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彭长庚，博士，同济大学医学院研究员、博士研究生导师，中国生理学会转化神经分会委

员，《实验动物与比较医学》 青年编委，上海、澳门和江苏等地科技奖评审专家。研究慢性疼

痛和帕金森病等神经疾病病理机制和相关神经发育19年，相关成果以通信作者或第一作者发

表在Science、Progress in Neurobiology、Journal of Neuroscience和Development等学术期刊，

获6项发明专利。2012年获慕尼黑工业大学优秀博士学位，2012—2017在瑞典卡罗林斯卡医

学院医学生化与生物物理系Prof. Patrik Ernfors课题组任博士后研究员。回国后的研究方向是

利用前沿技术在转基因小鼠模型和疾病小鼠模型上研究神经发育与神经病理学机制以及探索

新的治疗方法，主要包括：1） 研究疼痛基因网络调控和躯体感觉神经元分化的分子机制，并

筛选、发现抑制疼痛的药物；2） 研究疼痛传导环路及中枢痛觉敏感的分子机制；3） 研究中

脑多巴胺神经元的存活、诞生数目调控的分子机制，探寻帕金森病的早期诊断标志物和诊断方法。

脊髓CD11c+小胶质细胞在神经病理性疼痛中的最
新功能研究进展
彭长庚1, 富 研1,2, 朱冯婷1,3, 夏瑞龙1, 夏 玮 1

(1. 同济大学医学院, 同济大学附属上海第一康复医院, 同济大学脑与脊髓研究中心, 同济大学转化医学高等研究院,

上海 200092; 2. 上海海洋大学水产与生命学院, 上海 201306; 3. 大理大学基础医学院, 大理 671000)

[摘要] 神经病理性疼痛困扰约10%的人群，治疗该疾病的方法和药物效果均有限。脊髓中小胶质细胞在外周神经
损伤诱导的神经病理性疼痛中起着重要而又相互矛盾的作用，既有促进神经病理性疼痛发展的作用，又有减缓疼痛
的效果。2022年4月，Science杂志发表了Keita Kohno等的一项研究成果，提示外周神经损伤后小鼠脊髓中出现
的CD11c+小胶质细胞是起缓解神经病理性疼痛和抑制疼痛复发作用的一类小胶质细胞。本文对这类镇痛小胶质细胞
亚群的重要发现进行文献点评，并对后续相关工作进行展望。
[关键词] 神经病理性疼痛；小胶质细胞；CD11c； IGF1；镇痛；抗炎；小鼠
[中图分类号] R-332；Q95-33 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）03-0171-06

The Latest Research Progress of the Function of Spinal CD11c+ Microglia

in Neuropathic Pain

PENGChanggeng1, FU Yan1,2, ZHU Fengting1,3, XIA Ruilong1, XIAWei1

(1. First Rehabilitation Hospital of Shanghai, School of Medicine, Advanced Institute of Translational Medicine,
Tongji University, Shanghai 200092, China; 2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University,
Shanghai 201306, China; 3. School of Basic Medical Sciences, Dali University, Dali 671000, China)
Correspondence to: PENG Changgeng (ORCID: 0000-0002-6707-2717), E-mail: changgeng.peng@tongji.edu.cn

[ABSTRACT] Neuropathic pain (NP) affects approximately 10% of the population, and treatments and
drugs for NP have limited efficacy. Microglia in the spinal cord play important and paradoxical roles in
peripheral nerve injury-induced NP, both promoting the development of NP and relieving NP. In April 2022,
Keita Kohno et al. reported that after peripheral nerve injury, CD11c+ microglia appearing in the spinal cord

DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2022.073 ·前沿文献述评·
Review of Frontier Literature
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of mice were a type of microglia that relieve NP and inhibited pain recurrence. In this commentary, we
review the important findings of this type of analgesic microglia subset, and provide a perspective for
future work related to this new finding.
[Keywords] Neuropathic pain; Microglia; CD11c; IGF1; Analgesic; Anti-inflammatory; Mice

神经病理性疼痛是一种严重的慢性疼痛，影响约

10%的人群。神经病理性疼痛的主要特征之一是机械

痛觉敏感，其一线药物的疗效和有效率都有限。脊髓

中小胶质细胞在外周神经损伤（peripheral nerve injury）
诱导的神经病理性疼痛中起着重要而又相互矛盾的作

用［1-2］：在外周神经损伤后 24 h可激活小胶质细胞，

后者表达离子钙结合衔接分子 1 （ionized calcium
binding adapter molecule 1，IBA1）和C-X3-C趋化因子

受体1（C-X3-C motif chemokine receptor 1，CX3CR1）；
在损伤48 h内诱导小胶质细胞增生，后者表达CD11b，
而 CD11b是补体受体 3（complement receptor 3，CR3）
二聚体中的α亚基。这些损伤早期（14 d内）激活的

和新生的小胶质细胞通过表达CX3CR1、P2X4、P2X7、
P2Y12和 TLR4等炎症相关受体，并分泌肿瘤坏死

因子α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞介素

（interleukin，IL）-1b、IL-6、前列腺素E2（prostaglandin
E2，PGE2）等促炎症因子和脑源性神经营养因子

（brain-derived neurotrophic factor，BDNF），对神经损

伤后的神经病理性疼痛起促进作用。阻断小胶质细胞

的激活或阻止小胶质细胞的增生都能缓解神经病理性

疼痛，但前期的研究也发现小胶质细胞还分泌

Resolvins、Lipoxins、Maresins和Protectins等可抑制/终
止炎性反应的因子，从而缓解神经病理性疼痛［1-2］。

正是由于小胶质细胞具有双向调节炎症的两面性，

使得临床药物研究的结果呈现不一致性，治疗效果不

佳。比如，能抑制小胶质细胞激活的低剂量纳曲酮可

减轻纤维肌肉疼痛症状［3］，但同样可抑制小胶质细胞

激活的米诺环素未能减缓神经病理性疼痛［4］。相反，

Curtin等［5］的研究发现口服米诺环素非但不能减少腕

管综合征（一种神经病理性疼痛）患者在手部手术后

的疼痛时间，甚至会延长创伤后应激障碍症状加重的

患者的疼痛时间，这表明小胶质细胞在人类中也可能

有促进疼痛缓解的功能。因此，厘清小胶质细胞缓解

疼痛的功能对开发可能的相关镇痛药物至关重要。

1 CD11c+小胶质细胞亚群缓解疼痛功能的
发现

2022年 4月 Science杂志发表Kohno等［6］的研究报

告显示，小鼠脊髓中被外周神经损伤激活的 CD11c+
（又称 Itgax）小胶质细胞通过分泌胰岛素样生长因

子-1（insulin-like growth factor 1，IGF-1）来缓解神经

病理性疼痛和抑制疼痛的复发。

该研究首先利用 Itgax-Venus转基因小鼠，发现外

周神经损伤 14 d时，损伤同侧脊髓中出现增强型绿色

荧光蛋白（enhanced green fluorescent protein，EGFP）
标记的 CD11c+细胞，该细胞表达 IBA1、CD11b和
HEX2b，不表达胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acid
protein，GFAP）（星形胶质细胞标志物）、APC（少突

胶质细胞标志物）和NeuN（神经元标志物），从而确

定这些细胞是小胶质细胞的一个亚群。然后用流式细

胞仪分选发现，CD11c+/CD11b+小胶质细胞数目的峰值

出现在损伤后的第 14天，而CD11c-/CD11b+小胶质细

胞数目的峰值出现在第 7天。进一步分析发现，高表

达CD11c（CD11chigh）的小胶质细胞数目从损伤后的第

7天显著增加，在第 35天时达峰值，在实验的最长时

间点（第56天）还是维持在很高水平，这与神经病理

性疼痛的缓解时程较吻合。

为验证 CD11c+小胶质细胞能缓解神经病理性疼

痛，该研究从外周神经损伤手术后第14天开始连续每

周注射一次白喉毒素至 Itgax-DTR-EGFP转基因小鼠

的鞘内，白喉毒素可以选择性杀死表达白喉毒素受体

（diphtherial toxin receptor，DTR）的CD11c+细胞。机械

疼痛阈值检测发现，注射PBS的 Itgax-DTR-EGFP小鼠

的神经病理性疼痛在损伤后第14天发展至最严重，从

第3周开始逐步恢复，到第4周时机械疼痛阈值恢复至

接近手术前的阈值；但注射白喉毒素清除CD11c+小胶

质细胞后，Itgax-DTR-EGFP小鼠的神经病理性疼痛的

恢复能力基本被消除。这项白喉毒素-DTR杀死特定细

胞的转基因小鼠模型的实验证实了CD11c+小胶质细胞

是主要缓解神经病理性疼痛的一类小胶质细胞亚群。

随后，该研究利用流式细胞分选-RNA测序发现

一些在外周神经损伤诱导的CD11c+小胶质细胞中差异

表达的基因，从中选择了 IGF1作为假定的关键的疼痛

缓解因子。关于这一点，作者没有解释原因。笔者检

索文献发现，2017年Wlodarczyk等［7］报告，与健康成
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年小鼠来源的或炎症激活的小胶质细胞相比，新生小

鼠大脑中小胶质细胞具有独特的髓鞘和神经元表型，

主要是CD11c+小胶质细胞亚群通过分泌 IGF1促进神经

元和胶质细胞的存活、迁移和分化，并促进髓鞘化。

另外，研究已知新生几周内的小鼠小胶质细胞分泌抗

炎因子如 IL-10等，能阻断外周神经损伤诱导神经病

理性疼痛的发生［8］。这两篇研究文献应该是激发

Kohno等［6］开展CD11c+小胶质细胞研究并聚焦于 IGF1
的线索，但可能担心创新性的评价受损而未引用并感

激前人的成果。笔者认为，这可能是论文发表要求新

颖性导致的一种畸形现象，因为基于新颖性的引用评

价体系如果使用不当就会抹杀很多重要发现的研究者

应得的声誉，也会阻碍相关成果后续转化研究的进展。

利用 Itgax-Cre；Igf1flox/flox细胞特异性敲除小鼠，

Kohno等［6］证实在CD11c+小胶质细胞中敲除 Igf1（即
IGF1对应基因）也同样能消除小鼠神经病理性疼痛的

恢复能力。为排除 Itgax-Cre；Igf1flox/flox小鼠敲除了 Igf1
对神经系统发育的潜在影响，他们又构建了

Cx3cr1CreERT2；Igf1flox/flox诱导型细胞特性敲除小鼠，结果

显示在成年后注射他莫昔芬清除小胶质细胞中的 IGF1
也同样基本阻断了小鼠神经病理性疼痛的恢复能力。

进一步研究发现，鞘内注射 IGF1抗体或重组 IGF1能阻

断神经病理性疼痛的恢复能力，或短期抑制神经病理

性疼痛。最后，Kohno等［6］证明在外周神经损伤后第

35天神经病理性疼痛接近恢复时，诱导清除 Itgax-
DTR-EGFP 小鼠的 CD11c+小胶质细胞或诱导清除

Cx3cr1CreERT2；Igf1flox/flox小鼠的 CD11c+小胶质细胞中的

IGF1，都能让小鼠重新出现机械痛觉敏感。

为了确认 CD11c+小胶质细胞的活化是由 C纤维

（C-fiber）还是A纤维（A-fiber）的损伤引起，Kohno
等［6］ 将霍乱毒素 B 亚基 （Choleratoxin B subunit，
CTB）或异凝集素B4（isolectin B4，IB4）结合的皂草

素（CTB-Saporin、IB4-Saporin）注射至小鼠脚掌，分

别损伤背根神经节中A纤维神经元（髓鞘包裹）和C-
纤维神经元（无髓鞘包裹），发现只有损伤A纤维神经

元能诱导出现CD11c+小胶质细胞，但外周损伤不诱导

已存在的CD11c+小胶质细胞增生。并且通过原代细胞

培养和椎管内注射纯化的髓磷脂碎片实验证实，

CD11c+小胶质细胞是由小胶质细胞在吞噬髓磷脂碎片

后诱导表达CD11c。
2 结果点评

Kohno等［6］利用多个基因条件性敲除小鼠和诱导

型细胞特异性敲除小鼠，发现被A纤维感觉神经元损

伤后释放的髓磷脂碎片激活的脊髓背角中小胶质细胞

表达 CD11c+，此类 CD11c+小胶质细胞亚群通过分泌

IGF1来缓解外周神经损伤诱导的小鼠神经病理性疼

痛，并持续抑制异常机械疼痛的复发（图1）。

此发现指明脊髓内CD11c+小胶质细胞亚群是被外

周神经损伤激活的具有抗神经痛的胶质细胞，表明开

发选择性靶向 CD11c+小胶质细胞、促进抗炎活性和

（或）提高 IGF1表达及分泌能力的小分子，以及研发

人诱导多能干细胞 （human induced pluripotent stem
cell-derived cardiomyocytes，hIPSC）来源的 CD11c+小
胶质细胞，有可能缓解临床上特定类型的外周神经损

伤诱导的神经病理性疼痛。从该研究的结果看，IGF1
可能是CD11c+小胶质细胞抑制疼痛的主要分子。但笔

者深入分析该文中的差异表达基因（CD11c+小胶质细

胞与CD11c-小胶质细胞相比）发现，CD11c+小胶质细

胞中高表达的基因富集在细胞因子相关信号通路、趋

化因子相关信号通路、生长因子结合信号通路和脂蛋

白颗粒结合信号通路等潜在与炎性反应、疼痛相关的

信号通路，低表达的基因主要富集在代谢相关的信号

通路（图2，表1）。
笔者进一步利用STRING数据库（https：//cn.string-

db.org/）分析CD11c+小胶质细胞中高表达和低表达基

因的相互作用网络，发现高表达的抑制疼痛的基因除

Igf1之外，还有Sod2、Anax2和Adora1；高表达的促疼

注：A纤维感觉神经元损伤释放髓磷脂碎片，激活CD11c+小胶质细
胞，该细胞分泌IGF1，进而缓解神经病理性疼痛。
Note：Cartoons illustrate that injured A-fiber sensory neurons
release myelin debris to activate CD11c+ microglia in the spinal
dorsal horn，and then CD11c+ microglia secret IGF1 to alleviate
neuropathic pain.
图1 CD11c+小胶质细胞缓解神经病理性疼痛的作用机制示意图
Figure 1 Schematic diagram of themechanism bywhich

CD11c+ microglia relieve neuropathic pain
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痛的基因有Ccl5、Cd14、Cybb、Dtnbp1、Lgals1、Mif、
Osm、Ptger4、Ptgs2、Spp1、Tlr2和Csf1；抗炎性反应

的基因还有 Il1rn、Lpl、Socs2和Cd44；促炎性反应的

基因还有 Ccl22、 Ccl5、 Ccl6、 Cd36、 Csf1、 Cxcl10、
Cxcr4、Il1b、Mif、Osm、Pdgfa、Areg和 Spp1；低表达

的基因中Tlr9是抑制疼痛的基因，没有促疼痛和与炎

症相关的基因（图 3）。从图 2和图 3可以看出，Sod2、
Anax2和 Adora1很可能也对CD11c+小胶质细胞抑制疼

痛的功能有贡献。CD11c+小胶质细胞高表达一些促疼

痛基因提示，CD11c+小胶质细胞可能还不是一个单一

表1 CD11c+小胶质细胞中高表达基因富集的潜在与疼痛相关的信号通路
Table 1 Genes highly expressed in CD11c+microglia were enriched in pain-related signaling pathways

基因本体论条目
GO Term

Growth factor binding

Cytokine binding

Cytokine receptor activity

Lipoprotein particle binding

Cytokine receptor binding

Cytokine activity

Chemokine receptor binding

Chemokine activity

CXCR chemokine receptor
binding
CCR chemokine receptor
binding

条目P值
Term P value

0.000 146 6

0.002 029 6

0.002 245 4

0.000 389 2

0.000 000 7

<0.000 000 1

0.000 012 8

0.000 000 4

0.000 383 9

0.002 199 9

相关基因Associated genes

数目
Number

4.82

4.20

5.00

10.53

4.36

6.25

8.24

13.73

18.75

6.67

所占比例
Proportion/%

8

6

5

4

15

15

7

7

3

4

基因名称
Name

C3, Cd36, Cxcl 13, Flt1, Igf 2r, Il 1rn, I2rg, Pdgfa

Cd36, Cd44, Cxcr 4, Il 12b, Il 1rn, Il 2rg

Cd44, Cxcr 4, F3, Il 12b, Il 2rg

Apoe, Cd36, Colec12, Lpl

Ccl 22, Ccl 5, Ccl 6, Cd44, Csf 1, Cxcl 10, Cxcl 13, Cxcl 14, Cxcl 2, Il 12b,
Il 1b, Il 1rn, Mif, Osm, Socs2

Areg, Ccl 22, Ccl 5, Ccl 6, Csf 1, Cxcl 10, Cxcl 13, Cxcl 14, Cxcl 2, Il 12b,
Il 1b, Il 1rn, Mif, Osm, Spp1

Ccl 22, Ccl 5, Ccl 6, Cxcl 10, Cxcl 13, Cxcl 14, Cxcl 2

Ccl 22, Ccl 5, Ccl 6, Cxcl 10, Cxcl 13, Cxcl 14, Cxcl 2

Cxcl 10, Cxcl 13, Cxcl 2

Ccl 22, Ccl 5, Ccl 6, Cxcl 13

图2 CD11c+小胶质细胞中高表达（A）和低表达（B）基因的富集信号通路
Figure 2 Signaling pathways enriched for genes that were expressed highly（A）or lowly（B）in CD11c+ microglia
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的亚群，可能存在一部分CD11c+小胶质细胞是促炎性

反应和疼痛的，后续需要通过单细胞测序确认CD11c+
小胶质细胞是否是单一的群体细胞类型。

Kohno等［6］应用的 Itgax-Venus和 Itgax-DTR-EGFP
转基因小鼠是由 5 kb的 Itgax（即CD11c对应基因）启

动子驱动报告基因的表达，表明5 kb的 Itgax启动子能

非常好地控制外源基因在小鼠小胶质细胞中表达［9］。
可以运用这 5 kb的 Itgax启动子来构建 Itgax-Igf1敲入

的小胶质细胞株（过表达 IGF1），推测移植持续分泌

IGF的 Itgax-Igf1敲入的小胶质细胞株至鞘内会有与注

射 IGF1一样的缓解神经病理性疼痛的效果，而且缓解

疼痛的有效时间更长（图4）。

3 研究展望

虽然Kohno等［6］的发现给出了转化研究的方向，

但还是需要进一步的研究来夯实CD11c+小胶质细胞和

IGF1成为药物开发靶点的依据。比如需要：（1）检测

其他的外周神经损伤小鼠模型中CD11c+小胶质细胞激

注：红色标记的是促疼痛的基因，蓝色标记的是抑制疼痛的基因，紫色圈标记的是抗炎性反应基因，绿色圈标记的是促炎性反应基因。
Note：Red marks pain-promoting genes，blue marks pain-suppressing genes，anti-inflammatory-related genes are circled in pink，and pro-
inflammatory-related genes are circled in green.
图3 CD11c+小胶质细胞中高表达的基因（196个）相互作用（A）和低表达的基因（75个）相互作用（B）
Figure 3 Interaction of highly expressed genes（196）（A）and lowly expressed genes（75）（B）in CD11c+ microglia

注：Itgax即CD11c+，Igf1即胰岛素样生长因子-1基因。
Note：Itgax is CD11c+，and Igf1 is insulin-like growth factor 1.
图4 Itgax-Igf1敲入的IGF1过表达的胶质细胞可用于镇痛研究
Figure 4 Itgax-Igf1 knock-in glial cells with overexpressing IGF1 could be used for analgesic studies
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活的数目，以及CD11c+小胶质细胞在缓解神经病理性

疼痛中的功能大小，因为Tu等［10］最新研究发现，椎

间盘髓核压迫坐骨神经造成的神经病理性疼痛不依赖

小胶质细胞；（2）确认CD11c+小胶质细胞是否也在大

鼠、猴和人的脊髓中被外周神经损伤激活，并且是胶

质细胞中主要的起抗炎镇痛的亚群；（3）确定临床的

适应症是哪类神经病理性疼痛；（4）探明外周神经损

伤引起的长期慢性神经病理性疼痛是否会让脑内疼痛

传导、感知核团中出现CD11c+小胶质细胞；（5）检查

健康的脑内是否存在CD11c+小胶质细胞，如果存在，

那么利用小分子增强CD11c+小胶质细胞的功能时是否

会对健康大脑产生不利影响，比如过度抑制脑内炎性

反应而不能快速有效地消灭侵入大脑的病原体；（6）
研究鞘内给予 IGF1是否会对大脑的功能（如多巴胺神

经元的功能）产生不良反应。

而且需要强调，外周神经损伤诱导的神经病理性

疼痛不止有小胶质细胞参与，还有星形胶质细胞和直

接传导疼痛信号的敏化了的外周和脊髓神经元参与，

比如本研究团队发现选择性切断神经（spared nerve
injury，SNI）会降低miR-96在小鼠背根神经节和脊髓

背角的神经元中的表达，继而升高电压门控钠离子通

道Nav1.7、Nav1.8和Nav1.9的表达，从而敏化外周和

脊髓神经元，导致机械痛觉敏感［11］。因此，靶向

CD11c+小胶质细胞的治疗药物应用于遗传背景复杂的

患者，其有效率和镇痛效果需要谨慎估算。

另外，除了对疼痛治疗研究的启发外，Kohno
等［6］的发现也提示CD11c+小胶质细胞和 IGF1可能抑

制炎症相关的神经退行性疾病，如帕金森病、阿尔茨

海默病、肌萎缩侧索硬化症的发展。这些均值得进一

步研究探讨。
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不同时程APP/PS1模型小鼠嗅球病理和突触形态
变化及美金刚干预作用
刘佳妮1,2,3, 刘剑刚1, 韦 云1, 罗增刚4, 李 浩1, 王 怡3, 李 琨5

(1. 中国中医科学院西苑医院, 中国中医科学院老年病研究所, 北京 100091; 2. 中国中医科学院研究生院, 北京

100700; 3. 天津中医药大学, 天津 301617; 4. 北京市中医管理局, 北京 100053; 5. 北京开放大学, 北京 100081)

[摘要] 目的 比较和探讨6月龄和12月龄的APP/PS1双转基因模型小鼠嗅球组织病理形态、超微结构特征、空间
记忆能力的变化以及美金刚干预的作用。方法 将SPF级3月龄雄性APP/PS1小鼠按随机数字表法分为6月龄、12
月龄的模型组（分别为命名为6-APP/PS1组、12-APP/PS1组）和盐酸美金刚（memantine hydrochloride，MEM）
干预组（分别命名为6-MEM组、12-MEM组，MEM剂量均为2.60 mg/kg/d），每组10只。另设同龄C57BL/6小鼠作
为空白对照组。MEM连续（分别自3月龄和9月龄）灌胃3个月，非MEM处理小鼠接受等容积纯净水灌胃。于6
月龄和12月龄时进行Morris水迷宫实验检测，固定取材进行HE染色后光学显微镜下观察嗅球病理组织形态，超薄
切片染色后透射电子显微镜下观察嗅球超微结构。结果 水迷宫结果显示，与同龄的空白对照组比较，6-APP/PS1
组和12-APP/PS1组小鼠的穿台次数、穿梭目标象限的时间及路程明显降低（均P＜0.05），且12-APP/PS1组比6-
APP/PS1组的降低程度更明显（均P＜0.05）；与同龄的模型组比较，6-MEM组和12-MEM组的穿台次数、目标象限
停留时间及路程显著提高（均P＜0.05）。组织病理学观察发现，与同龄的空白对照组比较，6-APP/PS1组小鼠嗅球
的神经细胞无明显萎缩变形且僧帽细胞数量显著减少（P＜0.05），12-APP/PS1组小鼠嗅球的神经细胞萎缩变形且球
周细胞、僧帽细胞数量显著减少（均P＜0.05）；与同龄模型组比较，6-MEM组球周细胞无显著增多但僧帽细胞数
量显著增多（P＜0.05），12-MEM组球周细胞、僧帽细胞数量有增加趋势但差异无统计学意义（均P＞0.05）。超微
结构观察显示，与同龄的空白对照组比较，6-APP/PS1组突触结构出现肿胀，突触后致密物厚度及非对称性突触数
量减少；12-APP/PS1组突触结构肿胀，非对称性突触及突触后致密物厚度无法观测。与同龄模型组比较，6-MEM
组突触肿胀改善明显，突触后致密物厚度及非对称性突触数量增加；12-MEM组突触肿胀改善不明显，突触后致密
物及非对称性突触无法观测。结论 随月龄增加，不同时程的APP/PS1小鼠出现了阿尔茨海默病相关的行为学改
变，同时伴随嗅球病理及突触特征的显著变化。MEM干预不仅改善空间记忆能力，还可增加6-APP/PS1小鼠嗅球
的僧帽细胞数量，减轻突触结构损伤，早期干预的改善效果显著。
[关键词] 阿尔茨海默病；APP/PS1转基因小鼠；嗅球；突触；病理形态
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[ABSTRACT] Objective To compare and explore the histopathological and ultrastructural characteristics
of the olfactory bulb in 6- and 12-month-old APP/PS1 double-transgenic mice and their spatial learning and
memory ability, as well as the effects of memantine intervention. Methods Three-month-old SPF male
APP/PS1 mice were randomly divided into 6- and 12-month-old model groups (named 6-APP/PS1 group and
12-APP/PS1 group, respectively) and memantine (MEM) groups (named 6-MEM group and 12-MEM group,
respectively, the dose of MEM was 2.60 mg/kg/d), with 10 mice in each group. Age-matched C57BL/6 mice
were used as the blank controls. The mice in the MEM groups were continuously administered MEM (from
3 months and 9 months, respectively) by gavage for 3 months, and the mice in the non-MEM group
received equal volume of pure water for 3 months. The Morris water maze test was used to assess spatial
learning and memory ability of those mice at 6 months and 12 months of age. After hematoxylin-eosin
staining, the pathological morphology of the olfactory bulb was observed under an optical microscope, and
the ultrastructure of the olfactory bulb was observed under a transmission electron microscope. Results
The results of the water maze test revealed that the crossing numbers and the time spent in the target
quadrant were significantly decreased in the 6-APP/PS1 and 12-APP/PS1 groups compared with the blank
control group of the same age (all P < 0.05), whereas the 12-APP/PS1 group showed a more significant
decrease than the 6-APP/PS1 group (both P < 0.05). Compared with the non-MEM group, the two
parameters of the MEM treatment groups increased significantly (all P < 0.05). Histopathological
observation showed that, compared with the age-matched blank group, the nerve cells in the olfactory bulb
had no obvious atrophy and deformation, and the number of mitral cells was significantly reduced in the 6-
APP/PS1 group (P < 0.05), while the nerve cells in the olfactory bulb were atrophic and deformed, and the
number of periglomerular cells and mitral cells were significantly reduced in the 12-APP/PS1 group (all P <
0.05). Compared with the non-MEM group, the number of mitral cells were significantly increased in the 6-
APP/PS1 group (P < 0.05), but there was no significant difference in the number of periglomerular cells and
mitral cells in the 12-MEM group (all P > 0.05). Ultrastructural observation showed that, compared with the
blank control group, the synaptic structure was swollen in the 6-APP/PS1 and 12-APP/PS1 groups, the
thickness of the postsynaptic density was reduced and the number of asymmetric synapses decreased in
the 6-APP/PS1 group, while the thickness of the postsynaptic density and the number of asymmetric
synapses could not be observed clearly in the 12-APP/PS1 group. Compared with the non-MEM group, the
synaptic swelling in the 6-MEM group was significantly improved, the thickness of the postsynaptic density
and the number of asymmetric synapses increased, but the synaptic swelling in the 12-MEM group was not
significantly improved, and the thickness of the postsynaptic density and the number of asymmetric
synapses could not be observed. Conclusion Changes in the pathology and synaptic ultrastructural
morphology of the olfactory bulbs in the APP/PS1 mice correlated with age, accompanied by behavioral
alterations. MEM intervention not only improved spatial memory ability in the APP/PS1 mice, but also
increased the number of mitral cells and alleviated the damage to the synaptic structure in the 6-APP/PS1
group, with significant improvement in early intervention.
[Key words] Alzheimer's disease; APP/PS1 transgenic mice; Olfactory bulb; Synapses; Pathological

morphology
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阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）患者在

淀粉样蛋白-β（amyloid beta，Aβ）斑块沉积和学习记

忆障碍开始之前，往往会出现嗅觉功能障碍，其典型

特征是识别气味的能力下降［1］。淀粉样前体蛋白

（amyloid precursor protein，APP）/早老素1（presenilin 1，
PS1）等双转基因模型AD小鼠也表现出嗅觉受损［2］。
嗅觉功能障碍被认为是AD的前驱症状，已被提议作为

认知障碍的预测因素［3］。因此，针对嗅觉功能障碍的

干预可能有助于延缓AD患者认知障碍病程的进展。然

而目前嗅觉减退的神经机制在很大程度上是未知的。

由于通常不会对嗅觉结构进行神经病理学分析［4］，所

以其临床特征与潜在病理学之间的关系尚不清楚，但

有研究者提出 AD 患者嗅觉障碍可能是由嗅球

（olfactory bulb）、嗅觉上皮或嗅皮质受损引起［5］。
嗅球作为第一个处理嗅觉信息［6］、最早积累Aβ

的大脑结构，其病理变化已被证实可以显示AD的早期

神经退行性变化，便于早期发现、早期干预［7］。已知

嗅觉功能障碍症状会随着年龄的增长而逐渐加重［8］，
同时伴随Aβ的沉积和扩散；嗅球也随着年龄的增长会

对Aβ的影响变得更加敏感［9］，更容易促进Aβ的积累

和释放［10］。
盐酸美金刚（memantine hydrochloride，MEM）是

首个经FDA批准应用于治疗中、重度AD的临床药物，

具有调节谷氨酸活性的作用，属于N-甲基-D-天冬氨

酸受体拮抗剂的代表药物［11］。多项研究表明，美金刚

可以改善 APPswe/PS1ΔE9 （APP/PS1）转基因小鼠模

型的学习记忆能力［12-13］。然而，美金刚对AD嗅觉系

统的作用报告并不多见，尚不清楚美金刚是否能改善

APP/PS1小鼠模型的嗅球病理变化。

为了初步评估不同时程APP/PS1双转基因模型小

鼠的空间记忆能力和嗅球病理变化，以及美金刚的治

疗作用，本研究参考相关文献报告［14］，选取 6月龄

（成年期）和12月龄（中年期）的APP/PS1小鼠，比较

美金刚对不同月龄APP/PS1小鼠嗅球病理和突触形态

的干预作用，为美金刚用于治疗AD嗅觉障碍提供初步

的实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物
SPF级 4周龄雄性APP/PS1双转基因小鼠 40只，4

周龄雄性 C57BL/6小鼠 20只，体质量均为 13～15 g，
由北京华阜康生物科技股份有限公司提供［SCXK（京）

2019-0008］，动物质量合格证号为 11401300070455。
小鼠饲养于中国中医科学院西苑医院屏障环境实验动

物室 ［SYXK （京） 2018-0018］，室温控制在 24～
26 ℃，相对湿度为40%～70%。小鼠自由进食和饮水，

每日光照和黑暗各12 h，待饲养到3月龄或9月龄后进

入分组实验。实验过程中严格遵循实验动物 3R原则，

按照国家科技部《关于善待实验动物的指导性意见》

和北京市《实验动物福利伦理审查技术规范》的要求

执行。本研究方案经过中国中医科学院西苑医院医学

伦理委员会审查通过（伦理审批号为2018XLC012-2）。
1.2 主要试剂与仪器

MEM片（H.Lundbeck A/S丹麦灵北制药有限公司

生产，进口药品注册证号为H20120268、H20130372）
由中国中医科学院西苑医院药剂科提供；丙酮（批号

20170411，进口分装）由国药集团化学试剂有限公司

提供；Spon 812包埋剂（批号 ZB-S0060）购自美国

SPI公司；戊巴比妥钠（批号T860901，进口分装）由

佛山市化工实验厂提供；甲醛溶液（批号C10561782）
购自上海麦克林生化科技有限公司。ZS-001型Morris
水迷宫系统由北京众实迪创公司生产；H-7650型透射

电镜由日立（日本）公司生产；BX43型光学显微镜由

日本奥林巴斯公司生产；RM2245型半自动轮转式切片

机、ASP200S型全自动脱水机、EG11型自动包埋机和

EM UC6超薄切片机均由德国Leica公司生产。

1.3 动物模型和分组
APP/PS1双转基因小鼠常规饲养至3月龄时，根据

数字表法随机分为 6月龄模型组（6-APP/PS1组）、12
月龄模型组（12-APP/PS1组），以及使用药物干预

APP/PS1双转基因小鼠的 6月龄MEM组（6-MEM组）、
12月龄MEM组（12-MEM组）。另设空白对照组，即

常规饲养至 3月龄时的C57BL/6小鼠分为 6月龄C57组
（6-C57组）、12月龄C57组（12-C57组）。以上每组各

10只。空白组和模型组均以等体积纯净水灌胃，MEM
组每日以MEM 2.6 mg/kg水溶液灌胃给药。两组小鼠分

别在3月龄和饲养至9月龄时开始灌胃给药，药液体积

为 0.1～0.2 mL/10 g，均灌胃 3个月，分别至 6月龄和

12月龄时进行水迷宫行为学检测。

1.4 水迷宫法检测小鼠行为学变化
采用 Morris水迷宫评估小鼠的空间学习记忆能

力［15］。Morris水迷宫由一个直径1 m、高0.6 m的圆形

水池组成，水位为 35 cm，水温保持在 23 ℃。添加脱

脂奶粉使池水变得不透明。逃生平台位于水池的一个
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象限内，位于水面以下1 cm处。小鼠依次放置在其他

3个不同象限的水池中，每只小鼠有90 s的时间爬上平

台，并允许在平台上停留5 s，若小鼠找不到平台则引

导其上到平台。通过每日4次、连续5 d的训练，小鼠

获得了关于逃生平台位置的空间记忆。第 5天训练后

24 h，移除平台，再让小鼠在池中游90 s，记录和分析

小鼠在原平台位置的穿越次数（即穿台次数）、在目标

平台象限的停留时间和路程（即目标象限时间、目标

象限路程），以及总路程。

1.5 HE染色观察小鼠嗅球病理形态
在Morris水迷宫测试后次日，小鼠腹腔注射2%戊

巴比妥钠（30 mg/kg体质量）深度麻醉，低温下快速

取出嗅球。每组随机取 5只小鼠的嗅球组织，用质量

分数为4%的多聚甲醛溶液固定，常温下保存。组织浸

泡后，包埋浸蜡，切片脱蜡，二甲苯浸洗 3次，每次

15 min；100%、90%、80%和 70%梯度乙醇脱苯，每

次 3 min；自来水冲洗 3 min，去离子水漂洗 3 min；苏

木精染液染色10 min后水洗，盐酸乙醇分色，2 s后水

洗； 1% 伊红染液染色 1 min，去离子水稍水洗；

100%、90%、80%和 70%梯度乙醇脱水，每次 1 min；
二甲苯透明3次，每次15 min；中性树胶封固后，每张

切片分别于 40倍和 200倍光学显微镜下观察嗅球病理

组织形态，并进行拍照，采用 Image Pro Premier图像分

析系统进行分析。

1.6 超薄切片染色观察小鼠嗅球超微形态
另 5只小鼠嗅球组织用 2.5%戊二醛磷酸缓冲液固

定，保存于 4 ℃冰箱。使用振动切片机将嗅球冠状切

成厚度约0.2 mm的切片，然后用4%戊二醛固定2 h以
上，再将嗅球组织切片暴露于 1%锇酸固定液 2 h，用

PBS漂洗 3次（5 min/次），50%、70%、90%和 100%
梯度丙酮脱水（每次15 min），然后梯度浸透（丙酮和

包埋剂比例依次为 2︰1、1︰1、0︰1，各 2 h），烤箱

烘干（36～60 ℃，12～48 h）形成包埋块。用超薄切

片机行 70 nm切片，附于铜网上，超薄切片分别用醋

酸铀溶液和柠檬酸染液染色 30 min，然后用透射电子

显微镜观察嗅球中神经和突触的超微结构改变。

1.7 统计学方法
采用SPSS 23.0软件进行统计学分析。数据进行正

态分布检验，符合正态分布的计量资料以 -x ± s表示。

组间比较时采用单因素方差分析，方差齐时采用Tukey
检验，方差不齐时采用Games-Howell检验。不符合正

态分布的计量资料以中位数（四分位数间距）表示，

组间比较时使用非参数检验的Kruskal-Wallis H检验。

以P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同时程APP/PS1模型小鼠的空间记忆能力
变化

连续 5 d训练小鼠记住逃生平台的位置后，对第 6
天小鼠空间探索实验的穿台次数、目标象限时间、目

标象限路程和总路程进行分析。与 6-C57组比较，6-
APP/PS1组的穿台次数减少（P＜0.05），目标象限时间

和路程缩短（P＜0.05）。与 12-C57组比较，12-APP/
PS1组小鼠穿台次数明显减少（P＜0.05），目标象限时

间和路程显著缩短（P＜0.05）。与6-C57组比较，12-
C57组小鼠穿台次数减少（P＜0.05），目标象限时间和

路程缩短（P＜0.05）。与 6-APP/PS1比较，经过MEM
（2.6 mg/kg）干预后，6-MEM组穿台次数显著增加

（P＜0.05），目标象限时间和路程明显延长 （P＜
0.05）。和12-APP/PS1比较，12-MEM组穿台次数增加

（P＜0.05），目标象限时间和路程明显延长 （P＜
0.05）。总路程上，6-C57组和 6-APP/PS1组无明显差

异（P＞0.05），而 12-APP/PS1组小鼠比 12-C57组显

著缩短（P＜0.05），其余各组无显著差异。实验结果

表明，美金刚治疗改善了APP/PS1小鼠的空间记忆能

力。结果见图1A。
在空间探索实验中，C57组小鼠通常采用趋向平

台式的搜索方式，而APP/PS1组则多采用随机式或边

缘式的搜索策略，提示APP/PS1组小鼠空间记忆能力

出现损伤；MEM干预后的APP/PS1小鼠显示倾向使用

趋向平台式的搜索方式，说明MEM能提高APP/PS1小
鼠的空间记忆能力。结果见图1B。
2.2 不同时程 APP/PS1 模型小鼠的嗅球病理
变化

HE染色后光学显微镜下观察结果（图 2）显示，

6-C57组小鼠的嗅球在低倍镜（×40）下呈卵圆形，结

构完整清晰，内层可见大量神经元呈环状、层状排布，

规则紧密，细胞核呈圆形，自外向内依次可观察到嗅

神经层、小球层（glomerular layer）、外丛状层、僧帽

细胞层、内丛状层和颗粒细胞层；高倍镜（×200）下

可见小球层紧致，边界清楚，呈球形排列，每个突触

小球周围的球周细胞（periglomerular cells）分布密集。

外丛状层细胞深部可见僧帽细胞（mitral cells）胞体较

大，胞质丰富。
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与 6-C57组相比，6-APP/PS1组低倍镜（×40）下

