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专题研究

长爪沙鼠脑缺血模型近交系的培育
及其发病机制研究进展
李长龙１，杜小燕１，王冬平２，陈振文１∗

（１． 首都医科大学基础医学院，北京　 １０００６９； ２． 军事医学研究院实验动物中心，北京　 １０００７１）

　 　 【摘要】 　 长爪沙鼠具有脑血管变异缺失的特性，是脑缺血研究良好的模型动物。 普通长爪沙鼠群体中模型成

功率低，影响研究结果稳定性，不符合实验动物福利要求。 我们团队在证实脑血管 Ｗｉｌｌｉｓ 环（ｃｉｒｃｌｅ ｏｆ Ｗｉｌｌｉｓ， ＣＯＷ）变
异缺失具有遗传性的基础上，首先通过定向选育建立了脑缺血高发群体，进而通过全同胞近亲繁殖的方式，建立了脑

缺血模型近交系，其 ＣＯＷ 缺失率达 ７６ ６２％，模型成功率达到 ８８ ８９％。 此外，建立了近交系微卫星 ＤＮＡ 和生化位点

遗传检测方法，分析了长爪沙鼠脑缺血模型近交系动物的生长发育和血液生理生化等指标，为该模型的推广应用奠

定了基础。 我们还发现，ＶＥＧＦＡ 基因、ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 和 Ｎｏｔｃｈ 信号通路在长爪沙鼠脑血管发育中发挥重要作用。 通过抑

制消减杂交方法筛选获得 ４ 个与长爪沙鼠脑血管发育相关的基因。 长爪沙鼠脑缺血模型近交系的培育成功解决了

模型发生率低的问题，减少了动物使用量，提高了研究结果可信度和稳定性，促进了相关机制研究。
【关键词】 　 长爪沙鼠；脑缺血；近交系；抑制消减杂交
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　 　 ２０１８ 年，第 ７１ 届世界卫生组织（ＷＨＯ）大会发

布的信息显示，心脑血管疾病仍然是人类健康的最

大“杀手”，而中国是全世界脑血管病死亡率最高的

国家。 随着我国老龄化社会的到来，脑血管病的发

病率将呈上升趋势。 在多种脑血管病发生的高危

因素中，脑血管畸形是关键因素之一。 脑动静脉畸

形（ａｒｔｅｒｉｏｖｅｎｏｕｓ ｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ，ＡＶＭ）会导致脑血管

病易患性增强，尤其在儿童和年轻人脑血管病的发

生中，ＡＶＭ 是脑血管病发生最根本的原因之一［１］。
研究发现人的脑底动脉 Ｗｉｌｌｉｓ 环（ ｃｉｒｃｌｅ ｏｆ Ｗｉｌｌｉｓ，
ＣＯＷ）存在多种畸形［２］，西方人群中正常结构 ＣＯＷ
的比例为 ４２％ ～ ５２％ ［３ － ４］。 中国人群中正常结构

