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　 　 【摘要】 　 目的　 本研究通过在细胞水平检测 Ｇｌｉ２ 对口腔癌细胞 Ｔｃａ８１１３ 增殖、生长、迁移和侵袭的影响，明
确 Ｇｌｉ２ 调控口腔癌细胞迁移和侵袭的分子机制。 方法　 本研究利用 ｓｉＲＮＡ 抑制 Ｔｃａ８１１３ 细胞中 Ｇｌｉ２ 的表达，通过

ＣＣＫ⁃８、平板克隆以及 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验分别检测 Ｇｌｉ２ 对 Ｔｃａ８１１３ 细胞增殖、生长、迁移与侵袭的影响。 进一步利

用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验探究 Ｇｌｉ２ 调控 Ｔｃａ８１１３ 细胞恶性增殖和转移机制。 结果　 口腔癌细胞 Ｔｃａ８１１３ 中

Ｇｌｉ２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高。 干扰 Ｇｌｉ２ 表达可抑制 Ｔｃａ８１１３ 细胞增殖、生长、迁移及侵袭。 进一步研究发现干

扰 Ｇｌｉ２ 表达可抑制 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）通路关键因子的 ｍＲＮＡ 与蛋白表达。 此外，干扰 Ｇｌｉ２ 表达可显著影响上皮间充

质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ＥＭＴ）通路关键因子的 ｍＲＮＡ 与蛋白表达。 结论　 口腔癌病变过程

中 Ｇｌｉ２ 被异常激活，干扰 Ｇｌｉ２ 表达显著抑制口腔癌细胞的增殖、生长、迁移和侵袭。 Ｇｌｉ２ 通过调控 Ｈｈ 通路与 ＥＭＴ
通路，进而影响口腔癌细胞的迁移和侵袭。 本研究为阐明口腔癌的发病机制提供新思路，并为口腔癌的临床治疗

提供新视角。 　
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　 　 肿瘤的发病率与死亡率的增长尚未得到有效

控制，俨然成为 ２１ 世纪全世界的负担和亟待解决的

问题。 恶性肿瘤作为一个被低估的公共卫生问题，
对患者的身心健康造成一定影响。 口腔癌是世界

范围内严重威胁人类生命健康的常见多发性恶性

肿瘤之一。 全球每年有超过 ４５ 万患者被诊断为口

腔癌，其 ５ 年生存率低于 ５０％［１］。 口腔鳞状细胞癌

是口腔癌的主要形式，占口腔癌发病率的 ９０％以

上，其具有高恶性、易转移、易复发等特点，大部分

患者预后较差且术后生活质量显著下降，甚至影响

患者的日常人际交往［２］。 因此，阐明口腔癌的发病

机制，寻找新型的诊治靶点，对患者的生存预后至

关重要。
基因靶向治疗是近年来肿瘤学的研究热点，在

肿瘤相关信号通路上筛选治疗肿瘤的最佳药物靶

点将有利于提高患者的临床治疗效果［３］。 随着对

口腔癌发病机制的深入研究，越来越多的分子靶点

被发 现。 作 为 众 多 致 癌 信 号 通 路 的 汇 聚 点，
Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）通路在调节肿瘤发生发展的过程中

发挥重要作用［４－５］。 大量文献报道，该通路在胚胎

时期的细胞分化、组织发育及器官形成中起重要作

用，且在多种肿瘤组织中均存在 Ｈｈ 通路的异常激

活，其异常激活与肿瘤的增殖分化、细胞凋亡、血管

新生、侵袭转移等细胞生物学功能密切相关，提示

异常激活的 Ｈｈ 通路在肿瘤发生发展中起重要

作用［６－８］。
Ｇｌｉ２ 是 Ｈｈ 通路的关键转录因子，在该通路中

起连接作用，可将胞外信号转导至细胞核，激活靶

基因转录，进而在多种肿瘤的发展进程中发挥关键

作用［９］。 目前，Ｇｌｉ２ 被认为是新的癌基因，具有促

进肿瘤细胞增殖、迁移、侵袭和上皮间充质转化

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ＥＭＴ） 的作

用［１０］。 Ｈｅ 等［１１］ 研究发现， ｃｉｒｃＺＮＦ６０９ 通过调控

ｍｉＲ⁃１５ａ⁃５ｐ ／ １５ｂ⁃５ｐ 和 Ｇｌｉ２ 的表达激活 Ｈｈ 通路，增
强肝癌细胞的增殖和转移能力及肿瘤干性。 Ｈｕａｎｇ
等［１２］研究发现 Ｇｌｉ２ 通过转录激活 ＡＲＨＧＥＦ１６ 促进

人胶质瘤细胞的增殖和迁移。 Ｚｈａｎｇ 等［１３］ 研究发

现 ＦＧＦ１９ ／ Ｇｌｉ２ 信号轴通过诱导 ＥＭＴ 进而促进肺鳞

状细胞癌转移。 值得一提的是，有研究发现口腔癌

患者中 Ｇｌｉ２ 的表达显著升高，且 Ｇｌｉ２ 的表达和口腔

癌患者的较差预后密切相关［１４］。
综上所述，Ｇｌｉ２ 可能在口腔癌发生发展过程中

发挥重要作用，但其潜在作用机制仍有待揭示。 因

此，本研究将在细胞水平检测 Ｇｌｉ２ 对口腔癌细胞

Ｔｃａ８１１３ 增殖、生长、迁移和侵袭的影响，明确 Ｇｌｉ２
调控口腔癌细胞迁移和侵袭的分子机制，为阐明口

腔癌的发病机制提供新思路，并为口腔癌的临床治

疗提供新视角。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞

　 　 人类口腔癌细胞 Ｔｃａ８１１３ 购买于 ＢＯＳＴＥＲ 公

司，正常上皮角质细胞 ＨＯＫ 由山西医科大学口腔医

学院重点实验室惠赠。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＴＲＩｚｏｌ（日本，ＴａＫａＲａ 公司）；异丙醇（中国，博
迪化工有限公司）；氯仿 （中国，博迪化工有限公

司）； Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ ｋｉｔ 试剂盒 （日本，
ＴａＫａＲａ 公司）蛋白 ＲＩＰＡ 裂解液（中国，ＢＯＳＴＥＲ 公

司）；ＰＭＳＦ（中国，ＢＯＳＴＥＲ 公司）；广谱磷酸酶抑制

剂（中国，ＢＯＳＴＥＲ 公司）；ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒（中
国，ＢＯＳＴＥＲ 公司）； ５ ×蛋白上样缓冲液 （中国，

２ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



ＢＯＳＴＥＲ 公司）；ＮＣ 膜（中国，ＢＯＳＴＥＲ 公司）；蛋白

干粉 （中国， ＢＯＳＴＥＲ 公司）； ＥＣＬ 发光液 （中国，
ＢＯＳＴＥＲ 公司）； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （中国， ＡＢｃｌｏｎａｌ 公

司）；Ｓｈｈ 抗体 （中国，ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司）； Ｐｔｃｈ１ 抗体

（中国，ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司）；Ｇｌｉ１ 抗体（中国，ＡＢｃｌｏｎａｌ 公
司）；Ｇｌｉ２ 抗体（中国，ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司）。 超低温冰箱

（日本，三洋电器株式会社）；高速冷冻离心机（美国，
Ｓｉｇｍａ 公司）；倒置显微镜（日本，ＯＬＹＭＰＵＳ 公司）；酶
标仪（日本，Ｂｉｏｔｅｋ 公司）；实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（美
国，ＡＢ 公司）；逆转录 ＰＣＲ 仪（美国，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；
垂直电泳仪（美国，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；转印电泳仪（美
国，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；转移脱色摇床（中国，麒麟医用仪

器厂公司）；化学发光成像仪（英国，Ｓｙｎｇｅｎｅ 公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

　 　 ＨＯＫ 细胞培养于含有 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ１６４０
培养基， Ｔｃａ８１１３ 细胞培养于含有 １０％ ＦＢＳ 的

ＤＥＭＥ 培养基。 上述细胞均培养于 ３７ ℃含 ５％ ＣＯ２

的细胞培养箱中。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验

　 　 细胞样本利用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取样本的总 ＲＮＡ，利
用酶标仪检测 ＲＮＡ 样本的纯度与浓度，并保存于

－８０ ℃。 采用 Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 试剂盒

将细胞样本的总 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ。 通过实时

荧光定量 ＰＣＲ 验证细胞样本中不同基因的表达量。
本研究所需的基因引物序列见表 １。
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验

　 　 采用 ＲＩＰＡ 裂解液（蛋白酶抑制剂 １％，磷酸酶

抑制剂 １％）提取细胞样本中的总蛋白，采用 ＢＣＡ 试

剂盒检测蛋白浓度。 将蛋白煮沸后于－８０ ℃保存。
采用 ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，浓缩胶电

压 ８０ Ｖ（３０ ｍｉｎ），分离胶电压 １２０ Ｖ（９０ ｍｉｎ）。 采

用湿法转膜，转膜条件 １００ Ｖ（８０ ｍｉｎ）。 转膜完成

后用 ５％的蛋白干粉在室温下封闭 ＮＣ 膜。 封闭完

成后，将其置于一抗稀释液中 ４ ℃孵育过夜。 次日，
利用 ＴＢＳＴ 清洗后，在二抗稀释液中室温孵育 ６０
ｍｉｎ。 ＴＢＳＴ 清洗后利用 ＥＣＴ 发光液在凝胶成像仪

中进行化学显影。
１􀆰 ３􀆰 ４　 细胞转染

　 　 根据 Ｇｌｉ２ 靶点设计并合成 ｓｉＲＮＡ 与无关干扰

序列。 按照说明书的步骤将上述引物配制成 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的母液。 提前将细胞接种于细胞培养板，待
Ｔｃａ８１１３ 细胞生长密度在 ８０％左右，按照说明书要

求采用 ｓｉＲＮＡ⁃Ｍａｔｅ 进行细胞转染。 转染后 ４ ｈ 进

行细胞换液，根据不同实验需求进行下一步实验。
本研究所需的引物序列见表 ２。
１􀆰 ３􀆰 ５　 细胞增殖实验

　 　 利用 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒检测干扰 Ｇｌｉ２ 表达对

Ｔｃａ８１１３ 细胞增殖的影响。 将实验分为 ５ 组（完全

培 养 基 组、 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、 ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组、 ｓｉＲＮＡ１ 组、
ｓｉＲＮＡ２ 组），每组设置 ５ 个复孔。 将 Ｔｃａ８１１３ 细胞

接种于 ９６ 孔板中，待贴壁细胞密度接近 ８０％时按

上述分组处理细胞。 分别于细胞处理后的 ０ ｈ、２４
ｈ、４８ ｈ 与 ７２ ｈ 后，分别向每孔细胞加 １０ μＬ 的

ＣＣＫ⁃８ 试剂，孵育 ２ ｈ 后，采用酶标仪检测细胞光

密度值。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因
Ｇｅｎｅ

正向引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

反向引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

Ｓｈｈ ５’⁃ＣＴＴＴＡＧＣＣＴＡＣＡＡＧＣＡＧＴＴＴＡＴＣＣ⁃３’ ５’⁃ＣＴＣＣＧＧＴＧＴＴＴＴＣＴＴＣＡＴＣＣＴ⁃３’
Ｐｔｃｈ１ ５’⁃ＣＡＡＣＣＣＴＧＴＧＧＴＡＧＴＡＴＧＡＡＡＴＧＴ⁃３’ ５’⁃ＣＡＣＧＡＡＧＡＡＡＡＧＡＴＡＴＣＣＴＧＡＣＧ⁃３’
Ｇｌｉ１ ５’⁃ＧＣＡＡＡＴＡＧＧＧＣＴＴＣＡＣＡＴＡＧＧ⁃３’ ５’⁃ＴＣＡＴＣＣＡＧＡＡＴＡＧＣＣＡＣＡＡＡＧＴＣ⁃３’
Ｇｌｉ２ ５’⁃ＴＧＧＣＣＧＣＴＴＣＡＧＡＴＧＡＣＡＧＡＴＧＴＴＧ⁃３’ ５’⁃ＣＧＴＴＡＧＣＣＧＡＡＴＧＴＣＡＧＣＣＧＴＧＡＡＧ⁃３’

ＧＡＰＤＨ ５’⁃ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ⁃３’ ５’⁃ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ⁃３’

表 ２　 Ｇｌｉ２ 基因 ｓｉＲＮＡ 引物序列（５’－３’）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｌｉ２ ｇｅｎｅ ｓｉＲＮＡ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

基因
Ｇｅｎｅ

正向引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

反向引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

ｓｉＲＮＡ１ ＧＵＧＧＣＣＵＡＣＡＵＣＡＡＣＡＡＣＵＴＴ ＡＧＵＵＧＵＵＧＡＵＧＵＡＧＧＣＣＡＣＴＴ
ｓｉＲＮＡ２ ＧＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧＧＡＧＵＵＵＧＵＴＴ ＡＣＡＡＡＣＵＣＣＵＵＣＵＵＣＵＣＣＣＴＴ
ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ
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１􀆰 ３􀆰 ６　 平板克隆实验

　 　 采用平板克隆实验检测干扰 Ｇｌｉ２ 表达对

Ｔｃａ８１１３ 细胞生长的影响。 实验分组如 １． ３． ５ 所

述。 将 Ｔｃａ８１１３ 细胞接种于 ２４ 孔板中，待贴壁细胞

密度接近 ８０％时按上述分组处理细胞。 待细胞转

染 ４８ ｈ 后收集各组细胞，将其重悬后，按 ２０００ ／孔将

其接种于 ６ 孔板，于培养箱中培养 １５ ｄ，用 ４％的多

聚甲醛固定细胞，用 ０􀆰 １％的结晶紫进行染色。 利

用光学显微镜进行拍照，并统计集落形成数。
１􀆰 ３􀆰 ７　 细胞迁移实验

　 　 采用 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验检测干扰 Ｇｌｉ２ 表达对

Ｔｃａ８１１３ 细胞迁移的影响。 实验分组如 １． ３． ５ 所

述。 将 Ｔｃａ８１１３ 细胞接种于 ２４ 孔板中，待贴壁细胞

密度接近 ８０％时按上述分组处理细胞。 待细胞转

染 ４８ ｈ 后收集各组细胞，将其重悬后，向 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室的上室分别加入 １×１０４ 个细胞，下室中分别加

入 ６００ μＬ 含 ２０％ ＦＢＳ 的完全培养基。 培养 ４８ ｈ 后

倒掉培养液，用棉签擦去小室的上层细胞，ＰＢＳ 清洗

后，用 ４％的多聚甲醛固定细胞，用 ０􀆰 １％的结晶紫

进行染色。 利用光学显微镜进行拍照，并统计发生

细胞迁移数。
１􀆰 ３􀆰 ８　 细胞侵袭实验　
　 　 采用基质胶侵袭实验检测干扰 Ｇｌｉ２ 表达对

Ｔｃａ８１１３ 细胞侵袭的影响。 实验分组如 １． ３． ５ 所

述。 向 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的上室中分别加入 １００ μＬ 的

基质胶。 将 Ｔｃａ８１１３ 细胞接种于 ２４ 孔板中，待贴壁

细胞密度接近 ８０％时按上述分组处理细胞。 待细

胞转染 ４８ ｈ 后收集各组细胞，将其重悬后，向含有

基质胶的 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的上室分别加入 １×１０４ 个细

胞，下室中分别加入 ６００ μＬ 含 ２０％ ＦＢＳ 的完全培

养基。 培养 ４８ ｈ 后倒掉培养液，用棉签擦去小室的

上层细胞，ＰＢＳ 清洗后，用 ４％的多聚甲醛固定细

胞，用 ０􀆰 １％的结晶紫进行染色。 利用光学显微镜

进行拍照，并统计细胞侵袭数。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 本研究通过 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２０􀆰 ０ 版本分析实验

数据结果，组间比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验法，所用实验数

据结果通过平均数±标准差（ｘ－ ±ｓ）表示，Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异存在统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 口腔癌细胞中 Ｇｌｉ２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达

　 　 本研究以 ＨＯＫ 细胞为对照，检测 Ｔｃａ８１１３ 中

Ｇｌｉ２ 的表达情况。 图 １ 结果表明与 ＨＯＫ 细胞相比，

注：Ａ：Ｔｃａ８１１３ 中 Ｇｌｉ２ 的 ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：Ｔｃａ８１１３ 中 Ｇｌｉ２ 的

蛋白表达。 与 ＨＯＫ 相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 Ｔｃａ８１１３ 细胞中 Ｇｌｉ２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇｌｉ２ ｉｎ Ｔｃａ８１１３． Ｂ， Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇｌｉ２ ｉｎ Ｔｃａ８１１３． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＯＫ，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇｌｉ２ ｉｎ Ｔｃａ８１１３ ｃｅｌｌ

Ｔｃａ８１１３ 中 Ｇｌｉ２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达均极显著提高

（Ｐ＜ ０． ０１），这表明在口腔癌细胞中 Ｇｌｉ２ 被异常

激活。
２􀆰 ２　 口腔癌细胞中 Ｇｌｉ２ 的干扰效率

　 　 前期研究证实 Ｔｃａ８１１３ 细胞中 Ｇｌｉ２ 的 ｍＲＮＡ
与蛋白表达显著升高，表明其在口腔癌的癌变过程

中发挥重要作用。 本研究利用 ｓｉＲＮＡ 干扰 Ｇｌｉ２ 表

达，并对其转染效率进行检测。 图 ２ 结果表明与

ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组中 Ｇｌｉ２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白

表达无明显差异（Ｐ＞０． ０５）。 而与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｉ⁃
ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，采用 ｓｉＲＮＡ１ 与 ｓｉＲＮＡ２ 干扰 Ｇｌｉ２ 表

达后显著抑制 Ｔｃａ８１１３ 细胞中 Ｇｌｉ２ 的 ｍＲＮＡ 与蛋

白表达（Ｐ＜０． ０５，Ｐ＜０． ０１）。 此外，与 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的

转染浓度相比，１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的转染效果更佳。 因此，
本研究以 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 作为后续实验的转染浓度。
２􀆰 ３　 干扰 Ｇｌｉ２ 对口腔癌细胞增殖和生长的影响

　 　 图 ３ 所示，细胞增殖实验结果表明，与 ｃｏｎｔｒｏｌ
组和 ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，Ｔｃａ８１１３ 细胞转染 ２４ ｈ 后对

其增殖能力无明显影响，而将转染时间延长至 ４８ ｈ、
７２ ｈ 后发现，干扰 Ｇｌｉ２ 表达可显著抑制 Ｔｃａ８１１３ 细

胞增殖 （Ｐ ＜ ０． ０１）。 平板克隆实验结果表明，与
ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，干扰 Ｇｌｉ２ 表达可显著

抑制 Ｔｃａ８１１３ 细胞集落形成。 上述结果表明 Ｇｌｉ２ 在

Ｔｃａ８１１３ 细胞增殖和生长过程中发挥关键作用，干
扰该基因表达可抑制 Ｔｃａ８１１３ 细胞增殖和生长。
２􀆰 ４　 干扰 Ｇｌｉ２ 对口腔癌细胞迁移和侵袭的影响

　 　 图 ４ 所示，细胞迁移实验结果表明，与 ｃｏｎｔｒｏｌ
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注：Ａ：干扰 Ｇｌｉ２ 表达后 Ｔｃａ８１１３ 细胞中 Ｇｌｉ２ 的 ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：干扰 Ｇｌｉ２ 表达后 Ｔｃａ８１１３ 细胞中 Ｇｌｉ２ 的蛋白表达（药物处理浓度 ５０ ｎｍｏｌ ／

Ｌ）；Ｃ：干扰 Ｇｌｉ２ 表达后 Ｔｃａ８１１３ 细胞中 Ｇｌｉ２ 的蛋白表达（药物处理浓度 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）。 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ｓｉ⁃

ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 干扰 Ｇｌｉ２ 表达后 Ｔｃａ８１１３ 细胞中 Ｇｌｉ２ 的 ｍＲＮＡ 与蛋白表达

Ｎｏｔｅ． Ａ， ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇｌｉ２ ｉｎ Ｔｃａ８１１３ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ Ｇｌｉ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ， Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇｌｉ２ ｉｎ Ｔｃａ８１１３ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ Ｇｌｉ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｓ ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ． Ｃ， Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇｌｉ２ ｉｎ Ｔｃａ８１１３ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

ｗｉｔｈ Ｇｌｉ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｓ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇｌｉ２ ｉｎ Ｔｃａ８１１３ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ Ｇｌｉ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

注：Ａ：Ｔｃａ８１１３ 细胞 ＣＣＫ⁃８ 增殖实验；Ｂ：Ｔｃａ８１１３ 细胞集落形成细胞数量；Ｃ：光镜下 Ｔｃａ８１１３ 细胞集落形成；Ｄ：相机拍摄 Ｔｃａ８１１３ 细胞集

落形成。 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 干扰 Ｇｌｉ２ 对口腔癌细胞增殖和生长的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｔｃａ８１１３ ｃｅｌｌ ＣＣＫ⁃８ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｂ， Ｔｃａ８１１３ ｃｅｌｌ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ． Ｃ， Ｔｃａ８１１３ ｃｅｌｌ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ

ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ． Ｄ， Ｔｃａ８１１３ ｃｅｌｌ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｔａｋｅｎ ｂｙ ｃａｍｅｒａ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ Ｇｌｉ２ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｏｒａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ
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组和 ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，Ｔｃａ８１１３ 细胞转染 ２４ ｈ 后对

其增殖能力无明显影响，干扰 Ｇｌｉ２ 表达可显著抑制

Ｔｃａ８１１３ 细胞迁移（Ｐ＜０． ０１）。 细胞侵袭实验结果

同样证实，与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，干扰

Ｇｌｉ２ 表达可显著抑制 Ｔｃａ８１１３ 细胞侵袭（Ｐ＜０． ０１）。
以上研究表明 Ｇｌｉ２ 在 ＯＳＣＣ 细胞的迁移和侵袭过程

中发 挥 重 要 作 用， 干 扰 Ｇｌｉ２ 表 达 可 显 著 抑 制

Ｔｃａ８１１３ 细胞迁移和侵袭。
２􀆰 ５　 干扰 Ｇｌｉ２ 对口腔癌细胞中 Ｈｈ 通路的影响

　 　 为验证 Ｇｌｉ２ 在调控 Ｔｃａ８１１３ 细胞恶性增殖转移

的潜在机制。 干扰 Ｔｃａ８１１３ 细胞中 Ｇｌｉ２ 表达后检测

其对 Ｈｈ 通路相关基因的表达影响。 图 ５ 结果表

明，与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，干扰 Ｇｌｉ２ 表达

显著抑制 Ｔｃａ８１１３ 细胞中 Ｈｈ 通路关键因子 Ｐｔｃｈ１、
Ｇｌｉ１ 与 Ｇｌｉ２ 的 ｍＲＮＡ 表达（Ｐ＜０． ０５，Ｐ＜０． ０１）。 进

一步通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测干扰 Ｇｌｉ２ 表达对 Ｈｈ 通

路关键因子的蛋白表达影响，发现干扰 Ｇｌｉ２ 表达也

可显著抑制 Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１ 与 Ｇｌｉ２ 的蛋白表达（Ｐ＜
０． ０５，Ｐ＜０． ０１）。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

保持一致，这表明 Ｇｌｉ２ 在 Ｈｈ 通路活化中起重要作

用。 干扰 Ｇｌｉ２ 表达可以抑制 Ｈｈ 通路关键因子的表

达，从而有效阻止 Ｈｈ 通路持续活化，进而影响

Ｔｃａ８１１３ 细胞的生物学功能。
２􀆰 ６　 干扰 Ｇｌｉ２ 对口腔癌细胞中 ＥＭＴ 通路的影响

　 　 为进一步揭示 Ｇｌｉ２ 调控 Ｔｃａ８１１３ 细胞恶性增殖

转移的分子机制。 本研究进一步通过干扰 Ｔｃａ８１１３
细胞中 Ｇｌｉ２ 表达，检测其对 ＥＭＴ 通路关键因子

ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 与 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ 与

蛋白表达。 图 ６ 结果表明，与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ
组相比，干扰 Ｇｌｉ２ 表达显著抑制 Ｔｃａ８１１３ 细胞中

ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ 与 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ 与蛋白表达（Ｐ＜
０． ０５，Ｐ＜０． ０１），但同时促进 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 的 ｍＲＮＡ 与

蛋白表达（Ｐ＜０． ０５，Ｐ＜０． ０１）。

注：Ａ ／ Ｂ：Ｔｃａ８１１３ 细胞迁移；Ｃ ／ Ｄ：Ｔｃａ８１１３ 细胞侵袭。 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 干扰 Ｇｌｉ２ 对口腔癌细胞迁移和侵袭的影响（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ ／ Ｂ， Ｔｃａ８１１３ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ． Ｃ ／ Ｄ， Ｔｃａ８１１３ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ Ｇｌｉ２ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｏｒａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ
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注：与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 干扰 Ｇｌｉ２ 对口腔癌细胞中 Ｈｈ 通路关键因子的表达影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｇｌｉ２ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｋｅｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ Ｈｈ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｏｒａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ

注：与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 干扰 Ｇｌｉ２ 对口腔癌细胞中 ＥＭＴ 通路关键因子的表达影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｇｌｉ２ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｋｅｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ＥＭＴ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｏｒａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ
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３　 讨论

　 　 口腔是一种全球性疾病，尽管目前针对口腔癌

的临床治疗已取得一定进展，但由于该病发病位置

特殊，以及公众对口腔癌的重视度相对较低，导致

多数患者就诊时已处于中晚期，这无疑增大了治疗

难度［１５］。 若能有效阻碍口腔癌早期迁移、侵袭及其

他恶性生物学行为，将有望降低患者的死亡率。 因

此，迫切需要筛选口腔癌早期诊断与预后治疗标志

物，为口腔癌临床治疗提供新思路。
Ｇｌｉ２ 是 Ｈｈ 通路最重要的终末效应分子，其表

达水平可直接反映 Ｈｈ 通路的激活状态［１６］。 Ｇｌｉ２ 可

将细胞外信号传递到细胞内，直接作用于下游靶

标，参与调控多种肿瘤的增殖、迁移、侵袭和 ＥＭＴ 过

程［１７］。 本研究发现 Ｔｃａ８１１３ 细胞中 Ｇｌｉ２ 的 ｍＲＮＡ
和蛋白表达显著升高，这表明在口腔癌细胞中 Ｇｌｉ２
被异常激活。 采用 ｓｉＲＮＡ 干扰 Ｇｌｉ２ 表达后发现，抑
制 Ｇｌｉ２ 表达可显著抑制 Ｔｃａ８１１３ 细胞的增殖、生长、
迁移和侵袭。 鉴于 Ｇｌｉ２ 在 Ｈｈ 通路中发挥重要作

用，推测 Ｇｌｉ２ 可能通过调控 Ｔｃａ８１１３ 细胞中 Ｈｈ 通

路的活化，进而影响细胞的增殖生长和迁移侵袭。
因此，我们进一步检测了干扰 Ｇｌｉ２ 表达对 Ｈｈ 通路

关键因子表达的影响，发现干扰 Ｇｌｉ２ 表达也可显著

抑制 Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１ 与 Ｇｌｉ２ 的 ｍＲＮＡ 与蛋白表达。
这表明干扰 Ｇｌｉ２ 表达可抑制 Ｈｈ 通路关键因子的表

达，可有效阻止 Ｈｈ 通路持续活化， 进而影 响

Ｔｃａ８１１３ 细胞的生物学功能。
肿瘤细胞过度增殖及侵袭迁移能力增强与肿

瘤细胞的 ＥＭＴ 密切相关［１８］。 ＥＭＴ 是指经特定程序

转化后的上皮细胞转变为间质表型细胞的过程，此
过程极其复杂，涉及细胞之间黏附能力改变，细胞

外基质的降解以及细胞运动能力的改变等［１９－２０］。
研究表明，ＥＭＴ 可促进肿瘤细胞的转移和浸润，并
增强肿瘤细胞对药物治疗及临床放化疗的耐受性，
在肿瘤的恶化过程中起关键作用［２１－２２］。 Ｅ－钙粘蛋

白（Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ）与波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）是上皮间质

转化相关蛋白，基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）家族关键

成员 ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 被认为是肿瘤侵袭转移的潜

在生物标志物，也是 ＥＭＴ 通路中的关键调控因

子［２３－２４］。 为阐明 Ｈｈ ／ Ｇｌｉ２ 通路调控口腔癌细胞恶

性增殖转移的具体机制，进一步检测了干扰 Ｇｌｉ２ 表

达对 ＥＭＴ 通路关键因子表达的影响，发现干扰 Ｇｌｉ２
表达显著抑制 Ｔｃａ８１１３ 细胞中 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９ 与

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ 与蛋白表达， 但同时促进 Ｅ⁃
Ｃａｄｈｅｒｉｎ 的 ｍＲＮＡ 与蛋白表达。

综上所述，Ｇｌｉ２ 作为癌基因参与调控 Ｔｃａ８１１３
细胞的发生发展，抑制 Ｇｌｉ２ 表达能够有效阻碍 Ｈｈ
通路的持续异常激活，并影响 ＥＭＴ 通路关键组分的

表达，进而抑制 Ｔｃａ８１１３ 细胞的增殖、生长、迁移和

侵袭，其有望作为临床治疗口腔癌的新型靶点。 但

本研究仅仅在细胞水平探究 Ｇｌｉ２ 对口腔癌细胞发

生发展的影响，因体内外肿瘤细胞生活的环境存在

差异，仅通过体外细胞实验获得的结果存在一定局

限性。 因此，下一步计划进行体内原位瘤实验深入

揭示口腔癌发生发展中 Ｇｌｉ２ 的作用机制。 同时，筛
选针对 Ｇｌｉ２ 位点的靶向治疗药物。 为口腔癌临床

治疗提供有效的早期诊断治疗标志物及临床干预

治疗靶点。
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２０１９， ２０１９： ９４２３９０７．

［１９］ 　 ＢＡＫＩＲ Ｂ， ＣＨＩＡＲＥＬＬＡ Ａ Ｍ， ＰＩＴＡＲＲＥＳＩ Ｊ Ｒ， ｅｔ ａｌ． ＥＭＴ，
ＭＥＴ， ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ， ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ，
２０２０， ３０（１０）： ７６４－７７６．

［２０］ 　 ＳＨＩ Ｑ， ＪＩ Ｔ， ＴＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃ｐｌａｔｅｌｅｔ ｉｎｔｅｒｐｌａｙ
ａｎｄ ｍｉｃｒｏ ｔｕｍｏｒ ｔｈｒｏｍｂｉ ｄｕｒｉｎｇ ｈｅｍａｔｏｇｅｎｏｕｓ ｔｕｍｏｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｏｎｃｏｌ， ２０２３， ４６（３）： ５２１－５３２．

［２１］ 　 柳森森， 毛玉宁， 张彩勤， 等． ＭＭＰ２ 在肿瘤侵袭和转移中

的调控机制研究 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０２２， ３２（ ３）：
１２３－１２８．
ＬＩＵ Ｓ Ｓ， ＭＡＯ Ｙ Ｎ， ＺＨＡＮＧ Ｃ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＭＭＰ２ ｉｎ
ｔｕｍｏｒ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２２， ３２
（３）： １２３－１２８．

［２２］ 　 ＬＩＮＧ Ｚ， ＣＨＥＮＧ Ｂ， ＴＡＯ Ｘ． Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｔｏ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ： ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ａｎｄ
ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ， ２０２１， １４８（７）： １５４８－１５６１．

［２３］ 　 ＮＩＬＡＮＤ Ｓ， ＲＩＳＣＡＮＥＶＯ Ａ Ｘ， ＥＢＬＥ Ｊ Ａ． Ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ ｓｈａｐｅ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２１， ２３（１）： １４６．

［２４］ 　 肖兰飞， 高继萍， 闫晓如， 等． 槲皮素对口腔癌 Ｔｃａ⁃８１１３ 细

胞增殖、迁移和侵袭的影响及 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路的调控作

用 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０２１， ３１（６）： ３０－３４．
ＸＩＡＯ Ｌ Ｆ， ＧＡＯ Ｊ Ｐ， ＹＡＮ Ｘ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ
ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｔｃａ⁃８１１３
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２１， ３１（６）： ３０－３４．
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９中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｒｃｈ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ３

李彦红，修晶辉，周澧，等． 刹车片颗粒及其主要成分硫化锑呼吸暴露对小鼠健康危害研究 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４
（３）： １０－１７．
Ｌｉ ＹＨ， Ｘｉｕ ＪＨ， Ｚｈｏｕ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈ ｈａｚａｒｄｓ ｏｆ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍａｉｎ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎｔｉｍｏｎｙ ｓｕｌｆｉｄｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（３）： １０－１７．
ｄｏｉ： １０． ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ００２

［基金项目］国家重点研发计划项目（２０２２ＹＦＦ０７１０８０３，２０２１ＹＦＦ０７０３４００）；国家自然科学基金面上项目（８２０７０１０３）；中国医学科学院医学

与健康科技创新工程项目（２０２１－Ｉ２Ｍ－１－０３６，２０１８－Ｉ２Ｍ－１－００１）；中国医学科学院—院基科费—基地平台（２０２３－ＰＴ１８０－

０１）。
［作者简介］李彦红（１９８２—），女，硕士，副主任技师，研究方向：病理学与病理生理学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｉｙａｎｈｏｎｇ８４０８＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］郭建国（１９８３—），男，博士，副研究员，研究方向：环境暴露与机体健康。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｇｕｏｊｉａｎｇｕｏ＠ ｃｎｉｌａｓ． ｏｒｇ

刹车片颗粒及其主要成分硫化锑呼吸暴露对小鼠
健康危害研究

李彦红，修晶辉，周　 澧，郭建国∗

（中国医学科学院医学实验动物研究所，北京协和医学院比较医学中心，国家卫生健康委员会

人类疾病比较医学重点实验室，国家中医药管理局人类动物模型三级实验室，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究刹车制动来源颗粒物对机体的潜在危害。 方法　 研磨刹车片颗粒、硫化锑颗粒，小鼠通

过气管灌注暴露 １ 个月后，观察肺、心脏、肝等内脏器官病理改变，同时用流式细胞术分析外周血巨噬细胞和自然

调节 Ｔ 淋巴细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ）的变化。 结果　 刹车片颗粒及硫化锑颗粒暴露小鼠肺泡壁外源物质沉积，
血管周围出现明显的炎症细胞浸润并随着暴露浓度的增加而加重，同时可出现心脏血管炎症和微血栓以及肝细胞

肿胀等病理改变；Ｔｒｅｇ 细胞减少，硫化锑组和低剂量刹车片组巨噬细胞增加，同时 Ｍ２ 型巨噬细胞比例下调。 结论

刹车片颗粒及其成分硫化锑颗粒暴露对小鼠肺、心脏、肝等脏器具有不同程度的毒性作用，并对免疫系统造成了影

响，提示刹车来源的空气污染存在潜在健康危害。
【关键词】 　 刹车片颗粒；硫化锑颗粒；ＰＭ２􀆰 ５；炎症；免疫应答

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２４） ０３－００１０－０８

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈ ｈａｚａｒｄｓ ｏｆ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｂｒａｋｅ ｐａｄ
ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍａｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎｔｉｍｏｎｙ ｓｕｌｆｉｄｅ ｉｎ ｍｉｃｅ

ＬＩ Ｙａｎｈｏｎｇ， ＸＩＵ Ｊｉｎｇｈｕｉ， ＺＨＯＵ Ｌｉ， ＧＵＯ Ｊｉａｎｇｕｏ∗

（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ； Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ
Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ； ＮＨＣ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｈｕｍａｎ

Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｈｕｍａｎ Ｄｉｓｅａｓｅ Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ，
Ｓｔａｔｅ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００２１， Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｈａｒｍｆｕｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｒａｋｅ⁃ｐａｄ ｓｏｕｒｃｅｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｇｒｉｎｄ ｔｈｅ
ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｏｒ ａｎｔｉｍｏｎｙ ｓｕｌｆｉｄｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ． Ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｏｒ ａｎｔｉｍｏｎｙ ｓｕｌｆｉｄｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｂｙ ｔｒａｃｈｅａｌ
ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｆｏｒ １ ｍｏｎｔｈ． Ｗｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ， ｈｅａｒｔ， ａｎｄ ｌｉｖｅｒ， ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ （Ｔｒｅｇｓ） ｖｉａ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ ｅｘｐｏｓｕｒｅ， ｔｈｅ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｒｅｉｇｎ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｗａｌｌ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｓｅｅｎ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ａｒｏｕｎｄ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ，
ｗｈｉｃｈ ｗｏｒｓｅｎｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｖａｓｃｕｌａｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ



ｍｉｃｒｏｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ， ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ． Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ａｎｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔｉｍｏｎｙ ｓｕｌｆｉｄｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｇｒｏｕｐ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ
Ｍ２⁃ｔｙｐｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔｉｍｏｎｙ ｓｕｌｆｉｄｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎｔｉｍｏｎｙ ｓｕｌｆｉｄｅ ｈａｓ ｖａｒｙｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ，
ｈｅａｒｔ， ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｈａｓ ａｎ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｈｅａｌｔｈ ｈａｚａｒｄｓ ｏｆ ｂｒａｋｅ⁃ｐａｄ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ａｉｒ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ； ａｎｔｉｍｏｎｙ ｓｕｌｆｉｄｅ； ＰＭ２􀆰 ５； ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ； ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 大气颗粒物对城市空气环境造成了严重的污

染，并且严重影响社会群体的身体健康。 长期暴露

在大气颗粒物污染下可导致肺部病变。 大气颗粒

物是大气中存在的各种固态和液态颗粒状物质的

总称，包括总悬浮颗粒物（粒径≤１００ μｍ），其中粒

径＞１０ μｍ 的颗粒，几乎都可被鼻腔和口咽阻拦，而
粒径≤１０ μｍ 的颗粒物是可吸入颗粒物，也称作

ＰＭ１０（Ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ Ｍａｔｔｅｒ １０），可通过呼吸道进入人

体。 在 ＰＭ１０ 中，粒径≤２􀆰 ５ μｍ 的颗粒为 ＰＭ２􀆰 ５，约
占 ＰＭ１０ 的 ６０％～７０％，形状多样且不规则，内含铅、
汞等重金属和其他毒性或致癌物质，可以吸入肺泡

中，损害人类健康，其中 ０􀆰 ３～２ μｍ 的粒子几乎全部

沉积于肺泡而不能呼出，进而进入血液循环。 这些

颗粒有自然产生，也有人为因素形成［１－３］。 北京市

城区 ＰＭ２􀆰 ５ 主要来源于二次无机气溶胶、机动车、浮
尘和扬尘、工业排放、燃煤和生物质燃烧等，其中机

动车来源成分占较大比重（２２􀆰 ７％），轮胎和制动刹

车片磨损颗粒是交通颗粒物的重要来源［４－５］。
大量的研究表明短期接触 ＰＭ２􀆰 ５ 与哮喘、肺功

能障碍、肺癌、心脏病、中风和其他身心疾病密切相

关［６－８］。 ＰＭ２􀆰 ５ 进入呼吸道深部与肺组织接触，通过

刺激和作用于肺泡巨噬细胞、Ⅱ型肺泡上皮细胞，
诱发炎症导致呼吸道局部免疫力下降和肺组织纤

维化［９］。 自然调节 Ｔ 淋巴细胞（ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌ，
Ｔｒｅｇ）具有免疫调节作用，可抑制过度炎症反应，形
成自身和非自身免疫耐受，在过敏、自身免疫和器

官移植中发挥关键作用［１０］。 Ｔｒｅｇ 细胞的耗竭可导

致广泛的自身免疫和 ／或炎症性疾病［１１］。 巨噬细胞

在固有免疫和适应性免疫反应中具有重要的作用，
根据功能及炎症因子分泌水平可分为经典激活 Ｍ１
型巨噬细胞和交替激活 Ｍ２ 型巨噬细胞［１２－１３］。 Ｍ１
型巨噬细胞表现出强的促炎及抗原呈递能力，而 Ｍ２
型巨噬细胞则表现出抗炎、促进伤口愈合和组织修

复的作用［１４］。
本研究通过小鼠气管滴注刹车片研磨细颗粒

物及其主要成分硫化锑（ ａｎｔｉｍｏｎｙ ｓｕｌｆｉｄｅ，Ｓｂ２Ｓ３）颗
粒，模拟交通制动来源的细颗粒物暴露空气污染，
观察其对组织器官损伤的影响，并从免疫调节的角

度分析 Ｔｒｅｇ 细胞、巨噬细胞与组织病理改变和炎症

反应的关系。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 本研究采用 ８ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠，体重约

１８～２２ ｇ，共 ５６ 只，购自北京华阜康生物科技股份有

限公司［ＳＣＸＫ（京） ２０１９－０００８］。 实验小鼠为 ＳＰＦ
级，饲养于中国医学科学院医学实验动物研究所小

鼠 ＳＰＦ 屏障设施［ ＳＹＸＫ（京） ２０１８－００１９］，动物房

温度范围（１６～２６）℃，相对湿度 ４０％ ～６０％，明暗周

期 １２ ｈ ／ １２ ｈ，动物自由摄食饮水。 本研究中动物

的使用及其相关操作，经过中国医学科学院医学实

验动物研究所实验动物使用和管理委员会批准

（ＩＡＣＵＣ⁃ＱＣ２０１６００１）。 所有的动物实验操作过程

严格按照实验动物使用的 ３Ｒ 原则和动物伦理的相

关规定进行，给予实验动物人道关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 刹车片（０９８６ＡＢ３８２６，Ｂｏｓｃｈ）购自博世汽车部

件公司；Ｓｂ２Ｓ３（＃２４４５６２，Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ）购自 Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；ＨＥ 染色试剂盒（Ｃ０１０５ Ｓ，Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）购
自上海碧云天生物技术有限公司； 异氟烷 （ Ｉ⁃
０１４７０６８，Ｈｅｏｗｎｓ）购自天津希恩思奥普德科技有限

公司；红细胞裂解液（Ｒ１０１０，Ｓｏｌａｒｂｉｏ）购自北京索

莱宝科技有限公司；流式细胞染色抗体 ＰＥ⁃ａｎｔｉ⁃
Ｆｏｘｐ３ （ ＃ １１８９０４， Ｂｉｏｌｅｇｅｎ ）、 ＡＰＣ⁃ａｎｔｉ⁃ＣＤ２５ （ ＃
１６２１０５， Ｂｉｏｌｅｇｅｎ ）、 ＦＩＴＣ⁃ａｎｔｉ⁃ＣＤ４ （ ＃ １００４０６，
Ｂｉｏｌｅｇｅｎ）、 ＦＩＴＣ⁃ａｎｔｉ⁃Ｆ４ ／ ８０ （ ＃ １２３１０８， Ｂｉｏｌｅｇｅｎ ）、
ＡＰＣ ／ ｃｙ７⁃ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ （＃１０１２２６，Ｂｉｏｌｅｇｅｎ）、ＣＤ２０６（＃
１４１７０６，Ｂｉｏｌｅｇｅｎ）购自 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司。

球磨机（ＤＥＣＯ⁃ＰＢＭ⁃Ｖ⁃２ Ｌ，德科，中国）；粒度

分析仪（Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ ３０００，Ｍａｌｖｅｒｎ，英国）；小动物麻
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醉机（Ｒ５２０ＩＰ，瑞沃德，中国）；组织脱水机（ＡＳＰ３００
Ｓ，Ｌｅｉｃａ，德国）；石蜡包埋机 （ ＡＳＰ３００ Ｓ，Ｌｅｉｃａ，德
国）；石蜡切片机 （ ＳＭ２５００， Ｌｅｉｃａ，德国）；显微镜

（ＤＭ４Ｂ，Ｌｅｉｃａ，德国）；流式细胞仪（ＦＡＣＳＡｒｉａＴＭ Ⅲ，
ＢＤ，美国）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 颗粒物制备

　 　 打碎机粗磨刹车片，再用球磨机研磨刹车片颗

粒至 ２􀆰 ５ μｍ 粒径，收集后用生理盐水稀释备用。
Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒同样研磨至粒径 ２􀆰 ５ μｍ 用生理盐水稀

释后备用，颗粒粒径大小通过粒度分析仪进行检测。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物分组和颗粒物暴露

　 　 将小鼠随机分为刹车片组（低、中、高，每周每

只分别滴注 ８􀆰 ４ μｇ、１２􀆰 ５ μｇ、１６􀆰 ７ μｇ）、Ｓｂ２Ｓ３ 组

（低、中、高，每周每只分别滴注 １􀆰 ２ μｇ、１􀆰 ８ μｇ、３
μｇ）和对照组，每组 ８ 只小鼠。 剂量根据雾霾中颗

粒物的分级标准和国家环境空气质量指数（ＡＱＩ）技
术规定以及 ＰＭ２􀆰 ５ 中锑的含量和刹车片中锑的含量

计算出相对应的等效剂量，分别对应 ２００ μｇ ／ ｍ３（重
度污染）、３００ μｇ ／ ｍ３（严重污染）和 ５００ μｇ ／ ｍ３（极重

污染）的 ＰＭ２􀆰 ５ 浓度［１５－１７］。 对照组给予 ０􀆰 ９％生理

盐水气管滴注，干预组给予刹车片颗粒物或 Ｓｂ２Ｓ３

颗粒物悬液气管滴注。 小鼠异氟烷麻醉后，将研磨

好的刹车片细颗粒和 Ｓｂ２Ｓ３ 细颗粒经生理盐水稀释

成悬液后取 ２５ μＬ 通过气管滴注暴露给小鼠，每周

滴注 ２ 次，暴露 ４ 周［１７］。 实验结束后麻醉取材，观
察小鼠肺、心脏和肝病理改变。
１􀆰 ３􀆰 ３　 组织病理学检测

　 　 小鼠异氟烷麻醉后下腔静脉抽取抗凝血用于

流式细胞分析，解剖取材肺、心脏和肝，１０％福尔马

林溶液固定，石蜡包埋切片，脱水，经苏木素染色，
盐酸酒精分化，氨水返蓝后伊红染色，脱水，透明，
封片，观察组织病理改变。
１􀆰 ３􀆰 ４　 流式细胞检测

　 　 全血 ＥＤＴＡ 抗凝，红细胞裂解液裂解红细胞，洗
涤重悬，加入荧光标记抗体染色，上机检测 Ｔｒｅｇ 细

胞和巨噬细胞水平。 Ｔｒｅｇ 细胞检测为 ＣＤ４＋ ／ ／
ＣＤ２５＋ ／ ／ Ｆｏｘｐ３＋ 细 胞， ＭØ 巨 噬 细 胞 检 测 为

ＣＤ１１ｂ＋ ／ ／ Ｆ４ ／ ８０＋ 细 胞， Ｍ２ 型 巨 噬 细 胞 检 测 为

ＣＤ１１ｂ＋ ／ ／ Ｆ４ ／ ８０＋ ／ ／ ＣＤ２０６＋细胞。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验数据采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行统

计分析和绘图，以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，多组

间比较采用双因素方差分析，两两比较应用 ｔ 检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 研磨刹车片颗粒及 Ｓｂ２Ｓ３ 粒径分析

　 　 研磨不同时间（４ ｈ、１２ ｈ、１６ ｈ）刹车片颗粒粒

径通过粒度分析仪检测，结果发现研磨 １６ ｈ 后

９３􀆰 ７３％的颗粒粒径＜ ２􀆰 ５ μｍ（图 １Ａ ～ １Ｄ）。 市售

Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒在研磨 ４ ｈ 后 ９４􀆰 ７４％ 的颗粒粒径 ＜
２􀆰 ５ μｍ（图 １Ｅ、１Ｆ）。
２􀆰 ２　 小鼠暴露于不同剂量刹车片颗粒及 Ｓｂ２Ｓ３ 颗

粒 １ 个月后的组织病理改变

　 　 小鼠不同剂量刹车片颗粒暴露 １ 个月后病理分

析显示，对照组小鼠肺、心脏、肝组织病理未见异

常；８􀆰 ４ μｇ 低剂量组肺泡壁出现轻微外源性物质沉

积，血管周围轻微的炎性细胞浸润；心脏未观察到

明显异常；肝细胞肿胀。 １２􀆰 ５ μｇ 中剂量组肺泡壁

出现轻微的外源性物质沉积，血管周围轻微的炎性

细胞浸润；心血管间质轻微炎性细胞浸润，心血管

血栓，肌纤维变性；肝细胞肿胀，局灶性炎性细胞浸

润。 １６􀆰 ７ μｇ 高剂量组局部肺泡壁增厚，肺泡融合，
肺泡壁外源性物质沉积，巨噬细胞增多；心血管周

围炎性细胞浸润，血管微血栓；肝细胞肿胀。 （图 ２）
小鼠不同剂量 Ｓｂ２Ｓ３ 暴露 １ 个月后病理分析显

示，对照组小鼠肺、心脏、肝组织病理未见异常；１􀆰 ２
μｇ 低剂量组肺泡壁散在的炎性细胞浸润；心脏未观

察到明显异常；肝细胞肿胀，胞浆内空泡形成。 １􀆰 ８
μｇ 中剂量组肺泡壁和血管壁炎性细胞浸润；心脏未

观察到明显异常；肝细胞肿胀，局灶性炎性细胞浸

润。 ３ μｇ 高剂量组肺泡壁轻度增厚，炎性细胞浸

润，毛细血管扩张充血；心脏血管可见微血栓；肝细

胞肿胀，局灶性炎性细胞浸润。 （图 ３）
２􀆰 ３　 不同剂量刹车片或 Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒暴露 １ 个月后

小鼠外周血 Ｔｒｅｇ 和巨噬细胞分析

　 　 不同剂量刹车片颗粒或 Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒暴露后，与
对照组相比，外周血中 Ｔｒｅｇ 细胞均减少（Ｐ＜０􀆰 ０５），
但未显示出明显的剂量依赖性。 同时，与对照组相

