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基因敲入小鼠甲亢性低钾型周期性麻痹模型的评价
智红叶１，徐宏燕１，陈瑛瑛２，陈亚宁２，周丽君３，战大伟４，颜克松４，姚合斌１，２∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 用基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ小鼠建立甲亢性低钾型周期性麻痹模型并对其进行评价。 方法
８ 周龄基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ雄性小鼠及 ８ 周龄野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ雄性小鼠各 ３６ 只，采用三因素两水平 ２ × ２ × ２
析因设计方法按体重随机原则（三因素分别为突变、甲状腺素及胰岛素因素，两水平为有或无）分为 ８ 组。 其中有
甲状腺素处理组的小鼠制备高甲状腺素毒症，按 ３５０ μｇ ／ ｋｇ体重连续腹腔注射左旋甲状腺素钠 １２ ｄ，末次给药后有
胰岛素处理组按 ０􀆰 ８ Ｕ ／ ｋｇ体重给予腹腔注射短效胰岛素，分别检测并记录各组小鼠注射前（０ ｍｉｎ）及注射后（３０、
６０ ｍｉｎ）的血钾。 结果　 （１）制备高甲状腺素毒症的小鼠出现烦躁不安、易激怒及毛色枯燥现象，相比对照组，饮食
及饮水量明显增多，而体重增加缓慢。 甲状腺功能检测显示 Ｔ３、Ｔ４ 明显高于相应对照组，ＴＳＨ 明显低于相应对照
组，且差异均有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 （２）单独给予甲状腺素或胰岛素处理，突变组与野生组血钾同时间点比较并没
有统计学差异，而在高甲状腺素毒症下给予胰岛素处理后，突变组与野生组同时间点（３０、６０ ｍｉｎ）比较突变组血钾
显著低于野生组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 （３）主效应及交互作用：单独突变因素或甲状腺素因素对血钾并没有作用，仅有胰岛
素对降低血钾有作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；甲状腺素因素和突变因素之间以及胰岛素因素和突变因素之间均有交互作用（Ｐ
＜０􀆰 ０５）；甲状腺素因素和胰岛素因素之间没有交互作用。 结论 　 （１）高甲状腺素毒症制备成功。 （２）利用基因敲
入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ小鼠成功的建立了甲亢性低钾型周期性麻痹模型。
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Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ：ＹＡＯ Ｈｅ⁃ｂｉｎ， Ｅｍａｉｌ： ｙｈｂ１９６３２１＠ １６３． ｃｏｍ

　 　 甲亢性低钾型周期性麻痹（ ｔｈｙｒｏｔｏｘｉｃ ｈｙｐｏｋａｌｅ⁃
ｍｉｃ ｐｅｒｉｏｄｉｃ ｐａｒａｌｙｓｉｓ，简称 ＴＨＰＰ）是一种在遗传缺
陷基础上，由于甲状腺素毒症及其他诱因激发的与
细胞内外钾离子跨膜转移异常相关的疾病，主要表
现为甲状腺毒症、低钾血症及发作性肌无力［１］。 该
病发病年龄多在 ２０ ～ ４０ 岁，多见于男性，是我国低
钾型周期性麻痹的主要类型。 发病前通常伴有明显
的诱因，如高碳水化合物的饮食、大量葡萄糖的输入
等，这些诱因均可导致体内胰岛素水平的增多，诱发
该病的发作。 目前该病的发病机制仍不是十分清
楚，有研究显示 ＴＨＰＰ存在相关离子通道的突变，如
编码钾通道辅助亚单位、编码钠通道 α 亚单位以及
内向整流钾通道的突变，但除个别报道外，数量极
少，阳性率不足 １％ ［２ － ５］，但也说明 ＴＨＰＰ 是有离子
通道病的特点。 因此，已发现的低钾型周期性麻痹
相关突变可以作为甲亢性低钾型周期性麻痹发病机

制研究的借鉴与补充，利用课题组前期构建的钙离
子通道缺陷型基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ小鼠模型［６］

