PPARα转基因小鼠在药物评价中的应用研究
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【摘要】 目的 研究过氧化物酶体增殖激活受体α激动剂药物在PPARα转基因小鼠体内对肝肾功能、血脂指标的影响,以评价该模型能否能应用于药效学研究中。方法 选择27只6周龄的PPARα小鼠给予高脂饲料喂养一个月， 随机分成3组， 9只/组，分别为对照组1，高剂量组（非诺贝特60 mg/kg）和低剂量组（30 mg/kg）。同时选择9只C57BL/6小鼠作为对照组2。连续灌胃一个月，在动物给药前后分别检测肝功能指标、肾功能指标和血脂指标，并观察动物的一般生长情况。 结果 ①给药后各组比较：与对照组1比较，非诺贝特各剂量组在PPARα转基因小鼠体内均能明显升高血脂中CHO和HDL-C（P＜0.05），明显降低TG（P＜0.05）。各组之间的体重没有明显的差异（P＞0.05）。②给药前后比较：与给药前比较，给药后高剂量组能明显降低ALT、AST、ALP、BUN、TG（P＜0.05）；能明显升高CHO、HDL-C（P＜0.01）。而低剂量组能明显降低ALP（P＜0.05）；能明显升高CHO、HDL-C（P＜0.05）。结论 PPARα转基因小鼠评价PPARα激动剂药物比常规C57BL/6小鼠更敏感，是一个新的动物模型。
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Application of PPARα Transgenic Mice in Drug Evaluation
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【Abstract】  Objective  To research the impact of PPARα agonist on liver and kidney function and blood fat index in PPARα transgenic mouse, and to detect these indices in the model if they can be applied to the study of pharmacodynamics. Methods  Twenty-seven mice, at the age of 6 weeks, were divided into three group(each n=9), and fed with high-fat forage for a mounth.They were control group one，high dose group(60 mg/kg of fenofibrate),low dose group(30 mg/kg of fenofibrate).At the same time, 9 C57BL/6 mice were set as the control group two. The time of gavage administration 
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lasted one month. The liver function index, kidney function index ,and blood fat index were tested
before and after the drug administration. The growth of the mice was also observed. Results  ①The comparison after fenofibrate administration :Compared with control group one, in the PPARα transgenic mouse with the fenofibrate dosage of 60 mg/kg、30 mg/kg, the level of triglycerides (TG) was reduced markedly (P＜0.05）and the high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) 、CHO level was increased markedly (P＜0.05). However, there was no obvious statistics difference on weigh among all groups(P＞0.05) . ②The comparison before and after fenofibrate administration :Compared with the value before fenofibrate administration, the ALT、AST、ALP、BUN、TG were obviously reduced after the administration of 60 mg/kg fenofibrate (P＜0.05）,in addition, the CHO、HDL-C were obviously raised (P＜0.01）.However, in the 30 mg/kg fenofibrate administration group, ALP was obviously reduced (P＜0.05）,and the CHO、HDL-C were obviously raised (P＜0.05）.Conclusion  Compared with C57BL/6 mouse ,the PPARα transgenic mouse has the sensibility in evaluation of PPARα agonist. It is a new animal model .
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代谢综合症（表现为高血压、内脏肥胖、胰岛素抵抗、脂质代谢异常）的治疗是目前医学界面临的一大难题。过氧化物酶体增殖激活受体α（peroxisome proliferators-activated receptor α,PPARα），参与调控脂质代谢和免疫反应等生理过程，能够改善代谢综合征的状况。因此，近年来，临床上的PPARα激动剂药物常被用来进行降血脂的治疗。 使用PPARα转基因小鼠进行PPARα激动剂药物的临床前评价，建立一种药效学敏感的动物模型，用于该类药物的早期筛选，为药物研发机构节约时间和经费，为人类的临床用药提供理论依据。本课题着重探讨利用PPARα转基因小鼠进行PPARα激动剂药物的药效学评价的可行性。
1  材料和方法
1.1  实验动物
PPARα转基因小鼠，由中国医学科学院医学实验动物研究所遗传中心构建， 6月龄的C57BL/6小鼠，购自北京维通利华实验动物技术有限公司，合格证号SCXK（京）2012-0001。36只小鼠饲养于SPF级环境中，动物设施许可证号SYXK（京）2008-0012。饲喂的高脂饲料购自军事医学科学院实验动物中心，饲料配方为：猪油10%，蔗糖15%，胆固醇1%，蛋黄粉10%，胆酸钠0.1%，基础鼠料63.9%， 饲料合格证：SCXK(军)-2007-005。
1.2  试剂以及仪器
非诺贝特药物由北京益民药业有限公司生产。 7100型全自动生化分析仪，日本日立公司产品。
1.3  动物分组以及给药方法
实验小鼠总共分为4组。27只PPARα转基因小鼠随机分成3组，每组9只，分别为对照组1、高剂量组（非诺贝特60 mg/kg）、低剂量组(非诺贝特30 mg/kg)。人每天用药物非诺贝特剂量为0.3g,按照“人和动物间按体表面积折算的等效剂量比值表”，20g小鼠和70kg人的交叉汇合处为0.0026，按人的平均体重70kg计算，小鼠的折合剂量为0.3g/70kg×70kg×0.0026/20g=39mg/kg。选取60 mg/kg作为高剂量，30 mg/kg作为低剂量组，同时设置9只C57BL/6小鼠作为对照组2。每只动物灌胃体积为0.2ml/10g体重。各种小鼠在同等的SPF级环境下饲养，自由摄食、饮水。各组动物分别在6周龄时给予高脂饲料喂养一个月，然后连续非诺贝特灌胃一个月。分别于给药前后检测动物的肝功能指标、肾功能指标和血脂生化指标(表1)。
表1 实验小鼠分组及给药方法
Tab.1 The medication method and group of laboratory mouse

