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吴宝金，博士，研究员，硕士研究生导师。现任中国科学院分子细胞科学卓越创新中心动

物实验技术平台主任，兼任上海市实验动物学会副理事长及秘书长，中国实验动物学会标

准化委员会委员，中国科学院实验动物工作委员会委员，《实验动物与比较医学》 执行主

编。研究方向为人类疾病动物模型、分子遗传学、实验动物屏障设施管理。主持完成国家

自然科学基金3项，教育部留学回国人员基金和杭州市重点实验室建设等课题10余项，参

加国家“十五”重点攻关计划“国家遗传工程小鼠资源库的建立”；

发表学术论文40余篇，其中SCI论文11篇；参编多部专业书籍，包括

副主编 《中国大百科全书》 兽医卷实验动物分册 （2021）、《实验动物

解剖学》（2020） 等。

张笑瑞，工程师，现任中国科学院分子细胞科学卓越创新中心动物实验技术平台主管，曾就职

于上海睿智化学研究有限公司，任生物部体内药理药效研究员。主要从事显微外科手术、人类疾

病动物模型构建与实验动物饲养管理方面的研究。

大鼠肠系膜淋巴液持续引流新方法的初步建立
张笑瑞1, 曹 静2, 吴倩倩1, 康 康1, 陈国元1, 吴宝金1

(1. 中国科学院分子细胞科学卓越创新中心动物实验技术平台, 上海 200031; 2. 上海中医药大学科技实验中心实验

动物中心, 上海 200031)

[摘要] 目的 通过建立大鼠肠系膜淋巴管-颈静脉辅助回流方法，实现肠系膜淋巴液的持续引流。方法 将16只
雄性SD大鼠随机均分为2组。对照组大鼠进行十二指肠和肠系膜淋巴管双插管手术，术后收集肠系膜淋巴液。实
验组大鼠进行颈静脉和肠系膜淋巴管双插管手术，建立肠系膜淋巴管-颈静脉循环模型。术后第7天利用清醒活动装
置收集肠系膜淋巴液，记录各组大鼠的肠系膜淋巴液流量，检测其细胞成分及部分生化指标。结果 成功建立了大
鼠肠系膜淋巴管-颈静脉辅助回流方法，模型维持时间达7 d以上。实验组大鼠的肠系膜淋巴液流量多于对照组流量
［（2.01±0.12）mL/h vs （0.92±0.09）mL/h，P＜0.01］。实验组淋巴液中淋巴细胞数和淋巴细胞百分率高于对照组
（P＜0.01，P＜0.05），而中性粒细胞比例和单核细胞比例均低于对照组（P＜0.01）。实验组淋巴液中K+、Na+、CO2
和尿素水平均高于对照组（P＜0.01），而三酰甘油和P3+水平均低于对照组（P＜0.01）。结论 肠系膜淋巴管-颈静
脉辅助回流技术能够实现大鼠在清醒、不限制饮食和正常活动状态下，实时并长期收集淋巴液，避免了手术应激、
全身麻醉或动物受限对实验结果的影响。
[关键词] 肠系膜淋巴液；插管；辅助回流；SD大鼠
[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）04-0267-08

A Preliminary Method for Continuous Drainage of Mesenteric
Lymph Fluid in Rats

ZHANGXiaorui1, CAO Jing2,WUQianqian1, KANGKang1, CHENGuoyuan1,WUBaojin1

(1. Animal Core Facility, Shanghai Institute of Biochemistry and Cell Biology, Center for Excellence in Molecular
Cell Science, Chinese Academy of Sciences; University of Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031, China;
2. Experiment Animal Center, Experiment Center for Science and Technology, Shanghai University of Traditional
Chinese Medicine, Shanghai 200031, China)
Correspondence to: WU Baojin (ORCID: 0000-0002-9768-8862), E-mail: baojin.wu@sibcb.ac.cn

DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2022.024 ·动物实验技术与方法专题·
Animal Experimental Techniques and Methods

[基金项目] 中国科学院战略生物资源计划实验动物平台项目-2022年度实验动物模型研发子课题（KFJ-BRP-005）
[第一作者] 张笑瑞（1987—），男，工程师，研究方向：人类疾病动物模型与新药临床前评价。E-mail：xiaorui.zhang@sibcb.ac.cn
[通信作者] 吴宝金（1969—），男，博士，研究员，研究方向：小鼠遗传学和人类疾病动物模型。E-mail：baojin.wu@sibcb.ac.cn。ORCID：0000-

0002-9768-8862
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[ABSTRACT] Objective To establish a novel sustained collection method for mesenteric lymph fluid by
means of assisted reflux from the mesenteric-jugular lymphatic duct in rats. Methods Sixteen male
Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into two groups. The control group underwent duodenal
and intestinal lymphatic duct cannulation, after which intestinal lymph fluid was collected. The
experimental group underwent jugular vein and intestinal lymphatic duct cannulation to establish
intestinal-jugular lymphatic duct assisted reflux. The intestinal lymph fluid was collected on the 7th day
after the operation using an awake mobility device. The flow rate of intestinal lymph fluid was recorded, and
its cellular components and some biochemical indicators were detected. Results Mesenteric-jugular
lymphatic duct vein cannulation assisted reflux was successfully established in rats, and the rat models
could be maintained for more than seven days. The intestinal lymph flow rate was（2.01±0.12）mL/h in the
experimental group, which was higher than that of the control group [(0.92±0.09) mL/h, P＜0.01]. The
number of lymphocytes (LYM#) and percentage of lymphocytes (LYM/%) in the experimental group were
higher than those in the control group (P＜0.01). The percentage of neutrophils (NEUT/% ) and
percentage of monocytes (MONO/% ) were lower than those in the control group (P＜0.01, P＜0.05,
respectively). The concentrations of K+ , Na+ , CO2, and urea in the lymph fluid of the experimental group
were higher than those of the control group (P＜0.01). However, the concentrations of triacylglycerol (TG)
and P3+ were lower than those of the control group (P＜0.01). Conclusion This novel method can achieve
real-time and long-term collection of mesenteric lymph fluid in rats under the condition of being awake,
unrestricted in diet and in normal state, avoiding the influence of surgical stress, general anesthesia or
animal restraint on the experimental results.
[Keywords] Mesenteric lymph fluid; Cannulation; Assisted reflux; Sprague-Dawley rats

肠淋巴系统参与机体免疫细胞运输［1］、体液平

衡［2］、内环境稳态［3］、肠道饱腹感信号的传递［4］和
膳食脂质的运输［5］。在病理状态下，淋巴液中会出现

肿瘤细胞和病毒等特异性生物标志物［6-7］，其含量显

著高于外周血［8-9］，通过分析淋巴液有助于了解病理

机制并进行早期诊断。自1948年Bollman等［10］首次建

立了大鼠肠系膜淋巴液引流技术以来，越来越多的研

究者利用该技术开展各种研究。但在引流肠系膜淋巴

液时，动物长时间处于麻醉或被限制的状态［11-13］，导

致动物肠系膜淋巴液流速和淋巴转运能力下降［14］，部

分实验中动物还需接受胃或十二指肠插管手术以补充

营养物质，对动物产生额外的损伤，这些因素均会影

响肠系膜淋巴系统的研究和该方法的应用。

近年来，有研究者采用一种大鼠胆汁辅助回流装

置，实现了胆汁的实时连续收集，被广泛应用于消化系

统疾病方面的研究［15］。本文采用这种胆汁辅助回流装

置，建立大鼠肠系膜淋巴管-颈静脉辅助回流技术，以

实现大鼠在清醒自由状态下实时、长期收集淋巴液，且

能避免手术应激、全身麻醉或动物受限对肠系膜淋巴液

形成和组成的影响，从而为肠系膜淋巴系统功能的深入

研究提供一种创新的肠系膜淋巴液采集的技术手段。

1 材料与方法

1.1 实验动物
SPF级雄性 SD大鼠 16只，8周龄，体质量（250±

9）g，购自上海杰思捷实验动物有限公司［SCXK（沪）
2018-0004、SCXK（沪） 2019-0001］，质量合格证号

为 20180004058749、20211221Aazz061900169。所有大

鼠均饲养于中国科学院分子细胞科学卓越创新中心实

验动物屏障设施［SYXK（沪） 2018-0007］，自由饮

食，温度 20～25 ℃，相对湿度 40%～70%，噪声≤
60 dB，生活照明20 lx（12/12 h明暗循环）；全部大鼠

每笼不超过3只，适应性饲养7 d后开始实验。本研究

中所有实验程序经中国科学院分子细胞科学卓越创新

中心实验动物使用与管理委员会审查批准（IACUC
No. SIBCB-S118340-2112-045），手术操作均按照《实

验动物护理和使用指南》在超净工作台中完成。

1.2 仪器与试剂
体视显微镜（SZX16）为日本Olympus公司产品；

微量注射泵（XFP01-BD）为苏州讯飞科学仪器有限公

司产品；全自动血液分析仪XN-1000为日本 SYSMEX
（希森美康） 公司产品；大鼠 2 通道 VAB 系绳
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（VABR2T/25）、大鼠 2通道血管通路按钮（VABR2B/
25R22）、大鼠 2通道 VAB回路连接器（VABR2L）、
PinPort进样器（PNP3M）、2通道转子（375/D/25LT）、
多 轴 平 衡 臂 （MCLA/MED）、 大 鼠 采 样 笼 器 具

（MTANK/WF） 和聚氨酯 （polyurethane， PU） 导管

（BTPU-027、BTPU-040）均购自美国 Instech公司，硅

胶导管 （3 Fr、5 Fr） 购自美国 SAI公司。舒泰 50
（Zoletil 50） 购自法国 Virbac公司；医用组织胶水

（1469SB）购自美国 3M公司；全血稀释液CELLPACK
DCL，溶血剂Lysercell WNR和LysercellTM WDF，血细

胞分析用染色液 Fluorocell WNR、Fluorocell WDF和
Fluorocell PLT，清洗液和校准品 （XN CAL/XN CAL
PF）均购自日本 SYSMEX（希森美康）公司；体外诊

断试剂干片购自美国Ortho公司。

1.3 实验分组与模型制备
将 16只雄性 SD大鼠随机分为 2组（8只/组）：实

验组和对照组。麻醉状态下，实验组行肠淋巴管及颈

静脉双插管手术，建立大鼠肠系膜淋巴管-颈静脉辅助

回流技术模型；对照组行肠系膜淋巴管及十二指肠双

插管手术，建立传统引流模型。图 1示大鼠肠系膜淋

巴液收集装置，图2示大鼠肠系膜淋巴管-颈静脉辅助

回流模型建立过程图。

1.3.1 术前准备
（1）动物术前准备：大鼠术前0.5 h口服灌胃玉米

油（5 mL/kg），随着小肠脂质的吸收产生乳白色的乳

糜微粒，定位肠系膜淋巴管［16］。
（2）制备大鼠颈静脉套管：将5 Fr硅胶管套至PU

管（BTPU-027）形成固定扣。制备大鼠肠系膜淋巴管

套管：将3 Fr硅胶导管套至PU管（BTPU-040）。用酒

精灯加热PU管尖端，使其成圆弧状（图1A）。
1.3.2 实验组模型制备

（1）肠系膜淋巴管插管：在腹中线上腹部2/3处做

3～4 cm的正中切口，打开腹膜腔。用无菌纱布将胃肠

脏器推至左腹侧腹膜下固定，暴露出左肾静脉和下腔

静脉区域，此时可观察到与肠系膜动脉（鲜红色、有

波动感）并行的乳白色肠系膜淋巴管（图 2A）。在体

视显微镜下分离肠系膜淋巴管（直径 0.5～1 cm），并

用动脉夹和结扎线临时阻断通路。在淋巴管上方45°角
做切口，插入淋巴导管并下行 1 cm，此时可见导管中

的淋巴液流动，分别固定 1 cm固定扣和淋巴管肠端。

取出纱布，将导管呈C型紧贴于腹壁内侧，并将导管

4 cm、5.5 cm和 7 cm处的固定扣固定于腹壁内肌肉

（图2B），脏器位置还原至原始状态。将导管另一端引

导并接入颈部VAB的淋巴管端口。

注：A为自制导管，B为实验组收集系统，C为实验组系统结构，D为自动采血系统，E为对照组收集系统。
Note：（A）The self-made catheter；（B）The experimental group collection system；（C）The structure of the experimental group system；
（D）The automatic blood collection system；（E）The control group collection system.
图1 大鼠肠系膜淋巴液收集
Figure 1 Collection of rat intestinal lymphatic fluid
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（2）颈静脉插管：在颈腹部左侧锁骨区域的皮肤

上做 0.5 cm的切口，暴露颈外静脉，并用动脉夹和结

扎线临时阻断通路（图 2C）。在血管上方 45°角做切

口，根据大鼠颈部血管走势，插入静脉导管并下行

3.5 cm到达左锁骨下静脉处，分别固定导管 3.5 cm处
固定扣和颈浅静脉近心端（图 2D）。将导管另一端引

导并接入VAB的颈静脉端口。完成插管后，将VAB和
VAB回路连接器相连（图2E，图2F），缝合创口。

（3）清醒活动装置连接：将VAB、2通道VAB系
绳、转子、多轴平衡臂、采样笼盒连接，将收集导管

放置在淋巴插管的高度（图1B，图1C）。
1.3.3 对照组模型制备

（1）肠系膜淋巴管插管：手术位置同实验组，在

肠系膜淋巴管上穿刺并插入导管，组织胶水固定。插

管成功后将导管的另一端穿出体外，以收集淋巴液。

（2）十二指肠插管：在幽门下方约 2 cm的十二指

肠上穿刺并插入导管，组织胶水固定后，将导管另一

端传出体外连接至微量注射泵，将大鼠放置固定器内

（图1E）。
1.4 淋巴液流量测定

对照组大鼠在术后连续1 h收集肠系膜淋巴液，实

验组大鼠术后恢复 7 d后连续 1 h收集肠系膜淋巴液。

收集过程中以 3 mL/h的速度将林格液分别注入十二指

肠和颈静脉管中，对大鼠进行补液［17］。测量单位小时

内收集的淋巴液体积，计算肠系膜淋巴液流量。

1.5 淋巴液细胞成分测定
定量提取 20 μL淋巴液与 120 μL CELLPACK DCL

稀释液，混匀。使用全自动血液分析仪XN-1000检测

白细胞总数（total number of white blood cells，WBC）、
中性粒细胞数（number of neutrophil，NEUT#）、淋巴

细胞数（number of lymphocyte，LYM#）、单核细胞数

（number of monocyte，MONO#）、嗜酸性粒细胞数

（number of eosinophilia， EOS#）、嗜碱性粒细胞数

（number of basophil， BASO#）、中性粒细胞比例

（percentage of neutrophil，NEUT/%）、淋巴细胞百分率

（percentage of lymphocyte，LYM/%）、单核细胞比例

（percentage of monocyte，MONO/%）、嗜酸性粒细胞百

分比（percentage of eosinophilia，EOS/%）和嗜碱性粒

细胞百分比（percentage of basophil，BASO/%）。
1.6 淋巴液生化成分测定

收集的淋巴液静置30 min后离心（5 min，3 000 r/

注：A显示肠淋巴管位置，B显示腹腔内导管固定，C显示颈静脉位置，D显示颈静脉导管固定，E显示导管接入VAB，F显示淋巴管-颈静脉辅
助回流结构。
Note: (A) Location of the mesenteric lymphatic duct; (B) Fixed catheter in the abdominal cavity; (C) Location of jugular veins; (D) Fixed
jugular vein catheters; (E) Catheter access to VAB; (F) Intestinal lymphatic duct-jugular vein auxiliary reflux structure.
图2 大鼠肠系膜淋巴管-颈静脉辅助回流模型建立过程图
Figure 2 Establishment of auxiliary refluxmodel ofmesenteric lymph
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min），取得上清液，检测电解质指标K+、Na+、Cl-、
Ca2+、Mg2+和P3+，物质代谢指标尿素（urea，UREA）、
肌酐（creatinine，CRE）、尿酸（uric acid，URIC）、葡

萄糖（glucose，GLU）、三酰甘油（triglyceride，TG）、
总胆固醇 （total cholesterol，CHO）、高密度脂蛋白

（high-density lipoprotein，HDL），蛋白水平指标总蛋白

（total protein，TP）和白蛋白（albumin，Alb），以及酸

碱指标二氧化碳（CO2）。
1.7 麻醉方法

使用舒泰 50以 50 mg/kg的剂量肌内注射给 SD大
鼠，观察大鼠呼吸频率降低、肌肉舒张和无疼痛反射

后，将其仰卧位置于手术台上，四肢用胶带固定。

1.8 数据统计方法
数据分析和绘图使用GraphPad Prism 8.0软件，计

量数据以 x
 
± s表示。淋巴液流量测定数据比较采用配

对 t检验，其余数据比较采用多个样本 t检验，P＜0.05
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠肠系膜淋巴管-颈静脉辅助回流技术模
型的效果

行肠淋巴管及颈静脉双插管手术建立的大鼠肠系

膜淋巴管-颈静脉辅助回流模型与清醒活动装置组成了

一个大鼠肠系膜淋巴液引流系统，该系统在术后第 7
天仍可以实时收集肠系膜淋巴液。并且，在此期间动

物无异常。

2.2 淋巴液流速测定
经测定，实验组动物肠系膜淋巴液流量为（2.01±

0.12） mL/h，对照组流量为（0.92±0.09） mL/h。与对

照组相比，实验组动物肠系膜淋巴液流量显著升高

（P＜0.01）。
2.3 淋巴液细胞成分

与对照组相比，实验组大鼠淋巴液中 LYM#和
LYM/%显著升高 （P＜0.01， P＜0.05），NEUT/%和

MONO/%显著降低（均P＜0.01），其他指标差异无统

计学意义（P＞0.05，表1）。
2.4 淋巴上清液生化指标

与对照组相比，实验组大鼠淋巴液中 K+、Na+、
CO2、UREA显著升高（P＜0.05或P＜0.01），TG和P3+
显著降低（均P＜0.01），其他指标差异无统计学意义

（P＞0.05，表2）。

3 讨论

3.1 新方法的优势
文献［14］报告，国内外学者多选择在动物术后并

处于麻醉或束缚的状态下收集淋巴液，这虽然缩短了

实验时间，且保证了样本收集的成功率，但会带来一

些问题：（1）动物在麻醉状态下会出现胃排空减少、

小肠毛细血管通透性改变、淋巴转运能力下降，本研

究中对照组和实验组的淋巴液流速也证实了这一点；

（2）只能间断地收集淋巴液，不能准确计算出经淋巴

转运药物的总量，使模型应用受到了限制；（3）为了

方便给药，有学者还要对大鼠进行十二指肠插管，通

过导管持续输注脂质与药物来评价其经淋巴转移的能

力，然而胃内分泌物以及神经传导在整个消化过程中

发挥关键作用，因此在这种病理生理状态下获取的数

据可能存在偏差；（4）动物饮食受到限制，需要通过

表1 对照组与实验组大鼠淋巴液细胞成分
Table 1 Lymphocyte composition of rats in the control

and experimental group
（ x

 
± s）

血细胞分类
Blood cell classification

WBC/(109·L-1)
NEUT#/(109·L-1)
LYM#/(109·L-1)
MONO#/(109·L-1)
EOS#/(109·L-1)
BASO#/(109·L-1)
NEUT/%
LYM/%
MONO/%
EOS/%
BASO/%

对照组
Control group
(n=8)
7.48±3.45
0.79±0.42
2.14±1.03
4.54±2.36
0.01±0.01
0.01±0.01
11.20±4.51
28.23±6.78
60.36±9.81
0.15±0.12
0.06±0.07

实验组
Experimental group

(n=8)
14.01±9.93
0.45±0.20
7.34±4.89*

6.21±5.09
0.01±0.01
0.01±0.00
4.35±2.16**

51.99±7.40**

43.44±6.61**

0.14±0.15
0.09±0.14

注：WBC为白细胞总数，NEUT#为中性粒细胞数，LYM#为淋巴细
胞数，MONO#为单核细胞数，EOS#为嗜酸性粒细胞，BASO#为嗜
碱性粒细胞，NEUT/%为中性粒细胞比例，LYM/%为淋巴细胞百分
率，MONO/%为单核细胞比例，EOS/%为嗜酸性粒细胞百分比，
BASO/%为嗜碱性粒细胞百分比。与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。
Note: WBC, total number of white blood cells; NEUT#, number of
neutrophils; LYM#, number of lymphocytes; MONO#, number of
monocytes; EOS#, number of eosinophilia; BASO#, number of
baso-phils; NEUT/% , percentage of neutrophils; LYM/% , percen-
tage of lymphocytes; MONO/%, percentage of monocytes; EOS/%,
percentage of eosinophilia; BASO/%,percentage ofbasophils. Com-
pared to the control group, *P<0.05, **P<0.01.
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皮下注射或胃肠插管输注营养液来维持动物体液平衡

和体能。

本研究中使用的淋巴液收集系统能够实现大鼠在

完全清醒、自由活动、不限制饮食的状态下，实时并

长期收集淋巴液、血液或给药，避免了手术应激、全

身麻醉或动物受限对肠系膜淋巴液形成和组成的影响。

该模型具有十分显著的优势（表 3）：（1）在插管完成

后，利用VAB回路连接器建立一条新的淋巴循环通

路，动物可以在愈后健康状态下开展实验，避免麻醉、

创伤、感染等因素对实验造成干扰，实现对药物经淋

巴转运更精确和长期的测量；（2）通过建立淋巴液-血
液循环通路，可以根据实验需求随时阻断肠系膜淋巴

液，同时结合全自动采血给药仪，还可以实现完全自

动化的淋巴液和血液采集或静脉给药；（3）由于淋巴

引流的管路呈U型结构且两端口的液面一致，根据等

高液面压强相等的原理，此时导管内淋巴液流量等同

于肠系膜淋巴管内实际流量，并且在淋巴引流过程中，

可以根据淋巴液流速和血液损耗量精准补充等渗离子

溶液，维持机体体液平衡和内环境稳态。

3.2 淋巴液流速及成分的比较分析
与对照组相比，实验组动物淋巴液流速显著升高，

这可能与受试动物的体质量、脂质摄入、麻醉或受约

束以及感染等生理状况有关［14，18］。在细胞成分检测

中，实验组动物的LYMPH#和LYMPH/%显著升高，推

测与动物在麻醉状态下，胸腺、脾脏和其他中枢淋巴

器官的淋巴细胞转运能力下降有关［14］；并且NEUT/%
和MONO/%显著降低，这可能与对照组动物在术后立

即提取淋巴液，机体存在疼痛应激及炎性反应有

关［19］。在生化成分检测中，实验组动物的电解质指标

K+和Na+显著升高，而P3+显著降低，这可能与两组动

物对林格液的吸收方式有关；实验组动物的物质代谢

指标UREA显著升高，这主要与对照组动物禁食导致

蛋白质摄入不足有关；实验组动物TG显著降低，这是

因为对照组动物在术前口服大量玉米油，经消化分解

为TG再转运至肠系膜淋巴系统；实验组动物的酸碱指

标CO2显著升高，这可能与麻醉状态下组织细胞的代

谢有关，另一个侧面也提示淋巴液呈碱性环境，淋巴

液的碱性物质可对抗休克所导致的酸中毒，这可能是

淋巴液抗休克的作用机制之一［20］。经验证，实验组模

型的细胞成分与生化指标均符合大鼠正常生理水

平［21］，具有可靠性和可重复性，可以成功取代之前的

模型。

3.3 模型制备的注意事项
在肠淋巴插管的位置选择上，国内外学者的描述

较为模糊。很多学者选择在右肾动脉并行的淋巴管处

插管，但该处是肠系膜淋巴管和辅助淋巴管的汇集处，

因此收集的淋巴液无法准确评估脂质类药物经肠道淋

巴转运的真实情况。也有学者选择切断这一辅助淋巴

管的通路，这增加了手术的难度和风险［17］。本研究中

选择与肠系膜动脉并行的淋巴管，手术难度较低且可

以精准收集全部肠系膜淋巴液。同时由于淋巴液和淋

巴管呈无色透明状，通过在术前让大鼠口服玉米油使

其生成乳白色的乳糜微粒［16］，可准确定位肠系膜淋巴

管，这主要是因为脂质降解形成的长链脂肪酸（14 C～
24 C）可与其他脂类产物生成乳白色牛奶状的乳糜微

粒［1，20，22］。对于腹腔内导管的处理方式在不同的研究

中也有差异。很多人选择预留部分导管在腹腔内，以

防止导管拉扯而脱离淋巴管，但这容易引发肠道蠕动

表2 对照组与实验组大鼠淋巴液生化指标
Table 2 Comparison of biochemistry indexes of rats in the

control and experimental group
（ x

 
± s）

生化指标
Biochemical indicators

Cl- c/(mmol·L-1)
K+ c/(mmol·L-1)
Na+c/(mmol·L-1)
P3+ c/(mmol·L-1)
Ca2+ c/(mmol·L-1)
Mg2+ c/(mmol·L-1)
UREA c/(mmol·L-1)
CRE c/(µmol·L-1)
URIC c/(mmol·L-1)
GLU c/(mmol·L-1)
TG c/(mmol·L-1)
CHO c/(mmol·L-1)
HDL c/(mmol·L-1)
TP ρ/(g·L-1)
ALB ρ/(g·L-1)
CO2 c/(mmol·L-1)

对照组
Control group
(n=8)

99.75±1.85
4.75±0.74
136.75±1.48
3.79±0.18
2.65±0.11
0.90±0.13
5.13±0.33
23.56±8.91
37.81±21.46
12.83±3.01
3.63±1.02
1.69±0.16
1.16±0.13
47.05±2.35
24.81±1.91
22.50±2.45

实验组
Experimental group

(n=8)
100.75±1.71
5.74±0.21**

139.63±1.58**

3.49±0.11**

2.66±0.05
0.93±0.07
5.75±0.66*

24.61±3.50
51.19±8.85
14.66±1.55
1.57±0.47**

1.62±0.20
1.15±0.15
45.31±1.19
23.51±0.66
27.25±1.09**

注：UREA为尿素，CRE为肌酐，URIC为尿酸，GLU为葡萄糖，TG
为三酰甘油，CHO为总胆固醇，HDL为高密度脂蛋白，TP为总蛋
白，ALB为白蛋白。与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。
Note：UREA，urea；CRE，creatinine；URIC，uric acid；GLU，
glucose；TG，triglyceride；CHO，total cholesterol；HDL，high-
density lipoprotein；TP，total protein；ALB，albumin. Compared
to the control group，*P<0.05，**P<0.01.

272



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicineAug. 2022, 42(4)

时与导管发生缠绕，导致大鼠死亡。本研究中将导管

呈C型走位贴于腹腔内壁，结果提示这是维持动物高

存活率的又一保障。

肠系膜淋巴管壁非常脆弱，且在分离淋巴管时极

容易破坏周边淋巴组织，从而导致淋巴液回流到乳糜

池受阻。因此，该方法对于术者的显微外科技能要求

较高。此外，应选择一套适合的显微手术器械和自制

导管。显微器械可精准分离出血管和淋巴管，减少其

周围组织受损。有学者将导管的头端斜切形成尖锐的

角度，虽便于插管，但极易划伤或刺破管壁，且在抽

取体液时，由于导管尖端产生负压，极易贴合血管或

淋巴管内壁，导致导管不通［17］。本研究中自制的导管

头端圆滑，且材质选用医用级材料，不易出现组织排

异。另外在导管固定方面，有学者使用医用胶水固定

插入导管［17］，一方面导管牢固度不明，另一方面胶水

会破坏周边结缔组织，甚至会影响局部微循环［16］。在

进行腹腔手术时，复原腹腔脏器的位置往往容易被忽

略，脏器异位可致动物死亡［16］。由于肠系膜淋巴结分

布密集，淋巴液内成分在经过这些多级淋巴结后会如

何变化，还有待进一步研究。且肠系膜与小肠是一个

有机整体，而小肠的不同部位其消化吸收功能有一定

差异，因此，针对不同肠段及淋巴结精准提取其淋巴

液的技术尚待进一步优化。

综上所述，该技术方法可以在大鼠清醒、正常活

动状况下反复、实时收集肠系膜淋巴液，用于脂质、

蛋白质、外泌体、电解质及免疫细胞等的定性和定量

分析，有助于我们更好地认知肠道毛细淋巴管吸收能

力及功能状态。因此，本研究为肠系膜淋巴液的采集

提供了新的技术方法，在涉及肠道淋巴的生理功能、

脂溶性药物吸收、肠道疾病诊断及其机制研究中有很

好的应用价值。

［医学伦理声明Medical Ethics Statement］
本研究涉及的所有动物实验通过中国科学院分子细胞科学卓
越创新中心实验动物使用与管理委员会的审核批准（IACUC
No. SIBCB-S118340-2112-045）。所有实验操作均遵照中国科
学院分子细胞科学卓越创新中心动物实验技术平台发布的
《动物实验技术平台标准操作规程》的条例进行。
All animal experiments involved in this study have been
reviewed and approved by the Laboratory Animal Use and
Management Committee of the Center for Excellence in
Molecular Cell Science，Chinese Academy of Sciences
（IACUC No. SIBCB-S118340-2112-045）. All experimental
procedures were carried out in accordance with the
regulations of Standard Operating Procedures for Animal
Experiment Technology Platforms established by Animal
Core Facility，Shanghai Institute of Biochemistry and Cell
Biology，Center for Excellence in Molecular Cell Science，
Chinese Academy of Sciences.

表3 大鼠肠系膜淋巴液引流新旧技术对比
Table 3 Comparison of novel and traditional techniques for intestinal lymphatic drainage in rats
指标
Indicator
动物状态
State of the animal
淋巴液收集频率
Frequency of lymph collection
给药方式
Route of administration
动物饮食
Animal feeding state
原肠淋巴管循环通路
Circulation pathway of mesenteric lymphatic duct
淋巴液流速
Flow rate of lymph fluid
补液方式
Rehydration method
肠系膜淋巴液收集
Collection of intestinal lymphatic fluid
造模成功率
Modeling success rate

传统技术
Traditional technology

麻醉或束缚状态

仅术后单次收集

受限制，部分给药需通过手术，
如胃插管
禁食

阻断

不稳定，不能反映真实淋巴液
流速
通过十二指肠插管以恒定速率
补充
部分

较低

新技术
Novel technology

清醒、自由活动

实时、连续多次收集

不限制，结合自动化仪器，可实现自动化给药和体
液采集
自由饮食

建立新的肠系膜淋巴管-左颈浅静脉管循环通路

稳定，真实反映淋巴液流速

通过颈静脉插管补充，并根据淋巴液流速实时调
整，维持机体体液平衡
全部

高
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不同剂型普罗布考对大鼠肠系膜淋巴转运及药代动
力学的影响
张笑瑞 1, 曹 静 2, 吴倩倩 1, 刘季俊 1, 陈国元 1, 吴宝金 11

(1. 中国科学院分子细胞科学卓越创新中心动物实验技术平台, 上海 200031; 2. 上海中医药大学实验动物中心, 上海

200031)

[摘要] 目的 通过一种新型的肠系膜淋巴管-颈静脉辅助回流模型，比较普罗布考橄榄油制剂与普罗布考混悬液制
剂对大鼠肠系膜淋巴转运及药代动力学的影响。方法 12只SD大鼠随机分为4组，即混悬液制剂-颈静脉单插管组
（H-JD组）、混悬液制剂-颈静脉和肠淋巴管双插管组（H-JCS组）、橄榄油制剂-颈静脉单插管组（G-JD组）、橄榄
油制剂-颈静脉和肠淋巴管双插管组（G-JCS组）。用液相色谱和串联质谱联用（LC-MS/MS）法测定各组大鼠在不
同时间全血和淋巴液中普罗布考的浓度，绘制药-时曲线，计算药代动力学参数、相对生物利用度（Frel）和淋巴液
剂量百分比。结果 各组的药-时曲线符合非房室模型。前述各组到达峰值时间（Tmax）分别为（11±12）h、（5±2）h、
（13±9） h和（19±9） h；到达峰值浓度（Cmax）分别为（148±60） ng/mL、（207±137） ng/mL、（453±204） ng/mL
和（309±177） ng/mL；药-时曲线下面积（AUClast） 分别为（3 210±885） h·ng·mL-1、（3 677±2 014） h·ng·mL-1、
（12 360±6 629） h·ng·mL-1和 （8 080±3 064） h·ng·mL-1。H-JCS组和G-JCS组的淋巴液剂量百分比分别为（1.29±
0.50）%和（2.59±0.43）%。与H-JD组相比，G-JD组中普罗布考的Frel为（409±269）%；与H-JCS组相比，G-JCS
组中普罗布考的Frel为 （309±256）%。与H-JD组和H-JCS组相比，G-JD组和G-JCS组大鼠全血的Cmax、Tmax、
AUClast和淋巴液剂量百分比显著升高（P＜0.05）；其中G-JD组全血的AUClast显著高于G-JCS组（P＜0.05），而H-
JD组和H-JCS组差异无统计学意义（P > 0.05）。结论 使用橄榄油制剂可以提高普罗布考通过肠系膜淋巴液的转
运吸收率和生物利用度。
[关键词] 普罗布考；肠系膜淋巴液；药代动力学；转运；SD大鼠
[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）04-0275-09

Effects of Probucol Formulations on Mesenteric Lymphatic Trans-
port Efficiency and Pharmacokinetics in Rats

ZHANGXiaorui1, CAO Jing2,WUQianqian1, LIU Jijun1, CHENGuoyuan1,WUBaojin1

(1. Animal Core Facility, Shanghai Institute of Biochemistry and Cell Biology, Center for Excellence in Molecular
Cell Science, Chinese Academy of Sciences; University of Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031, China;
2. Experiment Animal Center, Experiment Center for Science and Technology, Shanghai University of Traditional
Chinese Medicine, Shanghai 200031, China)
Correspondence to: WU Baojin (ORCID: 0000-0002-9768-8862), E-mail: baojin.wu@sibcb.ac.cn

[ABSTRACT] Objective To compare the effects of probucol olive oil and suspension formulations on the
pharmacokinetics and mesenteric lymphatic transport in rats using an innovative mesenteric-jugular
lymphatic duct assisted reflux model. Methods Twelve Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided
into four groups: suspension preparation-jugular vein single cannulation group (H-JD group), suspension
preparation-jugular vein and intestinal lymphatic double cannulation group (H-JCS group), olive oil
preparation-jugular vein single cannulation group (G-JD group), olive oil preparation-jugular vein and
intestinal lymphatic double cannulation group (G-JCS group). The concentrations of probucol in whole
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blood and lymph fluid of rats at different times were determined by liquid chromatography and tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS), and drug-time curves were drawn. The pharmacokinetic parameters,
relativebioavailability (Frel) and percentage dose in lymph fluid were calculated. Results The drug-time
curve of each group conformed to the non-compartmental model. The peak times (Tmax) of the H-JD group,
H-JCS group, G-JD group, and G-JCS group were (11±12), (5±2), (13±9), and (19±9) h, respectively; the peak
concentrations (Cmax) were (148±60), (207±137), (453±204), and (309±177) ng/mL, respectively; the areas
under the curve (AUClast) were (3 210±885), (3 677±2 014), (12 360±6 629), and (8 080±3 064) h·ng·mL-1,
respectively. The percentages of lymphatic fluid dose in the H-JCS and G-JCS groups were (1.29±0.50)% and
(2.59±0.43)% . Compared with the H-JD group, the Frel of probucol in the G-JD group was (409±269)% ;
compared with the H-JCS group, the Frel of probucol in the G-JCS group was (309±256)%. Compared with
the H-JD and H-JCS groups, the whole blood values of Cmax, Tmax, AUClast and percentage of lymphatic fluid
probucol concentrations of the G-JD and the G-JCS groups were significantly increased (P＜0.05). The
AUClast of whole blood in the G-JD group was significantly higher than that in the G-JCS group (P＜0.05),
but there was no significant difference between the H-JD and H-JCS groups (P > 0.05). Conclusion Olive
oil formulation can improve the ratio of probucol transport through mesenteric lymph as well as its
bioavailability.
[Keywords] Probucol; Mesenteric lymph fluid; Pharmacokinetics; Transport; Sprague-Dawley rats

普罗布考是一种人工合成的脂溶性抗氧化剂［1］，
具有降血脂［2］、抗动脉粥样硬化［3］、治疗糖尿病［4］

等广阔的临床应用前景［5］。脂溶性药物因水溶性较

差［6］，不利于在胃肠道扩散吸收，导致它们的生物利

用度降低［7］，因此这类药物的口服吸收问题一直是制

剂研发领域需要解决的难点。近年来，经肠系膜淋巴

转运介导的口服吸收途径得到广泛关注［8-9］。研究发

现，脂溶性药物能否特异性地被吸收到肠淋巴液中与

乳糜微粒有关，药物在乳糜微粒中的含量越大，药物

经肠系膜淋巴吸收的比例就越高，两者呈明显的线性

相关［8-10］。体外实验表明，普罗布考在乳糜微粒中的

含量最高可达38%［11-12］。因此，改变普罗布考的剂型

在理论上会影响其经肠系膜淋巴系统转运吸收的比例，

进而影响该药的药代动力学参数，但目前尚未检索到

相关的研究报告。

大鼠肠系膜淋巴管插管是开展药物经肠系膜淋巴

系统转运研究广泛使用的动物模型。然而制备该模型

的手术难度高、成功率低，且动物处于麻醉或受限制

的状态，无法模拟动物正常生理状态下的淋巴转运效

果［9］。本实验室建立了一种新型大鼠肠系膜淋巴管-
颈静脉辅助回流模型，避免了手术应激、全身麻醉或

动物受限对肠系膜淋巴吸收的影响，实现大鼠在清醒、

自由饮食状态下，实时并长期收集生理状态下肠系膜

淋巴液的功能［13］。本研究即采用自主创建的大鼠肠系

膜淋巴管-颈静脉辅助回流模型，研究普罗布考在橄榄

油制剂及混悬液制剂状态下经肠淋巴吸收的比例，以

及其药代动力学差异，以期为脂溶性药物的相关工作

提供科学的研究模式和可靠的数据参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物
SPF级雄性 SD大鼠 12只， 9周龄，体质量为

（280±9） g，购自浙江维通利华实验动物技术有限公司

［SCXK（浙）2019-0001］，质量合格证为20211221Aazz0
619000169。大鼠饲养于中国科学院分子细胞科学卓越

创新中心实验动物屏障设施［SYXK（沪）2018-0007］，
自由饮水和饮食，温度 20～25 ℃，相对湿度 40%～
70%，噪声≤60 dB，生活照明 20 lx（12/12 h明暗循

环）。所有大鼠 3只/笼饲养，适应性饲养 7 d后开始实

验。本研究中动物实验方案经中国科学院分子细胞科

学卓越创新中心实验动物使用与管理委员会审核批准

（IACUC No. SIBCB-S118340-2112-045）。
1.2 药品试剂与主要仪器

普罗布考（C31H48O2S2）原粉和柳胺酚（C13H11NO3）
由凯惠药业 （上海） 有限公司提供，批号为

051M14375V和 23288-49-5；普罗布考片剂由齐鲁制

药（山东）集团有限公司提供，批号为H10980054；
色谱级乙腈（CH3CN）为美国Sigma-Aldrich公司生产，

批号为 S93271；醋酸铵（NH4OAc）为美国 TEDIA公
司生产的色谱纯试剂，批号为 601058；橄榄油

276



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicineAug. 2022, 42(4)

（A0285378）为美国Acros公司产品；舒泰 50（Zoletil
50）为法国Virbac公司产品；水为超纯水；其他化学

试剂均为分析纯。液相色谱质谱联用仪（API-4000）
为美国 Sciex 公司产品；电子天平 （Mettler-Toledo
XP26）为瑞士Mettler Toledo公司产品；高速大容量低

温离心机（5810R）为德国Eppendorf公司产品；小型

摇床（Vibrax VXR）和振荡器（Vortex 3）为德国 Ika
公司产品；超声波清洗器（KQ5200DA）为昆山市舒美

超声仪器有限公司；大鼠 2通道VAB系绳（VABR2T/
25）、大鼠2通道血管通路按钮（VABR2B/25R22）、大

鼠 2通道VAB回路连接器（VABR2L）、PinPort进样器

（PNP3M）、2通道转子（375/D/25LT）、多轴平衡臂

（MCLA/MED）、大鼠采样笼器具（MTANK/WF）和聚

氨酯 （polyurethane，PU）导管 （BTPU-027、BTPU-
040）均购自美国 Instech公司。

1.3 制剂配制
普罗布考橄榄油制剂：精密称取 42.48 mg普罗布

考原粉，缓慢加入橄榄油定容至 21.24 mL，涡旋 1～2
min，超声10～15 min直至化合物完全溶解，得到质量

浓度为 2 mg/mL的黄色澄清溶液。4 ℃低温保存备用，

有效期为1周，使用前放至室温。

普罗布考混悬液制剂：精密称取 93.89 mg普罗布

考片剂粉末（纯度为 62.55%），缓慢加入 10 mmol/L磷
酸盐生理盐水缓冲液（pH 7.4）定容至29.36 mL，涡旋

2～3 min，超声 30～40 min，得到质量浓度为 2 mg/mL
的白色混悬液。4 ℃低温保存备用，有效期为1周，使

用前放至室温。

1.4 动物模型构建
动物麻醉：使用舒泰 50以 50 mg/kg的剂量对大鼠

进行肌内注射，待观察到呼吸频率降低、肌肉舒张和

无疼痛反射后，将大鼠固定于手术台上进行手术。

肠系膜淋巴管插管：术前对大鼠腹部剃除毛发并

用75%乙醇溶液消毒，沿腹中线上腹部2/3处做正中切

口，打开腹膜腔并暴露出左肾静脉和下腔静脉区域，

此时可观察到与肠系膜动脉并行的肠系膜淋巴管。在

体视显微镜下分离肠系膜淋巴管，在淋巴管上方45°角
做切口，插入淋巴导管并深入 1 cm，分别固定导管和

淋巴管肠端。将导管另一端引导并接入颈部VAB的淋

巴管端口。

颈静脉插管：在颈腹部左侧锁骨区域做切口，暴

露颈外静脉，在血管上方45°角做切口，插入静脉导管

并深入 3.5 cm到达左锁骨下静脉处，分别固定导管和

颈静脉近心端。将导管另一端引导并接入VAB的颈静

脉端口。完成插管后，将VAB和VAB回路连接器相

连，缝合创口。

清醒活动装置连接：将 VAB、2通道 VAB系绳、

转子、多轴平衡臂、采样笼盒连接，将收集导管放置

在淋巴插管的高度［13］。
1.5 动物分组与用药实验

将12只大鼠随机分为4组：混悬液制剂-颈静脉单

插管组（H-JD组），混悬液制剂-颈静脉和肠淋巴管双

插管组（H-JCS组），橄榄油制剂-颈静脉单插管组

（G-JD组），橄榄油制剂-颈静脉和肠淋巴管双插管组

（G-JCS组）。H-JD组和G-JD组大鼠行颈静脉单插管

手术，建立颈静脉插管模型。H-JCS组和G-JCS组大

鼠行颈静脉插管和肠系膜淋巴管双插管手术，建立肠

淋巴管-颈静脉辅助回流模型，并结合清醒活动装置组

成肠系膜淋巴液收集系统。

各组大鼠行插管手术后恢复 7 d，H-JD组与H-
JCS组大鼠口服灌胃普罗布考混悬液制剂20 mg/kg，G-
JD组与G-JCS组大鼠口服灌胃普罗布考橄榄油制剂20
mg/kg。各组大鼠在清醒状态下，分别于给药后 0、
0.25、0.5、1、2、4、8、24、48、72 h通过颈静脉插

管采集血液50 μL，其中H-JCS组和G-JCS组大鼠分别

于给药后 0～4、4～8和 8～24 h时间段内连续采集淋

巴液。

1.6 液相色谱和串联质谱联用（LC-MS/MS）法
测定

测定条件：采用API-4000型液相色谱质谱联用仪

进行测定。色谱柱为Ultimate XB-C8（2.1 μm×50 μm，
5 μm，LD），流动相中乙腈和醋酸铵的比例为 3︰17，
流速为 0.45 mL/min，进样量为 5 μL，色谱柱温度为

40 ℃。质谱检测方式为多反应监测（multiple reaction
monitoring，MRM）模式进行二级质谱分析，负离子模

式下扫描，电喷雾离子源。普罗布考与内标柳胺酚的

检测离子对分别为m/z 515.3/277.2和m/z 444.3/319.2，
雾化气50 Psi，辅助雾化气50 Psi，离子去簇电压－45 V，
碰撞活化电压－34 V，加热温度500 ℃。

样品处理：收集的全血样品用去离子水按1︰3比
例稀释，淋巴液样品用肝素抗凝处理。在 30 μL全血

和淋巴液样品中各加入 150 μL乙腈（含有 100 ng/mL
的内标柳胺酚），涡旋5 min，离心5 min（14 000 r/min），
取上清液进行LC-MS/MS分析。

标准曲线制备：用空白全血和淋巴液分别配成不

同浓度的普罗布考标准品系列，使其药物质量浓度分

别为 3 000、1 000、300、100、30、10、3和 1 ng/mL，
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按全血和淋巴液处理方法处理后，进行 LC-MS/MS分
析。以普罗布考与内标柳胺酚的峰面积比（A）为纵坐

标，普罗布考浓度（C）为横坐标，绘制标准曲线，并

建立回归方程，求出其相关系数（R2）。
1.7 数据分析及统计

根据药物平均浓度-时间数据，采用WinNonlin 6.2
软件按非房室模型计算普罗布考的药代动力学参数，

包括到达峰值浓度（Cmax）、到达峰值时间（Tmax）、消

除半衰期（T1/2）、药-时曲线下面积（AUC）、药物经

肠系膜淋巴转运比例、相对生物利用度（Frel）和淋巴

液剂量百分比。低于 80%定量下限的数据不参与药代

动力学参数的计算。数据分析使用GraphPad Prism 8.0
软件，多组之间比较采用方差分析，组内两两比较采

用LSD-t检验，以评价两种制剂的生物等效性。

2 结果

2.1 普罗布考在全血和淋巴液中的标准曲线
普罗布考的色谱峰峰形尖锐且对称，样品与杂质

分离良好，无明显干扰峰（图 1）。全血中普罗布考的

线性回归方程为y=517.3x+9 654（R2=0.999 2），表明全

血普罗布考在 1～3 000 ng/mL质量浓度范围内线性关

系良好，标准曲线见图2A。淋巴液中普罗布考的线性

回归方程为y=230.62x+10 425（R2=0.999 2），表明淋巴

液普罗布考在1～10 000 ng/mL质量浓度范围内线性关

系良好，标准曲线见图 2B。以上方程式中，x代表药

物浓度，y代表对应的峰面积。

2.2 全血药代动力学参数
各组大鼠口服普罗布考橄榄油制剂和普罗布考混

悬液制剂后的血药浓度-时间数据见表 1，药-时曲线

如图3A。药-时数据经药代动力学程序软件WinNonlin
6.2处理，药代动力学参数见表 2。普罗布考在大鼠体

内的药代动力学过程呈非房室模型。H-JD、H-
JCS、G-JD 和 G-JCS 各组大鼠体内普罗布考的半

衰期 （T1/2） 分别为 （12±1） h、（17±3） h、（13±
3） h和（19±11） h，说明普罗布考在大鼠体内消

除较慢。经统计学分析，与 H-JD组和 H-JCS组相

比， G-JD 组和 G-JCS 组大鼠全血的 Cmax、 Tmax、
AUClast、 Frel 和淋巴液的剂量百分比均显著升高

注：A示空白全血的色谱图，B示空白淋巴液的色谱图，C示全血中添加普罗布考（1 ng/mL）的色谱图，D示淋巴液中添加普罗布考（1 ng/
mL）的色谱图。
Note: (A) Blank whole blood; (B) Blank lymph fluid; (C) Probucol (1 ng/mL) added to whole blood; (D) Probucol (1 ng/mL) added to lymph fluid.
图1 普罗布考色谱图
Figure 1 Chromatogram of blood and lymphwith andwithout probucol
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（P＜0.05）；其中 G-JD 组全血的 AUClast显著高于

G-JCS 组，差异有统计学意义（P＜0.05），其平均

AUClast之差为4 280 h·ng·mL-1，而H-JD组和H-JCS组
之间差异无统计学意义（P > 0.05）。通过计算得出普

罗布考橄榄油制剂经肠系膜淋巴转运比例高于普罗布

考混悬液制剂（35% vs 0%）。
2.3 相对生物利用度

通过橄榄油制剂（实验制剂）的AUC与混悬液制

剂（对照制剂）的AUC相比，计算出Frel，结果见表3。
以H-JD组为参比，G-JD组中普罗布考的Frel为（409±
269）%。以H-JCS组为参比，G-JCS组中普罗布考的

Frel为（309±256）%。结果提示，与H-JD组和H-JCS
组相比，G-JD组和G-JCS组的生物利用度明显提高。

2.4 肠淋巴液药动学参数
肠淋巴管-颈静脉辅助回流模型大鼠口服普罗布考

橄榄油制剂和普罗布考混悬液制剂后的淋巴液剂量百

注：A示普罗布考在全血中的标准曲线图，B示普罗布考在淋巴液中的标准曲线图。
Note：(A) Probucol in whole blood; (B) Probucol in lymph fluid.
图2 普罗布考的标准曲线图
Figure 2 Standard curves of probucol in blood and lymph

表1 各组大鼠的血药浓度
Table 1 Drug concentrations in the blood of rats in each group

（ x
 
± s，n=3）

采血时间
Blood collection

time/h

0
0.25
0.5
1
2
4
8
24
48
72

普罗布考Probucol ρ/(ng·mL-1)
H-JD组
H-JD group

-
-
5
34±7
62±48
126±91
104±87
67±30
12±5
5±1

H-JCS组
H-JCS group

-
-
-

28±32
38±32
188±167
100±36
69±49
22±15
11±10

G-JD组
G-JD group

-
-
-

13±5
76±30
143±26
379±138
289±296
85±23
15±5

G-JCS组
G-JCS group

-
-
-
-

19±23
82±119
128±184
252±189
48±13
18±1

注：H-JD组指混悬液制剂-颈静脉单插管组；H-JCS组指混悬液制剂-颈静脉和肠淋巴管双插管组；G-JD组指橄榄油制剂-颈静脉单插管组；G-
JCS组指橄榄油制剂-颈静脉和肠淋巴管双插管组。
Note: H-JD, suspension preparation-jugular vein single cannulation group; H-JCS, suspension preparation-jugular vein and intestinal
lymphatic double cannulation group; G-JD, olive oil preparation-jugular vein single cannulation group; G-JCS, olive oil preparation-jugular
vein and intestinal lymphatic double cannulation group.