进一步建立甲亢性低钾型周期性麻痹模型。 目前认
为甲亢性低钾型周期性麻痹的发病因素包括本身存

在相关离子通道突变、高甲状腺素毒症、导致体内胰
岛素增多的诱因以及雄性激素，因此本实验应用已
构建的钙通道缺陷型基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ雄性
小鼠，通过给予外源性左旋甲状腺素钠处理来制备
小鼠高甲状腺素毒症，并在高甲状腺素毒症基础上
给予注射外源性胰岛素，模拟人类甲亢性低钾型周
期性麻痹发病时的特点，建立甲亢性低钾型周期性

麻痹动物模型。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 主要仪器及试剂
１􀆰 １􀆰 １　 仪器
日本京都干式电解质分析仪（型号：ＳＥ⁃１５２０），

购自日本京都有限公司，采用日本原装配套试剂干
片及参比液，每次实验前使用磁卡对其进行校对；
ＰＣＲ仪（型号：德国 ＡＧ２２３３１ Ｈａｍｂｕｒｇ）；ＤＮＡ 测序
仪 （型号： 美国 ＡＢＩ 公司 Ｐｒｉｓｍ ３７７ ）； 贝克曼
ＤＸＣ８００ 全自动生化分析仪，美国贝克曼库尔特公
司；西门子 Ｃｅｎｔａｕｒ ＣＰ全自动化学发光分析仪，德国
西门子公司；电子天平（型号：ＹＰ ／ ０００１），购自上海
越平科学仪器有限公司；胰岛素一次性使用无菌注
射器，美国 ＢＤ公司；一次性注射器（１、５、２０ ｍＬ），购
自深圳市保安医疗用品有限公司。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂
左旋甲状腺素钠，阿拉丁（货号：Ｔ１１３３５４）；Ｔ３、

Ｔ４ 及 ＴＳＨ测定试剂盒，西门子医学诊断产品有限
公司；短效胰岛素（１０ ｍＬ： ４００ Ｕ），购自江苏万邦生
化医药股份有限公司； Ｔａｐ 酶、ｄＮＴＰ，购自大连宝生
物工程有限公司；ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ，购自深圳晶美
生物技术有限公司；ＰＣＲ 引物，上海英俊生物技术
有限公司和上海生物工程有限公司合成；０􀆰 ９％生理
盐水，购自天津天安药业股份有限公司。
１􀆰 ２　 实验动物及实验环境

８ 周龄 ＳＰＦ 级野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠 ３６
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只，体重为 ２１ ～ ２３ ｇ，购自北京斯贝福实验动物科技
有限公司【ＳＣＸＫ（京）２０１１ － ０００４】；８ 周龄 ＳＰＦ级基
因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ雄性小鼠 ３６ 只，体重为 ２１ ～
２３ ｇ，由本课题组在中国人民解放军总医院第一附
属医院（３０４ 医院）动物实验室传代所得，原代小鼠
由本课题组和上海南方模式生物研究中心共同研制

【ＳＣＸＫ（ 沪）２００９ － ００２３】。 所有小鼠均饲养于中国
人民解放军总医院第一附属医院（３０４ 医院）屏障环
境动物房【ＳＹＸＫ（军）２０１２ － ２０１４】，实验室温度控
制在 ２０ ～ ２６℃，湿度 ４０％ ～７０％ ，每周换两次垫料，
添加食物和水。 所有小鼠按实验动物使用的 ３Ｒ 原
则给予人道的关怀，购买的野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠
在适应性饲养一周后开始正式实验。
１􀆰 ３　 基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ 小鼠的鉴定及其生
化指标检测

实验所使用的基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ小鼠为
传代小鼠，在传代中突变基因是否会发生丢失，对其
进行了鉴定。 基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ小鼠是以野
生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ小鼠为背景构建的，因此选取野生
型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ小鼠作为参考对照小鼠，该小鼠与突
变小鼠生化指标是否存在差异，对二者的生化指标
进行检测并比较。
１􀆰 ３􀆰 １　 基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ小鼠的鉴定
实验前随机抽取 ８ 只基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ

小鼠，提取鼠尾基因组 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 鉴定，并在 ８
只小鼠基因组 ＤＮＡ的 ＰＣＲ产物中随机选取 ５ 只进
行 ＤＮＡ测序。
１􀆰 ３􀆰 ２　 基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ 小鼠与野生型
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ小鼠生化指标比较
实验前取 ８ 周龄基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ 小鼠

雌雄各 ８ 只以及 ８ 周龄野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠雌雄
各 ８ 只，所有小鼠于当日 ２０：００ 开始禁食、禁水，次
日早晨 ８：００ 摘取眼球取血于 ＥＰ 管中送检，检测指
标包括葡萄糖（ＧＬＵ）、丙氨酸氨基转氨酶（ＡＬＴ）、天
门冬氨酸氨基转氨酶（ＡＳＴ）、肌酸激酶 （ＣＫ）、血肌
酐（Ｃｒ）、电解质（Ｎａ ＋ 、Ｋ ＋ 、Ｃｌ － ） ８ 项指标。
１􀆰 ４　 实验设计及实验方法
１􀆰 ４􀆰 １　 实验设计
实验采用三因素两水平 ２ × ２ × ２ 析因设计方

法，三因素分别为突变、甲状腺素及胰岛素因素，两
个水平为有或无。
１􀆰 ４􀆰 ２　 动物分组
取 ８ 周龄基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ 雄性小鼠及

８ 周龄野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠各 ３６ 只，采用三
因素两水平 ２ × ２ × ２ 析因设计方法按体重随机原则
分为野生 ＋盐水组、突变 ＋盐水组、野生 ＋盐水 ＋胰
岛素组、突变 ＋盐水 ＋胰岛素组、野生 ＋甲状腺素 ＋
盐水组、突变 ＋甲状腺素 ＋盐水组、野生 ＋甲状腺素
＋胰岛素组及突变 ＋甲状腺素 ＋胰岛素组 ８ 组，其
中有甲状腺素处理组每组 ８ 只，其他组每组 １０ 只。
１􀆰 ４􀆰 ３　 高甲状腺素毒症制备及给药方法
有甲状腺素处理组的小鼠每日腹腔注射左旋甲

状腺素钠（按 ３５０ μｇ ／ ｋｇ），左旋甲状腺素钠用生理
盐水配制成浓度为 ３５ μｇ ／ ｍＬ的溶液，按 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０
ｇ体重的量腹腔注射，连续注射 １２ ｄ［７］。 同时其余
组小鼠给予 ０􀆰 ９％生理盐水作为对照，按 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０
ｇ体重的量腹腔注射。 实验期间观察小鼠外观行
为，测量并记录小鼠体重。 最后一次给药后有胰岛
素处理组的小鼠给予腹腔注射短效胰岛素（０􀆰 ８ Ｕ ／
ｋｇ），胰岛素用 ０􀆰 ９％生理盐水稀释配置成 ０􀆰 １ Ｕ ／
ｍＬ，按 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ体重的量腹腔注射，同时其余组
以注射相同体积的 ０􀆰 ９％生理盐水作为对照。
１􀆰 ４􀆰 ４　 血钾及甲状腺功能测定
小鼠断尾取血，采取让血液自由滴入的方式，取

血约 ２５ μＬ即可，避免用手挤压鼠尾，防止红细胞破
裂影响血钾，取血后立即用干式电解质分析仪进行
血钾测定，分别在胰岛素或生理盐水注射前（０ ｍｉｎ）
及注射后（３０、６０ ｍｉｎ）测定并记录血钾。 测完血钾
后，野生 ＋盐水组、突变 ＋盐水组、野生 ＋甲状腺素
＋盐水组及突变 ＋甲状腺素 ＋盐水组小鼠于当日
２０：００ 开始禁食不禁水 １２ ｈ 后，次日早晨摘取眼球
取血于 ＥＰ 管并送检实验室，检测血清 Ｔ３、Ｔ４ 及
ＴＳＨ。
１􀆰 ５　 统计学处理
所有数据采用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 统计软件进行处理，

采用独立样本 ｔ 检验、重复测量方差分析以及析因
设计重复测量方差分析进行比较［８ － ９］。 各组数据均
以均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有
统计学意义。