可见嗅球层状结构完整清晰，突触小球无明显变化；

高倍镜（×200）下可见部分突触小球周围的球周细胞

分布稀疏且数量稍减少，僧帽细胞萎缩且数量明显

减少。

与 6-APP/PS1组相比，6-MEM组低倍镜（×40）
下可见嗅球形态较好，各细胞层结构较完整，小球层

稍松散但均匀分布，呈球形结构，数量较多；高倍镜

（×200）下可见球周细胞数量稍增多，僧帽细胞数量则

明显增多。

与 6-C57组相比，12-C57组低倍镜（×40）下可

见嗅球形态出现轻度改变，各细胞层结构尚完整，小

球层部分欠均匀分布，边界尚清楚；高倍镜（×200）
下可见球周细胞稍减少，僧帽细胞密度下降。

与 12-C57组相比，12-APP/PS1组的部分嗅球层

结构缺失，小球层松散且数量变少；高倍镜（×200）

下突触小球数量减少伴有结构不清，周围的球周细胞

明显减少，僧帽细胞数量大幅减少。

与 12-APP/PS1组相比，12-MEM组低倍镜（×40）
下可见嗅球形态轻度变形，结构尚完整，小球层结构

部分欠均匀分布，边界尚清楚；高倍镜（×200）下可

见球周细胞和僧帽细胞数量稍增多。

统计分析各组小鼠嗅球中球周细胞和僧帽细胞的

数量（图 3），结果发现APP/PS1小鼠 6月龄时嗅球病

理形态与C57BL/6小鼠无显著差异，僧帽细胞数量开

始出现减少（P＜0.05）；12月龄可观察到嗅球的球周

细胞和僧帽细胞数量均显著减少（P＜0.05）。与同龄

的APP/PS1小鼠相比，MEM干预后，6月龄时嗅球的

僧帽细胞数量增加（P＜0.05），而 12月龄时球周细胞

及僧帽细胞数量无明显增加（P＞0.05）。结果说明，

MEM有助于缓解嗅球病理学损伤，且在早期干预效果

更加明显。

注：A图示不同时程各组小鼠的穿台次数、目标象限路程、目标象限时间和总路程；B图示各组小鼠在水迷宫中游动轨迹（绿色线圈为原逃生
平台位置，红色方块为入水点，蓝色方块为90 s截止录制点）。6-C57指6月龄的空白对照组C57BL/6小鼠；6-APP/PS1指6月龄的模型组
APP/PS1双转基因小鼠；6-MEM指从3月龄开始用2.6 mg/kg盐酸美金刚干预至6月龄的APP/PS1双转基因小鼠；12-C57指12月龄的空白对照
组C57BL/6小鼠；12-APP/PS1指12月龄的模型组APP/PS1双转基因小鼠；12-MEM指从9月龄开始用2.6 mg/kg盐酸美金刚干预至12月龄的
APP/PS1双转基因小鼠。每组10只小鼠。与6-C57相比，*P < 0.05；与12-C57相比，#P < 0.05；与6-APP/PS1相比，△P < 0.05；与12-APP/PS1
相比，&P < 0.05。
Note：Fig. A shows the crossing numbers，distance in the target quadrant，time spent in the target quadrant，and the total distance of
mice in each group. Fig. B shows the swimming track of mice in each group in the water maze（the green circle represents the position of
the original escape platform，the red dot represents the entry point，and the blue dot represents the 90 s cut-off point）. 6-C57 refers to 6-
month-old C57BL/6 mice in the blank control group. 6-APP/PS1 refers to 6-month-old APP/PS1 double transgenic mice in the model group；
6-MEM refers to APP/PSI double transgenic mice treated with 2.6 mg/kg memantine hydrochloride from 3- to 6-month-old；12-C57 refers to
12-month-old C57BL/6 mice；12-APP/PS1 refers to 12-month-old APP/PS1 double transgenic mice；12-MEM refers to APP/PS1 double
transgenic mice treated with 2.6 mg/kg memantine hydrochloride from 9- to 12-month-old. Each group contained 10 mice. Compared with 6-
C57，*P < 0.05；compared with 12-C57，#P < 0.05；compared with 6-APP/PS1，△P < 0.05；compared with 12-APP/PS1，&P < 0.05.
图1 Morris水迷宫实验评估各组小鼠的行为学变化
Figure 1 Morris water maze test to evaluate the behavioral changes of mice in each group
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2.3 不同时程APP/PS1模型小鼠的嗅球神经超
微结构改变

超薄切片染色后透射电子显微镜观察结果（图

4A）显示，6-C57组小鼠嗅球组织神经细胞形态正常，

呈椭圆形，结构清晰；细胞膜完整；核仁明显，大小

基本正常；染色质分布较均匀，偶有染色质凝聚。6-
APP/PS1组小鼠嗅球神经元形态尚规则，少量胞体及

细胞器肿胀；细胞核形态有改变，出现分叶；核膜凹

陷形成核裂，染色质浓缩边集，部分核仁消失。6-
MEM组小鼠嗅球神经元形态得到改善，形态较为规

则，细胞膜偶有不连续；细胞核较为完整，可见部分

细胞存在核仁；染色质部分边集，分布尚均匀。

12-C57组小鼠嗅球组织神经细胞形态基本正常，

部分结构不清晰，细胞膜尚连续，染色质出现边集趋

势，细胞内脂褐素增多。12-APP/PS1组小鼠神经细胞

失去正常形态，出现广泛水肿、变性和坏死，形态不

规则；细胞核形态明显改变，染色质高度凝聚，细胞

核固缩、溶解或核仁消失。12-MEM组小鼠嗅球组织

神经细胞异常形态较多，胞体水肿，部分细胞核形态

改变，染色质边集。

随着月龄增加，APP/PS1小鼠的嗅球神经元变性

程度逐渐加重，可见嗅球神经元形态不规则，尤其染

色质会出现明显的凝聚边集现象。与APP/PS1小鼠相

比，MEM可使细胞形态更规则完整，染色质边集情况

一定程度减轻，且 6-MEM比 12-MEM改善更加明显。

结果说明，MEM早期干预有助于改善APP/PS1模型小

鼠嗅球神经元超微结构的损伤。

2.4 不同时程APP/PS1模型小鼠的嗅球突触超
微结构改变

超薄切片染色后透射电子显微镜观察结果（图

4B）显示，6-C57组小鼠嗅球组织突触结构正常，可

见大量对称性突触（抑制性突触）和非对称性突触

（兴奋性突触），突触界面完整清晰，突触膜后致密物

（postsynaptic density，PSD）较厚，突触前囊内有大量

注：图a示低倍镜下嗅球（×40），图b示高倍镜下小球层（×200），图c示高倍镜下僧帽细胞层（×200）。箭头①为突触小球，箭头②为球周细
胞，箭头③为僧帽细胞。6-C57指6月龄的空白对照组C57BL/6小鼠；6-APP/PS1指6月龄的模型组APP/PS1双转基因小鼠；6-MEM指从3月
龄开始用2.6 mg/kg盐酸美金刚干预至6月龄的APP/PS1双转基因小鼠；12-C57指12月龄的空白对照组C57BL/6小鼠；12-APP/PS1指12月龄
的模型组APP/PS1双转基因小鼠；12-MEM指从9月龄开始用2.6 mg/kg盐酸美金刚干预至12月龄的APP/PS1双转基因小鼠。每组5只小鼠。
Note：Fig. a is the olfactory bulb（×40）；Fig. b is the glomerular layer（×200）；Fig. c is the mitral cell layer（×200）. Arrows①，②，and③
show glomeruli，periglomerular，and mitral cells，respectively. 6-C57 refers to 6-month-old C57BL/6 mice in the blank control group；6-APP/
PS1 refers to 6-month-old APP/PS1 double transgenic mice in the model group；6-MEM refers to APP/PSI double transgenic mice treated
with 2.6 mg/kg memantine hydrochloride from 3- to 6-month-old；12-C57 refers to 12-month-old C57BL/6 mice；12-APP/PS1 refers to 12-
month-old APP/PS1 double transgenic mice；12-MEM refers to APP/PS1 double transgenic mice treated with 2.6 mg/kg memantine
hydrochloride from 9- to 12-month-old. Each group contained five mice.
图2 HE染色后光学显微镜观察各组小鼠的嗅球病理变化
Figure 2 Pathological changes of the olfactory bulb inmice in each group observed by optical microscopy after

hematoxylin-eosin staining
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神经递质小泡，突触小泡膜结构清晰正常。与 6-C57
组相比，6-APP/PS1组突触结构出现肿胀，突触界面

损伤，PSD厚度减小，对称性突触数量减少，突触小

泡膜结构损伤。与 6-APP/PS1组相比，6-MEM组突触

形态有一定改善，突触界面较清晰，神经递质小泡较

多，对称性突触数量增多。

12-C57组小鼠嗅球组织突触数量略有减少，非对

称性突触膜结构欠清晰，突触小泡数量减少。与 12-
C57组相比，12-APP/PS1组突触结构损害加重，形态

不规则，突触体广泛肿胀、变性，镜下呈颗粒样，突

触界面和突触小泡无法分辨。与 12-APP/PS1组相比，

12-MEM组突触改善不明显，仍有部分肿胀，突触界

面不清晰，突触数量及突触小泡数量无明显增加。其

中12-APP/PS1组以及12-MEM组由于突触体肿胀和镜

下颗粒样变化，无法对突触、囊泡数量和PSD厚度进

行准确计数以及长度测量。

结果显示不同月龄的C57BL/6、APP/PS1小鼠以及

MEM干预后APP/PS1小鼠的嗅球突触超微结构改变，

表明在衰老过程中，APP/PS1小鼠显示出比与其年龄

匹配的C57BL/6小鼠相对更显著的突触结构受损，而

MEM可以改善这种突触损害，且早期干预的改善效果

更明显。

注：6-C57指6月龄的空白对照组C57BL/6小鼠；6-APP/PS1指6月
龄的模型组APP/PS1双转基因小鼠；6-MEM指从3月龄开始用2.6
mg/kg盐酸美金刚干预至6月龄的APP/PS1双转基因小鼠；12-C57
指12月龄的空白对照组C57BL/6小鼠；12-APP/PS1指12月龄的模型
组APP/PS1双转基因小鼠；12-MEM指从9月龄开始用2.6 mg/kg盐
酸美金刚干预至12月龄的APP/PS1双转基因小鼠。每组5只小鼠。
与6-C57相比，*P < 0.05；与12-C57相比，#P < 0.05；与6-APP/PS1
相比，△P <0.05；与12-APP/PS1相比，&P < 0.05。
Note：6-C57 refers to 6-month-old C57BL/6 mice in the blank
control group；6-APP/PS1 refers to 6-month-old APP/PS1 double
transgenic mice in model group；6-MEM refers to APP/PSI double
transgenic mice treated with 2.6 mg/kg memantine hydrochloride
from 3- to 6-month-old；12-C57 refers to 12-month-old C57BL/6
mice；12-APP/PS1 refers to 12-month-old APP/PS1 double trans-
genic mice；12-MEM refers to APP/PS1 double transgenic mice
treated with 2.6 mg/kg memantine hydrochloride from 9- to
12-month-old. Each group contained five mice. Compared with 6-
C57，*P < 0.05；compared with 12-C57，#P < 0.05；compared with
6-APP/PS1，△P < 0.05；compared with 12-APP/PS1，&P < 0.05.
图3 美金刚对球周细胞（A）和僧帽细胞（B）的影响
Figure 3 Effects of memantine on periglomerular cells（A）

andmitral cells（B）

注：6-C57指6月龄的空白对照组C57BL/6小鼠；6-APP/PS1指6月龄的模型组APP/PS1双转基因小鼠；6-MEM指从3月龄开始用2.6 mg/kg盐
酸美金刚干预至6月龄的APP/PS1双转基因小鼠；12-C57指12月龄的空白对照组C57BL/6小鼠；12-APP/PS1指12月龄的模型组APP/PS1双转
基因小鼠；12-MEM指从9月龄开始用2.6 mg/kg盐酸美金刚干预至12月龄的APP/PS1双转基因小鼠。每组5只小鼠。箭头①示对称性突触，
箭头②示突触小泡（内含抑制性神经递质），箭头③示非对称性突触，箭头④示突触小泡（内含兴奋性神经递质）。
Note：6-C57 refers to 6-month-old C57BL/6 mice in the blank control group；6-APP/PS1 refers to 6-month-old APP/PS1 double transgenic
mice in model group；6-MEM refers to APP/PSI double transgenic mice treated with 2.6 mg/kg memantine hydrochloride from 3- to 6-
month-old；12-C57 refers to 12-month-old C57BL/6 mice；12-APP/PS1 refers to 12-month-old APP/PS1 double transgenic mice；12-MEM
refers to APP/PS1 double transgenic mice treated with 2.6 mg/kg memantine hydrochloride from 9- to 12-month-old. Each group contained
five mice. Arrows ① show symmetric synapses，arrows ② show synaptic vesicles（containing inhibitory neurotransmitters），arrows ③
show asymmetric synapses，and arrows④ show synaptic vesicles（containing excitatory neurotransmitters）.
图4 超薄切片染色后透射电子显微镜观察各组小鼠嗅球神经（A，×7 000）和突触（B，×60 000）细胞超微结构
Figure 4 Ultrastructure of the olfactory bulb nerve cells（A，×7 000）and synapses（B，×60 000）in each group observed by

transmission electronmicroscope after ultrathin section staining
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3 讨论

AD是一种以进行性记忆缺陷和认知能力下降为特

征的神经退行性疾病。针对AD的APP/PS1模型动物的

认知缺陷在水迷宫测试中已经得到了证实［16］，APP/
PS1小鼠空间记忆受损最早可在 6月龄时出现［17］，12
月龄时认知和行为缺陷明显［18］，且记忆损害会在该模

型的后续生命发展中持续存在［19］。本研究发现，与6-
C57组相比，12-C57组小鼠的空间记忆能力有显著下

降，与以往文献报告［20］相符。在6月龄时APP/PS1转
基因小鼠的空间记忆障碍开始出现，在12月龄时小鼠

空间记忆功能严重受损。既往研究表明，用美金刚治

疗可以改善转基因AD小鼠模型的学习记忆缺陷以及突

触神经传递［21］，本研究给予APP/PS1小鼠美金刚灌胃

治疗，证明美金刚可以恢复不同月龄APP/PS1小鼠的

空间记忆能力。此外，本研究初步阐述了美金刚可能

对AD嗅觉结构改善有作用。

嗅觉减退是 AD常见的临床前驱症状［22］，超过

90%的AD患者都会存在嗅觉功能障碍［23］。嗅觉功能

障碍伴随着嗅觉结构的病理改变和细胞损伤，其中嗅

球对AD病理学高度敏感，特别容易出现功能障碍，也

是最早积累Aβ的大脑结构之一。Moriguchi等［24］研究

显示，小鼠嗅球切除会引起认知缺陷，并降低海马中

的胆碱能活性，说明嗅球与认知障碍密切相关。僧帽

细胞是嗅球中最主要的投射神经元，在嗅觉信息的传

递和加工中具有重要作用，而球周细胞会对僧帽细胞

的电活动进行相关调控。本实验结果表明，6月龄

APP/PS1小鼠嗅球内开始出现僧帽细胞数量下降，12
月龄APP/PS1小鼠部分嗅球的神经细胞形态萎缩变形，

尤其球周细胞和僧帽细胞数量显著减少。既往实验证

实，APP/PS1小鼠在 6～10月龄时出现严重的嗅觉缺

陷［25］；结合本研究结果推测，这可能与嗅球神经细胞

萎缩变形以及球周细胞和僧帽细胞数量减少有关，而

MEM的早期干预可以改善APP/PS1小鼠嗅球病理形态

的变化，增加僧帽细胞数量，保护神经元结构的完整。

嗅球具有多种类型的神经递质，其中谷氨酸和γ-
氨基丁酸等是最常见最重要的递质，这些神经递质的

改变被认为是记忆障碍的主要原因之一［26］。僧帽细胞

以谷氨酸作为神经递质［27］，球周细胞以 γ-氨基丁酸

和多巴胺作为神经递质［28］，其中谷氨酸是中枢神经系

统中一种重要的兴奋性神经递质，通过特异性受体发

挥作用，例如N-甲基-D-天冬氨酸受体。谷氨酸兴奋

性毒性会引发神经元持续性去极化，造成神经功能异

常，是AD进展的重要原因之一［29］。而MEM属于非竞

争性N-甲基-D-天冬氨酸受体拮抗剂，可以阻断谷氨

酸浓度病理性升高导致的神经元损伤［30］，还可通过

N-甲基-D-天冬氨酸受体减少不溶性Aβ含量，然后恢

复AD动物模型中的谷氨酸稳态［31］。笔者推测MEM干
预后嗅球内病理形态改善、僧帽细胞数量增加可能与

其减轻了嗅球中Aβ的积累、减轻谷氨酸诱导的僧帽细

胞损伤有关。

突触损伤是AD病理生理学中的早期和关键事件，

突触变化的可能后果就是学习和记忆功能受损［32］。与

Aβ斑块、神经原纤维缠结或神经元丢失相比，突触损

伤与AD患者中观察到的认知缺陷更相关［33］。目前AD
突触研究大量集中在海马［34］、皮质等领域，极少涉及

嗅球。有研究表明，6～7月龄之后的APP/PS1转基因

AD模型小鼠嗅球的树突棘密度显著降低，突触小泡破

损，PSD厚度降低［35］。本研究发现，6月龄APP/PS1
小鼠突触结构出现肿胀，12月龄小鼠的突触结构损伤

更为严重，突触界面无法分辨，与以往文献报告结果

相同。MEM干预 3个月后可缓解APP/PS1小鼠的突触

损伤，早期（3月龄）较晚期（9月龄）时进行干预的

改善效果更明显。异常的神经网络兴奋性是AD的一个

普遍特征。Palop等［36］研究表明，中等水平的Aβ可以

增强突触前活动及突触传递，而高水平的Aβ会降低谷

氨酸能突触传递并最终导致突触丢失。另外，Wesson
等［37］认为嗅球的早期神经元过度兴奋可能增强Aβ的
突触后释放。因此，异常的神经网络兴奋性与Aβ的产

生、释放之间形成了恶性循环，这种恶性循环可能加

速AD的发病。笔者推测美金刚在Aβ低浓度阶段的早

期（3月龄）干预降低了嗅球神经元的过度兴奋及其对

Aβ的积累和传递，从而改善了6-APP/PS1组小鼠的突

触结构。

认知障碍主要是由与年龄相关的神经病变累积驱

动［38］，同时自然老化过程也是影响嗅觉功能的主要因

素之一［39］。有研究认为，嗅觉功能障碍已被确定为老

年人 5年死亡率的最佳预测指标［40］。本研究观察到，

与 6-C57相比，12-C57的僧帽细胞密度下降，突触小

泡数量减少，说明随月龄增加，C57BL/6小鼠不仅会

出现空间记忆能力的下降，嗅球也会出现超微结构的

早期改变，提示老化是影响认知功能和嗅觉病理的重

要因素。研究显示，APP/PS1转基因小鼠嗅球中Aβ负
荷呈年龄依赖性增加［41］，而嗅觉系统中Aβ沉积物会

促进啮齿类动物的AD病理学改变［42］。本实验发现，

与 12-C57相比，12-APP/PS1小鼠的空间记忆能力有
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显著下降，球周细胞、僧帽细胞数量大幅减少，突触

结构损害加重，突触体广泛肿胀、变性，说明APP/
PS1小鼠在衰老过程中比正常同龄小鼠更容易出现认

知功能障碍和嗅球病理改变，而嗅觉系统的显著病理

改变可能是加重空间学习记忆障碍的重要原因。

美金刚可以减少嗅球神经元的损伤，增加僧帽细

胞数量，改善突触结构。根据既往研究推测，美金刚

可能通过阻断谷氨酸浓度的升高、减少AD早期嗅球神

经元过度活跃，减少脑内Aβ的产生和传播，从而改善

空间记忆能力。未来本研究组将重点研究AD模型小鼠

空间记忆与嗅球内部神经震荡、神经元活动的相关性，

以此探讨美金刚在AD嗅觉障碍临床应用中的潜在机

制。此外，AD嗅觉缺陷是由于中枢还是外周嗅觉神经

系统的功能障碍所引起，目前这一问题仍不明确。大

脑皮层和边缘系统都有可能是AD嗅觉障碍的原因。美

金刚对嗅觉投射的大脑皮层（颞叶）、边缘系统（杏仁

核、海马和下丘脑）等其他嗅觉系统及认知功能的影

响，也需要更多的基础实验和临床试验来明确。

综上所述，本实验初步观察了不同时程APP/PS1
双转基因小鼠嗅球病理和超微结构的变化，发现美金

刚早期干预可能是改善AD嗅球病理改变的有效方法，

但这一结果还需要进一步的研究加以证实。
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新型钠磷转运蛋白抑制剂DZ1462在5/6肾切除高
磷血症模型大鼠中的药效研究
卢 晓1,2, 张 林2, 季 辉1, 江善祥1

(1. 南京农业大学动物医学院, 南京 210095; 2. 迪哲医药股份有限公司, 上海 201203)

[摘要] 目的 探讨新型肠道钠磷转运蛋白小分子抑制剂DZ1462在大鼠5/6肾切除高磷血症动物模型中的降磷效
果。方法 首先随机选取156只Wistar大鼠，分为4组：第Ⅰ组6只为正常对照，饲喂正常饲料；第Ⅱ组60只，经过
5/6肾切除后饲喂正常饲料；第Ⅲ组60只，经过5/6肾切除后饲喂高磷饲料；第Ⅳ组30只为假手术组，即只打开腹
腔，不摘除肾脏，闭合伤口后饲喂高磷饲料。造模周期为10周。每两周检测各组大鼠血清磷含量，记录大鼠死亡
数量，并进行HE染色观察肾脏病理变化，筛选高磷血症动物模型。选取符合入组标准的18只模型大鼠（均来源于
第Ⅲ组），随机分为3组：模型对照组，记为G2组；DZ1462给药组（每次30 mg/kg，每日3次），记为G3组；商
品化的降血磷药物碳酸司维拉姆片（Sevelamer） 给药组（每次250 mg/kg，每日3次），记为G4组。每组6只，
连续给药21 d。另外设正常对照组，记为G1组。运用无机磷检测试剂盒分析各组大鼠的血清磷水平变化。结果
在手术建模后的第8周和第10周，5/6肾切除手术+高磷饲料饲喂的第Ⅲ组大鼠血清磷水平均明显高于正常对照第Ⅰ组
（P＜0.01）；第Ⅲ组大鼠的肾脏出现了明显的肾小球硬化、肾小管萎缩、退化、间质炎症、纤维化和钙化，与人慢
性肾病并发的高磷血症相似，提示肾性高磷血症动物模型建立成功。用药后，在各测量时间点上，DZ1462组大鼠
的血清磷抑制率显著高于Sevelamer组（P＜0.05）。结论 DZ1462作为一种新型肠道钠磷转运蛋白小分子抑制剂，
在大鼠高磷血症模型中能够有效抑制肠道磷离子的吸收，有望成为临床上治疗高磷血症的一种潜在有效药物。
[关键词] 5/6肾切除手术；高磷血症；钠磷转运蛋白抑制剂；DZ1462；大鼠
[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）03-0187-07
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[ABSTRACT] Objective To study the efficacy of DZ1462, a novel sodium-phosphate transporter
inhibitor, on rat hyperphosphatemia models established by 5/6 nephrectomy. Methods Totally 156 rats
were randomly selected into four groups. Rats fed a normal diet were control group, named as groupⅠ (n=
6); rats fed a normal diet after 5/6 nephrectomy were named as groupⅡ (n=60); rats fed a high phosphate
diet after 5/6 nephrectomy were named as group Ⅲ (n=60); rats fed a high phosphate diet after sham
surgery were named as group Ⅳ (n=30). The molding cycle was 10 weeks. Serum Pi was detected and the
number of animal deaths was recorded every two weeks. Hematoxylin-eosin (HE) staining was performed to
observe the change in kidney pathology, and to screen animal models with high phosphorus blood
syndrome. Totally 18 model rats that met the inclusion criteria (all of groupⅢ) were selected and randomly
assigned to three groups: the model control group recorded as the G2 group; the DZ1462 administration
group (30 mg/kg, tid, 21 d) recorded as the G3 group; the Sevelamer administration group (250 mg/kg, tid, 21
d) recorded as the G4 group. In addition, the normal control group was set as the G1 group. Serum
phosphate levels were measured using a kit. Results In the 8th and 10th weeks, compared to group Ⅰ ,
serum phosphorus in group Ⅲ showed a significant difference (P < 0.01). The kidneys in group Ⅲ had
obvious glomerular sclerosis, renal tubular atrophy, degeneration, interstitial inflammation, fibrosis, and
calcification. Similarly to chronic kidney disease accompanied by hyperphosphatemia, the animal model
was established successfully. At each time point, the serum phosphorus inhibition rate of the G3 group was
significantly higher than that of the G4 group (P < 0.05). Conclusion DZ1462, as a novel small-molecule
inhibitor of intestinal sodium and phosphorus transporter, can effectively inhibit intestinal phosphorus ion
absorption in rat hyperphosphatemia model, and is expected to become a potential drug for the clinical
treatment of hyperphosphatemia.
[Keywords] 5/6 Nephrectomy; Hyperphosphatemia; Sodium-phosphate transporter inhibitors; DZ1462;

Rats

大鼠和小鼠最常被用作人类疾病模型动物，这些

动物与人类基因组同源性很高，易于操作，而且生命

周期快，可短时间内得到治疗试验效果［1-3］。根据预

期研究的目的，通过外科手术、药物灌注或环境改变

的操作来诱导疾病动物模型是重要且必要的［4］。5/6肾
切除动物模型因能够再现慢性肾病（chronic kidney
disease， CKD）患者在临床中发生的代谢紊乱和骨

病［5-6］，已被用于研究肾脏疾病的发生机制、病理生

理学及治疗策略等［7-10］。
CKD患者的代谢废物（如磷酸盐等）无法通过泌

尿系统排出体外，会累积并形成高磷血症［11］，继而出

现骨质疏松、软组织钙化，以及冠状动脉钙化等各种

症状，给高磷血症患者带来巨大的痛苦和经济压力。

肠道内 90%以上的磷主动转运依靠钠磷转运蛋白

（Na-phosphate transporter type 2b，NPT2b）。目前临床

上治疗CKD引起的高磷血症应用最广的是离子交换结

合剂盐酸司维拉姆（Sevelamer），但是往往服药量大，

容易产生严重的肠胃不良反应，并且价格昂贵，因此

该药物的临床使用受到一定限制。至今，临床上尚没

有通过抑制肠道内NPT2b转运蛋白来控制血磷的药物。

DZ1462作为迪哲医药股份有限公司新研发的针对

NPT2b转运蛋白的一种小分子抑制剂，预期能通过抑

制NPT2b蛋白的活性降低肠道内磷的转运效率，从而

改善高磷血症。本研究首先采用5/6肾切除联合高磷饲

料喂养的方法构建了大鼠高磷血症模型，然后在该模

型上比较DZ1462和 Sevelamer的药物治疗效果，以期

为国产新药DZ1462应用于临床提供基础数据。

1 材料与方法

1.1 实验动物
SPF级Wistar大鼠购自北京维通利华实验动物有限

公司 ［SCXK （京） 2021-0006； SCXK （京） 2012-
0001］，5～7周龄，雄性；经过检疫合格后，通过恒温

运输车运送至上海，进入迪哲医药股份有限公司

［SYXK（沪） 2018-0015］的屏障设施内饲养，适应 1
周后开始实验。本研究经迪哲医药股份有限公司实验

动物伦理委员会审查批准（IACUC No.1404-RDS-01），
所有动物实验操作符合实验动物3R原则及国内外相关

的实验动物福利伦理标准要求。

动物饲养环境的温度控制在20～26 ℃，相对湿度
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为 40%～70%，相对外界大气压为 30 Pa。正常的动物

饲料为美国进口LabDiet颗粒饲料，动物饮用水为反渗

透水，饲料容器及饮水瓶经高温高压灭菌冷却后使用。

1.2 主要试剂
舒泰 50（货号为 7WLEA）购于法国 VIRBAC公

司；DZ1462化合物（批号 009）为迪哲医药股份有限

公司实验室合成。特殊定制的高磷饲料（含 1.2%磷）

购自北京科奥协力饲料有限公司。Sevelamer（产品批

号B4882B01）购自赛诺菲（杭州）制药有限公司。无

机磷检测试剂盒（产品编号 990-40091）购自绍兴市

创烨生物科技有限公司。

1.3 5/6肾切除法构建CKD高磷血症大鼠模型
选取 156只大鼠，随机分为 4组：其中第Ⅰ组 6

只，设为正常对照，饲喂正常饲料且不手术；第Ⅱ组

60只，经过5/6肾切除后饲喂正常饲料；第Ⅲ组60只，

经过 5/6肾切除后饲喂高磷饲料；第Ⅳ组 30只，为假

手术组，即只打开腹腔，不摘除肾脏，闭合伤口后饲

喂高磷饲料。

5/6肾切除手术过程：使用舒泰 50（60 mg/kg）腹

腔注射麻醉大鼠，同时肌内注射痛立定（4 mg/kg）进

行术前止痛；背部肾区剃毛备皮，手术刀切开皮肤，

钝性分离肌肉，将左侧肾脏暴露；缝线结扎肾脏的上

下各1/3并切除，止血棉压迫止血；观察确认没有出血

后，将剩余肾脏放回体内，闭合伤口，碘酒消毒伤口。

1周以后进行二次手术，完整切除右侧肾脏。手术后饲

喂10周以模拟患者肾脏损伤的过程。

1.4 动物模型对DZ1462和Sevelamer的药效学
研究
1.4.1 给药方法

与正常对照Ⅰ组大鼠比较，血清磷水平增加＞

50%，是高磷血症大鼠模型建立成功的判定标准。最

终有18只符合条件的高磷血症模型大鼠（从第Ⅲ组中

挑选）入组进行药效实验，随机分3组，每组6只。G2
（模型对照）组，不给予任何药物，饲喂正常饲料；G3
组灌胃给予DZ1462 30 mg/kg（给药体积为 10 mL/kg体
质量），每天3次，同时饲喂高磷饲料；G4组灌胃给予

碳酸 Sevelamer 250 mg/kg（给药体积为 10 mL/kg体质

量），每天 3次，同时饲喂高磷饲料。连续用药 3
周（即 21 d）。同时以第Ⅰ组大鼠继续作为正常对

照，命名为 G1组。

1.4.2 临床观察
手术后和用药后（D0表示给药前的当天）均观察

各组大鼠的精神状态、活动灵活性、体表被毛、采食

量、体质量变化等一般情况，以及有无水肿、腹腔积

液或瘫痪等病症。每天上下午各观察一次，每次观察

时长约30 min。
1.4.3 血清磷含量检测

每周采集各组大鼠的血清样本，即尾静脉采血后，

3 000 r/min，离心 5 min，取血清后常温运送至上海达

安医学检测中心有限公司，使用无机磷测定试剂盒在

室温下利用紫外比色法测定血清磷含量。血磷抑制率

（%）＝（5/6肾切除手术后的血清磷含量－药物治疗

后的血清磷含量） /（5/6肾切除手术后的血清磷含

量－正常对照组的血清磷含量）×100%。

1.4.4 肾脏病理学观察
各组动物造模10周后经二氧化碳安乐死，解剖获

得肾脏肾盂部分，用体积分数为 40%的甲醛溶液固定

后，进行病理切片，切片厚度约4 μm。然后使用自动

染色机进行HE染色，光学显微镜下观察肾脏组织病理

学变化，拍照后用Aperio系统进行分析。

1.5 统计学处理
各组实验所得数据均采用 -x ± s表示，使用Graph

Prism Version 10软件自带统计功能进行统计学分析。

组间比较采用单因素方差分析，组内两两比较采用

LSD-t检验，以P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 建模过程中各组大鼠的临床表现
第Ⅰ组正常对照大鼠活动灵便，精神状态良好，

毛色亮泽。第Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组大鼠精神状态较差，有不

同程度的毛脱落现象，不喜活动，饮食量减少；其中

第Ⅲ组（5/6肾切除手术+高磷饲料喂养）比第Ⅱ组

（5/6肾切除手术+正常饲料喂养）更严重。在第二次手

术结束后观察10周，第Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组大鼠陆续出现死

亡的情况，死亡大鼠存在腹腔积液和不同程度的水肿

等现象；其中第Ⅱ组和第Ⅲ组的总体死亡率在第10周
时分别为 30%和 40%，第Ⅳ组（假手术+高磷饲料喂

养）则只有6%。第Ⅰ组大鼠没有出现死亡情况。第1、
3、5、7、10周各组大鼠的死亡率见表1。
2.2 建模过程中各组大鼠的血清磷含量

与第Ⅰ组（不手术+正常饲料喂养的正常对照组）

相比，第Ⅳ组（假手术+高磷饲料喂养）和第Ⅱ组（5/
6肾切除手术+正常饲料喂养）大鼠随着饲养时间延

长，大鼠的血清磷水平呈逐步下降的趋势，而第Ⅲ组
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（5/6肾切除手术+高磷饲料喂养）的血清磷水平持续显

著上升，第 8和第 10周时与对照组相比的差异均有极

显著的统计学意义（P＜0.01，图1）。

2.3 5/6肾切除高磷血症模型的病理组织学评估
HE染色观察各组大鼠的肾脏组织病理结果（图2）

显示，与正常对照组（GI）大鼠相比，GIII组（5/6肾
切除手术+高磷饲料）大鼠的剩余肾脏组织中有明显的

肾小球硬化，肾小管萎缩、退化，间质炎症、纤维化

和钙化等病理现象。其肾损伤情况与CKD患者类似，

可以作为CKD动物模型。

2.4 不同化合物处理后大鼠血清磷水平的比较
在药物治疗后的第7天、第14天和第21天，和未

表1 各组大鼠在建模10周内的死亡率
Table 1 Mortality of different group ratswithin 10weeks aftermodeling

分组
Group

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ

动物数量
Animal n

6

60

60

30

第1周
1st Week
No.

0

6

8

0

Rd%

0

10

13

0

第3周
3rd Week
No.

0

3

2

1

Rd%

0

15

16

3

第5周
5th Week
No.

0

0

2

1

Rd%

0

15

20

6

第7周
7th Week
No.

0

6

2

0

Rd%

0

25

23

6

第10周
10th Week
No.

0

5

10

0

Rd%

0

30

40

6

注：No.指死亡数，Rd%指死亡率。第Ⅰ组不手术且饲喂正常饲料，作为正常对照；第Ⅱ组经5/6肾切除手术后饲喂正常饲料；第Ⅲ组经5/6肾
切除手术后饲喂高磷饲料；第Ⅳ组只打开腹腔，不摘除肾脏，闭合伤口后饲喂高磷饲料，作为假手术组。
Note：No.，death number；Rd%，death rate. Group Ⅰ consists of normal rats with a normal diet，set as the control group；Group Ⅱ
consists of 5/6 nephrectomy rats with a normal diet；Group Ⅲ consists of 5/6 nephrectomy rats with a high Pi diet；Group Ⅳ consists of
sham operation rats with a high Pi diet.

