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清热润燥口服液对哮喘小鼠 ＩＬＣ２ｓ 上下游细胞因子的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 通过清热润燥口服液干预卵清蛋白(ＯＶＡ)致敏的哮喘小鼠ꎬ观察其对哮喘小鼠Ⅱ型固有淋

巴细胞(ＩＬＣ２ｓ)数量及其上下游细胞因子的影响ꎮ 方法　 将 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠(雌性)分为空白对照组、模型对照组、阳
性对照组(地塞米松组ꎬ１ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ))、清热润燥口服液低、高(４􀆰 ３２、８􀆰 ６４ ｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ))剂量组ꎬ共 ４０ 只ꎮ 使用

ＯＶＡ 为致敏剂诱导哮喘小鼠模型ꎬＨＥ 染色观察小鼠肺组织的病理改变ꎻ酶联免疫吸附(ＥＬＩＳＡ)测定检测小鼠肺泡

灌洗液(ＢＡＬＦ)中 ＩＬＣ２ｓ 上下游细胞因子 Ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ￣２５、ＩＬ￣３３、ＴＳＬＰ、ＩＬ￣４、ＩＬ￣５ 及 ＩＬ￣６ 含量ꎻ免疫组化法检测肺组织

ＩＬＣ２ｓ 上下游细胞因子 ＩＬ￣３３ 和 ＩＬ￣５ 的表达ꎻ流式细胞术和免疫双荧光染色检测肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 的数量及生成ꎮ 结

果　 与空白对照组比较ꎬ模型对照组小鼠出现肺组织炎性细胞浸润和支气管壁增厚的病理变化ꎬＢＡＬＦ 中 ＩＬＣ２ｓ 上

下游细胞因子 Ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ￣２５、ＩＬ￣３３、ＴＳＬＰ、ＩＬ￣４、ＩＬ￣５ 及 ＩＬ￣６ 的含量升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 上下游细胞因子

ＩＬ￣３３ 及 ＩＬ￣５ 的表达升高(Ｐ<０􀆰 ０１)、ＩＬＣ２ｓ 的数量及生成增多(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 与模型对照组比较ꎬ清热润燥口服液低

高剂量明显改善哮喘小鼠肺组织病理损伤ꎬ降低 ＢＡＬＦ 中 ＩＬＣ２ｓ 上下游细胞因子表达(Ｐ<０􀆰 ０１)、下调肺组织中

ＩＬＣ２ｓ 上下游细胞因子 ＩＬ￣３３ 及 ＩＬ￣５ 的表达(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬＰ<０􀆰 ０１)和减少 ＩＬＣ２ｓ 的数量及生成(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 结论　 清热

润燥口服液可以降低 ＯＶＡ 诱导的哮喘小鼠 ＩＬＣ２ｓ 的数量及其上下游细胞因子和下调肺组织中 ＩＬ￣３３ 及 ＩＬ￣５ 的表

达ꎬ进而起到防治哮喘的作用ꎮ
【关键词】 　 哮喘小鼠ꎻ清热润燥口服液ꎻＯＶＡꎻＩＬＣ２ｓꎻ细胞因子
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ｌｉｑｕｉｄ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＩＬＣ２ｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｕｐｓｔｒｅａｍ ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｏｖａｌｂｕｍｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅ.
Ｉｔ ｃａｎ ａｌｓｏ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ ａｎｄ ＩＬ￣５ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅꎬ ｔｈｕｓ ｐｌａｙｉｎｇ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｏｆ ａｓｔｈｍａ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅꎻ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄꎻ ＯＶＡꎻ ＩＬＣ２ｓꎻ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ

　 　 支气管哮喘简称哮喘(ａｓｔｈｍａ)ꎬ是一种临床上

常见、多发和难愈的慢性呼吸系统疾病ꎮ 近年来ꎬ
在基因、环境和过敏原等因素的相互作用下哮喘的

发病率和死亡率逐年升高ꎬ目前全球范围内有 ３ ~ ４
亿哮喘患者ꎬ我国成年人中哮喘患者已达到 ４５７０ 万

人ꎬ对人类健康构成巨大的威胁[１]ꎮ 哮喘的发病机

制复杂ꎬ且由多种炎性细胞和细胞因子参与ꎬ其中

嗜酸性粒细胞趋化因子 Ｅｏｔａｘｉｎꎬ可以激活嗜酸性粒

细胞并将其募集到肺中ꎬ导致患者气道重塑和气道

高反应性加重[２]ꎮ 此外ꎬ最新研究表明先天性免疫

细胞中的固有淋巴样细胞 ( ｉｎｎａｔｅ ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｃｅｌｌｓꎬ
ＩＬＣｓ)在哮喘的发病过程中也具有重要作用[３]ꎮ 来

自于骨髓造血干细胞中淋巴样前体细胞的 ＩＬＣｓ 中

的Ⅱ型固有淋巴细胞(ｔｙｐｅ Ⅱ ｉｎｎａｔｅ ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｃｅｌｌｓꎬ
ＩＬＣ２ｓ)ꎬ在过敏性鼻炎和哮喘等疾病中的表达水平

显著升高ꎮ 当肺部受到多种炎症因素的刺激时ꎬ上
皮 源 性 细 胞 因 子 ＩＬ￣３３ ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣３３ )、 ＩＬ￣２５
(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣２５)、胸腺基质淋巴细胞生成素( ｔｈｙｍｉｃ
ｓｔｒｏｍａｌ ｌｙｍｐｈｏｐｏｉｅｔｉｎꎬ ＴＳＬＰ) 大量分泌ꎬ并且刺激

ＩＬＣ２ｓ 表达 ２ 型 Ｔ 辅助淋巴( Ｔｈ２) 细胞因子 ＩＬ￣４
(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣４) 和 ＩＬ￣５ ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣５) 及促炎因子

ＩＬ￣６(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６) [４－５]ꎬ引起 Ｔｈ２ 型免疫反应ꎬ加重

哮喘的气道炎症ꎬ从而促进哮喘的发生ꎮ

哮喘属于中医哮证范畴ꎬ其发病机制在中医

论述里分为夙根学说ꎬ肺虚、脾虚、肾虚学说和外

邪学说等 [６] ꎮ 在夙根学说中宿痰伏于肺ꎬ说明肺

部是哮喘发病的主要部位ꎬ痰是哮喘发病的主要

病理因素ꎮ 云南省荣誉名中医陆家龙认为治疗

慢性气道炎症性疾病ꎬ要“养润与通利”并行ꎬ并
根据此观点研制出清热润燥口服液ꎮ 临床证明ꎬ
该方具有清肺养阴和润肺止咳等药效ꎬ以及安全

有效的特点ꎬ用于治疗慢性支气管炎急性发作和

咽炎等疾病ꎬ已在临床上使用了 ３０ 余年 [７－８] ꎮ 本

实验旨在通过清热润燥口服液对 ＯＶＡ 致敏的哮

喘小鼠的趋化因子和 ＩＬＣ２ｓ 数量及上下游细胞因

子的影响ꎬ探讨该方干预哮喘小鼠的可能作用

机制ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 实验动物采用健康的清洁级 ＢＡＬＢ / ｃ 雌性小鼠

４０ 只ꎬ６~８ 周龄ꎬ体重(２０±２)ｇꎬ购自辽宁长生生物

技术股份有限公司[ＳＣＸＫ(辽)２０１５￣０００１]ꎬ实验动

物质量合格证号为 Ｎｏ. ２１１００２３０００５１４７３ꎬ动物饲养

于云南中医药大学实验动物中心 [ ＳＹＸＫ (滇)
Ｋ２０１７￣０００５]ꎬ实验经云南中医药大学实验动物伦
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理审查委员会批准(Ｒ￣０６２０２０３５)ꎬ并按照实验动物

使用的 ３Ｒ 原则给予人道主义关怀ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 组成清热润燥口服液的桑叶、苦杏仁、浙贝母、
南沙参、麦冬、芦根、薏苡仁、陈皮、茯苓、冬瓜仁、京
半夏、炒谷和炒麦芽均购于云南白药集团ꎬ并委托

云南中医药大学第三附属医院制剂室制备提供

(４􀆰 １ ｇ / ｍＬ 原生药)ꎬ药物保存于 ４℃ 备用ꎻ地塞米

松和卵清蛋白(ＯＶＡ) (美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ批号分别

为:ＢＣＢＶ３２１４、９００６￣５９￣１)ꎻＡｌ(ＯＨ) ３ 粉末(上海阿

拉丁生化科技股份有限公司ꎬ批号:３８７０１)ꎻ小鼠

Ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ￣４、ＩＬ￣５、ＩＬ￣６、ＩＬ￣３３ 和 ＴＳＬＰ 酶联免疫吸

附测定(ＥＬＩＳＡ)试剂盒(联科生物技术有限公司ꎬ批
号分 别 为: ２２１３０８０４４１、 ２２１３０８０４４１、 Ａ２０５８０８２１、
Ａ２０６８０７２４、 Ａ２３３８０３１４、 Ａ２６５８０９３３ )ꎻ 小 鼠 ＩＬ￣２５
(ＩＬ￣１７Ｅ)ＥＬＩＳＡ 试剂盒(欣博盛生物科技有限公司ꎬ
批号:１８１２２５￣００７ａ)ꎻ仓鼠抗小鼠 ＣＤ３ε 抗体、大鼠

抗小鼠 ＣＤ４ 抗体、仓鼠抗小鼠 ＣＤ１１ｃ 抗体、大鼠抗

小鼠 Ｌｙ￣６Ｇ 和 Ｌｙ￣６Ｃ(Ｇｒ￣１)抗体、大鼠抗小鼠 ＣＤ５
抗体、大鼠抗小鼠 ＣＤ１９ 抗体、小鼠抗 ＮＫ１􀆰 １ 抗体、
大鼠抗小鼠 ＣＤ８α 抗体(美国 ＢＤ Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ 公司ꎬ
批 号 分 别 为: ５５３０６０、 ５５３７２８、 ５５３８００、 ５５３１２５、
５５３０１９、５５３７８４、５５３１６３、５５３１６３)ꎻＢｉｏｔｉｎ ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ
ＦｃｅＲＩα(美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ 公司ꎬ批号:１３４３０４)ꎻＢｉｏｔｉｎ
ｒａｔ ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ ＴＥＲ１１９ 和 Ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ Ｆ４ / ８０ ａｎｔｉｇｅｎ
ｂｉｏｔｉｎ(美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司ꎬ批号分别为:１３￣５９２１￣
８１、１３￣５９２１￣８１)ꎻＬｉｂｅｒａｓｅ ＴＭ 和 ＤＮａｓｅ Ｉ(瑞士 Ｒｏｃｈｅ
公司ꎬ批号分别为:３５５３７４００、３５０２７８００)ꎻＧＡＴＡ３ 和

ＩＬ￣３３ 抗体 (武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬ批号分别为:
６６４００￣１￣Ｉｇ、１２３７２￣１￣ＡＰ)ꎻＩＬ￣５ 抗体(美国 Ｓｉｇｎａｌｗａｙ
公 司ꎬ 批 号 为: ３１３０６￣１ )ꎻ ＫＬＲＧ１ 抗 体 ( 美 国

Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ 公司ꎬ批号为:７０Ｒ￣１８１６６)ꎮ 超声雾化器

(德国百瑞公司ꎬ型号:ＩＮＱＵＡ ＮＥＢ ｐｌｕｓ)ꎻ玻片扫描

影像 系 统 ( 深 圳 市 生 强 科 技 有 限 公 司ꎬ 型 号:
Ｔｅｋｓｑｒａｙ ＳＱＳ￣１０００)ꎻ酶标仪(美国美谷分子ꎬ型号:
Ｓｐｅｃｔｒａ Ｍａｘ ｐｌｕｓ３８４)ꎻ－８０℃超低温冰箱(美国赛默

飞世尔科技公司ꎬ型号:８９２０)ꎻ正置光学显微镜、成
像系统(日本尼康公司ꎬ型号分别为:Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ
Ｅ１００、ＮＩＫＯＮ ＤＳ￣Ｕ３)ꎻ流式细胞检测仪(美国 ＢＤ 公

司ꎬ型号:ＬＳＲＦ ｏｒｔｅｓｓａ)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验动物分组

　 　 实验将 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠(雌性)分为 ５ 组ꎬ每组 ８

只ꎬ空白对照组(Ｃ 组)、模型对照组(Ｍ 组)、阳性对

照组(地塞米松ꎬＤＥＸ 组)、清热润燥口服液低剂量

组(ＱＲＲＺ￣Ｌ 组)、清热润燥口服液高剂量组(ＱＲＲＺ￣
Ｈ 组)ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 哮喘模型建立及给药方法

　 　 于开始建立模型的第 １、８、１５ 天ꎬ采用腹腔注射

的方式ꎬＣ 组每只注射生理盐水 ０􀆰 ２ ｍＬꎬ其余各组

每只注射 ＯＶＡ 混悬液(ＯＶＡ 和 Ａｌ(ＯＨ) ３ 配制ꎬ浓
度分别为:１、５ ｍｇ / ｍＬ)０􀆰 ２ ｍＬ 致敏ꎮ 第 ２１ 天开始

采用灌胃的方式给药 ７ ｄꎬ每天 １ 次ꎬＣ 组和 Ｍ 组为

生理盐水(１０ ｍＬ / ｋｇ)ꎬＤＥＸ 组为地塞米松溶液(１
ｍｇ / (ｋｇ􀅰 ｄ))ꎬ ＱＲＲＺ￣Ｌ 和 ＱＲＲＺ￣Ｈ 组分别为低

(４􀆰 ３２ ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ))、高(８􀆰 ６４ ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ))剂量的清

热润燥口服液ꎮ 给药 １ ｈ 后进行雾化ꎬ除 Ｃ 组使用

生理盐水雾化外ꎬ其余各组使用 ２％ ＯＶＡ 雾化液雾

化激发 １ 周(每天每次 ３０ ｍｉｎ)ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 收集肺泡灌洗液

　 　 第 ２８ 天ꎬ１％的戊巴比妥(０􀆰 ０１ ｍＬ / ｇ)麻醉小

鼠ꎬ随后取血处死ꎬ开颈部暴露气管ꎬ并进行插管ꎬ
打开胸腔ꎬ用动脉夹将右支气管夹闭ꎬ用 ０􀆰 ３ ｍＬ
ＰＢＳ 缓冲液抽吸灌洗右肺 ３ 遍ꎬ灌洗 ２ 次后收集ꎮ
于 １０００ ｒ / ｍｉｎꎬ４℃离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液严格按照

试剂盒说明书操作步骤检测 ＢＡＬＦ 中 Ｅｏｔａｘｉｎ、 ＩＬ￣
２５、ＩＬ￣３３、ＴＳＬＰ、ＩＬ￣４、ＩＬ￣５ 和 ＩＬ￣６ 的含量ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 采集肺组织

　 　 收集完肺泡灌洗液后ꎬ取右肺中叶用 ＰＢＳ 漂洗

血液后ꎬ于滤纸上吸干残留液体ꎬ浸泡于中性甲醛

组织固定液中ꎬ浸泡 ３６ ｈ 后将肺组织用石蜡包埋后

切片ꎬ进行苏木精￣伊红染色(ＨＥ 染色)、免疫组化

染色和免疫双荧光染色ꎻ取肺上下叶置入预冷的

ＰＢＳ 中ꎬ剪碎成小于 ０􀆰 ５ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ 的碎块后ꎬ加入

Ｌｉｂｅｒａｓｅ ＴＭ 和 ＤＮａｓｅ Ｉ 于 ３７℃ 静置消化 １ ｈ 后研

磨ꎬ制成单细胞悬液后进行流式检测肺组织 ＩＬＣ２ｓ
的数目ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验数据通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行统计分析ꎬ
采用单因素方差分析和 ｔ 检验的方法进行多组间及

组间差异比较ꎬ并以 Ｐ<０􀆰 ０５ 和 Ｐ<０􀆰 ０１ 表示实验结

果有显著性差异ꎬ数据分析结果以平均数±标准差

(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ并用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行作图ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＨＥ 染色观察肺组织病理改变

　 　 ＨＥ 染色结果显示:空白对照组肺组织支气管
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结构清晰完整ꎬ黏膜上皮细胞完整无脱落且排列整

齐ꎬ几乎没有炎性细胞浸润ꎻ模型对照组较空白对

照组相比支气管壁增厚ꎬ支气管上皮破坏不完整且

气管炎性细胞浸润严重ꎻ阳性对照组和清热润燥口

服液低高剂量组较模型对照组相比气道周围的炎

性细胞浸润和支气管壁增厚特征有所减轻ꎬ如图 １
所示ꎮ
２􀆰 ２　 ＥＬＩＳＡ 检测 ＢＡＬＦ 中 Ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ￣２５、ＩＬ￣３３、
ＴＳＬＰ、ＩＬ￣４、ＩＬ￣５及 ＩＬ￣６的含量

２􀆰 ２􀆰 １ 　 清热润燥口服液对哮喘小鼠 ＢＡＬＦ 中

Ｅｏｔａｘｉｎ 含量的影响

　 　 如图 ２ 所示ꎬ模型对照组 ＢＡＬＦ 中 Ｅｏｔａｘｉｎ 的含

量与空白对照组相比明显升高ꎬ具有显著性差异(Ｐ
<０􀆰 ０１)ꎻ与模型对照组相比ꎬ阳性对照组和清热润

燥口服液高低剂量组均可使 Ｅｏｔａｘｉｎ 的含量降低ꎬ具
有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 清热润燥口服液对哮喘小鼠 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ￣
２５、ＩＬ￣３３、ＴＳＬＰ 含量的影响

　 　 如图 ３ 所示ꎬ模型对照组 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ￣２５、ＩＬ￣３３、
ＴＳＬＰ 的的含量与空白对照组相比ꎬ明显升高ꎬ具有显

著性差异(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ与模型对照组相比ꎬ阳性对照组

和清热润燥口服液高低剂量组均可使 ＩＬ￣２５、ＩＬ￣３３、
ＴＳＬＰ 的含量降低ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 清热润燥口服液对哮喘小鼠 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ￣４、
ＩＬ￣５、ＩＬ￣６ 含量的影响

　 　 如图 ４ 所示ꎬ模型对照组 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ￣４、ＩＬ￣５ 和

ＩＬ￣６ 的含量与空白对照组相比明显升高ꎬ具有显著

性差异(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ与模型对照组相比ꎬ阳性对照组

和清热润燥口服液高低剂量组均可使 ＩＬ￣４、ＩＬ￣５ 和

ＩＬ￣６ 的含量降低ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
２􀆰 ３　 免疫组化法检测肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 上下游细胞

因子 ＩＬ￣３３ 及 ＩＬ￣５的表达

２􀆰 ３􀆰 １ 　 清热润燥口服液对哮喘小鼠肺组织中

ＩＬＣ２ｓ 上游细胞因子 ＩＬ￣３３ 表达的影响

　 　 如图 ５ 所示ꎬ模型对照组肺组织中 ＩＬ￣３３ 的表

达与空白对照组相比明显升高ꎬ具有显著性差异(Ｐ
<０􀆰 ０１)ꎻ与模型对照组相比ꎬ阳性对照组和清热润

燥口服液高低剂量组均下调肺组织中 ＩＬ￣３３ 的表

达ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２ 　 清热润燥口服液对哮喘小鼠肺组织中

ＩＬＣ２ｓ 下游细胞因子 ＩＬ￣５ 表达的影响

　 　 如图 ６ 所示ꎬ模型对照组肺组织中 ＩＬ￣５ 的表达

与空白对照组相比明显升高ꎬ具有显著性差异(Ｐ<

０􀆰 ０１)ꎻ与模型对照组相比ꎬ阳性对照组和清热润燥

口服液高低剂量组均下调肺组织中 ＩＬ￣５ 的表达ꎬ具
有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

注:Ｃ:空白对照组ꎻ Ｍ:模型对照组ꎻ ＤＥＸ:阳性对照组ꎻ
ＱＲＲＺ￣Ｌ:清热润燥口服液低剂量组ꎻＱＲＲＺ￣Ｈ:清热润燥口

服液高剂量组ꎮ

图 １　 清热润燥口服液对哮喘小鼠肺

组织病理变化的影响(ＨＥ 染色)
Ｎｏｔｅ. Ｃꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｍꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. ＤＥＸꎬ Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ
ｇｒｏｕｐ. ＱＲＲＺ￣Ｌꎬ Ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ.
ＱＲＲＺ￣Ｈꎬ Ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｏｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅ(ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ)

注:Ｃ:空白对照组ꎻ Ｍ:模型对照组ꎻ ＤＥＸ:阳性对照组ꎻ
ＱＲＲＺ￣Ｌ:清热润燥口服液低剂量组ꎻＱＲＲＺ￣Ｈ:清热润燥口

服液高剂量组ꎮ 与空白对照组相比ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型对照

组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 清热润燥口服液对哮喘小鼠 Ｅｏｔａｘｉｎ 的影响(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ８)
Ｎｏｔｅ. Ｃꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｍꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. ＤＥＸꎬ Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ
ｇｒｏｕｐ. ＱＲＲＺ￣Ｌꎬ Ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ.
ＱＲＲＺ￣Ｈꎬ Ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｏｎ
Ｅｏｔａｘｉｎ ｉｎ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅ

２􀆰 ４　 流式细胞术检测肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 的数量变化

　 　 运用流式细胞术检测清热润燥口服液的高剂

量对哮喘小鼠肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 数量的影响ꎮ 如图 ７

４ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



所示ꎬ模型对照组肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 数量与空白对照

组相比明显增高ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ与模

型对照组相比ꎬ阳性对照组和清热润燥口服液高剂

量组可使肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 数量降低ꎬ具有显著性差

异(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

注:Ｃ:空白对照组ꎻＭ:模型对照组ꎻＤＥＸ:阳性对照组ꎻＱＲＲＺ￣Ｌ:清热润燥口服液低剂量组ꎻＱＲＲＺ￣Ｈ:清热润燥口服液高剂量组ꎮ 与空白对

照组相比ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型对照组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ３　 清热润燥口服液对哮喘小鼠 ＩＬＣ２ｓ 上游细胞因子的影响(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ８)
Ｎｏｔｅ. Ｃꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｍꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. ＤＥＸꎬ Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ. ＱＲＲＺ￣Ｌꎬ Ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ. ＱＲＲＺ￣Ｈꎬ Ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ

ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｏｎ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ ＩＬＣ２ｓ ｉｎ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅ

注:Ｃ:空白对照组ꎻＭ:模型对照组ꎻＤＥＸ:阳性对照组ꎻＱＲＲＺ￣Ｌ:清热润燥口服液低剂量组ꎻＱＲＲＺ￣Ｈ:清热润燥口服液高剂量组ꎮ 与空白对

照组相比ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型对照组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ４　 清热润燥口服液对哮喘小鼠 ＩＬＣ２ｓ 下游细胞因子的影响(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ８)
Ｎｏｔｅ. Ｃꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｍꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. ＤＥＸꎬ Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ. ＱＲＲＺ￣Ｌꎬ Ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ. ＱＲＲＺ￣Ｈꎬ Ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ

ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｏｎ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ ＩＬＣ２ｓ ｉｎ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅ

２􀆰 ５　 免疫双荧光染色检测肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 的生成

　 　 免疫双荧光染色法检测 ＧＡＴＡ３(红)与 ＫＬＲＧ１
(绿)的表达ꎬ确定 ＩＬＣ２ｓ 的生成ꎮ 如图 ８ 所示ꎬ模型

对照组肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 与空白对照组相比明显增

多ꎻ与模型对照组相比ꎬ阳性对照组和清热润燥口

服液高低剂量组均可降低肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 的生成ꎮ

３　 讨论

　 　 清热润燥口服液经过现代工艺加工和临床疗

效研究而成ꎬ是由桑叶、苦杏仁、陈皮、浙贝母、南沙

参、麦冬、芦根、薏苡仁和茯苓等中药组成的复方制

剂ꎬ其中桑叶归肺、肝经ꎬ清肺润燥ꎻ苦杏仁归肺经ꎬ
化痰、止咳和平喘ꎻ陈皮归肺、脾经ꎬ理气化痰等ꎬ方
中诸药配伍ꎬ共同发挥其药效ꎮ 在动物实验的研究

中表明其具有抗炎、祛痰、止咳和平喘的作用[７－９]ꎬ
利用高效液相色谱法和紫外分光光度法测定该方

的橙皮苷、苦杏仁苷和总多糖的含量[１０－１２]ꎬ对本制

剂进行有效的质量控制ꎮ 本实验使用清热润燥口

服液治疗 ＯＶＡ 致敏的哮喘小鼠ꎬ探索其可能的作用

机制ꎬ为哮喘疾病的中医药研究提供参考ꎮ
支气管哮喘是以气道高反应性、可逆性的气道

阻塞和重塑、黏液高分泌和肺功能下降为主要特征

的一种肺部炎症ꎬ由嗜酸性粒细胞、Ｔ 淋巴细胞、中
性粒细胞、肥大细胞和上皮细胞参与[１３]ꎮ 哮喘的发

病机制尚未完全阐明ꎬ其中 ＣＤ４＋ Ｔｈｅｌｐｅｒ(Ｔｈ)细胞

的 Ｔｈ１ / Ｔｈ２ 细胞比例失衡ꎬ导致 Ｔｈ２ 细胞优势应

答ꎬ产生 ＩＬ￣４、ＩＬ￣５ 等炎性因子ꎬ引起 Ｔｈ２ 型免疫反

应ꎬ是哮喘重要的发病机制[１４]ꎮ 哮喘 Ｔｈ２ 型免疫反

应的主要特征之一是嗜酸性粒细胞增多、迁移和黏

液增生[１３]ꎬ还会产生趋化因子和多种细胞因子ꎬ其
中趋化因子 Ｅｏｔａｘｉｎ 分子量为 ８×１０３ ~ １０×１０３ꎬ由 ７３
个氨基酸组成ꎬ属于 ＣＣ 趋化因子亚家族ꎬ是嗜酸性

粒细胞的特异性趋化因子ꎬ对嗜酸性粒细胞有强大

５中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



注:Ｃ:空白对照组ꎻＭ:模型对照组ꎻＤＥＸ:阳性对照组ꎻＱＲＲＺ￣Ｌ:清热润燥口服液低剂量组ꎻＱＲＲＺ￣Ｈ:清热润燥口服液高剂量组ꎮ 与空白对

照组相比ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ５　 清热润燥口服液对哮喘小鼠肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 上游细胞因子 ＩＬ￣３３ 表达的影响(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ８)
Ｎｏｔｅ. Ｃꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｍꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. ＤＥＸꎬ Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ. ＱＲＲＺ￣Ｌꎬ Ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ. ＱＲＲＺ￣Ｈꎬ Ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ

ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬＣ２ｓ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ＩＬ￣３３ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅ

注:Ｃ:空白对照组ꎻＭ:模型对照组ꎻＤＥＸ:阳性对照组ꎻＱＲＲＺ￣Ｌ:清热润燥口服液低剂量组ꎻＱＲＲＺ￣Ｈ:清热润燥口服液高剂量组ꎮ 与空白对

照组相比ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型对照组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ６　 清热润燥口服液对哮喘小鼠肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 下游细胞因子 ＩＬ￣５ 表达的影响(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ８)
Ｎｏｔｅ. Ｃꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｍꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. ＤＥＸꎬ Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ. ＱＲＲＺ￣Ｌꎬ Ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ. ＱＲＲＺ￣Ｈꎬ Ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ
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图 ７　 清热润燥口服液对哮喘小鼠肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 数量的影响(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ５)
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注:Ｃ:空白对照组ꎻＭ:模型对照组ꎻＤＥＸ:阳性对照组ꎻＱＲＲＺ￣Ｌ:清热润燥口服液低剂量组ꎻＱＲＲＺ￣Ｈ:清热润燥口服液高剂量组ꎮ

图 ８　 清热润燥口服液对哮喘小鼠肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 生成的影响

Ｎｏｔｅ. Ｃꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｍꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. ＤＥＸꎬ Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ. ＱＲＲＺ￣Ｌꎬ Ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ. ＱＲＲＺ￣Ｈꎬ Ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｑｉｎｇｒｅ Ｒｕｎｚａｏ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ.
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的选择性激活作用ꎮ 与趋化因子受体 ＣＣＲ３ 结合

后ꎬ发挥活化和募集嗜酸性粒细胞和嗜碱性粒细胞

的功能ꎬ引起哮喘患者的支气管粘膜和肺泡周围的

炎性细胞浸润ꎬ导致支气管上皮损伤ꎮ 还能诱导白

三烯、组胺的生成和肥大细胞的迁移分化ꎬ参与哮

喘的炎症过程[１５]ꎮ 实验中对各组小鼠肺切片进行

ＨＥ 染色ꎬ结果显示(图 １)ꎬ模型对照组小鼠的支气

管上皮粘膜破损不完整、支气管壁增厚及大量的炎

性细胞浸润ꎬ而清热润燥口服液能减轻上述病理

特征ꎮ
研究表明ꎬ先天性淋巴样细胞 ＩＬＣｓ(根据分泌

的细胞因子不同ꎬ分为三类:ＩＬＣ１ｓ、ＩＬＣ２ｓ 和 ＩＬＣ３ｓ)
中的 ＩＬＣ２ｓ 与哮喘密切相关ꎮ 在反式 Ｔ 细胞特异性

转录因子(ＧＡＴＡ￣３)及维甲酸受体相关的孤儿受体

α(ＲＯＲα)的共同调控下产生ꎬ分布在肺、血液、脾和

骨髓中ꎬ并在哮喘患者的外周血和痰液中高表达ꎬ
可以产生 ＴＨ２ 型细胞因子和其他细胞因子ꎬ是 Ｔｈ２
型免疫反应的主要驱动因素ꎬ参与过敏性哮喘和特

应性皮炎等疾病过程ꎬ调节炎症过程和参与组织修

复ꎬ在哮喘的发病过程中具有重要作用[１６－１８]ꎮ
ＩＬＣ２ｓ 的表面表达 ＩＬ￣１７ＲＢ、 ＳＴ２ ( 也称 Ｔ１ /

ＳＴ２Ｌ)和 ＴＳＬＰＲ 受体ꎬ当支气管或肺部受到过敏、病
毒、寄生虫和炎症因子的刺激时ꎬ分泌 ＩＬ￣２５、ＩＬ￣３３
和 ＴＳＬＰ 细胞因子并与 ＩＬＣ２ｓ 表面受体结合ꎬ产生

Ｔｈ２ 型细胞因子[１６]ꎮ ＩＬ￣１ 细胞因子家族的 ＩＬ￣３３ 可

直接激活 ＩＬＣ２ｓꎬ是过敏性气道疾病的关键细胞因

子ꎬ可驱动 Ｔｈ２ 免疫应答[１９]ꎮ 袁琳洁等[２０] 利用

ＩＬ￣３３滴鼻诱导小鼠哮喘模型ꎬ并出现气道高反应

性、炎性细胞浸润和肺组织中 ＩＬＣ２ｓ 细胞数量增多

的现象ꎮ ＩＬ￣３３ 还可通过 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路刺激

肠系膜脂肪中分离的 ＩＬＣ２ｓ 细胞产生 ＩＬ￣５、ＩＬ￣９ 等

细胞因子ꎬ是 ＩＬＣ２ｓ 产生细胞因子最重要的激活剂

之 一[２１]ꎮ ＩＬ￣１７ 细 胞 因 子 家 族 的 ＩＬ￣２５ ( 也 称

ＩＬ￣１７Ｅ)在哮喘患者的支气管和外周血中较正常人

明显升高ꎬ临床研究发现ꎬ在哮喘患者支气管中随

着 ＩＬ￣２５ 的表达量升高ꎬ患者的嗜酸性粒细胞气道

炎症和气道高反应性加重[２２]ꎮ ＩＬ￣２５ 可刺激 Ｔｈ２ 型

细胞因子的表达ꎬ还能经鼻腔激发健康小鼠的气道

高反应性和气道重塑、杯状细胞和粘膜增生、加重

肺支气管和血管周围的嗜酸性粒细胞浸润[２３]ꎮ ＩＬ￣
２ 细胞因子家族的 ＴＳＬＰ 与 ＩＬ￣２５ 和 ＩＬ￣３３ 共同刺激

Ｔｈ２ 型细胞因子的产生ꎬ参与过敏性哮喘的发病过

程和对过敏因子的免疫反应[２４]ꎮ 在 ＴＳＬＰＲ－ / －基因

缺陷小鼠诱导的哮喘小鼠中ꎬ肺中 ＩＬＣ２ｓ 的活化和

先天性过敏气道炎症反应受到抑制ꎮ ＴＳＬＰ 和 ＩＬ￣３３
在体内和体外刺激肺部 ＩＬＣ２ｓ 产生彼此的受体ꎬ对
刺激肺部 ＩＬＣ２ｓ 的产生具有协同作用[２５]ꎮ

在 ＩＬＣ２ｓ 的激活下产生 ＩＬ￣４ 和 ＩＬ￣５ 等 Ｔｈ２ 型

细胞因子和具有强大促炎作用的 ＩＬ￣６ꎬＩＬ￣６ 是 ＣＤ４＋

Ｔ 细胞分化的重要调节因子ꎬ能促进 ＩＬ￣４ 产生和抑

制 Ｔｈ１ 分化ꎬ并在哮喘患者血清中高表达[２６]ꎮ ＩＬ￣４
和 ＩＬ￣５ 在支气管粘膜中高表达ꎬ其中 ＩＬ￣５ 可诱导嗜

酸性粒细胞的分化与激活ꎬ并将其募集到肺中ꎬ在
募集过程中与 Ｅｏｔａｘｉｎ 具有协同作用ꎬ然后分泌大量

的炎症细胞因子和趋化因子等促炎介质ꎬ在嗜酸性

炎症中起重要作用[２７]ꎮ 用人源化抗 ＩＬ￣５ 抗体治疗

嗜酸性哮喘患者后ꎬ可减少患者血液和痰中的嗜酸

性粒细胞表达水平[２８]ꎮ ＩＬ￣４ 可刺激 Ｔｈ２ 细胞的分

化ꎬ与 ＩＬ￣１３ 一同促进 Ｂ 淋巴细胞向免疫球蛋白￣ｅ
(ＩｇＥ)转变ꎬ引起肥大细胞和嗜碱性细胞脱颗粒ꎬ释
放组胺、白三烯、细胞因子和趋化因子等多种炎性

介质ꎬ促进炎症和过敏疾病的发生[１３ꎬ２９]ꎮ 本实验通

过检测 ＢＡＬＦ 中 ＩＬＣ２ｓ 相关的细胞因子ꎬ发现清热

润燥口服液高低剂量可降低趋化因子 Ｅｏｔａｘｉｎ 和促

炎因子 ＩＬ￣４、 ＩＬ￣５、 ＩＬ￣６、 ＩＬ￣２５、 ＩＬ￣３３ 和 ＴＳＬＰ 在

ＢＡＬＦ 中的含量(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 通过免疫组化染色、流
式细胞术和免疫双荧光染色结果ꎬ发现清热润燥口

服液高低剂量可下调肺组织中 ＩＬ￣３３ 及 ＩＬ￣５ 的表达

(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬ减少哮喘小鼠肺组织中 ＩＬＣ２ｓ
的数量及生成(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 提示该方对 ＯＶＡ 致敏的

哮喘小鼠的 ＩＬＣ２ｓ 数量和其相关细胞因子及 ＩＬ￣３３
和 ＩＬ￣５ 蛋白的表达有一定的调节作用ꎮ

综上所述ꎬ 清热润燥口服液可能通过调节

ＩＬＣ２ｓ 细胞数量ꎬ及 ＢＡＬＦ 中相关细胞因子的含量

(趋化因子 Ｅｏｔａｘｉｎꎻ上游细胞因子: ＩＬ￣２５、 ＩＬ￣３３、
ＴＳＬＰꎻ下游细胞因子:ＩＬ￣４、ＩＬ￣５、ＩＬ￣６)和肺组织中

ＩＬ￣３３ 和 ＩＬ￣５ 的表达来干预哮喘ꎻ提示该药可能通

过降低 ＩＬＣ２ｓ 的数量及其相关的细胞因子含量和肺

组织中 ＩＬ￣３３ 和 ＩＬ￣５ 的表达来缓解哮喘小鼠的症

状ꎬ但清热润燥口服液具体通过 ＩＬＣ２ｓ 细胞方面对

哮喘疾病的影响有待进一步的研究ꎮ
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氧化苦参碱对特应性皮炎模型小鼠的保护作用

孙　 赟１ꎬ２ꎬ陈桂芳１ꎬ２ꎬ高　 娟１ꎬ２ꎬ张丽娟１ꎬ张　 祎１ꎬ２∗ꎬ王睿睿１ꎬ２∗

(１.云南中医药大学ꎬ 昆明　 ６５０５００ꎻ２.云南省民族特色养生理论与健康产品工程实验室ꎬ 昆明　 ６５０５００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨中药苦参中有效成分氧化苦参碱治疗特应性皮炎(ａｔｏｐｉｃ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓꎬ ＡＤ)小鼠的药效作用

和初步作用机制ꎮ 方法　 (１)将 ＫＭ 小鼠随机分为 ５ 组:空白对照组、模型对照组、阳性对照组及氧化苦参碱低、高剂

量(５０、１００ ｍｇ / ｋｇ)组ꎬ每日给药 ２ 次ꎬ连续给药 ７ 次ꎬ末次给药后 １０ ｍｉｎꎬ于小鼠左后足脚垫内皮下注射右旋糖酐每只

５０ μＬꎬ观察并记录 １５ ｍｉｎ 内小鼠舔后足的次数ꎮ (２)将 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠随机分为 ６ 组:空白对照组、模型对照组、阳性

对照组及氧化苦参碱低、中、高剂量(２５、５０、１００ ｍｇ / ｋｇ)组ꎬ除空白对照组外ꎬ其余 ５ 组小鼠均采用 ２ꎬ４￣二硝基氯苯

(ＤＮＣＢ)多次反复刺激皮肤建立 ＡＤ 模型ꎬ实验第 １ 天起各组灌胃给予相应溶媒或药物ꎬ连续干预 １４ ｄꎮ 观察并记录

ＡＤ 模型小鼠的体重变化ꎬ测定脾及胸腺的脏器系数ꎬＥＬＩＳＡ 法测定外周血中总 ＩｇＥ 及 Ｔｈ２ 型细胞因子的含量ꎬＨＥ 染

色观察皮损组织病理学变化情况ꎬ甲苯胺蓝染色观察皮损组织中肥大细胞的浸润情况ꎮ 结果　 氧化苦参碱能显著抑

制瘙痒模型小鼠的搔抓次数(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ灌胃给予氧化苦参碱治疗 １４ ｄ 后ꎬＡＤ 模型小鼠湿疹样皮炎缓解ꎻ病理切片结

果显示ꎬ小鼠真皮层增厚减轻、炎性细胞数目减少以及细胞间水肿减轻ꎻ真皮层中肥大细胞的浸润数目明显减少ꎬ外
周血中总 ＩｇＥ 和 Ｔｈ 型细胞因子 ＩＬ￣４、ＩＬ￣１３ 的表达显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 氧化苦参碱对 ＡＤ 模型小鼠有一定的

治疗作用ꎬ其机制与抑制皮肤真皮层中肥大细胞的浸润、减少 Ｔｈ２ 型细胞因子的表达有关ꎮ
【关键词】 　 特应性皮炎ꎻ氧化苦参碱ꎻ肥大细胞ꎻＴｈ２ 型细胞因子
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(１. Ｙｕｎｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０５００ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ Ｔｈｅｏｒｉｅｓ ａｎｄ Ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０５００)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ａｔｏｐｉｃ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ (ＡＤ) ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ ｉｎ ａ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ＡＤ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 (１) Ｋｕｎｍｉｎｇ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ: Ｂｌａｎｋ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(ＢＣ)ꎬ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
(ＤＥＸ)ꎬ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(ＤＸＭ)ꎬ ＯＸＹ￣Ｌ ａｎｄ ＯＸＹ￣Ｈ ｇｒｏｕｐｓ (５０ ａｎｄ １００ ｍｇ / ｋｇ) ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ ｇｒｏｕｐｓ. Ｖｅｈｉｃｌｅ ｏｒ
ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ ｗａｓ ｏｒａｌｌｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｔｗｉｃｅ ｄａｉｌｙ ｆｏｒ ７ ｔｉｍｅｓ. Ｔｅｎ ｍｉｎｕｔｅｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎꎬ ５０ μＬ ｏｆ ｄｅｘｔｒａｎ ｗａｓ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｈｉｎｄ ｆｏｏｔ ｐａｄ ｏｆ ｅａｃｈ ｍｏｕｓｅ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｉｍｅｓ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｌｉｃｋｅｄ ｔｈｅ ｈｉｎｄ ｆｏｏｔ ｗｉｔｈｉｎ
１５ ｍｉｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｎｄ ｒｅｃｏｒｄｅｄ. (２) ＢＡＬＢ / ｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ６ ｇｒｏｕｐｓ: ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(ＢＣ)ꎬ ｍｏｄｅｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(ＤＮＣＢ)ꎬ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(ＤＸＭ)ꎬ ＯＸＹ￣Ｌꎬ ＯＸＹ￣Ｍ ａｎｄ ＯＸＹ￣Ｈ ｇｒｏｕｐｓ (２５ꎬ ５０ ａｎｄ １００ ｍｇ / ｋｇ)



ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ ｇｒｏｕｐｓ. Ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２ꎬ４￣ｄｉｎｉｔｒｏｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｅｎｅ (ＤＮＣＢ)
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ＡＤ ｍｏｄｅｌ. Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｄａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎬ ｖｅｈｉｃｌｅ ｏｒ ｄｒｕｇｓ ｗｅｒｅ ｏｒａｌｌｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ
ｏｎｃｅ ｄａｉｌｙ ｆｏｒ １４ ｄ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｗｅｉｇｈｔ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｎｄ ｒｅｃｏｒｄｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｒｇａｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｔｈｙｍｕｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＩｇＥ ａｎｄ Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ２ (Ｔｈ２) ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ￣
ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ｋｉｔｓ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ
ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｏｒａｌ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｃｒａｔｃｈｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｔｃｈｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ (Ｐ<０􀆰 ０１). Ａｆｔｅｒ １４ ｄ
ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ ｂｙ ｇａｖａｇｅꎬ ｔｈｅ ｅｃｚｅｍａ￣ｌｉｋｅ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＡＤ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｒｅｌｉｅｖｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ
ｄｅｒｍｉｓꎬ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ ｍａｓｔ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｄｅｍａ ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＩｇＥ ａｎｄ
Ｔｈ２￣ｔｙｐｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓꎬ ｓｕｃｈ ａｓ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ＩＬ￣４ ａｎｄ ＩＬ￣１３ꎬ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ (Ｐ < ０􀆰 ０５).
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ ａｎｄ ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ ｂｙ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｐｅｏｐｌｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｐｒａｃｔｉｃｅ ｏｆ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅꎬ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｓｏｐｈｏｒａ ｆｌａｖｅｓｃｅｎｓꎬ ｈａｓ ａ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＡＤ ｍｉｃｅ. Ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｄｅｒｍｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ２￣ｔｙｐｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｔｏｐｉｃ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓꎻ ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅꎻ ｍａｓｔ ｃｅｌｌｓꎻ Ｔｈ２￣ｔｙｐｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ

　 　 特应性皮炎(ａｔｏｐｉｃ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓꎬＡＤ)是一种较为

常见的慢性皮肤疾病ꎬ容易复发ꎬ常发病于婴儿和

儿童ꎬ少见发病于成年人ꎮ ＡＤ 是一种特殊类型的

湿疹[１－２]ꎬ其主要症状是皮肤瘙痒ꎬ伴随不同程度的

皮屑脱落和皮肤溃烂ꎬ严重者甚至会产生睡眠障

碍ꎬ具有慢性迁延和反复发作的特征ꎮ 近年来 ＡＤ
的发病是呈上升的趋势[３]ꎬ目前发病机制尚未完全

阐明ꎬ其病因十分复杂ꎬ可能与遗传、免疫、环境、感
染、精神心理、皮肤屏障受损等多种因素有关[４]ꎮ

中西医治疗 ＡＤ 的方法各有不同[５]ꎮ 现代医学

从基因、免疫、皮肤屏障功能、感染等多种因素进行了

深入的研究ꎬ在诊断以及流行病学方面取得了一定成

绩ꎮ 对于 ＡＤ 的治疗ꎬ常用方法是使用抗组胺药ꎬ以
及在局部使用润肤剂、皮质类固醇激素和免疫抑制剂

等ꎬ但使用时间过长会产生副作用ꎬ患者耐受程度较

低ꎮ 中医对 ＡＤ 疾病的治疗药物较多ꎬ有汤剂ꎬ散剂、
油膏剂、外洗剂等ꎬ包括了口服和外用等剂型ꎬ在治疗

和减少复发方面均有一定特色和优势[６]ꎮ
氧化苦参碱具有广泛的药理作用ꎬ如抗病毒、

抗炎、抗心律失常、抗纤维化、免疫抑制及抗肿瘤

等[７－１２]ꎬ研究标明ꎬ氧化苦参碱可改善小鼠湿疹及慢

性湿疹皮损ꎬ显著减轻炎症反应[１３－１６]ꎮ 本文拟探讨

氧化苦参碱治疗 ＡＤ 小鼠模型的药效作用和初步作

用机制ꎬ为 ＡＤ 治疗提供实验依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＰＦ 级 ＫＭ 小鼠ꎬ雌雄各半ꎬ６~８ 周龄ꎬ体重(２０±
２)ｇꎻＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ６~８ 周龄ꎬ体重(２０±２)

ｇꎬ均购买于湖南斯莱克景达实验动物有限公司 [ＳＣＸＫ
(湘)２０１６￣０００２]ꎮ 小鼠饲养于云南中医药大学实验动

物中心屏障环境中[ＳＹＸＫ(滇)２０１７￣００５]ꎬ温度:２２℃ ~
２４℃ꎬ湿度:４５％~５５％ꎬ光照 １２ ｈ 为一个循环ꎮ 本实验

经云南中医药大学实验动物伦理审查委员会审查(Ｒ￣
０６２０１６００１５)ꎬ符合国家实验动物福利相关规定ꎮ 实验

遵循实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道关怀ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 氧化苦参碱ꎬ≥９８％(ＨＰＬＣ)ꎬ上海源叶生物科

技有限公司ꎬ批号 Ｙ３０Ｓ６Ｙ１７０４３ꎻ醋酸地塞米松ꎬ浙
江仙琚制药股份有限公司ꎬ批号 １７０５１２ꎻ右旋糖酐ꎬ
Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ 公司ꎬ批号 １７￣０２７０￣０１ꎻ２ꎬ４￣二硝基氯苯ꎬ
成都贝斯特试剂有限公司ꎬ批号 Ｚ００１６Ｂ５ꎻ丙酮ꎬ云
南杨 林 工 业 开 发 区 油 滇 药 业 有 限 公 司ꎬ 批 号

２０１６０３２５ꎻ橄榄油ꎬ山东鲁花集团有限公司ꎬ批号

２０１８０８０３ꎻ羧甲基纤维素钠(ＣＭＣ￣Ｎａ)ꎬ天津市光复

精细化工研究所ꎬ批号 ５０１１６ꎻＩｇＥ ＥＬＩＳＡ 试剂盒ꎬ联
科生物ꎬ批号 Ａ２７５９１２３４ꎻＩＬ￣４ ＥＬＩＳＡ 试剂盒ꎬ联科

生物ꎬ批号 Ａ２０４８１２５２ꎻＩＬ￣１３ ＥＬＩＳＡ 试剂盒ꎬ联科生

物ꎬ批号 Ａ２１３００８５５ꎮ 全波长多功能酶标仪ꎬ昆明倍

捷科技有限公司ꎬ型号:Ｐｌｕｓ３８４ꎻ－８０℃超低温冰箱ꎬ
美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｏｒｍａ 公司ꎬ型号:Ｆｏｒｍａ ９０２ꎻ低温高速

离心机ꎬ德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎬ型号:５８１０Ｒꎻ电子分

析天平ꎬ奥豪斯仪器有限公司ꎬ型号:ＡＲ２２４ＣＮꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 氧化苦参碱对右旋糖酐致小鼠瘙痒模型的

影响

将 ５０ 只 ＫＭ 小鼠按性别体重随机分为 ５ 组ꎬ设
空白对照组、模型对照组、阳性对照组(醋酸地塞米
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松 １􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ)以及氧化苦参碱高、低剂量(１００、５０
ｍｇ / ｋｇ)组ꎬ每组 １０ 只ꎻ地塞米松组、氧化苦参碱各

剂量组分别灌胃给予相应药物ꎬ每日 ２ 次ꎬ连续 ７
次ꎮ 空白对照组、模型对照组灌胃等体积的 ０􀆰 ５％
ＣＭＣ￣Ｎａꎮ 末次给药后 １０ ｍｉｎꎬ在每只小鼠左后足脚

垫内注射右旋糖酐 ５０ μＬꎬ观察并记录 １５ ｍｉｎ 内小

鼠舔后足的次数ꎬ小鼠连续舔后足出现短暂停顿记

为 １ 次瘙痒ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 氧化苦参碱对 ＡＤ 模型小鼠的影响

６０ 只 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠经适应性饲养 １ 周后ꎬ随机

分为空白对照组(ＢＣ)、模型对照组(ＤＥＸ)、阳性对

照组(醋酸地塞米松 ２ ｍｇ / ｋｇ)(ＯＸＭ)、氧化苦参碱

低、中、高剂量组(２５、５０、１００ ｍｇ / ｋｇꎻＯＸＹ￣Ｌ、ＯＸＹ￣
Ｍ、ＯＸＹ￣Ｈ)ꎬ每组 ８ 只ꎮ 实验前 １ ｄꎬ所有小鼠用电

推剪加脱毛膏进行背部脱毛(２ ｃｍ×２ ｃｍ)ꎬ暴露皮

肤ꎻ实验第 １、２ 天ꎬ除空白对照组外ꎬ其余小鼠在背

部皮肤涂抹以丙酮￣橄榄油混合溶液为溶媒配制的

３％ ２ꎬ４￣二硝基氯苯(ＤＮＣＢ)溶液ꎬ每次 １００ μＬꎬ第
３~６ 天不作任何处理ꎬ第 ７ 天开始每隔 ２ ｄ 涂抹 １
次 １％ＤＮＣＢ 溶液ꎬ每次 ７０ μＬꎬ共 ３ 次ꎮ 空白对照组

小鼠背部皮肤仅涂抹丙酮￣橄榄油混合溶液ꎬ涂抹时

间和体积与造模组一致ꎮ 自实验第 １ 天开始各组分

别灌胃给予相应药物ꎬ每天 １ 次ꎬ连续给药 １４ ｄꎬ每
天称重ꎮ 末次给药前禁食不禁水 １２ ｈꎬ末次给药后

３０ ｍｉｎ 麻醉ꎬ腹主动脉取血ꎬ剖取脾和胸腺、称重ꎬ
计算脏器系数ꎬ剪取背部造模处皮损组织切为两部

分ꎬ一部分置于－８０℃冰箱ꎬ一部分置于 １０％中性福

尔马林溶液中备用ꎮ
分离血清ꎬ采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定血清中总

ＩｇＥ 和 Ｔｈ２ 型细胞因子 ＩＬ￣４、ＩＬ￣１３ 的含量ꎻ１０％中性

福尔马林固定的皮损组织经脱水、透蜡、包埋、切片

等制备成病理切片ꎬＨＥ 染色观察一般组织病理学

变化ꎻ石蜡切片经脱蜡进行甲苯胺蓝(ＴＢ)染色以观

察皮损组织真皮层中肥大细胞(ｍａｓｔ ｃｅｌｌꎬＭＣ)的浸

润情况ꎬ每组随机选取 ８ 个视野ꎬ拍照ꎬ封片ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 软件对所得数据进

行统计学分析 ꎬ以平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ用单

因素方差分析和 ｔ 检验分析ꎬＰ<０􀆰 ０５ 表示差异具有

统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 氧化苦参碱对瘙痒模型小鼠的影响

　 　 与模型对照组相比ꎬ氧化苦参碱高低剂量可减

少小鼠的抓痒次数(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ对右旋糖酐所致瘙痒

有一定程度的抑制ꎬ以 ５０ ｍｇ / ｋｇ 效果较佳ꎬ因此选

择此剂量为受试剂量继续探究氧化苦参碱对特应

性皮炎实验的干预效果及初步作用机制(图 １)ꎮ

注:与模型对照组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗∗Ｐ<０􀆰 ０００１ꎮ

图 １　 对右旋糖酐所致小鼠瘙痒的影响(ｎ＝ １０)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗∗Ｐ
<０􀆰 ０００１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ ｏｎ ｉｔｃｈｉｎｇ ｍｉｃｅ
ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｅｘｔｒａｎ

２􀆰 ２　 氧化苦参碱对 ＡＤ 模型小鼠的影响

２􀆰 ２􀆰 １　 氧化苦参碱对 ＡＤ 小鼠一般情况的影响

　 　 与模型对照组相比ꎬ阳性对照组小鼠体重偏

低ꎬ氧化苦参碱各剂量 １２ ｄ 后小鼠体重均呈现上升

趋势(图 ２)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 氧化苦参碱对 ＡＤ 模型小鼠脏器系数的

影响

　 　 与模型对照组相比ꎬ氧化苦参碱高剂量可降低

ＡＤ 模型小鼠的胸腺系数(Ｐ<０􀆰 ０１)表现出类似地

塞米松样的免疫抑制作用ꎻ氧化苦参碱高中剂量可

降低小鼠脾系数(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ推测可能与抑制被过度

激活的 Ｂ 淋巴细胞有关(图 ３)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 氧化苦参碱对血清总 ＩｇＥ 含量的影响

　 　 与空白对照组相比ꎬ模型对照组小鼠外周血总

ＩｇＥ 含量增加ꎬ差异无统计学意义ꎻ与模型对照组比

较相比ꎬ阳性药和氧化苦参碱高剂量均能显著抑制

ＡＤ 模型小鼠外周血总 ＩｇＥ 的表达(Ｐ < ０􀆰 ０５) (图
４)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ４　 氧化苦参碱对外周血 Ｔｈ２ 型细胞因子含量

的影响

　 　 与空白对照组相比ꎬ模型对照组小鼠外周血 ＩＬ￣
４、ＩＬ￣１３ 含量均有增加趋势ꎬ但无统计学意义ꎻ与模

型对照组相比ꎬ阳性药和氧化苦参碱均能显著抑制

ＡＤ 模型小鼠外周血 ＩＬ￣４、 ＩＬ￣１３ 含量的表达 (Ｐ <
０􀆰 ０５)(图 ５)ꎮ
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２􀆰 ２􀆰 ５　 氧化苦参碱对 ＡＤ 模型小鼠皮损组织病理

的影响

　 　 与空白对照组相比ꎬ模型对照组小鼠皮损处皮肤

结构严重受损ꎬ角化过度ꎬ棘层肥厚明显伴灶性海绵

水肿ꎬ真皮血管扩张充血并伴有大量炎症细胞浸润ꎬ

毛囊结构减少ꎮ 与模型对照组相比ꎬ阳性对照组小鼠

表皮各层结构较清晰ꎬ表皮增厚明显减轻ꎬ真皮未见

血管扩张ꎬ炎性细胞较模型组明显减轻ꎬ毛囊结构明

显增多ꎻ氧化苦参碱各剂量组小鼠皮肤炎性细胞浸润

减少ꎬ角质层角化不全有所缓解(图 ６)ꎮ

注:与空白对照组相比ꎬ＃ Ｐ< ０􀆰 ０５ꎻ与模型对照组相比ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ
<０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 对 ＡＤ 小鼠体重的影响(ｎ＝ ８)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ＡＤ ｍｉｃｅ

注:Ａ:胸腺系数ꎻＢ:脾脏系数ꎮ 与模型对照组相比ꎬ∗Ｐ <
０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗∗Ｐ<０􀆰 ０００１ꎮ

图 ３　 对 ＡＤ 模型小鼠脏器系数的影响(ｎ＝ ８)
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｈｙｍｕｓ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ. Ｂꎬ Ｓｐｌｅｅｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗∗Ｐ<０􀆰 ０００１.
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ ｏｎ ｏｒｇａｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ

ＡＤ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ

注:与模型对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
图 ４　 对 ＡＤ 小鼠外周血总 ＩｇＥ 含量的影响(ｎ＝ ８)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＩｇＥ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｉｎ ＡＤ ｍｉｃｅ

注:Ａ:血清 ＩＬ￣４ 含量ꎻＢ:血清 ＩＬ￣１３ 含量ꎮ 与模型对照组相

比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ
图 ５　 对小鼠血清 Ｔｈ２ 型细胞因子的影响(ｎ＝ ８)

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ＩＬ￣４. Ｂꎬ ＩＬ￣１３. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗
Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗ Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗ Ｐ<０􀆰 ００１.
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｔｈ２ ｔｙｐｅ

ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｉｎ ＡＤ ｍｉｃｅ ｓｅｒｕｍ

３１中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



２􀆰 ２􀆰 ６　 氧化苦参碱对 ＡＤ 模型小鼠皮损肥大细胞

浸润的影响

　 　 与空白对照组相比ꎬ模型对照组小鼠皮损处肥

大细胞浸润明显增多ꎻ与模型对照组相比ꎬ地塞米

松和氧化苦参碱各剂量均能显著减少皮损处肥大

细胞的浸润ꎬ具体结果见图 ７ꎮ

注:Ａ:空白对照组ꎻＢ:模型对照组ꎻＣ:阳性对照组ꎻＤ:氧化苦参碱高剂量组(１００ ｍｇ / ｋｇ)ꎻＥ:氧化苦参碱中剂量

组(５０ ｍｇ / ｋｇ)ꎻＦ:氧化苦参碱低剂量组(２５ ｍｇ / ｋｇ)ꎮ

图 ６　 对小鼠皮损皮肤一般组织病理的影响(ＨＥ 染色)
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ ＯＸＹ￣Ｈ(１００ ｍｇ / ｋｇ) . Ｅꎬ ＯＸＹ￣
Ｍ(５０ ｍｇ / ｋｇ) . Ｆꎬ ＯＸＹ￣Ｌ(２５ ｍｇ / ｋｇ) .

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ(ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ)

注:Ａ:空白对照组ꎻＢ:模型对照组ꎻＣ:阳性对照组ꎻＤ:氧化苦参碱高剂量组(１００ ｍｇ / ｋｇ)ꎻＥ:氧化苦参碱中剂量

组(５０ ｍｇ / ｋｇ)ꎻＦ:氧化苦参碱低剂量组(２５ ｍｇ / ｋｇ)ꎮ

图 ７　 对小鼠皮损肥大细胞浸润的影响(ＴＢ 染色)
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ ＯＸＹ￣Ｈ(１００ ｍｇ / ｋｇ) . Ｅꎬ ＯＸＹ￣
Ｍ(５０ ｍｇ / ｋｇ) . Ｆꎬ ＯＸＹ￣Ｌ(２５ ｍｇ / ｋｇ) .

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ ｏｎ ｍａｓｔ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＤ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ(ＴＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ)
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３　 讨论

　 　 ＡＤ 是慢性易复发的皮肤炎症性疾病ꎬ发病机

制复杂ꎬ其中免疫功能异常是发病的关键环节ꎮ 细

胞免疫中 Ｔ 淋巴细胞在 ＡＤ 中的作用已较为明确ꎬ
在急性期 ＡＤ 病变主要由 Ｔｈ２ 细胞和 ＩＬ￣４、ＩＬ￣５ 和

ＩＬ￣１３ 等细胞因子主导ꎬ慢性期以 Ｔｈ１ 型细胞反应为

主[１７－１９]ꎮ Ｔｈ２ 细胞分泌的 ＩＬ￣４、ＩＬ￣５、ＩＬ￣１３ 可诱导

淋巴 Ｂ 细胞产生 ＩｇＥꎬ间接活化肥大细胞ꎮ 因此ꎬ在
ＡＤ 发病机制中ꎬＴｈ２ 型细胞因子 ＩＬ￣４、ＩＬ￣５、ＩＬ￣９ 和

ＩＬ￣１３ 即是调控 ＡＤ 的关键细胞因子ꎬ同时肥大细胞

活化后会产生一系列炎症因子ꎬ并与 Ｔ 细胞、嗜酸

性粒细胞等相互作用ꎬ共同参与 ＡＤ 的皮肤瘙痒和

炎症反应过程ꎬ证明 Ｔｈ 细胞、Ｂ 淋巴细胞及肥大细

胞均在 ＡＤ 机制中扮演重要角色ꎮ 因此ꎬ抑制 Ｔｈ２
型细胞因子表达ꎬ调控肥大细胞应该能够有效抑

制 ＡＤꎮ
本研究表明ꎬ中药苦参中有效成分氧化苦参碱

能明显改善小鼠的皮肤病理症状、减轻皮肤增厚ꎬ
减少肥大细胞的数目以及 Ｔｈ２ 型细胞因子等在皮肤

组织的表达ꎬ对 ＡＤ 小鼠有治疗作用ꎬ并提示氧化苦

参碱治疗 ＡＤ 小鼠的作用机制可能与减少皮肤真皮

层中肥大细胞浸润、减轻 Ｔｈ２ 型细胞因子的表达有

关ꎬ但氧化苦参碱如何通过下调 Ｔｈ２ 型细胞因子表

达进而减少肥大细胞的募集和激活还有待于进一

步的研究ꎮ
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内脂素通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１ 信号通路对糖尿病 ＫＫＡｙ
小鼠骨骼肌糖脂代谢及胰岛素抵抗的影响

杨　 丹１ꎬ２ꎬ姚　 衢１ꎬ张　 晗１ꎬ张　 琳１ꎬ王　 茜１ꎬ廖　 鑫１ꎬ章　 莹１ꎬ
李思成１ꎬ高　 琳１∗

(１.遵义医科大学附属医院内分泌科ꎬ贵州 遵义　 ５６３００３ꎻ２.川北医学院附属医院健康管理中心ꎬ四川 南充　 ６３７０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨内脂素对糖尿病 ＫＫＡｙ 小鼠骨骼肌糖脂代谢及胰岛素抵抗的影响ꎬ初步分析其通过

ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１ 途径对糖尿病小鼠骨骼肌组织可能的作用机制ꎮ 方法　 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠随机分为普食

(ＮＤ)组、普食＋内脂素(ＮＤ＋Ｖ)组、高脂(ＨＦＤ)组和高脂＋内脂素(ＨＦＤ＋Ｖ)组ꎬ同周龄雄性 ＫＫＡｙ 小鼠成模后随机

分为糖尿病(ＤＭ)组和糖尿病＋内脂素(ＤＭ＋Ｖ)组ꎬ其中 ＮＤ＋Ｖ 组、ＨＦＤ＋Ｖ 组和 ＤＭ＋Ｖ 组连续 ３ ｄ 腹腔注射内脂素

重组蛋白ꎮ 检测各组小鼠空腹血糖(ＦＢＧ)、餐后血糖(ＰＢＧ)、总胆固醇(ＴＣ)、甘油三酯(ＴＧ)、游离脂肪酸(ＦＦＡ)及
空腹胰岛素(ＦＩｎｓ)ꎬ并进行葡萄糖耐量实验(ＧＴＴ)、胰岛素耐量实验( ＩＴＴ)ꎬ计算曲线下面积(ＡＵＣ)及稳态模型评

估的胰岛素抵抗指数(ＨＯＭＡ￣ＩＲ)ꎻＲＴ￣ｑＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测磷脂酰肌醇 ３ 激酶(ＰＩ３Ｋ)、蛋白激酶 Ｂ(Ａｋｔ)、叉
头框转录因子 １(ＦｏｘＯ１)、丙酮酸脱氢酶激酶 ４(ＰＤＫ４)和磷酸烯醇丙酮酸羧激酶(ＰＥＰＣＫ)等相关分子的表达水

平ꎮ 结果　 分别与 ＮＤ 组和 ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 组小鼠的体重、摄食、ＦＢＧ、ＰＢＧ、ＴＣ、ＴＧ、ＦＦＡ、ＦＩｎｓ、ＡＵＣＧＴＴ、ＡＵＣＩＴＴ及

ＨＯＭＡ￣ＩＲ 水平均显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＤＭ 组相比ꎬＤＭ＋Ｖ 组 ＦＢＧ、ＴＣ、ＴＧ、ＡＵＣＧＴＴ、ＡＵＣＩＴＴ及 ＨＯＭＡ￣ＩＲ 水平均显

著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 分别与 ＮＤ 组和 ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 组 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 的 ｍＲＮＡ 表达水平均显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ而
ＦｏｘＯ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＤＭ 组比较ꎬＤＭ＋Ｖ 组ＰＩ３Ｋ 及 Ａｋｔ 的 ｍＲＮＡ 表达均显著增高ꎬＦｏｘＯ１
的 ｍＲＮＡ 表达显著降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 与 ＮＤ 组比较ꎬＤＭ 组 ＰＩ３Ｋ１１０α、ｐ￣Ａｋｔ 蛋白表达水平显著降低ꎬＦｏｘＯ１、ｐ￣ＦｏｘＯ１ 和

ＰＤＫ４ 的蛋白表达水平均显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬＤＭ 组的 ｐ￣Ａｋｔ、ｐ￣ＦｏｘＯ１ 的蛋白表达水平均显著降低ꎬ
ＦｏｘＯ１、ＰＤＫ４ 和 ＰＥＰＣＫ 的蛋白表达水平均显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＤＭ 组比较ꎬＤＭ＋Ｖ 组中 ＰＩ３Ｋ１１０α、ｐ￣Ａｋｔ 及 ｐ￣ＦｏｘＯ１
的蛋白表达均显著增高ꎬ而 ＦｏｘＯ１、ＰＤＫ４ 和 ＰＥＰＣＫ 的蛋白表达水平均显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 内脂素可能通过

ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１ 途径下调糖尿病小鼠骨骼肌 ＰＤＫ４ 的表达ꎬ发挥改善糖脂代谢和胰岛素抵抗的作用ꎮ
【关键词】 　 内脂素ꎻＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１ꎻ胰岛素抵抗ꎻ２ 型糖尿病ꎻＫＫＡｙ 小鼠
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(１. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｕｎｙｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｕｎｙｉ ５６３００３ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. Ｈｅａｌｔｈ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎｏｒｔｈ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｎａｎｃｈｏｎｇ ６３７０００)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｖｉｓｆａｔｉｎ ｏｎ ｇｌｙｃｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ＫＫＡｙ ｍｉｃｅꎬ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１
ｐａｔｈｗａｙ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｅｉｇｈｔ￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｎｏｒｍａｌ ｄｉｅｔ (ＮＤ) ｇｒｏｕｐꎬ ａ ｎｏｒｍａｌ
ｄｉｅｔ＋Ｖｉｓｆａｔｉｎ (ＮＤ＋Ｖ) ｇｒｏｕｐꎬ ａ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ (ＨＦＤ) ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ａ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ＋Ｖｉｓｆａｔｉｎ (ＨＦＤ＋Ｖ) ｇｒｏｕｐ. Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ
ｇｅｎｅｒａｔｅｄꎬ ｍａｌｅ ＫＫＡｙ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｇｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ (ＤＭ) ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ ＋ Ｖｉｓｆａｔｉｎ (ＤＭ＋Ｖ) ｇｒｏｕｐ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ ｔｈｅ ＮＤ＋Ｖꎬ ＨＦＤ＋Ｖ ａｎｄ ＤＭ＋Ｖ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｖｉｓｆａｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｏｒ ３ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ. Ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ (ＦＢＧ)ꎬ ｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ(ＰＢＧ)ꎬ ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ (ＴＣ)ꎬ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ (ＴＧ)ꎬ ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ(ＦＦＡ) ａｎｄ ｆａｓｔｉｎｇ ｉｎｓｕｌｉｎ(ＦＩｎｓ) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ.
Ｔｈｅ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ (ＧＴＴ) ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ (ＩＴＴ) ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄꎻ ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅ (ＡＵＣ)
ａｎｄ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｆｏｒ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ (ＨＯＭＡ￣ＩＲ) ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ. Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３ ｋｉｎａｓｅ (ＰＩ３Ｋ)ꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ (Ａｋｔ)ꎬ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １ (ＦｏｘＯ１)ꎬ ｐｙｒｕｖａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ４ (ＰＤＫ４)ꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅ (ＰＥＰＣＫ) ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＤ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅꎬ
ＦＢＧꎬ ＰＢＧꎬ ＴＣꎬ ＴＧꎬ ＦＦＡꎬ ＦＩｎｓꎬ ＡＵＣＧＴＴꎬ ＡＵＣＩＴＴ ａｎｄ ＨＯＭＡ￣ＩＲ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＤＭ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<
０􀆰 ０５). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ＦＢＧꎬ ＴＣꎬ ＴＧꎬ ＡＵＣＧＴＴꎬ ＡＵＣＩＴＴꎬ ａｎｄ ＨＯＭＡ￣ＩＲ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＤＭ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＤ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｐ１３Ｋ ａｎｄ Ａｋｔ ｉｎ ｔｈｅ
ＤＭ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦｏｘＯ１ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０５).
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ Ｐ１３Ｋ ａｎｄ Ａｋｔ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＤＭ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｏｘＯ１ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０１). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ＰＩ３Ｋ１１０α ａｎｄ ｐ￣Ａｋｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ＤＭ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦｏｘＯ１ꎬ ｐ￣ＦｏｘＯ１ ａｎｄ ＰＤＫ４ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ｐ￣Ａｋｔ ａｎｄ ｐ￣ＦｏｘＯ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦｏｘＯ１ꎬ ＰＤＫ４
ａｎｄ ＰＥＰＣＫ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｗｈｉｌｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ＰＩ３Ｋ１１０αꎬ ｐ￣Ａｋｔ ａｎｄ ｐ￣ＦｏｘＯ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＤＭ＋Ｖ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦｏｘＯ１ꎬ ＰＤＫ４ ａｎｄ ＰＥＰＣＫ ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０５).
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｖｉｓｆａｔｉｎ ｍａｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅ ＰＤＫ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ /
ＦｏｘＯ１ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｈａｓ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｇｌｕｃｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｖｉｓｆａｔｉｎꎻ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１ꎻ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎻ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎻ ＫＫＡｙ ｍｉｃｅ

　 　 内脂素(Ｖｉｓｆａｔｉｎ)是一种主要表达于内脏脂肪

组织和(或)巨噬细胞的脂肪因子[１]ꎬ可增加骨骼肌

细胞中葡萄糖的转运ꎬ促进葡萄糖摄取[２]ꎮ 研究表

明 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 在葡萄糖代谢和胰岛素敏感性方面发挥

作用ꎬ 可能参与了 ２ 型糖尿病 ( ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓꎬ Ｔ２ＤＭ)、胰岛素抵抗 ( ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ
ＩＲ)、肥胖、代谢综合征和多囊卵巢综合征等疾病的

发生发展[３－５]ꎮ 叉头框转录因子 １ ( ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １ꎬ ＦｏｘＯ１)在骨骼肌中高表达ꎬ当
蛋白激酶 Ｂ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂꎬ ＰＫＢ / Ａｋｔ)磷酸化后ꎬ
ＦｏｘＯ１ 的乙酰化以及泛素化等其他翻译后修饰与磷

酸化相互作用ꎬ从而影响其转录[６]ꎮ 丙酮酸脱氢酶

激酶 ４( ｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ４ꎬ ＰＤＫ４)是

ＦｏｘＯ１ 的下游靶基因ꎬ能够调控糖酵解和糖异生途

径ꎮ 研究证实 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 可通过调控 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号途

径下游分子糖原合成酶激酶 ３β 和葡萄糖转运体 ４
的活性而促进细胞对葡萄糖的摄取ꎬ改善糖脂代谢

和 ＩＲ[７－８]ꎬ但 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 是否能作用于 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 下游

ＦｏｘＯ１ / ＰＤＫ４ 通路而在糖脂代谢及 ＩＲ 中发挥作用ꎬ
目前鲜有报道ꎮ 因此ꎬ本研究拟探讨 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 在

ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１ 信号通路中对糖脂代谢及胰岛素

敏感性的影响ꎬ旨在为防治糖尿病及 ＩＲ 相关疾病提

供新的研究思路ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 １０ 只 ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＫＫＡｙ 小鼠ꎬ体重为

３０􀆰 ０ ｇ 左右ꎬ２０ 只同周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小
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鼠ꎬ体重为(２０􀆰 ０±２􀆰 ０)ｇꎬ连同高脂饲料均购于北京

华阜康有限公司[ＳＣＸＫ(京)２０１９￣０００８]ꎬ普通饲料

由重庆腾鑫公司提供ꎬ喂养于重庆医科大学实验动

物中心[ＳＹＸＫ(渝)２０１８￣０００３]ꎬ给予充足饲料和自

由饮水ꎬ环境温度(２３±２)℃ꎬ湿度 ４０％ ~ ６０％ꎬ控制

光照时间 ８:００~ ２０:００ꎮ 动物实验经遵义医科大学

附属医院动物实验伦理委员会审核批准 (ＫＬＬＹ￣
２０１８￣０７５)ꎬ并严格遵循实验动物使用的 ３Ｒ 原则ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 重组蛋白(以色列 ＰＲＯＳＰＥＣ 公司)ꎻ蛋
白浓度测定试剂盒、蛋白裂解液及磷酸酶抑制剂

(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ脱脂奶粉、兔抗 ＰＩ３Ｋ１１０α 抗

体、兔抗 Ａｋｔ 抗体、兔抗 ｐ￣Ａｋｔ( Ｓｅｒ４７３)抗体、兔抗

ＦｏｘＯ１ 抗体、兔抗 ｐ￣ＦｏｘＯ１ ( Ｓｅｒ２５６) 抗体及兔抗

ＧＡＰＤＨ 抗体(美国 ＣＳＴ 公司)ꎻ兔抗 ＰＤＫ４ 抗体、兔
抗 Ｇ６Ｐａｓｅ 抗体及兔抗 ＰＥＰＣＫ 抗体(美国 ａｂｃａｍ 公

司)ꎻＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液(５×)及 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
凝胶配制试剂盒(江苏碧云天生物公司)ꎻ诺和灵 Ｒ
(丹麦诺和诺德)ꎻＤＥＰＣ 水(生工生物工程(上海)
股份有限公司)ꎻＴＲＩｚｏｌ 试剂(ＴａＫａＲａ 公司)ꎻｃＤＮＡ
逆转录试剂盒和 ２ ×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
(美国 Ｂｉｍａｋｅ 公司)ꎻ戊巴比妥钠(美国 Ｓｉｇｍａ 公

司)和胰岛素试剂盒 (江苏博深生物科技有限公

司)ꎻ胶成像系统(德国 Ａｎａｌｙｔｉｋ Ｊｅｎａ 公司)ꎻ电泳槽

及转移槽(美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司)ꎻ核酸蛋白浓度测

定仪(杭州 ＡＬＬＳＨＥＮＧ 公司)ꎻ雅培血糖仪及配套试

纸 ( 英 国 Ａｂｂｏｔｔ 公 司 )ꎻ 全 自 动 生 化 仪 ( 日 本

Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 造模及分组　
　 　 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠按照随机数字表分为普通饲料

组和高脂饲料组ꎬ喂养 ８ 周后ꎬＣ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠普通

饲料组随机分为普食(ＮＤ)组和普食＋内脂素(ＮＤ＋
Ｖ)组ꎬ高脂饲料组随机分为高脂(ＨＦＤ)组和高脂＋
内脂素(ＨＦＤ＋Ｖ)组ꎻＫＫＡｙ 小鼠给予高脂饲料喂养

８ 周后ꎬ连续 ２ 次空腹血糖(ＦＢＧ)≥１３􀆰 ９ ｍｍｏｌ / Ｌ 定

义为糖尿病模型[９]ꎬ成模后的 ＫＫＡｙ 小鼠随机分为

糖尿病(ＤＭ)组和糖尿病＋内脂素(ＤＭ＋Ｖ)组ꎻＮＤ＋
Ｖ 组、ＨＦＤ＋Ｖ 组和 ＤＭ＋Ｖ 组连续 ３ ｄ 腹腔注射重组

内脂素蛋白(６ μｇ / ｋｇ) [８]ꎬ其余各组腹腔注射等量

生理盐水ꎬ并于注射前后测定相关指标(ｎ＝ ５)ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 葡萄糖耐量实验(ＧＴＴ)和胰岛素耐量实验

(ＩＴＴ)
　 　 ＧＴＴ:将小鼠禁食 １２ ｈꎬ测定 ＦＢＧ 后腹腔注射

２ ｇ / ｋｇ的 ２０％葡萄糖溶液ꎬ于注射后 １５、３０、６０、９０、
１２０ 和 １８０ ｍｉｎ 尾静脉取血测血糖ꎬ并计算 ＧＴＴ 曲

线下面积(ＡＵＣＧＴＴ) [１０]ꎮ ＧＴＴ 实验结束间隔 １ 周后

行 ＩＴＴ:将小鼠禁食 ６ ｈꎬ然后腹腔注射 ０􀆰 ７５ Ｕ / ｋｇ 的

０􀆰 １ Ｕ / ｍＬ 胰岛素溶液后ꎬ测定 ６ 个时间点(０、１５、
３０、６０、９０ 和 １２０ ｍｉｎ)血糖水平并计算 ＡＵＣＩＴＴ

[１１]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 标本的采集　
　 　 小鼠禁食后按 ５０ ｍｇ / ｋｇ 体重腹腔注射戊巴比

妥钠溶液麻醉ꎬ取血ꎬ室内静置 ３０ ｍｉｎꎬ３０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎꎬ移液器吸取上清于 ＥＰ 管中ꎬ－８０℃超

低温冰箱保存ꎮ 打开胸腹腔ꎬ用预冷的生理盐水心

脏灌注ꎬ直至肝变白为止ꎬ游离后肢骨骼肌组织ꎬ生
理盐水洗净ꎬ滤纸吸干后存放于冻存管ꎬ于液氮中

保存ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 基础指标的测定　
　 　 每周定期测定各组小鼠体重和摄食ꎻ采用血糖

仪测定 ＦＢＧ(禁食 ６ ｈ)和餐后血糖(ＰＢＧ)ꎻ采用全

自动生化仪检测小鼠血清中的甘油三酯(ＴＧ)、总胆

固醇(ＴＣ)以及游离脂肪酸(ＦＦＡ)ꎻ采用酶联免疫吸

附实验测定小鼠空腹血清胰岛素(ＦＩｎｓ)ꎻ并计算稳

态模型评估胰岛素抵抗指数(ＨＯＭＡ￣ＩＲ)ꎬ公式为

(ＦＢＧ×ＦＩｎｓ) / ２２􀆰 ５ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应　
　 　 用 ＴＲＩｚｏｌ 提取骨骼肌组织总 ＲＮＡꎬ逆转录合成

ｃＤＮＡꎬＳＹＢＲ￣Ｇｒｅｅｎ 荧光染料 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测骨骼肌

组 织 的 ｍＲＮＡ 表 达ꎮ ＰＩ３Ｋ 上 游 引 物 ５ ’￣
ＣＣＣＡＴＧＧＧＡＣＡＡＣＡＴＴＣＣＡＡ￣３ ’ꎬ 下 游 引 物 ５ ’￣
ＣＡＴＧＧ ＣＧＡＣＡＡＧＣＴＣＧＧＴＡ￣３’ꎻＡｋｔ 上游引物 ５’￣
ＴＣＡＧＧＡＴＧＴＧＧＡＴＣＡＧＣＧＡＧＡ￣３’ꎬ 下 游 引 物 ５ ’￣
ＣＴＧＣＡＧＧＣＡＧＣＧＧＡＴＧＡＴＡＡ￣３’ꎻ ＦｏｘＯ１ 上游引物

５’￣ＡＧＡＧＴＴＡＧＴＧＡＧＣＡＧＧＣＴＡＣＡＴ￣３’ꎬ 下游引 物

５’￣ＣＣＧＣＴＧＴＴＧＣＣＡＡＧＴＣＴＧＡ￣３’ꎻβ￣ａｃｔｉｎ上游引物

５’￣ＧＧＴＧＧＧＡＡＴＧＧＧＴＣＡＧＡＡＧＧ￣３’ꎬ下游引物 ５’￣
ＡＧＧＴＣＴＣＡＡＡＣＡＴＧＡＴＣＴＧＧＧＴ￣３’ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　
　 　 各组取适量骨骼肌组织置于冰上的匀浆器中ꎬ
加入蛋白裂解液和蛋白磷酸酶抑制剂(１００ ∶１)充分

研磨ꎬ直至乳糜状后转移到 ＥＰ 管中ꎬ每隔 ５ ｍｉｎ 振

荡 １ 次ꎬ共 ３０ ｍｉｎꎬ４℃离心 １０ ｍｉｎꎬ吸取上清测定总

蛋白浓度ꎮ 另取上清与 ５×ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白上样缓

冲液混合后沸水变性 ５ ｍｉｎꎬ按照每孔４０ μｇ蛋白上

样进行电泳分离ꎬ转膜ꎬ５％ 脱脂奶粉封闭ꎬ一抗(浓
度为 １ ∶１０００~１ ∶２０００)４℃孵育摇床过夜ꎬＴＢＳＴ 溶液
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洗膜 ３ 次ꎬ加入二抗(浓度为１ ∶１００００)室温孵育１ ｈꎬ
洗膜后用 ＥＣＬ 曝光显影ꎬＶｉｓｉｏｎＷｏｒｋｓ 软件进行分析

条带的灰度值ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法　
　 　 所有数据用平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ用 ＳＰＳＳ
２５􀆰 ０ 软 件 进 行 分 析ꎬ 用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 和

Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ 软件进行作图ꎮ 多组间比较用单因素方

差分析ꎬ两组间比较方差齐时用 ＬＳＤ 检验ꎬ方差不

齐时用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ Ｔ３ 检验ꎬＰ<０􀆰 ０５ 有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 造模 ８ 周后各组小鼠的体重、摄食和血糖

　 　 在喂养 ８ 周后ꎬ与 ＮＤ 组比较ꎬＨＦＤ 组和 ＤＭ 组

小鼠体重显著增高ꎬＤＭ 组小鼠的摄食显著增高ꎻ与
ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 组小鼠体重和摄食均显著增高

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 与 ＮＤ 组和 ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 组的 ＦＢＧ
和 ＰＢＧ 显著增高(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 见表 １ꎮ
２􀆰 ２　 干预后各组小鼠的相关指标

２􀆰 ２􀆰 １　 血清生化指标

　 　 与 ＮＤ 组比较ꎬＨＦＤ 组小鼠 ＴＣ 和 ＦＦＡ 水平显

　 　 　表 １　 喂养 ８ 周后三组小鼠的体重、摄食及血糖(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ

ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｆｅｅｄｅｄ
指标
Ｉｎｄｅｘ

普食组
ＮＤ ｇｒｏｕｐ

高脂组
ＨＦＤ ｇｒｏｕｐ

糖尿病组
ＤＭ ｇｒｏｕｐ

体重(ｇ)
Ｂｏｄｙ ｗｉｇｈｔ ２４􀆰 ９０±０􀆰 ８７ ３０􀆰 ５７±１􀆰 １１ａ ４１􀆰 １２±１􀆰 ５８ｂｃ

摄食(ｇ / ｄ)
Ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ２􀆰 ５１±０􀆰 ２７ ２􀆰 ２２±０􀆰 １７ ７􀆰 ０５±０􀆰 ３６ｂｃ

空腹血糖(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＦＢＧ ５􀆰 ７６±０􀆰 ９２ ７􀆰 ６０±１􀆰 ０３ ２５􀆰 ６８±６􀆰 ４１ｂｃ

餐后血糖(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＰＢＧ ７􀆰 ６０±０􀆰 ８８ ９􀆰 ０２±０􀆰 ７３ ３１􀆰 １６±４􀆰 ２８ｂｃ

注:与 ＮＤ 组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０１ꎬｂＰ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ００１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ< ０􀆰 ０１ꎬｂ Ｐ< ０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ００１.

