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快速老化小鼠红细胞和肌肉功能的增龄性变化及相关性研究*
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  [摘要] 目的 探讨快速老化小鼠红细胞和肌肉功能的增龄性变化,为衰老相关研究提供可靠适合的动

物模型。方法 选择4月龄和10月龄快速老化小鼠亚 系8(SAMP8)及10月 龄 抗 快 速 老 化 小 鼠 亚 系1
(SAMR1)小鼠各10只,采用老化度评分评估小鼠老化程度,以红细胞数目、血红蛋白(Hb)水平、红细胞分布宽

度(RDW)变异系数(RDW-CV)及RDW标准差(RDW-SD)评估红细胞功能,相对肌肉质量、抓力、转棒式疲劳

实验和游泳实验评估小鼠肌肉功能。结果 老化度评分显示,10月龄SAMP8小鼠评分高于同月龄SAMR1
小鼠,表现出更严重的老化状态(P<0.05);红细胞功能评估显示,10月龄SAMP8小鼠较4月龄SAMP8小鼠

红细胞数目和Hb水平下降(P<0.05),RDW增加(P<0.05);肌肉功能评估显示,10月龄SAMP8小鼠肌肉

质量明显低于同月龄SAMR1及4月龄SAMP8小鼠(P<0.05),肌肉力量和肌肉耐力下降(P<0.05),游泳速

度减慢(P<0.05);相关性分析结果显示红细胞数目、Hb水平与抓力之间呈正相关(r=0.407、0.416,P<
0.05)。结论 SAMP8小鼠在衰老过程中表现出增龄性红细胞和肌肉功能的下降,可作为研究年龄相关造血

和肌肉功能衰退的动物模型。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

age-related
 

changes
 

of
 

erythrocyte
 

and
 

muscle
 

function
 

in
 

senes-
cence-accelerated

 

mouse
 

prone
 

8
 

(SAMP8)
 

to
 

provide
 

a
 

reliable
 

and
 

suitable
 

animal
 

model
 

for
 

aging-related
 

re-
search.Methods Each

 

10
 

4-month-old
 

and
 

10-month-old
 

SAMP8
 

and
 

10-month-old
 

senescence-accelerated
 

mouse
 

prone
 

1
 

(SAMR1)
 

were
 

selected.The
 

aging
 

degree
 

was
 

evaluated
 

by
 

adopting
 

the
 

senescence
 

scoring,
the

 

erythrocyte
 

function
 

was
 

evaluated
 

by
 

the
 

red
 

blood
 

cell
 

(RBC)
 

count,hemoglobin
 

(Hb)
 

level,RBC
 

distri-
bution

 

width-coefficient
 

of
 

variation
 

(RDW-CV)
 

and
 

RDW-standard
 

deviation
 

(RDW-SD),and
 

the
 

mouse
 

muscle
 

function
 

was
 

evaluated
 

by
 

the
 

relative
 

muscle
 

mass,grip
 

force,rotating-rod
 

fatigue
 

test
 

and
 

swimming
 

test.Results The
 

senescence
 

scores
 

indicated
 

that
 

the
 

score
 

in
 

10-month-old
 

SAMP8
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

same
 

month
 

old
 

of
 

SAMR1,showing
 

more
 

serious
 

aging
 

status
 

(P<0.05);the
 

erythrocyte
 

function
 

evalu-
ation

 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

4-month-old
 

SAMP8,the
 

RBC
 

count
 

and
 

Hb
 

level
 

in
 

10-month-old
 

SAMP8
 

was
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

RDW
 

was
 

increased
 

(P<0.05).The
 

muscle
 

function
 

evaluation
 

showed
 

that
 

the
 

muscle
 

mass
 

in10-month-old
 

SAMP8
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

same
 

month
 

old
 

SAMP1
 

and
 

4-month-old
 

SAMP8
 

(P<0.05),the
 

muscle
 

strength
 

and
 

endurance
 

were
 

decreased
 

(P<0.05)
 

and
 

the
 

swimming
 

speed
 

was
 

slowed
 

(P<0.05).The
 

correlation
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

RBC
 

count
 

and
 

he-
moglobin

 

level
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

grip
 

force
 

(r=0.407,0.416,P<0.05).Conclusion 
SAMP8

 

exhibits
 

a
 

decrease
 

of
 

age-related
 

erythrocyte
 

and
 

muscle
 

function,during
 

the
 

aging
 

process,which
 

can
 

serve
 

as
 

an
 

animal
 

model
 

for
 

studying
 

the
 

aging-related
 

functional
 

decline
 

of
 

hematopoiesis
 

and
 

muscle.
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  在衰老相关疾病(如肌肉衰减综合征、神经退行