注：GⅠ，第Ⅰ组正常大鼠饲喂正常饲料；GⅡ，第Ⅱ组5/6肾切除
大鼠饲喂正常饲料；GⅢ，第Ⅲ组5/6肾切除大鼠饲喂高磷饲料；G
Ⅳ，第Ⅳ组假手术大鼠饲喂高磷饲料。**表示第Ⅰ组和第Ⅲ组在第8
周和第10周时血清磷含量差异有极显著的统计学意义（P<0.01）。
Note：GⅠ，normal rats with a normal diet（groupⅠ）；GⅡ，5/6
nephrectomy rats with a normal diet （group Ⅱ）；G Ⅲ ，5/6
nephrectomy rats with a high Pi diet（group Ⅲ）；GⅣ，sham
surgery rats with a high Pi diet（group Ⅳ）. **Represent serum Pi
has a highly significant difference between GroupⅠ and GroupⅢ
at the 8th and 10th week（P < 0.01）.
图1 不同组别大鼠血清磷测试结果
Figure1 Serum phosphorus levels in different groups of

rats

注：GⅠ为第Ⅰ组正常大鼠饲喂正常饲料，GⅢ为第Ⅲ组5/6肾切除
高磷血症模型大鼠。上方图片放大倍数为100，下方图片放大倍数
为200；实线箭头示间质炎症纤维化，虚线箭头示肾小球硬化。
Note：GⅠ is normal rats with a normal diet（groupⅠ），GⅢ is 5/6
nephrectomy rats with a high Pi diet（groupⅢ）. The magnification
of the upper and the lower is 100 and 200，respectively. The solid
arrow shows the interstitial fibrosis and inflammatory，and the
dashed arrow shows glomerular sclerosis.
图2 5/6肾切除手术模型大鼠的肾脏组织病理评估（HE染色）
Figure 2 Pathological evaluation of kidney tissue in 5/6

nephrectomymodel rats（HE staining）
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经药物处理的 5/6肾切除高磷血症模型对照组（G2）
相比，DZ1462治疗组（G3）和Sevelamer治疗组（G4）
大鼠的血清磷含量均有所降低，并且DZ1462的降磷效

果优于市售药物 Sevelamer；但 DZ1462 给药组与

Sevelamer给药组相比，血清磷的绝对值差异尚无统计

学意义（P > 0.05，图 3）。而在经DZ1462和 Sevelamer
药物治疗后的第 7、14、21天时，DZ1462给药组大鼠

的血清磷抑制率分别为 （65±27）%、（61±13）%、

（44±16）%，Sevelamer给药组大鼠的血清磷抑制率分

别为（22±13）%、（47±15）%、（28±11）%，各时间

点两组间差异均有统计学意义（P＜0.05）。

3 讨论

利用5/6肾切除术建造动物模型已被广泛用于CKD
的药理药效学研究［12-14］，其机制主要是通过手术切除

大部分肾脏，导致剩余的肾脏代偿性运转，肾小球过

度劳作增生，且随着病情的进展，肾实质转变为失代

偿期，病理表现为肾小管萎缩、肾小管间质纤维化、

肾小球硬化和局灶性肥大，最终形成CKD。5/6肾切除

术造模后动物的精神状态、饮食、体质量等方面下降

明显，与人类CKD后期的临床症状非常相似［15-19］。本

研究所建立的5/6肾切大鼠模型的肾脏病理结果与上述

文献报告一致。

在动物品系选择上，Hamzaoui等［20］比较了2个品

系小鼠129/Sv和C57BL/6JRj中利用5/6肾切术进行心血

管和肾脏造模的结果，发现5/6肾切12周后，129/Sv和
C57BL/6JRj雄性小鼠的血浆肌酐水平均显著升高，但

129/Sv小鼠在多尿、肾脏组织学损害和蛋白尿增加方

面比C57BL/6JRj小鼠表现更明显，提示5/6肾切对129/
Sv小鼠心血管和肾脏的影响比 C57BL/6JRj小鼠更明

显。由此可见，不同品系小鼠的造模结果不同。本研

究选择Wistar大鼠，是因为大鼠手术操作比较容易，

而且可以从尾静脉多次重复采集血样；相比而言，小

鼠眼眶采血的量受限制，且眼眶多次采血不符合动物

福利要求。

本实验造模时第Ⅱ和Ⅲ组大鼠经 5/6肾切手术后，

分别饲喂正常饲料和高磷饲料。结果发现，第Ⅲ组大

鼠在造模第 8周和第 10周时血清磷水平显著上升，出

现典型的CKD症状及磷代谢紊乱；与正常对照组大鼠

相比，5/6肾切+高磷饲料建模大鼠出现了明显的肾小

球硬化，肾小管萎缩、退化，间质炎症、纤维化和钙

化现象，表明高磷饲料有助于5/6肾切模型的构建；这

与以往文献报道［17，21-23］的结果基本一致，提示本实

验成功构建了大鼠CKD模型，可以应用于后续DZ1462
的药效学研究。本研究随后制定了入选药效研究的高

磷血症模型动物标准，即与正常大鼠比较，血清磷含

量增加大于50%。最终有18只大鼠被选择继续进行药

效实验。

DZ1462是本实验室新合成的针对NPT2b的特异性

小分子抑制剂。目前市面上尚没有针对NPT2b靶点的

药物。本实验目的是研究DZ1462能否通过调节体内血

清磷水平，缓解CKD患者的钙磷代谢异常，改善肾功

能，减轻临床症状。本研究利用5/6肾切高磷血症大鼠

模型，对DZ1462及临床上应用的阴离子树脂结合剂

Sevelamer的药效进行比较。结果表明，DZ1462（30
mg/kg）和 Sevelamer（250 mg/kg）每天 3次口服给药

21 d的治疗后大鼠血清磷含量均有所减少，且DZ1462
的降磷效果优于 Sevelamer，但两者的绝对值比较差异

无统计学意义（P＞0.05）；进一步统计分析发现，两

注：G1为不手术+正常饲料喂养的正常对照大鼠；G2为5/6肾切除
高磷血症模型对照组大鼠饲喂正常饲料；G3为5/6肾切除高磷血症
模型大鼠经灌胃给予DZ1462 30 mg/kg并饲喂高磷饲料；G4为5/6
肾切除高磷血症模型大鼠经灌胃给予盐酸酸司维拉姆（Sevelamer）
250 mg/kg并饲喂高磷饲料。**表示G2组大鼠在用药第0、7、14、
21天（即D0、D7、D14、D21）血清磷水平均与G1正常对照组显著
增高（P < 0.01）。
Note：G1 is normal rats with a normal diet；G2 is 5/6 nephrectomy
and high diet model rats received a normal diet；G3 is 5/6
nephrectomy and high diet model rats received a high Pi diet and
DZ1462 30 mg/kg；G4 is 5/6 nephrectomy and high diet model rats
received a high Pi diet and Sevelamer 250 mg/kg. **Represent
serum Pi in G2 is significantly higher than that in G1 on days 0，7，
14，and 21（P < 0.01）.
图3 用药后不同组大鼠血清磷水平的比较
Figure 3 Comparison of serum phosphorus levels among

different groups of rats after drug treatment
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者的血清磷抑制率比较差异有统计学意义（P＜0.05）。
目前全球范围内在研的针对NPT2b的小分子抑制

剂有日本Astella公司的ASP3325和Daiichi Sankyo公司

的DS2330b。两家公司公布的Ⅰ期临床试验结果表明，

ASP3325和DS2330b均不能改善CKD患者的高血磷状

态［24-25］，这与本研究结论有差异。根据已公布的数据

推测，ASP3325和DS2330b这两个化合物治疗失败的

原因可能是其作用靶点的特异性不够，同时药物暴露

时间不足，两个化合物的体内暴露量也远超DZ1462，
同时不同物种间磷的转运机制也可能有所不同，这些

都是需要重点考虑的因素。总之，口服特异性小分子

NPT2b抑制剂治疗高磷血症的作用仍然难以确定，值

得继续研究。

需要说明，本研究尚存在一定的局限性，包括没

有测试更多的指标，如成纤维细胞生长因子 23
（fibroblast growth factor 23，FGF23），以及未进行心脏

肥大、主动脉钙化、次生海绵体区的海绵骨分析等，

未能判断DZ1462对大鼠心脏、组织钙化和骨质疏松等

方面的影响。本课题组今后将在动物模型上检测更多

的肾脏相关指标，并通过建立更有效的人源化动物模

型来研究DZ1462对高磷血症的治疗效果。

综上所述，本研究利用大鼠5/6肾切手术联合饲喂

高磷饲料的方式成功建立了高磷血症模型。使用该模

型对DZ1462的药效学进行验证，同时与临床上应用广

泛的Sevelamer进行了药效比较；结果表明，DZ1462对
大鼠血清磷的抑制率显著高于 Sevelamer，表明在大鼠

5/6肾切模型上，DZ1462具有良好的降磷效果。本研

究结果提示，DZ1462作为一种全新的NPT2b抑制剂，

能够部分阻断肠道磷离子的吸收，有着与Sevelamer完
全不同的作用机制，有望成为高血磷症患者的另外一

个用药选择。
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复方卡森糖浆缓解D-氨基半乳糖引起的小鼠急性化
学性肝损伤
麦丽开·阿不力米提1, 艾山·艾比布勒1, 史 深1, 阿不都沙拉木·阿不都热依木2, 艾尼瓦尔·塔力甫3

(1. 新疆维吾尔自治区疾病预防控制中心, 乌鲁木齐 830002; 2. 新疆维吾尔自治区中医医院老年病科, 乌鲁木齐

830000; 3. 新疆维吾尔自治区维吾尔医院, 乌鲁木齐830000)

[摘要] 目的 探讨复方卡森糖浆对D-氨基半乳糖（D-galactose）致小鼠急性化学性肝损伤的保护作用。方法
通过腹腔注射D-氨基半乳糖800 mg/kg建立小鼠化学性肝损伤模型。根据服用药物及剂量不同分为模型对照组（不
服用药物），复方卡森糖浆低剂量组、中剂量组、高剂量组，炎消迪娜儿糖浆阳性对照组，同时设立正常对照组。
每组8只。复方卡森糖浆（8mL·kg-1·d-1）与炎消迪娜儿糖浆（12 mL·kg-1·d-1）分别灌胃后，检测小鼠血清生化、肝功
能及肝损伤免疫学指标的变化，并通过HE染色观察肝组织病理性改变。结果 与正常对照组相比，模型组小鼠肝
脏指数升高（P＜0.05），提示肝损伤。与模型组比较，复方卡森糖浆治疗后血清生化、肝功能指标均有所下降（P＜
0.05）。与对照组比较，模型组小鼠肝脏匀浆中丙二醛 （malondialdehyde，MDA） 和谷胱甘肽过氧化物酶
（glutathione peroxidase，GSH-Px）活性增高（P＜0.05），超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD） 活
性明显降低 （P＜0.01）。与模型组比较，复方卡森糖浆各剂量组小鼠 SOD活性均升高 （P＜0.05）。HE染
色结果显示，复方卡森糖浆组的小鼠肝脏炎性细胞浸润、变性、坏死等肝损伤病理现象有所改善。结论 复方卡森
糖浆能有效缓解D-氨基半乳糖诱导的小鼠肝损伤状态，对肝脏有一定的保护作用。

[关键词] 复方卡森糖浆；急性化学性肝损伤；保肝作用；小鼠
[中图分类号] R-332；Q95-33 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）03-0194-07

Compound Casson Syrup Alleviates Acute Chemical Liver Injury in Mice

Caused by D-galactosamine

Merika·Ablimiti 1, Aishan·Abibule 1, SHI Shen1, Abdu-salamu·Abdu-reyimu 2, Enivar·Taleb 3

(1. Xinjiang Center for Disease Control and Prevention, Urumqi 830002, China; 2. Department of Geriatrics,
Xinjiang Hospital of Traditional Chinese Medicine, Urumqi 830000, China; 3. Xinjiang Uyghur Hospital, Urumqi
830000, China)

Correspondence to: Enivar·Taleb, E-mail: 154914729@qq. com

[ABSTRACT] Objective To investigate the protective effect of compound Casson syrup on acute
chemical liver injury induced by D-galactose in mice. Methods The chemical liver injury model was
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established by intraperitoneal injection of D-galactose 800 mg/kg. The experiment was divided into 6
groups, including normal control group, model control group, positive control group of Yanxiaodinar syrup,
and compound Casson syrup low-dose, medium-dose and high-dose groups, with 8 rats in each group.
After intragastric administration of compound Casson syrup (8 mL·kg-1·d-1) and Yanchaudinar syrup (12 mL ·
kg-1·d-1), the changes of serum biochemistry, liver function and immunological indexes of liver injury were
detected, and the pathological changes of liver tissue were observed. Results Compared with the normal
control group, the liver index of model group was increased (P < 0.05), suggesting liver injury. Compared
with model group, serum biochemical and liver function indexes were decreased after treatment with
compound Casson syrup (P < 0.05). Compared with normal control group, the activities of malondialdehyde
(MDA) and glutathione peroxidase (GSH-Px) in liver homogenate of model group were increased (P < 0.05),
and the activity of superoxide dismutase (SOD) was significantly decreased (P < 0.01). Compared with
model group, SOD activity in compound Casson syrup groups was increased (P < 0.05). HE staining showed
the inflammatory cell infiltration, degeneration, necrosis and other pathological phenomena of mouse liver
caused by D-galactose were reversed after Casson syrup treatment. Conclusion Compound Casson syrup
can effectively relieve the liver injury induced by D-galactose, and has a certain protective effect on liver.
[Keywords] CompoundCasson syrup; Acute chemical liver injury; Liver protection; Mice

维吾尔医药是中国传统医药的重要组成部分，也

是我国四大民族医药之一［1］，在临床上广泛用于炎症

疾病的治疗［2］。研究表明，维吾尔医学常用药材之一

的毛菊苣提取物对小鼠肝纤维化具有一定的保护作

用［3］。在维吾尔语中毛菊苣又名卡森（ ），新疆地

区维吾尔医学应用中主要取卡森地上部分和根入药，

味微苦、咸，性凉，清肝利胆，用于治疗湿热黄疸、

胃痛食少及水肿尿少［4-6］。
复方卡森糖浆由茴香根皮、菊苣根、玫瑰花、黄

瓜子、小茴香、菊苣子、葫芦子仁 7味药材组成，具

有通滞利肝、利尿消肿等功能，用于胆液质过盛而引

起的各种疾病。目前，临床上该药主要用于肝炎、肝

硬化、胆囊炎、带状疱疹、荨麻疹、关节炎等疾病的

治疗［7］。虽然相关临床资料已经表明“复方卡森糖

浆”具有治疗肝病的效果［8-9］，但进一步研究该制剂

的保肝作用机制可为复方卡森糖浆的临床应用提供更

多理论基础，并为新药开发奠定基础。

本研究以复方卡森糖浆的保肝作用为切入点，建

立D-氨基半乳糖致小鼠急性化学性肝损伤模型，探讨

复方卡森糖浆对小鼠血清生化肝功能指标及免疫学水

平的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物
SPF级雄性 ICR小鼠，体质量为18～22 g，由上海

斯莱克实验动物有限公司［SCXK（沪） 2017-0005］

提供，动物质量合格证编号为 20170005007808，饲养

于新疆维吾尔自治区疾病预防控制中心实验动物屏障

设施［SYXK（新） 2016-0001］。动物在实验前一周进

行适应性喂养，相对湿度为40％～60％，温度为20～
24 ℃，12 h光照交替，自由饮用净化水，摄食小鼠标

准颗粒饲料（江苏省协同医药生物工程有限公司提供

的SPF级大鼠小鼠维持饲料）。本研究中动物实验方案

经新疆维吾尔自治区疾病预防控制中心实验动物福利

与伦理委员会审查批准（2020-002），所有动物实验操

作符合实验动物3R原则及国内外相关的实验动物福利

伦理标准要求。

1.2 主要药品与试剂
复方卡森糖浆和炎消迪娜儿糖浆参考标准物均由新

疆维吾尔自治区维吾尔医医院制药厂生产，批准文号分

别为新药文号M20041581、国药准字Z65020183，规格

均为 200 mL/瓶。D-氨基半乳糖购自美国 Sigma公司。

谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH-PX）
检测用 ELISA试剂盒、超氧化物歧化酶（superoxide
dismutase，SOD）和丙二醛（malondialdehyde，MDA）
检测用 ELISA试剂盒均购自武汉酶免生物科技有

限公司。血清谷草转氨酶（aspartate aminotransferase，
AST）、谷丙转氨酶 （alanine aminotransferase，ALT）
和碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）活性检测

试剂盒均购自深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司。

HE染色液购自珠海贝索生物技术有限公司。

1.3 主要仪器
AccuteTBA-40FR东芝全自动生化分析仪为日本东

نىساك
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芝公司产品；BS323S电子天平为德国 Sartorius公司产

品；SCIENTZ-48高通量组织研磨器购自宁波新芝生物

科技股份有限公司；721型分光光度计购自上海第三分

析仪器厂。

1.4 动物分组、模型建立及药物处理
按小鼠体质量随机分组，分别为正常对照组、模

型对照组、炎消迪娜儿糖浆阳性对照组及复方卡森糖

浆低、中、高剂量组，共6组，每组8只。复方卡森糖

浆低、中、高剂量组分别按原药液的 50%、100%、
200%（即用恒温水浴锅加热原药液使之蒸发水分

50%，药物浓度增加至原来的一倍）配制药物，按

8 mL·kg-1·d-1灌胃，连续7 d［5］。为了证明复方卡森糖

浆（新药）的有效性，将炎消迪娜儿糖浆（国药）作

为阳性对照标准品。阳性对照组按12 mL·kg-1·d-1给予

炎消迪娜儿糖浆灌胃，连续7 d。正常对照组和模型对

照组给予同体积的生理盐水。

末次给药1 h后，除正常对照组外，其他各组小鼠

均腹腔注射给予D-氨基半乳糖800 mg/kg，建立急性化

学性肝损伤模型。然后观察各组小鼠的肝损伤病理变

化及血清生化水平。

1.5 用药后小鼠血清生化及免疫学指标测定
肝损伤模型建立 24 h后，腹腔注射戊巴比妥钠

（150 mg/kg）麻醉小鼠。眼球取血［10-11］，常规分离血

清并使用试剂盒测定ALT、AST、ALP活性，以此反映

肝功能。另外取肝脏组织块（0.1～0.2 g），放入匀浆

管中，冰水浴条件下用机械式匀浆机 8 000～10 000 r/
min匀浆，10 s/次，间隙30 s，连续3～5次。将制备好

的 10%匀浆液用普通离心机（2 500 r/min）离心 10～
15 min，取上清液，采用ELISA法测定SOD、GSH-Px、
MDA含量，以反映肝细胞损伤程度。

1.6 用药后小鼠肝脏组织病理学观察
动物分组前、解剖前各测量一次体质量，解剖后

测量肝脏和脾脏质量，并计算肝脾指数（小鼠肝脏或

脾脏质量/小鼠体质量×100%）。解剖后各组小鼠的肝脏

组织经质量分数为 4%的中性甲醛溶液固定，常规制

片。HE染色法观察各组小鼠肝组织病理学变化。

1.7 统计分析
采用SPSS 22软件对各实验结果数据进行分析。所

有数据用-x ± s表示。多组样本均数比较，首先采用单

因素方差分析，再采用LSD-t检验进行两两比较。P＜
0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 肝脾指数测定
与正常对照组相比，模型组小鼠的肝脏指数及脾

脏指数均有升高，其中肝脏指数升高具有统计学意义

（P＜0.05）。与模型组相比，复方卡森糖浆低、中剂量

组小鼠的脾脏指数（0.26±0.05）、炎消迪娜儿糖浆阳性

对照组小鼠的肝脏指数（4.42±0.75）均显著下降（P＜
0.05），详见表1。

表1 复方卡森糖浆对D-氨基半乳糖所致小鼠肝、脾指数的影响
Table 1 Effect of compoundCasson syrup（CCS）on liver and spleen indexes ofmice induced by D-galactose

（
-x ± s, n=8）

组别
Group

正常对照
Normal control
模型对照
Model control
炎消迪娜儿糖浆对照
YS control
低剂量复方卡森糖浆
Low-dose of CCS
中剂量复方卡森糖浆
Medium-dose of CCS
高剂量复方卡森糖浆
High-dose of CCS

剂量
Dose/(mL·kg-1·d-1)

-

-

12

4

8

16

实验前体质量
Pre-test body mass/g

24.00±1.07

25.00±2.39

20.13±3.31

27.50±0.76

22.88±3.36

26.13±0.99

解剖前体质量
Preanatomic body mass/g

29.19±1.70

28.85±4.88

27.16±2.98

30.99±1.36

28.91±1.75

28.66±1.81

肝脏指数
Liver index/ (mg·g-1)

4.95±0.61

5.93±0.84*

4.42±0.75#

4.50±0.38

5.35±0.83

4.64±0.29

脾脏指数
Spleen index/ (mg·g-1)

0.30±0.07

0.36±0.01

0.32±0.05

0.26±0.05#

0.28±0.06#

0.32±0.06

注：炎消迪娜儿糖浆用作复方卡森糖浆的阳性对照药物。与对照组比较，*P<0.05；与模型组比较，#P<0.05。
Note：Yanxiaodinar syrup（YS）was used as the positive control of compound Casson syrup（CCS）. Compared with control group，*P<
0.05；compared with model group，#P<0.05.
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2.2 肝功能评估
与正常对照组比较，模型组小鼠的血清 ALT、

AST和ALP水平显著升高（P＜0.05）。与模型组比较，

复方卡森糖浆和炎消迪娜儿糖浆各给药组小鼠的血清

AST、ALT水平均有所下降；而各给药组之间虽有波

动，但无显著性差异。与模型组比较，各给药组的血

清ALP水平显著下降（P＜0.05），详见表2。结果提示

D-氨基半乳糖可致小鼠肝功能下降，而复方卡森糖浆

对肝功能具有一定的保护作用。

2.3 抗氧化状态评估
与正常对照组比较，模型组小鼠肝脏组织匀浆中

MDA和GSH-Px含量增高（P＜0.05），SOD含量明显

降低（P＜0.01）。与模型组比较，复方卡森糖浆各剂
量组小鼠肝脏 SOD含量增高（P＜0.05），其中高剂量
组增高明显（P＜0.01）；而MDA和GSH-Px含量出现
不同程度的降低，有些剂量组的差异有统计学意义

（P＜0.05），详见表3。结果提示复方卡森糖浆对D-氨
基半乳糖导致的肝细胞损伤具有一定的拮抗作用。

表3 复方卡森糖浆对D-氨基半乳糖所致化学性肝损伤小鼠肝组织MDA、GSH、SOD的影响
Table 3 Effects of compoundCasson syrup onMDA, GSH, SOD in liver tissues ofmicewith chemical liver injury caused by

D-galactose
（

-x ± s, n=8）

组别
Group

正常对照组Normal control

模型对照Model control

炎消迪娜儿糖浆对照YS control

低剂量复方卡森糖浆Low-dose of CCS

中剂量复方卡森糖浆Medium-dose of CCS

高剂量复方卡森糖浆High-dose of CCS

剂量
Dose/(mL·kg-1·d-1)

-

-

12

4

8

16

MDA
ρ/(µmoL·mg-1)
0.79±0.10

0.82±0.14*

0.74±0.09#

0.56±0.18#

0.67±0.12#

1.09±0.09

GSH-Px
ρ/(nmoL·mg-1)
25.60±7.79

32.13±9.24*

27.27±9.03

30.34±6.51

26.33±10.05

19.82±16.44#

SOD
z/(U·mg-1)

12.23±3.21b

4.37±3.94**

5.78±1.56#

7.30±1.53#

5.89±1.64#

20.16±5.17##

注：炎消迪娜儿糖浆用作复方卡森糖浆的阳性对照药物。MDA为丙二醛，GSH-Px为谷胱甘肽过氧化物酶，SOD为超氧化物歧化酶；与对照组比
较，*P<0.05，**P<0.01。与模型组比较，#P<0.05，##P<0.01。
Note：Yanxiaodinar syrup（YS）was used as the positive control of compound Casson syrup（CCS）.MDA is malondialdehyde；SOD is
superoxide dismutase；GSH-Px is glutathione peroxidase；compared with the control group，*P<0.05，**P<0.01；compared with model
group，#P<0.05，##P<0.01.

表2 复方卡森糖浆对D-氨基半乳糖所致化学性肝损伤小鼠血清ALT、AST、ALP的影响
Table 2 Effects of compound Casson syrup on serum ALT, AST and ALP of mice with chemical liver injury caused by D-

galactose
（

-x ± s, n=8）

组别
Group

正常对照Normal control

模型对照Model control

炎消迪娜儿糖浆对照YS control

低剂量复方卡森糖浆Low-dose of CCS

中剂量复方卡森糖浆Medium-dose of CCS

高剂量复方卡森糖浆High-dose of CCS

剂量
Dose/(mL·kg-1·d-1)

-

-

12

4

8

16

ALT
z/(U·L-1)

34.63±1.41

101.13±51.3*

53.60±10.43

59.63±37.74

45.25±17.80

38.80±4.76

AST
z/(U·L-1)

144.50±27.30

241.25±41.04*

216.20±50.45

182.63±56.29

159.13±31.84

145.80±13.03

AST/ALT

4.18±0.84#

2.39±1.69

4.19±1.47

3.44±0.99

3.79±0.95

3.83±0.75

ALP
z/(U·L-1)

171.50±20.10#

217.50±81.39*

157.80±17.30#

169.13±28.98#

173.38±27.64#

149.60±24.81#

注：炎消迪娜儿糖浆用作复方卡森糖浆的阳性对照药物。ALT为谷丙转氨酶，AST为谷草转氨酶，ALP为碱性磷酸酶。与对照组比较，*P<0.05；与
模型组比较，#P<0.05。
Note：Yanxiaodinar syrup（YS）was used as the positive control of compound Casson syrup（CCS）. ALT is alanine aminotransferase；AST is
aspartate aminotransferase；ALP is alkaline phosphatase. compared with control group，*P<0.05；compared with model group，#P<0.05.
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2.4 组织病理学评估
对照组小鼠的肝小叶结构清晰完整，肝细胞无异

常（图 1A）。模型组小鼠的肝索结构紊乱，有明显的

肝细胞灶性坏死，周围有炎性细胞浸润，表明存在急

性肝组织损伤（图 1B）。阳性组小鼠的局部肝细胞轻

度肿大，肝小叶结构无明显异常，提示肝组织损伤得

到明显改善（图 1C）。与模型组比较，复方卡森糖浆

低、中、高剂量组小鼠的肝组织病理损伤得到明显改

善（图 1D、E、F），表现为肝小叶结构较完整，无明

显炎性细胞浸润。

3 讨论

近年来，由于不良生活习惯和现代社会生活和工

作环境，如高压力、久坐、熬夜加班、长期酗酒、摄

入高热量食品及慢性病药物的长期使用等因素，药物

性肝病、酒精性肝病的发病率明显上升。据统计，

2015年我国酒精性脂肪性肝病患者约2 463.5万人，其

中40多岁年龄段的人群的酒精性肝病发病率最高，为

10%以上［12］；另外，约有25%的人存在非酒精性肝脂

肪［13］。化学性有害物质通过胃肠道和血液循环进入肝

脏进行代谢，因此肝脏容易受到这些毒性物质的损害，

造成化学性肝损伤。肝损伤动物模型类似于人类肝炎

发生的病理生理过程，是筛选保肝药物较为理想的研

究模型之一。因此，应加强实验与临床应用的结合，

注重整体观念与辨证论治，从而充分体现传统医药治

疗化学性肝损伤的优势及广阔前景［14］。
本研究通过D-氨基半乳糖诱导建立了 ICR小鼠急

性化学性肝损伤模型，模型组小鼠的肝、脾脏指数均

显著升高，说明肝脏和脾脏均受到化学物质的影响。

其中，炎消迪娜儿糖浆阳性对照组小鼠的脾脏指数偏

低应不是毒性反应，而是与当时动物体质量偏小相关。

肝功能指标检测数据表明，复方卡森糖浆各剂量组具

有保肝作用。本研究表明，复方卡森糖浆给药组小鼠

血清中ALT和AST水平均明显低于肝损伤模型组，说

明中药在降低ALT、AST以及保护肝细胞方面起到了

一定的作用；该结果与以往文献结论［15-16］相一致。

进一步评估各组小鼠的抗氧化状态，结果显示模型组

小鼠肝组织匀浆中MDA、GSH-Px值升高，SOD含量

明显降低，并且HE染色后观察发现模型组小鼠的肝组

织发生了病理学改变，说明化学性肝损伤模型建立

注：A为正常对照组；B为模型对照组；C为炎消迪娜儿糖浆阳性组；D、E和F分别为复方卡森糖浆低、中、高剂量组。
Note：A is normal control group；B is model control group；C is Yanxiaodinar syrup positive group；D，E and F are compound Casson syrup
low-dose，medium-dose and high-dose groups，respectively.
图1 复方卡森糖浆对D-氨基半乳糖所致化学性肝损伤小鼠肝组织病理学影响（HE染色，×200）
Figure 1 Effect of compound Casson syrup on liver tissue caseology of D-galactose induced chemical liver injurymice（HE

staining，×200）
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成功。

复方卡森糖浆对肝损伤的修复作用，是因为复方

卡森糖浆通过影响肝脏代谢机能，增强抗氧化作用，

调节机体免疫，保护受损肝细胞。复方卡森糖浆和炎

消迪娜儿糖浆都是临床上用于炎症疾病治疗的主要中

药制剂。本研究中同时使用炎消迪娜儿糖浆作为阳性

对照，可以证明动物实验具有检验灵敏性，即能够证

明阳性药物的有效性。

本实验结果表明，复方卡森糖浆可以有效缓解D-
氨基半乳糖引起的小鼠急性化学性肝损伤。本实验以

复方卡森糖浆的保肝作用为切入点，研究该制剂的保

肝作用可为复方卡森糖浆的临床应用提供理论基础，

并为新药开发奠定基础。
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不同方法建立大鼠慢性阻塞性肺疾病模型的比较
研究
卢心鹏, 刘 蓉, 黄文博, 赵 瑾, 李洪涛

(广州医科大学附属第一医院, 呼吸疾病国家重点实验室, 广州呼吸健康研究院, 广州 510120)

[摘要] 目的 比较烟草烟雾暴露（cigarette smoke exposure，CSE）及其联合细菌脂多糖（lipopolysaccharide，
LPS）气道内滴注两种方法建立大鼠慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary disease，COPD）模型的
效果及特点。方法 将SD大鼠随机分为对照组、CSE组和CSE+LPS组，每组10只，分别给予正常环境饲养、熏烟
箱CSE、熏烟箱CSE联合LPS气道内滴注。建立大鼠COPD模型后24周检测大鼠肺功能，HE染色观察气道和肺组
织病理变化，ELISA检测血清白细胞介素-8 （interleukin-8，IL-8）和肿瘤坏死因子-ɑ（tumor necrosis factor ɑ，
TNF-ɑ）含量。结果 CSE+LPS组和CSE组大鼠肺功能结果显示，气道阻力、静态肺顺应性、功能残气量均高于对
照组，而潮气量、每分钟通气量、第50 ms用力呼气容积与用力呼气容积比均低于对照组（均P＜0.05），而CSE+
LPS组比CSE组大鼠的肺功能明显下降（均P＜0.05）。CSE组和CSE+LPS组肺泡腔均呈代偿性扩张，LPS+CSE组
可见部分间隔变薄、断裂，形成肺大泡。CSE+LPS组和CSE组大鼠血清IL-8和TNF-ɑ含量均明显高于对照组（均
P＜0.05），而且CSE+LPS组大鼠TNF-ɑ表达水平明显高于CSE组（P＜0.05）。结论 应用CSE联合气管滴注LPS的
方法建立的COPD大鼠模型更接近于人类疾病的临床表现，CSE+LPS联合方法优于单纯CSE的方法。
[关键词] 慢性阻塞性肺疾病；脂多糖；烟草烟雾；肺功能；大鼠模型
[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）03-0201-06

A Comparative Study of Chronic Obstructive Pulmonary Disease Rat

Models Established by DifferentMethods

LUXinpeng, LIU Rong, HuangWenbo, ZHAO Jin, LI Hongtao
(Guangzhou Institute of Respiratory Health, State Key Lab of Respiratory Diseases, the First Affiliated Hospital of
Guangzhou Medical University, Guangzhou 510120, China)
Correspondence to: LI Hongtao (ORCID: 0000-0002-2694-0514), E-mail: gyhongtao@126.com

[ABSTRACT] Objective To compare the effects and characteristics of cigarette smoke exposure (CSE)
alone and CSE combined with airway instillation of bacterial lipopolysaccharide (LPS) in chronic obstructive
pulmonary disease (COPD). Methods Male SD rats were randomly divided into control, CSE, and CSE+
LPS groups, with 10 rats in each group. After 24 weeks, the models were established and the lung function
of the rats was measured. Hematoxylin-eosin (HE) staining was performed to observe the pathological
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changes in the airway and lung tissue. The ELISA method was used to detect the level of serum interleukin-
8 (IL-8) and tumor necrosis factor α (TNF-α) in peripheral blood. Results Airway resistance (RI), functional
residual capacity (FRC), and chord compliance (Cchord) of the CSE and LPS+CSE groups were higher than
those of the control group (all P < 0.05), while the tidal volume (TV), minute volume (MV), and forced
expiratory volume in 50 ms (FEV50) / forced vital capacity (FVC) of the CSE and LPS+CSE groups were lower
than those of the control group (all P < 0.05). HE staining of lung tissue showed that the average alveolar
intercept and thickness of the small airway walls were higher in the CSE and LPS+CSE groups than those in
the control group. Compensatory enlargement was evident in the alveolar cavity of the CSE and CSE+LPS
groups, and the alveolar septum widened, with a fusion of pulmonary alveoli in the CSE+LPS group. The
levels of IL-8 and TNF-α in serum of the CSE and CSE+LPS groups were higher than those of the control
group (all P < 0.05). The level of TNF-α in serum of the CSE+LPS group was higher than that of the CSE
group (P < 0.05). Conclusion The CSE combined with LPS method is superior to CSE alone for
establishing the COPD rat model, and the combined model is closer to clinical manifestations.
[Keywords] Chronic obstructive pulmonary disease; Lipopolysaccharide; Cigarette smoke; Lung

function; Ratmodels

慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary
disease，COPD）简称慢阻肺，是一种气流受限不完全

可逆、呈进行性发展的疾病，以气道、肺实质和肺血

管的慢性炎症为主要特征。随着发达国家人口老龄化

进展、发展中国家吸烟人数上升和生物燃料污染严重，

世界卫生组织预计未来 COPD的发病率将持续升高，

到 2060年可能将有超过 540万人/年死于COPD及相关

疾病［1］。我国COPD的发病状况也相当严重，40岁以

上人群COPD的死亡率达到13.7%［2］。作为一种高致残

率和高病死率的疾病，COPD的防治始终是临床和基础

研究的重点之一。建立与临床患者疾病发生发展及病

理变化相符合的动物模型，是研究COPD发病机制与

治疗药物的基础。目前建立COPD动物模型的常见方

法有两种，即烟草烟雾暴露（cigarette smoke exposure，
CSE）以及 CSE联合细菌脂多糖（lipopolysaccharide，
LPS）暴露（CSE+LPS）［3-5］，但尚未有关于这两种方

法建立大鼠COPD模型的对比研究报告。本研究对CSE
和CSE联合气道内滴注LPS两种方法建立的大鼠COPD
模型进行评价和对比分析。

1 材料与方法

1.1 实验动物
30只SPF级雄性SD大鼠，6～8周龄，体质量140～

160 g，购于浙江维通利华实验动物技术有限公司

［SCXK（浙） 2019-0001］。大鼠饲养于广州医科大学

实验动物中心屏障环境［SYXK（粤） 2020-0227］，温

度 22～25 ℃，湿度恒定，12 h日夜交替照明。本实验

所涉及的动物实验操作均经过广州医科大学附属第一

医院实验动物伦理委员会批准（No. 202040A）。
1.2 主要仪器和试剂

小动物有创肺功能仪（BUXCO，美国），自制小

动物密封熏烟箱（规格为100 cm×60 cm×60 cm），全波

长多功能酶标仪（Thermo，美国）。红玫牌香烟（广东

中烟工业有限责任公司，焦油量12 mg，烟碱量1.1 mg，
一氧化碳量 15 mg），细菌脂多糖（Sigma，美国），使

用时用生理盐水（即 0.9% NaCl溶液）配制成 1 mg/mL
溶液。大鼠 IL-8 和 TNF- ɑ 检测用 ELISA 试剂盒

（R&D，美国）。

1.3 大鼠COPD模型制备
将 SD大鼠随机分为对照组、CSE组和 CSE+LPS

组，每组 10只。分别采用CSE法和CSE联合LPS气管

滴注法制备大鼠COPD模型［6-7］。方法如下：CSE组大

鼠置于熏烟箱，点燃10支香烟进行烟雾暴露1 h，每天

上午和下午各1次，中间间隔6 h；每周熏烟6 d，共24
周。CSE+LPS组大鼠熏烟方式与CSE组相同，并于第

9、10、12周的第一天，将大鼠用2%异氟烷麻醉，固

定于自制固定板上，在喉镜下经大鼠气道滴注 LPS，
每只大鼠每次给药 0.2 mg/kg；给予 LPS 当天不熏

烟［7-8］。对照组大鼠在正常环境下饲养。

1.4 大鼠肺功能指标测定
造模结束后，大鼠按体质量给予3%戊巴比妥钠麻

醉，仰卧位固定行气管插管，连接小动物有创肺功能

仪，测定大鼠有创肺功能指标，包括：气道阻力

（airway resistance，RI）、潮气量（tidal volume，TV）、
静态肺顺应性（chord compliance，Cchord）、功能残气

量（functional residual capacity，FRC）、每分钟通气量
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（minute volume，MV）、第 50 ms用力呼气容积（forced
expiratory volume in 50 ms，FEV50）和用力呼气容积比

（forced vital capacity，FVC）等参数，计算FEV50/FVC。
1.5 肺组织病理学观察

肺功能测定完成后，打开大鼠胸腔，暴露心脏取

血，然后取左肺叶组织，用质量分数为4%的多聚甲醛

溶液固定 24 h后，常规依次脱水、石蜡包埋、切成

4 μm的薄片，并用苏木精-伊红（HE）染色，光学显

微镜（100倍视野）下观察肺组织病理学变化。

1.6 大鼠血清IL-8和TNF-ɑ测定
各组大鼠心脏取血，室温静置 1 h，3 000 r/min离

心10 min，分离血清。采用ELSIA法以酶标仪检测 IL-
8、TNF-ɑ水平。具体步骤按照试剂盒说明书操作。

1.7 统计学方法
采用 SPSS 16.0统计学软件进行实验结果数据分

析。计量材料采用-x ± s表示。多组间样本比较先进行

单因素方差分析，有统计学意义时，组内两组间两样

本再采用LSD-t检验进行比较，以P＜0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠一般情况
对照组大鼠精神良好，饮食正常，毛发有光泽，

呼吸平稳，无气促。CSE组和CSE+LPS组大鼠在造模

期间均出现精神萎靡、咳嗽、气促、毛发枯黄等症状，

而且进食饮水量减少。造模结束后，CSE组和CSE+LPS
组大鼠平均体质量分别为（524±21） g和（513±14） g，
与对照组［（666±19）g］相比有明显差异（P＜0.05），而

CSE组和CSE+LPS组之间无明显差异，见图1。

2.2 各组大鼠肺功能参数比较
大鼠肺功能测定结果显示，CSE组和CSE+LPS组

大鼠的RI、Cchord、FRC值均明显高于对照组，差异

有统计学意义（P＜0.05），TV、MV、FEV50/FVC均明

显低于对照组，差异有统计学意义（P＜0.05）；和

CSE组比较，CSE+ LPS组的 RI、FRC值显著升高，

FEV50/ FVC显著下降，差异均有统计学意义（P＜
0.05），见表1。
2.3 各组大鼠肺组织病理学形态

HE染色后光学显微镜下观察大鼠肺组织切片

肺泡及小气道周围炎症情况，结果发现：对照组

大鼠肺组织肺泡结构完整连续，未见明显炎性细

胞浸润，肺泡间隔整齐无断裂；CSE组大鼠小气

注：Control指正常环境下饲养的对照组，CSE指烟草烟雾暴露组，
CSE+LPS指烟草烟雾暴露联合细菌脂多糖气道内滴注组。每组10只
大鼠。
Note：Control，rats in the control group raised in a normal
environment；CSE，rats in the cigarette smoke exposure group；
CSE+LPS，rats in the intratracheal LPS instillation combined with
CSE group. There were 10 rats in each group.
图1 造模后各组大鼠的体质量生长曲线图
Figure 1 Body weight growth curve of rats in each group

after modeling

表1 造模后各组大鼠的肺功能指标
Table 1 Lung functions of rats in each group aftermodeling

（
-x±s, n=10）

Group

Control

CSE

CSE+LPS

RI/(cmH2O·s－1·mL－1)

0.250±0.026

0.315±0.018*

0.348±0.025*#

TV/mL

3.90±0.19

3.64±0.10*

3.57±0.14*

Cchord/(mL·cmH2O－1)

1.210±0.042

1.310±0.071*

1.395±0.120*

FRC/mL

5.29±0.51

5.88±0.59*

6.58±0.44*#

MV/mL

233.98±11.40

218.72±5.18

214.12±8.60*

FEV50/ (FVC/%)

0.155±0.041

0.118±0.030*

0.099±0.035*#

注：Control指正常环境下饲养的对照组，CSE指烟草烟雾暴露组，CSE+LPS指烟草烟雾暴露联合细菌脂多糖气道内滴注组。RI即气道阻力，
TV即潮气量，Cchord即静态肺顺应性，FRC即功能残气量，MV即每分钟通气量，FEV50/FVC即第50 ms用力呼气容积和用肺活量之比。*表
示与Control组比较，P < 0.05；#表示与CSE组比较，P < 0.05。
Note：Control，rats in the control group raised in a normal environment；CSE，rats in the cigarette smoke exposure group；CSE+LPS，rats
in the intratracheal LPS instillation combined with CSE group. There were 10 rats in each group. RI，airway resistance；TV，tidal volume；
Cchord，chord compliance；FRC，functional residual capacity；MV，minute volume；FEV50/FVC，forced expiratory volume in 50 ms VS
forced vital capacity. *Represent significant differences compared to the control group，P < 0.05；#Represent significant differences
compard to the CSE group，P < 0.05.
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道支气管壁增厚，气道周围炎性细胞浸润，肺泡间

隔增宽且炎性细胞浸润，邻近肺组织、肺泡腔呈代偿

性扩张；CSE+LPS组大鼠肺组织与 CSE组大鼠类似，

除了支气管壁增厚、肺组织间隙存在炎性细胞浸润、

肺泡间隔扩大外，还可见部分肺泡间隔变薄、断裂，

形成肺大泡（图2）。

2.4 各组大鼠血清IL-8和TNF-ɑ含量
与对照组比较，CSE组和CSE+LPS组大鼠血清中

IL-8含量均明显升高（P＜0.05），CSE组和 CSE+LPS
组之间差异无统计学意义（P＞0.05）。与对照组比较，

CSE组和CSE+LPS组的TNF-ɑ含量也均明显升高（P＜
0.05），而且 CSE+LPS组 TNF-ɑ含量明显高于 CSE组
（P＜0.05）。各组数据详见表2。

3 讨论

COPD是一种常见的呼吸系统疾病，其特征是持续

气流受限同时伴有支气管慢性炎症增加。目前COPD

发生发展的确切原因并不明确。吸烟是COPD高度相

关的危险因素，烟草中含有多种有害化学成分和细小

颗粒，能引起肺部炎性反应、气道阻塞和肺泡结构改

变［2］。建立符合临床实际的COPD动物模型，是研究

COPD发病机制的重要基础，也是深入研究COPD的重

要部分。理想的COPD动物模型应具有与人类疾病相

一致的临床特征，满足以气流受限为特征的肺功能改

变、气道损伤和肺内炎症细胞增多等条件［9］。大鼠、

小鼠、豚鼠、猪、马、兔、比格犬等动物均可用于建

立COPD模型。其中，大鼠因基因组序列与人类基因

组类似，容易进行基因调控，而且繁殖周期短、饲养

成本低等特点，成为最常用的COPD模型动物。与小

鼠模型相比，大鼠的取材也更加方便。

目前常见的 COPD 动物造模方法有多种，如

CSE［6，10］、可吸入颗粒物质暴露［11-12］、气管注射

LPS［13］等。本研究选择了 CSE和 CSE联合气管滴注

LPS所诱导的COPD大鼠模型，并对这两种方法建立的

模型进行比较评价。

肺功能检测和肺组织病理检查是目前公认的评价

COPD动物模型建立是否成功的标准。本研究结果显

示，单纯CSE方法和CSE联合气管滴注 LPS方法建立

的COPD模型大鼠的肺功能均比对照组明显下降，肺

部炎性细胞明显增多，出现肺泡结构紊乱和气道黏液

高分泌等慢阻肺症状，这与用CSE联合 LPS气管滴注

法建立小鼠COPD模型和用单纯CSE法建立老年（22
周龄）大鼠COPD模型显示的肺功能和肺组织病理学

变化［7-8，14］是一致的，表明本研究中两种方法建立的

注：Control指正常环境下饲养的对照组，CSE指烟草烟雾暴露组，CSE+LPS指烟草烟雾暴露联合细菌脂多糖气道内滴注组。
Note：Control，rats in the control group raised in a normal environment；CSE，rats in the cigarette smoke exposure group；CSE+LPS，rats
in the intratracheal LPS instillation combined with CSE group.
图2 各组大鼠肺组织病理形态变化（HE染色，×100）
Figure 2 Pathological changes of lung tissues of rats in each group（HE staining，×100）

表2 各组大鼠血清中IL-8和TNF-ɑ含量
Table 2 Serum contents of IL-8 and TNF- ɑ in different

groups of rats
（

-x±s, n=10）

Group
Control
CSE

CSE+LPS

IL-8 ρ/(pg·mL－1)
77.48±11.65
162.87±17.95*

160.72±33.04*

TNF-ɑ ρ/(pg·mL－1)
57.43±9.30
109.35±13.78*

141.10±18.82*#

注：Control指正常环境下饲养的对照组，CSE指烟草烟雾暴露组，
CSE+LPS 指烟草烟雾暴露联合细菌脂多糖气道内滴注组。与
Control组比较，*P < 0.05；与CSE组比，# P < 0.05。
Note：Control，rats in the control group raised in a normal
environment；CSE，rats in the cigarette smoke exposure group；
CSE+LPS，rats in the intratracheal LPS instillation combined with
CSE group. There were 10 rats in each group. *Represent
significant differences compared to the control group，P < 0.05；
#Represent significant differences compared to the CSE group，
P < 0.05.

