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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨微小 RNA(miR-488-3p)通过靶向调控 RAS 癌基因家族成员 RAP1A 在同型半胱氨酸介

导肝细胞自噬中的作用。 方法　 体外常规培养人正常肝细胞( HL-7702),并给予 100
 

μmol / L
 

Hcy 干预 24
 

h,采用

Western
 

blot 检测肝细胞自噬相关蛋白 LC3、p62 和 RAP1A 的表达水平,qRT-PCR 检测肝细胞中 miR-488-3p 和

RAP1A 的表达;转染 miR-488-3p
 

inhibitor 和 mimics 后,qRT-PCR 和 Western
 

blot 分别检测 miR-488-3p 的转染效率

及其对 LC3 和 p62 蛋白表达的影响;TargetScan 预测 miR-488-3p 与 RAP1A 基因相关性,Western
 

blot 检测 miR-488-
3p 下游潜在靶蛋白(RAP1A)的表达改变;Pearson 相关系数对肝细胞中 miR-488-3p 表达水平与自噬相关蛋白水平

进行相关性分析。 结果　 与 Control 组相比,Hcy 组肝细胞自噬相关蛋白 LC3、RAP1A 和 miR-488-3p 的表达水平升

高(P<0. 01),而 p62 表达明显降低(P<0. 01);同时,转染 miR-488-3p
 

inhibitor 和 mimics 后,与 NC-inhibitor 组比较,
miR-488-3p

 

inhibitor 组中 LC3 和 RAP1A 蛋白的表达水平显著降低(P<0. 01),p62 表达明显升高(P<0. 01);而与

NC-mimics 组相比,miR-488-3p
 

mimics 组中 LC3 和 RAP1A 蛋白表达水平明显增加(P<0. 01),p62 表达降低(P<
0. 01);进一步机制研究表明 RAP1A 是 miR-488-3p 的下游靶基因并受其正向调控。 Pearson 相关性分析发现,
miR-488-3p 的表达水平与 LC3( r = 0. 9329,P = 0. 0002)蛋白表达呈正相关,而与 p62( r = -0. 8086,P = 0. 0083)表达

则呈负相关。 结论　 miR-488-3p 在 Hcy 介导的肝细胞中高表达,可通过靶向调控 RAP1A 的表达促进肝细胞自噬。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

the
 

microRNA
 

miR-488-3p
 

in
 

homocysteine-mediated
 

hepatocyte
 

autophagy
 

through
 

targeted
 

regulation
 

of
 

the
 

RAS
 

oncogene
 

family
 

member
 

RAP1A.
 

Methods　 Human
 

normal
 

hepatocytes
 

(HL-7702)
 

were
 

routinely
 

cultured
 

in
 

vitro
 

and
 

administered
 

100
 

μmol / L
 

Hcy
 

for
 

24
 

h.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

expression
 

levels
 

of
 

autophagy-related
 

proteins
 

LC3,
 

p62
 

and
 

RAP1A
 

in
 

hepatocytes,
 

whereas
 

qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

miR-488-3p
 

and
 

RAP1A
 

in
 

these
 

cells.
 

Following
 

transfection
 

of
 

miR-488-3p
 

inhibitor
 

and
 

mimics,
 

qRT-
PCR

 

and
 

western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

transfection
 

efficiency
 

of
 

miR-488-3p
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

LC3
 

and
 

p62
 

protein
 

expression.
 

TargetScan
 

was
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

correlation
 

between
 

miR-488-3p
 

and
 

RAP1A
 

genes,
 

whereas
 

western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

changes
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

RAP1A,
 

a
 

potential
 

downstream
 

target
 

protein
 

of
 

miR-488-3p.
 

Pearson’s
 

correlation
 

coefficient
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

potential
 

correlations
 

between
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-488-3p
 

and
 

autophagy-related
 

proteins
 

in
 

hepatocytes.
 

Results 　 Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

expression
 

levels
 

of
 

autophagy-
related

 

proteins
 

LC3,
 

RAP1A
 

and
 

miR-488-3p
 

in
 

the
 

Hcy
 

group
 

were
 

increased
 

(P<0. 01),
 

whereas
 

expression
 

of
 

p62
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 01).
 

Following
 

administration
 

of
 

miR-488-3p
 

inhibitor
 

and
 

mimics,
 

expression
 

levels
 

of
 

LC3
 

and
 

RAP1A
 

proteins
 

in
 

the
 

miR-488-3p
 

inhibitor
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 01)
 

and
 

expression
 

of
 

p62
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 01)
 

compared
 

with
 

the
 

NC-inhibitor
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

NC-mimics
 

group,
 

expression
 

levels
 

of
 

LC3
 

and
 

RAP1A
 

proteins
 

in
 

the
 

miR-488-3p
 

mimics
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

( P < 0. 01 ),
 

and
 

expression
 

of
 

p62
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 01).
 

Further
 

mechanistic
 

studies
 

showed
 

that
 

RAP1A
 

is
 

a
 

downstream
 

target
 

gene
 

of
 

miR-488-3p
 

that
 

is
 

positively
 

regulated
 

by
 

this
 

miRNA.
 

Pearson’ s
 

correlation
 

analysis
 

indicated
 

that
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-488-3p
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

protein
 

expression
 

of
 

LC3
 

( r = 0. 9329,
 

P = 0. 0002),
 

but
 

negatively
 

correlated
 

with
 

p62
 

protein
 

expression
 

( r = - 0. 8086,
 

P = 0. 0083).
 

Conclusions 　 miR-488-3p
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

Hcy-mediated
 

hepatocytes
 

and
 

can
 

promote
 

their
 

autophagy
 

by
 

targeting
 

expression
 

of
 

RAP1A.
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　 　 同型半胱氨酸(homocysteine,Hcy)是一种由体

内甲硫氨酸代谢循环产生的非蛋白原性含巯基氨

基酸,为半胱氨酸的同系物。 Hcy 的浓度受两个关

键途径的调节:再甲基化回蛋氨酸或转硫成半胱氨

酸,同时产生硫化氢(H2S) [1] 。 研究数据表明,高同

型半胱氨酸血症(hyperhomocysteinemia,HHcy)被认

为是动脉粥样硬化血栓形成和肝疾病发展的独立

危险因素[2-3] 。 自噬是细胞将自身损伤的蛋白质或

细胞器降解加以循环利用的过程,在细胞新陈代谢

和内环境稳态调节中发挥重要作用。 目前自噬在

肝疾病发展的作用机制尚不明确[4] 。 MicroRNAs
(miRNAs)是一类长度为 20 ~ 22

 

nt 的高度保守的非

编码 RNA,研究已证实 miRNAs 作为自噬活性的新

型有效调节剂,可以通过与靶 mRNAs 的碱基对结合

在转录后调控生物学过程和细胞信号通路,在功能

上参与了肝细胞中细胞应激、炎症和纤维化的激

活[5] 。 其中,miR-488-3p 已被证实在多种癌症中是

一种肿瘤抑制因子,但 miR-488-3p 在肝细胞损伤中

的具体作用机制尚不清楚。 生物信息学分析结果

显示 RAS 癌基因家族成员 RAP1A ( Ras-associated
 

protein
 

1,RAP1A)可能是 miR-488-3p 的靶基因。 研

究表明,在外界各种因子刺激下,RAP1A 可与细胞

膜上的受体结合,对细胞增殖、自噬和分化等多种

生物学过程进行调控, 已成为疾病防治的新靶

标[6] 。 本研究以正常人源肝细胞(HL-7702)为研究

对象,给予 100
 

μmol / L
 

Hcy 干预 24
 

h,探讨 miR-
488-3p 在 Hcy 诱导的肝细胞自噬中的关键作用及

其可能的分子机制,分析了 miR-488-3p 与 RAP1A
在肝细胞中的表达情况,探究二者之间的靶向关

系,为后续肝损伤的靶向治疗和预防提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 正常人源肝细胞( HL-7702),购自上海名劲生

物科技技术有限公司 ATCC 细胞库。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 Hcy 购自 Sigma 公司;胎牛血清( foetal
 

bovine
 

serum,FBS)、RPMI
 

1640 培养基购自 Gibco 公司;青
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霉素-链霉素双抗和胰蛋白酶购自北京碧云天生物

技术公司; LipofectamineTM
 

2000 转染试剂 ( 货号

11668019)购自 ThermoFisher 公司;总 RNA 提取试

剂盒(货号 DP419)购自天根生化科技(北京)有限

公司;全蛋白提取试剂盒(货号 KGP2100)购自江苏

凯基生物技术股份有限公司;反转录和荧光定量

PCR 试剂盒(货号 D7168)购自日本 TaKaRa 公司;
兔抗 LC3(货号 ab192890) 单克隆抗体和兔抗 p62
(货号 ab109012)单克隆抗体购自美国 Abcam 公司;
鼠抗 RAP1A(货号 ab175329)抗体购自美国 Abcam
公司;HRP 标记的山羊抗兔二抗(货号 ZB-2306)购

自北京中杉金桥生物技术有限公司;miR-488-3p 引

物由广州锐博生物科技有限公司合成;miR-488-3p
抑制物和模拟物( miR-488-3p

 

inhibitor 和 mimics)、
miR-488-3p 阴性对照( miR-NC)购自上海吉玛制药

技术有限公司。 荧光定量 PCR 仪购自德国 Analytik
 

Jena
 

AG 公司;超净工作台(SJ-CJ-1FD)购自中国苏

州安泰技术有限公司;5415D 型微量台式离心机购

自德国 Eppendorf 公司;Bio-Rad 凝胶成像系统显影

(货号 MG8600)购自 Thmorgan 公司;酶标仪购自美

国 Bio-TEK 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养

　 　 采用含有 10%胎牛血清、1%双抗的 RPMI
 

1640
培养基于 37℃ 、含 5%

 

CO2 的细胞培养箱中常规培

养正常人源肝细胞( HL-7702),每 2
 

d 换液 1 次,当
细胞密度达 90%,即可用胰蛋白酶消化进行细胞传

代,继续培养。 取对数生长期 HL-7702 细胞,待细

胞生长至 70%融合度时将培养基更换为含胎牛血

清 7%,分别用终浓度为 0
 

μmol / L
 

Hcy 和 100
 

μmol /
L

 

Hcy 干预,其中 0
 

μmol / L
 

Hcy 为对照组(Control),
100

 

μmol / L
 

Hcy 为同型半胱氨酸组( Hcy),处理肝

细胞 24
 

h 后,收集细胞进行后续实验。
1. 3. 2　 细胞转染及分组

　 　 利用 LipofectamineTM
 

2000 将 NC-inhibitor、NC-
mimics、 miR-488-3p

 

inhibitor 和 miR-488-3p
 

mimics
转染至肝细胞,选择生长状态良好的肝细胞进行培

养。 按照每孔 2×105 个细胞数接种于 6 孔板,待肝

细胞生长密度达到 70%时,用无 RNA 酶枪头对细胞

进行转染, 在 125
 

μL 无血清培养液中加 5
 

μL
 

LipofectamineTM
 

2000 此为 A 液,室温下孵育 5
 

min;
再在 125

 

μL 无血清培养液中加入 2. 5
 

μL 待转染序

列此为 B 液;将 A 液与 B 液混合,轻轻震荡混匀后

孵育 20
 

min。 弃去旧培养基用 PBS 清洗后再将 A、
B 混合液加入到培养板中,并每孔补加培养液至

1
 

mL,6
 

h 后换成 7%
 

FBS 的培养基,并加入 100
 

μmol / L
 

Hcy 干预,继续培养 24
 

h 后收集细胞进行

后续实验,每组设 3 个复孔。
实验分组: 肝细胞转染 NC-inhibitor 和 NC-

mimics 分别作为 miR-488-3p 干扰对照组和过表达

对照组, 同型半胱氨酸 + 干扰对照组 ( Hcy + NC-
inhibitor),同型半胱氨酸+miR-488-3p 干扰组(Hcy+
miR-488-3p

 

inhibitor),同型半胱氨酸+过表达对照

组(Hcy+NC-mimics),同型半胱氨酸+miR-488-3p 过

表达组( Hcy +miR-488-3p
 

mimics),同时设 miR-NC
为 miR-488-3p 阴性对照组。
1. 3. 3　 Western

 

blot 检测肝细胞中 LC3、p62 蛋白的

表达水平

　 　 收集实验各组肝细胞,根据全蛋白提取试剂盒

说明书于冰上提取全细胞蛋白,将裂解的细胞样品

转移至 1. 5
 

mL 离心管中,5000
 

r / min 离心 5
 

min,取
上清;用 BCA 法测定蛋白浓度后加入蛋白上样缓冲

液(5×)于金属浴中 99℃煮沸 5
 

min 使蛋白变性,上
样进行 SDS-PAGE 凝胶电泳后 0. 3

 

A 恒流电转 2
 

h
将蛋白转至 PVDF 膜,接着 5%脱脂牛奶室温封闭

4
 

h,PBST 洗涤 3 次后分别加入 1 ∶ 1000 稀释比例

配制的 LC3、p62 和 RAP1A 特异性一抗,4℃ 摇床孵

育过夜,PBST 洗膜 3 次,每次 10
 

min,使用稀释比例

1 ∶ 5000 的辣根过氧化物酶标记的二抗,室温置于

摇床上孵育 2
 

h,PBST 洗膜 3 次;最后加入显影剂在

Bio-Rad 凝胶成像分析仪上成像分析,以 β-actin 为

内参,采用 Image
 

J 软件进行分析 LC3II / β-actin、
p62 / β-actin 及 RAP1A / β-actin 的灰度值,计算目的

蛋白相对表达水平。
1. 3. 4　 qRT-PCR 检 测 miR-488-3p 和 RAP1A

 

mRNA 的表达

　 　 根据总 RNA 提取试剂盒说明书,采用 TRIzol 法
提取各组肝细胞总 RNA;以 miR-488-3p 特异性逆转

录试剂盒和 PCR 引物进行逆转录及 qRT-PCR 检测

miR-488-3p 的表达,miR-488-3p 引物由广州锐博生

物科技有限公司合成;运用 GeneBank 数据库查询

RAP1A 基因序列并设计引物。 RAP1A:上游引物:
5 ’-ACGGGTTAAAGACACAGAAGATGTTCC-3 ’; 下

游 引 物 5 ’-CTGTCTTGCTAAATTCTGGCCTTGTTC-
3’; U6 上游引物: 5’-CTCGCTTCGGCAGCACATAT

 

ACT-3’, 下游引物: 5’-ACGCTTCACGAATTTGCGT
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GTC-3’;GAPDH 上游引物:5’-ATTCCACCCATGGC
 

AAATTCC-3’,下游引物:5’-GACTCCACGACGTAC
 

TCAGC-3’。 PCR 反应体系为: TB
 

GreenTM
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

II
 

10
 

μL,10
 

μmol / L 上游引物和下游引物

各 0. 8
 

μL,ddH2O
 

6. 4
 

μL,cDNA 模板 2
 

μL。 其中

总的反应体系为 20
 

μL。 PCR 扩增的程序为:95℃
 

10
 

min,95℃
 

5
 

s,60℃
 

20
 

s,70℃
 

10
 

s,共 45 个循环,
设置空白对照和内参 ( miR-488-3p 内参为 U6;
RAP1A 内参为 GAPDH)对照同体系扩增。 根据扩

增曲线数据,按照计算公式 2-ΔΔCt 分析 miR-488-3p
和 RAP1A 的含量并进行归一化。 公式如下:2-ΔΔCt

= [Ct
 

(Sample)
 

(待测样本)
 

-
 

Ct
 

(内参)
 

(待测样

本)
 

]
 

-
 

[Ct
 

(GI)
 

(校正样本)
 

Ct
 

(内参)
 

(校正样

本)
 

],实验重复 3 次。

注:与对照组相比,
 ∗∗P<0. 01。

图 1　 Hcy 对肝细胞自噬水平的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

Hcy
 

on
 

the
 

level
 

of
 

hepatocyte
 

autophagy

1. 3. 5　 miR-488-3p 靶基因的预测分析

　 　 运 用 在 线 生 物 信 息 学 软 件 StarBase
 

v3. 0
(http: / / starbase. sysu. edu. cn / ) 分析预测 miR-488-
3p 与 RAP1A 的结合位点。
1. 4　 统计学方法

　 　 上述实验结果均为计量资料,采用 Graphpad
 

Prism
 

8. 0
 

统计软件对实验数据进行统计分析,符合

正态分布的计量资料采用平均数±标准差( 􀭰x±s)表

示,两样本均数间结果的比较采取 Student’s
 

t 检验,
多个样本之间比较采用 One-way

 

ANOVA 检验,再进

行组内两两比较。 两变量之间相关性分析采用

Pearson 相关系数,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 Hcy 对肝细胞自噬水平的影响

　 　 为验证细胞自噬在 Hcy 致肝损伤过程中的变

化,Western
 

blot 检测肝细胞中自噬相关蛋白 LC3 与

p62 的表达水平,结果显示,与 Control 组相比,Hcy
组中自噬相关基因 LC3 蛋白表达显著升高 (P <
0. 01),p62 蛋白表达明显降低(P<0. 01),见图 1。
2. 2　 Hcy 对 miR-488-3p 表达的影响

　 　 qRT-PCR 检测肝细胞中 miR-488-3p 的表达,结
果显示,与 Control 组相比,Hcy 组中 miR-488-3p 的

表达升高(P<0. 01),见图 2。
2. 3　 干扰和过表达 miR-488-3p 在肝细胞中对自身

表达的影响

　 　 为了明确 miR-488-3p 在 Hcy 诱导肝细胞自噬

中的作用,肝细胞分别转染 miR-488-3p 干扰( miR-
488-3p

 

inhibitor)和 miR-488-3p 过表达( miR-488-3p
 

mimics)。 采用 qRT-PCR 检测 miR-488-3p 的表达,
结 果 显 示, 与 NC-inhibitor 组 相 比, miR-488-3p

 

inhibitor 组中 miR-488-3p 的表达显著降低 ( P <
0. 01);而与 NC-mimics 组相比,miR-488-3p

 

mimics
组中 miR-488-3p 的表达明显升高(P<0. 01);表明

miR-488-3p 干扰和过表达片段转染成功,并能在肝

细胞中稳定的表达,见图 3。
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2. 4　 miR-488-3p 对 Hcy 诱导的肝细胞自噬的影响

　 　 为了进一步探讨 miR-488-3p 对 Hcy 诱导的肝

细胞自噬的作用,肝细胞转染 miR-488-3p
 

inhibitor
及 NC-inhibitor 后,同时给予 100

 

μmol / L
 

Hcy 干预

24
 

h,采用 Western
 

blot 检测自噬相关蛋白 LC3 和

p62 的表达,结果显示,与 miR-NC 组相比,miR-488-
3p

 

inhibitor 组中 LC3 的蛋白表达水平显著降低,而
p62 的蛋白表达明显升高(P< 0. 01);与 Hcy + NC-
inhibitor 组相比,Hcy+miR-488-3p

 

inhibitor 组的结果

一致(P<0. 01),见图 4A 和 4B。 同时,将 miR-488-
3p

 

mimics 及 NC-mimics 转染肝细胞后,Western
 

blot
检测自噬相关蛋白 LC3 和 p62 表达的变化,结果显

示,与 miR-NC 组相比,miR-488-3p
 

mimics 组中 LC3
的蛋白表达水平升高,而 p62 的蛋白表达水平明显

降低(P< 0. 01);与 Hcy + NC-mimics 组相比,Hcy +
miR-488-3p

 

mimics 组 LC3 的蛋白表达显著增加,而
p62 的蛋白表达降低(P<0. 01),见图 4C 和 4D。
2. 5　 Hcy 促进肝细胞中 RAP1A 的表达

　 　 为了阐明 miR-488-3p 的作用机制,通过生物信

息学 TargetScan 在线软件( http: / / www. Targetscan.
org / vert_72 / )预测了 miR-488-3p 的潜在靶基因,结
果发现 RAP1A 的 3’ UTR 与 miR-488-3p 存在潜在

结合关系(图 5A)。 首先采用 100
 

μmol / L
 

Hcy 干预

肝细胞 24
 

h 后, qRT-PCR 及 Western
 

blot 检测

RAP1A
 

mRNA 和蛋白的表达水平。 结果显示,与

Control 组相比,Hcy 组肝细胞中 RAP1A 的表达显著

升高(P<0. 01,P<0. 01),见图 5B 和 5C。
2. 6 　 miR-488-3p 靶向调控肝细胞中 RAP1A 的

表达

　 　 接下来进一步探讨 miR-488-3p 对 RAP1A 的靶

向调控作用,将 miR-488-3p
 

inhibitor 及 NC-inhibitor
转染肝细胞,Hcy(100

 

μmol / L) 干预 24
 

h 后,采用

Western
 

blot 检 测 干 扰 miR-488-3p 后 肝 细 胞 中

RAP1A 蛋白的表达变化,结果显示,与 miR-NC 组

相比,miR-488-3p
 

inhibitor 组中 RAP1A 蛋白的表达

水平显著降低(P<0. 01);与 Hcy+NC-inhibitor 组相

比,Hcy + miR-488-3p
 

inhibitor 组的结果一致 ( P <
0. 01),见图 6A。 其次,为了进一步的验证 miR-488-
3p 调控 RAP1A 介导肝细胞的自噬,将 miR-488-3p

 

mimics 及 NC-mimics 转染肝细胞,同时给予 Hcy 干

预 24
 

h,Western
 

blot 检测过表达 miR-488-3p 后肝细

胞中 RAP1A 蛋白表达的改变,结果与之相反,与

miR-NC 组或 Hcy + NC-mimics 组相比, miR-488-3p
 

mimics 组中 RAP1A 蛋白的表达水平明显升高(P<
0. 01,P<0. 01),见图 6B。

注:与对照组相比,
 ∗∗P<0. 01。

图 2　 qRT-PCR 检测 Hcy 干预肝细胞后 miR-488-3p 的表达

Note.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Figure
 

2　 qRT-PCR
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

miR-488-3p
 

after
 

Hcy
 

intervention
 

in
 

hepatocytes

注:1:对照组;2:干扰对照组;3:miR-488-3p 干扰组;4:过表达对

照组;5:miR-488-3p 过表达组。 与干扰对照组相比,
 ∗∗P< 0. 01;

与过表达对照组相比,
 ##P<0. 01。

图 3　 转染 miR-488-3p 干扰和过表达片段后,
qRT-PCR 验证肝细胞中 miR-488-3p 的表达

Note.
 

1,
 

Control
 

group.
 

2,
 

NC-inhibitor
 

group.
 

3,
 

miR-488-3p
 

inhibitor
 

group.
 

4,
 

NC-mimics
 

group.
 

5,
 

miR-488-3p
 

mimics
 

group.
 

Compared
 

with
 

NC-inhibitor
 

group,
 ∗∗P< 0. 01.

 

Compared
 

with
 

NC-

mimics
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

3　 After
 

transfection
 

of
 

miR-488-3p
 

interference
 

and
 

overexpression
 

fragments,
 

the
 

expression
 

of
 

miR-488-3p
 

in
 

hepatocytes
 

was
 

verified
 

by
 

qRT-PCR

2. 7　 肝细胞中 miR-488-3p 的表达与 LC3 和 p62
蛋白表达的相关性分析

　 　 为了明确肝细胞中 miR-488-3p 的表达水平与

细胞自噬之间的关系,利用 Pearson 相关系数对
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注:1:阴性对照组;2:同型半胱氨酸+干扰对照组;3:miR-488-3p 干扰组;4:同型半胱氨酸+miR-488-3p 干扰组;5:同型半胱氨酸+过表达对

照组;6:miR-488-3p 过表达组;7:同型半胱氨酸+miR-488-3p 过表达组。 A、B:干扰 miR-488-3p 表达后,Western
 

blot 检测肝细胞自噬相关蛋

白 LC3 和 p62 表达的改变;C、D:过表达 miR-488-3p 后,Western
 

blot 检测肝细胞自噬相关蛋白 LC3 和 p62 表达的变化。 与阴性对照组相

比,
 ∗∗P<0. 01;与同型半胱氨酸+干扰对照组相比,

 ##P<0. 01;与同型半胱氨酸+过表达对照组相比,
 &&P<0. 01。

图 4　 干扰和过表达 miR-488-3p 后检测肝细胞自噬水平的变化

Note.
 

1,
 

miR-NC
 

group.
 

2,
 

Hcy+NC-inhibitor
 

group.
 

3,
 

miR-488-3p
 

inhibitor
 

group.
 

4,
 

Hcy+miR-488-3p
 

inhibitor
 

group.
 

5,
 

Hcy+NC-mimics
 

group.
 

6,
 

miR-488-3p
 

mimics
 

group.
 

7,
 

Hcy+miR-488-3p
 

mimics
 

group.
 

A,
 

B,
 

After
 

disturbing
 

the
 

expression
 

of
 

miR-488-3p,
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

changes
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

autophagy-related
 

proteins
 

LC3
 

and
 

p62
 

in
 

hepatocytes.
 

C,
 

D,
 

After
 

overexpression
 

of
 

miR-488-3p,
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

changes
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

autophagy-related
 

proteins
 

LC3
 

and
 

p62
 

in
 

hepatocytes.
 

Compared
 

with
 

miR-NC
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

Hcy+NC-inhibitor
 

group,
 ##P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

Hcy+NC-mimics
 

group,
 &&P<0. 01.

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

interference
 

and
 

overexpression
 

with
 

miR-488-3p
 

on
 

the
 

autophagy
 

level
 

of
 

hepatocytes

miR-488-3p 的表达水平与自噬相关蛋白的表达水
平分别进行了相关性分析。 结果显示,miR-488-3p
的表达水平与 LC3( r = 0. 9329,P = 0. 0002) 蛋白表
达呈正相关,而与 p62( r = - 0. 8086,P = 0. 0083) 表
达则呈负相关,见图 7。

3　 讨论

　 　 同型半胱氨酸(Hcy)是一种非必需的含巯基氨
基酸,为蛋氨酸和半胱氨酸代谢过程中产生的重要
中间产物,主要发生在肝[7] 。 蛋氨酸代谢失调导致
释放到血浆中的 Hcy 升高,进而引起肝损伤。 自噬

是一种进化上保守的过程,已成为一种关键的细胞

内降解途径,它通过营养物质的循环利用和受损或

老化的细胞质细胞器的降解来维持细胞功能和存

活[8] 。 LC3 是细胞自噬的经典标志物,其中 LC3II
为胞浆型,不具有自噬活性,而 LC3I 为膜型,是自噬

激活的标志,当细胞发生自噬时 LC3I 向 LC3II 进行

转化,是目前公认较成熟的自噬标志物[9-10] ;p62 可

作为将要被自噬作用降解的小泡的受体,也可作为

要被清除的泛素化蛋白聚集物的受体。 p62 蛋白可

结合泛素,也可与 LC3 结合,从而靶向自噬体并促

进泛素化蛋白的清除[11] 。 自噬被认为是一把“双刃

剑”,肝细胞的自噬功能障碍被认为是肝损伤的重
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注:A:TargetScan
 

查询显示 RAP1A 可能为 miR-488-3p 的潜在靶基因;B:qRT-PCR 检测 Hcy 干预肝细胞后 RAP1A
 

mRNA 的表达;C:
Western

 

blot 检测 Hcy 干预肝细胞后 RAP1A 的蛋白表达水平。 与对照组相比,
 ∗∗P<0. 01。

图 5　 Hcy 促进肝细胞中 RAP1A 的表达
Note.

 

A,
 

TargetScan
 

query
 

showed
 

that
 

RAP1A
 

may
 

be
 

a
 

potential
 

target
 

gene
 

of
 

miR-488-3p.
 

B,
 

qRT-PCR
 

detection
 

of
 

RAP1A
 

mRNA
 

expression
 

after
 

Hcy
 

intervention
 

in
 

hepatocytes.
 

C,
 

Western
 

blot
 

detection
 

of
 

RAP1A
 

protein
 

expression
 

after
 

Hcy
 

intervention
 

in
 

hepatocytes
 

Level.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

5　 Hcy
 

promotes
 

the
 

expression
 

of
 

RAP1A
 

in
 

hepatocytes

注:1:阴性对照组;2:同型半胱氨酸+干扰对照组;3:miR-488-3p 干扰组;4:同型半胱氨酸+miR-488-3p 干扰组;5:同型半胱氨酸+过表达
对照组;6:miR-488-3p 过表达组;7:同型半胱氨酸+miR-488-3p 过表达组。 A:干扰 miR-488-3p 后,Western

 

blot 检测 RAP1A 蛋白表达的

变化;B:过表达 miR-488-3p 后,Western
 

blot 检测 RAP1A 蛋白表达的改变。 与阴性对照组相比,
 ∗∗P<0. 01;与同型半胱氨酸+干扰对照

组相比,
 ##P<0. 01;与同型半胱氨酸+过表达对照组相比,

 &&P<0. 01。
图 6　 miR-488-3p 靶向调控肝细胞中 RAP1A 蛋白的表达

Note.
 

1,
 

miR-NC
 

group.
 

2,
 

Hcy+NC-inhibitor
 

group.
 

3,
 

miR-488-3p
 

inhibitor
 

group.
 

4,
 

Hcy+miR-488-3p
 

inhibitor
 

group.
 

5,
 

Hcy+NC-mimics
 

group.
 

6,
 

miR-488-3p
 

mimics
 

group.
 

7,
 

Hcy+miR-488-3p
 

mimics
 

group.
 

A,
 

After
 

interfering
 

with
 

miR-488-3p,
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

changes
 

of
 

RAP1A
 

protein
 

expression
 

in
 

hepatocytes.
 

B,
 

After
 

overexpression
 

of
 

miR-488-3p,
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

changes
 

of
 

RAP1A
 

protein
 

expression
 

in
 

hepatocytes.
 

Compared
 

with
 

miR-NC
 

group,
 ∗∗P< 0. 01.

 

Compared
 

with
 

Hcy + NC-inhibitor
 

group,
 ##P< 0. 01.

 

Compared
 

with
 

Hcy+NC-mimics
 

group,
 &&P<0. 01.

 

Figure
 

6　 miR-488-3p
 

targets
 

and
 

regulates
 

the
 

expression
 

of
 

RAP1A
 

protein
 

in
 

hepatocytes
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图 7　 肝细胞中 miR-488-3p 的表达与 LC3 和 p62 蛋白表达的相关性分析
Figure

 

7　 Correlation
 

analysis
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

miR-488-3p
 

in
 

liver
 

cells
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

LC3
 

and
 

p62
 

proteins

要原因,并且已有观点提出细胞自噬来解释 Hcy 在

肝损伤中的致病 作 用[12-13] 。 最 近 的 研 究 表 明

miRNA 和自噬在肝损伤的发生进展中都发挥着重

要作用,miRNA 靶向自噬相关基因并影响肝疾病的

发生和发展[14] 。 课题组前期的研究中,我们在给予

高蛋氨酸饮食的 cbs+ / -小鼠肝中观察到了自噬现象,
电镜下明显有自噬小体的形成。 在本研究中,我们

通过体外给予 100
 

μmol / L
 

Hcy 干预肝细胞 24
 

h 也

发现了类似的结果,与正常对照组相比,Hcy 组肝细

胞中 LC3 蛋白表达水平明显升高,而 p62 蛋白表达

下降;与之前的研究结果一致。 以上提示 Hcy 可以

促进细胞自噬进而诱导肝损伤[15] 。 然而 Hcy 在调

节肝细胞自噬的潜在机制目前仍不清楚。
MicroRNAs(miRNAs) 是一类长度为 18 ~ 22

 

nt
的小非编码 RNA,可在转录后水平调节基因表达,
主要作用于识别靶基因 mRNA 上 3’ UTR 序列,定
向碱基对结合后抑制 mRNA 的转录和翻译过程,从
而调节靶蛋白的生成[16-17] 。 近年来多项研究发现

miRNAs 参与多种生物过程的调节,它们的缺失或

表达改变与多种人类疾病 (包括肝损伤) 密切相

关[18] 。 其中,miRNA122 占肝表达的 miRNA 的一半

以上,具有多种生理和病理功能,包括增强肝炎病

毒复制、调节脂质代谢以及抑制肝癌细胞的增殖和

侵袭。 成熟的 miRNA 可以通过被动释放或掺入脂

蛋白复合物或微泡进入血流,并且在个体中具有稳

定和可重复的浓度[19] 。 Long 等[20] 研究表明敲除

miR-122 可通过上调 Sirt1 有效减轻过度的脂质产

生并抑制游离脂肪酸(FFA)处理的 HepG2 和 Huh-7
细胞中脂肪生成基因的表达。 miR-488-3p 作为一

种新型的 miRNA,位于 1q25. 2,由 1 个外显子组成。

据报道,除了在骨关节炎患者的软骨组织中发挥保

护作用外,miR-488-3p 已被证实在食管鳞癌、胶质

瘤、肝癌等恶性肿瘤中发挥抑癌基因作用[21-22] ,此
外,miR-488 还可通过激活真核翻译起始因子 3a
(eukaryotic

 

translation
 

initiation
 

factor
 

3a,EIF3a) 介

导的核苷酸剪切修复 ( nucleotide
 

excision
 

repair,
NER)信号通路,抑制非小细胞肺癌细胞的增殖,降
低其顺铂敏感性[23] 。 然而,miR-488-3p 的确切表达

模式及其在 Hcy 诱导的肝细胞自噬中的作用背后

的精确分子机制仍然很大程度上未知,需要进一步

研究。
在本研究中,体外培养人的正常肝细胞,100

 

μmol / L
 

Hcy 干 预 24
 

h 后, 发 现 肝 细 胞 中

miR-488-3p 和 RAP1A 的表达水平显著上调;为了

明确 miR-488-3p 在 Hcy 诱导的肝细胞自噬中的作

用,接下来将 miR-488-3p
 

inhibitor 和 mimis 分别转

染肝细胞后,采用 Western
 

blot 分别检测肝细胞中

LC3 和 p62 蛋白表达的改变。 结果显示,干扰 miR-
488-3p 后 LC3 的表达含量显著减少,而 p62 蛋白表

达减少;过表达 miR-488-3p 后可以明显促进 Hcy 诱

导的肝细胞自噬的过程,提示 miR-488-3p 表达上调

可促进 Hcy 介导的肝细胞自噬。 这与 Wei 等[24] 的

研究结论一致。 为了进一步探讨 miR-488-3p 对肝

细胞自噬的潜在调控机制, 利用生物信息网站

Starbase
 

v3. 0 软件在线预测发现 miR-488-3p 和

RAP1A 存在结合的互补碱基对。 RAP1A 是 GTP 酶

Ras 蛋白家族的成员,是分子量为 21×103 的小 G 蛋

白,可调节细胞分化、生长并维持细胞存活[23] 。 本

研究发现 RAP1A 是 miR-488-3p 的一个新靶点,接
着对 miR-488-3p 过表达和沉默,同时 Hcy 处理肝细

8 中国比较医学杂志 2022 年 9 月第 32 卷第 9 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

September
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

9



胞 24
 

h 后,发现 miR-488-3p
 

inhibitor 组肝细胞中

RAP1A 蛋白表达水平明显降低, 而 miR-488-3p
 

mimics 组则结果相反,提示 miR-488-3p 正向调控了

RAP1A 基因的表达参与了 Hcy 介导的肝细胞自噬。
另外运用 Pearson 相关系数对 miR-488-3p 转录水平

与自噬相关蛋白的表达水平分别进行了相关性分

析,结果呈正性相关。
综上所述,本研究发现在 Hcy 诱导的肝细胞中

miR-488-3p 表达上调,且 miR-488-3p 可以通过靶向

正性调控 RAP1A 基因的表达,从而促进 Hcy 介导

的肝细胞自噬水平升高,对肝损伤的研究有一定的

意义。 但如何将 miR-488-3p 的靶向作用应用到临

床对肝疾病的治疗中还仍需要进一步研究。
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨达格列净对载脂蛋白 E 敲除(ApoE- / - )小鼠动脉粥样硬化(AS)形成的影响以及与钠氢

交换体 1(NHE1)相关的机制。 方法　 6 周龄雄性 ApoE- / -小鼠 24 只,随机分为普通饮食组、高脂饮食组、高脂饮食

+达格列净组(10
 

mg / (kg·d))以及高脂饮食+格列美脲组(0. 5
 

mg / ( kg·d))。 8 周后,HE
 

染色检测小鼠主动脉

的 AS 斑块情况,定量 PCR 及免疫印迹法检测主动脉钠葡萄糖协同转运蛋白 2(SGTL2)表达,免疫组化法检测主动

脉 NHE1 表达。 进而给予达格列净(10
 

μmol / L)、阿米洛利(20
 

μmol / L)以及脂多糖(100
 

ng / mL)干预小鼠巨噬细

胞系 RAW
 

264. 7 细胞处理 24
 

h,免疫印迹法检测 NHE1 蛋白表达以及
 

SNARF-1 / AM
 

荧光法检测 NH4 Cl 诱导 pH 值

回复率(NHE1 活性);酶联免疫吸附法检测 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10 分泌情况。 结果　 高脂饮食+达格列净组主动

脉的 AS 斑块面积显著低于高脂饮食组(P<0. 05);各组主动脉斑块内均极低表达 SGLT2(P<0. 05);高脂饮食+达

格列净组内斑块 NHE1 表达较高脂饮食组下降(P<0. 05)。 LPS+达格列净组 RAW. 7 细胞的 NHE1 蛋白水平明显

低于 LPS 组(P<0. 05);SNARF-1 荧光法提示达格列净处理后细胞内 pH 值降低(P<0. 05),细胞 NHE1 活性显著降

低(P<0. 05);与 LPS 组相比,LPS+达格列净组细胞上清 TNF-α、IL-1β、IL-6
 

含量显著减少(P<0. 05),IL-10 含量显

著增加(P<0. 05)。 结论　 达格列净通过抑制 NHE1 表达及其活性抑制 AS 斑块发展及细胞因子释放。
【关键词】 　 动脉粥样硬化;钠-葡萄糖协同转运蛋白 2;达格列净;钠氢交换体

 

1;脂多糖;ApoE- / -小鼠
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

dapagliflozin
 

on
 

the
 

formation
 

of
 

atherosclerosis
 

( AS)
 

in
 

apolipoprotein
 

E
 

knockout
 

(ApoE- / - )
 

mice
 

and
 

the
 

mechanism
 

associated
 

with
 

sodium-hydrogen
 

exchanger
 

1
 

( NHE1).
 

Methods　 24
  

6-week-old
 

male
 

ApoE- / -
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

ordinary
 

diet
 

group,
 

high-fat
 

diet
 

group,
 

high-fat
 

diet+dapagliflozin
 

group
 

(10
 

mg / (kg·d)
 

gavage)
 

and
 

high-fat
 

diet+glimepiride
 

group
 

(0. 5
 

mg / ( kg·d)
 

gavage).
 

AS
 

plaques
 

in
 

mouse
 

aorta
 

was
 

observed
 

by
 

using
 

HE
 

staining
 

after
 

8
 

weeks.
 

The
 

expression
 

of
 

sodium-glucose
 

cotransporter
 

2
 



(SGTL2)
 

in
 

the
 

aorta
 

was
 

measured
 

by
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

Western
 

blot.
 

NHE1
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry.
 

Then,
 

mouse
 

macrophage
 

cell
 

line
 

RAW
 

264. 7
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

dapagliflozin
 

(10
 

μmol / L),
 

amiloride
 

(20
 

μmol / L)
 

and
 

lipopolysaccharide
 

(100
 

ng / mL)
 

for
 

24
 

h.
 

The
 

expression
 

of
 

NHE1
 

protein
 

was
 

analyzed
 

by
 

Western
 

blot.
 

The
 

recovery
 

rate
 

( NHE1
 

activity)
 

from
 

the
 

NH4 Cl-induced
 

acid
 

load
 

was
 

assayed
 

by
 

SNARF-1 / AM
 

fluorescence
 

method.
 

TNF-α,
 

IL-1β,
 

IL-6,
 

IL-10
 

secretion
 

were
 

determined
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

Results　 The
 

AS
 

plaque
 

area
 

in
 

the
 

aorta
 

of
 

the
 

high-fat
 

diet+dapagliflozin
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

high-fat
 

diet
 

group
 

(P<0. 05).
 

The
 

expression
 

of
 

SGLT2
 

in
 

the
 

aortic
 

plaques
 

of
 

each
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P
<0. 05).

 

The
 

plaque
 

NHE1
 

expression
 

in
 

the
 

high-fat
 

diet+dapagliflozin
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

high-fat
 

diet
 

group
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

LPS
 

group,
 

the
 

LPS+dapagliflozin
 

group
 

had
 

a
 

significantly
 

lower
 

NHE1
 

protein
 

level
 

in
 

the
 

RAW
 

264. 7
 

cells
 

(P < 0. 05).
 

SNARF-1
 

fluorescence
 

assay
 

indicated
 

dapagliflozin
 

inhibited
 

NHE1
 

activity
 

with
 

decreasing
 

intracellular
 

pH
 

(P<0. 05).
 

ELISA
 

showed
 

that
 

the
 

contents
 

of
 

TNF-α,
 

IL-1β
 

and
 

IL-6
 

in
 

the
 

cell
 

supernatant
 

were
 

significantly
 

decreased,
 

whereas
 

the
 

content
 

of
 

IL-10
 

was
 

significantly
 

increased
 

( P < 0. 05 ).
 

Conclusions
 

Dapagliflozin
 

inhibits
 

AS
 

plaque
 

development
 

and
 

cytokine
 

release
 

by
 

inhibiting
 

NHE1
 

expression
 

and
 

its
 

activity.
【Keywords 】 　 atherosclerosis;

 

sodium-glucose
 

cotransporter
 

2;
 

dapagliflozin;
 

sodium
 

hydrogen
 

exchanger
 

1;
 

lipopolysaccharide;
 

ApoE- / -
 

mice

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,AS) 是冠心病、
脑卒中及外周动脉闭塞等血管疾病的病理基础。
AS 斑块内炎症细胞代谢活跃,糖酵解增强,致斑块

内 pH 值降低,后者常导致斑块不稳定及心血管事

件发生。 钠氢交换体 1( sodium-hydrogen
 

exchanger
 

1,NHE1)是调节细胞及组织 pH 值最重要的分子之

一[1] ,且 NHE1 决定 AS 病灶的酸化状态并促进 AS
形成[2] 。 钠葡萄糖协同转运蛋白 2( sodium-glucose

 

cotransporter
 

2,SGLT2) 抑制剂如达格列净、恩格列

净等主要通过抑制肾小管上皮 SGLT2 而减少葡萄

糖重吸收发挥降糖作用[3] ,此外,SGLT2 抑制剂可

改善心血管临床结局及减低死亡率[4] ,而格列美脲

等降糖药物却无此功能。 SGLT2 抑制剂具有增加糖

尿病
 

AS 斑块稳定性[5] ,降低系统或斑块炎症,减少

肾素-血管紧张素-醛固酮系统激活及氧化应激,改
善内皮功能等作用[6] ,这一系列功能提示 SGLT2 抑

制剂具有抗 AS 效应。 另一方面,SGLT2 抑制剂恩

格列净能降低心肌细胞 NHE1
 

80%活性[7] ;SGLT2
抑制剂能减轻 NHE1 野生型小鼠心肌细胞凋亡而抗

心衰,而在
 

NHE1 敲除小鼠中 SGLT2 抑制剂效应消

失[8] 。 综上,NHE1 促进 AS 斑块形成,SGLT2 抑制

剂具有抗
 

AS 效应并能抑制 NHE1 活性, 推测

SGLT2 抑制剂可能通过抑制 NHE1 活性而抗 AS,但
类似报道鲜见。 本研究采用 ApoE- / - 小鼠为研究对

象,高脂饮食喂养,制作动脉粥样硬化炎症模型[9] ,
拟观察 SGLT2 抑制剂达格列净对高脂饮食喂养

ApoE- / -小鼠 AS 斑块形成及 RAW264. 7 巨噬细胞的

影响,进而探讨是否与 NHE1 的相关机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级雄性 6 周龄 ApoE- / - 小鼠 24 只,基因背

景为 C57BL / 6 小鼠,小鼠体重均为(20±2)g,购自北

京维通利华公司[SCXK(京)2019-0010],饲养于贵

州医科大学动物实验室[SYXK(黔)2018-0001],动
物实验通过贵州医科大学动物福利伦理委员会批

准(2101044)。 实验研究过程中遵循替代、减少、优
化的 3R 原则。
1. 1. 2　 细胞

小鼠单核细胞细胞系 RAW264. 7 细胞购自中

国医学科学院基础所细胞中心。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 兔抗小鼠 NHE1 抗体 ( 英国 Abcam 公司,
ab230449);兔抗小鼠 SGLT2 抗体(英国 Abcam 公

司,ab37296); GAPDH
 

抗体 ( 美国 GeneTex 公司,
GTX100118); HRP 标记的山羊抗兔二抗 ( 英国

abcam 公司,ab6721);ECL 化学发光试剂盒(德国默

克 Millipore 公司,1925901);胎牛血清(美国 GIBCO
公司, B5M54371 ); EDTA 缓冲液 ( 武汉塞维尔,
G1206);胰酶(以色列 BI 公司,1552692);青链霉素

混合液(以色列 BI 公司,1823547);DMEM 培养基

(美国 GIBCO 公司, 8120425 ); 达格列净 ( 美国

Selleck 公司,S154806);格列美脲(美国 Selleck 公

司,S134401);阿米洛利(美国 MCE 公司,2016-88-
8);尼日利亚菌素( nigericin) (美国 Selleck 公司,
S665302 ); SNARF-1 / AM ( 美 国 Selleck 公 司,
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S897401);高脂饲料(北京
 

博爱港公司,1145NA);
ELISA 试剂盒均由北京四正柏公司提供: TNF-α
(20210930)、IL-1β(20211024)、IL-6(2021116)、IL-
10(20211123)。 TD-4279A 血糖测试仪及血糖试纸

(杭州
 

秦博科技);RM2016 病理切片机(上海
 

徕卡

仪器有限公司);Nikon
 

Eclipse
 

CI 正置光学显微镜

(日本
 

尼康);激光共聚焦显微镜(日本
 

Olympus
 

公

司);实时荧光定量 PCR 仪(美国
 

Bio-Rad 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物喂养、分组及观察

　 　 SPF 级雄性 6 周龄 ApoE- / - 小鼠 24 只,给予喂

养普通饲料适应性喂养 1 周。 1 周后,随机分为普

通饮食组(ordinary
 

diet
 

group)、高脂饮食组(high-fat
 

diet
 

group)、达格列净组( high-fat
 

diet + dapagliflozin
 

group)、 格 列 美 脲 组 ( high-fat
 

diet + glimepiride
 

group),每组 6 只。 普通饮食组予以普通饲料饲养,
其余各组均高脂饲料(配方:1%胆固醇,0. 2%胆酸

钠,10%猪油,10%蛋黄粉,78. 8%基础饲料) 喂养,
同时达格列净组予以 10

 

mg / (kg·d)生理盐水溶解

灌胃,格列美脲组予以 0. 5
 

mg / (kg·d)生理盐水溶

解灌胃,普通饮食组及高脂饮食组分别等量生理盐

水灌胃。 高脂饲料阴凉干燥避光保存,每天每只 5 g
投食。 饲养室环境通风良好,温度(24±2)℃ ,相对

湿度(50±10)%,12
 

h / 12
 

h 交替照明和避光。 自由

饮水,不同喂养及药物干预后,禁食 8
 

h 尾静脉取血

检测空腹血糖,连续喂养 8 周后,戊巴比妥钠( 30
 

mg / kg)静脉麻醉后处死,取小鼠主动脉、肾皮质按

照后续实验操作进行。
1. 3. 2　 HE 染色检测主动脉斑块

　 　 各组小鼠采用多聚甲醛从左心室灌流后,取出

主动脉,4℃
 

PBS 中清洗 3 次,4%多聚甲醛固定,制
备石蜡切片,HE 染色,利用光学显微镜进行观察并

拍照,进行图片数据分析,计算校正斑块面积(斑块

面积 / 血管截面积)%。
1. 3. 3　 免疫组化检测斑块

 

NHE1
　 　 各组病理切片在 1

 

mmol / L
 

EDTA 缓冲液(pH =
9. 0)高压修复 3

 

min(气压阀冒大气开始计时),抗
原修复石蜡切片完成后,3%

 

BSA 室温封闭 30
 

min,
加入 3%

 

BSA 配制的 NHE1 一抗(1 ∶ 500),4℃孵育

过夜,PBS 清洗后,加入二抗,室温孵育 50
 

min,DAB
显色,苏木精复染,脱水封片,观察并拍照,用图像

分析软件 Image
 

J
 

Pro
 

Plus
 

6. 0 进行分析。
1. 3. 4　 定量 PCR 检测各组 SGLT2

 

mRNA 表达

　 　 以高表达 SGLT2 的正常小鼠肾皮质为阳性对

照(n= 6),根据说明提取各组主动脉总 RNA,按照

逆转录及 PCR 试剂盒操作,分别取每组 2
 

μg 总

RNA 反转录合成 cDNA,按照 10
 

μL 反应体系进行

扩增,反应条件:95℃
 

30
 

s,95℃
 

15
 

min,60℃
 

30
 

s,
后两步 40 个循环。 引物设计:小鼠 SGLT2 基因

mRNA ( NM-133254. 5 ) 及 GAPDH 基 因 ( NM-
008084. 3)为模板自行设计引物,SGLT2 基因:正向

5 ’-CATTGGTGTTGGCTTGTGGT-3 ’, 反 向 5 ’-
CGAGACAATGGTAAGCCCCA-3’; GAPDH 基因:正

向 5 ’-GGTTGTCTCCTGCGACTTCA-3 ’, 反 向 5 ’-
TGGTCCAGGGTTTCTTACTCC-3’,上海生工公司合

成。 所有样本的 Ct
 

值均由荧光定量 PCR
 

仪读取,
得到样本中各基因的 Ct

 

值。 采用 2-△△Ct 法计算基

因相对表达量。
1. 3. 5　 免疫印迹法检测 SGLT2 表达

　 　 为了显示各组 SGLT2 表达情况, 以高表达

SGLT2 的正常小鼠肾皮质组织作为阳性对照( n =
6),称取适量肾皮质、高脂饮食组、高脂饮食+达格

列净组及高脂饮食+格列美脲组主动脉组织,选择

从左心室发出后向下延伸约 2
 

cm 的主动脉,选择的

肾皮质大约与此相同重量。 液氮捣碎,提取蛋白质,
以蛋白浓度 5~10

 

μg / μL 为标准,以每组总蛋白质量

30
 

μg 计算出各组上样体积,经 SDS-PAGE 电泳,湿法

转膜,5% 脱脂牛奶室温封闭 1. 5
 

h,一抗 ( SGLT2
 

1 ∶ 1000)孵育 4℃过夜,二抗室温封闭 2
 

h,ECL 显色,
图像分析软件 Image

 

J 进行灰度值分析。
1. 3. 6　 细胞培养、分组及处理

　 　 RAW264. 7
 

细胞培养于含高糖 DMEM 培养基

(Hyclone),将培养瓶内生长至约 80%的细胞胰酶消

化离心,细胞沉淀浓重悬成每毫升 1. 5×105 个的细

胞悬液,每孔 2
 

mL 细胞悬液加入 6 孔板中,待细胞

生长至汇合率 > 80%,给予达格列净 ( 终浓度: 10
 

μmol / L)、阿米洛利(终浓度:20
 

μmol / L)以及脂多

糖(LPS,终浓度:100
 

ng / mL)分别或同时干预 24
 

h,
分为空白对照组 ( Blank

 

control
 

group)、脂多糖组

(LPS
 

group )、 脂 多 糖 + 达 格 列 净 组 ( LPS +
dapagliflozin

 

group)、 脂多糖 + 阿米洛利组 ( LPS +
amiloride

 

group)、脂多糖 +达格列净 +阿米洛利组

(LPS+dapagliflozin+amiloride
 

group),共 5 组。
1. 3. 7　 检测各组细胞

 

NHE1
 

的表达情况

　 　 不同药物干预六孔板内细胞 24
 

h 后,提取蛋

白,NHE1 一抗稀释比例(1 ∶ 1000),其余方法同动

物部分 Western
 

blot 操作。
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1. 3. 8　 检测
 

pH
 

值回复率(NHE1 活性)
　 　 采用荧光比率法检测细胞内 pH[10] ,将生长有

融合度约 80% 的 RAW264. 7 细胞的盖玻片加入

SNARF-1 / AM 溶液,37℃ 孵育 30
 

min,洗涤后,激光

共聚焦显微镜下,以激发波长为 530
 

nm,检测发射

波长为 580
 

nm 和 630
 

nm 荧光强度,计算其比率。
采取 NH4Cl 酸负荷法检测细胞内 pH 值回复率

(NHE1 活性),采用 30
 

mmol / L
 

NH4Cl 溶液浸浴

3
 

min,无钠溶液漂洗 5
 

min
 

维持细胞内短暂酸中

毒,继而加或不加达格列净或阿米洛利的含钠溶液

漂洗使 Na+ / H+交换加速,即促进 NHE1 活性增加。
不同 pH

 

高钾溶液、 SNARF-1 / AM 负载及 nigericin
孵育 30

 

min,以 pH 值和荧光强度比细制作胞内 pH
标准曲线。

注:A:主动脉 HE 染色;B:主动脉的斑块面积分析。 1:普通饮食组;2:高脂饮食组;3:高脂饮食+达格列净组;4:高脂饮食+格列美脲组。 与普

通饮食组相比,
 aP<0. 05;与高脂饮食组和高脂饮食+格列美脲组相比,

 bP<0. 05。

图 1　 达格列净对 ApoE- / -小鼠主动脉中动脉粥样硬化斑块的影响(n= 6)
Note.

 

A,
 

HE
 

staining
 

of
 

aorta.
 

B,
 

Plaque
 

area
 

analysis
 

of
 

the
 

aorta.
 

1,
 

Ordinary
 

diet
 

group.
 

2,
 

High-fat
 

diet
 

group.
 

3,
 

High-fat
 

diet+dapagliflozin
 

group.
 

4,
 

High-fat
 

diet+glimepiridegroup
 

group.
 

Compared
 

with
 

ordinary
 

diet
 

group,
 aP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

high-fat
 

diet
 

group
 

and
 

high-fat
 

diet+

glimepiridegroup
 

group,
 bP<0. 05.

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

dapagliflozin
 

on
 

atherosclerotic
 

plaques
 

in
 

the
 

aorta
 

of
 

ApoE- / -
 

mice

1. 3. 9　 检测各组 TNF-α、IL-1β、IL-6 及 IL-10 表达

　 　 酶联免疫吸附法检测各组 TNF-α、IL-1β、IL-6
及 IL-10 表达,收集各组细胞培养上清,依据 ELISA
试剂盒操作说明,测定各组 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-
10 的分泌,自动酶标仪在

 

450
 

nm 处读取数值。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

22. 0 统计软件进行数据分析。 计量

资料用平均数±标准差( x- ±s)表示。 组间比较采用

单因素方差分析,两组间差异比较方差齐时采用

LSD 法,方差不齐时采用 T2 检验,P<0. 05 表示差异

有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 达格列净减少非糖尿病 AS 形成

　 　 为排除血糖降低对 AS 形成的影响,以高脂饮

食+格列美脲为对照,检测高脂饮食+达格列净干

预对高脂饮食喂养 ApoE- / - 小鼠 AS 形成的影响。
结果提示(图 1A、1B)与普通饮食组相比,高脂饮

食组斑块显著增加(P< 0. 05) ;高脂饮食+达格列

净组 AS 斑块面积低于高脂饮食组及高脂饮食+格

列美脲组,且差异有统计学意义(P< 0. 05) ,而高

脂饮食+格列美脲组较高脂饮食组差异无统计学

意义(P> 0. 05) 。 此外,喂养过程中,药物处理后

监测血糖(如表 1 所示) ,高脂饮食组血糖较普通

饮食组 升 高, 但 差 异 无 明 显 统 计 学 意 义 ( P >
0. 05) ,高脂饮食+达格列净组、高脂饮食+格列美

脲组与高脂饮食组相比均可轻微减低血糖趋势,
但差异无统计学意义(P> 0. 05) 。 提示相对于高

脂饮食+格列美脲组,高脂饮食+达格列净抑制斑

块形成,还是血糖观察结果均提示达格列净减少

非糖尿病 AS 形成。
2. 2　 AS 斑块 SGLT2 蛋白及 mRNA 极低表达

　 　 为明确 SGLT2 抑制剂是否影响 AS 斑块 SGLT2
表达,采用普通饮食组肾皮质作为阳性对照,检测

SGLT2 在主动脉斑块的蛋白及 mRNA 表达。 结果

显示,与肾皮质阳性对照组比较,高脂饮食组、高脂
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饮食+达格列净组、高脂饮食+格列美脲组主动脉斑
块中 SGLT2 蛋白及 mRNA 表达均非常低(P<0. 05)
(图 2A ~ 2C),且高脂饮食组、高脂饮食+达格列净
组、高脂饮食 +格列美脲组 3 组间 SGLT2 蛋白及
mRNA 表达差异无统计学意义(P>0. 05)。 提示主
动脉 AS 内极低表达 SGLT2,且 SGLT2 抑制剂达格
列净亦未影响 SGLT2 表达,SGLT2 抑制剂可能并非
通过 SGLT2 靶点抗 AS 作用。

表 1　 6 各组小鼠血糖变化情况(x-±s,mmol / L,n= 6)
Table

 

1　 Changes
 

in
 

blood
 

glucose
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
组别

Groups
0 周

0
 

weeks
2 周

2
 

weeks
4 周

4
 

weeks
6 周

6
 

weeks
8 周

8
 

weeks
普通饮食组

Ordinary
 

diet
 

group 5. 28±0. 97
 

5. 08±1. 01
 

4. 97±0. 80
 

5. 15±0. 99
 

5. 17±0. 91
 

高脂饮食组
High-fat

 

diet
 

group 5. 33±0. 60
 

5. 10±0. 88
 

5. 28±0. 71 5. 35±0. 63
 

5. 30±0. 86

高脂饮食+达格列净组
High-fat

 

diet+dapagliflozin
 

group 5. 13±0. 46
 

4. 92±0. 56 4. 60±0. 98
 

4. 62±0. 94
 

4. 82±0. 63
 

高脂饮食+格列美脲组
High-fat

 

diet+glimepiride
 

group 5. 34±0. 41
 

4. 85±0. 83
 

4. 88±0. 99
 

4. 45±0. 92
 

4. 63±1. 06

F 0. 40 0. 13 0. 62 1. 41 0. 61
P 0. 95 0. 94 0. 62 0. 27 0. 62

注:A:免疫印迹法检测主动脉 SGLT2 蛋白表达量;B:主动脉 SGLT2 蛋白表达量分析;C:qPCR 检测主动脉 SGLT2
 

mRNA 表达量。 1:普

通饮食组;2:高脂饮食组;3:高脂饮食+达格列净组;4:高脂饮食+格列美脲组。 与普通饮食组相比,
 aP<0. 05。

图 2　 主动脉组织中
 

SGLT2
 

表达情况(n= 6)
Note.

 

A,
 

Western
 

blot
 

detection
 

of
 

aortic
 

SGLT2
 

protein
 

expression.
 

B,
 

Analysis
 

of
 

aortic
 

SGLT2
 

protein
 

expression.
 

C,
 

qPCR
 

detection
 

of
 

aortic
 

SGLT2
 

mRNA
 

expression.
 

1,
 

Ordinary
 

diet
 

group.
 

2,
 

High-fat
 

diet
 

group.
 

3,
 

High-fat
 

diet + dapagliflozin
 

group.
 

4,
 

High-fat
 

diet +

glimepiridegroup
 

group.
 

Compared
 

with
 

ordinary
 

diet
 

group,
 aP<

 

0. 05.

Figure
 

2　 SGLT2
 

expression
 

in
 

aortic
 

tissue

2. 3　 达格列净抑制 AS 斑块 NHE1 蛋白表达
　 　 因 NHE1 可促进 AS 斑块形成,检测

 

SGLT2
 

抑
制剂达格列净是否改变 AS 斑块 NHE1 表达,结果
显示,与普通饮食组相比,高脂饮食组斑块中 NHE1
表达有上升趋势,但无统计学意义(P<0. 05)。 而在
高脂饮食喂养基础上,SGLT2 抑制剂达格列净处理
后斑块内 NHE1 相对于高脂饮食组表达下调(P<
0. 05),降糖药格列美脲组斑块内 NHE1 虽较高脂
饮食组有所下降,但差异无统计学意义 ( 图 3A、
3B)。 提示 NHE1 蛋白表达减低可能在 SGLT2 抑制
剂达格列净抗 AS 中发挥作用。

2. 4　 达格列净抑制 RAW264. 7 细胞
 

NHE1 蛋白表

达及活性

2. 4. 1　 RAW264. 7 细胞
 

NHE1 蛋白表达

　 　 为验证动物实验结果,以脂多糖诱导 NHE1 蛋白

表达,给予 SGLT2 抑制剂达格列净或
 

NHE1 抑制剂

阿米洛利干预,检测 RAW264. 7 细胞 NHE1 表达。 结

果如图 4A、4B 显示,与空白对照组相比,脂多糖组的

NHE1 蛋白水平上调(P<0. 05),而达格列净以及阿米

洛利均可逆转脂多糖诱导的 NHE1 蛋白水平升高(P
<0. 05),然而,阿米洛利+达格列净联合干预下,与阿

米洛利或达格列净单独干预相比,NHE1 蛋白水平无

明显变化(P>0. 05)。 提示达格列净或许通过 NHE1
受体作用,进而影响 NHE1 蛋白水平。
2. 4. 2　 RAW264. 7 细胞

 

NHE1 活性

　 　 NHE1 功能方面,使用 SNARF-1 / AM 双荧光强

度比 率 法 检 测 SGLT2 抑 制 剂 达 格 列 净 对
 

RAW264. 7 细胞静息 pH 值,结果显示相对于对照

组,在达格列净、阿米洛利单独或同时存在下,细胞
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静息状态下 pH 值降低,而 3 组静息 pH 值差异无统

计学意义(图 5A)。 进而检测 NH4Cl 脉冲酸负荷后

pH 回复率即 NHE1 活性,结果显示与空白对照组相

比,在达格列净、阿米洛利单独或同时存在下,细胞

内 NHE1 活性均降低(P< 0. 05);与达格列净组相

比,细胞内 NHE1 活性无明显变化(P > 0. 05) (图

5B)。 达格列净干预,细胞内 pH 值及细胞内 NHE1
活性变化效应与达格列净与阿米洛利同时处理时

效应相同,提示达格列净可能通过抑制 NHE1 活性

改变细胞内 pH 值。

2. 5　 达格列净抑制
 

RAW264. 7 细胞中炎性情况

　 　 与空白对照组比,LPS 组细胞上清中 TNF-α、
IL-1β、IL-6

 

含量显著增加(P<0. 05),IL-10 含量显

著减少(P<0. 05);与 LPS 组比,LPS+达格列净组及

LPS+阿米洛利组可下调脂多糖诱导 TNF-α、IL-1β、
IL-6 含量(P<0. 05),上调 IL-10 含量(P<0. 05);与
LPS+阿米洛利组比较,LPS+阿米洛利+达格列净组

TNF-α、IL-1β、IL-6 及 IL-10 含量无统计学差异(P>
0. 05)(表 2)。 结果提示达格列净可能通过 NHE1
途径抑制 LPS 诱导炎症效应。

注:A:免疫组化检测主动脉斑块中 NHE1 表达量;B:主动脉斑块中 NHE1 表达量分析。 1:普通饮食组;2:高脂饮食组;3:达格列净组;4:格列

美脲组。 与高脂饮食组相比,
 aP<0. 05。

图 3　 达格列净对 ApoE- / -小鼠主动脉斑块组织中 NHE1 表达的影响(n= 6)
Note.

 

A,
 

Immunohistochemical
 

detection
 

of
 

NHE1
 

expression
 

in
 

aortic
 

plaques.
 

B,
 

Analysis
 

of
 

NHE1
 

expression
 

in
 

aortic
 

plaques.
 

1,
 

Ordinary
 

diet
 

group.
 

2,
 

High-fat
 

diet
 

group.
 

3,
 

Dapagliflozin
 

group.
 

4,
 

Glimepiride
 

group.
 

Compared
 

with
 

high-fat
 

diet
 

group,
 aP<0. 05.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

dapagliflozin
 

on
 

NHE1
 

expression
 

in
 

aortic
 

plaque
 

tissue
 

of
 

ApoE- / -
 

mice

注:A:免疫印迹法检测 RAW264. 7 细胞中 NHE1 表达量的变化;B:RAW264. 7 细胞中
 

NHE1 表达量分析。 1:空白对照组;2:LPS 组;3:

LPS
 

+达格列净组;4:LPS+阿米洛利组,5:LPS+达格列净+阿米洛利组。 与空白对照组相比,aP<0. 05;与 LPS 组比较,bP<0. 05。

图 4　 达格列净对 RAW264. 7 细胞 NHE1 蛋白表达的影响(n= 3)
Note.

 

A,
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

changes
 

of
 

NHE1
 

expression
 

in
 

RAW264. 7
 

cells.
 

B,
 

Analysis
 

of
 

NHE1
 

expression
 

in
 

RAW264. 7
 

cells.
 

1,
 

Blank
 

control
 

group.
 

2,
 

LPS
 

group.
 

3,
 

LPS+dapagliflozin
 

group.
 

4,
 

LPS+amiloride
 

group.
 

5,
 

LPS+dapagliflozin+amiloride
 

group.
 

Compared
 

with
 

Blank
 

control
 

group,
 aP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

LPS
 

group,
 bP<0. 05.

Figure
 

4　 Effects
 

of
 

dapagliflozin
 

on
 

NHE1
 

protein
 

expression
 

in
 

RAW264. 7
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注:A:SNARF-1 / AM 荧光法检测 RAW264. 7 细胞中 pH 变化分析;B:RAW264. 7 细胞中 NHE1 活性变化分析。 1:空白对照组;2:达格列净组;

3:阿米洛利组;4:达格列净+阿米洛利组。 与空白对照组比较,
 aP<0. 05。

图 5　 达格列净对
 

RAW264. 7 细胞 NHE1 活性的影响(n= 3)
Note.

 

A,
 

Analysis
 

of
 

pH
 

changes
 

in
 

RAW264. 7
 

cells
 

detected
 

by
 

SNARF-1 / AM
 

fluorescence
 

method.
 

B,
 

Analysis
 

of
 

changes
 

in
 

NHE1
 

activity
 

in
 

RAW264. 7
 

cells.
 

1,
 

Blank
 

control
 

group.
 

2,
 

Dapagliflozin
 

group.
 

3,
 

Amiloride
 

group.
 

4,
 

Dapagliflozin+amiloride
 

group.
 

Compared
 

with
  

Blank
 

control
 

group,
 aP<0. 05.

Figure
 

5　 Effect
 

of
 

dapagliflozin
 

on
 

NHE1
 

activity
 

in
 

RAW264. 7
 

cells

表 2　 各组细胞上清 TNF-α、IL-1β、IL-6 与 IL-10 含量比较( 􀭰x±s,pg / mL,n= 3)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

the
 

contents
 

of
 

TNF-α,
 

IL-1β,
 

IL-6
 

and
 

IL-10
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group
组别

Groups TNF-α IL-1β IL-6 IL-10

空白对照组
Blank

 

control
 

group 491. 8±33. 57 71. 58±6. 16 1458±43. 52 578. 6±56. 99

LPS 组
LPS

 

group 1010±61. 63a 151. 6±7. 39a 2943±59. 27a 253. 1±51. 71a

LPS+达格列净
LPS+dapagliflozin

 

group 597. 6±43. 06b 123. 9±4. 09b 1458±119. 46b 424. 3±43. 22b

LPS+阿米洛利组
LPS+amiloride

 

group 575. 8±39. 31b 119. 3±9. 16b 1576±39. 31b 425. 7±63. 96b

LPS+阿米洛利+达格列净组
LPS

 

+amiloride+dapagliflozin
 

group 545. 7±23. 44b 123. 9±6. 82b 1466±89. 28b 395. 6±42. 06b

F 73. 29 52. 42 218. 5 14. 71
P <0. 0001 <0. 0001 <0. 0001 0. 0003

注:与空白对照组比较,
 aP<0. 05;与 LPS 组比较,

 bP<0. 05
Note.

 

Compared
 

with
 

Blank
 

control
 

group,
 aP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

LPS
 

group,
 bP<0. 05.

3　 讨论

　 　 AS 斑块形成以脂代谢异常、动脉壁炎症为重要

特征的病理过程。 SGLT2 抑制剂是目前唯一被临床

试验证实具有降低心血管疾病风险的降糖药。 本研

究结果显示 SGLT2 抑制剂达格列净可减少 ApoE- / -小

鼠 AS 斑块形成,进而表明 SGLT2 抑制剂达格列净不

仅可抑制斑块 NHE1 表达,还可抑制细胞 NHE1 活性

以及 LPS 诱导炎症因子释放,这些作用亦可被 NHE1
抑制剂阿米洛利所拮抗,提示抑制 NHE1 表达及活

性,或许是 SGLT2 抑制剂抗 AS 的新机制。
3. 1　 达格列净减少非糖尿病 AS 形成

　 　 SGLT2 抑制剂是一种通过阻断肾近端小管中的

SGLT2 来达到抑制肾葡萄糖重吸收的新型降糖药。
SGLT2 抑制剂具有心血管的保护作用,可以降低血

糖、改善心脏功能。 此外,SGLT2
 

抑制剂还可抑制

抗炎因子表达、改善免疫细胞表型以及机体酮体代

谢等[11] 。 研究表明 SGLT2 抑制剂能减少糖尿病小

鼠 AS 斑块形成[12-13] ,从而减弱 AS 的发生发展。 本

研究发现在 ApoE- / - 敲除小鼠中普通饮食喂养仍有

少量斑块形成,而高脂饮食喂养会使斑块生长明

显,且高脂饮食组的斑块增加可被 SGLT2 抑制剂达

格列净抑制,非 SGLT2 抑制剂降糖药格列美脲组

AS 斑块却无明显减少,提示达格列净可减少非糖尿

病 ApoE- / -小鼠 AS 斑块形成,降糖药格列美脲无抗

AS 效应。 本研究采用经典 ApoE- / -小鼠制作动脉粥

样硬化模型,使用高脂饮食喂养可使其模型成功率

高,而普通饮食组造成典型 AS 模型所需时间更长,
在本研究时间范围内难以成功,故本研究采用了普

通饮食组做空白对照,高脂饮食喂养制作模型。 此
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研究还发现各组小鼠血糖在达格列净及格列美脲

不同降糖药物处理下,相对于高脂饮食组,小鼠血

糖虽有下降趋势,但无明显统计学差异,可能有以

下原因:(1)可能实验动物系非糖尿病模型;(2)检

测血糖时采用的尾部静脉血较少;(3)测量血糖方

法不精确;(4)实验小鼠样本量少,故本实验并不排

除达格列净通过影响小鼠血糖进而对斑块的影响。
有趣的是,两种降糖药均未明显降低小鼠正常血

糖,本研究再次重现既往降糖药 SGLT2 抑制剂抑制

非糖尿病小鼠 AS 斑块形成的结果[14-16] ,这意味着

有必要深入探讨 SGLT2 抑制剂减少 AS 形成的新机

制,为选择 SGLT2 抑制剂治疗 AS 相关疾病提高新

的研究策略[11] 。
3. 2　 AS 斑块 SGLT2 蛋白及 mRNA 极低表达

　 　 SGLT2 抑制剂在体内从两方面发挥作用:(1)
主要通过肾小管上皮细胞 SGLT2 靶向作用;(2)脱

靶效应[17] 。 因本实验研究高脂饮食诱导 AS 模型情

况下,主动脉内 SGLT2 的表达情况,故本研究仅列

出了高脂饮食喂养情况下主动脉内 SGLT2 的表达

情况,未罗列出普通饮食组斑块内的 SGLT2 表达情

况,同高脂饮食组呈相同水平。 本研究发现高脂饮

食喂养下,与肾皮质高表达
 

NHE1
 

mRNA 及蛋白质

相比,小鼠主动脉斑块 SGLT2 蛋白和
 

mRNA 表达非

常低;无论是否达格列净干预,动脉斑块
 

SGLT2 表

达无明显改变,提示
 

SGLT2 高度特异性表达于肾小

管[18] ,SGLT2 可能对斑块发生发展作用有限,而

SGLT2 抑制剂的脱靶效应可能发挥重要作用。 研究

发现 SGLT2
 

抑制剂恩格列净通过脱靶效应降低心

肌细胞 NHE1 活性,抑制心肌细胞凋亡[7-8] 。
3. 3　 达格列净抑制 NHE1 蛋白表达

　 　 本研究在 AS 斑块及巨噬细胞上探讨了 SGLT2
抑制剂是否具有抑制 NHE1 的脱靶效应。 我们发现

高脂饮食组相较普通饮食组斑块内 NHE1 表达增

加,且高脂饮食组内增加的
 

NHE1 可被 SGLT2 抑制

剂达格列净药物所抑制,而格列美脲无此生理效

应。 达格列净可抑制斑块内 NHE1 表达。
本文从动物体内实验中探究了达格列净对

NHE1 的抑制作用,选择 RAW 巨噬细胞
 

LPS 诱导

体外炎症模型,探究达格列净对体外细胞炎症模型

下 NHE1 的作用,发现达格列净可降低细胞内 pH
以及抑制 NHE1 活性,且这些作用亦可被 NHE1 抑

制剂阿米洛利所拮抗,提示 SGLT2 抑制剂能通过脱

靶效应抑制
 

NHE1 活性。 NHE1 广泛分布于各种细

胞的细胞膜[19] 。
3. 4　 达格列净抑制

 

RAW264. 7 细胞中炎性情况

　 　 本研究通过检测各组药物作用后培养细胞中

的炎症因子的变化, 发现 LPS 诱导的促炎因子

TNF-α、IL-1β、IL-6 的增加以及抗炎因子 IL-10 的减

少炎症因子释放可被达格列净逆转。 且达格列净

的逆转效应与 NHE1 抑制剂单独或共同处理时效应

相接近,提示达格列净的抗炎效应可能通过抑制

NHE1 产生。
NHE1

 

将胞外 Na+ 及胞内 H+ 进行交换,主要参

与调节细胞内 pH 值。 本研究以及我们之前研究均

表明 AS 斑块中 NHE1 表达增高[19] ,斑块炎症细胞

浸润部位 pH 值降低。 炎症或缺血区域常会出现
 

pH 值呈酸性,酸性环境又导致斑块环境内的巨噬细

胞功能异常,促进 AS 斑块形成[20] 。 即提示酸性环

境与斑块发生发展可相互促进。 新进有研究

Floralozone 能通过抑制 NHE1 抗 AS[21] ,亦提示了

NHE1 在 AS 中的关键作用。 虽然本研究未检测达

格列净干预后斑块内 pH,但我们研究表明 SGLT2
抑制剂可通过抑制 NHE1 活性抑制 AS 斑块形成,
将达格列净的抗 AS 效应与 NHE1 联系起来,缩短

NHE1 基础研究的临床转化。
AS 斑块中巨噬细胞及平滑肌细胞是泡沫细胞

的两个主要来源,而本研究在斑块组织中未能区别

何种细胞 NHE1 表达。 鉴于单核巨噬细胞是 AS 斑

块主要组成细胞,故以巨噬细胞作为研究对象,发
现达格列净抑制细胞

 

NHE1 蛋白表达及 NHE1 活

性,抑制 LPS 诱导炎性因子的释放,且这种抑制效

应并未被 NHE1 抑制剂阿米洛利增强。 我们的研究

结果与
 

SGLT2 抑制剂能通过抑制巨噬细胞向 M1 细

胞分化而抑制炎症因子释放一致[13] ,同时
 

NHE1 也

参与 M1 细胞分化[22] ,提示 SGLT2 抑制剂可能通过

抑制 NHE1 表达及活性发挥抗炎作用。
3. 5　 研究的不足及结论

　 　 本研究尚未对斑块酸化程度进行研究,未对

SGLT2 抑制剂作用于 NHE1 基因敲除小鼠探究其抗

AS 机制,本课题组将在后续的研究中进行完善。
总之,尽管本研究未能在机制上深入研究,但

结果表明 SGLT2 抑制剂可能通过抑制
 

NHE1 表达

及活性而发挥抗 AS 作用。 这些发现或许会深化

SGLT2 抑制剂心血管保护作用的认识,拓展 SGLT2
抑制剂临床运用,为探讨 NHE1 参与 AS 斑块形成

的机制研究和临床转化提供新思路。
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含服硝石雄黄散保护小鼠缺血心肌的实验研究

黄汕梅1,2,李　 畅1,2,马梓珊1,2,郭玉洪2,赵洋洋2,刘　 原2,银帮巧2,
刘　 鹰1∗,唐耀平1,2,3∗

(1.广西中医药大学,南宁　 530200;2.广西中医药大学附属瑞康医院,南宁　 530011;
3.广西高发传染病中西医结合转化医学重点实验室,南宁　 530200)

　 　 【摘要】 　 目的　 探索硝石雄黄散保护小鼠缺血心肌的作用机制。 方法　 将 C57BL / 6J 小鼠随机分为空白组

(Blank)、假手术组(sham)、模型组( AMI)、雄黄组( XH)、硝石组( XS)和硝石雄黄组( XSXH)。 分别在造模后第

12、24 和 36
 

h,采用 ELISA 法检测各组血清肌钙蛋白 I( cardiac
 

troponin
 

I,
 

cTnI)、肌酸激酶同工酶( creatine
 

kinase
 

isoenzymes,
 

CK-MB)和乳酸脱氢酶( lactate
 

dehydrogenase,
 

LDH) 水平;在造模后第 14 天,采用一氧化氮( nitric
 

oxide,
 

NO)试剂盒检测各组血清中总 NO 的含量;采用苏木素-伊红染色法检测小鼠梗死心肌的病理损伤,经 2,3,5
-氯化三苯基四氮唑染色后测定心脏梗死面积;在服用雄黄和硝石雄黄散 12

 

h 和第 14 天,采用相关试剂盒检测各

组血清中谷丙转氨酶、碱性磷酸酶、谷草转氨酶、肌酐和尿素氮等肝肾功能指标。 结果 　 硝石雄黄组小鼠血清中

cTnI、CK-MB 和 LDH 水平较模型组、雄黄组和硝石组显著降低(P<0. 05);假手术组血清中 NO 水平较高,发生心肌

缺血后, NO 水平显著降低 (P < 0. 05);与模型组比,雄黄组和硝石组能显著提高心肌梗死小鼠的 NO 水平

(P<0. 01);与单味硝石或雄黄相比,硝石雄黄组 NO 含量显著升高(P<0. 001);与模型组相比,硝石雄黄组小鼠心

肌梗死面积显著减小(P<0. 05);该方具有明显改善小鼠心肌病理损伤的作用。 与空白组相比,雄黄组的肝肾功能

各项指标显著升高(P<0. 01),硝石雄黄组的肝肾功能指标无显著差异(P> 0. 05)。 结论 　 在心肌缺血时,当 L-
Arginine-eNOS-NO 通路被抑制后,硝石雄黄散可通过 NO3

- -NO2
- -NO 通路调节小鼠体内的 NO 水平,对小鼠缺血

心肌起到显著的保护作用;且对小鼠的肝肾功能无明显的急性毒性和亚急性毒性影响。
【关键词】 　 硝酸盐;亚硝酸盐;一氧化氮;硝石雄黄散;心肌缺血
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　 　 【Abstract】 　 Objective　 To
 

explore
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

Xiaoshixionghuangsan
 

in
 

regulating
 

NO
 

levels
 

to
 

protect
 

ischemic
 

myocardium
 

in
 

mice.
 

