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1.视黄酸受体激活剂或包含视黄酸受体激活剂的组合物在促进哺乳动物组织或复杂

结构或器官再生修复能力中的应用。

2.视黄酸受体激活剂或包含视黄酸受体激活剂的组合物在制备用于促进哺乳动物组

织或复杂结构或器官再生修复能力的药物或试剂中的应用。

3.视黄酸受体激活剂或包含视黄酸受体激活剂的组合物在制备用于治疗与哺乳动物

组织或复杂结构或器官的再生修复相关的疾病的药物或试剂中的应用。

4.根据权利要求1‑3中任一项所述的应用，其特征在于，所述视黄酸受体激活剂包括全

反式视黄酸、选择性视黄酸受体γ激动剂的一种或两种以上，优选的，所述选择性视黄酸受

体γ激动剂为CD437和/或BMS961。

5.根据权利要求1‑4中任一项所述的应用，其特征在于，所述再生修复为促进组织或器

官切除或损伤后的组织或复杂结构或器官的再生。

6.根据权利要求1‑5中任一项所述的应用，其特征在于，

所述组织为皮肤、脂肪、肌肉、骨骼、毛囊、血管或神经，

所述复杂结构为至少包括皮肤、毛囊、腺体、软骨、肌肉、脂肪、血管、神经或与肢体中的

两种以上的机体结构，

所述器官为肺、肝、心、胰岛或肾。

7.根据权利要求1‑6中任一项所述的应用，其特征在于，所述促进哺乳动物组织或复杂

结构或器官再生修复能力是通过对视黄酸的激活实现的，优选的，通过对视黄酸受体γ的

激活实现的。

8.一种组合物，其特征在于，包括蛋白质合成抑制剂、全反式视黄酸和BMP激活剂，优选

的，所述蛋白质合成抑制剂为环己酰亚胺(Cyclohe xim id e (CHX))或水仙环素

(Narciclasine)，所述BMP激活剂为BMPsignalingagonistsb4。

9.根据权利要求8所述的组合物，其特征在于，以所述组合物中的环己酰亚胺为1重量

份计，全反式视黄酸为0.25～8重量份，BMPsignaling  agonistsb4为0.25～4重量份。

10.根据权利要求1‑7中任一项所述的应用，其特征在于，所述组合物为权利要求8或9

所述的组合物。
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视黄酸受体激活剂及其组合在哺乳动物再生修复中的应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，具体涉及一种促进哺乳动物器官再生修复的方法及其