性疾病等)研究领域中,老化动物模型十分常见[1-3],
其中自然衰老动物模型虽然能够很好地反映衰老相

关的病理生理特征,但其寿命较长,衰老进程长,因此

与年龄相关的研究既昂贵又费时[4]。越来越多的研

究者期望可以寻找到合适的快速衰老动物模型用于

衰老相关疾病的研究,从而代替自然衰老动物模型。
选用合适的动物模型进行衰老相关器官和系统功能

的研究是整个实验设计合理性与结果可信性的关键。
快速老化小鼠(senescence

 

accelerated
 

mouse,SAM)
由日本京都大学的竹田俊男教授培育,分为SAM 亚

系(SAM
 

prone,SAMP)和抗SAM亚系(SAM
 

resist-
ant,SAMR)两 类[5]。在 SAMP 的 不 同 亚 系 中,
SAMP8小鼠表现为记忆和学习能力下降、小脑退化

等改变,此外有研究发现其肌肉功能也存在变化。与

普通小鼠2~3年的寿命相比,SAMP8小鼠平均寿命

在12个月左右,可明显减少实验持续时间。本研究

通过对年老(10月龄)SAMP8、SAMR1小鼠及年轻(4
月龄)SAMP8进行研究,以期为衰老相关功能变化的

研究提供有价值的参考信息。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

20只SAMP8和10只SAMR1雄性SPF级小

鼠,均来源于北京大学医学部实验动物科学部[SCXK
(京)2016-0010],体质量25~28

 

g。所有小鼠饲养于

中国医学科学院放射医学研究所实验动物房[SYXK
(津)2018-0008],控制温度(23±1)℃和湿度(50±
5)%,光照/黑暗周期为12/12

 

h,饲喂AIN-93M纯化

饲料,自由取食和饮水。本研究经天津医科大学动物

伦理委员会批准(TMUaMEC2019003)。
1.1.2 主要试剂与实验仪器

血细胞分析仪清洗液、溶血剂、稀释液及血细胞

分析仪(URIT-2900Vet
 

Plus),均购自中国桂林优利

特公司;转棒式疲劳仪(YLS-4C)购自中国济南益延

公司,抓力计(MK-380M)购自日本 Muromachi
 

Kikai
公司,电子天平(PL602-S)购自瑞士 Mettler

 

Toledo
公司,分析天平(AUY120)购自日本岛津公司。
1.2 方法

1.2.1 实验动物及分组
 

分别取10只SAMP8和10只SAMR1小鼠,从
自4月龄饲养至10月龄(P8-10组和 R1-10组),此
外,行为学实验前再纳入10只4月龄SAMP8小鼠

(P8-4组)。其中R1-10组小鼠作为P8-10组小鼠的

模型对照,用来判定SAMP8小鼠呈现快速衰老特征;
P8-4组作为P8-10组小鼠年轻对照,用于判定P8-10
组小鼠变化是否呈增龄性。
1.2.2 基本情况评估

(1)老化度评分:参照日本京都大学竹田俊男和

细川昌则教授制订的评分标准[6],从小鼠的反应性、

被动性逃避反应、皮毛光泽、皮毛粗糙程度、脱毛程

度、皮肤溃疡、眼周病变、角膜混浊、角膜溃疡、白内障、
脊柱后凸等11项指标对各组小鼠进行逐一评分,其中

每项指标再划分为3~5个不同等级,标定分值。积分

越高代表老化度越高。(2)体质量的监测:每周使用电

子天平称量各组小鼠体质量,监测小鼠体质量变化情

况。(3)摄食量的监测:每3天使用电子天平称量小鼠

的饲料剩余量,监测各组小鼠摄食量的变化。
1.2.3 红细胞功能测定

采用腹主动脉采血方式,小鼠麻醉后,取仰卧位,
打开腹腔,充分暴露其腹主动脉,用一次性采血针在

腹主动脉分叉处与血管平行插入,接入EDTA-K2抗

凝管,采集血液1.0
 

mL。采用全自动血细胞分析仪

检测红细胞计数(RBC)、血红蛋白(Hb)水平、红细胞

分布宽度(RDW)变异系数(RDW-CV)和RDW 标准

差(RDW-SD)。
1.2.4 肌肉功能测定

(1)相对肌肉质量测定:采用小腿肌肉代表全身

肌肉情况,体质量校正后反映全身相对肌肉量。处死

小鼠并采集血液后,迅速剥离胫骨前肌和腓肠肌,用
生理盐水进行漂洗,滤纸吸干多余水分后用分析天平

称量质量,并计算胫骨前肌和腓肠肌质量之和与体质

量的比率。(2)转棒式疲劳实验:通过小鼠在转棒上

运动状态及掉落时间,反映小鼠肌肉耐力及平衡能

力。实验包括2
 

d训练日和1
 

d测试日。训练日仪器

设定转速为10
 

r/min,设定时间为300
 

s。每只小鼠

训练每天3次,每次间隔30
 

min休息时间,训练过程

中掉落则将小鼠再放置到转棒上,经过2
 

d训练后保

证在测试日前每只小鼠均能够熟悉并能够在转棒上

稳定运动。测试日仪器设定转速为5
 

r/min匀速增至

40
 

r/min,之后转速稳定在40
 

r/min,设定时间为300
 

s。记录小鼠掉落时间作为疲劳耐受时间即潜伏期,
若超过300

 