Methods 　 C57BL / 6J
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

Blank,
 

sham,
 

model
 

(AMI),
 

Xionghuang
 

( XH),
 

Xiaoshi
 

( XS)
 

and
 

Xiaoshixionghuang
 

( XSXH)
 

groups.
 

Following
 

establishment
 

of
 

the
 

mouse
 

myocardial
 

infarction
 

model,
 

Blank,
 

sham
 

operation,
 

and
 

model
 

groups
 

were
 

given
 

normal
 

saline,
 

whereas
 

the
 

other
 

groups
 

were
 

given
 

corresponding
 

intervention
 

drugs.
 

Serum
 

levels
 

of
 

cardiac
 

troponin
 

I
 

(cTnI),
 

creatine
 

kinase
 

isoenzyme
 

(CK-MB),
 

and
 

lactate
 

dehydrogenase
 

( LDH)
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA
 

at
 

12,
 

24
 

and
 

36
 

h
 

after
 

modeling.
 

On
 

the
 

fourteenth
 

day
 

after
 

modeling,
 

total
 

NO
 

contents
 

in
 

serum
 

were
 

detected
 

with
 

an
 

NO
 

kit,
 

pathological
 

damage
 

of
 

the
 

infarcted
 

mouse
 

myocardium
 

was
 

detected
 

by
 

hematoxylin
 

and
 

eosin
 

staining,
 

and
 

the
 

infarcted
 

area
 

was
 

measured
 

by
 

2,3,
5-triphenyltetrazolium

 

chloride
 

staining.
 

At
 

12
 

h
 

and
 

14
 

days
 

after
 

Xiaoshixionghuang
 

San
 

administration,
 

serum
 

alanine
 

aminotransferase,
 

alkaline
 

phosphatase,
 

aspartate
 

aminotransferase,
 

creatinine,
 

and
 

urea
 

nitrogen
 

were
 

detected
 

by
 

staining.
 

Results　 Serum
 

levels
 

of
 

cTnI,
 

CK-MB
 

and
 

LDH
 

in
 

the
 

XSXH
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

compared
 

with
 

AMI,
 

XH
 

and
 

XS
 

groups
 

(P<0. 05).
 

Serum
 

NO
 

levels
 

in
 

the
 

sham
 

group
 

were
 

high,
 

but
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

the
 

AMI
 

group
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

AMI
 

group,
 

NO
 

levels
 

in
 

mice
 

with
 

myocardial
 

infarction
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

XH
 

and
 

XS
 

groups
 

(P< 0. 01).
 

Compared
 

with
 

single
 

XS
 

or
 

XH,
 

NO
 

contents
 

in
 

the
 

XSXH
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P< 0. 001).
 

Compared
 

with
 

the
 

AMI
 

group,
 

myocardial
 

infarct
 

sizes
 

in
 

the
 

XSXH
 

group
 

were
 

significantly
 

reduced
 

(P<0. 05).
 

In
 

addition,
 

the
 

decoction
 

markedly
 

improved
 

the
 

degree
 

of
 

pathological
 

damage
 

to
 

the
 

myocardium
 

in
 

mice.
 

Compared
 

with
 

the
 

Blank
 

group,
 

indexes
 

of
 

liver
 

and
 

kidney
 

function
 

in
 

the
 

XH
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 01),
 

and
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

these
 

indexes
 

in
 

the
 

XSXH
 

group
 

(P>0. 05).
 

Conclusions 　 When
 

the
 

classical
 

pathway
 

L-Arginine-eNOS-NO
 

pathway
 

is
 

inhibited
 

during
 

myocardial
 

infarction,
 

Xiaoshixionghuang
 

San
 

can
 

regulate
 

the
 

level
 

of
 

NO
 

in
 

mice
 

through
 

the
 

NO3
- -NO2

- -NO
 

pathway
 

to
 

elicit
 

a
 

significant
 

protective
 

effect
 

on
 

ischemic
 

mouse
 

myocardium
 

without
 

obvious
 

toxic
 

effects
 

on
 

liver
 

or
 

kidney
 

function.
【Keywords】　 nitrate;

 

nitrite;
 

nitric
 

oxide;
 

Xiaoshixionghuang
 

San;
 

myocardial
 

ischemia

　 　 冠状动脉粥样硬化性心脏病 ( coronary
 

artery
 

diseases,CAD)严重危害着民众的健康,是导致死亡

的主要原因之一[1-2] 。 CAD 的发展主要是由于斑块

在冠脉内不断的堆积使冠脉逐渐狭窄,从而导致心

肌组织缺血缺氧, 严重时可出现急性心肌梗死

(acute
 

myocardial
 

infarction,
 

AMI) [3] 。 近年来,越来

越多的学者将研究投向中医经典方剂,通过深入探

索其中的作用机制,找到防治心肌缺血的新靶点和

新策略。
早在公元 8 世纪,《敦煌遗嘱》中就记载用硝石

雄黄散“治中恶,急心痛,手足逆冷者,顷刻可杀人,
其人唇舌青紫者,着舌以通心气。 硝石五钱匕,雄
黄一钱匕。 上二味,共为极细末,启病者舌,着散一

匕于舌下,少时即定;若有涎出,令病者随涎咽下,
必愈” [4] 。 其疗效显著,具有很高的临床运用价值

和开发前景,是中医药中不可多得的用于临床心血

管急症的方药。 但遗憾的是,目前在临床上很少使

用硝石雄黄散治疗 CAD。 究其原因,一方面可能是

对硝石雄黄散防治 CAD 的作用机制不明确;另一方

面,可能是担心雄黄(主要成分四硫化四砷,As4S4 )
的毒性[5] 。 从方药的组成及给药途径来看,硝石雄

黄散作用途径很可能与临床常用的硝酸酯类药物

完全不一样。 本研究从探索硝石雄黄散对小鼠心

肌梗死面积、心肌梗死标志物、血清 NO 水平以及肝

肾功能的影响,初步揭示硝石雄黄散保护小鼠缺血

心肌的作用机制及其生物安全性,为进一步研发提

供研究基础。

1　 材料与方法

1. 1　 实验动物

　 　 健康 SPF 级雄性未交配的 C57BL / 6J 小鼠,8 周

龄,体重(20±5)g,由广西中医药大学动物中心统一

购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司 [ SCXK
(湘)2019-0004],检疫合格后于广西中医药大学实

验动物中心饲养、造模并取材[ SYXK (桂) 2019 -
0001]。 饲养环境温度(25±2)℃ ,相对湿度 60%,光
照 12

 

h / 12
 

h 明暗循环,每笼 5 只 C57BL / 6J 小鼠,
并严格按照 3R 原则给予人道关怀。 动物实验过程

严格遵守国际实验动物伦理学要求,经过广西中医

药大学实验动物伦理委员会批准( DW20210929 -
177)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 中药硝石(成都金山化学试剂有限公司,批号:
20200504);中药雄黄(湖南淳芝宝药业有限责任公
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司)。 据参考文献[6-7]报道,硝石雄黄散中的硝石又

名火消,其主要成为硝酸钾( KNO3 ),为保证实验的

一致性,统一用硝酸钾(货号:GB / T647-2011)代替

硝石。 每种中药材均为同一批次,由广西中医药大

学科学实验中心统一购进。
氧气 ( 广 西 瑞 达 化 工 科 技 有 限 公 司, Lot:

210028);异氟烷(深圳瑞沃德生命科技有限公司,
Lot:202006);总 NO 检测试剂盒(上海碧云天生物

公司,Lot:No. 120820210604);小鼠心肌肌钙蛋白 I
(cardiac

 

troponin
 

I,
 

cTnI)、肌酸激酶同工酶(creatine
 

kinase
 

isoenzymes,
 

CK-MB) 和乳酸脱氢酶 ( lactate
 

dehydrogenase,
 

LDH)ELISA 试剂盒(江苏博深生物

科技有限公司,Lot:20210630044 T、20210630043 T、
20210630042 T);2,3,5-三苯基氯化四氮(北京索莱

宝科技有限公司,Lot:NO. 520C031);4%多聚甲醛

通用型组织固定液( biosharpa,批号:71040900);谷
丙转氨酶(alanine

 

aminotransferase,
 

ALT)、碱性磷酸

酶 ( alkaline
 

phosphatase,
 

AKP ) 谷 草 转 氨 酶

(aspartate
 

aminotransferase,
 

AST)、 肌酐等测试盒

( 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所; Lot:
 

20210715、
20210714);尿素氮测试盒(苏州科铭生物技术有限

公司,Lot:
 

20210716)。
Tecan

 

Infinite
 

200Pro 酶标仪(中国上海迪奥生

物科技有限公司);HM-325E 病理组织切片机(美国

Thermo
 

Fisher
 

Scientific 公司);BX54 MRF-S 光学显

微镜(日本 OLYMPUS 公司);557040 型号小动物呼

吸机、Table
 

Top 小动物麻醉机、Germinator500 干式

消 毒 器、 小 鼠 心 梗 手 术 器 械 等 ( 美 国

HarvardBioscience
 

公司); 全能型成像分析系统、
1658033 型电泳仪、电转仪和电源(美国 Bio-Rad 公

司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组及中药含服

　 　 将 C57BL / 6J 小鼠随机分为空白组( Blank,n =
30)、假手术组(sham,n= 30)、模型组(AMI,n= 30)、
雄黄组(XH,n = 30)、硝石组( XS,n = 30)和硝石雄

黄组(XSXH,n= 30);按《敦煌遗嘱》记载:“硝石五

钱匕,雄黄一钱匕……着散一匕于舌下” [8] 换算成

现代单位[9] ,成人 1
 

d 服用的剂量为硝石 10
 

g 和雄

黄 2
 

g 混合研磨成细粉,取 2
 

g 于舌下含服(含 1. 67
 

g 硝石和 0. 33
 

g 雄黄)。 通过等效剂量公式:人体剂

量(mg) / 人体体重(kg) ×9. 1×小鼠体重( kg),计算

小鼠每天服用硝石雄黄剂量为 6. 5
 

mg(含 5. 42
 

mg

硝石和 1. 08
 

mg 的雄黄) [10] 。 在制备模型前 1 周及

造模成功之后,每只小鼠以 20
 

mg / kg 剂量腹腔注射

N-硝基-L-精 氨 酸 甲 酯 阻 滞 剂 ( N-nitro-L-arginine
 

methyl
 

ester
 

hydrochloride,
 

L-NAME)30
 

min 后,采用

异氟烷麻醉各组小鼠后,按分组将药粉散在小鼠舌

下,每日 1 次。 在模型建立后,详细记录各组小鼠的

存活情况。
1. 3. 2　 心肌缺血模型制备

　 　 准备好实验小鼠,放置进麻醉盒内,连接好

Table
 

Top 小动物麻醉机,利用异氟烷麻醉成功后,
行气管插管并连接呼吸机(参数:Vt:200 μL;PIP:30
cmH2O;PEEP:2 cmH2O),于颈胸部脱毛备皮,常规

消毒后,将第 3、4 肋间的皮肤与肌肉在胸骨左侧

2
 

mm 处切开 1
 

cm 左右,打开胸腔并充分暴露心脏,
将心脏表面的心包膜撕开,用 8. 0 线按浅近宽出的

手法将冠状动脉左前降至结扎(约在左心耳下 1 ~ 2
 

mm 处),见心尖部变白后挤出胸腔的空气,关胸缝

合。 之后将小鼠放在 37℃ 的恒温板上进行复苏和

心电图检查,结果见心电图 ST 段抬高,即为心肌缺

血模型建立成功的标志[11] 。
1. 3. 3　 组织取材及检测

　 　 在造模后的第 12、24、36
 

h 和第 14 天取样。 将

小鼠放入小动物麻醉机中麻醉后取血,在 4℃ 条件

下静置 2
 

h 后以转速 4000
 

r / min 离心 10
 

min,取上

清备用。 取小鼠心脏,在生理盐水中将心包膜等物

质洗净,将心室腔内的血挤压干净。 造模后第 14 天

取下的心脏,清理干净后将部分心脏放入-20℃ 的

冰箱内冷冻 2 h 后进行 TTC 染色,其余部分放入含

有 2
 

mL
 

4%多聚甲醛通用型组织固定液的 EP 管

中,后续用作 HE 染色。 剩余的脏器在清理干净后,
-80℃保存备用。

(1)血清心肌梗死标志物

采用酶联免疫吸附法( ELISA)检测造模 12、24
和 36

 

h 后,小鼠血清中心肌梗死标志物 cTnI、CK-
MB 和 LDH 等指标。

(2)NO 水平检测

使用 Griess 法检测造模 14
 

d 后血清中 NO 水

平,实验操作严格按说明书执行。
(3) TTC 染色和 HE 染色检测心肌梗死面积

大小

用 0. 1
 

mol / L 磷酸盐缓冲液溶解 TTC 染色剂粉

末,配置成 2%
 

TTC 溶液,避光保存。 从-20℃ 的冰

箱中取出造模第 14 天取下的心脏,垂直于长轴方向
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将心脏切成 2 ~ 3
 

mm 厚的切片。 将切片放入含有

2%
 

TTC 溶液的 EP 管中,按说明书操作。 染色后放

入固定液中过夜,次日拍照。 造模第 14 天取下的心

脏从固定液中取出脱水后,进行常规的石蜡包埋,
切片,HE 染色,脱水封片,显微镜下观察分析。

(4)肝肾功能检测

使用微板法和微量法检测服用硝石雄黄散后

第 12
 

h 和第 14 天小鼠血清中各项肝肾功能指标

(ALT、AST、AKP、肌酐和尿素氮),严格按试剂盒说

明书试剂盒操作。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有计量资料数据采用 IBM
 

Corporation
 

SPSS
 

25. 0 统计软件进行分析,用平均数±标准差( 􀭰x±s)表

示。 数据采用独立样本 t 检验和方差分析组间的差

异性。 以 P<0. 05 来表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 建立小鼠心肌梗死模型

　 　 各组小鼠在建立心肌梗死模型之前的生命体

征正常,心电图结果显示为正常心电图,如图 1A 所

示;建立心肌梗死模型后,心电图结果显示:ST 段明

显抬高,如图 1B 所示,即表明小鼠心肌缺血模型造

模成功。
 

注:A:建立心梗模型之前的心电图;B:建立心梗模型之后的心电图。

图 1　 小鼠心肌缺血模型建立前后心电图结果

Note.
 

A,
 

Ecg
 

before
 

myocardial
 

infarction
 

model
 

was
 

established.
 

B,
 

Ecg
 

after
 

myocardial
 

infarction
 

model
 

was
 

established.

Figure
 

1　 Ecg
 

results
 

before
 

and
 

after
 

establishment
 

of
 

myocardial
 

ischemia
 

model
 

in
 

mice

2. 2　 硝石雄黄散对 NO3
--NO2

--NO 通道的调控

2. 2. 1　 L-精氨酸-NO 途径的阻断

　 　 腹腔注射 L-NAME 后,小鼠的心肌组织中内皮

一氧化氮合酶 ( endothelial
 

nitric
 

oxide
 

synthase,
 

eNOS)蛋白表达明显受抑制,如图 2 所示;即体内依

赖 eNOS 蛋白生成 NO 的经典途径 L-精氨酸-NO 途

径受到抑制,体内 NO 由补充途径 NO3
- -NO2

- -NO
途径生成。
2. 2. 2　 硝石雄黄散对 NO 生物活性的影响

　 　 与空白组相比,假手术组 NO 水平无显著变化

(P>0. 05),两组血清中 NO 水平较高;发生心肌梗

死后,NO 水平显著降低(P<0. 05);与模型组相比,
雄黄组和硝石组能显著提高心肌梗死小鼠的 NO 水

平(P<0. 01);而硝石雄黄组血清 NO 含量最高,为
19. 56

 

μmol / L(P<0. 001),见图 3。
2. 3　 硝石雄黄散对小鼠血清心肌梗死标志物的

影响

　 　 与空白组相比,假手术组中血清梗死标志物

CK-MB、LDH 和 cTnI 水平无显著变化(P> 0. 05)。
在模型组形成后,血清心肌标记物 CK-MB、LDH 和

cTnI 水平与空白组和假手术组相比显著升高(P<
0. 05),硝石雄黄组小鼠血清中 cTnI、CK-MB 和 LDH
水平较雄黄组和硝石组明显降低 (P < 0. 05),见

表 1。
2. 4　 硝石雄黄散保护小鼠心肌梗死的病理学实验

　 　 TTC 染色结果显示:假手术组与空白组相比,心
肌染色后呈现鲜红色,无明显差异;发生心肌梗死

后,白色梗死区域面积明显增加(P<0. 05);与模型

组相比,经雄黄治疗后白色梗死区域大小无明显变

化(P>0. 05);经硝石和硝石雄黄散治疗后梗死区域

明显减少(P<0. 05),硝石雄黄组与其他组相比,其
白色心肌梗死部分显著减小(P< 0. 01)。 HE 染色

结果显示:空白组和假手术组心肌组织正常,心肌

细胞结构和轮廓完整分明、紧密有序地排列,胞核

清晰可见,与胞质分界清晰;模型组心肌细胞破裂

坏死,排列分散紊乱,心肌细胞空泡变性明显,间隙

变大内有炎性细胞浸;与模型组相比,硝石组与雄

黄组可见部分心肌细胞结构较完整,排列整齐有

序,心肌细胞空泡性改变减少,细胞间隙变小,仍有

少量地炎性细胞浸润;硝石雄黄组可见心肌细胞着

色较浅,细胞结构与轮廓较完整清晰,排列较为整

齐紧密,但仍有个别细胞核与胞质分界不清晰。 见

图 4 和图 5。
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注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:雄黄组;E:硝石组;
F:硝石雄黄组。

图 2　 eNOS 蛋白 Western
 

blot 检测结果

Note.
 

A,
 

Blank
 

group.
 

B,
 

Sham
 

group.
 

C,
 

AMI
 

group.
 

D,
 

XH
 

group.
 

E,
 

XS
 

group.
 

F,
 

XSXH
 

group.

Figure
 

2　 eNOS
 

protein
 

Western
 

blot
 

test
 

results

注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:雄黄组;E:硝石组;F:硝石

雄黄组。 与空白组相比,
 ∗P < 0. 05; 与模型组相比,

 #P < 0. 01,
 

##P<0. 001。

图 3　 各组小鼠血清 NO 水平

Note.
 

A,
 

Blank
 

group.
 

B,
 

Sham
 

group.
 

C,
 

AMI
 

group.
 

D,
 

XH
 

group.
 

E,
 

XS
 

group.
 

F,
 

XSXH
 

group.
 

Compared
 

with
 

Blank
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

AMI
 

group,
 #P<0. 01,

 ##P<0. 001.

Figure
 

3　 Serum
 

NO
 

level
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group

2. 5　 硝石雄黄散对小鼠肝肾功能的影响

　 　 心肌梗死模型小鼠经雄黄和硝石雄黄散干预

后 12
 

h 和第 14 天,硝石雄黄组小鼠血清中 ALT、
AST、AKP、肌酐和尿素氮等含量与空白组相比,无
明显差异(P>0. 05),雄黄组各项肝肾功能指标均显

著升高(P<0. 01),见表 2。
2. 6　 硝石雄黄散对小鼠存活情况的影响

　 　 通过比较整个实验过程各组小鼠的存活情况

发现,与模型组相比,硝石雄黄组的小鼠存活情况

明显改善(图 6)。

3　 讨论

　 　 近些年来,对 CAD 的防治无论在技术上还是在

策略上,均取得了重大进展,但其发病率和死亡率

仍居高不下,许多问题亟待解决。 寻找解决 CAD 的

新策略、新技术和新药物,仍是临床的迫切需求,对
传统方药的研发是近年来的热点。

CAD 属于中医“胸痹”范畴[12] 。 早在公元 8 世

纪的《敦煌遗书》就记载了治疗 CAD 心绞痛的硝石

雄黄散,疗效显著,由于其作用机制和临床安全性

不明,使得它在临床中被长期忽视。 硝石雄黄散由

硝石和雄黄组成,硝石即硝酸盐(NO3
- ) [6] 。 目前大

表 1　 硝石雄黄散对小鼠血清心肌梗死标志物的影响( 􀭰x±s,
 

n= 6)
Table

 

1　 Effect
 

of
 

Xiaoshixionghuang
 

San
 

on
 

serum
 

myocardial
 

infarction
 

markers
 

in
 

mice
组别
Group

空白组
Blank

 

group
假手术组

Sham
 

group
模型组

AMI
 

group
雄黄组

XH
 

group
硝石组

XS
 

group
硝石雄黄组
XSXH

 

group
cTnI(pg / mL) 5. 12±0. 40 5. 16±0. 84 52. 11±0. 90∗ 38. 62±3. 19∗# 30. 31±1. 88∗# 20. 92±2. 07∗##

CK-MB(pg / mL) 74. 76±1. 54 73. 88±1. 29 431. 03±16. 16∗ 303. 33±13. 65∗# 218. 77±8. 61∗# 122. 56±4. 99∗##

LDH(ng / mL) 3. 19±0. 08 3. 13±0. 10 13. 53±0. 63∗ 10. 93±0. 26∗# 8. 48±0. 23∗# 5. 76±0. 18∗##

注:与空白组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05,
 ##P<0. 001。

Note.
 

Compared
 

with
 

Blank
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

AMI
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 001.

表 2　 硝石雄黄散对小鼠肝肾功能的影响( 􀭰x±s,n= 6)
Table

 

2　 Effect
 

of
 

Xiaoshixionghuang
 

San
 

on
 

liver
 

and
 

kidney
 

function
 

in
 

mice
急性毒性 Acute

 

toxicity 亚急性毒性 Subacute
 

toxicity
空白组

Blank
 

group
雄黄组

XH
 

group
硝石雄黄组
XSXH

 

group
 

空白组
Blank

 

group
 

雄黄组
XH

 

group
硝石雄黄组
XSXH

 

group
AST 活力(卡门氏单位)

AST
 

vigour(Carmen’s
 

unit) 73. 68±6. 54 141. 14±6. 72∗ 76. 90±0. 38 74. 96±5. 58 137. 56±5. 58∗∗ 78. 45±3. 06

ALT 活力(卡门氏单位)
ALT

 

vigour(Carmen’s
 

unit) 16. 49±0. 58 91. 46±0. 20∗ 17. 07±0. 17 24. 43±0. 52 95. 50±0. 38∗∗ 24. 85±0. 29

AKP 活力(金氏单位 / 100
 

mL)
AKP

 

vitality
 

(King
 

unit
 

/
 

100
 

mL) 7. 76±0. 65 15. 77±0. 81∗ 8. 02±0. 10 7. 83±0. 87 21. 20±0. 45∗∗ 8. 08±0. 62

肌酐含量(μmol / L)
Creatinine

 

content
 

(μmol / L) 19. 95±4. 18 48. 45±7. 62∗ 26. 71±7. 63 18. 95±3. 83 54. 53±12. 48∗∗ 20. 96±1. 52

尿素氮含量(mg / mL)
Urea

 

nitrogen
 

content(mg / mL) 0. 20±0. 01 0. 46±0. 03∗ 0. 21±0. 01 0. 21±0. 02 0. 56±0. 02∗∗ 0. 21±0. 01

注:急性毒性,与空白组相比,
 ∗P<0. 01;亚急性毒性,与空白组相比,

 ∗∗P<0. 01。
Note.

 

Acute
 

toxicity,
 

compared
 

with
 

Blank
 

group,
 ∗P<0. 01.

 

Subacute
 

toxicity,
 

compared
 

with
 

Blank
 

group,
 ∗∗P<0. 01.
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注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:雄黄组;E:硝石组;F:硝石雄黄组。 与空白组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05,
 ##P<0. 01。

图 4　 各组小鼠梗死面积 TTC 染色结果

Note.
 

A,
 

Blank
 

group.
 

B,
 

Sham
 

group.
 

C,
 

AMI
 

group.
 

D,
 

XH
 

group.
 

E,
 

XS
 

group.
 

F,
 

XSXH
 

group.
 

Compared
 

with
 

Blank
 

group,
 ∗P< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

AMI
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.

Figure
 

4　 TTC
 

staining
 

results
 

of
 

infarct
 

area
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group

注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:雄黄组;E:硝石组;F:硝石雄黄组。

图 5　 小鼠心肌组织 HE 染色结果

Note.
 

A,
 

Blank
 

group.
 

B,
 

Sham
 

group.
 

C,
 

AMI
 

group.
 

D,
 

XH
 

group.
 

E,
 

XS
 

group.
 

F,
 

XSXH
 

group.

Figure
 

5　 HE
 

staining
 

results
 

of
 

mouse
 

myocardial
 

tissue

注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:雄黄组;E:硝
石组;F:硝石雄黄组。

图 6　 各组小鼠存活情况

Note.
 

A,
 

Blank
 

group.
 

B,
 

Sham
 

group.
 

C,
 

AMI
 

group.
 

D,
 

XH
 

group.
 

E,
 

XS
 

group.
 

F,
 

XSXH
 

group.

Figure
 

6　 Survival
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

each
 

group

部分实验结果表明:硝酸盐在介导肿瘤、炎症、缺氧

及酸中毒的病理生理过程中发挥了重要的作用,尤
其对心血管系统的有益作用已经通过人体临床实

验得到证实:当口服一定量的 NO3
- 时,可舒张患者

的血管,使血压降低,肌肉血流增强,循环耗氧量降

低等[13-15] 。 动物实验表明:NO3
-可以提高大鼠抗氧

化能力来预防心脏、肾等某些器官的缺血再灌注损

伤[16-18] 。 这些实验均证实了 NO3
-是心血管健康中

的重要分子。 人体内 NO3
- 的水平与 NO 水平密切

相关。 NO 分子在体内极其不稳定被氧化成稳定的

NO3
-和亚硝酸盐(NO2

- )分子储存在血液与组织中,
NO 水平与 NO3

- / NO2
- 水平在体内维持动态平

衡[19] 。 早有大量的研究表明 NO 是一种通过调节

血管内环境的平衡来抵御心血管疾病的气体信号

分子[20-21] 。 它主要通过诱导局部血管舒张、抑制白
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细胞与内皮细胞黏附、平滑肌细胞迁移和增殖以及

血小板聚集来促进局部血管循环系统的多种有益

作用,维持血管功能[22-23] 。 当发生心肌缺血缺氧

时,L-Arginine-NOS-NO 途径受到抑制,体内 NO 水

平降低[24] 。 人体产生 NO 有两条途径。 当抑制

L-Arginine-NOS-NO 通路时,另一条补充途径被激

活,即还原型辅酶 I / 还原型辅酶 II 被硝酸还原酶作

为电子供体催化 NO3
-和 NO2

-的单电子发生还原反

应生成 NO 来保护缺血心肌,即 NO3
- - NO2

- - NO
通路[25-26] 。

《中国药典》 中记载了:“雄黄的功用:解毒杀

虫、燥湿祛痰、截疟……”。 文献研究表明雄黄含有

的重金属砷,其可对脏器尤其是肝与肾造成不同程

度的毒性损伤[24] ;一项雄黄对昆明小鼠的急性毒性

研究结果显示:雄黄可造成小鼠部分肝细胞及肾小

管个别上皮细胞轻度水肿[27] 。 李奕诺等[28] 在纳米

雄黄对小鼠的急性毒性研究中发现:其对小鼠的半

数致死量为 309. 72
 

mg / kg;因干预致死的小鼠可见

双肺、肝弥散性充血,脾肿大发黑,小肠壁弥漫性充

血,小肠胀气,部分肠道肿胀并发黑坏死。 张秀娟

等[5]发现采用雄黄干预小鼠 3 周后,药物干预组小

鼠血清中的 ALT、AST、ALP 和 γ-谷氨酰转肽酶的

水平较空白组均明显升高;实验结果提示雄黄对小

鼠肝结构和功能造成损伤以及肾小管轻度浊肿。
Huo 等[29]在采用代谢组学的方法研究雄黄对小鼠

肝的亚慢性毒性发现:雄黄的亚慢性毒性机制与亚

急性毒性机制相同,均为扰乱能量代谢、胆碱代谢

和氨基酸代谢。 上述实验研究证实雄黄以及含雄

黄制剂的长期大剂量摄入可导致砷蓄积性的肝肾

损伤,因此硝石雄黄散的毒副作用备受关注。
本研究在阻断 L-Arginine-NOS-NO 通路后,分

别采用硝石、雄黄以及硝石雄黄散整方给药干预。
结果发现,与空白组和假手术组相比,当小鼠发生

心肌梗死后,血清中 NO 水平明显降低(P<0. 05),
血清心肌标记物 CK-MB、LDH 和 cTnI 水平显著升

高(P<0. 05),心肌梗死面积明显增加(P<0. 05),心
肌细胞破裂坏死,排列分散紊乱,心肌细胞空泡变

性明显,间隙变大内有炎性细胞浸;经药物干预后,
模型小鼠血清中 NO 水平明显提高(P< 0. 01);其
中,经硝石雄黄散整方干预后,模型小鼠血清中 NO
含量最高,为 19. 56

 

μmol / L,明显高于其他各组(P<
0. 01);硝石雄黄组小鼠血清中 cTnI、CK-MB 和 LD
水平较雄黄组和硝石组明显降低(P< 0. 05);各组

TTC 染色心肌梗死区均缩小,硝石雄黄组与其他组

相比,其白色心肌梗死部分显著减小(P<0. 01);HE
染色显示各组均有保护小鼠缺血心肌细胞的作用,
但以硝石雄黄组最为明显,在显微镜下可见有个别

细胞核与胞质分界不清晰,大部分心肌细胞结构与

轮廓完整清晰,排列较为整齐紧密,无细胞空泡性

改变。 实验提示硝石雄黄散具有良好的保护缺血

心肌的作用,而雄黄能促进 NO3
-经 NO3

- -NO2
- -NO

通路还原成 NO,增强整方药效。
为了确定硝石雄黄散是否对肝肾功能存在急

性毒性和亚急性毒性的损害,本研究分别检测了小

鼠在服用硝石雄黄散后 12
 

h 和第 14 天血清中肝肾

功能的指标。 实验结果显示:与空白组相比,服用

雄黄和硝石雄黄散后 12
 

h 和第 14 天,雄黄组血清

中肝肾功能指标具有显著的差异(P<0. 01);硝石雄

黄组血清中肝肾功能相关指标差异不具有统计学

意义(P>0. 05),证实了硝石雄黄散对小鼠肝肾功能

无急性和亚急性毒性影响(P>0. 05),整方使用具有

安全性。
综上所述,当经典途径 L-Arginine-NOS 途径受

到抑制时,舌下含服硝石雄黄散可显著提高体内

NO 水平,降低 cTnI、CK-MB 和 LDH 等心肌梗死标

志物的水平,缩小梗死面积,保护缺血缺氧心肌细

胞和组织,明显改善小鼠的存活情况。 硝石雄黄散

通过 NO3
- -NO2

- -NO 途径产生大量的 NO 改善心

肌缺血,改善心肌组织缺血损伤,这可能是硝石雄

黄散治疗 CAD 心绞痛的作用机制之一。 同时,实验

数据证实了硝石雄黄散对小鼠的肝肾功能没有明

显的损伤。 这表明了硝石雄黄散是一种治疗 CAD
的安全有效药物,为在临床安全推广使用提供实验

依据。 但雄黄是如何提供硝石保护缺血心肌的作

用机制以及雄黄为什么在本方中的毒副作用明显

消失的机制需要进一步的深入探索,提示课题组将

硝酸盐作为提升 NO 水平的体外供体药物需要继续

进行深入研发。
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甲型 H1N1 流感病毒小鼠肺炎-肠炎模型的建立及验证

杜宝香,于钦辉,孙启慧,王立清,杨　 勇∗,容　 蓉∗

(山东中医药大学,济南　 250355)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立稳定的 H1N1 流感病毒肺炎-肠炎小鼠模型,为胃肠型流感的病理基础及抗病毒药物研

究提供工具和手段。 方法　 BALB / c 小鼠随机分为 4 组(n= 6),10 倍半数组织培养感染剂量( median
 

tissue
 

culture
 

infective
 

dose,
 

10
 

TCID50 )组、1
 

TCID50 组、0. 1
 

TCID50 组和对照组。 除对照组外,其他 3 组小鼠滴鼻感染不同剂量的

H1N1 流感病毒。 感染病毒后,每天测量小鼠的肛温、体重,观察小鼠皮毛及精神状态等,连续 7
 

d。 处死后测定小

鼠脏器指数、RT-PCR 检测肺组织中甲型流感病毒 H1N1
 

M 基因及小肠组织中视黄酸受体相关孤儿受体 γt
( retinoid-related

 

orphan
 

nuclear
 

receptor,
 

ROR-γt)的 mRNA 表达量。 对筛选出的最佳感染剂量进行实验验证。 结果
 

与对照组小鼠相比,模型组小鼠 10
 

TCID50 组和 1
 

TCID50 组体重呈显著下降趋势,肺指数明显升高(P<0. 01),胸腺

指数明显降低(P<0. 01、P<0. 05),肺部病毒载量及小肠组织中 ROR-γt 的 mRNA 表达量显著升高,出现背弓佝偻、
精神不振、呼吸急促等现象,两个组的死亡率分别为 67%和 17%。 0. 1

 

TCID50 组小鼠指标虽有相似趋势,但无显著

性差异。 对 1
 

TCID50 感染剂量进行实验验证,与对照组相比,病理切片结果显示,模型组小鼠肺及小肠组织出现严

重病理损伤,肺组织中白细胞介素 2(interleukin-2,
 

IL-2)、白细胞介素 6(IL-6)、干扰素 γ(interferon-γ,
 

IFN-γ)、白细

胞介素 17A(IL-17A)及小肠组织中粒细胞巨噬细胞集落刺激因子( Granulocyte
 

macrophage
 

colony
 

stimulating
 

factor,
 

GM-CSF)和 IL-2 显著升高,但肠组织中 IL-6 和白细胞介素 33(IL-33)显著降低。 结论　 1
 

TCID50 病毒感染为建立

小鼠肺炎-肠炎模型的最佳浓度,且经过后期多批次的建模实验,证实该模型建立方法稳定、可靠,为抗病毒研究提

供良好的病理模型。
【关键词】 　 小鼠;模型;流感;肺炎;肠炎
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

establish
 

a
 

stable
 

mouse
 

model
 

of
 

pneumonia
 

enteritis
 

caused
 

by
 

H1N1
 

influenza
 

virus,
 

and
 

provide
 

tools
 

and
 

means
 

for
 

study
 

of
 

the
 

pathological
 

basis
 

of
 

gastrointestinal
 

influenza
 

and
 

antiviral
 

drugs.
 

Methods
 

Experimental
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

intofour
 

groups
 

(n = 6):
 

10
 

TCID50 ,
 

1
 

TCID50 ,
 

0. 1
 

TCID50
 and

  

control.
  

All
 



mice
 

except
 

the
 

control
 

group
 

were
 

intranasally
 

infected
 

with
 

different
 

doses
 

of
 

H1N1
 

influenza
 

virus.
 

After
 

infection
 

with
 

the
 

virus,
 

the
 

anal
 

temperature
 

and
 

body
 

weight
 

of
 

mice
 

were
 

measured
 

every
 

day,
 

and
 

their
 

fur
 

and
 

mental
 

state
 

were
 

observed
 

for
 

7
 

consecutive
 

days.
 

After
 

death,
 

the
 

organ
 

index
 

of
 

mice
 

was
 

measured
 

and
 

mRNA
 

expression
 

of
 

the
 

H1N1
 

M
 

gene
 

of
 

influenza
  

virus
 

in
 

lung
 

tissue
 

and
 

ROR-γt
 

in
 

small
 

intestine
 

were
 

detected
 

by
 

RT-PCR.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

control
  

group,
 

the
 

body
 

weight
 

of
 

model
 

group
 

mice
 

in
 

10
 

TCID50
 and

 

1
 

TCID50
 groups

 

decreased
 

significantly,
 

the
 

lung
 

index
 

increased
 

significantly
 

(P<0. 01),
 

the
 

thymus
 

index
 

decreased
 

significantly
 

(P<0. 01
 

and
 

P<0. 05,
 

respectively),
 

and
 

mRNA
 

expression
 

of
 

the
 

H1N1
 

M
 

gene
 

of
 

influenza
  

virus
 

and
 

ROR-γt
 

in
 

small
 

intestine
 

increased
 

significantly
 

(P<
0. 01

 

and
 

P< 0. 05,
 

respectively).
 

The
 

mortality
 

of
 

10
 

TCID50
 and

 

1
 

TCID50
 groups

 

were
 

67%
 

and
 

17%,
 

respectively,
 

while
 

the
 

other
 

groups
 

were
 

0.
 

Although
 

there
 

were
 

similar
 

trends
 

in
 

indexes
 

of
 

the
 

0. 1
 

TCID50
 group,

 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference.
 

An
 

infection
 

dose
 

of
 

1
 

TCID50
 was

 

verified.
 

Compared
 

with
 

the
  

control
 

group,
 

the
 

result
  

of
 

histological
 

sections
 

displayed
 

serious
 

pathological
 

injuries
 

in
 

the
 

lung
 

and
 

small
 

intestine
 

of
 

the
 

model
 

group.
 

Moreover,
 

relative
 

expression
 

of
 

IL-2,
 

IL-6,
 

IFN-γ
 

and
 

IL-17A
 

in
 

the
 

lung
 

tissue,
 

as
 

well
 

as
 

GM-CSF
 

and
 

IL-2
 

in
 

small
 

intestine,
 

was
 

significantly
 

increased;
 

in
 

contrast,
 

IL-6
 

and
 

IL-33
 

in
 

intestine
 

were
 

significantly
 

decreased.
 

Conclusions　 1
 

TCID50
 

virus
 

infection
 

was
 

the
 

best
 

concentration
 

for
 

establishing
 

a
 

mouse
 

pneumonia
 

enteritis
 

model.
 

The
 

establishment
 

method
  

of
 

this
 

model
 

is
 

stable
 

and
 

reliable,
 

providing
 

a
 

good
 

pathological
 

model
 

for
 

antiviral
 

research.
【Keywords】　 mice;

 

model;
 

influenza;
 

pneumonia;
 

enteritis

　 　 现代药理研究发现,流感病毒感染肺组织并在

内大量增殖,会造成严重的肺部炎症损伤[1] 。 临床

数据表明,甲型 H1N1 流感患者早期表现与普通流

感相似,包括发热、咽痛、咳嗽、全身酸痛,部分病例

表现为呕吐、腹泻[2] 。 Dogra[3] 发现,与普通流感比

较,甲型 H1N1 流感患者的腹泻、呕吐等胃肠道症状

较为多见。 缪媛媛等[4] 曾对 1200 例普通流感与

513 例甲型 H1N1 流感患者的临床症状进行比较研

究,结果表明,甲型 H1N1 流感患者出现胃肠道症状

者明显增多。 且甲型 H1N1 确诊病例中腹泻、呕吐

等胃肠炎症状多为呼吸道系统的伴随症状。
目前对于小鼠 H1N1 病毒模型的建立多为单独

的肺炎模型[5-6] ,对于肺炎-肠炎模型的研究报道甚

少。 本文以 BALB / c 雄性小鼠为实验动物,滴鼻感

染不同浓度的 H1N1 病毒,筛选出造模的最佳感染

浓度,并对其进行多次验证,建立了稳定的肺炎-肠
炎模型,为抗 H1N1 病毒药物的研究提供更加全面

的病理模型。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 健康 SPF 级雄性 BALB / c 小鼠 36 只(4 周龄,
15 ~ 18

 

g),由北京维通利华实验动物技术有限公司

提供[SCXK(京) 2021-0006]。 动物实验在山东中

医药大学抗病毒协同创新中心进行 [ SYKX ( 鲁)
2017-0022],饲养温度(22±2)℃ ,相对湿度 40% ~
60%,本研究实验方案合理,经本院伦理委员会批准

(DWSY202003013), 符合实验动物的 “ 3R ” 原则

研究。
1. 1. 2　 病毒

　 　 甲型流感病毒 H1H1 / PR8 株,-80℃ 保存于山

东中医药大学抗病毒协同创新中心,使用前在 9 日

龄 SPF 鸡胚中扩增得到尿囊液,测定血凝效价。 使

用 Reed-Muench 法测定病毒毒力,- 80℃ 冰箱保存

备用。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 0. 9%氯化钠注射液(辰欣药业股份有限公司,
批号:D18216041);RNA

 

store 样品保存液-DP408、
动物组织总 RNA 提取试剂盒 - DP431 ( RNAprep

 

Pure
 

Tissue
 

Kit )、 cDNA 反转录试剂盒 - KR106、
SYBR

 

Green 荧光定量 PCR 试剂盒-FP205 均购自

天根公司。
ND-one 超微量分光光度计(赛默飞世尔科技有

限公司);荧光定量 PCR 仪( CFX
 

Connect
 

Real-time
 

System,美国伯乐公司);R583 S、R540IE 型呼吸麻

醉机(深圳瑞沃德生命科技有限公司);生物安全柜

(上海立申科学仪器有限公司, 型号: HF
 

safe-
1500);高速冷冻离心机(赛默飞世尔科技有限公

司,型号:ST-16R)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 流感病毒鸡胚扩增

　 　 9 ~ 11 日龄鸡胚放置 37℃孵育箱种孵育 1
 

d,定
时翻动鸡胚。 选择生长良好鸡胚,于生物安全柜

内,画出气室边界和胎位,在胚胎面与气室交届边

缘约 1
 

mm 处做标记。 然后用消毒后的镊子尖头对
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准鸡胚尿囊腔端打破蛋壳。 取病毒液用流水冲浸

融化,用生理盐水稀释成不同的浓度,每只鸡胚接

种 0. 1
 

mL。 接种后用无菌棉胶带封口,置于 37℃继

续孵育 48
 

h。 用无菌吸管通过绒毛尿囊膜进入尿囊

腔,吸取鸡胚尿囊液,3000
 

r / min
 

4℃离心 15
 

min,取
上清于-80℃ 冰箱保存。 用 0. 5%的鸡红细胞测定

其血凝效价为 1 ∶ 320。
1. 3. 2　 Reed-Muench 法测定病毒毒力

　 　 采用半对数稀释法稀释病毒,稀释的病毒接种

于 96 孔 MDCK 细胞板,待细胞病变停止后,根据

Reed-Muench 方法对病毒滴度进行计算,计算出病

毒每 0. 1
 

mL 的 TCID50,经测定病毒 TCID50 = 1×105 /
0. 1

 

mL。
1. 3. 3　 流感小鼠模型的建立

　 　 BALB / c 小鼠按照体重和肛温随机分成 4 组(n
= 6):对照组、流感模型组(10

 

TCID50 组、1
 

TCID50

组、0. 1
 

TCID50 组)。 3 个模型组,按照组别分别滴

鼻感染 10
 

TCID50、1
 

TCID50、0. 1
 

TCID50 不同浓度的

流感病毒,每只 20
 

μL,对照组小鼠滴鼻接种等量的

生理盐水,每天记录小鼠体重、肛温变化,观察小鼠

的精神状态、发病及死亡情况。 处理后第 7 天处死

小鼠进行取材。
1. 3. 4　 造模指标观察

　 　 (1)生理状态观察

接种病毒后,每日观察小鼠肛温、体重变化、大
便形状、隐血情况,连续 7

 

d。 并参照文献[7] 标准,
进行 DAI 评分,评分标准见表 1。

(2)死亡率

计算每组动物的死亡率:死亡率 = 死亡动物

(只) / 动物总数(只) ×100%
(3)脏器指数

实验结束后,摘取各组动物肺、胸腺、脾等脏

器,准确称量并计算脏器指数。
(4)RT-PCR 检测肺组织中甲型流感病毒 H1N1

 

M 基因及肠组织中 ROR-γt 的 mRNA 表达

使用 RT-PCR 检测肺组织中甲型流感病毒

H1N1
 

M 基因及肠组织中 ROR-γt 的 mRNA 表达。
根据小鼠死亡率、 肺部病毒载量及肠道组织中

ROR-γt 的 mRNA 相对表达量确定最佳的染毒剂

量。 实验中所需引物均由生工生物有限公司进行

设计并合成。 引物序列碱基见表 2。 严格按照试剂

盒说明书完成总 RNA 的提取、RNA 纯度及浓度测

定、RNA 逆转录为 cDNA 及相关细胞因子基因相对

表达量的检测。
1. 3. 5　 造模结果验证

　 　 BALB / c 小鼠按照体重和肛温随机分成 2 组(n
= 6):对照组、模型组。 根据 1. 3. 2 项方法,对模型

组小鼠滴鼻感染 H1N1 病毒,感染剂量为上述实验

筛选出的最佳病毒剂量。 取小肠及肺组织,进行

HE 染色。 利用 RT-PCR 技术检测肺组织中 IL-2、
　 　 　 　 表 1　 DAI 评分标准

Table
 

1　 DAI
 

score
 

standard
评分
Score

体重下降(%)
Weight

 

lost
 

粪便粘稠度
Stool

 

consistency
隐血或血便

Occult
 

or
 

gross
 

bleeding

0 0 正常
Normal

无
None

1 1% ~ 5% 软便
Loose

 

stool /

2 5% ~ 10% 黏液样便
Mucinous

 

stool
便潜血

Feces
 

occult
 

blood
3 10% ~ 20% / /

4 >20% 稀液样便
Dilute

 

stool
肉眼血便

Bloody
 

stool
注:正常粪便:成形颗粒粪便;软便:半成形大便,不黏附于肛门;黏
液样便:大便不成形,粪便里及肛门周围有肉眼可见的黏液;稀液样

便:可黏附于肛门的稀水样粪便。 DAI = (体重下降分值+粪便粘稠

度分值+便血分值) / 3。
Note.

 

Normal
 

stools,
 

Well-formed
 

pellets.
 

Loose
 

stool,
 

Pasty
 

stools
 

which
 

do
 

not
 

stick
 

to
 

the
 

anus.
 

Mucinous
 

stool,
 

Stools
 

are
 

not
 

formed,
 

and
 

there
 

is
 

mucus
 

visible
 

to
 

the
 

naked
 

eye
 

in
 

the
 

feces
 

and
 

around
 

the
 

anus.
 

Dilute
 

stool,
 

Liquid
 

stools
 

that
 

stick
 

to
 

the
 

anus.
 

DAI = (combined
 

score
 

of
 

weight
 

lost,
 

stool
 

consistency
 

and
 

bleeding) / 3.

表 2　 基因序列
Table

 

2　 Sequences
 

of
 

the
 

primers
cDNA F R
Ppia 5’-CGCTTGCTGCAGCCATGGTC-3’ 5’-CAGCTCGAAGGAGACGCGGC-3’

H1N1 5’-CTTCTAACCGAGGTCGAAAC-3’ 5’-CGTCTACGCTGCAGTCCTC-3’
ROR-γt 5’-TGTCCCGAGATGCTGTCAAGTTTG-3’ 5’-TCCTGTTGCTGCTGCTGTTGC-3’
GM-CSF 5’-TTCAAGAAGCTAACATGTGTGC-3’ 5’-GGTAACTTGTGTTTCACAGTCC-3’

IL-2 5’-GCAGCTCGCATCCTGTGTCAC-3’ 5’-CTGCTGTGCTTCCGCTGTAGAG-3’
IL-6 5’-GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA-3’ 5’-CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA-3’

IL-17A 5’-CCAGGGAGAGCTTCATCTGT-3’ 5’-CTTGGCCTCAGTGTTTGGAC-3’
IL-33 5’-GCTGCGTCTGTTGACACATT-3’ 5’-CACCTGGTCTTGCTCTTGGT-3’
IFN-γ 5’-CTTGAAAGACAATCAGGCCATC-3’ 5’-CTTGGCAATACTCATGAATGCA-3’

92中国比较医学杂志 2022 年 9 月第 32 卷第 9 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

September
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

9



IL-6、IFN-γ、IL-17A 及肠组织中 GM-CSF、IL-2、IL-6
和 IL-33 的 mRNA 相对表达量。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

22. 0 软件,数据以平均数±标准差( 􀭰x
±s)表示,组件比较采用单因素方差分析( one-way

 

ANOVA)LSD 检验,P<0. 05 为有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 造模实验结果

2. 1. 1　 流感模型小鼠造模指标检测

　 　 小鼠滴鼻感染流感病毒后,与对照组小鼠相

比,小鼠 10
 

TCID50 组、1
 

TCID50 组体重在接种病毒

后第 3 天开始呈下降趋势(图 1),出现背弓佝偻、精
神不振和软便等现象,在第 6 天开始两组小鼠出现

黏液状粪便,平均 DAI 评分分别为(2. 00±0. 00)分

和(1. 50±0. 12)分。 而 0. 1
 

TCID50 组小鼠体重直到

第 7 天才出现下降趋势,且粪便状态一直正常。 各

组小鼠肛温变化不明显。
2. 1. 2　 各组小鼠死亡率、脏器指数及肺组织中

H1N1 的 M 基因 mRNA 表达

　 　 接种病毒后,对照组、0. 1
 

TCID50 组小鼠无死亡

现象,10
 

TCID50 组小鼠、1
 

TCID50 组小鼠均出现不

同数量的死亡。 10
 

TCID50 死亡率为 67%,1
 

TCID50

组死亡率为 17%。 与对照组相比,各模型组小鼠肺

指数明显升高,胸腺指数明显下降,脾指数无显著

性差异。 以 Ppia 为管家基因,分析目的基因的相对

表达。 与对照组小鼠相比,各模型组小鼠甲型流感

病毒 H1N1
 

mRNA 相对表达量显著升高(P<0. 05)
(见表 3)。
2. 1. 3　 各组小鼠肠组织 ROR-γt

 

mRNA 相对表达量

　 　 与对照组相比,10
 

TCID50 组、1
 

TCID50 组小肠

组织 ROR-γt 相对表达量显著升高(P< 0. 05),0. 1
 

TCID50 组虽有升高趋势,但是无显著性差异(图 2)。
综合各组模型小鼠体重、死亡率、脏器指数、肺部病

毒载量及肠道 ROR-γt 的 mRNA 相对表达量筛选出

最佳染毒剂为 1
 

TCID50。
2. 2　 造模验证结果

2. 2. 1　 小鼠肺与肠组织病理学指标检测

　 　 HE 染色结果见图 3。 结果显示对照组小鼠肺

组织呈正常形态,黏膜上皮无变性坏死脱落,管壁

及周围组织无炎性细胞浸润、肺泡间隔无增厚。 模

型组小鼠肺组织见坏死细胞及大量渗出物,周围肺

组织结构不清晰,嗜中性粒细胞、淋巴细胞和巨噬

细胞浸润,肺泡壁增厚;小肠组织同样出现小肠绒

毛萎缩断裂,淋巴细胞浸润等明显的组织病理学改

变,说明小鼠肺及肠道组织出现严重的炎症损伤。

图 1　 各组小鼠体重、肛温和和 DAI 评分图

Figure
 

1　 Body
 

weight,
 

rctal
 

temperature
 

DAI
 

score
 

in
 

eachgroups

表 3　 各组小鼠死亡率、脏器指数和病毒载量
Table

 

3　 The
 

mortality,
 

organ
 

index
 

and
 

viral
 

load
 

of
 

different
 

mice
 

in
 

each
 

group
组别

Groups
死亡率(%)
Mortality

 

rate
肺指数

Lung
 

index
胸腺指数

Thymus
 

index
脾指数

Spleen
 

index
病毒载量
Viral

 

load
对照组

Control
 

group 0 6. 75±0. 54　 2. 6±0. 24　 4. 79±0. 97 0

10
 

TCID50 组

10
 

TCID50
 group 67 19. 95±4. 86∗∗ 1. 03±0. 32∗∗ 4. 03±0. 53 37. 79±20. 27∗∗

1
 

TCID50 组

1
 

TCID50
 group 17 13. 02±3. 62∗∗ 1. 77±1. 27∗ 4. 74±0. 85 1. 42±1. 05∗∗

0. 1
 

TCID50 组

0. 1
 

TCID50
 group 0 8. 85±1. 08∗∗ 2. 84±0. 22 4. 17±0. 59 1. 58±2. 34∗∗

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
  ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
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注:与对照组相比,∗P<0. 05。

图 2　 各组小鼠 ROR-γt 基因相对表达量

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

2　 The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

ROR-γt
 

in
 

four
 

groups

2. 2. 2　 小鼠肺组织细胞因子的基因表达

与对照组相比,模型组小鼠肺组织中细胞因子

IL-2、IL-6、IL-17A、IFN-γ 的相对表达量均显著升高,
表明小鼠肺炎模型建立成功(图 4)。
2. 2. 3　 小鼠肠组织细胞因子的基因表达

与对照组相比,模型组小鼠肠组织中细胞因子

GM-CSF、IL-2 的相对表达量显著升高(P<0. 05、P<
0. 01),表明小鼠肠炎模型建立成功,但 IL-6 和 IL-
33 的表达量显著降低(图 5)。

注:A:肺组织;B:小肠组织。

图 3　 各组小鼠组织病理形态观察

Note.
 

A,
 

Lung
 

tissue.
 

B,
 

Intestine
 

tissue.

Figure
 

3　 Histopathological
 

changes
 

of
 

different
 

mice
 

tissues
 

in
 

each
 

groups

注:与对照组相比∗P<0. 05,
 ∗∗P<0. 01。

图 4　 各组小鼠肺组织细胞因子相对表达量

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

4　 Relative
 

expression
 

of
 

lung
 

cytokines
 

in
 

different
 

mice
 

of
 

each
 

group

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。

图 5　 各组小鼠小肠组织细胞因子相对表达量

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

5　 Relative
 

expression
 

of
 

intestine
 

cytokines
 

in
 

different
 

mice
 

of
 

each
 

group
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3　 讨论

　 　 造模过程中,我们通过小鼠肺和小肠组织的炎

症损伤及 DAI 指数来评估小鼠胃肠型流感的严重

程度。 为了评估该模型是否建立成功,在本研究

中,肺指数、肺部病毒载量以及肺组织中炎症因子

被用作肺炎模型的评价指标。 DAI 评分、小肠组织

病理损伤及肠道炎症因子的表达量被用作肠炎模

型的评价指标。 与对照组相比,若感染 H1N1 小鼠

肺指数、肺部病毒载量以及肺和小肠中炎症因子升

高,DAI 指数升高,且出现明显的组织病理损伤,表
明小鼠肺炎-肠炎模型成功建立。

造模过程中,模型组小鼠的体重呈现持续性下

降趋势,且小鼠出现精神萎靡、呼吸急促等现象,感
染病毒后 7

 

d,1
 

TCID50 和 10
 

TCID50 组小鼠体重明

显低于对照组,但肛温变化不明显;小鼠肺、胸腺等

脏器指数出现显著性差异,但是脾指数变化不明

显;孙启慧[8]以肺指数及 H1N1 基因相对表达量为

指标成功建立流感模型,小鼠感染流感模型后,肺
指数变大,肺组织 H1N1 基因相对表达量显著升高

(P<0. 01),因此肺部病毒载量及肺指数可以作为评

估流感模型的一个重要指标。 与对照组相比,
1

 

TCID50 和 10
 

TCID50 组小鼠肠组织变细、变短,肠
道细胞因子 ROR-γt 显著升高(P<0. 05),而 ROR-γt
作为 Th17 细胞等淋巴细胞的转录因子,当其表达升

高时会诱导 Th17 细胞过度分泌 IL-17、IL-22、GM-
CSF 等炎症因子,致使肠道免疫失调,造成炎症损

伤[9] ,因此选定 ROR-γt 的基因相对表达量为流感

所致肠道炎症损伤的指标。
各检测数据显示,小鼠滴鼻感染 10

 

TCID50、
1

 

TCID50 浓度病毒后, 造模结果较理想, 但是,
10

 

TCID50 组小鼠死亡率过高,不利于实验取材,且
1

 

TCID50 组小鼠 ROR-γt 基因相对表达量更高,综合

流感模型小鼠死亡率及肠道细胞因子表达情况确

定感染剂量为 1
 

TCID50。
对 1

 

TCID50 病毒感染剂量进行验证,病理切片

显示模型组小鼠肺组织见坏死细胞及大量渗出物,
周围肺组织结构不清晰,炎性细胞浸润,肺泡壁增

厚。 RT-PCR 结果显示,肺部炎症因子 IL-2、 IL-6、
IFN-γ 及 IL-17A 显著升高。 IL-17 是 T 细胞诱导炎

症反应的早期启动因子,可以通过促进释放前炎性

细胞因子来放大炎症反应,IL-17 与受体结合后,导
致 NF-κB 靶基因及 MAPK 的激活,与 IFN-γ 产生协

同作用,激活 C / EPB,动员、募集及活化中性粒细

胞,从而介导肺部组织炎症[10-11] 。
小肠病理切片显示,模型组小鼠出现绒毛萎缩

断裂,淋巴细胞浸润等病变,肠道炎症因子 GM-CSF
和 IL-2 显著升高,IL-6 与 IL-33 显著降低。 IL-6 是

一种多效性细胞因子,在不同的组织及微环境中显

示出不同的作用,在炎症方面,既具有促进炎症的

功能,也具有抵抗炎症的作用。 当 H1N1 病毒通过

呼吸道传播进入肺组织后,刺激宿主调动巨噬细胞

活化免疫系统,使 IL-6 分泌增加,IL-6 可通过募集

单核细胞至抗原感染部位,诱导炎症细胞黏附、聚
集,抑制 Treg 细胞分化及抑制 T 细胞凋亡,导致肺

血管的通透性増加,引起肺间质水肿,发挥促炎作

用。 在肠道组织中,IL-6 可通过信号转导,激活转录

激活因子 3(STAT3),促进上皮细胞增殖,抑制其凋

亡,从而达到抗炎效果。 Cao 等[12] 研究发现与正常

小鼠相比,IL-6- / - 小鼠促进了葡聚糖磷酸钠盐诱导

的结肠炎的发生。 Ye 等[13]发现,与 IL-10 缺陷小鼠

相比, IL-6 与 IL-10 双重缺陷的小鼠可通过抑制

Treg / CTLA-4、促进 IL-1β / Th2 通路显著加重了肠道

炎症,展现出更早的疾病发作,且会诱导全身炎症。
同时,也有一些肠炎模型中,IL-6 表现出升高的趋

势[14-16] 。 因此,IL-6 在肠道炎症中的作用存在较大

争议,是我们今后研究的重点。
与 IL-6 类似,IL-33 参与多种自身免疫性疾病

的发生和进展,但其在不同自身免疫性疾病中的作

用和机制不尽相同(甚至各异),提示其作用的多样

性。 例如:通过诱导 Th2 免疫应答而缓解 Th1 / Th17
介导的 EAE[17] ;通过作用于肥大细胞,可促进 Th1 /
Th17 免疫应答来参与类风湿关节炎发生[18] 。 段利

华等[19]的研究发现,体外给予小鼠 IL-33 可缓解

TNBS 诱导的肠炎,其机制可能与上调 Treg 相关。
因此,与正常对照组相比,本研究模型组小鼠肠组

织中 IL-33 显著性降低是正常情况,但其具体机制

有待于进一步研究。
综上所述,甲型 H1N1 流感病毒小鼠肺炎-肠炎

模型造模成功,最佳感染剂量为 1
 

TCID50,该造模方

法稳定、可靠,胃肠型流感的病理基础及抗病毒药

物研究提供工具和手段。
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缺氧诱导因子 1α 对小胶质细胞 M1 极化的影响
及其机制研究

张雪儿,安红伟∗

(广西中医药大学第三附属医院神经内科,广西
 

柳州　 545000)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究缺氧诱导因子 1α(HIF-1α)对小胶质细胞 M1 极化的影响及其影响机制。 方法　 将小胶

质细胞(BV-2 细胞)随机分为 6 个组:Control 组和 10、50、100、200、500
 

μg / L 重组 HIF-1α 蛋白刺激处理组。 采用荧

光共聚焦法观察各组 BV-2 细胞的形态变化;采用免疫蛋白印迹法定量分析重组 HIF-1α 蛋白刺激处理后 NF-κB
 

p65、p-STAT1 和 TRAF6 蛋白含量变化。 结果　 与对照组相比,重组 HIF-1α 蛋白刺激后小胶质细胞胞体变大,呈圆

形或吞噬状,突起变粗变短;胞内 NF-κB
 

p65、TRAF6 蛋白较对照组显著增加,不同浓度重组 HIF-1α 蛋白刺激处理

组对比结果有显著差异。 结论　 HIF-1α 可刺激小胶质细胞 M1 极化,不同浓度重组 HIF-1α 蛋白刺激处理有量效

关系,其机制可能与通过 TLR4 / Myd88 / NF-κB 通路调节 TRAF6 和 NF-κB 活化有关。
【关键词】 　 缺氧诱导因子 1α;缺血性卒中;小胶质细胞

【中图分类号】
  

R-33　 　 【文献标识码】
  

A　 　 【文章编号】
 

1671-7856
 

(2022)
 

09-0034-05

Effect
 

of
 

hypoxia-inducible
 

factor
 

1α
 

on
 

microglia
 

M1
 

polarization
 

and
 

its
 

mechanism
 

ZHANG
  

Xueer,
 

AN
  

Hongwei∗

(Department
 

of
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China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

hypoxia-inducible
 

factor
 

1α
 

( HIF-1α)
 

on
 

microglia
 

M1
 

polarization
 

and
 

its
 

mechanism.
 

Methods　 Microglia
 

(BV-2
 

cells)
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

six
 

groups:
 

control,
 

10,
 

50,
 

100,
 

200
 

and
 

500
 

μg / L
 

recombinant
 

HIF-1α
 

groups.
 

Morphological
 

changes
 

of
 

BV-2
 

cells
 

were
 

observed
 

by
 

fluorescence
 

confocal
 

microscopy.
 

Changes
 

of
 

nuclear
 

factor
 

( NF)-κB
 

p65,
 

p-STAT1
 

and
 

TRAF6
 

protein
 

contents
 

after
 

recombinant
 

HIF-1α
 

protein
 

stimulation
 

were
 

quantitatively
 

analyzed
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

microglia
 

cells
 

stimulated
 

by
 

recombinant
 

HIF-1α
 

protein
 

became
 

larger,
 

round
 

or
 

phagocytic,
 

and
 

their
 

processes
 

became
 

thicker
 

and
 

shorter.
 

Intracellular
 

NF-κB
 

p65
 

and
 

TRAF6
 

proteins
 

were
 

significantly
 

increased
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

and
 

the
 

result
  

of
 

groups
 

with
 

varying
 

concentrations
 

of
 

recombinant
 

HIF-1α
 

protein
 

stimulation
 

were
 

significantly
 

different.
 

Conclusions　 HIF-1α
 

can
 

stimulate
 

microglial
 

M1
 

polarization
 

and
 

there
 

was
 

a
 

dose-effect
 

relationship
 

between
 

different
 

concentrations
 

of
 

recombinant
 

HIF-1α,
 

which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

TRAF6
 

and
 

NF-κB
 

activation
 

through
 

the
 

TLR4 / Myd88 / NF-κB
 

pathway.
【Keywords】　 HIF-1α;

 

ischemic
 

stroke;
 

microglial



　 　 缺血性卒中( ischemic
 

stroke)是指脑缺血缺氧
导致脑组织损伤,进而产生神经功能缺损的一类疾
病,其主要原因为脑供血动脉狭窄或闭塞。 缺血性
卒中是全球致死和残疾的第二大原因[1] 。 小胶质
细胞(microglial)作为大脑的巨噬细胞,可以监测微
环境并启动免疫应答。 在对各种脑损伤的反应中,
小胶质细胞被激活并极化为 M1 型小胶质细胞(促
炎)或 M2 型小胶质细胞(抗炎) [2] 。 这些小胶质细
胞所产生的免疫调节分子如各种炎性因子和趋化
因子分别与缺血性脑卒中后的继发性脑损伤或脑
修复密切相关;近年来,许多研究发现在脑灌注不
足的动物模型中发现小胶质细胞细胞数量显著增
加,且小胶质细胞 M1 极化产生的炎症免疫反应与
缺血性脑卒中息息相关[2-4] 。 转录激活因子 1
( signal

 

transducers
 

and
 

activators
 

of
 

transcription1,
STAT1)、核因子 κB(nuclear

 

factor
 

κB,NF-κB)和肿
瘤坏死因子受体相关因子 6 ( tumor

 

necrosis
 

factor
 

receptor-associated
 

factor
 

6, TRAF6) 是小胶质细胞
M1 极化相关通路中的关键因子[1] 。 近期研究发现
在机体缺血缺氧状态下,HIF-1α 表达升高,小胶质
细胞活化明显[5] 。 因此,研究推测 HIF-1α 参与小
胶质细胞活化极化过程。 本研究用不同浓度的重
组 HIF-1α 蛋白处理体外培养的小胶质细胞,观察
HIF-1α 对小胶质细胞形态的影响以及对小胶质细
胞 p-STAT1、NF-κB

 

p65 和 TRAF6 蛋白的表达影响,
以期明确 HIF-1α 是否参与小胶质细胞 M1 极化过
程以及其参与机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞
 

　 　 小鼠小胶质细胞—BV-2 细胞系(武汉普诺赛生
命科技有限公司)。
1. 2　 主要试剂与仪器

 

　 　 DMEM / F12 培 养 基 ( gibco, 货 号:
C11330500BT ); 南 美 胎 牛 血 清 ( gibao, 货 号:
10270106);双抗(gibco,货号:15140122);重组 HIF-
1α 蛋白 ( prospec, 货号: PRO-477 ); 蛋白 marker
(thermo,货号:26616);iba1 抗体( novus

 

biologicals,
货号: NB100-1028);猴抗羊 IgG-FITC ( proteintech,
货号:SA00003-3);DAPI( abcam,货号:ab104139);
GAPDH( CST,货号:D16H11);NF-κB

 

p65( bioss,货
号:BSM-33059M);p-STAT1( santa,货号:sc-8394);
TRAF6(santa,货号:sc-8409);羊抗兔 IgG( bioss,货
号: bs-0295G ); 羊 抗 鼠 IgG ( bioss, 货 号: bs-
40296G);10% 山羊血清( beyotime,货号: C0265);
BSA(biofroxx,货号:4240GR100);meilunbio 飞克特

超敏 ECL 发光液( meilunbio,货号:MA0186);抗体
稀释液(beyotime,货号:WB100D)。

共聚焦显微镜( nikon);化学发光仪( BLT);酶
标仪 ( thermo ); 电泳槽 ( 晟利科技, 货号: seli-1-
0248);电泳仪 ( bio-rad); 电转芯 ( easybio, 货号:
BE6092);CO2 培养箱(biobase)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养
 

　 　 采用 DMEM / F12 培养基、胎牛血清和双抗培养

BV-2 小胶质细胞,置于 5%
 

CO2、37℃培养箱培养并

传代。 取对数生长期细胞,接种于 24 孔板(细胞爬

片提前置于 24 孔板内)和 6 孔板,加培养基培养 1
 

d
后随机分为 6 组:Control 组、10、50、100、200 和 500

 

μg / L 缺氧诱导因子 1α 重组蛋白刺激组,每组设 3
个副孔。 Control 组不作处理;重组 HIF-1α 蛋白处

理组分别用重组 HIF-1α 蛋白 10、50、100、200 和

500
 

μg / L 处理 BV-2 细胞 24
 

h。
1. 3. 2　 iba1 荧光共聚焦

 

　 　 吸净二十四孔板里的培养基,PBS 洗 1 遍;用
4%多聚甲醛将二十四孔板里的细胞爬片固定 15

 

min,PBS 洗 3 遍;用 0. 5%
 

Triton 通透细胞爬片 10
 

min,洗 3 遍;扣出细胞爬片放入湿盒,用 10%山羊血

清室温保湿封闭 1
 

h;往每张爬片上滴加 Iba1 抗体

(1 ∶ 500,羊抗)4℃ 保湿孵育过夜。 次日洗 3 遍后,
滴加猴抗羊 IgG-FITC(1 ∶ 100),室温保湿避光孵育

1
 

h,洗 3 遍,DAPI 避光复染后,共聚焦荧光显微镜

下观察拍照。
1. 3. 3　 蛋白免疫印迹

 

　 　 按照上述分组处理细胞后,收集各组细胞,采
用 BCA 法对各组蛋白进行定量,计算上样量。 取样

进行 SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋白,湿转法电转移

至 PVDF 膜,据需要的目的蛋白分子量切取条带,
BSA 封闭 2

 

h,放入稀释好的 GAPDH(1 ∶ 1000,兔
抗)、NF-κB

 

p65(1 ∶ 1000,兔单克隆抗体)、p-STAT1
(1 ∶ 200,鼠单克隆抗体)和 TRAF6(1 ∶ 200,鼠单克

隆抗体),4℃ 孵育过夜,后放置于羊抗兔 IgG(1 ∶
5000)、羊抗鼠 IgG(1 ∶ 5000),4℃ 孵育 2

 

h,加入发

光液,放入仪器成像。 采用 Image
 

J 软件测量条带灰

度值并进行分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 数据采用 Graphpad
 

Prism
 

9. 2 进行统计分析,
计量资料采用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,两组比较

采用 t 检验,多组比较采用单因素方差分析( One-
ANOVA),P<0. 05 表示差异具有统计学意义,所有

实验均重复 3 次以上。
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2　 结果

2. 1　 重组 HIF-1α蛋白对小胶质细胞形态的影响
 

　 　 Control 组可观察到 BV-2 细胞突起较多,呈细

长状,且胞体较为扁平(图 1A 箭头);与 Control 相

比,10、50
 

μg / L 重组 HIF-1α 蛋白处理组 BV-2 变化

相对不明显,仅为突起稍变短(图 1B、1C 箭头);然
而,与 Control 组相比,100、200、500

 

μg / L
 

HIF-1α 重

组蛋白组 BV-2 细胞可观察到突起变少变粗短,胞
体变圆变钝(图 1D、1E 箭头),尤其 500

 

μg / L 组

BV-2 细胞类似于巨噬细胞,胞体相对更为圆钝(图

1F 箭头)。

注:A:对照组;B:10
 

μg / L 缺氧诱导因子 1α 重组蛋白刺激组;C:50
 

μg / L 缺氧诱导因子 1α 重组蛋白刺激组;D:100
 

μg / L 缺氧诱导因子 1α 重

组蛋白刺激组;E:200
 

μg / L 缺氧诱导因子 1α 重组蛋白刺激组;F:500
 

μg / L 缺氧诱导因子 1α 重组蛋白刺激组。

图 1　 缺氧诱导因子 1α 诱导小胶质细胞 M1 极化

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,10
 

μg / L
 

HIF-1α
 

treatment
 

group.
 

C,
 

50
 

μg / L
 

HIF-1α
 

treatment
 

group.
 

D,
 

100
 

μg / L
 

HIF-1α
 

treatment
 

group.
 

E,
 

200
 

μg / L
 

HIF-1α
 

treatment
 

group.
 

F,
 

500
 

μg / L
 

HIF-1α
 

treatment
 

group.

Figure
 

1　 HIF-1α
 

induced
 

polarization
 

of
 

M1
 

in
 

microglia

2. 2　 蛋白免疫印迹检测结果
 

　 　 重组 HIF-1α 蛋白刺激前后的细胞 NF-κB
 

p65
和 TRAF6 蛋白表达具有统计学差异 (P < 0. 05),
p-STAT1 蛋白表达不具有统计学差异(P> 0. 05)。
Control 组 NF-κB

 

p65 和 TRAF6 蛋白表达量很少,经
HIF-1α 重组蛋白刺激后,不同浓度组 NF-κB

 

p65 和

TRAF6 蛋白表达量升高(图 2)。 给予重组 HIF-1α
蛋白刺激后,与 Control 组相比,50

 

μg / L 浓度以上各

组 NF-κB
 

p65 表达均明显上升,100
 

μg / L 浓度以上

各组 TRAF6 表达均明显升高, 且 NF-κB
 

p65 和

TRAF6 蛋白表达在刺激浓度不同的组间也有明显

差异(图 3,P<0. 05);然而不同浓度组 p-STAT1 蛋白

与 Control 相比含量均无统计学意义(图 3,P>0. 05)。

3　 讨论
 

　 　 缺血性脑卒中一直是老年人病死及致残的一

大原因,对社会及个人均产生较大的负担。 M1 型

小胶已被证实可分泌促炎细胞因子,使机体保持促

炎状态, 进而促进缺血性脑卒中后脑损伤的发

生[6] 。 研究表明在缺血性卒中发生后,M1 型小胶

质细胞被活化,从而发挥有害作用。 梗死模型小鼠

中发现,小胶质细胞数量显著增加,小胶质细胞趋

于 M1 型极化,其产生的趋化因子可将 CD8+的杀伤

T 细胞招募到缺血脑组织,被认为是加重脑梗死的

主要因素[7] ,而其分泌炎性因子可增加缺血性卒中

后内皮坏死和血脑屏障渗漏,进一步促进神经炎症

和脑水肿,最终导致预后不良[8] 。 因此,本研究从

M1 型小胶质细胞极化的影响因素及其机制进行探

讨,为探索治疗缺血性卒中新方向奠定基础。 研究

表明当机体缺氧时,体内 HIF-1α 上升,大脑内小胶

质细胞活化且炎性介质表达增高,当抑制 NF-κB 的

活化,HIF-1α 的产生减少[9] ,此外,在癫痫小鼠体

中,HIF-1α 表达增加可导致小胶质细胞数量增加,
并诱导其极化至 M1 型,从而触发促炎介质的释

放[10] ,且当下调 HIF-1α 表达及其参与通路可减少

小胶质细胞 M1 型极化, 从而减弱机体炎症反

应[11] 。 虽然上述过往及最新研究均表明 HIF-1α 可

能与小胶质细胞 M1 型极化相关,但是 HIF-1α 是否
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图 2　 蛋白免疫印迹检测 BV-2 细胞 NF-κB
 

p65、
p-STAT1

 

and
 

TRAF6 表达

Figure
 

2　 Expressions
 

of
 

NF-κB
 

p65,
 

p-STAT1
 

and
 

TRAF6
 

in
 

BV-2
 

cells
 

were
 

investigated
 

by
 

Western
 

blot

注:A:对照组;B:10
 

μg / L 缺氧诱导因子 1α 重组蛋白刺激组;C:50
 

μg / L 缺氧诱导因子 1α 重组蛋白刺激组;D:100
 

μg / L 缺氧诱导因

子 1α 重组蛋白刺激组;E:200
 

μg / L 缺氧诱导因子 1α 重组蛋白刺

激组;F:500
 

μg / L 缺氧诱导因子 1α 重组蛋白刺激组。 与对照组相

比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P< 0. 1,
 ∗∗∗P< 0. 01;与 200、500

 

μg / L 缺氧诱导

因子 1α 重组蛋白刺激组相比,
 #P< 0. 05;与 500

 

μg / L 缺氧诱导因

子 1α 重组蛋白刺激组相比,
 ##P<0. 01。

图 3　 缺氧诱导因子 1α 对 NF-κB
 

p65、
p-STAT1 和 TRAF6 蛋白表达量的影响

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

10
 

μg / L
 

HIF-1α
 

treatment
 

group.
 

C,
 

50
 

μg / L
 

HIF-1α
 

treatment
 

group.
 

D,
 

100
 

μg / L
 

HIF-1α
 

treatment
 

group.
 

E,
 

200
 

μg / L
 

HIF-1α
 

treatment
 

group.
 

F,
 

500
 

μg / L
 

HIF-1α
 

treatment
 

group.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P < 0. 05,

 ∗∗P < 0. 1,
 ∗∗∗P <

0. 01.
 

Compared
 

with
 

200
 

and
 

500
 

μg / L
 

HIF-1α
 

treatment
 

group,
 #P<

0. 05.
 