比，Ｓｂ２Ｓ３ 低、中、高剂量干预后巨噬细胞水平均上

调（Ｐ＜０􀆰 ０５），而刹车片干预仅低剂量组巨噬细胞水

平上调（Ｐ＜０􀆰 ０５），同时进一步检测 ＣＤ２０６＋巨噬细

胞显示所有刹车片或 Ｓｂ２Ｓ３ 干预组的 Ｍ２ 型巨噬细

胞均下调（Ｐ＜０􀆰 ０５），提示持续的免疫活化和免疫损

伤。 （图 ４）
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注：Ａ：粗磨后刹车片颗粒粒径大小在 ０􀆰 ５２７～２５０ μｍ 之间，大多数粒径在 １０ μｍ 以上；Ｂ：研磨 ４ ｈ 后刹车片颗粒粒径在 ０􀆰 ５２７～２０ μｍ 之间；
Ｃ：研磨 １２ ｈ 后刹车片颗粒粒径在 ０􀆰 １２７～１０ μｍ 之间；Ｄ：研磨 １６ ｈ 后刹车片颗粒粒径在 ０􀆰 １２７～３􀆰 ５２７ μｍ 之间，其中 ９３􀆰 ７３％的颗粒粒径＜
２􀆰 ５ μｍ；Ｅ：购买的 Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒粒径在 ０􀆰 １２７～２００ μｍ 之间，多数粒径＞１０ μｍ；Ｆ：研磨 ４ ｈ 后 Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒粒径在 ０􀆰 １２７～ ２􀆰 ７８１ μｍ 之间，其中

９４􀆰 ７４％的颗粒粒径＜２􀆰 ５ μｍ。

图 １　 刹车片颗粒及 Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒粒径分析

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒａｋｅ ｐａｄｓ ａｆｔｅｒ ｒｏｕｇｈ ｇｒｉｎｄｉｎｇ ｗａｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ０􀆰 ５２７ ～ ２５０ μｍ， ｗｉｔｈ ｍｏｓｔ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｂｅｉｎｇ ｌａｒｇｅｒ ｔｈａｎ １０ μｍ． Ｂ， Ａｆｔｅｒ
ｇｒｉｎｄｉｎｇ ｆｏｒ ４ ｈ， ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｗａｓ ０􀆰 ５２７～２０ μｍ． Ｃ， Ａｆｔｅｒ １２ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｇｒｉｎｄｉｎｇ， ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｗａｓ ０􀆰 １２７
～１０ μｍ． Ｄ， Ａｆｔｅｒ １６ ｈ ｏｆ ｇｒｉｎｄｉｎｇ， ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｗａｓ ０􀆰 １２７ ～ ３􀆰 ５２７ μｍ， ｗｉｔｈ ｍｏｓｔ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｂｅｉｎｇ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ２􀆰 ５ μｍ． Ｅ，
Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｓｉｚｅ ｏｆ Ｓｂ２Ｓ３ ｐｕｒｃｈａｓｅｄ ｗａｓ ０􀆰 １２７～２００ μｍ， ｗｉｔｈ ｍｏｓｔ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｂｅｉｎｇ ｌａｒｇｅｒ ｔｈａｎ １０ μｍ． Ｆ， Ａｆｔｅｒ ４ ｈ ｏｆ ｇｒｉｎｄｉｎｇ， ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｏｆ Ｓｂ２Ｓ３

ｗａｓ ０􀆰 １２７～２􀆰 ７８１ μｍ， ｗｉｔｈ ９４􀆰 ７４％ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｂｅｉｎｇ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ２􀆰 ５ μｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｎｄ Ｓｂ２Ｓ３ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ

注：小鼠暴露不同剂量刹车片颗粒 １ 个月后肺、心脏、肝典型病理改变。

图 ２　 小鼠暴露不同剂量刹车片颗粒 １ 个月后病理改变

Ｎｏｔｅ． Ｔｙｐｉｃａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ， ｈｅａｒｔ， ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｆｏｒ ｏｎｅ ｍｏｎｔｈ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｆｏｒ １ ｍｏｎｔｈ
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注：小鼠暴露不同剂量 Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒 １ 个月后肺、心脏、肝典型病理改变。

图 ３　 小鼠暴露不同剂量 Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒 １ 个月后病理改变

Ｎｏｔｅ． Ｔｙｐｉｃａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ， ｈｅａｒｔ， ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｆｏｒ ｏｎｅ ｍｏｎｔｈ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ Ｓｂ２Ｓ３ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｆｏｒ ｏｎｅ ｍｏｎｔｈ

注：Ａ～Ｃ：不同剂量刹车片颗粒暴露 １ 个月后外周血 Ｔｒｅｇ 和巨噬细胞流式分析；Ｄ～ Ｆ：不同剂量 Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒暴露 １ 个月后外周血 Ｔｒｅｇ 和巨

噬细胞流式分析。 与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 外周血 Ｔｒｅｇ 和巨噬细胞流式细胞分析

Ｎｏｔｅ． Ａ～Ｃ， Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｔｒｅｇ ａｎｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ａｆｔｅｒ １ ｍｏｎｔｈ ｏｆ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｂｒａｋｅ ｐａｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ．
Ｄ～ Ｆ， Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ Ｔｒｅｇ ａｎｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｆｔｅｒ １ ｍｏｎｔｈ ｏｆ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ Ｓｂ２Ｓ３ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｔｒｅｇ ａｎｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ
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３　 讨论

　 　 随着电动汽车的普及和燃烧控制及尾气排放

处理系统的技术升级，非尾气来源颗粒在大气颗粒

物污染中的比重稳步增长。 其中，制动磨损是交通

来源颗粒污染的重要来源［５］，评估其对人肺细胞的

潜在毒性风险十分重要。 目前，关于空气中制动磨

损颗粒对机体的影响研究尚少［１８］。 据报道，由交通

工具制动产生的 ＰＭ２􀆰 ５ 增加了室上性早搏的频率，
并引发了健康青年男性促炎和促血栓反应［１９］。 在

细胞模型中，刹车颗粒暴露会加剧炎症反应并损害

巨噬细胞的吞噬作用［２０］。 此外，体外研究显示刹车

磨损纳米颗粒不产生明显毒性和炎症，但可增加粘

液的分泌并影响气道上皮细胞的损伤修复［２１］。 在

动物研究中，一项比较不同来源 ＰＭ２􀆰 ５ 毒性的小鼠

吸入暴露急性实验显示，包括刹车来源在内的不同

来源 ＰＭ２􀆰 ５ 短期暴露均具有诱发炎症的潜能，但未

观察到明显的细胞毒性和氧化应激，同时不同类型

刹车片的成分差异可影响颗粒的毒性效应［２２］。 刹

车材料中润滑剂材料影响刹车衬里的磨损特性，占
据刹车衬里质量的 ５％ ～２９％［２３］。 在刹车片润滑剂

材料中，金属锑（Ｓｂ）是其中的一种主要成分，约占

刹车制动衬片约 １％ ～ ５％的含量，其形式为辉石

（Ｓｂ２Ｓ３），用作润滑剂可以有效改善摩擦稳定性［２３］。
制动磨损排放的 Ｓｂ 被认为是潜在的空气重金属污

染重要来源。 长期吸入金属锑和氧化锑烟尘可引

起肺功能和结构变化，并可导致锑尘肺病［２４－２５］。 在

动物实验中，大、小鼠锑尘暴露可导致明显的肺毒

性和纤维化病变，并增加致癌风险［２６－２７］。 这些研究

中，锑尘多为氧化锑颗粒，而硫化锑颗粒毒性研究

少见报道。 目前，刹车磨损颗粒长期暴露对健康的

危害尚未见动物实验研究报道，在本研究中，我们

使用研磨后的刹车片及其主要成分 Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒，通
过气管滴注暴露于小鼠，观察其对小鼠肺、心脏、肝
等组织病理的影响。

研究发现刹车片颗粒及 Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒暴露小鼠的

肺、心脏、肝等都出现了血管相关的炎症性病变，并
随着浓度的增加病变程度加重，而其他组织器官如

脾、肾、小肠、脑等未观察到明显的病理改变（结果

未展示）。 流式细胞分析显示不同剂量刹车片和

Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒暴露 １ 个月后外周血中抑制炎症的 Ｔｒｅｇ
细胞减少，巨噬细胞比例增加而 Ｍ２ 型巨噬细胞比

例降低。 Ｔｒｅｇ 细胞对机体的免疫反应起到负调节

作用，在感染、代谢性疾病、自身免疫性疾病、组织

修复和肿瘤中扮演重要角色［２８－２９］。 本研究中刹车

片和 Ｓｂ２Ｓ３ 暴露小鼠 Ｔｒｅｇ 细胞减少，炎性细胞浸润

增加，提示免疫抑制反应减弱和持续的免疫损伤。
单核－巨噬细胞是免疫系统的重要组成部分，Ｍ１ ／
Ｍ２ 型巨噬细胞极化平衡决定着组织在炎症或损伤

中的命运［３０］。 当感染、刺激或炎症发生时巨噬细胞

首先表现出 Ｍ１ 表型，调动免疫反应清除有害刺激。
但是，Ｍ１ 期持续激活可造成组织损伤，在炎症后期

或组织修复阶段，巨噬细胞可转化为 Ｍ２ 型极化，分
泌 ＩＬ⁃１０ 等抑制炎症，有助于组织修复和重塑［３０］。
在本研究中，刹车片和 Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒暴露后，外周血巨

噬细胞增加而 Ｍ２ 型巨噬细胞比例降低，提示刹车

片和 Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒暴露产生持续的有害刺激源促使机

体募集和活化巨噬细胞吞噬有害颗粒物。 Ｔｒｅｇ 可

以通过分泌 ＩＬ⁃１０ 等诱导巨噬细胞向 Ｍ２ 型转化，暴
露后 Ｔｒｅｇ 细胞减少可能是 Ｍ２ 型抗炎巨噬细胞比例

降低的重要原因，并由此导致持续的炎症反应和免

疫损伤。 刹车片和 Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒暴露主要沉积于肺组

织，在小鼠心脏、肝器官中未发现受试物颗粒。 Ｓｂ
具有肝和心脏毒性，吸入 Ｓｂ２Ｓ３ 粉尘可导致多种动

物出现心肌退行性病变和心电图异常，而腹腔注射

锑剂后，实验动物可出现体重下降和肝、肾损伤［３１］。
同时研究显示 Ｓｂ 以及铜（Ｃｕ）、砷（Ａｓ）、锡（Ｓｎ）和

钨（Ｗ）等无机组分可能是 ＰＭ２􀆰 ５ 中诱导脂肪细胞变

性的关键毒性组分［３２］。 这些研究提示刹车片和

Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒暴露引起的心脏和肝病理改变可能和 Ｓｂ
的累积毒性有关。 同时肺部引发的炎症因子进入

外周循环引起的系统炎症反应也可能是导致心脏

和肝发生血管炎症和血栓的重要原因。
本研究表明刹车片颗粒及其成分 Ｓｂ２Ｓ３ 颗粒暴

露可对小鼠肺、心脏、肝造成不同程度的毒性损害，
并降低 Ｔｒｅｇ 细胞水平，可能与 Ｍ２ 型巨噬细胞转化

受阻和持续的免疫损伤有关。 制动刹车来源的颗

粒污染对机体健康的影响不容忽视，本研究的初步

结论为预防和关注刹车制动污染提供了理论基础，
其毒性效应及应答机制尚需进一步深入研究。
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一种用于相位对比 Ｘ 射线成像应用的遗体乳腺癌组织模拟器

随着乳腺 Ｘ 射线成像技术的进步，需要可靠的成像模拟器捕捉临床早期癌变和癌症病例中的细节，同
时消除模拟器而引起的伪影。 本研究介绍了一种从遗体乳腺组织制作的乳腺组织成像模拟器，适用于透射

和折射增强成像系统。 具体方法是在裸鼠体内正位植入人类癌细胞瘤，并植入固定组织，同时保持原始肿

瘤 ／脂肪组织界面，得到的人－鼠组织混合模拟器被安装在透明丙烯酸盒中，用于吸收和折射 Ｘ 射线成像。
此外还进行了数字乳腺层析成像。 最终呈现了模拟器的衰减成像和折射成像，以确认该模拟器适用于两种

成像模式。
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， ２０２３
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精索静脉曲张合并勃起功能障碍动物模型的构建
和评价

陆　 杰２，李群生１，周　 磊１，李东润１，申振南３，李凝华２，陈　 冬２，唐文平２，
朱璠宇２，杨文涛１，２∗

（１．广西中医药大学附属瑞康医院，南宁　 ５３００１１；２．广西中医药大学，南宁　 ５３０２００；
３．广西壮族自治区南溪山医院，广西 桂林　 ５４１０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过手术诱导 ＳＤ 大鼠精索静脉曲张（ＶＣ），阿扑吗啡试验（ＡＰＯ 试验）筛选 ＶＣ 后勃起功能

障碍（ＥＤ）的大鼠，探讨建立 ＶＣ 合并 ＥＤ 模型的方法。 方法　 将 ６０ 只大鼠随机分为空白组、假手术组、模型组，每
组 ２０ 只；参照 Ｔｕｒｎｅｒ 法，部分结扎左侧肾静脉，诱导左侧 ＶＣ；并进行 ３ 次 ＡＰＯ 试验，筛选诱导 ＶＣ 后出现 ＥＤ 的大

鼠，观察并记录勃起次数、生殖器梳理次数、打哈欠次数；测量双侧精索静脉直径；对双侧睾丸和肾称重；ＨＥ 染色观

察阴茎和左睾的病理改变；统计模型组大鼠的成模率。 结果　 模型组 ２０ 只大鼠中有 １５ 只成功进行 ＶＣ 合并 ＥＤ 造

模，成模率 ７５％；造模后，模型组左侧精索静脉直径显著增加（Ｐ＜０． ０１），且显著高于造模前（Ｐ＜０． ０１），模型组右侧

精索静脉直径增加（Ｐ＜０． ０５），且高于造模前（Ｐ＜０． ０５）；模型组左侧睾丸与右侧睾丸相比，重量显著降低（Ｐ＜０．
０１）；各组双侧肾重量相比，组间及组内无明显差异（Ｐ＜０． ０５）；模型组勃起次数、打哈欠次数、生殖器梳理次数显著

减少（Ｐ＜０． ０１），且随造模时间递减；模型组左侧睾丸和阴茎病理改变显著。 结论　 Ｔｕｒｎｅｒ 法可以诱导大鼠精索静

脉直径增加，引起睾丸损伤和重量下降，ＡＰＯ 试验可以筛选诱导 ＶＣ 后出现 ＥＤ 的大鼠，二者相结合适用于构建与

人类 ＶＣ 合并 ＥＤ 状态较相似的动物模型。
【关键词】 　 精索静脉曲张；勃起功能障碍；造模；阿扑吗啡试验
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ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌａｒｇｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｂｅｆｏｒｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ（Ｐ＜０． ０１）． Ｔｈｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｓｐｅｒｍａｔｉｃ ｖｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０． ０５） ａｎｄ ｈｉｇｈｅｒ（Ｐ＜０． ０５） ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｂｅｆｏｒｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｔｅｓｔｉｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０． ０１） ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｔｅｓｔｉｓ． Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｋｉｄｎｅｙ
ｗｅｉｇｈｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｒ ｗｉｔｈｉｎ ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０． ０５）． Ｉｎ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｅｒｅｃｔｉｏｎｓ， ｙａｗｎｉｎｇ， ａｎｄ
ｇｅｎｉｔａｌ ｇｒｏｏｍｉｎｇ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０． ０１） ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｔｅｓｔｉｓ ａｎｄ
ｐｅｎｉｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ Ｔｕｒｎｅｒ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｒｍａｔｉｃ ｖｅｉｎ
ｉｎ ｒａｔｓ， ｃａｕｓｉｎｇ ｔｅｓｔｉｓ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ａｎｄ ＡＰＯ ｔｅｓｔｓ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＥＤ ａｆｔｅｒ ＶＣ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＶＣ ｗｉｔｈ ａｎ ＥＤ ｓｔａｔｕｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｈｕｍａｎｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｖａｒｉｃｏｃｅｌｅ； ｅｒｅｃｔｉｌｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ； ｍｏｄｅｌｉｎｇ； ａｐｏｍｏｒｐｈｉｎｅ ｔｅｓｔ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 精索静脉曲张（ ｖａｒｉｃｏｃｅｌｅ， ＶＣ）是一种常见

的男科疾病，以精索内蔓状静脉丛的异常扩张为

主要临床特征，发生在大约 １５％的男性人群 ［１］ 。
勃起功能障碍（ ｅｒｅｃｔｉｌｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＥＤ）是最常见

的一种男性性功能障碍，可由心理、血管、内分泌

等因素引起。 长期临床研究发现部分 ＶＣ 患者同

时伴有 ＥＤ，经 ＶＣ 手术后，勃起功能明显改善，
ＶＣ 和 ＥＤ 之间可能存在某种联系，但二者间关系

的研究报道较少。 Ｌｅｖｉｎｇｅｒ 等 ［２］ 学者报道青春期

后精索静脉曲张的发病率会随年龄增长而增加，
对男性的精神体力、性功能、生育能力均会产生

不同程度的负面影响。
因此，制备稳定的动物模型对探讨 ＶＣ 与 ＥＤ 的

相关性和探究潜在药物作用机制和防治等具有重

要意义。 目前手术诱导 ＶＣ 使用最广泛的是 Ｔｕｒｎｅｒ
法［３］，通过部分缩窄左肾静脉，使左侧精索内静脉

压力增加，导致左侧精索内静脉和片状静脉丛扩

张。 此外还有 Ｎａｊａｒｉ 等［４］的显微手术左髂总静脉与

左精索静脉沟通支结扎法和 Ｗａｎｇ 等［５］的结扎左侧

精索静脉主干与部分缩窄左肾静脉法。 动物 ＥＤ 筛

查主要通过不同疾病的诱导方法［６］，主要有海绵体

内压测定法［７］ 和阿扑吗啡（ ａｐｏｍｏｒｐｈｉｎｅ，ＡＰＯ） 试

验［８］。 Ｔｕｒｎｅｒ 法与 ＡＰＯ 试验相结合，操作简单，推
测可能适合 ＶＣ 合并 ＥＤ 模型的构建。 本研究通过

Ｔｕｒｎｅｒ 法诱导大鼠精索静脉曲张，联合 ＡＰＯ 试验筛

选 ＥＤ 大鼠，探讨建立 ＶＣ 合并 ＥＤ 模型的方法，为
进一步实验奠定模型基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠 ６０ 只，体重 １８０ ～ ２００ ｇ，８
周龄，由斯贝福 （北京） 生物技术有限公司提供

［ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０］。 动物饲养于卓强生物科

技有限公司 ＳＰＦ 级实验动物中心［ＳＹＸＫ（桂）２０２１－
０００７］，温度（２０±６）℃，湿度 ４０％ ～ ７０％，１２ ｈ ／ １２ ｈ
明暗交替。 实验方案符合 ３Ｒ 原则并获得广西中医

药大学动物伦理委员会批准（ＤＷ２０２２０５２６－３０３）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 异氟烷（青岛欧博方公司，批号：２０２１１１０６）；阿
扑吗 啡 （ 上 海 阿 拉 丁 生 化 科 技 公 司， 批 号：
Ｋ２２１２０２７）；苏木素（Ｓｉｇｍａ 公司，批号：７１０１４５４４）；
伊红（国药集团，批号：Ｈ９６２７）；中性树胶（国药集

团，批号：１０００４１６０）。 手术器械（Ｊ３１１１０，上海医疗

器械有限公司）；头戴式放大镜（ＭＧ⁃９８９２Ｂ２，东莞

市比高电子有限公司）；游标卡尺 （ ＧＢ ／ Ｔ２１３８９⁃
２００８，青岛美吉特精密工具有限公司）；倒置显微镜

（ＩＸ７１，ＯＬＹＭＰＵＳ 公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验分组

　 　 大鼠随机分为 ３ 组：空白组（Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ），不
处理＋ＡＰＯ 试验；假手术组（Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ），假手术＋
ＡＰＯ 试验；模型组 （Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ），手术诱导 ＶＣ ＋
ＡＰＯ 试验。 每组 ２０ 只，适应性喂养 １ 周后，第 ２ 周

进行动物模型的构建。
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１􀆰 ３􀆰 ２　 诱导大鼠 ＶＣ 的原理

　 　 Ｔｕｒｎｅｒ［３］认为通过部分阻塞左肾静脉可导致阻

塞端静脉压力增加，压力可传递到左侧精索静脉，
导致左侧 ＶＣ，此种机制模仿人类中的“胡桃夹子”
现象，即当左肾静脉在主动脉和肠系膜上动脉之间

被压迫出现部分闭塞时，就会发生这种现象。 本研

究按照此方法，在左肾静脉和下腔静脉的夹角处用

４－０ 丝线打结造成左肾静脉部分阻塞，迫使左肾静

脉压力增大，从而使左精索静脉回流压力加剧，导
致 ＶＣ。 （图 １）

注：Ａ、Ｂ 由 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ２０２０ 软件制作。 Ａ：左肾静脉、下腔静脉、左精索静脉位置关系示意；Ｂ：左肾静脉部分结扎位置；Ｃ：大鼠用 ４－０ 丝

线部分结扎左侧肾静脉位置。 红色箭头表示下腔静脉，蓝色箭头表示左侧精索静脉，黄色箭头表示左肾精脉，紫色箭头表示左肾上腺

静脉，黑色箭头表示左侧输尿管静脉，红色方框表示左侧肾精脉部分结扎位置。

图 １　 左侧精索静脉曲张造模原理示意图

Ｎｏｔｅ． Ａ ａｎｄ Ｂ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ２０２０． Ａ， Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｌｅｆｔ ｒｅｎａｌ ｖｅｉｎ， ｉｎｆｅｒｉｏｒ ｖｅｎａ ｃａｖａ ａｎｄ ｌｅｆｔ ｓｐｅｒｍａｔｉｃ ｖｅｉｎ． Ｂ， Ｐａｒｔｉａｌ
ｌｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｒｅｎａｌ ｖｅｉｎ． Ｃ， Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｒｅｎａｌ ｖｅｉｎ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ４－０ ｓｕｔｕｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ． Ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｆｅｒｉｏｒ
ｖｅｎａ ｃａｖａ， ｔｈｅ ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｓｐｅｒｍａｔｉｃ ｖｅｉｎ， ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｒｅｎａｌ ｓｐｅｒｍａｔｉｃ ｖｅｉｎ， ｔｈｅ ｐｕｒｐｌｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ
ｌｅｆｔ ａｄｒｅｎａｌ ｖｅｉｎ， ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｕｒｅｔｅｒａｌ ｖｅｉｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｄ ｂｏｘ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｒｅｎａｌ
ｓｐｅｒｍａｔｉｃ ｖｅｉｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｌｅｆｔ ｖａｒｉｃｏｃｅｌｅ

１􀆰 ３􀆰 ３　 操作步骤

　 　 诱导大鼠左侧 ＶＣ 的操作步骤：（１）术者佩戴头

戴式放大镜操作，予大鼠 ２％异氟烷，以 １０ Ｌ ／ ｍｉｎ 流

速持续吸入麻醉；（２）消毒后打开腹腔，充分暴露术

野，区分左肾静脉、左肾上腺静脉、下腔静脉、左精

索静脉及左输尿管静脉；（３）钝性游离左肾静脉和

下腔静脉，将直径为 ０􀆰 ８ ｍｍ 的 ８＃平头注射器针头

放置于左肾上腺静脉和下腔静脉之间，在左肾静脉

及下腔静脉交叉处用 ４－０ 丝线将针头和左肾静脉

一并结扎；（４）检查线结松紧，避免误扎其他血管，
结扎后可观察到左肾静脉较术前膨隆颜色加深，可
认为左肾静脉已被部分阻塞；（５）用 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 注
射液冲洗腹腔后，缝合术口，手术过程严格按照无

菌要求，常规抗菌预防感染。 （图 ２）
１􀆰 ３􀆰 ４　 大鼠勃起的测定及模型的筛选

　 　 共进行 ３ 次 ＡＰＯ 试验，第 １ 周末进行第 １ 次

ＡＰＯ 试验检测术前大鼠的勃起功能是否正常。 第

３、６ 周末进行第 ２、３ 次以筛选出现 ＥＤ 的大鼠。 在

安静的条件下，房间里的光线减弱，使大鼠能够适

应环境 １０ ｍｉｎ。 将 １００ μｇ ／ ｋｇ ＡＰＯ 皮下注射到颈部

柔软的皮肤中。 在透明玻璃笼子观察大鼠 ３０ ｍｉｎ，
并使用数码相机录制视频。 当观察到背部凹弓，臀
部推力，龟头和阴茎远端完全出现时，计算 １ 次勃

起。 记录勃起次数、打哈欠次数和生殖器梳理次

数［９］。 （图 ３）
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＶＣ 合并 ＥＤ 模型的判定及脱落标准

　 　 造模成功判定：大鼠诱导 ＶＣ 后出现 ＥＤ，且左

侧精索静脉直径＞１ ｍｍ 或测量直径扩张 ３ 倍以上

视为 ＶＣ 合并 ＥＤ 大鼠模型成功建立。 脱落标准：诱
导 ＶＣ 前，各组大鼠 ＡＰＯ 试验勃起反应不明显的；
诱导 ＶＣ 后，模型组大鼠发现左侧精索静脉直径未

超过 １ ｍｍ 或无 ＥＤ 表现的；喂养过程中出现因腹腔

感染、肠梗阻等因素死亡的。 最后计算成功造模数

和模型组总数之比作为成模率。
１􀆰 ３􀆰 ６　 各组大鼠双侧精索静脉直径的测量

　 　 第 ２ 周，打开假手术组、模型组的腹腔，测量双
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注：Ａ：术野各静脉位置；Ｂ：用止血钳穿过左肾精脉与下腔静脉交叉处；Ｃ：用 ４－０ 丝线穿过左肾精脉与下腔静脉交叉处；Ｄ：将直径为 ０􀆰 ８ ｍｍ
的 ８＃平头注射器针头放置于二者之间，用 ４－０ 丝线将针头和左肾静脉一并结扎；Ｅ：确认左肾静脉为部分结扎，并检查各血管是否损伤；Ｆ：
左肾静脉部分结扎后较术前膨隆，颜色加深，其余各静脉结构完整。 红色箭头表示下腔静脉，蓝色箭头表示左侧精索静脉，黄色箭头表示左

肾精脉，紫色箭头表示左肾上腺静脉，黑色箭头表示左侧输尿管静脉，红色方框表示左侧肾精脉部分结扎位置。

图 ２　 精索静脉曲张造模主要操作步骤示意图

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｖｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｆｉｅｌｄ． Ｂ， Ｈｅｍｏｓｔａｔｉｃ ｆｏｒｃｅｐ ｗａｓ ｐａｓｓｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｒｅｎａｌ ｓｅｍｉｎａｌ ｖｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ
ｉｎｆｅｒｉｏｒ ｖｅｎａ ｃａｖａ． Ｃ， Ａ ４－０ ｓｕｔｕｒｅ ｐａｓｓｉｎｇ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｒｅｎａｌ ｓｅｍｉｎａｌ ｖｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｅｒｉｏｒ ｖｅｎａ ｃａｖａ． Ｄ， Ａｎ ８＃ ｆｌａｔ⁃ｈｅａｄｅｄ
ｓｙｒｉｎｇｅ ｎｅｅｄｌｅ ｗｉｔｈ ａ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ０􀆰 ８ ｍｍ ｗａｓ ｐｌａｃｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅｍ． Ｅ， Ｃｏｎｆｉｒｍｉｎｇ ｐａｒｔｉａｌ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｒｅｎａｌ ｖｅｉｎ， ａｎｄ ｅｘａｍｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｖｅｉｎｓ ｆｏｒ
ｉｎｊｕｒｙ． Ｆ， Ｌｅｆｔ ｒｅｎａｌ ｖｅｉｎ ｗａｓ ｓｗｏｌｌｅｎ ａｎｄ ｄａｒｋ ｉｎ ｃｏｌｏｒ ａｆｔｅｒ ｐａｒｔｉａｌ ｌｉｇａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｖｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔａｃｔ． Ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｆｅｒｉｏｒ ｖｅｎａ
ｃａｖａ， ｔｈｅ ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｓｐｅｒｍａｔｉｃ ｖｅｉｎ， ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｒｅｎａｌ ｓｐｅｒｍａｔｉｃ ｖｅｉｎ， ｔｈｅ ｐｕｒｐｌｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｅｆｔ
ａｄｒｅｎａｌ ｖｅｉｎ， ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｕｒｅｔｅｒａｌ ｖｅｉｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｄ ｂｏｘ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｒｅｎａｌ ｓｐｅｒｍａｔｉｃ ｖｅｉｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｖａｒｉｃｏｃｅｌｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

图 ３　 大鼠勃起反应表现

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｒｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｒａｔｓ

侧精索静脉直径。 第 ８ 周末，打开各组大鼠腹腔，观
察左侧精索静脉是否增宽，同时观察右侧精索静脉

是否增宽，用游标卡尺在髂腰静脉处测量双侧精索

静脉直径，对比各组造模后两侧精索静脉直径。
１􀆰 ３􀆰 ７　 双侧睾丸、双肾的重量的测定

　 　 第 ８ 周末，摘除大鼠双侧睾丸，置于有刻度的方
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格板中，观察双侧睾丸大小，用电子天平测量睾丸

的重量，对比各组大鼠双侧睾丸的体积和重量。 摘

取大鼠双侧肾，体积和重量的测量方法与睾丸相

同，对比各组大鼠双侧肾的体积和重量。
１􀆰 ３􀆰 ８　 大鼠阴茎和左侧睾丸的苏木精－伊红染色

　 　 将大鼠阴茎组织和左侧睾丸组织固定在 Ｂｏｕｉｎ
溶液中，用 ７０％乙醇洗涤，组织样品用石蜡包埋，取
５ μｍ 切片。 滴加苏木素染色，蒸馏水洗至组织呈蓝

紫色，滴加 １％盐酸乙醇分化 ２ ｓ，待组织变红，蒸馏

水洗至组织呈蓝紫色，伊红染色，无水乙醇脱水，滴
加中性树胶，封片，镜下观察并拍照。 观察组织的

病理改变。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 数据采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 统计分析软件处理。 计量

资料所有数据均采用平均数±标准差（ ｘ－ ± ｓ ）表示，
符合正态分布的数据组间比较采用方差分析，组内

比较采用配对 Ｔ 检验；不符合正态分布的数据以及

计数资料采用非参数检验。 组间等级资料采用

Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验，以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为具有显著性差异。

２　 结果

２􀆰 １　 成模率及脱落情况

　 　 空白组 １ 只、假手术组 ２ 只、模型组 １ 只大鼠在

第 １ 次 ＡＰＯ 试验中勃起反应不明显而脱落。 空白

组 １ 只大鼠在喂养过程中死亡，假手术组 １ 只大鼠

因肠梗阻死亡而脱落。 模型组 １ 只大鼠因左侧精索

静脉＜１ ｍｍ，２ 只在第 ２、３ 次 ＡＰＯ 试验中无 ＥＤ 表

现，１ 只大鼠二者均有而脱落。 脱落后最终有 １５ 只

大鼠造模成功，成模率为 ７５％。 各组最终成活大鼠

数量分别为空白组 １８ 只、假手术组 １７ 只、模型组

１５ 只。
２􀆰 ２　 ＶＣ 造模结果及双侧精索静脉直径比较

　 　 模型组明显可见迂曲增粗的静脉丛，表明左侧

精索静脉明显曲张。 而空白组和假手术组左侧精

索静脉则无明显变化（图 ４）。 模型组造模前左侧精

索静脉直径与假手术组比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０􀆰 ０５），造模后与空白组和假手术组比较直径显著

增加（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ０１），且显著高于造模前（Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 模型组造模前右侧精索静脉直径与假手术

组比较无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），造模后与空白组和

假手术组比较直径增加（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０５），且高于

造模前（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 （图 ５）
２􀆰 ３　 各组大鼠双侧肾、睾丸重量比较

　 　 模型组左侧睾丸与空白组、假手术组比较重量

显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ０１），与右侧睾丸比较重量

显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 模型组右侧睾丸与空白组、假
手术组比较重量略有下降，但差异无统计学意义（Ｐ
＞０􀆰 ０５）。 各组双侧肾重量相比，组间及组内均无明

显差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 （图 ６）
２􀆰 ４　 大鼠勃起功能测定结果

　 　 第 １ 周末，各组大鼠勃起次数、打哈欠次数、生
殖器梳理次数无明显差别（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 第 ３、６ 周末，
模型组与空白组、假手术组比较，勃起次数、打哈欠

次数、生殖器梳理次数均显著减少 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 模型组内，第 １ 周末与第 ３、６ 周末比较，勃
起、打哈欠、生殖器梳理次数均显著下降（Ｐ＜０． ０１，Ｐ
＜０． ０１）。 模型组大鼠勃起次数、打哈欠次数、生殖

器梳理次数随时间递减。 （图 ７）

图 ４　 各组大鼠左精索静脉曲张程度

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｖａｒｉｃｏｃｅｌｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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注：与假手术组和空白组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与造模后比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０． ０１。

图 ５　 各组大鼠双侧精索静脉直径的比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｆ ａｆｔｅｒ⁃ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０． ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｓｐｅｒｍａｔｉｃ ｖｅｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与假手术组和空白组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与左侧睾丸比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 各组大鼠双侧睾丸、双侧肾重量的比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｔｅｓｔｉｓ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｔｅｓｔｉｓｅｓ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙｓ ｗｅｉｇｈｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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２􀆰 ５　 ＶＣ 造模后阴茎和左侧睾丸组织病理变化

　 　 睾丸 ＨＥ 结果显示，空白组和假手术组曲精小

管内各类精细胞形态和数目正常，间质细胞胞质丰

富，边界清晰。 模型组曲精小管内各类精细胞发生

退化变性，层数减少，间质细胞排列疏松。 阴茎 ＨＥ
染色结果显示，空白组和假手术组大鼠阴茎海绵体

组织排列整齐，无明显断裂现象；模型组海绵体组

织结构不完整、排列紊乱，甚至断裂。 （图 ８）

注：与空白组和假手术组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与第 ３ 和第 ６ 周末比较， ａＰ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组大鼠勃起、打哈欠和生殖器梳理次数的比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ３ｒｄ ａｎｄ ６ｔｈ ｗｅｅｋｅｎｄ， ａＰ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｅｒｅｃｔｉｏｎ， ｙａｗｎｉｎｇ ａｎｄ ｇｅｎｉｔａｌ ｇｒｏｏｍｉｎｇ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ８　 各组大鼠左侧睾丸组织和阴茎海绵体组织病理变化（ＨＥ 染色）
Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｅｆｔ ｔｅｓｔｉｓ ａｎｄ ｃｏｒｐｕｓ ｃａｖｅｒｎｏｓｕｍ ｐｅｎｉｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

３　 讨论

　 　 目前，ＶＣ 合并 ＥＤ 的机制仍有待进一步研究，
有学者指出 ＶＣ 因静脉回流不畅、静脉血液返流引

起睾 丸 损 害 并 出 现 性 腺 功 能 减 退， 进 而 引 起

ＥＤ［１０－１１］。 精索静脉与阴茎血管在解剖上虽无直接

的通路，但 ＶＣ 可通过改变正常的激素水平来影响

ＥＤ，ＶＣ 引起间质细胞水平的下丘脑－垂体－性腺轴

功能障碍，并导致睾酮等激素代谢紊乱［１２－１３］。 阴茎

勃起机制中静脉闭塞功能是关键因素，ＶＣ 也属于

静脉功能异常的一种表现，二者发病均与静脉功能

有密切关系，可能导致 ＶＣ 与 ＥＤ 的合并出现。 如果

从整体考虑，也可能 ＶＣ 与 ＥＤ 都是全身性疾病的局

部表现，只是 ＶＣ 加重了 ＥＤ 或是加速了 ＥＤ［１４］。 基

于现有研究，我们通过手术诱导 ＶＣ，结合 ＡＰＯ 筛选

ＶＣ 后存在 ＥＤ 的大鼠，以此来制备稳定可靠的 ＶＣ
合并 ＥＤ 动物模型是进一步探究其发病机制的重要

保证。
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关于 ＶＣ 的诱导，多数学者至今仍采用 Ｔｕｒｎｅｒ
法［１５］。 此法通过部分阻塞左肾静脉，可导致阻塞端

静脉压力的增加，压力可传递到左侧精索静脉，导
致左侧精索静脉曲张。 为确保模型的稳定性，我们

在部分结扎左肾静脉时，使用 ０􀆰 ８ ｍｍ 的平头针，适
中的打结力度，避开左肾动脉，避免了肾的萎缩。
有研究认为，当左肾静脉管腔直径减小至 ０􀆰 ８ ｍｍ
以下时，会发生左肾萎缩，发病率与收缩程度呈正

相关，使用 ０􀆰 ８ ｍｍ 平头针可以将左肾静脉缩小到

合适的大小，而不会引起肾病变［１６］。 因此，结果显

示各组大鼠未出现肾萎缩，且双侧肾重量差异无统

计学意义。 各个研究在测量精索静脉直径的标准

也不一致，主要有测量左侧精索静脉直径最大

处［１７］、蔓状静脉与精索静脉主干之间的静脉直

径［１８］、髂腰静脉水平左侧精索静脉直径［１９］ 等，本研

究测量左髂腰静脉水平左侧精索静脉直径，髂腰静

脉在大鼠腹腔中容易辨认，左侧精索静脉曲张恰好

经过左髂腰静脉适合用作测量左侧精索静脉的标

记，保证了测量的准确性。 因此，造模后模型组大

鼠左侧精索静脉直径较空白组和假手术组显著增

加，对比右侧也明显增加。 此外，我们还发现模型

组右侧精索静脉直径也有不同程度的增加，可能由

于左侧 ＶＣ 引起对侧代偿性增宽。
ＡＰＯ 是一种非选择性多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）能

受体激动剂，通过中枢 ＤＡ 能系统的 Ｄ２、Ｄ４ 受体介

导能有效地促进勃起作用，很早被用于检测大鼠的

勃起功能［２０－２１］。 本研究在低光照、安静的环境下，
应用录像的方法，进行了多次 ＡＰＯ 试验，筛选出现

ＥＤ 的大鼠，降低了因为人为、环境、应激等因素造

成的误差。 除了统计阴茎勃起次数外，本研究还通

过观察大鼠打哈欠反应、梳理阴茎等性兴奋行为的

频率，更全面客观地评估大鼠的勃起功能。 低剂量

的 ＡＰＯ 会引起大鼠打哈欠反应，与阴茎勃起类似，
是中枢神经系统中突触前膜 ＤＡ 受体被刺激的结

果［２２］。 Ｍｅｌｉｓ 等［２３］ 研究表明，ＡＰＯ 后的勃起、打哈

欠反应和正常的性反应都被证明有睾酮依赖性，很
大程度上依赖于睾丸的功能，因为阉割显著降低了

反应的频率。 打哈欠频繁地发生与生殖器梳理有

关，一系列的内源性介质，如 ＤＡ、乙酰胆碱、ＮＯ 和

阿片类肽等引发这些反应［２４－２５］。 在青春期前后，雄
性大鼠出现包括睾丸下降、生殖器自我梳理和自发

性阴茎勃起的变化，这被认为是性成熟的指标，且
与雄性大鼠的勃起功能有关［２６］。 本次实验中，模型

组手术诱导 ＶＣ 后，剔除了未出现 ＥＤ 的大鼠，ＡＰＯ
试验后表现为勃起次数下降、打哈欠和生殖器梳理

次数降低，并且随时间递减。
此外，我们还观察到模型组左睾重量显著低于

空白组和假手术组，与对侧比小于右睾。 可能是 ＶＣ
对睾丸产生包括静脉淤积、睾丸温度升高、氧化应

激等负面影响，导致睾丸的损伤或萎缩，引起生精

细胞和间质细胞的凋亡，从而使睾丸生精功能下降

的同 时 睾 酮 也 降 低， 最 终 使 大 鼠 勃 起 反 应 下

降［２７－２８］。 也有研究表明，造模后的大鼠左侧睾丸重

量较对照组降低，睾丸病理切片显示模型组睾丸的

曲细精管、间质细胞均有不同程度的损伤，与本研

究结果一致［２９－３１］。 同时，阴茎 ＨＥ 染色也显示模型

组阴茎海绵体组织结构不完整、排列紊乱，甚至断

裂。 因此，本研究通过比较各组大鼠双侧睾丸的重

量、睾丸和阴茎的病理改变，验证了该方法的可靠

性和稳定性，同时成模率达到 ７５％，进一步表明该

方法具备可重复性。
综上，Ｔｕｒｎｅｒ 法可以诱导大鼠精索静脉直径增

加，引起睾丸损伤和重量下降，ＡＰＯ 试验可以筛选

诱导 ＶＣ 后出现 ＥＤ 的大鼠，二者相结合适用于构建

与人类 ＶＣ 合并 ＥＤ 状态较相似的动物模型，为 ＶＣ
合并 ＥＤ 机制的进一步研究奠定基础。
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｒｃｈ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ３

马立威，姚宏玉，陈哲，等． ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路在大戟大枣汤抗不同分子表型乳腺癌中的调控作用 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４，
３４（３）： ２７－３５．
Ｍａ ＬＷ， Ｙａｏ ＨＹ， Ｃｈｅｎ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ ｆｉｓｃｈｅｒｉａｎａ Ｓｔｅｕｄ． ａｎｄ ｊｕｊｕｂａ ａｇａｉｎｓｔ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｖｉａ ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（３）： ２７－３５．
ｄｏｉ： １０． ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６． ２０２４． ０３． ００４

［基金项目］国家自然科学基金（８２１７４２０７）；齐齐哈尔市科技局联合引导项目（ ＬＨＹＤ⁃２０２０２８）；黑龙江省中医药管理局科技计划项目

（ＺＨＹ２０２０⁃１７９）。
［作者简介］马立威（１９８７—），男，副研究员，研究方向：药物抗肿瘤。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｍａｌｉｗｅｉ＠ ｑｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
［通信作者］刘吉成（１９５８—），男，教授，研究方向：药物抗肿瘤。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｊｃｌｉｕ＠ ｑｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路在大戟大枣汤抗不同分子表型
乳腺癌中的调控作用

马立威１，姚宏玉２，陈　 哲３，倪世宇４，陈　 颂２，李　 京５，刘吉成１∗

（１．齐齐哈尔医学院 医药科学研究院，黑龙江 齐齐哈尔　 １６１００６；２．齐齐哈尔医学院 药学院，黑龙江 齐齐哈尔　 １６１００６；
３．齐齐哈尔医学院 公共卫生学院，黑龙江 齐齐哈尔　 １６１００６；４．齐齐哈尔医学院附属第五医院，黑龙江 大庆　 １６３００１；

５．齐齐哈尔医学院附属第三医院，黑龙江 齐齐哈尔　 １６１０９９）

　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路在大戟大枣汤 （ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ ｆｉｓｃｈｅｒｉａｎａ Ｓｔｅｕｄ． ａｎｄ ｊｕｊｕｂａ，
ＤＥＦＳＪ）抗雌激素受体（ＥＲ）阴性（－）和 ＥＲ 阳性（＋）乳腺癌中的调控作用，为乳腺癌的针对性治疗提供参考。 方法

制备 ＤＥＦＳＪ 提取液，采用 ＵＨＰＬＣ⁃Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ 仪进行质控分析。 ＤＥＦＳＪ 含药血清（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ，ＣＳ）依照体外血

清药理学方法进行获取，乳腺癌（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 和（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞分别用不同浓度 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 干预 ４８ ｈ。
流式细胞术检测细胞周期分布，ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ 实验评估细胞凋亡程度，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路相关蛋白表

达，实时定量聚合酶链反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）法检测 ＦｏｘＯ３ａ、ＦｏｘＯ１ａ 及 Ｂｉｍ ｍＲＮＡ 表达；激光共聚焦显微镜观察 ＦｏｘＯ３ａ
蛋白核转位。 结果　 ＵＰＬＣ 对 ５ 批 ＤＥＦＳＪ 提取物进行了分析，结果表明制备工艺可行，质量可控，保证了药理学实

验结果的准确性。 体外实验中发现，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 能阻断细胞在 Ｇ２ ／ Ｍ 期（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１）；ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ 实验中呈现

典型的细胞凋亡梯带；与阴性对照组比较，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 能使 ｐ⁃ＰＩ３ｋ、ｐ⁃Ａｋｔ、ｐ⁃ＦｏｘＯ３ａ 及 ｐ⁃ＦｏｘＯ１ａ 蛋白表达降低（Ｐ＜
０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｂｉｍ 蛋白表达升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；使 ＦｏｘＯ３ａ、ＦｏｘＯ１ａ ｍＲＮＡ 表达降低（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｂｉｍ ｍＲＮＡ 表

达升高（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１）；并能使细胞中 ＦｏｘＯ３ａ 蛋白呈现显著的核转位变化；且各数据结果均显示 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对

（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞比对（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞作用效果更好。 结论　 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路参与了大戟大枣汤抗乳腺

癌作用的调控，作用效果因乳腺癌表型差异而不同。
【关键词】 　 狼毒大戟；ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞；ＭＣＦ⁃７ 细胞；ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路
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５． ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｑｉｑｉｈａｅｒ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｑｉｑｉｈａｒ １６１０９９）
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ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＤＥＦＳＪ ｅｘｔｒａｃｔ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ＵＨＰＬＣ⁃
Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ． ＤＥＦＳＪ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ （ＣＳ） ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｖｉａ ａ ｓｅｒｕｍ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｍｅｔｈｏｄ ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｗｅｒｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ａｎｄ （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｏｒ ４８ ｈ． Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｙｃｌｅ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ． ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ
ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｏｘＯ３ａ， ＦｏｘＯ１ａ， ａｎｄ Ｂｉｍ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ． Ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ
ＦｏｘＯ３ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａｎａｌｙｓｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｌａｓｅｒ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｆｉｖｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ＤＥＦＳＪ ｅｘｔｒａｃｔ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ
ｕｓｉｎｇ ＵＰＬＣ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｆｅａｓｉｂｌｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｗａｓ ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｌｅ， ｅｎｓｕｒｉｎｇ
ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ． ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｂｌｏｃｋｅｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｇ２ ／ Ｍ ｐｈａｓｅ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）．
Ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｌａｄｄｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ ｈａｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＰＩ３ｋ， ｐ⁃Ａｋｔ， ｐ⁃ＦｏｘＯ３ａ， ａｎｄ ｐ⁃
ＦｏｘＯ１ａ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｉｍ （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｏｘＯ３ａ
ａｎｄ ＦｏｘＯ１ａ （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｉｍ （Ｐ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ＜ ０． ０１）； ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｎｕｃｌｅａｒ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＦｏｘＯ３ａ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｔｈｅ ｄａｔａ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｈａｄ ａ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｎ
（ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＥＦＳＪ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ａｎｔｉ⁃ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｔｈｅ ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ
ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｖａｒｉｅｓ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ ｆｉｓｃｈｅｒｉａｎａ Ｓｔｅｕｄ． ； ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ｃｅｌｌｓ； ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ； ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 在 ２０２０ 年《全球癌症统计报告》中的数据显

示，全球范围内新增乳腺癌病例约 ２２６ 万，超过了肺

癌的新增病例数，成为全球第一大癌［１］。 而现今，
临床上针对乳腺肿瘤患者的治疗仍是以手术为第

一选择，辅以放、化疗及内分泌治疗等，但弊端是术

后易出现复发的情况，且放、化疗易产生不良反

应［２］。 激素依赖性乳腺肿瘤的发生发现，和雌激素

的产生量关系密切。 近些年，乳腺癌患者给予内分

泌药物治疗能够有效改善病人的预后，特别作为主

要的治疗方案针对激素受体为阳性的乳腺癌患

者［３］。 有研究指出，在乳腺肿瘤患者中，按基因分

型的雌激素受体阴性（ＥＲ－）患者占近 １ ／ ３，这部分

人群中还以年轻女性为主［４］。 在临床上相比其它

分型，高的侵袭性及不良的预后是 ＥＲ－乳腺癌的特

点。 因而，在乳腺癌的治疗研究中，有效治疗 ＥＲ－
乳腺癌是重点和难点。

中药及其活性提取物在抗乳腺癌中发挥着重

要作用，有报道证实，众多中药的活性成分均能抑

制乳腺肿瘤细胞的增殖、迁移和复发，并影响其耐

药性［５］。 中医药防治乳腺癌效果确切，将中医药的

辨证论治及整体观思想与现代医学的精准治疗相

结合，就能起到扬长避短发挥中西医各自优势的作

用，在乳腺癌防治中有着重要意义［６］。 狼毒大戟

（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ ｆｉｓｃｈｅｒｉａｎａ Ｓｔｅｕｄ． ）为传统中草药，２０２０
年版药典记载其味辛、性平，有毒，归肝、脾经，能起

到散结及杀虫的功效，作为外用药治疗淋巴结结

核、皮癣；课题组前期从辨证论治的角度提出并证

实了基于以毒攻毒理论，ＥＲ－乳腺癌是乳腺癌毒（癌
毒、邪毒）性的表现形式，能够被狼毒大戟的毒（药
性）所攻；本研究以此作为理论依据开展。 同时前

期研究也证实大戟大枣汤含药血清对乳腺癌 ＭＣＦ⁃７
细胞的增殖有一定的抑制效果并能诱导其产生凋

亡［７］；而它的抗乳腺肿瘤效果能否因分子表型不同

呈现不同的治疗效果，将在本研究中探讨。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 由哈尔滨医科大学实验动物医学部 ［ ＳＣＸＫ
（黑）２０１９－００１］提供的 ８～９ 周龄的 ２０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ
大鼠，雄性，体重 ３００ ～ ３３０ ｇ，按 ＳＰＦ 级动物饲养要

求在齐齐哈尔医学院下属的实验动物中心进行喂

养及实验［ＳＹＸＫ（黑）２０２１－０１３］，相关动物实验内

容经齐齐哈尔医学院学术伦理委员会授权（ＱＭＵ⁃
ＡＥＣＣ⁃２０２１⁃６７），并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予

人道的关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞株

　 　 乳腺癌（ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ 细胞、（ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃
４５３ 细胞均采购自中国科学院细胞资源中心，在液

氮中储藏备用。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 Ｌ１５ 培养基、ＭＥＭ 培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ 试剂公司，