279



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicine Aug. 2022, 42(4)

分比参数见表 4，剂量百分比曲线如图 3B。经统计学

分析，与H-JCS组相比，G-JCS组大鼠淋巴液的剂量

百分比显著升高（P<0.05）。
3 讨论

与传统门静脉系统吸收途径相比，脂溶性药物经

肠系膜淋巴转运具有明显的优势，不仅吸收比例高，

还可以避开肝脏的首过消除效应［7，14］。某些脂类大分

子物质因溶解度和溶出速率低，只能依赖肠系膜淋巴

管的转运吸收［15-16］。大鼠肠系膜淋巴管插管模型是研

究药物经淋巴系统转运最广泛的技术手段，但传统的

肠系膜淋巴液直接引流的方式存在明显的缺陷：在淋

巴液采集过程中，动物长时间处于禁食禁水、麻醉或

被限制的状态，这些因素会导致其肠淋巴液流速和淋

巴转运能力下降，不能模拟生理状态下的淋巴转运过

程［17］。本研究利用一种新型的大鼠肠系膜淋巴管-颈
静脉辅助回流模型，结合清醒活动装置，实现了大鼠

在清醒自由、正常采食饮水的状态下实时收集淋巴液

注：H-JD组指混悬液制剂-颈静脉单插管组；H-JCS组指混悬液制剂-颈静脉和肠淋巴管双插管组；G-JD组指橄榄油制剂-颈静脉单插管组；G-
JCS组指橄榄油制剂-颈静脉和肠淋巴管双插管组。
Note: H-JD, suspension preparation-jugular vein single cannulation group; H-JCS, suspension preparation-jugular vein and intestinal
lymphatic double cannulation group; G-JD, olive oil preparation-jugular vein single cannulation group; G-JCS, olive oil preparation-jugular
vein and intestinal lymphatic double cannulation group.
图3 各组大鼠的药物浓度-时间曲线（A）和淋巴液剂量百分比曲线（B）
Figure 3 Drug concentration-time curve (A) and dose percentage curve of lymphatic fluid (B) in all groups of rats

表2 各组大鼠的全血药动学参数
Table 2 Pharmacokinetic parameters of thewhole blood of rats in each group

（ x
 
± s，n=3）

参数
Parameters

峰值时间Tmax/h

峰值浓度Cmax/(ng·mL-1)

半衰期T1/2/h

药-时曲线下面积AUClast/(h·ng·mL-1)

药-时曲线下面积AUCINF/(h·ng·mL-1)

H-JD组
H-JD group
11±12

148±60

12±1

3 210±885

3 293±899

H-JCS组
H-JCS group

5±2

207±137

17±3

3 677±2 014

3 970±2 295

G-JD组
G-JD group
13±9

453±204

13±3

12 360±6 629

12 623±6 650

G-JCS组
G-JCS group
19±9

309±177

19±11

8 080±3 064

8 947±2 218

注：H-JD组指混悬液制剂-颈静脉单插管组；H-JCS组指混悬液制剂-颈静脉和肠淋巴管双插管组；G-JD组指橄榄油制剂-颈静脉单插管组；G-
JCS组指橄榄油制剂-颈静脉和肠淋巴管双插管组。AUClast指从给药时间开始到最后一个点这段时间的曲线下面积，AUCINF指从给药开始到理
论外推无穷远这段时间的曲线下面积。
Note: H-JD, suspension preparation-jugular vein single cannulation group; H-JCS, suspension preparation-jugular vein and intestinal
lymphatic double cannulation group; G-JD, olive oil preparation-jugular vein single cannulation group; G-JCS, olive oil preparation-jugular
vein and intestinal lymphatic double cannulation group. AUClast, the area under the curve from time zero to time of last measurable
concentration; AUCINF, the area under the curve from time zero to infinity.
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并用于分析，实验数据真实地反映了普罗布考经大鼠

肠系膜淋巴系统转运的药代动力学特征。

普罗布考作为脂溶性药物，在胃肠道中难溶且吸

收不规则，导致其口服生物利用度较低（<10%）［18］，
限制了该药的药效发挥和临床应用。因此，对该药进

行剂型改造、吸收模式及药代动力学的深入研究受到

了研究者的普遍关注。近年来，自微乳、微囊、聚合

物胶束和纳米粒等新型制剂技术的应用可以改善普罗

布考在体内的组织分布和生物利用度［19］，并提高其在

体内的持效时间［20］。然而这类制剂往往成本高昂，部

分因含有大量的表面活性剂，不能长期给药，限制了

相关技术的应用［19］。Schönfeld等［21］研究发现，脂质

制剂可以提高脂溶性药物经肠系膜淋巴系统的转运能

力。被脂质包装后的药物在口服后，一部分药物经传

统肝门静脉途径进入全身血液循环，另一部分药物经

小肠黏膜上皮细胞吸收后，与不饱和脂肪酸、三酰甘

油等共同组装成为乳糜微粒，并经小肠毛细淋巴管-肠
淋巴管-胸导管途径入血［22］。橄榄油中富含大量的长

链脂肪酸和单不饱和脂肪酸［23］，理论上可以促进普罗

布考溶解并进入小肠黏膜上皮细胞与乳糜微粒结

合［11］，进而提高其口服吸收水平。本研究工作证实了

上述过程，同时也发现橄榄油对普罗布考的药代动力

学参数有较大的影响。

本研究表明，各组普罗布考的药-时曲线均符合非

房室模型，其在大鼠体内分布较快，消除较为缓慢，

且消除半衰期大于分布半衰期，说明普罗布考在体内

的药代动力学过程为慢消除过程。与普罗布考混悬液

制剂组相比，普罗布考橄榄油制剂组全血的 Cmax、

表3 各组大鼠的相对生物利用度（Frel）
Table 3 Relative bioavailability (Frel) of rats in each group

（n=3）

动物
Rat

第1只No.1
第2只No.2
第3只No.3
平均数-x ±s

药-时曲线下面积AUClast/(h·ng·mL-1)
H-JD组
H-JD group
2 750
4 230
2 650

3 210±885

G-JD组
G-JD group
19 800
10 200
7 080

12 360±6 629

Frel/%

720
241
267

409±269

药-时曲线下面积AUClast/(h·ng·mL-1)
H-JCS组
H-JCS group
3 360
1 840
5 830

3 677±2 014

G-JCS组
G-JCS group
8 680
10 800
4 760

8 080±3 064

Frel/%

258
587
82

309±256

注：H-JD组指混悬液制剂-颈静脉单插管组；H-JCS组指混悬液制剂-颈静脉和肠淋巴管双插管组；G-JD组指橄榄油制剂-颈静脉单插管组；G-JCS
组指橄榄油制剂-颈静脉和肠淋巴管双插管组。
Note: H-JD, suspension preparation-jugular vein single cannulation group; H-JCS, suspension preparation-jugular vein and intestinal
lymphatic double cannulation group; G-JD, olive oil preparation-jugular vein single cannulation group; G-JCS, olive oil preparation-jugular
vein and intestinal lymphatic double cannulation group.

表4 各组大鼠的淋巴液剂量百分比参数
Table 4 Dose percentage parameters of lymphatic fluid of rats in each group

（ x
 
± s，n=3）

参数
Parameters

质量浓度ρ/（ng·mL-1）

体积V/mL

剂量百分比Dose percentage/%

采液时间/h
Liquid collection time/h

0~4
4~8
8~24
0~4
4~8
8~24
0~4
0~8
0~24

H-JCS组
H-JCS group
2 880±2 120
5 682±4 935
417±189
6.8±0.5
7.2±0.6
20.8±2.4
0.37±0.26
1.13±0.87
1.29±0.50

G-JCS组
G-JCS group
2 862±968
4 019±4 019
1 345±1 695
11.0±2.0
19.2±1.4
30.4±3.0
0.60±0.25
1.85±0.88
2.59±0.43

注：H-JCS组指混悬液制剂-颈静脉和肠淋巴管双插管组；G-JCS组指橄榄油制剂-颈静脉和肠淋巴管双插管组。
Note：H-JCS，suspension preparation-jugular vein and intestinal lymphatic double cannulation group；G-JCS，olive oil preparation-jugular
vein and intestinal lymphatic double cannulation group.
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Tmax、AUClast、生物利用度和淋巴液剂量百分比显著升

高（P<0.05），表明普罗布考的混悬液制剂和橄榄油制

剂不具有生物等效性，经橄榄油溶解的普罗布考在大

鼠体内的生物利用度和肠淋巴系统代谢能力得到提升，

体内持效时间进一步增加。在橄榄油制剂状态下，颈

静脉单插管大鼠全血的AUClast显著高于颈静脉-肠淋巴

管双插管大鼠（P<0.05），而混悬液制剂组间无显著差

异（P>0.05），这可能是由于大鼠的肠系膜淋巴液被收

集后，经肠淋巴系统途径运输的部分药物未进入体内

血液循环，这说明普罗布考溶于橄榄油制剂后被特异

性地吸收到肠淋巴液中。总之，普罗布考橄榄油制剂

在大鼠体内的肠淋巴转运比例及生物利用度都得到显

著提升。

综上所述，本研究采用新型的大鼠肠系膜淋巴管-
颈静脉辅助回流模型开展了普罗布考的药代动力学研

究，发现橄榄油制剂可以显著促进普罗布考经肠系膜

淋巴系统的转运吸收，提高了普罗布考在大鼠体内的

生物利用度。本研究为脂溶性药物的肠淋巴转运研究、

普罗布考的剂型改造及其药代药效研究提供了新的技

术手段及可靠数据。
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三硝基苯磺酸诱导急性肠纤维化大鼠模型的改良
方法
王怡如1, 蒋笑影1, 董若曦1, 潘一滨1, 韩向晖2, 曹永清 1

(1. 上海中医药大学附属龙华医院肛肠科, 上海 200032; 2. 上海中医药大学附属龙华医院中医外科研究所, 上海

200032)

[摘要] 目的 探索2，4，6-三硝基苯磺酸（2，4，6-trinitrobenzene sulfonic acid，TNBS）诱导急性肠纤维化大鼠模
型的方法及不同药物配比的效果。方法 30只雌性SD大鼠随机分为5组，每组各6只。A～D组为模型组，模型组
大鼠采用不同配比的药物溶液通过改良保留灌肠法一次性造模：A组，5%TNBS+ 50%乙醇（体积比1∶1）；B组，
5%TNBS+ 75%乙醇（体积比1∶1）；C组，5%TNBS+ 100%乙醇（体积比1∶1）；D组，5%TNBS+ 50%乙醇（体积
比2∶1）；对照组用生理盐水（0.9%氯化钠溶液）灌肠；观察造模后1周内动物的症状、体征和体质量变化，并进
行疾病活动指数（disease activity index，DAI）评分。分别于造模后7 d和14 d，随机选择每组内一半大鼠进行取
材，观察结肠组织大体损伤程度并以结肠炎损伤指数（colon macroscopic damage index，CMDI）评分；结肠组
织病理切片以HE染色观察肠炎严重程度，Masson染色观察胶原纤维沉积情况。结果 各模型组大鼠均出现轻重不
等的肠炎及肠纤维化病变，其中以体积比为1∶1的5%TNBS+75%乙醇溶液造模观察期内未导致大鼠死亡，造模后
24 h大鼠体质量明显下降、出现稀便及血便症状，结肠壁纤维化病变明显，体质量下降、DAI评分与CDMI评分升
高，与对照组相比差异具有统计学意义（P＜0.05）；光学显微镜下炎症程度较重，呈透壁性；Masson染色显示造
模部位的肠壁增厚明显，黏膜下层、肌层及浆膜层均出现弥漫性胶原纤维沉积。结论 改良的TNBS保留灌肠法能
有效构建肠纤维化大鼠模型，体积比为1∶1的5%TNBS+75%乙醇溶液所建模型可模拟克罗恩病纤维化两大特征，
即透壁性炎症和肠壁纤维化。该造模方法简便、高效，动物死亡率低。
[关键词] 炎症性肠病；克罗恩病；肠道纤维化；2，4，6-三硝基苯磺酸；SD大鼠
[中图分类号] R-332；Q95-33 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）04-0284-10
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[ABSTRACT] Objective To explore 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)-induced acute intestinal
fibrosis in rats and the effect of different drug ratios. Methods Thirty female Sprague-Dawley (SD) rats
were randomly divided into five groups with six rats in each group. Groups A to D were the model groups, in
which the rats were induced by modified retention enemas using solutions with different drug ratios: group
A, 5% TNBS + 50% ethanol (1∶1 v/v); group B, 5% TNBS + 75% ethanol (1∶1 v/v); group C, 5% TNBS + 100%
ethanol (1∶1 v/v); group D, 5% TNBS + 50% ethanol (2∶1 v/v); and the control group was induced by normal
saline (0.9% sodium chloride solution) enema. The symptoms, signs, and body mass changes of the animals
were observed within one week after modeling, and scored using the disease activity index (DAI). At 7th d
and 14th d after model establishment, half of the rats in each group were randomly selected for sampling to
observe the degree of gross damage to the colon tissue and scored using the colon macroscopic damage
index (CMDI). Pathological sections of colon tissue were stained with hematoxylin-eosin (HE) to observe
the severity of enteritis, and Masson staining was used to observe collagen fiber deposition. Results The
rats in each model group showed enteritis and intestinal fibrosis lesions of different severities, of which 5%
TNBS + 75% ethanol solution (1∶1 v/v) did not lead to death during the observation period. At 24 h after
model establishment, the rats had significantly decreased body weight, loose stool, and bloody stool,
significant colonic wall fibrosis lesions, and increased DAI and CDMI scores compared with the control
group (P＜0.05). The degree of inflammation was transmural and more severe, as seen under the light
microscope, and Masson staining showed that the intestinal wall at the model site was significantly
thickened, and diffuse collagen fiber deposition occurred in the submucosa, muscular layer, and serosal
layer. Conclusion The modified TNBS retention enema method can effectively construct a rat model of
intestinal fibrosis, and the model established using 5% TNBS + 75% ethanol solution (1∶1 v/v) can simulate
the two major characteristics of Crohn’s disease fibrosis, namely transmural inflammation and intestinal
wall fibrosis. This method is simple and efficient, and the mortality rate of animals is low.
[Key words] Inflammatory bowel disease; Crohn's disease; Intestinal fibrosis; 2, 4, 6-trinitrobenzene

sulfonic acid; Sprague-Dawley rats

炎症性肠病（inflammatory bowel disease，IBD）包

括克罗恩病（Crohn’s disease，CD）和溃疡性结肠炎，

其特征是在遗传易感个体的消化道中存在长期持续的

炎症。肠纤维化是CD病程中的常见并发症，表现为肠

腔狭窄和肠壁增厚，在上下消化道均可发生，以回肠末

端、回盲瓣、肛直肠段多见；半数CD患者存在发生肠腔

狭窄的终身风险，纤维化使器官失去正常结构及功能，

严重的狭窄是导致手术和肠切除的主要原因之一［1-2］。既

往认为，CD患者的肠纤维化是一个相对缓慢的过程，故

肠纤维化动物模型多以周期性反复引发炎症建立的慢性

纤维化为主。但近期研究显示，纤维化病变在部分CD患
者中迅速发展，形成狭窄的速度可能比以往认为的早得

多［3］。因此，对CD患者急性肠纤维化的研究已成为该

领域的重点之一，建立符合CD患者肠纤维化疾病特征

的动物模型是研究该疾病发生机制和治疗方法的主要

途径和重要需求。

半抗原化剂 2，4，6-三硝基苯磺酸 （2，4，6-
trinitrobenzene sulfonic acid，TNBS）灌肠诱导的结肠炎

模型是研究 CD最常用和最具特征性的模型之一［4］，
但其诱导的急性肠纤维化模型目前在国内未见探讨。

基于这一广泛验证的模型基础，本课题探索了一次性

保留灌肠建立急性肠纤维化大鼠模型的改良方法，同

时设立多组不同药物剂量和乙醇溶液浓度的配比以观

察诱导的大鼠结肠炎症和纤维化效果差异。

1 材料与方法

1.1 实验动物
SPF级雌性 SD大鼠 30只，体质量为 200～220 g，

购自浙江维通利华实验动物技术有限公司［SCXK
（浙） 2019-0001］，质量合格证为20210107Aazz061900
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[ABSTRACT] Objective To explore 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)-induced acute intestinal
fibrosis in rats and the effect of different drug ratios. Methods Thirty female Sprague-Dawley (SD) rats
were randomly divided into five groups with six rats in each group. Groups A to D were the model groups, in
which the rats were induced by modified retention enemas using solutions with different drug ratios: group
A, 5% TNBS + 50% ethanol (1∶1 v/v); group B, 5% TNBS + 75% ethanol (1∶1 v/v); group C, 5% TNBS + 100%
ethanol (1∶1 v/v); group D, 5% TNBS + 50% ethanol (2∶1 v/v); and the control group was induced by normal
saline (0.9% sodium chloride solution) enema. The symptoms, signs, and body mass changes of the animals
were observed within one week after modeling, and scored using the disease activity index (DAI). At 7th d
and 14th d after model establishment, half of the rats in each group were randomly selected for sampling to
observe the degree of gross damage to the colon tissue and scored using the colon macroscopic damage
index (CMDI). Pathological sections of colon tissue were stained with hematoxylin-eosin (HE) to observe
the severity of enteritis, and Masson staining was used to observe collagen fiber deposition. Results The
rats in each model group showed enteritis and intestinal fibrosis lesions of different severities, of which 5%
TNBS + 75% ethanol solution (1∶1 v/v) did not lead to death during the observation period. At 24 h after
model establishment, the rats had significantly decreased body weight, loose stool, and bloody stool,
significant colonic wall fibrosis lesions, and increased DAI and CDMI scores compared with the control
group (P＜0.05). The degree of inflammation was transmural and more severe, as seen under the light
microscope, and Masson staining showed that the intestinal wall at the model site was significantly
thickened, and diffuse collagen fiber deposition occurred in the submucosa, muscular layer, and serosal
layer. Conclusion The modified TNBS retention enema method can effectively construct a rat model of
intestinal fibrosis, and the model established using 5% TNBS + 75% ethanol solution (1∶1 v/v) can simulate
the two major characteristics of Crohn’s disease fibrosis, namely transmural inflammation and intestinal
wall fibrosis. This method is simple and efficient, and the mortality rate of animals is low.
[Key words] Inflammatory bowel disease; Crohn's disease; Intestinal fibrosis; 2, 4, 6-trinitrobenzene

sulfonic acid; Sprague-Dawley rats
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但其诱导的急性肠纤维化模型目前在国内未见探讨。

基于这一广泛验证的模型基础，本课题探索了一次性

保留灌肠建立急性肠纤维化大鼠模型的改良方法，同
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882。大鼠饲养于上海中医药大学动物实验中心

［SYXK （沪） 2020-0009］，饲养环境温度为 （23±
2）℃，相对湿度为40%～60%，光/暗每12 h交替，灭

菌全价营养饲料喂养，自由进食饮水。本研究方案经

上 海 中 医 药 大 学 动 物 实 验 伦 理 委 员 会 批 准

（PZSHUTCM201225008），实验过程符合3R原则。

1.2 主要试剂与仪器
TNBS（批号SLCG2384）和戊巴比妥钠（批号57-

33-0） 均购自美国 Sigma 公司；无水乙醇 （批号

20191017）、苯胺蓝（批号 20190604）、磷钼酸（批号

20190626）和正丁醇（批号 20190802）均购自国药集

团化学试剂有限公司（沪试）；双蒸水和生理盐水（即

0.9%氯化钠溶液）（批号 S2005066）购自上海百特医

疗用品有限公司；多聚甲醛（批号 202201）购自武汉

赛维尔生物科技有限公司；伊红（批号C201103）、苏

木精（批号C201204）和BASO粪便隐血双联法试剂组

（批号 BA-2020E）购自珠海贝索生物技术有限公司；

Weigert铁苏木素（批号20200407）购自北京索莱宝科

技有限公司；二甲苯（批号 2021033102）购自上海盛

稀化工有限公司。

手术器械购自上海医疗器械（集团）有限公司手

术器械厂（金钟手术器械）；一次性无菌注射器购自威

海洁瑞医用制品有限公司；L80型一次性直肠给药管

购自任丘市洪达气体有限公司（绿林）；组织包埋机和

石蜡切片机为德国Leica公司产品；光学显微镜为日本

Olympus公司产品。

1.3 药品配制及动物分组
将无水乙醇与双蒸水按相应体积比配制成体积分

数为 50%和 75%的乙醇溶液。5%TNBS分别与不同体

积分数的乙醇混合配制成体积比为 1∶1的 5%TNBS+
50%乙醇溶液（A组）、体积比为 1∶1的 5%TNBS+

75%乙醇溶液（B组）、体积比为 1∶1的 5%TNBS+无
水乙醇溶液（C组），以及体积比为 2∶1的 5%TNBS+
50%乙醇溶液（D组）。4个不同配比的TNBS/乙醇溶液

配制后，在4 ℃冷藏避光保存，使用前再次混匀。

30只雌性 SD大鼠随机分为 5组，每组 6只。对照

组予生理盐水 0.6 mL灌肠，模型组分为A、B、C、D
组，用上述对应配比的溶液各0.6 mL灌肠。

1.4 一次性保留灌肠法建立炎性肠纤维化大鼠
模型

各组大鼠适应性饲养 1周，第 7天起禁食不禁水

24 h，第 8天造模前称重。造模麻醉前再次促进大鼠

排便。造模时，先用 2%戊巴比妥钠溶液按每只大鼠

0.3～0.4 mL的用药量进行腹腔注射麻醉。麻醉起效后

参考Morris法［5］进行一次性灌肠操作，改良方法：用

1 mL注射器连接圆头灌肠软管（长 8 cm，内径 2 mm）
制作灌肠器；麻醉后的大鼠以俯卧位提起大鼠尾部，

暴露肛门，灌肠管蘸取少许造模药液润滑管壁，插入

肛门约 8 cm处，缓慢匀速推注药液 0.6 mL；退出灌肠

管后立即用木夹子夹闭大鼠肛门，并将大鼠呈头低位

尾部固定于笼网；保持肛门夹闭状态，计时 30 min后
取下夹子将大鼠放回笼中，待其自然苏醒（图1）。
1.5 造模后动物一般情况观察

记录造模后7 d内大鼠每日精神及活动状态、体质

量变化、粪便性状及便血、死亡情况，并参照Murano
等［6］ 方法进行大鼠疾病活动指数 （disease activity
index，DAI）评分。（1）体质量下降：无，记 0分；

1%～5%，记 1分；6%～10%，记 2分；11%～15%，
记 3分；＞15%，记 4分。（2）粪便性状：正常，记 0
分；松散，记 2分；稀便，记 4分。（3）便血：隐血

（-），记0分；隐血（+），记2分；肉眼血便，记4分。

DAI=（体质量下降分数+粪便性状分数+便血分数） /3，

图1 大鼠保留灌肠示意图
Figure 1 Schematic diagram of retention enema
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以造模当日体质量作为初始体质量，与造模后第 1天
起每日体质量作对比。

1.6 造模后实验动物取材与样本保存
造模后第7天、第14天，用2%戊巴比妥钠溶液按

每只大鼠0.7～0.8 mL的用药量腹腔注射麻醉每组一半

大鼠。麻醉前不禁食不禁水。麻醉起效后，沿腹中线

剖开腹腔并观察腹腔内情况；经腹主动脉采血后，以

脱颈椎法安乐死大鼠；然后取下肛门至盲肠全段，于

造模给药处（距肛门 6～10 cm范围）剪断肠管；沿肠

管纵轴剖开，必要时用生理盐水冲洗肠腔残留粪便，

观察肠道炎症最明显处；测量后截取该部位结肠组织，

固定于多聚甲醛溶液中，留做病理切片。若全结肠未

见明显肉眼下大体形态改变，则截取距肛门 1 cm、
3 cm、6 cm、9 cm范围内的结肠肠段0.3 cm作为样本。

1.7 结肠组织大体形态学观察
取材时记录腹腔积液、病变肠管与周围组织关系

等，无张力拉直肠管后测量从肛门到结肠盲肠交界处

的全结直肠长度。然后观察肠管外壁有无穿孔、狭窄、

膨大、粘连等改变，沿纵轴剖开肠管后观察肠腔面。

综合以上信息，参考Butzner等［7］方法进行大鼠结肠

炎大体损伤指数 （colon macroscopic damage index，
CMDI）评分。（1）结肠损伤：正常外观，记 0分；局

灶充血但黏膜无糜烂或溃疡，记 1分；溃疡不伴充血

或肠壁增厚，记2分；一处溃疡伴炎症，记3分；两处

及以上的局灶溃疡或炎症，记 4分；主要炎症损伤

处沿肠管纵向延伸范围＞1 cm，记 5分；损伤范围

＞2 cm，每增加 1 cm再多记 1分，即记 6～10分。（2）
结肠与周围组织关系：与周围组织无粘连，记 0分；

轻度粘连（与周围组织易于分离），记1分；重度粘连

（与周围组织不易分离），记 2分。评分由两位研究者

分别独立进行，再对结果进行比较分析。

1.8 HE染色和Masson染色
各组炎症结肠组织以多聚甲醛溶液固定后，经常

规石蜡包埋、切片、脱水等步骤制作病理切片，同一

块结肠组织分别切片进行HE染色和Masson染色，光

学显微镜下取肠壁全层视野，观察黏膜损伤程度、肠

壁增厚、炎细胞浸润深度、纤维化部位等情况，并比

较对照组与模型组的胶原蛋白沉积部位和范围。

1.9 统计学方法
应用 SPSS 23.0 软件进行统计学分析，并用

Graphpad Prism 8.0软件作图。计数资料以率描述，计

量资料以  x
 
± s描述。资料服从正态分布时，两组间比

较采用独立样本 t检验；多组间比较采用单因素方差分

析，并以 LSD-t检验进行两两比较。若资料不服从正

态分布，则多组间比较采用Kruskal-Wallis非参数检

验，以Dunn法作进一步比较。以P＜0.05表示差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 造模后大鼠一般情况
造模后，模型组大鼠出现不同程度的精神萎靡，

表现为反应慢、挣扎减弱、喜聚集、蜷缩、鼠毛暗淡，

且肛周有稀便污染；持续 1～3 d后，整体情况随体质

量升高逐渐好转。适应期及造模当日，各组大鼠体质

量比较差异无统计学意义（P＞0.05）；造模前禁食

24 h后，大鼠体质量较前平均下降（18.3±8.7） g。造

模完成后，对照组在进食后体质量迅速回升，模型组

体质量持续下降 1～2 d后才开始缓慢回升。与对照组

相比，模型组造模后第1、2天的体质量明显偏低，差

异具有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01，图2A）。
造模 24 h后，模型组均可见粪便性状改变，便质

稀或呈糊状，伴黏液及血迹。肉眼见血便多数持续

2～3 d；隐血阳性在肉眼血便消失后仍存在 1～3 d；
稀便持续时间每组不等，A组 3～6 d，B组 3～7 d，C
组4～7 d，D组模型不稳定，持续1～14 d。造模后24 h
各模型组的DAI评分均较对照组明显升高，其中B组
与对照组相比差异有统计学意义（P＜0.05，图 2B）；
造模后 24 h各模型组的DAI评分均逐渐下降，但各模

型组之间 DAI评分比较的差异无统计学意义（P＞
0.05，图2B）。
2.2 模型动物死亡率

A组与B组观察期内大鼠无死亡。C组造模后第 2
天和第 6天各有 1只大鼠死亡，D组造模后第 3天有 2
只大鼠死亡，C组与D组死亡率均为33.3%。
2.3 结肠大体外观

对照组结肠正常，肠管外壁与周围组织易于分离。

模型组各组大鼠可见不同程度的结肠炎改变，造模给

药处可见局部肠管膨隆，肠段增厚明显，肠管质韧，

肠管外壁均未见穿孔，造模部位肠管外壁与周围器官

组织炎性粘连，严重病变肠管外出现脂肪组织蓄积、

包裹，不易分离。模型组之间对比，A组的结肠外观

变化总体较轻；B、C组节段性增厚较明显，可伴上段

肠管扩张，出现不完全性肠梗阻；D组内模型差异较

大，部分出现明显的炎性狭窄性病变，部分未见明显

异常（图3）。
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注：*表示造模当日。对照组用生理盐水灌肠；A～D组为模型组，分别用5%TNBS+50%乙醇溶液（体积比1∶1）、5%TNBS+75%乙醇溶液
（体积比1∶1）、5%TNBS+无水乙醇（体积比1∶1）、5%TNBS+50%乙醇溶液（体积比2∶1）灌肠。每组6只大鼠，C组造模后第2天和第6天
各有1只大鼠死亡，D组造模后第3天有2只大鼠死亡。
Note：*shows the modeling day. The control group was induced by normal saline enema；Groups A to D were model groups：group A was
induced by 5% TNBS + 50% ethanol solution（1∶1 v/v）enema，group B was induced by 5% TNBS+75% ethanol solution（1∶1 v/v）enema，
group C was induced by 5% TNBS+100% ethanol solution（1∶1 v/v）enema，group D was induced by 5%TNBS+50% ethanol solution（2∶1 v/v）
enema. There're 6 rats contained in each group，but one of which died on days 2 and 6 in group C and two of which died on day 3 in group D
after modeling.
图2 造模后大鼠体质量变化趋势（A）和疾病活动指数评分（B）
Figure 2 Changes in rat bodymass（A）and disease activity index (B) after model establishment

注：A图为造模后第7天，B图为造模后第14天，上图为全结肠整体外观，下图为结肠造模部位纵剖面。对照组用生理盐水灌肠；A～D组为
模型组，分别用5%TNBS+50%乙醇溶液（体积比 1∶1）、5%TNBS+75%乙醇溶液（体积比 1∶1）、5%TNBS+无水乙醇（体积比 1∶1）、
5%TNBS+50%乙醇溶液（体积比2∶1）灌肠。
Note: (A) Seven days after model establishment. (B) Fourteen days after model establishment. The upper panel shows the overall
appearance of the whole colon and the lower panel shows the longitudinal section of the colon model site. The control group was induced
by normal saline enema；Groups A to D were model groups：group A was induced by 5% TNBS + 50% ethanol solution（1∶1 v/v）enema，
group B was induced by 5% TNBS+75% ethanol solution（1∶1 v/v）enema，group C was induced by 5% TNBS+100% ethanol solution（1∶1 v/v）
enema，group D was induced by 5%TNBS+50% ethanol solution（2∶1 v/v）enema.
图3 模型建立后的大鼠结肠组织
Figure 3 Colonic tissue of rats after model establishment
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2.4 结肠长度及形态学改变
对各组大鼠结肠长度进行测量，结果见图4A。对

照组大鼠结肠长度为16～18 cm，各模型组结肠长度总

体均较对照组缩短，其中A、B、C三组与对照组相比

差异具有统计学意义（P＜0.05），D组结肠长度变化与

对照组相比无明显差异，A、B、C三组间对比的差异

无统计学意义（P＞0.05）。
纵向剖开肠管观察肠管内壁，第 7天时模型组见

造模部位肠壁出现严重炎性损伤，坏死组织色黑，附

着于肠腔内表面，与周围组织分界明显；第 14天时

局部肠段仍有增厚，坏死组织较前部分脱落，黏膜见

一处或多处纵深溃疡，结肠皱襞紊乱或消失，非药物

作用部位的黏膜肉眼观大致正常。模型组之间比较，

第 7天时，B组和 C组造模效果相近，肠壁损伤及肠

壁增厚明显，病变范围大；A组炎症范围及程度较

轻；D组大鼠结肠肉眼未见明显损伤。第 14天时，B
组和C组造模部位肠壁增厚仍较明显；A组也可见肠

壁裂隙样溃疡，肠壁增厚程度较前两组轻；D组肠壁

见较大范围凹陷的溃疡面，但肠壁增厚程度轻于B组
和C组。

对各组结肠炎大体损伤程度进行评分，结果见图

4B。模型组CMDI评分均较对照组升高，其中A组炎症

范围、肠壁增厚程度总体较轻，D组内大鼠病变程度

差异较大，A、D两组与对照组相比的CMDI评分差异

无统计学意义（P＞0.05）；B组、C组造模处组织损伤

及纤维化明显，与对照组的CMDI评分差异具有统计学

意义（P＜0.05，P＜0.01）。
2.5 结肠组织病理学改变
2.5.1 HE染色

光学显微镜下表现为造模部位黏膜裂隙样溃疡、

缺损、坏死或脱落，隐窝表现为异常缩小、扩大或分

支；炎细胞浸润达肠壁深层，黏膜下层和浆膜层亦可

见炎细胞浸润。与正常对照组相比，模型组肠壁有不

同程度增厚，以黏膜下层增厚明显，黏膜肌层和固有

肌层也可见增厚，部分切片可见管壁组织变性的血管。

总体而言，A组炎症程度较轻，B组和C组较重，D组
炎症程度轻重不一（图5A）。
2.5.2 Masson染色

Masson染色使胶原纤维及黏液蓝染，细胞质和肌

纤维红染，细胞核呈棕黑色。对照组与模型组对比明

显。对照组蓝染区域主要集中在黏膜下层，黏膜下层

为疏松结缔组织，生理状态下胶原纤维含量丰富，肌

层及浆膜层组织内无明显蓝染。模型组以黏膜下层、

肌层弥漫性蓝染和厚度增加最为明显，部分样本浆膜

层亦出现类似表现。炎细胞浸润和胶原沉积呈透壁性，

深达肠壁各层。第7天时，A组、B组和C组黏膜下层、

注：对照组用生理盐水灌肠；A～D组为模型组，分别用5%TNBS+50%乙醇溶液（体积比1∶1）、5%TNBS+75%乙醇溶液（体积比1∶1）、
5%TNBS+无水乙醇（体积比1∶1）、5%TNBS+50%乙醇溶液（体积比2∶1）灌肠。每组6只大鼠，C组造模后第2天和第6天各有1只大鼠死
亡，D组造模后第3天有2只大鼠死亡。与对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
Note: The control group was induced by normal saline enema；Groups A to D were model groups：group A was induced by 5% TNBS + 50%
ethanol solution（1∶1 v/v）enema，group B was induced by 5% TNBS+75% ethanol solution（1∶1 v/v）enema，group C was induced by 5%
TNBS+100% ethanol solution（1∶1 v/v）enema，group D was induced by 5%TNBS+50% ethanol solution（2∶1 v/v）enema. There're 6 rats
contained in each group，but one of which died on days 2 and 6 in group C and two of which died on day 3 in group D after modeling.
Compared with the control group, *P < 0.05, **P < 0.01.
图4 造模后大鼠结肠长度（A）和结肠炎大体损伤评分（B）
Figure 4 The length of rat colon after model establishment (A) and colonmacroscopic damage index (B) in rats after

model establishment
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肌层及浆膜层增厚，组织内均出现弥漫性蓝染的胶原

沉积，其中A、B两组黏膜下纤维化最为明显；C组浆

膜层也出现明显增厚及胶原沉积；D组与对照组无明

显差异。第 14天时，A组标本造模部位的黏膜下层和

肌层均出现胶原弥漫性沉积增多；B组和C组病变分别

与其第7天样本相似；D组肠壁增厚，浆膜层胶原弥漫

性沉积增多，肌层纤维化严重，组织间分界模糊

（图5B）。

3 讨论

由于肠纤维化在CD发展过程中难以预测，仅靠临

床人体研究进展困难或滞后，动物模型可以极大地补

充和扩展肠纤维化在CD中的研究，具有无可替代的重

要作用。肠纤维化模型有限，现已开发出化学诱导型、

微生物型、免疫介导型、基因靶向型、自发型、辐射

诱导型和手术干预型等七大类［8-9］。不同类型的疾病

模型没有绝对的优劣和固定标准，它们具有不同的关

键特征、潜在机制和优缺点，允许人们从多个侧面增

进对疾病机制的认识并加以互补，研究人员可根据模

型特点，按照病因学、免疫学、发病机制、药物筛选

等不同研究方向和用途选用恰当的模型［10-11］。
CD的炎症及纤维化均涉及先天和后天性免疫机

制［2］。尽管目前CD的炎症治疗已取得显著进展，但

抗感染治疗不能减少纤维化，也尚无抗纤维化药物可

用［8，12］。在应用广泛的化学诱导型模型中，TNBS因其

诱导的结肠炎症与CD疾病特征和免疫机制具有相似

性，故在 CD的免疫研究和药物筛选上占据重要地

位［13］。TNBS是一种接触性致敏的化学性半抗原物质，

与乙醇配制成溶液后使用，由乙醇破坏肠黏膜屏障完

整性，继而使TNBS得以渗入肠壁，与组织蛋白结合形

成抗原后诱发免疫反应，引起结肠炎症［13］。
以往认为，CD的肠纤维化是在相对缓慢的慢性炎

注：对照组用生理盐水灌肠；A～D组为模型组，分别用5%TNBS+50%乙醇溶液（体积比1∶1）、5%TNBS+75%乙醇溶液（体积比1∶1）、
5%TNBS+无水乙醇（体积比1∶1）、5%TNBS+50%乙醇溶液（体积比2∶1）灌肠。
Note：The control group was induced by normal saline enema；Groups A to D were model groups：group A was induced by 5% TNBS + 50%
ethanol solution（1∶1 v/v）enema，group B was induced by 5% TNBS+75% ethanol solution（1∶1 v/v）enema，group C was induced by 5%
TNBS+100% ethanol solution（1∶1 v/v）enema，group D was induced by 5%TNBS+50% ethanol solution（2∶1 v/v）enema.
图5 造模后大鼠结肠HE（A）和Masson（B）染色结果（×100）
Figure 5 HE staining（A）andMasson staining（B）of rats’colons after model establishment (×100)
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症过程中产生［3，12］。鉴于此，TNBS诱导的肠纤维化模

型多为慢性模型，通过周期性重复给药方案来建立，

需在6～8周甚至更长的周期内定期反复给药［8，14］，故

成模周期长、效率低、鼠龄老化严重、动物死亡或产

生耐受等不足限制了其应用。同时，近期研究显示，

CD的肠纤维化进程既不完全依赖于炎症，也不一定是

一个缓慢的过程［3］，CD肠纤维化和狭窄可以在短期内

发生，所以急性形成的肠纤维化动物模型对病程研究

也具有重要意义。本研究证实TNBS一次性造模即可导

致急性肠纤维化发生，打破了TNBS难以在短期内诱导

肠纤维化的以往观点［9］。
以往文献中有关TNBS诱导造模的操作方法通常是

向大鼠或小鼠结肠内滴注一定配比的TNBS溶液并采用

倒置体位保持 1～3 min。但在实践中这种方法失误可

能性较大。本课题组反复摸索实验条件，认为成模的

关键在于TNBS溶液与肠壁有效接触且作用时间充足，

才能在特定的药物配比下产生预期的效果。故本研究

中采用了改良的一次性保留灌肠法，通过延长药物的

有效作用时间，不仅成功建立了纤维化明显、成模率

稳定的急性纤维化模型，还提高了造模效率。

本研究还通过设立不同药物配比的分组来观察模

型效果的差异。尝试不同 TNBS溶液配比的必要性在

于，TNBS的有效剂量接近动物的致死量，需要给予亚

致死量的TNBS来使结肠炎症最大化［10，15］。造模条件

不足，则出现成模率低、炎症轻、自愈快、同一造模

条件下组内模型间异质性大等问题；造模条件过度，

则导致动物极度虚弱或死亡率升高。本实验中 4个模

型组给药体积相同，A、B、C组按照 TNBS/乙醇为 1∶
1的比例使用了相同剂量的TNBS和50%、75%和100%
的乙醇溶液来配制；结果显示A、B两组无动物死亡，

A组总体纤维化评价较B组轻，B、C两组均产生了中

重度的肠纤维化，但C组有33.3%的死亡率。D组按照

TNBS/乙醇为 2∶1的比例，使用了 2倍剂量的TNBS和
50%的乙醇溶液；结果显示组内成模效果差异较大，

且同样有 33.3%的死亡率。以上结果说明高剂量的

TNBS和高浓度的乙醇均具有较强的致死性，而乙醇浓

度过低会使破坏黏膜屏障的效果降低，导致模型不稳

定，而A、B两组的配比在保留灌肠中使用相对安全有

效。对于实际使用而言，虽然A、B两组纤维化程度有

轻重差异，但均具有应用价值：A组造模条件适用于

针对CD疾病早期、纤维化总体较轻的研究，B组适合

于CD纤维化明显的疾病中晚期研究。

纤维化的特征是富含胶原的细胞外基质，在通常

含有较少结缔组织的组织中过度蓄积［3］。富含胶原的

细胞外基质及间质样细胞在正常肠组织中主要存在于

黏膜下层，二者在病变局部增生不仅导致黏膜下层过

度纤维化，还导致黏膜肌层及固有肌层增厚，这被认

为是CD肠纤维化的组织学特征［16］。在本组模型中，

造模部位出现肉眼可见的病变，肠段的肠壁增厚；HE
染色显示炎细胞呈弥漫性浸润于肠壁的各层结构中；

Masson染色显示，TNBS/乙醇诱导的肠纤维化模型的

纤维化和增厚主要发生在黏膜下层和肌层，浆膜层亦

可有明显的胶原纤维弥漫性增多。Zidar等［17］在人类

CD样本上观察到的结果与上述结果一致；该学者认

为，CD的纤维化发病机制可能与其他器官的纤维化相

当，可能是肠壁对其深层结构中存在的炎症产生（过

度）反应的结果，纤维化的部位即是间充质细胞聚集

的部位。本模型模拟了CD“透壁性”炎症和深层组织

纤维化的表征，在组织病理学水平上具有应用于CD纤
维化研究的参考价值。

使用TNBS也存在一定不足，这是由于TNBS诱导

模型受多方面因素的影响。（1）动物对药物反应的异

质性：TNBS能否诱发结肠炎首先与动物有关。TNBS
可用于大鼠、小鼠和兔，不同种属和品种品系的动物

具有不同的易感性和耐药性，病程进展和持续时间也

有差异，选择对TNBS敏感的品种品系能增加模型的成

功率。常见的 IBD 模型动物有 SD、Wistar 大鼠和

BALB/c、SJL/J、WT、C57BL/6J小鼠［18］。需要注意的

是，某些动物（如C57BL/6小鼠）对肠道瘢痕形成抵

抗力较强，可诱发炎症但不一定能引起实质性纤维

化［4，7］。（2）微生物背景：微生物在肠道炎症模型建

立和最终发生纤维化中发挥关键作用［3，19］，诱导和维

持肠道炎症依赖肠道菌群的存在，“无菌无结肠炎”的

观点现已被广泛接受［11］。动物携带的微生物不同，可

能使同样的浓度方案出现不同轻重的炎症。预实验有

益于个体化调整浓度和剂量方案。以上为动物实验中

不可避免的差异。（3）鼠龄：鼠龄小对TNBS敏感性较

高，但由于鼠龄与体质量正相关，体质量过轻的动物

对药物耐受性较差，容易死亡。禁食 24 h的大鼠体质

量在200 g以上时造模后存活率更高。（4）性别：动物

模型会因性别不同出现差异［20］，故在同一实验中，应

使用同性别的动物。综上，相同品种品系、来源、批

次、周龄及相同的饲养环境能较好地控制模型条件的

均质性，但即使严格控制了以上所有条件，仍存在出

现造模失败或动物死亡的可能性，所以适量计划额外

数量的动物是有必要的。
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另外，TNBS灌肠的操作技术也可能引起造模失

误，故总结下述细节以供参考。（1）麻醉前充分促排

粪便。粪便会吸附药液，影响药物与肠壁接触。禁食

24 h不能使粪便排空，而延长禁食时间会使大鼠体质

量和耐受性进一步下降，使死亡率升高。除用棉签刺

激肛门外，也可手指沿腹中线在大鼠下腹部向肛门方

向轻轻推压助排。进管时若遇阻涩感说明肠腔仍有粪

便存留。（2）充分的麻醉是顺利完成保留灌肠的保障。

（3）使用圆头侧开口灌肠管可避免锐器导致肠穿孔的

风险。（4）避免用石蜡油润滑灌肠管，以减少石蜡油

黏附于肠壁。蘸取少量灌肠药液即可润滑。（5）长时

间保留灌肠时，大鼠倒置悬挂不能完全避免药液溢出。

灌肠管的插入、药液的刺激性、药液体积、给药速度

等因素均可引起大鼠肠道反射使药液被排出，且溢药

量难以估计。退出灌肠管后立即夹闭肛门并保持头低

体位可有效避免。有研究者尝试在小鼠灌肠后使用肛

塞［21］，但经尝试不适用于大鼠。本实验中使用木夹，

夹闭力度适中，持续夹闭 30 min后未观察到对大鼠肛

门造成明显损伤。（6）药物质量是关键。同批次的新

鲜TNBS和无水乙醇可保证模型效果，实验中造模时间

较长时需避免乙醇挥发的影响。

造模后大鼠体质量减轻、腹泻、肉眼血便及隐血

便等与肠炎程度有良好的相关性，体外观测相关症状

即能体现模型的严重程度和进展。造模后 24 h通过观

察体征变化判断造模效果，再进行随机分组，可减少

模型异质性对研究结果的影响。

综上所述，本研究建立了一种运用改良一次性保

留灌肠技术建立急性肠纤维化模型的方法，该方法简

便、周期短、造模效果稳定、肠壁纤维化表现明显，

动物死亡率低。而且这一方法建立的大鼠模型中肠纤

维化的组织学特点与临床上CD肠纤维化具有相似性，

因此本研究中的操作方法及药物配比可推广应用于该

领域的相关实验研究，具有良好的参考价值。同时，

模型大鼠急性肠纤维化的分子学机制值得进一步研究

探讨。
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利用CRISPR/Cas9技术构建脂多糖结合蛋白基因
敲除小鼠
李思迪1, 付 彬1, 郭中坤1, 林颖杰1,2, 张振宇1, 米传靓1, 王可洲1

