

Figure
 

1　 TTC
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cerebral
 

infarction
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

2. 3　 各组大鼠海马神经元凋亡情况检测结果

与假手术组相比,模型组大鼠海马神经元凋亡

率显著升高(P
 

<
 

0. 05)。 与模型组、芍药苷
 

+
 

CC
组分别相比,芍药苷组大鼠海马神经元凋亡率均显

著降低(P
 

<
 

0. 05);CC 组大鼠海马神经元凋亡率均

显著升高(P
 

<
 

0. 05)(见图 2,表 3)。
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图 2　 TUNEL 染色检测各组大鼠大鼠海马神经元凋亡情况

Figure
 

2　 TUNEL
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

apoptosis
 

of
 

hippocampal
 

neurons
 

in
 

each
 

group

表 2　 各组大鼠脑梗死面积比较( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

6)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

cerebral
 

infarction
 

area
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

6)
组别

Groups
脑梗死面积(%)

Cerebral
 

infarction
 

area(%)

假手术组
Sham

 

operation
 

group 0. 00
 

±
 

0. 00

模型组
Model

 

group 26. 10
 

±
 

1. 36a

芍药苷组
Paeoniflorin

 

group 9. 25
 

±
 

0. 92bc

CC 组
CC

 

group 45. 32
 

±
 

4. 01bc

芍药苷
 

+
 

CC 组
Paeoniflorin

 

+
 

CC
 

group 24. 86
 

±
 

1. 75

表 3　 各组大鼠海马神经元凋亡率比较( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

6)
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

hippocampal
 

neurons
 

in
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

6)
组别

Groups
凋亡率(%)

Apoptosis
 

rate(%)

假手术组
Sham

 

operation
 

group 1. 20
 

±
 

0. 36

模型组
Model

 

group 26. 07
 

±
 

1. 25a

芍药苷组
Paeoniflorin

 

group 5. 13
 

±
 

0. 86bc

CC 组
CC

 

group 59. 34
 

±
 

5. 25bc

芍药苷+CC 组
Paeoniflorin

 

+
 

CC
 

group 25. 78
 

±
 

1. 62

2. 4　 各组大鼠血清炎性因子 iNOS 与 IL-1β水平

检测结果

与假手术组相比,模型组大鼠血清炎性因子

iNOS 与 IL-1β 水平显著升高(P
 

<
 

0. 05)。 与模型

组、芍药苷+CC 组分别相比,芍药苷组大鼠血清炎

性因子 iNOS 与 IL-1β 水平均显著降低(P
 

<
 

0. 05);
CC 组大鼠血清炎性因子 iNOS 与 IL-1β 水平均显著

升高(P
 

<
 

0. 05)(见表 4)。

表 4　 各组大鼠血清炎性因子 iNOS 与 IL-1β 水平

比较结果( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

12)
Table

 

4　 Serum
 

inflammatory
 

factors
 

iNOS
 

and
 

IL-1
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

β
 

Horizontal
 

comparison
 

results( 􀭰x
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

12)
组别

Groups
iNOS

(U / mL)
IL-1β

(pg / mL)

假手术组
Sham

 

operation
 

group 15. 16
 

±
 

3. 25 62. 43
 

±
 

5. 89

模型组
Model

 

group 67. 43
 

±
 

8. 09a 117. 39
 

±
 

10. 54a

芍药苷组
Paeoniflorin

 

group 17. 08
 

±
 

3. 56bc 64. 28
 

±
 

7. 21bc

CC 组
CC

 

group 108. 02
 

±
 

10. 15bc 168. 46
 

±
 

12. 96bc

芍药苷
 

+
 

CC 组
Paeoniflorin

 

+
 

CC
 

group 65. 37
 

±
 

8. 61 115. 25
 

±
 

9. 12

2. 5　 各组大鼠脑组织氧化应激水平检测结果

与假手术组相比,模型组大鼠脑组织 CAT 含量

显著降低(P
 

<
 

0. 05),ROS、MDA 含量显著升高(P
 

<
 

0. 05)。 与模型组、芍药苷
 

+
 

CC 组分别相比,芍
药苷组大鼠脑组织 CAT 含量均显著升高 ( P

 

<
 

0. 05),ROS、MDA 含量均显著降低(P
 

<
 

0. 05);CC
组大鼠脑组织 CAT 含量均显著降低(P

 

<
 

0. 05),
ROS、MDA 含量均显著升高(P

 

<
 

0. 05)(见表 5)。

表 5　 各组大鼠脑组织 CAT、ROS 与 MDA 含量比较结果

( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

6)
Table

 

5　 Comparison
 

results
 

of
 

cat,
 

ROS
 

and
 

MDA
 

contents
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

6)
组别

Groups
CAT

(U / mg
 

prot)
ROS

(U / kg
 

prot)
MDA

(nmol / mg
 

prot)
假手术组

Sham
 

operation
 

group 6. 59
 

±
 

0. 71 0. 92
 

±
 

0. 21 1. 12
 

±
 

0. 13

模型组
Model

 

group 2. 65
 

±
 

0. 18 6. 84
 

±
 

0. 67a 3. 90
 

±
 

0. 35a

芍药苷组
Paeoniflorin

 

group 6. 17
 

±
 

0. 83bc 1. 14
 

±
 

0. 32bc 1. 20
 

±
 

0. 29bc

CC 组
CC

 

group 0. 68
 

±
 

0. 15bc 12. 38
 

±
 

2. 26bc 6. 04
 

±
 

0. 41bc

芍药苷
 

+
 

CC 组
Paeoniflorin

 

+
 

CC
 

group 2. 92
 

±
 

0. 39 6. 57
 

±
 

0. 84 3. 71
 

±
 

0. 39
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2. 6　 各组大鼠脑组织凋亡相关蛋白(Bcl-2、Bax)
与 LKB1 / AMPK 通路相关蛋白( p-LKB1 / LKB1、
p-AMPK / AMPK)表达检测结果

与假手术组相比,模型组大鼠脑组织 p-LKB1 /
LKB1、p-AMPK / AMPK、Bcl-2 表达水平显著降低(P

 

<
 

0. 05),Bax 表达水平显著升高(P
 

<
 

0. 05)。 与模

型组相比,芍药苷组大鼠脑组织 p-LKB1 / LKB1、p-
AMPK / AMPK、Bcl-2 表达水平显著升高(P

 

<
 

0. 05),
Bax 表达水平显著降低(P

 

<
 

0. 05);CC 组大鼠脑组

织 p-AMPK / AMPK、Bcl-2 表达水平显著降低(P
 

<
 

0. 05),Bax 表达水平显著升高(P
 

<
 

0. 05),p-LKB1 /
LKB1 水平无显著性差异(P

 

>
 

0. 05)。 与芍药苷
 

+
 

CC 组相比,芍药苷组大鼠脑组织 p-AMPK / AMPK、
Bcl-2 表达水平显著升高(P

 

<
 

0. 05),Bax 表达水平显

著降低(P
 

<
 

0. 05),p-LKB1 / LKB1 水平无显著性差异

(P
 

>
 

0. 05); CC 组大鼠脑组织 p-LKB1 / LKB1、 p-
AMPK / AMPK、Bcl-2 表达水平显著降低(P

 

<
 

0. 05),
Bax 表达水平显著升高(P

 

<
 

0. 05)(见图 3,表 6)。

图 3　 免疫印迹检测各组大鼠脑组织凋亡相关蛋白与 LKB1 / AMPK 通路相关蛋白表达水平

Figure
 

3　 Expression
 

levels
 

of
 

apoptosis
 

related
 

proteins
 

and
 

LKB1 / AMPK
 

pathway
 

related
 

proteins
 

in
 

rat
 

brain
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot

表 6　 各组大鼠凋亡相关蛋白与 LKB1 / AMPK 通路相关蛋白相对表达水平比较( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

6)
Table

 

6　 Comparison
 

of
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

apoptosis
 

related
 

proteins
 

and
 

LKB1 / AMPK
 

pathway
 

related
 

proteins
 

in
 

rats
 

of
 

each
 

group( 􀭰x
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

6)
组别

Groups Bcl-2 / β-actin Bax / β-actin p-LKB1 / LKB1 p-AMPK / AMPK

假手术组
Sham

 

operation
 

group 1. 84
 

±
 

0. 37 0. 22
 

±
 

0. 07 1. 31
 

±
 

0. 28 1. 68
 

±
 

0. 33

模型组
Model

 

group 0. 71
 

±
 

0. 14a 1. 48
 

±
 

0. 23a 0. 47
 

±
 

0. 09a 0. 72
 

±
 

0. 12a

芍药苷组
Paeoniflorin

 

group 1. 79
 

±
 

0. 42bc 0. 25
 

±
 

0. 08bc 1. 26
 

±
 

0. 25b 1. 64
 

±
 

0. 41bc

CC 组
CC

 

group 0. 12
 

±
 

0. 03bc 2. 13
 

±
 

0. 31bc 0. 45
 

±
 

0. 08c 0. 18
 

±
 

0. 05bc

芍药苷+CC 组
Paeoniflorin

 

+
 

CC
 

group 0. 74
 

±
 

0. 13 1. 45
 

±
 

0. 29 1. 23
 

±
 

0. 30 0. 76
 

±
 

0. 14

3　 讨论

ACI 具有高发病率、高病死率、高致残率等特

点,我国每年因此而致死致残的人数众多,所花费

的金钱、精力、时间给患者家庭带来了沉重的负担,
极大降低了患者及其家庭的生活质量,是目前神经

临床医学亟需解决的热点和难点问题[13] 。 线栓法

构建的大脑中动脉栓塞模型是常用的模拟动物脑
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缺血损伤的模型之一,被广泛应用于脑部缺血疾病

的研究,可较好类比人脑缺血损伤的病理机制。 因

此本文以线栓闭塞大鼠大脑中动脉的方法建立急

性脑梗死模型,结果显示,造模大鼠脑梗死面积、血
清 iNOS 与 IL-1β 水平、脑组织 ROS 与 MDA 含量、
Bax 表达水平显著升高,导致强烈的炎症及氧化应

激,造成大鼠海马神经元凋亡,跨越原平台次数、原
平台象限内停留时间降低,学习认知能力受损,提
示模型构建成功。

芍药苷作为具有很强抗炎、抗氧化作用的天然

活性物质,可抑制 NLRP3 炎症小体信号,进而延缓

视网膜缺血性损伤[14] ,还可减少氯化钴诱导的神经

细胞 PC12 内 ROS 水平,降低氧化应激水平,抑制细

胞凋亡,并对脑缺血再灌注损伤大鼠起到明显的神

经保护作用[5,15] ,半暗带损伤是脑梗死不良预后的

主要原因,其具有可逆性,及时采取药物恢复血流

可恢复半暗带损伤。 氧自由基增多可能会促进半

暗带细胞的凋亡,因此抑制氧自由基的释放,恢复

半暗带区域的神经元活力是治疗脑缺血损伤的方

法之一。 本研究芍药苷处理的 ACI 大鼠脑组织脑

梗死面积明显减少,ROS 与 MDA 含量、海马神经凋

亡比例降低,CAT 含量升高,脑梗死面积减少的可

能原因是芍药苷清除氧自由基,促进了缺血半暗带

的转换,脑梗死面积减少。 同时芍药苷处理大鼠跨

越原平台次数、原平台象限内停留时间升高,大鼠

认知功能提升,证实了芍药苷对 ACI 大鼠的疗效。
此外芍药苷处理大鼠血清 iNOS 与 IL-1β 水平降低,
表明芍药苷可抑制致炎因子表达,阻碍炎症发生与

进展。
脑组织缺血再灌注引发的严重炎症反应和高

水平的氧化应激造成神经元细胞变性凋亡,是 ACI
的主要致病基础,抑制炎症及脂质过氧化是减轻

ACI 所致神经损伤的有效手段[16-17] 。 LKB1 / AMPK
作为机体调控炎症与氧化应激反应的重要通路,在
脑损伤、阿尔茨海默病、帕金森病等神经系统疾病

的发病及病情进展过程中发挥着关键作用,促进

LKB1、AMPK 的磷酸化激活,可通过促进自噬抑制

氧-葡萄糖剥夺 / 复氧诱导的神经细胞 PC12 凋

亡[18] ,还可减轻神经炎症,缓解脑缺血再灌注引发

的氧化应激损伤,起到神经保护作用[9,19-20] 。 由此

可知,LKB1 / AMPK 信号是 ACI 的一个重要治疗靶

点。 本文结果显示,芍药苷干预可阻止 ACI 大鼠脑

组织 p-LKB1 / LKB1、 p-AMPK / AMPK 水平的降低,

以 AMPK 抑制剂 CC 处理 ACI 大鼠,可加重神经炎

症及氧化应激反应,增强脑梗死及海马神经元凋

亡,导致大鼠认知功能进一步受损,并可减弱芍药

苷改善 ACI 大鼠脑损伤的作用,逆转其对大鼠的神

经保护功能,表明芍药苷可通过激活 LKB1 / AMPK
信号通路,阻碍氧化应激与炎症反应发生发展,减
轻脑梗死及海马神经元凋亡,增强 ACI 大鼠认知能

力,改善其神经功能。
综上所述,芍药苷可增强 LKB1、AMPK 的磷酸

化,清除氧自由基,减少炎性细胞因子表达,减轻神

经炎症,减弱氧化应激,抑制脑梗死与海马神经元

凋亡,修复 ACI 大鼠认知功能,起到神经保护作用,
促进 LKB1 / AMPK 信号传导是其药理机制之一。
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SMA 模型小鼠骨髓间充质干细胞体外培养体系的建立

陈志衡1,2,吴刘成1,景谨1,朱顺星1∗

(1. 南通大学实验动物中心,江苏
 

南通　 226001;2. 南通大学江苏省教育部神经再生重点实验室,江苏
 

南通　 226001)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立脊髓型肌萎缩症(SMA)小鼠骨髓间充质干细胞(BMMSC)体外培养体系,研究反义寡核

苷酸(ASO)对其生物学特性的影响,为深入研究 SMA 发病机制及药物筛选提供可靠的体内模拟工具细胞。 方法
 

选取刚出生 4
 

d 的 SMA 小鼠,CO2 窒息法处死后,于 75%乙醇中浸泡,分离、纯化骨髓细胞。 细胞荧光检测细胞表

面标志物;RT-PCR 及 Western
 

Blot 研究 ASO 对运动神经元存活基因 2(SMN2)外显子(exon7)列入水平以及运动神

经元存活(SMN)蛋白表达量;EDU 法和 TUNEL 法检测细胞增殖和凋亡能力。 结果　 体外分离培养的 SMA 模型小

鼠 BMMSC 具有贴壁生长、可以传代等特点;对 P3 代 BMMSC 进行细胞免疫荧光鉴定结果显示:CD44、CD29 高表

达,CD34、CD45 低表达;转染 ASO 后细胞 SMN2
 

exon7 列入率显著上升以及 SMN 蛋白表达量显著上调,并显著促进

细胞增殖能力,同时核内 Gemini
 

bodies( gems)数量也有所增多。 结论 　 成功建立 SMA 小鼠 BMMSC 体外培养体

系,通过阳性药物 ASO 验证可促进 BMMSC
 

SMN2
 

exon7 列入及 SMN 蛋白表达,为 SMN2 相关调控机制及药物筛选

提供一种新的工具细胞。
【关键词】 　 SMA 小鼠;骨髓间充质干细胞;ASO;运动神经元存活 2 基因;细胞增殖

【中图分类号】
  

Q95-33　 　 【文献标识码】
  

A　 　 【文章编号】
  

1005-4847
 

(2022)
 

05-0679-07

An
 

in
 

vitro
 

culture
 

system
 

for
 

bone
 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells
 

in
 

a
 

mouse
 

SMA
 

model
CHEN

  

Zhiheng1,2 ,
 

WU
  

Liucheng1 ,
 

JING
  

Jin1 ,
 

ZHU
  

Shunxing1∗

(1. Laboratory
 

Animal
 

Center
 

of
 

Nantong
 

University,
 

Nantong
 

226001,
 

China.
 

2. Key
 

Laboratory
 

of
 

Neuroregeneration
 

of
 

Jiangsu
 

and
 

Ministry
 

of
 

Education
 

of
 

Nantong
 

University,
 

Nantong
 

226001)
Corresponding

 

author:
  

ZHU
 

Shunxing.
 

E-mail:
 

ZSX@ ntu. edu. cn

【Abstract】　 Objective　 To
 

establish
 

a
 

culture
 

system
 

of
 

bone
 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells
 

(BMMSCs)
 

in
 

vitro
 

in
 

a
 

mouse
 

spinal
 

muscular
 

atrophy
 

( SMA)
 

model,
 

study
 

the
 

antisense
 

oligonucleotide
 

( ASO)
 

influence
 

of
 

its
 

biological
 

characteristics,
 

and
 

establish
 

a
 

reliable
 

simulation
 

tool
 

with
 

the
 

SMA
 

model
 

for
 

the
 

in
 

depth
 

study
 

of
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

SMA
 

and
 

drug
 

screening. Methods 　 The
 

marrow
 

of
 

the
 

femur
 

and
 

humeral
 

bones
 

of
 

four-day-old
 

SMA
 

mice
 

were
 

harvested.
 

The
 

surface
 

markers
 

of
 

BMMSCs
 

were
 

identified
 

by
 

immunofluorescence.
 

The
 

survival
 

motor
 

neuron
 

gene
 

2
 

(SMN2)
 

exon7
 

inclusion
 

level
 

and
 

survival
 

motor
 

neuron
 

( SMN)
 

protein
 

expression
 

were
 

detected
 

by
 

RT-PCR
 

and
 

Western
 

Blot.
 

The
 

cell
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

were
 

detected
 

by
 

an
 

EDU
 

kit
 

and
 

TUNEL
 

kit. Results　 The
 

BMMSCs
 

isolated
 

and
 

cultured
 

in
 

vitro
 

from
 

SMA
 

mice
 

showed
 

adherent
 

growth
 

and
 

the
 

ability
 

to
 

passage.
 

P3
 

generation
 

BMMSCs
 

were
 

identified
 

by
 

cellular
 

immunofluorescence,
 

in
 

which
 

the
 

positive
 

markers
 

of
 

CD44
 

and
 

CD29
 

were
 

highly
 

expressed,
 

and
 

the
 

negative
 

markers
 

of
 

CD34
 

and
 

CD45
 

expression
 

were
 

low.
 

SMN2
 

exon7
 

inclusion
 

and
 

SMN
 

protein
 

expression
 

increased
 

significantly
 

after
 

ASO
 

transfected
 

the
 

cells,
 

and
 

the
 

proliferation
 

was
 

significantly
 

promoted,
 

while
 

the
 

number
 

of
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gemi
 

bodies
 

within
 

the
 

nucleus
 

also
 

increased. Conclusions 　 A
 

BMMSC
 

in
 

vitro
 

culture
 

system
 

for
 

SMA
 

mice
 

was
 

successfully
 

established
 

to
 

promote
 

the
 

inclusion
 

of
 

BMMSC
 

SMN2
 

exon7
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

SMN
 

protein
 

via
 

ASO
 

verification
 

as
 

a
 

new
 

tool
 

cell
 

for
 

the
 

study
 

of
 

SMN2-related
 

regulatory
 

mechanisms
 

and
 

drug
 

screening.
【Keywords】　 SMA

 

mice;
 

BMMSC;
 

ASO;
 

SMN2;
 

cell
 

proliferation
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　 　 脊髓性肌萎缩症 ( spinal
 

muscular
 

atrophy,
SMA),一种罕见的由于脊髓前角发生退行性病变,
导致运动神经元功能退化、肌肉萎缩的常染色体隐

性的神经退行性遗传病[1-2] ,是婴儿致死率最常见

的遗传性神经疾病之一, 在新生儿中患病率达

1 / 6000[2] 。 目前通过修正 SMN2 ( survival
 

of
 

motor
 

neuron
 

2)基因[3] ;或增加 SMN2
 

exon7 的列入[4] ;或
对患者的 SMN1 基因进行替代进而达到挽救 SMA
患者的效果[5] 。 或将 SMA 患者皮肤成纤维细胞或

尿液分离的肾小管上皮细胞诱导成 IPSC ( induced
 

pluripotent
 

stem
 

cells,诱导多能干细胞),进一步将

IPSC 诱导分化成运动神经元细胞,进而对患者进行

治疗[6-7] ,但是诱导产生 IPSC 的过程繁琐复杂、周
期 长。 骨 髓 间 充 质 干 细 胞 ( bone

 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,BMMSC) 具有贴壁生长、增
殖能力强、分化程度低等优点[8-9] ,目前已用于人、
大鼠、小鼠等相关疾病模型的研究[10] ,但有关 SMA
模型小鼠骨髓间充质干细胞的研究暂无报道。 本

研究探索分离培养 SMA 模型小鼠的骨髓间充质干

细胞,并将其作为 SMA 相关药物研发及筛选的工具

细胞,为治疗 SMA 疾病相关药物的研发及筛选提供

一种工具细胞。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

所使用 SMA 模型鼠来源于 Jackson
 

laboratory,
在南通大学实验动物中心保种扩繁 【 SCXK ( 苏)
2019-0001】。 实验用 SPF 级 FVB. Cg-Smn1tm1Hung

 

Tg
(SMN2)2Hung / J 雄鼠( smn- / - SMN22tg / 2tg ) 4 只,8

 

~
 

10 周龄,体重在 28
 

~
 

30
 

g;雌鼠(smn- / -SMN22tg / 2tg )
8 只,8

 

~
 

10 周龄,体重在 22
 

~
 

25
 

g,饲养于南通大

学实验动物中心 SPF 级屏障 【 SYXK ( 苏) 2017-
0045】。 饲养环境:温度(21

 

±
 

1)℃ 、相对湿度(55
 

±
 

5)%,12
 

h / 12
 

h 光 / 暗循环。 将 1 雄和 2 雌进行配

种繁殖,自由采食、饮水,定期更换笼具、垫料,每日

观察老鼠状态,孕鼠及时分笼,记录生产时间,选取

刚出生 4
 

d 的小鼠(基因型:smn- / -SMN22tg / 2tg
 

)8 只,
雌雄不拘,体重在 2

 

~
 

4
 

g。 实验过程中对小鼠的操

作经 南 通 大 学 动 物 伦 理 委 员 会 伦 理 学 审 批

(S20201203-301)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

DME / F12( Hyclone,SH20023. 01),FBS( Gibco,
A3160802),0. 25%

 

Trypsin-EDTA(Gibco,2185855),
Anti-SMN / Gemin

 

1( Abcam,ab108531),Anti-integrin
 

beta-1 / CD29 ( Proteintech, 12594-1-AP ), Anti-CD44
( Proteintech

 

15675-1-AP ), Anti-CD34 ( Proteintech,
14486-1-AP),Anti-CD45( Proteintech,20103-1-AP),
Anti-β-Actin( Santa

 

Cruz,sc-47778),Anti-α-TubuLin
(Cell

 

Signaling
 

Technology, #3873), LipofectamineTM
 

3000
 

Reagent ( Thermo
 

Fisher
 

Scientific,L3000001),
抗荧光淬灭液(含 DAPI) ( Beyotime,P0131),EDU
检测试剂盒( Beyotime,C0071S),TUNEL 检测试剂

盒(Vazyme,A112-01)。
NanoDropTM

 

1000
 

Spectrophotometer ( Thermo
 

Fisher
 

Scientific, 0D-1000, 美 国 ), 荧 光 显 微 镜

(OLYMPUS, BX51, 日 本 ) 和 倒 置 光 学 显 微 镜

( OLYMPUS, CKX31SF, 日 本 ), MuLti 显 影 仪

(Tanon,Tanon-5200,中国),电泳仪及湿转转膜系统

(BIO-Rad,PowerPac
 

Basic,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 SMA
 

BMMSC 原代培养

取出生 4
 

d 的 SMA 小鼠尾尖,进行快速基因型

鉴定,选取基因型为 smn- / - SMN22tg / 2tg 的小鼠进行

BMMSC 提取分离实验:将小鼠置于可封闭的安乐死

装置中,释放 CO2 使其窒息而亡,于 75%乙醇中浸

泡,取其四肢,剥离肌肉,取股骨以及肱骨骨髓,用
含 10%FBS 的 DME / F12 完全培养基培养,次日进行

换液[11] 。 倒置显微镜观察细胞形态, 待其长满

(70%
 

~
 

80%)后记为 P0,用 0. 25%胰酶消化,进行

传代培养。 P3 代细胞用于后续实验。
1. 2. 2　 SMA

 