８２ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



批号：ＡＦ２９５００５７３、ＡＨ３００５０２８６）；ＦＢＳ 血清（ Ｃｌａｒｋ
试剂公司，批号：ＪＣ６３４３６）；ＤＡＰＩ 染料（Ｔｈｅｒｍｏ 生物

公司，批号：１８９０３４２）；周期检测 ｋｉｔ（美国 ＢＤ 生物

科学 公 司， 批 号： ９２８３０２４ ）； ＡｃｔｉｎＧｒｅｅｎ４８８ 染 料

（ Ｇｅｎｅ Ｃｏｐｏｅｉａ 试 剂 公 司， 批 号： １５０１１３６ Ｔ ）；
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ、ＤＮＡ 提取试剂盒、ＴＢＧｒｅｅｎ
ＰｒｅｍｉｘＥｘ Ｔａｐ、ＴＲＩｚｏｌ（ＴａＫａＲａ 生物技术公司，批号：
ＡＪ６０６５８Ａ、ＡＫ１３０１、ＡＪＧ１４２１Ａ、ＡＩ５１０２８Ａ）；兔抗人

ｐ⁃ＰＩ３ｋ 单克隆抗体；兔抗人 ｐ⁃ＦｏｘＯ３ａ 多克隆抗体、
兔抗人 Ｂｉｍ 单克隆抗体为美国 Ａｂｃａｍ 公司产品；兔
抗人 ｐ⁃ＦｏｘＯ１ａ 单克隆抗体、兔抗人 ｐ⁃Ａｋｔ 单克隆抗

体、羊抗兔 ＩｇＧ 抗体为美国 ＣＳＴ 公司产品。
６５００＋型 ＵＨＰＬＣ⁃Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ（美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ

公司）；Ｓｐａｒｋ 型酶标仪（奥地利 ＴＥＣＡＮ 公司）；３１１１
型细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 生物公司）；Ｒ⁃３００ 型旋

转蒸发（瑞士 Ｂｕｃｈｉ 公司）；Ｏｂｓｅｒｖｅｒ Ａ１ 型荧光显微

镜、ＬＳＭ７１０ 型激光共聚焦显微镜（德国 Ｚｅｉｓｓ 仪器

公司）；Ｑ５ 型 ＰＣＲ 仪（美国应用生物系统公司）；
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 型流式细胞仪（美国 ＢＤ 生物科学公

司）；ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ 型荧光及化学发光成像系统（美
国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 生命医学产品有限公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验药物制备

　 　 狼毒大戟药材采摘于黑龙江省泰康县，经郭丽

娜教授（本校天然药物化学实验中心）鉴定后使用，
样品收集在齐齐哈尔医学院地方药物标本室（标本

号：１１２３Ｃ０００６００００００１２８）；大枣采购于齐齐哈尔药

材批发市场。 大戟大枣汤（ＤＥＦＳＪ）制备已在前期研

究中完成［７］：狼毒大戟根切片与医用大枣按重量比

１ ∶ １ 的比例混合，加入 １０ 倍量的蒸馏水，混合后经

浸泡、煎煮（每次 ２ ｈ，共煎煮 ２ 次）、旋蒸 ５ 倍浓缩

后即得 ＤＥＦＳＪ 提取液（１ ｇ 生药 ／ ｍＬ）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 含药血清制备

　 　 ＳＤ 大鼠适应性喂养 １ 周后进行实验。 大戟大

枣汤含药血清（ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ）的制备已在前期研究中

完成［７］；简述制备过程如下，阴性对照组 ＳＤ 大鼠灌

胃适量生理盐水，ＤＥＦＳＪ 低、中、高剂量组分别灌胃

给予 ＤＥＦＳＪ 提取液 ２􀆰 ５、５􀆰 ０ 和 １０􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ，每天间隔

给药 ２ 次，不间断持续 ３ ｄ，最后 １ 次给药 ６０ ｍｉｎ
后，麻醉大鼠并开腹找到腹主动脉取血、分离血清，
备用。
１􀆰 ３􀆰 ３　 细胞培养

　 　 取出液氮中的 ＭＣＦ⁃７ 细胞用含 １０％血清的

ＭＥＭ 完全培养基进行培养及传代；同时取出 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃４５３ 细胞用含 １０％血清的 Ｌ１５ 完全培养基进行

培养及传代，ＭＣＦ⁃７ 细胞置于 ５％ ＣＯ２、９５％空气的

培养箱中培养；ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞置于 １００％空气的

培养箱中培养，细胞约 ２～３ ｄ 传代 １ 次。
１􀆰 ３􀆰 ４　 实验分组

　 　 实验分阴性对照组（１０％阴性对照组含药血清

＋９０％培养基）、ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 低（１０％ ＤＥＦＳＪ 低剂量组

含药血清＋９０％培养基）、中（１０％ ＤＥＦＳＪ 中剂量组

含药血清＋９０％培养基）、高（１０％ ＤＥＦＳＪ 高剂量组

含药血清＋９０％培养基）剂量组。
１􀆰 ３􀆰 ５　 质控分析

　 　 按照“１􀆰 ３􀆰 １”中的方法分别制备 ５ 批 ＤＥＦＳＪ 提

取液，取各批次提取液 １００ μＬ 用 ４００ μＬ 蒸馏水稀

释 １ 倍，旋涡 ３０ ｓ，用 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤。 采用

ＵＨＰＬＣ⁃Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ 对 ＤＥＦＳＪ 提取液进行质控分

析。 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱 （ ２􀆰 １ ｍｍ ×
１００ ｍｍ，１􀆰 ８ μｍ，Ｗａｔｅｒｓ 公司），在 ４０ ℃条件下，流
速为 ０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ，注入量设置为 １􀆰 ０ μＬ。 流动相是

由 Ａ（含 ０􀆰 １％甲酸的超纯水）和 Ｂ（含 ０􀆰 １％甲酸的

乙腈）组成。 梯度洗脱条件：０～２􀆰 ５ ｍｉｎ，９５％ Ａ，５％
Ｂ；２􀆰 ５～３􀆰 ５ ｍｉｎ，７５％ Ａ，２５％ Ｂ；３􀆰 ５ ～ ４􀆰 ５ ｍｉｎ，５０％
Ａ，５０％ Ｂ；４􀆰 ５ ～ ７􀆰 ５ ｍｉｎ，２５％ Ａ，７５％ Ｂ；７􀆰 ５ ～ ８􀆰 ０
ｍｉｎ，２５％ Ａ，７５％ Ｂ 和 ８􀆰 ０～１７􀆰 ０ ｍｉｎ，１００％ Ｂ。
１􀆰 ３􀆰 ６　 流式细胞术检测细胞周期分布

　 　 将处于对数生长期的 （ ＥＲ －） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３、
（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞用细胞计数仪计数 ６ 孔细胞培养

板 ２􀆰 ０×１０５ ／孔，并添加 ２ ｍＬ 完全培养基，待细胞贴

壁后进行实验，实验分阴性对照组、ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 低、
中、高剂量组。 待 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作用细胞 ４８ ｈ 后，胰酶

消化后收集细胞悬液至流式管中，按试剂盒说明操

作，依次加入 ２５０ μＬ 试剂 Ａ 液，室温下反应 １０ ｍｉｎ，
加入 ２００ μＬ 试剂 Ｂ 液，室温下反应 １０ ｍｉｎ，加入

２００ μＬ 试剂 Ｃ 液，室温避光反应 １０ ｍｉｎ 后，上流式

细胞仪检测，并分析细胞各周期分布情况。
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＤＮＡ 琼脂糖凝胶电泳分析细胞凋亡

　 　 细胞准备及分组处理情况同 “１􀆰 ３􀆰 ６”，依据

ＤＮＡ 提取试剂盒说明书简述实验方案如下，向装有

各组细胞的离心管中， 依次加入试剂 ＲＮａｓｅＡ、
Ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｋ、裂解液轻轻混匀，置于 ７０ ℃水浴中反应

１０ ｍｉｎ；冷却后将无水乙醇滴加进各组离心管内，管
中呈现白色絮状沉淀，随后将管内液体移到试剂盒

提供的 ＤＮＡ 纯化柱中；将柱子离心弃上清并加入试

９２中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



剂盒自带洗涤液洗涤，重复 ２ 次，随后将柱子镶套在

１􀆰 ５ ｍＬ 的离心管中，滴加一定体积的洗脱液，在常

温下静置 １０ ｍｉｎ，随后在离心机上低温离心，将洗脱

下来的各组细胞的 ＤＮＡ 收集。 将纯化的 ＤＮＡ 样品

上样至预先配置的 １％浓度的琼脂糖凝胶中，并加

入电泳液在电泳仪上电泳约 ３０ ｍｉｎ，然后在全自动

荧光及化学发光系统中成像并拍照分析。
１􀆰 ３􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测相关蛋白表达

　 　 将处于对数期的（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３、（ＥＲ＋）
ＭＣＦ⁃７ 细胞，以 ２􀆰 ０×１０５ ／ ｍＬ 接种到 １００ ｍｍ 的细胞

培养皿中，每个皿中含 ８􀆰 ０ ｍＬ 完全培养基，放入培

养箱中过夜后用于实验；消化、离心收集实验药物

处理 ４８ ｈ 的各组细胞置于 Ｅｐ 管内，每个 Ｅｐ 管内滴

加 ２􀆰 ０ ｍＬ 的 ＲＩＰＡ 裂解液（含一定浓度的磷酸酶、
蛋白酶抑制剂），置于冰浴中 ０􀆰 ５ ｈ（每 １０ ｍｉｎ 混匀

１ 次），随后将 Ｅｐ 管离心，将含有蛋白的上清液移到

另一干净的 Ｅｐ 管中，按照 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒说

明书，对提取的各组蛋白进行定量。 将定量的蛋白

样品依次经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离、转膜、封闭，
一抗反应、二抗反应后，滴加 ＥＣＬ 发光液在成像系

统仪内发光，获取目的蛋白及内参蛋白（ＧＡＰＤＨ）图
像信息，通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白灰度值。
１􀆰 ３􀆰 ９ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法 检 测 Ｂｉｍ、 ＦｏｘＯ３ａ、 ＦｏｘＯ１ａ
ｍＲＮＡ 表达

　 　 细胞准备及分组处理情况同 “１􀆰 ３􀆰 ６”；取出

ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作用 ４８ ｈ 的各组细胞。 采用 ＴＲＩｚｏｌ 法，
将 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ 溶液加到培养板的各孔中以获取总

ＲＮＡ，ＲＮＡ 的浓度和纯度通过微量分光光度计分析

用 Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 处 的 吸 光 度 比 值 来 评 估， 依 据

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 说明书，进行 ｃＤＮＡ 的合

成，然后以 ｃＤＮＡ 为模板，依据 ＰｒｅｍｉｘＥｘ Ｔａｐ 说明书

执行定量 ＰＣＲ 反应，将 β⁃ａｃｔｉｎ 当做管家基因，检测

ＦｏｘＯ３ａ、ＦｏｘＯ１ａ、Ｂｉｍ 基因；待测基因引物序列及扩

增长度见表 １。 测得各组样本的 Ｃｔ 值，用如下公式

进行相对定量计算：待测基因的相对表达量＝ ２－△△Ｃｔ

（△△Ｃｔ＝（Ｃｔ 目的基因－Ｃｔ 对照基因） －（Ｃｔ 管家目

的基因－Ｃｔ 管家对照基因））。
１􀆰 ３􀆰 １０　 激光共聚焦显微镜下观察 ＦｏｘＯ３ａ 蛋白核

转位变化

　 　 将处于对数期的（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３、（ＥＲ＋）
ＭＣＦ⁃７ 细胞，以 ２􀆰 ０×１０５ ／ ｍＬ 的密度移植置共聚焦

１２ 孔培养板（黑壁底透）内，每孔 １􀆰 ０ ｍＬ 完全培养

基，放入培养箱中过夜后用于实验，分组设置为阴

　 　 　 　
表 １　 引物的组成和被扩增产物的长度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｌｅｎｇｔｈ
基因
Ｇｅｎｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

长度 ／ ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：５’⁃ＧＴＴＧＴＣＧＡＣＧＡＣＧＡＧＣＧ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＧＣＡＣＡＧＡＧＣＣＴＣＧＣＣＴＴ⁃３’ ９３

ＦｏｘＯ３ａ Ｆ：５’⁃ＡＧＴＴＣＣＣＴＣＡＴＴＣＴＧＧＡＣＣＣ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＣＴＴＣＡＡＧＧＡＴＡＡＧＧＧＣＧＡＣＡ⁃３’ １０２

ＦｏｘＯ１ａ Ｆ：５’⁃ＧＣＡＣＡＣＧＡＡＴＧＡＡＣＴＴＧＣＴＧ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＡＡＧＡＧＣＧＴＧＣＣＣＴＡＣＴＴＣＡＡ⁃３’ １０６

Ｂｉｍ Ｆ：５’⁃ＧＡＴＡＧＴＧＧＴＴＧＡＡＧＧＣＣＴＧＧ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＣＣＴＣＣＣＴＡＣＡＧＡＣＡＧＡＧＣＣＡ⁃３’ １０２

性对照组、ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 中剂量组、ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 中剂量组
＋ＬＹ２９４００２（ＰＩ３ｋ 信号通路抑制剂）组，置培养箱中

继续孵育 ４８ ｈ 后终止，进行免疫染色，具体步骤如

下：培养板中的细胞经固定液固定，通透液通透，在
室温中用含有 １％ ＢＳＡ 的磷酸盐缓冲液进行封闭

０􀆰 ５ ｈ；滴加 ａｎｔｉ⁃ＦｏｘＯ３ａ 抗体，在 ４ ℃环境中反应过

夜，次日加入荧光二抗在室温条件下避光、孵育 １􀆰 ５
ｈ；并用 ＤＡＰＩ 染料对细胞核进行染色；激光共聚焦

显微镜下获取接受不同处理的细胞形态变化、目的

蛋白表达位置的变化并拍照，所有图片拍摄时激光

强度设置相同。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验结果数据以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，使
用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件处理，根据方差齐性检验结果，多
组间比较采用单因素方差分析，组间的对比采取

Ｄｕｎｎｅｔｔ⁃ｔ 方法，数据的比较结果按照 Ｐ＜０􀆰 ０５ 代表

差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＵＨＰＬＣ 对 ＤＥＦＳＪ 提取液质控分析结果

　 　 采用 ＵＨＰＬＣ 对 ５ 批 ＤＥＦＳＪ 提取液进行质控分

析，结果如图 １ 所示，各批次提取液成分稳定，证明

制备工艺可行，质量可控，保证了后续药理实验结

果的准确性。
２􀆰 ２　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对乳腺癌细胞 ＤＮＡ“梯带”形成的

影响

　 　 通过琼脂糖凝胶电泳分析 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作用后乳

腺癌细胞的核酸片段化程度，以判断细胞凋亡程

度。 结果发现阴性对照组细胞无 ＤＮＡ 损伤，电泳图

显示为一条区带；ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作用后的各组细胞，电
泳均呈现“梯形”条带，且“梯形”条带特征呈显著浓

度依赖，结果如图 ２ 所示。
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２􀆰 ３　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对细胞中 Ｂｉｍ、ＦｏｘＯ３ａ、ＦｏｘＯ１ａ
ｍＲＮＡ 表达的影响　
　 　 由图 ３ 可知，与阴性对照组比较，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 可

浓度依赖性的对细胞中 ＦｏｘＯ３ａ、ＦｏｘＯ１ａ ｍＲＮＡ 表达

下调，对 Ｂｉｍ ｍＲＮＡ 表达上调（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），
且对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞中相关基因表达的作

用趋势更为显著。

注：Ａ：（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞效果图；Ｂ：（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞效果图。

图 ２　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 和（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞 ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ 形成的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ｃｅｌｌ ｄｒａｗｉｎｇ． Ｂ， （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ ｄｒａｗｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｏｎ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｉｎ （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ａｎｄ （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ

注：Ａ：ＦｏｘＯ３ａ ｍＲＮＡ 和 ＦｏｘＯ１ａ ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：Ｂｉｍ ｍＲＮＡ 表达。 与阴性对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 和（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞中相关 ｍＲＮＡ 表达的影响（􀭰ｘ±ｓ， ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， ＦｏｘＯ３ａ ａｎｄ ＦｏｘＯ１ａ ｍＲＮＡ ｒｅｎｄｅｒｉｎｇ． Ｂ， Ｂｉｍ ｍＲＮＡ ｒｅｎｄｅｒｉｎｇ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｍＲＮＡ ｉｎ （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ａｎｄ （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ４ 　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对 细 胞 中 ｐ⁃ＰＩ３ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃
ＦｏｘＯ３ａ、ｐ⁃ＦｏｘＯ１ａ 和 Ｂｉｍ 蛋白表达影响

　 　 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对细胞中

ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路相关蛋白的表达变化，由图 ４ 可

知，与阴性对照组比较，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作用可抑制（ＥＲ
＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞 ｐ⁃ＰＩ３ｋ、ｐ⁃Ａｋｔ 和 ｐ⁃ＦｏｘＯ３ａ 蛋白的表

图 １　 ５ 批 ＤＥＦＳＪ 提取液的离子峰图合拼图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂａｓｅ ｐｅａｋ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤＥＦＳＪ
ｅｘｔｒａｃｔ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｆｉｖｅ ｂａｔｃｈｅｓ
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达水平，上调 Ｂｉｍ 蛋白的表达（Ｐ＜０􀆰 ０５）；抑制（ＥＲ
－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞 ｐ⁃ＰＩ３ｋ、ｐ⁃Ａｋｔ、ｐ⁃ＦｏｘＯ３ａ 和 ｐ⁃
ＦｏｘＯ１ａ 蛋白的表达水平，上调 Ｂｉｍ 蛋白的表达（Ｐ＜
０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），且对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞中相

关蛋白表达的作用趋势更为显著。
２􀆰 ５　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对乳腺癌细胞中 ＦｏｘＯ３ａ 蛋白核

转位的影响　
　 　 ＤＥＦＳＪ ⁃ＣＳ或联合ＬＹ２９４００２药理性封闭对（ＥＲ

注：Ａ：作用效果图；Ｂ：定量结果。 与阴性对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 和（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路相关蛋白表达的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｒｅｎｄｅｒｉｎｇ． Ｂ， Ｑｕａｎｔｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ａｎｄ （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ

注：Ａ：（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞效果图；Ｂ：（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞效果图。

图 ５　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 或（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞 ＦｏｘＯ３ａ 蛋白核转位的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ｃｅｌｌ ｄｒａｗｉｎｇ． Ｂ， （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ ｄｒａｗｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｏｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＦｏｘＯ３ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ａｎｄ （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ
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－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３、（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞中 ＦｏｘＯ３ａ 蛋白

核转位的变化结果如图 ５ 所示。 阴性对照组中

ＤＡＰＩ 染色的核区域内无明显红色荧光，但胞质中红

色荧光相对较明显，而 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作用后胞质及胞

核中均可见红色荧光，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 联合 ＬＹ２９４００２ 共

同反应的细胞核区域中可见红色荧光强度增加，呈
现蛋白的核转位变化。

２􀆰 ６　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对乳腺癌细胞周期分布的影响

　 　 如图 ６ 所示，与阴性对照组比较，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 低、
中、高剂量组能阻断 （ ＥＲ －） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞于

Ｇ２ ／ Ｍ 期（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 中、高剂量

组能阻断（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞于 Ｇ２ ／ Ｍ 期（Ｐ＜０． ０５，Ｐ
＜０． ０１），可见对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞的周期阻

断效果更为显著。

注：Ａ：（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞效果图；Ｂ：（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞效果图；Ｃ：定量结果。 与阴性对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 和（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞周期分布的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ｃｅｌｌ ｄｒａｗｉｎｇ． Ｂ， （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ ｄｒａｗｉｎｇ． Ｃ， Ｑｕａｎｔｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ａｎｄ （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ
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３　 讨论

　 　 在民间，狼毒蒸枣，食其枣来治疗实体瘤［８］，如
今现临床上对此说法并未得到证实。 狼毒大戟被

制成各种类型的制剂，用于治疗肺结核、坏血病、胸
闷、溃疡等疾病［９］；但目前并没有治疗肿瘤的制剂

上市。 但有相关的文献报道，５􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 狼毒大戟水

提液对 Ｓ１８０ 腹水瘤小鼠的抑瘤率达到 ３３􀆰 ６％［１０］。
另外，前期对大戟大枣汤（ＤＥＦＳＪ）的急性毒性实验

研究发现，ＤＥＦＳＪ 在昆明小鼠上的半数致死量为

１２􀆰 ６０ ｇ ／ ｋｇ［１１］，结合前期研究也证实 ＤＥＦＳＪ 在体外

有较好的抗乳腺肿瘤作用［７－８］。 这些为本研究用药

剂量的确定奠定了基础。
本研究首先对 ＤＥＦＳＪ 提取液进行了质控分析，

结果证实其成分稳定，制备工艺可行，保证了后续

药理学实验结果的准确性。 研究发现，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作

用 ４８ ｈ 可阻滞乳腺癌（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞及

（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞于 Ｇ２ ／ Ｍ 期，且对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３
细胞的阻断效果更为显著。 文献报道，细胞周期出

现异常对于肿瘤发生、发展的影响至关重要［１２］。 抗

肿瘤药物也可通过诱导 ＤＮＡ 的异常嵌入和损伤，催
化下游底物包括细胞周期相关因子等进一步磷酸

化来实现抗肿瘤作用［１３］。 研究中又通过 ＤＮＡ 琼脂

糖凝胶电泳实验发现，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 的作用也可使两种

乳腺癌细胞呈现核酸片段化的 ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ 梯带。
而 ＤＮＡ 损伤是许多药物发挥抗肿瘤作用的重要机

制［１４－１５］。 抗癌药物亦可诱导癌细胞 ＤＮＡ 双链断

裂，进而促进肿瘤细胞的凋亡［１６］。 研究证实，致使

肿瘤细胞发生无限增殖的一个重要因素是细胞凋

亡的失衡；因此，针对干预肿瘤细胞凋亡的研究也

是肿瘤治疗研究中的热点［１２］。 这与前期研究结果，
“ＤＥＦＳＪ 在体外可抑制乳腺癌细胞增殖并诱导细胞

凋亡的作用” ［７］相符合。
无论细胞周期阻断还是诱导细胞凋亡作用，都

要受到相关信号通路的调控。 有研究指出，作为人

机体内重要信号通路之一的 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路影

响甚广，其与机体内的生理、病理过程以及生物学

过程如细胞的增殖、凋亡、蛋白质的翻译等均密切

相关［１７］。 ＦｏｘＯ１ａ 及 ＦｏｘＯ３ａ 均为 Ｆｏｘ 家族的重要成

员，是 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路下游的关键因子［１８］。 ＦｏｘＯ１ａ
作为 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 信号途径下游重要靶蛋白之一，随着

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路的活化而被磷酸化激活后可影响细

胞的增殖、凋亡等生物学活动［１９］。 在 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 转

导途径遭受抑制作用时，去磷酸化的 ＦｏｘＯ３ａ 就能从

细胞浆中转入细胞核内，从而导致下游细胞中的

Ｂｉｍ 蛋白表达水平增多，进而使细胞出现凋亡状

态［２０］。 内源性 ＦｏｘＯ３ａ 核转位的发生也被公认成是

细胞发生凋亡的显著特征［２１］。
前期研究也发现，ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路可能参与了

ＤＥＦＳＪ 对乳腺癌增殖及凋亡的调控［７］；本研究进一

步通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法及 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测了 ＰＩ３ｋ ／
Ａｋｔ 通路相关因子的表达，发现 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 能使两种

不同表型的乳腺癌细胞中 ｐ⁃ＰＩ３ｋ、ｐ⁃Ａｋｔ、ｐ⁃ＦｏｘＯ３ａ
及 ｐ⁃ＦｏｘＯ１ａ 蛋白表达降低，使 Ｂｉｍ 蛋白表达升高，
使 ＦｏｘＯ３ａ、ＦｏｘＯ１ａ ｍＲＮＡ 表达降低，使 Ｂｉｍ ｍＲＮＡ
表达升高；并进一步通过激光共聚焦显微镜观察到

ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作用后细胞呈现显著的 ＦｏｘＯ３ａ 蛋白核转

位；且各数据结果均显示 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃４５３ 细胞比对（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞作用效果更好。

综上，ＤＥＦＳＪ 在体外可通过 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路参与

对激素受体阴性和激素受体阳性乳腺癌细胞的增

殖抑制及诱导凋亡作用的调控，且作用效果因乳腺

癌表型的差异而不同。 本研究将为乳腺癌的个体

化精准治疗研究提供思路和依据。
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４Ｔ１ 乳腺癌细胞株接种联合慢性束缚应激诱导
乳腺癌合并抑郁小鼠模型构建探索

刘　 燕１，３，彭梦薇１，刘高源１，杨铁柱２，张文娴１，吴耀松１，陈玉龙１∗

（１．河南中医药大学中医学院（仲景学院），河南省中医方证信号传导重点实验室，郑州　 ４５００４６；
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３． 河南中医药大学，河南省豫药全产业链研发协同创新中心，郑州 ４５００４６）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究 ４Ｔ１ 乳腺癌细胞株接种联合慢性束缚应激方法构建乳腺癌合并抑郁症小鼠模型核心行

为症状、生物学指标、病理学等改变。 方法 　 ＢＡＢＬ ／ ｃ 小鼠随机分为正常（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、束缚（ Ｓｔｒｅｓｓ）组、移植瘤

（Ｔｕｍｏｒ）组和束缚移植瘤（Ｓｔｒｅｓｓ＋Ｔｕｍｏｒ，Ｓ＋Ｔ）组，将 ４Ｔ１ 细胞株接种于 Ｔｕｍｏｒ 和 Ｓ＋Ｔ 组小鼠腋下，待成瘤后，给予

Ｓｔｒｅｓｓ 和 Ｓ＋Ｔ 组小鼠束缚应激 ２１ ｄ。 造模期间监测各组小鼠体重、摄食量。 实验结束后，采用糖水偏好、旷场、高架

十字迷宫、强迫游泳等试验评价各组小鼠抑郁样行为。 小鼠处死后，测量小鼠瘤体重量和体积；采用 ＥＬＩＳＡ 方法检

测各组小鼠血清肿瘤标志物糖类抗原（ＣＡ１９９）、癌胚抗原（ＣＥＡ）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）以及相关神经递质 ５⁃
羟色胺（５⁃ＨＴ）、去甲肾上腺素（ＮＥ）、皮质酮（ＣＯＲＴ）的含量；运用 ＨＥ 染色法观察小鼠肿瘤和海马组织病理学改

变。 结果　 Ｓ＋Ｔ 组小鼠体重、摄食量显著降低，瘤体重量和体积明显增大，血清肿瘤标志物（ＣＡ１９９、ＣＥＡ、ＶＥＧＦ）水
平显著升高，快感和对新环境的探索欲望减弱，紧张和绝望行为显著增强，血清神经递质 ５⁃ＨＴ 和 ＮＥ 水平显著降

低，ＣＯＲＴ 水平显著升高；另外肿瘤组织细胞排列松散，间质减少，病理性核分裂象增多，海马 ＣＡ３ 区神经元细胞排

列和形态紊乱，核内空泡化样改变明显。 结论　 ４Ｔ１ 乳腺癌细胞株接种联合慢性束缚应激诱导的乳腺癌合并抑郁

小鼠模型出现了乳腺癌和抑郁症双重典型症状和生物学指标改变，可为乳腺癌合并抑郁实验研究提供较好的模型

参考。
【关键词】 　 乳腺癌合并抑郁；移植瘤；慢性束缚应激；肿瘤标志物；神经递质；行为学
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ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｌｏｏｓｅ， ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｎｕｃｌｅａｒ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｈａｓｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ
ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＣＡ３ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗｅｒｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ ｎｕｃｌｅａｒ ｖａｃｕｏｌａｔｉｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｃｈａｎｇｅｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ４Ｔ１ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＣＲＳ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｄｕａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ
ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｇｏｏｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｔｕｍｏｒ； ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ； ｔｕｍｏｒ
ｍａｒｋｅｒ； ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ； ｂｅｈａｖｉｏｒ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 根据世界卫生组织国际癌症研究机构公布

的 ２０２０ 年数据，乳腺癌最新诊断发病率首次超

过肺癌，成为全球发病率第一的癌症 ［１］ 。 随着医

疗策略的转变，人们逐渐意识到乳腺癌的发生不

仅与生理因素有关，还与个人神经、心理因素和

社会环境所造成的压力密切相关。 与其他类型

癌症相比，由于放化疗、乳房切除术、更年期等因

素的副作用，乳腺癌患者的抑郁症发生率显著升

高，而且抑郁情绪又可导致乳腺癌的复发和转

移，从而 直 接 影 响 乳 腺 癌 患 者 的 预 后 和 生 存

率 ［２］ 。 因此，抑郁与乳腺癌之间的联系越来越

受到研究者的重视，然而，目前关于乳腺癌合并

抑郁症 （ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＢＣＲＤ）
的研究多倾向于临床，由于临床研究局限性较

多，因此其深层分子机制研究的开展仍需要依

靠动物模型来完成，故探索和构建乳腺癌合并

抑郁症动物模型可为 ＢＣＲＤ 的防治研究，以及

抑郁症和乳腺癌之间的关系研究等提供可靠的

模型参考。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 由北京华阜康生物科技股份有限公司［ ＳＣＸＫ
（京）２０１９－０００８］提供的 ＳＰＦ 级 ５ 周龄，体重（１３±
２）ｇ 的雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ４０ 只，饲养于河南中医药

大学屏障动物房［ＳＹＸＫ（豫）２０２１－００１５］，饲养环境

温度（２２±２）℃，湿度 ３０％～４０％，适应性喂养 １ 周后

进行造模。 本实验中涉及的动物造模及相关操作

程序得到河南中医药大学伦理委员会审核批准

（ＤＷＬＬ２０２２０６００３），实验设计及动物使用遵循 ３Ｒ
原则。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞株

　 　 ４Ｔ１ 小鼠乳腺癌细胞株购于中国科学院典型培

养物保藏委员会昆明细胞库（ＫＣＢ２００９６７ＹＪ），以含

１０％ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０ （内含 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌ⁃
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ｇｌｕｔａｍｉｎｅ）完全培养基，置于温度为 ３７ ℃，ＣＯ２ 浓度

为 ５％的培养箱中常规传代培养。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 小鼠 ５ －羟色胺酶联免疫吸附测定试剂盒

（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，规格：４８ Ｔ，批号：Ｅ⁃ＥＬ⁃００３３ｃ）；小鼠

皮质酮酶联免疫吸附测定试剂盒（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，规
格：４８ Ｔ，批号：Ｅ⁃ＯＳＥＬ⁃Ｍ０００１）；小鼠去甲肾上腺素

（ＮＡ ／ ＮＥ）酶联免疫吸附测定试剂盒（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，
规格：４８ Ｔ，批号：Ｅ⁃ＥＬ⁃００４７ｃ）；小鼠血管内皮细胞

生长因子 Ｂ（ＶＥＧＦ⁃Ｂ）酶联免疫吸附测定试剂盒

（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，规格：４８ Ｔ，批号：Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｍ１２２９ｃ）；小鼠

癌胚抗原（ＣＥＡ）酶联免疫吸附检测试剂盒（ ＥＬＫ
Ｂｉｏｔｅｃｈｏｌｏｇｙ， ４８ Ｔ， 批号： ＥＬＫ１１３０）； 小鼠 ＣＡ１９９
ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 （ Ｆｉｎｅ Ｔｅｓｔ， 规 格： ４８ Ｔ， 批 号：
Ｍ０８８９Ｉ０３０）；ＨＥ 染液（索莱宝，规格：５００ ｍＬ，批号：
Ｇ１１２０）；ＲＰＭＩ Ｍｅｄｉｕｍ１６４０ 培养液（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，规格：
５００ ｍＬ，批号：２０２２１２３０）；胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ，
规格： ５００ ｍＬ， 批号： ＲＫ０９４０３ ）。 Ｔｒａｃｋｉｎｇ Ｍａｓｔｅｒ
Ｖ３􀆰 １􀆰 ５９ 型行为学分析系统（北京众实科技有限公

司）；ＢｉｏＴｅｋ ＥＰＯＣＨ 型多功能酶标仪（美国伯腾仪

器有限公司）；全自动生物组织脱水和石蜡包埋机

（Ｔｈｅｒｍｏ 公 司 ）； ＤＭ７５０ 型 生 物 显 微 镜 （ 德 国

ＬＥＩＣＡ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组及造模

　 　 ４０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠根据随机数字表法平均分

为正 常 （ Ｃｏｎｔｒｏｌ ） 组、 束 缚 （ Ｓｔｒｅｓｓ ） 组、 移 植 瘤

（Ｔｕｍｏｒ）组和束缚移植瘤（Ｓｔｒｅｓｓ＋Ｔｕｍｏｒ，Ｓ＋Ｔ）组，每
组 １０ 只。 ４Ｔ１ 细胞传代培养后，调整细胞浓度为 ２
×１０７ ／ ｍＬ，除正常组和束缚组外，其余各组小鼠均进

行皮下接种 ０􀆰 １ ｍＬ，７５％乙醇消毒 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠右

腋下皮毛，１ ｍＬ 注射器轻轻刺入皮下，推入细胞悬

液，为保证细胞活力，实验过程将 ４Ｔ１ 细胞悬液置于

含冰块的烧杯中，整个接种过程于 １ ｈ 内完成［３－４］。
待 ７ ｄ 左右成瘤后，除正常组和移植瘤组小鼠外，其
余各组小鼠均接受 ２１ ｄ 束缚应激造模。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物一般情况观察

　 　 体重和摄食量监测：每周记录小鼠摄食量和体

重的改变，并算出各组每只小鼠的平均体重和摄

食量。
肿瘤体积和重量：剥离移植瘤小鼠瘤体，称取

瘤体重量，游标卡尺测量肿瘤体积大小，肿瘤体积

（ｃｍ３）＝ １ ／ ２ａｂ２（ａ 为肿瘤长径，ｂ 为肿瘤短径）。

１􀆰 ３􀆰 ３　 动物行为学检测

　 　 糖水偏好试验（ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔ， ＳＰＴ）是
评估动物快感缺失症状及抑郁程度的重要手段。
将小鼠单笼饲养，第 １ 天给予小鼠两个均装满 １％
蔗糖水的饮水瓶；第 ２ 天给予小鼠两个饮水瓶，一个

装纯净水，一个装 １％蔗糖水；第 ３ 天禁食禁水；第 ４
天正式试验开始时同时给予小鼠 １ 瓶纯净水和 １ 瓶

１％蔗糖水，１ ｈ 后同时取走两个水瓶并称重，根据公

式：糖水偏好 ＝糖水消耗量 ／总耗水量×１００％，计算

各组动物糖水偏好。
强迫游泳试验（ ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔ，ＦＳＴ）过程

中的不动时间为反映动物绝望行为的主要指标。
将小鼠放入注水的强迫游泳桶中进行 １５ ｍｉｎ“前游

泳”，２４ ｈ 后，将小鼠再次置于游泳桶中进行 ５ ｍｉｎ
“测试游泳” 并录像，评测小鼠游泳行为与不动

行为。
旷场试验（ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ， ＯＦＴ）主要用来评价

动物的自主运动能力，探索紧张、抑郁等行为。 将

小鼠放入 ４０ ｃｍ×４０ ｃｍ×４０ ｃｍ 规格且内部和底部

为灰色的旷场箱底部中心位置，计时的同时进行视

频采集， 观察 ５ ｍｉｎ 内小鼠的活动情况， 运用

Ｔｒａｃｋｉｎｇ Ｍａｓｔｅｒ Ｖ３􀆰 １􀆰 ５９ 行为学分析系统对各组小

鼠活动情况和行为进行分析和评价。
高架十字迷宫试验 （ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ⁃ｍａｚｅ ｔｅｓｔ，

ＥＰＭ）是一个简单、快速、结果重复性好的焦虑检测

模型，由两条开放臂（５０ ｃｍ×１０ ｃｍ）、两条封闭臂

（５０ ｃｍ×１０ ｃｍ×３５ ｃｍ）和连接四臂的中央区（１０ ｃｍ
×１０ ｃｍ）组成，距离地面高 ６０ ｃｍ。 在中央区正上方

１􀆰 ５ ｍ 处安置摄像头。 将小鼠面向闭合臂放入迷宫

中央格，计时的同时进行视频采集，记录 ５ ｍｉｎ 内小

鼠的活动情况，运用 Ｔｒａｃｋｉｎｇ Ｍａｓｔｅｒ Ｖ３􀆰 １􀆰 ５９ 行为

学分析系统对各组小鼠开放臂、封闭臂进入次数和

停留时间进行分析。
１􀆰 ３􀆰 ４　 小鼠血清神经递质（５⁃ＨＴ、ＣＯＲＴ、ＮＥ）和肿

瘤标志物（ＶＥＧＦ、ＣＥＡ、ＣＡ１９９）含量检测

　 　 将各组小鼠全血样品室温放置 １ ｈ 后，４ ℃，
１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，取上清进行检测。 分别设

定标准孔、空白孔和样本孔。 标准孔内按要求加入

５０ μＬ 倍比稀释的标准品，空白孔加入 ５０ μＬ 样本

稀释液，样本孔加入 ５０ μＬ 待测样本（每个样本设

立 ３～５ 个复孔），然后按照要求分别加入生物素化

抗体工作液，３７ ℃孵育 ４５ ｍｉｎ，洗板，加入加酶结合

工作液 １００ μＬ，３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，洗板，加入底物溶
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液 ９０ μＬ，３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎ，当标准孔出现明显梯度

时（前 ４ 个显色孔出现明显蓝色梯度），每孔加入终

止液 ５０ μＬ，立即用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长测量各孔

的光密度（ＯＤ 值）。
１􀆰 ３􀆰 ５　 小鼠海马和肿瘤组织病理改变观察

　 　 石蜡切片脱蜡、水化———苏木素染色 ５ ｍｉｎ———
流水冲洗 １ ｍｉｎ———１％盐酸酒精分色———伊红染

色———自来水冲洗 ３０ ｓ———梯度乙醇脱水———二甲

苯透明———封片———显微镜观察拍照。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计软件对数据进行分析，计
量资料以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）描述。 方差齐性且

符合正态分布数据时，采用 Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 方法

对数据进行分析，组间比较采用 ＬＳＤ 检验，数据不

符合方差齐性组间比较采用 Ｔ 检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 各组小鼠体重和摄食量比较

　 　 如图 １ 所示，束缚组、移植瘤组和束缚移植瘤组

小鼠体重和摄食量较正常组均显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）；
束缚组和束缚移植瘤组小鼠体重较束缚组显著增

加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；束缚移植瘤组小鼠摄食量较束缚组和

移植瘤组显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与束缚组比较， ▲Ｐ＜

０􀆰 ０５；与移植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 各组小鼠体重和摄食量比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｏｏｄ
ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ２　 各组小鼠肿瘤重量和体积比较

　 　 如图 ２ 所示，与移植瘤组比较，束缚移植瘤组小

鼠肿瘤重量和体积均显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 各组小鼠行为学检测结果

　 　 快感缺失变化如图 ３ 所示，与正常组比较，其余

３ 组小鼠糖水消耗显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与束缚组和

移植瘤组比较，束缚移植瘤组小鼠糖水消耗量显著

减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
绝望行为变化如图 ４ 所示，与正常组比较，其余

３ 组小鼠 ５ ｍｉｎ 不动时间显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），其中

注：与移植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组小鼠肿瘤重量和体积比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ
ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与束缚组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与移

植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组小鼠糖水偏好比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

Ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ
＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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束缚组和束缚移植瘤组小鼠 ５ ｍｉｎ 不动次数也显著

增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与束缚组比较，移植瘤组小鼠不动

时间和次数显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），束缚移植瘤组不动

次数显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与移植瘤组比较，束缚移

植瘤组小鼠不动时间和次数显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

自主运动和紧张意识的变化如图 ５ 所示，与正

常组比较，其余 ３ 组小鼠总运动距离和中央区进入

次数显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５），其中束缚和束缚移植瘤组

小鼠中央区停留时间显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与束缚组

比较，移植瘤组小鼠中央区停留时间显著增加（Ｐ＜

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与束缚组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与移植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组小鼠 ＦＳＴ 过程中 ５ ｍｉｎ 不动时间和不动次数比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ５ ｍｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ＦＳＴ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与束缚组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与移植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组小鼠 ＯＦＴ 过程总运动距离、中央区进入次数和停留时间比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍｏｖｅｄ， ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｔｒｉｅｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｚｏｎｅ， ａｎｄ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｚｏｎｅ
ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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０􀆰 ０１）；与移植瘤组比较，束缚移植瘤组小鼠中央区

停留时间显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
焦虑行为变化如图 ６ 所示，与正常组比较，其余

各组小鼠开放臂停留时间比例显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５），
束缚组和束缚移植瘤组小鼠开放臂进入次数比例

显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与束缚组比较，移植瘤组小鼠

开放臂进入次数显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与移植瘤组比

较，束缚移植瘤组小鼠开放臂进入次数和停留时间

比例显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与束缚组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与移植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 各组小鼠 ＥＰＭ 过程开放臂进入次数和停留时间比例比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｔｒｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ⁃ａｒｍ ｏｆ ＥＭＰ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ４　 各组小鼠血清神经递质含量

　 　 ５⁃ＨＴ 含量如图 ７Ａ 所示，与正常组比较，其余各

组小鼠血清 ５⁃ＨＴ 含量显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与束缚

组比较，移植瘤组 ５⁃ＨＴ 显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），而束缚

移植瘤组显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与移植瘤组比较，束

缚移植瘤组 ５⁃ＨＴ 显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
ＣＯＲＴ 含量如图 ７Ｃ 所示，与正常组比较，其余

各组小鼠血清 ＣＯＲＴ 含量均显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与
束缚组比较，移植瘤组小鼠血清 ＣＯＲＴ 含量显著降

低（Ｐ＜０􀆰 ０５），而束缚移植瘤组小鼠 ＣＯＲＴ 含量显著

升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与移植瘤组比较，束缚移植瘤组小

鼠 ＣＯＲＴ 含量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
ＮＥ 含量如图 ７Ｂ 所示，与正常组比较，其余各

组小鼠血清 ＮＥ 含量显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与束缚组

比较，移植瘤组小鼠血清 ＮＥ 含量显著增加 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），与移植瘤组比较，束缚移植瘤组小鼠血清

ＮＥ 含量显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５　 各组小鼠血清肿瘤标志物含量

　 　 ＣＥＡ 含量如图 ８Ａ 所示，与正常组和束缚组比
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较，移植瘤组和束缚移植瘤组小鼠血清 ＣＥＡ 含量显

著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与移植瘤组比较，束缚移植瘤组

小鼠血清 ＣＥＡ 含量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
ＶＥＧＦ 含量如图 ８Ｂ 所示，与正常组和束缚组比

较，移植瘤组和束缚移植瘤组小鼠血清 ＶＥＧＦ 含量

显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与移植瘤组比较，束缚移植瘤

组小鼠血清 ＶＥＧＦ 含量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
ＣＡ１９９ 含量如图 ８Ｃ 所示，与正常组比较，其余

各组小鼠血清 ＣＡ１９９ 含量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与
束缚组比较，移植瘤组和束缚移植瘤组小鼠血清

ＣＡ１９９ 含量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与移植瘤组比较，
束缚移植瘤组小鼠血清 ＣＡ１９９ 含量显著升高（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。
２􀆰 ６　 小鼠肿瘤和海马组织病理改变

　 　 肿瘤组织病理改变如图 ９ 所示，小鼠离体瘤呈

不规则球形或椭圆形，可见丰富的血管，呈肉样红

色，部分瘤体有黑色的坏死区，质硬。 ＨＥ 染色显

示，移植瘤组小鼠移植瘤组织肿瘤细胞界限不清，
细胞排列无规则，呈巢团状，间质细胞较少，可见较

多病理性核分裂象；束缚移植瘤组小鼠移植瘤组织

细胞排列较松散，间质细胞较移植瘤组减少，核大

深染，病理性核分裂象较移植瘤组增多。
海马 ＣＡ３ 区组织病理改变 ＨＥ 染色结果如图

１０ 所示，正常组小鼠海马 ＣＡ３ 区神经元细胞排列

整齐，细胞形态规则，间隙清晰；束缚组小鼠海马

ＣＡ３ 区神经元细胞数量减少，细胞核内空泡样改

变明显，细胞间隙增大，连接松散；移植瘤组小鼠

和束缚移植瘤组小鼠海马 ＣＡ３ 区神经元细胞排列

紊乱，形态不规则，细胞间隙不清，核内空泡化样

改变明显。

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与束缚组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与移植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 各组小鼠血清神经递质 ５⁃ＴＨ、ＮＥ 和 ＣＯＲＴ 含量比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ ５⁃ＨＴ， ＮＥ ａｎｄ ＣＯＲＴ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与正常组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与束缚组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与移植瘤组比较， ●Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 各组小鼠血清肿瘤标志物含量比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｔｕｍｏｒ ｍａｒｋｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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图 ９　 小鼠瘤块肉眼形态特征及肿瘤组织病理改变

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｇｒｏｓｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｍａｓｓ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｍｉｃｅ

图 １０　 各组小鼠海马 ＣＡ３ 区组织病理改变
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３　 讨论

　 　 随着乳腺癌合并抑郁症研究的不断深入，此两

种疾病之间的密切关系被越来越多的研究所揭示。
由于人体研究的局限性，动物模型成为了疾病研究

中的重要载体。 乳腺癌合并抑郁症动物模型的构

建可为阐释乳腺癌和抑郁症之间的关系及相互影

响机制研究起到重要的辅助作用。
基于此，本研究首先以 ４Ｔ１ 炎性乳腺癌细胞接

种于 ＢＡＢＬ ／ ｃ 小鼠腋下的方式建立了经典的乳腺癌

小鼠模型，该模型构建方法成熟，动物生存期较长，
是临床乳腺癌药物筛选使用最多的一种动物模

型［５－６］。 其次，在该经典乳腺癌小鼠模型的基础上

采用慢性束缚应激方法进行抑郁症造模，慢性束缚

应激是抑郁症常用的造模手段，可重复性好，能够

模拟抑郁症兴趣缺失的核心症状［７］。 故本研究运

用 ４Ｔ１ 乳腺癌细胞株接种联合慢性束缚应激方法构

建 ＢＡＢＬ ／ ｃ 小鼠乳腺癌合并抑郁模型不失为一次有

益的探索。
ＣＡ１９９ 和 ＣＥＡ 为较常见的肿瘤标志物，其中

ＣＥＡ 为肿瘤细胞增殖活力敏感指标，当患者病情进

入恶化阶段时，其水平可呈明显的上升趋势［８］。
ＣＡ１９９ 是一种类粘蛋白的糖蛋白成分，消化系统、

呼吸系统和妇科等恶性肿瘤患者血清中均会出现

异常的升高，是早期筛查恶性肿瘤的辅助指标［９］。
临床研究显示恶性乳腺癌患者血清 ＣＡ１９９ 和 ＣＥＡ
的水平显著高于良性和正常对照组［１０］，另外在腋下

接种 ４Ｔ１ 细胞株的乳腺癌小鼠血清中同样也观察到

了 ＣＥＡ 水平的显著升高［１１］。 血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）作为血管生成的主要调控因子，在健康人

组织和血清中 ＶＥＧＦ 呈低表达，而在肿瘤患者中其

表达异常升高，与乳腺癌的发展、复发和转移密切

相关［１２－１３］。 吕思琦等［１４］研究观察到恶性乳腺癌患

者术前血清 ＶＥＧＦ 的表达显著高于良性患者和健康

人。 吴梓政等［１５］ 运用含二甲基苯蒽的芝麻油建立

乳腺癌小鼠模型，并在其血清中检测到 ＶＥＧＦ 水平

的显著升高。 由此可见 ＣＥＡ、ＣＡ１９９ 和 ＶＥＧＦ 可作

为乳腺癌诊断和评估的重要依据。 据本研究结果

可知，移植瘤组小鼠血清中 ＣＡ１９９、ＣＥＡ 和 ＶＥＧＦ 水

平升高，给予慢性束缚应激后小鼠血清中 ３ 种肿瘤

标志物较单纯移植瘤组显著增加。 此外结合对肿

瘤重量、体积分析结果可知，慢性束缚应激联合移

植瘤组小鼠肿瘤重量和体积均较单纯移植瘤组小

鼠显著增加，同时结合肿瘤病理表现推测慢性束缚

应激可能会促进乳腺癌的进展。
抑郁症动物模型构建中其症状须与抑郁症患
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者具有相同的表现，例如食欲不振、体重下降、快感

缺失、行为绝望及社交障碍等［１６］。 故本试验主要针

对抑郁症以上几个方面的行为改变选择强迫游泳、
糖水偏好、旷场和高架十字迷宫试验对模型小鼠的

行为学进行了评价。 另外，本研究还针对与抑郁症

病变密切相关的神经递质 ５⁃ＨＴ、ＣＯＲＴ 和 ＮＥ 水平

以及海马病理改变进行了观察，与行为学指标协同

佐证，以评价各组小鼠的抑郁状态。 研究结果显

示，在造模 ３ 周后，乳腺癌小鼠出现快感缺失、绝望、
恐惧心理增加和对新环境的探索欲望下降等行为

学表现，而体内的神经递质水平也出现了不同程度

的改变。 而接受慢性束缚应激的乳腺癌小鼠，其抑

郁样行为以及体内神经递质水平变化均较乳腺癌

小鼠更为明显，其抑郁程度较单纯乳腺癌小鼠更为

严重。 另外该结果在食欲及海马病理改变上也得

到了进一步验证，接受束缚应激的乳腺癌小鼠食欲

较乳腺癌小鼠下降更为明显，且海马 ＣＡ３ 区神经元

排列、形态、空泡化等改变均较单纯乳腺癌组小鼠

严重，虽然其体重改变与乳腺癌组小鼠无明显差

异，但是接受束缚应激的乳腺癌小鼠的瘤体显著重

于乳腺癌小鼠，因此两组小鼠体重无显著差异与瘤

体重量的影响有关。 另外，根据实验结果可知，在
本研究中观察到乳腺癌小鼠也表现出了部分抑郁

样行为，这可能与移植瘤体造成小鼠身体机能和行

动能力下降有关，但此时动物模型的抑郁程度个体

差异较大，如在单纯的乳腺癌模型基础上开展抑郁

研究，模型的可重复性较差。 因此，只有在乳腺癌

动物模型的基础上再施加一定的抑郁症造模措施，
得到稳定的乳腺癌合并抑郁症动物模型后，其抑郁

样行为、神经递质水平等才会出现显著而稳定的改

变，更适合乳腺癌合并抑郁的深入机制研究。
因此，４Ｔ１ 乳腺癌细胞株接种联合慢性束缚应

激诱导的乳腺癌合并抑郁症小鼠模型不仅在乳腺

癌标志物等方面表现出明显的异常，同时也出现了

典型抑郁症症状和相应的神经递质改变，可为乳腺

癌合并抑郁发病机制以及药物防治研究提供较好

的模型参考。
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种稳定的大鼠急性梗阻性化脓性胆管炎模型，检测其病理生理指标，为急性胆管炎、
胆汁淤积等疾病的研究提供稳定可靠的标准化动物模型。 方法　 选用 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，采用胆总管下段注射