(1. 山东第一医科大学(山东省医学科学院)实验动物学院(省实验动物中心), 济南 250002; 2. 山东第一医科大学附属

皮肤病医院(山东省皮肤病医院), 山东省皮肤病性病防治研究所, 济南 250022)

[摘要] 目的 利用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）基因编辑技术构建稳定遗
传的脂多糖结合蛋白（lipopolysaccaride binding protein，Lbp）基因敲除小鼠。方法 根据C57BL/6J小鼠的Lbp
基因序列特征，设计sgRNA靶点，删除Lbp基因5’-端蛋白编码保守序列并引入移码突变，使编码LBP失活。提取
F0、F1、F2、F3代小鼠基因组，PCR鉴定并测序验证Lbp基因敲除效果，RT-PCR测序验证Lbp基因转录水平，蛋
白质印迹法验证F2代LBP蛋白表达水平。结果 F0代获得5只杂合子敲除小鼠（Lbp+/-）、F1代获得3只Lbp+/-小鼠，
F2代获得4只Lbp纯合子敲除小鼠（Lbp-/-），F3代获得30只Lbp-/-小鼠。RT-PCR测序表明，Lbp-/-小鼠mRNA缺失
244 bp且发生移码突变，导致翻译提前终止。蛋白质印迹证明Lbp-/-小鼠肝脏组织中无LBP蛋白表达。结论 通过
CRISPR/Cas9技术成功构建可以稳定遗传的Lbp基因敲除小鼠，为后续进一步研究LBP的免疫及其生理作用提供
基础。
[关键词] 脂多糖结合蛋白；CRISPR/Cas9技术；稳定遗传；基因敲除小鼠
[中图分类号] R-332；Q95-33 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）04-0294-07

Construction of Lipopolysaccaride Binding Protein Knockout Mice

Using CRISPR/Cas9 Technology

LI Sidi1, FU Bin1, GUOZhongkun1, LIN Yingjie1,2, ZHANGZhenyu1, MI Chuanliang1,WANGKezhou1
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[ABSTRACT] Objective To construct a stable hereditary lipopolysaccaride binding protein (Lbp) gene
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knockout mice by using clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-
associated nuclease 9 (Cas9) gene editing technology. Methods According to the sequence
characteristics of Lbp gene in C57BL/6J mice, the target of sgRNA was designed, the 5'-end protein coding
conserved sequence of Lbp gene was deleted and the shift mutation was introduced to inactivate LBP. The
genome of F0, F1, F2, F3 generation mice was extracted; PCR was used to identify and sequence Lbp
knockout; RT-PCR was used to verify Lbp gene transcription, and Western blotting was used to verify LBP
protein expression in F2 generation. Results Five Lbp+/- mice from F0 generation, three Lbp+/- mice from F1
generation, four Lbp-/- mice from F2 generation and thirty Lbp-/- mice from F3 generation were obtained. RT-
PCR showed that Lbp-/- mice mRNA was 244 bp and the translation was stopped early by code-shifting
mutation. Western blotting showed that LBP protein was not expressed in the liver of Lbp-/- mice.
Conclusion The Lbp gene knockout mice were successfully constructed by CRISPR/Cas9 technique,
which will provide a basis for further study of the immune and physiological effects of LBP.
[Keywords] Lipopolysaccaride binding protein; CRISPR / cas9 technology; Stable inheritance; Gene

knockoutmice

脂多糖结合蛋白（lipopolysaccaride binding protein，
LBP）作为一种糖蛋白，是LBP家族成员之一［1］。LBP
的相对分子质量为 60 000，其蛋白质部分是相对分子

质量为 50 000的单链多肽［2-3］。LBP分布广泛，在啮

齿类动物的心、肝、肺等多个器官中均有表达，其中

在肝脏中的表达水平较高。人和动物血清中的LBP主
要与脂多糖 （lipopolysaccharide，LPS） 结合发挥作

用［4］。LPS又被称为内毒素，是革兰阴性菌外膜上的

主要成分之一，可以促进炎性发生，引起机体各种疾

病，严重时甚至会导致机体死亡［5］。研究表明，LBP
与多种疾病的发生发展相关。如Heizhati等［6］在研究

LBP对睡眠结构影响的实验中发现，血清 LBP高浓度

与中年男性高血压患者睡眠第一阶段时间延长相关；

Pal等［7］在研究与帕金森病有关的胃肠道炎性标志物

时，发现 LBP是一种与 LPS神经毒性相关的胃肠道生

物标志物。He等［8］在研究LPS诱导下LBP编码基因缺

失（Lbp-/-） SD大鼠的转录水平及其在脓毒症期间对肝

脏的影响时发现，当核因子 κB（nuclear factor kappa-
B，NF-κB）的活性受到抑制时，Lbp基因缺失会影响

过氧化物酶体增殖物激活受体（peroxisome proliferators
activated receptor，PPAR）信号通路，从而影响细菌清

除。Li等［9］研究了牛野生型LBP和突变型LBP（67Ala
变 Thr）对 LPS诱导牛乳腺上皮细胞（bovine mammary
epithelial cells，BMEC）炎性反应的影响，发现 5 μg/
mL突变型LBP处理BMEC导致的细胞凋亡率高于野生

型 LBP，且没有细胞毒性。这些相关研究揭示了 LBP
与LPS结合可导致炎性反应的发生，但对其具体作用

机制的研究还不够深入。为探索LPS在Lbp基因敲除小

鼠体内如何诱导炎性反应发生、发展，本文将外显子2

的全部序列与外显子3的部分序列特异剪切，建立Lbp
基因敲除小鼠模型，为进一步研究LBP蛋白在免疫方

面的作用机制和生理作用提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物
SPF级 C57BL/6J小鼠和 ICR小鼠均购自北京唯尚

立德生物科技有限公司［SCXK（京） 2016-0009］，饲

养于山东省实验动物中心［SYXK（鲁） 2019-0007］，
饲料购自济南朋悦实验动物繁育有限公司，并经 60Co
灭菌。实验动物使用遵循3R原则，且获得山东省实验

动物中心伦理委员会批准（20181224-01）。
1.2 主要试剂与仪器

实验所用试剂：Cas9 mRNA、Cas9/gRNA靶点效

率检测试剂盒（VK007）购自北京唯尚立德生物科技

有限公司；Hi Scribe T7 ARCA mRNA试剂盒（E2065S）
购自美国New England Biolabs公司；人绒毛膜促性腺

激素（human chorionic gonadotropin，hCG）（181223）、
血促性素（pregnant mare serum gonadotrophin，PMSG）
（1905152） 购自宁波第二激素厂； pClone007 Blunt
Simple VECTOR Kit （OCE20601） 、 金 牌 mix
（TSE101）、动物组织/细胞基因组 DNA提取试剂盒

（0180331AX）均购自北京擎科生物科技有限公司；

Total RNA Kit Ⅱ（R6934-02）购自美国 Omega公司；

通用抗体稀释液（U3635）购自美国Sigma公司；高效

抗 体 稀 释 液 （WA-002） 购 自 美 国 Invent
Biotechnologies公司；高效RIPA组织/细胞快速裂解液

（R0010）购自北京索莱宝科技有限公司；一抗β-actin
（4970S）、辣根过氧化物酶 （horseradish peroxidase，
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HRP） 标记的抗兔 IgG 二抗 （7074S） 均购自 Cell
Signaling Technology公司；一抗 LBP（PA5-79586）购

自美国 Invitrogen公司。

实验所用仪器：拉针仪 （PN-31） 购自日本

Narishige公司；高速冷冻离心机（5424R）购自德国

Eppendorf公司；凝胶成像仪（Universal HoodⅡ）购自

美国Bio-Rad公司；体视显微镜（SMZ745T）购自日本

Nikon 公司；PCR仪 （Mastercycler X50s） 购自德国

Eppendorf 公司；显微注射用显微镜（IX73P1F）购自

日本Olympus 公司；电泳仪（PowerPac™ Basic）购自

美国Bio-Rad公司。

1.3 Lbp基因sgRNA靶点设计及制备
根据数据NCBI-Gene ID：16803及Ensembl-Gene：

LbpENSMUSG00000016024可得 Lbp基因的序列结构、

保守区域及转录产物等信息，依据这些信息设计小向

导RNA（small guide RNA，sgRNA）的靶点。对Lbp基
因的序列进行分析后，本实验选择剪切 2号外显子全

部序列及 3号外显子部分序列，图 1为靶点剪切示意

图。靶点设计完成后进行体外转录，并检测转录产物

活性，筛选出酶切活性较高的 sgRNA靶点备用。同时

参照Hi Scribe T7 ARCA mRNA试剂盒说明书制备Cas9
mRNA。

1.4 胚胎移植及其前期准备
准备 4周龄 C57BL/6J雌鼠和 8～12周龄 C57BL/6J

雄鼠。雌鼠腹腔注射PMSG 0.1 mL（5 U） /只，48 h后
腹腔注射 hCG 0.1 mL（5U） /只，18 h后取卵子备用。

取雄鼠附睾，再从附睾中取出精子。

取出的精子在获能液中获能后，选取活力较好的

精子滴加到经过短暂培养的卵细胞中，经 3～4 h体外

受精获得受精卵。用 RNA-free水配制 sgRNA&Cas9
mRNA混合物 （sgRNA 25 ng/μL，Cas9 mRNA 50 ng/
μL），借助显微注射系统将其注射到受精卵内。将注

射 sgRNA&Cas9 mRNA混合物的受精卵移植到经 12.5
mg/mL三溴乙醇腹腔注射麻醉后的假孕 ICR雌鼠输卵

管中，将代孕 ICR雌鼠置于独立通气笼盒（individual

ventilated cages，IVC）中饲养，待小鼠出生后鉴定基

因型。

1.5 Lbp基因敲除小鼠的获得及鉴定
将代孕 ICR雌鼠生产的仔鼠作为Founder并命名为

F0代，F0代出生 2周后，剪小鼠的脚趾进行编号，使

用基因组提取试剂盒提取小鼠基因组。使用正向引物

（F： CATTTGTTTGGGAACCCC） 和 反 向 引 物 （R：
AAGGGCTGGAATGCTAATG）进行 PCR扩增。PCR反
应体系：TSE101 mix 15 μL、上游引物0.6 μL、下游引

物 0.6 μL、DNA 1.2 μL、ddH2O 2.6 μL。反应条件：

94 ℃预变性 4 min；98 ℃变性 20 s，59 ℃退火 40 s，
72 ℃延伸55 s，共35个循环；68 ℃延伸10 min；10 ℃
保持。PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳，目的条带切胶

注：Lbp指脂多糖结合蛋白基因。下方为靶点Lbp-L4和Lbp-R1的序列，序列标灰为原间隔序列临近基序（PAM）
Note：Lbp，lipopolysaccaride binding protein gene. Below is the sequences of Lbp-L4 and Lbp-R1，and the sequence gray is protospacer
adjacent motif（PAM）.
图1 Lbp基因敲除示意图
Figure 1 Lbp gene knockout diagram
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回收进行平末端克隆、转化、涂板，并挑单克隆测序

验证。结合基因组鉴定和测序结果：只出现 770 bp左
右的目的条带，且测序显示单链缺失 1 457 bp的判断

为 Lbp-/-；只出现 2 153 bp左右的野生型（wild type，
WT）条带，且测序显示与WT一致的判断为Lbp+/+；出

现 770 bp左右的目的条带及 2 153 bp左右的WT条带，

且 770 bp左右目的条带测序显示单链缺失 1 457 bp
的 判 断 为 Lbp+/- 。 F0 代 后 新 增 引 物 WT-R
（TGCCTGACCCAAGAGGTTT），对引物F/R基因鉴定结

果进一步验证：F/WT-R出现810 bp左右的WT条带的

为 Lbp+/+或 Lbp+/-，未出现任何条带的为 Lbp-/-。F0代小

鼠进行基因组鉴定测序后，选出 Lbp+/-小鼠与WT小鼠

交配，生产的后代为F1代；F1代小鼠基因组鉴定测序

后，选出 Lbp+/-小鼠自交，生产的后代为 F2代；F2代
小鼠基因组鉴定及测序后，选出Lbp+/-小鼠自交，生产

的后代为 F3代；F3代小鼠继续进行基因组鉴定及

测序。

1.6 RT-PCR 测序鉴定 Lbp 基因敲除小鼠的
mRNA转录

使用Total RNA Kit Ⅱ试剂盒提取组织总RNA，将

总 RNA 反 转 录 为 cDNA， 使 用 正 向 引 物 （F：
TGCTCTCTACATTGCTGGGG） 和 反 向 引 物 （R：
GGAGGTCCACTGAAATGGTG） 进行 PCR扩增。PCR
反应体系：TSE101 mix 10 μL、上游引物 0.4 μL、下游

引物 0.4 μL、cDNA 1 μL、ddH2O 3.2 μL。反应条件：

95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 30 s，52 ℃退火 50 s，
72 ℃延伸 30 s，共 35个循环；72 ℃延伸 5 min；10 ℃
保持。PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳，目的条带切胶

回收后进行平末端克隆、转化、涂板、挑单克隆测序

验证。结合PCR结果和测序结果：只出现 121 bp左右

目的条带，且测序显示单链缺失 244 bp的判断为

Lbp-/-；只出现365 bp左右WT条带，且测序显示与WT
一致的判断为 Lbp+/+；出现 121 bp左右目的条带及 365
bp左右WT条带，且 121 bp左右目的条带测序显示单

链缺失244 bp的判断为Lbp+/-。
1.7 蛋白质印迹法检测Lbp基因敲除小鼠的LBP
蛋白表达

因 NCBI及MGI数据提示 LBP在肝脏中表达量较

高，故本实验选取肝脏组织蛋白进行蛋白质印迹实验。

取WT小鼠、Lbp敲除杂合子鼠（Lbp+/-）及 Lbp敲除纯

合子鼠（Lbp-/-）的肝脏组织，加入预冷的蛋白裂解液

与蛋白酶抑制剂，组织破碎后冰上反应 30 min，4 ℃

14 000 ×g离心5 min，取上清液并用改良型Bradford蛋
白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度。然后加 5×蛋白

Loading于 100 ℃煮沸 10 min，用 5%的浓缩胶与 8%的

分离胶分离蛋白，0.2 A、1.5 V转膜 50 min，5%的脱

脂奶粉 37 ℃封闭 2 h，用预冷的 TBST洗 3次 （每

次 10 min），加入一抗（β-actin及兔抗小鼠LBP抗体

均 1︰1 000稀释）且 4 ℃孵育过夜，第二天用预冷的

TBST洗3次（每次10 min），加入二抗（HRP标记的抗

兔β-actin IgG以 1︰2 000稀释，HRP标记的抗兔LBP
IgG以 1︰10 000稀释）且 37 ℃孵育 2 h，用预冷的

TBST洗3次（每次10 min），Immobilon Western化学发

光HRP底物（ECL发光试剂）显色后凝胶成像仪成像。

2 结果

2.1 根据 Lbp 基因组结构设计 CRISPR/gRNA
靶点

通过NCBI及Ensembl网站查询可知，Lbp基因有5
个转录产物，其中 3个可翻译为蛋白质。对该基因蛋

白功能保守区域及基因序列相关信息分析发现，2、3
号两个公共外显子位于功能保守区BPI/LBP/CETP N端
区，剪切位点位于 42～123 aa处，其蛋白编码区的碱

基数为244，非3的倍数，剪切后造成移码突变，从而

导致蛋白失活。最终我们选择 Lbp-201作为敲除转录

模板。在2号外显子一端与3号外显子中间部位设计靶

点，靶点序列信息如表 1所示。针对上述设计的多个

sgRNA靶点，使用 sgRNA体外酶切活性检测试剂盒检

测其体外酶切活性，根据靶点活性检测结果，本实验

选择Lbp-L4和Lbp-R1作为首选靶点。

2.2 Lbp基因敲除鼠的鉴定
显微注射后，共获得 65枚生长活性较好的受精

卵，将这些受精卵移植到2只假孕的 ICR雌鼠中，分娩

后共获得17只F0代小鼠，基因组鉴定及测序显示脚趾

编号为3、8、10、12、15的小鼠为阳性杂合子鼠（图

2A、B），阳性率为22.73%。因F0代3号小鼠770 bp左
右目的条带较为清晰，测序显示单链缺失1 457 bp，故

将F0代 3号小鼠与WT的C57BL/6小鼠交配，共获得 6
只F1代，基因组鉴定及测序表明3只小鼠为Lbp+/-。

F1代 Lbp+/-鼠间自交共获得 12只F2代鼠，基因组

鉴定及测序表明 4只小鼠为 Lbp-/-，5只为 Lbp+/-，3只
为WT。F3代共获得 122只小鼠，其中 Lbp-/- 30只（14
♀+16♂）、Lbp+/- 61只（32♀+29♂）、WT 31只（14♀+17
♂），分别占 F3代总数的 24.59%、50.00%和 25.41%，
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约为 1︰2︰1，符合孟德尔遗传定律且性别比例约

为1︰1。
2.3 F2代Lbp基因敲除鼠的mRNA和蛋白鉴定

由 Lbp-/-小鼠肝脏组织中mRNA的RT-PCR测序结

果可知，Lbp-/- mRNA缺失 244 bp，符合设计目的（图

3A、B）。序列剪切后mRNA发生移码突变，拼接成

新的mRNA，新序列在剪切位点后第29位（图4B划框

位置）对应 LBP的第 71位氨基酸处引入翻译终止信

号，导致翻译提前终止，从而无法进行正常翻译。

蛋白质印迹实验结果如图 3C所示，提示 Lbp-/-小
鼠肝脏不表达LBP。
2.4 Lbp基因敲除鼠的表型分析

观察 F0、F1、F2、F3代 Lbp-/-、Lbp+/-小鼠的表型

发现，与WT相比，其体质量、毛色、窝产仔鼠数量、

对外界刺激的反应大小、自发活动等均无明显差异。

后续腹腔注射不同剂量（10、20、50、100、150 μL）、
质量浓度为 1 mg/mL的 LPS，观察不同时间段 Lbp-/-、
Lbp+/-及WT小鼠的表型，发现WT小鼠随注射剂量的增

加，冷颤、发抖、腹泻、眼分泌黏液、行动迟缓等症

状加重，甚至出现死亡的现象（150 μL剂量 84 h死
亡）；相同条件下 Lbp-/-小鼠的症状明显轻于WT和
Lbp+/-小鼠，且没有出现死亡现象。

3 讨论

LPS作为一种促炎因子及免疫分子，可以刺激机

体发生相应的免疫反应，在天然免疫反应中发挥着重

要的作用。但过高的LPS会对机体产生不同程度的伤

害，导致机体炎性因子过度释放，严重时可引起多器

官功能衰竭、败血症休克等，危及生命［10-11］。LBP的
作用主要与炎性反应有关，其在发挥作用时对炎性反

表1 针对Lbp基因的sgRNA靶点名称及序列
Table 1 Namesandsequencesof lipopolysaccaridebinding

protein (Lbp) gene-small guide RNA (gRNA) target
靶点名称
Target name
Lbp-L1
Lbp-L2
Lbp-L3
Lbp-L4
Lbp-L5
Lbp-R1
Lbp-R2
Lbp-R3
Lbp-R4
Lbp-R5

靶点序列（5’→3’）
Target sequence (5’→3’)

AGTTGCTCCCATCATCCCTGG
AGCCTGTGCTGTGACTGCCGG
ACCCCCTGACAACCCTGCAGG
TACACAGACCTAGTACTAAGG
TGGTTAGAAAACTGCCACAGG
GAACAAAGGCCAAAGTCATGG
GCCTTTGTTCCTTCTTCCTGG
GACAGACAGGTGTAACCCAGG
TGTAACCCAGGCCCCAGTGGG
AGAAAGAAACTCGGGACTCGG

注：在靶点序列中后三位为原间隔临近基序（PAM）序列。
Note：The last three bits in target sequence are protospacer
adjacent motif（PAM）sequence.

注：A为F0代鼠基因型鉴定结果（引物为F/R，M即DL2000 Marker，图中箭头所指条带即为突变条带）；B为F0代3号雌鼠测序峰图（碱基
缺失1 457 bp）；C为F2代鼠基因型鉴定结果（左部分引物为F/R，右部分引物为F/WT-R，M即DL2000 Marker，图中箭头所指条带即为纯合
子小鼠的突变条带）。KO为敲除，WT为野生型。
Note：A，the results of genotype identification of F0 generation mice（using F and R primers，M is DL2000 marker，the arrow in the figure
points to the mutation strip）；B，the sequencing peak map of F0 offspring No.3 female mice（base deletion 1 457 bp）；C，F2 mice genotype
identification results（using F and R primers in left，using F and WT-R primers in right，M is DL2000 marker，the arrow in the figure points to
the mutant band of homozygous mice）. KO：knockout；WT：wild type.
图2 F0代及F2代Lbp基因敲除小鼠的基因型鉴定结果
Figure 2 Genotyping results of F0 and F2 lipopolysaccaride binding protein（Lbp）gene knockoutmice
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应有两方面的影响［12-13］：一是当LPS与LBP的炎性位

点结合时，引起相关转录因子及炎性介质产生，从而

起到促炎作用；二是当 LPS结合 LBP的抗炎部位时，

它向靶细胞传递信号，中和或消除LPS，阻止LPS发挥

作用，从而起到抗炎作用［14］。Lbp-/-小鼠在多种实验

研究中均有重要作用，如：Won等［15］以BALB/c Lbp-/-
小鼠为背景，讨论了低炎性反应下与骨关节炎相关的

致病介质；Molinaro等［16］以MyD88敲除小鼠为背景，

探讨了 LBP的表达对小鼠葡萄糖稳态的影响；宋子

晨［17］将 SD大鼠的 Lbp基因敲除，研究了 LPS对肝脏

线粒体的损害及作用机制。然而，在LBP这些相关研

究中，以C57BL/6J Lbp-/-小鼠为背景的相关报告较少。

LBP与 LPS结合的具体作用机制虽有研究，但造成炎

性反应的因素较为复杂，LBP在抗菌、抗炎等方面的

作用机制需要进一步揭示［18-20］。
Lbp基因有 5个转录产物，其中 Lbp-201、Lbp-

202、Lbp-203可翻译为蛋白质，Lbp-202的序列为 1～
123 aa，Lbp-203的序列起始位点为 194 aa。本次实验

在设计靶点时考虑到这 3个序列的差异，因此选择对

Lbp-201的序列进行剪切，剪切位点位于功能保守区的

N端（42～123 aa），剪切后导致 Lbp-201、Lbp-202、

Lbp-203均无法正常翻译，从而达到LBP失活的目的。

本次实验利用CRISPR/Cas9技术构建Lbp敲除小鼠，通

过PCR鉴定及测序验证，F0代共获得 5只 Lbp+/-小鼠，

F1代 3只 Lbp+/-，F2代 4只 Lbp-/-、5只 Lbp+/-，F3代 30
只 Lbp-/-、 61只 Lbp+/-。F2代 Lbp-/-DNA测序结果显

示， 1 457 bp缺失符合预期，其 RNA测序结果显示

244 bp缺失符合预期。

蛋白质印迹实验结果表明，Lbp-/-小鼠肝脏中LBP
不表达，F3代各小鼠基因型和性别数值显示，本次构

建获得的Lbp敲除小鼠能够稳定遗传，且符合孟德尔遗

传规律。杂合子小鼠继续繁育，即可获得大量可用于

后续实验的纯合子敲除鼠。正常情况下Lbp-/-的表型与

WT没有显著差异，但注射LPS后WT小鼠的炎性反应

显著大于 Lbp-/-，由此猜测 Lbp-/-虽无法正常表达LBP，
但仍会将LPS信号传递给靶细胞，引起机体出现冷颤、

发抖等炎性反应，但是此传递过程缓慢，引起的炎性

反应程度轻。

综上，本实验利用CRISPR/Cas9技术成功构建了

以C57BL/6J为背景的Lbp-/-小鼠，为进一步探索LBP对
C57BL/6J小鼠肠道菌群的影响，研究 LBP缺失前后

LPS对肝、肾等组织免疫调节的影响提供了基础。

注：A为Lbp基因敲除鼠mRNA测序峰图；B为Lbp敲除鼠的mRNA序列与WT鼠mRNA序列对比图（最右边数字为每行最后一个碱基在整个
Lbp mRNA序列对应的碱基数，第二行划框位置为Lbp-/-翻译终止位置）；C为蛋白质印迹鉴定F2代小鼠肝脏组织中LBP表达结果。KO为敲除，
WT为野生型。HE为杂合子，HO为纯合子。
Note：A，mRNA sequencing peak mapping in Lbp knockout mice；B，the mRNA sequence of the Lbp gene knockout mice was aligned
against the WT mice（the rightmost number is the base number corresponding to the last base in each line of Lbp mRNA sequence，and
the second line is Lbp-/- termination）；C，western blotting of LBP expression in the liver of F2 generation mice. KO，knockout；WT，wild type.
HE，heterozygote；HO，homozygote.
图3 RT-PCR测序和蛋白质印迹法分别检测Lbp基因敲除鼠的mRNA转录及蛋白表达情况
Figure 3 The expression of mRNA and protein in liver tissues of Lbp gene knockoutmice detected by RT-PCR sequencing

andWestern blotting
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放置时间对大鼠血清样本中电解质含量及pH值的
影响
冯丁山, 黄业宇, 张晓昕, 吴爱琴, 王 湛, 苏林梁

(海南省疾病预防控制中心, 海口570203)

[摘要] 目的 观察SD大鼠血清样本放置时间对血清中K+、Na+、Ca2+、Cl-含量和 pH值检测结果的影响。
方法 取雌雄SD大鼠各20只，腹腔静脉采血后分离血清，样本加盖存放于2～8℃，在0 h、2 h、4 h、6 h、24 h、
48 h和120 h共7个时间点分别测定K+、Na+、Ca2+、Cl-含量和pH值。结果 K+、Na+含量各时间点比较差异无统计
学意义（P＞0.05）；与0 h检测结果比较，放置48 h和120 h的Cl-含量明显升高（P＜0.05），放置48 h和120 h的
Ca2+含量明显降低（P＜0.05），放置24 h、48 h、120 h的pH值明显升高（P＜0.05）；而在6 h内这3个指标均无明
显差异（P＞0.05）。结论 SD大鼠血清样本放置时间对血清中Ca2+、Cl-、pH检测结果有明显影响，样本应加盖贮
存于2～8℃，并在6 h内完成检测。
[关键词] 血清；放置时间；K+；Na+；Ca2+； pH值；SD大鼠
[中图分类号] R-332；Q95-33 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）04-0301-05

Effects of Storage Time on Electrolyte Content and pH Value in Rat

Serum Samples

FENGDingshan, HUANGYeyu, ZHANGXiaoxin,WUAiqin,WANGZhan, SU Linliang
(Hainan Provincial Center for Disease Control and Prevention, Haikou 570203, China)
Correspondence to: FENG Dingshan (ORCID: 0000-0003-0488-7684), E-mail: fds1369@163.com

[ABSTRACT] Objective To observe the effects of serum sample placement time on the detection results
of K +, Na+, Ca2+, Cl - and pH in sera of SD rats. Methods The sera of 20 male and 20 female SD rats were
separated after blood collection from abdominal vein. The samples were covered and stored in a
refrigerator at 2-8 ℃. The electrolyte indexes including K+, Na+, Ca2+, Cl- and pH in serum were measured at 7
time points of 0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h, 48 h and 120 h after storage. Results There were no significant
differences in the detection results of K+ and Na+ at each time point (P > 0.05). Compared with the test
results at 0 h, the content of Cl- increased significantly at 48 h and 120 h (P < 0.05); the content of Ca2+

decreased significantly at 48 h and 120 hours, and the pH increased significantly at 24 h, 48 h and 120 h (P <
0.05). There was no significant difference in these three indexes within 6 h (P > 0.05). Conclusion The
storage time of serum samples of SD rats has a significant impact on the detection results of Ca2+, Cl- and
pH in serum. The samples should be covered and stored in a refrigerator at 2-8 ℃ and completed within 6 h
after sample preparation.
[Keywords] Serum; Placement time; K+; Na+; Ca2+; pH; Sprague-Dawley rats

电解质是反映实验动物健康状况的重要而敏感的

指标，也是食品安全风险评估中毒理实验的重要评价

指标。水和电解质广泛分布在细胞内外，参与体内许

多重要的功能和代谢活动，对维持正常生命活动起着

非常重要的作用［1-2］。电解质检测中许多指标是离子

浓度，对外界影响因素比较敏感。现阶段对电解质检

测结果影响因素的研究主要还是集中在人体样本方面，

对实验动物样本电解质检测结果影响因素的研究还很
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Animal Experimental Techniques and Methods
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少，而且也不全面［3-4］。在动物标本的采集与检测过

程中，经常会把不同时间收到的标本集中检测。有文

献显示在人的血清电解质指标检测过程中，储存时间

对其检测结果有明显的影响［5］。本研究采用广泛应用

于药理、毒理、肿瘤等生物科学各个领域的常用实验

动物 SD大鼠，通过标准操作规程锁定选用的麻醉剂、

采血管、样本的种类和类型，采集血清样本后进行测

定观察，比较实验动物血清样本不同放置时间对电解

质指标检测结果的影响，从而建立数据库，为实验动

物SD大鼠的电解质指标检测结果判定提供依据。现将

结果报告如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物及饲养条件
SPF级SD大鼠40只，1月龄，体质量为60～70 g，

雌雄各半，由长沙市天勤生物技术有限公司提供

［SCXK （湘） 2019-0014］， 质 量 合 格 证 号 为

430726211100268255。检疫观察5 d后适应性饲养。饲

料由长沙市天勤生物技术有限公司提供［SCXK（湘）
2019-0013］，质量合格证号为 4307372100001621。实

验动物饲养于海南省疾病预防控制中心［SYXK（琼）
2020-0021］。动物实验室环境温度为 20～26 ℃，12 h
昼夜交替光照，相对湿度为 40%～70%。动物实验方

案经海南省疾病预防控制中心动物管理委员会审查批

准（编号：HICDC/CX18-02）。
1.2 实验仪器

梅州康立K-Lite8G电极式电解质分析仪（包含自

动校正）购自梅州康立高科技有限公司，仪器参加省

级临检中心室间比对，测定前按要求对仪器进行保养

和校正。电子计重秤购自常熟市双杰测试仪器厂，电

子天平购自赛多利斯科学仪器（北京）有限公司，离

心机为德国Eppendorf公司。

1.3 试剂
电解质分析仪原装配套试剂为梅州康立高科技有

限公司产品；戊巴比妥钠购自北京索莱宝科技有限

公司。

1.4 方法
适应性饲养至大鼠体质量约90 g后，单笼正常喂养

28 d，分别编号称重后采血［6］。采血前动物禁食16 h，
自由饮水。根据操作规程，选择含2%戊巴比妥钠的生

理盐水（即0.9%氯化钠）溶液进行动物麻醉，注射剂

量为50 mg/kg（麻醉药质量/动物体质量）。选用带分离

胶的 5 mL采血管通过腹腔静脉采血，采血量最少 3.5
mL。采血后放置 30 min，以 3 000 r/min离心 10 min，
尽快分离血清备用。采血环境为空调控温，温度

26 ℃。血清样本加盖后存放于2～8 ℃冰箱中，分别于

采样离心后0 h、2 h、4 h、6 h、24 h、48 h和120 h这
7个时间点测定K+、Na+、Ca2+和Cl-含量共 4项电解质

指标以及pH值。

1.5 统计学处理
采用SPSS 17.0统计软件进行分析，数据以-x ± s表

示，2 h、4 h、6 h、24 h、48 h、120 h分别与 0 h比较

时采用独立样本 t检验，以P＜0.05为差异具有统计学

意义。

2 结果

2.1 动物生长情况
实验期间，动物被毛光滑，活动正常，摄食、饮

水正常，生长良好。表 1显示雌雄大鼠均体质量增长

正常，不同性别之间比较差异无统计学意义（P＞0.05），
提示大鼠生长状况良好，可用于电解质指标检测。

2.2 电解质和pH值测定结果
用Grubbs法剔除了检测数据中 1只雌鼠的异常值

（即根据Grubbs算法检测的离群值）后，将不同时间点

的检测结果分别与“0 h”时检测结果比较，雌雄鼠分

别统计。表 2结果提示雌、雄大鼠电解质指标检测结

果经分析随时间变化的趋势一致：放置48 h后Cl-含量

随时间推移逐渐升高（除雄鼠 120 h略有波动），放置

24 h后 Ca2+含量随时间推移逐渐降低（雄鼠 24 h除

表1 实验期间大鼠的体质量
Table 1 Weight of rats during the test

（m/g,  sx 
 ）

实验时间
Test time
起始
Initial
第1周
1st week
第2周
2nd week
第3周
3rd week
第4周
4th week

大鼠性别Rat sex
雄性Male (n = 20)

95.7±3.5

169.0±6.9

246.5±7.4

313.8±12.6

350.5±15.0

雌性Female (n = 20)
92.0±4.0

152.0±7.1

197.7±13.8

228.1±16.4

244.1±18.5
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外），放置2 h后pH值随时间推移逐渐升高。统计分析

结果显示，与 0 h检测结果比较，放置 48 h和 120 h的
Cl-含量明显升高（P＜0.05），放置 48 h和 120 h的
Ca 2+含量明显降低（P＜0.05），放置 24、48、120 h的

pH明显升高（P＜0.05）；而各时间点之间K+和Na+的
检测结果差异均无统计学意义（P＞0.05），并且6 h内
Cl-和Ca2+含量以及pH值的检测结果差异无统计学意义

（P＞0.05）。

3 讨论

电解质是人体的重要物质，对维持体液渗透压、

体液平衡和酸碱平衡、神经和肌肉的应激性，以及细

胞正常的物质代谢都起到重要的作用，是保证机体正

常代谢和各器官功能正常运行的基本条件［7］。电解质

主要包括K+、Na+、Ca2+、Mg+、Cl-和HCO3-。实验动

物血液中的电解质也是评价动物营养和生理健康状况

的重要指标。电解质指标检测是一个系统工程，影响

因素很多，样本质量的好坏直接影响检验结果的准确

性［8］，其中存储温度和放置时间是影响样本存储的两

个重要因素。存储温度对电解质指标的影响较小，且

可通过冰箱保存降低其影响效果；放置时间就成为检

测过程中比较容易忽略且容易造成电解质指标检测结

果误差的重要因素［5，9-10］。本研究根据电解质指标的

检测原理和检测过程中比较容易出现的延误时段以及

观察放置时间对检测结果影响程度的需要，选择 0 h、
2 h、4 h、6 h、24 h、48 h和 120 h这 7个时间点进行

研究。

本次研究结果显示大鼠血清与人血清样本放置时

间对电解质指标检测结果的影响趋势相似，但也存在

一些差异。实验动物 SD大鼠的 5个电解质指标（K+、
Na+、Ca2+、Cl-、pH）在放置 6 h内检测结果与“0 h”
的结果之间没有明显差异（P＞0.05）；超过 6 h后K+、
Na+检测结果与“0 h”比较无明显差异（P＞0.05），
而Ca2+、Cl-和 pH的检测结果与“0 h”比较有明显差

异（P＜0.05）。根据以上检测数据的分析结果来看，

大鼠 5个电解质指标的检测样本应尽早检测，如不能

立即检测，应加盖贮存于2～8 ℃，采血后6 h内检测结

果比较准确。

综上，人体电解质指标在临床上应用已久，对其

原理及干扰因素也有了较多的研究，但动物与人的样

本存在着很大的差异，不能简单地把人体样本方面的

研究成果直接应用到动物样本的检测中［11-12］。本课题

选择受影响因素较少且动物实验过程利于采集的大鼠

血清样本进行电解质检测研究，通过标化麻醉剂、采

血管、样本的种类等各种影响因素［13-16］，选择容易出

表2 大鼠血清样本放置不同时间的电解质指标检测结果
Table 2 Results of electrolyte indexes of rat serum samples placed for different storage times

（
-x ± s）

性别
Rat sex

雄性Male
(n = 20)

雌性Female
(n = 19)

放置时间/h
Placement time /h

0
2
4
6
24
48
120
0
2
4
6
24
48
120

K+

c/(mmol·L-1)
5.27±1.97
5.33±2.22
5.31±2.25
5.35±2.25
5.37±2.23
5.35±2.21
5.34±2.16
5.26±1.36
5.23±1.47
5.38±1.43
5.19±1.41
5.29±1.38
5.33±1.43
5.28±1.39

Na+

c/(mmol·L-1)
142.96±1.09
143.43±1.35
142.93±1.08
142.59±1.22
143.43±1.39
142.57±0.94
142.62±1.23
143.34±0.92
144.29±1.26
143.24±1.09
142.98±1.14
143.88±1.01
142.95±0.92
143.62±1.55

Cl-

c/(mmol·L-1)
99.21±1.14
99.81±1.06
99.33±1.37
99.75±1.07
99.42±1.34
100.30±1.47*
100.19±1.57*
99.66±1.59
99.50±1.58
100.12±1.61
100.19±2.04
99.37±1.84
101.00±1.89*
102.23±2.23*

Ca2+

c/(mmol·L-1)
2.24±0.13
2.28±0.07
2.31±0.08
2.32±0.08
2.23±0.16
2.02±0.20*
1.87±0.16*
2.10±0.18
2.29±0.06
2.34±0.07
2.32±0.08
2.03±0.20
1.86±0.15*
1.71±0.09*

pH

7.53±0.11
7.44±0.07
7.49±0.10
7.54±0.08
7.65±0.07*
7.68±0.08*
7.72±0.07*
7.61±0.08
7.26±0.10
7.44±0.09
7.50±0.09
7.66±0.08*
7.69±0.08*
7.76±0.08*

注：与“0 h”时检测结果比较，*P＜0.05。
Note：Compared with 0 h，*P＜0.05.

303



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicine Aug. 2022, 42(4)

现误差的放置时间进行研究，主要比较实验动物的血

清样本不同放置时间对电解质指标检测结果的影响，

为提高动物实验电解质指标检测结果的准确性提供了

参考依据。

［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海南省疾病预防控制中
心实验动物管理委员会审查批准（编号：HICDC/CX18-02）。
所有实验操作均在海南省疾病预防控制中心进行，符合实验
动物相关法律法规条例要求。
All of the animal experiments involved in this study have
been reviewed and approved by the Experimental Animal
Management Committee of Hainan Provincial Center for
Disease Control and Prevention （Approval Letter No.
HICDC/CX18-02）. All operations were performed in the
Hainan Provincial Center for Disease Control and
Prevention， following the guidelines such as Animal
Management Regulations（01/03/2017），Laboratory Animal：
Guideline for Ethical Review of Animal Welfare （GB/T
35892 -2018），ARRIVE 2.0，IGP 2012 and IAVE 2010.

[作者贡献Author Contribution]
冯丁山为课题的申请人，负责动物实验设计、质量控制、实
验动物观察、电解质指标检测、统计等，为主要贡献者；黄
业宇、张晓昕、吴爱琴、王湛和苏林梁根据课题负责人的安
排进行实验动物称重、采血等操作。

[利益声明Declaration of Interest]
所有作者均声明本文不存在利益冲突。

[参考文献References]
[1] 樊林花, 李丹, 刘茂林, 等 . 清洁级SD大鼠血液生理及生化指标

正常参考值的观察[J]. 中国医疗前沿, 2011, 6(19):33-34, 63.
FAN L H, LI D, LIU M L, et al. Investingation on normal
reference range and values of blood physiological and
biochemical indexes in clean SD rat[J]. Natl Med Front China,
2011, 6(19):33-34, 63.

[2] 嘉莉莎. 高血脂对间接离子选择电极法检测电解质的影响[J]. 中
国当代医药, 2018, 25(3):148-150. DOI:10.3969/j.issn.1674-4721.
2018.03.048.
JIA L S. Influence of hyperlipidemia on the detection of
electrolyte by indirect ion selective electrode[J]. China Mod
Med, 2018, 25(3): 148-150. DOI: 10.3969/j. issn. 1674-4721.2018.
03.048.

[3] 房玉珠, 姚冬明, 顾红兵, 等. 三种检测系统测定血清电解质的方
法学对比与评估[J]. 江苏大学学报(医学版), 2008, 18(1):73-76.
DOI:10.13312/j.issn.1671-7783.2008.01.010.
FANG Y Z, YAO D M, GU H B, et al. Comparative evaluation of
the serum electrolyte determination with three different
detection systems[J]. J Jiangsu Univ Med Ed, 2008, 18(1): 73-
76. DOI:10.13312/j.issn.1671-7783.2008.01.010.

[4] 吴芳兰, 应燕萍, 吴卓媚. 中心静脉血与动脉血血浆电解质检测

比较的临床研究[J]. 护士进修杂志, 2007, 22(6):494-495. DOI:10.
16821/j.cnki.hsjx.2007.06.008.
WU F L, YING Y P, WU Z M. Clinical observation on comparing
results of plasma electrolyte between blood from central
vein and artery[J]. J Nurses Train, 2007, 22(6):494-495. DOI:10.
16821/j.cnki.hsjx.2007.06.008.

[5] 董树芬. 血样本放置时间和方式对血清电解质测定的影响[J]. 检
验医学与临床, 2013, 10(8):1007-1008. DOI:10.3969/j.issn.1672-
9455.2013.08.051.
DONG S F. Effect of blood sample placement time and
method on serum electrolyte determination[J]. Lab Med Clin,
2013, 10(8): 1007-1008. DOI: 10.3969/j. issn. 1672-9455.2013.
08.051.

[6] 中华人民共和国国家卫生和计划生育委员会. 食品安全国家标
准 28天经口毒性试验: GB 15193.22—2014[S]. 北京: 中国标准出
版社, 2015.
National Health and Family Planning Commission of the
People's Republic of China. National food safety standard, 28
day oral toxicity test: GB 15193.22—2014 [S]. Beijing: China
Standards Press, 2015.

[7] 陈坚, 黄嘉骅, 黄仲义. 血样处理方法对体内电解质钾、钠、氯
测定结果评价的影响研究[J]. 中国药房, 2012, 23(46):4401-4403.
DOI:10.6039/j.issn.1001-0408.2012.46.31.
CHEN J, HUANG J H, HUANG Z Y. Effect of treatment
methods of blood sample on determined results evaluation
of K+ , Na+ and Cl- in vivo[J]. China Pharm, 2012, 23(46): 4401-
4403. DOI:10.6039/j.issn.1001-0408.2012.46.31.

[8] 王晓刚, 农乐关, 刘旭, 等. 不同类型外周血标本电解质检测结果
比较[J]. 国际检验医学杂志, 2015, 36(10): 1356-1357. DOI: 10.
3969/j.issn.1673-4130.2015.10.015.
WANG X G, NONG L G, LIU X, et al. Comparison of electrolyte
levels between different peripheral blood samples[J]. Int J
Lab Med, 2015, 36(10):1356-1357. DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.
2015.10.015.

[9] 李情操, 穆银玉, 卢雯君, 等. 不同真空采血管和标本放置时间对
电解质检测结果的影响[J]. 上海预防医学, 2014, 26(3):149-151.
DOI:10.19428/j.cnki.sjpm.2014.03.016.
LI Q C, MU Y Y, LU W J, et al. Effect of different placed time
for vacutainer and specimen on electrolyte test results[J].
Shanghai J Prev Med, 2014, 26(3):149-151. DOI:10.19428/j.cnki.
sjpm.2014.03.016.

[10] 吴琰. 不同存储条件对血样电解质及凝血功能指标检测结果的
影响[J]. 医疗装备, 2021, 34(9):57-59. DOI:10.3969/j. issn.1002-
2376.2021.09.026.
WU Y. Influences of different storage conditions on the
detection results of blood electrolyte and coagulation
function[J]. Med Equip, 2021, 34(9): 57-59. DOI: 10.3969/j. issn.
1002-2376.2021.09.026.

[11] 杨利红, 彭小燕, 刘鹏. 样品再定位对电解质分析仪检测结果的
影响[J]. 中国城乡企业卫生, 2015, 30(2):115-116. DOI:10.16286/j.
1003-5052.2015.02.050.
YANG L H, PENG X Y, LIU P. Influence of sample
repositioning on the detection results of electrolyte analyzer
[J]. Chin J Urban Rural Enterp Hyg, 2015, 30(2):115-116. DOI:10.

304



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicineAug. 2022, 42(4)

16286/j.1003-5052.2015.02.050.
[12] 钟昆华. 血清电解质钾、钠、氯检测方法比较[J]. 四川解剖学杂

志, 2014, 22(4):12-14. DOI:10.3969/j.issn.1005-1457.2014.070.
ZHONG K H. Comparison on methods analysis of serum
electrolyte of K, Na and Cl[J]. Sichuan J Anat, 2014, 22(4): 12-
14. DOI:10.3969/j.issn.1005-1457.2014.070.

[13] 张耀东.血清K+、Na+、Cl-、HCO3-检测结果与放置时间相关性
的研究[J]. 中外医疗, 2011, 30(3): 38, 40. DOI: 10.16662/j. cnki.
1674-0742.2011.03.050.
ZHANG Y D. Study on the correlation between the detection
results of serum K+ , Na+ , Cl- and HCO3- and storage time[J].
China Foreign Med Treat, 2011, 30(3): 38, 40. DOI: 10.16662/j.
cnki.1674-0742.2011.03.050.

[14] 晏文强, 邓涛, 刘杨, 等. 血液标本不同保存时间及条件对生化检
测结果的影响[J]. 湖北医药学院学报, 2017, 36(4):334-337. DOI:
10.13819/j.issn.1006-9674.2017.04.011.
YAN W Q, DENG T, LIU Y, et al. The effect of preservation
time and condition of blood samples on biochemical tests[J].

J Hubei Univ Med, 2017, 36(4): 334-337. DOI: 10.13819/j. issn.
1006-9674.2017.04.011.

[15] 杨惠元. 3种真空采血管不同时间检测电解质的结果比较[J]. 国
际检验医学杂志, 2015, 36(19):2893-2894. DOI: 10.3969/j. issn.
1673-4130.2015.19.053.
YANG H Y. Comparison of electrolyte detection results of
three kinds of vacuum blood collection tubes at different
time[J]. Int J Lab Med, 2015, 36(19):2893-2894. DOI: 10.3969/j.
issn.1673-4130.2015.19.053.

[16] 李红, 敬海明, 林长缨, 等. 大鼠血清葡萄糖测定分析的影响因素
[J]. 实验动物与比较医学, 2021, 41(5): 466-468. DOI:10.12300/j.
issn.1674-5817.2020.097.
LI H, JING H M, LIN C Y, et al. Influence factors of serum
glucose measurement and analysis in rats[J]. Lab Animal
Comp Med, 2021, 41(5):466-468. DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.
2020.097.