204



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicineJun. 2022, 42(3)

COPD大鼠模型均成功。

LPS是革兰阴性细菌细胞壁的主要促炎性糖脂，

进入肺脏后能刺激单核细胞、内皮细胞及中性粒细胞，

合成释放一系列炎症介质，导致肺部急性感染，从而

形成肺气肿［15］。在本研究中，CSE联合气管滴注LPS
的方法旨在模拟感染引起COPD急性发作从而导致肺

功能急剧下降及气道黏液高分泌的特点。

气道炎性反应在COPD的发生及发展过程中具有

重要作用。IL-8和TNF-ɑ是重要的促炎因子，在机体

免疫应答中也发挥作用。促炎因子 IL-8在烟草烟雾诱

导的肺部炎症调节方面发挥着关键作用［16］。TNF-ɑ可
以促进中性粒细胞向肺组织趋化、黏附和渗出，释放

弹性蛋白酶，增强氧化反应，从而损伤上皮细胞，导

致肺气肿［17］。TNF-ɑ水平能够反映肺组织的损伤程

度，其表达水平的升高与COPD患者的气道炎症增加

和肺功能下降有关，会增加COPD的病死率，因此可

将其作为评价肺损伤的可靠指标［18］。
本实验结果显示，以 CSE和 CSE联合气管滴注

LPS的方法建立 COPD模型后，大鼠血清中 IL-8和
TNF-ɑ表达水平均显著升高，肺功能明显下降，RI、
Cchord、FRC均显著升高，TV、MV、FEV50/FVC则均

显著降低（P＜0.05）。肺组织病理切片的HE染色结果

进一步证实支气管存在炎性细胞浸润，肺泡壁变薄，

肺泡腔有不同程度的扩张和断裂；这些结果均证明这

两种方法建立的COPD大鼠模型均成功。而且与单纯

烟雾暴露组相比，CSE联合气管滴注 LPS组大鼠血清

中的 IL-8和TNF-ɑ表达水平升高更为显著，肺功能下

降更加明显，气道壁增厚更加显著，气道炎症更明显，

肺泡腔扩张、断裂更为明显。这表明CSE联合气管滴

注LPS的方法更能促进炎症细胞浸润，导致肺组织气

管壁增厚，气流受限，通气能力下降。

综上所述，本实验采用两种方法都能够成功建立

COPD大鼠模型，而且CSE联合气管滴注LPS方法建立

COPD模型后大鼠肺功能损害、肺组织炎症与人类慢阻

肺的临床病理特点更加接近，提示该方法建立的COPD
模型可以更好地模拟慢阻肺的病理变化。
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脓毒症动物模型的制备方法及影响因素
李 潇, 颜海鹏, 肖政辉

(南华大学儿科学院, 湖南省儿童医院重症医学科, 长沙 410007)

[摘要] 脓毒症是常见的急危重症，其致病机制复杂，常涉及全身多个器官、系统，其中炎性反应、免疫功能紊
乱、凝血功能障碍等多种因素联结成相互联系、相互影响的网络系统，加重病情进展。目前脓毒症病死率约25%，
严重威胁人类健康。建立稳定可靠的脓毒症实验动物模型是了解感染早期宿主防御调控机制、病情进展期宿主反应
失调机制及研究新型药物治疗效果的重要手段。目前脓毒症动物模型的建立方法种类繁多，且影响因素较多。本文
就脓毒症动物模型的制备方法及影响因素进行综述，以期为研究者选择合适的动物模型提供参考。
[关键词] 脓毒症；动物模型；盲肠结扎穿孔术；小鼠
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[ABSTRACT] Sepsis is a common acute and critical illness, and its pathogenic mechanism is complex,
often involving multiple organs and systems in the body. Various factors such as inflammatory response,
immune dysfunction, and coagulation dysfunction are connected into an interconnected and mutually
influencing network system, aggravating the severity of the disease. At present, the case fatality rate of
sepsis is about 25%, which is a serious threat to human health. Establishing a stable and reliable
experimental animal model of sepsis is an important means to understand the mechanism of host defense
regulation in the early stage of infection, the mechanism of host response disorder in the stage of disease
progression and to study the therapeutic effect of new therapeutic drugs. At present, there are many
methods to establish animal models of sepsis, and there are many influencing factors. Therefore, this paper
reviewed the preparation methods and influencing factors of animal models of sepsis, in order to provide
some references for researchers to select suitable animal models.
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脓毒症（sepsis）是宿主对感染的反应失调而引起

的危及生命的器官功能障碍［1］。全球流行病学调查数

据显示，脓毒症和严重脓毒症住院病死率分别为 17%
和 26%；国内多项流行病学调查结果也与之相似，该

病是困扰重症监护病房医生的棘手问题之一［2-3］。脓

毒症病程受多种因素的影响。为了更好地研究脓毒症

的病理机制，寻找更加合理的临床诊疗措施，学者们

尝试建立各种脓毒症动物模型以模拟人类脓毒症的病

程。然而脓毒症的临床前动物模型很难完全复制临床

上人类脓毒症的复杂性，并受到多种因素的影响和制
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约，现将这些因素综述如下。

1 脓毒症模型的建立方法

结合近些年研究可知，现有的脓毒症动物模型制

备方法大致分为四类：（1）注射外源性毒素模型；（2）
注射外源性活菌模型；（3）腹腔感染模型；（4）腹腔

外脓毒症模型。其中前三种最为常用。

1.1 注射外源性毒素模型
向动物体内注射外源性毒素可建立脓毒症动物模

型。例如内毒素或脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）
可诱导机体产生炎性因子，通过介导适应性免疫或产

生放大的级联反应，促使全身炎性反应发生。可通过

静脉、腹腔等不同途径向动物体内输注 LPS，根据剂

量和方法不同，分为小剂量一次性输注、小剂量持续

输注和大剂量一次性输注。小剂量单次输注 LPS，引

起宿主的器官功能损伤较轻，自愈率较高。大剂量单

次输注LPS通常会导致心输出量降低，血管阻力正常

化或增加，与脓毒症早期高排低阻改变（即全身血管

阻力下降，并伴有高心排血量）不符，引起的宿主炎

性反应过重，死亡率过高，且致死的原因非脓毒症而

是毒血症，与研究目的不符［4］。持续小剂量输注可较

好地模拟人类早期高动力和晚期低动力的变化，同时

伴有免疫系统的激活，能达到与临床脓毒症相似的死

亡率，适于研究抗炎复合物如炎性小体的作用以及炎

性级联反应的激活机制。但注射LPS导致细胞因子短

期急速升高，与人类脓毒症病程中产生低而持久可检

测的细胞因子水平不符，有一定局限性［5］。
1.2 注射外源性活菌模型

脓毒症是细菌及其细胞壁成分 LPS释放入血导致

的全身炎性反应。通过腹腔或静脉注射细菌如大肠埃

希菌，能引起机体炎性介质如肿瘤坏死因子-α（tumor
necrosis factor，TNF-α）和白细胞介素（interleukin，
IL） -1β快速升高，产生的宿主反应与毒素中毒模型

相似，且腹腔内给药产生的炎性反应较静脉给药途径

减弱。输注外源细菌可导致弥散性血管内凝血，并参

与微血管内皮细胞的活动，扰乱抗凝机制，同时可引

起低血压休克，适于研究宿主对病原体的反应机制，

探讨针对组织因子及其受体途径的干预方法［5-6］。但

该模型缺少类似于临床脓毒症的感染源，且脓毒症通

常是多菌性的，单一菌株的使用不能很好地反映脓毒

症的临床表现。

1.3 腹腔感染模型
腹腔感染是脓毒症患者最常见的感染源，且腹腔

感染模型操作简便，可重复性高，得到了广泛应用。

有研究发现，64%的高被引脓毒症动物相关研究使用

了盲肠结扎穿孔术（cecal ligation and puncture，CLP）［7］。
CLP模型通过将盲肠结扎穿孔，使腹腔内少量持续溢

入混有多种细菌的肠内容物，重现了多菌性腹膜炎的

临床特点，同时可呈现出促炎和抗炎免疫反应的激活、

持续的炎性反应、早期高动力和晚期低动力循环状态、

多器官功能障碍及细胞因子反应的类似动力学变化。

且通过控制结扎盲肠的长度及穿孔所用针头大小、穿

孔数目等因素可调控脓毒症模型动物的死亡率，适于

评估腹腔内感染［5，8-9］。但CLP模型可形成腹腔内脓肿

和腹膜炎两种情况，模型的坏死组织也缺少像临床上

手术切除的干预方式，所以有研究者提出可通过建立

升 结 肠 支 架 植 入 腹 膜 炎 （colon ascendens stent
petitonitis，CASP）模型解决这个问题。

CASP模型是将一个固定管径的支架植入升结肠，

使肠内容物持续渗漏到腹腔中，造成急性多菌性脓毒

症性腹膜炎。脓毒症的严重程度可通过改变支架直径

或在二次手术中移除支架并缝合肠穿孔来调节［10-11］。
研究发现，当支架在 3 h内被移除时，小鼠预后较佳，

而当支架植入超过9 h后被移除，小鼠死亡率增加。该

模型血流动力学较稳定，炎性因子水平稳步、持续增

长，常引起多器官功能障碍，适用于弥漫性腹膜炎新

治疗方法的评价。但也有研究发现，随着细胞因子的

快速升高，大鼠模型肝脏中促炎因子表达较多，抗炎

因子表达较少，与肺中促炎因子表达较少而抗炎因子

表达较多的情况相反，可能出现全身炎性反应综合征

（systemic inflammatory response syndrome，SIRS）和代

偿性抗炎反应综合征（compensatory anti-inflammatory
response syndrome，CARS）在不同部位同时发生［12］。
有学者提出盲肠结扎和切口 （cecal ligation and
incision，CLI）模型能更好地模拟脓毒症的急性发作，

适用于脓毒症血流动力学改变和血气分析的短期研

究［5］。但CLI模型的应用还不广泛，其代谢、血流动

力学和免疫反应的特征尚未充分阐明。

将实验动物盲肠内容物腹腔注射到其他动物体内

的盲肠浆液注射模型（cecal slurry injection，CS）是诱

导多微生物脓毒症的另一种方法。新生小鼠器官体积

小，肠道发育不完全，盲肠结扎和穿刺难度高，故CS
模型适用于研究新生儿脓毒症，且避免了手术模型造
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成组织损伤和缺血的影响［13］。
1.4 腹腔外脓毒症模型

有 60%的临床前脓毒症模型采用的是腹腔感染模

型，但在测试新的治疗方法时，腹腔外脓毒症模型也

很重要。通过向气管或鼻腔内注入细菌，进而诱发肺

部感染的动物模型，可用于研究脓毒症的局部病理情

况。该模型的实验操作简单且可重复性高，能引起多

器官损伤；但其细胞因子水平具有菌株特异性，病程

受所选菌株和接种剂量、抗生素的影响，存在一定局

限性［5，14］。

2 建立脓毒症模型的考虑因素

2.1 实验动物种类和品种品系
脓毒症动物模型在进一步了解脓毒症复杂病理生

理机制方面具有重要作用，其中动物的选择是动物模

型建立的首要问题，关系到模型能否成功复刻临床。

虽然许多物种与人类有共同的发病途径，但在脓毒症

方面，物种间的差异是显著的。

目前可用于建立模型的动物种类较多，学者们根

据不同动物种类各自的特点，将其用于不同目的的研

究。大型哺乳动物如猪、犬和灵长类，其遗传背景、

生理特点与人类相似，可对血液和组织进行连续取样、

连续监测器官功能状态，适于观察疾病发生发展过程，

研究脓毒症的基本机制，但成本昂贵，常用于新治疗

药物和治疗模式的最终试验。如灵长类动物黑猩猩，

对于评价脓毒症免疫炎性反应具有重要价值。猪、犬

多用于研究多器官功能障碍综合征（multiple organ
dysfunction syndrome，MODS），也可进行离体细胞培

养。小型哺乳动物如大鼠、小鼠、豚鼠等啮齿类动物，

价格低廉，操作方便，易于进行转基因或基因敲除，

用于观察脓毒症的病理生理变化，进行生存率及基因

相关疾病机制研究［15-16］。
目前 94%的脓毒症模型相关研究使用了啮齿类动

物，其中小鼠模型占79%［17］。关于脓毒症建模的现有

文献中，大多数实验选择了C57BL/6小鼠。但小鼠总

血容量过少，难以连续采集血液或组织样本以评估病

理过程的时间依赖性，且有创性监测如血流动力学技

术的使用受限，难以评估脓毒症的严重程度及所处

阶段。

2.2 动物年龄
流行病学调查表明，年龄是脓毒症患者死亡率的

独立预测因素，是决定脓毒症风险和预后的关键因素，

而且在成年人群中脓毒症病死率随着年龄的增长呈线

性增加。有研究者通过回顾性分析发现，年龄是小儿

脓毒症严重程度的决定因素，年龄越小，病死率越高，

3岁前婴幼儿死亡率高于3岁后的儿童和青少年［18-19］。
小鼠生长周期可分为新生期（1周龄）、幼龄期（3～8
周）、成熟期（2～4月龄）和中老年期（＞4月龄），

可根据实验目的与方法选择合适发育周期的小鼠进行

实验。

目前新生小鼠脓毒症造模推荐选用CS模型，通过

腹腔注射盲肠浆液（1.1～1.3 mg/g）模拟新生儿肠穿孔

引起的多微生物脓毒症，其死亡率具有全身炎症和剂

量依赖性的特点。对于幼龄期、成熟期及中老年期小

鼠，大多采用注射外源性毒素模型及腹腔感染脓毒症

模型，无论是CLP、CASP还是CS、LPS，既依赖于剂

量，也受多种因素如穿孔数目、植入支架直径等影响。

目前大多数实验选用6～12周龄小鼠。在CLP及LPS模
型中均发现老年小鼠死亡率更高（65% vs 20%），IL-6
和TNF-α等炎性细胞因子水平更高，对抗炎性刺激的

免疫反应能力更低，抗生素疗效愈差的特点［5，13，20］。
2.3 动物性别

性别差异影响脓毒症的发病率和预后。对 2001—
2012年包括6 134例成人脓毒症患者数据的回顾性分析

表明，男性脓毒症患者 90 d和 1年死亡率及住院期间

死亡率均较女性高，分别为 45.1%比 42.1%，55.6%比
51.4%，33.8%比 31.3%，女性临床结局优于男性患者

的原因可能与激素的分泌、调节相关［21］，也可能与X
染色体上一些基因参与调节免疫相关蛋白质编码、

mRNA转录有关，还可能是因为多态性X-连锁基因与

细胞嵌合能使女性更好地对抗感染。同时睾酮可通过

激活非基因组途径调节的丝裂原活化蛋白激酶信号等

机制起到免疫抑制作用［22-24］。
研究发现，雌激素水平低下组小鼠巨噬细胞释放

IL-1β和 IL-6的量与正常组小鼠相比明显降低，提示

雌激素有利于免疫功能的维持［25］。相对于雌激素变化

明显的雌鼠来说，雄鼠可能更适合大多数脓毒症建模

相关研究，而对于研究性激素作用及妊娠、卵巢切除

术后对感染的易感性及其病理生理机制研究，则雌鼠

更具价值。

2.4 辅助治疗
临床前脓毒症模型为了更接近临床，应尽量使用

基本的辅助治疗，也可根据实验目的而定。脓毒症常

会导致血压下降和组织灌注不足。2016年的脓毒症和
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脓毒性休克管理国际指南建议，在确诊脓毒症或脓毒

性休克后 1 h内应开始经验性静脉注射抗生素，3 h内
静脉注射至少 30 mL/kg的等渗晶体液。早期积极的液

体复苏可显著增强脓毒症小鼠模型的临床相关性，并

且将CLP小鼠术后4 d的存活率提高60%。而早期体液

复苏不足可能无法复制临床脓毒症中出现的血流动力

学异常状态。实验动物可通过静脉、皮下和腹腔内给

药，为了密切模拟临床，液体复苏应通过静脉途径进

行，但在静脉通路有限的小动物模型中，优先选择腹

腔内给药，因此需结合模型的类型和研究目的选择合

适的给药途径［26-27］。
抗生素的使用是早期治疗脓毒症及脓毒性休克的

关键步骤，能提高CLP术后实验动物存活率，但不是

脓毒症模型中炎性反应和预后的主要决定因素。而且

抗生素剂量需根据具体实验模型选择，目前尚无统一

的给药方案。脓毒症和脓毒性休克管理国际指南建议，

经验性使用广谱抗生素或基于模型和可能或已知的病

原体选用抗生素。如对甲氧西林敏感的金黄色葡萄球

菌可用β-内酰胺类治疗，对大肠埃希菌用第二代或第

三代头孢菌素或氨基糖苷治疗；对多种微生物感染，

如肠穿孔（如CLP和CASP模型），可以使用广谱抗生

素如碳青霉烯，或覆盖G+和G-需氧菌和厌氧菌的药物

组合治疗。有学者曾对 190项小鼠脓毒症研究进行回

顾性分析，结果显示β-内酰胺类使用最频繁（90%）。
另外，感染部位也影响抗生素的选择，不能有效穿过

血脑屏障的抗生素不适用于中枢神经系统感染。在大

多数小型啮齿类动物脓毒症研究中，抗生素为皮下给

药，大型哺乳动物的研究中推荐静脉注射给药［26，28］。
2.5 并发症

脓毒症患者临床上常伴有如肝肾疾病、糖尿病等

慢性病。研究表明脓毒症患者平均伴有1.07个并发症。

目前动物模型基本使用健康、年轻的动物，而理想的

脓毒症动物模型应能模拟临床脓毒症的特点。但合并

肾损伤的CLP模型血管通透性增加，细菌清除率下降，

脓毒症程度比简单CLP模型更重，且脓毒症存在凝血

障碍会影响肝素治疗的效果。因此，可能复杂的脓毒

症动物模型更适于评价药物疗效，研究有并发症的脓

毒症动物模型更具临床意义［29］。

3 建立CLP模型的影响因素

大多数研究采用CLP建立脓毒症模型，而在CLP
手术操作过程中还有许多值得考虑的因素。

3.1 镇痛、镇静方式选择
在动物模型中，疼痛能影响动物行为和免疫系统

功能。脓毒症模型推荐使用镇痛药物，镇痛药成为影

响脓毒症模型存活率及炎性反应的重要因素。目前对

于临床脓毒症患者使用镇痛药的类型及剂量尚无具体

建议，且在临床前脓毒症研究中也较少提及。丁丙诺

啡是啮齿类动物模型中最常用的镇痛药，在小鼠CLP
模型中，通常是腹腔内或皮下注射，且尚无推荐剂量，

大部分研究所使用剂量为0.05～0.1 mg/kg。研究发现，

在脓毒症免疫相关机制的研究中应用丁丙诺啡对小鼠

存活率、细胞因子水平的影响不大，相比于易导致细

菌移位及促进细菌生长的吗啡，免疫抑制作用较弱的

阿片类药物可能更适用于脓毒症炎症相关的研究［30］。
动物实验常需对动物进行麻醉。有研究表明，挥

发性麻醉剂可增强巨噬细胞的吞噬作用，并降低TNF-
α、IL-1β mRNA的表达，在一定程度上保护了体内缺

血再灌注损伤的组织器官，缩短术后恢复时间，延长

脓毒症小鼠的生存期［31-32］。而水合氯醛的麻醉效果仅

为催眠镇静作用，依据动物伦理目前已不推荐腹腔注

射水合氯醛用于动物麻醉［33］。Herrmann等［32］发现异

氟烷麻醉在小鼠CLP模型中对器官功能损伤、生存率

的改变不明显，未显著影响预后。七氟醚、地氟醚麻

醉可显著提高7 d生存率，减轻器官损伤，降低组织损

伤标志物的表达。

目前在脓毒症模型中，镇痛镇静方式的选择、剂

量选定、适用研究方面的文献不多，还待进一步研究

摸索。

3.2 盲肠结扎长度及穿刺针的大小、数量
在CLP模型中，盲肠结扎长度、穿刺针型号、穿

孔数量都被认为与脓毒症模型损伤严重程度相关，且

作为影响模型死亡率的重要因素。研究发现，在穿刺

针大小和穿孔数量等影响因素一致的情况下，盲肠结

扎穿孔长度是脓毒症严重程度的独立决定因素；结扎

距离大于盲肠长度的5%时（约0.3 cm）才开始出现死

亡，脓毒症严重程度及死亡率随结扎长度增加而提

高［5，34］。但也有学者提出，盲肠结扎长度对脓毒症小

鼠 72 h生存率无明显影响，生存率取决于盲肠体积而

不是长度。因实验动物的盲肠形状不规则，盲肠长度

在结扎穿刺过程中易发生变化，所以盲肠体积相对于

长度来说能够更精确地控制感染灶大小［35］。
使用不同型号的针头，小鼠 7 d死亡率也不同，

18 G为 100%，21 G为 50%，25 G为 5%，脓毒症的严
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重程度随穿刺针头直径增加而加重。随着穿刺针直径

增大和穿孔数增多，粪便流入腹腔的速度越快，感染

越重。因此，实验中通过把控盲肠结扎长度、穿刺针

型号、穿孔数量等因素可能使CLP模型的器官损伤、

炎性反应、死亡率等得到控制［36］。

4 结语

综上所述，腹腔感染模型（如CLP）及注射外源

性毒素模型（如注射 LPS）是目前较为常用的脓毒症

病理生理机制研究模型。建立稳定的动物模型的影响

因素包括动物种类、品种品系、年龄、性别、辅助治

疗等。通过动物模型能够系统研究脓毒症期间许多炎

性介质、通路的作用以及阻止其产生、传递后的影响，

但其临床前模型的预测价值有限，可能与动物和人类

对感染反应程度不同、细胞的转录和表达相关性差、

模型全身炎性反应不重及未出现MODS等因素有关。

脓毒症在中后期可出现长期免疫抑制状态，这时的死

亡率较高，应为脓毒症治疗重点。目前，临床前实验

研究尚缺乏针对脓毒症致MODS的病理生理过程及临

床特点的研究模型。有学者提出使用CLP模型结合二

次打击模型，即最初的创伤或感染发作后诱导继发感

染，更接近临床上脓毒症晚期的实际免疫抑制状态，

有助于阐明CLP改变免疫功能的机制。也可尝试将严

重疾病中出现的人类患者来源的病原体植入实验小鼠，

模拟关键宿主的病原体相互作用［37-38］。但这些研究成

果尚未转化为有效的新疗法，期待在后续的模型研究

中能实现评估脓毒症治疗新策略的突破。
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高脂血症动物模型肾功能损伤机制及干预研究进展
周晓丽, 张 倩, 钱智勇

(天津市疾病预防控制中心毒理科, 天津 300011)

[摘要] 高脂血症与肾功能损伤密切相关，两者相互影响。脂质沉积于肾脏，通过直接和间接的作用，影响肾小
球、肾小管的功能和结构，导致肾功能损伤。而肾功能损伤进一步影响机体脂质代谢，又加剧了高脂血症的进程。
目前，除了合成药物以外，还有很多非合成药物在高脂血症动物模型肾功能损伤的干预治疗中取得了很好的疗效。
本文概述近年来国内外利用高脂血症动物模型研究肾功能损伤机制及其相关干预治疗的最新进展。
[关键词] 高脂血症；肾功能损伤；动物模型
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Research Progress on Mechanism and Intervention of Renal Function

Injury inHyperlipidemia AnimalModel

ZHOUXiaoli, ZHANGQian, QIANZhiyong
(Department of Toxicology, Tianjin Center for Disease Control and Prevention, Tianjin 300011, China)
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[ABSTRACT] Hyperlipidemia is closely related to renal function damage, and they influence each other.
Lipid deposition in the kidney affects the function and structure of glomerulus and renal tubules directly
and indirectly, resulting in renal function injury. On the contrary, renal function damage further affects lipid
metabolism and aggravates the progress of hyperlipidemia. At present, besides synthetic drugs, there are
many non-synthetic drugs which have been well verified in the intervention of kidney injury in
hyperlipidemia animal model. In this paper, the research progress in the mechanism of renal function
damage and the related intervention using hyperlipidemia animal model at home and abroad in recent
years were summarized.
[Keywords] Hyperlipidemia; Kidney injury; Animalmodel

高脂血症（hyperlipidemia）严重危害人类健康，

是由于长期血脂过高引发机体代谢紊乱，进而可引起

心脑血管相关疾病。开发高效低毒的调节血脂药物需

要选择适合的高脂血症动物模型进行研究。建立成功

的高脂血症动物模型是开发安全有效的降脂药物的关

键环节。目前，高脂血症动物模型主要有先天性、化

学物质诱导和转基因高脂血症动物模型。先天性高脂

血症动物模型是在自然条件下发生的，可以很好地模

拟人类疾病的发生、发展过程，应用价值高，缺点是

来源比较少，不能大量应用［1］，常用于药物的筛选及

验证。化学物质诱发的高脂血症动物模型主要有两种：

一种是高脂饲料或高脂乳剂作用一段时间后形成的慢

性高脂血症动物模型，另一种是通过一次性注射化学

物质形成的急性高脂血症动物模型。目前，化学物质

诱发的高脂血症动物模型在研究高脂血症时使用最多。

转基因高脂血症动物模型是将外源重组基因转染并整

合到动物受体细胞基因组中，从而形成在体内表达外

源基因的动物。转基因动物模型是从细胞学角度验证，

适合研究细胞转化、变异中某个致癌基因，缺点是只

能用于特定实验目的，而且技术难度较大，成本

较高［2］。
早在 1982年，Moorhead首次正式提出“脂代谢异

常肾毒性”假说，指出高脂血症对肾脏疾病的发生、

发展具有重要影响［3］。相关研究发现，高脂血症可以

DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2021.116 ·人类疾病动物模型·
Animal Models of Human Diseases
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作为独立危险因素参与肾脏疾病的发生发展，造成肾

脏结构进行性改变，进而肾功能衰退［4］。高脂血症在

诱导肾功能损伤中起着重要作用，而肾功能损伤反过

来也影响脂质代谢。高脂血症对肾脏的损害是一个慢

性积累过程，可能长期没有出现临床症状，即使已经

发生了肾功能衰竭，从临床表现也很难与原发性肾脏

疾病伴高脂血症相区别；因此相关的临床试验并不多，

动物实验研究却相对较多［5］。张维忠等［6］通过对

2009—2010年成都铁路职工健康体检中有完整资料的

2 578例高脂血症患者罹患慢性肾脏病（chronic kidney
disease，CKD）的情况及相关危险因素进行分析，发

现高脂血症患者的白蛋白尿、血尿和肾功能下降发生

率分别为14.08%、2.37%和3.26%，高胆固醇和三酰甘

油水平均与尿微量白蛋白/肌酐比值呈正直线相关性；

该人群中CKD的患病率为17.73%，CKD患病率较普通

人群高，主要症状表现为白蛋白尿。另外，血脂异常

等原因导致的心血管疾病严重影响CKD患者的预后，

已成为终末期肾脏疾病患者的首位死因［7］。因此，深

入探讨高脂血症导致肾功能损伤的发生机制，寻找更

为有效的能够保护肾脏的脂代谢调节药物，对于减少

CKD的发生和改善CKD患者的预后具有十分重要的临

床意义。近年来高脂血症引起肾功能损伤的因果关系

还没有得到广泛的重视，脂质异常对肾功能损伤作用

的相关机制研究还不够深入和系统。本文旨在总结近

年来利用高脂血症动物模型进行肾功能损伤机制及干

预治疗方面的研究进展，为相关科研工作者提供一定

的理论基础。

1 运用动物模型研究高脂血症与肾功能损伤
的关系

高脂血症不仅在心血管疾病的发生进展中起到重

要作用，与慢性肾脏病同样密切相关，并加剧肾脏疾

病的发展［8］。研究证实，高脂饮食可引发高脂血症，

高脂血症使得肾小球系膜增厚，小管间质明显损伤，

从而使肾小球硬化，病变损伤可累及整个肾脏［9］。动

物实验研究发现，原发脂代谢紊乱引起肾功能损伤的

临床表现主要为蛋白尿，病理表现主要为局灶性节段

性肾小球硬化。通过对单肾高血脂组和双肾高血脂组

的尿微量白蛋白含量比较，发现单肾高血脂组的尿微

量白蛋白水平更高，且有显著性差异，推测单侧肾脏

受损的大鼠对尿微量白蛋白更敏感［10］。Liang等［11］用
雄性金黄仓鼠通过腹腔注射链脲佐菌素建模，发现严

重的高脂血症可加速 1型糖尿病早期发展中的肾功能

损伤。樊爱英等［12］研究发现，高脂血症组大鼠的血

清胆固醇、三酰甘油、低密度脂蛋白、尿蛋白和肾脏

病理积分比肾脏疾病组高，肾脏免疫组织化学也显示

高脂饮食组细胞凋亡及死亡受体（death receptor，Fas）
和死亡受体配体（death receptor ligand，Fas L）表达高

于肾脏疾病组，由此可以判断高脂血症可加剧肾小球

损伤和肾脏细胞凋亡，而且Fas和Fas L可能参与其发

病过程。

2 运用高脂血症动物模型研究肾功能损伤
机制

脂质引起肾功能损伤的病理机制主要包括脂质诱

导血管内皮增加、低密度脂蛋白沉积和氧化加速、单

核巨噬细胞浸润增加及活动病变区域内“泡沫细胞”

的形成、系膜细胞增生及系膜基质增多以及肾小管间

质的病变［13］。下面将从脂蛋白沉积、肾小球损伤和炎

性反应3个方面分别展开介绍。

2.1 脂蛋白沉积作用
脂代谢紊乱是肾功能损伤的重要加重因素，尤其

是低密度脂蛋白和氧化型低密度脂蛋白（oxidized low
density lipoprotein，ox-LDL）对肾脏的损害最大，研究

也最多。Ox-LDL通过增加血栓烷 A2（thromboxane
A2，TX-A2）和内皮素促进系膜细胞增殖和肾小球硬

化。Ox-LDL还可通过刺激超氧阴离子的产生，诱导内

皮细胞凋亡［14］。脂质运载蛋白（lipocalin）家族成员

载脂蛋白M（apolipoprotein M，ApoM），相对分子质量

大小约为2 000，常在肾脏中表达，通过调节β-高密度

脂蛋白的形成和总胆固醇的反向转运，影响脂质和脂

蛋白代谢。在高脂血症患者血清中也检测到ApoM水平

普遍升高［15］。此外，ApoM通过与巨蛋白结合阻止了

巨蛋白介导的胞吞作用，导致蛋白尿肾功能损伤。

骨桥蛋白（osteopontin，OPN）是存在于多种器官

的分泌型糖蛋白，既能促进各种类型细胞粘附、趋化

和信号转导，又能在肾小球肾炎、肾小管间质性等相

关疾病的肾功能损伤中发挥重要作用。Pei等［16］评估

OPN对高胆固醇血症引起的肾功能不全的影响，发现

载脂蛋白E（apolipoprotein E，ApoE）敲除的小鼠经高

胆固醇饮食后肾小球中出现较多的脂质沉积，然而在

OPN敲除的小鼠中血脂水平显著降低，且肾小球中凝

集素样氧化的低密度脂蛋白受体-1表达述评也降低。

这些结果表明，OPN可增加高胆固醇血症引起的肾功

能损伤，OPN可能是高胆固醇血症引起肾功能损伤的

重要因子。

214



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicineJun. 2022, 42(3)

2.2 肾小球损伤
2.2.1 肾小球损伤与脂质沉积

近十年来研究表明，肾脏中的脂质积聚可导致肾

功能损伤［17-18］。肾脏中脂质沉积可损伤肾皮质微血

管，引起小动脉狭窄和球微循环、肾小球扩张以及肾

间质肿胀，导致肾皮质缺血缺氧，最终通过肾素-血管

紧张素-醛固酮系统形成全身钠潴留和微循环障碍［19］。
脂质在肾脏中的沉积使得肾脏中胶原纤维和纤维连接

蛋白的合成增加，导致肾小球硬化。过滤的血脂沉积

在肾小球，引起肾小球膜细胞从静止型转变为增生型

或者分泌型，并在此过程中获得类似肌纤维的特征，

肾小管上皮细胞也可能转化为其他表型，可能导致肾

纤维化，进而导致肾功能损伤。同样有研究证实，通

过高脂饮食饲养诱导的高脂血症能够导致肾组织内皮

细胞和微血管功能紊乱，引起炎性浸润的发生和肾纤

维化进展［20］。
2.2.2 肾小球损伤与氧化应激

在啮齿动物的相关实验中发现，与高脂血症相关

的氧化应激增加可引起肾小球毛细血管内皮功能障碍，

加剧脂质肾小球沉积相关的肾小球硬化发展［21］。
Gwinner等［22］在慢性肾小球肾炎和长期高脂血症并存

的大鼠模型中发现，黄嘌呤氧化酶（xanthine oxidase，
XO）促进了氧自由基生成的增加，并加重了肾小管间

质的损伤，表明XO在高脂血症相关肾功能损伤的早期

阶段发挥了重要作用，其通过氧化还原反应上调单核

细胞趋化蛋白-1（monocyte chemoattractant protein-1，
MCP-1） 和 血 管 细 胞 黏 附 分 子 -1 （vascular cell
adhesion molecule-1，VCAM-1）表达，介导巨噬细胞

的浸润。脂质以脂滴的形式存在于肾小球细胞或者基

质中，发生氧化修饰，引起肾小管上皮细胞损害和基

底膜通透性增加，从而发生蛋白尿。Sastre等［23］发
现，高脂血症能够诱导炎性反应并促进氧化应激；通

过高脂喂养ApoE敲除小鼠后发现该小鼠的克老素基因

（Klotho）表达下调，而且其机制可能是ox-LDL通过激

活细胞外信号调节激酶（extracellular signal regulated
kinase，ERK）和核转录因子-κB（nuclear transcription
factor-κB，NF-κB），使得肾脏中Klotho的表达下调，

推测Klotho是血脂调节和肾脏疾病中的关键蛋白。

2.2.3 肾小球足细胞损伤
肾小球中的足细胞是一种修复再生能力有限的功

能细胞。Nephrin蛋白是构成足细胞裂孔隔膜的主要结

构蛋白，在控制肾小球滤过屏障通透性方面起关键性

作用；足细胞损伤后，肾小球滤过屏障破坏并且无法

修复，临床表现主要为蛋白尿［24］。高脂血症引起肾小

球渗透性增加，表现为蛋白尿，其机制之一可能是因

为足细胞足突骨架相关蛋白即 LIM结构域蛋白 2
（pdlim2）表达降低，导致足突融合，引起蛋白尿［5］。
褚宇东等［25］通过细胞培养研究高脂血症诱导的足细

胞内质网应激及可能机制，发现高脂血症可能通过诱

导蛋白激酶 R样内质网激酶 （protein kinase R-like
endoplasmic reticulum kinase，PERK）和真核细胞起始

因子 2ɑ（eukaryotic initiation factor 2 ɑ，eIF2ɑ）的磷酸

化，激活活化转录因子4（activated transcription factor 4，
ATF4）转录，以及诱导CCAAT/增强子结合蛋白同源

蛋 白 （CAAT/enhancer binding protein homologous
protein，CHOP）高表达，引起足细胞内质网应激，而

阿司匹林可能部分阻断 PERK通路，进而对足细胞具

有保护作用。

2.3 炎性反应
脂质代谢紊乱的另一个结局是大量炎性反应的发

生，加剧了肾功能损伤［26］。研究发现，炎性细胞因子

如肿瘤坏死因子-ɑ（tumor necrosis factor-ɑ，TNF-ɑ）
和白细胞介素-1（interleukin-1，IL-1）可以影响肾小

球滤过膜中总胆固醇介导的低密度脂蛋白受体的调节，

提示炎性因子通过影响肾小球中脂质代谢而改变肾功

能［27］。另有研究发现，高脂饮食喂养后慢性炎症小鼠

的肾脏脂肪变性严重，肾小球和肾小管损伤明显，血

小板糖蛋白Ⅳ（即CD36）表达增加，推测炎性应激通

过激活CD36通路加重肾功能损伤，提示这种机制可能

在患有慢性炎症的肥胖个体中起作用，使它们更容易

发生CKD［28］。在免疫复合物介导的肾炎期间，富三酰

甘油脂蛋白（triglyceride rich lipoprotein，TGRL）状态

可能比低密度脂蛋白驱动的高胆固醇血症对肾脏更有

害，推测高 TGRL环境使肾脏在炎性损伤后肾功能损

伤加重，同时巨噬细胞积聚增加，这可能对介导损伤

起关键作用［29］。
Fang等［30］发现，高脂血症通过激活的 Toll 样受

体 4（toll like receptor 4，TLR-4）诱导非受体酪氨酸

激酶（non receptor tyrosine kinase，c-Src）磷酸化，形

成 c-Src/表皮生长因子受体 （epidermal growth factor
receptor，EGFR）复合物，该复合物又激活苏氨酸激

酶（threonine kinase，AKT）和ERK，使得NF-kB通路

激活，进而促进有关炎性反应和氧化应激的关键基因

表达上调，造成肾功能损伤。此外，TLR4主要通过
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c-Src/EGFR复合物的磷酸化来调节 EGFR通路激活。