２　 结果
２􀆰 １　 基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ 小鼠鉴定结果及其
生化指标检测结果

２􀆰 １􀆰 １　 基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ小鼠鉴定结果
ＰＣＲ结果显示 ８ 只小鼠的基因组 ＤＮＡ 扩增片

段长度为 ８７０ ｂｐ，为纯合子基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃
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Ｒ５２８Ｈ小鼠，而对照的野生型小鼠 ＤＮＡ 扩增片段
长度为 ７４８ ｂｐ。 ＤＮＡ 测序结果证实 ５ 只小鼠为携
带 ＣａＶ１􀆰 １ 基因 Ｇ→Ａ突变的小鼠，并与野生型小鼠
进行对比。
２􀆰 １􀆰 ２　 基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ 小鼠与野生型
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ小鼠生化指标比较结果
基因 敲 入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ 小 鼠 与 野 生 型

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ小鼠同性别之间比较，结果差异无显著性
（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ 小鼠雌、雄之
间比较及野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠雌、雄之间比较，结
果差异均无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）（表 １）。

２􀆰 ２　 高甲状腺素毒症鉴定结果
实验过程中观察到注射甲状腺素组在注射左旋

甲状腺素钠一周后，出现烦躁不安、易激怒及毛色枯
燥现象。 相比对照组，饮食及饮水量明显增多，而体
重增加缓慢。 对照组小鼠精神状况、活动情况及毛
色光泽均未见明显异常。 甲状腺功能 Ｔ３、 Ｔ４ 及
ＴＳＨ检测结果显示，基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ 小鼠
与野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠之间差异无显著性，而注
射甲状腺素组小鼠 Ｔ３、Ｔ４ 均明显高于相应对照组，
ＴＳＨ 明显低于相应对照组，且差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（表 ２）。

表 １　 生化指标比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

检测项目
Ｔｅｓｔ ｉｔｅｍｓ

基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ小鼠
ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋ⁃ｉｎ ｍｉｃｅ

野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ小鼠
Ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ

雌性
Ｆｅｍａｌｅ

雄性
Ｍａｌｅ

雌性
Ｆｅｍａｌｅ

雄性
Ｍａｌｅ

ＡＬＴ ／ Ｕ ／ Ｌ ４０􀆰 ４ ± ５． ９∗ ４０􀆰 ０ ± ６． ５∗ △ ４１􀆰 ４ ± ６． ２ ４０􀆰 ０ ± ６． ３△

ＡＳＴ ／ Ｕ ／ Ｌ １３０􀆰 ９ ± １７． ０∗ １３１􀆰 ９ ± １２． ０∗ △ １２７􀆰 ３ ± １３． ８ １２６􀆰 ８ ± ９． ９△

ＣＫ ／ Ｕ ／ Ｌ ２０９４􀆰 １ ± ４９１． ７∗ ２０２０􀆰 ６ ± ３６８． ８∗ △△ ２０１４􀆰 ９ ± ３０６． ８ ２００９􀆰 ８ ± ４０５． ３△

Ｃｒ ／ μｍｏｌ ／ Ｌ ２９􀆰 ５ ± ５． ４∗ ２９􀆰 ４ ± ５． ７∗ △ ３３􀆰 ９ ± ７． ５ ３４􀆰 １ ± ５． ４△

ＧＬＵ ／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ６􀆰 ６ ± ０． ５∗ ６􀆰 ７ ± ０． ９∗ △ ６􀆰 １ ± ０． ４ ６􀆰 ６ ± ０． ６△

Ｎａ ＋ ／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ １４２􀆰 ８ ± ５． ２∗ １４１􀆰 ４ ± ５． ９∗ △ １４１􀆰 １ ± ６． ２ １４４􀆰 ９ ± ５． ８△

Ｋ ＋ ／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ７􀆰 １ ± ０． ７∗ ６􀆰 ６ ± ０． ８∗ △ ６􀆰 ９ ± ０． ７ ６􀆰 ７ ± ０． ６△