相关应用。

背景技术

[0002] 再生是指生物体的整体或器官发生创伤而部分丢失,在剩余部分的基础上又生长

出与丢失部分在形态与功能上相同的结构的修复过程。再生失败会导致组织或器官功能性

丧失，最终导致各类疾病甚至死亡。自然界不同物种拥有不同的再生能力，再生能力可以分

为：一、个体水平再生，如低等植物能从单个细胞再生出一个植株，一些高等植物可利用根、

茎、叶等组织再生出新的植株，低等生物如涡虫等可以利用身体任何部分再生出完整个体；

二、割除再生，有尾两栖类如蝾蚺、壁虎及某些鱼类等可以进行断尾再生、肢体再生及鱼鳍

再生；三、组织水平再生，如肝切除后可以通过肝细胞增殖再生、皮肤组织的再生；四、细胞

水平再生，如神经元轴突断裂重新生长等。然而，相比于植物和低等动物，哺乳动物包括人

在内，极大地丧失了再生能力，几乎没有割除再生能力，再生仅局限发生于胎儿时期以及肝

脏、皮肤等特定时期、特定组织或器官。总体趋势为：随着进化等级越高，再生能力越弱，甚

至丧失。

[0003] 包括人在内的哺乳动物面临各种损伤的时候，会发生疤痕形成的修复方式，这种

方式会直接引起组织器官丧能，如截肢运动丧失等；或纤维化相关疾病，如心血管疾病、退

行性神经系统疾病、肺部疾病、肝部疾病、糖尿病、皮肤病等。在全世界范围内，组织、器官的

损伤导致的疤痕形成是许多疾病致残、致死的主要原因。因此提高哺乳动物原位再生修复

能力是理解生命本质及治疗一系列相关疾病的重要手段。

[0004] 对哺乳动物而言，重度和慢性损伤通常通过形成疤痕而不是组织再生来修复，其

特点是用大量结缔组织增生和细胞外基质沉积的纤维化组织取代功能性组织。研究表明，

纤维化是许多慢性疾病致残、致死的主要原因。目前在临床上，尽管少数药物或细胞治疗手

段可以用来缓解特定器官、特定类型的纤维化进程，但无法恢复损伤的组织，并且极度缺乏

广泛而有效的抗纤维化手段，因此亟待开发广谱的抗纤维化并促进再生的候选靶点及药

物。纤维化是损伤的一种非再生的修复方式，促进损伤组织的再生(再生疗法)不仅可以控

制纤维化，还能恢复组织的原有的功能，因此再生疗法是预防和治疗纤维化相关疾病最理

想的手段。

[0005] 肺纤维化是由成纤维细胞增殖及大量细胞外基质堆积并伴炎症损伤、组织结构破

坏为特征病理性改变，即是正常的肺泡组织被损坏后经过异常修复导致结构异常(疤痕形

成)。肺纤维化会严重影响人体呼吸功能，表现为各种呼吸困难并随着病情、肺部损伤的加

重及患者呼吸功能不断恶化。据报道特发性肺纤维化在世界范围内的发病率和死亡率逐年

增加，诊断后的平均生存期不到3年，高于大多数肿瘤，因此又被称为一种“类肿瘤疾病”。因

此促进损伤组织的再生是治疗和预防肺纤维化相关疾病最根本的手段，具有重要的应用价

值。
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发明内容

[0006] 为了实现哺乳动物组织、器官的再生修复，为与之相关疾病的预防和诊疗开发更

多技术途径，本申请提供了一种具有促进再生修复能力的小分子化合物，取得了开创性的、

预料不到的技术效果。本申请的技术方案如下：

[0007] 本申请提供了一种可以促进组织器官再生修复能力的化合物，所述化合物为视黄

酸受体激活剂。

[0008] 本申请提供了所述视黄酸受体激活剂或包含所述视黄酸受体激活剂的组合物在

促进哺乳动物组织或复杂结构或器官再生修复能力中的应用。

[0009] 本申请还提供了所述视黄酸受体激活剂或包含所述视黄酸受体激活剂的组合物

在制备用于促进哺乳动物组织或复杂结构或器官再生修复能力的药物或试剂中的应用。

[0010] 本申请还提供了所述视黄酸受体激活剂或包含所述视黄酸受体激活剂的组合物

在制备用于治疗与哺乳动物组织或复杂结构或器官的再生修复相关的疾病的药物或试剂

中的应用。

[0011] 进一步的，本申请所提供的所述视黄酸受体激活剂可以全反式视黄酸、选择性视

黄酸受体γ激动剂的一种或两种以上。

[0012] 优选地，所述选择性视黄酸受体γ激动剂为CD437和/或BMS961。

[0013] 进一步的，本申请中所述再生修复为促进组织或器官切除或损伤后的组织或复杂

结构或器官的再生。

[0014] 优选地，本申请所述组织为皮肤、脂肪、肌肉、骨骼、毛囊、血管或神经。

[0015] 优选地，本申请所述复杂结构为至少包括皮肤、毛囊、腺体、软骨、肌肉、脂肪、血

管、神经或与肢体中的两种以上的机体结构。

[0016] 优选地，本申请所述器官为肺、肝、心、胰岛或肾。

[0017] 进一步优选地，所述复杂结构为耳朵、肢体、手指、眼或鼻。

[0018] 优选地，本申请所述再生修复为耳朵被切除后的再生。

[0019] 优选地，本申请所述再生修复为促进皮肤损伤后的再生修复，脱发后的毛发再生，

软骨肌肉损伤再生修复，肺、肝、皮肤、心、肾、肌肉纤维化的再生以及血管、神经与肢体损伤

后的再生。

[0020] 优选地，本申请所述再生修复为促进烫伤皮肤的再生修复。

[0021] 优选地，本申请所述与组织或复杂结构或器官的再生修复相关的疾病为皮肤烫

伤、皮肤创伤、皮肤烧伤、脱发、软骨肌肉损伤、肝纤维化、肺纤维化或肢体损伤。

[0022] 本申请所提供的所述视黄酸受体激活剂，在促进组织器官再生修复能力的应用

中，是通过对视黄酸的激活实现的。优选地，通过对视黄酸受体γ的激活实现的。

[0023] 进一步的，本申请提供的包含所述视黄酸受体激活剂的组合物中包括蛋白质合成

抑制剂、全反式视黄酸和BMP激活剂。

[0024] 优选地，所述组合物中的蛋白质合成抑制剂为环己酰亚胺(Cycloheximide

(CHX))，BMP激活剂为BMP  signaling  agonist  sb4。

[0025] 进一步优选地，在所述组合物中，以所述环己酰亚胺为1重量份计，全反式视黄酸

为0.25～8重量份，BMP  signaling  agonist  sb4为0.25～4重量份。

[0026] 另一种优选地，所述组合物中的蛋白质合成抑制剂为水仙环素(Narciclasine)，
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BMP激活剂为BMP  signaling  agonist  sb4。