BMMSC 细胞鉴定

以每毫升 1
 

×
 

106 个将 P3 代细胞接种于含有

小圆玻片的六孔板中,37℃ ,5%
 

CO2 细胞培养箱内
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过夜培养。 次日,将小圆玻片固定,封闭后孵育一

抗[12-13] ,4℃过夜;第 3 天,洗去未结合的一抗,室温

避光孵育荧光二抗 2
 

h,洗去未结合的二抗,加入抗

荧光淬灭液(含 DAPI),封片,拍照。
1. 2. 3　 SMA

 

BMMSC 细胞转染

以每毫升 1
 

×
 

106 个将 P3 代细胞接种于六孔

板中,待其长至 70%
 

~
 

80%进行细胞转染实验。 设

置空白对照组与实验组:实验组中加入 ASO10-29
(以下简称 ASO,一种反义寡核苷酸) [14] ,37℃ ,5%

 

CO2 培养箱培养 48
 

h。
1. 2. 4　 RT-PCR 及 SMN2

 

FL 表达分析

利 用 TRIzol 法 收 集 Total
 

RNA, 用

NanoDropTM1000
 

Spectrophotometer 检测细胞 Total
 

RNA 浓度。 取 1 μg
 

Total
 

RNA 进行逆转录反应,按
Reverse

 

Transcriptase 试剂盒说明进行 RT-PCR 反

应。 以此 RT 产物为模板进行 PCR 反应(反应条

件:95℃
 

5
 

min;95℃
 

30
 

s,60℃
 

30
 

s,72℃
 

1
 

min 循

环 35 次;72℃ ,7
 

min)。 SMN 基因引物序列 ( 5’-
3 ’): Forward: ATAATTCCCCCACCACCTCCC;
Reverse:TTGCCACATACGCCTCACATAC。

取少量 PCR 产物以 1% 琼脂糖凝胶电泳,
120

 

V,30
 

min,核酸成像系统显影拍照。 将剩下的

PCR 产物中加入 Dde1 限制性内切酶,37℃ 水浴,酶
切过夜。 次日,将酶切过夜的产物进行 1. 5%琼脂

糖凝胶电泳,110
 

V,60
 

min。 核酸成像系统显影拍

照,计算 SMN2
 

exon7 列入比率[4] 。
1. 2. 5　 Western

 

Blot
收 集 蛋 白, 使 用 NanoDropTM

 

1000
 

Spectrophotometer 检测蛋白浓度,调整上样量为 30
μg。 用 10%

 

PAGE 凝胶进行蛋白电泳,转 PVDF
膜,5%脱脂奶粉室温封闭 2

 

h,4℃孵育过夜,洗去未

结合的一抗,室温孵育二抗 2
 

h,洗去未结合的二抗。
用 MuLti 显影仪显影,Image

 

J 软件对结果进行定量

分析。
1. 2. 6　 细胞免疫荧光检测 SMN 蛋白表达情况

将 P3 代细胞接种于含有小圆玻片的 12 孔板

内,转染 48
 

h 后进行细胞免疫荧光实验。 将小圆玻

片固定、通透、封闭后,4℃ 孵育一抗过夜。 第 2 天,
洗去未结合的一抗,室温避光孵育二抗 2

 

h,加入抗

荧光淬灭液 ( 含 DAPI), 封片, 使用荧光显微镜

拍照。

1. 2. 7　 EDU 法检测 SMA
 

BMMSC 细胞增殖

按照 EDU 检测试剂盒说明对转染 48
 

h 后的 P3
代细胞进行细胞增殖实验。 每孔加入 500

 

μL
 

10
 

mol / L
 

EDU 溶液,37℃孵育 2
 

h,洗去未反应的 EDU
溶液,4%多聚甲醛固定,0. 5%

 

TritonX-100 进行通

透,洗去通透液,每孔加入 500
 

μL
 

Click 反应液,室
温避光孵育 30

 

min,洗去未反应的 Click,加入抗荧

光淬灭封片液(含 DAPI),封片,拍照。
1. 2. 8　 TUNEL 法检测 SMA

 

BMMSC 细胞凋亡

按照 TUNEL 检测试剂盒说明对转染 48
 

h 后的

P3 代细胞进行细胞凋亡实验。 用 4%多聚甲醛固

定,洗去多聚甲醛溶液,加入 0. 5%
 

TritonX-100 进行

通透,加入 1
 

×
 

Equilibration
 

Buffer 室温平衡 30
 

min,
避光加入 50

 

μL
 

TdT 缓冲液,37℃ 孵育 1
 

h,洗去未

反应的 TdT,滴加抗荧光淬灭液(含 DAPI),封片,使
用荧光显微镜拍照。
1. 3　 统计学分析

每组实验重复 3 次,使用 GraphPad
 

Prism
 

7. 0
软件进行画图分析和 Image

 

J 软件进行灰度分析。
分组之间数据分析使用 t 检验,P

 

<
 

0. 05 被认为差

异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 SMA 小鼠 BMMSC 培养体系的建立

所提取分离、纯化的 SMA
 

BMMSC 具有贴壁生

长、可进行传代及可冻存等特点,细胞形态呈梭形

或扁平型,传至 P3 代后细胞形态稳定(见图 1A)。
对 P3 代 BMMSC 进行细胞免疫荧光鉴定实验,发现

BMMSC 表面标志物 CD29、CD44 分子均高表达,造
血细胞表面标志物 CD34、CD45 分子不表达或低表

达(见图 1B)。 因此,所提取分离得到的 SMA 模型

小鼠 BMMSC 具有骨髓间充质干细胞的特征。
2. 2 　 ASO 显著促进 SMN2

 

exon7
 

列入水平及

SMN 蛋白表达

通过 PCR 及酶切反应结果表明:实验组与对照

组相比 SMN2
 

exon7 的列入水平显著上升,SMN2 有

功能的全长基因显著增多,SMN2
 

exon7 列入比率由

原来的 46%上升至 88% (n
 

=
 

3,P
 

<
 

0. 05) (见图

2A,图 2B)。 通过 Western
 

Blot 实验结果表明:实验

组与对照组相比 SMN 蛋白表达量显著上调,SMN /
β-Actin 比值由原来的 1 上升至 2. 2 ( n

 

=
 

3,P
 

<
 

0. 05)(见图 2C,图 2D)。
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注:A:原代细胞(P0)、第三代细胞(P3)以及冻存后细胞复苏形态;B:免疫荧光鉴定 BMMSC 表面特征分子。

图 1　 SMA
 

BMMSC 原代培养及形态鉴定

Note.
 

A.
 

Morphology
 

of
 

primary
 

cells
 

( P0)
 

and
 

third-generation
 

cells
 

( P3)
 

an
 

resuscitation
 

cell
 

after
 

freezingd.
 

B.
 

Identification
 

of
 

characteristic
 

molecules
 

on
 

the
 

surface
 

of
 

BMMSC
 

by
 

immunofluorescence.

Figure
 

1　 Primary
 

culture
 

and
 

morphological
 

identification
 

of
 

SMA
 

BMMSC

注:A:PCR 及酶切后电泳结果;FL:Full-length;△7:exon
 

7-skipped;B:A 的定量分析;C:蛋白印迹结果;D:C 的定量分析;与 NC 组相比,∗∗P
 

<
 

0. 01,∗∗∗P
 

<
 

0. 001。 (下图同)

图 2　 转染 ASO 后 SMN2
 

exon7
 

列入水平及 SMN 蛋白表达情况

Note.
 

A. Electrophoresis
 

results
 

after
 

PCR
 

and
 

restriction
 

digestion.
 

FL.
 

Full-length.
 

△7.
 

exon
 

7-skipped.
 

B. Quantitative
 

analysis
 

of
 

A.
  

C.
 

Western
 

Blot
 

results.
 

D.
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

C.
 

Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01,
 ∗∗∗P

 

<
 

0. 001.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

2　 SMN2
 

exon7
 

inclusion
 

level
 

and
 

SMN
 

protein
 

expression
 

after
 

ASO
 

transfection

2. 3　 ASO 促进细胞核内 Gemini
 

bodies(gems)数
量明显增多

通过细胞免疫荧光实验,以 Anti-SMN / Gemin1
标记绿色荧光,DAPI 标记蓝色荧光,α-Tubulin 标记

红色荧光。 实验组与对照组相比细胞核内 Gemini
 

bodies 数量显著增多(P
 

<
 

0. 05)(见图 3)。
2. 4　 ASO 显著促进 SMA

 

BMMSC 细胞增殖能力

而不影响其凋亡

免疫荧光实验结果表明:实验组与对照组相比

EDU 标记的细胞核数量显著增加 ( n
 

=
 

5, P
 

<
 

0. 05)(见图 4A,图 4B),表明 ASO 促进 SMA 模型

小鼠 BMMSC 细胞增殖。 实验组与对照组 TUNEL

标记的细胞核数量没有差异,不具有统计学意义(n
 

=
 

5,P
 

>
 

0. 05)(见图 4C,图 4D),表明 ASO 不影响

SMA 模型小鼠 BMMSC 细胞凋亡。
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注:细胞免疫荧光检测对照组与实验组细胞核内 Gemini 小体数量,α-tubulin 标记细胞骨架,箭头所指示即为 Gemini 小体。

图 3　 转染 ASO 后细胞免疫荧光观察核内 SMN 蛋白表达情况(n= 5)

Note.
 

Cellular
 

immunofluorescence
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

number
 

of
 

Gemini
 

bodies
 

in
 

the
 

nucleus
 

of
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

experimental
 

group,
 

and
 

α-tubulin
 

labeled
 

the
 

cytoskeleton. The
 

arrow
 

indicates
 

the
 

Gemini
 

body.

Figure
 

3　 Observation
 

of
 

SMN
 

protein
 

expression
 

in
 

the
 

nucleus
 

by
 

immunofluorescence
 

after
 

ASO
 

transfection(n= 5)

注:A:EDU 细胞增殖实验;B:A 的相对定量分析;C:TUNEL 细胞凋亡实验;D:C 的相对定量分析。 EDU 和 TUNEL

绿色荧光标记。

图 4　 转染 ASO 后 EDU 法和 TUNEL 法检测 SMA
 

BMMSC 增殖和凋亡情况

Note.
 

A.
 

EDU
 

cell
 

proliferation
 

experiment.
 

B.
 

Relative
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

A.
 

C.
 

TUNEL
 

cell
 

proliferation
 

experiment.
 

D.
 

Relative
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

C.
 

EDU
 

and
 

TUNEL
 

were
 

labeled
 

with
 

green
 

fluorescence.

Figure
 

4　 Detection
 

of
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

SMA
 

BMMSC
 

by
 

EDU
 

and
 

TUNEL
 

after
 

ASO
 

transfection
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3　 讨论

SMA 患者的致病基因是位于 5 号染色体上的

运动神经元存活 1 基因 ( survival
 

motor
 

neuron
 

1,
SMN1), 它发生病变导致 SMA 疾病的发生[15] 。
SMN2 作为 SMN1 的同源基因,其外显子 7 的第六位

碱基发生突变,使得外显子 7 不能正常列入,导致编

码产生的仅大约 10%为有功能的 SMN 全长蛋白,用
来维持 SMA 患者的生存[16] 。 目前新生儿中该疾病

缺陷基因携带者占 1 / 40
 

~
 

60[17] ,占比较多的一类

SMA 患者,存活不超过 2 周岁[18] 。
研发 SMA 疾病相关药物对于治疗 SMA 疾病至

关重要,目前主要将 SMA 疾病模型小鼠作为体内药

物研发的载体,直接在 SMA 疾病模型小鼠体内进行

试验[4,19] ,成本高,工作繁琐。 但是构建的 SMA 转

基因小鼠,由于本身 SMN 基因缺失,仅有 2 个拷贝

的 SMN2,产生的 SMN 蛋白极少[14] ,神经系统及外

周神经系统功能发生异常,小鼠出生后状态逐渐变

差,10
 

d 左右死亡[20] ,因此用于发病机制研究和药

物筛选比较困难。
那么,探索一种疾病动物细胞模型用于研发

SMA 疾病相关药物至关重要。 本研究前期曾尝试

SMA 小鼠其他组织细胞进行体外培养,但由于不能

传代、冻存等原因而放弃。 骨髓间充质干细胞具有

贴壁生长、增殖能力强、分化程度低等优点,目前已

广泛用于各种疾病的研究,特别是在一些神经退行

性疾病例如帕金森[21] 、阿尔兹海默症[22] 等已有相

关报道。 同时,骨髓间充质干细胞在大鼠[10] 、小

鼠[23] 、猪[24]等动物以及人[25] 已有相关报道。 本研

究通过构建 SMA 模型小鼠 BMMSC 培养体系,在体

外实验上对药物进行初步筛选、验证。 骨髓间充质

干细胞来源于骨髓,具有间充质干细胞的特性,不
属于造血干细胞[8] 。 通过细胞免疫荧光实验检测

其细胞表面标志物表达情况。 结果发现 BMMSC 高

表达骨髓间充质干细胞表面标志物 CD44、CD29,并
不表达或低表达造血细胞的表面标志物 CD45、
CD34。 本研究表明:所提取、分离、纯化的 SMA 模

型小鼠 BMMSC 具有贴壁生长、可以传代等特点,同
时具有骨髓间充质干细胞的特性。 同时所提取的

BMMSC 来源于 SMA 模型小鼠,这是体外最真实的

模。 其本身具有 SMA 疾病的特征:SMN2
 

exon7 列

入水平以及 SMN 蛋白表达均较低。 因此,可初步将

其作为体外研究 SMA 疾病的载体细胞。

目 前 已 合 成 了 一 些 药 物 如 Spinrazas[26] 、
Zolgensma[27] 、 Evrysdi[28] 、 Apitegromab[29] 等已用于

治疗 SMA 疾病。 其中 Spinrazas 是第一款被用于

SMA 疾病治疗的药物,该药是一种反义寡核苷酸,
通过侧脑室注射给药方式进行治疗[30] 。 它通过与

SMN2 内含子 7 上的 ISS( intron
 

splicing
 

silencer,内
含子剪接沉默子) 序列结合,进而使剪接沉默子不

能与 ISS 序列结合,使内含子 7 发生正常剪接过程,
从而使 SMN2

 

exon7 正常的列入, 增加有功能性

SMN 全长蛋白的数量[4] 。 ASO10-29 是一种反义寡

核苷酸[14] ,与 Spinrazas 相似,可作为治疗 SMA 相关

模型的阳性对照药物。 本研究发现经 ASO10-29 治

疗后 SMN2
 

exon7 列入显著上升以及 SMN 蛋白表达

显著上调。 同时, 通过凋亡和增殖实 验 发 现:
ASO10-29 不影响 SMA 模型小鼠 BMMSC 凋亡,却促

进 SMA 模型小鼠 BMMSC 细胞增殖。 表明本研究

建立的 SMA
 

BMMSC 是一种体外研究 SMN2 基因功

能或药物筛选的最佳工具细胞。
本研究从 SMA 小鼠自体所提取、分离培养并鉴

定的 BMMSC,具有贴壁生长、获得简便以及可传代

的优点,且 ASO 能够通过上调 BMMSC 细胞 SMN2
 

FL 基 因 和 SMN 蛋 白, 促 进 其 增 殖。 因 此, 该

BMMSC 可用于研究 SMN2 基因相关分子机制,以及

药物前期大量初筛,具有广泛的临床前期应用价值。
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　 　 【摘要】 　
 

啮齿类动物广泛运用于视觉疾病的造模;为了合理评估动物模型的视觉疾病损害程度和治疗手段

干预效果,需要掌握合适的啮齿类实验动物视觉检测手段。 视觉行为学检测具有简明、直观、非侵入、可重复的优

良特性,能够弥补其他视觉测量手段的缺陷。 从定性以及定量两个角度对常用的啮齿类实验动物行为学视觉测量

方法进行综述,有助于实验者选择适当的检测方法,提升动物视觉检测效率。
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【Abstract】　
 

Rodents,
 

as
 

important
 

experimental
 

animals,
 

are
 

exceptionally
 

well-suited
 

for
 

studies
 

of
 

peripheral
 

visual
 

field
 

diseases
 

because
 

of
 

their
 

visual
 

structure,
 

and
 

are
 

therefore
 

key
 

to
 

the
 

development
 

of
 

drugs
 

related
 

to
 

peripheral
 

visual
 

field
 

diseases.
 

Behavioral
 

visual
 

measurements,
 

including
 

qualitative
 

as
 

well
 

as
 

quantitative
 

measures,
 

have
 

the
 

positive
 

characteristics
 

of
 

being
 

concise,
 

intuitive,
 

non-invasive,
 

reproducible
 

and
 

can
 

compensate
 

for
 

the
 

shortcomings
 

of
 

other
 

visual
 

measures.
 

Qualitative
 

measures
 

for
 

judging
 

vision
 

in
 

rodents
 

are
 

simple
 

and
 

easy
 

to
 

perform,
 

including
 

the
 

visual
 

placing
 

test,
 

the
 

visual
 

cliff
 

test,
 

and
 

looming
 

visual
 

stimuli.
 

By
 

contrast,
 

quantitative
 

measures
 

such
 

as
 

a
 

water
 

maze
 

and
 

the
 

visual
 

water
 

task　 can
 

accurately
 

measure
 

the
 

visual
 

acuity
 

of
 

rodents.
 

This
 

review
 

provides
 

a
 

reference
 

for
 

researchers
 

using
 

rodents
 

as
 

experimental
 

animals
 

for
 

visual
 

studies.
 

In
 

addition,
 

it
 

provides
 

valuable
 

information
 

to
 

select
 

appropriate
 

modeling
 

method
  

and
 

behavioral
 

tests
 

according
 

to
 

the
 

purpose
 

of
 

the
 

study,
 

which
 

will
 

help
 

experimenters
 

to
 

improve
 

the
 

efficiency
 

of
 

animal
 

vision
 

detection
 

by
 

selecting
 

appropriate
 

tests.
【Keywords】　 rodents;

 

visual
 

testing;
 

behavioral
 

measurement
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　 　 啮齿类动物与人类同属哺乳动物纲,在自然界

分布广泛,其中小鼠、大鼠、沙鼠、豚鼠等是重要的

实验动物。 与人的视觉系统不同,啮齿类动物的视

网膜缺乏黄斑及中央凹结构,整体视网膜感光细胞

分布比例更接近于人类视网膜的外周区域。 如小

鼠即使在视网膜中心视锥细胞密度峰值处,仍然是

主暗视的视杆细胞占比更多[1] 。 此种视网膜结构

决定了啮齿类动物的视觉在明亮环境中和细节辨

认上不具优势,但对黑暗环境下的轮廓辨认与运动

识别十分擅长[2] 。
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啮齿类动物的视觉系统结构使其格外适合从

事外周视野的研究,基因编辑等技术在小鼠上积累

的经验优势也使得其在遗传性视觉疾病的造模中

得到普遍运用[3] 。 通过选择与人类疾病病因学相

似的啮齿动物模型,我们能够以更低的成本和更多

的数据获得关于疾病机制和治疗策略的有价值信

息。 寻找简明的啮齿类动物视觉测量手段,有助于

合理评估视觉疾病损害程度和治疗手段干预效果。
常用的电生理学视觉检测手段准确快速,但也存在

无法直观反映视觉能力、采用侵入性操作等缺陷。
行为学视觉检测是客观评估视功能的重要方

法,具有独到的实验优势[3] :相较于影响视觉细胞

状态的电生理学方法以及需要处死实验动物的组

织学方法,行为学视觉检测技术简明、直观、非侵

入、可重复,在连续测量实验动物的视觉能力上有

着直观的效果。 更重要的是,此类测量结果能够直

接的与视觉疾病的识别和治疗联系起来,这为新药

物或临床新治疗方案提供了简洁而直观的检测工

具。 本文将从定性以及定量两个角度探讨实验动

物行为学视觉测量方法,并结合不同种类啮齿类实

验动物特点对常用行为学视觉测量方法进行综述。

1　 视觉感知的定性检测

在测量实验动物的视觉之前,首先应当判断实

验动物是否具有视觉。 某些白化[3-4] 、 基因突

变[5-6] 、经过基因编辑或基因敲除的小鼠可能出现

视网膜退行性变或是视感细胞和视锥细胞的丢

失[7-8] ,这些都可能会导致其感光能力的下降和视

觉能力的受损。 疾病也会损伤视觉,当实验动物作

为疾病模型使用时,需要有便捷的手段来评估和监

测其视觉感知。
1. 1　 眨眼反射实验

测试动物是否具有视觉最简单的方法之一是

用物体接近动物的眼睛:若动物看到有物体迫近眼

球,它将反射性眨眼以保护自身[9] 。 眨眼反射属于

机体应对威胁的防御性反射。 作为物种进化的产

物,眨眼反射具有普遍性的特点,无论是动物还是

人类都可以采用这种方式进行视觉感知的检测[10] 。
与眨眼反射实验类似的一个测试是 Irwin[11]

(1968) 提出的视觉置位实验 ( visual
 

placing
 

test,
VPT)。 将实验动物眼睛朝下悬吊着迅速下落,出于

视觉置位反射,动物会将前爪伸出作为缓冲。 一个

简单的评分是根据动物伸出前爪之前鼻子离底座

的距离来评估动物的视觉水平,但由于主观性太

大,VPT 很少作为定量实验使用。
1. 2　 昼夜节律

视觉的重要作用之一在于感知外界光照刺激

以校准生物节律:光提供了使昼夜节律与外部环境

同步的主要时间线索[12] 。 Jud 等[13] 报道小鼠的生

物钟为 23. 5
 

h,因此在持续黑暗的环境中,缺乏光线

校正的小鼠活动每天都会提前开始。 作为昼伏夜

出的生物,小鼠在黑暗时活动增加,而光照时减少。
Buhr 等[14]利用跑轮研究过小鼠在光暗节律中的行

为,结果显示视觉正常小鼠在跑轮上活动的频率表

现出明显的昼伏夜出节律,而视杆细胞、视锥细胞

和黑视蛋白三重敲除的小鼠则体现为不分昼夜的

“随机奔跑”。
1. 3　 视觉悬崖实验

视觉悬崖实验( visual
 

cliff
 

test,VCT) 是 Gibson
等[15]用来研究婴儿和不同动物深度知觉的简单实

验。 VCT 将受试的 6 月龄婴儿放置在贴有具有强

烈对比效果棋盘图案的连续玻璃板上,图案看上去

好似有一个“悬崖”将玻璃板从中间分开。 当母亲

站在“悬崖”一边招呼他们时,绝大多数婴儿会拒绝

爬过看起来具有悬崖特点的连续玻璃板。 无独有

偶,在对猫、山羊、小鼠的实验中,这些动物也无一

例外的表现出了对“悬崖”的排斥。 Fox[16]证实这种

测试可以用于区分小鼠品系差异。
1. 4　 突现的视觉刺激

突现的视觉刺激(looming
 

visual
 

stimuli,LVS)是
Koehler 等[17]提出的一种较新颖的小鼠视觉评估方

式,其原理是小鼠的先天避光反射。 LVS 实验在避

光空间内进行,先将小鼠置于空间内适应 10
 

min,然
后施放 10 次 LVS。 小鼠会通过停止运动或逃到藏

身之处对刺激做出反应。 利用监督机器学习方法

分析发现,正常小鼠的移动速度在 LVS 后发生了显

著变化,而在盲小鼠中未观察到类似反应[18] 。
本节提及的视觉测量方法均已多次得到良好

应用,具有充分的可靠性。 然而,虽然测试本身快

速且易进行,但它们的共性问题是限于检测动物是

否具有视觉,而对动物看到什么知之甚少,对于一

些需要监测视力变化的疾病模型来说并不适用[3] 。
同时,上述实验部分反射涉及的神经通路十分复

杂,还需要更多研究来进一步证实其神经机制[19] 。

2　 视觉精度的定量检测

尽管定性测量简单有用,但实际视觉研究中更
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关注的是对于视觉的定量测量:精确的动物视觉测

量数据有助于在人类临床试验之前评估干预的成

效,促进新型有效疗法的开发。 实验动物视觉行为

学测量方法包括选择性任务和视觉反射任务[20] 。
整合多种视觉功能的测定结果以系统评估整体视

觉功能,是视觉研究的一项重要工作。
啮齿类动物行为情绪敏感多变,易受外界影

响,因此定量检测实验前应先让实验动物熟悉环

境,对实验动物轻拿轻放,并在安静环境下进行测

量。 如非实验特别要求,应控制检测外周环境光线

不宜过强,以免动物产生应激反应。
2. 1　 基于任务选择的测量

量化视觉行为功能最常见的方法是任务选择。
为训练实验动物识别光栅,通常会使用奖励或其他

强化物,如食物、水、逃生等作为塑造期望行为的手

段,从而实现测量实验动物光栅分辨力的目的。
2. 1. 1　 跳台实验

Lashley[21]提出的跳台实验是首个使用选择性

任务测量啮齿动物视觉的可行方法。 该实验将大

鼠置于一个具有两扇门的跳台上,其中一扇门贴有

条栅作为阳性刺激。 训练大鼠跳向贴有条栅的门。
若正确选择,大鼠会得到奖赏;如果大鼠跳过的是

未贴条栅的门,大鼠将从平台上跌落作为惩罚。
尽管 Lashley 的跳台实验是测量大鼠视觉精度

的一种古老而实用的方法,但它存在许多缺陷:让
动物学会跳台需要耗费大量时间,实验动物复杂的

学习任务也限制了该方法的应用。 据 Prusky 等[22]