Ｃｌ － ／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ １１２􀆰 ６ ± ４． ９∗ １１６􀆰 ６ ± ８． ２∗ △ １１６􀆰 ６ ± ６． ７ １１５􀆰 ０ ± ７． ７△

　 　 注： 与野生型同性别组比 ∗Ｐ ＞ ０􀆰 ０５； 与同型雌性组比 △Ｐ ＞ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＞ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｅｎｄｅｒ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｇｒｏｕｐ；△Ｐ ＞ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｙｐｅ ｇｒｏｕｐ．

表 ２　 Ｔ３、Ｔ４ 及 ＴＳＨ指标比较（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ Ｔ３， Ｔ４ ａｎｄ ＴＳＨ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ｎ Ｔ３ ／ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔ４ ／ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＴＳＨ ／ μＩＵ ／ ｍＬ
突变对照组

Ｍｕｔａｔｉｏｎ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １０ １􀆰 １ ± ０􀆰 ３ ４９􀆰 ６ ± ２１􀆰 ７ ０􀆰 １９ ± ０􀆰 １０

野生型对照组
Ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １０ １􀆰 ３ ± ０􀆰 ２ ３９􀆰 ９ ± １２􀆰 ４ ０􀆰 １７ ± ０􀆰 ０７

突变甲状腺素组
Ｍｕｔａｔｉｏｎ⁃ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ８ ２􀆰 ０ ± ０􀆰 ５∗ １９４􀆰 ４ ± ４５􀆰 ０∗ ０􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０２∗

野生型甲状腺素组
Ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ８ ２􀆰 ２ ± ０􀆰 ５△ １９２􀆰 ３ ± ４９􀆰 ４△ ０􀆰 ０２ ± ０􀆰 ０１△

　 　 注： 与突变对照组比 ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与野生对照组比 △Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ： ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； △Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

２􀆰 ３　 突变、甲状腺素及胰岛素因素对血钾的作用
２􀆰 ３􀆰 １　 血钾的变化（表 ３）

（１）胰岛素对血钾的影响
胰岛素处理后，与基线值（０ ｍｉｎ）相比，野生 ＋

盐水 ＋胰岛素组、突变 ＋盐水 ＋胰岛素组、野生 ＋甲
状腺素 ＋胰岛素组、突变 ＋甲状腺素 ＋胰岛素组在
处理后 ３０ ｍｉｎ或 ６０ ｍｉｎ血钾均有下降趋势，除野生
＋甲状腺素 ＋胰岛素组外其他处理组均有统计学差
异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 盐水处理后，野生小鼠血钾水平有
下降趋势，但野生 ＋盐水组与突变 ＋盐水组之间同

时间点相比并无统计学差异；突变 ＋甲状腺素 ＋盐
水组也观察到血钾下降趋势；其他盐水处理组血钾
均无明显变化。

（２）突变对血钾的影响
给予盐水处理后，突变 ＋盐水组与野生 ＋盐水

组两组之间血钾同时间点比较并没有统计学上差

异；给予胰岛素处理后，即突变 ＋盐水 ＋胰岛素组与
野生 ＋盐水 ＋胰岛素组两组之间血钾同时间点比较
也并没有统计学上差异；给予甲状腺素处理制备成
高甲状腺素毒症后，即突变 ＋甲状腺素 ＋盐水组与

２７３
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野生 ＋甲状腺素 ＋盐水组两组之间血钾同时间点比
较也并没有统计学上差异；但在高甲状腺素毒症下
给予胰岛素处理后，即高甲状腺素与高胰岛素联合
作用下，突变 ＋甲状腺素 ＋胰岛素组与野生 ＋甲状
腺素 ＋ 胰岛素组相比突变组血钾在 ３０ ｍｉｎ 或 ６０
ｍｉｎ时显著低于野生组，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３􀆰 ２　 主效应及交互作用

析因设计重复测量方差分析结果显示，单独突
变因素或甲状腺素因素对血钾并没有作用，仅有胰
岛素对降低血钾有影响，且差异有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；甲状腺素和突变因素之间以及胰岛素和突
变因素之间均有交互作用，差异有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），比较边际均值提示有协同作用；甲状腺素和
胰岛素之间无交互作用。