ＣＯＷ 的比例仅为 ２７％ ，远远低于西方人群，其中后

交通支完整率为 ３１％ ，前交通支完整率 ７９％ ［５］。
ＣＯＷ 变异缺失会导致罹患脑血管病风险性显著增

加［６］。 在 ＣＯＷ 不对称的病人中，脑动脉瘤破裂的

比例高达 ７５ ７％ ，说明 ＣＯＷ 的变异缺失还与脑动

脉瘤的预后高度相关［７］。 不仅如此，ＣＯＷ 变异缺失

与缺血性脑中风病人溶栓处理后的脑出血紧密相

关［８］。 因此，ＣＯＷ 变异缺失是脑血管病重要风险因

子和预后指标［９］。 动物模型是研究脑缺血发病机

制和治疗方法不可或缺的实验材料。 现有的脑缺

血动物模型主要分为全脑缺血模型和局灶性脑缺

血模型，其中全脑缺血模型主要采用双侧结扎颈总

动脉和椎动脉获取［１０］。 该方法能够复制大脑严重

缺血和缺血再灌注模型。 局灶性脑缺血模型主要

通过开颅法、线栓法、栓塞法和光化学法建立。 但

上述模型存在手术复杂、对动物损伤大及缺血部位

和范围不稳定等缺点。
长爪沙鼠是源自我国的实验动物，后传到日本

和欧美等国家，因其具有独特的解剖结构及其对微

生物易感性、多种肿瘤易发性等生理和行为学特

征，已广泛地应用于寄生虫病、微生物、生殖、内分

泌、营养、代谢及药理、肿瘤等诸多领域研究，被称

为“多功能”实验动物［１１ － １２］。 目前在主要的发达国

家均有商品化的长爪沙鼠出售，如 Ｃｈａｒｌｅｓ Ｒｉｖｅｒ 公

司。 针对长爪沙鼠自发癫痫的特性，美国加利福尼

亚大学培育了癫痫易感型 （ＷＪＬ ／ ｕｃ） 和抵抗型

（ＳＴＲ ／ ｕｃ）两个近交品系。 日本培育了长爪沙鼠癫

痫品系（ＭＧＳ ／ ｌｄｒ） ［１３］。 长爪沙鼠被认为适宜制作

脑缺血模型［１４］，其优势在于，第一，长爪沙鼠成年体

重约为 ６０ ～ ８０ ｇ，适宜手术操作；第二，模型建立方

法简单，手术损伤相对小，利于长时间的研究工作；
第三，适宜建立全脑和半脑缺血模型或者缺血再灌

注模型［１５］。 长爪沙鼠脑缺血模型不但用于脑缺血

发病 和 损 伤 机 制 研 究， 也 用 于 相 关 药 物 研 究

开发［１６］。
利用长爪沙鼠建立脑缺血模型也存在不足。

由于长爪沙鼠 ＣＯＷ 结构存在差异，造成仅有 ３０％
左右动物在结扎颈总动脉后出现明确的脑缺血症

状［１７ － １８］。 模型成功率低造成了严重的动物浪费和

研究结果不稳定，因此开发出脑底动脉 Ｗｉｌｌｉｓ 环变

异缺失类型一致，表型性状稳定的模型群体就显得

十分必要。

１　 长爪沙鼠脑缺血模型高发群体的
培育
　 　 首都医科大学群体来自于捕获到野生长爪沙

鼠。 从 １９８２ 年开始实验动物化工作，在质量控制和

群体培育方面做了很多工作。 杜小燕等［１９ － ２０］ 通过

大量分析，确认长爪沙鼠 ＣＯＷ 具有变异缺失特性，
进一步研究证实，通过单侧结扎颈总动脉获得典型

半脑缺血症状的前提是 ＣＯＷ 前交通支细小或缺失

并后交通支缺失。 通过对连续 ５ 代长爪沙鼠共计

３９８ 只动物的分析证实，长爪沙鼠脑底动脉 ＣＯＷ 变

异缺失具有遗传性［２１］。 该研究结果表明，通过选育

的方式定向培育长爪沙鼠脑血模型群体是可行的。
首都医科大学长爪沙鼠研究团队在国家自然

科学基金和国家科技支撑计划课题资助下，开展了

长爪沙鼠脑缺血高发群的选育工作。 由于脑血管

ＣＯＷ 类型分析具有破坏性，因此在亲代动物产子后

再进行血管类型分析和模型制作，根据亲代 ＣＯＷ
类型和发病特点对子代个体进行筛选和配种，进而

达到选育和富集相关基因的目的。 经过 ８ 年 １８ 代

的定向繁育，长爪沙鼠群体的半脑脑缺血模型成功

率由普通种群的 ４０％左右上升到 ７０％以上，全脑缺

血模型成功率可达 ８０％ 以上。 经过多个单位的研

究证实，该群体成模率稳定，模型一致性好，已经成
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为脑缺血模型高发群群体。 该群体对于提高实验

