










　 　

注:A~ C:繁殖兔的基因型;D:ApoE- / -纯合兔 Sanger 测序结果;E:突变分析,“-”表示碱基删除。

图 3　 选种繁育方式与 ApoE- / -纯合兔 Sanger 测序基因型突变分析

Note.
 

A ~ C,
 

Genotypes
 

of
 

breeding
 

rabbits.
 

D,
 

Sanger
 

sequencing
 

results
 

of
 

ApoE- / -
 

homozygous
 

rabbits.
 

E,
 

Mutation
 

analysis,
 

“ -”
 

denotes
 

deletion.
 

Figure
 

3　 Breeding
 

selection
 

methods
 

and
 

sanger
 

sequencing
 

genotypic
 

mutation
 

analysis
 

of
 

ApoE- / -
 

homozygous
 

rabbits

表 3　 血常规检测(n= 6)
Table

 

3　 Routine
 

blood
 

tests
 

(n= 6)
血液生理指标

Blood
 

routine
 

indexes ApoE- / - ApoE+ / - WT

白细胞计数 / (109 / L)
White

 

blood
 

cell
 

count / (109 / L)
19. 31±0. 76bc 11. 30±0. 84ac 15. 98±1. 16ab

嗜碱性粒细胞计数 / (109 / L)
Basophil

 

count / (109 / L)
0

 

0
 

0
 

中性粒细胞计数 / (109 / L)
Neutrophil

 

count / (109 / L)
12. 33±0. 30bc 5. 26±0. 73a 6. 08±1. 11a

嗜酸性粒细胞计数 / (109 / L)
Eosinophil

 

count / (109 / L)
0. 26±0. 02bc 0. 11±0. 01a 0. 17±0. 07a

淋巴细胞数 / (109 / L)
Lymphocyte

 

count / (109 / L)
5. 21±0. 12c 5. 00±0. 09c 9. 69±0. 24ab

单核细胞计数 / (109 / L)
Monocyte

 

count / (109 / L)
1. 50±0. 44c 0. 93±0. 32c 0. 04±0. 01ab

中性粒细胞百分比 / %
Neutrophil

 

percentage / % 63. 9±1. 75bc 46. 40±3. 25ac 37. 87±4. 48ab

嗜酸性粒细胞百分比 / %
Eosinophil

 

percentage / % 1. 41±0. 09
 

0. 93±0. 12
 

1. 08±0. 13
 

淋巴细胞百分比 / %
Lymphocyte

 

percentage / % 27. 75±1. 71bc 44. 47±4. 12ac 60. 88±4. 46ab

单核细胞百分比 / %
Monocyte

 

percentage / % 7. 74±1. 99c 8. 20±2. 43c 0. 20±0. 10
 ab

红细胞计数 / (1012 / L)
Red

 

blood
 

cell
 

count / (1012 / L)
5. 74±0. 62

 

6. 05±0. 31
 

5. 29±0. 23
 

血红蛋白浓度 / (g / L)
Hemoglobin

 

concentration / (g / L) 126. 67±11. 37c 132. 33±7. 77c 111. 00±5. 20ab
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续表3
血液生理指标

Blood
 

routine
 

indexes ApoE- / - ApoE+ / - WT

平均红细胞体积 / fL
Mean

 

corpuscular
 

volume / fL 69. 50±2. 72
 

68. 77±3. 97
 

69. 67±1. 88
 

平均红细胞血红蛋白含量 / pg
Mean

 

corpuscular
 

hemoglobin / pg 22. 07±0. 40
 

21. 83±1. 10
 

21. 03±0. 21
 

平均红细胞血红蛋白浓度 / (g / L)
Mean

 

corpuscular
 

hemoglobin
 

concentration / (g / L) 317. 67±7. 23c 318. 00±3. 61c 301. 33±10. 21ab

红细胞分布宽度变异系数 / %
Red

 

cell
 

distribution
 

width-coefficient
 

of
 

variation / % 12. 30±0. 60
 

13. 00±1. 08
 

14. 70±0. 35
 

红细胞分布宽度标准差 / fL
Red

 

cell
 

distribution
 

width-standard
 

deviation 33. 87±1. 78
 

35. 00±0. 92
 

40. 80±0. 17
 

红细胞比容 / %
Hematocrit / % 39. 77±3. 01

 

41. 57±2. 20
 

36. 87±0. 60
 

血小板计数 / (109 / L)
Platelet

 

count / (109 / L)
412. 67±92. 96c 336. 33±64. 47c 597. 00±82. 31

 ab

平均血小板体积 / fL
Mean

 

platelet
 

volume / fL 5. 63±0. 31c 5. 47±0. 32c 37±0. 06ab

血小板分布宽度
Platelet

 

distribution
 

width 15. 03±0. 06
 

15. 07±0. 06
 

14. 87±0. 15
 

血小板比容 / %
Thrombocrit / % 0. 23±0. 04

 

0. 19±0. 04
 

0. 32±0. 04
 

注:与 ApoE- / -相比,aP<0. 01;与 ApoE+ / -相比,bP<0. 01;与 WT 相比,cP<0. 01
Note.