表 ３　 不同处理组小鼠血钾变化情况 （􀭰ｘ ± ｓ， ｍｍｏｌ ／ Ｌ ）
Ｔａｂ． ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ ０ ｍｉｎ ３０ ｍｉｎ ６０ ｍｉｎ 边际均值

Ｍａｒｇｉｎａｌ ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ

野生 ＋盐水组
Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ＋ ｓａｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ １０ ７􀆰 ９ ± ０． ７ ７􀆰 ３ ± ０． ６∗ ７􀆰 １ ± ０． ４∗ ７􀆰 ４

突变 ＋盐水组
Ｍｕｔａｔｉｏｎ ＋ ｓａｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ １０ ７􀆰 ８ ± ０． ７ ７􀆰 ６ ± １． ０ ７􀆰 ６ ± １． ０ ７􀆰 ７

野生 ＋盐水 ＋胰岛素组
Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ＋ ｓａｌｉｎｅ ＋ ｉｎｓｕｌｉｎ ｇｒｏｕｐ １０ ７􀆰 ７ ± ０． ９ ６􀆰 ７ ± ０． ５∗ ６􀆰 ２ ± ０． ６∗ ６􀆰 ９

突变 ＋盐水 ＋胰岛素组
Ｍｕｔａｔｉｏｎ ＋ ｓａｌｉｎｅ ＋ ｉｎｓｕｌｉｎ ｇｒｏｕｐ １０ ８􀆰 ０ ± ０． ６ ６􀆰 ４ ± ０． ７∗ ６􀆰 １ ± ０． ５∗ ６􀆰 ８

野生 ＋甲状腺素 ＋盐水组
Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ＋ ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ ＋ ｓａｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ８ ７􀆰 ５ ± ０． ７ ７􀆰 ３ ± ０． ６ ７􀆰 ４ ± ０． ５ ７􀆰 ４

突变 ＋甲状腺素 ＋盐水组
Ｍｕｔａｔｉｏｎ ＋ ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ ＋ ｓａｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ８ ７􀆰 ５ ± ０． ７ ７􀆰 ３ ± ０． ６∗ ７􀆰 ４ ± ０． ４ ７􀆰 ４

野生 ＋甲状腺素 ＋胰岛素组
Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ＋ ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ ＋ ｉｎｓｕｌｉｎ ｇｒｏｕｐ ８ ７􀆰 ６ ± １． ０ ７􀆰 ３ ± ０． ９ ７􀆰 １ ± ０． ６ ７􀆰 ３

突变 ＋甲状腺素 ＋胰岛素组
Ｍｕｔａｔｉｏｎ ＋ ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ ＋ ｉｎｓｕｌｉｎ ｇｒｏｕｐ ８ ７􀆰 ５ ± １． ０ ６􀆰 ２ ± ０． ４∗ △ ５􀆰 ９ ± ０． ６∗ △ ６􀆰 ５

　 　 注： 与基线值（０ ｍｉｎ）比 ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与野生相同处理组比△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂａｓｅｌｉｎｅ ｖａｌｕｅ； △Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ．

３　 讨论
甲亢性低钾型周期性麻痹是我国低钾型周期性

麻痹的主要发病类型，但目前我国对于 ＴＨＰＰ 研究
甚少，鉴于人体试验伦理原则的限制，建立甲亢性低
钾型周期性麻痹动物模型用来研究 ＴＨＰＰ 致病过程
及发病机制显得尤为重要，因此利用前期课题组构
建的基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ小鼠进一步建立了甲
亢性低钾型周期性麻痹动物模型。
实验中使用的基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ小鼠为

传代小鼠，传代小鼠是否还携带突变基因，对其进行
了鉴定，结果证实该突变基因在传代中不会发生丢
失，能够稳定的遗传到子代小鼠中。 实验前对基因
敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ 小鼠与野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠
的生化指标进行了比较，结果显示它们之间生化指
标并无差异，可以用 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠作为本实验的
参考对照。 本实验需要多次取血，每次取血后需小
鼠存活且状态良好，而眼球和心脏取血容易使小鼠
致死，因此只能通过鼠尾取血，而鼠尾取血量少，用