表 ２　 六组小鼠血清生化指标(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｒｕｍ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ

指标
Ｉｎｄｅｘ

普食组
ＮＤ ｇｒｏｕｐ

普食＋内脂素组
ＮＤ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ

高脂组
ＨＦＤ ｇｒｏｕｐ

高脂＋内脂素组
ＨＦＤ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ

糖尿病组
ＤＭ ｇｒｏｕｐ

糖尿病＋内脂素组
ＤＭ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ

空腹血糖(ｍｍｏｌ / Ｌ)ＦＢＧ ６􀆰 ４２±０􀆰 ６２ ６􀆰 ４７±０􀆰 ６５ ９􀆰 ３６±０􀆰 １６ ７􀆰 ５９±１􀆰 １０ １８􀆰 ７０±３􀆰 １８ａｃ １２􀆰 ６３±７􀆰 ０６ｄ

总胆固醇(ｍｍｏｌ / Ｌ)ＴＣ １􀆰 ６３±０􀆰 ４５ １􀆰 ４１±０􀆰 ０８ ３􀆰 ２９±０􀆰 ５１ｂ ３􀆰 ２０±０􀆰 ３６ ７􀆰 １９±０􀆰 ４７ｂｃ ４􀆰 ７８±０􀆰 ６３ｅ

甘油三酯(ｍｍｏｌ / Ｌ)ＴＧ ０􀆰 ６２±０􀆰 ２９ ０􀆰 ５２±０􀆰 １３ ０􀆰 ４０±０􀆰 １３ ０􀆰 ４０±０􀆰 ２５ ２􀆰 ３１±０􀆰 ３０ｂｃ １􀆰 ６５±０􀆰 ３１ｅ

游离脂肪酸(ｍｍｏｌ / Ｌ)ＦＦＡ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０１ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０４ ０􀆰 ４６±０􀆰 １４ｂ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０２ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０８ｂｃ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０２

空腹胰岛(ｍＵ / Ｌ)ＦＩｎｓ ７􀆰 ６８±１􀆰 ４２ ７􀆰 １７±０􀆰 ２４ ９􀆰 ２９±０􀆰 ４８ １０􀆰 ６０±０􀆰 ６２ １５􀆰 ３８±０􀆰 ７４ｂｃ １４􀆰 ７１±３􀆰 ８７

胰岛素抵抗指数 ＨＯＭＡ￣ＩＲ ２􀆰 １６±０􀆰 １８ ２􀆰 ０６±０􀆰 １３ ３􀆰 ８７±０􀆰 １５ ３􀆰 ５６±０􀆰 ３６ １２􀆰 ７８±２􀆰 ２４ｂｃ ７􀆰 ４７±１􀆰 ９５ｅ

注:与 ＮＤ 组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ０１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０１ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬｄＰ<０􀆰 ０５ꎬｅＰ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５ꎬ ｂＰ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ｄＰ<０􀆰 ０５ꎬ ｅＰ<０􀆰 ０１.

著增高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ与 ＮＤ 组和 ＨＦＤ 组比较ꎬ与 ＮＤ
组和 ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 小鼠 ＦＢＧ、ＦＩｎｓ、ＴＣ、ＴＧ、ＦＦＡ
和 ＨＯＭＡ￣ＩＲ 水平均显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＤＭ 组

相比ꎬＤＭ＋Ｖ 组的 ＦＢＧ、ＴＣ、ＴＧ 和 ＨＯＭＡ￣ＩＲ 显著降

低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见表 ２ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 葡萄糖耐量实验和胰岛素耐量实验

　 　 在 ＧＴＴ 实验中ꎬ注射葡萄糖后 １５ ｍｉｎ 时ꎬＮＤ
组、ＮＤ＋Ｖ 组、ＨＦＤ 组和 ＨＦＤ＋Ｖ 组的血糖浓度均上

升到最大值ꎬ之后开始下降直到 １８０ ｍｉｎ 时血糖浓

度恢复到注射前左右ꎻ而 ＤＭ 组小鼠在注射后 ９０
ｍｉｎ 时血糖才达到峰值ꎬ之后开始下降ꎻＤＭ＋Ｖ 组在

ｔ ＝ ３０ ｍｉｎ 时血糖升高到峰值ꎬ在 ｔ ＝ １８０ ｍｉｎ 血糖回

归到 ０ 点左右ꎮ 与 ＮＤ 组比较ꎬＨＦＤ 组和 ＤＭ 组

ＡＵＣＧＴＴ显著增高(Ｐ<０􀆰 ０１ 或 ０􀆰 ００１)ꎻ与 ＨＦＤ 组比

较ꎬＤＭ 组 ＡＵＣＧＴＴ 显著增高(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎻ与 ＤＭ 相

比ꎬＤＭ＋Ｖ 组 ＡＵＣＧＴＴ显著降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 见图 １ꎮ
ＩＴＴ 实验中ꎬＮＤ 组、ＮＤ＋Ｖ 组、ＨＦＤ 组、ＨＦＤ＋Ｖ

组和 ＤＭ＋Ｖ 组的血糖均在 １５ ~ ６０ ｍｉｎ 时降至最低

点ꎬ而 ＤＭ 组血糖先升高后下降ꎬ６０ ｍｉｎ 时降至最

低ꎮ 分别与 ＮＤ 组和 ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 组 ＡＵＣＩＴＴ均

显著增高 ( Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎻ和 ＤＭ 组相比ꎬＤＭ ＋Ｖ 组

ＡＵＣＩＴＴ显著降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 见图 ２ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ＦｏｘＯ１ 的 ｍＲＮＡ
表达

　 　 分别与 ＮＤ 组和 ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 组 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ
的 ｍＲＮＡ 表达水平均显著降低 ( Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎬ而

ＦｏｘＯ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平均显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与
ＮＤ 组相比ꎬＮＤ＋Ｖ 组 ＦｏｘＯ１ 的 ｍＲＮＡ 表达显著降

低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＨＦＤ 组比较ꎬＮＤ 组 Ａｋｔ 的 ｍＲＮＡ
表达组显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＤＭ 组比较ꎬＤＭ＋Ｖ
组 ＰＩ３Ｋ 及 Ａｋｔ 的 ｍＲＮＡ 表达均显著增高ꎬＦｏｘＯ１ 的

ｍＲＮＡ 表达显著降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 见表 ３ꎮ
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２􀆰 ２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路及

其下游相关分子的蛋白表达

注:与 ＮＤ 组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 １　 葡萄糖耐量实验和曲线下面积

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ ａｎｄ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅ

注:与 ＮＤ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 胰岛素耐量实验和曲线下面积

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｎｓｕｌｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ ａｎｄ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅ

表 ３　 各组小鼠骨骼肌 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 和 ＦｏｘＯ１ 的 ｍＲＮＡ 表达(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰＩ３Ｋꎬ Ａｋｔ ａｎｄ ＦｏｘＯ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｍｏｎｇ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

基因
Ｇｅｎｅｓ

普食组
ＮＤ ｇｒｏｕｐ

普食＋内脂素组
ＮＤ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ

高脂组
ＨＦＤ ｇｒｏｕｐ

高脂＋内脂素组
ＨＦＤ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ

糖尿病组
ＤＭ ｇｒｏｕｐ

糖尿病＋内脂素组
ＤＭ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ

ＰＩ３Ｋ １􀆰 ００±０􀆰 ０５ １􀆰 ０９±０􀆰 ０５ ０􀆰 ８５±０􀆰 ０９ ０􀆰 ９５±０􀆰 １５ ０􀆰 ４８±０􀆰 １１ｂｅ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０４ｆ

Ａｋｔ １􀆰 ００±０􀆰 １１ １􀆰 １６±０􀆰 １４ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０８ａ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０７ｃ ０􀆰 ３３±０􀆰 １０ｂｅ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０５ｈ

ＦｏｘＯ１ ０􀆰 ５３±０􀆰 １４ ０􀆰 ３２±０􀆰 １６ａ ０􀆰 ４３±０􀆰 １２ ０􀆰 ４１±０􀆰 １４ ０􀆰 ７２±０􀆰 １６ａｄ ０􀆰 ２６±０􀆰 １０ｈ

注:与 ＮＤ 组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎬｄＰ<０􀆰 ０１ꎬｅＰ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬｆＰ<０􀆰 ０１ꎬｈＰ<０􀆰 ００１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５ꎬ ｂＰ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５ꎬ ｄＰ<０􀆰 ０１ꎬ ｅＰ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ｆＰ<
０􀆰 ０１ꎬ ｈＰ<０􀆰 ００１.

与 ＮＤ 组比较ꎬＤＭ 组 ＰＩ３Ｋ１１０α、ｐ￣Ａｋｔ 蛋白表达

水平显著降低ꎬＦｏｘＯ１、ｐ￣ＦｏｘＯ１ 和 ＰＤＫ４ 的蛋白表

达水平均显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＮＤ 组比较ꎬＨＦＤ
组 ＦｏｘＯ１ 的蛋白表达显著降低ꎬ而 ｐ￣ＦｏｘＯ１ 的蛋白

表达显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＮＤ＋Ｖ 组 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达

水平较 ＮＤ 组显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 与 ＨＦＤ 组相

比ꎬＤＭ 组的 ｐ￣Ａｋｔ、ｐ￣ＦｏｘＯ１ 的蛋白表达水平均显著

降低ꎬＦｏｘＯ１、ＰＤＫ４ 和 ＰＥＰＣＫ 的蛋白表达水平均显

著增高 ( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＤＭ 组比较ꎬ ＤＭ ＋ Ｖ 组中

ＰＩ３Ｋ１１０α、ｐ￣Ａｋｔ 及 ｐ￣ＦｏｘＯ１ 的蛋白表达均显著增高ꎬ
而 ＦｏｘＯ１、ＰＤＫ４ 和 ＰＥＰＣＫ 的蛋白表达水平均显著

降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见图 ３~６ꎮ
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注:与 ＮＤ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ３　 各组小鼠骨骼肌组织 ＰＩ３Ｋ 和 Ａｋｔ 的活性蛋白表达

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｃｔｉｖｅ ｐｎｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ａｎｄ Ａｋｔ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注:与 ＮＤ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ４　 各组小鼠骨骼肌组织 ＦｏｘＯ１ 的蛋白表达

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ
∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｏｘＯ１ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注:与 ＮＤ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ５　 各组小鼠骨骼肌组织 ＰＤＫ４ 的蛋白表达

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＤＫ４ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注:与 ＨＦＤ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ６　 各组小鼠骨骼肌组织 Ｇ６Ｐａｓｅ 和 ＰＥＰＣＫ 的蛋白表达

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇ６Ｐａｓｅ ａｎｄ ＰＥＰＣＫ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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３　 讨论

　 　 Ｔ２ＤＭ 是一种多基因遗传的慢性代谢紊乱综合

征ꎬ主要以糖脂代谢紊乱和胰岛素作用受损、同时

靶细胞或靶器官对胰岛素刺激的反应能力减弱为

特征[１２－１３]ꎮ 近年来研究发现 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 可作用于胰岛

素受体ꎬ使胰岛素受体底物酪氨酸磷酸化以激活下

游 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 等信号通路ꎬ具有与胰岛素类似的功

能[１４]ꎮ 前期研究也发现 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 可以通过ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ
信号途径上调其下游糖原合成酶激酶 ３β 和葡萄糖

转运体 ４ 的活性ꎬ下调 ＦｏｘＯ１ 的表达ꎬ增加 Ｌ６ 骨骼

肌细胞和 ＫＫＡｙ 小鼠骨骼肌组织对葡萄糖的摄取ꎬ
改善 ＩＲ[７－８ꎬ１５]ꎬ并且 ＦｏｘＯ１ 与 ＦＢＧ、ＴＧ 和 ＨＯＭＡ￣ＩＲ
呈正性相关[１６]ꎮ

骨骼肌是调节糖脂代谢的关键外周组织ꎬ
Ｖｉｓｆａｔｉｎ 还可影响骨骼肌的胰岛素敏感性ꎬ维持葡萄

糖稳态[４]ꎮ 临床研究表明 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 血浆浓度与人体

内脏脂肪量密切相关ꎬ在肥胖和 Ｔ２ＤＭ 人群中

Ｖｉｓｆａｔｉｎ 浓度明显升高ꎬ提示其可能参与肥胖相关的

ＩＲ 和糖尿病的发生[１７]ꎮ ＦｏｘＯ１ 是能量稳态的关键

转录因子ꎬ能直接上调骨骼肌组织 ＰＤＫ４ 的表达ꎬ减
少葡萄糖的利用[１８－１９]ꎬ本实验中 ＫＫＡｙ 糖尿病小鼠

的体重、摄食和血糖显著增高ꎬ出现典型的糖代谢

紊乱特征[２０]ꎬ分别与 ＮＤ 组和 ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 组

ＦＢＧ、ＴＣ、ＴＧ、ＦＦＡ、ＦＩｎｓ、ＡＵＣＧＴＴ、ＡＵＣＩＴＴ及 ＨＯＭＡ￣ＩＲ
水平均显著增高ꎬＨＦＤ 组小鼠 ＴＣ 和 ＦＦＡ 水平较 ＮＤ
组均显著增高ꎬ而注射 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 重组蛋白后ꎬＤＭ＋Ｖ
组的 ＦＢＧ、ＴＣ、ＴＧ、ＨＯＭＡ￣ＩＲ、ＡＵＣＧＴＴ和 ＡＵＣＩＴＴ水平

显著降低ꎬ提示 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 可改善糖尿病小鼠的胰岛素

敏感性及糖脂代谢ꎮ 糖尿病小鼠骨骼肌 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ
的基因及蛋白活性表达较 ＮＤ 和 ＨＦＤ 组显著降低ꎬ
而 ＦｏｘＯ１ 及 ＰＤＫ４ 的基因和蛋白表达水平较 ＮＤ 组

和 ＨＦＤ 组均明显增高ꎻ注射内脂素后 ＤＭ 组骨骼肌

ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 的基因和蛋白活性表达均显著增高ꎬ而
ＦｏｘＯ１ 及 ＰＤＫ４ 基因和蛋白表达水平均显著降低ꎮ
本实验证实 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 下调了骨骼肌 ＦｏｘＯ１ 和 ＰＤＫ４
的表达ꎬ但 ＨＦＤ 组及 ＤＭ＋Ｖ 组 ＦｏｘＯ１ 与ｐ￣ＦｏｘＯ１蛋
白水平表达结果不一致ꎬ我们推测:(１)ＦｏｘＯ１ 不仅

由磷酸化修饰ꎬ可能还与泛素化及乙酰化等其他蛋

白翻译后修饰作用有关ꎬ从而影响 ＦｏｘＯ１ 的表达ꎻ
(２)ＦｏｘＯ１ 包含三个由 Ａｋｔ 控制的磷酸化位点ꎬ即
Ｔｈｒ２４、 Ｓｅｒ２５６ 和 Ｓｅｒ３１９ꎬ 而 本 实 验 中 只 检 测 了

ＦｏｘＯ１ 蛋白磷酸化位点其中之一ꎬ不能完全代表

ｐ￣ＦｏｘＯ１蛋白水平的表达ꎮ
ＦｏｘＯ１ 可诱导其下游靶点 ＰＤＫ４ 的转录激活ꎬ

同时ꎬＰＤＫ４ 可使丙酮酸脱氢酶复合物磷酸化失活ꎬ
减少丙酮酸进入三羧酸循环ꎬ从而调节糖异生和糖

酵解途径ꎬ而葡萄糖￣６￣磷酸酶(Ｇ６Ｐａｓｅ)和磷酸烯醇

丙酮酸羧激酶 ( ＰＥＰＣＫ) 是催化糖异生的关键

酶[１９ꎬ２１]ꎮ 研究发现通过诱导 ＰＤＫ 基因ꎬ过氧化物

酶体增殖物激活受体 γ 激活因子 １α 将促进丙酮酸

代谢为乙酰辅酶 Ａꎬ进入糖异生途径ꎻ相反ꎬ抑制

ＰＤＫ４ 基因后ꎬ可降低血糖、改善 ＩＲ[２２]ꎮ 在肥胖小

鼠和 ＩＲ 的肝细胞中 ＰＥＰＣＫ 和 Ｇ６Ｐａｓｅ 表达明显增

加ꎬ而抑制 ＰＥＰＣＫ 和 Ｇ６Ｐａｓｅ 的表达可通过减少肝

糖异生从而逆转 ＩＲ[２３－２４]ꎮ 本实验中 ＤＭ＋Ｖ 组小鼠

骨骼肌中 ＰＥＰＣＫ 蛋白表达明显低于 ＤＭ 组小鼠ꎬ与
上述研究结果一致ꎬ但 Ｇ６Ｐａｓｅ 蛋白表达无明显差

异ꎬ可能是实验中注射 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 的时间较短所致ꎮ 因

此ꎬ进一步构建 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 过表达腺相关病毒载体ꎬ拟
研究长时间持续作用的 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 对糖脂代谢相关分

子基因和蛋白表达的影响ꎬ有待于更进一步证实

Ｖｉｓｆａｔｉｎ 在糖尿病及 ＩＲ 中的作用ꎮ
总之ꎬ在 ＫＫＡｙ 糖尿病小鼠骨骼肌组织中ꎬ

Ｖｉｓｆａｔｉｎ 可能通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 途径下调 ＦｏｘＯ１、ＰＤＫ４
的表达ꎬ发挥改善糖脂代谢和 ＩＲ 的作用ꎮ 本研究也

存在一定的局限性ꎬ后续将继续完成过表达腺相关

病毒实验ꎬ同时用腺相关病毒干扰 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１
信号通路后观察 ＦｏｘＯ１ 及其下游分子的表达变化ꎬ
以期为糖尿病和 ＩＲ 防治提供潜在的视点ꎮ
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２０２０ꎬ ３０(１): ４５－５０.

[２１] 　 Ｘｉａｎｇ Ｊꎬ Ｌｖ Ｑꎬ Ｙｉ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｅｔａｒｙ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｎｅ ｔｅａ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｖｉａ ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０１９ꎬ ２４(１０): １８６６
－１８８８.

[２２] 　 杨蕊ꎬ 朱奕ꎬ 王颖ꎬ 等. 丙酮酸脱氢酶激酶 ＰＤＫ４ 在临床中的

研究进展 [Ｊ] . 中国医院药学杂志ꎬ ２０１９ꎬ ３９(１): １０１－１０５.
[２３] 　 Ｘｉａｏ Ｑꎬ Ｚｈａｎｇ Ｓꎬ Ｙａｎｇ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｇ１ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ

ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅａｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ
ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ ＡＭＰＫ / ＮＦ￣κＢ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ ] . Ｉｎｔ Ｊ
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌꎬ ２０１９ꎬ ２０１９: ７５１４８０２.

[２４] 　 Ｆａｎｇ Ｐꎬ Ｓｕｎ Ｙꎬ Ｇｕ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂａｉｃａｌｉｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｉｎｓｕｌｉｎ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐ３８
ＭＡＰＫ / ＰＧＣ￣１α ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ ] . Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２０１９ꎬ
６４: １５３０７４.

〔收稿日期〕２０２０－０８－１４

３２中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９
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齐伟ꎬ 李丽ꎬ 张岳ꎬ 等. 基于 ＮＦ￣κＢ / ＩκＢα 信号通路探讨“通经利浊”针法对急性痛风性关节炎大鼠保护作用的机制研究 [Ｊ].
中国比较医学杂志ꎬ ２０２１ꎬ ３１(９): ２４－２９.
Ｑｉ Ｗꎬ Ｌｉ Ｌꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ “ｓｍｏｏｔｈｅｎ ｍｅｒｉｄｉａｎ ａｎｄ ｃｌｅａｒ ｔｕｒｂｉｄ ｄａｍｐｎｅｓｓ” ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ
ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＮＦ￣κＢ / ＩκＢα ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ [Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０２１ꎬ ３１(９): ２４－２９.
ｄｏｉ: １０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７１－７８５６. ２０２１. ０９. ００４

[基金项目]国家自然科学基金项目(８２０７４５７０ꎬ８１７７４３９３)ꎻ吉林省科技发展计划项目(２０１６０１０１２２３ＪＣ)ꎻ吉林省教育厅“十三五”科学技术

项目(ＪＪＫＨ２０２００８７６ＫＪ)ꎮ
[作者简介]齐伟(１９７４—)ꎬ男ꎬ教授ꎬ博士生导师ꎬ研究方向:颈肩腰腿痛的临床及机理研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｑｉｗｅｉ０８０２＠ １２６.ｃｏｍ
[通信作者]王朝辉(１９７３—)ꎬ女ꎬ教授ꎬ博士生导师ꎬ研究方向:特定穴配伍规律研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｗｚｈｑｉｗｅｉ＠ １２６.ｃｏｍ

王淑敏(１９６５—)ꎬ女ꎬ教授ꎬ博士生导师ꎬ研究方向:微生物与生化药物的研究与开发ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｗａｎｇｓｍ＠ ｃｃｕｃｍ.ｅｄｕ.ｃｎ
∗共同通信作者

基于 ＮＦ￣κＢ / ＩκＢα 信号通路探讨“通经利浊”针法对
急性痛风性关节炎大鼠保护作用的机制研究

齐　 伟１ꎬ２ꎬ李　 丽１ꎬ张　 岳３ꎬ穆双双３ꎬ胡　 德３ꎬ王淑敏３∗ꎬ王朝辉１∗

(１.长春中医药大学针推学院ꎬ长春　 １３０１１７ꎻ２.深圳市宝安纯中医治疗医院骨伤科ꎬ深圳　 ５１８１０１ꎻ
３.长春中医药大学药学院ꎬ长春　 １３０１１７)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在探讨“通经利浊”针法对急性痛风性关节炎大鼠潜在的保护机制ꎮ 方法　 模型组

通过注射单钠尿酸盐(ＭＳＵ)诱发大鼠急性痛风性关节炎ꎮ 治疗组对大鼠进行“通经利浊”针法针刺治疗 ７ ｄꎬ对照

组口服秋水仙碱(１ ｍｇ / ｋｇ)给药 ７ ｄꎮ 结果 　 实验结果表明ꎬ注射 ＭＳＵ 可显著提高血清促炎细胞因子白介素￣１β
(ＩＬ￣１β)、白介素￣６( ＩＬ￣６) 和肿瘤坏死因子￣α( ＴＮＦ￣α) 的水平ꎬ应用“通经利浊” 针法针刺治疗效果显著逆转

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ通过组织病理学检查ꎬ进一步明确了“通经利浊”针法的疗效ꎬ并对其保护作用机制进行了研究ꎬ结果表

明“通经利浊”针法针刺抑制了 ＭＳＵ 诱导的核因子 κＢ(ＮＦ￣κＢ)通路的激活ꎮ ＭＳＵ 诱发后ꎬ“通经利浊”针法针刺显

著抑制了 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 的活化和蛋白 κＢ￣α(ＩκＢα)的降解ꎮ 结论　 “通经利浊”针法针刺可能通过抑制 ＮＦ￣κＢ / ＩκＢα
信号通路的激活从而起到对 ＭＳＵ 诱发的急性痛风性关节炎的保护作用ꎮ

【关键词】 　 “通经利浊”针法ꎻ急性痛风性关节炎ꎻ大鼠模型ꎻＮＦ￣κＢ / ＩκＢα
【中图分类号】 Ｒ￣３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ (２０２１) ０９－００２４－０６

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ “ｓｍｏｏｔｈｅｎ ｍｅｒｉｄｉａｎ ａｎｄ ｃｌｅａｒ ｔｕｒｂｉｄ ｄａｍｐｎｅｓｓ”
ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ

ＮＦ￣κＢ / ＩκＢα ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

ＱＩ Ｗｅｉ１ꎬ２ꎬ ＬＩ Ｌｉ１ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｕｅ３ꎬ ＭＵ Ｓｈｕａｎｇｓｈｕａｎｇ３ꎬ ＨＵ Ｄｅ３ꎬ ＷＡＮＧ Ｓｈｕｍｉｎ３∗ꎬ ＷＡＮＧ Ｚｈａｏｈｕｉ１∗

(１. Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ￣Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ ａｎｄ Ｔｕｉｎａꎬ Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ １３０１１７ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓꎬ Ｂａｏ’ａｎ Ａｕｔｈｅｎｔｉｃ ＴＣＭ Ｔｈｅｒａｐｙ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ５１８１０１. ３. Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ ａｎｄ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ

Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ １３０１１７)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ “ｓｍｏｏｔｈｅｎ ｍｅｒｉｄｉａｎ ａｎｄ ｃｌｅａｒ ｔｕｒｂｉｄ
ｄａｍｐｎｅｓｓ” (ＳＭＣＴＤ) ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｔｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ ｒａｔｓ ｂｙ ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ ｕｒａｔｅ (ＭＳＵ) ｃｒｙｓｔａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｎｅｘｔꎬ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＳＭＣＴＤ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｆｏｒ ７ ｄ ｏｒ ｏｒａｌｌｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅ (１ ｍｇ / ｋｇ) ｆｏｒ ７ ｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ＭＳＵ ｃｒｙｓｔａｌ



ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ (ＩＬ)￣１βꎬ
ＩＬ￣６ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α (ＴＮＦ￣α). Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＳＭＣＴＤ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅｓｅ ＭＳＵ ｃｒｙｓｔａｌ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＭＣＴＤ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ. Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｉｔｓ ａｃｔｉｏｎｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＳＭＣＴＤ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ(ＮＦ￣κＢ) ｐａｔｈｗａｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＭＳＵ ｃｒｙｓｔａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. ＳＭＣＴＤ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ κＢ￣α (ＩκＢα) ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ＭＳＵ ｃｒｙｓｔａｌ
ｃｈａｌｌｅｎｇｅ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔａｋｅｎ ｔｏｇｅｔｈｅｒꎬ ｏｕｒ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅ ｔｈａｔ ＳＭＣＴＤ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｈａｓ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＭＳＵ
ｃｒｙｓｔａｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬ ｐｒｏｂａｂｌｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＮＦ￣κＢ / ＩκＢα ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 “ ｓｍｏｏｔｈｅｎ ｍｅｒｉｄｉａｎ ａｎｄ ｃｌｅａｒ ｔｕｒｂｉｄ ｄａｍｐｎｅｓｓ” ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅꎻ ａｃｕｔｅ ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎻ ｒａｔ ｍｏｄｅｌꎻ
ＮＦ￣κＢ / ＩκＢα

　 　 痛风是炎症性关节炎的一种形式ꎬ是由于单钠

尿酸盐(ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ ｕｒａｔｅꎬ ＭＳＵ)晶体在人体组织

和体液中的沉积所致ꎮ 由于饮食和生活习惯的改

变ꎬ在工业化国家中至少有 ４％的成年人受到痛风

的困扰[１－２]ꎮ 痛风的治疗通常需要联合使用抗炎药

物和降尿酸药物ꎬ如非甾体抗炎药 /环氧化酶抑制

剂、秋水仙碱、糖皮质激素、丙磺舒和别嘌醇[３]ꎮ 尽

管短期药物治疗对痛风有益ꎬ但痛风极易反复发

作ꎬ同时长期药物治疗则会产生副作用[４]ꎮ 综上ꎬ
临床上迫切需要疗效更好、安全性更高的抗痛风药

物及疗法ꎮ
近期的研究多集中在寻找治疗痛风性关节炎

而无明显不良反应的替代疗法上ꎮ 针灸是替代医

学的一种形式ꎬ因为它的不良反应发生率非常低ꎬ
几乎无副作用ꎬ并且在治疗疼痛相关疾病中疗效确

切[５－６]ꎬ因此针灸在患者中很受欢迎ꎮ 同时ꎬ探索针

灸发挥疗效的生化机制越来越受到重视ꎮ 研究认

为针刺刺激可以激活位于特定穴位深处的神经纤

维和受体ꎮ 皮肤和深部组织损伤可能伴随着局部

炎症反应[７]ꎮ
针灸参与调节炎症性疼痛已有文献报道[８－１０]ꎮ

在弗氏佐剂诱导的炎症模型中ꎬ电针可减轻炎症剂

引起的疼痛反应和脊髓中谷氨酸受体的表达[９]ꎮ
在角叉菜胶诱发的炎症模型中ꎬ针刺联合亚有效剂

量的 Ｎ￣甲基￣Ｄ￣天冬氨酸受体拮抗剂可延长抗痛觉

反应的时间ꎬ且无明显副作用[１０]ꎮ 另有研究表明ꎬ
电针可抑制大鼠的脊髓背角星形胶质细胞活性ꎬ并
减少了炎性细胞因子 ＩＬ￣６、 ＩＬ￣１ 和 ＴＮＦ￣α 的释

放[１１]ꎮ 此外ꎬ针刺可明显抑制关节炎模型中ＩＬ￣１β
的上调[１２]ꎮ 鞘内注射 ＩＬ￣１ 受体拮抗剂可显著缓解

癌症引起的痛觉反应ꎬ这表明针刺是通过抑制ＩＬ￣１β
的表达来缓解骨癌引起的疼痛[１３]ꎮ

临床观察发现针刺对急性痛风性关节炎显示

出良好的治疗效果[１４]ꎬ针刺对 ＭＳＵ 诱导的大鼠急

性痛风性关节炎同样有效[１５]ꎮ 针刺“通经利浊”针
法是治疗急性痛风性关节炎的有效临床方法[１６]ꎮ
通经利浊针法取足阳明之足三里与足太阴之阴陵

泉ꎬ均属合穴ꎬ此两穴相配有健脾、化湿通络之功ꎮ
再选取三阴交以活血化瘀、宣壅通络、利尿通淋ꎬ促
进湿浊邪气从小便排出ꎮ 此三穴共用ꎬ共奏清热利

湿ꎬ宣壅通络之效ꎮ
但是ꎬ“通经利浊”针法针刺对急性痛风性关节

炎的保护作用机制尚不清楚ꎮ 本研究的目的是探

讨“通经利浊”针法针刺治疗保护 ＭＳＵ 诱导的大鼠

急性痛风性关节炎的作用机制ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 从辽宁长生生物技术有限公司 [ ＳＣＸＫ(辽)
２０２０￣０００１]购买了无特定病原级( ｓｐｅｃｅｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ
ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)雄性 ＳＤ 大鼠 ４０ 只ꎬ６ 周龄ꎬ体重(２２０±
２０)ｇꎮ 大鼠自由获取食物和水ꎬ常规饲养 １ 周ꎮ 本

研究经过长春中医药大学伦理委员会批准(ＩＡＣＵＣ￣
２０１９０１６９)ꎬ 在 长 春 中 医 药 大 学 动 物 中 心 喂 养

[ＳＹＸＫ(吉)２０１８￣００１４]ꎬ严格按照中国实验动物管

理法规处理动物ꎬ遵守 ３Ｒ 原则ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 秋水仙碱片(Ｃ２２Ｈ２５ＮＯ６ꎬ分子量:３９９􀆰 ４４)购自

昆明制药ꎻ 单钠尿酸盐 ( Ｃ５Ｈ３Ｎ４Ｏ３Ｎａꎬ 分 子 量:
１９０􀆰 ０９)购自 ＳｉｇｍａꎻＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 试剂盒均

购自南京建成ꎻ抗￣ｐ￣ＮＦ￣κＢｐ６５、抗￣ＮＦ￣κＢｐ６５、抗￣ｐ￣
ＩαＢα、抗￣ＩκＢα 等所有抗体均购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻ小型动物麻醉机(ＶＭＲ 型)购自 ＭＡＴＲＸ
(美国)ꎻ电针仪(ＳＤＺ￣Ｖ 型)购自华佗ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物模型建立及分组

　 　 将动物分为 ４ 组(每组 ｎ ＝ １０):(１)空白组ꎻ
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(２)模型组ꎻ(３) “通经利浊”针法组ꎻ(４)秋水仙碱

组ꎮ 秋水仙碱组大鼠口服秋水仙碱(１ ｍｇ / ｋｇ)７ ｄꎬ
而空白组和模型组则给予相同量的生理盐水灌胃ꎮ
针刺治疗根据参考文献[１７]中的定位方法选择“后三

里”、“阴陵泉”、“三阴交”ꎮ 使用小型动物麻醉机麻

醉后ꎬ针刺“后三里”ꎬ直刺 ５ ｍｍꎻ“阴陵泉”ꎬ直刺

５ ｍｍꎻ“三阴交”ꎬ直刺 ３ ｍｍꎮ 针刺后用电针仪ꎬ以
一侧的后三里￣三阴交为连续电针连接对穴ꎬ取连续

波(２ Ｈｚꎬ０􀆰 ６ ｍＡꎬ０􀆰 ４５ ｍｓ)行电针刺激ꎬ以大鼠的

大腿轻轻抖动ꎬ不影响麻醉效果为度ꎮ 每日针刺

１ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ７ 次为 １ 疗程ꎬ共干预 １ 疗程ꎮ 针

刺组和秋水仙碱组在急性痛风性关节炎模型建立

前７ ｄ接受治疗ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 急性痛风性关节炎模型

　 　 参照 Ｓｈｉｅｌｓ 等[１８]研究方法制备得到了 ＭＳＵ 晶

体ꎬ洗涤并风干ꎮ 将 ２５０ ｍｇ ＭＳＵ 晶体溶于１０ ｍＬ溶
液(生理盐水:聚山梨酯￣８０ ＝ ９ ∶１)中制得浓度为 ２５
ｍｇ / ｍＬ 的 ＭＳＵ 溶液ꎮ 第 ７ 天将此溶液注入右膝关

节腔诱发急性痛风性关节炎模型后ꎬ即从双眼眶后

神经丛收集血液样品 １ ｍＬꎬ２５００ ｒ / ｍｉｎ 下离心 １５
ｍｉｎꎬ将血清储存在－２０℃下保存直至使用ꎮ 大鼠关

节腔内注射 ＭＳＵ 晶体后关节炎迅速出现ꎬ关节炎发

生率 １００％[１９]ꎮ 具体表现为大鼠活动明显减少ꎬ关
节周围局部出现红斑、肿胀伴功能障碍ꎬ如行走迟

缓、肢体不愿着力负重ꎮ 显微镜下可见明显的关节

炎病理改变ꎬ确认造模成功[２０]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 促炎症细胞因子检测

　 　 酶联免疫吸附试验测定 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 水

平:分离血清 １ ｄ 后ꎬ根据生产商说明书进行操作ꎬ
检测血清中的促炎症细胞因子水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 组织病理学检查

　 　 处死大鼠后ꎬ将膝盖样品在关节线上方和下方

分别切开 ０􀆰 ５ ｃｍꎮ 然后将组织固定在 １０％中性福

尔马林缓冲液中ꎬ石蜡浸润ꎬ包埋并制成 ５ μｍ 厚切

片ꎮ 用苏木精和伊红(ＨＥ)染色法将切片脱蜡并染

色ꎮ 在显微镜下以 ２００ 倍的放大倍率观察切片ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

　 　 将膝盖样品切成小块后在 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液中

混合ꎬ在冰浴下匀浆ꎮ 静置 ３０ ｍｉｎꎬ将样品在 ４℃下

１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎꎮ 收集上清液ꎬ使用 ＢＣＡ
试剂盒ꎬ以牛血清白蛋白作为标准品测定蛋白质浓

度ꎮ 将上清液加载到 １２％蛋白凝胶上ꎬ并用聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离(１２０ Ｖꎬ２００ ｍＡꎬ６０ Ｗꎬ５ ｈ)ꎬ蛋

白质被转移到 ＰＶＤＦ 膜上(３００ Ｖꎬ２００ ｍＡꎬ６０ Ｗꎬ
２ ｈ)ꎮ 用 ５％脱脂奶封闭 ２ ｈꎮ 将膜与单独的一抗、
抗￣ｐ￣ＮＦ￣κＢｐ６５、 抗￣ＮＦ￣κＢｐ６５、 抗￣ｐ￣ＩαＢα、 抗￣ＩκＢα
和抗 ＧＡＰＤＨ 共同在 ４℃下孵育过夜ꎬ用 ＴＢＳＴ 缓冲

液洗涤后ꎬ将膜与二抗在室温下孵育 ２ ｈꎮ 使用 ＥＣＬ
化学发光检测试剂盒对免疫反应性条带成像ꎬ使用

Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ ４􀆰 １(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)进行信号收集和光密度图

像分析ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行数据分析ꎬ结果以平

均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组间比较采用单因素方

差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ 检验ꎬＰ<０􀆰 ０５ 被认为具

有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 “通经利浊”针法针刺对促炎症细胞因子的

影响

　 　 与空白组相比ꎬ模型组的 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 水

平显著升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 通过“通经利浊”针法针刺

治疗可以显著逆转由 ＭＳＵ 晶体引起的促炎症细胞

因子升高ꎮ 秋水仙碱组与针法组的疗效类似(图
１)ꎮ
２􀆰 ２　 “通经利浊”针法针刺对膝关节组织学变化的

影响

　 　 在空白组动物的右膝关节病理切片中可观察

到正常的关节结构和骨关节(图 ２Ａ)ꎮ ＭＳＵ 晶体诱

发的急性痛风性关节炎大鼠(模型组)表现出轻度

滑膜水肿ꎬ关节间隙变小ꎬ关节侵蚀明显(图 ２Ｂ)ꎮ
与之相反ꎬ秋水仙碱组(图 ２Ｃ)和“通经利浊”针法

组(图 ２ Ｄ)抑制 ＭＳＵ 晶体诱发的急性痛风性关节

炎大鼠的关节侵蚀ꎬ关节间隙增加ꎮ
２􀆰 ３　 “通经利浊”针法针刺对 ＮＦ￣κＢ 信号通路的

影响

　 　 本研究检测“通经利浊”针法针刺或秋水仙碱预

治疗是否会影响 ＮＦ￣κＢ 通路的活化ꎮ 结果表明ꎬ通
过 ＭＳＵ 晶体处理可增加 ＮＦ￣κＢｐ６５ 含量ꎬ而通过“通
经利浊”针法针刺或秋水仙碱预处理可有效降低其含

量(Ｐ<０􀆰 ０１ꎬＰ<０􀆰 ０１)(图 ３Ａ)ꎮ 此外ꎬＭＳＵ 晶体激发

导致了 ＩκＢα 磷酸化和随后的降解(图 ３Ｂ)ꎮ 然而ꎬ通
过“通经利浊”针法针刺或秋水仙碱预处理ꎬＭＳＵ 晶

体诱导的 ＩκＢα 磷酸化降低(Ｐ<０􀆰 ０１)(图 ３Ｃ)ꎮ 上述

结果均表明ꎬ“通经利浊”针法针刺的治疗通过抑制

ＮＦ￣κＢ / ＩκＢα 信号通路的活化而发挥作用ꎮ
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注:Ａ:白介素￣１βꎻＢ:白介素￣６ꎻＣ:肿瘤坏死因子￣αꎮ 与空白组相比ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 １　 “通经利浊”针法对促炎症细胞因子的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ＩＬ￣１β. Ｂꎬ ＩＬ￣６. Ｃꎬ ＴＮＦ￣α. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＭＣＴＤ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ.

注:Ａ:空白组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:秋水仙碱组(１ ｍｇ / ｋｇ)ꎻＤ:“通经利浊”针法组ꎮ

图 ２　 “通经利浊”针法对踝关节组织病理学检查的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ Ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅｓ ｇｒｏｕｐ (１ ｍｇ / ｋｇ) . Ｄꎬ ＳＭＣＴＤ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＭＣＴＤ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ

注:与空白组相比ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ３　 “通经利浊”针法对 ＮＦ￣кＢ 信号通路的影响

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＭＣＴＤ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ＮＦ￣кＢ ｐａｔｈｗａｙ

３　 讨论

　 　 尿酸单钠晶体诱导的急性痛风性关节炎模型

是由晶体沉积或急性结晶引起的ꎮ 多项研究表明ꎬ
ＭＳＵ 模型引起的症状与临床观察到的症状类

似[２１]ꎬ如水肿、红斑以及跛行ꎮ ＭＳＵ 引起短暂的炎

症反应ꎬ其特征为在关节中的晶体沉积ꎬ同时伴有

大量多形核中性粒细胞吞噬、炎症性水肿和严重疼

痛[２２]ꎮ 从本研究的组织病理学检查结果来看ꎬＭＳＵ
可导致膝关节肿胀、跛行和伤害行为ꎮ “通经利浊”
针法或秋水仙碱的预治疗可显著缓解 ＭＳＵ 引起的

机械性异常性疼痛ꎬ并减少嗜中性粒细胞向关节间

７２中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



隙的强烈浸润ꎮ
炎症是诱发急性痛风性关节炎的关键因素ꎮ

在实验研究中ꎬ炎症过程是由 ＭＳＵ 晶体在周围组织

中沉积引起的ꎮ ＭＳＵ 晶体与骨髓中的 Ｔ 淋巴细胞

相互作用ꎬ活化炎症小体ꎬ从而促进 ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣１８ 产

生[２３]ꎮ 活化的炎性细胞因子促进炎性介质的表达ꎬ
这些介质负责 Ｔ 细胞的生长分化ꎬ是急性痛风性关

节炎的主要病理特征[２４]ꎮ 此外ꎬ当前研究表明ꎬ活
化的炎症小体可触发炎症级联反应并将幼稚 Ｔ 细

胞极化为促炎性 Ｔｈ 亚群ꎬ进而增强炎症反应[２５]ꎮ
本研究中ꎬ炎症应激与 ＭＳＵ 引起的ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 和

ＩＬ￣６ 显著升高相关ꎮ “通经利浊”针法针刺或秋水

仙碱治疗可明显降低血清中 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６
的水平ꎬ这表明两者的治疗效果可能与抗炎特性

有关ꎮ
促炎症细胞因子的分泌和成熟受到 ＮＦ￣κＢ 信

号传导的严格调节ꎮ 研究表明疾病发生后组织周

围的吞噬细胞会被激活ꎬ分泌大量的促炎因子(如
ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 等) 直接对周围组织造成伤

害ꎬ在细胞中ꎬＮＦ￣κＢ 通过与细胞质中的 ＩκＢ 家族相

互作用而失活ꎮ 具体过程如下:促炎症因子激活

ＮＦ￣κＢ 抑制蛋白(ＩｋＢ)激酶复合体ꎬ使其磷酸化ꎬ经
蛋白酶小体水解后ꎬ与 ＮＦ￣κＢ 发生解离ꎬ解除其对

ＮＦ￣κＢ 的抑制作用ꎬ进而暴露 ＮＦ￣κＢ 的 ｐ５０ 亚基ꎬ
使其移位细胞核与靶基因启动区或增强子的ＮＦ￣κＢ
位点结合ꎬ启动促炎因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 等基

因的表达ꎬ使得 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 等合成和分泌

增加ꎬ进一步加剧损伤ꎻ反过来ꎬ上述促炎因子又可

以加速活化 ＮＦ￣κＢ 在组织间不断扩散及ＮＦ￣κＢ核移

位ꎬ形成恶性循环[２６－２７]ꎮ 当用 ＭＳＵ 晶体刺激时ꎬ
ＩκＢα 被 ＩκＢ 激酶复合物激活和降解ꎬ这使得 ＮＦ￣κＢ
易位进入细胞核并与靶基因结合[２８]ꎮ 活化的 ＮＦ￣
κＢ 增加了促炎症细胞因子、趋化因子等的基因表

达ꎬ最终导致了严重的炎症反应[２９]ꎮ 本实验结果表

明ꎬ“通经利浊”针法针刺或秋水仙碱能抑制 ＩκＢα
磷酸化和降解ꎮ 此外ꎬ“通经利浊”针法针刺或秋水

仙碱给药ꎬ能减弱 ＭＳＵ 晶体诱导引起的 ＮＦ￣κＢｐ６５
核易位ꎮ

针灸是治疗与痛风相关疾病(包括痛风性关节

炎)的主流替代疗法ꎮ 其副作用小ꎬ很容易被患者

接受ꎮ “通经利浊”针法是中医治疗痛风性关节炎

的一种康复方法[３０]ꎮ 在临床患者和实验动物中ꎬ将
穴位足三里、阴陵泉和三阴交联合使用可有效治疗

痛风性关节炎[３１－３２]ꎮ 在本研究中ꎬ经“通经利浊”针
法针刺治疗后显著减轻了 ＭＳＵ 引起的大鼠急性痛

风性关节炎ꎬ这为“通经利浊”针法治疗痛风性关节

炎提供了进一步的实验支持ꎮ
综上ꎬ本研究表明“通经利浊”针法针刺对 ＭＳＵ

晶体诱发的急性痛风性关节炎模型具有良好的疗

效ꎬ其作用机制可能是通过介导 ＮＦ￣κＢ / ＩκＢα 信号

通路抑制促炎症细胞因子ꎮ 但仍存在不足ꎬ与 Ｔ 细

胞亚群的关系仍需要进一步研究ꎬ相关实验正在进

行中ꎮ
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四种新西兰大白兔宫腔粘连模型的建立与评价及
其对子宫内膜容受性的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨建立稳定有效且符合临床病理特征的宫腔粘连( ｉｎｔｒａｕｔｅｒｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎꎬ ＩＵＡ)实验动物模

型及四种不同造模方法对子宫内膜容受性的影响ꎮ 方法　 将雌性普通级新西兰大白兔随机分为 ５ 组ꎬ按照损伤方

式的不同将其分为假手术组、机械损伤组、化学损伤组、热损伤组和机械损伤合并感染组ꎬ在术后 ４、７、１４ 和 ２８ ｄ 收

集兔双侧子宫组织ꎬ观察两侧子宫内膜病理改变ꎬ使用苏木精￣伊红(Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬ ＨＥ)染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色分

析两侧子宫内膜的厚度、腺体数目和纤维化面积比率ꎬ以评估粘连的严重程度ꎻ并通过生殖功能实验检测其妊娠率

和子宫胚胎着床数目等生育功能方面的差异ꎮ 结果　 病理组织学观察显示ꎬ造模后 ７ 和 １４ ｄꎬ化学损伤组、机械感

染双损伤组和热损伤组相比假手术组ꎬ其子宫内膜厚度和腺体数目均有下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ子宫内膜纤维化面积比增

高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而机械损伤组差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 造模后 １４ ｄꎬ相比假手术组ꎬ化学损伤组妊娠率和子宫

胚胎着床数目下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ热损伤组兔子宫胚胎着床数目下降更加明显(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 造模后 ２８ ｄꎬ除热损伤组

外其余三组基本恢复ꎮ 结论　 总体而言ꎬ化学损伤造模法其雌兔子宫病理组织学变化与临床人类中重度 ＩＵＡ 特征

更为接近ꎬ可以作为一种有效的模拟人类中重度 ＩＵＡ 模型的方法ꎬ进一步为深入研究 ＩＵＡ 的发病机制及治疗提供
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ｄａｍａｇｅ: ｃｈｅｍｉｃａｌꎬ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌꎬ ｔｈｅｒｍａｌꎬ ａｎｄ ｓｈａｍ￣ｏｐｅｒａｔｅｄ (ｃｏｎｔｒｏｌ) ｇｒｏｕｐｓ. Ｒａｂｂｉｔ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ
ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ４ꎬ ７ꎬ １４ ａｎｄ ２８ ｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｏｎ ｂｏｔｈ ｓｉｄｅｓ ｏｆ ｔｈｅ



ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍꎬ ｕｓｉｎｇ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｇｌａｎｄｓ ａｎｄ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｒｅａ ｒａｔｉｏｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ａｄｈｅｓｉｏｎｓ. Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｒａｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏ
ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｂｏｔｈ
ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｌａｎｄｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ￣ｉｎｊｕｒｅｄ ａｎｄ ｈｅａｔ￣ｉｎｊｕｒｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ７ ａｎｄ １４ ｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｒｅａ ｒａｔｉｏ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
(Ｐ<０􀆰 ０５). Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ. Ａｔ １４ ｄ ａｆｔｅｒ
ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｔｈｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｕｔｅｒｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｅｍｂｒｙｏ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<０􀆰 ００１) ｉｎ ｔｈｅ ｈｅａｔ￣
ｉｎｊｕｒｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ａｆｔｅｒ ２８ ｄ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌꎬ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｈａｄ ｂａｓｉｃａｌｌｙ
ｒｅｃｏｖｅｒｅｄꎬ ｂｕｔ ｎｏｔ ｔｈｅ ｈｅａｔ ｄａｍａｇｅ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｉｎ ｇｅｎｅｒａｌꎬ ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｒａｂｂｉｔ ｕｔｅｒｉ
ａｆｔｅｒ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍｏｄｅｒａｔｅ ａｎｄ ｓｅｖｅｒｅ ＩＵＡ ｉｎ ｈｕｍａｎｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ
ｔｈｉｓ ａｐｐｒｏａｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｍｏｄｅｒａｔｅ ａｎｄ ｓｅｖｅｒｅ ｈｕｍａｎ ＩＵＡꎬ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ
ｆｕｔｕｒｅ ｉｎ￣ｄｅｐｔｈ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＩＵＡ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎꎻ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｒｅｃｅｐｔｉｖｉｔｙꎻ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎻ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔ

　 　 宫腔粘连( ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎｓꎬ ＩＵＡ)主要由

外伤或手术引起的子宫内膜损伤ꎬ导致宫腔部分或

完全闭塞ꎬ并伴有进行性纤维化严重的宫腔粘连ꎬ
可能导致不孕、反复流产、腹痛和其他不良妊娠结

局[１－３]ꎮ 产后刮宫术最容易导致 ＩＵＡ 的发生ꎬ临床

９０％的 ＩＵＡ 与其相关[４]ꎮ 宫腔粘连的形成涉及一

系列复杂的机制ꎮ 在激素刺激下ꎬ正常子宫内膜在

整个生殖周期中都表现出从基底层再生功能层的

能力[５]ꎮ 一旦子宫内膜受损而无法修复ꎬ子宫腔内

形成纤维粘连ꎬ粘连性结缔组织缺乏血液循环ꎬ形
成动脉纤维化伴血管闭塞性损伤ꎬ导致局部缺氧坏

死ꎬ从而影响着床和妊娠[６－９]ꎮ 此外ꎬ细胞外基质的

内稳态被破坏将会产生异常的炎症反应ꎬ也会降低

子宫内膜容受性[１０－１２]ꎮ ＩＵＡ 治疗的主要目的是重

建宫腔并恢复子宫内膜功能ꎬ然而对于基底层严重

受损和功能性子宫内膜丧失的中重度 ＩＵＡꎬ由于当

前研究缺乏高效稳定且符合临床病理特征的 ＩＵＡ
动物模型ꎬ子宫内膜再生仍然是一个巨大的挑战ꎮ

目前 ＩＵＡ 建模方法包括各种自制刮匙和手术

刀造成的机械损伤、电刀和双向电极造成的电烧

伤、酒精造成的化学损伤和细菌脂多糖造成的感染

损伤[１３－１４]ꎮ 这些造模方法的损伤部位不同ꎬ损伤程

度不一ꎬ造模后的效果评价也无固定的标准ꎮ 另

外ꎬ这些模型的建立涉及子宫外浆膜层和肌层的穿

透ꎬ可能会导致子宫全层损伤ꎬ这与典型临床因素

引起的 ＩＵＡ 病理特征不同ꎮ 在本研究中我们采用

乙醇灌注、１００℃沸水、机械损伤和机械损伤合并感

染(宫腔留置 ＬＰＳ 棉线)的方法建立新西兰大白兔

ＩＵＡ 模型ꎬ并从形态学和病理组织学方面对模型的

有效性和行为表征进行了优化比较和评价ꎬ同时检

测造模后其对子宫内膜容受性和生育力的影响ꎬ旨
在建立稳定高效符合临床 ＩＵＡ 病理特征的 ＩＵＡ 动

物模型从而为探讨 ＩＵＡ 的损伤修复及防治机制提

供初步依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 普通级健康成年未孕雌性新西兰大白兔 １２５
只ꎬ普通级健康成年雄性新西兰大白兔 ８ 只ꎬ兔龄

６~８周ꎬ体重 ２􀆰 ４~２􀆰 ６ ｋｇꎬ购自广东省医学实验动物

中心[ＳＣＸＫ(粤)２０１９￣００２３]ꎮ 分笼饲养ꎬ使用标准

颗粒饲料ꎬ适应性喂养 ７ ｄ 后进行后续实验ꎬ其间自

由摄食和饮水ꎬ室温(２２±２)℃ꎬ湿度 ４５％ ~ ６５％ꎬ通
风良好ꎬ定期进行 １４ ｈ ∶１０ ｈ 的光暗循环ꎮ 兔子宫

组织取材和相关实验于中国人民解放军南部战区

总医院实验动物中心实验室内进行 [ ＳＹＸＫ(粤)
２０１９￣０１００]ꎮ 动物实验过程中ꎬ严格按照 ３Ｒ 原则给

予人道主义关怀ꎬ通过中国人民解放军南部战区总

医院动物实验伦理审查(２０１９１０２５０２)ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 脂多糖(ＬＰＳꎬＳｉｇｍａꎬ美国)ꎻＭａｓｓｏｎ 染色试剂盒

(Ｓｉｇｍａꎬ美国)ꎻＢＸ￣５１ 显微镜系统及数字图像采集

系统(Ｏｌｙｍｐｕｓꎬ日本)ꎻ计算机图像分析系统 Ｉｍａｇｅ￣
ＰｒｏＰｌｕｓ６􀆰 ０(ＳｉｌｖｅｒＳｐｒｉｎｇꎬ美国)等ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 脂多糖手术缝线制备

　 　 称取 ０􀆰 ６ ｍｇ 细菌脂多糖溶于 １００ ｍＬ 无菌生理

盐水中ꎬ配成浓度为 ６ ｍｇ / Ｌ 的脂多糖溶液ꎬ将其置于

４℃冰箱中保存ꎬ将 ０ 号医用无菌手术缝线(１０ ｃｍ)在
使用前 １ ｄ 浸泡在 ＬＰＳ 生理盐水中 ２４ ｈꎮ

１３中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



１􀆰 ３􀆰 ２　 实验分组及模型的制备

　 　 选用 １００ 只健康雌性普通级新西兰大白兔并将

其随机分为假手术组(Ｉ 组)、机械损伤组(ＩＩ 组)、热
损伤组(ＩＩＩ 组)、化学损伤组(ＩＶ 组)和机械感染双

损伤组(Ｖ 组)ꎬ每组 ２０ 只ꎻ余 ２５ 只雌兔随机分为假

手术组( Ｉ 组)、机械损伤组( ＩＩ 组)、热损伤组( ＩＩＩ
组)、化学损伤组( ＩＶ 组)和机械感染双损伤组(Ｖ
组)ꎬ每组 ５ 只ꎮ 后续实验均在其发情期进行ꎮ 成

年雌性新西兰白兔耳缘静脉注射 ２０％乌拉坦ꎬ剂量

为 ５ ｍＬ / ｋｇꎬ所有手术都由同一个研究者在无菌条

件下完成ꎮ 为了最大限度地减少偏差ꎬ子宫角被随

机分配进行处理ꎮ 具体操作步骤如下:麻醉后置于

仰卧位ꎬ下腹刮毛ꎬ用 １％碘酊消毒ꎮ 确认充分麻醉

后ꎬ在下腹正中纵切口 ２ ｃｍ 进入腹腔ꎬ找到双侧子

宫ꎬ根据分组给与相应处理后缝合子宫切口和腹部

切口ꎮ 假手术组:打开腹腔后不对子宫作任何处

理ꎬ关腹ꎮ 机械损伤组:首先在一侧子宫靠近卵巢

端中下 １ / ３ 处行 ０􀆰 ５ ｃｍ 纵切口手术ꎬ然后用８ ｍｍ
的子宫内膜刮匙器从 ４ 个不同方向(前、后、左、右)
搔刮子宫中上 ２ / ３ 处的子宫内膜ꎬ当宫腔内壁变得

粗糙有颗粒感时ꎬ停止刮宫ꎻ机械损伤合并感染(双
重损伤)双损伤 ＩＵＡ 模型按 Ｘｉａｏ 等[１５]研究方法ꎬ机
械损伤后兔子宫腔留置 ＬＰＳ 棉线 ２ ｄꎻ热损伤组 ＩＵＡ
模型按 Ｘｕ 等[１６] 研究方法ꎬ采用 １００℃热水损伤一

侧宫腔 １５ ｓ 后ꎬ用生理盐水冲洗腹膜腔和宫腔ꎻ化
学损伤组:将 ９５％的乙醇轻轻注入一侧子宫ꎬ损伤

３０ ｓ 后用生理盐水冲洗腹膜腔和宫腔ꎻ各造模组对

侧子宫均不做任何处理ꎮ 造模术后ꎬ给予每组每只

新西兰白兔每日十万 ＩＵ 青霉素ꎬ连续腹腔注射 ３ ｄꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 观察指标

　 　 (１)病理组织大体形态观察及切片染色

各组新西兰大白兔在造模 ４、７、１４ 和 ２８ ｄ 后ꎬ
开腹取出子宫并分离ꎬ首先观察其大体形态ꎬ是否

有粗糙、肿胀、变窄、弹性丧失和充血等形态学改

变ꎮ 然后将分离出的子宫置于 ４％多聚甲醛浸泡固

定后标准石蜡包埋ꎬ切成 ５ μｍ 切片以备后续染色ꎮ
(２)子宫内膜腺体数量检测

兔子宫组织样本的石蜡切片行 ＨＥ 染色ꎮ 将染

色的切片在室温下风干并用中性树脂固定ꎬ用显微

镜观察子宫形态ꎬ计算腺体数量ꎬ并在每张切片上

随机选择至少 ５ 个高倍镜视野图像ꎬ计算平均值ꎮ
(３)子宫内膜纤维化程度检测

兔子宫组织样本的石蜡切片行 Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎮ

使用 Ｍａｓｓｏｎ 染色试剂盒对石蜡包埋的载玻片进行

染色ꎮ 然后用显微镜观察纤维化ꎬ应用图像处理软

件 Ｉｍａｇｅ￣ＰｒｏＰｌｕｓ ６􀆰 ０ 计算每个视野中子宫内膜间

质纤维化(蓝色胶原纤维)面积与每个视野子宫内

膜间质及腺体总面积的比值ꎬ并在每张切片上随机

选择至少 ５ 个高倍镜视野图像ꎬ计算平均值ꎮ
(４)子宫内膜厚度检测

兔子宫组织样本的石蜡切片行 ＨＥ 染色和

Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎮ 采用图像处理软件 Ｉｍａｇｅ￣ＰｒｏＰｌｕｓ ６􀆰 ０
测量子宫内膜厚度ꎬ计算平均值ꎮ

(５)生殖功能检测

评价经过四种造模方法损伤过的兔子宫的生

殖功能ꎬ通过检测各造模组在妊娠率和增加胚胎着

床数方面的变化来评估受损雌兔子宫在接受受精

卵和为发育中的胎儿提供足够的营养ꎬ并支持胚胎

正常发育的功能ꎮ 造模后第 １４ 天ꎬ将假手术组、机
械损伤组、机械感染双损伤组、化学损伤组和热损

伤组每组各 ５ 只雌兔与雄兔合笼交配ꎬ在妊娠中期

(７~９ ｄ)处死雌兔ꎬ检查并记录各组子宫的妊娠率

及胚胎着床数目ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计软件进行统计分析ꎮ
所有的测量数据以平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ采用

双尾非配对和 ｔ 检验进行配对比较ꎬ组间比较采用

单因素方差分析 ( ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ) 和 Ｄｕｎｎｅｔｔ 检

验ꎮ 差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ数据条形图采用

ＧｒａｐｇＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行作图ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 子宫组织学损伤情况

　 　 观察各组子宫腔狭窄及出血水肿情况ꎮ 假手

术组兔宫腔形态规则ꎬ子宫内膜结构完整ꎮ 损伤 ４ ｄ
后ꎬ化学损伤和热损伤组兔宫腔形态规则ꎬ间质出

现出血、水肿ꎬ其余两组宫腔有未见明显肿胀或充

血ꎻ损伤后 ７ ｄꎬ四组兔子宫壁均有粗糙和有粘连带

出现ꎬ化学损伤和热损伤组兔部分宫腔缩小变窄ꎻ
损伤后 １４ ｄ 后ꎬ机械损伤组兔宫腔基本恢复正常形

态ꎬ未见出血水肿ꎬ机械感染双损伤组兔子宫壁粗

糙比较明显ꎬ化学损伤组部分宫腔水样扩张ꎬ宫腔

形态改变ꎻ损伤 ２８ ｄ 后ꎬ除热损伤组外ꎬ其余 ３ 组兔

子宫外观基本恢复ꎬ子宫壁光滑无粗糙感ꎬ出血水

肿基本消失ꎬ热损伤组兔部分子宫内膜组织出现坏

死脱落(图 １)ꎮ

２３ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



２􀆰 ２　 ＨＥ 染色评价损伤后子宫内膜腺体数目变化

　 　 ＨＥ 染色后ꎬ对照组子宫的浆膜、肌肉、子宫内

膜和上皮层均正常ꎬ组织结构连续完整ꎮ 上皮细胞

多为单层柱状ꎬ子宫内膜层富含管状腺体ꎬ间质细

胞均匀分布ꎮ 四组模型子宫内膜间质结构疏松ꎬ粘
膜下纤维化ꎬ可见散在的柱状细胞ꎬ腺体较少ꎬ部分

注:分离兔双侧子宫并观察其形态学变化ꎮ

图 １　 各组造模后子宫大体形态学变化

Ｎｏｔｅ. Ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｕｔｅｒｕｓｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｒｏｓｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｕｔｅｒｕｓ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

间质有大量炎性细胞浸润ꎬ并伴有不同程度的充血

和出血ꎮ 机械损伤组和机械感染双损伤组子宫内

膜功能层均有少量腺体再生ꎬ化学损伤组和热损伤

组均未观察到这种现象(图 ２)ꎮ 在造模后 ４、７、１４
和 ２８ ｄ 测定各组模型的子宫内膜腺体数目ꎮ 术后

４、７ 和 １４ ｄꎬ机械感染双损伤组、化学损伤组和热损

伤组相对于假手术组的子宫内膜腺体数目逐渐减

少ꎬ均具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ机械感染双损伤

组、化学损伤组造模 ２８ ｄꎬ相较于 １４ ｄ 的腺体数目

增多(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ而热损伤组子宫内膜腺体数目仍继

续下降ꎬ均具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎻ与假手术组

相比ꎬ机械损伤组的腺体数目略有减少ꎬ无显著差

异(Ｐ>０􀆰 ０５)(图 ３)ꎮ

２􀆰 ３　 Ｍａｓｓｏｎ 染色评价损伤后纤维化增生的变化

　 　 正常子宫的上皮、血管、腺体和肌肉染成红色ꎬ
而子宫内膜和子宫浆膜染成浅蓝色ꎬ表明胶原纤维

水平较低ꎮ 四组模型子宫内深蓝色染色面积均有

扩大ꎬ表明胶原纤维增生ꎮ 有部分子宫内膜碎片散

落宫腔内ꎬ间质细胞排列紊乱ꎬ胶原纤维分布不均

(图 ４)ꎮ 在造模后 ４、７、１４ 和 ２８ ｄ 测定各组模型的

纤维化面积比率ꎮ 术后 １４ ｄꎬ机械感染双损伤组、化
学损伤组和热损伤组子宫内膜纤维化面积比逐渐

增高ꎬ均具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ机械感染双损

伤组和化学损伤组在造模后 ２８ ｄꎬ纤维化面积比率

相较于 １４ ｄ 有所降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ而热损伤组纤维

化面积比仍继续增高ꎬ差异具有显著性(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎻ
与假手术组相比ꎬ机械损伤组的纤维化面积比略有

增高ꎬ无显著差异(Ｐ>０􀆰 ０５)(图 ５)ꎮ

３３中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



图 ２　 各造模组兔子宫内膜腺体情况

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ｇｌａｎｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

注:Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ:造模 ４、７、１４ 和 ２８ ｄ 兔子宫内膜腺体数目的变化ꎮ 与 ＩＩ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ３　 各组造模后不同时间子宫内膜腺体数目分析比较

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｂꎬ Ｃ ａｎｄ Ｄꎬ Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ｇｌａｎｄｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ４ꎬ ７ꎬ １４ ａｎｄ ２８ ｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ＩＩꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｇｌａｎｄｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ

２􀆰 ４　 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色评价损伤后子宫内膜

厚度变化

　 　 正常子宫内膜表面呈波浪形ꎬ子宫黏膜下层和

基底层呈圆形或椭圆形ꎮ 四组损伤模型兔子宫宫

腔形态不规则ꎬ有扩张或萎缩ꎬ部分浅肌层缺失ꎬ腺
体稀疏ꎬ部分损伤部位有脱落的内膜碎片(图 ６)ꎮ
在造模后 ４、７、１４ 和 ２８ ｄ 测定各组模型的子宫内膜

厚度ꎮ 术后 １４ ｄꎬ机械感染双损伤组、化学损伤组和

热损伤组子宫内膜厚度均有变薄(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ化学损

伤组在造模后 ２８ ｄꎬ内膜厚度相较于 １４ ｄ 有增厚(Ｐ
<０􀆰 ０１)ꎬ而热损伤组内膜厚度仍继续下降ꎬ具有显

著性差异(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎻ与假手术组相比ꎬ机械感染双

损伤组和机械损伤组的内膜厚度略有下降ꎬ无显著

差异(Ｐ>０􀆰 ０５)(图 ７)ꎮ

４３ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



图 ４　 各造模组兔子宫内膜纤维化情况

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

注:Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ:造模后 ４、７、１４ 和 ２８ ｄ 兔子宫内膜纤维化面积比的变化ꎮ 与 ＩＩ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ５　 各组造模后不同时间子宫内膜纤维化面积比分析比较

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｂꎬ Ｃ ａｎｄ Ｄꎬ Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｒｅａ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ４ꎬ ７ꎬ １４ ａｎｄ ２８ ｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ＩＩꎬ
∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｒｅａ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ５　 生殖功能检测研究

　 　 评价假手术组、机械损伤组、机械感染双损伤

组、化学损伤组和热损伤组五组模型雌兔子宫内膜

的生殖功能变化(图 ８)ꎮ 根据子宫大体形态学观察

及 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色实验结果ꎬ发现造模 １４ ｄ 后兔

子宫内膜损伤程度较接近于中重度 ＩＵＡ 病理特征ꎬ

为进一步验证ꎬ在造模 １４ ｄ 后ꎬ将雌兔、雄兔进行合

笼交配ꎬ并计算妊娠率和子宫胚胎着床数目ꎮ 结果

显示与假手术组相比ꎬ化学损伤组和热损伤组兔子

宫胚胎着床数目减少ꎬ妊娠率下降ꎬ均具有显著性

差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ而机械感染双损伤组和机械损伤组

兔子宫的胚胎着床数目和妊娠率相比于假手术组

５３中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



注:各组兔子宫组织在造模后 １４ ｄ 行 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎮ

图 ６　 各造模组兔子宫内膜厚度情况

Ｎｏｔｅ. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔ ｕｔｅｒｕｓ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ １４ ｄ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ｆｉｌｍ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

注:Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ:造模 ４、７、１４ 和 ２８ ｄ 后兔子宫内膜厚度的变化ꎮ 与 ＩＩ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ７　 各组造模后不同时间子宫内膜厚度分析比较

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｂꎬ Ｃ ａｎｄ Ｄꎬ Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ４ꎬ ７ꎬ １４ ａｎｄ ２８ ｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ＩＩꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ

<０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

注:在造模后 １４ ｄ 进行生殖功能实验ꎬ统计分析雌兔子宫胚胎着床数目及妊娠率(红色箭头标记区域为子宫植入胚胎)ꎮ

图 ８　 各组造模后 １４ ｄ 的兔子宫胚胎植入情况

Ｎｏｔｅ. Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ １４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ａｎａｌｙｚｅｄ (ｔｈｅ ａｒｅａ ｍａｒｋｅｄ ｂｙ ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｉｓ ｉｍｐｌａｎｔｅｄ ｅｍｂｒｙｏ ｉｎ ｕｔｅｒｕｓ) .

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｕｔｅｒｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ
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略有下降ꎬ无显著差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻ热损伤组子宫胚

胎植入数目和妊娠率相较于假手术组显著下降(Ｐ<
０􀆰 ０１)(图 ９)ꎮ

注:Ａ:子宫胚胎着床数目ꎻＢ:妊娠率ꎮ 与 ＩＩ 组相比ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ
∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ９　 各组造模 ７ ｄ 后兔子宫妊娠率及

胚胎着床数目分析比较

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ. Ｂꎬ Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｒａｔｅ.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ＩＩꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｒａｔｅ ａｎｄ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

３　 讨论

　 　 近年来ꎬ不孕不育的发病率逐年增高ꎬ在临床

中因子宫内膜损伤引起的宫腔纤维化和粘连是引

发不孕不育的主要原因ꎬ子宫内膜再生已成为妇科

和生殖医学亟待解决的重要难题ꎮ 当前很多研究

在不同的子宫损伤模型中通过使用干细胞和药物

疗法对其治疗效果进行了评估ꎬ然而由于缺乏标准

化的模型导致疗效的客观评价和定量分析模式很

难统一ꎬ因此建立稳定有效的子宫损伤 ＩＵＡ 动物模

型非常必要且迫切ꎮ
许多研究人员尝试使用各种方法构建 ＩＵＡ 动

物模型ꎬ有通过在宫腔内放置铜线的方法ꎬ也有通

过细菌性脂多糖棉线宫腔感染的方法模拟建立子

宫内膜损伤模型ꎬ但尚未找到最佳高效的方案建立

符合临床 ＩＵＡ 病理特征的动物模型[１７]ꎮ 本研究通

过优化比较新西兰大白兔不同宫腔粘连模型的相

关病理指征ꎬ并从生殖功能方面评价其对子宫内膜

容受性的影响ꎬ进一步验证其有效性和安全性ꎬ以
探讨更符合人类 ＩＵＡ 临床病理特征的稳定动物模

型ꎬ为后续研究其发病机制及治疗策略提供参考ꎮ
ＩＵＡ 是由于子宫内膜损伤导致子宫内膜变薄、

纤维化和粘连形成而引起的ꎮ 子宫内膜厚度是判

断 ＩＵＡ 最直观的方法[１８]ꎮ 腺体细胞和间充质细胞

在子宫内膜增殖期起着重要作用ꎮ 正常子宫内膜

受损或周期性脱落后ꎬ开始一系列自我修复过程ꎬ

这涉及子宫内膜干细胞的分化及纤维化因子和抗

纤维化因子的平衡机制[１５]ꎮ 因此子宫内膜厚度、腺
体数目及纤维化比率是本研究中主要观察的指标ꎮ
另外ꎬ本研究中所用的新西兰大白兔子宫与一般家

畜不同ꎬ两个子宫是完全独立的ꎬ无子宫角和子宫

体之分ꎬ左右各一个子宫ꎬ各自有一个子宫颈ꎬ分别

开口于阴道基部ꎬ两子宫颈间有间膜固定[１６]ꎮ 由于

是两个完全独立的子宫ꎬ而本研究目的是比较和评

价经四种不同损伤方法处理的新西兰大白兔宫腔

粘连 ＩＵＡ 模型ꎬ并设置假手术组进行对照ꎬ所以在

造模时选择雌兔的随机一侧子宫进行不同干预处

理ꎬ对侧子宫仅作自身对照并未检测相关数据ꎮ
本研究从形态学、病理组织学方面对化学损

伤、热损伤、机械损伤和机械损伤合并感染(双损

伤)四种损伤方法诱导的兔 ＩＵＡ 模型进行了比较和

评价ꎬ结果显示ꎬ在术后 ４、７ ｄꎬ化学损伤组和热损伤

组兔子宫宫腔出现轻微出血水肿ꎬ机械损伤和感染

双损伤组病理组织学形态方面基本无变化ꎬ术后 １４
ｄꎬ与假手术组对比ꎬ机械感染双损伤组、化学损伤

组和热损伤组子宫内膜厚度均变薄(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ化学

损伤组和热损伤组纤维化率增高、腺体数目减少(Ｐ
<０􀆰 ０５)ꎬ机械损伤和感染双损伤腺体数目及纤维化

面积比变化不明显ꎮ 为了进一步探讨四种造模方

法对子宫内膜容受性的影响ꎬ本研究在造模后 １４ ｄ
进行了生殖功能实验研究ꎬ结果表明相对于假手术

组ꎬ化学损伤组和热损伤组妊娠率和子宫胚胎着床

数目均有降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其中热损伤组妊娠率和子

宫胚胎着床数目急剧下降(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 机械损伤组

和机械感染双损伤妊娠率及子宫胚胎着床数目与

假手术组相比基本无差异ꎬ这说明机械损伤及感染

双损伤程度较轻ꎬ并未严重损伤子宫内膜进而导致

妊娠率及子宫胚胎着床数目的显著下降ꎻ而化学损

伤和热损伤这两种造模方法都在不同程度上损伤

了子宫内膜的生育功能ꎮ
ＬＰＳ 经常用于肺炎、脓毒症等疾病的动物实验

模型的构建ꎬ也被用于构建子宫内膜炎动物模

型[１９]ꎮ 本研究初步推测损伤和炎症是 ＩＵＡ 最常见

的病因ꎬ因此机械损伤和机械感染双损伤模型应该

是比较符合临床病理特征ꎬ然而在实验中却并未达

到理想稳定的损伤效果ꎮ Ｋｉｍ 等[１９] 对此有两种解

释ꎬ首先是机械损伤稳定性低ꎬ实验操作人员选择

刮宫的力度、时间和角度的不一致都可能会导致损

伤造成的效果不同ꎬ通过这种方法建立的模型受到
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操作者经验、手术器械和实验条件的限制ꎮ 其次是

机械损伤和 ＬＰＳ 引起的炎症反应会刺激子宫内膜

的自我修复机制ꎬ由于自身修复作用使模型的准确

性受到一定的影响ꎮ
热损伤法引起的温度升高对子宫内膜的功能

层和基底层均造成严重损伤ꎬ导致子宫内膜细胞蛋

白的凝固ꎬ继而坏死、脱落和纤维化ꎬ最终导致子宫

内膜的缺失ꎬ并可能损伤子宫内膜肌层ꎬ导致出血

和周围坏死ꎮ 这与 ＩＵＡ 临床病理特征不符ꎬ因此不

推荐推广应用ꎮ
化学损伤法中所有乙醇的浓度、用量和灌注的

起止时间是固定的ꎬ这保证了模型的稳定性和可重

复性ꎮ 此外ꎬ化学损伤建立的 ＩＵＡ 模型与在临床

ＩＵＡ 中观察到的的病理特征相似ꎬ包括子宫内膜变

薄ꎬ腺体数量减少、纤维化ꎮ 后续的生殖功能实验

结果也显示其损伤子宫内膜的容受性而导致妊娠

率和胚胎着床数目下降ꎮ 虽然化学损伤诱导的 ＩＵＡ
模型在临床上较少见ꎬ但从其与临床 ＩＵＡ 病理特征

的相似性、实验操作可控性、模型稳定性及可重复

性考虑ꎬ可以作为一种稳定高效的 ＩＵＡ 动物模型ꎮ
综上所述ꎬ化学损伤造模法对子宫内膜厚度、

腺体数量和纤维化程度及妊娠率、子宫胚胎着床数

均有一定的影响ꎬ同时可以保留子宫全层结构ꎬ这
是判断中重度 ＩＵＡ 模型成功与否的最基本的表型

指标ꎬ是一种符合 ＩＵＡ 临床病理特征的动物模型ꎬ
可以为深入研究 ＩＵＡ 的发病及治疗机制提供重要

的模型参考ꎮ
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　 　 【摘要】 　 目的　 测定自培育 ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ 转基因小鼠的生物学特性指标ꎮ 方法　 分别测定 ４ 周龄和 ８
周龄各 １０ 只雌性 ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ 小鼠的 １１ 项脏器系数、２２ 项血液生理指标和 １３ 项血液生化指标ꎬ利用统计学

方法分析组间差异ꎮ 结果　 ４ 周龄组的 ５ 项脏器系数(脾、肺、胸腺、左肾、右肾ꎬＰ<０􀆰 ０１)和 ３ 项血液生理指标

(ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＥＯＳꎬＰ<０􀆰 ０５)高于 ８ 周龄组ꎬ５ 项指标(ＭＯＮ％、ＡＬＰꎬＰ<０􀆰 ０５ꎻ心脏脏器系数、ＡＳＴ、ＰꎬＰ<０􀆰 ０１)低于 ８
周龄组ꎮ 结论　 ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ 小鼠生物学特性指标的测定为其应用研究提供了基础数据ꎮ

【关键词】 　 血管紧张素转化酶 ２ꎻ转基因小鼠ꎻ脏器系数ꎻ血液生理ꎻ生化指标
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(ｈＡＣＥ２)￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ ｍｉｃｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｅｎ ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ａｔ ４ ａｎｄ ８ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｆｏｒ １１
ｏｒｇａｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓꎬ ２２ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｖａｌｕｅｓ ａｎｄ １３ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｖａｌｕｅｓ. Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ.
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ｔｈｙｍｕｓꎬ ｌｅｆｔ ｋｉｄｎｅｙꎬ ｒｉｇｈｔ ｋｉｄｎｅｙꎬ Ｐ<０􀆰 ０１) ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｖａｌｕｅｓ (ｍｅａｎ ｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒ ｖｏｌｕｍｅꎬ ｍｅａｎ ｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒ
ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎꎬ ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅꎬ Ｐ<０􀆰 ０５). Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｉｎ ｔｈｅ ４￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｍｉｃｅꎬ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｆｉｖｅ ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｂｅｌｏｗ ｔｈｏｓｅ ｏｆ
ｔｈｅ ８￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｍｉｃｅ ( ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅꎬ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬ Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ ｈｅａｒｔ ｏｒｇａｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓꎬ ａｓｐａｒｔａｔｅ
ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎬ Ｐ<０􀆰 ０１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｍａｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈＡＣＥ２￣ＫＩ /
ＮＩＦＤＣ ｍｉｃｅ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＡＣＥ２ꎻ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅꎻ ｏｒｇａｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔꎻ ｂｌｏｏｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｖａｌｕｅｓꎻ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｖａｌｕｅｓ



　 　 血管紧张素转化酶 ２ ( ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅ ２ꎬＡＣＥ２)是一种在体内有广泛分布的锌离

子依赖蛋白酶ꎮ 通过负性调节肾素￣血管紧张素￣醛
固酮系统ꎬ在体内广泛参与心脑血管、呼吸系统、泌
尿系统、消化系统及肿瘤等生理和病理进程[１－７]ꎮ

２０１８ 年本单位以 Ｃ５７ＢＬ / ６ 为背景鼠ꎬ通过将人

源化的 ＡＣＥ２ 基因插入小鼠 ＡＣＥ２ 基因中构建了

ｈＡＣＥ２ 敲入小鼠ꎬ命名为 ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣꎮ 该小鼠

能适用于 ＡＣＥ２ 相关病理生理研究ꎬ并在２０１９￣ｎＣｏＶ
疾病研究、疫苗研发中发挥了重要作用[８－１０]ꎮ

目前ꎬ尚没有关于该小鼠主要生物学特性指标

的报道ꎮ 本研究首次通过对不同周龄 ｈＡＣＥ２￣ＫＩ /
ＮＩＦＤＣ 小鼠的脏器系数、生理生化的生物学指标的

测定ꎬ为该模式小鼠提供更广泛的应用基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ４ 周龄和 ８ 周龄雌性 ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ 小鼠各

１０ 只ꎬＳＰＦ 级ꎬ体重分别为 １３􀆰 ５ ~ １６􀆰 ９ ｇ 以及 １８􀆰 ９ ~
２１􀆰 ９ ｇꎬ来自本单位模式动物室[ ＳＣＸＫ(京) ２０１７￣
０００５]ꎬ饲养于 ＩＶＣ 屏障环境[ＳＹＸＫ(京)２０１７￣００１３]ꎬ
福利伦理审查由中国食品药品检定研究院福利伦理

审查委员会审批(中检动(福)第(Ｂ)０２１ 号)ꎬ实验遵

循 ３Ｒ 原则ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ＣＰＡ ４２３ 电子天平 (德国)ꎻ 光电

Ｍｅｋ７２２２ 血细胞分析仪(日本)ꎻ日立 ７０８０ 全自动

生化分析仪(日本)ꎮ
生理检测试剂 (稀释液 ＤＨ６４０ꎬ分析清洗液

ＤＨ５２０、ＤＨ６２０ꎬ溶血剂 ＤＨ９１０、ＤＨ６８０)购自上海光

电医用电子仪器有限公司ꎻ生化检测试剂购自中生

北控生物科技股份有限公司ꎬ包含丙氨酸氨基转移

酶试剂盒(底物法)、天冬氨酸氨基转移酶试剂盒

(底物法)、总蛋白试剂盒(双缩脲法)、白蛋白试剂

盒(溴甲酚绿法)、碱性磷酸酶试剂盒(ＮＰＰ 底物￣
ＡＭＰ 缓冲液法)、尿素氮试剂盒(尿素酶￣谷氨酸脱

氢酶法)、肌酐试剂盒(氧化酶法)、葡萄糖试剂盒

(己糖激酶法)、钙(邻甲酚酞络合酮法)、无机磷试

剂盒(磷钼酸盐法)、总胆固醇试剂盒(ＣＨＯＤ￣ＰＡＰ
法)、总胆红素试剂盒(钒酸盐氧化法)和甘油三酯

试剂盒(ＧＰＯ￣ＰＡＰ 法)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

　 　 小鼠禁食 １２ ｈꎬ先编号称体重ꎬ后眼静脉采血术

取 ２０ μＬ 抗凝血和 ０􀆰 ５ ｍＬ 全血并分离血清ꎬ分别用

于生理生化指标测定ꎮ 小鼠处死后解剖脏器称重ꎬ
通过电子天平对各编号小鼠的心、肝、脾、肺、左右

肾、左右肾上腺、左右卵巢进行称重ꎬ并计算对应的

脏器系数ꎮ ２２ 项血液生理指标和 １３ 项血液生化指

标分别通过血细胞分析仪和生化分析仪测定ꎮ 生

理指标包括: 白细胞计数 (ＷＢＣ)、 红细胞计数

(ＲＢＣ)、血小板计数(ＰＬＴ)、血红蛋白浓度(ＨＧＢ)、
平均红细胞体积 ( ＭＣＶ)、平均红细胞血红蛋白

( ＭＣＨ)、 血红蛋白浓度 ( ＭＣＨＣ)、 红细胞压积

(ＨＣＴ)、平均红细胞红细胞分布宽度(ＲＤＷ)、白细

胞五分类计数、平均血小板体积(ＭＰＶ)、血小板压

积(ＰＣＴ)和血小板分布宽度(ＰＤＷ)ꎮ 生化指标包

括:丙氨酸氨基转移酶(ＡＬＴ)、天冬氨酸氨基转移酶

(ＡＳＴ)、总蛋白(ＴＰ)、白蛋白(ＡＬＢ)、碱性磷酸酶

(ＡＬＰ)、尿素(ＢＵＮ)、肌酐(ＣＲＥＡ)、葡萄糖(ＧＬＵ)、
钙(ＣＡ)、磷(Ｐ)、总胆固醇(ＣＨＯ)、总胆红素(Ｔｂｉｌｉ)
和甘油三酯(ＴＧ)ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 按照周龄和测定项目分类整理数据ꎬ结果以平

均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ并用 ＳＰＳＳ 软件作独立样

本 ｔ 检验统计分析组间差异ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 脏器系数测定结果

　 　 １１ 项脏器系数指标中ꎬ８ 周龄组的脾、肺、胸腺、
左肾、右肾占体重百分比均低于 ４ 周龄组 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)、心脏占体重百分比高于 ４ 周龄组(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
肝、左肾上腺、右肾上腺、左卵巢、右卵巢占体重百

分比两组间无显著性差异(表 １)ꎮ
表 １　 ４ 周龄和 ８ 周龄 ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ 的脏器系数比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｒｇａｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ４￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ａｎｄ

８￣ｗｅｅｋ ｏｌｄ ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ ｍｉｃｅ
项目
Ｉｔｅｍｓ

４ 周龄(ｎ＝ １０)
４￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ

８ 周龄(ｎ＝ １０)
８￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ

心脏 Ｈｅａｒｔ ０􀆰 ００５２±０􀆰 ０００５▲▲ ０􀆰 ００６４±０􀆰 ０００６
肝 Ｌｉｖｅｒ ０􀆰 ００４６±０􀆰 ０００６ ０􀆰 ００４５±０􀆰 ０００６
脾 Ｓｐｌｅｅｎ ０􀆰 ００４０±０􀆰 ０００５▲▲ ０􀆰 ００３０±０􀆰 ０００４
肺 Ｌｕｎｇ ０􀆰 ００８４±０􀆰 ００１１▲▲ ０􀆰 ００６３±０􀆰 ０００９

胸腺 Ｔｈｙｍｕｓ ０􀆰 ００５３±０􀆰 ００１３▲▲ ０􀆰 ００３５±０􀆰 ０００９
左肾 Ｌｅｆｔ ｋｉｄｎｅｙ ０􀆰 ００７０±０􀆰 ０００５▲▲ ０􀆰 ００６１±０􀆰 ０００５
右肾 Ｒｉｇｈｔ ｋｉｄｎｅｙ ０􀆰 ００６７±０􀆰 ０００７▲▲ ０􀆰 ００６４±０􀆰 ００１２

左肾上腺 Ｌｅｆｔ ａｄｒｅｎａｌ ０􀆰 ０００２±０􀆰 ０００１ ０􀆰 ０００２±０􀆰 ０００１
右肾上腺 Ｒｉｇｈｔ ａｄｒｅｎａｌ ０􀆰 ０００２±０􀆰 ０００１ ０􀆰 ０００２±０􀆰 ０００１

左卵巢 Ｌｅｆｔ ｏｖａｒｙ ０􀆰 ０００１±０􀆰 ０００１ ０􀆰 ０００２±０􀆰 ０００１
右卵巢 Ｒｉｇｈｔ ｏｖａｒｙ ０􀆰 ０００１±０􀆰 ０００１ ０􀆰 ０００２±０􀆰 ０００１

注:与 ８ 周龄组相比ꎬ▲▲Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ８￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｇｒｏｕｐꎬ ▲▲Ｐ<０􀆰 ０１.