	组别（group）
	剂量(dose)
	动物品系(animal type)
	数量(amount)

	高剂量组
(HDG)
	60 mg/kg
	PPARα转基因小鼠(PPARα transgenic mouse)
	9


	低剂量组
(LDG)
	30 mg/kg
	PPARα转基因小鼠(PPARα transgenic mouse)
	9

	对照组1
(CG1)
	0

	PPARα转基因小鼠

(PPARα transgenic mouse)
	9

	对照组2
(CG2)
	0

	C57BL/6
	9


注：HDG代表high dose group,LDG代表low dose group,CG代表control group。

Note: HDG represents high dose group,LDG represents low dose group,CG represents control group.
1.4   观察指标与方法
1.4.1 大体观察
每天观察一次， 观察指标包括小鼠外观和行为（ 包括小鼠的皮肤毛发，眼和黏膜的变化，呼吸，中枢神经系统，四肢活动及其他表现）、分泌物和排泄物等。每周测定小鼠体重。
1.4.2  血生化指标的检测
4组实验小鼠在非诺贝特灌胃前、灌胃结束后眼眶静脉丛取血，留取血清检测血液生化指标。肝脏功能的指标包括丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬门氨酸氨基转移酶（AST）、碱性磷酸酶（ALP）。肾脏功能的指标包括血尿素氮（BUN）、血清肌酐（SCR）。血脂生化的指标包括胆固醇（CHO）、甘油三酯（TG）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、游离脂肪酸（NEFA）。
1.5  统计学分析
采用SPSS 12.0统计软件进行分析，结果以
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±ｓ表示， P＜0.05为差异具有显著性， P＜0.01为差异非常具有显著性，P＜0.001为差异极其具有显著性。统计学方法为t检验，方差分析，非参数检验。
2  结果
2.1  一般体征观察
整个实验过程中小鼠的皮肤正常无脱毛现象,眼睛与黏膜无异常分泌物,呼吸平稳,活动正常,无抽搐震颤等异常现象发生。动物给药后体重变化不大，各组之间的体重没有明显差异（P＞0.05），详见表2。
表2  给药后小鼠体重变化
Tab.2  Change of mouse weight with the medication administration
	组别
(group)
	给药前(BD)
	给药后(AD)