 

Compared
 

with
 

ApoE- / - ,
 aP<0. 01.

 

Compared
 

with
 

ApoE+ / - ,
 bP<0. 01.

 

Compared
 

with
 

WT,
 cP<0. 01.

注:与 ApoE- / -相比,∗∗P<0. 01。

图 4　 血脂四项对比(n= 6)
Note.

 

Compared
 

with
 

ApoE- / - ,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

four
 

blood
 

lipid
 

parameters
 

(n= 6)

血管内皮细胞扁平;7 月龄 ApoE- / - 兔心脏冠状动

脉可观察到血管壁增厚、管壁纤维组织增生、血
管内皮细胞变性;9 月龄 ApoE- / - 兔心脏冠状动脉

管壁增厚更为明显,管腔狭窄,血管内皮细胞肿

胀变性、局部内皮细胞脱落,血管内膜下可见泡

沫样物质沉积,血管壁纤维组织排列疏松紊乱。
此外,7、9 月龄 ApoE- / - 兔均可观察到局部心肌纤

维变性坏死伴随单形核细胞浸润。 ApoE- / - 兔的

肝组织与新西兰兔( WT)对比,未见明显的组织

学改变(图 5)。
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注:血管内皮细胞(黑色箭头),内膜下泡沫样物质沉积(红色三角形),单形核细胞浸润(黄色箭头)。

图 5　 ApoE- / -兔及新西兰兔(WT)心脏组织病理学检查

Note.
 

Vascular
 

endothelial
 

cells
 

(black
 

arrows),
 

subintimal
 

deposition
 

of
 

foam-like
 

substances
 

(red
 

triangles),
 

along
 

with
 

mononuclear
 

cell
 

infiltration
 

(yellow
 

arrows).

Figure
 

5　 Histopathological
 

examination
 

of
 

cardiac
 

tissues
 

in
 

ApoE- / -
 

rabbits
 

and
 

New
 

Zealand
 

rabbits
 

(WT)

3　 讨论

　 　 本研究通过基因型筛查、表型分析及血脂指

标检测, 筛选出遗传稳定且表型符合预期的

ApoE- / -高脂血症兔模型。 在正常饮食下,7 月龄

ApoE- / -兔表现出较为典型的脂质代谢紊乱特征,
血脂水平(TC、LDL-C)显著升高(P<0. 01),出现

明显的高血脂特征[14] 。 对比 ApoE- / - 小鼠模型在

18 周龄时通常表现出明显的动脉粥样硬化[15] ,
ApoE- / -兔模型则在 7 月龄开始表现出心肌纤维

灶性变性坏死伴随炎症反应,冠状动脉管壁增

厚,9 月龄冠脉系统出现早期血管粥样硬化样改

变。 相比于小鼠模型,兔模型病变缓慢、渐进的

动脉粥样硬化病变过程,具有较高的临床相似

性,符合人类疾病模型的长期慢性进展。
ApoE- / -兔的白细胞、中性粒细胞、嗜酸性粒

细胞、单核细胞等炎性细胞均显著高于新西兰兔

(WT),而淋巴细胞显著降低(P< 0. 01),这一结

果表明 ApoE 基因缺失引发血脂异常,不仅促进了

脂质沉积,更通过改变白细胞亚群的分布,激活

和维持较强的炎症反应和免疫激活。 淋巴细胞

的减少导致适应性免疫功能受到抑制,炎症反应

失控,进一步加剧血管病变。 研究证明 ApoE 基因

缺失可导致胆固醇异常积聚,引起体内脂质代谢

紊乱,诱发动脉粥样硬化[16] ,而动脉粥样硬化病

变的主要成分是中性粒细胞[17,18] 。 本研究培育

的 ApoE- / -兔完全符合该病理机制,进一步验证了

ApoE 基因缺陷导致血脂异常,激活中性粒细胞和

单核细胞等炎性细胞能够形成免疫炎症微环

境[19] ,推动动脉粥样硬化的形成和发展的核心通

路。 ApoE- / -兔的血红蛋白浓度和血小板计数均

出现显著性差异(P<0. 01),说明 ApoE 基因缺失

加剧血液黏稠和氧化应激[20] ,微环境改变加速斑

块形成和发展,从而影响红细胞携氧功能和血小

板活化[21] ,进而导致血液系统多指标异常。 血常

规和血脂生化指标变化表明 ApoE 基因通过调节

脂质代谢和免疫反应,间接影响血液系统的相互

作用,从而反应机体的健康状态。
在模型繁育体系构建中,本研究采用回交或

近交的方法,不断进行基因型筛选,结合人工授

精和自然交配的方式,获得遗传稳定的 ApoE- / -

兔。 由于 F0 和 F1 代的 ApoE- / -兔均为公兔,繁育
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F1、F2 代选用 ApoE+ / - 兔作为母本; F2 代获得