０４ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



２􀆰 ２　 生理指标测定结果

　 　 ４ 周龄在 ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＥＯＳ 指标上高于与 ８ 周

龄组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ在 ＭＯＮ％指标上低于 ８ 周龄组ꎮ
其余 １８ 项生理指标无显著性差异(表 ２)ꎮ

表 ２　 ４ 周龄和 ８ 周龄 ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ 血液
生理指标的比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｌｏｏｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｖａｌｕｅｓ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ４￣ｗｅｅｋ
ｏｌｄ ａｎｄ ８￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ ｍｉｃｅ

项目
Ｉｔｅｍ

４ 周龄
４￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ

８ 周龄
８￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ

白细胞计数(１０９ / Ｌ)
ＷＢＣ

５.３９±１.３６ ３.７８±０.８７

红细胞计数(１０１２ / Ｌ)
ＲＢＣ

１０.２６±０.５２ １０.５５±０.４１

血红蛋白(ｇ / Ｌ)
ＨＧＢ １５９.８０±８.０８ １５９.６０±７.６３

红细胞压积(％)
ＨＣＴ ４８.６９±２.６４ ４８.９７±２.４８

平均红细胞体积(ｆＬ)
ＭＣＶ ４７.３７±１.０５▲ ４６.４２±０.６６

平均红细胞血红蛋白(ｐｇ)
ＭＣＨ １５.５７±０.５０▲ １５.１４±０.２４

平均血红蛋白浓度(ｇ / Ｌ)
ＭＣＨＣ ３２８.４０±９.４１ ３２５.９０±６.１２

红细胞分布宽度(％)
ＲＤＷ １４.５２±０.９９ １４.０９±０.８０

血小板计数(１０９ / Ｌ)
ＰＬＴ

６８１.４０±８９.３２ ７４６.３０±６７.１３

血小板压积(％)
ＰＣＴ ０.１７±０.０２ ０.１９±０.０４

平均血小板体积(ｆＬ)
ＭＰＶ ２.４１±０.１９ ２.４９±０.３６

血小板分布宽度(％)
ＰＤＷ １６.６２±０.７８ １６.０２±０.６１

淋巴细胞计数(１０９ / Ｌ)
ＬＹＭ

５.０３±１.２５ ３.５２±０.８９

单核细胞计数(１０９ / Ｌ)
ＭＯＮ

０.００±０.００ ０.００±０.００

中性粒细胞计数(１０９ / Ｌ)
ＮＥＵＴ

０.３５±０.１５ ０.２６±０.１５

嗜酸性粒细胞计数(１０９ / Ｌ)
ＥＯＳ ０.０１±０.０３▲ ０.００±０.００

嗜碱性粒细胞计数(１０９ / Ｌ)
ＢＡＳ

０.００±０.００ ０.００±０.００

淋巴细胞百分比(％)
ＬＹＭ％ ９３.０５±１.９０ ９２.４５±４.０３

单核细胞百分比(％)
ＭＯＮ％ ０.２０±０.１７▲ ０.３５±０.４６

中性粒细胞百分比(％)
ＮＥＵＴ％ ６.３５±１.９５ ７.０３±３.９９

嗜酸性粒细胞百分比(％)
ＥＯＳ％ ０.３７±０.６５ ０.０７±０.０６

嗜碱性粒细胞百分比(％)
ＢＡＳ％ ０.０３±０.０７ ０.０３±０.０５

注:与 ８ 周龄组相比ꎬ▲Ｐ<０.０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ８￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐꎬ▲Ｐ<０.０５.

２􀆰 ３　 生化指标测定结果

　 　 ４ 周龄在 ＡＳＴ、Ｐ 两项指标上显著低于 ８ 周龄组

(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ在 ＡＬＰ 指标上也低于 ８ 周龄组 (Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ 其余 １０ 项生化指标无显著性差异(表 ３)ꎮ

表 ３　 ４ 周龄和 ８ 周龄 ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ
血液生化指标的比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｒｕｍ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｖａｌｕｅｓ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ４￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ
ａｎｄ ８￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ ｍｉｃｅ
项目
Ｉｔｅｍ

ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ
４￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ

ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ
８￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ

丙氨酸氨基转移酶(Ｕ / Ｌ)
ＡＬＴ ２２.６６±３.７７ ３.７７±１.１９

天冬氨酸氨基转移酶(Ｕ / Ｌ)
ＡＳＴ １０６.０９±２７.８３▲▲ １５４.０９±２５.３５

总蛋白(ｇ / Ｌ)
ＴＰ ５５.７±２.９６ ５８.０３±４.３９

白蛋白(ｇ / Ｌ)
ＡＬＢ ２６.５３±１.２９ ２７.８±１.６０

碱性磷酸酶(Ｕ / Ｌ)
ＡＬＰ １５０.９５±１２.２６▲ ２２５.１４±８０.１５

尿素氮(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＢＵＮ １０.６１±１.４９ １０.１６±６.０５

肌酐(μｍｏｌ / Ｌ)
ＣＲＥＡ ２１.８８±１６.７ ３９.９２±２４.０１

葡萄糖(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＧＬＵ ７.６９±１.１７ ７.２６±２.１６

钙(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＣＡ ２.１２±０.１６ １.９３±０.９３

磷(ｍｍｏｌ / Ｌ)
Ｐ ２.６２±０.２５▲▲ ４.１４±０.６１

总胆固醇(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＣＨＯ ２.２±０.２５ １.９７±０.２８

甘油三酯(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＴＧ １.３７±０.２３ １.２５±０.２３

总胆红素(μｍｏｌ / Ｌ)
Ｔ.Ｂｉｌｉ ４.９５±２.９６ ６.８７±１４.３６

注:与 ８ 周龄组相比ꎬ▲Ｐ<０.０５ꎬ▲▲Ｐ<０.０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ８￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐꎬ▲Ｐ<０.０５ꎬ ▲▲Ｐ<０.０１.

３　 讨论

　 　 依据«实验动物生物学数据采集技术规范»要

求ꎬ测定小鼠的主要生物学特性通常选择 ４ 周和 ８
周龄小鼠ꎬ４ 周龄小鼠是免疫等常见应用初始周龄ꎬ
８ 周龄则代表了成年小鼠的普遍水平ꎮ 这一规范同

样适用于基因工程成小鼠ꎮ
ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ 小鼠是学界公认的新型冠状

病毒肺炎疾病机理、 药物、 疫苗的模式动物之

一[１１－１４]ꎮ 在研究评价中ꎬ通常需要测定实验动物的

脏体重量、生理生化指标来评价疾病健康状态以及

药物疫苗的毒副作用ꎮ 因此ꎬ测定不同周龄小鼠的

生物学特性指标能够为其应用建立基础数据ꎮ 但

由于在新冠肺炎疾病研究中ꎬ该模型鼠供应紧张ꎬ
本次生物学数据仅测定了 ４ 周龄和 ８ 周龄雌性ꎮ

１４中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



脏器系数是反映动物内脏器官状态的生物学

指标ꎬ在毒性试验和安全评价中经常通过脏器系数

的变化来评价相关指标影响因素[１５－１７]ꎮ 本研究中ꎬ
８ 周龄组的脾、肺、胸腺、左肾、右肾占体重百分比均

低于 ４ 周龄组(Ｐ<０􀆰 ０１)、心脏占体重百分比高于 ４
周龄组(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 随着周龄增加ꎬ脾、肺、胸腺、左
肾、右肾并未出现与体重一致的正相关增长ꎬ反映

出了不同年龄器官功能的分化成熟状态ꎻ只有心脏

的脏器系数 ８ 周龄组高于 ４ 周龄组ꎬ反映出随着周

龄增长 ｈＡＣＥ２￣ＫＩ / ＮＩＦＤＣ 小鼠的心脏供血能力

增强ꎮ
血液生理生化指标是反映机体是否正常的两

类基础指标ꎮ 本研究测定的 ２２ 项血生理指标和 １３
项血生化指标中ꎬ仅 ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＥＯＳ、ＭＯＮ％四项

生理指标和 ＡＳＴ、ＡＬＰ、Ｐ 三项生化指标在 ４ 周龄和

８ 周龄雌性组间存在差异ꎬ反映了离乳后和性状表

达期两个阶段在造血、免疫和肝肾功能的差异

ＭＣＶ、ＭＣＨ 是反映红细胞体积和血红蛋白浓度指

标ꎬ均存在 ４ 周龄高于 ８ 周龄的情况ꎬ这一结果也符

合鼠成年后红细胞体积减小以及血红蛋白运氧功

能成熟的情况ꎮ ＥＯＳ 是过敏反应指标ꎬ４ 周龄高于 ８
周龄ꎻＭＯＮ％是细胞免疫指标ꎬ８ 周龄高于 ４ 周龄ꎬ
这两个指标的变化反映出随着周龄增长ꎬ细胞免疫

不断成熟的状态ꎮ 其中 ３ 项生化指标均存在 ８ 周龄

组高于 ４ 周龄组的情况ꎮ ＡＳＴ、ＡＬＰ 是评价肝功能

的两项指标ꎬＰ 是评价肾功能的指标ꎮ 在应用该小

鼠进行肝肾功能评价时ꎬ需要排除性别和周龄差异

带来的影响ꎮ 较之常规品系ꎬ本研究中转基因小鼠

不同周龄差异化生理生化指标相对较少ꎬ这可能也

与基因敲入有关[１８]ꎮ 在疫苗研发的动物实验中ꎬ经
常选用 ４~５ 周的小鼠进行免疫并定期观察ꎮ 对于

雌性的该模型鼠ꎬ４ 周龄和 ８ 周龄组 １８ 项指标和 １０
项生化指标均没有统计学差异ꎮ 但对于药物评价

通常使用某体重组的小鼠研究来说ꎬ没有周龄界

定ꎬ在评价生物学指标时也需要关注周龄变化可能

带来的影响ꎮ
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法尼醇受体通过下调 ｍｉＲ￣２１ 水平抑制非小细胞
肺癌细胞增殖及侵袭能力

王振华１∗ꎬ陈金亮２ꎬ邢媛媛２ꎬ郭喜喜１ꎬ李东飞１

(１.新乡市中心医院胸瘤二科ꎬ河南 新乡　 ４５３０００ꎻ２.南通市第一医院呼吸科ꎬ江苏 南通　 ２２６００６)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察法尼醇受体(ＦＸＲ)在非小细胞肺癌(ＮＳＣＬＣ)组织和细胞系中的表达水平ꎬ探讨了 ＦＸＲ
在 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖和侵袭中的作用是否与调控 ｍｉＲ￣２１ 水平相关ꎮ 方法　 在 ２０１０ 年至 ２０１２ 年间ꎬ取本院手术切

除的 ８０ 例 ＮＳＣＬＣ 组织及配对的正常组织ꎮ 通过免疫组化或 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＮＳＣＬＣ 组织和细胞系中 ＦＸＲ 表达ꎮ
以 ＮＳＣＬＣ 细胞 Ａ５４９ 为研究对象ꎬ通过 ＣＣＫ￣８ 法、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法评估不同浓度的 ＧＷ３９６５(１~ ５ μｍｏｌ /
Ｌ)对细胞活力、侵袭和 ｍｉＲ￣２１ 水平影响ꎮ 通过转染技术来过表达或敲低 ｍｉＲ￣２１ 表达ꎬ并评估其对细胞活力、侵袭

的影响ꎮ 采用双荧光素酶报告分析 ＦＸＲ 与 ｍｉＲ￣２１ 之间的关系ꎮ 结果 　 与邻近的非肿瘤正常组织相比ꎬＦＸＲ 在

ＮＳＣＬＣ 组织中的表达显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 分析显示 ＦＸＲ 低表达预示 ＮＳＣＬＣ 患者预后较差( χ２ ＝
４􀆰 ４９６ꎬＰ＝ ０􀆰 ０３３)ꎮ ＦＸＲ 高、低表达的 ＮＳＣＬＣ 在临床分期、肿瘤大小、Ｔ 分期和淋巴结转移(Ｎ 分期)上有显著性差

异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＧＷ３９６５ 以剂量依赖方式促进了 Ａ５４９ 细胞中 ＦＸＲ 蛋白表达ꎬ抑制了细胞的增殖和侵袭ꎬ并降低了

ｍｉＲ￣２１ 表达ꎮ ｍｉＲ￣２１ 过表达显著逆转了 ＦＸＲ 对 ＮＳＣＬＣ 细胞生长和侵袭的抑制作用(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ并且 ｍｉＲ￣２１ 沉默显

著增强 ＦＸＲ 对 ＮＳＣＬＣ 细胞生长和侵袭的抑制作用(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 双荧光素酶报告证实 ＦＸＲ 通过靶向 ｍｉＲ￣２１ 来抑制

ＮＳＣＬＣ 细胞增殖和侵袭ꎮ Ｓｐｅａｒｍａｎ 分析显示ꎬＮＳＣＬＣ 标本中 ＦＸＲ 与 ｍｉＲ￣２１ 的表达呈强负相关(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ Ｋａｐｌａｎ￣
Ｍｅｉｅｒ 分析显示ꎬ“ＦＸＲ 低表达”和“ｍｉＲ￣２１ 高表达”共存模式预测了 ＮＳＣＬＣ 患者最差的预后(χ２ ＝ ８􀆰 ２０１ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００４)ꎮ
结论　 ＦＸＲ 通过下调ｍｉＲ￣２１ 抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞的生长ꎬ提示调控 ＦＸＲ / ｍｉＲ￣２１ 可能是治疗 ＮＳＣＬＣ 的潜在策略ꎮ
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【中图分类号】 Ｒ￣３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ (２０２１) ０９－００４３－０８

Ｆａｒｎｅｓｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ
ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣２１

ＷＡＮＧ Ｚｈｅｎｈｕａ１∗ꎬ ＣＨＥＮ Ｊｉｎｌｉａｎｇ２ꎬ ＸＩＮＧ Ｙｕａｎｙｕａｎ２ꎬ ＧＵＯ Ｘｉｘｉ１ꎬ ＬＩ Ｄｏｎｇｆｅｉ１

(１. ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｔｈｏｒａｃｉｃ Ｏｎｃｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉｎｘｉａｎｇ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｘｉｎｘｉａｎｇ ４５３０００ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｎａｎｔｏｎｇ Ｆｉｒｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｎａｎｔｏｎｇ ２２６００６)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｆａｒｎｅｓｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＦＸＲ) ｉｎ ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ (ＮＳＣＬＣ) ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓꎬ ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＦＸＲ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣＬＣ
ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２１. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｒｏｍ ２０１０ ｔｏ ２０１２ꎬ ８０ ｃａｓｅｓ ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｍａｔｃｈｅｄ ｎｏｒｍａｌ
ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＸＲ ｉｎ ｔｈｅ ＮＳＣＬＣ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ



ｏｒ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＧＷ３９６５ (１ ~ ５ μｍｏｌ / Ｌ) ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉＲ￣２１ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ
ｕｓｉｎｇ ＣＣＫ￣８ꎬ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｎｄ ｑＲＴ￣ＰＣＲ. ＭｉＲ￣２１ ｗａｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｏｒ ｋｎｏｃｋｅｄ ｄｏｗｎ ｕｓｉｎｇ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＦＸＲ ａｎｄ ｍｉＲ￣２１ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｄｊａｃｅｎｔ ｎｏｎ￣ｔｕｍｏｒ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＸＲ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ＮＳＣＬＣ ｔｉｓｓｕｅ (Ｐ<０􀆰 ００１). Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｌｏｗ ＦＸＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａ ｗｏｒｓｅ
ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｆｏｒ ＮＳＣＬＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ (χ２ ＝ ４􀆰 ４９６ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０３３). Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔａｇｅꎬ ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅꎬ Ｔ
ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ (Ｎ ｓｔａｇｅ) ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｉｇｈ￣ ａｎｄ ｌｏｗ￣ＦＸＲ ｔｕｍｏｒｓ (Ｐ < ０􀆰 ０５). ＧＷ３９６５ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＦＸＲ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍｉＲ￣
２１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＸＲ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ
ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｍｉＲ￣２１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＸＲ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ＦＸＲ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｉＲ￣２１. Ｓｐｅａｒｍａｎ’ ｓ ｔｅｓｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ａ ｓｔｒｏｎｇ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＦＸＲ ａｎｄ ｍｉＲ￣２１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＳＣＬＣ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ (Ｐ<０􀆰 ００１). Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ａ ｃｏｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ
“ＦＸＲ ｌｏｗ” ａｎｄ “ｍｉＲ￣２１ ｈｉｇｈ” ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈｅ ｗｏｒｓｔ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ＮＳＣＬＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ (χ２ ＝ ８􀆰 ２０１ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ００４). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　
ＦＸＲ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣２１ꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＸＲ / ｍｉＲ￣２１ ｍａｙ ｂｅ ａ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＮＳＣＬＣ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＦＸＲꎻ ｍｉＲ￣２１ꎻ ＮＳＣＬＣꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ｉｎｖａｓｉｏｎ

　 　 非小细胞肺癌 ( ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒꎬ
ＮＳＣＬＣ)是肺癌的主要类型ꎬ死亡率高[１]ꎮ 目前ꎬ
ＮＳＣＬＣ 根治性切除术后 ５ 年的总生存率仍低于

１５％[２]ꎮ 因此ꎬ有必要探索 ＮＳＣＬＣ 的分子机制ꎬ寻
找新 的 治 疗 靶 点ꎮ 法 尼 醇 受 体 ( Ｆａｒｎｅｓｏｉｄ Ｘ
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＦＸＲ)是核受体超家族的成员ꎬ能对管腔胆

汁酸水平进行严格调控[３]ꎮ 由于大约 ７０％的胆汁

酸被人体重新吸收ꎬＦＸＲ 可以在血浆中达到微摩尔

浓度ꎬ这可能是许多其他组织中表达 ＦＸＲ 的基

础[４]ꎮ 先前的研究显示ꎬ与癌周非肿瘤组织相比ꎬ
人类结直肠癌组织中的 ＦＸＲ 表达较低ꎬ并且 ＦＸＲ
低表达与不良预后之间存在关联[５]ꎮ 最近的研究

报告了 ＦＸＲ 可作为肿瘤抑制因子ꎬ在体内、体外激

活可抑制多种细胞生长[４－５]ꎮ 然而ꎬ其潜在机制并

不完全清楚ꎮ ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ(ｍｉＲＮＡｓ)是一种单链非

编码 ＲＮＡ 分子ꎬ其通过调节癌基因或抑癌基因在抑

制或促进肿瘤生长中发挥关键作用[６]ꎮ 研究发现ꎬ
ｍｉＲ￣２１ 在几种恶性肿瘤中加速癌症进展ꎬ包括胃癌

和结直肠癌[７]ꎮ 此外ꎬｍｉＲ￣２１ 在肺癌中被观察到上

调ꎬ并与肺癌侵袭能力增加有关[８]ꎮ 先前的研究发

现ꎬＦＸＲ 激动剂可以通过抑制 ｍｉＲ￣２１ 改善非酒精性

脂肪性肝炎小鼠的脂肪变性、炎症、氧化应激和胆固

醇积累[９]ꎮ 然而ꎬ关于 ＦＸＲ 激动剂能否通过下调

ｍｉＲ￣２１ 水平抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖及侵袭能力尚不清

楚ꎮ 因此ꎬ本研究旨在观察 ＦＸＲ 在 ＮＳＣＬＣ 组织和细

胞系中的表达水平ꎬ探讨 ＦＸＲ 在 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖和

侵袭中的作用是否与调控 ｍｉＲ￣２１ 水平相关ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验组织与细胞系

　 　 在 ２０１０ 年至 ２０１２ 年间ꎬ取本院手术切除的 ８０
例 ＮＳＣＬＣ 组织及配对的正常组织ꎮ 所用患者经病

理证实为 ＮＳＣＬＣꎮ 术前无局部或全身治疗ꎮ 所有

组织样本在液氮中新鲜冷冻ꎬ然后转移到－８０℃保

存ꎬ直到使用ꎮ 所有患者至少持续随访 ６０ 个月ꎬ并
收集相关临床病理特征和生存统计数据ꎮ

人 ＮＳＣＬＣ 系(Ａ５４９、ＮＣＩ￣Ｈ１２９９、Ｈ４６０)和正常

细胞系(１６ＨＢＥ)购自美国 ＡＴＣＣꎮ 细胞培养在含

１０％ ＦＢＳ、１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ / ｍＬ 链霉素的

ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基中(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 抗人 ＦＸＲ 的初级抗体购自武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公

司ꎻＴＲＩｐｕｒｅ 试剂、Ｓｕｐｅｒ Ｍ￣ＭＬＶ 逆转录酶、２×Ｐｏｗｅｒ
Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 购自北京 ＢｉｏＴｅｋｅ 公司ꎻＳＹＢＲ
ｇｒｅｅｎ、ＲＩＰＡ 缓冲液购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎻＧＷ３９６５
(ＦＸＲ 激 动 剂 ) 购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司 ( 批 号:
ＮＰ１５２４)ꎬ细胞计数试剂盒￣８ 购自日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ 公

司ꎻＰＶＤＦ 膜购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ ＰＶＤＦ 膜、
ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 一抗购自英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ双荧光素酶

报告系统购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻｍｉＲ￣２１ 过表达物

或对照质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 和 ｍｉＲ￣２１ 抑制剂或阴性对

４４ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



照 ｓｉＲＮＡ 均购自上海吉玛制药技术有限公司ꎮ
ＥｘｉｃｙｃｌｅｒＴＭ９６ 荧光定量分析仪购自韩国 Ｂｉｏｎｅｅｒ

公司ꎻＢＸ５１ 显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 肿瘤组织中 ＦＸＲ 表达的免疫组化分析

　 　 手术标本(ＮＳＣＬＣ 组织及配对的正常组织)用
１０％福尔马林固定ꎬ石蜡包埋ꎮ 将载玻片与抗人

ＦＸＲ 的初级抗体在 ４℃下孵育过夜ꎬ后在 ２５℃下与

二级抗体孵育 １ ｈꎮ 根据染色强度和阳性细胞百分

率对每个切片进行评分ꎮ 染色强度评分如下:０(阴
性)、１(弱染色)、２(中度染色)、３(强染色)ꎮ 阳性

细胞百分率评分如下: ０ ( ０％)、１ ( ０％ ~ １０％)、 ２
(１０％~５０％)、３(５０％~８０％)、４(>８０％)ꎮ ＩＨＣ 评分

通过强度和百分率相乘得到ꎮ 取 ＦＸＲ 组织评分中

位数作为低表达和高表达判断:<６ꎬ低表达ꎻ≥６ꎬ高
表达ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析

　 　 使用 ＴＲＩｐｕｒｅ 试剂从组织或培养的细胞中提取

总 ＲＮＡꎮ 使用 Ｓｕｐｅｒ Ｍ￣ＭＬＶ 逆转录酶将总 ＲＮＡ 逆

转录为 ｃＤＮＡꎮ 使用 ２×Ｐｏｗｅｒ Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 和

ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ 在 ＥｘｉｃｙｃｌｅｒＴＭ ９６ 荧光定量分析仪上进

行 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎮ 使用 Ｕ６
小核 ＲＮＡ ( Ｕ６ ｓｎＲＮＡ) 作为内源性对照ꎮ 依据

ＮＣＢＩ 上登录的靶基因序列并通过 ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 引物

设计软件设计特异性引物序列如下:ｍｉＲ￣２１ꎬ正向

５’￣ＧＣＧＧＣＡＧＧＧＧＧＡＡＡＧＴＴＣＴＡ￣３’ꎬ反向 ５’￣ＧＴＧ
ＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ￣３’ꎻＵ６ꎬ正向 ５’￣ＴＧＧＡＧＴ
ＴＧＡＴＣＣＴＡＧＴＣＴＧＧ￣３’ꎬ反向 ５’￣ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧ
ＡＧＧＴＡＴＴＣ￣３’ꎮ 经过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 后ꎬ使用 ２－△△ＣＴ 方

法计算目的基因的表达变化ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＣＣＫ￣８ 法

　 　 将 Ａ５４９ 细胞(５×１０３)接种到 ９６ 孔板中ꎬ分为:
对照组和不同浓度的 ＧＷ３９６５ 处理组ꎮ 不同浓度的

ＧＷ３９６５ 组加入不同浓度的 ＧＷ３９６５(１~５ μｍｏｌ / Ｌ)
或对照组加入相同体积的二甲基亚砜处理 ４８ ｈꎮ 然

后ꎬ使用细胞计数试剂盒￣８ 检测细胞增殖情况ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 细胞侵袭试验

　 　 使用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 方法进行细胞侵袭分析ꎮ 将

１􀆰 ３􀆰 ３ 项下经不同分组处理的 Ａ５４９ 细胞以每孔 ４×
１０５ 的密度接种到 ２４ 孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中ꎬ并在上室

中加入 ２００ μＬ 无 ＦＢＳ 的培养基ꎮ 使用５００ μＬ含

３０％胎牛血清培养基填充底部孔ꎮ 培养 ２４ ｈ 后ꎬ用
７０％乙醇处理和 ０􀆰 ５％结晶紫染色ꎮ 在 ＢＸ５１ 显微

镜下量化侵袭细胞的数量ꎮ 随机选择五个区域ꎬ并
在每个区域中统计细胞数ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

　 　 用 ＲＩＰＡ 缓冲液裂解细胞提取总蛋白ꎮ 通过

ＢＣＡ 试剂盒评估蛋白质含量ꎮ 采用 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
电泳将蛋白质转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 将膜用 ５％脱脂

牛奶封闭 １ ｈꎬ然后在 ４℃下用以下一抗封闭过夜:
ＦＸＲ(１ ∶１０００)和 β￣ａｃｔｉｎ(１ ∶１０００)ꎮ 将 ＰＶＤＦ 膜与

二抗在室温下孵育 １ ｈꎮ 使用蛋白质印迹检测化学

发光试剂盒观察目标条带ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 细胞转染

　 　 取 Ａ５４９ 细胞ꎬ以每孔 ５×１０４ 个细胞接种于 ２４
孔板ꎮ 然后用 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂ꎬ分别将

ｍｉＲ￣２１ 过表达物( ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ꎬ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ)或对

照质 粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ ( ｐｃＤＮＡ ) 和 ｍｉＲ￣２１ 抑 制 剂

(ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１ꎬ１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)或阴性对照 ｓｉＲＮＡ(ｓｉ￣ＮＣ)
转染入细胞ꎮ 转染 ２４ ｈ 后ꎬ收集细胞并分为 ８ 组:
ｐｃＤＮＡ＋ＤＭＳＯ 组、ｐｃＤＮＡ＋ＧＷ３９６５ 组、ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣
２１＋ＤＭＳＯ 组、 ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ ＋ＧＷ３９６５ 组、 ｓｉ￣ＮＣ ＋
ＤＭＳＯ 组、ｓｉ￣ＮＣ＋ＧＷ３９６５ 组、ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１＋ＤＭＳＯ 组、
ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１ ＋ ＧＷ３９６５ 组ꎮ 将 细 胞 用 ５ μｍｏｌ / Ｌ
ＧＷ３９６５ 或 ＤＭＳＯ 处理 ０、２４、４８ 和 ７２ ｈꎬ收集细胞

进行 ＣＣＫ￣８ 法、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法分析ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 双荧光素酶报告分析

　 　 合成含有 ｍｉＲ￣２１ 靶点的 ＦＸＲ 野生型(ＷＴ)或
突变型(ＭＵＴ)ꎬ然后克隆到 ｐｍｉｒ￣ＧＬＯ 载体中ꎮ 将

１􀆰 ５ μｇ ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＦＸＲ￣ＷＴ 或 ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＦＸＲ￣ＭＵＴ 分

别与 ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ 和 /或 ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１ 共转染 Ａ５４９
细胞ꎬ孵育 ２４ ｈ 后ꎬ用双荧光素酶报告系统测定荧

光素酶活性ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＳＰＳＳ 软件 １７􀆰 ０ 进行统计分析ꎮ 结果表示

为平均数 ±标准差 ( 􀭰ｘ ± ｓ)ꎮ 使用 ｔ 检验或 Ｍａｎｎ￣
Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验评估组之间的差异ꎮ 使用卡方检验、
Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ 精确检验和 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 方法(对数秩检

验)进行相关分析和生存数据分析ꎮ ＮＳＣＬＣ 组织中

ＦＸＲ 与 ｍｉＲ￣２１ 表达之间相关性采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关

分析ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＦＸＲ 低表达与 ＮＳＣＬＣ 患者预后不良相关

　 　 ＦＸＲ 蛋白位于细胞膜上(图 １Ａ)ꎮ 与邻近的非

肿瘤正常组织相比ꎬＦＸＲ 在 ＮＳＣＬＣ 组织中的表达显
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著降低(Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ图 １Ｂ)ꎮ ８０ 例患者中ꎬ有 ２７ 例

ＦＸＲ 高表达ꎬ５３ 例 ＦＸＲ 低表达ꎮ Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 分析

显示 ＦＸＲ 低表达预示 ＮＳＣＬＣ 患者预后较差( χ２ ＝
４􀆰 ４９６ꎬＰ ＝ ０􀆰 ０３３ꎬ图 １Ｃ)ꎬ提示 ＦＸＲ 可能作为一种

致癌因子参与 ＮＳＣＬＣ 的发生和发展ꎮ 研究进一步

分析了 ＦＸＲ 的表达与 ＮＳＣＬＣ 患者临床病理特征的

相关性ꎮ 结果显示ꎬＦＸＲ 高、低表达的 ＮＳＣＬＣ 在临

床分期、肿瘤大小、Ｔ 分期和淋巴结转移(Ｎ 分期)上
有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)(表 １)ꎮ
２􀆰 ２　 ＦＸＲ 抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖和侵袭

　 　 使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测了 ３ 种 ＮＳＣＬＣ 细胞

系中的 ＦＸＲ 蛋白ꎬ发现 ＦＸＲ 在 Ａ５４９ 细胞中的表达

最低(图 ２Ａ)ꎬ因此ꎬ研究选择 Ａ５４９ 细胞用于以下

实验ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示ꎬＧＷ３９６５ 以剂量依赖方式

促进了 Ａ５４９ 细胞中 ＦＸＲ 的表达(图 ２Ｂ)ꎮ 功能实

验表明ꎬＧＷ３９６５ 以剂量依赖方式显著抑制了 Ａ５４９

细胞的增殖和侵袭(图 ２Ｃ、Ｄ)ꎮ 所有这些结果表明

ＦＸＲ 受体对细胞增殖和侵袭具有很强的抑制作用ꎮ
２􀆰 ３　 ＦＸＲ 的激活通过下调 ｍｉＲ￣２１ 抑制 ＮＳＣＬＣ
细胞增殖和侵袭

　 　 使用 ＰＣＲ 方法检测了 ３ 种 ＮＳＣＬＣ 细胞系中的

ｍｉＲ￣２１ꎬ发现 ｍｉＲ￣２１ 在 Ａ５４９ 细胞中的表达最高

(图 ３Ａ)ꎮ 利用 ＧＷ３９６５ 激活 ＦＸＲ 可剂量依赖性地

降低 ｍｉＲ￣２１(图 ３Ｂ)ꎮ 功能实验表明ꎬｍｉＲ￣２１ 过表

达显著逆转了 ＦＸＲ 对 ＮＳＣＬＣ 细胞生长和侵袭的抑

制作用(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ并且 ｍｉＲ￣２１ 沉默显著增强 ＦＸＲ
对 ＮＳＣＬＣ 细胞生长和侵袭的抑制作用(Ｐ<０􀆰 ０５)
(图 ３Ｃ ~ Ｈ)ꎮ 为了证实 ＦＸＲ 与 ｍｉＲ￣２１ 之间的关

系ꎬ研究进行了双重荧光素酶报告基因检测ꎮ 图 ４Ａ
显示了分别包含预测的 ｍｉＲ￣２１ 野生型和突变体结

合位点的 ＦＸＲ ｍＲＮＡ 的 ３’￣ＵＴＲ(ＦＸＲ ３’￣ＵＴＲ ＷＴ
和 ＦＸＲ ３’￣ＵＴＲ ＭＵＴ)(带突变的碱基标有下划线)ꎮ

注:Ａ:ＦＸＲ 高表达和低表达的代表性 ＩＨＣ 染色图像ꎻＢ:８０ 例患者 ＮＳＣＬＣ 组织中 ＦＸＲ 的染色评分与配对相邻组织的比较ꎻＣ:Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ

生存分析比较 ＦＸＲ 高表达和低表达 ５ 年生存率ꎮ 与邻近组织相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 １　 ＦＸＲ 低表达与 ＮＳＣＬＣ 患者预后不良相关

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｙｐｉｃａｌ ＩＨＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ＦＸＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｂꎬ Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ＦＸＲ ｉｎ ８０ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＮＳＣＬＣ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ
ｏｆ ｐａｉｒｅｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｃꎬ Ｋａｐｌａｎ Ｍｅｉｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ５￣ｙｅａｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＦＸＲ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｗ ＦＸＲ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｌｏｗ ＦＸＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ＮＳＣＬＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ

表 １　 根据 ＮＳＣＬＣ 中 ＦＸＲ 蛋白表达的临床病理特征
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ＦＸＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＳＣＬＣ

组别
性别 Ｇｅｎｄｅｒ 年龄(岁) Ａｇｅ 分期 Ｓｔａｇｅ 大小(ｃｍ) Ｓｉｚｅ Ｔ分期 Ｔ ｓｔａｇｅ Ｎ 分期 Ｎ ｓｔａｇｅ Ｍ分期Ｍ ｓｔａｇｅ

男 Ｍａｌｅ 女 Ｆｅｍａｌｅ ≤６０ >６０ Ⅰ－Ⅱａ Ⅱｂ－Ⅳ ≥３ <３ Ｔ１ Ｔ２－Ｔ４ Ｎ０ Ｎ１－Ｎ３ Ｍ０ Ｍ１

ＦＸＲ 低表达
ＦＸＲ ｌｏｗ
(ｎ＝５３)

４１(７０.７) １２(５４.５) ２２(６２.９) ３１(６８.９) １８(５０.０) ３５(７９.５) ４１(７５.９) １２(４６.２) ６(４０.０) ４７(７２.３) ２０(５１.３) ３３(８０.５) ５２(６５.８) １(１００)

ＦＸＲ 高表达
ＦＸＲ ｈｉｇｈ
(ｎ＝２７)

１７(２９.３) １０(４５.５) １３(３７.１) １４(３１.１) １８(５０.０) ９(２０.５) １３(２４.１) １４(５３.８) ９(６０.０) １８(２７.７) １９(４８.７) ８(１９.５) ２７(３４.２) ０

统计值
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｖａｌｕｅ

１.８５９ ０.３２０ ７.７３０ ６.９５７ ５.６８９ ７.６２５ －

Ｐ值
Ｐ ｖａｌｕｅ ０.１７３ ０.５７１ ０.００５ ０.００８ ０.０１７ ０.００６ ０.５３８
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在 ＦＸＲ ３’ＵＴＲ ＷＴ 组中ꎬ与阴性对照转染细胞相

比ꎬｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ 显著抑制 ＦＸＲ ３’ＵＴＲ ＷＴ 的荧

光素酶活性(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬｓｉ￣ｍｉＲ￣２１ 可显著减轻该抑

制作用(Ｐ<０􀆰 ０１)(图 ４Ｂ)ꎮ 这些结果表明ꎬＦＸＲ 通

过靶向 ｍｉＲ￣２１ 来抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖和侵袭ꎮ

注:Ａ:ＦＸＲ 蛋白在不同类型 ＮＳＣＬＣ 细胞系中的表达ꎻＢ:不同浓度 ＧＷ３９６５ 对 Ａ５４９ 细胞中 ＦＸＲ 表达的影响ꎻＣ:ＣＣＫ￣８ 法

检测不同浓度 ＧＷ３９６５ 处理对 Ａ５４９ 细胞增殖的影响ꎻＤ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测不同浓度 ＧＷ３９６５ 处理对 Ａ５４９ 细胞侵袭的影

响ꎮ 与 ＧＷ３９６５ ０ μｍｏｌ / Ｌ 相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ２　 ＦＸＲ 抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞体外增殖

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＸＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ. Ｂꎬ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＧＷ３９６５ ｏｎ
ＦＸＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ. Ｃꎬ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ￣８ ｍｅｔｈｏｄ. Ｄꎬ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ

ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＷ３９６５ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧＷ３９６５ ０ μｍｏｌ / Ｌꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<

０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＦＸＲ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

２􀆰 ４　 ＦＸＲ 过表达与 ＮＳＣＬＣ 中 ｍｉＲ￣２１ 呈反相关

　 　 研究进一步利用 ｑＲＦＰＣＲ 分析了 ｍｉＲ￣２１ 在同

一标本中的表达ꎬ以阐明 ＦＸＲ 和 ｍｉＲ￣２１ 在 ＮＳＣＬＣ
中的关系ꎮ 结果显示ꎬＮＳＣＬＣ 组织中 ｍｉＲ￣２１ 的水

平显著高于邻近组织 (Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ图 ５)ꎮ 将 ８０ 例

ＮＳＣＬＣ 组织分为两组:ｍｉＲ￣２１ 高表达组(高于 ｍｉＲ￣
２１ 表达中位数ꎬｎ＝ ４０)和低表达组(低于 ｍｉＲ￣２１ 表

达中位数ꎬｎ ＝ ４０)ꎮ Ｓｐｅａｒｍａｎ 分析显示ꎬＮＳＣＬＣ 标

本中 ＦＸＲ 与 ｍｉＲ￣２１ 的表达呈强负相关(Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ
表 ２)ꎮ Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 分析显示ꎬ“ ＦＸＲ 低表达” 和

“ｍｉＲ￣２１”高表达共存模式预测了 ＮＳＣＬＣ 患者最差

的预后(χ２ ＝ ８􀆰 ２０１ꎬＰ＝ ０􀆰 ００４ꎬ图 ６)ꎮ

３　 讨论

　 　 ＮＳＣＬＣ 约占肺癌的 ８５％ꎬ预后差ꎬ５ 年总生存率

低[１]ꎮ 因此ꎬ迫切需要提高 ＮＳＣＬＣ 的早期诊断水

平ꎮ ＦＸＲ 是核受体超家族的成员ꎬ在胆汁酸、胆固

醇、脂质和葡萄糖代谢中起着关键作用[１０]ꎮ 最近ꎬ
人们发现 ＦＸＲ 的功能超出了新陈代谢ꎬ包括炎症和

致癌作用[１１]ꎻ如 Ｈｏｔｔａ 等[５]发现 ＦＸＲ 在体外和体内

对包括结直肠癌在内的多种癌症具有重要的抗癌

作用ꎻＡｌａｓｍａｅｌ 等[４]发现 ＦＸＲ 的激活会导致四种不

同表型乳腺癌细胞系的细胞死亡:ＭＣＦ￣１０Ａ (正

常)、ＭＣＦ￣７(受体阳性)、ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 和 ＭＤＡ￣ＭＢ￣
４６８(三重阴性)ꎮ 本研究发现 ＦＸＲ 在多个 ＮＳＣＬＣ
细胞系中的表达低于 １６ＨＢＥ 正常细胞ꎬ在 ＮＳＣＬＣ
组织中的表达较邻近组织下调ꎬ并且 ＦＸＲ 低表达与

ＮＳＣＬＣ 临床分期、肿瘤大小、Ｔ 分期和淋巴结转移

(Ｎ 分期)显著相关ꎮ 先前研究报道ꎬＦＸＲ 激动剂

７４中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



注:Ａ:ｍｉＲ￣２１ 在不同类型 ＮＳＣＬＣ 细胞系中的表达ꎻ与 １６ＨＢＥ 相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻＢ:不同浓度 ＧＷ３９６５ 对 Ａ５４９ 细胞中 ｍｉＲ￣２１ 表达的影响ꎻ与
ＧＷ３９６５ ０ μｍｏｌ / Ｌ 相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻＣ:转染对照质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １(ｐｃＤＮＡ)或 ｍｉＲ￣２１ 表达质粒(ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１)２４ ｈ 后ꎬ用 ＤＭＳＯ 或 ５
μｍｏｌ / Ｌ ＧＷ３９６５ 处理 Ａ５４９ 细胞的存活率ꎻＤ:转染 ｍｉＲ￣２１ ｓｉＲＮＡ(ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１)或阴性对照 ｓｉＲＮＡ(ｓｉ￣ＮＣ)２４ ｈ 后ꎬ用 ＤＭＳＯ 或 ５ μｍｏｌ / Ｌ ＧＷ３９６５
处理 Ａ５４９ 细胞的存活率ꎻＥ~Ｆ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测 ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ 转染对 ＧＷ３９６５ 处理的 Ａ５４９ 细胞侵袭影响ꎻＧ~ Ｈ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测 ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１
转染对 ＧＷ３９６５ 处理的 Ａ５４９ 细胞侵袭影响ꎮ 与 ｐｃＤＮＡ＋ＤＭＳＯ 组或 ｓｉ￣ＮＣ＋ＤＭＳＯ 组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与 ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１＋ＤＭＳＯ 组或 ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１＋
ＤＭＳＯ 组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ３　 ＦＸＲ 通过下调 ｍｉＲ￣２１ 抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞的增殖和侵袭
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ １６ＨＢＥꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｂꎬ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＧＷ３９６５
ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２１ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧＷ３９６５ ０ μｍｏｌ / Ｌꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃꎬ Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＳＯ ｏｒ ５
μｍｏｌ / Ｌ ＧＷ３９６５ ａｆｔｅｒ ２４ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ (ｐｃＤＮＡ) ｏｒ ｍｉＲ￣２１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ (ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１). Ｄꎬ Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ
Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＳＯ ｏｒ ５ μｍｏｌ / Ｌ ＧＷ３９６５ ａｆｔｅｒ ２４ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣２１ ｓｉＲＮＡ (ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１) ｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ (ｓｉ￣ＮＣ). Ｅ~
Ｆꎬ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＧＷ３９６５. Ｇ~Ｈꎬ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｅｔｈｏｄ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＧＷ３９６５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ ＋ ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ ｏｒ ｓｉ￣ＮＣ＋
ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ ＋ ｍｉＲ￣２１＋ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ ｏｒ ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１＋ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＦＸＲ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣２１

注:Ａ:ｍｉＲ￣２１ 在 ＦＸＲ 的 ＷＴ ３’ＵＴＲ 和 ＭＵＴ ３’ＵＴＲ 中的预测结合位点(突变碱基被划线)ꎻＢ:在 ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ 和 ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１ 联合存在下ꎬ将

荧光素酶报告质粒 ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＦＸＲ￣ＷＴ 或 ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＦＸＲ￣ＭＵＴ 转染 Ａ５４９ 细胞 ２４ ｈꎬ然后测定荧光素酶活性ꎮ 与 ＮＣ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与

ｐＤＮＡ＋ｍｉＲ￣２１ 相比ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ４　 ＦＸＲ 直接与 ｍｉＲ￣２１ 相互作用

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２１ ｉｎ ｔｈｅ ＷＴ ３’ ＵＴＲ ａｎｄ ＭＵＴ ３’ ＵＴＲ ｏｆ ＦＸＲ (ｍｕｔａｔｅｄ ｂａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ) . Ｂꎬ Ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ ａｎｄ ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１ꎬ ｔｈｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＦＸＲ￣ＷＴ ｏｒ ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＦＸＲ￣ＭＵＴ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ

ｆｏｒ ２４ ｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐＤＮＡ＋ｍｉＲ￣２１ꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＦＸＲ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣２１

８４ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



　 　 　

注:与邻近组织相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ５　 ８０ 例患者 ＮＳＣＬＣ 组织中 ｍｉＲ￣２１ 表达与

配对相邻组织的比较

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＳＣＬＣ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ８０ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｐａｉｒｅｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

表 ２　 ＮＳＣＬＣ 中 ＦＸＲ 与 ｍｉＲ￣２１ 表达的相关性分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦＸＲ ａｎｄ ｍｉＲ￣２１

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＳＣＬＣ

ＮＳＣＬＣ 组织
ＮＳＣＬＣ ｔｉｓｓｕｅ

ｍｉＲ￣２１
低表达
Ｌｏｗ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

高表达
Ｈｉｇｈ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

合计
Ｔｏｔａｌ ｒ Ｐ

ＦＸＲ 高表达 ＦＸＲ ｈｉｇｈ １１ １６ ２７
ＦＸＲ 低表达 ＦＸＲ ｌｏｗ ２９ ２４ ５３

合计 Ｔｏｔａｌ ４０ ４０ ８０
－０􀆰 ４５４ <０􀆰 ００１

图 ６　 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 分析显示 ＦＸＲ 低表达和 ｍｉＲ￣２１
高表达患者的预后最差

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｋａｐｌａｎ Ｍｅｉｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ｌｏｗ ＦＸＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｍｉＲ￣２１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｈａｄ ｔｈｅ ｗｏｒｓｔ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

ＧＷ３９６５ 治疗通过激活不同荷瘤小鼠 ＭＤＳＣｓ 表面

的 ＡｐｏＥ￣ＬＲＰ８ 受体引起 ＭＤＳＣｓ 凋亡ꎬ从而降低

ＭＤＳＣｓ 对 Ｔ 细胞的抑制作用ꎬ发挥抗肿瘤作用[１２]ꎮ
本研究功能分析表明ꎬ利用 ＧＷ３９６５ 上调 ＮＳＣＬＣ 细

胞中 ＦＸＲ 的表达抑制了 Ａ５４９ 细胞的增殖和侵袭ꎬ
提示 ＦＸＲ 可能参与了 ＮＳＣＬＣ 的发生发展ꎬ并可作

为治疗 ＮＳＣＬＣ 的一种新的临床分子标记物ꎮ
接下来ꎬ本研究试图揭示 ＦＸＲ 在 ＮＳＣＬＣ 发生

发展中的调控机制ꎮ 大量研究表明ꎬｍｉＲＮＡ 在癌症

发展中起着关键作用[２]ꎮ ｍｉＲＮＡ 作为小的非编码

ＲＮＡꎬ可以通过靶向 ｍＲＮＡｓ 来调节基因的表达[１３]ꎮ
因此ꎬｍｉＲＮＡｓ 通过参与多种与癌症相关的生物学

过程ꎬ如细胞增殖和凋亡ꎬ被证明是肿瘤的癌基因

和抑制因子[１４]ꎮ 先前在 ＮＳＣＬＣ 的 ｍｉＲＮＡ 研究表

明ꎬｍｉＲＮＡ 具有独特的致癌作用ꎬ如 ｍｉＲＮＡ￣６１５￣３ｐ
通过抑制 ＩＧＦ２ 抑制 ＮＳＣＬＣ 的肿瘤生长和转移[１５]ꎻ
ｍｉＲ￣１２９ 通过靶向 ＳＯＸ４ 抑制 Ａ５４９ 细胞的迁移和

侵袭[１６]ꎮ 最近ꎬＦＸＲ 被报道通过与 ３’ＵＴＲ 结合来

调节 ｍｉＲ￣２１ 的表达[９]ꎮ ｍｉＲ￣２１在调节癌细胞行为

和恶性肿瘤中起着重要作用ꎬ并且还可以促进肝癌

细胞生长ꎬ诱导胶质母细胞瘤细胞抗凋亡特性[１７]ꎮ
此外ꎬｍｉＲ￣２１ 在 ＮＳＣＬＣ 细胞的生长、侵袭和凋亡中

起重要作用[２]ꎮ 为了解释 ＦＸＲ 的异常表达ꎬ预测

ｍｉＲ￣２１ 可能是 ＦＸＲ 的候选调控因子ꎮ 结果表明ꎬ
ｍｉＲ￣２１ 在人 ＮＳＣＬＣ 中过度表达ꎬ而利用 ＧＷ３９６５
激活 ＦＸＲ 可降低 ｍｉＲ￣２１ꎬ并且 ｍｉＲ￣２１ 过表达逆转

了 ＦＸＲ 对 ＮＳＣＬＣ 细胞生长和侵袭的抑制作用ꎮ 进

一步通过荧光素酶报告显示 ｍｉＲ￣２１ 与 ＦＸＲ 的 ３’
ＵＴＲ 结合位点相结合ꎬ证实了本研究发现ꎮ 以上证

据表明ꎬｍｉＲ￣２１ 是一种致癌的 ｍｉＲＮＡꎬＦＸＲ 通过靶

向 ｍｉＲ￣２１ 来抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖和侵袭ꎮ 本研究

还发现 ＮＳＣＬＣ 标本中 ＦＸＲ 和 ｍｉＲ￣２１ 的表达呈强

负相关ꎬ并且“ＦＸＲ 低表达”和“ｍｉＲ￣２１ 高表达”共

存模式预测了 ＮＳＣＬＣ 患者最差的预后ꎮ 基于这些

研究结果ꎬＦＸＲ 激动剂 ＧＷ３９６５ 在 ｍｉＲ￣２１ 过度表达

的 ＮＳＣＬＣ 患者中具有潜在的临床应用价值ꎬ以减轻

ｍｉＲ￣２１ 的有害影响ꎮ 需要进一步的临床前和临床

研究证实这一观点ꎮ
综上所述ꎬ本研究揭示了 ＦＸＲ 通过下调 ｍｉＲ￣２１

抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞的生长ꎬ提示调控 ＦＸＲ / ｍｉＲ￣２１ 可

能是治疗 ＮＳＣＬＣ 的潜在策略ꎮ 本研究为 ＦＸＲ 参与

ＮＳＣＬＣ 的发生发展提供了一个新的视角ꎮ

９４中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９
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Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 对 ＳＴＺ 诱导的糖尿病肾病大鼠的
干预效果及作用机制研究

赵延辉ꎬ解成霞∗

(青海红十字医院ꎬ西宁　 ８１００００)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 对链脲佐菌素(ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎬＳＴＺ)诱导的糖尿病肾病大鼠的干预效果及可能

的作用机制ꎮ 方法　 选取无特定病原体级 ６０ 只 ＳＤ 健康大鼠ꎬ将 ４５ 只大鼠建立糖尿病肾病大鼠模型并随机分为

模型组、贝那普利组、Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低、中和高剂量组ꎬ空白组为健康大鼠ꎬ每组各 ９ 只ꎮ 建模成功后ꎬ贝那普利组灌胃

１０ ｍｇ / ｋｇ 贝那普利片ꎬＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 低、中和高剂量组分别皮下注射 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ４、２０、１００ μｇ / ｋｇꎬ正常组和模型组灌胃

给予纯净水ꎮ 给药 １ 周后检测各组的总胆固醇(ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＴＧ)、甘油三酯(ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓꎬ ＴＣ)、高密度脂蛋白

胆固醇(ｈｉｇｈ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＨＤＬ)、低密度脂蛋白胆固醇(ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＬＤＬ)、淀
粉酶(ａｍｙｌａｓｅꎬ ＡＭＹ)、血糖( ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ＢＧ)、糖化血红蛋白( ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎꎬ ＨｂＡｌｃ)、空腹血清胰岛素( ｆａｓｔｉｎｇ
ｓｅｒｕｍ ｉｎｓｕｌｉｎꎬ ＦＩＮＳ)、体重、肾脏指数(ｒｅｎａｌ ｉｎｄｅｘꎬ ＲＩ)、肾小球面积、肾小球直径以及肾组织的晚期糖基化终末产

物(ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ ＡＧＥｓ)、ＰＤＫ１、ｐ￣Ａｋｔ、ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白表达量ꎮ 结果　 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中、高剂量组大鼠 ＴＧ、ＴＣ、
ＬＤＬ、ＢＧ、ＨｂＡｌｃ、ＦＩＮＳ、ＡＧＥｓ、体重、ＲＩ、肾小球面积、肾小球直径、ＰＤＫ１、ｐ￣Ａｋｔ、ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白表达量均低于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４
低剂量组ꎬＨＤＬ 高于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 高剂量组大鼠 ＴＧ、ＴＣ、ＨＤＬ、ＬＤＬ、
ＢＧ、ＨｂＡｌｃ、ＦＩＮＳ、ＡＧＥｓ、ＲＩ、肾小球面积、肾小球直径、ＰＤＫ１、ｐ￣Ａｋｔ、ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白表达量均低于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中剂量组ꎬ
ＨＤＬ 高于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中剂量组ꎬ其中 ＴＣ、ＨＤＬ、ＬＤＬ、ＡＭＹ、ＨＤＬ、体重、ＲＩ、肾小球面积具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
结论　 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 能够减轻 ＳＴＺ 诱导的糖尿病肾病大鼠的炎症水平ꎬ改善其 ＢＧ、血脂及胰腺功能ꎬ其作用机制可能

与 ＰＤＫ１ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路受到抑制有关ꎮ 本研究为临床上治疗糖尿病肾病等其他炎症病症提供了新的方向ꎮ
【关键词】 　 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ꎻ糖尿病肾病ꎻＳＴＺ 诱导
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(Ｑｉｎｇｈａｉ Ｒｅｄ Ｃｒｏｓｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｘｉｎｉｎｇ ８１００００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｏｎ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ６０ ＳＤ ｈｅａｌｔｈｙ ｒａｔｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｌｅｖｅｌ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ. ４５ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｏ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｍｏｄｅｌ. Ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐꎬ Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｌｏｗꎬ



ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｅａｌｔｈｙ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ９ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ
ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇｉｖｅｎ １０ ｍｇ / ｋｇ ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｔａｂｌｅｔｓ ｂｙ ｇａｖａｇｅꎬ ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｌｏｗꎬ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｗｉｔｈ Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ４ꎬ ２０ ａｎｄ １００ ｇ / ｋｇ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ
ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｗａｔｅｒ ｂｙ ｇａｖａｇｅ. Ｏｎｅ ｗｅｅｋ ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎꎬ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ( ＴＧ)ꎬ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ ( ＴＣ)ꎬ ｈｉｇｈ￣ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ (ＨＤＬ)ꎬ ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ (ＬＤＬ)ꎬ ａｍｙｌａｓｅ (ＡＭＹ) ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ (ＢＧ) ｗｅｒｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄꎬ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ ( ＨｂＡｌｃ)ꎬ ｆａｓｔｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｉｎｓｕｌｉｎ ( ＦＩＮＳ)ꎬ ｂｏｄｙ ｍａｓｓꎬ ｒｅｎａｌ ｉｎｄｅｘ ( ＲＩ)ꎬ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ａｒｅａꎬ
ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｄｉａｍｅｔｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ (ＡＧＥｓ)ꎬ ＰＤＫ１ꎬ ｐ￣Ａｋｔ ａｎｄ ｐ￣ｍＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧꎬ ＴＣꎬ ＬＤＬꎬ ＢＧꎬ ＨｂＡｌｃꎬ ｆｉｎｓꎬ ａｇｅｓꎬ ｂｏｄｙ ｍａｓｓꎬ ＲＩꎬ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ａｒｅａꎬ
ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｄｉａｍｅｔｅｒꎬ ＰＤＫ１ꎬ ｐ￣Ａｋｔꎬ ｐ￣ｍＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ
ｔｈｅ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＧꎬ ＴＣꎬ ＨＤＬꎬ ＬＤＬꎬ ＢＧꎬ ＨｂＡｌｃꎬ ＦＩＮＳꎬ ＡＧＥｓꎬ ＲＩꎬ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ａｒｅａꎬ
ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｄｉａｍｅｔｅｒꎬ ＰＤＫ１ꎬ ｐ￣Ａｋｔ ａｎｄ ｐ￣ｍＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４
ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ＨＤＬ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ
ＴＣꎬ ＨＤＬꎬ ＬＤＬꎬ ＡＭＹꎬ ＨＤＬꎬ ｂｏｄｙ ｍａｓｓꎬ ＲＩ ａｎｄ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ａｒｅａ (Ｐ < ０􀆰 ０５) Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｒａｔｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅｉｒ ＢＧꎬ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓꎬ ａｎｄ ｐａｎｃｒｅａｓ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｔｈｅｓｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＤＫ１ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ. Ｔｈｅｓｅ
ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｎｅｗ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ꎻ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙꎻ ＳＴＺ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

　 　 糖尿病肾病(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙꎬ ＤＮ)是糖尿

病(ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎬ ＤＭ)严重的并发症之一ꎬ可导

致严重肾衰竭ꎮ 糖尿病肾病一旦出现持续性蛋白

尿病情将无法逆转ꎬ直至终末期肾衰竭ꎬ且糖尿病

肾病的患病率逐年增加[１－２]ꎮ 糖尿病代谢异常会直

接导致肾小球硬化ꎬ进而导致肾功能损伤ꎬ因此临

床通过强化血糖控制来降低糖尿病肾病发生的风

险ꎮ Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 是一种肠降糖素类似物ꎬ由 ３９ 个氨

基酸组成的多肽ꎬ主要产生于蜥蜴 ( Ｇｉｌａ ｍｏｎｓｔｅｒ
ｌｉｚａｒｄ)的唾液腺中ꎬ能够减轻体重ꎬ改善胰岛细胞功

能ꎬ呈剂量依赖性促进胰岛素分泌ꎬ可发挥治疗糖尿

病肾病的作用[２－４]ꎬ但 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 对于糖尿病所致肾

病的作用研究较少ꎮ 大量文献报道激活的 ＰＤＫ１ /
Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路参与了糖尿病肾病的发病过程ꎬ许多

用于治疗糖尿病肾病的药物均与调控该通道相

关[５－６]ꎮ 因此在本文拟采用 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 对链脲佐菌素

(ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎬ ＳＴＺ)诱导的糖尿病肾病大鼠进行干

预治疗ꎬ为 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 的临床应用提供理论参考ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 无 特 定 病 原 体 动 物 ( ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｎｇｅｎ ｆｒｅｅ
ａｎｉｍａｌꎬ ＳＰＦ)级 ＳＤ 健康雄性大鼠 ５４ 只ꎬ体重(２１９􀆰 ７
±８􀆰 ５)ｇꎬ鼠龄(３􀆰 ５±０􀆰 ２)月ꎻ均购于湖南斯莱克景达

实验动物有限公司[ＳＣＸＫ(湘)２０１９￣０００４]ꎮ 在青海

大学医学院动物实验室[ＳＹＸＫ(青)２０１９￣０００１]中将

ＳＤ 大鼠均养殖在干净笼子里ꎬ室温(２２􀆰 １±１􀆰 ８)℃ꎬ相

对湿度 ３５％~４０％ꎬ每天光照 １２ ｈꎬ自由饮用纯净水ꎬ
适应性饲养 １ 周后开展实验ꎮ 本文研究所做实验均

获得青海红十字医院伦理委员会批准(Ｅ２０１９００１５)ꎬ
并满足动物实验学中的 ３Ｒ 要求ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器　
　 　 ＭＥ１０４Ｅ 型电子分析天平(美国梅特勒￣托利多

公司)ꎻ ＳＺＸ１２￣３１１１ 型显微镜 (日本奥利巴斯公

司)ꎻＤＯＴＯＰ 型全自动生化仪(广州东唐电子科技

有限公司)ꎻＥｘｅｎｄｉｎ￣４(浙江鸿拓生物技术有限公

司)ꎻ链脲佐菌素(ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎬ ＳＴＺꎬ美国 Ｓｉｇｍａ)ꎻ
总 胆 固 醇 ( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＴＧ )、 甘 油 三 酯

(ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓꎬ ＴＣ)、高密度脂蛋白胆固醇 ( ｈｉｇｈ￣
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＨＤＬ))、低密度脂蛋

白(ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＬＤＬ)、淀粉酶

(ａｍｙｌａｓｅꎬ ＡＭＹ)试剂盒(上海抚生实业有限公司)ꎻ
血糖(ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ＢＧ)试剂盒(上海钰博生物科

技有 限 公 司￣仪 器 信 息 网 )ꎻ 糖 化 血 红 蛋 白

(ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎꎬ ＨｂＡｌｃ) 和空腹血清胰岛素 ( ｆａｓｔｉｎｇ
ｓｅｒｕｍ ｉｎｓｕｌｉｎꎬ ＦＩＮＳ)试剂盒均购自南京基蛋生物科

技有限公司ꎻ兔抗鼠晚期糖基化终末产物(ａｄｖａｎｃｅｄ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ ＡＧＥｓꎬ艾美捷科技有限公

司)、兔抗鼠 ＰＤＫ１ 抗体(艾美捷科技有限公司)ꎻ兔
抗鼠 ｐ￣Ａｋｔ 抗体(厦门研科生物技术有限公司)ꎻ兔
抗鼠 ｐ￣ｍＴＯＲ 抗体(上海安研商贸有限公司)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分组、建模及给药　
　 　 随机选取 ６０ 只大鼠中 ９ 只作为正常组ꎬ其余大
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鼠参照邵晓丽等[７]方法建立糖尿病肾病模型ꎬ对大

鼠腹腔一次性注射 ＳＴＺ ６０ ｍｇ / ｋｇꎬ当 ＢＧ≥１６􀆰 ７
ｍｍｏｌ / Ｌꎬ尿糖为＋＋＋＋以上表明糖尿病肾病大鼠模

型建立成功ꎮ 将糖尿病肾病大鼠随机分为模型组、
贝那普利组、Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低、中和高剂量组ꎬ每组各 ９
只ꎮ 贝 那 普 利 组 灌 胃 １０ ｍｇ / ｋｇ 贝 那 普 利 片ꎬ
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低、中和高剂量组大鼠分别皮下注射

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ４、２０、１００ μｇ / ｋｇꎬ正常组和模型组灌胃给

予纯净水ꎬ灌胃或注射体积均为２０ μＬ / ｇꎮ 所有大鼠

均连续给药 １ 周ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＴＧ、ＴＣ、ＨＤＬ、ＬＤＬ 水平检测　
　 　 给药结束后ꎬ给予全麻ꎬ抽取腹主静脉血 ５ ｍＬ 置

于抗凝管ꎬ５０００ ｒ / ｍｉｎ 离心１０ ｍｉｎꎬ取血浆ꎬ使用ＤＯＴＯＰ
型全自动生化仪检测 ＴＧ、ＴＣ、ＨＤＬ、ＬＤＬ 水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＢＧ、ＨｂＡｌｃ 和 ＦＩＮＳ　
　 　 抽取腹主静脉血 ５ ｍＬꎬ５０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎꎬ取血清ꎬ采用葡萄糖氧化酶法检测 ＢＧꎻ采用酶

法检测 ＨｂＡｌｃꎻ采用放射免疫法检测 ＦＩＮＳꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 体重和肾脏指数( ｒｅｎａｌ ｉｎｄｅｘꎬ ＲＩ)、肾小球

面积及肾小球直径

　 　 给药前及给药结束称量体重ꎮ 给药结束ꎬ取血

结束ꎬ安乐处死大鼠ꎬ开腹取左肾和右肾ꎬ测重量ꎬ
取左肾ꎬ采用 １０％的中性福尔马林溶液固定ꎬ常规

制片ꎬ光镜下测量左肾和右肾的肾小球的直径和面

积ꎬ计算 ＲＩ＝(左肾重量＋右肾重量) /体重×１００％ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 切片及染色　
　 　 取“１􀆰 ３􀆰 ４”项下切片ꎬ脱水透明ꎬ浸蜡包埋ꎬ脱
蜡、ＨＥ 染色ꎬ镜下观察大鼠肾组织病理学表现ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＡＧＥｓ 及 ＰＤＫ１ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路蛋白检测　
　 　 取“１􀆰 ３􀆰 ４”项下右肾ꎬ使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＡＧＥｓ、ＰＤＫ１、ｐ￣Ａｋｔ、ｐ￣ｍＴＯＲ 通路蛋白ꎬ提取肾组织

中的样品总蛋白ꎬ与上样缓冲液按比例混合ꎬ煮沸 ５
ｍｉｎ 后ꎬ进行电泳ꎬ并将蛋白电转至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ使用

５％的脱脂奶粉封闭 １ ~ ２ ｈꎬ然后加入一抗溶液

ＴＢＳＴ(ＡＧＥｓ、ＰＤＫ１、ｐ￣Ａｋｔ、 ｐ￣ｍＴＯＲ 按照１ ∶１０００稀

释)ꎬ在 ４℃条件下震荡过夜ꎬ再次洗涤ꎬ放入二抗ꎬ
室内震荡 １２０ ｍｉｎ 后ꎬ洗涤ꎬ显色成像ꎬ使用软件分

析蛋白条带灰度值ꎮ 内参蛋白是 ＧＡＰＤＨꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件包进行统计分析处

理ꎮ 计量资料采用平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)描述ꎬ多组

间比较采用单因素方差分析ꎬ两组间比较采用 ＳＮＫ
检验ꎬＰ<０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 病理组织学观察

　 　 如图 １ 所示ꎬ空白组肾小管结构正常ꎬ肾间质未

见明显的炎性细胞增生ꎬ模型组肾小球上皮细胞变

性ꎬ肾小管周围明显炎性细胞浸润ꎬ肾间质增宽ꎬ管
腔内可见坏死脱落的上皮细胞ꎬ小管空泡变性萎

缩ꎻ贝那普利组肾间质炎性细胞浸润减少ꎬ肾小管

上皮细胞肿胀和坏死程度减轻ꎻＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 各组的肾

间质炎性细胞减少ꎬ管腔内坏死脱落的上皮细胞减

少ꎬ小管变性萎缩空泡减少ꎬ其中 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中剂量

组肾间质偶见炎性细胞ꎬ管腔内坏死脱落的上皮细

胞明显减少ꎬ肾病变改善明显ꎮ
２􀆰 ２ 　 六组大鼠 ＴＧ、ＴＣ、ＨＤＬ、ＬＤＬ、ＡＭＹ 水平

比较

　 　 如表 １ 所示ꎬ模型组、贝那普利组、Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４
低、中和高剂量组大鼠血清 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ、ＡＭＹ 水平

均高于空白组ꎬＨＤＬ 均低于空白组ꎬ具有显著性差

异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ贝那普利组、Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低、中和高剂

量组大鼠 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ、ＡＭＹ 水平均低于模型组ꎬ
ＨＤＬ 均高于模型组ꎬ具有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低、中和高剂量组大鼠 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ、ＡＭＹ
水平均低于贝那普利组ꎬＨＤＬ 均高于贝那普利组ꎬ
具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 中和高剂量

组大鼠 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ、ＡＭＹ 水平均低于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低

剂量组ꎬＨＤＬ 均高于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组ꎬ具有显著

性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 高剂量组大鼠 ＴＧ、ＴＣ、
ＬＤＬ、ＡＭＹ 水平均低于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中剂量组ꎬＨＤＬ 均

高于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中剂量组ꎬ 其中 ＴＣ、 ＨＤＬ、 ＬＤＬ、
ＡＭＹ、ＨＤＬ 具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ３　 六组大鼠 ＢＧ、ＨｂＡｌｃ、ＦＩＮＳ 水平比较

　 　 如表 ２ 所示ꎬ模型组、贝那普利组、Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４
低、中和高剂量组大鼠 ＢＧ、ＨｂＡｌｃ、ＦＩＮＳ 水平均高于

空白组ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ贝那普利组、
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低、中和高剂量组大鼠 ＢＧ、ＨｂＡｌｃ、ＦＩＮＳ
水平均低于模型组ꎬ具有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低、中和高剂量组大鼠 ＢＧ、ＨｂＡｌｃ、ＦＩＮＳ
水平均低于贝那普利组ꎬ具有显著性差异 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎻＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 中和高剂量组大鼠 ＢＧ、ＨｂＡｌｃ、
ＦＩＮＳ 水平均低于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组ꎬ具有显著性

差异 ( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 高剂量组大鼠 ＢＧ、
ＨｂＡｌｃ、ＦＩＮＳ 水平均低于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中剂量组ꎬ但无

显著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

３５中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



２􀆰 ４　 六组大鼠体重、ＲＩ、ＡＧＥｓ、肾小球面积、肾小

球直径比较

　 　 如表 ３ 和表 ４ 所示ꎬ模型组、贝那普利组、
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低、中和高剂量组体重、ＲＩ、ＡＧＥｓ、肾小球

面积、肾小球直径均高于空白组ꎬ具有显著性差异

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ贝那普利组、Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低、中和高剂量

组大鼠体重、ＲＩ、ＡＧＥｓ、肾小球面积、肾小球直径低

于模型组ꎬ具有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻＥｘｅｎｄｉｎ￣４

低、中和高剂量组大鼠体重、ＲＩ、ＡＧＥｓ、肾小球面积、
肾小球直径低于贝那普利组ꎬ具有显著性差异(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 中、高剂量组大鼠体重、ＲＩ、ＡＧＥｓ、
肾小球面积、肾小球直径低于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组ꎬ
具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 高剂量组大

鼠体重、ＲＩ、ＡＧＥｓ、肾小球面积、肾小球直径低于

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中剂量组ꎬ其中体重、ＲＩ、肾小球面积具有

显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

图 １　 六组大鼠肾组织损伤情况 ＨＥ 染色图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

表 １　 六组大鼠 ＴＧ、ＴＣ、ＨＤＬ、ＬＤＬ、ＡＭＹ 水平比较(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ９)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＧꎬ ＴＣꎬ ＨＤＬꎬ ＬＤＬ ａｎｄ ＡＭＹ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

总胆固醇(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＴＧ

甘油三酯(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＴＣ

高密度脂蛋白(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＨＤＬ

低密度脂蛋白(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＬＤＬ

淀粉酶(Ｕ/ Ｌ)
ＡＭＹ

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ３５±０􀆰 １１ ０􀆰 ９３±０􀆰 ０６ ２􀆰 ９９±０􀆰 １５ ２􀆰 １９±０􀆰 ０６ １０３５􀆰 ２６±５３６􀆰 ２４

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １９􀆰 ５６±２􀆰 ５６１) ３􀆰 ８９±０􀆰 １５１) １􀆰 ７８±０􀆰 １２１) ４􀆰 ９９±０􀆰 １５１) ５６９８􀆰 ３５±６５８􀆰 ６９１)

贝那普利组
Ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐ １８􀆰 １１±２􀆰 ３３１)２) ３􀆰 ７５±０􀆰 １３１)２) １􀆰 ９８±０􀆰 １１１)２) ４􀆰 ７１±０􀆰 １２１)２) ３１２５􀆰 ２６±６２５􀆰 ３９１)２)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４低剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １７􀆰 ２１±２􀆰 １５１)２)３) ３􀆰 ２１±０􀆰 １１１)２)３) ２􀆰 １１±０􀆰 ０９１)２)３) ３􀆰 ８６±０􀆰 １１１)２)３) ２４３５􀆰 ２６±５１３􀆰 ２４１)２)３)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４中剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １３􀆰 １５±１􀆰 ５６１)２)３)４) ２􀆰 ２５±０􀆰 ０６１)２)３)４) ２􀆰 ５５±０􀆰 １１１)２)３)４) ３􀆰 １１±０􀆰 ０８１)２)３)４) １８３５􀆰 １４±４８９􀆰 ３６１)２)３)４)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４高剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １２􀆰 ８９±１􀆰 ４６１)２)３)４) ２􀆰 ０１±０􀆰 ０８１)２)３)４)５) ２􀆰 ８９±０􀆰 １１１)２)３)４)５) ２􀆰 ９８±０􀆰 ０７１)２)３)４)５) １３３５􀆰 ２４±３９９􀆰 ８６１)２)３)４)５)

Ｆ ３１􀆰 ９８０ ８２􀆰 ４４９ １６６􀆰 ５７４ ７７􀆰 ９９２ ８８􀆰 ４０９
Ｐ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０００

注:与空白组相比ꎬ１)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ２)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与贝那普利组相比ꎬ３) Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组相比ꎬ４) Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中
剂量相比ꎬ５)Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ１) Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ２) Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐꎬ ３)Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ４)Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ５)Ｐ<０􀆰 ０５.

４５ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



２􀆰 ５　 六组大鼠肾组织 ＰＤＫ１ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通

路蛋白表达量比较

　 　 如表 ５、 图 ２ 所示ꎬ 模型组、 贝那普利组、
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低、 中和高剂量组大鼠 ＰＤＫ１、 ｐ￣Ａｋｔ、
ｐ￣ｍＴＯＲ蛋白表达量均高于空白组ꎬ具有显著性差异

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ贝那普利组、Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低、中和高剂量

组大鼠 ＰＤＫ１、ｐ￣Ａｋｔ、ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白表达量低于模型

组ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 低、中和

高剂量组大鼠 ＰＤＫ１、ｐ￣Ａｋｔ、ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白表达量低

于贝 那 普 利 组ꎬ 具 有 显 著 性 差 异 ( Ｐ < ０􀆰 ０５ )ꎻ
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中和高剂量组大鼠 ＰＤＫ１、ｐ￣Ａｋｔ、ｐ￣ｍＴＯＲ
蛋白表达量低于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组ꎬ具有显著性

差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 高剂量组大鼠 ＰＤＫ１、ｐ￣
Ａｋｔ、ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白表达量低于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中剂量组ꎬ
但差异无显著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

表 ２　 六组大鼠 ＢＧ、ＨｂＡｌｃ、ＦＩＮＳ 水平比较(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ９)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＢＧꎬ ＨｂＡｌｃ ａｎｄ ＦＩＮＳ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

血糖(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＢＧ

糖化血红蛋白(％)
ＨｂＡｌｃ

空腹血清胰岛(μＵ / ｍＬ)
ＦＩＮＳ

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ６２±１􀆰 ２６ ２８􀆰 ４６±３􀆰 １１ １５􀆰 ２６±２􀆰 １３

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２９􀆰 ８８±１􀆰 ８９１) ３７􀆰 ８９±３􀆰 ２６１) ３３􀆰 ６９±６􀆰 ８８１)

贝那普利组
Ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐ ２１􀆰 ５６±３􀆰 １１１)２) ３３􀆰 １５±３􀆰 １５１)２) ２９􀆰 ８８±４􀆰 １５１)２)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １９􀆰 ８８±２􀆰 １５１)２)３) ３０􀆰 １１±２􀆰 １０１)２)３) ２６􀆰 １５±３􀆰 １２１)２)３)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １２􀆰 ５６±１􀆰 １５１)２)３)４) ２９􀆰 ８８±２􀆰 ５６１)２)３)４) １９􀆰 ５１±２􀆰 １３１)２)３)４)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 高剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １２􀆰 １１±１􀆰 ２１１)２)３)４) ２９􀆰 １６±２􀆰 １１１)２)３)４) １９􀆰 ０１±１􀆰 ８９１)２)３)４)

Ｆ ４２􀆰 １１８ ９􀆰 ４１８ １１􀆰 ５１５
Ｐ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１

注:与空白组相比ꎬ１)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ２)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与贝那普利组相比ꎬ３)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组相比ꎬ４)Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ １)Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ２) Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐꎬ３) Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ４)Ｐ<０􀆰 ０５.

表 ３　 六组大鼠体重、ＲＩ 比较(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ９)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｗｅｉｇｈｔꎬ ＲＩ ｉｎ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

给药前体重(ｇ)
Ｑｕａｌｉｔｙ ｂｅｆｏｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

给药结束体重(ｇ)
Ｅｎｄ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ

肾脏指数
ＲＩ

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ２１９􀆰 １２±８􀆰 ６５ ２４４􀆰 ３６±８􀆰 ６７ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０２

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２２１􀆰 ５２±９􀆰 ０２ ２９６􀆰 ９５±８􀆰 ３４１) ０􀆰 ５９±０􀆰 １１１)

贝那普利组
Ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐ ２１５􀆰 ９６±７􀆰 ９８ ２６５􀆰 ６９±８􀆰 ２９１)２) ０􀆰 ４２±０􀆰 ０９１)２)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２２１􀆰 ０９±７􀆰 ４６ ２８４􀆰 ３６±７􀆰 ３６１)２)３) ０􀆰 ３８±０􀆰 ０２１)２)３)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２２１􀆰 ０９±７􀆰 ３６ ２７６􀆰 ３４±８􀆰 １５１)２)３)４) ０􀆰 ２５±０􀆰 ０３１)２)３)４)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 高剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２１９􀆰 ４６±７􀆰 １５ ２６３􀆰 ２５±８􀆰 １６１)２)３)４)５) ０􀆰 ２４±０􀆰 ０２１)２)３)４)５)

Ｆ ０􀆰 ６１１ ４５􀆰 １３５ １５􀆰 ２９５
Ｐ ０􀆰 ６９２ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ００１

注:与空白组相比ꎬ１)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ 与模型组相比ꎬ２)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ 与贝那普利组相比ꎬ３)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组相比ꎬ４)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ 与 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中
剂量相比ꎬ５)Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ１) Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ２) Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐꎬ ３)Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ４)Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ５)Ｐ<０􀆰 ０５.

５５中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



表 ４　 六组大鼠 ＡＧＥｓ、肾小球面积、肾小球直径比较(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ９)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＧＥｓꎬ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ａｒｅａ ａｎｄ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｄｉａｍｅｔｅｒ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

晚期糖基化终末产物
ＡＧＥｓ

肾小球面积(ｕｎｉｔ)
Ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ａｒｅａ

肾小球直径(μｍ)
Ｒｅｎａｌ ｄｉｄｉａｍｅｔｅｒ

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６８±０􀆰 ２１ ７４􀆰 １５±９􀆰 ８９ ９１􀆰 ２６±５􀆰 ４６

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ８７±０􀆰 ４８１) １１９􀆰 ４５±１２􀆰 ２２１) １２１􀆰 ５６±１１􀆰 ２２１)

贝那普利组
Ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０５±０􀆰 ３５１)２) １０１􀆰 ０１±１０􀆰 ２１１)２) １１４􀆰 ３３±１０􀆰 ２５１)２)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ３８±０􀆰 ４７１)２)３) ９８􀆰 ０２±９􀆰 ８８１)２)３) １１０􀆰 １２±９􀆰 ８９１)２)３)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ９５±０􀆰 ４１１)２)３)４) ８１􀆰 ２５±７􀆰 ８９１)２)３)４) ９５􀆰 ２１±８􀆰 １１１)２)３)４)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 高剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５９±０􀆰 ２８１)２)３)４) ７９􀆰 ８８±７􀆰 ４５１)２)３)４)５) ９４􀆰 １１±８􀆰 ２６１)２)３)４)

Ｆ １４􀆰 １４０ １２􀆰 ９６７ １０􀆰 ９２７
Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１

注:与空白组相比ꎬ１)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ 与模型组相比ꎬ２)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ 与贝那普利组相比ꎬ３)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组相比ꎬ４)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ 与 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中
剂量相比ꎬ５)Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ１) Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ２) Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐꎬ ３)Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ４)Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ５)Ｐ<０􀆰 ０５.

表 ５　 六组大鼠肾组织 ＰＤＫ１ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路蛋白表达量比较(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ９)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＤＫ１ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

磷酸肌醇依赖性蛋白激酶 １
ＰＤＫ１

磷酸化 Ａｋｔ
ｐ￣Ａｋｔ

磷酸化 ｍＴＯＲ
ｐ￣ｍＴＯＲ

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０１±０􀆰 ０３ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０３ １􀆰 ０５±０􀆰 ０２

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ８９±０􀆰 ０２１) ２􀆰 ５６±０􀆰 １１１) ２􀆰 ４５±０􀆰 １０１)

贝那普利组
Ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ４５±０􀆰 ０３１)２) ２􀆰 ３１±０􀆰 ０３１)２) ２􀆰 ２２±０􀆰 １１１)２)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ０１±０􀆰 ０１１)２)３) １􀆰 ５６±０􀆰 ０１１)２)３) １􀆰 ５８±０􀆰 ０６１)２)３)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ２５±０􀆰 ０２１)２)３)４) １􀆰 １２±０􀆰 ０５１)２)３)４) １􀆰 ２２±０􀆰 ０１１)２)３)４)

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 高剂量组
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ２４±０􀆰 ０１１)２)３)４) １􀆰 １１±０􀆰 ０１１)２)３)４) １􀆰 ２１±０􀆰 ０３１)２)３)４)

Ｆ ２３４􀆰 ６３８ ６２􀆰 ３５９ ６１􀆰 ７７７
Ｐ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１

注:与空白组相比ꎬ１)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ２)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与贝那普利组相比ꎬ３)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组相比ꎬ４)Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ １)Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ２) Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐꎬ３) Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ４)Ｐ<０􀆰 ０５.