[0027] 进一步优选地，在所述组合物中，以所述水仙环素(Narciclasine)为1重量份计，

全反式视黄酸为0.25～10重量份，BMP  signaling  agonist  sb4为2～10重量份。

[0028] 本申请还提供了所述视黄酸受体激活剂及包含其的组合物的给药方式可以为腹

腔注射、静脉注射、灌胃、口服或皮肤涂抹。

附图说明

[0029] 图1A为再生的非洲刺鼠与非再生的小鼠转录组之间的差异基因分析及其功能富

集结果。

[0030] 图1B为Vehicle与不同翻译抑制剂Ani、CHX药物处理后，直径2mm的小鼠耳洞愈合

情况示意图。

[0031] 图1C为经Vehicle与不同剂量的CHX药物处理后，直径2mm的小鼠耳洞闭合情况示

意图。

[0032] 图1D为直径2mm耳洞打孔器创伤的小鼠耳洞经CHX药物处理30天的闭合情况示意

图，比例尺为1mm。

[0033] 图1E为经CHX药物处理后，小鼠耳廓组织HE染色结果，比例尺为200um。

[0034] 图1F为经CHX药物处理后，小鼠耳廓组织HE染色结果，比例尺为1mm。

[0035] 图1G为经CHX药物处理7天后，小鼠耳廓组织的KI67免疫组化染色结果示意图，比

例尺为100um。

[0036] 图1H为经CHX药物处理耳洞闭合180天后，小鼠耳廓组织HE染色结果示意图，比例

尺为1mm。

[0037] 图1I为不同给药方式处理3周后小鼠耳洞愈合效果(损伤后21天)示意图。

[0038] 图1J为Nsun2敲除小鼠2mm耳洞愈合效果(损伤后21天)。

[0039] 图2A为经DMSO/CHX处理后，直径4mm的小鼠耳洞闭合情况示意图。

[0040] 图2B为直径4mm耳洞打孔器创伤的小鼠耳洞经CHX处理50天的闭合情况示意图，比

例尺为1mm。

[0041] 图3为蛋白质与RNA合成、铁死亡和自噬的抑制剂处理小鼠耳洞愈合效果(损伤后

21天)。

[0042] 图4为CHX同时干扰发育及低等生物再生相关通路促进耳洞再生效果示意图(损伤

后21天)。

[0043] 图5A为RARs激活剂RA促进耳洞再生效果示意图(损伤后21天)。RA(Retinoic 

acid，MCE，HY‑14649，5/20mg/kg)，激活RARs。n≥6。***p<0.001，t检验。

[0044] 图5B为RARs激活剂RA促进耳洞再生效果示意图(损伤后21天)。RA(Retinoic 

acid，MCE，HY‑14649，5/20mg/kg)，激活RARs。n≥6。***p<0.001，t检验。

[0045] 图6A为经Vehicle/CRB处理后，小鼠耳洞的愈合情况示意图。

[0046] 图6B为小鼠4mm耳洞经Vehicle/CRB处理30天后的愈合效果图。

[0047] 图6C为经Vehicle/CRB处理后小鼠耳廓组织HE染色图。

[0048] 图6D为经Vehicle/CRB处理7天后小鼠耳廓组织α‑SMA免疫荧光染色图。

[0049] 图6E为小鼠4mm耳洞经Vehicle/CRB处理大于180天后，小鼠耳廓组织HE染色结果
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示意图，比例尺为100μm。

[0050] 图6F免疫荧光染色血管标记物CD31染色结果，比例尺为20μm。

[0051] 图7为经Vehicle/RA处理后，小鼠烫伤疤痕面积示意图。

[0052] 图8A为肢端造模的模式图。

[0053] 图8B显示经药物处理20、40、120天后的肢端诱导再生现象。比例尺为2mm。

[0054] 图8C为肢端outgrowth长度的统计结果。n≥3，***p<0.001，t检验。

[0055] 图8D显示经药物CR处理20天和40天后，利用电子计算机断层扫描(CT)获取骨组织

重建的过程高清图。

[0056] 图8E为药物CR处理30后骨组织的再生结果。

[0057] 图8F为HE染色发现该组合可以促进截肢肢端多组织类型的再生。

[0058] 图8G显示经药物处理21、50、120天后，小鼠肢端再生组织Masson染色结果。比例尺

为2mm，n≥3，t检验。

[0059] 图9A为经Vehicle/NRB处理后，小鼠4mm耳洞的愈合情况示意图。

[0060] 图9B为经NRB处理后的免疫组化结果示意图。

[0061] 图9C为经NRB处理后的，HE切片染色结果示意图。

具体实施方式

[0062] 以下通过具体实施例来详细阐述和说明本发明的实施方式，但以下内容不应理解

为对本发明作任何限制。

[0063] 本申请主要涉及一种能够促进哺乳动物组织或复杂结构或器官再生修复能力的

化合物或包含所述化合物的组合物，具体的，所述化合物为视黄酸受体激活剂。

[0064] 本申请还涉及所述化合物在制备用于促进哺乳动物组织或复杂结构或器官再生

修复能力的药物或试剂中的应用。

[0065] 本申请还涉及所述化合物在制备用于治疗与哺乳动物组织或复杂结构或器官的

再生修复相关的疾病的药物或试剂中的应用。

[0066] 视黄酸受体RARs是视黄酸的核受体，可以被视黄酸RA激活。视黄酸是动物体内维

生素A的代谢中间产物，主要影响骨的生长和促进上皮细胞增生、分化、角质溶解等代谢作

用。RA的核受体主要有视黄酸受体RARs和视黄类X受体RXRs。RARs和RXRs在核内作为配体依

赖的转录调节因子来调控特异性目的基因的表达。RARs有三个亚型RARα、RARβ、RARγ，均可

被同等激活。通过对各靶点因子进行干扰，其结果显示，激活RARα对再生修复无显著促进作

用，激活RARβ会抑制基底水平愈合，而激活RARγ能够促进再生修复。

[0067] 在本申请的具体实施方式中，所述促进组织器官再生修复能力是通过对视黄酸或

视黄酸受体γ的激活来实现的。具体的，本申请中所述视黄酸受体激活剂包括对视黄酸受

体RARs各通路可产生同等激活作用的化合物或几种化合物的组合，以及可对视黄酸受体

RARs中的RARγ通路产生选择性激活的化合物或几种化合物的组合。

[0068] 在一些具体的实施方式中，所述视黄酸受体激活剂为全反式视黄酸，其可对视黄

酸受体RARs各通路可产生同等激活作用。全反式视黄酸(ATRA)为视黄酸的两种活性形式之

一，其既是维甲酸受体(RAR)，也是视黄醇X受体(RXR)。RAR和RXR作为转录因子，共同调节正

常细胞和肿瘤细胞的生长和分化。
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[0069] 在另一些具体的实施方式中，所述视黄酸受体激活剂为选择性视黄酸受体γ激动