这些结果证实，EGFR在肥胖相关性肾脏疾病发病机制

中具有不利作用，为高脂血症/血清游离脂肪酸（free
fatty acids，FFA）诱导EGFR活化的机制提供了新的认

识，并支持EGFR抑制剂应用于肥胖性肾脏疾病治疗。

研究还发现，炎性因子抑瘤素-M（inflammatory
factor tumor suppressor-M，OSM）在高脂饮食大鼠肾脏

中的表达水平随着高脂饮食时间延长而呈进行性增高；

应用酶联免疫吸附实验法检测高脂饮食大鼠血清中

OSM水平明显增高，且变化趋势与肾组织表达趋势一

致；进一步对OSM表达与肾功能、血脂、24 h尿蛋白

水平进行相关性分析，结果显示OSM表达与血清肌酐

浓度（serum creatinine，SCr）、血尿素氮（blood urea
nitrogen，BUN）、三酰甘油、总胆固醇及24 h尿蛋白均

呈正相关，与高密度脂蛋白和低密度脂蛋白无明显相

关，提示OSM可能在脂质性肾功能损伤中发挥重要作

用［31］。最近，有报告称血管生成素样蛋白 3
（angiopoietin like protein 3，ANGPTL3）基因敲除小鼠

与野生型小鼠相比，血脂水平明显降低，提示

ANGPTL3可能与高脂血症肾功能损伤有关［32］。

3 运用高脂血症动物模型研究肾功能损伤的
干预治疗

3.1 合成药物的干预
他汀类药物通过阻断羟甲基戊二酰辅酶A还原酶

（hydroxymethylglutaryl CoA reductase，HMG CoA-R）与

底物结合位点，降低产物总胆固醇的生成，同时代偿

性促进低密度脂蛋白受体合成，加速低密度脂蛋白降

解；而发挥降脂功能的机制主要是降低体内胆固醇水

平，从而减轻高脂血症所致直接肾功能损伤，其不依

赖于降脂作用的肾脏保护作用近年来得到了一些学者

的关注［33］。研究发现，在高脂饮食喂养的小鼠体内应

用他汀类药物的降脂作用较体外减弱，即体内出现

“他汀类抵抗”；通过小鼠皮下注射酪蛋白使体内处于

炎性反应状态时造模成功，发现他汀类药物的降脂作

用较对照组减弱，同时肾功能损伤程度较对照组严

重［34］。通过体外实验研究发现，在肾小球系膜细胞培

养基中加入 IL-1β，能增加HMG-Co A的活性，抑制阿

托伐他汀的降脂作用。他汀类药物因其能有效降低胆

固醇成为了目前临床上应用最广泛的降脂药物。随着

他汀类药物的广泛应用，其安全性也受到越来越多的

关注，有学者推测认为，他汀类降脂药物不良反应的

发生与药物相互作用之间存在重要关联［35］。

3.2 非合成药物的干预
丹参是中国和韩国等亚洲国家最受欢迎的草药之

一。在亚洲传统医学中，丹参味苦、微寒，对心肝经

络能够发挥治疗作用。因此，丹参及其有效成分已被

用于控制与心血管疾病相关的症状。Lim等［36］研究了

丹参甲醇提取物（salvia miltiorrhiza methanol extract，
SRme）对高脂血症小鼠的作用及其分子靶点，即采用

高脂饮食诱导小鼠高脂血症，然后测定血胆固醇和三

酰甘油水平，从而评价 SRme对高脂血症小鼠的影响；

结果发现SRme对高脂血症小鼠增重无明显影响，但血

清中三酰甘油含量明显降低，提示SRme可能通过抑制

血清中三酰甘油水平升高，改善高脂饮食喂养小鼠的

高脂血症。另研究证明微小染色体维持蛋白（mini
chromosome maintenance protein，Mcm）家族在DNA复
制中起关键作用，已被确定为改善高脂血症的分子靶

点。 Fatma 等［37］ 研究丹参精油 （salvia miltiorrhiza
essential oil，SEO）和辛伐他汀对高脂血症小鼠的影

响，发现 SEO和辛伐他汀能抑制高脂饮食小鼠体质量

增加，改善高脂血症和肝肾功能紊乱，并降低活性氧

生成；此外，与高脂饮食小鼠相比，总胆固醇、三酰

甘油、低密度脂蛋白和胆固醇水平以及天冬氨酸转氨

酶、丙氨酸转氨酶、γ-谷氨酰转肽酶和乳酸脱氢酶活

性均明显降低，而粪便脂质含量增加，而且 SEO的降

脂效果优于辛伐他汀。这项研究结果强调了 SEO在治

疗高脂血症方面效果显著，而且不会产生不良反应，

证明植物精油降低血脂和改善抗氧化状态比合成药物

的效果更好。

核黄素又称维生素B2，主要参与呼吸链能量产生，

氨基酸和脂类氧化，嘌呤碱转化为尿酸，芳香族化合

物的羟化，蛋白质与某些激素的合成，铁的转运、储

存及动员，参与叶酸、吡多醛和尼克酸的代谢等，在

人体正常生理功能中发挥着重要作用。Song等［38］通
过建立高脂大鼠模型，测定血清尿酸（serum uric acid，
SUA）、SCr、BUN水平，以及血清和肝脏黄嘌呤氧化

酶（xanthine oxidase，XOD）、腺苷脱氨酶（adenosine
deaminase，ADA）活性，镜下观察肾脏组织学改变；

结果发现，与高脂血症模型组相比，中、高剂量叶黄

素组血清尿酸水平明显降低，肝XOD和ADA活性明显

降低，血清BUN水平明显降低，推测适当剂量的叶黄

素可改善高脂饮食诱导的高尿酸血症和肾功能不全。

本课题组前期验证了核黄素可能通过降低HMGR的水

平来调节肝脂水平，从而影响脂质代谢［39］。进一步研

究发现，适量亚硒酸钠与核黄素联合暴露可以拮抗高
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脂饮食所致雄性大鼠血脂及血清肝生化指标的升

高［40］。这些证据说明，核黄素在干预高脂血症动物模

型中具有一定的研究价值，其可能通过降低血脂水平，

改善高脂血症对肾功能的损伤。由此，本课题组进一

步推测硒在高脂血症中也具有一定的改善作用。周晓

丽等［41］探讨了富硒酵母对高脂血症大鼠脂代谢的影

响及调节机制，通过高脂血症模型研究发现富硒酵母

可以抑制高脂饲料引起的大鼠体质量增加，具有降血

脂和抗动脉粥样硬化作用，并对高脂血症大鼠的肝脏

组织具有明显的修复功能，并且其机制主要是通过下

调HMG-CoA-R mRNA表达水平来调节脂代谢。Zhang
等［42］在高脂血症动物模型中发现，口服硒镁联合补充

剂可抑制高脂饮食诱导的脂质、肝脏结构和肝功能指数

增加，并增强抗氧化酶活性。因此，推测硒与镁联合是

一种很有前途的治疗策略，具有降低血脂和抗氧化作

用，能够保护肝脏免受高脂血症的影响。

白藜芦醇是多酚类化合物，主要来源于花生、葡

萄（红葡萄酒）、虎杖、桑椹等植物。白藜芦醇是一种

生物活性很强的天然多酚类物质，又称芪三酚。有研

究证明白藜芦醇在高脂血症肾功能损伤中发挥一定的

干预作用。Takeshi等［43］发现白藜芦醇可显著抑制肾

炎引起的高脂血症，其降低三酰甘油的作用比降低胆

固醇的作用更为显著。有研究者认为白藜芦醇是一种

有效的抗肾小球肾炎食物因子，能够同时抑制蛋白尿、

低蛋白血症和高脂血症。许伶等［44］建立了高脂血症

小鼠模型，不仅检测血脂、体质量和肾功能，而且采

用HE染色、过碘酸雪夫染色（schiff periodate staining，
PAS）和免疫组织化学法检测肾组织形态学变化，并

进一步采用蛋白质印迹法和反转录-聚合酶链反应检测

小鼠肾组织中氧化应激和内质网应激相关蛋白的表达；

结果发现白藜芦醇能够明显降低高脂饮食小鼠的体质

量、血脂和尿酸水平，改善肾小球系膜增生和肾小管

纤维化，减少肾小球糖原沉积，下调纤维黏连蛋白

（fibronectin，FN）的表达；而且白藜芦醇能够明显上

调抗氧化相关蛋白沉默信息调节因子 2相关酶 1
（silent information regulator factor 2 related enzyme 1，
SIRT1）、超氧化物歧化酶 2（superoxide dismutase 2，
SOD2） 和 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 4 （glutathione
peroxidase 4，GPx4）的表达，下调内质网应激分子标

志葡萄糖调节蛋白 78（glucose regulatory protein 78，
GRP78）和CHOP mRNA表达。以上研究结果提示，白

藜芦醇通过抑制肾组织纤维化、氧化应激和内质网应

激，可减轻高脂饮食导致的慢性肾功能损伤。

4 结语

综上所述，大量高脂血症动物模型研究肾功能损

伤的实验证实了高脂血症可以影响肾功能损伤的发生

发展，与机体脂质代谢密切相关。在脂质诱导肾功能

损伤的分子机制方面，相关研究内容还不够深入和系

统，如肾功能损伤过程中信号转导通路和相关基因表

达等还需要进一步探讨。尽管越来越多的高脂血症干

预靶点被学者们发现，但多数干预仅限于实验阶段，

还没有进行到临床试验，距临床应用还有相当一段距

离；而且靶点干预后对机体其他系统的作用和影响的

相关研究还比较少。

高脂血症动物模型实验研究治疗药物的最终目标

是为了能够在患者身上体现良好的效果。尽管他汀类

药物仍然是干预高脂血症的主要合成药物，但随着非

合成药物的研究日益广泛和深入，越来越多的学者们

注意到，未来非合成药物有可能在干预高脂血症的作

用中发挥独特的降脂效果，既能达到理想的降低血脂

的目的，又能最大限度地降低对人体的不良影响，同

时还能促进机体其他脏器的功能。因此，通过对高脂

血症动物模型引起肾功能损伤机制以及干预的进一步

深入研究，可能为高脂血症导致肾功能损伤在患者身

上的研究和应用提供一定的理论基础和实践指导，同

时也为未来高脂血症动物试验的研究提供理论支持。
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溃疡性结肠炎动物模型研究进展
胡 宇 1, 兰昀羲 1, 陈晓晓 1, 熊 伟 2, 唐宋琪 3, 贾 波 1, 黄 巍 1

(1. 成都中医药大学, 成都 611137; 2. 成都岐黄博恩生物科技有限公司, 成都 611139; 3. 海南医学院, 海口 571199)

[摘要] 作为一种炎性肠病，溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）的发病机制尚未被完全揭示，其治疗策略仍
需继续探索。动物模型是疾病研究中不可或缺的工具。因此，建立与人类UC发病机制、病理表现类似的动物模型
有利于对该疾病进行充分研究。本文梳理了UC动物模型的研究进展，发现化学药物诱导是迄今为止最常用的UC
造模方法；基于基因组学技术的发展，基因编辑或基因敲除诱导的自发性结肠炎则是未来动物模型研究的重要方
向；评价UC动物模型造模结果的指标仍需进一步探索。
[关键词] 溃疡性结肠炎；动物模型；发病机制；基因敲除；评价指标
[中图分类号] R-332；Q95-33 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）03-0220-09

Research Progress in AnimalModels of Ulcerative Colitis

HUYu1, LANYunxi1, CHENXiaoxiao1, XIONGWei2, TANGSongqi3, JIA Bo1, HUANGWei1

(1. Chengdu University of Traditional Chinese Medicine, Chengdu 611137, China; 2. Chengdu Qihuang Boen
Bio-technology Co. , Ltd. , Chengdu 611139, China; 3. Hainan Medical University, Haikou 571199, China)
Correspondence to: HUANGWei (ORCID: 0000-0003-1216-5884), E-mail: gracehw@126.com

[ABSTRACT] Ulcerative colitis (UC) is a chronic, idiopathic inflammatory bowel disease. Its pathogenesis
has not been fully revealed. Moreover, the lack of effective and safe treatment strategies is an obstacle for
UC treatment currently. Animal models are essential tools in disease research. Therefore, the
establishment of animal models with pathological manifestations similar to human UC is conducive to the
full study of this disease. In this review, we reviewed the research progress of animal models of UC, and
found that chemical induction is the most commonly used method for modeling UC. Based on the
development of genomics technology, gene editing or knockout-induced spontaneous colitis is a vital
direction for animal models research in the future. In addition, the indexes for evaluating the modeling
results of UC animal models need to be further explored.
[Keywords] Ulcerative colitis; Animalmodel; Pathogenesis; Gene knockout; Evaluation Indicators

溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）是一种病

因不明，波及结肠与直肠的慢性、特发性炎性肠

病［1］。据世界胃肠病学组织描述，UC在 30～70岁人

群中发病率基本稳定，性别间发病率也基本持平。但

从整体人群而言，该病在世界范围内发病率正在不断

上升，在我国等新兴工业化国家和地区这一表现更为

显著［2］。虽有大量研究证明UC是由遗传、饮食等危

险因素诱发的宿主异常免疫反应导致的一种炎性肠病，

但目前对于其发病机制仍然缺乏全面的认识。因此，

仍需要更多的动物实验研究来深入探讨UC发生发展

机制。

迄今为止，UC动物模型造模方法较多、机制各

异［3］，并且缺乏标准统一的评价指标。虽然已有文献

对UC动物模型进行了一定的综述，但多集中在对不同

动物模型的介绍及原理阐述方面，往往忽略了具体造

模方法的整合与对比，对于研究者选择动物模型时的
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参考意义有限。同时，评价指标的选取是检验动物模

型有效性的必要依据，对于评价指标体系的总结尚未

完善。因此，本文通过对现有UC模型动物的选择、动

物模型的建立方法以及评价指标的选取进行文献综述，

以期为UC动物实验中模型选取提供较为全面的参考依

据，同时为动物模型和评价指标的优化提供理论基础。

1 造模方法及模型动物的选取

UC的主要特征表现为结肠及直肠长期反复发作的

慢性炎性反应，其发病机制与机体免疫系统的紊乱和

异常的免疫反应密切相关［4］。因此，通过药物对动物

肠道产生一定的化学刺激或直接损伤，模拟肠道局部

的炎性反应损伤，是目前UC动物模型最常用的造模方

法［5］。除此以外，通过异体抗原诱发动物肠道的异常

免疫反应，也是较为常用的造模方法。而得益于基因

组学的进步和技术发展，基因工程技术诱导动物出现

自发性结肠炎也成为现今动物模型发展的重要趋势。

1.1 化学药物、异体抗原或二者联合使用
化学药物诱导是最经典且最为常用的UC动物模型

建立方法。可用于诱导动物 UC的化学药物种类较

多［6］。葡聚糖硫酸钠（dextran sodium sulfate，DSS）、
2，4，6-三硝基苯磺酸（2，4，6-trinitro-benzenesulfonic
acid，TNBS）、噁唑酮（oxazolone，OXA）以及乙酸是

最为常用的化学诱导药物，而 2，4-二硝基氯苯、甲

醛等药物同样也在不同研究中被选用。由于自身的化

学特性，不同药物对于动物UC的诱导机制、病理改

变、恢复情况不尽相同。

DSS诱导的动物模型具有造模方法简单的特点，

只需将一定浓度的DSS溶液予以动物自由饮用便可成

功诱发动物结肠炎性反应，且研究者可根据实验需求

选择合适的药物浓度及给药时间。DSS可破坏动物结

肠上皮细胞，损害上皮屏障功能，使肠腔中炎性物质

入侵固有层及黏膜下层，以诱发动物异常的免疫反

应［7］。但DSS所诱导的动物结肠炎性反应多为急性表

现，炎性反应在停药8～9 d后便可恢复［8］，这可能对

开展常规研究造成一定的局限性。而在DSS长期给药

后，动物又可能出现结肠上皮萎缩，增加癌症的发生

率，因此其慢性给药诱发的动物模型更适用于UC相关

性结直肠癌的评价和研究。

TNBS作为一种半抗原，在给药时往往需要同一定

浓度的乙醇溶液相混合，再通过灌肠给药。乙醇可直

接对动物黏膜屏障造成破坏，而TNBS通过与大分子物

质结合形成全抗原诱导免疫反应，导致促炎细胞因子

释放，诱发局部炎性反应［9］。在TNBS和乙醇的共同作

用下，动物结肠炎性反应由急性炎性反应向慢性炎性

反应转变，更接近于人类UC的临床表现［10］。但TNBS
所诱导的动物免疫反应以Th1/Th17反应为主，被认为

更接近于克罗恩病［11］。因此，TNBS所诱导的动物模

型是否能够代表人类UC的发病机制仍然存在争议。

OXA与 TNBS同为半抗原药物，同样需与乙醇联

用。但与TNBS不同，OXA可诱发动物Th2细胞介导的

免疫反应，这与人类UC发病机制更加接近［12］。但在

造模时动物的高死亡率［13］及病变明显的自限性导致

其并未成为最广泛使用的造模药物。

乙酸所诱导的动物模型虽然具有操作简单、成本

低廉等优势，但其诱发的动物结肠炎性反应与单纯性

结肠急性炎性反应更相似［14］，因此乙酸在对人类UC
发病机制、潜力药物机制评估等方面研究并不具备

优势。

化学药物诱导的UC动物模型经过较长时间的发

展，造模方法已相对成熟，且具有方法简单、操作简

便、重复性强和价格低廉的特点，因此也成为目前最

广泛使用的UC动物模型。但同时，也有学者认为单纯

使用化学药物诱导的动物结肠炎性反应多为急性发作，

不符合人类UC病程长、慢性发作的特点，不适合应用

于慢性疾病的研究［15］。异体抗原多采用其他动物的结

肠组织以对造模动物致敏而诱发其免疫功能紊乱，在

此基础上通过化学药物刺激肠道局部进一步导致动物

异常炎性反应，该方法既可模拟人类UC免疫紊乱的特

点，又可体现急性结肠炎的病理改变，被认为更具有

人类UC的代表性［8］。因此，化学药物与异体抗原联

合诱导的动物模型得以发展。但由于该方法需对模型

动物进行前期致敏，造模方法较复杂，实验周期较长，

且后期实验过程中动物死亡率较高［14］，不可避免对实

验的正常开展造成一定影响。

在具体的实验动物选择方面，大鼠及小鼠是较为

常用的 UC造模动物。大鼠的常用品种 SD大鼠与

Wistar大鼠，在不同化学药物或异体抗原等诱导下皆

可出现结肠炎症，且结肠黏膜肌层、杯状细胞丢失，

隐窝形态不规则、排列紊乱以及溃疡面深达肌层等病

理改变也与人类UC较为接近［15］，因此是较为常用的

实验动物。常见的大鼠UC动物模型造模方法［7-9，15-29］

见表1。
同实验大鼠一致，不同品种品系的小鼠亦可在化

学药物的诱导下出现实验性结肠炎。但是不同品
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表1 常见的大鼠溃疡性结肠炎模型造模方法及评价指标
Table 1 Themodelingmethods and evaluation indicators of ulcerative colitismodels in rats

造模方式
Modeling method
TNBS

DSS

乙酸
Acetic acid

2，4-二硝基氯苯
2，4-Dichloronitrobenzene

TNBS+抗原
TNBS + antigen

乙酸+抗原
Acetic acid + antigen

TNBS+DSS

2，4-二硝基氯苯+乙酸
2，4-Dichloronitrobenzene
+ acetic acid

甲醛溶液+抗原
Formaldehyde solution +
antigen

动物品系
Animal

SD大鼠、Wistar大鼠

SD大鼠

SD大鼠、Wistar大鼠

Wistar大鼠

SD大鼠、Wistar大鼠

Wistar大鼠

SD大鼠

Winstar大鼠

Wistar大鼠

SD大鼠

造模过程
Modeling process

100~120 mg/kg的TNBS融入50 %
乙醇，注入大鼠结肠以诱导大鼠
UC；灌肠3 d以诱导大鼠重症UC；
每7 d灌肠一次，以诱发大鼠慢性
UC
连续7 d自由饮用或灌胃5 %的
DSS溶液

10%的乙酸溶液灌肠

20 g/L的2,4-二硝基氯苯丙酮液
滴背致敏，持续14d。第15～18天
以0.1 %的2,4-二硝基氯苯乙醇溶
液0.3 mL灌肠

以新西兰兔结肠黏膜制作抗原
液，于不同时间在大鼠颈、背部皮
下或足跖、腹股沟处注射抗原液
致敏。后按 100 mg/kg的 TNBS
融入50 %乙醇溶液后灌肠

取家兔新鲜结肠黏膜层制成抗原
液，不同时间注射于大鼠足跖内
以致敏。以5%乙酸1mL灌肠
灭活大肠埃希菌悬液注射于大鼠
不同部位以致敏，再以5 %乙酸2
mL灌肠
4mL/kg的TNBS注入结肠。第
11、16天分别予以5% DSS溶液
自由饮用24 h

2 %的2,4-二硝基氯苯丙酮液滴
皮肤致敏，连续14 d。第15天以
0.1 % 2,4-二硝基氯苯乙醇溶液
0.25 mL灌肠。第16天在同部位
注入0.1 %乙酸溶液2mL

取家兔新鲜结肠黏膜层制成抗原
液，不同时间于大鼠足跖、腹股
沟、腹腔及背部注射抗原液致敏。
1.5 %甲醛溶液2 mL灌肠，留置1
h后用生理盐水冲洗干净，再用
抗原液2 mL（含抗原8 mg）, 不加
佐剂灌肠

采样部位
Sample site
结肠组织

结肠组织

外周血、结肠组织

腹主动脉血、结肠
组织

腹主动脉血、结肠
组织

结肠组织

血清、结肠组织

结肠组织

结肠组织

眼眶血、结肠组织

评价指标
Evaluation index

DAI 评分、结肠组织肉
眼评分、组织病理学评
分

DAI 评分、大鼠结肠组
织损伤大体形态学评
分、组织病理学改变、组
织病理学评分

组织病理学改变、组织
病理学评分、TNF-α、IL-
1、IL-6
组织病理学改变、IL-4、
IL-6

DAI 评分、组织病理学
改变、组织病理学评分、
TNF-α

组织病理学改变、组织
病理学评分

DAI评分、组织病理学
评分、TNF-α、IL-6

DAI 评分、组织病理学
改变、结肠黏膜损伤指
数

结肠病理学改变、
MMP-1、MMP-2水平

组织病理学改变、IL-4、
IL-5、IL-13

参考文献
Reference
[9, 15-17]

[7, 18]

[19-22]

[23]

[24-25]

[8]

[26]

[27]

[28]

[29]

注：TNBS即2，4，6-三硝基苯磺酸；DSS即葡聚糖硫酸钠；UC指溃疡性结肠炎；DAI指疾病活动指数；MMP指基质金属蛋白酶；IL指白细胞
介素；TNF-α指肿瘤坏死因子-α。
Note：TNBS，2，4，6-trinitro-benzenesulfonic acid；DSS，dextran sodium sulfate；UC，ulcerative colitis；DAI，disease activity index；MMP，
matrix metalloproteinase；IL，interleukin；TNF-α，tumor necrosis factor-α.
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系小鼠对化学药物的易感性存在争议。有学者发现在

相同浓度的DSS自由饮用 5 d后，C57BL/6小鼠表现出

实验性肠炎的病理改变，BALB/c小鼠的病理改变则已

恢复，这提示不同品系小鼠对 DSS的易感性可能不

同［30］。此外，与大鼠相比，小鼠生命力较为脆弱，故

在面对使用TNBS造模时所需的长期侵入式操作，小鼠

耐受力较大鼠更弱，死亡率也更高。因此，在使用化

学药物或异体抗原进行UC动物模型诱发时，大鼠是更

为常用和推荐的实验动物。但迅速发展的基因工程技

术与较完善的小鼠全基因组测序数据使得基因敲除所

诱发的小鼠UC越发成为研究者首要选择的模型。常见

的小鼠UC模型造模方法［31-44］见表2。

除了大鼠、小鼠外，也有学者使用猕猴［45］、
实验兔［46-47］，甚至斑马鱼［48］来诱发实验性结肠

炎（表 3）。但受实验成本控制、造模技术成熟度

等因素影响，上述实验动物仅被少数研究者用于

UC的造模，其是否能够成为具有研究意义的动物

模型仍需进一步探索。

1.2 基因敲除
随着基因工程技术的深入研究与发展，基因敲除

或转基因诱导已成为一类重要的UC动物模型建立方

法。黏蛋白 2（mucin 2，Muc2）由杯状细胞分泌，是

产生黏液、构成上皮屏障的重要蛋白。通过将Muc2基
因敲除，导致上皮屏障缺陷，可成功诱发小鼠自发性

表2 常见的小鼠溃疡性结肠炎模型造模方法及评价指标
Table 2 Themodelingmethods and evaluation indicators of ulcerative colitismodels inmice
造模方式
Modeling
method
DSS

TNBS

OXA

动物品系
Animal

BALB/c、C57BL/6、
Swiss、昆明小鼠

C57BL/6小鼠

BALB/c小鼠

BALB/c小鼠

造模过程
Modeling process

2%~5%的DSS溶液予以小鼠自由饮用5~7 d

2% DSS溶液自由饮用5 d后停药14 d。给药3
轮，共43 d诱导慢性UC模型

5 % TNBS 150 mg/kg与乙醇溶液以4︰1的比例
进行混合后灌肠

丙酮︰橄榄油=4︰1比例，加入200 μL 3%的噁唑
酮，涂抹于小鼠背部致敏。第8天，将1%噁唑
酮100 μL溶入50 %乙醇溶液，注入小鼠直肠

采样部位
Sample site

结肠、直肠组织

血液、结肠组织

眼眶血、结肠组织

结肠组织

评价指标
Evaluation index

DAI评分、组织病理学改变、
MPO、IFN-γ、TNF-α、IL-1β、
IL-4、IL-6
DAI评分、组织病理学评分、
IFN-γ、IL-4、IL-17
DAI评分、结肠黏膜肉眼评
分、组织病理学评分、IL-6、IL-
8、TNF-α
DAI评分、组织病理学评分、
IFN-γ、IL-4、IL-5、IL-13、IL-
17A、TGF-β1

参考文献
Reference

[31-41]

[42]

[43]

[44]

注：DSS即葡聚糖硫酸钠；TNBS即2，4，6-三硝基苯磺酸；OXA即噁唑酮；UC指溃疡性结肠炎；DAI指疾病活动指数；MPO指髓过氧化物酶；
IFN-γ指γ干扰素；TNF-α指肿瘤坏死因子-α；IL指白细胞介素；TGF-β1指转化生长因子-β1。
Note：DSS，dextran sodium sulfate；TNBS，2，4，6-trinitro-benzenesulfonic acid；OXA，oxazolone；UC，ulcerative colitis；DAI，disease
activity index；MPO，myeloperoxidase；IFN-γ，interferon-γ；TNF-α，tumor necrosis factor-α；IL，interleukin；TGF-β1，transforming growth
factor-β1.

表3 其他动物溃疡性结肠炎造模方法与评价指标
Table 3 Themodelingmethods and evaluation indicators of ulcerative colitismodels in the other animals

造模方式
Modeling method

DSS

乙酸
Acetic acid
乙酸+抗原
Acetic acid + antigen

动物种类
Animal

猕猴

新西兰白兔

新西兰白兔

造模过程
Modeling process

0.25%～1%的DSS溶液自由饮用10 d或14 d，持续6～8个周
期，以诱导急性或慢性UC
5%乙酸2mL一次性灌肠

在实验兔腹部皮下及足底分别注射2%结晶卵蛋白 1.5 mL。之
后每日1次用 1%甲醛溶液加2%乙酸混合液4mL灌肠，共3次

采样部位
Sample
site

结肠组织

结肠组织

结肠组织

评价指标
Evaluation index

体质量变化、肠道
蛋白质组学分析
DAI评分、组织病
理学改变

组织病理学改变

参考文献
Reference

[45]

[46]

[47]

注：DSS即葡聚糖硫酸钠；UC指溃疡性结肠炎；DAI指疾病活动指数。
Note：DSS，dextran sodium sulfate；UC，ulcerative colitis；DAI，disease activity index.
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结肠炎［49-50］。肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，
TNF-α）是经典的促炎细胞因子，其缺失可能导致小

鼠白细胞介素（interleukin，IL） -1β大量增加，再加

之Muc2缺失诱发小鼠上皮屏障受损，可以自发诱导实

验性结肠炎［30］。IL-10本身是一个重要的抗炎细胞因

子，而小鼠 IL-10基因缺失可以引起 IL-10抗炎作用丧

失，进一步导致结肠单核吞噬细胞介导的免疫反应，

由此引发结肠炎［51］。此外，IL-10除了作为抗炎细胞

因子，还可抑制内质网应激，促进肠道黏液产生。尼

克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶 1（nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate oxidase 1，Nox1）可调控

结肠杯状细胞及吸收细胞间平衡，且Nox1表达水平与

肠道黏液厚度呈正相关。对小鼠 IL-10和Nox1基因双

敲除则可使小鼠出现与人类UC相类似的炎性反应和组

织学表现［52］。小鼠多药耐药基因 1a （multidrug
resistance gene 1a，MDR1a） 表达与 UC 密切相关。

MDR1a缺失会导致上皮屏障缺陷，进一步引起肠道微

生物群相关产物积累，从而诱发T细胞亢进并识别抗

原，产生免疫反应［53］。
上述研究往往以被证实与UC发病密切相关的蛋

白、因子或相关通路介质为靶点，将实验动物目标基

因进行敲除，以诱导动物自发出现结肠炎性反应，因

此基因敲除的动物模型适用于对关键基因导致发病机

制的研究［54］。但也正因如此，基因敲除所诱导的UC
动物模型无法对疾病完整发病机制进行模拟，同时其

操作方法复杂，实验费用昂贵，具有明显的局限性。

2 UC动物模型评价指标

评价指标不仅对动物模型的造模效应评估十分关

键，也是研究者实验过程中必要的数据支撑。评价UC
动物模型是否建立成功，目前尚缺乏标准，研究者多

采用疾病活动指数（disease activity index，DAI）评分、

组织病理学改变及组织病理学评分，以及结肠组织肉

眼评分等指标进行判断。DAI评分以实验动物的体质

量、大便性状改变及隐血作为指标，在造模前后不同

时间段进行评估，最终通过评分改变以判断造模是否

成功，这是在 UC动物模型建立中最常用的评价指

标［9］。具体的评分方法［42，55］见表4。

组织病理学改变及评分是将动物结肠组织经HE染
色后，光学显微镜下观察结肠结构破坏、炎性细胞浸

润等情况并进行综合评分，从而评估造模效果。这也

是评价模型是否建立成功较常用的一项指标。具体评

分方法［56］见表5。
此外，结肠组织肉眼评分、结肠组织大体形态损

伤评分［57］则是通过对实验动物结肠组织肉眼观察，

以结肠粘连、局部水肿、溃疡形成及病变范围等为标

准进行评估。

DAI评分、组织病理学评分等评分方法作为评价

指标被众多相关研究广泛使用，且国内外专家和学者

仍在不断对具体评分细则进行完善及更新，但这也意

味着目前对于评分的标准尚未得到统一。而结肠组织

肉眼评分、结肠组织大体形态损伤评分则仅在肉眼观

表4 溃疡性结肠炎动物模型的疾病活动指数评分方法
Table 4 The disease activity index (DAI) scoring method

for animalmodels of ulcerative colitis
分值
Score
0
1
2
3
4

体质量
Weight
无下降

下降1%～5%
下降6%～10%
下降11%～15%
下降≥15%

大便形状
Stool form
正常

轻微软便
明显软便
腹泻

血便
Bloody stool
大便隐血阴性
大便隐血阳性

肉眼可见轻微便血
肉眼可见明显便血

注：从造模第一天开始至造模结束，每日评分，每项分值分别相加。
Note：Daily scoring from the first day to the end of modeling，with
each score added up separately.

表5 溃疡性结肠炎动物模型的组织病理学评分方法
Table 5 The histopathological scoringmethod for animalmodels of ulcerative colitis

分数
Score
0
1
2
3
4

炎性反应程度
Inflammation level

无炎症
轻微炎症
中度炎症
严重炎症

病变深度
Lesion depth
无病变
至黏膜层

至黏膜层和黏膜下层
穿透肠壁

隐窝损伤
Crypt damage
无损伤

基部1/3受损
基部2/3受损
仅上皮细胞完好

隐窝、上皮细胞全部丢失

损伤范围
Lesion range
无损伤
1%～25%
26%～50%
51%～75%
76%～100%

注：结肠组织染色后镜下观察以评分。
Note：Colon tissue staining followed by microscopic observation for scoring.
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察的基础上对组织损伤程度进行评价，较组织病理学

评分而言可参考度较低，因此并未成为目前主流的模

型评价指标。此外，上述评分均基于实验者参照一定

依据对实验动物的症状改变及病理表现进行主观评分，

缺乏一定的客观性。值得注意的是，由于异常炎性反

应在UC发病机制中的关键作用已被证实，关键炎性反

应信号通路介导的炎性细胞、促炎细胞因子也开始成

为 UC动物模型造模评价的关键指标［58］。如李霞

等［26］、Catinean等［20］将大鼠血清 IL-6水平及结肠黏

膜中TNF-α表达作为指标进行检测，以评价造模是否

成功。此外，IL-4、IL-8、IFN-γ等被认为是与人类

UC发生相关的细胞因子，也被不同的研究纳入作为评

价指标［42-44］。但由于目前UC的完整发病机制仍未揭

示，上述炎性细胞因子是否真正是UC发生的关键，同

样需要进一步证明。

由于基因敲除动物模型具有较为稳定的遗传学特

征，对基因敲除或其他基因工程编辑动物模型的靶基

因进行总结，有利于UC动物模型评价指标的规范化。

例如，IL-10作为重要的抗炎细胞因子，在UC发生期

间表达降低，且缺失 IL-10可诱发小鼠出现自发性结

肠炎，说明其可以作为评价 UC动物模型的潜在指

标［51，59］。此外，黏液屏障是保护机体结肠免受肠道内

共生微生物及潜在病原微生物定植入侵的重要防线，

而分泌黏液的Muc2蛋白缺失也是UC患者肠道屏障失

调的典型特征，因此Muc2同样可能作为评估UC动物

模型的另一潜在指标［49-50，60］。总之，形成标准的评价

指标体系，有利于UC动物实验研究的规范，而基于基

因工程的UC动物模型对推进评价指标体系的发展具有

明显优势。

3 结论

本文对UC动物模型进行了文献分析，发现目前

UC动物模型的建立方法较多且各有优劣。研究者在进

行动物实验时需根据自身的实验目的、实验成本、实

验周期、预期结果等因素进行考量，以选择相应的动

物模型。同时，当下UC动物模型仍然存在许多不足，

仍然缺乏与人类UC具有高度模拟性的动物模型，而且

动物模型评价系统也尚未完善。操作性强、造模成本

低、模拟程度高且评价系统完善的动物模型可能成为

揭示UC发病机制、探索高效治疗策略的关键工具。因

此，在UC的进一步研究中，理想动物模型的探索仍需

不断深入。
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实验用英国短毛猫的组织结构特征及背景病变
王 宇, 高 丹, 彭娜娜, 航 艾, 沈 斌, 黄 坚, 唐黎明

(上海市食品药品检验研究院, 上海201203)

[摘要] 目的 对实验用英国短毛猫（简称英短猫）解剖结构特征和背景病变进行收集与分析，为该类动物的实验
研究、标准建立和商业应用提供有效依据。方法 对14只英短猫（雌雄各半）进行大体系统剖检和组织病理学检
查，收集并分析其区别于其他实验动物的组织结构特征和背景病变数据。结果 大体剖检发现成年雄性英短猫体质
量高于雌性（P＜0.05），雌性英短猫脾脏脏器指数低于雄性（P＜0.01），雌性英短猫胸腺和脑脏器指数高于雄性
（P＜0.05），英短猫睾丸、心脏、甲状腺、幕骨解剖结构与常用啮齿类及犬类动物有所不同。组织病理学检查发现
英短猫心脏、胰腺和脾脏等器官的组织结构较上述常用实验动物有所差异，另可见英短猫多发肝脏肝细胞空泡变性
（9/14），同时还发现部分动物偶发的肾脏、脑和淋巴组织等背景病变。结论 英短猫体质量、脾脏、胸腺和脑的脏
器指数存在性别差异性，同时具有肝脏空泡变性和部分动物偶发的背景病理改变。
[关键词] 英国短毛猫；大体剖检；组织病理学检查；解剖特征；背景病变
[中图分类号] Q95-33 [文献标志码] [文章编号] 1674-5817（2022）03-0229-08

Anatomical Characteristics and Background Lesions in Laboratory

British-shorthair Cats
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(Shanghai Institute for Food and Drug Control, Shanghai 201203, China)
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[ABSTRACT] Objective To investigate anatomical characteristics and background lesions in laboratory
British-shorthair cats (BSCs) through gross and histopathological examination, and provide effective basis
for the research and application, standard establishment and market promotion of this experimental
animal. Methods Gross system dissection and histopathological examination were performed on 14 adult
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BSCs (half male and half female), and the histological characteristics and background pathological data
were collected and analyzed. Results The body weight and organ index of spleen of BSCs was higher in
males than females (P < 0.05, P < 0.01), the organ coefficients of brain and thymus in BSCs were lower in
males than females (P < 0.05). The anatomical structure of testicles, heart, thyroid gland and tentorium of
BSCs is different from that of rodents and canine. Furthermore, histopathological examinations revealed
that the structures of heart, pancreas, spleen in BSCs differed from two experimental animals mentioned
above. In addition, there were multiple hepatic cell vacuolar degeneration in BSCs (9/14), and occasional
renal, brain and lymphoid tissues were also found in some animals. Conclusion There were six differences
in body weight, and organ-coefficient of spleen, thymus, and brain in BSCs, while the hepatocyte
phospholipidosis of liver and background lesion in BSCs were found.
[Keywords] British-shorthair Cat; Gross autopsy; Histopathological examination; Anatomic

characteristic; Background lesion

目前，猫是降压物质检查法（中国药典 2020版）
中唯一指定的实验动物（体质量2 kg以上）［1］，同时欧

洲药典（8.0th）中降压物质检查法的指定实验动物也

是猫［2］。另外，实验猫还可应用于多种疾病模型研

究，如糖尿病［3］、脊髓损伤［4］、心脏病［5］、肿瘤［6］

和病毒病［7］等。20世纪70年代，美国大量猫（5.5万
只/年）应用于医学研究，然而规范化养殖的商用实验

猫用量不足8%［8］。基于猫在降压物质检查及疾病模型

研究中不可替代的作用，中国每年（2015年）也有超

过 5 000只猫用于科学研究［9］。现阶段我国大陆地区

仅有 3家公司 （2019年） 具有实验猫的生产许可

证［10］。河北、吉林、黑龙江和四川省颁布了实验用猫

的地方标准，而基于相关标准的实验猫标准化养殖机

构却较为稀缺。

目前商用实验猫的产量不能满足现阶段需求，实

验用猫获取大多只能依靠野外动物捕获和个人捐

赠［10］。然而，相关机构对用于降压物质检查的实验猫

进行疾病筛查时，发现其弓形虫阳性率达 21.7%［11］。
一项针对上海闵行地区流浪猫（80只）的寄生虫检测

发现华支睾吸虫（阳性率 51.11%）、孟氏迭宫绦虫

（阳性率35.56%）、带绦虫（阳性率24.44%）和弓首蛔

虫（阳性率55.56%） 4种人兽共患病寄生虫［12］。猫作

为人类伴侣型动物，可感染多种人兽共患传染病，如

全球流行的新型冠状病毒（COVID-19）在宠物猫和猫

科动物体内均有检出记录［13］。在非标准化养殖情况

下，猫作为实验动物存在生物安全性风险。因此，标

准化养殖过程中进行人工干预的实验猫防疫和生产，

可从根本上杜绝多种疫病发生。

虽然猫作为伴侣型宠物已有数千年驯化史［14］，但

猫性情急躁，具有神经质体质，对事物谨慎［15］，较难

驯化为实验用动物。复旦大学从遗传数据清晰和良好

人工培育背景猫种源中，选择从美国引种的英国短毛

猫（以下简称英短猫）进行实验动物驯化研究［16］。本

实验所用实验猫为从美国引种并封闭繁殖二代的英短

猫，对其种群中成年雌雄猫进行系统大体剖检和组织

病理学检查，统计并分析该猫种的解剖学特征及背景

病变，以期为英短猫实验研究、标准建立和商业应用

提供有效依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及饲养情况
英短猫14只，雌雄各半，于2020年4月至2021年