ApoE- / -母兔后,选用 ApoE- / -公母兔繁育的 F3 代,
其突变率达到 100%。 ApoE- / - 兔( ) ×ApoE+ / - 兔

( )、ApoE+ / - 兔( ) ×ApoE+ / - 兔( ) 和 ApoE- / - 兔

( ) ×ApoE- / -兔( )3 种繁育方式均能获得基因型

一致的 ApoE- / -纯合兔,说明基因突变可通过近交

或回交稳定遗传。 ApoE 基因敲除兔窝产仔数、断
奶仔数、初生体质量、断奶体质量均与新西兰兔

(WT)无显著性差异(P> 0. 05),且 ApoE 基因敲

除兔模型已正常繁育至 F3 代。 上述结果表明利

用 CRISPR / Cas9 技术制备的 ApoE 基因敲除兔具

有良好的繁殖性能,ApoE 缺失对兔的繁殖能力及

早期生长发育没有明显的负面影响。
本研究成功培育了遗传稳定、表型明确的

ApoE- / -兔高脂血症模型,为相关疾病的机制研究

和药物筛选提供了理想的实验载体,其建立的育

种体系为其他基因编辑疾病模型的构建提供了

技术参考。 但本研究仍存在一定的局限性:首

先,本研究仅聚焦于脂质代谢、免疫炎症及动脉

粥样硬化相关表型,未对 ApoE 基因缺失可能导致

肝肾代谢异常等潜在未知表型进行探究,后续仍

需结合多器官病理及代谢组学分析完善模型评

价体系;其次,本研究虽能稳定遗传至 F3 代,繁殖

性能良好,但长期近交可能导致遗传漂变等现

象,增加后代出现生长迟缓、免疫缺陷等健康风

险的概率,后续需适当的增加种群数量维持种群

的遗传多样性;最后,本模型是基于普通级新西

兰兔构建,未开展无菌动物或 SPF 级动物等层面

验证,难以直接阐明 ApoE 基因缺失与肠道微生态

的互作关系,后续可结合菌群移植等试验进一步

拓展深度研究。
本研究利用 CRISPR / Cas9 基因编辑技术成

功构建了 ApoE 基因敲除兔模型,通过近交或回交

繁育,筛选出表型明显且遗传稳定的 ApoE 基因敲

除兔群体(ApoE- / - ),并建立了一套有效的育种技

术体系。 该模型为深入研究脂质代谢紊乱及动

脉粥样硬化等相关疾病的发病机制提供了理想

的动物模型,也为相关疾病的药物开发和治疗策

略优化奠定了坚实基础。
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􀦋 􀦋

􀦋􀦋进展快报

大黄素通过调控巨噬细胞亚群与滑膜成纤维细胞亚群的
串扰促进类风湿关节炎恢复

该研究旨在探究大黄素、滑膜成纤维细胞(FLSs)与巨噬细胞(STMs)之间的关系,以指导大黄素在

类风湿关节炎(RA)治疗中的应用。 研究收集了不同病理进程类风湿关节炎患者的临床样本,通过流

式细胞术分析滑膜成纤维细胞和巨噬细胞亚群与病理进程的相关性;体外实验采用酶联免疫吸附试验

(ELISA)、蛋白质印迹法、Transwell 实验、CCK-8 实验及细胞共培养等方法,评估细胞增殖、迁移及炎症

因子分泌情况;同时构建胶原诱导关节炎小鼠模型,通过流式细胞术、微计算机断层扫描( micro-CT)及

染色法,探究大黄素对类风湿关节炎的治疗潜力。 研究发现,在类风湿关节炎患者滑膜组织中鉴定出

独特的滑膜成纤维细胞和巨噬细胞亚群,即 FAPα+ THY1-滑膜成纤维细胞、FAPα+ THY1+滑膜成纤维细

胞及 MerTKposTREM2high 巨噬细胞;其中 MerTKposTREM2high 巨噬细胞的数量与类风湿关节炎损伤程度呈

负相关,而 FAPα+ THY1- 滑膜成纤维细胞的数量与损伤程度呈正相关。 一方面, 大黄素可促进

MerTKposTREM2high 巨噬细胞的聚集,且能促进 MerTKposTREM2high 巨噬细胞介导的外泌体分泌,这些外

泌体可抑制 FAPα+ THY1+滑膜成纤维细胞分泌促炎因子、促进其分泌抗炎因子,进而抑制 FAPα+ THY1-

滑膜成纤维细胞的增殖和迁移,改善局部免疫微环境,抑制类风湿关节炎损伤。 该研究证实,大黄素可

通过调控巨噬细胞亚群的聚集及外泌体分泌,影响滑膜成纤维细胞亚群的炎症因子分泌、增殖和迁移,
最终对类风湿关节炎患者实现良好的治疗效果,提示其具有重要的临床价值。
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