效率、减少动物使用量和保障动物福利等方面均有

重要意义。 ２０１４ 年 １ 月该群体通过了专家鉴定，将
为脑缺血研究和药物研发提供新的实验材料。

２　 长爪沙鼠脑缺血模型近交系的培育

尽管脑缺血高发群的模型成功率有了很大提

升，但是 ＣＯＷ 类型的多样性没有显著改善，为了进

一步提高长爪沙鼠脑缺血模型的成模率和模型症

状的一致性，固化 ＣＯＷ 类型，团队从 ２００９ 年开始选

择血管类型相同和表型特征一致的长爪沙鼠后代

开始全同胞兄妹近交繁殖，培育长爪沙鼠脑缺血模

型近交系。 选育过程中，在每一代都进行血管类型

分析和模型成功率测定，通过亲代血管类型和表型

特征决定其后代是否留种。
近交系培育过程中会出现严重的近交衰退现

象，表现为生育障碍进而导致近交系培育失败。 为

了保证近交系繁殖成功，采取隔代检测的方法，即
子代的仔鼠出生后才检测其祖代的策略。 通过对

Ｆ１⁃Ｆ１５ 代所有动物和 Ｆ１６⁃Ｆ２０ 代部分动物进行了

脑缺血成模率和 ＣＯＷ 缺失类型统计发现，在连续

近交 ２０ 代过程中单侧颈总动脉结扎模型发生率总

体呈上升趋势，从 Ｆ３ 的 ４７ ６％ 上升到 Ｆ１８、Ｆ１９ 和

Ｆ２０ 分别达到 ７３ １７％ 、８５ ７１％ 和 ８８ ８９％ ；同时，
ＣＯＷ 变异缺失率也呈上升趋势，ＣＯＷ 后交通支的

缺失达到 １００％ ；前交通支的缺失率从 Ｆ３ 代的 ５０％
上升到 Ｆ１８、Ｆ１９ 和 Ｆ２０ 分别达到 ８５ ３６％ 、８０ ９５％
和 １００％ 。

为了验证群体 ＣＯＷ 缺失和特性，选择近交 Ｆ２０
代后 ７７ 只动物进行脑解剖，显微镜下观察 ＣＯＷ 动

脉环前后交通支细小或缺失，左缺失、右缺失和双

侧缺失及细小等现象均按照缺失统计，否则为完

整。 结果显示，有 ５９ 只动物出现 ＣＯＷ 缺失，前交

通支缺失比例为 ７６ ６２％ ， 后交通支缺失比例

１００％ ，长爪沙鼠脑缺血模型近交系群体 ＣＯＷ 缺失

比率为 ７６ ６２％ 。 目前保有 Ｆ１８⁃Ｆ２３ 代种用动物

１５０ 余对。
依据国家标准 ＧＢ１４９２３ － ２０１０ 《实验动物哺乳

类实验动物的遗传质量控制》中近交系实验动物的

命名原则，采用大写的英文字母来命名。 长爪沙鼠

脑缺 血 模 型 近 交 系 的 命 名 应 用 英 文 Ｃｅｒｅｂｒａｌ
Ｉｓｃｈｅｍｉａ Ｍｏｎｇｏｌｉａｎ ｇｅｒｂｉｌ 的首字母的大写来命名，
即长爪沙鼠脑缺血模型近交系命名为 ＣＩＭＧ。 ２０１７

年通过了北京市实验动物专家委员会的专家鉴定。

３　 长爪沙鼠脑缺血模型近交系的遗传
检测
　 　 近交系（ ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ）动物是至少经过连续 ２０
代的全同胞兄妹之间或亲代与子代之间交配培育