7月单只多次购自瑞特培斯生物科技启东有限公司，其

中 6～12月龄 9只、12～16月龄 2只、35～36月龄 3
只。本研究选用英短猫均为性成熟动物，雌猫无妊娠

史。上述动物饲养于上海市食品药品检验研究院实验

动物设施内［SYXK（沪） 2016-0018］。本实验通过上

海市食品药品检验研究院动物伦理委员会审核，动物

伦理批准号为 IACUC-SIFDC-21105。
英短猫单笼饲养，环境温度20～24 ℃，环境相对

湿度 44%～67%，光照周期为昼夜 12 h更替，饲料为

法国皇家（Royal Canin）室内成猫粮（i27），可自由采

食，饮水不限量，每天清洁，保持笼具清洁、干燥。

1.2 实验动物处置
英短猫进入本单位动物设施后由兽医进行检疫检

查，结果显示无明显异常。适应性饲养3 d后，舒泰50
（批号 6W9K） 15 mg/kg肌内注射麻醉。对英短猫进行

降压检查后，对其实施安乐死，之后进行系统性大体

剖检。
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1.3 大体检查和解剖
剖检按照下列顺序进行：动物外观整体观察→剥

开皮肤（检查皮肤和肌肉组织）→腹腔及盆腔剖检→
胸腔（包括颈部位置）剖检→颅腔剖检。各个腔体检

查结束后及时摘取脏器，置于 10%中性福尔马林（即

质量分数为 4%的甲醛溶液）中固定。主要脏器称质

量，并计算脏器指数。脏器指数= ［脏器质量（g） ÷
动物体质量（g）］ × 100%。
1.4 组织病理学检查

对主要脏器进行组织病理学检查，经过脱脂

（70%、80%乙醇溶液）、骨组织脱钙（25%甲酸脱钙

液）、脱水（无水乙醇）、透明（二甲苯）、浸蜡（62 ℃
液态石蜡）、石蜡包埋、切片、HE（hematoxylin and
eosin）染色后，进行显微镜下观察，诊断并分析各脏

器特征性结构和病理性改变。

1.5 数据处理
主要对英短猫体质量（kg）和脏器质量（g）进行

数据采集，统计数据以 -x ± s表示。采用 GraphPad
Prism 5.01软件进行统计分析并制图，不同性别的指标

均数比较采用非配对 t检验，P＜0.05为差异具有统计

学意义。

2 结果

2.1 英短猫的外观特征和大体检查
本研究所用英短猫的背部毛色大多为银灰色，少

数（2/14）为纯白色，尾部被毛横条纹（深灰色）状，

腹部被毛呈纯白色；与中国本土猫（Chinese domestic
cat）相比头身比较大，鼻部较短，眼大且虹膜呈翠绿

色，大体情况可见图1A和B。
英短猫全身麻醉后进行大体检查。被毛及皮肤检

查：被毛皮肤完整，无缺损，无外生（增生）物，未

见寄生虫和皮肤病等异常病变。

外部整体检查：眼、鼻、口、耳、肛门、乳腺组

织及外生殖器无明显的缺失损伤，未见分泌物产生；

颈部、腋下、大腿内侧淋巴结未见明显肿大和萎缩等

异常改变。

腹腔和盆腔检查：腹腔内无明显渗出液和出血，

消化道及相关消化腺未见明显增生和萎缩等异常改变，

生殖器官也未见明显异常改变；雄性英短猫睾丸于阴

囊内，解剖过程中需剪开阴囊进行摘取，同时睾丸和

附睾紧密连接，解剖过程中一同摘取称重和固定；膀

胱内充满尿液，膀胱下为前列腺组织，无精囊腺组织，

详见图1C。
胸腔检查：胸腔内无积液，胸腺成长条状，该组

织周围被脂肪组织包裹（图1D）；心脏心包组织较厚，

心包组织内无渗出液，心脏未见明显异常改变（图

1D）；剖开胸腔同时可见肺脏暂时性皱缩，数秒后逐渐

舒展，肺脏呈粉色（图 1D）；颈部淋巴组织和唾液腺

无明显肿大和萎缩等病理性改变；甲状腺位于环状软

骨近心端下1 cm左右位置，藏于气管背侧，手指轻托

漏出后检查。

头部和颅腔检查：颅腔内未见明显渗出液，嗅球

和小脑分别与大脑间均存在幕骨（图 1E），垂体位于

大脑下鞍背内（图 1E），上述组织均未见明显异常改

变；骨骼组织和坐骨神经组织未见明显异常改变。

图1 实验用英国短毛猫的大体情况（A）和面部情况（B）以及腹腔（C）、胸腔（D）、颅腔（E）解剖情况
Figure 1 The general appearance（A），facial view（B），abdominal cavity（C），thoracic cavity（D）and cranial cavity（E）of

laboratory British-shorthair cats
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2.2 英短猫的体质量和脏器指数
雄性英短猫的体质量范围为 3.3～5.1 kg，中位数

为3.9 kg，平均体质量为（3.9±0.6） kg；雌性英短猫的

体质量范围为2.3～3.5 kg，中位数为2.5 kg，平均体质

量为（2.6±0.4） kg。与雄性英短猫相比，雌性英短猫

的平均体质量明显较低（P＜0.05）。
与雄性英短猫相比，雌性英短猫的脾脏指数明显

较低（P＜0.01），而雌性胸腺和脑指数明显较高（P＜
0.05）。其他脏器指数在雌、雄英短猫之间比较，无明

显差异（P＞0.05）。具体脏器数据详见表1。

2.3 英短猫的组织病理学特点
对英短猫的主要组织器官进行组织病理学检查

（HE染色），结果发现其组织学特点包括：心脏的心外

膜有较多脂肪组织分布（图 2A）；主动脉壁较厚，内

膜细胞含量较多，内膜下组织存在一层较厚的弹力蛋

白（图2B）；脾脏的脾小梁结构丰富（图2C）；胰腺的

胰岛体积较小且数量少（图 2D）；肾上腺皮质区束状

带较宽（图 2E）；胃黏膜下分布较多淋巴组织（图

2F）；空肠黏膜下肌层组织较厚（图2G）；回肠的派伊

尔节发达，黏膜下肌层较厚，黏膜层较多杯状细胞分

布（图 2H）；盲肠-结肠-直肠的黏膜下分布较多淋巴

组织（图 2I）；肝脏的肝细胞未见明显异常改变（图

2J）；肺脏的肺泡及肺内支气管未见明显异常改变（图

2K）；肾脏的肾髓质皮质部未见明显异常改变（图

2L）；大脑皮层组织未见明显异常改变（图2M）；睾丸

的曲细精管未见明显异常改变（图 2N）；卵巢的各级

卵泡未见明显异常改变（图 2O）；胸骨及骨髓组织未

见明显异常改变（图2P）。
以上所述组织学特点在其他种属猫中也有所发现，

并非本文英短猫所独有。未描述器官的组织学特点与

其他常见实验动物（如啮齿类、犬类、非人灵长类等）

相似。

2.4 英短猫的背景性病变
在对英短猫进行组织学检查过程中，发现下述背

景性病变：1只动物的心脏心外膜周围心肌组织脂肪变

性，部分脂肪组织侵袭心肌组织，并挤压周围心肌组

织（图3A）；4只动物的皮质区肾小管不同程度空泡变

性（图3B），其中1只动物急性肾损伤，肾小管变性坏

死，炎性细胞浸润，间质纤维化（图3C）；9只动物的

肝脏中存在肝细胞不同程度的空泡（脂肪）变性（图

3D），其中6～12月龄5只（共9只），12～16月龄2只
（共2只），35～36月龄2只（共3只）；1只动物的食管

旁淋巴结淋巴窦内充血（图3E）；1只动物的小脑局部

组织空泡变性（图3F），另有1只动物的脑干细胞空泡

变性（图3G）；1只动物的肾上腺结构异形，束状带分

布混乱，组织增生（图3H）；1只动物的肺脏内部分支

气管内脓液聚集（图3I）。本实验中背景病变并无性别

归一性，因此将雌雄英短猫的病变合并统计。

表1 雄性和雌性实验用英国短毛猫的脏器数据
Table 1 Organ index ofmale and female laboratory British-shorthair cats

（
-x ± s, n= 7）

脏器
Organ

心脏Heart
肝脏Liver
脾脏Spleen
肺脏Lung
肾脏Kidney
脑Brain
胸腺Thymus
肾上腺Adrenal
甲状腺Thyroid
睾丸Testis
卵巢Ovary
子宫Uterus

雄性Male
脏器平均质量
Organ weight/g
17.72 ± 1.92
103.34 ± 9.79
6.41 ± 0.46
21.14 ± 1.61
38.30 ± 1.35
27.40 ± 0.82
1.23 ± 0.43
0.65 ± 0.05
0.38 ± 0.01
3.71 ± 0.28
-
-

脏器指数
Organ index/%
0.46 ± 0.09
2.70 ± 0.50
0.71 ± 0.10
0.55 ± 0.10
1.00 ± 0.15
0.71 ± 0.10
0.03 ± 0.01
0.02 ± 0.00
0.01 ± 0.00
0.10 ± 0.02

-
-

雌性 Female
脏器平均质量
Organ weight/g
10.35 ± 2.36
69.32 ± 118.19
4.53 ± 1.16
15.59 ± 1.36
23.72 ± 5.82
26.71 ± 0.23
1.23 ± 0.43
0.71 ± 0.12
0.38 ± 0.03

-
0.72 ± 0.08
3.50 ± 0.33

脏器指数
Organ index/%
0.40 ± 0.02
2.68 ± 0.57
0.18 ± 0.05**

0.61 ± 0.04
0.91 ± 0.08
1.05 ± 0.13*

0.05 ± 0.02*

0.03 ± 0.01
0.01 ± 0.00

-
0.03 ± 0.00
0.14 ± 0.02

注：脏器指数=脏器质量（g）/动物体质量（g）×100%。与雄性实验猫相比，*P<0.05，**P<0.01。
Note：Organ index=organ weight（g）/body weight（g）×100%. Compared with male cats，*P<0.05，**P<0.01.
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3 讨论

3.1 英短猫大体情况和剖检分析
虽然英短猫被毛较短，但猫科动物极易感染多种

皮肤寄生虫、细菌和真菌［17］。英短猫作为实验动物，

其日常护理（如梳毛、洗澡及除虫）极为重要［18］。同

时，对实验用猫进行检疫和观察时，应注意其体表大

体情况观察。本实验中，英短猫在规范化的饲养环境

下养殖，无明显的被毛、皮肤和体表器官异常。

解剖过程是从英短猫盆腔开始，上行至颅腔结束。

在检查雄性生殖系统中发现睾丸和附睾由韧带组织紧

密连接，很难对其分离，因此后期称重及组织病理学

检查过程中并未对其分离。上述睾丸和附睾的连接特

征有别于啮齿类、犬类和非人灵长类。因英短猫的心

包膜周围被较厚的脂肪组织包裹，所以在组织病理学

检查过程中偶见心外膜周围心肌组织脂肪变性，可能

为心包周围脂肪组织侵袭心肌组织所致。通常哺乳动

物甲状腺位于环状软骨两侧［15］，而英短猫的甲状腺位

于环状软骨近心端下1 cm左右位置，且藏于气管背侧。

猫科动物的大脑和小脑中间有一幕骨结构，该结构为

猫科动物特有的骨组织结构［19］。上述睾丸、心脏、甲

状腺和幕骨特殊解剖结构应当引起注意，避免在解剖

和取材过程中误操作而导致实验结果有误。

英短猫的生长发育与其他常用实验动物相似［15］，
性成熟后雄猫体质量大于雌猫。本实验中雄猫的脾脏

系数高于雌猫，而组织病理学观察并未见雄雌英短猫

注：A为心脏，B为主动脉，C为脾脏，D为胰腺，E为肾上腺，F为胃，G为空肠，H为回肠，I为盲肠，J为肝脏，K为肺脏，L为肾脏，M为
脑，N为睾丸，O为卵巢，P为胸骨。除G图为HE染色50倍（比例尺= 1 000 μm）外，其余图片均为HE染色放大200倍（比例尺= 200 μm）。
Note：A is heart，B is aorta，C is spleen，D is pancreas，E is adrenal，F is stomach，G is jejunum，H is ileum，I is cecum，J is liver，K is
lung，L is kidney，M is brain，N is testis，O is ovary，P is sternum. The scale of G is 1 000 μm，and the other images scale are 200 μm.
图2 实验用英国短毛猫的主要组织器官的HE染色组织病理学特点
Figure 2 The histopathological characteristics of themain tissues and organs of the laboratory British-shorthair cats

detected by HE staining
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的脾脏组织结构有明显异常。英短猫脾脏质量的性别

差异问题有待后续进行探究，目前尚无相关报告说明

其缘由。同时，研究发现雄猫的胸腺和脑组织脏器指

数低于雌猫，推测可能是由于胸腺和脑组织均为动物

早发育的器官［15］，而在性成熟阶段后到达稳定状态，

雄猫体质量高于雌猫，所以造成上述两个脏器指数的

差异性。

3.2 英短猫组织病理学检查分析
饲养管理不当（如进食量和活动频率异常）可引

起动物肥胖，从而造成脂肪肝等病理性改变［15］。本实

验所见心脏心外膜有较多脂肪组织分布、肾小管空泡

变性和肝细胞空泡（脂肪）变性，均为动物体内脂肪

含量过高所致。另外，宠物猫的脂肪肝状况较为常

见［20］，表明在舒适环境下猫科动物较易储存脂类成

分，并引起机体脂质成分代谢异常［21］。此外，6～36
月龄各阶段英短猫均可见该病变，且病变与英短猫月

龄呈正相关性，随英短猫月龄的增大，脂肪成分在体

内储存越多，所以推测该病变应和英短猫饮食和生活

习性相关。因此，在猫科动物作为实验动物繁育的过

程中，更应对其饲料及每日活动量进行人工干预和监

测，避免因饲养不当引起的病理性改变。

本实验中发现英短猫胰脏内胰岛数量较少，且体

积较小，表明英短猫分泌胰岛素的能力可能存在不足。

已有研究者证实猫糖尿病模型应用的可行性［22］，但造

成猫肥胖和糖尿病的相关机制仍有待研究。此外，本

实验还发现，英短猫动脉壁较厚，内膜细胞含量较多，

内膜下组织存在一层较厚的弹力蛋白。本实验中英短

猫可见肝脏脂肪变性，以往研究中表明甚至在脂肪肝

注：A为心脏，B和C为肾脏，D为肝脏，E为颈淋巴结，F为小脑，G为脑干，H为肾上腺，I为肺脏。图A、B、D、F、G中黑色箭头所指均
为空泡变性区域，图C中黑色箭头所指为损伤后的肾小管上皮，图E中黑色箭头所指为淋巴窦内充血区域，图H中黑色箭头所指为束状带分布
混乱区域，图I中黑色箭头所指为支气管内脓液。所有图片均为HE染色，放大200倍（比例尺= 200 μm）。
Note：Histopathological characteristics in the heart（A），kidney（B and C），liver（D），lymphonodi cervicales（E），cerebellum（F），
brainstem（G），adrenal（H）and lung（I）of laboratory British-shorthair cats stained with H & E（Scale=200 μm）. Arrows in A，B，D，F and G
show the vacuolation（fatty）degeneration；arrows in C show the damaged tubular of kidney；arrows in E show the passive congestion of
lymph sinus；arrows in H show the disorder structure of the zona fasciculata in the adrenal gland；arrows in I show the bronchus abscess in
the lung.
图3 实验用英国短毛猫的背景性病变情况
Figure 3 Background lesions of laboratory British-shorthair cats
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和糖尿病的情况下，也未发现血管内动脉粥样硬

化［3，22］。猫对降压物质的敏感性，也是其他动物无法

比拟的［23-24］。所以，实验用猫在降压物质检查和疾病

模型研究中有着独特且重要的地位。

另外，本实验观察到英短猫的胃肠道组织中均分

布着丰富的淋巴组织。猫科动物胃肠道特有的丰富淋

巴组织可能与猫的饮食习惯有关，部分猫科动物喜吞

食较硬的物件和较多毛发类成分，这种异食特性与其

胃肠道分布有丰富淋巴组织相关［25］。本实验中还观察

到脑、肺脏、肾脏、肾上腺的背景病变，这些病理性

改变并非英短猫所独有，应为该动物单发偶发的背景

病变。因此，暂将上述病理改变记为英短猫的背景病

变，推测这些可能与动物的遗传、饮食、饲养和环境

等因素相关［26］。
综上所述，对猫科动物进行实验动物化繁育的先

例并不多，得到一个遗传信息清晰、种属繁殖稳定、

适宜实验环境研究的实验用猫种系更为不易。即使在

北京、上海等实验动物科技发展较好的地区，目前也

尚无成熟公司进行实验猫的商业化、规模化运作［8］。
因此，英短猫的繁育、生理指标和组织病理学检查等

项目的研究对该种属的实验动物化进程起着决定作用。

虽然本研究中各年龄段英短猫的样本数量不足，但实

验结果可为今后科学研究和猫科动物临床研究提供一

些背景数据，对实现英短猫饲养管理、疾病诊断、科

学应用的标准化具有参考意义。

[医学伦理声明Medical Ethics Statement]
本研究涉及的所有动物实验均已通过上海市食品药品检验研
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冯 涛，中国合格评定国家认可中心高级工程师。2002年起在实验室认可一线工作，目前主

要从事实验室生物安全、司法鉴定、实验动物等领域的管理和技术研究。主持、参与国家科技

攻关项目、国家科技支撑计划、科技重大专项等各类研究课题6项，公开发表论文10余篇。获

得质检总局科技兴检进步三等奖1项，中国检验学会科技一等奖1项、二等奖1项。同时是7项

生物安全、司法鉴定相关标准的起草人，长期参与实验室生物安全、司法鉴定、实验动物等相

关的政策咨询、标准制订等工作。

吴孝槐，博士，高级工程师，中国合格评定国家认可委员会实验动
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CNAS实验动物机构认可与AAALAC认证的比较
分析
吴孝槐1, 肖巧喆 2, 庞万勇3, 白 玉4, 李 垚 5, 卢选成6, 冯 涛1
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200240; 6. 中国疾病预防控制中心, 北京 102206)

[摘要] 中国合格评定国家认可委员会 （China National Accreditation Service for Conformity Assessment，
CNAS）实验动物机构认可是我国实验动物管理的重要制度，是致力于保障我国实验动物质量和福利的一项具有中
国特色的第三方评价制度。美国实验动物饲养管理评估认证协会（Association for Assessment and Accreditation
of Laboratory Animal Care，AAALAC）认证是为全球实验动物管理和使用机构提供动物福利和伦理认证服务的一
种评价活动。本文从CNAS与AAALAC的性质、CNAS认可和AAALAC认证本质、评价依据和文件、评审流程、评
审人员管理、结果采信等方面进行了比较分析，探讨两项实验动物机构评价制度的差异与特点。
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[ABSTRACT] China National Accreditation Service for Conformity Assessment (CNAS) laboratory animal
institutions accreditation is an important system for the management of laboratory animals in China. It is a third-
party evaluation on Chinese characteristics dedicated to ensuring the quality and welfare of laboratory animals in
China. The American Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC)
certification provides global services about animal welfare evaluation and ethical certification, which are
important for management and use of laboratory animals. This study compared and analyzed the nature of CNAS
and AAALAC, the nature of CNAS accreditation and AAALAC certification, the evaluation principles, required
documents, the evaluation process, the management of reviewers, and the acceptance of results, and discussed
the differences and characteristics of the two evaluation systems for laboratory animal institutions.

[Keywords] Laboratory animal institution; CNAS accreditation; AAALAC certification;Welfare of laboratory

animals

当今世界，科学、人道地对待和使用实验动物已

经成为共识。只有建立在完备的动物福利和伦理基础

上的动物实验，其研究和检测结果才有可能得到世界

范围内的广泛认可。西方一些发达国家和地区如英美

等国已经在科研项目的立项、科研成果的评定甚至科

研论文的发表方面都建立了实验动物福利和动物实验

伦理审查制度。实验动物福利和动物实验伦理审查工

作的质量已经成为影响上述各项工作开展的重要且首

要因素。

目前世界各国对实验动物质量和福利所采取的管

理模式，主要有两种。一种是采取实验动物许可证制

度模式（如中国、英国），另一种是采取社会第三方认

可制度模式。近年来，第三方认可制度的模式相对而

言更公正，更受到实验动物业界人士的推崇。在国际

上比较有影响力的第三方认可是由美国实验动物饲养

管理评估认证协会 （Association for Assessment and
Accreditation of Laboratory Animal Care，AAALAC） 实

施的认证即AAALAC认证。在我国，对实验动物机构

管理普遍实行的是许可证管理制度，其作为实验动物

管理的市场准入制度，是保障实验动物和动物实验质

量的重要措施。除许可证制度外，中国合格评定国家

认可委员会 （China National Accreditation Service for
Conformity Assessment，CNAS）于 2017年创建了实验

动物机构认可制度（以下简称认可制度）。许可证管理

是法规强制性要求，认可是自愿性第三方评价。认可

制度与许可证制度相互促进、相互补充，共同致力于

我国实验动物管理规范和行政管理体系的完善，推动

我国实验动物科学和生物医药行业的发展。

CNAS实验动物机构认可制度参考借鉴了国际先进

国家实验动物管理的成熟经验与做法，同时结合了我

国多年的现行实验动物许可管理和实验室认可制度的

经验，是一项不仅符合中国国情，而且与国际接轨的

实验动物机构认可制度。

1 CNAS与AAALAC的性质

CNAS是根据《中华人民共和国认证认可条例》的

规定，由国家认证认可监督管理委员会（Certification
and Accreditation Administration of the People’s Republic
of China，CNCA）于 2006年 3月批准设立并授权的国

家认可机构，统一负责对认证机构、实验室和检验机

构等的认可工作。CNAS秘书处是CNAS的常设机构，

负责CNAS认可工作的具体运作。中国合格评定国家

认可中心是CNAS秘书处的法律实体机构，是国家市

场监督管理总局直属事业单位，负责建立并运行合格

评定机构国家认可体系，统一开展认证机构、实验室、

检验机构、审定核查机构及相关机构的认可评价活动。

目前，CNAS开展的主要认可业务包括 3大认可门类

（含认证机构认可、实验室认可和检验机构认可）、15
项基本认可制度、38个专项认可制度和48个分项认可

制度。CNAS实验动物机构认可制度是隶属于实验室认

可门类下的一项基本认可制度。

AAALAC是一个非政府、非营利性组织，是全球

第一个，也是目前唯一为科研、检测和教学所涉及的

动物饲养管理和使用提供全球认证服务的组织。其前

身是 1965年成立的美国实验动物管理认可协会（The
American Association for Accreditation of Laboratory
Animal Care），到 1996年多数西方发达国家参加了认

证活动，美国实验动物管理认可协会改为国际组织，

并于 2016年 2月正式更名为国际AAALAC（AAALAC
International，以下简称AAALAC）。
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2 CNAS认可和AAALAC认证的本质

《合格评定 词汇和通用原则》（GB/T 27000/ISO/
IEC 17000）对认可和认证，以及认可机构和认证机构

进行了明确定义和区分。认可（accreditation）是正式

表明合格评定机构具备实施特定合格评定工作能力的

第三方证明；认证（certification）是与产品、过程、

体系或人员有关的第三方证明。认可机构是实施认可

的权威机构（认可机构的权力通常来自政府）；认证机

构是运作认证方案的第三方合格评定机构［1］。
AAALAC International在更名以前，实验动物界将其中

文全名通常翻译为“实验动物管理评估与认证协会”，

将AAALAC开展的活动称为“AAALAC认证”，视为一

种认证活动，虽然在其英文名称中有 accreditation，但

与《合格评定词汇和通用原则》（GB/T 27000/ISO/IEC
17000）中 accreditation对应的中文专用名词“认可”

并不一致。

认可作为市场经济运行的基础制度安排，既是国

家技术基础的组成部分，又是符合世界贸易组织

（World Trade Organization，WTO）规则的技术性贸易

措施。CNAS依据国际标准《合格评定认可机构通用

要求》（GB/T 27011/ISO/IEC 17011）建立了国际化与

中国化相结合的认可制度。CNAS开展的认可活动与

AAALAC开展的认证活动有明显的区别。CNAS开展认

可活动有来自CNCA的授权，具有政府授权的权威性，

并且代表中国加入了国际实验室认可合作组织

（International Laboratory Accreditation Cooperation，
ILAC） 和 亚 太 认 可 合 作 组 织 （Asia Pacific
Accreditation Cooperation，APAC）等国际组织，签署

了国际互认协议。AAALAC开展的认证活动是一种非

政府市场行为，没有加入 ILAC等国际互认组织。

CNAS依据《实验动物机构 质量和能力的通用要求》

（GB/T 27416—2014）国家标准开展认可活动。CNAS
实验动物机构认可体现了认可制度的特点，以管理体

系为核心，关注实验动物机构保障动物福利和质量的

能力。AAALAC认证类似于一种管理体系认证，认证

以动物管理和使用计划（animal care and use program）
（简称计划）为核心，该计划包含一个机构内进行的所

有对动物健康福利有直接影响的活动，包括动物和兽

医保健、政策和操作程序、个人和项目的管理和监督、

职 业 卫 生 与 安 全 、 动 物 管 理 和 使 用 委 员 会

（Institutional Animal Care and Use Committee， IACUC）

功能以及动物设施的设计和管理［2］。二者的权威性和

核心关注点存在较大差异。

3 评价依据及文件

3.1 CNAS实验动物机构认可文件
CNAS开展实验动物机构认可的主要依据为《实验

动物饲养和使用机构质量和能力认可准则》（CNAS-
CL06），该准则主要技术内容与国家标准《实验动物机

构质量和能力的通用要求》（GB/T 27416—2014）基本

相同，是CNAS对实验动物机构认可的基本要求和主

要认可依据。CNAS-CL06共包括六大部分 550余项条

款，包括管理体系、动物设施、动物饲养、动物医护、

职业健康与安全、IACUC的职责与管理要求等方面内

容。此外，CNAS-CL06规定了实验动物机构的设施、

管理和运行在质量、安全、动物福利和职业健康等方

面应达到的基本要求［3］。
为确保认可活动的规范性，CNAS还制定了《实验

动物饲养和使用机构认可规则》（CNAS-RL08）。
CNAS-RL08主要规定CNAS实验动物机构认可体系运

作的程序和要求，包括认可条件、认可流程、申请受

理要求、评审要求、对多场所实验动物机构认可的特

殊要求、变更要求、暂停、恢复、撤销、注销认可、

CNAS和获认可的实验动物机构的权利和义务［4］。
为方便实验动物机构的认可申请、自我核查和指

导评审员的现场评审工作，CNAS还制定了实验动物机

构认可工作文件，包括《实验动物机构认可申请书》

《实验动物机构认可评审报告》《实验动物机构自查报

告》《实验动物机构认可评审工作指导书》等。

3.2 AAALAC认证文件
AAALAC认证的主要依据是以下 3个文件，即

《实验动物管理和使用指南》（简称《指南》，NRC
2011）；《农业动物在研究和教学中的管理和使用指南》

（简称《农业指南》，FASS 2020）和《欧洲委员会保护

用于实验和其他科学目的的脊椎动物公约》（ETS
123）。此外，还有其他被业界广泛接受的指导方针。

为了获得AAALAC认证，机构必须满足其所在地

所有适用的国家和地方性法规，以及《指南》或《农

业指南》和/或ETS 123的标准，这些标准均超过相关

法律所要求的最低标准。以《实验动物管理和使用指

南》为例，其主要内容包括关键概念、动物管理和使

用计划、动物的环境、饲养和管理、动物设施总体规

划等。
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4 评审流程

4.1 CNAS实验动物机构评审流程
CNAS实验动物机构认可评审周期为5年。初次评

审后第 1年机构进行自查，第 2年进行现场监督评审，

第 3年和第 4年实施机构自查，第 5年实施现场复

查［5］。从 CNAS受理申请到发证，可分为评审策划、

现场评审、评定、发证与公布这四个阶段。

4.1.1 评审策划
CNAS正式受理申请后会组建评审组并指定评审组

长。评审组长按《实验动物机构认可资料审查通知单》

的要求进行文件评审，并和项目主管协商后出具《认

可资料审查通知单》，通知被评审方进一步说明问题、

补充相关资料或进行修改，申请机构于 10 d内回复。

评审组长须对实验动物机构补充提交的资料和（或）

修改材料进行审查，审查合格后，方可建议实施现场

评审。项目主管收到评审组长的认可资料审查通知单

后，根据组长建议和机构情况组建评审组。评审组长

负责拟定《现场评审日程表》（CNAS-PD14-09），并

于现场评审前 3个工作日发给待认可机构及各位评审

员，评审组成员就自己负责的评审范围进行详细的评

审策划。在开始现场评审前，评审组长召集评审组成

员召开评审预备会，沟通准备情况、明确评审任务，

签署《现场评审人员公正性、保密及廉洁自律声明》

（CNAS-PD14-10）。
4.1.2 现场评审

CNAS现场评审通常持续2～3 d，根据机构规模和

类型，评审专家组一般由3～5名评审专家组成。现场

评审包括首次会议、现场巡查、文件审核、专家组会

议和末次会议等流程。在首次会议上，机构负责人介

绍机构基本情况和内审情况；评审组长介绍评审流程、

人员分工和注意事项等；首次会议结束后会进入现场

巡查，进入饲养和实验区设施，评审员根据各自分工

安排，对照《实验动物机构认可评审核查表》的要求

进行核查；现场巡查结束后，评审专家会结合现场巡

查的情况进行文件审核，审核内容包括机构的管理体

系文件、内审报告、管理评审报告、IACUC审核报告、

各种记录和文档，内容涵盖CNAS-CL06认可准则的全

部条款。在评审期间，评审组通常在每天下午现场评

审结束后召开评审组内部沟通会，对现场评审发现和

需要解决的问题进行沟通和讨论。在评审最后一天，

评审组将和机构的管理层和关键人员举行一次沟通会，

通报评审基本情况和评审发现的主要问题，并听取机

构的反馈。和管理层沟通后，召开有机构全体成员参

加的末次会议，通报并确认评审过程中发现的不符合

项和观察项，并宣布CNAS的评审结论和建议。

现场评审结束后进入机构整改阶段，被评审方在

明确整改要求后需制定纠正措施计划，并在 3个月内

完成。评审组长负责对纠正措施的有效性进行验证，

验证后连同现场评审资料一同报CNAS秘书处。

4.1.3 评定
CNAS秘书处负责将评审报告及其推荐意见提交给

评定委员会，评定委员会对申请人与认可要求的符合

性进行评价并作出评定结论。评定结论分为 4种，分

别是予以认可、部分认可、不予认可和补充证据或信

息后再行评定。

4.1.4 发证与公布
CNAS秘书处向获准认可的实验动物机构颁发认可

证书及认可决定书，认可证书有效期为5年。

4.2 AAALAC认证流程
AAALAC认证评审周期为3年。与CNAS实验动物

机构认可的流程基本类似，AAALAC认证基本流程包

括认证前准备、现场认证、机构整改和认证决定。

4.2.1 认证前准备
AAALAC办公室确认受理申请后，通常会指定一

位认证委员会委员来组队进行认证。该委员将与被认

证单位联系安排现场认证日程。委员通常会邀请一名

或以上AAALAC兼职专家组成现场认证小组。

4.2.2 现场认证
现场认证从“简要介绍”（brief introduction）开

始，即机构的主要成员与现场认证小组会面，讨论认

证流程。在简要介绍之后，现场认证小组将与所在机

构的代表们讨论“项目描述”（program description，
PD），即认证申请书。认证人员可对特定问题进行询

问或查阅文件。之后，认证小组巡查观察机构的动物

设施。在动物设施巡查结束后进行文件核查，其间认

证小组可能会就巡查发现的问题，进一步询问机构有

关实验动物具体项目或程序的信息。在以上流程结束

后，现场认证小组将单独举行“闭门会议”（closed
session）。在这个过程中，认证小组会讨论关键的观察

结果和希望与被认证机构分享的信息。认证最后阶段，

召开机构所有成员参加的认证简报会。在简报会上，

现场认证小组会分享他们的主要评估认证结果，以及

认证小组打算向AAALAC认证委员会提出的认证建议。
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4.2.3 机构整改
现场认证结束后，认证小组将正式地通过邮件给

机构发送“简报会纪要”，即评估发现的问题和建议。

机构需要在 2个星期内以书面形式回复简报纪要中所

提出的问题，发送给AAALAC办公室并抄送现场认证

小组。

现场认证小组将向AAALAC的内网主页上传认证

报告，包括现场评估小组所提出的重大问题和建议项，

并简述机构所做的努力和整改措施，以及评价整改是

否解决了问题。完成认证报告后，另外两位委员和所

在分委员会的组长和副组长会对认证报告进行同行评

议。带队认证的委员可根据评议结果进行认证报告修

改，或提出不同的看法。

4.2.4 认证决定
有关认证的所有最终决定均由AAALAC认证委员

会作出。委员会及理事会每年召开三次会议（分别于1
月、5月和 9月），因此机构的评估报告将在现场评估

后的最早一次理事会会议上审议。带队认证的委员进

行陈述，分委员会进行讨论（委员会主席、副主席以

及AAALAC办公室代表将列席并参与讨论），带队委员

提出认证结果建议，由分委员会全体委员（回避的委

员除外）投票决定结果。最后，汇总该结果并报理事

会投票通过。

AAALAC的初次认证结果分为 4种，即完全认证

（Full Accreditation）、有条件的认证（Accreditation with
Condition）、临时认证（Provision Status）和不予认证

（Withhold Accreditation）。前两种情况授予“认证牌”。

如果机构取得有条件的认证，要在本年度报告或委员

会指定的时间对AAALAC要求进行的整改措施进行说

明，由认证委员会裁决，以确定被认证机构能否取得

完全认证。复审的可能结果则有 5种，即持续完全认

证、有条件的认证、延迟认证、考察和取缔认证，其

中前 4 种情况保留“认证牌”。当取缔认证时，

AAALAC将会提供上诉的机会。

5 评审人员管理

5.1 CNAS认可评审员和实验动物专业委员会
CNAS评审员和技术专家是CNAS的核心技术支持

资源，也是确保认可有效性和认可质量的重要保障。

截至 2021年 8月，CNAS已签约聘用 44名实验动物机

构评审员和技术专家，其中主任评审员 4名、技术评

审员 7名、实习评审员 24名、技术专家 9名。为确保

评审员对认可要求和认可准则的准确理解，提升评审

技巧，统一评审尺度，CNAS秘书处根据需要定期举办

评审员培训班，对评审员进行初始培训或持续培训。

为确保实验动物机构认可有效实施以及认可品牌

的高端、权威和公信力，CNAS秘书处根据CNAS专门

委员会工作规则的有关规定，于2018年5月30日正式

批准成立了“中国合格评定国家认可委员会实验室专

门委员会实验动物专业委员会”。24名委员会专家成员

来自中国科学院、中国医学科学院、军事科学院，以

及其他实验动物管理部门、高校、生物医药企业等机

构，都是我国实验动物领域的权威专家和知名学者。

CNAS评审人员为聘用考核制，由评审员管理部统

一管理。对认可评审员，评审员管理部每 3年会安排

一次见证。CNAS项目负责人或CNAS主任评审员作为

见证人，对评审组长、实习组长（非独立评审组长）

进行见证，填写《实验室/检验机构评审组长现场见证

报告》（CNAS-PD10-07），交评审员管理部。同时，

评审组长在每次评审结束后对评审组成员进行评价，

并验证其专业判断能力水平，填写《实验室/检验机构

评审人员评价表》（CNAS-PD10-06），交评审员管

理部。

5.2 AAALAC委员和专家
AAALAC拥有约 400多名临时顾问或专家（统称

为兼职专家），协助认证委员会委员评估动物饲养管理

和使用计划。要成为顾问/专家，必须提交申请，以供

认证委员会遴选。AAALAC成立有专家遴选委员会

（Specialist Selection Committee）对申请人进行审核，再

通过该委员会投票以决定最终人选。专家任期为3年，

可无限连任。设有委员提名委员会（Council Member
Nominating Committee），接受委员会现任委员的推荐，

亦接受自荐。委员候选人的要求是至少担任专家2年，

与至少 2位委员进行过至少 6次现场评审且表现良好。

有效委员候选人经各分委员会投票决定，至少获 50%
票数。投票产生的人选经委员会联系，如有意愿即可

获任。委员每届3年，一般最多可任4届。在每次现场

评估结束后，带队的委员对参与的顾问专家进行打分

和评价，具体形式以在线填写表格为主，主要内容包

括：个人基本情况、所擅长的领域及专业知识，在现

场访问过程中的行为举止表现、对问题的发现，以及

在认证报告审阅和文件审阅过程中所起到的作用，与

申请机构的交流情况，现场认证后在报告形成过程中

所发挥的作用和表现，整体表现及评价，以及是否有

意愿成为委员会委员或是否推荐其他委员参加现场

访问。
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为确保认证质量和认证结果的一致性，在每年三

次的会议上，全体委员会集中学习一些新的法律法规

和文献，以求与时俱进。同时，委员将对出现“不一

致”（Non-consistency）意见的问题进行学习（有专门

的委员小组对“不一致”问题进行研讨），以确保认证

在全球的一致性。

6 结果采信

6.1 CNAS实验动物机构认可效力及影响力
CNAS是中国大陆地区唯一的认可机构。国际互认

是认可工作的一个重要特征，认可结果的采信和国际

互认既是认可工作的核心目标，也是经济全球化背景

下国际贸易的需求。CNAS作为国际上多个互认协议的

签署方，其认可结果在国际上得到了广泛承认。CNAS
与国际认可论坛 （International Accreditation Forum，
IAF）和 ILAC等国际组织签署了多项多边互认协议，