报道, 跳台实验从未成功的适用于小鼠。 Baker
等[23]将改进的跳台实验运用于沙鼠,成功测定了沙

鼠的视锐度。
2. 1. 2　 Morris 水迷宫

Morris 水迷宫最初是 Morris[24] 为研究空间记忆

以及非空间辨别学习而开发的,后被修改用以测量

小鼠的视觉。 Morris 在一个环形水箱内安放了一个

位置不固定的隐匿平台,小鼠需要通过训练,利用

远处的视觉信号作为线索来找到这一潜在平台的

位置,从而游到平台上[25] 。 水箱上方的摄像机和数

据采集程序可以监控小鼠的游泳轨迹[26] 。 由于实

验在水中进行,该实验很好的避免了在嗅觉和触觉

信息上的干扰;但 Morris 水迷宫的设计很难控制小

鼠与远处视觉信号之间的观察距离,这给控制变量

带来了不便。

2. 1. 3　 视觉梯形水迷宫

Morris 的实验设计启发人们认识到以水为环境

的逃避任务可以使实验动物得到更有效的训练和

视觉测试,这促使 Entlerova 等[26] 发明了视觉梯形

水迷宫实验(visual
 

water
 

task,VWT)。
VWT 在一个 Y 形水箱中进行[27] 。 Y 形水箱的

一端有逃生平台,放置有水平或垂直的正弦波光

栅,具有可调整的空间频率和对比度;没有逃生平

台的另一侧则显示统一的灰色图案。 预实验需要

训练小鼠利用视觉刺激游到有逃生平台的一侧;若
小鼠游到了没有逃生平台的一侧,小鼠将会坠落到

水箱下方的铜网内。 正式实验中,小鼠须利用 Y 形

水箱两端提供的视觉线索判断淹没在水中的逃生

平台位于哪一侧。
与 Morris 水迷宫一样,在水中进行的 VWT 可以

抑制多种感官输入,有助于小鼠集中注意力在显示

器上。 而且在进入目标臂前,小鼠似乎具有自发比

较两臂屏幕差异的天性,这大大降低了训练小鼠的

困难[3] 。 然而,虽然实验动物不需要被明确的强

化,但对于非常大规模的研究来说,VWT 仍然显得

过于操作繁琐[28] 。 这促使视觉研究者不断的追寻

更加先进和简便的视觉测量方式。
2. 1. 4　 强迫选择辨别任务

Jacobs 等[29] 在研究小鼠的色觉时设计了强迫

选择辨别任务:将测试灯随机照射到 3 个测试面板

上,训练小鼠通过触摸选择被照亮的面板,通过改

变测试灯的色差可以测量出小鼠的辨色力。 值得

注意的是,此实验训练小鼠需要实验者付出巨大的

努力:单只小鼠需要进行 6
 

000 到 10
 

000 次训练实

验才能学会如何选择面板。
张秀艳等[30] 将 Jacobs 强迫选择辨别实验中的

测试灯更换成光栅图案并用于豚鼠,提出了豚鼠的

高级视皮层行为学视锐度检测方法。
2. 2　 基于视觉反射的检测

基于视觉反射的检测依赖于啮齿动物头部和

颈部在视觉刺激方向上的反射性转动。 这种反射

由来自方向选择性 RGCs 的神经元输入驱动,对于

保持图像在视网膜上稳定至关重要。 在存在可重

复和确定的刺激的情况下,这种反射非常适合于分

析视网膜神经元的电路和性能的微妙变化。 增加

每度这些交替光栅的周期,或者逐渐降低视觉刺激

的对比度,可以确定动物不再跟踪刺激的阈值水
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平,从而可以非侵入性的确定动物的视觉功能。
2. 2. 1　 机械视运动反应测试

视运动反应测试( optomotor
 

response,OMR) 基

于啮齿动物的前庭眼球反射(vestibulo-ocular
 

reflex,
VOR)提出[31] :当光栅刺激物在动物的视野中移动

时,由于前庭输入与视觉输入不匹配,动物的头部

会因 VOR 反射性地产生跟踪旋转的代偿性运动以

补偿感觉的分离[32] 。 因此,OMR 可用于测试实验

动物的视敏度和对比度阈值[33] 。
Cowey 等[34] 最先使用了一种内壁带有黑白条

纹刺激的圆柱形机械鼓作为光栅刺激物。 将实验

动物大鼠置于鼓中央的固定圆形高台,覆盖一个有

机玻璃烧杯。 机械鼓围绕大鼠旋转,用覆盖在平台

上的摄像机监测大鼠跟随条纹移动头部的次数。
通过缝上大鼠的一只眼睛,Cowey 等[34] 还测量了大

鼠的单眼视力。 Abdeljalil 等[35] 将该方法成功应用

于小鼠,用于筛查小鼠暗位和光位条件下的视觉

异常。
OMR 可以用光动眼试验( optokinetic

 

response,
OKR)来补充。 与 OMR 不同,OKR 需要在颅骨和眼

眶周围植入固定器和探测器,评估的是光动眼运动

而不是头部的运动。 OKR 已在神经元回路的研究

中得到了普及[36] 。
目前,机械 OMR 已被广泛用于测量啮齿动物

视网膜变性和功能障碍模型的视觉恢复情况。 然

而,尽管机械 OMR 应用广泛,但是光栅空间频率难

以调节和动物相对位置难以固定这两项缺陷限制

了该装置的实用性。 上述问题已经被 Prusky 等[37]

开发的虚拟视动系统 ( virtual
 

optokinetic
 

system,
VOS)解决。
2. 2. 2　 虚拟视动系统

Prusky 等[38]在机械 OMR 的基础上将传统的机

械光栅改良为电子屏幕显示的光栅图像,提出了

VOS。 VOS 利用计算机改变显示器上光栅图像的参

数,如空间频率、对比度和旋转速度,这为精确测量

实验动物的视觉分辨能力带来了极大便利。 实验

者可以通过增加光栅的空间频率确定实验动物的

视锐度值,还可以在空间频率一定的条件下逐渐改

变光栅条纹的对比度以测量动物能感知的最小对

比度值[39] 。 这是机械 OMR 难以完成的。 此外,
VOS 还减少了动物在测试前所需接受的训练。 这

大大缩短了测试时间,并使得展开更大规模的研究

成为可能。

Thomas 等[40]改进了 VOS 装置,使之可以在不

缝合或者遮盖动物眼睛的情况下单独测量每只眼

睛的反应。 这项评估技术对诸如视网膜变性评估

这样的单眼疾病特别适用,并且在评估各种单眼治

疗干预方面具有价值。
Benkner 等[41] 进一步开发了自动检测和量化

VOS 中小鼠头部运动的技术,程序对头部运动的自

动分析减少了实验者主观评估的偏差,提高了结果

的可重复性。 Shi 等[42]则提出将小鼠的头部暂停行

为作为 VOS 负向监测指标。 VOS 已在小鼠的视觉

研究中获得了广泛普及。
基于任务选择的视觉测量可以评估动物区分

与逃离水相关的光栅图案的能力,研究人员使用这

种技术成功分析了不同环境对视觉表现的影响。
选择测试的缺点包括费时费力的动物训练和多次

重复实验;长时间的训练或测试会导致动物疲劳继

而影响结果,也意味着对于需要在药物干预后即刻

检测视锐度值的情形,选择性任务显得力不从心。
同时,选择性任务通常应用于较年轻的实验动物,
因为它们能够更快完成任务的学习[37] ,这也导致选

择性任务在研究与年龄相关的疾病时明显不利。
视觉反射任务能很好地弥补选择任务的缺陷:

迅速发生的反射能够灵敏地反映视锐度值在短时

间内的变化,这使得它成为视觉表现的更快速、更
可靠的测试[20] 。 由于多数任务均基于先天反射,实
验动物几乎不需要进行专门的训练[43] 。 这也解决

了选择性任务中潜在的年龄偏倚问题。 特别的,由
于 OMR 测试高度依赖于功能性 RGC 的反应,因此

格外适合评估青光眼视神经病变对视觉表现的影

响。 当然,反射实验也有其缺点,譬如手术干预升

高了 OKR 的动物损失风险,同时对操作者技术能力

提出了较高的要求。

3　 总结

行为学测量方法具有简明、直观的特点,是重

要的视觉检测手段。 然而,在实际操作中,必须把

行为学方法同电生理、组织学等多种方法结合起

来,才能有效地检测动物模型的视觉状态,评估治

疗手段的干预效果,破译视觉疾病“从分子到细胞

到行为”的问题。
在定量检测中,选择行为学还是电生理学方法

需要依照多方面的考量。 OMR 测试可能是测试实

验室啮齿动物图案视觉的最快方法,但该测试并不
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借助于视觉皮层的功能,因此对关注高级视觉中枢

的测量不适用。 VWT 对初级视觉通路的功能障碍

十分敏感,但训练动物可能需要花费较多的时间人

力资源。 对于要求多次、重复、连续定量测量啮齿

类动物的视觉,或者实现对视功能进行长期动态监

测的,采用电生理检测则是最佳选择。
不同的视觉检测手段均有其优势和缺点,简单

的定性实验往往只能提供“是否存在视觉”的信息,
能够精确测量视锐度的实验往往又操作复杂。 一

种最优化的啮齿类动物视觉测量策略是,先利用简

单的测试评估动物的视觉状况,再采取有效的定量

评估手段评估动物的视觉。 在定量检测中,实验者

可以优先采用无需事先训练实验动物的手段测量

一些指标,如若没有发现显著差异,再继续进行更

为复杂耗时的测试。 在较大规模的实验中,此策略

能快速筛选出视觉异常的动物,提升检测效率。
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　 　 【摘要】 　
 

慢性阻塞性肺疾病(chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease,COPD)是以持续性气流受限为特征的常见

呼吸系统疾病,其较高的发病率和死亡率给患者和社会带来了沉重负担。 为了复制人类 COPD 的病理,深入探讨

COPD 的发病机制、药物开发等,近年来动物模型的研究得到越来越多的重视。 本文详细综述了近年来常用复合方

法造模的优缺点以及评价模型的方法,为 COPD 的研究奠定基础。
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【Abstract】 　
 

Chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease
 

( COPD)
 

is
 

a
 

common
 

respiratory
 

disease
 

characterized
 

by
 

persistent
 

airflow
 

restriction
 

result
 

ing
 

in
 

high
 

morbidity
 

and
 

mortality
 

that
 

burdens
 

patients
 

and
 

society.
 

To
 

replicate
 

the
 

pathology
 

of
 

human
 

COPD
 

and
 

explore
 

drug
 

developments
 

for
 

treatment,
 

attention
 

has
 

been
 

directed
 

to
 

animal
 

model
 

research
 

in
 

recent
 

years.
 

In
 

this
 

paper,
 

the
 

advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

common
 

composite
 

modeling
 

method
  

and
 

evaluation
 

method
  

are
 

reviewed
 

to
 

establish
 

a
 

foundation
 

for
 

the
 

study
 

of
 

COPD.
【Keywords】　 chronic

 

obstructive
 

pulmonary
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animal
 

model;
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procedure
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　 　 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 ( chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease,COPD)作为慢性疾病的发病率及

死亡率的主要原因之一,预测到 2030 年将成为全球

第三大死亡原因[1] 。 COPD 具有患病率高、死亡率

高、致残率高、经济负担重等特点[2] ,已经给人类健

康带来了巨大挑战。 因此,通过建立成功的 COPD
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动物模型对研究其发病机制、治疗具有重要的意义。
目前,COPD 啮齿类动物模型应用较多,因为其

具有繁殖成本低、繁殖周期短、基因组与人类相似

等优点,其建模的方法主要分为单一因素造模和复

合因素模型。 单一因素诱导主要有烟草暴露,空气

污染物暴露,气道内滴注酶类、细菌等造成 COPD 模

型,此类模型耗时长,且无法符合气道重塑、血管重

塑、持续气流受限等复杂的 COPD 病理特点。 因此,
为了构建有效的动物模型,复合因素造模越来越得

到更多关注,其不仅缩短了模型时间,而且多因素

可造成多种病理结果的 COPD 模型,应用更加广泛。
本文综述了复合因素造模常用几种方法的特点,为
研究 COPD 各种机制提供依据。

1　 烟草烟雾联合造模方法

吸烟是 COPD 的重要诱因,研究显示烟草烟雾

(cigarette
 

smoke,CS)中含有尼古丁、焦油、一氧化碳

等 4000 多种有害物质,已知可能有 60 多种参与

COPD 的发生[3] ,因此常用 CS 暴露构建 COPD 模

型。 该方法已运用于各类动物 COPD 的模型中,如
小鼠、大鼠、豚鼠、犬类等,一般至少需要暴露 2 个月

才会出现气道炎症反应等早期 COPD 的病理表现,6
个月则出现稳定期 COPD 模型[4] 。 虽然单一 CS 暴

露是目前较为理想的 COPD 模型制备方法,且较为

简便,但由于短时间内很难引起明显的肺泡腔扩

大、小气道重塑及肺功能下降等明显 COPD 的特

征[5] ,以及不同实验中烟雾浓度、烟熏时间不同,暂
缺乏统一标准 CS 暴露方案[6] 。 因此目前更多是利

用 CS 联合其他因素造模,其造成的病理特征更加

符合临床 COPD 的复杂性,在所有复合模型中应用

最为广泛。
1. 1　 CS 联合脂多糖

CS 是氧化剂自由基和不同化合物的混合物,会
导致肺部氧化应激, 脂多糖 ( lipopolysac

 

charide,
LPS)是革兰氏阴性菌的内毒素,可引起肺损伤[7] 。
CS 联合 LPS 诱导模拟了 COPD 的病因,不仅可形成

典型特征的 COPD 模型,而且有效缩短了造模时间,
更加符合 COPD 病理生理特点,因此国内外广泛用

于 COPD 的模型制备。 选择的鼠型主要以雄性

C57BL / 6J 小鼠及 SPF 级 Wistar 大鼠为主,目前最

多的造模方案为第 1 天、第 15 天气道滴注 LPS
 

0. 2
mL(1

 

mL / mg),滴注日不吸烟,2
 

~
 

14
 

d、16
 

~
 

28
 

d
将大鼠置于烟熏箱内被动吸烟,每次持续 30

 

min、每

天 2 次,共计 28
 

d[8-9] 。 观察到肺组织及支气管肺

泡灌洗液( bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid,BALF) 中出

现明显的炎症反应,其中中性粒细胞、巨噬细胞、淋
巴细胞数量明显增加,炎性细胞显著募集[10] ,氧化

应激 反 应 明 显 增 强, 如 诱 导 型 一 氧 化 氮 合 酶

( inducible
 

nitric
 

oxide
 

synthase, iNOS )、 丙 二 醛

(malondialdehyde,MDA)等显著增高,以及各种炎症

因子如 IL-6、 IL-8、 TNF-α、 TGF-β 等明显升高[11] 。
相较其他模型来看,CS 联合 LPS 模型炎性反应明显

增强,小气道狭窄、肺泡壁增厚较单纯 CS 模型更加

严重,因此 CS 联合 LPS 更加适合炎性机制及气道

重塑的研究[12] 。
1. 2　 CS 联合大气细颗粒物(PM2. 5)

长期暴露于空气污染也是 COPD 的一个重要危

险因素,最近有研究表明,PM2. 5 暴露在动物模型

中可引发免疫紊乱,促进肺部炎症,加剧气道重

塑[13] 。 目前,予以吸入含有 PM2. 5 颗粒的气体或

气管内滴注 PM2. 5 混悬液两种方法构建 COPD 大

鼠模型,因其制备工艺繁杂,故通过此类方法建立

模型的研究较少[14] 。 Wang 等[15] 将雄性 C57BL / 6
小鼠同时暴露于超声雾化器释放的 PM2. 5 ( 110

 

μg / m3)及被动吸烟装置中,每次 10 支,每天 2 次,
每周 5

 

d,连续 10 月,观察结果显示,CS
 

+
 

PM2. 5 较

CS 组、PM2. 5 组的炎症细胞数量明显增加、气管上

皮细胞显著增生以及 IL-6、IL-8 炎症因子均增高。
Chu 等[16]首先将小鼠全部暴露于烟雾装置中,每次

45
 

min,每天 4 次,持续 90
 

d,结束后将小鼠转移到

PM2. 5(770
 

μg / m3)的容器中,每次 30
 

min,每天 4
次,持续 90

 

d,造模完后显示 CS
 

+
 

PM2. 5 组的肺功

能包括吸气峰流量( PIF)、呼气峰流量( PEF) 以及

巨噬细胞、IL-6、IL-8、TNF-α 均较 CS 组明显增加。
此类实验模型造模时间均在 6 个月以上,建模时间

较长,但可形成持续的慢性炎症反应,在证明 COPD
的小鼠更容易受到空气污染同时,对 COPD 稳定期

研究、小气道重塑也具有重要意义。
1. 3　 CS 联合细菌

感染是 COPD 急性加重常见原因,主要以细菌

感染为主,常见的细菌有铜绿假单胞菌、流感嗜血

杆菌、肺炎链球菌、肺炎克雷伯杆菌等[17] 。 细菌感

染易致动物死亡,故对鼠的选择要求较高,通常选

用 SD 大鼠为模型动物[18] ,选择的方法是细菌混悬

液经气管滴注或鼻腔滴注,且需要反复染菌才可造

成 COPD 模型。 细菌感染很少单独构建 COPD 模
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型,通常都是联合 CS 或另一种细菌造成复合模型。
陈庆芸等[19] 采用 CS 联合肺炎链球菌造模方法,分
别在 1、14、28

 

d 经鼻滴注肺炎链球菌混悬液后观察

大鼠的血氧显著降低,同时 CO2 含量升高,气道阻

力增加,联合模型较单纯的 CS 模型程度更重,其表

现也临床患者相似。 Herr 等[20]利用 CS 联合不同浓

度 的 流 感 嗜 血 杆 菌 ( nontypeable
 

haemophilus
 

influenzae,NTHi)在不同时间内造成 COPD 模型的

比较中发现,CS 组 2 周、3 个月、6 个月的炎症细胞

数量并未出现太大变化,NTHi 组在 2 周和 3 个月时

BALF 中出现大量巨噬细胞和中心粒细胞,而这种

现象在联合组中更为明显;更有趣的是,CS 暴露 6
个月后反而抑制了 IL-17A 的表达,但联合组出现了

明显的升高,因此认为细菌刺激 IL-17A 是必要的,
而 IL-17A 可导致气道产生大量黏液,其他研究表明

CS 联合细菌使巨噬细胞、杯状细胞化生,黏液分明

泌显增多,近年来研究证实黏液分泌增多是 COPD
的一个重要发病机制[21] 。 CS 和细菌成分的共同应

用导致了 COPD 的发展特征,包括可引起气道炎症,
但很少造成肺气肿及气道重塑[22] 。 有研究数据表

明,微生物暴露的程度可能决定了 COPD 模型的炎

症表型[23] ,并且 COPD 发生机制与细菌及其产物有

密切相关,因此 CS 联合细菌更适用于 COPD 的细

菌炎症机制及黏液分泌失衡的研究。

2　 LPS 联合造模方法

LPS 是革兰阴性杆菌的细胞壁成分,可存在于

空气污染和有机粉尘中[24] 。 有研究表明,单独气管

内滴注 LPS 可诱导肺部炎症[25] ,然而,LPS 不是慢

阻肺的主要病因,反复滴注模拟反复感染导致炎症

爆发,只能观察到 COPD 部分病理改变[26] 。 为了复

制人类 COPD 的病理生理,利用 LPS 复合因素构建

模型的研究也越来越多,主要是联合烟熏法或弹性

蛋白酶。 弹性蛋白酶是一种可溶性蛋白水解酶,由
肺中活化的中性粒细胞释放,通过募集炎症因子、
降解肺组织弹性蛋白及纤维蛋白、促进气道粘液分

泌等参与了大多数肺部疾病的发生[27] 。 弹性蛋白

酶主要造成以蛋白酶-抗蛋白酶失衡的特征模型,
此模型可产生严重的肺气肿[28] ,但弹性蛋白酶在

COPD 肺气肿中的作用依赖于多种病理生理机制,
这为 COPD 的机制研究带来了干扰。 Ishii 等[29]第 1
天经 鼻 滴 注 0. 5

 

U 猪 胰 弹 性 蛋 白 酶 ( porcine
 

pancreatic
 

elastase,PPE),随后在第 7、10、14 天分别

经鼻给予 25
 

mg
 

LPS,观察到在 PPE 基础上联合

LPS 可加剧肺气肿,肺组织中中性粒细胞、巨噬细胞

及相关炎症介质明显增加,造成一个肺气肿急性加

重模型。 De
 

Oliveira 等[30] 通过每周 4 次气管内滴

注 PPE,每次 0. 2
 

U,连续滴注 4 周,第 5 周向气管

内滴注 LPS
 

0. 2
 

mg,与 PPE、 LPS 组相比, PPE
 

+
 

LPS 组表现出更严重的肺泡壁破坏、肺泡过度膨胀、
内皮细胞损伤及间质水肿,中性粒细胞及巨噬细胞

浸润,IL-1β、IL-6、TNF-α 和 VEGF 水平升高等,此研

究还检测相关肺外指标,联合组射血分数更低、膈
肌功能显著降低、横膈膜结构紊乱、心室壁增厚等,
成功建立肺气肿恶化模型。 研究表明多次使用

PPE 滴注可形成与人类肺气肿相识的肺外效应[31] ,
而 LPS 联合 PPE 使肺部炎症两次激活,炎症因子释

放造成严重的肺气肿急性加重模型,虽然此模型与

人类 COPD 发病机制不同,但对于肺气肿相关机制

研究依然具有重要意义。

3　 其他因素复合造模方法

除上述应用较多的复合模型外,利用机动车尾

气 ( motor
 

vehicle
 

exhaust, MVE ) 联 合 LPS 建 立

COPD 模型[32] ,CS 联合接种 H3N1 病毒成功建立

AECOPD 模型[33] ,张甜甜等[34] 运用铜绿假单胞菌

及肺炎链球菌建立放大炎症的 AECOPD 模型,除此

之外还有氯化钙
 

+
 

山黎豆类制、烟熏
 

+
 

间歇低氧等

方法来构建 COPD 模型。 总之,复合因素多构成急

性加重期特征为主的 COPD 模型,但不同的因素又

有不同的模型特点,所以需要我们根据实验目的选

择更加贴近的模型。

4　 COPD 模型评估

4. 1　 一般情况

COPD 是一种全身性疾病,在造模过程中可以

观察鼠的皮毛光泽度、精神状况、活动情况、饮食水

量、体质量,以及呼吸状况有无咳嗽、喷嚏、呼吸急

促、呼吸道有物分泌物从口鼻流出、有无气道痰鸣

音等。 一般情况作为初步的评价指标,也可为后续

是否继续造模提供依据。
4. 2　 肺功能及血气分析测定

肺功能的测定在 COPD 中具有重要意义,
FEV1 / FVC( 1 秒率) 更是临床诊断 COPD 的金标

准。 COPD 模型中肺总量、 残气量增大, 肺活量

(FVC)及最大呼气量( PEF)均有所降低[35] 。 吸气
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峰流量(PIF)、呼气峰流量( PEF) 测定表示气道阻

塞程度,除此之外动态肺弹性在肺气肿中明显增

加,其表示肺泡最大程度的过度膨胀和纤维化程

度[31] ,静态顺应性测定等也在评估 COPD 中广泛应

用。 Sun 等[36] 通过测量 FEV25 / FVC、FEV50 / FVC、
FEV75 / FVC 等气流速率参数,提示气流受限情况。
血气相关指标如动脉氧分压( PaO2 )、血氧饱和度