类毒素及胆总管结扎方式进行模型构建，评估大鼠造模前后的体重变化、死亡情况、肝功能主要指标变化及肝组织

病理改变情况。 结果　 造模后模型组大鼠体重明显降低；假手术组大鼠无死亡，肝功能无异常；模型组大鼠死亡 ３
只，模型组死亡率 １２％，肝功能主要指标及肝病理呈现出明显的胆汁淤积及肝功能损伤性改变。 结论　 本研究成

功建立了大鼠急性梗阻性化脓性胆管炎模型，该模型具有操作简便、损伤小、死亡率低、造模成功率高等优势，可为

多种常见疾病的机制研究和药物研发提供标准化的实验动物模型。
【关键词】 　 急性梗阻性化脓性胆管炎；胆总管梗阻；动物模型；大鼠
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　 　 急性梗阻性化脓性胆管炎 （ ａｃｕｔｅ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ
ｓｕｐｐｕｒａｔｉｖｅ ｃｈｏｌａｎｇｉｔｉｓ，ＡＯＳＣ）是由细菌感染引起的

一种急性胆道梗阻及继发化脓性感染的疾病，是外

科急腹症常见病因之一，为外科常见病、多发病、难
治性疾病，是临床常见的危急重症。 由于该病临床

进展迅速，死亡率曾高达 ５０％［１－２］，因结石、肿瘤等

原因引起胆管部分或完全性梗阻是 ＡＯＳＣ 发生的关

键因素，胆管内压力增加，胆管上皮细胞血流供应

减少，继发胆管上皮细胞缺血损伤、上皮屏障破坏，
细菌移位入血引起感染和败血症［３］。 因此，急性胆

管炎一直是外科临床研究的重要疾病之一。
模式动物是进行基础研究的重要手段之一，肝

外胆管梗阻动物模型是研究急性胆管炎 （包括

ＡＯＳＣ）、急性胰腺炎、胆总管结石、脓毒血症、肝纤

维化等疾病的重要手段［４－７］，大鼠胆总管梗阻模型

有多种不同的造模方式［８－１０］，但传统的造模方式操

作较复杂，在此基础上改进的急性胆管炎模型造模

成功率低，造模后 ７２ ｈ 大鼠死亡率高达 ５０％［５］。 模

型大鼠死亡的主要原因有腹腔感染、胆汁泄漏及由

此引起的腹膜炎、坏死性胰腺炎等。 为此，本研究

旨在既往模型研究的基础上，建立一种操作简便、
可重复性强、造模成功率高、模型动物死亡率低的

造模方式，为急性胆管炎的防治和药物研发提供一

种可靠的标准化动物模型。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 采用 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ３７ 只（体重 １８０～２００
ｇ），由浙江维通利华实验动物技术有限公司提供

［ ＳＣＸＫ （ 浙 ） ２０１９ － ０００１ ］ （ 合 格 证 编 号：
２０２１０４２９Ａａｚｚ０６１９０００３８３），由上海中医药大学实验

动物中心适应性饲养 １ 周［ＳＹＸＫ（沪）２０２０－０００９］。
本研究所使用大鼠经过上海中医药大学实验动物

伦理委员会的审核批准 （ ＰＺＳＨＵＴＣＭ２１０１２９００５），
符合 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 舒泰 ５０ （ Ｖｉｒｂａｃ， ８２Ｔ７Ａ）；内毒素 （ ｂｉｏｓｈａｒｐ，
２０２１７９４８）；丙氨酸氨基转移酶检测试剂盒（ＩＦＣＣ 速

率法）（贝克曼库尔特商贸有限公司，ＡＵＺ７９３３）；天
门冬氨酸氨基转移酶检测试剂盒（酶法）（贝克曼库

尔特商贸有限公司，ＡＵＺ７７９３）；γ⁃谷氨酰转移酶检

测试剂盒（ＧＣＡＮＡ 底物法） （贝克曼库尔特商贸有

限公司，ＡＵＺ８５２７）；总胆红素检测试剂盒（重氮法）
（贝克曼库尔特商贸有限公司，ＡＵＺ８５２０）；直接胆

红素检测试剂盒（重氮法）（贝克曼库尔特商贸有限

公司，ＡＵＺ８３３２）；总胆汁酸检测试剂盒（循环酶法）
（贝克曼库尔特商贸有限公司，ＡＵＺ８４６０）。

动物用无菌手术包（包括血管钳、精细镊、剪
刀、持针器等）；外科用 ４－０ 慕丝线（爱惜康，ＳＡ８３
Ｇ）；医用缝合用三角针（上海复星医药股份有限公

司，Ｎ２１０１０５）；一次性使用无菌胰岛素注射器（ＢＤ
Ｉｎｓｕｌｉｎ Ｓｙｒｉｎｇｅ，１ ｍＬ 规格）；贝克曼库尔特 ＡＵ５８００
全自动生化分析仪。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验分组

　 　 实验大鼠分为 ２ 组，其中假手术组 １２ 只，皮肤

切开后再缝合；模型组 ２５ 只，进行造模。
１􀆰 ３􀆰 ２　 模型制备方法

　 　 麻醉前 １５ ｍｉｎ，给予适量硫酸阿托品皮下注射，
麻醉药按照 ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｋｇ 体重进行皮下注射。 采用

碘酒消毒手术区域皮肤两次，不作褪毛处理。
于剑突下 １ ｃｍ 处向尾部方向作一纵行切口，长

约 ２～３ ｃｍ。 以大鼠胃为标志，从幽门往下将十二指

肠拉出切口外，用手指将十二指肠展平，暴露出胰

腺及胆总管（图 １Ａ）。 在胆肠汇合处上方约 ０􀆰 ２ ～
０􀆰 ７ ｃｍ 段用精细弯镊裸露出一小截胆总管，并在暴

露出的胆总管中段位置，采用一次性胰岛素注射器

朝肝方向斜 １５° ～ ２０°左右刺入胆总管，注入约 ０􀆰 １
ｍＬ 类毒素（图 １Ｂ）；以 ０ 号丝线，在穿刺点上方结扎

胆总管（图 １Ｃ）。 最后采用连续缝合方式分层缝合

切口，并以 ７５％乙醇擦除皮毛上的血迹。
１􀆰 ３􀆰 ３　 观察指标

　 　 术后 ３ ｄ 取材，麻醉后开腹，抽取腹主动脉血，
留取肝组织。
（１）一般情况

分别于术前及取材前称重，观察大鼠造模前后
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注：Ａ：暴露胆总管；Ｂ：胆总管注射；Ｃ：胆总管结扎；Ｄ：造模后扩张的胆总管，蓝色短箭头所示为胆总管。

图 １　 造模过程及造模后胆总管

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ． Ｂ， Ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｃ， Ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ ｌｉｇａｔｉｏｎ． Ｄ， Ｄｉｌａｔｅｄ ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ ａｆｔｅｒ
ｍｏｌｄｉｎｇ， ｔｈｅ ｓｈｏｒｔ ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｌｄｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｐｏｓｔ⁃ｍｏｌｄｉｎｇ ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ

体重变化；记录大鼠造模后死亡情况。
（２）血指标

肝功 能 检 测， 包 括 丙 氨 酸 转 氨 酶 （ ａｌａｎｉｎｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ ａｓｐａｒｔａｔｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＳＴ）、总胆红素 （ ｔｏｔａｌ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，
ＴＢＩＬＣ）、直接胆红素（ ｄｉｒｅｃｔ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ， ＤＢＩＬＣ），γ⁃
谷氨酰转移酶（γ⁃ｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＧＧＴ）和总胆

汁酸（ｔｏｔａｌ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ， ＴＢＡ）。
（３）病理检测

留取大鼠肝组织，固定并切片后，采用 ＨＥ 病理

染色进行观察。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２３􀆰 ０ 软件进行分析，
计量资料以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ），平均数比较采用

独立样本的 Ｔ 检验，以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计

学意义。

２　 结果

　 　 造模后，大鼠体重明显下降，模型组大鼠共死

亡 ３ 只，死亡率较传统造模方式显著降低。 模型组

大鼠肝功能指标及肝病理均呈现出肝功能损伤及

胆汁淤积表现。
２􀆰 １　 一般情况

２􀆰 １􀆰 １　 大鼠死亡情况

　 　 大鼠共死亡 ３ 只，最终纳入分析大鼠 ３４ 只。 假

手术组大鼠无死亡，肝、胆、胰均无异常。 模型组大

鼠死亡 ３ 只，其中 ２ 只大鼠的胰腺组织消失，胰腺区

域出现大量皂化斑，有 １ 只伴有腹水；还有 １ 只大鼠

胰腺正常，胆总管扩张不明显，有腹水，大鼠眼球有

明显出血。 其余模型组大鼠的胆总管均明显扩张，
肝有胆汁淤积表现。 所有大鼠均无切口感染及缝

线断裂。
２􀆰 １􀆰 ２　 体重变化

　 　 经适应性喂养后，手术前称重，假手术组大鼠

平均体重为（２５７􀆰 ２８±１１􀆰 ６１） ｇ，模型组大鼠平均体

重为（２５５􀆰 ４２±１０􀆰 ５７）ｇ，方差齐性检验（Ｆ ＝ ０􀆰 ０７５、Ｐ
＝ ０􀆰 ７８６）可以认为两组大鼠体重方差齐（ ｔ ＝ ０􀆰 ４７４、
Ｐ＝ ０􀆰 ６３９），两组大鼠体重无统计学意义；经造模，
取材前称重，假手术组大鼠平均体重为（２５０􀆰 ８７ ±
１１􀆰 ７３） ｇ，模型组大鼠平均体重为（２２９􀆰 ０５±１０􀆰 ３６）
ｇ，方差齐性检验（Ｆ ＝ ０􀆰 ５５８、Ｐ ＝ ０􀆰 ４６１）可以认为两

组大鼠体重方差齐（ ｔ ＝ ５􀆰 ６０５、Ｐ ＝ ０􀆰 ０００），两组大鼠

体重有显著性差异（Ｐ＜０． ０５），提示模型组大鼠术后

体重下降较多。
２􀆰 ２　 肝功能

　 　 造模后肝功能各项指标的组间方差齐性检验 Ｐ
值均 ＜ ０􀆰 ０５， 提 示 组 间 方 差 不 齐。 ＡＬＴ （ ｔ ＝ －
１１􀆰 ３５４）、 ＡＳＴ （ ｔ ＝ － ９􀆰 ６２９）、 ＧＧＴ （ ｔ ＝ － １５􀆰 ０４３）、
ＴＢＩＬＣ（ ｔ＝ －１３􀆰 ２７５）、ＤＢＩＬＣ（ ｔ ＝ －１７􀆰 ７１５）、ＴＢＡ（ ｔ ＝
－１３􀆰 ３５１）指标的两组间比较 Ｐ 值均＜０􀆰 ０１，组间有

显著性差异，提示造模后各项指标均出现了显著变

化。 模型组造模后出现明显肝功能损伤 （ ＡＬＴ、
ＡＳＴ、ＧＧＴ 显著升高，Ｐ＜０． ０１）及胆汁淤积（ＴＢＩＬＣ、
ＤＢＩＬＣ、ＴＢＡ 显著升高，Ｐ＜０． ０１），提示造模成功（表
１）。
２􀆰 ３　 肝病理

　 　 肝 ＨＥ 染色病理切片结果如图 ２ 所示，假手术

组切片可见肝细胞排列整齐，无肿胀。 模型组

７４中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



　 　 　 　 表 １　 大鼠肝功能指标
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｖｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

谷丙转氨酶 ／ （Ｕ ／ Ｌ）
ＡＬＴ

谷草转氨酶 ／ （Ｕ ／ Ｌ）
ＡＳＴ

谷氨酰转移酶 ／ （Ｕ ／ Ｌ）
ＧＧＴ

总胆红素 ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＴＢＩＬＣ

直接胆红素 ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＤＢＩＬＣ

总胆汁酸 ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＴＢＡ

假手术组
Ｓｈａｍ⁃ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ
３７􀆰 ４３±６􀆰 ８８ ２０５􀆰 ２９±６１􀆰 ０７ ０􀆰 ９２±０􀆰 ２６ ２􀆰 ０４±０􀆰 ６３ ０􀆰 ６８±０􀆰 ２６ ３８􀆰 ７５±２５􀆰 ２４

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ７２０􀆰 ６８±２８２􀆰 １１∗∗ １６３４􀆰 ３３±６９１􀆰 １７∗∗ ４２􀆰 ６８±１３􀆰 ０２∗∗ １２９􀆰 ８５±４５􀆰 １５∗∗ ８９􀆰 ０４±２３􀆰 ３９∗∗ ４０８􀆰 ４４±１２５􀆰 ２９∗∗

注：与假手术组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｍ⁃ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

注：黑色实心箭头指示肝细胞核，黑色空心箭头指示炎症细胞。

图 ２　 大鼠肝 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． Ｂｌａｃｋ ｓｏｌｉｄ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｎｕｃｌｅｕｓ， ｂｌａｃｋ ｈｏｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ

切片的肝细胞胞核明显增大，染色质变粗，见有多

核仁，汇管区可见炎性细胞浸润。

３　 讨论

　 　 ＡＯＳＣ 是外科常见危急重症，胆总管结石、胆管

癌、十二指肠壶腹部肿瘤、胰头癌等疾病均可引起

胆管梗阻，从而引起胆汁淤积、继发性胆管炎、肝纤

维化等。 胆管梗阻动物模型是肝胆疾病机制研究

的重要模型之一，是研究各种肝胆疾病发病机制、
评价疗效和药物开发的基础［１０－１２］，应用范围较为广

泛。 为此，本研究以 ＳＤ 大鼠为研究对象，结合既往

团队制作梗阻性胆管炎模型的工作基础，对该模型

制作过程进行进一步优化，主要的改进及优势如

下：第一，选择腹部小切口，减少对大鼠的手术创

伤；在中上腹作一纵行小切口，以可以充分暴露大

鼠的胃为度，一般长 ２～３ ｃｍ 即可，无需作贯彻全腹

的大切口，这样操作既可以缩短手术时间，也有利

于大鼠的术后康复［１３］。 第二，以幽门为标记，改进

寻找和暴露胆总管的方法；根据大鼠的解剖特

点［１４－１６］，从小切口中用镊子将大鼠的胃拖出切口

外，这样可以轻易找到大鼠的幽门区，进而寻找到

大鼠的十二指肠，再向左右两侧及下方呈扇形展开

大鼠的十二指肠，即可暴露出胆总管。 第三，优化

胆总管注射部位及结扎方式，本模型选择的注射部

位为胆总管下段，此处的胰腺和血管分布较少，胆
总管暴露操作较为简单，分离过程中不容易引起胰

腺损伤，穿刺注射后，在穿刺点上方处进行结扎，阻
断了胆汁和胰液的混合，避免了胰酶被胆汁激活而

导致胰腺炎［１７］。
既往的梗阻性胆管炎模型有如下两种，一种是

采用远端胆总管切开及硅胶管置入插管［６，１８］，此模

型的缺点是操作复杂，胆总管插管失败率高，大鼠
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存活率低；第二种是胆总管结扎及胆管内注射模

型［５］，操作方式是从十二指肠乳头对侧的肠壁进行

穿刺注射，盲穿探查进入胆总管，此模型的缺点是

穿刺会直接损伤十二指肠，部分动物穿刺后会有腹

腔感染，盲探胆总管还容易导致胆总管破损，造成

胆汁泄漏及腹膜炎。 既往研究表明，胆总管结扎后

４８ ｈ 左右，胆汁淤积、肝细胞核分裂相最明显［１９］，电
镜下可见微胆管扩张等改变［２０］，７２ ｈ 左右，肝功能

损伤会达到最高峰［２１］，本团队之前采用胆总管结扎

及胆管内注射模型时发现，造模后胰腺炎的发生概

率非常高，大鼠 ７２ ｈ 存活率不到 ５０％。 相比之下，
本研究所建立的大鼠模型有针对性地解决了上述

模型的缺点，且操作更加简便，模型成功率更高，便
于推广使用。

急性梗阻性化脓性胆管炎是外科临床研究的

热点与难点之一，建立稳定的标准化动物模型有助

于探索该疾病治疗的分子生物学机制，对进一步深

化该领域的研究具有重要的意义。
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ＹＡＮ Ｌ Ｐ， ＫＵＡＮＧ Ｘ Ｃ， ＬＩＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｒａｔ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｇｕａｎｇｘｉ Ｍｅｄ Ｊ，
２００８， ３０（１２）： １８４８－１８４９．

［ ５ ］ 　 寇丽， 薛承锐， 齐清会， 等． 大鼠急性不全梗阻性胆管炎模

型的建立 ［ Ｊ］ ． 中国中西医结合外科杂志， ２００５， １１（２）：
１３８－１４０．
ＫＯＵ Ｌ， ＸＵＥ Ｃ Ｒ， ＱＩ Ｑ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｏｆ ａｃｕｔｅ ｃｈｏｌａｎｇｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｓｕｒｇ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｗｅｓｔ
Ｍｅｄ， ２００５， １１（２）： １３８－１４０．

［ ６ ］ 　 秦明放， 白月华． 化脓性胆管炎兔模型与内毒素血症的研究

［Ｊ］ ． 中华实验外科杂志， １９９３， １０（２）： ５１－５３．
ＱＩＮ Ｍ Ｆ， ＢＡＩ Ｙ Ｈ． Ｐｕｒｕｌｅｎｔ ｃｈｏｌａｎｇｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｓｕｒｇ， １９９３， １０（２）： ５１－５３．

［ ７ ］ 　 ＯＺＯＺＡＮ Ｏ Ｖ， ＤＩＮＣ Ｔ， ＶＵＲＡＬ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｊａｕｎｄｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｉｔａｌ Ｃｈｉｒ， ２０２０， ９１：
１２２－１３０．

［ ８ ］ 　 方辉， 陈强谱， 张兴元， 等． 可复性梗阻性黄疸大鼠模型的

建立与评价 ［Ｊ］ ． 世界华人消化杂志， ２０１５， ２３（２５）： ４０１５－

４０２３．
ＦＡＮＧ Ｈ， ＣＨＥＮ Ｑ Ｐ， ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｊａｕｎｄｉｃｅ ［ Ｊ］ ．
Ｗｏｒｌｄ Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｇ， ２０１５， ２３（２５）： ４０１５－４０２３．

［ ９ ］ 　 陈芳芳， 鲁正， 付晓君， 等． 一种新型可复性梗阻性黄疸大

鼠模型的建立 ［Ｊ］ ． 中华实验外科杂志， ２０１８， ３５（９）： １７６７
－１７７０．
ＣＨＥＮ Ｆ Ｆ， ＬＵ Ｚ， ＦＵ Ｘ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｎｅｗ ｒａｔ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｊａｕｎｄｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｓｕｒｇ，
２０１８， ３５（９）： １７６７－１７７０．

［１０］ 　 ＬＵＯ Ｗ Ｗ， ＺＨＯＵ Ｘ Ｌ， ＷＡＮＧ Ｑ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｃｏｍｐｏｎｔ ｇｅｌ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｊａｕｎｄｉｃｅ ｒａｔｓ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ
Ｃｉｒ Ｂｒａｓ， ２０１９， ３４（５）： ｅ２０１９００５０４．

［１１］ 　 葛军涛， 李龙， 魏延栋， 等． 哺乳期 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠胆道梗阻

模型的探索 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０１３， ２１（４）： ３５－３７，
９７－９８．
ＧＥ Ｊ Ｔ， ＬＩ Ｌ， ＷＥＩ Ｙ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ
ｎｅｗｂｏｒｎ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｂｉｌｉａｒｙ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０１３， ２１（４）： ３５－３７， ９７－９８．

［１２］ 　 任波， 沈世强， 张爱民， 等． 改良型大鼠梗阻性黄疸肝切除

术后肝衰模型的建立 ［ Ｊ］ ． 中华实验外科杂志， ２０１３， ３０
（３）： ６４０－６４２．
ＲＥＮ Ｂ， ＳＨＥＮ Ｓ Ｑ， ＺＨＡＮＧ Ａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｌｉｖｅｒ ｆａｉｌｕｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ
ｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ ｗｉｔｈ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｊａｕｎｄｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｓｕｒｇ，
２０１３， ３０（３）： ６４０－６４２．

［１３］ 　 张睿， 崔翔， 潘子杰， 等． 损伤控制手术的发展概述 ［Ｊ］ ． 中

国急救复苏与灾害医学杂志， ２０２２， １７（８）： １１０９－１１１２．
ＺＨＡＮＧ Ｒ， ＣＵＩ Ｘ， ＰＡＮ Ｚ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｊｕｒｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｕｒｇｅｒｙ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｅｍｅｒｇ Ｒｅｓｕｓｃ
Ｄｉｓａｓｔｅｒ Ｍｅｄ， ２０２２， １７（８）： １１０９－１１１２．

［１４］ 　 ＮＥＳ　 　 　 　 　 　 ˇ ＩＣ＇ Ｉ， ＫＲＳＴＩ Ｎ， ＤＪＥＬＩＣ　 　 　 ＇ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｌｉｖｅｒ ａｎａｔｏｍｙ，
ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｖａｓｃｕｌａｒ ａｎｄ ｂｉｌｉａｒｙ ｂｒａｎｃｈｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｌｅ ｒａｔ
（Ｓｐａｌａｘ ｌｅｕｃｏｄｏｎ） ［ Ｊ］ ． Ｆｏｌｉａ Ｍｏｒｐｈｏｌ， ２０２１， ８０ （ ４）： ８８８
－８９４．

［１５］ 　 ＡＺＭＡＩＰＡＲＡＳＨＶＩＬＩ Ｅ， ＰＡＴＡＲＡＳＨＶＩＬＩ Ｌ， ＢＥＢＩＡＳＨＶＩＬＩ Ｉ，
ｅｔ ａｌ． Ｓｐａｔｉａｌ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ｏｆ ｂｉｌｉａｒｙ ｔｒｅｅ ｉｎ ｍａｍｍａｌｓ： Ｆｒａｃｔａｌ ａｎｄ
Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ ｇｅｏｍｅｔｒｉｃ ｆｅａｔｕｒｅｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ａｎａｔ， ２０２１， ２３９（３）： ６８２－

６９２．
［１６］ 　 ＫＲＵＥＰＵＮＧＡ Ｎ， ＨＡＫＶＯＯＲＴ Ｔ Ｂ Ｍ， ＨＩＫＳＰＯＯＲＳ Ｊ Ｐ Ｊ Ｍ，

ｅｔ ａｌ． Ａｎａｔｏｍｙ ｏｆ ｒｏｄｅｎｔ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｌｉｖｅｒｓ： ｗｈａｔ ａｒｅ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ？ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ Ｍｏｌ Ｂａｓｉｓ Ｄｉｓ， ２０１９，
１８６５（５）： ８６９－８７８．

［１７］ 　 ＭＡＲＩＯＴＴＩ Ｖ， ＳＴＲＡＺＺＡＢＯＳＣＯ Ｍ， ＦＡＢＲＩＳ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｂｉｌｉａｒｙ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ａｌｔｅｒｅｄ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ［ Ｊ］ ．
Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ Ｍｏｌ Ｂａｓｉｓ Ｄｉｓ， ２０１８， １８６４（ ４ Ｐｔ Ｂ）：
１２５４－１２６１．

９４中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



［１８］　 陆贯一， 李乐天， 毕庚年． 大鼠不全梗阻型胆管炎模型研制

［Ｊ］ ． 河北医学院学报， １９９３， １４（４）： ２４２， ２７７．
ＬＵ Ｇ Ｙ， ＬＩ Ｌ Ｔ， ＢＩ Ｇ Ｎ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｃｈｏｌａｎｇｉｔｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｈｅｂｅｉ Ｍｅｄ Ｕｎｉｖ，
１９９３， １４（４）： ２４２， ２７７．

［１９］ 　 孙侠， 黄小琼， 钟海潮， 等． 四氯化碳、酒精与四氯化碳联

合、胆管结扎致 ＳＤ 大鼠肝纤维化病理学比较 ［Ｊ］ ． 中国比较

医学杂志， ２０１２， ２２（３）： ３６－３９， ８２．
ＳＵＮ Ｘ， ＨＵＡＮＧ Ｘ Ｑ， ＺＨＯＮＧ Ｈ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ＳＤ ｒａｔ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｃａｒｂｏｎ
ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ， ａｌｃｏｈｏｌ ａｎｄ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ ｌｉｇａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０１２， ２２（３）： ３６－

３９， ８２．
［２０］ 　 何如昆， 周德义， 何志恒， 等． 大鼠胆总管结扎后肝脏形态

及酶学变化的动态观察 ［ Ｊ］ ． 广西医学院学报， １９９３， １０
（３）： ２７２－２７７．
ＨＥ Ｒ Ｋ， ＺＨＯＵ Ｄ Ｙ， ＨＥ Ｚ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅｔｉｃ ｄｙｎａｍｉｃａｌｌｙ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｒａｔ
ａｆｔｅｒ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｍｅｄ Ｕｎｉｖ，
１９９３， １０（３）： ２７２－２７７．

［２１］ 　 元海成， 秦鸣放， 邹富胜， 等． 大鼠胆总管结扎后不同时间

点的生化指标变化 ［ Ｊ］ ． 中国中西医结合外科杂志， ２０１１，
１７（６）： ５８３－５８５．
ＹＵＡＮ Ｈ Ｃ， ＱＩＮ Ｍ Ｆ， ＺＯＵ Ｆ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｉｍｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ
ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍａｒｋｅｒｓ ａｆｔｅｒ ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｓｕｒｇ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｗｅｓｔ Ｍｅｄ， ２０１１， １７（６）： ５８３－５８５．

〔收稿日期〕２０２３－０３－２９

（上接第 ４４ 页）
　 　 　 ＳＨＩ Ｇ Ｊ， ＧＵ Ｂ， ＲＯＮＧ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｌｌｉｃｉｎ ｏｎ ｂｒｅａｓｔ

ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ＣＡ１５３， ＣＥＡ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｈｕｎａｎ Ｎｏｒｍ Ｕｎｉｖ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０１８， １５（６）： １００－

１０３．
［１２］ 　 梁小芹， 苏勤军． ＣＣＲ７ 和 ＶＥＧＦ⁃Ｄ 蛋白在乳腺癌发生发展过

程中的表达及意义 ［Ｊ］ ． 中国普外基础与临床杂志， ２０１６， ２３
（６）： ７１５－７２１．
ＬＩＡＮＧ Ｘ Ｑ， ＳＵ Ｑ Ｊ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ＣＣＲ７
ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＶＥＧＦ⁃Ｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂａｓｅｓ Ｃｌｉｎ Ｇｅｎ Ｓｕｒｇ， ２０１６， ２３（６）： ７１５－７２１．

［１３］ 　 黄波． ＣＥＡ、ＶＥＧＦ、ｎｍ⁃２３⁃Ｈ１ 蛋白在乳腺癌患者中的表达及

临床意义 ［Ｊ］ ． 检验医学与临床， ２０２１， １８（２０）： ３００６－３００９．
ＨＵＡＮＧ Ｂ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ＣＥＡ， ＶＥＧＦ
ａｎｄ ｎｍ⁃２３⁃Ｈ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｌａｂ Ｍｅｄ
Ｃｌｉｎ， ２０２１， １８（２０）： ３００６－３００９．

［１４］ 　 吕思琦， 李靖若． 术前血清 ＶＥＧＦ 在乳腺癌中的表达及临床

意义 ［Ｊ］ ． 河南外科学杂志， ２０２１， ２７（３）： １００－１０２．

ＬＹＵ Ｓ Ｑ， ＬＩ Ｊ Ｒ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ＶＥＧＦ ｉｎ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｈｅｎａｎ Ｊ Ｓｕｒｇ，
２０２１， ２７（３）： １００－１０２．

［１５］ 　 吴梓政， 韦丽光， 刘银凤， 等． 脂联素对乳腺癌小鼠血管内皮

生长因子和基质金属蛋白酶－９ 表达的影响 ［Ｊ］ ． 现代中西医

结合杂志， ２０２０， ２９（２１）： ２３０２－２３０５．
ＷＵ Ｚ Ｚ， ＷＥＩ Ｌ Ｇ， ＬＩＵ Ｙ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ
ＶＥＧＦ ａｎｄ ＭＭＰ⁃９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｄ Ｊ
Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｗｅｓｔ Ｍｅｄ， ２０２０， ２９（２１）： ２３０２－２３０５．

［１６］ 　 孙秀萍， 张楠， 高杰， 等． 慢性束缚应激模型致焦虑和抑郁共

病的行为学研究 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１５， ２５（６）： １８－

２２．
ＳＵＮ Ｘ Ｐ， ＺＨＡＮＧ Ｎ， ＧＡＯ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ
ｐｒｏｄｕｃｅｓ ｃｏｍｏｂｉｄｉｔｙ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ａｎｘｉｅｔｙ ａｎｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ
ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０１５， ２５（６）： １８－２２．

〔收稿日期〕２０２３－０５－０４

０５ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



２０２４ 年 ３ 月

第 ３４ 卷　 第 ３ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｒｃｈ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ３

黄储涵，杨顶权，钟施怡，等． 散结祛瘢方对 ＢＡＬＢ ／ Ｃ 裸鼠瘢痕疙瘩模型的作用及转化生长因子－β１ 的影响 ［Ｊ］． 中国比较医学

杂志， ２０２４， ３４（３）： ５１－５６．
Ｈｕａｎｇ ＣＨ， Ｙａｎｇ ＤＱ， Ｚｈｏｎｇ ＳＹ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓａｎｊｉｅ Ｑｕｂａｎ ｒｅｃｉｐｅ ｏｎ ｋｅｌｏｉｄ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＢＡＬＢ ／ Ｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（３）： ５１－５６．
ｄｏｉ： １０． ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６． ２０２４． ０３． ００７

［基金项目］国家自然科学基金青年项目（８２２０５１１５）；中央高水平医院临床科研业务费资助（ＺＲＪＹ２０２３－ＱＭ１２）；中日友好医院“菁英计

划”人才培育工程资助（ＺＲＪＹ２０２３－ＱＭ１２）。
［作者简介］黄储涵（１９９８—），女，硕士研究生，研究方向：瘢痕疙瘩及毛发疾病机制研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：１７３１２３９０５１６＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］刘青武（１９９１—），男，博士，主治医师，研究方向：瘢痕疙瘩及毛发疾病机制研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：４５４２９３１３８＠ ｑｑ． ｃｏｍ

散结祛瘢方对 ＢＡＬＢ ／ Ｃ 裸鼠瘢痕疙瘩模型的作用及
转化生长因子－β１ 的影响

黄储涵１，杨顶权２，钟施怡１，吴瑞英１，杨知山１，方慧娟１，刘青武２∗

（１．北京中医药大学，北京　 １０００２９；２．中日友好医院，北京　 １０００２９）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨散结祛瘢方对瘢痕疙瘩裸鼠模型的作用及转化生长因子－β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃
β１， ＴＧＦ⁃β１）的影响。 方法　 将人手术切除后瘢痕疙瘩组织移植至 ６～ ８ 周龄健康 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ Ｃ 雌性裸鼠背部

皮下，建立瘢痕疙瘩裸鼠模型，随机分成散结祛瘢方组、积雪苷片组和对照组，每组 ５ 只，分别用散结祛瘢方、积雪

草苷片及无菌纯水进行干预，连续灌胃 ２８ ｄ 后剥取瘢痕疙瘩组织，进行称重、苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ｅｏｓｉｎ， ＨＥ）
染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色和免疫组化（ＴＧＦ⁃β１）染色。 比较 ３ 组间治疗前后的瘢痕疙瘩重量差值的差异，比较 ３ 组间治疗

后的胶原纤维、成纤维细胞数量及 ＴＧＦ⁃β１ 表达的差异。 结果　 积雪草苷片组的瘢痕疙瘩重量差值大于对照组，且
散结祛瘢方组与积雪草苷片组、对照组相比，散结祛瘢方组瘢痕疙瘩治疗前后重量差值最大（Ｐ＜０􀆰 ０１）；散结祛瘢

方组较对照组胶原纤维疏松、数量减少，成纤维细胞数量减少；散结祛瘢方组较对照组 ＴＧＦ⁃β１ 表达减少（Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 散结祛瘢方对瘢痕疙瘩具有一定的治疗作用，其机制可能是通过减少瘢痕疙瘩组织中 ＴＧＦ⁃β１ 的表

达，从而减少成纤维细胞的增殖与细胞外基质的合成。 该研究为临床用中药治疗瘢痕疙瘩提供了实验基础与理论

依据。
【关键词】 　 瘢痕疙瘩；散结祛瘢方；ＴＧＦ⁃β１
【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２４） ０３－００５１－０６

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓａｎｊｉｅ Ｑｕｂａｎ ｒｅｃｉｐｅ ｏｎ ｋｅｌｏｉｄ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＢＡＬＢ ／ Ｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ
ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１

ＨＵＡＮＧ Ｃｈｕｈａｎ１， ＹＡＮＧ Ｄｉｎｇｑｕａｎ２， ＺＨＯＮＧ Ｓｈｉｙｉ１， ＷＵ Ｒｕｉｙｉｎｇ１， ＹＡＮＧ Ｚｈｉｓｈａｎ１， ＦＡＮＧ Ｈｕｉｊｕａｎ１， ＬＩＵ Ｑｉｎｇｗｕ２∗

（１． Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００２９， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｃｈｉｎａ⁃Ｊａｐａｎ Ｆｒｉｅｎｄｓｈｉｐ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００２９）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ Ｓａｎｊｉｅ Ｑｕｂａｎ ｒｅｃｉｐｅ ｉｎ ａ ｋｅｌｏｉｄ
ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１ （ ＴＧＦ⁃β１）． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｋｅｌｏｉｄ ｔｉｓｓｕｅ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｉｃａｌ
ｒｅｓｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｂａｃｋｓ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ＳＰＦ ＢＡＬＢ ／ Ｃ ｆｅｍａｌｅ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ， ａｇｅｄ ６～８ ｗｅｅｋｓ， ａｎｄ
ａ ｋｅｌｏｉｄ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｔｈｕｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ， ｔｈｅ Ｓａｎｊｉｅ Ｑｕｂａｎ ｒｅｃｉｐｅ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ Ａｓｉａｔｉｃｏｓｉｄｅ ｔａｂｌｅｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｎｕｐ， ｗｉｔｈ ｆｉｖｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
Ｓａｎｊｉｅ Ｑｕｂａｎ ｒｅｃｉｐｅ， Ａｓｉａｔｉｃｏｓｉｄｅ ｔａｂｌｅｔｓ， ｏｒ ｓｔｅｒｉｌｅ ｐｕｒｅ ｗａｔｅｒ． Ａｆｔｅｒ ２８ ｄａｙｓ ｏｆ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｇａｖａｇｅ， ｔｈｅ ｋｅｌｏｉｄ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ
ｅｘｆｏｌｉａｔｅｄ ａｎｄ ｗｅｉｇｈｅｄ， ａｎｄ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ＴＧＦ⁃β１ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ．
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｋｅｌｏｉｄ ｗｅｉｇｈｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ， ａｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ
ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒ， ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｎｕｍｂｅｒｓ， ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｋｅｌｏｉｄ ｗｅｉｇｈｔ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ Ａｓｉａｔｉｃｏｓｉｄｅ ｔａｂｌｅｔ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ



ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｋｅｌｏｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ Ｓａｎｊｉｅ Ｑｕｂａｎ ｒｅｃｉｐｅ
ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｓａｎｊｉｅ Ｑｕｂａｎ ｒｅｃｉｐｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｏｓｅｒ ａｎｄ ｌｅｓｓ
ｎｕｍｅｒｏｕｓ， ａｎｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｎｕｍｂｅｒ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｔｈｅ Ｓａｎｊｉｅ Ｑｕｂａｎ ｒｅｃｉｐｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｓａｎｊｉｅ Ｑｕｂａｎ ｒｅｃｉｐｅ ｈａｓ ｃｅｒｔａｉｎ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｋｅｌｏｉｄｓ． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｉｎｖｏｌｖｅ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｋｅｌｏｉｄ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｔｈｅｒｅｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｅｓ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｋｅｌｏｉｄｓ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｋｅｌｏｉｄ； Ｓａｎｊｉｅ Ｑｕｂａｎ ｒｅｃｉｐｅ； ＴＧＦ⁃β１
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 瘢痕疙瘩（ｋｅｌｏｉｄ）是继发于皮肤外伤或者自发

形成的良性皮肤肿瘤，具有肿瘤样侵袭性生长的特

点，临床表现为高出皮肤表面，质硬韧，呈片状、条
索状或结节状的瘢痕，不仅影响皮肤美观，引发皮

肤功能障碍，还可导致剧烈瘙痒和疼痛，极其严重

者可致使关节畸形，甚至产生癌变，给病患带来巨

大心理负担［１］。
中医药历史悠久，其治疗瘢痕疙瘩具有简、便、

效、廉，且副作用少的特点。 中医称瘢痕疙瘩为“蟹
足肿”“肉蜈蚣”等［２］，目前瘢痕疙瘩用药多集中于

外用药上，对于中医内治法治疗瘢痕疙瘩的研究较

少。 散结祛瘢方是团队在总结前人经验和课题组

长期临床实践的基础上，创立的治疗气滞血瘀型瘢

痕疙瘩的口服经验方剂。 本文拟通过动物实验验

证，探讨散结祛瘢方治疗瘢痕疙瘩的作用机制与潜

在靶点，为临床瘢痕疙瘩的中医药疗法提供理论依

据与实验基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级健康雌性 ＢＡＬＢ ／ Ｃ 裸鼠 １５
只，体重 ２０～２８ ｇ，由北京维通利华实验动物技术有

限公司提供［ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６］，实验动物饲养

于中日友好医院临床研究所 ［ ＳＹＸＫ （京） ２０２３ －
０００１］，于温度为 ２２ ～ ２５ ℃、相对湿度为 ４５％ ～
６０％、光照时间为 １２ ｈ ／ １２ ｈ 光暗循环的动物房内适

应性饲养 １ 周后用于后续实验。 所有实验方案研究

均得到中日友好医院动物伦理委员会的批准

（ｚｒｙｈｙｙ⁃２１⁃２３⁃０４⁃０１），并按实验动物使用的 ３Ｒ 原

则给予人道关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 散结祛瘢方（中日友好医院制剂，成分为三棱、
莪术、黄芪、夏枯草、浙贝母、生牡蛎、皂角刺、积雪

草、生白术、甘草）；积雪苷片（上海现代制药股份有

限公司，批号 ２２０９０４，纯度≥９９％）；ＨＥ 染色试剂

盒、Ｍａｓｓｏｎ 三色染色试剂盒（北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司，批
号 Ｇ１１２０、Ｇ１３４０）；ＴＧＦ⁃β１ 兔抗鼠多克隆抗体（美
国 Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ 公司）；二抗山羊抗兔 Ｉｇ Ｇ （Ｈ＋Ｌ）、
ＤＡＢ 试剂盒、ＨＲＰ 试剂均购自北京康为世纪生物科

技有限公司。
高精度 ０􀆰 ００１ ｇ 电子秤（深圳市帝衡电子有限

公司）；Ａｘｉｏ Ｉｍａｇｅｒ Ａ２ 型蔡司光学显微镜（德国卡

尔蔡司公司）；ＴＰ１０２０ 型组织脱水机、ＥＧ１１４０ Ｈ 型

包埋机、ＡＵＴＯＳＴＡＩＮＥＲＸＬ 型 ＨＥ 半自动染色仪均

来自德国 Ｌｅｉｃａ 公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 标本来源

　 　 瘢痕疙瘩标本来源于中日友好医院皮肤科瘢

痕疙瘩手术患者（已通过中日友好医院伦理委员会

批准（２０２３⁃ＫＹ⁃１４６⁃１），手术患者术前签署知情同意

书），取材位置为前胸部瘢痕疙瘩组织。 瘢痕疙瘩

的诊断参照《中国瘢痕疙瘩临床治疗推荐指南》 ［３］

采纳的蔡景龙［４］ 提出的标准。 患者纳入标准：２ 年

内未接受放射疗法、局部药物注射或外科治疗，瘢
痕疙瘩处无伤口或伤口愈合良好、完全上皮化 １ 月

后的无系统疾病者。 排除有严重肝、肾、心脏及造

血系统疾病，有明显精神症状不能配合试验、孕妇

或其他研究者认识不适合参加试验的情况。
１􀆰 ３􀆰 ２　 模型制备

　 　 将动物适应性饲养 １ 周，称重，使用腹腔注射戊

巴比妥钠（６０ ｍｇ ／ ｋｇ）进行麻醉。 将外科手术切除

的同一患者的瘢痕疙瘩组织立即在无菌条件下分

成 ８ ｍｍ×５ ｍｍ×５ ｍｍ 大，置入含生理盐水的离心管

中，转移至无菌操作台。 精度为 ０􀆰 ００１ ｇ 的精密电

子秤称量并记录瘢痕疙瘩质量，无菌手术刀在裸鼠

背部两肩胛中心纵向切开皮肤约 １ ｃｍ 长，将瘢痕疙

瘩组织植入裸鼠两侧背部皮下，５－０ 尼龙线间断缝

合，外抹红霉素软膏抗感染，隔天抹药 １ 次。 两周
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后，瘢痕组织块存活、无感染及排斥现象。

图 １　 小鼠术后瘢痕疙瘩植入处切口愈合

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｔ ｋｅｌｏｉｄ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ

１􀆰 ３􀆰 ３　 动物分组、给药

　 　 将 １５ 只瘢痕疙瘩裸鼠随机分成散结祛瘢方组、
积雪苷片组和对照组，每组 ５ 只，分别用散结祛瘢

方、积雪草苷片及无菌纯水进行灌胃，每天 １ 次，共
给药 ２８ ｄ。 散结祛瘢方按每天成年人（９９ ｇ ／ ７０ ｋｇ）
剂量、小鼠（１２􀆰 ８７ ｇ ／ ｋｇ）剂量，取 ９９ ｇ 药材加水煎

煮、过滤并浓缩至生药浓度 １􀆰 ６５ ｇ ／ ｍＬ。 积雪苷片

按每天成年人（３６ ｍｇ ／ ７０ ｋｇ）剂量、小鼠（４􀆰 ６８ ｍｇ ／
ｋｇ）剂量，取积雪苷片研磨成粉末，加无菌纯水配制

为生药浓度 ０􀆰 ４６８ ｍｇ ／ ｍＬ。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＨＥ 染色

　 　 在灌胃 ２８ ｄ 后，处死小鼠，剥取瘢痕疙瘩组织，
称重后用 ４％多聚甲醛溶液固定组织 ４８ ｈ，石蜡包

埋切片。 切片用二甲苯脱蜡、水化，进行 ＨＥ 染色，
显微镜下观察染色结果。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｍａｓｓｏｎ 染色

　 　 将石蜡切片、脱蜡、水化处理，逐步进行核染液

染色、冲洗液冲洗、质染液染色，冲洗液再次冲洗，
分化液分色后弃分色液，用复染液染色，纯乙醇洗

净浮色，二甲苯透明，中性树脂封片并在显微镜下

观察染色结果，拍摄照片。
１􀆰 ３􀆰 ６　 免疫组织化学染色

　 　 将石蜡包埋好的瘢痕疙瘩组织进行切片、脱
蜡、水化处理，用 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次后紧接着进行 ２０
ｍｉｎ 热修复，２ 次 ＰＢＳ 冲洗；滴加浓度为 ３％的 Ｈ２Ｏ２

后于室温下孵育约 １０ ｍｉｎ，再次用 ＰＢＳ 冲洗；滴加

５％羊血清，于室温下孵育 ２０ ｍｉｎ，弃多余液体后滴

加一抗，４ ℃过夜，ＰＢＳ 冲洗；滴二抗，于 ３７ ℃环境

下孵育 ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗；滴辣根酶标记链霉卵白素

工作液（Ｓ⁃Ａ ／ ＨＲＰ），３７ ℃环境下孵育 ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ
冲洗；滴加 ＤＡＢ 试剂盒混匀显色 ６ ｍｉｎ 后水洗充

分；苏木素染色；脱水、二甲苯透明；中性树脂封片；
石蜡切片；光学显微镜观察并拍摄照片。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验数据使用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示。 本

实验数据运用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行统计分析，采用

单因素方差分析及 ＬＳＤ⁃ｔ 法检验来分析多组之间的

统计显著性，Ｐ＜０􀆰 ０５ 即为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

　 　 各组小鼠均存活，生活状态良好，饮食饮水、体
重增长、大小便、活动情况均正常。 瘢痕疙瘩植入

切口处愈合，瘢痕疙瘩组织被结缔组织包绕，且瘢

痕疙瘩组织表面可见明显的毛细血管，证明组织在

裸鼠皮下存活良好，见图 １。
２􀆰 ２　 散结祛瘢方对瘢痕疙瘩质量的影响

　 　 在治疗前后称量各组小鼠的瘢痕疙瘩质量，结
果显示在治疗前各组小鼠的瘢痕疙瘩质量组间比

较无统计学差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）；经干预后，与对照组比

较，积雪苷片组瘢痕疙瘩重量差值增大，但无统计

学差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）；与对照组比较，散结祛瘢方组瘢

痕疙瘩重量差值显著增大（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与积雪苷片组

比较，散结祛瘢方组瘢痕疙瘩重量差值显著增大（Ｐ
＜０􀆰 ０５），见图 ２。
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２􀆰 ３　 散结祛瘢方对瘢痕疙瘩组织学和胶原形态的

影响

　 　 ＨＥ 染色结果显示在治疗后 ２８ ｄ，对照组瘢痕

疙瘩中可见大量成纤维细胞，散在炎性细胞浸润，
积雪苷片组和散结祛瘢方组成纤维细胞数量较少，
炎性细胞浸润不明显，见图 ３Ａ。 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果

显示，在治疗后 ２８ ｄ，对照组胶原纤维粗大致密，积
雪苷片组和散结祛瘢方组胶原相对细小、疏松，见
图 ３Ｂ。
２􀆰 ４　 散结祛瘢方对瘢痕疙瘩 ＴＧＦ⁃β１ 表达的影响

　 　 采用免疫组织化学染色检测各组瘢痕疙瘩

ＴＧＦ⁃β１ 的表达情况，结果显示在治疗后 ２８ ｄ，与对

照组比较，积雪苷片组 ＴＧＦ⁃β１ 的表达显著降低（Ｐ＜
０􀆰 ０５），与对照组比较，散结祛瘢方组 ＴＧＦ⁃β１ 的表

达显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），与积雪苷片组比较，散结祛

瘢方组 ＴＧＦ⁃β１ 的表达降低，但无统计学意义（Ｐ＞
０􀆰 ０５）。 见图 ４，表 １。

注：与对照组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与积雪苷片组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
图 ２　 治疗前后各组瘢痕疙瘩质量差值的比较（ｎ＝ ５）

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
Ａｓｉａｔｉｃｏｓｉｄｅ ｔａｂｌｅｔｓ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｑｕａｌｉｔｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｋｅｌｏｉｄ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

注：Ａ：组织学 ＨＥ 染色结果；Ｂ：胶原形态 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果。

图 ３　 散结祛瘢方对瘢痕疙瘩组织学和胶原形态的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｂ， Ｃｏｌｌａｇｅｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｋｅｌｏｉｄ ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

图 ４　 各治疗组对瘢痕疙瘩组织 ＴＧＦ⁃β１ 表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｎ ＴＧＦ⁃β１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｋｅｌｏｉｄ ｔｉｓｓｕｅ
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表 １　 各治疗组瘢痕疙瘩中 ＴＧＦ⁃β１ 表达（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｋｅｌｏｉｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＴＧＦ⁃β１
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２４５±０􀆰 ０３２

积雪苷片组
Ａｓｉａｔｉｃｏｓｉｄｅ ｔａｂｌｅｔｓ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １９３±０􀆰 ００５∗

散结祛瘢方组
Ｓａｎｊｉｅ Ｑｕｂａｎ ｒｅｃｉｐｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １８９±０􀆰 ０１２∗

注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

３　 讨论

　 　 瘢 痕 疙 瘩 临 床 发 病 率 较 高， 约 ４􀆰 ５％ ～
１６􀆰 ０％［５］。 我国是瘢痕疙瘩的高发区域，且与欧美

国家相比，我国患者疾病程度通常更为严重，对各

种治疗手段的抵抗程度及复发率均可能更高。 目

前临床上针对瘢痕疙瘩主要采用类固醇激素注射、
化疗药物（如 ５－氟尿嘧啶）皮损局部注射、放射疗

法、激光、冷冻、手术切除等多种方法联合治疗，虽
有一定的效果，然而这些治疗方法具有易产生药物

抵抗性、副作用明显和复发率高等肿瘤类疾病特

性［６］。 因此，瘢痕疙瘩已成为整形外科、皮肤外科

和烧创伤外科关注的焦点和难点，探索安全有效的

治疗药物和方法具有迫切性。
中医药治疗瘢痕疙瘩早在宋代《太平圣惠方·

灭瘢痕诸方》便有记载，“夫瘢痕者，皆是风热毒气，
在于脏腑，冲注于肌肉，而生疮胗”。 治疗上多用破

血逐瘀，软坚消癥，清解余毒为法。 参考文献［７］ 中

赵炳南教授认为瘢痕疙瘩多因机体内外因素，造成

气机阻碍，气滞血瘀而成，参考文献［８］ 中史洪涛认

为血瘀贯穿于瘢痕疙瘩发病的全过程。 因此，气滞

血瘀、瘀而生毒是瘢痕疙瘩的核心病机，活血化瘀、
软坚散结是其主要治则［９］。 课题组团队长期从事

瘢痕疙瘩的临床研究，在总结前人经验和团队临床

实践的基础上，创立了具有活血化瘀、软坚散结功

效的散结祛瘢方，方中三棱、莪术苦泄辛散温通，能
破血散瘀，消癥散结，行气止痛，三棱偏于破瘀，莪
术偏于破气，两药相须为用，破瘀散结之力甚佳；夏
枯草、浙贝母、生牡蛎、皂角刺软坚散结；积雪草苦、
辛，性寒，解毒消肿，兼能活血；方中药物大多苦寒