（收稿日期：2022-03-03 修回日期：2022-05-25）
（本文编辑：张俊彦，富群华，周培）

**********************************************************************************************

《实验动物与比较医学》出版伦理声明

为加强科研诚信与学术道德建设，树立良好学风和期刊形象，建立和维护公平、公正的学术交流生态环境，《实验动物与
比较医学》承诺严格遵守并执行国家有关科研诚信和学术道德的政策与法规。同时，为促进我国实验动物科学与比较医学科研
成果的国际交流与认可，本刊参照并遵循国际出版伦理委员会（Committee on Publication Ethics，COPE）和国际医学期刊
编辑委员会（International Committee of Medical Journal Editors，ICMJE）等国际通行的出版伦理规范。因此，本刊根据目
前实际情况，特做以下声明，借此规范作者、同行评议专家、期刊编辑等在投稿、审稿、编辑出版全流程中的行为，并接受学
术界和全社会的监督。

1. 所有来稿必须是作者的原创作品，如文中使用先前发表的资料（如图、表格），需要提供相关的版权及许可证明。

2. 本刊坚决抵制第三方代写或代投、抄袭（即剽窃）、造假（包括伪造及篡改） 等学术不端行为。一经发现，编辑部立即
撤稿，该文所有作者均会被列入黑名单。

3. 本刊不接受重复发表文章（包括不同语种），也不允许作者一稿多投（包括同时或错时）。稿件一旦受理，编辑部将即时
处理。若作者有加急需求，可第一时间联系编辑部寻求帮助。

4. 作者投稿前须确认署名及顺序，所有作者均须对该文的科研诚信负责。投稿时应登记所有署名作者的基本信息，并在文
末附作者贡献说明及利益冲突声明。

5. 若来稿有过投稿他刊的经历，本刊鼓励作者第一时间如实说明，并提供以往的审稿意见及修改情况（包括补充论据或解
释说明）。这样的诚信行为有利于该稿在本刊的审稿速度和录用概率。

6. 本刊实行严格的三审制度，所有来稿均需通过编辑部初审、同行评议专家外审和主编定稿会终审共3个审稿环节，才决
定录用与否。

7. 本刊审稿专家和编辑均需公正、尽责对待所有来稿，对学术不端行为不姑息、不偏袒，努力维护期刊学术声誉，并在文
章未发表前不随意公开研究内容，以保障作者的首发权。

8. 所有来稿中若涉及学术不端行为（《CY/T 174—2019：学术出版规范期刊学术不端行为界定》），均须由作者本人负责。
本刊对已发现的学术不端作者，保留通报其所在单位及同领域期刊社的权利。

《实验动物与比较医学》编辑部

305



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicine Aug. 2022, 42(4)

吕龙宝，正高级工程师，中国科学院昆明动物研究所实验动物中心主任，国家非人灵长类实

验动物资源库常务副主任。兼任中国实验动物学会第七届理事会常务理事、中国合格评定国家

认可委员会实验动物机构认可评审员、中国实验灵长类养殖开发学会副会长、中国实验动物学

会福利伦理专业委员会委员、中国科学院实验动物工作委员会委员、中国实验动物学会实验动

物标准委员会副主任委员、云南省实验动物学会秘书长、昆明市实验动物行业协会副理事长

等。长期从事非人灵长类、树鼩、大鼠、小鼠等实验动物的基础生物学、神经生物学、疾病动

物模型、动物实验关键技术、资源保存与利用、树鼩实验动物化研究等工作，树鼩近交品系成

功培育至子7代。目前主持国家项目1项、省部级项目4项；已获授权专利15项，主持和参与

编制国家标准2项、地方标准9项、行业标准5项、团体标4项；发表中英文论文70余篇；主

持和参与编写 《脑外伤比较图谱》、《中国大百科全书》、《中华医学百科全书·实验动物学》、《树鼩基础生物学与疾病模

型》 等著作12部。曾获中国科学院关键技术人才、云南省技术创新人才。

浅谈微量采血法在药物非临床研究中的应用及3R
原则的贯彻
陈佳琦, 吕龙宝, 张飞燕, 李 瑞, 李乙江, 李丽红, 张晓迪

(中国科学院昆明动物研究所, 昆明 650223)

[摘要] 药物开发中的实验动物福利伦理备受关注，如何善待动物已成为一个重要课题。微量采血法（blood
microsampling）克服了常规大容量采血方法操作复杂、对动物的伤害大、对啮齿类动物的数量要求高等诸多缺点，
在动物福利、科学性和成本方面均有极大优势，其应用被认为是落实3R原则的重要实践。本文介绍微量采血法的
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药物临床前的评价研究离不开实验动物的条件技

术支撑。为探究药物的有效性和安全性，为人类临床

试验提供参考，需要开展各种体内外实验，包括药效

学（pharmacodynamics）、药代动力学（pharmacokinetics）
和毒代动力学（toxicokinetic）等评价研究。作为动物

离体器官、组织、细胞的“捐献者”，以身试病、以身

试药、以身试毒的“受难者”，实验动物为人类及动物

的健康作出了巨大贡献和牺牲。随着科学技术的发展

与社会文明的进步，如何处理动物实验引发的伦理学

问题，已成为药物研发中的一个重要课题。

以替代（replacement）、优化（refinement）和减少

（reduction）为核心的3R原则为缓和与化解实验动物伦

理矛盾提供了一种可行的解决理论。3R原则是现代科

学研究中使用动物的基本原则［1］。世界范围内，已有

上百个国家制定了实验动物福利相关的法律法规及标

准，这些法律及标准的核心均是3R原则。欧盟2010年
颁布的《保护实验动物 2010/63/EU号指令》也明确了

3R原则的指导性地位［2］。我国修订中的《实验动物管

理条例》《关于善待实验动物的指导性意见》《实验动

物福利伦理审查指南》等法规及标准中也明确了3R原

则。因此，3R原则是实验动物福利伦理的核心体现。

生物分析技术的进步，开启了微量血样分析的时

代，也带动了微量采血法的发展。微量采血法是指血

液样本不超过 50 μL［3］的采集程序。该技术最大的特

征是样品体积的微小化，例如利用Gyrolab免疫实验平

台，血液样本的体积可缩小至4 μL［4］。在药物非临床

研究中应用微量采血法，被认为是贯彻3R原则的重要

实践，得到了国际人用药品注册技术协调会

（International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use， ICH）
的认可［5］。因此，本文聚焦于药物非临床研究领域，

介绍了微量采血法的最新研究进展以及应用的优势和

挑战，以期推动该技术更广泛的应用，促进药物研发

与动物福利伦理的协调发展。

1 不同微量采血法的最新进展

非临床研究中，有几种常用的微量采血法。实际

应用过程中，方法的选择应考虑到每种方法的适用条

件和特点（表1）。

1.1 干血斑（dried blood spot，DBS）
DBS，即将约 15 μL的全血样品直接滴到卡纸上，

样品在常温干燥后，通过使用打孔器获得相同尺寸的

滤纸片，用于样品的提取和分析。DBS因具有微创、

简单、易于存储和运输等优点，五十多年来一直是临

床上新生儿遗传代谢性疾病筛查的常用采血方法。

2004年，Beaudette和Bateman［6］将DBS引入到非临床

研究中，并证明了其在药物发现阶段的潜力后，DBS
技术迅速推广。Clark等［7］开发了一套高灵敏度的通

用性分析方法，可使 90%测试化合物的定量下限为

1 ng/mL，并将其应用于小鼠药代动力学研究，得到了

更高质量的药代动力学特征。Barfield等［8］将DBS首

表1 非临床研究中几种常见的微量采血法
Table 1 Common approaches for bloodmicrosampling in non-clinical studies

注：DBS为干血斑，DPS为干血浆斑，VAMS为固定体积采血，CMS为毛细管微量采血，HCT为血细胞比容。
Note：DBS，dried blood spot；DPS，dried plasma spot；VAMS，volumetric absorptive microsampling；CMS，capillary microsampling：HCT，
hematocrit.
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表1 非临床研究中几种常见的微量采血法
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微量采血法
Blood micro-
sampling method
DBS

DPS

VAMS

CMS

基质类型
Matrix type

全血

血浆

全血、血浆、
血清

全血、血浆、
血清

基质形式
Matrix form

干燥

干燥

干燥

液体

优点
Advantages

无需离心，储存和运输方面要
求低

储存和运输方面要求低

储存和运输方面要求低，样品
体积准确

样品体积准确

缺点
Disadvantages

全血数据与血浆数据转化复杂，HCT效应，需要特殊的提取
技术

需要特殊的提取技术，可能需要离心

全血数据与血浆数据转化复杂，血浆、血清制备程序复杂

储存和运输要求高（－20℃），血浆、血清制备操作不便
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次用于非临床安全性评价研究，观察到从犬血DBS样
品中获得的乙酰氨基酚毒代动力学特征与液态基质血

样的相当。

近来，研究人员对DBS的研究热情因其在临床应

用中暴露出来的生物分析问题而有所降低。DBS的生

物分析问题均与基质为全血有关。具体来说，血细胞

比容（hematocrit，HCT）会影响斑点的大小［9］和目标

分析物的提取，进而在定量生物分析中引入系统误

差［10］。这对于遗传均一性良好的实验动物来说，可能

并不是太大的问题，但在开发红细胞增多症、贫血、

癌症等疾病的药物时，应特别关注。业界在过去几年

内也提出了几种解决方案：一是通过基于钾离子浓度

或血红蛋白浓度［11］来估计和校准DBS样品中的HCT；
二是改变滤纸材料，如采用疏水纸，减少血纸互

作［12］；三是通过滤纸片预打孔［13］或滤纸片周围增设

滤纸环［14］，配备“计量芯片”［15］等技术收集和存储

准确体积的血液。这些技术的改进，大大促进了DBS
的应用和发展。

1.2 干血浆斑（dried plasma spot，DPS）
DPS与DBS相似，唯一不同的是滴在卡纸上的是

血浆样品。DPS保留了DBS的许多优点（稳定性好，

保存和运输方便），同时解决了DBS最大的问题（HCT
效应）。缺点是血液需要离心处理，且所需血量要加

倍。在一项以犬为模型的研究中，Li等［16］分析了不

同方法（通过移液器或 SAFE-TEC）制备的DPS样品

中利托那韦的浓度，结果显示与液态血浆中的药物浓

度一致，试验样品再分析（incurred sample reanalysis）
的结果也表明DPS技术可稳定检测。之后，Li等［17］

的对比研究显示从大鼠尾静脉连续采血制备DPS样品

或液态血浆中多乙酰氨基酚及其代谢产物对乙酰氨基

酚葡糖苷酸（APAP-gluc）和对乙酰氨基酚硫酸结合物

（APAP-sulf）的浓度，与从舌下静脉采集的血浆中浓

度不相上下，且连续收集毒代动力学样品并未增加动

物的应激水平，从而证明了DPS在大鼠毒代动力学研

究中的实用性。

相较于其他微量采血技术，DPS在非临床研究中

的应用很少，可能与干燥基质的验证负担以及复杂的

操作程序有关。该技术最新的改进主要是提高了操作

和分析的自动化水平，包括在DBS的基础上增加红细

胞过滤膜［18-20］以简化采样程序，引入微流体过滤和

自动计量技术［21］以快速获得准确体积的血浆，以及

开发与现有DBS机器人技术兼容的DPS卡［19-20］。

1.3 固定体积采血法（volumetric absorptive
microsampling，VAMS）

VAMS是采样设备的吸头不完全浸入全血、血浆

或血清中，通过毛细作用准确收集特定体积血样的方

法。干燥后，血样被运送到生物分析实验室进行处理。

VAMS也是DBS的一个改进版，几乎拥有DBS的全部

优点，且不用考虑HCT的影响［22-23］，操作更方便，更

适合自动化处理。经多项方法验证，已有文献报告证

明了VAMS应用于非临床研究的可行性［24-26］。VAMS
的首次实际应用是Denniff等［27］对乙酰氨基酚的大鼠

毒代动力学研究。这项研究中，VAMS样品和液态稀

释血样表征的药-时曲线下面积很接近，但药峰浓度之

间出现了 40%的差异，差异的原因可能与样本量小有

关，而与采血方法无关。Thiry等［28］通过优化生物分

析方法，将VAMS成功应用于4种伊曲康唑制剂的生物

利用率的评估实验中。

值得一提的是，虽然VAMS在基质选择上比DBS
更为灵活，但选择全血为基质时同样面临需要关联全

血浓度和血浆浓度的问题，选择其他基质类型，需要

利用其他设备来制备血浆或血清，操作较为复杂。

1.4 毛细管微量采血法（capillarymicrosampling，
CMS）

CMS是指用毛细管准确收集固定体积全血、血浆

或血清的方法。典型的过程是将毛细管的一端浸入血

液中，通过毛细作用准确收集全血，完成后可直接进

行低温保存，也可进行稀释、分离血浆或血清等预处

理。CMS被视为最有潜力的微量采血法，因为它除了

样品量的减少外，与常规采样并没有本质区别［29-31］。
基质的形式未发生改变，避免了进行“干基”和“湿

基”之间的桥连研究，且CMS多用于制备应用最广泛

的血浆样品，不需要全血和血浆数据之间建立联系的

复杂过程。与普通DBS相比，CMS所采样品体积更准

确［30］，与基质的生理特性（如HCT）无关。受DBS的
启发，人们很快将CMS应用到非临床研究中，评估了

小鼠、大鼠和犬等物种的药代动力学、毒代动力学参

数，结果证明该技术给出的结果与常规方法有高度可

比性［31-36］。
CMS的缺点是操作复杂，分离血浆或血清时需要

切割毛细管，存在扎伤风险。不过有研究者提出了一

种带触变性凝胶（离心时在血细胞和血浆间形成物理

屏障）的毛细管［37］，这种改良的毛细管省去了切割步

骤，提高了操作的便利性和安全性。
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2 微量采血法的应用优势

2.1 动物福利方面
微量采血法有助于3R原则中“优化”的实现。由

于所需血量很少，根据实验性质可选择动物的疼痛、

组织损伤及压力最小且操作更简单的采血部位和程序。

常用的采血部位通常是大鼠、小鼠的侧尾静脉、隐静

脉，兔的耳缘静脉，犬、猴的头静脉。对于啮齿类动

物和兔来说，可大幅缩短采血前通过加热或施加化学

刺激物等措施促进血管扩张的时间［38］。对于所有动物

而言，采血过程中不需要或仅需要很小程度的身体限

制，保证了人员安全，避免了动物应激。在 Powles-
Glover等［38］的研究中，高达62%的大鼠在未进行任何

身体限制的情况下被成功实施了微量采血法。常用的

采血针规格为23 G，故对动物身体的损伤极小［39］。另

外，由于操作简单方便，采样程序可直接在动物设施

中进行。

除了“优化”，微量采血法也有利于“减少”的实

现。非临床研究中，对动物数量影响最大的是药代动

力学和毒代动力学研究。常规啮齿类动物的药代动力

学研究设计，一般在 24 h内设 6～12个采血时间点，

每个时间点每个组至少 3只动物，以充分解析药物的

动力学性质。由于血容量和采样部位等［40］的限制，

每个组需要 24～36只小鼠或者 6～9只大鼠［41-42］。毒

代动力学与药代动力学类似，但是给药剂量更高。常

规啮齿类动物的安全性评价中，为避免干扰毒理学终

点，毒代动力学样本是由主要研究动物之外的卫星动

物提供的，这使得动物用量更大。微量采血法结合灵

敏的生物分析技术，使血样体积微小化，允许在特定

时间内对同一动物同一位点进行多次采样，因此可以

大幅减少动物的用量。据报告，与传统采样相比，微

量采血法可减少66%～95%［28，43-50］的动物用量，当然

具体减少幅度取决于研究类型、物种、采血方案等

因素。

2.2 科学方面
微量采血法允许重新设计非临床研究方案，以更

少的动物获得足够多的优质数据，提高了研究的转化

价值。“多”体现在检测指标、药-时曲线数量的增

加［48］，以及可获得常规方法难以采集的信息，实现信

息的最大化。“优质”来源于两个方面：一是不易造成

动物过度的应激反应，对药代动力学或毒代动力学参

数的干扰较小，这在肝提取率较高的药物研发中尤为

重要；二是对于啮齿类动物，同一个体的药理学或毒

理学效应可直接与药物暴露关联，而且每只啮齿类动

物都可能拥有完整的药代动力学/毒代动力学特征，个

体间的变异系数降低了。Joyce等［47］研究了微量采血

法所得药代动力学参数的个体间变异系数，结果显示

传统采血的高达150%，而微量采血法的不超过30%。
2.3 成本方面

微量采血法可有效节约成本。随着动物用量减少，

药物、动物、实验用品和实验人员等直接成本大幅下

降，尤其在药物量十分有限的发现阶段和利用昂贵的

转基因小鼠［34，47］开展的研究中。另一方面，以较低

的成本获得充足的优质数据，意味着可以用少量的资

源开展实验，从而快速做出决策，这对药物发现项目

都相当有利。例如，在药物发现阶段早期，筛选具有

合适的生物利用率的化合物，可采用连续微量采血法

将 6种化合物的药代动力学研究同时进行，这样的动

物用量可减少 80%，药物材料可减少 75%，研究时间

减少40%［47］。当然，成本的节约程度取决于具体的研

究类型、物种、采血方案等［51］。

3 微量采血法的应用挑战

目前，微量采血法的发展面临着两个挑战。一是

提升检测微小体积样本中目标分析物的能力。样品体

积的减少，制备和运输方式等的改变，可能会给检测

的准确度和灵敏度造成不利影响。绝大多数目标分析

物与高灵敏度的分析方法（液相色谱－质谱联用法

LC-MS/MS和Gyrolab免疫实验平台）兼容，可使用 10
μL或更少的样品就达到足够的灵敏度，而对于药物为

肽类和核酸类等具有特殊分子结构和性质的物质，可

能还需要开发灵敏度更高的生物分析方法。二是毒理

学解释的能力。啮齿类动物的非临床安全性评价中，

收集毒代动力学血样可能会对主要研究动物的器官功

能和临床病理参数产生影响。有研究人员对此进行了

调查，结果表明：在正常及某些特殊生理状态（如妊

娠）的啮齿类动物上实施微量采血法，对毒理学评价

终点的影响是微乎其微的［32，37，43-45，52-53］。当然，为支

持微量采血法的更广泛应用，还需要继续开展相关的

配套研究，如针对具有特殊分子结构和性质的物质，

开发灵敏度更高的生物分析方法，进一步探索各种毒

性研究中对主要研究动物实施微量采血法收集毒代动

力学样本的影响等。
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4 小结

在药物非临床研究中，微量采血法能提高动物福

利，减少动物的用量，获得足够、优质数据，降低研

发成本，是值得推广的一项新技术。但是，未来还需

要继续开展该方法及其相关的配套研究，以促进其更

广泛的应用，实现科学进步与动物福利伦理进步并行。
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皮肤致敏性替代试验方法的研究进展
黄静怡1,2, 李培宁2, 刘香梅2, 刘忠华1, 黄宇锋2

(1. 华南农业大学兽医学院, 广州 510630; 2. 广州质量监督检测研究院, 广州 511447)

[摘要] 过敏性接触性皮炎是皮肤反复接触某种物质后所引起的Ⅳ型超敏反应，也是常见的公共健康问题。传统皮
肤致敏性测试以豚鼠最大值试验、封闭斑贴等动物实验为主。近年来，随着动物伦理不断被人们重视以及科学技术
的发展，皮肤致敏试验替代方法相继出现。根据原理不同，这些替代方法分为体内替代法、几类基于有害结局通路
的体外替代法、基因组过敏原快速检测法等。本文将对这些皮肤致敏试验替代方法的研究进展以及几类基于有害结
局通路的整合测试与评估方法进行综述。
[关键词] 皮肤致敏性试验；过敏性接触性皮炎；替代方法
[中图分类号] R-332；Q95-33 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）04-0313-09

Research Progress on AlternativeMethods of Skin Sensitization Test

HUANGJingyi1,2, LI Peining2, LIU Xiangmei2, LIU Zhonghua1, HUANGYufeng2

(1. College of Veterinary Medicine of South China Agricultural University, Guangzhou 510630, China;
2. Guangzhou Quality Supervision and Testing Institute, Guangzhou 511447, China)
Correspondence to: HUANG Yufeng (ORCID: 0000-0002-0987-2636), E-mail: 78649403@qq.com

[ABSTRACT] Allergic contact dermatitis is a type Ⅳ hypersensitivity reaction caused by repeated skin
exposure to a substance and is a common public health problem. Traditional skin sensitization tests are
based on animal experiments such as guinea pig maximum test and closed patch. In recent years, with the
increasing attention of animal ethics and the development of science and technology, alternative methods
of skin sensitization test have emerged. According to different principles, these alternative methods are
divided into in vivo alternative methods, several in vitro alternative methods based on harmful outcome
pathways, and genomic allergen rapid test, etc. In this paper, we reviewed the progress of these alternative
methods of skin sensitization test, and several integrated testing and evaluation methods based on
adverse outcome pathways.
[Keywords] Skin sensitization experiment; Allergic contact dermatitis; Alternativemethod

过敏性接触性皮炎 （allergic contact dermatitis，
ACD） 是由低分子量化合物 （low molecular weight，
LMW）与存在于皮肤中的内源蛋白结合形成的Ⅳ型超

敏反应。ACD的临床症状通常表现为皮肤瘙痒、红斑

及丘疹等。LMW普遍存在于化学品、药品以及个人护

理用品中，LMW与皮肤的频繁接触会导致ACD发病率

增加。研究表明，在欧洲特定人群中，ACD的患病率

高达 18.6%，占西方世界工作人口中所有职业性皮肤

病的 85%～90%［1］。因此，ACD已经成为一种职业性

皮肤病，在一定程度上影响了人类的正常生活和工作。

传统的皮肤致敏性测试通常采用的是动物实验，

譬如豚鼠最大值试验 （guinea pig maximization test，
GPMT）、Buehler 封闭斑贴试验 （Buehler test，BT）
等。然而，随着近年来毒理检测技术的进步、研究方

法的更新、动物伦理被越来越多的国家重视和关注，

皮肤致敏性测试替代方法的开发就显得尤为重要。因

此，本文结合国内外研究进展，就体内替代致敏方法、

基于有害结局通路（adverse outcome pathway，AOP）
机制的体外替代方法以及基因组过敏原快速检测法

（genomic allergen rapid detection，GARD）等目前几类

DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2021.173 ·动物实验技术与方法专题·
Animal Experimental Techniques and Methods
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皮肤致敏性测试替代方法进行综述。

1 体内替代方法

皮肤致敏体内替代方法是指使用小鼠替代豚鼠作

为实验动物主体，建立小鼠局部淋巴结测试法（local
lymph note assay，LLNA）。根据LLNA法的优点和局限

性，研究人员开发了基于LLNA法的改良方法，即 5-
溴 脱 氧 尿 嘧 啶 核 苷 （5-bromo-2-deoxyuridine，
BrdU） -酶联免疫吸附测定（enzyme linked immuno-
sorbent assay，ELISA） -LLNA法和 LLNA-内源性三磷

酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）检测法。

1.1 基础的LLNA法
LLNA是鉴别化学物质是否具有致敏潜力的替代测

试方法之一，已被欧盟 67/548/EEC指令认可。LLNA
是以致敏物能诱导皮肤接触部位引流淋巴结中的T细
胞活化增殖为基础，将被放射性物质标记的核酸

（如 3H-甲基胸腺嘧啶脱氧核苷、125I-碘脱氧尿嘧啶核

苷等）由尾静脉注入小鼠体内［2］，5 h后取诱导部位淋

巴结制备单细胞悬液，测定T细胞增殖情况。

该方法的检测指标有两个。一是刺激指数

（stimulation index，SI），即受试组与对照组增殖T细胞

的比值，该指标用于判断受试物是否为致敏剂。当SI≥
3时，受试物被判定为致敏剂［3］。另一个检测指标是

SI=3时的有效化学品浓度（effective chemical 3，EC3），
该值可以通过剂量-反应数据的线性差值得出［4］，用

于受试物的致敏能力分级。根据欧洲化学品生态毒理

学和毒理学中心公布的数据，当EC3＜0.1%时，受试

物判定为极强致敏剂；当EC3在0.1%～1%时，受试物

为强致敏剂；EC3在1%～10%时，受试物为中度致敏

剂；EC≥10%，则为弱致敏剂［5］。
LLNA法具有周期短、实验动物使用量少、判定方

法更为客观准确等优点，同时不需用弗氏佐剂来刺激

受 试 动 物 ， 符 合 3R （reduction、 repIacement、
refinement）原则。LLNA法已于 2010年被世界经济合

作与发展组织（Organization for Economic Co-operation
and Development，OECD）纳入皮肤致敏检测方法指

南［6］。值得一提的是，LLNA法易被受试物的溶解性

所限制。因水溶性大分子物质很难在小鼠的皮肤上涂

抹均匀并被吸收［7］，因此该方法只适用于脂溶性的小

分子物质。

1.2 已通过验证的LLNA改良法
1.2.1 BrdU-ELISA-LLNA法

2003年，Takeyoshi等［8］利用示踪剂代替放射性

标志物建立了 LLNA的改良方法，即 BrdU-ELISA-
LLNA（又称 LLNA：BrdU-ELISA）。其在原理和检测

指标方面，与 LLNA法基本一致，但在核酸标志物方

面改用与胸腺嘧啶结构相似的 BrdU。即在末次染毒

24 h后腹腔注射BrdU，处死小鼠取淋巴结，称重后制

备细胞悬液，然后采用ELISA法检测增殖细胞中BrdU
的标记数。

该方法综合了 LLNA试验周期短、动物用量少、

判定方法客观的优点，还解决了 LLNA法使用放射性

标记物的安全性问题。在OECD指南中，该方法推荐

使用CBA小鼠，但这种品系的小鼠在我国供应数量较

少，且价格偏贵。因此，有学者通过对比分析BALB/c
和CBA两种品系小鼠用该方法试验的结果，证实可以

使用 BALB/c小鼠替代 CBA小鼠进行 LLNA：BrdU-
ELISA法检测［9］。除此之外，该法腹腔注射BrdU时会

使小鼠痛苦，不符合动物福利。基于此，有研究团队

改进了 LLNA：BrdU-ELISA法，先给小鼠耳部染毒后

处死，取耳后引流淋巴结，在含有BrdU的培养基中体

外培养淋巴细胞24 h后，再对淋巴细胞中的BrdU含量

进行测定［10］。
1.2.2 LLNA-ATP检测法

LLNA-ATP 检测法 （又称 LLNA：DA） 是基于

ATP水平与活细胞数呈正相关，并且可与荧光素-荧光

素酶复合物作用产生可测定光这一原理，因此可以通

过生物荧光法检测细胞中ATP的含量来确定受试物的

致敏性［11］。该法选用的测试指标包括ATP发光值、淋

巴结质量、增殖的淋巴细胞数，以及SI和EC值［12］。
该方法具有 LLNA：BrdU-ELISA法的全部优点，

但因将ATP数量作为测试指标，有着明显的局限性。

（1）时间限制：动物死后体内ATP数量会逐渐下降，

若长时间不进行测定，测试结果会出现偏差。因此，

OECD指南明确规定待测样本从取材到检测的时间应

在20 min以内［13］。（2）假阳性：为解决这个问题，有

研究人员提出，可以同时开展耳重、耳厚差等活组织

检测以及红斑评级，以排除受试物的刺激性对结果的

影响［14］。（3）该法不适用于影响ATP生成和稳定性的

受试物，例如ATP抑制剂等［14］。

2 基于AOP的体外替代方法

2007年，由美国国家科学研究委员会首次提出

AOP，用以描述皮肤敏化从分子起始事件到系统敏化

效应产生过程中的一系列反应事件。2012年，OECD
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提出将皮肤变态反应的体外研究方法整合，建立基于

AOP原理的皮肤致敏预测方法［15-16］，包括直接反应肽

试验（direct peptide reactivity assay，DPRA）、氨基酸

衍生物反应性测定 （amino acid derivative reactivity
assay，ADRA）、KeratinoSensTM/LuSens试验和人细胞系

活化试验（human cell line activation test，h-CLAT）。
皮肤致敏AOP机制由 4个要素组成：（1）起始事

件（molecular initiating event，MIE）是抗原和皮肤蛋

白结合形成免疫复合物半抗原；（2）角质细胞反应是

半抗原被角质细胞摄取，发生炎性反应，产生的炎性

因子激活树突状细胞（dendritic cells，DCs）；（3）DCs
反应是DCs被激活后摄取呈递抗原，表面特异性标志

物表达上升，释放的细胞因子激活T细胞；（4）组织/
器官层次事件是 DCs 提呈相容性复合物 （major
histocompatibility complex，MHC）后迁移至淋巴结，T
细胞识别MHC形成特异性T细胞，当机体再次接触同

种抗原时发生ACD。与毒性反应不同，AOP最关键的

特征是以可检测到的 4种分子事件的定向关系为研究

要点［17］。
2.1 DPRA化学法

Gerberick团队于 2004年开发了DPRA法，该方法

模拟致敏物质与皮肤蛋白共价结合形成半抗原（即

AOP通路中起始事件）的过程。采用化学方法将致敏

原与谷胱甘肽以及半胱氨酸和赖氨酸多肽的肽模板反

应结合，再使用高效液相色谱-紫外线检测（high
performance liquid chromatography-ultraviolet，HPLC-UV）
测定两种结合抗原的消耗情况，以此来判定受试物致敏

能力［18］。其检测结果与LLNA法的一致性可达到89%。
该方法已于2015年被OECD收录至TG 442C指南［19］。

目前该法主要用于单一化学品或化妆品原料的致

敏测定，未能应用到化妆品成品检测。 2009年，

Gerberick等［20］对DPRA法进行了改良，在反应体系中

加入了辣根过氧化物酶-过氧化氢，使该方法拥有检测

抗原前体物的能力，扩大了检测范围，为拓展DPRA
法的应用范围打下了强有力的基础。

为了提高检测通量、灵敏度及准确性，Wei等［21］

开发了一种基于 384孔板的快速固相萃取（solid phase
extraction，SPE）-串联质谱（tandem mass spectrometry，
MS） -DPRA自动化快速检测法。与HPLC-UV法相比，

SPE-MS通量从每份样品的16 min缩短到 10 s，底物

使用量也从 100 mmol/L减少到 5 μmol/L，大大提高

了检测效率。

2.2 ADRA法
化学方法代替动物实验进行皮肤致敏测试的局限

性在于，HPLC-UV分析中待测化学品与亲核试剂的共

同洗脱，导致无法准确量化未反应的亲核试剂以及预

测待测物的致敏能力［22］。为解决这个问题，Fujita
等［23］开发并验证了一种新型的皮肤致敏替代方法，

即ADRA法。

该方法的原理与DPRA法类似，同样模拟AOP通
路中的起始事件，只是在使用HPLC-UV定量时改为

281 nm进行，提高了基线稳定性。该方法中使用的亲

核试剂是由Fujita团队制定合成的两种氨基酸衍生物乙

酰半胱氨酸（N-acetyl-L-cysteine，NAC）和乙酰赖氨

酸（N-α-acetyl-L-lysine，NAL）［24］。ADRA法测试终

点为NAC/NAL的反应性，即根据待测物中未反应的

NAC/NAL浓度相对于对照组平均浓度下降值而计算出

的消耗百分比。

2019年，Fujita团队通过改用荧光检测开发了新的

ADRA-荧光检测法 （ADRA-fluorescence detection，
ADRA-FL）［25］。相对于传统 ADRA法使用HPLC-UV
和高效液相色谱 -荧光法 （high performance liquid
chromatography-fluorescence， HPLC-FL）， ADRA-FL
测量NAC和NAL时拥有更高的灵敏度和信噪比（指电

子设备或者电子系统中信号与噪声的比例）。研究人员

对化妆品常用植物提取物溶液（芦荟、甘草、绿茶）

分析的结果显示，该方法存在预测多成分物质致敏风

险的可能性，但因受试物中含有免疫抑制剂，故无法

评估免疫抑制效应。

2.3 KeratinoSensTM/LuSens试验
半抗原由抗原和皮肤蛋白结合生成，当其接触表

皮角质形成细胞后，可引起氧化应激反应（即关键事

件2）。在机体发生氧化应激时，抗氧化应激感受器的

主要调控因子 Kelch样 ECH相关蛋白 1（Kelch-like
ECH-associated protein 1，Keap1）与核转录因子E2相
关因子 2 （nuclear factor erythroid 2 related factor 2，
Nrf2）相互作用，对改善氧化应激至关重要［26］。

基于上述原理，研究人员开发了两种来源于角质

细胞水平的测试方法KeratinoSensTM和LuSens试验。这

两种检测方法的区别在于抗氧化反应元件（antioxidant
response element，ARE）不同：KeratinoSensTM试验的

ARE来源于人的 AKR1C2（Aldo-keto reductase family 1
member C2）基因，而后者来自大鼠的 NQO1（NAD
（P）H quinone dehydrogenase 1）基因［27］。两种基因均
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含荧光素酶，因此都以荧光素酶的诱导倍数（fold of
induction，FI）作为评价指标［27］，当FI＞1.5时可判断

受试物为致敏物。

有研究表明，与人类皮肤致敏数据以及 LLNA测
试结果相比，KeratinoSensTM试验的准确率分别为 94%
和 93%，而LuSens试验稍低，分别为 83%和 74%［28］。
目前，KeratinoSensTM试验已被纳入 OECD指南 442D
中［28］，而LuSens试验还处于验证阶段。

2.4 h-CLAT法
h-CLAT法的开发基于AOP通路的关键事件 3和 4

（即DCs事件和组织/器官层次事件）。将急性单核细胞

白血病THP-1细胞暴露于无细胞毒性的受试物中24 h，
终止暴露后收集细胞，利用流式细胞仪测定细胞表面

表达物CD86和CD54的相对荧光强度变化［29］，以此为

依据判定待测物是否具有致敏性。

该测试方法需要重复3次试验，且保证2次试验结

果均为有效，才能进行下一步判定。将结果与阴性对

照组进行比对，如 CD86>150%且 CD54>200%，则表

明THP-1细胞被活化，判定受试物为致敏剂。研究表

明， h-CLAT 法与 LLNA 法的试验结果一致性为

84%［30］。2018年，该方法被 OECD纳入毒理学测试

指南［31］。
袁园等［32］通过对 h-CLAT法验证的 10种物质分

别采用CCK-8细胞增殖/毒性检测法和流式细胞仪法进

行检测，结果显示两种方法的组内相关系数为 0.993，
一致性很高。此外，研究人员还发现将 IL-8与CD86
结合作为检测终点也能够对致敏物进行判定［33］。同

时，该方法也可以用于筛选致敏生物标志物。

Karkhanis团队于 2021年利用强致敏剂 1-氯-2，4-二硝

基苯（1-chloro-2，4-dinitrobenzene，DNCB）、中等强

度致敏剂二氯化镍（NiCl2）以及阴性对照二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide，DMSO）处理 TPH-1细胞，通过

RNA测序确定了 5种新型的 h-CLAT标志物：CD109、
CD181、CD183、CLEC5A和CD354［34］。

3 基于基因组学的过敏原快速检测法

随着基因组学技术的发展以及对皮肤变态反应发

生机制的研究不断深入，研究人员将目光投向了基因

组学方面。2011年，Johansson等［35］发现了一种细胞

系——人类急性髓细胞白血病细胞系MUTZ-3，其在

转录和诱导特异性T细胞产生应答等方面与DCs相似。

MUTZ-3分化后其免疫相关表型类似于未成熟的DCs，
表达CD1d、MHCⅠ和MHCⅡ呈递抗原，并诱导特异

性T细胞增殖。

变态反应产生的生物标志物能够对致敏物和非致

敏物进行识别，并出现不同转录结果。因此，这些不

同致敏剂的有效预测指标统称为 GARD预测信号

（GARD predictive signals，GPS）。GPS包括与先天免疫

反应信号、DCs成熟、应激反应和外来物质识别相关

的基因，有着完整的能够识别和监测皮肤致敏中各种

关键事件的能力。基于这一原理，研究人员建立了一

种基于MUTZ-3细胞的GARD法。该方法的判断终点

是根据 GPS的转录水平，使用支持向量机（support
vector machine， SVM） 赋予待测样本一个决定值

（decision value，DC）。DC>0，为致敏剂；DC≤0，则为

非致敏剂［36］。
GARD是一种基于基因组读数、新型且灵活的体

外致敏评估法，该方法可测试 200个与致敏相关的基

因转录组的变化。这些基因的生物标志物特征包括参

与氧化应激、DCs成熟以及细胞因子反应的转录

本［37］。体内完整基因组所带来的巨大的多功能性，为

进一步发展和拓宽皮肤致敏分析方法提供了条件，也

为进一步了解体内致敏的过程提供了参考。其次，整

体基因组读数提供的大量信息，还可用于特定信号或

代谢途径机制的研究［38］。此外，GARD法还可用于判

定呼吸致敏剂，如Masinja等［39］发现了一种能够区分

呼吸致敏剂和非致敏剂的生物标志物，并整理在尚未

公开的数据库中。

4 皮肤致敏替代方法的比较分析

随着毒理学技术不断发展以及人类对动物实验越

来越重视，研究人员逐步将目光投向皮肤致敏试验替

代方法的开发验证。因而，越来越多的替代方法如

LLNA、LLNA：BrdU-ELISA、DPRA、GARD等相继出

现，并通过验证。

如表 1所示，各种替代方法均有不同的优缺点。

这些方法的优势大多集中于实验动物的使用量减少，

甚至是使用细胞替代了实验动物，灵敏度和准确度较

高，以及测试时间缩短等方面。但各个方法的局限性

也很突出，尤其是结果假阳性以及对待测物的性质和

溶解度要求较高等问题。皮肤致敏AOP是一个完整的

生物过程，而现有的替代方法无法完全覆盖整个通路，

因此有必要通过组合方法来改善。
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5 整合策略与评估方法

皮肤变态反应是一个极为复杂的过程，凭借单独

的体外测试方法无法完整获取皮肤致敏信息，若对皮

肤致敏反应进行更进一步的探索，则需结合各种替代

方法的灵敏度、优缺点等方面建立方法组合策略。因

此，OECD于 2016年发布了整合策略与评估方法来评

价未知化合物的致敏性及其致敏效力。整合策略与评

估方法是一种基于科学、实用的化学危害特征描述方

法，即依据现有的化学结构特征信息、毒理学信息、

计算机模型、体外实验结果进行的综合分析及整合测

试策略，以评价受试物的致敏性和风险类别［54］。

目前，我国食品药品检定研究院已经完成对

DPRA法、LLNA： DA和LLNA： Brd U-ELISA等替代

方法的研究验证，并已将它们纳入《化妆品安全技术

规范》（2015年版）［55］。但对于替代试验的整合策略方

面还处于前期探索阶段，研究报告较少。如Cao等［56］

通过构建THP-1细胞和角质细胞的共培养系统以实现

对受试物的致敏性检测，结果表明共培养细胞系统比

单一使用THP-1细胞时更灵敏；柯逸晖等［57］通过将

DPRA法和h-CLAT法简单组合，实现了对单一化合物

的致敏性评价。

定 量 构 效 关 系 （quantitative structure activity
relationship，QSAR）是通过分析现有的某一系列具有

表1 皮肤致敏替代方法的比较
Table 1 Comparison of alternativemethods of skin sensitization

方法
Method

LLNA

LLNA: BrdU-ELISA

LLNA: DA

DPRA

ADRA

KeratinoSensTM/
LuSens

h-CLAT

GARD

适用范围
Application scope

化学品 (包括化妆
品、农药等)、脂溶
性小分子物质

化学品 (包括化妆
品、农药等)
化学品 (包括化妆
品、农药等)

可溶性的单一化学
物质以及化妆品原
料

可溶性的单一化学
物质以及化妆品原
料
可溶并能形成稳定
体系的待测物

可溶性化合物

可溶性固/液化
合物

优点
Advantages

减少实验时间和成本，动物
用量少，体积小，灵敏度高

综合了LLNA的优点，且未
使用放射性物质
具有LLNA：BrdU-ELISA的
全部优点

不使用实验动物，灵敏度和
准确性高

不使用实验动物，灵敏度和
准确性高，对待测物浓度
要求低
灵敏度高，准确度高，不使
用实验动物

不使用实验动物，细胞株易
于获得且稳定，灵敏度高，
特异性高

准确度高，不使用实验动
物，稳定、高重复性，可检
测呼吸道致敏物

局限性
Limitation

非致敏的皮肤刺激性化学物
质[40]；溶剂假阳性结果[41]；对受
试物溶解性要求高；需要使用实
验动物、放射性物质

未能解决LLNA法中出现的假阳
性问题[43]

时间限制；假阳性；不适用于影响
ATP产生的化合物

缺乏代谢体系[46]；溶解性、透皮性
差的待测物会影响结果[47]；待测
物与亲核试剂共同洗脱导致准
确性下降
对待测物溶解性要求较高；评估
多成分物质时无法避免待测物
的免疫抑制
选择性与赖氨酸残基反应的待测
物会出现假阳性[49]；如待测物需
要酶的激活可能出现假阳性[50]

对待测物的溶解度要求较高；荧
光干扰以及待测物细胞毒性引
起的假阳性[51]；弱致敏物质易产
生假阴性结果[52]

成本高；不能涵盖完整的AOP通
路

检测终点
Detection endpoint

强致敏剂：SI≥3，EC3<
0.1%

ELISA检测增殖淋巴细
胞中BrdU的标记数
ATP 数量、淋巴结质
量、增殖的淋巴细胞
数，以及SI和EC值
液相色谱法测定被测
化合物消耗半胱氨
酸和赖氨酸多肽的
情况
NAC/NAL的反应性

荧光诱导倍数 FI>1.5
可判断受试物为致
敏物
当CD86>150%且
CD54>200% 时，可
判定为致敏物

DC>0，为致敏剂；DC
≤0为非致敏剂

准确度
Accuracy

72%[42]

86%[44]

87%[45]

80%

86.9%[48]

94%/83%

84%

84%[53]

注：LLNA即小鼠局部淋巴结测试法；LLNA： BrdU-ELISA即5-溴脱氧尿嘧啶核苷-酶联免疫吸附测定-LLNA法；LLNA：DA即LLNA-ATP检测
法；DPRA即直接反应肽试验；ADRA即氨基酸衍生物反应性测定；h-CATL即人细胞系活化试验；GARD即基因组过敏原快速检测法。
Note：LLNA is local lymph note assay；LLNA：BrdU-ELISA is LLNA-5-bromo-2-deoxyuridine-enzyme linked immunosorbent assay；LLNA：DA
is LLNA：Daicel；DPRA is direct peptide reactivity assay；ADRA is amino acid derivative reactivity assay；h-CALT is human cell line activation
test；GARD is genomic allergen rapid detection.

