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碘乙酰胺在消化系统疾病动物模型研究中的应用概况
李建锋1，谢胜2，陈广文2，刘礼剑2，杨成宁2，李娟1，谢洁如2，戴文杰1，陈明冰1，黎丽群1
（1.广西中医药大学研究生学院，广西 南宁 530000；2.广西中医药大学第一附属医院消化内科，广西 南宁 530000）
摘要：碘乙酰胺是蛋白组学中半胱氨酸和组氨酸的烷基化试剂，可抑制蛋白酶活力下降甚至消失而不使蛋白变性，具有诱导细胞缺氧、黏膜损伤、焦虑和抑郁等作用，可基本模拟消化系统疾病如慢性胃炎、功能性消化不良、溃疡性结肠炎的病理生理机制，故目前广泛应用于慢性胃炎、功能性消化不良、溃疡性结肠炎动物模型的建立和研究。现就对其在消化系统疾病动物模型建立中的作用机制、造模方法等研究综述如下。
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Abstract: Iodoacetomide is the alkylation reagent of cysteine and histidine in proteomics, it can inhibit protease vigor and even disappear without protein degeneration, induce cell hypoxIA, mucosal injury, anxiety and depression, can basically simulate digestive system diseases such as chronic gastritis, functional dyspepsIA, ulcerative colitis pathophysiological mechanism. So it is widely used in the establishment and research of the animal models of chronic gastritis, functional dyspepsIA and ulcerative colitis. In this paper, the mechanism and modeling methods of the animal models of digestive system diseases are summarized as follows.
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前言
慢性胃炎（Chronic Gastritis，CG）、功能性消化不良（Functional DyspepsIA，FD）及溃疡性结肠炎（Ulcerative Colitis，UC）是消化系统常见疾病，占据消化内科门诊半数以上，发病率呈现逐年上升趋势，严重危害人类身心健康，加重医疗经济负担。目前，CG、FD、UC的病因及发病机制尚未明确，因此，进一步深入研究这类消化系统疾病的发病机制及药物研发，相关动物模型的建立显得尤为重要。近年来动物研究发现烷基化试剂--碘乙酰胺可基本模拟消化系统疾病如慢性胃炎、功能性消化不良、溃疡性结肠炎的病理生理机制，碘乙酰胺可作为蛋白酶抑制剂抑制蛋白酶活力而不使蛋白变[1]，具有诱导细胞缺氧、黏膜损伤、焦虑和抑郁等作用，现将碘乙酰胺在CG、FD、UC动物模型建立中的作用机制、造模方法等研究进行综述。

1. 碘乙酰胺的作用机制
碘乙酰胺（Iodoacetomide，IA），又称碘代乙酰胺或2-碘乙酰胺（IAM），其化学式为C2H4INO（见图1）。IA见光易分解，需储存于棕色瓶中，并用锡箔纸裹住瓶身放于4 ℃冰箱中保存。IA是蛋白组学中半胱氨酸和组氨酸的烷基化试剂，可保证蛋白质完全变性并保持还原状态，可作为蛋白酶抑制剂[1]和/或烷基化试剂用于生物质谱分析[2]、蛋白质分子结构分析[3]、抗体片段制备[4]等。IA与半胱氨酸上的巯基（-SH）在室温下即可迅速发生反，因此以巯基（-SH）为活性基的酶，可被IA特异地且不可逆地抑制，发生R－SH+ICH2CONH2→R－S－CH2CONH2+HI[5]化学反应（如图2）。因此IA对于发酵、糖酵解、肌肉收缩等显示着强抑制作用。
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图1.碘乙酰胺化学结构式C2H4INO
FIG1. Iodine acetamide chemical structure C2H4INO
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图2.碘乙酰胺与巯基（-SH）不可逆反应的化学方程式：R－SH+ICH2CONH2→R－S－CH2CONH2+HI
FIG2. The irreversible chemical equation of iodoacetamide and sulfhydryl (-sh):R－SH+ICH2CONH2→R－S－CH2CONH2+HI