而成的实验动物品系。 由于长期近亲繁殖，近交系

动物个体之间基因高度纯合，具有高度的遗传一致

性。 因此，建立长爪沙鼠近交系遗传检测方法是评

估近交系培育是否成功的重要指标之一。
３ １　 ＣＩＭＧ 微卫星 ＤＮＡ 标记检测

鉴于长爪沙鼠基因组信息未知，因此利用 ５３６
对小鼠微卫星引物在长爪沙鼠基因组中扩增出微

卫星位点 １３０ 个，并将其注册到基因数据库中

（ＧｅｎＢａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ． ＧＵ５６２６９４⁃ＧＵ５６２８２３， ＨＭ
０２６００） ［２１ － ２２］。 通过对 ＰＣＲ 反应和电泳条件的优

化，在长爪沙鼠群体中筛选优化获得等位基因数 ３
个以上的 ３９ 个微卫星位点。 经过 ＳＴＲ（ｓｈｏｒｔ ｔａｎｄｅｍ
ｒｅｐｅａｔ）扫描后选择多态性好、分布均匀位点作为长

爪沙鼠遗传质量检测的标记位点［２３ － ２４］。 在近交培

育第 ３ － ２０ 代，利用上述位点分析长爪沙鼠遗传一

致性。 结 果 显 示， 在 ２８ 个 选 定 位 点 中， 有

ＡＦ２００９４７、Ｄ２Ｍｉｔ２２、Ｄ１７Ｍｉｔ３８、Ｄ１１Ｍｉｔ３５ 和 Ｄ５Ｍｉｔ３１
等 ５ 个位点出现变化，其中，ＡＦ２００９４７ 位点从近交

第 ４ 代开始由杂合子变为纯合子；Ｄ２Ｍｉｔ２２ 位点从

近交第 １１ 代开始由杂合子变为纯合子；Ｄ１７Ｍｉｔ３８
位点在近交过程中始终为杂合子状态；Ｄ１１Ｍｉｔ３５ 位

点最初为纯合子，在近交第 １１ 代开始出现杂合子并

一致延续至近交 ２０ 代；Ｄ５Ｍｉｔ３１ 位点最初为纯合

子，在近交第 １１ 代开始出现杂合子并延续至近交

１６ 代，从 １６ 代开始纯合子位点并延续至近交 ２０
代。 在 Ｆ１６ 代时，在 ２８ 个微卫星位点中有 ２６ 个已

达到纯合；有 ２ 个位点仍是杂合状态；而到 Ｆ２０ 代

时，有 ２ 个微卫星位点仍为杂合 （ Ｄ１１Ｍｉｔ３５ 和

Ｄ１７Ｍｉｔ３８），位点的纯合率达到 ９２ ８６％ 。
３ ２　 ＣＩＭＧ 生化位点标记检测

生化位点标记检测法是国家标准推荐的近交

系动物遗传检测方法。 研究采用筛选获得的长爪

沙鼠 ２６ 个生化位点对 Ｆ９、Ｆ１４、Ｆ１９、Ｆ２０ 代动物进

行了遗传检测，发现在近交系的培育过程中，有 ３ 个

生化位点从多态变为单态，其中位点 Ｅｓ － ３ 在 Ｆ１４、
Ｆ１７ 和 Ｆ１９ 为多态；位点 Ｐｇｍ － １ 在 Ｆ１４ 为多态，Ｅｓ
－ ４ 在 Ｆ１４ 和 Ｆ１７ 为多态。 Ｆ２０ 代以上的动物进行

遗传检测，其生化位点标记的电泳呈现单一性，未
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发现杂合型和多态性，说明这个近交系动物在上述

位点均已经纯合，已选的 ２６ 个生化标记纯合度达到

１００％ 。 上述结果表明，ＣＩＭＧ 已经符合近交系动物

遗传质量标准。

４　 长爪沙鼠脑缺血模型近交系的生物
学特性
４ １　 ＣＩＭＧ 生长繁殖特性

选择近交繁育 ２０ 代以上的动物，依据繁殖卡片

和对不同阶段动物进行检测，统计其繁殖性能，包
括：窝产仔数、初生窝重、初生平均重、离乳均重、成
年体重、离乳成活率和胎间隔等。 结果显示，在 １ ～
５ 胎，ＣＩＭＧ 平均每胎出生（３ ５１ ± １ ４７）只仔鼠，其
中第二胎出生动物数最高，为（４ ２９ ± １ ８９）只；平
均窝重为 （１０ ８０ ± ４ ２４） ｇ；平均出生重 （３ １６ ±
０ ４２）ｇ，其中第一胎出生重较低，其他胎次平均出