获CNAS认可的实验室和机构可以使用 IAF、ILAC的国

际互认标志，其出具的合格评定结果在多边互认协议

签约认可机构所在国家或经济体具有相互承认的效力。

目前实验动物机构认可还未纳入 ILAC的多边互认协议

体系，但CNAS已开始探索与其他开展实验动物机构

认可的国家和地区开展双边互认的可能性。

CNAS实验动物机构认可是CNAS实验室认可门类

下的一项自愿性认可制度。不同于我国实验动物许可

证制度的强制性要求，在《实验动物管理条例》和其

他法律法规中对实验动物机构认可并没有明确规定，

因此CNAS实验动物机构认可的采信缺乏有力的法律

法规支撑。我国实验动物界的专家和学者已经关注到

这一问题，开始着手在实验动物相关法律法规的修订

过程中建议将实验动物机构认可作为鼓励性条款纳入。

随着CNAS实验动物机构认可体系的逐步完善，国内

越来越多有影响力的实验动物机构开始申请认可［5］，
实验动物机构认可的采信和影响力在实验动物行业和

生命科学领域日益增强。

6.2 AAALAC认证效力及影响力
AAALAC的认证没有法定效力，属于自愿性第三

方评价，但其认证活动得到了来自世界各地的专业协

会的支持。具体来说，由69个科学组织、兽医组织和

其他团体组成的AAALAC理事成员单位，为AAALAC
的愿景和发展方向提供建议，旨在为研究、检测和教

学等领域促进动物福利。为保证实验动物福利和动物

实验质量，欧美生物医药巨头通常倾向于把其医药产

品的非临床评价研究外包给有AAALAC认证的单位完

成。另外，美国国立卫生研究院（Natioanl Institutes of
Health，NIH）关于科研立项和药品生产外包过程中对

实验动物的要求，均承认AAALAC认证的结果［6］。

7 结论

通过对 CNAS实验动物机构认可和AAALAC认证

从制度的本质、认可和认证依据、评审流程和结果采

信等方面进行比较分析，可以得出以下基本结论：

（1）CNAS认可制度是受国家认证认可监督管理委

员会授权建立，CNAS实验动物机构认可具有政府授权

的权威性。 AAALAC认证是由国外非政府组织开展的

一种社会第三方评价活动。

（2）CNAS实验动物机构认可的主要依据为《实验

动物饲养和使用机构质量和能力认可准则》（CNAS-
CL06）。AAALAC认证的主要依据为3个行业指南性文

件和公约。二者在关注机构的动物设施、动物福利、

动物饲养和医护以及职业健康安全方面具有共同点；

但CNAS实验动物机构认可以管理体系为核心（体现

了认可制度的特点），而AAALAC认证以动物使用和管

理计划为核心，二者的着力点有所不同。

（3） CNAS依据国际标准 ISO/IEC 17011的要求建

立了各项认可制度，CNAS实验动物机构认可制度的公

正性、评审流程管理、认可管理体系（包括文件、记

录、内审和管理评审）和评审资源管理等方面完全按

照 ISO/IEC 17011的要求进行管理和运作。CNAS实验

动物机构认可制度的规范运行受到国家市场监督管理

总局和国家认证认可监督管理委员会的监督管理。

AAALAC认证对其公正性、认证流程、认证人员等方

面也有明确的规定，但AAALAC认证的规范性更多依

靠同行评议以及认证机构的内部核查或自律性。

（4）CNAS制定了一套完整的认可流程文件和现场

评审作业指导文件，从申请受理、评审组组建、评审

策划、现场评审安排、机构整改、评定和证后监管都

有明确详细的规定，同时建立了一套高效的信息化认

可业务系统，所有认可业务都可在该业务系统内完成。

AAALAC认证也有一套成熟的认证管理程序和现场认

证的作业文件，这些文件在AAALAC的网站上可以公

开查阅。在现场评审时，CNAS评审专家需按照分工对

照认可准则的 550余个条款逐条核查，确认机构是否

满足每个条款的要求，弹性空间较小。AAALAC认证

时评审专家按照认证指南和公约的要求进行核查，在
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很多情况下需要凭借专家经验，因此专家的能力、经

验和视角对认证质量和认证结果有较大影响。同时

AAALAC有一套机制来尽可能地保证其在世界不同地

区的认证结果具有一致性，譬如每次认证讨论时均有

整个认证委员会的主席、副主席参加，另外还设有一

致性小组，而且认证委员会成员在每年 3次的全会

（plenary session）上进行集中学习。

（5）AAALAC认证经过 50余年的发展，在国内外

生命科学界和医药研究领域有广泛的影响力和认知度，

全球已有千余家制药生物技术公司、大学、医院和其

他研究机构获得了 AAALAC认证。 2017年开始的

CNAS实验动物机构认可制度作为一项新生的实验动物

管理制度，到目前为止，只有 12家机构获得认可证

书，在国内外的影响力还非常有限，在机构数量、认

可采信和知名度上与 AAALAC相比有很大的差距。

CNAS需要进一步加强与国内外实验动物管理部门、学

会、相关认可和认证机构的交流与合作，从而推广壮

大CNAS实验动物机构认可。
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从评审角度讨论动物实验室文件管理中常见问题与
解决办法
李海玉, 许虎峰

(首都医科大学附属北京友谊医院, 北京100050)

[摘要] 医院建立一个良好的动物实验平台，需配套建立一套完善的动物实验管理体系。其中，文件管理是一个关
键环节。笔者从中国合格评定国家认可委员会 （China National Accreditation Service for Conformity
Assessment，CNAS）实验室认可与检测机构认可评审员的角度出发，讨论动物实验室文件管理中常见问题，并探
讨完善策略，为相关从业人员的管理水平提升提供参考。
[关键词] 文件管理；动物实验室；评审；CNAS认可
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Discussion on the Problems and Methods of Animal Laboratory

DocumentsManagement from the Perspective of Audit

LI Haiyu, XUHufeng
(Beijing Friendship Hospital, Capital Medical University, Beijing 100050, China)
Correspondence to: XU Hufeng, E-mail: xu_hufeng@163.com

[ABSTRACT] Hospital established a good animal experiment platform and a complete set of animal
experiment management systems. In good operation, document management is a key element. This paper
aimed to improve the management of animal laboratory documents from the perspective of the laboratory
accreditation and testing institution accreditation auditor of the China National Accreditation Service for
Conformity Assessment (CNAS), and provides a reference for the improvement of the management level of
relevant practitioners.
[Keywords] Filemanagement; Animal laboratory; Review; CNAS accreditation

良好运行的动物实验平台对于研究型医院的发展

极为重要，不仅需要建立整套完善的管理体系，而且

要确保体系有效持续运行。文件管理作为体系有效运

行的证实性材料有着重要的意义，也是实验室从事检

测活动、质量管理的根据［1］。如何保存并使用好相

关文件，把文件用活，使之成为体系管理的源泉，这

就是文件管理的意义。笔者作为中国合格评定国家认

可 委 员 会 （China National Accreditation Service for
Conformity Assessment，CNAS）检测机构实验室认可评

审员，自2012年至今，参与了广东省医学实验动物中

心比较医学实验室（监督+扩项评审）、苏州西山生物

技术有限公司（复评+扩项目评审）、北京维通利华实

验动物技术有限公司（复评+扩项+变更评审）、广州市

药品检验所（实验室认可专项监督评审）等多项评审

工作，积累了一定的评审经验。本文从评审角度对文

件的编撰、识别、编目、分发、保存、使用等有效管

理方面进行论述，以期对同行有所启迪。

1 实验室评审中发现文件管理的一些问题

1.1 文件起草问题
很多实验室管理体系文件的起草大多有生搬硬套

的痕迹，这在新申请的实验室中表现得非常明显。管

理体系文件应该随着管理体系的运行、持续改进及其

环境的变化而调整［2］。有的实验室照搬认可文件的条

DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2021.114 ·实验动物设施及管理·
Facilities and Management for Laboratory Animals
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文，未作解读，甚至连句式都不曾改动。也有的是借

鉴同类型实验室的文件，但明显的问题是，两个实验

室连硬件条件都不尽相同，很多在指导下一层级的文

件上是应该有区别的，照抄过来的文件在实际操作中

很难适用。

1.2 文件授权问题
有的实验室建立了授权的列表，有的是在每一个

扉页上有授权识别。其实，文件的授权并不在于形式，

而在于要每个实验室的工作人员都应该知道实验室的

相关文件不是拿来就用的，而是要经过一定的程序被

授权，且在一定范围内使用［3］。有的实验室文件有很

大的随意性，今天生成一个表格拿来就用，明天觉得

不适用，随手就改了，再觉得不好，可能又改了。改

来改去，无法形成最终确定的有效版本。

1.3 文件兼容性问题
很多实验室处于发展阶段，业务范围不断拓展，

为了增加更多的业务量和实验室的影响力，实验室决

策者要求实验室在管理方面通过并获得相应资质，如

生物安全实验室认可、实验动物检测机构认可、实验

动物设施认可等。2018年开始的CNAS实验动物机构

认可，在众多的认证/认可条款中，体系文件的侧重点

不尽相同，但务必求同存异。编撰者要深刻领会不同

体系文件的要素和精神，用以指导自己实验室的体系

文件编撰工作。为了应对评审而准备的体系文件和相

关配套表格，其实施的效果是事倍功半的，具体的实

验人员会被淹没在无数的表格中，其错误率随之增高。

1.4 形成性文件的收集问题
实验室文件应该是活的文件，这体现在日常工作

中有各种各样的形成性文件，譬如人员进出记录、温

湿度和压力梯度记录、实验动物验收记录、日常工作

卫生记录、动物饲喂和清洁记录、高压灭菌记录、卫

生消毒记录、动物护理记录等。这些文件都应该在一

定时间内由专人收集并归档，作为实验室运行的证据，

一旦发生质量问题可以追溯原因和波及范围。

1.5 文件载体的形式问题
记录可储存于任何适当的媒介，包括形成电子文

件［4］。随着办公自动化水平的日益提高，纸版不再是

唯一的文件载体，电子化的形式越来越普遍，硬盘、

光盘、云端，都是不错的选择［5-6］。在动物实验室中

大部分文件均为即时填写类文件，如实验室内即时的

温湿度和压差、测量的实验动物体质量指标或观测的

动物行为评分指标等。纸质文件相较于电子文件有着

实验数据不易篡改性，说明纸版文件在动物实验室仍

有其不可替代的优势。将有不易篡改性优势的纸质文

件和有易于调阅优势的电子文件相结合使用，是目前

文件管理中最常用的方法。而在纸版文件保存方面，

活页装帧是不错的选择，因为文件有一定的查阅、追

溯和修改变更频率。活页便于及时存取、更新，减少

重复打印等工作量，同时也更加低碳环保。当然胶粘

装帧也是可以采用的，一般用于永久保存不做修改的

文件。电子版文件则需要建立和保持数据完整性、正

确性和保密性的保护程序，且需要定期维护计算机，

保持其功能正常［7］。

2 杜绝问题的一些办法

2.1 选择合适的起草人，适时升级管理文件，并用
活体系文件

文件的起草应该是管理层，而且是精通业务的人

员为宜。文件起草者的专业程度及水平将直接影响文

件对工作的针对性和可实施性。熟悉质量体系运行的

人员应该起草体系文件，熟悉实验室技术的人员应该

起草实验室的相关标准操作程序（standard operating
procedure，SOP），熟悉设备运行维护的人员应该起草

设备运行维护的相关 SOP，熟悉动物饲养和疫病诊治

的兽医应该起草相关饲养和管理制度。没有人是全才，

各司其职又互有合作，这样的文件起草团队出台的文

件才是能够有效实施的适用的管理文件。

以本院（首都医科大学附属北京友谊医院）实验

动物中心为例，在实验动物管理手册（第一版）发布

实施 6年后，随着实验动物中心不断发展，人员和设

备增加，办公、实验条件不断改善，以及各种制度不

断变化，原版的管理手册已经不能完全适用于现时实

验动物中心的运行模式，于是对管理手册进行了必要

的修改和升级。这一次体系文件的升级用时 13 d，共

有 7人参与修改管理手册的相关工作，对原版管理手

册提出了70条修改意见，经商讨采纳，其中58条作为

正式修改项，并新增了11条管理项目及记录表格。修

改后的管理手册弥补了原版手册中与现行实验动物中

心管理、工作、运行中的不足，大大提高了管理的有

效性，对现行实验动物中心的工作提供了更加细化、

量化和优化的管理方案，提升了工作效率和质量。

2.2 明确管理体系和组织架构才可以明确授权
动物实验室文件按照来源区分，可分为内部文件

与外部文件两部分。如实验室内部编纂、发布的文件，
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包括质量手册、操作规程、工作表格等，可以归类于

内部文件；而类似于购入实验动物的实验动物质量合

格证、动物实验项目伦理审查证明等可以对外提供给

课题组的文件，可归类于外部文件。应当明确文件的

标识、批准、发布、变更和废止，防止使用无效、作

废的文件［7］。通常内部文件仅可作为实验室工作人员

内部使用，不对外发放。外部文件的发放、查阅、使

用、复制等权利，一定要明确实验室究竟要什么样的

管理体系，确定好组织架构，安排好各自的责、权、

利，这样文件的授权就自然而然明晰了。本院实验动

物中心在文件起草、修改与使用中就根据责、权、利

明确了审核人及批准人，做到了授权明确。

2.3 文件的发放、查阅、使用及复制需明确规定
不仅是文件的起草和授权，文件在发放、查阅、

使用、复制及销毁中的细节都必须有明确的规定［8］。
责任落实到人，这样文件才不会误用，不会引起实验

室的质量事故。具体工作包括文件发放应建立发放记

录，并注明受控状态，且所有管理体系的文件应在发

布前经过授权人员的审核与批准［4］。如实验室SOP文
件，发放至实验室员工手中，需领用人按照 SOP文件

编号签字领取。打印、复制使用已经批准发放的文件，

需将清单上报实验动物中心主任，相关文件加盖受控

章，禁止未经授权私自翻印使用文件。以本院实验动

物中心为例，如遇到课题组发表文章或申请课题经费，

需领取实验动物使用伦理批件或开具动物伦理审查证

明时，均需通过实验室负责人签字授权后复印发放给

课题组。作废文件由实验动物中心文件管理员负责收

回，销毁前必须有醒目标记以防止误用，销毁时需填

写销毁记录。

2.4 对形成性文件进行分类和识别并及时归档
实验室一旦运转，会随着工作的不断深入产生大

量的形成性文件。这便需要实验室建立对记录进行识

别、收集、索引、访问、存放、维护及安全处置的程

序［4］。本院实验动物中心以文件编号作为文件的唯一

性标识，避免了文件存档时出现错误的可能。这样的

文件必须有专人负责收集与识别，及时整理归档，把

实验室点点滴滴的工作分门别类收集整理，动态维持

文件清单控制记录，并可以识别现行有效的文件版本

及发放情况［4］。
文件归档则需要根据实验室形成文件频率和文件

类别规定归档时间。例如实验室人员进出记录、实验

室温湿度和压差记录等文件，由于每日均需填写且需

随时观察记录变化，因此可以每月月底对此类文件进

行归档；员工体检记录、人员业绩档案等文件，则可

以每年年底进行归档；实验室会议纪要、检查记录等

临时形成的文件，则需文件形成后即时存档。

这些实验室最原始的数据随着实验室成长不断积

累，最终将成为实验室最宝贵的财富。

3 小结

实验室有良好的文件管理，不仅能够证实实验室

在有效运行，而且对实验室工作改进而言是最基础的

数据支持，能够为实验室管理者进行决策提供最可靠

的依据。因为实验室的业绩、运行情况及工作量均可

以由实验室文件形成的数据表现出来。例如，实验人

员进出记录、实验动物验收记录、实验项目评审数量

等均能体现出实验动物中心的工作量；各类设施设备

维护记录、实验室各功能间的温湿度、压差记录等则

可以体现出实验室运行情况。因此，无论实验室是否

参与评审工作，良好的文件管理都是实验室管理能力

提升的必由之路。
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胃癌类器官在精准医学研究中的应用
巩淼淼 1,2, 周丽桂 3, 赵菊梅 1, 师长宏 2

(1. 延安大学医学院, 延安716000; 2. 空军军医大学实验动物中心, 西安 710032; 3. 广州中医药大学实验动物中心,

广州510405)

[摘要] 类器官是利用干细胞或来源于患者组织建立起来的一种体外三维培养系统。运用该培养技术，正常胃类器
官和胃癌类器官均可建立起来。类器官具有高保真性，尤其是可保留其来源组织中的分子结构、功能特征和遗传信
息等，可用于治疗靶点筛选和药物反应预测及验证，为胃癌精准医学研究及实验动物替代研究提供了新的思路。本
文综述了目前胃癌类器官模型的建立情况，以及类器官与精准医学的发展前景等，为胃癌类器官应用于精准医学研
究提供理想的体外模型参考。
[关键词] 胃癌；类器官；精准医学；药物筛选；个性化治疗；替代
[中图分类号] R-332；Q95-33 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）03-0248-07

Application of Gastric Cancer Organoids in PrecisionMedicine Research

GONGMiaomiao1,2, ZHOULigui3, ZHAO Jumei1, SHI Changhong2

(1. Medical College of Yan 'an University, Yan'an 716000, China; 2. Laboratory Animal Center, the Air Force
Medical University, Xi'an 710032, China; 3. Laboratory Animal Center, Guangzhou University of Chinese Medicine,
Guangzhou 510405, China)
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ZHAO Jumei (ORCID: 0000-0002-7813-8224), E-mail: jmz2003.stu@163.com
[ABSTRACT] Organoid is an in vitro three-dimensional culture system of stem cells or tissues derived
from patients. Both normal gastric organoids and gastric cancer organoids can be established through this
culture technique. Organoid possesses high fidelity, it grows with the similar molecular structures,
functional characteristics, and genetic information as its tissue-of-origin. According to above, organoid can
perform therapeutic targets screen, facilitate drug responses prediction and verification. Meanwhile, it also
provides a new idea for precision medicine research of gastric cancer and replacement research of
laboratory animals. This paper reviewed the establishment of organoid model of gastric cancer and the
development of application of organoid in precision medicine, to provide ideal in vitro models reference for
precision medicine research of gastric cancer.
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Replacement

胃癌（gastric cancer）在全球癌症发病率中位居第

五，是全球第四大癌症死亡原因［1］。我国胃癌的发病

率较高，占全球胃癌患者总数的44.21%，且患者从发

病到死亡所损失的全部健康寿命年即伤残调整生命年

（disablility adjusted life year， DALYs） 从 1990 年到

2019年增加了 19.11%［1-2］。目前胃癌的治疗方式主要

包括手术和药物治疗，不幸的是大多数患者都会出现

耐药反应。

在过去的几十年里，研究人员在大量抗癌药物的

筛选和临床前药物研发过程中采用到多种重要的模

型［3-6］，例如二维（2D）标准细胞系模型、胃癌肿瘤

发生的基因工程小鼠模型 （genetically engineered
mouse models，GEMM）、人源肿瘤细胞系移植模型

（cell derived xenograft，CDX）和人源肿瘤组织异种移

植模型（patient derived xenograft，PDX），这些模型尽

管在胃癌发病机制和药物研究中发挥了一定的作用，

然而因其均不能很好地表达肿瘤相关遗传背景和异质

性，导致大多数药物在临床研究中都失败［7-8］，研究

结果的临床应用价值有限。

近年来，患者来源肿瘤类器官（patient-derived
organoid，PDO）因更接近其来源组织的生理结构，保

留来源组织的特定功能，并且可以得到与临床患者更

加相似的药物反应，因此进入研究人员的视野。大量

研究表明，PDO模型可以有效评估癌症患者的特异性

反应［9-12］，同时与患者个体化治疗的结果有很高的相

似性［13］。由此可见，PDO模型可作为临床前药物筛选

的理想模型，替代繁琐的动物体内实验研究，这对胃

癌患者的个性化治疗和精准医学研究有着重要的意义。

1 胃癌类器官模型建立情况

1.1 胃癌类器官模型的发展概况
胃类器官大多通过成人胃干细胞扩增和人功能干

细胞（pluripotent stem cells，PSCs）的定向分化来建

立。首例胃类器官是在2010年利用多功能干细胞建立

的［14］，之后人类开始尝试利用患者来源的组织建立胃

癌类器官［10］。有研究者报告，胃癌类器官建立成功率

在 50%～74%［15-16］。也有报告，胃癌患者大多都会做

食道、胃、十二指肠镜检查（esophagogastroduodeno-
scopy，EGD），从而可以利用活检组织建立充足的胃癌

类器官［17］。研究已证实，胃癌类器官的建立率在组织

病理学亚型之间没有显著差异［16］。
2020年日本研究者先建立起10例来源于患者的胃

癌类器官，从中选取了对 5-氟尿嘧啶相对敏感的 4
例［18］，接着不断对建立起来的胃癌类器官用不同浓度

的5-氟尿嘧啶进行处理，成功建立起对5-氟尿嘧啶有

耐药性的类器官模型，发现KHDRBS3与药物治疗的耐

药性有关。Loryn等［19］为了研究幽门螺杆菌诱导胃上

皮细胞程序性死亡配体 1（programmed death ligand-1，
PD-L1）表达的机制，将患者来源的类器官和自体免

疫细胞共培养，建立了一个体外模型来研究胃上皮细

胞和T淋巴细胞之间的相互作用以应对感染，发现感

染幽门螺杆菌的胃上皮高表达PD-L1，并抑制细胞毒

性T淋巴细胞的增殖，这表明感染了表达PD-L1的幽

门螺杆菌的胃上皮细胞受到保护，进而免除了免疫反

应的影响，导致癌前病变发展为胃癌。Dani等［20］发
现，Troy+细胞是一种完全分化的细胞，具有充当多能

干细胞的能力，同时证明了单个Troy +主细胞可以形成

胃类器官。有研究者用Troy作标志物来验证胃癌类器

官［21］，结果表明可以通过检测Troy来确定是否为胃癌

类器官。

除此之外，胃癌转移性标本的类器官模型也被建

立起来。例如Georgios等［9］建立了来自参与Ⅰ/Ⅱ期临

床试验的新鲜活组织检查的转移性胃肠癌患者的PDO
生物库，并通过识别类器官中的基因型-药物表型相关

性，将这些癌症类器官的药物反应与实际患者的反应

进行了比较，证明类器官模型可预测转移性胃肠癌患

者对治疗的反应。李杰等［22］建立了胃癌恶性腹腔积

液衍生类器官 （malignant ascites derived organoid，
MADO）的集合，成功率为 92%，而且经过传代，其

形态和基因组没有任何变化，可以对常规化疗药物的

多药耐药性进行筛选。

1.2 胃癌类器官模型的组织学特征和分子分型
胃癌分类方法大体有两种。一种是组织形态学分

类系统：按照通用的Lauren分类法，将胃癌分为肠型

胃癌和弥漫型胃癌两种组织学亚型［23］；另外世界卫生

组织还提出另一种组织分类方法，将胃癌分为乳头状

癌、管状癌、黏液癌（胶体癌）和低黏附性癌［24］。虽

然组织形态学分类系统在临床上具有通用性和广泛的
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应用，但不足以反映胃癌的分子和遗传特征，也不足

以在精确医学时代制定个性化的治疗策略。另一种是

分子分类系统，通过基因组技术和高通量分析进一步

对胃癌进行分类。2014年 TCGA研究网络组将胃癌分

为 4种遗传亚型：EB病毒（epstein-barr virus，EBV）
阳性型、微卫星不稳定（microsatellite instability，MSI）
型、染色体不稳定（chromosomal instability，CIN）型

和基因组稳定（genome stable，GS）型［25］。大多数肠

道和弥漫性胃癌的组织学亚型分别属于 CIN和GS亚
型［25］，这种分型是目前应用最多的分子分型。

依据胃癌的组织学特征和 TCGA分类的分子分型

可建立比较精准的胃癌类器官。例如，Therese等［10］

建立了20种人胃癌类器官，选择了4种进行全面分析，

使用全基因组测序对类器官与胃癌分子亚型进行了相

匹配，其中1例与GS亚型相匹配，1例与CIN亚型相匹

配，2例与MSI亚型相匹配。按照分子分型建立起类器

官后可进行一系列基因层面的研究，这将有助于推动

胃癌精准医学和个性化治疗的研究［10，15，26］。
1.3 胃癌类器官的优点和不足

胃癌 PDO 模型与传统细胞系、 CDX、 PDX、
GEMM相比较，具有显著的优势（表1）。胃癌PDO一
般 3 d左右可进行一次传代［10］，与动物模型相比，可

以快速地高通量筛选［15］。由于PDO直接来源于患者，

与传统细胞系相比，具有很高的临床相关性，并用于

个性化治疗［13］；在基因编辑方面，PDO同样可以满

足［27］。但类器官大多数以上皮细胞为主，缺少研究上

皮细胞和非上皮细胞之间持续的相互作用，与动物模

型相比，在肿瘤微环境相关研究中存在劣势（表 1）；
但这一局限性正在通过培养方法的改变来改善，例如

将人工生长因子梯度作用于类器官［28］、免疫细胞共培

养方法［19］和气液界面交换法［29］。总之，类器官模型

在肿瘤研究中具有广阔的应用前景。

2 胃癌类器官在精准医学研究中的应用

目前，尽管已经广泛开展针对癌症患者基因型特

征的精准医学研究，用于促进癌症治疗并改善患者预

后［30］。然而，由于人类肿瘤细胞的分子异质性和可塑

性，基于基因型的癌症治疗预测并不明确，这为个性

化精准医学研究提出了新的挑战。随着类器官模型的

药物试验成功，为个性化精准医学这一问题的解决提

供了新的手段。比如，可以先建立胃癌类器官模型，

然后对肿瘤组织进行分类分型，可利用基因测序技术

获得驱动基因，之后再用类器官对关键驱动基因的捕

获找到相关靶点，通过肿瘤药物资料库对药物进行筛

选和预测，也可与成簇的规律间隔的短回文重复序列

（clustered regularly interspaced short palindromic repeats，
CRISPR） /CRISPR 相 关 蛋 白 核 酸 酶 9 （CRISPR-
associated nuclease 9，Cas9）技术、幽门螺杆菌感染相

结合，最后进行匹配，找到个性化治疗策略。总之，

将基因组数据与患者肿瘤样本的药物筛选相结合，可

确定针对不同患者的个体化治疗方案（图1）。
2.1 研究生态位因子对胃癌产生的影响

胃癌类器官的培养离不开干细胞“生态位

（Niche）因子”的特殊组合，即Wnt激活剂（Wnt-3A
和R-spondin）、受体酪氨酸激酶配体［表皮生长因子

（epidermal growth factor，EGF）和成纤维细胞生长因子

（fibroblast growth factor，FGF） 10］、骨形态发生蛋白

（bone morphogenetic protein，BMP） 抑制剂 （Noggin）
和转化生长因子-β （transforming growth factor beta，
TGF-β）抑制剂（A83-01）［14，31］。研究生态位因子对

胃癌产生的影响时，类器官模型无疑是一种好的选择。

Nanki等［16］利用胃癌患者组织细胞建立类器官生

物标本库来研究胃癌的发生发展分子机制，利用

CRISPR-Cas9技术对类器官进行基因编辑，再通过生

表1 不同胃癌模型的比较
Table 1 Comparison of differentmodels of gastric cancer

特点
Characteristic

周期
Period
基因编辑
Genome editing
高通量筛选
High throughput screening
价格
Price
临床相关性
Clinical interrelation
肿瘤微环境
Tumor microenvironment
个性化治疗
Individualized treatment

CL

+++

+++

+++

+++

-

-

-

CDX

++

+++

-

++

++

++

+

PDX

++

-

-

++

+++

++

++

GEMM

+

+++

-

+

++

+++

+

PDO

+++

+++

+++

++

+++

+

+++

注：CL指细胞系；CDX指人源肿瘤细胞系移植模型；PDX指人源肿
瘤组织异种移植模型；GEMM指基因工程小鼠；PDO指肿瘤人源类
器官。最合适（+ + +），合适（+ +），可以实现（+），不合适（–）。
Note：CL refers to cell line；CDX refers to cell derived xenograft；
PDX refers to patient derived xenograft； GEMM stands for
genetically engineered mouse models；PDO refers to patient-
derived organoid. Most suitable（+++），suitable（++），can
achieve（+），not suitable（-）
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态位因子依赖与基因突变来进一步研究胃癌中的基因

型-表型相关性。将建立的胃癌类器官分为EGF依赖，

EGF非依赖以及EGFR抑制剂抵抗等，发现ERBB3或
PTEN突变的胃癌类器官依赖于生长因子EGF和FGF，
但ERBB2和ERBB3扩增的胃癌类器官不再依赖EGF和
FGF。同时发现了肿瘤激活Wnt通路的多种途径，之

后通过胃癌类器官的异种移植进一步确定了Wnt靶向

治疗Wnt依赖性胃癌的可行性［16］。
2.2 探索胃癌发生的关键驱动基因

目前关于胃癌具体的发病机制仍不明确，需要对

其进行多方面的探索，也有研究者通过建立捕获关键

驱动基因的模型对其机制进行研究。例如，香港大学

研究者建立了一个原发性胃癌类器官生物标本库，包

括 17个正常胃类器官和 46个胃癌类器官［15］。分析了

大多数已知的分子亚型，包含EBV、MSI、肠型/CIN和
弥 漫 型/GS， 具 有 CLDN18-ARHGAP6 或 CTNND1-
ARHGAP26融合或RHOA突变，并获取了胃癌的异质性

和遗传特征。此外，该团队也通过类器官进行了药物

敏感性的测试。

此外，胃癌类器官与关键驱动基因相结合，可以

进一步推动精准医学的研究。Lincoln等［32］发现胃癌

原发肿瘤FGF受体2（FGF receptor 2，FGFR2）基因扩

增，但转移瘤并不表现FGFR2扩增，而是具有TGF-β
受体 2（TGF-β receptor 2，TGFBR2）独特双等位基因

的改变；之后在体细胞CDH1和TP53突变的类器官背

景下，将类器官中的 TGFBR2敲低，发现类器官中存

在发育异常且具有侵袭性；同时进行体内实验以验证

TGFBR2是否有潜在转移，结果表明TGFBR2是弥漫型

胃癌的驱动突变基因，解决了寻找弥漫性胃癌转移的

遗传驱动因素的问题。以上研究均表明，类器官可以

通过不同的方法对胃癌机制进行探索，并找到相应的

靶点为下一步研究提供帮助。

2. 3 揭示幽门螺杆菌感染在胃癌发生中的作用
幽门螺杆菌感染是导致胃癌发生的首要独立危险

因素［33］。关于幽门螺杆菌的模型在体内体外均有研

究，其中类器官模型是近期最受关注的模型之一［34］。
相关研究表明，类器官为评估癌细胞与癌相关成纤维

细胞［35］或病原体［36-37］的共培养系统提供了一种理想

的方法。将幽门螺杆菌感染的人胃类器官与宿主免疫

细胞共培养，发现感染了表达PD-L1的幽门螺杆菌的

细胞受到保护，可能会免受免疫反应的影响［19］。
研究表明，类器官模型在研究幽门螺杆菌和胃癌

的发生发展机制中发挥着重要作用。有研究者在幽门

螺杆菌感染的胃类器官中观察到NF-κB信号的强烈激

活和胃上皮细胞增殖的增强，这是幽门螺杆菌感染的

标志，从而验证了在传统细胞培养中幽门螺杆菌感染

的潜在机制［31，38-39］。也有研究者将 3D原代类器官培

养物通过球体剪切的方法，接种到胶原涂层孔中转化

图1 类器官在精准医学研究中的应用策略
Figure 1 Application strategy of organoid in precisionmedicine research
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成 2D培养物，利用 3D类器官作为无限细胞源，在 2D
培养物中能够概括幽门螺杆菌的主要特征和发病机制，

包括“蜂鸟”-表型、细胞空泡化和CagA磷酸化。相

比于 3D培养物，转化为 2D培养物更容易处理，并可

以提供可靠的感染条件［36］。但目前这些方法大多用于

基础研究，相信随着类器官技术的成熟，将来可用于

疾病阶段的诊断和药物筛选，为个性化治疗应用提供

帮助。

2. 4 高通量药物筛选
类器官是预测药物疗效和药物发现的新型工具，

适用于高通量药物筛选。肿瘤类器官已经作为药物发

现的临床前癌症模型，在预测胃癌患者靶向治疗效果

方面有着巨大的潜力［40］。目前针对类器官进行的研究

大多数都是基于形态学、荧光读数或基于ATP的细胞

活力的测定。肿瘤类器官的药物筛选方案一般是将肿

瘤类器官种植在384孔板或96孔板中并用药物处理3～
6 d，然后根据 CellTiter-Glo®测试类器官的活性［41］。
Therese等［10］将胃癌类器官暴露于 5-氟尿嘧啶、奥沙

利铂、伊立替康、多西他赛和表柔比星，并记录了每

种药物的不同反应，发现显示ERBB2基因扩增的 1例
PDO仅在高浓度时对5-氟尿嘧啶显示出反应，且对除

伊立替康以外的大多数应用药物显示出抗性；该研究

还建立了代表人类胃癌典型特征和改变途径的人和小

鼠癌症类器官，证明了类器官在测试个体患者的治疗

反应和耐药性方面具有潜在用途。

此外，也可创建胃癌转移的相关类器官模型进行

药物筛选。Georgios等［9］用转移性癌症类器官进行了

药物筛选，用Ⅰ-Ⅲ期临床试验或临床实践中的 55种
药物库进行了为期两周的筛选分析，结果验证了使用

来自转移性癌症的 PDO作为药物筛选工具的可行性。

李杰等［22］用恶性腹腔积液肿瘤细胞建立了 11个胃癌

转移的MADO（恶性腹腔积液是晚期胃癌常见的常见

症状），用奥沙利铂、5-氟尿嘧啶、顺铂、多西他赛、

伊立替康、表柔比星和紫杉醇对MADO进行药物筛选，

每种药物以 6个不同浓度对MADO进行作用，测试药

物的半数抑制浓度，判断药物的敏感性。结果显示，

对于胃癌恶性腹腔积液和胃癌转移性疾病都能成功地

用类器官进行药物筛选。用类器官进行体外药物实验

将缩短药物研究的成本，能够个性化筛选有效的药物。

2. 5 替代动物体内实验预测胃癌患者的临床反应
和预后

体外类器官的药物敏感性或耐药性测试是否可以

真正代表患者的结果，需要将临床前模型中的药物反

应与患者的实际反应进行比较。在2019年发表的一项

研究中，首次在Ⅰ/Ⅱ期临床试验中招募转移性结直肠

癌和胃食管癌患者，对他们建立相应的 PDO生物库，

研究证明类器官在个性化医疗中的预测价值［9］。这为

利用类器官开展胃癌患者药物敏感性测试提供了依据。

Georgios等［9］用类器官在21例胃癌患者的临床反

应中测试了它们的临床预测价值，比较了紫杉醇敏感

的胃癌患者治疗前后建立的连续类器官与两名紫杉醇

耐药的肝转移胃癌患者的类器官对紫杉醇的反应，从

紫杉醇浓度和细胞周期中分析，发现耐药性类器官和

紫杉醇难治性类器官表现出相同的剂量反应曲线，紫

杉醇治疗后出现显著的细胞凋亡，与临床观察到的结

果一致。最终得出类器官预测患者对靶向药物或化疗

的反应敏感性为100%，特异性为93%，阳性预测值为

88%，阴性预测值为100%［9］。胃癌类器官可帮助预测

患者对靶向治疗（如HER2抑制）的反应，每个类器官

可帮助确定患者对哪种药物有效或耐药，甚至对可能

引起不良反应或几乎没有治疗反应的药物进行

预测［13］。
以上结果说明，胃癌类器官可以通过化疗药物的

反应来预测患者的预后情况，也可以预测靶向治疗效

果。类器官值得在癌症患者的前瞻性临床试验中进一

步评估，更好地预测化疗药物和靶向治疗的成功或失

败，从而进一步开发潜在的药物。

2.6 实现胃癌患者的个性化治疗
每个胃癌患者对相同的治疗方案可能有不同的疗

效，对每种化疗药的耐药程度也不相同。随着个性化

治疗被提出，开发个性化治疗需要捕捉肿瘤遗传异质

性的特点［13］。由于类器官具有高保真性和快速建模的

特征，胃癌类器官在预测患者的药物敏感性方面显示

出很高的临床效用，患者组织来源的类器官模型有助

于胃肠癌的个性化治疗［42-43］。有研究者把患者来源的

类器官直接接种在96孔板上培养，并在患者手术后3 d
内对类器官进行药物测试，依据结果在手术后 5～6 d
内告知临床医生预先的治疗方案是否可行［13］。这说明

来源于患者的类器官有助于个性化治疗的深入研究。

目前有研究者正在对一项人体临床试验

（OPPOSITE试验：NCT03429816［44］）进行评估，用

患者来源的胃癌建立类器官，患者与体外建立的类器

官将接受相同的新辅助全身治疗，体外细胞毒性将与

体内反应相关；该研究预计将在2022年完成，目前结
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果尚不清楚，预计可形成从寻找肿瘤驱动基因到靶向

药物，再到个性化治疗的匹配模式。未来胃癌个性化

医疗将与临床紧密结合，可测试各种药物并预测晚期

胃癌个体患者的最佳治疗方案。

3 展望

胃癌类器官可预测药物对患者是否有效，避免抗

癌药物的盲目使用，减少不良反应，提高治疗效果。

每个疑似胃癌的患者几乎都会接受EGD活检，因此可

以从活检中创建类器官生物样本库来丰富人类生物材

料，为胃癌的个性化治疗提供有效的实验工具［17］。随

着类器官模型培养技术的不断完善，有可能替代动物

模型在肿瘤研究中发挥重要作用。未来可通过胃癌分

子分型和组织表型相结合，精确预测患者的预后，并

制定个体化治疗方案，即通过规范性、个体化的手术

治疗联合放化疗、靶向治疗和免疫治疗，进一步改善

胃癌的治疗效果，提高胃癌患者治愈率，使更多的胃

癌患者获益。

尽管如此，胃癌类器官模型用于精准化治疗仍存

在一定的局限性：（1）目前建立的胃癌类器官模型中

EBV亚型比较少见，大部分没有检测到这种亚型阳

性［10］，少数研究者报告建立的胃癌类器官又可以捕捉

到这一亚型［15］；也有研究者表明在胃类器官中EBV亚
型不能表达，而在胃癌类器官中可以表达［45］。这可能

说明EBV亚型在胃癌类器官表达中存在一定的不确定

性，还需要进一步研究确认。（2）胃癌患者组织来源

获取的细胞量不稳定，这可能与肿瘤组织的状态和新

鲜程度有很大关系，如何获取最大量的细胞并在基质

胶内保留最大活性仍需要进一步探索。随着实验技术

的不断改进和相关研究的不断探索，相信类器官一定

会在胃癌临床应用研究中发挥重要作用。
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语言的比较生物学研究
李 慧

(北京师范大学人文和社会科学高等研究院, 珠海 519000)