图 ２　 肾组织中 ＰＤＫ１ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路蛋白 ＰＤＫ１、ｐ￣Ａｋｔ、ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 图
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｏｆ ＰＤＫ１ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ＰＤＫ１ꎬ ｐ￣Ａｋｔꎬ ｐ￣ｍＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ

６５ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



３　 讨论

　 　 糖尿病肾病是糖尿病患者进行肾移植常见原

因ꎬ其病理特点为肾小球大量堆积、肾小管底膜增

厚ꎬ导致肾小球硬化、肾小管纤维化ꎬ直至肾功能

衰竭[８－１０]ꎮ
Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 能够通过抑制胰高血糖素的分泌ꎬ延

缓胃排空和食物的摄取量ꎬ进而减轻体重ꎬ本研究

显示ꎬ与糖尿病肾病模型组相比ꎬ给予不同剂量的

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 可明显减轻糖尿病肾病大鼠的体重ꎬ且呈

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 剂 量 依 赖 性 减 低 趋 势ꎬ 进 一 步 佐 证

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 可减轻体重ꎮ 研究表明ꎬＥｘｅｎｄｉｎ￣４可抑制

ＴＮＦ￣α 诱导的 系 膜 细 胞 氧 化 应 激 和 ＴＧＦ￣β１ 表

达[１１]ꎬ另外ꎬＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 能够激活 ＰＰＡＲ￣α 受体ꎬ减
少载脂蛋白的合成ꎬ进而增加血浆中的脂肪降解和

清除力度来调节脂代谢紊乱[１２－１３]ꎮ Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４能够

通过增加胰岛 β 细胞对葡萄糖的敏感性ꎬ促进血糖

胰岛素的分泌ꎬ改善糖代谢及脂代谢紊乱[１４－１５]ꎮ 本

研究显示ꎬ Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中、高剂量组大鼠 ＴＧ、 ＴＣ、
ＬＤＬ、 ＡＭＹ 水平均低于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂量组ꎬ 且

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 高剂量组大鼠 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ 水平均低于

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中剂量组ꎬＨＤＬ 的变化趋势相反ꎬ该结果

表明ꎬＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 可有效降低糖尿病肾病大鼠血液的

ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ、ＡＭＹ 水平ꎬ提高 ＨＤＬꎬ且呈 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４
剂量依赖性趋势ꎬ可见 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 在改善脂代谢紊

乱具有明确的效果ꎮ 研究表明ꎬＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 可明显抑

制 ＴＮＦ￣α 诱导的系膜细胞 ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ并
以剂量和时间依赖的方式抑制 ＴＮＦ￣α 诱导的系膜

细胞培养上清内 ＭＣＰ￣１、ＦＮ 的含量ꎬ提示 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４
可能会对肾具有一定保护作用[１６]ꎮ 本研究显示

Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 可显著降低糖尿病肾病大鼠 ＲＩ、肾小球

面积、肾小球直径ꎬ提示 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 可改善肾功能ꎮ
ＨｂＡｌｃ 能够衡量血糖控制情况的重要指标ꎬ其可作

为临床评定糖尿病病情及治疗预后的重要诊断依

据[１７]ꎮ 本研究显示ꎬＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 中、高剂量组大鼠

ＢＧ、ＨｂＡｌｃ、ＦＩＮＳ、ＡＧＥｓ 水平均低于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 低剂

量组ꎬ且 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 高剂量组大鼠 ＢＧ、ＨｂＡｌｃ、ＦＩＮＳ、
ＡＧＥｓ 水平均低于 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 中剂量组ꎬ该结果表

明ꎬＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 能够有效改善各组大鼠的血糖水平ꎬ
可用于改善糖尿病肾病的糖代谢紊乱ꎮ

ＰＤＫ１ 作为 ＰＩ３Ｋ 信号通路的重要传导分子ꎬ是

ＡＧＣ 蛋白激酶家族的一个苏氨酸激酶ꎬ其与 ＰＩＰ３
的结合能够激活 Ａｋｔ 等激酶ꎬ并且能够通过调节

ＡＧＣ 蛋白控制细胞的应答ꎬ在细胞的生长增殖和存

活中发挥着重要作用[１８－１９]ꎮ ｐ￣ｍＴＯＲ 属于 ＰＩＫＫ 家

族中的一员ꎬ其对调节细胞周期、蛋白质的合成发

挥着重要的作用ꎬ在糖尿病发生时ꎬ高血糖能够激

活 Ａｋｔ 而增加 ｍＴＯＲ 的活性ꎬｍＴＯＲ 活性增加会促

进肾小球和肾小管肥大[２０－２１]ꎮ 本研究显示ꎬ不同剂

量 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 干 预 大 鼠ꎬ 大 鼠 的 ＰＤＫ１、 ｐ￣Ａｋｔ、
ｐ￣ｍＴＯＲ蛋白表达呈现与 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 剂量负相关的趋

势ꎬ可 见 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 可 在 一 定 程 度 上 通 过 调 节

ＰＤＫ１、ｐ￣Ａｋｔ、ｐ￣ｍＴＯＲ 表达达到治疗糖尿病肾病的

目的ꎮ 类似的报道ꎬ如 Ｖａｓｕ 等[２２] 认为 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 作

为多肽ꎬ可通过调节 ＰＤＫ１ 蛋白表达来降低高脂饮

食诱导的 β 细胞增殖和凋亡ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[２３] 通过免

疫印迹方法显示ꎬ给衰老的成骨细胞 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 干

预ꎬＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 通过调节 ｐ￣Ａｋｔ 表达ꎬ促进衰老成骨

细胞的增殖ꎬ进而可用于预防老年性骨质疏松症ꎮ
Ｙｕ 等[２４] 研究认为 Ｅｘｅｎｄｉｎ￣４ 可通过调节 ｍＴＯＲ 表

达来缓和葡萄糖对心肌细胞的毒性作用ꎮ
综上所述ꎬＥｘｅｎｄｉｎ￣４ 能够减轻 ＳＴＺ 诱导的糖尿

病肾病大鼠的炎症水平ꎬ改善其血糖、血脂水平ꎬ其
作用机制可能与 ＰＤＫ１ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路受到抑制有

关ꎬ为临床上治疗糖尿病肾病等其他炎症病症提供

了新的方向ꎮ
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解偶联蛋白 １ 敲除加剧异丙肾上腺素诱导的
大鼠心肌重构

郑　 媛ꎬ付鹤玲ꎬ侯道荣ꎬ尹　 媛ꎬ鲍　 丹∗

(南京医科大学医药实验动物中心ꎬ南京　 ２１００００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究解偶联蛋白 １(ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ Ｕｃｐ１)基因敲除对异丙肾上腺素诱导的大鼠心肌重

构的长期影响ꎮ 方法　 分别对 ２ 月龄野生型大鼠和 Ｕｃｐ１ 基因敲除大鼠腹腔注射生理盐水或异丙肾上腺素(３０
ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ连续 ３ ｄ)建立大鼠心肌重构模型ꎻ于注射后 １ 个月ꎬ分别对野生型大鼠和 Ｕｃｐ１ 基因敲除大鼠进行 Ｍ
型超声心动图、血清心肌损伤标志物乳酸脱氢酶( ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ＬＤＨ)和肌酸激酶同工酶 ＭＢ( ｃｒｅａｔｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅ ＭＢꎬ ＣＫ￣ＭＢ)检测及病理组织学表型分析ꎮ 结果　 生理盐水组ꎬＵｃｐ１ 基因敲除大鼠和野生型大鼠

的心脏形态结构、功能和血清中 ＣＫ￣ＭＢ 水平无明显差别ꎮ 模型组ꎬ与野生型大鼠相比ꎬＵｃｐ１ 基因敲除大鼠心脏呈

现显著的室壁变薄和心收缩功能减退的表型ꎻ血清中 ＬＤＨ 和 ＣＫ￣ＭＢ 水平显著升高ꎻ心肌细胞排列紊乱和间质纤维

化程度更加严重ꎮ 结论　 Ｕｃｐ１ 敲除加剧了异丙肾上腺素诱导的大鼠心肌重构病理表型ꎬＵｃｐ１ 可能是参与该病理

进程的重要调控基因之一ꎮ
【关键词】 　 Ｕｃｐ１ꎻ心肌重构ꎻ超声心动图

【中图分类号】 Ｒ￣３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ (２０２１) ０９－００５９－０５
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｕｃｐ１ꎻ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇꎻ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ

　 　 解偶联蛋白(ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬＵＣＰｓ)是阴离

子载体蛋白超家族的成员之一ꎬ位于线粒体内膜ꎬ
参与线粒体膜电位的调控[１]ꎮ ＵＣＰｓ 的发现ꎬ提出

了质子泄漏学说[２]ꎬ即在正常情况下线粒体内膜存

在一定程度的质子泄漏ꎬ使线粒体内膜的跨膜质子

梯度减低ꎬ以致刺激线粒体呼吸的质子驱动力降

低ꎬ使线粒体呼吸链氧化磷酸化解偶联ꎬ导致 ＡＴＰ
数量减少ꎬ能量以热能的形式释放ꎮ 研究发现ꎬ
ＵＣＰｓ 可减少线粒体氧化磷酸化过程中 ＲＯＳ 的

产生[３]ꎮ
ＵＣＰ１ꎬ又称产热素ꎬ是第一个被发现的 ＵＣＰｓꎬ

主要在哺乳动物棕色脂肪组织 ( ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ
ｔｉｓｓｕｅꎬＢＡＴ)中表达[４]ꎮ ＵＣＰ１ 和(或) ＢＡＴ 被激活

后ꎬ棕色脂肪细胞会消耗葡萄糖和脂质ꎬ将能量从

葡萄糖和游离脂肪酸氧化转换成热量[５]ꎮ 这种独

特的代谢产热方式ꎬ使 ＵＣＰ１ 和 ＢＡＴ 成为肥胖和 ２
型糖尿病治疗的研究热点[６]ꎮ

本实验室的前期研究发现ꎬＵＣＰ１ 在大鼠心脏

组织中表达ꎬ并在异丙肾上腺素( ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌꎬＩＳＯ)
诱导的心肌重构模型[７] 大鼠心脏组织中表达显著

升高ꎻＵｃｐ１ 基因敲除导致心室壁和心收缩功能在

ＩＳＯ 诱导的心肌重构急性期显著增加ꎬ但 Ｕｃｐ１ 基因

敲除对心肌重构的长期影响仍未知ꎮ 因此ꎬ本文旨

在通过已建立的 Ｕｃｐ１ 基因敲除大鼠(Ｕｃｐ１－ / －)分析

Ｕｃｐ１ 基因敲除后对 ＩＳＯ 诱导的心肌重构的长期

影响ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 本实验所用 Ｕｃｐ１－ / －大鼠由中国医学科学院医

学实验动物研究所制作ꎬ同时敲除大鼠培育过程中

使用的 ＳＤ 大鼠均购自北京维通利华实验动物技术

有限公司[ＳＣＸＫ(京)２０１９￣００１１]ꎬ大鼠饲养于南京

医科大学医药实验动物中心屏障设施的饲养间

[ＳＹＸＫ(苏)２０２０￣００２２]ꎬ饲养间温度(２３±２)℃ꎬ１２
ｈ / １２ ｈ 明 /暗灯照ꎬ动物自由饮水和摄食ꎮ 实验中

所使用的实验动物为野生型 (雌雄各 ６ 只) 和

Ｕｃｐ１－ / －(雌雄各 ６ 只)清洁级 ＳＤ 大鼠ꎬ８ 周龄ꎬ体重

约 ２５０ ｇꎮ 实验中涉及动物操作程序均遵循 ３Ｒ 原

则并已取得南京医科大学实验动物福利伦理审查

委员会的批准(ＩＡＣＵＣ￣１７０４０１１)ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＩＳＯ(Ｉ６５０４)购自美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎻ乳酸

脱氢酶( ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＬＤＨ)生化检测试剂

(９９０￣６３１９３)购自日本和光纯药工业株式会社ꎻ肌酸

激酶同工酶 ＭＢ(ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅ ＭＢꎬＣＫ￣
ＭＢ)生化检测试剂(Ｈ００７ Ｔ)购自中国美康生物科

技股份有限公司ꎻ小动物超声(Ｖｅｖｏ ２１００)购自加拿

大 ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓ 公司ꎻ全自动血生化分析仪(７１００)
购自日本日立公司ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＩＳＯ 诱导心肌重构大鼠模型

　 　 选用 ２ 月龄野生型 (ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬＷＴ) 大鼠和

Ｕｃｐ１－ / －大鼠腹腔注射生理盐水或 ＩＳＯ(３０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰
ｄ)ꎬ连续 ３ ｄ)建立大鼠心肌重构模型ꎮ 大鼠随机分

成 ４ 组:ＷＴ 生理盐水组、Ｕｃｐ１－ / － 生理盐水组、ＷＴ￣
ＩＳＯ 组和 Ｕｃｐ１－ / － ￣ＩＳＯ 组(ｎ＝ ６)ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｍ 型超声心动图检测大鼠心脏的形态结构

和功能

　 　 于生理盐水或 ＩＳＯ 注射后 １ 个月ꎬ分别对 ４ 组

大鼠进行 Ｍ 型超声心动图检测ꎮ 大鼠经 １􀆰 ５％异氟

烷气体麻醉ꎬ脱胸前区被毛ꎬ仰卧固定于加热板上ꎬ
以保持体温ꎬ四肢固定ꎬ选用 ＭＳ２５０ 的探头ꎬ进行心

脏超声影像分析[８]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 大鼠血清中 ＣＫ￣ＭＢ 和 ＬＤＨ 水平的检测

　 　 于生理盐水或 ＩＳＯ 注射后 １ 个月ꎬ大鼠经 ４％异

氟烷气体麻醉ꎬ打开腹腔ꎬ钝性分离暴露腹主动脉ꎬ
从腹主动脉分别采集 ４ 组大鼠 ３ ｍＬ 外周血ꎬ室温放

置 １ ｈ 后ꎬ３０００ ｒ / ｍｉｎꎬ４℃ 离心 １０ ｍｉｎꎬ获取血清ꎮ
利用全自动血生化分析仪测定 ＬＤＨ 和 ＣＫ￣ＭＢ
水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 病理组织学观察大鼠的心肌细胞形态和间

质纤维化

　 　 于生理盐水或 ＩＳＯ 注射后 １ 个月ꎬ二氧化碳法

处死大鼠ꎬ打开胸腔取出心脏ꎬ将心脏组织固定在

中性福尔马林 ２４ ｈ 后进行修块、脱水、包埋、切片、
苏木素￣伊红(ｈａｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色和 Ｍａｓｓｏｎ
染色ꎬ镜下观察ꎮ

０６ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验数据以平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ数据运

用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 统计学软件处理分析ꎮ 如果数据符合

正态分布ꎬ采用单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)
进行组间比较ꎬ若组间差异有统计学意义ꎬ进一步

采用 Ｔｕｋｅｙ’ ｓ ｐｏｓｔ￣ｈｏｃ 检验ꎬＰ<０􀆰 ０５ 认为有统计学

意义ꎮ

注:Ａ:左心室收缩末期后壁厚度ꎻＢ:左心室收缩末期前壁厚度ꎻＣ:左心室收缩末期内径ꎻＤ:左心室射血分数ꎻＥ:左心室舒张末期后

壁厚度ꎻＦ:左心室舒张末期前壁厚度ꎻＧ:左心室舒张末期内径ꎻＨ:Ｍ 型超声心动图图片ꎮ 与 ＷＴ 大鼠相比ꎬ＆Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与同一品系生

理盐水组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＷＴ 大鼠 ＩＳＯ 组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
图 １　 ＩＳＯ 诱导后 １ 个月 ＷＴ 和 Ｕｃｐ１－ / －大鼠心脏 Ｍ 型超声心动图分析

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ (ＬＶ) ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｗａｌｌ ａｔ ｅｎｄ￣ｓｙｓｔｏｌｅ. Ｂꎬ ＬＶ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｗａｌｌ ａｔ ｅｎｄ￣ｓｙｓｔｏｌｅ. Ｃꎬ ＬＶ ｅｎｄ￣
ｓｙｓｔｏｌｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ. Ｄꎬ ＬＶ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ. Ｅꎬ ＬＶ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｗａｌｌ ａｔ ｅｎｄ￣ｄｉａｓｔｏｌｅ. Ｆꎬ ＬＶ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｗａｌｌ ａｔ ｅｎｄ￣ｄｉａｓｔｏｌｅ. Ｇꎬ ＬＶ ｅｎｄ￣ｄｉａｓｔｏｌｅ
ｄｉａｍｅｔｅｒ. Ｈꎬ Ｉｍａｇｅ ｏｆ Ｍ￣ｔｙｐｅ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｒａｔｓꎬ ＆Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓａｌｉｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｔｒａｉｎꎬ ∗Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＩＳＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ＷＴ ｒａｔｓꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍ￣ｍｏｄｅ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ Ｕｃｐ１－ / － ｒａｔｓ ａｔ １ ｍｏｎｔｈ ａｆｔｅｒ ＩＳＯ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

２　 结果

２􀆰 １　 Ｕｃｐ１ 基因敲除加剧了 ＩＳＯ 诱导的急性心肌

缺血模型大鼠左心室的不利重构

　 　 于生理盐水或 ＩＳＯ 注射后 １ 个月ꎬ分别对 ４ 组

大鼠进行 Ｍ 型超声心动图检测ꎮ 结果显示ꎬ生理盐

水组ꎬ与 ＷＴ 大鼠相比ꎬＵｃｐ１－ / －大鼠左心室收缩末期

后壁厚度显著减小了 １１􀆰 ６３％(Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ图 １Ａ)ꎬ左
心室内径呈增大且心收缩功能下降的趋势ꎮ ＩＳＯ 组

ＷＴ 大鼠左心室收缩末期前壁厚度显著增加了

３７􀆰 ０７％(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ说明 ＷＴ 大鼠仍处于 ＩＳＯ 诱导

的室壁肥厚代偿期ꎻ而 Ｕｃｐ１－ / －大鼠左心室收缩末期

前壁厚度未显著增加ꎬ且与 ＷＴ 大鼠相比ꎬＵｃｐ１－ / －大

鼠左心室收缩末期前壁厚度显著减小了 １４􀆰 １０％
(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ图 １Ｂ)ꎬ说明 Ｕｃｐ１－ / －大鼠已由代偿期向失

代偿期转换ꎮ 再者ꎬ ＩＳＯ 的诱导导致 ＷＴ 大鼠和

Ｕｃｐ１－ / －大鼠左心室射血分数均显著降低(Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ
Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ且 Ｕｃｐ１－ / － 大鼠的左心室射血分数显著

低于 ＷＴ 大鼠(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ说明 Ｕｃｐ１ 基因敲除显著

加剧了 ＩＳＯ 诱导的心收缩功能减退(图 １Ｃ~Ｈ)ꎮ
２􀆰 ２　 Ｕｃｐ１ 基因敲除升高了 ＩＳＯ 诱导的急性心肌

缺血模型大鼠血清中心肌损伤标志物水平

　 　 于生理盐水或 ＩＳＯ 注射后 １ 个月ꎬ分别对 ４ 组

大鼠进行血清 ＬＤＨ 和 ＣＫ￣ＭＢ 水平的检测ꎮ 结果显

示ꎬ生理盐水组ꎬ与 ＷＴ 大鼠相比ꎬＵｃｐ１－ / －大鼠血清

ＬＤＨ 水平显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ图 ２Ａ)ꎮ ＩＳＯ 组与生

理盐水组相比ꎬＷＴ 和 Ｕｃｐ１－ / －大鼠血清 ＬＤＨ 水平均

显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ图 ２Ａ)ꎻＵｃｐ１－ / － 大鼠血清 ＣＫ￣
ＭＢ 水平显著升高(Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ图 ２Ｂ)ꎮ 此外ꎬＩＳＯ 注

射后 １ 个月ꎬＵｃｐ１－ / －大鼠血清 ＬＤＨ 和 ＣＫ￣ＭＢ 水平

均显著高于 ＷＴ 大鼠(Ｐ<０􀆰 ０１ꎬＰ<０􀆰 ０５ꎬ图 ２Ｂ)ꎮ
２􀆰 ３　 Ｕｃｐ１ 基因敲除加剧了 ＩＳＯ 诱导的急性心肌

缺血模型大鼠的病理组织学表型

　 　 于生理盐水或 ＩＳＯ 注射后 １ 个月ꎬ分别对 ４ 组

大鼠进行心脏病理组织学表型分析ꎮ 结果显示ꎬ生
理盐水组ꎬＷＴ 大鼠和 Ｕｃｐ１－ / －大鼠心肌细胞排列和

间质纤维化程度无显著差别ꎮ ＩＳＯ 组与 ＷＴ 大鼠相

１６中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



比ꎬＵｃｐ１－ / －大鼠心肌细胞排列紊乱(图 ３Ａ、Ｂ)和间

质纤维化(图 ３Ｃ)程度更加严重ꎮ

注:Ａ:血清乳酸脱氢酶ꎻＢ:肌酸激酶同工酶 ＭＢꎮ 与 ＷＴ 大鼠相比ꎬ＆Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与同一品系生理盐水组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与 ＷＴ

大鼠 ＩＳＯ 组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 ＩＳＯ 诱导后 １ 个月 ＷＴ 和 Ｕｃｐ１－ / －大鼠血清中心肌损伤标志物水平检测

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｓｅｒｕｍ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ (ＬＤＨ). Ｂꎬ Ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅ ＭＢ (ＣＫ￣ＭＢ). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｒａｔｓꎬ
＆Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓａｌｉｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｔｒａｉｎꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＩＳＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ＷＴ ｒａｔｓꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｅｒｕｍ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ Ｕｃｐ１－ / － ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ＩＳＯ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ １ ｍｏｎｔｈ

注:Ａ:左心室 ＨＥ 染色观察ꎻＢ:左心室 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察ꎻＣ:ＩｍａｇｅＪ 软件定量纤维化的相对水平ꎮ 与同一品系生理盐水组相比ꎬ∗∗∗Ｐ

<０􀆰 ００１ꎻ与 ＷＴ 大鼠 ＩＳＯ 组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ３　 ＩＳＯ 诱导后 １ 个月 ＷＴ 和 Ｕｃｐ１－ / －大鼠病理组织学表型分析

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＥ￣ｓｔａｉｎｅｄ ｓｅｃｔｉｏｎｓ. Ｂꎬ Ｍａｓｓｏｎ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ￣ｓｔａｉｎｅｄ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ. Ｃꎬ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ

ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ＩｍａｇｅＪ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｒａｔｓꎬ ＆Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓａｌｉｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｔｒａｉｎꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＩＳＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ＷＴ ｒａｔｓꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ Ｕｃｐ１－ / － ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ＩＳＯ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ １ ｍｏｎｔｈ

３　 讨论

　 　 在对 ＩＳＯ 诱导的大鼠心肌重构模型的长期观察

过程中ꎬ本研究发现ꎬＵｃｐ１ 基因敲除显著加剧了 ＩＳＯ
诱导的大鼠心脏的病理进程发展ꎮ 具体表现为:ＩＳＯ
诱导后 １ 个月ꎬ与 ＷＴ 大鼠相比ꎬＵｃｐ１－ / －大鼠左心室

室壁厚度显著变薄、射血分数显著降低ꎻ血清中心

肌损伤标志物 ＬＤＨ 和 ＣＫ￣ＭＢ 水平显著增高ꎻ心肌

细胞排列紊乱和间质纤维化程度更加严重ꎮ
ＵＣＰ１ 主要在哺乳动物 ＢＡＴ 中表达ꎮ 心肌细胞

损伤发生后ꎬ交感神经激活ꎬ去甲肾上腺素释放[９]ꎬ
合并利尿肽释放[１０]ꎬ这些分子均是 ＢＡＴ 生长和激

活的重要影响因子ꎮ ＩＳＯ 是 β 肾上腺素能受体的一

种非选择性的激动剂ꎬ被广泛地运用于心肌肥厚和

心力衰竭的动物模型的构建[１１]ꎮ ＩＳＯ 诱导的动物

模型心脏组织的病理学和形态改变被认为是最接

２６ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



近临床上心脏病人的体征的ꎮ 因此ꎬ本研究选用

ＩＳＯ 构建大鼠心肌重构模型以及前期建立的 Ｕｃｐ１－ / －

大鼠来明确 Ｕｃｐ１ 基因敲除对缺血性心脏疾病的长

期影响是具有理论支撑和科学可行性的ꎮ
本研究发现ꎬＵｃｐ１ 基因敲除后ꎬ生理盐水组ꎬ与

ＷＴ 大鼠相比ꎬＵｃｐ１－ / － 大鼠血清 ＬＤＨ 水平显著升

高ꎬ说明 Ｕｃｐ１ 基因敲除在生理状况下可能对心肌就

存在一定的损伤刺激ꎻ此外ꎬＵｃｐ１ 基因敲除后ꎬＩＳＯ
诱导的大鼠心肌重构长期病理表型亦显著加剧ꎬ上
述表型改变可能跟 Ｕｃｐ１ 基因敲除后 ＢＡＴ 功能障碍

相关ꎮ 已有研究证实 ＢＡＴ 的生物学功能受 Ｕｃｐ１ 的

调控[１２]ꎬＵｃｐ１－ / －小鼠 ＢＡＴ 激活能力受损[１３]ꎮ 此外ꎬ
现有研究发现ꎬＢＡＴ 及其相关组织还具有调节多种

心血管风险因子的功能ꎮ 血管周周和心外膜脂肪

组织(类似 ＢＡＴ[１４])参与动脉粥样硬化和血压的调

节[１５]ꎮ 体外稳转 Ｕｃｐ１ 的 Ｈ９Ｃ２ 细胞可抵抗缺氧 /
再氧化的损伤ꎬ提高心肌细胞的存活率ꎬ保留线粒

体正常的结构和功能ꎬ减少缺氧后 ＲＯＳ 的产生[１６]ꎻ
转基因过表达 Ｕｃｐ１ 的小鼠也可抵抗缺血 /再灌注的

损伤ꎬ显著改善再灌注阶段心功能的恢复[１７]ꎮ 现有

研究结果和本研究结果从正反两方面共同验证了

ＵＣＰ１ 的心脏保护性作用ꎬ但其潜在的分子机制仍

需大量的后续研究证实ꎮ
综上所述ꎬＵｃｐ１ 基因敲除会加剧 ＩＳＯ 诱导的心

肌重构的长期病理表型ꎬ增加 ＵＣＰ１ 的表达对缺血

性心脏病具有保护作用ꎬ这为临床上防治药物的研

发提供了理论和实验依据ꎮ
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Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｏｆ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｉｓｃｈｅｍｉｃ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｄａｍａｇｅ
[Ｊ] . Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎꎬ ２００４ꎬ １１０(５): ５２８－５３３.

〔收稿日期〕２０２０－１１－１６

３６中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９
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[Ｊ]. 中国比较医学杂志ꎬ ２０２１ꎬ ３１(９): ６４－７１.
Ｚｈａｏ ＭＹꎬ Ｓｈｉ ＷＱꎬ Ｗａｎｇ ＧＱ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１３７ꎬ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ｇｒｏｗｔｈ ａｒｒｅｓｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ５ꎬ ｏｎ Ａβ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｒａｔｓ [Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０２１ꎬ ３１(９): ６４－７１.
ｄｏｉ: １０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７１－７８５６. ２０２１. ０９. ０１０

[基金项目]河南省医学科技攻关计划项目(２０１８０２０７８２ꎬ ２０１５０４０７８)ꎮ
[作者简介]赵美英(１９７７—)女ꎬ硕士ꎬ副主任医师ꎬ研究方向:认知障碍、脑血管病ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｚｍｙ＿ｗｏｒｋ７７＠ １６３.ｃｏｍ
[通信作者]汪桂青(１９７３—)女ꎬ本科ꎬ主任医师ꎬ研究方向:老年认知障碍、心脑血管病ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:９６４３０１６６８＠ ｑｑ.ｃｏｍ

长链非编码 ＲＮＡ 生长抑制特异因子 ５ 调控微小 ＲＮＡ￣１３７
对 Ａβ 诱导大鼠海马神经元损伤的影响

赵美英ꎬ史文倩ꎬ汪桂青∗

(郑州大学附属郑州中心医院老年科ꎬ郑州　 ４５０００７)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究长链非编码 ＲＮＡ(ＬｎｃＲＮＡ)生长抑制特异因子 ５(ＧＡＳ５)调控微小 ＲＮＡ(ｍｉＲ)￣１３７ 对淀粉

样 β 蛋白(Ａβ)诱导的大鼠海马神经元损伤的影响ꎮ 方法　 实验分为对照(ｃｏｎｔｒｏｌ)组、Ａβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组、Ａβ＋ｓｉ￣
ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组ꎬ每组 １０ 只ꎮ Ｙ 迷宫法检测大鼠学习记忆力ꎻ实时

荧光定量逆转录多聚酶链反应(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)检测海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５、ｍｉＲ￣１３７ 水平ꎻ蛋白质免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)实验

检测海马 ＣＡＩ 区 Ｂ 淋巴细胞瘤￣２ 基因(Ｂｃｌ２)、Ｂｃｌ２ 相关 Ｘ 蛋白(ＢＡＸ)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 ３(ｃａｓｐａｓｅ３)蛋白水

平ꎻ尼氏染色观察神经元形态ꎻＴｕｎｅｌ 染色观察大鼠神经元凋亡情况ꎻ双荧光素酶鉴定ｍｉＲ￣１３７与 ＧＡＳ５ 的靶向关系ꎮ
结果　 与对照组相比ꎬＡβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５ ｍＲＮＡ 水平ꎬＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平ꎬ神经元死亡率、凋
亡率升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ正确反应次数比例、学会次数比例ꎬｍｉＲ￣１３７ 水平、Ｂｃｌ２ 蛋白水平降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ 组、
Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５ ｍＲＮＡ 水平ꎬＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水

平ꎬ神经元死亡率、凋亡率降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ正确反应次数比例、学会次数比例ꎬｍｉＲ￣１３７ 水平、Ｂｃｌ２ 蛋白水平升高(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５
ｍＲＮＡ 水平ꎬＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平ꎬ神经元死亡率、凋亡率升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ正确反应次数比例、学会次数比例ꎬｍｉＲ￣
１３７ 水平、Ｂｃｌ２ 蛋白水平降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 经验证ꎬｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 之间存在靶位点ꎮ 结论　 干扰 ＧＡＳ５ 可上调 ｍｉＲ￣
１３７ 从而保护 Ａβ 诱导的大鼠海马神经元损伤ꎬ缓解神经元凋亡过程ꎻ而进一步下调 ｍｉＲ￣１３７ 可逆转上述过程ꎮ

【关键词】 　 长链非编码 ＲＮＡ 生长抑制特异因子 ５ꎻ微小 ＲＮＡ￣１３７ꎻ淀粉样 β 蛋白ꎻ大鼠ꎻ海马神经元损伤

【中图分类号】 Ｒ￣３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ (２０２１) ０９－００６４－０８

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１３７ꎬ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ
ｇｒｏｗｔｈ ａｒｒｅｓｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ５ꎬ ｏｎ Ａβ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ

ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｒａｔｓ

ＺＨＡＯ Ｍｅｉｙｉｎｇꎬ ＳＨＩ Ｗｅｎｑｉａｎꎬ ＷＡＮＧ Ｇｕｉｑｉｎｇ∗

(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｅｒｉａｔｒｉｃｓꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００７ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ (ｍｉＲ)￣１３７ꎬ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ
(ＬｎｃＲＮＡ) ｇｒｏｗｔｈ ａｒｒｅｓｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ５ ( ＧＡＳ５)ꎬ ｏｎ ａｍｙｌｏｉｄ￣β ( Ａβ)￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｒａｔｓ.
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ Ａβ ｇｒｏｕｐꎬ Ａβ＋Ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ ｇｒｏｕｐꎬ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋



ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ １０ ｒａｔｓ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ). Ｔｈｅ Ｙ ｍａｚｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｌｅａｒｎｉｎｇ
ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ＲＴ￣ｑＰＣＲ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ＧＡＳ５ ａｎｄ ｍｉＲ￣１３７ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｒｅａ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂ￣ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ ｇｅｎｅ (Ｂｃｌ２)ꎬ Ｂｃｌ２￣ｒｅｌａｔｅｄ Ｘ
ｐｒｏｔｅｉｎ (ＢＡＸ)ꎬ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ ( Ｔｕｎｅｌ) ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ￣１３７ ａｎｄ ＧＡＳ５ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＡＳ５ ｍＲＮＡꎬ ＢＡＸꎬ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｍｏｒｔａｌｉｔｙꎬ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ
ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ Ａβ ａｎｄ Ａβ＋Ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｒｅｃｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ
ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ￣１３７ ａｎｄ Ｂｃｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ａβ ａｎｄ Ａβ＋Ｓｉ￣ＮＣ
ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＡＳ５ ｍＲＮＡꎬ ＢＡＸꎬ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｉｎ
ｔｈｅ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ ａｎｄ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｒｅｃｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｈｅ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ￣１３７ ａｎｄ Ｂｃｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ ａｎｄ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＡＳ５ ｍＲＮＡꎬ ＢＡＸꎬ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ｍｏｒｔａｌｉｔｙꎬ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｒｅｃｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ￣１３７ ａｎｄ Ｂｃｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ (Ｐ
<０􀆰 ０５). Ｉｔ ｗａｓ ａｌｓｏ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ￣１３７ ａｎｄ ＧＡＳ５. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ＧＡＳ５
ｃａｎ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅ ｍｉＲ￣１３７ꎬ ｔｈｕｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ ａｇａｉｎｓｔ Ａβ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ
ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔꎬ ｆｕｒｔｈｅｒ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１３７ ｃａｎ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｉｓ ｐｒｏｃｅｓｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ｇｒｏｗｔｈ ａｒｒｅｓｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ５ꎻ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１３７ꎻ Ａβꎻ ｒａｔꎻ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎ ｄａｍａｇｅ

　 　 阿尔兹海默症(ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬＡＤ)日益成

为全球性疾病ꎬ影响患者个人健康ꎬ淀粉样蛋白假

说是目前主流的 ＡＤ 发病理论ꎬ淀粉样 β 蛋白

(ａｍｙｌｏｉｄ￣β ｐｒｏｔｅｉｎꎬＡβ)聚集影响神经元功能ꎬ是导

致认知功能障碍和痴呆的诱因ꎬ且临床上尚无根治

药物[１]ꎮ 靶向分子治疗成为近年来研究热点ꎬ长链

非编码 ＲＮＡ(ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬＬｎｃＲＮＡ)参与神

经元发育、增殖、凋亡、神经可塑性、认知、运动等多

种功能[２]ꎻ 生长抑制特异因子 ５ ( ｇｒｏｗｔｈ ａｒｒｅｓｔ￣
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ５ꎬＧＡＳ５)作为一种 ＬｎｃＲＮＡꎬ最早在增殖抑

制的细胞中被发现ꎬ且可促进多种细胞凋亡ꎬ在胶

质瘤细胞中表达升高可促进胶质瘤细胞的凋亡ꎬ但
其在 ＡＤ 中发挥何种作用ꎬ尚未发现研究[３]ꎮ 研究

报道ꎬＧＡＳ５ 可以靶向微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)
影响疾病[４－５]ꎮ ｍｉＲ￣１３７ 可抑制细胞外 Ａβ 沉积ꎬ从
而调控下游靶基因ꎬ抑制神经元死亡、缓解凋亡过

程ꎬ从而缓解 ＡＤ[６]ꎮ 且研究发现ꎬ ＧＡＳ５ 可靶向

ｍｉＲ￣１３７ 影响缺血再灌注损伤ꎬ但在神经元损伤中

尚未发现相关研究[７]ꎮ 因此ꎬ本研究采用 Ａβ 诱导

大鼠构建 ＡＤ 模型ꎬ探讨 ＧＡＳ５ 调控 ｍｉＲ￣１３７ 对大鼠

神经元损伤的影响ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 ６０ 只 ６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性健康 ＳＤ 大鼠购自中科

院上海斯莱克实验动物有限公司[ＳＣＸＫ(沪)２０１７￣
０００５]ꎬ体重(１６０±１０)ｇꎮ 大鼠在温度(２４±１)℃、湿
度(５０±５)％、１２ ｈ 昼夜节律ꎮ 黑暗条件下自由摄食

饮水ꎬ正常饲养ꎬ饲养于郑州大学 (药物研究院)
[ＳＹＸＫ(豫)２０１８￣０００４]ꎬ１ 周后开始实验ꎮ 本研究

经本院伦理协会审核并通过(ＩＡＣＵＣ￣２０１９０１０６)ꎬ实
验动物符合 ３Ｒ 原则ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

　 　 大鼠海马神经元购自中国医学科学院基础医

学研究所基础医学细胞中心ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 Ａβ 购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司ꎻ ｓｉ￣ＮＣ、 ｓｉ￣ＧＡＳ５、
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ、 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７、 ＧＡＳ５ ＭＵＴ、 ＧＡＳ５ ＷＴ、
ｍｉＲ￣１３７ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ￣１３７ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 均购自广州锐博

生物科技有限公司ꎻ双荧光素酶报告基因检测试剂

盒购自北京索莱宝科技有限公司ꎻ一抗 Ｂ 淋巴细胞

瘤￣２ 基因(Ｂ￣ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ꎬＢｃｌ２)、Ｂｃｌ２ 相关 Ｘ 蛋

白(Ｂｃｌ２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＢＡＸ)、半胱氨酸天冬

氨酸蛋白酶 ３(ｃｙｓｔｅｉｎ￣ａｓｐａｒａｔｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ３ꎬｃａｓｐａｓｅ３)
均购自英国 ａｂｃａｍ 公司ꎬ货号 ａｂ１９４５８３、ａｂ３２５０３、
ａｂ１８４７８７ꎮ ７５００ 实时荧光定量逆转录多聚酶链反

应(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ)仪购自美

国 ＡＢＩ 公司ꎻＴａｎｏｎ ４１００ 全自动凝胶成像分析系统

购自上海天能科技有限公司ꎮ
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１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验分组及处理

　 　 实验分为对照( ｃｏｎｔｒｏｌ) 组、Ａβ 组、Ａβ ＋ ｓｉ￣ＮＣ
组、Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组、
Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 对照组

和 Ａβ 组海马 ＣＡＩ 区(具体位置:Ｂｒｅｇｍａ 后 ３ ｍｍ、中
线旁开 ２􀆰 ２ ｍｍ、深度 ２􀆰 ５ ｍｍ)注射 １０ μＬ ＰＢＳ 液ꎬ
Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组注射 １０ μＬ ｓｉ￣ＮＣꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组注射

１０ μＬ ｓｉ￣ＧＡＳ５ꎬ Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组注射

ｓｉ￣ＧＡＳ５、ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ各 １０ μＬꎬＡβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋ ａｎｔｉ￣
ｍｉＲ￣１３７ 组注射 ｓｉ￣ＧＡＳ５、ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 各 １０ μＬꎬ１５
ｍｉｎ 后除对照组外将 １０ ｎｍｏｌ / μＬ Ａβ３１－３５ 注入海马

ＣＡＩ 区[８]ꎬ对照组注射等量生理盐水ꎮ １４ ｄ 后进行

研究ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｙ 迷宫实验检测大鼠行为

　 　 １４ ｄ 实验结束后ꎬＹ 型迷宫刺激器检测大鼠学

习能力ꎮ 根据 Ｍａｒｔｙｎ 等[９] 方法ꎬ对大鼠重复测试ꎬ
大鼠连续 １０ 次测试中出现 ９ 次及以上做出正确反

应即作为学会标准ꎮ 实验结束后记录大鼠正确反

应次数ꎻ计算正确反应次数比例(％)＝ (正确反应次

数) /总实验次数×１００％ꎬ重复 Ｙ 迷宫实验ꎬ２０ 次实

验中达到正确反应次数作为记忆成绩ꎬ学会次数比

例(％)＝ (达到正确反应次数的次数) /总实验次数

×１００％ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 样本收集

　 　 结束后立即收集海马 ＣＡＩ 区组织ꎬ部分置于

４％多聚甲醛中固定ꎬ部分置于－８０℃冰箱保存待检ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５、ｍｉＲ￣
１３７ 水平

　 　 部分海马 ＣＡＩ 区组织 ＲＮＡ 提取试剂盒提取总

ＲＮＡꎬｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒将其逆转录成第一

链 ｃＤＮＡꎮ 设计上下游引物ꎬ 引物序列见表 １ꎮ
２０ μＬ反应体系:２ ×ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μＬꎬｃＤＮＡ
(５０ ｎｇ / μＬ)１ μＬꎬＦ / Ｒ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)０􀆰 ５ μＬ / ０􀆰 ５ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ ８ μＬꎻ 反 应 条 件: ９４℃、 ６０ ｓꎻ ９５℃、 ３０ ｓ
(ＧＡＳ５:６１℃、４０ ｓꎬｍｉＲ￣１３７:５９℃、３５ ｓ)ꎬ４０ 个循环ꎮ
２－ΔΔＣｔ法计算 ＧＡＳ５、ｍｉＲ￣１３７ 相对表达水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 尼氏染色观察神经元形态

　 　 ４％多聚甲醛中固定的海马 ＣＡＩ 区组织经石蜡

包埋后切片ꎬ切片厚度 ６ μｍꎬ石蜡切片经二甲苯脱

蜡、梯度乙醇浸润ꎬ切片进入 Ａ 液 ( Ｃｒｅｓｙｌ ｖｉｏｌｅｔ
Ｓｔａｉｎ)５６℃染色 ６０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 漂洗ꎬ置于 Ｂ 液(Ｎｉｓｓｌ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ)分色数秒至 ２ ｍｉｎ 直至背景色接近无

色ꎬ显微镜下观察神经元形态、尼氏小体情况ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｔｕｎｅｌ 染色观察大鼠神经元凋亡的影响

　 　 切片脱蜡处理ꎬ加 ２％ 蛋白酶 Ｋ 室温孵育

２０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗后滴加 ５０ μＬ Ｔｕｎｅｌ 反应混合溶

液ꎬ湿盒孵育 ６０ ｍｉｎꎬ抗荧光猝灭液(含 ＤＡＰＩ)封片

后荧光显微镜下观察ꎬ其中绿色荧光显示凋亡阳性

细胞ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测海马 ＣＡＩ 区 Ｂｃｌ２、
ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平

　 　 －８０℃取部分海马 ＣＡＩ 区组织ꎬ蛋白裂解液冰

上裂解ꎬ４℃ １００００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ上清为总蛋

白ꎮ 凝胶电泳分离蛋白、ＮＣ 转膜ꎻ５％脱脂奶粉室温

封闭ꎻ对应加入一抗 Ｂｃｌ２、ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３、ＧＡＰＤＨꎬ
４℃孵育过夜ꎻ加入对应二抗ꎬ室温孵育 １ ｈꎻＤＡＢ 显

色试剂盒避光显色ꎬ全自动凝胶成像分析系统拍照

和定量分析ꎮ

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列(５’→３’)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＧＡＳ５

上游引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ＧＧＡＴＡＡＣＡＧＡＧＣＧＡＧＣＧＡＧＣＧＣＡＡＴ

下游引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ＣＣＡＧＣＣＡＡＡＴＧＡＡＣＡＡＧＣＡＴＧ

ＧＡＰＤＨ

上游引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ

下游引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ

ｍｉＲ￣１３７

上游引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ＧＣＧＣＧＣＴＴＡＴＴＧＣＴＴＡＡＧＡＡＴＡＣ

下游引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

Ｕ６

上游引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡ

下游引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

１􀆰 ３􀆰 ８　 双荧光素酶鉴定 ｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 的靶向

位点

　 　 Ｓｔａｒｂａｓｅ 分析发现 ｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 存在互补

的结合位点ꎻ将 ｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 结合位点及突变

位点的序列克隆重组至 ｐＧＬ３￣ｂａｓｉｃ 荧光素酶报告

载体上构建 ＧＡＳ５ 野生型 ( ＧＡＳ５ ＷＴ) 及突变型

(ＧＡＳ５ ＭＵＴ)荧光素酶报告载体ꎬ分别与 ｍｉＲ￣１３７
ｍｉｍｉｃ 或 ｍｉＲ￣１３７ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 共转染海马神经元中ꎬ
双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测各组荧光素

酶相对活性ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用统计学软件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 进行数据分
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析ꎬ计量数据以平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)描述ꎬ多组间

比较行单因素方差分析ꎬ进一步采用 ＳＮＫ￣ｑ 法进行

两两比较ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 时ꎬ差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 Ｙ 迷宫检测大鼠行为

　 　 与对照组相比ꎬＡβ 组、Ａβ ＋ ｓｉ￣ＮＣ 组、Ａβ ＋ ｓｉ￣
ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５
＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组大鼠正确反应次数比例、学会次数

比例降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组相

比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组大

鼠正确反应次数比例、学会次数比例升高 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎻ 分 别 与 Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、 Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７组大

鼠正 确 反 应 次 数 比 例、 学 会 次 数 比 例 降 低

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见图 １ꎮ
２􀆰 ２　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５、ｍｉＲ￣１３７
水平

　 　 与对照组相比ꎬＡβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组海马 ＣＡＩ 区
ＧＡＳ５ ｍＲＮＡ 水平升高(Ｐ<０􀆰 ０５)、ｍｉＲ￣１３７ 水平降

低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬＡβ＋
ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组海马 ＣＡＩ 区
ＧＡＳ５ ｍＲＮＡ 水平降低(Ｐ<０􀆰 ０５)、ｍｉＲ￣１３７ 水平升

高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组海

马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５ ｍＲＮＡ 水平升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)、ｍｉＲ￣
１３７ 水平降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见图 ２Ａ、Ｂꎮ
２􀆰 ３　 尼氏染色观察海马 ＣＡＩ 区神经元形态

　 　 与对照组相比ꎬＡβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组海马 ＣＡＩ 区
神经元死亡率升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ 组、Ａβ＋
ｓｉ￣ＮＣ 组 相 比ꎬ Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、 Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ 组 海 马 ＣＡＩ 区 神 经 元 死 亡 率 降 低

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组海

马 ＣＡＩ 区神经元死亡率升高 ( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 见图

３Ａ、Ｂꎮ
２􀆰 ４　 Ｔｕｎｅｌ 染色观察海马 ＣＡＩ 区神经元凋亡情况

　 　 与对照组相比ꎬＡβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组海马 ＣＡＩ 区
神经元凋亡率升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣
ＮＣ 组 相 比ꎬ Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、 Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组海马 ＣＡＩ 区神经元凋亡率降低(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ 分 别 与 Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、 Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组海

马 ＣＡＩ 区神经元凋亡率升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见图 ４Ａ、Ｂꎮ
２􀆰 ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测海马 ＣＡＩ 区 Ｂｃｌ２、
ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达情况

　 　 与对照组相比ꎬＡβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组海马 ＣＡＩ 区
Ｂｃｌ２ 蛋白水平降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白

水平升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组相

比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组海

马 ＣＡＩ 区 Ｂｃｌ２ 蛋白水平升高 ( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ＢＡＸ、
ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平降低(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ＋ｓｉ￣
ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣
ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组海马 ＣＡＩ 区 Ｂｃｌ２ 蛋白水平降

低(Ｐ < ０􀆰 ０５)、 ＢＡＸ、 ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平升高 (Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ 见图 ５Ａ、Ｂꎮ

注:与对照组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ 组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋

ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬｃＰ < ０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ 组相

比ꎬｅＰ<０􀆰 ０５ꎮ

图 １　 Ｙ 迷宫检测大鼠行为

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

Ａβ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｅＰ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｙ ｍａｚｅ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｒａｔ ｂｅｈａｖｉｏｒ

２􀆰 ６　 ｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 的靶向关系

　 　 ｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 之间存在靶位点ꎮ 见图 ６Ａꎮ
与 ｍｉＲ￣１３７ ＮＣ ＋ ＧＡＳ５ ＷＴ 相比ꎬｍｉＲ￣１３７ ｍｉｍｉｃ ＋
ＧＡＳ５ ＷＴ 荧光素酶相对活性下降 (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ与
ｍｉＲ￣１３７ ＮＣ＋ＧＡＳ５ ＭＵＴ 相比 ｍｉＲ￣１３７ ｍｉｍｉｃ＋ＧＡＳ５
ＭＵＴ 荧光素酶相对活性差异无统计学意义 (Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎮ 见图 ６Ｂꎮ

３　 讨论

　 　 ＡＤ 中 Ａβ 沉积是作用机制之一ꎬＡβ 沉积造成

神经元损伤ꎬ可加速神经细胞凋亡ꎬ导致神经元损伤

７６中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



注:与对照组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ 组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组相比ꎬｄＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣

ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬｅＰ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ２　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５、ｍｉＲ￣１３７ 表达水平

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ ｇｒｏｕｐꎬ ｄＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｅＰ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＡＳ５ ａｎｄ ｍｉＲ￣１３７ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｒｅａ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

注:Ａ:尼氏染色观察海马 ＣＡＩ 区神经元情况ꎻＢ:神经元死亡情况ꎮ 与对照组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ 组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ

组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组相比ꎬｄＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬｅＰ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ３　 海马 ＣＡＩ 区神经元情况

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ＣＡＩ ａｒｅａ. Ｂꎬ Ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄｅａｔｈ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５

ｇｒｏｕｐꎬ ｄＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｅＰ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡＩ ａｒｅａ

严重ꎬ对动物行为和认知功能产生影响[１０]ꎮ 神经元

病变与细胞凋亡关系异常密切ꎬ在 ＡＤ 发生发展过

程中ꎬＡβ 的诱导可导致神经凋亡ꎬ因此ꎬ抗神经元

凋亡已经成为 ＡＤ 研究的重要方向[１１－１２]ꎮ 在公认

的内源性凋亡通路中ꎬＡβ 可诱导抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２

蛋白水平降低ꎬ促凋亡蛋白 ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平

升高ꎬ从而激活内源性凋亡途径[１３]ꎮ 而在本研究中

大鼠正确反应次数比例、学会次数比例降低ꎬ相比

正常大鼠ꎬＡβ 大鼠学习和记忆功能出现明显抑制ꎬ
存在认知障碍ꎮ 尼氏染色检测海马 ＣＡＩ 区神经元

８６ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



注:Ａ:Ｔｕｎｅｌ 染色观察海马 ＣＡＩ 区神经元凋亡情况ꎻＢ:神经元凋亡情况ꎮ 与对照组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ 组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋
ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组相比ꎬｄＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬｅＰ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ４　 海马 ＣＡＩ 区神经元凋亡情况
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｕｎｅｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ＣＡＩ ａｒｅａ. Ｂꎬ Ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５
ｇｒｏｕｐꎬ ｄＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｅＰ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡＩ Ｎｅｕｒｏｎｓ

注:与 Ａβ 组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５组相比ꎬｄＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬｅＰ<０􀆰 ０５ꎮ
图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测海马 ＣＡＩ 区 Ｂｃｌ２、ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达水平

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ ｇｒｏｕｐꎬ ｄＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｅＰ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ２ꎬ ＢＡＸꎬ ｃａｓｐａｓｅ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｒｅａ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

注:Ａ:ｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 的结合位点ꎻＢ:荧光素酶相对活性ꎮ 与 ｍｉＲ￣１３７ ＮＣ＋ＧＡＳ５ ＷＴ 组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎮ
图 ６　 ｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 的靶向关系

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ ｍｉＲ￣１３７ ｗｉｔｈ ＧＡＳ５. Ｂꎬ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣１３７ ＮＣ＋ＧＡＳ５ ＷＴ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５.
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ￣１３７ ａｎｄ ＧＡＳ５
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形态时发现ꎬＡβ 导致神经元死亡严重ꎻＴｕｎｅｌ 染色

发现ꎬＡβ 导致神经元凋亡严重ꎬ蛋白检测发现海马

ＣＡＩ 区 Ｂｃｌ２ 蛋白水平降低ꎬＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平

升高ꎬ提示在大鼠脑组织中注射 Ａβ 导致 Ａβ 沉积ꎬ
从而促进神经元凋亡、死亡ꎬ影响认知功能ꎮ

ＬｎｃＲＮＡ 广泛存在于神经系统中ꎬ在神经元损

伤中可观察到 ＬｎｃＲＮＡ 显著变化ꎬ并参与转录、翻译

过程从而调控基因组印迹、染色体修饰、ｍＲＮＡ 的翻

译等过程ꎬ 从而影响神经损伤及修复过程[１４]ꎮ
ＧＡＳ５ 在缺血性脑卒中中呈高表达ꎬ具有神经毒性

作用ꎬ下调 ＧＡＳ５ 可以减轻神经元损伤ꎬ从而实现对

脑缺血性卒中的保护作用[１５]ꎻ敲除 ＧＡＳ５ 可以抑制

创伤性脑损伤导致的 Ｂａｘ 升高从而发挥对神经元的

保护ꎬ因此有望成为治疗神经元损伤的治疗靶

点[１６]ꎮ 在本研究中ꎬ发现添加 Ａβ 后导致海马 ＣＡＩ
区 ＧＡＳ５ ｍＲＮＡ 水平均升高ꎬ提示海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５
转录和翻译受 Ａβ 沉积的影响均处于激活状态ꎬ而
高表达的 ＧＡＳ５ 具有神经毒性作用ꎬ加重神经元损

伤ꎮ 与 Ａβ 组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组正确反应次数比

例、学会次数比例升高ꎬ神经元死亡、神经元凋亡率

均降低ꎬ 海马 ＣＡＩ 区 Ｂｃｌ２ 蛋白水平升高ꎬ Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平降低ꎬ提示干扰 ＧＡＳ５ 后可通过抑

制神经元凋亡减少神经死亡ꎬ实现对神经元损伤的

保护ꎬ学习和记忆功能有所缓解ꎮ
ｍｉＲＮＡ 作为非编码小 ＲＮＡꎬＬｎｃＲＮＡ 上存在

ｍｉＲＮＡ 结合位点ꎬｍｉＲＮＡ 又可沉默靶基因ꎬ从而影

响生物学功能[１７－１８]ꎮ 脑神经元中富含 ｍｉＲ￣１３７ꎬ特
别是在皮层区和海马区ꎬＡβ 经过淀粉样前体蛋白

分解成蛋白质ꎬ而 ｍｉＲ￣１３７ 可调控该类蛋白质从而

降低 Ａβ 水平ꎬ且 ｍｉＲ￣１３７ 与 Ａβ 在脑神经元中呈负

相关关系[１９]ꎮ 在 Ａβ 积累和神经炎症导致的 ＡＤ 中

ｍｉＲ￣１３７ 水平降低ꎬ可能是诱导蛋白 １ 的水平从而

诱导细胞毒性、凋亡ꎬ促进 ｃａｓｐａｓｅ３ 活化[２０]ꎮ 本研

究发现ꎬ添加 Ａβ 可降低 ｍｉＲ￣１３７ 水平ꎬ而 ｍｉＲ￣１３７
水平降低对 Ａβ 的降解作用减弱ꎬ导致 Ａβ 在神经元

处积累ꎬ诱发神经元损伤ꎮ 而 ＧＡＳ５ 与 ｍｉＲ￣１３７ 关

系密切ꎬ且 ＧＡＳ５ 下调可明显增加 ｍｉＲ￣１３７ 表达[２１]ꎬ
干扰 ＧＡＳ５ 后 ｍｉＲ￣１３７ 水 平 升 高ꎬ 而 升 高 后 的

ｍｉＲ￣１３７实现对神经元的保护作用加强ꎬ减缓神经元

凋亡降低ꎮ 添加 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 后可逆转干扰 ＧＡＳ５
对神经元的保护作用ꎮ

综上所述ꎬ干扰 ＧＡＳ５ 后可上调 ｍｉＲ￣１３７ 表达

来降低 Ａβ 诱导的神经元损伤ꎬ实现对神经元的保

护作用ꎬ下调 ｍｉＲ￣１３７ 可逆转上述过程ꎮ 本研究首

次验证了 ＧＡＳ５ 在 Ａβ 诱导的神经元损伤中起促进

作用ꎬ且进一步发现高表达 ＧＡＳ５ 可下调 ｍｉＲ￣１３７
促进神经元凋亡进而引发神经元损伤ꎬ但 ｍｉＲ￣１３７
靶基因较多ꎬ通过哪些具体信号通路发挥作用尚需
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内毒素血症对大鼠肾功能及肾素￣血管紧张素系统
的影响分析
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨内毒素血症大鼠不同阶段肾功能和肾素￣血管紧张素(ＲＡＳ)系统的变化ꎬ为完善其病理

机制提供数据支持ꎮ 方法　 将 ９０ 只大鼠随机分为 ９ 组:对照组(ｎ＝ １０)和模型组的 ８ 个时间点(注射后 ２、４、８、１２、
２４、４８、７２、１６８ ｈ 组ꎬｎ＝ １０)ꎮ 模型组采用腹腔注射 ＬＰＳ 的方式制备脓毒症模型ꎬ对照组注射等体积的无热源水ꎮ
对照组于注射后 ８ ｈꎬ模型组于各个时间点取心脏血ꎬ测定循环内毒素、一氧化氮(ＮＯ)、内皮素(ＥＴ)、一氧化氮合

酶(ＮＯＳ)、肾素(ＰＲＡ)、血管紧张素转换酶(ＡＣＥ)、血管紧张素(Ａｎｇ)、血肌酐和尿素氮水平ꎮ 取肾组织ꎬ测定血管

紧张素 １ 型受体(ＡＴ１Ｒ)和 ２ 型受体(ＡＴ２Ｒ)的蛋白表达ꎮ 结果　 在 ＬＰＳ 注射后ꎬ模型组循环内毒素、ＥＴ、ＮＯ、ＮＯＳ、
ＰＲＡ、ＡＣＥⅡ、ＡｎｇⅠ、ＡｎｇⅡ、血肌酐、尿素氮ꎬ肾组织 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＴ２Ｒ 表达均有不同程度的升高ꎬ其中肾脏系数、血清

内毒素、血肌酐、尿素氮、肾组织 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＴ２Ｒ 表达在注射后 ２~ １６８ ｈ 的水平高于对照组ꎬ血清内皮素、ＮＯＳ、Ａｎｇ
Ⅱ在注射 ２~４８ ｈ 高于对照组ꎬＮＯ 在注射 ４~４８ ｈ 高于对照组ꎬＡＣＥ 在 ２~２４ ｈ 高于对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 内毒素血症所致肾损伤中可能有 ＲＡＳ 的参与ꎮ
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ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ (ＡＣＥ)ꎬ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ (Ａｎｇ)ꎬ ｒｅｎｉｎ￣ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ (ＰＲＡ)ꎬ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｎｇＩＩ ｔｙｐｅ １ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＡＴ１Ｒ) ａｎｄ Ａｎｇ ＩＩ
ｔｙｐｅ ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ( ＡＴ２Ｒ) ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ａｆｔｅｒ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎꎬ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎꎬ ＮＯꎬ ＮＯＳꎬ ＡＣＥꎬ ＡｎｇⅡꎬ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅꎬ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬ ＡＴ１Ｒ
ａｎｄ ＡＴ２Ｒ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔꎬ ｓｅｒｕｍ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎꎬ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅꎬ ｂｌｏｏｄ
ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ＡＴ１Ｒ ａｎｄ ＡＴ２Ｒ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ２ ~ １６８ ｈ ａｆｔｅｒ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎꎬ ＮＯＳ ａｎｄ ＡｎｇⅡ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ ａｔ ２~４８ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ＮＯ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ４ ~ ４８ ｈ
ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ＡＣＥ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ２ ~ ２４ ｈ ａｆｔｅｒ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ａｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ< ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＲＡＳ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ
ｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａꎻ ｒｅｎｉｎ￣ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｓｙｓｔｅｍꎻ ｋｉｄｎｅｙꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｄａｍａｇｅ

　 　 多 器 官 功 能 障 碍 综 合 征 ( ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｒｇａｎ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬＭＯＤＳ)是严重感染、创伤、大
手术等原发病发生后ꎬ机体同时或序贯发生两个及

以上器官或系统功能障碍的临床综合征ꎬ病情凶

险ꎬ病死率高ꎬ是 ＩＣＵ 首位致死原因[１－２]ꎮ 在 ＭＯＤＳ
的病理进程中ꎬ各个器官和系统的损伤具有一定的

规律性ꎬ其中肾首当其冲ꎬ往往先于其他器官出现

功能异常[３－５]ꎬ而心血管和神经系统则通常为疾病

的终末期表现ꎮ 作为体内最大的代谢器官ꎬ肝是清

除内毒素的主要工作站ꎬ也是内毒素攻击的首要对

象之一[６－７]ꎮ 肾素￣血管紧张素系统(ＲＡＳ)广泛存

在于心、肝、肾、脑、肺等机体主器官中ꎬ前期研究发

现ꎬ在这些器官受到损伤时ꎬ肾素￣血管紧张素系统

(ＲＡＳ)会激活ꎬ表现为血管紧张素转换酶(ＡＣＥ)、
血管紧张素Ⅱ(ＡｎｇⅡ)及其受体 ＡＴ１Ｒ、ＡＴ２Ｒ 表达

升高ꎮ 本研究重点分析内毒素血症大鼠疾病发展

的不同阶段ꎬ肾功能以及肾中 ＲＡＳ 的变化ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 健康清洁级(ＳＰＦ)雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ９０ 只ꎬ６ ~ ８
周龄ꎬ体重 ２５０~２７０ ｇꎬ购自中国医学科学院实验动

物中心[ＳＣＸＫ(京) ２０１７￣００３]ꎬ饲养于友谊医院动

物实验室[ＳＹＸＫ(京)２０１８￣００２５]ꎬ本研究严格遵守

３Ｒ 原则ꎬ获得了友谊医院动物实验管理与动物福利

伦理委员会的伦理审批(ＣＭＵ２０１６０８０１３５)ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＮＯ 化学法试剂盒(批号 ２０１９１２０４６)、内皮素

(ＥＴꎬ批号 ２０２００６１５７)、一氧化氮合酶(ＮＯＳꎬ批号

２０２００６１５１)试剂盒购自南京建成生物工程研究所ꎻ
血管紧张素转换酶(ＡＣＥꎬ批号 ２０２００７１５)试剂盒购

自海 军 总 医 院ꎻ 血 管 紧 张 素 Ⅱ ( Ａｎｇ Ⅱꎬ 批 号

２０２００３１４)试剂盒购自北京市福瑞生物工程公司ꎻ
ＡＴ１Ｒ、ＡＴ２Ｒ 及内参引物(批号 Ｍ１２０４６ꎬＭ１２０５２)购
自美 国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公 司ꎻ 脂 多 糖 ( ＬＰＳꎬ 批 号

２０２００７１５)购自德国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ 智能放免测量仪

(ＳＮ￣６９５８ 型ꎬ上海原子能研究所日环仪器厂)ꎻ内毒

素测定仪 ( ＢＥＴ￣７２ 型ꎬ上海精密仪器仪表有限公

司)ꎻ小型垂直电泳与电转印装置(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公

司)ꎻ高速低温离心机(３Ｋ￣１８ 型ꎬ德国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 模型制备与取样方法

　 　 所有大鼠ꎬ适应性饲养 １ 周ꎬ剔除体重过小或过

大者ꎬ剩余 ９０ 只ꎮ 剩余大鼠随机分为 ２ 组ꎬ对照组

１０ 只和模型组 ８０ 只ꎬ模型组腹腔注射 １０ ｍｇ / ｋｇ
ＬＰＳꎬ对照组注射等体积无热源水ꎮ 分别于注射 ２、
４、８、１２、２４、４８、７２、１６８ ｈ 随机选取 １０ 只ꎬ１％戊巴比

妥钠 ３０ ｍｇ / ｋｇ 麻醉ꎬ取心脏血ꎬ室温静置 ２ ｈꎬ离心

取血清ꎬ离心重力 ２１８４ ｒ / ｍｉｎꎬ－２０℃存储ꎬ备用ꎮ 之

后摘取肺、肾、肝及心脏ꎬ生理盐水冲洗干净血液ꎬ
分两份ꎬ一份放入 ４％多聚甲醛液中固定备用ꎬ一份

放入冷冻管中ꎬ于液氮中保存备用ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 血清学指标检测

　 　 采用内毒素测定仪测定内毒素水平ꎻ采用硝酸

还原酶法测定一氧化氮(ＮＯ)水平ꎻ智能放射免疫

测量仪和 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定内皮素(ＥＴ)、ＲＡＳ 标志

物管紧张素转换酶(ＡＣＥⅡ)、肾素(ＰＲＡ)、血管紧

张素Ⅱ(ＡｎｇⅡ) 水平ꎬ比色法测定一氧化氮合酶

(ＮＯＳ)水平ꎬ全自动生化仪测定肾功能指标血肌

酐、尿素氮水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＨＥ 染色实验观察肾病理后特征

　 　 取对照组和模型组 ＬＰＳ 注射 ２４ ｈ 的多聚甲醛固

定的肾组织ꎬ采用常规石蜡包埋的方法制备病理切

片ꎬ切片厚度 ５ ~ ７ μｍꎬ留作 ＨＥ 染色实验ꎬ１ 周内检

３７中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



测ꎮ 主要步骤:二甲苯脱蜡ꎬ即将病理切片浸泡于二

甲苯中 １０ ｍｉｎꎬ反复操作两次ꎮ 梯度乙醇水化ꎬ依次

采用无水乙醇、９５％乙醇、８５％乙醇、７５％乙醇、蒸馏水

浸泡 １~３ ｍｉｎꎮ 苏木素染色 １０ ｍｉｎꎬ流水冲洗干净染

液ꎬ加入 １％的盐酸乙醇分化 ３ ｓꎬ流水冲洗ꎬ返蓝染色

液返蓝ꎮ 苏木素复染后ꎬ梯度乙醇脱水ꎬ７５％乙醇、
８５％乙醇、９５％乙醇依次浸泡 ３~５ ｍｉｎꎬ无水乙醇浸泡

２ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 二甲苯透明ꎬ中性树胶封片ꎬ电子

显微镜下观察肾小管和肾小球结构ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 免疫蛋白印迹实验(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测肾组

织 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＴ２Ｒ 的蛋白表达

　 　 液氮保存的肾组织ꎬ冰上自然解冻ꎬ采用蛋白

质提取试剂盒提取蛋白质ꎬＢＣＡ 法定量蛋白浓度ꎬ
并采用 ５ × ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液配置为 １ μｇ / μＬ 的溶液ꎬ采
用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ＲＡＳ 标志物 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＴ２Ｒ 的

表达水平ꎮ 组装 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的电泳槽ꎬ配置浓缩

胶、分离胶和电泳液ꎬ预备 ＳＤＳ￣聚丙烯酰胺凝胶电

泳ꎮ 在点样前ꎬ先以 ４０ Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎꎬ以排除胶体

内的杂志ꎬ然后点样ꎬ每孔点样 １０ μＬꎬ６０ Ｖ 电泳 ３０
ｍｉｎ 通过浓缩胶ꎬ８０ Ｖ 电泳 ６０ ｍｉｎ 通过分离胶ꎮ 经

电泳后ꎬ蛋白质按照分子量大小自分离胶中分离开

来ꎬ形成蛋白条带ꎬ将此条带转印至羟甲基纤维素

(ＮＣ)膜ꎬ转印条件ꎬ８０ Ｖ×６０ ｍｉｎꎮ 转印成功后ꎬ将
ＮＣ 膜封入 ５％的脱脂牛奶ꎬ３７℃ 震荡摇匀 ９０ ｍｉｎꎬ
封闭非特异性条带ꎮ ＰＢＳＴ 液清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ
一抗孵育ꎬＡＴ１Ｒ、ＡＴ２Ｒ 的一抗浓度均为 １ ∶２０００ꎬ内
参 ＧＡＰＤＨ 的浓度为 １ ∶ ２５００ꎬ４℃ 震荡摇匀过夜ꎮ
ＰＢＳＴ 液清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ二抗孵育ꎬ浓度均为

１ ∶２５００ꎬ３７℃震荡摇匀 ６０ ｍｉｎꎮ 滴加 ＥＣＬ 发光液ꎬ
暗室显影ꎮ 采用影像分析软件 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析灰度值ꎬ
目的蛋白表达量 ＝ 目的条带灰度值 /内参条带灰

度值ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件分析数据ꎬ本组均为计量

资料ꎬ符合正态分布ꎬ方差齐ꎬ以平均数±标准差(􀭰ｘ±
ｓ)表示ꎬ方差分析有统计学差异者进一步采用 ＬＳＤ￣ｔ
检验分析两组间差异ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 内毒素和氧化应激标志物

　 　 模型组大鼠循环 ＬＰＳ 在注射后迅速升高ꎬ２ ｈ
达峰ꎬ１６８ ｈ 降至正常水平ꎬ中间时间段均高于对照

组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 内皮素、ＮＯ 与 ＮＯＳ 在注射后逐渐升

高ꎬ１２ ｈ 达峰ꎬＮＯ 在 ４~４８ ｈ 高于对照组ꎬ内皮素和

ＮＯＳ 在 ２ ~ ４８ ｈ高于对照组ꎬ差异具有统计学意义

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见图 １ꎮ
２􀆰 ２　 肾病理

　 　 对照组大鼠的肾小管排列整齐ꎬ基本无炎性细

胞浸润ꎻ肾小球形态完整ꎬ基底膜清晰ꎮ 模型组大

鼠肾小管结构萎缩ꎬ排列紊乱ꎬ可见大量红色的炎

性细胞浸润ꎻ肾小球体积增大ꎬ基底膜不清ꎬ可见弥

漫性系膜增生和红色的炎性细胞浸润ꎬ偶见新月体

形成ꎮ 见图 ２ꎮ
２􀆰 ３　 肾脏指数和肾功能

　 　 模型组大鼠肾脏系数在 ＬＰＳ 注射后逐渐升高ꎬ
在 ８~１２ ｈ 达峰ꎬ在 ２~１６８ ｈ 高于对照组ꎬ差异有统

计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ模型组血肌酐和尿素氮在 ＬＰＳ
注射后逐渐升高ꎬ在 ８ ~ １２ ｈ 达峰ꎬ２ ~ １６８ ｈ 之间的

水平均高于对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
见图 ３ꎮ
２􀆰 ４　 血清 ＲＡＳ 标志物

　 　 模型组大鼠循环 ＰＲＡ 在注射后迅速升高ꎬ２ ｈ
达峰ꎬ４８ ｈ 降至正常水平ꎬ中间时间段均高于对照

组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＡＣＥ 和 ＡｎｇⅡ在注射后逐渐升高ꎬ
８ ｈ达峰ꎬＡＣＥ 在 ２ ~ ２４ ｈ高于对照组ꎬＡｎｇⅡ在 ２ ~
４８ ｈ高于对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见

图 ４ꎮ
２􀆰 ５　 肾组织 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＴ２Ｒ 的表达

　 　 对照组大鼠各个时间点肾 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＴ２Ｒ 表达

水平较为一致ꎬ无明显波动ꎮ 模型组大鼠 ＡＴ１Ｒ 和

ＡＴ２Ｒ 在 ＬＰＳ 注射后逐渐升高ꎬ肾组织 ＡＴ１Ｒ 和

ＡＴ２Ｒ 在 ８ ｈ 达到高峰ꎬ２~１６８ ｈ 之间的水平均高于

对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见图 ５ꎮ

３　 讨论

　 　 ＲＡＳ 是人体内重要的体液调节系统ꎬ对人体的

免疫、内分泌和代谢功能均有调节作用ꎬ在循环系

统中的作用报道较多ꎬ其主要活性分子 ＡｎｇⅡ 广泛

分布于血管平滑肌细胞ꎬ可促进血管内皮细胞增

殖、血管收缩和局部炎性反应[８]ꎮ 国内学者孙天

孚[９]检测颅内动脉瘤患者血液、脑脊液、动脉瘤壁

上的 ＲＡＳ 相关蛋白 ＡＣＥ、ＡｎｇⅡ、ＡＴ１Ｒ 的表达水

平ꎬ证实颅内动脉瘤循环和脑组织的 ＲＡＳ 均被激

活ꎬ且其相关蛋白的表达水平与炎性因子呈正相关

性ꎮ 在脑梗死、慢性肾病及高血压疾病中ꎬ也有循

环 ＲＡＳ 被激活的相关报道[１０]ꎮ 随着病理研究的深
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图 １　 各组大鼠内毒素和氧化应激标志物水平变化
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图 ２　 对照组与模型组大鼠肾病理特征比较
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图 ３　 各组大鼠肾系数和肾功能指标水平变化
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图 ４　 各组大鼠血清 ＲＡＳ 标志物水平变化
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图 ５　 各组大鼠肾 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＴ２Ｒ 的表达变化
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入进展ꎬ研究者们发现 ＲＡＳ 广泛分布于机体的各个

器官ꎬ并参与了各种原因导致的器官损伤ꎬ其中肾、
心脏和脑最先受到重视ꎮ 现有研究已证实高血压

所致肾损伤、原发性肾、糖尿病肾病及免疫相关肾

病中均存在 ＲＡＳ 过度激活[１１－１２]ꎬＲＡＳ 抑制剂和拮

抗剂也已用于临床ꎬ在改善高血压所致肾功能损伤

方面取得了积极作用[１３－１４]ꎮ 学者 Ｙａｎｇ 等[１５] 对比

分析了 １１９ 例合并心血管病变患者和 ２４１ 例无心血

管病变患者的血液透析资料ꎬ发现合并心血管病者

循环 ＡＣＥ / ＡＣＥ２ 比值明显升高ꎬ暗示着心血管系统

病变可加重全身 ＲＡＳ 功能异常ꎮ 后有学者指出心

脏内部存在局部 ＲＡＳꎬ其功能变化可预测慢性心力

衰竭患者的预后[１６]ꎮ
内毒素血症是一种以 ＭＯＤＳ 为主要病理表现

的危重病ꎬ发病过程累及多个器官与系统ꎬ本研究

重点考察肾中 ＲＡＳ 的变化ꎮ 研究采用直接注射内

毒素 ＬＰＳ 的方式制备内毒素血症大鼠模型ꎬ注射

后ꎬ大鼠循环系统内毒素水平可在 ＬＰＳ 注射后２ ｈ即
可达到峰值ꎬ并持续保持在一个较高的水平ꎬ这与

其他学者的既往报道结果基本一致ꎮ 随后内皮素

和氧化应激标志物 ＮＯ、ＮＯＳ 水平也相继升高ꎬ在
１２ ｈ达到高峰ꎮ 氧化应激损伤以及内皮功能异常是

内毒素血症引发血管和器官损害的重要机制ꎬ这几

项指标跟随内毒素波动而波动是内毒素血症模型

制备成功的侧面反映ꎮ
本研究发现在注射 ＬＰＳ 以后肾脏系数、血肌酐

和尿胆素逐渐升高ꎬ肾功能各个指标达到峰值的时

间相差不大ꎬ均为 ８ ~ １２ ｈꎬ说明肾功能也受到了较

大损害ꎮ 大鼠血清 ＡＣＥⅡ、ＰＲＡ、ＡｎｇⅡ也在 ＬＰＳ 注

射后 １２ ｈ 内达到峰值ꎬ这说明 ＲＡＳ 的发生与内毒素
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血症所致的肾与肝损伤可能是同时发生的ꎮ 为分

析内毒素血症发病过程中肾 ＲＡＳ 的变化ꎬ本研究对

肾组织的 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＴ２Ｒ 表达水平也做了检测ꎮ
ＡＴ１Ｒ 和 ＡＴ２Ｒ 是 ＡｎｇⅡ的重要受体ꎬＡｎｇⅡ为 ＲＡＳ
的两大主要活性分子之一ꎬ这一分子主要通过与其

受体 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＴ２Ｒ 结合而发挥作用ꎮ 研究表明ꎬ
ＡＴ１Ｒ 被激活可诱导炎性反应、细胞外基质合成和

细胞增殖ꎬ参与炎性浸润、氧化应激损伤、组织器官

纤维化损伤、肿瘤微血管生成和肿瘤细胞迁移等病

理行为[１７－１８]ꎮ ＡＴ２Ｒ 被激活可调节血管压力、内分

泌与代谢功能[１９－２０]ꎮ 在内毒素血症中ꎬＡＴ１Ｒ 和

ＡＴ２Ｒ 共同参与了器官损伤机制ꎮ 本研究结果显

示ꎬ肾组织的 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＴ２Ｒ 表达变化在 ＬＰＳ 注射

后 ８ ｈ 达到高峰ꎬ说明内毒素血症所致肾损伤中可

能有 ＲＡＳ 的参与ꎮ
综上所述ꎬ本研究分析了内毒素血症大鼠模型

发病的不同时间点肾损伤及局部 ＲＡＳ 的变化ꎬ发现

肾损伤过程中伴随着组织 ＡＴ１Ｒ 和 ＡＴ２Ｒ 的表达异

常ꎬ认为内毒素血症所致肾损伤中可能有 ＲＡＳ 的
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败酱草对对乙酰氨基酚诱导的大鼠药物性肝损伤
的保护作用

唐文诚１ꎬ２ꎬ何　 清１ꎬ宋大萍２ꎬ沈政洪２ꎬ王继生１∗

(１.西南医科大学药学院ꎬ四川 泸州　 ６４６０００ꎻ２.绵阳市第三人民医院􀅰四川省精神卫生中心ꎬ四川 绵阳　 ６２１０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 败酱草是败酱科多年生草本植物黄花败酱、白花败酱的带根全草ꎬ具有多种药理活性ꎮ 本

文旨在探究败酱草对对乙酰氨基酚诱导的大鼠药物性肝损伤的保护作用ꎮ 方法 　 采用尾静脉注射对乙酰氨基

酚将大鼠随机分为 ６ 组:对照组、模型组、败酱草低剂量组、败酱草中剂量组、败酱草高剂量组、联苯双脂组ꎮ 造

模同时败酱草低、中、高剂量组每日灌胃败酱草 ４、８、１６ ｇ / ｋｇꎬ联苯双脂组每日灌胃联苯双脂 ０􀆰 ３ ｇ / ｋｇꎬ对照组和

模型组灌胃等量生理盐水ꎬ连续 ３０ ｄꎮ 计算肝脏指数ꎻＨＥ 染色检测肝组织病理损伤程度ꎻ试剂盒检测血清中丙

氨酸氨基转移酶(ＡＬＴ)、天门冬氨酸氨基转移酶(ＡＳＴ)、碱性磷酸酶(ＡＬＰ)水平ꎻ酶联免疫吸附实验检测白介素

６( ＩＬ￣６)、肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣α)、白介素 １β( ＩＬ￣１β)水平ꎻ通过试剂盒检测肝组织匀浆中总超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)、丙二醛(ＭＤＡ)、谷胱甘肽过氧化物酶(ＧＳＨ￣Ｐｘ)含量ꎮ 结果　 与对照组相比较ꎬ模型组肝脏指数显著升

高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＡＳＴ、ＡＬＴ、ＡＬＰ 水平显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 水平显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ
含量显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)、ＭＤＡ 含量显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组相比较ꎬ败酱草中、高剂量组和联苯双酯组肝

脏指数显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ病理损伤程度明显改善ꎬＡＳＴ、ＡＬＴ、ＡＬＰ 水平显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β
水平显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 含量显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)、ＭＤＡ 含量显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 败酱草

通过改善肝组织病理损伤、抑制炎症因子的释放、改善氧化应激对对乙酰氨基酚诱导的大鼠药物性肝损伤的具

有保护作用ꎮ
【关键词】 　 药物性肝损伤ꎻ败酱草ꎻ对乙酰氨基酚ꎻ氧化应激
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　 　 药物引起的肝损伤是急性肝衰竭的主要原因ꎬ
这是由于人体中累积的药物代谢为有毒物质ꎬ并有

助于产生严重的氧化应激ꎬ炎症和细胞凋亡ꎬ从而

诱发肝细胞坏死最终损害肝[１]ꎮ 尽管药物性肝损

伤临床发病率相对较低ꎬ但在发达国家ꎬ它仍然是

急性 肝 衰 竭 的 常 见 原 因[２]ꎮ 对 乙 酰 氨 基 酚

(ｐａｒａｃｅｔａｍｏｌꎬ ＡＰＡＰ)是世界上最受欢迎和最安全

的止痛药之一ꎬ然而由于其广泛的可用性ꎬ它经常

涉及有意或无意的过量使用ꎬ可导致严重的肝损

伤ꎬ目前广泛用于临床建立药物性肝损伤动物

模型[３－４]ꎮ
近年来的研究表明ꎬ由于中草药具有治疗作

用ꎬ被认为是改善肝和其他疾病的潜在药物[５]ꎮ 败

酱草( ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ) 是多年生中草药ꎬ含有氨基

酸、维生素、矿物质和生物碱等有益成分ꎬ具有抗氧

化、抗菌、消除血瘀ꎬ促进肝细胞再生和减轻焦虑的

作用[６]ꎮ 已有研究表明白花败酱草醇提物通过抗

氧化及抑制肝细胞凋亡而改善四氯化碳诱导的小

鼠急性肝损伤[７]ꎬ说明败酱草的肝保护作用ꎮ 但败

酱草对药物性肝损伤的具体作用机制尚未见报道ꎬ
本文旨在探究败酱草对对乙酰氨基酚诱导的大鼠

药物性肝损伤的保护作用ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ６０ 只 ＳＤ 清洁级大鼠ꎬ雄性ꎬ１２ 周龄ꎬ体重 ２８０±
１０ ｇꎬ购自北京维通利华实验动物技术有限公司

[ ＳＣＸＫ ( 京 ) ２０１６￣００１１ ]ꎬ 动 物 合 格 证 编 号:

１１４００７００１８３９９９ꎬ常规饲喂ꎮ 所有大鼠均饲养于西

南医科大学 ＳＰＦ 动物房[ＳＹＸＫ(川)２０１８￣０６５]ꎮ 本

研究经绵阳市第三人民医院伦理委员会批准

(ＩＡＣＵＣ￣２０２０Ｄ１２７￣２１)ꎬ实验设计及实施过程中严

格遵循动物实验的 ３Ｒ 原则ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 败 酱 草 ( １２１２７１￣２０１２０１ )、 对 乙 酰 氨 基 酚

(１０００１８￣２０１６１０)购自中国食品药品检定研究院ꎻ联
苯双酯( Ｔ３２７３) 购自美国 Ｔａｒｇｅｔ Ｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｃｏｒｐ 公

司ꎻ苏木精￣伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色试剂盒

(Ｃ０１０５Ｍ)、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ(Ｈ＋
Ｌ)(Ａ０２０８)购自上海碧云天生物技术有限公司ꎻ丙
氨酸氨基转移酶( ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＡＬＴ)测

试盒(Ｃ００９￣２￣１)、天门冬氨酸氨基转移酶(ａｓｐａｒｔａｔｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＡＳＴ)测试盒(Ｃ０１０￣２￣１)、碱性磷酸

酶(ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬＡＬＰ)测定试剂盒(Ａ０５９￣１￣
１)、丙二醛 ( ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ＭＤＡ) 测定试剂盒

( Ａ００３￣１￣２ )、 总 超 氧 化 物 歧 化 酶 ( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)测定试剂盒(Ａ００１￣３￣２)、谷胱甘肽

过氧化物酶(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＧＳＨ￣Ｐｘ)测定试

剂盒(Ａ００５￣１￣２) 购自南京建成生物工程研究所ꎻ
ＴＮＦ￣α( ＪＫ￣( ａ)￣００１６)、 ＩＬ￣６ ( ＪＫ￣( ａ)￣１４９８)、 ＩＬ￣１β
(ＪＫ￣(ａ)￣Ｅ０６５１７)ＥＬＩＳＡ 测试盒购自上海晶抗生物

工程有限公司ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物模型建立及分组

　 　 将大鼠随机分为 ６ 组:对照组、模型组、败酱草

低剂量组、败酱草中剂量组、败酱草高剂量组、联苯

９７中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



双脂组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 除对照组外ꎬ其余各组参照王

茜等[８]方法每日灌胃对乙酰氨基酚 １０００ ｍｇ / ｋｇꎬ每
日 １ 次ꎬ连续 ３０ ｄ 复制肝损伤模型ꎮ 造模同时ꎬ败
酱草低剂量组、败酱草中剂量组和败酱草高剂量组

每日灌胃败酱草 ４、８、１６ ｇ / ｋｇ[９]ꎬ联苯双脂组每日灌

胃联苯双脂 ０􀆰 ３ ｇ / ｋｇ[１０]ꎬ对照组和模型组灌胃等量

生理盐水ꎬ连续 ３０ ｄꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 肝脏指数

　 　 最后 １ 次灌胃 １２ ｈ 后ꎬ测量各组大鼠重ꎬ处死

所有大鼠ꎬ测量体重ꎬ计算肝脏指数ꎮ 肝脏指数 ＝肝

重量(ｇ) /体重(ｇ)×１００％ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＨＥ 染色

　 　 将各组大鼠肝组织于 ４％多聚甲醛中固定 ７２
ｈꎬ随后对已固定的肝组织置于 ２０％乙二胺四乙酸

中进行脱钙处理ꎬ将样品在梯度浓度的乙醇中脱水

并包埋在石蜡中ꎮ 将石蜡包埋的组织切成５ ｍｍ切

片ꎬ于室温下进行苏木精染色 １０ ｍｉｎꎬ伊红染色

２ ｍｉｎꎮ 使用光学显微镜观察肝组织病理学变化ꎮ
１.３.４　 血清生化指标

　 　 按照试剂盒说明书ꎬ采用酶标仪测定血清中

ＡＬＴ、ＡＳＴ 和 ＡＬＰ 水平ꎮ ＡＬＴ、ＡＳＴ 在 ５１０ ｎｍ 处测

ＯＤ 值ꎬＡＫＰ 在 ５２０ ｎｍ 处测 ＯＤ 值ꎮ
１.３.５　 ＥＬＩＳＡ
　 　 取各组大鼠肝组织ꎬ滴入含有蛋白酶抑制剂的

冰缓冲液ꎬ制作成匀浆液ꎬ离心收集上清液ꎮ 按照

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书测定肝组织上清液 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣
６ 和 ＩＬ￣１β 的水平ꎮ
１.３.６　 氧化应激