(SaO2)、动脉二氧化碳分压( PaCO2 )的水平提示缺

氧程度。 肺功能测定对有无持续气流受限有重要

意义,且操作方便,可重复性良好。
4. 3　 病理改变

从整体观察 COPD 肺体积增大、肿胀、颜色变浅

和弹性下降等[37] 。 镜下观察稳定期肺组织弹性减

退,肺泡持续扩大,肺泡数量显著减少,小血管管壁

增厚,也可见炎性细胞浸润和气道上皮细胞增生。
在急性加重期可观察到肺上皮细胞出现变形、坏

死,细胞间质有淋巴细胞、中性粒细胞为主的炎性

浸润,支气管黏膜上皮脱落,黏液腺增生、肥大,管
腔可见大量黏液,气管上皮柱状细胞增生,肺泡管、
肺泡囊明显扩大,有时可见肺泡壁变薄破裂形成肺

大泡[38] 。 病理检查可直观观察到气管和肺组织的

病理特征,评估疾病的严重程度,是评价模型是否

成功的最直接有力的证据。
4. 4　 炎症指标

炎症反应作为 COPD 发生的重要机制,在评价

模型中具有重要地位。 通常在血清、肺泡灌洗液、
肺组织中检测炎性细胞及炎症因子水平,炎性细胞

常见有白细胞总数、淋巴细胞、中性粒细胞、巨噬细

胞、TH17 细胞数量等,炎症介质有 IL-6、IL-8、IL-10、
IL-17、TNF-α、TGF-β 等,其测定为 COPD 炎性浸润

和严重程度提供依据。
4. 5　 影像学改变

目前对于临床诊断 COPD 来讲,除了肺功能测

定,影像学资料可直接观察 COPD 的肺部病变进程。
X 光 片 检 查、 电 子 计 算 机 断 层 扫 描 ( computed

 

tomography,CT)、核磁共振成像( magnetic
 

resonance
 

imaging,MRI)作为常用检查手段,在 COPD 模型中

可观察到支气管管壁增厚、肺纹理增粗、肺气肿、肺
纤维化等,严重模型可观察到肺大泡等影像学改

变[39] ,通过胸部微计算机断层扫描(Micro-CT)可观

察肺的形态学变化,判断肺气肿的定量改变。 除此

之外,近年来小动物正电子发射计算机断层显像

(positron
 

emission
 

tomography,PET)-计算机体层扫

描(computed
 

tomography,CT)技术的发展,同样为实

验动物的活体观察创造了条件[40] 。 影像学检查具

有操作简单、结果直观、无创性等优点,目前在动物

实验模型评价中应用广泛。
4. 6　 其他指标

除上述评估方法之外,免疫组织化学法作为病

理诊断的重要手段,通过化学反应使标记抗体的显

色剂显色,以确定肺组织细胞内的抗原,并对其进

行定位、定性及半定量的研究[41] ,其相较 HE 染色

更为优化、精确,同时可评估中心粒细胞、巨噬细

胞、T 细胞等细胞水平,对 COPD 的病理机制研究至

关重要。 蛋白免疫印迹 ( Western
 

Blot) 通过检测

COPD 肺组织及肺泡灌洗液中相关机制蛋白,来确

认模型是否成功。 此外小动物活体体内光学成像

(optical
 

in
 

vivo
 

imaging,OI)技术采用生物发光和荧

光两种方式,可以直接在动物体内检测炎症发生、
特定基因表达等多种细胞基因行为,期待在未来

COPD 研究广泛应用。 除此之外,肺力学测量、形态

计量指标、肺的血流动力学变化等都是评估 COPD
及全身疾病的指标。

5　 结语

COPD 是严重危害人类健康的慢性疾病,其病

因、发病机制、病理变化复杂多样,且其病情进展缓

慢呈进行性,因此目前尚未有根治 COPD 的方法。
缺少完全符合人类 COPD 特征的动物模型便是一个

限制因素,单一因素造模方法目前研究较多,但由

于其耗时长,病理特征不明显,很难符合临床 COPD
的特征。 目前多采用复合因素造模,不同因素造成

其病理特征的侧重点不同,对深入机制的研究有重

要作用。 动物与人类的生理病理尚有差异,想要建

立接近人类 COPD 特点的模型,评估方法必不可少,
在评估模型时,需注意结合功能学、病理学、影像学

及炎症细胞等多种方法,以保证模型成功的准确

性。 尽管复合模型已经从多方面靠近 COPD 病理特

点,但 COPD 包括多种的病理变化,如肺气肿、小气

道重塑、 血管重塑、 支气管炎等, 要想完全再现

COPD 的功能变化仍然是个未解的问题。 尽管复合

因素模型应用广泛,模型良好,但其研究的模型动

物、耗时长短、药物剂量、诱导方式等依然没有统一

标准。 期待未来有更多实验着重于慢阻肺动物模

型的研究,为解决 COPD 的发病机制、寻找有效靶点

药物等作出贡献。
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大小鼠焦虑行为实验方法概述
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　 　 【摘要】 　
 

焦虑行为学实验是研究焦虑症等神经精神疾病发生机制及开发防护措施的必要手段。 焦虑行为

实验方法主要是基于啮齿类动物的探索本性与外界环境的矛盾“冲突”从而引起焦虑情绪或动物面临不可避免或

即将发生的厌恶性刺激时做出的情绪适应性反应建立的。 常用的大小鼠焦虑行为实验方法可分为两大类,非条件

反射和条件反射性。 非条件反射包括探究行为、社会行为和防御行为,经典的实验方法包括旷场、高架十字迷宫、
明暗箱、孔板、新奇环境摄食抑制实验等。 条件反射包括饮水冲突、Geller-Seifter 冲突等。 本文首次对常用的大鼠

和小鼠焦虑行为实验的实验原理、操作步骤和评价指标进行系统的概述,旨在为研究者们在进行焦虑行为学实验

时选择合适的行为学方法提供参考。
【关键词】 　 焦虑;行为实验方法;动物模型
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【Abstract】 　
 

Behavioral
 

tests
 

of
 

anxiety
 

are
 

necessary
 

to
 

study
 

the
 

mechanisms
 

of
 

neuropsychiatric
 

disorders,
 

especially
 

anxiety
 

disorder,
 

and
 

to
 

develop
 

preventive
 

measures.
 

These
 

tests
 

are
 

mainly
 

based
 

on
 

the
 

contradiction
 

between
 

the
 

exploring
 

nature
 

of
 

rodents
 

and
 

their
 

fear
 

of
 

the
 

external
 

environment,
 

or
 

the
 

emotional
 

adaptive
 

response
 

when
 

faced
 

with
 

an
 

inevitable
 

or
 

imminent
 

aversive
 

stimulus.
 

The
 

commonly
 

used
 

behavioral
 

tests
 

for
 

anxiety
 

in
 

rats
 

and
 

mice
 

are
 

divided
 

into
 

two
 

main
 

categories
 

including
 

the
 

unconditioned
 

reflex
 

type
 

and
 

conditioned
 

reflex
 

type.
 

Unconditioned
 

reflex
 

tests
 

include
 

exploratory,
 

social,
 

and
 

defensive
 

behaviors.
 

Classical
 

experimental
 

method
  

include
 

the
 

open
 

field
 

test,
 

elevated
 

plus-maze
 

test,
 

light-dark
 

box
 

test,
 

orifice
 

plate
 

test,
 

and
 

novelty
 

suppressed
 

feeding
 

test.
 

Conditioned
 

reflex
 

tests
 

include
 

the
 

vogel
 

conflict
 

test
 

and
 

Geller-Seiffer
 

conflict
 

test.
 

The
 

experimental
 

principles,
 

operating
 

steps,
 

and
 

evaluation
 

indexes
 

of
 

these
 

tests
 

are
 

systematically
 

summarized
 

in
 

this
 

article
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

researchers
 

to
 

choose
 

appropriate
 

behavioral
 

method
  

in
 

anxiety
 

behavior
 

experiments.
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　 　 焦虑症是一种常见精神疾病,以急性焦虑反复

发作为特征,主要表现为发作性或持续性的恐惧、
担心和焦虑、紧张等情绪反应,并伴有自主神经功

能失调、肌肉紧张与运动不安等症状[1] 。 临床上焦

虑症主要分为广泛性焦虑障碍、惊恐障碍、社交焦

虑障碍、强迫障碍、特异性恐惧症等类型。 在精神

障碍中,焦虑症的终身患病率最高,影响到 30%的

人口的寿命[2-3] ,严重影响人们的生活质量和水

平[4] 。 焦虑症的诱发因素与心理、社会、生理等多

种因素有关,其发病机制复杂,目前尚未阐明,研究

表明可能涉及到神经生化、神经免疫、神经内分泌

等方面。 近年来,对焦虑症发病机制的研究和防治

药物的研发已成为国内外的研究热点。 基于动物

整体生理和心理状态综合反应的动物行为学实验

可以反映复杂神经系统对外界刺激后经过一系列

的生理、生化加工过程后产生的综合性整体效应,
已成为研究焦虑症等神经精神类疾病发病机制和

药物研发的基本实验手段[5] 。
焦虑行为的实验方法主要是基于啮齿类动物

的探索本性与外界环境的矛盾“冲突”从而引起的

焦虑情绪或动物在面临不可避免或即将发生的厌

恶性刺激时做出的情绪适应性反应,包括抑制性回

避、警觉性增高、神经内分泌改变等建立的。 常用

的大小鼠焦虑行为实验方法可以分为两大类,非条

件反射和条件反射。 非条件反射包括探究行为、社
会行为和防御行为,经典的实验方法包括旷场实

验、高架十字迷宫实验、明暗箱实验、孔板实验、新
奇环境摄食抑制实验和新奇物体探索实验等。 条

件反射包括饮水冲突、Geller-Seifter 冲突等。 本文

以 PubMed 和 CNKI 等中英文文献库为重点进行查

阅,分析整理相关文献,对常用的大鼠和小鼠焦虑

行为实验技术和方法进行概述,为基于动物行为学

的焦虑行为科学研究提供参考。

1　 非条件反射实验方法

1. 1　 高架十字迷宫实验

Pellow 等[6]将 1955 年建立的高架十字迷宫实

验(elevated
 

plus-mest)发展并应用于评价大鼠焦虑

状态,证明了高架十字迷宫实验可以有效的评价大

鼠焦虑样行为。 1987 年,Lister[7] 在此基础上对装

置进行了改进,用于评价小鼠焦虑样行为。 高架十

字迷宫实验是利用啮齿类动物对新异环境的探究

特性和对高悬敞开臂的恐惧形成的矛盾冲突状态

设计的[8] 。 当动物在中央区时,同时面对开臂(开

臂和外界相通)和闭臂(封闭的通道),由于对新奇

环境的先天的好奇,动物会更多的去探究开臂的环

境。 但是悬敞的高悬开臂又具有一定的威胁性,从
而诱发矛盾冲突,产生焦虑行为,在实验中,焦虑水

平高的动物会在闭臂(“无新奇、安全”)中的停留时

间更长。 抗焦虑药物则能使动物克服恐惧所导致

的探究抑制,表现为在开臂停留更多的时间,对开

臂的探究次数也增多。 高架十字迷宫具有简便快

速、敏感性高、重复性好等优点,是最经典的评价啮

齿类动物焦虑状态的实验方法。 此外,高架十字迷

宫实验也是国际上公认的状态性焦虑模型,广泛用

于抗焦虑药物的筛选,且对安定类抗焦虑剂尤其

敏感。
1. 1. 1　 实验方法

将大(小)鼠置于高架十字迷宫中央,动物头朝

(面向)开臂,立即开始实验,没有适应期,为了减少

干扰,观察者应距离迷宫中心至少 1
 

m。 实验时间

应为 5
 

min。 为了提高大小鼠入臂总次数,避免大小

鼠总是躲在闭臂中,通常在测试前先将大小鼠放在

开阔场地中适应 5
 

min 后再放入迷宫中进行实验。
研究发现低强度光线可以明显增加实验动物进入

开臂的时间和次数且不影响其自发活动[9] ,建议在

低强度光线下进行此实验。
1. 1. 2　 评价指标

目前在高架十字迷宫实验中最常使用的评价

指标为动物进入开臂次数比例以及开臂时间比例,
其他参考指标包括动物进入开臂时间和次数,进入

闭臂的时间和次数等,也作为焦虑行为评价的参考

指标。 以动物四肢全部入开 (闭) 臂作为进出开

(闭)臂的标准,具体指标包括[10-11] :
(1)开臂次数:实验时间内进入开臂的总次数。

如果一个药物增加动进入开臂的次数和,而不改变

入臂总次数,则认为该药有抗焦虑作用。 正常组动

物开臂次数大于 10 次。
(2)开臂次数百分比:实验时间内动物进入开

臂的次数 / 进入开臂和闭臂总次数之和×100%。 与

焦虑程度成反比。 正常组动物开臂次数百分比范

围为 10%
 

~
 

45%。
(3)开臂时间百分比:实验时间内,动物进入开

臂的时间 / 进入开臂和闭臂的总时间之和× 100%。
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正常组动物开臂时间百分比范围为 10%
 

~
 

40%。
(4)总次数:实验时间内进入开臂和闭臂的总

次数之和。
(5)闭臂次数:实验时间内进入闭臂的总次数。

总次数不变时,动物进入闭臂的次数越多,表明动

物焦虑程度越重。
(6)闭臂次数百分比:进入闭臂的总次数 / 开臂

和闭臂总次数之和。
1. 2　 明暗箱实验

明暗箱实验( light / dark
 

box
 

test) 是由 Crawley
等[12]于 1980 年所建立。 其原理是利用啮齿类的嗜

暗习性设计的,动物对新奇环境更有兴趣、更好奇,
会去探究,但又对明室中的亮光先天的厌恶,由此

形成矛盾冲突状态表现出焦虑行为,实验中体现为

动物的穿箱次数的减少。 抗焦虑药物可显著增加

鼠的穿箱次数以及在明室时间。 明暗箱实验操作

简单快速且不需要事先训练动物,广泛应用于啮齿

类动物焦虑行为的评价和抗焦虑药物研发。 此外,
明暗箱实验也是公认的状态性焦虑模型可以用来

筛选潜在的抗焦虑药物。 但由于明暗箱实验是基

于动物的一般性探索行为,需要对其运动功能进行

评价以排除由于自发活动影响实验的准确性。
1. 2. 1　 实验方法

实验开始时从明室或暗室放入动物,无适应

期,观察动物进出明暗室的行为。 测试时间有 5
 

~
 

30
 

min,一般为 10
 

min[13] 。
1. 2. 2　 评价指标

避暗实验中明室穿箱次数以及明室滞时间是

评价焦虑的经典指标,其他指标如明室和暗室内指

标均包括潜伏期、次数、路程、速度以及运动总时间

和运动总路程等指标,可作为焦虑行为评价的参考

指标[14-15] 。
(1)(暗室)时间:动物在明室(暗室)停留的时

间;动物在暗室中停留时间应大于总时间的 60%,
5

 

min 不进入暗室的动物可剔除。
(2)穿箱次数:动物进入暗室次数与进入明室

次数之和。 检测时间 5
 

min,正常组动物穿箱次数多

大于 5 次。 次数越少,表示焦虑程度越轻。
(3)潜伏期:动物第一次从明室(暗室)完全进

入暗室(明室)的时间。
(4)其余可作为焦虑行为评价的参考指标:如

明室(暗室)运动时间,明室(暗室)路程等。

1. 3　 新奇环境摄食抑制实验

新奇环境抑制摄食实验 ( novelty-suppressed
 

feeding
 

test)是由 Britton 等[16] 于 1981 年建立,最早

用于抗焦虑药物的评价,其原理是禁食后的动物在

处于一个新奇的环境中会产生摄食欲望和对环境

恐惧的矛盾冲突,给予抗焦虑药物可使动物的这种

矛盾冲突反应降低, 表现为首次摄食潜伏期缩

短[17] 。 1988 年,Bodnoff 等[18] 首次证实该实验可用

于检测抗抑郁药物是否具有抗焦虑作用。 由于焦

虑是抑郁症患者常见的症状,因此新奇抑制摄食实

验常用于评价抑郁动物模型出现的焦虑样行为。
1. 3. 1　 实验方法

实验总共需要 2
 

~
 

3
 

d:实验动物禁食(不禁

水)24
 

~
 

48
 

h 后进入检测期。 检测开始前在测试箱

中央提前放入事先准备好的大小相同的食丸(小

鼠:1
 

~
 

2 粒,大鼠 5
 

~
 

8 粒),然后将在所有动物面

朝箱壁放入测试箱的一角,开始检测,计算大鼠开

始摄食的的潜伏期。 检测时间:小鼠一般为 5
 

~
 

10
 

min,大鼠为 10
 

~
 

15
 

min[19-22] 。
1. 3. 2　 评价指标

摄食潜伏期:动物自放入测试箱到首次摄取食

物的时间(摄食的判定标准是动物开始咀嚼食物,
而不是仅仅嗅闻或摆弄食物摄食潜伏期)。 如在检

测期内动物仍未摄食,则摄食潜伏期记为检测总时

长。 检测时间为 5
 

min,多数正常组小鼠的摄食潜伏

期小于 4
 

min。 检测时间为 15
 

min,多数正常组大鼠

的摄食潜伏期小于 13
 

min。 摄食潜伏期越长,表示

焦虑程度越重。 摄食潜伏期在统计学上有显著性

差异(P
 

<
 

0. 05),则视为新奇环境摄食抑制实验评

价焦虑行为有改变。
1. 4　 旷场实验

旷场实验(open
 

field
 

test)是评价啮齿类实验动

物状态焦虑行为的经典方法,当动物被放入陌生的

开放场(陌生环境)后,由于对陌生环境的恐惧会主

要在周边区域活动,但对陌生环境的新奇感又会促

使其对中央区域进行探究, 从而产生冲突 “ 矛

盾” [23] 。 旷场实验最早由 Hall[24] 于 1934 年提出,
早期是通过记录动物在箱子里的排泄物数来反映

动物的焦虑情绪,现如今主要通过记录动物的运动

情况来评价动物焦虑行为。 旷场实验设备简单,操
作简便,被广泛用于神经精神药理学的基础研究,
是一种测试经典苯二氮卓类和 5-HT1A 激动剂类抗
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焦虑药的行为效应的模型和检测方式,而对三唑仑

苯二氮磷类及选择性五羟色胺重吸收抑制剂

无效[25] 。
1. 4. 1　 实验方法

实验开始前,调整旷场实验环境灯光,一般在

空场上方照明,或在透明地板下方照明,有时使用

红外灯。 有文献选用中央区的灯光强度为 100
 

~
 

150
 

LX,也有照明区域灯光强度为 8
 

~
 

13
 

LX。 实验

开始时,将大小鼠放入旷场测试箱的中央区即开始

检测。 检测无适应期,实验检测时间为 5
 

~
 

10
 

min,
也有文献报道 15

 

~
 

30
 

min[26] 。
1. 4. 2　 评价指标

(1)运动总时间:动物在实验记录时间内的运

动状态的时间累积。
(2)总路程:在检测时间内动物的的运动总

路程。
(3)中央区 / 周边区时间比值:动物在中央区 /

周边区停留总时间的比值。 为焦虑行为评价的主

要指标。 中心区宜划分测试箱总面积的 30%
 

~
 

50%。
(4)中央区 / 周边区运动路程比值:动物在中央

区 / 周边区运动的路程。
与空白组相比,不改变总的运动状态的情况

下,中央区时间显著减少,表明动物的焦虑状态。
其它指标如粪便颗粒数、理毛次数可作为焦虑行为

评价的参考指标。
1. 5　 孔板实验

1962 年, Boissier 等[27] 建 立 了 孔 板 实 验

(holeboard
 

test),用于评价动物对不熟悉环境的反

应,广泛用于评估动物情绪、焦虑和压力和药效研

究[28] 。 孔板实验是利用动物在孔板箱中产生新奇

和恐惧的矛盾冲突,诱导焦虑反应,探头次数和时

间减少。 动物反复探头反应其对新环境的新奇感

和逃避的渴望,抗焦虑药物可增加动物的探头次数

和时间。
1. 5. 1　 实验方法

检测时,将小鼠背对实验者置于孔板中央,孔
板实验检测时间多为 5

 

min[29] 。
1. 5. 2　 评价指标

(1)探头次数:动物在检测时间内动物探头的

总次数(动物两眼消失在洞中为 1 次探头)。
(2)探头时间:动物在检测时间内动物探头的

总时间。 不改变动物自主活动状态的情况下,探头

次数和时间减少,表明动物的焦虑状态。 其它指标

如探头潜伏期和自主活动数可作为焦虑行为评价

的参考指标。

2　 条件反射实验方法

2. 1　 饮水冲突实验

饮水冲突实验(water-drinking
 

conflict
 

test / Vogel
 

test)是根据禁水大鼠饮水动机与电击惩罚形成矛盾

冲突状态的经典的焦虑行为评价实验,可用于动物

焦虑状态的评价和抗焦虑药物的研发。 该方法由

Vogel 等[30] 首先建立,由 Lippa 等[31] 进行了改进。
同时,饮水冲突实验可作为基于饮水—电击冲突的

焦虑症动物模型,研究发现苯二氮卓类、戊巴比妥

类可以增加大鼠的点击次数,而吗啡、美匹莫林、氢
溴酸东莨菪碱则无此效应[32] 。
2. 1. 1　 实验方法

实验前将动物禁食 48
 

h、禁水 24
 

h。 分两阶段

进行[33-34] :
(1)非惩罚饮水训练:动物禁水 24

 

h 后,应单只

放入测试箱内,让其充分探究,直到发现瓶嘴并开

始舔水,测试时间应为 3
 

min,淘汰舔水少于 300 次

的大鼠。
(2)惩罚实验:将动物禁水 24

 

h 后置于测试箱

开始实验。 自动物第一次找到瓶嘴并开始舔水后

自动开始计数和计时,动物舔水次数到 20 次时立即

给予 1 次电击, 如此重复循环。 测试时间应为

3
 

min。
2. 1. 2　 评价指标

舔水次数:惩罚期内大鼠舔吸水管的次数。 焦

虑模型动物的舔水次数明显减少,抗焦虑药则可增

多动物的舔水次数。 检测期内,正常动物惩罚期舔

水次数为 200
 

~
 

400 次左右。
2. 2　 Geller-Seifter 冲突实验

1960 年,Geller 等[35] 根据 Estes 在 40 年代有关

惩罚的研究工作,设计了基于对动物对奖赏物质渴

望和惩罚刺激的害怕从而产生的矛盾冲突的焦虑

行为评价方法( Geller-Seifter
 

conflict
 

test),实验中,
通过在给予饥饿大鼠(提前禁食)食物奖赏的同时

给予一定的电击惩罚,抑制这种奖赏的获得,从而

使大鼠产生矛盾冲突状态,给与抗焦虑药物可相应

改变这种矛盾冲突状态。 后期不少学者纷纷对
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Geller-Seifter 程序进行改进后,形成了 Geller-Seifter
冲突实验,用于条件反射焦虑行为检测,同时也作