生差异不大；ＣＩＭＧ 平均离乳体重为（３１ ０３ ± ６ ３０）
ｇ，８ 周体重平均为（４９ ６０ ± ５ １８） ｇ，总体仔鼠成活

率为 ７４ ４６％ ；ＣＩＭＧ 初产日龄和胎间隔变化范围较

大。 结果表明，ＣＩＭＧ 种鼠生育周期延长、生育能力

下降、哺育能力下降和仔鼠畸形高等情况，导致种

群的培育过程放缓。
通过对 ＣＩＭＧ 生长曲线分析发现，在 １ ～ ７ 日

龄，脑缺血动物 Ｒ ＝ ０ ９９６０，决定度 Ｒ２ ＝ ０ ９９２１，在
该段时间内影响体重增加的因素中日龄起了

９９ ２１％的作用；在 １ ～ ８ 周龄，脑缺血动物 Ｒ ＝
０ ９９１０，决定度 Ｒ２ ＝ ０ ９８１９，在该段时间内影响体

重增加的因素中周龄起了 ９８ １９％的作用。
４ ２　 ＣＩＭＧ 血液生理生化特性

选择 ３ 月龄 ＣＩＭＧ 动物，分析其主要血液生理

生化学指标，结果发现，在分析 １７ 项血液生化指标

中 ＧＬＵ 和 ＣＲＥ 在雌雄间差异有显著性 （ Ｐ ＜
０ ０５），ＴＧ 在雌雄个体间差异有极显著性 （ Ｐ ＜
０ ０１）；在分析的 ２２ 项血液生理指标中，ＰＬＴ、ＭＰＶ、
ＢＡＳ 和 ＬＹＭ 在雌雄间差异有显著性（Ｐ ＜ ０ ０５），
ＰＤＷ 在雌雄个体间差异有极显著性（Ｐ ＜ ０ ０１）；其
他指标差异无显著性。 表明，ＣＩＭＧ 血液生理生化

指标相对稳定，雌雄个体间差异小，品系内动物间

一致率好。

５　 ＣＩＭＧ 脑血管缺失发生机制

５ １　 长爪沙鼠脑血管发育时间的确定

大量研究证明，脑血管畸形是由遗传因素所

致［２５ － ２６］。 血管生成相关基因的对脑血管的发育发

挥至关重要的作用。 血管生成因子 （ ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ
ｆａｃｔｏｒ ｗｉｔｈ Ｇ⁃ｐａｔｃｈ ａｎｄ ｆｏｒｋｈｅａｄ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ （ ＦＨＡ）
ｄｏｍａｉｎ １， ＡＧＧＦ１ ） 和 血 管 内 皮 细 胞 生 长 因 子