　 　 按照试剂盒说明书ꎬ采用酶标仪测定肝组织匀

浆中 ＳＯＤ 含量ꎬ采用可见分光光度计测定丙二醛

ＭＤＡ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 含量ꎮ ＳＯＤ 在 ４５０ ｎｍ 处测 ＯＤ 值ꎬ
ＭＤＡ 在 ５３２ ｎｍ 处测 ＯＤ 值ꎬＧＳＨ 在 ４１２ ｎｍ 处测

ＯＤ 值ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 用统计软件 ＳＰＳＳ １９.０ 对所有实验数据进行统

计分析ꎬ组间差异采用 ｔ 检验或单因素方差分析进

行检验ꎮ 结果以平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎮ 以 Ｐ<
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 败酱草降低对乙酰氨基酚诱导的药物性肝损

伤大鼠肝脏指数

　 　 与对照组相比较ꎬ模型组肝脏指数显著升高(Ｐ

<０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组相比较ꎬ败酱草中、高剂量组和

联苯双酯组肝脏指数显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见表 １ꎮ
２􀆰 ２　 败酱草改善对乙酰氨基酚诱导的药物性肝损

伤大鼠肝组织病理损伤

　 　 对照组肝细胞排列整齐ꎬ结构完整ꎮ 模型组细

胞排列紊乱ꎬ有明显出血ꎬ大量炎性细胞浸润ꎮ 败

酱草中、高剂量组和联苯双酯组细胞排列较整齐ꎬ
出血明显减少ꎬ炎性细胞浸润减少ꎮ 见图 １ꎮ
２􀆰 ３　 败酱草降低对乙酰氨基酚诱导的药物性肝损

伤大鼠 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＡＬＰ 水平

　 　 与对照组相比较ꎬ模型组 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＡＬＰ 水平

显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组相比较ꎬ败酱草低、
中、高剂量组和联苯双酯组 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＡＬＰ 水平显

著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见表 ２ꎮ
２􀆰 ４　 败酱草降低对乙酰氨基酚诱导的药物性肝损

伤大鼠 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β水平

　 　 与对照组相比较ꎬ模型组 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 水

平显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组相比较ꎬ败酱草

低、中、高剂量组和联苯双酯组 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β
水平显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见表 ３ꎮ
２􀆰 ５　 败酱草升高对乙酰氨基酚诱导的药物性肝损

伤大鼠 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 含量ꎬ降低 ＭＤＡ 含量

　 　 与对照组相比较ꎬ模型组 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 含量显

著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)、ＭＤＡ 含量显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
与模型组相比较ꎬ败酱草低、中、高剂量组和联苯双

酯组 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 含量显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)、ＭＤＡ
含量显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见表 ４ꎮ

表 １　 败酱草对对乙酰氨基酚诱导的药物性
肝损伤大鼠肝脏指数的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ １０)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｏｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｒａｔｓ
ｗｉｔｈ ｐａｒａｃｅｔａｍｏｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｒｕｇ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｇ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ

肝脏指数(％)
Ｌｉｖｅｒ ｉｎｄｅｘ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｏｕｒｐ ０ ２􀆰 ８±０􀆰 ４

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０ ４􀆰 ５±０􀆰 ９∗

败酱草低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｇｒｏｕｐ ４ ３􀆰 ２±０􀆰 ２＃

败酱草中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｇｒｏｕｐ ８ ３􀆰 ３±０􀆰 ３＃

败酱草高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｇｒｏｕｐ １６ ３􀆰 １±０􀆰 ３＃

联苯双酯组
Ｂｉｆｅｎｄａｔａｔｕｍ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３ ３􀆰 ２±０􀆰 ３＃

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.
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图 １　 败酱草对对乙酰氨基酚诱导的药物性肝损伤大鼠肝组织病理损伤的影响

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｏｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｐａｒａｃｅｔａｍｏｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｒｕｇ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ

表 ２　 败酱草对对乙酰氨基酚诱导的药物性肝损伤大鼠 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＡＬＰ 水平的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｏｎ ＡＳＴꎬ ＡＬＴ ａｎｄ ＡＬＰ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｐａｒａｃｅｔａｍｏｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｒｕｇ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｇ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ

天门冬氨酸氨基转移酶(Ｕ / Ｌ)
ＡＳＴ

丙氨酸氨基转移酶(Ｕ / Ｌ)
ＡＬＴ

碱性磷酸酶(Ｕ / Ｌ)
ＡＬＰ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｏｕｒｐ ０ １８７􀆰 ３４±２７􀆰 ３１ ３１􀆰 ８０±５􀆰 １２ １１５􀆰 ７４±８􀆰 ５３

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０ ３４２􀆰 ６６±１５􀆰 ７７∗ １０４􀆰 ６７±１８􀆰 ３６∗ １５８􀆰 ４７±１４􀆰 ２５∗

败酱草低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｇｒｏｕｐ ４ ３１０􀆰 ３８±１２􀆰 ０３ ９４􀆰 ５１±１８􀆰 ７９ １４５􀆰 ３３±１２􀆰 ８６

败酱草中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｇｒｏｕｐ ８ ２８７􀆰 ３２±１０􀆰 ５８＃ ７７􀆰 ３６±１４􀆰 ０７＃ １３２􀆰 ３４±９􀆰 ８５＃

败酱草高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｇｒｏｕｐ １６ ２３０􀆰 ７８±１１􀆰 ５７＃ ６８􀆰 ４５±１０􀆰 ７５＃ １１２􀆰 ５３±１５􀆰 ３１＃

联苯双酯组
Ｂｉｆｅｎｄａｔａｔｕｍ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３ ２２７􀆰 ８６±１０􀆰 ９１＃ ６５􀆰 １８±１０􀆰 １７＃ １１０􀆰 ７６±９􀆰 ３４＃

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

表 ３　 败酱草对对乙酰氨基酚诱导的药物性肝损伤大鼠 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 水平的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｏｎ ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣６ ａｎｄ ＩＬ￣１β ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｐａｒａｃｅｔａｍｏｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｒｕｇ￣ｉｎｄｕｃｅｄ

ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｇ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ

肿瘤坏死因子 α(ｐｇ / ｍＬ)
ＴＮＦ￣α

白介素 ６(ｐｇ / ｍＬ)
ＩＬ￣６

白介素 １β(ｐｇ / ｍＬ)
ＩＬ￣１β

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｏｕｒｐ ０ １４１􀆰 ３６±５􀆰 ３７ ４９􀆰 ７２±１２􀆰 ５１ ２４􀆰 ３２±４􀆰 ３３

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０ ３５７􀆰 ９３±６􀆰 ５７∗ １９３􀆰 ３７±１９􀆰 ４４∗ １５９􀆰 １６±４􀆰 ５２∗

败酱草低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｇｒｏｕｐ ４ １９６􀆰 ８６±５􀆰 ５３＃ １４５􀆰 ４４±１３􀆰 ８５＃ １４０􀆰 ９７±５􀆰 ６３＃

败酱草中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｇｒｏｕｐ ８ １６１􀆰 ８５±６􀆰 ４１＃ １２７􀆰 ６１±１５􀆰 ０１＃ ９４􀆰 ８５±５􀆰 １７＃

败酱草高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｇｒｏｕｐ １６ １２１􀆰 ７４±６􀆰 ３６＃ １０４􀆰 ９５±１５􀆰 ９３＃ ５２􀆰 ６０±４􀆰 ４７＃

联苯双酯组
Ｂｉｆｅｎｄａｔａｔｕｍ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３ １４９􀆰 １９±６􀆰 ７４＃ １２０􀆰 ９±１０􀆰 ４５＃ ４０􀆰 ２７±３􀆰 ２５＃

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.
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表 ４　 败酱草对对乙酰氨基酚诱导的药物性肝损伤大鼠 ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 含量的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｏｎ ＳＯＤꎬ ＭＤＡ ａｎｄ ＧＳＨ￣Ｐｘ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｐａｒａｃｅｔａｍｏｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｒｕｇ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｇ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ

总超氧化物歧化酶(Ｕ / ｍｇ Ｐｒｏ)
ＳＯＤ

丙二醛(ｎｍｏｌ / ｍｇ Ｐｒｏ)
ＭＤＡ

谷胱甘肽过氧化物酶(Ｕ / ｍｇ Ｐｒｏ)
ＧＳＨ￣Ｐｘ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｏｕｒｐ ０ ２３７􀆰 １３ ±３０􀆰 ３９ ９􀆰 ３７ ±０􀆰 ５９ １５􀆰 ７２ ±０􀆰 ４３

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０ ９０􀆰 ３１ ±１０􀆰 ５８∗ １１􀆰 ２５ ±０􀆰 ４２∗ ５􀆰 ６ ±０􀆰 ４５∗

败酱草低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｇｒｏｕｐ ４ １６７􀆰 ６４ ±２４􀆰 ５４＃ １０􀆰 ８２ ±０􀆰 ８９＃ ７􀆰 ８ ±０􀆰 ５６＃

败酱草中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｇｒｏｕｐ ８ １８９􀆰 ９２ ±１６􀆰 ４１＃ １０􀆰 １７ ±０􀆰 ６２＃ ９􀆰 ３ ±０􀆰 ８１＃

败酱草高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｈｅｒｂａ ｐａｔｒｉｎｉａｅ ｇｒｏｕｐ １６ ２１７􀆰 ５４ ±２６􀆰 ３９＃ ９􀆰 ５４ ±０􀆰 ９３＃ １１􀆰 ２４ ±０􀆰 ４４＃

联苯双酯组
Ｂｉｆｅｎｄａｔａｔｕｍ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３ ２２６􀆰 ７１ ±１６􀆰 ７３＃ ９􀆰 ２２ ±０􀆰 ４６＃ １３􀆰 １８ ±０􀆰 ３２＃

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

３　 讨论

　 　 药物性肝损伤又称药物性肝病ꎬ由于化学药品

数目增多及生物制剂和保健品的滥用ꎬ药物性肝损

伤的发病率呈上升趋势[１１]ꎮ 建立 ＡＰＡＰ 诱导的药

物性肝损伤模型是研究药物保肝护肝活性的经典

方法ꎬ以期进一步研究药物性肝损伤的机制ꎬ为开

发安全高效药的新奠定基础ꎮ 本文研究发现ꎬ败酱

草具有改善 ＡＰＡＰ 诱导的药物性肝损伤大鼠病理损

伤程度ꎬ降低肝脏指数的作用ꎮ
天门冬氨酸氨基转移酶(ＡＳＴ)、丙氨酸氨基转

移酶(ＡＬＴ)和碱性磷酸酶(ＡＬＰ)是常见的反应肝损

伤的生化标志物ꎬ当肝细胞受损时ꎬ细胞膜通透性

改变ꎬＡＳＴ、ＡＬＴ、ＡＬＰ 释放进入血液ꎬ导致血清中

ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＡＬＰ 水平升高[１２－１３]ꎮ 本文研究发现ꎬ败
酱草具有降低 ＡＰＡＰ 诱导的药物性肝损伤大鼠

ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＡＬＰ 水平的作用ꎬ提示败酱草对 ＡＰＡＰ 诱

导的药物性肝损伤大鼠具有降酶保肝作用ꎮ
肝损伤严重程度取决于炎症因子的释放程度ꎬ

由于炎症反应参与 ＡＰＡＰ 诱导的药物性肝损伤的发

生发展过程ꎬ抑制炎症因子的释放有助于治疗

ＡＰＡＰ 诱导的药物性肝损伤[１４]ꎮ ＩＬ￣６ 属于参与机

体免疫应答的炎症因子ꎬ其含量升高可引发内脏功

能性损害ꎬ同时使 Ｔ 淋巴细胞增殖、分化ꎬ从而加剧

机体炎症反应[１５]ꎮ ＴＮＦ￣α 是肝中重要的促炎、免疫

调节因子ꎬ可引发肝组织炎细胞聚集ꎬＩＬ￣１β 在多种

脏器中起重要作用ꎬ其高表达预示着炎症的发

生[１６]ꎮ 韩亮等[１７] 研究发现败酱草通过下调 ＴＮＦ￣
α、ＩＬ￣１β 水平减轻溃疡性结肠炎大鼠结肠的组织学

损伤程度ꎮ Ｓｅｏ 等[１８]研究发现黄花败酱提取物能抑

制急性胰腺炎大鼠炎症细胞因子的表达ꎮ 本文研

究发现ꎬ败酱草具有降低 ＡＰＡＰ 诱导的药物性肝损

伤大鼠 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 水平的作用ꎮ 提示败酱

草抑制 ＡＰＡＰ 诱导的药物性肝损伤大鼠炎症因子的

释放ꎮ
ＡＰＡＰ 诱导药物性肝损伤的过程中ꎬ大量的氧

自由基量生成和氧化应激次数的增多会加重肝损

伤过程[１９]ꎮ ＭＤＡ 是脂质发生过氧化反应的氧化终

产物ꎬ测定 ＭＤＡ 含量可反映机体脂质过氧化的程

度ꎬＳＯＤ 在人体中水平高低可间接反映机体清除自

由基的能力ꎮ 测定 ＭＤＡ 及 ＳＯＤ 含量ꎬ可有助于分

析肝损伤程度和肝修复能力ꎮ ＧＳＨ￣Ｐｘ 可衡量机体

抗氧化能力强弱ꎬ测定肝组织中 ＧＳＨ￣Ｐｘ 含量能较

好的反映机体抗氧化的能力ꎬ间接反映肝细胞膜的

修复程度[２０]ꎮ 孟良玉等[２１] 研究发现败酱草提取物

可显著降低小鼠血清及组织 ＭＤＡ 含量ꎬ 提高 ＳＯＤ、
ＧＳＨ￣Ｐｘ 和 ＣＡＴ 活力ꎮ 本文研究发现ꎬ败酱草具有

升高 ＡＰＡＰ 诱导的药物性肝损伤大鼠 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ
含量ꎬ降低 ＭＤＡ 含量ꎮ 提示败酱草通过抗氧化应

激对 ＡＰＡＰ 诱导的药物性肝损伤大鼠具有保护

作用ꎮ
综上所述ꎬ败酱草通过改善肝组织病理损伤ꎬ

降低血清生化酶水平ꎬ抑制炎症因子的释放ꎬ减轻

氧化应激水平对 ＡＰＡＰ 诱导的药物性肝损伤模型大

鼠具有保护作用ꎮ 为临床应用败酱草治疗药物性

肝损伤提供了一定实验依据ꎬ但败酱草对 ＡＰＡＰ 诱

导的药物性肝损伤的具体分子作用机制还需进一

步实验探讨ꎮ

２８ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９
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[１８] 　 Ｓｅｏ ＳＷꎬ Ｐａｒｋ ＣＳꎬ Ｈｏｎｇ ＳＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐａｔｒｉｎｉａ
ｓｃａｂｉｏｓａｅｆｏｌｉａ ｏｎ ａｃｕｔｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ [ Ｊ] . Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌꎬ
２００６ꎬ １２(７): １１１０－１１１４.

[１９] 　 Ｈｅ Ｍꎬ Ｚｈａｎｇ Ｓꎬ Ｊｉａｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ
ｒｉｆａｍｐｉｎ ｏｎ ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ ｉｎ ｍｉｃｅ [ Ｊ] . Ｆｏｏｄ
Ｃｈｅｍ Ｔｏｘｉｃｏｌꎬ ２０１２ꎬ ５０(９): ３１４２－３１４９.

[２０] 　 Ｐａｌ Ｍꎬ Ｌｉ ＳＨꎬ Ｔｅｗａｒｉ ＳＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
ｆｒｏｍｖｉｔｅｘ ａｇｎｕｓ￣ｃａｓｔｕｓ [ Ｊ] . Ｃｈｅｍ Ｎａｔ Ｃｏｍｐｄꎬ ２０１３ꎬ ４９(４):
６３５－６３８.

[２１] 　 孟良玉ꎬ 卢佳琨ꎬ 蔡文倩ꎬ 等. 败酱草提取物体内抗氧化活

性研究 [Ｊ] . 食品工业科技ꎬ ２０１２ꎬ ３３(２２): ３７２－３７４.

〔收稿日期〕２０２０－０６－２８

３８中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９
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侯立亭ꎬ 郭洋ꎬ 胡红霞. ＶＥＧＦ 抑制剂对糖尿病性视网膜病变模型大鼠的干预效果及对 ＣＲＡ 血流动力学的影响 [Ｊ]. 中国比

较医学杂志ꎬ ２０２１ꎬ ３１(９): ８４－８９.
Ｈｏｕ ＬＴꎬ Ｇｕｏ Ｙꎬ Ｈｕ ＨＸ. Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＶＥＧＦ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ＣＲＡ
ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃｓ [Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０２１ꎬ ３１(９): ８４－８９.
ｄｏｉ: １０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７１－７８５６. ２０２１. ０９. ０１３
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ＶＥＧＦ 抑制剂对糖尿病性视网膜病变模型大鼠的
干预效果及对 ＣＲＡ 血流动力学的影响

侯立亭ꎬ郭　 洋ꎬ胡红霞∗

(开封市中心医院眼科ꎬ河南 开封　 ４７５０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究血管内皮生长因子(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＶＥＧＦ)抑制剂对糖尿病性视网膜

病变模型大鼠的干预效果及对视网膜中央动脉(ｃｅｎｔｒａｌ ｒｅｔｉｎａｌ ａｒｔｅｒｙꎬ ＣＲＡ)血流动力学的影响ꎮ 方法　 ４０ 只 ＳＰＦ
级、健康雄性大鼠ꎬ随机选取 １０ 只为对照组ꎬ建模成功 ３０ 只大鼠随机分为模型组(生理盐水)、无菌柠檬酸组(无菌

柠檬酸)、ＶＥＧＦ 抑制剂组(贝伐单抗)各 １０ 只ꎮ 测定 ＣＲＡ 血流舒张期最低流速(ＥＤＶ)、收缩期峰值血流速度

(ＰＳＶ)、阻力指数(ＲＩ)、搏动指数(ＰＩ)及 Ｒａｓ、Ｒａｆ￣１ 及 ＥＲＫ 表达ꎮ 结果　 与模型组相比ꎬ无菌柠檬酸组、ＶＥＧＦ 抑

制剂组 ＥＤＶ(３１􀆰 ５３± ８􀆰 ４２ / ４７􀆰 ４６± １０􀆰 ２９ / ９０􀆰 ２６± １６􀆰 ５５ ｍｍ / ｓꎬＦ / Ｐ ＝ １４􀆰 ９５６ / ０􀆰 ００１)、ＰＳＶ(５８􀆰 ９２± １１􀆰 ３７ / ８４􀆰 １６±
１４􀆰 ５２ / １５５􀆰 ５７±１８􀆰 ６７ ｍｍ / ｓꎬＦ / Ｐ＝ ２１􀆰 １１６ / ０􀆰 ００１)、脂联素水平升高ꎻＲＩ(１􀆰 １２±０􀆰 ３２ / ０􀆰 ８５±０􀆰 ２０ / ０􀆰 ６８±０􀆰 １８ꎬＦ / Ｐ ＝
７􀆰 ０４６ / ０􀆰 ００１)、ＰＩ(１􀆰 ３５± ０􀆰 ３５ / ０􀆰 ９１± ０􀆰 ２２ / ０􀆰 ６９± ０􀆰 １２ꎬＦ / Ｐ ＝ ８􀆰 ８６１ / ０􀆰 ００１)、血液流变学指标、空腹血糖、ＶＥＧＦ、
ＩＣＡＭ￣１、ＩＬ￣１β 水平ꎬＲａｓ、Ｒａｆ￣１ 及 ＥＲＫ 表达量降低ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与无菌柠檬酸组相比ꎬＶＥＧＦ
抑制剂组 ＥＤＶ(４７􀆰 ４６±１０􀆰 ２９ / ９０􀆰 ２６±１６􀆰 ５５ ｍｍ / ｓꎬｔ / Ｐ＝ ６􀆰 ９４５ / ０􀆰 ００１)、ＰＳＶ(８４􀆰 １６±１４􀆰 ５２ / １５５􀆰 ５７±１８􀆰 ６７ ｍｍ / ｓꎬｔ / Ｐ
＝ ９􀆰 ５４８ / ０􀆰 ００１)、脂联素水平升高ꎻＲＩ(０􀆰 ８５±０􀆰 ２０ / ０􀆰 ６８±０􀆰 １０ꎬｔ / Ｐ ＝ ２􀆰 ４０４ / ０􀆰 ０２７)、ＰＩ(０􀆰 ９１±０􀆰 ２２ / ０􀆰 ６９±０􀆰 １２ꎬｔ / Ｐ
＝ ２􀆰 ７７６ / ０􀆰 ０１２)、血液流变学指标、空腹血糖、ＶＥＧＦ、ＩＣＡＭ￣１、ＩＬ￣１β 水平ꎬＲａｓ、Ｒａｆ￣１ 及 ＥＲＫ 表达量降低ꎬ差异具有

统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 ＶＥＧＦ 抑制剂可改善糖尿病性视网膜病变模型大鼠 ＣＲＡ 血流动力学与血液流变学

指标ꎬ降低 ＶＥＧＦ、ＩＣＡＭ￣１ 及 ＩＬ￣１β 水平ꎬ抑制血管新生ꎮ
【关键词】 　 糖尿病性视网膜病变ꎻ血管内皮生长因子抑制剂ꎻ视网膜中央动脉ꎻ血液流变学
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Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＶＥＧＦ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｍｏｄｅｌ
ｒａｔｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ＣＲＡ ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃｓ
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(Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔꎬ Ｋａｉｆｅｎｇ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｋａｉｆｅｎｇ ４７５０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ (ＶＥＧＦ) ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｎ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｃｅｎｔｒａｌ ｒｅｔｉｎａｌ ａｒｔｅｒｙ (ＣＲＡ). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｏｆ ４０ ｓｐｅｃｉｆｉｃ￣ｐａｔｈｏｇｅｎ￣
ｆｒｅｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｍａｌｅ ｒａｔｓꎬ １０ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ３０ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｍｏｄｅｌｅｄ
ａｎｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ( ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ)ꎬ ｓｔｅｒｉｌｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ ( ｓｔｅｒｉｌｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ) ａｎｄ ＶＥＧＦ



ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ( ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ) ( ｎ ＝ １０). Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｖｅｌｏｃｉｔｙ ( ＥＤＶ) ｏｆ ｔｈｅ ＣＲＡ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＤＶ (３１􀆰 ５３±８􀆰 ４２ / ４７􀆰 ４６±１０􀆰 ２９ / ９０􀆰 ２６±１６􀆰 ５５ ｍｍ / ｓꎬ Ｆ / Ｐ ＝ １４􀆰 ９５６ /
０􀆰 ００１)ꎬ ｐｅａｋ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｖｅｌｏｃｉｔｙ (ＰＳＶꎻ ５８􀆰 ９２±１１􀆰 ３７ / ８４􀆰 １６±１４􀆰 ５２ / １５５􀆰 ５７±１８􀆰 ６７ ｍｍ / ｓꎬ Ｆ / Ｐ ＝ ２１􀆰 １１６ / ０􀆰 ００１) ａｎｄ
ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｓｅｐｔｉｃ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐｓ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘ (ＲＩꎻ
１􀆰 １２±０􀆰 ３２ / ０􀆰 ８５±０􀆰 ２０ / ０􀆰 ６８±０􀆰 １８ꎬ Ｆ / Ｐ ＝ ７􀆰 ０４６ / ０􀆰 ００１)ꎬ ｐｕｌｓａｔｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ (ＰＩꎻ １􀆰 ３５±０􀆰 ３５ / ０􀆰 ９１±０􀆰 ２２ / ０􀆰 ６９±０􀆰 １２ꎬ
Ｆ / Ｐ ＝ ８􀆰 ８６１ / ０􀆰 ００１)ꎬ ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓꎬ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ＶＥＧＦꎬ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １
(ＩＣＡＭ￣１)ꎬ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１ (ＩＬ￣１) ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｒａｓꎬ Ｒａｆ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ (ＥＲＫ) ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｓｅｐｔｉｃ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＤＶ (４７􀆰 ４６±１０􀆰 ２９ / ９０􀆰 ２６±
１６􀆰 ５５ ｍｍ / ｓꎬ Ｔ / Ｐ ＝ ６􀆰 ９４５ / ０􀆰 ００１)ꎬ ＰＳＶ (８４􀆰 １６±１４􀆰 ５２ / １５５􀆰 ５７±１８􀆰 ６７ ｍｍ / ｓꎬ Ｔ / Ｐ ＝ ９􀆰 ５４８ / ０􀆰 ００１) ａｎｄ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ
ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＶＥＧＦ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ＲＩ (０􀆰 ８５±０􀆰 ２０ / ０􀆰 ６８±０􀆰 １０ꎬ Ｔ / Ｐ ＝ ２􀆰 ４０４ / ０􀆰 ０２７)ꎬ ＰＩ
(０􀆰 ９１±０􀆰 ２２ / ０􀆰 ６９±０􀆰 １２ꎬ Ｔ / Ｐ ＝ ２􀆰 ７７６ / ０􀆰 ０１２)ꎬ ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓꎬ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ＶＥＧＦꎬ ＩＣＡＭ￣１ꎬ ＩＬ￣
１ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒａｓꎬ Ｒａｆ￣１ꎬ ａｎｄ ＥＲＫ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＶＥＧＦ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｃａｎ
ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ＣＲＡ ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃｓ ａｎｄ ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓꎬ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＶＥＧＦꎬ
ＩＣＡＭ￣１ ａｎｄ ＩＬ￣１β ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎻ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓꎻ ｃｅｎｔｒａｌ ｒｅｔｉｎａｌ ａｒｔｅｒｙꎻ ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｙ

　 　 糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＤＲ)
是一种糖尿病微血管并发症ꎬ是一种特异性眼底病

变ꎬ其主要的病理改变为视网膜微血管变化[１]ꎮ ＤＲ
患者的发病率主要与糖尿病病程相关ꎬ患者常出现

的临床症状主要有硬性渗出、ＩＲＭＡ、出血斑点、微动

脉瘤等ꎬ缺血广泛可降低患者视力ꎬ致视网膜脱离ꎬ
严重情况下可致盲[２]ꎮ ＤＲ 的发生机制尚未完全明

确ꎬ较为复杂ꎬ目前相关研究主要表明其与高血糖

引起的代谢紊乱有关ꎬ包括蛋白质非酶糖基化终末

产物的形成和己糖胺途径的激活ꎮ 蛋白激酶 Ｃ 激

活ꎬ造成血管功能紊乱及氧化应激炎症反应ꎬ导致

血管闭塞、局部缺血及血管渗透性增强[３－４]ꎮ ＶＥＧＦ
抑制剂可阻止脉络膜新生血管形成ꎬ解除视网膜水

肿ꎬ防治血管成分渗漏ꎬ改善视力ꎬ贝伐单抗属于一

种典型的 ＶＥＧＦ 抑制剂ꎬ在治疗多种晚期肿瘤中效

果明显ꎬ目前已经有研究显示通过玻璃体注射贝伐

单抗ꎬ能治疗眼部新生血管性疾病ꎬ但是患者会出

现并发症ꎬ其作用机制也尚不明确[５]ꎮ 本文将研究

ＶＥＧＦ 抑制剂对糖尿病性视网膜病变模型大鼠的干

预效果及对 ＣＲＡ 血流动力学的影响ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 选取 ４０ 只 ＳＰＦ 级、健康雄性大鼠ꎬ４ ~ ６ 周龄ꎬ
平均年龄(４􀆰 ８±０􀆰 ９)周ꎬ体重为 １７０ ~ １９０ ｇꎬ平均体

重(１７１􀆰 ０±９􀆰 ５)ｇꎬ由广东斯嘉景达生物科技有限公

司提供[ＳＣＸＫ(粤)２０２０￣００５２]ꎬ经开封市中心医院

伦理委员会审批批准(ＩＡＣＵＣ￣２０１８０５￣Ｋ１)ꎮ 实验开

始前ꎬ所有大鼠在我院动物研究实验中心[ ＳＹＸＫ

(粤) ２０２１￣０２５１]适应性饲养 １ 周ꎬ自由饮水ꎬ１２ ｈ
昼夜节律ꎬ温度为 ２０~２５℃ꎬ湿度为 ４０％~５０％ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 贝伐单抗(上海麦克林生化科技有限公司ꎬ货
号:Ｂ８７３５０５￣１)ꎻ无菌柠檬酸(中国药品生物制品检

定所ꎬ批号:２００３￣１０)ꎻＬＢＹ￣ＨＪ 四通道血小板聚集仪

(上海寰熙医疗器械有限公司ꎬ货号:７９０２８)ꎻＬａｓｅｒ
Ｄｏｐｐｌｅｒ Ｆｌｏｗｍｅｔｒｙ 激光血流仪(瑞典 ｐｅｒｉｍｅｄꎬ型号:
Ｐ４５７)ꎻ血糖仪(美国强生)ꎻ双抗体夹人酶联免疫法

试剂盒(上海西唐生物公司ꎬ货号:Ｆ２６２６０)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 糖尿病性视网膜病变大鼠模型建立

　 　 对照组大鼠 １０ 只给予标准饲料喂养ꎬ模型组、
无菌柠檬酸组、ＶＥＧＦ 抑制剂组各 １０ 只大鼠给予高

脂饲料喂养ꎮ 在 ８ 周后ꎬ对照组给予生理盐水ꎬ模型

组、无菌柠檬酸组、ＶＥＧＦ 抑制剂组大鼠给予腹腔注

射 ４０ ｍｇ / ｋｇ 链脲佐菌素ꎮ ３ ｄ 后尿糖 ３＋ꎬ采集大鼠

尾静脉血测血糖ꎬ血糖≥１６􀆰 ７ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ糖尿病大鼠

造模成功ꎮ 各组大鼠饮食情况如前ꎬ继续喂养 ４ 周

后ꎬ行眼底血管荧光造影检查ꎬ确立大鼠出现糖尿

病视网膜病变ꎬ建模成功ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 干预

　 　 无菌柠檬酸组给予 ０􀆰 ０５ ｍＬ 的无菌柠檬酸腹腔

干预ꎻＶＥＧＦ 抑制剂组大鼠给予玻璃体腔内注入

０􀆰 ０５ ｍＬ 贝伐单抗干预ꎻ对照组、模型组给予等体积

的生理盐水干预ꎬ四组均连续给药每天 １ 次ꎬ各组均

连续干预 ２ 周ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＣＲＡ 血流参数检测

　 　 应用飞利浦 ＩＵ２２ 型彩色多普勒检查ꎬ探头频
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率:１０ ＭＨｚꎮ 腹腔注射麻醉ꎬ在获取连续 ５ 个以上稳

定心动周期时ꎬ检测干预 ２ 周后大鼠右眼 ＣＲＡ 各项

血流参数ꎮ 根据多普勒超声血流指标测定峰值血

流速度:ＥＤＶ、ＰＳＶ、ＲＩ 及 ＰＩꎮ 重复上述操作 ３ 次ꎬ
取各项指标的平均值ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 血液流变学指标检测

　 　 采用激光血流仪检测大鼠干预 ２ 周后全血粘

度ꎮ 大鼠心腔采血 ２􀆰 ５ ｍＬꎬ血小板聚集率检测用四

通道血小板聚集仪ꎮ 大鼠心腔采血 １􀆰 ５ ｍＬꎬ血小板

黏附率检测用体外血栓形成、血小板黏附两用仪ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 脂联素、空腹血糖 ( ＦＢＧ)、细胞间黏附分

子￣１(ＩＣＡＭ￣１)、白介素￣１β(ＩＬ￣１β)水平检测

　 　 血糖测试前对动物禁食 １２ ｈꎬ使用血糖仪检测

ＦＢＧ 水平ꎮ 抽取大鼠尾部静脉血 ２ ｍＬꎬ采用 ＰＢＳ 缓

冲液进行洗涤处理ꎬ转速为 ２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心干预 １０
ｍｉｎꎬ摒弃上清液ꎬ采用双抗体夹心酶联免疫法试剂

盒检测各组大鼠血浆中脂联素、 ＩＣＡＭ￣１、 ＩＬ￣１β
水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 病理学观察

　 　 采用 ＬＤＦ 激光血流仪及眼球固定象限测定法

检测干预 ２ 周后各组大鼠双眼血流ꎮ 检查完成后将

大鼠处死ꎬ摘取每只大鼠左侧眼球ꎬ１０％甲醛固定

２４ ｈꎬ经脱钙、脱水、透明以及包埋等处理制成石蜡

块ꎬ保存待用ꎮ 将组织进行切片ꎬＨＥ 染色ꎬ光镜下

观察病理学变化ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｒａｓ、Ｒａｆ￣１ 及 ＥＲＫ 表达量

检测

　 　 将所采集到的大鼠左侧眼球组织标本ꎬ进行研

磨ꎬ然后加入蛋白缓冲液ꎬ常规蛋白提取ꎬＢＣＡ 法定

量分析ꎮ ５０ μｇ 蛋白样品上样后 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ

电转到 ＰＶＤＦ 膜ꎬ在 ＴＢＳＴ 中将 ５％的脱脂奶粉避光

封闭 １ ｈꎬ洗涤后加入一抗稀释溶液(Ｒａｓ、Ｒａｆ￣１ 及

ＥＲＫ 按照 １ ∶１０００ 比例进行稀释)ꎬ在 ４℃的环境中

保存过夜ꎬ洗涤后加入二抗稀释溶液(Ｒａｓ、Ｒａｆ￣１ 及

ＥＲＫ 按照 １ ∶ ５０００ 比例进行稀释)ꎬ在温床中孵育

１ ｈ后再次洗涤ꎬ加入发光液 ＥＣＬꎬ使软件分析蛋白

条带灰度值ꎬ内参蛋白是 ＧＡＰＤＨꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件包进行统计分析处

理ꎮ 计量资料采用平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)描述ꎬ多组

间比较采用齐性方差检验ꎬ两组间比较采用独立样

本 ｔ 检验ꎬＰ<０􀆰 ０５ 具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠 ＣＲＡ 血流参数比较

　 　 如表 １ 所示ꎬ与正常大鼠相比ꎬ模型组、无菌柠

檬酸组、ＶＥＧＦ 抑制剂组 ＥＤＶ、ＰＳＶ 水平降低ꎬＲＩ 及
ＰＩ 水平升高ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与模型组

相比ꎬ无菌柠檬酸组、ＶＥＧＦ 抑制剂组 ＥＤＶ、ＰＳＶ 水

平升高ꎬＲＩ 及 ＰＩ 水平降低ꎬ具有显著性差异(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎻ与无菌柠檬酸组相比ꎬＶＥＧＦ 抑制剂组 ＥＤＶ、
ＰＳＶ 水平升高ꎬＲＩ 及 ＰＩ 水平降低ꎬ具有显著性差异

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２　 病理学观察

　 　 如图 １ 所示ꎬ对照组大鼠细胞内外节形态规整ꎬ
视网膜各层细胞排列整齐ꎮ 模型组大鼠视网膜内

血管扩张ꎬ视网膜各层细胞结构排列紊乱ꎬ细胞间

水肿ꎮ 无菌柠檬酸组大鼠周细胞轻度水肿ꎬ各层细

胞结构排列紊乱ꎮ ＶＥＧＦ 抑制剂组视网膜各层细胞

排列较完整ꎮ
表 １　 各组大鼠 ＣＲＡ 血流参数比较(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ １０)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＲＡ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ 舒张期最低流速(ｍｍ / ｓ)ＥＤＶ 收缩期峰值血流速度(ｍｍ / ｓ)ＰＳＶ 阻力指数 ＲＩ 搏动指数 ＰＩ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １０８􀆰 １２±２０􀆰 ２５ １７８􀆰 ８３±２５􀆰 １４ ０􀆰 ４１±０􀆰 １１ ０􀆰 ５０±０􀆰 １３

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３１􀆰 ５３±８􀆰 ４２ａ ５８􀆰 ９２±１１􀆰 ３７ａ １􀆰 １２±０􀆰 ３２ａ １􀆰 ３５±０􀆰 ３５ａ

无菌柠檬酸组
Ｓｔｅｒｉｌｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ ４７􀆰 ４６±１０􀆰 ２９ａｂ ８４􀆰 １６±１４􀆰 ５２ａｂ ０􀆰 ８５±０􀆰 ２０ａｂ ０􀆰 ９１±０􀆰 ２２ａｂ

ＶＥＧＦ 抑制剂组
ＶＥＧＦ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ９０􀆰 ２６±１６􀆰 ５５ａｂｃ １５５􀆰 ５７±１８􀆰 ６７ａｂｃ ０􀆰 ６８±０􀆰 １０ａｂｃ ０􀆰 ６９±０􀆰 １２ａｂｃ

Ｆ １６􀆰 ５６６ ２０􀆰 ６１４ ９􀆰 ９５３ １０􀆰 ７９９

Ｐ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１

注:与对照组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与无菌柠檬酸组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｔｅｒｉｌｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５.
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２􀆰 ３　 各组大鼠血液流变学指标比较

　 　 如表 ２ 所示ꎬ与正常大鼠相比ꎬ模型组、无菌柠

檬酸组、ＶＥＧＦ 抑制剂组全血粘度、血小板聚集率及

血小板黏附率水平升高ꎬ具有显著性差异 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎻ与模型组相比ꎬ无菌柠檬酸组、ＶＥＧＦ 抑制剂

组全血粘度、血小板聚集率及血小板黏附率水平降

低ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与无菌柠檬酸组相

比ꎬＶＥＧＦ 抑制剂组全血粘度、血小板聚集率及血小

板黏附率水平降低ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ４　 各组大鼠脂联素、空腹血糖水平比较

　 　 如表 ３ 所示ꎬ与正常大鼠相比ꎬ模型组、无菌柠

檬酸组、ＶＥＧＦ 抑制剂组脂联素水平降低ꎬＦＢＧ 水平

升高ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与模型组相比ꎬ无
菌柠檬酸组、ＶＥＧＦ 抑制剂组脂联素水平升高ꎬＦＢＧ
水平降低ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与无菌柠檬

酸组相比ꎬＶＥＧＦ 抑制剂组脂联素水平升高ꎬＦＢＧ 水

平降低ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ５　 各组大鼠 ＶＥＧＦ、ＩＣＡＭ￣１及 ＩＬ￣１β水平比较

　 　 如表 ４ 所示ꎬ与正常大鼠相比ꎬ模型组、无菌柠

檬酸组、ＶＥＧＦ 抑制剂组 ＶＥＧＦ、ＩＣＡＭ￣１ 及 ＩＬ￣１β 水

平升高ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与模型组相比ꎬ
无菌柠檬酸组、ＶＥＧＦ 抑制剂组 ＶＥＧＦ、ＩＣＡＭ￣１ 及

ＩＬ￣１β 水平降低ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与无

菌柠檬酸组相比ꎬＶＥＧＦ 抑制剂组 ＶＥＧＦ、ＩＣＡＭ￣１ 及

ＩＬ￣１β 水平降低ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
表 ２　 各组大鼠血液流变学指标比较(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １０)

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ
ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

全血粘度
(ｍＰａ / ｓ)

Ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ
ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ

血小板聚集
(％)

Ｐｌａｔｅｌｅｔ
ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

血小板黏附
(％)

Ｐｌａｔｅｌｅｔ
ａｄｈｅｓｉｏｎ ｒａｔｅ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 １３±４０􀆰 ２２ ５８􀆰 ６５±１３􀆰 ９２ ２６􀆰 ３１±５􀆰 ２０

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ９６±０􀆰 ６３ａ ８５􀆰 ２４±１９􀆰 ７６ａ ４８􀆰 ７３±１２􀆰 ８２ａ

无菌柠檬酸组
Ｓｔｅｒｉｌｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ７５±０􀆰 ４５ａｂ ７６􀆰 ３１±１７􀆰 ５３ａｂ ３９􀆰 １８±１０􀆰 ３５ａｂ

ＶＥＧＦ 抑制剂组
ＶＥＧＦ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ４０±０􀆰 ３５ａｂｃ ６２􀆰 １８±１５􀆰 １０ａｂｃ ３３􀆰 ３０±８􀆰 ２２ａｂｃ

Ｆ ３􀆰 １０９ ４􀆰 ９０２ ４􀆰 １７８
Ｐ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１

注:与对照组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与无菌柠檬酸
组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｔｅｒｉｌｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ
<０􀆰 ０５.

图 １　 大鼠视网膜组织病理学观察(ＨＥ 染色)
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎａ ｉｎ

ｒａｔｓ (ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ)

表 ３　 各组大鼠脂联素、ＦＢＧ 水平比较(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ａｎｄ ＦＢＧ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ

ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

脂联素
(ｍｇ / Ｌ)

Ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ

空腹血糖
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＦＢＧ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ２９±０􀆰 ７１ ５􀆰 ３５±１􀆰 １８

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３１±０􀆰 １０ａ １７􀆰 ４８±３􀆰 ０８ａ

无菌柠檬酸组
Ｓｔｅｒｉｌｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５８±０􀆰 ２５ａｂ １２􀆰 ５１±２􀆰 ６１ａｂ

ＶＥＧＦ 抑制剂组
ＶＥＧＦ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ６５±０􀆰 ５５ａｂｃ ８􀆰 ９１±１􀆰 ７０ａｂｃ

Ｆ １１􀆰 ７２６ １７􀆰 ４４５

Ｐ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１

注:与对照组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与无菌柠檬酸

组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｔｅｒｉｌｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ
<０􀆰 ０５.

７８中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



２􀆰 ６　 各组大鼠 Ｒａｓ、Ｒａｆ￣１及 ＥＲＫ 表达量比较

　 　 如表 ５、图 ２ 所示ꎬ与正常大鼠相比ꎬ模型组、无
菌柠檬酸组、ＶＥＧＦ 抑制剂组 Ｒａｓ、Ｒａｆ￣１ 及 ＥＲＫ 表

达量升高ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与模型组相

比ꎬ无菌柠檬酸组、ＶＥＧＦ 抑制剂组 Ｒａｓ、Ｒａｆ￣１ 及

ＥＲＫ 表达量降低ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与无

菌柠檬酸组相比ꎬＶＥＧＦ 抑制剂组 Ｒａｓ、Ｒａｆ￣１ 及 ＥＲＫ
表达量降低ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

３　 讨论

　 　 在我国 ＤＲ 的发病率逐年上升ꎬ其主要是由多

种因素共同作用导致的ꎬ是目前国内外导致低视

力及致盲的重要疾病ꎬ不及时的有效治疗会随着

病情发展导致失明ꎬ寻找有效的治疗方法尤为重

要[６] ꎮ 随着病程的不断进展ꎬＤＲ 促使其局部缺血

缺氧ꎬ促使毛细血管通透性增加ꎬ促使新生血管生

成等ꎬ新生血管会导致结缔组织增生及玻璃体出

血等ꎬ进一步增加视力丧失及视网膜脱离风险[７] ꎮ
较多学者为临床治疗提高新的靶点ꎬ发现血管生

成抑制因子与血管生成刺激因子之间的动态平衡

在其发展与发生过程中具有重要作用[８] ꎮ ＶＥＧＦ
其生物活性可以被抑制剂阻断ꎬ是最重要的眼内

新生血管生长因子ꎬ达到抑制新生血管生成的

目的[９－１０] ꎮ
视网膜 ＣＲＡ 是供应视网膜内参的主要血管ꎬ属

于终末动脉ꎬ是眼动脉的分支ꎬ在维持视觉功能方

面起重要的作用ꎮ 视网膜动脉参数可用来反映视

网膜的血液供应状况ꎬ与视网膜微循环的状态[１１]ꎮ
本文研究显示ꎬＶＥＧＦ 抑制剂能提高大鼠 ＥＤＶ、ＰＳＶ
水平升高ꎬ降低 ＲＩ 及 ＰＩ 水平ꎬ从而改善视网膜 ＣＲＡ
血流动力学状况ꎮ 机体长时间处于高血糖状态易

造成血￣视网膜屏障受损ꎬ血小板聚集性增强ꎬ同时

视网膜毛细血管闭塞ꎬ视网膜血管弹性下降ꎬ促进

新生血管形成ꎬ引起视网膜毛细血管增生与微血管

瘤[１２－１３]ꎮ 本文结果指出ꎬＶＥＧＦ 抑制剂能降低大鼠

全血粘度、血小板聚集率及血小板黏附率水平ꎮ 脂

联素是脂肪细胞特异性分泌的一种蛋白质ꎬ在糖尿

病合并症的发展中具有重要的作用ꎬ其水平增高可

引起微循环障碍[１４]ꎮ 本文中ꎬ与无菌柠檬酸组相

比ꎬＶＥＧＦ 抑制剂组脂联素水平升高ꎬ ＦＢＧ 水平

降低ꎮ
ＶＥＧＦ 是血管内皮细胞特异的促有丝分裂素ꎬ

过度表达会增加血管的渗透性ꎬ促进血管的异常增

　 　 　表 ４　 各组大鼠 ＶＥＧＦ、ＩＣＡＭ￣１ 及 ＩＬ￣１β 水平比较(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦꎬ ＩＣＡＭ￣１ ａｎｄ ＩＬ￣１β

ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

血管内皮生长
因子(ｐｇ / ｍＬ)

ＶＥＧＦ

细胞间黏附
分子￣１(ｎｇ / Ｌ)

ＩＣＡＭ￣１

白介素￣１β
(ｐｇ / ｍＬ)
ＩＬ￣１β

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４０􀆰 ７６±９􀆰 ５３ ５８􀆰 ０８±８􀆰 ２２ ６􀆰 ３８±１􀆰 １５

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ９１􀆰 １９±１９􀆰 ４８ａ ８９􀆰 ６５±１９􀆰 ７１ａ １８􀆰 １５±４􀆰 ２６ａ

无菌柠檬酸组
Ｓｔｅｒｉｌｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ ７５􀆰 ８１±１６􀆰 ３２ａｂ ７８􀆰 ８４±１８􀆰 ３９ａｂ １２􀆰 ０２±３􀆰 ０１ａｂ

ＶＥＧＦ 抑制剂组
ＶＥＧＦ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ５３􀆰 １５±１３􀆰 ７０ａｂｃ ６７􀆰 ３９±１１􀆰 ５５ａｂｃ ８􀆰 １０±２􀆰 １２ａｂｃ

Ｆ ９􀆰 ５０９ ４􀆰 ００８ ６􀆰 ９１４
Ｐ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１

注:与对照组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与无菌柠檬酸
组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｔｅｒｉｌｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐꎬ
ｃＰ<０􀆰 ０５.

表 ５　 各组大鼠 Ｒａｓ、Ｒａｆ￣１ 及 ＥＲＫ 表达量比较(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｒａｓꎬ Ｒａｆ￣１ ａｎｄ

ＥＲＫ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ Ｒａｓ Ｒａｆ￣１ ＥＲＫ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ３４±０􀆰 ４１ １􀆰 ４５±０􀆰 ２３ ０􀆰 ７３±０􀆰 １４

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ８２±１􀆰 ６４ａ ３􀆰 ９１±０􀆰 ９２ａ ２􀆰 ４２±０􀆰 ７８ａ

无菌柠檬酸组
Ｓｔｅｒｉｌｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ６７±１􀆰 １３ａｂ ２􀆰 ５３±０􀆰 ７５ａｂ １􀆰 ５９±０􀆰 ４０ａｂ

ＶＥＧＦ 抑制剂组
ＶＥＧＦ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ９８±０􀆰 ６２ａｂｃ １􀆰 ９０±０􀆰 ５１ａｂｃ １􀆰 ０５±０􀆰 ２１ａｂｃ

Ｆ １２􀆰 ０１０ ５􀆰 ８８５ ９􀆰 ２４２
Ｐ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１

注:与对照组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与无菌柠檬酸
组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｔｅｒｉｌｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ
<０􀆰 ０５.

注:ａ:对照组ꎻｂ:模型组ꎻｃ:无菌柠檬酸组ꎻｄ:ＶＥＧＦ 抑制剂组ꎮ

图 ２　 Ｒａｓ、Ｒａｆ￣１ 及 ＥＲＫ 蛋白表达 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 图
Ｎｏｔｅ. ａꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. ｂꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. ｃꎬ Ｓｔｅｒｉｌｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ.
ｄꎬ ＶＥＧＦ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｏｆ Ｒａｓꎬ Ｒａｆ￣１ ａｎｄ
ＥＲＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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殖ꎬ其与组织中新生血管数量具有密切联系ꎬ能特

异性的作用于视网膜血管内皮细胞[１５]ꎮ 炎性细胞

黏附与血管内皮细胞是由 ＩＣＡＭ￣１ 介导的ꎬ损害局

部血管ꎬ导致活化氧自由基、炎症递质等ꎬ引起血管

通透性增加ꎬ加重视网膜的损伤[１６－１７]ꎮ ＩＬ￣１β 在 ＤＲ
中加重视网膜病变ꎬ诱导 ＩＣＡＭ￣１ 等黏附因子ꎬ起关

键作用的一种致炎因子[１８]ꎮ 本文指出ꎬＶＥＧＦ 抑制

剂通过能降低糖尿病性视网膜病变模型大鼠

ＶＥＧＦ、ＩＣＡＭ￣１ 及 ＩＬ￣１β 水平ꎬ在抑制糖尿病性视网

膜病变模型大鼠炎症方面作用显著ꎮ Ｒａｓ / Ｒａｆ￣１ /
ＥＲＫ 通路是调控细胞增殖、凋亡与分化的重要途

径ꎬ是一个蛋白激酶级联反应ꎬ在 ＶＥＧＦ 介导的血管

生成信号通路上起促进 ＶＥＧＦ 表达的作用[１９]ꎮ
ＶＥＧＦ 抑制剂相对分子量小ꎬ能够穿透视网膜ꎬ与血

管内皮生长因子特异性结合ꎬ加快缓解水肿ꎬ防治

视网膜新生血管发生渗漏ꎬ阻止血管新生、再生ꎬ减
轻炎症反应ꎬ改善视网膜功能[２０]ꎮ 本文研究结果显

示ꎬＶＥＧＦ 抑制剂对糖尿病性视网膜病变模型大鼠

Ｒａｓ、Ｒａｆ￣１ 及 ＥＲＫ 蛋白表达有一定的调控作用ꎬ为
其作用机制提供研究方向ꎮ 本文研究的局限性主

要体现在ꎬ本文研究实验仅做了一个时间点的视网

膜病变的观察ꎬ在抑制糖尿病性视网膜病变发展这

一结论研究方面ꎬ数据不充分ꎬ仍需要后续多试验

点加以证实ꎮ
综上所述ꎬＶＥＧＦ 抑制剂可改善糖尿病性视网

膜病变模型大鼠 ＣＲＡ 血流动力学与血液流变学指

标ꎬ降低 ＶＥＧＦ、 ＩＣＡＭ￣１ 及 ＩＬ￣１β 水平ꎬ抑制血管

新生ꎮ

参考文献:

[ １ ]　 Ｄｉａｌｌｏ ＪＷꎬ Ｄｏｌｏ Ｍꎬ Ｓａｎｏｕ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｗｈａｔ ｄｏ ｗｅ ｋｎｏｗ ａｂｏｕｔ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ａｔ ｔｈｅ Ｓｏｕｒô Ｓａｎｏｕ ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｍｅｄｉｃａｌ ｃｅｎｔｅｒ
ｉｎ Ｂｏｂｏ￣Ｄｉｏｕｌａｓｓｏ (ＣＨＵＳＳ)? [ Ｊ] . Ｊ Ｆｒ Ｏｐｈｔａｌｍｏｌꎬ ２０１９ꎬ ４２
(４): ３６１－３６７.

[ ２ ] 　 Ｇｈａｍｄｉ ＡＨＡ. Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｏｒｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ [Ｊ] . Ｃｕｒｒ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｒｅｖꎬ ２０２０ꎬ
１６(３): ２４２－２４７.

[ ３ ] 　 郭丹ꎬ 杜宁. 白皮杉醇对糖尿病视网膜病变模型大鼠的治疗

效果及作用机制 [ Ｊ] . 国际眼科杂志ꎬ ２０１９ꎬ １９(１２): ２０２６
－２０３０.

[ ４ ] 　 Ｓｅｌｖａｒａｊ Ｋꎬ Ｇｏｗｔｈａｍａｒａｊａｎ Ｋꎬ Ｋａｒｒｉ ＶＶꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｕｒｒｅｎｔ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ａｎｄ ｎａｎｏｃａｒｒｉｅｒ ｂａｓｅｄ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ [ Ｊ] . Ｊ Ｄｒｕｇ
Ｔａｒｇｅｔꎬ ２０１７ꎬ ２５(５): ３８６－４０５.

[ ５ ] 　 董冠中ꎬ 魏立ꎬ 务森ꎬ 等. 血管内皮生长因子抑制剂对小鼠

左肺全切手术后肺功能的影响 [ Ｊ] . 中华实验外科杂志ꎬ
２０１９ꎬ ３６(１１): ２０６１－２０６４.

[ ６ ] 　 Ｚｈａｎｇ Ｄꎬ Ｌｖ ＦＬꎬ Ｗａｎｇ ＧＨ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＩＦ￣１α ｏｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ [Ｊ] . Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０１８ꎬ ２２(１６): ５０７１－５０７６.

[ ７ ] 　 Ｚｈｕ ＤＤꎬ Ｗａｎｇ ＹＺꎬ Ｚｏｕ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｎｏｔｃｈ ｐａｔｈｗａｙ [Ｊ] .
Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１８ꎬ ５０３(２): ９２１－９２９.

[ ８ ] 　 Ｓｕｎ Ｙꎬ Ｌｉｕ ＹＸ. ＬｎｃＲＮＡ ＨＯＴＴＩＰ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ
ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐ３８￣ＭＡＰＫ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ ] . Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０１８ꎬ ２２(１０): ２９４１－２９４８.

[ ９ ] 　 符超君ꎬ 赵永旺ꎬ 凌艳君ꎬ 等. 双丹明目胶囊对糖尿病视网

膜病变大鼠视网膜 Ｓｐｒｅｄ￣１ 和 ＶＥＧＦ 表达的影响 [Ｊ] . 中国新

药杂志ꎬ ２０１９ꎬ ２８(２３): ２８９３－２８９８.
[１０] 　 Ｃｈｅｎ Ｂꎬ Ｈｅ Ｔꎬ Ｘｉｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＣＰ￣１ꎬ ＭＭＰ￣９ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ [Ｊ] . Ｅｘｐ Ｔｈｅｒ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ １４(６): ６０２２－６０２６.

[１１] 　 金梅ꎬ 李晓凤. 糖尿病视网膜病变患者血清中细胞因子及视

网膜中央动脉血流动力学的变化 [ Ｊ] . 眼科新进展ꎬ ２０１９ꎬ
３９(５): ４５３－４５５ꎬ ４６０.

[１２] 　 古爱平ꎬ 吴艺ꎬ 杨兵花. 大株红景天对糖尿病视网膜病变大

鼠眼血流影响的实验研究 [ Ｊ] . 国际眼科杂志ꎬ ２０１８ꎬ １８
(５): ７９１－７９５.

[１３] 　 刘学梅ꎬ 靳春杰ꎬ 周伟. 三七对糖尿病大鼠视网膜血流动力

学影响的实验研究 [Ｊ] . 辽宁中医杂志ꎬ ２０１７ꎬ ４４(１０): ２１８３
－２１８６.

[１４] 　 刘颖ꎬ 张军ꎬ 戴金颖ꎬ 等. 益气养阴活血方对 ２ 型糖尿病大鼠

脂肪组织及瘦素、脂联素的影响 [Ｊ] . 现代中西医结合杂志ꎬ
２０１８ꎬ ２７(２３): ２５０９－２５１３ꎬ ２５２０.

[１５] 　 Ｄ’Ａｍｉｃｏ ＡＧꎬ Ｍａｕｇｅｒｉ Ｇꎬ Ｂｕｃｏｌｏ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎａｐ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｓ ｗｉｔｈ
ｈｙｐｏｘｉａ￣Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ [Ｊ] . Ｊ Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２０１７ꎬ ６１(２): ２５６－２６６.

[１６] 　 王皎皎ꎬ 胡燃燃ꎬ 张丹ꎬ 等. 人参皂苷 Ｒｇ３ 对糖尿病视网膜

病变大鼠 ＰＩ３ Ｋ￣Ａｋｔ / ＰＫＢ 通路和血管内皮生长因子、细胞间

黏附分子￣１ 表达的影响 [Ｊ] . 眼科新进展ꎬ ２０２０ꎬ ４０(１): ２０
－２５.

[１７] 　 李甜甜ꎬ 吕霄ꎬ 李伟. ＡＭ２５１ 对糖尿病视网膜病变大鼠

ＩＣＡＭ￣１ 及 ＶＥＧＦ 表达的影响 [ Ｊ] . 中国老年学杂志ꎬ ２０１５ꎬ
３５(１４): ３８１６－３８１８.

[１８] 　 周玮琰ꎬ 王洪亚ꎬ 杜秀娟ꎬ 等. 甘糖酯对糖尿病大鼠视网膜

病变中炎性因子 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣１β 表达的影响 [ Ｊ] . 国际眼科

杂志ꎬ ２０１６ꎬ １６(８): １４４４－１４４８.
[１９] 　 符超君ꎬ 凌艳君ꎬ 颜家朝ꎬ 等. 双丹明目胶囊对糖尿病视网

膜病变大鼠视网膜 Ｒａｓ￣Ｒａｆ￣１￣ＭＥＫ￣ＥＲＫ 通路的调控作用

[Ｊ] . 湖南中医药大学学报ꎬ ２０１８ꎬ ３８(７): ７２８－７３１.
[２０] 　 刘德林ꎬ 梁红云ꎬ 陈文浩ꎬ 等. ＶＥＧＦ 抑制剂(贝伐单抗)治疗

早产鼠视网膜病变的实验研究 [ Ｊ] . 中国医师杂志ꎬ ２０１５ꎬ
１７(６): ８５４－８５７ꎬ ８６１.

〔收稿日期〕２０２０－１０－０９

９８中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



２０２１ 年 ９ 月

第 ３１ 卷　 第 ９ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒꎬ ２０２１
Ｖｏｌ. ３１　 Ｎｏ. ９

卢天宇ꎬ 高虹ꎬ 杨博超ꎬ 等. 基于微滴式数字 ＰＣＲ 技术对猪内源逆转录病毒拷贝数的检测方法的建立及应用 [Ｊ]. 中国比较
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基于微滴式数字 ＰＣＲ 技术对猪内源逆转录病毒拷
贝数的检测方法的建立及应用

卢天宇ꎬ高　 虹ꎬ杨博超ꎬ于佳楠ꎬ徐亚新ꎬ王若琳ꎬ秦　 川∗

(中国医学科学院医学实验动物研究所ꎬ北京协和医学院比较医学中心ꎬ国家卫生健康委员会人类疾病比较医学重点实验室ꎬ
国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室ꎬ北京　 １０００２１)

　 　 【摘要】 　 目的　 利用微滴式数字 ＰＣＲ(ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲꎬ ｄｄＰＣＲ)技术ꎬ对猪基因组中猪内源逆转录病毒

(ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓꎬ ＰＥＲＶ)拷贝数测定方法进行优化ꎬ建立 ＰＥＲＶ 拷贝数的检测方法ꎮ 方法 　 采用

ＴａｑＭａｎ 探针双重 ｄｄＰＣＲ 方法ꎬ分别以甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶(ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ＧＡＰＤＨ)和
转铁蛋白受体(ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＴＦＲＣ)为内参基因ꎬ确定对 ＰＥＲＶ 拷贝数检测反应最适合退火温度和反应循环

数ꎮ 另外ꎬ通过对浓度梯度稀释的标准品质粒和猪细胞基因组进行检测ꎬ以确定最适模板浓度ꎮ 采用 ｄｄＰＣＲ 和

ｑＰＣＲ 两种方法测定来自猪源细胞系和巴马小型猪组织中 ＰＥＲＶ 的拷贝数ꎬ比较两种检测方法的稳定性ꎮ 结果

基于 ｄｄＰＣＲ 技术检测 ＰＥＲＶ 拷贝数的最适退火温度为 ５９􀆰 ９℃ꎬ最佳反应循环数为 ５０ꎻ模板基因组的最适浓度在

１􀆰 ２５~７􀆰 ５ ｎｇꎻ检测同一样品来源基因组中 ＰＥＲＶ 的拷贝数的变异系数在 ０􀆰 ４４％~８􀆰 ２９％ꎮ 结论　 本研究建立了基

于 ｄｄＰＣＲ 技术的 ＰＥＲＶ 拷贝数的检测方法并系统的探索了最佳实验条件ꎬ与传统的 ｑＰＣＲ 相比ꎬ该方法具有更高

的准确性和可重复性ꎬ为异种移植研究中供体动物基因组 ＰＥＲＶ 拷贝数的测定提供了灵敏的方法和可靠依据ꎮ
【关键词】 　 微滴式数字 ＰＣＲꎻ猪内源逆转录病毒ꎻ拷贝数ꎻ绝对定量
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Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００２１ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ (ＰＥＲＶ) ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ｇｅｎｏｍｅ ｕｓｉｎｇ ａ ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ( ｄｄＰＣＲ)
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅ ｄｕｐｌｅｘ￣ｄｄＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＰＥＲＶꎬ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ ３￣



ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ (ＧＡＰＤＨ) ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ( ＴＦＲＣ) ｗｅｒｅ ａｄｏｐｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｇｅｎｅｓ. Ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ＰＣＲ ｃｙｃｌｅ ｎｕｍｂｅｒꎬ ｗｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｔｅｍｐｌａｔｅ ａｍｏｕｎｔ ｗａｓ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｂｙ ｅｘａｍｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｒｉａｌｌｙ ｄｉｌｕｔｅｄ ｐｌａｓｍｉｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｉｇ ｃｅｌｌ
ｇｅｎｏｍｅ. Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｐｉｇ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｏｒ Ｂａｍａ ｍｉｎｉｐｉｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＰＥＲＶ
ｕｓｉｎｇ ｄｄＰＣＲ￣ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ￣ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ￣ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ＰＥＲＶ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｗａｓ ５９􀆰 ９℃ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｏｐｔｉｍａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＰＣＲ ｃｙｃｌｅｓ ｗａｓ ５０. Ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｇｅｎｏｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ １􀆰 ２５ ｔｏ ７􀆰 ５ ｎｇ. Ｔｈｅ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｆｏｒ ＰＥＲＶ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ｇｅｎｏｍｅ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ０􀆰 ４４％ ｔｏ ８􀆰 ２９％. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａ
ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅ ＰＥＲＶ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ
ａｎｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ￣ｂａｓｅｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｐｐｒｏａｃｈ. Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ａｐｐｒｏａｃｈ ａｎｄ ｉｓ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＥＲＶ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｄｏｎｏｒ ａｎｉｍａｌ ｇｅｎｏｍｅｓ ｆｏｒ
ｘｅｎｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲꎻ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓꎻ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒꎻ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 在临床实践中ꎬ可供移植用的人类组织器官目

前仍面临严重的短缺问题ꎬ使用源自猪的细胞、组
织或器官进行异种移植ꎬ是解决该问题的潜在途径

之一[１]ꎮ 猪内源逆转录病毒 ( ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓꎬ ＰＥＲＶ)是一种 Ｃ 型逆转录病毒ꎬ在进化

过程中以前病毒 ＤＮＡ 的形式被整合在猪基因组

中[２]ꎮ 目前 ＰＥＲＶ 对于体内人类细胞的感染风险

尚不确定ꎬ而供体猪不能通过无特定病原体培育、
早期断奶或胚胎移植等方式消除 ＰＥＲＶꎬ从而造成

了异种移植的潜在生物安全隐患[３]ꎮ 因此ꎬ精确的

测定 ＰＥＲＶ 在供体动物中的拷贝数ꎬ以预测 ＰＥＲＶ
的感染风险ꎬ对于异种移植的临床研究及应用具有

重要的意义ꎮ
传统检测 ＰＥＲＶ 拷贝数通常使用 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ

ｂｌｏｔ[４]、荧光原位杂交[５] 以及定量 ＰＣＲ(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲꎬ ｑＰＣＲ) [６－７]等方法ꎬ不同的方法对 ＰＥＲＶ 的拷

贝数测定结果有所差异[８]ꎮ 其中ꎬ 最常使用的

ｑＰＣＲ 方法在每次检测时都必须进行标准曲线的制

备ꎬ而单次所能够检测样品数较少ꎬ加之 ＰＥＲＶ 在不

同来源的猪基因组中的拷贝数变化较大[９]ꎬ扩增效

率很难保证一致ꎬ易造成检测结果的准确性低和重

复性差ꎮ
数字 ＰＣＲ 作为新兴的技术ꎬ越来越广泛的用于

核酸样品的分析ꎬ例如基因表达的检测[１０]、病毒拷

贝数的分析和绝对定量分析[１１－１３] 以及拷贝数变异

分析[１４]等ꎮ 相比于 ｑＰＣＲ 技术ꎬ使用数字 ＰＣＲ 技术

进行绝对定量分析不依赖于引物扩增效率ꎬ不需要

使用标准品ꎬ可以直接测定出样品中目标基因的拷

贝数ꎬ极大地减少了技术干扰ꎬ是真正意义上的绝

对定 量[１５]ꎮ 而 微 滴 式 数 字 ＰＣＲ ( ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ
ＰＣＲꎬ ｄｄＰＣＲ)则是通过微滴发生油将整个反应体

系分割成多个反应微滴ꎬ再在单个微滴内进行独立

的 ＰＣＲ 扩增ꎬ通过读取荧光信号确定阳性微滴和阴

性微滴ꎬ根据泊松分布的原理推算目标基因的拷

贝数[１６－１７]ꎮ
本研究采用双重荧光 ＴａｑＭａｎ 探针ꎬ分别以猪

ＧＡＰＤＨ 和 ＴＦＲＣ 作为内参基因ꎬ通过对于退火温

度、反应循环数以及检测样本量等参数进行了系统

的优化ꎬ建立了基于 ｄｄＰＣＲ 技术的 ＰＥＲＶ 拷贝数检

测方法ꎮ 通过与基于 ｑＰＣＲ 检测方法的比较ꎬ我们

展示了所建立的 ＰＥＲＶ 拷贝数检测新方法具有更高

的灵敏度和更好重复性ꎬ为异种移植研究中 ＰＥＲＶ
拷贝数的检测提供更好的技术和参考ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 质粒标准品

　 　 将猪 ＧＡＰＤＨ 基因(３４３０~４２９４ ｂｐ)、ＴＦＲＣ 基因

(１２００~１９４７ ｂｐ)和 ＰＥＲＶ 的 ｐｏｌ 基因(３３４４ ~ ４１１５
ｂｐ)ꎬ长度分别为 ７３０、６６５ 和 ７４８ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段ꎬ
克隆到 ｐＥＡＳＹ ( ３９２９ ｂｐ) 载体上ꎬ 获得 ｐＥＡＳＹ￣
ＧＡＰＤＨ、ｐＥＡＳＹ￣ＴＦＲＣ 和 ｐＥＡＳＹ￣ｐｏｌ 质粒ꎮ 紫外分

光光度计测定标准品质粒的浓度而计算拷贝数ꎬ通
过 １０ 倍梯度稀释ꎬ获得 １０７、１０６、１０５、１０４、１０３、１０２、
１０ 和 １ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的浓度梯度稀释的质粒标准品ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 猪基因组 ＤＮＡ
　 　 本研究中采用的猪基因组 ＤＮＡ 样品ꎬ分别是来

自 ２ 个 猪 胚 胎 成 纤 维 细 胞 ( ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬ ＰＥＦ)、猪的肾表皮细胞系 ＰＫ１５ 以及来

自 ３ 个不同个体的巴马小型猪的肺部组织ꎬ按照基

因组提取试剂盒说明书获得细胞和组织基因组ꎮ

１９中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 基因组提取试剂盒(全式金ꎬ中国)ꎻ用于 ｑＰＣＲ
的 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ(ＴａＫａＲａ 公司ꎬ中国)ꎻ微滴生成油、
微滴读取油、ｄｄＰＣＲ 的反应液、微滴生成卡 ( Ｂｉｏ￣
Ｒａｄꎬ美国)ꎻ ＭｓｅＩ 内切酶 ( ＮＥＢꎬ中国)ꎻ ９６ 孔板

(ＡＢＩꎬ美国)ꎻＮａｎｏ Ｄｒｏｐ 紫外分光光度(赛默飞ꎬ美
国)ꎻＱＸ２０ＴＭ Ｄｒｏｐｌｅｔ Ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ 系统(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美
国ꎬ包括微滴发生仪、微滴分析仪和热膜封口仪)ꎻ
ＣＦＸ 定量 ＰＣＲ 仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎻＴ１００ 梯度 ＰＣＲ
仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎻ引物和探针均由北京六合华大

合成ꎬ具体信息见表 １ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 微滴数字 ＰＣＲ
　 　 (１) 基因组酶切:５００ ｎｇ 基因组采用 ５ Ｕ ＭｓｅＩ
限制性内切酶ꎬ３７℃水浴 ２ ｈꎮ

(２) 微滴生成:配制 ２０ μＬ 反应体系(其中包含

反应液 ｍｉｘ １０ μＬꎬ引物各 ９００ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ探针各 ２５０
ｎｍｏｌ / Ｌꎬ标准质粒或 ＭｓｅＩ 酶切后的基因组 １ μＬꎬ补
充水至 ２０ μＬ)加入微滴反应卡中ꎮ 在微滴反应卡

加入 ７０ μＬ 微滴生成油ꎬ发生卡胶垫盖好后ꎬ将微滴

发生卡放在微滴生成仪中生成微滴ꎮ
(３) ＰＣＲ 扩增:将生成的微滴转移到 ９６ 孔板

中ꎬ用 ＰＸ１ 进行膜热封后ꎬ９６ 孔板放在 ＰＣＲ 仪上进

行扩增ꎮ 反应参为 ９５℃ １０ ｍｉｎꎻ９４℃ ３０ ｓꎬ退火温

度 １ ｍｉｎꎬ４０~ ５０ 个循环ꎻ９８℃ １０ ｍｉｎꎬ所有步骤升

温速度均为 ２℃ / ｓꎮ
(４) 微滴读取:扩增反应结束后ꎬ将 ９６ 孔板放

入 ＱＸ２００ 微滴分析仪中ꎬ采用 Ｑｕａｎｔｓｏｆｔ 软件进行微

滴读取ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ｑＰＣＲ 反应体系和条件

　 　 本实验中 ｑＰＣＲ 的反应体系为 ２５ μＬ(ＴＢ Ｇｒｅｅｎ
ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ、１０ μｍｏｌ / Ｌ ＰＣＲ 引物各 １ μＬ、模板

ＤＮＡ 约 １００ ｎｇ、补充水至 ２５ μＬ)ꎮ ＰＣＲ 反应条件

为 ９５℃ ３０ ｓꎻ９５℃ ５ ｓꎬ６０℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ｄｄＰＣＲ 退火温度的优化

　 　 选择 ６３􀆰 ０℃、６１􀆰 ９℃、６０􀆰 ９℃、５９􀆰 ９℃、５８􀆰 ６℃、
５７􀆰 ５℃ ６ 个温度ꎬ进行退火和延伸温度的优化ꎮ 以

１０４ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的 ３ 个质粒标准品以及 １􀆰 ２５ ｎｇ 的

ＰＥＦ １０＃基因组为模板ꎬ确定最佳退火温度ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 Ｑｕａｎｔａｓｏｆｔ 软件对 ｄｄＰＣＲ 数据进行图像处

理和结果分析ꎬ本研究中所有涉及的 ｄｄＰＣＲ 反应微

滴生成数均在 １００００~１５０００ꎬ符合 ｄｄＰＣＲ 泊松分布

的统计学原理ꎬ保证了后续分析结果的准确性ꎮ 采

用 ＧｒａｐｈＰａｄ 进行数据统计和差异分析ꎬ结果用平均

数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ三组间比较采用单因素方差

分析ꎬ以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 微滴数字 ＰＣＲ 退火温度的优化

　 　 以 １０４ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的标准品为模板ꎬ分别在

６３􀆰 ０℃、 ６１􀆰 ９℃、 ６０􀆰 ９℃、 ５９􀆰 ９℃、 ５８􀆰 ６℃、 ５７􀆰 ５℃
６ 个退火温度下进行 ＰＣＲ 反应ꎬ结果显示 ｐＥＡＳＹ￣
ＧＡＰＤＨ、ｐＥＡＳＹ￣ＴＦＲＣ 和 ｐＥＡＳＹ￣ｐｏｌ 标准品在这 ６
个温度条件下均能检测到荧光信号ꎬ在不同退火温

度下没有显著差别(图 １Ａ 和表 ２)ꎮ
以 ６３􀆰 ０℃、 ６１􀆰 ９℃、 ６０􀆰 ９℃、 ５９􀆰 ９℃、 ５８􀆰 ６℃、

５７􀆰 ５℃为退火和延伸温度ꎬＰＥＦ 基因组作为模板ꎬ分
别以 ＧＡＰＤＨ 和 ＴＦＲＣ 为内参基因进行 ｄｄＰＣＲ 检

测ꎮ 如一维散点图所示ꎬｐｏｌ 基因、ＧＡＰＤＨ 基因和

ＴＦＲＣ 基 因 分 别 在 ５９􀆰 ９℃ ~６１􀆰 ９℃、 ５７􀆰 ５℃ ~
６３􀆰 ０℃、５７􀆰 ５℃ ~６０􀆰 ９℃ 进行退火和延伸温度适合

(图 １Ｂ 和 １Ｃ)ꎮ 综上ꎬ本研究选用 ５９􀆰 ９℃作为后续

ｄｄＰＣＲ 反应的最佳退火和延伸温度ꎮ
表 １　 检测 ＰＥＲＶ 拷贝数所用的引物和探针序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ
引物及探针
Ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ

序列 (５’－ ３’)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｏｌ１￣ＦＷ ＣＧＡＣＴＧＣＣＣＣＡＡＧＧＧＴＴＣＡＡ
Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｏｌ２￣ＲＶ ＴＣＴＣＴＣＣＴＧＣＡＡＡＴＣＴＧＧＧＣＣ

Ｐｒｏｂｅ Ｐｏｌ[１８]
/ ５６ＦＡＭ / ＣＡＣＧＴＡＣＴＧＧＡＧＧＡＧＧＧＴ
ＣＡＣＣＴＧ / ＢＨＱ１

Ｐｒｉｍｅｒ ｐｉｇ＿ＧＡＰＤＨ＿ＦＷ ＣＣＧＣＧＡＴＣＴＡＡＴＧＴＴＣＴＣＴＴＴＣ
Ｐｒｉｍｅｒ ｐｉｇ＿ＧＡＰＤＨ＿ＲＶ ＴＴＣＡＣＴＣＣＧＡＣＣＴＴＣＡＣＣＡＴ

Ｐｒｏｂｅ ｐｉｇ＿ＧＡＰＤＨ / ５ＨＥＸ /
ＣＡＧＣＣＧＣＧＴＣＣＣＴＧＡＧＡＣＡＣ / ＢＨＱ２

ＴＦＲＣ￣Ｔａｑｍａｎ￣ＦＷ ＴＴＣＣＣＴＣＡＡＡＣＡＣＣＴＣＧＣＴＴＡ
ＴＦＲＣ￣Ｔａｑｍａｎ￣ＲＶ ＴＧＧＴＡＴＣＣＡＡＴＣＣＣＴＴＴＧＡＣＡＡＣ

ｐＴＦＲＣ￣ｐｒｏｂｅ１ / ５ＨＥＸ / ＴＴＴＧＧＧＣＡＧＡＣＣＴＣＡＡＡＡＴＡ
ＣＴＧＴＴＧＴＣ / ＢＨＱ２

表 ２　 标准品质粒在不同退火温度下 ｄｄＰＣＲ 检测的拷贝数
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ

ｄｄＰＣＲ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

退火温度(℃)
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

拷贝数(１０３ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)
Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ

ｐｏｌ ＧＡＰＤＨ ＴＦＲＣ
６３􀆰 ０ ４􀆰 ８６ ５􀆰 ３０ ４􀆰 ８０
６１􀆰 ９ ４􀆰 ７６ ５􀆰 ５０ ４􀆰 ９０
６０􀆰 ９ ４􀆰 ８６ ５􀆰 ２４ ４􀆰 ７８
５９􀆰 ９ ４􀆰 ９８ ５􀆰 ４４ ４􀆰 ８４
５８􀆰 ６ ４􀆰 ３８ ５􀆰 ４６ ４􀆰 ７８
５７􀆰 ５ ４􀆰 ８０ ５􀆰 ５２ ４􀆰 ６４
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２􀆰 ２　 微滴数字 ＰＣＲ 循环数的优化

　 　 根据 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 官方建议ꎬｄｄＰＣＲ 反应扩增循环

数应为 ４０ 个ꎬ但在以基因组为模板对退火温度优化

时ꎬＰＥＲＶ ｐｏｌ 基因扩增后的阴、阳微滴较难分开(图
１Ｂ 和 １Ｃ)ꎬ易造成结果分析的偏差ꎮ 因此ꎬ本研究

通过提高 ＰＣＲ 扩增循环数来优化这一反应条件ꎮ
实验分别采用 ４０、４５ 和 ５０ 个扩增循环对 ＰＥＦ 的基

因组模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 结果显示ꎬ扩增循环数的

注:Ａ:质粒标准品为模板ꎻＢ:ＰＥＦ 基因组为模板 ＧＡＰＤＨ 为内参基因ꎻＣ:ＰＥＦ 基因组为模板 ＴＦＲＣ 为内参基因在不同退火温度下进行 ｄｄＰＣＲ
检测ꎮ Ｔｍ 从左自右依次为 ６３􀆰 ０℃、６１􀆰 ９℃、６０􀆰 ９℃、５９􀆰 ９℃、５８􀆰 ６℃和 ５７􀆰 ５℃ꎮ

图 １　 不同退火温度下 ｄｄＰＣＲ 扩增一维散点图

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ. Ｂꎬ ＤＮＡ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ＰＥＦ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ ａｎｄ ＧＡＰＤＨ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ. Ｃꎬ ＤＮＡ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｏｒｍ ＰＥＦ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ
ａｎｄ ＴＦＲＣ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｄｄＰＣＲ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ. Ｔｍ ｉｓ ６３􀆰 ０℃ꎬ ６１􀆰 ９℃ꎬ
６０􀆰 ９℃ꎬ ５９􀆰 ９℃ꎬ ５８􀆰 ６℃ ａｎｄ ５７􀆰 ５℃ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｏｎｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｄＰＣＲ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

提高对于微滴生成并没有显著影响(图 ２Ａ)ꎮ 但

是ꎬ随着扩增循环数的增加ꎬｐｏｌ 基因扩增微滴的阴、
阳性信号逐渐分开(图 ２Ｂ)ꎮ 因此ꎬ本研究确定 ５０

个扩增循环作为后续 ｄｄＰＣＲ 检测的反应条件ꎮ
２􀆰 ３　 ｄｄＰＣＲ 检测范围的确定

　 　 本研究将 ３ 个基因的标准品质粒进行 １０ 倍浓

度梯度稀释ꎬ对不同浓度的标准品分别进行 ｄｄＰＣＲ
检测ꎮ 结果显示ꎬ随着标准品浓度降低ꎬ阳性微滴

数减少ꎬ３ 个基因的标准品以 １０６ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 为模板

进行 ＰＣＲ 扩增产生的微滴全部为阳性微滴ꎬ超出了

检测上限ꎻ以 １ ｃｏｐｙ / μＬ 的标准品为模板进行 ＰＣＲ
扩增后ꎬ所产生的微滴中并未检测到阳性微滴(图
３Ａ)ꎮ 采用 ｄｄＰＣＲ 检测标准品的拷贝数与紫外分

光光度计测定的 ＤＮＡ 拷贝数ꎬ在检测范围内具有良
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好的相关性ꎬｐｏｌ 基因 ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ꎬ Ｐ<０􀆰 ００１、ＧＡＰＤＨ
基因 ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９７６ꎬＰ<０􀆰 ０００１、ＴＦＲＣ 基因 ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９６ꎬＰ
<０􀆰 ００１(图 ３Ｂ)ꎮ

注:Ａ:不同 ＰＣＲ 循环数下 ｄｄＰＣＲ 产生的总液滴数ꎻＢ:不同扩增循环数下 ｐｏｌ 基因扩增的一维散点图ꎮ

图 ２　 ｄｄＰＣＲ 反应循环数优化

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｖｅｎｔｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＰＣＲ ｃｙｃｌｅ ｎｕｍｂｅｒ. Ｂꎬ Ｏｎｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｐｏｌ ｇｅｎｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＰＣＲ ｃｙｃｌｅ ｎｕｍｂｅｒ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｄＰＣＲ ｃｙｃｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

表 ３　 ｄｄＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 测定不同来源猪基因组中 ＰＥＲＶ 的拷贝数(􀭰ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ３　 ＰＥＲＶ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｐｉｇ ｇｅｎｏｍｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｄＰＣＲ ａｎｄ ｑＰＣＲ

样品
Ｓａｍｐｌｅｓ

微滴式数字 ＰＣＲ (ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)
ｄｄＰＣＲ

荧光定量 ＰＣＲ (ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)
ｑＰＣＲ

ＧＡＰＤＨ 为内参
ＧＡＰＤＨ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

ＴＦＲＣ 为内参
ＴＦＲＣ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

ＧＡＰＤＨ 为内参
ＧＡＰＤＨ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

ＴＦＲＣ 为内参
ＴＦＲＣ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

拷贝数
Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ

变异系数
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ

拷贝数
Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ

变异系数
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ

拷贝数
Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ

变异系数
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ

拷贝数
Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ

变异系数
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ
ＰＥＦ ６＃ ３２􀆰 ５０±０􀆰 １４ ０􀆰 ４４％ ３３􀆰 ２５±２􀆰 ７６ ８􀆰 ２９％ ６７􀆰 ５３±１３􀆰 ４３ １９􀆰 ８９％ ２４􀆰 ３８±４􀆰 ０６ １６􀆰 ６６％
ＰＥＦ １０＃ ３３􀆰 １７±１􀆰 ４２ ４􀆰 ２７％ ３２􀆰 ８７±１􀆰 ０３ ３􀆰 １２％ ２１０􀆰 ４４±６３􀆰 ７０ ３０􀆰 ２７％ ５２􀆰 ００±１２􀆰 ６７ ２４􀆰 ３７％
ＰＫ１５ ５９􀆰 １０±３􀆰 ８７ ６􀆰 ６５％ ５７􀆰 ６０±０􀆰 ６６ １􀆰 １４％ １７５􀆰 ７５±３２􀆰 ２６ １８􀆰 ４１％ ７８􀆰 ７０±２􀆰 ６５ ３􀆰 ３７％

肺 １＃ Ｌｕｎｇ １＃ ４１􀆰 ０７±０􀆰 ９３ ２􀆰 ２６％ ２８􀆰 ８３±０􀆰 ７１ ２􀆰 ４６％ ４９􀆰 ５２±５􀆰 ９２ １１􀆰 ９５％ ３２􀆰 ５８±３􀆰 ７６ １１􀆰 ５４％
肺 ２＃ Ｌｕｎｇ ２＃ ４０􀆰 ３７±０􀆰 ３１ ０􀆰 ７６％ ３２􀆰 ６０±０􀆰 ５６ １􀆰 ７１％ ６９􀆰 １０±７􀆰 ７６ １１􀆰 ２４％ ４２􀆰 ３３±３􀆰 １１ ７􀆰 ３５％
肺 ３＃ Ｌｕｎｇ ３＃ ３９􀆰 ５０±２􀆰 ０２ ５􀆰 １２％ ３２􀆰 ４０±１􀆰 １８ ３􀆰 ６４％ ６４􀆰 ６８±９􀆰 ２３ １４􀆰 ２７％ ４０􀆰 ８８±２􀆰 ６５ ６􀆰 ６３％
注:数据来自 ３ 次独立重复试验ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｄａｔａ ｃａｍｅ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ.