为基于饮食-点击冲突的焦虑症动物模型用于抗焦

虑工具药物的研究[36] 。 由于 Geller-Seifter 冲突实

验操作复杂,周期长,且对动物造成一定的伤害,目
前已较少使用。
2. 2. 1　 实验方法

经典 Geller-Seifter 程序由变动间期 ( variable
 

interval,VI) 和固定比率 ( fixed
 

ratio, FR) 两部分

组成[37-38] 。
(1)训练期:FR1:大鼠禁食 24

 

h 后进行压杆训

练,训练期为 3
 

d,以食丸(45
 

mg)作为奖赏(强化)
训练其学会压杆操作, 每次压杆都有一次强化

(FRI),每天训练 30
 

min,连续 3
 

d。 检测期间限制

饮食饮水,使之维持在正常饲养体重的 80%,通过

限制饮食饮水使动物产生饥渴感,以保持对奖赏物

质的驱动力,整个奖赏操作阶段要维持饮食饮水限

制。 VI-2 min:平均每 2
 

min 的间隔给予大鼠一次奖

励物质,每天训练 5 个周期,每次 15
 

min,每天训练

总时间为 75
 

min。
(2)检测期:非惩罚( VI)期:压杆率较稳定后,

则在间期内的每个 15
 

min 的周期内加入声刺激(3
 

min)。 在声刺激期间,食物强化由 VI-2 min 变为

FR1。 惩罚( FR)期:约 7 个训练期后,在声刺激间

期中加入电击刺激(0. 6
 

~
 

0. 85
 

mA),声音信号期

间:压杆,获得食物同时给予电击。
2. 2. 2　 评价指标

压杆率:动物在规定时间压杆的比率。 主要的

评价指标是非惩罚期和惩罚期的压杆率,前者用来

检测药物非特异性效应,如镇静或兴奋效应,后者

反映动物焦虑情绪的变化。 抗焦虑剂选择性增加

惩罚期反应,呈阳性结果,而非抗焦虑剂如抗精神

病药、兴奋剂等均呈阴性反应。

3　 总结与展望

大小鼠焦虑行为实验方法主要是基于啮齿类

动物的探索本性与外界环境的矛盾“冲突”从而引

起焦虑情绪或动物面临不可避免或即将发生的厌

恶性刺激时做出的情绪适应性反应建立的。 对于

研究焦虑的发生发展机制、抗焦虑药物研发具有广

泛的应用价值,在寻找有效的防护措施方面有着重

大意义,如极地、高原、深海和太空等不同于地球生

活的极限环境,导致的焦虑症状,重大新发突发传

染性疾病、地震和战争等诱导的创伤后应激综合

症,焦虑是其主要的表现。 由于动物的焦虑样行为

是并不是单一的的情绪表现,而是一种复合的情

绪,建议研究者们在研究中至少采取上述实验方法

中的 2
 

~
 

3 种去评价动物的焦虑行为。 目前,在焦

虑的科学研究中,最为常用的行为学实验方法为高

架十字迷宫实验、旷场实验、明暗箱实验、新奇环境

摄食抑制实验等非条件反射实验方法,非条件反射

实验方法操作简单,无训练期,无适应期或熟悉期,
不用施加惩罚或奖赏刺激,几乎对动物不产生正向

或者反向应激,但值得注意的是,该类方法的准确

性与动物运动机能状态密切相关,凡能影响动物运

动机能的药物和动物本身状态均可能影响该实验

的正常结果。 此外,焦虑行为学实验受检测装置

(尺寸、形状、颜色等)和环境(灯光与位置,声音与

气味,观察者等)不同因素的影响,进行实验时,应
尽量保证安静、稳定的实验环境,减少干扰因素。
条件反射实验方法如饮水冲突、Geller-Seifter 冲突

等焦虑行为学实验方法往往结合惩罚性刺激(电

击)的策略,动物在饮水或者获得奖赏和避免电击

之间的矛盾心理冲突引起焦虑,此类方法对动物会

造成伤害性刺激,目前已较少使用。 目前焦虑行为

学实验的主要评价指标大多数是评价动物水平运

动情况,例如在某个水平区域的活动的路程、时间

和速度等或进入某个水平区域的次数,然而对于垂

直运动的相关参数和情绪性维度的指标像理毛次

数,排便次数提取较少,且这些指标的提取主要依

靠人工观察计数。 随着云计算、大数据、人工智能、
数字分析引擎等各种新技术向动物行为实验领域

的交叉渗透融合,给提取动物的三维运动情况,情
绪性指标提供了技术基础,为多维度精细活动信息

全方位采集提供了可能。 可以预测将各种的技术

融合于动物行为实验研究中,提取更精细敏感的行

为学指标,构建更系统的行为学评价方法,是动物

行为实验方法的发展方向。
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模式生物斑马鱼在植物多糖生物活性评价中的
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　 　 【摘要】 　
 

斑马鱼作为一种新型的模式动物,因其个体小、发育周期短和透明易观察等优点,已在发育生物

学、遗传学、基础医学、药理学、毒理学、药物研发以及生态环境评价等诸多领域得到了广泛应用,并且随着功能性

食品、营养品和天然化妆产品的需求不断增加。 斑马鱼已经是一种实用工具,可有效鉴别天然产品中的有效物质。
近年来,作为国际公认的新型脊椎类模型动物,斑马鱼已用于多种植物多糖及产品的抗氧化、免疫调节及心脏保护

等生物活性评价。 本文将介绍近年来斑马鱼作为模式动物在多糖,特别是植物多糖生物活性研究的进展。
【关键词】 　 斑马鱼;植物多糖;生物活性
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【Abstract】 　
 

Being
 

a
 

new
 

model
 

animal,
 

zebrafish
 

has
 

been
 

widely
 

used
 

in
 

many
 

fields
 

such
 

as
 

developmental
 

biology,
 

genetics,
 

basic
 

medicine,
 

pharmacology
 

and
 

toxicology,
 

drug
 

development,
 

and
 

ecological
 

environment
 

evaluation
 

because
 

of
 

its
 

small
 

size,
 

short
 

developmental
 

cycle
 

and
 

transparency
 

for
 

easy
 

observation.
 

And
 

with
 

the
 

increasing
 

demand
 

for
 

functional
 

foods,
 

nutritional
 

products,
 

and
 

natural
 

cosmetic
 

products,
 

zebrafish
 

has
 

been
 

a
 

practical
 

tool
 

to
 

effectively
 

identify
 

the
 

active
 

substances
 

in
 

natural
 

products.
 

In
 

recent
 

years,
 

as
 

a
 

new
 

internationally
 

recognized
 

vertebrate
 

model
 

animal,
 

zebrafish
 

have
 

been
 

used
 

for
 

the
 

evaluation
 

of
 

biological
 

activities
 

such
 

as
 

antioxidant,
 

immunomodulation,
 

and
 

cardioprotection
 

of
 

various
 

plant
 

polysaccharides
 

and
 

products.
 

In
 

this
 

paper,
 

we
 

will
 

introduce
 

the
 

progress
 

of
 

zebrafish
 

as
 

a
 

model
 

animal
 

in
 

the
 

study
 

of
 

polysaccharides,
 

especially
 

plant
 

polysaccharide
 

bioactivity
 

in
 

recent
 

years.
【Keywords】　 zebrafish;

 

plant
 

polysaccharides;
 

bioactivity
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　 　 植物多糖( plant
 

polysaccharides,PP)是由相同

或者不同的单糖通过 α-或者 β-糖苷键组成的聚合

度 10 以上的化合物[1] 。 随着分子生物学的发展,科
学界逐渐认识到,多糖与蛋白质、核酸并列为 3 大生

物大分子,在植物体的生长发育过程中发挥着重要

作用[2] 。 同时,因其具有抗氧化、免疫调节、降血

脂、降血糖、抗肿瘤等生物功能[3-6] ,被广泛应用于

医药、食品、饲料、保健品和化妆品行业。 我国中草

药资源丰富,越来越多来源于中草药的植物多糖被

应用于食品行业,但仍存在如何快捷有效鉴别其生

物活性并评价安全性的问题。
国际上公认的植物多糖生物活性评价方法有

体内、外两种。 体外试验可以更经济且更快的得到

结论,但在不能确定植物多糖体内吸收、分布、代谢

和排泄的规律时,进行以模式动物开展的体内试验

是非常有必要。 斑马鱼具有遗传同源性高、繁殖力

强、发育快及透明易观察等特点,继大鼠和小鼠之

后,被美国国家卫生研究院 ( National
 

Institutes
 

of
 

Health,NIH)列为第三大模式动物,已在药物研发、
药理毒理学领域得到了广泛应用。 近年来,植物

多糖的研发和应用已成为食品领域研究的重点和

热点,模式生物斑马鱼在植物多糖生物活性评价

方面得到了一定程度的应用。 因此,本文综述了

斑马鱼模型在植物多糖生物活性评价中的应用

进展。

1　 斑马鱼在植物多糖生物活性评价中
的优势

　 　 斑马鱼作为一种脊椎动物模型,已经被广泛应

用于发育生物学、药物开发、安全药理学、毒理学及

人类疾病模型的构建等研究领域[7] 。 与其他哺乳

类模式动物相比,斑马鱼具有以下独特的生物学特

性:在实验室条件下斑马鱼可以实现全年产卵,雌
性斑马鱼每周可产数百枚卵,具有很强的繁殖能力;
斑马鱼胚胎发育极快,在受精后 13

 

hpf ( hours
 

post
 

tertilization,
 

hpf)头部形成,24
 

hpf 尾部形成,在 36
 

hpf
时出现所有器官的前体,并且 3 个月后成鱼就可以达

到生殖成熟期[8] ;斑马鱼与人类的遗传同源性高达

87%[9] ,并且具有遗传可操作与再生能力[10] ,这使得

斑马鱼成为近年来研究脊椎动物胚胎发育及造血分

化的动物模型[11] ;斑马鱼胚胎及幼鱼透明便于观察;
给药方式多样,最常见的方法是将化合物直接添加到

培养斑马鱼胚胎、幼虫或成鱼的培养基或水中[12] ;此
外,还可以将不溶性物质纳入饲料中,以制备直径为

5
 

mm 的颗粒饲喂斑马鱼[13] ;口服灌胃和注射可用于

输送精确剂量的溶液(图 1) [14-15] 。

注:A:浸没在溶解了化合物的水中;B:用添加化合物的饲料喂养;C:麻醉后口服化合物溶液;D:麻醉后腹腔注射化合物溶液。

图 1　 斑马鱼给药方式及可测定指标

Note.
 

A.
 

Submerged
 

in
 

water
 

with
 

dissolved
 

compounds.
 

B.
 

Feed
 

with
 

compound-added
 

feed.
 

C.
 

Oral
 

compound
 

solution
 

after
 

anesthesia.
 

D.
 

Injection
 

of
 

compound
 

solution
 

after
 

anesthesia.

Figure
 

1　 Zebrafish
 

administration
 

method
 

and
 

measurable
 

indicators

607



中国实验动物学报 2022 年 9 月第 30 卷第 5 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,September
 

2022,Vol.
 

30,
 

No.
 

5

2　 斑马鱼及其胚胎在植物多糖功能测
定中的应用
　 　 在过去的 20 年里,斑马鱼因其生物学优势,逐
渐成为生物和生物医学研究的最佳模式动物之一。
虽然斑马鱼最初是作为发育遗传学的模型而被开

发,但是它的用途已迅速扩展到植物多糖的多种生

物活性研究中。
2. 1　 抗氧化活性

斑马鱼作为被广泛应用的抗氧化模型,通常采

用偶 氮 二 异 丁 脒 盐 酸 盐 ( 2, 2 ’-Azobis ( 2-
methylpropionamidine )

 

dihydrchloride, AAPH )、
H2O2、百草枯、脂多糖( lipopolysaccharide,LPS)等处

理诱导产生氧化应激,并产生包括活性氧( reactive
 

oxygen
 

species,ROS)和 NO-在内的自由基。 ROS 是

斑马鱼体内代谢的产物,可以被特异性的染料检

测,加上斑马鱼胚胎透明的特点使得检测结果更加

明显,用斑马鱼体内 ROS 检测模型检测 ROS 水平

具有可靠、快速、高效、经济和高通量等优点[16] 。 植

物多糖作为天然存在的有效成分,常被用作食品添

加剂。 多糖分子上存在的还原性半醛羟基,可以与

超氧阴离子自由基发生氧化还原反应,去除脂质过

氧化反应产生的多余 ROS。 如图 2 所示,用 2’,7’-
二 氯 荧 光 黄 双 乙 酸 ( 2 ’, 7 ’-dichlorodi-
hydrofluorescein

 

diacetate,DCFH-DA)预处理斑马鱼

幼鱼在荧光显微镜下为绿色,荧光强度弱说明斑马

鱼体内 ROS 产生少。 Wang 等[17] 利用柑橘果渣制

备其水提物,并研究了其体内抗氧化活性,结果发

现,柑橘果渣水提物可显著提高 AAPH 诱导的斑马

鱼胚胎存活率并缓解心率,降低斑马鱼胚胎的 ROS
和细胞死亡水平。 同样, Kang 等[18] 研究发现,与

AAPH 诱导的氧化应激模型组相比,芦荟多糖的预

暴露可显著降低斑马鱼胚胎的 ROS 水平和细胞死

亡率,且呈剂量依赖性。 Jayawardena 等[19] 利用分

离纯化后的岩藻多糖(F10)对 LPS 处理的斑马鱼模

型进行研究,结果表明 F10 有效降低了 LPS 诱导产

生的斑马鱼胚胎中的 NO- 、ROS 和细胞死亡水平且

呈现剂量依赖性,同时斑马鱼胚胎中的炎性介质一

氧化氮合酶、诱生型环氧化酶均被下调。 对于高离

子辐射引起的斑马鱼氧化应激而言,植物多糖同样

具有缓解作用。 Lee 等[20]研究发现铁钉菜多糖对 γ
射线诱导斑马鱼产生氧化应激的影响,研究显示铁

钉菜多糖可以增加斑马鱼存活率,减少卵黄囊水肿

及尾巴弯曲等畸形,同时也减少了斑马鱼细胞死亡

率、ROS 和 NO-产生率。
2. 2　 免疫调节活性

研究发现,斑马鱼尽管没有淋巴结但是却有

丰富的淋巴和发达的胸导管,并且斑马鱼与哺乳

动物的免疫系统有着极大的相似性[21] ,同样具有

天然免疫系统和获得性免疫系统。 在出生后 2 周

内建立和发育完全透明的斑马鱼胚胎,以及可用

免疫细胞荧光标记的转基因斑马鱼系的发展,使
得跟踪斑马鱼胚胎这一种完整生物体的免疫反应

成为可能[22] 。 据报道,肿瘤坏死因子-α( TNF-α)
是免疫系统中的一个重要媒介,通过激活巨噬细

胞,刺激细胞因子的分泌来诱导先天免疫反应[23] 。
先前研究发现,大多数来自植物、动物和真菌的多

注:A:未经诱导的斑马鱼幼鱼;B:诱导后的斑马鱼幼鱼;C:添
加植物多糖预保护的斑马鱼幼鱼。

图 2　 斑马鱼 ROS 产生率变化

Note.
 

A.
 

Uninduced
 

zebrafish
 

larvae.
 

B.
 

Zebrafish
 

larvae
 

after
 

induction.
 

C.
 

Zebrafish
 

larvae
 

pre-protected
 

with
 

added
 

plant
 

polysaccharides.

Figure
 

2　 Changes
 

in
 

ROS
 

production
 

rate
 

in
 

zebrafish

糖可与巨噬细胞表面受体结合,刺激 TNF-α 的分

泌[24-26] 。 Zhang 等[27] 利用斑马鱼证实了从芒果中

分离出的 GMP90-1 按 50、 100、 200
 

μg / mL 给药

24
 

h 后发现 TNF-α 的水平以剂量依赖的方式明显

增 加, 分 别 比 对 照 组 高 出 5. 6%、 41. 7% 和

200. 1%,其他关于免疫功能基因白介素-6 和白介

素-1β 的水平也成剂量依赖性增加。 Udayangani
等[28] 将从燕麦中提取的纳米级 β-葡聚糖可以上

调斑马鱼幼鱼的 TNF-α、白介素-1、β-防御素、溶菌

酶、白介素-10 及白介素-12 等,发现其可能具有触
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发先天性免疫的能力。 同时还有其他研究证实从

大冬青叶[29] 、金银花和山竹中分离出来的多糖同

样也具有提高免疫调节的能力[30-31] 。
总之,斑马鱼在为评价植物多糖的免疫能力和

免疫活性物质的相关应用中提供了理想的模型,不
仅可以确定植物多糖的适宜浓度,还可以确定添加

的形式,因此斑马鱼在验证植物多糖免疫方面具有

很广阔的开发前景。
2. 3　 心脏保护

斑马鱼的心脏是两腔的,但与人类有共通的基

本特性,其心率、收缩力学与动作电位等与人类在

生理方面表现出相同的特征[32-34] 。 斑马鱼的心脏

由心房、心室、动脉球及静脉窦组成,位于鱼体头段

与胸腹段交界处最后一对鳃丝的后下方。 在 5
 

hpf
时,心脏祖细胞出现,于 16

 

~
 

22
 

hpf 分化为心室和

心房的心肌细胞[35] ;24
 

hpf 跳动的线性心脏血管发

育形成;48
 

hpf 心肌细胞重新排列,心脏的发育基本

完成,心脏通过舒张期实现泵血功能[36] 。 同时斑马

鱼在早期的发育阶段并不依赖心脏循环生存。 因

此,心脏的发育紊乱不会立即造成胚胎死亡。 再加

上斑马鱼全身透明的特点可以看到心脏,使得斑马

鱼成为一个具有吸引力的心脏模型(图 3)。

 

注:A:正常斑马鱼心脏形态;B:特非那定处理后斑马鱼心脏形态;C:添加植物多糖预保护后斑马鱼心脏形态。

图 3　 斑马鱼心脏形态变化

Note.
 

A.
 

Heart
 

morphology
 

of
 

normal
 

zebrafish.
 

B.
 

Heart
 

morphology
 

of
 

zebrafish
 

after
 

terfenadine
 

treatment.
 

C.
 

Heart
 

morphology
 

of
 

zebrafish
 

after
 

pre-protection
 

with
 

plant
 

polysaccharides.

Figure
 

3　 Morphological
 

changes
 

in
 

zebrafish
 

heart

　 　 特非那定,是一种从抗精神病药物的筛选中发

现用于治疗过敏性疾病,和可选择性阻断 Hl 受体而

产生抗组胺作用的药物,常被用来诱导斑马鱼的心

脏损伤[37] 。 研究发现许多植物提取物均可以缓解

由特非那定所引起的斑马鱼心脏损伤。 斑马鱼的

心率是评价心功能的指标之一,记录每分钟的心跳

次数可用来评价植物多糖对心脏毒性的影响。 例

如段文娟等[38] 研究了不同相对分子质量的瓜萎多

糖使特非那定诱导的斑马鱼心率上升、解缓了斑马

鱼的心率异常活性,其中 100
 

μg / mL 总样、1
 

μg / mL
石油醚萃取物和 10

 

μg / mL 石油醚萃取物具有显著

的保护作用,乙酸乙酯萃取物和水层样品在 100
 

μg / mL 质量浓度下表现出一定的改善心脏毒性作

用。 郑秀花等[39] 则探究了瓜蒌不同部位的多糖对

于特非那定引起的血流的节间血管数量和心率下

降具有缓解作用,且结果表明 60%醇沉的瓜萎多糖

对心脏的保护作用最好。 何俊霖等[40] 利用斑马鱼

模型研究发现中低剂量异甘草素具有良好的抗血

管生成和减慢心率的作用,高剂量则会随着作用时

间的延长起到抑制发育的作用。 静脉窦( SV)是血

液进入心房的部位,动脉球(BA)是血液流出心室的

部位。 斑马鱼 SV-BA 的距离可反应心脏环化程度,
心房和心室的位置发生改变,SV-BA 距离相应变

化。 通过在显微镜下测量 SV-BA 间距可判断植物

多糖对斑马鱼心脏的影响[41] 。 陈秋燕等[42] 研究证

明添加不同浓度提纯后的麸皮多糖能够使受损伤

后的斑马鱼心脏 SV-BA 间距缩小,同时在最优浓度

时斑马鱼的心脏损伤修复率可达 82. 19% (斑马鱼

心脏损伤修复率:心脏损伤修复率(%) =
 

(给药治

疗组斑马鱼心脏 SV-BA 间距-特非那定组斑马鱼心

脏 SV-BA 间距) /
 

(正常对照组斑马鱼 SV-BA 间距
-模型组斑马鱼 SV-BA 间距) ×

 

100%)。 此外原花

青素和西洋参等的多糖提取物同样具有心脏保护

作用[43-44] 。 可见,以斑马鱼为模型探讨植物多糖对

心脏的保护是切实可行的,同时也为各类植物中药

的研发带来了新思路。
2. 4　 脂质代谢

斑马鱼的脂质分布及代谢与人类的非常相似,
并且斑马鱼体内主要的载脂蛋白人类的载脂蛋白

具有很高的同源性。 迄今为止,关于高脂血症模型

的大多数研究都集中在哺乳动物上,包括高脂饮食

诱导的高脂血症的小鼠、大鼠、兔和仓鼠模型。 但
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是,这些模型通常耗时且昂贵[45-46] 。 用细胞模型进

行药物筛选也是可行的,但是由于细胞模型缺乏器

官结构,难以分析各组织器官中的脂质代谢情况。
对比而言斑马鱼可以全程观察并研究其发育状况,
方便分析饮食中的脂类分子在体内代谢的情况,为
在斑马鱼幼虫中大规模筛选影响脂类代谢的小分

子化合物提供了基础。 例如,Wei 等[47] 利用固态发

酵杏鲍菇产生的多糖(PESF)能够显著减少斑马鱼

幼体高脂血症模型中的脂滴数量。 在浓度为 200、
400 和 600

 

μg / mL 时,PESF 将脂质含量分别降低到

(62%
 

±
 

20%)、(33%
 

±
 

9%)和(67%
 

±
 

15%),结果

表明,PESF 在斑马鱼幼体高脂血症模型中具有抑

制脂质积累的生物活性。 同时还有研究发现从菊

苣中提取的多糖可以通过降低总胆固醇和甘油三

酸酯的含量减少肝脂肪的变性,进而对高胆固醇诱

导的斑马鱼幼鱼起到降脂作用,还可以减少脂质合

成相关基因脂肪酸合成酶基因和固醇调节元件结

合转录因子重组蛋白 1,并增加脂质氧化相关基因

的表达[48] 。
除此之外,高胆固醇斑马鱼模型已运用于抗动

脉粥样硬化植物化学物质的筛选和机理研究中。
例如,姜黄和月桂树的水提物已显示出可以减轻体

重,并能够降低以高脂肪日粮( HCD)喂养的斑马鱼

的总胆固醇和甘油三酯水平[49] 。 该小组随后使用

相同的 HCD 斑马鱼模型研究出 1,8-桉树脑(姜黄

和月桂叶粉的亲水提取物的主要成分)可以通过提

高抗氧化活性和增强的胆固醇逆向转运发挥抗炎

和降脂作用[50] 。 此外,使用高胆固醇斑马鱼模型还

揭示了肉桂和丁香的水提物以及葡萄皮[51] ,枇杷叶

和巴西莓的水提取物的抗动脉粥样硬化活性[52] 。
2. 5　 肠道蠕动

斑马鱼没有典型结构的胃,但消化管胃段在功

能上与人类的胃高度同源。 在细胞学和解剖学角

度,斑马鱼的肠道结构与人类的相似,均由上皮细

胞、结缔组织、环状肌及外纵肌组成[53] ,并且在功能

上也与人类高度同源。 在 72
 

hpf 时斑马鱼胚胎发育

成幼鱼,在摄食的情况下,首次出现不稳定的肠道

自发性收缩。 当斑马鱼幼鱼发育至 120
 

~
 

144
 

hpf
时,其肠道出现自发性的蠕动,这时便可以通过观

察植物多糖对斑马鱼肠道蠕动次数的影响来评价

植物多糖对斑马鱼肠道功能的作用。
尼罗红( 9-二乙基氨基-5 H-苯并[ α] 吩恶嗪-

5-酮)是一种无毒,可用于标记活体细胞培养中的

巨噬细胞、平滑肌细胞中脂滴的荧光染料[54] 。 当

用尼罗红溶液处理斑马鱼卵时,可与含有丰富脂

肪的卵黄囊结合。 当斑马鱼成长到 5
 

~
 

6
 

d 时,大
部分的卵黄囊被吸收,斑马鱼开始依靠自发的肠

蠕动进食,在荧光显微镜下可以清晰的观察到斑

马鱼肠道中尼罗红分布,同时尼罗红不会被其他

组织所吸收[55](图 4) 。 当斑马鱼肠道的荧光强度

减弱时,说明给予的食品或药物有助于肠蠕动。
研究发现,添加浓度为 125、250、500、1000 和 2000

 

μg / mL 益身清(多种植物提取物的产物)时斑马鱼

肠道内容物的荧光强度显著低于对照组,且促进

肠蠕动的作用也从 0%随着浓度的增加分别上升

到 25%、45%、49%、62%、66% [56] 。 杨胜杰等[57] 认

为管花肉苁蓉提取物可以明显促进斑马鱼肠道蠕

动,且呈剂量依赖性,并且在浓度 2000
 

μg / mL,促
进率可达 23. 26%,达到润肠通便的能力。 低聚果

糖是一类重要的功能性低聚糖,广泛存在于菊苣、
菊芋、 大蒜、 洋葱及小麦等植物中[58] 。 侯海荣

等[59] 在研究过程中得出了随着低聚果糖溶液浓度

在 125
 

~
 

500
 

mg / mL 浓度范围内增加时,斑马鱼

的肠道蠕动次数也逐渐增加,并且在 500
 

mg / mL
的低聚果糖溶液处理 24

 

h 后,斑马鱼的肠道收缩

强度与蠕动也更加明显。 由上可知斑马鱼的肠道

蠕动模型可以为之后植物多糖提取物在药品中的

添加提供实验依据。

图 4　 斑马鱼肠道内容物荧光染色图(尼罗红)
Figure

 

4　 Fluorescent
 

staining
 

of
 

zebrafish
 

intestinal
 

contents
 

(Nile
 

red)

3　 结语

当前,关于植物多糖的生物活性研究主要集中

于体外试验,缺乏体内试验研究。 因此本文着重介

绍了植物多糖评价中的斑马鱼模型,总结和讨论将

斑马鱼作为一种工具,为快速、经济的筛选和评估

对人类健康有潜在益处的植物多糖提供了一种可

靠且易用的策略。 同时为了使斑马鱼对人类健康

更具指导意义,应进一步进行特定的基因敲除、过
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度表达或引入目标基因来探索斑马鱼与人类之间

的机制关系,以及了解植物多糖对斑马鱼的调节机

制,使植物多糖在未来的开发中发挥出精准作用。
此外应多关注植物多糖在斑马鱼的添加形式及时

间,研究植物多糖在斑马鱼中的生物利用度和生物

可及性。 总的来说,斑马鱼模型是评价植物多糖的

有效工具,可以在功能食品、营养品和化妆品的开

发中发挥重要作用。
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　 　 【摘要】 　
 

胰腺癌是一种恶性程度高、预后极差的恶性癌症之一,发病率和死亡率不断上升。 胰腺癌小鼠模

型可以表征胰腺肿瘤特征,是研究癌症预防和治疗的最佳工具。 胰腺癌小鼠模型分为诱导性模型、移植性模型和

基因工程模型。 然而,与人类胰腺癌相比,没有简单动物模型可以模拟人类胰腺癌的所有特征。 已有胰腺癌小鼠

模型各自用途不一,本文对不同胰腺癌小鼠模型的造模方法、特征及优缺点的研究进展做一综述,为胰腺癌疾病的

研究提供理论依据。
【关键词】 　 胰腺癌;小鼠模型;移植性模型;基因工程
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【Abstract】　
 

Malignant
 

pancreatic
 

cancers
 

show
 

a
 

high
 

degree
 

of
 

malignancy,
 

a
 

poor
 

prognosis,
 

and
 

high
 

rates
 

of
 

morbidity
 

and
 

mortality.
 