317



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicine Aug. 2022, 42(4)

相同生物活性且结构相似的化合物，以其理化或结构

参数为自变量，生物活性为因变量，利用数理统计方

法，建立化合物结构与其生物活性之间的定量关

系［58］。QSAR系统能够对多个毒理学终点进行预测。

近年来，研究人员尝试将其应用到化妆品皮肤致敏性

评价中，开发了类似的皮肤渗透性QSAR模型，并阐

明了化合物的皮肤渗透性与致敏性之间的关系［59］。同

时，采用计算机模拟QSAR软件进行化妆品毒理学评

价，也得到了越来越多的重视，例如化合物毒性预测

工具树（toxic hazard estimation，Toxtree）、OECD开发

的QSAR工具箱（OECD QSAR Toolbox）、组织新陈代

谢模拟器 （tissue metabolism simulator， TIMES-SS）
等［60］。但这类软件是作为单一致敏评估方法来开发和

验证的，因此一些国外大型日化企业将基于AOP通路

的皮肤致敏替代方法与这些QSAR软件结合后自主开

发出皮肤致敏测试整合策略。

目前，OECD在整合策略与评估方法指导文件中

纳入的整合策略大都由国外大型日化企业开发，例如

德国巴斯夫 （BASF） 公司开发的“3 选 2”原则

（BASF‘2 out of 3’）、美国宝洁（P&G）公司开发的

贝叶斯网络整合测试策略（Bayesian network integrated
testing strategy）、法国欧莱雅（L’ORÉAL）公司开发

的堆叠元模型（Stacking Meta-mode），以及日本资生

堂 （Shiseido） 公司开发的人工神经网络分析法

（artificial neural network）等［61］。
5.1 “3选2”原则

该方法由德国巴斯夫公司开发，综合了 DPRA、
KeratinoSensTM/LuSens和 h-CLAT这 3种单一替代试验

方法［62］，该方法覆盖了AOP中至少两个关键事件。其

判定方式为：若3种试验中有2种结果呈阳性，则判定

受试物为致敏剂，反之则为非致敏剂。与单一试验相

比，该整合策略预测结果的准确率为81%~88%。
5.2 贝叶斯网络整合测试策略

该方法由美国宝洁公司开发，在涵盖了 DPRA、
KeratinoSensTM和 h-CLAT这 3种单一替代方法的基础

上，增加了TIMES-SS基于受试物结构的预测以及生物

利用度等数据信息［63-64］。该方法主要应用于致敏性及

致敏效力的判断。与 LLNA结果相比，致敏性判定的

准确率为100%，致敏效力分级的准确率为89%。
5.3 堆叠元模型

该方法由法国欧莱雅公司开发，在结合了覆盖

AOP的3个关键事件的DPRA法、KeratinoSensTM法和骨

髓U937细胞皮肤致敏试验（bone marrow U937 cell skin
sensitization test，U-SENSTM）这3种单一替代方法的基

础上，又增加了两种分析工具TIME-SS、Toxtree以及

受试物的理化性质，进而结合 5种不同的统计方法组

合而成［65］。该模型的判定方式为：对5种不同统计方

法给出的数据进行分析后，根据定义阈值判定受试物

是否具有致敏性［66］。与单一试验方法相比，该方法的

准确性为93%。
5.4 人工神经网络分析法

该方法由日本资生堂公司开发，覆盖了AOP关键

事件 1～3，同时综合了受试物的理化性质和计算机模

拟参数，构成一个非线性统计模型［67］。该方法将

DPRA法、KeratinoSensTM法、ARE、h-CLAT法和硫醇

基蛋白反应性测试作为单一元素，利用模型对单一元

素的不同组合进行回归分析，判定受试物的致敏性及

致敏效力［68］。与 LLNA法相比，该模型的准确性为

91%。
6 小结

随着对皮肤致敏机制的深入研究，从 LLNA法到

基于AOP通路建立的替代试验，以及基于体内皮肤致

敏过程所建立的整合策略已经逐步建立，但目前我们

所掌握的AOP通路还只是很小的一部分，任何体内外

替代方法都无法完整模拟致敏后体内的真实反应。因

此，建立皮肤致敏替代试验仍然面临着巨大的挑战，

寻找能够模拟出皮肤变态反应整个过程或是关键步骤

的替代方法将会是未来皮肤致敏替代方法研究的发展

趋势。另一方面，伴随着基因组学皮肤致敏测试方法

的开发，相信不久的将来，皮肤致敏测试方法必将陆

续迭代，检测结果会更加灵敏、准确和快速。
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京脑重大疾病研究院神经损伤与修复研究所和神经损伤与康复北京市重点实验室等康复基础及

临床研究基地。以第一作者或通信作者在Microbiome、Oxidative Medicine and Cellular等期刊

发表科研论文十余篇，获得发明专利及实用新型专利合计7项，获得北京医学会科技进步奖和
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朱彦兵，神经生物学博士，副研究员，副教授，首都医科大学附属北

京友谊医院神经病学系硕士生导师。兼任中国神经科学学会会员、中国生理学会会员。主要研究

方向包括：（1） 缺血性脑卒中及卒中后认知障碍的神经免疫学机制和细胞治疗；（2） 生物信息学
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以第一作者和通信作者在 Journal of Neuroscience、Frontiers in Cellular Neuroscience 和 Nature

Communication等期刊发表SCI文章20多篇；主持国家自然科学基金青年和面上项目各1项，参与

国家自然科学基金项目9项。

抑制磷脂酶D1活性可促进缺血性脑卒中模型小鼠
神经功能恢复
朱彦兵1,2, 白 帆3,4, 陶少鑫1,2, 潘雨花蕾1,2, 王 欢1, 赵羽商1, 王 崧1, 于 艳3,4

(1. 北京市临床医学研究所, 首都医科大学附属北京友谊医院, 北京 100050; 2. 首都医科大学附属北京友谊医院神经

内科, 北京 100050; 3. 中国康复研究中心中国康复科学所, 北京 100068; 4. 神经损伤与康复北京市重点实验室, 北

京 100068)

[摘要] 目的 探讨小鼠缺血性脑卒中发生后不同时期病灶脑组织自噬的动态变化，以及抑制磷脂酶 D
（phospholipase D，PLD） 1活性与自噬及神经功能的关系。方法 先用21只8周龄成年雄性C57BL/6小鼠构建缺
血性脑卒中模型，随机分为假手术组和缺血性脑卒中后4 h、6 h、8 h、12 h、24 h、72 h组，每组各3只，采用蛋
白质印迹法和免疫荧光染色法检测小鼠病灶脑组织中自噬相关蛋白LC3的表达及分布情况。另将36只8周龄成年雄
性C57BL/6小鼠随机分为假手术组、缺血性脑卒中后腹腔注射PBS组和4个浓度（0.3、0.9、1.8和3.6 mg/kg）的
PLD活性抑制剂FIPI组，每组各6只；缺血性脑卒中发生后的第1、第3和第7天，分别通过贴纸去除实验、触须诱
发前肢放置实验和TTC染色法评估抑制剂最佳浓度及其对神经功能和脑梗死面积的影响。再将9只8周龄成年雄性
C57BL/6小鼠随机分为假手术组、缺血性脑卒中后立即腹腔注射PBS和0.9 mg/kg FIPI组，每组3只，通过蛋白质
印迹法检测FIPI对自噬相关蛋白表达的影响。最后将36只8周龄成年雄性C57BL/6小鼠随机分为假手术组、缺血性
脑卒中后立即腹腔注射PBS组以及不同时间窗（术后立即和术后4 h、8 h、12 h）腹腔注射0.9 mg/kg FIPI组，每组
各6只，通过行为学实验和TTC染色法评估缺血性脑卒中小鼠的神经功能和脑梗死面积。结果 小鼠缺血性脑卒中
发生后，病灶组织中LC3-Ⅱ相对表达水平开始升高，24 h达到峰值（P＜0.05），然后逐渐下降。与PBS组相比，给
予0.9 mg/kg的 PLD1活性抑制剂FIPI组能明显抑制小鼠缺血性脑卒中后病灶组织中LC3-Ⅱ相对表达水平（P＜
0.05），缩小梗死面积（P＜0.05），促进损伤后神经功能的恢复（P＜0.05）。与PBS组相比，除了缺血性脑卒中后
立即给予FIPI组外，缺血性脑卒中后4 h、8 h和12 h腹腔给予FIPI也都可以明显缩小梗死面积（P＜0.05），使小鼠
神经功能得到明显恢复（P＜0.05）。结论 缺血性脑卒中发生后24 h病灶组织自噬最为明显，降低PLD1活性可以
明显抑制自噬，从而促进缺血性脑卒中后神经功能的恢复。同时，除了缺血性脑卒中后立即给予FIPI外，延迟4～
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Animal Models of Human Diseases
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12 h给予FIPI也可以缩小梗死面积，促进神经功能的恢复，这拓宽了缺血性脑卒中的治疗窗口期，可能为临床治疗
脑卒中提供新的策略。
[关键词] 缺血性脑卒中；自噬；磷脂酶D1；神经功能； C57BL/6小鼠
[中图分类号] R-332；Q95-33 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）04-0322-11

Inhibition of Phospholipase D1 Activity Improves the Recovery of
Neurological Function in Mice with Ischemic Stroke

ZHU Yanbing1,2, BAI Fan3,4, TAO Shaoxin1,2, PAN Yuhualei1,2, WANG Huan1, ZHAO Yushang1, WANG Song1,
YU Yan3,4

(1. Beijing Clinical Research Institute, Beijing Friendship Hospital, Capital Medical University, Beijing 100050,
China; 2. Department of Neurology, Beijing Friendship Hospital, Capital Medical University, Beijing 100050, China;
3. China Rehabilitation Science Institute, China Rehabilitation Research Center, Beijing 100068, China; 4. Beijing
Key Laboratory of Neural Injury and Neural Rehabilitation, Beijing 100068, China)
Correspondence to: YU Yan (ORCID: 0000-0001-5377-8631), E-mail: yuyancrrc@163.com

[ABSTRACT] Objective To investigate the dynamic changes of autophagy in infarcted cortex at
different stages after ischemic stroke, and the relationship between phospholipase D1 (PLD1) activity,
autophagy, and the neurological function in mice. Methods Firstly, twenty-one male C57BL/6 mice at age
of 8 weeks were used to establish ischemic stroke models, and they were randomly divided into sham
surgery and ischemic stroke groups. The groups were furtherly divided into 4-, 6-, 8- , 12-, 24-, and 72-hour
groups according to the onset of ischemic strok with three mice in each group. Dynamic expression and
change of autophagy-related protein LC3 in the infarcted cortex were observed using Western
blotting method and immunofluorescence staining. Secondly, thirty-six male C57BL/6 mice at age of 8
weeks were randomly divided into the sham surgery group, the PBS treatment group, and different
concentrations of phospholipase D activity inhibitor 5-fluoro-2-indolyl des-chlorohalopemide (FIPI)
treatment groups containing 0.3, 0.9, 1.8, and 3.6 mg/kg, respectively. Each group comprised six mice. The
optimal FIPI concentration and its effects on neurological function and infarcted volume were assessed by
adhesive removal and whisker tests and TTC staining. Furthermore, nine male C57BL/6 mice at age of 8
weeks were divided into sham surgery group, intraperitoneal administration of PBS group, and 0.9 mg/kg
FIPI group. Each group comprised three mice. The effects of FIPI on changes in autophagy-related protein
LC3 were examined by Western blotting. Finally, thirty-six adult male C57BL/6 mice at age of 8 weeks were
divided into sham surgery group, intraperitoneal administration of PBS group, and 0.9 mg/kg FIPI treatment
groups at four time points (0, 4, 8, and 12 hours) after ischemic stroke. Furthermore, the neurological
functions and infarcted volume were assessed by the adhesive removal and whisker tests as well as TTC
staining with six mice in each group. Results The ratio of LC3-Ⅱ/β-actin in the infarcted cortex increased,
peaked at 24 hours (P＜0.05), and then gradually declined after ischemic stroke. Compared with the
PBS group, the administration of 0.9 mg/kg FIPI significantly decreased the ratio of LC3-Ⅱ/β -actin (P＜
0.05), reduced the infarcted area (P＜0.05), and ameliorated neurological functions (P＜0.05) more
than those observed in the other concentration groups. Compared with the PBS group, in addition to 0.9
mg/kg FIPI without delay, the administration of 0.9 mg/kg FIPI at 4- , 8- , and 12-hour after ischemic stroke
could also decrease the infracted volume (P＜0.05) and improve the neurological function (P＜0.05).
Conclusion The change of autophagy was the most obvious at 24-hour after ischemic stroke and
inhibition of PLD1 could improve the recovery of neurological function after ischemic stroke. Meanwhile, in
addition to administration of 0.9 mg/kg FIPI without delay, 4- , 8- , and 12-hour after ischemic stroke could
also shrink the infracted volume and improve the neurological function. The inhibition of the PLD1 could
extend the therapeutic window and provide a novel therapeutic strategy for the clinical treatment
of cerebral stroke.
[Keywords] Ischemic stroke; Autophagy; PhospholipaseD1; Neurological function; C57BL/6mice
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缺血性脑卒中是威胁人类健康的最主要疾病之

一［1］，在我国已成为致死和致残的首要病因。如何降

低神经损伤并且改善卒中预后是脑血管病领域亟待解

决的一个问题。目前针对缺血性脑卒中，主要的治疗

方式有静脉溶栓、机械取栓以及使用神经保护药物。

静脉溶栓和机械取栓都有非常严格的窗口期，而神经

保护药物的治疗作用还需要进一步评估。

越来越多的证据［2］表明，缺血性脑卒中发生后，

在缺血低氧等因素的刺激下，自噬相关基因迅速激活，

并且随着脑缺血症状的加重，自噬程度会进一步加大，

同时促进病灶部位神经元和胶质细胞的不可逆死亡。

所以，减轻或者阻断由急性缺血低氧引发的自噬是实

施神经保护的主要手段［3］。这就需要对缺血性脑卒中

后自噬发生、发展的规律以及机制进行深入研究，从

而为神经保护提供潜在靶点。

自噬的过程从自噬体形成到自噬体与溶酶体融合

均与脂类代谢有密切的联系，因此调控脂类代谢的蛋

白可能参与自噬过程的调控［4-5］。据文献报告，磷脂

酶D（phospholipase D，PLD） 1作为调控脂类代谢的

关键分子之一，参与调控感应细胞内氨基酸浓度的自

噬关键蛋白即哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian
target of rapamycin，mTOR）的活性，并且在自噬体形

成以及自噬体和溶酶体融合过程中发挥关键作用［6-8］。
而PLD家族的另一主要成员PLD2似乎并不参与自噬的

调控［7-8］。本课题组前期研究证实，神经发育过程中

PLD1在神经元和星形胶质细胞内都有表达，并且在树

突和树突棘的发育中发挥关键的调节作用［9-10］；进一

步研究证实，敲除神经元内PLD1基因抑制其表达可以

改善缺血性脑卒中的预后［11］。另有研究发现，PLD1
在神经元和星形胶质细胞中均有表达，在血管内皮细

胞和小胶质细胞中也有表达［12］。所以，有必要从整体

角度观察抑制PLD1表达对缺血性脑卒中后神经功能的

影响，而系统给予PLD1抑制剂是较为便捷和有效的实

验手段。本研究即通过腹腔施予PLD1抑制剂的方式，

观察缺血性脑卒中发生后病灶组织中自噬指标动态改

变和神经功能恢复情况，以期为临床缺血性脑卒中的

治疗提供线索。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器
PLD活性抑制剂 FIPI（5-fluoro-2-indolyl deschlo-

rohalopemide）（Cat#：528245）和2，3，5-氯化三苯基四氮

唑（2，3，5-triphenyltetrazolium chloride，TTC）（Cat#：
T8877）购自美国 Sigma-Aldrich公司；微管相关蛋白

轻链 3 （microtubule-associated-protein light-chain-3，
LC3） 抗体 （Cat#：L7543） 和 β -actin 抗体 （Cat#：
A5441） 购 自 美 国 Sigma-Aldrich 公 司 ； PVDF 膜

（Cat#：IPFL00010）购自美国Merck公司。ChemiDOC-
TM XRS+化学发光凝胶成像系统和 iMark-TM吸收光酶

标仪为美国 Bio-Rad公司产品，激光共聚焦显微镜

FV1000（即 IX81倒置荧光显微镜）及成像分析系统为

日本 Olympus公司产品，冷冻切片机为美国 Leica
Biosystems公司产品。

1.2 动物来源及模型构建
成年雄性 C57BL/6 小鼠， 8 周龄，共 112 只，

购自北京华阜康实验动物有限公司 ［SCXK （京）

2021-0006］， 实 验 动 物 质 量 合 格 证 编 号 为

110011211100540968。动物饲养于首都医科大学附属

北京友谊医院屏障设施［SYXK（京） 2017-0019］，饲

养环境温度保持在23 ℃。动物实验方案经首都医科大

学附属北京友谊医院实验动物福利与管理委员会批准

（编号：21-2005），并严格遵循首都医科大学实验动物

管理和使用的相关规章制度。

缺血性脑卒中模型构建步骤参照文献［11］，即腹

腔注射戊巴比妥钠（150 mg/kg）麻醉小鼠后，通过永

久性结扎大脑中动脉远端，并短暂性地阻断两侧颈总

动脉5 min，造成小鼠大脑皮质局部缺血，且有神经功

能缺损症状出现，判断为缺血性脑卒中模型构建成功；

假手术组小鼠除不进行大脑中动脉远端的结扎外，其

他操作步骤与缺血性脑卒中模型组相同。

1.3 动物实验分组
为了解缺血性脑卒中后小鼠病灶组织中自噬相关

蛋白 LC3-Ⅱ的表达变化，将 21只 8周龄成年雄性

C57BL/6小鼠随机分为7组：假手术组，缺血性脑卒中

后 4 h组、6 h组、8 h组、12 h组、24 h组和 72 h组。

每组3只。

为评估最佳的PLD抑制剂浓度及其对小鼠神经功

能的影响，将 36只 8周龄成年雄性C57BL/6小鼠随机

分为 6组：假手术组，缺血性脑卒中后腹腔给予 PBS
组，缺血性脑卒中后通过腹腔给药的方式给予不同浓

度（0.3、0.9、1.8和3.6 mg/kg［13-14］）的FIPI组；给药

途径为每天腹腔注射一次，连续7 d。
为观察FIPI抑制PLD1活性对小鼠病灶组织中自噬

相关蛋白LC3-Ⅱ表达及梗死面积的影响，将 9只 8周
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龄成年雄性C57BL/6小鼠随机分为3组：假手术组，缺

血性脑卒中后立即腹腔给予PBS组，缺血性脑卒中后

立即腹腔给予 0.9 mg/kg FIPI组；给药途径为每天腹腔

注射一次，连续3 d。
为观察不同时间窗使用 FIPI抑制 PLD1活性对缺

血性脑卒中小鼠神经功能和梗死面积的影响，将36只
8周龄成年雄性 C57BL/6小鼠随机分为 6组：假手术

组，缺血性脑卒中后立即腹腔给予PBS组，缺血性脑

卒中后不同时间（术后立即、术后 4 h、术后 8 h和术

后 12 h［15］）腹腔给予0.9 mg/kg FIPI组；给药途径为每

天腹腔注射一次，连续7 d。
1.4 小鼠行为学实验检测神经功能变化

小鼠行为学实验包括贴纸去除实验（Adhesives-
removal test）和触须诱发前肢放置实验（Whisker test）
两种。前者是通过检测小鼠感知贴于脚掌上贴纸的时

间以及去除贴纸的时间，进行行为学分析和评定，判

断小鼠的感觉和运动功能；后者是由于正常动物在触

须后能迅速将对侧前肢放置到桌角上，而发生脑缺血

后根据损伤的程度不同，损伤侧触须诱导的对侧前肢

放置功能会有不同程度的受损，因此通过触须诱发前

肢放置实验可以评估缺血性脑卒中后神经功能变化

情况。

所有小鼠在做行为学检测前都至少在检测环境内

适应 0.5 h以上，防止部分小鼠出现受惊等应激反应，

以保证行为学检测的一致性。在小鼠缺血性脑卒中模

型建立前 3 d进行行为学训练，在建立模型后第 1、3
和 7天进行行为学测试，以验证模型建立成功。并在

动物模型用药后，以建模第 1、3和 7天为时间点进行

行为学测试，探讨FIPI抑制PLD1活性对小鼠神经功能

的影响。

1.5 蛋白质印迹法检测自噬相关蛋白表达
在小鼠缺血性脑卒中模型建立后的不同时间点

（4、6、8、12、24和72 h）以及给予PLD1活性抑制剂

FIPI 24 h后，腹腔注射戊巴比妥钠（150 mg/kg）麻醉

小鼠，并进行安死术，取脑缺血病灶组织置于 EP管
中。提取组织总蛋白质，用BCA法定量；取 40 μg总
蛋白上样于10%SDS-PAGE凝胶上，电压为150 V，时

间为 90 min，电泳至目的蛋白分离，再将蛋白条带转

移到PVDF膜上，然后用5%脱脂奶粉室温封闭1 h；分

别加入兔多克隆LC3抗体和小鼠单克隆β-actin抗体且

4 ℃孵育过夜，次日洗膜后分别加入对应的山羊抗小鼠

和山羊抗兔的二抗孵育 1 h，ECL光化学法曝光显影，

最后凝胶成像系统拍照统计。以目的蛋白LC3-Ⅱ与内

参β-actin的条带灰度值之比表示自噬相关蛋白 LC3-
Ⅱ的相对表达水平。

1.6 免疫荧光染色法观察自噬相关蛋白分布
在小鼠缺血性脑卒中模型建立 24 h后，腹腔注射

戊巴比妥钠（150 mg/kg）麻醉小鼠并施行安死术，立

即取病灶脑组织并置于干冰上。常规包埋、冷冻切片

后，行PBS水化，0.3% Triton X-100/PBS打孔，PBS洗
片，然后用 10%驴血清室温封闭 1 h。加入兔多克隆

LC3抗体（稀释比例为 1︰500），4 ℃反应过夜；PBS
洗片后，加入 546荧光探针标记的山羊抗兔二抗（稀

释比例为 1︰1 000），室温避光反应 1 h；再 PBS洗片

后，用DAPI封固。用共聚焦显微镜观察自噬相关蛋白

LC3-Ⅰ和 LC3-Ⅱ的分布情况（反映自噬体的形成过

程），即细胞质从弥散状LC3-Ⅰ分布向聚集状LC3-Ⅱ
改变则判断为自噬发生。

1.7 TTC染色法检测脑梗死面积
根据TTC染色出现的颜色变化可以区分缺血灶区

域（白色）和正常组织区域（红色）。在小鼠缺血性脑

卒中模型建立 3 d后，腹腔注射戊巴比妥钠（150 mg/
kg）麻醉小鼠并施行安死术，立即取病灶脑组织；然

后行冷冻切片，每片厚度约 1 mm；将切好的脑片置

于已预热的盛有 2%TTC的溶液中，放于 37 ℃水浴锅

中 5 min；染色完成后，倒掉TTC溶液，加入质量分数

为4%的多聚甲醛溶液固定24 h；常规扫描仪扫描后用

Image J软件分析统计各组小鼠脑皮质梗死情况，即用

Image J软件圈出不同切片中的梗死范围，经软件自动

计算出圈出的梗死面积。假手术组由于没有病灶，所

以不做TTC染色。

1.8 统计方法
应用GraphPad Prism 7软件对各实验结果数据进行

统计学分析。所有数据以-x ± s表示。两组间比较采用

独立样本 t检验；多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。P＜0.05认为差异具有统

计学意义。

2 结果

2.1 缺血性脑卒中后自噬发生特征
蛋白质印迹法检测缺血性脑卒中发生后小鼠脑缺

血病灶组织内自噬相关蛋白LC3的相对表达水平，结

果如图 1A～B所示。缺血性脑卒中发生后，LC3-Ⅱ/
β-actin的比值缓慢升高，在缺血性脑卒中发生后 24 h
达到峰值，在缺血性脑卒中发生后 72 h下降到假手术
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组水平。统计学分析结果显示，假手术组与缺血性脑

卒中发生后 24 h组之间 LC3-Ⅱ/β-actin比值差异有统

计学意义（P＜0.05）。
通过免疫荧光染色观察小鼠脑缺血病灶组织内自

噬相关蛋白LC3的分布情况（反映自噬体形成），结果

如图 1C～D所示。缺血性脑卒中发生后 24 h病灶组织

内弥散型 LC3-Ⅰ明显转变为聚集状膜型 LC3-Ⅱ，提

示自噬发生。

2.2 抑制PLD1可明显促进神经功能的恢复
缺血性脑卒中小鼠建模后用不同浓度的PLD抑制

剂FIPI腹腔给药，通过贴纸去除实验和触须诱发前肢

放置实验观察小鼠行为学变化，以此反映小鼠神经功

能的恢复情况，结果如图 2所示。统计学分析结果显

示，与假手术组相比，缺血性脑卒中小鼠给予PBS组
的贴纸持续时间明显延长，前肢触发成功率明显降低，

差异均有统计学意义（P＜0.05），提示缺血性脑卒中

模型构建成功，小鼠神经功能明显被抑制。而与 PBS
组相比，缺血性脑卒中小鼠给予 0.9 mg/kg FIPI后贴纸

持续时间明显缩短，前肢触发成功率明显提高，差异

均有统计学意义（P＜0.05），提示 0.9 mg/kg FIPI腹腔

给药能明显促进缺血性脑卒中小鼠的神经功能恢复。

因此，后续实验中使用质量浓度为 0.9 mg/kg的FIPI抑
制PLD活性。

2.3 抑制PLD1可明显抑制缺血性脑卒中发生后
病灶组织的自噬

通过蛋白质印迹法检测缺血性脑卒中发生后抑制

PLD1活性对自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ表达的影响，结果

如图 3A～B所示。统计学分析结果显示，缺血性脑卒

中发生后，与 PBS组相比，给予 0.9 mg/kg FIPI抑制

PLD活性可以明显下调小鼠病灶脑组织中自噬相关

注：A为缺血性脑卒中发生后不同时间点（4～72 h）自噬相关蛋白LC3的表达情况；B为LC3-Ⅱ/β-actin比值随缺血性脑卒中发生不同时间的
变化（每个时间点均3只小鼠，*P＜0.05）。C和D分别为共聚焦显微镜下观察假手术组和缺血性脑卒中发生后24 h组的LC3-Ⅱ分布情况（箭
头所指为聚集状膜型LC3-Ⅱ，标尺为10 µm）。
Note: A is the level of autophagy-related protein LC3 at different time points（4-72 h）. B is the statistical analysis of the ratio of LC3-Ⅱ/β-
actin at different time points (n=3 at each time point, *P＜0.05). C is the morphology of LC3 in the sham group. D is the morphology of
LC3 in 24-hour group after ischemic stroke (the arrow points for LC3-Ⅱ, and the scale bar is 10 µm).
图1 蛋白质印迹法（A～B）和免疫荧光染色法（C～D）检测缺血性脑卒中小鼠病灶组织中自噬相关蛋白LC3的表达情况
Figure 1 Expression of autophagy-related LC3 in the infracted cortex after ischemic stroke detected byWestern blotting

(A and B) and immunofluorescent staining (C and D)
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蛋白 LC3-Ⅱ的相对表达水平，差异具有统计学意义

（P＜0.05）。
2.4 抑制PLD1可明显缩小缺血性脑卒中小鼠的
梗死面积

通过 TTC染色评估即刻给予 0.9 mg/kg FIPI抑制

PLD1活性对缺血性脑卒中小鼠梗死病灶的影响，结果

如图 3C～D所示。构建缺血性脑卒中小鼠模型后，与

PBS组相比，FIPI组小鼠的梗死病灶面积明显缩小，

差异具有统计学意义（P＜0.05），提示造模后即刻给

予FIPI具有减弱缺血导致脑梗的作用。

2.5 延迟抑制PLD1也可以明显改善小鼠的神经
功能

在缺血性脑卒中发生后的不同时间窗即 0 h、4 h、
8 h和 12 h，腹腔给予 0.9 mg/kg FIPI抑制 PLD1活性后

通过贴纸去除实验和触须诱发前肢放置实验检测小鼠

神经功能恢复情况，结果如图 4所示。除缺血性脑卒

中发生后第 7天的贴纸去除实验结果没有明显差异外

（图4C），与缺血性脑卒中发生后给予PBS组相比，缺

血性脑卒中发生后 0 h、4 h、8 h和 12 h给予FIPI用药

后的小鼠贴纸持续时间均明显缩短，前肢触发成功率

明显提高，差异均具有统计学意义（P＜0.05），提示

0～12 h时间窗的FIPI用药均可明显促进小鼠神经功能

恢复。

2.6 延迟给FIPI亦明显减少缺血性脑卒中小鼠的
梗死面积

通过 TTC染色评估缺血性脑卒中发生后 4 h、
8 h和 12 h给予 0.9 mg/kg FIPI抑制 PLD1活性对缺

血性脑卒中小鼠梗死病灶的影响，结果如图 5所
示。建立缺血性脑卒中小鼠模型后，与 PBS组相

比，不同时间窗给予 FIPI治疗后第 3天的小鼠梗

注：A～C图为贴纸去除实验，以左脚掌上的贴纸持续时间反映小鼠神经功能；D～F组为触须诱发前肢放置实验，以左前肢触发成功率反映小
鼠神经功能。A和D为小鼠缺血脑卒中发生第1天的行为学实验结果；B和E为小鼠缺血性脑卒中发生第3天的行为学实验结果；C和F为小鼠
缺血性脑卒中发生第7天的行为学实验结果。每组6只小鼠；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1，表示组间有明显差异；ns表示没
有组间差异无统计学意义。FIPI为磷脂酶D活性抑制剂。
Note: A, B, and C denote adhesive removal tests (detecting latency time of left paw); D, E, and F are whisker tests (detecting success
percentage of left forelimb). A and D show the behavior tests on the 1st day; B and E show the behavior tests on the 3rd day; C and F show
the behavior tests on the 7th day. n=6 in each group; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1; ns, not significant. FIPI, 5-fluoro-2-indolyl
deschlorohalopemide, is a phospholipase D inhibitor.
图2 行为学实验显示缺血性脑卒中后给予0.9mg/kg抑制剂FIPI后可以明显促进小鼠神经功能的恢复
Figure 2 Behavior tests reveal administration of 0.9mg/kg FIPI after ischemic stroke obviously improves neurological

function of mice
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死病灶面积均明显缩小，差异具有统计学意义

（P＜0.05）。
3 讨论

细胞自噬是一种由溶酶体介导的高度保守的降解

过程，在营养缺乏、细胞器老化和活性氧堆积等条件

下，细胞通过形成双层膜结构的自噬小体，包裹一部

分胞内物质并将其运送到溶酶体进行降解或者重新利

用［16］。在正常生理情况下，自噬可以降解老化的细胞

器以维持细胞内稳态。在病理条件下，通过自噬降解

部分细胞器可以保证主要细胞器功能的维持。细胞接

受内外自噬信号后，形成自噬体，之后可与实现细胞

内吞作用的吞噬泡、吞饮泡和内体融合，继而与溶酶

体融合形成自噬泡，自噬体内容物被溶酶体内的水解

酶降解。但是在疾病、外界压力、饥饿、低氧和内质

网应激等特殊情况下，各种刺激信号引发的自噬就不

再是细胞自保的手段，而是会促进细胞的不可逆死亡，

所以预防自噬也是治疗相关疾病的主要手段之一［17］。
另外，LC3是自噬相关标志性蛋白，其有两种表达形

态：LC3-I和 LC3-Ⅱ。正常条件下，细胞中 LC3-I为
主，为弥散状分布；发生自噬时，LC3-Ⅱ为主，为聚

集状分布。自噬体的形成过程也是细胞质内弥散型

LC3-Ⅰ转变为聚集状膜型 LC3-Ⅱ的过程，所以观察

LC3不同形态的转变是检测自噬是否发生的金标准。

研究者往往可以通过电子显微镜观察LC3的分布形态，

或者采用蛋白质印迹法检测 LC3-Ⅱ和 LC3-Ⅰ或内参

的比值变化来分析自噬的发生情况［18］。本研究中，主

要通过蛋白质印迹法观察病灶组织中自噬相关蛋白

LC3-Ⅱ与内参β-actin的比值变化来分析PLD1对缺血

性脑卒中发生后病灶组织自噬的影响。

注：A为自噬相关蛋白LC3的蛋白质印迹结果；B为LC3-Ⅱ/β-actin比值变化的统计分析结果（每组3只小鼠，*P＜0.05，**P＜0.01）。C为缺
血性脑卒中后小鼠脑组织的TTC染色结果，白色为梗死病灶组织，红色为正常脑组织；D为梗死面积的统计分析结果（每组6只小鼠，*P<
0.05）。FIPI为磷脂酶D活性抑制剂。
Note: A is the level of autophagy-related protein LC3 at different time points; B is the statistical analysis of the ratio of LC3-Ⅱ/β-actin (n=3
in each group, *P＜0.05, **P＜0.01). C is the TTC staining of the infarcted cortex in two groups; white color indicates the infarcted cortex and
red color indicates the normal cortex; D is the statistical analysis of the infarcted cortex area (n=6 in each group, *P<0.05). FIPI, 5-
fluoro-2-indolyl deschlorohalopemide, is a phospholipase D inhibitor.
图3 蛋白质印迹法（A～B）和TTC染色法（C～D）分别检测抑制剂FIPI给药对缺血性脑卒中小鼠病灶组织中自噬相关蛋白LC3表

达及梗死面积的影响
Figure 3 Expression of autophagy-related LC3 and the change in the infarcted cortex volume after FIPI inhibitor treatment

are detected byWestern blotting (A and B) and TTC staining (C and D)
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有研究运用在体成像技术观察GFP-LC3转基因小

鼠脑缺血后LC3的表达特征，发现随着脑缺血症状的

加重，LC3荧光表达量逐渐增强，脑缺血后1 d病灶部

位的LC3荧光强度达到峰值［18］；本研究结果与该文献

报告相符。此外，本研究中蛋白质印迹法检测证实缺

血性脑卒中发生后24 h病灶组织中自噬相关蛋白LC3-
Ⅱ的相对表达水平最大，提示缺血性脑卒中后 24 h是
自噬发生的高峰。同时免疫荧光染色证实，缺血性脑

卒中发生后24 h病灶组织细胞内弥散型LC3-Ⅰ明显转

变为聚集状膜型LC3-Ⅱ。

本课题组前期研究证实，通过构建条件性敲除小

鼠，特异性地敲除神经元内PLD1的表达可以缓解缺血

性脑卒中后神经功能的损伤［11］。但也有研究证实，缺

血性脑卒中发生后，病灶部位的星形胶质细胞、小胶

质细胞、少突胶质细胞和血管内皮细胞等也会发生明

显的自噬，但不同类型的细胞发生自噬的时期和作用

还需要进一步研究观察［2，19］。本课题组前期研究发

现，生理情况下，PLD1在神经元和星形胶质细胞中都

有表达［9-10］。鉴于此，从整体角度阐明缺血性脑卒中

后病灶组织自噬的规律非常重要。本研究主要观察缺

血性脑卒中发生后病灶组织的自噬规律，并且通过腹

腔给予抑制剂FIPI抑制PLD1的活性，观察发现这有利

于促进缺血性脑卒中后神经功能的恢复。需要说明，

本研究并没有观察缺血性脑卒中后不同时期具体哪种

细胞类型发生自噬以及自噬的特点，在后续实验中需

要先观察缺血脑卒中发生后早期、中期和晚期自噬细

胞的类型以及自噬规律，然后在构建不同细胞类型的

条件性敲除小鼠时，敲除包括PLD1在内的自噬相关蛋

白将会进一步阐明不同类型细胞自噬在缺血性脑卒中

发生发展中的作用。

PLD1在自噬体形成过程中发挥重要作用。例如在

帕金森病的发生发展中，PLD1具有调控自噬流和清除

注：A～C图为贴纸去除实验，以左脚掌上的贴纸持续时间反映小鼠神经功能；D～F组为触须诱发前肢放置实验，以左前肢触发成功率反映小
鼠神经功能。A和D为小鼠缺血脑卒中发生第1天的行为学实验结果；B和E为小鼠缺血性脑卒中发生第3天的行为学实验结果；C和F为小鼠
缺血性脑卒中发生第7天的行为学实验结果。每组6只小鼠；组间差异，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1。FIPI为磷脂酶D活性抑
制剂。
Note: A, B, and C denote adhesive removal tests (detecting latency time of left paw); D, E, and F are whisker tests (detecting success
percentage of left forelimb). A and D show the behavior tests on the 1st day; B and E show the behavior tests on the 3rd day; C and F show
the behavior tests on the 7th day. n=6 in each group. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1; ns, not significant. FIPI, 5-fluoro-2-indolyl
deschlorohalopemide, is a phospholipase D inhibitor.
图4 行为学实验显示缺血性脑卒中后不同时间点给予0.9mg/kg抑制剂FIPI均可以明显促进神经功能的恢复
Figure 4 Behavior tests reveal the administration of 0.9 mg/kg FIPI at different time points after ischemic stroke can

improve the neurological function of mice
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突触核蛋白（α-synuclein）聚集的作用；同时还证实，

抑制 PLD1后α-synuclein聚合物会大量聚集在人类成

神经细胞瘤 SH-SY5Y分化细胞中，最终导致细胞死

亡［4，20-22］。本研究证实PLD1和自噬的关系非常密切。

而同样作为磷脂酶D家族重要成员之一的PLD2却鲜有

和自噬相关的报告，主要原因可能在于PLD1和自噬相

关蛋白LC3共定位，在细胞质内弥散型LC3-Ⅰ转变为

聚集状膜型 LC3-Ⅱ的过程中发挥关键作用，而 PLD2
并不和LC3共定位。因此大多数情况下，通过广谱抑

制剂FIPI干预PLD活性可达到调控自噬的目的。另有

研究显示，抑制PLD2可以缓解阿尔茨海默病发生过程

中β样淀粉蛋白对神经元的损伤［23］，但其具体机制还

需要进一步探讨［24］。本课题组前期进行的缺血性脑卒

中后不同时间点组织测序结果也证实，缺血性脑卒中

后病灶组织中PLD1表达明显上调，但PLD2表达基本

没有变化，提示PLD1比PLD2在缺血性脑卒中后自噬

过程中发挥更重要的功能。但与上述研究报告中PLD1
对帕金森病发生的作用不同，本研究证实在缺血性脑

卒中发生过程中抑制PLD1可促进神经功能恢复，提示

在不同疾病中自噬发挥不同功能。

此外，本研究通过贴纸去除实验和触须诱发前肢

放置实验来评估缺血性脑卒中后神经功能的恢复情况，

结果显示两种行为学表现有差异，这可能和本研究所

用的模型有关。本研究使用的是大脑中动脉远端结扎

模型［11，25］，此模型利用了啮齿类动物桶状皮层特征，

触须神经冲动的传入通过“触须-丘脑-桶状皮质

（Barrel Cortex）”途径的脑区，该模型能够模拟较为

精确的点对点方式联系的损伤，所以触须诱发前肢放

置实验结果可能比贴纸去除实验结果更为准确。另外，

还有可能与实验的样本只数有关系，在后续实验中将

通过增加样本量以更加准确地评估动物行为学的变化。

目前针对缺血性脑卒中的治疗主要是采取早期组

织多肽抗原（tissue polypeptide antigen，TPA）静脉溶

栓和介入取栓，这两种治疗方式的疗效都受限于非常

狭窄的窗口期，因此延长缺血性脑卒中的治疗窗口期

对于其治疗至关重要。本研究发现，在缺血性脑卒中

后的4 h、8 h和12 h抑制PLD1活性均可以缩小缺血梗

死面积，并促进神经功能恢复。FIPI作为FDA批准的

注：A为缺血性脑卒中后不同组小鼠脑组织的TTC染色结果，白色为梗死病灶组织，红色为正常脑组织。B为梗死面积的统计分析结果（每组
6只小鼠，*P<0.05）。FIPI为磷脂酶D活性抑制剂。
Note: A is the TTC staining of the infarcted cortex in different groups; white color indicates the infarcted cortex and red color indicates the
normal cortex; B is the statistical analysis of the infarcted cortex volume (n=6 in each group, *P<0.05). FIPI, 5-fluoro-2-indolyl
deschlorohalopemide, is a phospholipase D inhibitor.
图5 TTC染色观察缺血性脑卒中发生后不同时间点给予0.9mg/kg抑制剂FIPI缩小小鼠脑梗死面积
Figure 5 TTC staining reveals the administration of 0.9mg/kg FIPI at different time points after ischemic stroke can reduce

the volume of infarcted cortex of mice
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抗肿瘤药物，主要是通过抑制PLD促进肿瘤细胞转移

的功能发挥作用，因此推测运用FIPI可通过抑制PLD
活性达到治疗缺血性脑卒中的目的。本研究证实，

FIPI抑制PLD活性可以缓解缺血性脑卒中小鼠的神经

损伤，并且能明显拓宽治疗的窗口期，这为FIPI“老

药新用”提供了一定的理论依据。

综上所述，本研究通过动物行为学、蛋白质印迹

和TTC染色证实，自噬是导致缺血性脑卒中发生后神

经损伤的重要原因之一，通过抑制小鼠缺血性脑卒中

后神经元内的PLD1活性可以有效减少神经元自噬，缩

小梗死面积，改善神经功能。但是缺血性脑卒中后

PLD1诱导的自噬以及不同时期自噬的细胞类型及具体

机制还需进一步探索。总之，本研究为临床治疗缺血

性脑卒中提供了新的实验依据和治疗思路。
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大鼠急性牙髓炎痛敏模型的疼痛效应评价
赵斯佳, 何新宇, 景 泉, 马 林, 郭春岚, 万 阔

(中国医学科学院北京协和医院口腔科, 北京 100730)

[摘要] 目的 采用大鼠上颌磨牙开髓暂封脂多糖处理的方法诱导急性牙髓炎模型，并对造模后大鼠出现的急性疼
痛和牙髓炎症状态进行分析和评价，探究急性牙髓炎模型大鼠的痛阈改变。方法 将45只成年雄性SD大鼠分为脂
多糖（LPS）组、生理盐水（NS）组和空白对照（SHAM）组，每组15只。LPS组大鼠右上第一磨牙开髓后暂封
LPS，制备大鼠急性牙髓炎模型；NS组开髓暂封生理盐水；SHAM组仅进行诱导麻醉。在造模前及造模后的2 h、
24 h、48 h和72 h，分别检测3组大鼠的疼痛行为学指标，包括自发性疼痛行为评分、足机械刺激后的50%缩足反
射阈值（paw withdrawal threshold，PWT）、舌机械刺激后的头部退缩反射阈值（head withdrawal threshold，
HWT）、冷刺激后的缩足反射潜伏期（paw withdrawal latency，PWL）以及牙齿冷刺激后的头部退缩反射潜伏期
（head withdrawal latency，HWL）；麻醉处死大鼠后，HE染色观察牙髓组织病理学变化，ELISA法测定大鼠血清中
白细胞介素1β（interleukin-1β，IL-1β）和肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）水平。结果 在自发性
疼痛行为方面，造模后LPS组大鼠面部梳理时间明显多于NS组（P＜0.05），且随造模后时间延长而不断增加，而
大鼠活动时间未见明显差异。在机械痛敏方面，造模后2 h、24 h及48 h的LPS组HWT明显低于NS组（P＜0.05）；
LPS组和NS组大鼠的50% PWT分别较SHAM组明显降低（P＜0.05），但LPS组与NS组间未见明显差异。在冷刺
激痛敏方面，LPS组较NS组大鼠的HWL在造模后2 h和48 h明显降低（P＜0.05）；造模后72 h，LPS组的PWL较
NS组明显降低（P＜0.05）。LPS及NS组大鼠血清中IL-1β和TNF-α水平在造模后2 h开始升高，并于48 h达到峰
值，组间差异明显（P＜0.01或P＜0.05）。病理学结果显示，自造模后24 h至72 h，LPS组中性粒细胞浸润区逐渐
由穿髓点依次扩大至冠髓及上段根髓，NS组较LPS组的炎症表现程度较轻。结论 基于大鼠行为学观察、牙髓病
理学特征改变及血清炎性因子检测，LPS诱导急性牙髓炎模型可导致大鼠出现病理性疼痛和痛阈改变。

[关键词] 急性牙髓炎；痛觉过敏；脂多糖；疼痛行为学；SD大鼠
[中图分类号] R-332；Q95-33 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）04-0333-09
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[ABSTRACT] Objective To establish a rat hyperalgesia model of acute pulpitis induced by lipopoly-
saccharide (LPS) administration to the maxillary molars. In addition, to analyze and evaluate the acute pain
and LPS-induced pulpitis, and to investigate the change of pain threshold in rats with acute
pulpitis.Methods Forty-five adult male Sprague-Dawley (SD) rats were equally divided into LPS group,
normal saline (NS) group, and blank control (SHAM) group, with 15 rats in each group. Under isoflurance
anesthesia, the rats in the LPS group had their right upper molar teeth drilled and LPS was sealed
temporarily with Caviton, while those in the NS group had their right upper molar teeth drilled and normal
saline was sealed temporarily with Caviton. Rats in the SHAM group, serving as blank control group,were
only anesthetized with isoflurane. Pain behavioral indexes, including spontaneous pain behavior scores,
50% paw withdrawal threshold (PWT), head withdrawal thresholds (HWT), paw withdrawal latency (PWL),
and head withdrawal latency (HWL) were measured before and 2 h, 24 h, 48 h, and 72 h after surgery. After
rats were anesthetized and sacrificed, the pathological status of pulp tissues was confirmed with
hematoxylin-eosin staining and pathological examination and serum IL-1β and TNF-α were determined by
ELISA. Results Concerning spontaneous pain behavior, the facial grooming time in the LPS group was
significantly higher than that in the NS group postoperatively (P＜0.05), and increased gradually with time,
although there was no significant difference in activity time. The HWT in the LPS group was significantly
lower than that in the NS group at 2 h, 24 h, and 48 h postoperatively (P＜0.05). Additionally, 50% PWT in the
LPS and NS groups were significantly lower than those in the SHAM group (P＜0.05). The LPS group had a
significantly lower HWL than the NA group at 2 h and 48 h postoperatively (P＜0.05). Likewise, the PWL was
significantly lower in the LPS group than the NS group (P＜0.05) at 72 h postoperatively. The IL-1β and TNF-
α levels in the rats’serum were significantly higher in the LPS group than in the NS group (P＜0.01 or P＜
0.05). Moreover, the IL-1β and TNF- α levels in all groups began increasing 2 h after the model
establishment, reaching a peak at 48 h. The pathological results of the LPS group showed a gradual
expansion in the neutrophil infiltration area from the point of perforation to the crown pulp and upper root
pulp, in 24-72 h after modeling. The rats in the NS group exhibited milder degree of inflammation than those
in the LPS group. Conclusion Based on the observations regarding rat behavior, pathological changes of
dental pulp, and detection of inflammatory factors in serum, the LPS induced acute pulpitis model causes
pathological pain and pain threshold alterations in rats.
[Keywords] Acute pulpitis; Hyperalgesia; Lipopolysaccharide; Pain behavior; Sprague-Dawley rats

急性牙髓炎（acute pulpitis）是指牙髓组织在病

原刺激下发生牙髓炎性病变，其特征是起病急、自

发痛、放射痛以及冷刺激可诱发持续剧烈牙痛［1］，
且口服止痛药的治疗效果不佳。急性牙髓炎的发病

率约占急性牙痛患者的 45%，是口腔急症就诊的首

位疾病［2］。急性牙髓炎的疼痛反应虽然给患者带来

巨大痛苦，但其也可以给牙髓炎症状态的诊断提供

依据，例如牙齿冷刺激一过性或持续性疼痛，常作

为判断牙髓炎症严重程度的标准［1］。目前针对急性

牙髓炎疼痛的研究主要集中于对牙髓炎患者进行多

种痛觉过敏指标的测量，以及对牙髓炎大鼠进行炎

症及疼痛分子指标的检测，而对急性牙髓炎大鼠疼

痛症状的效应评价鲜有报告。

建立恰当的急性牙髓炎疼痛效应模型，是推动

牙髓炎疼痛机制研究和开发新治疗方式过程中必不

可少的重要环节。曾有研究者采用烧热器械接触牙

髓炎患牙诱导大鼠嘶叫［3］，或对大鼠牙髓炎患牙周

围面颊部皮肤或舌体进行触碰引发头部退缩反射［4］

等方法进行疼痛模型的评估，然而以上研究均未系

统、完整地对大鼠牙髓炎模型进行疼痛效应评价。

本研究参考牙髓炎动物的经典造模方法，使用髓腔

内置入脂多糖 （lipopolysaccharide，LPS） 及亲水暂

封材 Caviton暂封造模［5］，通过对大鼠牙髓炎症以及

若干疼痛行为学指标进行观察，分别从疼痛行为、

牙髓组织形态学变化、血清炎性因子表达这 3个方

面，验证大鼠急性牙髓炎痛敏模型的有效性，以期

为后续牙髓炎疼痛的传导机制及有效镇痛药物的筛

选研究提供实验基础。
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1 材料与方法

1.1 实验动物
45只 8周龄 SPF级雄性 SD大鼠，体质量为（220±

20） g。购自北京维通利华实验动物技术有限公司

［SCXK （京） 2016-0011］， 质 量 合 格 证 号 为

110011211108238156。大鼠饲养于北京协和医院动物

实验中心［SYXK（京） 2020-0026］。饲养环境：室温

（23±2）℃，12 h循环灯光，自由饮食。本实验方案通

过北京协和医院实验动物福利伦理委员会审核批准

（伦理审批号：XHDW-2019-019），所有操作均遵循中

华人民共和国《实验动物管理条例》及相关要求。

1.2 主要仪器与试剂
异氟烷购自上海恒丰强动物药业有限公司（批号

20200303）； LPS 购 自 美 国 Sigma 公 司 （批 号

20201210）；Caviton购自日本而至陶齿工业株式会社

（批号 2012091）； 4%多聚甲醛组织固定液 （批号

20200904）、EDTA脱钙液（批号 20200618）和HE染
色试剂盒（批号 20201207）均购自北京索莱宝科技有

限公司；大鼠白细胞介素 1β（interleukin-1β，IL-1β）
和肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）
检测用ELISA试剂盒购自杭州联科生物技术股份有限

公司（批号分别为A301B10755、A38210815）。动物麻

醉机为天津森迪恒生科技公司产品（型号 SD-MIII）；
大鼠口腔手术用鼻罩为本实验室自制（专利号：ZL
2020 2 2238865.5）；冷热板测痛仪为北京众实迪创科

技公司产品（型号 1056316）；Von Frey Hairs Test触觉

纤维丝为美国 Stoelting公司产品（型号Von-Frey）；牙

齿冷测试仪为南京卡尔文生物科技有限公司产品（型

号KW-YL），动物行为视频跟踪分析系统为深圳市腾

安科技有限公司产品（型号TSAFE-JK6985）。
1.3 分组与造模

将大鼠适应性喂养 1周后，采用随机数字表法进

行分组：45只雄性 SD大鼠分为空白对照组（SHAM
组）、脂多糖组（LPS组）、生理盐水组（NS组），每组

15只。LPS组造模方法：2%异氟烷吸入麻醉下将大鼠

的右侧上磨牙开髓，表面放置浸满 5 g/L LPS溶液的棉

球，待棉球作用30 min后，Caviton暂封；NS组以同样

方式封入生理盐水（即0.9%氯化钠溶液）；SHAM组仅

进行异氟烷麻醉。实验前将每组 15只大鼠随机放入 5
个笼子中，每笼3只，分别于造模前（记为0 h）及造

模后2 h、24 h、48 h和72 h，随机选取3只大鼠，依次

进行自发性疼痛行为学评分、疼痛指标测定及处死

取材。

1.4 自发性疼痛行为学评分
分别于造模前及造模后 2 h、24 h、48 h和 72 h将

大鼠逐一置于70 cm×70 cm×30 cm（长×宽×高）的有机

玻璃透明观察箱中。待大鼠预适应 30 min后，使用架

空于实验场上方 2 m的视频跟踪系统记录动物在观察

箱内 30 min的行为，记录参数包括活动时间（测试过

程中的动作秒数）、面部梳理时间和直立时间。时间记

录采用秒表测量后人工计算。

1.5 机械痛阈检测
1.5.1 足机械刺激反射

分别于造模前及造模后 2 h、24 h、48 h和 72 h，
采用Chaplan等［6］创建的Up-Down方法对 3组大鼠进

行机械痛阈的检测。测量前将大鼠置于特定的铁丝网

上，并盖上透明的有机玻璃罩（20 cm×20 cm×15 cm），
使大鼠适应环境 30 min。待大鼠安静（停止梳理毛发

和探索活动）后，选用不同的Von Frey刺激丝（力量

分别为 0.4 g、0.6 g、1.0 g、2.0 g、4.0 g、6.0 g、8.0 g、
15.0 g、26.0 g），以 4.0 g开始将Von-Frey丝垂直刺向

大鼠后足的足底中央（避开足垫），垂直用力使其轻微

弯曲；每次的刺激时间≤5 s，间隔时间>2 min。当大鼠

出现缩足或舔足行为即为阳性反应，记为“X”，下一

次更换低一级力度进行刺激；反之，若出现阴性反应

（大鼠无缩足或舔足行为），记为“O”，下一次换高一

级力度进行刺激。由此可得到一串以“O”或“X”组

合的序列。以第一次出现“X”的前一次“O”作为起

点，选择包括该起点的连续 6次的检测结果作为推算

50%缩足反射阈值（paw withdrawal threshold，PWT）
的关键序列。计算公式为 50% PWT（g） = 10（xf+kδ） /
10 000，式中 xf为序列中最末次检测Von Frey纤维丝