s仍未掉落,时间则记录为300
 

s。(3)抓
力测试:用于评价小鼠的肌肉力量,将小鼠轻轻放在

金属网的中心部位,用手抓住鼠尾并轻轻地向后方拉

动,待小鼠四爪抓紧金属网时,均匀用力向后方牵拉

至鼠爪松开,此时仪器会显示此次小鼠四肢抓力的最

大值,记录数据,重复进行5次同样的操作,取3次较

大抓力的平均值作为抓力值。(4)游泳实验:用于评

价小鼠运动能力。将小鼠放置在直径80
 

cm,水深

50
 

cm的水桶中,水温保持在19~22
 

℃,采用视频追

踪系统记录小鼠运动轨迹,游泳时间为1
 

min,计算小

鼠平均游泳速度。
1.3 统计学处理

采用SPSS25.0统计软件进行分析,绘图软件

GraphPad
 

Prism
 

8.0作图。实验数据均符合正态分

布,用x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,
组间两两比较采用SNK-q 检验,重复测量资料采用

重复测量方差分析。所有检验均为双侧检验,检验水

准α=0.05,以P<0.05为差异有统计学意义。
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表1  各月龄SAMP8和SAMR1小鼠老化度评分、体质量及摄食量比较(x±s,n=10)

月龄
老化度评分(分)

SAMP8 SAMR1

体质量(g)

SAMP8 SAMR1

摄食量(g/d)

SAMP8 SAMR1

4 0.53±0.52 0.20±0.41 30.02±2.01 30.56±1.60 3.87±0.42a 3.52±0.08

5 0.93±0.89 0.45±0.51 31.63±2.63 32.21±2.08 4.00±0.40a 3.62±0.08

6 1.46±1.05a 0.55±0.69 35.49±3.35 33.90±3.75 3.98±0.40a 3.56±0.11

7 2.77±1.69a 1.00±0.56 36.91±4.04a 34.01±3.60 4.00±0.43a 3.59±0.16

8 3.64±1.29a 1.95±0.76 35.68±3.86 34.61±3.85 4.13±0.33a 3.58±0.08

9 4.09±1.64a 2.45±1.00 36.21±3.53 34.85±4.23 3.91±0.38a 3.65±0.14

10 4.88±0.99a 3.26±0.99 35.09±4.40 35.25±3.87 4.00±0.31a 3.71±0.06

  a:P<0.05,与SAMR1比较。

  a:P<0.05,与P8-10组比较。

图1  各组小鼠红细胞功能测定结果比较(n=10)

  a:P<0.05,与P8-10组比较。

图2  各组小鼠肌肉功能测定结果比较(n=10)

2 结  果

2.1 各月龄SAMP8与SAMR1小鼠老化情况、体质

量及摄食量比较

记录SAMP8与SAMR1小鼠自4~10月龄老化

度评分、进食量及体质量的变化情况,老化度评分随

着月龄增加,评分逐渐增加,表现出自成熟期(4~6月

龄)起迅速老化的特点,自6月龄起SAMP8小鼠较同

月龄SAMR1小鼠得分更高(P<0.05),呈现出更严

重的衰老状态。体质量结果经重复测量方差分析显

示,除7月龄SAMP8与SAMR1小鼠体质量比较,差
异有统计学意义(P<0.05)外,其余月龄体质量比较

差异均无统计学意义(P>0.05)。摄食量结果显示,
SAMP8小鼠摄食量始终高于同月龄SAMR1小鼠
(P<0.05),见表1。
2.2 各组小鼠红细胞功能的增龄性变化结果比较

P8-10组小鼠RBC及 Hb水平均明显低于P8-4
组和 R1-10组(P<0.05)。P8-10组小鼠 RDW-CV
和RDW-SD均明显高于P8-4组(P<0.05);与R1-10
组小鼠RDW-CV和RDW-SD比较,差异无统计学意

义(P>0.05),见图1。
2.3 各组小鼠肌肉功能的增龄性变化结果比较

P8-10组相对肌肉质量(肌肉质量/体质量)及四

肢抓力均较小,均明显低于P8-4组和R1-10组(P<
0.05);P8-10组小鼠的运动协调能力下降,与P8-4组

和R1-10组小鼠相比表现为疲劳耐受时间缩短(P<
0.05);P8-10组平均游泳速度低于P8-4组和 R1-10
组(P<0.05),见图2。

图3  SAMP8和SAMR1小鼠RBC及 Hb水平与

抓力的相关性分析(n=10)