Mouse
 

models
 

of
 

pancreatic
 

cancer
 

demonstrate
 

certain
 

characteristics
 

of
 

human
 

pancreatic
 

tumors
 

and
 

are
 

useful
 

for
 

studying
 

cancer
 

prevention
 

and
 

treatment.
 

Mouse
 

models
 

are
 

divided
 

into
 

induced,
 

transplanted,
 

and
 

genetically
 

engineered
 

models,
 

each
 

of
 

which
 

shows
 

specific
 

characteristics
 

of
 

human
 

pancreatic
 

cancer.
 

Various
 

mouse
 

models
 

are
 

reviewed
 

in
 

the
 

present
 

report.
【Keywords】　 pancreatic

 

cancer;
 

mouse
 

model;
 

transplantation
 

model;
 

genetic
 

engineering
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　 　 胰腺癌是最致命的人类恶性肿瘤之一,发病率

在全球范围内各不相同,但总体却逐年上升。 胰腺

导管腺癌( pancreatic
 

ductal
 

adenocarcinoma,PDAC)
占所有胰腺恶性肿瘤的 85%以上,预计到 2030 年成

为癌症相关死亡的第二大原因[1] 。 尽管手术技术

和辅助治疗取得了进步,但是胰腺癌 5 年生存率仍

约为 9%[2] 。 需要开发早期检测方法和有效治疗方

法来改善胰腺癌患者预后。 研究胰腺癌发病机制、
转移及药物评价对改善胰腺癌患者预后至关重要。
胰腺癌小鼠模型是研究人类胰腺癌发生发展、转
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移、药物开发和治疗方式的常用体内模型。 胰腺癌

小鼠模型主要分为诱导模型、移植瘤模型、基因工

程模型。 我们在《中国比较医学杂志》和《中国实验

动物学报》发表结直肠癌、黑色素瘤、食管癌一系列

肿瘤小鼠模型的分类[3-5] 。 这些类型的肿瘤小鼠模

型是研究人员经常选择的动物模型,但是没有一种

模型能概况胰腺癌发生发展及评价药物与治疗方

法,需要根据特定研究目的选择适宜的胰腺癌小鼠

模型。 本文旨在介绍常用胰腺癌小鼠模型方法、特
征及用途等方面,比较优缺点,为胰腺癌研究提供

理论依据。

1　 诱导性胰腺癌模型

诱导性胰腺癌小鼠模型多为致癌因素对小鼠

的胰腺直接或间接接触,使胰腺发生癌变形成胰腺

癌小鼠模型。 化学药物诱导小鼠模型是通过化学

致癌物使小鼠胰腺细胞发生恶变引起胰腺癌。 亚

硝胺类致癌物是胰腺癌诱发致癌物,我们在食管癌

文章中已经说明亚硝胺类化学物不在用于动物实

验。 因此,N-亚硝基-2-氧基丙胺不再阐述,本文介

绍二甲基苯并蒽(dimethyl
 

benz
 

anthracene,DMBA)、
重氮乙酰丝氨酸( o-diazoacetyl-L-serine,AZA) 在小

鼠中的应用。
Osvaldt 等[6]将 1

 

mg 的 DMBA 注射到雄性 CF-1
小鼠的近端胰腺,建立原位胰腺癌小鼠模型。 该模

型组织病理显示,17%的小鼠具有反应性增生和腺

癌, 67% 具 有 胰 腺 腺 管 内 上 皮 瘤 ( pancreatic
 

intraepithelial
 

neoplasia,PanIN)病变。 另外研究人员

利用 AZA 每天 1 次的灌胃或腹腔注射 C57BL / 6 小

鼠 3 周建立 PanIN 小鼠模型用于研究高脂肪饮食改

变了肠道微生物群的组成,并参与 AZA 致癌物诱导

的胰腺癌进展[7] 。 研究发现 DMBA 或 AZA 诱导的

胰腺癌小鼠模型可产生 PanIN 病变和导管腺癌,其
组织学与人类胰腺癌相似[6-7] 。 但是,诱导的周期

长、死亡率高、不能全部成瘤,并可引起其他部位肿

瘤且诱导时间长短与病灶发展关系不明确,限制了

该模型的应用。

2　 移植性胰腺癌模型

移植性胰腺癌模型是用胰腺癌细胞系或胰腺

癌组织(人或动物)移植到小鼠体内形成的移植性

胰腺癌模型。 根据移植位置,可分为异位移植和原

位移植;根据移植物供体与受体间的关系,可分为

同种移植和异位移植。 我们根据移植位置和移植

物来源进行动物模型总结分析。
2. 1　 胰腺癌的异位移植模型

异位移植模型是将体外培养的胰腺癌细胞或

胰腺癌组织接种到同原发部位不相关的动物皮

下[8] 。 异位(皮下瘤) 模型操作简单、接种成活率

高,监测肿瘤方便且模型重复性好,是临床前常用

的动物实验模型[9] 。 然而,皮下瘤在形态、血管密

度、免疫细胞浸润和肿瘤微环境与内脏肿瘤不同,
同时皮下瘤极少发生转移,与人类肿瘤生物学特性

有差异[10] 。
2. 1. 1　 同种移植皮下模型

将小鼠胰腺癌细胞植入相同品系小鼠皮下制

备同种移植皮下模型。 同种移植肿瘤细胞,肿瘤具

有较短潜伏期和可靠的生长动力学,同时该模型具

有免疫系统的完整性,是研究免疫治疗和靶点治疗

的很好模型。 研究人员将 1
 

×
 

106
 

cells / 100
 

μL
 

Panc02 小鼠胰腺癌细胞注射 C57BL / 6 小鼠皮下,成
功建立有完全免疫能力的胰腺癌小鼠模型,评估

PD-1 抗体和 OX40 抗体联合 PancVAX 疫苗可有效

抗胰腺癌[11] 。 Hy15549 和 Han4. 13 小鼠胰腺癌细

胞系来自 Ptf1-Cre;LSL-KRAS-G12D;p53
 

Lox / +小鼠

原发性胰腺肿瘤,分别与 C57BL / 6 和 FVB 小鼠品系

同源。 Erstad 等[12] 将 1 × 104
 

cells / 100
 

μL
 

Hy15549
和 Han4. 13 小鼠胰腺癌细胞分别注射 C57BL / 6 小

鼠和 FVB 小鼠腹侧皮下和胰腺原位。 同种原位比

皮下肿瘤生长得更快、更大,同时利用两种小鼠模

型评估 FOLFIRINOX 治疗效果。 MPC-83 小鼠胰腺

癌细胞是我国建立的第一株小鼠可移植性胰腺腺

泡细胞癌株,其瘤源来自昆明种小鼠[13] 。 研究者通

过 MPC-83 建立皮下移植瘤发现白细胞介素-6 明显

促进胰腺肿瘤细胞的增殖生长作用[14] 。
2. 1. 2　 异种移植皮下模型

将人胰腺癌细胞或组织植入免疫缺陷小鼠皮

下制备异种移植皮下模型。 此类模型常选用免疫

缺陷小鼠如裸鼠、NOD-SCID 和 NSG 小鼠。 人源细

胞异种移植(cell
 

line
 

derived
 

xenograft,CDX)模型和

患者肿瘤组织异种移植( patient
 

derived
 

xenograft,
PDX) 模型在肿瘤模型研究中广泛应用。 Conti
等[15]将 4×106

 

cells / 100
 

μL
 

PaCa44 人胰腺癌细胞

皮下注射 CD1 裸鼠腹部右侧,成功构建胰腺癌 CDX
模型,用于评估 HFt-MP-PASE-MIT 纳米制剂的疗效

和副作用。 将患者来源的原代胰腺癌细胞注射或

胰腺癌组织块植入到免疫低下的小鼠体内,建立胰

417
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腺癌异种移植模型。 研究者将患者胰腺癌组织块

皮下植入 6 周的 NOD-SCID 小鼠,成功建立胰腺癌

PDX 小鼠模型[16] 。 使用这种肿瘤块植入的方法能

更多的保留人类肿瘤基质成分(10 代以内),而原代

细胞移植则没有此特征。 基于此胰腺癌 PDX 模型

开发了核磁共振( nuclear
 

magnetic
 

resonance,NMR)

显微镜跟踪放射性标记的丙酮酸在体内转化为乳

酸盐的过程的生物标志物,以确定可用于临床的胰

腺肿瘤侵袭性。 商品化和患者原代胰腺癌细胞系

生成的 CDX 模型缺乏原发性胰腺肿瘤的肿瘤细胞

和基质细胞异质性,PDX 模型解决了 CDX 模型的

局限性,且应用于临床前药物评价(表 1)。

表 1　 PDX 模型评估 PDAC 药物疗效的临床前研究

Table
 

1　 Preclinical
 

study
 

of
 

PDX
 

model
 

to
 

evaluate
 

the
 

efficacy
 

of
 

PDAC
 

drugs
年

Year
研究类型

Research
 

type
肿瘤位置

Tumor
 

location
PDX(例数)
PDX

 

(NO. )
靶点

Targets
药物
Drugs

文献
References

2010 疗效
Therapy

皮下
Subcutaneous 3 PLK1 Rigosertib,

 

gemcitabine [17]

2012 疗效
Therapy

皮下
Subcutaneous 2 CHK1 AZD7762 [18]

2015 精准医疗
Precision

 

medicine
皮下

Subcutaneous ≥5 - Encorafenib,
 

binimetnib,
 

BKM120,
 

LEE011 [19]

2016 疗效
Therapy

皮下
Subcutaneous 5 BET

 

protein JQ1 [20]

2017 疗效
Therapy

原位
Orthotopic 6 PLK4 CFI-400945 [21]

2019 疗效
Therapy

皮下
Subcutaneous 2 BET

 

protein,
 

PARP JQ1,
 

olaparib [22]

　 　 类器官作为一种新型体外研究系统,可高度模

拟体内组织、器官生物学特性,可用于不同组织和

器官生理、病理及药物作用的过程研究[23] 。 常用方

法是首先将获得患者胰腺癌组织切碎,然后利用消

化液将胰腺细胞消化分散,并与含有生长因子和调

节剂的培养基一起置于基质(胶原蛋白或基质胶)
中培养,细胞在 2

 

d 内形成器官样结构[24] 。 Seino
等[25] 利用 CRISPR / Cas9 系统对导管类器官进行了

PDAC 驱动基因(Kras、Cdkn2a、Smad4 和 Tp53) 编

辑,编辑后的导管类器官种移植于 BALB / c 裸鼠皮

下,建立同人类基因的 PDAC 小鼠模型。 结果发现,
编辑后 4 个基因类器官形成的肿瘤细示核异型性和

肿瘤出芽,这与 PDAC 组织学相似。
2. 2　 胰腺癌的原位植入模型

原位胰腺癌模型是通过胰腺原位注射细胞悬

液或胰腺肿瘤细胞植入建立的动物模型。 其优势

包括可利用相关位点进行肿瘤-宿主相互作用,肿
瘤转移的发展,治疗的部位特异性和依赖性,基因

的器官特异性表达等研究以及可复制临床情况。
但此建模方法技术难度大,价格昂贵,实验周期

较长[26] 。
2. 2. 1　 同种原位移植模型

Adjuto-Saccone 等[27] 采用 5 × 105
 

cells / 100
 

μL
 

PK4A 小鼠胰腺肿瘤细胞原位注射 Ink4a / Arffl / fl;

LSL-KrasG12D 转基因小鼠胰腺,证明 TNF-α 诱导小鼠

胰 腺 肿 瘤 相 关 成 纤 维 细 胞 ( cancer-associated
 

fibroblasts,CAFs)增加,揭示了胰腺癌发展的内皮-
间质转化机制。 另一项研究,将 1

 

×
 

106
  

cells / 100
 

μL
 

DT6606 小鼠胰腺癌原位注射 C57BL / 6 小鼠胰

腺尾,建立全免疫能力的胰腺癌小鼠模型评估 VVL-
21 痘苗溶瘤病毒协同 PD-1 抗体增强抗肿瘤作

用[28] 。 同时该研究还利用胰腺皮下小鼠模型和胰

腺原位叙利亚仓鼠模型评价 VVL-21 的抗肿瘤作

用[28] 。 Hwang 等[29]将 PAN02 小鼠胰腺癌细胞皮下

注射到裸鼠侧腹制备肿瘤块,该肿瘤块原位植入

C57BL / 6 的胰尾并切除脾,建立脾切除原位同源小

鼠胰腺癌模型。 结果发现,脾切除后增强原位同源

小鼠胰腺癌小鼠模型中肿瘤生长和腹膜播散。 为

提高异种移植成功率提供一种手术方法。
2. 2. 2　 异种原位移植模型

由于胰腺是内脏组织,将胰腺癌细胞系携带绿

色荧光蛋白(green
 

fluorescent
 

protein,GFP)、红色荧

光蛋白( red
 

fluorescent
 

protein,RFP)荧光基因或是

荧光素酶等, 对于原位监测非常方便。 Moreno
等[30]将 50

 

μL 的 3
 

×
 

106 / mL
 

PANC-1-GFP 细胞悬

液原位注射 BALB / c 裸鼠胰腺,成功建立异种原位

胰腺癌小鼠模型。 荧光活体成像结果显示,肿瘤体

积随着时间增加显著增大,且出现脾、肝和胃肠道
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多组织转移。 2020 年,冷泉港实验室的研究人员分

别将 5
 

×
 

104 ~ 5
 

×
 

105 的人患者来源的类器官单细

胞悬液注射小鼠胰腺导管内和 5
 

×
 

105 的人患者来

源的类器官单细胞悬液注射小鼠胰腺尾内,成功建

立胰腺导管内移植类器官( intraductal
 

transplantation
 

of
 

organoids,IGO)胰腺癌小鼠模型和胰腺尾内移植

类器官胰腺癌小鼠模型[31] 。 IGO 模型是将类器官

单细胞悬液注射到免疫缺陷小鼠主胰腺导管中,该
模型更好概括从导管系统内侵袭前细胞到组织侵

袭性导管外肿瘤伴周围发育不全的进展。 上述胰

腺癌原位类器官移植小鼠模型模拟人类胰腺癌更

相似。

3　 基因工程小鼠胰腺癌模型

人类胰腺癌中已经发现多种遗传基因、表观遗

传基因异常。 抑癌基因和致癌基因的异常突变导

致肿瘤的发生和发展[32] 。 通过引入特定的致癌基

因突变、灭活抑癌基因对小鼠进行基因修饰建立胰

腺癌基因工程小鼠模型。 基因工程小鼠对胰腺癌

基因组分析确定分子亚型评估对胰腺癌的生物学

和病理学影响。 此外,基因工程小鼠模型为临床前

靶向治疗和新型免疫疗法提供可靠的评价工具。
多种此类基因工程小鼠模型用于研究胰腺上皮内

皮瘤变和胰腺癌[33] 。 由于 Kras 突变不足以诱导进

展到胰腺腺癌的侵袭期,因此多基因的转基因小鼠

PDAC 和转移性疾病的组合模型开发并用于临床前

研究。 常见基因工程小鼠模型基于 Kras 突变和其

他基因缺失或突变修饰,本文主要介绍目前常用的

几种小鼠模型。
3. 1　 PDX-1-Cre,LSL-KrasG12D,LSL-Trp53R172 H / -

转基因小鼠

Hingorani 等[34] 建立靶向 PDX-1-Cre 小鼠胰腺

同时表达 KrasG12D 和 Trp53R172 H 的转基因小鼠。 8
 

~
 

10 周 龄 PDX-1-Cre、 LSL-KrasG12D、 LSL-Trp53R172 H/ -
 

(KPC)小鼠呈现早期 PanIN 病变,10 周龄以后小鼠

发生胰腺癌,同时显示出与人类疾病相似的临床特

征(恶病质、肠和胆道阻塞、出血性腹水),且在 12
个月前死亡。 组织病理学显示与人类相似,免疫组

化表达 CK19,肝和肺的转移与胰腺原发灶相似。 研

究人员利用 KPC 小鼠研究 PDAC 的发展进程和评

价免疫治疗药物[35] 。 KPC 模型是研究 PDAC 最多

的基因工程小鼠模型之一。

3. 2　 PDX1-Cre,KrasG12D,Ink4a / Arfflox / flox 转基

因小鼠

患者胰腺肿瘤经常 INK4A 缺失,但是 Ink4a /
Arf

 

(Cdkn2a)基因座的两个或任何一个组成部分缺

失的小鼠不会自发性胰腺癌[36] 。 Aguirre 等[37] 首先

使用 Cre 介导的突变
 

Kras
 

(KrasG12D )激活和条件性

Ink4 / Arf 肿瘤抑制等位基因缺失建立 3 基因的转基

因小鼠。 结果发现小鼠在 7
 

~
 

11 周龄时出现体重

减轻、腹水、黄疸、腹部出现肿块以及垂死等症状。
组织病理结果显示,初期可检测到 PanIN-1 病变,12
周则出现导管病变,肿瘤小鼠腺体形态与人胰腺导

管腺癌相似。 此模型概括了多种恶行肿瘤及胰腺

癌经典特征,可用于开发抑制肿瘤恶性生长的分子

靶向治疗。
3. 3　 其他

胰腺癌有超过 30 种不同的转基因小鼠模型且

具有不同的表型[38] 。 基于 Kras 突变的转基因小鼠

已通过 p53、Mist、Smad4、TGFβ 基因的缺失或突变进

行修饰获得胰腺癌转基因小鼠模型[39-41] 。 另外一

些遗传性胰腺癌综合征小鼠模型是一个或多个基

因突变,如 Brca2 突变小鼠在胰腺癌转基因的背景

下表型差异很大[42] 。

4　 胰腺癌小鼠模型的优缺点

胰腺癌小鼠模型在胰腺癌发生、发展、分子机

制和治疗研究中起着至关重要的作用。 3 种不同类

型胰腺癌小鼠模型有各自模拟人类胰腺癌特征(表

2)。 诱导性小鼠模型常用于研究 PanIN 病变过程

和导管腺癌。 皮下移植的胰腺癌小鼠模型成瘤重

复性好和测量方便,用于评估瘤生长及药物疗效,
但极少发生转移,且测试药物反应时与人原肿瘤部

位可能不一致。 原位植入的胰腺癌小鼠模型概括

了胰腺癌原位发生及转移特征,尤其是类器官原位

移植小鼠模型,多用于评估抗肿瘤及转移药物。 同

种移植胰腺癌小鼠模型由于有全免疫,多用于免疫

治疗。 基因工程小鼠可用于探究胰腺癌相关基因

在疾病中的机制作用及用于研究新疗法(新型免疫

疗法)并评估预防癌症策略,但靶向胚胎的胰腺基

因激活或失活以启动肿瘤发生,这与人类胰腺肿瘤

的发展仍有区别。 不同胰腺癌小鼠模型的特征可

用于不同实验研究,选择合适的小鼠模型很重要。
由于小鼠代谢与人类相差较大,提示我们可构建人

源化小鼠用于胰腺癌的研究。 总之,胰腺癌小鼠模

型为胰腺癌的研究提供理论基础和科学依据。
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表 2　 胰腺癌小鼠模型的优缺点

Table
 

2　 Advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

pancreatic
 

cancer
 

mouse
 

models

模型类型

Model
 

type
优点

Advantages
缺点

Disadvantages

诱导性小鼠模型

Induce
 

mouse
 

model
成本低;易操作;可发生

Low
 

cost,
 

easy
 

operation,
 

occur

死亡率高且不能全部成瘤;诱导时间长短与病

灶发展关系不明确

High
 

mortality,
 

not
 

all
 

tumor
 

formation,
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

length
 

of
 

induction
 

and
 

the
 

development
 

of
 

lesions
 

is
 

not
 

clear

CDX

皮下:易操作;易重复
 

原位:转移

Subcutaneous.
 

easy
 

operation,
 

easy
 

repeat
Orthotopic.

 

metastasis

需要免疫缺陷小鼠(小鼠肿瘤细胞系模型除

外);无肿瘤异质性;细胞系缺乏生物稳定性

Need
 

immunodeficiency
 

mice
 

( except
 

in
 

mouse
 

cell
 

tumor
 

cell
 

line
 

models ),
 

no
 

tumor
 

heterogeneity,
 

cell
 

lines
 

lack
 

biological
 

stability

PDX

最接近患者的突变谱,包括异质性;
允许评估靶向治疗和确定患者特异性治疗的

方法;PDX 皮下传代可以连续通过小鼠并保

持肿瘤大多数特征;原位 PDX 发生转移

Most
 

closely
 

resemble
 

mutational
 

spectrum
 

of
 

a
 

patient
 

including
 

heterogeneity,
 

allow
 

assessment
 

of
 

targeted
 

therapeutics
 

and
 

a
 

means
 

to
 

identify
 

patient-specific
 

treatment,
 

can
 

be
 

serially
 

passaged
 

through
 

multiple
 

mice
 

and
 

maintain
 

most
 

features,
 

orthotopic
 

PDX
 

metastases

免疫系统必须被抑制;成本高;仅限于活检样

本或可切除的肿瘤

Immune
 

system
 

has
 

to
 

be
 

suppressed,
 

costly,
 

limited
 

to
 

biopsy
 

samples
 

or
 

resectable
 

tumors

异种类器官原位小

鼠模型

In
 

vivo
 

orthotopic
 

organoid
 

mouse
 

models

人源类器官可无限期培养和冷冻保存;原位

移植导致
 

PanIN
 

和侵袭性胰腺癌;允许评估

导管细胞的恶性进展及新的干预措施

Organoids
 

can
 

be
 

cultured
 

indefinitely
 

and
 

cryopreserved,
 

orthotopic
 

transplantation
 

leads
 

to
 

PanIN
 

and
 

invasive
 

Pancretic
 

cancer,
 

allow
 

assessment
 

of
 

malignant
 

processes
 

of
 

ductal
 

cells
 

and
 

novel
 

interventions

成本高;肿瘤坏死影响人类类器官的制备;需
要免疫缺陷小鼠

Costly,
 

high
 

levels
 

of
 

necrosis
 

in
 

tumor
 

samples
 

prevents
 

organoid
 

generation,
 

human
 

organoids
 

require
 

immunodeficient
 

mice

基因工程小鼠模型

Genetically
 

engineered
 

mouse
 

models

为特定基因突变参与提供信息;完全免疫系

统;胰腺发生肿瘤,转移;PanIN;允许评估新

免疫疗法

Informative
 

for
 

involvement
 

of
 

particular
 

genetic
 

mutations,
 

Competent
 

immune
 

system,
 

tumor
 

arise
 

in
 

pancreas,
 

metastasis;
 

PanIN,
 

allow
 

assessment
 

of
 

novel
 

immunotherapy

成本高、耗时;基因修饰从出生就存在所有细

胞;所有肿瘤细胞突变相同

Costly
 

and
 

time
 

consume,
 

genetic
 

modification
 

present
 

from
 

birth
 

and
 

in
 

all
 

cells,
 

all
 

tumor
 

cell
 

have
 

same
 

mutations
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[收稿日期] 　 2022-01-18

综述:肠道微生态与肠病关系的研究进展

肠道微生态是指多达 1013 ~ 1014 种微生物聚集在营养丰富的肠道中,共同构成了具有复杂且相对平衡

的富有多样化特征的微生物群。 肠道微生物参与物质代谢和宿主生理活动,抑制病原微生物的生长。 肠上

皮细胞和黏液层与共生微生物共同构成肠上皮黏膜屏障维持肠道微生态稳态。 肠道微生态失衡对多种系

统疾病有重要影响,尤其是炎性肠道疾病。 根据世界卫生组织分类,炎性肠病( Inflammatory
 

bowel
 

disease,
IBD)包括溃疡性结肠炎(Ulcerative

 

Colitis,UC)和克罗恩病(Crohn’ s
 

disease,CD)。 来自中国中央民族大学

的研究者们总结归纳了目前肠道微生物在肠上皮黏膜屏障中的变化以及不同治疗方法干预后肠道微生物

的变化。
文中提到,肠黏液层分为内外黏液层,外黏液层直接与微生物群接触且作为共生菌能量来源,其中阿克

曼菌和脆弱拟杆菌释放黏蛋白水解酶溶解黏液层为定植提供能量。 在炎性肠病模型中,存在大量具有促炎

作用的微生物群,且 UC 模型中拟杆菌门、厚壁菌门、变形杆菌的丰度更高;在 CD 模型中厚壁菌门显著低于

健康组,尤其是健康组动态变化的微生物群与 CD 缺少的微生物群高度重叠。
本文也介绍了不同治疗方法对炎性肠病模型肠道微生物的影响,包括益生菌、益生元、粪便微生物移

植、饮食疗法、中草药干预,这些方式均在不同程度上调节肠道微生物并改善肠病模型症状。
综上所述,本文全面概括了目前肠道微生态与肠上皮黏膜屏障的关系以及不同肠道模型中肠道菌群的

变化,指出了研究者通过选择合适的动物模型来研究不同的菌群功能,有利于进一步探索肠道微生态的功

能机制以及开展相应的临床研究。

该研究成果发表于《动物模型与实验医学(英文)》期刊(Animal
 

Models
 

and
 

Experimental
 

Medicine,
 

2022,
8(4):297-310;

 

https: / / doi. org / 10. 1002 / ame2. 12262)。

917



2022 年 9 月

第 30 卷　 第 5 期
中国实验动物学报

ACTA
 

LABORATORIUM
 

ANIMALIS
 

SCIENTIA
 

SINICA
September

 

2022
Vol.

 

30　 No.
 

5

雷静玉,罗宝花,赵菊梅,等.
 