1.1
IA诱导细胞缺氧
IA是磷酸肌酸激酶(CK)的特异性抑制剂，CK被抑制后，ATP转运障碍[6]，则供能量不足，致细胞膜泵障碍对离子的正常转运被破坏，钠和水进入细胞内，引起细胞和细胞器的肿胀。而线粒体的肿胀破坏导致能量生成严重障碍，诱导加重缺氧。同时，在无氧或缺氧条件下发生糖酵解，其中糖基化3-磷酸甘油醛脱氢酶是催化糖酵解反应重要酶学之一。因IA的抑制作用，糖基化酶的活性部位的巯基（-SH）空间位置发生改变，而影响3-磷酸甘油醛脱氢酶的活力，加重能量产生障碍，导致肌肉运动能力下降[7]。且无氧代谢中生成的大量乳酸可造成代谢性酸中毒，酸中毒引发在加重ATP合成障碍的同时，还将破坏细胞器和细胞，更进一步加重缺氧并诱导细胞死亡。

1.2  IA诱导黏膜损伤
研究发现内生巯基（-SH）化合物,如谷胱甘肽对保护胃黏膜发挥着重要作用[8-9]，它们能够结合反应性游离氧自由基[10]，以防止活性氧（ROS）及其代谢物参与胃黏膜损伤[11]。当使用IA局部作用于大鼠结肠黏膜时，发现所诱导的UC在黏膜损伤、炎症等表现与人类相似，其作用是通过降低非蛋白组分中的谷胱甘肽浓度，以拮抗黏膜保护[12-13]。即IA特异抑制了巯基（-SH），从而消除胃黏膜中的巯基（-SH）成分，巯基（-SH）失去保护黏膜的作用，进而导致黏膜损伤[14]。因黏膜中引发不可逆的细胞损伤，从而导致血管通透性增加，形成糜烂和溃疡，以及急性和慢性炎症[15]。

1.3  IA介导蛋白质变性
蛋白质是由多种氨基酸通过肽键构成，在蛋白质分子中各氨基酸通过肽键及二硫键结合成具有一定顺序的肽链称为一级结构。其中二硫键，又称S－S键，是在肽脱水缩合过程同时，位于两不同肽r基上的2 个巯基（-SH）被氧化而形成的—S—S—形式的硫原子间的键。在生物化学的领域中，通常系指在肽和蛋白质分子中的半胱氨酸残基中的键。蛋白的聚集过程受到多种因素的影响，其中就包括二硫键。二硫键起着稳定蛋白结构及抑制聚集的作用[16-19]。IA具有抑制巯基（-SH）的作用，致使二硫键断裂，多肽链伸展开来，使蛋白质高级结构发生变化，从而失去生物活性。

1.4  IA诱导焦虑和抑郁
IA诱导雌性小鼠胃炎的表现出与高架十字迷宫测试(EPMT)中所评估的焦虑相关的行为增加[20-21]。Luo等[22]研究发现用IA处理的雌性小鼠中皮质酮的循环水平降低，而焦虑抑郁相关行为指标显着增强，但在雄性小鼠中没有显着变化。同时指出，可能是长期胃炎增强焦虑样行为，并引起下丘脑 - 垂体 - 肾上腺轴（HPA）轴的习惯化以性别依赖方式有关，其中IA对焦虑和HPA轴活性的影响是由外周作用部位引起的。Painsipp等［23］研究中发现，IA诱导雌性大鼠胃炎中HPA轴过度活跃，而HPA轴过度活跃是焦虑抑郁症患者的共同表现［24-27］，并表明IA诱导的胃炎通过神经内分泌（HPA轴）途径导致雌性大鼠的焦虑和抑郁样行为。

2. IA在在消化系统疾病动物模型建立中的应用
2.1 慢性胃炎
CG由多种原因引起的胃黏膜的慢性炎性反应，当前我国CG患病率接近90%[28]，并且CG伴肠上皮化生发生胃癌的危险度增加[29]，在临床上应引起高度重视，故CG物模型的构建对深入研究该病的相关机制显得尤为重要。