本研究将 ＰＥＦ 基因组按照 １０７􀆰 ５、５、２􀆰 ５、１􀆰 ２５
和 ０􀆰 ６２５ ｎｇ 为模板进行 ｄｄＰＣＲꎮ 样本以 １０ ｎｇ 基因

组为模板ꎬ阳性微滴数超过了总微滴数的 ９０％(图
３Ｃ)ꎮ 随着基因组模板浓度的降低ꎬ检测结果的变

异系数提高(图 ３ Ｄ)ꎮ 因此在满足 ｄｄＰＣＲ 反应不

超过检测上限的基础上ꎬ提高模板量能够提高结果

的准确性ꎮ 检测 ＰＥＲＶ 拷贝数时ꎬ采用基因组模板

在 １􀆰 ２５~７􀆰 ５ ｎｇ 进行 ＰＥＲＶ 拷贝数的检测为宜ꎮ
２􀆰 ４　 样本检测

　 　 对来自 ３ 个细胞和 ３ 个肺组织的基因组样本ꎬ
采用 ｄｄＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 两种方法进行 ＰＥＲＶ 拷贝数

的检测ꎮ 结果显示ꎬｄｄＰＣＲ 检测 ＰＥＲＶ 拷贝数结果

的变异系数在 ０􀆰 ４４％ ~ ８􀆰 ２９％之间ꎬ显著低于同一

样本 ｑＰＣＲ 检测结果的变异系数ꎬ显示了 ｄｄＰＣＲ 检

测结果具有良好的稳定性(表 ３)ꎮ

３　 讨论

　 　 随着免疫抑制药物研究和基因修饰供体动物

的快速发展ꎬ将猪源器官异种移植到非人灵长类动

物模型后ꎬ移植物可以存活数月甚至数年[１９－２１]ꎬ异
种移植是否可应用于临床也被不断的讨论ꎮ 但是ꎬ
体外研究发现 ＰＥＲＶ 可以感染人源细胞[２２－２３]ꎬ因此

猪源组织器官异种移植到人体存在生物安全风险ꎮ
从当前猪到非人灵长类模型的的研究结果ꎬ对供体

猪体内 ＰＥＲＶ 活性进行实时监测可以提前预测并防

范该风险[２４]ꎮ 因此ꎬ对 ＰＥＲＶ 拷贝的精确检测对于

异种移植的临床应用具有重要的意义ꎮ
本研究采用 ｄｄＰＣＲ 技术对猪基因组中 ＰＥＲＶ

拷贝数的进行检测ꎮ 与传统的 ｑＰＣＲ 方法相比ꎬ检
测结果具有更好的稳定性和重复性ꎬ所需的被检测

样本量也仅是 ｑＰＣＲ 方法所需的 １ / １０ ~ １ / ２０ꎬ更适

４９ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



合样本量较少的检测ꎮ 但是ꎬ在现有的 ｄｄＰＣＲ 实际

　 　 　 　

注:Ａ:浓度梯度稀释的标准品为模板扩增一维散点图ꎻ Ｂ:质粒标准品进行 ｄｄＰＣＲ 检测的线相关性ꎻ Ｃ:浓度梯度稀释 ＰＥＦ 基因组为模板扩

增一维散点图ꎻ Ｄ:不同基因组浓度下 ＰＥＲＶ 检测拷贝数ꎮ

图 ３　 ｄｄＰＣＲ 对于 ＰＥＲＶ 拷贝数的检测范围

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｏｎｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. Ｂꎬ Ｌｉｎｅｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｄＰＣＲ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｐｌａｓｍｉｄｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＵＶ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ. Ｃꎬ Ｏｎｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ＰＥＦ ｇｅｎｏｍｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. Ｄꎬ ＰＥＲＶ
ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＰＥＦ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｄＰＣＲ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒａｎｇｅ ｏｆ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｆｏｒ ＰＥＲＶ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｄＰＣＲ
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操作中ꎬ微滴生成后ꎬ需将微滴转移到其他模块中

进行扩增和检测ꎮ 在转移过程中可能造成液体的

损失ꎬ从而导致目标分子定量的低估[２５]ꎮ 因此ꎬ本
研究中我们采用 ＴａｑＭａｎ 荧光探针双重微滴的方

法ꎬ在同一微滴内对内参基因和目标基因进行绝对

定量ꎬ 从而规避了 ｄｄＰＣＲ 的这一缺点ꎮ 其次ꎬ
ｄｄＰＣＲ 结果分析时确保阴性和阳性微滴的划分对

于结果的准确性也非常重要ꎬ保证引物及探针的序

列特异性和控制模板检测范围是控制这一因素的

重要条件[２６]ꎮ 但是ꎬＰＥＲＶ 是作为前病毒被插入在

猪基因组中ꎬ即使是高度保守的 ｐｏｌ 基因也含有点

突变ꎬ且基因组中 ＰＥＲＶ 的拷贝数较高ꎬ因此在

ｄｄＰＣＲ 结果分析过程中微滴出现了“下雨”现象ꎮ
为了解决这一问题ꎬ本研究中在选择特异性较好的

引物和探针的条件下ꎬ还提高了 ＰＣＲ 的循环数ꎬ从
而提高了阳性微滴荧光的振幅ꎬ解决了阳性微滴的

识别ꎬ提高了结果的准确性ꎮ 这一结果也为采用

ｄｄＰＣＲ 技术进行拷贝数变异分析时ꎬ优化检测条件

提供了可行的方向ꎮ
在 ｄｄＰＣＲ 中选择适合的内参基因ꎬ对于检测结

果的准确性和稳定性具有重要的影响ꎮ ＧＡＰＤＨ 和

ＴＦＲＣ 基因是猪基因组中的单拷贝基因[２７]ꎬ在本研

究中被选做内参基因ꎮ 结果显示ꎬ在 ３ 个细胞来源

的样品中ꎬ分别采用两个不同的内参基因ꎬＰＥＲＶ 拷

贝数检测显示了良好的一致性ꎬ在后续的研究中可

以作为 ＰＥＲＶ 拷贝数检测的候选内参基因ꎮ 但是在

组织样品检测中ꎬＧＡＰＤＨ 和 ＴＦＲＣ 分别作为内参基

因后所得到的结果略有差异ꎮ 我们推测可能是由

于组织样本中含有多种类型的细胞ꎬ尤其是存在大

量血细胞ꎬ而造成了这一差异[８]ꎮ 因此ꎬ在后续研

究中ꎬ从组织样本分离单一类型的细胞进行 ＰＥＲＶ
拷贝数的检测有可能提高检测结果的准确性ꎮ

综上所述ꎬ本研究建立了基于 ｄｄＰＣＲ 技术对

ＰＥＲＶ 拷贝数的检测方法ꎬ为异种移植供体动物中

ＰＥＲＶ 的监测提供了可靠的方法ꎬ对于异种移植的

临床研究具有重要的意义ꎮ
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阿尔茨海默病 ５ＸＦＡＤ 小鼠模型尿液中外泌体 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的表达谱分析

阿尔茨海默病(Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＡＤ)是一种难治且不可逆的神经退行性疾病ꎬ发病机制尚不明确ꎮ
因此ꎬ在淀粉样蛋白￣β 斑块(Ａβ 斑块)沉积之前识别候选生物标志物对于早期干预 ＡＤ 具有重要意义ꎮ 中

国医学科学院医学实验动物研究所病理平台课题组的研究人员ꎬ通过测定早期 ＡＤ 小鼠模型尿液外泌体中

ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)ꎬ寻找可以早期诊断 ＡＤ 的标志物ꎮ
本文选用 Ａβ 斑块形成前期的 １ 月龄 ５ＸＦＡＤ 小鼠模型及其同窝对照组ꎬ采用生物信息学的方法ꎬ对小

鼠尿液中外泌体的 ｍｉＲＮＡ 进行差异表达分析ꎮ 同时ꎬ对筛选出的差异表达基因进行了 ＫＥＧＧ(Ｋｙｏｔｏ
Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ)通路分析、ＧＯ(Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ)富集分析ꎮ 差异基因分析结果显示存在

４８ 个差异表达 ｍｉＲＮＡ(１８ 个上调、３０ 个下调)ꎬ包括:ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣２７ｂ、ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣１５０、ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣３４ａ￣５ｐ、ｍｍｕ￣
ｍｉＲ￣２２１、ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣３３６ｂ￣３ｐ、ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣１９６ｂ￣５ｐ、ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣３３９￣３ｐ 和 ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣７２１ 等ꎻＧＯ 功能富集分析表

明ꎬ差异表达的 ｍｉＲＮＡ 主要与负调控神经元投射和突触后模相关的细胞内过程相关ꎬ并可能与调控阿尔茨

海默病进展的特定 ＤＮＡ 相结合影响生理功能ꎬ上述结论通过 ｄｄＰＣＲ(ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ)实验进行验证ꎮ
作者对筛选出的 ｍｉＲＮＡ 与进行相关功能蛋白的网络分析ꎬ发现线粒体氧化链相关蛋白(细胞色素 ｃ)、

凋亡调节蛋白(Ｂｃｌ￣２)、自噬和代谢相关蛋白(Ｓｉｒｔ１)、转化生长因子(Ｔｇｆｂ)等功能蛋白与候选 ｍｉＲＮＡ 相关ꎬ
其中 Ｔｇｆｂ 蛋白与 Ａβ 的生成相关ꎮ

综上:５ＸＦＡＤ 小鼠模型尿液中外泌体 ｍｉＲＮＡ 在 Ａβ 斑块沉积前存在表达差异ꎬ是潜在的诊断早期 ＡＤ
的非侵袭性生物标志物ꎬ对于早期干预 ＡＤ 具有重要意义ꎮ

该研究成果发表于«动物模型与实验医学(英文)»期刊(Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２０２１ꎬ
３: ２３３－２４２ꎻｈｔｔｐｓ: / / ｄｏｉ.ｏｒｇ / １０.１００２ / ａｍｅ２.１２１７５)ꎮ
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冬凌草甲素通过调控 ＵＢＣ９ 表达对肝星状细胞增殖、
凋亡的影响

梁会娟１∗ꎬ任志芳２ꎬ刘　 伟３ꎬ张彦忠３

(１.新乡医学院第三附属医院临床药学办公室ꎬ河南 新乡　 ４５３００３ꎻ２.濮阳医学高等专科学校ꎬ河南 濮阳　 ４５７０００ꎻ
３.新乡医学院第三附属医院ꎬ河南 新乡　 ４５３００３)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨冬凌草甲素对肝星状细胞增殖、凋亡的影响和分子机制ꎮ 方法　 采用不同浓度的冬凌

草甲素干预肝星状细胞(ＨＳＣ￣Ｔ６)４８ ｈꎮ 分别采用噻唑蓝(ＭＴＴ)实验、流式细胞术检测 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞增殖和凋亡变

化ꎮ 采用实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)和蛋白质印记(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测泛素结合酶 ９(ＵＢＣ９)表达变化ꎮ 转染

ＵＢＣ９ 小干扰 ＲＮＡ(ｓｉ￣ＵＢＣ９)下调 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞中 ＵＢＣ９ 表达水平ꎬ采用上述方法检测细胞增殖、凋亡变化ꎮ 结果

冬凌草甲素干预后ꎬＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞增殖抑制率、凋亡率显著升高ꎬＵＢＣ９ 表达显著降低ꎬ并具有显著的剂量依赖关系

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 干扰 ＵＢＣ９ 表达后 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞增殖抑制率、凋亡率显著升高ꎬＵＢＣ９ 表达显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 过表达

ＵＢＣ９ 能够逆转冬凌草甲素对 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞的增殖、凋亡的影响(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 冬凌草甲素能够抑制肝星状细

胞增殖ꎬ诱导细胞凋亡ꎬ其机制与下调 ＵＢＣ９ 表达有关ꎮ
【关键词】 　 冬凌草甲素ꎻ泛素结合酶 ９ꎻ肝星状细胞ꎻ增殖ꎻ凋亡
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ
ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｔｅｒｖｅｎｅ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ
ｃｅｌｌｓ ( ＨＳＣ￣Ｔ６) ｆｏｒ ４８ ｈ. Ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ( ＭＴＴ) ａｓｓａｙ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨＳＣ￣Ｔ６ ｃｅｌｌｓ. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ＲＴ￣ｑＰＣＲ) ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ９ (ＵＢＣ９). Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＵＢＣ９ ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ (ｓｉ￣ＵＢＣ９) ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＵＢＣ９ ｉｎ ＨＳＣ￣Ｔ６ ｃｅｌｌｓ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ａｆｏｒｅｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ｍｅｔｈｏｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ａｆｔｅｒ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＳＣ￣Ｔ６ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＵＢＣ９ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ａｆｔｅｒ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＵＢＣ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＳＣ￣Ｔ６ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ＵＢＣ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ



ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ( Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＵＢＣ９ ｗａｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＳＣ￣Ｔ６ ｃｅｌｌｓ (Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＵＢＣ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｏｒｉｄｏｎｉｎꎻ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ９ꎻ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 肝纤维化(ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎬ ＨＦ)是一种常见的

慢性肝损伤的伤口愈合反应ꎬ是慢性肝病最终发展

为肝硬化或肝细胞癌的重要病理过程ꎮ 肝星状细

胞(ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓꎬＨＳＣ)是肝纤维化的关键细

胞ꎬ正常肝中 ＨＳＣ 处于静止状态ꎬ当肝受到异常刺

激时ꎬ ＨＳＣ 活化、 增殖并分泌大量细胞外基质

(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬ ＥＣＭ)ꎬ导致肝 ＥＣＭ 合成和降

解失衡ꎬ促进 ＨＦ 形成[１]ꎮ 因此ꎬ如何有效的抑制

ＨＳＣ 增殖ꎬ诱导其凋亡是防治 ＨＦ 的重要措施ꎮ 冬

凌草甲素是从冬凌草中分离得到的二萜类化合物ꎬ
具有抗炎、抗癌、神经保护等多种生物学功能[２－３]ꎮ
有文献报道冬凌草甲素可诱导 ＨＳＣ 凋亡和周期阻

滞ꎬ抑制内源性和转化生长因子 β１ ( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１ꎬ ＴＧＦ￣β１)诱导的 ＥＣＭ 合成ꎬ是一种

潜在的预防 ＨＦ 药物[４]ꎮ 然而ꎬ冬凌草甲素抗 ＨＦ 的

潜在分子机制并 未 完 全 阐 明ꎮ 泛 素 结 合 酶 ９
(ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ Ｅｎｚｙｍｅ ９ꎬ ＵＢＣ９)是小泛素样

分子 相 关 修 饰 物 ( ｓｍａｌｌ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｒｅｌａｔｅｄ ｍｏｄｉｆｉｅｒｓꎬ ＳＵＭＯ) 泛素化过程的唯一接合

酶ꎬ研究显示 ＵＢＣ９ 参与 ＨＳＣ 凋亡过程ꎬ下调 ＵＢＣ９
可抑制 ＨＦ 进程[５]ꎮ 但冬凌草甲素能否调控 ＵＢＣ９
影响 ＨＦ 进程尚未可知ꎮ 本研究以 ＵＢＣ９ 为切入

点ꎬ探讨冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 增

殖、凋亡的影响和分子机制ꎬ以期为冬凌草甲素用

于临床防治 ＨＦ 提供理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞

　 　 大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 购于美国模式生物保

藏中心ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 杜尔伯格伊戈尔培养基( ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍꎬ ＤＭＥＭ)、胎牛血清购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司ꎻ冬 凌 草 甲 素 ( 批 号 １１１７２１￣２０１７０４ꎬ 纯 度 ≥
９９􀆰 ７％)购于中国食品药品检定研究院ꎻＵＢＣ９ 小干

扰 ＲＮＡ(ＵＢＣ９ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡꎬ ｓｉ￣ＵＢＣ９)及其

阴性对照 ( ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ ｎａｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ
ｓｉ￣ＮＣ)、 ＵＢＣ９ 过表达 载 体 ( ＵＢＣ９ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒꎬ ｐｃＤＮＡ￣ＵＢＣ９ )、 空 载 体 ( Ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ

ｐｌａｓｍｉｄꎬ ｐｃＤＮＡ)由上海吉玛制药公司提供ꎻ凋亡试

剂盒、噻唑蓝(ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬ ＭＴＴ)试

剂盒购于上海碧云天公司ꎻ山羊抗兔二抗、兔源

ＵＢＣ９ 抗体、细胞周期素 Ｄ１(ＣｙｃｌｉｎＤ１)、ｐ２１、Ｂ 细胞

淋巴瘤￣２(Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ꎬ Ｂｃｌ￣２)和 Ｂｃｌ 相关 Ｘ
蛋白(Ｂｃｌ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ Ｂａｘ)抗体购于上海赛

信通生物技术公司ꎻ逆转录试剂盒、荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒购于大连 ＴａＫａＲａ 生化科技公司ꎻＴＲＩｚｏｌ 试
剂、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养和实验分组

　 　 复苏 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞后ꎬ用含 １％青链霉素双抗、
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ置于 ３７℃、ＣＯ２ 体

积分数 ５％、湿度为 ７０％~８０％的培养箱中培养ꎮ 每

隔 １ ｄ 换液 １ 次ꎬ当细胞密度到 ８０％时ꎬ即可进行传

代培养ꎮ 分别采用冬凌草甲素浓度为 １０、 ２０、
４０ μｍｏｌ / Ｌ的细胞培养液培养 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞 ４８ ｈꎬ依
次记为冬凌草甲素￣低组、冬凌草甲素￣中组、冬凌草

甲素￣高组[６]ꎮ 同时设置对照组即正常培养的 ＨＳＣ￣
Ｔ６ 细胞ꎮ 按照下述方法检测 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞增殖、凋
亡、增殖凋亡相关蛋白、ＵＢＣ９ 的表达水平ꎮ

为证实冬凌草甲素对肝星状细胞增殖、凋亡的

影响与调控 ＵＢＣ９ 表达有关ꎬ将 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞分为

ｓｉ￣ＮＣ 组(转染 ｓｉ￣ＮＣ)、ｓｉ￣ＵＢＣ９ 组(转染 ｓｉ￣ＵＢＣ９)、
冬凌草甲素 ＋ ｐｃＤＮＡ 组 (转染 ｐｃＤＮＡ 后用含 ４０
μｍｏｌ / Ｌ 冬凌草甲素的细胞培养液孵育 ４８ ｈ)、冬凌

草甲素＋ｐｃＤＮＡ￣ＵＢＣ９ 组(转染 ｐｃＤＮＡ￣ＵＢＣ９ 后用

含 ４０ μｍｏｌ / Ｌ 冬凌草甲素的细胞培养液孵育 ４８ ｈ)ꎮ
细胞转染参照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 说明书进行ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＭＴＴ 实验检测细胞增殖

　 　 取 ５×１０３ 个对数期 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞接种 ９６ 孔板ꎬ
当细胞贴壁后ꎬ按照上述实验分组进行干预处理

后ꎬ加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 试剂ꎬ反应 ４ ｈꎬ吸取孔内培养

液ꎬ再加入 １５０ μＬ 二甲基亚砜ꎬ低速振荡 １０ ｍｉｎꎬ当
结晶溶解后用酶标仪测定各孔在４５０ ｎｍ处的吸光

度(ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬ Ａ)值ꎮ 细胞增殖抑制率 ＝ [(Ａ对照孔

－Ａ实验孔) / (Ａ对照孔－Ａ空白孔)]×１００％
１􀆰 ３􀆰 ３　 流式细胞术检测细胞凋亡

　 　 用适量结合缓冲液重悬各组 ＨＳＣ￣７６ 细胞ꎬ向

９９中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



５００ μＬ细胞悬液中添加 ５ μＬ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ、５
μＬ 的 ＰＩ 溶液ꎬ混合均匀后ꎬ室温避光条件下反应

１５ ｍｉｎꎬ上机检测细胞凋亡率ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 蛋白质印记(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ) 检测蛋白表达

水平

　 　 使用 ＲＩＰＡ 裂解液对各组 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞进行裂

解ꎮ 制备十二烷基磺酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳凝

胶ꎮ 将蛋白样品与适量上样缓冲液混匀ꎬ沸水浴加

热 ３ ｍｉｎ 变性蛋白ꎮ 取 ３０ μｇ 蛋白样品上样后 １００
Ｖ 电泳 ９０ ｍｉｎ 分离蛋白样品ꎬ湿法转膜至硝酸纤维

素膜后ꎬ置于 ５％脱脂牛奶中 ４℃封闭过夜ꎮ 置于稀

释的一抗溶液中室温反应 ２ ｈꎻ置于二抗稀释液中孵

育 １ ｈꎮ 显影后用凝胶成像系统分析目的蛋白(内
参为 ＧＡＰＤＨ)的相对表达水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲꎬ ＲＴ￣ｑＰＣＲ)检测 ＵＢＣ９ ｍＲＮＡ 表达水平

　 　 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取各组 ＨＳＣ￣７６ 细胞总 ＲＮＡꎬ以
逆转合成的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ｑＰＣＲ 扩增ꎮ ９５℃预

变性 １０ ｍｉｎꎻ９５℃变性 １０ ｓꎬ６０℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延

伸 ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ ２－ΔΔＣｔ法分析 ＵＢＣ９ ｍＲＮＡ 相

对表 达 水 平ꎮ 引 物 序 列 ( ５ ’￣３ ’): ＵＢＣ９ 上 游

ＧＧＡＡＧＴＣＣＣＧＡＧＡＣＡＡＡＧＧＧꎬ下游 ＣＡＧＣＣＡＣＧＡＡ
ＡＣＣＡＡＡＴＧＧＧꎬ ＧＡＰＤＨ 上游 ＴＧＧＡＣＣＡＡＧＴＡＣＡＴ
ＧＡＡＣＣＡＣＣꎬ下游 ＣＴＧＧＴＧＡＴＴＧＧＡＣＡＣＧＧＴＧＡꎮ
１􀆰 ４　 统计学分析

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 进行统计学分析ꎮ 实验独立重

复 ３ 次ꎬ计量资料符合正态分布以平均数±标准差

(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎮ 两组间统计分析采用独立样本 ｔ 检验ꎬ
多组间统计分析采用单因素方差分析和 ＳＮＫ￣ｑ 检

验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 增殖

的影响

　 　 与对照组比较ꎬ冬凌草甲素￣低、￣中、￣高剂量组

ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达显著降低ꎬ细胞抑

制率、ｐ２１ 蛋白表达显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ且冬凌草甲

素对 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞增殖和相关蛋白表达的影响具有

剂量依赖性ꎮ 见表 １ 和图 １ꎮ
２􀆰 ２　 冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 凋亡

的影响

　 　 与对照组比较ꎬ冬凌草甲素￣低、￣中、￣高剂量组

ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达显著降低ꎬＢａｘ 蛋白表

达、凋亡率显著升高(Ｐ < ０. ０５)ꎬ且冬凌草甲素对

ＨＳＣ－Ｔ６ 细胞凋亡和相关蛋白表达的影响具有剂量

依赖性ꎮ 见表 ２ 和图 ２ꎮ

图 １　 增殖相关蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

表 １　 冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６
增殖的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ
ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

抑制率(％)
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ

ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白
ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｐ２１ 蛋白
ｐ２１ ｐｒｏｔｅｉｎ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ００±０􀆰 ０３ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０６ ０􀆰 ２０±０􀆰 ０２

冬凌草甲素￣低组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ １１􀆰 ２５±１􀆰 １７∗ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０３∗

冬凌草甲素￣中组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｍｅｄｉｕｍ ｇｒｏｕｐ ２８􀆰 ３６±２􀆰 ７４∗＃ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４∗＃ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０４∗＃

冬凌草甲素￣高组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｈｉｇｈ ｇｒｏｕｐ ４９􀆰 ６８±４􀆰 ３３∗＃＆ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０３∗＃＆ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０５∗＃＆

Ｆ ２０３􀆰 ５４２ ４１􀆰 ２４４ ６２􀆰 ５９３
Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与冬凌草甲素￣低组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与
冬凌草甲素￣中组相比ꎬ＆Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｌｏｗ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｍｅｄｉｕｍ ｇｒｏｕｐꎬ
＆Ｐ<０􀆰 ０５.

２􀆰 ３　 冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 中

ＵＢＣ９ 表达的影响

　 　 与对照组比较ꎬ冬凌草甲素￣低、￣中、￣高剂量组

ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞 ＵＢＣ９ ｍＲＮＡ 和 ＵＢＣ９ 蛋白表达显著

降低 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ冬凌草甲素对 ＵＢＣ９ ｍＲＮＡ 和

ＵＢＣ９ 蛋白表达的影响具有依赖性ꎮ 见表 ３ 和图 ３ꎮ
２􀆰 ４　 干扰 ＵＢＣ９ 表达对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６
增殖的影响

　 　 与 ｓｉ￣ＮＣ 组比较ꎬ ｓｉ￣ＵＢＣ９ 组 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞

ＵＢＣ９ 蛋白表达显著降低ꎬ表明 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞中

ＵＢＣ９ 表达受到抑制ꎮ 抑制 ＵＢＣ９ 表达后ꎬＨＳＣ￣Ｔ６
细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达显著降低ꎬ增殖抑制率、ｐ２１
蛋白表达显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见表 ４ 和图 ４ꎮ
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表 ２　 冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞
ＨＳＣ￣Ｔ６ 凋亡的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ
ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

凋亡率(％)
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ

Ｂｃｌ￣２ 蛋白
Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｂａｘ 蛋白
Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ３２±０􀆰 ７１ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０７ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０３

冬凌草甲素￣低组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ １１􀆰 ６５±１􀆰 ２３∗ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０４∗

冬凌草甲素￣中组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｍｅｄｉｕｍ ｇｒｏｕｐ １７􀆰 ３２±１􀆰 ６５∗＃ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０４∗＃ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０５∗＃

冬凌草甲素￣高组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｈｉｇｈ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 １４±２􀆰 １９∗＃＆ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０３∗＃＆ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０６∗＃＆

Ｆ ５２􀆰 ８３４ ３３􀆰 ２６４ ３８􀆰 ８２６
Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与冬凌草甲素￣低组组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ
与冬凌草甲素￣中组组相比ꎬ＆Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｌｏｗ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｍｅｄｉｕｍ
ｇｒｏｕｐꎬ ＆Ｐ<０􀆰 ０５.

注:Ａ:凋亡相关蛋白表达ꎻＢ:细胞凋亡流式图ꎮ

图 ２　 冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 凋亡的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｂꎬ Ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ
ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

表 ３　 冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 中
ＵＢＣ９ 表达的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｏｎ ＵＢＣ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

分组
Ｇｒｏｕｐｓ ＵＢＣ９ ｍＲＮＡ ＵＢＣ９ 蛋白

ＵＢＣ９ ｐｒｏｔｅｉｎ
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ００±０􀆰 ０５ ０􀆰 ８４±０􀆰 ０８

冬凌草甲素￣低组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０６∗

冬凌草甲素￣中组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｍｅｄｉｕｍ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０６∗＃ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０４∗＃

冬凌草甲素￣高组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｈｉｇｈ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０４∗＃＆ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０３∗＃＆

Ｆ ４４􀆰 ５３２ ３３􀆰 ２１６
Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与冬凌草甲素￣低组组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ
与冬凌草甲素￣中组组相比ꎬ＆Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｌｏｗ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｍｅｄｉｕｍ
ｇｒｏｕｐꎬ ＆Ｐ<０􀆰 ０５.

图 ３　 ＵＢＣ９ 蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＵＢＣ９ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ４　 ＵＢＣ９ 和增殖相关蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＵＢＣ９ ｐｒｏｔｅｉｎ

２􀆰 ５　 干扰 ＵＢＣ９ 表达对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６
凋亡的影响

　 　 抑制 ＵＢＣ９ 表达后ꎬＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表

达降低ꎬ凋亡率、Ｂａｘ 蛋白表达显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
见表 ５ 和图 ５ꎮ
２􀆰 ６　 过表达 ＵＢＣ９ 逆转冬凌草甲素(４０ μｍｏｌ / Ｌ)
对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 增殖和凋亡的作用

　 　 与对照组比较ꎬ冬凌草甲素组 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞
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ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ￣２ 和 ＵＢＣ９ 蛋白表达显著降低ꎬｐ２１ 和

Ｂａｘ 蛋白表达、增殖抑制率、凋亡率显著升高ꎻ与冬

凌草甲素 ＋ ｐｃＤＮＡ 组比较ꎬ冬凌草甲素 ＋ ｐｃＤＮＡ￣
ＵＢＣ９ 组 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ￣２ 和 ＵＢＣ９ 蛋白

表达显著升高ꎬｐ２１ 和 Ｂａｘ 蛋白表达、增殖抑制率、
凋亡率显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 见表 ６ 和图 ６ꎮ

表 ４　 干扰 ＵＢＣ９ 表达对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 增殖的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ＵＢＣ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

ＵＢＣ９ 蛋白
ＵＢＣ９ ｐｒｏｔｅｉｎ

抑制率(％)
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ

ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白
ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｐ２１ 蛋白
ｐ２１ ｐｒｏｔｅｉｎ

阴性对照 ｓｉ￣ＮＣ ０􀆰 ８３±０􀆰 ０７ ６􀆰 ３３±０􀆰 ６１ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０６ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０２
干扰 ＵＢＣ９ 表达组 ｓｉ￣ＵＢＣ９ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４∗ ４１􀆰 ５８±４􀆰 ２２∗ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０５∗

ｔ ９􀆰 ４５３ １４􀆰 ３１９ ８􀆰 ７７９ １０􀆰 ６１４
Ｐ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０００

注:与 ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

注:Ａ:凋亡相关蛋白表达ꎻＢ:细胞凋亡流式图ꎮ

图 ５　 干扰 ＵＢＣ９ 表达对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 凋亡的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｂꎬ Ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ＵＢＣ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

表 ５　 干扰 ＵＢＣ９ 表达对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 凋亡的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ＵＢＣ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６
分组 Ｇｒｏｕｐｓ 凋亡率(％)Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ Ｂｃｌ￣２ 蛋白 Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂａｘ 蛋白 Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ

阴性对照组 ｓｉ￣ＮＣ ７􀆰 １２±０􀆰 ７１ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０７ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０３

干扰 ＵＢＣ９ 表达组 ｓｉ￣ＵＢＣ９ １８􀆰 ６３±１􀆰 ５４∗ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０６∗

ｔ １１􀆰 ７５６ ８􀆰 ５９３ ９􀆰 ０３７
Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１

注:与 ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

３　 讨论

　 　 冬凌草甲素是东亚地区常用中草药冬凌草的天

然活性成分ꎬ近年来因其广泛的生物活性和治疗多种

疾病的潜力而受到越来越多的关注ꎮ 研究显示ꎬ冬凌

草甲素通过调节相关信号通路抑制细胞增殖、触发自

噬、诱导凋亡、阻滞细胞周期进展等机制对肝癌[７]、胆
管癌[８]、神经母细胞瘤[９]等多种类型恶性肿瘤表现出

抗肿瘤作用ꎬ是潜在的癌症候选治疗药物ꎮ 冬凌草

甲素还可抑制博莱霉素诱导的小鼠肺组织中平滑

肌肌动蛋白和 Ｉ 型胶原蛋白表达ꎬ减轻肺泡空间塌

陷、肺气肿和炎症细胞浸润ꎬ防治肺纤维化病变[１０]ꎮ
此外ꎬ冬凌草甲素还可通过促进 Ｐ２１ 相关的自噬来

预防心肌肥大[１１]ꎮ 本研究探讨冬凌草甲素的抗 ＨＦ
作用发现ꎬ冬凌草甲素可显著抑制 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞增

殖ꎬ诱导细胞凋亡ꎬ并呈显著的量效依赖关系ꎬ与
Ｂｏｈａｎｏｎ 等[４]研究结果相吻合ꎮ ＣｙｃｌｉｎＤ１ 和 Ｐ２１ 细

胞增殖过程中的关键调控蛋白ꎬＰ２１ 通过抑制周期
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注:Ａ:ＵＢＣ９ 和凋亡相关蛋白表达ꎻＢ:细胞凋亡流式图ꎮ

图 ６　 ＵＢＣ９ 过表达逆转了冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 增殖和凋亡的作用

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＵＢＣ９ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｂꎬ Ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＵＢＣ９ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｒｕｂｅｓｃｅｎｓｉｎｅ Ａ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ
ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

表 ６　 ＵＢＣ９ 过表达逆转了冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 增殖和凋亡的作用(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ６　 ＵＢＣ９ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｒｕｂｅｓｃｅｎｓｉｎｅ Ａ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ

ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

ＵＢＣ９ 蛋白
ＵＢＣ９ ｐｒｏｔｅｉｎ

抑制率(％)
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ

凋亡率(％)
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ

ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白
ＣｙｃｌｉｎＤ１
ｐｒｏｔｅｉｎ

ｐ２１ 蛋白
ｐ２１ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｂｃｌ￣２ 蛋白
Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｂａｘ 蛋白
Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０７ ０􀆰 ００±０􀆰 ０２ ６􀆰 ３２±０􀆰 ６３ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０６ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０２ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０７ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０３

冬凌草甲素
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０４∗ ４７􀆰 ２１±４􀆰 ３３∗ ２１􀆰 ６２±２􀆰 １３∗ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ５７±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０６∗

冬凌草甲素＋ｐｃＤＮＡ
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ＋ｐｃＤＮＡ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０３ ４８􀆰 ６５±４􀆰 ７２ ２３􀆰 ５８±２􀆰 ３６ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０２ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０６ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０３ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０７

冬凌草甲素＋ｐｃＤＮＡ￣ＵＢＣ９
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ＋ｐｃＤＮＡ￣ＵＢＣ９ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０７＃ ２０􀆰 １１±２􀆰 ０３＃ １１􀆰 ２８±１􀆰 １４＃ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０６＃ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４＃

Ｆ ４６􀆰 ６３４ １４５􀆰 ０９９ ６９􀆰 ３５９ ６９􀆰 ５１４ ５４􀆰 ２０３ ５８􀆰 ４４７ ４７􀆰 ２３６
Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与冬凌草甲素＋ｐｃＤＮＡ 组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ＋ｐｃＤＮＡ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

素依 赖 激 酶 ( ｃｙｃｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅｓꎬ ＣＤＫｓ ) /
ＣｙｃｌｉｎＤ１ 复合物活性ꎬ抑制 Ｇ１￣Ｓ 期相变发挥抗增殖

作用[１２]ꎮ Ｂｃｌ￣２ 和 Ｂａｘ 是细胞凋亡调控中重要的蛋

白ꎬＢａｘ 表达增加、Ｂｃｌ￣２ 表达降低可促进线粒体膜

通透性改变ꎬ抑制孔道开放以及抑制细胞色素 Ｃ 从

线粒体释放ꎬ抑制 Ｃａｓｐａｓｅｓ 活化进而抑制细胞凋亡

发生[１３]ꎮ 本研究显示ꎬ冬凌草甲素呈剂量依赖性抑

制 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ促进 Ｐ２１、Ｂａｘ 表达ꎬ这提示

冬凌草甲素可能通过调控 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｐ２１、Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２
蛋白抑制 ＨＳＣ￣Ｔ６ 增殖并诱导其凋亡ꎮ

ＵＢＣ９ 是 ＵＢＣ 家族的重要成员ꎬ其通过促使活

化的 ＳＵＭＯ 与目标蛋白接合ꎬ进而介导 ＳＵＭＯ 发挥

蛋白调节作用ꎬ是纤维化的关键调节因子[１４]ꎮ 研究

显示ꎬ在肾脏纤维化过程中 ＵＢＣ９ 表达上调[１５]ꎮ 沉

默 ＵＢＣ９ 通过抑制早幼粒细胞白血病蛋白类泛素化

可降低主动脉缩窄小鼠心肌纤维化的发展ꎬ并部分

改善其心功能[１６]ꎮ 在活化的人 ＨＳＣ 细胞 ＬＸ￣２ 中

ＵＢＣ９ 表达显著上调ꎬ沉默 ＵＢＣ９ 可明显抑制 ＨＳＣ
增殖ꎬ降低平滑肌肌动蛋白和Ⅰ型胶原的表达水

平ꎬ进而阻止 ＨＦ[１７]ꎮ 此外ꎬ多种肝癌细胞中 ＵＢＣ９
亦呈高表达ꎬ干扰 ＵＢＣ９ 表达可明显降低肝癌细胞

的增殖、迁移能力ꎬ提高其凋亡水平[１８－１９]ꎮ 为探讨
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ＵＢＣ９ 在冬凌草甲素抗 ＨＦ 中的作用ꎬ本研究检测冬

凌草甲素干预后 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞中 ＵＢＣ９ 表达水平ꎬ结
果显示冬凌草甲素呈剂量依赖性抑制 ＵＢＣ９ 表达水

平ꎬ提示 ＵＢＣ９ 表达下调可能与冬凌草甲素的抗 ＨＦ
作用有关ꎮ 进一步研究显示ꎬ转染 ｓｉ￣ＵＢＣ９ 干扰

ＵＢＣ９ 表达对 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞亦具有显著的增殖抑制

和凋亡作用ꎮ 此外ꎬ本研究显示过表达还能够逆转

冬凌草甲素对 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞的增殖、凋亡以及其相

关蛋白表达的影响ꎬ提示冬凌草甲素对 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细

胞的增殖抑制和凋亡促进作用抑制 ＵＢＣ９ 表达

有关ꎮ
综上所述ꎬ冬凌草甲素可抑制 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞增

殖ꎬ促进细胞凋亡ꎬ进而具有预防 ＨＦ 的潜在价值ꎬ
其机制与抑制 ＵＢＣ９ 表达有关ꎬ这为开发冬凌草甲

素用于临床防治 ＨＦ 奠定了理论基础ꎮ
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[作者简介]王瑞青(１９８０—)ꎬ女ꎬ硕士主治医师ꎬ研究方向:内分泌ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｗａｎｇｒｑ１１＠ １６３.ｃｏｍ

血小板微粒介导 ｍｉＲ￣４３０６ 调控糖尿病大鼠主动脉
血管内皮细胞损伤的作用及机制研究

王瑞青１ꎬ郑彩虹２ꎬ朱　 巍１ꎬ郭彩红１

(１.北京航天总医院内分泌科ꎬ 北京　 １０００７６ꎻ２.山西白求恩医院内分泌科ꎬ 太原　 ０３００００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨分析糖尿病大鼠血小板微颗粒(ｐｌａｔｅｌｅｔ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬ ＰＭＰｓ)在主动脉血管内皮损伤的

作用及机制ꎮ 方法　 将 ＳＤ 大鼠随机分为对照组(ＮＣ 组)和糖尿病组(ＤＭ 组)ꎬ分离纯化血小板微颗粒ꎬ原代培养

内皮细胞ꎬ免疫荧光激光共聚焦检测内皮型一氧化氮合酶、半胱氨酸蛋白酶 ３(Ｃａｓｐａｓｅ￣３)ꎬ流式细胞术检测内皮细

胞凋亡情况ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣４３０６ 表达ꎬ蛋白免疫印迹法检测 ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ 信号通路相关蛋白ꎮ 结

果　 ＤＭ 组 ｅＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 阳性表达率及细胞凋亡率ꎬ与 ＮＣ 组比较差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５ 或Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组 ｍｉＲ￣４３０６ 相对表达量与 ｍｉＲ￣Ｍ 组比较ꎬ差异有统计学意义( ｔ＝ ３􀆰 ８２１、４􀆰 ５９７ꎬＰ<０􀆰 ０５ 或 Ｐ
<０􀆰 ０１)ꎮ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组 ｍｉＲ￣４３０６ 相对表达量与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ Ｍ 组 ｍｉＲ￣４３０６ 相

对表达量与 Ｃｔｒｌ 组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组 ＶＥＧＦＡ、ＮＦ￣κＢｐ６５、ｐ￣ＩκＢα 及

ｐ￣ＥＲＫ相对表达量与 Ｍ 组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５ 或 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬＭ 组 ＶＥＧＦＡ、ＮＦ￣κＢｐ６５、ｐ￣ＩκＢα 及 ｐ￣ＥＲＫ
相对表达量与 Ｃｔｒｌ 组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５ 或 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 结论　 糖尿病大鼠分泌 ＰＭＰｓ 导致主动脉血

管内皮细胞损伤ꎬ其作用机制可能与激活 ｍｉＲ￣４３０６ / ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ 信号通路有关ꎮ
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(ＤＭ) ｇｒｏｕｐｓ. ＰＭＰｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ. Ｎｅｘｔꎬ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｃｒｏＲＮＡ
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(ｅＮＯＳ) ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ ｔｈｅ ＤＭ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ<０􀆰 ０１). Ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣４３０６ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｉＲ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ ( ｔ＝ ３􀆰 ８２１ꎬ ４􀆰 ５９７ꎬ Ｐ<０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ<０􀆰 ０１). Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣４３０６ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０１). Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣４３０６ ｉｎ Ｍ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｉｎ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０１). Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦＡꎬ ＮＦ￣
κＢｐ６５ꎬ ｐ￣ＩκＢα ａｎｄ ｐ￣ＥＲＫ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｉｎ Ｍ ｇｒｏｕｐ(Ｐ
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｏｆ Ｃｒｔｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ<０􀆰 ０１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＰＭＰｓ ｍａｙ ｃａｕｓｅ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ａｏｒｔａꎬ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣４３０６ / ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎻ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎻ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎻ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｍｉＲ￣４３０６

　 　 糖尿病患者所引起的心血管疾病风险大约是

正常人群的 ３ 倍ꎬ动脉粥样硬化是糖尿病性心血管

疾病的主要病理疾病ꎬ其中主动脉血管内皮功能损

伤在糖尿病所致的早期动脉粥样硬化中起关键作

用[１]ꎬ一氧化氮(ｎｏｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)水平降低及内皮

通透性增加等是糖尿病致心血管病变的重要原因ꎮ
以往研究糖尿病与内皮功能损伤之间机制多集中

于炎症、氧化应激、高血糖及胰岛素抵抗等ꎮ 近年

来ꎬ研究发现糖尿病(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｅｔｉｌｌｕｓꎬＤＭ)、冠心病

等疾病血小板激活明显增强ꎬ激活的血小板具有促

凝作用ꎬ导致血管内皮损伤ꎻ血小板激活后能够产

生血小板微颗粒 ( ｐｌａｔｅｌｅｔ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬ ＰＭＰｓ)ꎬ
ＰＭＰｓ 黏附到血管壁释放花生四烯酸ꎬ介导炎症因

子和黏附分子附着于内皮细胞ꎬ减少一氧化氮的合

成和一氧化氮合酶的活性ꎬ损伤内皮功能ꎬ此外

ＰＭＰｓ 与低密度脂蛋白、脂肪酸相关ꎬ加重对内皮损

伤ꎬ加速动脉粥样硬化的进展[２－３]ꎮ ＤＭ 患者血浆中

ＰＭＰｓ 表达量明显升高ꎬ但 ＤＭ 合并早期动脉粥样硬

化患者血浆中 ＰＭＰｓ 是否参与 ＤＭ 主动脉血管内皮

损伤ꎬ其具体的作用机制是什么是尚不清楚ꎮ 本研

究通过探讨分析 ＰＭＰｓ 在 ＤＭ 主动脉血管内皮损伤

的作用及机制研究ꎬ以期为临床治疗糖尿病大血管

并发症提供依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ６０ 只 ８~１２ 周龄健康雄性 ＳＤ 大鼠ꎬＳＰＦ 级ꎬ体
重(２００±２０)ｇꎬ购自北京华阜康生物科技股份有限

公司[ＳＣＸＫ(京)２０１５￣０１２３]ꎬ所有实验动物均饲养

于中国医学科学院实验动物研究所屏障动物房

ＳＹＸＫ 号(京)２０１９￣００２３]ꎬ饲养环境为:温度２０℃ ~
２５℃ꎬ内外环境气压差≥１０ Ｐａꎬ相对湿度在 ４０％ ~
７０％ꎬ照明强度在 １５~２０ ｌｘꎬ动物自由取食饮水ꎮ 本

实验 经 过 北 京 航 天 总 医 院 ＩＡＣＵＣ 的 批 准

(ＭＡＭ１７０３９)ꎻ本研究依照 ３Ｒ 原则 ( ｔｈｅ ｒｕｌｅｓ ｏｆ
３Ｒ)实施ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＣＤ６１ 流式抗体(美国 ＢＤ 公司)ꎻ凝血酶、阿司

匹林、Ｈｅｐｅｓ(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻＲＮＡ 提取试剂盒

Ｂｉｏｚｏｌ、 脱 氧 核 糖 核 酸 ( ｄＮＴＰ )、 ＶＥＧＦＡ、 ＥＲＫ、
ｐ￣ＥＲＫ、ＩκＢα、ｐ￣ＩκＢα、ＮＦ￣κＢｐ６５ 及 ＧＡＰＤＨ 鼠抗人

单克隆抗体(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎻ鼠抗人单克隆

抗体 ｅＮＯＳ、 兔抗人多克隆抗体 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ( Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎮ ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞

仪(美国 ＢＤ 公司)ꎻＨＴ７７００ 透射电镜(日本 Ｈｉｔａｃｈｉ
公司)ꎻ实时定量 ＰＣＲ 仪 (德国 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻ
ＬＫＢ￣Ｂｒｏｍｍａ ２１９７ 型电泳仪 (瑞典 ＬＫＢ 公司)ꎻ
ｍｉｃｒｏｌａｂ ３００ 半自动化分析仪(荷兰威图公司)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验动物造模及分组

　 　 ６０ 只大鼠随机分为对照组(ＮＣ 组ꎬｎ ＝ ３０)和

ＤＭ 组(ＤＭ 组ꎬｎ ＝ ３０)ꎮ 其中 ＮＣ 组、ＤＭ 组均给予

等体积的生理盐水ꎮ ＤＭ 组大鼠造模:高脂高糖饲

料(普通饲料中加入 １０％蔗糖、５％蛋黄及 １０％炼猪

油)喂养ꎬ４ 周后禁食 １２ ｈꎬ按照 ４５ ｍｇ / ｋｇ 经腹腔注

射 ＳＴＺ(溶于 ｐＨ ＝ ４􀆰 ４、浓度为 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 的柠檬

酸￣柠檬酸钠缓冲液中)ꎬＮＣ 组腹腔注射等体积柠檬

酸￣柠檬酸钠缓冲液ꎮ 于注射第 ３ 天通过尾静脉取

血测定各组随机血糖ꎮ 注射 ＳＴＺ 后随机血糖仍高

于 １６􀆰 ７ ｍｍｏｌ / Ｌ 表明造模成功[４]ꎮ 所有动物待造模

成功后ꎬ继续饲养 ８ 周ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＰＭＰｓ 分离提取及鉴定

　 　 造模成功 ８ 周后ꎬ禁食 １２ ｈꎬ于第 ２ 天按照 ５０
ｍｇ / ｋｇ 腹腔注射 ２％戊巴比妥钠麻醉处理ꎬ将收集的

血液置于含有柠檬酸盐的 ＢＤ 管中ꎬ采用渐进性离

心法制备无血小板血浆ꎬ以缺乏血小板血浆校准富

６０１ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



血小板血浆ꎬ调整血小板计数在 １０􀆰 ０×１０１０ / Ｌꎮ 采

用 ＡＤＰ(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ２０ μＬ 刺激富血小板血浆 １５
ｍｉｎꎬ３７００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 弃去上清液ꎬ加入 ＰＢＳ
８０ μＬ 后将 ＰＭＰｓ 进行重悬ꎬ制得 ＰＭＰｓ 悬液ꎮ 取 ２０
μＬ ＰＭＰｓ 液和 ２０ μＬ 富血小板血浆液于 ２ 个流式管

中ꎬ分别加入 ５ μＬ ＡＰＣ￣ＦＩＴＣ￣ＣＤ６１ 鼠抗人抗体ꎮ
震荡摇匀后ꎬ室温避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ采用 １％多聚甲

醛进行固定ꎮ 流式细胞术检测之前加入 ０􀆰 ８２ μｍ
标准微球 ５ μＬ 进行定位ꎮ 每组 ＰＭＰｓ 通过分光光

度计法测定 ＰＭＰｓ 中蛋白含量ꎬ调整每组 ＰＭＰｓ 蛋

白含量在 ０􀆰 ２５ ｍｇ / Ｌꎬ用于后续各项实验ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 大鼠主动脉 ＶＥＣｓ 培养、鉴定

　 　 选取正常 ＳＤ 大鼠 ３ 只ꎬ无菌条件下打开胸腔ꎬ
取胸主动脉置于无菌 Ｄ￣Ｈａｎｋｓ 液中ꎬ取出外周结缔

组织、残留血液ꎮ 制备 ＶＥＣｓꎬ将获得主动脉组织置

于含有 ２０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养液中ꎬ培养

６ ｄ 左右ꎬ弃去主动脉并换液ꎮ 细胞原代培养至融

合 ８０％ꎬ即传代ꎬ每隔 １ ｄ 换液 １ 次ꎮ 细胞传第 ２ 代

后ꎬ待细胞爬片生长融合至 ７０％左右ꎬ用 ４％多聚甲

醛固定ꎬ加入 ３％过氧化氢室温孵育ꎬＰＢＳ 冲洗后加

入非免疫山羊血清封闭 １ ｈꎬ滴加Ⅷ因子抗体(１ ∶１００
稀释)ꎬ４℃过夜ꎮ 冲洗掉一抗后加入辣根过氧化酶

标记的兔抗鼠 ＩｇＧ(１ ∶５００ 稀释)ꎬ经乙醇梯度洗脱ꎬ
二甲苯透明后ꎬ中性树脂封片ꎬ采用 ＰＢＳ 代替一抗

作为阴性对照ꎮ 每张盖玻片随机选择 ５ 个视野计数

细胞ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＶＥＣｓ 与 ＰＭＰｓ 共培养

　 　 在 １２ 孔板中培养 ＶＥＣｓ 至细胞融合 ８０％左右ꎬ
经 ＰＢＳ 冲洗后ꎬ每孔加入 １ ｍＬ 不含抗生素的高糖

ＤＭＥＭ / Ｆ１２ꎬ将不同组别的 ＰＭＰｓ 加入到细胞中ꎬ摇
匀后放置于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中ꎬ分别共培养 ２、
４、８、１２ ｈ 后收集细胞ꎮ 采用 ＣＣＫ￣８ 法检测不同时

间 ＶＥＣｓ 细胞增殖活性ꎬ以细胞活性抑制率达到

５０％左右[(某一作用时间点－刚加药后) /刚加药

后]为最佳作用时间ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 免疫荧光激光共聚焦检测内皮型一氧化氮

合酶(ｅＮＯＳ)、半胱氨酸蛋白酶 ３(Ｃａｓｐａｓｅ￣３)表达

　 　 取对数生长的 ＶＥＣｓꎬ调整细胞数 ５×１０４ / Ｌ 并接

种于置有盖玻片的 １２ 孔培养板中ꎬ待细胞贴壁以后

按照各组别分别给予 ＰＭＰｓ 预处理ꎬ根据 １􀆰 ３􀆰 ４ 项

所确定的最佳作用时间孵育细胞后ꎬ经 ３􀆰 ５％的多

聚甲醛固定 １０ ｍｉｎꎬ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 冰上破膜 １５
ｍｉｎꎬ采用 ３􀆰 ０％牛血清蛋白封闭抗原封闭 ３０ ｍｉｎꎬ冲

洗后加入鼠抗人单克隆抗体 ｅＮＯＳ、兔抗人多克隆抗

体 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 后 ４℃孵育过夜ꎬ次日采用 ＦＩＴＣ 二抗

孵育 １ ｈꎬ再经 ＤＡＰＩ 染核后在激光共聚焦显微镜下

随机选取视野进行拍照ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 流式细胞术检测 ＶＥＣｓ 凋亡情况

　 　 取对数生长的 ＶＥＣｓꎬ调整细胞数为 ５×１０４ / Ｌ 并

接种于置有盖玻片的 ６ 孔培养板中ꎬ待细胞贴壁以

后按照各组别分别给予 ＰＭＰｓ 预处理ꎬ根据 １􀆰 ３􀆰 ４
项确定的最佳作用时间孵育细胞ꎬ培养结束后消化

细胞ꎬ将细胞转移至 ＥＰ 管中离心(１２０００ ｒ / ｍｉｎ离心

１０ ｍｉｎ)ꎬＰＢＳ 冲洗后加入 ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒꎬ调整细胞

为每 ｍＬ １０６ 个ꎬ从中吸取 ５００ μＬ 并加入 ２􀆰 ５ μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶ 和 ５􀆰 ０ μＬ ＰＩꎬ孵育 ５ ｍｉｎ 后ꎬ过 ３００ 目筛

上机检测ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣４３０６ 表达情况

　 　 将 ０􀆰 ５ μＬ Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６￣ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 以及 Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 分别与

１００ μＬ ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 以及 ２ μＬ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ 混合ꎬ
将混合液按照每孔 １５ μＬ 接种于培养有 ＶＥＣｓ 的 １２
孔板上ꎬ培养 ６ ｈ 后更换培养基ꎮ 加入不同组别

ＰＭＰｓ 后ꎬ后续按照 １􀆰 ３􀆰 ４ 项中最佳最用时间继续培

养细胞ꎮ 按照处理方式不同分为正常 ＰＭＰｓ 组(Ｃｔｒｌ
组)、正常 ＰＭＰｓ＋ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组(ｍｉＲ￣ＮＣ
组)、正常 ＰＭＰｓ＋Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６￣ｍｉｍｉｃｓ 组(ｍｉｍｉｃ￣
ＮＣ 组 )、 正 常 ＰＭＰｓ ＋ Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组

(ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组)、模型 ＰＭＰｓ 组(Ｍ 组)、模型 ＰＭＰｓ
＋ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组(ｍｉＲ￣Ｍ 组)、模型 ＰＭＰｓ
＋ Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６￣ｍｉｍｉｃｓ 组 ( ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组 )、 模 型

ＰＭＰｓ＋Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组( ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组)ꎮ
培养结束后ꎬ收集细胞ꎮ 按照试剂盒要求提取各组

细胞中总 ＲＮＡꎬ严格按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ
Ｋｉｔ 逆 转 录 ｃＤＮＡꎮ 反 应 体 系: ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭⅡ １０ μＬꎬＰＣＲ 引物 ２ μＬꎬＤＮＡ 模板 ２ μＬꎬ
ＤＥＰＣ 水 ６ μＬꎬ总反应体系为 ２０ μＬꎮ 每个样本设

置 ３ 个复孔ꎬＰＣＲ 反应条件:９５℃预变性 ２０ ｓꎬ９４℃
变性 ５ ｓꎬ５５℃退火 ４５ ｓꎬ共进行 ４０ 个循环ꎮ 以 Ｕ６
作为内参ꎬ反应结束后计算每个基因的循环阈值

(Ｃｔ)ꎬ同时与内参基因 Ｕ６ 比较ꎬ确定各组基因表达

水 平ꎮ ｍｉＲ￣４３０６ 上 游 引 物 序 列: ５ ’￣
ＧＣＴＡＡＣＣＣＧＣＣＧＧＡＣＡＣＴＴＴＴＣＡＣＣＴＴＡ￣３’ꎻ下游引

物序列: ５’￣ＣＧＧＴＴＣＧＡＣＡＡＣＴＡＴＴＴＡＧＣＴＡＣＡ￣３’ꎬ
基因片段大小 ２１２ ｂｐꎮ 内参 Ｕ６ 上游引物序列:５’￣
ＧＴＣＧＣＡＴＣＡＧＣＴＡＧＣＴＴＴＴＣＡＧＧＣＴＡ￣３’ꎻ下游引物
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序列: ５’￣ＧＣＣＴＡＴＡＣＧＣＴＣＧＴＣＡＴＣＧＧＴＡＧＴ￣３’ꎬ基

因片段大小 １２４ ｂｐꎮ
１􀆰 ３􀆰 ８ 　 蛋 白 免 疫 印 迹 法 ( Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ) 检 测

ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ 信号通路相关蛋白

　 　 取各组细胞悬液经离心沉淀后ꎬ收集细胞后加

入 ２００ μＬ 细胞裂解液(含有蛋白酶抑制剂)至冰上

裂解 ４５ ｍｉｎꎬ再以 １２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清

液ꎬ采用考马斯亮蓝进行总蛋白质定量ꎮ 上清液中

加入 １ / ４ 倍量 ５×ＳＤＳ 上样缓冲液混合ꎬ煮沸 ７ ~ ８
ｍｉｎꎬ以 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶体ꎬ在 １２０ Ｖ 电压ꎬ２００
ｍＡ 恒定电流下电泳 ２ ｈꎬ湿转至硝酸纤维膜上ꎮ 采

用 ５％的脱脂奶粉 ＴＢＳＴ 缓冲液封闭(４℃过夜)ꎬ洗
去封闭液ꎬ加入鼠抗人 ＶＥＧＦＡ、ＥＲＫ、ｐ￣ＥＲＫ、ＩκＢα、
ｐ￣ ＩκＢα、ＮＦ￣κＢｐ６５ꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后ꎬ加入标记有

辣根过氧化物酶二抗(山羊抗小鼠 ＩｇＧ)室温孵育 １
ｈꎬ经 ＴＢＳ 洗膜 ３ 次后ꎬ将化学荧光发光底物均匀地

加到膜的表面ꎬ置于曝光试剂盒中曝光ꎬ显影、定影

等ꎬ采用凝胶图像处理系统分析条带灰度值ꎮ 扫描

目标蛋白灰度值与 ＧＡＰＤＨ 比较所得的灰度值比进

行定量分析ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件包进行分析处理ꎮ 正

态分布资料以平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ组间数据

采用单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ组间两两

比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ’ ｓ ｐｏｓｔ ｔ 检验ꎬ基因检测结果

ΔＣｔ 值作图ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ 行非参数检验ꎬ△Ｃｔ 值 ＝
Ｃｔ( ｍｉＲ￣４３０６均值) － Ｃｔ( Ｕ６均值)ꎬ ２－△△Ｃｔ 中 的 △△Ｃｔ ＝
[( Ｃｔ(实验样本ｍｉＲ￣４３０６均值) － Ｃｔ(实验样本Ｕ６均值) ] － [
(Ｃｔ(对照样本ｍｉＲ￣４３０６均值) － Ｃｔ(对照样本Ｕ６均值) ]ꎮ 以 Ｐ < ０􀆰 ０５
为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＭＰｓ 与 ＶＥＣｓ 分离、鉴定

　 　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及流式细胞检测法分析鉴定ꎬ
结果显示ꎬ与富血小板血浆比ꎬＰＭＰＳ 中 ＣＤ６１ 表达

明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见图 １Ａ、１Ｂꎮ 原代培养 ＶＥＣｓ
结果显示ꎬ细胞为“铺路石”样结构ꎬ细胞经免疫组

化染色后ꎬ细胞质颜色明显加深ꎬⅧ因子呈高表达ꎬ
因此鉴定细胞为 ＶＥＣｓꎬ见图 １Ｃꎮ
２􀆰 ２　 ＣＣＫ￣８ 法检测 ＰＭＰｓ 对 ＶＥＣｓ 细胞增殖活性

的影响

　 　 研究结果显示ꎬＤＭ 组在 ＰＭＰｓ 作用 ２ ｈ 后ꎬ与
０ ｈ比差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬＶＥＣｓ 与 ＰＭＰｓ

共培养 ４ ｈ 后ꎬ细胞出现明显的固缩变形ꎬ细胞形态

不完整ꎬ有内陷ꎬ结构破坏严重ꎮ 当作用 ４、８、１２ ｈꎬ
细胞抑制率分别为 ４８􀆰 ４４％ (４０􀆰 ２７％ ~ ５４􀆰 ３７％)、
６３􀆰 ４１％ ( ５７􀆰 ６９％ ~ ７２􀆰 ３３％)、 ６６􀆰 ２６％ ( ５８􀆰 ６０％ ~
７４􀆰 ２４％)ꎬ与 ０ ｈ 比差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ
因此选择作用 ４ ｈ 为最佳作用时间ꎬ见图 ２ꎮ
２􀆰 ３　 细胞凋亡情况分析

　 　 研究结果显示ꎬ ＤＭ 组细胞凋亡率 ( ５１􀆰 ２３ ±
１２􀆰 １４)％ꎬ与 ＮＣ 组(９􀆰 ２７±３􀆰 ０４)％比差异有统计学

意义( ｔ＝ １２􀆰 ５４７ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬ见图 ３ꎮ
２􀆰 ４　 免疫荧光激光共聚焦检测 ｅＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３
表达

　 　 免疫荧光激光共聚焦结果显示ꎬＤＭ 组 ｅＮＯＳ 阳

性表达率 ( ８２􀆰 ５４ ± １９􀆰 ５８)％ꎬ 与 ＮＣ 组 ( ４２􀆰 ５５ ±
１９􀆰 ５８)％比差异有统计学意义 ( ｔ ＝ １２􀆰 ３３６ꎬ Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ ＤＭ 组 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 阳 性 表 达 率 ( ２６􀆰 ３９ ±
７􀆰 ９１)％ꎬ与 ＮＣ 组(５４􀆰 ３２±１１􀆰 ０７)％比差异有统计

学意义( ｔ＝ ８􀆰 ０３４ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬ见图 ４ꎮ
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ
信号通路相关蛋白表达

　 　 研究结果显示ꎬｍｉｍｉｃ￣ＮＣ 组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组、Ｍ
组、 ｍｉＲ￣Ｍ 组、 ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组 ＶＥＧＦＡ、 ＮＦ￣κＢｐ６５、
ｐ￣ＩκＢα及 ｐ￣ＥＲＫ 相对表达量与 Ｃｔｒｌ 组比ꎬ差异有统

计学意义 ( Ｐ < ０􀆰 ０５ 或 Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组、
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组 ＶＥＧＦＡ、ＮＦ￣κＢｐ６５、ｐ￣ＩκＢα 及 ｐ￣ＥＲＫ
相对表达量与 Ｍ 组比ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５
或 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ见图 ５ꎮ
２􀆰 ６　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣４３０６ 转染率情况

　 　 研究结果显示ꎬｍｉｍｉｃ￣ＮＣ 组、 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组

ｍｉＲ￣４３０６ 相对表达量与 ｍｉＲ￣ＮＣ 组比ꎬ差异有统

计学意义( ｔ ＝ ３􀆰 ７９２、４􀆰 ４９６ꎬＰ<０􀆰 ０５ 或 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ
ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组 ｍｉＲ￣４３０６ 相对表达量与

ｍｉＲ￣Ｍ 组比ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ３􀆰 ８２１、４􀆰 ５９７ꎬ
Ｐ<０􀆰 ０５或 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ｍｉｍｉｃ￣ＮＣ 组 ｍｉＲ￣４３０６ 相对

表达量与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组比ꎬ差异有统计学意义( ｔ
＝ ６􀆰 ７９４ꎬＰ < ０􀆰 ０１)ꎻｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组 ｍｉＲ￣４３０６ 相对表

达量与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组比ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝
８􀆰 １１５ꎬＰ< ０􀆰 ０１)ꎮ Ｍ 组 ｍｉＲ￣４３０６ 相对表达量与

Ｃｔｒｌ 组 比ꎬ 差 异 有 统 计 学 意 义 ( ｔ ＝ ５􀆰 ０３２ꎬ Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬ见图 ６ꎮ

３　 讨论

　 　 ＤＭ 及其血管并发症的发病率逐年上升ꎬ已成
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注:Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＤ６１ 表达ꎻＢ:流式细胞术检测 ＣＤ６１ 表达情况ꎻＣ:免疫组化检测Ⅷ因子表达ꎮ

图 １　 ＰＭＰｓ 及 ＶＥＣｓ 的鉴定结果

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＣＤ６１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｂꎬ ＣＤ６１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｃꎬ Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆａｃｔｏｒ Ⅷ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＭＰｓ ａｎｄ ＶＥＣｓ

注:Ａ:ＮＣ 作用 ４ ｈꎻＢ:ＤＭ 作用 ４ ｈꎻＣ:不同作用时间的直方图ꎮ 与作用 ０ ｈ 相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 ＣＣＫ￣８ 法检测不同时间各组 ＰＭＰｓ 对 ＶＥＣｓ 细胞增殖活性的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ＮＣ ａｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ４ ｈ. Ｂꎬ ＤＭ ａｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ４ ｈ. Ｃꎬ Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ０ ｈꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＣＣＫ￣８ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＭＰｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＶＥＣｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

图 ３　 流式细胞术检测不同组别细胞凋亡情况

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ
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图 ４　 免疫荧光激光共聚焦显微镜检测 ｅＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅＮＯＳ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｌａｓｅｒ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

注:Ａ:蛋白表达电泳图(１:Ｃｔｒｌ 组ꎻ２:ｍｉＲ￣ＮＣ 组ꎻ３:ｍｉｍｉｃ￣ＮＣ 组ꎻ４:ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组ꎻ５:Ｍ 组ꎻ６:ｍｉＲ￣Ｍ 组ꎻ７:ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组ꎻ８:ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ

组)ꎻＢ:不同组别 ｐ￣ＥＲＫ、ｐ￣ＩκＢα、ＮＦ￣κＢｐ６５、ＶＥＧＦＡ 表达结果相比ꎮ 与 Ｃｔｒｌ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与 Ｍ 组相比ꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ☆Ｐ

<０􀆰 ０１ꎻ与 ｍｉＲ￣Ｍ 相比ꎬ▲Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ★Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与 ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组相比ꎬ▽Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ▼Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ 信号通路相关蛋白表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｉａｇｒａｍ (１ꎬ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ. ２ꎬ ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ. ３ꎬ ｍｉｍｉｃ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ. ４ꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ. ５ꎬ Ｍ ｇｒｏｕｐ. ６ꎬ ｍｉＲ￣Ｍ
ｇｒｏｕｐ. ７ꎬ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ. ８ꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ.) . Ｂꎬ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐ￣ＥＲＫꎬ ｐ￣ＩκＢαꎬ ＮＦ￣κＢｐ６５ ａｎｄ ＶＥＧＦＡ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ ｇｒｏｕｐꎬ △Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ☆Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣Ｍ

ｇｒｏｕｐꎬ ▲Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ★Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ ｇｒｏｕｐꎬ ▽Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ▼Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

为全球亟待解决的热点课题ꎮ 研究显示ꎬＤＭ 患者

心血管死亡风险发生率较一般人员高三倍[５]ꎮ 动

脉粥样硬化是糖尿病心血管疾病的病理生理障碍

基础ꎬ内皮功能损伤在早期动脉粥样硬化中起关键

作用[６]ꎮ 血小板活化后导致血小板收缩、变形以及

形成伪足ꎬ变形后的一些细胞膜会以出芽的方式形

成小泡且脱落形成 ＰＭＰｓ[７]ꎮ ＰＭＰｓ 水平异常与冠

心病、ＤＭ、类风湿性关节炎、肿瘤等多种疾病的发生

发展密切相关[８]ꎮ 研究显示ꎬＰＭＰｓ 主要通过 ＰＭＰｓ
携带的 ＲＮＡ 和膜蛋白发挥免疫调节和生物信息传

递作用ꎬ降低内皮的增殖、分化及迁移ꎬ已证实与动

脉粥样硬化有关[９－１０]ꎮ ＤＭ 模型 ＰＭＰｓ 对血管内皮
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注:与 Ｃｔｒｌ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ｍ 组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与

ｍｉｍｉｃ￣Ｍ 组相比ꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ６　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测不同组别 ｍｉＲ￣４３０６ 相对表达情况分析

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

Ｍ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｍｉｃ￣Ｍ ｇｒｏｕｐꎬ
△Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣４３０６ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

细胞增殖的影响及其作用机制如何值得研究ꎮ 通

过本研究发现ꎬＤＭ 模型 ＰＭＰｓ 与内皮细胞共孵育

后ꎬ增殖活性随着时间明显降低ꎬ且在培养 ４ ｈ 后出

现明显的细胞凋亡ꎬ细胞出现固缩边缘ꎬ细胞完整

性明显被破坏ꎬ提示 ＤＭ 血浆中 ＰＭＰｓ 可能造成内

皮细胞损伤ꎮ
研究发现ꎬＰＭＰｓ 能够降低细胞内一氧化氮表

达从而介导炎症因子的表达ꎬ而这一作用与 ｅＮＯＳ
表达量显著相关[１１]ꎮ 为了探讨 ＤＭ 模型血浆中

ＰＭＰｓ 造成血管内皮细胞损伤的原因是否与 ｅＮＯＳ
表达量有关ꎬ本研究采用激光共聚焦技术显示ꎬ经
ＤＭ 患者血浆 ＰＭＰｓ 处理的内皮细胞(ＤＭ 组) 中

ｅＮＯＳ 阳性表达率显著低于正常大鼠血浆 ＰＭＰｓ 处

理组(ＮＣ 组)ꎬ提示 ＤＭ 模型血浆中 ＰＭＰｓ 可能通过

降低主动脉血管内皮细胞中 ｅＮＯＳ 表达量ꎬ导致 ＮＯ
水平降低ꎬ诱发细胞凋亡ꎮ 已有研究显示ꎬＰＭＰｓ 能

够诱导血管内中性粒细胞活化ꎬ而中性粒细胞中释

放多种因子引起内皮细胞损伤ꎬ进而导致血管内皮

通透性升高以及 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 高表达ꎬ内皮细胞凋亡率

则明显升高[１２]ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 的升高能激活核酸内切

酶切割 ＤＮＡ 并最终诱发细胞死亡ꎮ 本研究发现ꎬ经
ＤＭ 患者血浆 ＰＭＰｓ 处理的内皮细胞 ( ＤＭ 组)
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 阳性率显著高于正常大鼠血浆 ＰＭＰｓ 处

理组(ＮＣ 组)ꎬ这一结果提示 ＤＭ 模型中 ＰＭＰｓ 参与

了 ＤＭ 动脉血管内皮损伤ꎬ其主要原因可能与内皮

细胞凋亡因子 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 高表达及血管内皮细胞生

长因子低表达存在明显关系ꎮ
微小 ＲＮＡ(ｍｉＲＮＡｓ)在多种疾病的发生发展中

起着重要作用[１３]ꎮ ｍｉＲ￣４３０６ 是近年来新发现的一

种 ｍｉＲＮＡｓꎬ有研究发现ꎬ在冠状动脉疾病中人单核

细胞衍生的巨噬细胞中 ｍｉＲ￣４３０６ 显著上调ꎬ而

ｍｉＲ￣４３０６ 表达上调可以通过 Ａｋｔ / ＮＦ￣κＢ 信号通路

导致血管内皮损伤[１４－１５]ꎮ ＮＦ￣κＢ 是已经被证实为

炎症诱发的关键因子ꎬ其调控信号通路被激活后将

促进炎症因子等的高表达ꎻＶＥＧＦＡ 是一种具有促进

血管内皮细胞增殖作用的细胞因子ꎬ其能够激活

ＥＲＫ 信号通路ꎬ促进血管细胞的生长、增殖ꎮ 为了

探讨 ＤＭ 模型中 ＰＭＰｓ 引血管内皮细胞凋亡原因是

否与 ｍｉＲ￣４３０６ 表达有关ꎬ本研究采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术

检测不同组别中 ｍｉＲ￣４３０６ 表达情况ꎮ 本研究加入

了 ｍｉＲ￣４３０６ 模型剂和抑制剂ꎬ结果显示加入 ｍｉｍｉｃ￣
４３０６ 后ꎬ通过分析研究显示ꎬ经 ＤＭ 患者血浆 ＰＭＰｓ
处理的内皮细胞(ＤＭ 组)中 ｍｉＲ￣４３０６ 相对表达量

显著升高ꎬ而 Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６￣ｍｉｍｉｃｓ 和 Ｈａｓ￣ｍｉｃｒｏ￣
４３０６￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 具有促进和抑制 ｍｉＲ￣４３０６ 表达的作

用ꎬ提示 ＤＭ 模型血浆 ＰＭＰｓ 可能作用于 ｍｉＲ￣４３０６ꎬ
且该 ｍｉＲＮＡｓ 对内皮细胞生长、凋亡产生作用ꎮ

为了进一步分析 ＰＭＰｓ 介导的 ｍｉＲ￣４３０６ 是否

对下游 ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ 信号通路中相关蛋

白产生作用ꎬ本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测分析显

示ꎬ与正常 ＰＭＰｓ 组(Ｃｔｒｌ 组)比较ꎬＤＭ 组(Ｍ 组)中
ｐ￣ＩκＢα、ＮＦ￣κＢｐ６５ 表达量显著升高ꎬ而 ｐ￣ＥＲＫ 及

ＶＥＧＦＡ 则显著降低ꎬ加入 ｍｉｍｉｃ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６ 后ꎬ无
论是正常 ＰＭＰｓ 组还是 ＤＭ 中 ＰＭＰｓ 组 ｐ￣ＩκＢα、ＮＦ￣
κＢｐ６５ 升高量更高ꎬ而加入 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ｍｉｃｒｏ￣４３０６ 后

ｐ￣ＩκＢα、ＮＦ￣κＢｐ６５ 降低明显、ｐ￣ＥＲＫ 及 ＶＥＧＦＡ 升高

显著ꎬ同时 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｍ 组与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 组具有统计

学差异ꎬ提示 ＤＭ 血浆中 ＰＭＰｓ 能够通过 ｍｉＲ￣４３０６
诱导 ｐ￣ＩκＢα、 ＮＦ￣κＢｐ６５ 升高ꎬ 而降低 ｐ￣ＥＲＫ 及

ＶＥＧＦＡ 的作用ꎬ进而引起内皮细胞凋亡损伤ꎬ诱发

动脉粥样硬化的发生发展ꎬ以上提示 ＤＭ 模型血浆

ＰＭＰｓ 可能一方面引起 ｍｉＲ￣４３０６ 高表达ꎬ进而促进

ｐ￣ＩκＢα、ＮＦ￣κＢｐ６５ 水平升高ꎬ诱导炎症反应、引起细

胞凋亡ꎬ另一方面降低促进血管内皮细胞生长因子

表达量的降低ꎬ进而导致细胞生长受阻ꎬ引起细胞

凋亡ꎮ
综上ꎬＤＭ 模型血浆中 ＰＭＰｓ 具有引起主动脉血

管内皮损伤的作用ꎬ其作用机制可能为 ＰＭＰｓ 作用

于 ｍｉＲ￣４３０６ꎬ进而激活 ＶＥＧＦＡ / ＥＲＫ１ / ２ / ＮＦ￣κＢ 信
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单次大剂量对比多次小剂量 ＳＴＺ 诱导 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ
小鼠糖尿病肾病模型的研究

冷昌龙ꎬ皮明山ꎬ龚晓康∗

(江汉大学武汉生物医学研究院ꎬ武汉　 ４３００００)

　 　 【摘要】 　 目的　 对比研究不同剂量链脲佐菌素(ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎬＳＴＺ)联合高糖高脂饮食诱导 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠糖

尿病肾病模型的稳定性ꎮ 方法　 ４８ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠随机分为:对照组(注射等体积柠檬酸缓冲液ꎬ１２ 只)ꎬ单
次大剂量(１５０ ｍｇ / ｋｇ ＳＴＺꎬ单次腹腔注射联合高脂高糖ꎬ１８ 只)ꎬ多次小剂量剂量(５０ ｍｇ / ｋｇ ＳＴＺꎬ连续注射 ４ ｄ 联合

高脂高糖ꎬ１８ 只)ꎮ 检测两种造模方法在空腹血糖( ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅꎬＦＢＧ)、饮水量、血脂、２４ ｈ 尿蛋白、肾功能

及肾病理等方面的改变ꎮ 结果　 注射 ＳＴＺ 后ꎬ单次大剂量组小鼠体重缓慢增加ꎬ而多次小剂量组小鼠体重出现负

增长ꎻ单次大剂量小鼠 ＦＢＧ、饮水量在注射 ＳＴＺ ４ 周后达到峰值ꎬ２４ ｈ 尿蛋白在注射 ＳＴＺ ６ 周后达到峰值ꎬ随后逐渐

降低ꎻ多次小剂量组 ＦＢＧ、２４ ｈ 尿蛋白及饮水量一直稳定上升并维持在较高水平ꎻ实验结束时多次小剂量组小鼠

ＦＢＧ、２４ ｈ 尿蛋白、血清甘油三酯( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬＴＧ)、总胆固醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)、低密度脂蛋白( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＬＤＬ)、血清肌酐(ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅꎬＳｃｒ)、血清尿素氮(ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬＢＵＮ)、肾脏指数(ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｄｅｘꎬ
ＫＩ)及肾小球还原糖水平均显著高于单次大剂量组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ且肾病理改变更为明显ꎮ 结论 　 多次小剂量注射

ＳＴＺ 联合高糖高脂饮食建立小鼠糖尿病肾病成模率高、死亡率低、稳定性好ꎬ具有人类糖尿病肾病相似的发病过程

和病理特征ꎬ是理想的糖尿病肾病造模方法ꎮ
【关键词】 　 糖尿病肾病ꎻ链脲佐菌素ꎻ高糖高脂饮食ꎻＣ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠
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Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｍｉｃｅ (ｎ ＝ ４８) ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ: ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｗｏ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｇｒｏｕｐｓ. Ｍｉｃｅ ｉｎ ｏｎｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ) ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ １５０ ｍｇ / ｋｇ
ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ ａｆｔｅｒ ｈａｖｉｎｇ ａ ｈｉｇｈ ｆａｔ / ｈｉｇｈ ｓｕｃｒｏｓｅ ｄｉｅｔ. Ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ( ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ) ｗａｓ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ５０ ｍｇ / ｋｇ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ ｆｏｒ ４ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｈａｖｉｎｇ ａ ｈｉｇｈ ｆａｔ / ｈｉｇｈ ｓｕｃｒｏｓｅ ｄｉｅｔ. Ｔｈｅ



ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓꎬ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｗａｔｅｒ ｉｎｔａｋｅꎬ ２４ ｈ ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｔａｂｌｙ ａｆｔｅｒ
ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ｉｎｃｈｅｓ ａｆｔｅｒ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓꎬ ｗａｔｅｒ ｉｎｔａｋｅ ａｎｄ ２４ ｈ ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｔａｂｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｆｒｏｍ ｗｅｅｋ ２ ｔｏ ｗｅｅｋ １０. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ２４ ｈ ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ
ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓꎬ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅꎬ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ / ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０􀆰 ０５) ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ
ａｐｐａｒｅｎｔ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｉｓ ａ ｒｅａｓｏｎａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｍｏｕｓｅ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙꎻ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎻ ｈｉｇｈ ｆａｔ / ｈｉｇｈ ｓｕｃｒｏｓｅ ｄｉｅｔｓꎻ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｍｉｃｅ

　 　 糖尿病肾病( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙꎬＤＮ)是以蛋

白尿、水肿、高血压和肾功能不全为主要临床表现

的糖尿病并发症ꎬ也是引起终末期肾病ꎬ导致糖尿

病患者死亡的主要病因之一[１]ꎮ ＤＮ 在我国的发病

率呈逐年上升趋势ꎬ２０％ ~ ３０％的糖尿病患者会并

发糖尿病肾病ꎬ严重影响了患者的生活质量[２]ꎮ 目

前对 ＤＮ 的研究虽然很多ꎬ但其具体的发病机制仍

未完全阐明ꎮ 因此ꎬ建立一种简单、经济、稳定可

靠ꎬ同时病理表现与人类糖尿病肾病类似的动物模

型对于深入研究 ＤＮ 的发病机制及新药开发有着非

常重要的意义ꎮ ＤＮ 动物模型主要分为诱发型和自

发型[３－４]ꎮ 自发型模型大小鼠价格昂贵ꎬ对环境要

求高ꎬ严重限制了相关研究的开展ꎮ 诱发型模型常

用 ＳＴＺ 进行诱导ꎬ造模过程中 ＳＴＺ 的注射剂量直接

影响动物模型成模率及成模稳定性ꎬ但国内外 ＳＴＺ
造模法中 ＳＴＺ 剂量选用报道众多ꎬ尚存有争议[５－６]ꎮ
本研究选取单次大剂量单次注射和多次小剂量连

续注射 ＳＴＺ 联合高糖高脂饮食建立 ＤＮ 模型ꎬ对比

观察造模过程中模型的稳定性ꎬ旨在探索更为合理

的糖尿病肾病的造模方法ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠(１８ ~ ２０) ｇꎬ
共 ４８ 只ꎬ购于北京维通利华公司[ＳＣＸＫ(京)２０１６￣
０００６]ꎮ 饲养于江汉大学医学院动物实验中心

[ＳＹＸＫ (鄂) ２０１８￣００４２]ꎬ恒温恒湿 (温度: ( ２３ ±
２)℃ꎬ相对湿度:６０％ ~ ７０％)ꎬ１２ ｈ 明暗交替ꎬ动物

自由进食饮水ꎮ 本实验通过江汉大学医学院实验

动物伦理审查( ＩＡＣＵＣ２０１９１２１０)ꎬ依据优化、减少、
替代的 ３Ｒ 原则进行实验设计ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 链脲佐菌素(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ用 ｐＨ ＝ ４􀆰 ２ 的

０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 柠檬酸￣柠檬酸钠缓冲液在冰浴中配制ꎬ
现配现用ꎻ安准血糖仪及血糖试纸 (瑞士罗氏公

司)ꎻ尿蛋白检测试剂盒、血清肌酐检测试剂盒、血
清尿素氮检测试剂盒、总胆固醇检测试剂盒、甘油

三酯检测试剂盒、低密度脂蛋白检测试剂盒由南京

建成生物工程研究所提供ꎻＰＡＳ 染色试剂盒(上海

源叶生物)ꎻ高糖高脂饲料(１０％猪油、２０％蔗糖、
２􀆰 ５％胆固醇、１􀆰 ０％胆酸盐、６６􀆰 ５％普通饲料ꎬ江苏

美迪森生物医药有限公司)ꎮ 小鼠代谢笼(上海玉

研生 物 )ꎻ ＡＵ５８００ 全 自 动 生 化 分 析 仪 ( 美 国

Ｂｅｃｋｍａｎ)ꎻＭＵＬＴＩＳＫＡＮ ＧＯ 酶标仪(美国 Ｔｈｅｒｍｏ)ꎻ
ＥＣ ３５０￣１ 石蜡包埋机(美国 Ｔｈｅｒｍｏ)ꎻＭＩＣＲＯＭ ＨＭ
３４０Ｅ 石蜡切片机(美国 Ｔｈｅｒｍｏ)ꎻＢＸ ５１ 显微镜(日
本 ＯＬＹＭＰＵＳ)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 糖尿病肾病模型小鼠制备及分组

　 　 小鼠适应性喂养 ７ ｄ 后随机分为 ３ 组ꎬ即普通

饲料喂养组(对照组) １２ 只ꎬ高脂高糖饲料喂养＋
ＳＴＺ 单次大剂量组 １８ 只ꎬ高脂高糖饲料喂养＋ＳＴＺ
多次小剂量组 １８ 只ꎮ ＳＴＺ 造模组喂养高脂饲料

４ 周后ꎬ小鼠禁食不禁水 １２ ｈꎬ随后对照组小鼠腹腔

注射等体积柠檬酸缓冲液ꎻ多次小剂量组连续 ４ ｄ
腹腔注射 ＳＴＺ ５０ ｍｇ / ｋｇꎬ单次大剂量组腹腔注射

ＳＴＺ １５０ ｍｇ / ｋｇ 一次ꎬＳＴＺ 注射 ２ ｈ 后给小鼠进食以

防止低血糖ꎮ 整个实验期间ꎬＳＴＺ 造模组小鼠均采

用高脂高糖饲料喂养ꎮ 实验期间ꎬ按照动物实验的

３Ｒ 原则给予实验动物人道主义关怀ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 标本采集及检测　
　 　 注射 ＳＴＺ 前及注射 ＳＴＺ 后 ２、４、６、８、１０ 周测量

并记录小鼠体重及饮水量ꎻ注射 ＳＴＺ 前及注射 ＳＴＺ
后 ２、４、６、８、１０ 周各组小鼠禁食 １２ ｈ 后采取剪尾法

测量空腹血糖ꎻ注射 ＳＴＺ 后 ２、６、１０ 周各组小鼠入代

谢笼收集 ２４ ｈ 尿液ꎬ采用考马斯亮蓝法测定 ２４ ｈ 尿

４１１ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



蛋白含量ꎻ注射 ＳＴＺ 后第 １０ 周各组小鼠眼眶取血ꎬ
２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心取上清ꎬ用全自动生化分析仪检测

血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ、Ｓｃｒ 及 ＢＵＮꎬ其中 Ｓｃｒ 采用苦味酸

法ꎬＢＵＮ 采用脲酶法ꎻ小鼠处死后迅速剥离双肾ꎬ生
理盐水清洗ꎬ滤纸吸干ꎬ剥离外包膜后称双肾重量ꎬ
采用公式:肾脏指数 ＝ ｍ１ / ｍ２×１００％(ｍ１ 为小鼠双

肾总重量ꎻｍ２ 为小鼠的体重)ꎻ将肾置于 １０％ 中性

福尔马林中固定 ２４ ｈꎬ常规脱水、石蜡包埋并切片ꎬ
石蜡切片梯度脱蜡至水ꎬ蒸馏水洗 ２ ｍｉｎꎬ过碘酸溶

液氧化 １０ ｍｉｎꎬ流水洗 １０ ｍｉｎꎬ希夫(Ｓｃｈｉｆｆ)试剂染

色 １０ ｍｉｎꎬ流水洗 ５ ｍｉｎꎬ苏木精染核 ２ ｍｉｎꎬ流水冲

洗 １０ ｍｉｎꎬ常规脱水、透明、封片、拍照ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 各组数据均采用平均数±标准误(􀭰ｘ±ｓ􀭰ｘ)表示ꎬ
采用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 软件进行数据分析ꎬ组间

比较采用 ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 和 Ｄｕｎｃａｎｔｅｓｔ 检验方法ꎬ
其中 Ｐ<０􀆰 ０５ 表示差异显著ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 状态观察

　 　 注射 ＳＴＺ 后ꎬ给予小鼠充足饲料及饮水ꎬ隔天

更换垫料以保持环境清洁ꎮ ＳＴＺ 注射 ７２ ｈ 后ꎬ单次

大剂量注射组及多次小剂量注射组小鼠均出现多

饮、多食、多尿情况ꎮ ＳＴＺ 注射后第 ４ 周和第 ５ 周ꎬ
单次大剂量组小鼠均死亡 １ 只ꎮ 到实验结束时ꎬ单
次大剂量组共死亡小鼠 ２ 只ꎬ而对照组和多次小剂

量组无小鼠死亡ꎮ
２􀆰 ２　 小鼠体重变化　
　 　 实验期间ꎬ单次大剂量组小鼠体重缓慢增加ꎬ
而多次小剂量组小鼠体重出现负增长 ꎬ注射 ＳＴＺ １０
周后多次小剂量组小鼠体重显著低于对照组和单

次大剂量组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见图 １ꎮ
２􀆰 ３　 小鼠空腹血糖变化　
　 　 注射 ＳＴＺ 后ꎬ单次大剂量组空腹血糖迅速升

高ꎬ在第 ４ 周达到峰值ꎬ且显著高于阴对照组及多次

小剂量组(Ｐ<０􀆰 ００１ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎬ但此后呈逐渐降低

的趋势ꎻ多次小剂量组空腹血糖持续升高并保持稳

定在较高水平至实验结束ꎬ在注射 ＳＴＺ 后的第 ８ ~
１０ 周ꎬ多次小剂量组空腹血糖显著高于单次大剂量

组(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ见图 ２ꎮ
２􀆰 ４　 小鼠饮水量变化

　 　 注射 ＳＴＺ 后ꎬ单次大剂量组小鼠饮水量迅速增

加ꎬ在第 ４ 周后达到峰值ꎬ且显著高于对照组及多次

小剂量组(Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ随后有所降低ꎬ但仍

显著高于正常对照(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 注射 ＳＴＺ 后多次

小剂量组饮水量持续升高并保持稳定至实验结束ꎬ
在第 ８ ~ １０ 周时ꎬ显著高于单次大剂量组 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬ见图 ３ꎮ

注:与对照组相比ꎬ∗ Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与单次大剂量组相比ꎬ＃Ｐ
<０􀆰 ０５ꎮ

图 １　 各组小鼠建模前后体重的变化(􀭰ｘ±ｓ􀭰ｘ)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

注:与对照组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与单次大剂量组相比ꎬ＃ Ｐ<

０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 各组小鼠建模前后空腹血糖的变化(􀭰ｘ±ｓ􀭰ｘ)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

２􀆰 ５　 小鼠 ２４ ｈ 尿蛋白变化

　 　 ＳＴＺ 注射后的第 ２、６ 周ꎬ与对照组相比ꎬ单次大

剂量组和多次小剂量组的 ２４ ｈ 尿蛋白含量显著升

高ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ但造模组之间

差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 第 １０ 周时ꎬ单次大

剂量组 ２４ ｈ 尿蛋白有所降低ꎬ且显著低于多次小剂

量组(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ见图 ４ꎮ
２􀆰 ６　 各组小鼠血清 ＴＣ、ＴＧ 及 ＬＤＬ 比较　
　 　 ＳＴＺ 注射 １０ 周后ꎬ与正常对照组比较ꎬ多次小

剂量组血清 ＴＣ、ＴＧ 及 ＬＤＬ 水平均显著升高ꎬ差异
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有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 相较对照组ꎬ单次大剂

量组血清 ＴＣ 及 ＬＤＬ 水平显著升高ꎬ差异有统计学

意义(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ两组间 ＴＧ 水平无显著性差异(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎮ 多次小剂量组血清 ＴＧ 水平显著高于单次

大剂量组(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ见表 １ꎮ
２􀆰 ７　 各组小鼠血清肾功能及肾脏指数比较　
　 　 ＳＴＺ 注射 １０ 周后ꎬ与正常对照组相比ꎬ多次小

剂量组血清尿素氮、血清肌酐及肾脏指数显著升高

(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 与正常对照组相比ꎬ单次大剂量组血

清尿素氮及肾脏指数显著升高 ( Ｐ < ０􀆰 ００１ꎬ Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ血清肌酐无显著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 多次小

剂量组血清肌酐及肾脏指数显著高于单次大剂量

组(Ｐ<０􀆰 ００１ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬ见表 ２ꎮ

注:与对照组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与单次大剂量组相

比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ３　 各组小鼠 ２４ ｈ 饮水量的变化(􀭰ｘ±ｓ􀭰ｘ)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｉｎｔａｋｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 １　 各组小鼠血清 ＴＣ、ＴＧ 及 ＬＤＬ 水平比较(􀭰ｘ±ｓ􀭰ｘ)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＣꎬ ＴＧ ａｎｄ ＬＤＬ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ

甘油三酯
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＴＧ

胆固醇
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＴＣ

低密度脂蛋白
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＬＤＬ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ １２ ３􀆰 ５４±０􀆰 ０８ １􀆰 １２±０􀆰 ０６ １􀆰 ２５±０􀆰 ０４

多次小剂量组
Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ １８ ６􀆰 ８６±０􀆰 ３８∗∗∗ ２􀆰 ０４±０􀆰 ２５∗∗∗＃＃＃ ２􀆰 ６３±０􀆰 １４∗∗∗

单次大剂量组
Ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ １６ ６􀆰 ２５±０􀆰 ４３∗∗∗ １􀆰 ２９±０􀆰 １５ ２􀆰 ２９±０􀆰 １５∗∗∗

注:与对照组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与单次大剂量组相比ꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１.