剂，优选的，所述选择性视黄酸受体γ激动剂选自CD437和/或BMS961

[0070] 在本申请的实施方式中，所述再生修复是指哺乳动物生物体的整体、器官或局部

组织发生创伤而部分丢失，在剩余部分的基础上又生长出与丢失部分在形态与功能上相同

的结构的修复过程。

[0071] 在一个具体的实施方式中，所述再生修复为促进哺乳动物组织或器官切除或损伤

后的组织或复杂结构或器官的再生。

[0072] 在一些具体的实施方式中，所述组织为表皮、真皮、肌肉、骨骼、脂肪、毛囊、血管或

神经。

[0073] 在一些具体的实施方式中，所述复杂结构为至少包括皮肤、毛囊、腺体、软骨、肌

肉、脂肪、血管、神经或与肢体中的两种以上的机体结构。

[0074] 在一些具体的实施方式中，所述器官为肺、皮肤、心脏、肝脏、肾、胃、肠等。

[0075] 本申请所述的复杂结构，是由不同组织构成的机体结构部件或能够完成特定生理

功能或功能活动的机体功能部件，如耳朵、各脏器、肢体、眼睛、鼻等。

[0076] 在一个优选的实施方式中，所述复杂结构为耳洞。

[0077] 在一个具体的实施方式中，所述再生修复为促进耳朵被部分切除后的再生。

[0078] 在一个具体的实施方式中，所述再生修复为促进皮肤损伤后的再生修复，脱发后

的毛发再生，软骨肌肉损伤再生修复，肺、肝、皮肤、心、肾、肌肉纤维化的再生以及血管、神

经与肢体损伤后的再生。

[0079] 在一个具体的实施方式中，所述再生修复为促进烫伤皮肤的再生修复。

[0080] 在本申请的实施方式中，所述与组织器官的再生修复相关的疾病包括但不限于皮

肤烫伤、器官的纤维化、肌肉/软骨损伤或神经系统疾病等，优选为皮肤烧/烫/创伤、脱发、

软骨肌肉损伤、肺纤维化、肝纤维化、肾纤维化、心肌纤维化、肢体创伤或多种神经系统疾病

等。

[0081] 在一个具体的实施方式中，包含所述视黄酸受体激活剂的组合物中还可以包括其

他具有再生修复能力的化合物。

[0082] 在一些具体的实施方式中，所述组合物中还包括蛋白质合成抑制剂。

[0083] 在一些具体的实施方式中 ，所述蛋白 质合成抑制剂选自环己 酰亚胺

(Cycloheximide(CHX))、茴香霉素(Anisomycin(Ani))、膜海鞘素B(Didemnin  B(DIDB))、波

凡霉素(Bouvardin(BVD))、石蒜科植物提取物或石蒜科生物碱。

[0084] 在一些具体的实施方式中，所述石蒜科植物提取物或石蒜科生物碱包括水仙环素

(Narciclasine)或水鬼蕉碱(Pancratistatin)。

[0085] 在一个具体的实施方式中，所述组合物包括蛋白质合成抑制剂、视黄酸受体激活

剂和BMP激活剂。

[0086] 在一个优选的实施方式中，所述组合物包括环己酰亚胺(Cycloheximide(CHX))，

全反式视黄酸和和BMP  signaling  agonist  sb4。进一步的，以所述组合物中的环己酰亚胺

为1重量份计，全反式视黄酸为0.25～8重量份，BMP  signaling  agonist  sb4为0.25～4重

量份。

[0087] 在另一个优选的实施方式中，所述组合物包括水仙环素(Narciclasine)，全反式
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视黄酸和BMP  signaling  agonist  sb4。进一步的，以所述组合物中的水仙环素