基于免疫检查点抑制剂靶向胰腺癌微环境的联合免疫治疗策略
 

[J].
 

中国实验动物学报,
 

2022,
 

30(5):
 

720-726.
 

Lei
 

JY,
 

Luo
 

BH,
 

Zhao
 

JM,
 

et
 

al.
 

Combined
 

immunotherapy
 

using
 

immune
 

checkpoint
 

inhibitors
 

targeting
 

the
 

microenvironment
 

of
 

pancreatic
 

cancer
 

[J].
 

Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,
 

2022,
 

30(5):
 

720-726.
 

Doi:10. 3969 / j. issn. 1005-4847. 2022. 05. 017

[基金项目]陕西省创新能力支撑计划(2020PT-005,2021PT-037)。
Funded

 

by
 

the
 

Shaanxi
 

Innovation
 

Capability
 

Support
 

Plan
 

(2020PT-005,
 

2021PT-037) .
[作者简介]雷静玉(1997—),女,硕士,研究方向:肿瘤免疫治疗。 Email:1072871602@ qq. com
[通信作者]师长宏,男,教授,博士生导师,研究方向:人类疾病的动物模型。 Email:changhong@ fmmu. edu. cn

赵菊梅,女,教授,硕士生导师,研究方向:肿瘤分子病理与药物研究。 Email:jmz2003. stu@ 163. com
∗共同通信作者

基于免疫检查点抑制剂靶向胰腺癌微环境的联合
免疫治疗策略

雷静玉1,2,罗宝花3,赵菊梅1∗,师长宏2∗

(1. 延安大学医学院,陕西
 

延安　 716000;2. 空军军医大学实验动物中心,西安　 710032;3. 广州中医药大学

科技创新中心,广州　 510405)

　 　 【摘要】 　
 

胰腺癌是一种较为难治且恶性程度极高的肿瘤,其发病隐匿,进展迅速。 传统的治疗方法对胰腺

癌患者效果不佳,以免疫检查点抑制剂为代表的免疫治疗在非小细胞肺癌和黑色素瘤等多种恶性肿瘤中显示出良

好的效果,但对胰腺癌患者治疗效果有限,这可能与胰腺癌独特的肿瘤微环境有关。 针对胰腺癌微环境中的特定

位点进行靶向调节,促使肿瘤微环境由免疫抑制状态向免疫激活状态转变,可能是增强免疫检查点抑制剂治疗效

果的有效策略,因此,联合免疫检查点抑制剂与靶向治疗可能在胰腺癌治疗中具有良好的应用前景。 本文将对靶

向胰腺癌肿瘤微环境的药物作用机制及其与免疫检查点抑制剂联合应用的策略进行综述,以期为胰腺癌的联合免

疫治疗提供有效参考。
【关键词】 　 胰腺癌;免疫检查点抑制剂;肿瘤微环境;肿瘤免疫治疗;靶向治疗;联合治疗
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【Abstract】　
 

Pancreatic
 

cancer
 

is
 

a
 

highly
 

malignant
 

tumor
 

characterized
 

by
 

insidious
 

onset
 

and
 

rapid
 

progression.
 

Patients
 

with
 

pancreatic
 

cancer
 

do
 

not
 

respond
 

well
 

to
 

traditional
 

treatments.
 

Immune
 

checkpoint
 

inhibitors
 

( ICIs)
 

have
 

therapeutic
 

efficacy
 

in
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer,
 

melanoma,
 

and
 

other
 

malignant
 

tumors.
 

However,
 

ICIs
 

have
 

limited
 

effect
 

on
 

patients
 

with
 

pancreatic
 

cancer,
 

which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

unique
 

tumor
 

microenvironment.
 

Targeting
 

specific
 

sites
 

in
 

the
 

microenvironment
 

of
 

pancreatic
 

cancer
 

to
 

promote
 

the
 

transformation
 

of
 

the
 

tumor
 

microenvironment
 

from
 

an
 

immunosuppressive
 

state
 

to
 

an
 

immune
 

activation
 

state
 

may
 

be
 

an
 

effective
 

strategy
 

to
 

enhance
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

ICIs.
 

Thus,
 

combining
 

ICIs
 

with
 

targeted
 

therapy
 

may
 

be
 

a
 

promising
 

strategy
 

for
 

pancreatic
 

cancer
 

treatment.
 

In
 

this
 

paper,
 

we
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summarize
 

the
 

relative
 

mechanisms
 

of
 

drugs
 

targeting
 

the
 

microenvironment
 

of
 

pancreatic
 

cancer
 

and
 

strategies
 

combined
 

with
 

ICI.
 

The
 

aim
 

was
 

to
 

provide
 

an
 

effective
 

reference
 

for
 

combined
 

immunotherapy
 

to
 

treat
 

pancreatic
 

cancer.
【Keywords】 　 pancreatic
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tumor
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　 　 胰腺癌(Pancreatic
 

cancer,PC)是一种较为难治

且恶性程度极高的肿瘤, 其发病隐匿, 进展迅

速[1-4] 。 手术切除是目前治疗胰腺癌的主要手段,
然而,即使是接受手术治疗的患者其术后 5 年生存

率不超过 20%
 

~
 

25%[5-6] ,因此,迫切需要寻找新的

治疗方式来提高胰腺癌的治疗效果。 免疫治疗是

继手术、放疗、化疗后的一种新的抗肿瘤治疗方式,
其中以免疫检查点抑制剂的治疗效果最为突出,其
在非小细胞肺癌、黑色素瘤、淋巴瘤、肾细胞癌等恶

性肿瘤中已显示出良好的治疗效果[7-11] 。 但临床数

据显示,单一的免疫检查点抑制剂对治疗胰腺癌患

者并没有起到良好的抗肿瘤作用,这可能与其独特

的肿瘤微环境 ( tumor
 

microenvironment, TME ) 有

关[12] 。 胰腺癌微环境中存在致密的基质成分并有

广泛的免疫抑制细胞浸润,被认为是一种免疫学上

的“冷”肿瘤[13-15] 。 应用联合疗法,促使低免疫反应

的“冷”肿瘤转变成对免疫治疗敏感的“热”肿瘤将

是肿瘤免疫治疗的下一步发展方向[16] 。 针对胰腺

癌微环境的特定位点进行靶向调节,从而改善胰腺

癌肿瘤微环境的状态,促使肿瘤微环境由免疫抑制

状态向免疫激活状态转变,激活大量免疫效应细胞

并浸润到肿瘤微环境中,可能能够增强免疫检查点

抑制剂的抗肿瘤效果。 因此,联合免疫检查点抑制

剂和靶向治疗可能是延长胰腺癌患者生存期的有

效策略。

1　 免疫检查点抑制剂

目前常用的免疫检查点主要有细胞毒性 T 淋

巴细胞相关抗原 4(cytotoxic
 

T
 

lymphocyte
 

associated
 

antigen-4,CTLA-4)、程序性死亡受体-1( programmed
 

death-1,PD-1) 及其配体( programmed
 

death
 

ligand-
1,PD-L1)等[17] 。 应用免疫检查点抑制剂能够增强

效应 T 细胞的活性,进而增强抗肿瘤效应[18] 。 临床

数据表明,免疫检查点抑制剂对于部分肿瘤具有显

著的抑瘤作用,然而在胰腺癌的治疗中,治疗效果

并不明显[19-20] 。 在一项Ⅱ期临床试验中,27 名胰

腺癌患者接受抗 CTLA-4 单抗 Ipilimumab 的治疗后

患者情况未见缓解[21] ,在另一项抗 PD-L1 单抗治疗

的Ⅰ期临床试验中,14 名胰腺癌患者在接受单药治

疗后的效果同样令人失望[22] ,这些研究结果表明胰

腺癌患者对单一免疫检查点抑制剂治疗的获益甚

微。 单一的免疫检查点抑制剂对胰腺癌的疗效不

佳,这很可能与胰腺癌独特的肿瘤微环境有关。

2　 胰腺癌的肿瘤微环境

胰腺癌的肿瘤微环境是一个相对复杂且有利

于肿瘤细胞生长的内环境,其微环境的一个显著特

点就是存在大量致密的基质成分,包括成纤维细

胞、血管、 胰腺星状细胞 ( pancreatic
 

stellate
 

cell,
PSC)等物质,这些致密的基质成分为胰腺癌细胞的

生长提供了有利条件[23] 。 此外,胰腺癌的肿瘤微环

境中还存在着多种具有不同功能的免疫细胞[24] ,如
具有抗肿瘤效应的 CD4+ / CD8+ 效应 T 细胞、自然杀

伤细胞(natural
 

killer
 

cell,NK
 

cell)以及树突状细胞

(dendritic
 

cell,DC)等,这些免疫细胞在肿瘤微环境

中含量较少;而具有免疫抑制功能的调节性 T 细胞

( regulatory
 

T
 

cells, Tregs )、 髓 源 性 抑 制 细 胞

(myeloid-derived
 

suppressor
 

cells,MDSCs) 以及肿瘤

相关巨噬细胞(tumor
 

associated
 

macrophages,TAMs)
在肿瘤微环境中大量存在,它们的功能十分活跃,
能够分泌大量 IL-10、IL-23、TGF-β、IDO 等免疫抑制

因子,形成胰腺癌免疫抑制型肿瘤微环境,抑制免

疫应答,造成免疫逃逸,从而影响胰腺癌的免疫治

疗效果[25] 。 胰腺癌独特的肿瘤微环境很可能是导

致胰腺癌单一免疫检查点抑制剂治疗效果不佳的

重要因素。 有研究表明,使用联合治疗策略能够逆

转胰腺癌微环境的免疫抑制状态,使其对免疫检查

点抑制剂产生应答[26] 。 因此,基于免疫检查点抑制

剂联合靶向胰腺癌肿瘤微环境的药物,很可能会是

一种提高胰腺癌免疫治疗效果的有效策略。

3　 基于免疫检查点抑制剂的靶向联合
治疗策略
　 　 胰腺癌在免疫学上被认为是一种“冷” 肿瘤,
使用联合治疗可逆转其处于抑制的微环境状态,
使其变成“热” 肿瘤,对免疫治疗产生反应。 大量
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临床前动物模型和临床试验显示,免疫检查点抑

制剂与放化疗联合应用仅略微的提高了患者的生

存率,但却产生了显著的毒副作用[27-28] 。 靶向治

疗是一种在细胞分子水平进行的治疗方式,针对

某些特定的致癌物质或者信号通路设计相对应的

治疗药物,药物进入体内后会与相对应的位点发

生特异性的结合,造成肿瘤细胞特异性的死亡而

不会对周围正常细胞造成损伤[29] ,与传统放化疗

相比,其特异性与安全性更高。 胰腺癌的肿瘤微

环境主要由肿瘤细胞、免疫细胞及其周围的基质

成分组成,研究证实,靶向 TME 中的成分可诱导有

效的免疫反应,改善胰腺癌的免疫治疗效果[30] ,因
此,在使用免疫检查点抑制剂的基础上,可以靶向

肿瘤细胞,也可以靶向胰腺癌肿瘤微环境中的相

关免疫细胞和基质成分,从而达到增强免疫治疗

疗效的目的(见表 1) 。

表 1　 靶向胰腺癌肿瘤微环境的免疫治疗策略

Table
 

1　 Immunotherapy
 

strategies
 

for
 

targeting
 

tumor
 

microenvironment
 

in
 

pancreatic
 

cancer
肿瘤微环境

Tumor
 

microenvironment

靶向位置
Target

 

location

免疫检查点抑制剂
Immune

 

checkpoint
 

inhibitor

治疗策略
Treatment

 

strategy

优点
Advantages

缺点
Disadvantages

肿瘤细胞
Tumor

 

cell

免疫细胞
Immune

 

cell

肿瘤基质
Tumor

 

stroma

致癌信号通路
Oncogenic

 

signaling
 

pathway
KRAS

肿瘤相关抗原
(膜联蛋白 A2)
Tumor

 

associated
 

antigen
(Annexin

 

A2)

免疫效应细胞
Immune

 

effector
 

cell

免疫抑制细胞
Immunosuppressive

 

cells
MDSC

FAP
FAK

抗 PD-1
Anti-PD-1

抗 PD-1
Anti-PD-1

抗 PD-1
Anti-PD-1

抗 PD-L1
Anti-PD-L1
抗 PD-1

Anti-PD-1

elF4
ANXA2 靶向

疫苗
ANXA2

 

Targeted
 

vaccine

CD40
 

agonist
IFN-γ

GB1275

FAP
 

inhibitor
VS-4718

抑制肿瘤细胞增殖
Inhibit

 

tumor
 

cell
 

proliferation

增加免疫效应细胞数
量,提高抗肿瘤作用
Increase

 

the
 

number
 

of
 

immune
 

effector
 

cells
 

and
 

improve
 

the
 

anti-tumor
 

effect
解除免疫抑制的肿瘤

微环境状态
Relieve

 

Tumor
 

microenvironment
 

status
 

of
 

immunosuppression

存在大量靶点
There

 

are
 

plenty
 

of
 

targets

含量少
Low

 

content

抗肿瘤免疫细胞
浸润含量少

Less
 

anti-tumor
 

immune
 

cell
 

infiltration

促进肿瘤细胞
增殖

Promote
 

tumor
 

cell
 

proliferation

大量间质成分使药物
难以渗透至肿瘤内部

A
 

large
 

number
 

of
 

interstitial
 

components
 

make
 

it
 

difficult
 

for
 

drugs
 

to
 

penetrate
 

into
 

the
tumor

3. 1　 靶向肿瘤细胞

在胰腺癌的肿瘤微环境中存在大量处于增殖

状态的肿瘤细胞,对肿瘤细胞增殖相关的多种途径

进行抑制能够减少肿瘤细胞的生成。

3. 1. 1　 致癌信号通路

KRAS 突变在胰腺癌的进展中发挥着重要作

用,突变的 KRAS 会造成 ARF6 和 MYC 过表达,促
进癌细胞的增殖,因此,通过靶向相应的信号通路,
控制 致 癌 信 号 的 传 导, 可 减 慢 胰 腺 癌 进 展。
Hashimoto 等[31] 在胰腺癌 KPC 小鼠模型中发现,应
用 elF4A 抑制剂靶向突变的 KRAS 能够抑制 ARF6
和 MYC 的过表达,提高抗 PD-1 相关免疫检查点抑

制剂的疗效。 2019 年 Pu 等[32] 发现细胞内源性

PD-1 可通过 Hippo 通路调节 CYR61 / CTGF 信号,从
而促进胰腺癌的进展,对 BXPC3 细胞系给予 Hippo
抑制剂与抗 PD-1 抗体干预后,肿瘤细胞的生长受

到了明显的抑制。 既往研究发现,NSG3 在胰腺癌

患者中表达较低,过表达 NSG3 能够抑制胰腺癌细

胞的增殖、侵袭和迁移。 2021 年 Xia 等[33]发现过表

达 NSG3 能够阻止 Erk1 / 2 磷酸化,抑制 PD-L1 的表

达,从而增强胰腺癌免疫反应,作者构建了一个稳

定过表达 NSG3 的小鼠胰腺癌细胞系 PANC02 后皮

下移植到 C57BL / 6 小鼠后用抗 PD-1 抗体治疗,小
鼠肿瘤生长速度明显减慢。 这些研究结果表明靶
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向致癌信号通路具有增强免疫检查点抑制剂抗肿

瘤疗效的潜力。
3. 1. 2　 肿瘤相关抗原

胰腺导管癌是一种免疫原性和肿瘤突变负荷

(tumor
 

mutational
 

burden,TMD)相对较低的肿瘤,由
于低 TMD 会阻碍新抗原的释放和呈现,从而导致较

少的淋巴细胞浸润和较低的免疫检查点抑制剂敏

感性。 已证实膜联蛋白 A2(annexin
 

A2,ANXA2)是

PDAC 相关肿瘤抗原,在一项临床前实验中, Kim
等[34]用一种以 ANXA2 为靶向的疫苗进行治疗后,
不仅延长了 PDAC 小鼠模型的生存期,而且更重要

的是,当其和抗 PD-1 抗体联合治疗后发现 ANXA2
特异性 T 细胞的 IFN-γ 的表达显著增高,增强对免

疫检查点抑制剂的敏感性。
3. 1. 3　 细胞周期

细胞周期蛋白依赖性激酶 ( cyclin
 

dependent
 

kinase,CDK)调控细胞周期,在癌细胞中 CDK 常被

过度激活,因此,抑制细胞周期相关蛋白可有效的

抑制癌细胞的增殖。 胰腺癌细胞对 CDK4 / 6 抑制剂

非常敏感,2021 年 Knudsen 等[35]发现,在 PDX 小鼠

胰腺癌模型中,将 MEK 抑制剂与 CDK4 / 6 抑制剂联

合使用后调节了 PDAC 的微环境,增加了对免疫检

查点抑制剂的敏感性,CDK4 / 6 和 MEK 抑制剂与抗

PD-L1 联合使用可使小鼠的 CD8+ T 细胞明显增加,
抑制肿瘤生长。
3. 1. 4　 凋亡与自噬

声动力学疗法( sonodunamic
 

therapy,SDT)作为

一种新型的靶向抗癌方法,其利用超声激活致敏剂

后与分子氧或者生物底物相互作用,产生活性氧

(ROS),通过诱导细胞凋亡引起肿瘤细胞的死亡。
2021 年 Nesbitt 等[36] 在小鼠胰腺癌肿瘤模型中发现

SDT 联合抗 PD-L1 治疗后,与未治疗组进行对比,
联合治疗组肿瘤体积明显减少, 肿瘤内浸润的

CD8+ T 和 CD4+ T 细胞数量明显增加。
3. 2　 靶向免疫细胞

胰腺癌的肿瘤微环境中存在着大量的免疫细

胞,其中包括免疫效应细胞和免疫抑制细胞。 通过

促进效应 T 细胞及树突状细胞的激活和呈递,抑制

免疫抑制细胞的活性,可增强免疫检查点抑制剂的

抗肿瘤效果。
3. 2. 1　 激活免疫效应细胞

胰腺癌的肿瘤微环境中具有抗肿瘤效应的

CD4+ / CD8+效应 T 细胞、NK 细胞以及 DCs 细胞含

量较少,且功能受到抑制,因此,通过各种途径增加

细胞毒性免疫细胞的浸润及活化,可增强胰腺癌抗

肿瘤免疫反应。 CD40 在多种免疫细胞上表达,包
括 DCs、B 细胞以及 NK 细胞等,激活后可增强免疫

细胞的抗肿瘤的作用,Ma 等[37] 在转移性胰腺癌小

鼠模型中使用 T 细胞诱导疫苗联合 CD40 激动剂和

抗 PD-1 单抗进行三联治疗后发现 TME 中的细胞毒

性 T 淋巴细胞(cytotoxic
 

T
 

lymphocyte,CTL)浸润增

加,IFN-γ、颗粒酶 B(granzyme
 

B,GZMB)数量增加,
MDSCs 数量明显减少,肿瘤生长受到明显抑制。
ATM 在电离辐射后的 DNA 双键断裂中起着关键作

用,当 ATM 损伤后可引起 STING / TBK1 的激活,从
而激活先天性免疫系统。 2019 年 Zhang 等[38] 在小

鼠皮下胰腺癌肿瘤模型中发现,ATM 抑制剂能够增

强免疫检查点抑制剂的敏感性,当其与抗 PD-L1 抗

体联合使用后,CD8+ T 细胞数量明显增加,肿瘤生

长受到明显抑制。 IFN-γ 是先天性和适应性免疫中

的关键细胞因子,IFN-γ 通过激活细胞因子来诱导

杀伤 细 胞。 2019 年 Ding 等[39] 通 过 皮 下 注 射

BXPC3 细胞到裸鼠体内建立皮下 PDAC 小鼠模型

后,给予 IFN-γ 和纳武利尤单抗联合治疗能够增强

抗肿瘤疗效。
新抗原靶向疫苗已被证明可以在具有免疫原

性的肿瘤中诱导 T 细胞的反应,单用免疫检查点抑

制剂对胰腺癌的治疗甚微,但可以通过接种疫苗使

肿瘤微环境变得 “热” 起来,从而产生免疫应答。
Kinkead 等[40] 设 计 了 一 种 新 抗 原 靶 向 疫 苗

PancVAX,在 PDAC 皮下肿瘤模型中,将其与抗 PD-
1 抗体以及 OX40 激动剂进行三联用药后发现,与对

照组和单药治疗组相比,三联用药后通过诱导疫苗

特 异 性 肿 瘤 浸 润 淋 巴 细 胞 ( tumor-infiltrating
 

lymphocytes,TIL)从而产生显著的抗肿瘤效应,小鼠

的生存率提高了 30%。 另外在 2019 年 Bassani-
Sternberg 等[41]开展的一项Ⅰb 期临床试验中,在对

三例胰腺癌患者接种疫苗后给予纳武利尤单抗治

疗,发现能够诱导和激活疫苗特异性 TIL 的产生。
3. 2. 2　 减少免疫抑制细胞浸润

在胰腺癌微环境中存在着广泛的免疫抑制细

胞浸润,包括 Tregs、MDSCs、TAMs 等,这些细胞能够

分泌免疫抑制因子 TGF-β、IL-10 等,抑制 CD8+ T 细

胞的增殖和 IFN-γ 的产生,从而形成免疫抑制的肿

瘤微环境。 靶向这些免疫抑制细胞,使其在 TME 中

的活性受到抑制,能够解除免疫抑制的肿瘤微环境

状态。
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在胰腺癌 TME 中,MDSCs 向 TME 的迁移和招

募的过程是由 CD11b / CD18 整合素异源二聚体介导

的,GB1275 是一种 CD11b 的调节剂,有研究发现,
在小鼠胰腺癌模型中使用 GB1275 治疗后,在减少

MDSCs 数量的同时能够增加活化的 CD103+ DCs 和
CD8+ T

 