Compared
 

with
 

500
 

μg / L
 

HIF-1α
 

treatment
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

3　 Effects
 

of
 

HIF-1α
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

NF-κB
 

p65,
 

p-STAT1
 

and
 

TRAF6
 

proteins

能直接作用于小胶质细胞进而引起其 M1 极化并不
明确,因此,本研究采用体外实验证明 HIF-1α 对小
胶质细胞的作用。 本研究采用重组 HIF-1α 蛋白胞
外直接刺激小胶质细胞,用共聚焦免疫荧光显微镜
观察小胶质细胞的形态,发现小胶质细胞形态偏向
M1 型极化,说明 HIF-1α 可能促使小胶质细胞发生
M1 型极化。 目前国内外关于 HIF-1α 对小胶质细
胞 M1 型极化的作用机制并不明确。 过往研究表明
当机体缺血 / 缺氧时,NF-κB 在小胶质细胞内被激
活,从而促使小胶质细胞释放促炎细胞因子,如 IL-

1β( interleukin-1β, IL-1β)、 诱导型一氧化氮合酶
(inducible

 

nitric
 

oxide
 

synthase,iNOS) 等,最终导致
继发性脑功能受损;转录因子 NF-κB 被证实可以激

图 4　 小胶质细胞 M1 极化的机制图[1]

Figure
 

4　 Mechanistic
 

diagram
 

of
 

M1
 

polarization
 

in
 

microglia

活小胶质细胞,并将这些激活的细胞转化为 M1 表
型,黄芩素通过减少 NF-κB

 

p65 的核转位抑制 NF-
κB 信号转导,抑制小胶质细胞 M1 极化,从而减少
促炎因子 IL-6、IL-18 和 TNF-α 的释放[12] ,此外,抑
制激活的 NF-κB 上调可减少 HIF-1α 的产生,从而
减弱缺血性卒中后产生的一系列的脑神经免疫炎
症反应[13] 。 本研究聚焦于 NF-κB

 

p65 蛋白,发现经
过重组 HIF-1α 蛋白刺激后,NF-κB

 

p65 表达量明显
上升(图 3),说明 NF-κB

 

p65 参与小胶质细胞 M1
型极化过程。 既往研究发现小胶质细胞 M1 极化涉
及的通路包括酪氨酸激酶 ( janus

 

kinase, JAK ) /
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STAT1 / NF-κB 通 路、 JAK2 / STAT3 / NF-κB 通 路 和
Toll 样受体( toll-like

 

receptor-4,TLR4) / 髓样分化蛋
白抗原( myeloid

 

differential
 

protein-88,myd88) / NF-
κB 通路[1] ,具体见图 4。 在缺氧状态时,发现激活
的 BV-2 细胞中 p-STAT1 水平显著升高,同时 M1 小
胶质 细 胞 标 记 物 白 细 胞 分 化 簇 ( cluster

 

of
 

differentiation,CD68) 表达水平升高[14] 。 Luo
 

等[15]

和 Zhou 等[16]发现 TLR4 是小胶质细胞 M1 极化可
能的细胞因子受体,而 TRAF6 是 TLR4 / Myd88 通路
中的关键因子,TRAF6 可能与小胶质 M1 极化有关。
为了验证 p-STAT1 和 TRAF6 对小胶质细胞 M1 极
化的影响,本研究检测了 p-STAT1 和 TRAF6 蛋白表
达量,发现 TRAF6 在重组 HIF-1α 蛋白刺激后表达
显著升高,而 p-STAT1 表达没有显著变化(图 3),说
明 TRAF6 和 NF-κB

 

p65 参与小胶质细胞 M1 极化过
程,我们推测 HIF-1α 可能通过 TLR4 / Myd88 / NF-κB
通路引起小胶质细胞发生 M1 型极化,p-STAT1 经
HIF-1α 刺激后无显著差异,这可能是因为它主要经
过其他通路使小胶质细胞发生 M1 型极化,也可能
是因为磷酸化的位点本次实验采用的位点,可以增
加其他磷酸化位点的 p-STAT1 进行再一次验证。
然而有意思的是 NF-κB

 

p65 在 HIF-1α 浓度为 50
 

μg / L 以上才有明显升高,而 TRAF6 需要 HIF-1α 浓
度达到 100

 

μg / L 以上才有明显提高,关于两个蛋白
HIF-1α 刺激阈浓度的不同有待进一步研究;但值得
肯定的是两者在 HIF-1α 为 10

 

μg / L 时均不出现明
显变化(图 3),且从共聚焦的图片来看,HIF-1α 的
刺激浓度超过 50

 

μg / L 才会开始使小胶质细胞 M1
极化(图 1),这些结果说明需要达到一定的浓度
HIF-1α 才能使小胶质细胞发生 M1 型极化。 本研
究初步探索了 HIF-1α 对小胶质细胞 M1 极化的可
能机制。 然而,HIF-1α 对小胶质细胞 M1 极化是否
存在其他的共同作用机制尚不完全清楚,需要进一
步的体外和体内研究来证实。

综上,本研究发现 HIF-1α 可诱导小胶质细胞
M1 型极化, 其作用机制可 能 通 过 上 调 TLR4 /
Myd88 / NF-κB 通路来实现的。

 

参考文献:

[ 1 ]　 Jiang
 

CT,
 

Wu
 

WF,
 

Deng
 

YH,
 

et
 

al.
 

Modulators
 

of
 

microglia
 

activation
 

and
 

polarization
 

in
 

ischemic
 

stroke
 

( Review)
 

[ J] .
 

Mol
 

Med
 

Rep,
 

2020,
 

21(5):
 

2006-2018.
[ 2 ] 　 Ma

 

YY,
 

Wang
 

JX,
 

Wang
 

YT,
 

et
 

al.
 

The
 

biphasic
 

function
 

of
 

microglia
 

in
 

ischemic
 

stroke
 

[ J] .
 

Prog
 

Neurobiol,
 

2017,
 

157
(10):

 

247-272.
[ 3 ] 　 Fowler

 

JH,
 

McQueen
 

J,
 

Holland
 

PR,
 

et
 

al.
 

Dimethyl
 

fumarate
 

improves
 

white
 

matter
 

function
 

following
 

severe
 

hypoperfusion:
 

involvement
 

of
 

microglia / macrophages
 

and
 

inflammatory
 

mediators
 

[J] .
 

J
 

Cereb
 

Blood
 

Flow
 

Metab,
 

2018,
 

38(8):
 

1354
-1370.

[ 4 ] 　 Liu
 

M,
 

Xu
 

ZP,
 

Wang
 

L,
 

et
 

al.
 

Cottonseed
 

oil
 

alleviates
 

ischemic
 

stroke
 

injury
 

by
 

inhibiting
 

the
 

inflammatory
 

activation
 

of
 

microglia
 

and
 

astrocyte
 

[ J] .
 

J
 

Neuroinflammation,
 

2020,
 

17 ( 1):
 

270
-285.

[ 5 ] 　 Wang
 

XT,
 

Ma
 

J,
 

Fu
 

Q,
 

et
 

al.
 

Role
 

of
 

hypoxia-inducible
 

factor-
1α

 

in
 

autophagic
 

cell
 

death
 

in
 

microglial
 

cells
 

induced
 

by
 

hypoxia
 

[J] .
 

Mol
 

Med
 

Rep,
 

2017,
 

15(4):
 

2097-2105.
[ 6 ] 　 Xiong

 

XY,
 

Liu
 

L,
 

Yang
 

QW.
 

Functions
 

and
 

mechanisms
 

of
 

microglia / macrophages
 

in
 

neuroinflammation
 

and
 

neurogenesis
 

after
 

stroke
 

[J] .
 

Prog
 

Neurobiol,
 

2016,
 

142(1):
 

23-44.
[ 7 ] 　 Wang

 

SW,
 

Zhang
 

H,
 

Xu
 

Y.
 

Crosstalk
 

between
 

microglia
 

and
 

T
 

cells
 

contributes
 

to
 

brain
 

damage
 

and
 

recovery
 

after
 

ischemic
 

stroke
 

[J] .
 

Neurol
 

Res,
 

2016,
 

38(6):
 

495-503.
[ 8 ] 　 Chen

 

AQ,
 

Fang
 

Z,
 

Chen
 

XL,
 

et
 

al.
 

Microglia-derived
 

TNF-α
 

mediates
 

endothelial
 

necroptosis
 

aggravating
 

blood
 

brain-barrier
 

disruption
 

after
 

ischemic
 

stroke
 

[ J] .
 

Cell
 

Death
 

Dis,
 

2019,
 

10
(7):

 

487-505.
[ 9 ] 　 Sheu

 

SY,
 

Hong
 

YW,
 

Sun
 

JS,
 

et
 

al.
 

Radix
 

scrophulariae
 

extracts
 

(harpagoside)
 

suppresses
 

hypoxia-induced
 

microglial
 

activation
 

and
 

neurotoxicity
 

[J] .
 

BMC
 

Complement
 

Altern
 

Med,
 

2015,
 

15
(9):

 

324-333.
[10] 　 Butturini

 

E,
 

Boriero
 

D,
 

Carcereri-de
 

Prati
 

A,
 

et
 

al.
 

STAT1
 

drives
 

M1
 

microglia
 

activation
 

and
 

neuroinflammation
 

under
 

hypoxia
 

[J] .
 

Arch
 

Biochem
 

Biophys,
 

2019,
 

669(7):
 

22-30.
[11] 　 Xu

 

JW,
 

Tu
 

YY,
 

Wang
 

Y,
 

et
 

al.
 

Prodrug
 

of
 

epigallocatechin-3-
gallate

 

alleviates
 

choroidal
 

neovascularization
 

via
 

down-regulating
 

HIF-1α / VEGF / VEGFR2
 

pathway
 

and
 

M1
 

type
 

macrophage /
microglia

 

polarization
 

[ J] .
 

Biomed
 

Pharmacother,
 

2020,
 

121
(1):

 

1-9.
[12] 　 Yang

 

SL,
 

Wang
 

HG,
 

Yang
 

YL,
 

et
 

al.
 

Baicalein
 

administered
 

in
 

the
 

subacute
 

phase
 

ameliorates
 

ischemia-reperfusion-induced
 

brain
 

injury
 

by
 

reducing
 

neuroinflammation
 

and
 

neuronal
 

damage
 

[J] .
 

Biomed
 

Pharmacother,
 

2019,
 

117(9):
 

1-12.
[13] 　 Liu

 

R,
 

Liao
 

XY,
 

Pan
 

MX,
 

et
 

al.
 

Glycine
 

exhibits
 

neuroprotective
 

effects
 

in
 

ischemic
 

stroke
 

in
 

rats
 

through
 

the
 

inhibition
 

of
 

M1
 

microglial
 

polarization
 

via
 

the
 

NF-κB
 

p65 / HIF-
1α

 

signaling
 

pathway
 

[ J] .
 

J
 

Immunol,
 

2019,
 

202 ( 6): 1704
-1714.

[14] 　 Fu
 

M,
 

Zhu
 

YQ,
 

Zhang
 

JQ,
 

et
 

al.
 

miR-221-3p
 

suppresses
 

the
 

microglia
 

activation
 

and
 

seizures
 

by
 

inhibiting
 

of
 

HIF-1α
 

in
 

valproic
 

acid-resistant
 

epilepsy
 

[J] .
 

Front
 

Pharmacol,
 

2021,
 

12
(8):

 

1-15.
[15] 　 Luo

 

Y,
 

Wang
 

C,
 

Li
 

WH,
 

et
 

al.
 

Madecassoside
 

protects
 

BV-2
 

microglial
 

cells
 

from
 

oxygen-glucose
 

deprivation / reperfusion-
induced

 

injury
 

via
 

inhibition
 

of
 

the
 

toll-like
 

receptor
 

4
 

signaling
 

pathway
 

[J] .
 

Brain
 

Res,
 

2018,
 

1679(1):144-154.
[16] 　 Zhou

 

LJ,
 

Liu
 

ZJ,
 

Wang
 

ZX,
 

et
 

al.
 

Astragalus
 

polysaccharides
 

exerts
 

immunomodulatory
 

effects
 

via
 

TLR4-mediated
 

MYD88-
dependent

 

signaling
 

pathway
 

in
 

vitro
 

and
 

in
 

vivo
 

[ J] .
 

Sci
 

Rep,
 

2017,
 

7(3):
 

1-13.

〔收稿日期〕2021-12-08

83 中国比较医学杂志 2022 年 9 月第 32 卷第 9 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

September
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

9



2022 年 9 月

第 32 卷　 第 9 期
中国比较医学杂志

CHINESE
 

JOURNAL
 

OF
 

COMPARATIVE
 

MEDICINE
September,

 

2022
Vol.

 

32　 No.
 

9

杨继梅,卢文江,周娇洁.
 

miR-214 对异丙酚麻醉大鼠术后神经元损伤的保护作用
 

[J]. 中国比较医学杂志,
 

2022,
 

32(9):
 

39-
46,

 

81.
 

Yang
 

JM,
 

Lu
 

WJ,
 

Zhou
 

JJ.
 

Protective
 

effect
 

of
 

miR-214
 

on
 

neuronal
 

injury
 

in
 

propofol-anesthetized
 

thoracotomy
 

rats
 

[ J].
 

Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

2022,
 

32(9):
 

39-46,
 

81.
 

doi:
 

10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2022. 09. 006

[基金项目]四川省卫生适宜技术推广项目(19SYJS56)。
[作者简介]杨继梅(1990—),女,研究生,主治医师,研究方向:全麻术后认知功能影响。 E-mail:

 

caochuang9890@ 163. com
[通信作者]卢文江(1963—),男,本科,主任医师,研究方向:全麻认知功能的影响。 E-mail:

 

yingyingxiaoaq2@ 163. com

miR-214 对异丙酚麻醉大鼠术后神经元损伤的
保护作用

杨继梅,卢文江∗,周娇洁

(乐山市人民医院麻醉科,四川
 

乐山　 614000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 miR-214 对异丙酚麻醉诱导的神经元损伤的保护作用及生物学机制。 方法　 7 日龄 SD
雄性大鼠随机分为 4 组(每组 15 只):生理盐水组(NS)、异丙酚麻醉开腹探查组(模型)、miR-NC 组和 miR-214 组。
除 NS 组外,其余组别建立异丙酚麻醉开腹探查模型。 miR-NC 组和 miR-214 组分别在麻醉前将 miR-NC-agomir 或

miR-214-agomir 注射到海马内。 采用免疫荧光法检测海马 mTORC1 的表达,TUNEL 染色检测海马组织细胞凋亡,
RT-qPCR 分析海马组织中 miR-214 表达。 分别将 miR-214 抑制剂和 mTORC1 抑制剂转染入 HT22 海马神经元细

胞,然后暴露于异丙酚。 采用流式细胞术分析细胞的存活情况和 Western
 

blot 分析 TEFB、C-caspase3 蛋白表达。
结果　 与 NS 组相比,模型组大鼠海马中 miR-214 明显下调(P<0. 05),并且海马神经细胞凋亡显著增加(P<0. 05)。
与模型组相比,miR-214 组海马神经元凋亡减弱(P<0. 05)。 生物信息学预测证明 mTORC1 和 miR-214 之间存在特

异性结合位点。 免疫荧光检测显示,与 NS 组比较,模型组诱导海马神经组织中 mTORC1 表达增加(P<0. 05),miR-
214 治疗显著降低了 mTORC1 表达(P< 0. 05)。 此外,与 NC 对照组相比,si-mTORC1 转染导致暴露于异丙酚的

HT22 海马神经元细胞的凋亡率显著降低,并且 TFEB 表达显著增加(P<0. 01),以及 C-caspase3 降低(P<0. 05)。
而 miR-214 抑制剂转染显著逆转了 si-mTORC1 的保护作用以及诱导的 TFEB、C-caspase3 蛋白表达的变化(P<
0. 05)。 结论　 miR-214 可能通过 mTORC1-TFEB 通路减轻异丙酚神经毒性,提高神经元的存活率。

【关键词】 　 miR-214;异丙酚;开腹探查;大鼠;神经元;mTORC1-TFEB 通路
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Protective
 

effect
 

of
 

miR-214
 

on
 

neuronal
 

injury
 

in
 

propofol-anesthetized
 

thoracotomy
 

rats
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Jimei,
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ZHOU
  

Jiaojie
(Department

 

of
 

Anesthesiology,
 

Leshan
 

People’s
 

Hospital,
 

Leshan
 

614000,
 

China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

and
 

biological
 

mechanism
 

of
 

miR-214
 

on
 

neuronal
 

injury
 

induced
 

by
 

propofol
 

anesthesia,
 

and
 

elucidate
 

the
 

underlying
 

mechanisms
 

of
 

this
 

process.
 

Methods　 Seven-day-old
 

male
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

four
 

groups
 

(15
 

rats
 

per
 

group):
 

normal
 

saline
 

(NS),
 

propofol
 

anesthesia
 

thoracotomy
 

exploration
 

( model),
 

miR-NC
 

and
 

miR-214.
 

With
 

the
 

exception
 

of
 

the
 

NS
 

group,
 

all
 

groups
 

underwent
 



establishment
 

of
 

the
 

propofol
 

anesthesia
 

thoracotomy
 

exploration
 

model.
 

In
 

miR-NC
 

and
 

miR-214
 

groups,
 

miR-NC-agomir
 

or
 

miR-214-agomir,
 

respectively,
 

were
 

injected
 

into
 

hippocampus
 

before
 

anesthesia.
 

Expression
 

of
 

mTORC1
 

in
 

the
 

hippocampus
 

was
 

detected
 

by
 

immunofluorescence,
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

TUNEL
 

staining,
 

and
 

expression
 

of
 

miR-214
 

in
 

hippocampus
 

was
 

analyzed
 

by
 

RT-qPCR.
 

HT22
 

hippocampal
 

neurons
 

were
 

transfected
 

with
 

an
 

miR-214
 

inhibitor
 

and
 

mTORC1
 

inhibitor,
 

and
 

then
 

exposed
 

to
 

propofol.
 

Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

cell
 

survival,
 

whereas
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

protein
 

expression
 

of
 

TEFB
 

and
 

C-caspase3.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

NS
 

group,
 

miR-214
 

in
 

the
 

hippocampus
 

of
 

the
 

model
 

group
 

was
 

significantly
 

downregulated
 

(P< 0. 05)
 

and
 

apoptosis
 

of
 

hippocampal
 

neurons
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P< 0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

apoptosis
 

of
 

hippocampal
 

neurons
 

in
 

the
 

miR-214
 

group
 

was
 

decreased
 

(P < 0. 05).
 

Bioinformatics
 

prediction
 

indicated
 

the
 

presence
 

of
 

a
 

specific
 

binding
 

site
 

between
 

mTORC1
 

and
 

miR-214.
 

Compared
 

with
 

the
 

NS
 

group,
 

expression
 

of
 

mTORC1
 

was
 

increased
 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P<
0. 05),

 

and
 

miR-214
 

treatment
 

significantly
 

reduced
 

expression
 

of
 

mTORC1
 

(P<0. 05).
 

In
 

addition,
 

compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,
 

si-mTORC1
 

transfection
 

significantly
 

reduced
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

HT22
 

hippocampal
 

neurons
 

exposed
 

to
 

propofol
 

(P< 0. 05),
 

increased
 

TFEB
 

expression
 

(P< 0. 01),
 

and
 

decreased
 

cleaved
 

caspase
 

3
 

(P< 0. 05).
 

miR-214
 

inhibitor
 

transfection
 

significantly
 

reversed
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

si-mTORC1
 

and
 

changes
 

of
 

TFEB
 

and
 

C-caspase3
 

protein
 

expression
 

induced
 

by
 

si-mTORC1
 

(P < 0. 05).
 

Conclusions 　 miR-214
 

attenuates
 

propofol
 

neurotoxicity
 

through
 

the
 

mTORC1-TFEB
 

pathway
 

and
 

improves
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

neurons.
【Keywords】　 miR-214;

 

propofol;
 

thoracotomy;
 

rat;
 

neuron;
 

mTORC1-TFEB
 

pathway

　 　 每年数以百万计的婴儿或儿童在外科手术诊

断中接受麻醉剂。 然而,麻醉剂会导致包括灵长类

和啮齿动物在内的哺乳动物大脑发育中普遍出现

神经退行性变[1] 。 异丙酚是一种常用于婴儿或儿

童全身麻醉药物,尽管其具有短效的优点,但已被

证实具有神经毒性,主要导致发育中大脑的神经元

死亡[2-3] 。 因此,进一步了解异丙酚神经毒性的潜

在机制,寻找靶向治疗方法以消除异丙酚等麻醉药

的副作用具有重要意义。 microRNAs( miRs)是一类

短的非编码 RNA 分子,可以与 mRNAs 中的多个序

列结合,进一步下调靶基因,其调控作用解除可能

导致神经系统疾病[4] 。 大约 70%的已知 miRs 在大

脑中特异表达或富集,并在神经系统的功能和发育

中发挥关键作用[5] 。 前期研究支持异丙酚诱导的

miRs 影响啮齿类动物发育中海马星形胶质细胞的

凋亡[6] 。 此外,miR-223-3p / TIAL1 相互作用参与了

体外右美托咪定对海马神经元细胞的保护作用[7] 。
因此,我们推测异丙酚可能通过 miRs 对神经元损伤

有一定调节作用。 已经发现 miR-214 具有神经保护

作用,其上调减轻了异氟醚诱导的神经元细胞的死

亡脆弱性[8] 。 此外,miR-214 的表观遗传减少上调

星形胶质细胞集落刺激因子-1,并参与神经损伤引

起的神经病理性疼痛[9] 。 异丙酚对发育中大脑的

神经毒性影响尚不完全清楚。 在本研究中,我们假

设 miR-214 上调可以抑制异丙酚麻醉开腹探查诱导

的神经元损伤,并试图探索 miR-214 对神经元损伤

保护作用的潜在生物学机制。

1　 材料与方法

1. 1　 实验动物

　 　 无特定病原体动物 ( specific
 

pathngen
 

free
 

animal,SPF)7 日龄(P7) SD 雄性大鼠(体重 10 ~ 15
 

g)60 只,购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司

[SCXK(湘)2019-0004],喂养于重庆医科大学实验

动物中心[SYXK(渝)2018-0003],给予充足饲料和

自由饮水,环境温度(22±1)℃ ,湿度 50%左右,控制

光照时间 7:00 ~ 19:00。 动物实验经乐山市人民医

院动物实验伦理委员会审核批准 ( KLLY-2019-
023),并严格遵循实验动物使用的 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 兔抗鼠 Akt 购自美国 Abcam 公司;mTORC1、
TEFB、C-caspase3 和 GAPDH 抗体均购自美国 Cell

 

Signaling
 

Technology 公司;FITC / TRITC 共轭二级抗

体购自美国 Santa
 

Cruz
 

Biotechnology 公司;4’ 6 -二

氨基-2-苯基吲哚( DAPI),青霉素和链霉素,脂质

体 2000 转染试剂购自美国 Sigma 公司;原位细胞死

亡检测试剂盒购自美国 Roche 公司;TRIzol 一步法

购自美国 Invitrogen 公司; GoTaq
 

qPCR
 

Master
 

Mix
购自美国 Promega 公司;DMEM / F-12 培养基购自美

国 Gibco 公司;HT22 海马神经元细胞购自江苏 Bena
 

Culture
 

Collection 公司;miR-214 抑制剂和 mTORC1
抑制剂均购自上海吉玛制药技术有限公司;双氰胺

酸蛋白质测定法购自上海 Biotype 公司;增强化学发

光试 剂 ( ECL ) 购 自 美 国 Pierce 公 司; Annexin
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V-FITC / 碘化丙啶凋亡试剂盒购自南京凯基生物科

技发展有限公司。
H-500 透射电镜购自日本 Olympus

 

Optical 公

司; ECLIPSE
 

Ti 显 微 镜 购 自 日 本 Nikon 公 司;
ABI7900HT 实 时 PCR 系 统 购 自 美 国 Applied

 

Biosystems 公司;FACSCalibur 流式细胞仪购自美国

BD
 

Biosciences 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组

　 　 将动物随机分为 4 组(每组 15 只):生理盐水

组(NS),异丙酚麻醉开腹探查组(Model),异丙酚麻

醉开腹探查+ miR-NC-agomir 组( miR-NC),异丙酚

麻醉开腹探查 + miR-214-agomir 组 ( miR-214)。 除

NS 组外,其余组腹腔注射 50
 

mg / kg 异丙酚,待翻正

反射恢复(40 ~ 60
 

min)后,再注射 50
 

mg / kg 的异丙

酚,维持麻醉 2
 

h。 麻醉中,大鼠取仰卧位,常规消毒

后,上腹部切口 3
 

cm,开胸后依次探查肝、胃、胰、
脾、肾,探查时间 15

 

min,整个手术 1
 

h。 miR-NC 组

和 miR-214 组在异丙酚麻醉前 48
 

h 将 miR-NC-
agomir 或 miR-214-agomir(20

 

nmol / L,广州锐博生物

技术有限公司)注射到海马内。 各组大鼠清醒 2
 

h
后取海马进行后续实验,每组 5 只进行透射电镜观

察,5 只进行免疫组化和末端脱氧核苷酸转移酶

(TdT)介导的 dUTP 缺口末端标记( TUNEL) 染色,
5 只用于 RNA 提取。
1. 3. 2　 透射电镜

　 　 大鼠用 3%戊巴比妥钠溶液麻醉,然后分别用

生理盐水、2%多聚甲醛和 2. 5%戊二醛灌注。 随后,
切断大鼠的大脑,分离海马,将海马的 CA1 区组织

(1
 

mm3)在 4℃ 用 2. 5%戊二醛固定 2
 

h,用磷酸盐

缓冲液( PBS) 洗涤,用锇酸固定,用乙醇和丙酮脱

水,用 Epon618 环氧树脂和 100%丙酮浸泡,最后在

36℃ ~ 60℃聚合,制备 50
 

nm 超薄切片。 切片用醋

酸铀酰和柠檬酸铅双重染色,然后用 H-500 透射电

镜观察海马神经元的超微结构。
1. 3. 3　 免疫荧光

　 　 免疫荧光法检测海马 mTORC1 的表达[7] 。 大

鼠用 3%戊巴比妥钠溶液麻醉,然后分别用生理盐

水、2%多聚甲醛心内灌注,石蜡包埋切片进行免疫

荧光。 石蜡切片用 0. 2%
 

Tritonx-100 脱蜡渗透。 然

后将切片室温下与 10%正常山羊血清孵育 30
 

min,
以阻断非特异性结合,然后在 4℃ 下与兔抗鼠 Akt
(1 ∶ 1000)、mTORC1 ( 1 ∶ 800 ) 孵 育 过 夜, 并 与

FITC / TRITC 共轭二级抗体(1 ∶ 100)在室温下孵育

3
 

h。 核染色用 4,6 -二氨基- 2 -苯基吲哚( DAPI)
(500

 

ng / mL) 处理 5
 

min,冲洗后在荧光显微镜下

观察。
1. 3. 4　 TUNEL 分析

　 　 使用原位细胞死亡检测试剂盒检测海马组织

细胞凋亡[8] 。 对脑海马切片进行脱蜡和再水化处

理 20
 

min 后,PBS 冲洗 3 次。 在暗处加入 TUNEL
反应混合物(TdT:核酸混合物 = 1 ∶ 9),37℃ 下孵育

1
 

h。 在室温下用 DAPI 处理切片 7
 

min。 图像通过

ECLIPSE
 

Ti 显微镜获得,并通过 Image
 

J 软件进行

分析。 在海马 CA1 区随机选取 5 个区域,计算每个

切片的 TUNEL 阳性细胞数。 凋亡指数以凋亡细胞

总数占细胞总数的比例计算。
1. 3. 5　 实时定量 PCR(RT-qPCR)分析

　 　 用 TRIzol 一步法提取海马组织总 RNA,并在

0. 2
 

mL 焦碳酸二乙酯( DEPC)处理的 PCR 管中加

入 5
 

μg 样品 RNA、1
 

μg 随机引物和 DEPC-ddH2O
至 20

 

μL, 70℃ 变 性 5
 

min, 合 成 cDNA[7] 。 在

ABI7900HT 实时 PCR 系统上使用 GoTaq
 

qPCR
 

Master
 

Mix 进行 RT-qPCR,反应条件为:95℃ 预变性

15
 

min,95℃
 

40 次变性 20
 

s,60℃退火 34
 

s,2-ΔΔCt 法

检测 miR-214 的表达。 所有引物均由上海生工生物

科技有限公司设计。 用于 qPCR 的引物序列如下:
miR-214 正 向: 5 ’-TGCGCTGGCAGTGTCTTTAGC-
3’;反向:5’-CCAGTGGGTCCGAGGTA-3’;U6 正向:
5 ’-CTCGCTT

 

CGGCAGCACA-3 ’; 反 向: 5 ’-
GTGTCGTGGAGTCGG

 

CAA-3’。
1. 3. 6　 细胞培养与治疗

　 　 HT22 海马神经元细胞在含 10%胎牛血清、100
 

U/ mL 青霉素和 100
 

μg / mL 链霉素的 DMEM/ F-12 培

养基中培养[7] 。 为确定异丙酚的神经毒性,将细胞

暴露于不同浓度(0、20、40、60、80 和 100
 

μmol / L)异
丙酚中孵育。 为考察 miR-214 介导 mTORC1 在异

丙酚刺激 HT22 海马神经元细胞中的保护作用,将
细胞分为: si-NC + 异丙酚组 ( si-NC + propofol)、 si-
mTORC1 + 异 丙 酚 组 ( si-mTORC1 + propofol )、 si-
mTORC1+异丙酚+anti-NC 组(si-mTORC1+propofol+
si-NC)和 si-mTORC1 +异丙酚+anti-miR-214 组( si-
mTORC1+propofol+

 

anti-miR-214)。
1. 3. 7　 细胞转染

　 　 HT22 海马神经元细胞,以 5×104 个 / 孔接种于

24 孔板。 然后用脂质体 2000 转染试剂,分别将
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miR-214 抑 制 剂 ( anti-miR-214, 50
 

nmol / L ) 和

mTORC1 抑制剂( si-mTORC1,20
 

nmol / L)转染入细

胞。 加入 miR-NC 或空慢病毒载体作为对照。 转染

48
 

h 后,收集细胞并将细胞暴露于 60
 

μmol / L 异丙

酚中孵育 24
 

h,进行以下测定。
1. 3. 8　 蛋白质印迹分析

　 　 分析所有实验组的蛋白质水平变化。 处理后,
提取蛋白质,并使用双氰胺酸蛋白质测定法测定。
将等量的蛋白质装载到 12%SDS-聚丙烯酰胺凝胶

上,电泳分离后转移到聚偏二氟乙烯膜上。 在室温

下用含有 0. 1%吐温-20( TBST)的 TBS 中的 5%脱

脂乳封闭膜 2
 

h,然后将 mTORC1 抗体(1 ∶ 1000)、
TEFB 抗体 ( 1 ∶ 800 )、 C-caspase3 ( 1 ∶ 1000 ) 和

GAPDH(1 ∶ 1000)第一抗体与膜在 4℃ 孵育过夜。
用 TBST 清洗膜 3 次,再用二级抗体(1 ∶ 5000)在室

温下孵育 30
 

min。 最后用增强化学发光试剂(ECL)
观察免疫反应信号。

注:A:大鼠海马组织中 miR-214 的表达;与 NS 组相比,
 ∗∗P<0. 01;与 miR-NC 组相比,

 ###P<0. 001;B:不同浓度异丙酚刺激下 HT22 细

胞中 miR-214 的表达;与 0
 

μmol / L 组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01;C:异丙酚不同刺激时间下 HT22 细胞中 miR-214 的表达;与 0
 

h 组相

比,
 ∗∗P<0. 01。

图 1　 miR-214 在异丙酚麻醉开腹探查模型和细胞模型中表达失调

Note.
 

A,
 

Expression
 

of
 

miR-214
 

in
 

rat
 

hippocampus.
 

Compared
 

with
  

NS
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
  

miR-NC
 

group,
 ###P<0. 001.

 

B,
 

Expression
 

of
 

miR-214
 

in
 

HT22
 

cells
 

stimulated
 

by
 

different
 

concentrations
 

of
 

propofol.
 

Compared
 

with
  

0
 

μmol / L
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

C,
 

The
 

miR-214
 

expression
 

in
 

HT22
 

cells
 

under
 

different
 

stimulation
 

times
 

of
 

propofol.
 

Compared
 

with
  

0
 

h
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

1　 miR-214
 

was
 

dysregulated
 

in
 

a
 

propofol-anaesthetized
 

laparotomy
 

model
 

and
 

a
 

cellular
 

model

1. 3. 9　 流式细胞术分析

　 　 使用 Annexin
 

V-FITC / 碘化丙啶凋亡试剂盒处

理细胞,然后通过 FACSCalibur 流式细胞仪分析凋

亡细胞。 每个实验分别进行 3 次。
1. 4　 统计学方法

　 　 数据分析采用 SPSS
 

21. 0。 数据以平均数±标

准差( 􀭰x±s)表示。 各组间的差异采用 t 检验进行评

估,多组间的差异采用单因素方差分析进行比较。
重复测量资料采用重复测量的方差分析。 P<0. 05
表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 miR-214 在异丙酚麻醉开腹探查模型和细胞

模型中表达失调

　 　 为了证实异丙酚麻醉开腹探查模型中 miR-214
的失调,我们首先用 RT-qPCR 分析了 NS 组和模型

组大鼠中 miR-214 的水平。 结果发现,与 NS 组相

比,模型组大鼠海马中 miR-214 明显下调 ( P <
0. 01)。 此外,与 miR-NC 组相比,miR-214 组大鼠

海马中 miR-214 明显增加(P<0. 001) (图 1A)。 研

究进一步使用异丙酚治疗 HT22 海马神经元细胞。
在该模型中,由异丙酚诱导的 miR-214 失调与动物

模型的结果一致,并且由异丙酚以剂量依赖性(0 ~
100

 

μmol / L,24
 

h) 和时间依赖性(60
 

μmol / L,0 ~
36

 

h)的方式降低 miR-214 水平(图 1B、1C)。
2. 2　 miR-214 减轻异丙酚麻醉开腹探查诱导的神

经细胞凋亡

　 　 采用透射电镜和 TUNEL 观察神经细胞凋亡情

况。 结果表明,与 NS 组比,模型组诱导海马神经细

胞凋亡(P< 0. 001),电镜下可见神经元肿胀、核碎

裂。 此外,染色质密度降低,凋亡小体出现,突触间

隙变宽,突触后密度变薄。 与模型组比,miR-214 组

电镜下显示神经元细胞和突触缝隙的变化很细微,
并且海马神经元凋亡减弱(P<0. 01)(图 2、图 3)。
2. 3　 miR-214 与 mTORC1 结合

　 　 为了进一步研究 miR-214 影响异丙酚麻醉开腹

探查诱导的神经细胞凋亡的分子机制,研究使用了
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一些在线靶点预测工具,包括 miRDB、miRanda 和

TargetScan,结果获得了 6 个候选靶基因(图 4A)。
其中,mTORC1 已被证实参与神经元凋亡[9] ,被选择

用于随后的实验(图 4B)。 在 mTORC1 的 3’UTR 和

miR-214 的种子序列之间观察到高度保守的配对

(图 4C)。 接下来,我们用荧光素酶报告分析法精

确评估了 miR-214 抑制 mTORC1 的能力。 正如预

期的那样,用 miR-214 模拟物转染阻止了野生型荧

光素酶表达,而突变体未观察到这些作用(图 4D)。
此外,通过免疫荧光检测异丙酚麻醉开腹探查模型

中 mTORC1 表达,与 NS 组比较,模型组诱导海马神

经组织中 mTORC1 表达增加(P<0. 05),miR-214 治

疗显著降低了 mTORC1 表达(P<0. 05) (图 5)。 这

些结果表明 mTORC1 是 miR-214 的直接靶基因。

图 2　 各组透射电镜扫描的典型图像

Figure
 

2　 Typical
 

images
 

scanned
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopes
 

in
 

each
 

group

注:绿色染色表示 TUNEL 阳性细胞,蓝色染色表示细胞核。 与 NS 组相比,
 ∗∗∗P<0. 001;与 Model 组相比,

 ##P<0. 01。

图 3　 各组海马 TUNEL 染色的典型图像及定量分析

Note.
 

Green
 

staining
 

indicates
 

TUNEL
 

positive
 

cells,
 

blue
 

staining
 

indicates
 

cell
 

nuclei.
 

Compared
 

with
  

NS
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
  

Model
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

3　 Typical
 

images
 

of
 

hippocampus
 

stained
 

with
 

TUNEL
 

and
 

quantitative
 

analysis

2. 4　 miR-214 介导 mTORC1 在异丙酚刺激 HT22
海马神经元细胞中的保护作用

　 　 流式细胞术分析显示,si-mTORC1 转染的暴露

于异丙酚的 HT22 海马神经元细胞的凋亡率显著低

于 NC 对照组,而 miR-214 抑制剂转染显著逆转了

si-mTORC1 的保护作用(图 6)。 Western
 

blot 结果

显示,si-mTORC1 转染的暴露于异丙酚的 HT22 海

马神经元细胞中 mTORC1 表达水平明显降低(P<
0. 05),表明 si-mTORC1 转染的效率很高。 与 NC 对

照相比,si-mTORC1 转染导致暴露于异丙酚的 HT22
海马神经元细胞中 TFEB 表达显著增加(P<0. 01),以
及 C-caspase3 降低(P<0. 05)。 而 miR-214 抑制剂转

染显著逆转了 si-mTORC1 诱导的 mTORC1、TFEB、
C-caspase3 蛋白表达的变化(P<0. 05)(图 7、8)。

3　 讨论

　 　 已经证实,早期暴露于异丙酚可能与长期学习

和记忆损伤相关,并导致发育中大脑中广泛的神经

元凋亡[10] 。 miRs 已被证实参与神经系统疾病的病

理过程[5] 。 因此,在本研究中,我们试图探讨 miR-
214 在异丙酚神经毒性中的潜在生物学机制以及可

能的分子因素。 我们发现 miR-214 在异丙酚麻醉开

腹探查模型和细胞模型中表达失调。 重要的是,
miR-214 可以改善海马神经元凋亡。 综上所述,这
些数据表明 miR-214 在调节异丙酚麻醉开腹探查诱

导的海马神经元损伤中的重要作用。
越来越多的证据表明,miRNAs 在调节麻醉剂

诱导的神经细胞死亡或神经毒性方面起着重要作
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注:A:利用 miRDB、miRanda 和 TargetScan 三种在线预测工具预测 miR-214 的靶基因;B:潜在靶基因的相对 mRNA 水平;C:miR-214 和

mTORC1 之间的靶区;D:用 miR-NC 或 miR-214 模拟物转染 HT22 细胞,检测 mTORC1
 

3’UTR 荧光素酶活性。 与 miR-NC 转染组比较,
 ∗∗P

<0. 01,
 ∗∗∗P<0. 001。

图 4　 miR-214 与 mTORC1 结合

Note.
 

A,
 

miRDB,
 

miRanda
 

and
 

TargetScan
 

were
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

target
 

gene
 

of
 

miR-214.
 

B,
 

The
 

relative
 

mRNA
 

levels
 

of
 

potential
 

target
 

genes.
 

C,
 

The
 

target
 

area
 

between
 

miR-214
 

and
 

mTORC1.
 

D,
 

Transfection
 

of
 

HT22
 

cells
 

with
 

miR-NC
 

or
 

miR-214
 

mimics
 

to
 

detect
 

mTORC1
 

3’ UTR
 

luciferase
 

activity.
 

Compared
 

with
  

miR-NC
 

group,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

4　 miR-214
 

binds
 

to
 

mTORC1

注:红色染色分别表示 mTORC1 蛋白,蓝色染色表示细胞核。 与 NS 组相比,
 ∗P<0. 05;与 Model 组相比,

 ##P<0. 01。

图 5　 mTORC1 表达的免疫荧光图及定量分析

Note.
 

Red
 

staining
 

indicates
 

mTORC1
 

protein,
 

and
 

blue
 

staining
 

indicates
 

cell
 

nucleus.
 

Compared
 

with
  

NS
 

group,
 ∗P< 0. 05.

 

Compared
 

with
  

Model
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

5　 Immunofluorescence
 

of
 

mTORC1
 

expression
 

and
 

quantitative
 

analysis

用[11] 。 例如,研究发现 miR-132[12]在调节布比卡因

诱导的神经毒性中起重要作用。 此外,氯胺酮上调

海马 miR-34a 表达,慢病毒抑制 miR-34a 通过成纤

维细胞生长因子受体 1(FGFR1)保护氯胺酮诱导的

海马细胞凋亡和记忆损伤[13] 。 氯胺酮诱导的 miR-
375 上调和慢病毒介导的 miR-375 下调通过上调人

脑源性神经营养因子( BDNF)改善了氯胺酮诱导的

神经细胞死亡和人类胚胎干细胞源性神经元的神

经毒性[14] 。 在目前的研究中,我们证明在异丙酚麻

醉开腹探查模型中,大鼠海马中 miR-214 明显下调,
并且在使用异丙酚治疗的 HT22 海马神经元细胞

中,由异丙酚诱导的 miR-214 失调与动物模型的结

果一致。 异丙酚麻醉开腹探查模型和细胞模型中

表达失调,这与前期研究一致[8] 。 Wu 等[8] 研究发
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注:与 si-NC+异丙酚组相比,
 ∗∗P<0. 01;与 si-mTORC1+异丙酚+si-NC 组相比,

 ##P<0. 01。

图 6　 流式细胞术分析 HT22 海马神经元细胞凋亡

Note.
 

Compared
 

with
  

si-NC+propofol
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
  

si-mTORC1+propofol+si-NC
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

6　 Flow
 

cytometry
 

analysis
 

of
 

apoptosis
 

in
 

HT22
 

hippocampal
 

neurons

注:与 si-NC+异丙酚组相比,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001。

图 7　 Western
 

blot 分析 si-mTORC1 对暴露于异丙酚的 HT22 海马神经元细胞中 mTORC1、TEFB、C-caspase3 蛋白表达影响及

定量分析

Note.
 

Compared
 

with
  

si-NC+propofol
 

group,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

si-mTORC1
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

mTORC1,
 

TEFB,
 

C-caspase3
 

proteins
 

in
 

HT22
 

hippocampal
 

neurons
 

exposed
 

to
 

propofol
 

was
 

analyzed
 

by
 

Western
 

blot

注:与 si-mTORC1+异丙酚+si-NC 组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。

图 8　 HT22 海马神经元细胞中 mTORC1、TEFB、C-caspase3 蛋白表达。
Note.

 

Compared
 

with
  

si-mTORC1+propofol+si-NC
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

8　 Expression
 

of
 

mTORC1,
 

TEFB,
 

C-caspase3
 

proteins
 

in
 

HT22
 

hippocampal
 

neurons

54中国比较医学杂志 2022 年 9 月第 32 卷第 9 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

September
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

9



现,异氟醚通过抑制 miR-214 的表达增加了神经元

细胞的死亡,而 miR-214 过表达显著抑制异氟醚诱

导的 SH-SY5Y 细胞活力降低、LDH 释放、凋亡和氧

化应激,提示 miR-214 对异氟醚诱导的 SH-SY5Y 细

胞神经毒性具有神经保护作用。 此外,前期研究表

明,miR-214 通过抑制激活转录因子 4 和 zeste
 

2 多

梳抑制复合物 2 亚单位增强子的表达来保护红细胞

免受氧化应激[15] 。 Yang 等[16] 报道,miR-214 通过

激活雷帕霉素( mTOR)途径的 Akt / 哺乳动物靶点,
在糖尿病肾病中对氧化应激具有保护作用。 因此,
上述结果证实 miR-214 下调与异丙酚引起的神经毒

性有关。
众所周知,miRNAs 通过下调靶基因来发挥其

生物学功能。 为了进一步了解 miR-214 作用于异丙

酚引起的神经毒性的机制,我们使用了几种在线预

测工具,如 TargetScan、miRDB 和 miRanda,确定了雷

帕霉素复合物 1(mTORC1)为 miR-214 的新靶点,荧
光素酶报告分析进一步证实了这种靶点。 mTORC1
是 mTOR 蛋白超家族的一员,其在协调能量、生长

信号与细胞生长、分裂中发挥重要作用,并对多种

胁迫作出反应。 mTORC1 信号通路的失调导致癌

症、 代 谢 疾 病 和 糖 尿 病[17] 。 最 近 研 究 发 现,
mTORC1 过表达抑制缺血再灌注损伤神经元自噬相

关 mRNA 翻译,诱导神经元损伤[18] 。 此外,还有研

究发现,慢性 mTORC1 抑制可挽救小鼠因神经元

Depdc5 丢失导致的行为和生化缺陷[19] 。 故本研究

选择 mTORC1 作为 miR-214 调控异丙酚引起的神

经细胞凋亡中的靶标,结果显示,miR-214 治疗显著

降低了异丙酚麻醉开腹探查大鼠海马中 mTORC1
表达。 此外, si-mTORC1 转染对暴露于异丙酚的

HT22 海马神经元细胞存活具有有利影响。 研究还

发现 miR-214 抑制剂消除了 si-mTORC1 对异丙酚

诱导的 HT22 海马神经元细胞的保护作用。 因此,
mTORC1 可能是 miR-214 的下游效应物。 值得注意

的是,本研究发现 si-mTORC1 转染的 HT22 海马神

经元细胞中 TFEB 蛋白表达显著增加。 TFEB 是转

录因子的螺旋-环-螺旋-亮氨酸拉链转录因子家族

的一员,其受到 mTORC1 机制靶点的负调控,这是限

制自噬诱导的主要已知因素[20] 。 mTORC1 的抑制导

致 TFEB 的激活;最近发现,TFEB 的激活对于阿尔茨

海默病和神经退行性疾病的治疗均产生有益影

响[21] 。 因此,miR-214 可能通过 mTORC1-TFEB 通路

保护异丙酚麻醉开腹探查诱导的神经元损伤。

综上所述,本研究发现异丙酚暴露可导致神经

元损伤。 miR-214 预处理可通过 mTORC1-TFEB 通

路减轻异丙酚神经毒性,提高神经元的存活率。 我

们的发现可能为开发新的预防异丙酚诱导的神经

损伤的治疗方法和临床麻醉管理提供新的见解。
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PGC-1α 在槲皮素通过雌激素样作用减轻 FFA 诱导
肝细胞脂肪变性中的机制

李丽红1,2,李　 欣1,李　 硕1,杨艳萍1,郭建红1∗

(1.山西医科大学病理生理学教研室,肝病研究所,太原　 030001;2.临汾职业技术学院医学系,山西
 

临汾　 041000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨槲皮素(quercetin,
 

Que)对游离脂肪酸(free
 

fatty
 

acids,
 

FFA)诱导肝细胞脂肪变性的雌

激素样保护作用及机制。 方法 　 CCK-8 法检测细胞活力,油红 O 染色观察脂质蓄积,雌激素以不同方式干预

HepG2 细胞,确定药物最佳干预方式为后处理方式。 以后处理方式将 HepG2 细胞暴露于不同浓度的雌激素和槲皮

素,确定药物最佳干预浓度。 细胞随机分为 4 组:对照组(Control)、模型组(FFA)、阳性药雌激素对照组( E2)和槲

皮素组(Que)。 GPO-PAP 法测定甘油三酯(triglyceride,
 

TG)含量;DCFH-DA 法检测活性氧(reactive
 

oxygen
 

species,
 

ROS)水平;酶联免疫吸附测定法(ELISA)检测肿瘤坏死因子-α( tumor
 

necrosis
 

factor-α,
 

TNF-α)蛋白含量;实时定

量 PCR(Real-time
 

PCR)检测肝细胞中过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子- 1α( peroxisome
 

proliferator-
activated

 

receptor
 

γ
 

coactivator-1α,
 

PGC-1α)、过氧化物酶体增殖剂激活受体 α ( peroxisome
 

proliferator-activated
 

receptor
 

α,
 

PPARα)、肉碱棕榈酰转移酶 Iα ( carnitine
 

palmitoyl
 

transferase
 

1α,
 

CPT1α) 和乙酰辅酶 A 羧化酶 1
(acetyl-CoA

 

carboxylase,
 

ACOX1)mRNA 表达。 结果　 确定 1
 

μmol / L 雌激素和 30
 

μmol / L 槲皮素后处理用于后续

实验。 与对照组相比,模型组红色脂滴显著增多、TG 含量明显增加(P<0. 001),PGC-1α、PPARα、CPT1α 和 ACOX1
 

mRNA 的表达均下降(P<0. 05),ROS 水平升高,TNF-α 蛋白含量增多(P<0. 01);与模型组相比,雌激素组和槲皮素

组均可明显降低红色脂滴和 ROS 水平,雌激素组(P<0. 05)和槲皮素组(P<0. 05)均使 TG 含量降低,雌激素组(P<
0. 001)和槲皮素组(P<0. 01)均使 PGC-1α 的表达明显上调,雌激素组(P<0. 001)和槲皮素组(P<0. 01)使 TNF-α
蛋白含量均明显减少,并显著上调 PPARα(P<0. 01)、CPT1α(P<0. 001)和 ACOX1(P<0. 001)的表达水平。 槲皮素

组与雌激素组相比,上述指标差异均无统计学意义。 结论　 槲皮素通过诱导 PGC-1α 表达,激活脂肪酸 β 氧化、减
轻氧化应激以及抑制炎性反应,发挥雌激素样作用,最终改善肝细胞脂肪变性。

【关键词】 　 槲皮素;脂肪变性;雌激素样作用;PGC-1α;脂肪酸 β 氧化;氧化应激
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

estrogen-like
 

protective
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

quercetin
 

on
 

free
 

fatty
 

acids
 

(FFA)-induced
 

hepatocyte
 

steatosis.
 

Methods　 Cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

assay,
 

and
 

lipid
 

accumulation
 

in
 

hepatocytes
 

was
 

observed
 

by
 

Oil
 

Red
 

O
 

staining.
 

Following
 

administration
 

of
 

various
 

estrogen
 

intervention
 

paradigms
 

to
 

HepG2
 

cells,
 

the
 

optimal
 

drug
 

intervention
 

was
 

determined
 

to
 

be
 

post-treatment.
 

HepG2
 

cells
 

were
 

exposed
 

to
 

different
 

concentrations
 

of
 

estrogen
 

and
 

quercetin
 

in
 

a
 

post-treatment
 

manner
 

to
 

determine
 

the
 

optimal
 

concentration
 

of
 

drug
 

intervention.
 

Cells
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

four
 

groups:
 

Control,
 

model
 

(FFA),
 

positive
 

drug
 

estrogen
 

control
 

(E2),
 

and
 

quercetin
 

(Que).
 

Triglyceride
 

( TG)
 

levels
 

were
 

determined
 

using
 

the
 

glycerol
 

phosphate
 

oxidase
 

peroxidase
 

( GPO-
PAP)

 

method.
 

Reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

levels
 

were
 

detected
 

using
 

DCFH-DA.
 

Protein
 

contents
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

α
 

( TNF-α)
 

were
 

measured
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

Expression
 

levels
 

of
 

peroxisome
 

proliferator-
activated

 

receptor
 

γ
 

coactivator-1α
 

(PGC-1α),
 

peroxisome
 

proliferator-activated
 

receptor
 

α
 

(PPARα),carnitine
 

palmitoyl
 

transferase
 

1α
 

( CPT1α),
 

and
 

acetyl-CoA
 

carboxylase
 

( ACOX1)
 

were
 

measured
 

by
 

Real-time
  

PCR.
 

Results 　 It
 

was
 

determined
 

that
 

1
 

μmol / L
 

estrogen
 

and
 

30
 

μmol / L
 

quercetin
 

post-treatment
 

of
 

HepG2
 

cells
 

was
 

optimal
 

for
 

subsequent
 

experiments.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

numbers
 

of
 

red
 

lipid
 

droplets
 

and
 

TG
 

contents
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 001);
 

expression
 

levels
 

of
 

PGC-1α,
 

PPARα,
 

CPT1α
 

and
 

ACOX1
 

mRNA
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 05);
 

ROS
 

levels
 

were
 

increased;
 

and
 

TNF-α
 

protein
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 01)
 

in
 

the
 

FFA
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

FFA
 

group,
 

both
 

the
 

estrogen
 

and
 

quercetin
 

group
 

displayed
 

significantly
 

reduced
 

levels
 

of
 

red
 

lipid
 

droplets
 

and
 

ROS.
 

Moreover,
 

both
 

the
 

estrogen
 

group
 

(P<0. 05)
 

and
 

quercetin
 

group
 

(P<0. 05)
 

exhibited
 

significantly
 

decreased
 

TG
 

contents,
 

and
 

both
 

the
 

estrogen
 

group
 

(P< 0. 001)
 

and
 

quercetin
 

group
 

(P< 0. 01)
 

exhibited
 

significantly
 

upregulated
 

expression
 

of
 

PGC-1α.
 

In
 

addition,
 

both
 

the
 

estrogen
 

group
 

(P < 0. 001)
 

and
 

quercetin
 

group
 

(P < 0. 01)
 

displayed
 

significantly
 

decreased
 

TNF-α
 

protein
 

contents
 

and
 

significantly
 

upregulated
 

expression
 

levels
 

of
 

PPARα
 

(P < 0. 01),
 

CPT1α
 

(P<0. 001),
 

and
 

ACOX1
 

(P<0. 001).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

above
 

indicators
 

between
 

the
 

quercetin
 

group
 

and
 

estrogen
 

group.
 

Conclusions　 Quercetin
 

exerts
 

an
 

estrogen-like
 

effect
 

by
 

inducing
 

expression
 

of
 

PGC-
1α,

 

activating
 

fatty
 

acid
 

β
 

oxidation,
 

reducing
 

oxidative
 

stress,
 

and
 

inhibiting
 

inflammatory
 

response,
 

ultimately
 

improving
 

hepatic
 

steatosis.
【Keywords】　 quercetin;

 

steatosis;
 

estrogen-like
 

effects;
 

PGC-1α;
 

fatty
 

acid
 

β
 

oxidation;
 

oxidative
 

stress

　 　 非酒精性脂肪性肝病 ( nonalcoholic
 

fatty
 

liver
 

diseases,
 

NAFLD)是指在没有大量饮酒或任何继发

性原因的情况下,肝出现过度的脂质蓄积,TG 是主

要的脂质储存形式[1-2] 。 随着超重、肥胖和糖尿病

的流行,近来,国际专家小组将 NAFLD 重新命名为

代 谢 相 关 脂 肪 性 肝 病 ( metabolic
 

dysfunction-
associated

 

fatty
 

liver
 

disease,MAFLD) [3] 。 重要的是,
绝经后女性 NAFLD 的患病率持续增加且肝纤维化

程度和 / 或肝癌的进展率更高[2] 。 我们在前期的实

验中发现小鼠去除卵巢后 24 周,可发生肝脂肪变

性,且腹股沟皮下脂肪、腹膜后脂肪组织增多[4] 。
目前, 临床针对该疾病激素替代疗法 ( hormone

 

replacement
 

therapy,HRT)是最直接、有效的方式,但
使用 HRT 可能会增加冠状动脉、中风等疾病风

险[5] ,因此,有必要寻求新的药物治疗绝经后女性

NAFLD。
NAFLD 的经典发病机制是“二次打击”学说,一

次打击是胰岛素抵抗致肝细胞脂质过度蓄积,二次

打击是过量的脂质引发氧化应激,进一步导致肝细

胞炎性反应,最终加速肝细胞坏死和纤维化[6] 。 随

着研究结果不断丰富,目前“多重打击”的发病机制

更盛行。 虽然其涉及的致病因素广泛,但脂质积

累、氧化应激和炎性反应仍是 NAFLD 主要的发病机

制[7] 。 肝 PGC-1α 在 NAFLD 发病机制起着至关重

要的作用[8] ,作为一种核转录共激活因子,它不仅

可通过诱导肝 PPARα 的表达激活脂肪酸 β 氧化以

减少肝细胞脂质积累,而且可根据能量需求控制抗

氧化酶基因的表达以消除氧化应激。 此外,PGC-1α
可通过抑制 NF-κB 降低炎性反应[9-11] 。

先前研究表明,雌性小鼠在高脂饮食条件下可

增加脂肪酸氧化基因 PPARα 的表达。 同时,雌性

小鼠一方面可上调 PGC-1α 表达来增加抗氧化酶基

因水平而减轻氧化应激损伤,另一方面,还可降低

肝炎性因子水平的表达[1,12] 。 槲皮素是一种低毒

性、副作用少的天然植物化学物质,其在改善肝脂

质积累方面具有很强的潜力,甚至被称为植物性的

雌激素[13] 。 然而,槲皮素是否有类似雌激素的机制

通路抵抗 NAFLD 发生,尚不清楚。 本实验以 PGC-
1α 为突破点,基于前期的在体实验[4] ,在体外肝细

胞脂肪变性模型中,比较槲皮素和雌激素对脂肪酸
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氧化基因表达、ROS 和 TNF-α 的影响,探讨其中可

能涉及的类似保护作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞
  

　 　 人 HepG2 细胞株购自上海富衡生物科技有限

公司。
1. 2　 主要试剂与仪器

 

　 　 槲皮素(北京索莱宝科技有限公司,Q8010);雌
二醇(MCE 公司,HY-B0141);油酸钠(S30245)和棕

榈酸钠( S31807),均购自上海源叶生物有限公司;
胎牛血清(浙江天杭生物科技股份有限公司,11011
-8611);DMEM 高糖培养基( SC102-01),购自赛文

创新 ( 北京) 生物科技有限公司; CCK-8 试剂盒

( MCE 公 司, HY-K0301-500T ); 油 红 O 染 色 液

(G1260)和苏木素染色液( G1120),均购自北京索

莱宝科技有限公司;TG 测试盒(南京建成生物工程

研究所,A110-1-1);BCA 蛋白定量试剂盒(武汉博

士德生物工程有限公司,AR0146);ROS 检测试剂盒

(大连美伦生物技术有限公司,MA0210);人 TNF-α
 

ELISA 试剂盒( Bioswamp 公司,HM10001);总 RNA
提取试剂( MF034-01)、逆转录试剂盒( MF166-01)
和 Real-time

 

PCR 试剂盒( MF013-05),均购自北京

聚合美生物科技有限公司。 细胞培养箱、低温超速

离心机和分光光度计( Eppendorf 公司,德国);IX71
荧光显微镜(OLYMPUS 公司,日本);全波长酶标仪

(Molecular
 

Devices 公司,SpectraMax190,美国);普

通 PCR 仪(Bio-Rad 公司,T100TM
 

Thermal
 

Cycler,美
国); 荧 光 定 量 PCR 仪 ( STRATAGENE 公 司,
MX3005P,美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养

　 　 HepG2 细胞采用 DMEM 高糖完全培养基(含

1%青霉素 / 链霉素和 10%胎牛血清),于 37℃ 、5%
 

CO2 细胞培养箱传代培养。
1. 3. 2　 细胞分组

　 　 细胞分为 4 组: 对照组 ( Control )、 模型组

(FFA)、阳性药雌激素对照组 ( E2) 和槲皮素组

(Que)。 (1)Control 组用正常培养基培养;(2) FFA
组用 1

 

mmol / L 混合 FFA 溶液(油酸:棕榈酸 = 2 ∶
1)干预 24

 

h;(3)以 100
 

nmol / L 雌激素预处理(E2 /
FFA)、联合处理( FFA +E2) 和后处理( FFA / E2) 确

定药物最佳干预方式为后处理方式。 E2 / FFA:100
 

nmol / L
 

E2 预处理 24
 

h+FFA 干预 24
 

h;FFA+E2 ∶

100
 

nmol / L
 

E2
 

和 FFA 同时处理 24
 

h;FFA / E2:FFA
干预 24

 

h
 

+100
 

nmol / L 雌激素后处理 24
 

h。 (4)分

别以 100
 

nmol / L、1
 

μmol / L 和 10
 

μmol / L 雌激素后

处理 ( FFA / E2
 

100
 

nmol / L、 FFA / E2
 

1
 

μmol / L 和

FFA / E2
 

10
 

μmol / L) 以及(10、20 和 30) μmol / L 槲

皮素 后 处 理 ( FFA / Que10、 FFA / Que20 和 FFA /
Que30)确定药物最佳干预浓度。 按以上分组情况

加入相应的培养液培养 48
 

h 后检测各项指标。 在

细胞处理(从造模到雌激素、槲皮素干预结束)48
 

h
后,ROS 再行 DCFH-DA 荧光孵育 30

 

min 后检测,其
它指标直接按相应的实验方法检测。
1. 3. 3　 CCK-8 法检测细胞活力

　 　 HepG2 细胞以每升 8×107 个密度接种到 96 孔

板,培养 24
 

h,吸出培养基,加入不同浓度的 E2 溶

液 100
 

μL 培养 24
 

h,再加入 CCK-8 试剂 10
 

μL 培养

1
 

h,酶标仪于 450
 

nm 处测吸光度值。 同法检测不

同浓度的 Que 溶液吸光度值。
1. 3. 4　 油红 O 染色观察脂质蓄积

　 　 细胞处理后,吸出培养基,PBS 洗涤,加入 4%
多聚甲醛固定 30

 

min,PBS 洗涤,加入油红 O 工作

液染色 15
 

min,PBS 洗涤,加入苏木素染核 1
 

min,
PBS 洗涤,显微境下观察拍照。
1. 3. 5　 GPO-PAP 法测定 TG 含量

　 　 细胞处理后,收集到 1. 5
 

mL 离心管,每离心管

加入 200
 

μL 裂解液,冰上静置 40
 

min。 裂解液直接

按照 TG 测试盒说明书操作测 TG 含量,余下裂解液

离心后取上清,遵循 BCA 蛋白测定试剂盒说明书测

蛋白浓度以校正 TG 含量。
1. 3. 6　 DCFH-DA 法检测 ROS 水平

　 　 细胞处理后, PBS 洗涤, 加入 10
 

μmol / L 的

DCFH-DA 荧光探针孵育 30
 

min,PBS 洗涤,荧光显

微境下观察拍照。
1. 3. 7　 ELISA 测定 TNF-α 含量

　 　 细胞处理后,细胞培养液收集到 1. 5
 

mL 离心

管,于 4℃ ,1500
 

r / min 离心 10
 

min,取上清,遵循

ELISA 试剂盒说明书测 TNF-α 蛋白含量。
1. 3. 8　 Real-time

 

PCR 检测目的基因表达水平

　 　 细胞处理后,使用总 RNA 提取试剂提取细胞总

RNA,分光光度计测 RNA 浓度,逆转录试剂盒将

RNA 逆转录成 cDNA,按照 Real-time
 

PCR 试剂盒配

制 20
 

μL
 

PCR 反应体系于荧光定量 PCR 仪扩增。
PCR 反应体系: Template

 

DNA, 2
 

μL; 2X
 

Realtime
 

PCR
 

Super
 

mix,10
 

μL;Primer
 

1
 

(10
 

μmol / L),0. 5
 

μL;Primer
 

2
 

(10
 

μmol / L),0. 5
 

μL;DEPC 水,7
 

μL。
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PCR 反应条件:预变性 95℃ ,30
 

s,1 个循环;PCR 反

应 95℃ ,15
 

s,60℃ ,15
 

s,72℃ ,30
 

s,40 个循环。 以

GAPDH 为内参,采用 2-ΔΔCt
 

法计算基因相对表达量。
引物序列见表 1。
1. 3. 9　 图像采集与制图

　 　 采用 OLYMPUS 光学显微照相系统采集油红 O
染色和免疫荧光染色,使用 GraphPad

 

Prism
 

6. 0 软

件绘制统计图。
1. 4　 统计学方法

　 　 数据使用 SPSS
 

23. 0 进行统计分析,实验数据

均用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,多组间比较采用单

因素方差分析(one-way
 

ANOVA),P<0. 05 表示组间

差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 确定药物最佳干预方式与最佳干预浓度

　 　 CCK-8 结果表明,0 ~ 10
 

μmol / L 浓度的雌激素

与 0 ~ 30
 

μmol / L 浓度的槲皮素均不会损害细胞活

力,其中 100
 

nmol / L 雌激素细胞活力最高 ( P <

0. 0001),见图 1,所以选择 100
 

nmol / L 雌激素确定

药物最佳干预方式。 与 FFA 组相比,药物后处理方

式红色脂滴最少(图 2A),因此以后处理方式确定

药物最佳干预浓度。 与 FFA 组相比,1
 

μmol / L 和

10
 

μmol / L 雌激素后处理红色脂滴均明显减少(图

2B),结合 1
 

μmol / L 雌激素使细胞活力明显提高(P
<0. 001)。 因而,采用 1

 

μmol / L 雌激素后处理用于

后续实验。 与 FFA 组相比,30
 

μmol / L 槲皮素后处

理红色脂滴最少(图 2C)。 因而,采用 30
 

μmol / L 槲

皮素后处理用于后续实验。
2. 2　 槲皮素改善 HepG2 细胞脂肪变性

　 　 采用油红 O 染色观察肝细胞脂质蓄积。 与对

照组相比,模型组红色脂滴显著增多;而与模型组

相比,雌激素组和槲皮素组均使红色脂滴明显减

少,见图 3。
2. 3　 槲皮素降低 HepG2 细胞 TG 含量

　 　 肝细胞 TG 含量可反映肝细胞脂质积累的程

度。 与对照组相比,模型组肝细胞 TG 含量明显增

加 ( P< 0. 001) ;而与模型组相比,雌激素组( P<
表 1　 实时定量 PCR 的引物序列

Table
 

1　 Primer
 

sequence
 

for
 

Real-time
 

PCR
引物名称

Primer
 

name
引物序列(5’→3’)

Primer
 

sequence
 

(5’→3’)
产物长度(bp)
Product

 

length
 

GAPDH F:GCACCGTCAAGGCTGAGAAC
R:TGGTGAAGACGCCAGTGGA 138

PGC-1α F:CACTCCTCCTCATAAAGCCAAC
R:GGACTTGCTGAGTTGTGCATA 190

PPARα F:GATATGGAGACACTGTGTATGGCTGAG
R:ACCTCCGCCTCCTTGTTCTGG 83

CPT1α F:TCTACCATGATGGGCGGCTGCT
R:CGTCTGGGCTCGTGCGACATTT 663

ACOX1
 F:ACTCGCAGCCAGCGTTATG

R:AGGGTCAGCGATGCCAAAC 84

注:与 0
 

nmol / L 雌激素组比,
 ∗∗∗P<0. 001,

 ∗∗∗∗P<0. 0001;与 0
 

μmol / L 槲皮素组比,
 ∗P<0. 05。

图 1　 不同浓度雌激素和槲皮素处理 HepG2 细胞的细胞活力

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

0
 

nmol / L
 

E2
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001,

 ∗∗∗∗P<0. 0001.
 

Compared
 

with
 

the
 

0
 

μmol / L
 

Que
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

1　 Cell
 

viability
 

of
 

HepG2
 

cells
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

estrogen
 

and
 

quercetin

05 中国比较医学杂志 2022 年 9 月第 32 卷第 9 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

September
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

9



0. 05)和槲皮素组(P<0. 05)使肝细胞 TG 含量均降

低了;槲皮素组与雌激素组相比差异无统计学意

义,见图 4。
2. 4　 槲皮素上调 HepG2 细胞 PGC-1α表达

PGC-1α 在调节脂肪酸 β 氧化功能、氧化应激

和炎性反应方面起着关键作用,采用 Real-time
 

PCR
检测 PGC-1α

 

mRNA 表达。 与对照组相比,模型组

PGC-1α
 

mRNA 的表达下降(P<0. 05);而与模型组

相比,雌激素组(P<0. 001)和槲皮素组(P<0. 01)使

PGC-1α 的表达均明显上调;槲皮素组与雌激素组

相比差异无统计学意义,见图 5。

2. 5　 槲皮素激活 HepG2 细胞脂肪酸 β氧化功能

　 　 PPARα 是脂肪酸氧化代谢的主要调节因子,其
下游靶基因 CPT1α 和 ACOX1 分别可反映线粒体和

过氧化物酶体脂肪酸 β 氧化功能,采用 Real-time
 

PCR 检测 PPARα、CPT1α 和 ACOX1
 

mRNA 表达。
与对照组相比,模型组 PPARα、 CPT1α 和 ACOX1

 

mRNA 的表达均下降(P<0. 05);与模型组相比,雌
激素 组 和 槲 皮 素 组 均 可 使 PPARα (P<0. 01)、
CPT1α(P<0. 001)和 ACOX1(P<0. 001)的表达显著

上调;槲皮素组与雌激素组相比差异无统计学意

义,见图 6。

注:A:不同处理的雌激素对 HepG2 细胞脂滴的影响;B:不同浓度的雌激素对 HepG2 细胞脂滴的影响;C:不同浓度的槲皮素对 HepG2
细胞脂滴的影响。

图 2　 雌激素和槲皮素对 HepG2 细胞脂滴的影响

Note.
 

A,
 

Effect
 

of
 

different
 

treatments
 

of
 

estrogen
 

on
 

lipid
 

droplets
 

in
 

HepG2
 

cells.
 

B,
 

Effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

estrogen
 

on
 

lipid
 

droplets
 

in
 

HepG2
 

cells.
 

C,
 

Effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

quercetin
 

on
 

lipid
 

droplets
 

in
 

HepG2
 

cells.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

estrogen
 

and
 

quercetin
 

on
 

lipid
 

droplets
 

in
 

HepG2
 

cells

图 3　 油红 O 染色 HepG2 细胞脂滴变化

Figure
 

3　 Lipid
 

droplet
 

changes
 

in
 

HepG2
 

cells
 

by
 

oil
 

red
 

O
 

staining
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2. 6　 槲皮素减轻 HepG2 细胞氧化应激

　 　 细胞内 ROS 水平可反映细胞的氧化应激程

度,DCFH-DA 孵育后采用荧光显微镜观察肝细

胞 ROS 荧光强度变化。 与对照组相比,模型组

ROS 绿色荧光信号明显增强;而与模型组相比,
雌激素组和槲皮素组 ROS 绿色荧光信号均减弱,
见图 7。
2. 7　 槲皮素抑制 HepG2 细胞炎性反应

　 　 TNF-α 是 NAFLD 发生发展中主要的炎性因

子,采用 ELISA 检测 TNF-α 蛋白含量。 与对照组

相比,模型组肝细胞 TNF-α 蛋白含量增多 ( P <
0. 01) ;而与模型组相比,雌激素组( P < 0. 001 )
和槲皮素组(P<0. 01)均使肝细胞 TNF-α 蛋白含

量明显减少;槲皮素组与雌激素组相比差异无统

计学意义,见图 8。

3　 讨论

　 　 单纯性肝脂肪变性可发展为非酒精性脂肪性

肝炎,显著增加了肝纤维化和肝硬化风险,甚至发

展为肝细胞癌[14] 。 PGC-1α 的表达异常与 NAFLD
发生发展密切相关。 研究报道,患者肝 PGC-1α 的

低表达可促进 NAFLD 发生发展[15] ;PGC-1α 基因敲

除小鼠在短期饥饿后易发生肝脂肪变性[16] 。 本实

验显示,模型组 PGC-1α 的表达下降,出现脂质积累

和脂肪变性,表明 PGC-1α 低表达促使肝细胞脂肪

变性的发生发展。 槲皮素与阳性药雌激素的作用

类似,可上调 PGC-1α 的表达,减轻肝细胞脂质积累

和脂肪变性,初步验证了槲皮素的雌激素样肝保护

作用。 PGC-1α 的表达上调不仅与槲皮素改善肝细

胞脂肪变性有关,并且与激活脂肪酸 β 氧化、减轻

氧化应激以及抑制炎性反应有关。
体内脂肪酸主要通过脂肪酸 β 氧化清除,肝是

脂肪酸 β 氧化最活跃的组织之一。 如果脂肪酸 β
氧化障碍则使肝游离脂肪酸积聚和脂肪生成增加,
促使 NAFLD 的形成。 因此,激活脂肪酸 β 氧化功

能是阻止 NAFLD 发生的关键。 肝中大量表达

PPARα,作为一种配体激活转录因子,能有效诱导

线粒体和过氧化物酶体脂肪酸 β 氧化途径的基因

表达[17] 。 CPT1α 是线粒体脂肪酸 β 氧化的关键

酶,它是一个完整的线粒体外膜蛋白,可促进脂肪

酸进入线粒体进行 β 氧化[18-19] ,但线粒体缺乏极长

链脂肪酸( very
 

long-chain
 

fatty
 

acids,VLCFAs)氧化

所需的酶。 ACOX1 是 VLCFAs 在过氧化物酶体 β

　 　 　 　

注:与对照组相比,
 ∗∗∗P<0. 001;与模型组相比,

 #P<0. 05。

图 4　 HepG2 细胞 TG 含量

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

the
 

FFA
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

4　 TG
 

content
 

of
 

HepG2
 

cells

注:与对照组相比,
 ∗P < 0. 05;与模型组相比,

 ##P < 0. 01,
 

###P<0. 001。

图 5　 HepG2 细胞中 PGC-1α
 

mRNA 表达水平

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

FFA
 

group,
 ##P<0. 01,

 ###P<0. 001.

Figure
 

5　 PGC-1α
 

mRNA
 

expression
 

level
 

in
 

HepG2
 

cells

注:与对照组相比,
 ∗P < 0. 05;与模型组相比,

 ##P < 0. 01,
 

###P<0. 001。

图 6　 HepG2 细胞中脂肪酸 β 氧化基因相对表达水平

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

FFA
 

group,
 ##P<0. 01,

 ###P<0. 001.

Figure
 

6　 Relative
 

expression
 

levels
 

of
 

fatty
 

acid
 

β
 

oxidation
 

genes
 

in
 

HepG2
 

cells
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图 7　 DCFH-DA 染色 HepG2 细胞 ROS 水平

Figure
 

7　 ROS
 

level
 

of
 

HepG2
 

cells
 

by
 

DCFH-DA
 

staining

注:与对照组相比,
 ∗∗P < 0. 01;与模型组相比,

 ##P < 0. 01,
 

###P<0. 001。

图 8　 HepG2 细胞 TNF-α 水平

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

the
 

FFA
 

group,
 ##P<0. 01,

 ###P<0. 001.

Figure
 

8　 TNF-α
 

level
 

in
 

HepG2
 

cells

氧化中的限速酶,VLCFAs 被氧化成中链或长链脂

肪酸,随后被输出到线粒体再进一步氧化[18,20] ,因
此,过氧化物酶体在脂肪酸 β 氧化中也起着重要作

用。 大鼠高脂饮食喂养后, 脂肪酸 β 氧化基因

CPT1α 和 ACOX1 表达降低,诱导了肝脂质积累[18] 。
此外,NASH 患者肝中 PPARα 的表达降低[17,20] 。
本研究发现,模型组 PPARα、CPT1α 和 ACOX1 的表

达均下降,表明 PPARα 及下游靶基因 CPT1α 和

ACOX1 的低表达与肝脂质积累有关。 雌激素干预

后,PPARα、CPT1α 和 ACOX1 的表达均明显上调,
激活了脂肪酸 β 氧化功能,从而改善肝细胞脂肪变

性。 欣喜的是,槲皮素干预后出现了雌激素类似的

结果,再次验证了它的雌激素样肝保护作用。
氧化应激在 NAFLD 发生发展中扮演着重要的

决定因素[21] 。 NAFLD 的主要病理特征是大量游离

脂肪酸堆积在肝细胞,线粒体脂肪酸 β 氧化增加呼

吸链电子产生过量 ROS,引发氧化应激,致肝细胞

损伤。 线粒体过量 ROS 氧化细胞质和线粒体不饱

和脂肪酸产生脂质过氧化产物,损伤线粒体功能,
加重肝脂肪变性。 同时,线粒体过量 ROS 激活肝细

胞或 Kupffer 细胞产生炎性因子, 引起肝炎性反

应[22-23] 。 本实验发现, 模型组 ROS 和炎性因子

TNF-α 水平升高,这些变化与 PGC-1α 的表达下降

同时发生,表明脂肪酸超载时 PGC-1α 的表达下降

与氧化应激和炎性反应有关。 与阳性药雌激素结

果一致,槲皮素抑制 ROS 和 TNF-α 生成,减轻了氧

化应激和炎性反应,进一步证明槲皮素发挥了雌激

素样肝保护作用。 本研究还存在局限性,FFA 培养

的 HepG2 细胞虽显示出脂质沉积、氧化应激和炎性

反应等方面特征,但 HepG2 细胞株与生理条件下肝

细胞存在差异,还需谨慎考虑其是否能完全模拟

NAFLD 的所有特征。 因此,后续实验将会研究原代

小鼠肝细胞以确认更接近临床的数据。 鉴于细胞

实验不能完全模拟在体的环境因素,未来将会进行

在体实验进一步验证槲皮素对绝经后女性 NAFLD
的影响及作用机制。

综上所述,在脂肪酸超载的条件下,PGC-1α 表

达下降在肝细胞脂质积累方面起着重要作用,并且

与脂肪酸 β 氧化功能障碍、氧化应激以及炎性反应

密切相关。 槲皮素可诱导 PGC-1α 表达,激活脂肪

酸 β 氧化、减轻氧化应激以及抑制炎性反应,最终

改善肝细胞脂肪变性。 这些结果与雌激素的作用

高度一致,提示槲皮素发挥了雌激素样肝保护作用。
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银杏叶提取物对脑缺血再灌注损伤模型大鼠的
脑保护作用

胡　 哲1,赵　 军2,宋　 嵬3,闫旭升3,杨占君3∗,贾建新3∗

(1.包头医学院卫生健康学院解剖学教研室,内蒙古
 

包头　 014050;2.包头医学院第三临床医学院神经外科,
内蒙古

 

包头　 014050;3.包头医学院人体解剖学教研室,内蒙古
 

包头　 014040)

　 　 【摘要】 　 目的　 脑缺血再灌注损伤(cerebral
 

ischemia-reperfusion
 

injury,CIRI)严重影响神经功能,本实验计划

探讨银杏叶提取物(ginkgo
 

biloba
 

extract,GBE)对 CIRI 模型大鼠神经功能是否具有改善作用及其相关机制。 方法
 

闭塞大鼠大脑中动脉 2
 

h,随后再灌注 22
 

h 制备 CIRI 大鼠模型,给予不同剂量(25、50、100
 

mg / (kg·d))的 GBE 腹

腔注射 15
 

d,全程给药结束后对各组动物进行神经功能评分,评价 GBE 对 CIRI 模型大鼠运动功能的影响;采用

2,3,5-三苯基氯化四氮唑(TTC)染色评价 GBE 对脑梗死的影响;蛋白免疫印迹法检测自噬标志性蛋白和凋亡相关

蛋白的表达量; ELISA 法检测血清中谷胱甘肽过氧化物酶( glutathione
 

peroxidase, GSH-px) 和超氧化物歧化酶

(superoxide
 

dismutase,SOD)的活性以及丙二醛(malondialdehyde,MDA)的含量。 结果　 GBE 可明显提高 CIRI 模型

大鼠的神经功能评分,明显减小脑梗死体积;显著上调血清 SOD 与 GSH-px 的活性,以及降低 MDA 的含量;GBE 可

明显提高 Beclin-1 的蛋白表达量、LC3-II / LC3-I 和 Bcl-2 / Bax 的蛋白表达量比值,相反降低了 Caspase-3 的蛋白表达

量。 结论　 GBE 改善 CIRI 模型大鼠的运动功能障碍可能是通过抑制氧化应激与凋亡进而激活自噬系统,实现对

脑细胞的保护作用。
【关键词】 　 脑缺血再灌注损伤;银杏叶提取物;自噬;凋亡;氧化应激
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　 　 【Abstract】　 Objective　 The
 

exact
 

pathogenesis
 

of
 

cerebral
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

(CIRI)
 

remains
 

unclear.
 