伤胃，故用黄芪益气健脾，托毒排脓，白术性温，健
脾燥湿，固护胃气，甘草调和诸药，全方配伍，活血

化瘀，软坚结散，故擅治气滞血瘀之瘢痕疙瘩。 本

实验研究结果显示人瘢痕疙瘩组织植入裸鼠背部

后，治疗前后各组瘢痕疙瘩质量差值均增大且有统

计学意义，散结祛瘢方组较对照组和积雪苷片组瘢

痕疙瘩质量下降明显，提示口服汤药、积雪苷片治

疗裸鼠瘢痕疙瘩均有效，散结祛瘢方治疗效果更佳。
瘢痕疙瘩的病因涉及皮肤张力升高、慢性炎

症、缺氧以及遗传因素等多种因素的相互作用。 其

发病机制目前尚不明确，但目前其公认的病理表现

特征为成纤维细胞过度增殖、侵袭或迁移，并产生

大量的胶原、纤连蛋白等细胞外基质成分［１０］，尤其

是胶原的过度堆积，导致真皮的持久纤维化［１１］。 与

正常皮肤组织相比，皮肤损伤后，伤口中的巨噬细

胞分泌大量的 ＴＧＦ⁃β１，通过自分泌和旁分泌的方式

作用于修复细胞与炎症［１２］，ＴＧＦ⁃β１ 在瘢痕疙瘩形

成的过程中发挥重要作用［１３］。 过往研究表明，当瘢

痕疙瘩中的成纤维细胞的增殖、迁移、胶原产生量

增多时，ＴＧＦ⁃β１ 会过量表达，若此时阻断或拮抗

ＴＧＦ⁃β１ 蛋白信号能够有效减少胶原合成以及促进

胶原降解，从而抑制瘢痕疙瘩形成及发展［１４］。 目前

散结祛瘢方治疗瘢痕疙瘩的作用机制尚不明确，而
ＴＧＦ⁃β１ 在瘢痕疙瘩的形成与增长中起重要作用，故
本研究旨在探讨散结祛瘢方对 ＢＡＬＢ ／ Ｃ 裸鼠瘢痕疙

瘩模型的作用及转化生长因子－β１ 的影响。 本实验

结果显示散结祛瘢方及积雪苷片均能降低瘢痕疙

瘩组织中 ＴＧＦ⁃β１ 的表达，减少瘢痕疙瘩组织中成

纤维细胞的增生，减轻周围炎性细胞浸润，使胶原

纤维细小、疏松，提示散结祛瘢方可能通过减少

ＴＧＦ⁃β１ 表达，减少胶原合成，从而达到抑制瘢痕疙

瘩生长的作用。
本实验模型采用人瘢痕疙瘩组织径直植入裸

鼠皮下，优势是实验所需标本、环境与操作相对简

单，有利于大规模样本研究。 移植小鼠体内的瘢痕

疙瘩在一定的时间范围内可以保持原有的组织学

特性，且环境因素的影响相对较小，对于瘢痕疙瘩

药物的作用效果研究具有说服力；此外，动物模型

保留有宏观瘢痕疙瘩的相对完整形态，便于直观评

价。 然而，采用瘢痕疙瘩径直移植到裸鼠皮下的方

法也有一定的不足，如瘢痕疙瘩分离切除时，每一

块移植体大小、形态、理化性质不可能完全相同，而
且瘢痕疙瘩移植后组织所处的微环境与人体也不

同，随着瘢痕疙瘩植入时间的推移，人的瘢痕疙瘩

组织与植入小鼠体内的瘢痕疙瘩组织相似性减弱，
并在一段时间后，植入的瘢痕疙瘩体积有所缩小，
对于评判瘢痕疙瘩治疗效果有较大影响［１５］。 目前

也有应用瘢痕疙瘩细胞与条件培养基复合载体构

５５中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



建的瘢痕疙瘩裸鼠模型造模，其优点为造模标准统

一，动物模型之间个体差异较小，且能反映出人瘢

痕疙瘩的病理生理变化，然而缺点在于造模需要较

高的实验条件［１６］。
瘢痕疙瘩裸鼠模型对于研究新技术以及新药

物的作用效果具有重要价值。 但由于目前没有有

效方法诱导实验动物直接产生瘢痕疙瘩，所以难以

进一步研究瘢痕疙瘩的具体发病机制。 此外，现有

的瘢痕疙瘩模型基本都为移植模型，其在模型内形

成的瘢痕组织扩增和侵袭能力远低于临床实际情

况，尚不十分理想，还需要更多学者共同努力。
综上所述，本实验中散结祛瘢方治疗 ＢＡＬＢ ／ Ｃ

裸鼠瘢痕疙瘩模型效果显著，其作用机制可能是通

过减少瘢痕疙瘩组织中 ＴＧＦ⁃β１ 的表达，从而减少

成纤维细胞的增殖与细胞外基质的合成，减少胶原

的产生，达到抑制瘢痕疙瘩形成及生长的作用，该
研究为临床运用中医药疗法治疗瘢痕疙瘩提供了

一定的理论依据与实验基础。
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瘢痕疙瘩模型成纤维细胞及胶原蛋白表达的影响 ［Ｊ］ ． 中国

麻风皮肤病杂志， ２０１９， ３５（７）： ３９８－４０１．
ＹＡＮＧ Ｙ， ＧＵＯ Ｇ Ｚ， ＷＡＮＧ Ｗ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｓｉａｔｉｃｏｓｉｄｅ
ｏｉｎｔｍｅｎｔ ｏｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｋｅｌｏｉｄ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｌｅｐｒ Ｓｋｉｎ Ｄｉｓ， ２０１９， ３５（７）： ３９８－

４０１．
［１２］ 　 王若涵， 张霄霈， 孙佳， 等． ＴＧＦ⁃β 及 Ｓｍａｄ 家族在瘢痕疙瘩

形成中作用的研究进展 ［ Ｊ］ ． 中国细胞生物学学报， ２０２２，
４４（１０）： ２０５１－２０５６．
ＷＡＮＧ Ｒ Ｈ， ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｐ， ＳＵＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ
ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＴＧＦ⁃β ａｎｄ ｓｍａｄ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｋｅｌｏｉｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ
Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０２２， ４４（１０）： ２０５１－２０５６．

［１３］ 　 ＨＵＡＮＧ Ｙ， ＬＩＵ Ｗ， ＸＩＡＯ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｔｒｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｈｅｐａｔｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ．
Ａｍ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ， ２０１５， １８５（３）： ７８６－７９７．

［１４］ 　 ＮＡＧＡＲ Ｈ， ＫＩＭ Ｓ， ＬＥＥ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲ６⁃
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ １ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｋｅｌｏｉｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｖｉａ ｔｈｅ
ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０２１， １１
（１）： ５００．

［１５］ 　 ＭＡＴＳＵＭＯＴＯ Ｎ Ｍ， ＰＥＮＧ Ｗ Ｘ， ＡＯＫＩ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｙａｌｉｎｉｓｅｄ ｋｅｌｏｉｄａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｒｌｏｂｅ
ｋｅｌｏｉｄｓ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ： ｃｏｌｌａｇｅｎ ｈｙａｌｉｎｉｓａｔｉｏｎ ｓｔａｒｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｖａｓｃｕｌａｒ
ａｒｅａ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｗｏｕｎｄ Ｊ， ２０１７， １４（６）： １０８８－１０９３．

［１６］ 　 杨知山， 刘青武， 吴瑞英， 等． 瘢痕疙瘩的裸鼠模型介绍

［Ｊ］ ． 临床皮肤科杂志， ２０２０， ４９（１０）： ６３７－６４０．
ＹＡＮＧ Ｚ Ｓ， ＬＩＵ Ｑ Ｗ， ＷＵ Ｒ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｏ ｋｅｌｏｉｄ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｄｅｒｍａｔｏｌ， ２０２０， ４９（１０）： ６３７－

６４０．

〔收稿日期〕２０２３－０９－２１

６５ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



２０２４ 年 ３ 月

第 ３４ 卷　 第 ３ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｒｃｈ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ３

沈婷婷，李素云，李亚，等． 基于 ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ 信号轴探究补肺健脾方对 ＣＯＰＤ 大鼠骨骼肌线粒体损伤的影响 ［Ｊ］． 中国比较医

学杂志， ２０２４， ３４（３）： ５７－６７．
Ｓｈｅｎ ＴＴ， Ｌｉ ＳＹ， Ｌｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｕｆｅｉ Ｊｉａｎｐｉ ｆｏｒｍｕｌａ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ
ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｒａｔｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（３）： ５７－６７．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ００８

［基金项目］国家重点研发计划项目（２０１８ＹＦＣ１７０４８００，２０１８ＹＦＣ１７０４８０１）；省级科技研发计划联合基金项目（２２２３０１４２００８１）；国家自然科

学基金面上项目（８２０７４４１３）。
［作者简介］沈婷婷（１９９１—），女，博士研究生，研究方向：中医药防治呼吸系统疾病方向。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓｈｅｎｔｉｎｇ２０８＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］李素云（１９６５—），教授，主任医师，研究方向：中医药防治呼吸疾病临床与基础研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｉｓｕｙｕｎ２０００＠ １２６． ｃｏｍ

基于 ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ 信号轴探究补肺健脾方对 ＣＯＰＤ
大鼠骨骼肌线粒体损伤的影响

沈婷婷１，２，李素云３，４∗，李　 亚２，轩银霜１，２，李景梅１，２，李高峰１，２，韩冰洋１，２

（１．河南中医药大学，郑州　 ４５００４６；２．河南中医药大学第一附属医院中心实验室中药药理（呼吸）实验室，
河南省呼吸病防治中医药重点实验室，郑州　 ４５００００；３．河南中医药大学第一附属医院呼吸科，郑州　 ４５００００；

４．河南中医药大学呼吸疾病中医药防治省部共建协同创新中心，郑州　 ４５００４６）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究补肺健脾方（Ｂｕｆｅｉ Ｊｉａｎｐｉ ｆｏｒｍｕｌａ，ＢＪＦ）通过调控 ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ 信号轴对 ＣＯＰＤ 大鼠骨骼

肌线粒体损伤的影响。 方法　 将 ６０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠随机分为空白（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、ＣＯＰＤ 稳定期模型（Ｍｏｄｅｌ）组、氨
茶碱（Ａｍ）组、补肺健脾方（ＢＪＦ）组、吡格列酮（ＰＩＯ）组以及补肺健脾方＋吡格列酮（ＢＪＦ＋ＰＩＯ）组，１０ 只 ／组。 采用烟

熏加鼻腔滴菌（肺炎克雷伯杆菌）的方法建立 ＣＯＰＤ 稳定期大鼠模型，自第 ９ 周开始给药至 ２０ 周结束后取材，每周

给予大鼠体重测量。 分别对肺组织和骨骼肌组织进行常规切片与 ＨＥ 染色，并于光镜下观察其相应的病理学改变。
分别于第 ０、８、２０ 周采用非束缚全身体积描记系统观察大鼠肺功能，包括 ＶＴ、ＰＥＦ、ＥＦ５０。 采用 ｑＰＣＲ 技术检测大

鼠骨骼肌组织中 ＩＲＳ⁃１、ＰＩ３Ｋ、ＰＧＣ⁃１α 以及 Ｌｅｐｔｉｎ ｍＲＮＡ 的表达。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测大鼠骨骼肌组织中

ＩＲＳ⁃１、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐ⁃ＡＫＴ、ＰＧＣ⁃１α、ＴＦＡＭ 和 Ｌｅｐｔｉｎ 蛋白的表达。 结果　 光镜观察显示与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比，Ｍｏｄｅｌ 组肺病

理可见肺泡间质以及肺支气管存有大量的炎性细胞浸润，部分肺泡壁出现断裂并融合形成气腔、纤维网被破坏等；
与 Ｍｏｄｅｌ 组比，用药治疗后各组肺泡壁的断裂以及纤维网的破坏均得到改善，支气管中炎性细胞浸润减轻，其中以

ＢＪＦ 组与 Ａｍ 组尤为明显。 用药治疗后各组骨骼肌病理与 Ｍｏｄｅｌ 组比，可不同程度改善肌纤维之间排列间隙、萎缩

与断裂，肌细胞胞质染色不均一等，其中以 ＢＪＦ 组疗效较为显著。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比，Ｍｏｄｅｌ 组 ＰＥＦ、ＶＴ 和 ＥＦ５０ 第 ８ 周

起显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＢＪＦ 组、ＢＪＦ＋ＰＩＯ 组和 Ａｍ 组可以显著提高 ＰＥＦ、ＥＦ５０（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比，Ｍｏｄｅｌ 组
中 ＩＲＳ⁃１、ＰＧＣ⁃１α 和 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 与蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｌｅｐｔｉｎ ｍＲＮＡ 与蛋白表达水平显著

增高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与 Ｍｏｄｅｌ 组比，ＢＪＦ 组 ＩＲＳ⁃１、ＰＧＣ⁃１α、ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 与蛋白表达水平显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１）；
ＰＩＯ 组 ＩＲＳ⁃１ ｍＲＮＡ 表达水平显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；ＢＪＦ＋ＰＩＯ 组 ＰＧＣ⁃１α ｍＲＮＡ 水平显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＩＲＳ⁃１、ＰＩ３Ｋ
ｍＲＮＡ 与蛋白水平显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１）；Ａｍ 组中 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 与蛋白表达水平显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；４ 个用

药组中 Ｌｅｐｔｉｎ ｍＲＮＡ 的表达水平均显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 除 Ａｍ 组外，其余 ３ 个用药组 Ｌｅｐｔｉｎ 蛋白表达显著降低（Ｐ
＜０􀆰 ０１）；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比，Ｍｏｄｅｌ 组股四头肌组织中 ＴＦＡＭ、ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白表达有明显的下降趋势，各治疗组的 ＴＦＡＭ、ｐ⁃
ＡＫＴ 蛋白表达均有升高趋势，但无显著性差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 结论　 补肺健脾方可通过调控 ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ 信号轴，改善

骨骼肌线粒体的损伤，同时提高 ＰＧＣ⁃１α 与线粒体转录因子 ＴＦＡＭ 的表达，增强线粒体的生物合成，从而减轻肺与

骨骼肌组织的病理性损伤。
【关键词】 　 ＣＯＰＤ；骨骼肌功能障碍；ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ 信号通路；补肺健脾方

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２４） ０３－００５７－１１



Ｒｏｌｅ ｏｆ ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｕｆｅｉ Ｊｉａｎｐｉ
ｆｏｒｍｕｌａ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ

ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｒａｔｓ
ＳＨＥＮ Ｔｉｎｇｔｉｎｇ１，２， ＬＩ Ｓｕｙｕｎ３，４∗， ＬＩ Ｙａ２， ＸＵＡＮ Ｙｉｎｓｈｕａｎｇ１，２， ＬＩ Ｊｉｎｇｍｅｉ１，２， ＬＩ Ｇａｏｆｅｎｇ１，２， ＨＡＮ Ｂｉｎｇｙａｎｇ１，２

（１． Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４６， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ
（Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ） Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ， ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｅｎａｎ Ｋｅｙ

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｄｉｓｅａｓｅｓ，
Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００． ３． Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ

Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００． ４． Ｃｏ⁃ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ
Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ｂｙ Ｈｅｎａｎ＆Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｃｈｉｎａ，

Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４６）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｕｆｅｉ Ｊｉａｎｐｉ ｆｏｒｍｕｌａ （ＢＪＦ） ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｓｋｅｌｅｔａｌ
ｍｕｓｃｌｅ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ （ ＣＯＰＤ） ｒａｔｓ ｖｉａ ｉｔｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ６０ ＳＰＦ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （ ＣＯＰＤ ｓｔａｂｌｅ ｓｔａｇｅ ｇｒｏｕｐ），
ａｍｉｎｏｐｈｙｌｌｉｎｅ （Ａｍ） ｇｒｏｕｐ， ＢＪＦ ｇｒｏｕｐ， ｐｉｏｇｌｉｔａｚｏｎｅ （ＰＩＯ） ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＢＪＦ＋ＰＩＯ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ １０ ｒａｔｓ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ． Ａ ｓｔａｂｌｅ
ＣＯＰＤ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｖｉａ ｆｏｒｃｅｄ ｓｍｏｋｉｎｇ ａｎｄ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｎａｓａｌ ｄｒｉｐ ｍｅｔｈｏｄ． Ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ９ｔｈ ｗｅｅｋ ｔｏ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ２０ｔｈ ｗｅｅｋ， ａｎｄ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｅｖｅｒｙ ｗｅｅｋ． Ｒｏｕｔｉｎｅ ｓｅｃｔｉｏｎｉｎｇ ａｎｄ ＨＥ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｌｕｎｇ ａｎｄ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ， ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ
ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ． Ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｄｙ ｐｌｅｔｈｙｓｍｏｇｒａｐｈｙ ｉｎ ｗｅｅｋｓ ０， ８， ａｎｄ ２０，
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｉｄａｌ ＶＴ， ＰＥＦ， ａｎｄ ＥＦ５０． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＲＳ⁃１， ｌｅｐｔｉｎ， ＰＧＣ１⁃α， ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ｉｎ ｒａｔ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ
ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＧＣ⁃１α， ＴＦＡＭ， ＩＲＳ⁃１， ＰＩ３Ｋ， ＡＫＴ， ｐ⁃ＡＫＴ， ａｎｄ ｌｅｐｔｉｎ ｉｎ ｒａｔ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ
ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｂｕｔ ｎｏｔ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｓｈｏｗｅｄ ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉｕｍ ａｎｄ ｂｒｏｎｃｈｕｓ， ｉｎｄｉｃａｔｉｖｅ ｏｆ ｌｕｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ； ｓｏｍｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｗａｌｌｓ ｈａｄ
ｂｒｏｋｅｎ ａｎｄ ｆｕｓｅｄ ｔｏ ｆｏｒｍ ａｉｒ ｃａｖｉｔｉｅｓ， ａｎｄ ｆｉｂｅｒ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ． Ａｆｔｅｒ ｄｒｕｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｒａｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ
ａｌｖｅｏｌａｒ ｗａｌｌ ａｎｄ ｆｉｂｅｒ ｎｅｔｗｏｒｋ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒｏｎｃｈｕｓ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ
ＢＪＦ ａｎｄ Ａｍ ｇｒｏｕｐｓ． Ｉｎ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ， ｔｈｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓｐａｔｉａｌ
ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ， ｔｈｅ ａｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ｆｒａｃｔｕｒｉｎｇ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ， ａｎｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｕｎｅｖｅｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ＢＪＦ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ’ｓ ＰＥＦ， ＶＴ， ａｎｄ ＥＦ５０ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ ｗｅｅｋ ８ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＢＪＦ， ＢＪＦ＋ＰＩＯ ａｎｄ Ａｍ
ｇｒｏｕｐｓ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＰＥＦ ａｎｄ ＥＦ５０ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ’ ｓ ｍＲＮＡ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＲＳ⁃１， ＰＧＣ⁃１α， ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１） ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ｌｅｐｔｉｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０． ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＲＳ⁃
１， ＰＧＣ⁃１α ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ｉｎ ｔｈｅ ＢＪＦ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０． ０５， Ｐ＜０． ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＩＲＳ⁃１ ｉｎ ｔｈｅ ＰＩＯ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０． ０１）． Ｔｈｅ ＢＪＦ＋ＰＩＯ ｇｒｏｕｐ’ｓ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＧＣ⁃１α （Ｐ＜０􀆰 ０１）
ａｎｄ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＲＳ⁃１ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ｉｎ ｔｈｅ Ａｍ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｅｐｔｉｎ ｍＲＮＡ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｅｐｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｅｘｃｅｐｔ ｔｈｅ Ａｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ’ｓ
ｑｕａｄｒｉｃｅｐｓ ｆｅｍｏｒｉｓ ｔｉｓｓｕｅ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＴＦＡＭ ａｎｄ ｐ⁃ＡＫＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． ＴＦＡＭ ａｎｄ ｐ⁃ＡＫＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ａｌｌ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｒｅｎｄ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ， Ｂｕｆｅｉ Ｊｉｅｍｐｉ ｒｅｄｕｃｅｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｓｋｅｌｅｔａｌ
ｍｕｓｃｌｅ， ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＧＣ⁃１α ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＴＦＡＭ， ｅｎｈａｎｃｅｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｌｕｎｇ ａｎｄ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＣＯＰＤ； ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ； ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； Ｂｕｆｅｉ Ｊｉａｎｐｉ ｆｏｒｍｕｌａ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

８５ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



　 　 慢性阻塞性肺疾病 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｌｕｎｇ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是一种以不可逆气流受限和（或）慢
性气道炎症为主要特征的呼吸系统疾病。 预计到

２０３０ 年，将上升至全球第 ３ 位死亡原因，俨然已成

为一个国际性的公共健康问题［１－２］。 骨骼肌功能障

碍（ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＳＭＤ）是 ＣＯＰＤ 常见

的肺外表现［３］，其特征是功能性运动能力受损和体

力活动减少［４］，多达 １ ／ ３ 的 ＣＯＰＤ 患者可表现出骨

骼肌力量与耐力的障碍，以及易疲劳性增加等［５－６］；
其发病机制复杂，涉及全身性炎症、氧化应激和线

粒体功能损伤等［７－８］。 线粒体功能损伤可引发细胞

能量代谢障碍、柠檬酸合成酶活性降低、氧化应激

增强、呼吸链受抑制、线粒体 ＤＮＡ 损伤等，可进一步

加重 ＳＭＤ［９－１１］。
胰岛素受体底物 １（ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ １，

ＩＲＳ⁃１）、磷脂酰肌醇 ３ 激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃
ｋｉｎａｓｅｓ，ＰＩ３Ｋ）是 ＰＩ３Ｋ 信号轴的主要调节因子，ＩＲＳ⁃
１ ／ ＰＩ３Ｋ 作为线粒体功能和胰岛素信号转导的主要

信号轴，在调节能量代谢和细胞生长、分化中起重

要作用。 骨骼肌是胰岛素调控葡萄糖摄取、代谢和

利用的主要目标组织之一，生理条件下，通过刺激

标准的 ＩＲＳ⁃ＰＩ３Ｋ 途径实现肌细胞对葡萄糖的摄取。
当线粒体功能受到破坏时，会导致内源性氧化物产

生增加，进而引发免疫失衡、炎症反应以及机体代

谢异常等问题。 这些因素促进了 ＣＯＰＤ 骨骼肌功能

障碍的发生和发展［１２－１３］；因此，调控 ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ 信

号通路可能是改善骨骼肌线粒体损伤的重要途径。
过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 辅助活化因子 １α
（ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ
ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ １α，ＰＧＣ⁃１α）是一个骨骼肌内胰岛素信

号通路和线粒体内稳态关系的双向调节因子，肌小

管中胰岛素和葡萄糖含量升高可干扰胰岛素信号

通路、线粒体生物合成和线粒体生物能量代谢［１４］，
胰岛素增敏剂吡格列酮（ｐｉｏｇｌｉｔａｚｏｎｅ，ＰＩＯ）可修复上

述变化并诱导 ＰＧＣ⁃１α 生成。 此外，线粒体转录因

子 Ａ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ａ，ＴＦＡＭ）作

为线粒体基因组最重要的转录激活因子［１５］，在调控

线粒体 ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）表达及线粒体基因组复制中

也起到了重要作用［１６－１７］。
瘦素（ｌｅｐｔｉｎ，ＬＥＰ）是一种蛋白质类激素，由脂

肪组织分泌，参与调节糖、脂肪与能量代谢，减低食

欲，抑制脂肪细胞合成，降低体重。 目前 ＳＭＤ 常见

的临床治疗有经皮神经肌肉电刺激和高流量鼻导

管氧疗法等［１８－１９］，但除康复训练有一定的疗效外，
尚无有效药物［２０］。

中医药治疗 ＣＯＰＤ 效果显著，课题组前期研究

成果表明，补肺健脾方能够确切地改善患者的临床

症状，减缓肺功能下降的速率，减少急性加重的次

数，并提高患者的生存质量［２１－２２］。 基础研究显示，
补肺健脾方能够显著改善 ＣＯＰＤ 大鼠的氧化应

激［２３－２４］，但其具体机制尚不清楚。 本研究通过观察

骨骼肌线粒体生物合成及 ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ 相关指标变

化，探讨补肺健脾方的作用机制，为寻求有效的治

疗方法提供思路。

１　 材料和方法

１． １　 实验材料

１． １． １　 实验动物　
　 　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ６０ 只，６ ～ ８ 周龄，体重（２００±
２０）ｇ，雌雄各半，购于济南朋悦实验动物繁育中心

［ＳＣＸＫ（鲁）２０１９－０００３］。 在河南中医药大学第一

附属医院中心实验室开展饲养工作 ［ ＳＹＸＫ（豫）
２０２２－０００４］。 适应环境 ７ ｄ，无菌饲料喂养，自由饮

用无菌水，饲养环境安静；实验过程中遵循实验动

物“３Ｒ”原则，本实验经河南中医药大学实验动物伦

理委员会审查批准（ＹＦＹＤＷ２０１６０２７）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细菌　
　 　 肺炎克雷伯杆菌（４６１１４），由中国医学细菌保

藏管理中心提供。 使用之前将其浓度调整为 ６×１０８

ＣＦＵ ／ ｍＬ。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 红旗渠牌过滤嘴香烟，硬金红，烤烟型，焦油量

１０ ｍｇ，烟碱量 １ ｍｇ，烟气 ＣＯ 含量 １２ ｍｇ，河南中烟

工业有限责任公司生产。 补肺健脾方（黄芪、党参、
白术、茯苓等）浸膏，由河南中医药大学药学院药物

分析实验室提供，１ ｇ 含生药量 ２􀆰 １ ｇ；吡格列酮胰岛

素增敏剂，每盒 ２０ ｍｇ，称取 ２ ｇ 吡格列酮粉置入

１０００ ｍＬ 配制好的甲基纤维素钠（ＣＭＣ）溶液中，于
磁力搅拌器上搅拌，直至混匀，配成 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 吡格

列酮 溶 液； 氨 茶 碱 片， 每 片 ０􀆰 １ ｇ， 国 药 准 字

Ｈ４１０２０７０４，由海南制药厂有限公司制药一厂提供，
使用前加蒸馏水将其配成 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 浓度的混悬

液；生理盐水（０􀆰 ９％ ＮａＣｌ），每瓶 ５００ ｍＬ，由河南竹

林众生制药股份有限公司提供。 ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ
（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， 货 号： １５５９６０１８ ）； 逆 转 录 试 剂 盒

（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， 货 号： ４３６８８１４ ）； ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ Ｍｉｘ ｋｉｔ
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（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，货号：Ａ２５７４２）；无酶水（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，货号：
Ｒ１６００）；ＰＩ３Ｋ ｐ１１０ 兔多克隆抗体（Ｇｅｎｅ Ｔｅｘ，货号：
ＧＴＸ１１１１７３）；Ｌｅｐｔｉｎ 兔单克隆抗体 （ Ｇｅｎｅ Ｔｅｘ，货

号：ＧＴＸ１０９２０４）；ＴＦＡＭ 兔多克隆抗体（Ｇｅｎｅ Ｔｅｘ，
货号：ＧＴＸ１１２７６０）；ＩＲＳ１ 兔多克隆抗体（Ｇｅｎｅ Ｔｅｘ，
货号： ＧＴＸ７８９１６）； ＰＧＣ⁃１α 兔多克隆抗体 （ Ｇｅｎｅ
Ｔｅｘ，货号：ＧＴＸ３７３５６）；ＡＫＴ 兔多克隆抗体 （ Ｇｅｎｅ
Ｔｅｘ，货号：ＧＴＸ１２１９３７）；ＡＫＴ（ｐｈｏｓｐｈｏＳｅｒ４７３）兔多

克隆抗体（Ｇｅｎｅ Ｔｅｘ，货号：ＧＴＸ１２８４１４）；高效 ＲＩＰＡ
裂解液（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，货号：Ｒ００１０）；ＢＣＡ 蛋白浓度测定

试剂盒（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，货号：ＰＣ００２０）；ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制

备试剂盒（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，货号：Ｐ１２０）；彩虹 ２４５ｐｌｕｓ 广谱

蛋白 Ｍａｒｋｅｒ（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，货号：ＰＲ１９３０）；ＧＡＰＤＨ 兔多

克隆抗体（货号：１０４９４⁃１⁃ＡＰ）、ＨＲＰ 标记山羊抗兔

二抗（货号：ＳＡ００００１⁃２）均由武汉三鹰提供，引物序

列见表 １。 ＩＶＣ⁃Ⅱ动物饲养笼具（冯氏实验动物设

备有限公司，江苏省苏州市）；全身体积描记系统

（Ｂｕｘｃｏ，美国）；ＰＭ⁃１０ＡＤ 光学显微镜及照相系统

（ＯＬｙｍｐｕｓ ｏｐｔｉｃａｌ，日本）； ７５００ 型实时荧光定量

ＰＣＲ 仪 （ ＡＢＩ， 美 国 ）； 核 酸 蛋 白 定 量 检 测 仪

（ＮａｎｏＶｕｅＰｌｕｓ，美国）；ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ 全能成像系统

（ＢＩＯ⁃ＲＡＤ，美国）；高速台式冷冻离心机（Ｔｈｅｒｍｏ，
美国）；ＢＳ２１０ Ｓ 电子天平（赛多利斯，德国）。

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

序列（５’－３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

ＰＧＣ１⁃α
Ｆ ＡＡＣＴＣＴＣＴＧＧＡＡＣＴＧＣＡＧＧＣ
Ｒ ＧＣＴＴＴＧＧＣＧＡＡＧＣＣＴＴＧＡＡＡ

ＰＩ３Ｋ
Ｆ ＡＴＣＧＡＣＣＴＡＣＡＣＴＴＧＧＧＧＧＡ
Ｒ ＣＡＡＴＡＴＣＴＴＣＴＧＧＣＣＧＧＧＣＴ

Ｌｅｐｔｉｎ
Ｆ ＣＡＧＣＴＴＧＣＣＴＴＣＣＣＡＡＡＡＣＧ
Ｒ ＴＧＴＧＧＡＧＴＡＧＡＧＣＧＡＧＧＣＴＴ

ＩＲＳ１
Ｆ ＴＧＡＣＡＧＣＴＣＣＣＡＡＴＧＧＴＣＡＣ
Ｒ ＧＧＴＡＧＣＡＣＣＴＧＧＧＡＴＧＴＡＧＣ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ ＣＡＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣ
Ｒ ＣＡＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣ

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 模型制备

　 　 大鼠购回后放于动物饲养笼具中适应环境 ７ ｄ。
无菌饲料、无菌水喂养，保持室内环境安静，温度湿

度适宜，通风系统正常。 参照课题组前期研究建立

的 ＣＯＰＤ 模型制备方法［２５］，采用香烟烟雾暴露联合

细菌感染法制备 ＣＯＰＤ 稳定期大鼠模型：采用经鼻

腔滴入的方法，在大鼠吸气时，将 ０􀆰 １ ｍＬ 菌液经左

右鼻孔交叉进行滴入，菌液浓度 ６×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ，每

５ ｄ 滴 １ 次，持续 ８ 周。 给予模型组和用药组大鼠烟

熏，点燃香烟并使烟熏箱烟雾浓度达到（３０００±５００）
ｐｐｍ，每天 ２ 次，每次 ３０ ｍｉｎ，两次烟熏间隔≥３ ｈ，持
续 １２ 周。
１􀆰 ３􀆰 ２　 分组

　 　 采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 中“ＲＡＮＤ（）”函数，将 ＳＤ
大鼠随机分为空白（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、ＣＯＰＤ 稳定期模型

（Ｍｏｄｅｌ）组、吡格列酮（ＰＩＯ）组、补肺健脾方（ＢＪＦ）
组、补肺健脾方＋吡格列酮（ＢＪＦ＋ＰＩＯ）组以及氨茶

碱（ａｍｉｎｏｐｈｙｌｌｉｎｅ，Ａｍ）组，１０ 只 ／组。
１􀆰 ３􀆰 ３　 给药

　 　 自第 ９ 周开始至第 ２０ 周结束，ＢＪＦ 组、ＢＪＦ＋ＰＩＯ
组和 Ａｍ 组大鼠分别给予 ＢＪＦ（１２􀆰 ４２ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ））、
Ａｍ（０􀆰 ０２７ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ））灌胃，每天灌胃 ２ 次，间隔≥
３ ｈ。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 Ｍｏｄｅｌ 组大鼠均给予生理盐水灌

胃（每只 ２ ｍＬ）。 至第 １５ 周，ＢＪＦ＋ＰＩＯ 组和 ＰＩＯ 组

大鼠分别给予 ＰＩＯ（０􀆰 ０１ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ））腹腔注射，每
天 １ 次，共 ６ 周。 补肺健脾方的临床人用计量为

１􀆰 ９７ ｇ ／ ｋｇ，大鼠药物剂量采用等效剂量换算公式

计算。
１􀆰 ３􀆰 ４　 指标检测

（１）肺功能

分别于第 ０、８、２０ 周结束时，采用无束缚全身体

积描记系统（ＷＢＰ）测定大鼠肺功能，包括潮气量

（ＶＴ）、呼气峰流速（ＰＥＦ）和 ５０％潮气量呼气流量

（ＥＦ５０）。
（２）肺病理

取出肺，用 １０ ％中性甲醛灌注左肺 ２０ ｍｉｎ、固
定 ７２ ｈ，梯度脱水后进行石蜡包埋，调整厚度至 ４
μｍ 进行切片，常规 ＨＥ 染色，然后通过光学显微镜

观察小气道和肺泡病理变化。
（３）股四头肌病理

分离并取出股四头肌，顺着肌肉纹理剥离位于

左右两边大腿前侧的股四头肌组织，分离干净后，
生理盐水冲洗；将一块股四头肌固定在 １０％中性甲

醛中，后续进行石蜡包埋及病理检测；另一块分装

在冻存管中，液氮条件下－８０ ℃冻存，待后续蛋白与

基因检测。
（４） ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测股四头肌组织 ＩＲＳ⁃１、 Ｌｅｐｔｉｎ、
ＰＧＣ⁃１α 以及 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达

　 　 用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取大鼠股四头肌组织中的总

ＲＮＡ，按照逆转录试剂盒的操作方法逆转录为

ｃＤＮＡ。 配制 ２０ μＬ ｑＰＣＲ 反应体系进行 ＰＣＲ 反应，
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采用 ＧＡＰＤＨ 作为内参，根据试剂盒说明书设定反

应条件进行 ＰＣＲ 扩增，数据导出进行定量分析，按
照 ｍＲＮＡ 相对表达量 ２＝ －△△ＣＴ 计算。
（５）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测股四头肌组织 ＰＧＣ⁃１α、ＴＦＡＭ、
ＩＲＳ⁃１、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐ⁃ＡＫＴ、Ｌｅｐｔｉｎ 蛋白表达

取各组大鼠股四头肌组织，按照蛋白提取试剂

盒提取股四头肌总蛋白，使用 ＢＣＡ 法检测样本蛋白

浓度。 取 ４０ μｇ 蛋白进行电泳、转膜，用 ５％脱脂牛

奶封闭 １ ｈ，加入 ＰＧＣ⁃１α 抗体 １ ∶１０００、ＴＦＡＭ 抗体 １
∶１０００、ＩＲＳ１ 抗体 １ ∶５００、ＰＩ３Ｋ 抗体 １ ∶５００、ＡＫＴ 抗体

１ ∶２０００、ｐ⁃ＡＫＴ 抗体 １ ∶５００ 以及 Ｌｅｐｔｉｎ 抗体 １ ∶１０００，
４ ℃摇床上振摇过夜，１ ×ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 １０
ｍｉｎ。 再加入 １ ∶１０００ 山羊抗兔 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ，室温振摇

反应 １ ｈ，１×ＴＢＳＴ 漂洗 ５ ｍｉｎ，３ 次。 ＥＣＬ 试剂显色、
曝光，并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析。

注：Ａ：各组大鼠 ０～２０ 周体重增长趋势；Ｂ：第 ２０ 周各组大鼠体重水平。 与空白组相比，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 各组大鼠体重变化（ｇ，􀭰ｘ±ｓ）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｇｒｏｗｔｈ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｆｒｏｍ ０～２０ ｗｅｅｋｓ． Ｂ， Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｗｅｅｋ ２０． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

１． ４　 统计学方法

　 　 采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２１． ０ 统计软件进行数据分析，
对计量资料的组间比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃
Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 所有数据以平均数±标准差（􀭰ｘ± ｓ）
表示。 方差齐者采用最小显著差法（ＬＳＤ），方差不

齐者采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ 法，显著性水准取 α ＝ ０．
０５。 Ｐ＜０． ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

　 　 在动物饲养周期内，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠毛发光泽，
饮食、饮水量正常，二便可，日常活动度无异常。
Ｍｏｄｅｌ 组大鼠自第 ２ 周开始，出现不同程度的躁动、

皮毛微黄、活动量减少等症状；造模第 ４ ～ ８ 周，
Ｍｏｄｅｌ 组大鼠毛发枯黄无光泽，精神欠佳，口鼻腔分

泌物增加，部分大鼠出现大便溏薄，明显消瘦，肺部

可闻及哮鸣音。 在第 ９ 周给药治疗后，上述症状得

以一定程度的缓解和改善。 治疗组中以 ＢＪＦ 组和

ＢＪＦ＋ＰＩＯ 组改善显著。
造模期间 Ｍｏｄｅｌ 组大鼠共死亡 ３ 只，其中第 ８

周死亡 ２ 只，于烟熏后出现窒息死亡，口鼻四肢呈发

绀状；第 １４ 周死亡 １ 只，四肢羸弱，呈恶病质状；解
剖可见肺有瘀血斑，胸膜处出现严重粘连。 第 ９ 周，
Ａｍ 组大鼠死亡 １ 只，因灌胃操作不当所致，解剖可

见肺部斑块，散在小脓点。 第 ２０ 周取材时，ＰＩＯ 组

死亡 １ 只，因腹腔注射麻醉剂过量所致。
２􀆰 ２　 体重变化

　 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠相比，Ｍｏｄｅｌ 组大鼠体重虽总

体呈现上升趋势，但增长较为缓慢；自第 ７ 周起，
Ｍｏｄｅｌ 组大鼠体重较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组明显减轻（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
自第 １２ 周起，ＢＪＦ、ＢＪＦ＋ＰＩＯ 和 Ａｍ 组大鼠体重均较

Ｍｏｄｅｌ 组显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），其中以 ＢＪＦ＋
ＰＩＯ 组尤为显著（Ｐ＜０􀆰 ０１），自第 １７ 周起 ＰＩＯ 组大

鼠体重较 Ｍｏｄｅｌ 组明显增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 １。
２􀆰 ３　 肺功能变化

　 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，第 ８ 周 Ｍｏｄｅｌ 组的 ＶＴ 显著

降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），第 ２０ 周，各用药组中以 ＢＪＦ 组、ＢＪＦ
＋ＰＩＯ 组和 Ａｍ 组大鼠 ＶＴ 较 Ｍｏｄｅｌ 组显著升高（Ｐ＜
０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，第 ８ 周 Ｍｏｄｅｌ 组
的 ＰＥＦ 显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），第 ２０ 周，各用药组中

ＢＪＦ 组、ＢＪＦ＋ＰＩＯ 组和 Ａｍ 组大鼠 ＰＥＦ 较 Ｍｏｄｅｌ 组
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显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），而 ＰＩＯ 组与 Ｍｏｄｅｌ 组无显著性

差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）。
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，第 ８ 周 Ｍｏｄｅｌ 组的 ＥＦ５０ 显

著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），各个用药组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组之间无

显著性差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 第 ２０ 周，ＢＪＦ 组、ＢＪＦ＋ＰＩＯ
组和 Ａｍ 组大鼠 ＥＦ５０ 较 Ｍｏｄｅｌ 组显著升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），而 ＰＩＯ 组与 Ｍｏｄｅｌ 组无显著性差异

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 见表 ２。
２􀆰 ４　 肺组织病理变化

　 　 于光镜下观察 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠肺泡结构完整，气
道周围无炎性细胞浸润，无肺泡破裂融合，肺小气

道结构正常。 Ｍｏｄｅｌ 组大鼠肺病理可见肺泡间质以

及肺支气管存有大量的炎性细胞浸润，部分肺泡壁

出现断裂并融合形成气腔、纤维网被破坏等。 与

Ｍｏｄｅｌ 组大鼠相比，各用药组药物治疗后均可不同

程度改善肺泡壁的断裂以及纤维网的破坏，减轻支

气管中炎性细胞浸润，其中以 ＢＪＦ 组与 Ａｍ 组改善

尤为明显。 见图 ２。
２􀆰 ５　 股四头肌病理变化

　 　 光镜下观察 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠肌纤维之间排列整

齐，纤维无萎缩与断裂，肌细胞胞质染色均一。
Ｍｏｄｅｌ 组大鼠股四头肌病理结果显示骨骼肌肌纤维

之间的间隙明显增宽，纤维部分出现萎缩和断裂，
肌细胞胞质染色不均等，用药治疗后各组均可不同

程度改善上述病理变化，其中以 ＢＪＦ 组较为显著。
见图 ３。
２􀆰 ６　 股四头肌组织中 ＩＲＳ⁃１、Ｌｅｐｔｉｎ、ＰＧＣ⁃１α 和

ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达变化

　 　 结果见表 ３ 和图 ４，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，Ｍｏｄｅｌ 组
中ＩＲＳ ⁃１、ＰＧＣ ⁃１α和ＰＩ３ＫｍＲＮＡ的表达水平显著

表 ２　 各组大鼠 ＶＴ、ＰＥＦ 和 ＥＦ５０ 变化（ｍＬ，􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 ＶＴ， ＰＥＦ ａｎｄ ＥＦ５０ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

指标
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

空白组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

氨茶碱组
Ａｍ ｇｒｏｕｐ

补肺健脾方组
ＢＪＦ ｇｒｏｕｐ

吡格列酮组
ＰＩＯ ｇｒｏｕｐ

补肺健脾方＋
吡格列酮组

ＢＪＦ＋ＰＩＯ ｇｒｏｕｐ
Ｗｅｅｋ（０） １􀆰 ６７±０􀆰 ０９ １􀆰 ７３±０􀆰 １１ １􀆰 ７６±０􀆰 ０８ １􀆰 ７５±０􀆰 １２ １􀆰 ６８±０􀆰 １０ １􀆰 ６６±０􀆰 ０８

ＶＴ Ｗｅｅｋ（８） １􀆰 ７７±０􀆰 １０ １􀆰 ６８±０􀆰 ０９∗∗ １􀆰 ６４±０􀆰 １１ １􀆰 ６７±０􀆰 ０７ １􀆰 ６４±０􀆰 ０９ １􀆰 ６３±０􀆰 ０７
Ｗｅｅｋ（２０） １􀆰 ８２±０􀆰 ０６ １􀆰 ５４±０􀆰 １０∗∗ １􀆰 ６９±０􀆰 ０７＃ １􀆰 ７０±０􀆰 １１＃＃ １􀆰 ６３±０􀆰 ０８ΔΔ １􀆰 ６６±０􀆰 ０６＃＃

Ｗｅｅｋ（０） １６􀆰 ２２±０􀆰 ７７ １５􀆰 ９８±０􀆰 ６９ １６􀆰 １８±１􀆰 ０２ １６􀆰 １１±０􀆰 ９２ １６􀆰 ３６±１􀆰 ２２ １５􀆰 ８８±０􀆰 ６０
ＰＥＦ Ｗｅｅｋ（８） １６􀆰 ８９±０􀆰 ７１ １３􀆰 １４±０􀆰 ８３∗∗ １３􀆰 ４３±０􀆰 ９２ １３􀆰 ２６±０􀆰 ９７ １３􀆰 ６３±１􀆰 ０７ １３􀆰 １２±０􀆰 ８８

Ｗｅｅｋ（２０） １７􀆰 １２±０􀆰 ９２ １１􀆰 ４３±０􀆰 ８８∗∗ １４􀆰 ２３±０􀆰 ５６＃＃ １３􀆰 ３４±０􀆰 ７６＃＃ １４􀆰 ３０±０􀆰 ９１Δ １４􀆰 ２２±０􀆰 ９３＃＃

Ｗｅｅｋ（０） １􀆰 ４６±０􀆰 １６ １􀆰 ３８±０􀆰 ０７ １􀆰 ３９±０􀆰 ０８ １􀆰 ３４±０􀆰 ８２ １􀆰 ３７±０􀆰 １１ １􀆰 ３３±０􀆰 １１
ＥＦ５０ Ｗｅｅｋ（８） １􀆰 ５２±０􀆰 ０９ １􀆰 １６±０􀆰 ０８∗∗ １􀆰 ２１±０􀆰 １０ １􀆰 １８±０􀆰 ０８ １􀆰 １４±０􀆰 ０７ １􀆰 １１±０􀆰 ０５

Ｗｅｅｋ（２０） １􀆰 ５７±０􀆰 ０７ １􀆰 ０７±０􀆰 ０６∗∗ １􀆰 ３５±０􀆰 ０６＃＃ １􀆰 ３１±０􀆰 １０＃＃ １􀆰 １６±０􀆰 ０５Δ １􀆰 ３２±０􀆰 １０＃＃

注：与空白组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与补肺健脾方组相比， ΔＰ＜０􀆰 ０５， ΔΔＰ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＪＦ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ＜０􀆰 ０５， ΔΔＰ＜０􀆰 ０１．

图 ２　 肺组织病理（ＨＥ）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｌｕｎｇ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ（ＨＥ）
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图 ３　 股四头肌组织病理（ＨＥ）
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｑｕａｄｒｉｃｅｐｓ ｍｕｓｃｌｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ（ＨＥ）

表 ３　 ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ 信号轴相关基因 ｍＲＮＡ 的表达变化（􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＩＲＳ１ Ｌｅｐｔｉｎ ＰＧＣ⁃１α ＰＩ３Ｋ
空白组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ００±０􀆰 １５ １􀆰 ００±０􀆰 １４ １􀆰 ００±０􀆰 １６ １􀆰 ００±０􀆰 １６
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０３∗ ５􀆰 ５３±０􀆰 ４０∗∗ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 １６±０􀆰 ０４∗∗

氨茶碱组 Ａｍ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０５ ３􀆰 ８５±０􀆰 ５０＃＃ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０５ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０５＃＃

补肺健脾方组 ＢＪＦ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０４＃＃□□ １􀆰 ６４±０􀆰 ０６ ＃＃□□ ０􀆰 ９６±０􀆰 ０８＃＃□□ ０􀆰 ９０±０􀆰 １３＃＃□□

吡格列酮组 ＰＩＯ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０５＃＃□Δ ３􀆰 ０９±０􀆰 ２６＃＃□□ΔΔ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０３ΔΔ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０４ΔΔ

补肺健脾方＋吡格列酮组
ＢＪＦ＋ＰＩＯ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ９１±０􀆰 ０３＃＃□□ΔΔ▲▲ １􀆰 ９４±０􀆰 １４＃＃□□▲▲ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０５＃＃□□Δ▲▲ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０７＃＃□□ΔΔ▲▲

注：与空白组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与补肺健脾方组相比， ΔＰ＜０􀆰 ０５， ΔΔＰ＜０􀆰 ０１；与吡格列酮组相比， ▲▲Ｐ＜
０􀆰 ０１；与氨茶碱组相比， □Ｐ＜０􀆰 ０５， □□Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＪＦ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ＜０􀆰 ０５， ΔΔＰ＜
０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＩＯ ｇｒｏｕｐ， ▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｍ ｇｒｏｕｐ， □Ｐ＜０􀆰 ０５， □□Ｐ＜０􀆰 ０１．

注：与空白组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与补肺健脾方组相比， ΔＰ＜０􀆰 ０５， ΔΔＰ＜０􀆰 ０１；与吡格列酮组相比， ▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１；与

氨茶碱组相比， □Ｐ＜０􀆰 ０５， □□Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组 ＣＯＰＤ 大鼠股四头肌组织 ＩＲＳ⁃１、Ｌｅｐｔｉｎ、ＰＧＣ⁃１α 和 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 的表达比较（􀭰ｘ±ｓ）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＪＦ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ＜ ０􀆰 ０５， ΔΔＰ＜ ０􀆰 ０１．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＩＯ ｇｒｏｕｐ， ▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｍ ｇｒｏｕｐ， □Ｐ＜０􀆰 ０５， □□Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＩＲＳ⁃１， Ｌｅｐｔｉｎ， ＰＧＣ⁃１α ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｑｕａｄｒｉｃｅｐｓ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ＣＯＰＤ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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表 ４　 大鼠股四头肌组织 ＰＧＣ⁃１α、ＴＦＡＭ、Ｌｅｐｔｉｎ、ＩＲＳ⁃１、ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃ＡＫＴ 的蛋白表达变化（􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＰＧＣ⁃１α， ＴＦＡＭ，Ｌｅｐｔｉｎ，ＩＲＳ⁃１，ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ｐ⁃ＡＫＴ ｉｎ ｑｕａｄｒｉｃｅｐｓ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｒａｔｓ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＰＧＣ⁃１α ＴＦＡＭ Ｌｅｐｔｉｎ ＩＲＳ⁃１ ＰＩ３Ｋ ｐ⁃ＡＫＴ

空白组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６７±０􀆰 ２９ ０􀆰 ６２±０􀆰 ３０ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０９ ０􀆰 ５７±０􀆰 ２１ １􀆰 １３±０􀆰 ２５ １􀆰 ７５±１􀆰 ３８
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １８±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 １７±０􀆰 ０８ １􀆰 １８±０􀆰 ３２∗∗ ０􀆰 １２±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 １９±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ６２±０􀆰 ５０
氨茶碱组 Ａｍ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４９±０􀆰 １９ ０􀆰 ４２±０􀆰 １９ ０􀆰 ８７±０􀆰 ２１ ０􀆰 １５±０􀆰 ０６ ０􀆰 ８０±０􀆰 １３＃＃ １􀆰 ０１±０􀆰 ８４

补肺健脾方组 ＢＪＦ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６０±０􀆰 ２１＃ ０􀆰 ５１±０􀆰 １５ ０􀆰 ４６±０􀆰 １２＃＃□ ０􀆰 ５０±０􀆰 ２１＃□ ０􀆰 ９５±０􀆰 １２＃＃ １􀆰 ３２±０􀆰 ９８
吡格列酮组 ＰＩＯ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０９Δ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６９±０􀆰 １７＃＃ ０􀆰 ３８±０􀆰 １５ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０８□ΔΔ ０􀆰 ７３±０􀆰 ５０