细胞的数量,在小鼠 PDAC 模型联合使用抗

PD-1 抗体和 GB1275 治疗后,与对照组相比,联合

治疗组小鼠的生存期显著延长[42] 。
在胰 腺 癌 TME 中, 肿 瘤 相 关 中 性 粒 细 胞

(tumor-associated
 

neutrophil,TAN) 分为抗肿瘤型的

N1 型肿瘤相关中性粒细胞和促肿瘤型的 N2 型肿

瘤相关中性粒细胞,Nielsen 等[43] 在 PDAC 小鼠模

型中发现非受体酪氨酸激酶洛拉替尼能够抑制

TME 中 N2 型肿瘤相关中性粒细胞的浸润,从而抑

制胰腺癌的生长。 此外,作者应用原位胰腺癌 KPC
小鼠模型发现洛拉替尼与抗 PD-1 抗体联合治疗后

小鼠肿瘤内中性粒细胞的数量减少,且显著增加了

CD8+ T 细胞的浸润,肿瘤生长速度显著减慢,表明

洛拉替尼能够改善 PDAC 对免疫治疗的反应。
肿 瘤 相 关 巨 噬 细 胞 ( tumor

 

associated
 

macrophages,TAMs)包括抑制肿瘤生长的 M1 型和

促进肿瘤侵袭的 M2 型两种类型,在胰腺癌微环境

中常表现为 M2 型 TAMs,形成 PDAC 免疫抑制的微

环境。 2020 年 Lu 等[44]发现 IL-20 高表达胰腺癌患

者预后较差,应用 KPC 和原位 PDAC 两种胰腺癌模

型进行研究,发现靶向 IL-20 后能够减少原位 PDAC
模型中 M2 型 TAMs 的浸润,将 IL-20 的拮抗剂 7E
与抗 PD-1 抗体联合治疗后在减少 M2 浸润的同时

还增加了 CD8+ T 细胞的浸润,削弱了肿瘤微环境免

疫抑制,抑制了肿瘤生长,显著延长了小鼠生存期。
3. 3　 靶向肿瘤基质

大量致密的基质成分是胰腺癌微环境的显著

特点,约占 TME 的 80%,从而形成了一个物理屏障,
呈现出免疫抑制肿瘤微环境,有利于胰腺肿瘤的进

展,是导致耐药性和免疫治疗效果较差的主要原

因。 在胰腺癌间质中,有大量肿瘤相关成纤维细胞

(cancer-associated
 

fibroblasts,CAFs)被激活,CAFs 产

生的细胞外基质可引起纤维化,抑制肿瘤免疫细胞

浸润。 靶向破坏胰腺癌基质成分,使癌细胞暴露出

来,有利于免疫效应物质进入杀伤癌细胞。 细胞外

基质主要由胶原蛋白、纤维连接蛋白、糖胺聚糖、透
明质酸和蛋白酶组成[45] ,因此,免疫治疗联合针对

TME 中的肿瘤间质可能会对胰腺的治疗产生效果。
成纤维活化蛋白 ( fibroblast

 

activation
 

protein,
FAP)是一种 CAFs 细胞的活化标志物,在胰腺肿瘤

TME 中过表达,与患者的不良预后有关。 在小鼠胰

腺癌模型中发现,FAP 抑制剂和抗 PD-L1 抗体联合

使用能减少抑制因子 CXCL12 的产生,从而减缓

PDAC 的进展,能延长荷瘤小鼠的生存期[46] 。
局部粘着斑激酶(focal

 

adhesion
 

kinase,FAK)是
一种非受体酪氨酸蛋白激酶,是细胞与其外基质之

间的接触点,在胰腺癌等多种恶性肿瘤中过表达。
有研究发现 FAK 在调节肿瘤间质纤维化和胰腺癌

免疫抑制微环境中发挥重要作用,并且与效应 T 细

胞的低浸润有关。 Symeonides 等[47] 在 PDAC 小鼠

模型中发现,抑制 FAK 能够有效的减少胶原蛋白和

其他细胞外基质成分,这些变化能够改善胰腺癌

TME 的状态,有利于发挥抗肿瘤效应。 进一步将

FAK 抑制剂、吉西他滨与抗 PD-1 抗体联合使用后

显示出了强大的抗肿瘤效应,小鼠的生存期明显延

长。 类似的研究也被 Jiang 等[48] 所报道,他们在

KPC 小鼠模型中将 FAK 抑制剂 VS-4718、吉西他滨

与抗 PD-1 抗体进行三要联合,实验发现 FAK 抑制

剂作用后能够抑制胰腺间质的纤维化,促进胰腺癌

对免疫治疗的反应,显著抑制肿瘤的生长,延长荷

瘤小鼠的生存期。
IL-6 主要来源于胰腺星状细胞,并且通过 STAT

信号通路在 TME 中排泄乳酸,对 PDAC 的进展具有

重要作用。 2020 年 Kesh 等[49] 发现,在皮下小鼠胰

腺模型中使用 IL-6 抑制剂能够有效抑制微环境中

乳酸排泄,减少肿瘤内 CD133+ 的数量,增强胰腺肿
瘤对抗 PD-1 的敏感性。 Mace 等[50] 报道了相似的

研究,他们发现在自发胰腺癌小鼠模型 KPC-Brca2
中使用 IL-6 抑制剂和抗 PD-L1 抗体后能够对胰腺

肿瘤的生长产生明显的抑制作用,并且肿瘤内效应

T 细胞的数量明显增加。

4　 展望

总之,单一免疫检查点抑制剂治疗对胰腺癌患

者的治疗效果非常有限,通过联合治疗促使肿瘤微

环境由免疫抑制状态向免疫激活状态转变,促进免

疫效应细胞的浸润,可有效提高免疫治疗效果。 除

此之外,胰腺癌肿瘤微环境潜在的治疗靶点还有很

多,比如在肿瘤基质中大量存在的透明质酸、VEGF、
血管等这类物质,设计对其进行靶向治疗的药物,
并与免疫检查点抑制剂联合起来也可能是治疗胰

腺癌的潜在策略。 此外,随着对免疫治疗深入研

究,人们发现肠道微生物群与肿瘤免疫反应密切相

关,在已确诊的胰腺癌患者中,相比短期生存者,那
些具有丰富的肿瘤微生物多样性的患者生存率明
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显更长一些,而且通过调节肠道微生物群能够影响

到胰腺癌肿瘤微环境中免疫细胞的浸润,因此,肠
道微生物群也可能作为一种提高抗肿瘤疗效的潜

在靶点,其与免疫检查点抑制联合应用也具有巨大

的发展潜力[51-52] 。 未来针对胰腺癌患者的治疗方

式将会是多样化和个性化的,应根据每个患者自身

特点,有针对性的选择合适的治疗方案才能达到更

好的 治 疗 效 果, 实 现 有 效 延 长 患 者 生 存 期 的

目的[53] 。
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　 　 【摘要】 　
 

低频超声激发微泡技术在临床中的应用越来越常见,主要包括靶向输送药物、增强免疫治疗、介导

基因转染、开放血脑屏障、损伤肿瘤血管、辅助血栓消融。 本文总结了超声微泡的制备、超声微泡技术在动物实验

的应用,旨在为临床超声微泡技术的实际应用提供理论参考。
【关键词】 　 低频超声;微泡;制备;动物实验
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【Abstract】　
 

Ultrasound-stimulated
 

microbubble
 

technology
 

is
 

becoming
 

increasingly
 

more
 

common
 

in
 

the
 

clinical
 

setting.
 

Its
 

uses
 

mainly
 

include
 

targeted
 

drug
 

delivery,
 

enhanced
 

immunotherapy,
 

gene
 

transfection,
 

opening
 

of
 

the
 

blood-
brain

 

barrier,
 

damaging
 

tumor
 

blood
 

vessels,
 

and
 

assisting
 

in
 

thrombus
 

ablation.
 

In
 

this
 

paper,
 

the
 

preparation
 

of
 

ultrasonic
 

microbubbles
 

and
 

the
 

application
 

of
 

ultrasonic
 

microbubbles
 

in
 

zoopery
 

are
 

summarized
 

with
 

the
 

aim
 

of
 

providing
 

a
 

theoretical
 

reference
 

for
 

the
 

practical
 

application
 

of
 

ultrasonic
 

microbubbles
 

in
 

clinical
 

practice.
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　 　 近年来,随着超声新技术的发展、造影剂的完

善,低频超声联合微泡的应用研究在临床治疗中引

起了广泛关注。 超声微泡技术可为疾病提供一种

无创、靶向、可逆的治疗新方案:(1)可以使细胞膜

产生瞬时孔,让外来物质通过孔进入细胞[1] ,却没

有在病理上造成靶器官的损伤,具有无创性;(2)不

仅可以提高人体免疫反应强度,而且可以提高免疫

治疗药物传递的效率[2] ,实现局部区域的治疗,具
有靶向性;(3)可用于短暂和可逆的血脑屏障破坏,
显著促进脑内给药[3] ,短暂开放组织屏障后依然能

重新恢复,具有可逆性。 基于这些优于传统治疗方

法的独特优势,研究学者们将其应用在动物模型

上,进行了一系列的探索。 现对其应用进展综述

如下。
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1　 超声微泡的制备

1. 1　 超声仪器和使用试剂

超 声 微 泡 ( low-intensity
 

ultrasound
 

with
 

microbubbles,USMB)是一种非侵入性、靶向性的治

疗 方 法[4] , 通 过 在 低 频 超 声 ( low-intensity
 

ultrasound,US)作用下让通过外周循环静脉注射的

微泡(microbubbles,MB)发生一系列生物物理效应。
US 是频率低、功率小的超声波,具有穿透力强、

探测深度深、探测范围广的特点[5] 。 MB 是由蛋白

质、脂质或聚合物外壳及稳定的气体核心组成一种

微米大小的球体[6] 。 由于造影时间、稳定性、安全

性的需要,外壳主要应用脂质、聚合物[7] 。 气体核

心多采用高分子量、低血液溶解度、低弥散度的氟

化气体[8] 。
1. 2　 制备超声微泡的技术参数设定

微泡、超声实验参数的不同可能会导致不一样

的实验结果。 直径约 1
 

μm 的 MB 与全氟碳芯和较

长链的脂质壳在 4
 

MHz 的超谐波成像中表现最

好[9] 。 低机械指数( <
 

0. 2)、低声压( <
 

0. 15
 

MPa)
超声下微泡以稳态空化为主,随着机械指数、声压

增高,微泡以稳态空化和瞬态空化两种方式并存,
当达到一定机械指数( >

 

0. 3)、声压( >
 

0. 2
 

Mpa)
时,微泡以瞬态空化为主[10] 。 开放组织屏障的机械

指数最低为 0. 3,而高达 0. 7 可以不引起明显的出

血或组织损伤[11] 。
由于各项参数之间相互影响,以及不同实验条

件下存在不同的最佳参数,所以仍需对微泡和超声

的参数以及安全性、可行性进行进一步探索。
1. 3　 超声微泡的制备

薄膜水化法和冷冻干燥法为国内外制备 MB 的

常用方法,用超声处理和机械振荡作为形成气泡所

需的能量输入方式,使含有壳膜材料的液体与气体

相混合[12] 。 具体制备方法如下。
1. 3. 1　 薄膜水化法-声振法

称取一定比例的壳膜材料、靶向修饰物溶解于

氯仿(1
 

mL),得到的溶液蒸发形成薄膜,用水合液

(1
 

mL)水合,真空干燥 12
 

h,在 55℃ 的培养箱中保

持 60
 

min 来得到脂质体。 然后,将脂质体转移到

EP 管(1. 5
 

mL),加入氟化气体。 最后,在 95
 

W 超

声下振 8 s,获得脂质纳米级气泡,通过低速离心分

离形成薄层。 在 4℃下用 PBS 处理脂质纳米级气泡

30
 

min,即获得靶向纳米级微泡超声造影剂[13] 。

1. 3. 2　 冷冻干燥-机械振荡法

称取一定比例的壳膜材料、靶向修饰物、D-葡
萄糖(低温保护剂)混合在西林瓶(3

 

mL)中形成混

悬液,冷冻干燥后加入溶媒液(由甘油、丙二醇及去

离子水按一定的比例混合制备),加入氟化气体。
密闭后在机械振荡仪上按设定的功率及时间进行

充分混悬,即制备得到脂质微泡超声造影剂初品,
将初品高速离心后,弃上清,取乳白色液体层,移于

新的西林瓶中,钴 60 辐照灭菌[14] 。
冷冻干燥-机械振荡法制备的 MB 粒径分布较

均一、浓度高、用时短,薄膜水化-声振法制备的 MB
更易负载脂溶性药物、荧光染料[15] 。 此外,机械振

荡法相较于声振法在制备携带质粒 DNA 分子的

MB 时,可以避免对 DNA 的损伤[16] 。 这两种方法各

有其优点和弊端,因此,在制备 MB 时要根据具体要

求再做选择。

2　 USMB 技术在动物实验的应用

USMB 在动物实验中的应用主要有以下几个

方面。
2. 1　 靶向输送药物

晚期癌症一般手术效果不佳,只能通过药物治

疗。 若是采用化疗往往因缺乏靶向性而导致药物

分布于全身,一方面会因药物蓄积不足而治疗效果

不佳,另一方面会导致全身毒副作用。 而低频超声

可通过空化效应让细胞膜产生一过性空隙,通透性

增加,使药物进入细胞[17] 。
USMB 可以产生一种高效的药物传递系统[18] 。

MB 可在超声的辐射引导下,将药物选择性的释放

在靶器官部位,加强细胞对药物的吸收,从而在不

减弱疗效的同时,减少用药剂量、降低副作用[19] 。
Li 等[20]建立裸鼠肝细胞癌模型,将其随机分为 A
组(NS)、B 组(5-FU 纳米气泡)、C 组(非低频超声

纳米气泡)、D 组(5-FU 低频超声纳米气泡),通过超

声观察治疗前后裸鼠的肿瘤大小、绘制生存曲线、
定量分析细胞凋亡指数、计算肿瘤微血管密度,结
果发现 D 组肿瘤生长速度最慢、肿瘤抑制率和凋亡

指数最高、肿瘤微血管密度降低,表明 USMB 负载 5-
FU 可以进一步提高药物的靶向性,进而抑制移植瘤

的生长。
因此,USMB 治疗可以介导药物高效、靶向运输

至病灶区域,增加特定区域的药物浓度。
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2. 2　 增强免疫治疗

肿瘤细胞在生长过程中,常通过抑制免疫系统

介导肿瘤免疫逃逸。 对于常规的手术、放化疗,肿
瘤容易复发、产生耐药性和不良反应。 而超声微泡

的空化效应可以改变肿瘤微环境,增强免疫激活,
抑制肿瘤生长[21] 。

USMB 可以输送免疫刺激物质,实现了抗肿瘤

免疫反应[22] 。 张蔚等[23] 将小鼠脱颈椎处死、骨髓

腔冲洗和尼龙毛柱法得到其骨髓源性树突状细胞

(DCs)、脾源性 T 淋巴细胞,来与小鼠前列腺癌 RM-
1 细胞进行体外培养,一方面实验分组为对照组

(DCs
 

+
 

T)、共同培养组(DCs
 

+
 

T
 

+
 

RM-1)、超声微

泡组(DCs
 

+
 

T
 

+
 

实验前 24
 

h 采用 USMB 辐照后的

RM-1),实验前后用流式细胞仪检测表型对比发现

共同培养组 DCs 的分化受抑制、超声微泡组 T 淋巴

细胞比例增加,说明体外小鼠前列腺癌微环境中

DCs 和 T 细胞的分化受抑制,而 USMB 可以促进免

疫细胞(DCs 和 T 细胞)的分化;另一方面实验分组

为对照组( RM-1)、超声微泡组(实验前 24
 

h 采用

USMB 辐照后的 RM-1)、免疫组(DCs
 

+
 

T
 

+
 

RM-1)、
超声微泡联合免疫组(DCs

 

+
 

T
 

+
 

实验前 24
 

h 采用

USMB 辐照后的 RM-1), 24
 

h 后运用划痕试验、
CCK-8 试验、Transwell 试验分别检测得出各组迁移、
增殖、侵袭能力,发现对照组能力最强、超声微泡联

合免疫组能力最弱,表明 USMB 可以协同抗肿瘤免

疫反应。
因此,USMB 治疗可以通过激活免疫系统、递送

免疫调节物质,活化免疫系统,抑制肿瘤的发生

发展。
2. 3　 介导基因转染

基因治疗具有高序列特异性、高选择性等特

点,是生物研究的热点。 若是采用放、化疗,不仅毒

副作用大,且疗效也不明显。 而超声的惯性空化作

用可使细胞膜形成暂时性小孔,促进细胞对物质的

摄取,来提高基因转染效率[24] 。
US 介导的基因传递可以在不引起机体免疫反

应和病毒载体突变的情况下,安全高效的进行基因

转染。 它是通过将外源性 DNA 或 RNA 结合到 MB
外壳或包裹在内,再经 US 破坏,将其释放到靶器官

区域[25] 。 程祖胜等[26] 将实验大鼠随机分为 7 组,
正常组正常饲养,其余各组给予肝纤维化诱导,对
照组(NS)、CTGF-siRNA 质粒组(NS

 

+
 

质粒)、超声

联合微泡组(USMB)、超声联合微泡介导基因组(不

同浓度梯度的低、中、高剂量质粒
 

+
 

USMB),运用超

声及病理切片 HE 染色评价肝纤维化程度、反转录-
聚合酶链反应(RT-PCR)检测肝组织中 CT-GF、I 型

和Ⅲ型胶原的 mRNA 表达、Masson 染色观察胶原纤

维含量,显示含质粒的分组超声及病理切片纤维化

程度降低、超声联合微泡介导基因组 CT-GF、I 型、
Ⅲ型胶原的 mRNA 表达以及胶原纤维含量明显降

低且随着质粒剂量增大而减少,因此,在 USMB 作用

下 CTGF-siRNA 基因能特异地作用于靶位点进行转

染,有效抑制肝纤维化进程。
因此,USMB 治疗可以有效提高非病毒性载体

转染率,通过载体将基因安全高效地传递到靶器官。
2. 4　 开放血脑屏障(blood-brain

 

barrier,BBB)
中枢神经系统中 BBB 使大部分治疗性药物难

以进入脑内病灶部位,严重影响了临床治疗效果。
若是采用药物或外科手术只能部分缓解脑部疾病

症状,且运动和神经功能也会受损。 而超声微泡可

以产生空化效应,打开内皮细胞间的紧密连接,随
着血脑屏障的开放,载药微泡可靶向输送至颅内特

定部位[27] 。
USMB 可无创、局部、可逆地打开 BBB,为治疗

中枢神经系统和颅内疾病提供了新策略[28] 。 Wang
等[29]建立大鼠阿尔茨海默病模型、制备载脑源性神

经 生 长 因 子 ( brain-derived
 

nerve
 

growth
 

factor,
BDNF) 逆转录病毒 ( pLXSN ) 的微泡 ( MpLXSN-
BDNF) 及载增强绿色荧光蛋白 ( enhanced

 

green
 

fluorescent
 

protein,EGFP)的微泡(MpLXSN-EGFP),
随机分为对照组( NS)、MpLXSN-EGFP

 

+
 

US 组(经

尾 静 脉 注 射 MpLXSN-EGFP, US 辐 照 脑 区 )、
MpLXSN-BDNF

 

+
 

US 组 (经尾静脉注射 MpLXSN-
BDNF,US 辐照脑区)、MB

 

+
 

pLXSN-BDNF
 

+
 

US 组

(经尾静脉注射 MB 和 pLXSN-BDNF, US 辐照脑

区),并在 MRI 引导下用 US 照射大鼠海马,采用免

疫组化和高效液相色谱分别测定脑组织中乙酰胆

碱酯酶阳性细胞的数量和乙酰胆碱的含量、突触棘

IF 染色和 Western
 

Blot 检测突触密度恢复,结果在

MRI 图像上可以观察到 BBB 破坏部位的信号强度

增强、治疗组脑内乙酰胆碱酯酶阳性细胞和乙酰胆

碱含量明显减少、MpLXSN-BDNF
 

+
 

US 组较其他治

疗组突触损失恢复地更好,表明 USMB 技术可以辐

照开放大鼠海马区。
因此,USMB 治疗可以安全、高效地开放 BBB,

使药物能在颅内局部达到有效浓度。
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2. 5　 损伤肿瘤血管

与正常细胞相比,肿瘤细胞需要血管提供充足

的营养物质、氧气,而通过抑制新生血管可减少肿

瘤细胞的增殖。 若是用化学方法去攻击肿瘤血管

的特异性靶点,副作用大,疗效也不理想。 而肿瘤

组织新生血管的管壁薄弱,对微泡介导的超声空化

效应尤为敏感[30] 。
USMB 可诱导明显的微血管损伤,导致细胞坏

死或凋亡[31] 。 Shen 等[32]构建裸鼠皮下前列腺肿瘤

模型,随机分组为对照组(假治疗)、 US 组( US)、
USMB 组( USMB),采用彩色多普勒血流成像、HE
染色、免疫印迹和透射电镜,发现 USMB 组肿瘤坏死

(肿瘤体积明显减小、细胞核消失、胞浆空泡化增

加、核周池扩张)、血管管腔闭塞、血流信号消失、
COX-2 和血管内皮生长因子的强度明显降低,而在

对照组和 US 组肿瘤有完整的血管内皮和血管腔,
因此,得出 USMB 可能导致裸鼠皮下肿瘤的血管闭

塞和生长抑制作用。
因此,USMB 治疗可以导致广泛的内皮细胞死

亡,从而导致肿瘤血管系统的机械性破坏。
2. 6　 辅助血栓消融

血栓脱落可能会导致急性脑梗死,最应采取的

措施是使阻塞的血管早期再通、及时恢复供血。 若

是采用药物只能治疗超早期脑梗死,而且具有出血

危险性高及治疗时间窗短等因素限制的影响。 而

超声波可以利用其机械效应,帮助溶栓药物扩散到

血凝块中,并机械地分解血凝块,提高超声溶栓的

效果[33] 。
USMB 不仅可以达到对靶向血管内血栓的完全

溶解,同时也能达到预防微循环的再栓塞作用[34] 。
王蕊等[35]制备大鼠下肢微动脉血栓栓塞模型,随机

分为对照组(持续泵入 MB)、治疗组 1(1000 周期低

频长脉冲治疗超声+持续泵入 MB)、治疗组 2(5000
周期低频长脉冲治疗超声+持续泵入 MB),并同时

进行连续成像超声观察、重复再灌注微血栓悬液,
留取栓塞前、栓塞后、治疗 1

 

min、治疗 10
 

min 下肢

再灌注成像图像,描绘视频强度-时间曲线,对比栓

塞前后下肢微血管血流容积,结果发现治疗组的溶

栓效果显著高于对照组,得出低频长脉冲治疗超声

联合 MB 对大鼠下肢微动脉血栓栓塞有良好的治疗

效果。
因此,USMB 治疗可以通过超声聚焦于血栓部

位,加用溶栓剂辅助血栓消融实现超声溶栓。

3　 问题与展望

众多的研究均表明,利用 USMB 治疗能无创、靶
向、可逆地靶向输送药物、增强免疫治疗、介导基因

转染、开放血脑屏障、损伤肿瘤血管、辅助血栓消

融,为疾病的治疗提供新途径、新思路。 虽然目前

在动物实验方面已有不少研究表明 USMB 技术的应

用广泛,但是实际应用于临床却仍需完善诸多问

题:(1)明确不同生物物理效应相对应的具体作用

原理,提高临床治疗效率;(2)恰当利用超声的热效

应,减少不必要损伤;(3)提升微泡制备技术,兼顾

考虑载体半衰期和穿透效率;(4)加强微泡稳定性,
延长在靶器官区域停留时间;(5)探究不同疾病的

最佳超声参数,做到有针对性地治疗。
针对 USMB 技术的应用研究,无论是动物实验

方面,还是实际临床方面,超声新技术的发展、造影

剂的完善都面临着诸多挑战。 这不仅需要临床供

给指引,还需要多学科合作。 尽管存在许多问题,
但已取得的研究成果充分显示了 USMB 技术潜在优

势,随着对其在动物实验方面应用的深入研究,
USMB 将广泛应用于临床,对临床治疗作出巨大

贡献。
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[收稿日期] 　 2022-04-28

《中国实验动物学报》刊期变更通知

为缩短出版周期,及时反映本学科最新科技动态,应广大读者、作者要求,本刊向主管部门及北京市新

闻出版局提出申请变更刊期。 经批准《中国实验动物学报》自 2022 年 8 月份起由双月刊变更为月刊。 从

2023 年期起全年共 12 期。
欢迎读者积极订阅! 欢迎各位学者踊跃投稿!
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