This
 

study
 

explored
 

whether
 

ginkgo
 

biloba
 

extract
 

(GBE)
 

can
 

improve
 

neurological
 

function
 

in
 

a
 

CIRI
 

rat
 

model
 

and
 

the
 

related
 

mechanisms.
 

Methods　 The
 

CIRI
 

rat
 

model
 

was
 

induced
 

by
 

middle
 

cerebral
 

artery
 

occlusion
 

for
 

2
 

h,
 

followed
 

by
 

reperfusion
 



for
 

22
 

h.
 

Varying
 

dosages
 

of
 

GBE
 

were
 

administered
 

intraperitoneally
 

for
 

15
 

days.
 

Subsequently,
 

CIRI
 

model
 

rats
 

were
 

scored
 

for
 

neurological
 

function
 

to
 

evaluate
 

the
 

effect
 

of
 

GBE
 

on
 

their
 

motor
 

function.
 

In
 

addition,
 

2,3, 5-triphenyltetrazolium
 

chloride
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

volume
 

of
 

infarcted
 

brain,
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

expression
 

of
 

autophagy
 

marker
 

proteins
 

and
 

apoptosis-related
 

proteins,
 

the
 

serum
 

activities
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD)
 

and
 

glutathione
 

(GSH-
px)

 

and
 

serum
 

level
 

of
 

malonaldehyde
 

was
 

detected
 

by
 

ELISA.
 

Results 　 GBE
 

significantly
 

improved
 

the
 

neurological
 

function
 

scores
 

of
 

CIRI
 

model
 

rats,
 

markedly
 

reduced
 

cerebral
 

infarction
 

volumes,
 

and
 

significantly
 

upregulated
 

the
 

activities
 

of
 

serum
 

SOD
 

and
 

GSH-px,
 

while
 

decreasing
 

the
 

level
 

of
 

MDA.
 

In
 

addition,
 

GBE
 

significantly
 

increased
 

protein
 

expression
 

of
 

Beclin-1
 

and
 

protein
 

expression
 

ratios
 

of
 

LC3-II / LC3-I
 

and
 

Bcl-2 / Bax,
 

while
 

remarkedly
 

reducing
 

protein
 

expression
 

of
 

Caspase-3.
 

Conclusions 　 GBE
 

improved
 

the
 

motor
 

dysfunction
 

of
 

CIRI
 

model
 

rats
 

by
 

inhibiting
 

oxidative
 

stress
 

and
 

apoptosis,
 

as
 

well
 

as
 

activating
 

the
 

autophagy
 

system
 

to
 

achieve
 

a
 

protective
 

effect
 

on
 

brain
 

cells.
【Keywords】　 cerebral

 

ischemia-reperfusion
 

injury;
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oxidative
 

stress

　 　 脑 缺 血 再 灌 注 损 伤 ( cerebral
 

ischemia-
reperfusion

 

injury,CIRI)是指脑组织在缺血后恢复血

流灌注时, 反而加重组织损伤及功能障碍的现

象[1] 。 CIRI 是一个非常复杂的病理生理学过程,涵
盖多个环节,在脑组织缺血过程中,血管阻塞使下

游脑组织血流中断,脑细胞失去能量及氧的供应,
引起脑细胞的功能障碍或死亡[2] 。 现阶段,CIRI 的

发病机制仍未完全阐明,涉及兴奋性氨基酸的释放

增加、能量代谢障碍、细胞发生酸中毒、自由基的堆

积、细胞内 Ca2+ 浓度的失稳、凋亡基因的大量激

活等[3-5] 。
银杏叶提取物(ginkgo

 

biloba
 

extract,GBE)是从

银杏叶中获得的醇提物,主要有效成分包括黄酮类

和萜内酯类,具有多种生物效应,诸如抗炎、抑制神

经细胞凋亡和兴奋性氨基酸的释放、抗氧化和氧自

由基损伤等。 既往研究显示,GBE 对 CIRI 的神经

功能具有显著的改善作用,但其确切的分子机制仍

未知[6] 。 本研究计划探讨 GBE 是否对 CIRI 模型大

鼠具有治疗作用及可能机制,旨在为临床 CIRI 提供

新治疗靶点及中草药的研发提供依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 雄性 SPF 级 Wistar 大鼠 60 只,7 ~ 8 周龄,体重

260 ~ 280
 

g,实验大鼠由北京维通利华实验动物技术

有限公司[SCXK(京) 2019-0010]提供。 饲养于包

头医学院实验动物中心[SYXK(蒙)2018-0001],自
主进食水、维持饲料。 包头医学院实验动物伦理委

员会已批准相关研究工作(包院字 20201102),所有

实验动物在饲养和实验过程中均按照 3R
 

原则给予

人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 银杏叶提取物(北京中检院);2,3,5-氯化三苯

基四氮唑( TTC,Sigma 公司,美国);谷胱甘肽过氧

化物酶(GSH-px)、超氧化物歧化酶( SOD)、丙二醛

(MDA)(武汉新启迪生物科技有限公司);Beclin-1、
LC3-II、 LC3-I、 Bcl-2、 Bax、 Caspase-3、 β-actin 抗 体

(Proteintech
 

公司,美国)。 低温高速离心机(Thermo
公司,美国); - 80℃ 超低温冰箱( Thermo 公司,美

国);垂直板电泳槽(北京六一生物科技有限公司);
酶标仪(Thermo 公司,美国);蛋白凝胶成像分析系

统(上海 Tanon 科技有限公司);移液枪( Eppendorf
公司, 德国); 脱色摇床 ( 北京六一生物科技有

限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 CIRI 动物模型的制备以及神经功能评分

　 　 本实验所用动物模型的制备方法参照改良的

Zea-longa 线栓法[5] , 闭塞大鼠左侧大脑中动脉

(middle
 

cerebral
 

artery,MCA)2
 

h,随后再灌注 22
 

h,
术前 12

 

h 禁食不禁水。 大鼠用 2%(100
 

mg / kg)戊

巴比妥钠(0. 3
 

mL / 100
 

g)腹腔注射麻醉,仰卧颈部

备皮消毒, 暴露左侧颈总动脉 ( common
 

carotid
 

artery,CCA),并将迷走神经与之分离。 向远心端将

颈内动脉( internal
 

carotid
 

artery,ICA) 和颈外动脉

(external
 

carotid
 

artery,ECA)的起始部进行钝性分

离,在 CCA 远心端和近心端及 ECA 处挂线备用。
用微动脉夹暂时夹闭 ICA,然后近心端结扎 CCA、
ECA。 在

 

CCA 分叉部约 4
 

mm 处剪一小口,将拴线

插入到 ICA,用绕在 CCA 远心端的细线轻轻系牢拴

线。 线栓经 CCA、ICA 置入 MCA,出现阻力时停止

前进并轻轻系牢 CCA 远心端的细线,缺血 2
 

h 后拔

出线栓实现再灌注 22
 

h,局部放置凝胶海绵止血,待
止血完全后缝合切口,常规消毒。
1. 3. 2　 实验动物分组、给药

　 　 动物给予充足饮水和饮食,12
 

h 明暗交替。 将
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60 只动物分为两组,10 只动物作为空白对照组,其
余 50 只动物用于 CIRI 模型制备。 模型制备完成

后,神经功能评分评价动物造模效果,神经功能评

分法采用国际通用的 Zea-Longa 评分法[7] ,神经功

能评分为 0 ~ 4 分 5 级:0 分,功能表现无缺陷;1 分,
瘫痪侧前爪不能彻底伸展;2 分,行走时向瘫痪侧偏

移甚至转圈;3 分,行走时向瘫痪侧倾倒;4 分:无法

自主活动、意识丧失或死亡。 实验剔除 0 分和 4 分

的动物,动物神经功能评分≥2 分确定为模型制备

成功,剔除造模失败的动物,成模的动物随机分为

以下 4 组:模型组、GBE 低、中、高剂量组( 25、50、
100

 

mg / (kg·d))。 GBE 用无菌蒸馏水溶解,调整

GBE 各剂量组药物浓度,保证各剂量组给药体积等

量(0. 5
 

mL)。 模型组给予同等体积的无菌生理盐

水,连续给药 15
 

d。
1. 3. 3　 蛋白标本、组织切片的存取和制备

　 　 全程实验结束后,所有动物常规麻醉,主动脉

采血 1
 

mL 置于 EP 管备用。 每组半数动物取脑,冻
存于超低温冰箱以备后用。 半数动物用于 TTC 染

色计算脑梗死面积。
1. 3. 4　 TTC 染色以及脑梗死体积的计算

　 　 实验结束后将用于 TTC 染色的大鼠断头取脑,
生理盐水灌注脑组织,-20℃ 放置数分钟,冠状位将

大脑用脑膜均分为 5 片。 将切好的脑片放入 2%
 

TTC 染液中,37℃ 避光染色 20
 

min,4%多聚甲醛固

定,将染好的脑片排列于平板上拍照。 脑底有血凝

块、动脉环血栓形成的动物予以排除。 脑梗死体积

通过梗死体积比率表示(梗死体积比率 = 各切面梗

死面积之和 / 各切面面积之和 × 100%), 用 IPP
(Image

 

Pro-Plus)图像分析软件进行计算。
1. 3. 5　 蛋白免疫印迹(Western

 

blot)
　 　 脑组织称重后进行蛋白裂解,蛋白在冰浴环境

下超声破碎数次。 4℃ 离心 12000
 

r / min 离心 15
 

min,提取并测定浓度,每 100
 

μL 样品蛋白加入 4×
Buffer

 

33. 3
 

μL 后振荡混匀,沸水煮沸 10
 

min 使蛋

白变性。 蛋白上样,恒压 80
 

V 浓缩胶电泳,恒压

120
 

V 分离胶电泳,300
 

mA 湿转膜约 60
 

min;室温

下 5%脱脂奶粉封闭 1
 

h 后漂洗;一抗孵育 4℃ 摇床

过夜,次日 T-TBS 液漂洗数次;室温下二抗避光孵

育 1
 

h 后漂洗数次;成像分析系统对条带进行统计

分析。
1. 3. 6　 酶联免疫吸附试验(ELISA)
　 　 实验全部结束后,各组动物经腹膜腔注射麻

醉。 抽取大鼠尾静脉血 0. 3 ~ 0. 5
 

mL 置于预冷的

EP 管,随后 4℃离心 15
 

min(5000
 

r / min),留取 100
 

μL 血清备用。 检测血清 SOD 和 GSH-px 活性、MDA
的含量,具体操作步骤根据试剂盒说明书进行。
1. 4　 统计学方法

　 　 实验数据用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,用 SPSS
 

20. 0 统计软件进行分析。 实验数据多样本均数的

两两比较采用 SNK-q 检验分析,多样本率的两两比

较采用 χ2 分割法分析,以 P<0. 05 表示存在显著性

差异。

2　 结果

2. 1　 GBE 对脑缺血再灌注损伤模型大鼠神经功能

评分和运动状态的影响

　 　 本实验用于模型制备的大鼠 50 只,最终造模成

功 48 只,死亡 1 只(麻醉致死),造模失败 1 只,模型

成功率为 96. 00%。 CIRI 造模手术后 24
 

h 对大鼠进

行第 1 次 Longa 神经功能评分,神经行为学评分为

(2. 80±0. 39)分,与空白对照组比较存在显著性差

异(P<0. 05)。 成模动物运动障碍主要表现为左侧

眼裂变小,右侧前肢瘫痪,行走时向右侧转圈或向

右侧倾倒,部分动物出现四肢直立性战栗或全瘫痪

等。 周期给药结束后,对各组动物进行第 2 次神经

功能评分,与空白对照组比较,其余 4 组动物神经功

能评分均存在显著性差异(P< 0. 05);与模型组相

比,各剂量组神经行为学评分均明显的降低(P <
0. 05),运动障碍症状显著改善,但中剂量组(1. 51±
0. 22)分与高剂量组(1. 60±0. 26)分动物神经行为

学评分之间无显著性差异(P>0. 05)。 与第 1 次神

经功能评分比较,模型组动物神经行为学评分有所

减小,但无显著性差异(P>0. 05),运动障碍症状未

见显著改善;而 GBE 各剂量组动物运动障碍症状均

出现明显改善, 神经功能评分均明显降低 ( P <
0. 05),尤其以中、高剂量组改变更为显著,详见

表 1。
2. 2　 GBE 对脑缺血再灌注损伤模型大鼠脑梗死体

积的影响

　 　 TTC 染色后的脑组织非梗死区呈鲜红色,梗死

区灶呈苍白色。 空白对照组大鼠脑组织呈鲜红色,
模型组大鼠左侧大脑半球部分区域呈苍白色。 模

型组、GBE 各剂量组梗死体积比率与空白对照组比

较均存在显著性差异(P < 0. 05);与模型组比较,
GBE 各剂量组梗死体积比率均出现显著性减小(P<
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0. 05),尤以中剂量组、高剂量组更为显著,剂量组

之间梗死体积比率无显著性差异(图 1、表 1)。
2. 3　 GBE 对脑缺血再灌注损伤模型大鼠血清

ELISA 氧化应激指标的影响

　 　 与空白对照组相比,模型组 MDA 的含量出现

了明显增加(P
 

<
 

0. 05),而 SOD 与 GSH-px 的活性

均出现了显著性降低 (P < 0. 05); GBE 低剂量组

GSH-px 的活性较空白对照组显著性降低 ( P <
0. 05),而 MDA 的含量显著性升高(P<0. 05);GBE
中、高剂量组与空白对照组比较上述氧化应激指标

　 　 　 　

注:a:空白对照组;b:模型组;c:GBE 低剂量组;d:GBE 中剂

量组;e:GBE 高剂量组。

图 1　 TTC 染色显示各组动物脑梗死体积比率

Note.
 

a,
 

Control
 

group.
 

b,
 

Model
 

group.
 

c,
 

Low
 

GBE
 

group.
 

d,
 

Intermediate
 

GBE
 

group.
 

e,
 

High
 

GBE
 

group.

Figure
 

1　 TTC
 

staining
 

shows
 

the
 

volume
 

ratio
 

of
 

cerebral
 

infarction
 

area
 

in
 

each
 

group

均无显著性差异(P> 0. 05)。 与模型组比较,GBE
各剂量组血清 MDA 的含量均出现了显著性下降(P
<0. 05), SOD 与 GSH-px 的活性均显著升高 (P <
0. 05),其中尤以中剂量组对上述指标的影响最为

显著(详见表 2)。 上述实验结果表明,GBE 可以显

著抑制脑缺血再灌注损伤模型大鼠的氧化应激损

伤程度,GBE 具有明显的抗氧化损伤作用。
2. 4　 GBE 对脑缺血再灌注损伤模型大鼠脑组织自

噬相关蛋白表达的影响

　 　 模型组的 Beclin-1 蛋白表达量较空白对照组明

显降低(P<0. 05)。 与模型组比较,各 GBE 剂量组

Beclin-1 的表达量均出现了明显升高(P<0. 05),但
以中剂量对 Beclin-1 的表达量的影响最为显著(图

2A)。 与空白对照组相比,模型组 LC3-II / LC3-I 的

蛋白表达量比值明显降低(P< 0. 05),与模型组比

较,各 GBE 剂量组 LC3-II / LC3-I 的蛋白表达量比值

均出现了明显升高(P<0. 05),但以中剂量对 LC3-
II / LC3-I 的蛋白表达量比值的影响最为显著 ( 图

2B)。 上述结果表明,GBE 可以显著上调脑缺血再

灌注损伤模型大鼠的自噬水平。
2. 5　 GBE 对脑缺血再灌注损伤模型大鼠脑组织凋

亡相关蛋白表达的影响

　 　 模型组的 Bcl-2 / Bax 蛋白表达量比值较空白对

照组明显降低(P<0. 05),而 Caspase-3 的蛋白表达

量显著增加(P<0. 05)。 与模型组比较,各 GBE 剂

量组 Bcl-2 / Bax 的蛋白表达量比值均出现了明显升
表 1　 各组动物神经功能评分、梗死体积比率的比较(n= 12)

Table
 

1　 Neurological
 

function
 

score
 

and
 

infarct
 

volume
 

ratio
 

were
 

compared
 

in
 

each
 

group
组别

Groups
术后 24

 

h
Post-operation

 

24
 

h
GBE 给药 15

 

d
GBE

 

administration
 

15
 

d
空白对照组 Control

 

group 0 0
模型组 Model

 

group 2. 91±0. 45∗ 2. 75±0. 39∗

GBE 低剂量组 Low
 

GBE
 

group 2. 66±0. 32∗ 1. 92±0. 25∗#▲

GBE 中剂量组 Intermediate
 

GBE
 

group 2. 84±0. 41∗ 1. 51±0. 22∗#▲

GBE 高剂量组 High
 

GBE
 

group 2. 78±0. 38∗ 1. 60±0. 26∗#▲

注:与空白对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05;与术后 24
 

h 相比,
 ▲P<0. 05。

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

Group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

post-operation
 

24
 

h,
 ▲P<0. 05.

表 2　 各组 ELLISA 检测血清 SOD、GSH-px 的活性与 MDA 含量的比较(n= 12)
Table

 

2　 ELLISA
 

detects
 

the
 

serum
 

activities
 

of
 

SOD,
 

GSH-px
 

and
 

MDA
 

content
 

in
 

each
 

group
组别

Groups
超氧化物歧化酶(U / mL)

SOD
谷胱甘肽过氧化物酶(nmol / L)

GSH-px
丙二醛(nmol / L)

MDA
 

空白对照组 Control
 

group 225. 24±20. 05 52. 65±5. 18 1. 95±0. 27
模型组 Model

 

group 155. 41±12. 65∗ 30. 34±3. 38∗ 3. 51±0. 36∗

GBE 低剂量组 Low
 

GBE
 

group 195. 53±18. 27# 40. 09±4. 77∗# 2. 74±0. 30∗#

GBE 中剂量组 Intermediate
 

GBE
 

group 214. 26±17. 80# 45. 28±4. 42# 2. 22±0. 33#

GBE 高剂量组 High
 

GBE
 

group
 

207. 61±12. 71# 44. 23±3. 90# 2. 35±0. 39#

注:与空白对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #

 

P<0. 05.
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注:a:空白对照组;b:模型组;c:GBE 低剂量组;d:GBE 中剂量组;e:GBE 高剂量组。 A:Beclin-1 蛋白;B:LC3-II / LC3-I 蛋白。

与空白对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,
 #P<0. 05。

图 2　 蛋白免疫印迹检测各组动物脑组织 Beclin-1 蛋白和 LC3-II / LC3-I 蛋白的表达

Note.
 

a,
 

Control
 

group.
 

b,
 

Model
 

group.
 

c,
 

Low
 

GBE
 

group.
 

d,
 

Intermediate
 

GBE
 

group.
 

e,
 

High
 

GBE
 

group.
 

A,
 

Beclin-1.
 

B,
 

LC3-II / LC3-I.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

2　 Western
 

blot
 

detects
 

the
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

Beclin-1
 

and
 

LC3-II / LC3-I
 

in
 

brain
 

tissues
 

of
 

each
 

group

注:a:空白对照组;b:模型组;c:GBE 低剂量组;d:GBE 中剂量组;e:GBE 高剂量组。 A:Bcl-2 / Bax 蛋白;B:Caspase-3 蛋白。

与空白对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,
 #P<0. 05。

图 3　 蛋白免疫印迹检测各组动物脑组织 Bcl-2 / Bax 和 Caspase-3 蛋白的表达

Note.
 

a,
 

Control
 

group.
 

b,
 

Model
 

group.
 

c,
 

Low
 

GBE
 

group.
 

d,
 

Intermediate
 

GBE
 

group.
 

e,
 

High
 

GBE
 

group.
 

A,
 

Bcl-2 / Bax.
 

B,
 

Caspase-3.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

3　 Western
 

blot
 

detects
 

the
 

protein
 

expression
 

ratio
 

of
 

Bcl-2 / Bax
 

and
 

Caspase-3
 

in
 

brain
 

tissues
 

of
 

each
 

group

高,但以低剂量组、中剂量最为显著(P< 0. 05);各
GBE 剂量组 Caspase-3 的蛋白表达量均出现了明显

降低(P<0. 05),但以中剂量、高剂量组对 Caspase-3
的蛋白表达量的影响最为显著。 上述结果表明,
GBE 可以显著抑制脑缺血再灌注损伤模型大鼠细

胞凋亡水平(图 3)。

3　 讨论

　 　 目前,GBE 广泛用于临床治疗帕金森病和阿尔

茨海默病等中枢神经系统退行性疾病,并取得了较

好的疗效[8-10] 。 本文研究发现,GBE 可以明显减小

MCAO 模型大鼠脑梗死区域面积,并且显著提高了

神经功能评分,表明 GBE 对 CIRI 脑组织具有显著

的保护作用,这与既往报道相一致[11-13] 。 本实验结

果显示,GBE 在低中剂量(25 ~ 50
 

mg / ( kg·d))给

药区间随给药剂量的增加,药效作用呈现逐渐增加

的趋势,而高剂量组(100
 

mg / (kg·d))药效作用呈

现下降趋势,50
 

mg / (kg·d)组药效作用达到高峰,
提示 GBE 改善 MCAO 模型大鼠的最佳剂量应该趋

于 50
 

mg / (kg·d)附近。
既往研究证明,再灌注引发的继发性脑损伤中

氧化应激损伤发挥关键作用[14] 。 本实验中大脑中
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动脉闭塞(MCAO)引起脑组织缺血缺氧诱发梗死,
进而导致神经功能障碍和神经细胞的不可逆损伤。
恢复血液再灌注的过程对脑组织造成了进一步的

损伤,大量自由基产生,对细胞造成了氧化应激损

伤。 既往研究报道,GBE 具有显著的抗氧化应激损

伤的作用,GBE 通过清除自由基减轻缺血再灌注损

伤,进而发挥神经保护作用[15] 。 本实验结果显示,
MCAO 在引起脑组织梗死的同时出现血清 SOD 与

GSH-px 的活性明显降低,MDA 的含量明显增加,表
明机体发生了严重的氧化应激损伤;GBE 干预后可

以明显减小梗死区的体积,同时引起 CIRI 模型大鼠

血清 SOD 与 GSH-px 的活性明显增加,MDA 的含量

明显减小,表明 GBE 具有显著的抗氧化应激药效作

用,其可能通过减轻机体氧化应激损伤与清除自由

基对 CIRI 发挥脑保护作用。
既往研究显示,细胞凋亡可能在 CIRI 的病理过

程中起着重要的作用[16] 。 神经凋亡与 Bcl-2(抑制

细胞凋亡)和 Bax(促进细胞凋亡)的表达相关,Bax
表达升高导致线粒体通透性增加,诱导 Cytc 释放进

入胞质,激活 Caspase-3 引起细胞凋亡。 既往报道,
凋亡的发生与 CIRI 后所产生氧自由基、炎症因子诱

发而引起[17] 。 银杏叶提取物(EGb761)能够有效清

除氧自由基,抑制脂质的氧化,显著提高 Bcl-2 / Bax
蛋白表达量比值,提示银杏叶可抑制神经细胞的凋

亡,对 CIRI 模型动物脑损伤发挥显著的保护作

用[18-19] 。 本研究结果显示,GBE 可显著提高 CIRI
模型大鼠脑组织 Bcl-2 / Bax 的蛋白表达量比值,相
反降低了 Caspase-3 的蛋白表达量,GBE 引起 CIRI
模型大鼠血清 SOD 与 GSH-px 的活性明显增加,
MDA 的含量明显减小,表明 GBE 具有显著的抗氧

化应激药效作用,实验结果说明 GBE 通过抗氧化应

激抑制了 CIRI 的神经损伤和细胞凋亡。
自噬(autophagy) 是机体通过细胞内自噬溶酶

体清除降解受损细胞器及体内大分子物质的过程,
在细胞体内发挥“清道夫”的作用。 自噬通过平衡

细胞的合成和分解代谢,维持机体内环境稳态,发
挥机体自身保护和防御作用[20] 。 Beclin-1 是酵母

Atg6 / Vps30 的同源基因,Beclin-1 调控哺乳动物自

噬体的形成和成熟,是自噬体形成的必需分子,其
可以将其他的自噬蛋白定位在吞噬泡,故越来越多

的学者将其作为衡量自噬发生程度的标记物之

一[21-22] 。 LC3-II 是自噬体形成的生物学标志,定位

于自噬体膜上。 在 ATG7 及 ATG3 共同作用下,胞

质中游离的 LC3-I 与磷脂酰乙醇胺结合酯化形成

LC3-II,而 LC3-I 是由哺乳动物酵母菌 ATG8 的同源

基因 LC3 在自噬相关蛋白 ATG4 的作用下脱去羟基

生成[23] 。
郝莉等[24]研究表明,银杏酮酯能提高自然衰老

大鼠的海马 LC3-II 蛋白表达水平,通过调控机体自

噬水平改善自然衰老相关的学习认知功能障碍。
当机体遭受缺血缺氧等应激刺激时,神经细胞存活

率明显降低,激活自噬能显著抑制细胞死亡,故认

为自噬激活对应激状态下的神经细胞具有保护作

用[25-26] 。 本研究结果显示,GBE 能显著抑制机体氧

化应激损伤程度,同时 Beclin-1 与 LC3-II / LC3-I 的

表达量均显著上调,这提示 GBE 极有可能是通过激

活自噬,进而对 CIRI 模型大鼠神经细胞发挥保护作

用,最终改善脑缺血再灌注损伤的神经功能表现。
该实验结果为临床 CIRI 的防治开辟了新思路,也为

中草药的开发与利用提供了实验依据。
综上所述,本研究结果表明 GBE 可以通过增强

机体自噬水平、提高机体抗氧化应激损伤和抗凋

亡,发挥对脑缺血再灌注损伤的神经保护作用,进
而改善 MCAO 模型大鼠的行为功能,从而达到保护

缺血性脑卒中的目的,进而为脑缺血再灌注损伤的

治疗提供新的靶点及治疗策略。
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罗汉果皂苷 V 对胎粪吸入综合征大鼠的保护作用及
其初步机制研究

曹银利∗,孙亚洲,崔清洋,何晓敬,李珍珍

(新乡医学院第一附属医院儿科,河南
 

新乡　 453000)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察罗汉果皂苷 V 对胎粪吸入综合征( MAS)大鼠急性肺损伤的保护作用,并初步探讨其作

用机制。 方法　 将 48 只健康 Wistar 大鼠随机分为假手术组、模型组、罗汉果皂苷 V 低、中、高剂量组(2. 5、5、10
 

mg / kg)和地塞米松组(0. 5
 

mg / kg),8 只 / 组;采用经口直视气管插管法构建 MAS 模型;罗汉果皂苷 V 低、中、高剂

量组及地塞米松组于造模后灌胃给药,模型组和假手术组给予等量生理盐水灌胃。 采用 HE 染色观察肺组织病理

变化;测量肺组织湿干质量比( W / D);ELISA 法检测血清和肺泡灌洗液肿瘤坏死因子 α( TNF-α)、白介素 6( IL-
10)、白介素 1β(IL-1β)水平;比色法检测肺组织中丙二醛(MDA)含量及超氧化物歧化酶( SOD)活性;Western

 

blot
检测肺组织 c-Jun 氨基末端激酶(JNK)、磷酸化 JNK(p-JNK)蛋白表达。 结果　 与假手术组比较,模型组肺组织病

理评分、W / D 升高(P<0. 05),肺泡灌洗液及血清 TNF-α、IL-6、IL-1β 水平升高(P<0. 05),肺组织 MDA 与 MPO 水平

升高、SOD 水平降低(P<0. 05),肺组织 p-JNK 蛋白表达水平上调(P<0. 05)。 与模型组比较,罗汉果皂苷 V 中、高
剂量组及地塞米松组肺组织病理评分、W / D 降低(P<0. 05),肺泡灌洗液及血清 TNF-α、IL-6、IL-1β 水平降低(P<
0. 05),肺组织 MDA 与 MPO 水平降低、SOD 水平升高(P<0. 05);罗汉果皂苷 V 中、高剂量组肺组织 p-JNK 蛋白表

达水平下调(P<0. 05)。 结论　 罗汉果皂苷 V 可能通过抑制 JNK 磷酸化,减轻 MAS 病程中炎性和氧化应激损伤而

发挥急性肺损伤保护作用。
【关键词】 　 胎粪吸入综合征;罗汉果皂苷 V;肺损伤;炎症;c-Jun 氨基末端激酶
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of
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To
 

observe
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

mogroside
 

V
 

against
 

acute
 

lung
 

injury
 

in
 

rats
 

with
 

meconium
 

aspiration
 

syndrome
 

(MAS)
 

and
 

to
 

explore
 

its
 

possible
 

mechanism.
 

Methods　 Forty-eight
 

healthy
 

Wistar
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

sham
 

operation,
 

model,
  

low-,
 

medium-
 

and
 

high-dose
 

mogroside
 

V
 

groups
 

(2. 5,
 

5
 

and
 

10
 

mg /
kg)

 

and
 

a
 

dexamethasone
 

group
 

(0. 5
 

mg / kg)
 

with
 

eight
 

mice
 

per
 

group.
 

MAS
 

models
 

were
 

established
 

by
 

oral
 

tracheal
 

intubation.
 

After
 

modeling,
 

low-,
 

medium-
 

and
 

high-dose
 

mogroside
 

V
 

groups,
 

and
 

the
 

dexamethasone
 

group
 

were
 



administered
 

the
 

indicated
 

doses
 

of
 

drugs,
 

whereas
 

model
 

and
 

sham
 

operation
 

groups
 

were
 

administered
 

the
 

same
 

volume
 

of
 

normal
 

saline.
 

Pathological
 

changes
 

of
 

lung
 

tissues
 

were
 

observed
 

by
 

HE
 

staining.
 

The
 

wet-to-dry
 

weight
 

ratio
 

(W / D)
 

of
 

lung
 

tissues
 

was
 

calculated.
 

The
 

levels
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

α
 

(TNF-α),
 

interleukin
 

(IL)-6,
 

and
 

IL-1β
 

in
 

serum
 

and
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

were
 

measured
 

by
 

ELISA.
 

Malondialdehyde
 

( MDA)
 

and
 

activity
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD)
 

in
 

lung
 

tissues
 

were
 

detected
 

by
 

colorimetry.
 

Protein
 

expression
 

of
 

c-Jun
 

N-terminal
 

kinase
 

( JNK )
 

and
 

phosphorylated
 

JNK
 

(p-JNK)
 

in
 

lung
 

tissues
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

sham
 

operation
 

group,
 

the
 

pathological
 

score
 

of
 

lung
 

tissues
 

and
 

W / D
 

were
 

increased
 

(P< 0. 05),
 

TNF-α,
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

were
 

increased
 

in
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

and
 

serum
 

(P<0. 05),
 

MDA
 

and
 

MPO
 

were
 

increased
 

in
 

lung
 

tissues,
 

the
 

SOD
 

level
 

was
 

decreased
 

(P<0. 05),
 

and
 

p-JNK
 

protein
 

expression
 

in
 

lung
 

tissues
 

was
 

upregulated
 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P<
0. 05).

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

pathological
 

score
 

of
 

lung
 

tissues
 

and
 

W / D
 

were
 

decreased
 

(P< 0. 05),
 

TNF-α,
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

were
 

decreased
 

in
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

and
 

serum
 

(P<0. 05),
 

MDA
 

and
 

MPO
 

were
 

decreased
 

in
 

lung
 

tissues,
 

while
 

the
 

SOD
 

level
 

was
 

increased
 

in
 

medium-
 

and
 

high-dose
 

mogroside
 

V
 

groups,
 

and
 

the
 

dexamethasone
 

group
 

(P<0. 05).
 

p-JNK
 

protein
 

expression
 

was
 

downregulated
 

in
 

lung
 

tissues
 

in
 

medium-
 

and
 

high-dose
 

mogroside
 

V
 

groups
 

(P<0. 05).
 

Conclusions　 Mogroside
 

V
 

may
 

reduce
 

inflammatory
 

and
 

oxidative
 

stress
 

damage
 

in
 

MAS
 

rats
 

by
 

inhibiting
 

JNK
 

phosphorylation
 

and
 

thus
 

protect
 

them
 

against
 

acute
 

lung
 

injury.
【Keywords】 　 meconium

 

aspiration
 

syndrome;
 

mogroside
 

V;
 

lung
 

injury;
 

inflammation;
 

c-Jun
 

N-terminal
 

kinase
 

(JNK)

　 　 胎 粪 吸 入 综 合 征 ( meconium
 

aspiration
 

syndrome,MAS)是胎儿发生宫内窘迫或产时窒息时

排出的胎粪被吸入呼吸道并引起气道阻塞、炎症反

应造成急性肺损伤,严重可导致呼吸衰竭以及多脏

器功能损害,病死率达 3% ~ 12%[1-2] 。 目前研究表

明,胎粪吸入所致的呼吸道炎症、氧化应激损伤等

是 MAS 所致急性肺损伤中的关键病理机制[3] 。 然

而,目前临床上针对该病仍缺乏有效的治疗手段。
我国传统中药罗汉果被用作肺缓和剂,具有润肺、
清热、利咽等多种功效。 罗汉果皂苷是罗汉果提取

物中的主要成分,被发现具有抗氧化、护肝、抗疲

劳、抗肿瘤、抗炎抑菌、止咳祛痰等广泛的药理活

性[4-6] 。 在动物模型中,罗汉果皂苷可以抑制阿霉

素诱导的心肌细胞凋亡, 改善心肌损伤和心功

能[7] 。 报道显示,罗汉果皂苷 V 对 LPS 诱导的急性

肺损伤具有保护作用[8] 。 在 MAS 病程中,引起急性

肺损伤的始动因素不同,罗汉果皂苷 V 对 MAS 所致

的急性肺损伤是否具有保护作用尚不清楚。 本研

究旨在观察罗汉果皂苷 V 对 MAS 大鼠急性肺损伤

的保护作用,并初步探讨其作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级雄性新生 Wistar 大鼠 48 只,体重(28 ±
4)g,14 ~ 28 日龄,购自河南省实验动物中心[SCXK
(豫)2017-0001],饲养于本院实验动物中心[SYXK
(豫)2020-0011]。 本研究经新乡医学院第一附属

医院伦理委员批准(IACUC-20201016),并按实验动

物使用的 3R 原则给予人道的关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 罗汉果皂苷 V(纯度≥98%,成都曼思特生物科

技有限公司,批号 200903);兔抗鼠 JNK(美国 CST
公司,批号 201106); p-JNK (美国 CST 公司,批号

201008);GAPDH 抗体(武汉三鹰生物技术有限公

司,批号 210107);TNF-α(批号 201204)、IL-6(批号

201105)、IL-1β(批号 200901) ELISA 检测试剂盒均

购自武汉博士德生物工程有限公司; MDA ( 批号

210309)、SOD(批号 210407)检测试剂盒(南京建成

生物工程研究所)。 一次性静脉留置针 ( Thermo
 

24G);酶标免疫分析仪(Biotek
 

MK3)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 胎粪溶液制备

　 　 收集本院产科健康新生儿娩出后初次胎粪,冷
冻干燥 24

 

h 后研磨成粉末状,以生理盐水配置为 60
 

mg / mL 混悬液,-20℃保存。
1. 3. 2　 动物模型制备与分组

　 　 将 48 只新生 Wistar 大鼠随机分为假手术组、模
型组、罗汉果皂苷 V 低、中、高剂量组和地塞米松

组,每组 8 只。 大鼠 MAS 模型建立方式参考文

献[8] :将大鼠以 40
 

mg / kg
 

2%苯巴比妥钠腹腔内注

射麻醉,仰卧位固定于 45°角倾斜的操作台上;将开

口器小心放入口腔并固定在下门齿上;待声门开

放,用一端连接有 2
 

mL 一次性塑料滴管且拔除针芯

的 24 号 Y 型静脉留置针软管小心插入。 插管成功
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后经滴管缓慢注入 2
 

mL / kg 的预先配置好的胎粪混

悬液(使用生理盐水稀释至 60
 

mg / mL),同时轻轻

挤压塑料滴管,30
 

s 后快速拔管。 假手术组采用同

样的手术方式,但术中使用生理盐水替代胎粪注

入;实验中剔除胎粪注入后 6
 

h 内死亡的大鼠。
MAS 模型建立后 30

 

min 插胃管,罗汉果皂苷 V 低、
中、高剂量组参考文献[9] 分别灌胃 2. 5、5、10

 

mg / kg
罗汉果皂苷 V(以 0. 3

 

mL 生理盐水溶解),地塞米

松组灌胃 0. 5
 

mg / kg 地塞米松;假手术组和模型组

同时给予等量生理盐水。
1. 3. 3　 各组大鼠样本采集及处理

　 　 灌胃后 6
 

h[8] ,使用苯巴比妥钠将大鼠麻醉,采
集大鼠股动脉血 2

 

mL,制备抗凝血,分离血清,应用

血气分析仪进行血气分析, 检测动脉血氧分压

(PaO2);然后左心室放血处死,采集血样离心后留

取血清;结扎右肺行左肺肺泡灌洗并收集肺泡灌洗

液;分离右肺组织,将右上肺组织置于 10%福尔马

林中固定 24
 

h,将剩余的肺组织于-80℃保存。
1. 3. 4　 大鼠肺组织 HE 染色及病理评分

　 　 取固定后的肺组织,依次脱水、透明、包埋和

4
 

μm 连续切片。 将切片按步骤行苏木精和伊红染

色。 封片后在光镜下每张切片随机取 10 个视野观

察,并参照 Turhan 等[10] 方法进行评分,即按 3 个特

征分为 0 ~ 4 分,(1) 白细胞浸润范围:0 分为 0%,
1 分为 0 ~ 25%,2 分为>25% ~ 50%,3 分为>50% ~
75%,4 分别为>75% ~ 100%;(2)肺泡腔白细胞量:
0 =无,1 =偶有,2 = 大量,3 = 几乎充满肺泡腔,4 = 肺

泡腔充满白细胞并扩张;(3)肺泡腔渗出物量:0 =无

渗出物,1 = 偶见,2 = 清晰可见,3 = 几乎充满,4 = 肺

泡腔充满渗出物并扩张。
1. 3. 5　 大鼠肺组织湿 / 干重比(W / D)测定

　 　 取部分右下肺组织,吸干表面水分并称量其湿

重(W)后,将其置烤箱中,设置烘干温度为 70℃ ,烘
烤 24

 

h 至恒重,称量并记录干重( D),计算肺组织

W / D。
1. 3. 6　 大鼠肺组织 MDA、SOD、MPO 检测

　 　 取部分肺组织匀浆后离心,采用比色法检测上

清液丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)以及髓

过氧化物酶(MPO)水平,操作严格按照试剂盒说明

进行。
1. 3. 7　 ELISA 法检测大鼠血清及肺泡灌洗液中

TNF-α、IL-6、IL-1β 水平

　 　 将采集的血样和肺泡灌洗液离心后取上清液,

ELISA 法检测 TNF-α、IL-6、IL-1β 含量,均按相应试

剂盒说明操作,最后使用酶标仪测定 450
 

nm 处吸光

度值,并根据绘制的标准曲线计算各样品中待测指

标含量水平。
1. 3. 8　 Western

 

blot 检测大鼠肺组织相关蛋白表达

　 　 使用 BCA 法定量提取的肺组织蛋白后,取 40
μg 蛋白上样经 SDS-PAGE 电泳转印至 PVDF 膜,
5%脱脂牛奶室温封闭 2

 

h 后,分别加入 GAPDH、
JNK、p-JNK 一抗 4℃孵育过夜;洗膜后加入二抗,室
温继续孵育 2

 

h;使用 ECL 法显色,Image
 

J 分析条带

灰度值。
1. 4　 统计学方法

　 　 使用 SPSS
 

20. 0 统计数据,以平均数±标准差( 􀭰x
±s)表示计量资料,多组间比较采取单因素方差分

析,两两比较使用 SNK 法。 以 P<0. 05 表示差异有

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 罗汉果皂苷 V 对 MAS 大鼠肺组织病理损伤

的影响

　 　 光镜下可见假手术组大鼠肺泡腔清晰,肺泡及

间质无明显充血、渗出及炎症细胞浸润,肺组织病

理评分为(4. 14±0. 26)分;模型组大鼠肺泡壁毛细

血管充血,肺泡腔及间质渗出增多,炎性细胞浸润

明显,肺组织病理评分为(7. 29±2. 11)分,较假手术

组明显升高(P<0. 05);低剂量罗汉果皂苷 V 处理

后肺组织损伤及炎性细胞浸润有所改善,肺组织病

理评分为(6. 95±2. 93)分,但与模型组比较无统计

学差异(P>0. 05),而中高剂量罗汉果皂苷 V 及地

塞米松处理后,肺组织损伤明显减轻,炎性细胞浸

润显著改善,肺组织病理评分分别为(6. 24±0. 82)
分、(5. 46±0. 71)分和(5. 59±0. 85)分,均较模型组

明显降低(P<0. 05)。 见图 1。
2. 2　 罗汉果皂苷 V 对 MAS 大鼠 PaO2、W/ D 及

MPO 水平的影响

　 　 与假手术组比较,模型组 W / D 及肺组织 MPO
水平升高(P<0. 05),PaO2 水平降低(P<0. 05);与
模型组比较,罗汉果皂苷 V 中、高剂量组及地塞米

松组 W / D 及肺组织 MPO 水平均降低(P< 0. 05),
PaO2 水平升高(P<0. 05)。 见图 2。
2. 3　 罗汉果皂苷 V 对 MAS 大鼠炎性细胞因子水

平的影响

　 　 与假手术组比较,模型组肺泡灌洗液及血清
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图 1　 各组大鼠肺组织病理改变

Figure
 

1　 Pathological
 

changes
 

of
 

lung
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

注:与假手术组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。

图 2　 各组大鼠 PaO2 、W / D 及 MPO 水平比较

Note.
 

Compared
 

with
 

sham
 

operation
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

PaO2 ,
 

W / D
 

and
 

MPO
 

levels
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

TNF-α、IL-6、IL-1β 水平均升高(P<0. 05);与模型组

比较,罗汉果皂苷 V 中、高剂量组及地塞米松组肺

泡灌洗液及血清 TNF-α、IL-6、IL-1β 水平均降低(P
<0. 05)。 见图 3、图 4。

2. 4 　 罗汉果皂苷 V 对 MAS 大鼠肺组织 SOD、
MDA 水平的影响

　 　 与假手术组比较,模型组 MDA 水平升高(P<
0. 05),SOD 水平降低(P<0. 05);与模型组比较,罗
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汉果皂苷 V 中、高剂量组及地塞米松组 MDA 水平

降低(P<0. 05),SOD 水平升高(P<0. 05)。 见图 5。
2. 5　 罗汉果皂苷 V 对 MAS 大鼠 JNK 信号通路的

影响

与假手术组比较,模型组 p-JNK 水平升高(P<
0. 05),JNK 水平无显著改变(P>0. 05);与模型组比

较,罗汉果皂苷 V 中、高剂量组 p-JNK 水平降低(P<
0. 05),JNK 水平无显著改变(P>0. 05)。 见图 6。

注:与假手术组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。

图 3　 各组大鼠肺泡灌洗液中 TNF-α、IL-6、IL-1β 水平比较

Note.
 

Compared
 

with
 

sham
 

operation
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

TNF-α,
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

in
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

注:与假手术组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。

图 4　 各组大鼠血清 TNF-α、IL-6、IL-1β 水平比较

Note.
 

Compared
 

with
 

sham
 

operation
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

serum
 

TNF-α,
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

注:与假手术组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。

图 5　 各组大鼠肺组织 SOD、MDA 水平比较

Note.
 

Compared
 

with
 

sham
 

operation
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

5　 Comparison
 

of
 

SOD
 

and
 

MDA
 

levels
 

in
 

lung
 

tissues
 

in
 

each
 

group
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注:1:假手术组;2:模型组;3 ~ 5:罗汉果皂苷 V 低、中、高低剂量组;6:地塞米松组。 与假手术组相比,
 ∗P< 0. 05;与模型组相比,

 

#P<0. 05。

图 6　 各组大鼠肺组织 JNK、p-JNK 蛋白表达

Note.
 

1,
 

Sham
 

operation
 

group.
 

2,
 

Model
 

group.
 

3 ~ 5,
 

Low-dose,
 

medium-dose
 

and
 

high-dose
 

mogroside
 

V
 

groups.
 

6,
 

Dexamethasone
 

group.
 

Compared
 

with
 

sham
 

operation
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

6　 Expressions
 

of
 

JNK
 

and
 

p-JNK
 

proteins
 

in
 

the
 

lung
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

3　 讨论

　 　 炎症及氧化应激损伤已被证实是 MAS 诱导急

性肺损伤的重要机制。 地塞米松作为临床上常用

的激素类药物,被证实能通过抑制炎症因子形成对

急性肺损伤具有保护作用,但糖皮质激素可能导引

起新生儿感染、消化道出血等副作用,其临床应用

受限。 本实验选择地塞米松作为阳性对照药物,探
讨罗汉果皂苷 V 对 MAS 急性肺损伤的保护作用。
本研究中采用经口直视气管插管法建立新生大鼠

MAS 模型,在注入胎粪后大鼠出现呼吸、肤色改变

等明显的急性肺损伤表现,组织病理学分析发现模

型组大鼠肺组织间隙渗出较多,炎性浸润明显,符
合 MAS 急性肺损伤的病理改变[11] 。 另外模型组肺

W / D 较假手术组增加,由此可见本研究成功构建了

大鼠 MAS 模型。 罗汉果皂苷 V 是从罗汉果中提取

的天然产物,据报道罗汉果皂苷 V 在小鼠过敏性哮

喘模型中显示出抗炎作用[12] 。 本研究结果显示,使
用 5、10

 

mg / kg 罗汉果皂苷 V 处理 MAS 大鼠明显降

低了促炎细胞因子、W / D、MPO 水平以及肺组织病

理损伤,且不同剂量罗汉果皂苷 V 的作用效果表现

出明显的剂量依赖趋势,其中高剂量的罗汉果皂苷

V 抗炎、改善 W / D 及肺组织病理损伤的效果与 0. 5
 

mg / kg 地塞米松相近,对 MAS 模型大鼠显示出良好

的治疗潜力。
TNF-α、IL-6、IL-1β 是参与 MAS 急性肺损伤炎

症过程的典型细胞因子,主要由单核细胞和巨噬细

胞释放[13] 。 本研究评估了各组促炎细胞因子水平

变化,发现 MAS 模型血液和肺泡灌洗液中 TNF-α、
IL-6、IL-1β 显著升高,而 5、10

 

mg / kg 罗汉果皂苷 V
治疗组上述促炎细胞因子水平显著下降。 此外,本
研究检测到胎粪吸入后 6

 

h 左右,MAS 模型大鼠肺

组织中 MPO 水平明显升高,MPO 是中性粒细胞的

激活标志,证明 MAS 病程中存在中性粒细胞过度活

化,炎症因子的过度表达。 在肺组织病理学检查

中,同样也发现炎症细胞数量减少。 水肿是炎症的

典型特征,罗汉果皂苷 V 被报道有抑制小鼠耳水肿

的作用。 本研究测定了取样肺组织的 W / D 比值,
结果提示与模型组相比,5、10

 

mg / kg 罗汉果皂苷 V
可降低 W / D 比值,提示其对肺水肿有抑制作用。
以上这些结果提示罗汉果皂苷 V 对 MAS 急性肺损

伤的保护作用可能与抑制炎症反应有关。
氧化应激是 MAS 致急性肺损伤的另一机制。

氧化应激使肺组织内对抗氧化损伤的抗氧化酶

SOD 活力降低,脂质过氧化产物产生增加[14] 。 MDA
是体现脂质过氧化程度的重要标志物,相关报道显

示 MDA 水平与肺损伤大鼠病情程度具有紧密联

系[15] ,本研究结果提示 5、10
 

mg / kg 罗汉果皂苷 V
升高 SOD 活力,减少肺组织 MDA 形成,以抑制氧化

应激对 MAS 新生大鼠的肺损伤作用。 JNK 信号转

导通路是介导炎症介质和氧化应激产生的途径之

一。 既往研究显示,JNK 激活可能激活下游信号通

路触发炎症状态,加剧 MAS 进展[16] 。 JNK 磷酸化

是其活化并促进下游靶基因表达的关键标志,为阐

明罗汉果皂苷 V 抗炎、抗氧化作用的可能分子机

制,本研究中使用 Western
 

blot 实验分析了 JNK 及
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p-JNK 蛋白的表达变化, 结果发现 MAS 模型组

p-JNK 蛋白表达显著上调,而中、高剂量罗汉果皂苷

V 可以明显抑制 JNK 的磷酸化水平,因此推测罗汉

果皂苷 V 可能通过抑制 JNK 磷酸化激活,减轻新生

大鼠 MAS 病程中炎性和氧化应激损伤。 Shi 等[9]研

究发现,罗汉果皂苷 V 对 LPS 诱导的急性肺损伤具

有保护作用,其机制与抑制核因子 κB 的激活有关。
NF-κB 是 Toll 样受体信号通路的下游转录因子,Toll
样受体家族在识别 LPS 等配体后激活并引起 NF-
κB 的活化,促进促炎细胞因子的释放[17] ;而在 MAS
病程中,诱发肺部炎症反应的始动因素为胎粪吸

入,其所涉及的信号通路与 LPS 诱导的急性肺损伤

可能不同;结合本研究结果笔者认为罗汉果皂苷 V
改善 MAS 急性肺损伤的机制不同于上述报道。

综上所述,罗汉果皂苷 V 可能通过抑制 JNK 磷

酸化激活,减轻 MAS 病程中炎性和氧化应激损伤而

发挥急性肺损伤保护作用。
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miR-30 靶向调控 Zeb2 相关通路抑制
胆囊癌细胞 EMT 进程
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　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在探讨小 RNA-30(miR-30)在胆囊癌(GBC)上皮间充质转化(EMT)进程中的作用

和潜在机制。 方法　 qRT-PCR 用于检测胆囊上皮细胞和癌细胞系 miR-30 相对表达水平;过表达 miR-30 后采用

MTT、平板克隆实验用于检测细胞增殖能力;细胞划痕实验和 Transwell 小室试验分别评估细胞迁移和侵袭能力;
Western

 

blot 用于评估细胞 EMT 相关蛋白(E-cadherin、N-cadherin 和 Vimentin)和 EMT 相关转录因子( Snail、Slug 和

Zeb2)的表达水平。 拯救实验用于探索 miR-30 与 Zeb2 的靶向调控关系。 结果　 miR-30 在 2 个代表性 GBC 细胞系

(GBC-SD 和 NOZ)中明显下调(P<0. 05)。 过表达 miR-30 会抑制 GBC-SD 细胞增殖、克隆形成、细胞迁移、细胞侵

袭和 EMT 过程(P<0. 05),而过表达 Zeb2 可以逆转 miR-30 导致的 EMT 抑制作用(P<0. 05)。 结论　 miR-30 通过

靶向 Zeb2 减弱 GBC 细胞的 EMT 进展,表明 miR-30 是一种肿瘤抑制因子,可作为 GBC 的新型潜在分子治疗靶点。
【关键词】 　 胆囊癌;miR-30;Zeb2;EMT
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 This
 

study
 

aimed
 

to
 

explore
 

the
 

role
 

and
 

potential
 

mechanism
 

of
 

miR-30
 

in
 

EMT
 

of
 

gallbladder
 

cancer
 

( GBC ).
 

Methods 　 qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-30
 

in
 

gallbladder
 

epithelial
 

cells
 

and
 

cancer
 

cell
 

lines.
 

After
 

overexpression
 

of
 

miR-30,
 

MTT
 

and
 

colony
 

formation
 

assays
 

were
 

used
 

to
 

assess
 

cell
 

proliferation.
 

Wound
 

healing
 

and
 

Transwell
 

assays
 

were
 

used
 

to
 

evaluate
 

cell
 

migratory
 

and
 

invasive
 

abilities,
 

respectively.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

EMT-related
 

proteins
 

( E-cadherin,
 

N-
cadherin

 

and
 

Vimentin)
 

and
 

EMT-related
 

transcription
 

factors
 

(Snail,
 

Slug
 

and
 

Zeb2).
 

A
 

rescue
 

experiment
 

was
 

carried
 

to
 

explore
 

the
 

regulatory
 

relationship
 

between
 

miR-30
 

and
 

Zeb2.
 

Results 　 miR-30
 

was
 

significantly
 

downregulated
 

in
 

two
 

representative
 

GBC
 

cell
 

lines
 

( GBC-SD
 

and
 

NOZ)
 

( P < 0. 05).
 

Overexpression
 

of
 

miR-30
 

inhibited
 

GBC-SD
 

cell
 

proliferation,
 

colony
 

formation,
 

migration,
 

invasion
 

and
 

EMT
 

(P < 0. 05).
 

Overexpression
 

of
 

Zeb2
 

reverses
 

the
 

EMT
 

inhibitory
 

effect
 

caused
 

by
 

miR-30
 

(P<0. 05).
 

Conclusions 　 miR-30
 

attenuates
 

EMT
 

of
 

GBC
 

cells
 

by
 

targeting
 

Zeb2,
 

which
 

indicates
 

that
 

miR-30
 

is
 

a
 

tumor
 

suppressor
 

and
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

novel
 

therapeutic
 

target
 

for
 

GBC.
【Keywords】　 gallbladder

 

cancer;
 

miR-30;
 

Zeb2;
 

EMT



　 　 胆囊癌( gallbladder
 

carcinoma,GBC) 是胆管疾

病中最常见和最具侵袭性的恶性肿瘤,该病的全球

发病率每年增加[1] ,患者的 5 年生存率<5%[2] 。 尽

管诊断和治疗的技术有所进步,但 GBC 的临床结果

并没有显著改善,因为早期转移和延误的诊断[3] 。
手术切除是目前唯一有效的治疗方法,因为缺乏能

够减轻或预防 GBC 转移的治疗方案[4] 。 因此,阐明

介导 GBC 发生和进展的分子机制具有重要的意义。
微小 RNA(microRNA,miRNA)是一类长度约为

18~ 25 个核苷酸的小型非编码 RNA 分子[5] 。 作为

基因表达的内源性抑制因子,miRNA 可以直接与特

定目标信使 RNA ( mRNA ) 的 3 ’ 非翻译区 ( 3 ’
untranslated

 

regions,3’-UTR)结合,以诱导 mRNA 降

解或抑制蛋白质翻译[6] 。 因此,这些小分子可以作

为肿瘤启动子或抑制子[7] 。 在这些 miRNA 中,位于

染色体区域 6q13 的 miR-30 已被报道在几种人类癌

症中失调[8-11] 。 然而,miR-30 在 GBC 中的具体角

色和潜在作用机制仍然未知。
因此,在本研究中,我们探索了 miR-30 在 GBC

细胞系中的肿瘤抑制作用和其对上皮间充质转化

(epithelial-mesenchymal
 

transition, EMT) 进展的影

响。 我们发现 miR-30 可能是通过调控 E 盒结合锌

指蛋白 2( zinc
 

finger
 

E-box
 

binding
 

protein
 

2,Zeb2)
介导 EMT 进程的的关键因子。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 人 GBC 细胞系 GBC-SD 和 NOZ 购自中国科学

院上海生命科学研究院;正常人胆囊上皮细胞系

HGBEC 购自美国 ATCC 细胞库。 GBC-SD 和 NOZ
细胞系在高糖 DMEM 培养基中培养,HGBEC 细胞

系在 RPMI
 

1640 中培养。 培养基均补充 10%胎牛

血清,细胞系均在 37℃ 和 5%
 

CO2 的湿润环境下

培养。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 高糖 DMEM 培养基(美国 Gibco 公司);RPMI
 

1640 培养基(美国 HyClone 公司);胎牛血清(美国

Gibco 公司); TRIzol 试剂 (美国 Invitrogen 公司);
miR-X

 

miRNA
 

First-Strand
 

Synthesis 逆转录试剂盒、
miR-X

 

miRNA
 

qRT-PCR
 

SYBR 试 剂 盒 ( 美 国

Clontech
 

Laboratories 公司);pCMV 表达载体(上海

龙钱生物科技有限公司);Lipofectamine
 

2000(美国

Invitrogen 公司);MTT 试剂盒(日本 Dojindo 公司)

8
 

μm 小室、Matrigel 胶(美国 BD
 

Biosciences 公司);
结晶紫(美国 Sigma 公司);RIPA 蛋白提取试剂盒

(上海碧云天生物技术有限公司);一抗[兔抗 E-钙
黏蛋白( E-cadherin)、N-钙黏蛋白( N-cadherin)、波
形蛋白(Vimentin)、β-肌动蛋白(β-actin)和 HRP 偶

联的二抗(美国 Cell
 

Signaling
 

Technology 公司)。 酶

标仪( 美国 Bio-Rad 公司);化学发光系统 ( 美国

Millipore 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 RNA 寡核苷酸、质粒构建及细胞转染和

分组

　 　 合成 miRNA 模拟物(miR-mimic)以及阴性对照

物(miR-NC)购自上海百奥生物技术有限公司。 将

全长 Zeb2
 

cDNA(GenBank
 

ID 号:NM_9839)克隆到

pCMV 表达载体( Zeb2)中,空载质粒( Vector)用作

阴性对照。 GBC-SD 细胞接种在 6 孔板中并使用

Lipofectamine
 

2000 进行转染。 根据转染物不同,将
细胞分为空白组、miR-30 阴性对照组和 miR-30 转

染组,空白组细胞不给予任何处理,正常培养;miR-
30 阴性对照组和 miR-30 转染组分别转染 miR-30

 

NC 和 miR-30
 

mimic。 另将细胞分为 miR-30 阴性对

照组、miR-30 转染组、miR-30 转染+Zeb2 阴性对照

组和 miR-30 转染+Zeb2 转染组,分别转染 miR-30
 

NC、miR-30
 

mimic、miR-30
 

mimic+共表达质粒 Zeb2
 

Vector 和 miR-30
 

mimic+共表达质粒 Zeb2 至 GBC-
SD 细胞。 miRNA 的序列用 Primer

 

Premier4. 0 软件

设计,如下所示:miRNA-NC
 

F:
 

5’-TCTGAGGCTAA
 

CCACGGTCTGTA-3’和 R:
 

5’-CTGATTAAGTGTCAT
 

ACTCATAC; miR-30
 

mimic
 

F:
 

5 ’-TGTAAACATCC
 

TACACTCTCAGC-3’ 和 R:
 

5’-CTCGCTTCGGCAGC
 

ACACCGACT-3’。 质粒转染:在每个 6 孔板中加入

2
 

μg 质粒,持续 48
 

h,然后用 G418(200
 

μg / mL)处

理细胞。
1. 3. 2　 qRT-PCR
　 　 用 TRIzol 试剂从培养的正常人胆囊上皮细胞

系 HGBEC 及 GBC-SD 和 NOZ 细胞系以及空白组、
miR-30 阴性对照组和 miR-30 转染组细胞中提取总

RNA,并使用 miR-X
 

miRNA
 

First-Strand
 

Synthesis
 

Kit
逆转录为 cDNA。 随后使用 miR-X

 

miRNA
 

qRT-PCR
 

SYBR 试剂盒通过聚合酶链式反应扩增并测量目的

RNA 表达。 核内小 RNAU6 作为内参。 相对 RNA
表达水平用 2-△△CT 方法定量。 本文所用引物用

Primer
 

Premier
 

4. 0 软件设计,序列如下所示:miR-
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F:
 

5’-CAGCTGCAAACATCCGACTG-3’和 R:
 

5’-
GCGACTGTAAACATCCTCGAC-3’;U6

 

F:
 

5’-CCCTT
 

CGGGGACATCCGATA-3’ 和 R:
 

5’-TTTGTGCGTGT
 

CATCCTTGC-3’。
1. 3. 3　 MTT
　 　 根据制造商的说明,通过 MTT 试剂盒评估 miR-
30 阴性对照组和 miR-30 转染组细胞增殖,并通过

酶标仪在 450
 

nm 波长下检测吸光度。
1. 3. 4　 平板克隆试验

　 　 miR-30 阴性对照组和 miR-30 转染组细胞接种

在 6 孔板中,培养 14
 

d。 用 4%多聚甲醛固定细胞并

用 0. 1%结晶紫染色,计算每个细胞系的克隆总数。
1. 3. 5　 细胞迁移

　 　 将 miR-30 阴性对照组和 miR-30 转染组细胞接

种在无血清培养基中的 6 孔板中并生长至 90%密

度,用无菌 200
 

μL 移液器尖端在培养皿正中线处垂

直划痕。 在划痕伤口放置后 0 h 和 48
 

h 测量划痕面

积,计算迁移率。

注:1:人胆囊上皮细胞 HGBEC;2:人胆囊癌细胞 GBC-SD;3:人胆囊癌细胞 NOZ。 a:空白组;b:miR-30 阴性对照组;c:miR-30 转染组。

与人胆囊上皮细胞 HGBEC 相比,
 ∗P<0. 05;与 miR-30 阴性对照组相比,

 #P<0. 05。

图 1　 miR-30 在正常和胆囊癌细胞中的表达水平差异

Note.
 

1,
 

Gallbladder
 

epithelial
 

cells
 

HGBEC.
 

2,
 

Human
 

gallbladder
 

cancer
 

cells
 

GBC-SD.
 

3,
 

Human
 

gallbladder
 

cancer
 

cells
 

NOZ.
 

a,
 

Control
 

group.
 

b,
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group.
 

c,
 

miR-30
 

transfection
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

human
 

gallbladder
 

epithelial
 

cell
 

HGBEC,
 ∗P<

0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

1　 Difference
 

in
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-30
 

between
 

normal
 

and
 

gallbladder
 

cancer
 

cells

1. 3. 6　 细胞侵袭

　 　 使用 24 孔板中的 8
 

μm 小室过滤器进行细胞

迁移和侵袭测定。 miR-30 阴性对照组和 miR-30 转

染组 ( 每毫升 3 × 104 个) 细胞接种在上室, 用

Matrigel 胶包被。 细胞在 200
 

μL 无血清培养基中培

养。 将 500
 

μL 补充有 10%
 

FBS 的培养基加入下

室。 细胞培养 24
 

h,然后将迁移到下部隔室并粘附

膜上的细胞用甲醇固定并用结晶紫染色。 对细胞

进行拍照,对每个孔中随机选择的 3 个视野中的细

胞进行计数。

1. 3. 7　 Western
 

blot
　 　 RIPA 蛋白提取试剂盒用于提取 miR-30 阴性对

照组、miR-30 转染组、miR-30 转染+Zeb2 阴性对照

组和 miR-30 转染+Zeb2 转染组细胞内总蛋白。 等

量的细胞蛋白用 SDS-PAGE 电泳分离, 转移到

PVDF 膜 上, 用 适 当 的 一 抗 ( 兔 抗 E-cadherin、
N-cadherin、Vimentin、Snail、Slug、Zeb2 和 β-actin)和

HRP 偶联的二抗孵育。 化学发光系统用于印迹

显影。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有数据均以平均数±标准差( 􀭰x± s) 表示,用
SPSS

 

19. 0 软件进行分析。 两组之间平均表达水平

的差异通过独立样本 t 检验进行评估。 P<0. 05 认

为具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 miR-30 在正常和胆囊癌细胞中的表达水平

差异

　 　 我们验证了 miR-30 在正常胆囊上皮细胞和胆

囊癌细胞的表达水平,以确定 miR-30 在胆囊癌细胞

中的角色,结果显示同正常胆囊细胞上皮细胞相

比,两种胆囊癌细胞 GBC-SD 和 NOZ 中 miR-30 表

达水平明显下调,具有统计学差异(P < 0. 05) (图

1A)。 为了观察 miR-30 对 GBC-SD 细胞生物学功能

的改变,我们通过转染 miR-30
 

mimic 或其阴性对照

miRNA 探索其对细胞增殖的影响。 如图 1B 所示,
同转染 miR-30 阴性对照组细胞相比,转染 miR-30

 

mimic( miR-30 转染组)细胞 miR-30 表达水平显著
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上调(P<0. 05)。 而空白组和阴性对照组之间没有

显著的统计学差异(P>0. 05)。
2. 2　 过表达 miR-30 可以明显抑制 GBC-SD 细胞

增殖

　 　 通过 MTT 试验检测细胞增殖能力的改变。 如

图 2 所示,同 miR-30 阴性对照组细胞相比,miR-30
转染组细胞增殖能力明显抑制(P<0. 05)。
2. 3　 过表达 miR-30 可以明显抑制 GBC-SD 细胞

克隆形成

通过平板克隆试验检测细胞增殖数目的改

变。 如图 3 所示,同 miR-30 阴性对照组的细胞数

目相比,miR-30 转染组细胞增殖数目明显减少(P
<0. 05) 。

2. 4　 过表达 miR-30 可以明显抑制 GBC-SD 细胞

迁移能力

通过划痕试验检测细胞迁移能力改变。 如图 4
所示,同 miR-30 阴性对照组细胞相比,miR-30 转染

组细胞迁移率明显降低(P<0. 05)。
2. 5　 过表达 miR-30 可以明显抑制 GBC-SD 细胞

侵袭能力

　 　 通过 TransWell 小室试验检测细胞迁移能力改

变。 如图 5 所示,同 miR-30 阴性对照组细胞相比,
miR-30 转染组细胞侵袭明显减少(P<0. 05)。
2. 6　 过表达 miR-30 可以明显抑制 GBC-SD 细胞

EMT 进程

　 　 为 了研究miR-30是否参与了GBC-SD细胞的

注:与 miR-30 阴性对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 2　 miR-30 和 miR-NC 对 GBC-SD 细胞增殖的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

2　 Effects
 

of
 

miR-30
 

and
 

miR-NC
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

GBC-SD
 

cells

注:与 miR-30 阴性对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 4　 miR-30 和 miR-NC 对 GBC-SD 细胞迁移能力的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

4　 Effects
 

of
 

miR-30
 

and
 

miR-NC
 

on
 

the
 

migratory
 

ability
 

of
 

GBC-SD
 

cells

注:与 miR-30 阴性对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 3　 miR-30 和 miR-NC 对 GBC-SD 细胞克隆数目的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

3　 Effects
 

of
 

miR-30
 

and
 

miR-NC
 

on
 

the
 

colony
 

number
 

of
 

GBC-SD
 

cell

注:与 miR-30 阴性对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 5　 miR-30 和 miR-NC 对 GBC-SD 细胞侵袭能力的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

5　 Effects
 

of
 

miR-30
 

and
 

miR-NC
 

on
 

the
 

invasive
 

ability
 

of
 

GBC-SD
 

cells
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EMT 进程,我们评估了细胞被 miR-30 或 miR-NC 处

理后的 EMT 标志物蛋白( E-cadherin、N-cadherin 和

Vimentin)的表达水平,图 6 结果显示,同 miR-30 阴

性对照组细胞相比, E-cadherin 表达水平在转染

miR-30
 

mimic 细胞中显著升高, 而 N-cadherin 和

Vimentin 表达水平显著下降(P<0. 05),EMT 相关转

录因子 ( Snail、 Slug 和 Zeb2) 蛋白水平下调 ( P <
0. 05)。

2. 7　 过表达 Zeb2 可以逆转 miR-30 导致的 EMT
抑制作用

为验证 E-cadherin 能被 EMT 相关的转录因子

Zeb2 靶向结合,进行了拯救试验。 共表达质粒 Zeb2
+miR-30 或其阴性对照物 Vector+miR-30 分别转染

GBC-SD 细胞,结果显示 Zeb2 可以明显逆转 miR-30
所引起的 EMT 相关蛋白( E-cadherin、N-cadherin 和

Vimentin)的表达水平(P<0. 05)(图 7)。

注:a:miR-30 阴性对照组;b:miR-30 转染组。 与 miR-30 阴性对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 6　 miR-30 和 miR-NC 对 GBC-SD 细胞 EMT 的影响

Note.
 

a,
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group.
 

b,
 

miR-30
 

transfection
 

group.
 

Compared
 

with
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

6　 Effects
 

of
 

miR-30
 

and
 

miR-NC
 

on
 

the
 

EMT
 

of
 

GBC-SD
 

cells

注:a:miR-30 阴性对照组;b:miR-30 转染组;c:miR-30 转染+Zeb2 阴性对照组;d:miR-30 转染+Zeb2 转染组。 与 miR-30 阴性对照组相比,
 

∗P<0. 05;与 miR-30 转染+Zeb2 阴性对照组比较,
 #P<0. 05。

图 7　 过表达 Zeb2 对 miR-30 引起 GBC-SD 细胞 EMT 的逆转作用

Note.
 

a,
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group.
 

b,
 

miR-30
 

transfection
 

group.
 

c,
 

miR-30
 

transfection+Zeb2
 

negative
 

control
 

group.
 

d,
 

miR-30
 

transfection+

Zeb2
 

transfection
 

group.
 

Compared
 

with
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

miR-30
 

transfection+Zeb2
 

negative
 

control
 

group,
 

#P<0. 05.

Figure
 

7　 The
 

reversal
 

effect
 

of
 

overexpression
 

of
 

Zeb2
 

on
 

the
 

EMT
 

of
 

GBC-SD
 

cells
 

caused
 

by
 

miR-30
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3　 讨论

　 　 证据表明 miRNAs 在多种癌症中失调[12] ,并作

为肿瘤抑制因子或启动子发挥作用[13] 。 研究揭示

了 GBC[14]中的许多 miRNA 特征,但 miRNA 在 GBC
中的发病机制中的确切作用仍不清楚。 我们选择

miR-30 作为本研究的目标分子,表明了 miR-30 在

GBC 的发生和发展中起着重要作用。 我们发现与

正常胆囊上皮细胞相比,GBC 细胞中 miR-30 的表

达显著下调。 miR-30 家族的成员包括 miR-30b、
miR-30c、miR-30d 和 miR-30e。 作为一组肿瘤抑制

因子,miR-30 家族在许多人类癌症中被下调,包括

结直肠癌[15] 、肺癌[16] 、甲状腺癌[17] 和胃癌[18] 。 我

们证明 miR-30 显著抑制 GBC 细胞增殖、迁移和

侵袭。
EMT 是一种生物学过程,通过该过程,上皮细

胞失去极性和粘附能力,并获得间充质细胞的迁移

和侵袭特性[19] 。 EMT 在调节许多人类癌症的肿瘤

侵袭和转移中起关键作用[20-21] 。 miRNA 是 EMT 的

关键的调节因子[22] ,通过参与 EMT 相关信号通路

并与 EMT 相关转录因子相互作用。 例如,miR-30
通过直接靶向因子( Snail、Slug 和 Zeb2) 3’ UTR 抑

制 EMT 的进展[23] 。 Snail 是 EMT 的中心调节剂,已
观察到它在所有 EMT 过程中发挥作用,并与侵入行

为相关[24] 。 Snail 通过直接调节上皮和间充质基因

转录激活 EMT。 Snail 通过其羧基末端锌指结构域

与 E-cadherin 启动子区域上的 E-box
 

DNA 序列结合

抑制 E-cadherin 表达[25] 。 Slug 是 Snail 超家族的另

一个成员,在 EMT 进展中的作用与 Snail 类似,通过

抑制 E-cadherin 表达和增强 Vimentin 和纤连蛋白表

达行使功能[24] 。 Slug 受 MMP-19 正向调控可与

Slug 启动子区域结合,随后激活的 Slug 可增加受体

酪氨酸激酶 Axl 的表达,以通过正反馈环路维持

Slug 表达并稳定 GBC 细胞中的 EMT[26] 。 Zeb2 是一

种可驱动 EMT 的转录因子,其表达通常在 Snail 表
达激活之后[27] 。 Zeb2 在 GBC 侵袭位点高表达并通

过抑制 E-cadherin 和 T-cadherin 表达并在转录水平

增加 N-cadherin 和 Vimentin 表达提高侵袭潜力[28] 。
在本研究中,我们发现用 miR-30

 

mimic 处理改变了

EMT 相关蛋白的表达,包括 E-cadherin、N-cadherin
和 Vimentin。 并阻止了 EMT 转录因子的 Snail、Slug
和 Zeb2 的上调。 另外,过表达 miR-30 可以明显逆

转 GBC-SD 细胞 EMT 进程。

我们在体外实验中证明了 miR-30 在 GBC 细胞

增殖和迁移和侵袭中的关键作用,可能是通过靶向

EMT 相关转录因子 Zeb2。 我们的研究结果提供了

对 GBC
 

EMT 进展机制的新见解,表明 miR-30 可能

作为抑制 GBC 的新靶点。
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紫菀酮改善 OVA 诱导哮喘 SD 幼鼠的免疫反应及
TLRs 的表达

艾　 奎,李　 桢∗

(武汉市第三医院光谷院区儿科,武汉　 430074)

　 　 【摘要】 　 目的 　 研究紫菀酮对卵清蛋白 ( onalbumin, OVA) 诱导哮喘 SD 幼鼠的 Toll 样受体 ( Toll-like
 

receptors,TLRs)表达和免疫反应的影响。 方法　 将 24 只 SD 幼鼠随机分为对照组、模型组、紫菀酮组和地塞米松

组,每组 6 只。 观察幼鼠行为学变化,苏木精-伊红( hematoxylin-eosin,
 

HE)染色观察治疗后肺组织病理学情况,
qPCR 检测血浆中 TLRs

 

mRNA 的表达量;ELISA 检测血清中炎症细胞因子 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-4、IL-13 的表达水

平。 结果　 模型组幼鼠呼吸急促,打喷嚏口鼻发紫,分泌粘液,亢奋易怒;支气管粘膜充血水肿,支气管上皮细胞脱

落,气道及肺组织周围有大量炎症细胞浸润。 紫菀酮和地塞米松用药后,幼鼠呼吸较为平缓,粘液分泌减少,亢奋

易怒也有所减少,但地塞米松组出现了攻击性增强的现象;支气管粘膜充血水肿的程度有所缓解,气道及肺组织周

围炎症细胞的数量也有所减少。 与模型组比,紫菀酮组和地塞米松组 TLR1、TLR9、TLR10
 

mRNA 的表达量显著升

高(P<0. 01),TLR2、TLR3、TLR4、TLR5、TLR6、TLR7、TLR8
 

mRNA 的表达量显著降低(P<0. 01),TNF-α、IL-1β、IL-6、
IL-4、IL-13 的水平显著降低(P<0. 01)。 结论　 紫菀酮能够改善 OVA 诱导的哮喘 SD 幼鼠肺组织的炎症情况,并能

使 TLRs 的表达量产生变化,为后续研究紫菀酮对 TLRs 信号通路的作用机制打下了基础。
【关键词】 　 紫菀酮;哮喘;免疫反应;Toll 样受体
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Shionone
 

improves
 

immune
 

responses
 

and
 

Toll-like
 

receptor
 

expression
 

in
 

ovalbumin-induced
 

asthmatic
 

rats
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Kui,
 

LI
  

Zhen∗

(Department
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Pediatrics,
 

Guanggu
 

Hospital
 

Area,
 

Wuhan
 

Third
 

Hospital,
 

Wuhan
 

430074,
 

China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

shionone
 

on
 

Toll-like
 

receptor
 

( TLR)
 

expression
 

and
 

immune
 

responses
 

in
 

ovalbumin
 

(OVA)-induced
 

asthmatic
 

rats.
 

Methods 　 Twenty-four
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

four
 

groups
 

(six
 

rats
 

per
 

group):
 

control,
 

model,
 

shionone
 

and
 

dexamethasone.
 

The
 

behavioral
 

changes
 

of
 

young
 

mice
 

were
 

observed,
 

as
 

was
 

their
 

lung
 

histopathology
 

after
 

hematoxylin
 

and
 

eosin
 

staining.
 

mRNA
 

expression
 

of
 

TLRs
 

in
 

plasma
 

was
 

detected
 

by
 

qPCR,
 

and
 

serum
 

expression
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

cytokines
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

α
 

( TNF-α),
 

interleukin
 

( IL)-1β,
 

IL-6,
 

IL-4
 

and
 

IL-13
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.
 

Results　 Rats
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

short
 

of
 

breath,
 

sneezed,
 

displayed
 

a
 

purple
 

nose
 

and
 

mouth,
 

secreted
 

mucus
 

and
 

were
 

hyperactive
 

and
 

irritable.
 

In
 

addition,
 

these
 

rats
 

exhibited
 

bronchial
 

mucosa
 

hyperemia
 

edema,
 

bronchial
 

epithelial
 

cell
 

death,
 

and
 

large
 

numbers
 

of
 

infiltrating
 

inflammatory
 

cells
 

in
 



the
 

airway
 

and
 

lung
 

tissue.
 

After
 

treatment
 

with
 

shionone
 

and
 

dexamethasone,
 

young
 

mice
 

breathed
 

more
 

easily
 

and
 

exhibited
 

decreased
 

mucus
 

secretion
 

and
 

irritability;
 

however,
 

aggression
 

was
 

increased
 

in
 

the
 

dexamethasone
 

group.
 

The
 

degree
 

of
 

hyperemia
 

and
 

edema
 

of
 

bronchial
 

mucosa
 

was
 

relieved,
 

and
 

numbers
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

around
 

the
 

airway
 

and
 

lung
 

tissue
 

were
 

reduced.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

TLR1,
 

TLR9
 

and
 

TLR10
 

in
 

shionone
 

and
 

dexamethasone
 

groups
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 01),
 

whereas
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

TLR2 ~
TLR8

 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 01).
 

Levels
 

of
 

TNF-α,
 

IL-1β,
 

IL-6,
 

IL-4
 

and
 

IL-13
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 01).
 