２􀆰 ８　 各组小鼠肾病理的变化　
　 　 为检测小鼠肾中的还原糖水平ꎬ对各组小鼠的

肾进行 ＰＡＳ 染色ꎮ 与对照组相比ꎬ两种剂量组小鼠

肾小球系膜细胞增生ꎬ系膜基质增多ꎬ且肾小球着

色明显增多ꎬ还原糖水平显著高于对照组 ( Ｐ <
０􀆰 ００１)ꎮ 两种剂量组比较ꎬ发现多次小剂量组还原

糖的累积显著高于单次大剂量组(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ表明

多次小剂量组肾小球损伤更为显著ꎬ见图 ５ꎮ

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与单次大剂量组相

比ꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ４　 各组小鼠 ２４ ｈ 尿蛋白的变化(􀭰ｘ±ｓ􀭰ｘ)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ２４ ｈ ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ２　 各组小鼠肾功能及肾脏指数比较(􀭰ｘ±ｓ􀭰ｘ)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｏｎ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ

ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ

血清尿素氮
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＢＵＮ

血清肌酐
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

Ｓｃｒ

肾脏指数
(％)
ＫＩ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ １２ ２１􀆰 １９± ０􀆰 ８５ １９􀆰 ９５±３􀆰 ０１ １􀆰 ２０±０􀆰 ０４

多次小剂量组
Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ １８ ２９􀆰 ４３±０􀆰 ９１∗∗∗ ７７􀆰 ５１±１３􀆰 ８４∗∗∗＃＃＃ １􀆰 ６９±０􀆰 １８∗∗∗＃＃

单次大剂量组
Ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ １６ ２７􀆰 ３７±１􀆰 ３０∗∗∗ ３１􀆰 ８０±６􀆰 ２５ １􀆰 ４２±０􀆰 ０４∗

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎻ与单次大剂量组相比ꎬ
＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１.

３　 讨论

　 　 目前 ＤＮ 动物模型的建立方法主要分为自发性

模型[７]和诱发性模型[８]ꎮ 自发性 ＤＮ 模型由于其存

在遗传因素作用ꎬ糖尿病肾病的产生与临床患者更

为相似ꎬ但是相较于普通诱导鼠类模型的获得渠道

更为狭窄ꎬ价格较高ꎬ制约了其在 ＤＮ 研究中的广泛

使用ꎮ 诱发性 ＤＮ 模型采用腹腔或尾静脉注射一定

剂量 ＳＴＺꎬ从而特异性损伤胰岛 β 细胞[９]ꎬ使胰岛素

分泌不足ꎬ模拟糖尿病的发生ꎬ在此基础上继续喂

养 ４ ~ ８ 周ꎬ可出现 ＤＮ 早期症状ꎮ 脂代谢紊乱是
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注:Ａ:对照组ꎻＢ:ＳＴＺ 多次小剂量组ꎻＣ:ＳＴＺ 单次大剂量组ꎻＤ:肾小球胶原面积百分比统计ꎮ 与对照组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与单次大剂量组

相比ꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ５　 各组小鼠肾形态变化(ＰＡＳ)
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

ＤＮ 重要危险因素之一ꎬ芝敏等[１０] 比较不同饮食结

构建立 ２ 型糖尿病肾病大鼠模型时发现ꎬ高糖高脂

可导致糖尿病肾病大鼠更为明显的高血压和更加

严重的微量白蛋白尿ꎬ且易导致肾小球硬化ꎬ病理

损害相对较重ꎮ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠是有腹部肥胖和 ２
型糖尿病基因倾向的近交系小鼠ꎬ具有 ｏｂ / ｏｂ 遗传

背景ꎬ对脂肪诱导血糖升高较敏感[１１－１２]ꎮ 因此ꎬ本
研究以 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠作为研究对象ꎬ首先利用高

糖高脂饮食诱导出胰岛素抵抗ꎬ然后注射 ＳＴＺ 引起

β 细胞受损并诱发形成糖尿病模型ꎬ在此基础上继

续喂养高脂高糖饲料ꎬ大大缩短了 ＤＮ 的造模时间ꎮ
已有研究表明 ＳＴＺ 的剂量与胰岛的损伤程度呈明

显的正相关[１３－１４]ꎬＳＴＺ 剂量过大则小鼠易死亡[１５]ꎬ
剂量过小则成模率低[１６]ꎮ 本研究选择１５０ ｍｇ / ｋｇ、
５０ ｍｇ / ｋｇ ＳＴＺ 分别进行单次大剂量腹腔注射及多

次连续小剂量腹腔注射建立 ＤＮ 模型ꎮ 结果显示两

种处理方式均能使模型组小鼠出现尿量增多、饮水

量增多ꎬ体重下降等糖尿病症状ꎮ 单次大剂量组和

多次小剂量组在 ＳＴＺ 注射后的第 ４ 周空腹血糖分别

为 ２０􀆰 ５４ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 １５􀆰 ６４ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ１０ 周时血糖分

别为 １３􀆰 ７５ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 １８􀆰 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ 这些结果说

明单次大剂量 ＳＴＺ 注射可使小鼠的血糖水平快速

升高ꎬ但稳定性较差ꎬ随着实验的进行ꎬ血糖水平会

有所恢复ꎻ而多次小剂量 ＳＴＺ 注射组小鼠的血糖水

平升高缓慢ꎬ但持续上升ꎬ并一直维持在较高水平ꎮ
蛋白尿的出现是肾受累的明显特征ꎬ表明了糖

尿病的并发症—糖尿病肾病的产生[１７]ꎮ 实验中ꎬ对
小鼠 ２４ ｈ 尿蛋白量进行动态监测发现ꎬ注射 ＳＴＺ
后ꎬ单次大剂量组 ２４ ｈ 尿蛋白持续上升至第 ６ 周后

开始下降ꎬ而多次小剂量组小鼠尿蛋白持续升高ꎬ
在第 １０ 周多次小剂量组 ２４ ｈ 尿蛋白显著高于单次

大剂量组ꎮ 造模 １０ 周后ꎬ多次小剂量组血清肌酐水

平及肾脏指数均高于单次大剂量组ꎬ表明多次小剂

量组小鼠肾功能损伤更为显著ꎮ 基质增生和间质

纤维化是糖尿病肾病进展的主要病理特征[１８]ꎮ 肾

ＰＡＳ 染色显示ꎬ单次大剂量组肾小球系膜轻度增

生ꎬ细胞外基质增多ꎬ改变不够典型ꎬ而多次小剂量

组组肾已出现典型病理改变: 系膜区明显扩张甚至

７１１中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



弥漫性系膜硬化、系膜细胞增生及细胞外基质显著

增多ꎬ肾小球、肾小管基底膜增厚ꎮ 根据 Ｍｏｇｅｎｓｅｎ
对 ＤＮ 分期标准[１９]ꎬ单次大剂量组小鼠至少到达

ＤＮ 的Ⅱ期ꎬ多次小剂量组小鼠达 ＤＮ 的Ⅲ期ꎮ 上述

结果表明ꎬ相比于单次大剂量注射 ＳＴＺꎬ多次小剂量

注射 ＳＴＺ 对 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠造成的肾损伤更为

明显ꎮ
综上所述ꎬ实验结果表明单次大剂量和多次小

剂量注射 ＳＴＺ 的方法均能诱发 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠 ＤＮꎮ
单次大剂量注射与多次小剂量注射方法相比ꎬ操作

简单ꎬ用药量小ꎬ但对小鼠的毒性较大ꎬ死亡率较

高ꎬ成模率较低ꎬ血糖水平波动幅度大ꎬ有些小鼠可

逐渐恢复至正常血糖水平ꎮ 多次小剂量连续注射

ＳＴＺ 联合高糖高脂饮食ꎬ小鼠死亡率低ꎬ血糖稳定ꎬ
肾病理改变典型ꎬ是理想的 ＤＮ 造模方法ꎮ
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新型冠状病毒肺炎疫情期间医院人力资源
应急管理策略

汪家琪１ꎬ刘延峥２ꎬ刘雅琪３ꎬ连雪洪１∗

(１.山东大学齐鲁医院院长办公室ꎬ济南　 ２５００１２ꎻ２.山东大学齐鲁医院科研处ꎬ济南　 ２５００１２ꎻ
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　 　 【摘要】 　 新型冠状病毒肺炎疫情期间ꎬ医疗卫生机构卫生人力资源调配面临重大考验ꎮ 医院一方面要承担

突发事件导致的病人医疗救治和现场救援ꎬ另一方面还要筑起严密防线ꎬ确保病毒不在医疗机构内传播ꎬ实现“零
感染”ꎬ同时安全有序开展好日常医疗服务工作ꎮ 医院人力资源是疫情防控和医疗服务的主力军ꎮ 本研究旨在总

结综合性公立医院在新型冠状病毒肺炎疫情流行期间采取的人力资源应急管理策略和成效ꎬ以期为其他医院应对

突发公共卫生事件提供借鉴ꎮ
【关键词】 　 新型冠状病毒肺炎ꎻ突发公共卫生事件ꎻ卫生应急ꎻ医院管理ꎻ卫生人力资源
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　 　 突如其来的新型冠状病毒肺炎疫情 ( Ｃｏｒｏｎａ
Ｖｉｒｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅ ２０１９ꎬ ＣＯＶＩＤ￣１９) (以下简称新冠肺

炎)ꎬ让医疗卫生机构卫生人力资源调配面临重大

考验ꎮ 医疗卫生机构不仅要对突发公共卫生事件

中的人员提供医疗救护和现场救援ꎬ还要加强院内

感染防控ꎬ防止病毒传播ꎬ同时兼顾急危重症患者

就诊需求ꎮ 人力资源是医院的第一资源和战略性

资源ꎬ如何最大限度地发挥人力资源价值ꎬ确保支

援救治和院内防控同时进行ꎬ是打赢疫情防控阻击

战的重要前提ꎮ 因此ꎬ建立医院应急响应机制ꎬ合
理配置卫生人力资源ꎬ同时加强医务人员防护ꎬ避
免病毒在院内传播ꎬ对战胜疫情具有重要意义ꎮ 作

为国家医疗服务的主体ꎬ公立医院既要全力做好医

疗救治支援工作ꎬ又要守好医院感染防控的关口ꎬ
同时安全有序做好医疗服务工作ꎮ 本研究以某大

型三甲公立医院为例ꎬ总结医院在疫情防控期间采

取的卫生人力资源应急管理措施和成效ꎬ以期为其

他综合性医院管理层部署可及的人力资源ꎬ充分应

对严峻复杂的突发公共卫生事件提供借鉴ꎬ具体

如下ꎮ

１　 人力资源应急管理策略

　 　 疫情发生后ꎬ医院成立防控指挥部ꎬ全面加强

对疫情防控的集中统一领导ꎮ 经过前期人员摸排

整合ꎬ统筹全院人力资源ꎬ打破部门(科室)界限和

壁垒ꎬ坚持全院一盘棋ꎬ根据工作需要和形势变化

调整人力配置ꎬ全院统筹、分类使用、灵活机动、适
时调整ꎬ从人员排查、组派援鄂医疗队、专家指导、
防护知识培训和后勤保障等方面确保疫情防控和

医疗服务工作顺利进行ꎬ实现人力资源最优配置和

效用最大化ꎮ
１􀆰 １　 建立分工明确ꎬ责任到人的联防联控工作体系

１􀆰 １􀆰 １　 组建疫情防控管理团队ꎬ分工定责

　 　 医院第一时间成立全方位、立体化联防联控体

系ꎮ 首先成立疫情防控工作领导小组ꎬ为加大组织

力度ꎬ成立党政主要负责人为总指挥、其他班子成

员为副总指挥的新冠肺炎防控指挥部ꎬ负责部署医

院的疫情防控和医疗救治工作ꎬ根据需要随时召开

工作会议ꎮ 建立医院应急指挥系统可以有效降低

低效决策风险ꎬ提高高效决策收益[１]ꎬ并在 ２００３ 年

防治严重急性呼吸综合征( ＳＡＲＳ) 实践中证明有

效[２]ꎮ 根据院区布局划分督查片区ꎬ由指挥部成员

组成片区督查组ꎬ视疫情形势定期或不定期现场检

查疫情防控和医疗服务情况ꎬ及时发现、解决相关

问题ꎻ按照疫情防控需要及工作职责设置综合协

调、医疗护理、物资供应、后勤保障、宣传报道、安全

保卫、督查督办等工作组ꎬ及时处理疫情防控相关

工作ꎮ 片区督查组和工作组形成每日处理、定期汇

报工作机制ꎮ 指挥部下设办公室ꎬ抽调医院感染管

理处、医务处、党委办公室、院长办公室、宣传部等

部门人员组成ꎬ负责疫情防控工作动态发布ꎬ医院

人员及亲属情况(体温、行程动态等)收集上报ꎬ统
筹向各片区和工作组传达部署并督导落实指挥部

有关工作要求ꎮ 由此形成横向到边、纵向到底、全
面覆盖、不留死角的联防联控工作机制[３]ꎮ 通过推

进实施“责任片区＋工作小组”全方位立体化联防联

控体系ꎬ医院实现了院区防控“零疏漏”、医务人员

“零感染”ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 “三道防线”人员各司其职ꎬ层层筛查入院

人群　
　 　 整合多部门力量形成专班ꎬ对院外院内人员进

行地毯式排查ꎬ动态掌握相关人员情况变化ꎮ 与

“三圈层”管控模式相似[４]ꎬ医院设置预检分诊“三
道防线”ꎬ每道防线均安排人员负责筛查ꎮ 第一道

防线为门急诊预检分诊、各楼宇入口监测点和发热

门诊由“预检分诊护士＋保安＋行政支援人员”组成

的工作组ꎬ负责指导患者及其家属填写新冠肺炎防

控告知书、核验身份和体温检测ꎻ第二道防线为各

诊室(区)设置的护士站分诊台ꎬ再次测量体温和询

问流行病学史ꎬ若发现患者需要去发热门诊ꎬ护士

做好相关信息登记ꎬ送至发热门诊就诊ꎻ第三道防

线为诊室的接诊医师ꎬ第三次询问患者的流行病学

史ꎬ如果有异常要求患者返回护士站分诊台ꎬ若患

者需要去发热门诊就诊ꎬ安排护士站人员送至发热

门诊就诊ꎮ 各防线工作人员均严格执行手卫生ꎬ穿
戴相应级别的防护设备ꎮ 督导落实疫情防控科主

任负责制ꎬ制定执行«新冠肺炎疫情期间入院患者

审核书»ꎬ关口前移、层层审核ꎬ严把患者及其家属、
陪护人员、护工健康监测和排查关ꎮ

在院区入口处和楼宇加强门岗和值班管理ꎬ逐
一对来院人员核对身份、测量体温、信息登记ꎬ监督

佩戴口罩ꎮ 保卫部门禁止体温超过 ３７℃者、未佩戴

口罩者、快递员、外卖员进入各楼宇ꎮ 同时ꎬ成立疫

情排查专班每日对院内职工等进行排查ꎮ “三道防

线”有效实现了医院统筹做好疫情防控和医疗服务

工作ꎬ在省内医疗机构中率先实现“复工复产”ꎬ开

０２１ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



创了疫情防控常态化下医院发展新局面ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 实施全院动员ꎬ统筹省外支援和省内帮扶两

个“战场”
　 　 (１)组建援鄂抗疫医护预备队ꎬ加强援鄂一线

救治工作　
坚持全院一盘棋ꎬ联防联控、人人参与ꎮ 加强

疫情防控工作动员ꎬ营造全员参与、群防群治的浓

厚氛围ꎮ 医院从数千份集体和个人请战书中遴选

出专业技术过硬、身心素质强的医护人员组建预备

队ꎬ随时做好奔赴一线参与救治或轮替的准备ꎮ 医

疗队应在研判疫情可能扩大前组建ꎬ做到“宁可备

而不用ꎬ不可用而不备” [５]ꎮ 医院坚决贯彻落实习

近平总书记“生命重于泰山、疫情就是命令、防控就

是责任”重要指示批示精神ꎬ先后派出四批 １５０ 名

援鄂医疗队队员(医师 ３４ 名ꎬ护理人员 １１６ 名)逆

行出征、驰援湖北ꎮ 援鄂医疗队全力开展危重症患

者救治工作ꎬ充分利用医疗队多学科协作优势(涉
及肝病科、感染性疾病科、呼吸与危重症医学科、急
诊科、麻醉科、全科医学科、中医科、重症医学科、护
理等)ꎬ综合运用气管插管、俯卧位通气、营养支持、
心理疗法等治疗方法ꎬ对危重症患者实行“一对一

医生责任制”ꎬ指导诊治高龄、合并多种慢性病患者

取得良好效果ꎮ 共救治患者 ７５１ 人(其中重症、危
重症患者共计 １６４ 人)ꎬ治愈率、好转率等医疗指标

均达到预期效果ꎬ实现了感染率为零的目标ꎮ 为充

分了解医院支援湖北医疗队医护人员情况ꎬ做好后

勤保障ꎬ医院设置一名熟悉临床业务、工作经验丰

富、办事能力强、身体健康的援鄂医疗队专职联络

员ꎬ负责与医疗队沟通联络ꎬ及时了解医疗队的工

作情况ꎬ如工作量、困难和需求、人员健康状况等ꎬ
及时向指挥部报告ꎻ配合医务处、供应处做好医疗

队的防护和生活物资配备情况等ꎮ 制定联络员制

度有利于共享前方信息ꎬ切实做好后方保障作用ꎮ
(２)调集多学科专家ꎬ指导帮扶新冠肺炎患者

抢救　
专家在疫情防控中具有关键性的支撑作用[６]ꎮ

疫情防控期间ꎬ充分发挥专家对地方和定点救治医

院的专业支撑和智力支持作用ꎬ提升各地疫情防控

和诊治能力水平ꎮ 医院成立救治专家组ꎬ由呼吸

科、重症医学科、感染性疾病科、急诊科等重点科室

副高及以上职称医师组成ꎬ呼吸科主任任组长ꎬ在
医疗组领导下负责诊疗指南解读培训、制定诊疗方

案、疑似患者诊治等ꎮ 同时ꎬ医院继续开展对全省

和各地市的技术指导和医疗救治工作ꎬ派出重症医

学科、呼吸内科等专家ꎬ或联合其他医疗机构的专

家组成专家督导组ꎬ赴省内多家集中救治定点医院

开展新冠肺炎患者救治工作ꎬ负责综合查房、组织

会诊、诊疗指导等ꎮ 现场会诊治疗新冠肺炎确诊、
疑似患者 ７０ 余人次ꎬ开展远程会诊 ５０ 余次ꎮ
１􀆰 ２　 基于全院工作量ꎬ集中调配人力

１􀆰 ２􀆰 １　 组建应急管理梯队ꎬ保障一线人力资源充

足　
　 　 疫情期间ꎬ防控是医院第一要务ꎮ 医院坚持疫

情防控全院一盘棋ꎬ行政职能部门围绕临床一线主

动跟进服务ꎬ协调联动ꎬ密切联系ꎮ 在保证完成本

部门日常工作前提下ꎬ行政职能部门选派本部门符

合条件人员组建支援临床一线工作队ꎬ协同保卫

处、相关诊室(区)形成“预检分诊护士＋保安＋行政

协调人员”工作组ꎬ人事部门负责明确工作职责ꎬ制
定排班表ꎬ统筹安排出勤时间和地点ꎮ 工作队对医

院各监测点进入人员做到体温必测、流行病史必

问、身份证件必查ꎮ 随着医院逐步有序恢复医疗服

务ꎬ面对可能出现的就诊高峰ꎬ避免支援预备队队

员过度劳累ꎬ医院迅速整合工作队ꎬ分批分组轮换

值守ꎬ直至疫情结束ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 依托健全的基层党组织ꎬ建立人员排查专

班　
　 　 疫情之初ꎬ医院迅速成立人员排查专班ꎬ对全

院人员实行网格化、全覆盖管理ꎮ 在“防控指挥部

(人员排查专班)—党总支—党支部(部门、科室)”
三级防控体系下ꎬ加强对本院职工及家属、规培人

员、外协服务人员、进修人员、学生等的筛查和动态

监测ꎬ信息每日逐级上报ꎬ责任层层压实ꎬ专班负责

汇总各类人群排查信息ꎬ提交医院指挥部审阅ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 保证科室人员正常运转ꎬ提前谋划恢复医疗

后的工作　
　 　 坚持主动报名和统一调度相结合ꎬ发挥医生的

自主性和团队精神ꎬ调集内科及相关科室医生至呼

吸内科、重症医学科等协助开展工作ꎮ 根据不同地

区疫情风险等级情况ꎬ安排低风险地区的进修医生

分批次、有序返回科室ꎮ 调配住院医师规培学员援

助承担援鄂任务的科室ꎬ援助时间计为有效轮转时

间ꎬ既能保证科室人力资源的充足ꎬ又能达到规培

学员的轮转要求ꎮ 疫情期间ꎬ发热门诊等科室就诊

量较大ꎬ可借鉴急诊医学专业模式ꎬ即急诊医生经

过临床专业训练ꎬ可以接诊各专科的急危重症病
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人[７]ꎮ 合理的护理人员配置是做好疫情防控工作

的重要前提[８]ꎮ 援鄂期间ꎬ医院重症医学科等科室

派出支援一线的医护人员较多ꎬ造成科室护士短

缺ꎬ为缓解科室人力资源不足ꎬ及时协调相关科室

人员支援ꎬ保证科室工作正常运行ꎮ 精准测算恢复

正常收治病人后各护理单元人力资源情况ꎬ并做好

应急预案ꎮ
１􀆰 ３　 全方位多层次培训ꎬ增强防护意识

１􀆰 ３􀆰 １　 多措并举ꎬ开展基于岗位特点的分类培训　
　 　 以疫情防控为目标导向ꎬ制定人力资源基础培

训和差异化培训方案ꎬ切实提高培训质量ꎮ 编写新

冠肺炎防控应知应会学习材料供全员进行基础培

训ꎬ内容涵盖组织架构、工作流程、人员排查、院感

防控等ꎬ明确医院疫情防控的工作要求与路径ꎮ 根

据岗位职责ꎬ医院人员进行差异化培训:针对管理

人员ꎬ重点培训传染病防治法等法律法规、技术指

南及各项管理制度等[９]ꎻ针对医务人员ꎬ重点讲解

开展职业防护、清洁消毒、疑似患者处置和接诊就

诊等ꎻ针对后勤保障、外协服务等人员ꎬ重点讲解清

洁消毒、医疗废物和织物管理等ꎻ针对核酸检测实

验室人员ꎬ进行专门的院感防控、生物安全防护培

训ꎬ其中生物安全防护措施尤其关键[１０]ꎻ针对医疗

废物转运人员ꎬ培训疑似新冠肺炎患者医疗废物处

置流程ꎻ对呼吸科等重点科室和重点人群开展专项

培训ꎬ及时掌握新冠肺炎的防控知识和技能ꎮ 未来

应重点加强对呼吸科、发热门诊、传染病科等之外

科室人员的院内感染防护培训[１１]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 分级培训ꎬ培训内容及时更新　
　 　 为把好疫情防控的第一道关口ꎬ医院对医院感

染专职人员(科主任、院感医生、院感护士)首先进

行新冠病毒肺炎防控知识小班培训ꎮ 行政后勤部

门和临床医技科室以本部门、科室为单位ꎬ采取分

组式、分批次集中学习和自主学习ꎮ 培训后ꎬ对全

员进行线上考核ꎬ做到全员知晓、全员执行ꎮ 随着

新型冠状病毒肺炎诊疗方案版本的更新ꎬ指挥部办

公室与时俱进ꎬ及时组织专家和成员培训学习ꎬ并
再要求各部门、科室自学ꎮ 为减少人员聚集ꎬ医院

将培训内容制作成短视频、口诀、幻灯片、指南、流
程图等形式发布在医院内网ꎬ通过微信公众号、短
信平台、官网发布手卫生、防护用品选择等防护知

识ꎮ 通过线上线下相结合形式ꎬ在全院范围内组织

培训上百场ꎬ累计培训达 １０ 万人次ꎮ 通过全覆盖、
高频率、抓重点的培训ꎬ医院各级各类人员有效掌

握疫情防控相关知识和技能ꎬ并能有效运用于各自

岗位ꎬ为医院筑牢疫情防控战线打下坚实基础ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 统筹加强前方医疗队和后方预备队防护知

识培训　
　 　 ＳＡＲＳ 期间ꎬ病房护理人员的心理压力主要来

自对特殊工作环境的不熟悉、特殊防护的不适和不

便、与家人长期分离、对因密切接触而被感染的恐

惧、长期面对重症患者等的焦虑、恐惧等[１２]ꎮ 针对

援鄂医护人员穿着防护装备后出现不适的问题ꎬ整
理应对方法并推送给前方人员ꎬ并将其纳入援鄂预

备队员培训内容ꎮ 援鄂医疗队在正式进驻病区救

治病人前ꎬ对所有护理人员进行多轮系统化护理岗

前培训ꎬ确保真正掌握新冠肺炎临床护理的要点ꎮ
可以为医疗队配备一名精神心理科医师[１３]ꎬ建立

“医护人员身体不适上报就医流程” [１４]ꎬ帮助开展

医护人员的心理危机干预ꎬ减轻疫情所致的心理

伤害ꎮ
医院积极组建援鄂医疗预备队ꎬ围绕重症新冠

肺炎诊治要点、防护用品穿脱、院感防控知识、消毒

剂正确使用、心理危机干预方法和入住酒店时注意

事项等内容ꎬ分批进行集中专题培训ꎮ 医疗队驻地

的感染防控既是避免交叉感染的重要措施之一ꎬ也
是确保医疗队队员平安凯旋的重要保障[１５]ꎮ 另外ꎬ
护理部分批次组织护理预备队员在重症医学科进

行为期一周的临床实践技能培训ꎬ在带教老师指导

下ꎬ学习呼吸机使用、高流量吸氧机的使用、气道管

理等重症患者监护及相关设备操作使用ꎬ同时学习

援鄂人员的工作经验和建议ꎮ 研究表明增加医护

人员模拟训练考核有助于其尽快掌握防护用品使

用技能ꎬ降低感染风险[１６]ꎮ 根据前线医疗队工作情

况及时更新培训内容ꎬ总结出一套实用有效的新冠

肺炎防控和诊治经验ꎬ形成疫情防控整体方案、援
鄂医疗队医护工作手册等资料ꎬ分享交流后在省内

产生一定影响力ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 加强个人防护ꎬ避免交叉感染　
　 　 医务人员按照标准预防和额外预防的原则ꎬ正
确选择和使用防护用品ꎮ 世界卫生组织建议所有

医护人员在治疗、护理 ＣＯＶＩＤ￣１９ 疑似和确诊患者

时应始终采取标准预防措施ꎬ同时还要采取接触预

防和飞沫预防措施[１７]ꎮ 根据工作场所和工作内容

不同ꎬ采取不同的分级防护措施[１８]ꎮ 发布不同岗位

医务人员个人防护用品选用和穿戴顺序图表ꎬ医用

外科口罩、医用防护口罩、护目镜和防护面屏使用
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范围ꎬ制定全院人员上下班途中、入室办公、参加会

议和急诊科、感染性疾病科、医技科室及普通病区

医务人员院感防护措施ꎬ隔离区防护用品穿脱流

程ꎮ 医院定期现场督导医务人员个人防护用品配

备和使用情况ꎬ全面落实防护用品管理规定ꎮ
１􀆰 ４　 全方位做好后勤保障工作ꎬ提供充足的社会

支持

１􀆰 ４􀆰 １　 关心援鄂医护人员ꎬ加强心理疏导和物资保障

　 　 援鄂医疗队救治任务繁重ꎬ使得护理人员往往

存在焦虑、恐惧等心理应激反应[１９]ꎬ尤其是已生育

的、非感染专业的心理压力更大[２０]ꎮ 同时长期穿戴

防护服等用品ꎬ出现器械相关压力性损伤[２１]ꎮ 高度

重视援鄂人员心理健康ꎬ重点关注女性和缺乏应急

救援经历的护理人员[２２]ꎬ要求护士长每日与前线护

士保持沟通ꎻ护理心理学术组成员建立了心理咨询

热线ꎬ与前线及时对接ꎮ 多方筹措防控物资ꎬ严格

落实防护物资统一调配ꎬ重点保障前线医疗队需求ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 建立后勤保障机制ꎬ解除后顾之忧

　 　 为使前线医护人员安心投入工作ꎬ解除后顾之

忧ꎬ坚持“动作快、方法准、多层次、多维度”总方针ꎬ
建立健全医疗队员家属“点对点、一对一”联络服务

机制ꎬ从防护用品、生活用品、心理辅导、人文关怀

等方面有针对性地做好援鄂家庭的后勤保障工作ꎮ
自医疗队派出后ꎬ医院党委、工会和各基层组织第

一时间视频连线慰问抗疫医疗队ꎬ通过走访慰问、
电话联系、邮寄慰问品、发信函等方式ꎬ解决前线医

疗队队员家庭的困难ꎬ提供包括子女学习、送货上

门、照顾老人、疾病咨询等全方位服务ꎮ 积极落实

发放援鄂医疗队员临时性工作补助等措施ꎬ加强先

进人物和典型事迹的发掘宣传ꎬ营造尊医重卫的良

好氛围[２３]ꎮ 提前联系医院附近酒店ꎬ作为医疗队返

回后休息隔离点使用ꎮ 同时ꎬ多次慰问医院防控一

线的发热门诊、门急诊预检分诊、行政部门支援临

床一线等职工ꎬ加强人文关怀ꎬ保障全身心投入战

“疫”ꎮ 医院和社会的全力支持为抗疫医务人员解

除后顾之忧ꎬ为圆满完成援鄂医疗救治任务、做好

疫情防控和医疗服务工作提供有力保障ꎮ 此外ꎬ医
院在后勤保障工作方面多措并举ꎬ有效把好院感防

控关ꎬ筑牢疫情防控堡垒ꎮ 食堂把好职工及患者

“入口关”ꎬ保障一日三餐供应ꎬ要求分散就餐ꎬ必要

时取消堂食ꎮ 提供营养膳食ꎬ增加平价干净蔬菜专

区ꎮ 高度重视医院卫生和病毒消杀工作[２４]ꎬ每日对

全院范围进行消杀ꎬ发热门诊、食堂、电梯、各出入

口门帘和空调进出风口等重点区域加强消杀频次ꎬ
最大限度降低接触性传染的风险ꎮ

２　 小结

　 　 疫情期间ꎬ医院以功能定位和卫生服务需求为

导向ꎬ采取科学研判、提前谋划、全员参与、动态调

整的人力资源应急管理措施ꎬ优化各类人力资源配

置ꎬ激发人力资源潜能ꎬ建立实施全方位立体化联

防联控体系ꎬ有效地应对新冠肺炎疫情ꎬ实现了院

区“零感染”ꎬ保障了患者和医务人员安全ꎻ提前组

建援鄂医疗预备队ꎬ第一时间派出医疗队奔赴一

线ꎬ圆满完成援鄂医疗救治任务ꎻ动态调整调度人

力资源ꎬ逐步恢复日常医疗服务ꎬ在省内医疗机构

中率先实现“复工复产”ꎮ 总之ꎬ疫情期间ꎬ医院采

取人力资源应急管理策略ꎬ在属地防控、援鄂救治

和医疗服务方面均取得良好效果ꎮ 可以说ꎬ通过建

立突发公共卫生事件应急时期的人力资源管理模

式ꎬ对新冠肺炎防控工作顺利进行和有序开展医疗

服务已经起到并将持续发挥重要作用ꎮ
目前国内国外防控形势依然复杂严峻ꎬ境外输

入病例数量明显增加ꎬ医院疫情防控压力仍然较

大ꎬ疫情防控的重点是防止周边及疫情风险区病例

输入ꎬ同时做好院区感染防控工作ꎬ在此过程中ꎬ人
力资源应急管理仍将发挥重要作用ꎮ
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　 　 酒精是一种精神活性物质ꎬ具有多种行为和神

经生物学效应ꎬ过度饮酒不仅对大脑有直接影响ꎬ
还与外伤、癫痫和中风等风险的增加有关[１]ꎮ 研究

发现ꎬ低剂量的酒精也会导致运动控制、判断和反

应时间受损[２－３]ꎮ 酒精暴露不仅破坏大脑的表观遗

传和转录过程ꎬ也损害神经再生ꎬ诱发神经炎症ꎬ例



如ꎬ酒精可调节小胶质细胞信号转导ꎬ诱导其增生、
活化、产生促炎性细胞因子[４－５]ꎮ 肠道微生物、肠道

和大脑三者间有着密切的信息交流ꎬ由此诞生微生

物￣肠￣脑轴的概念[６]ꎮ 肠道微生物可通过肠￣脑轴

影响大脑的行为和功能[７]ꎮ 有报道称ꎬ酒精中毒与

肠道微生物失调有关ꎬ肠道微生物代谢物ꎬ如胃肠

激素、短链脂肪酸、神经活性化合物前体和神经递

质等ꎬ均可影响生理和身体的正常功能[８]ꎮ 本文通

过查阅中国知网、Ｐｕｂｍｅｄ 等数据库ꎬ总结近年来微

生物￣肠￣脑轴在酒精诱导脑损伤中的研究进展ꎬ为
相关研究提供参考ꎮ

１　 微生物￣肠￣脑轴

　 　 人类肠道微生物群主要由细菌组成ꎬ其他包括

古菌、真菌、寄生虫和病毒等ꎬ其中 ９０％为厚壁菌门

和拟杆菌门ꎬ另有放线菌门、变形菌门和疣微菌门

等[９－１０]ꎮ 微生物￣肠￣脑轴是肠道菌群与大脑之间的

双向通讯通道ꎬ一方面ꎬ神经信号可影响肠道功能ꎬ
改变肠道菌群的组成ꎻ另一方面ꎬ肠道微生物群可

通过不同途径向大脑发出信号ꎬ包括免疫和迷走神

经的激活、产生微生物代谢物、多肽、神经递质和神

经调节剂[１１－１２]ꎮ 该轴的功能障碍可导致许多神经

精神类疾病ꎬ如肠易激综合征、自闭症和帕金森病

等[１３－１５]ꎮ 微生物群对自闭症、焦虑、抑郁、帕金森病

和精神分裂症的影响已在临床前和临床工作中得

到验证ꎬ成为各种脑部疾病的潜在诊断和治疗靶

点[１６]ꎮ 有研究表明ꎬ肠道微生物群组成的改变可能

导致神经免疫过程和周围炎症[１７－１８]ꎮ 酒精暴露可

增加肠道通透性ꎬ改变肠道微生物群的组成ꎬ使肠

道内的微生物进入体循环ꎬ被血液中循环的免疫细

胞或存在于靶器官的免疫细胞识别ꎬ合成促炎细胞

因子ꎮ 促炎细胞因子是肠脑交流的重要介质ꎬ可以

到达中枢神经系统ꎬ诱发与情绪、认知和饮酒行为

变化相关的神经炎症[１９]ꎮ

２　 酒精对脑影响的肠道微生物特征

　 　 酒精摄入可使肠道微生物的组成和功能发生

变化[２０]ꎮ 有报道称ꎬ在酗酒者和慢性酒精暴露的小

鼠模型中ꎬ促炎肠道微生物丰度增加ꎬ如变形杆菌ꎻ
正常共生细菌丰度减少ꎬ如拟杆菌门[２１－２２]ꎮ Ｘｕ
等[２３]研究了酒精摄入诱导肠道细菌的变化及其与

神经心理行为的相关性ꎬ发现酒精摄入可使肠道菌

群发生明显的变化ꎬ在门水平上放线菌和蓝藻菌增

加ꎻ在属水平上ꎬ安德克氏菌属(Ａｄｌｅｒｃｒｅｕｔｚｉａ ｓｐｐ.)
和苏黎世杆菌属(Ｔｕｒｉｃｉｂａｃｔｅｒ ｓｐｐ.)增加ꎻ进一步分

析表明ꎬＡｄｌｅｒｃｒｅｕｔｚｉａ ｓｐｐ.与酒精偏好呈正相关ꎬ与焦

虑样行为和前额叶皮质中脑源性神经营养因子

(ｂｒａｉｎ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＢＤＮＦ) / γ￣氨基丁酸

Ａ 受体 α１(ＧＡＢＡＡα１)的变化呈负相关ꎮ ＢＤＮＦ 能

促进运动神经元和多巴胺能神经元等的存活ꎬ增加

神经递质的合成ꎬ改变细胞膜上离子通道活性ꎬ在
学习记忆、认知功能和情绪障碍的调节中发挥重要

作用[２４]ꎮ γ￣氨基丁酸(ＧＡＢＡ)是中枢神经系统重

要的抑制性神经递质ꎬ通过与 ＧＡＢＡＡα１ 受体结合ꎬ
发挥突触后抑制作用[２５]ꎮ 以上研究提示ꎬ慢性酒精

暴露过程中的肠道菌群失调与酒精诱导的神经心

理行为和脑部 ＢＤＮＦ / ＧＡＢＡＡα１ 的表达密切相关ꎮ
Ｗａｎｇ 等[２６]通过研究肠道微生物在酒精成瘾中

的作用机制ꎬ发现酒精成瘾小鼠的肠道微生物多样

性发生显著变化ꎬ厚壁菌门及其梭菌纲丰度升高ꎬ
拟杆菌门降低ꎻ胆汁酸和次级胆汁酸水平均升高ꎬ
厚壁菌门可产生次级胆汁酸ꎬ结果提示ꎬ肠道微生

物组成的变化可能影响机体代谢ꎬ是酒精成瘾的作

用机制之一ꎻ此外ꎬ强迫饮酒组小鼠的 ５￣羟色胺(５￣
ＨＴ)水平升高ꎬ９０％的 ５￣ＨＴ 由肠嗜铬细胞、肌肠神

经元和粘膜肥大细胞在肠道中合成ꎬ是一种调节胃

肠道和其他器官系统的脑神经递质[２７]ꎬ提示肠道微

生物的改变可能调控 ５￣ＨＴ 水平ꎻ本研究显示ꎬ积极

饮酒组小鼠牛磺酸水平升高ꎬ强迫饮酒组牛磺酸水

平降低ꎬ牛磺酸能改善某些神经病理形态ꎬ缺乏牛

磺酸会减缓小脑、锥体细胞和视觉皮层的细胞分化

和迁移[２８]ꎬ这间接阐释了适度饮酒对大脑有正面积

极的作用、过量饮酒对大脑有明显的负面影响[２９]ꎮ
Ｊａｄｈａｖ 等[３０] 研究发现ꎬ在酒精成瘾大鼠模型

中ꎬ肠道微生物的变化可影响脑纹状体多巴胺受体

的表达ꎻ梭菌目、瘤胃菌科、毛螺菌科等细菌与酒精

使用障碍严重程度呈正相关ꎻ毛螺菌科 ＵＣＧ￣００６、嗜
酸球菌、沙特尔沃思菌属、球菌属ꎬ以及噬糖厌氧产

氢杆菌的丰度变化与多巴胺 ２ 受体 ｍＲＮＡ 的表达

降低有关ꎮ 有研究报道ꎬ瘤胃菌科、毛螺菌科和 α
多样性与酒精损伤的严重程度和肠道通透性改变

相关[３１]ꎮ 以上研究提示ꎬ肠道菌群的组成变化与酒

精成瘾大脑回路中的神经密切相关ꎮ 此外ꎬＰｅｔｅｒｓｏｎ
等[３２]研究乙醇蒸汽对小鼠肠道微生物群的影响ꎬ发
现另枝菌属显著增加ꎬ梭菌属 ＩＶ 和 ＸＩＶｂ、多尔氏菌

属、粪球菌属明显降低ꎮ

５２１中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



３　 酒精通过微生物￣肠￣脑轴对脑损伤影响的机制

研究进展

３􀆰 １　 免疫

　 　 越来越多的证据显示ꎬ免疫系统对大脑的发育

和功能有重要影响ꎬ神经免疫反应的改变可能导致

神经病理变化[３３]ꎮ 据报道ꎬ神经免疫系统的激活参

与酒精诱导的脑损伤过程ꎬ肠道微生物在这一过程

中发挥着关键作用ꎬ其与大脑之间交流的中断或改

变可能是许多精神障碍的重要因素[３４－３５]ꎮ 炎症反

应是人体免疫系统中保护机体的重要防线ꎬ肠道微

生物代谢物内毒素(ＬＰＳ)可激活巨噬细胞、单核细

胞、白细胞等ꎬ释放肿瘤坏死因子￣α、白细胞介素￣１
(ＩＬ￣１)、ＩＬ￣６、血小板活化因子等促炎性介质ꎬ产生

炎症级联反应[３６]ꎮ 肠道微生物及其代谢物的改变

可诱发炎症反应ꎬ并促进 ＬＰＳ 向体循环的转移ꎬ加
强脑部炎症的发展进程ꎮ
３􀆰 １􀆰 １　 炎症

　 　 酒精诱导的神经炎症在酒精依赖、抑郁症和其

他精神疾病的病理生理学中发挥重要作用[３７]ꎮ 酒

精成瘾或戒断可能会导致肠道保护性菌落减少或

致病性菌落增加ꎬ进而诱导炎症信号和细胞因子释

放的改变ꎬ促使迷走神经收缩或改变其神经保护传

入信号[２０]ꎮ Ｌｏｗｅ 等[３８] 发现ꎬ酒精的摄入改变了肠

道微生物的组成ꎬ增加了肠道通透性ꎬ促进微生物

成分进入体循环ꎬ诱发神经炎症和小肠促炎细胞因

子的表达ꎻ口服抗生素通过减少肠道细菌负荷ꎬ降
低肠道和脑部炎症小体的表达ꎬ保护机体免受酒精

引起的神经炎症反应ꎮ Ｊｉａｎｇ 等[３９] 研究发现ꎬ酒精

可诱导肠道菌群多样性和结构的变化ꎬ其影响机制

包括小胶质细胞的激活、炎性细胞因子释放、ＢＤＮＦ
蛋白表达抑制和 ＡＫＴ / ＧＳＫ３β / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路

的调控等ꎮ Ｍｏｎｎｉｇ 等[４０] 发现ꎬ在艾滋病和慢性酗

酒的情况下ꎬ肠￣脑轴的促炎紊乱可能导致神经认知

障碍ꎬ减少饮酒对降低炎症相关认知障碍和死亡率

至关重要ꎮ
３􀆰 １􀆰 ２　 内毒素

　 　 正常情况下活菌和细菌衍生的代谢物不会进

入血液ꎬ酒精的摄入可破坏肠屏障的完整性ꎬ使肠

道细菌及细菌产物进入血液ꎬ如 ＬＰＳꎬ其是 ｔｏｌｌ 样
受体 ４(ＴＬＲ４)的配体ꎬＴＬＲ４ 是单核细胞和巨噬细

胞上表达的先天免疫受体ꎬＬＰＳ 与 ＴＬＲ４ 受体复合

物结合ꎬ可激活单核细胞ꎬ产生促炎细胞因子和趋

化因子[４１－４２] ꎮ ＬＰＳ 通过 ＴＬＲ４ 依赖机制调控脑内

免疫功能、髓鞘和突触形成的基因表达[３８－４３] ꎮ 酒

精的摄入增加了 ＬＰＳ 从胃肠道到血液的转移ꎬ进

而引发小胶质细胞的免疫激活导致神经退行性

变[４４] ꎮ 小胶质细胞是中枢神经系统内固有的免疫

效应细胞ꎬ在中枢神经系统的生理过程中发挥着

重要作用[４５] ꎮ 此外ꎬ Ｓｈｕｋｌａ 等[４６] 发现酒精诱导

ＬＰＳ 从母体肠道的吸收ꎬ参与了胎儿脑内基因表达

的变化ꎬ可能涉及自闭症基因的表达改变ꎮ 研究

发现ꎬ妊娠期间外源性 ＬＰＳ 给药会导致子辈发生

类似自闭症的行为ꎬ而且在自闭症患者中ꎬ血清

ＬＰＳ 水平显著升高[４７－４８] ꎮ
３􀆰 ２　 色氨酸代谢

　 　 肠道微生物可通过多种机制调节色氨酸代谢

通路ꎬ色氨酸是一种必须氨基酸ꎬ经肠胃吸收后进

入大脑ꎬ代谢产生神经活性化合物ꎬ如犬尿酸和喹

啉酸ꎬ前者可阻断 Ｎ￣甲基￣Ｄ￣天冬氨酸(ＮＭＤＡ)受体

的甘氨酸位点ꎬ后者可刺激 ＮＭＤＡ 受体[４９]ꎮ 肠道

微生物对色氨酸代谢的调节主要通过犬尿氨酸途

径ꎬ其是色氨酸代谢的主要途径ꎬ占色氨酸代谢的

９５％ꎬ色氨酸代谢参与肠￣脑轴的调控ꎬ肠道菌群可

通过直接和间接机制介导色氨酸对犬尿氨酸途径

的调控[５０]ꎮ Ｇｉｍ􀆧ｎｅｚ￣Ｇ􀆩ｍｅｚ 等[５１] 研究发现肠道微

生物参与了酒精引起脑部色氨酸代谢的改变ꎬ在吲

哚胺 ２ꎬ３￣双加氧酶( ＩＤＯ)和色氨酸 ２ꎬ３￣双加氧酶

(ＴＤＯ)的作用下ꎬ色氨酸转化为犬尿氨酸ꎬ这两种

酶在大脑中均表现出较低的基础活性ꎬ长期过量饮

酒导致免疫系统激活ꎬ产生神经炎症反应ꎬ诱导 ＩＤＯ
的活性ꎬ导致大脑犬尿氨酸水平的增加ꎮ 有研究报

道ꎬ外源性注射犬尿氨酸及其代谢物犬尿酸ꎬ可减

少啮齿动物的酒精消耗[５２]ꎮ
３􀆰 ３　 其他

　 　 有研究报道ꎬ从慢性不可预测的应激小鼠到无

菌小鼠的粪便微生物移植会导致受体小鼠出现类

似抑郁的行为[５３－５４]ꎮ Ｚｈａｏ 等[５５]将酒精中毒患者的

粪便菌群移植到健康小鼠体内ꎬ发现接受酒精中毒

患者粪便微生物群的小鼠表现出类似焦虑和抑郁

的行为ꎬ有自发的酒精偏好ꎬ而且内侧前额叶皮质

中 ＢＤＮＦ、ＧＡＢＡＡα１ 亚基减少ꎬ伏隔核中代谢型谷

氨酸受体 １、蛋白激酶 Ｃ 减少ꎮ 提示肠道菌群可能

对酒精偏好有重要影响ꎮ Ｘｉａｏ 等[５６] 采用慢性酒精

中毒和戒断小鼠模型ꎬ研究酒精戒断引起的焦虑和

行为变化ꎬ并将酒精喂养小鼠的肠道微生物移植到

正常小鼠中ꎬ发现酒精戒断可引发焦虑行为迹象ꎮ
进一步研究显示ꎬ酒精暴露供体的肠道微生物移植

会影响 ＢＤＮＦ、促肾上腺皮质激素释放激素Ⅰ型受

体和 μ 阿片受体编码基因的表达变化ꎬ可能导致酒

精戒断引发的焦虑ꎮ
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４　 益生菌介导酒精对脑部的影响

　 　 益生菌是一种对宿主有益的活性微生物ꎬ主要

有酵母菌、益生芽孢菌、丁酸梭菌、乳杆菌、双歧杆

菌、放线菌等ꎬ摄入益生菌可改善肠道菌群的组成

和功能ꎬ提高机体免疫力[５７－５８]ꎮ 有研究报道ꎬ益生

菌在治疗神经紊乱方面有一定的效果ꎬ如乳酸菌和

双歧杆菌等益生菌可降低海马区 ＧＡＢＡＡ 受体的表

达[５９]ꎬ增加 ＮＭＤＡ 受体的表达[６０]ꎬ并将 ＧＡＢＡ 转化

为谷氨酸[６１]ꎬ具有潜在的改善焦虑、抑郁的作用ꎮ
Ｈａｄｉｄｉ Ｚａｖａｒｅｈ 等[６２] 研究发现ꎬ益生菌摄入对酒精

暴露动物的行为和电生理方面有不同的影响ꎬ可以

改善酒精暴露大鼠的记忆ꎮ

５　 研究与展望

　 　 肠道微生物可通过炎症、内毒素以及色氨酸代

谢等途径影响酒精诱导脑损伤的发展ꎮ 基于“微生

物￣肠￣脑轴”理论ꎬ加强酒精诱导脑损伤的机制研

究ꎬ是今后相关研究的重要方向之一ꎮ
但肠道微生物种类繁杂ꎬ从众多差异微生物中

筛选出与酒精诱导脑损伤的关键菌株仍面临众多

挑战ꎻ其次ꎬ微生物的组成和功能易受遗传、饮食、
年龄、性别和疾病等因素的影响ꎻ而且ꎬ以动物为研

究对象的实验结果对人类的适用性有待探讨ꎻ此
外ꎬ“微生物￣肠￣脑轴”是肠道菌群通过大脑调控人

体机能的主要方式ꎬ但有研究显示ꎬ肠道微生物也

可以通过肠道的相关神经元ꎬ独立于中枢神经对人

体机能进行调控ꎬ提示其作用方式的多样性[６３]ꎮ
今后应加强对肠道菌群分类及功能分析的研

究ꎬ强化对关键细菌及其代谢产物的深入分析ꎬ使
其更高效的用于酒精相关脑病的机制研究ꎻ其次ꎬ
应注意建立统一的实验标准ꎬ降低相关影响因素对

肠道微生物特征的影响ꎮ 例如ꎬＤｕｂｉｎｋｉｎａ 等[６４] 通

过研究酒精依赖患者肠道微生物群组成与酒精依

赖综合征和酒精性肝病的关系ꎬ并对肠道菌群的分

类和功能组成进行多因素分析ꎬ发现酒精依赖和肝

功能障碍两个主要临床因素ꎬ对酒精依赖患者肠道

微生物群落及功能有不同的影响ꎻ此外ꎬ应加强微

生物￣肠￣脑轴研究从实验到临床的转化ꎮ
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ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ [Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｔｒａｎｓｌ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌꎬ ２０１８ꎬ ９
(２): ｅ１３４.

[１４] 　 Ｍａｎｇｉｏｌａ Ｆꎬ Ｉａｎｉｒｏ Ｇꎬ Ｆｒａｎｃｅｓｃｈｉ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ
ａｕｔｉｓｍ ａｎｄ ｍｏｏｄ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ [Ｊ] . Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌꎬ ２０１６ꎬ ２２
(１): ３６１－３６８.

[１５] 　 Ｓａｍｐｓｏｎ ＴＲꎬ Ｄｅｂｅｌｉｕｓ ＪＷꎬ Ｔｈｒｏｎ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
ｒｅｇｕｌａｔｅ ｍｏｔｏｒ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ [Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ ２０１６ꎬ １６７(６): １４６９－１４８０.

[１６] 　 Ｂｕｒｏｋａｓ Ａꎬ Ｍｏｌｏｎｅｙ ＲＤꎬ Ｄｉｎａｎ ＴＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｇｕｔ￣ｂｒａｉｎ ａｘｉｓ [ Ｊ ] . Ａｄｖ Ａｐｐｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ
２０１５ꎬ ９１: １－６２.

[１７] 　 Ｃｒｅｗｓ ＦＴꎬ Ｌａｗｒｉｍｏｒｅ ＣＪꎬ Ｗａｌｔｅｒ ＴＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ａｌｃｏｈｏｌｉｓｍ [ Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ
２０１７ꎬ １２２: ５６－７３.

[１８] 　 Ｃｒｅｗｓ ＦＴꎬ Ｗａｌｔｅｒ ＴＪꎬ Ｃｏｌｅｍａｎ ＬＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ａｄｄｉｃｔｉｏｎ [ Ｊ ] . Ｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ
(Ｂｅｒｌ)ꎬ ２０１７ꎬ ２３４(９－１０): １４８３－１４９８.

[１９] 　 Ｌｅｃｌｅｒｃｑ Ｓꎬ ｄｅ Ｔｉｍａｒｙ Ｐꎬ Ｄｅｌｚｅｎｎｅ ＮＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｌｉｎｋ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎬ ｂｕｇｓꎬ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｉｎ ａｌｃｏｈｏｌ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ [Ｊ] . Ｔｒａｎｓｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ ２０１７ꎬ ７(２): ｅ１０４８.

７２１中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



[２０]　 Ｇｏｒｋｙ Ｊꎬ Ｓｃｈｗａｂｅｒ Ｊ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｕｔ￣ｂｒａｉｎ ａｘｉｓ ｉｎ ａｌｃｏｈｏｌ ｕｓｅ
ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ [ Ｊ ] . Ｐｒｏｇ Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｉｏｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ
２０１６ꎬ ６５: ２３４－２４１.

[２１] 　 Ｂｕｌｌ￣Ｏｔｔｅｒｓｏｎ Ｌꎬ Ｆｅｎｇ Ｗꎬ Ｋｉｒｐｉｃｈ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｅｓ
ｏｆ ａｌｃｏｈｏｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｈａｍｎｏｓｕｓ ＧＧ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ [Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１３ꎬ ８(１): ｅ５３０２８.

[２２] 　 Ｍａｌａｇｕａｒｎｅｒａ Ｇꎬ Ｇｉｏｒｄａｎｏ Ｍꎬ Ｎｕｎｎａｒｉ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
ｉｎ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ: ｐａｔｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ [Ｊ] . Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌꎬ ２０１４ꎬ ２０(４４): １６６３９
－１６６４８.

[２３] 　 Ｘｕ Ｚꎬ Ｗａｎｇ Ｃꎬ Ｄｏｎｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈｒｏｎｉｃ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｄｙｓｂｉｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｉｃ
ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ＢＤＮＦ / Ｇａｂｒａ１ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ [ Ｊ ] .
Ｂｉｏｆａｃｔｏｒｓꎬ ２０１９ꎬ ４５(２): １８７－１９９.

[２４] 　 Ｂｊöｒｋｈｏｌｍ Ｃꎬ Ｍｏｎｔｅｇｇｉａ ＬＭ. ＢＤＮＦ￣ａ ｋｅｙ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ｏｆ
ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ [ Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ １０２: ７２
－７９.

[２５] 　 杜孙兵ꎬ 杨文秋ꎬ 吴倩ꎬ 等. 钠钾 ＡＴＰ 酶活性与癫痫发作的

研究进展 [Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ ２０２０ꎬ ３０(５): １０８－１１３.
[２６] 　 Ｗａｎｇ Ｇꎬ Ｌｉｕ Ｑꎬ Ｇｕｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｒｅｌｅｖａｎｔ

ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｉｃｅ [ Ｊ ] . Ｆｒｏｎｔ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０１８ꎬ ９: １８７４.

[２７] 　 Ｃôｔ􀆧 Ｆꎬ Ｆｌｉｇｎｙ Ｃꎬ Ｂａｙａｒｄ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｏｖｅｒ: ｍａｔｅｒｎａｌ
ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ｉｓ ｃｒｕｃｉａｌ ｆｏｒ ｍｕｒｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ [ Ｊ] . Ｐｒｏｃ
Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａꎬ ２００７ꎬ １０４(１): ３２９－３３４.

[２８] 　 Ｍａａｒ Ｔꎬ Ｍｏｒ􀅡ｎ Ｊꎬ Ｓｃｈｏｕｓｂｏｅ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｕｒｉｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ
ｄｉｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｕｓｅ ｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ ｃｕｌｔｕｒｅｓ ａｆｆｅｃｔｓ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｄｅｖ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ １９９５ꎬ １３(５): ４９１－５０２.

[２９] 　 Ｃｈｅｎｇ Ｙꎬ Ｌｉｕ Ｘꎬ Ｍａ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｌｃｏｈｏｌ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｗａｓｔｅ ｃｌｅａｒａｎｃｅ
ｉｎ ｔｈｅ ＣＮＳ ｖｉａ ｂｒａｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ [ Ｊ] . Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ
Ｍｅｄꎬ ２０１９ꎬ １４３: １１５－１２６.

[３０] 　 Ｊａｄｈａｖ ＫＳꎬ Ｐｅｔｅｒｓｏｎ ＶＬꎬ Ｈａｌｆｏｎ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ａｌｔｅｒｅｄ ｓｔｒｉａｔａｌ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｍｐｕｌｓｉｖｅ ａｌｃｏｈｏｌ ｓｅｅｋｉｎｇ [ Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ
２０１８ꎬ １４１: ２４９－２５９.

[３１] 　 Ｌｌｏｐｉｓ Ｍꎬ Ｃａｓｓａｒｄ ＡＭꎬ Ｗｒｚｏｓｅｋ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ
[Ｊ] . Ｇｕｔꎬ ２０１６ꎬ ６５(５): ８３０－８３９.

[３２] 　 Ｐｅｔｅｒｓｏｎ ＶＬꎬ Ｊｕｒｙ ＮＪꎬ Ｃａｂｒｅｒａ￣Ｒｕｂｉｏ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｒｕｎｋ ｂｕｇｓ:
ｃｈｒｏｎｉｃ ｖａｐｏｕｒ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｍａｒｋｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｉｎ ｍｉｃｅ [Ｊ] . Ｂｅｈａｖ Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓꎬ ２０１７ꎬ ３２３: １７２
－１７６.

[３３] 　 Ｄｅｐｉｎｏ ＡＭ. Ｐｅｒｉｎａｔａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｄｕｌｔ ｐｓｙｃｈｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ:
ｆｒｏｍ ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｔｏ ｈｕｍａｎｓ [ Ｊ] . Ｓｅｍｉｎ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌꎬ
２０１８ꎬ ７７: １０４－１１４.

[３４] 　 Ｍｏｎｔｅｓｉｎｏｓ Ｊꎬ Ａｌｆｏｎｓｏ￣Ｌｏｅｃｈｅｓ Ｓꎬ Ｇｕｅｒｒｉ Ｃ. Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｎａｔｅ
ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ
ｓｙｓｔｅｍ [Ｊ] . Ａｌｃｏｈｏｌ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｒｅｓꎬ ２０１６ꎬ ４０(１１): ２２６０－２２７０.

[３５] 　 Ｃｒｅｗｓ ＦＴꎬ Ｓａｒｋａｒ ＤＫꎬ Ｑｉｎ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ [ Ｊ] . Ａｌｃｏｈｏｌ Ｒｅｓꎬ ２０１５ꎬ
３７(２):３３１－３５１.

[３６] 　 郭玉倩ꎬ 陆姜利ꎬ 角建林ꎬ 等. Ｄ￣半乳糖增加树鼩肠道 ＩＬ￣１８

的表达及肠道菌群失调 [ Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ ２０２０ꎬ ３０
(３): ５０－５５.

[３７] 　 Ｈｉｌｌｅｍａｃｈｅｒ Ｔꎬ Ｂａｃｈｍａｎｎ Ｏꎬ Ｋａｈｌ ＫＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｌｃｏｈｏｌꎬ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｃ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ [ Ｊ] . Ｐｒｏｇ
Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｉｏｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ ２０１８ꎬ ８５: １０５－１１５.

[３８] 　 Ｌｏｗｅ ＰＰꎬ Ｇｙｏｎｇｙｏｓｉ Ｂꎬ Ｓａｔｉｓｈｃｈａｎｄｒａｎ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｄｕｃｅｄ ｇｕｔ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｆｒｏｍ ａｌｃｏｈｏｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｌｔｅｒｓ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ [ Ｊ ] . Ｊ
Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎬ ２０１８ꎬ １５(１): ２９８.

[３９] 　 Ｊｉａｎｇ Ｙꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｇａｏ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ｒｉｂｏｓｉｄｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ
ａｌｃｏｈｏｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ￣ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｕｒｓ ｉｎ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｍｉｃｅ ｂｙ
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骨髓间充质干细胞诱导分化为肝细胞的研究进展
李裕珍１ꎬ冯丽娟１ꎬ潘益巧１ꎬ阮博文１ꎬ周晓玲２∗

(１.广西中医药大学ꎬ南宁 ５３０００ꎻ２.广西中医药大学第三附属医院ꎬ广西 柳州　 ５４５０００)

　 　 【摘要】 　 骨髓间充质干细胞( ＢＭＳＣｓ)是骨髓内的非造血干细胞ꎬ具有多向分化、低免疫源性等优势ꎮ 肝移

植是目前终末期肝病的有效治疗方法ꎬ但因肝源短缺及免疫排斥等缺陷ꎬ其临床运用严重受限ꎮ ＢＭＳＣｓ 经过不同

的诱导方法可以在体外分化为肝细胞ꎬ应用于晚期肝病的治疗ꎬ是目前治疗肝损伤的一种新兴治疗手段ꎮ 本文主

要将近年来 ＢＭＳＣｓ 的分离培养及鉴定方案、诱导 ＢＭＳＣｓ 向肝细胞分化的常用方法及分化机制进行综述ꎬ以期为今

后临床运用 ＢＭＳＣｓ 治疗终末期肝病提供更加充分的理论依据ꎮ
【关键词】 　 骨髓间充质干细胞ꎻ诱导分化ꎻ肝细胞ꎻ终末期肝病
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Ｒｅｃｅｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ

ＬＩ Ｙｕｚｈｅｎ１ꎬ ＦＥＮＧ Ｌｉｊｕａｎ１ꎬ ＰＡＮ Ｙｉｑｉａｏ１ꎬ ＲＵＡＮ Ｂｏｗｅｎ１ꎬ ＺＨＯＵ Ｘｉａｏｌｉｎｇ２∗

(１. Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｎａｎｎｉｎｇ ５３０００ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｌｉｕｚｈｏｕ ５４５０００)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＢＭＳＣｓ) ａｒｅ ｎｏｎ￣ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ
ｔｈａｔ ｈａｖｅ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｗ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ. Ａｌｔｈｏｕｇｈ ｌｉｖｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｓ ａｎ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ｅｎｄ￣ｓｔａｇｅ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ｉｔｓ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｅｖｅｒｅｌｙ ｌｉｍｉｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｈｏｒｔａｇｅ ｏｆ ｄｏｎｏｒ ｌｉｖｅｒ
ｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ ｒａｔｅ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｉｎｔｏ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
ｉｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ａｄｖａｎｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ａｎｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａ ｎｅｗ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ. Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ
ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｆｏｒ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ＢＭＳＣ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｔｏ
ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｔｈａｔ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ. Ａ ｃｌｅａｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｗｉｌｌ ｐｒｏｖｉｄｅ
ａ ｓｔｒｏｎｇ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｅｎｄ￣ｓｔａｇｅ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎻ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓꎻ ｅｎｄ￣ｓｔａｇｅ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ

　 　 骨髓间充质干细胞 ( ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ
ＢＭＳＣｓ)是属于中胚层的一类多能干细胞ꎬ存在于骨

髓中的基质干细胞ꎬ为最早发现的多向分化潜能干

细胞ꎬ具有自我增殖、多向分化、免疫调节、促进造

血及修复损伤器官的作用[１－２]ꎬ且在不同诱导条件

下可以向肝细胞、心肌细胞、神经细胞、成骨细胞等

分化[３－４]ꎮ 由于 ＢＭＳＣｓ 多向分化功能ꎬ且容易获

取、体外增殖快、传代基因稳定性良好、移植免疫排

斥少等优点使其成为近年诱导分化研究的热点[５]ꎮ
大量动物研究表明ꎬ通过细胞移植技术将 ＢＭＳＣｓ 移

植进入受损肝中ꎬ对损伤的肝具有一定的修复作

用ꎬ其主要是通过不同的诱导条件使 ＢＭＳＣｓ 定向分

化为有功能的肝细胞[６－７]ꎻ临床研究也发现ꎬ自体移

植 ＢＭＳＣｓ 可以改善肝病患者各项生化指标ꎬ减少晚



期肝病患者不良反应ꎬ有效提高其生活质量[８－９]ꎮ
然而ꎬ对于 ＢＭＳＣｓ 的常用分离培养和鉴定方法ꎬ以
及其向肝细胞分化的诱导方法及分化机制尚缺乏

系统整理及总结ꎮ 因此本文主要对此进行综述ꎬ为
更好发挥 ＢＭＳＣｓ 在肝损伤性疾病治疗中的应用提

供思路ꎮ

１　 ＢＭＳＣｓ 的常用分离培养和鉴定方法

１􀆰 １　 ＢＭＳＣｓ 的常用分离培养方法

　 　 目前常用的 ＢＭＳＣｓ 分离培养方法有全骨髓贴

壁分离培养法、骨组织消化分离法、离心法、流式细

胞仪分离法、免疫磁珠分选法等[１０－１２]ꎬ其中后两者

因操作复杂、分离成本高且分离后细胞转化效果差

等使其运用受限ꎬ目前大多数研究中使用的是操作

更为方便且获得细胞数量较多、增殖能力较强的全

骨髓贴壁分离法和密度梯度离心法[１３]ꎬ但因其分离

纯度欠佳ꎬ因此有学者在全骨髓贴壁分离法基础上

进行创新优化ꎬ其中徐丽娟等[１４] 创新性地使用小鼠

３ ｄ乳鼠骨片法ꎬ将乳鼠骨片直接进行培养ꎬ当梭形

细胞在骨片周围密度大于 ５０％时ꎬ按比例进行三次

传代ꎬ此法获得了纯度较高的 ＢＭＳＣｓꎻ向俊西等[１５]

则在接种一定时间后将接种不满意的细胞进行重

新接种ꎬ并按 １２、２４ ｈ 更换一次培养液ꎬ经优化后的

诱导 方 法 更 简 便、 快 捷 地 获 得 了 满 意 的 大 鼠

ＢＭＳＣｓꎻ两者改良后的培养方法最后均可得到纯度

较高的 ＢＭＳＣｓꎬ有效解决因细胞分离纯度不佳影响

实验结果的问题ꎬ更有利于实验的研究ꎮ
１􀆰 ２　 ＢＭＳＣｓ 常用鉴定方法

　 　 在 ＢＭＳＣｓ 鉴定方面ꎬ文献多报道 ＢＭＳＣｓ 在形

态上表现为纤维状或长梭形[１６－１７]ꎬ未发现其特异性

的表面标志物ꎬ但因其不表达造血干细胞表面标志

物ꎬ故常用阴性和阳性选择相结合的方法进行鉴

定ꎮ 现认为成熟且合格的 ＢＭＳＣｓ 多表达阳性或强

阳性的 ＣＤ２９、ＣＤ９０、ＣＤ７３、ＣＤ１０５、ＣＤ４９ꎬ不表达或

弱表达 ＣＤ１１、ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４４、ＣＤ４５ 等[１８－２０]ꎮ

２　 ＢＭＳＣｓ 诱导向肝细胞分化的常用方法

　 　 ＢＭＳＣｓ 具有多向分化性ꎬ但其向肝细胞分化需

要严格的分化条件及多种细胞因子的参与ꎬ因此如

何提高及保证 ＢＭＳＣｓ 向肝细胞分化的有效率并将

其应用于临床治疗是目前研究的重点和难点ꎮ 研

究发现通过相应的物质诱导ꎬ如中药含药血清、细
胞因子、模拟肝样微环境或其他物理干预等诱导的

方式ꎬ可促使 ＢＭＳＣｓ 不同程度地向肝细胞分化ꎮ
２􀆰 １　 中药含药血清诱导

　 　 目前中药被广泛应用于肝病的临床治疗中ꎬ特
别是对于中晚期肝病ꎬ中药有明显改善患者临床症

状且毒副作用小、不良反应少等特点ꎬ为中药方剂

联合 ＢＭＳＣｓ 移植治疗终末期肝病提供新思路ꎬ但由

于中药复方成分多样且复杂ꎬ作用靶点广泛ꎬ同时

也限制了对其机制的研究ꎮ 因此探索利用中药含

药血清促使 ＢＭＳＣｓ 向肝细胞分化也是现今热点ꎮ
活血化瘀类中药复方是治疗气滞血瘀型肝硬

化的经典方剂ꎮ 研究表明鳖甲煎丸含药血清对

ＢＭＳＣｓ 向肝细胞转化有促进作用ꎬ且有改善肝纤维

化及调节免疫等作用ꎬ肯定了中药对 ＢＭＳＣｓ 诱导分

化的作用ꎬ但具体的作用机制尚未明确[２１]ꎮ 韩海啸

等[２２]研究发现ꎬ调肝益气通络汤药物血清不仅可以

有效诱导 ＢＭＳＣｓ 定向分化为肝细胞ꎬ且对 ＢＭＳＣｓ
具有增殖作用ꎬ并随着药物浓度的增加及培养时间

的延长ꎬ细胞数量就不断增多ꎮ 另外ꎬ基于“肾主骨

生髓”理论ꎬＺｈｏｕ 等[２３]通过评估不同干预办法移植

ＢＭＳＣｓ 治疗肝硬化大鼠的疗效ꎬ选用 ＢＭＳＣｓ 联合中

药济生肾气汤(ＪＳＳＱ 组)进行干预ꎬ结果证实了中药

济生肾气汤联合 ＢＭＳＣｓ 移植对改善肝硬化大鼠的

治疗作用ꎬ其机制可能 ＪＳＳＱ 具有滋补肝肾ꎬ促进骨

髓再生的功能ꎬ其在体内发挥了类似于细胞归巢诱

导剂的作用ꎬ促进了 ＢＭＳＣｓ 的诱导分化及迁移ꎬ从
而参与肝细胞的再生修复ꎮ 瘀血阻络、肝肾阴虚型

均是终末期肝病患者的主要证型之一[２４]ꎬ在诱导

ＢＭＳＣｓ 向肝细胞分化过程中ꎬ多数学者[２１－２２]以活血

化瘀、调肝通络功效的方药为主ꎬ诱导分化结果良

好ꎬ而部分学者[２３ꎬ２５] 以补肾生髓、滋阴养血法也明

显改善了大鼠肝纤维化程度ꎬ详见表 １ꎮ 因此活血

化瘀法中药血清诱导是否适应于所有终末期肝病

尚待进一步研究ꎬ针对不同证型的肝病所采用中药

含药血清的可进行不断地探索ꎮ
２􀆰 ２　 细胞因子诱导

　 　 细胞因子是一类由免疫细胞和某些非免疫细

胞经刺激而合成、分泌的具有广泛生物活性的小分

子蛋白质ꎬ现多被应用于诱导 ＢＭＳＣｓ 向肝细胞分

化ꎮ 潘 兴 南 等[２６] 研 究 发 现 肝 细 胞 生 长 因 子

(ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＨＧＦ)体外诱导 ＢＭＳＣｓ 向

肝细胞分化以质量浓度≥２０ μｇ / Ｌ 且诱导时间≥６
ｈ / ｄ 为宜ꎬ诱导效果与 ＨＧＦ 浓度及每日诱导时间呈

正相关性ꎮ Ｐｕｔｒａ 等[２７] 发现在血管内皮生长因子
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　 　 　 　 　 表 １　 常用中药含药血清分类及代表
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓｅｒａ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｒｕｇｓ
作者

Ａｕｔｈｏｒ

类别
Ｃａｔｅｇｏｒｙ

活血化瘀类
Ｉｎｖｉｇｏｒａｔｅ ｔｈｅ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ

补肾生髓类
Ｎｏｕｒｉｓｈｉｎｇ ｋｉｄｎｅｙ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｍａｒｒｏｗ

温智稀[２１]

Ｗｅｎ Ｚｈｉｘｉ
韩海啸[２２]

Ｈａｎ Ｈａｉｘｉａｏ
周晓玲[２３]

Ｚｈｏｕ Ｘｉａｏｌｉｎｇ
平键[２５]

Ｐｉｎｇ ｊｉａｎ

题目
Ｔｉｔｌｅ

鳖甲煎丸含药血清诱导
大鼠骨髓间充质干细胞
转化为肝细胞的实验研
究 Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｆｒｏｍ ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｂｉｅｊｉａｊｉａｎｗａｎ (鳖
甲煎丸) ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ)

调肝益气通络方药物血
清对骨髓间充质干细胞
体 外 增 殖 的 影 响
Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｔｉａｏｇａｎ Ｙｉｑｉ
Ｔｏｎｇｌｕｏ ｆｏｒｍｕｌａ ｓｅｒｕｍ ｏｎ
ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｉｎ ｖｉｔｒｏ

不同干预方法对肝硬化
大鼠骨髓间充质干细胞
移 植 效 果 的 观 察
Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｂｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ ｏｎ
ｃｉｒｒｈｏｔｉｃ ｒａｔｓ

一贯煎诱导骨髓间充质干细
胞分化为肝细胞样细胞的实
验 研 究 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｙｉｇｕａｎ
ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ
ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ:
ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ

中药复方
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ

ｃｏｍｐｏｕｎｄ

鳖甲煎丸
Ｂｉｅｊｉａｊｉａｎｗａｎ

调肝益气通络汤
Ｔｉａｏｇａｎ ｙｉｑｉ ｔｏｎｇｌｕｏ ｆｏｒｍｕｌａ

济生肾气汤
Ｊｉｓｈｅｎｇ Ｓｈｅｎｑｉ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ

一贯煎
Ｙｉｇｕａｎ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ

(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)的刺激下ꎬ
ＢＭＳＣｓ 可向损伤肝组织迁移并可进一步转化为原

代肝细胞ꎬ且发现静脉内给药途径是 ＢＭＳＣｓ 移植的

最佳途径ꎮ 吴增城等[２８] 探讨半乳糖凝集素￣３(Ｇａｌ￣
３)联合 ＨＧＦ 诱导大鼠 ＢＭＳＣｓ 向肝细胞转化的可行

性及最佳诱导剂量ꎬ观察记录不同浓度及不同时间

下 ＢＭＳＣｓ 的细胞形态学改变ꎬ结果发现各组 ＢＭＳＣｓ
形态逐渐向肝细胞分化ꎬ与阳性对照组细胞相似ꎬ
其中浓度 ０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ 的组别在第 ２８ 天时间段与对

照组 ＩＡＲ２０ 细胞最为相似ꎬ且甲胎蛋白、清蛋白荧

光染色阳性率最高ꎬｍＲＮＡ 表达较其它各组明显增

高ꎮ 谭铭辉等[２９]发现使用 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣３ 诱导 ＢＭＳＣｓ 分
化为肝细胞会出现白蛋白(ａｌｂｕｍｉｎꎬ ＡＬＢ)ｍＲＮＡ 及

角蛋白 １８(ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ １８ꎬ ＣＫ－１８)ｍＲＮＡ 及 ＡＦＰ 蛋

白表达增加ꎬ与 ＨＧＦ 联合进行诱导时可提高 ＢＭＳＣｓ
向肝细胞诱导分化的效率ꎮ
２􀆰 ３　 中药含药血清联合细胞因子诱导

　 　 Ｆｕ 等[３０] 采用中药一贯煎含药血清联合 ＨＧＦ
和基质细胞衍生因子 １(ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ￣１ꎬ
ＳＤＦ￣１)在体外诱导 ＢＭＳＣｓ 向肝细胞分化ꎬ结果表明

含中药血清组(ＹＧＪ 组)经过一定的时间诱导后ꎬ
ＢＭＳＣｓ 的形态逐渐向肝细胞样转化ꎬ其所含 ＡＬＢ 和

ＣＫ－１８ 阳性细胞的比例均比其它组升高ꎮ 由此说

明一贯煎含药血清联合与 ＨＧＦ 和 ＳＤＦ￣１ 诱导小鼠

ＢＭＳＣｓ 可以促进其定向分化为肝细胞ꎬ较单纯的细

胞因子诱导转化率高ꎮ 陈艳等[３１] 从中药姜黄中提

取姜黄素联合成纤维细胞生长因子－４ꎬ ＦＧＦ￣４) 诱

导 ＢＭＳＣｓ 定向分化发现ꎬ发现适当剂量的姜黄素可

单独有效诱导 ＢＭＳＣｓ 分化为肝细胞ꎬ但联合 ＦＧＦ￣４
的时候可降低姜黄素的浓度ꎬ且安全可靠ꎬ值得进

一步研究其具体作用机制ꎮ
２􀆰 ４　 模拟肝微环境

　 　 微环境在 ＢＭＳＣｓ 向肝细胞定向分化过程中有

至关重要的作用ꎬ通过模拟肝脏微环境可诱导干细

胞向肝细胞分化ꎬ但具体的机制尚待研究ꎮ 彭琴

等[３２]发现肝衰竭组及中药含药组中的甲胎蛋白、肝
组织蛋白、吲哚胺 ２ꎬ３—双加氧酶表达均高于正常

组ꎬ且中药含药组的蛋白表达量高于肝衰竭组ꎬ证
明了中药含药血清能增强 ＢＭＳＣｓ 在肝衰竭微环境

下的肝细胞分化趋势及免疫调节活性ꎬ提高肝细胞

分化率ꎮ Ｒａｚｂａｎ 等[３３]选用硫酸乙酰肝素和 ＩＶ 型胶

原模拟肝微环境对 ＢＭＳＣｓ 进行诱导分化ꎬ结果表明

ＣＹＰ３Ａ４ 酶活性ꎬＡＦＰꎬＡＬＢ 和 ｃ￣ＭＥＴ 蛋白水平升

高ꎬ证明力 ＢＭＳＣｓ 具有分化为肝样细胞、改善肝功

能的功效ꎮ 李伟等[３４]认为胆汁淤积的病理状态下ꎬ
可以为 ＢＭＳＣｓ 向肝细胞的分化提供良好的细胞微

环境ꎬ因此探讨瘀胆血清对大鼠 ＢＭＳＣｓ 向肝细胞分

化的影响ꎬ结果证明瘀胆血清可诱导 ＢＭＳＣｓ 向肝细

胞的定向分化ꎬ促进肝细胞的生长ꎮ
大量研究表明肝细胞和非肝实质细胞在体外

共培养可通过异质细胞间的相互作用充分模拟肝

细胞在体内的生存环境ꎬ促进肝细胞增殖与分化ꎬ
并保持肝细胞特有的生物学功能ꎮ 因此ꎬ共培养是

肝细胞大规模、高活性培养并最终推广运用的理想

培养方式ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[３５] 研究证明在共培养系统中ꎬ
ＢＭＳＣｓ 保持正常增殖和活力的同时ꎬ强烈表达