(Narciclasine)为1重量份计，全反式视黄酸为0.25～10重量份，BMP  signaling  agonist 

sb4为2～10重量份。

[0088] 在本申请的实施方式中，所述药物或试剂中还可以添加药物学上可接受的载体或

辅料。

[0089] 具体的，所述药物或试剂可以以如下形式制备：将所述蛋白质合成抑制剂或包含

其的组合物与药学上可接受的载体混合，例如得到口服制剂，诸如片剂(包括糖衣片剂、薄

膜包衣片剂、舌下片剂、口腔崩解片剂)、胶囊剂(包括软胶囊剂、微囊剂)、颗粒剂、粉末剂、

锭剂、糖浆剂、乳剂、混悬剂、薄膜(例如、口服崩解性的薄膜)等、肠胃外制剂如注射剂(例如

皮下注射剂、静脉内注射剂、肌内注射剂、腹腔注射剂、滴注剂)、外用制剂(例如皮肤制剂、

软膏剂)、栓剂(例如直肠栓剂、阴道栓剂)、丸剂、滴鼻剂、呼吸制剂(吸入剂)、眼药水等。除

此之外，这些制剂可作为控释制剂(例如持续释放微囊剂)、诸如立即释放制剂、持续释放制

剂等。这样的制剂可通过本技术领域中常规使用的制备方法获得。

[0090] 具体的，上述药学上可接受的载体的例子包括赋形剂(例如，淀粉，乳糖，蔗糖，碳

酸钙，磷酸钙等)，粘合剂(例如，淀粉，阿拉伯胶，羧甲纤维素，羟丙基纤维素，结晶纤维素，

海藻酸，凝胶，聚乙烯吡咯烷酮等)，润滑剂(例如，硬脂酸镁，硬脂酸钙，滑石粉等)，崩解剂

(例如，羧甲纤维素钙，滑石粉等)，稀释剂(例如，注射用水，盐水等)，添加剂(例如，稳定剂，

防腐剂，着色剂，调味剂，溶解助剂，乳化剂，缓冲剂，等渗剂等)，等等。

[0091] 在本申请的实施方式中，所述组合物、药物或试剂的给药方式可以为腹腔注射、静

脉注射、灌胃、口服或皮肤涂抹。具体的，向受试者的给药量根据给药途径、症状、患者年龄

等等而不同，临床医生可以实际确定。

[0092] 实施例

[0093] 近年来研究显示，如MRL小鼠1及P21‑/‑突变鼠2可以闭合2mm(毫米)耳洞，而野生

型实验小鼠均不能闭合，因此耳洞闭合可作为评估再生能力良好的模型来筛选促进提高再

生能力的细胞、信号通路、基因。主要筛选靶点为调控个体发育过程中形态发生、器官发育、

免疫与应激发应(代谢、翻译等)等重要信号通路；同时也包括参与肿瘤发生及低等生物再

生的基因及信号通路。

[0094] 耳洞创伤小鼠模型的建立：选用7周龄C57BL/6小鼠，使用5％水合氯醛对小鼠实施

麻醉，腹腔注射10mL/kg，按体重进行麻醉。将麻醉好的小鼠进行绑定，使用75％的乙醇对小

鼠耳朵和器械进行消毒。以小鼠的耳廓中心，使用直径为2mm的耳洞打孔器对小鼠左右耳廓

分别打孔，对创伤后小鼠通过腹腔、静脉注射或灌胃的方式给药(靶向筛选靶点的小分子或

生长因子溶于生理盐水或DMSO)，以不含药物的溶剂作为对照。DMSO溶解的给药体系为：2‑

5％DMSO+30‑40％PEG400+2‑5％Tween  80按终浓度(体积比)依次加入。每2天给药一次，每7

天进行观察，使用游标卡尺对小鼠耳洞的近‑远轴(proximal–distal，DPD)和前后轴

(anterior–posterior，DAP)进行测量，并计算小鼠被割除耳洞的面积，面积的计算公式为S

＝πDPD×DAP/4，对小鼠的耳洞闭合情况进行记录。

[0095] 如无特别说明，本申请以下实施例中均采用上述耳洞创伤小鼠模型进行耳洞再生

实验，其中7周龄C57BL/6小鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公司；Nsun2敲除小鼠由

申请人实验室制备，利用CRISPR/Cas9介导基因敲除技术，通过将注射Cas9  mRNA与Nsun2的
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sgRNA注射到小鼠受精卵获得基因敲除胚胎，进一步繁殖获得稳定敲除的小鼠；CHX:(即4‑