Conclusions　 Shionone
 

can
 

improve
 

the
 

immune
 

response
 

of
 

OVA-induced
 

SD
 

rats
 

and
 

alter
 

the
 

expression
 

of
 

TLRs,
 

laying
 

the
 

foundation
 

for
 

further
 

study
 

of
 

the
 

mechanism
 

of
 

shionone
 

on
 

TLR
 

signaling
 

pathways.
【Keywords】　 　 shionone;

 

asthma;
 

immune
 

response;
 

Toll-like
 

receptors

　 　 哮喘是最常见的呼吸道疾病之一,具有较高的

发病率和死亡率,我国约有 4 千万人患有哮喘[1] 。
哮喘起病早,多发于婴幼儿期,小儿哮喘的症状主

要为咳嗽、胸闷、呼吸困难、反复发作的喘息等,且
多发于凌晨和夜间,其病因主要包括遗传和环境等

因素,空气污染、呼吸道感染、气候转变、过敏原、食
物等均可诱发哮喘[2-3] 。 气道慢性炎症是哮喘的主

要特征,免疫功能紊乱是形成气道炎症的基础,而
Toll 样受体(Toll-like

 

receptors,TLRs)是固有免疫系

统的主要组分, 已被证实能够调节并加速气道

炎症[4-5] 。
西医治疗哮喘的传统药物主要以糖皮质激素

为主,短期内具有良好效果,但长期服用会产生耐

药性和副作用,且停药后易复发[6] 。 诸多研究表明

中医药在治疗哮喘上具有明显优势,能有效改善哮

喘患者的症状, 降低气道高反应性[7] 。 紫菀酮

(shionone)是紫菀最主要的有效活性成分,具有抗

炎作用,能够通过抑制炎症细胞因子的产生来减轻

肺部炎症从而减轻哮喘[8] ,由此推测紫菀酮作用下

TLRs 的表达可能也会受到影响。 本研究首先构建

卵清蛋白( onalbumin,OVA) 诱导哮喘幼鼠模型,并
用紫菀酮进行干预治疗,通过比较紫菀酮干预后

TLRs 表达量的变化及肺组织的炎症情况,从而找到

紫菀酮治疗哮喘时差异表达的 TLRs,为后续深入探

究紫菀对 TLRs 先天免疫反应信号通路的作用机制

打下基础,并有望找到新的治疗靶点。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 24 只 5 日龄 SPF 级雄性 SD 大鼠,体重为 18 ~
22

 

g,来源于三峡大学[ SCXK(鄂) 2017-0012],在
武汉华联科生物技术有限公司进行实验 [ SYXK
(鄂)2018-0104],动物合格证号:No. 00288340,设
施使用证号:NO. 320730208624181627。 喂养条件:

室温 21℃ ~ 25℃ ,相对湿度 50% ~ 70%,喂养过程中

幼鼠自行摄食及饮水。 实验过程中遵循了 3R 原

则,经武汉华联科生物技术有限公司伦理审批委员

会批准(HLK-20210801-01)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 戊巴比妥钠、卵清蛋白(美国 Sigma 公司;货号:
P3761、A5503-50G);氢氧化铝、地塞米松(中国阿拉

丁公司;货号:A110525-500 g、D137736-1 g);紫菀酮

(上海源叶生物科技有限公司; 货号: B21703-20
mg);二甲苯(北京沃凯生物科技有限公司;货号:
40091060);碳酸锂、冰醋酸、中性树脂(国药集团上

海有限公司;货号:20022818、10000218、213);伊红

(中国 Solarbio 公司;货号:E8090);苏木素(上海碧

云天生物技术有限公司;货号:C0107);TRIzol(美国

ambion 公司;货号: 15596026); SYBR
 

FAST
 

qPCR
 

Master
 

Mix ( 美 国 KAPA
 

Biosystems 公 司; 货 号:
KM4101);反转录试剂盒(日本 TaKaRa 公司;货号:
2690A);TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-4、IL-13

 

ELISA 试剂

盒(中国 Bioswamp 公司;货号:RA20035、RA20020、
RA20607、RA20088、RA20034)。

电子天平 ( 舜宇光学科技有限公司; 型号:
FB124);手术直剪、显微剪、显微镊(上海金钟手术

器械厂;型号:J21070、WA1020、WA3040);正置显微

镜、石蜡切片机 (徕卡显微系统有限公司;型号:
DM1000、RM2235);摊片烤片机、生物组织包埋机

(沈阳恒松科技有限公司;型号:TK7218、HS-B 型);
PCR 仪(杭州柏恒科技有限公司;型号:GE48527);
荧光定量 PCR 仪(美国 Bio-Rad 公司;型号:CFX-
Connect

 

96);超微量分光光度计、酶标分析仪、酶标

洗板机(杭州奥盛仪器有限公司;型号:Nano-300、
AMR-100、APW-200)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 模型构建及鉴定

　 　 SD 幼鼠适应性饲喂 3
 

d 后,在 1、14
 

d 分别注射

77中国比较医学杂志 2022 年 9 月第 32 卷第 9 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

September
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

9



200
 

μL
 

OVA(40
 

μL
 

OVA + 2
 

mg 氢氧化铝,溶解于

200
 

μL 灭菌的 PBS 中) 致敏,第 28 ~ 31 天每天用

5%
 

OVA 雾化 30
 

min 激发哮喘发作,随后鼻内注射

20
 

μL
 

OVA(40
 

mg / mL)1 次,当幼鼠出现呼吸加快、
口唇发钳、点头呼吸等哮喘症状时表示哮喘模型构

建成功。 末次雾化、滴鼻激发后观察 30 ~ 60
 

min,依
据症状(喷嚏、流涕、鼻痒)对幼鼠的行为学症状进

行打分,采用叠加量化加分的方法,所得总分大于 5
分即建模成功。 行为学症状分级评分标准见表 1。
1. 3. 2　 实验分组及取材

　 　 将幼鼠随机分为 4 组:对照组、模型组、紫菀酮

组、地塞米松组,每组 6 只。 对照组幼鼠正常喂养,
不作处理;模型组 OVA 诱导哮喘;紫菀酮组 OVA 诱

导哮喘后紫菀酮按照每日 80
 

mg / kg 剂量灌胃治疗,
连续 7

 

d;地塞米松组 OVA 诱导哮喘后每天 1 次雾

化吸入 10. 5
 

mg / kg 剂量的地塞米松,连续 7
 

d。 最

后 1 次给药后 2
 

h,称体重,麻醉处死,取血分离血

清,接着迅速剥离右肺,摘取右肺中叶,置于 10%福

尔马林中固定备用,其余肺组织标本放置去酶 EP
管中,注入 RNAlate 试剂,立即放入 4℃ 冰箱,24

 

h
后转入-80℃冰箱冻存备用。
1. 3. 3　 行为学观察

　 　 滴鼻激发后观察幼鼠哮喘一般体征,记录饮

食、体重、哮喘一般体征包含是否烦躁不安,呼吸是

否困难,口鼻是否有粘液等,药物干预过程中观察

幼鼠呼吸的变化。
1. 3. 4　 HE 染色病理学观察

　 　 将固定好的右肺叶取横切面,石蜡包埋后切

片,厚度约为 3
 

μm,水浴展片并及时烤片,按照苏木

精-伊红染色法的步骤进行组织染色,显微镜观察

支气管粘膜及粘膜下炎症细胞浸润及酸性粒细胞

的浸润情况。
1. 3. 5　 qPCR 检测 TLRs 受体因子( TLR1 ~ TLR10)
的表达

　 　 TRIzol 法提取总 RNA,后逆转录合成 cDNA,进
行 PCR 扩增。 扩增体系:SYBR

 

FAST
 

qPCR
 

Master
 

Mix
 

10
 

μL, 上、 下游引物各 0. 5
 

μL, cDNA 模板

1
 

μL,ddH2O
 

8
 

μL。 反应程序:95℃ 预变性 3
 

min,
95℃变性 5

 

s,56℃退火 10
 

s,72℃延伸 25
 

s,共 40 个

循环。 以 GAPDH 为内参,2-△△Ct 法计算相对表达

量。 引物序列见表 2,PCR 引物由武汉天一华煜基

因科技有限公司合成。

1. 3. 6　 ELISA 检测支气管肺泡灌洗液中细胞因子

表达

　 　 按照 ELISA 试剂盒说明书检测 TNF-α、IL-1β、
IL-6、IL-4、IL-13 的表达水平。
1. 4　 统计学方法

　 　 利用 SPSS
 

25. 0 和 Excel 进行统计学分析,数据

以平均数±标准差( x±s)表示。 多组间比较采用单

因素方差分析和 LSD 检验。 P<0. 05 差异具有统计

学意义。
表 1　 SD 幼鼠行为学症状分级评分标准

Table
 

1　 Behavioral
 

symptom
 

grading
 

and
 

scoring
 

standards
 

of
 

young
 

SD
 

rats
评分
Score

喷嚏(个)
Sneeze(number)

流涕
Rhinorrhea

鼻痒
Rhinocnesmus

1 1 ~ 3 仅前鼻孔
Only

 

anterior
 

nares
轻度抓鼻

Mild
 

scratch
 

nose

2 4 ~ 10 超过前鼻孔
Beyond

 

the
 

anterior
 

nares
频繁抓鼻

Often
 

scratch
 

nose

3 >11 流涕满面
Runny

 

nose
 

full
 

face
持续抓鼻

Constant
 

scratch
 

nose

表 2　 引物序列
Table

 

2　 Primer
 

sequences

引物名称
Primer

 

name
序列(5’ -3’)

Sequence(5’ -3’)

扩增片段
大小(bp)
Amplified

 

fragment
 

size

TLR1-F TCTGGGATTGAGCGGTT
TLR1-R ACACTTGGGATCTTCTTTTTC 121

TLR2-F TAGAAACGGTAACAATACGGAG
TLR2-R AGATTTTCGCTGAGGTCTAAG 187

TLR3-F TCTGCTTGCGAAGAGGAA
TLR3-R TCCGAGACCCAAGTGCTAC 111

TLR4-F TGATGCATTTGTGATCTACTCG
TLR4-R TGGCAGCAATGGCTACAC 140

TLR5-F TTTCTTCGCTCCGTGCC
TLR5-R TTGTGACTATGAGGGTGATGA 282

TLR6-F TGGTCTTTCATCCGAATAGC
TLR6-R GTGCTGGAGGGTCAGATTC 173

TLR7-F CAACTGTCCCTGCGAGAT
TLR7-R CCAGACAAACCACACAGCA 254

TLR8-F GGAAGAGTGTCATGAGCCTAG
TLR8-R GGATGCGTCTTTGGTGTC 245

TLR9-F GAAACTGGATGTCAGTAGCAA
TLR9-R CAGCAGTAAGTCTACAAAGGGT 214

TLR10-F TTCTGACTGACCTCCCTGG
TLR10-R AGAGTCTTTACCTCCTGGCA 121

GAPDH-F CAAGTTCAACGGCACAG
GAPDH-R CCAGTAGACTCCACGACAT 138
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2　 结果

2. 1　 模型鉴定及行为学变化

　 　 模型组的行为学症状为(7. 00±0. 89)分,表明

模型构建成功。
对照组幼鼠呼吸和精神状态均正常;实验前期

模型组、紫菀酮组和地塞米松组幼鼠均出现呼吸急

促,打喷嚏口鼻发紫,有粘液分泌,亢奋易怒的情

况;紫菀酮组用药 3
 

d 后呼吸仍急促,口鼻颜色呈紫

红色,4
 

d 后个别幼鼠出现怠惰嗜睡的情况,用药后

期幼鼠粘液分泌减少或消失,呼吸趋于平缓,亢奋

易怒的情况也有所减少;地塞米松组用药后期呼吸

较为平缓,仍打喷嚏,但几乎不抓鼻,还出现攻击性

增强的情况,而紫菀酮组未出现攻击性增强的现

象。 整个实验过程未出现幼鼠死亡,所有实验正常

进行。
2. 2　 SD 幼鼠肺组织病理学变化

　 　 HE 染色结果如图 1 所示。 对照组幼鼠的肺泡

和支气管正常,无炎症细胞;模型组的支气管粘膜

充血水肿,各级支气管上皮细胞呈现不同程度的脱

落,气道及肺组织周围有大量炎症细胞浸润,主要

包括嗜酸性粒细胞、肥大细胞、淋巴细胞、中性粒细

胞等;与模型组相比,紫菀酮组和地塞米松组的支

气管粘膜充血水肿的程度有所缓解,气道及肺组织

周围炎症细胞的数量也有所减少。
2. 3　 各组 TLRs 受体因子表达水平的比较

　 　 结果如表 3 所示。 与对照组相比, 模型组

TLR1、TLR9、TLR10
 

mRNA 的表达量显著降低(P<
0. 01),TLR2、TLR3、TLR4、TLR5、TLR6、TLR7、TLR8

 

mRNA 的表达量显著升高(P< 0. 01);与模型组相

比,紫菀酮组和地塞米松组 TLR1、 TLR9、 TLR10
 

mRNA 的表达量显著升高(P<0. 01),TLR2、TLR3、
TLR4、TLR5、TLR6、TLR7、TLR8

 

mRNA 的表达量显

著降低(P<0. 01)。
2. 4　 各组炎性因子表达水平的比较

　 　 结果如表 4 所示。 与对照组相比, 模型组

TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-4、IL-13 的水平均显著升高

(P<0. 01);与模型组相比,紫菀酮组和地塞米松组

TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-4、IL-13 的水平均显著降低

(P<0. 01)。

图 1　 SD 幼鼠肺组织 HE 染色结果

Figure
 

1　 HE
 

staining
 

results
 

of
 

lung
 

tissue
 

of
 

young
 

SD
 

rats

表 3　 各组 TLRs 受体因子表达水平的比较
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

TLRs
 

receptor
 

factor
 

expression
 

levels
 

in
 

each
 

group

TLRs 对照组
Control

 

group
模型组

Model
 

group
紫菀酮组

Shionone
 

group
地塞米松组

Dexamethasone
 

group

TLR1 1. 00±0. 08 0. 18±0. 02∗ 0. 44±0. 04∗^ 0. 33±0. 02∗^

TLR2 1. 01±0. 12 4. 19±0. 32∗ 2. 33±0. 19∗^ 2. 39±0. 17∗^

TLR3 1. 00±0. 09 5. 56±0. 54∗ 1. 86±0. 12∗^ 2. 36±0. 21∗^

TLR4 1. 01±0. 11 4. 17±0. 28∗ 1. 82±0. 15∗^ 2. 44±0. 35∗^

TLR5 1. 00±0. 07 4. 96±0. 29∗ 2. 10±0. 22∗^ 2. 16±0. 21∗^

TLR6 1. 00±0. 10 5. 51±0. 47∗ 2. 15±0. 18∗^ 2. 45±0. 26∗^

TLR7 1. 01±0. 16 5. 01±0. 38∗ 2. 62±0. 24∗^ 2. 33±0. 16∗^

TLR8 1. 01±0. 17 5. 19±0. 38∗ 1. 98±0. 12∗^ 2. 67±0. 24∗^

TLR9 1. 00±0. 10 0. 19±0. 02∗ 0. 45±0. 04∗^ 0. 32±0. 02∗^

TLR10 1. 00±0. 06 0. 12±0. 01∗ 0. 42±0. 03∗^ 0. 40±0. 05∗^

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 01;与模型组相比,

 ^P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ^P<0. 01.
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表 4　 各组炎性因子表达水平的比较
Table

 

4　 Comparison
 

of
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

each
 

group
炎性因子(pg / mL)
Inflammatory

 

factor
 

对照组
Control

 

group
模型组

Model
 

group
紫菀酮组

Shionone
 

group
地塞米松组

Dexamethasone
 

group
TNF-α 49. 70±11. 86 412. 37±40. 91∗ 137. 85±13. 10∗^ 172. 55±8. 09∗^

IL-1β 43. 53±2. 13 248. 85±22. 92∗ 101. 90±16. 78∗^ 99. 99±19. 61∗^

IL-6 46. 62±2. 53 268. 32±21. 91∗ 122. 91±13. 36∗^ 151. 86±4. 78∗^

IL-4 38. 35±8. 50 256. 43±38. 02∗ 120. 10±4. 52∗^ 103. 59±8. 56∗^

IL-13 12. 60±4. 96 115. 55±13. 31∗ 52. 80±10. 20∗^ 51. 10±6. 09∗^

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 01;与模型组相比,

 ^P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ^P<0. 01.

3　 讨论

　 　 支气管哮喘是一种由遗传和环境等因素引发

的气道慢性炎症性疾病,多种细胞和细胞成分参与

其中[9] 。 目前,世界范围内有超过 3 亿人患有哮

喘,且患病率呈逐年升高的趋势[10] 。 哮喘目前仍无

法被根治,对人类健康具有严重危害,因此进一步

研究哮喘的发病机制,对治疗哮喘、改善预后以及

研制新药物具有重要意义。 本研究用 OVA 诱导哮

喘幼鼠模型,结果显示行为学评分大于 5 分,表明模

型构建成功。
紫菀具有消痰止咳、抗炎、抗氧化的功效,紫菀

酮是提取自紫菀的 1 种三萜类化合物,是紫菀的主

要有效活性成分[8] 。 研究表明,紫菀酮能够通过降

低诱导型一氧化氮合酶的表达抑制核因子 κB
(nuclear

 

factor-κB,NF-κB)信号通路的激活发挥抗

炎作用[11] 。 本研究发现紫菀酮能够改善哮喘幼鼠

肺组织的病理变化,表明紫菀酮对治疗哮喘具有一

定的作用。
气道炎症和气道重塑是哮喘的病理基础,多种

炎性细胞和介质参与哮喘的发生和发展[12] 。 辅助

性 T 淋巴细胞(helper
 

T
 

cell,
 

Th)1 / Th2 失衡对哮喘

的发生发展具有重要影响,能够促进嗜酸性粒细胞

向气道的迁移和浸润,促进哮喘炎症形成[13] 。 活化

的 Th2 细胞能够分泌 IL-4,IL-4 能够促进免疫球蛋

白 E 的分泌,从而参与哮喘的气道炎症[14] 。 IL-13
是 Th2 型细胞因子,通过促进黏液分泌、提高气道免

疫球蛋白 E 的水平、促进肺部嗜酸性粒细胞浸润等

介导气道炎症[15] 。 TNF-α 能够活化 NF-κB 信号通

路,介导多种炎性细胞因子在肺组织中大量浸润,
调节哮喘患者的炎症反应[16] 。 IL-1β 能够活化 Th2
细胞促进气道炎症部位嗜酸性粒细胞的活化[17] 。
IL-6 是适应性免疫的主要参与者,由先天免疫细胞

分泌,能够诱导 Th2 效应细胞的扩张[18] 。 本研究检

测了相关炎症因子在血清中的水平,结果显示,紫

菀酮能够降低炎症因子的水平,表明紫菀酮能够抑

制哮喘中的炎症反应, 与王芳等[11] 的研究结果

一致。
TLRs 是一种模式识别受体,能够连接先天性免

疫和获得性免疫,机体内各个部位均有分布,在巨

噬细胞、中性粒细胞和上皮细胞等多种细胞内均有

表达[19] 。 目前人体中已经鉴定出 10 种 TLR,分别

命名为 TLR1 ~ TLR10,主要位于细胞膜上,是参与炎

症反应的重要因子,TLRs 通过激活巨噬细胞释放促

炎细胞因子,激活周围细胞产生黏附和趋化因子,
最终将炎症细胞募集到炎症部位[20-21] 。 研究表明,
TLRs 参与哮喘的发生[22] 。 杨艳等[23] 发现敲除

TLR4 基因能够减轻哮喘模型小鼠的气道炎症,并能

纠正 Th1 / Th2 和 Th17 / Treg 的失衡。 本研究检测了

TLR1 ~ TLR10 的水平,结果显示,紫菀酮能显著升

高 TLR1、TLR9 和 TLR10 的水平,而显著降低其他

TLRs 水平,表明紫菀酮通过调节 TLRs 的水平抑制

炎症反应,控制哮喘的发生和发展,与上述研究结

果一致。
综上所述,紫菀酮能够调节 OVA 诱导哮喘 SD

幼鼠的炎症反应,并能使 TLRs 的表达量产生变化,
其机制是否与 TLRs 先天免疫反应信号有关还有待

进一步研究。
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塞来昔布调节 miR-129-5p / HMGB1 抑制 TNF-α 诱导
类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞炎症因子分泌

时　 萍,陶　 野,王晨静,李　 欣,柳艳平,曹　 玉∗

(青岛大学附属医院,山东
 

青岛　 266001)

　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨塞来昔布对肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 诱导类风湿关节炎( RA) 成纤维样滑膜细胞

(FLSs)MH7A 炎症因子分泌的影响及其机制。 方法　 以 0、2. 5、5、10、20 和 40
 

μmol / L 塞来昔布处理 MH7A 细胞

24
 

h 后,采用噻唑蓝(MTT)法检测细胞活力以筛选无毒性作用浓度;采用酶联免疫吸附测定( ELISA)法、实时荧光

定量 PCR(RT-qPCR)法和 Western
 

blot 法分别检测 2. 5、5、10
 

μmol / L 塞来昔布处理 TNF-α 诱导的 MH7A 细胞上清

液中炎症因子白细胞介素(IL)-6、IL-1β 水平和微小 RNA(miR)-129-5p 表达水平以及高迁移率族蛋白 1( HMGB1)
表达水平;双荧光素酶报告基因实验检测 miR-129-5p 和 HMGB1 的靶向关系;转染 miR-129-5p

 

mimics 或 HMGB1-
siRNA 至 MH7A 细胞中,观察 miR-129-5p 过表达或下调 HMGB1 表达对 TNF-α 诱导的 MH7A 细胞炎症因子分泌的

影响;另外,将 miR-129-5p
 

inhibitor 转染至 TNF-α 诱导的 MH7A 细胞中,观察 miR-129-5p 低表达对 10
 

μmol / L 塞来

昔布作用下 TNF-α 诱导 MH7A 细胞炎症因子分泌的影响。 结果　 与 0
 

μmol / L 比较,2. 5、5、10
 

μmol / L 塞来昔布处

理后 MH7A 细胞活性差异无统计学意义(P>0. 05),但 20 和 40
 

μmol / L 塞来昔布处理后 MH7A 细胞活性明显降低

(P<0. 05)。 在 TNF-α 诱导下,2. 5、5、10
 

μmol / L 塞来昔布可呈浓度依赖性抑制 MH7A 细胞上清液中 IL-6、IL-1β 水

平和细胞中 HMGB1 蛋白表达并促进 miR-129-5p 表达;miR-129-5p 可与 HMGB1 靶向结合,且 miR-129-5p 可负向调

控 HMGB1 蛋白表达;miR-129-5p 过表达或下调 HMGB1 表达后,TNF-α 诱导的 MH7A 细胞上清液中 IL-6、IL-1β 水

平明显降低(P<0. 05);并且,miR-129-5p 低表达可明显逆转 10
 

μmol / L 塞来昔布对 TNF-α 诱导的 MH7A 细胞上清

液中 IL-6、IL-1β 水平抑制作用。 结论　 塞来昔布可抑制 TNF-α 诱导 MH7A 细胞炎症因子分泌,其作用机制可能与

调控 miR-129-5p / HMGB1 有关。
【关键词】 　 类风湿关节炎;炎症因子;塞来昔布;微小 RNA-129-5p;高迁移率族蛋白 1
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

celecoxib
 

on
 

the
 

secretion
 

of
 

MH7A
 

inflammatory
 

factor
 

in
 

fibroblast-like
 

synoviocytes
 

in
 

rheumatoid
 

arthritis
 

(RA)
 

induced
 

by
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α).
 

Methods　 MH7A
 



cells
 

were
 

treated
 

with
 

0,
 

2. 5,
 

5,
 

10,
 

20
 

or
 

40
 

μmol / L
 

celecoxib
 

for
 

24
 

h
 

before
 

detecting
 

cell
 

viability
 

by
 

MTT
 

assay
 

to
 

screen
 

non-toxic
 

concentration.
 

Enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR,
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

levels
 

of
 

interleukin
 

( IL)-6,
 

IL-1β,
 

microRNA
 

( miR)-129-5p,
 

and
 

high
 

mobility
 

group
 

box-1
 

protein
 

(HMGB1)
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

TNF-α-induced
 

MH7A
 

cells
 

treated
 

with
 

2. 5,
 

5
 

and
 

10
 

μmol / L
 

celecoxib.
 

A
 

double-luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-129-5p
 

and
 

HMGB1,
 

and
 

transfection
 

of
 

miR-129-5p
 

mimics
 

or
 

HMGB1
 

siRNA
 

into
 

MH7A
 

cells
 

was
 

performed
 

to
 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

miR-129-5p
 

overexpression
 

or
 

downregulation
 

of
 

HMGB1
 

expression
 

on
 

TNF-α-induced
 

inflammatory
 

factor
 

secretion
 

in
 

MH7A
 

cells.
 

In
 

addition,
 

an
 

miR-129-5p
 

inhibitor
 

was
 

transfected
 

into
 

MH7A
 

cells
 

induced
 

by
 

TNF-α
 

to
 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

low
 

miR-129-
5p

 

expression
 

on
 

TNF-α-induced
 

secretion
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

MH7A
 

cells
 

treated
 

with
 

10
 

μmol / L
 

celecoxib.
 

Results　 Compared
 

with
 

0
 

μmol / L,
 

the
 

activity
 

of
 

MH7A
 

cells
 

treated
 

with
 

2. 5,
 

5
 

and
 

10
 

μmol / L
 

celecoxib
 

exhibited
 

no
 

significant
 

difference
 

(P> 0. 05).
 

However,
 

the
 

activity
 

of
 

MH7A
 

cells
 

decreased
 

significantly
 

after
 

20
 

and
 

40
 

μmol / L
 

celecoxib
 

treatment
 

(P<0. 05).
 

Under
 

induction
 

by
 

TNF-α,
 

2. 5,
 

5
 

and
 

10
 

μmol / L
 

celecoxib
 

inhibited
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

MH7A
 

cells,
 

as
 

well
 

as
 

expression
 

of
 

HMGB1
 

protein,
 

and
 

promoted
 

the
 

expression
 

of
 

miR-
129-5p

 

in
 

a
 

concentration-dependent
 

manner.
 

miR-129-5p
 

can
 

target
 

and
 

bind
 

to
 

HMGB1
 

to
 

negatively
 

regulate
 

its
 

expression.
 

After
 

overexpression
 

of
 

miR-129-5p
 

or
 

downregulation
 

of
 

HMGB1
 

expression,
 

levels
 

of
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

MH7A
 

cells
 

induced
 

by
 

TNF-α
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P< 0. 05).
 

Low
 

expression
 

of
 

miR-129-5p
 

significantly
 

reversed
 

the
 

inhibitory
 

effects
 

of
 

10
 

μmol / L
 

celecoxib
 

on
 

TNF-α-induced
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

MH7A
 

cells.
 

Conclusions　 Celecoxib
 

can
 

inhibit
 

TNF-α-induced
 

inflammatory
 

factor
 

secretion
 

by
 

MH7A
 

cells,
 

and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

miR-129-5p / HMGB1.
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factor;
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miR-129-5p;
 

high
 

mobility
 

group
 

box-1
 

protein

　 　 类风湿关节炎(rheumatoid
 

arthritis,RA)是一种

病程漫长和致残率高的自身免疫性疾病,以关节滑

膜炎症、软骨和骨质破坏为主要病理特征,可导致

关节畸形与功能障碍[1] 。 近年来,因我国老龄化人

口增多,RA 发病率有明显升高趋势,给人们身体健

康和生活质量带来很大威胁[2] 。 成纤维样滑膜细

胞( fibroblast
 

like
 

synoviocytes,FLSs) 是滑膜炎症增

生导致 RA 发生的重要细胞,其异常增生可释放大

量致炎因子,引起关节受损[3] 。 因此,如何有效抑

制 FLSs 炎症因子的分泌对 RA 治疗具有重要意义。
微小 RNA(microRNA,miRNA)是一类细胞内重要的

基因调控因子,其异常表达与包括 RA 在内的多种

疾病发生发展密切相关。 miR-129-5p 是 miRNAs 家

族成员,被报道在 RA-FLSs 中表达下调,且发挥着

抑制 RA-FLSs 增殖和诱导凋亡的作用[4] 。 研究发

现,miR-129-5p 可通过靶向调控高迁移率族蛋白 1
(high

 

mobility
 

group
 

box-1
 

protein,HMGB1) 抑制炎

症反应减轻脊髓损伤[5] ,而 HMGB1 在 FLSs 炎症因

子的分泌过程中发挥着重要的促进作用[6] 。 由此

猜测,miR-129-5p 可能通过靶向调控 HMGB1 介导

FLSs 炎症反应。 塞来昔布是一种高选择性环氧合

酶(cyclooxygenase-2,COX-2) 抑制剂和非甾体类抗

炎药,常用来缓解 RA 临床症状[7] ,但其抗 RA 炎症

的作用机制尚不完全清楚。 有研究发现,塞来昔布

可通过抑制 HMGB1 表达减轻癫痫发生后的神经炎

症 损 伤[8] 。 那 么, 塞 来 昔 布 是 否 通 过 调 控

miR-129-5p 从而影响 HMGB1 表达来发挥抗 RA 的

作用? 因此,本研究以人 RA-FLSs 细胞系 MH7A 为

研究对象,采用肿瘤坏死因子 - α ( tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)诱导及塞来昔布干预后观察 miR-
129-5p 和 HMGB1 表达变化,初步探讨 miR-129-5p /
HMGB1 在塞来昔布抗 RA 中的潜在作用。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 人 RA-FLSs 细胞系 MH7A(批号:201203)购于

上海冠导生物工程有限公司。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 噻 唑 蓝 ( thiazolyl
 

blue
 

tetrazolium
 

bromide,
MTT)、DMEM 高糖培养基、胎牛血清、青霉素链霉

素溶液、TRIzol 试剂、总蛋白质提取试剂盒购于上海

生工生物工程股份有限公司(批号:201216、201110、
201209、210120、210109、200204);塞来昔布、脂质体

2000、人白细胞介素( interleukin,IL)-6 酶联免疫吸

附测定( enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,ELISA)
试剂盒、人 IL-1β

 

ELISA 试剂盒、实时荧光定量 PCR
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(real
 

time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR,RT-qPCR)试

剂盒和双荧光素酶报告基因检测试剂盒购于北京

索莱宝生物科技有限公司(批号:201225、201106、
201003、 201212、 201219、 210101 ); miR-129-5p

 

mimics、 miR-129-5p
 

inhibitor、 mimics-NC、 inhibitor-
NC、HMGB1-siRNA、NC-siRNA 由上海吉玛制药技术

有限公司合成。 凝胶成像仪 Miulab
 

GIS-500(批号:
180524)购自北京乾明基因技术有限公司;实时荧

光定量 PCR 仪(批号:200426)购自翌圣生物公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养　
　 　 使用含 100

 

U / mL 青霉素链霉素双抗和 10%胎

牛血清的 DMEM 高糖培养基于 5%
 

CO2、37℃ 恒温

培养箱内常规培养 MH7A 细胞。
1. 3. 2　 MTT 法检测 MH7A 细胞活力　
　 　 将对数生长期的 MH7A 细胞接种至 96 孔板

上,常规培养贴壁后,每孔加入 100
 

μL 终浓度为 0、
2. 5、5、10、20 和 40

 

μmol / L 塞来昔布,并设 3 个平行

孔;孵育 24
 

h 后,每孔加入 20
 

μL
 

MTT 溶液(浓度为

5 g / L);孵育 4
 

h 后,弃培养基并向每孔中加入二甲

基亚砜 150
 

μL;摇床震荡使结晶物充分溶解后,采
用酶标仪在波长 492

 

nm 处检测各孔 MH7A 细胞吸

光度值。 实验重复次数为 3。
1. 3. 3　 ELISA 法检测 MH7A 细胞上清液中 IL-6 和

IL-1β 水平　
　 　 实验分为(1)对照组:不做处理;(2)诱导组:加
入 20

 

ng / mL
 

TNF-α
 

100
 

μL[9] ;(3)诱导+(2. 5、5 和

10
 

μmol / L) 塞来昔布组: 分别加入 2. 5、 5 和 10
 

μmol / L 塞来昔布 100
 

μL 预处理 1 h 后再加入 20
 

ng / mL
 

TNF-α100
 

μL,每组设置 3 个复孔。 将对数

生长期的 MH7A 细胞接种至 96 孔板上,于培养箱

内常规培养;待细胞贴壁后,根据上述分组处理细

胞 24
 

h 后,收集各组细胞上清液,严格按照 IL-6 和

IL-1β
 

ELISA 试剂盒说明书检测 MH7A 细胞上清液

中 IL-6 和 IL-1β 水平。 实验重复次数为 3。
1. 3. 4　 RT-qPCR 检测 MH7A 细胞中 miR-129-5p 表

达水平　
　 　 收集按照 1. 3. 3 中实验分组处理结束后的各组

MH7A 细胞,按照 TRIzol 试剂说明书提取 MH7A 细

胞总 RNA 后,使用紫外分光光度计检测 RNA 浓度

及完整性;将 RNA 行逆转录合成 cDNA 后,以此为

模板,按照 RT-qPCR 试剂盒说明书进行荧光定量

PCR 扩增;将 U6 作为内参照,2-△△Ct 法计算 MH7A

细胞中 miR-129-5p 表达水平。 其中, 扩增程序:
95℃ 预变性 6

 

min 后,转入 38 个循环阶段 95℃
 

15
 

s、58℃
 

30
 

s、72℃
 

30
 

s。 由上海生工生物工程股

份有限公司合成的引物序列如下:miR-129-5p
 

上游

5’-GTGCTTATAGTGCAGGTA-3’,下游 5’-GAACAT
 

GTCTGCGTATCTC-3’; U6 上游 5 ’-GCTTCGGCAG
 

CACATATACTAAAAT-3’,下游 5’-CGCTTCACGAA
 

TTTGCGTGTCAT-3’。 实验重复次数为 3。
1. 3. 5　 Western

 

blot 检测 MH7A 细胞中 HMGB1 蛋

白表达
  

　 　 收集按照 1. 3. 3 中实验分组处理结束后的各组

MH7A 细胞,根据总蛋白提取试剂盒说明书抽提

MH7A 细胞总蛋白后,采用二奎啉甲酸法检测总蛋

白浓度;将变性后的蛋白样品行 SDS-PAGE 分离后,
转膜;以 5% 脱脂奶粉封闭膜 1. 5

 

h 后,加入稀释

2000 倍的 HMGB1 抗体和 GAPDH 抗体 4℃ 孵育过

夜;次日,加入稀释 5000 倍的辣根过氧化物酶标记

的二抗室温孵育 2
 

h;经化学发光剂显影曝光后,以
GAPDH 作为内参照,采用 Image

 

J 软件分析 MH7A
细胞中 HMGB1 蛋白表达水平。 实验重复次数为 3。
1. 3. 6　 细胞转染

  

　 　 将对数生长期的 MH7A 细胞接种至 6 孔细胞

板上,常规培养至 65% ~ 75%融合度时,参照脂质体

说明书进行瞬时转染;其中,将仅转染 mimics-NC、
miR-129-5p

 

mimics、 inhibitor-NC、 miR-129-5p
 

inhibitor 的 MH7A 细胞分别记为 mimics-NC 组、
miR-129-5p

 

mimics 组、 inhibitor-NC 组、 miR-129-5p
 

inhibitor 组;将转染 mimics-NC、miR-129-5p
 

mimics、
NC-siRNA、HMGB1-siRNA 且经 20

 

ng / mL
 

TNF-α 处

理的 MH7A 细胞分别记为诱导+mimics-NC 组、诱导

+miR-129-5p
 

mimics、诱导 + NC-siRNA 组和诱导 +
HMGB1-siRNA 组;将转染 inhibitor-NC、 miR-129-5p

 

inhibitor 且经 20
 

ng / mL
 

TNF-α 和 10
 

μmol / L 塞来昔

布处理的 MH7A 细胞分别记为诱导+药物+inhibitor-
NC 组、诱导+药物+miR-129-5p

 

inhibitor 组,每个处

理组均设 3 个复孔。 在转染 6
 

h 后更换新鲜培养

基,继续培养 48
 

h 后收集各组细胞及上清液,参照

上述方法检测 MH7A 细胞中 miR-129-5p 表达、
HMGB1 蛋白表达及细胞上清液中 IL-6 和 IL-1β
水平。
1. 3. 7　 双荧光素酶报告基因实验　
　 　 采用生物信息学软件预测到 HMGB1

 

3’UTR 与

miR-129-5p 之间存在互补的结合位点;将 HMGB1
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3’UTR 与 miR-129-5p 结合位点序列和定点突变后

的序列克隆重组至 psiCHECK-2 载体上,分别构建

psiCHECK-2-HMGB1 野生型 ( HMGB1-wt ) 载体和

psiCHECK-2-HMGB1 突变型 ( HMGB1-mut ) 载体。
参照脂质体 2000 说明书将 HMGB1-wt、HMGB1-mut
载体分别与 miR-129-5p

 

mimics、miR-129-5p
 

inhibitor
及相应阴性对照共转染至 MH7A 细胞中;转染 48

 

h
后,参照荧光素酶活性检测试剂盒说明书检测

MH7A 细胞荧光素酶活性。 实验重复次数为 3。
1. 4　 统计学方法

 

　 　 计量资料以平均数±标准差( 􀭰x± s) 表示,运用

SPSS
 

24. 0 软件进行统计学分析,正态性检验采用

Shapiro-Wilk 方法,数据均符合正态分布,多组间比

较行单因素方差分析,进一步两两比较采用 SNK-q
检验。 P<0. 05 认为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 塞来昔布对 MH7A 细胞活力的影响　
　 　 经 0、2. 5、5、10、20 和 40

 

μmol / L 塞来昔布处理

后,MH7A 细胞活力分别为( 0. 68 ± 0. 05)、( 0. 71 ±
0. 05)、(0. 66±0. 03)、(0. 62±0. 03)、(0. 58±0. 03)
和( 0. 50 ± 0. 02 )。 与 0

 

μmol / L 比较, 2. 5、 5、 10
 

μmol / L 塞来昔布处理后 MH7A 细胞活力差异无统

计学意义(P>0. 05),但 20 和 40
 

μmol / L 塞来昔布

处理后 MH7A 细胞活力明显降低(P<0. 05)。
2. 2　 塞来昔布对 TNF-α诱导 MH7A 细胞炎症因

子分泌的影响
 

　 　 与对照组比较,诱导组 MH7A 细胞上清液中

IL-6 和 IL-1β 水平均明显升高(P<0. 05);与诱导组

比较,诱导+2. 5
 

μmol / L 塞来昔布组、诱导+5
 

μmol /
L 塞来昔布组和诱导+10

 

μmol / L 塞来昔布组 MH7A
细胞上清液中 IL-6 和 IL-1β 水平均明显降低(P<
0. 05),且呈塞来昔布浓度依赖性(见表 1)。

2. 3　 塞来昔布对 TNF-α诱导 MH7A 细胞中 miR-
129-5p 和 HMGB1 表达的影响　
　 　 与对照组比较,诱导组 MH7A 细胞中 miR-129-
5p 表达水平明显降低,而 HMGB1 蛋白表达水平明

显升高(P<0. 05);与诱导组比较,诱导+2. 5
 

μmol / L
塞来昔布组、诱导+5

 

μmol / L 塞来昔布组和诱导+10
 

μmol / L 塞来昔布组 MH7A 细胞中 miR-129-5p 表达

水平明显升高,而 HMGB1 蛋白表达水平明显降低

(P<0. 05),且塞来昔布浓度越高变化越明显(见图

1 和表 2)。
2. 4　 miR-129-5p 与 HMGB1 靶向关系的验证　
　 　 Targetscan

 

Human 软件预测到 HMGB1
 

3’ UTR
中存在能够与 miR-129-5p 互补的结合位点。 与相

应阴性对照比较, miR-129-5p
 

mimics 可使转染

HMGB1-Wt 载体质粒的 MH7A 细胞荧光素酶活性

明显降低,而 miR-129-5p
 

inhibitor 可使其荧光素酶

活性明显升高(P<0. 05);同时,miR-129-5p
 

mimics
能使 MH7A 细胞中 HMGB1 蛋白表达水平明显降

低,而 miR-129-5p
 

inhibitor 则使 HMGB1 蛋白表达

水平明显升高(见图 2 和表 3)。
2. 5　 miR-129-5p 过表达对 TNF-α诱导 MH7A 细

胞炎症因子分泌的影响　
　 　 与对照组比较,诱导组细胞中 miR-129-5p 表达

水平明显降低,而细胞上清液中 IL-6、IL-1β 水平明

显升高(P<0. 05);与诱导组比较,诱导+mimics-NC
组上述指标差异均无统计学意义(P>0. 05);与诱导

+mimics-NC 组比较, 诱导 + miR-129-5p
 

mimics 组

miR-129-5p 表达水平明显升高,而 IL-6、IL-1β 水平

明显降低(P<0. 05)(见表 4)。
2. 6　 下调 HMGB1 表达对 TNF-α诱导 MH7A 细

胞炎症因子分泌的影响　
　 　 与对照组比较,诱导组细胞中 HMGB1 蛋白表

达水平和细胞上清液中IL-6、IL-1β水平均明显升
表 1　 各组细胞上清液中 IL-6 和 IL-1β 水平的比较( 􀭰x±s,

 

n= 9)
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

in
 

cell
 

supernatant
 

of
 

each
 

group
组别 Groups IL-6(pg / mL) IL-1β(pg / mL)

对照组 Control
 

group 35. 52±3. 05 48. 75±4. 26

诱导组 Induction
 

group 97. 46±6. 18∗ 125. 63±9. 55∗

诱导+2. 5
 

μmol / L 塞来昔布组 Induction+2. 5
 

μmol / L
 

celecoxib
 

group 85. 68±5. 02# 116. 58±7. 36#

诱导+5
 

μmol / L 塞来昔布组 Induction+5
 

μmol / L
 

celecoxib
 

group 72. 68±4. 35# 91. 07±6. 21#

诱导+10
 

μmol / L 塞来昔布组 Induction+10
 

μmol / L
 

celecoxib
 

group 55. 75±3. 23# 70. 56±6. 10#

F 264. 281 190. 652
P <0. 001 <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与诱导组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

induction
 

group,
 #P<0. 05.
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注:A:对照组;B:诱导组;C:诱导+2. 5
 

μmol / L 塞来昔布组;D:诱导

+5
 

μmol / L 塞来昔布组;E:诱导+10
 

μmol / L 塞来昔布组。

图 1　 Western
 

blot 检测 MH7A 细胞中 HMGB1 蛋白表达

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Induction
 

group.
 

C,
 

Induction+2. 5
 

μmol / L
 

celecoxib
 

group.
 

D,
 

Induction+5
 

μmol / L
 

celecoxib
 

group.
 

E,
 

Induction
+10

 

μmol / L
 

celecoxib
 

group.

Figure
 

1　 Western
 

blot
 

detection
 

of
 

HMGB1
 

protein
 

expression
 

in
 

MH7A
 

cells

注:A:miR-129-5p 与 HMGB1
 

3’ UTR 结合位点;B:Western
 

blot
检测 miR-129-5p 对 HMGB1 蛋白表达的影响。 a:mimics-NC 组;
b: miR-129-5p

 

mimics 组; c: inhibitor-NC 组; d: miR-129-5p
 

inhibitor 组。

图 2　 miR-129-5p 与 HMGB1 靶向关系的验证

Note.
 

A,
 

miR-129-5p
 

and
 

HMGB1
 

3 ’ UTR
 

binding
 

site.
 

B,
 

Western
 

blot
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

miR-129-5p
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

HMGB1
 

protein.
 

a,
 

mimics-NC
 

group.
 

b,
 

miR-129-5p
 

mimics
 

group.
 

c,
 

inhibitor-NC
 

group.
 

d,
 

miR-129-5p
 

inhibitor
 

group.

Figure
 

2　 Verification
 

of
 

the
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-129-5p
 

and
 

HMGB1

高(P< 0. 05) ;与诱导组相比较,诱导+ NC-siRNA
组 HMGB1 蛋白表达水平和 IL-6、IL-1β 水平差异

均无统计学意义 ( P > 0. 05 ) ; 但诱导 + HMGB1-
siRNA 组 HMGB1 蛋白表达水平和 IL-6、IL-1β 水

平较诱导+NC-siRNA 组均明显降低(P<0. 05) (见

图 3 和表 5) 。
2. 7　 miR-129-5p 低表达可逆转 10

 

μmol / L 塞来昔

布对 TNF-α诱导 MH7A 细胞的影响　
　 　 与诱导组比较,诱导+药物组细胞中 miR-129-
5p 表达水平明显升高,而细胞中 HMGB1 蛋白表达

水平和细胞上清液中 IL-6、IL-1β 水平明显降低(P<
0. 05);诱导+药物+inhibitor-NC 组和诱导+药物组

比较上述各指标差异均无统计学意义(P>0. 05);与
诱导+药物+inhibitor-NC 组比较,诱导+药物+miR-
129-5p

 

inhibitor 组细胞中 miR-129-5p 表达水平明显

降低,而细胞中 HMGB1 蛋白表达水平和细胞上清

液中 IL-6、IL-1β 水平明显升高(P<0. 05)(见图 4 和

表 6)。

注:A:对照组;B:诱导组;C:诱导+NC-siRNA 组;D:诱导

+HMGB1-siRNA 组。

图 3　 Western
 

blot 检测各组细胞中 HMGB1 蛋白表达

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Induction
 

group.
 

C,
 

Induction+

NC-siRNA
 

group.
 

D,
 

Induction+HMGB1-siRNA
 

group.

Figure
 

3　 Western
 

blot
 

detects
 

the
 

expression
 

of
 

HMGB1
 

protein
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells

表 2　 各组细胞中 miR-129-5p 和 HMGB1 蛋白表达水平的比较( 􀭰x±s,
 

n= 9)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

miR-129-5p
 

and
 

HMGB1
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

cells
 

of
 

each
 

group
组别 Groups miR-129-5p HMGB1 / GAPDH

对照组
Control

 

group 1. 00±0. 00 0. 20±0. 02

诱导组
Induction

 

group 0. 23±0. 03∗ 0. 56±0. 04∗

诱导+2. 5
 

μmol / L 塞来昔布组
Induction+2. 5

 

μmol / L
 

celecoxib
 

group 0. 28±0. 03# 0. 45±0. 03#

诱导+5
 

μmol / L 塞来昔布组
Induction+5

 

μmol / L
 

celecoxib
 

group 0. 36±0. 04# 0. 33±0. 03#

诱导+10
 

μmol / L 塞来昔布组
Induction+10

 

μmol / L
 

celecoxib
 

group 0. 55±0. 06# 0. 24±0. 03#

F 630. 193 212. 840
P <0. 001 <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与诱导组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

induction
 

group,
 #P<0. 05.

68 中国比较医学杂志 2022 年 9 月第 32 卷第 9 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

September
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

9



表 3　 各组细胞荧光素酶活性及 HMGB1 蛋白表达水平的比较( 􀭰x±s,
 

n= 9)
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

cell
 

luciferase
 

activity
 

and
 

HMGB1
 

protein
 

expression
 

level
 

in
 

each
 

group

组别 Groups
荧光素酶活性 Luciferase

 

activity

HMGB1-wt HMGB1-mut
HMGB1 / GAPDH

mimics-NC 组 mimics-NC
 

group 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00 0. 22±0. 03

miR-129-5p
 

mimics 组 miR-129-5p
 

mimics
 

group 0. 26±0. 02∗ 0. 94±0. 08 0. 09±0. 02∗

inhibitor-NC 组 inhibitor-NC
 

group 0. 95±0. 07 1. 02±0. 09 0. 21±0. 03

miR-129-5p
 

inhibitor 组 miR-129-5p
 

inhibitor
 

group 1. 72±0. 12# 0. 96±0. 08 0. 57±0. 03#

F 650. 117 2. 297 497. 323
P <0. 001 0. 096 <0. 001

注:与 mimics-NC 组相比,
 ∗P<0. 05;与 inhibitor-NC 组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

mimics-NC
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

inhibitor-NC
 

group,
 #P<0. 05.

表 4　 各组细胞中 miR-129-5p 表达水平和细胞上清液中 IL-6、IL-1β 水平的比较( 􀭰x±s,
 

n= 9)
Table

 

4　 Comparison
 

of
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-129-5p
 

in
 

the
 

cells
 

of
 

each
 

group
 

and
 

the
 

level
 

of
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

in
 

the
 

cell
 

supernatant
组别 Groups miR-129-5p IL-6(pg / mL) IL-1β(pg / mL)

对照组 Control
 

group 1. 00±0. 00 33. 85±3. 25 46. 85±5. 02
诱导组 Induction

 

group 0. 21±0. 02∗ 99. 52±6. 45∗ 128. 47±8. 96∗

诱导+mimics-NC 组 Induction+mimics-NC
 

group 0. 23±0. 03 103. 25±8. 02 131. 56±8. 84
诱导+miR-129-5p

 

mimics 组 Induction+miR-129-5p
 

mimics
 

group 0. 86±0. 08# 62. 38±5. 26# 75. 84±5. 62#

F 752. 341 270. 682 286. 632
P <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与诱导+mimics-NC 组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

induction+mimics-NC
 

group,
 #P<0. 05.

表 5　 各组细胞中 HMGB1 蛋白表达水平和细胞上清液中 IL-6、IL-1β 水平的比较( 􀭰x±s,
 

n= 9)
Table

 

5　 Comparison
 

of
 

HMGB1
 

protein
 

expression
 

level
 

in
 

cells
 

of
 

each
 

group
 

and
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

in
 

cell
 

supernatant
组别 Groups HMGB1 / GAPDH IL-6(pg / mL) IL-1β(pg / mL)

对照组 Control
 

group 0. 20±0. 03 35. 08±3. 11 49. 05±4. 35
诱导组 Induction

 

group 0. 55±0. 04∗ 98. 23±6. 27∗ 129. 68±10. 02∗

诱导+NC-siRNA 组 Induction+NC-siRNA
 

group 0. 57±0. 04 102. 28±9. 67 131. 18±9. 86
诱导+HMGB1-siRNA 组 Induction+HMGB1-siRNA

 

group 0. 18±0. 03# 68. 86±4. 12# 80. 26±6. 64#

F 329. 520 218. 992 221. 669
P <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与诱导+NC-siRNA 组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

induction+NC-siRNA
 

group,
 #P<0. 05.

表 6　 各组细胞中 miR-129-5p 和 HMGB1 蛋白表达水平以及细胞上清液中 IL-6、IL-1β 水平的比较( 􀭰x±s,
 

n= 9)
Table

 

6　 Comparison
 

of
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-129-5p
 

and
 

HMGB1
 

protein
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

in
 

the
 

cell
 

supernatant
组别 Groups miR-129-5p HMGB1 / GAPDH IL-6(pg / mL) IL-1β(pg / mL)

诱导组
Induction

 

group 1. 00±0. 00 0. 57±0. 05 96. 48±6. 13 128. 48±10. 02

诱导+药物组
Induction

 

+
 

drug
 

group 2. 08±0. 12∗ 0. 25±0. 03∗ 54. 75±3. 28∗ 67. 56±5. 35∗

诱导+药物+inhibitor-NC 组
Induction+drug+inhibitor-NC

 

group 2. 11±0. 10 0. 24±0. 03 55. 60±3. 47 69. 15±6. 03

诱导+药物+miR-129-5p
 

inhibitor 组
Induction+drug+miR-129-5pinhibitor

 

group 0. 75±0. 06# 0. 48±0. 03# 72. 12±4. 50# 94. 48±6. 85#

F 651. 471 190. 385 170. 465 137. 859
P <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与诱导组相比,
 ∗P<0. 05;与诱导+药物+inhibitor-NC 组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

induction
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

induction+drug+inhibitor-NC
 

group,
 #P<0. 05.
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注:A:诱导组;B:诱导+药物组;C:诱导+药物+inhibitor-
NC 组;D:诱导+药物+miR-129-5p

 

inhibitor 组。

图 4　 Western
 

blot 检测各组细胞中 HMGB1 蛋白表达

Note.
 

A,
 

Induction
 

group.
 

B,
 

Induction + drug
 

group.
 

C,
 

Inductione+drug + inhibitor-NC
 

group.
 

D,
 

Induction + drug +

miR-129-5p
 

inhibitor
 

group.

Figure
 

4　 Western
 

blot
 

detection
 

of
 

HMGB1
 

protein
 

expression
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells

3　 讨论

　 　 塞来昔布是一种能够缓解关节炎性症状的抗

炎药,可通过特异性抑制 COX-2 活性使炎性前列腺

素生成减少,进而起到抗炎止痛的作用[10] 。 近年

来,有研究指出,塞来昔布可通过抑制 Toll 样受体 4
( Toll-like

 

receptor
 

4, TLR4 ) / 核因子 κB ( nuclear
 

factor-κB,NF-κB)信号通路活性减轻软骨组织炎性

损伤发挥抗骨关节炎的作用[11] ;然而,塞来昔布对

RA-FLSs 炎症的影响及其作用机制并不清楚。 滑膜

炎症是 RA 典型的病理特征,而 TNF-α 诱导的滑膜

细胞促炎因子 IL-6 和 IL-1β 等的分泌是该过程发生

的重要因素[12] ;因此,TNF-α 常被用作 FLSs 炎症因

子分泌的诱导剂[13-15] 。 本研究以 20
 

ng / mL
 

TNF-α
刺激后发现,人 RA-FLSs

 

MH7A 细胞上清液中促炎

因子 IL-6、IL-1β 水平和 MH7A 细胞中 HMGB1 蛋白

表达水平明显升高, miR-129-5p 表达水平明显降

低,而塞来昔布可剂量依赖性的降低 IL-6、IL-1β 和

HMGB1 表达水平,增加 miR-129-5p 表达水平。 上

述结果表明 HMGB1 及 miR-129-5p 参与 RA 滑膜炎

症的发生,二者有作为疾病潜在治疗靶点的潜能,
而塞来昔布抗 RA 滑膜炎症的作用机制可能与调控

miR-129-5p 和 HMGB1 蛋白表达有关。
miR-129-5p 是 miRNAs 家族成员, 被报道在

RA-FLSs 中表达下调,且可通过调控胰岛素样生长

因子 1 受体 ( Insulin-like
 

growth
 

factor
 

1
 

receptor,
IGF-1R) / Src / 细胞外调节蛋白激酶 ( extracellular

 

regulated
 

protein
 

kinases, ERK ) / 早期生长应答 1
(early

 

growth
 

response
 

1,Egr-1)信号通路调控 RA 细

胞增殖和凋亡[4] 。 还有研究表明,miR-129-5p-TTK
是控制早期 RA 进展的潜在 RNA 调节途径[16] 。

CircASH2L 通过抑制 miR-129-5p
 

/
 

同源域相互作用

蛋 白 激 酶 2 ( homeodomain
 

interacting
 

protein
 

kinase
 

2,HIPK2)轴来促进 RA-FLS 细胞的生长,运
动和炎症[17] 。 富含 miR-129-5p 的人滑膜间充质干

细胞外来体( HS-MSC-Exo)显著降低了软骨细胞的

炎症反应和细胞凋亡[18] 。 本研究发现,miR-129-5p
过表达可显著抑制 TNF-α 诱导的 MH7A 细胞炎症

因子分泌,提示,miR-129-5p 在 RA 滑膜炎症过程中

发挥着重要的抑制作用,其过表达可能是改善 RA
滑膜炎症的重要策略。 有研究指出,miR-129-5p 过

表达可通过靶向 HMGB1 减轻炎症反应改善心力衰

竭大鼠心功能和缺血再灌注后的神经损伤[18-19] 。
本研究双荧光素酶报告基因实验证实,miR-129-5p
可与 HMGB1 靶向结合,HMGB1 是 miR-129-5p 的靶

基因。 HMGB1 是细胞核内一种非组蛋白,在细胞活

性、凋亡和缺血 / 缺氧等异常情况下可被释放至核

外,激活下游相关因子启动级联式炎症反应,与包

括 RA 在内的多种免疫类疾病发生发展密切相

关[20] 。 在 RA 患者关节液和关节滑膜中 HMGB1 存

在异常高表达,且 HMGB1 可通过促进炎症因子

TNF-α 和 IL-17A 等促进滑膜炎症[21-23] 。 本研究发

现 HMGB1 表达沉默可抑制 TNF-α 诱导的 MH7A 细

胞上清液中 IL-6、IL-1β 水平。 研究结果从反面证

实,HMGB1 在 RA 滑膜炎症过程中发挥着重要的促

进作用。 此外,本研究还发现 miR-129-5p 表达沉默

可逆转塞来昔布对 TNF-α 诱导 MH7A 细胞炎症因

子分泌和 HMGB1 蛋白表达的抑制作用,结果提示,
塞来昔布可通过上调 miR-129-5p 表达引起其靶基

因 HMGB1 表达降低进而发挥抗 RA 滑膜炎症的

作用。
综上所述,塞来昔布可抑制 TNF-α 诱导 MH7A

细胞炎症因子分泌,其作用机制可能与激活 miR-
129-5p / HMGB1 有关。 然而,塞来昔布抗 RA 滑膜

炎症的作用机制可能还与其它基因或通路有关,还
需后续进一步探讨。
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褪黑素调控 NF-κB 信号通路调节胃癌小鼠 Th1 / Th2
免疫平衡及其机制

付　 佳,曹宇勃,刘　 飒∗

(中国医科大学附属第四医院
 

第二肿瘤内科,沈阳　 110000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究褪黑素调控 NF-κB 信号通路调节胃癌小鼠 Th1 / Th2 免疫平衡的机制。 方法　 将 50
 

μg
(约含有细胞 1×106 个)胃癌细胞一次性注射到小鼠左侧前肢皮下,在建模 7

 

d 后触摸到瘤体生成提示胃癌移植瘤

小鼠模型建模成功。 10 只健康小鼠作为对照组,建模成功的小鼠分为模型组、模型+褪黑素组,每组 10 只。 模型+
褪黑素组皮下多点注射褪黑素(10

 

mg / kg,每天 1 次,21
 

d),其余组注射等量的生理盐水。 采用游标卡尺、天平测量

各组肿瘤体积、重量。 通过免疫组化检测肿瘤组织中 Ki67 和 Bcl2 评估胃癌细胞增殖和凋亡。 通过 ELISA 检测外

周血 IFN-γ 和 IL-4 的水平。 通过流式细胞术检测外周血 Th1 和 Th2 细胞比例。 通过 qPCR 和 Western
 

blot 检测肿

瘤组织和淋巴细胞中 NF-κB
 

mRNA 和蛋白水平。 结果　 与对照组相比,模型组、模型+褪黑素组的肿瘤体积、质量、
Ki67 和 Bcl2 染色强度、IL-4 水平、Th2 细胞比例、NF-κB

 

mRNA 和蛋白表达均显著升高(P<0. 05),IFN-γ 水平、Th1
比例、Th1 / Th2 比值显著降低(P<0. 05);与模型组相比,模型+褪黑素组的肿瘤体积、质量、Ki67 和 Bcl2 染色强度、
IL-4 水平、Th2 细胞比例、NF-κB

 

mRNA 和蛋白表达均显著降低(P<0. 05),IFN-γ 水平、Th1 比例、Th1 / Th2 比值显著

升高(P< 0. 05)。 结论 　 褪黑素可能通过调控 NF-κB 通路抑制胃癌移植瘤小鼠模型的肿瘤生长, 并调

节 Th1 / Th2 平衡。
【关键词】 　 胃癌;褪黑素;Th1 细胞;Th2 细胞;NF-κB;免疫
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

melatonin
 

regulating
 

Th1 / Th2
 

immune
 

balance
 

via
 

targeting
 

nuclear
 

factor
 

( NF )-κB
 

signaling
 

pathway
 

in
 

mice
 

with
 

gastric
 

cancer.
 

Methods　 Gastric
 

cancer
 

cells
 

( 50
 

μg,
 

approximately
 

1×106
 

cells)
 

were
 

injected
 

subcutaneously
 

into
 

the
 

left
 

forelimb
 

of
 

mice.
 

After
 

7
 

days
 

of
 

modeling,
 

tumor
 

formation
 

was
 

felt,
 

indicating
 

that
 

the
 

model
 

of
 

transplanted
 

gastric
 

cancer
 

tumor
 

was
 

successfully
 

established.
 

Ten
 

healthy
 

mice
 

were
 

used
 

as
 

the
 

control
 

group,
 

whereas
 

successfully
 

modeled
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

model
 

and
 

model +melatonin
 

groups
 

(n= 10
 

mice
 

per
 

group).
 

The
 

model+melatonin
 

group
 

was
 

subcutaneously
 

injected
 

daily
 

with
 

melatonin
 

(10
 

mg / kg,
 



1
 

time / d,
 

21
 

d),
 

whereas
 

the
 

other
 

groups
 

were
 

injected
 

with
 

the
 

same
 

amount
 

of
 

normal
 

saline.
 

Tumor
 

volumes
 

and
 

masses
 

were
 

measured
 

using
 

a
 

vernier
 

caliper
 

and
 

balance,
 

respectively.
 

Proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

in
 

tumor
 

tissues
 

were
 

assessed
 

by
 

immunohistochemical
 

detection
 

of
 

Ki67
 

and
 

Bcl2.
 

Levels
 

of
 

interferon
 

( IFN)-γ
 

and
 

interleukin
 

( IL)-4
 

in
 

peripheral
 

blood
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.
 

Ratios
 

of
 

Th1
 

to
 

Th2
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

Levels
 

of
 

NF-κB
 

mRNA
 

and
 

protein
 

were
 

detected
 

by
 

qPCR
 

and
 

Western
 

blot,
 

respectively,
 

in
 

tumor
 

tissues
 

and
 

lymphocytes.
 

Results　 Contrast
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

tumor
 

volumes
 

and
 

masses,
 

Ki67
 

and
 

Bcl2
 

staining
 

intensities,
 

IL-4
 

levels,
 

percentage
 

of
 

Th2
 

cells,
  

NF-κB
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 05),
 

and
 

the
 

IFN-γ
 

levels,
 

the
 

percentage
 

of
 

Th1
 

cells
 

and
 

Th1 / Th2
 

ratio
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

model
 

and
 

model+melatonin
 

groups
 

(P<0. 05).
 

Contrast
 

with
 

model
 

group,
 

tumor
 

volumes
 

and
 

masses,
 

Ki67
 

and
 

Bcl2
 

staining
 

intensities,
 

IL-4
 

levels,
 

percentage
 

of
 

Th2
 

cells,
  

NF-κB
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 05)
 

and
 

the
 

IFN-γ
 

levels,
 

the
 

percentage
 

of
 

Th1
 

cells
 

and
 

Th1 / Th2
 

ratio
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

model+melatonin
 

group
 

(P< 0. 05).
 

Conclusions 　 Melatonin
 

may
 

inhibit
 

tumor
 

growth
 

in
 

mouse
 

models
 

of
 

gastric
 

cancer
 

and
 

regulate
 

the
 

balance
 

of
 

Th1 / Th2
 

by
 

regulating
 

the
 

NF-κB
 

pathway.
【Keywords】　 　 gastric

 

cancer;
 

melatonin;
 

Th1
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Th2
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NF-κB;
 

immunity

　 　 调查统计显示,每年新发的胃癌病人和因胃癌

死亡的病人接近 80 万 ~ 100 万例,占全部的恶性肿

瘤 5. 7%和 8. 2%,胃癌的发病率和死亡率分别排名

第 6 和第 2[1] ,严重威胁了人类的生命健康,因此,
急需更全面有效的治疗手段。 目前,研究显示免疫

抑制在肿瘤的发生和进展中起着重要的作用,Th1
型免疫细胞可通过促进干扰素-γ( interferon-γ,IFN-
γ)的表达提高机体的免疫反应,从而抑制胃癌的增

殖和侵袭[2] 。 Th2 细胞则发挥免疫抑制作用,并通

过白介素-4( interleukin-4,IL-4) 等的表达促进肿瘤

生长、血管生成和进展[3] 。 患者外周血中的 Th1 /
Th2 平衡向 Th1 偏移可提高机体免疫力促进胃癌的

清除[4] 。 褪黑激素是一种人体内产生的吲哚胺,主
要由松果体在应对黑暗时产生,近年来研究发现褪

黑素具有抗癌作用,细胞研究表明褪黑素会抑制胃

癌细胞的增殖, 但是其体内抗胃癌能力尚不明

确[5] 。 也有研究表明褪黑素具有提高机体免疫力

的作用[6] ,但是其是否具有调节胃癌免疫抑制的作

用仍不清楚。 核转录因子-κB ( nuclear
 

factor-κB,
NF-κB)信号通路的激活会调控细胞的转录功能,从
而调节胃癌细胞增殖、分化、转移、炎性反应[7] 。 此

外,NF-κB 通路还参与 T 淋巴细胞向 Th1 / Th2 的分

化[8] 。 本研究旨在分析褪黑素调控 NF-κB 信号通

路调节胃癌小鼠 Th1 / Th2 免疫平衡及其机制

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物
 

　 　 雄性 SPF 级 BALB / c 小鼠共 30 只,6 ~ 8 周龄,
体重 18 ~ 22

 

g,均由上海斯莱克实验动物中心提供

[SCXK( 沪) 2019 - 0020], 饲养于锦州医科大学

[SYXK(辽)2019-0007]。 本研究通过了锦州医科

大学的医学伦理委员会审批(2020PS001K),实验的

全过程均遵循了 3R 的原则,给予人道主义关怀。
1. 1. 2　 细胞

　 　 人胃癌细胞 MKN45(ATCC 􀅺 CCL-185,美国)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 胃癌细胞载体 microcarrier
 

6 ( ELYON
 

BIO 公

司,美国);DMEM 培养基血清和抗体( Invitrogen 公

司,美国);褪黑素( >99%,YT1414,北京伊塔生物,
中国);Ki67 ( ab15580)、Bcl2 ( ab182858) 免疫组化

染色抗体(Abcam 公司,美国);ELISA 试剂盒(碧云

天公司,中国);兔单克隆 P65 抗体(ab32536)、标记

HRP 的山羊抗兔二抗以及兔单克隆 GAPDH 抗体

(ab181602) ( 购自美国的 Abcam 公司); RNeasy
 

Mini 相关的试剂盒、 TRIzol (购自德国的 QIAGEN
 

GmbH 公司);SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM 试剂盒(购自

中国 的 TaKaRa 公 司 ); PVDF 膜 ( 购 自 美 国 的

Millipore 公 司 ); BD
 

Golgi
 

StopTM 试 剂 盒 ( BD-
554715,上海创赛科技,中国)。 Nanodrop

 

2000 的仪

器和 ECL 的显色试剂盒(购自美国的 Thermo
 

Fisher
公司);大鼠的 Th1 / Th2 表型相关的抗体试剂以及

流式细胞仪(购自美国的 Becton
 

Dickinson 公司);
PCR 仪(ABI7900,ABI 公司,美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 模型制备

　 　 根据文献[9] 利用正常免疫小鼠构建胃癌移植

瘤。 首先,将 MKN45 细胞放置于 DMEM 的培养基

中进行培养(内含有链霉素 0. 1
 

mg / mL、10%的胎牛

血清、青霉素 100
 

U / mL)。 细胞的培养环境为温度
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37℃ 、湿度 95%以及 CO2 浓度 5%的培养箱中培养。
之后再向其中加入细胞载体 microcarrier

 

6 使之饱

和,同时加入 100
 

ng / mL 的 SDF-1α 和 VEGF 并共同

孵育 3
 

h。 然后将 50
 

μg 的(约含有细胞 1×106 个胃

癌细胞)一次性注射到小鼠左侧前肢皮下,在建模

7
 

d 后可以触摸瘤体的生成即说明成功建模。
1. 3. 2　 实验分组

　 　 20 只建模成功的小鼠分为模型组、模型+褪黑

素组,每组 10 只;10 只健康小鼠为对照组。 模型+
褪黑 素 组 小 鼠 在 其 肿 瘤 附 近 皮 下 多 点 注 射

10
 

mg / kg 的褪黑素,每日 1 次,其余组注射等量的

生理盐水[10] 。 干预 21
 

d(建模后 28
 

d)后,通过颈椎

脱臼处死小鼠,取出胃组织或者肿瘤组织,通过眼

眶采集外周血。
1. 3. 3　 肿瘤生长情况

　 　 观察肿瘤的每天具体生长的情况,于第 28 天的

时候统计肿瘤具体的重量和体积,采用游标卡尺测

量小鼠的皮下肿瘤的具体大小情况,然后对体积进

行计算, 公式则为: 体积 = [( 长度 × 宽度) / 2 ] 3

×0. 5236。
1. 3. 4　 免疫组化染色检测肿瘤组织中 Ki67 和 Bcl2
蛋白

　 　 通过检测 Ki67 和 Bcl2 蛋白分析细胞增殖和凋

亡情况。 将组织在 10%甲醛中固定,后包埋在石蜡

中,切成 4
 

μm 厚的切片。 然后把切片置于表面被

0. 1%浓度的聚 L 赖氨酸涂满的载玻片上,脱蜡(二

甲苯),用梯度浓度的乙醇(浓度由高到低为 100%
~70%)逐步的水合,之后再用 PBS 给予洗涤。 通过

pH = 6. 0 的柠檬酸钠缓冲液处理切片后给予热诱导

的修复。 在室温情况下,用 30%浓度过氧化氢将玻

片处理约 10
 

min 的时长从而达到对内源性的过氧

化物酶封闭的作用。 用 PBS 仔细的冲洗之后,在室

温的情况下用牛血清的白蛋白(浓度为 5%) 给予

10
 

min 时长的玻片封闭。 之后,将它们与 Ki67 或者

Bcl2 抗体(经过 1 ∶ 100 的比例稀释)在 4℃ 的情况

下过夜孵育。 用 PBS 仔细的洗涤后,将各个玻片和

特定的被生物素化二抗放置于 37℃ 的情况下给予

60
 

min 时长的孵育。 通过和苏木精、3,3-二胺联苯

胺复染。 于显微镜下仔细的观察,利用半定量法进

行分析,染色的强度 = 染色评分(0 ~ 3 分) ×染色范

围(0 ~ 4 分)。
1. 3. 5　 ELISA 检测外周血 IFN-γ 和 IL-4
　 　 小鼠外周血离心(4℃ ,12000

 

r / min,20
 

min)后

利用移液枪将上层的全部血清慢慢的吸出之后,向
里面加入相应的抗体孵育 2

 

h 的时长之后再往里面

加适量的显色剂,10
 

min 时长反应结束后将其终

止。 然后对 450
 

nm 位置的吸光度给予检测,根据试

剂盒提供的标准曲线算出 IL-4、IFN-γ 的浓度。
1. 3. 6　 流式细胞术检测外周血 Th1、Th2 细胞

　 　 利用不同梯度的离心把淋巴细胞层从外周血

里面抽吸出来,获得了全部的淋巴细胞。 分别加入

2
 

μL 的佛波酯 / 离子霉素混合物以及 2
 

μL 的布雷

非德菌素 A / 莫能霉素混合物,在 37℃ 下孵育 6
 

h。
然后加入 3

 

μL 的表面 CD4 荧光抗体,避光孵育 30
 

min。 接下来,加入 300
 

μL 的固定 / 透化试剂后在

4℃下孵育 30
 

min。 向样本中加入 IFN-γ 或 IL-4 荧

光抗体各 2
 

μL,4℃ 下孵育 30
 

min。 样本通过流式

细胞仪分析,结果使用 FlowJo(Tree
 

Star
 

Inc. ,美国)
软件实施分析。 CD4+ IFN-γ+ 作为 Th1 细胞, CD4+

IL-4+则作为 Th2 细胞。
1. 3. 7　 RT-qPCR 检测肿瘤组织中 NF-κB

 

mRNA
　 　 利用 TRIzol 试剂在 1. 3. 4 里面的淋巴细胞内或

者组织中将总的 RNA 提取处理,并采用 Nanodrop
 

2000 仪器实施定量。 通过 RNeasy
 

Mini 的相关试剂

盒逆转录全部的 mRNA,相应的 RT-qPCR 反应则采

用
 

SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM 实施:95℃ 情况下反应时

长 2
 

min,
 

58℃情况下反应时长 20
 

s,然后在 72℃情

况下反应时长 20
 

s ( 此步骤则循环 40 次), 以

GAPDH 作为此次研究的内参,2-ΔΔCt 法将相对的

NF-κB 表达水平计算出来。
1. 3. 8　 Western

 

blot 检测肿瘤组织中 NF-κB 蛋白
 

　 　 将 1. 3. 4 里面的淋巴细胞内或者组织全部的裂

解之后经过离心 ( 温度设置为 4℃ , 速度设置为

12000
 

r / min,时长设置 5
 

min) 将总蛋白全部的收

集。 通过 SDS-PAGE(浓度为 10%)将蛋白质分离,
并将蛋白转至 PVDF 膜上。 加入浓度为 5%的脱脂

牛奶(温度为室温条件,时长设置为 2
 

h)封闭之后

加入按照 1 ∶ 500 比例稀释的 NF-κB 抗体于 4℃ 情

况下给予 8
 

h 时长的孵育,洗涤结束后向其中加入

二抗(按照 1 ∶ 2000 比例稀释,温度为室温条件,时
长设置为 1

 

h)。 条带则采用 ECL 给予可视化的处

理,GAPDH 为此次研究的内参,分析相对的 NF-κB
蛋白的表达具体情况。
1. 4　 统计学方法

　 　 统计学则采用 SPSS
 

19 软件分析,用平均数±标
准差( 􀭰x±s)代表计数,用方差分析( ANOVA) 评估,
两两对比用 SNK-q 检验,以 P<0. 05 为差异显著。
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2　 结果

2. 1　 褪黑素对胃癌小鼠模型肿瘤生长的影响

　 　 与对照组比较,模型组、模型+褪黑素组的肿瘤

体积和重量均显著升高(P<0. 05);与模型组比较,
模型+褪黑素组的肿瘤体积和重量均显著降低(P<
0. 05),见表 1。

注:A~ C:蛋白 Ki67 的免疫组化染色;E ~ F:蛋白 Bcl2 的免疫组化染色。

图 1　 免疫组化染色检测褪黑素对胃癌小鼠模型胃癌组织中蛋白 Ki67 和蛋白 Bcl2 表达水平的影响

Note.
 

A~ C,
 

Immunohistochemical
 

staining
 

of
 

protein
 

Ki67.
 

E ~ F,
 

Immunohistochemical
 

staining
 

of
 

protein
 

Bcl2.