传统湿化学法测定其电解质不易实现。 选取干化学
法测定电解质，需血量少（约 ２５ μＬ），可以满足该实
验需求。 实验前课题组设计了相关实验，对干化学
法可以替代湿化学法测定小鼠血电解质进行了验

证［１０］。
甲亢性低钾型周期性麻痹的发病特点是在本身

遗传缺陷基础上由于高甲状腺素毒症和其他诱因如

胰岛素增多的联合作用下，导致了疾病的发作。 目
前发现 ＴＨＰＰ存在钾离子通道相关的突变，虽然还
并未发现钙离子通道存在突变，但该病确实有离子
通道疾病的特点，因此利用前期课题组构建的基因
敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ小鼠，模拟人类甲亢性周期性
麻痹发病特点，建立甲亢性低钾型周期性麻痹动物
模型。 首先，通过连续给予小鼠注射外源性左旋甲
状腺素钠模拟人类高甲状腺素毒症，小鼠在注射左
旋甲状腺素钠一周后，出现烦躁不安、易激怒及毛色
枯燥现象，以及相比对照组体重增加缓慢，饮食及饮
水量明显增多。 Ｔ３、Ｔ４ 及 ＴＳＨ 检测结果显示，注射
甲状腺素组小鼠 Ｔ３、Ｔ４ 均明显高于相应对照组，
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ＴＳＨ明显低于相应对照组，成功的制备了小鼠高甲
状腺素毒症。 然后，在小鼠高甲状腺素毒症下给予
胰岛素处理，以生理盐水作为对照，给予盐水处理
后，突变组和野生组小鼠之间血钾同时间点比较并
没有统计学上差异，给予单独胰岛素或高甲状腺素
毒症处理后，两组小鼠之间血钾同时间点比较也并
没有统计学差异，但在小鼠高甲状腺素毒症下，再联
合给予胰岛素处理时，两组血钾在同时间点（３０、６０
ｍｉｎ）相比突变组显著低于野生组，说明小鼠突变因
素在高甲状腺素毒症和高胰岛素血症联合作用下对

血钾有影响。 且突变组小鼠血钾相比基线值 （０
ｍｉｎ）在 ３０ ｍｉｎ或 ６０ ｍｉｎ均明显下降，６０ ｍｉｎ时下降
更明显，下降幅度约为 ２０％ 。 人类正常平均血钾为
４􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，当血钾低于 ３􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，即血钾下
降幅度约为 １７％时为低钾血症，与人类参考指标相
比小鼠血钾下降的幅度达到了低钾血症［１１］。 实验
结果也显示突变和甲状腺素因素之间以及突变和胰

岛素因素之间具有交互作用，即它们相互联合在一
起时对血钾有影响，但突变因素或甲状腺素因素单
独对血钾并没有作用，与人类甲亢性低钾型周期性
麻痹的发病特点相符，说明运用基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃
Ｒ５２８Ｈ小鼠成功的建立了甲亢性低钾型周期性麻
痹模型。
综上所述，本研究首次运用基因敲入 ＣａＶ１􀆰 １⁃

Ｒ５２８Ｈ小鼠成功的建立了甲亢性低钾型周期性麻
痹的动物模型，且首次在整体动物水平下诱发小鼠
出现血钾水平降低。 以往对低钾型周期性麻痹小鼠
模型的研究中，多数是建立在细胞或组织水平，并且
是在外源低钾环境中观察模型小鼠肌肉电生理特征

变化，并没有诱导出现自发性血钾水平降低。 但在
本次实验研究中，野生型小鼠和高甲状腺素毒症突
变小鼠在注射生理盐水时，也有血钾的下降，考虑可
能与小鼠断尾取血时应激产生的高肾上腺素有关，
有待以后进一步给予麻醉处理后再进行实验。 并且

由于疾病特点以及实验小鼠数量有限，我们仅观察
到小鼠低钾血症的表现，并未观察到甲亢性低钾型
周期性麻痹其他典型表现，如四肢瘫痪，有待以后进
一步实验观察。
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