的对数值，k为根据检测所得“X”“O”序列查表所

得，δ为0.231。
1.5.2 舌机械刺激反射

分别于造模前及造模后 2 h、24 h、48 h和 72 h，
在2%异氟烷轻度麻醉下，对大鼠造模牙齿侧舌缘（舌

尖后方3 mm）部位进行机械刺激，将双极搪瓷涂层不

锈钢丝电极放置在头夹肌中记录反射响应肌电图（电

极间距离 5～6 mm），测定头部退缩反射阈值（head
withdrawal threshold，HWT）［7］。具体是用塑料绳轻轻

牵动大鼠下颌，拉开大鼠口腔，使用尖端扁平的钳子

将 0～130 g的机械刺激作用于造模牙同侧的舌外侧边
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缘进行机械刺激测试；刺激速度由人工控制，连续从

0 g到阈值，速度约为 10 g/s，诱发头部肌电活动改变

的机械刺激阈值强度被定义为舌机械刺激HWT。
1.6 冷痛敏检测
1.6.1 足趾冷刺激反射

分别于造模前及造模后 2 h、24 h、48 h和 72 h，
采用足底冷板测试仪检测两组大鼠患侧缩足反射潜伏

期（paw withdrawal latency，PWL）。测量时将大鼠置于

透明冷板测痛仪上，室温保持在（25±2）℃。大鼠安

静（停止梳理毛发和探索性活动）后，从开始足底冷

刺激至大鼠出现抬腿回避时的时间作为大鼠的冷刺激

PWL。每只脚测试3次，每次间隔5～6 min，取3次结

果的平均值［8］。
1.6.2 牙齿冷刺激反射

分别于造模前及造模后 2 h、24 h、48 h和 72 h，
在2%异氟烷轻度麻醉下，使用牙冷测试仪对大鼠造模

牙齿表面施加逐渐降温至零度的冷刺激，将双极搪瓷

涂层不锈钢丝电极放置在头夹肌中记录反射响应肌电

图（电极间距离 5～6 mm），测定牙齿冷痛敏潜伏期。

具体是用塑料绳轻轻牵动大鼠下颌，拉开大鼠口腔，

将测试仪探头置于造模牙齿表面；开启仪器，探头从

室温降至 0 ℃大约需要 180 s，降温过程中冷刺激牙齿

诱发肌电活动的接触秒数定义为牙齿冷刺激诱发头部

退缩反射潜伏期（head withdrawal latency，HWL）；采

用冷刺激 3次，每次间隔 5～6 min，取 3次结果的平

均值。

1.7 外周血炎性指标检测
分别于造模前及造模后的2 h、24 h、48 h和72 h，

痛阈指标检测完成后，将异氟烷剂量迅速调大至 5%；
待大鼠失去意识后，采集各组大鼠心脏血液；血液经

离心（2 000 r/min）后，留取血清，采用ELISA法测定

各组大鼠血清中 IL-1β和TNF-α水平。

1.8 牙髓组织病理学观察
3组大鼠分别于造模前及造模后的2 h、24 h、48 h

和72 h，5%异氟烷麻醉取血后断颈处死，然后将右侧

造模患牙及周围牙槽骨完整取出，用质量分数为4%的
多聚甲醛溶液固定，用EDTA溶液浸泡脱钙8周，脱水

包埋切片后进行苏木精-伊红染色。光学显微镜下观察

组织病理学改变。

1.9 统计学分析
应用SPSS 23.0软件进行实验数据分析。计量数据

用-x ± s表示，采用重复测量方差分析法进行分析，组

间比较采用 Tukey检验，P＜0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 各组大鼠的自发疼痛行为学差异
造模前，3组大鼠的自发性疼痛行为学评分均无明

显差异。造模后2 h、24 h、48 h和72 h，NS组大鼠面

部梳理时间显著多于 SHAM组，同时 LPS组大鼠面部

梳理时间明显多于 SHAM组和NS组（P＜0.01或 P＜
0.05），提示造模后大鼠面部呈现渐进性疼痛（图1A）。

注：A为面部梳理时间；B为直立时间；C为活动时间。SHAM组指仅进行异氟烷麻醉的空白对照组，LPS组指异氟烷麻醉下大鼠右上磨牙开
髓并暂封脂多糖组，NS组指异氟烷麻醉下大鼠右上磨牙开髓并暂封生理盐水组；造模前每组15只大鼠，造模后各时间点每组3只大鼠。与
SHAM组比较，*P<0.05，**P<0.01；与NS组比较，#P<0.05，##P<0.01。
Note: A, Facial grooming time; B, Upright time; C, Activity time. The rats in the SHAM group, a blank control group, only anesthetized with
isoflurane; Under isoflurance anesthesia, the rats in the LPS group had their right upper molar teeth drilled and lipopolysaccharide was
sealed temporarily with Caviton, while those in the NS group had their right upper molar teeth drilled and normal saline was sealed
temporarily with Caviton. There were 15 rats in each group before modeling and 3 rats in each group at different time points after successful
modeling. Compared with the SHAM group, *P<0.05, **P<0.01; Compared with the NS group, #P<0.05, ##P<0.01.
图1 急性牙髓炎模型大鼠自发性疼痛行为学评价
Figure 1 Evaluation of spontaneous pain in acute pulpitis model rats

336



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicineAug. 2022, 42(4)

造模后48 h，LPS组大鼠的直立时间较SHAM组明显升

高（P＜0.05），其余组间未见明显差异（P＞0.05，图

1B）。造模后各组大鼠的活动时间差异均没有统计学意

义（P＞0.05，图1C）。
2.2 各组大鼠的机械痛觉过敏行为学差异

造模前，3组大鼠的50% PWT均无明显差异（P＞
0.05）；造模后，LPS组和NS组之间大鼠 50% PWT差
异无统计学意义（P＞0.05）。造模后2 h、24 h、48 h和
72 h，NS组大鼠的 50% HWT明显低于 SHAM组（P＜

0.01或 P＜0.05）；造模后 2 h、48 h和 72 h，LPS组大

鼠的 50% HWT明显低于 SHAM组 （P＜0.01或 P＜

0.05），提示大鼠发生机械痛觉过敏现象（图2A）。
造模前，3组大鼠HWT未见明显差异（P＞0.05）；

造模后72 h，3组间HWT也未见明显差异（P＞0.05）。
造模后 24 h，NS组大鼠的 HWT明显低于 SHAM组

（P＜0.01）；造模后 2 h、24 h及 48 h，LPS组大鼠的

HWT明显低于SHAM组及NS组（P＜0.01），提示大鼠

出现面部机械痛觉过敏（图2B）。
2.3 各组大鼠的冷刺激痛觉过敏差异

造模前，3组大鼠PWL均无明显差异（P＞0.05）。
造模后 2 h，NS组大鼠 PWL较 SHAM组明显升高

（P＜0.05）；造模后 48 h，NS组大鼠 PWL较 SHAM组
明显降低（P＜0.05）；造模后48 h和72 h，LPS组PWL
较SHAM组明显降低（P＜0.01）；造模后72 h，LPS组
PWL 较 SHAM 组 及 NS 组 明 显 减 低 （P＜0.01）
（图 2C）。

造模前，3组大鼠HWL均无明显差异（P＞0.05）。
造模后 2 h和 24 h，NS组大鼠较 SHAM组大鼠的HWL
明显降低（P＜0.01，P＜0.05）；造模后2 h、24 h、48 h
和72 h，LPS组较SHAM组大鼠的HWL明显降低（P＜

0.01或P＜0.05）；造模后的2 h和48 h，LPS组较NS组
大鼠的HWL明显降低（P＜0.01或P＜0.05），提示大

鼠出现牙齿冷刺激痛觉过敏（图2D）。

2.4 各组大鼠的患牙组织病理学变化
HE染色结果提示，造模后 24 h，LPS组可见穿髓

点下方呈现以中性粒细胞浸润为主的急性浆液性炎症，

局部充血；成牙本质细胞层排列稍紊乱；部分牙髓变

性坏死，根髓基本正常（图 3A）。NS组与LPS组情况

基本相同（图 3E）。SHAM组成牙本质细胞排列规则，

未见明显的炎性细胞浸润及血管扩张（图3D）。

造模后 48 h，LPS组穿髓点周围呈现部分灶性坏

死，中性粒细胞浸润较前更为明显；成牙本质细胞层

排列稍紊乱；根髓充血（图 3B）。NS组与LPS组情况

基本相同（图3F）。
造模后72 h，LPS组冠髓区范围扩大，累及上段根

髓，周围有大量粒细胞和部分单核-巨噬细胞浸润，偶

见淋巴细胞；炎细胞浸润区周围可见少量纤维组织包

注：A为足机械刺激后的50%缩足反射阈值；B为舌机械刺激后的头部退缩反射阈值；C为足趾冷刺激后的缩足反射潜伏期；D为牙齿冷刺激
后的头部退缩反射潜伏期。SHAM组指仅进行异氟烷麻醉的空白对照组，LPS组指异氟烷麻醉下大鼠右上磨牙开髓并暂封脂多糖组；NS组指
异氟烷麻醉下大鼠右上磨牙开髓并暂封生理盐水组，造模前每组15只大鼠，造模后各时间点每组3只大鼠。与SHAM组比较，*P<0.05，**P<
0.01；与NS组比较，#P<0.05，##P<0.01。
Note: A, 50% Paw withdrawal threshold (50% PWT); B, Head withdrawal threshold (HWT); C, Paw withdrawal latency (PWL); D, Head
withdrawal latency (HWL). The rats in the SHAM group, a blank control group, only anesthetized with isoflurane; Under isoflurance
anesthesia, the rats in the LPS group had their right upper molar teeth drilled and lipopolysaccharide was sealed temporarily with Caviton,
while those in the NS group had their right upper molar teeth drilled and normal saline was sealed temporarily with Caviton. There were 15
rats in each group before modeling and 3 rats in each group at different time points after successful modeling. Compared with the SHAM
group, *P<0.05, **P<0.01; Compared with the NS group, #P<0.05, ##P<0.01.
图2 急性牙髓炎模型大鼠机械刺激及冷刺激下的痛阈变化
Figure 2 Mechanical and cold pain threshold of acute pulpitis model rats
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绕，成纤维细胞增生，部分细胞呈环状排列；根髓小

血管明显扩张，根髓成牙本质细胞排列紊乱、变性，

无炎细胞浸润（图 3C）。与LPS组相比，NS组炎症表

现程度较轻（图3G）。

2.5 各组大鼠的血清IL-1β和TNF-α蛋白表达水平
造模后，LPS组和NS组大鼠血清中 IL-1β和TNF-

α蛋白表达水平显著高于SHAM组（P＜0.01），并均在

造模后 48 h达到最高值；造模后 24 h和 48 h，LPS组
IL-1β蛋白表达水平显著高于NS组（P＜0.01）；造模

后 2 h、24 h、48 h和 72 h，LPS组 TNF-α蛋白表达水

平明显高于NS组（P＜0.01或P＜0.05）（图4）。

3 讨论

急性牙髓炎痛敏评价模型的建立是研究牙痛传导

机制的基础。通过在动物模型上模拟临床急性牙髓炎

的发生发展过程，研究者可以重现急性牙髓炎的症状

体征以及病理改变，并进一步探究牙髓炎的发病机制

及开发牙痛治疗新方法。目前，国内外有多种成熟的

牙髓炎造模方法，然而对牙髓炎动物模型的痛敏评价

较为简单粗糙，缺乏一个完善的系统。

由于疼痛效应测量体系的影响因素复杂多样，因

此选择稳定的急性牙髓炎造模方法，稳定可控地完成

疾病模型的建立十分重要。牙髓炎的病理改变可分为

三种类型：Ⅰ型为牙髓轻度损伤无坏死；Ⅱ型为中度

牙髓损伤，牙髓部分坏死；Ⅲ型为不可逆性牙髓炎，

牙髓逐步坏死并出现全身炎性反应［9］。本研究选取稳

定的Ⅲ型牙髓病理结果作为造模标准，并进行痛敏评

价。目前，不可逆性牙髓炎的造模方法主要包括 LPS
诱导法、弗氏佐剂诱导法、软龋置入法、牙髓暴露法

等［10］。由于弗氏佐剂诱导大鼠牙髓炎的病程较长，软

龋置入法具有较大的操作误差，牙髓暴露法将牙髓直

接暴露于口腔环境，因此均不利于建立稳定的急性牙

髓炎模型。LPS是革兰阴性菌细胞壁的组成部分，广

泛存在于组织炎性反应中［11］。本研究采取LPS诱导法

进行大鼠急性牙髓炎的造模。病理结果显示，造模后

24～72 h，LPS模型组冠髓区域出现充血至灶性坏死表

现，炎症范围逐渐扩散至根髓区域。顾斌等［12］采用

将LPS纸尖封入窝洞后暂封的方法，由于纸尖吸纳的

LPS剂量大，病程进展较快，造模后 48 h可见冠髓区

脓肿明显，根髓散在大量中性粒细胞，部分动物出现

牙槽骨脓肿。牙髓暴露法建立牙髓炎模型的相对病程

较长，造模后 7～14 d 患牙的冠髓及根髓相继

坏死［10，13-14］。

注：A～C分别为LPS组造模后24 h、48和72 h；D为正常对照（SHAM组）；E～G分别为NS组造模后24 h、48 h和72 h。SHAM组指仅进行
异氟烷麻醉的空白对照组，LPS组指异氟烷麻醉下大鼠右上磨牙开髓并暂封脂多糖组；NS组指异氟烷麻醉下大鼠右上磨牙开髓并暂封生理盐
水组，造模前每组15只大鼠，造模后各时间点每组3只大鼠。
Note: A-C, LPS groups at 24, 48, and 72 h after modeling, respectively; D, Normal control ; E-G, NS groups at 24, 48, and 72 h after modeling,
respectively. The rats in the SHAM group, a blank control group, only anesthetized with isoflurane; Under isoflurance anesthesia, the rats in
the LPS group had their right upper molar teeth drilled and lipopolysaccharide was sealed temporarily with Caviton, while those in the NS
group had their right upper molar teeth drilled and normal saline was sealed temporarily with Caviton. There were 15 rats in each group
before modeling and 3 rats in each group at different time points after successful modeling.
图3 LPS和NS诱导大鼠急性牙髓炎的组织病理变化（HE，40倍）
Figure 3 Histopathological changes of LPS andNS induced acute pulpitis in rats（HE，×40）
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急性牙髓炎的疼痛表现多样，包括自发牙痛、临

近组织放射痛和冷刺激诱发神经痛［15］。目前，牙髓炎

疼痛的传导机制尚不明确。有学者提出，牙髓炎机械

刺激及冷刺激疼痛可能是外周感受器和中枢神经系统

敏化［16］共同导致的痛觉超敏现象［17］。曾有多位学者

建立大鼠牙髓炎模型并进行疼痛评价，但检测部位

多为牙齿旁边组织如面部皮肤、舌体组织，检测类型

多为机械痛阈的测定［4， 7-19］。虽然面部皮肤、舌体、

牙髓均为三叉神经分支的分布区域，但牙齿与软组织

在解剖结构上存在明显差异。目前的研究存在缺少对

牙齿痛阈的检测、痛阈类型测量不够全面、外周与中

枢敏化检测尚未得到有效区分等问题。因此，需要新

的痛敏评价体系对大鼠疼痛状态进行包括患牙在内多

部位、多方法的系统性评价。

本研究结果显示，在自发痛行为评价中，LPS组
与NS组的大鼠面部梳理时间均随牙髓炎的炎症程度加

重而显著增加，与Lin等［4］研究一致。LPS组与NS组
存在显著差异，可见面部梳理时间可较为准确地反映

大鼠牙髓炎自发痛的程度。活动时间和直立时间分别

反映了大鼠自发行为和探索行为［18］。本研究并未直接

评估颌面部大鼠行为，对口腔颌面部疼痛评估的特异

性欠佳。本实验发现，造模后大鼠足爪 50% PWT和
HWT明显降低，提示外周及中枢机械痛觉过敏的发

生，与Ohara等［7］和Watase等［19］学者的研究结果一

致。本实验中，对造模后不同时间的血清炎症因子 IL-
1β和TNF-α进行检测，结果显示，IL-1β和TNF-α在
造模后升高，并在术后 48 h达到峰值。Lin等［4］研究

表明，急性牙髓炎模型大鼠血清炎症因子 IL-1β和
TNF-α水平在术后1 d时显著升高。IL-1β和TNF-α可
增加神经元的兴奋性和敏感性，从而导致温度及机械

痛觉过敏。此外，Worsley等［20］也证实，大鼠牙髓炎

症可导致长期中枢致敏改变。

此前尚无大鼠急性牙髓炎的冷刺激痛觉过敏研究。

本实验结果发现，LPS组与NS组大鼠牙齿冷刺激痛觉

过敏阈值降低，且两组间存在显著差异；而足爪冷刺

激阈值差异不明显，与临床研究结果存在一致性。临

床研究显示，不可逆性牙髓炎患者的口内机械痛觉过

敏及冷痛觉过敏反应的发生率明显高于健康人群［21］，
牙本质过敏［22］和不典型牙痛患者［23］的牙齿冷刺激敏

感程度均有升高，而全身冷刺激阈值无明显改变。因

此，牙齿冷刺激痛觉过敏可能仅与牙齿内部神经元改

变有关。最近一项研究通过体外制备小鼠下颌神经超

活体模型发现，成牙本质细胞是牙齿冷传导的起始

部位［24］。
综上所述，本实验成功建立了大鼠急性牙髓炎痛

敏评价模型，该模型可有效引发大鼠的局部牙髓炎症

状，疼痛效应评价符合牙髓炎患者的临床测试结果。

由于实验研究对象是大鼠的主观感受，在模型动物以

及实验者主观感觉判断上均存在一定程度的不稳定性，

因此导致本实验中部分痛阈指标存在标准误较大的情

况；但是血清学检测结果相对稳定，证实了本研究造

模的可信性。此外，本实验还存在着疼痛评价较为复

杂、疼痛机制研究不够深入等问题，仍需要继续探索。

注：A为血清IL-1β；B为血清TNF-α。SHAM组指仅进行异氟烷麻醉
的空白对照组，LPS组指异氟烷麻醉下大鼠右上磨牙开髓并暂封脂多
糖组；NS组指异氟烷麻醉下大鼠右上磨牙开髓并暂封生理盐水组，
造模前每组15只大鼠，造模后各时间点每组3只大鼠。与 SHAM组
比较，*P<0.05，**P<0.01；与NS组比较，#P<0.05，##P<0.01。
Note: A, IL-1β levels in serum; B, TNF-α levels in serum. The rats in
the SHAM group, a blank control group, only anesthetized with
isoflurane; Under isoflurance anesthesia, the rats in the LPS group
had their right upper molar teeth were drilled and
lipopolysaccharide was sealed temporarily with Caviton, while those
in the NS group had their right upper molar teeth were drilled and
normal saline was sealed temporarily with Caviton. There were 15
rats in each group before modeling and 3 rats in each group at
different time points after successful modeling. Compared with the
SHAM group, *P<0.05, **P<0.01; Compared with the NS group, #P<
0.05, ##P<0.01.
图4 急性牙髓炎模型大鼠血清炎症因子水平变化
Figure 4 Changes in serum inflammatory factors in acute

pulpitis model rats
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总之，急性牙髓炎痛敏模型对牙髓炎疼痛传导、外周

及中枢致敏机制以及牙痛治疗方法研究具有重要的应

用价值，值得进一步推广。
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阿尔茨海默病动物模型的研究进展
盛哲津1, 李利妹 22

(1. 同济大学生命科学与技术学院, 上海 200092; 2. 同济大学附属东方医院医学转化平台, 上海 200120)

[摘要] 阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）是最常见的老年性神经退行性疾病之一，严重威胁着老年人的
健康。目前被批准用于治疗AD的药物只能缓解AD的症状，不能治愈AD或阻止其恶化。近40年来，虽然AD的治
疗方法层出不穷，包括阻止脑淀粉样蛋白沉积或清除已有淀粉样蛋白斑块的化合物，但是它们的临床疗效并不显
著。因此，需要更多的基础和临床研究来深入探讨AD疾病生物学机制。实验动物模型不仅对AD发病机制的研究，
还对AD药物的开发都非常重要。本综述从AD病理组织学特征和遗传因素出发，论述已有的AD动物模型以及其评
价方法。
[关键词] 阿尔茨海默病；动物模型；病理组织学特征；淀粉样蛋白；评价
[中图分类号] R-332；Q95-33 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）04-0342-09

Research Progress in AnimalModel of Alzheimer's Disease

SHENGZhejin1, LI Limei2

(1. School of Life Science and Technology, Tongji University, Shanghai 200092, China; 2. Research Center for
Translational Medicine, Shanghai East Hospital, School of Medicine, Tongji University, Shanghai 200120, China)
Correspondence to: LI Limei (ORCID: 0000-0001-7027-4216), E-mail: 13601868653@163.com

[ABSTRACT] Alzheimer's disease (AD) is one of the most common neurodegenerative diseases, which
seriously affects the health of the elderly people. The drugs currently approved for the treatment of AD can
only reduce the symptoms severity of AD, but can't cure AD or prevent the deterioration of AD. Over the
past 40 years, there have been numerous treatments for AD, including compounds that prevent amyloid
deposition in the brain or remove existing amyloid plaques, but their clinical curative effects are not
significant. Therefore, more basic and clinical studies are needed to improve our understanding of the
biological mechanism of AD. Experimental animal models are very important not only for the study of the
pathogenesis of AD, but also for the development of AD drugs. This paper reviewed the main
histopathological characteristics, genetic factors, the current animal models and model evaluation of AD.
[Keywords] Alzheimer's disease; Animalmodels; Histopathological characteristics; Amyloid; Evaluation

随着社会不断进步、生活水平大幅提高，全球老

龄化日益严重，随之与年龄有关的疾病正威胁着全世

界老年人的健康。阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，
AD）是最重要、最常见的年龄相关神经退行性疾病之

一，也是痴呆症最常见的病因［1］。AD患者占年龄相关

痴呆诊断病例的 60%～80%［1-2］。根据发病年龄的不

同，AD可分为 65岁以前发病的早老性痴呆和 65岁以

后发病的老年性痴呆［2］。1906年，阿洛伊斯·阿尔茨

海默检查了一位失忆了 3年后死亡妇女的大脑，发现

了一些不寻常的团块（称淀粉样斑块）和纤维缠结

（称神经原纤维，或Tau缠结）［3］。如今，大脑中的这

些斑块和缠结被认为是AD的主要病理性特征［2，4］。此

外，AD的诊断至少还需要两种临床症状，包括记忆丧

失，语言、注意力、判断和解决问题等能力受损［5］。
根据AD疾病的主要特征，目前已开发了几种治疗AD
的方法。譬如，乙酰胆碱酯酶抑制剂和N-甲基-D-天
冬氨酸（N-methyl-D-aspartic acid，NMDA）受体拮抗

剂，尝试通过恢复大脑中神经递质水平治疗AD，但临
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Animal Models of Human Diseases
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床结果显示只能缓解AD患者的症状，并不能真正治愈

AD［6-7］。理论上真正有效治愈AD的策略应该是阻止

引起神经退行性病变的发病进程，但目前的治疗都只

是降低症状发生率。因此，需要进一步探究AD致病机

制及新的更有效的治疗策略。

AD是一种由多病因引起且病理学极其复杂的疾

病［8］。实验动物模型不管是对AD发病机制的研究还

是对药物的开发都非常重要。为了帮助阐明AD的致病

机制，目前已建立了多种动物模型，包括转基因小鼠、

果蝇、鱼和蠕虫等［9］。利用上述动物模型模拟人类AD
组织病理学的各个方面特征，譬如β-淀粉样蛋白（β-
amyloid，Aβ）异常沉积的斑块和Tau蛋白异常聚集形

成的神经原纤维缠结（neurofibrillary tangles，NFTs），
这些模型大大加深了人们对AD发病机制的理解［10-11］。
另外，合适的动物模型也是候选药物进入临床前研究

时一个非常重要的工具或条件。本文就AD的主要病理

组织学特征、遗传因素、有关动物模型以及其评价指

标进行综述。

1 AD的主要病理组织学特征

AD的临床表现以记忆缺陷为主，随后其他认知功

能如判断、语言流利性或方向性逐渐减退。尽管上述

AD临床症状出现的次序可能会有所不同，但记忆损伤

通常是第一个也是最主要的特征［12］。大量研究发现

AD患者的海马结构、大脑皮层联合区和皮质下结构等

区域发生了一些神经病理学改变。

1.1 Aββ斑块斑块
Aβ斑块是AD的组织病理学特征之一［4］。淀粉样

蛋白是一类含有β-折叠的异质性蛋白质聚集体，对刚

果红染料具有很强的亲和力。AD患者体内Aβ沉积在

脑膜、脑血管周围和灰质，是由淀粉样前体蛋白

（amyloid precursor protein，APP）经β-分泌酶和γ-分泌

酶的蛋白水解作用产生，其主要的蛋白质成分是 40～
42个氨基酸组成的多肽［13］。Aβ40是最常见的亚型；

Aβ42较不常见，但更容易聚集，且神经毒性更强［13］。
根据“淀粉样蛋白假说”，大脑中Aβ的产生引发一系

列病理变化，从而导致相应的AD临床症状［14］。在能

够引发Aβ产生的转基因小鼠中，记忆障碍的严重程度

与Aβ斑块数量呈正相关［15］。主动或被动进行Aβ特异

免疫可去除Aβ斑块，恢复记忆功能［16］。这些现象表

明AD的产生与Aβ斑块密切相关。

1.2 Tau蛋白的异常磷酸化与NFTs
AD的第二个病理组织学特征是神经原纤维退行性

病变，称为NFTs，主要分布在神经元的胞体和顶端树

突中［4］。NFTs数量与痴呆严重程度之间存在正相关

性［17］。细胞内NFTs的核心蛋白为Tau蛋白，它们异常

聚集形成不溶性的斑块。Tau是一种微管相关蛋白，在

稳定微管方面起主要作用，还参与信号转导、肌动蛋

白细胞骨架形成、细胞内囊泡转运以及磷酸酶和激酶

的锚定［18］。在AD等病理情况下，Tau蛋白被异常过

度磷酸化，导致其正常生物功能丧失；而且过度磷酸

化的Tau蛋白易于与微管分离，增加了Tau蛋白的可溶

性，这可能是 Tau长丝组装的第一步［18］。在AD患者

的大脑中，Tau还发生构象改变，可溶性Tau以一种自

然未折叠的构象存在［18］。此外，有研究还发现NFTs
大量存在于其他神经退行性疾病中，如进行性核上性

麻痹（progressive supranuclear palsy）、皮质基底节变性

（corticobasal degeneration）、嗜银颗粒病（argyrophilic
grain disease）等［19］。虽然NFTs并不是AD特有的，但

是它们与神经退行性疾病密切相关。

此外，Aβ斑块和NFTs之间有协同作用。Aβ斑块

和NFTs经常一起存在于异常的神经突中［20］。因此，

共同表达突变APP和 Tau的双转基因动物模型，对研

究两种病变的相互作用非常有价值。

1.3 神经炎症
越来越多的研究发现神经炎性反应会造成神经元

损伤，加重AD症状，于是人们推测炎症是AD的一个

可能致病因素，但直到近年来才将其作为治疗靶点而

得到重视［21-22］。错误折叠/聚集的蛋白质与小胶质细

胞或星形胶质细胞上的模式识别受体结合，激活以炎

性介质为特征的先天性免疫反应，促进AD疾病的发

展。有证据表明，胶质细胞的激活可能通过释放白细

胞介素-1和肿瘤坏死因子等细胞因子来驱动AD的慢

性炎症［21］。另外，全身性炎症和肥胖可能会干扰大脑

的免疫过程，从而进一步加剧AD疾病的进展［21］。一

些研究表明，常年使用抗炎药治疗类风湿关节炎的患

者对痴呆症的发生似乎有抵抗力［22］。
1.4 与代谢异常的关系

有研究认为AD可以称为“3型糖尿病”，因为某

些形式的AD与胰岛素抵抗有关，而胰岛素抵抗是2型
糖尿病的主要原因［23］。2型糖尿病患者患老年痴呆症

或血管性痴呆症的风险似乎也更大。上述发现促使研

究人员开始寻找血糖紊乱与神经退行性病变的潜在关
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系，而且尝试将控制血糖的药物用于AD的防治中［24］。

2 AD的遗传因素

在AD的复杂病因中，除了环境因素外，遗传因素

起主要作用。根据遗传因素，将AD分为两种类型：家

族性AD（familial AD ，FAD）和散发型AD（sporadic
AD，SAD）［25］。
2.1 FAD

FAD一般在 65岁之前发病，比较罕见，占所有

AD病例的1%。该类型的AD通常由3个基因的一个显

性突变导致。这 3 个基因分别为 APP、早老素 1
（presenilin-1， PSEN1） 和 早 老 素 2 （presenilin-2，
PSEN2）［26］。

APP基因突变约占FAD的5%。1991年，在英国一

个 FAD家族中发现 APP基因的第一个错义突变，即

171位的缬氨酸被异亮氨酸取代（V717I），后被称为

“伦敦突变”［27］。随后，研究人员发现了更多的等位基

因变异，目前共鉴定出 20多种 APP基因的致病性突

变。另外在瑞典的2个FAD家族中发现670位和671位
密码子发生双碱基对替换，导致赖氨酸和蛋氨酸被天

冬氨酸和亮氨酸取代（K670D/M671L），被称为“瑞典

突变”，简称APPsw［28］。
1992年，通过对14号染色体的连锁分析发现了第

2个 FAD基因座，通过定位克隆鉴定发现 PSEN1基
因［29］。进一步通过与PSEN1的同源性鉴定，又找到了

位于 1号染色体的 PSEN2［29］。大多数 FAD病例是由

PSEN1和PSEN2基因突变引起。迄今为止，已经发现

了 120多个 PSEN1基因突变，而 PSEN2基因突变只

有8个。

在FAD中没有发现Tau基因突变。但是 1998年在

17号染色体连锁伴帕金森病的额颞痴呆（chromosome
17 in families with frontotemporal degeneration and
parkinsonism，FTDP-17）中发现了 Tau基因突变［30］。
FTDP-17是一种与AD相关的家族性痴呆症。这些发现

表明 Tau的功能异常可导致神经退行性病变，进而引

起痴呆。除了额颞痴呆外，Tau突变还可引起多种疾

病，如进行性皮质下胶质增生、皮质基底节变性和苍

白球脑桥黑质变性［31］。
2.2 SAD

SAD大多在65岁以后发病，称为迟发性AD，在老

年人中较常见，但无明显家族遗传。FAD与 SAD的组

织病理学特征难以区分。流行病学研究表明，大约

30%的 SAD患者中至少有一个一级亲属患病的家族病

史，其中10%有明显的常染色体显性遗传［25］。一些基

因位点的多态性可能是导致 SAD的危险因素，但在已

经确定的20多个基因中，确认是SAD风险基因的只有

载脂蛋白E（apolipoprotein E，APOE）基因［32］。

3 AD动物模型

动物模型的建立和研究有助于AD生物学机制的认

识，还可以帮助评估新药物与AD疾病相关表型之间的

因果关系［33］。因此，动物模型是开发各种治疗药物的

必要工具。值得注意的是，尽管部分动物和人类有着

高度相似的生理特性，但仍然存在物种差异。因此，

验证动物模型是否适用于研究目的是必需的。

啮齿动物（包括大鼠、小鼠等）和各种非人灵长

类动物是用于研发AD等药物的典型动物。对啮齿动物

的行为研究有悠久历史，已有很多丰富的研究数据库

便于参考，而且成本低。其他物种包括线虫、果蝇、

鸡、青蛙、斑马鱼、犬、猫、山羊、狼獾、狐猴、兔、

豚鼠、叙利亚仓鼠、绵羊、黑猩猩、北极地松鼠和黑

熊也被认为是人类AD/痴呆症的实验模型。但是上述

动物或多或少存在一些问题，譬如有些动物不表现与

人类AD疾病相似的行为，有些动物存在成本、伦理或

专利问题，应用有限。

动物模型必须具有稳定性且可重复。用于研究AD
的动物模型可分为自然模型（natural models）、遗传修

饰模型 （genetically modified models） 和诱导模型

（inducedmodels）三类。这三类模型各有优缺点（表1）。
3.1 自然模型

失忆是衰老最初的普遍现象。因此，老年动物可

能被用作痴呆和记忆丧失障碍的自然模型。不同的动

物（包括犬、猫、北极熊、绵羊、山羊和一些非人灵

长类动物）可以自发地表现出与AD相关的神经病理特

性［34］。其中，一些物种（譬如犬和非人灵长类）的老

年表现与人类的AD特性更为相似。由于自然模型不需

要任何人工操作，是模拟AD自然病理生理学过程的宝

贵工具［34］。
老年啮齿动物（包括大鼠和小鼠等）通常不会自

发地表现出AD样病理学特征，但是一些动物可作为人

类痴呆的替代模型，用于评估认知功能障碍。譬如，

快速衰老的 SAMP8品系小鼠是研究 AD的理想模

型［35］。该品系小鼠不但表现出年龄相关的学习记忆障

碍，而且表现出AD发病机制的大部分特征，包括抗衰
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老因子、氧化应激、炎性因子异常表达、Aβ沉积、

Tau过度磷酸化、内质网应激、自噬活性异常和肠道菌

群破坏等［35］。快速老化痴呆模型小鼠 SAMP8是快速

老化小鼠（senescence accelerate mouse，SAM）的一个

亚系。SAM小鼠是日本京都大学培育的一种近交系衰

老模型鼠，已广泛用于衰老相关性疾病的研究［35］。
3.2 遗传修饰模型

AD遗传修饰模型是根据与 FAD或 SAD相关的易

感基因设计而成，主要集中在APP、PSEN1、微管相

关 蛋 白 Tau （microtubule-associated protein Tau，
MAPT）、髓样细胞表达触发受体 -2 （triggering
receptor-2 expressed on myeloid cells， TREM2） 和

APOE［36-38］。迄今为止，已开发出近170个AD转基因/
敲入/敲除模型 （具体可以参见 ALZForum数据库：

https：//www.alzforum.org/research-models）。除 TREM2、
APOE外，这些模型几乎完全集中在淀粉样蛋白上，

Tau相关转基因较少。表2列出了15种常用的小鼠遗传

修饰AD模型。

如何从170种左右的AD动物模式中选出最合适的

模型，将是一个比较大的挑战，需要综合考虑。其中

必须注意以下几点：（1）没有一种动物模型能够完全

再现人类AD发病机制中观察到的所有认知缺陷；（2）
每种小鼠模型都能模拟AD相关的某些方面；（3）不同

的小鼠模型之间，其认知缺陷发生的时间和严重程度

各不相同；（4）大多数模型的空间工作记忆的缺陷早

于其他认知领域的缺陷；（5）大多数使用AD小鼠模型

的研究都集中利用行为学研究与AD相关的认知缺陷。

然而，考虑到AD是一种复杂的疾病，各种非认知症状

也会对不同的AD小鼠模型产生或多或少的影响，因此

在评估行为表型时，各种非认知症状应与疾病的认知

缺陷一起考虑。

3.3 诱导模型
根据颅内注射化学物质是否直接引起特定脑区诱

发病变的差异，AD诱导模型可以分为化学诱导模型和

损伤诱导模型［39］。可以经脑部注入特定的物质影响神

经递质途径，阻滞神经元，导致动物痴呆，从而建立

化学诱导模型，例如Aβ或东莨菪碱诱导的遗忘模型。

通过外科手段在侧脑室或脑实质内注射微量神经毒物

质（如NMDA、鹅膏蕈氨酸和胆碱毒素AF64）引起脑

部病变，可建立损伤诱导模型，该模型有助于了解胆

碱能神经支配在认知功能障碍中的作用机制［38］。表 3
列出了AD诱导模型使用各种兴奋性毒素对胆碱能途径

的化学损伤，或者是基于缺氧和（或）中风诱导的

模型。

4 AD动物模型的评价指标

AD动物模型主要从以下几个方面进行评价：（1）
分子病理学或组织病理学特征测试，用于证实Aβ斑
块、Tau蛋白的细胞内聚集体、氧化损伤以及大脑皮层

和某些大脑皮层下区域的突触和神经元损失；（2）行

为测试，用于评价动物认知缺陷状况。一般利用常规

的分子指标分析就可以实现分子病理学或组织病理学

测试，如蛋白质印迹、免疫组织化学染色和实时定量

PCR。以下重点介绍动物行为评价和无创检测手段。

4.1 动物行为评价
在评估某种化合物是否具有改善认知功能作用时，

行为测试结果通常是衡量指标，因为这些指标的变化

与AD相关的认知功能障碍直接相关。如何在动物（如

啮齿动物和非人灵长类动物）中有效地测量AD引起的

认知障碍，对 AD发病机制及药物发现都非常重

要［40-41］。表4列举了5种对AD动物模型进行行为测试

的实验方法，主要测试动物的空间记忆行为（Morris
水迷宫、放射臂迷宫和巴恩斯迷宫）、联想学习（场景

恐惧实验）、新物体再认记忆（新物体识别实验）。

但需要注意的是，与AD表型相关的生化指标变化

相比，行为测试的结果一致性较差，需要更加严格的

表1 三类阿尔茨海默病动物模型的优缺点
Table 1 Advantages and disadvantages of three types of Alzheimer's disease (AD) animalmodels
模型类型
Model type
自然模型
Natural models
遗传修饰模型
Genetically modified
models
诱导模型
Induced models

举例
Example

老年猕猴

Tg2576

脑室内 β -淀粉样蛋
白灌注

优点
Advantages

与人类的发育相似，自发地表现出明显的AD相关
神经病变
有β-淀粉样蛋白斑块、突触丧失及认知功能障碍

表现出部分AD特征，如胆碱能功能丧失

缺点
Disadvantages

造模时间长，且某些个体生殖能力低

每个遗传模型不能显示所有AD相关基因
的作用

不能显示AD的所有典型特征
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实验要求，包括小鼠品系、性别、年龄、是否是同一

窝出生的小鼠、实验环境等。即使行为评价模型是标

准化的，各种模型之间的行为数据也可能难以比较。

4.2 成像系统
神经成像技术提供了一种非常好的无创性检测方

法，在临床前和临床研究中发挥着重要作用［42-43］。最

表2 15种常用的小鼠阿尔茨海默病遗传修饰模型
Table 2 15 common geneticallymodifiedmousemodels of Alzheimer's disease (AD)
模型名称
Name of model
PDAPP

APP V717I

G2576

APP23

J20 (PDGF-APPSw, Ind)

5×FAD

APP (V717I) ×PS1 (A246E)

APPswe/PSEN1dE9 (line 85)

Tg2576/Tau(P301L) (APPSwe-Tau)

PLB1-triple (hAPP/hTau/hPS1)

3×Tg

hTau

rTg (TauP301L) 4510

APOE4 Knock-In§

PS1£

基因/小鼠类型
Type of gene/mouse

APP*

APP*

APP*

APP*

APP*

APP*, PSEN1*

APP&, PSEN1*

APP*, PSEN1*

APP*, MAPT*

APP&, MAPT&, PSEN1&

APP*, PSEN1*, MAPT*

mMAPT#, hMAPT*

MAPT*

APOE$

PSEN1*

神经病理学特征
Characteristics of neuoropathology

海马、大脑皮层胶质增生（3～4月龄），营养不良性
神经突，海马的突触和树突减少

Aβ斑块（10月龄），脑血管内淀粉样蛋白沉积（15月
龄），淀粉样蛋白相关炎症，营养不良性神经突，过
度磷酸化的Tau蛋白，无NFTs
Aβ斑块（6～9月龄），氧化脂质损伤、星形胶质细
胞增生和小胶质细胞增生（11～13月龄）

Aβ斑块（6月龄），过度磷酸化Tau，无NFTs，营养
不良性神经突，海马CA1区神经元丢失，CAA
Aβ斑块，营养不良性神经突，无NFTs，细胞减少丢
失，突触的标志物减少，补体免疫反应增加
Aβ斑块（2月龄），胶质增生和突触变性，大脑皮层
V区神经元丢失
可溶性Aβ寡聚物（2月龄），Aβ斑块（6～9月龄），
淀粉样蛋白相关炎症，CAA（8月龄），异常磷酸化
Tau蛋白，营养不良性神经突，但无NFTs
Aβ斑块（6月龄），神经元中度丢失（8～10月龄），
无NFTs，突触标志物减少和补体免疫反应性增加

Aβ斑块整个皮质、海马体和杏仁核（9月龄），星形
细胞和小胶质细胞增多，CAA和NFTs（9～11月龄）
Aβ寡聚体，海马和皮质过度磷酸化Tau蛋白（6月
龄），无明显NFTs，脑皮层代谢低下，基底前脑和
腹中脑代谢活性增加
Aβ斑块（6月龄），NFTs（12月龄），突触功能障碍，
突触可塑性缺陷
NFTs（6月龄），NFTs和神经元丢失（15月龄）

无NFTs和神经元丢失（4～6月龄）

大脑及血清中APOE水平显著高；禁食6 h后，血清
胆固醇和三酰甘油升高
无严重的神经病理学异常（24月龄）

行为/认知障碍
Behavioral / cognitive disorder
物体识别，空间记忆受损（3月
龄），暗示条件恐惧反射受损
（11月龄）
空间和非空间定向及记忆障碍
（6月龄），焦虑/不安情绪加重
（2月龄），多动症和攻击性
空间学习、工作记忆和条件化
情景恐惧受损（6月龄），认知
功能进行性损伤（12月龄）
空间记忆缺陷（3月龄），被动回
避的记忆缺陷（25月龄）
学习和记忆障碍（4月龄），多
动，记忆缺陷（6月龄）
记忆和暗示与关联条件恐惧受
损（6月龄）
空间和非空间定向及记忆障碍
（5月龄），联想学习障碍、多动
症、焦虑和攻击性
认知和情境记忆障碍（6月龄），
空间学习障碍（12 月龄），筑
巢、挖洞等自发行为改变
运动障碍（4～6月龄）

认知记忆和空间学习缺陷（5月
龄），海马的结构可塑性受损

记忆缺陷，暗示与关联条件恐
惧受损（4～5月龄）
工作记忆和空间记忆的缺陷（12
月龄）
空间记忆减退和新物体识别障
碍（1.5～4月龄），暗示与关联
条件恐惧受损
无数据

记忆未受影响（24月龄）
注：*转基因；&多拷贝转基因；#敲除；$敲入；§表2中除了APOE2 Knock-In模型为家族性AD模型，其他全是散发型AD模型；£为该小鼠已用
于产生APP（V717I） × PS1 （A246E）在内的多个双基因小鼠品系。APP为淀粉样前体蛋白；PSEN1/2为早老素1/2；Aβ为β-淀粉样蛋白，
NFTs为神经原纤维缠结；CAA为脑淀粉样血管病；MAPT为微管相关蛋白Tau；mMAPT为小鼠MAPT基因；hMAPT为人MAPT基因；APOE
为载脂蛋白E。
Note：*Transgenes；&Multi-copy transgenes；#Knockout；$Knock-in；§APOE2 Knock-In model is a familial AD model，all the other models
are sporadic AD models in Table 2；£This mouse has been used to generate several digenic mouse models including APP（V717I）× PS1
（A246E）. APP is amyloid precursor protein；PSEN1/2 is presenilin-1/2；Aβ is β -amyloid；NFTs is neurofibrillary tangles；CAA is cerebral
amyloid angiopathy；MAPT is microtubule-associated protein Tau；mMAPT is mouse microtubule-associated protein Tau gene；hMAPT is
human microtubule-associated protein Tau gene；APOE is apolipoprotein E.
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常见的脑成像方法是磁共振成像（magnetic resonance
imaging，MRI） 和正电子发射断层成像 （positron
emission tomography，PET）。MRI利用磁场和无线电波

（不使用放射性示踪剂）能够提供良好的对比度图像。

结构磁共振成像（structural MRI，sMRI）可以检测到

AD 脑组织的大小变化［44］； 功 能 磁共振成像

（functional MRI，fMRI）可识别与神经活动相关的血流

动力学反应，表征神经系统疾病［45］。MRI不能直接识

别AD的分子病理学或组织病理学特征，但是PET可以

直接检测AD的分子病理学特征［46-47］。因此，与MRI
相比，PET具有更大的优势。PET是一种无创成像技

术，可与放射性标记物相结合，评估Aβ在脑部沉积量

的情况、代谢负荷以及葡萄糖下降率等。尽管神经影

像学方法有许多优点，但也存在局限性［47］，例如PET
检测手段成本高、存在放射性污染和对放射性过敏的

风险。

表3 常用的阿尔茨海默病诱导模型
Table 3 Common interventionmodels of Alzheimer's disease (AD)
造模方式Modeling method
脑室内注射β-淀粉样蛋白

雌性大鼠去卵巢后海马区注射β-淀粉样蛋白片段25-35

脑室内注射链脲佐菌素
脑室内注射软海绵酸
脑室内注射AF64A

侧脑室注射192-IgG-saporin
鹅膏蕈氨酸和其他兴奋性毒素（NMDA、喹啉酸、红藻氨酸和奎司喹酸）

腹腔注射东莨菪碱
缺氧/中风

表型Phenotype
急性或慢性脑室内注射或海马内注射Aβ40、β42或FAB（亚铁淀粉样丁
硫氨酸）引起学习和认知障碍
短记忆和空间记忆功能恶化，皮质醇水平升高，并伴有葡萄糖、脂质和骨
代谢异常，空腹胰岛素抵抗
与AD相似的进行性记忆丧失
脑室内注射软海绵酸14 d导致p-Tau和Aβ的增加，造成认知障碍
胆碱毒素选择性地降低乙酰胆碱、乙酰胆碱酯酶、胆碱乙酰转移酶、乙酰
胆碱酯酶、钾离子水平，并可减少哇巴因刺激的乙酰胆碱酯酶释放水平
免疫毒素造成持续性损伤，造成胆碱能通路受损，出现认知障碍
单独使用兴奋性毒素或与Aβ联用可引起海马胆碱能神经元丢失，出现
认知功能障碍
学习障碍
记忆障碍，血管性痴呆

注：STZ为链脲佐菌素；AF64A为1-乙基-1-（2-羟乙基）-氯化氮丙啶；NMDA为N-甲基-D-天冬氨酸。
Note：STZ is streptozotocin；AF64A is 1-（ethyl）-1-（2-hydroxyethyl）aziridinium chloride；NMDA is N-methyl-D-aspartic acid.