补肺健脾方＋吡格列酮组
ＢＪＦ＋ＰＩＯ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４９±０􀆰 ２０ ０􀆰 ４４±０􀆰 ２５ ０􀆰 ６２±０􀆰 １３＃＃ ０􀆰 ５８±０􀆰 １６＃＃□□ ０􀆰 ９４±０􀆰 ２０＃＃▲▲ １􀆰 ０５±０􀆰 ７８

注：与空白组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与补肺健脾方组相比， ΔＰ＜０􀆰 ０５， ΔΔＰ＜０􀆰 ０１；与吡格列酮组相比， ▲▲Ｐ＜
０􀆰 ０１；与氨茶碱组相比， □Ｐ＜０􀆰 ０５， □□Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＪＦ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ＜０􀆰 ０５， ΔΔＰ＜
０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＩＯ ｇｒｏｕｐ， ▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｍ ｇｒｏｕｐ， □Ｐ＜０􀆰 ０５， □□Ｐ＜０􀆰 ０１．

注：与空白组相比，∗Ｐ＜０． ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与空白组相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与补肺健脾方组相比，ΔＰ＜０􀆰 ０５，ΔΔＰ＜０􀆰 ０１；与吡格列酮组相

比，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１；与氨茶碱组相比，□Ｐ＜０􀆰 ０５．

图 ５　 ＣＯＰＤ 大鼠股四头肌组织 Ｌｅｐｔｉｎ、ＴＦＡＭ、ＰＧＣ⁃１α、ｐ⁃ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ 和 ＩＲＳ⁃１ 蛋白的表达比较（􀭰ｘ±ｓ）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０． ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＪＦ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ＜

０􀆰 ０５， ΔΔＰ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＩＯ ｇｒｏｕｐ， ▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｍ ｇｒｏｕｐ， □Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｌｅｐｔｉｎ， ＴＦＡＭ， ＰＧＣ⁃１α， ｐ⁃ＡＫＴ， ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ＩＲＳ⁃１ ｉｎ ｔｈｅ ｑｕａｄｒｉｃｅｐｓ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ＣＯＰＤ ｒａｔｓ

降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ｌｅｐｔｉｎ ｍＲＮＡ 的表达水平显著增高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与 Ｍｏｄｅｌ 组比较，４ 个用药组中 Ｌｅｐｔｉｎ
ｍＲＮＡ 的表达水平均显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＢＪＦ、ＰＩＯ
和 ＢＪＦ＋ＰＩＯ 组 ＩＲＳ１ ｍＲＮＡ 的表达水平均显著增高

（Ｐ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＢＪＦ 和 ＢＪＦ ＋ ＰＩＯ 组 ＰＧＣ⁃１α
ｍＲＮＡ 的表达水平较 Ｍｏｄｅｌ 组显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；
ＢＪＦ、ＢＪＦ＋ＰＩＯ 和 Ａｍ 组 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 的表达水平较

Ｍｏｄｅｌ 组显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

２􀆰 ７ 　 股四头肌组织中 ＰＧＣ⁃１α、 ＴＦＡＭ、 ＩＲＳ⁃１、
ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ 以及 Ｌｅｐｔｉｎ 相关蛋白的表达变化

　 　 结果见表 ４ 和图 ５，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，Ｍｏｄｅｌ 组
股四头肌组织中 ＰＧＣ⁃１α、ＩＲＳ⁃１、ＰＩ３Ｋ 蛋白表达水

平显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｌｅｐｔｉｎ 蛋白的表达水平显著

增高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｍｏｄｅｌ 组比较，ＢＪＦ 组 ＰＧＣ⁃１α
蛋白的表达水平显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０５），其他各治疗组

ＰＧＣ⁃１α 蛋白表达均有不同程度升高，但无显著性
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差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 ＢＪＦ＋ＰＩＯ 与 ＢＪＦ 组 ＩＲＳ⁃１ 蛋白表

达水平较 Ｍｏｄｅｌ 组显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），其
他各治疗组 ＩＲＳ⁃１ 蛋白表达水平有升高趋势，但无

显著性差异 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 Ａｍ、ＢＪＦ 和 ＢＪＦ ＋ ＰＩＯ 组

ＰＩ３Ｋ 蛋白的表达水平较 Ｍｏｄｅｌ 组显著增高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１），且以 ＢＪＦ＋ＰＩＯ 组增高最为显著，ＰＩＯ 组 ＰＩ３Ｋ
蛋白的表达水平有所升高，但无显著性差异（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，Ｍｏｄｅｌ 组股四头肌组织

中 ＴＦＡＭ、ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白表达有明显的下降趋势，各治

疗组 ＴＦＡＭ、ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白表达均有不同程度的升高

趋势，但均无显著性差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

３　 讨论

　 　 全身性炎症、氧化应激和能量代谢紊乱被认为

是导致 ＣＯＰＤ 骨骼肌功能障碍的因素［２６］，但确切的

分子机制尚不清楚。 线粒体损伤是 ＣＯＰＤ 患者骨骼

肌功能障碍的最重要机制之一，线粒体对机体氧化

应激和能量代谢的调节发挥了关键作用，保护线粒

体免受损伤对于改善 ＣＯＰＤ 骨骼肌功能障碍至关重

要。 线粒体的生物发生属于动态调节，需要不断产

生新的线粒体，以维持适当数量形态正常的活动细

胞器，因此，刺激线粒体的生物发生可能会改善线

粒体功能损伤［２７］。 ＰＧＣ⁃１α 是一小类转录调节因子

的成员，主要存在于骨骼肌，是线粒体生物合成的

关键因子，控制参与着线粒体的生物发生、氧化应

激、代谢调节以及基因的表达；研究表明它是通过

与转录因子如核呼吸因子（ＮＲＦ）相互作用来控制

线粒体基因的表达水平并诱导线粒体生物发生［２８］。
ＴＦＡＭ 是一种 ＤＮＡ 结合刺激蛋白，调节线粒体 ＤＮＡ
的转录和复制以维持 ｍｔＤＮＡ 含量［２９］。 当 ＰＧＣ⁃１α
与 ＮＲＦ１ 相互作用时，可激活下游 ＴＦＡＭ 的表达，当
ＴＦＡＭ 蛋白和 ｍＲＮＡ 平行增加 ２ 倍时，线粒体含量

也会相应增加 ２ ～ ３ 倍［３０］，从而刺激线粒体的生物

发生［３１］。 ＣＯＰＤ 大鼠骨骼肌中 ＰＧＣ⁃１α 与 ＴＦＡＭ 基

因表达明显降低，线粒体功能的改善可能与 ＰＧＣ⁃ｌα
和 ＴＦＡＭ 的大量表达且参与调节线粒体的转录机制

相关［３２］。 本研究结果表明，Ｍｏｄｅｌ 组大鼠骨骼肌中

ＰＧＣ⁃１α 与 ＴＦＡＭ 基因和蛋白表达均较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组显

著降低，各治疗组均可以不同程度的增加 ＰＧＣ⁃１α
与 ＴＦＡＭ 基因和蛋白表达，提示补肺健脾方能够通

过提高 ＰＧＣ⁃１α 与 ＴＦＡＭ 的表达，增强线粒体的生

物合成，改善 ＣＯＰＤ 骨骼肌线粒体损伤。
从 ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ 通路干预骨骼肌的角度去探晰

ＣＯＰＤ 的发病机制，对临床探寻其防治靶点具有重

要意义。 当线粒体功能发生损伤时，脂肪酸会在细

胞内大量堆积［８］，使得胰岛素受体底物（ＩＲＳ）⁃１ 丝 ／
苏氨酸发生磷酸化，从而抑制 ＩＲＳ⁃１ 酪氨酸的磷酸

化，不能激活 ＰＩ３Ｋ，下调 Ｇｌｕｔ４ 的活性，导致机体代

谢异常、体能活动不足，加重骨骼肌功能障碍［１２］。
同时，Ｌｅｐｔｉｎ 作为调节能量代谢的主要激素，在能量

代谢方面发挥着重要的作用。 研究发现 ＣＯＰＤ 合并

骨骼肌萎缩大鼠血清中 Ｌｅｐｔｉｎ 水平较正常大鼠偏高

且体重明显减轻［３３］。 本研究结果显示 Ｍｏｄｅｌ 组大

鼠 ＩＲＳ⁃１、 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＡＫＴ 基因和蛋白表达水平较

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠显著降低，Ｌｅｐｔｉｎ 基因和蛋白的表达

水平较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠显著增高；ＢＪＦ 组、ＢＪＦ＋ＰＩＯ
组和 ＰＩＯ 组均可以不同程度的增加 ＩＲＳ⁃１、ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃
ＡＫＴ 基因和蛋白的表达， ４ 个用药组均可降低

Ｌｅｐｔｉｎ 基因和蛋白的表达；提示补肺健脾方可通过

调控 ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ 信号轴，改善骨骼肌线粒体的损

伤，对 ＣＯＰＤ 骨骼肌功能障碍发挥治疗作用。
ＣＯＰＤ 合并骨骼肌功能障碍在中医属于“痿症”

范畴，《素问·平人气象论》中记载：“脏真濡于脾，
脾藏肌肉之气也” “肺主气司呼吸” “脾主肌肉四

肢”，若肺脾气虚则宗气不足、脾失健运，血液生化

乏源，四肢肌肉失于濡养，肌肉萎缩甚至功能障碍。
肺五行属金，脾属土，两者为母子关系，肺胀病久，
子盗母气致肺脾两虚，肌肉失养，而致痿症［３４］。 因

此，培土生金、健脾益肺可作为 ＣＯＰＤ 骨骼肌功能障

碍的有效治疗方法。
导师李素云教授根据多年临床经验，以“补肺

健脾，培土生金”为法，拟定了补肺健脾方（黄芪、党
参、白术、茯苓、浙贝母等）治疗骨骼肌功能障碍患

者。 经多中心、随机对照临床试验表明，对于 ＣＯＰＤ
稳定期患者，补肺健脾颗粒能够减轻患者气流受

限、改善肺通气、增强肺功能，减少 ＡＥＣＯＰＤ 的发生

次数，提高患者生活质量等［２１］。 开展相关动物实验

结果也表明，补肺健脾方通过减轻骨骼肌的炎症反

应，调节肌细胞能量代谢，提高骨骼肌线粒体体密

度等［３５－３６］。
综上所述，补肺健脾方可通过调控 ＩＲＳ⁃１ ／ ＰＩ３Ｋ

信号轴，改善骨骼肌线粒体的损伤，同时提高线粒

体辅激活因子 ＰＧＣ⁃１α 与线粒体转录因子 ＴＦＡＭ 的

表达，增强线粒体的生物合成，从而减轻肺与骨骼

肌组织的病理性损伤，但其确切机制仍需进一步展

开探究。

５６中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３
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２０２４ 年 ３ 月

第 ３４ 卷　 第 ３ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｒｃｈ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ３

倪建宇，白宁宁，刘贤莉，等． 不同因素诱导高尿酸血症小鼠模型的比较研究 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（３）： ６８－７４．
Ｎｉ ＪＹ， Ｂａｉ ＮＮ， Ｌｉｕ ＸＬ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ
Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（３）： ６８－７４．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ００９
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不同因素诱导高尿酸血症小鼠模型的比较研究
倪建宇１，白宁宁１，刘贤莉３，龚丽红４，寿旗扬１，２∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨三联造模法（氧嗪酸钾、次黄嘌呤以及 ３０％酵母膏饲料联用）能否在 ＩＣＲ 背景小鼠上建

立稳定可靠的高尿酸血症模型，并采用阳性药非布司他对该造模方法进行评价。 方法　 采用氧嗪酸钾、次黄嘌呤

和 ３０％酵母膏饲料，分别单用、两药或三药联用建立 ＩＣＲ 小鼠高尿酸血症模型，检测血清尿酸、肌酐含量、黄嘌呤氧

化酶（ＸＯＤ）、尿酸氧化酶（ＵＯＸ）活性，尿酸转运蛋白（ＵＲＡＴ）１、葡萄糖转运蛋白（Ｇｌｕｔ）９、阴离子转运蛋白（ＯＡＴ）
１、ＡＴＰ 结合盒亚家族 Ｇ 成员（ＡＢＣＧ）２ ｍＲＮＡ 水平等指标评价高尿酸血症模型成功与否。 结果　 氧嗪酸钾单用对

ＩＣＲ 小鼠血清尿酸水平没有明显改变，与 ３０％酵母膏饲料和次黄嘌呤分别联用组血尿酸有升高趋势但无显著差

异，而三联给药组在 ７ ｄ 时显著提高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；同时，三联给药组 ＸＯＤ 酶活性提升（Ｐ＜０􀆰 ００１），ＵＯＸ 酶活性降低（Ｐ
＜０􀆰 ００１）；ＵＲＡＴ１、Ｇｌｕｔ９ 表达水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ００１），ＯＡＴ１、ＡＢＣＧ２ 表达水平降低（Ｐ＜０􀆰 ００１）；１４ ｄ 的动态监

测发现三联给药诱导的 ＩＣＲ 小鼠血尿酸水平在 ７ ｄ 时达到峰值。 此外，三联给药诱导的 ＩＣＲ 小鼠高尿酸血症模型

对阳性药物非布司他反应敏感，血尿酸水平显著下降（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 结论　 通过三联给药的方法可以在 ７ ｄ 时稳定

诱导 ＩＣＲ 小鼠的高尿酸血症模型。
【关键词】 　 高尿酸血症；ＩＣＲ 小鼠；动物模型
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ａ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ
ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ａｎ ＩＣＲ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｖｉａ ａ ｔｒｉｐｌｅ⁃ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ （ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｏｘａｚｉｎｅ， ｈｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｅ， ａｎｄ ３０％ ｙｅａｓｔ
ｐａｓｔｅ）， ａｎｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｆｅｂｕｘｏｓｔａｔ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＩＣＲ
ｍｉｃｅ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｄｒｕｇ ｏｒ ｄｏｕｂｌｅ⁃ ｏｒ ｔｒｉｐｌｅ⁃ｄｒｕｇ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ． Ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ， ｘａｎｔｈｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ （ＸＯＤ） ａｎｄ ｕｒａｔｅ ｏｘｉｄａｓｅ （ＵＯＸ） ａｃｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ （ＵＲＡＴ）１， ｇｌｕｃｏｓｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ （Ｇｌｕｔ）９， ａｎｉｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ （ＯＡＴ）１， ａｎｄ ＡＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｏｘ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ｇ ｍｅｍｂｅｒ （ＡＢＣＧ）２ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｆｏｒｍｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＣＲ
ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｈａｎｇｅｄ ｂｙ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｏｘａｚｉｎｅ ａｌｏｎｅ， ａｓ ｔｈｅｙ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｂｕｔ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ３０％ ｙｅａｓｔ ｐａｓｔｅ ｄｉｅｔ ｏｒ ｈｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐｓ． Ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｉｐｌｅ



ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｔ ７ ｄａｙｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ＸＯＤ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｈａｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．
０１） ａｎｄ ＵＯＸ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ００１） ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅｐｏｉｎｔ． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＵＲＡＴ１ ａｎｄ Ｇｌｕｔ９ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ００１）， ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＯＡＴ１ ａｎｄ ＡＢＣＧ２ （Ｐ＜０􀆰 ００１）． Ｄｕｒｉｎｇ
ｄｙｎａｍｉｃ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ， ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｒｉｐｌｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＩＣＲ ｍｉｃｅ ｐｅａｋｅｄ ａｔ ７ ｄａｙｓ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ，
ｔｒｉｐｌｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ｉｎ ＩＣＲ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｆｅｂｕｘｏｓｔａｔ， ｗｈｉｃｈ ｃａｕｓｅｄ ａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ＜ ０􀆰 ００１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ＩＣＲ ｍｉｃｅ ｃａｎ ｂｅ
ｓｔａｂｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｒｉｐｌｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ； ＩＣＲ ｍｉｃｅ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 高尿酸血症（ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ，ＨＵＡ）是嘌呤代谢

紊乱，肝尿酸生物合成增加或肾及肠道尿酸盐排泄

减少所引起的尿酸代谢异常综合征［１］。 高尿酸血

症与痛风、糖尿病、高血压、动脉粥样硬化和肾疾病

等代谢紊乱疾病相关［２］，严重威胁了中年人群的身

体健康。 而在人类高尿酸血症发生机制以及新药

物的研究开发中，稳定、高效、安全的动物模型占有

举足轻重的地位［３］。
目前用于研究高尿酸血症的小鼠模型的方式

主要分为基因敲除模型和环境诱导模型两类［４］。
基因敲除的高尿酸小鼠模型常伴有出生率低［５］、幼
鼠在 ４～５ 周龄时死亡率高［６］等问题，致使实验成本

较高，实验稳定性较差。 而环境诱导模型主要通过

增加尿酸合成的前体物质，从而促进尿酸的合成或

抑制肝、肾对尿酸的排泄导致尿酸堆积来引发高尿

酸血症，更为贴合人类的发病原因［７］。 然而，小鼠

模型的建立具有一定的不稳定性，不同的造模药

物、造模时间、给药方式以及小鼠品系均会对最终

结果有较大的影响［８－９］。 目前通常选择对 ＫＭ 小鼠

使用灌胃给予氧嗪酸钾、次黄嘌呤、酵母膏［１０－１１］ 的

方式来诱导相对稳定的高尿酸血症模型。 而在药

效学评价中，多种不同的可靠动物模型，可以增加

研究的真实性、可信性。 除使用 ＫＭ 小鼠外，研究人

员也尝试采用皮下或腹腔注射氧嗪酸钾、次黄嘌

呤、乙胺丁醇和腺嘌呤等药物［１２－１３］的方法在 ＩＣＲ 品

系的小鼠上诱导高尿酸血症模型。 由于氧嗪酸钾、
次黄嘌呤等常用造模药物不易溶于水，多使用羧甲

基纤维素钠作为溶媒后腹腔注射及皮下注射，长期

频繁操作刺激性较大，模型动物可能会出现腹腔积

水、腹膜硬化等症状［１４］，动物死亡率较高。 通过灌

胃及进食的途径建立模型是较好的造模方法，不易

产生不良反应，但按照常规方法处理，在 ＩＣＲ 品系

小鼠上建立高尿酸血症模型存在一定的难度。 因

此，本实验探讨三药联用口服造模方法在 ＩＣＲ 品系

小鼠上建立高尿酸血症模型的可能性，将为高尿酸

血症的研究提供多种动物模型的选择。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＰＦ 级雄性 ＩＣＲ 小鼠 １０４ 只，体重 ３０ ～ ３５ ｇ；
ＳＰＦ 级雄性 ＫＭ 小鼠 １４ 只，体重 ３５～４０ ｇ，均购自杭

州启真实验动物责任有限公司［ ＳＣＸＫ（浙） ２０２２ －
０００５］。 所有动物均饲养于浙江中医药大学动物实

验中心［ＳＹＸＫ（浙）２０２１－００１２］，以标准饮食喂养，
并在稳定条件下（（２３±２）℃、４０％ ～ ７０％相对湿度）
保持 １２ ｈ ／ １２ ｈ 的光 ／暗循环。 所有动物操作及程

序均按照《浙江中医药大学实验动物护理和使用指

南》进行，并经浙江中医药学院动物伦理委员会批

准（ＩＡＣＵＣ⁃２０２２０３２８⁃２２），遵守 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 氧嗪酸钾（上海麦克林，Ｐ８３１４６１－２５ Ｇ）；次黄

嘌呤（上海麦克林，Ｈ８１１０７６－１００ Ｇ）；３０％酵母饲料

（江苏协同生物，ＸＴ１９００４）；羧甲基纤维素钠（上海

源叶，Ｓ１４０１７－５００ ｇ）；尿酸转运蛋白（ＵＲＡＴ）１、葡
萄糖转运蛋白（Ｇｌｕｔ） ９、阴离子转运蛋白（ＯＡＴ） １、
ＡＴＰ 结合盒亚家族 Ｇ 成员（ＡＢＣＧ）２ 引物（上海生

工生物工程股份有限公司合成）。 电子分析天平

（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ，德国）；离心机（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
美国）；多功能酶标仪（Ｂｉｏｔｅｋ，德国）；自动生化分析

仪（日立 ３１００，日本）；ＵＯＸ 酶联免疫吸附试剂盒

（ＭＭ⁃４６４９４ Ｍ１）；ＸＯＤ 酶联免疫吸附试剂盒（ＭＭ⁃
４４１４３ Ｍ１）；组织破碎仪（Ｐｒｅｃｅｌｌｙｓ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，德国）；
梯度 ＰＣＲ 仪 （Ｖｅｒｉｔｉ ９６，美国）；荧光定量 ＰＣＲ 仪

（Ｒｏｃｈｅ，瑞士）；移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组与造模

　 　 将 ３０ 只雄性 ＩＣＲ 小鼠随机分为空白对照组、氧
嗪酸钾组、氧嗪酸钾＋酵母饲料组、二联给药组（氧

９６中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



嗪酸钾＋次黄嘌呤）和三联给药组（氧嗪酸钾＋次黄

嘌呤＋酵母饲料） （ｎ ＝ ６）；１４ 只雄性 ＩＣＲ 小鼠及 １４
只雄性 ＫＭ 小鼠各自随机分为空白对照组、三联给

药组（ｎ＝ ７）；２８ 只雄性 ＩＣＲ 小鼠随机分为空白对照

组、三联给药组、阳性药物组 １（５ ｍｇ ／ ｋｇ 非布司他）
和阳性药物组 ２（２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 非布司他） （ｎ ＝ ７）；６０
只雄性 ＩＣＲ 小鼠随机分为两组，然后将两组再各自

分为空白对照 ０ ｄ、３ ｄ、７ ｄ、１０ ｄ、１４ ｄ 和三联给药 ０
ｄ、３ ｄ、７ ｄ、１０ ｄ、１４ ｄ 共 １０ 组（ｎ＝ ６）。

注：与空白对照组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 单独、二联及三联给药造模对 ＩＣＲ 小鼠体重、血尿酸、血肌酐的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ， ｄｏｕｂｌｅ ａｎｄ ｔｒｉｐｌｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｄｒｕｇｓ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ，
ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｉｎ ＩＣＲ ｍｉｃｅ

氧嗪酸钾组每天给予氧嗪酸钾 ２５０ ｍｇ ／ ｋｇ 灌

胃；氧嗪酸钾＋酵母饲料组每天给予氧嗪酸钾 ２５０
ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃同时使用 ３０％酵母饲料喂养；二联给药

组每天给予氧嗪酸钾 ２５０ ｍｇ ／ ｋｇ＋次黄嘌呤 ３００ ｍｇ ／
ｋｇ 灌胃，三联给药组在二联给药组的基础上额外使

用 ３０％酵母饲料喂养。 阳性药物组 １ 和 ２ 分别在三

联给药组的基础上每天增加非布司他 ５ ｍｇ ／ ｋｇ、２􀆰 ５
ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃。 各组造模药物均使用 ０􀆰 ５％羧甲基纤

维素钠配制为混悬液，空白对照组给予等量的

０􀆰 ５％羧甲基纤维素钠溶液灌胃。 空白对照与三联

给药 ０ ｄ、３ ｄ、７ ｄ、１０ ｄ、１４ ｄ 组小鼠分别于造模 ０ ｄ、
３ ｄ、７ ｄ、１０ ｄ、１４ ｄ 后动物标本取材，其余小鼠 ７ ｄ
后动物标本取材。
１􀆰 ３􀆰 ２　 组织取材与血液留取

　 　 各组小鼠于造模 ２ ｈ 后取颌下静脉血或 ＣＯ２ 处

死后取心脏血，取肝、双肾置于－８０ ℃冰箱中备用。
１􀆰 ３􀆰 ３　 评价指标

　 　 （１）体重变化：各组小鼠均于实验开始的第 １、
３、５、７ 天测量小鼠体重，绘制时间－体重曲线。

（２）血清生化指标检测：取小鼠血液使用离心

机 ３５００ ｒ ／ ｍｉｎ、８ ｍｉｎ 离心取上清，采用自动生化分

析仪检测血清尿酸（ＵＡ）、肌酐（Ｃｒｅａ）水平。
（３）肝 ＸＯＤ 酶、肾 ＵＯＸ 酶表达检测：取小鼠

肝、肾组织，ＰＢＳ 清洗表面血液，滤纸吸干表面水分

后称重，加入适量 ＰＢＳ 缓冲液、磁珠后使用组织破

碎仪破碎。 使用高速离心机 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃下离

心 １５ ｍｉｎ 后取上清液。 使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测

ＸＯＤ、ＵＯＸ 酶浓度，具体操作参考试剂盒生产商家

说明书。
（４）肾 ＯＡＴ１、ＵＲＡＴ１、Ｇｌｕｔ９、ＡＢＣＧ２ ｍＲＮＡ 表

达水平检测：取小鼠肾组织，ＰＢＳ 清洗表面血液，滤
纸吸干表面水分后称重，加入 ＴＲＩｚｏｌ、磁珠后使用组

织破碎仪破碎提取 ＲＮＡ。 后逆转录为 ｃＤＮＡ 检测

尿酸代谢相关指标在 ｍＲＮＡ 层面表达水平。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件对本实验所有数据结

果进行统计分析，结果均用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表
示。 两组样本之间采用 ｔ 检验，多组数据之间比较

采用 Ｏｎｅ Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 分析，Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统

计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 不同因素诱导对 ＩＣＲ 小鼠体重、尿酸、肾功能

的影响

　 　 首先，我们观察了单独及二联给药对 ＩＣＲ 小鼠

体重、尿酸、肾功能的影响。 体重变化曲线如图 １Ａ
所示，与空白对照组相比，氧嗪酸钾组小鼠体重呈

上升趋势，二联及三联给药组体重呈下降趋势，但
均无统计学差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 血尿酸及血肌酐的变

化如图 １Ｂ、１Ｃ 所示，与空白对照组相比，在造模 ７ ｄ
时氧嗪酸钾与次黄嘌呤及氧嗪酸钾与 ３０％酵母饲
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料联用组血尿酸均有升高趋势，但结果均无统计学

意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），三联给药组血尿酸水平显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１），提示三联法可在 ＩＣＲ 品系小鼠上诱导高

尿酸血症模型；各造模组血肌酐水平均没有显著差

异（Ｐ＞０􀆰 ０５），单独、二联及三联造模法不会对小鼠

肾造成损伤。
２􀆰 ２　 三联造模法对 ＩＣＲ 小鼠动态血尿酸水平的

影响

　 　 结合上述结果，我们观察了三联造模法对 ＩＣＲ
小鼠动态血尿酸水平的影响。 结果如图 ２ 所示，相
较于空白对照组，三联给药组小鼠在造模第 ３ 天时

血尿酸水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），造模第 ７ 天时血尿酸水

平达到峰值（Ｐ＜０􀆰 ００１），第 １０ 天时血尿酸水平有所

回落但仍显著高于空白对照组（Ｐ＜０􀆰 ０１），在第 １４
天时血尿酸浓度回落至正常水平。

注：与空白对照组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ４　 三联造模法对 ＩＣＲ 及 ＫＭ 小鼠 ＸＯＤ、ＵＯＸ 活性的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｒｉｐｌｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＸＯＤ ａｎｄ ＵＯＸ ｉｎ ＩＣＲ ａｎｄ ＫＭ ｍｉｃｅ

２􀆰 ３　 三联造模法对 ＩＣＲ 和 ＫＭ 两种品系小鼠血尿

酸的影响

　 　 我们对比三联造模法对 ＩＣＲ 和 ＫＭ 两种品系小

鼠造模后血尿酸的影响。 结果如图 ３ 所示，在 ７ ｄ
时，与空白对照组相比，ＩＣＲ 及 ＫＭ 小鼠三联给药组

血尿酸水平均显著提升（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 三联造模法对 ＩＣＲ 和 ＫＭ 小鼠 ＸＯＤ 酶、
ＵＯＸ 酶活性的影响

　 　 三联造模法对两种品系高尿酸血症模型小鼠

ＸＯＤ 酶和 ＵＯＸ 酶活性的影响如图 ４ 所示。 ＩＣＲ 与

ＫＭ 三联给药组小鼠 ＸＯＤ 酶活性均显著高于空白

对照组（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＵＯＸ 酶活性显著低于空白对照

组（Ｐ＜０􀆰 ００１）。
２􀆰 ５　 三联造模法对 ＩＣＲ 和 ＫＭ 小鼠肾尿酸代谢、
转运与排泄相关 ｍＲＮＡ 表达水平的影响

　 　 三联造模法对两种品系高尿酸血症模型小鼠

肾中尿酸代谢、转运与排泄相关 ｍＲＮＡ 表达水平的

影响如图 ５ 所示。 在造模 ７ ｄ 后，与空白对照组相

比，两种品系的三联给药组小鼠 ＯＡＴ１、ＡＢＣＧ２ 的表

达均显著下调（Ｐ＜０􀆰 ００１），Ｇｌｕｔ９、ＵＲＡＴ１ 的表达均

显著上升（Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ６　 非布司他对 ＩＣＲ 小鼠血尿酸水平的影响

　 　 结果如图 ６ 所示，我们观察了阳性药物（非布

　 　

注：与空白对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ２　 三联造模法不同时间点对 ＩＣＲ 小鼠血尿酸的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，
∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｒｉｐｌｅ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｏｆ ＩＣＲ ｍｉｃｅ

注：与空白对照组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 三联造模法对 ＩＣＲ 及 ＫＭ 小鼠血尿酸的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｉｐｌｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ｓｅｒｕｍ
ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｏｆ ＩＣＲ ａｎｄ ＫＭ ｍｉｃｅ
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注：与空白对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ５　 三联造模法对 ＩＣＲ 和 ＫＭ 小鼠肾尿酸代谢、转运与排泄相关 ｍＲＮＡ 表达水平的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｒｉｐｌｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ
ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ ＩＣＲ ａｎｄ ＫＭ ｍｉｃｅ

注：与空白对照组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与三联给药组相比， ＃＃＃Ｐ
＜０􀆰 ００１。

图 ６　 三联造模法及阳性药对 ＩＣＲ 小鼠血尿酸水平的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒｉｐｌｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｉｐｌｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ
ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＩＣＲ ｍｉｃｅ

司他）对三联造模法诱导的 ＩＣＲ 品系小鼠高尿酸血

症模型尿酸的影响。 与空白对照组相比，三联给药

组在 ７ ｄ 时血尿酸显著升高（Ｐ＜０􀆰 ００１）；阳性药物

组 １ 和 ２ 尿酸水平均显著低于三联给药组 （Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。

３　 讨论

　 　 尿酸是大多数动物体内嘌呤代谢的终产物，分
为外源性和内源性。 含有大量嘌呤类物质的食物

是外源性尿酸的来源［１５］，内源性尿酸则主要来自于

机体内氨基酸及其他小分子的合成和核酸的代

谢［１６］。 尿酸增加的主要原因包括大量嘌呤类物质

的摄入以及肾尿酸代谢异常。 因此研究人员常通

过以下方法建立高尿酸血症模型：（１）抑制尿酸的

分解，尿酸氧化酶（ＵＯＸ）是尿酸代谢过程中的关键

酶。 编码尿酸酶的基因在人体内是失活的，但在小

鼠中没有，或许这也是人类易患高尿酸血症的原因

之一［１７－１８］。 因此使用尿酸氧化酶抑制剂氧嗪酸钾

抑制尿酸氧化酶的活性可以使小鼠血尿酸水平升

高；（２） 增加尿酸前体物质，如酵母膏、次黄嘌呤

等［１９－２０］。 次黄嘌呤会在黄嘌呤氧化酶的作用下生

成尿酸前体物质黄嘌呤，进而代谢为尿酸。 酵母即

核糖核酸，在摄入大剂量酵母后会干扰机体正常的

嘌呤代谢导致黄嘌呤氧化酶活性增强，从而加速尿

酸的生成；（３）抑制尿酸的排泄，常用的抗结核药物

吡嗪酰胺和乙胺丁醇可以通过促进肾小管对尿酸

的重吸收而升高尿酸［６］。 但在 ＩＣＲ 品系的小鼠上

并没有通过口服途径建立稳定高尿酸血症模型的

先例。
血清尿酸水平、ＵＯＸ 活性、ＸＯＤ 活性的改变是

小鼠 高 尿 酸 血 症 的 重 要 评 价 指 标［１６］， ＯＡＴ１、
ＵＲＡＴ１、Ｇｌｕｔ９、ＡＢＣＧ２ 基因的表达也与尿酸的代谢、
转运和排泄密切相关［２１］。 其中 ＵＲＡＴ１ 和 Ｇｌｕｔ９ 在

肾中尿酸的重吸收过程中起关键作用，ＵＲＡＴ１ 和

Ｇｌｕｔ９ 的表达增加，可以增强肾对尿酸的重吸收，从
而导致尿酸水平的升高［２２］；ＯＡＴ１ 和 ＡＢＣＧ２ 在肾小

管细胞中参与尿酸的排出，通过促进尿酸的转运，
将其从细胞内排泄至尿液中，间接参与尿酸的排泄

调节，而它们表达的下调会减少尿酸的代谢，进而

导致血尿酸水平升高［２３－２４］。 本实验主要使用氧嗪

酸钾、次黄嘌呤、酵母饲料三种造模剂，分别单用氧

嗪酸钾、氧嗪酸钾与 ３０％酵母膏饲料和次黄嘌呤分

别联用、氧嗪酸钾＋次黄嘌呤＋酵母饲料三联使用，
观察不同造模方式对 ＩＣＲ 小鼠尿酸水平的影响。
实验结果表明氧嗪酸钾单用及二联给药在 ７ ｄ 时不
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能在 ＩＣＲ 品系小鼠上建立高尿酸血症模型，也不会

造成肾功能损伤。 三联给药组的血尿酸水平在 ７ ｄ
时显著高于空白对照组小鼠（Ｐ＜０􀆰 ０１），同时体重与

肌酐水平和空白对照组相比并没有显著差异，提示

没有肾功能损伤。 氧嗪酸钾＋酵母饲料的造模方法

由于没有直接补充次黄嘌呤及黄嘌呤，机体缺乏合

成尿酸的前体物质，无法有效维持较高的尿酸水

平；氧嗪酸钾＋次黄嘌呤的造模方法虽然使机体获

得了充足的尿酸合成前体物质，但是没有有效提升

黄嘌呤氧化酶水平，因此尿酸水平出现升高趋势但

并无显著差异。 而三联造模法在补充尿酸合成前

体物质的同时增强了黄嘌呤氧化酶活性，所以机体

可以维持较高的尿酸水平。
为了更加科学及全面评价三联造模法所建立

的高尿酸血症模型。 我们观察了三联造模法对 ＩＣＲ
小鼠动态血尿酸水平的影响，并将 ＩＣＲ 小鼠与较为

常用的 ＫＭ 小鼠做对比，观察三联造模法在 ７ ｄ 时

对 ＩＣＲ 小鼠与 ＫＭ 高尿酸血症模型的影响。 在实验

中我们发现三联造模法在 ７ ｄ 时能够使 ＩＣＲ 小鼠的

血尿酸水平达到最高值，因此选择造模 １ 周是最为

合理的时间。 与 ＫＭ 小鼠对比的实验结果表明，通
过三联造模法，两种品系小鼠的血尿酸水平和 ＸＯＤ
活性均增加，而 ＵＯＸ 活性降低。 此外，在 ｍＲＮＡ 水

平上观察到 ＯＡＴ１ 和 ＡＢＣＧ２ 的表达下调，而 ＵＲＡＴ１
和 Ｇｌｕｔ９ 的表达上调。 两种品系小鼠在所有指标上

的趋势相同，并且与空白对照组相比存在显著差

异。 这些差异性仅与是否进行造模有关，而与小鼠

品系无关。
最后，我们观察了阳性药物（非布司他）对三联

造模法诱导的 ＩＣＲ 品系小鼠高尿酸血症模型尿酸

的影响。 参照相关文献［２５］提供的方法，我们分别选

择剂量为 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 及 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 的非布司他作为阳

性对照组，实验结果表明通过三联给药法诱导的

ＩＣＲ 小鼠高尿酸血症模型对非布司他反应敏感，表
明该模型可用于高尿酸血症的药效评估。

综上所述，我们认为三联造模法可以在 ７ ｄ 时

稳定在 ＩＣＲ 品系小鼠上建立高尿酸血症模型，为后

续高尿酸血症的机制研究与药效学评价的动物模

型提供了新的选择。
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ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ｒａｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ
Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０１７， ９３： ８８－９４．

［１４］ 　 李明慧， 吴铠礽， 陈哲， 等． 高尿酸血症肾病小鼠模型的优

化及效果评价 ［Ｊ］ ． 药学学报， ２０２２， ５７（６）： １６７３－１６７８．
ＬＩ Ｍ Ｈ， ＷＵ Ｋ Ｒ， ＣＨＥＮ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ
ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ］ ．
Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎ， ２０２２， ５７（６）： １６７３－１６７８．

［１５］ 　 徐明珠． 植物性膳食指数与高尿酸血症关系的横断面研究

［Ｄ］． 沈阳： 中国医科大学， ２０２２．
ＸＵ Ｍ Ｚ． Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐｌａｎｔ⁃ｂａｓｅｄ Ｄｉｅｔａｒｙ Ｉｎｄｅｘ ａｎｄ
Ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ： Ａ Ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ Ｓｔｕｄｙ［Ｄ］． Ｓｈｅｎｙａｎｇ： Ｃｈｉｎａ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０２２．

［１６］ 　 岳义松， 张雯， 谢逸菲， 等． 高尿酸血症实验动物模型研究

进展 ［Ｊ］ ． 中国药理学通报， ２０２３， ３９（２）： ２０１－２０６．
ＹＵＥ Ｙ Ｓ， ＺＨＡＮＧ Ｗ， ＸＩＥ Ｙ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｕｌｌ， ２０２３， ３９（２）： ２０１－２０６．

［１７］ 　 杨阳， 严采馨， 林翠婷， 等． 黄芩素对慢性高尿酸小鼠模型

心肾功能的影响研究 ［ Ｊ］ ． 生命科学研究， ２０２２， ２６（２）：
１１１－１１６， １３８．
ＹＡＮＧ Ｙ， ＹＡＮ Ｃ Ｘ， ＬＩＮ Ｃ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｂａｉｃａｌｅｉｎ
ｏｎ ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ［ Ｊ ］ ． Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ Ｒｅｓ， ２０２２， ２６ （ ２ ）： １１１ －

１１６， １３８．
［１８］ 　 白莉， 刘广运， 张晓萍， 等． 牡丹花总黄酮对高尿酸血症大

鼠降尿酸作用 ［ Ｊ］ ． 中国实验方剂学杂志， ２０２２， ２８（１８）：
３８－４５．
ＢＡＩ Ｌ， ＬＩＵ Ｇ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
ｉｎ ｆｌｏｗｅｒ ｏｆ Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ ｏｎ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌａｅ， ２０２２， ２８
（１８）： ３８－４５．

［１９］ 　 潘志， 段富津， 王颖航， 等． 黄柏与苍术提取物对高尿酸血

症小鼠血尿酸的影响 ［ Ｊ］ ． 时珍国医国药， ２００８， １９（ １）：
１１２－１１３．
ＰＡＮ Ｚ， ＤＵＡＮ Ｆ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｙ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ
ｃｏｒｔｅｘ ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉ ａｎｄ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ ｏｎ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ｉｎ
ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｌｉｓｈｉｚｈｅｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ Ｒｅｓ， ２００８， １９（１）： １１２－

１１３．
［２０］ 　 陈光亮， 段玉光， 李莉， 等． 加味四妙汤对高尿酸血症和痛

风性关节炎防治作用的实验研究 ［ Ｊ］ ． 中国实验方剂学杂

志， ２００８， １４（３）： ４８－５２．
ＣＨＥＮ Ｇ Ｌ， ＤＵＡＮ Ｙ Ｇ， ＬＩ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ Ｓｉ － Ｍｉａｏ
Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ａｃｕｔｅ ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌａｅ， ２００８， １４（３）： ４８－５２．

［２１］ 　 辛家东， 高建东． 基于尿酸转运蛋白调控机制探讨中药改善

高尿酸血症的研究进展 ［ Ｊ］ ． 上海中医药杂志， ２０２３， ５７
（２）： １４－２０．
ＸＩＮ Ｊ Ｄ， ＧＡＯ Ｊ Ｄ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｉｎ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ［Ｊ］ ． Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２３， ５７（２）： １４
－２０．

［２２］ 　 ＳＯ Ａ， ＴＨＯＲＥＮＳ Ｂ． Ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ
Ｉｎｖｅｓｔ， ２０１０， １２０（６）： １７９１－１７９９．

［２３］ 　 ＯＨＡＳＨＩ Ｙ， ＫＵＲＩＹＡＭＡ Ｓ， ＮＡＫＡＮＯ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｕｒａｔｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ＡＢＣＧ２ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ： ａ
ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｃｏｈｏｒｔ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＣＫＤ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｋｉｄｎｅｙ
Ｄｉｓ， ２０２３， ８１（２）： １３４－１４４．

［２４］ 　 ＶＶＲＡ Ｊ， ＭＡＮＣ＇ ＫＯＶ Ａ， ＰＡＶＥＬＣＯＶ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｒｅ ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ ＯＡＴ１ ／ ＳＬＣ２２Ａ６ ａｎｄ ＯＡＴ３ ／
ＳＬＣ２２Ａ８ ｕｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ａ ｇｏｕｔ ａｎｄ
ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ｃｏｈｏｒｔ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌｓ， ２０２２， １１（７）： １０６３．

［２５］ 　 李芳， 姚嘉怡， 姚建华， 等． 非布司他对高尿酸血症大鼠 ｐ３８
ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路及脑血管粥样硬化的影响 ［Ｊ］ ． 中国老年

学杂志， ２０２２， ８（１８）：４５２７－４５３１．
ＬＩ Ｆ， ＹＡＯ Ｊ Ｙ， ＹＡＯ Ｊ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｅｂｕｘｏｓｔａｔ ｏｎ ｐ３８
ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｉｎ
ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉｃ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｇｅｒｏｎｔｏｌ， ２０２２， ８（１８）： ４５２７
－４５３１．

〔收稿日期〕２０２３－０５－３０

４７ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｒｃｈ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ３

马娴，高萍，刘真一，等． 补阳还五汤减轻氧化应激保护脑缺血再灌注损伤大鼠血脑屏障的作用研究 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志，
２０２４， ３４（３）： ７５－８４， １０１．
Ｍａ Ｘ， Ｇａｏ Ｐ， Ｌｉｕ ＺＹ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂｕｙａｎｇ Ｈｕａｎｗｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｔｏ ｒａｔ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（３）： ７５－８４， １０１．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ０１０

［基金项目］中央引导地方科技发展资金项目（２０６Ｚ７７０６Ｇ）；河北省科技研发平台与新型研发机构建设专项（２０５６７６２６Ｈ）；河北中医学院

科技能力提升重点项目（ＫＴＺ２０１９０１８）。
［作者简介］马娴（１９９５—），女，硕士研究生，研究方向：缺血性脑血管病的发生机制及中医药防治。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：５３０１９９７４９＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］高维娟（１９６６—），博士，女，教授，博士生导师，研究方向：脑血管疾病的发生机制及中医药防治。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｇｗｊ６０８８＠ １６３． ｃｏｍ

补阳还五汤减轻氧化应激保护脑缺血再灌注损伤
大鼠血脑屏障的作用研究

马　 娴１，２，高　 萍１，２，刘真一１，２，辛紫媛２，３，靳晓飞１，２，周晓红１，２，高维娟１，２∗

（１．河北中医学院，石家庄　 ０５００００；２．河北省心脑血管病中医药防治研究重点实验室，石家庄　 ０５００００；
３．承德医学院附属医院，河北 承德　 ０６７０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究补阳还五汤（Ｂｕｙａｎｇ Ｈｕａｎｗｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＢＹＨＷＤ）降低氧化应激水平保护脑缺血再灌注

损伤（ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＣＩＲＩ）大鼠血脑屏障（ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）的机制。 方法　 采用线栓法

建立大鼠大脑中动脉栓塞再灌注（ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ ／ Ｒ）模型，应用 ＰｅｒｉＣａｍ ＰＳＩ 激
光散斑血流成像系统检测脑血流量判定模型建立是否成功。 通过 Ｚｅａ Ｌｏｎｇａ 评分评价大鼠神经功能缺损情况；ＨＥ
染色观察大鼠脑组织病理学改变；干湿重法检测脑水肿程度；伊文思蓝（Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ，ＥＢ）染色检测 ＢＢＢ 通透性；透
射电镜观察 ＢＢＢ 超微结构改变；试剂盒检测氧化应激相关指标活性氧（ＲＯＳ）、丙二醛（ＭＤＡ）的含量及总超氧化物

歧化酶（ＳＯＤ）活性；免疫组织化学染色及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测基质金属蛋白酶－９（ＭＭＰ⁃９）的表达水平；免疫荧光双染

及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测紧密连接蛋白（ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＪＰ）中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ⁃１、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 蛋白的表达水平。 结果

ＢＹＨＷＤ 能够降低 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠神经功能缺损评分，减轻脑组织病理学损伤，减轻血脑屏障结构破坏，延长紧密连

接结构致密区，减轻缺血侧大脑脑水肿情况，降低 ＢＢＢ 通透性。 ＢＹＨＷＤ 可以降低 ＲＯＳ 与 ＭＤＡ 水平，提高 ＳＯＤ 活

性，降低 ＭＭＰ⁃９ 表达水平，提高 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、ＺＯ⁃１ 蛋白表达水平。 结论　 ＢＹＨＷＤ 可以升高 ＢＢＢ 紧密连接

蛋白的表达水平，降低血脑屏障通透性，保护血脑屏障超微结构，减轻脑水肿，其机制可能与 ＢＹＨＷＤ 抗氧化应激，
抑制 ＭＭＰ⁃９ 的激活相关。
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｂｕｙａｎｇ Ｈｕａｎｗｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ； ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ； ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ； ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃９

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 近年来，我国脑血管疾病的病死率逐年升

高［１］。 脑卒中属于急性脑血管疾病的范畴，其中缺

血性脑卒中（ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ，ＩＳ）的发病率高达 ８３％
左右，严重危害国民健康［２］。 目前，ＩＳ 的主要治疗

方法是采用溶栓治疗恢复缺血区的血液供应。 然

而，血液恢复会进一步引起脑缺血再灌注损伤

（ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＣＩＲＩ） ［３］，造成

ＣＩＲＩ 的机制复杂、因素众多，往往是多种因素共同

作用导致。 ＣＩＲＩ 的机制研究还不够透彻，给临床的

用药和治疗带来诸多困难。
血脑屏障（ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）破坏导致脑

水肿是造成脑卒中患者记忆力丧失、癫痫、昏迷甚

至死亡的关键因素。 研究发现，ＢＢＢ 的破坏主要表

现在其结构和通透性改变，ＢＢＢ 通透性主要与脑血

管内皮细胞间的紧密连接结构相关［４］。 ＣＩＲＩ 过程

中 ＢＢＢ 受损，脑血管通透性增加，水分溢出增多，积
存在细胞间质造成脑水肿。 脑水肿又可造成神经

元损伤或凋亡，加重细胞功能障碍，进一步加重

ＣＩＲＩ，影响 ＢＢＢ，形成恶性循环［５］。 ＣＩＲＩ 期间同时

产生大量 ＲＯＳ，导致 ＳＯＤ 抗氧化能力不足，引发氧

化应激反应［６］，也是加重 ＣＩＲＩ 的关键因素。 因此，
减轻脑缺血再灌注导致的氧化应激损伤和血脑屏

障破坏在 ＣＩＲＩ 的治疗中至关重要。
补 阳 还 五 汤 （ Ｂｕｙａｎｇ Ｈｕａｎｗｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，

ＢＹＨＷＤ）是由清朝名医王清任首创的传统中医经

典方剂。 现临床上 ＢＹＨＷＤ 原方及其加减化裁方广

泛应用于气虚血瘀证的中风及中风后遗症的治

疗［７－８］。 现代药理学研究表明，ＢＹＨＷＤ 中药理活性

成分复杂，可进行多靶点调节，能够通过抗氧化应

激、调节钙超载、调控自噬、抑制炎症反应等途径减

轻 ＣＩＲＩ［９－１１］。 但是，ＢＹＨＷＤ 抗氧化应激保护血脑

屏障减轻 ＣＩＲＩ 的研究还比较少。 本研究基于脑缺

血再灌注后氧化应激导致血脑屏障破坏这一病理

过程，进一步探讨 ＢＹＨＷＤ 减轻 ＣＩＲＩ 的作用机制，
为 ＢＹＨＷＤ 的临床应用提供更加充分的理论基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 １０４ 只实验用 ＳＰＦ 级 ８ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠，体重

（２５０±１０）ｇ，均购自北京维通利华实验动物技术有

限公司［ＳＣＸＫ（京）２０２１－００１１］，饲养于河北中医院

动物房［ＳＹＸＫ（冀）２０２２－０００５］，实验过程严格参照

河北 中 医 学 院 实 验 动 物 伦 理 审 查 标 准 执 行

（ＤＷＬＬ２０２３０２００４），遵守 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 补阳还五汤方剂组成：黄芪 １２０ ｇ、当归尾 ６ ｇ、
赤芍 ５ ｇ、红花 ３ ｇ、地龙 ３ ｇ、桃仁 ３ ｇ、川芎 ３ ｇ，以上

药材均购自北京同仁堂石家庄桥东店；丁苯酞软胶

囊（国药准字 Ｈ２００５０２９９）购自石药集团恩必普药

业；伊文思蓝（Ｅ２１２９）购自德国 Ｓｉｇｍａ 公司；甲酰胺

（Ｆ１０３３６１）购自阿拉丁试剂有限公司；ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒（Ｐ００１２ Ｓ）购自碧云天生物；伊红染液
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（Ｇ１００１ ）、 苏 木 素 染 液 （ Ｇ１００４ ）、 电 镜 固 定 液

（Ｇ１１０２）、ＤＡＢ 显色试剂盒（Ｇ１２１２）均购自武汉赛

维尔生物科技有限公司；ＲＯＳ 测定试剂盒（Ｅ００４－
１）、总 ＳＯＤ 测定试剂盒（Ａ００１－３）、ＭＤＡ 测定试剂

盒（Ａ００３ － １） 均购自南京建成生物工程研究所；
ＴＩＭＰ⁃１ 抗体（ＡＦ７００７）、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 抗体（ＡＦ５２１６）均
购自 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司； ＺＯ⁃１ 抗体 （ ２１７７３ － １ － ＡＰ ）、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 抗体（６６３７８－１）、ＭＭＰ⁃９ 抗体（１０３７５－２－
ＡＰ）均购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司。 ＰｅｒｉＣａｍ ＰＳＩ 激