ＡＬＢ、ＡＦＰ 和 ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ￣１８ 的 ｍＲＮＡ 蛋白水平ꎬ对
ＢＭＳＣｓ 分化为肝细胞起了决定性的作用ꎮ 另外ꎬ与
传统的 ２ Ｄ 培养基相比ꎬ３ Ｄ 系统可高度模拟天然器

官环境ꎬ既保持 ＢＭＳＣｓ 的分化能力ꎬ也有利于维持
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肝细胞的高复制能力ꎮ Ｌｉｕ 等[３６] 利用 ｐｏｌｙ ( ｌａｃｔｉｃ
ａｃｉｄ￣ｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ) (ＰＬＧＡ) 支架模拟 ３ Ｄ 系统ꎬ将
ＢＭＳＣｓ 和肝细胞进行共培养ꎬ结果证明了 ＰＬＧＡ 支

架中 ＢＭＳＣｓ 诱导分化为肝细胞的能力ꎬ而且表明

１ ∶５ ( ＢＭＳＣｓ: ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ￣ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ) 的比例最适合

ＢＭＳＣｓ 支持 ＰＬＧＡ 支架中的肝细胞代谢和稳定ꎮ
２􀆰 ５　 其它诱导方法

　 　 此外ꎬ张玮等[３７]采用物理性的办法研究在针刺

对治疗肝纤维化的体外作用机制ꎬ发现损伤及治疗

均等物理刺激疗法可诱导 ＢＭＳＣｓ 向肝细胞转化ꎬ提
高大鼠血清中细胞因子水平和改善肝纤维化程度ꎬ
其机制可能与自身修复代偿机制相关ꎮ 孙婷[３８] 基

于无创的超声靶向微泡破坏技术探讨诱导 ＢＭＳＣｓ
靶向归巢及分化为肝细胞的可行性ꎬ发现该技术可

改善受损肝组织功能及抑制细胞凋亡ꎬ促进肝细胞

的生长ꎮ Ｌｉ 等[３９]研究发现超声辐照结合 ＨＧＦ 可加

速人骨髓间充质干细胞的肝分化ꎮ 选择物理性干

预方法进行诱导 ＢＭＳＣｓ 分化为肝细胞具有创伤小ꎬ
副作用少的特点ꎬ对于实验的研究可控及可操作

性强ꎮ
随着肝疾病进展至终末期肝病ꎬ门脉阻塞及门

脉高压情况越来越严重ꎬ进一步导致的血流动力学

改变造成肝组织严重缺血缺氧ꎬ因此学者 Ｒｅｈｎ
等[４０]探讨缺氧环境下 ＢＭＳＣｓ 与肝细胞再生的关

系ꎬ发现缺氧预处理可增强 ＢＭＳＣｓ 和肝匀浆中的中

ＶＥＧＦ 的表达ꎬ提高细胞周期蛋白 Ｄ１ 的表达并伴随

血清白蛋白水平的提高ꎬ证明了缺氧情况下 ＢＭＳＣｓ
可促进肝细胞的生长及转化ꎬ改善肝纤维化程度ꎮ
许欣婷等[４１]也证明了低氧环境下可促进 ＢＭＳＣｓ 的

增殖ꎬ利用细胞的转化ꎮ

３　 ＢＭＳＣｓ 的体内诱导分化为肝细胞的途径

　 　 ＢＭＳＣｓ 不仅能在体外诱导分化为肝细胞ꎬ在体

内也具有分化为肝样细胞的途径ꎮ Ｈｗａｎｇ 等[４２] 将

ＢＭＳＣｓ 植入肝硬化大鼠中ꎬ发现归巢至肝组织中的

ＢＭＳＣｓꎬ可经诱导分化为肝细胞样细胞ꎬ改善肝硬化

大鼠的纤维化程度ꎮ Ｊａｎｇ 等[４３] 也证实了证实了

ＢＭＳＣｓ 在体内被诱导分化为肝细胞ꎬ并发现 ＴＧＦ￣
β１ 信号通路的下游效应子 Ｐ￣Ｓｍａｄ３ / Ｓｍａｄ３ꎬ 且

ＢＭＳＣｓ 移植抑制了 Ｓｍａｄ３ 的磷酸化ꎮ

４　 ＢＭＳＣｓ 分化为肝细胞的相关机制

　 　 已有的研究表明ꎬ运用不同的诱导方法无论是

在体内还是体外均可诱导 ＢＭＳＣｓ 成功定向分化为

肝细胞ꎬ但具体的分子机制尚未明确[４４－４５]ꎮ 目前大

部分学者认为ꎬＢＭＳＣｓ 定向分化为肝细胞是基于部

分基因被选择性激活或出现差异性表达ꎬ从而使某

些特异性蛋白合成及其空间分布ꎮ
４􀆰 １　 Ｎｏｔｃｈ 信号通路

　 　 Ｎｏｔｃｈ 信号影响细胞正常形态发生的多个过

程ꎬ包括细胞的分化、凋亡、增殖及细胞边界的形

成ꎮ 柳柯等[４６] 发现 ＢＭＳＣｓ 向肝细胞定向分化过程

中其关键基因 ｍＲＮＡ 表达也会下降ꎬ在第 １１ 天的

时候以 Ｊａｇｇｅｄ￣２、 Ｄｅｌｔａ￣１、 Ｄｅｌｔａ￣３、 Ｎｏｔｃｈ￣１、 Ｎｏｔｃｈ￣
２、 Ｎｏｔｃｈ￣３ 和 Ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ￣１ 的 ｍＲＮＡ 下降最为明显ꎻ
利用 Ｊａｇｇｅｄ 与 ＢＭＳＣｓ 共同培养上调 Ｎｏｔｃｈ 信号通

路其发现至 ２１ ｄ ＢＭＳＣｓ 才表达其表面标志物 Ｍ２￣
ＰＫ 和 ＧＳＴ￣Ｐꎬ明显晚于对照组ꎬ且分化至 ２６ ｄ 时仍

未见白蛋白表达ꎬ证明了下调 Ｎｏｔｃｈ 信号通路有助

于 ＢＭＳＣｓ 定向分化为肝细胞ꎮ 徐洪雨等[４７] 在研究

者发现随着细胞生长因子诱导 ＢＭＳＣｓ 分化为肝细

胞的分化率的增高ꎬＮｏｔｃｈ￣１ 蛋白表达及 Ｎｏｔｃｈ￣１
ｍＲＮＡ 呈逐渐下降趋势ꎮ
４􀆰 ２　 ＮＦ￣κＢ 信号通路

　 　 ＮＦ￣κＢ 信号通路是控制许多细胞类型中细胞增

殖ꎬ分化和凋亡的主要因素ꎮ Ｙａｎｇ 等[４８] 研究表明

当阻断了 ＮＦ￣κＢ 信号后 ＨＧＦ 诱导 ＢＭＳＣｓ 分化为肝

细胞效果下降ꎬ表明了 ＨＧＦ 通过 ＮＦ￣κＢ 信号传导

诱导 ＢＭＳＣ 向肝样细胞的分化ꎬ其中机制可能与

ＮＦ￣κＢ 信号的激活对于肝细胞的增殖和微管形成相

关ꎮ 王怡等[４９] 探讨 ＮＦ￣κＢ 在 ＨＧＦ 和肝组织液

(ＬＴＦ) 诱导 ＢＭＳＣｓ 分化为肝细胞的影响中发现ꎬ经
两种细胞因子诱导下ꎬ细胞内 ＮＦ￣κＢ 蛋白及 ＡＡＴ 蛋

白表达量显著增加ꎬ但予 ＮＦ￣κκＢ 抑制剂干预后ꎬ两
者蛋白表达量随时间延长而明显下降ꎮ 表明了 ＮＦ￣
κＢ 信号通路对定向分化诱导的积极作用ꎮ
４􀆰 ３　 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路

　 　 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路是 Ｗｎｔ 途径中的经典信

号通路之一ꎬ在 ＢＭＳＣｓ 分化为肝细胞中发挥重要的

作用ꎮ Ｘｉａｎｇ 等[５０]在研究中发现使用中药一贯煎可

促进 ＢＭＳＣｓ 向肝细胞分化ꎬ在机制方面ꎬ当下调 Ｗｎｔ
信号通路的同时会抑制干细胞的增殖转而分化为有

功能的肝细胞ꎮ 吉杨丹等[５１]发现 ｍｉＲ￣２６ｂ 可通过调

节 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路促进 ＢＭＳＣｓ 向肝样细胞

分化ꎻ曾令锋等[５２] 发现 １７β￣Ｅ２ 作用于 ＢＭＳＣｓ 时ꎬ除
影响其生长激素的分泌量ꎬ还降低在氧化应激时的凋

亡率ꎬ最后证明 １７β￣Ｅ２ 对 ＢＭＳＣｓ 分化为肝样细胞的

促进作用ꎬ其机制可能与 １７β￣Ｅ２ 下调 Ｗｎｔβ￣ｃａｔｅｎｉｎ
信号蛋白 Ｗｎｔ３ａ 和 β￣Ｃａｔｅｎｉｎ 有关ꎮ
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４􀆰 ４　 钙离子对诱导分化的影响

　 　 钙离子是机体各项生理活动不可缺少的离子ꎬ
在细胞的发生、生长及凋亡过程有着重要作用ꎮ 焦

淑贤等[５３]发现钙离子参与了 ＢＭＳＣｓ 分化为肝细胞

的过程ꎬ当加入钙拮抗剂后 ＢＭＳＣｓ 分化率明显降

低ꎬ但是具体的作用机制及过程仍待进一步研究ꎮ

５　 总结

　 　 运用 ＢＭＳＣｓ 移植诱导分化为肝细胞技术治疗

终末期肝病在动物实验方面取得了广泛的认可ꎬ通
过中药含药血清、细胞生长因子和物理刺激等诱导

方法均使 ＢＭＳＣｓ 定向诱导分化肝细胞ꎬ都不同程度

地改善了大鼠肝纤维化情况ꎬ为在临床上运用

ＢＭＳＣｓ 移植治疗终末期肝病提供了重要的借鉴意

义ꎬ也为重症肝病患者带来希望的曙光ꎮ 但是即使

ＢＭＳＣｓ 移植技术在动物实验方面取得了一定的疗

效ꎬ而真正将该技术运用于临床仍是困难重重ꎮ 首

先从取材上来讲ꎬ２０ 岁以后ꎬ人体 ＢＭＳＣｓ 的分化能

力明显下降ꎬ并且随着年龄的增长 ＢＭＳＣｓ 的增殖能

力也会逐渐下降ꎬ极有可能限制由 ＢＭＳＣｓ 所分化得

到的肝细胞的临床应用ꎻ其次对于 ＢＭＳＣｓ 鉴定仍未

能确定其特异性的表面标志物ꎬ最后 ＢＭＳＣｓ 分化为

肝细胞的调控机制尚未明确ꎬ对移植后会出现的不

良反应及是否会进一步加重肝纤维化或加速疾病

的进展尚待研究等ꎮ 但 ＢＭＳＣｓ 是具有巨大分化潜

能及广阔临床应用前景的多功能干细胞之一ꎬ积极

探索最佳的、能够定向诱导 ＢＭＳＣｓ 向肝细胞分化的

诱导方法或诱导剂、移植途径等ꎬ促进 ＢＭＳＣｓ 的增

值分化ꎬ发挥 ＢＭＳＣｓ 对肝疾病的积极作用ꎬ提高

ＢＭＳＣｓ 移植的临床运用率仍然是现今肝病领域研

究的重点内容ꎮ
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细胞、抗肝纤维化、改善肝细胞脂肪变性及抗肝癌等作用ꎮ 本文综述了虎杖苷在肝疾病方面的药理作用及机制ꎬ以
期为其后续研究及开发利用提供参考ꎮ
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　 　 肝是人体最大的腺体和实质性器官ꎬ承担着代

谢、解毒、生物转化、造血和免疫等多种生理功能ꎻ
同时肝也容易受到毒物、药物及有毒代谢产物等各

种内外源性物质的损伤ꎮ 肝损伤是多种肝疾病共

有的一种病理状态ꎮ 肝疾病是临床常见病、多发

病ꎬ特别是在我国病毒性肝炎、肝硬化及肝癌的发

病率较高ꎬ严重危害人民群众身体健康ꎬ因此肝损

伤的防治尤为重要ꎮ 目前临床用于肝损伤治疗的

药物主要有还原型谷胱甘肽、复方甘草酸苷、甘草

酸二铵、双环醇、联苯双酯以及多烯磷脂酰胆碱、水
飞蓟素、硫普罗宁等ꎬ其中水飞蓟素、多烯磷脂酰胆

碱是从植物中提取得到的ꎬ由此可见从植物中寻找

用于治疗肝损伤的药物是可行的ꎮ
虎杖 Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ Ｓｉｅｂ. ｅｔ Ｚｕｃｃ.为蓼

科虎杖属植物ꎬ是一种传统中药ꎬ长期以来一直在

临床实践中用作止痛、退热、利尿和祛痰药ꎮ 虎杖

苷(ｐｏｌｙｄａｔｉｎꎬ ＰＤ)ꎬ也称白藜芦醇苷ꎬ是从虎杖中分

离得到的一种多酚类单体化合物ꎬ其化学名为



３ꎬ４’ꎬ５￣三羟基二苯乙烯￣３￣β￣Ｄ￣葡萄糖苷ꎬ广泛存

在于植物及许多日常饮食中[１]ꎮ 现代药理学研究

表明ꎬＰＤ 具有多种药理活性ꎬ包括保护血管、防治

脑缺血、抗血栓、抗动脉硬化、改善心肌损伤、抗休

克以及调节糖脂代谢等[２－３]ꎮ 近年来研究发现虎杖

苷具有保护肝细胞、抗肝纤维化、改善肝细胞脂肪

变性及抗肝癌等作用ꎮ 本文综述了其在肝疾病方

面的药理作用及机制ꎬ以期为其后续的深入研究及

开发利用提供参考ꎮ

１　 结构与药动学特点

　 　 ＰＤ 为白藜芦醇与葡萄糖结合的产物ꎬ是一种

非黄酮类天然多酚化合物ꎬ化学名为 ３ꎬ ４’ꎬ ５￣三羟

基二苯乙烯￣３￣β￣Ｄ￣葡萄糖苷(图 １)ꎬ分子式为 Ｃ２０

Ｈ２２Ｏ８ꎬ相对分子量为 ３９０􀆰 ４０ꎮ 研究报道 ＰＤ 在大鼠

体内的药动学过程符合二室模型ꎬ口服吸收较快ꎬ
ｔｍａｘ为 ２０􀆰 ８０ ｍｉｎꎬＣｍａｘ 为 １􀆰 ４４ μｇ / ｍＬꎬｔ１ / ２β 为 ８９􀆰 ８４
ｍｉｎꎬ可快速分布到各组织ꎬ给药后 １０ ~ ３０ ｍｉｎ 各组

织中 ＰＤ 浓度即达峰值ꎬ其中脾、心、肺、胃分布较

高ꎬ肝、脑、肾次之ꎬ小肠、睾丸组织中分布再次之ꎬ
消除快ꎬ清除率为 ０􀆰 ４２ Ｌ / ( ｋｇ􀅰ｍｉｎ)ꎬ不易蓄积

中毒[４－５]ꎮ
ＰＤ 可通过两种途径去糖基化生成反式白藜

芦醇:第 一 种 是 通 过 钠 依 赖 性 葡 萄 糖 转 运 体

(ＳＧＬＴ１)通过刷状缘后ꎬ被 β￣葡糖苷酶水解ꎻ第二

种是通过膜结合酶根皮苷水解酶在上皮腔侧进行

去糖基化ꎬ然后释放的白藜芦醇苷元通过被动扩

散进入细胞ꎬ再被代谢成葡糖醛酸结合物[６] ꎮ 与

白藜芦醇相比ꎬＰＤ 具有更强的水溶性及抗氧化作

用ꎬ可通过两种不同的转运方式被吸收ꎬ即被动扩

散和主动转运 (通过主要存在于胃 和 肠 中 的

ＳＧＬＴ１ 进行主动转运) [７－８] ꎻ具有更高的生物利用

度ꎬ在胃肠道生理条件下ꎬＰＤ 具有较好的溶解度ꎬ
更容易被吸收[９] ꎮ

图 １　 虎杖苷的化学结构

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｏｌｙｄａｔｉｎ.

２　 药理作用

２􀆰 １　 保护肝细胞

　 　 ＰＤ 具有保护肝细胞的作用ꎮ 研究报道ꎬＰＤ 在

１×１０－７ ~１×１０－４ ｍｏｌ / Ｌ 浓度范围内可不同程度地减

少 ＣＣｌ４ 诱导的原代培养大鼠肝细胞 ＡＬＴ 及丙二醛

(ＭＤＡ)生成ꎬ增加还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)活性ꎬ提
高细胞存活率[１０]ꎮ 在大鼠失血性休克模型中发现

ＰＤ 可抑制大鼠肝细胞线粒体膜电位改变和线粒体

通透性转换孔(ｍＰＴＰ)开放、维持肝细胞溶酶体稳

定、抑制休克诱导的氧化应激ꎬ减轻肝细胞线粒体

损伤ꎬ从而保护肝细胞[１１]ꎮ
２􀆰 ２　 抗肝纤维化

　 　 肝纤维化是各种慢性肝病向肝硬化发展以及

原发性肝癌进一步发展、恶化的关键步骤ꎬ表现为

肝内纤维组织异常增生、细胞外基质弥漫性大量产

生和沉积、合成和降解失衡、继发肝自我修复的动

态可逆性病理过程[１２]ꎮ 肝星状细胞被激活后转化

为肌成纤维细胞被认为是肝纤维化形成的关键环

节[１３]ꎮ 体外培养大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ꎬ给予 ＰＤ
(１２５、２５０、５００ μｍｏｌ / Ｌ)处理ꎬ发现 ＰＤ 可降低肝星

状细胞活力、减少 α￣平滑肌肌动蛋白(α￣ＳＭＡ)和

ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白表达ꎬ且浓度增加ꎬ抑制作用增强ꎬ呈
一定的剂量依赖性[１４]ꎻ在转化生长因子￣β１( ＴＧＦ￣
β１)刺激人肝星状细胞株(ＬＸ￣２)诱导肝纤维化细胞

模型中发现ꎬＰＤ 能显著抑制 α￣ＳＭＡ 表达ꎬ抑制肝星

状细胞活化ꎬ减少肝纤维化[１５]ꎮ 体内研究发现腹腔

注射 ＰＤ(５ ｍｇ / ｋｇ)４ 周可减少甲硫氨酸￣胆碱缺乏

(ＭＣＤ)饮食诱导的非酒精性脂肪性肝炎(ＮＡＳＨ)和
肝纤维化小鼠血清 ＡＳＴ 和 ＡＬＴ 生成、改善 ＮＡＳＨ 和

肝纤维化[１６]ꎮ 此外 ＰＤ 可减少 ＣＣｌ４ 诱导的 α￣ＳＭＡ
及 ＴＧＦ￣β１ 表达、胶原蛋白沉积、巨噬细胞浸润ꎬ改
善肝纤维化和炎症[１３ꎬ１７]ꎮ 这些研究表明 ＰＤ 可通过

减少 ＮＡＳＨ 和肝纤维化来改善肝功能ꎮ
２􀆰 ３　 改善肝细胞脂肪变性

　 　 脂肪肝又称脂肪性肝病或肝内脂肪变性ꎬ是指

各种原因引起的以肝细胞脂肪变性为主的临床病

理综合征[１８]ꎮ 肝细胞脂肪变性发展为脂肪性肝炎

是单纯性肝脂肪变向肝硬化甚至肝癌进展的重要

阶段ꎮ 研究报道ꎬＰＤ 可减轻高脂饮食诱导的非酒

精性脂肪肝模型动物肝细胞脂肪变性ꎬ降低血清

ＡＳＴ、ＡＬＴ、低密度脂蛋白胆固醇(ＬＤＬ￣Ｃ)和甘油三

酯(ＴＧ)、总胆固醇(ＴＣ)以及游离脂肪酸(ＦＦＡ)等
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的浓度[１９－２１]ꎮ 此外在斑马鱼幼鱼急性酒精性脂肪

肝模型中发现ꎬ模型组斑马鱼幼鱼肝脂肪发生沉

积、变性ꎬ而 ＰＤ 可明显减少肝脂肪沉积ꎬ改善肝组

织病理改变ꎬ起到保护肝的作用[２２]ꎮ
２􀆰 ４　 抗肝癌

　 　 肝细胞癌是常见的肝原发性恶性肿瘤ꎬ主要发

生在慢性肝病和肝硬化患者中ꎬ是全球第三大与癌

症相关的死亡原因ꎮ 研究报道ꎬ在体外用 ＰＤ 处理

正常肝细胞系 ＨＬ￣７７０２ 以及肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２ 和

ＳＭＭＣ￣７７２１ 后发现ꎬＰＤ 可浓度依赖性和时间依赖

性地抑制肝癌细胞增殖ꎻ还可浓度依赖性地诱导肝

癌细胞凋亡(可能是通过增加 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 活性ꎬ上调

Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｃａｓｐａｓｅ￣９、Ｂａｘ 的蛋白表达以及下调Ｂｃｌ￣２
的蛋白表达来实现的)ꎻ此外ꎬＰＤ 还可抑制肝癌细

胞的增殖、侵袭以及迁移ꎮ 体内研究发现ꎬ将 ＨｅｐＧ２
细胞接种于裸鼠ꎬＰＤ 处理能显著抑制裸鼠种植瘤

的生长ꎬ并增加了 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达和肝癌细胞

凋亡[２３]ꎮ
２􀆰 ５　 调节糖脂代谢、改善胰岛素抵抗

　 　 研究报道ꎬ胰岛素抵抗、肝脂质沉积等与非酒

精性脂肪肝病(ＮＡＦＬＤ)的发病密切相关ꎬ因此ꎬ调
节糖脂代谢、改善胰岛素抵抗可能是治疗 ＮＡＦＬＤ 的

重要手段[２４]ꎮ 在高脂饮食诱导的 ＮＡＦＬＤ 大鼠模型

中发现ꎬ模型组的大鼠出现脂质大量沉积、高胰岛

素血症、胰岛素抵抗以及 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ￣Ｃ 升高ꎬ而
ＨＤＬ￣Ｃ 降低ꎬ通过 ＰＤ 治疗后ꎬ发现 ＰＤ 可降低 ＴＣ、
ＴＧ、ＬＤＬ￣Ｃꎬ升高 ＨＤＬ￣Ｃꎬ有效改善胰岛素抵抗、降
低空腹胰岛素及血糖水平ꎬ提高胰岛素敏感指

数[２１ꎬ２５－２６]ꎮ 此外ꎬ还发现 ＰＤ 可降低脂质合成关键

酶固醇调控元件结合蛋白￣１ｃ(ＳＲＥＢＰ￣１ｃ)、肝 Ｘ 受

体 α(ＬＸＲ￣α)蛋白以及硬酯酰辅酶 Ａ 去饱和酶 １
(ＳＣＤ１)的表达ꎬ减少脂质合成ꎻ增加肝脂质代谢关

键酶过氧化物酶体增殖剂激活受体￣α(ＰＰＡＲ￣α)合
成以及脂肪酸代谢关键酶肉碱棕榈酰转移酶￣１
(ＣＰＴ１)蛋白水平ꎬ改善脂质代谢障碍ꎬ减少脂质沉

积[２７－２８]ꎮ 以上研究说明ꎬＰＤ 可调节糖脂代谢、改善

胰岛素抵抗ꎮ

３　 作用机制

３􀆰 １　 抗氧化应激

　 　 氧化应激是机体或细胞内氧化和抗氧化系统

之间的平衡被破坏而造成的应激状态ꎬ发生在多种

疾病过程中ꎮ ＰＤ 是一种天然多酚化合物ꎬ具有很

好的自由基清除能力和抗氧化活性[２９－３０]ꎮ 一项临

床研究显示ꎬＰＤ 可显著降低慢性酒精中毒患者血

浆 ＡＳＴ、ＡＬＴ 水平及脂质过氧化水平ꎬ改善酒精中毒

患者的肝损伤[３１]ꎮ ＰＤ 可提高重金属镉处理后小鼠

肝组织 ＳＯＤ 及 ＧＳＨ￣Ｐｘ 活性ꎬ抑制镉诱导的自由基

对肝细胞的攻击ꎬ降低 ＭＤＡ 含量ꎬ减轻镉诱导的肝

组织细胞氧化应激引起的肝损伤[３２]ꎮ 同样ꎬ在非酒

精性脂肪肝模型中也发现 ＰＤ 能升高 ＳＯＤ 及 ＧＳＨ￣
Ｐｘ 活性ꎬ降低 ＭＤＡ 含量ꎬ提高肝抗氧化能力[３３]ꎮ
在对乙酰氨基酚诱导的小鼠肝毒性模型中发现ꎬＰＤ
通过降低氧化型谷胱甘肽(ＧＳＳＧ)、活性氧(ＲＯＳ)、
一氧化氮(ＮＯ)和丙二醛(ＭＤＡ)的含量ꎬ增加 ＧＳＨ、
ＧＳＨ￣Ｐｘ 活性以及 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值ꎬ减少氧化应激ꎮ
同时ꎬＰＤ 显著抑制诱导型一氧化氮合酶( ｉＮＯＳ)、
ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ２(ＮＯＸ２)的水平和 ｍＲＮＡ 表达[３４]ꎮ
在芥子气诱导肝损伤研究中发现ꎬＰＤ 显著增加了

Ｓｉｒｔ１、ＨＯ￣１ 和 ＮＱＯ１ 的表达以及 Ｎｒｆ２ 核易位ꎬ提高

小鼠存活率ꎬ而敲除 Ｓｉｒｔ１ 或 Ｎｒｆ２ 均取消了 ＰＤ 的保

护作用ꎬ这说明 ＰＤ 对抗芥子气中毒所致肝损伤与

Ｓｉｒｔ１ / Ｎｒｆ２ 通路有关[３５]ꎮ 在高脂饮食诱导的非酒精

性脂肪性肝炎和纤维化小鼠模型中发现ꎬＰＤ 可通

过下调 ＮＯＸ４ 酶来降低氧化应激[１６]ꎮ 此外ꎬＰＤ 还

可通过增加 ｍｉＲ￣２００ａ 来调节 Ｋｅａｐ１ / Ｎｒｆ２ 信号通路

防止果糖诱导的肝炎症和脂质沉积[２７]ꎮ
３􀆰 ２　 抗炎

　 　 研究报道ꎬＰＤ 具有较好的抗炎作用ꎮ 在 ＬＰＳ /
Ｄ￣ＧａＩＮ 诱导的小鼠暴发性肝衰竭模型中ꎬＰＤ 预处

理可剂量依赖性地抑制了肿瘤坏死因子￣α(ＴＮＦ￣α)
的产生ꎬ抑制髓过氧化物酶(ＭＰＯ)活性以及细胞间

粘附 分 子￣１ ( ＩＣＡＭ￣１ )、 内 皮 细 胞 粘 附 分 子￣１
(ＥＣＡＭ￣１)的表达ꎬ并抑制 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 激活以及转录

因子核因子￣κＢ(ＮＦ￣κＢ)的活性ꎬ从而抵抗 ＬＰＳ / Ｄ￣
ＧａＩＮ 诱导的暴发性肝衰竭[３６]ꎮ 在酒精性肝病模型

中发现ꎬ ＰＤ 预处理可通过下调 Ｔｏｌｌ 样受体 ４
(ＴＬＲ４)和 ＮＦ￣κＢ￣ｐ６５ 抑制促炎细胞因子 ＴＮＦ￣α、
ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 的释放ꎬ抑制炎症ꎬ预防乙醇诱发的肝损

伤[３７]ꎮ 在 ＣＣｌ４ 引起的肝损伤模型中ꎬＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣
１β、环氧合酶 ２ ( ＣＯＸ￣２)、诱导型一氧化氮合酶

(ｉＮＯＳ)以及 ＮＦ￣κＢ 的表达增加ꎬ而 ＰＤ 可逆转它们

的表达ꎬ保护小鼠免受 ＣＣｌ４ 诱导的肝损伤[３８]ꎮ
３􀆰 ３　 调节细胞凋亡

　 　 研究报道ꎬＰＤ 对细胞凋亡具有双重调节作用ꎮ
在 Ｄ￣半乳糖诱导的肝损伤模型中ꎬＰＤ 能够上调凋
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亡抑制蛋白 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ下调促凋亡蛋白 Ｂａｘ 和

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达ꎬ减轻肝组织病理变化[３０]ꎮ 在重

金属镉处理后的小鼠中ꎬＰＤ 可提高肝组织 ＳＯＤ 及

ＧＳＨ￣Ｐｘ 活性ꎬ下调 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达ꎬ减少细

胞凋亡[３２]ꎮ 在对乙酰氨基酚诱导的小鼠肝毒性模

型中ꎬＰＤ 通过降低细胞色素 Ｃ、活化的 Ｃａｓｐａｓｅ￣９、
凋亡酶激活因子 １(Ａｐａｆ￣１)、活化的 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 以及

Ｂａｘ 水平和表达ꎬ增加 Ｂｃｌ￣２ 水平和表达ꎬ抑制细胞

凋亡[３４]ꎮ 而在肝癌细胞中ꎬＰＤ 浓度依赖性地增加

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 活性ꎬ上调 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｃａｓｐａｓｅ￣９、Ｂａｘ 蛋白

表达ꎬ下调 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达ꎬ诱导细胞凋亡[２３]ꎮ
３􀆰 ４　 防止线粒体损伤

　 　 线粒体是物质代谢和能量代谢的重要场所ꎬ在
细胞分化、增殖和死亡中起着重要作用ꎮ 研究发

现ꎬ在肝疾病的发生发展过程肝细胞表现出线粒体

功能受损ꎬ能量代谢异常ꎬ其特征为线粒体通透性

转换孔(ｍＰＴＰ)开放、线粒体肿胀、膜电位降低和

ＡＴＰ 水平降低[３９－４０]ꎮ Ｌｉ 等[１１] 研究发现ꎬ急性缺血

性休克引起肝细胞线粒体功能障碍ꎬ而 ＰＤ 可减轻

肝细胞线粒体损伤ꎬ抑制线粒体膜电位崩溃和

ｍＰＴＰ 开放ꎬ改善肝细胞线粒体功能ꎮ 此外ꎬＰＤ 可

抑制严重休克诱导的肝细胞氧化应激ꎬ维持肝细胞

溶酶体的稳定性ꎬ其作用机制与 ＰＤ 激活 ＳＩＲＴ１￣
ＳＯＤ２ 途径有关ꎮ
３􀆰 ５　 调节自噬

　 　 自噬是细胞通过溶酶体将细胞内受损的细胞

器、错误折叠的蛋白及多余的脂质降解来维持细胞

稳态和器官完整性的重要过程ꎮ 研究表明ꎬ自噬在

多种肝疾病中起重要作用[４１]ꎮ 细胞内脂质的自噬

降解障碍是 ＮＡＳＨ 发展的原因之一ꎮ 体内外研究表

明ꎬＰＤ 可抑制 ｍＴＯＲ 信号传导并上调转录因子 ＥＢ
(ＴＦＥＢ)的表达和活性ꎬ促进溶酶体生物发生ꎬ恢复

溶酶体功能和自噬通量ꎬ减少 ＮＡＳＨ 模型小鼠

ＮＡＦＬＤ 活动评分、降低血清 ＴＣ 和 ＡＬＴ 水平ꎬ预防

ＮＡＳＨ 模型小鼠肝脂质蓄积、减轻炎症和肝细胞

损伤[４２]ꎮ

４　 结语与展望

　 　 肝损伤是多种肝疾病共有的一种病理状态ꎬ因
此肝损伤的防治尤为重要ꎮ 目前ꎬ临床用于治疗肝

损伤的药物主要通过抗氧化应激、抗炎、保护肝组

织及细胞、改善肝功能等起到治疗肝损伤的作用ꎮ
ＰＤ 是一种从虎杖中分离出来的多酚类单体化合

物ꎬ其具有较好的抗氧化作用ꎮ 研究报道ꎬ其在肝

方面具有保护肝细胞、抗肝纤维化、改善肝细胞脂

肪变性及抗肝癌等作用ꎬ其作用机制可能与其抗

炎、抗氧化应激、调节自噬及细胞凋亡、防止线粒体

损伤等有关ꎮ 综上所述ꎬ虎杖苷具有发展成为保肝

药物的潜在可能ꎮ 然而ꎬ目前关于 ＰＤ 在肝方面的

药理作用机制以及作用靶蛋白仍不清楚ꎬ且缺乏相

关的毒理学研究ꎬ因此ꎬ为了能更好地将 ＰＤ 开发利

用ꎬ还需对其进行更多更深入的研究ꎮ
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　 　 【摘要】 　 肺癌作为人类最常见的恶性肿瘤之一ꎬ是导致人类因癌症死亡的主要原因ꎮ 早期诊断是提升肺癌

患者生活质量ꎬ改善预后的关键ꎬ而肿瘤标志物检测是肺癌早期诊断的重要途径ꎮ 支气管肺泡灌洗液中肿瘤标志

物出现早、浓度高ꎬ有助于肺癌早期诊断ꎮ 本文对近年来支气管肺泡灌洗液中肿瘤标志物的研究现状进行综述ꎬ以
期为肺癌的早期诊断提供参考ꎮ
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　 　 近年来ꎬ肺癌的发病率和病死率呈迅速增长趋

势[１]ꎬ大多数患者确诊的时候一般都是晚期ꎬ预后

差ꎬ五年生存率为 １０％ ~２０％[２]ꎬ给社会和家庭带来

巨大的经济和社会负担ꎮ 早诊断、早治疗可明显改

变肺癌患者的生存率ꎮ 肺癌的确诊主要依靠组织

病理学及病理细胞学检查ꎬ但组织标本的获取存在

一定的难度[３]ꎬ特别是对起源于支气管远端的肺

癌ꎬ想要获取其病理组织更难ꎮ 检测肺癌肿瘤标志

物是实现肺癌早期诊断的重要途经ꎬ利用血液、尿
液和唾液等体液进行生物标志物检测已成为一种

重要的癌症 诊 断 方 法[４]ꎮ 支 气 管 肺 泡 灌 洗 液

(ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄꎬ ＢＡＬＦ)是通过电子支



气管镜向支气管肺泡内反复以无菌 ０􀆰 ９％氯化钠注

射液灌洗收集的肺表面衬液ꎬ生化成分主要由磷脂

和蛋白质组成ꎬ核酸(ＤＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ)较少ꎬ这
些成分的变化反映了机体的病理生理状态ꎬ可能含

有更高浓度的肺癌分泌蛋白ꎬ因此被视为肿瘤标志

物的丰富来源[５]ꎮ 由于肿瘤细胞合成和分泌的物

质首先释放到病灶处的支气管肺泡内ꎬ所以通过检

测 ＢＡＬＦ 中特异性的肿瘤标志物对于肺癌的早期诊

断、疾病进展监测、预后等有重要意义ꎮ

１　 常见的支气管肺泡灌洗液肿瘤标志物

１􀆰 １　 癌胚抗原

　 　 癌胚抗原( ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ａｎｔｉｇｅｎꎬ ＣＥＡ) 是

Ｇｏｌｄ 等[６]在 １９６５ 年从结肠癌中提取的一种细胞膜

表面的酸性糖蛋白ꎬ分子量为 ( １８０ ~ ２００) × １０３ꎬ
ＢＡＬＦ 中正常范围是 ０ ~ ５ ｎｇ / ｍＬꎬ通常在胎儿发育

过程中产生ꎬ在出生前即停止分泌ꎮ ＣＥＡ 可介导细

胞与细胞外基质间的黏附反应ꎬ在肿瘤的发生和侵

袭转移过程中起关键作用ꎮ 作为一种具有人类胚

胎抗原决定簇的多糖蛋白复合物ꎬＣＥＡ 常被用于检

测结直肠癌ꎬ但是随着浓度的升高ꎬ也可以预测小

细胞肺癌和非小细胞肺癌[７]ꎬ也是最早在临床上应

用于诊断肺癌的标志物ꎮ 肺癌患者 ＢＡＬＦ 中的 ＣＥＡ
水平明显高于良性病变者ꎬ１０３ 例肺癌及非肺癌患

者支气管肺泡灌洗液、胸水、血清的 ＣＥＡ 测定结果

呈支气管肺泡灌洗液 ＣＥＡ>胸水 ＣＥＡ>血清 ＣＥＡ 的

趋势ꎬ提示用支气管肺泡灌洗液检测 ＣＥＡ 浓度比通

常用胸水及血清测定 ＣＥＡ 浓度鉴别诊断肺部疾病

更为敏感[８]ꎮ 有报道称肺癌患者 ＢＡＬＦ 中 ＣＥＡ 水

平比血清中高出 ３０ 多倍ꎬ这可能由于循环中的

ＣＥＡ 经肝脏降解ꎬ导致其在 ＢＡＬＦ 中浓度聚集[９]ꎮ
事实上对于无法经支气管镜确诊的肿瘤患者ꎬ测定

ＢＡＬＦ 中的 ＣＥＡ 是一种有效的辅助诊断方法[１０]ꎮ
而肺腺癌细胞能直接产生 ＣＥＡ 的研究结果ꎬ进一步

突出了 ＣＥＡ 是腺癌的特异性肿瘤标志物[１１]ꎮ
不同病理类型肿瘤中的 ＣＥＡ 水平会有不同ꎬ表

达水平由高到低依次是:腺癌>小细胞癌>鳞癌ꎮ 丁

娜等[１２] 检测了 ３ 种不同病理分型肺癌 ＢＡＬＦ 中

ＣＥＡ 的浓度ꎬ结果显示腺癌中的浓度远高于小细胞

肺癌和鳞癌中的浓度ꎬ提示可将 ＣＥＡ 作为肺腺癌病

情进展及判定临床分期的指标ꎮ 丁慧强[１３] 的研究

认为ꎬ肺癌组支气管肺泡液中 ＣＥＡ 的诊断临界点为

７􀆰 ９ ｎｇ / ｍＬꎬ此时的敏感性和特异性能达到 ９０％和

８６􀆰 ７％ꎮ 但是需要注意的是ꎬＣＥＡ 在多种肿瘤组织

中如宫颈癌、乳腺癌、卵巢癌等均会出现异常升高ꎬ
所以其对肺癌诊断的特异度较低ꎬ实际应用中需和

其他指标联合检测ꎮ
１􀆰 ２　 糖类抗原 １２５
　 　 糖 类 抗 原 １２５ ( ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ １２５ꎬ
ＣＡ１２５)也被称为粘蛋白 １６ 或 ＭＵＣ１６ꎬ在人中由

ＭＵＣ１６ 基因编码ꎬ最早是 Ｂａｓｔ 等[１４] 通过浆液上皮

性卵巢癌细胞系 ＯＶＣＡ４３３ 生产出单克隆抗体

ＯＣ１２５ꎬ该抗体所特异识别的抗原即是 ＣＡ１２５ꎮ
ＣＡ１２５ 是在胚胎发育期由体腔上皮细胞产生的一

类高分子糖蛋白抗原ꎬ与许多肿瘤的发生发展密切

相关ꎬ属于混合型肿瘤标志物ꎮ ＣＡ１２５ 在细胞内合

成并储存ꎬ因被细胞间连接和基底膜阻挡而无法入

血ꎬ故正常人血清中浓度很低ꎬ健康人群的含量≤３５
Ｕ / ｍＬꎬ当组织发生病变时释放入血而升高[１５]ꎮ

由于 ＣＡ１２５ 在体液中的半衰期仅为 ４􀆰 ８ ｄ 左

右ꎬ且代谢快ꎮ 因此ꎬ其水平的变化可以很好的反

应肿瘤组织的近期状态ꎮ Ｌｉ 等[１６] 研究表明肺癌组

织中有 ＣＡ１２５ 的表达ꎬ以肺腺癌中最高ꎬ其表达水

平与肿瘤的分化程度密切相关ꎮ Ｃｅｄｒ􀆧ｓ 等[１７] 研究

发现ꎬ在 ２７７ 例Ⅲ~Ⅳ期 ＮＳＣＬＣ 患者中有 ４６􀆰 ６％的

患者血清 ＣＡ￣１２５ 水平升高ꎬ且其无进展生存期

(ＰＦＳ)更差 ( ４􀆰 ６ 月 ｖｓ ７􀆰 ５ 月ꎬＰ < ０􀆰 ０５ꎻ８􀆰 ７ 月 ｖｓ
１４􀆰 ０ 月ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎬ多因素分析也显示 ＣＡ１２５ 水平

升高与预后差有明确相关性ꎮ 但是对于女性肺癌

患者而言ꎬ在评估 ＣＡ１２５ 的临床意义时要考虑其激

素状况ꎬ因为正常的卵巢活动会影响 ＣＡ１２５ 的水

平ꎮ 此外ꎬ子宫内膜异位症和妊娠也会提升 ＣＡ１２５
的水平ꎮ Ｇｈｏｓｈ 等[１８]研究认为ꎬ支气管肺泡灌洗液

中 ＣＡ１２５ 的诊断临界点为 ３６􀆰 ５ Ｕ / ｍＬꎬ此时的灵敏

度为 ８９􀆰 １３％ꎬ 特 异 度 为 ７５％ꎬ 阳 性 预 测 值 为

８０􀆰 ３９％ꎬ阴性预测值为 ８５􀆰 ７１％ꎮ
１􀆰 ３　 神经元特异性烯醇化酶

　 　 神 经 元 特 异 性 烯 醇 化 酶 ( ｎｅｕｒｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｅｎｏｌａｓｅꎬ ＮＳＥ)是一种糖酵解烯醇酶ꎬ分子量为 ７８×
１０３ꎬ催化 ２￣磷酸甘油酸裂解生成烯醇式丙酮酸ꎬ由
α、β、γ 三种亚基以二聚体的形式组成 αα、ββ、γγ、
αγ、βγ 五种形式的同工酶ꎬ是糖酵解途径中甘油分

解的最后环节的酶ꎬ优先表达于神经和内分泌组

织ꎮ 因此ꎬＮＳＥ 可以作为神经元发育成熟的标志ꎬ
其含量能反映神经元分化的程度[１９]ꎮ 小细胞肺癌

属于神经内分泌起源肿瘤ꎬ具有神经内分泌细胞和

ＡＰＵＤ( ａｍｉｎｅ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｕｐｔａｋｅ ａｎｄ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｔｉｏｎ)
细胞的特征ꎮ 因此 ＮＳＥ 是小细胞肺癌最敏感、最特
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异的肿瘤标志物[２０]ꎬ其对小细胞肺癌的诊断特异性

为 ４０％ ~ ７０％[２１]ꎬ对于明确小细胞肺癌的临床分

期、鉴别诊断和疾病进展有指导作用ꎮ
Ｃａｒｎｅｙ 等[２２]首次报道了 ９４ 例新诊断的和未经

治疗的 ＳＣＬＣ 患者血清 ＮＳＥ 水平会升高ꎬ且 ＮＳＥ 水

平与化疗的临床反应之间有很好的相关性ꎮ ＮＳＥ
水平高的小细胞肺癌患者术后的生存率低ꎬ复发风

险也较高ꎮ 研究表明ꎬＮＳＥ 是预测小细胞肺癌患者

预后的最有效因子ꎬ其敏感性优于肿瘤分期、患者

临床表现、年龄、性别、ＣＥＡ 和碱性磷酸酶[２３]ꎮ 有研

究表明 ＮＳＥ 的诊断阈值为 ２􀆰 ０６ ｎｇ / ｍＬꎬ其敏感性和

特异性分别为 ７２􀆰 ０％和 ６９􀆰 ２％ꎬ提示 ＮＳＥ 可以作为

肺癌恶性程度的指示指标[２４]ꎮ
１􀆰 ４　 鳞状上皮细胞癌抗原

　 　 鳞状上皮细胞癌抗原( ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ
ａｎｔｉｇｅｎꎬ ＳＣＣ￣Ａｇ)是一种细胞骨架蛋白ꎬ分子量为

４８×１０３ꎬ由 １１７０ 个核苷酸组成ꎬ编码 ３９０ 个氨基酸ꎬ
属于丝氨酸蛋白酶抑制物家族ꎮ ＢＡＬＦ 中正常范围

是 ０􀆰 ８ ｎｇ / ｍＬꎬ由于 ＳＣＣ￣Ａｇ 最初是在子宫癌中发现

的ꎬ所以早期的研究主要集中于子宫鳞状细胞癌ꎮ
ＳＣＣ 作为鳞癌细胞的一种特殊蛋白质ꎬ在肺癌

患者中 ＳＣＣ￣Ａｇ 的阳性率依次为鳞癌、腺癌、ＳＣＬＣꎬ
并且假阳性率低[２５]ꎮ 罗玲等[２６] 的检测结果显示肺

癌组的 ＳＣＣ￣Ａｇ 水平明显高于肺部良性病变组ꎬ在
肺癌Ⅲ~Ⅳ均高于Ⅰ~Ⅱ期ꎬ差异有统计学意义ꎬ提
示 ＳＣＣ￣Ａｇ 有助于肺癌病理类型的判断ꎬ并能间接

反映患者的病情进展情况ꎮ 王磊[２７] 的研究表明ꎬ
ＢＡＬＦ 中 ＳＣＣ￣Ａｇ 水平高于血清ꎬ提示 ＢＡＬＦ 中 ＳＣＣ￣
Ａｇ 对诊断肺鳞状细胞癌参考价值优于血清ꎬ且随着

ＢＡＬＦ 中 ＳＣＣ￣Ａｇ 的水平升高ꎬ临床分期越高ꎮ 有研

究显示肺癌组 ＢＡＬＦ 中 ＳＣＣ 的总阳性率可达到

９５􀆰 ８％ꎬ敏感性为 ９５􀆰 ８％ꎬ特异性为 ５４􀆰 ３％[２８]ꎮ
１􀆰 ５　 细胞角蛋白 １９ 片段

　 　 细胞角蛋白 １９(ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎꎬ ＣＫ１９)为主要表达

于单层上皮细胞的 Ｉ 型角蛋白ꎬ细胞角蛋白 １９ 片段

(ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ￣１９￣ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｎｔｉｇｅｎ ２１￣１ꎬ ＣＹＦＲＡ２１￣１)
是水溶性 ＣＫ１９ 片段ꎬ广泛分布于正常组织表面如

复层上皮和鳞状上皮ꎮ ＣＫ１９ 是一种结构蛋白ꎬ属
于酸性多肽之一ꎬ肿瘤细胞凋亡引起蛋白酶大量激

活ꎬ导致角蛋白 １９ 的某些片段降解并被识别ꎬ该片

段即为可溶性细胞角蛋白 １９ 片段 ( ＣＹＦＲＡ２１￣
１) [２９]ꎮ ＣＹＦＲＡ２１￣１ 的分子量为(４０ ~ ６８) ×１０３ꎬ主
要存在于肺癌、食道癌等上皮起源的肿瘤细胞的胞

浆中ꎬ其诊断肺癌的灵敏度随着疾病的不同发展阶

段而不同ꎬ最高可达到 ６９􀆰 ６％[３０]ꎮ
ＢＡＬＦ 中 ＣＹＦＲＡ２１￣１ 的正常范围是 ０ ~ ２􀆰 ０８

ｎｇ / ｍＬꎬＰｕｊｏｌ 等[３１]首次在 １６５ 名肺癌患者中检测了

ＣＹＦＲＡ２１￣１ 的水平ꎬ发现灵敏度和特异度分别是

５２％和 ８７％ꎬ敏感性在鳞状细胞癌中最高ꎬ在 ＳＣＬＣ
中最低ꎮ ＣＹＦＲＡ２１￣１ 的水平变化能反映非小细胞

肺癌的病情波动ꎬ当肺部存在不清晰圆形焦点ꎬ而
ＣＹＦＲＡ２１￣１ 水平又大于 ３０ ｎｇ / ｍＬ 时ꎬ提示很可能

是原发性支气管肺癌[３２]ꎮ 杨国彪等[３３] 人的检测结

果表明肺癌组患者血清和 ＢＬＡＦ 中 ＣＹＦＲＡ２１￣１ 水

平均高于肺良性病变组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ表明 ＣＹＦＲＡ２１￣
１ 水平的变化与肺癌的发生发展有一定的关系ꎮ 也

有研究称 ＣＹＦＲＡ２１￣１ 在鳞状细胞癌患者中的表达

高于腺癌和 ＳＣＬＣ 患者ꎬ提示 ＣＹＦＲＡ２１￣１ 可以作为

诊断鳞状细胞癌的有效标志物[１６]ꎮ 邬勇坚等[２８] 测

定 ＢＡＬＦ 中 ＣＹＦＲＡ２１￣１ 阳性率为 ８３􀆰 ３％ꎬ敏感性为

３８􀆰 ３％ꎬ特异度为 ５１􀆰 ４％ꎮ
１􀆰 ６　 胃泌素释放肽前体

　 　 胃泌素释放肽 ( ｐｒｏ￣ｇａｓｔｒｉｎ￣ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅꎬ
ＧＲＰ)最初是从猪胃黏膜中分离的ꎬ属于胃肠激素ꎬ
广泛分布于哺乳动物的神经系统、胃肠道和呼吸

道ꎮ ＧＲＰ 是参与肿瘤细胞生长的重要因子ꎬ其通过

肿瘤细胞的自分泌或细胞间的旁分泌发挥作用[３４]ꎮ
但 ＧＲＰ 的半衰期很短ꎬ只有 ２ ｍｉｎꎬ不稳定ꎬ难以检

测ꎮ 而其前体 ｐｒｏ￣ＧＲＰ 的水平比 ＧＲＰ 高 ４００ 倍ꎬ因
此通常检测 ＧＲＰ 的前体 ｐｒｏ￣ＧＲＰ 来反映其水平ꎮ
ｐｒｏ￣ＧＲＰ 在肺部良性病变和上皮来源的肿瘤中呈低

水平表达ꎬ在 ＢＡＬＦ 中的正常范围是 ２８􀆰 ３０ ~ ７４􀆰 ４０
ｐｇ / ｍＬꎬ但在 ＳＣＬＣ 细胞系和 ＳＣＬＣ 组织中均高表

达[３５]ꎬ有助于 ＳＣＬＣ 的诊断ꎮ 王艳海等[３６]研究表明

ｐｒｏ￣ＧＲＰ 对 ＳＣＬＣ 的灵敏度和特异度可达到 ７７􀆰 ２％
和 ９１􀆰 １％ꎬ优于 ＮＳＥ 和 ＣＹＦＲＡ２１￣１ꎬ但是 ｐｒｏ￣ＧＲＰ
的表达水平与肿瘤的临床分期无明显相关性ꎮ

２　 ＢＡＬＦ 肿瘤标志物的临床应用

　 　 尽管已经发现了很多与肺癌密切相关的标志

物ꎬ但是还没有一种标志物是肺癌的特异性抗原ꎮ
由于肺癌的多态性及复杂性ꎬ肿瘤细胞组织来源不

同ꎬ各项肿瘤标志物单独检测具有一定的局限性ꎬ
单一指标检测往往难有理想的灵敏度和特异度ꎮ
高浓度标志物往往预示着患者很可能是肺癌ꎬ而不

是肺部良性病变ꎬ容易导致误诊或漏诊的发生ꎬ因
此在实际临床应用中多开展联合检测ꎮ

一种是多项指标联合检测ꎮ 有研究者回顾分

析了 ６５５ 例肺癌患者和 ２３７ 例肺良性疾病患者 ＣＥＡ
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和 ＣＹＦＲＡ２１￣１ 浓度对区分原发性肺癌和肺良性疾

病的诊断价值ꎬ结果显示单用两个指标诊断肺癌的

敏感性和特异性分别是 ６９％和 ６８％、４３％和 ８９％ꎬ
而两个指标联合诊断的是 ９５％和 ３３％ꎬ特异性大大

提高[３７]ꎮ ＣＥＡ、ＣＡ１９９ 与 ＣＡ１２５ 联合检测肺癌的灵

敏度与特异度能达到 ７２％和 ８３􀆰 ５％ꎬ均高于单一检

测ꎬ可使早期肺癌检出率得到明显提高[３８]ꎮ
另一种是将 ＢＡＬＦ 和血清两种组织联合检测ꎮ

Ｃｒｅｍａｄｅｓ 等[３９]将 ＢＡＬＦ 和血清 ＣＹＦＲＡ２１￣１ 水平联

合检测可使肺癌诊断的灵敏度由 ３６％提高到 ６９％ꎮ
邓丽平等[４０]研究发现ꎬ单一检测 ＢＬＡＦ 或血清中的

ＣＥＡ、ＣＹＦＲＡ２１￣１、ＮＳＥ 对肺癌的特异性尚可ꎬ但敏

感性均偏低ꎬ假阴性较多ꎬ易造成漏诊ꎬ若联合

ＢＡＬＦ 和血清可使诊断肺癌的敏感性和准确率提

高ꎬ优于单独进行 ＢＡＬＦ 或血清的肿瘤标志物检测ꎮ

３　 展望

　 　 支气管肺泡灌洗术 ( ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ Ｌａｖａｇｅꎬ
ＢＡＬ)作为依托纤维支气管镜而发展起来的新技术ꎬ
是诊断间质性肺疾病的基础技术ꎬ也是临床上被逐

渐广泛应用的新方法ꎮ 通过 ＢＡＬ 可取得 ＢＡＬＦꎬ在
某种程度上被喻为 “液相活检” [４１]ꎮ 肺癌的早发

现、早诊断、早治疗是改善肺癌患者预后、延缓病死

率的有效手段[４２]ꎮ 肿瘤标志物是癌细胞在肿瘤发

生、发展、侵袭和转移过程中分泌的一些活性物质ꎬ
存在于血液、痰液等体液中[４３]ꎮ 肿瘤标志物在疾病

的筛查、诊断、监测进展、复发和预后方面都有重要

作用ꎮ 有研究认为ꎬ从肿瘤所在位置获取检测肿瘤

标志物的标本优于血液标本ꎬ肺癌作为生长在支气

管粘膜或肺泡组织上的恶性肿瘤ꎬ脱落的肿瘤细胞

及其代谢产物可直接进入肺泡腔内ꎬ对 ＢＡＬＦ 中的

肿瘤标志物进行检测较其它标本更有特异性ꎮ 在

肿瘤早期血清中标志物含量较低ꎬ不易检测ꎬ而

ＢＡＬＦ 是取自病变部位的支气管肺泡内ꎬ浓度较高ꎬ
能提前预警异常指标ꎬ更有助于肺癌的早期诊断ꎬ
并且对患者机体的损伤也较小ꎮ 因此ꎬ通过对电子

纤维支气管镜获取的肺泡灌洗液进行肿瘤标志物

的检测ꎬ有望成为临床上肺癌早期诊断的重要途

经ꎮ 同时ꎬ检测 ＢＡＬＦ 中的肿瘤标志物水平对预测

肿瘤患者有无转移、肺部疾病的良恶性鉴别也具有

较高的临床价值[４４]ꎮ 但也有研究指出通过检测

ＢＡＬＦ 中肿瘤标志物来进行肺癌诊断的特异或敏感

性很低ꎬ无法区分良、恶性病变[４５]ꎮ ＢＡＬＦ 中肿瘤标

志物浓度会受到肿瘤细胞的大小和数目、肿瘤细胞

自身产生肿瘤标志物的速度、肿瘤标志物在体内降

解和排泄的速度及体液稀释等因素影响ꎮ 因此ꎬ如
何规范支气管肺泡灌洗液的取材和处理流程ꎬ提升

支气管肺泡灌洗液肿瘤标志物检测的诊断价值ꎬ同
时ꎬ在不同组合检测方案中ꎬ如何确保既能提高灵

敏度又能提升特异度ꎬ是今后一个重要的研究方向ꎮ
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紫杉醇在白血病治疗中的研究进展

粟燕云ꎬ赵卫华∗

(广西医科大学第一附属医院血液内科ꎬ南宁　 ５３００００)

　 　 【摘要】 　 白血病是一类典型的、以白血病细胞无限增殖为主要特征的血液系统恶性肿瘤ꎬ具有较高的致死

率ꎮ 紫杉醇是一种天然抗癌药物ꎬ因其具有独特的抗癌效应已被广泛用于多种恶性肿瘤的化疗ꎮ 但是ꎬ有关紫杉

醇在白血病中应用的实验研究相对较少ꎮ 本文现就紫杉醇治疗白血病的实验研究展开综述ꎮ
【关键词】 　 紫杉醇ꎻ白血病ꎻ治疗
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐａｃｌｉｔａｘｅｌꎻ ｌｅｕｋｅｍｉａꎻ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　 　 白血病( ｌｅｕｋｅｍｉａꎬ ＡＬ)是一类起源于造血系

统、具有高度异质性的恶性克隆性疾病ꎬ其主要特

点为原始白细胞在骨髓、外周血及其他器官组织中

的克隆性增殖ꎬ严重影响人体的骨髓及淋巴系统导

致高致死率ꎮ 白血病的发病率在全国肿瘤中位列

前十ꎬ是 ０~１４ 岁儿童最为常见的恶性肿瘤之一ꎬ约
占 ２８％[１]ꎮ 据统计ꎬ２０１５ 年白血病在我国肿瘤新发

病例数中占 １􀆰 ７５％ꎬ死亡率占 １􀆰 ８９％ꎬ在 ０~３５ 岁成

年男性与女性恶性肿瘤中均占首位[２]ꎮ 目前对于

白血病的治疗主要包括传统的化疗以及造血干细

胞 移 植 ( ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎꎬ
ＨＳＣＴ)ꎬ此外还有放疗、分子靶向治疗等ꎮ 众所周

知ꎬ紫杉醇是一种具有独特抗癌特性的化疗药物ꎬ
被认为是目前最成功的天然抗癌药物之一[３]ꎮ 紫

杉醇属于微管蛋白聚合剂ꎬ不仅能稳定微管阻止癌

细胞生长ꎬ抑制细胞有丝分裂将细胞长期阻滞在

Ｇ２ / Ｍ 期ꎬ还能调控 Ｂｃｌ￣２、ｃａｓｐａｓｅ￣３ 等凋亡相关因

子诱导癌细胞凋亡ꎬ而且还可作用于多种免疫细胞

直接杀死癌细胞ꎬ如自然杀伤(ＮＫ)细胞和巨噬细

胞[４]等ꎮ 早在 １９７１ 年ꎬＷａｎｉ 等[５] 就利用白血病移

植瘤小鼠模型ꎬ初步验证紫杉醇具有抑制白血病效

应ꎮ 随后ꎬ更多国内外学者开展了关于紫杉醇抗白

血病的研究并取得了杰出成果ꎮ 本文将对紫杉醇

在白血病治疗中的应用及其作用机制做一综述ꎮ



１　 紫杉醇的抗白血病作用机制

　 　 紫杉醇对白血病具有一定的抑制作用ꎬ对不

同的白血病细胞类型ꎬ其作用机制有所不同ꎬ包括

阻滞细胞周期、促进细胞凋亡以及诱导细胞坏

死[６]等ꎬ其中又以诱导细胞凋亡研究地较为深入ꎮ
目前认为ꎬ紫杉醇主要通过以下几种途径促进白

血病细胞凋亡进而达到其抗癌效果:(１)抑制死亡

结构域沉默子( ＳＯＤＤ)及抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 的表

达ꎬ激活凋亡相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅ￣３[７] ꎮ 此外ꎬ利用

ＲＮＡ 干扰技术下调 ＳＯＤＤ 基因的表达还可提高白

血病细胞对紫杉醇的敏感性[７] ꎮ 除了 Ｂｃｌ￣２ꎬ紫杉

醇诱导白血病细胞凋亡还与 Ｂｃｌ￣２ 家族的新成员

Ｂｃｌ￣２ｌ１２ 的表达下调有关[８] ꎮ (２)诱导细胞产生

活性氧(ＲＯＳ)激活 ＪＮＫ 信号通路ꎬ活化的 ＪＮＫ 信

号通路既可促进 Ｂｃｌ￣２ 的磷酸化ꎬ增强 ｃａｓｐａｓｅ￣３、
ｃａｓｐａｓｅ￣９ 的活性ꎬ又可促进细胞色素 Ｃ 的释放以

及 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 酶原和 ＰＡＲＰ 的裂解[９－１１] ꎮ 而另一项

研究报道称ꎬ紫杉醇诱导白血病细胞凋亡与 ＪＮＫ
信号通路的激活无关[１２] ꎮ 研究表明ꎬ紫杉醇对

ＪＮＫ 信号通路的活化具有细胞特异性ꎮ (３)抑制

核转录因子 ＮＦ￣κＢ 的激活ꎬ一方面可以减少 γ￣
ＧＣＳ 的表达ꎬ降低细胞内 ＧＳＨ 的水平ꎬ据报道ꎬ耐
药相关蛋白如 ＭＲＰ１、ＭＲＰ２ 只有在 ＧＳＨ 存在的情

况下才能将化疗药物泵出细胞外ꎮ 另一方面还可

改变 Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 的比值ꎬ激活 ｃａｓｐａｓｅ￣３、 ｃａｓｐａｓｅ￣
９[１３－１４] ꎮ (４)促进微管不稳定蛋白 Ｓｔａｔｈｍｉｎ１ 发生

磷酸化失活ꎬ抑制其与微管的结合ꎬ促进微管稳定

从而 诱 导 凋 亡[１５] ꎮ 值 得 一 提 的 是ꎬ 紫 杉 醇 和

Ｓｔａｔｈｍｉｎ１ 对微管的作用是相互拮抗的ꎬ所以白血

病细胞中 Ｓｔａｔｈｍｉｎ１ 的异常高表达会在一定程度上

影响细胞对紫杉醇的敏感性ꎬ甚至产生耐药[１６] ꎮ
鉴于此ꎬ可考虑采用靶向干扰 Ｓｔａｔｈｍｉｎ１ 的表达与

紫杉醇联合方案以提高其化疗敏感性ꎬ该联合方

案已在肺癌等多种癌细胞系中开展ꎬ结果令人满

意[１７] ꎮ 除了上述机制ꎬ Ｐｅｒｋｉｎｓ 等[１８] 研究表明ꎬ
Ａｐａｆ￣１ 过表达可增强紫杉醇诱导白血病细胞凋亡

的作用ꎬＡｐａｆ￣１ 可通过促进细胞色素 ｃ 释放、降低

线粒体膜电位(ΔΨｍ)ꎬ增加活性氧(ＯＳ)的产量进

而激活 ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃａｓｐａｓｅ￣９ 诱导凋亡ꎬ是紫杉醇诱

导凋亡作用强弱的重要决定分子ꎮ 综上可见ꎬ紫
杉醇诱导白血病细胞凋亡与抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２、凋
亡相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅꎬ尤其是 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 密不可分ꎮ

２　 紫杉醇与其他药物协同抗癌

　 　 由于紫杉醇具有较强的联合效应ꎬ常将紫杉醇

与其他药物联合使用以克服其单独用药时出现的

耐药问题ꎬ增强紫杉醇的抗肿瘤作用[１９]ꎮ (１)紫杉

醇联合姜黄素类似物:姜黄素(Ｃｕｒｃｕｍｉｎ)及其类似

物被认为是一种化疗增敏剂及放疗增敏剂ꎬ既可抑

制 ＮＦ￣κＢ、ＳＴＡＴ３、ＣＯＸ、Ａｋｔ 等基因的表达发挥其抗

肿瘤活性[２０]ꎬ又可通过抑制 Ｐ￣ｇｐ 的表达或 Ｐ￣ｇｐ 的

功能显著增强 Ｋ５６２ / Ａｄｒ 细胞对紫杉醇的敏感性ꎬ
逆转 细 胞 的 多 重 耐 药[２１]ꎮ ( ２ ) 紫 杉 醇 联 合

ＡＧ１０２４:ＡＧ１０２４ 是一种酪氨酸激酶抑制剂ꎬ紫杉醇

与 ＡＧ１０２４ 联合使用既可抑制癌基因 Ｂｃｒ￣Ａｂｌ 的表

达ꎬ还可抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路进而增强紫杉醇

的抗白血病作用ꎬ逆转细胞耐药[２２]ꎮ (３)紫杉醇联

合 ＡＢＴ￣７３７:ＡＢＴ￣７３７ 是一种 ＢＨ３ 模拟物ꎬ后者通过

模拟 ＢＨ３￣ｏｎｌｙ 蛋白上重要的氨基酸残基ꎬ占据Ｂｃｌ￣２
家族抗凋亡蛋白的功能区—ＢＨ３ 沟槽ꎬ直接抑制

Ｂｃｌ￣２、Ｂｃｌ￣ｘＬ 等的活性ꎬ将促凋亡蛋白 ｔ￣Ｂｉｄ、Ｂａｄ 及

Ｂｉｍ 释放出来ꎬ从而发挥其抗癌活性ꎮ ＡＢＴ￣７３７ 与

紫杉醇联合使用不仅能抑制抗凋亡蛋白 ＭＣＬ￣１ 的

活性ꎬ促进 Ｂｉｍ 释放ꎬ还能通过 ＪＮＫ / Ｂｉｍ 信号通路

最大程度的提高细胞内 Ｂｉｍ 的水平增强紫杉醇的

抗白血病效应[２３]ꎮ 然而ꎬ最新的一项研究发现ꎬ
ＢＨ３ 的另一模拟物 ＡＢＴ￣１９９ 与紫杉醇联合作用于

白血病细胞呈现出的是拮抗效应而非协同效应ꎬ可
能是由于紫杉醇诱导的 Ｂｃｌ￣２ 磷酸化阻碍了 ＡＢＴ￣
１９９ 将 Ｂａｘ 及 Ｂｉｍ 从磷酸化的 Ｂｃｌ￣２ 中释放出

来[２４]ꎮ 值得一提的是ꎬＢｃｌ￣２ 磷酸化与慢性髓系白

血病细胞对 ＢＨ３ 模拟物产生耐药密切相关[２５]ꎮ
(４)紫杉醇联合 Ｔｈｉａｍｅｔ￣Ｇ:Ｔｈｉａｍｅｔ￣Ｇ 是一种 ＯＧＡ
糖苷酶抑制剂ꎬ它能够通过扰乱微管的动态平衡ꎬ
与紫杉醇产生协同作用ꎬ增强白血病细胞对紫杉醇

的敏感性ꎬ两者联合使用能够发挥更大的细胞毒

性[２６]ꎮ (５)紫杉醇联合二甲双胍:二甲双胍是一种

被广泛用于治疗 ２ 型糖尿病的口服降糖药[２７]ꎮ 近

年来ꎬ大量的流行病学及临床研究表明ꎬ二甲双胍

可通过抑制癌细胞增殖、诱导癌细胞凋亡等途径抑

制多种恶性肿瘤细胞的增殖与生长ꎬ包括白血

病[２８－２９]ꎬ具有明显的抗肿瘤效应[３０－３２]ꎮ 此外ꎬ二甲

双胍还能增强耐药细胞的化疗敏感性ꎮ 例如ꎬ二甲

双胍与传统化疗药物阿糖胞苷联合能够显著抑制

白血病细胞的增殖并诱导其凋亡ꎬ增强耐药细胞对
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阿糖 胞 苷 的 敏 感 性ꎬ 其 机 制 可 能 与 ｍＴＯＲＣ１ /
Ｐ７０Ｓ６Ｋ 信号通路受抑以及细胞周期阻滞有关[３３]ꎮ
紫杉醇与二甲双胍亦具有较强的协同效应ꎬ两者联

合调控多种信号转导通路相关分子的表达ꎬ如细胞

周期、细胞凋亡相关分子以及 ＮＦ￣κＢ、ＭＡＰ / ＭＡＰＫ
通路相关分子等ꎬ从而促进白血病细胞凋亡ꎬ并诱

导细胞分化[３４]ꎮ (６)其他:苔藓抑素 １(ｂｒｙｏｓｔａｔｉｎ １)
可通过上调肿瘤坏死因子 ＴＮＦ￣α 的表达增强紫杉

醇诱导凋亡的作用ꎬ两者联合能够显著促进细胞色

素 ｃ 及 Ｓｍａｃ / ＤＩＡＢＬＯ 从线粒体释放ꎬ促进与凋亡相

关的半胱氨酸蛋白酶 ｃａｓｐａｓｅ 的激活、促凋亡蛋白

Ｂｉｄ 的裂解以及诱导白血病细胞凋亡[３５]ꎻ三氧化二

坤是治疗急性早幼粒细胞白血病的一线临床用药ꎬ
与紫杉醇一样ꎬ三氧化二坤的作用靶点也是微管蛋

白ꎬ故可增强白血病细胞对紫杉醇的敏感性ꎮ 两者

联合能够激活 ＣＤＫ１ꎬ增强纺锤体检查点ꎬ明显阻滞

细胞周期ꎬ抑制细胞活性及诱导细胞凋亡[３６]ꎮ 此

外ꎬ国内学者赖洵等[３７] 研究发现ꎬ紫杉醇与 ＩＮＦα￣
２ｂ 联合对 Ｋ５６２ 细胞的诱导凋亡作用明显增强ꎬ可
能与 ＩＮＦα￣２ｂ 明显抑制细胞中 Ｂｃｒ￣Ａｂｌ 的表达有

关ꎮ 去甲斑蝥素(ＮＣＴＤ)是提取自斑蝥属昆虫的抗

肿瘤药物ꎬ主要通过诱导 Ｇ２ / Ｍ 期阻滞以及细胞凋

亡发挥其抗肿瘤效应ꎮ 潘敏等[３８] 报道称ꎬＮＣＴＤ 可

通过线粒体途径凋亡信号ꎬ即上调促凋亡分子 Ｂａｘ、
Ｂｉｍ 的表达并抑制 Ｂｃｌ￣２ 的表达ꎬ增强紫杉醇诱导

Ｋ５６２ 细胞凋亡的效应ꎮ

３　 紫杉醇联合物理因素及其制剂类型

　 　 除了与其他药物联合使用ꎬ将紫杉醇与电磁辐

射线、低能离子束、超声波等物理因素结合也能增

强其抗肿瘤活性ꎮ 据报道ꎬ８􀆰 ８ ｍＴ 静磁场(ＳＭＦ)结
合紫杉醇对 Ｋ５６２ 细胞的细胞毒性效应显著大于单

独使用静磁场或紫杉醇的细胞毒性效应ꎬ其机制可

能与 ＤＮＡ 损伤及其导致的细胞周期阻滞有关[３９]ꎮ
而低水平超声能够增加细胞膜的通透性ꎬ提高细胞

内紫杉醇的水平从而增强紫杉醇对慢性粒细胞性

白血病细胞的抗肿瘤效应[４０]ꎮ 基于紫杉醇的溶解

度低、组织选择性较差以至于毒副作用也较大等特

点ꎬ改变紫杉醇的制剂类型也能在一定程度上增强

其抗肿瘤作用ꎮ 例如ꎬ紫杉醇纳米胶束显著提高促

凋亡蛋白 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃａｓｐａｓｅ￣９、ＰＡＲＰ 的表达水

平ꎬ增强其对白血病细胞的促凋亡作用的同时ꎬ还
能减少临床用药量、减轻或消除毒副作用[４１]ꎮ 但

是ꎬ纳米胶束或纳米颗粒的肿瘤靶向特异性较差ꎬ
而转铁蛋白修饰的携载紫杉醇脂质纳米颗粒

(ＴＰＬＮ)则可靶向性地将紫杉醇递送到白血病细胞

中ꎬ提高细胞内的药物浓度ꎬ与非靶向性的紫杉醇

纳米颗粒(ＰＬＮ)相比ꎬＴＰＬＮ 呈现更强的细胞毒性ꎬ
并能显著提高细胞凋亡的水平ꎬ其毒副作用也相对

减轻[４２]ꎮ

４　 紫杉醇治疗白血病的局限性

　 　 尽管已有诸多的实验研究证明紫杉醇具有一

定的、明确的抗白血病效应ꎬ但是将紫杉醇用于治

疗白血病患者的Ⅰ、Ⅱ期临床试验结果却发现ꎬ与
其他抗白血病药物相比ꎬ紫杉醇的抗白血病作用较

弱[４３]ꎮ Ｃｏｌｂｕｒｎ 等[４４]开展的临床试验研究也表明ꎬ
紫杉醇对于难治 /复发的急性淋巴细胞性白血病患

者(ＡＬＬ)的作用是有限的ꎮ 限制紫杉醇对白血病治

疗效果及其临床应用的可能原因有:(１)多药耐药

蛋白—Ｐ￣糖蛋白仅在 ＣＤ３４＋ 的 ＡＭＬ 细胞中异常表

达ꎬ故与 ＣＤ３４－的 ＡＭＬ 细胞相比ꎬ紫杉醇对 ＣＤ３４＋

的 ＡＭＬ 细胞的抑制作用较弱[４３]ꎻ ( ２) ＣＭＬ 中的

Ｂｃｒ￣Ａｂｌ 融合基因突变可激活其下游因子 ＰＫＣιꎬ后
者诱导紫杉醇反式激活转录因子 ＮＦ￣κＢꎬ而 ＮＦ￣κＢ
可激活多种抗凋亡蛋白如 Ｂｃｌ￣ＸＬ、ＩＥＸ￣１ Ｌ 等基因

的转录ꎬ最终导致白血病细胞对紫杉醇产生耐

药[４５]ꎻ(３)对健康组织的剂量限制性毒副作用ꎬ尤
其是骨髓抑制ꎮ 临床研究显示紫杉醇的抗白血病

有效剂量为 ２５０~２９０ ｍｇ / ｍ２ꎬ然而在此剂量范围内ꎬ
骨髓抑制表现明显ꎬ 限制了加大紫杉醇剂量治疗白

血病的应用[３７]ꎮ 此外ꎬ多项研究表明[４６－４８]ꎬ继发性

白血病与紫杉醇治疗两者间存在一定关系ꎬ这可能

也是限制紫杉醇应用于白血病治疗的原因之一ꎮ

５　 结语

　 　 白血病是一组具有高度异质性的血液系统恶

性肿瘤ꎬ传统的标准化疗仍是目前白血病治疗的主

要方法ꎮ 而紫杉醇作为一种抗肿瘤药物ꎬ已被广泛

用于肺癌、乳腺癌等实体瘤的常规化疗ꎮ 目前ꎬ国
内外关于将紫杉醇用于白血病治疗的研究相对较

少ꎬ且多数实验研究仅局限于细胞水平ꎬ相关机制

研究也主要集中于诱导细胞凋亡ꎬ而早期少有的临

床试验结果也不甚令人满意ꎮ 但是开发一种新药

并将之用于临床并非易事ꎬ即使应用于临床价格往

往较为昂贵且可能供不应求ꎬ而紫杉醇价格便宜ꎬ
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也能满足普通病人的需求ꎮ 此外ꎬ近年来ꎬ分子靶

向药物与紫杉醇等化疗药物联合使用以克服耐药

问题ꎬ增强药物抗肿瘤性的治疗策略备受青睐ꎬ仅
从这一角度上讲ꎬ将紫杉醇用于白血病的治疗仍有

很大的研究空间ꎬ可进行更为深入广泛的体外、体
内实验ꎬ寻找更优的治疗方案ꎬ克服紫杉醇治疗白

血病的局限性ꎮ
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ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙｓ [Ｊ] . Ｌｉｆｅ Ｓｃｉꎬ ２０１７ꎬ １８５: ５３－６２.

[２９] 　 Ｒｏｓｉｌｉｏ Ｃꎬ Ｂｅｎ￣Ｓａｈｒａ Ｉꎬ Ｂｏｓｔ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ: ａ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
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Ｃａｎｃｅｒ Ｌｅｔｔꎬ ２０１４ꎬ ３４６(２): １８８－１９６.

[３０] 　 Ｈｅ Ｋꎬ Ｈｕ Ｈꎬ Ｙｅ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｎ
ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ: Ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ
ａｎｄ ｍｅｔａ￣ａｎａｌｙｓｉｓ [Ｊ] . Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０１９ꎬ ９(１): ２２１８.

[３１] 　 Ｐｏｌｌａｋ ＭＮ. Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ
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Ｃａｎｃｅｒ Ｓｃｉꎬ ２０１９ꎬ １１０(１): ２３－３０.

[３３] 　 Ｙｕａｎ Ｆꎬ Ｃｈｅｎｇ Ｃꎬ Ｘｉａｏ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍＴＯＲＣ１ /
Ｐ７０Ｓ６Ｋ ｐａｔｈｗａｙ ｂｙ Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ Ａｃｕｔｅ
Ｍｙｅｌｏｉｄ Ｌｅｕｋｅｍｉａ ｔｏ Ａｒａ￣Ｃ [Ｊ] . Ｌｉｆｅ Ｓｃｉꎬ ２０２０ꎬ ２４３: １１７２７６.
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[３５] 　 Ｗａｎｇ Ｓꎬ Ｗａｎｇ Ｚꎬ Ｄｅｎｔ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
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ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｂｌｏｏｄꎬ ２００３ꎬ
１０１(９): ３６４８－３６５７.

[３６] 　 Ｄｕａｎ ＸＦꎬ Ｗｕ ＹＬꎬ Ｘｕ ＨＺꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｍｉｔｏｓｉｓ￣ａｒｒｅｓｔｉｎｇ
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ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ [Ｊ] . Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌ Ｉｎｔｅｒａｃｔꎬ ２０１０ꎬ １８３(１): ２２２－２３０.

[３７] 　 赖洵ꎬ 闻艳ꎬ 华映坤ꎬ 等. 紫杉醇联合 ＩＦＮα￣２ｂ 明显增强对

Ｋ６５２ 细胞的诱导凋亡作用 [ Ｊ] . 医学研究杂志ꎬ ２００６ꎬ ３５
(２): ３５ꎬ ４８.

[３８] 　 潘敏ꎬ 赵轶ꎬ 蒲丹ꎬ 等. 去甲斑蝥素和紫杉醇联合诱导白血

病细胞 Ｋ５６２ 凋亡 [Ｊ] . 武警医学ꎬ ２０１２ꎬ ２３(１０): ８４５－８４７.
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Ｂｉｏｐｈｙｓꎬ ２０１２ꎬ ３１(１): １－１０.

[４０] 　 Ｙａｎｇ Ｓꎬ Ｗａｎｇ Ｐꎬ Ｗａｎｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ
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２１(９): ８７４－８８４.

[４１] 　 Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｚｈｏｕ Ｌꎬ Ｘｉａｏ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ￣ｂａｓｅｄ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ Ａ５６２ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓ [Ｊ] . Ｃｏｌｌｏｉｄｓ Ｓｕｒｆ Ｂ Ｂｉｏｉｎｔｅｒｆａｃｅｓꎬ ２０１７ꎬ １４９: １６－２２.

[４２] 　 Ｄａｉ Ｙꎬ Ｈｕａｎｇ Ｊꎬ Ｘｉａｎｇ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ￣ｂａｓｅｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ￣ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
ｗｉｔｈ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ￣ａ
ｓｔｕｄｙ ｉｎ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ ] . Ｎａｎｏｓｃａｌｅ Ｒｅｓ Ｌｅｔｔꎬ ２０１８ꎬ １３
(１): ２７１.

[４３] 　 Ａｌ￣ａｌａｍｉ Ｏꎬ Ｓａｍｍｏｎｓ Ｊꎬ Ｍａｒｔｉｎ ＪＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｖｅｒｇｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｔａｘｏｌ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ
ＭＨＨ２２５ ＣＤ３４ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ Ｕ９３７ ＣＤ３４ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｈｕｍａｎ
ｌｅｕｋａｅｍｉａ ｃｅｌｌｓ [Ｊ] . Ｌｅｕｋ Ｒｅｓꎬ １９９８ꎬ ２２(１０): ９３９－９４５.

[４４] 　 Ｃｏｌｂｕｒｎ ＤＥꎬ Ｔｈｏｍａｓ ＤＡꎬ Ｇｉｌｅｓ ＦＪ. Ｐｈａｓｅ ＩＩ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ
ａｇｅｎｔ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｉｎ ａｄｕｌｔ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｒｅｌａｐｓｅｄ ａｃｕｔｅ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ
ｌｅｕｋｅｍｉａ [Ｊ] . Ｉｎｖｅｓｔ Ｎｅｗ Ｄｒｕｇｓꎬ ２００３ꎬ ２１(１): １０９－１１１.

[４５] 　 Ｌｕ Ｙꎬ Ｊａｍｉｅｓｏｎ Ｌꎬ Ｂｒａｓｉｅｒ ＡＲꎬ ｅｔ ａｌ. ＮＦ￣ｋａｐｐａＢ / ＲｅｌＡ
ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃ ｉｏｔａ￣
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ [ Ｊ] . Ｏｎｃｏｇｅｎｅꎬ ２００１ꎬ ２０ ( ３５): ４７７７
－４７９２.

[４６] 　 Ｓｅｅ ＨＴꎬ Ｔｈｏｍａｓ ＤＡꎬ Ｂｕｅｓｏ￣Ｒａｍｏｓ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｌｅｕｋｅｍｉａ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ａｎｄ ｃａｒｂｏｐｌａｔｉｎ ｉｎ ａ
ｐａｔｉｅｎｔ ｗｉｔｈ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ [Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｇｙｎｅｃｏｌ Ｃａｎｃｅｒꎬ
２００６ꎬ １６ (１): ２３６－２４０.

[４７] 　 Ｓｅｙｍｏｕｒ ＪＦꎬ Ｊｕｎｅｊａ ＳＫꎬ Ｃａｍｐｂｅｌｌ ＬＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｃｕｔｅ
ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｗｉｔｈ ｉｎｖ ( １６): ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ ｔｗｏ ｃａｓｅｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｉｎｔｅｎｓｉｆｉｅｄ ａｒａ￣Ｃ ｔｈｅｒａｐｙ [Ｊ] . Ｌｅｕｋｅｍｉａꎬ １９９９ꎬ １３(１１): １７３５
－１７４０.

[４８] 　 Ｙｅａｓｍｉｎ Ｓꎬ Ｎａｋａｙａｍａ Ｋꎬ Ｉｓｈｉｂａｓｈｉ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅｒａｐｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｉａ ａｎｄ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ￣
ａｎｄ ｃａｒｂｏｐｌａｔｉｎ￣ｂａｓｅｄ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ａｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔ:
ａ ｃａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ ａｎｄ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｖｉｅｗ [ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｇｙｎｅｃｏｌ Ｃａｎｃｅｒꎬ
２００８ꎬ １８(６): １３７１－１３７６.

〔收稿日期〕２０２０－１０－２１
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