表4 阿尔茨海默病动物模型的行为测试实验
Table 4 Behavioral validation tests for animalmodels of Alzheimer's disease (AD)
行为测试实验
Behavioral validation test
Morris水迷宫
Morris water maze

放射臂迷宫
Radial arm maze
巴恩斯迷宫实验
Barnes maze

场景恐惧实验
Cued and contextual fear
conditioning

新物体识别实验
Novel object recognition

测试的认知能力
Cognitive domains

空间参考记忆和工作记忆

空间参考记忆和工作记忆

空间参考记忆和工作记忆

空间参考记忆和背景记忆

识别记忆

注释
Description

根据在水箱外部学习到的视觉线索，测定大鼠或小鼠在装有不透明液体的圆形水
箱中找到稳定平台的能力。找到这些平台所需的时间是衡量认知功能的主要指
标。该模型是检测海马空间记忆缺陷最常见的行为测试方法之一
有6～8条手臂从中心空间放射出来的迷宫。其中一只手臂含有动物找到后可以
得到的奖励食物
圆形桌子边缘最多有20个圆孔，每个圆孔都有视觉提示，其中一个下方有一个“逃
生箱”，啮齿动物可以通过桌面上相应的孔进入。由于啮齿动物对开放空间厌
恶，此模型可以促使动物寻找逃生箱
将一个特定的无倾向性的条件刺激与一个厌恶的无条件刺激联系起来，让动物表
现出条件反应。具体操作如下：啮齿动物被放置在一个调节室中，给予条件刺激
（听觉线索）和厌恶的非条件刺激（电击）；休息一段时间后，动物暴露在同一个调
节室和一个不同形状的环境空间中，出现听觉线索，观察动物出现冻结行为的情
况。冻结行为是一种常见的对恐惧情境的反应，可以作为恐惧记忆的衡量指标
利用啮齿动物自发倾向于探索新物体的本能而建立模型。啮齿动物放置在测试
空间探索并适应24 h后，在空间内等距放置两个相同的物体。第2天，这些动物
被放在开阔的场地里，面对熟悉的物体和新奇的物体（高度和体积一致，但形状
和外观不同），测试它们的长期识别记忆能力
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5 展望

AD严重影响全世界老年人的健康，是一种多病

因、病理学极其复杂的疾病。目前还没有找到AD的真

正致病原因，因此也没有能够真正有效治疗的药物。

根据AD最主要的神经病理学特征即在大脑部位形成

Aβ斑块，研究人员提出了淀粉样蛋白假说，已构建了

170多种“Aβ斑块”动物模型，并利用这些模型测试

了许多阻止脑淀粉样蛋白沉积或清除已有淀粉样蛋白

斑块的化合物，但是这些化合物一旦进入临床试验阶

段均因无临床疗效而不得不放弃［48］。因此，在大脑中

过度表达各种形式的人类淀粉样蛋白的大多数转基因

动物更像是一种导致AD的病理学模型。

值得一提的是，最近《科学》杂志发表了一篇详

尽的调查报告，称 2006年 Sylvain Lesné等发表在《自

然》杂志上的一篇文章涉嫌造假［49］。该论文主要证明

相对分子质量为56 000的可溶性Aβ寡聚物形式（命名

为Aβ*56）在老年AD模型小鼠 Tg2576脑部沉积是该

小鼠发生记忆缺陷的原因。上述工作是第一次在动物

体内纯化获得一种特定的Aβ寡聚物形式，并证明了其

对神经的毒性，因此，该工作造假会对淀粉样蛋白假

说形成一定“冲击”，让一些研究者更加严谨、客观地

看待Aβ斑块在AD发生中的作用。但Aβ*56只是Aβ寡
聚物的一种，并非AD患者脑部表达最多的Aβ。目前，

AD研究领域公认的是Aβ40和Aβ42，也是研究最多的

两种Aβ寡聚形式。因此，上述造假事件可能并不会影

响淀粉样蛋白假说，或许针对Aβ开发药物的不断失败

才真正让人们开始怀疑它的正确性。

有研究表明，在非人灵长类动物AD模型中去除大

脑的Aβ斑块并没有改善灵长类动物的认知状态［50］。
因此，建议在临床试验前，先在非人灵长类动物模型

中测试相关的AD候选药物，以避免临床试验失败带来

的巨额成本。但需要注意，目前对非人灵长类动物AD
病理特征的研究不多，有些国家存在动物伦理的争议，

而且非人灵长类动物成本昂贵，上述因素均需要研究

者在采用这类模型时综合考虑。此外，通过行为测试

评价认知障碍的结果可能不够精准，需要进一步改善，

一般至少需要两个行为测试来评估某化合物是否具有

改善行为认知的能力。

总之，虽然目前已经有多达200多种的AD动物模

型，但基于淀粉样蛋白假说开发的药物在临床试验中

证明失败，提示研究者们需要开发出更多非“Aβ斑
块”动物模型，譬如更接近人类发病机制的自然模型。

希望这些新开发的模型能帮助人们更好地理解AD疾病

的复杂致病机制，并帮助找到真正有效的治疗AD的药

物。另外，还需要开发出更多的模型或实验方法来评

估行为认知，如嗅觉障碍模型［51］，因为嗅觉障碍是

AD的一个关键特征，它可能比Morris水迷宫、放射臂

迷宫和巴恩斯迷宫更能反映AD动物的认知情况。

[作者贡献Author Contribution]

盛哲津检索文献，并制作所有表格；李利妹撰写和修改文稿。

[利益声明Declaration of Interest]

所有作者均声明本文不存在利益冲突。

[参考文献References]
[1] 张淇, 贾杰 . 阿尔茨海默病功能障碍康复现状[J]. 中国医刊,

2021, 56(1):16-18. DOI:10.3969/j.issn.1008-1070.2021.01.005.
ZHANG Q, JIA J. Status of rehabilitation of dysfunction in
Alzheimer's disease[J]. Chin J Med, 2021, 56(1): 16-18. DOI: 10.
3969/j.issn.1008-1070.2021.01.005.

[2] SCHELTENS P, DE STROOPER B, KIVIPELTO M, et al.
Alzheimer's disease[J]. Lancet, 2021, 397(10284): 1577-1590.
DOI:10.1016/S0140-6736(20)32205-4.

[3] MÖLLER H J, GRAEBER M B. The case described by Alois
Alzheimer in 1911[J]. European Archives of Psychiatry and
Clinical Neurosciences, 1998, 248: 111-122. DOI: 10.1007/
s004060050027.

[4] 肖义军, 陈莉莉. 阿尔茨海默症及其预防措施概述[J]. 生物学教
学, 2020, 45(10):2-4. DOI:10.3969/j.issn.1004-7549.2020.10.001.
XIAO Y J, CHEN L L. Overview of Alzheimer's disease and its
preventive meassures[J]. Biol Teach, 2020, 45(10):2-4. DOI:10.
3969/j.issn.1004-7549.2020.10.001.

[5] 刘畅, 封海霞, 沈萍, 等 . 阿尔茨海默病的症状、诊断及其护理
[J]. 基因组学与应用生物学, 2021, 40(3): 1435-1440. DOI: 10.
13417/j.gab.040.001435.
LIU C, FENG H X, SHEN P, et al. Symptoms, diagnosis and
nursing of Alzheimer's disease[J]. Genom Appl Biol, 2021, 40
(3):1435-1440. DOI:10.13417/j.gab.040.001435.

[6] KIM L D, FACTORA R M. Alzheimer dementia: starting,
stopping drug therapy[J]. Cleve Clin J Med, 2018, 85(3): 209-
214. DOI:10.3949/ccjm.85a.16080.

[7] ZANNI R, GARCIA-DOMENECH R, GALVEZ-LLOMPART M, et
al. Alzheimer: a decade of drug design. why molecular
topology can be an extra edge? [J]. Curr Neuropharmacol,
2018, 16(6):849-864. DOI:10.2174/1570159X15666171129102042.

[8] 唐丽娜, 许小明, 李艳红. 阿尔茨海默病发病机制研究进展[J]. 中
国老年学杂志, 2016, 36(10):2545-2548. DOI:10.3969/j.issn.1005-
9202.2016.10.111.
TANG L N, XU X M, LI Y H. Research progress on
pathogenesis of Alzheimer's disease[J]. Chin J Gerontol,
2016, 36(10): 2545-2548. DOI: 10.3969/j. issn. 1005-9202.2016.
10.111.

[9] GÖTZ J, ITTNER L M. Animal models of Alzheimer's disease
and frontotemporal dementia[J]. Nat Rev Neurosci, 2008, 9(7):

348



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicineAug. 2022, 42(4)

532-544. DOI:10.1038/nrn2420.
[10] GALLARDO G, HOLTZMAN D M. Amyloid-β and tau at the

crossroads of Alzheimer's disease[J]. Adv Exp Med Biol, 2019,
1184:187-203. DOI:10.1007/978-981-32-9358-8_16.

[11] 马登磊, 张兰. P301S突变tau转基因动物模型及其应用[J]. 实验
动物与比较医学, 2017, 37(6):491-496. DOI:10.3969/j.issn.1674-
5817.2017.06.015.
MA D L, ZHANG L. P301S mutant tau transgenic mouse and
their applications[J]. Lab Animal Comp Med, 2017, 37(6):491-
496. DOI:10.3969/j.issn.1674-5817.2017.06.015.

[12] BASTIN C, DELHAYE E, MOULIN C, et al. Novelty processing
and memory impairment in Alzheimer's disease: a review[J].
Neurosci Biobehav Rev, 2019, 100: 237-249. DOI: 10.1016/j.
neubiorev.2019.02.021.

[13] 王金秀, 高凡, 孙慧珍, 等 . Aβ对阿尔茨海默病影响机制的研究
进展[J]. 生命科学研究, 2021, 25(1): 53-57, 79. DOI: 10.16605/j.
cnki.1007-7847.2020.05.0185.
WANG J X, GAO F, SUN H Z, et al. Research progress on
mechanisms of aβ effects on Alzheimer's disease[J]. Life Sci
Res, 2021, 25(1):53-57, 79. DOI:10.16605/j.cnki.1007-7847.2020.
05.0185.

[14] SELKOE D J, HARDY J. The amyloid hypothesis of
Alzheimer's disease at 25 years[J]. EMBO Mol Med, 2016, 8(6):
595-608. DOI:10.15252/emmm.201606210.

[15] VASCONCELOS-FILHO F S L, DA ROCHA OLIVEIRA L C, DE
FREITAS T B C, et al. Neuroprotective mechanisms of chronic
physical exercise via reduction of β -amyloid protein in
experimental models of Alzheimer's disease: a systematic
review[J]. Life Sci, 2021, 275: 119372. DOI: 10.1016/j.
lfs.2021.119372.

[16] TOLAR M, ABUSHAKRA S, SABBAGH M. The path forward in
Alzheimer's disease therapeutics: Reevaluating the amyloid
cascade hypothesis[J]. Alzheimer's Dement, 2019 DOI:10.1016/
j.jalz.2019.09.075.

[17] 李瑞力, 杨明飞. P-tau蛋白在颅脑损伤及相关神经退行性病中
的研究进展[J]. 医学研究生学报, 2017, 30(8):889-892. DOI:10.
16571/j.cnki.1008-8199.2017.08.022.
LI R L, YANG M F. The latest progress of p-tau conformations
in traumatic brain injury and relevant neurodegeneration[J]. J
Med Postgrad, 2017, 30(8): 889-892. DOI: 10.16571/j. cnki. 1008-
8199.2017.08.022.

[18] CANEPA E, FOSSATI S. Impact of tau on neurovascular
pathology in Alzheimer's disease[J]. Front Neurol, 2021, 11:
573324. DOI:10.3389/fneur.2020.573324.

[19] GOEDERT M. Tau filaments in neurodegenerative diseases[J].
FEBS Lett, 2018, 592(14): 2383-2391. DOI: 10.1002/1873-
3468.13108.

[20] FAN D Y, SUN H L, SUN P Y, et al. The correlations between
plasma fibrinogen with amyloid-beta and tau levels in
patients with Alzheimer's disease[J]. Front Neurosci, 2021, 14:
625844. DOI:10.3389/fnins.2020.625844.

[21] 张薇, 刘会, 张亚岚, 等. 炎症在阿尔茨海默病中作用机制的研究
进展[J]. 生命科学研究, 2021, 25(2):144-150. DOI:10.16605/j.cnki.
1007-7847.2020.09.0248.
ZHANG W, LIU H, ZHANG Y L, et al. Research progresses on

mechanisms of inflammation in Alzheimer's disease[J]. Life
Sci Res, 2021, 25(2): 144-150. DOI: 10.16605/j. cnki. 1007-7847.
2020.09.0248.

[22] DEARDORFF W J, GROSSBERG G T. Targeting
neuroinflammation in Alzheimer's disease: evidence for
NSAIDs and novel therapeutics[J]. Expert Rev Neurother,
2017, 17(1):17-32. DOI:10.1080/14737175.2016.1200972.

[23] DE LA MONTE S M, WANDS J R. Alzheimer's disease is type 3
diabetes-evidence reviewed[J]. J Diabetes Sci Technol, 2008,
2(6):1101-1113. DOI:10.1177/193229680800200619.

[24] RORBACH-DOLATA A, PIWOWAR A. Neurometabolic
evidence supporting the hypothesis of increased incidence
of type 3 diabetes mellitus in the 21st century[J]. Biomed Res
Int, 2019, 2019:1435276. DOI:10.1155/2019/1435276.

[25] DORSZEWSKA J, PRENDECKI M, OCZKOWSKA A, et al.
Molecular basis of familial and sporadic Alzheimer's disease
[J]. Curr Alzheimer Res, 2016, 13(9): 952-963. DOI: 10.2174/
1567205013666160314150501.

[26] SHASTRY B S. Molecular genetics of familial alzheimer
disease[J]. Am J Med Sci, 1998, 315(4): 266-272. DOI: 10.1016/
S0002-9629(15)40324-6.

[27] GOATE A, CHARTIER-HARLIN M C, MULLAN M, et al.
Segregation of a missense mutation in the amyloid precursor
protein gene with familial Alzheimer's disease[J]. Nature,
1991, 349(6311):704-706. DOI:10.1038/349704a0.

[28] MULLAN M, CRAWFORD F, AXELMAN K, et al. A pathogenic
mutation for probable Alzheimer's disease in the APP gene
at the N–terminus of β–amyloid[J]. Nat Genet, 1992, 1(5):345-
347. DOI:10.1038/ng0892-345.

[29] CAMPION D, DUMANCHIN C, HANNEQUIN D, et al. Early-
onset autosomal dominant alzheimer disease: prevalence,
genetic heterogeneity, and mutation spectrum[J]. Am J Hum
Genet, 1999, 65(3):664-670. DOI:10.1086/302553.

[30] HUTTON M, LENDON C L, RIZZU P, et al. Association of
missense and 5'-splice-site mutations in tau with the
inherited dementia FTDP-17[J]. Nature, 1998, 393(6686): 702-
705. DOI:10.1038/31508.

[31] GUO T, NOBLE W, HANGER D P. Roles of tau protein in
health and disease[J]. Acta Neuropathol, 2017, 133(5):665-704.
DOI:10.1007/s00401-017-1707-9.

[32] SERRANO-POZO A, DAS S, HYMAN B T. APOE and
Alzheimer's disease: advances in genetics, pathophysiology,
and therapeutic approaches[J]. Lancet Neurol, 2021, 20(1):68-
80. DOI:10.1016/S1474-4422(20)30412-9.

[33] 冯荣芳, 冯亚青, 吕佩源. 阿尔茨海默病动物模型研究进展[J]. 脑
与神经疾病杂志, 2008, 16(6):724-726. DOI:10.3969/j.issn.1006-
351X.2008.06.025.
FENG R F, FENG Y Q, LÜ P Y. Research progress of animal
models of Alzheimer's disease[J]. J Brain Nerv Dis, 2008, 16(6):
724-726. DOI:10.3969/j.issn.1006-351X.2008.06.025.

[34] SALAZAR C, VALDIVIA G, ARDILES Á O, et al. Genetic
variants associated with neurodegenerative Alzheimer
disease in natural models[J]. Biol Res, 2016, 49(1): 1-9. DOI:
10.1186/s40659-016-0072-9.

[35] LIU B, LIU J, SHI J S. SAMP8 mice as a model of age-related

349



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicine Aug. 2022, 42(4)

cognition decline with underlying mechanisms in Alzheimer's
disease[J]. J Alzheimers Dis, 2020, 75(2):385-395. DOI:10.3233/
JAD-200063.

[36] BILKEI-GORZO A. Genetic mouse models of brain ageing and
Alzheimer's disease[J]. Pharmacol Ther, 2014, 142(2): 244-257.
DOI:10.1016/j.pharmthera.2013.12.009.

[37] GÖTZ J, SCHILD A, HOERNDLI F, et al. Amyloid-induced
neurofibrillary tangle formation in Alzheimer's disease:
insight from transgenic mouse and tissue-culture models[J].
Int J Dev Neurosci, 2004, 22(7): 453-465. DOI: 10.1016/j.
ijdevneu.2004.07.013.

[38] AUDRAIN M, HAURE-MIRANDE J V, MLECZKO J, et al.
Reactive or transgenic increase in microglial TYROBP reveals
a TREM2-independent TYROBP-APOE link in wild-type and
Alzheimer's-related mice[J]. Alzheimers Dement, 2021, 17(2):
149-163. DOI:10.1002/alz.12256.

[39] GOODARZI P, PAYAB M, ALAVI-MOGHADAM S, et al.
Development and validation of Alzheimer's disease animal
model for the purpose of regenerative medicine[J]. Cell
Tissue Bank, 2019, 20(2): 141-151. DOI: 10.1007/s10561-019-
09773-8.

[40] DAVIS S, LAROCHE S. What can rodent models tell us about
cognitive decline in Alzheimer's disease? [J]. Mol Neurobiol,
2003, 27(3):249-276. DOI:10.1385/MN: 27:3: 249.

[41] MASUDA A, KOBAYASHI Y, ITOHARA S. Automated, long-
term behavioral assay for cognitive functions in multiple
genetic models of Alzheimer's disease, using IntelliCage[J]. J
Vis Exp, 2018(138):58009. DOI:10.3791/58009.

[42] SCARFE L, BRILLANT N, KUMAR J D, et al. Preclinical
imaging methods for assessing the safety and efficacy of
regenerative medicine therapies[J]. Npj Regen Med, 2017, 2:
28. DOI:10.1038/s41536-017-0029-9.

[43] SALMON E, BERNARD IR C, HUSTINX R. Pitfalls and

limitations of PET/CT in brain imaging[J]. Semin Nucl Med,
2015, 45(6):541-551. DOI:10.1053/j.semnuclmed.2015.03.008.

[44] FRISONI G B, FOX N C, JACK C R, et al. The clinical use of
structural MRI in Alzheimer disease[J]. Nat Rev Neurol, 2010,
6(2):67-77. DOI:10.1038/nrneurol.2009.215.

[45] AGOSTA F, CANU E, FILIPPI M. Virtual reality and real-time
neurofeedback functional MRI: a breakthrough in foreseeing
Alzheimer's disease? [J]. Brain, 2020, 143(3): 722-726. DOI:
10.1093/brain/awaa038.

[46] MARCUS C, MENA E, SUBRAMANIAM R M. Brain PET in the
diagnosis of Alzheimer's disease[J]. Clin Nucl Med, 2014, 39
(10): e413-e422; quiz e423-6. DOI: 10.1097/RLU.
0000000000000547.

[47] REIMAN E M, JAGUST W J. Brain imaging in the study of
Alzheimer's disease[J]. NeuroImage, 2012, 61(2):505-516. DOI:
10.1016/j.neuroimage.2011.11.075.

[48] KARRAN E, DE STROOPER B. The amyloid cascade
hypothesis: are we poised for success or failure? [J]. J
Neurochem, 2016, 139(Suppl 2):237-252. DOI:10.1111/jnc.13632.

[49] LESNE S, KOH M T, KOTILINEK L, et al. A specific amyloid-
beta protein assembly in the brain impairs memory[J].
Nature, 2006, 440(7082):352-357. DOI:10.1038/nature04533.

[50] RICCIARELLI R, FEDELE E. The amyloid cascade hypothesis
in Alzheimer's disease: it's time to change our mind[J]. Curr
Neuropharmacol, 2017, 15(6): 926-935. DOI: 10.2174/
1570159X15666170116143743.

[51] ROBERTS R O, CHRISTIANSON T J H, KREMERS W K, et al.
Association between olfactory dysfunction and amnestic
mild cognitive impairment and alzheimer disease dementia
[J]. JAMA Neurol, 2016, 73(1): 93-101. DOI: 10.1001/jamaneurol.
2015.2952.

（收稿日期：2021-07-19 修回日期：2021-11-17）
（本文编辑：富群华，张俊彦，余儒洋）

《实验动物与比较医学》有关作者投稿必备信息和材料的说明

《实验动物与比较医学》是我国实验动物科学与比较医学领域创刊最早的一本专业性学术期刊，执行严格的同行评议和三
审三校制度。为提高稿件审理效率，以及规范作者投稿行为，本刊加大初审力度。作者从本刊官网（http://www.slarc.org.cn/
dwyx）投稿时，除提交Word格式的完整论文外，还需提供以下必备信息和材料：

1. 所有署名作者的信息，包括最高学历、职称、研究方向、E-mail和电话等。
2. 第一作者单位盖章的论文审查表或介绍信扫描件，需承诺本文符合科研诚信要求。
3. 涉及动物实验的研究性文章还需提供实验动物的生产许可证和质量合格证、实验场所的实验动物使用许可证、该研究的

实验动物福利伦理审查表的扫描件。文中注明以上三证一表的准确编号。
4. 填写作者贡献及利益冲突声明表，并在文末说明。
5. 研究如有基金资助，请提供与本文内容相符的基金立项证明。

以上2～5材料均请打包后，作为附件上传本刊投审稿系统。若材料不齐（特殊情况须备注说明）或信息造假，编辑部将直接
退稿。详情可见本刊官网首页的“政策指南”-“投稿指南”和“政策细则”-“稿件要求细则”。相关模板可至“政策细则”-
“附件模板下载”获取。

《实验动物与比较医学》编辑部

**********************************************************************************************

350



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicineAug. 2022, 42(4)

动物模型在Eph家族蛋白功能研究中的应用
胡耀华1,2, 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)

[摘要] 促红细胞生成素产生肝细胞激酶（erythropoietin-producing hepatocyte kinase，Eph）作为家族成员最多
的受体酪氨酸激酶，与恶性肿瘤的发生、发展密切相关，具有广泛的临床应用价值。动物模型在探索Eph家族分子
的生物学功能、分子机制以及筛选治疗靶点等方面发挥了重要作用。本文总结归纳了异种移植瘤模型、肿瘤免疫治
疗模型以及基因修饰模型在Eph家族功能研究中的应用及最新研究进展，总结了各类模型的优缺点，以期为研究者
开展Eph相关研究时选择合适的动物模型提供参考。

[关键词] 促红细胞生成素产生肝细胞激酶；动物模型；应用；优缺点
[中图分类号] R-332；Q95-33 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）04-0351-07

Application of Animal Models in the Functional Studies of Eph Family

Proteins

HUYaohua1,2, ZHAO Jumei1, SHI Changhong2

(1. Medical College of Yan 'an University, Yan'an716000, China;2. Laboratory Animal Center, the Air Force Medical
University, Xi'an710032, China)
Correspondence to: SHI Changhong (ORCID: 0000-0001-7490-3593), E-mail: changhong@fmmu. edu. cn

ZHAO Jumei (ORCID: 0000-0002-7813-8224), E-mail: jmz2003. stu@163. com

[ABSTRACT] As a receptor tyrosine kinase with the most family members, erythropoietin-producing
hepatocyte kinase (Eph) is closely related to the occurrence and development of malignant tumors and
displays a wide range of clinical application value. Animal models have played an important role in exploring
the biological functions, molecular mechanisms and screening therapeutic targets of Eph family molecules.
In this paper, we reviewed the application and latest research progress of xenotransplantation model,
immune-related model, and gene modification model in the study of Eph family's functional research, and
summarized the advantages and disadvantages of various models, in order to provide a reference for
researchers to select appropriate animal models for Eph related research.

[Keywords] Erythropoietin-producing hepatocyte kinase; Animal models; Application; Advantages and
disadvantages

受体酪氨酸激酶（receptor tyrosine kinase，RTK）
参与细胞生长发育的各个阶段，并与恶性肿瘤的发生、

发展密切相关。多种酪氨酸激酶靶点在开展癌症治疗、

预测评估耐药机制等领域发挥重要作用。促红细胞生

成 素 诱 导 肝 细 胞 激 酶 （erythropoietin-producing

hepatocyte kinase，Eph）作为家族成员最多的RTK，同

样具有广泛的临床应用价值［1］。该家族与传统RTK的
不同之处在于其同源配体也是一种膜定位分子。因此，

Eph受体和配体通常介导相同或不同类型细胞间的接

触依赖性转导信号，以调控细胞的形态、粘附、增殖、
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血管生成、分化等细胞生物学行为，在肿瘤的进展中

发挥重要作用［2］。目前，细胞模型和各类动物模型的

应用极大促进了Eph家族相关基础研究。在具体研究

过程中，研究者根据实验目的正确选择实验模型对探

讨Eph家族相关分子的功能及靶向药物的研发至关重

要。据此，本文针对在Eph家族分子功能研究中，如

何选择合适的动物模型以及不同模型的优缺点进行归

纳总结，以期为Eph家族的基础研究提供参考。

1 Eph家族的结构特点及功能

Eph家族包括Eph受体和Ephrin配体，是已知的家

族成员最多的RTK。该家族参与调节细胞迁移、聚集、

靶向等多种生理效应，在神经轴突导向、血管生成及

肿瘤形成等方面发挥重要作用［1］。根据Eph家族成员

同源性、表达、分布和结构等的不同可细分为受体

EphA、EphB及配体 EphrinA、EphrinB两个亚类［2］。
Eph受体亚家族共有 16个成员，包括 EphA（1～10）
以及EphB（1～6），其胞外区由一个N端球状结构域、

一个富含半胱氨酸的结构域和两个纤连蛋白Ⅲ组成。

胞内包含具有酪氨酸激酶活性的结构域、不育 α基序

（sterile alpha motif，SAM）结构域和C端的突触后致密

蛋白结合区域 （post-synaptic density protein， discs
large，zona occludens，PDZ）结构域［2］。Ephrin配体

的结构则有明显的不同，包含通过糖脂磷脂酰肌醇连

接方式结合到细胞膜上的EphrinA1～5以及含有跨膜区

和胞质区的EphrinB1～3［2］。Eph受体及Ephrin配体最

主要的 3个基本特征是：（1）两者都是膜定位分子；

（2）虽有证据表明两者存在可溶性形式，但其相互作

用依赖细胞之间的直接接触［3］；（3）两者都能传导信

号到宿主细胞，产生双向信号，这种双向信号包括

Eph受体产生的正向信号以及Ephrin配体产生的反向

信号。同时，受体、配体的定义不是一成不变的，因

为受体能充当配体，反之亦然。介于Eph家族复杂的

表达模式，随着研究的不断深入和发展，针对不同的

Eph功能研究相关的动物模型层出不穷。目前广泛使

用的模型包括异种移植瘤模型、肿瘤免疫治疗模型、

基因修饰小鼠模型等，不同模型在肿瘤侵袭、迁移、

血管生成、耐药等多种恶性生物学行为的研究中发挥

重要作用。

2 异体移植瘤模型在Eph研究中的应用

人源肿瘤细胞系异种移植 （cell line derived

xenograft，CDX）模型、原代肿瘤细胞模型（patient-
derived cell models，PDC）模型和人源肿瘤组织来源移

植瘤（patient-derived xenograft，PDX）模型均属于异

种移植瘤模型。它们均以免疫缺陷鼠为受体。CDX模
型是将体外培养的肿瘤细胞通过皮下注射、腹腔注射、

尾静脉注射的方式移植到免疫缺陷小鼠体内构建的肿

瘤动物模型；其特点是易于形成肿瘤，构建周期短；

大多数基因功能的体内验证、分子机制的探究都以该

模型为基础，但该类模型缺乏原肿瘤的分子特征及异

质性［4-5］。将来源于患者的细胞或临床新鲜的手术标

本移植到小鼠体内建立的PDC、PDX模型，含有源自

患者的基质细胞和免疫细胞［6］，保留了原发肿瘤组织

的病理学特征，可代替患者用于药物的筛选、新疗法

的研发，但其移植成功率低，构建周期长。研究者利

用上述模型重点探索了Eph家族分子在肿瘤转移、血

管生成和耐药形成中的作用。

2.1 基于异种移植瘤模型研究Eph在肿瘤转移中
的作用

大量体内外实验证明，Eph的异常表达与肿瘤的

转移相关。为了阐明EFNA4（即EphrinA4）在肝癌发

生中的生物学功能及相关分子机制，Lin等［7］将过表

达EFNA4的肝癌细胞注射到裸鼠的肝脏，构建CDX模
型。结果表明，EFNA4过表达促进了肝癌细胞的上皮

间质转化和肿瘤转移。同样在结直肠癌中，Dopeso
等［8］敲低CDX模型中的EphB4后，结直肠肿瘤增殖、

侵袭、转移能力增加。上述Eph的研究通常是在单个

受体或配体上进行，主要用于证实受体或配体单独表

达对肿瘤转移的作用。值得注意的是，有证据表明，

在前列腺癌中，EphA2与配体相互作用能够介导运动

接触抑制，进而抑制肿瘤的侵袭、迁移［9］。然而，当

EphA2独立存在时，它可以转化为促癌蛋白，通过 Akt
磷酸化促进肿瘤细胞迁移和侵袭［10］。据此，Astin
等［9］归因于Eph家族复杂的信号传导系统，Eph受体、

配体以依赖或非依赖形式介导双重作用。然而仍存在

一个关键问题，这种模式在体内是否依然存在，为此

需构建动物模型，探讨Eph-Ephrin系统对肿瘤功能的

影响。

Qazi等［11］用从脑肿瘤患者收集的细胞建立了PDC
模型，证实EphA2和EphA3受体共同驱动脑肿瘤复发

和转移，提高肿瘤细胞的克隆形成和增殖能力。王洁

等［12］通过皮下移植建立 14例胃癌PDX模型，进一步

原位移植成功建立3例胃癌PDX模型，最后通过PCR-
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Array筛选出 3个与胃癌转移显著相关的基因，其中就

包括了EphB2。
2.2 基于异种移植瘤模型研究Eph在血管生成中
的作用

血管生成是一个高度复杂的协调过程，在正常发

育和多种疾病进展的病理生理学过程中起着关键作用。

Eph家族分子同样在肿瘤血管生成中扮演重要角色，

目前研究其功能的动物模型大多聚焦在CDX模型。例

如，在结直肠癌中，Lv等［13］通过稳定敲低和过表达

EphB4建立 CDX模型，并使用对照细胞系研究了

EphB4在结直肠癌中的作用，结果表明结直肠癌异种

移植肿瘤中的微血管密度与EphB4显著相关，EphB4
作为与增殖和血管生成相关的肿瘤启动子，可能是潜

在的结直肠癌治疗靶点。Sato等［14］为了确定头颈部鳞

状细胞癌中EphB2表达是否调节血管生成，将敲低或

过表达EphB2的OSC19细胞注射到裸鼠的舌头中，与

对照组和EphB2-KD组肿瘤相比，EphB2-OE OSC19肿
瘤中的血管密度显著增加，提示高表达的EphB2促进

肿瘤血管生成。在前列腺癌中，Li等［15］敲低EphA6
的表达建立CDX模型，体内血管生成实验结果表明，

低表达的EphA6抑制血管生成。Neuber等［16］给裸鼠

皮下注射过表达EphB4的A-375细胞，构建人黑色素

瘤的CDX模型，体内和离体荧光成像结果表明，Eph
抑制肿瘤血管生成。Festuccia等［17］基于 Eph-Ephrin
系统的开发寻找新的抗肿瘤策略，引入一种靶向Eph/
Ephrin相互作用的小分子UniPR1331，其在脑胶质瘤的

裸鼠异种移植和原位癌模型中均抑制血管生成，具有

显著的抗肿瘤活性。

2.3 基于异种移植瘤模型研究Eph在耐药中的
作用

原发及继发耐药是肿瘤治疗过程中迫待解决的关

键问题，而研究耐药相关机制就必须对关键分子进行

探索。越来越多的化疗药物通过肿瘤细胞实验、CDX
模型、PDX模型来进行验证，结果发现部分Eph家族

分子可作为有前景的药物靶点，且在不同类型的恶性

肿瘤中发挥重要作用。Miao等［18］通过生物信息学分

析、细胞实验和CDX模型证实，EPHA2抑制剂ALW-
II-41-27 和 HG-6-64-1 可有效抑制耐威罗非尼

（vemurafenib tablet，VEM）的黑色素瘤细胞增殖；同

样，作者构建了人黑色素瘤细胞A-375的裸鼠CDX模
型并连续40周使用顺铂治疗，发现EphB4过表达与肿

瘤细胞对顺铂产生耐药性有关。此外，顺铂与EphB4

选择性抑制剂的组合可以削弱这种获得性耐药机

制［19］。为真实模拟临床，Leung等［20］将临床新鲜的

肝癌手术标本移植到BALB/c裸鼠皮下建立肝癌PDX模
型，通过持续对裸鼠使用索拉菲尼灌胃，构建耐索拉

菲尼的PDX模型，利用该模型进行RNA测序分析，确

定EphB2是上调最显著的激酶；在此基础上进一步确

定 EphB2/β-catenin/TCF1的正反馈通路增强了肝癌的

肿瘤细胞干性和索拉非尼耐药性，揭示其可能是抗肝

癌耐药的有效治疗策略。而Toosi等［21］分别采用相应

的乳腺癌CDX和PDX模型对体外细胞学实验进行体内

验证，结果表明沉默EphB6促进了肿瘤的生长，增加

了乳腺癌对多柔比星的耐药性。

随着药物联合治疗方案的优化及给药系统的完善，

pH敏感性脂质复合物、线粒体靶向偶联物等新型给药

途径在提高药物疗效、降低药物毒性以及特异靶向肿

瘤部位等多方面发挥重要作用。Zhang等［22］设计了一

种兼具pH敏感性和主动靶向性的多功能给药系统，成

功获得具有良好理化性质的EphA抗体偶联多柔比星的

脂质复合物。为了验证其效能，该研究建立了人乳腺

癌细胞MCF-7的CDX模型，分组注射不同剂型的脂质

复合物，结果表明脂质复合体对MCF-7细胞具有良好

的细胞毒性作用，并克服了多药耐药效应。同样在人

乳腺癌细胞MCF-7的CDX模型中，Zhang等［23］进一

步评估了不同制剂的抗肿瘤活性，证实一种新型的线

粒体靶向偶联物三苯基膦-多西他赛融合脂质体

（EPSLP/TD）的制剂能够有效地将抗肿瘤药物递送到

肿瘤细胞的线粒体，并诱导线粒体介导的细胞凋亡。

这些结果提示，应用动物模型评估新型给药方式对逆

转化疗药物耐药、提高晚期患者的存活率具有重大

意义。

总之，Eph-Ephrin系统在癌症转化和进展的每个

阶段都发挥作用，它可以成为筛查、预后评估和治疗

的有效工具，但由于其复杂的表达模式、双向信号系

统的传导及其他系统的串扰，Eph的研究错综复杂，

仍有待进一步深入探讨。异种移植模型的建立和应用

为探究Eph家族分子创造了良好的条件。

3 肿瘤免疫治疗模型在Eph研究中的应用

肿瘤免疫治疗模型的应用推进了肿瘤相关免疫、

干细胞等方面的研究。不同种类的肿瘤免疫治疗模型

可移植不同的肿瘤或细胞，特别是重度联合免疫缺陷

的NSG小鼠能够植入正常或癌变的人类细胞或组织，
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为人源化研究提供良好的实验工具。例如，移植人类

免疫细胞，包括人外周血单核细胞［24］或造血干细

胞［25］，使小鼠拥有部分人类免疫功能，兼具评价免疫

治疗效果、免疫调节剂的作用，在肿瘤免疫创新药物

研发中有着广泛的应用前景。此外，有研究人员将

PDX肿瘤与患者来源的免疫细胞相结合［26］，实现了精

准的个体化免疫治疗研究。

以免疫检查点（immune checkpoint）抑制剂和嵌

合抗原受体 T细胞免疫疗法（chimeric antigen receptor
T-cell immunotherapy，CAR-T）治疗为代表的新型免

疫疗法开启了肿瘤免疫治疗的新方向。大量研究表明，

Eph家族分子在单核细胞、巨噬细胞、T细胞、B细胞

等多种免疫细胞中异常表达［27-29］，且在细胞发育、分

化、激活和增殖中发挥关键作用。因此，NOD-SCID、
NCG/NSG/NOD等免疫功能缺陷相关小鼠模型在Eph研
究中具有独特的用途。NOD-SCID小鼠具有T细胞、B
细胞缺陷，先天免疫水平低，模型构建周期短，重复

性好，适用于多种肿瘤细胞移植，但不适于长期实

验［30］。NCG/NSG/NOD小鼠在NOD-SCID基础上敲除

IL-2Rg基因，在缺失T细胞、B细胞的同时缺少NK细
胞，免疫缺陷程度更高；此类小鼠建模成功率高，稳

定性好，经过传代后仍能保持原代肿瘤的异质性，可

用于长期实验［31］。第一个被鉴定为肿瘤相关抗原的

Eph分子是EphA2［32］ ，它在包括黑素瘤在内的多种

恶性肿瘤中过度表达。随后证实 EphA2受体在人

CD4+T或CD8+T细胞中有多个识别位点［33-34］，是Eph
家族中研究最广泛的肿瘤相关抗原。

3.1 基于肿瘤免疫治疗模型研究Eph在疫苗制剂
中的作用

肿瘤相关抗原-树突细胞（dendritic cells，DCs）
因其可诱导肿瘤抗原特异性细胞毒性 T淋巴细胞

（cytotoxic T cell，CTL）和辅助T细胞而成为强有力的

抗癌工具［35］。Yamaguchi等［36］以C57BL/6小鼠为研究

对象，腹腔注射抗CD4抗体、抗CD8抗体、自然杀伤

（natural killer，NK）细胞抑制剂抗 asialo GM1 抗体，

构建T细胞和NK细胞双缺乏的结直肠癌免疫相关小鼠

模型，用于评估接种EphA2衍生肽（Eph-DCs）疫苗

的抗肿瘤免疫治疗情况；结果显示，EphA2阳性小鼠

的免疫治疗效果更好，抑瘤作用更强，提示Eph-DCs
疫苗对EphA2阳性的肿瘤具有特异的杀伤力。此外该

团队进一步证明Eph-DCs疫苗对肝肿瘤细胞的再次攻

击具有长期的免疫效果［37］。上述证据表明，基于肿瘤

免疫治疗模型获得的肿瘤相关抗原-DCs疫苗的新策略

有望提高晚期癌症患者的临床疗效。

3.2 基于肿瘤免疫治疗模型研究Eph在CAR-T细
胞治疗中的作用

CAR-T细胞疗法的基本原理是利用患者自身的免

疫细胞来清除癌细胞［38］。许多肿瘤相关抗原的CAR-
T细胞已在动物模型上验证并用于临床治疗。动物模

型在CAR-T细胞的有效性和安全性等研究中具有重大

意义。

Chow等［39］开发了EphA2特异的嵌合抗原受体，T
细胞能够在体外识别和杀伤EphA2阳性的成神经胶质

细胞瘤，并在成神经细胞瘤原位异种移植的SCID小鼠

模型中诱导肿瘤消亡。此外，在非小细胞肺癌中，

EphA2特异的嵌合抗原受体能识别杀死EphA2阳性的

肺癌细胞［40］，同时在 SCID小鼠肺癌模型中，同样证

明EphA2-CAR-T疗法有明显的抗肿瘤作用。在食管鳞

状细胞癌中，研究者构建了EphA2-CAR-T细胞，发现

该 CAR-T细胞具有剂量依赖性的细胞杀伤作用［41］。
尽管CAR-T细胞疗法在临床疗效上取得了重大突破，

但是CAR-T细胞的处理方式、靶抗原亲和力、T细胞

的数量和质量等均影响CAR-T细胞的抗肿瘤效率，且

目前尚缺乏评估CAR-T抗肿瘤效率的标准［42］。针对

此现象，An等［43］选择NOD-SCID小鼠构建脑胶质瘤

异种移植模型，探讨影响EphA2-CAR-T细胞抗肿瘤效

率的相关因素，发现较高水平的γ-干扰素（interferon-
γ，IFN-γ）和趋化因子受体1/2（chemokine receptor 1/
2，CXCR1/2）与较差的抗肿瘤活性相关，提示 IFN-γ
和CXCR1/2组合是评估CAR-T细胞抗肿瘤效率的关键

因素。EphA2-CAR-T细胞的发现与构建为肿瘤免疫治

疗开辟了新的途径。随着科研成果的积累，相信更多

的Eph相关的CAR-T疗法将应用于临床治疗。

3.3 基于肿瘤免疫治疗模型研究Eph在免疫联合
治疗中的作用

针对程序性死亡受体 1（programmed death 1，PD-
1）/程序性死亡配体1（programmed cell death 1 ligand 1，
PD-L1）设计的免疫检查点抑制剂成为近年来肿瘤治

疗领域的重大突破。最近Eph靶向化学药物联合免疫

治疗取得了显著的临床疗效。Kamoun等［44］ 选用

BALB/c、A/J、C57BL/6小鼠腹腔注射抗CD8抗体，构

建CD8+T缺陷的乳腺癌小鼠模型，发现靶向纳米脂质

体紫杉烷制剂（EphA2-ILs-DTXp）与免疫检查点抑制

剂协同，增加了CD8+T细胞活性，从而抑制肿瘤生长。
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为进一步了解PD-L1的调控机制，Yang等［45］选用T、
B、NK细胞缺乏的NOD-SCID小鼠建立乳腺癌模型，

证实EphA10阻断剂不仅可以通过阻断PD-L1/PD-1信
号转导来增强CTL活性，而且可以增强CTL向肿瘤组

织的浸润，揭示EphA10作为免疫治疗新靶点具有极大

的潜力。上述内容以鼠源的免疫系统为研究基础，不

能模拟人的实际情况。而人源化小鼠模型解决了这一

问题，可用于人类生物学研究和临床治疗方案的开发，

同时能更好地探讨Eph相关免疫制剂的研发。Eph家族

分子是极具希望的免疫治疗的靶点，尽管会面临一些

问题，诸如在不同的环境下，Eph信号转导具有双重

作用，受体配体产生的正向、反向信号在同一功能的

研究中可能产生相同或完全相反的作用，且Eph家族

成员众多，同一受体可与多种配体结合，其表达模式

复杂，研究冗杂，但该家族高度保守的进化序列为以

Eph为基础的免疫疗法的开发和动物模型验证创造了

机会。

4 基因修饰小鼠模型在Eph研究中的应用

基因修饰小鼠（genetically modified mice）同样为

Eph关键分子的功能研究提供了良好工具。基因修饰

小鼠是通过基因敲除、基因突变等手段对小鼠基因进

行改造而建立的肿瘤模型，该模型为潜在癌基因、药

物靶点的验证、肿瘤免疫治疗、目的基因在体研究开

创了新策略。但该类小鼠模型构建周期长、工作量

大、成本高。Fawal等［46］构建了人脑类器官（patient-
derived organoids），寻找抑制脑肿瘤起始细胞自我更

新、分化等的可能途径，结果发现用重组配体

EphrinB1-FC激活EphB受体会降低二氢叶酸还原酶的

表达，影响脑肿瘤起始细胞的自我更新及分化能力。

Mateo-Lozano 等［47］ 通过一系列的体外实验发现，

EphB6并不调节结直肠癌细胞粘附、迁移，但EphB6
缺失可以调节肿瘤发生、发展；构建EphB6敲除小鼠

模型后证明，EphB6缺失确实能促进结直肠癌的转移

与扩散。在髓母细胞瘤中，先前的研究表明 EphA4、
EphA7受体以及EFNA5配体介导肿瘤细胞的迁移。在

此基础上构建 EphA4、EphA7双基因敲除小鼠模型，

探讨EphA4和EphA7缺失对髓母细胞瘤的影响及其与

p-Akt水平的相关性，结果发现单独敲除 EphA4、
EphA7或联合敲除并不影响髓母细胞瘤的生长，但与

Akt磷酸化水平密切相关［48］。Jackson实验室研发了

一种 C57BL/6J-Epha4rb-2J/GrsrJ小鼠突变体，通过限

制 性片段长度多态性 （restriction fragment length
polymorphism，RFLP）技术获得该小鼠突变体中基因

缺陷的详细信息，为拓展EphB4的功能研究奠定了基

础［49］。如上所述，基因敲除是使动物体内某种正常的

基因失活，观察该基因不表达会对个体产生哪些影响。

而基因突变是确定某一未知基因与疾病的关系。两种

基因编辑动物模型均可以推动特异性Eph所致疾病的

研究，直观反映其在体内的功能。

5 总结与展望

综上所述，利用异种移植模型、肿瘤免疫治疗模

型和基因修饰小鼠模型，研究者不仅揭示了单个Eph
受体或Ephrin配体调控肿瘤的相关分子机制，而且以

上述三种模型为基础可以探讨多个受体或多个配体相

互协调的复杂信号通路，验证多个Eph共同靶向的生

物学功能及靶向治疗。但仍存在一些关键问题，包括

如何提高移植成功率、如何加快建模进程、如何优化

保存条件、减少微生物感染等。总之，选择合适的动

物模型，或将多种模型联合应用，以及类器官等其他

模型的佐证，可能会更加准确地阐明Eph复杂的信号

转导通路，揭示疾病发生发展的相关机制。
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实验动物质量控制中泰泽病原体的研究进展
陶俊豪, 鄢慧琼, 谢 珲, 应华忠, 戴方伟

(杭州医学院实验动物中心, 浙江省实验动物与安全性研究重点实验室, 杭州 310013)

[摘要] 泰泽病原体（Tyzzer’s organism）是一种能引起实验动物肝肠坏死和腹泻的毛发状芽孢杆菌（Clostridium
piliforme，旧称Bacillus piliformis）。该病原体引起的泰泽病是一种急性疾病，其发病迅速、致死率高、临床症状
不明显，往往难以进行早期诊断和治疗，一旦爆发，将会造成严重的经济损失和实验室安全问题。本文从泰泽病原
体的生物学特性、流行病学与疾病特征、检测方法、研究进展及防治多个方面进行综述。
[关键词] 泰泽病原体；泰泽氏病；研究进展；防治
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Research Progress of Tyzzer ’ s Organism inQuality Control of

Laboratory Animals
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(Zhejiang Provincial Laboratory of Experimental Animal and Safety Evaluation Research, Laboratory Animal
Center, Hangzhou Medical College, Hangzhou 310013, China)
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[ABSTRACT] Tyzzer's organism is a kind of Clostridium piliforme, formerly Bacillus piliformis, which can
cause hepatointestinal necrosis and diarrhea in animals. Tyzzer's disease caused by this pathogen is an
acute disease with rapid onset, high mortality and no obvious clinical symptoms, so it is difficult to make
early diagnosis and treatment. Once the outbreak, it will cause irreparable economic losses and laboratory
safety problems. This article reviewed the biological characteristics, epidemiological and disease
characteristics, detection methods, research progress of Tyzzer's organism, as well as the prevention and
treatment of Tyzzer's organism.
[Keywords] Tyzzer organism; Tyzzer disease; Research progress; Prevention and treatment

泰 泽 病 原 体 （Tyzzer’s organism） 是 Ernest
Tyzzer［1］ 于 1917 年发现的一种毛发状芽孢杆菌

（Clostridium piliforme，旧称Bacillus piliformis），能够感

染多种动物，引起肝肠坏死、腹泻及死亡（称为泰泽

病）。目前在小鼠、大鼠、豚鼠、沙鼠、仓鼠、麝鼠、

兔、犬、猫和马等体内均发现过泰泽病原体，此外有

关鸟类感染泰泽病原体的案例报告有 4篇［2-5］。Smith
等［6］发现一例感染泰泽病原体的人类免疫缺陷病毒

（human immunodeficiency virus，HIV）感染患者，其体

内微生物序列与已知的泰泽病原体16 S rRNA序列只有

一个碱基对不同，这是迄今人类临床上报告的唯一病

例。国内姚菊芳等［7］对与实验动物有密切接触的饲养

人员、相关人员和无关人员进行血清学调查，发现密

切接触人员的泰泽病原体抗体阳性率（85.7%）高于相

关人员（40.5%）和无关人员（22.0%）。泰泽病原体主

要呈隐性或者亚临床感染，对实验动物和相关工作人

员均存在威胁，国家标准《实验动物泰泽病原体检测

方法》（GB/T 14926.10—2001）规定泰泽病原体是清洁

级以上动物必须排除的病原体之一。

泰泽病原体是一种严格的细胞内寄生菌，无法在

无细胞培养基上培养，只能用鸡胚和选定的细胞系进

行体外培养［8］。这极大地限制了对泰泽病原体的研
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Quality Control of Laboratory Animals
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究。目前通常使用已经受感染的实验动物进行泰泽病