光散斑血流监测视频系统购自瑞典 Ｐｅｒｉｍｅｄ 公司；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 垂直电泳系统购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；
Ｏｄｙｓｓｅｙ Ｆｃ 双色红外激光成像系统购自美国 Ｌｉ⁃
ＣＯＲ 公司；组织包埋机、全自动轮转切片机均来自

德国 Ｌｅｉｃａ 公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验动物分组及给药

　 　 将 ＳＤ 大鼠随机分为假手术组（Ｓｈａｍ 组）、模型

组（ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组）、补阳还五汤组（ＢＹＨＷＤ 组）、阳
性对照药丁苯酞组（ＮＢＰ 组），每组 ２６ 只。 ＢＹＨＷＤ
组和 ＮＢＰ 组大鼠术后 ２ ｈ 灌胃给药，ＢＹＨＷＤ 组药

液制备及给药参照实验室前期研究［１０］，剂量为

１４􀆰 ３ ｇ ／ （ ｋｇ·ｄ），ＮＢＰ 组药液制备及给药参照文

献［１２］，剂量为 ８０ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ），ＢＹＨＷＤ 组和 ＮＢＰ
组每天给药 １ 次，连续给药 ３ ｄ。 Ｓｈａｍ 组和 ＭＣＡＯ ／
Ｒ 组给予蒸馏水。
１􀆰 ３􀆰 ２　 大脑中动脉栓塞再灌注 （ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ ／ Ｒ）模型的建立

　 　 将 ＳＤ 大鼠麻醉后仰卧固定于手术台上，颈部

备皮，消毒切口，分离出颈总动脉、颈外动脉、颈内

动脉，在颈外动脉剪一小口插入线栓，线栓经颈内

动脉到达脑内 Ｗｉｌｌｉｓ 环，实现大脑中动脉栓塞，２ ｈ
后取出线栓，再灌注 ７２ ｈ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 大鼠脑血流量的监测

　 　 将 ＳＤ 大鼠麻醉后，充分暴露前囟颅骨，应用

ＰｅｒｉＣａｍ ＰＳＩ 激光散斑血流监测系统的监测探头在

距离大鼠前囟 １１ ｃｍ 处监测大鼠缺血前、缺血中、缺
血再灌注后大脑中动脉供血区脑血流灌注量变化。
１􀆰 ３􀆰 ４　 神经功能学评分

　 　 根据 Ｚｅａ Ｌｏｎｇａ 神经功能缺损评分标准［１３］，对
各实验组大鼠进行神经功能学评分并记录。 分数

为 ０～４ 分，分数越高，神经系统功能损伤越严重。 １
～３ 分大鼠随机分配入组。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＨＥ 染色观察脑组织病理学改变

　 　 ＳＤ 大鼠麻醉后，经心脏灌流取脑，４％多聚甲醛

固定 ２４ ｈ 后，经脱水进行石蜡包埋，随后制备 ５ μｍ
石蜡切片。 石蜡切片脱蜡、脱水后，用苏木素染色

液将细胞核染为蓝色，再将切片放入 １％盐酸酒精

分化液中分化，随后放入返蓝液中返蓝，最后将切

片置于伊红染液中使细胞质染成红色，切片经乙醇

脱水、二甲苯透明后用中性树胶封片，镜下采集

图像。
１􀆰 ３􀆰 ６　 大鼠脑含水量的测定

　 　 采用干湿重法测定各实验组大鼠左侧及右侧

大脑半球的脑含水量［１４］。 大鼠经麻醉后，迅速断头

取脑，将大脑沿矢状位切开，分别称取左侧和右侧

大脑半球的重量， 记为湿重； 将两侧大脑放入

１１０ ℃烘干箱内 ９ ｈ 后记为干重，按照公式计算脑

含水量：脑含水量 ／ ％ ＝（湿重－干重） ／湿重×１００％。
１􀆰 ３􀆰 ７　 伊文思蓝（Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ，ＥＢ）染色测定血脑屏

障通透性

　 　 各实验组大鼠于取材前 ２ ｈ 尾静脉注射 ２％的

ＥＢ 染色液（４ ｍＬ ／ ｋｇ），体循环 ２ ｈ 后，心脏灌流取

脑，置于脑切片模具中制备 ２ ｍｍ 的连续冠状脑切

片，拍照记录各实验组大鼠 ＥＢ 染色面积并通过酶

标仪测定其吸光度，计算标准曲线，依据标准曲线

求得各实验组脑组织内 ＥＢ 含量（μｇ ／ ｇ）。
１􀆰 ３􀆰 ８　 透射电镜观察血脑屏障超微结构改变

　 　 各实验组大鼠脑组织经麻醉取材后，先放入电

镜固定液内固定，经 １％锇酸后固定、乙醇脱水后渗

透包埋，制备 ８０ ｎｍ 的超微切片，用醋酸铀、柠檬酸

铅染色，随后在透射电子显微镜下采集图像并分析。
１􀆰 ３􀆰 ９　 免疫荧光双染法检测血脑屏障紧密连接相

关蛋白的表达量

　 　 各实验组大鼠脑组织取材后制备石蜡切片，切
片脱蜡脱水后置于抗原修复液（ｐＨ ＝ ６􀆰 ０）中进行抗

原修复，随后滴加 ３％ Ｈ２Ｏ２ 阻断内源性过氧化物

酶，免疫荧光封闭液进行室温封闭，１５ ｍｉｎ 后轻轻

甩去封闭液滴加小鼠来源一抗 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 抗体（１ ∶
５０）及家兔来源的 ＺＯ⁃１ 抗体（１ ∶ ５０）、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 抗

体（１ ∶ ５０）于 ４ ℃过夜，次日清洗一抗，滴加相应种

属荧光二抗室温避光孵育 １ ｈ，最后滴加含 ＤＡＰＩ 的
抗荧光淬灭封片剂封片。 在荧光显微镜下采集图

像，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析平均荧光强度。
１􀆰 ３􀆰 １０　 氧化应激相关指标的检测

　 　 大鼠麻醉取材后脑组织立即放入预冷的 ＰＢＳ
内漂洗组织，加入适量酶消化液消化细胞，用 ３００ 目

尼龙网过滤去掉组织块，收集滤过的细胞，离心后，
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去上清液留沉淀，ＰＢＳ 清洗后加入荧光探针，测定

ＲＯＳ 的水平。
大鼠麻醉后取脑组织，对半暗带脑组织进行称

重，按照重量 ／ ｇ：体积 ／ ｍＬ＝ １ ∶ ９ 加入 ９ 倍体积生理

盐水，剪碎组织，制备 １０％匀浆上清液，按照试剂盒

说明书操作，并计算 ＳＯＤ 活力、ＭＤＡ 含量。

图 １　 脑血流监测

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

１􀆰 ３􀆰 １１　 免疫组织化学染色检测 ＭＭＰ⁃９ 的表达量

　 　 脑组织石蜡切片经脱蜡脱水、抗原修复、阻断

内源性过氧化物酶、室温封闭 ２０ ｍｉｎ 后，滴加适量

一抗 ＭＭＰ⁃９ 抗体（１ ∶ １００）于 ４ ℃过夜，次日清洗

一抗后滴加二抗（１ ∶ ２００）室温孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 清洗

二抗后滴加 ＤＡＢ 显色液，置于镜下观察到细胞呈棕

黄色时终止显色，切片经脱水、透明后封片，使用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析平均吸光度值。
１􀆰 ３􀆰 １２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组大鼠脑组织紧密

连接蛋白（ＺＯ⁃１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５）及 ＭＭＰ⁃９ 的

表达

　 　 取各实验组大鼠缺血半暗带脑组织进行蛋白

样品制备，蛋白样品用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶进行电泳

（８０ Ｖ，３０ ｍｉｎ；１２０ Ｖ，９０ ｍｉｎ），湿转法转膜 （ ２００
ｍＡ，２ ｈ），５％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈ，封闭后滴加以

下一抗溶液： ＺＯ⁃１ （ １ ∶ ２０００）、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ （ １ ∶ １０
０００）、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５（１ ∶ １０００）、ＭＭＰ⁃９（１ ∶ ２０００）以及

内参 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ２０００）４ ℃孵育过夜，ＴＢＳＴ 摇洗一

抗，随后室温孵育二抗 ２ ｈ，经 ＴＢＳＴ 摇洗 ３０ ｍｉｎ 后，
滴加 ＥＣＬ 显影液显色，采用 Ｏｄｙｓｓｅｙ Ｆｃ 双色红外激

光成像系统拍照并分析。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验数据均以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示。 采

用 Ｇｒａｇｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 软件进行数据分析并绘

图。 计量资料采用单因素方差分析，两两比较用

Ｔｕｋｅｙ 法，计数资料采用卡方（χ２）检验，以 Ｐ＜０􀆰 ０５
认为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 脑血流量评价模型构建是否成功

　 　 ＰｅｒｉＣａｍ ＰＳＩ 激光散斑血流监测系统结果显示，
ＳＤ 大鼠左侧脑血流灌注量 （ ＲＯＩ） 在脑缺血时

（ＴＯＩ２）下降了 ５４􀆰 ５０％，再灌注后（ＴＯＩ３）的脑血流

灌注量上升至缺血前（ＴＯＩ１）的 ７４􀆰 １４％水平，提示

脑缺血再灌注成功（图 １）。
２􀆰 ２　 补阳还五汤减轻 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠神经功能

损伤

　 　 与 Ｓｈａｍ 组相比，ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组大鼠神经功能缺

损评分显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组相比，
ＢＹＨＷＤ 组和 ＮＢＰ 组大鼠神经功能缺损评分显著

降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与 ＮＢＰ 组相比，ＢＹＨＷＤ 组评分与

之无统计学差异（Ｐ＞０􀆰 ０５，图 ２）。
２􀆰 ３　 补阳还五汤减轻 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠脑组织病理

损伤

　 　 Ｓｈａｍ 组大鼠脑组织形态和结构未见异常，细胞

完整、排列整齐；ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组大鼠脑组织可见细胞

水肿，数量减少、形态不规则，核固缩、空泡变性等

病理学改变；与 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组相比， ＢＹＨＷＤ 组和

ＮＢＰ 组脑组织病变程度减轻，细胞数量增多，细胞

排列较整齐，且 ＢＹＨＷＤ 组与 ＮＢＰ 组病理损伤程度

相当（图 ３）。
２􀆰 ４　 补阳还五汤减轻 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠脑水肿

　 　 左侧（Ｌｅｆｔ）含水量结果，与 Ｓｈａｍ 组相比，ＭＣＡＯ ／
Ｒ 组含水量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组相比，
ＢＹＨＷＤ 组和 ＮＢＰ 组含水量明显下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与
ＮＢＰ 组相比， ＢＹＨＷＤ 组含水量较低，但两治疗

８７ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



　 　 　 　 　

注：与假手术组相比， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组 相 比，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组大鼠神经功能缺损评分（􀭰ｘ±ｓ， ｎ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ＭＣＡＯ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｆｉｃｉｔ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 ＨＥ 染色观察各组大鼠脑组织病理变化

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

注：与假手术组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组大鼠脑含水量（ ｘ－± ｓ ，ｎ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＣＡＯ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｂｒａｉｎ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组间差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 右侧（Ｒｉｇｈｔ）脑
含水量各组间差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５，图 ４）。
２􀆰 ５　 补阳还五汤降低 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠血脑屏障通

透性

　 　 与 Ｓｈａｍ 组相比，ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组的 ＥＢ 渗漏量升

高，提示 ＢＢＢ 通透性明显上升，具有显著性差异（Ｐ
＜０􀆰 ０１）；与 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组相比，ＢＹＨＷＤ 组和 ＮＢＰ 组

的 ＥＢ 含量均显著下降，说明 ＢＢＢ 通透性降低（Ｐ＜
０􀆰 ０１）；与 ＮＢＰ 组相比，ＢＹＨＷＤ 组的 ＥＢ 含量较低，
但两治疗组间差异无意义（Ｐ＞０􀆰 ０５，图 ５）。
２􀆰 ６　 补阳还五汤减轻 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠血脑屏障超

微结构损伤

　 　 Ｓｈａｍ 组血脑屏障各组成部分未见损伤；与

Ｓｈａｍ 组相比，ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组血脑屏障组成部分呈重

度损伤：血管外基质明显水肿，内皮细胞水肿，线粒

体重度肿胀，基质溶解，嵴消失，空泡变化，基底膜

稀疏，厚薄不一，内皮细胞间紧密连接明显变少、消
失，星形胶质细胞终足明显水肿，大面积基质溶解；
与 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组相比，ＢＹＨＷＤ 组和 ＮＢＰ 组血脑屏障
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损伤程度较轻，血脑屏障呈轻度损伤：内皮细胞细

胞膜完整，呈长梭形，细胞器轻度肿胀，线粒体膜完

整，嵴减少，局部基质变淡，基底膜结构略显稀疏，
部分区域断裂，内皮细胞间紧密连接致密区较长，

星形胶质细胞终足水肿较轻（图 ６）。
２􀆰 ７　 补阳还五汤减轻 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠氧化应激

损伤

　 　 结 果见图７ ，与 Ｓｈａｍ组相比 ，ＭＣＡＯ ／ Ｒ组的

注：与假手术组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 ＥＢ 染色定量分析 ＢＢＢ 通透性（ｘ－±ｓ， ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＣＡＯ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢＢＢ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｂｙ ＥＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 ６　 血脑屏障超微结构

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ

注：与假手术组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各实验组脑组织中 ＲＯＳ、ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 的含量（ ｘ－± ｓ ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＣＡＯ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＲＯＳ， ＭＤＡ ａｎｄ ＳＯＤ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ
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ＲＯＳ 与 ＭＤＡ 含量显著升高，ＳＯＤ 含量显著降低（Ｐ＜
０􀆰 ０１）；与 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组相比，ＢＹＨＷＤ 组和 ＮＢＰ 组的

ＲＯＳ 与 ＭＤＡ 含量显著降低，ＳＯＤ 含量显著升高（Ｐ＜
０􀆰 ０１）；与 ＮＢＰ 组相比，ＢＹＨＷＤ 组的 ＲＯＳ 与 ＭＤＡ
含量较低，ＳＯＤ 含量较高，但组间差异无统计学意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

２􀆰 ８　 补阳还五汤降低 ＭＭＰ⁃９蛋白的表达水平

与 Ｓｈａｍ 组相比，ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组的 ＭＭＰ⁃９ 表达水

平显 著 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）； 与 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组 相 比，
ＢＹＨＷＤ 组和 ＮＢＰ 组的 ＭＭＰ⁃９ 表达水平明显降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＮＢＰ 组相比，ＢＹＨＷＤ 组的 ＭＭＰ⁃９ 表

达略高，但组间差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）（图 ８）。

注：Ａ：免疫组化染色结果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果。 与假手术组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 免疫组化染色及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＭＰ⁃９ 的表达水平（ｘ－±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ． Ｂ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ＭＣＡＯ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＭＰ⁃９ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

注：与假手术组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 ＺＯ⁃１、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白的表达水平（ｘ－±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＣＡＯ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＺＯ⁃１， Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ ａｎｄ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
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注：Ａ：Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ 蛋白的荧光表达强度；Ｂ：Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 蛋白的荧光表达强度。 与假手术组相比，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 蛋白的荧光表达强度（ ｘ－± ｓ ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ ＺＯ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｂ， Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＣＡＯ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ ＺＯ⁃１， Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２􀆰 ９　 补阳还五汤对紧密连接蛋白的表达水平的

影响　 　 　
　 　 与 Ｓｈａｍ 组相比，ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组的紧密连接蛋白

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ⁃１、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 的表达水平均有不同程度

的下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组相比，ＢＹＨＷＤ 组

及 ＮＢＰ 组的 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ⁃１、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 蛋白表达水

平显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；与 ＮＢＰ 组相比，ＢＹＨＷＤ 组

的 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ⁃１ 蛋白表达较高，Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 略低，但
两组间差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

２􀆰 １０　 补阳还五汤对紧密连接相关蛋白的平均荧光

强度的影响

　 　 结果见图 １０，与 Ｓｈａｍ 组相比，ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组的紧

密连 接 蛋 白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ （ 绿 光 ） 与 ＺＯ⁃１ （ 红 光 ）、
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５（红光）平均荧光强度均有不同程度的下

降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组相比，ＢＹＨＷＤ 组及

ＮＢＰ 组 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ⁃１、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 的平均荧光强度

显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ＮＢＰ 组相比，ＢＹＨＷＤ 组

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ⁃１、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 的平均荧光强度较高，但
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差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

３　 讨论

　 　 ＢＢＢ 由血管内皮细胞、内皮细胞间的紧密连

接、基底膜、周细胞及星形胶质细胞突触末端终板

组成［１５－１６］。 其中，脑血管内皮细胞间的紧密连接蛋

白（ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＪＰ） 表达与排列对维持

ＢＢＢ 结构完整性产生重要影响。 ＣＩＲＩ 期间 ＴＪＰ 表

达降低，导致 ＢＢＢ 通透性增加，有害物质进入脑组

织，引发血管源性脑水肿，脑水肿作为 ＣＩＲＩ 的危重

并发症，对患者的死亡率产生重大影响。 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
是 ＴＪＰ 中的主要结构蛋白；Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 是 ＴＪＰ 中的主

要跨膜蛋白；ＺＯ⁃１ 是 ＴＪＰ 中的重要连接枢纽，连接

了跨膜蛋白与骨架蛋白。 已有研究表明，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、ＺＯ⁃１ 蛋白的表达水平影响 ＢＢＢ 的结构及

通透性［１７－１８］。
基质 金 属 蛋 白 酶 （ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，

ＭＭＰｓ）是一类高度进化保守的 Ｚｎ＋依赖性内肽酶家

族，可降解细胞外基质［１９］，其中基质金属蛋白酶 ９
（ＭＭＰ⁃９）在神经元等多种细胞中表达并参与多种

生理病理过程。 ＭＭＰ⁃９ 可以通过氧化和 Ｓ－亚硝基

化被激活［２０］，活化的 ＭＭＰ⁃９ 通过降解 ＴＪＰ 破环

ＢＢＢ，诱发脑水肿。 Ｍｏｎｔａｎｅｒ 等［２１］ 的 研 究 发 现

ＭＭＰ⁃９ 水平与急性缺血性脑卒中的 ＢＢＢ 通透性及

脑水肿的严重程度相关，李晒等［２２］ 实验表明 ＭＭＰ⁃
９ 导致的脑水肿与其对 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白的降解相关。
可见，ＭＭＰ⁃９ 的激活诱导 ＴＪＰ 的降解，造成 ＢＢＢ 结

构破坏，是引发脑水肿的关键机制。 因此，抑制

ＭＭＰ⁃９ 的激活成为治疗 ＣＩＲＩ 后脑水肿的关键。
氧化应激反应是由于细胞氧化与抗氧化活性

失衡导致的一种病理过程。 中枢神经系统因其需

氧量高，抗氧化损伤能力较差，极易受到氧化应激

损伤的影响［２３］。 缺血缺氧的脑组织恢复血供时，
ＲＯＳ 产生过多，超出 ＳＯＤ 的代谢水平，引发氧化应

激反应加重神经系统损伤［２４］。 已有研究表明，过量

的 ＲＯＳ 在创伤性脑损伤、术后谵妄等中枢神经疾病

的 ＢＢＢ 功能障碍中起着关键作用［２５－２６］。 ＲＯＳ 导致

ＢＢＢ 功能障碍造成脑水肿，可能与其介导 ＭＭＰｓ 激

活，导致 ＴＪＰ 下调，ＢＢＢ 通透性升高有关［２７］。 目前，
国内外学者对于 ＣＩＲＩ 病理学机制方面的研究相对

独立，氧化应激、炎症反应、ＢＢＢ 等发病机制相结合

的研究较少，人体是一个复杂的整体，各种因素、机
制、机理乃至通路、蛋白、靶点均具有内在的联系，

ＣＩＲＩ 病理生理学进程复杂，多种因素相结合的研究

可以更深入、更全面探究 ＣＩＲＩ 病理学和有效药物的

药理学机制。
中医理论认为，中风多由气虚血瘀导致，气不

能运，血不能行，形成血瘀。 血瘀是形成各种病理

变化的基础，《血证论》中提到“瘀血化水，亦发水

肿”。 血液运行不畅，阻滞气机，气机不畅，不能行

血，血中之津液成分不能在脉内正常运行渗透于脉

外形成水肿。 ＢＹＨＷＤ 由黄芪、当归、赤芍、桃仁、川
芎、红花和地龙 ７ 味中药材组成，具有补气、活血、通
络的功效，此方用于治疗中风气虚血瘀证疗效显

著，沿用至今。 ＢＢＢ 在脑组织中具有重要作用，能
防止有害物质进入脑细胞，保护脑组织从而发挥正

常的生理功能。 中医理论中，“气血”是生命活动得

以正常进行的根本，生命活动正常，组织细胞功能

稳定又可以使气血充足。 ＢＹＨＷＤ“补气活血”的功

效可能与维护 ＢＢＢ 稳定性，恢复脑细胞生理功能密

切相关。 目前，虽然已有实验证明 ＢＹＨＷＤ 能够减

轻中风后的脑水肿，但是，涉及到 ＢＹＨＷＤ 抑制氧化

应激、恢复血脑屏障功能的研究还比较浅薄，没有

挖掘更深入的机制和机理，其现代药理学机制尚不

完全明确，仍有待更深入探究。 本实验通过对

ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠的脑水肿程度的检测发现补 ＢＹＨＷＤ
可以减轻 ＣＩＲＩ 大鼠脑水肿，进一步探讨其机制，结
果表明， ＢＹＨＷＤ 可以降低 ＣＩＲＩ 大鼠脑组织中

ＲＯＳ、ＭＤＡ 的含量，升高 ＳＯＤ 的含量，降低氧化应激

水平。 氧化应激是多种病理学因素的始动环节，本
研究发现，ＢＹＨＷＤ 降低氧化应激的同时可以降低

ＭＭＰ⁃９ 的表达，升高 ＴＪＰ 的表达水平。 本研究将

ＢＹＨＷＤ 降低氧化应激水平和恢复 ＢＢＢ 功能进行

结合研究，更深入挖掘了 ＢＹＨＷＤ 的药理作用机制。
综上所述，ＢＹＨＷＤ 可以抑制氧化应激以及 ＭＭＰ⁃９
的激活，保护血脑屏障结构和功能的完整性，可能

是其发挥“补气活血通络”功效减轻脑水肿，改善

ＣＩＲＩ 的机制之一。

参考文献：

［ １ ］ 　 赵继宗． 我国脑心血管共患疾病现状与临床研究 ［ Ｊ］ ． 首都

医科大学学报， ２０２２， ４３（５）： ６７１－６７３．
ＺＨＡＯ Ｊ Ｚ． Ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｂｒａｉｎ⁃ｈｅａｒｔ
ｃｏｍｏｒｂｉｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃａｐ Ｍｅｄ Ｕｎｉｖ，
２０２２， ４３（５）： ６７１－６７３．

［ ２ ］ 　 刘流， 张华， 莫永佳， 等． 缺血性脑卒中后脑水肿的研究进

展 ［Ｊ］ ． 中国当代医药， ２０２３， ３０（７）： ２９－３４．
ＬＩＵ Ｌ， ＺＨＡＮＧ Ｈ， ＭＯ Ｙ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ

３８中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



ｅｄｅｍａ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｍｏｄ Ｍｅｄ， ２０２３， ３０
（７）： ２９－３４．

［ ３ ］ 　 Ｌｉ Ｍ， ＴＡＮＧ Ｈ， ＬＩ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ， ２０２２，
５０７： １１２－１２４．

［ ４ ］ 　 张志刚， 范小璇， 连露露， 等． 芳香开窍药对血脑屏障通透

性调控作用的研究进展 ［ Ｊ］ ． 环球中医药， ２０２２， １５（８）：
１５１０－１５１６．
ＺＨＡＮＧ Ｚ Ｇ， ＦＡＮ Ｘ Ｘ， ＬＩＡＮ Ｌ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ
ａｂｏｕｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｒｏｍａｔｉｃ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｂｒａｉｎ
ｂａｒｒｉｅｒ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｇｌｏｂ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２２， １５（８）：
１５１０－１５１６．

［ ５ ］ 　 王征， 吴建华， 方云祥， 等． 脑脉泰胶囊对大鼠局灶性脑缺

血再灌注损伤血脑屏障和脑水肿的影响 ［ Ｊ］ ． 中国药学杂

志， ２００９， ４４（１９）： １４８３－１４８７．
ＷＡＮＧ Ｚ， ＷＵ Ｊ Ｈ， ＦＡＮＧ Ｙ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｎａｏｍａｉｔａｉ
ｃａｐｓｕｌｅｓ ｏｎ ｒａｔ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ａｎｄ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｅｄｅｍａ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍ Ｊ，
２００９， ４４（１９）： １４８３－１４８７．

［ ６ ］ 　 谢明， 朱俊德， 周璐， 等． 依达拉奉对大鼠脑缺血再灌注损

伤后氧化应激及凋亡的影响 ［ Ｊ］ ． 神经解剖学杂志， ２０２１，
３７（４）： ４１８－４２４．
ＸＩＥ Ｍ， ＺＨＵ Ｊ Ｄ， ＺＨＯＵ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｄａｒａｖｏｎｅ ｏｎ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｎｅｕｒｏａｎａｔ， ２０２１， ３７（４）： ４１８－４２４．

［ ７ ］ 　 夏杰玲， 黄年正． 补阳还五汤治疗中风（中经络－气虚血瘀）
的临床疗效分析 ［Ｊ］ ． 系统医学， ２０２２， ７（１７）： １－４．
ＸＩＡ Ｊ Ｌ， ＨＵＡＮＧ Ｎ Ｚ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ Ｂｕｙａｎｇ
Ｈｕａｎｗｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｓｔｒｏｋｅ（ｍｉｄｄｌｅ ｍｅｒｉｄｉａｎ⁃ｑｉ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ） ［ Ｊ］ ． Ｓｙｓｔ Ｍｅｄ， ２０２２， ７（１７）： １
－４．

［ ８ ］ 　 李梦． 补阳还五汤在缺血性脑血管病中的临床应用 ［ Ｊ］ ． 浙

江中医杂志， ２０２２， ５７（６）： ４５６．
ＬＩ Ｍ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｕｙａｎｇｈｕａｎｗｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ
Ｍｅｄ， ２０２２， ５７（６）： ４５６．

［ ９ ］ 　 李磊， 图门巴雅尔， 宁康健， 等． 黄芪甲苷脑保护作用研究

进展 ［Ｊ］ ． 畜牧与饲料科学， ２０１７， ３８（６）： ６２－６５．
ＬＩ Ｌ， ＴＵ Ｍ， ＮＩＮＧ Ｋ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ Ⅳ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍ Ｈｕｓｂ Ｆｅｅｄ Ｓｃｉ， ２０１７，
３８（６）： ６２－６５．

［１０］ 　 马秀娟， 赵艳萌， 王文良， 等． 补阳还五汤通过 ＡＭＰＫ ／
ｍＴＯＲ ／ ＵＬＫ１ 信号通路调控自噬减轻大鼠脑缺血 ／ 再灌注损

伤 ［Ｊ］ ． 中国药理学通报， ２０２２， ３８（１）： １４７－１５２．
ＭＡ Ｘ Ｊ， ＺＨＡＯ Ｙ Ｍ， ＷＡＮＧ Ｗ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｂｕｙａｎｇ Ｈｕａｎｗｕ
Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ
ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ ／ ＵＬＫ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｕｌｌ， ２０２２， ３８（１）： １４７－１５２．

［１１］ 　 辛紫媛， 靳晓飞， 周晓红， 等． 补阳还五汤通过 ＳＩＲＴ１ ／ ＮＦ⁃
κＢ ｐ６５ 信号通路减轻大鼠脑缺血 ／ 再灌注损伤 ［ Ｊ］ ． 中国病

理生理杂志， ２０２２， ３８（８）： １４５４－１４６２．

ＸＩＮ Ｚ Ｙ， ＪＩＮ Ｘ Ｆ， ＺＨＯＵ Ｘ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｂｕｙａｎｇ⁃Ｈｕａｎｗｕ
ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｓ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ＳＩＲＴ１ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌ， ２０２２， ３８（８）： １４５４－１４６２．

［１２］ 　 马阳． 丁苯酞对慢性脑低灌注大鼠的认知功能及血脑屏障的

影响［Ｄ］． 武汉： 华中科技大学， ２０２０．
ＭＡ Ｙ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌｉｄｅ ｏｎ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ⁃
ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ［ Ｄ］．
Ｗｕｈａｎ： Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０２０．

［１３］ 　 ＬＯＮＧＡ Ｅ Ｚ， ＷＥＩＮＳＴＥＩＮ Ｐ Ｒ， ＣＡＲＬＳＯＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ
ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ｃｒａｎｉｅｃｔｏｍｙ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ．
Ｓｔｒｏｋｅ， １９８９， ２０（１）： ８４－９１．

［１４］ 　 李翀瑶， 岳志伟， 刘丽， 等． 脑水肿干湿重法的测定条件分

析 ［Ｊ］ ． 中国应用生理学杂志， ２０１６， ３２（３）： ２８２－２８３．
ＬＩ Ｃ Ｙ， ＹＵＥ Ｚ Ｗ， ＬＩＵ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｄｒｙ ／ ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｅｄｅｍａ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ａｐｐｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１６， ３２（３）： ２８２－２８３．

［１５］ 　 申杰， 徐桂华． 血脑屏障与中枢神经系统疾病的相关性研究

进展 ［Ｊ］ ． 中华神经医学杂志， ２０２０， １９（９）： ９６１－９６５．
ＳＨＥＮ Ｊ， ＸＵ Ｇ Ｈ． Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｌｏｏｄ⁃
ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ａｎｄ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｎｅｕｒｏｍｅｄ， ２０２０， １９（９）： ９６１－９６５．

［１６］ 　 郑明华． 载脂蛋白 Ｅ 对实验性自身免疫脑脊髓炎血脑屏障

通透性的影响 ［Ｄ］． 南宁： 广西医科大学， ２０１４．
ＺＨＥＮＧ Ｍ Ｈ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ ｏｎ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ
［Ｄ］． Ｎａｎｎｉｎｇ： Ｇｕａｎｇｘｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１４．

［１７］ 　 杨丽娟． 甲基苯丙胺调节紧密连接结构蛋白的表达改变血脑

屏障通透性 ［Ｊ］ ． 中国病理生理杂志， ２００８， ２４（６）： １１７２．
ＹＡＮＧ Ｌ Ｊ． Ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｉｇｈｔ
ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｔｈｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｂｌｏｏｄ⁃
ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌ， ２００８， ２４（６）： １１７２．

［１８］ 　 阚红军， 刘丛华， 孙保中， 等． 右美托咪定复合羟考酮对高

血压脑出血大鼠模型血脑屏障的保护作用及机制研究 ［ Ｊ］ ．
解剖科学进展， ２０２２， ２８（４）： ４２４－４２８．
ＫＡＮ Ｈ Ｊ， ＬＩＵ Ｃ Ｈ， ＳＵＮ Ｂ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘｙｃｏｄｏｎｅ ｏｎ
ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ ｒａｔ
ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｇ Ａｎａｔ Ｓｃｉ， ２０２２， ２８（４）： ４２４－４２８．

［１９］ 　 温晓洲， 孙爱华， 李广平， 等． 基质金属蛋白酶 ９ 的研究进

展 ［Ｊ］ ． 岭南急诊医学杂志， ２０２１， ２６（２）： ２１６－２１８．
ＷＥＮ Ｘ Ｚ， ＳＵＮ Ａ Ｈ， ＬＩ Ｇ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ９ ［Ｊ］ ． Ｌｉｎｇｎａｎ Ｊ Ｅｍｅｒｇ Ｍｅｄ， ２０２１， ２６（２）：
２１６－２１８．

［２０］ 　 ＣＨＡＮＧ Ｍ， ＮＧＵＹＥＮ Ｔ Ｔ． Ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｆｏｏｔ ｕｌｃｅｒｓ ［Ｊ］ ． Ａｃｃ Ｃｈｅｍ Ｒｅｓ， ２０２１， ５４（５）： １０８０
－１０９３．

［２１］ 　 ＭＯＮＴＡＮＥＲ Ｊ， ＲＡＭＩＲＯ Ｌ， ＳＩＭＡＴＳ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ ａｎｄ ＡＤＡＭｓ ｉｎ ｓｔｒｏｋｅ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ，
２０１９， ７６（１６）： ３１１７－３１４０．
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４８ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｒｃｈ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ３

宋艳梅，孙宁鑫，刘晨，等． ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 抑制小鼠乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞的增殖、侵袭和迁移 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（３）：
８５－９２．
Ｓｏｎｇ ＹＭ， Ｓｕｎ ＮＸ， Ｌｉｕ Ｃ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ４Ｔ１ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（３）： ８５－９２．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ０１１

［基金项目］山东省自然科学基金（ＺＲ２０２２ＭＨ３１１）；山东省教育厅 ２０１９ 年高等学校青创人才引育计划团队项目（２０５）。
［作者简介］宋艳梅（１９９７—），女，硕士研究生，研究方向：肿瘤护理学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：２０２１８９９＠ ｓｔｕ． ｗｆｍｃ． ｅｄｕ． ｃｎ
［通信作者］尹崇高（１９７９—），男，博士，教授，硕士生导师，研究方向：肿瘤侵袭与转移的分子机制。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙｉｎｃｈｇ＠ ｗｆｍｃ． ｅｄｕ． ｃｎ

ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 抑制小鼠乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞的增殖、
侵袭和迁移

宋艳梅１，孙宁鑫１，刘　 晨１，宋宜芬１，李洪利２，尹崇高１∗

（１．潍坊医学院护理学院，山东 潍坊　 ２６１０５３；
２．潍坊医学院医学研究实验中心，山东 潍坊　 ２６１０５３）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过研究 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 对小鼠乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞增殖、侵袭和迁移的影响，为临床抑制乳腺癌增

殖、侵袭和转移提供新的治疗靶点。 方法 　 采用实时荧光定量聚合酶链反应（ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 在质粒转染后 ４Ｔ１ 细胞中的表达情况；采用 ５－乙炔基－２’脱氧

尿嘧啶核苷（５⁃ｅｔｈｙｎｙｌ⁃２’⁃ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＥｄＵ）细胞增殖实验与 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测各组 ４Ｔ１ 细胞增殖能力与侵袭能

力；然后通过伤口愈合实验来检测过表达以及敲低 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 对 ４Ｔ１ 细胞迁移能力的影响；利用 ＢＡＢＬ ／ ｃ 小鼠建

立乳腺癌小鼠移植瘤模型，观察 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 过表达后对体内肿瘤生长状况，肺转移灶数量及大小的影响。 结果

ＥｄＵ 结果显示，与对照组相比，敲低 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 能增强乳腺癌细胞的增殖能力，过表达 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 能够抑制乳腺

癌细胞的增殖能力（Ｐ＜０􀆰 ０５）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 与伤口愈合实验结果显示，敲低 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 能够增强乳腺癌细胞的侵袭和

迁移能力，过表达 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 显著抑制细胞的侵袭和迁移能力（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＢＡＢＬ ／ ｃ 小鼠体内成瘤实验显示，过表

达 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 可显著减缓肿瘤的生长速度（Ｐ＜０􀆰 ０５），对肺转移有抑制作用（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 在乳腺

癌中起到抑癌基因的作用，抑制小鼠乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞的增殖、侵袭和迁移。
【关键词】 　 乳腺癌；ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ；增殖；侵袭；迁移

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２４） ０３－００８５－０８

ＭｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ４Ｔ１ ｃｅｌｌｓ

ＳＯＮＧ Ｙａｎｍｅｉ１， ＳＵＮ Ｎｉｎｇｘｉｎ１， ＬＩＵ Ｃｈｅｎ１， ＳＯＮＧ Ｙｉｆｅｎ１， ＬＩ Ｈｏｎｇｌｉ２， ＹＩＮ Ｃｈｏｎｇｇａｏ１∗

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｎｕｒｓｉｎｇ， Ｗｅｉｆａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｗｅｉｆａｎｇ ２６１０５３， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｗｅｉｆａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｗｅｉｆａｎｇ ２６１０５３）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｂｙ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ
ｍｏｕｓｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ４Ｔ１ ｃｅｌｌｓ， ｗｅ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ａｆｔｅｒ ｐｌａｓｍｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ， ４Ｔ１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｕｓｉｎｇ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ． Ｗｈｉｌｅ ５⁃ｅｔｈｙｎｙｌ⁃２’ ｄｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ （ＥｄＵ） ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ４Ｔ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ．



Ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ４Ｔ１ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｓｃｒａｔｃｈ ｈｅａｌｉｎｇ
ａｓｓａｙ． Ａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｔｕｍｏｒ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ＢＡＢＬ ／ ｃ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｏｎ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｓｉｚｅ ｏｆ ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＥｄＵ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｍｉＲ⁃
３７９⁃５ｐ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｎｄ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ
ａｓｓａｙｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｅｎｈａｎｃｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ， ｔｈｅ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ａｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＢＡＢＬ ／ ｃ ｍｉｃｅ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｌｏｗｅｄ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＭｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｐｌａｙｓ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｇｅｎｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ４Ｔ１ ｃｅｌｌｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ； ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｉｎｖａｓｉｏｎ； ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 在全球范围内，乳腺癌在女性癌症中占比很

大，是癌症死亡的主要原因［１］。 肿瘤的侵袭和转移

影响患者的不良预后，严重威胁患者的身心健康和

生活质量［２］。 随着医疗水平的提高，乳腺癌的死亡

率有所下降，但乳腺癌的高转移性仍然是当今乳腺

癌治疗亟需解决的难题，因此有必要深入研究乳腺

癌病因及预后的分子机制，确定其有效治疗靶点和

预后生物标志物，这为乳腺癌的早期诊断、治疗和

预后提供了理论依据。
微小 ＲＮＡｓ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）由 １８ ～ ２５ 个

核苷酸构成，是一种非编码小分子 ＲＮＡ，几乎涉及

所有与癌症相关的关键通路［３］ 。 ｍｉＲＮＡｓ 的复杂

调控功能参与多种生物过程，包括细胞增殖、分
化、侵袭、迁移和凋亡［４－５］ 。 随着测序技术和分子

生物学的巨大进步，发现 ｍｉＲＮＡｓ 和乳腺癌的发生

发展以及侵袭转移密切相关［６］ 。 因此，ｍｉＲＮＡｓ 在

乳腺癌的诊断、预防和治疗等方面都具有重要的

参考价值。
研究发现 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 在口腔鳞状细胞癌、鼻咽

癌、子宫内膜癌、非小细胞肺癌等恶性肿瘤的发生

和发展中具有重要的调控作用［７－１０］。 本课题组先前

研究表明 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 可以抑制人三阴性乳腺癌细

胞 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 的增殖和侵袭［１１］，但对小鼠乳腺癌

细胞 ４Ｔ１ 的影响未见探讨。 通过生物信息学数据库

分析发现 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 为人鼠同源基因，序列为 ５’⁃
ＵＧＧＵＡＧＡＣＵＡＵＧＧＡＡＣＧＵＡＧＧ⁃３’。 因此本文展开

研究 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 对小鼠乳腺癌细胞增殖、侵袭与迁

移的影响，进一步为 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 抑制乳腺癌细胞增

殖、侵袭、转移提供更多的实验和理论依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 １０ 只 ＢＡＢＬ ／ ｃ 雌性小鼠，ＳＰＦ 级，４ 周龄，１８～２０
ｇ，购买自济南市朋悦实验动物繁育有限公司［ＳＣＸＫ
（鲁）２０１９－０００３］。 饲养在潍坊医学院动物研究实

验中心［ＳＹＸＫ（鲁） ２０１９－００１６］，环境温度 ２２ ～ ２６
℃，相对湿度 ４０％ ～６０％，１２ ｈ ／ １２ ｈ 昼夜交替，将所

有小鼠饲养在无病原体的条件下，提供充足的食物

和水。 按 ３Ｒ 原则给予实验动物人道关怀，按照美

国《实验动物护理和使用指南》进行，并且经过潍坊

医学院伦理委员会（教学和研究中使用活体动物委

员会）的批准（２０２０ＳＤＬ０７３）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

　 　 ４Ｔ１ 细胞购自美国典型培养物保藏中心

（ＡＴＣＣ）。 ４Ｔ１ 小鼠乳腺癌细胞使用含有 ２０％胎牛

血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基培养，放于 ３７ ℃、含 ５％
ＣＯ２ 的细胞恒温培养箱中。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 胎 牛 血 清 和 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培 养 基 购 自 美 国

ＨｙＣｌｏｎｅ 公司；总 ＲＮＡ 提取试剂盒、ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 茎

环结构、上下游引物及 Ｕ６ 上下游引物由上海生物

工程有限公司设计合成；慢病毒、质粒购自上海吉

凯基因医学科技股份有限公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购自

ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ； ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司； ＥｄＵ 试 剂 盒 购 自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ
ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。

ＣＯ２ 细胞培养箱购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司； Ａｐｐｌｉｅｄ
ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＴＭ ７５００ ＦＡＳＴ ＰＣＲ 仪 购 自 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司；ＣＸ３１ 显微镜购自 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司；
ＤＭ４Ｂ 显微镜购自 Ｌｅｉｃａ 公司。
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１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分组

　 　 ４Ｔ１ 细胞分组：（１） 对照（ ｃｏｎ） 组：转入 ｍｉＲ⁃
３７９⁃５ｐ 质粒的对照质粒；（２） ｏｖｅｒ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 组：转
入 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 过表达质粒；（３） ｓｈ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 组：
转入 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 敲低质粒（上述质粒用于细胞实

验）；（４）ｃｏｎ⁃ＬＶ 组：转入 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 过表达的空载

慢病毒；（５） ｏｖｅｒ⁃ＬＶ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 组：转入 ｍｉＲ⁃３７９⁃
５ｐ 过表达慢病毒。 慢病毒感染细胞用于小鼠体内

实验。 乳腺癌小鼠移植瘤模型随机分为 ｃｏｎ⁃ＬＶ 组

和 ｏｖｅｒ⁃ＬＶ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 组，每组 ５ 只小鼠。
１􀆰 ３􀆰 ２ 　 实时荧光定量聚合酶链反应 （ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）
　 　 质粒转染采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 进行检测。 细胞中总

ＲＮＡ 提取以及逆转录详细过程详见本课题组既往

发表文献［１２］。 使用茎环法进行 ｍｉＲＮＡ 的定量测

量。 ＰＣＲ 条件设置为 ９５ ℃、５ ｓ，６３ ℃、３０ ｓ，７２ ℃、
３０ ｓ 进行 ３５ 个循环。 使用 Ｕ６ 作为内参，引物序列

如下， ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 的 ＲＴ 引 物： ５ ’⁃ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡ
ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣ
ＣＴＡＣＧ⁃３ ’； ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 正 向 引 物： ５ ’⁃
ＧＣＧＣＧＴＧＧＴＡＧＡＣＴＡＴＧＧＡＡ⁃３’； ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 反向

引物 ５’⁃ＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴ⁃３’；Ｕ６ 正向

引物： ５’⁃ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ⁃３’， Ｕ６ 反向引

物：５’⁃ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ⁃３’。 使用 ２－ΔΔＣｔ

分析的方法对 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 的相对表达量进行分析。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＥｄＵ 细胞增殖实验

　 　 向各组细胞中加入 ５００ μＬ ＥｄＵ 工作液，于 ３７
℃培养箱中孵育 ２ ｈ 后弃除工作液。 ４％多聚甲醛

在室温下固定 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次。 ０􀆰 ２％的

Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 进行透膜 ４０ ｍｉｎ 左右。 然后将 Ｃｌｉｃｋ
反应液加入各组细胞，在室温下避光孵育 ３０ ｍｉｎ 左

右。 然后使用移液器将反应液吸去，用 ＰＢＳ 充分洗

涤 ３ 次。 ＤＡＰＩ 染核，观察并进行拍照分析。 实验独

立重复 ３ 次。
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验

　 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中进行。 迁移：
将 ４Ｔ１ 细胞（４×１０４）滴加于 ２００ μＬ 无血清的 ＲＰＭＩ⁃
１６４０ 培 养 基 中， 吹 散 细 胞 后 加 至 无 基 质 胶 的

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室中，下室滴加 ５００ μＬ ＦＢＳ。 侵袭：将
４Ｔ１ 细胞（４×１０４）滴加于 ２００ μＬ 无血清的 ＲＰＭＩ⁃
１６４０ 培 养 基 中， 吹 散 细 胞 后 加 至 有 基 质 胶 的

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室中，下室采用 ５００ μＬ ＦＢＳ 进行培养。
将其放入培养箱内培养至 ２４ ｈ 后使用甲醇溶液进

行细胞固定，时间在 １５ ｍｉｎ 左右，用 ＰＢＳ 充分洗涤

３～ ４ 次，擦拭棒拭去上室未穿膜细胞，使用姬姆萨

染料对其染色，３０ ｍｉｎ 后用蒸馏水将其充分冲洗，
自然晾干 ４５ ｍｉｎ 左右，显微镜下拍照统计。 实验独

立重复 ３ 次。
１􀆰 ３􀆰 ５　 伤口愈合实验

　 　 将各组 ４Ｔ１ 细胞接种于六孔板，显微镜下观察

汇合度达到 ９０％时，制造划痕使用 ２０ μＬ 的枪头，并
且保证划痕的宽度尽量一致。 用 ＰＢＳ 充分进行清

洗 ２ 次，使用移液器吸掉弃液。 然后加入无血清培

养基 ＲＰＭＩ⁃１６４０，通过镜下拍照记录此时的细胞状

态为 ０ ｈ 划痕状态。 后续将培养基换成 １％ ＦＢＳ 的

ＲＰＭＩ⁃１６４０，将六孔板移回培养箱进行培养，２４ ｈ 后

再观察划痕愈合情况并于显微镜下观察拍照，通过

图像数据比较来确定细胞迁移的情况。 划痕愈合

率 ／ ％ ＝（０ ｈ 划痕宽度－２４ ｈ 划痕宽度） ／ ０ ｈ 划痕宽

度×１００％。 实验独立重复 ３ 次。
１􀆰 ３􀆰 ６　 乳腺癌小鼠移植瘤模型

　 　 将 ｃｏｎ⁃ＬＶ 组细胞及 ｏｖｅｒ⁃ＬＶ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 组细

胞用胰酶消化后制备成细胞悬液，将细胞用 ＰＢＳ 稀

释至 １×１０７ ／ ｍＬ，按照无菌操作要求接种到 ＢＡＢＬ ／ ｃ
小鼠皮下，每只接种细胞悬液 ０􀆰 １ ｍＬ。 每组 ５ 只，
每天观察小鼠肿瘤生长情况，游标卡尺测量瘤体积

大小，瘤体积 ／ ｍｍ３ ＝ １ ／ ２ａｂ２（ａ 为肿瘤长径，ｂ 为肿瘤

短径） ［１３］，连续测定肿瘤体积，绘制出肿瘤生长

曲线。
１􀆰 ３􀆰 ７　 观察小鼠肺转移情况

　 　 将解剖的肺组织置于 ４％多聚甲醛中固定，用
显微镜进行观察，统计肺转移灶数目以及大小，根
据转移灶的大小分级。 按以下公式计算：总转移灶

数＝Ⅰ级转移灶数＋２×Ⅱ级转移灶数＋３×Ⅲ级转移

灶数＋４×Ⅳ级转移灶数。 （据直径将其分为 ４ 级：Ⅰ
级＜０􀆰 ５ ｍｍ，０􀆰 ５ ｍｍ≤Ⅱ级＜１ ｍｍ，１ ｍｍ≥Ⅲ级≤２
ｍｍ，Ⅳ＞２ ｍｍ）。 两名研究者分别计算肺表面的转

移灶，最后得出平均值。 将肺组织进行切片，ＨＥ
染色。
１􀆰 ３􀆰 ８　 关键基因生物学分析

　 　 使用在线数据库 ｍｉＲｗａｌｋ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｉｒｗａｌｋ．
ｕｍｍ． ｕｎｉ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ． ｄｅ ／ ） 与 ＳｔａｒＢａｓｅ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｓｔａｒｂａｓｅ． ｓｙｓｕ． ｅｄｕ． ｃｎ ／ ）预测 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 的关键基

因，使用 ＤＡＶＩＤ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ａｂｃｃ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ）在
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线网站进行 ＫＥＧＧ 信号通路分析，使用微生信在线

平台进行 ＫＥＧＧ 数据可视化处理，本研究基于网站

进行信号通路的分析。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 软件

进行数据的处理分析，计量结果使用平均数±标准

差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，组间比较使用独立样本 ｔ 检验进行

分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表明具有显著性差异。 所有实验均

独立重复 ３ 次。

注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 ＥｄＵ 实验检测 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 抑制乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞的增殖

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＥｄＵ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｓ ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ４Ｔ１ ｃｅｌｌｓ

２　 结果

２􀆰 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 过表达质粒的转

染效率

　 　 为了研究 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 对乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞增殖、
侵袭和迁移的影响，本研究构建了过表达和敲除质

粒转染细胞。 通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，与 ｃｏｎ 组相

比，转染过表达质粒 ｏｖｅｒ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 后 ４Ｔ１ 细胞中

ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 的表达量显著上升 ２􀆰 ２ 倍（Ｐ＜０􀆰 ０５），表
明过表达成功。
２􀆰 ２　 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 抑制小鼠乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞的增殖

能力

　 　 经过 ＥｄＵ 细胞增殖实验的检测结果表明，与转

染 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 对照质粒的 ｃｏｎ 组相比，过表达 ｍｉＲ⁃
３７９⁃５ｐ 即 ｏｖｅｒ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 组的 ＥｄＵ 阳性细胞率显

著降低，这表明 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 在 ４Ｔ１ 细胞增殖能力方

面发挥了重要作用。 而转染敲除 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 质粒

即 ｓｈ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 组的 ＥｄＵ 阳性细胞率显著升高

（图 １，Ｐ＜０􀆰 ０１），这提示 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 能抑制乳腺癌

４Ｔ１ 细胞的增殖能力。
２􀆰 ３　 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 抑制小鼠乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞的迁