	
	
	1周
(one week)
	2周
(two weeks)
	3周
(three weeks)
	4周
(four weeks)
	5周
(five weeks)

	高剂量组
(HDG)
	21.86±2.65
	21.79±3.08
	22.14±3.25
	22.30±3.52
	22.30±3.73
	22.29±3.64

	低剂量组
(LDG)
	21.78±1.33
	22.33±1.35
	22.18±1.87
	22.53±1.56
	22.48±1.47
	22.38±1.79

	对照组1
(CG1)
	23.20±2.48
	23.50±2.91
	23.88±3.09
	24.43±3.13
	24.42±3.31
	24.40±3.70


	对照组2
(CG2)
	23.45±2.88
	24.22±3.24
	24.75±3.76
	25.05±3.93
	26.18±3.63
	25.82±4.15


注：BD代表before administration ,AD代表after administration,HDG代表high dose group,LDG代表low dose group,CG代表control group。
Note: BD represents before administration ,AD represents after administration,HDG represents high dose group,LDG represents low dose group,CG represents control group.
2.2  PPARα激动剂对血生化指标的影响
动物开始给药前，各组之间的10项血生化指标没有显著性差异（P＞0.05），（见表3）。①给药后各组比较：从图1可以看出，与对照组1比较，非诺贝特各剂量组均能明显升高CHO（P＜0.05）和HDL-C（P＜0.01），明显降低TG（P＜0.05）。各组之间的体重没有明显差异（P＞0.05）。与对照组2比较，非诺贝特各剂量组均能显著升高HDL-C（P＜0.01），显著降低TG（P＜0.01），提示PPARα转基因小鼠对该药物更敏感。②给药前后各组比较：从图1可以看出，与给药前比较，给药后高剂量组能明显降低ALT、AST、ALP、BUN、TG（P＜0.05）；能明显升高CHO、HDL-C（P＜0.01）。而低剂量组能明显降低ALP（P＜0.05）；能明显升高CHO、HDL-C（P＜0.05），但肾功能指标在正常范围内，没有临床意义。结果提示高剂量组的降血脂效果优于低剂量组。给药前后的血生化指标见表3。
表3  给药前后的血生化指标变化
Tab.3  Change of serum index with the medication administration
	组别
(group)
	
	ALT
(U/L)
	AST

(U/L)
	ALP

(U/L)
	BUN
(mmol/L)
	CHO

(mmol/L)
	TG

(mmol/L)
	HDL-C

(mmol/L)

	高剂量组
(HDG)
	给药前
(BD)
	60.4±13.4
	94.0±20.6
	180.8±52.9
	7.383±1.096
	3.631±0.532
	1.014±0.479
	2.079±0.287

	
	给药后(AD)
	39.3±4.4△△
	79.2±19.8△
	112.6±24.0*△△ 
	6.169±0.858△
	4.480±0.608*△△
	0.602±0.129**△
	2.928±0.418**△△△

	低剂量组
(LDG)
	给药前
(BD)
	60.8±26.1
	83.1±6.7
	176.7±77.7
	7.368±1.004
	3.856±0.439
	0.992±0.297
	2.208±0.252

	
	给药后
(AD)


	45.0±11.5
	95.9±34.7
	113.8±20.8*△
	7.162±1.654
	4.737±0.853* △
	0.773±0.261*
	3.13±0.495***△△△

	对照组1
(CG1)


	给药前(BD)
	52.6±9.9
	106.2±46.7
	163.6±52.5
	7.667±1.529
	3.959±0.579
	0.779±0.191
	2.376±0.300

	
	给药后(AD)
	39.6±9.3
	85.4±18.4
	91.3±23.3
	6.674±1.328
	3.857±0.471
	0.954±0.508
	2.520±0.476

	对照组2
(CG2)
	给药前
(BD)
	55.8±24.8
	99.1±24.8
	140.6±40.7
	8.000±0.718
	3.861±0.608
	1.071±0.433
	2.256±0.403