IA具有诱发轻度胃炎的作用，并产生在感觉和酸分泌功能显著变化反应，国外学者在建立慢性胃炎大鼠模型中已多次应用[30-33]。且慢性胃炎与饮食因素具密切相关［34］，而采用IA化学刺激模损伤胃黏膜以拟人类因不良饮食习惯来造成的慢性胃炎，这种模拟病因的方式能很好地反映慢性胃炎发展的真实情况。陈娟等［35］用0.07% 的IA溶液代替饮水自由饮用4 周以诱导诱导胃炎模型，发现IA组肉眼可见胃黏膜明显充血水肿、红斑点、呈线状或片状，病理炎症中可观察到胃黏膜毛细血管扩张淤血，在胃小凹区、固有腺底部直至黏膜肌层见不同程度的淋巴细胞、嗜酸性粒细胞和嗜中性粒细胞浸润；Lee等［36］用0.1 mL 0.15％ 的IA灌胃，同时以0.15％ 的IA与2％ 蔗糖的混合液替饮水自由饮用建立CG雄性大鼠模型。结果发现IA组大鼠胃黏膜损伤在1 d后已经很明显，并持续了整个实验的7 d，胃组织表面可见中度胃损伤，而MPO活性显著提高；Luo等［22］选用8-9周龄SD大鼠，予0.1％ 的IA溶液代饮水饮用7 d以诱导胃炎模型，发现IA组的MPO活性显著增加，研究同时发现，IA诱导的胃炎症可通过神经内分泌途径导致雌性大鼠的焦虑和抑郁样行为；Painsipp等[23]选用8-16 周龄、体重25-35 g的OF1品系雄性和雌性小鼠，以0.1％ 的IA溶液代饮用水饮用7 d诱导胃炎模型，在肉眼观察中，IA组小鼠的胃、空肠和结肠黏膜改变无明显差异，并在宏观上呈现正常，但IA组小鼠中MPO活性显着升高（P<0.01），组织学分析显示，IA组小鼠的胃黏膜的腔侧显示结构性损伤，特征在于黏膜的腔侧被从上皮脱落的松散的黏膜细胞覆盖；Takeeda等[37]选用体重在200~230 g的雄性SD大鼠，将浓度为0.1% IA溶液代饮用水给予大鼠饮用5 d诱导胃炎。实验观察到饮用第3 d时，即引起胃黏膜糜烂性病变，且损伤严重，并发现黏膜和黏膜下层中性粒细胞浸润。饮用至第5 d时，大鼠体重较饮用前相比明显下降（P<0.05）；Piqueras等[38]选用6-8周雄性瑞士CD-1小鼠，每只每天予0.1 mL 0.1％ 的IA灌胃，同时以0.1％ 的IA与2.0％ 蔗糖的混合液替饮水自由饮用6 d。结果在镜下观察到IA组大鼠胃黏膜下层具有炎性浸润，包括肥大细胞、淋巴细胞和中性粒细胞；与对照组相比，IA组胃排空率无明显差异（P>0.05）；但基础胃酸分泌明显增加（P<0.05）；而在体重、饮食量、饮水量均明显下降（P<0.05）。

以IA溶液灌胃或/和代水自由饮用诱导的胃炎模型，结果均能发现MOP水平升高，MOP被广泛地作为粒细胞浸润到各种组织(包括胃肠道)的生化标志物［39-41］，其水平的升高反映炎症相关的嗜中性粒细胞和单核细胞浸润到组织中，故在实验中均可在组织学下发现黏膜固有层中等发现炎性细胞浸润。在IA诱导的胃炎模型中，大鼠在饮水量、体重、基础胃酸分泌及肉眼观察下的胃黏膜病变损伤程度等方面均有差异性，这些差异性可能与动物品系、IA溶液浓度、造模时间及IA的使用方式的不同相关。此外，在研究中发现，IA诱导可雌性大鼠的焦虑和抑郁样行为，并且这种焦虑和抑郁行为可能诱导雌鼠的胃炎比雄鼠更严重，这一发现将可运用于临床上CG患者常伴发焦虑或抑郁状态的研究。同时研究表明，与化学刺激物如阿司匹林、消炎痛、乙醇等造成的胃黏膜急性重度损伤模型相比，IA造成的是轻度胃黏膜损伤，且造模时间较短，是慢性浅表性胃炎的可靠模型［42］。

2.2 功能性消化不良
FD当前全球患病率为10%~30%[43]，胃十二指肠运动功能紊乱和内脏高敏感是FD的重要病理生理学机制，而FD患者的抑郁、焦虑情绪和睡眠障碍发生率更高 [44]，故精神心理因素与FD的发病机制密切相关。IA在诱发轻度胃炎的同时，并产生在感觉和运动功能显著变化[32-33]，并可导致并加重雌性大鼠的焦虑和抑郁样行为[22-23]。故采用IA诱导FD动物模型，这种模拟FD发病的方式能很好地反映FD发展的真实情况。