原体研究。鉴于此，本文从泰泽病原体的生物学特性、

流行病学与疾病特征、检测方法与进展以及防治四个

方面进行综述，为以实验动物质量控制和生物安全管

理为目标的泰泽病原体研究提供参考。

1 泰泽病原体的生物学特性

泰泽病原体是一种厌氧的专性细胞内寄生毛发状

芽孢杆菌，有繁殖体和芽孢两种形态［9］。繁殖体呈丝

状或粗短杆状。丝状结构的细菌边缘由细胞质膜、中

间层和厚度为 25～30 nm的特征性细胞壁组成，富含

鞭毛；粗短杆状的细菌内含有许多较小的空泡，细菌

外壁边缘可见一层额外的疏松层，厚度约为 3.5 nm，
完全包围菌体，并与胞质和内质网直接接触，寄主细

胞的核糖体与其外围相连［10］。繁殖体在体外易失活，

一般以芽孢的形式传播，可通过鞭毛感染另一个宿主

细胞。

泰泽病原体最常见的传播方式为粪-口传播，动物

一般从受粪便污染的环境中摄入芽孢。垂直传播也是

泰泽病原体感染动物的途径之一。泰泽病原体通过细

菌导向的宿主微丝依赖机制入侵肠上皮细胞，然后迅

速逃脱吞噬小体，以与志贺菌和立克次体相似的方式

在细胞质内复制。与其他胞内病原体的区别在于，泰

泽病原体富有的周生鞭毛使其能够在细胞内快速运动，

并可能侵入细胞核［11］。
泰泽病原体的繁殖体在45 ℃加热15 min即可被杀

灭；芽孢能够在 56 ℃下存活，在 60 ℃加热 30 min灭
活，在80 ℃加热15 min灭活。泰泽病原体在－80 ℃能
保存数年，其感染力与菌株种类、芽孢数量有关，一

般至少需要 50～100个芽孢才能达到半数感染量。甲

醛、过氧乙酸、次氯酸钠、碘酚、苯酚可灭活芽孢。

泰泽病原体有多种菌株，不同宿主的菌株具有不

同的抗原表位，同一宿主的不同分离株在蛋白质和抗

原表型上存在差异，单个鞭毛抗原不能用于感染所有

分离株的动物的血清学测试。但各分离株之间均有共

同表位，这可能是泰泽病原体为了适应不同宿主所出

现的遗传进化［12-13］。

2 泰泽病的流行病学与疾病特征

实验动物兔、小鼠、大鼠、沙鼠等对泰泽病原体

均易感。有研究表明，从小鼠体内分离的M株、大鼠

体内分离的R株以及兔体内分离的K株对小鼠致病性

是相同的［14］。泰泽病原体接种小鼠后，小鼠体内白细

胞介素-12表达上升，自然杀伤（natural killer，NK）
细胞和Th1反应在感染和介导免疫应答过程中发挥了

重要作用［15-16］。而且无胸腺的小鼠比有胸腺的小鼠更

容易感染泰泽病原体［17］，这可能是由于无胸腺的小鼠

免疫力更低。泰泽病原体毒力因子的成分为蛋白质，

不同的分离株能引起不同程度的细胞毒性，表明不同

的泰泽病原体菌株可以诱导不同的临床表现［18］。
泰泽病的症状一般在动物死亡前不久才出现，而

且通常是非特异性的，在个体之间存在差异，但都会

出现肝脏和肠道病变。鼠类感染泰泽病原体后，通常

会出现肝肠病变，偶尔出现心脏病变及脑炎［3，19］。小

鼠对泰泽病原体的易感性随宿主年龄、免疫状态和感

染菌株的不同而出现差异。仓鼠和沙鼠在死亡前很少

有或无迹象，有一些病例会出现腹泻、肛周粪便污染、

抑郁、脱水、毛发粗糙等症状，并且幼年动物无法成

长［20］。实验幼兔对泰泽病原体非常易感，临床表现为

不同程度的胃肠道症状，体征包括食欲不振、嗜睡、

腹胀、盲肠嵌塞、腹泻、脱水等［21］。自发性脑炎是一

种罕见的泰泽病表现，在沙鼠和雀形目动物中有报

告［2-3，22］。研究还发现，泰泽病原体感染后的沙鼠［22］

和普通狨猴［23］的中枢神经系统会发生病变。

对感染泰泽病原体的鼠类进行尸检，发现盲肠和

回肠肌层均有多灶性坏死，有多形核细胞浸润，黏膜

溃疡旁的上皮细胞和黏膜肌层的平滑肌细胞内可见丛

生的细长杆菌，肠系膜内有淋巴细胞浸润；肝脏中可

观察到直径达1 mm的白褐色病灶，门脉周围有凝固性

肝细胞坏死的多灶性病变，坏死灶含有细胞碎片，轻

度多形核细胞浸润，偶见红细胞［19］。在感染最严重时

期的大鼠肌间神经丛内通常出现空泡化或缺失，而在

病情较轻的动物器官中仅发现肝门管区周围有轻微的

淋巴细胞浸润［24］。胃肠道、肝脏和心脏的坏死性和炎

性病变是哺乳动物泰泽病的典型病理表现。病变区域

和健康区域之间的过渡区很小，由1层或2层部分变性

的细胞组成，对碱性和酸性染料的亲和力增强［25］。
泰泽病的发病机制包括摄入泰泽病原体芽孢或繁

殖体。动物感染该菌后，首先在回肠-盲肠结肠区域复

制，进一步可能到达肝脏，再感染体内其他组织或器

官，偶尔也通过体循环到达心脏［26］。肝损伤可导致肝

脏氨基酸清除率降低，这可能是代谢性酸中毒的重要

因素［27］。肠黏膜上皮损伤与肝脏损伤都可能引起低
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血糖。

泰泽病一般由多种因素引起，其发病率低，但致

死率高。幼年动物特别是当免疫功能受损时最易感。

在小型哺乳动物体内，潜伏期一般为 2～10 d。
Fries［28］通过对小鼠、大鼠和兔体液抗体应答的长期

观察发现，该病原体可能以持续或潜伏感染的形式存

在于动物体内，并持续刺激免疫系统，动物对感染的

抵抗力与抗体效价有关。泰泽病原体的感染力和致病

力与宿主的种属、健康状况、周龄、性别、饮食和机

体免疫，以及宿主所处的周边环境均有密切关系。过

度拥挤、卫生条件差和皮质类固醇治疗等因素可诱发

泰泽病。

Ganoe等［29］认为，泰泽病可能是在过去50年里导

致北美麝鼠数量显著下降的原因之一。研究还发现泰

泽病原体在啮齿类实验动物体内具有较高的检出率。

冯丽萍等［30］、潘金春等［31］和魏杰等［32］分别对 2010—
2013年上海市、2013—2015年广东省和2009—2013年
北京市实验大鼠、小鼠的病原体感染情况进行检测，

结果显示，各年度均能检出泰泽病原体。戴方伟等［33］

对普通环境饲养的长爪沙鼠病原感染情况进行初步调

查，泰泽病原体检出率为6.7%。北京市及浙江省的地

方标准已经将泰泽病原体列入清洁级长爪沙鼠必检项

目之一。

3 泰泽病原体的检测技术及其进展

泰泽病原体的检测方法有很多，如组织病理学诊

断、可的松激发试验、悬液芯片技术、酶联免疫吸附

试验（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）和

免疫荧光法（immunofluorescence assay，IFA）、聚合酶

链式反应（polymearse chain reaction，PCR）等，但都

存在一定的缺陷［34］。例如，2001年发布的国家标准

（GB 14926.10—2001）将可的松激发试验作为参考方

法，此法以发病动物特有的病理改变及镜下检出泰泽

病原体为依据，结果准确可靠，但操作繁琐；组织病

理学诊断也存在相似的缺点。

何静云等［35］于 2006年证明，免疫磁珠分离技术

可有效地分离和纯化泰泽病原体，为特异性ELISA诊
断抗原的制备奠定了基础。2008年国家标准（GB
14926.10—2008） 将可的松激发试验删除， IFA和
ELISA两种方法被用来进行泰泽病原体诊断。ELISA具
有简单、可靠、准确性高的优点，但对窗口期或隐性

感染动物易漏检；IFA方法虽简单易行，但由于梭菌

与泰泽菌有交叉反应，可能存在非特异性结合导致的

假阳性。ELISA和 IFA都存在检测灵敏度低、检测方法

成本高等问题。由于泰泽病原体的分离培养较为困难，

ELISA等方法的假阳性率较高，因此一般采用对患病

动物的器官组织切片后通过银染或May-Giemsa染色来

确认该菌。

Niepceron等［36］在 2010年建立了一种特异性强的

巢式PCR检测法。该方法适用于临床标本，包括盲肠

内容物和肝脏，也可应用于设备简单的实验室进行泰

泽病的常规诊断。丁聪等［37］采取ELISA和 IFA并结合

巢式PCR法对实验大鼠中泰泽病原体的携带情况进行

调查，发现ELISA和 IFA敏感性要高于 PCR，提出采

用 IFA与ELISA相结合的方法可提高检测结果的敏感

性及可靠性。冯洁等［38］对已建立的泰泽病原体巢式

PCR检测方法进行优化，并将优化后的巢式NPCR与
IFA相比，发现优化后的方法具有较高的特异性和灵

敏度。PCR或反转录PCR等分子检测方法可以克服其

他检测方法的局限性［39］，具有高特异性，能区分密切

相关的非致病株和致病株的感染性病原体，但新菌株

的引物位点的微小变化可能会导致假阴性，并且PCR
的高敏感性可能会产生假阳性。

赵婷婷等［40］根据泰泽病原体 16S rDNA保守基因

组序列设计引物和特异性探针，建立反向斑点杂交方

法。张超超等［41］采用悬液芯片技术进行实验兔中包

括泰泽病原体在内的常见病原体检测，该方法具有快

速、微量、特异、敏感性高等优点。Tosa等［42］建立

了泰泽病原体、鼠肝炎病毒和仙台病毒（又称日本血

凝病毒）的多重免疫层析检测法，此方法快速简便，

能够同时且特异地检测多种抗原的抗体，但试纸的制

备费时费力，许多实验室可能缺乏必要的试剂和技术。

另外，由于泰泽病在早期很少出现症状，出现症

状后动物很快就会死亡，因此开发一种早期诊断技术

对泰泽病的防治至关重要。有研究者采用实时荧光

PCR法分析废气粉尘样本的方法检测小鼠嗜肺巴斯德

杆菌［43］和诺如病毒（MNV）［44］，结果显示该方法优

于传统的污秽垫料哨兵监测法［45］，这为泰泽病原体检

测提供了新的思路。环介导等温扩增技术 （loop-
mediated isothermal amplification，LAMP）具有灵敏性

高、特异性强等优点，将其与胶体金技术结合对泰泽

病原体的早期诊断可起到重要作用。生物传感器技术、

重组酶聚合酶扩增技术和生物成像发光技术等的高速

发展，也为泰泽病原体检测带来广阔的前景。
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4 泰泽病的防治

泰泽病原体的感染是由多种因素导致，目前还没

有针对泰泽病原体的疫苗，对泰泽氏病的治疗尚不完

善。由于该病发病迅速，在发现时动物往往很快就死

亡，因此难以进行早期的诊断治疗。目前，仅有两例

报告［27，46］通过静脉注射葡萄糖、广谱抗生素、抗菌

和抗炎药物成功治疗泰泽病原体感染的马；但大多数

情况下通过静脉注射药物的方法使患有疾病的幼马短

暂性好转后，还会很快恶化，最终死亡［46］。一般认

为，四环素对泰泽病有部分疗效，而氯霉素治疗需要

大剂量［47］。有研究者认为，针对泰泽病原体这类细胞

内寄生型病原体的治疗药物研发，可参考同样作为胞

内寄生菌的结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis）、

单核细胞增生李斯特菌（Listeria monocytogenes）和布

鲁杆菌（Brucella）［48］。例如，结核分支杆菌的治疗药

物贝达喹啉是针对ATP合成酶［49］；Q203则属于咪唑

并吡啶类化合物，可作用细胞色素 bcl复合物，抑制

ATP合成，影响结核分枝杆菌的能量代谢［50］。上述两

种药物均可为泰泽病的治疗提供参考。

监测潜在的带菌动物，如沙鼠和仓鼠等啮齿动物，

是一项预防泰泽病的重要措施。一旦发现动物被感染，

芽孢很可能会在个体之间快速转移，因此对小鼠和大

鼠的感染群体应及时进行生物净化或淘汰处理。在实

验动物的日常饲养工作中，预防泰泽病的具体措施包

括：使用含氯、含碘消毒剂进行消毒，制定严格的洗

手规章制度，增加更换防护用品的频率，改变动物的

喂食顺序和清洗顺序，对进出饲养地的人员进行严格

限制和培训管理［51］。

5 展望

近年来，针对泰泽病原体的工作主要集中于检测

技术开发、临床症状、病理特征研究和疾病治疗方面，

而基础性研究并不多见。例如，关于泰泽病原体基因

组方面的研究尚未见报告。另外，泰泽病原体难以进

行人工培养和分离纯化，致使其深入研究相对困难。

而且，由于无法体外获得大量纯化的抗原，使得国内

泰泽病原体检测试剂盒的生产面临困境，进口试剂盒

供应虽能暂时缓解国内检测材料供不应求的现状，但

在新冠病毒肺炎全球大流行的环境下，进口试剂采购

的不便性势必会对检测工作产生不利影响。因此，泰

泽病原体基因组序列的确定是研究泰泽病原体生物学

特性的理论基础，人工培养泰泽病原体的体系优化也

是必须要解决的难题之一，在此基础上才能为其生物

学特性研究及疫苗研制等工作奠定基础，从而减少泰

泽病原体感染，避免不必要的经济损失，保证我国实

验动物科技事业稳步健康发展。
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高校ABSL-2实验室流程管理的实践探讨：以厦门
大学为例
郑秀青, 邵志强, 宋 婧, 张越华, 苏金华

(厦门大学实验动物中心, 厦门 361102)

[摘要] 建立标准化、科学化、规范化的动物生物安全二级（animal biosafety level-2，ABSL-2）实验室是支持高
校涉及病原微生物教学和科研工作顺利开展的重要保证。本文以厦门大学实验动物中心ABSL-2实验室为例，分别
从资质备案，生物安全管理体系文件，日常工作管理，压力梯度控制，人员、动物及物品的管理，生物安全监督检
查，以及废弃物处理等方面，详细阐述了ABSL-2实验室的运行及管理模式，并针对管理过程中遇到的问题提出应
对措施。
[关键词] 实验动物；动物生物安全二级实验室；流程管理；探讨
[中图分类号] Q95-33 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）04-0364-07

Practice of ABSL-2 Laboratory Process Management in Universities：
XiamenUniversity as An Example

ZHENGXiuqing, SHAOZhiqiang, SONG Jing, ZHANGYuehua, SU Jinhua
(Laboratory Animal Center, Xiamen University, Xiamen 361102, China)
Correspondence to: SU Jinhua (ORCID: 0000-0002-8431-4909), E-mail: sujh@xmu.edu.cn

[ABSTRACT] The establishment of standardized, scientific and normalized animal biosafety level-2 (ABSL-
2) laboratory is an important supporting of teaching and research in universities. Taking the ABSL-2
laboratory of Xiamen University laboratory animal center as an example, this paper elaborated the
operation and management mode of the ABSL-2 laboratory from the aspects of the qualification for the
record, biosafety management system documents, daily work management, pressure gradient control, the
management of people, animals and materials, biological safety supervision and inspection, and waste
disposal, and proposed countermeasures for the problems encountered in the management process.
[Keywords] Laboratory animals; ABSL-2 laboratory; Processmanagement; Discussion

生物安全实验室 （biosafety laboratory） 是通过

防护屏障和管理措施以避免或控制生物因子危害，

达到生物安全要求的生物实验室和动物实验室，

是研究病原微生物的科学、安全平台。它既能保

护研究人员不受实验生物因子的伤害，也能保证

实验生物因子不受外界因子的污染［1-2］。《中华人

民共和国生物安全法》第四十五条规定：从事病

原微生物实验活动应当在相应等级的实验室进行。

按照规定，对于 《人间传染的病原微生物名

录》［3］（2006版） 中危害程度第三类和第四类的

病原微生物及 《动物病原微生物分类名录》［4］

（2020版）中的三类动物病原微生物，进行动物体

内实验须在动物生物安全二级 （animal biosafety
level-2，ABSL-2） 实验室中操作。因而，为适应

高校日益增加的涉及病原微生物的教学和科研工

作亟需建立符合规范的生物安全实验室。本文以

厦门大学实验动物中心 ABSL-2实验室为例，分别

从 ABSL-2 实验室设施基本情况、运行及管理模
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式、生物安全监督检查，以及遇到的问题和应对

措施进行总结介绍，以供同行参考交流。

1 ABSL-2实验室设施基本情况

设计和建设ABSL-2实验室应遵循国务院颁发的

《实验动物管理条例》以及国家标准《实验动物环境与

设施》（GB14925—2010）、《生物安全实验室建筑技术

规范》（GB50346—2011）、《实验室生物安全通用要

求》（GB19489—2008）等相关规定［5-7］。厦门大学实

验动物中心ABSL-2实验室占地面积为280 m2，主要开

展小鼠、大鼠的动物感染性实验。ABSL-2实验室采用

双走廊设计，设有缓冲间和人员、物品、动物专用通

道，可有效避免交叉污染。动物饲养间和操作间气压

控制为负压洁净状态，并保持稳定的压力梯度。辅助

区包括洗刷消毒室、淋浴房、烘干房、饲料和垫料储

藏室、配电机房和发电机房等。由于空间面积有限，

实验室布局相当紧凑，其平面布局见图1。实验室配有

负压独立通风笼盒（individual ventilated cages，IVC）
系统、生物安全柜、冰箱、高压灭菌柜、臭氧发生器、

传递窗、复合式紧急冲淋装置等仪器设备。ABSL-2实
验室内设有通信联络系统、光照控制系统、紫外灯控

制系统、压力梯度监控系统以及独立控制的门禁系统。

该ABSL-2实验室自 2014年开始调试运行，主要开展

《人间传染的病原微生物名录》［3］（2006版）第三类和

第四类病原微生物的相关实验。

2 ABSL-2实验室的运行和管理

2.1 ABSL-2实验室资质管理
ABSL-2实验室应当依法进行环境指标检测和病原

微生物备案。《病原微生物实验室生物安全管理条例》

第三章第二十二条规定：与动物间传染的高致病性病

原微生物有关的科研项目，应当经国务院兽医主管部

图1 厦门大学ABSL-2实验室平面图
Figure 1 Plan of the animal biosafety level-2（ABSL-2）laboratory of Xiamen University
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门同意；与人体健康有关的高致病性病原微生物科研

项目，实验室应当将立项结果告知省级以上人民政府

卫生主管部门［8］。目前，本实验室微生物科研活动主

要与人体健康有关，涉及一级和二级人间传播病原微

生物，根据《病原微生物实验室生物安全通用准则》

应当向当地政府设立的卫生健康管理部门备案［9］；若

科研活动涉及动物本身的一级和二级病原微生物时，

应向当地农业农村局申请备案。ABSL-2实验室在启用

前，应委托第三方对设施环境指标进行检测，经确认

合格后到当地政府卫生健康管理部门进行病原微生物

种类备案。厦门大学备案凭证见图2。福建省科学技术

厅每年需要对屏障环境设施指标抽检，ABSL-2实验室

备案证号有效期五年，备案证号有效期间的研究需要

增加微生物种类时应重新申请备案，增补新的病原微

生物名称。

厦门大学对BSL-2实验项目均实行“课题组长负

责制”和“校生物研究工作安全指导委员会审核备案”

管理。若BSL-2实验项目获得审批并需在ABSL-2实验

室完成时，要求实验人员填写《ABSL-2生物安全动物

实验申请表》，并提交给ABSL-2实验室负责人审核。

所有ABSL-2实验项目需同时获得动物实验伦理审查

号，在审核材料全部通过后开展实验。

2.2 ABSL-2实验室生物安全管理体系文件
厦门大学在ABSL-2实验室建设管理中认真贯彻国

家标准和有关法规，从实验室自身实际出发，建立健

全规章制度，确保实验室的规范管理，做到责任明确；

同时完善操作规程，确保实验人员规范化、程序化、

标准化操作，避免因操作不当引起实验室安全事故。

当生物安全的法律法规发生修订更新时，本实验室会

及时完善内部规章制度。图 3为本实验室生物安全管

理体系文件。

2.3 ABSL-2实验室日常工作管理
为严格落实日常管理，做到台账清楚，实验室制

定了《ABSL-2实验室人员进出记录表》《ABSL-2实验

图2 福建省厦门市颁发给厦门大学的病原微生物实验室备案
凭证

Figure 2 Record certificate of pathogenicmicroorganism
laboratory issue by Xiamen city，Fujian province
for Xiamen University

图3 厦门大学ABSL-2实验室生物安全管理体系文件
Figure 3 Documents ofABSL-2 laboratory biosafetymanagement system in LaboratoryAnimal Center of XiamenUniversity
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室实验动物进入记录表》《ABSL-2实验室动物尸体暂

存记录表》《ABSL-2 实验室废弃物暂存记录表》

《ABSL-2实验室废弃物高压消毒灭菌记录表》《ABSL-
2实验室病原微生物进饲养间记录表》《脉动真空高压

灭菌柜使用记录表》《脉动真空高压灭菌柜物品灭菌结

束领取记录表》《待灭菌物品记录表》《ABSL-2实验室

卫生清洁消毒检查记录表》《IVC工作记录表》《臭氧

发生器消毒使用记录表》《复合式紧急冲淋装置日常检

查表》等表格，并将这些材料整理归档，集中保存。

2.4 ABSL-2实验室压力梯度控制
ABSL-2实验室采用全新风系统，压差调节与风量

调节相结合。严格的压力梯度控制可确保气流定向流

动，防止交叉感染。动物检疫室配有负压 IVC、生物

安全柜等；每间ABSL-2实验室配有负压 IVC、生物安

全柜、冰箱和物流推车等，实验操作在本实验室的生

物安全柜内进行；操作室配有生物安全柜、冰箱、物

流推车等，供实验结束时取材使用。

ABSL-2实验室压差气流流向：洁物走廊（－20 Pa）
→动物检疫室或ABSL-2实验室（－30 Pa）←污物走

廊（－20 Pa）→操作室（－30 Pa） /待无害化消毒物

品间（－30 Pa）←污物走廊（－20 Pa）←出口缓冲间

（－10 Pa）←更鞋区（＋5 Pa），满足负压要求。

2.5 ABSL-2实验室人员管理
加强实验室生物安全管理，把工作落到实处，离

不开一支训练有素、监管到位的专业管理人员［10-11］。
本实验室人员主要包括管理人员、兽医师、检疫人员、

维修人员、实验人员。各课题组负责人应提交由实验

动物中心制定的《实验室使用须知》及《课题组委托

协议书》，并做好签字和学院盖章。课题组负责人应先

向实验动物中心申请，审核通过后课题组成员方可向

课题组负责人申请开展实验。课题组负责人审核通过

后，所有参与人员必须接受实验室相关的生物安全知

识培训，如省级实验动物学会举办的实验动物从业人

员岗位培训、市级卫生健康委员会组织的生物安全实

验室管理知识培训等，并通过考核持证上岗。此外，

实验人员还需参加实验动物中心定期举办的实验室安

全运行知识与管理的理论培训与笔试、现场培训与考

核。理论培训主要包括实验动物与设施的分类、生物

安全动物实验室管理、动物实验室安全管理注意事项、

动物实验室违规处罚办法、实验动物转移（运）等流

程。现场培训主要包括个人防护服穿着、实验室人员

物品流向、仪器设备使用、消防演练、生物安全应急

演练等实地学习。实验人员经考核合格后，方可获得

相应饲养间或操作间的门禁授权。

2.6 实验动物及物品进入管理
实验动物管理：实验动物须来源于本校实验动物

中心繁殖或国内具有资质且质量合格的生产单位［12］。
本校实验动物中心繁殖的动物转运时应将动物放在已

灭菌无破损的塑料运输笼中，用透明胶布将塑料运输

盒外沿密封，并将运输笼用已灭菌的布袋密封包装，

然后才能转移到ABSL-2实验区。外购动物运输到达本

校实验动物中心后，应检查包装的完整性和安全性，

若发现包装盒破损等情况时，拒绝其进入实验室。

病原微生物管理：病原微生物转运时需符合《人

间传染的病原微生物名录》［3］（2006版）运输包装分

类要求，应标明实验人员、课题组、病原微生物名称

等基本信息，并用生物危害标识包装转移。单次使用

剩余的病原微生物应进行无害化销毁，并详细记录使

用情况。

特殊药品管理：特殊药品包括麻醉药品、精神药

品、易制毒试剂、易挥发试剂、危险化学品等。因为

本ABSL-2实验室属于校内公共平台，所以采用单次登

记使用、剩余带回各课题组实验室保管的原则。

实验动物传递的消毒流程：登记备案，拆除最外

层包装后进入消毒前室，经过消毒后从消毒后室、洁

物走廊进入到动物检疫室或ABSL-2实验室。

物品传递的消毒流程：登记备案，根据物品性质

和材质选择适宜的消毒方法。垫料、饲料、饮用水、

水瓶、手术器械、抹布等耐高温高压物品必须经双扉

脉动真空高压灭菌柜消毒灭菌。仪器设备、拖鞋、实

验药品试剂、细胞、病原微生物等不耐高温高压的物

品选择浸泡、紫外线、喷雾、臭氧发生器、过氧化氢

消毒器等方式或仪器消毒灭菌。

2.7 实验室废弃物处置措施
ABSL-2实验室必须对所有废弃物进行严格高温高

压消毒灭活，按分类包装贴上标签，并做好登记；不

能高温高压的物品（例如仪器）按其他可靠安全的消

毒方法操作。所有物品经过消毒灭菌预处理后，方能

运出ABSL-2实验室［13-14］。
2.7.1 尖锐器具处置措施

注射器、皮下注射针头等尖锐器具用过后不应重

复使用，包括不能从注射器上取下、回套针头护套等，

而应将其完整地置于盛放锐器的利器盒中。利器盒必

须由不易刺破的材料构成，且盒内需添加不超过其容
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量四分之三的消毒液。最后将利器盒包扎后进行高温

消毒灭菌，以待统一处理。

2.7.2 废弃物处置措施
应对实验动物使用过的垫料、饮水瓶和实验操作

用过的EP管、纸张、IVC等物品表面进行化学喷雾消

毒，之后放入耐高压的医疗废物专用袋内，封口。对

医疗专用袋的表面进行喷雾消毒，放至待无害化消毒

物品间进行集中高温消毒灭菌。使用过的一次性个体

防护装备需经集中高温消毒灭菌后，按感染性医疗废

物处理。可重复使用的水瓶、IVC等物品必需经高温

高压消毒灭菌，清洗烘干，再重新高温消毒灭菌后使

用。高温消毒灭菌处理后的废弃物应分类装袋，由学

校管理部门委托的专业环保机构进行集中无害化处理。

2.7.3 动物尸体处置措施
实验动物尸体及取材后剩余组织，需放入医疗专

用袋，扎紧袋口，再对医疗专用袋的外表面周围喷雾

消毒，经高温高压灭菌后二次打包存放在ABSL-2实验

室外的专用冰柜暂存，集中一定数量后再交给由学校

管理部门委托的专业机构进行无害化处理。全部过程

的每个环节做好详细记录。

3 生物安全监督检查

3.1 ABSL-2实验室日常检查
饲养员每日检查饲养室仪器设备、照明系统、环

境指标、环境卫生、饲养密度、饲料、饮用水、消毒

试剂和各类记录表格标签等项目，并做好记录，若发

现问题及时添加或上报实验室管理员。实验室管理员

负责监管日常工作的生物安全情况、生物安全管理制

度执行情况、生物安全设施环境指标运行情况、生物

安全设备维护消毒情况、个人防护要求执行情况等问

题，重点检查消毒液配制浓度是否符合要求、各类记

录表填写是否如实全面、实验室人员的生物安全操作

是否规范，项目审核制度是否严格执行等内容。同时

每年还要对生物安全柜、高压灭菌柜、紫外灯等仪器

设备进行年检、校正和维护。

3.2 学校生物研究工作安全指导委员会巡查
学校生物研究工作安全指导委员会成员在不定期

巡查过程中检查ABSL-2实验室管理体系运行情况、生

物安全管理制度完善情况、生物安全实验室的消毒和

灭菌情况、感染性废弃物的处理情况、实验项目落实

情况、生物安全设施设备的运行维护情况、消防安全

情况、警报系统安全情况等。若检查中发现问题，责

成中心管理员及时纠正，监督实施整改并跟踪验证，

必要时实施处罚措施。

3.3 市卫生健康管理部门督查
福建省厦门市卫生健康委员会不定期组织专家检

查ABSL-2实验室的管理机构与管理体系文件，实验室

活动管理情况，设施设备（含消防）管理情况，危化

品管理情况，菌（毒）种及感染性材料的使用、保藏、

处置、运输等管理情况，废弃物处置情况，安全保障

情况，人员培训与健康情况等，若发现问题责令整改。

4 设施运行存在的问题与应对措施

4.1 设施运行存在问题
本校ABSL-2实验室在负压屏障环境的动物实验室

基础上改建而成，功能上存在一定缺陷，运行近 8年
来发现以下主要问题：（1）操作室偏少，课题组使用

时需等待较长时间；（2）课题组实验人员对生物安全

认识不足，对实验动物福利认识不够深入，不能严格

执行实验室管理规定及实验动物标准操作规程要求；

（3）新老学生交替变更造成实验人员流动性大、实验

时间不确定等，这些不可控因素增加了管理难度，降

低了实验空间的有效利用率；（4）微生物种类多，实

验室空间有限，仪器配置不足。

4.2 应对措施
针对以上问题，学校相关部门采取积极有效的应

对措施。首先，加强学校层面的日常监管，定期举办

ABSL-2实验室的安全运行管理、实验动物正确使用、

实验动物福利和伦理知识，以及生物安全废弃物处置

等业务培训，同时开展《实验动物学》和《模式动物

学》教学课程，提升实验人员的基础知识和操作技能。

其次，ABSL-2实验室实行预约制度，每个实验室均建

立微信群预约，要求提前 24 h预约成功后方可进入实

验室，同一课题组的实验人员在同一时间段最多 3人
进入实验室，杜绝无关人员进入实验室。再次，加强

实验室的监督管理，如规范穿戴个人防护用具，保证

实验人员的安全操作，监督实验废弃物及时高温高压

消毒处理，查看饲养密度是否超过规定等，保障

ABSL-2生物安全实验室的正常运行；一旦发现违规人

员，将根据情节轻重按《违反实验动物中心屏障环境

安全运行处罚办法（试行）》进行处罚，严重时取消

使用权限。最后，优化完善合理的符合人性化、标准

化、规范化的ABSL-2实验室操作流程，确保实验人员

能够共同遵守；做好定期设备维护、报废、更新和购

置计划，满足实验人员需求。
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5 结束语

动物生物安全实验室具有特殊性，对动物饲养环

境和从业人员要求更高，风险意识要求更强，需要进

一步强调生物安全风险评估，并完善生物安全管理体

系［15］。只有建立健全、严格的规章制度，强化实验室

流程管理，提升实验人员生物安全意识，把实验室的

生物安全风险降到最低，才能确保ABSL-2实验室规

范、安全、有效运行。本校ABSL-2实验室在功能配置

和运行流程上存在一定的不足，使用空间不能完全满

足教学科研需要，未来学校将通过加大实验室设施设

备投入，加强实验室人员安全知识培训，严格遵守国

家法律法规和当地管理部门的要求，进一步提高

ABSL-2实验室安全管理水平。
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《实验动物与比较医学》常用英文缩略词表
英文缩略词 英文全称 中文全称（备注）
WHO World Health Organization 世界卫生组织
FDA Food and Drug Administration 食品药品监督管理局（美国）
SPF specific pathogen-free 无特定病原体
PCR polymerase chain reaction 聚合酶链式反应
CT computerized tomography 计算机体层摄影
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附测定
CCK-8 cell counting kit-8 细胞计数试剂盒-8
MTT thiazolyl blue 噻唑蓝（细胞增殖活性检测试剂）
BCA bicinchonininc acid 二辛可宁酸（蛋白浓度测定试剂）
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳
SDS sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠
DMSO dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜
EDTA ethylenediamine tetraacetic acid 乙二胺四乙酸
SP streptavidin-perosidase 链霉抗生物素蛋白-过氧化物酶
HE hematoxylin and eosin 苏木精-伊红
DAB 3,3’-diaminobenzidine 二氨基联苯胺
ddH2O distillation-distillation H2O 双蒸水
PBS phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲溶液
DPBS Dulbecco’s phosphate-buffered saline 杜氏磷酸盐缓冲液
PBST phosphate-buffered saline with Tween-20 含Tween-20的磷酸盐缓冲液
TBST Tris-buffered saline with Tween-20 含Tween-20的Tris盐酸缓冲液
DEPC diethyl pyrocarbonate 焦碳酸二乙酯
DAPI 4’,6-diamidino-2-phenylindole 4’,6-二脒基-2-苯基吲哚
FITC fluorescein insothiocyanate 异硫氰酸荧光素
PE phycoerythrin 藻红蛋白
PVDF polyvinylidene difluoride 聚偏二氟乙烯
RIPA radio immunoprecipitation assay 放射免疫沉淀法
FBS fetal bovine serum 胎牛血清
BSA bovine serum albumin 牛血清白蛋白
PI propidium iodide 碘化丙啶
Bcl-2 B-cell lymphoma-2 B淋巴细胞瘤-2基因
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 甘油醛-3-磷酸脱氢酶（内参）
Ras rat sarcoma gene 大鼠肉瘤基因
DNA deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸
RNA ribonucleic acid 核糖核酸
cDNA complementary DNA 互补（反向转录）DNA
siRNA small interfering RNA 小干扰RNA
miRNA microRNA 微RNA
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中国生育调节药物毒理检测中心实验动物研发平台

1 中心简介

中国生育调节药物毒理检测中心（简称“毒理中心”）是一家从事新药临床前有效性和安全性评价的专业服

务机构，其依托单位是上海市生物医药技术研究院。后者于 2021年3月，由原上海市计划生育科学研究所更名重

组，上海人类基因组研究中心（国家人类基因组南方研究中心）和上海生物信息技术研究中心整体并入，组建而

成的公益一类科研事业单位，主要从事人口健康与生物医药领域关键共性技术、颠覆性技术和重大产品的研发、

应用转化和服务。

为了满足我国生育调节药物新产品研发的需要，在世界卫生组织（WHO）、原国家计划生育委员会和国家卫

生部的支持和指导下，毒理中心于1988年正式挂牌成立。毒理中心以生殖健康药物的药理毒理学研究为主导，以

检测各类新药生殖毒性和遗传毒性为特色，对各类药物进行药理学研究和安全性评价，现为中国毒理学会生殖毒

理专业委员会的依托机构。

2 设施设备

毒理中心拥有一支经验丰富的动物实验操作专业人员队伍，拥有一套符合《中华人民共和国药品管理法》和

《中华人民共和国药品管理法实施条例》规定的实验动物设施（即具有小动物屏障系统及普通级大动物饲养设施）

和设备仪器，2008年通过了国家食品药品监督管理总局的有关新药临床前安全性评价GLP认证，并获得GLP认证

批 件 ， 2014 年 通 过 国 际

AAALAC认证。近3年来，毒

理中心在原有的动物设施和

实验设施基础上，扩建至总

面积近5 000 m2，包括生殖药

理学实验室、生殖毒理实验

室、病理诊断室、毒代实验

室、啮齿类动物解剖室和临

床检验室在内的多功能实

验室。

毒理中心现有约120台总

价值 2 000余万元的各类专用

仪 器 设 备 ， 包 括 美 国

Hamilton Thorne TOX IVOS精
子分析仪、安捷伦高效液相
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色谱仪、美国AB公司的API 5500 LC-MS-MS、Instem公司的Provantis数据采集系统、EMKA遥测系统及植入子、

美国ABI荧光定量PCR仪、日立 7020生化分析仪、SysmexXT2000i血球计数仪、美国贝克曼FC500流式细胞仪、

ZENyTh200ST酶联免疫仪、Leica ASP300脱水机、ST5010 Leica全自动染色机、EG1160包埋机、RM2126切片机、

AUTOSTAINER XL自动染色机、CN400玻片扫描和数字化系统、IEC低温高速离心机、超低温冰箱、贝克曼离心

机、美国欧视博VET2眼底成像系统和日本Sysmex CA500血液凝固测定仪等。

3 近年成果

毒理中心目前拥有一支40余人的专业技术服务团队，其中博士/硕士超过40%，拥有3名CFDA新药审评专家，

核心骨干成员均具有良好的学术背景和专业经历，形成了高效率的科研团队。近年来，毒理中心孙祖越、吴建辉

和郭隽科研团队主持了20余项国家级和省部级科研项目，承担了267项与医药企业合作或企业委托的项目，实施

完成了925项试验，包括139项理论和应用基础类试验、114项药理学试验，以及672项毒理学试验，总经费逾亿

元。完成的药物相关非临床研究项目共210项，涉及9个新药产品的非临床安全性评价项目，包括啮齿类和非啮齿

类单次给药毒性试验、啮齿类和非啮齿类重复给药毒性试验、生殖毒性Ⅰ/Ⅱ/Ⅲ段试验、遗传试验、免疫和局部刺

激等试验，建立了大鼠、小鼠、新西兰白兔、Beagle犬和食蟹猴等多种实验动物模型。发表国内外论文共437篇，

申请专利36项，授权专利共 23项。主编学术专著7部，参编学术专著5部。

毒理中心在 20余年的工作

基础上，将 GLP管理体系的理

念成功运用到非临床评价体系

和机制研究中，获得国家“十

二五”科技重大专项计划“符

合国际新药研究规范的临床前

安全评价技术平台”，国家“十

三五”科技重大专项重大新药

创制“药物安全性评价示范平

台”、“上海市男性生殖与泌尿

疾病药物非临床评价专业技术

服务平台”、“上海市妇幼用药

非临床评价专业技术服务平

台”、“上海市抗前列腺疾病药

物临床前评价专业技术服务平

台”等国家级、省部级称号和资质。先后荣获上海市科学进步二等奖和三等奖、中国实验动物学会科学技术二等

奖、中国药学会科学技术三等奖、中国医疗保健国际促进会华夏医学科技二等奖等多项荣誉。

未来，毒理中心将在依托单位上海市生物医药技术研究院的支持下，抓住机遇、团结奋进、迎接挑战，不断

加强实验动物研发平台的建设，加快实验动物资源和技术的创新发展，力争成为国际领先、国内一流的实验动物

和药理毒理学评价领军者。

撰文：郭隽，谢淑武
供图：潘琦，徐斯翀

审核：王健
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复旦大学丁玉强实验室及实验动物科学部
丁玉强教授是复旦大学实验

动物科学部主任、博士生导师、

国家杰出青年科学基金获得者，

获教育部全国百篇优秀博士论文，

入选国家新世纪“百千万人才工

程”和上海市科技“领军人物”

称号，担任中国神经科学学会神

经毒素分会主任委员，上海市实

验动物学会副理事长。近年来，

主持国家自然科学基金重点项目、

重大专项，科技部新药创制“重

大科技专项”、干细胞专项、国家重点基础研究发展计划（973）、国家科技创新2030重大项目“脑计划”等多项

课题。

丁玉强实验室（https：//dinglab.fudan.edu.cn/）主要利用小鼠模型研究神经系统发育的细胞分子机制，以及神经

精神疾病（如抑郁和精神分裂症）的致病机制。该团队现有科研人员4人，研究生7人（博士5人，硕士2人）。近

5年来，在Mol Psychiatry、Cell Death Differ、Schizophr Bull、Cell Rep、Cell Death Dis、Development、Cereb Cortex、

Transl Psychiatry等学术期刊发表论文32篇，丁玉强教授入选2014—2020年爱思维尔出版集团发布的中国神经科学

高引用学者榜单。

丁玉强实验室依托于复旦大学实验动物科学部（http：//labanimal.fudan.edu.cn/）。复旦大学实验动物科学部的

前身是 1953年成立的上海第一医学院动物供应室，复旦大学和上海医科大学两校合并后，改名为实验动物科学

部，为学校直属二级单位。实验动物科学部是集实验动物学教学科研、实验动物饲养和动物实验技术服务三位一

体的综合性公共服务单位。下设教学科研、实验动物饲养、动物实验技术服务平台、用户服务等部门。现有教职

工 22人，各部门聘用职工近 40
人。实验动物科学部现有正高级

职称 2人、副高级职称 4人，有博

士研究生指导教师5人，在读硕士

研究生16人。

实验动物科学部拥有符合国

家标准的实验动物设施，开展SPF
级实验动物饲养及技术服务。

2018年完成在美国NIH的注册更

新，有利于学校进行国际合作研

究。学校自 2018年起对枫林校区

实验动物设施进行现代化改造，

规划饲养容量可达到 3.5万笼位。
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同期还配套建设有高水平的动物实验服务平台，包括动物净化保种、实验动物质量控制、生化血液检测、基因操

作、小动物行为检测和小动物影像平台。

——动物净化保种平台：进行大鼠和小鼠的生物净化工作以及小鼠品系资源的保存工作，包括胚胎冷冻/复苏

以及精子冷冻/复苏。

——实验动物质量控制平台：对预入驻及已饲养于屏障设施内实验动物的微生物学质量，予以严格监测和定

期确认，保障屏障设施中的实验动物微生物控制符合国家标准。在满足实验动物相关法规要求的同时，确保实验

动物从业人员及相关人员的健康得到生物安全保护。

——生化血液检测平台：包括全自动生化分析仪和全自动血液分析仪，可根据用户提供的血清或血液样本，

检测26项生化指标或26项血液分析指标。

——基因操作平台：设于SPF级实验动物屏障设施内，接收研究人员提供的转基因质粒DNA或RNA等外源物

质，通过操作小鼠胚胎，包括卵子、受精卵或囊胚等阶段，利用经典原核显微注射或囊胚显微注射技术，帮助研

究人员建立基因修饰小鼠模型，以协助研究人员更好地进行疾病发生机制、确定治疗方案等多方位的动物在体科

学研究。

——小动物行为检测平台：包括全自动强迫游泳系统、跑步机、小动物行为跟踪系统、全自动旷场系统、全

自动立体定位微注射系统、激光散斑血流成像系统、位置偏爱系统、恐惧记忆系统、震惊反射系统、Sable八通道

代谢笼、小动物超声发放检测、全自动T迷宫、小鼠转棒式疲劳仪、听觉生理工作站、电子触觉测量仪、冷热板

仪等先进行为学测试仪器设备，可全方位检测小动物的行为学表型。

——小动物影像平台：该平台是活体动物水平的新型研究平台，是开展转化医学研究的重要基础。包含三维

光学小动物成像系统、Micro-CT、小动物超声、辐照仪等设备。

近年来，复旦大学实验动物科学部不断拓展动物实验服务的种类，提升服务能力。上述平台由具有博士学位

的技术专家负责运行，为教学和科研提供重要的服务支撑。在满足校内需要的同时，也提供对外服务。

图文：宋宁宁，黄缨，潘华
审核：丁玉强

（基因操作平台工作）
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树鼩种质资源中心/代解杰实验室
树鼩种质资源中心隶属于中国医学科

学院医学生物学研究所，建有全国先进的

标准化和规模化树鼩种群基地，拥有代解

杰实验室树鼩研究专业团队，是实验树鼩

标准化研究和人类重大疾病动物模型创建

与应用的重要示范基地。

1 中心简介

树鼩种质资源中心成立于 2013年 1
月，拥有包括树鼩中心大楼、综合实验楼

在内的完善的生产、科研和办公条件体

系。目前存栏树鼩1 500多只，每年繁育新

生树鼩500余只，历年来陆续对外供应树鼩6 000余只。其中树鼩中心大楼拥有普通级动物房2 400 m2，屏障环境1 600
m2，树鼩专用饲养笼架300多套，共有笼位3 600多个，IVC独立送风隔离笼具30多套，普通级容量8 000只，屏障级

容量1 600只。综合实验楼办公区域150 m2，实验区域300余平方米，包括二级生物安全实验室2间。中心建有完

善的动物实验、分子生物学实验和细胞生物学实验等专业平台，拥有全自动动物血液分析仪、自动微生物鉴定及

药敏系统、实时荧光定量PCR仪、流式细胞仪、超速冷冻离心机、荧光倒置显微镜、细胞培养实时拍照系统等专

业设备百余台。

团队负责人为代解杰研究员，系博士

生导师、全国优秀科技工作者、云南省中

青年学术技术带头人、云南省有突出贡献

的优秀专业技术人员、中国实验动物学会

常务理事、中国实验动物学会标准化专业

委员会常务委员、云南省委联系专家、云

南省实验动物产业技术创新战略联盟常务

副理事长，以及《实验动物与比较医学》

《中国实验动物学报》《中国比较医学杂

志》副主编，是国内实验动物学研究领域

的知名专家。

团队其他成员13人，其中主任技师1
名，副主任技师 4名，助理研究员 2名，

专职饲养人员6名。现有病原学博士生导师1名，动物学和病原学硕士生导师3名，在读硕士、博士研究生7名。

2 主要研究方向和技术领域

树鼩研究专业团队目前主要研究工作：（1）实验树鼩的标准化和细胞资源开发；（2）病毒感染性树鼩模型创

制与机制研究，如丙型肝炎病毒（HCV）、EV71、Zika、H1N1等；（3）眼科疾病树鼩模型创制与机制研究，如弱

视、糖尿病视网膜病变等；（4）神经退行性疾病树鼩模型创制与机制研究，如阿尔茨海默病（AD）、帕金森病

（PD）等；（5）代谢性疾病树鼩模型创制与机制研究，如肥胖、糖尿病等；（6）药物、疫苗评价等应用研究。
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3 主要科研成果
近 10年来，树鼩研究专业团队在以下几方

面取得了众多成果：（1）建成实验树鼩标准化研

究和人类重大疾病动物模型创建与应用示范基

地，建立树鼩主要细胞资源库，创建 10多种重

大疾病树鼩模型，研发8种树鼩特异性诊断试剂

盒，制定实验树鼩质量控制和模型创建技术规范

40余项；（2）承担国家科技支撑计划、国家自然

科学基金、国家重点研发计划以及省市级科研项

目 20多项，获得科研经费资助 4 000多万元；

（3）发表研究论文150多篇，其中SCI论文40余
篇；（4）制订实验树鼩云南省地方标准5项、中

国实验动物学会团体标准6项；（5）申请国家发

明专利18项，取得发明专利授权14项，取得软件著作权1项，编写著作7部；（6）获得云南省科技进步一等奖1
项、云南省科学技术进步奖二等奖3项、中国实验动物学会科学技术奖一等奖3项。

4 团队建设情况

先后入选云南省“中国医学科学院医学生物学研究所实验树鼩标准化与应用研究省创新团队”和昆明市“树

鼩细胞资源库建立及病毒性疾病动物模型研究创新团队”；参与“云南省眼科疾病防治研究重点实验室”、“云南省

重大传染病重点实验室”建设；获评“全国优秀科技工作者”1人，入选云南省省委联系专家1人，入选云南省中

青年学术技术带头人2人、云南省技术创新人才1名，入选云南省高层次卫生计生技术人才1名，入选昆明市中青

年学术技术带头人后备1人；培养博士生和硕士生40余人。

5 对外服务与合作情况

树鼩种质资源中心长期提供优质的树鼩及其细胞资源、规范的树鼩饲养和实验场地、专业的动物实验操作技

术服务，先后为所内外各单位提供实验树鼩6 000余只，累计提供技术服务万余次，大力支持基础研究和疫苗研

发，成为云南特色动物资源开发与应用的典型示范。

其中为所内相关科室提供树鼩2 000余只，支持了新冠肺炎、登革热、HCV等相关疾病模型的创建和疫苗评

价研究；对外支持了北京大学、北京生命科学研究院、湖南中医药大学、重庆医科大学、中国食品药品检定研究

院等多家单位的科研工作；为国家科技支

撑计划项目、863课题、973课题和省级

重大科研项目的实施提供了有力的科技支

撑；与中国人民解放军军事科学院军事医

学研究院、云南省第二人民医院、昆明医

科大学等多家科研院校联合申请多项课

题；同时利用现有树鼩技术平台，接受了

四川科伦博泰有限公司、台湾生控基因、

广西中医药大学等多家单位的技术服务委

托项目，在国内外同行中产生了广泛的影

响，取得了显著的社会效益和经济效益。

（李娜、王文广撰文；陆彩霞供图；罕园园校对；代解杰审核）
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