	
	给药后
(AD)
	40.3±11.5
	82.1±32.2
	96.5±29.0
	6.998±1.218
	3.903±0.635
	1.004±0.308
	2.283±0.506


注：*:代表给药后，与对照组1比较，*代表0.01<P<0.05，**代表0.001<P<0.01,***代表P<0.001. ★:代表给药后，与对照组2比较，★代表0.01<p<0.05，★★代表0.001<p<0.01, ★★★代表p<0.001。△：代表给药前后比较，△代表0.01<P<0.05，△△代表0.001<P<0.01, △△△代表P<0.001。BD代表before administration ,AD代表after administration,HDG代表high dose group,LDG代表low dose group,CG代表control group。
Note: compared with the control group 1 after the medication administration , *0.01<P<0.05, **0.001<P<0.01, *** P<0.001; compared with the control group 2 after the medication administration , ★0.01<P<0.05, ★★0.001<P<0.01, ★★★P<0.001.The comparision before and after medication administration, △0.01<P<0.05, △△0.001<P＜0.01, △△△ P<0.001. BD represents before administration ,AD represents after administration,HDG represents high dose group,LDG represents low dose group,CG represents control group.
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图1  给药前后血生化的变化
Fig.1 Change of serum index（ALT、AST、ALP、CHO、TG、HDL-C）with the medication administration.

3  讨论
PPARα受体是今年来新发现的一种甾体激素类受体，作为PPARα受体的一个亚型，在脂质代谢、炎症过程、免疫反应等生理过程中发挥着巨大的作用。PPARα主要分布在代谢活性较高的组织中，如肾、肝、心脏、肌肉组织[1]。PPARα在肝脏脂质代谢中发挥着巨大的作用。PPARα激动剂围绕降血脂这一中心功能与临床上许多疾病有关，比如改善脂质代谢、动脉粥样硬化、心血管疾病、非酒精性脂肪肝、抗炎、保护血管内皮等作用[2-10]。
代谢综合症表现为高血压、内脏肥胖、胰岛素抵抗、脂质代谢异常，它的治疗是医学界面临的一大难题。PPARα基因参与调控脂质代谢和免疫反应等生理过程，能够改善代谢综合症的症状[11]。
转基因动物具有与人类相似的疾病致病原因、机制的优点，使用其评价的药物，其结果更加准确。转基因动物已在抗肿瘤药物、抗艾滋病药物、抗肝炎病毒药物、肾脏疾病药物的筛选中取得了突破性的进展[12]。本课题着重利用PPARα转基因小鼠进行PPARα激动剂药物的药效学评价。
有文献报道[13-14]，PPARα激动剂降低甘油三酯的水平，升高高密度脂蛋白胆固醇成分，能够诱导胆固醇从巨噬细胞和泡沫细胞里移出。在导致低血糖的长时间的禁食下，脂肪酸从脂肪沉积的部位游走到肝脏，在肝脏它们被摄取，氧化和代谢成酮体，PPARα在这代谢过程中能起到中枢性的作用[15]。本文的实验结果与文献报道一致，脂肪酸的下降不明显可能与灌胃时间为一个月有关，延长灌胃时间可能会出现脂肪酸的下降。关于脂肪酸的下降方面的研究值得我们进一步探讨。
与给药前比较，给药后高剂量组和低剂量组能明显升高HDL-C，能明显降低肝功能指标。临床上高血脂常伴有轻到重度的脂肪肝，引起肝功能指标的上升，PPARα激动剂能够显著改善脂肪肝的状况[10]，在本实验中给药后高剂量组能明显降低ALT 、AST、ALP,与文献报道结果一致。 在PPARα转基因小鼠体内，非诺贝特给药一个月能改善肝脏功能及降血脂作用。
根据本试验结果提示，PPARα转基因小鼠与C57BL/6相比，在评价PPARα激动剂药效学方面比常规C57BL/6小鼠更敏感，是一个新的、敏感的动物模型。 
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