Liu等[45]选用10 日龄雄性SD大鼠，每天给予0.2 mL的0.1％ IA与2.0％ 蔗糖的混合液连续灌胃6 d，发现IA组大鼠在对胃气囊扩张（GD）的行为反应、神经反应得分均显著增加（P<0.001），而传入神经活化阈值、胃容量均显著较低（P<0.001），该实验证实了对新生儿期的胃刺激可导致成年期的慢性胃过敏和胃运动功能障碍，为FD的发病机制研究提供了一个潜在的动物模型。Liu等以同样造模方式对大鼠焦虑、抑郁行为进行研究，发现在抑郁、焦虑样行为测试中，IA组糖水偏好百分比、攀爬和游泳行为、开放手臂上行走距离百分比及30 分钟测试期间总行程均明显降低(P<0.05)；而5 分钟内不动性显著增加(P<0.01)；进一步证实了经IA处理可诱发大鼠焦虑和抑郁样行为[46]。张声生等[47-50]选用SPF级10日龄的SD雄性幼鼠，予0.1％ IA与2.0％ 蔗糖的混合液0.2 mL灌胃，连续6 d诱导FD模型，灌胃结束后各组大鼠正常饲养至７周龄，以夹尾刺激法[51-52]对模型组大鼠刺激1 周，实验发现模型组大鼠3h摄食量、胃排空率、胃顺应性、胃肌条收缩平均频率和振幅变化率、胃体GHSR蛋白表达均显著降低(P<0.01)；模型组大鼠胃敏感性、胃及脊髓中5-HT含量及脊髓 c-fos mＲNA表达均明显升高(P<0.05)。唐旭东等[53-55]，选用10 日龄的SD雄性幼鼠，予0.1％ IA与2.0％蔗糖的混合液0.2 mL灌胃，连续6 d诱导FD模型，灌胃结束后大鼠正常饲养至6 周龄予改良多平台造模法[56]进行疲劳诱发，连续14 d。实验发现模型组大鼠体重、进食量、饮水量、糖水偏好百分比、大鼠的抓握力、胃排空率、小肠推进率、血清D-木糖排泄率、胃动素含量、胃体纵行肌肌条振幅（平均振幅、Max 振幅、Min 振幅、Max-Min振幅）、胃窦环行肌肌条振幅（Max 振幅、Max-Min 振幅、平均周期频率）均明显降低(P<0.05)；大鼠胃敏感性、乳酸值、胃体纵行肌肌条平均周期频率均明显升高 (P<0.05)；而胃窦环行肌肌条平均振幅、Min 振幅差异无统计学意义(P＞0. 05)。黄穗平等[57-58]选用出生3 d的SPF级SD雄性幼鼠，于幼鼠10-16 d 时给予0.1％ IA与2.0％蔗糖的混合液0.2 mL灌胃，以诱导FD模型，灌胃结束后大鼠正常饲养至8周龄后予采用水环境小平台站立法联合饥饱失常法［59-60］以诱导脾虚证FD模型，连续14 d，造模结束后，与正常组比较，模型大鼠体重、胃排空率显著降低(P<0.01)。

新生儿时期胃肠功能是一个特别脆弱的时间窗口，故对新生儿时期胃肠进行轻度刺激可导致持续到成年期慢性胃过敏和运动紊乱。因此，实验中均选用幼鼠进行，并以0.2 mL的0.1％ IA与2.0％蔗糖的混合液连续灌胃6 d诱导FD模型。实验发现，参与调节胃肠道运动调控的重要神经递质和旁分泌信号分子GHSR[61]水平明显降低，故IA可能对GHSR具有抑制作用，从而造成胃肠动力及胃酸分泌功能障碍，进而诱发FD。此外，在研究中发现中枢神经系统以及胃肠道5-HT、c-fos表达均明显升高，5-HT、c-fos表达的升高均可影响神经信号通路的改变而导致内脏敏感性增高[62]，这可能与IA对脑肠轴及其调节的相关胃肠激素有密切相关[63]。故IA能较好地模拟出FD内脏高敏感、胃顺应性降低、胃排空延缓三大病理机制，是建立FD的良好模型。

2.3 溃疡性结肠炎

溃疡性结肠炎（UC）是以局限于结肠的弥漫性黏膜炎症为特征的慢性疾病 [64]。据推测我国UC患病率约为11.6/10万[65]，且具有一定的癌变倾向[66]，是当前世界医学领域研究的重点、难点之一。故构建契合UC发病特点动物模型对深入研究该病机制及药物研发至关重要。IA可诱导结肠炎症模型，且所诱导的溃疡性结肠炎在黏膜损伤、炎症、腹泻及出血等症状与人类相似[12-13],能相对较好模拟结肠病变的发病机理。