2.4 SAMP8和SAMR1小鼠RBC及 Hb水平与抓
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力相关性分析

对RBC及Hb水平与抓力进行相关性分析发现,
红细胞数目及 Hb水平与抓力均呈明显正相关(r=
0.407、0.416,P<0.05),见图3。
3 讨  论

  本实验采用衰老相关研究中常用的SAMP8小

鼠,进行红细胞和肌肉功能的研究。SAM 小鼠来自

1968-1973年的AKR/J繁殖群,其中包括具有快速

衰 老 特 征 的 SAMP 和 抵 抗 快 速 衰 老 特 征 的

SAMR[7]。在SAMP中,SAMP8表现出阿尔茨海默

病相似的病理变化,同时出现认知功能的增龄性衰

退[8],但关于其红细胞和肌肉功能变化的研究较少。
由于SAMP8小鼠在4月龄后开始迅速衰老,在此之

前与同月龄SAMR1小鼠相当,所以本研究选择4月

龄SAMP8小鼠作为年轻对照,选择SAMR1小鼠作

为正常老化对照。在动物模型中,限制热量摄入可能

通过减少氧化应激延缓衰老和预防年龄相关疾病[9]。
本研究发现,SAMP8小鼠在喂养过程中摄食量始终

高于同月龄SAMR1小鼠,这可能导致SAMP8小鼠

体内氧化应激水平较高,因而衰老速度较快。
红细胞是血液中数量最多的血细胞,过少可造成

贫血。Hb是高等生物体内的一种含铁蛋白质,是运

输二氧化碳和氧气的载体,在衰老过程中,高等生物

体内会产生大量内源性自由基,会造成红细胞膜的脂

质过氧化及破裂并破坏机体内能量代谢平衡,进而导

致RBC与 Hb水平下降[10]。RDW 可以反映红细胞

大小不等的程度,增加的RDW 反映了红细胞稳态的

严重失调,包括红细胞生成受损和红细胞存活异常,
这可能归因于各种潜在的代谢异常,如端粒长度缩

短、氧化应激、炎症、营养不良、血脂异常、高血压和促

红细胞生成素功能改变等[11]。充足的氧气供给对于

人体器官的正常功能至关重要,特别是主要参与肌肉

功能的骨骼肌[12]。红细胞携氧能力降低是组织缺氧

的重要病因,缺氧状态下大脑皮层受损并进一步影响

肌肉功能[13]。本研究显示,年老的SAMP8小鼠出现

增龄性携氧能力下降,并可能存在贫血状况,无法满

足机体运动功能的需求。
运动功能的下降是衰老引起人类身体健康和生

活质量下降的重要表现之一[14]。运动系统由骨、骨连

接和骨骼肌组成,有研究表明伴随年龄增长的肌肉量

与肌肉功能降低,会导致老年人运动能力下降,进而

造成各种不良后果[15]。本研究选择相对肌肉质量、肌
肉力量、肌肉耐力、平均游泳速度反映衰老小鼠模型

的肌肉功能。有研究表明,阿尔茨海默病患者在跑步

机上的滞留时间(即运动耐力)减少[16],在转棒式疲劳

实验中,年老的SAMP8小鼠协调运动能力最差,运动

耐力最低,说明SAMP8小鼠也具有类似阿尔茨海默

病患者运动能力降低的特征。行为测试结果显示,
SAMP8小鼠4月龄较10月龄表现出更强的肌肉力

量,更低的运动协调缺陷,表明SAMP8小鼠出现增龄

性肌肉功能降低;在同月龄SAMP8和SAMR1之间

运动能力的明显差异也验证了SAMP8小鼠的确为快

速老化动物模型,并可用于肌肉功能的研究。
在本研究中,Hb作为运送氧气主要的运输载体,

血液中RBC、Hb水平的增加可以提升氧气运输能力,
RBC及 Hb水平和小鼠抓力之间存在明显相关性

(r=0.407、0.416,P<0.05)。在最近的研究中发现,
RBC破损后出现溶血和贫血,导致其更易黏附于内

皮,血流变与血流动力学紊乱,从而造成患者骨骼肌

萎缩、肌肉功能减弱及生活质量低下[17]。
总而言之,本研究发现SAMP8小鼠随着月龄的

增加,老化度逐渐增加,血液RBC、Hb水平下降同时

RDW升高,并且肌肉相对质量、力量、耐力及运动能

力下降,符合衰老进程。因此,采用SAMP8小鼠模型

适用于研究老年性相关疾病的预防与治疗、治疗药物

的筛选及相关作用机制的研究。
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