[摘要] 比较分析是生物学的基本工具。比较生物语言学强调认知的基础构件在广泛物种间的共性，通过比较人
类、动物、古人类交流机制的保守性和差异，可以洞察人类言语、语言和社交的本质。本文通过回顾现代人群中、
现代人类与古人类之间、发声学习的动物模型中的比较生物语言学研究进展，从基因组、神经遗传学、动物行为学
等水平揭示比较生物学对发育性语言障碍、语言演化等研究的重要意义。
[关键词] 比较生物语言学；发声学习；发育性交流障碍；语言演化；动物模型
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China)
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[ABSTRACT] Comparative analysis is a fundamental tool in biology. Comparative biolinguistics
emphasizes that the foundations of cognition are shared between a wide range of species and provides
insights into the nature of human speech, language, and social interaction by comparing the
communication mechanisms of humans, animals, and hominins. This paper reviewed comparative
biolinguistic studies in the modern population (between modern humans and hominins, and in model
animals of vocal learning) to reveal the significance of comparative biology in the study of developmental
language disorders and language evolution at the levels of genome, neurogenetics, and ethology.
[Keywords] Comparative biolinguistics; Vocal learning; Developmental communication disorder;

Language evolution; Animalmodels

人类语言是以发声解剖结构和神经认知为基础构

件，可实现声音与意义相互映射的一整套机能。因此，

我们对语言的理解，不仅应借鉴语言学的数据和理论，

更应来源于生物学研究。调控广泛物种发育的基因集

合、蛋白质序列和细胞机制在进化过程中具有广泛的

保守性，这激发了人们使用模式生物来研究更复杂的

系统。而识别种间差异对于探索人类的特性以及生物

多样性的产生至关重要。近二十年来，许多模式生物

的基因组计划相继完成，大量的基因组数据被存入数

据库，涉及的物种种类不断增加，其中包括两种灭绝

的古人类——尼安德特人和丹尼索瓦人，为比较生物

语言学的实证研究提供了重要机遇。

目前，将比较生物学方法运用于语言研究已形成

共识，即利用动物模型、古人类研究的数据来帮助分

析人类关键特征的机制和进化基础。例如叉头框 P
（forkhead box P，FOXP）转录因子是一个古老的蛋白

质亚家族，在脊椎动物体内协调多个器官系统的发育。

研究发现 FOXP基因与神经发育障碍相关联，人们开

始特别关注该基因在脑中的表达模式和功能。研究

FOXP在人脑中的表达以及在脊椎动物脑发育中的作

用，为了解认知行为背后的分子路径和脑回路提供了

重要的参考。通过靶向不同脑回路来挽救动物模型中

的行为缺陷是未来该领域研究的一个重要方向［1］。
人类独特的语言能力是通过对古老的神经、生理

和解剖系统以新型配置的方式组合在一起而产生的，

这一观点已得到比较生物语言学研究的支持。例如

DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2021.133 ·比较生物医学·
Comparative Biomedicine
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Lieberman［2］提出，产生言语的基本节奏频率模式的

解剖学器官——肺和喉有着深刻的进化史。连接皮层、

基底神经节和其他皮层下结构的神经回路组织可执行

运动和认知行为，从而产生言语、吟唱的节奏。本文

将从现代人群中语言的比较遗传学、现代人类与古人

类的比较遗传学和发声学习的动物模型这三个方面讨

论语言的比较生物学研究进展，为理解语言等复杂、

高级的认知行为可能涉及的神经机制、遗传变异和进

化历程提供见解。

1 现代人群中语言的比较遗传学研究

研究人类个体发育、特异性和进化起源等问题的

核心是了解其遗传机制。研究人类如何获得复杂的言

语和语言能力对遗传学家构成了挑战，因为发现其中

的关键遗传机制必须依赖于对“我们”的研究，即把

人群视为一种自然实验对象来寻找基因型和表型之间

的联系。长期以来，语言学家把语言视为在“现代人

类”中恒定的特征，专注于对语言“普遍性”的研究。

尽管语言研究中包含了研究病理语言学的观点，但并

未大力开发人群中差异化的语言资源，因此，目前并

没有得到相关表型变异程度的完全图示。然而，比较

分析已成为在多种水平上揭示生物学机制的强有力的

实证工具。目前，我们对语言分子遗传水平的“保守”

与“变异”有了更多的认识。

1.1 罕见变异与常见变异
现代人群中包含一系列的基因组变异，如大规模

的染色体重排、基因拷贝数变化和DNA单个碱基变

化。变异范围从非常常见的“多态性”到特定家庭或

个人的极为罕见的突变。基因组中许多突变属于沉默

突变，对基因功能及表型影响不明显。然而，如果变

异发生在基因的编码区序列，这可能改变编码蛋白的

氨基酸序列，从而影响蛋白功能。如果变异位于调控

区，也能改变蛋白质编码基因表达的方式。在发育或

成熟的生物体中，蛋白质何时何地表达以及表达的数

量多少，可对神经元增殖、迁移、连接和可塑性等过

程产生影响，从而导致发育和功能的改变。这些原则、

方法和技术也适用于研究包括言语和语言在内的人类

认知和行为特征。如研究者已发现一些罕见的基因突

变有巨大的效应，如FOXP2突变导致儿童言语失用。

此外，对特异性语言损伤 （specific language
impairment，SLI）病例的研究揭示了语言损伤与常见

基因变异之间复杂的联系。如当SLI儿童中ATP酶2C2

（ATP2C2） 和/或 c-Maf 诱 导 蛋 白 （C-Maf inducing
protein，CMIP）（16号染色体上的两个相邻基因）发

生常见基因变异时，在重复无义单词等语言能力测试

中显示出成绩偏低［3］。有时同一基因的不同变体会促

成不同类型的障碍。如接触蛋白相关蛋白样 2
（contactin-associated protein-like 2，CNTNAP2） 的常

见基因变体是SLI的风险因子，而其罕见的编码区突变

可与脑皮质发育不全伴病灶性癫痫综合征（cortical
dysplasia-focal epilepsy syndrome，CDFES）、智力障碍

（intellectual disability，ID）等神经发育障碍相关［4］。
1.2 语言遗传基础的鉴定

随着分子生物学的发展，人们对基因和基因组之

间的差异有了比较全面的了解。但是如何寻找言语和

语言相关机能的潜在遗传学基础，还需要不断探索。

首先从发育性交流障碍着手。有5%～10%的儿童

存在永久性获得的严重的口语和书面语障碍［5］，足以

影响其教育与社交发展。其中一些病例是在认知功能

相对保留以及有充分语言输入的背景下，其感知和产

生语言的能力受限，例如耳聋和腭裂。另有一些病例

是在更广泛的认知缺陷的背景下出现言语和语言问题，

如脑创伤、 ID 或者是自闭症谱系障碍 （autistic
spectrum disorder，ASD）。还有相当一部分儿童在没有

任何明显的解释性原因的情况下存在言语和语言问题。

以上问题统一称为“发育性交流障碍”［6］。在行为水

平上，不同的言语和语言障碍之间，“语言特异

（language specific）”障碍与影响更广泛的认知功能的

障碍之间，以及“障碍”与“偏低的正常能力”之间，

都鲜有清晰的界限，其部分原因是障碍的诊断基于心

理测量和对交流能力的临床观察，在正常与异常表现

之间没有绝对的分界线。此外，每一儿童有独特的缺

陷谱系，随着儿童发育而变化，大多数障碍都存在高

水平的“共病”现象。其固有原因是：言语、语言和

阅读大致依赖于共同的认知过程，同时也与其他认知

系统密不可分。因此，每种发育性交流障碍都是一个

笼统的术语，它不仅涵盖了许多表型变异，也有巨大

的基因型差异。例如罕见的言语和语言障碍是由单一

基因促成。但常见形式的障碍都是非孟德尔遗传形式，

来源于大量常见变体的累加效应。也许最典型的场景

是：多种罕见和常见变体组合起来决定了风险的水平，

后者又受到环境影响以及神经发育中随机过程的

调控［6］。
再者从正常的语言变异以及非凡的语言能力着手。

在非语言损伤人群中鉴定语言能力的个体间变异，最
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近在语言学研究中得到了重视。过去倾向于集中鉴定

语言获得和处理过程中“普遍性”的方面。其中一些

变异是由于环境因素以及神经发育中的随机效应。但

双生子研究和双生子收养研究显示，很大比例的语言

变异是可遗传的，例如在口语和书面语获得的发育轨

迹、词汇量等参数的最终成就水平，以及儿童期过后

的语言学习能力等方面［7］。因此，语言能力的正常变

异也是言语和语言遗传基础研究的新型资源，目前正

使用全基因组关联（genome-wide association studies，
GWAS）进行研究。未来，人们通过探索语言能力谱

系的最高端（在口语和书面语获得以及有优异语言能

力的成年人中该研究尤其成功），将会对语言的遗传基

础有更深入的了解。还有一些经常发生在ASD背景下，

且伴随其他认知区域损伤的异常卓越的语言能力（如

阅读早慧与通晓数种语言）［6］的病例，也是亟待发掘

的语言遗传研究资源。

鉴定语言遗传基础可为实证研究人类语言的演化

提供重要线索。把语言相关基因的DNA和蛋白质序列

与不同动物物种的相应序列进行比对，有可能重构该

基因的进化史，从而判断其出现的时间段、在不同世

系中如何改变，以及在人类最近的祖先中是否表现出

独特的变化特征。另外，在发育人群以及成年人群脑

的不同组织结构中，确定该基因产物何时何地具有活

性，并把它的神经表达模式与其他物种进行比较。如

果在目标基因中探测到潜在的进化差异，可用模型系

统评估其功能影响。例如比较研究发现［8］，FOXP2远
非人类独有，其有深远的进化史，且在远缘脊椎动物

物种中以同源的形式存在。该基因不仅在DNA/蛋白质

序列水平，而且在神经表达模式上都相对保守。在鸣

禽中其同源基因（FoxP2）似乎通过影响特定脑区（如

X区）参与鸣曲学习和可塑性，而小鼠Foxp2影响运动

协调、学习、超声发声（ultrasonic vocalizations）以及

脑发育，显示该基因在包括皮层、基底核和小脑某些

回路的发育和功能中有着古老的作用，也与感觉运动

整合和运动技能学习有关；当把关键的进化氨基酸变

化序列插入到小鼠中时，小鼠在皮层基底回路中显示

出更高水平的突触可塑性；相反，持KE家族Foxp2基
因突变的鼠在皮层基底回路中显示出更低水平的突触

可塑性。这些研究结果提示 FOXP2具有重要的进化

意义。

1.3 精神疾病相关的言语交流缺陷动物模型
ASD是一种神经发育障碍，其特征是社交障碍以

及受限和重复的行为模式。虽然语言和社会交际方面

的缺陷是自闭症谱系障碍的一个显著特征，但结构语

言能力，尤其是语义和句法，存在显著的个体差

异［9］。使用动物模型来分析分子通路，并将其与认知

障碍的行为内表型联系起来，已被证明是开发和测试

疾病相关疗法的有效方法。最近开发出与ASD相关的

脆性 X智力低下蛋白 1（fragile X mental retardation1，
Fmr1）、神经配蛋白 3（neuroligin-3，Nlgn3）和神经

突触黏附分子 1-α（neurexin1- α，Nrxn1- α）的基因

敲除大鼠模型。虽然Fmr1或Nlgn3敲除大鼠表现出与

ASD相关的一些行为改变，但在幼鼠社交互动中的超

声发声没有显著差异。相比之下，Fmr1 KO大鼠表现

出对听觉刺激的反应减弱，与在脆性X综合征患者中

听觉皮层反应异常相一致［10］。此外，比较常见的非遗

传动物模型是产前或产后早期给药的丙戊酸钠

（valproic acid，VPA）诱导的大鼠和小鼠ASD模型［11］。
虽然在人类ASD病例中，只有少数与产前暴露于VPA
相关，但 VPA动物模型仍然是探讨 ASD病因学中基

因-环境相互作用的有价值的研究工具，尤其是在表观

基因组修饰的背景下［12］。目前的动物模型对进一步了

解与ASD相关的行为缺陷、基因突变和生理学方面非

常有价值，为开发出新的治疗策略提供了条件。但

ASD核心症状的动物模型仍面临着缺乏生物标志物、

症状严重程度的异质性和适当的评价终点等问题。尽

管如此，来自动物模型的研究数据已经促使几种药物

进入临床试验［13］。
语言障碍是精神分裂症临床诊断的重要方面，但

它或许是语言功能的特定缺陷，例如句法理解准确性

损伤，而并非整体性认知缺陷，或作为普遍思维障碍

的指征，而非言语或语言上的特定缺陷。除了少数基

因之外，精神分裂症领域一直缺乏研究与这种疾病有

关的生物学和大脑回路的遗传模型［10］。然而，最近一

项大规模的全基因组关联研究已经确认，精神分裂症

相关 108个基因位点集中于大约 90个基因。一些诱发

大鼠精神分裂症样症状的药理学模型已被用于研究发

声效果。例如甲基氧化偶氮甲醇 （methyl azoxy
methanol，MAM）会使DNA甲基化，明显增加足底电

击诱发的超声发声等应激反应，从而使啮齿动物的超

声发声及其他行为和神经解剖学特征发生类似于精神

分裂症的改变［10］。

2 现代人类与古人类的比较遗传学研究

两种灭绝的古人类基因组高质量测序结果，已经

并继续革新着人们对人类进化的理解。现代人类、人
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类祖先、尼安德特人、丹尼索瓦人和类人猿的完整基

因组序列的获得对描述人类特征的起源发挥了巨大价

值。在古DNA证据出现之前，通常认为人类语言是相

对新近的特征，出现于大约 5～10万年前；语言的出

现是单个、骤然的突变导致形成的完整的“现代装

备”。尼安德特人缺乏特异的言语装备、更高水平的语

言适应以及有效利用语言的整体认知灵活性。例如

Pinker等［14］曾提出，语言是为了实现交流的自然选择

压力下进化的复杂适应系统，语言演化的时间段是在

过去 5万年间。Chomsky［15］认为，大约在 10万年前，

第一个问题（为什么会有语言？）并没有出现，因为没

有语言，而脑的重构仅仅发生在“我们”这个物种中

的某一个体中，生成了无限合并的操作，运用于具有

错综复杂（而鲜少了解的）属性的概念中。而认为

“尼安德特人缺乏语言，而使用某种形式的原语言”的

证据包括：首先，尼安德特人与现代人类的整体解剖

结构差异提示，他们之间有相当大的进化距离，尼安

德特人的强健身形被认为是力量对受限的智力的补偿；

其二，早期对古 DNA的提取和分析专注于线粒体

DNA，从而认为现代人与尼安德特人的基因组有显著

区别，所以他们是不同的物种；其三，复原的部分声

道和听力系统的化石也显示两者之间在言语能力上存

在重要差异；第四，两者之间的文化产品存在差距，

这似乎也可从语言是否有缺陷中得到解释［16］。
遗传学的最新进步使人们能够从古人类化石上提

取和分析DNA。如前所述，对复原的尼安德特人线粒

体DNA进行分析，结果似乎支持了它们对现代人类基

因多样性没有贡献的观点；可能原因包括，他们与现

代人类完全没有杂交，或仅是最初有低水平的杂交，

而后来消失了。然而随着下一代测序技术的进步，完

整的尼安德特人和丹尼索瓦人的基因组序列得以发布，

揭示了3种古人类支系之间的复杂交错的遗传史。Dan
等［16］总结了3种古人类基因组的比较数据，并进行了

详尽的分析，认为：

（1）“我们”的进化史远非单一世系的简单而持续

的进程，而是反映了一个网状的历史，包含至少 3种
紧密相关的支系之间（反复）互换基因的可能。随着

古人类化石的进一步发现，这一网络也许会变得更复

杂。由于在不同的现代人类个体中发现了不同的尼安

德特人基因，说明了两者之间基因组混合的机会并不

是非常少。也许一些尼安德特人和丹尼索瓦人的基因

在“走出非洲”后被赋予了强大的选择优势，尤其是

在免疫系统方面，从而对现代人群有了高频率的基因

贡献，其中包括在人类白细胞抗原（human leukocyte
antigen，HLA）系统中的免疫系统基因、STAT2基因

和OAS基因簇。尼安德特人和丹尼索瓦人有现代人言

语和语言的基本遗传基础，可能现代人在一些参数上

会更胜一筹（也许是言语声音或言语的快速，句法的

复杂度、词汇量大小等）。

（2）语言是把声音映射于意义的全套能力，包含

了支持它的基础设施（如声道结构、神经认知、交流

行为学和心智理论等）。这些先决条件发生在深度时间

内。因此，言语和语言是古老的，存在于50多万年前

尼安德特人和现代人的共同祖先中，即从直立人进化

而来的海德堡古人类。现代语言的时间深度应该是在

语言科学文献中经常提到时间深度（典型的是 5～10
万年）的约10倍，而这样一个错综复杂的系统不可能

仅仅在几千代内进化出来。在海德堡人之后，生物和

文化进化在每一人类支系中继续着，一个在非洲，一

个在非洲外，从而导致文化的累积。当然还有支持言

语和语言的一些微小的生物差异。因此，简化的突变

论不再成立。人们必须从语言认知能力累积的进化轨

迹来思考，语言演化在今天仍然在延续。

（3）言语和语言两者之间大致是协同进化的机能。

研究言语的生成与理解应以研究呼吸、舌、腭帆和声

带的皮层控制为核心，而非过度强调句法，因为前者

给予了更多了解语言进化的线索和实证理据。例如，

镜像神经元的发现使“人类语言最初经历了一个手势

语言的阶段”的观点再度流行起来；这是因为发现类

人猿缺乏皮层和喉之间直接联系的侧皮层系统，从而

判断类人猿的手势与意向性交流相关，而其发声更多

的是本能反应。

（4）人类基因和语言多样性之间有着充分的相互

影响。某些参与脑生长和发育的基因如异常纺锤体样

小头畸形相关蛋白基因（abnormal spindle microtubule
assembly，ASPM）和小脑症基因（microcephalin）的

频率与声调语言的流行有相关性，说明人群基因中微

小的差异可充当文化的“引子”，使某种语言类型更可

能散布，称为“遗传偏向性”。随着对它们功能以及它

们在人群中变体功能的了解不断加深，可推测它们在

语言的文化进化中发挥着特定作用。

3 发声学习的动物模型

广义上讲，发声学习是在经验基础上改变发声输

出的能力。区分发声能力的一种依据是：一些发声是
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天生的，不需依赖经验；另一些发声不仅依赖天生技

能，也依赖经验。前者为大多数动物所常见，例如哭

和笑。后者相对不广泛，大致包含 3种亚型：（1）将

声音与行为反应联系起来的能力，如犬对人的命令的

回应；（2）学习“发声语境”的能力，例如长尾猴对

捕食者的发声回应；（3）根据经验修改发声的能力，

可以与发声模型偏离或趋同，例如鸟鸣，该能力称为

声音产生学习（vocal production learning），简称为发声

学习（vocal learning）［17］。发声学习并非人类所独有，

其存在于多种远缘物种中。到目前为止，已经无可争

议地确认了鲸目动物、鳍足类动物、大象、某些蝙蝠

物种、三目鸟类（鸣禽、鹦鹉和蜂鸟）和人类一样均

具有发声学习能力［18］。
发声学习的研究有助于阐明感觉运动通路、发声

运动控制和听觉运动整合机制。Tyack等［19］对不同的

发声动物模型进行了分类，认为人类和一些鸣禽通过

聆听声音来学习语言或鸣唱，形成听觉模板，然后产

生与模板匹配的声音。这些类群已经进化出专门的端

脑通路来完成这种复杂的发声学习形式。还有许多哺

乳动物和鸣禽，可以通过倾听同类的声音或噪音来调

整遗传的声音运动模式的声学特征。这些有限形式的

发声学习可能涉及不同于复杂声乐学习的神经机制，

如脑干、中脑和/或端脑网络。相比之下，大多数动物

发声的声学结构是由特定物种脑干中的发声运动程序

产生的，不需要听觉反馈，不属于发声学习的范畴。

要理解人类语言的基础——复杂的发声学习，需要仔

细分析哪些物种具备哪些形式的发声学习能力。选择

多种动物模型来比较产生这些不同学习形式的神经通

路，将为了解复杂发声学习的进化和其神经机制提供

更丰富的观点。在研究人类语言神经机制时成功采用

的非侵入性方法应广泛应用于发声学习的其他分类群。

另外，许多有发声学习能力的物种都濒临灭绝，或受

到威胁或列于保护范围内，因此发声学习的研究不应

对野生种群产生负面影响。

发声学习物种也用于研究人类言语的进化。

Martins等［20］认为，语言进化应为镶嵌式，不同的语

言组分有各自的进化模式。最近他们在发声学习“连

续体（continuum）”的概念之上提出了发声学习“联

合体（contiguum）”的概念。“联合体”是“连续体”

的延伸，在这一形态空间内，有不同的力让一个物种

接近某种行为或远离它。“连续体”可视为“联合体”

的向量。该模型主张从多维视角研究发声学习，使对

发声学习特征的描述更加复杂，也更加准确，并能促

进进一步的比较生物学研究。

驯化和发声学习物种可作为研究人类世系中应激

性攻击减少和语言出现的模型生物。越来越多的证据

表明，驯化可以改变不同物种的发声技能。在人类和

鸣禽中，发声学习似乎依赖于共享的神经生物学基质，

这也许是趋同进化的结果。白腰文鸟和驯化的孟加拉

雀之间的鸣曲对比研究可为人类物种的自我驯化和发

声学习演化机制提供线索［18］。最近O'Rourke等［18］把
研究重点放在驯化的孟加拉雀上，孟加拉雀的鸣曲比

野生的白腰文鸟更复杂。O'Rourke等［18］对这种效应

的解释围绕谷氨酸神经递质系统展开，认为谷氨酸信

号与鸣曲学习有关，它控制对发声学习至关重要的神

经回路中的多巴胺活动，调节应激反应和驯化后攻击

行为的减弱，而应激相关神经回路的兴奋减弱可通过

多巴胺能信号的改变来增强发声学习能力。

4 讨论与展望

比较生物语言学强调了认知系统的保守性和语言

发育的可塑性，而只有足够了解其他物种的认知体系

以及人类非语言认知区域的特征才能对现代语言机能

的构建作出合理的推断。通过比较现代人群语言中的

罕见变异与常见变异，研究人类交流障碍，将对教育、

科学、经济和社会进步都有重要意义，而对其潜在风

险因子的了解有利于早鉴定、早干预和早治疗。在

ASD、 ID、癫痫失语谱系障碍 （epileptic-aphasia
spectrum，EAS）病例中，遗传学研究已经革新了人们

对这些障碍病因的理解，而且开启了从“表型为先”

到“基因型为先”的诊断转型。分子生物学技术进步

正在加速研究语言障碍中基因型-表型之间联系的步

伐，其中一个关键进步是高通量基因分型DNA芯片的

生产。通过DNA芯片，每人只需几百美元，就可在基

因组中同时筛查百万个不同的遗传标记，靶向到每一

基因内所有已知的变异位点［21］。因此研究者可以开展

全基因组关联的大规模筛查，从而揭示特定基因与目

标表型之间的新型关联。然而这种研究需要成百甚至

成千的人群才能取得充分的数据效能。全基因组关联

筛查已经使用于常见语言相关障碍研究，但由于较之

人类基因学其他领域来说样本规模太小，因此需招募

大量的受试者以及描述其语言机能，而且不同领域的

国际合作才能获得成功。此外还需要实验研究来确定

基因变体对蛋白质功能的影响，这些实验包括分子和

细胞生物学实验、动物模型实验和脑成像实验等。脑

259



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicine Jun. 2022, 42(3)

成像遗传学实验是一项用非侵入性神经成像技术评估

基因组变体与脑结构和功能之间关联的新兴技术。例

如 ProcessGeneLists（PGL）通过使用与疾病相关的基

因并计算这些基因在每个大脑区域的标准化mRNA表
达平均值，将遗传学和人类大脑成像联系起来。这些

基因表达最多的共同脑区域成为感兴趣区域，用于在

有或没有疾病的受试者中进行脑成像，从而减少了多

重比较［22］。
基因组大数据的涌入也为语言进化研究者提供了

独特的新希望。许多现存物种以及不断增加的灭绝动

物（包括古人类）的丰富的遗传数据都可在网上自由

取用。这些数据之间相互参考对于在语言进化的多因

子背景下确定哪些候选基因显示出人类祖先中有趣的

变化模式很有价值。古人类遗传学研究类似时光机器，

可重构人类交流的起点，从而使语言起源研究从“推

测”和“假说”过渡到实证科学。发声学习是人类语

言的一个重要特征，显示发声学习能力的物种是有关

人类语言本质和进化的重要信息来源，尤其是关于语

音方面。

同时参与语言进化研究的有认知神经科学、考古

学、行为学、计算机科学、人类学和理论语言学等。

这种跨学科的讨论对于语言学家来说可能是一个警钟，

因为语言学界长期从事内部专业化的理论研究，这可

能成为一道阻碍跨学科合作的防火墙。然而大数据的

涌入以及学科的异质性对研究也造成了挑战。例如，

需要在极为异质的实证证据中找到一个趋同点，能集

中多学科知识，妥协一些对立的立场，排除仅仅在单

一学科内适用的解决办法，从而实现对语言进化的全

面了解。而且不同学科领域的交流需要一个共同的基

础，即一个可以在多样性学科中构建联系的共享概念

空间。共享概念空间的建立需通过每种学科各自的不

断发展以及构建，能够对不同数据提供统一视角的动

态开放解释性模型。比较生物语言学着力在人类语言

与其他生物的认知构件中寻找普遍性和变异性，已成

为生物语言学繁荣的动因。这可能为语言研究提供一

个共享的概念区，用以处理异质的数据，实现语言跨

学科研究的深入发展。
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不同剂量氯胺酮与赛拉嗪复合用于巴马小型猪短时
间麻醉效果观察
申 晨, 张宝杰, 王学民, 朱瑾彦, 张 敏, 李 彬

(中国医学科学院北京协和医学院阜外医院心血管在体实验研究与评价中心, 心血管植入材料临床前研究与评价北京

市重点实验室, 动物实验中心, 北京 102308)

[摘要] 目的 对小型猪行盐酸氯胺酮及赛拉嗪复合麻醉，并分析药物剂量高低对麻醉效果的影响。方法 将36头
巴马小型猪随机分为3组：A组应用氯胺酮10 mg/kg+赛拉嗪2 mg/kg行肌内注射麻醉；B组应用氯胺酮10 mg/kg +
赛拉嗪1.5 mg/kg行肌内注射麻醉；C组应用氯胺酮5mg/kg+赛拉嗪2mg/kg行肌内注射，然后记录麻醉监测指标。
结果 A组及B两组之间麻醉起效时间和清醒时间均无明显差异（P＞0.05），A组及B组麻醉清醒时间明显长于C
组（P＜0.05）。结论 应用氯胺酮10 mg/kg复合赛拉嗪1.5～2 mg/kg肌内注射麻醉，起效较快，麻醉深度稳定，体
动不明显，安全性满意，可应用于短时间的手术和诊疗处置。
[关键词] 氯胺酮；赛拉嗪；巴马小型猪；复合麻醉
[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）03-0262-04

Comparison of the Anesthetic Effects of Different Doses of Ketamine

Hydrochloride Combined Xylazine on Short-term Anesthesia in Bama

Miniature Pigs

SHENChen, ZHANGBaojie,WANGXuemin, ZHU jinyan, ZHANGMin, LI Bin
(Center for Cardiovascular Experimental Study and Evaluation of Fuwai Hospital, Beijing Key Laboratory of
Preclinical Research and Evaluation for Cardiovascular Implant Materials, Animal Experimental Centre, Chinese
Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College, Beijing 102308, China)
Correspondence to: LI Bin (ORCID: 0000-0002-7614-8488), E-mail: shenchen@fuwai.com

[ABSTRACT] Objectives To perform the combined anesthesia of ketamine hydrochloride and xylazine
in miniature pigs, and to analyze the effect of drug dose on anesthesia. Methods Thirty-six Bama
miniature pigs were randomly divided into three groups. Group A was administered with ketamine
hydrochloride (10 mg/kg) + xylazine (2 mg/kg). Group B was administered with ketamine hydrochloride
(10 mg/kg) + xylazine (1.5 mg/kg). Group C was administered with ketamine hydrochloride (5 mg/kg) +
xylazine (2 mg/kg), and anesthesia monitoring indexes were recorded. Results There were no
significant differences in anesthesia onset time and awake time between groups A and B (P > 0.05), and
the awake time of anesthesia in groups A and B was significantly longer than that in group C (P < 0.05).
Conclusion Ketamine hydrochloride (10 mg/kg) combined with xylazine (1.5‒2 mg/kg) anesthesia has a
rapid effect, stable anesthesia depth, no obvious movement, and satisfactory safety. It can be used in short
procedures, diagnoses, and treatments.
[Keywords] Ketamine hydrochloride; Xylazine; Bamaminiature pig; Combined anesthesia
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巴马小型猪是科学研究中常用的大型动物，目前

研究人员已用其建立了一系列正常生理及内外科疾病

模型［1］。因为猪对研究刺激尤其敏感，易躁动挣扎，

影响实验操作进行，因此很多疾病模型实验都需要动

物在麻醉状态下进行。氯胺酮，是一种拟交感麻醉药

物，无肌松作用，可维持较短时间麻醉。赛拉嗪是一

种强效α2肾上腺素受体激动剂，具有镇静、镇痛和肌

松作用［2］。在动物实验中，常使用氯胺酮和赛拉嗪复

合麻醉后保定动物并进行短时间手术或处置［3］。但目

前不同动物实验中心多根据经验给药，无统一给药标

准，麻醉有效性及安全性无循证依据保证。因此，本

研究拟将36只巴马小型猪根据不同麻醉药物剂量分成

3组，探讨不同剂量氯胺酮和赛拉嗪复合麻醉巴马小型

猪的麻醉有效性及对肝肾功能的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物
雄性巴马小型猪36只，平均体质量为（31.0±2.8）

kg（28～37 kg），均由中国科学院动物研究所［SCXK
（京） 2018-0005］ 提 供 ， 质 量 合 格 证 编 号 为

110350211100004441、 110350211100003858。所有动

物均健康状况良好，检疫合格。实验动物饲养于中国

医学科学院阜外医院动物实验中心 ［SYXK （京）

2019-0041］。
1.2 实验设计

本实验选取 36只巴马小型猪，随机分成 3组，采

用不同剂量的麻醉药物诱导麻醉。探究不同剂量的氯

胺酮和赛拉嗪诱导麻醉的麻醉效果。动物实验均在心

血管植入材料临床前研究评价北京市重点实验室完成

（依托单位为中国医学科学院阜外医院动物实验中心），

并经中国医学科学院阜外医院实验动物管理与使用委

员会批准［伦理批号为0102-1-36-HX（X）-32］。
1.3 麻醉药品与实验仪器

盐酸氯胺酮注射液［每2 mL含100 mg，购自江苏

中牧倍康药业有限公司］；盐酸赛拉嗪注射液［每2 mL
含 200 mg，购自长沙拜特生物科技研究所有限公司］；

兽用全自动生化分析仪 （型号 Catalyst One，美国

IDEXX公司）。

1.4 实验分组
36只巴马小型猪采用随机数字表法随机分成3组，

每组 12只，使用不同剂量的麻醉药物：A组为氯胺酮

10 mg/kg +赛拉嗪 2 mg/kg；B组为氯胺酮 10 mg/kg +赛
拉嗪1.5 mg/kg；C组为氯胺酮5 mg/kg +赛拉嗪2 mg/kg。
1.5 麻醉方法

根据动物体质量及分组计算两种麻醉药物用量，

将药物混合后对 3组巴马小型猪进行肌内注射麻醉诱

导，注射部位为颈后肌肉。不进行任何维持麻醉。

1.6 观察指标
观察麻醉诱导时间、麻醉维持时间和麻醉清醒时

间。麻醉诱导时间是指自肌内注射麻醉药物至动物趴

卧安静、眼睑反射消失的时间；麻醉维持时间是指无

外界刺激的情况下，自动物趴卧安静、眼睑反射消失

至动物眼睑反射恢复、肢体恢复自主活动的时间；麻

醉清醒时间是指在无外界刺激的情况下，自动物趴卧

安静、眼睑反射消失至动物可以完全站立并自主运动

的时间。

同时记录动物在麻醉过程中的体动情况，标准为

麻醉过程中出现的任意可观察到的自主肌肉运动。

1.7 血液生化检测
待巴马小型猪无反抗能力时，穿刺前腔静脉，采

集静脉血3 mL，应用兽用全自动生化分析仪进行血液

生化指标检测，以反映动物肝肾功能变化。

1.8 统计学分析
使用 SPSS 26.0统计学软件进行统计分析。应用

Shapiro-Wilk检验数据分布正态性。所有连续性变量均

使用 -x ± s表示，分类变量使用计数（百分比）表示。

正态分布的两组数据采用 t检验比较，正态分布的多组

数据采用单因素方差分析比较；非正态分布的多组数

据采用Kruskal-Wallis H检验比较。多组比较后，两两

比较均采用Bonferroni法进行校正。所有比较均采用双

侧检验，检验水准为α＝0.05，以P＜0.05认为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 麻醉效果评估
3组巴马小型猪均存在自主呼吸。A组及B组动物

均侧卧，提示进入麻醉状态；C组动物均趴卧，提示

麻醉深度较浅。给药后A组及B组麻醉诱导时间短于C
组（P＝0.001及P＝0.021，Bonferroni法两两比较）。

由于C组动物诱导后一直存在自主肌肉活动，难

以判断C组动物是否“可以自主活动的时间”，因此未

记录C组动物麻醉维持时间。A组及B组麻醉维持时间
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差异无统计学意义（P＞0.05）。
A组及B组麻醉清醒时间明显长于C组（P＜0.001

及P＝0.001，Bonferroni法两两比较）。

A组及B组所有动物均未出现明显体动；C组动物

均在麻醉过程中出现体动，其中明显体动发生率为

41.7%（5/12），见表1。

2.2 麻醉动物肝肾功能相关指标的检测结果
评估 3种剂量麻醉药物诱导后巴马小型猪肝肾功

能的变化（表 2），发现 3组动物肌酐及尿素氮水平无

显著差异，表明 3种麻醉药物对肾功能无明显影响；

然而 3组动物谷丙转氨酶存在明显差异（P＝0.031），
但两两比较未发现任意两组间存在统计学差异（P＞
0.05，Bonferroni法两两比较）。综上，结果表明，3种
剂量的麻醉药物对动物肝肾功能的影响无明显差异。

3 讨论

在动物实验中，常使用氯胺酮和赛拉嗪复合麻醉

后进行动物保定，采血送检，血压、心电图、超声心

动图检查等短时间操作。目前各动物实验中心多根据

经验给药：龚宝勇等［4］按照盐酸氯胺酮注射液10 mg/
kg和赛拉嗪注射液1 mg/kg的剂量麻醉蕨麻小型猪，探

究复合麻醉对猪血压和脉搏的影响，结果表明盐酸氯

胺酮与赛拉嗪复合麻醉对蕨麻小型猪血压、脉搏变化

无明显影响；焦昆等［5］将氯胺酮和速眠新按照 2 mL︰
1.5 mL比例混合，认为0.3～0.4 mL/kg可以作为安全剂

量用于小型猪的麻醉；黄佩娣等［6］在实验猪经自然腔

道内窥镜手术中分别应用速眠新Ⅱ（2 mL）或氯胺酮

（2~3 mg/kg）复合丙泊酚，比较麻醉效果，结果表明

速眠新Ⅱ或氯胺酮诱导复合丙泊酚麻醉用于实验猪内

窥镜手术可获得安全麻醉效果。本研究将36只巴马小

型猪分为3组，采用不同剂量的氯胺酮与赛拉嗪复合，

希望可以得到满足麻醉效果要求且对动物影响最低的

麻醉剂量。结果显示，A组联合应用氯胺酮 10 mg/kg
及赛拉嗪 2 mg/kg可维持平均（50±13） min的麻醉时

间，B组联合应用氯胺酮 10 mg/kg及赛拉嗪 1.5 mg/kg
可维持平均（45±7）min的麻醉时间，每组 12只动物

表1 三种剂量的组合麻醉药物诱导巴马小型猪的麻醉效果
Table 1 Anesthetic effects of three doses of combined anesthetics on Bamaminiature pigs

项目
Items

诱导成功时间 Induction time/min

麻醉维持时间Anesthesia maintenance time/min

麻醉清醒时间Anesthesia awake time/min

A组
Group A

5 ± 2

50 ± 13

70 ± 14

B组
Group B

6 ± 2

45 ± 7

62 ± 9

C组
Group C

10 ± 3

-

35 ± 10

P值
P value

0.001

0.317

<0.001

注：C组动物诱导后一直存在自主肌肉活动，难以定义C组动物“可以自主活动的时间”，因此未记录C组动物麻醉维持时间。
Note：Animals in group C have always had voluntary muscle activity after induction. The "time when animals can move on their own" in
group C is difficult to define，therefore，the anesthesia maintenance time of the animals in group C was not recorded.

表2 三种剂量的组合麻醉药物诱导后巴马小型猪的肝肾功能影响
Table 2 Impact of three doses of combined anesthetics on hepatic and renal function of Bamaminiature pigs

项目
Items

肌酐Creatinine c/(μmol·L-1)
尿素氮Urea nitrogen c/(mmol·L-1)

谷丙转氨酶Alanine aminotransferase z/(U·L-1)

谷草转氨酶Aspartate aminotransferase z/(U·L-1)

碱性磷酸酶Alkaline phosphatase z/(U·L-1)

总胆红素 Total bilirubin c/(μmol·L-1)

A组
Group A

66.25 ± 10.08

2.73 ± 1.00

71.17 ± 12.81

48.83 ± 25.51

114.50 ± 73.07

4.00± 0.95

B组
Group B

70.25 ± 13.10

2.83 ± 1.01

84.42 ± 15.10

47.83 ± 15.07

99.42 ± 48.44

3.83 ± 1.03

C组
Group C

70.58 ± 13.00

2.16 ± 0.83

85.08 ± 13.51

52.33 ± 17.23

103.67 ± 39.21

4.17 ± 1.99

P值
P value

0.627

0.181

0.031

0.600

0.806

0.934
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的麻醉维持时间符合正态分布，可认为数据较为稳定，

可为科研工作人员根据所需维持时间选择麻醉药物剂

量提供参考。

氯胺酮是一种分离麻醉药，可在抑制部分大脑皮

层的同时兴奋另一部分，如可兴奋交感神经中枢并提

高心率，同时抑制大脑联络途径和丘脑的兴奋性神经

递质，以产生麻醉效果；其主要用于不需要肌肉松弛

的麻醉、短时间的手术和诊疗处置。而赛拉嗪是一种

镇痛性化学保定药物，作用于中枢，可呈现良好的镇

静、镇痛和肌松作用［2， 7］。本研究结果发现，C组麻

醉药物剂量无法维持稳定的麻醉效果，表明在不改变

赛拉嗪剂量的情况下，将氯胺酮剂量减半难以得到满

意的麻醉效果。氯胺酮在肝脏内主要经脱甲基和羟基

化代谢，代谢物及原形药物随尿液排出。赛拉嗪经肾

脏部分代谢。本研究检测血液生化指标中肝肾功能指

标时，未在 3组间发现具有统计学意义的明显差异。

因此可认为，氯胺酮 5～10 mg/kg复合赛拉嗪 1.5～
2 mg/kg不会对肝肾代谢产生显著性影响。

需要指出，本研究未进行有创动脉血压及心电图

监测，无血压、心率等生命体征数据，因此结果需辩

证讨论；另外，本研究仅设置 3组麻醉药物剂量，在

今后研究中可考虑设置药物剂量梯度，以期得到最佳

剂量。
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