Rachmilewitz等[13]以6％ IA 0.1 mL溶于1 mL 1％羧甲基纤维素钠(CMC-Na)溶液注入体量为200-250 g的SD雄性大鼠回肠，结果成功诱导UC模型，为UC的发病机制研究提供了一个潜在的动物模型。Levine等[67]选用雄性Wistar大鼠，以3％ IA 0.1 mL溶于1 mL 1％CMC-Na溶液给大鼠灌肠，发现IA组结肠可见混合性炎性渗出物的局灶性浅表黏膜溃疡，部分表现出隐窝脓肿在固有层的显着炎性浸润，与对照组比较，IA组炎症严重程度的参数，结肠重量/ cm2结肠炎、炎症面积、肉眼炎症严重程度和显微镜下结肠炎评分均显著升高（P <0.05）；Hajj等[68] 6％ IA 0.1 mL溶于1 mL 1％CMC-Na溶液给大鼠灌肠，并于灌肠48 小时后接种0.2 mL含有4×10 8个大肠杆菌（EPEC）菌落单位的悬浮液，每周灌肠1次，实验周期30 d。与对照组相比，模型组大鼠体重增长率明显降低（P<0.05）；而肉眼观察溃疡评分、MPO活性评分、TNF-α的表达显著升高（P <0.05）。表明使用IA和肠致病性大肠杆菌构建的UC模型，非常类似于人类UC的发病情况；Deng等[69]以6％ IA 0.1 mL溶于1 mL 1％ CMC-Na溶液灌肠建立成年UC SD雌性大鼠模型，与对照组相比，IA组的血管内皮生长因子（VEGF）、内皮抑制素、血管抑制素、TNF-α显著增加（P<0.05）。Cai等[70]选用SPF级、体重150-160 g的雌性SD大鼠以6％ IA 0.1 mL溶于1 mL 1％CMC-Na溶液灌肠建立UC模型，大鼠出现腹泻、血便、倦怠、毛发无光泽、体重下降，结肠局部扩张，多有连续广泛的溃疡，HE染色可见黏膜层腺体紊乱、腺体减少、透壁炎症及溃疡，肠组织中的 MPO 活性升高。

综上所述，在IA诱导UC模型的研究中，单次剂量3％或6％ IA即可诱导良好的重现性结肠损伤，无论是肉眼观察还是镜下观察均可发现明显炎症。VEGF可增加结肠黏膜的血管通透性，以致损伤部位的炎症细胞浸润，从而促进持续的慢性炎症[15]；TNF-α是一种原型促炎细胞因子和在涉及溃疡性结肠炎发病机制中各种炎性过程的关键调节因子[71-72]。实验发现大鼠结肠中VEGF、TNF-α显著增加，或表明IA可能通过上调VEGF、TNF-α的表达以促进炎性浸润，从而诱导UC的发生。此外，有研究指出[15]，在IA灌肠后1至2小时即可观察到血管通透性增加、大量的黏膜水肿等最初表现，6-12小时可致糜烂和溃疡，7-14天则表现为广泛的急性和慢性炎症。故可根据时段获取相应形态学病变组织样品用于相应研究，IA诱导UC模型具有一定优势。
3. 小结
IA是一种烷基化试剂，其作用于胃肠组织大分子组织蛋白使其发生烷基化而丧失生理功能，导致胃肠壁组织的损伤及胃肠动力的改变，以诱导CG、FD、UC的发生。IA建立的消化系统疾病动物模型具有以下优点：（1）剂量浓度较低，使用浓度在0.07％-6％ 不等；（2）造模时间较短，一般在1-7 d左右；（3）能诱导胃肠黏膜及功能改变，可基本模拟CG、FD、UC等消化系统疾病发病病理生理机制；（4）可诱导焦虑抑郁状态，以用于心理精神因素与消化系统疾病关系的相关研究；（5）为中医构建“病证结合”动物模型提供了良好的前期基础。但其中仍然存在一定的问题，需要我们重视。因动物种属、体质量、IA剂量、实验周期与麻醉状态等因素的差异，对动物的胃肠道损伤、功能改变的程度及时效也不尽相同，因而影响着造模成功与否[73]。而在以往的实验研究中，多应用此类动物模型进行相应病理机制的分子生物学研究，但较少对IA进行药理学研究。如何制定标准的造模参数，保证模型的稳定性及相应实验的可行性与准确性，需要我们对IA诱导动物模型的造模影响因素进行深入的探讨，以为消化系统疾病的研究提供更为科学可靠的动物模型。
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