((R)‑2‑((1S,3S,5S)‑3,5‑dimethyl‑2‑oxocyclohexyl)‑2‑hydroxyethyl)piperidine‑2,

6‑dione)购自MedCamExpress。其他材料、试剂等，如无特殊说明，均可从商业途径得到。

[0096] 实施例一：翻译抑制(环己酰亚胺(Cycloheximide，后缩写为CHX或C)；茴香霉素

(Anisomycin，缩写为Ani))促进小鼠直径2mm耳洞割处再生。

[0097] 实验方法：对耳洞创伤小鼠以不同剂量CHX(溶于生理盐水或DMSO)分别采取腹腔

注射给药(图1I实验中增加灌胃给药)，生理盐水或DMSO作为对照组(标记为Vehicle)。对药

物处理过的小鼠创伤耳廓进行鉴定。具体实验结果如图1所示。

[0098] 图1A转录组分析再生的非洲刺鼠与非再生的小鼠(C57BL/6小鼠)之间差异基因，

并通过功能富集分析，结果显示再生非洲刺鼠相比于非再生小鼠相比显著下调是核糖体亚

基及翻译相关。

[0099] 图1B显示，基于图1A分析结果，对非再生小鼠利用翻译的小分子抑制剂Ani,CHX分

别进行药物处理21天后，观察其对2mm耳洞愈合效果，结果显示相比较于对照组(Vehicle)，

翻译抑制剂Ani(10mg/kg) ,CHX(20mg/kg)均能显著促进耳洞愈合，CHX愈合效果更佳，由此

发现翻译抑制能显著促进非再生物种的再生。后续实验基于CHX开展。

[0100] 图1C的示意图显示了经不同浓度的Vehicle/CHX进行处理后，小鼠耳洞的闭合情

况：各浓度的CHX对于直径2mm的耳洞闭合都有促进作用，其中浓度大于8mg/kg以上，药物处

理三周后，小鼠耳洞创口完全闭合。n≥8。

[0101] 图1D为经Vehicle/CHX(20mg/kg)处理耳洞创伤小鼠2mm耳洞30天后的愈合情况照

片，其中以CHX处理的耳洞创伤已经完全闭合。

[0102] 图1E的小鼠耳廓组织HE染色图显示，经CHX(20mg/kg)处理后，耳洞创伤小鼠耳洞

部分的皮肤，结缔组织等多种组织结构生长连接在一起，创伤已经完全愈合。

[0103] 图1F的小鼠耳廓组织HE染色图显示，耳洞创伤小鼠经DMSO/CHX(20mg/kg)处理后，

创伤后第1天(D1组)两组织均局部可见灶性坏死，坏死灶内炎性细胞弥漫性浸润，如箭头①

所示；组织内真皮层内可见炎性细胞弥散性浸润，如箭头②所示；其中CHX组中部分细胞内

可见含铁血黄素沉积，如箭头③所示。第15天DMSO组的组织中部分细胞内可见含铁血黄素

沉积，如箭头③所示；可见组织水肿，真皮下结缔组织间隙增大，组织结构疏松，如箭头④所

示。第15天CHX组的组织损伤后愈合形成的肉芽组织，肉芽组织内成纤维细胞和血管大量增

生，如箭头⑤所示；并可见炎性细胞弥散性分布，如箭头②所示。

[0104] 图1G的小鼠耳廓组织的KI67免疫组化染色图显示，CHX(20mg/kg)处理7天后，小鼠

基底层细胞大量表达细胞增殖的标志性蛋白KI67，如箭头显示，对照组表达相对较少。

[0105] 图1H的小鼠耳廓组织HE染色图显示，经CHX(20mg/kg)处理的小鼠耳洞闭合180天

后，伤口部分有毛囊，腺体，软骨，肌肉与血管等组织和组织衍生物的再生。

[0106] 图1I的示意图显示，采用灌胃和腹腔注射等不同给药方式对耳洞创伤小鼠进行处

理，3周后均产生愈合效果(损伤后21天)。其中n≥6。

[0107] ***p<0.001，ns：无显著性差异，t检验。

[0108] 此外，Nsun2敲除被报道可以通过调控tRNA稳定性来抑制翻译，因此用Nsun2敲除

小鼠作为遗传学模型来验证翻译抑制对再生作用。具体方法为：分别以野生型小鼠(WT)与

Nsun2敲除小鼠(KO)建立耳洞创伤小鼠模型，制造直径2mm耳洞(方法同上述实施例)，3周后
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分别观察并测量耳洞愈合情况。结果显示Nsun2敲除的小鼠相比野生型小鼠，耳洞面积明显

减小。这也表明翻译抑制对再生具有作用(图1J)。

[0109] 以上实验结果显示：不同剂量的蛋白质合成抑制剂CHX都能显著促进2mm耳洞愈

合，且这种促进效果具有剂量依赖性，大于8mg/kg剂量可以促进闭合。闭合耳洞可以再生处

毛囊，腺体，软骨和肌肉等组织和组织衍生物。同时也证实不同给药方式均具有促进再生的

效果。

[0110] 实施例二：环己酰亚胺CHX促进小鼠直径4mm耳洞割处再生修复。

[0111] 研究发现极少数的哺乳动物如非洲刺鼠具有较强再生能力，能够再生4mm耳洞，同

时还发现4mm耳洞闭合模型可以区分再生能力强弱，目前没有任何人工实现4mm耳洞闭合再

生，即使是被报道“超级再生”的MRL小鼠也不能完全闭合。因此4mm耳洞可以作为评价哺乳

动物割处再生的良好模型，其模型建立采取实施例1的方法，其中以直径为4mm的耳洞打孔

器对小鼠左右耳廓分别打孔。

[0112] 实验方法：对4mm耳洞创伤小鼠以不同剂量的CHX(20,125,175mg/kg ,溶于DMSO或

生理盐水)采取腹腔注射给药，DMSO作为对照组。对药物处理过的小鼠创伤耳廓进行鉴定。

具体实验结果如图2所示。

[0113] 图2A的示意图显示，不同剂量的CHX对于直径4mm的耳洞闭合效果，发现20mg/kg与

超级愈合小鼠MRL/lpr效果类似，有促进耳洞伤口变小作用，但不能完全闭合，当剂量大于

20mg/kg(125,175mg/kg)能实现耳洞的闭合。

[0114] 图2B为DMSO/CHX药物处理90天后的耳洞愈合照片，其显示经CHX(125mg/kg)处理

的小鼠4mm耳洞，创伤的面积显著减小。

[0115] 实施例三：环己酰亚胺CHX促进耳洞再生不依赖于铁死亡与自噬的抑制。

[0116] CHX作为一种抗真菌的抗生素，除了抑制真核生物蛋白质合成和RNA合成外，还可

抑制铁死亡和细胞自噬。为了验证其在再生过程中通过哪个靶点发挥作用，分别针对铁死

亡和自噬进行小分子验证。

[0117] 实验方法：采用上述相同的耳洞创伤小鼠模型进行实验，分别用铁死亡和自噬的

抑制剂代替CHX观察其促进耳洞愈合的效果。DMSO替代小分子的对照组。Auto:Autophinib

(MCE，HY‑101920)，抑制自噬；3BDO：3BDO(MCE，HY‑U00434)，抑制自噬；UAMC：UAMC‑3203

(MCE，MCE，HY‑112909A)，抑制铁死亡；EBSE：Ebselen(MCE，HY‑13750)，抑制铁死亡。使用浓

度为10‑20mg/kg，给药方式同CHX，n≥8，**p<0.01，

[0118] ***p<0.001，ns：无显著性差异，t检验。鉴定不同抑制剂对2mm耳洞愈合效果(损伤

后21天测定)。结果如图3所示：分别用铁死亡和自噬的抑制剂均不能像CHX一样促进耳洞愈

合，这说明CHX促进耳洞再生不依赖于其对铁死亡或自噬的抑制活性。

[0119] 实施例四：抑制RARs抑制CHX再生作用。

[0120] 为了进一步验证CHX促进耳洞再生中发挥作用的信号通路，通过在添加CHX同时干

扰发育及低等生物再生相关通路进行筛选。

[0121] 实验方法：对2mm耳洞创伤小鼠分别以CHX(20mg/kg)、CHX+AGN、CHX+RA、CHX+RA+

AGN进行腹腔注射给药处理。其中，AGN为视黄酸受体RARs特异性抑制剂AGN193109(AGN，

MCE，HY‑U00449，0.75mg/kg)，拮抗RARs，RARs；RA为RARs激活剂全反式视黄酸(RA，MCE，HY‑

14649，5mg/kg)，激活RARs。以DMSO作为对照组。n≥6。***p<0.001，t检验。损伤后21天对各
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组药物处理过的小鼠创伤耳洞面积进行测定。具体实验结果如图4所示。