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

protein
 

Ki67
 

and
 

protein
 

Bcl2
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissue
 

of
 

gastric
 

cancer
 

mouse
 

model
 

detected
 

by
 

immunohistochemical
 

staining

2. 2　 褪黑素对胃癌小鼠模型胃癌细胞增殖和凋亡

的影响

与对照组比较,模型组、模型+褪黑素组的 Ki67
和 Bcl2 染色强度均显著增强(P<0. 05);与模型组

比较,模型+褪黑素组的 Ki67 和 Bcl2 染色强度均显

著减弱(P<0. 05),见图 1 和表 2。
2. 3　 褪黑素对胃癌小鼠模型 Th1 和 Th2 标志细胞

因子表达水平的影响

与对照组比,模型组、模型+褪黑素组的 IFN-γ
水平显著降低,IL-4 水平显著升高(P<0. 05);与模

型组比,模型+褪黑素组的 IFN-γ 显著升高,IL-4 水

平显著降低(P<0. 05),见表 3。
2. 4　 褪黑素对胃癌小鼠模型 Th1 / Th2 水平的影响

　 　 与对照组相比,模型组、模型+褪黑素组的外周

血中 Th1 比例和 Th1 / Th2 比值均显著降低 ( P <
0. 05),Th2 细胞比例显著升高(P<0. 05);与模型组

相比,模型+褪黑素组的外周血中 Th1 比例及 Th1 /

Th2 的比值升高明显(P<0. 05),Th2 细胞的比例降

低明显(P<0. 05),见图 2 和表 4。
表 1　 褪黑素对胃癌小鼠模型肿瘤生长的影响( 􀭰x±s,n= 10)
Table

 

1　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

tumor
 

growth
 

in
 

a
 

nude
 

mouse
 

model
 

of
 

gastric
 

cancer
组别

Groups
体积(mm3 )

Volume
重量(g)

Mass

对照组
Control

 

group 0. 00±0. 00 0. 00±0. 00

模型组
Model

 

group 281. 24±27. 63∗ 0. 31±0. 04∗

模型+褪黑素组
Model+melatonin

 

group 173. 55±24. 72∗# 0. 20±0. 03∗#

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

表 2　 褪黑素对胃癌小鼠模型胃癌组织中
Ki67、Bcl2 染色强度的影响

Table
 

2　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

intensity
 

of
 

Ki67,
 

Bcl2
 

staining
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

of
 

mouse
 

models
 

of
 

gastric
 

cancer
组别

Groups
Ki67 染色强度

Ki67
 

staining
 

intensity
Bcl2 染色强度

Bcl2
 

staining
 

intensity

对照组
Control

 

group 1. 12±0. 13 0. 97±0. 10

模型组
Model

 

group 6. 43±0. 72∗ 5. 62±0. 68∗

模型+褪黑素组
Model+melatonin

 

group 2. 15±0. 27∗# 1. 98±0. 26∗#

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.
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2. 5　 褪黑素对胃癌小鼠模型肿瘤组织中 NF-κB 表

达水平的影响

　 　 与对照组比,模型组、模型+褪黑素组的肿瘤组

织中 NF-κB
 

mRNA 和蛋白表达水平显著升高(P<
0. 05);与模型组比,模型+褪黑素组 NF-κB

 

mRNA
和蛋白水平显著降低(P<0. 05),见图 3 和表 5。

2. 6　 褪黑素对胃癌小鼠模型淋巴细胞中 NF-κB 表

达水平的影响

与对照组比,模型组、模型+褪黑素组的淋巴细胞

中 NF-κB
 

mRNA 和蛋白表达水平显著升高 (P <
0. 05);与模型组比,模型+褪黑素组的 NF-κB

 

mRNA
和蛋白水平显著降低(P<0. 05),见图 4 和表 6。

图 2　 褪黑素对胃癌小鼠模型 Th1、Th2 细胞水平的影响

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

Th1,
 

Th2
 

level
 

of
 

gastric
 

cancer
 

mouse
 

model

表 3　 褪黑素对胃癌小鼠模型 IFN-γ 和
IL-4 水平的影响( 􀭰x±s,n= 10)

Table
 

3　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

IFN-γ
 

and
 

IL-4
  

in
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

gastric
 

cancer
组别 Groups IFN-γ(pg / mL) IL-4(pg / mL)

对照组
Control

 

group 86. 95±9. 74 7. 26±0. 68

模型组
Model

 

group 52. 26±6. 85∗ 15. 32±1. 71∗

模型+褪黑素组
Model+melatonin

 

group 81. 46±11. 09∗# 10. 14±1. 13∗#

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

图 3　 褪黑素对胃癌小鼠模型肿瘤组织中 NF-κB
蛋白相对的表达水平的影响

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

NF-κB
 

protein
 

in
 

the
 

tumor
 

tissue
 

of
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

gastric
 

cancer

表 4　 褪黑素对胃癌小鼠模型 Th1 / Th2
水平的影响( 􀭰x±s,n= 10)

Table
 

4　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

Th1 / Th2
 

levels
 

in
 

mouse
 

models
 

of
 

gastric
 

cancer
组别

 

Groups Th1 Th2 Th1 / Th2
对照组

Control
 

group 8. 68±0. 75 6. 37±0. 65 1. 36±0. 12

模型组
Model

 

group 6. 33±0. 71∗ 11. 02±1. 14∗ 0. 57±0. 07∗

模型+褪黑素组
Model+melatonin

 

group 7. 62±0. 86∗# 7. 85±0. 84∗# 0. 97±0. 11∗#

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

表 5　 褪黑素对胃癌小鼠模型肿瘤组织中
NF-κB

 

mRNA 和蛋白表达水平的影响( 􀭰x±s,n= 10)
Table

 

5　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

NF-κB
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

tumor
 

tissues
 

of
 

gastric
 

cancer
 

mouse
 

models
组别

 

Groups NF-κB
 

mRNA NF-κB 蛋白
NF-κB

 

Protein
对照组

Control
 

group 1. 00±0. 09 1. 00±0. 07

模型组
Model

 

group 4. 56±0. 42∗ 3. 92±0. 36∗

模型+褪黑素组
Model+melatonin

 

group 2. 17±0. 20∗# 1. 86±0. 17∗#

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.
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图 4　 褪黑素对胃癌小鼠模型淋巴细胞中 NF-κB
蛋白表达水平的影响

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

NF-κB
 

protein
 

in
 

lymphocytes
 

in
 

mouse
 

models
 

of
 

gastric
 

cancer

表 6　 褪黑素对胃癌小鼠模型淋巴细胞中 NF-κB
表达水平的影响( 􀭰x±s,n= 10)

Table
 

6　 Effect
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

NF-κB
 

in
 

lymphocytes
 

in
 

mouse
 

models
 

of
 

gastric
 

cancer
组别

 

Groups NF-κB
 

mRNA NF-κB 蛋白
NF-κB

 

Protein
对照组

Control
 

group 1. 00±0. 01 1. 00±0. 09

模型组
Model

 

group 4. 92±0. 48∗ 4. 48±0. 43∗

模型+褪黑素组
Model+melatonin

 

group 2. 75±0. 26∗# 2. 21±0. 21∗#

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

3　 讨论

　 　 我国大部分胃癌患者在确诊时已处于中晚期,
这使患者的死亡率大大升高[11] 。 胃癌细胞的恶性

增殖是导致治疗失败的主要原因[12] ,寻找有效的抑

制胃癌细胞增殖和促进其凋亡的药物对于胃癌治

疗具有有重要的临床意义。
褪黑素具有抗衰老、抗炎、促进睡眠、以及血管

舒张和抗纤维化的功能[13] 。 近年来,褪黑素的抗癌

作用被逐渐发现,研究表明褪黑素可以抑制胰腺

癌[14] 、卵巢癌[15] 、乳腺癌[16] 等的进展。 最新研究

发现褪黑素也具有抑制胃癌的功能,细胞实验结果

表明褪黑素可通过介导自噬抑制胃癌细胞的增

殖[17] 。 Ki67 是肿瘤细胞有丝分裂必不可少的蛋

白,NF-κB 蛋白的升高会促进 Ki67 蛋白的表达,从
而促进胃癌细胞增殖[18] 。 Bcl2 是经典的抗凋亡蛋

白,Bcl2 蛋白的过表达是导致胃癌发生和进展的重

要因素,并且 Bcl2 蛋白的表达也被 NF-κB 通路调

控[19] 。 本研究利用胃癌细胞构建了胃癌移植瘤小

鼠模型,结果表明皮下注射褪黑素可显著的抑制肿

瘤组织的生长,并抑制肿瘤组织中增殖标志蛋白

Ki67 和抗凋亡蛋白 Bcl2 的表达。 此外,胃癌组织中

NF-κB
 

mRNA 和蛋白表达水平均显著升高,提示褪

黑素则可在转录和翻译的水平上抑制 NF-κB 的表

达。 Colombo 等[20] 的研究表明褪黑素可通过抑制

NF-κB 通路的水平抑制乳腺癌和胃癌的进展。 也有

研究显示褪黑素通过抑制 NF-κB 通路抑制 COX-2
的表达,从而起到抗血液肿瘤的作用[21] 。 本次研究

结果表明褪黑素可在 mRNA 和蛋白的水平上抑制

NF-κB 的表达,从而 Ki67 和 Bcl2 蛋白的表达,这会

降低胃癌细胞的增殖能力并诱导其凋亡,从而抑制

胃癌移植瘤模型的生长,起到抗胃癌作用。
为进一步分析褪黑素抗胃癌的机制,本研究也

基于 Th / Th2 从免疫的水平上分析褪黑素的胃癌机

制。 研究发现免疫抑制参与胃癌的发生、生长和转

移,机体免疫能力的降低导致体内生成的癌变细胞

无法清除,从而导致肿瘤的发生[22] 。 此外,机体免

疫力的降低,以及肿瘤细胞的免疫逃逸特性,导致

肿瘤组织不受限的生长并发生转移[23] 。 Th1 / Th2
细胞均是由 CD4+ T 淋巴细胞分化而来的两个亚群,
其中 Th1 细胞介导免疫和炎性反应,Th1 会通过分

泌 IFN-γ 来促进炎性反应,并解除免疫抑制,促进肿

瘤被免疫系统清除[24] 。 Th2 细胞功能与 Th1 细胞

相反,其可通过分泌 IL-4、IL-10 等诱导免疫抑制缓

解炎性反应[25] 。 在肿瘤中,Th2 细胞分化比例升

高,介导免疫抑制,Th2 比例的升高也与胃癌患者不

良预后有关[26] 。 此外,Th1 / Th2 细胞的分化和功能

也受到 NF-κB 通路的调节,研究表明 H2S 会通过介

导 NF-κB 通路 Th1 / Th2
 

失衡,从而加剧脂多糖诱导

的肺炎[27] 。 也有研究显示细辛素对胶原性关节炎

的改善与 NF-κB 通路的下调和
 

Th1 / Th2 平衡的回

调有关[28] 。 为分析褪黑素对胃癌动物模型 Th1 /
Th2 的影响,本研究利用免疫系统正常的小鼠构建

胃癌移植瘤模型,结果表明与健康小鼠比较,胃癌

模型小鼠外周血中 IFN-γ 的水平降低,IL-4 的水平

升高,Th1 细胞比例和 Th1 / Th2 比值显著降低,而
Th2 细胞比例升高,此外,淋巴细胞中 NF-κB

 

mRNA
和蛋白的水平均显著升高,这说明胃癌移植瘤裸鼠

模型中出现 Th1 / Th2 的失衡,并且出现免疫抑制。
而褪黑素不但提高了 IFN-γ、Th1 细胞比例和 Th1 /
Th2 水平,抑制了 IL-4 和 Th2 的水平,还在 mRNA
和蛋白的水平上显著抑制了淋巴细胞中 NF-κB 的
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表达。 刘静等[29] 的研究表明体内褪黑素的升高会

促进 CD4+ T 淋巴细胞的活化,从而提高机体的免疫

力。 也有研究表明褪黑激素可通过平衡重症肌无

力中的外周血 Th1 / Th2 比例发挥免疫调节作用[30] 。
本次研究结果表明胃癌会引起 Th1 的降低和 Th2 的

升高,从而影响机体的免疫反应诱发免疫抑制,而
褪黑素则可通过的提高 NF-κB 的表达提高 Th1 细

胞比例并抑制 Th2 细胞分化,从而使失衡的 Th1 /
Th2 向 Th1 偏移,并促进 IFN-γ 的分泌抑制 IL-4 的

分泌,解除免疫抑制,进而起到抗胃癌的功能。
此外,本次研究也存在某些局限性。 首先,本

研究是定性额,只提示了褪黑素一定程度上具有抗

胃癌和调节 Th1 / Th2 的作用,但是其治疗胃癌的剂

量、安全性仍需要动物和临床研究。 关于 NF-κB 在

褪黑素抗胃癌中的必要性仍需要挽救实验验证。
并且褪黑素调控胃癌中 NF-κB 的表达的分子机制

仍需要深入研究。
综上所述,褪黑素可能通过调控 NF-κB 通路抑

制胃癌移植瘤小鼠模型的肿瘤生长,并调节 Th1 /
Th2 平衡。 提示褪黑素可能是治疗胃癌的有潜力的

药物。
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细胞焦亡与心血管疾病的关系及
中医药干预研究进展

尤　 越1,2,3,李玲美1,2,3,李　 磊1,2,3,韩　 笑1,2,3,孟红旭1,2,3,付建华1,2,3∗,刘建勋1,2,3

(1.中国中医科学院西苑医院基础医学研究所,北京　 100091;2.国家中医心血管病临床医学中心,北京　 100091;
3.中药药理北京市重点实验室,北京　 100091)

　 　 【摘要】 　 细胞焦亡( Pyroptosis) 是一种促炎的程序性细胞死亡方式,其发生依赖于半胱天冬氨酸蛋白酶

(Caspase)的激活,伴随大量促炎症因子释放。 细胞焦亡的主要信号通路包括 Caspase-1 介导的经典通路和

Caspase-4、5、11 介导的非经典通路。 此外,Caspase-3 和 Caspase-8 也可以分别通过裂解 Gasdermin
 

E( GSDME)和

Gasdermin
 

D(GSDMD)来诱导焦亡。 近年来研究表明细胞焦亡在心血管疾病发生发展过程中扮演着重要的角色。
本文就细胞焦亡与动脉粥样硬化、心肌缺血 / 再灌注、心衰、高血压、糖尿病性心肌病这些心血管疾病的关系及近年

来中医药调控细胞焦亡干预心血管疾病方面进行综述,以期为发挥中医药优势防治心血管疾病提供新思路。
【关键词】 　 中医药;细胞焦亡;心血管疾病
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　 　 【Abstract】　 Pyroptosis,
 

a
 

pro-inflammatory
 

programmed
 

mode
 

of
 

cell
 

death
 

that
 

relies
 

on
 

caspases,
 

is
 

accompanied
 

by
 

the
 

massive
 

release
 

of
 

pro-inflammatory
 

factors.
 

There
 

are
 

two
 

main
 

signaling
 

pathways
 

in
 

pyroptosis:
 

the
 

classical
 

pathway
 

mediated
 

by
 

Caspase-1
 

and
 

non-classical
 

pathway
 

mediated
 

by
 

Caspases-4,
 

5
 

and
 

11.
 

In
 

addition,
 

Caspase-3
 

and
 

Caspase-8
 

can
 

induce
 

pyroptosis
 

by
 

cleaving
 

Gasdermin
 

E
 

and
 

Gasdermin
 

D,
 

respectively.
 

Recent
 

studies
 

have
 

shown
 

that
 

pyroptosis
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

cardiovascular
 

diseases.
 

This
 

article
 

briefly
 

summarizes
 

the
 

relationship
 

between
 

pyroptosis
 

and
 

cardiovascular
 

diseases
 

including
 

atherosclerosis,
 

myocardial
 

ischemia /
reperfusion,

 

heart
 

failure,
 

hypertension,
 

and
 

diabetic
 

cardiomyopathy.
 

In
 

addition,
 

we
 

review
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

interventions
 

explored
 

in
 

recent
 

years
 

to
 

provide
 

new
 

ideas
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

cardiovascular
 

diseases
 

that
 

embrace
 

the
 

advantages
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine.
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　 　 细胞焦亡是一种由 Gasdermin 介导的细胞程序

性死亡方式,焦亡的发生会形成质膜孔,引起细胞

肿胀和溶解,随后细胞膜破裂、促炎细胞因子释放,
从而诱导和放大炎症反应。 炎症反应是多种心血

管疾病的基本病理特征,细胞焦亡及其相关炎症小

体的激活与心血管疾病的发生发展密切相关[1] 。
研究发现,多种中药复方、单体能够调控细胞焦亡

防治心血管疾病[2] 。 本文依据国内外相关研究进

展,探讨细胞焦亡的分子机制及其与心血管疾病的

关系,以及中医药对其干预的新探索,以期加深对

细胞焦亡的认识,并为心血管疾病的防治提供中医

药治疗新视角。

1　 细胞焦亡的概述

　 　 细胞焦亡现象最早是 1992 年 Zychlinsky 在弗

氏志贺氏杆菌感染的巨噬细胞中发现,1999 年在沙

门氏菌感染的巨噬细胞中也观察到了类似的表

型[3-4] 。 其后相关研究表明,选择性 Caspase-1 抑制

剂和敲除 Caspase-1 均能有效阻止弗氏志贺菌诱导

的细胞死亡,而 Caspase-3 抑制剂却不能;提示存在

一种新的细胞死亡形式,不依赖于经典凋亡相关蛋

白 Caspase-3 的表达[5-6] 。 2001 年, Cookson
 

BT 和

Brennan
 

MA 首 次 将 细 胞 焦 亡 定 义 为 一 种 由

Caspase-1 介导的程序性细胞死亡的新形式[7] 。
2011 年,Kayagaki 等[8] 发现 Caspase-11 诱导的巨噬

细胞焦亡可不依赖于 Caspase-1 的激活,并提出它是

非经典炎症小体途径,但 Caspase-1 / 11 的下游信号

通路尚未确定。 直到 2015 年,两项独立研究确定

GSDMD 蛋白是 Caspase-1 / 11 的关键底物,细胞焦亡

被重新定义为由 Gasdermin 介导的程序性细胞坏

死[9-10] 。 此外,最新研究发现,Caspase-3、Caspase-8
和 GSDME 蛋白也参与了细胞焦亡。 2018 年,NCCD
(细胞死亡命名委员会)将细胞焦亡定义为“一种调

节性细胞死亡”,严重依赖于 Gasdermin 蛋白家族成

员的质膜孔的形成,通常是炎症性 Caspase 激活的

结果[11] 。 细胞焦亡现象不仅存在于单核 / 巨噬细胞

中,还存在于包括树突状细胞、肝细胞、内皮细胞、
心肌细胞等其他细胞中[12] 。 在生化与形态学上,细
胞焦亡主要特征是细胞肿胀,细胞膜上快速形成直

径为 10 ~ 15
 

nm 的膜孔[13] ,细胞膜破裂,胞内容物

流出,形成炎症小体并释放大量促炎因子包括白细

胞介素-1β( interleukin-1β,IL-1β)、IL-18、高迁移率

族蛋白 B1( high
 

mobility
 

group
 

protein
 

B1,HMGB1)
和热休克蛋白(heat

 

shock
 

protein,HSP)。

2　 细胞焦亡的发生机制

2. 1　 依赖 Caspase-1的经典焦亡通路

　 　 细胞焦亡是一种参与先天免疫的促炎型调节

性细胞死亡(regulatory
 

cell
 

death,RCD)方式[14] 。 先

天免疫反应依赖于模式识别受体(pattern
 

recognition
 

receptor, PRR ) 来 识 别 病 原 体 相 关 分 子 模 式

(pathogen-associated
 

molecular
 

pattern, PAMP ) 和危

险 相 关 分 子 模 式 ( damage-associated
 

molecular
 

pattern,DAMP)。 PRR 家族主要由核苷酸结合寡聚

结构 域 样 受 体 ( nucleotide-binding
 

oligomerization
 

domain
 

like
 

receptor,
 

NLR)、 Toll 样受体 ( Toll-like
 

receptor,
 

TLR)以及黑色素瘤 2 缺失受体( absent
 

in
 

melanoma
 

2-like
 

receptor,
 

ALR)等几种不同受体[15]

组成。 PAMP 或 DAMP 激活的 PRR 可诱导炎症反

应[16] 。 细胞焦亡是由炎症小体激活引起的,炎症小

体是细胞内蛋白质复合物[17] 。 目前研究较多的炎

症小体有 NLRP1、 NLRP3、 NLRP4、 AIM2 和 Pyrin。
Pyrin 可以与接头蛋白 ASC ( apoptosis-associa-ted

 

speck-like
 

protein
 

containing
 

a
 

CARD,ASC)形成炎症

小体复合物,并在体外激活 Caspase-1[18] 。 研究最

深入的炎症小体是 NLRP3 炎症小体,分别由传感器

分子 NLRP3、ASC 和 pro-caspase-1 组成。 某些 PRR
家族,如 NLR 亚家族,是炎症小体复合物的关键组

成部分。 在细胞内和细胞外的刺激下,炎症小体的

激活作为 Caspase-1 活化的分子信号平台,进而导致

细胞死亡和炎症反应[19] 。 各种刺激物对 NLR
( NLRP4, 黑素瘤缺乏因子 2 ( AIM2)、 NLRP1 和

Pyrin)的刺激导致典型炎症小体的组装[20] ,从而将

pro-caspase-1 转 化 为 具 有 活 性 的 Caspase-1。
GSDMD 被 Caspase-1 裂解并激活,导致膜孔形成和

炎性细胞因子 IL-1β、IL-18、HGRB 等释放,诱导细

胞焦亡[14] 。
2. 2　 依赖 Caspase-4 / 5 / 11 的非经典焦亡通路

　 　 Caspase-11 通过两种方式间接引起细胞焦亡。
一方面 Caspase-11 可直接识别并结合细菌脂多糖

(lipopolysaccharide,LPS),作用于 GSDMD,诱导 K+

外流,激活 NLRP3 炎症小体并释放炎症因子,促进

细胞焦亡;另一方面,Caspase-11 还能激活 pannexin-
1 通道,释放 ATP,促进嘌呤受体 P2X7 膜通道的开
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放和 K+外流,诱导细胞焦亡。
Caspase-4、5 与 Caspase-11 是同源蛋白,其功能

相似,也可以识别 LPS,促进 Caspase 快速寡聚、活
化,切割 GSDMD-N,导致膜孔形成和炎性介质的分

泌,引发细胞死亡和炎症[21] 。
目前对 Caspase-4、5、11 非经典通路的了解主要

集中在其在感染性疾病中的作用上,对心血管疾病

的作用研究较少[22] 。
2. 3　 其他 Caspase 介导的细胞焦亡

　 　 近期研究表明,GSDME 能够被 Caspase-3 切割,
裂解 生 成 Asp270, 后 者 产 生 靶 向 质 膜 的 坏 死

GSDME-N 片段,从而诱导细胞焦亡[23] 。 Caspase-3
可将 GSDME 特异性切割成 N 端和 C 端片段。
GSDME 的 N 端片段 ( GSDME-N) 与 GSDMD-N 相

似,两者均可诱导大面积细胞死亡[24] 。 这些结果改

变了以往认为 Caspase-3 的激活仅导致细胞凋亡的

传统观念[25] 。 研究发现,硬骨鱼只有 GSDME,可被

Caspase-1、3 和 7 裂解并诱导细胞焦亡[26] ,这为进

一步探索焦亡途径提供了实验模型。
研究发现 Caspase-8 的激活触发了 NLRP3 炎症

小体[27] ,提示 Caspase-8 可能诱发焦亡。 随后,相关

研究发现通过耶尔森氏菌效应蛋白 yopj 抑制 tak1
激酶会引起 Caspase-8 依赖性的 GSDMD 裂解,并导

致细胞焦亡,这意味着 Caspase-8 也是焦亡的调控因

子[28] 。 Caspase-8 与 Caspase-11 的联合还可以增强

炎症反应[29] 。 以上结果表明 Caspase-8 / GSDMD 通

路和 Caspase-3 / GSDME 通路可能是细胞焦亡的其

他机制。

3　 细胞焦亡与心血管疾病的关系

　 　 心血管疾病是世界范围内引起死亡的主要原

因,细胞焦亡在多种心血管疾病的病理过程中起着

关键作用。 细胞焦亡可能是心血管疾病的内源性

调节因子,焦亡的发生及其病理产物可减少血管再

生,破坏血管内皮细胞,破坏动脉壁斑块的稳定性,
引起心肌肥大和心肌纤维化,加重疾病的损害,导
致预后不良[1] 。
3. 1　 细胞焦亡与动脉粥样硬化

　 　 动脉粥样硬化(atherosclerosis,
 

AS)是涉及多种

因素的慢性炎症性疾病,细胞死亡和炎症是动脉粥

样硬化发生和发展的两个关键因素[30] 。 细胞焦亡

作为一种促炎性的细胞死亡方式,在动脉粥样硬化

中发挥着重要的作用。 细胞焦亡的发生会加重动

脉粥样硬化斑块的不稳定性,导致斑块破裂和血栓

形成,最终通过大量释放促炎细胞因子,引起急性

心血管事件[31] 。
内皮细胞功能障碍和坏死是动脉粥样硬化的

始动环节,内皮细胞焦亡可引起内皮功能障碍。 动

脉粥样硬化的一些危险因素可通过上调 NLRP3、
ASC 和 Caspase-1 的表达,诱导内皮细胞焦亡,加重

动脉粥样硬化斑块的发展[32] 。 Yin 等[33] 、Wu 等[34]

发现, 活 化 高 脂 饲 料 喂 养 的 ApoE- / - 小 鼠 中 的

Caspase-1 会促内皮细胞的死亡;与 ApoE- / - 小鼠相

比,Caspase-1 和 ApoE 双基因敲除小鼠的主动脉窦区

动脉粥样硬化面积减少了 44%。 Zeng 等
 [35] 发现,核

因子 κB ( nuclear
 

factor
 

κB,NF-κB) 抑制剂 BAY11-
7082 可显著降低内皮细胞中 NLRP3、Caspase-1 和 IL-
1β 的 表 达。 氧 化 三 甲 胺 ( trimethylamino

 

oxido,
TMAO)、氧化低密度脂蛋白 ( oxidized

 

low-density
 

lipoprotein,ox-LDL)、尼古丁、丙烯醛等促进 NLRP3
介导的内皮细胞焦亡的机制均与线粒体损伤和活

性氧( reactive
 

oxygen
 

species,ROS) 产生有关[34,36] 。
位于线粒体内膜上的琥珀酸脱氢酶复合亚基 B
(succinate

 

dehydrogenase
 

B,SDHB)在呼吸和氧化中

起着至关重要的作用,SDHB 的过表达促进了 ROS
的产生,而 SDHB

 

shRNA 的转染消除了 TMAO 诱导

的人脐静脉内皮细胞焦亡[37] 。 上述研究表明 ROS /
NF-κB / NLRP3 轴在动脉粥样硬化过程中的内皮细

胞焦亡中起重要作用。
巨噬细胞源性泡沫细胞是动脉粥样硬化斑块

不稳定的关键因素[38] 。 细胞焦亡是动脉粥样硬化

斑块中巨噬细胞坏死的主要方式[39] 。 研究发现,低
浓度长期 ox-LDL 处理可以使体外培养的泡沫细胞

容易发生焦亡,从而促进动脉粥样硬化的发展[40] 。
溶血磷脂酰胆碱 ( lysophosphatidylcholine, LPC) 是

ox-LDL
 

致动脉粥样硬化发生中具有高度促炎作用

的关键因子[41] 。 Corrêa 等[42] 报道,LPC 诱导单核、
内皮细胞中泡沫细胞形成是依赖于 Caspase-1 的激

活和 IL-1β 的释放。 最新研究表明,尼古丁通过增

加 ROS 的产生,激活 TXNIP / NLRP3 炎症小体,引起

巨噬细胞焦亡[43] 。 NF 通路的关键蛋白 p65 的核转

位促进了尼古丁诱导的巨噬细胞细胞焦亡,当 p65
被 siRNA 沉默时,尼古丁诱导的 Caspase-1、IL-1β、
IL-18

 

蛋白表达在 RAW264. 7 细胞中显著降低[44] 。
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Peng 等[45]报道线粒体外膜蛋白 NIX 通过激活线粒

体自噬抑制 ox-LDL 诱导的巨噬细胞焦亡;线粒体自

噬通过维持线粒体膜电位和减轻 ROS 的产生来抑

制巨噬细胞中 Caspase-1 的激活和 IL-1β 的成熟;表
明在动脉粥样硬化危险因素的刺激下,线粒体具有

维持自身稳定性的机制来抵抗细胞焦亡。 现有研

究结果表明,ROS / NF-κB / NLRP3 轴和线粒体也在

动脉粥样硬化过程中的巨噬细胞焦亡中起关键的

作用。 此外,Caspase-11 / GSDMD
 

非经典焦亡通路也

与动脉粥样硬化的发病相关。 Fidler 等[46]发现巨噬

细胞焦亡会加重动脉粥样硬化,而敲除 Caspase-1、
11 或 GSDMD 基因可减轻 Jak2V617F 小鼠的动脉粥

样硬化。
平滑肌细胞的焦亡可导致动脉粥样硬化斑块

纤维帽变薄,并触发炎症反应,从而加剧斑块的不

稳定性和脆弱性。 研究表明, ox-LDL 通过激活

NLRP3 炎性小体诱导平滑肌细胞焦亡,而 Caspase-1
抑制剂 VX-765 可显著减少 ox-LDL 诱导的内皮细

胞焦亡,减缓动脉粥样硬化的发展[47] 。 研究表明,
高脂饲料喂养可提高 ApoE- / - 小鼠 AIM2、GSDMD-N
的蛋白表达,增大动脉粥样硬化斑块面积;体外研

究发现 AIM2 和 GSDMD-N 的表达与 ox-LDL 水平呈

浓度依赖关系,且 NF-κB 抑制剂可以减少 AIM2 的

表达[48] 。
3. 2　 细胞焦亡与心肌缺血 /再灌注损伤

　 　 冠状动脉急性闭塞可导致心肌梗死(myocardial
 

infarction,MI
 

),目前最好的解决方法是及时恢复血

流,以防止心肌细胞过度死亡。 然而,当血流再通

时,缺血心肌虽然得以恢复正常灌注,其组织损伤

反而呈进行性加重,这一病理过程称为心肌缺血再

灌注损伤 ( myocardial
 

ischemic
 

reperfusion
 

injury,
 

MIRI)。 炎症反应在 MI / RI 发生过程中起重要的作

用,细胞焦亡过程会释放大量促炎因子,越来越多

的证据表明,细胞焦亡与 MI / RI 密切相关。
Kawaguchi 等[49] 发现在 MI 死亡患者的心脏中

存在 NLRP3 炎症小体成分。 在心肌缺血的情况下,
线粒体功能障碍和溶酶体不稳定会增加 K+外流,从
而激活 NLRP3 炎症小体,促进细胞焦亡[50] 。 由

NLRP3 炎症小体激活介导的细胞焦亡可加重糖尿

病大鼠 MIRI 程度,且糖尿病 MIRI 大鼠 CK-MB 和

LDH 的释放量明显高于非糖尿病大鼠, 并伴有

NLRP3 炎症小体活化和细胞焦亡的增加,而抑制

NLRP3 炎症小体的激活可明显改善 MIRI[51] 。 钙蛋

白酶的沉默可通过抑制 NLRP3 / ASC / Caspase-1 轴

的激活来改善 MIRI 所致的心肌功能障碍[52] 。 通过

抑制氧化应激和 NLRP3 介导的细胞焦亡, 抑制

miR-29a 靶向沉默信息调节因子 2 相关酶 1(sirtuin,
SIRT1)也可以改善 MIRI[53] 。 以上研究结果表明

NLRP3 介导的细胞焦亡在 MI / RI 中起关键作用。
研究发现,Caspase-1 基因敲除小鼠在 MIRI 后

左心室重构减弱, 心肌梗死面积减少[54] , 但是

Caspase-1 过度表达的小鼠,其心肌梗死面积会增

加[55] 。 研究发现,具有高度选择性的 Caspase-1 抑

制剂 VX-765 可以减少 MIRI 损伤模型中的心肌梗

死[56] 。 因此,Caspase-1 可能是治疗心血管疾病的

潜在靶点。
3. 3　 细胞焦亡与心衰

　 　 心力衰竭(heart
 

failure,HF)是大多数心血管疾

病的最终结果。 心衰的主要病理生理特征是心脏

结构和功能的改变,表现为心肌细胞和心脏成纤维

细胞死亡、炎性细胞浸润、心肌纤维化、心脏肥大和

心功能降低[57] 。 近年来,研究表明细胞焦亡可能在

心力衰竭中也起重要作用[58] 。
钙 调 神 经 磷 酸 酶 转 基 因 ( calcineurin

 

transgeneosis,CNTg) 的过度表达会导致心脏肥大、
炎症和心室扩张[59] 。 NLRP3 炎症小体在 CNTg 小

鼠衰竭心肌中被激活,经 IL-1 受体拮抗剂(IL-1-ra)
治疗后,收缩功能得到改善;此外,NLRP3 基因敲除

可降低血清 IL-1β 和心肌 Caspase-1 活化,减少炎症

反应,改善心脏收缩功能[60] 。 这些结果证明 NLRP3
炎症小体通过 IL-1β 促进心肌功能障碍相关的结构

性心肌病,为心力衰竭的治疗提供了潜在方向。
病理性肥厚是心脏病中发生的一种主要改变,

可导致心力衰竭。 体外实验表明,在心肌肥厚模型

中,Caspase-1 和 IL-1β 的表达水平显著上调,随后

用 Caspase-1 抑制剂和血管紧张素 II(Angitensin
 

II
 

,
Ang

 

II)治疗心肌细胞,发现 Caspase-1 减弱了 Ang
 

II
的促肥厚作用,这与 Caspase-1 和 IL-1β 的下调有

关,Caspase-1 通过上调 Il-1β
 

来调控 Ang
 

II 诱导的

心肌肥大[61] 。 以上结果表明,Caspase-1 介导的细

胞焦亡与心肌肥厚的发病机制密切相关。
3. 4　 细胞焦亡与高血压

　 　 高血压( hypertension,HTN) 是一种慢性、低度

炎症性疾病,是动脉粥样硬化相关心血管疾病的危
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险因素。 虽然细胞焦亡和高血压之间的关系目前

还没有明确,但是焦亡相关炎症小体的释放在高血

压的发病过程中也扮演着重要的角色。
炎症是高血压发生的主要原因之一。 研究发

现,与正常人群比较,原发性高血压患者血清 IL-1β
水平升高,鉴于 IL-1β 的成熟依赖于 Caspase-1,高血

压的发生可能与 Caspase-1 的激活有关[62-64] ;另一

项研究表明,pro-caspase-1
 

mRNA 在自发性高血压

大鼠的主动脉和肾动脉中的表达增加,间接支持了

这种可能性[65] 。 此外, 高盐还会增加小鼠肾中

NLRP3、ASC 和 Caspase-1 的表达,促进 Caspase-1 的

激活,以及 IL-1β 的成熟[62] 。 NLRP3 炎症小体关键

组分的表达下调可以延缓高血压的发展, 抑制

NLRP3 炎症小体的药物可以降低血压。 MCC950 是

一种 NLRP3 受体阻滞剂,它可以部分逆转高盐诱导

的小鼠高血压[66] 。 因此,NLRP3 炎症小体可能是

降压药物研发的一个潜在方向。
3. 5　 细胞焦亡与糖尿病性心肌病

　 　 糖 尿 病 性 心 肌 病 ( diabetic
 

cardiomyopathy,
DCM)是糖尿病晚期常见的并发症,以心肌纤维化

和心肌肥厚为特征,可导致心衰、心律失常和猝死

等不良后果。 代谢改变、线粒体功能障碍、氧化应

激、炎症、细胞死亡都可能与 DCM 的发病机制有关,
细胞焦亡在 DCM 过程中也发挥着重要作用。

研究发现,高糖可通过促进 NLRP3 或 AIM2 炎

症小体的表达,从而激活 Caspase-1 / GSDMD 介导的

细胞焦亡,对糖尿病性心肌病产生影响[67] 。 AIM2、
Caspase-1、IL-1β 和 GSDMD 在糖尿病性心肌病患者

的心肌组织中的表达升高;而通过抑制 AIM2 炎症

小体的表达,可以减轻细胞焦亡,对 DCM 起到改善

作用[68] 。 长链非编码 RNA
 

Kcnq1ot1 在 DCM 小鼠

左心室组织中升高,并结合 miR-214-3p 促进心脏成

纤维细胞焦亡,而通过沉默 Kcnq1ot1 可以抑制 DCM
小鼠的心肌细胞焦亡,从而改善小鼠的心肌纤维化

和心功能[69] 。 以上结果表明,抑制细胞焦亡信号通

路可能为 DCM 的治疗提供新的方向。
4　 中医药调控细胞焦亡防治心血管疾病相关研究

进展

　 　 随着细胞焦亡相关研究的进展,越来越多的中

药复方、单体、有效成分被证明可以通过 NLRP3、
Caspase-1、ASC、GSDMD、IL-1β、IL-18 等焦亡信号通

路相关分子,调控细胞焦亡,改善心血管疾病。 其

中,干预由 NLRP3 炎症小体、Caspase-1 介导的细胞

焦亡是中药发挥心血管保护作用的重要机制。
4. 1　 抗动脉粥样硬化

　 　 清心解瘀方和左归降糖舒心方含药血浆均可

下调 J774A. 1 巨噬细胞焦亡相关蛋白 NLRP3、
Caspase-1、GSDMD 的表达,抑制细胞焦亡,从而发挥

抗炎、稳定易损斑块的作用[70-71] 。 化瘀祛痰方可通

过调控 NLRP3 / Caspase-1 通路影响细胞焦亡,降低

Caspase-1、GSDMD、NLRP3 的蛋白表达水平,减少动

脉粥样硬化家兔的血清及肝组织内 IL-18、IL-1β 含

量,从而改善动脉粥样硬化家兔肝脂质沉积[72] 。 蛭

龙活血通瘀胶囊可降低 U937 巨噬细胞焦亡率,下
调 GSDMD-N、Caspase-1、ASC、NLRP3、IL-1β 的表达

水平,从而保护细胞[73-74] 。 四妙勇安汤能够通过调

控 TLR4 / NLRP3 / Caspase-1 通路抑制细胞焦亡,改

善小鼠动脉粥样硬化斑块形成和心功能[75] 。 研究

还发现一些中药单体、有效成分、提取物也可通过

调控细胞焦亡抗动脉粥样硬化[76-81] 。 见表 1、表 2。
4. 2　 抗心肌缺血和缺血再灌注损伤

　 　 中药复方山楂煎剂可降低心肌缺血模型大鼠

心肌细胞中 Caspase-1 的表达,增加 GSH-Px 含量,
减少动脉粥样硬化积分,最终改善心肌缺血[82] 。 柚

皮苷和 β-细辛醚均可降低细胞焦亡相关蛋白 ASC、
Caspase-1、GSDMD 和 NLRP3 的表达,减少炎症因子

IL-1β 的释放,减少心肌缺血再灌注模型大鼠的心

肌梗死面积[83-84] 。 此外,研究还发现其他一些中药

单体、有效成分、提取物也可通过调控细胞焦亡抗

心肌缺血和缺血再灌注损伤[85-91] 。 见表 1、表 2。
4. 3　 抗心力衰竭

　 　 中药复方及其含药血清可以通过调控细胞焦

亡来改善心功能,减缓心衰。 研究表明,中药复方

制剂参葵通脉颗粒与心阳片均可通过降低 NF-κB、
NLRP3 的表达,抑制 Caspase-1、IL-1β 的活化,进而

调控细胞焦亡,改善慢性心衰;体外实验结果表明,
心阳片可能通过混合谱系激酶 3 ( MLK3) / NLRP3
信号通路来减轻心肌炎症反应,抗心力衰竭[92-93] 。
此外, 心阳片含药血清还可降低 NLRP3、 IL-1β、
GSDMD、 Caspase-1

 

mRNA 水 平, 抑 制 cleaved-
GSDMD、ASC 的蛋白表达水平,从而减少心肌细胞

炎症,改善心功能[94] 。 鹿芪方可减少心肌组织 ROS
含量,降低 NLPRP3、ASC、Caspase-1 蛋白的表达水

平,可能通过抑制 ROS / NLRP3 / Caspase-1 信号通路

激活,减轻慢性心力衰竭小鼠心肌细胞焦亡[95] 。 见

表 1。
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表 1　 通过细胞焦亡抗心血管疾病中药复方总结
Table

 

1　 Summary
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

compounds
 

against
 

cardiovascular
 

diseases
 

through
 

cell
 

pyrophosis

中药复方
Chinese

 

herbal
 

compound
实验模型

Experimental
 

model
药理作用

Pharmacological
 

action

清心解瘀方
Qingxin

 

Jieyu
 

formula

高脂饲料喂养致 ApoE- / - 小鼠
动脉粥样硬化模型
ApoE- / -

 

mouse
 

model
 

of
 

atherosclerosis
 

induced
 

by
 

high
 

fat
 

diet

减少斑块沉积,降低斑块内脂质含量,降低血清 CRP、 IL-18、 IL-1β 水平,降低 NLRP3、
Caspase-1 和 GSDMD 蛋白和 mRNA 的表达,通过抑制主动脉组织中 NLRP3 炎症小体的活
化,发挥抗炎、稳定 AS 易损斑块的作用[70]

Reduced
 

plaque
 

deposition,
 

lipid
 

content
 

in
 

plaque,
 

serum
 

CRP,
 

IL-18,
 

IL-1β
 

levels,
 

and
 

protein
 

and
 

mRNA
 

expressions
 

of
 

NLRP3,
 

Caspase-1,
 

and
 

GSDMD.
 

It
 

plays
 

an
 

anti-
inflammatory

 

and
 

stabilizing
 

role
 

in
 

AS-vulnerable
 

plaques
 

by
 

inhibiting
 

the
 

activation
 

of
 

NLRP3
 

inflammatory
 

body
 

in
 

aortic
 

tissue

J774A. 1 巨噬细胞焦亡模型
J774A.

 

1
 

model
 

of
 

pyrophosis
 

of
 

macrophages

减少巨噬细胞焦亡,降低 NLRP3、Casspase-1 和 GSDMD 蛋白和 mRNA 的表达,降低炎症因
子 IL-1β 的表达,抑制 NLRP3 炎症小体的活化
Decreased

 

macrophage
 

scortosis,
 

decreased
 

the
 

expression
 

of
 

NLRP3,
 

Casspase-1
 

and
 

GSDMD
 

protein
 

and
 

mRNA,
 

decreased
 

the
 

expression
 

of
 

inflammatory
 

factor
 

IL-1β,
 

inhibited
 

the
 

activation
 

of
 

NLRP3
 

inflammasome

左归降糖舒心
方(含药血浆)
Zuogui

 

Jiangtang
 

Shuxin
 

formula
 

(medicated
 

plasma)

氧 化 低 密 度 脂 蛋 白 诱 导
J774A. 1 巨噬细胞焦亡模型
Oxidative

 

low
 

density
 

lipoprotein
 

induces
 

pyrophosis
 

of
 

J774A.
1

 

macrophages
 

降低 LDH 释放率, 抑制 NLRP3、 Caspase-1、 GSDMD 的蛋白表达水平, 从而抑制细胞
焦亡[71]

Decreased
 

LDH
 

release
 

rate
 

and
 

inhibited
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3,
 

Caspase-1
 

and
 

GSDMD,
 

thus
 

inhibiting
 

cell
 

pyrosis

化痰祛瘀方
Huatan

 

Quyu
 

formula

高脂饲料喂养结合免疫损伤法
建立兔动脉粥样硬化模型
High

 

fat
 

diet
 

combined
 

with
 

immune
 

injury
 

to
 

establish
 

rabbit
 

atherosclerosis
 

model

改善脂质沉积;降低 Caspase-1、GSDMD、NLRP3 蛋白表达;减少血清及肝脏组织内 IL-18、
IL-1β 含量;其保护作用可能是通过调控 NLRP3 / Caspase-1 通路影响细胞焦亡[72]

Improve
 

lipid
 

deposition;
 

Decreased
 

Caspase-1,
 

GSDMD,
 

NLRP3
 

protein
 

expression;
 

The
 

contents
 

of
 

IL-18
 

and
 

IL-1β
 

in
 

serum
 

and
 

liver
 

tissue
 

were
 

decreased.
 

Its
 

protective
 

effect
 

may
 

be
 

through
 

regulating
 

the
 

NLRP3 / Caspase-1
 

pathway
 

to
 

affect
 

cell
 

pyrosis

蛭龙活血通瘀
胶囊
Zhilong

 

Huoxue
 

Tongyu
 

Capsule

脂多 糖 和 三 磷 酸 腺 苷 诱 导
U937 巨噬细胞焦亡模型
LPS

 

and
 

ATP
 

induced
 

pyrophosis
 

of
 

U937
 

macrophages

抑制巨噬细胞焦亡,降低 Gsdmd-N、Caspase-1、ASC 和 NlLRP3 的蛋白表达水平[73-74]

It
 

inhibited
 

macrophage
 

scortosis
 

and
 

reduced
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

GSDMD-N,
 

Caspase-1,
 

ASC
 

and
 

NlLRP3

四妙勇安汤
Simiao

 

Yong’an
 

Decoction

高脂饲料喂养致 ApoE- / - 小鼠
动脉粥样硬化模型
ApoE- / -

 

mouse
 

model
 

of
 

atherosclerosis
 

induced
 

by
 

high
 

fat
 

diet

减少肝脏脂质沉积,降低血清中 TC、TG、LDL-C 水平,显著减少 NLRP3、Caspase-1、GSDMD、
IL-18、IL-1β

 

mRNA 水平,降低 TLR4、NF-κB、NLRP3、Caspase-1、IL-1β、GSDMD 蛋白表达
水平[75]

Decreased
 

liver
 

lipid
 

deposition,
 

decreased
 

serum
 

TC,
 

TG,
 

LDL-C
 

levels,
 

significantly
 

decreased
 

NLRP3,
 

Caspase-1,
 

GSDMD,
 

IL-18,
 

IL-1β
 

mRNA
 

levels,
 

decreased
 

TLR4,
 

NF-κB,
 

NLRP3,
 

Caspase-1,
 

IL-1β,
 

GSDMD
 

protein
 

expression
 

levels

复方山楂煎剂
Shanzha

 

Decoction

SD 大鼠高脂饮食联合皮下多
点注射异丙肾上腺素致心肌缺
血模型
Myocardial

 

ischemia
 

model
 

induced
 

by
 

high-fat
 

diet
 

combined
 

with
 

subcutaneous
 

multi-point
 

injection
 

of
 

isoproterenol
 

in
 

SD
 

rats

降低血清 MDA、CK 含量、动脉粥样硬化积分和心肌组织中 Caspase-1 表达,提高
 

GSH-Px
活性,从而达到抗氧化应激与抗细胞焦亡的作用[82]

It
 

can
 

reduce
 

the
 

content
 

of
 

MDA
 

and
 

CK
 

in
 

serum,
 

the
 

atherosclerosis
 

score
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

Caspase-1
 

in
 

myocardial
 

tissue,
 

and
 

improve
 

the
 

activity
 

of
 

GSH-Px,
 

so
 

as
 

to
 

achieve
 

the
 

effect
 

of
 

anti-oxidative
 

stress
 

and
 

anti-cell
 

pyrophosis

参葵通脉颗粒
Shenkui

 

Tongmai
 

Granules

SD 大鼠慢性心衰模型
Chronic

 

heart
 

failure
 

model
 

in
 

SD
 

rats

改善心功能,降低 TLR4、NF-κB、NLRP3、IL-18、Caspase-1、IL-1β 的蛋白表达水平,提高抗氧
化酶含量,对心肌细胞焦亡具有一定抑制作用[92]

It
 

can
 

improve
 

the
 

cardiac
 

function,
 

decrease
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

TLR4,
 

NF-κB,
 

NLRP3,
 

IL-18,
 

Caspase-1
 

and
 

IL-1β,
 

and
 

increase
 

the
 

content
 

of
 

antioxidant
 

enzymes.
 

It
 

has
 

a
 

certain
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

cardiomyocyte
 

pyrosia

心阳片
Xinyang

 

Tablet

C57 小鼠慢性心衰
Chronic

 

heart
 

failure
 

in
 

C57
 

mice

改善心功能及心肌纤维化,降低 NF-κB、NLRP3、ASC、Caspase-1、IL-18、IL-1β、GSDMD 的蛋
白表达水平
It

 

improved
 

cardiac
 

function
 

and
 

myocardial
 

fibrosis,
 

and
 

decreased
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

NF-κB,
 

NLRP3,
 

ASC,
 

Caspase-1,
 

IL-18,
 

IL-1β
 

and
 

GSDMD

HL-1 心肌细胞脂多糖处理
HL-1

 

myocardial
 

cells
 

treated
 

with
 

lipopolysaccharide

降低焦亡相关分子蛋白表达水平,与体内模型一致,其心脏保护作用与 MLK3 / NLRP3 焦
亡信号有关[93]

Reduced
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

coke
 

death
 

related
 

molecular
 

protein,
 

which
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

in
 

vivo
 

model,
 

and
 

its
 

cardiac
 

protective
 

effect
 

was
 

related
 

to
 

the
 

coke
 

death
 

signal
 

of
 

MLK3 /
NLRP3

 

心阳 片 ( 含 药
血清)
Xinyang

 

Tablet
 

( medicated
 

plasma)

脂多 糖 和 三 磷 酸 腺 苷 诱 导
HL-1 心肌细胞焦亡模型
Hl-1

 

cardiomyocyte
 

pyrodecay
 

model
 

induced
 

by
 

LPS
 

and
 

ATP

提高 HL-1 心肌细胞活力,降低心肌细胞炎症反应,抑制 NLRP3、IL-1β、GSDMD、Caspase-1
 

mRNA 水 平、 降 低
 

NLRP3、 Caspase-1、 pro-Caspase-1、 IL-18、 pro-IL-1β、 IL-1β、 cleaved-
GSDMD、ASC 的蛋白表达水平[94]

Increased
 

HL-1
 

cardiomyocyte
 

activity,
 

decreased
 

cardiomyocyte
 

inflammation,
 

The
 

mRNA
 

levels
 

of
 

NLRP3,
 

IL-1β,
 

GSDMD,
 

and
 

Caspase-1
 

were
 

inhibited,
 

and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3,
 

Caspase-1,
 

pro-Caspase-1,
 

IL-18,
 

pro-IL-1β,
 

IL-1β,
 

cleaved
 

GSDMD,
 

and
 

ASC
 

were
 

decreased

鹿芪方
Luqi

 

formula
C57 小鼠慢性心衰模型
C57

 

mouse
 

model
 

of
 

chronic
 

heart
 

failure
减少心肌组织 ROS 含量,降低 NLRP3、ASC、Caspase-1 蛋白的表达[95]

Decrease
 

ROS
 

content
 

and
 

NLRP3,
 

ASC
 

and
 

Caspase-1
 

protein
 

expression
 

in
 

myocardial
 

tissue
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表 2　 通过细胞焦亡抗心血管疾病中药成分总结
Table

 

2　 Summary
 

of
 

TCM
 

components
 

against
 

cardiovascular
 

diseases
 

through
 

cell
 

pyrophosis
中药成分

Chinese
 

herbal
 

compound

实验模型
Experimental

 

model
药理作用

Pharmacological
 

action

二氢杨梅素
Dihydromyricetin

棕榈酸诱导血管内皮细胞焦亡
模型
Model

 

of
 

coke
 

death
 

induced
 

by
 

palmitic
 

acid
 

in
 

vascular
 

endothelial
 

cells

减少血管内皮细胞死亡数量,改善细胞活力和细胞膜完整性,抑制 LDH、IL-1β 释放,降
低 NLRP3、Casp1

 

p20、IL-1β、ICAM-1 蛋白表达水平,抑制细胞焦亡[76]

Decreased
 

the
 

number
 

of
 

vascular
 

endothelial
 

cell
 

death,
 

improved
 

cell
 

viability
 

and
 

cell
 

membrane
 

integrity,
 

inhibited
 

the
 

release
 

of
 

LDH
 

and
 

IL-1β,
 

decreased
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3,
 

Casp1
 

p20,
 

IL-1β
 

and
 

ICAM-1,
 

and
 

inhibited
 

cell
 

pyrosis

芥子酸
Sinapic

 

acid

SD 大鼠糖尿病动脉粥样硬化
模型
Diabetic

 

atherosclerosis
 

model
 

in
 

SD
 

rats

降低血糖,抑制血清内皮素 1(ET-1)和 IL-1β 含量,以及焦亡蛋白 ASC、NLRP3、Caspase-
1

 

的表达,减轻骨髓源性巨噬细胞焦亡[77-78]

Decreased
 

blood
 

glucose,
 

inhibited
 

serum
 

endothelin
 

1
 

( ET-1)
 

and
 

IL-1β,
 

as
 

well
 

as
 

the
 

expression
 

of
 

ASC,
 

NLRP3
 

and
 

Caspase-1,
 

and
 

reduced
 

bone
 

marrow
 

derived
 

macrophage
 

scortosis

高糖联合氧化低密度脂蛋白处
理的巨噬细胞焦亡模型
Scortosis

 

model
 

of
 

macrophages
 

treated
 

with
 

high
 

glucose
 

combined
 

with
 

oxidized
 

low
 

density
 

lipoprotein

降低 ASC、NRLP3、Caspase-1 的蛋白水平表达,减少细胞焦亡
Decreased

 

ASC,
 

NRLP3,
 

Caspase-1
 

protein
 

expression,
 

and
 

reduced
 

cell
 

coke
 

death

高同型半胱氨酸诱导的内皮细
胞焦亡和凋亡模型
Model

 

of
 

scortosis
 

and
 

apoptosis
 

of
 

endothelial
 

cells
 

induced
 

by
 

high
 

homocysteine

抑制 ET-1 和 IL-1β 分泌,降低 Caspase-3、Caspase-1、ASC 和 NlLRP3 的蛋白表达水平,抑
制细胞焦亡和凋亡
It

 

inhibited
 

the
 

secretion
 

of
 

ET-1
 

and
 

IL-1β,
 

decreased
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Caspase-3,
 

Caspase-1,
 

ASC
 

and
 

NlLRP3,
 

and
 

inhibited
 

cell
 

coke
 

death
 

and
 

apoptosis

红景天苷
Salidroside

高脂饲料喂养致 ApoE- / - 小鼠
动脉粥样硬化模型

ApoE- / -
 

mouse
 

model
 

of
 

atherosclerosis
 

induced
 

by
 

high
 

fat
 

diet

减轻脂质沉积和动脉粥样硬化斑块形成,减少细胞死亡,降低 Caspase-1、 IL-1β 和

GSDMD 蛋白表达水平和 TUNEL 阳性染色,从而减轻细胞焦亡[79]

Reduced
 

lipid
 

deposition
 

and
 

atherosclerotic
 

plaque
 

formation,
 

reduced
 

cell
 

death,
 

decreased
 

Caspase-1,
 

IL-1β
 

and
 

GSDMD
 

protein
 

expression
 

levels
 

and
 

TUNEL
 

positive
 

staining,
 

and
 

thus
 

reduced
 

cell
 

coke
 

death

脂多糖和三磷酸腺苷诱导的人
脐静脉内皮细胞焦亡模型
A

 

model
 

of
 

pyroapoptosis
 

induced
 

by
 

LPS
 

and
 

ATP
 

in
 

human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells

降低 Caspase-1 活化,抑制 IL-1β 释放
Decreased

 

Caspase-1
 

activation
 

and
 

inhibited
 

IL-1β
 

release

姜黄素
Curcumin

氧化三甲胺致血管内皮细胞焦
亡模型
A

 

model
 

of
 

pyrophosis
 

of
 

vascular
 

endothelial
 

cells
 

induced
 

by
 

trimethylamine
 

oxide

降低 NLRP3、Caspase-1、IL-1β 的蛋白表达水平,抑制 ROS 生成,上调 UQCRC1,拮抗细胞

焦亡[80]

The
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3,
 

Caspase-1
 

and
 

IL-1β
 

were
 

decreased,
 

ROS
 

production
 

was
 

inhibited,
 

UQCRC1
 

was
 

up-regulated,
 

and
 

coke
 

apoptosis
 

was
 

antagonized

葛根素
Puerarin

ox-LDL 诱导巨噬细胞焦亡模型
ox-LDL

 

induced
 

pyotopia
 

model
 

of
 

macrophages

降低炎症细胞因子 IL-1β、IL-6、TNF-α
 

mRNA 水平,抑制细胞焦亡蛋白 NLRP3、cleaved-
Caspase-1 水平[81]

Decreased
 

the
 

mRNA
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

cytokines
 

IL-1β,
 

IL-6,
 

TNF-α,
 

and
 

inhibited
 

the
 

levels
 

of
 

cell
 

apoptotic
 

protein
 

NLRP3
 

and
 

cleaved
 

Caspase-1

柚皮苷
Naringin

SD 大鼠心肌缺血再灌注模型
Myocardial

 

ischemia
 

reperfusion
 

model
 

in
 

SD
 

rats

减少 IL-1β、IL-18 和 MDA 含量,增加 SOD 活性和抑制率,降低 ASC、Caspase-1、GSDMD
和 NLRP3 的蛋白表达水平,其对大鼠 MI / RI 的保护作用可能与细胞焦亡信号通路

有关[83]

It
 

decreased
 

the
 

contents
 

of
 

IL-1β,
 

IL-18
 

and
 

MDA,
 

increased
 

the
 

activity
 

and
 

inhibition
 

rate
 

of
 

SOD,
 

and
 

decreased
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

ASC,
 

Caspase-1,
 

GSDMD
 

and
 

NLRP3. The
 

protective
 

effects
 

of
 

these
 

drugs
 

on
 

MI / RI
 

in
 

rats
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

cell
 

scoria
 

signaling
 

pathway
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续表 2

中药成分
Chinese

 

herbal
 

compound

实验模型
Experimental

 

model
药理作用

Pharmacological
 

action

β-细辛醚
β-asarone

SD 大鼠心肌缺血再灌注模型
Myocardial

 

ischemia
 

reperfusion
 

model
 

in
 

SD
 

rats

改善心功能,减少心肌梗死面积,抑制炎性细胞浸润,降低血清中心肌肌钙蛋白 T
(cTNT)、IL-1β 水平和心肌组织中 MPO 含量,降低 NLRP3、ASC、Caspase-1、GSDMD 的蛋

白表达水平[84]

It
 

can
 

improve
 

cardiac
 

function,
 

reduce
 

the
 

size
 

of
 

myocardial
 

infarction,
 

inhibit
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration,
 

reduce
 

the
 

levels
 

of
 

cTNT
 

and
 

IL-1β
 

in
 

serum
 

and
 

MPO
 

in
 

myocardial
 

tissue,
 

and
 

reduce
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3,
 

ASC,
 

Caspase-1
 

and
 

GSDMD

胡椒碱
Piperine

SD 大鼠心肌缺血再灌注模型
Myocardial

 

ischemia
 

reperfusion
 

model
 

in
 

SD
 

rats

提高心肌细胞存活率,改善心功能,抑制炎性细胞浸润,减少心肌梗死面积、NLRP3
 

、
Caspase-1、IL-1β、IL-18、ASC 的蛋白表达[85]

It
 

can
 

improve
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

myocardial
 

cells,
 

improve
 

cardiac
 

function,
 

inhibit
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration,
 

and
 

reduce
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

NLRP3,
 

Caspase-1,
 

IL-
1β,

 

IL-18
 

and
 

ASC

白芍总苷
Total

 

glucosides
 

of
 

paeony

SD 大鼠心肌缺血再灌注模型
Myocardial

 

ischemia
 

reperfusion
 

model
 

in
 

SD
 

rats

降低 NLRP3、Caspase-1、IL-1β、ASC 的蛋白表达而减少心肌细胞焦亡[86]

Decreased
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

NLRP3,
 

Caspase-1,
 

IL-1β
 

and
 

ASC,
 

and
 

reduced
 

cardiomyocyte
 

scortosis

大黄素
Emodin

SD 大鼠心肌缺血再灌注模型
Myocardial

 

ischemia
 

reperfusion
 

model
 

in
 

SD
 

rats

减少心肌梗死面积,改善心肌细胞形态,降低 IL-1β 水平,减少细胞焦亡
It

 

can
 

reduce
 

the
 

size
 

of
 

myocardial
 

infarction,
 

improve
 

the
 

morphology
 

of
 

myocardial
 

cells,
 

reduce
 

the
 

level
 

of
 

IL-1β,
 

and
 

reduce
 

cell
 

pyrosis

SD 新生大鼠原代心肌细胞缺
氧 / 复氧模型
Model

 

of
 

hypoxia / reoxygenation
 

of
 

primary
 

myocardial
 

cells
 

of
 

newborn
 

SD
 

rats

恢复细胞活力,降低 GSDMD-N、 Caspase-1
 

、 TLR4 蛋白表达,减少 IL-1β 浓度, 下调

MyD88、p-IκBα、p-p65、NLRP3 炎症小体和 ASC 表达[54,
 

87]

It
 

also
 

reduced
 

the
 

expression
 

of
 

GSDMD-N,
 

Caspase-1
 

and
 

TLR4
 

proteins,
 

decreased
 

the
 

concentration
 

of
 

IL-1β,
 

down-regulated
 

the
 

expression
 

of
 

MyD88,
 

p-IκBα,
 

p-p65,
 

NLRP3
 

inflammasome
 

and
 

ASC

脂多糖和三磷酸腺苷诱导的人
脐静脉内皮细胞焦亡模型
A

 

model
 

of
 

pyroapoptosis
 

induced
 

by
 

LPS
 

and
 

ATP
 

in
 

human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells

增加细胞活性,降低细胞内 Caspase-1、NLRP3、IL-1β、IL-18 的蛋白表达水平,从而减少
细胞焦亡
Increased

 

cell
 

activity,decreased
 

intracellular
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Caspase-1,
 

NLRP3,
 

IL-1β,
 

IL-18,
 

thereby
 

reducing
 

cell
 

pyrotopia

芹菜素
Apigenin

H9C2 细胞 更 换 血 清 及 缺 氧
处理
H9C2

 

cells
 

were
 

replaced
 

with
 

serum
 

and
 

treated
 

with
 

hypoxia

降低 Caspase-1、NLRP3、GSDMD-N 的蛋白表达水平及上清中 IL-1β 和 IL-18 含量,其改

善心肌损伤的机制可能是改善心肌细胞焦亡
 [88]

The
 

decrease
 

of
 

Caspase-1,
 

NLRP3
 

and
 

GSDMD-N
 

protein
 

expression
 

levels
 

and
 

the
 

contents
 

of
 

IL-1β
 

and
 

IL-18
 

in
 

supernatance
 

may
 

be
 

the
 

mechanism
 

of
 

improving
 

cardiomyocyte
 

scortopia

天麻素
Gastrodin

C57 小鼠缺血再灌注损伤模型
Ischemia

 

reperfusion
 

injury
 

model
 

in
 

C57
 

mice

减少心肌梗死面积、心肌细胞凋亡和炎性细胞浸润程度;降低 Caspase-1,
 

NLRP3 蛋白的

表达以及 IL-1β 表达水平;减少细胞焦亡
 [89]

Reduce
 

the
 

size
 

of
 

myocardial
 

infarction,
 

myocardial
 

cell
 

apoptosis
 

and
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

degree;
 

Decreased
 

Caspase-1,
 

NLRP3
 

protein
 

expression
 

and
 

IL-1β
 

expression
 

level;
 

Reduce
 

cell
 

pyrosis

人心脏微血管内皮细胞缺氧复
氧模型
Model

 

of
 

hypoxia
 

and
 

reoxygenation
 

of
 

human
 

heart
 

microvascular
 

endothelial
 

cells

降低 Caspase-1,
 

NLRP3 蛋白的表达及 IL-1β 的表达水平
Decreased

 

Caspase-1,
 

NLRP3
 

protein
 

expression
 

and
 

IL-1β
 

expression
 

level

丹参酮 IIA
Tanshinone

 

IIA

原代小鼠心肌细胞过氧化氢处
理致心肌细胞损伤模型
Myocardial

 

cell
 

injury
 

model
 

induced
 

by
 

hydrogen
 

peroxide
 

treatment
 

of
 

primary
 

mouse
 

myocardial
 

cells

降低 GSDMD 和 Caspase-1 蛋白表达水平,减少 IL-1β 和 IL-18 含量,促进长链非编码

RNA
 

AK003290 表达,从而抑制心肌细胞损伤和细胞焦亡[90]

Decreased
 

the
 

expression
 

of
 

GSDMD
 

and
 

Caspase-1
 

proteins,
 

decreased
 

the
 

content
 

of
 

IL-1β
 

and
 

IL-18,
 

and
 

promoted
 

the
 

expression
 

of
 

long-chain
 

non-coding
 

RNA
 

AK003290,
 

thus
 

inhibiting
 

cardiomyocyte
 

injury
 

and
 

cell
 

coke
 

death

龙血竭
Dragon’s

 

blood

SD 大鼠心肌缺血再灌注模型
Myocardial

 

ischemia
 

reperfusion
 

model
 

in
 

SD
 

rats

减少心肌梗死面积,降低 NLRP3、ASC、Caspase-1、 IL-1β
 

mRNA 的表达水平和细胞焦

亡率[91]

It
 

also
 

decreased
 

the
 

size
 

of
 

myocardial
 

infarction, the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3,
 

ASC,
 

Caspase-1
 

and
 

IL-1β
 

and
 

the
 

coke
 

death
 

rate
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5　 总结与展望

　 　 目前,关于细胞焦亡与心血管疾病关系的机制

研究主要集中在动脉粥样硬化、心肌缺血再灌注损

伤、心衰这些疾病,对心血管其他疾病如高血压、心
肌炎等研究报道相对较少。 心血管疾病中关于细

胞焦亡研究的主要关注点在于发病过程中是否存

在细胞焦亡现象及焦亡相关炎症小体的表达程度,
但对于细胞焦亡如何加快心血管疾病发展进程的

机制尚不清楚。 细胞焦亡信号通路包括 Caspase-1
介导的经典通路,Caspase-4、5、11 介导的非经典通

路,以及近年来新发现的 Caspase-3、8 通路。 其中

NLRP3 和 Caspase-1 在心血管疾病中的研究最为广

泛,非经典通路 Caspase-4 / 5 / 11 在心血管疾病中的

作用研究较少,而 Caspase-3 / 8 能否通过调控细胞焦

亡途径在心血管疾病中发挥作用的研究尚未见报

道。 进一步探索与细胞焦亡相关的新的信号通路,
将为开发新的治疗药物提供重要依据。 这些可能

是未来心血管领域的研究方向。 因此,与心血管疾

病相关的细胞焦亡发生与调控机制需要更细致深

入的研究。
中医药具有多组分、多靶点等特点,但中药复

方通过细胞焦亡途径防治心血管疾病的报道相对

较少,且中医药对心血管疾病中细胞焦亡的相关机

制研究较为单一,缺少对其激活机制的深入探索。
未来应深入探讨细胞焦亡的发生机制,针对细胞焦

亡的各环节、各靶点研究中医药干预的作用机制及

物质基础,为新的中药复方新药开发提供思路,为
中医药防治心血管疾病提供新的策略。
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抑郁症动物模型及其在中医药研究运用进展

刘志恒2,袁霞红1,2,刘　 林1∗

(1.湖南中医药大学第一附属医院,长沙　 410007;2.湖南中医药大学,长沙　 410208)

　 　 【摘要】 　
 

目前抑郁症临床西药治疗上存在着毒副作用大、停药后容易反复等问题,急切需要中医药治疗手

段的参与,同时也需要中医药相关方面的基础研究。 但在其基础研究中,动物实验面临着相关的问题,即基于现代

医学病因病理理论的抑郁症动物模型不能很好地适用于中医药研究。 所以把疾病模型和证候模型相结合以构建

适用于中医药动物实验的病证结合动物模型。 本文以目前运用于抑郁症的病证结合动物模型的制备以及相关研

究为切入点,以求使其更科学合理应用到中医药创新研究。
【关键词】 　 抑郁症;郁证;中医药;动物模型;病证结合模型
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　 　 【Abstract】　 　 There
 

are
 

many
 

problems
 

in
 

the
 

clinical
 

treatment
 

of
 

depression,
 

such
 

as
 

the
 

high
 

toxicity
 

and
 

side
 

effects
 

of
 

drugs,
 

and
 

high
 

relapse
 

rate
 

after
 

medication
 

withdrawal.
 

Accordingly,
 

there
 

is
 

an
 

urgent
 

need
 

for
 

the
 

application
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

approaches.
 

Likewise,
 

increased
 

basic
 

research
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

is
 

also
 

needed.
 

However,
 

use
 

of
 

animal
 

experiments
 

for
 

basic
 

research
 

creates
 

some
 

problems.
 

In
 

particular,
 

animal
 

models
 

of
 

depression
 

based
 

on
 

modern
 

medical
 

etiology
 

and
 

pathology
 

theory
 

cannot
 

be
 

well
 

applied
 

to
 

research
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicines.
 

Therefore,
 

disease
 

and
 

syndrome
 

models
 

are
 

often
 

combined
 

to
 

construct
 

a
 

combination
 

model
 

of
 

disease
 

and
 

syndrome
 

suitable
 

for
 

animal
 

experiments
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicines.
 

This
 

article
 

describes
 

the
 

preparation
 

of
 

a
 

combination
 

disease
 

and
 

syndrome
 

model
 

that
 

uses
 

correlative
 

research
 

as
 

the
 

starting
 

point
 

to
 

make
 

it
 

more
 

scientifically
 

and
 

reasonably
 

applied
 

to
 

innovative
 

research
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicines.
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　 　 随着物质条件和生活水平的提高,不仅是生理

上的疾病,同时心理精神类疾病的发生率也同样在

提升。 根据流行病学调查数据显示,抑郁症已成为

严重威胁人类健康的第二大疾病[1] ,其以显著而持



久的情绪低落为主要临床特征,主要表现有心境低

落、意志活动减退、思维迟缓和认知功能损害,同时

可伴有睡眠障碍、焦虑,甚者可出现严重的自残或

自杀行为。 尽管现在大众对抑郁症的关注日益提

高,但其发病机制尚未明确,可能与遗传因素、生物

因素、社会因素等相关。 现有的临床药物治疗方

案,存在其毒副作用明显,停药后容易复发等问题,
而且目前在抗抑郁药物的研发进展上并无突破[2] 。
相较之下,以祖国医学为主要治疗手段的临床治疗

中明显取得相对不错的疗效。 所以从中医药基础

研究出发,以祖国医学的角度去探索抑郁症的发病

机制和相关药物的治疗机制是一个新的突破口。
根据传统医学中“同病异治”和“辨证论治”的理论

指导,抑郁症患者群体有着相对一致的主症和相对

差异较大的伴发症,所以针对其个体的不同情况,
采取的药物和治疗方案也不相一致。 因此,在中医

药基础研究中,建立与传统医学相对应的证候抑郁

证动物模型是关键环节。

1　 抑郁症动物模型的制备

　 　 理想的抑郁症造模动物主要有两个要求:第一

点是其生理病理机制与人类高度相似;第二点是与

人类抑郁症发病机制相似,且抑郁症症状能被人类

使用所使用的抗抑郁药物所缓解[3] 。 这些要求都

是为了更好的模拟人类机体,从而对抑郁症发病机

制和治疗方法的研究产生更具有可行性且有信服

力的结果。
1. 1　 造模动物种类及品系的选取

　 　 目前应用于抑郁症造模的动物主要有大鼠、小
鼠、非人灵长类动物[4] 等,其中以小鼠、大鼠最为常

用[5] 。 虽然非人灵长类动物与人类有较高的亲缘

关系,情感神经中枢和内分泌都与人有较高的重合

度,因而作为最理想的实验动物[6] ,但其造价昂贵,
样本量稀少,因此不多论述。 目前最常用于制备抑

郁症动物模型的动物种类是小鼠、大鼠。
不同品系的小鼠都有其独特的表型跟适用方

向,是目前疾病动物研究中应用最广的动物模型。
其具有体积小、价格低、同时还可从网络获取基因

组测序图谱、方便采取基因工程技术诱导小鼠模型

建立等优势[7] 。 目前国内外常用的小鼠有:KM 小

鼠[8-9] , BALB / c 小鼠[10] 、 C57BL / 6J 小鼠[11-12] 等。
与小鼠相比较,抑郁症造模实验中大鼠的体重变化

和行为学观测数据更为明显,使抗抑郁药物的效果

及其指标更具有参考性。 常用的大鼠品系主要有

Sprague
 

Dawley(SD)大鼠[13] 、Wistar 大鼠[14] 、Wistar
 

Kyoto(WKY)大鼠[15-16] ,Flinder
 

Resistant
 

Line(FSL)
大鼠[17] 、Fawn-Hooded(FH)大鼠[18] 。
1. 2　 模型制备方法

　 　 应激作为人类抑郁症发病的主要原因之一,且
通过人为手段给予动物不同的应激因素来制备的

抑郁症动物模型能有效地被临床抗抑郁药物所缓

解,故应激造模是目前最常用的方法之一,其中包

括行为绝望模型[19-20] 、习得性无助模型[21] 、社会应

激模型[22-23] 、慢性不可预知温和性模型等。 慢性不

可预 知 温 和 性 应 激 ( chronic
 

unpredictable
 

mild
 

stress,
 

CUMS)是应激模型中最为常用的一种,通过

每日不定时给予动物不同的较温和的刺激因子,一
般是两种以内,连续 2

 

d 不重复,从而对动物造成长

时间稳定的应激压力,引起实验动物类抑郁症相关

行为的出现[24] 。 该造模方法有效地避免了单一应

激可能会引起动物的适应性的问题,同时具备高度

有效性,所以可靠性较强[25] ,是一种较为广泛使用

的抑郁症造模方法。
除了应激造模外,还有手术造模、药物诱导造

模、遗传造模等方式。 手术造模稳定性高、且无药

物交互影响,但模型制备难度高,不同动物操作不

一,而且难以保证实验动物的操作一致性。 药物诱

导模型是针对目前广泛认可的抑郁症发病机制,通
过药物的方式去诱导抑郁症的发生[26-27] ,主要用于

筛选专一性靶点的抗抑郁药物。 但以药物诱导的

抑郁症与人类抑郁症的发病机制有一定的差异,因
此该造模方式受到一定的使用限制[28] 。 遗传造模

是通过近代杂交或者基因手段去构建抑郁症动物

模型。 有研究表明,抑郁症有明显的家族易感性,
且与部分基因存在关联[29] ,但是通过对单一基因或

多个基因位点执行基因敲除等手段构建的抑郁症

动物模型尚不稳定,且存在重复性不高、造价昂贵

等问题,所以一般较少使用。

2　 病证结合动物模型进展

　 　 抑郁症,属于传统医学里的“郁证”范畴。 现代

不同的医家在继承前人的知识下对抑郁症又有了

不同的理解与阐述。 有医家认为肝主疏泄,对情志

有重要的调节作用,故情志内伤以致肝气郁结,肝
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的生理特性受到影响,则发为郁证[30] 。 而肝、脾二

者各为木土,根据五行相生相克,肝气郁结,易木旺

乘土,故脾亦失健运,此理论是“见肝之病,知肝传

脾”思想重要体现[31] ,所以临床上既有肝气郁结证

型,也有肝郁脾虚证型病人。 同时有医家在临床上

对抑郁症患者进行观察,发现其常伴随神疲乏力,
反应迟钝,忧愁多思等心神失养,心神不振症状,从
而提出阳气抑竭、神颓志衰也是抑郁症的病机之

一[32] 。 还有医家主张肾主精,肝藏血,而精血同源,
肝肾藏精血以充养脑髓,只有精血充足,脑髓得以

充盈,人的精神活动得以正常维持[33] 。 若肝肾的生

理功能失调,也容易发生抑郁症。 总而言之,基于

传统医学中的“整体观念”,不同脏腑病变都有可能

导致抑郁症的发生。 临床上主要包括了这几种证

型:肝气郁滞、肝郁脾虚、肝肾阴虚等[34] 。
动物实验是中医药与现代医学接轨的重要桥

梁,所以构建适合于中医药研究的动物模型是重中

之重。 以传统医学的角度看来,一个疾病的发生不

是单一的病因起作用,而是综合性的病因与机体内

在因素相互作用,最终呈现出的一个病理状态[35] 。
很明显,单纯地构建疾病动物模型不能满足中医学

概念中的“整体观念”以及“辨证论治”。 因此在制

备单一的抑郁症动物模型基础上,结合证候模型来

模拟人类抑郁症发病以及其证型特点,以构建病证

结合抑郁症动物模型运用于中医药基础研究[36] 。
2. 1　 肝郁气滞证郁证动物模型

　 　 目前肝郁气滞证型抑郁症动物模型的具体制

备方式主要是 CUMS 造模和慢性束缚性应激

(chronic
 

restraint
 

stress,CRS) 造模。 有学者基于传

统医学中“肝属木,主疏泄,喜条达而恶抑郁”的理

论,认为肝郁气滞模型造模的关键应是造成 “ 郁

怒”,故采用慢性束缚性应激造模来构建肝郁气滞

证型抑郁症动物模型[37] 。 通过将小鼠被困于自制

的束缚管中,只有四肢能进行微小的动作,且随着

小鼠体重的增加,体积增大,造模小鼠全身被限制

于狭小空间内,使其郁怒,从而构建肝郁气滞证型

抑郁症动物模型。 其动物模型在符合抑郁症相关

行为学改变的前提下,与同实验的肝郁脾虚证型抑

郁症动物模型相比,旷场自我活动次数明显要少,
符合肝郁气滞证表现。 而运用 CUMS 构建肝郁气滞

型抑郁症小鼠,同样是通过“郁怒”病因来诱发肝的

疏泄失常,气机不畅,以致肝郁气滞证型郁证的发

病[38] 。 造模成功后,小鼠蔗糖水摄取量减少,
 

表现

了对奖赏的不敏感,同时还有体重增加速度减缓,
内分泌系统活性异常等一系列表现,符合临床上抑

郁症患者的表现。 而在此动物模型上使用具有疏

肝理气作用的逍遥散,能明显减轻甚至消除其抑郁

症症状, 以证明该肝郁气滞病证结合模型的成

功[39] 。 现有研究者通过使用疏肝、疏肝健脾、健脾

三种不同主要功效的代表中药复方汤剂比较不同

治则对肝郁气滞证抑郁症动物模型海马中神经递

质相关表达基因的不同干预作用[40] 。 结果显示疏

肝和疏肝健脾两种代表方剂对该动物模型都有着

明显的抗抑郁作用,而健脾组的中药复方则无明显

作用。 这不仅说明了在肝郁气滞证型抑郁症的治

疗中,疏肝理气是其最重要的治则,可对大鼠海马

的神经递质受体基因表达有促进作用,同时也验证

了该证候动物模型的成功制备,具备证候的独特性。
2. 2　 肝郁脾虚证郁证动物模型

　 　 目前针对中医药研究实验所使用的肝郁脾虚

证型抑郁症动物模型基本为 CRS 动物模型[41] 或

CUMS 动物模型。 近来有学者基于“苦寒败胃,而胃

与脾相表里”的中医学理论,结合 CUMS 造模方法

和大黄水溶液灌胃构建肝郁脾虚证型抑郁症动物

模型。 其模型小鼠表现活动速度减缓、活跃度下

降、蔗糖偏好指数降低、悬尾不动时间和强迫游泳

不动时间延长等典型抑郁症状;同时还出现进食欲

望下降、体重增长缓慢、大便稀溏的肝郁脾虚症状,
说明该小鼠模型同时具备抑郁症表现和肝郁脾虚

证的相关表现[42] 。 也有研究者根据“味过于酸,肝
气以津,脾气乃绝”的中医理论,在 CRS 制备的肝郁

气滞证型抑郁症动物模型基础上,同时全天给动物

饮用 5%食醋溶液[37] 。 该模型相对于单纯的 CRS
模型在旷场实验中爬行格数明显降低,强迫性游泳

不动时间延长,可能与“脾主肉”有关,脾虚则肌肉

萎缩,进而少动,这对病证结合动物模型制备的探

索和评估证候模型有一定启示作用。
有研究表明 BALB / c 小鼠在不同的抑郁症造模

方式下均表现出明显且稳定的气虚证候易感性体

质,主要表现为前爪抓力下降,负重游泳时间下降

和掌纹血色度下降等[43] 。 同时该小鼠的肝郁脾虚

证郁证症状能被健脾益气代表中医方剂四君子汤

所逆转,小鼠肌肉和海马中 PKA-CREB 信号表达均

明显增加[44] 。 此说明了该品系所制备的抑郁症动
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物模型符合气虚证候,同时还提示了四君子汤改善

气虚证候治疗抑郁症的机制可能与 PKA-CREB 信

号通路有关,为探究抑郁症发病机制提供新的思

路。 接着再有进一步的研究,以理气为主要功效的

中药复方越鞠丸治疗 BALB / c 小鼠的气虚证抑郁症

并无四君子汤般显著。 虽然对小鼠抑郁症同样有

治疗作用,也提高了肌肉和海马中 PKA-CREB 信号

表达,但其气虚证症状并无改善[45] 。 此说明了越鞠

丸也同样可能是通过调节 PKA-CREB 信号通路来

达到治疗抑郁症的效果。 通过构建不同的病证结

合抑郁症动物模型,以不同的中药复方汤剂去探索

其共同点,也许可以为抑郁症的发病基础机制提供

一种新思路,同时其中不同的点也许可以为中医药

不同证型的区别提供现代理论基础,也是为抑郁症

患者个体间的差异提供更好的治疗方案以及研发

更好的对症药物。
2. 3　 肝肾阴虚证郁证动物模型

　 　 有研究通过对比 CUMS 结合温燥药灌胃、
CUMS 结合悬尾以及 CUMS 结合甲状腺激素注射此

3 种肝肾阴虚证抑郁症动物模型制备方法,以寻求

一种较符合肝肾阴虚证的模型[46] 。 从结果来看,
CUMS 结合甲状腺激素注射诱导的肝肾阴虚证抑郁

症模型大鼠处于一种阴虚型亢奋的状态;其表现为

易惊怒、大便干燥、毛湿无光泽、捉拿时反应剧烈,
因而明显较其他两种制备方法更具有代表性[47] 。
但通过化学药物诱导的中医证候相关表现存在一

个共同的缺点,即由药物诱导所表现出来的症状与

中医理论中的病因病机不符。 有研究表示,以滋肾

阴为主要功效的忧虑康液不仅能对阴虚证抑郁症

小鼠的行为学有逆转作用,同时能修复肾、肾上腺、
足跖汗腺细胞形态学损伤,以及降低血浆环腺苷酸

(cAMP)含量,甚至高剂量的忧虑康液比滋补肾阴

的代表方六味地黄丸有着更好的治疗效果。 也有

研究表示,以滋补肝肾为主要功效的滋肾益脑方在

由 CUMS 结合甲状腺激素注射制备的肝肾阴虚证抑

郁症小鼠身上,可对抗由慢性应激引起的行为学变

化,同时还可使海马区的 BDNF、TrKB 基因表达明

显升高[48-49] 。 这些研究都不单单说明了该中药复

方汤剂的临床意义和其治疗药理机制,同时也为探

索抑郁症的发病机制提供了新的思路。
2. 4　 其他证型

　 　 除了上述证型,传统医学中的郁证还有其他证

型,如心脾两虚、气郁化火、阳虚[50] 等。 有研究指出

通过利血平注射造模的抑郁症小鼠出现体温下降

以及行动能力下降等阳虚症状,因此可把该模型用

作阳虚证抑郁症的研究中。 而临床上针对心脾两

虚证和气郁化火证两种郁证的复方中药汤剂,即归

脾汤[51]和丹栀逍遥散[52] 在抑郁症实验中对 CUMS
抑郁症动物模型都有明显的抗抑郁效果,故其药理

机制还需要进一步的探索。 在抑郁症临床治疗上

中医药治疗具有很高的研究价值。

3　 小结与展望

　 　 目前抑郁症临床西药治疗方案,存在其毒副作

用明显,停药后容易复发等问题,而以祖国医学为

主要治疗手段的临床治疗中明显取得相对不错的

疗效。 所以以祖国医学的角度出发,探索以中医药

治疗为主的临床治疗方案,以中医药理论的视角去

探索抑郁症的发病机制,也许能够成为抑郁症发病

机制的突破点。
动物实验是所有医学基础研究的基石,但目前

中医药基础研究的动物实验环节尚存在着问题。
目前最适用于中医药基础研究的动物模型是病证

结合动物模型,其优点主要有:(1)其是根据现代医

学的病理病因理论复制出来的疾病模型,所以符合

现代医学理论对动物模型的要求;(2)其同样基于

中医整体观念及辨证论治等中医药特色传统理论,
把人类疾病某特定阶段所表现出来的症状在动物

身上加以复制,使其具有中医药特色;(3)其同时符

合现代医学与传统医学的相关理论,所以对于中医

药基础研究来说,病证结合动物模型是中医药研究

与现代医学的结合点。 但缺点同样是明显的:(1)
目前评估证候动物模型成功与否的标准尚未能从

定性向定量转变,即使有学者提出相关的定量标准

也没有得到大多数认可;(2)难以用现代医学的生

化指标或者病理标准去评估证候动物模型是否成

功;(3)病证结合动物模型的制备尚未有统一的标

准,都是依据各自对传统医学的理解来设置相关的

应激因素,通常是单一因素或多个因素来制备,这
与人类生活中由综合性病因引起疾病的发生有一

定的差别;(4)与单纯的疾病动物模型制备和证候

动物模型制备相比,病证结合模型的制备都要困

难,且重复性较低,不利推广。 目前对于病证结合

动物模型的评估大多采取以方测证或者以药测证
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的方法评估动物模型证候方面的表现,同时用现代

医学的行为表现学、生理病理学表现去评估动物模

型疾病方面的表现。 病证结合动物模型作为一种

现代医学知识理论和传统医学知识理论相结合的

产物,对中医药基础研究有着不可或缺的作用,虽
然目前问题也同样存在着许多,但今后会在不断的

发展下变得完善,为中医药理论和现代医学理论相

融合作出巨大的贡献。
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　 　 【摘要】 　 外泌体是可由大多数细胞分泌的小囊泡。 外泌体及其包含的 microRNA、mRNA、蛋白质在细胞间通

讯中起重要作用。 研究表明外泌体具有免疫调节作用,参与自身免疫性疾病的发病及免疫治疗,并可作为诊断疾

病的有效生物标志物。 此外,外泌体可被用作药物传递的生物载体。 系统性硬化症(systemic
 

sclerosis,
 

SSc)是一种

复杂的自身免疫性疾病,发病机制包括血管损伤、免疫异常、内脏器官及皮肤纤维化。 近年来,在研究 SSc 的发病

机制方面取得了不错的进展,推动了临床治疗方面的研究。 本文综述了外泌体的组成、功能,外泌体在 SSc 发病以

及诊治方面的潜在作用。
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　 　 【Abstract】　 Exosomes
 

are
 

small
 

vesicles
 

that
 

can
 

be
 

secreted
 

by
 

most
 

cells.
 