（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＶＥＧＦ）均被认为

对血管生成发挥重要调节作用［２７ － ２８］。 研究显示，胚
胎发育过程中在血管生成的部位均有 ＶＥＧＦＡ 的表

达［２９］；在 １４ 日龄小鼠胚胎的大脑组织中，ＶＥＦＧＡ
基因也具有高水平的表达［２９］。 长爪沙鼠是新的实

验动物资源，其妊娠期与常规实验动物存在差异，
因此明确脑血管发育时间是探索其脑血管缺失机

制中重要的前提。 通过分析不同发育时间长爪沙

鼠胚胎和个体脑组织 ＡＧＧＦ１ 和 ＶＥＧＦＡ 基因表达

水平来确定其脑血管发育高峰时段。 定量 ＰＣＲ 结

果发现，ＡＧＧＦ１ 和 ＶＥＧＦＡ 基因在 １０ ｄ 胚胎时均出

现表达的高峰。 在个体出生后，不同发育阶段中

ＶＥＧＦＡ 和 ＡＧＧＦ１ 基因表达变化相对较小并且在心

脏组织表达水平高于大脑的水平。 提示在胚胎 １０ ｄ
是脑血管发育重要时段，也可能是 ＣＯＷ 发育关键

时期。
５ ２　 ＶＥＧＦＡ 和 ＡＧＧＦ１ 表达与长爪沙鼠脑血管

ＣＯＷ 发育相关性研究

选取了 Ｗｉｌｌｉｓ 环类型一致个体的 １０ ｄ 胚胎，分
别利用 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法分析上述 ２ 个基

因的表达水平。 结果显示，两种方法对 ＶＥＧＦＡ 和

ＡＧＧＦ１ 表达分析结果具有一致性。 ＡＧＧＦ１ 基因在

不同血管类型个体中的表达水平没有显著变化。
ＶＥＧＦＡ 基因在不同血管类型个体间存在差异，表明

ＶＥＧＦＡ 基因的表达水平与 ＣＯＷ 类型间存在相关

性。 研究发现，Ｎｏｔｃｈ１ 的配体 ＤＬＬ４ 在不同 ＣＯＷ 类

型的胚胎间存在显著差异。 结果表明，在长爪沙鼠

ＣＯＷ 发育过程可能是 ＶＥＧＦＡ 基因表达水平变化影

响了 Ｎｏｔｃｈ 信号通路。
ＶＥＧＦＡ 是通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路在血管生成

中内皮细胞的增殖、迁移和分化等多个过程发挥重

要作用［３０］。 因此本研究分析了不同血管类型中

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路。 结果显示，相比于 ＣＯＷ 完整

胚胎，在 Ａｋｔ 在 ＣＯＷ 变异缺失胚胎表达中表达显著

降低，此外，ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 和 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 在 ＣＯＷ 变异

缺失的胚胎中也有不同程度的下降。 结果表明，
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路影响长爪沙鼠 ＣＯＷ 的发育。
５ ３　 长爪沙鼠脑血管畸形基因的筛选及机制研究

脑血管发育受到多种遗传因素的影响，通过抑

制消减杂交 （ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，
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ＳＨＨ）方法可以对表达差异基因进行筛选。 我们用

９ 只长爪沙鼠构建了 １２ 个不同脑血管类型相关的

抑制性消减杂交文库，通过测序和序列比对鉴定了

８４ 个基因，其中 １６ 个基因与血管发育相关。 通过

进一步的定量 ＰＣＲ 验证，明确半胱氨酸组织蛋白酶

抑制素 Ｃ （ＣＳＴ３）、鸟苷酸结合蛋白 ａｌｐｈａ 刺激亚基

（ＧＮＡＳ）、谷胱甘肽过氧化物酶 ４ （ＧＰｘ４）和肌动蛋

白抑制蛋白 ２ （ＰＦＮ２）等 ４ 个基因与长爪沙鼠脑血

管畸形相关［３１］。

６　 结语

近交系实验动物在生命科学研究和生物医药

产业中具有广泛的用途。 长爪沙鼠是源自我国的

实验动物资源，由于其具有 ＣＯＷ 变异缺失的特性，
使其在脑血管发育和脑缺血研究中具有独特价值。
ＣＩＭＧ 的培育成功不但丰富了我国实验动物资源，
增加了品系，而且是国际上首次培育出脑缺血长爪

沙鼠近交系。 ＣＩＭＧ 解决了长爪沙鼠脑缺血模型发

生率低的问题，减少了动物使用量，提高了研究结

果的可信度和稳定性，促进了脑缺血和缺血再灌注

的发病机制和治疗方法研究，随着该模型动物的推

广应用，必将推动医学生物学及药学研究进程。
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