[0122] 结果显示RARs通路抑制剂与激活剂分别对CHX产生抑制和协同作用。其中，视黄酸

受体RARs特异性抑制剂AGN193109可以完全抑制CHX对耳洞的愈合。而联合使用CHX与RARs

激活剂全反式视黄酸可以产生协同促进耳洞闭合的作用，且这种协调作用仍然可以被RARs

抑制剂AGN所抑制。这显示RARs可能在耳洞再生模型中发挥重要作用。

[0123] 实施例五：激活RARγ促进耳洞再生。

[0124] 进一步验证直接激活RARs是否可以发挥类似于CHX一样促进耳洞再生的作用，以

DMSO/RA(5mg/kg，20mg/kg)分别进行耳洞创伤实验。图5A的结果(耳洞损伤后21天)显示，单

独使用RA也可以促进耳洞闭合，且具有剂量依赖性。

[0125] 由于RA能够同等激活RAR受体的三个亚型：RARα、RARβ、RARγ，另外还能够作用并

激活PPARβ/δ6，以及抑制转录因子Nrf27，为了进一步确认其发挥作用促进耳洞再生的具体

靶点，对各潜在靶点进行干扰以进行验证。实验方法为：分别以如下试剂给药于耳洞创伤小

鼠模型，检测创伤后21天的耳洞愈合情况。

[0126] Tazarotene(MCE，HY‑15388，20mg/kg)与Bexarotene(MCE，HY‑14171，20mg/kg)，视

黄酸受体激动剂；VA(VitaminA，Selleck，S5592，20mg/kg)，维生素A，体内代谢产生RA；

Talarozole(MCE，HY‑14531，10mg/kg)，抑制CYP26A1、CYP26B1，提高内源性全反式维甲酸；

AGN  195183(MCE，HY‑16684，10mg/kg)，选择性RARα激动剂；CD437(MCE，HY‑100532，10mg/

kg)与BMS  961(Glpbio，GC17382，10mg/kg)，选择性RARγ激动剂；GW0742(MCE，HY‑13928，

20mg/mg)，激活PPARβ/δ；ML385(MCE，HY‑100523，10mg/kg)，Nrf2特异抑制剂。n≥5，**p<

0.01，***p<0.001，ns：无显著性差异，t检验。实验结果如图5B所示。

[0127] 结果显示，激活RARγ(包括RARs激活剂及RARγ选择激活剂)能够促进耳洞再生，

而激活RARα无显著促进效果，激活PPARβ/δ及抑制Nrf2抑制基底水平的愈合。另外，通过补

充维生素A或使用全反式维甲酸代谢阻断剂Talarozole，提高内源性RA水平也可以促进耳

洞再生，这丰富了激活RARs的调控靶点。

[0128] 实施例六：组合CRB(C:蛋白质合成抑制剂CHX；R:RARs激活剂全反式视黄酸(All‑

trans  retinoic  acid)；B:BMP激活剂BMP(signaling  agonist  sb4))促进小鼠4mm耳洞闭

合及割处再生。

[0129] 以7周龄小鼠为例，使用5％水合氯醛对小鼠实施麻醉，腹腔注射10mL/kg，按体重

进行麻醉。将麻醉好的小鼠进行绑定，使用75％的乙醇对小鼠耳朵和器械进行消毒。以小鼠

的耳廓中心，使用直径为4mm的耳洞打孔器对小鼠左右耳廓分别打孔。对于创伤后的小鼠，

采用腹腔注射DMSO/CRB(CRB给药量为CHX  20mg/kg、全ATRA20  mg/kg，BMP  signaling 

agonist  sb410‑20  mg/kg)的方式每2天给药一次，并且每7天对小鼠进行麻醉，使用游标卡

尺对小鼠耳洞的近‑远轴(proximal–distal，DPD)和前后轴(anterior–posterior，DAP)进

行测量，并计算小鼠被割除耳洞的面积，面积的计算公式为S＝Πx  DPD  x  DAP/4。对药物处

理过的小鼠创伤耳廓进行进一步鉴定。

[0130] 图6A显示分别经DMSO/CRB处理后，小鼠耳洞的闭合情况。结果显示CRB对于直径

4mm的耳洞闭合都有促进作用，在给药处理30天后，小鼠耳洞完创口全闭合。

[0131] 图6B显示小鼠4mm耳洞经药物处理30天后的闭合情况。可以看出，经药物处理后的

小鼠，耳洞创伤已经闭合。
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[0132] 图6C显示经药物处理7天后，小鼠耳廓组织HE染色结果和表皮厚度统计。比例尺为

200um。经药物处理后的小鼠耳廓有芽基形成，表皮厚度明显降低。n≥3，t检验。

[0133] 图6D显示经药物处理7天后，小鼠耳廓组织α‑SMA免疫荧光染色结果。比例尺为

100um。创伤7天后，对照组与药物处理组均出现大量的α‑SMA表达，与对照组相比，药物处理

组的α‑SMA表达呈线性有序排列，而对照组为无序堆积，表达模式与疤痕形成方式类似。

[0134] 图6E显示经药物(CRB)诱导大于90天后各个组织再生情况，显示表皮、真皮、腺体、

毛囊、肌肉、软骨、脂肪、肌肉的再生。“e”指示表皮再生；“d”指示再生的真皮；“g”指示再生

的腺体；“ad”指示再生的脂肪组织；“hf”指示再生的毛囊；“c”指示再生的软骨；“m”指示再

生的肌肉。

[0135] 图6F免疫荧光染色血管标记物CD31进一步鉴定血管再生，三角形指示再生的血

管。

[0136] 实施例七：RA降低小鼠烫伤后疤痕形成，促进皮肤再生。

[0137] 实验方法：使用7周龄小鼠，(1)腹腔注射0.5％戊巴比妥钠(100μl/10gb.w.)麻醉

小鼠；(2)背部剃毛，75％酒精皮肤消毒。(3)开水烫10‑15s，烫伤面积为直径1.5cm的圆。(4)