Exosomes
 

and
 

their
 

miRNA,
 

mRNA
 

and
 

proteins
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

intercellular
 

communication.
 

Specifically,
 

exosomes
 

play
 

an
 

immunoregulatory
 

role,
 

participate
 

in
 

the
 

pathogenesis
 

and
 

immunotherapy
 

of
 

autoimmune
 

diseases,
 

and
 

can
 

be
 

used
 

as
 

effective
 

biomarkers
 

for
 

diagnosis
 

of
 

diseases.
 

In
 

addition,
 

exosomes
 

can
 

be
 

used
 

as
 

biological
 

carriers
 

for
 

drug
 

delivery.
 

Systemic
 

sclerosis
 

(SSc)
 

is
 

a
 

complex
 

autoimmune
 

disease
 

whose
 

pathogenesis
 

includes
 

vascular
 

damage,
 

immune
 

abnormalities,
 

and
 

fibrosis
 

of
 

internal
 

organs
 

and
 

skin.
 

In
 

recent
 

years,
 

good
 

progress
 

has
 

been
 

made
 

in
 

the
 

study
 

of
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

SSc,
 

which
 

has
 

promoted
 

research
 

on
 

clinical
 

treatments.
 

This
 

article
 

reviews
 

the
 

composition
 

and
 

function
 

of
 

exosomes,
 

and
 

their
 

potential
 

role
 

in
 

the
 

pathogenesis,
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

SSc.
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　 　 外泌体为 40 ~ 150
 

nm 的脂质双层膜囊泡,囊泡

中包括蛋白质、DNA、RNA 及脂类等[1] ,脂质双层膜

能保护囊泡的内容物免受降解。 外泌体在透射电

子显微镜下类似于扁平的球体,是由多囊内体膜向

内凸出并收缩而形成,当多囊内体膜与质膜相互融

合时,外泌体被释放进入细胞外[2] 。 几乎所有细胞

都可自由分泌外泌体,如肿瘤细胞、B 细胞、T 细胞、
中性粒细胞、肥大细胞、脂肪细胞、星形胶质细胞、
神经元、血细胞和上皮细胞等[3] 。 当细胞分泌外泌

体后,可以在恶性积液、血浆、支气管肺泡灌洗液、
唾液、母乳、附睾液和尿液等多种体液中发现[3] 。
外泌体具有许多生物学功能,包括遗传物质运输、
免疫反应调节、信号转导和细胞内通讯[4] 。 外泌体

的免疫调节功能与自身免疫性疾病的发病机制密

切相关,在免疫治疗中发挥重要作用,并可作为诊

断疾病的有效生物标志物,如干燥综合征(sjögren’s
 

syndrome,
 

SS)、系统性硬化症 ( systemic
 

sclerosis,
 

SSc)和类风湿性关节炎( rheumatoid
 

arthritis,
 

RA)
等。 本文旨在讨论外泌体在 SSc 中的最新进展。

1　 外泌体

1. 1　 外泌体的概念

　 　 外泌体是大小为 40 ~ 150
 

nm 的细胞外球形囊

泡,由多囊内体膜向内凸出并收缩而形成[1] 。 外泌

体含有蛋白质、核酸、脂质和各种细胞因子[3] 。 外

泌体中的蛋白质种类丰富,其中包括能够参与外泌

体内部生物发生的蛋白质, 如 ESCRT 复合体、
ALIX、TSG101。 与膜转运和融合功能密切相关的蛋

白质,如 RaB
 

GTPases 和膜联蛋白[1] 。 外泌体还包

括四分体蛋白(CD9、CD63、CD81 和 CD82)、热休克

蛋白(HSP70、HSP90)、整联蛋白、II 类蛋白、上皮细

胞黏附分子( EpCAM)和人表皮受体( HER)家族的

成员等[1] 。 外泌体中的核酸包括 RNA 和 DNA,其
中 RNA 常与疾病的发生发展有关,主要包括微小核

糖核酸(miRNA),信使核糖核酸(mRNA),长链非编

码核糖核酸(lncRNA)。 外泌体中的脂质主要包括

胆固醇、鞘磷脂、己糖神经酰胺、磷脂酰丝氨酸和饱

和脂肪酸等[3] ,它们都是质膜的组成成分。 正是由

于外泌体内的蛋白质、核酸、脂质和各种细胞因子

等使其在生物体内发挥功能。
1. 2　 外泌体的功能

　 　 外泌体参与细胞间信号转导,主要参与信息传

递、炎症、抗原呈递、肿瘤生长、转移、血管生成等过

程[5] 。 已有研究表明,外泌体在细胞间通讯中起独

特的中介作用,当外泌体从细胞表面释放时,外泌

体可被受体细胞摄取、吞噬、内化,从而释放内容物

或与受体细胞物质交换实现信号交流。 外泌体还

可与受体细胞膜直接融合,将蛋白质、脂质、核酸等

其他物质转运到受体细胞,激活或抑制各种信号通

路,介导表型改变。 另外,通过膜蛋白和表面粘附

分子及受体,激活靶细胞内受体以及下游信号转导

途径,外泌体无需进入靶细胞而发挥作用[3,6] 。 此

外,外泌体还参与免疫调节,包括抗原呈递、免疫监

视、免疫激活和免疫抑制的调节等[7] 。

2　 SSc

　 　 SSc 是一种病因不明的自身免疫性结缔组织疾

病,分为弥漫性系统性硬化症 ( diffuse
 

systemic
 

sclerosis,
 

dSSc) 和局限性系统性硬化症( localized
 

systemic
 

sclerosis,
 

lSSc)。 目前关于系统性硬化症的

发病机制尚未完全清楚,除了可能的遗传与环境因

素外,还包括内皮损伤和纤维增生性血管病变、免
疫系统异常和成纤维细胞功能障碍 3 大机制[8] 。
免疫异常可能促进 SSc 纤维化,同时纤维化也可能

促进免疫细胞活化。 免疫异常也与 SSc 的血管病变

有关。 大多数研究表明血管损伤是免疫细胞的激

活剂[9] 。 因此免疫异常与血管损伤及皮肤器官纤

维化 3 者相互影响。 越来越多证据显示外泌体与

SSc 的血管损伤、免疫异常和纤维化密切相关。

3　 外泌体与 SSc

3. 1　 外泌体与血管病变

　 　 外泌体已在多种疾病中得到广泛研究。 例如

外泌体可以促进血管生成,从而促进脊髓神经功能

的恢复[10] 。 外泌体以多种方式参与来自不同组织

来源的肿瘤的发展,包括促进血管生成、转移和

侵袭[6] 。
SSc 血管病变在 SSc 的发病机制中起着核心作

用。 器官和组织的血管系统形成过程包括血管形

成和血管新生,SSc 血管病变主要是由两者之间的

异常平衡引起。 在 SSc 患者中,毛细血管和小血管

的显著损失表明血管生成过程缺陷,组织缺血通常

导致血管生成生长因子, 如血管内皮生长因子

(VEGF)的表达,导致血管扩张、增殖、内皮细胞迁

移和腔壁稳定形成新血管。 SSc 中血浆 VEGF 水平

升高, 这可以刺激血管生成。 VEGF 及其受体
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VEGFR1 和 VEGFR2 在 SSc 患者皮肤中的表达增

加[11] 。 除了 VEGF 水平升高外,SSc 患者表现出体

内抗血管生成因子与促血管生成因子水平的异常,
具体表现为血管抑素、白细胞介素 4( interleukin

 

4,
 

IL-4)细胞因子以及趋化因子配体 4 蛋白( CXCL4)
等抗血管生成因子水平的升高,内皮素-1、粘附分

子、胎盘生长因子( PGF)和成纤维细胞生长因子 2
(FGF-2)以及血小板衍生生长因子( PDGF)等促血

管生成因子的过度表达[8] 。
中性粒细胞来源的外泌体参与 SSc 的血管病

变。 激活的中性粒细胞可释放外泌体,使幼稚的中

性粒细胞致敏,并招募邻近的中性粒细胞[12] 。 在研

究 SSc 患者的外泌体对血管生成的作用时发现 SSc
患者的中性粒细胞外泌体抑制了人表皮微血管内

皮细胞的增殖和迁移[13] ,内皮细胞在新血管形成和

伤口愈合过程中发挥重要作用,因此 SSc 患者的中

性粒细胞来源的外泌体具有抑制血管生成的作用。
在研究外泌体对 SSc 伤口愈合中的假定作用时

发现,与正常受试者相比,SSc 小鼠的血清外泌体水

平显著降低。 这种减少可能是由于 SSc 中的血管异

常引起的外泌体从皮肤组织向血流的转移受到干

扰。 血清外泌体水平降低与 SSc 血管受累互为因果

关系,具体表现为血清外泌体水平降低的 SSc 小鼠

更易出现血管受累,有血管受累的 SSc 小鼠可能由

于转移障碍而降低了血清外泌体水平,这反过来又

通过下调 I 型胶原蛋白而导致伤口愈合延迟,形成

恶性循环,导致更容易出现皮肤溃疡或凹陷性疤

痕[14] 。 在血清源性外泌体对 SSc 小鼠伤口愈合的

影响实验中发现,相比于对照组缓冲液,用含外泌

体的缓冲液处理的 SSc 小鼠皮肤伤口愈合加快,同
时,外泌体处理的小鼠伤口组织中Ⅰ型胶原 α1 和

Ⅰ型胶原 α2 的基因水平上调[14] 。 因此,用血清来

源的外泌体治疗 SSc 小鼠可加速小鼠伤口的愈合。
3. 2　 外泌体与免疫系统

　 　 SSc 的特征为自身抗体和细胞因子的产生以及

免疫细胞的浸润和激活。 参与的细胞因子主要包

括 IL-4、白细胞介素 6( interleukin
 

6,IL-6)和转化生

长因子-β( transforming
 

growth
 

factor-β,
 

TGF-β)等,
发病过程涉及多种免疫细胞,例如 T 细胞、B 细胞、
树突状细胞、肥大细胞和巨噬细胞等,在 SSc 患者的

受累器官中 B 细胞、T 细胞和固有免疫细胞浸润普

遍增加。 先天免疫和适应性免疫在 SSc 的发病机制

中扮演重要角色,先天和适应性免疫系统异常可以

引起自身抗体的产生,介导自身免疫[11] 。 B 细胞主

要参与自身抗体的产生,但没有证据证明 SSc 自身

抗体在疾病中的直接因果意义,自身抗体的存在有

助于 SSc 的诊断,并预测其严重程度和疾病进展,例
如,在有限或弥漫性 SSc 患者中可检测到抗内皮细

胞自身抗体和抗成纤维细胞抗体,并与内皮细胞凋

亡和成纤维细胞激活有关[8] 。
免疫系统不同成分释放的外泌体可能会调节

免疫反应。 在 SSc 患者中已发现高水平的单核细胞

来源的外泌体,并且其可能在调节内皮细胞凋亡中

发挥作用,而内皮细胞凋亡是禽和人 SSc 皮肤病变

的致病因素[8] 。 CD8+ CD25+调节性 T 细胞释放的外

泌体分子可能在调节性 T 细胞介导的免疫抑制中

发挥重要作用。 研究结果表明,天然 CD8+ CD25+调

节性 T 细胞释放的外泌体,类似于 CD8+ CD25+调节

性 T 细胞,可抑制 CD8+ T 细胞反应和抗肿瘤免疫,
由于天然 CD8+ CD25+ 调节性 T 细胞在维持自身耐

受中发挥重要作用[15] ,因此,来自天然 CD8+ CD25+

调节性 T 细胞的外泌体可能成为 SSc 以及自身免疫

性疾病免疫治疗的替代物。
不同免疫成分来源的外泌体发挥不同的免疫

作用。 B 细胞是第一个能够分泌外泌体的免疫细

胞。 抗原提呈细胞(APC)(如树突状细胞和 B 淋巴

细胞等)分泌的外泌体富含共刺激分子以及主要组

织相容性复合体 ( major
 

histocompatibility
 

complex,
 

MHC) Ⅰ类和Ⅱ类复合物,APC 通过与抗原相互作

用,抗原被蛋白酶降解成的多肽与 MHC 分子结合,
此部分多肽即抗原肽,它们通过抗原肽在免疫调节

中发挥重要作用[16] 。 许多研究表明,外泌体的抗原

呈递功能在刺激免疫反应中发挥关键作用[4] 。 研

究发现 B 细胞来源的外泌体可以通过激活 CD4+ T
细胞,参与由淋巴细胞介导的抗原呈递[17] 。 由于外

泌体参与抗原呈递,即使缺乏抗原提呈细胞,外泌

体也能够促进 CD4+ T 细胞和 CD8+ T 细胞的活化,激
活免疫反应[18] 。 B 细胞衍生的淋巴母细胞样细胞

系( LCL) 产生 MHCII+ FasL+ 外泌体,其可以诱导

CD4+ T 细胞的凋亡[19] 。 然而目前关于外泌体参与

SSc 自身免疫的研究缺乏证据,还需进一步探索。
3. 3　 外泌体与纤维化

　 　 纤维化是一种修复性过程,其特征为器官组织

内过量纤维结缔组织的沉积。 肌成纤维细胞是 SSc
纤维化的关键效应细胞。 纤维化发生的一个重要

过程是成纤维细胞向肌成纤维细胞的转化,由许多
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促纤维化因子驱动[20] 。 多种细胞可通过上皮-间质

转化途径转化为肌成纤维细胞,如血管内皮细胞、
血管平滑肌细胞等,活化后的肌成纤维细胞可合成

胶原蛋白,形成细胞外基质,从而导致纤维化[21] 。
血管损伤和功能障碍最有可能导致局部组织缺血,
从而促进组织纤维化。

多种信号通路可导致 SSc 纤维化,包括 TGF-β
信号、Wnt 信号、Toll 样受体 4 信号(TLR4)、NOTCH
信号、活性氧( ROS) 生成、腺苷单磷酸激活蛋白激

酶(AMPK)信号、IL-6 和白细胞介素 23( interleukin
 

23,IL-23)等其他因素[5] 。 TGF-β 可诱导成纤维细

胞向肌成纤维细胞转化,是导致 SSc 纤维化的最重

要的生长因子,大部分由血小板产生。 Wnt 途径是

SSc 中持续活化成纤维细胞的重要介质,
 

Wnt-3a 激

活 β-catenin,刺激成纤维细胞增殖和迁移,胶原凝

胶收缩,肌成纤维细胞分化,并通过 TGF-β 信号传

导增强纤维化基因表达。 NOTCH 信号在 SSc 患者

中被激活,并在纤维化中发挥重要作用。 除此之

外,与纤维化有关的信号还有 TLR4。 先天免疫细胞

对肌成纤维细胞的激活大多发生在 TLRs 的环境

中,阻断 TLR4 信号传导导致肌成纤维细胞转化和

基质重塑,从而预防和逆转纤维化[22] 。 随着近年来

对外泌体与自身免疫性疾病发病机制的深入研究,
越来越多证据显示不同来源的外泌体及外泌体衍

生的 RNA 与 SSc 的发病密切相关。
SSc 患者皮肤可出现钙质沉着,钙质沉着病可

通过皮肤形成溃疡或感染[20] 。 因此皮肤伤口的愈

合对 SSc 患者至关重要。 通过研究外泌体与不同纤

维化疾病的相关性可知,实质细胞应激后通过释放

外泌体,将应激信号传递给邻近的免疫细胞,如巨

噬细胞,从而诱导几个器官的纤维化[23-25] 。 皮肤再

生依赖于皮肤细胞的增殖。 在先前研究中评估了

人类脂肪干细胞( adipose-derived
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,ADMSCs)来源的外泌体是否能够刺激人类真

皮成纤维细胞的再生,从而促进伤口愈合,研究发

现 ADMSCs 来源的外泌体可被人类真皮成纤维细胞

内化,以剂量依赖的方式促进人类真皮成纤维细胞

的增殖和迁移,刺激胶原合成,同时也增加了成纤

维细胞中 n-钙粘蛋白、细胞周期蛋白-1 和Ⅰ型和Ⅲ
型胶原等基因表达,微阵列分析显示了具有再生功

能的 miRNAs 的富集,从而加速皮肤再生[26] 。 另

外,在研究人类 ADMSCs 来源的外泌体对皮肤伤口

愈合的影响中发现,ADMSCs 及其来源的外泌体显

著增加了受体细胞中 miR-19b 的表达,而抑制 miR-
19b 导致 ADMSCs 来源的外泌体的治疗效果降低。
更进一步研究发现 ADMSCs 来源的外泌体 miR-19b
通过靶向趋化因子 CC 基序配体 1(CCL1)和调节通

路促进皮肤伤口愈合[27] 。 TGF-β 通路的激活可导

致纤维化,从而促进伤口愈合。 这一发现可能有助

于开发新的促进伤口愈合的治疗方法。
成纤维细胞来源的外泌体也可以诱导纤维化。

在 SSc 中,通过对比正常人皮肤成纤维细胞与 SSc
患者成纤维细胞发现,在 SSc 患者皮肤成纤维细胞

中观察到外泌体标记 CD63、CD9 和 CD81 的表达增

加,表明外泌体水平增加,而且来源于 SSc 患者成纤

维细胞的培养基中Ⅰ型胶原 α1 和Ⅰ型胶原 α2 的

mRNA 水平显著增加,外泌体含量增加可能诱导

SSc 患者成纤维细胞Ⅰ型胶原的表达增加,从而促

进纤维化。 此外,从 SSc 患者成纤维细胞培养基中

分离的外泌体也可以刺激正常成纤维细胞中Ⅰ型

胶原的表达[14] 。 由此证明外泌体可能参与 SSc 的

纤维化。
研究发现中性粒细胞来源的外泌体包含许多

参与 SSc 发病机制的特征性 miRNAs 和 lncRNAs,对
dSSc 患者中性粒细胞来源的外泌体 miRNA 和

lncRNA 表达谱进行系统分析,发现了与外泌体的

miRNAs、lncRNAs 和 mRNAs 相关的信号通路,包括

Wnt、AMPK、IL-23 和 NOTCH 信号通路,同时鉴定出

信号通路中与 SSc 纤维化相关的基因对,dSSc 患者

中性粒细胞来源的外泌体可激活 Wnt、AMPK、IL-23
和 NOTCH 信号通路,促进纤维化的发生[5] 。 这是

第一个系统分析 dSSc 患者中性粒细胞来源的外泌

体 miRNA 和 lncRNA 表达谱的研究,一些与 SSc 纤

维化相关的 lncRNA-miRNA-mRNA 可能是 dSSc 中

潜在的生物标志物和治疗靶点,但这些 RNA 的生物

学功能和四个相关信号通路有待进一步探索。

4　 外泌体在 SSc 的诊治中的潜在应用

　 　 外泌体不仅可以作为生物标志物诊断疾病,还
可以作为多种疾病的治疗剂。 在临床诊断上,外泌

体可能是有效的生物标志物,能够超越目前现有的

侵入性方法的诊断。 外泌体携带的各种蛋白质和

miRNAs,是包括自身免疫疾病在内的各种疾病的良

好的生物标志物的来源。 外泌体中各种蛋白质水

平变化的定量数据可以使这些蛋白质成为有价值

的生物标志物,用于诊断 SSc、评估疾病进展和严重
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程度或评估患者对治疗的反应。 外泌体中的

miRNAs 作为生物标志物或在邻近和远处细胞中作

为表 型 状 态 修 饰 者 的 潜 力 一 直 是 研 究 热 点。
miRNAs 是小的(约 22 个核苷酸)、非编码和进化保

守的 RNA,能够在转录后调节大量蛋白编码基因的

表达,循环 miRNAs 成为 SSc 潜在的替代诊断和预

后标记物[28] 。 在临床治疗上,由于有天然的生物相

容性和细胞靶向特性,外泌体成为一种有潜力的药

物递送载体[29] 。 目前有许多可用的药物输送的载

体,如脂质体、纳米粒子、微胶粒、水凝胶等,但这些

载体大多具有如生物利用度低、全身毒性高、较差

的生物相容性及生物降解性等缺点。 而外泌体和

多囊泡体具有某些其他药物输送载体不具备的优

点,如有机性、良好的生物利用度、稳定性高、具有

很少或非常小的毒性和免疫原性[12,30] 。 与传统的

给药系统相比,纳米囊泡给药系统最大的优点是能

够将药物提前送到特定的部位,也称为药物靶向。
目前的证据表明,外泌体的使用还可以为未来无细

胞癌症疫苗的开发奠定基础[4] 。
越来越多的研究证实外泌体对 SSc 模型小鼠有

诊治作用。 在博莱霉素诱导的 SSc 小鼠模型中研究

脐带间充质干细胞(umbilical
 

cord
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,
 

UCMSCs) 来源的外泌体对真皮纤维化的影

响,结果表明 SSc 小鼠经 UCMSCs 来源的外泌体治

疗后恢复了真皮结构,减少了真皮厚度,并增加了

皮下脂肪组织厚度。 此外,
 

UCMSCs 来源的外泌体

抑制Ⅰ型胶原、III 型胶原和 α 平滑肌肌动蛋白( α
 

smooth
 

muscle
 

actin,
 

α-SMA) 的表达。 在 UCMSCs
来源的外泌体处理的小鼠中,

 

TGF-β / Smad 信号通

路也受到抑制[31] 。 结果表明,UCMSCs 来源的外泌

体可以通过下调 TGF-β / Smad 信号通路来减弱真皮

纤维化中肌成纤维细胞的激活和胶原沉积,从而改

善了 SSc 模型小鼠的皮肤纤维化。
另外, 骨 髓 间 充 质 干 细 胞 ( bone

 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,
 

BM-MSCs)衍生的外泌体是

低免疫原性的纳米载体,含有许多免疫调节因子,
与 BM-MSCs 的作用相同,可通过自身发挥免疫调节

功能,并且可通过添加抗炎分子和某些受体,特异

性地靶向受损的组织或器官。 由此可见,外泌体可

能是治疗强直性脊柱炎和 SSc 等其他自身免疫性疾

病的新药物[32] 。 外泌体中的 miR-151-5p 是一种有

前途的生物标志物。 在 SSc 小鼠模型中,将从供体

BM-MSCs 释放的外泌体中含有的 miR-151-5p 转移

到受体 BM-MSCs 中, 从而抑制 IL4Rα 的表达和

mTOR 通路的下调以增强成骨分化并减少成脂分

化[33] 。 miR-151-5p 的全身给药可以减轻 SSc 小鼠

的骨髓间充质干细胞损伤和皮肤硬化,挽救其骨量

减少以及免疫障碍,这表明 miR-151-5p 可能是诊治

SSc 的特异性靶点。 注射 BM-MSCs 来源的外泌体

可显著抑制博莱霉素诱导的 SSc 小鼠皮肤纤维化和

炎症。 BM-MSCs 来源的外泌体显著减少了病变皮

肤中胶原的数量和 α-SMA+ 肌成纤维细胞和 CD68+

巨噬细胞的数量。 它们还降低了成纤维细胞 I 型胶

原和 TGF-β 受体 1 的表达。 此外,miRNA 分析显

示,
 

BM-MSCs 来源的外泌体中有几种 miRNAs 具有

抗纤维化潜能。 在成纤维细胞中过表达 miR-196b-
5p 显著抑制 I 型胶原蛋白 α2 的表达[34] 。 由此可

知,外泌体 miR-196b-5p 抑制 I 型胶原蛋白的表达

可能是 BM-MSCs 来源的外泌体抑制 SSc 小鼠模型

皮肤纤维化的机制之一。 因此,使用 MSCs 来源的

外泌体可能是治疗系统性硬化症的一种潜在的治

疗方法。
目前研究不仅局限于外泌体对 SSc 模型小鼠的

在治疗作用,也初步对 SSc 患者进行研究,从而探索

外泌体在 SSc 中的临床应用。 从 SSc 患者血清中分

离外泌体,通过检测其 18 种抗纤维化和 9 种促纤维

化 miRNA 的含量,与正常血清外泌体相比,SSc 血

清外泌体中的 10 个抗纤维化 miRNAs 减少,6 个促

纤维化 miRNAs 增加。 此外,在 lcSSc 和 dcSSc 患者

中,检测发现外泌体中的 8 个 miRNAs 水平显著不

同[35] ,这表明这些 miRNAs 可能是区分 SSc 亚型的

有价值的生物标志物。 从局限性或弥漫性 SSc 患者

血清中分离的外泌体在体外引起正常人皮肤成纤

维细胞中纤维化前基因表达和 I 型胶原及纤连蛋白

产生和分泌,表明 SSc 患者的血清外泌体含有的

miRNA 显示出明显的纤维化特征,并在体外诱导正

常成纤维细胞的纤维化表型[35] 。 因此,血清来源的

外泌体除了是 SSc 诊断和预后生物标志物的潜在来

源外,可能是治疗 SSc 的一种新的模式,旨在防止促

纤维化 SSc 表型扩展到身体未受影响的区域,从而

阻止这种毁灭性疾病的纤维化的进展。
综上所述,这些发现表明外泌体尤其是间充质

干细胞来源的外泌体在 SSc 的诊断治疗中显示出巨

大的潜力,并且在许多自身免疫性疾病中发挥诊断

治疗作用。 然而使用外泌体作为治疗药物有局限

性,外泌体的提取和分离技术不完善,导致提取率
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低[36] 。 另外,外泌体作为药物输送载体的装载效率

低,这可能是因为外泌体内的一部分来源于它们的

亲代细胞,从而导致容纳外源因子的空间有限[37] 。
虽然在实际使用外泌体时面临巨大的挑战和困难,
但这种内源性囊泡在生物医学领域显示出巨大的

潜力,并将成为下一代先进的药物治疗。

5　 结语

　 　 SSc 是一种复杂的慢性自身免疫性疾病,以血

管病变、免疫异常、纤维化为特点。 目前由于缺乏

有效的诊断及治疗,会导致死亡的严重后果。 外泌

体是大多数细胞分泌的具有多种功能的小囊泡,外
泌体与 SSc 的发病机制关系密切,并在血管病变、免
疫异常、纤维化 3 个方面发挥作用。

在血清来源的外泌体与 SSc 血管病变的研究中

发现皮肤溃疡和凹陷性疤痕的发生率在血清外泌

体水平降低的 SSc 患者中显著增加。 由此可假设,
在 SSc 中所见的血管异常,特别是微血管病,可能导

致外泌体从皮肤组织向血液转移障碍,从而导致血

清外泌体减少,继而下调 I 型胶原蛋白而导致皮肤

溃疡或凹陷性疤痕。 血清外泌体减少引起的血管

异常和 I 型胶原表达水平降低可能协同介导了 SSc
溃疡的延迟愈合。 然而,研究比较了皮肤溃疡患者

的血清和皮肤的外泌体水平,没有发现显著的相关

性。 此外,在 SSc 和正常皮肤中内皮细胞外泌体表

达水平无明显差异。 因此需要进一步的研究来证

明这种假设。 自身抗原和自身抗体的产生在自身

免疫疾病的发病机制中起着重要作用。 外泌体能

否作为自身反应识别的目标触发或维持病理的自

身免疫反应是外泌体能否在自身免疫性疾病中起

作用的关键。 研究发现外泌体中的自身抗原可被

自身抗体所识别,并能在自身免疫性疾病患者中触

发自身免疫反应,然而目前关于外泌体可作为 SSc
的自身抗原的研究缺乏证据,还需进一步探索。

外泌体有助于 SSc 的诊断及治疗,近年来,外泌

体已成为自身免疫性疾病的潜在生物标志物和治

疗剂。 大量证据表明,外泌体在自身免疫性疾病的

生理和病理功能中起着重要作用。 然而,目前人们

对这些囊泡结构的个体成分、精确功能以及针对其

作为生物标志物、治疗载体和自身免疫性疾病的靶

点尚未完全了解。 外泌体的基础和应用研究仍处

于早期阶段,与其他疾病相比,对 SSc 发病机制中外

泌体的研究相对较少。 对于外泌体用于临床仍需

更多的研究,首先,尽管在动物实验的基础上已初

步证实了外泌体的安全性,但仍然需要大量实验来

确保其用于临床的安全性;其次,外泌体可以来源

于脂肪、脐带等不同的间充质干细胞,需要进一步

实验探究不同间充质干细胞来源的外泌体的具体

特性、对 SSc 的作用机制以及用于 SSc 乃至自身免

疫性疾病的使用剂量及疗效。 最后,目前外泌体的

提取面临耗时耗力、纯度相对较低等问题,如何提

高外泌体的纯度,高效提取外泌体也是需要考虑的

问题。 因此,目前仍需进一步探索外泌体的生物学

和功能及外泌体在 SSc 发病以及诊治方面的潜在作

用,使外泌体更安全高效的用于临床。
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　 　 【摘要】 　
  

TSPAN7 是一种由位于 X 染色体上的 tspan7 基因所编码的四次跨膜糖蛋白,在脑组织和胰腺中高

度表达。 目前研究发现 TSPAN7 能够在细胞膜形成 TSPAN 富集微域 ( Tspan-enriched
 

microdomains,
 

TEM) 或

TSPAN 网,参与调控细胞内外信息传递与物质交流、细胞骨架、细胞运动以及细胞形态等生物过程。 同时,TSPAN7
在多种细胞中发挥至关重要的作用,在肿瘤细胞中,TSPAN7 作为一把双刃剑,通过在肿瘤细胞中的表达改变发挥

促进或抑制肿瘤的能力;在免疫细胞中,TSPAN7 可以作为肌动蛋白成核和稳定的正调控因子,参与 DCs 形态发生;
在神经细胞中,TSPAN7 参与突触传递和神经元形态发生;在胰岛细胞中,TSPAN7 通过调节 β 细胞的电压依赖性

Ca2+通道进而控制钙(Ca2+ )进入胰腺 β 细胞,影响胰岛素分泌。 TSPAN7 在不同组织细胞中发挥相应作用,在生理

和病理条件下发生改变,参与肿瘤、精神疾病、Ⅰ型糖尿病等多种疾病的发生发展。 本文旨在综述 TSPAN7 在多种

疾病中的作用机制,以期为动物模型研制、疾病诊断、药物干预治疗提供新思路。
【关键词】 　 TSPAN7;癌症;Ⅰ型糖尿病;HIV-1 蛋白;X 连锁的智力障碍;孤独症谱系障碍
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　 　 【Abstract】 　 TSPAN7,
 

a
 

quadruple
 

transmembrane
 

glycoprotein
 

encoded
 

by
 

the
 

tspan7
 

gene
 

located
 

on
 

the
 

X
 

chromosome,
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

brain
 

tissue
 

and
 

pancreas.
 

TSPAN7
 

has
 

been
 

found
 

to
 

form
 

Tspan-enriched
 

microdomains
 

or
 

TSPAN
 

networks
 

in
 

cell
 

membranes,
 

which
 

are
 

involved
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

biological
 

processes
 

such
 

as
 

intra-
 

and
 

extracellular
 

information
 

and
 

material
 

exchange,
 

cytoskeletal
 

dynamics,
 

cell
 

motility
 

and
 

cell
 

morphology.
 

In
 

tumor
 

cells,
 

TSPAN7
 

acts
 

as
 

a
 

double-edged
 

sword
 

with
 

the
 

ability
 

to
 

either
 

promote
 

or
 

suppress
 

tumors
 

through
 

its
 

altered
 

expression
 

in
 

tumor
 

cells.
 

In
 

immune
 

cells,
 

TSPAN7
 

can
 

act
 

as
 

a
 

positive
 

regulator
 

of
 

actin
 

nucleation
 

and
 

stabilization,
 

and
 

is
 

involved
 

in
 

the
 

morphogenesis
 

of
 

dendritic
 

cells.
 

In
 

neuronal
 

cells,
 

TSPAN7
 

is
 

involved
 

in
 

synaptic
 

transmission
 

and
 

neuronal
 

morphogenesis
 

In
 

pancreatic
 

islet
 

cells,
 

TSPAN7
 

controls
 

the
 

entry
 

of
 

calcium
 

( Ca2+ )
 

into
 

pancreatic
 

β-cells
 

by
 



regulating
 

voltage-dependent
 

Ca2+
 

channels,
 

thus
 

affecting
 

insulin
 

secretion.
 

TSPAN7
 

is
 

also
 

involved
 

in
 

the
 

development
 

of
 

many
 

diseases
 

such
 

as
 

tumors,
 

psychiatric
 

disorders,
 

and
 

type
 

1
 

diabetes.
 

This
 

article
 

reviews
 

the
 

mechanisms
 

of
 

TSPAN7
 

in
 

various
 

diseases,
 

with
 

a
 

view
 

to
 

providing
 

new
 

ideas
 

for
 

animal
 

model
 

development,
 

disease
 

diagnosis,
 

and
 

drug
 

intervention.
【Keywords】　 TSPAN7;

 

cancer;
 

type
 

Ⅰ
 

diabetes;
 

HIV-1
 

protein;
 

X-linked
 

mental
 

retardation;
 

autism
 

spectrum
 

disorder

　 　 四次跨膜蛋白(tetraspanin,TSPAN)是一个跨膜

糖蛋白家族[1] 。 目前在哺乳动物中发现有 33 种

TSPAN,黑腹果蝇中鉴定出 37 种,秀丽隐杆线虫中

鉴定出 20 种,在进化中高度保守[2] 。 TSPAN 由 4
个跨膜结构域组成, 分别为一个小的 ( a

 

small
 

extracellular
 

domain,SEL) 和一个大的细胞外环( a
 

large
 

extracellular
 

loop,LEL)以及细胞内的 N-和 C-
末端[3-4] 。 TSPAN 在细胞膜形成 TSPAN 富集微域

(Tspan-enriched
 

microdomains,
 

TEM)或 TSPAN 网,
而发挥支架作用,参与多个生物过程,如迁移、细胞

粘附、膜受体信号转导、外泌体分泌和抗原呈递[5] 。
TSPAN7 是 TSPAN 家族的一个成员,编码的蛋

白(又称 TM4SF2 / TALLA-1 / CD231) 是一种 249 个

氨基酸组成的细胞表面糖蛋白[5] ,在脑组织和胰腺

中高度表达[6] 。 编码 TSPAN7 的基因 tspan7(又称

Tm4sf2)在人、小鼠和大鼠均坐落在 X 染色体上。
TSPAN7 在多种细胞中发挥至关重要的作用,

在肿瘤细胞中,TSPAN7 作为一把双刃剑,通过在肿

瘤细胞中的表达改变发挥促进或抑制肿瘤的能力;
在免疫细胞中,TSPAN7 可以作为肌动蛋白成核和

稳定的正调控因子,参与 DCs 形态发生,从而在

HIV-1 感染过程中进行免疫调节[3,7] ;在神经细胞

中,TSPAN7 与 C 型激酶相互作用蛋白质 1( protein
 

interacting
 

with
 

C
 

kinase
 

1,PICK1)直接作用调节 α-
氨基-3-羟基-5-甲基-4-异唑丙酸(alpha-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic

 

acid, AMPA )
 

受体的运输,参与突触传递和神经元形态发生[7] ;
在胰岛细胞中,TSPAN7 通过调节 β 细胞的电压依

赖性 Ca2+通道进而控制钙(Ca2+ )进入胰腺 β 细胞,
影响胰岛素分泌[8] 。 TSPAN7 在不同组织细胞中发

挥相应作用,在生理和病理条件下发生改变,参与

肿瘤、精神疾病、Ⅰ型糖尿病等多种疾病的发生发

展,因此,本综述旨在汇总 TSPAN7 在相关疾病进程

中的作用。

1　 TSPAN7 在癌症中的双刃剑作用

　 　 TSPAN 家族的多种蛋白参与癌症进程,能够通

过调节肿瘤细胞的增殖和转移加重或是减轻癌症

的发展,同时还可通过改变细胞粘附、迁移或组织

的侵袭能力参与癌症发展[3] 。 其中 TSPAN7 在癌症

的发生发展中是一把双刃剑,在一类肿瘤中表达升

高,在另一类肿瘤中表达降低,发挥促进或抑制肿

瘤的能力。
1. 1　 TSPAN7 表达下调的肿瘤

　 　 在肝癌( liver
 

cancer)、膀胱癌( bladder
 

cancer,
 

BCa)、 透 明 细 胞 肾 细 胞 癌 ( clear
 

cell
 

renal
 

cell
 

carcinoma,
 

ccRCC)中,TSPAN7 的表达呈现下降的

趋势,并有研究验证 TSPAN7 能够抑制肿瘤的发展。
胃癌、肝癌、结直肠癌和食管癌等消化道肿瘤

在我国发病率较高[9] ,在对 TSPAN7 在胃癌、肝癌和

肠癌 3 个消化道肿瘤中表达进行分析时发现肝癌患

者肝组织以及肝癌细胞系 HCC-LM3 和 HepG2 肝癌

细胞中 TSPAN7 的表达明显下调,并且 TSPAN7 能

够明显抑制 HCC-LM3 细胞的增殖、侵袭和转移,同
时在动物体内也证实 TSPAN7 在体内具有抑瘤作

用,因此认为 TSPAN7 在肝癌细胞中具有抑癌作用,
并且可能是肝癌的潜在生物标志物[10] 。

膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤,预后差

复发率高,研究发现 TSPAN7 在膀胱癌患者的膀胱

组织和膀胱癌细胞系 5637、T24 和 EJ 细胞表达下

调,并且 TSPAN7 的高表达与膀胱癌的高 T 分期和

肿瘤分级呈负相关,TSPAN7 高表达患者的生存期

优于低表达患者。 随后将膀胱癌细胞系过表达

TSPAN7,发现 TSPAN7 可能是通过调控 PTEN /
PI3K / AKT 通路的多个关键成分抑制膀胱癌细胞增

殖、细胞周期进展、侵袭和凋亡,因此,恢复 TSPAN7
的表达成为膀胱癌的一种新的治疗策略[11] 。 在透

明细 胞 肾 细 胞 癌 中, TSPAN7 基 因 表 达 越 高,
TSPAN7 阳性血管数量越少,细胞浸润和转移越少,
提示 TSPAN7 可能是一种肿瘤生长抑制剂,影响肿

瘤进展和转移[12] 。
1. 2　 TSPAN7 表达上调的肿瘤

　 　 在非小细胞肺癌 ( non-small
 

cell
 

lung
 

cancer,
 

NSCLC)、多发性骨髓瘤(multiple
 

myeloma,
 

MM)中,
TSPAN7 的表达呈现升高的趋势,并有研究验证

TSPAN7 能够促进肿瘤的发展。
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文献报道 TSPAN7 在肺癌细胞中上调,其高表

达与肺癌患者的不良预后密切相关,表明 TSPAN7
在肺癌中起致癌作用[13] 。 NSCLC 是肺癌的主要类

型,NSCLC 肿瘤细胞侵袭组织以及转移是目前导致

患者死亡的最主要原因[13] 。 TSPAN7 在非小细胞

肺癌患者组织以及 NSCLC 细胞系 H1299、 H460、
H292 和 A549 细胞中呈高表达趋势,TSPAN7 表达

较高的患者总体生存率明显降低[14] 。 进一步研究

针对 NSCLC 细胞中过表达 TSPAN7,发现 NSCLC 细

胞增殖明显增加,E-cadherin 表达减少,Vimentin 和

N-cadherin 表达增加,促进细胞上皮间质转化过程。
NSCLC 异种移植模型小鼠实验进一步证实 TSPAN7
过表达促进 NSCLC 肿瘤生长,并与间质表型倾斜

相关[14] 。

表 1　 TSPAN7 在肿瘤发展进程中的作用
Table

 

1　 The
 

role
 

of
 

TSPAN7
 

in
 

the
 

progression
 

of
 

tumors

肿瘤
Tumour

肿瘤组织中表达趋势
Expression

 

trends
 

in
 

tumor
 

tissues

体外研究
In

 

vitro
体内研究
In

 

vivo
作者,时间,参考文献

Author,
 

time,
 

references

肝癌
Liver

 

cancer
-

抑制肝癌细胞的增殖、侵袭和转移
Inhibits

 

the
 

proliferation,
 

invasion
 

and
 

metastasis
 

of
 

liver
 

cancer
 

cells

TSPAN7 在肿瘤异种移植模型中的抗肿
瘤作用, TSPAN7 下调则促进肿瘤的
生长
TSPAN7

 

overexpression
 

inhibits
 

the
 

transplanted
 

tumor
 

growth
 

in
 

nude
 

mice.
 

TSPAN7
 

downregulation
 

promotes
 

the
 

tumor
 

growth

Qi
 

Y
 

et
 

al,
 

2020
 [10]

膀胱癌
Bladder

 

cancer
-

TSPAN7 抑制 BCa 细胞增殖和迁移,诱
导 BCa 细胞凋亡和细胞周期阻滞
TSPAN7

 

inhibits
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

BCa
 

cells
 

and
 

induces
 

apoptosis
 

and
 

cell
 

cycle
 

arrest
 

in
 

BCa
 

cells

TSPAN7 的过表达抑制移植瘤裸鼠的肿
瘤生长
Overexpression

 

of
 

TSPAN7
 

inhibits
 

the
 

transplanted
 

tumor
 

growth
 

in
 

nude
 

mice

Yu
 

X
 

et
 

al,
 

2020
 [11]

非小细胞肺癌
Non-small

 

cell
 

lung
 

cancer
+

TSPAN7 过表达增加非小细胞肺癌细胞
增殖
TSPAN7

 

overexpression
 

increases
 

the
 

proliferation
 

of
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

cells

TSPAN7 的过表达促进移植瘤裸鼠的肿
瘤生长
Overexpression

 

of
 

TSPAN7
 

inhibits
 

the
 

transplanted
 

tumor
 

growth
 

in
 

nude
 

mice

Wang
 

X
 

et
 

al,
 

2018
 [14]

多发性骨髓瘤
Multiple

 

myeloma
+

TSPAN7 过表达不影响骨髓瘤细胞的增
殖,而增加其黏附和迁移
TSPAN7

 

overexpression
 

does
 

not
 

affect
 

the
 

proliferation
 

of
 

myeloma
 

cells,
 

but
 

increases
 

their
 

adhesion
 

and
 

migration
 

in
 

vitro

TSPAN7 过表达抑制 5TGM1 / KaLwRij
系统性 MM 小鼠模型的肿瘤负荷
Overexpression

 

of
 

TSPAN7
 

reduces
 

tumor
 

burden
 

in
 

the
 

5TGM1 / KaLwRij
 

murine
 

model
 

of
 

systemic
 

MM.

Cheong
 

CM
 

et
 

al,
 

2015
 [16]

MM 是以来自患者骨髓的转化浆细胞的克隆增

殖为特征的第二常见血液学癌症[15] 。 研究发现在

MM 患者骨髓中 TSPAN7 的表达增加[16] 。 但是在

MM 的小鼠模型中,TSPAN7 过表达能够限制肿瘤的

进展,这与癌细胞对骨髓基质细胞更强的粘附性和

跨内皮迁移能力的增加有关。

TSPAN7 在不同肿瘤中的表达趋势各不相同,
在不同肿瘤中发挥促进或抑制肿瘤的作用(表 1),
可作为肿瘤的潜在生物标记物,用于癌症的诊断和

治疗。

2　 TSPAN7 在 HIV-1感染过程中的免疫调节

　 　 树突状细胞是先天免疫系统的一部分,构成对

病原体的第一层防御[17] 。 其主要功能是捕捉病原

随后将病原呈递给 T 淋巴细胞,进而启动先天和适

应性免疫反应[18] 。 在 HIV-1 病毒感染时,肛门直肠

和生殖器部位淋巴结内的 DCs 与 HIV-1 结合,进入

体内环境并传递给 T 淋巴细胞,但在这个过程中,
HIV-1 病毒可能会进行逃逸,造成 CD4+ T 淋巴细胞

的感染[19-20] 。 为进一步探究其作用机制,有研究对

人类单核细胞来源的 DCs455 个关于细胞器和膜转

运相关基因进行 shRNA 筛选,结果发现 100 多个基

因在敲低时显著影响 HIV-1 的感染[21] , 其中,
TSPAN7 可以作为肌动蛋白成核和稳定的正调控因

子,从而在维持树突上的病毒颗粒、限制 HIV-1 内吞
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作用以及 HIV-1 有效转移到 T 淋巴细胞过程中起重

要作用[21] 。
同时,在 HIV-1 蛋白 Nef 和 Vpu 感染后的人类

T 细胞系中,可能通过扰乱蛋白质的运输,限制细胞

表面 TSPAN7 的表达[22] , 并且进一步研究发现

TSPAN7 是 Nef 的互作蛋白,将 TSPAN7 掺入 HIV-1
病毒粒子包膜中可以降低其传染性[23] 。 因此,
TSPAN7 是肌动蛋白成核和细胞骨架稳定性的分子

机制的关键,其分子机制的具体研究仍不完全,进
一步研究对控制从树突状细胞到 T 淋巴细胞的

HIV-1 转移极为重要,同时对膜突出和内吞途径的

生物学过程的研究也具有重要意义。

3　 TSPAN7 在神经系统疾病进程中的作用

3. 1　 X 连锁智力障碍

　 　 X 连 锁 智 力 障 碍 ( X-linked
 

intellectual
 

disability / mental
 

retardation,XLMR)是一类以智力障

碍为主要临床特征的遗传性疾病,在男性中的发病

率为 1 / 600[24] 。 研究发现,某些形式的 X 连锁精神

发育迟缓与 TSPAN7 缺失 TM4 和 COOH 末端的细

胞质尾密切相关,其中主要原因是染色体平衡易位

和过早终止密码子[24-25] 。 后续有研究发现在体外

神经刺激后,TSPAN7 的 mRNA 表达上调,证明其在

神经可塑性中发挥作用[26] 。 为进一步探究其机制,
研究者通过对大鼠原代神经元进行过表达和敲低

TSPAN7 观察其状态的变化,发现 TSPAN7 过表达

有利于丝状伪足和树突棘的形成,而 TSPAN7 的敲

低降低脊柱稳定性和头部大小,抑制兴奋性突触发

育,限制受体诱导的突触传递[7] 。 其作用机制主要

是由于 TSPAN7 通过其 C 端与 PICK1 蛋白的 PDZ
结构域相互作用,竞争性抑制 PICK1 与 GluR2 / 3 的

结合,参与 AMPA 受体的转运,进而影响 AMPA 受

体的运输以及谷氨酸突触功能,同时有研究发现

TSPAN7 可以激活 PKCα,使得胞内的 PKCα 转位至

细胞膜上,与 PICK1 相结合,磷酸化 GluR2 / 3,导致

在细胞膜上 GluR2 / 3 的定位不稳定,引起 AMPA 受

体的内化[27-28] 。 tspan7 基因敲除小鼠同样表现出

海马兴奋性突触结构和功能的改变以及认知障碍。
因此, TSPAN7 参与 X 连锁精神发育迟缓的疾病

进程。
3. 2　 自闭症谱系障碍

　 　 自闭症谱系障碍 ( autism
 

spectrum
 

disorders,

ASD)和精神分裂症( schizophrenia,SCZ) 是两种常

见的神经发育综合征,是环境和遗传因素共同作用

的结果[29-31] 。 对于这两种疾病,男性比女性受影响

更严重,这可能部分是由 X 相关的遗传因素引起

的[32] 。 因此,有研究直接测序 ASD 患者的 111 个 X
连锁的突触基因, 研究发现自闭症谱系障碍与

TSPAN7 的拷贝数变异密切相关[33] 。 同时 tspan7
基因突变的患者偶尔会被诊断为 ASD[34] 。 另外有

研究发现 tspan7 基因敲除小鼠出现 ASD 相关表型,
在 tspan7 基因敲除小鼠呈现出社交减少,刻板行为

增加、快感缺乏等状态,其外侧僵核神经元表现出

低兴奋性、异常的神经元放电模式并且改变的钠、
钾电压门控离子通道功能[35] 。 其作用机制主要是

由于 tspan7 敲除引起下游 PKC 过度活化, 激活

ERK / MAPK 信号通路,磷酸化钾离子电压门控通道

上的 S616 残基,导致激活电压向更强的超极化电位

转移,产生 ASD 样表型。 因此,TSPAN7 参与自闭症

谱系障碍的疾病进程,是疾病检测的潜在基因以及

相关药物开发的潜在靶点。 同时 TSPAN7 还能与多

巴胺 D2 受体相互作用,并通过增强多巴胺 D2 受体

的内化降低其表面表达,负调控多巴胺能神经元信

号传递[36] 。 TSPAN7 也是运动性癫痫罕见拷贝数

变异的基因[37] 。

4　 TSPAN7 在Ⅰ型糖尿病中的作用

　 　 Ⅰ型糖尿病是一种自身的炎症状态,其表现为

胰岛 β 细胞被 CD4+ / CD8+
 

T 淋巴细胞杀死,因此不

再产生胰岛素[38] 。 此类患者的一个临床症状是存

在自身抗体。 TSPAN7 在胰岛细胞中表达,TSPAN7
还可以通过调节 β 细胞的电压依赖性 Ca2+ 通道进

而控制钙( Ca2+ ) 进入胰腺 β 细胞,影响胰岛素分

泌[8]用抗体与 TSPAN7 外部结构域结合,干扰其功

能,直接导致 β 细胞的死亡或影响 β 细胞的功

能[39] ,35%的Ⅰ型糖尿病患者中存在抗 TSPAN7 自

身抗体,TSPAN7 自身抗体已经作为Ⅰ型糖尿病检

测指标[39-40] 。 进一步研究发现 TSPAN7 的细胞质

COOH 端和 NH2 端被确定为自身抗原表位[41] 。
TSPAN7 是Ⅰ型糖尿病中显示为自身靶点的蛋白,
对其如何影响胰岛 β 细胞的相关机制以及药物的

研发有待深入研究。

5　 结语

　 　 TSPAN7 作为细胞表面的 4 次跨膜糖蛋白,目
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前的研究揭示,TSPAN7 参与细胞内外信息与物质

流的调控;调节细胞骨架和细胞运动;调节细胞形

态等重要生物过程。 TSPAN7 与精神疾病、肿瘤、糖
尿病、病毒感染等疾病密切相关。 TSPAN7 生理条

件下的基因功能、与其相互作用的蛋白等方面有待

深入研究,目前已有研究发现 TSPAN7 敲除小鼠可

作为自闭症和 X 连锁的智力障碍的动物模型,由于

TSPAN7 在不同细胞中发挥不同作用,可以通过基

因编辑技术构建条件性敲除 tspan7 基因构建相应的

疾病模型。 TSPAN7 目前还发现是自闭症和 X 连锁

智力障碍的风险基因,并且 TSPAN7 自身抗体已经

作为Ⅰ型糖尿病检测指标,随着后续 TSPAN7 的深

入研究,可以作为肿瘤、免疫、糖尿病、神经系统疾

病等疾病检测的诊断基因,并通过靶向 TSPAN7 治

疗其相关疾病。 TSPAN7 可以作为动物模型构建、
疾病诊断、药物干预治疗的潜在新靶点。
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　 　 【摘要】 　
 

MicroRNAs(miRNAs)是一类内源性非编码小分子 RNA,长度为 20 ~ 23 个核苷酸。 MicroRNA-125
(miR-125)是一个高度保守的 miRNA 家族,由 miR-125a、miR-125b-1 和 miR-125b-2 组成。 越来越多的证据表明

miR-125 参与体内的多种病理生理过程,调节包括免疫细胞在内的多种细胞的稳态和分化,与多种自身免疫性疾病

密切相关,有望成为新的治疗靶点。 本文综述了 miR-125 家族与自身免疫性疾病、免疫细胞的关系及其最

新研究进展。
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　 　 【Abstract】 　 MicroRNAs
 

( miRNAs) are
 

a
 

class
 

of
 

endogenous
 

non
 

coding
 

small
 

RNA,
 

with
 

a
 

length
 

of
 

20 ~ 23
 

nucleotides.
 

MicroRNA-125
 

(miR-125)is
 

a
 

highly
 

conserved
 

miRNA
 

family,
 

which
 

is
 

composed
 

of
 

miR-125a,
 

miR-125b-1
 

and
 

miR-125b-2.
 

More
 

and
 

more
 

evidences
 

show
 

that
 

miR-125
 

participates
 

in
 

a
 

variety
 

of
 

pathophysiological
 

processes
 

in
 

vivo,
 

regulates
 

the
 

homeostasis
 

and
 

differentiation
 

of
 

a
 

variety
 

of
 

cells,
 

including
 

immune
 

cells,
 

and
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

a
 

variety
 

of
 

autoimmune
 

diseases,
 

which
 

is
 

expected
 

to
 

become
 

a
 

new
 

therapeutic
 

target.
 

This
 

paper
 

reviews
 

the
 

relationship
 

between
 

miR-125
 

family
 

and
 

autoimmune
 

diseases
 

and
 

immune
 

cells.
【Keywords】　 miR-125b;

 

autoimmune
 

diseases;
 

immunoregulation

　 　 自身免疫性疾病( autoimmune
 

disease,AID) 是

机体免疫功能紊乱、免疫细胞活化、自身抗体和免

疫复合物大量产生导致多种组织器官功能受损为

特征的一大类疾病,主要包括类风湿性关节炎、系

统性红斑狼疮、干燥综合征等[1] 。 近年来,AID 患病

率呈上升趋势,已成为危害人类健康的重要疾病之

一[2] 。 临床中通常以非甾体抗炎药[3] 、改善病情抗

风湿药[4]等药物治疗为主。 虽然 AID 的诊断及治



疗已经取得了显著进展,但仍会出现胃肠道症状、
造血系统异常、肝肾功能异常等不良反应[5-6] ,患者

预后不理想。 近年来,国内外研究学者发现微小

RNA( microRNA,miRNA) 参与多种 AID 的病理过

程[7-8] ,其中 miRNA-125 在 AID 中的作用备受关

注。 Xiu 等[9]发现 miRNA-125b-5p 对甲状腺功能减

退有调控作用,还有研究发现 miRNA-125 家族(包

括 miRNA-125a、miRNA-125b1、miRNA-125b2) 在过

表达时,通过促进细胞增殖、减少细胞凋亡对小鼠

造血系统起到调控作用[10] , Vasu 等[11] 研究证实

Ⅰ型糖尿病患者血清中 miRNA-125 水平与胰岛自

身抗体水平呈正相关。 以上研究表明,miRNA-125
家族 在 AID 中 起 到 一 定 的 调 控 作 用, 本 文 对

miRNA-125 家族与 AID 关系的研究进展作一综述,
旨在为 AID 的研究和治疗提供新思路。

1　 miRNA 的表达与功能

　 　 miRNA 是一类单链非编码小分子 RNA,在多种

生物学过程中调控基因的表达[12] ,包括细胞的增

殖、分化和凋亡等生理过程[13-15] 。 miRNA 通过

RNA 聚合酶 II 转录形成一条内部具有发夹结构的

双链 miRNA( pri-miRNA)。 细胞核内的 pri-miRNA
在 RNA 结合蛋白 Dgcr

 

8 和 RNase
 

III
 

DROSHA 共同

作用下切割成一个长度约 60
 

nt 的前体 miRNA(pre-
miRNA)。 pre-miRNA 与核输出蛋白 Exportin-5 结合

后共同出核转运至细胞质,在细胞质中被 RNase
 

III
 

Dicer 切割成一条长约 22
 

nt 的成熟的 miRNA[16-17] 。
该双链 RNA 被整合形成 RNA 诱导沉默复合体

(RISC ), RISC 通过引 导 链 miRNA 的 Argonaute
(AGO)蛋白与靶 miRNA 中的 3’非翻译区(UTR)结

合,抑制蛋白翻译或促进 mRNA 降解。 以上为

miRNA 生物合成的经典途径。 除典型途径外,还存

在一些非经典途径,如部分 miRNA 可来源于 RNA
内含子[18] 。 大多数 miRNA 对基因表达起下调作

用,部分 miRNA 促进基因的表达[19-21] 。 此外,
miRNA 与其靶 mRNA 之间并非一一对应的关系,一
种 miRNA 可能调控多个 mRNA 靶点,一个 mRNA
靶点也可以被多种 miRNA 调控[22] 。

2　 miRNA-125 概述

　 　 1993 年在线虫中发现第一个 miRNA( lin-4 和

let-7) [23-24] ,至今,人类基因组中已经发现 2000 个

miRNA,在过去 miRNA
 

的潜在作用被忽略,但已有

研究证实 miRNA 的异常表达在自身免疫性疾病的

发病机制中具有至关重要的作用[22] ,其中高度保守

的 microRNA-125(miR-125)家族受到广泛关注。
2. 1　 miRNA-125 家族的染色体定位

　 　 在人类基因组中,miR-125 家族分为 hsa-miR-
125a、hsa-miR-125b 亚家族,其中 hsa-miR-125b 亚家

族又分为 miR-125b-1 和 miR-125b-2[25] 。 转录 miR-
125a 的基因位于靠近 Hsa-miR-99b 和 Hsa-let-7e 的

19 号染色体上。 miR-125b 由位于 11 号染色体上的

Hsa-miR-100、Hsa-let-7a-2 和 21 号染色体上的 Hsa-
miR-99a、Hsa-let-7c 分别转录,并形成 miR-125b-1
和 miR-125b-2[26] 。 根据 pre-miRNA 剪切位点不同

(3’端和 5’端),每个 miR-125 家族成员都可进一步

分为 pre-miRNA-3p 和 pre-miRNA-5p,其中 miR-125-
5p 表达量更高[27] 。
2. 2　 miRNA-125 家族的表达调控

　 　 miR-125 家族的生物学作用受到多种因素调

节。 在染色体水平上,主要通过染色体异位的方式

进行调控,例如, t ( 2;11) ( p21; q23) 和 t ( 11;14)
(q24;q32)染色体易位导致骨髓增生异常综合征和

急性淋巴细胞白血病中 miR-125b-1 的过度表

达[28-30] 。 在基因水平上,甲基化是一种普遍存在的

RNA 转录后修饰方式,RNA 甲基转移酶 NSun2 对

pre-miR-125b
 

1 / 2、miR-125b
 

1 / 2 的甲基化作用,可
抑制 pre-miR-125b2 向 miR-125 的加工过程,减弱

miR-125 对 RISC 的招募,并可减弱 miR-125b 在沉

默基因中的作用[31] 。 在转录水平上,PPARγ 通过

与 miR-125b 启动子上游反应元件的直接结合,促进

miR-125b 的表达[32] 。 此外,上调 miR-125a 和 miR-
125b 的表达水平可抑制卵巢癌细胞的侵袭和迁移

能力[33] 。

3　 miRNA-125 家族与免疫细胞的关系

3. 1　 粒细胞

　 　 多能造血干细胞分化为髓系干细胞和淋巴系

干细胞,其中髓系干细胞分化出粒细胞祖细胞,包
括嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞和中性粒细胞[34] 。

miR-125a 在小鼠和人类造血干细胞( HSCs)中

呈高表达,能够增强小鼠 HSCs 和祖细胞的迁移能

力、生存能力以及更新能力[35] ,其持续表达是诱导

小鼠 HSCs 具有再生活性的必要条件[36] 。 miR-125b
通过调节 CBFβ、ETS1、c-JUN 和 STAT3 等途径影响

髓系干细胞的分化及转化[28,37-38] ,miR-125 在中性
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粒细胞、T 细胞、单核细胞、浆细胞样树突状细胞中

均有特异性表达[39] ,并对粒细胞的生成具有调节作

用,miR-125a 能促进未成熟粒细胞的增殖[40] 。 敲

除小鼠的 miR-125a 基因会影响 G-CSF 信号传导,导
致骨髓及循环系统中的中性粒细胞百分比降低,进
一步研究发现,粒细胞生成的关键抑制因子 SOCS3
是 miR-125a 的直接靶基因[41] 。 一项小鼠骨髓干细

胞的体外研究发现, 过表达 miR-125b 通过靶向

STAT3 辅助因子 c-JUN 和 Jund,阻断 G-CSF 诱导的

粒细胞分化[39] 。 在稳态条件下,粒细胞中过表达

miR-125b 可抑制粒细胞趋化性,而在炎症状态下,
过表达 miR-125b 会导致小鼠存活率显著降低,总
之,过表达 miR-125b 可能以炎症依赖的方式负调控

粒细胞功能[42] 。
3. 2　 巨噬细胞

　 　 单核细胞分化为两种不同极化类型的巨噬细

胞。 经典活化途径是由 Toll 样受体( TLR)配体(如

LPS、IFN-γ)刺激巨噬细胞诱导产生具有促炎性的

M1 型巨噬细胞,替代活化途径是由 Th2 样细胞因

子(如 IL-4)刺激巨噬细胞诱导产生具有抗炎性的

M2 型巨噬细胞[43-44] 。
miRNA 在巨噬细胞极化和炎症反应中发挥着

重要的调节作用。 miR-125a 在 M1 巨噬细胞中通过

Notch 信号通路与宿主基因 RBP-J 位点结合而表达

水平上调[45] 。 miR-125a-5p 在 M2 巨噬细胞中可能

抑制了 TNFAIP
 

3 编码的负调节因子 A20 的表达,
增强了 NF-κB 信号通路而表达上调[46] ,并通过靶

向 B7-H4 调节巨噬细胞的炎症状态[47] 。 miR-125b
通过抑制促凋亡蛋白 BIK 和 MTP

 

18 的表达影响线

粒体的功能,促进细胞凋亡,从而调节 M1 巨噬细胞

对炎症的适应性[48] ,其在巨噬细胞中的表达量高于

其他免疫组织,并可促进 M1 巨噬细胞和 T 细胞活

化、 改 善 抗 原 呈 递[49] 。 在 全 身 炎 症 反 应 中,
miR-125b 可抑制 TNF-α

 

mRNA 的翻译[50] ,并在人

巨噬细胞 NF-κB 通路中起负调节作用[51] 。 在小鼠

巨噬细胞中,miR-125b 过表达增加了 IFN-γ 的表面

激活标记物的表达,抑制 M1 型巨噬细胞活化的负

性调控因子—IFN 调节因子 4( IRF
 

4)的表达,从而

影响巨噬细胞的分化[49] ,并通过靶向调控 STAT3
影响细胞的增殖与分化[38] 。 miR-125b 还是单核细

胞和 CD8+ T 细胞内高表达的炎性趋化因子配体 4
(CCl4)的负调节因子,参与了与年龄相关的免疫功

能的改变[52] 。

3. 3　 T 细胞

　 　 T 细胞需要经历一个多阶段的发育过程。
HSC / MPP 细胞分化为共同淋巴前体(CLP)细胞,在
胸腺中进一步分化为双阴性(CD4- 、CD8- )、双阳性

(CD4+ 、 CD8+ ) 和单阳性( CD4+ 为辅助性 T 细胞、
CD8+为杀伤性 T 细胞)胸腺细胞。 并逐步发育为各

种效应 T 细胞[53] 。 T 细胞通过 T 细胞抗原受体

(TCR)识别抗原,大多数 TCR 由 α、β 链或 γ、δ 链组

成,分别定义为 αβT 细胞和 γδT 细胞[54] 。
miR-125 家族在各种 T 细胞类型中具有不同的

表达谱。 在 γδT 细胞中 miR-125b-5p 的表达量低于

αβT 细胞,miR-125b-5p 过表达可抑制 γδT 细胞活

化,并促进其凋亡,敲低 miR-125b-5p 可促进 γδT 细

胞的体外细胞毒性[55] ,miR-125b-5p 还可以调控白

三烯合成的关键酶 5-脂氧合酶(5-LO)参与免疫炎

症反应[56] 。 Rossi 等[57]研究发现,miR-125b 通过调

控分化过程中的多个编码基因来抑制 CD4+ T 细胞

分化,维持 CD4+ T 细胞的初始状态。 过表达 miR-
125b 可通过靶向肿瘤坏死因子 - α 诱导蛋白 3
(A20)增加急性 T 淋巴细胞白血病 CD4- 细胞的数

量,增加 T 细胞的葡萄糖摄取和耗氧量[58] 。 miR-
125a 在 T 细胞中高表达,通过 IL-6-STAT3 信号通路

调节 Treg 的功能[59] ,微 RNA-125a 通过靶向 ETS-1
抑制炎症性肠病患者的肠黏膜炎症此外,通过抑制

效应 T 细胞因子(Stat3、IFN-γ 和 IL-13)来稳定 Treg
细胞的免疫调节能力[60] 。 一项纳入 30 例 ITP 患者

的研究表明,miR-125a-5p 可以降低 ITP 患者血浆中

CD4+ T 细胞 CXCL
 

1 的水平[61] ,过表达 miR-125a-5p
可促进 Foxp

 

3 的表达,抑制 RORγt 的表达,参与诱

导 ITP 中 Treg / Th17 的免疫失衡[62] 。 在脓毒症小

鼠中过表达 miR-125 可以增加 T 细胞、NK 细胞活性

及免疫球蛋白的表达,并抑制炎症因子( TNF-α、IL-
1β、IL-6)的释放和 T 细胞的凋亡[63] 。 而 miR-125a
作为 Lnc-ITSN1-2 的海绵,可以刺激 IBD 患者血液

中 Th1 / Th17 细胞的分化[64] ,通过靶向 ETS1 抑制

IBD 患者的肠黏膜炎症反应,促进了 IBD
 

CD4+ T 细

胞向 Th1 细胞分化[65] 。
3. 4　 B 细胞

　 　 B 细胞经历发育和分化两个阶段,在骨髓中从

CLP 细胞发育为未成熟 B 细胞,进入循环系统后,
在外周淋巴器官中,B 细胞在抗原的刺激下分化为

免疫能力强的并可与特异抗原结合的成熟 B
细胞[66] 。
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正常 B 细胞的发育需要 miR-125 表观沉默[27] ,
miR-125a 通过调节 NF-κB 通路,抑制急性髓系白血

病( AML) HL
 

60 细胞增殖和侵袭能力,阻断细胞

G2 / M 期的周期[67] 。 miR-125b 在骨髓细胞中表达

明显,但在 B 淋巴细胞分化过程中表达沉默,过表

达 miR-125b 导致骨髓窦内未成熟 B 细胞滞留并导

致其凋亡增加,进一步研究发现,骨髓释放未成熟 B
细胞过程的关键调控因子 S1PR1 是 miR-125b 的直

接作用靶点。 强制表达 S1PR1 或采用 CRISPR /
Cas9 介导的基因工程技术(在 S1PR1

 

3’ UTR 中编

辑 miR-125b 的结合位点),可以改善 B 细胞的滞留

情况[27] 。 在多发性骨髓瘤和自身免疫性疾病中 B
淋巴细胞诱导成熟蛋白 1(BLIMP-1)和 IFN 调节蛋

白-4(IRF-4)呈高表达,并且是浆细胞分化所必需

的转录因子,miR-125a、miR-125b 在淋巴滤泡生发

中心(GC)的 B 淋巴细胞中优先表达,miR-125b 的

表达水平比 miR-125a 高 1000 倍,并可与 BLIMP-1、
IRF-4 结合。 miR-125b 过表达可抑制脂多糖( LPS)
诱导的 B 淋巴细胞中 BLIMP-1 的表达和 IgM 的分

泌,抑制了 B 细胞向浆细胞分化,而对 B 细胞活力

无明显影响[26] 。 以上结果表明,miR-125b 通过表

观遗传调控影响 B 淋巴细胞的发育和分化。
3. 5　 其它免疫细胞

　 　 miRNA 转录起始位点 H3K4me3 和 H3K27 me3
的修饰可调控树突状细胞(DC)中 miRNA 的表达水

平[68] ,miR-125b 和 miR-99a 在 DC 中优先表达[69] ,
当用 TGF-β 处理单核细胞来源的 DC 时,miR-125b-1
的转录起始点会富集 H3K27me3,从而导致 miR-
125b-1 表达减少[68] 。 一项采用盲肠结扎穿孔诱导

的脓毒症小鼠模型中观察到外源性转染 miR-125
后,可提高 NK 细胞活性,并抑制炎症因子的释放和

T 淋巴细胞的凋亡[63] 。

4　 miRNA-125 家族与 AID 的关系

4. 1　 miRNA-125 家族与类风湿性关节炎

　 　 类风湿性关节炎(rheumatoid
 

arthritis,RA)是一

种慢性自身免疫性疾病,以进行性滑膜炎及关节软

骨损坏并伴有全身炎症反应和自身抗体产生为特

征,发病率接近总人口的 0. 5% ~ 1%[70-71] 。 Murata
等[72] 对 102 例 RA 患者和 102 例健康者的血液样品

采用综合阵列法对血浆中 miRNA 进行分析,结果发

现,即使 RA 患者抗瓜氨酸蛋白抗体( ACPA)阴性,
其血浆中 miR-125a-5p 水平仍高于健康对照组两

倍,提示 miR-125a-5p 可能是 RA 的潜在诊断指标。
Liu 等[73]发现 miR-125 在 RA 模型大鼠滑膜组织和

滑膜细胞中表达下调,而 PARP
 

2 表达上调,进一步

研究发现, miR-125 可能通过调节 PARP
 

2 抑制

PI3K / Akt / mTOR 信号通路的活性来抑制 RA 的

进展。
4. 2　 miRNA-125 家族与系统性红斑狼疮

　 　 系统性红斑狼疮( systemic
 

lupus
 

erythematosus,
SLE)是一种全身炎症性自身免疫性疾病,其特点是

产生特异性抗体导致皮肤、关节、肾和中枢神经系

统等多器官损害[74] 。 MiRNA 是 SLE 相关信号通路

和基因表达的重要调节因子[75] ,有研究学者发现

SLE 患者 miR-125a 表达降低,进一步研究发现,
miR-125a 通过靶向活化 T 细胞中的 KLF13,对炎性

趋化因子 RANTES 的表达起负调控作用,miR-125a
的低表达可能是 SLE 患者 RANTES 表达升高的原

因之一[76] 。 通过纳米给药技术,将 miR-125a 导入

狼疮小鼠脾脏 T 细胞中,发现 miR-125a 通过逆转效

应 T 细胞与 Treg 细胞的失衡,显著减轻 SLE 疾病的

进展[77] 。 一项由 50 名 SLE 患者和 26 名健康对照

者参加的基于微阵列分析的研究显示,SLE 患者中

有 37 个 miRNAs 调控异常,其中 miR-125b 的表达

下调并与狼疮性肾炎呈负相关,miR-125b 通过调节

ETS1 和 STAT3 水平参与 SLE 的发展[78] ,高通量测

序分析表明,miR-125b 可能是 SLE 的潜在生物标记

物[72] 。 雷公藤内酯醇可诱导 miR-125a-5p 的表达

上调,降低 MRL / LPR 小鼠血清抗 dsDNA 水平、尿
蛋白含量,改善肾组织的病理变化,提高 Treg 细胞

比例[79] 。 紫外线 B 辐射通过下调 SLE 患者 PBMCs
中 miR-125b-5p 的表达,上调 miR-125b-5p 靶基因

UVRAG 的表达来增强自噬活性[80] 。 CircRNA 与

miR-125 的相互作用在 SLE 的发生发展中起着重要

作用。 Has-circ-0010957 通过调控 CD4+ T 细胞中

miR-125b / STAT3 信号通路参与 SLE 的发病[81] ,而
has-circ-0012919 作为 miR-125a-3p 的海绵,对系统

性红斑狼疮 CD4+ T 细胞中 CD11a 和 CD70 的甲基

化有一定的抑制作用[82] 。 在狼疮小鼠中,组蛋白去

乙酰化酶抑制剂( HDI)选择性上调 miR-125b 的表

达,使 B 细胞 AID 或 Blimp-1 的表达沉默,通过有效

抑制类开关 DNA 重 组 ( CSR )、 体 细 胞 高 突 变

(SHM)和浆细胞分化来抑制 ANA、抗 dsDNA、IgG1、
IgG2a 等自身抗体的产生,可以显著降低疾病活动

度并延长了狼疮小鼠的寿命[83] 。

131中国比较医学杂志 2022 年 9 月第 32 卷第 9 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

September
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

9



表 1　 miR-125 在免疫细胞及自身免疫性疾病中的作用
Table

 

1　 Role
 

of
 

miR-125
 

in
 

immune
 

cells
 

and
 

autoimmune
 

diseases
微小 RNA
MicroRNA

细胞 / 疾病
Cells / disease

功能
Function

参考文献
References

miR-125
 NK 细胞

Natural
 

killer
 

cells
提高 NK 细胞活性,抑制炎症因子释放

Improve
 

the
 

activity
 

of
 

natural
 

killer
 

cells,
inhibit

 

the
 

release
 

of
 

inflammatory
 

factors
[63]

巨噬细胞
Macrophage

巨噬细胞极化
Macrophage

 

polarization [45]

miR-125a
Treg 细胞

Regulatory
 

T
 

lymphocyte
抑制效应 T 细胞因子(STAT3、IFN-γ 和 IL-13)来稳定 Treg 细胞的免疫调节能力

Suppresses
 

T
 

cytokines
 

(STAT3,
 

IFN-γ
 

and
 

IL-13)
 

to
 

stabilize
 

the
 

immunoregulatory
 

capacity
 

of
 

Treg
 

cells
[59-60]

 

粒细胞
Granulocyte

促进未成熟粒细胞增殖
Promote

 

the
 

proliferation
 

of
 

immature
 

granulocytes [40]

miR-125a-5p
巨噬细胞

Macrophage
巨噬细胞活化和炎症状态

Macrophage
 

activation
 

and
 

inflammatory
 

status [46-47]

巨噬细胞
Macrophage

巨噬细胞极化
Macrophage

 

polarization [46]

单核细胞
Monocyte

减少线粒体呼吸
Reduced

 

mitochondrial
 

respiration [48]

初始 CD4+ T 细胞
Initial

 

CD4+ T
 

cells
初始 T 细胞状态的保存

Preserve
 

the
 

initial
 

state
 

of
 

T
 

cells [57]

巨噬细胞
Macrophage

巨噬细胞活化
Macrophage

 

activation [48-49]

miR-125b
单核细胞
Monocyte

促进线粒体延长导致细胞凋亡
Promote

 

mitochondrial
 

elongation
 

and
 

lead
 

to
 

apoptosis [48]

粒细胞
Granulocyte

阻断 G-CSF 诱导的粒细胞分化
Blocking

 

G-CSF-induced
 

granulocyte
 

differentiation [39]

T 细胞
T

 

lymphocyte
增加 T 细胞的葡萄糖摄取和耗氧量

Increase
 

glucose
 

uptake
 

and
 

oxygen
 

consumption
 

of
 

T
 

cells [58]
 

B 细胞
B

 

lymphocyte
导致骨髓窦内未成熟 B 细胞滞留及增加其凋亡

Resulting
 

in
 

the
 

retention
 

of
 

immature
 

B
 

cells
 

in
 

the
 

bone
 

marrow
 

sinuses
 

and
 

increased
 

apoptosis
[27]

 

B 细胞
B

 

lymphocyte
抑制 B 细胞向浆细胞分化

Inhibit
 

the
 

differentiation
 

of
 

B
 

cells
 

into
 

plasma
 

cells [26]

miR-125a-5p
 RA

Rheumatoid
 

arthritis
潜在诊断指标

Potential
 

diagnostic
 

indicators [72]

miR-125
 RA

Rheumatoid
 

arthritis
抑制 PI3K / Akt / mTOR 信号通路的活性

Inhibit
 

the
 

activity
 

of
 

PI3K / Akt / mTOR
 

signaling
 

pathway [73]

miR-125a
 SLE

Systemic
 

lupus
 

erythematosus
逆转效应 T 细胞与 Treg 细胞的失衡

Reverse
 

the
 

imbalance
 

between
 

effector
 

T
 

cells
 

and
 

Treg
 

cells [77]
 

SLE
Systemic

 

lupus
 

erythematosus
调节 ETS1 和 STAT3 水平

Adjust
 

ETS1
 

and
 

STAT3
 

levels [78]

miR-125b
 

SLE
Systemic

 

lupus
 

erythematosus

抑制 CSR、SHM 和浆细胞分化来抑制 ANA、
抗 dsDNA、IgG1、IgG2a 等自身抗体的产生

Inhibit
 

the
 

differentiation
 

of
 

CSR,
 

SHM
 

and
 

plasma
 

cell
 

to
 

inhibit
 

the
 

production
 

of
 

ANA,
 

anti
 

dsDNA,
 

IgG1,
 

IgG2a
[83]

 

银屑病
Psoriasis

调控 FGFR2 和 USP
 

2 来调节 HaCaT 的增殖和分化
Regulation

 

of
 

FGFR2
 

and
 

USP2
 

to
 

regulate
 

the
 

proliferation
 

and
 

differentiation
 

of
 

HaCaT
[88-89]

银屑病
Psoriasis

抑制银屑病患者 HaCaT 的增殖
Inhibiting

 

the
 

proliferation
 

of
 

HaCaT
 

in
 

patients
 

with
 

psoriasis [90]

miR-125a-5p HT
Hashimoto

 

thyroiditis
潜在的生物标志物
Potential

 

biomarkers [95]

miR-125b 结肠炎
Colitis

抑制 Th17 细胞分化,提高 Treg 细胞比例
Inhibit

 

Th17
 

cell
 

differentiation
 

and
 

increase
 

the
 

proportion
 

of
 

Treg
 

cells [99]
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4. 3　 miRNA-125 家族与银屑病

　 　 银屑病是常见的慢性炎症性皮肤病,在成年人

中的发病率约在 0. 14% ~ 6. 60%,存在地域和种族

差异[84] ,具体发病机制尚不明确,认为与遗传、环境

及免疫异常调节等有关[85] 。 与正常人相比,银屑病

患者 血 清 中 miR-125a、 miR-125b 水 平 显 著 降

低[86-87] ,miR-125b 通过靶向调控成纤维细胞生长因

子受体 2(FGFR2)和泛素特异性肽酶 2(USP2)来调

节角质形成细胞( HaCaT) 的增殖和分化[88-89] 。 过

表达 miR-125b 可抑制 USP2 的表达,并导致 NF-κB
依赖的细胞因子减少,减轻皮肤炎症[50] 。 miR-125b
还能抑制 Notch 信号通路上游蛋白 BRD

 

4 和配体

Jagged-1 的表达,通过激活 BRD4 / Notch 信号通路来

抑制银屑病患者 HaCaT 的增殖[90] 。 AKT3 是 miR-
125b 的另一个靶基因, 过表达 miR-125b 可阻断

AKT 通路,抑制 HaCaT 的增殖[91] 。 在 HaCaT
 

中

p63 是 miR-125b 的作用靶点,p63 通过介导 IKK 和

Jaggeg-1 复合物的激活,在 NF-κB 和 Notch 信号通

路中发挥重要作用[92-93] 。 EZH
 

2 对 HaCaT 的增殖

具有抑制作用,SFMBT1 和 EZH2 在银屑病皮肤组

织中的表达显著增加,而 miR-125a-5p 的表达水平

与 SFMBT1 的表达水平呈负相关,miR-125a-5p 可通

过转化生长因子 β / smad 途径降低 IL-17A 水平,从
而减轻银屑病的皮肤炎症[94] 。 一项关于 miR-125a
水平与银屑病严重程度及治疗效果的研究发现,应
用依那西普治疗的银屑病患者血浆中 miR-125a 水

平升高,提示血清 miRNA-125a 的测定可以评估银

屑病患者治疗效果[87] 。
4. 4　 miRNA-125 家族与其它

　 　 在桥本甲状腺炎( HT)患者中,miR-125a-5p 通

过直接靶向 MAF 调节 Th1 细胞,参与 HT 的发病,
是 HT 潜在的生物标志物[95] ,而 PBMCs 中 miR-
125a 的表达与自身免疫性甲状腺疾病( AITD)的发

病及预后有关[96] 。 原发性干燥综合征( PSS) 患者

CD4+ T 细胞中 miRNA-125b-5p 的表达水平与疾病

活动性有关[97] 。 miR-125b-5p 通过靶向骨性关节炎

(OA) 软骨细胞的 TRAF6 / MAPKs / NF-κB 通路,对

包括 MMP-13 在内的炎症基因起负调控作用[98] 。
IFN-γ 预处理骨髓间充质干细胞,可通过增加与

STAT3
 

3’UTR 结合的 miR-125a 和 miR-125b 水平来

抑制 Th17 细胞分化,提高 Treg 细胞比例,从而抑制

结肠炎的发生[99] 。

5　 小结

　 　 在过去的几年里,我们对 miRNAs 在自身免疫

性疾病中的研究逐渐深入。 根据最近的研究数据

可以得出 miR-125 家族是自身免疫反应中重要的调

节因子,可调控自身免疫反应中复杂的信号通路,
可能成为潜在的诊断标记物 ( 表 1)。 深入研究

miR125 在自身免疫疾病的作用机制,对开发出潜在

而有效的治疗方法是十分重要的,并可为自身免疫

性疾病制定新的诊断标准和治疗策略。
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基于中西医临床病症特点的乳腺癌动物模型分析

王　 雪#,张媛鑫#,田　 硕,彭孟凡,武香香,苗明三∗

(河南中医药大学,郑州　 450046)

　 　 【摘要】 　 目的　 乳腺癌是我国女性发病率最高的恶性肿瘤,严重影响了患者的身心健康,制备出符合临床特

征的乳腺癌动物模型,对研究乳腺癌的发病机制和治疗方案至关重要。 方法　 以“乳腺癌” “动物模型”为主题,检
索知网、万方、维普和 PubMed 数据库,以乳腺癌模型中西医临床诊断标准为依据,将现有乳腺癌动物模型的品种、
特征、造模方法进行总结,根据乳腺癌的中西医临床病症特点进行吻合度评价。 结果　 发现现有的动物模型制备

方法较单一,大多以化药致癌造模方法为主,忽略了中医病因,缺少中医病症结合模型,与临床中多因素致病存在

较大出入,限制了中医药防治乳腺癌相关研究和临床应用。 结论　 乳腺癌模型评价以病理学诊断和瘤株(体)的形

成为主,与临床中、西医乳腺癌诊断标准存在一定差异。 因此,有必要进一步完善乳腺癌动物模型评价体系,改进

现有模型,使中医药基础研究更加贴合临床实际。
【关键词】 　 乳腺癌;乳岩;动物模型;病症结合
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　 　 【Abstract】　 Objective　 Breast
 

cancer
 

is
 

the
 

malignant
 

tumor
 

with
 

the
 

highest
 

incidence
 

in
 

women
 

in
 

China,
 

which
 

seriously
 

affects
 

the
 

physical
 

and
 

mental
 

health
 

of
 

patients.
 