烫伤后平均分成两组，分别以Vehicle组(DMSO)和RA组(20mg/kg，溶解于DMSO)进行给药处

理。(5)检测伤口修复情况。实验结果如图7所示。

[0138] 结果显示：给药40天后，剃毛检测疤痕，显示RA经处理可显著降低疤痕面积。

[0139] 实施例八：环己酰亚胺CHX(C)和全反式视黄酸RA(R)优化组合促进小鼠肢端隆起

结构(Outgrowth)再生修复

[0140] 基于耳洞的再生效果，接下来进行了更复杂的损伤表型的再生诱导实验，选用肢

端切除作为损伤模型。对ICR小鼠进行肢端造模，并联合使用适当剂量的CHX(100mg/kg)与

RARs激活剂全反式视黄酸(RA，20mg/kg)，腹腔连续隔天给药8周，观察再生表型。

[0141] 实验方法：以8周龄ICR小鼠为模型，使用5％水合氯醛对小鼠实施麻醉，腹腔注射

10mL/kg，按体重进行麻醉。将麻醉好的小鼠进行绑定，使用75％的乙醇对小鼠左上肢端和

手术器械进行消毒。这里为了准确定义再生的发生，测量肘关节至桡尺骨的距离，保留

10mm，其余至手掌、手指等节段进行切除造模(尺骨和桡骨属于前臂的两根骨头，最简单的

区别的方法为拇指一侧为桡骨、小指一侧为尺骨)。腹腔连续隔天给药8周，CHX(100mg/kg ,

溶于DMSO或生理盐水)、RA(20mg/kg)采取腹腔注射给药，DMSO作为对照组，持续观察表型。

不同天数后，对药物处理过的小鼠肢端创伤进行鉴定。具体实验结果如图8A‑8G所示。图8A

为肢端造模的模式图。图8B显示经药物处理20、40、120天后的肢端诱导再生现象。可以看

出，经药物处理后的小鼠截肢部位出现outgrowth的生长。比例尺为2mm。图8C为肢端

outgrowth长度的统计结果，可以看到CR给药组很好诱导肢端再生，长度与对照组存在极显

著差异。n≥3，***p<0.001，t检验。图8D显示经药物CR处理20天和40天后，利用电子计算机

断层扫描(CT)获取骨组织重建的过程高清图，CR处理组出现很好的肢端骨组织诱导生长过

程，CR处理20天后即可观察到骨组织的伸长重建碎片(右图，三角箭头指示)，而对照组呈现

出钝化状态，显示为骨组织的增生积累，未呈现出向前的生长趋势(左图，三角箭头指示)，

是一种类似瘢痕修复的发生。图8E为骨再生的更直接关键证据，药物CR处理30后，取出完整

桡尺骨进行观察，与CT扫描结果观察一致，可以明显看到骨组织的再生趋势。此外，HE切片

染色发现该组合可以促进截肢肢端多组织类型的再生，如皮肤、毛囊、毛细血管、新生骨等
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组织(图8F，“Ep”指示表皮再生；“CT”指示结缔组织再生；“CV”指示毛细血管再生；“HF”指示

毛囊再生；“OT”指示骨组织再生。)。图8G显示经药物处理21、50、120天后，小鼠肢端再生组

织Masson染色结果，对照组可以观察到骨组织的钝化形态，与CT结果相符，药物处理组的骨

组织呈现生长趋势，重要的是实验组在120天染色观察到肌肉组织的再生，而对照组为无序

堆积，表达模式与疤痕形成方式类似。比例尺为2mm，n≥3，t检验。

[0142] 以上结果显示，环己酰亚胺CHX和全反式视黄酸RA的组合物能促进肢端切除后隆

起结构的再生修复，包括骨、肌肉、皮肤、毛囊、毛细血管、结蹄组织、新生骨组织等再生。

[0143] 实施例九：组合NRB(N:水仙环素Narciclasine；R:RARs激活剂全反式视黄酸(All‑

trans  retinoic  acid)；B:BMP激活剂BMP(signaling  agonist  sb4))促进小鼠4mm耳洞割

处再生。

[0144] 实验方法：小鼠模型构建方法同实施例二，对4mm耳洞创伤后的小鼠，采用腹腔注

射DMSO/NRB(NRB：Narciclasine  3mg/kg、ATRA20  mg/kg，BMP  signaling  agonist  sb410‑

20  mg/kg)的方式每2天给药一次，并且每7天对小鼠进行麻醉，使用游标卡尺对小鼠耳洞的

近‑远轴(proximal–distal，DPD)和前后轴(anterior–posterior，DAP)进行测量，并计算小

鼠被割除耳洞的面积，面积的计算公式为S＝π×DPD×DAP/4。对药物处理过的小鼠创伤耳

廓进行进一步鉴定。实验结果如图9A～9C所示。

[0145] 其中，图9A显示了小鼠4mm耳洞经NRB处理30天后的愈合效果，并显示具有愈合促

进作用，在给药处理30天后，小鼠耳洞完创口全闭合，且鉴定为再生事件。图9B，9C显示，HE

切片染色数据很好地指征了软骨(黑色长箭头)、毛囊(星号)、腺体/皮脂腺(三角形箭头)、

肌肉(虚线框选区域)等结构的再生结构。

[0146] 以上实验结果显示，NRB小分子组合物也可以促进4mm耳洞闭合并促进再生。

[0147] 前面仅仅示出了本发明的原理，应理解，本发明的范围不预期限制在本文所述的

示例性方面，而应包括所有当前已知的和未来开发的等同物。另外，应当指出，在不脱离本

发明技术原理的前提下，还可以作出若干改进和修改，这些改进和修改也应被视为本发明

的范围。
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