The
 

preparation
 

of
 

animal
 

models
 

of
 

breast
 

cancer
 

conforming
 

to
 

clinical
 

characteristics
 

is
 

of
 

great
 

importance
 

to
 

the
 

study
 

of
 

its
 

pathogenesis
 

and
 

treatment.
 

Methods 　 Using
 

“ breast
 

cancer”
 

and
 

“animal
 

model”
 

as
 

search
 

terms,
 

we
 

searched
 

China
 

National
 

Knowledge
 

Infrastructure
 

( CNKI),Wanfang,
VIP

 

and
 

PubMed
 

databases’
 

entries
 

describing
 

models
 

of
 

Chinese
 

and
 

Western
 

Medicine
 

clinical
 

diagnostic
 

criteria
 

for
 

breast
 

cancer.
 

We
 

summarized
 

breast
 

cancer
 

animal
 

models
 

of
 

existing
 

varieties,
 

characteristics,
 

and
 

modeling
 

method.
 

Then
 

we
 

evaluated
 

the
 

consistency
 

according
 

to
 

the
 

clinical
 

symptoms
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

and
 

Western
 

Medicine
 

for
 

breast
 

cancer.
 

Results　 We
 

found
 

that
 

the
 

existing
 

animal
 

model
 

preparation
 

method
  

are
 

relatively
 

simple
 

and
 

mostly
 

based
 

on
 

chemotherapy-induced
 

cancer
 

modeling
 

method.
 

Accordingly,
 

these
 

method
  

ignore
 

the
 

etiology
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

and
 

lack
 

of
 

combination
 

model
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

disease.
 

This
 

result
  

in
 

large
 

differences
 

from
 



clinical
 

multi-factor
 

disease
 

observations,
 

limiting
 

research
 

and
 

clinical
 

application
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

breast
 

cancer.
 

Conclusions 　 Evaluation
 

of
 

breast
 

cancer
 

models
 

is
 

mainly
 

based
 

on
 

pathological
 

diagnosis
 

and
 

the
 

formation
 

of
 

tumor
 

strain
 

(body),
 

which
 

is
 

different
 

from
 

the
 

Western
 

and
 

Chinese
 

diagnostic
 

criteria
 

of
 

breast
 

cancer.
 

Therefore,
 

it
 

is
 

necessary
 

to
 

further
 

improve
 

the
 

evaluation
 

system
 

of
 

animal
 

models
 

of
 

breast
 

cancer,
 

improve
 

existing
 

models,
 

and
 

make
 

the
 

basic
 

research
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

more
 

suitable
 

for
 

clinical
 

practice.
【Keywords】　 breast

 

cancer;
 

breast
 

rock;
 

animal
 

model;
 

combination
 

of
 

disease
 

and
 

symptom

　 　 乳腺癌是我国女性最高发的恶性肿瘤之一[1] ,
也是全球女性最常见且死亡率最高的癌症之一,其
发病率每年以 3% ~ 4%的速度上升,最新研究发现,
全球每 76

 

s 就有一位乳腺癌确诊患者,这极大威胁

了女性的生命健康和生活品质[2] 。 St. Gallen 共识

专家组以循证医学为依据,根据治疗基础将乳腺癌

分型分为 luminal
 

A 型、luminal
 

B 型、Erb-B2 过表达

型、基底样型 4 类[3] ,目前临床治疗多采用手术切

除、放射线治疗、靶向治疗、内分泌、免疫及中医药

调理等综合治疗模式[4] ,其中,中医药治疗已成为

我国乳腺癌治疗方式的重要组成部分。 中医将乳

腺癌归于“乳岩”范畴,其主要病因多由正虚邪盛、
情志失调、经络受阻等因素引起[5] ,治疗以扶正祛

邪,调畅情志为主。
动物模型(animal

 

model
 

of
 

human
 

diseases)是具

有人类疾病模拟性表现的动物实验对象和材料,是
现代生物医学研究中极为重要的一种实验方法和

手段[6] ,能方便,高效地认识人类疾病的发生、发展

规律和研究防治措施[7] 。 现存的多数动物模型虽

在一定程度反应了疾病的症状,但有些疾病模型的

建立忽略了中医“证候”、“病症统一”等因素,存在

模型动物宏观症状与人类临床相差较大的缺陷,不
利于相关疾病的研究。 本文总结现有的乳腺癌动

物模型,将其与中西医临床病证特点的吻合情况进

行分析,阐述模型存在的优缺点,提出中医模型完

善方向,以期为乳腺癌的中医药治疗提供理论依据。

1　 乳腺癌的病因病机

1. 1　 现代医学病因病机

　 　 临床中乳腺癌的高危因素有:家族成员中有乳

腺癌患病史;生产年龄过大;初潮年龄过早( < 12
岁)或绝经年龄较晚( >50 岁);肥胖患者;过量服用

雌激素以及内分泌失调等[8-9] 。 乳腺癌家族史:乳
腺癌的发生率与亲属中癌症患者数量成正比[10] ;初
潮早、绝经晚方面:初潮年龄<12 岁,乳腺癌的确诊

率较高[11] ;绝经时间异常与人体内的胰岛素样生长

因子有关,生长因子表达越高,患乳腺癌的概率更

大[12] ;环境方面:苯并芘物质有强致癌性,主要存在

于煤烟、香烟、汽车尾气、烹饪油烟等环境中,大量

吸收后对机体产生不可逆的伤害[13] ;内分泌失调:
人体内分泌紊乱,雌二醇、催乳素等激素的升高,将
会导致乳腺癌的发病率升高[6] 。
1. 2　 中医学病因病机

　 　 在传统祖国医学记载中,乳腺癌归属于“乳岩”
范畴。 《医学正传》 云: “ 乳岩多生于忧郁积忿妇

女”,乳房在经络循行中涉及到肝、胃、胆经,长期情

志不畅,引起肝气郁结,气血运行紊乱,经络受阻,
日久郁而化火,痰结血瘀,凝结于乳而致癌。 《格致

余论》中云:“忧怒抑郁,朝夕积累,脾气消阻,肝气

积滞,遂成隐核”,情志失调可引起脏腑失和,经络

受阻,气滞血瘀等症状[14] ,中医认为情志失调是导

致乳岩发生的最重要因素。 《医学汇编·乳岩附

论》云:“正气虚则为岩”,乳腺癌的发病以气血亏虚

为本,痰毒血瘀为标[15] ,正气亏虚可看作是乳腺癌

的内因。

2　 乳腺癌诊断标准及特点

2. 1　 西医乳腺癌诊断标准及特点

　 　 西医一般根据临床表现、病理影像学、细胞等

相关检查进行判定,其中病理学和超声检查是诊断

乳腺癌最重要的指标,依据乳腺癌诊疗规范(2018
年版)以及中国抗癌协会乳腺癌诊治指南与规范

(2019 年版) [16] 总结出西医乳腺癌诊断标准,见

表 1。
2. 2　 中医诊断标准及特点

　 　 中医药作为传统祖国医学的特色疗法,治疗效

果显著,但单纯中医不能确诊乳腺癌,需结合西医

检查方可诊断。 根据《中医外科常见病诊疗指南·
乳癖》 [17] ,可将乳腺癌中医证型主要分为:肝郁气滞

型,痰瘀互结型,冲任失调型。 见表 2。
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表 1　 西医诊断标准

Table
 

1　 Diagnostic
 

criteria
 

of
序号

Number
检测手段

Detection
 

means
诊断指标

Diagnostic
 

index

1
病理学诊断

Pathological
 

diagnosis

(1)乳腺肿块手术标本、全乳切除术标本、保乳手术标本经病理、组织学诊断者;( 2)经前哨淋巴结活

检标本诊断;(3)乳头、乳晕、皮肤、脉管和胸肌处活检为孤立肿瘤细胞,同时又能排除其他器官原发

癌者。
(1)

 

Pathological
 

diagnosis
 

of
 

breast
 

masses,
 

surgical
 

specimens,
 

total
 

mastectomy
 

specimens
 

and
 

breast
 

conserving
 

surgical
 

specimens
 

diagnosed
 

by
 

pathology
 

and
 

histology.
 

( 2)
 

Diagnosis
 

by
 

sentinel
 

lymph
 

node
 

biopsy.
 

(3)
 

The
 

biopsy
 

of
 

nipple,
 

areola,
 

skin,
 

vessel
 

and
 

pectoral
 

muscle
 

were
 

isolated
 

tumor
 

cells,
 

and
 

the
 

primary
 

cancer
 

of
 

other
 

organs
 

could
 

be
 

excluded.

2
细胞学诊断

Cytological
 

diagnosis

根据肿瘤标志物 CA15-3 和 CEA 检测乳腺癌是否转移,当两者联合应用更有利于对肿瘤复发和转移的

检验。
The

 

combination
 

of
 

tumor
 

markers
 

CA15-3
 

and
 

CEA
 

to
 

detect
 

breast
 

cancer
 

metastasis
 

is
 

more
 

conducive
 

to
 

the
 

detection
 

of
 

tumor
 

recurrence
 

and
 

metastasis.

3
X 线检查

X-ray
 

examination

乳腺 X 线检查是诊断 DCIS(导管内癌)最重要的方法:
(1)出现占位性病变;(2)肿块边缘可表现为清楚,遮蔽,小分叶,模糊,星芒状;( 3)肿块形态包括圆

形,卵圆形和不规则形;(4)伴有肿块密度的改变;(5)可疑钙化的出现;(6)以及结构扭曲;(7)单侧导

管扩张;(8)合并征象:包括皮肤凹陷、乳头凹陷回缩、皮肤增厚、小梁结构增粗、腋窝淋巴结肿大、结构

扭曲和钙化等。
Mammography

 

is
 

the
 

most
 

important
 

method
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

DCIS
 

(intraductal
 

carcinoma):
 

( 1)
 

Space
 

occupying
 

lesions.
 

(2)
 

The
 

edge
 

of
 

the
 

mass
 

can
 

be
 

seen
 

as
 

clear,
 

obscured,
 

lobulated,
 

fuzzy
 

and
 

stellate.
 

(3)
 

The
 

shape
 

of
 

the
 

mass
 

includes
 

round,
 

oval
 

and
 

irregular.
 

(4)
 

Accompanied
 

by
 

the
 

change
 

of
 

mass
 

density.
 

( 5)
 

Appearance
 

of
 

suspicious
 

calcification.
 

( 6)
 

And
 

structural
 

distortion.
 

( 7)
 

Unilateral
 

catheter
 

dilatation.
 

( 8 )
 

Combined
 

signs:
 

including
 

skin
 

depression,
 

nipple
 

depression
 

retraction,
 

skin
 

thickening,
 

thickening
 

of
 

trabecular
 

structure,
 

enlargement
 

of
 

axillary
 

lymph
 

nodes,
 

structural
 

distortion
 

and
 

calcification.

4
超声检查

Ultrasonic
 

examination

乳腺超声中出现四项即建议进行组织病理学检查:
(1)肿物形态大多不规则;(2)边界较模糊;(3)边缘不光整,可呈现扇贝状,成角状,毛刺状;(4)病灶

与周围组织表现为:皮下脂肪层水肿增厚;(5)皮肤凹陷、凹凸不平;(6)病灶周围水肿;结构扭曲;(7)
Cooper 韧带走向变化,导管异常扩张以及走向的曲折。
There

 

are
 

four
 

in
 

breast
 

ultrasound,
 

that
 

is,
 

histopathological
 

examination
 

is
 

recommended:
( 1)

 

Most
 

of
 

the
 

tumors
 

were
 

irregular
 

in
 

shape.
 

(2)
 

The
 

boundary
 

is
 

fuzzy.
 

(3)
 

The
 

edge
 

is
 

not
 

smooth,
 

but
 

can
 

be
 

scallop
 

shaped,
 

angular
 

and
 

burr
 

shaped.
 

(4)
 

The
 

lesions
 

and
 

surrounding
 

tissues
 

showed
 

edema
 

and
 

thickening
 

of
 

subcutaneous
 

fat
 

layer.
 

( 5 )
 

Sunken
 

and
 

uneven
 

skin.
 

( 6 )
 

Perifocal
 

edema;
 

Structural
 

distortion.
 

(7)
 

Cooper
 

ligament
 

trend
 

changes,
 

abnormal
 

catheter
 

expansion
 

and
 

tortuous
 

trend.

5
其他

Others

(1)乳腺 MRI 检查能够明确原发病灶,从而提高乳腺癌的诊断,MRI 对术后或放疗后的纤维瘢痕与肿

瘤复发的鉴别诊断有很大价值;(2)伴随征象有乳头内陷,皮肤增厚,胸肌侵犯,锁骨淋巴结异常肿大

等可提高乳腺癌的诊断价值;(3)诊断为 BI-RADS
 

4 类建议进行进一步检查:细针抽吸细胞检查、空芯

针穿刺活检、手术活检提供细胞学或组织病理学诊断。
(1)

 

Breast
 

MRI
 

examination
 

can
 

identify
 

the
 

primary
 

lesions
 

and
 

improve
 

the
 

diagnosis
 

of
 

breast
 

cancer.
 

MRI
 

is
 

of
 

great
 

value
 

in
 

differentiating
 

fibroscars
 

from
 

postoperative
 

radiotherapy
 

or
 

tumor
 

recurrenc.
 

( 2 )
 

Accompanying
 

signs
 

such
 

as
 

nipple
 

inversion,
 

thickening
 

of
 

the
 

skin,
 

invasion
 

of
 

pectoral
 

muscle
 

and
 

abnormal
 

enlargement
 

of
 

clavicular
 

lymph
 

nodes
 

can
 

improve
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

breast
 

cancer.
  

(3)
 

The
 

diagnosis
 

is
 

BI-RADS
 

category
 

4.
 

Further
 

examination
 

is
 

recommended:
 

fine
 

needle
 

aspiration
 

cell
 

examination,
 

empty
 

core
 

needle
 

biopsy
 

and
 

surgical
 

biopsy
 

to
 

provide
 

cytological
 

or
 

histopathological
 

diagnosis.
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表 2　 中医辨证
Table

 

2　 TCM
 

syndrome
 

differentiation
序号

Number
证型

Syndrome
 

type
症状

Symptom
舌脉

Lingual
 

vein

1
肝郁气滞
Liver

 

Depression
 

and
 

qi
 

stagnation

(1)乳房疼痛多胀痛;(2)有肿块;(3)与情志及月经周期密
切相关;(4)胸胁胀痛;(5)烦躁易怒。
(1)

 

Breast
 

pain
 

is
 

mostly
 

swelling
 

pain.
 

(2)
 

There
 

is
 

a
 

mass.
 

(3)
 

It
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

emotion
 

and
 

menstrual
 

cycle.
 

( 4)
 

Chest
 

and
 

flank
 

swelling
 

pain.
 

(5)
 

Irritability.

苔薄白或薄黄,脉弦
Moss

 

thin
 

white
 

or
 

thin
 

yellow,
 

pulse
 

string

2
痰瘀互结
Phlegm

 

and
 

blood
 

stasis

(1)乳房肿块;( 2) 刺痛或胀痛;( 3) 月经错后,色暗有块;
(4)或伴痛经。
(1)

 

Breast
 

mass.
 

( 2)
 

Tingling
 

or
 

swelling
 

pain.
 

( 3)
 

After
 

menstruation
 

error,
 

dark
 

color
 

block.
 

( 4 )
 

Or
 

with
 

dysmenorrhea.

舌质淡暗或暗红有瘀斑,舌下脉络青紫,苔
白或腻,脉涩,弦或滑
The

 

tongue
 

is
 

light
 

dark
 

or
 

dark
 

red
 

with
 

ecchymosis,
 

the
 

vein
 

under
 

the
 

tongue
 

is
 

blue
 

and
 

purple,
 

the
 

moss
 

is
 

white
 

or
 

greasy,
 

and
 

the
 

pulse
 

is
 

astringent,
 

stringy
 

or
 

slippery

3 冲任失调
ChongRen

 

disorder

(1)月经周期紊乱;(2) 月经量少色淡;(3) 腰膝酸软;( 4)
神疲乏力;(5)夜寐多梦;(6)面色晦暗。
 

( 1 )
 

Menstrual
 

cycle
 

disorder.
 

( 2 )
 

Small
 

amount
 

of
 

menstruation
 

and
 

light
 

color.
 

(3)
 

Weak
 

waist
 

and
 

knees.
 

(4)
 

Mental
 

fatigue.
 

(5)
 

Sleepy
 

nights.
 

(6)
 

Dark
 

complexion.

舌淡,苔白,脉濡细或沉细
The

 

tongue
 

is
 

light,
 

the
 

moss
 

is
 

white,
 

and
 

the
 

pulse
 

is
 

thin
 

or
 

heavy

表 3　 现有动物模型分析
Table

 

3　 Analysis
 

of
 

existing
 

animal
 

models
动物模型

Animal
 

model
动物品种

Animal
 

species
造模方法

Modeling
 

method
模型特征

Model
 

features
临床吻合度

Clinical
 

coincidence

自发性乳腺癌
小鼠模型
Mouse

 

model
 

of
 

spontaneous
 

breast
 

cancer

TA2 小 鼠、 C3h
小鼠和 SNH 小
鼠、615 近交系
小鼠
TA2

 

mice,
 

C3h
 

mice
 

and
 

SNH
 

mice,
 

615
 

inbred
 

mice

未经人工干预的特定品
系的实验鼠类生长自发
产生乳腺癌或者通过遗
传育种技术培养的一类
动物模型。
A

 

type
 

of
 

animal
 

model
 

in
 

which
 

a
 

particular
 

strain
 

of
 

mice
 

grows
 

spontaneously
 

to
 

produce
 

breast
 

cancer
 

without
 

artificial
 

intervention
 

or
 

through
 

genetic
 

breeding
 

techniques.

优点:减少人工干预,使动物实验结
果更准确,更接近于临床乳腺癌的
发病机制;缺点:自发性乳腺癌动物
模型发病率低,实验周期长,影响因
素复杂。
Advantages:

 

reduce
 

artificial
 

intervention,
 

make
 

animal
 

experimental
 

results
 

more
 

accurate,
 

more
 

close
 

to
 

the
 

clinical
 

pathogenesis
 

of
 

breast
 

cancer.
 

Disadvantages:
 

the
 

animal
 

model
 

of
 

spontaneous
 

breast
 

cancer
 

has
 

low
 

incidence,
 

long
 

experimental
 

period
 

and
 

complex
 

influencing
 

factors.

临床吻合度高,自发性乳腺癌模型是体内
实验中最为适用于研究乳腺癌的病因、发
生发展和防治,尤其是预防性用药。 症状
符合乳腺癌西医诊断标准 1 中(1) ( 2)
(3);2、3 中(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7)
(8);4 中(1)(2)(3)(4)(5)(6);5 中(1)
(2);符合中医诊断标准 1 中(1) (2) (4)
(5);2 中(1)(3);3 中(1)(2)(3)(5)。
The

 

spontaneous
 

breast
 

cancer
 

model
 

is
 

the
 

most
 

suitable
 

in
 

vivo
 

experiment
 

to
 

study
 

the
 

etiology,
 

occurrence,
 

development
 

and
 

prevention
 

of
 

breast
 

cancer,
 

especially
 

the
 

preventive
 

drug.
 

The
 

symptoms
 

meet
 

the
 

western
 

diagnostic
 

criteria
 

of
 

breast
 

cancer
 

1
 

in
 

(1)(2)(3),
 

2
 

and
 

3in
 

(1)(2)(3)(4)
(5)(6)(7)(8),

 

4
 

in
 

(1)(2)(3)(4)(5)
( 6 ),

 

5
 

in
 

( 1 ) ( 2 ).
 

Meet
 

the
 

TCM
 

diagnostic
 

criteria
 

1
 

in
 

(1) (2) (4) (5),
 

2
 

in
 

(1)(3),
 

3
 

in
 

(1)(2)(3)(5).

诱发性动物模
型(多为化学
制剂诱导)
Induced

 

animal
 

models
 

(mostly
 

animal
 

models
 

of
 

breast
 

cancer
 

induced
 

by
 

chemical
 

agents)

大鼠、 小 鼠、 兔
和犬
Rats,

 

mice,
 

rabbits
 

and
 

dogs

常用 二 甲 基 苯 甲 酸 烷
(DMBA) 和 N-甲基-N-亚
硝基脲( MNU) 两种致癌
剂;通过口服(灌胃)、乳
房局部皮肤涂抹、皮下注
射、腹腔注射及静脉注射
的方式给药。
Dimethylbenzoate

 

(DMBA)
 

and
 

N-methyl-N-
nitrosourea

 

( MNU )
 

are
 

commonly
 

used
 

as
 

carcinogens;
 

The
 

drug
 

was
 

administered
 

orally
 

( by
 

gavage),
 

local
 

skin
 

smear
 

on
 

the
 

breast,
 

subcutaneous
 

injection,
 

intraperitoneal
 

injection
 

and
 

intravenous
 

injection.

优点:病因较为明确,诱导方法多
种,相对应的乳腺癌动物模型多样
化,与人类发生的乳腺癌有较多相
似之处[29-30] ;缺点:肿瘤不易转移。
Advantages:

 

the
 

etiology
 

is
 

relatively
 

clear,
 

the
 

induction
 

methods
 

are
 

diverse,
 

the
 

corresponding
 

animal
 

models
 

of
 

breast
 

cancer
 

are
 

diversified,
 

and
 

there
 

are
 

many
 

similarities
 

with
 

human
 

breast
 

cancer[29-30] .
 

Disadvantages:
 

tumor
 

is
 

not
 

easy
 

to
 

metastasize.

临床吻合度高,常用于乳腺癌病因学和预
防性研究。 症状符合乳腺癌西医诊断标
准 1 中(1)(2)(3);2、3 中(1)(2)(3)(4)
(5)(6)(7)(8);4 中(1)(2)(3(4)(6);5
中(1)(2);符合中医诊断标准 1 中( 1)
(2)(4)(5);2 中(1)(3)(4);3 中(1)(2)
(4)。
High

 

clinical
 

concordance,
 

commonly
 

used
 

in
 

etiological
 

and
 

preventive
 

studies
 

of
 

breast
 

cancer.
 

The
 

symptoms
 

meet
 

the
 

Western
 

diagnostic
 

criteria
 

for
 

breast
 

cancer
 

1
 

in
 

(1)
(2)(3),

 

2
 

and
 

3
 

in
 

(1) (2) (3) (4) (5)
(6)(7)(8),

 

4
 

in
 

(1)(2)(3) (4) (6),
 

5
 

in
 

( 1) ( 2).
 

Meet
 

the
 

Chinese
 

diagnostic
 

criteria
 

1
 

in
 

(1)(2)(4)(5),
 

2
 

in
 

(1)(3)
(4),

 

3
 

in
 

(1)(2)(4).
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续表

动物模型
Animal

 

model
动物品种

Animal
 

species
造模方法

Modeling
 

method
模型特征

Model
 

features
临床吻合度

Clinical
 

coincidence

移植动物模型
(异种移植)
Transplantation

 

animal
 

model
 

(xenotransplan-
tation

 

to
 

establish
 

animal
 

model
 

of
 

breast
 

cancer)

免疫缺陷
小鼠
(SCID)、
裸鼠
Immunodef-
icient

 

mice
 

(SCID),
 

nude
 

mice

将人源乳腺癌细胞株或
发生恶性转化的细胞株
( 多为 MCF-7、 MDA-MB-
231 和 SK-BR-3) 移植到
免疫缺陷小鼠( SCID) 或
裸鼠体内。
Human

 

breast
 

cancer
 

cell
 

lines
 

or
 

malignant
 

transformation
 

cell
 

lines
 

( mostly
 

MCF-7,
 

MDA-
MB-231

 

and
 

SK-BR-3 )
 

were
 

transplanted
 

into
 

immunodeficient
 

mice
 

(SCID)
 

or
 

nude
 

mice.

优点:移植成功率高,建模时间短,
成瘤部位具有较高特异性;缺点:
无法在体内观察肿瘤发生发展的
全过程,不适合乳腺癌的预防性研
究,并且模型只选用单一癌前突变
的病株,说服力较小。
Advantages:

 

high
 

success
 

rate
 

of
 

transplantation,
 

short
 

modeling
 

time,
 

high
 

specificity
 

of
 

tumor
 

site;
 

Disadvantages:
 

The
 

whole
 

process
 

of
 

tumor
 

occurrence
 

and
 

development
 

cannot
 

be
 

observed
 

in
 

vivo,
 

which
 

is
 

not
 

suitable
 

for
 

preventive
 

research
 

of
 

breast
 

cancer.
 

Moreover,
 

the
 

model
 

only
 

selects
 

single
 

precancerous
 

mutation
 

strain,
 

which
 

is
 

less
 

convincing.

临床吻合度低,用于病因学及发病前的
研究。 症状符合乳腺癌西医诊断标准 1
中(1);2、3 中(1) (2) ( 3) ( 4) ( 8);4 中
(1)(2)(3)(5);符合中医诊断标准 1 中
(2)(5);2 中(1)(3);3 中(1)(4)。
Low

 

clinical
 

coincidence
 

is
 

used
 

for
 

etiology
 

and
 

premorbid
 

studies.
 

The
 

symptoms
 

met
 

the
 

Western
 

diagnostic
 

criteria
 

for
 

breast
 

cancer
 

1
 

in
 

(1),
 

2
 

and
 

3
 

in
 

(1) ( 2) ( 3)
(4)(8),

 

4
 

in
 

(1)(2)(3) (5) .
 

Meet
 

the
 

Chinese
 

diagnostic
 

criteria
 

1
 

in
 

(2)(5),
 

2
 

in
 

(1)(3),
 

3
 

in
 

(1)(4) .

基因工
程模型
Genetic

 

engineering
 

model

转基因
动 物
模型
Transg-
enic

 

animal
 

model

MMTV-PyMT 小
鼠、 MMTV-Wnt-
1 小 鼠 和
MMTV-ErbB2 小
鼠 ( 单 一 转 基
因) MMTV-neu,
Ras, Myc 小 鼠
(复合转基因)
MMTV-PyMT

 

mice,
 

mmtv-
wnt-1

 

mice
 

and
 

mmtv-erbb2
 

mice
 

( single
 

transgenic
 

mice)
 

MMTV
 

neu,
 

RAS,
 

myc
 

mice,
 

( compound
 

transgenic
 

mice)

指将目的外源基因
或特定 DNA 片段导
入动物受精卵中,稳
定 遗 传 给 下

一代[31] 。
Refers

 

to
 

the
 

target
 

exogenous
 

genes
 

or
 

specific
 

DNA
 

fragments
 

into
 

the
 

fertilized
 

eggs
 

of
 

animals,
 

stable
 

inheritance
 

to
 

the
 

next
 

generation[31] .
 

优点:可建立符合乳腺癌四个亚
型的模型,研究乳腺癌的发生发
展过程;缺点:要求技术高,可操
作性不强。
Advantages:

 

the
 

model
 

can
 

be
 

established
 

in
 

line
 

with
 

the
 

four
 

subtypes
 

of
 

breast
 

cancer
 

to
 

study
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

breast
 

cancer.
 

Disadvantages:
 

high
 

technical
 

requirements,
 

operability
 

is
 

not
 

strong.

临床吻合度高,常用于病因学及发病过程的研
究。 症状符合乳腺癌西医诊断标准 1 中 ( 1)
(3);2、3 中(1) (2) (3) (4) ( 5) (6) ( 7) ( 8);4
中(1)(2)(3) (4) (5) 5) 中( 1) (2);符合乳腺
癌中医诊断标准 1 中(1) (2) (3) (5);2 中(1)
(2)(3);3 中(1)(2)(4)。
The

 

clinical
 

anastomosis
 

is
 

high
 

and
 

is
 

often
 

used
 

in
 

the
 

study
 

of
 

etiology
 

and
 

pathogenesis. The
 

symptoms
 

meet
 

the
 

Western
 

diagnostic
 

criteria
 

of
 

breast
 

cancer
 

1
 

in
 

(1) (3),
 

2
 

and
 

3
 

in
 

( 1) ( 2)
(3)(4)(5)(6)(7)( 8),

 

4
 

in
 

(1) (2) ( 3) ( 4)
(5),

 

5
 

in
 

( 1) ( 2) .
 

Meet
 

the
 

Chinese
 

diagnostic
 

criteria
 

of
 

breast
 

cancer
 

1
 

in
 

(1)(2)(3)(5),
 

2
 

in
 

(1)(2)(3),
 

3
 

in
 

(1)(2)(4) .

基因编
辑模型
Trans-
genic

 

animal
 

model

BALB / c 鼠[32] 、
IL-1β 缺 陷 的

KO 小 鼠[33] 、
C57BL / 6-Brca1
小鼠[34]

BALB / c
 

mice,
 

IL-1β-KO
 

mice,
 

C57BL /
6-BRCA1

 

mice
 

利用人工构建的特
异性切割 DNA 序列
的核酸酶对目标基
因进行敲除或插入。
Target

 

genes
 

are
 

knocked
 

out
 

or
 

inserted
 

by
 

artificially
 

constructed
 

nucleases
 

that
 

specifically
 

cut
 

DNA
 

sequences.

优点:设计简单,特异性强,效率
高,研究基因功能最直接,最有
效的方式;缺点:步骤繁琐,活性
不能保证,同源重组效率低,可
操作性不强。
Advantages:

 

simple
 

design,
 

strong
 

specificity,
 

high
 

efficiency,
 

the
 

most
 

direct
 

and
 

effective
 

way
 

to
 

study
 

gene
 

function.
 

Disadvantages:
 

cumbersome
 

steps,
 

activity
 

can
 

not
 

be
 

guaranteed,
 

homologous
 

recombination
 

efficiency
 

is
 

low,
 

operability
 

is
 

not
 

strong.

临床吻合度高,通过肿瘤细胞的研究发现乳腺
癌的增殖扩散机制。 所构建的乳腺癌模型症状
符合西医诊断标准 1 中(1) (3);2、3 中(1) (2)
(3)(4)(5) ( 6) ( 7) ( 8);4 中( 1) (2) ( 3) ( 4)
(5);5 中(1) ( 2);符合乳腺癌中医诊断标准 1
中(1)(2)(3) ( 5);2 中( 1) ( 2) ( 3);3 中( 1)
(2)(4)。
The

 

clinical
 

anastomosis
 

is
 

high,
 

and
 

the
 

proliferation
 

and
 

diffusion
 

mechanism
 

of
 

breast
 

cancer
 

is
 

found
 

through
 

the
 

study
 

of
 

tumor
 

cells.
 

The
 

symptoms
 

of
 

breast
 

cancer
 

model
 

were
 

consistent
 

with
 

western
 

diagnostic
 

criteria
 

1
 

in
 

(1)
(3),

 

2
 

and
 

3
 

in
 

( 1) ( 2) ( 3) ( 4) ( 5) ( 6) ( 7)
(8),

 

4
 

in
 

(1) (2) (3) (4) (5),
 

5
 

in
 

( 1) (2) .
 

Meet
 

the
 

Chinese
 

diagnostic
 

criteria
 

of
 

breast
 

cancer
 

1
 

in
 

(1)(2)(3)(5),
 

2
 

in
 

(1)(2)(3),
 

3
 

in
 

(1)(2)(4) .
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3　 模型动物的选择

　 　 乳腺癌模型可选动物有小鼠、大鼠、转基因鼠、
免疫缺陷鼠、树鼩、犬、猪、兔和斑马鱼等。 其中,
大、小鼠因繁殖能力强、饲养条件低、实验操作简单

等,应用最为广泛。 转基因鼠,转基因鼠可明确基

因功能,鉴别潜在的癌症基因和肿瘤标志物,利于

发病机制的研究[18] ,但成本较高,技术要求高。 免

疫缺陷鼠因能体现人类肿瘤微环境特征,常用于移

植性乳腺癌动物模型的构建。 树鼩也可作为乳腺

癌的实验动物模型,但存在问题问题较多,比如其

诱导出的肿瘤分型多为乳头状癌,并非人类常见的

浸润性导管癌[19-20] ;犬的基因组序列与人类具有高

度相似性,在组织病理学、分子靶点、肿瘤遗传学特

点以及给药后反应等方面与人类自发性乳腺肿瘤

共同特征相似,但自发乳腺癌模型的犬类诱发较困

难, 大 多 是 与 犬 相 关 的 人 源 肿 瘤 异 种 移 植 模

型[21-22] 。 实验猪需要 5 个或更多致癌突变才能发

生变化,现有的 BRCA1 缺陷乳腺癌的猪模型可用于

实验研究,但 BRCA1 单倍基因缺失的小猪存活天数

却不到 18
 

d,这很大程度限制了猪模型在乳腺癌方

面的深入研究[23] 。 相比猪,兔的乳腺癌模型造模周

期短,肿瘤诱导成功率也较高,常应用于转移后的

癌症模型,男性乳腺癌( MBC)较罕见,但其死亡率

高于女性[24] ,兔的腋淋巴结和肺的区域性淋巴组织

转移和男性较类似,可用于构建兔 MBC 模型,但是,
诱导的兔模型多为鳞癌而非临床乳腺癌的腺癌类

型[25] 。 斑马鱼与哺乳动物在生理和遗传方面有高

度的相似性,可作为异种移植肿瘤模型,其透明的

胚胎便于观察肿瘤的发生、侵袭以及转移等[26] ,但
是斑马鱼确存在无乳腺组织等缺点,其适用范围存

在一定的局限性[27] 。 通过查询文献,发现现有乳腺

癌动物模型有自发性乳腺癌小鼠模型、诱发性动物

模型(多为化学制剂诱导乳腺癌动物模型)、移植动

物模型(异种移植建立乳腺癌动物模型)、基因工程

模型(主要包括转基因,基因编辑,基因敲除),品种

以大鼠、小鼠、转基因鼠、免疫缺陷鼠为主,总结造

模方法,分析模型特征,进行临床吻合度的评价,具
体见表 3。

4　 讨论

　 　 乳腺癌模型主要有自发性、诱发性、移植性和

基因工程(转基因、基因编辑)4 大类。 自发性乳腺

癌模型减少了造模时人为因素对动物的影响,更接

近于自然乳腺癌的发病特点,临床吻合度高,最适

合研究乳腺癌的病因、发生发展以及预防性用药;
但其人工培育时间长,实验周期长,实验成本较高。
化学制剂诱导乳腺癌动物模型病因比较明确,诱导

方法也多样化,与人类发生的乳腺癌有较多相似之

处,适合研究临床上长期从事化工、长期接触电离

辐射等职业乳腺癌患者的类型,是目前乳腺癌模型

制备最常用的方法。 移植动物模型移植癌细胞成

功率高,应用广泛;但移植肿瘤缺少肿瘤形成的微

环境和内环境,对乳腺癌发生发展过程的研究有一

定限制性。 基因工程有转基因和基因编辑两大类,
转基因动物是指以实验方法导入外源基因,在染色

体组内稳定整合并能遗传给后代的一类动物,转基

因模型的组织有较高特异性,是比较理想的动物模

型;但其实验操作复杂、不易被影像学检测、成功率

低、费用昂贵,临床应用并不广泛,并且转基因小鼠

因外源基因注射后整合基因组的情况不是很明确,
逐渐地被基因编辑鼠所替代;基因组编辑技术是一

种通过同源重组手段定向改造(插入或敲除)基因

组的技术,是进行基因组改造和探索基因功能的关

键手段,近几年出现了多种新型基因组编辑工具,
如锌指核酸酶、类转录激活因子效应物核酸酶以及

CRISPR / Cas9 技术,其中, CRISPR / Cas9 技术由于

构建简单、成本低、效率高等特点,自发明以来迅速

被研究人员广泛应用于各类科学研究中,成为了当

今生命科学研究的热门技术。 Moses 等[35] 和 Wang
等[36] 学者发现,利用 CRISPR / Cas9 技术可以有效

激活 TNBC
 

SUM159 细胞中 PTEN 这一与乳腺癌发

生相关的基因,达到抑制肿瘤的目的,此技术还可

通过干预 HER2 基因,抑制丝裂原活化蛋白激酶 / 胞
外信号调节激酶信号通路,影响乳腺癌细胞的增

殖。 基因工程动物模型是在现代科学技术上开发

的模型,可定向研究某基因在乳腺癌发生发展过程

中的作用,但其忽视了后天情志因素对乳腺癌致病

的影响,与临床乳腺癌患者的实际情况不符,研究

发现,肿瘤细胞可被外部环境和心理应激反应等因

素影响,改变和维持利于自身生存和发展的条件,
促进肿瘤的生长和发展。 因此,后期研究可考虑在

基因编辑的基础上增加中医病因刺激,利用现代科

技手段,从多角度出发,制备出与临床吻合度高的

动物模型。 中医证型分为肝郁气滞型、痰瘀互结

型、冲任失调型 3 个证型,通过现有动物模型与临床
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吻合度进行分析,发现自发型乳腺癌模型适用于肝

郁气滞、冲任失调型;诱发性动物模型适用于肝郁

气滞型、痰瘀互结型、冲任失调型;移植性动物模型

适用于肝郁气滞型、痰瘀互结型;转基因动物模型

适用于肝郁气滞型、痰瘀互结型、冲任失调型;基因

编辑动物模型适用于肝郁气滞型、痰瘀互结型、冲
任失调型。 目前,成功的动物模型多以肿瘤成瘤率

为主要标准,缺少行为学的指标,如对模型动物的

痛阈值、活动状态等方面未作详细描述,与临床上

乳腺癌患者的中、西医诊断标准存在一定差异。
乳腺癌死亡的主要原因是癌细胞的转移,但转

移的潜在机制在目前来说仍是未知的,国内最常用

的乳腺癌转移动物模型是通过皮下移植瘤构建的,
由于其操作简便、周期短,常被用于药物药效筛选

的研究中,但其忽视了肿瘤发生的微环境,在乳腺

癌的疾病发展过程研究中受到一定限制。 因此,建
立肿瘤模型必须要考虑癌细胞的转移因素[37] 。 制

备小鼠乳腺移植瘤模型,可通过皮下注射、尾静脉

注射、乳垫以及心内注射 4 种方法,最终发现乳垫注

射制备的乳腺癌模型与临床病理较类似,比较适合

药理学评价和疾病机制的研究[38] 。 目前男性乳腺

癌(MBC)是一种罕见的恶性肿瘤,其死亡率远远高

于女性[39] 。 最近几年,男性乳腺癌的发病率呈现出

升高的趋势[40] ,而在动物造模时多用雌性小鼠,雌
雄有别,雄性的生理特点与患乳腺癌有哪些内在联

系? 值得我们进一步深入探讨。
两千多年前,《黄帝内经》中提出“上医治未病,

中医治欲病,下医治已病”,预防远远大于治疗,近
年来医院相继成立治未病中心,相应的也要多加开

展预防乳腺癌发生的动物模型研究。 《医学正传》
云:“乳岩多生于忧郁积忿妇女”,乳房在经络循行

中涉及到肝、胃、胆经,长期情志不畅,引起肝气郁

结,气血运行紊乱,经络受阻,日久郁而化火,痰结

血瘀,凝结于乳而致癌。 现阶段,乳腺癌动物模型

复制较少纳入中医因素,已有的造模方法以西医为

主,缺少中医七情内伤等致病因素,而在祖国医学

中情志因素是导致乳腺癌发生发展十分关键的因

素,所以,可以在西医造模成功的前提下对实验动

物施以恐吓法、夹尾法、噪声、四肢捆绑、强迫游泳

以及冰水刺激等情志方面刺激,模拟临床上中医致

病因素,提高“病”与“症”的结合。 如罗畅等[41] 在

化学致癌物的基础上用激怒应激法使大鼠形成气

郁状态,大鼠乳腺癌的潜伏期缩短;邓卫芳等[42] 通

过对大鼠禁食禁水、快速旋转振荡、热应激以及彻

夜光照等应激建立乳腺癌癌前病变“毒瘀互结”病

证结合模型;张晓龙[43] 提出建立肝气郁结模型时,
应遵从中医的致病原理,对动物“投其所恶”,从而

使动物呈现出肝郁气结状态。 乳腺癌动物模型制

备方法多,且各具优缺点,改进现有模型或建立新

的模型,增加中医“证”的因素,并将其作为未来模

型构建的主要考虑因素,可使得乳腺癌研究更加贴

合临床实际。
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4T1 细胞成瘤的乳腺癌小鼠模型临床转化过程中的
几个问题

刘梓昕,牛东芹,王　 东∗

(江汉大学
 

医学院,武汉　 430056)

　 　 【摘要】 　 动物实验是新化合物向临床转化的基础过程,也是评价其安全性和有效性的关键步骤,因此,合理

的剂量设置、动物模型构建与适宜的给药方式是保证实验数据可靠的前提。 但是在科学研究的实践中,研究者在

选用动物实验条件等方面并没有形成统一标准,使药效评价出现偏差,不能有效促进新化合物向临床的转化。 鉴

于此种情况,笔者仅以顺铂参与的使用 4T1 细胞构建的异体移植瘤模型为例,来探讨铂类化合物治疗三阴性乳腺

癌(triple
 

negative
 

breast
 

cancer,
 

TNBC)的药效学研究中动物实验存在的问题与可能的解决方案,从而使动物实验

更好的为临床转化服务。
【关键词】 　 顺铂;4T1 细胞;三阴性乳腺癌;动物模型;临床转化
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　 　 【Abstract】　 Animal
 

experiments
 

not
 

only
 

serve
 

as
 

a
 

basic
 

process
 

of
 

the
 

clinical
 

transformation
 

of
 

new
 

compounds,
 

but
 

also
 

a
 

key
 

step
 

in
 

evaluating
 

the
 

safety
 

and
 

effectiveness
 

of
 

new
 

drugs.
 

Therefore,
 

reasonable
 

dose
 

setting,
 

animal
 

model
 

construction,
 

and
 

appropriate
 

administration
 

method
  

are
 

prerequisites
 

to
 

ensure
 

reliable
 

experimental
 

data.
 

However,
 

in
 

practice,
 

scientific
 

researchers
 

have
 

not
 

formed
 

a
 

unified
 

standard
 

for
 

the
 

selection
 

of
 

animal
 

experimental
 

conditions,
 

leading
 

to
 

deviations
 

in
 

efficacy
 

evaluations
 

and
 

failure
 

to
 

effectively
 

promote
 

the
 

transformation
 

of
 

new
 

compounds
 

into
 

clinical
 

practice.
 

In
 

view
 

of
 

this
 

situation,
 

the
 

author
 

takes
 

the
 

allogeneic
 

tumor
 

model
 

constructed
 

by
 

4T1
 

cells
 

with
 

the
 

participation
 

of
 

cisplatin
 

as
 

an
 

example
 

to
 

explore
 

problems
 

and
 

possible
 

solutions
 

in
 

the
 

pharmacodynamic
 

study
 

of
 

platinum
 

compounds
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

triple
 

negative
 

breast
 

cancer.
 

It
 

is
 

our
 

hope
 

that
 

such
 

findings
 

will
 

facilitate
 

animal
 

experiments
 

that
 

better
 

serve
 

clinical
 

transformation.
【Keywords】　 cisplatin;

 

4T1
 

cell;
 

TNBC;
 

animal
 

model;
 

clinical
 

transformartion

　 　 世界卫生组织国际癌症研究机构在报告中指

出,2020 年乳腺癌成为全球发病率最高的癌症[1] 。
我国情况也不容乐观,2020 年乳腺癌新发病例约 42

万,死亡约 12 万。 在众多乳腺癌亚型中,三阴性乳

腺癌(triple
 

negative
 

breast
 

cancer,
 

TNBC)的治疗最

为困难[2-4] ,因其不表达或低表达人表皮生长因子



受体 2 ( human
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor-2,
 

HER-2)、雌激素受体(estrogen
 

receptor,
 

ER)和孕激

素受体(progesterone
 

receptor,
 

PR)而难以从分子靶

向等现代疗法中受益[5-6] ,化疗成为当前较为有效

的治疗方法[7] 。 蒽环类与铂类药物是治疗 TNBC 的

主要选择,其中铂类药物在临床实践中被推选为治

疗 TNBC 的优选方案[8-9] 。 但是这并非是最优方

案,与其他亚型乳腺癌相比,其治疗手段有待拓展、
疗效有待提高。

表 1　 4T1 细胞在异体移植瘤模型中的应用统计
Table

 

1　 Application
 

statistics
 

of
 

4T1
 

cells
 

in
 

xenograft
 

tumor
 

model
细胞
Cells

分散介质
Disperse

 

medium
细胞浓度

Cell
 

concentration
 

细胞数
Cell

 

number
参考文献
References

 

4T1
 

PBS 1×107 1×106 [19]
  

4T1
 

PBS 5×106
 

5×105
  

[19]
  

4T1
 

PBS 5×107 1×107
 

[20]
 

4T1
 

- 5×107
 

1×107
 

[21]
 

4T1
 

- 1×106 1×105
 

[22]
  

4T1
 

- 1×107 1×106 [23]
  

4T1
 

- - 3
 

×104 [24]
 

4T1
 

- - 3×105
 

[25]

4T1-Luc - - 1×106
 

[26]

4T1
 

- - 3×105
 

[27]
  

4T1
 

Normal
 

saline
 

1. 5×107 1. 5×106
 

[28]
 

4T1
 

PBS 2×106 4×105
 

[29]

注:-:未给出相关数据。
Note. -,

 

Relevant
 

data
 

are
 

not
 

displayed.

顺铂是铂类药物的典型代表,为第一个被 FDA
批准用于治疗恶性肿瘤的铂类药物[10] ,然而,耐药

性和严重的毒副作用使顺铂的应用大打折扣[11-12] 。
近年来,通过结构修饰或者开发纳米药物[13] 等方法

来克服铂类药物的不足成为临床前研究的热点。
但无论使用哪种方法都要经过动物模型的验证,因
此,正确选取动物模型和准确造模是药物获得临床

应用的关键[14-17] 。 但是,在具体实践中即使对于同

一种动物模型,不同课题组的造模手段也会存在较

大差异,这为客观评价实验效果带来诸多偏差。 为

了推进动物模型选择和构建的同质化,本文仅以顺

铂参与的使用 4T1 细胞株构建的 TNBC 异体移植瘤

模型为例,论述与分析实验研究中存在的问题并提

出解决方案。

1　 4T1 细胞株的应用中存在的问题及讨论

　 　 4T1 细胞株是由 Fred
 

Miller 等学者分离得到的

可移植型乳腺癌细胞[18] ,因其恶性程度高易成瘤,
自发向肺、肝、脑等部位转移成为广泛使用的移植

瘤细胞。 此外,4T1 细胞移植瘤模型的生长状态及

转移部位非常类似于人类晚期乳腺癌,成为评估晚

期乳腺癌药物的良好模型。 笔者统计了近年来 4T1
细胞在有顺铂参与的药效实验中的使用情况(表

1),并从细胞的种类、使用浓度、分散介质等方面进

行总结。
由表可见,研究者在细胞的选用方面非常统

一,绝大多数采用未经荧光素酶转染的细胞系进行

相关研究,植瘤前细胞分散介质的选择上也比较一

致,然而细胞数目与注射浓度在各研究中呈多样

化。 首先,在细胞类型选择方面两个亚类的 4T1 细

胞被使用。 就传统的 4T1 细胞而言,移植瘤的大小

通过测量肿瘤的长径和短径尺寸计算而来,不同实

验者对同一肿瘤的测量结果无法从客观上统一。
而荧光素酶转染的细胞从一定程度上克服了上述

缺点,可实现荧光定量测定,结果直观明了,具备更

强的说服力,但其过渡依赖于贵重仪器,加之细胞

构建方面费用较高未被广泛采用。 笔者认为在采

取适当措施的情况下,比如始终由同一测量者进行

实验,传统 4T1 细胞即可满足实验精度要求。
其次,在细胞数目方面尚未有统一标准。 从统

计结果来看,细胞数目的使用范围在 3×104 ~ 1×107

个 / 只小鼠之间,跨度可达 300 倍以上,这必然会影

响药效评价,不利于临床转化。 因此,确立相对统

一的细胞使用数目十分必要与急迫。 但这并不是

容易解决的事情,细胞数目的选择还涉及到移植瘤

的类型(原位或皮下)、植瘤方式(直接注射或者手

术植入)、实验目的(抑制转移或者抑制原发灶)等

多方面的问题。 作为一个折中方案,(0. 3 ~ 1. 0) ×
106 个 / 只小鼠的细胞数目值得考虑。
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第三,在确认细胞数目的前提下,细胞浓度对

植瘤效果也有显著影响。 其影响往往是隐性的,比
如细胞被悬浮在分散介质中有自发聚集沉淀的倾

向,细胞浓度越大沉淀可能越快;细胞过密也会影

响自身活性,最终导致移植瘤不均一。 细胞浓度由

细胞使用数目与注射体积确定,在一般的移植瘤模

型中注射体积多为 100
 

μL,因此细胞浓度在 107 级

别及以下较为合理。 为了保证模型均匀、药效评价

客观,在实验过程中仍需注意某些问题:(1)最好将

细胞按每只小鼠的注射量单独分装;(2)临注射前

轻柔吹打使细胞充分分散;(3)在尽量短的时间内

用完细胞,防止活性降低影响成瘤。
最后,细胞分散介质对成瘤有一定影响但不如

其他因素重要,研究中使用 PBS 者较多,无血清的

培养基与生理盐水[28] 也能满足植瘤需要。 鉴于多

篇参考文献没有明确给出所用介质,笔者不能做更

详细的评价。

表 2　 4T1 异体移植瘤模型中实验动物操作状况
Table

 

2　 Operation
 

status
 

of
 

experimental
 

animals
 

in
 

4T1
 

xenograft
 

tumor
 

model
类别

Category
周龄

Week
 

age
体重(g)

Body
 

weight
植瘤方式
Methods

植瘤位置
Sites

注射体积(μL)
Injection

 

volume
 

参考文献
References

BALB / c
 

4~ 6
 

18~ 22 直接注射
Direct

 

injection
脂肪垫
Fat

 

pad 100
 [19]

BALB / c
 

/ 18~ 20 直接注射
Direct

 

injection
皮下

Subcutaneous
 

tissue 200
 [20]

BALB / c
 

/ 18~ 22 直接注射
Direct

 

injection
皮下

Subcutaneous
 

tissue 200
 [21]

BALB / c
 

8 22~ 25
 手术接种

 

Surgical
 

injection
脂肪垫
Fat

 

pad 100
 [22]

BALB / c
 

5 18~ 22 直接注射
Direct

 

injection
皮下

Subcutaneous
 

tissue 100
 [23]

BALB / c
 

8 ~ 10 / 手术接种
 

Surgical
 

injection
脂肪垫
Fat

 

pad / [24]

BALB / c
 

4 20 直接注射
Direct

 

injection
皮下

Subcutaneous
 

tissue / [25]

BALB / c
 

nude 4~ 5 16~ 20 皮下注射
Subcutaneous

 

injection
脂肪垫
Fat

 

pad / [26]
 

BALB / c
 

4 / 皮下注射
Subcutaneous

 

injection
皮下

Subcutaneous
 

tissue / [27]
 

BALB / c
 

4~ 5 18~ 20 皮下注射
Subcutaneous

 

injection
脂肪垫
Fat

 

pad 100
 [28]

 

BALB / c
 

/ / 皮下注射
Subcutaneous

 

injection
脂肪垫
Fat

 

pad 200
 [29]

注:-:未给出相关数据。
Note. -,

 

Relevant
 

data
 

are
 

not
 

displayed.

笔者课题组曾以 1×105 个 / 只小鼠的 4T1 细胞

进行脂肪垫原位植瘤研究某种铜( Ⅱ)配合物的药

效学实验,实验共使用 30 只 BALB / c 小鼠,通过手

术切开小鼠第 4、5 对乳头附近的皮肤暴露脂肪垫注

射 100
 

μL
 

4T1 细胞。 在注射后的第 2 天观察并测

量肿瘤体积,30 只小鼠均成功植入肿瘤,平均体积

为(90±9) mm3,第 4 天观察平均体积为(260 ± 71)
mm3,在第 16 天处死小鼠后检测肺转移结节,发现

所有小鼠都有明显肺转移,说明植瘤成功且成功率

100%。 在另外的实验中,笔者以尾静脉注射观察肺

转移,在 4T1 细胞低至 3×104 个 / 只小鼠的数量时也

能很好的发生肺转移,且成功率也为 100%。 4T1 细

胞易成瘤的特性为乳腺癌的药效学评价提供了极

大的方便,然而,作为科研人员即使在使用 4T1 这种

容易造模的细胞时也应该仔细选择成瘤的最佳条

件以,从而避免实验偏差或资源浪费。
2　 4T1 异体移植瘤模型中实验动物操作的问题及

讨论

　 　 在乳腺癌异体移植瘤模型中,BALB / c 小鼠为

近交系品种,具备遗传背景一致,对 4T1 细胞没有免

疫排异,植瘤成功率高的特点[30-31] ,成为使用最为

普遍实验动物[32-33] 。 笔者对表 1 所列文献的小鼠

使用情况进行总结(表 2)。
由表可知,除 Zhou 等[26] 使用 BALB / c 裸鼠外,

其余研究均使用 BALB / c 小鼠建立移植瘤模型,这
是由所使用的细胞株决定的。 Zhou 等[26] 使用荧光

素酶转染的 4T1 细胞,裸鼠方便成像观测。 也有研
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究者将 4T1 细胞植入 BALB / c 裸鼠以对比普通

BALB / c 小鼠的成瘤状况,为合理选择实验动物提

供理论依据[34] 。 至于小鼠的年龄与体重则由植瘤

方式和位置决定,多数研究采用 4 ~ 6 周龄、体重 18
~ 22

 

g 的小鼠,然而这并非最佳选择。 如果构建皮

下瘤模型,4 ~ 6 周龄的小鼠足以满足要求;若是制

作原位瘤采取脂肪垫注射的方法,此时小鼠的乳腺

发育不够充分,接种时容易漏掉细胞。 显然,7 ~ 8
周龄的小鼠更适合原位脂肪垫注射。 鉴于 4T1 细胞

为乳腺癌细胞系,脂肪垫注射比皮下植瘤在模拟病

　 　 　 　

表 3　 顺铂在 4T1 异体移植瘤中的应用现状
Table

 

3　 Application
 

status
 

of
 

cisplatin
 

in
 

4T1
 

xenograft
 

tumor

剂量(mg / kg)
Dosages

 

频次
Frequencies

给药方式
Administrations

首剂标志
Initial

 

dose
 

marks

疗程
Course

 

of
 

treatments

研究目的
Purposes

参考文献
References

2
 每天 1 次,连续 5

 

d 停 2
 

d
Once

 

a
 

day,
 

for
 

5
 

days,
 

2
 

days
 

off
腹腔

Intraperitoneal
 

injection / / 对照
Control

[17]

2
 每天 1 次

Once
 

a
 

day
腹腔

Intraperitoneal
 

injection 0. 7~0. 8
 

cm 15
 

d 联合用药
Drug

 

combination
[17]

1 每天 1 次
Once

 

a
 

day
腹腔

Intraperitoneal
 

injection / 14
 

d 对照
Control

[18]
 

1 每 2 天 1 次
Once

 

on
 

alternate
 

days
腹腔

Intraperitoneal
 

injection / 28
 

d 联合用药
Drug

 

combination
 

[19]
 

2
 每 2 天 1 次

Once
 

on
 

alternate
 

days
尾静脉

Tail
 

vein
 

injection 80~120
 

mm3 / 对照
Control

[20]
 

3
 每周 3 次

3
 

times
 

per
 

week
腹腔

Intraperitoneal
 

injection
植瘤后 5

 

d
 

5
 

d
 

after
 

modeling
9 次

9
 

times
对照

Control
[21]

 

3
 每 2 天 1 次

Once
 

on
 

alternate
 

days
尾静脉

Tail
 

vein
 

injection 50
 

mm3 5 次
5

 

times
对照

Control
[22]

 

1Pt 每周 1 次
Once

 

a
 

week
尾静脉

Tail
 

vein
 

injection 50
 

mm3 3 次
3

 

times
对照

Control
[23]

1
 Pt 、3Pt 每 2 天 1 次

Once
 

on
 

alternate
 

days
尾静脉

Tail
 

vein
 

injection
植瘤后 9

 

d
9

 

d
 

after
 

modeling
3 次

3
 

times
对照

Control
[24]

 

/ 每 5 天 1 次
Once

 

every
 

five
 

days
尾静脉

Tail
 

vein
 

injection 60~100
 

mm3 5 次
5

 

times
联合用药及对照

Drug
 

combination
 

and
 

control
[25]

 

3　 每 3 天 1 次
Once

 

every
 

three
 

days
腹腔

Intraperitoneal
 

Injection
植瘤后 5

 

d
5

 

d
 

after
 

modeling 21
 

d 联合用药及对照
Drug

 

combination
 

and
 

control
[26]

注:-:未给出相关数据;Pt:以铂元素计量。
Note. -,

 

Relevant
 

data
 

are
 

not
 

displayed.
 

Pt,
 

Measured
 

by
 

platinum
 

element.

理状态上更加合理,由此而得出的药效学评价才能

更客观和科学[15] 。 即使在这样的前提下,笔者发现

在造模过程中仍然存在较为严重的偏差,比如表 2
中多数研究者通过直接注射的方法造模。 然而,这
种方法不能准确的将细胞植入脂肪垫内,笔者曾以

台盼蓝对小鼠直接脂肪垫注射然后剖开检测注射

效果,结果表明部分台盼蓝泄漏至皮下组织。 因

此,笔者建议采取手术暴露脂肪垫的方式植瘤,这
样可以保证均一和精确的模型构造。 在减少小鼠

创伤保证植瘤有效的前提下,Tavera-Mendoza 等[35]

提出了一种微创手术乳腺原位植瘤的方法,图 1 列

出了操作流程。 在注射体积的问题上,等于或少于

100
 

μL 的注射量是正确的选择,否则将面临细胞泄

漏的难题。

3　 在 4T1 异体移植瘤中顺铂的使用问题及讨论

　 　 铂类药物以形成 DNA-铂交联物干扰 DNA 复制

而抑制肿瘤增殖[8] ,因其对携带乳腺癌易感基因 1 /
2(Breast

 

Cancer
 

gene
 

1 / 2,
 

BRCA
 

1 / 2)突变的细胞

敏感[36] ,被推荐为晚期 TNBC 患者的救治药物,这
些患者约 75%携带 BRCA

 

1 / 2 突变。 顺铂是最早开

发的铂类药物,但其副作用大,应用受限,所以多种

结构优化的铂类药物如卡铂[37] 、奥沙利铂[38] 等先

后应用于临床。 目前,仍有较多铂类化合物正处于

临床前研究阶段[10] ,如 Cheng 等[39] 报道了反式铂

与 DNA 的作用,Muhammad 等[40] 研究了含有生物

素的 Pt(Ⅳ)配合物对乳腺癌细胞的抑制作用。 纳

米化的铂类药物也处于不断被开发的过程并取得

突出进展,曾沛玉等[41]制备了一种含顺铂前药的介

孔硅纳米粒,任玉双等[42]进行了顺铂前药接枝修饰

硫代 DNA 及其自组装靶向纳米药物研究。 顺铂在

这些研究中通常当做阳性对照来使用,规范的给药
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注:a:腹部乳腺和乳头;b:在第四个乳头下方作小于 3
 

mm(外部和尾部)的切口;c:暴露脂肪垫;d:细胞注射体积小于 120
 

μL;e:脂肪垫复

位;f:用组织粘合剂密封切口。 图片来自于参考文献[35] 。

图 1　 小鼠乳腺原位注射乳腺癌细胞的微创手术

Note.
 

a,
 

Abdominal
 

mammary
 

gland
 

and
 

nipple.
 

B,
 

Small
 

incision
 

3
 

mm
 

( external
 

and
 

caudal)
 

below
 

the
 

fourth
 

nipple.
 

c,
 

Exposed
 

fat
 

pad.
 

d,
 

Exposed
 

fat
 

pad
 

can
 

be
 

injected
 

with
 

a
 

volume
 

120
 

μL.
 

e,
 

Fat
 

pad
 

is
 

allowed
 

to
 

go
 

back
 

to
 

its
 

position.
 

f,
 

Incision
 

is
 

sealed
 

using
 

tissue
 

adhesive.
 

The
 

pictures
 

are
 

from
 

reference[35] .

Figure
 

1　 Less
 

invasive
 

procedure
 

for
 

orthotopic
 

injection
 

of
 

breast
 

cancer
 

cells
 

into
 

the
 

mouse
 

mammary
 

gland

方式及剂量是衡量新药药效的基础,然而在实践中

存在较多问题,笔者对顺铂在 4T1 细胞移植瘤中的

应用现状进行总结,表 3 展示了研究中存在的某些

问题。
顺铂是当前临床使用的抗肿瘤药物,在乳腺癌

治疗中常规剂量为 75
 

mg / m2[43] ,在联合治疗中的用

量常为 25
 

mg / m2[44] ,另有文献报道大剂量顺铂疗

法,其用量为 150
 

mg / m2[45] 。 按照等效剂量换

算[46] ,小鼠对应的等效剂量分别为 25、8. 3、50
 

mg /
kg。 然而,在实际动物实验中小鼠的使用剂量通常

为 1、2、3
 

mg / kg,这可能是由小鼠对顺铂的耐受剂

量决定的。 所以,在选择剂量的同时有必要评价药

物对实验动物的毒副作用,在相对安全的剂量下从

事药效学研究。 在药物剂量表达方式上也存在影
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响药效评估的问题,大多数研究以化合物本身为度

量标准,个别文献则以铂元素的质量为度量标准,
Zhou 等[26]和 Sengupta 等[27]以 1 或 3

 

mg
 

/ kg 铂元素

的剂量给药,忽略了配体对药物活性的影响,显然

不符合临床用药标准,但是从实验目的上来看这又

是合理的,因为二者均采用纳米药物提高顺铂的活

性,顺铂被偶联在高分子聚合物上。 在动物实验中

另外一项不规范在于给药频次,从表 3 的数据可知,
即使相同的给药剂量,不同研究者的给药频次相差

较大,这些偏差都应该以符合临床用药的标准予以

校正。 第三,各研究者在初次给药标志与疗程的问

题上也远没有达到统一,笔者认为初次给药时间设

定在移植瘤模型造模成功之后较为合理,即肿瘤大

小在 50 ~ 100
 

mm3 之间即可实施给药,总给药时间

则由药物长期毒性实验确定。 在给药方式上,多数

研究者使用腹腔注射,少数报道采用尾静脉注射,
这是实验目的决定的,例如纳米药物需尾静脉注

射,作为对照的顺铂也应采取尾静脉注射的方式,
在这一点上研究者们意见一致。 在 4T1 细胞移植瘤

药效学研究的实验中,顺铂的使用存在诸如剂量、
频次、初次给药时间与疗程不统一的问题,作为研

究者应充分考虑动物实验与临床应用有效转化的

问题。

4　 结语

　 　 常见的乳腺癌荷瘤小鼠模型包括皮下瘤、原位

瘤和肺转移等模型。 由于模型的多样性和实验目

的的不同,所以在构建的模型方面并没有一个统一

的参数,笔者仅就文献报道和个人经验做一个大体

的总结,以供读者探讨。 在构建皮下瘤模型中,(3 ~
5) ×105 细胞 / 小鼠较为合理,植瘤 5 ~ 9

 

d 可达到给

药标准,且早期不会出现肿瘤迅速生长的现象,便
于延长治疗周期及提高疗效;原位瘤则无需注射过

多细胞,以(0. 5 ~ 1) ×105 细胞 / 小鼠较好;尾静脉注

射肺转移模型注射细胞相对较多,以(0. 5 ~ 1) ×106

细胞 / 小鼠较为理想,若细胞注射过多则会导致肺

组织损伤严重,小鼠过早死亡。 就注射体积而言,
应特别注意将脂肪垫造模的注射体积控制在 100

 

μL 以内,以防止泄露;其他的植瘤方式可将体积控

制在 200
 

μL 以下。 细胞浓度则由细胞数目与注射

体积决定。 在分散介质的选择上相对宽松,3 种造

模方式均可选择 PBS 和无血清培养基,但是在注射

肿瘤细胞时要注意不能一次在注射器中吸取过多

细胞,可保持在 5 只注射量以下,并及时更换注射

器,防止注射期间细胞聚沉吸附到注射器壁上,从
而避免植瘤不均一。 在小鼠选择上,以 4 ~ 6 周龄的

小鼠居多,但脂肪垫注射最好选择 7 ~ 8 周龄的小

鼠,此时小鼠性成熟脂肪垫发育完善方便注射。 如

何选择实验条件最终由实验目的确定,考察物质的

肿瘤抑制作用可选用皮下或脂肪垫植瘤,而肺转移

则可以选用尾静脉造模。
临床前药物评价是衔接临床应用与基础研究

的桥梁[47] ,而动物实验扮演着不可或缺的角色,准
确而客观的动物实验包括细胞选择、动物选择、造
模与给药观测等多个流程,每一步都可能对药效学

研究产生重大影响。 笔者以顺铂参与的使用 4T1 细

胞株构建的 TNBC 异体移植瘤模型为例总结了研究

中存在的问题,这些问题涉及到实验的每一个流

程,从而使得动物实验中取得良好抗肿瘤效果的化

合物在临床试验中屡屡失效,由此可见一斑。 截至

2020 年 7 月,小鼠肿瘤生物学数据库显示至少有

19242 篇研究论文与小鼠肿瘤模型有关,仅由美国

国立卫生研究院资助的正在进行的人源性异种移

植瘤相关研究的总预算达到 1. 16 亿美元之多。 临

床试验的失败沉重打击了药物开发的积极性,Yuan
等[48]针对肿瘤模型探讨了临床试验失败的原因,在
184 个人源性异种移植瘤模型中有 170 个感染了小

鼠病毒,这很可能导致该模型的评价药效的可靠

性。 除了实验过程存在偏差外,有些文献报道缺失

相关信息,甚至是细胞数目、给药剂量、初次给药标

志以及疗程等重要信息,这给不同研究者的交流带

来很多不确定性,进而影响实验评价的客观性。 全

世界每年开展大量癌症移植瘤模型相关动物实验,
错误设定实验条件将浪费大量人力、财力,而且给

临床转化制造不可估量的困难,这就要求科研工作

者慎重选择动物模型,以权威的参考文献为指导,
严格执行实验流程,客观评价实验结果。 新化合物

进入临床研究的前提是动物实验,而动物实验的关

键则在于统一而准确的操作规范,只有纠正实验偏

差动物实验的数据才能更好的为临床转化服务。
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〔收稿日期〕2021-06-01

综述:肠道微生态与肠病关系的研究进展

肠道微生态是指多达
 

1013 ~ 1014
 

种微生物聚集在营养丰富的肠道中,共同构成了具有复杂且相对平衡的

富有多样化特征的微生物群。 肠道微生物参与物质代谢和宿主生理活动,抑制病原微生物的生长。 肠上皮

细胞和黏液层与共生微生物共同构成肠上皮黏膜屏障维持肠道微生态稳态。 肠道微生态失衡对多种系统

疾病有重要影响,尤其是炎性肠道疾病。 根据世界卫生组织分类,炎性肠病( Inflammatory
 

bowel
 

disease,
 

IBD)包括溃疡性结肠炎(Ulcerative
 

Colitis,
 

UC)和克罗恩病(Crohn’s
 

disease,
 

CD)。 来自中国中央民族大学

的研究者们总结归纳了目前肠道微生物在肠上皮黏膜屏障中的变化以及不同治疗方法干预后肠道微生物

的变化。
文中提到,肠黏液层分为内外黏液层,外黏液层直接与微生物群接触且作为共生菌能量来源,其中阿克

曼菌和脆弱拟杆菌释放黏蛋白水解酶溶解黏液层为定植提供能量。 在炎性肠病模型中,存在大量具有促炎

作用的微生物群,且 UC
 

模型中拟杆菌门、厚壁菌门、变形杆菌的丰度更高;在
 

CD
 

模型中厚壁菌门显著低于

健康组,尤其是健康组动态变化的微生物群与
 

CD
 

缺少的微生物群高度重叠。
本文也介绍了不同治疗方法对炎性肠病模型肠道微生物的影响,包括益生菌、益生元、粪便微生物移

植、饮食疗法、中草药干预,这些方式均在不同程度上调节肠道微生物并改善肠病模型症状。
综上所述,本文全面概括了目前肠道微生态与肠上皮黏膜屏障的关系以及不同肠道模型中肠道菌群的

变化,指出了研究者通过选择合适的动物模型来研究不同的菌群功能,有利于进一步探索肠道微生态的功

能机制以及开展相应的临床研究。

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
 

Medicine,
 

2022,
8(4):297-310;

 

https: / / doi. org / 10. 1002 / ame2. 12262)。

251 中国比较医学杂志 2022 年 9 月第 32 卷第 9 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

September
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

9