移、侵袭能力

　 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验结果表明，与 ｃｏｎ 组比较，
ｏｖｅｒ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 组穿过下室的细胞数目显著降低，
而 ｓｈ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 组穿过下室的细胞数显著增多（Ｐ
＜０􀆰 ０１）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验也表明，与 ｃｏｎ 组穿过

基底膜的细胞数相比，ｏｖｅｒ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 组细胞数显

著减少，ｓｈ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 组细胞数显著增多（图 ２，Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 提示过表达 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 能够使乳腺癌细胞

的迁移与侵袭能力受到抑制。
２􀆰 ４　 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 抑制小鼠乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞的迁移

能力

　 　 伤口愈合实验能够进一步检测 ４Ｔ１ 细胞过表达

和敲低 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 对其迁移能力的影响。 实验结

果表明，对比 ｃｏｎ 组，过表达 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 后划痕愈

合率显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），而 ｓｈ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 组划痕

愈合率显著增加（图 ３，Ｐ＜０􀆰 ０１），证明过表达 ｍｉＲ⁃
３７９⁃５ｐ 能降低乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞的迁移能力。
２􀆰 ５　 过表达 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 可延缓小鼠肿瘤的生长

速度

　 　 体外实验表明了 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 与 ４Ｔ１ 细胞增殖、
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注：Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测转染 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 对 ４Ｔ１ 细胞迁移和侵袭能力的影响；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验定量结果分析。 与对照组相

比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 抑制小鼠乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞的迁移与侵袭能力

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ４Ｔ１ ｃｅｌｌｓ． Ｂ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｂｌｏｃｋｓ ｔｈｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ４Ｔ１ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｍｉｇｒａｔｅ ａｎｄ ｉｎｖａｄｅ

注：Ａ：转染 ４Ｔ１ 细胞在 ０ 和 ２４ ｈ 后的伤口愈合试验；Ｂ：划痕实验定量结果分析。 与 ｃｏｎ 组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 抑制小鼠乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞的迁移能力

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ４Ｔ１ ｃｅｌｌｓ ａｔ ０ ａｎｄ ２４ ｈ． Ｂ， Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ４Ｔ１ ｃｅｌｌｓ

侵袭和迁移能力相关，于是进一步进行体内实验来

验证 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 在体内的功能，将 ｃｏｎ⁃ＬＶ 组细胞

及 ｏｖｅｒ⁃ＬＶ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 组细胞以 １×１０７ ／ ｍＬ 接种到

ＢＡＢＬ ／ ｃ 小鼠皮下，每天观察并使用游标卡尺测量

肿瘤的长径（ａ）与短径（ｂ），绘制肿瘤生长曲线，结
果显示过表达 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 慢病毒以后即 ｏｖｅｒ⁃ＬＶ⁃
ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 组小鼠肿瘤生长速度明显小于 ｃｏｎ⁃ＬＶ
组，差异具有统计学意义（图 ４Ａ，Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 １９ ｄ
后，处死小鼠，剖取肿瘤，拍照观察 ｏｖｅｒ⁃ＬＶ⁃ｍｉＲ⁃

３７９⁃５ｐ 组肿瘤体积明显小于 ｃｏｎ⁃ＬＶ 组 （图 ４Ｂ）。
ｃｏｎ⁃ＬＶ 组肿瘤的平均重量是 ０􀆰 ４５ ｇ，ｏｖｅｒ⁃ＬＶ⁃ｍｉＲ⁃
３７９⁃５ｐ 组的肿瘤平均重量是 ０􀆰 ２１ ｇ，两组肿瘤重量

差异具有统计学意义（图 ４Ｃ，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结果提示

ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 能够抑制 ＢＡＢＬ ／ ｃ 小鼠体内肿瘤生长速

度，减缓肿瘤增殖能力。
２􀆰 ６　 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 抑制小鼠乳腺癌细胞肺转移

　 　 图 ５Ａ 所示，观察小鼠肺转移，ｃｏｎ⁃ＬＶ 组小鼠

肺表面可见明显白色转 移 灶，而 ｏｖｅｒ⁃ＬＶ⁃ｍｉＲ⁃
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注：Ａ：ＢＡＢＬ ／ ｃ 小鼠皮下肿瘤大小；Ｂ：两组小鼠皮下肿瘤外观对比；Ｃ：肿瘤重量。 与 ｃｏｎ⁃ＬＶ 组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 抑制小鼠肿瘤生长

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｔｕｍｏｕｒ ｓｉｚｅ ｉｎ ＢＡＢＬ ／ ｃ ｍｉｃｅ． Ｂ， Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｔｕｍｏｕｒｓ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｃ，

Ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎ⁃ＬＶ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＭｉＲ⁃３７９⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｍｉｃｅ

注：Ａ：小鼠肺解剖学观察；Ｂ：肺转移灶数；Ｃ：肺切片 ＨＥ 染色。 与 ｃｏｎ⁃ＬＶ 组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 肺转移检测

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｂ， Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ． Ｃ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｕｎｇ ｓｅｃｔｉｏｎｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｃｏｎ⁃ＬＶ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

３７９⁃５ｐ 组不明显。 与 ｏｖｅｒ⁃ＬＶ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 相比，
ｃｏｎ⁃ＬＶ 组小鼠转移灶数目显著增多（图 ５Ｂ，Ｐ ＜
０􀆰 ０１） 。 ＨＥ 染色可见 ｃｏｎ⁃ＬＶ 组存在大小不等的

肿瘤灶，多见大片肿瘤灶，而 ｏｖｅｒ⁃ＬＶ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ
组肿瘤灶明显少于 ｃｏｎ⁃ＬＶ 组（图 ５Ｃ） 。 由此可

见，ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 能 够 抑 制 小 鼠 乳 腺 癌 细 胞 肺

转移。

２􀆰 ７　 关键基因生物学分析

　 　 通过 ｍｉＲｗａｌｋ 与 ＳｔａｒＢａｓｅ 数据库预测与 ｍｉＲ⁃
３７９⁃５ｐ 相互结合的靶基因，然后将预测结果比较取交

集，得到 ３４６ 个目的基因（图 ６Ａ）。 将筛选得到的基

因通过 ＫＥＧＧ 富集分析，结果显示 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 的靶基

因主要与乳腺癌相关信号通路、ＭＡＰＫ 信号通路、ｐ５３
信号通路、子宫内膜癌等癌症信号通路相关（图 ６Ｂ）。
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注：Ａ：预测基因的韦恩图；Ｂ：ＫＥＧＧ 通路分析 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 所结合靶基因的富集情况。

图 ６　 关键基因生物学分析

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｇｅｎｅｓ． Ｂ， ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｂｏｕｎｄ ｔｏ ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ

３　 讨论

　 　 国际癌症研究机构发表的 ＧＬＯＢＯＣＡＮ ２０２０ 年

癌症数据统计显示，全球每年新发乳腺癌病例超过

２２０ 万（１１􀆰 ７％），因乳腺癌死亡的病例高达 ７０ 万

（６􀆰 ９％），乳腺癌的发病率已经超过肺癌，对患者的

生活质量及生命健康都造成了极大的威胁［１４－１５］。
随着近年来对乳腺癌生物学认识的变化，尽管在治

疗方面取得了一定的进展，但治疗后发生复发和转

移的病例居高不下［１６］。
多种 ｍｉＲＮＡｓ 可以在癌症进展中发挥作用，参

与肿瘤免疫过程。 在过去的二十年中，ｍｉＲＮＡｓ 与

各种癌症之间的联系得到了广泛的研究［１７］，其在乳

腺癌发病中的作用主要分为两方面，抑制或者促进

癌症发生［１８－１９］。 ｍｉＲＮＡｓ 可以通过芯片、深度测序

以及 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 等方法检测到，其对乳腺癌症发生的

广泛作用表明，它们可能作为新的诊断或预后因素

以及治疗靶点［２０］。
ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 已被证明在子宫内膜癌中扮演肿

瘤抑制因子的角色［７］，在鼻咽癌与肺癌中同样起到

抑制作用［８，１０］。 既往研究证明，ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 可以抑

制乳腺癌细胞 ＭＤＢ⁃ＭＡ⁃２３１ 增殖、侵袭及迁移［１１］，
但 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 在小鼠乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞中的作用尚

不清楚。 本研究通过体内、体外实验揭示了 ｍｉＲ⁃
３７９⁃５ｐ 在乳腺癌中发挥的作用。 生物学信息库显

示，鼠源与人源 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 的基因序列一致，为了

进一步确定 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 对乳腺癌的影响，本研究通

过细胞实验观察 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 对 ４Ｔ１ 细胞生物学行

为的调节。 通过实验证明过表达 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 能抑

制 ４Ｔ１ 细胞增殖、侵袭和迁移能力，而敲低 ｍｉＲ⁃３７９⁃
５ｐ 起到促进 ４Ｔ１ 细胞的增殖、侵袭和迁移的作用。
这些实验验证 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 能够在乳腺癌中发挥抑

制作用。 进一步通过建立动物模型来验证 ｍｉＲ⁃３７９⁃
５ｐ 对肿瘤增殖能力的影响，实验结果表明，ｍｉＲ⁃
３７９⁃５ｐ 过表达后可以显著抑制 ４Ｔ１ 细胞的增殖，因
此肿瘤的质量和体积会有明显降低，且对肺转移有

显著的抑制作用。 这些结果都表明了 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ
对乳腺癌有抑制作用。

复杂 的 ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 网 络 可 以 通 过 一 种

ｍｉＲＮＡ 直接或间接靶向数百种 ｍＲＮＡ 来调节细胞

过程，包括乳腺癌的转移。 本研究通过对在线数据

库预测的靶基因进行 ＫＥＧＧ 富集分析得知，ｍｉＲ⁃
３７９⁃５ｐ 的关键基因与乳腺癌相关信号通路、ＭＡＰＫ
信号通路具有显著相关性。 并且在本研究中，我们

通过体内与体外实验验证了 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 能够影响

乳腺癌增殖、侵袭和体内的转移，但 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 究

竟通过哪种信号转导通路影响乳腺癌的发生、发展

过程尚未可知。 这将成为我们后续研究的重点。
综上所述，在本研究中，通过体内、体外实验首

次证明了 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 能够抑制小鼠乳腺癌 ４Ｔ１ 细

胞的增殖、侵袭和迁移，从而延缓肿瘤的生长与转

移。 说明 ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ 在乳腺癌发生发展中发挥重

要作用，本研究为后续在乳腺癌中的研究提供新思

路，有望成为早期诊断以及治疗乳腺癌的新靶点。
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　 　 【摘要】 　 目的　 通过比较两种不同的压力性损伤大鼠模型的建立方法，探索更合适的压力性损伤动物模型

制备方法。 方法　 将 １８ 只雄性 ＳＤ 大鼠随机分为对照组（ｎ＝ ６）、模型 Ａ 组（ｎ＝ ６）和模型 Ｂ 组（ｎ＝ ６）。 对照组对模

拟造模部位脱毛后进行碘伏处理。 模型 Ａ 组采用单纯深部组织异物植入法进行纵向加压；模型 Ｂ 组使用磁铁加压

法进行横向加压，记录制备各组大鼠产生压力性损伤模型的全程时间及各分期时间，观察大鼠的一般情况，并进行

成模率、死亡率、感染率的比较。 结果　 肉眼观察到模型 Ａ 组和模型 Ｂ 组均逐渐出现受压部位红肿、溃烂，出现渗

血、渗液并伴有坏死现象。 模型 Ａ 组与模型 Ｂ 组产生压力性损伤全程时间比较：两组之间差异有统计学意义（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 模型 Ａ 组与模型 Ｂ 组产生压力性损伤各期时间比较：Ⅰ期两组之间差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）；Ⅱ期两

组之间差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；Ⅲ期两组之间差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；Ⅳ期两组之间差异有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 对照组大鼠精神、运动评分与模型 Ａ 组、模型 Ｂ 组比较有显著性差异（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 模型 Ａ 组大鼠与模

型 Ｂ 组大鼠一般状态有明显区别，均出现毛色黯淡、活跃度下降的现象。 模型 Ａ 组大鼠与模型 Ｂ 组成模率为

１００％。 模型 Ａ 组死亡率、感染率高于模型 Ｂ 组，分别为 ３３􀆰 ３４％、１６􀆰 ７０％。 结论　 两种方式均可成功制备压力性损

伤Ⅳ期模型，二者既有共性也有各自特点，磁铁加压法用时短，大鼠一般状态良好，死亡率和感染率低，适合短时间

内干预性研究；单纯深部组织异物植入法用时长，需要大鼠有一定耐受性，感染率高，死亡率高，可运用于长期的观

察类压力性损伤大鼠的研究。
【关键词】 　 压力性损伤；大鼠模型；方法
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　 　 压力性损伤是指由压力或压力联合剪切力导

致的皮肤和 ／或皮下组织的局部损伤，通常位于骨

隆突处，但也可能与医疗器械或其他物体有关［１］。
目前，我国老龄化程度进一步加深，随着老年患者

慢性病的患病率增高，压力性损伤的发生率依然很

高，治疗不当会继发感染，危及患者生命，给患者带

来巨大的痛苦。 据研究显示，国外的老龄卧床患者

发生率为 ５􀆰 ０％～２３􀆰 １％［２］，我国的老龄卧床患者发

生率可高达 ６２􀆰 ５％［３］。 压力性损伤发生率的居高

不下，不仅消耗巨大的医疗卫生资源，也给社会带

来了沉重的负担［４］，在美国，压疮的治疗成本保守

估计为每年 １６􀆰 ８～６８． ０ 亿美元，超过美国医疗总预

算的 １％［５］。
压力性损伤也成为研究的热点之一，简单可靠

的动物模型是治疗压力性损伤临床前研究的保障，
为寻求更好的治疗方案，我们需要探索合适的动物

模型，大鼠皮肤与人类皮肤组织具有相似性，并因

其经济、可操控性强的特点，成为压力性损伤模型

的首选实验对象。 实验研究中常用到的模型为磁

铁夹压组织损伤模型和单纯深部组织异物植入模

型。 基于此，本实验以雄性 ＳＤ（Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ）大

鼠为造模对象，通过对磁铁加压组织和单纯深部组

织异物植入两种造模方式作横向对比，对模型成功

率、感染率、死亡率以及产生压力性损伤时间等进

行统计分析，以期为筛选稳定且短时间内可重复的

压力性损伤大鼠模型提供客观数据支持，为临床护

理提供基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＰＦ 级的健康雄性 ＳＤ 大鼠 １８ 只，６～８ 周龄，体
重（２００±２０）ｇ，购于北京华阜康生物科技股份有限

公司［ＳＣＸＫ（京）２０１９－０００８］，饲养于河北省人民医

院实验动物中心 ＳＰＦ 级屏障动物设施内 ［ ＳＹＸＫ
（冀）２０２０－０００５］。 房间控制光照 ／黑暗 １２ ｈ ／ １２ ｈ，
温度 ２０～２６ ℃，湿度 ５０％～７０％，自由摄食、水，使其

适应所处实验环境，直至达到适合年龄。 实验动物

及实验步骤符合国家实验动物管理条例，严格遵循

实验动物使用的 ３Ｒ 原则，实验已获河北省人民医

院动物伦理委员会批准（２０２３２６）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ８％硫化钠（天津泰兴化学试剂厂，批号：７７５７⁃
８３⁃７）； １％ 戊巴比妥钠 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司，批号：
Ｐ３７６１）；非吸收性外科缝线线（南通华利康医疗器
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械有限公司，Ｂ⁃１０３）；医用缝合针（江西成元科技有

限公司，ＹＹ００４３⁃２００５）；５ ｍＬ 注射器（江苏治宇医

疗器械有限公司，苏食药械生产许 ２００１０２４３ 号）；１０
ｍＬ 注射器（江苏治宇医疗器械有限公司，苏食药械

生产许 ２００１０２４３ 号）；手术剪（湖南可孚医疗科技

发展有限公司，湘长械备 ２０１６００１１）；止血钳（湖南

可孚医疗科技发展有限公司，湘长械备 ２０１８０１７６）；
持针钳（湖南可孚医疗科技发展有限公司，湘长械

备 ２０１８０１７６）；医用脱脂纱布块（河南省安宇医疗科

技开发有限公司，豫食药监械生产许 ２００７０００４５
号）；碘伏（山东利尔康医疗科技股份有限公司，鲁
卫消证字（２００２）第 ００５９ 号）。 圆片形铁片（直径

１５􀆰 ０ ｍｍ，厚 ０􀆰 ３ ｍｍ，重 ０􀆰 ６ ｇ，高压灭菌消毒）购自

超强磁业深圳有限公司，批号：ＡＳＴＭ０８Ｆ；圆形磁铁

（直径 １５􀆰 ０ ｍｍ，厚 ５ ｍｍ，重 ２􀆰 ６ ｇ，磁通量高达 ３０００
高斯） 购自深圳市天士凯电子有限公司，批号：
ＮＤＢ２Ｚ⁃６３；扭力天平（精确到小数点后 ３ 位）购自上

海魅宇仪器设备有限公司，批号：型号 ＴＮ⁃１００Ｆ。

注：Ａ：模型 Ａ 组造模过程；Ｂ：模型 Ｂ 组造模过程；Ｃ：对照组皮肤。

图 １　 各组大鼠造模过程

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ． Ｂ， Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ． Ｃ， Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｓｋｉｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 造模原理

　 　 缺血再灌注损伤 （ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，
ＩＲＩ）是组织器官缺血一段时间后，血液重新灌注冲

击血管，导致组织器官损伤进一步加重的现象［６］。
皮肤组织长时间缺血会影响灌注量，多次缺血再往

复灌注会形成皮肤软组织特异性损伤，抗氧化能力

受到影响，形成过度氧化应激反应，对压力性损伤

产生部位的伤口愈合造成直接的伤害，进而引起

炎症。
１􀆰 ３􀆰 ２　 分组和造模

　 　 依据大鼠体重，随机将 １８ 只雄性 ＳＤ 大鼠分为

对照组、模型 Ａ 组和模型 Ｂ 组，每组 ６ 只。 ３ 组大鼠

实验前禁食、禁水 ８ ｈ。 模型 Ａ 组采用纵向加压法，

使用 Ｗａｓｓｅｒｍａｎｎ 等［７］的方法，大鼠经 １％戊巴比妥

钠溶液 ０􀆰 ４ ｍＬ ／ １００ ｇ 腹腔注射麻醉后，在其背部正

中线右侧臀部脱毛处理备皮区域大小为 ５ ｃｍ× ５
ｃｍ，用碘伏消毒手术区域。 在大鼠左臀部靠近头端

切一 ２ ｃｍ 的切口，用镊子钝性分离筋膜和组织，将
无菌铁片置于肌肉下面，用 ４－０ 的 ｄｅｘｏｎ 聚羟基乙

酸线缝合切口，再用碘伏消毒缝合处以防感染。 ４８
～７２ ｈ 后，伤口恢复，无红肿感染迹象，模型 Ａ 组大

鼠接受缺血再灌注造模，在体外放置圆形磁铁对肌

肉和皮肤产生压力，造成局部组织缺血，每次加压 ２
ｈ 后将磁铁取下血流灌注 ０􀆰 ５ ｈ，如此循环，每天大

鼠连续进行 ５ 个循环后将磁铁取下，第 ２ 天早上重

复以上步骤（图 １Ａ）。 模型 Ｂ 组大鼠采用横向加压

法，使用王旌臻等［８］改良的方法，单笼适应性饲养 １
周后，用 ８％的硫酸钠给大鼠脱毛，备皮区域在背部

正中线右侧臀部，脱毛后涂抹碘伏消毒。 依次以两

块 ７５％乙醇消毒磁铁将背部皮肤对称夹起，中间折

叠长度约 １ ｍｍ。 压迫 ３ ｈ，放松 ０􀆰 ５ ｈ 为 １ 个循环，
两次循环后继续压迫 １６ ｈ 至次日清晨（图 １Ｂ）。 正

常组对模拟造模部位脱毛后进行碘伏消毒处理（图
１Ｃ）。
１􀆰 ３􀆰 ３　 观察指标

（１）全程成模时间

观察记录使用两种方法制备压力性损伤模型

产生的全程时间，即模型 Ａ 组和模型 Ｂ 组从脱毛开

始至Ⅳ期压力性损伤模型形成的总时间。
（２）各期成模时间

每隔 ２􀆰 ５ ｈ，取下磁铁，分别观察记录模型 Ａ
组，模型 Ｂ 组大鼠从磁铁加压开始至Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ
期、Ⅳ期压力性损伤各分期产生的时间。 成模标准

参考张亚楠等［９］的研究，Ⅰ期标准造模区域皮肤组

织完整，压迫区域出现触之不褪色的红斑；Ⅱ期标
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准造模区域皮肤暗红，周边红肿，不出现出血破溃

的现象，压按局部皮肤出现清晰疼痛感；Ⅲ期标准

压迫处皮肤变硬变黑，针扎不流血，无疼痛感，肉眼

可见到脂肪漏出，但还看不见其他皮下组织；Ⅳ期

标准受压部位红肿、溃烂，出现渗血、渗液并伴有坏

死现象，针扎皮肤没有明显疼痛，皮肤变硬、变黑，
可看到肌肉、肌腱、骨骼的暴露。
（３）一般情况

观察各组大鼠的毛色、活跃程度、体重变化，精
神运动状态等一般情况。 通过观察参考张译心

等［１０］建立的大鼠运动、精神状态评分表给各分期大

鼠的精神及运动状态分别进行评分，分值越高，表
明大鼠运动及精神状态越差（表 １）。
（４）成模率、感染率和死亡率

造模成功率：成模率＝各组成模大鼠数量 ／各组

大鼠总数×１００％；造模感染率：感染率＝各组感染大

鼠数量 ／各组大鼠总数×１００％；造模死亡率：分别计

算两组大鼠产生Ⅳ期压力性损伤时的造模死亡率，
造模死亡率 ＝ 各组死亡大鼠数量 ／各组大鼠总数

×１００％。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件进行统计分析，所有符合

正态分布计量资料以平均数±标准差（ ｘ－±ｓ）表示，采
用 ｇｒａｐｈＰａｄ ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ３􀆰 ０ 作图。 两组之间应用 ｔ 检

验进行比较。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠造模情况

　 　 模型 Ａ 组、模型 Ｂ 组均能成功复制压力性损伤

模型Ⅰ～Ⅳ期。 模型 Ａ 组、模型 Ｂ 组大鼠造模区域

皮肤组织完整，压迫区域出现触之不褪色的红斑，
证明出现Ⅰ期压力性损伤。 模型 Ａ 组、模型 Ｂ 组皮

肤暗红，周边红肿，不出现出血破溃的现象，压按局

部皮肤出现清晰疼痛感，证明出现Ⅱ期压力性损

伤。 模型 Ａ 组、模型 Ｂ 组压迫处皮肤变硬变黑，针
扎不流血，无疼痛感，肉眼可见到脂肪漏出，但还看

不见其他皮下组织，证明出现Ⅲ期压力性损伤。 模

型 Ａ 组、模型 Ｂ 组受压部位红肿、溃烂，出现渗血、
渗液并伴有坏死现象，针扎皮肤没有明显疼痛，皮
肤变硬、变黑，可看到肌肉、肌腱、骨骼的暴露，证明

出现Ⅳ期压力性损伤。 模型 Ｂ 组较模型 Ａ 组来看，
出现压力性损伤面积更大，效果更加显著（图 ２）。
２􀆰 １􀆰 １　 全程压力性损伤产生时间比较

　 　 模型 Ａ 组与模型 Ｂ 组产生压力性损伤全程时

间比较，两组之间差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），模
型 Ａ 组压力性损伤产生全程时间（（１０􀆰 ５０±１􀆰 ３８）
ｄ）显著高于模型 Ｂ 组（（４􀆰 ００±６􀆰 ００） ｄ，Ｐ＜０􀆰 ０００１）
（图 ３）。

表 １　 运动和精神状态评分表
Ｔａｂｌｅ １　 Ａ ｒａｔｉｎｇ ｓｃａｌｅ ｆｏｒ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｍｏｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｍｉｎｄ

评分
Ｓｃｏｒｅ

运动状态
Ｍｏｔｉｏｎ ｓｔａｔｅ

精神状态
Ｍｅｎｔａｌ ｓｔａｔｅ

０ 分
０ ｐｏｉｎｔ

活跃
Ａｃｔｉｖｉｔｙ，ｅｖｅｎ ｔｈｅ ｓｌｉｇｈｔｅｓｔ ｓｏｕｎｄ，ｃａｕｓｅｄ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｔｏ ｒａｉｓｅ ｔｈｅｉｒ ｈｅａｄｓ

正常
Ｎｏｒｍａｌ

１ 分
１ ｐｏｉｎｔ

行动迟缓，声响加重才抬头
Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｌｏｗ ｔｏ ｍｏｖｅ，ａｎｄ ｔｈｅ ｓｏｕｎｄ ｍａｄｅ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｌｏｕｄｅｒ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅｙ ｒａｉｓｅｄ ｔｈｅｉｒ ｈｅａｄｓ

呆滞
Ｄｕｌｌ

２ 分
２ ｐｏｉｎｔ

对声响无反应，抓起再放下后无行动
Ｎｏ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｏｕｎｄ，ｐｉｃｋ ｕｐ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｐｕｔ ｄｏｗｎ ａｆｔｅｒ ｎｏ ａｃｔｉｏｎ

萎靡
Ｌｉｓｔｌｅｓｓｎｅｓｓ

图 ２　 模型 Ａ 组、Ｂ 组造模情况

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ、Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ
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２􀆰 １􀆰 ２　 各期压力性损伤产生时间比较

　 　 模型 Ａ 组与模型 Ｂ 组产生各期压力性损伤时

间比较，Ⅰ期两组之间差异无统计学意义 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）； Ⅱ 期两组之间差异有统计学意义 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； Ⅲ 期两组之间差异有统计学意义 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；Ⅳ期两组之间差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５；
表 ２），从两组大鼠各期压力性损伤出现时间横向比

较来看，模型 Ａ 组较模型 Ｂ 组Ⅲ期、Ⅳ期压力性损

伤时差异更显著（图 ４）。
２􀆰 ２　 一般情况

２􀆰 ２􀆰 １　 一般情况观察

　 　 实验开始前各组大鼠精神状态良好，反应灵

敏、毛色有光泽。 造模期间对照组大鼠毛色光泽柔

顺光滑，无掉毛现象，活动正常，反应敏捷；模型 Ａ、
Ｂ 组两组大鼠状态较差，体重均有不同程度下降，饮
食量有不同程度减少。 模型 Ａ 组部分大鼠毛发脱

落，干枯无光泽，反应迟钝，出现跛行、拖行的行为。
模型 Ｂ 组大鼠毛发黯淡发黄，反应变慢，行动迟缓。
２􀆰 ２􀆰 ２　 一般状态评分

　 　 结果显示，对照组大鼠精神、运动评分与模型 Ａ

组、模型 Ｂ 组比较存在差异（表 ３），对照组大鼠精神

状态、运动状态评分始终为 ０，表明对照组大鼠精神

状态良好，行动活跃；模型 Ａ 组大鼠 ０ ～Ⅲ期精神评

分、运动评分增长趋势较快，并且该组精神状态评

分、运动状态评分始终高于模型 Ｂ 组大鼠，说明模

型 Ｂ 组大鼠在 ０～Ⅲ期的精神状态和运动状态始终

好于模型 Ａ 组大鼠。 Ⅳ期时，模型 Ａ 组大鼠精神评

分与模型 Ｂ 组精神评分相等，均达到最大值，没有

显著性差异。 表明大鼠精神状态由呆滞转为萎靡；
模型 Ａ 组运动评分则高于模型 Ｂ 组运动评分。 两

组大鼠各期精神和运动状态评分变化趋势，说明大

鼠精神状态逐渐由正常转为萎靡，行动逐渐变得迟

缓，且均有显著性差异（Ｐ＜０． ０５， Ｐ＜０． ０１， Ｐ＜０．
０００１； 图 ５）。
２􀆰 ３　 大鼠造模成功率、死亡率、感染率的比较

　 　 对照组成模 ０ 只、死亡 ０ 只、感染 ０ 只；模型 Ａ
组成模 ６ 只，死亡 ２ 只，感染 １ 只，对照组成模率、死
亡率和感染率均为 ０％；模型 Ａ 组成模率 １００％，死
亡率 ３３􀆰 ３４％，感染率 １６􀆰 ７０％；模型 Ｂ 组成模率

１００％，死亡率和感染率均为 ０％（表 ４）。

注：与模型 Ａ 组比较， ∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１。

图 ３　 压力性损伤产生全程时间比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ， ∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｕｌｅｒ

图 ４　 两组大鼠各期压力性损伤出现时间横向比较

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｏｎｓｅｔ ｏｆ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｕｌｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｔａｇｅｓ

表 ２　 各期压力性损伤产生时间比较（ｎ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｏｎｓｅｔ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｕｌｅｒｓ ｂｙ ｓｔａｇｅ

周期
Ｓｔａｇｅ

模型 Ａ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ

模型 Ｂ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ ＭｅａｎＤｉｆｆ（９５％ＣＩ） ｔ Ｐ

Ⅰ ２􀆰 ９２±１􀆰 ０２ ２􀆰 ５０±０􀆰 ００ ０􀆰 ４２（－０􀆰 ６５，１􀆰 ４９） １． ０００ ０􀆰 ３６３
Ⅱ １２􀆰 ９２±１􀆰 ０２ ７􀆰 ９２±１􀆰 ０２ ５􀆰 ００（３􀆰 ３４，６􀆰 ６６） ７􀆰 ７４６ ＜０􀆰 ００１
Ⅲ ８０􀆰 ９２±２􀆰 ７８ ３４􀆰 ８３±２􀆰 ０４ ４６􀆰 ０８（４３􀆰 ０７，４９􀆰 １０） ３９􀆰 ３２０ ＜０􀆰 ００１
Ⅳ １３０􀆰 ８３±２􀆰 ０４ ５４􀆰 ６７±２􀆰 ５８ ７６􀆰 １７（７２􀆰 ５８，７９􀆰 ７５） ５４􀆰 ６２２ ＜０􀆰 ００１
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表 ３　 各组大鼠产生不同压力性损伤分期的一般状态评分情况（ｎ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｓｔａｔｕｓ ｓｃｏｒｅｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｐｌｅｓｓｕｒｅ ｕｌｅｒｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

０ 期
Ｓｔａｇｅ ０

Ⅰ期
Ｓｔａｇｅ Ⅰ

Ⅱ期
Ｓｔａｇｅ Ⅱ

Ⅲ期
Ｓｔａｇｅ Ⅲ

Ⅳ期
Ｓｔａｇｅ Ⅳ

运动
Ｍｏｔｉｏｎ

精神
Ｍｅｎｔａｌ

运动
Ｍｏｔｉｏｎ

精神
Ｍｅｎｔａｌ

运动
Ｍｏｔｉｏｎ

精神
Ｍｅｎｔａｌ

运动
Ｍｏｔｉｏｎ

精神
Ｍｅｎｔａｌ

运动
Ｍｏｔｉｏｎ

精神
Ｍｅｎｔａｌ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

模型 Ａ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ ０ ０ ３ ３ ６ ７ １１ １０ １２ １２

模型 Ｂ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ ０ ０ １ １ ５ ４ １０ ９ １１ １２

注：与模型 Ａ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１。

图 ５　 大鼠一般状态评分观察

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｒａｌ ｓｔａｔｕｓ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｒａｔ

表 ４　 不同造模组的成模率、死亡率和感染率（ｎ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｒａｔｅ， ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

成模率 ／ ％
Ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ

死亡率 ／ ％
Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ

感染率 ／ ％
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０ ０ ０

模型 Ａ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ １００ ３３􀆰 ３４ １６􀆰 ７０

模型 Ｂ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ １００ ０ ０

３　 讨论

　 　 压疮是衡量医院医疗护理质量的重要考核指
标，更是影响患者健康的常见并发症［１１］。 目前，我
国人口老龄化程度不断加深，老年人口的占比逐渐

增加，国内外预防压力性损伤的发生和应用于压力

性损伤的治疗虽获得了重大进展，但压力性损伤的

发生率仍居高不下，因此提高压疮愈合率和降低死

亡率仍是临床研究的重点难题［１２］。 由于伦理的限

制，许多实验不宜在临床病人身上进行，因此，使用

实验动物模型进行实验，对探索压力性损伤机制及

预防压力性损伤产生具有重要意义［１３］。
缺血再灌注机制是压力性损伤形成最重要的

机制，该机制指出缺血的组织或器官在受压一段时

间后恢复血流反而导致器官组织损伤进一步加重，
这可能与缺血后产生的自由基所造成细胞损伤有

关［１４］。 目前，国内外常用的压力性损伤模型都是以

该发生机制为基础进行制备。 依据该发生机制，目
前有多种不同的造模方法，比如磁铁加压法、深部

组织异物植入法、机械压迫法［１５］（即自行设置机械

加压装置进行造模［１６］）、细菌感染法［１７］ 以及弹簧压

迫法等，针对于不同实验周期应选择不同的干预造

模方法［１８］。 在造模方法的选择上，不仅要考虑操作

的难易程度和实验的成本，更要考虑造模效果是否

符合压疮在临床上的实际情况、后期实验指标研究

的要求及药物对实验干预效果的观察。 因此，深部

组织异物植入法和磁铁加压法由于其简便易行和

成本低廉成为目前最常用的两种造模方法。
从成模时间来看，单纯深部组织异物植入法产
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生压力性损伤的全程时间和各分期时间均长于磁

铁加压法，单纯深部组织异物植入法在产生Ⅲ期、
Ⅳ期压力性损伤时差异更显著。 这是因为单纯深

部组织异物植入法经手术将铁片放置到大鼠臀肌

下，通过磁力使磁铁固定在计划产生压力性损伤的

皮肤表皮侧，前期准备时间较长，通常需要 ４８～７２ ｈ
手术伤口才会愈合，恢复速度较慢。 磁铁加压法不

需麻醉，无需手术，直接进行磁铁加压，耗时短，成
模快。 单纯深部组织异物植入法优点是模型稳定，
更易精准地把控产生Ⅲ期、Ⅳ期的深部组织压力性

损伤的时间，不会出现时间过快导致分期界限模

糊，错过最佳观察时机的情况，有利于观察类压力

性损伤实验各分期的精细化研究。 而磁铁加压法

相较于深部组织异物植入法更易在短时间内产生

浅层皮肤压力性损伤，并且由于难以对两磁铁中间

的大鼠皮肤折叠长度进行标准化把控，因此不易评

估肌肉层是否产生损伤，有可能影响后期实验的进

行。 单纯深部组织异物给压力性损伤相关的实验

提供了实验观察的足够时间，有利于研究者调整实

验方向，及时改进实验方案。 复制率高、专一性强、
再现性好是一个动物模型应该具备的优良特点［１９］。
磁铁加压法易复现，无需麻醉，简化实验操作，造模

时间快，减少了时间和培训人员的成本，适合需要

快速制备深部压力性损伤模型的研究方案，因此适

合一些短期的实验研究，以便后期干预性实验的顺

利进行。 研究者可根据自己需求任意选择产生浅

期压力性损伤的造模方法。
从一般状况来看，单纯深部组织异物植入法和

磁铁加压法造模成功后，实验大鼠的一般状态均受

到不同程度的影响。 使用单纯深部组织异物植入

法的实验动物，初始精神、运动状态比使用磁铁加

压法的动物更差。 这是因为铁片植入大鼠体内，不
可避免地造成组织损伤，这就要求对铁片进行高温

无菌处理，手术过程中必须严格执行无菌操作，避
免术中感染。 单纯深部组织异物植入法较磁铁加

压法更复杂，该造模方法属于侵入性模型［２０］，操作

时需要将实验动物麻醉，切开皮肤及皮下组织，侵
入性造模对于造模位置、深度、组织的把握都相对

精准， 但缺点是实验动物免疫力降低，出现萎靡不

振、灵敏度下降的状态，不利于后期施加干预实验。
压力性损伤模型的建立与造模工具有很大的关联，
磁铁加压法属于非侵入性模型［２１］，仅需要在实验动

物的背部剃毛，因此大鼠可在正常状态下自由摄食

水，这能将实验动物的损伤降到最小，最大程度地

使实验动物保持良好的精神、运动状态，适合大规

模进行实验。 但操作时需要反复将磁铁摘取，该方

法不易使磁铁保持在同一个位置上，与临床中压力

性损伤的形成过程有异，会在一定程度上影响实验

效果。 潘叙恩等［２２］报道，３Ｒ 原则提出以来，实验动

物福利的问题得到了更多的关注，人们越来越重视

利用体外模型和实验方法代替动物实验进行医学

研究。 磁铁加压的表皮造模方法相较于单纯深部

组织异物植入法而言，不需要切开大鼠皮肤，无需

对大鼠进行麻醉，减少了大鼠的不适感，维持了最

佳的实验状态，有利于后续实验的推进。 并且磁铁

加压法操作过程相对简单，学习曲线更短，因此值

得推广。
从成模率、死亡率、感染率来看，两种方法均能

制备出Ⅳ期压力性损伤模型。 本研究过程中死亡

大鼠均采用单纯深部组织异物植入法造模，推测 １
只在出现Ⅳ期压力性损伤时因感染死亡，１ 只在Ⅳ
期压力性损伤时铁片压迫内脏死亡。 导致后期感

染率、死亡率高于磁铁加压法进行造模的大鼠。 单

纯深部组织异物植入法是侵入性模型，术后对手术

伤口护理操作不规范极易发生伤口感染，从而导致

伤口延迟愈合甚至不愈合，严重者会导致大鼠死亡

率增加，影响实验进度。 研究表明，造模过程中减

少麻醉剂的摄入， 可以避免使用麻醉剂给实验大鼠

带来的负损伤，减少对大鼠行为学观察以及对实验

相关的观测指标造成的干扰等弊端［２３］。 使用磁铁

加压法造模的大鼠，在无麻醉状态下进行实验，属
于非侵入性缺血再灌注模型，无需严格的无菌操作

条件的限制，实验动物一般状况良好，无不良反应，
没有感染和大鼠死亡，较其他造模方式副作用更

小，极大程度提高了该模型的稳定性。
综上所述，两种造模方法均能成功制备大鼠压

力性损伤的模型。 单纯深部组织异物植入法适合

长期进行的观察类研究，以及针对压力性损伤各分

期的对比研究。 磁铁加压法适合短期的干预性研

究以及针对压力性损伤的愈合性研究等，实验时应

结合各自的研究需求选择适合的动物造模方法。
本研究通过比较两种常用性压力性损伤制备方法，
明确了两类模型的适用范围及各自的优缺点，并且

规范了常用压力性损伤模型制备的操作流程，为后

续护理人员进行压疮相关临床研究提供充分的理

论依据。
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医学领域应急科技攻关项目的管理创新机制探究

陈昱君，苏美洋伊，王清玄，高　 苒∗

（中国医学科学院医学实验动物研究所，北京协和医学院比较医学中心，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 应急科技攻关项目凸显“应急”和“攻关”两个关键，即如何高效地取得目标成果。 承接此类

项目的机构需要制定合理的项目管理机制，为应急科技攻关项目的成功落实保驾护航。 本文旨在通过调查研究，
调研目前医学领域应急科技攻关项目管理存在的问题，分析可改进的措施，提高科研管理的效率和质量。 方法

本文结合作者实践经验，调查相关单位的科研管理运行现状，并就科管和科研人员最关心的管理环节开展问卷调

研。 基于调查反映出来的问题，再组织专家座谈进行论证。 结果　 调研发现（１）目前针对应急科技攻关项目的管

理规范鲜有制定；（２）科研人员最关注的是行政审批和项目经费的问题；（３）科管人员最关注的是如何在合法合规

的前提下，同时满足上级单位的管理以及科研人员的需求。 结论　 应急科技攻关项目与常规科技项目相比有其特

殊之处，在立项审批、经费使用、资源分配和安全等方面可以进行管理优化，本研究针对应急科技攻关项目管理提

供创新方案，为各科研单位对此类项目的管理提供有益的经验和借鉴。
【关键词】 　 项目管理；应急；调查研究；医学
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ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ａｓｐｅｃｔｓ ｔｈａｔ ｍｏｓｔ ｃｏｎｃｅｒｎ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｍａｎａｇｅｒｓ ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ． Ｔｈｅ ｐｒｏｂｌｅｍｓ ｒａｉｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｕｒｖｅｙ ｗｅｒｅ
ｃａｔｅｇｏｒｉｚｅｄ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ， ｗｅ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ （ １） ａｔ ｐｒｅｓｅｎｔ， ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｆｅｗ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ
ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｆｏｒ ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｊｅｃｔｓ； （ ２） ｔｈｅ ｉｓｓｕｅ ｏｆ ｇｒｅａｔｅｓｔ ｃｏｎｃｅｒｎ ｆｏｒ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｉｓ



ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｖｅ ａｐｐｒｏｖａｌ ａｎｄ ｐｒｏｊｅｃｔ ｆｕｎｄｉｎｇ； （３） ｔｈｅ ｉｓｓｕｅ ｏｆ ｇｒｅａｔｅｓｔ ｃｏｎｃｅｒｎ ｆｏｒ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｐｅｒｓｏｎｎｅｌ ｉｓ ｈｏｗ ｔｏ
ｍｅｅｔ ｔｈｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈｅｒ⁃ｌｅｖｅｌ ｕｎｉｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｅｅｄｓ ｏｆ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｐｒｅｍｉｓｅ ｏｆ ｌｅｇａｌ
ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ｈａｖｅ ｕｎｉｑｕｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｆｒｏｍ ｔｈｏｓｅ ｏｆ
ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｐｒｏｊｅｃｔｓ． Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｃａｎ ｂｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｐｒｏｊｅｃｔ ａｐｐｒｏｖａｌ， ｆｕｎｄｉｎｇ ｕｓｅ，
ｒｅｓｏｕｒｃｅ ａｌｌｏｃａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｈａｓ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ａｎｄ ａ ｕｓｅｆｕｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｕｎｉｔｓ ｉｎ ｍａｎａｇｉｎｇ ｓｕｃｈ
ｐｒｏｊｅｃｔｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐｒｏｊｅｃｔ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ； ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ； ｒｅｓｅａｒｃｈ； ｍｅｄｉｃａｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 应急科技攻关项目是指应对突发应急公共事

件需要，或者完成国家各级政府决议以及上级领导

批示在一定时限内完成的科研任务，由有关部门组

织具备条件的单位进行科技攻关而设立的项目［１］。
近年来在医学领域中，从 ＳＡＲＳ、流感再到 ＭＥＲＳ、新
冠、猴痘疫情，由科研院所承接应急科技攻关项目

已成为国家疫情防控的常规模式，通过项目的实

施，为国家研究疫情防控提供重要数据和重要决策

依据［２］。 随着医学领域的应急科技攻关项目数量

不断增多，重大成果不断推广宣传，以及公众科学

素养不断提高，项目涉及到的科研诚信问题（如伦

理审批、经费使用等） 受到越来越多的审视与监

督［３］。 鉴于此，我们需要一个有针对性的管理制度

来保障项目高质量实施，同时也可用来规范科管和

科研人员行为，为涉及其中的科学研究、伦理审批、
资源协调、经费使用等环节的合规性保驾护航。

应急科技攻关项目与常规科技项目相比，管理

方法的特殊之处在哪里？ 目前各研究机构的管理

现状是什么？ 应急科技攻关项目管理待解决问题

都有哪些？ 都是我们首先要厘清的问题。 应急科

技攻关项目的管理策略，要凸显“应急”和“攻关”两
个关键点［４－６］，以目的为导向，从合规、时效和质量 ３
个角度去思考如何优化管理制度，以确保能够找到

最优解，为项目进展的迅速推进、资源的合理分配

以及研究团队的有效沟通提供帮助。 同时通过总

结分析此类项目管理模式，进而促进科研机构项目

管理的标准化和规范化，提升科研管理队伍的业务

能力水平，为应急科技公关项目管理提供范本。

１　 研究方法

１􀆰 １　 开展针对依托单位如何有效管理应急科技攻

关项目的问卷调研

　 　 以采集应急科技攻关项目管理中，科管和科研

急难愁盼的问题为目标，设计针对依托单位如何有

效管理应急科技攻关项目调研问卷。 问卷设计为

两个部分：第一部分为个人信息资料填写，主要调

查调研对象所在单位性质和工作岗位性质。 第二

部分从询问所在单位和个人是否参与过应急科技

攻关项目入手，结合调研问卷逻辑设置问题［７］，用
以对科研机构管理现状、科管和科研人员最关心的

问题进行调研。
问卷题目定为“针对依托单位如何有效管理应

急科技攻关项目的调查问卷” （表 １），通过“问卷

星”第三方平台（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｗｊｘ． ｃｎ ／ ）发布，相关从

业人员可通过自愿扫描二维码或点击链接方式匿

名参与本次调查。 共收回有效问卷 １７１ 个，使用

ＳＰＳＳ 和 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 软件对结果进行统计和分

析，讨论应急科技攻关项目管理现状和需要优化的

措施。
１􀆰 ２　 开展应急科技攻关项目管理现状的调研

　 　 通过 ＳＡＲＳ、新冠等医学领域应急科技攻关项

目立项情况，对参与过此类项目的单位和个人开展

调研，采用信息检索、专家咨询和座谈的方式，调研

项目管理现状，收集科管和科研人员最关心的管理

问题，掌握调研对象对应急攻关项目管理和运行机

制的诉求。

２　 调研数据与分析

２􀆰 １　 问卷调研数据与分析

２􀆰 １􀆰 １　 问卷调研对象分布

　 　 通过问卷 １～３ 题的结论可知，本次调研对象的

单位类型包括部委机关、研究所、高校、医院、企业

等，调研群体包括项目管理机构人员、项目依托单

位管理人员、科研人员等，其中科研人员是调研人

数最多的群体，占 ７３􀆰 ６８％（图 １、图 ２）。 根据图 ３，
８１􀆰 ８７％的受访者表示所在单位参与过应急科技攻

关项目。 以上结论说明本次调研对象大部分直接

或间接参与过应急科技攻关项目的管理和科研工

作，保证了本研究的针对性、专业性和有效性。
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表 １　 调研问卷
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｒｖｅｙ ｑｕｅｓｔｉｏｎｎａｉｒｅ

序号 Ｎｕｍｂｅｒ 题目 Ｑｕｅｓｔｉｏｎ

１ 工作单位类型
Ｗｏｒｋ ｕｎｉｔ ｔｙｐｅ

２ 身份
Ｏｃｃｕｐａｔｉｏｎ

３ 是否承担过应急科研攻关项目
Ｈａｖｅ ｙｏｕ ｕｎｄｅｒｔａｋｅｎ ａｎｙ ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｊｅｃｔｓ

４ 所在单位是否建立应急科研攻关项目管理规定
Ｈａｓ ｔｈｅ ｕｎｉｔ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｊｅｃｔｓ

５ 建立相关管理规定是否有必要
Ｉｓ ｉｔ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ

６ 应急科技攻关项目管理过程中风险最大的部分
Ｍｏｓｔ ｒｉｓｋｙ ｐａｒｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｊｅｃｔｓ

７ 项目管理中可以优化的环节
Ｌｉｎｋｓ ｔｈａｔ ｃａｎ ｂｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｉｎ ｐｒｏｊｅｃｔ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ

８ 应急科技攻关项目开展的难点有哪些
Ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｉｅｓ ｉｎ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｏｕｔ ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｊｅｃｔｓ

９ 应急科技攻关项目管理中最重要的环节有哪些
Ｍｏｓｔ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｌｉｎｋ ｉｎ ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｐｒｏｊｅｃｔ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ

１０ 对应急科技攻关项目管理的建议
Ｓｕｇｇｅｓｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｐｒｏｊｅｃｔ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ

图 １　 单位类型

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｕｎｉｔ ｔｙｐｅ

图 ２　 职业

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｏｃｃｕｐａｔｉｏｎ

图 ３　 是否承担过应急科研攻关项目

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｈａｖｅ ｙｏｕ ｕｎｄｅｒｔａｋｅｎ ａｎｙ ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｊｅｃｔｓ

２􀆰 １􀆰 ２　 问卷反馈数据与分析

　 　 ７６􀆰 ０２％的受访者表示其所在单位没有制定与

应急科技攻关项目相关的管理规定（图 ４），９５􀆰 ３２％
的受访者认为建立相关管理规定是必要的。 通过

交叉分析，这 ７６􀆰 ０２％所在单位没有制定制度的受

访者中，有 ９６􀆰 ９２％表达了对制度建设必要性的肯

定（图 ５）。
这些数据进一步揭示了一个现象：那些没有相

关管理规定的单位，其员工对建立相关制度的渴求

程度更高。 这也意味着，对于承担过应急科技攻关

项目的科研和管理人员来说，他们普遍认为需要加

强相关管理制度的建设和宣传。
根据图 ６ 的数据，我们可以得出以下结论：生物

安全、伦理、人遗审批的管理被认为是管理环节中

风险最大的部分，占比达到 ５９􀆰 ６５％。 这可能是因

为在进行涉及生物安全、伦理、人遗方面的项目管

理过程中，需要遵守严格的法规和伦理要求，一旦

违反可能会带来论文撤稿等严重后果，对科研团队

和单位的负面影响巨大。
其次，资源调度和行政审批管理也被认为是风

险较大的部分，占比分别是 ４５􀆰 ６１％和 ４２􀆰 ６９％。 这

可能是因为一些科研机构对应急项目的管理仍然

采用常规科技项目管理模式，导致行政审批程序繁

琐，需要花费较多的时间和精力。 同时也存在审批

结果不确定性的风险，使得科研人员无法高效地开
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展应急攻关工作。 应急项目管理中的资源调度和

人员团队协作的管理十分复杂，需要协调各方人

力、物力、财力，出现问题后可能会对项目进展产生

重大影响。
其他的，例如人员团队协作管理和知识产权分

配也被认为是风险比较大的部分。 这些结果可以

为项目管理者提供参考，重点关注和加强这些方面

的管理，以降低项目风险。
目前依托单位在应急科技攻关项目管理中，大

家认为可以“弹性”管理的环节，主要体现在生物安

全、伦理、人遗合并审批和经费管理放宽这两个方

面（图 ７），侧面体现了科研人员的需求所在。
在问卷的最后 ３ 个开放性问答题中，调研对象

可以自由填写答案。 从他们的回答中可以发现，
“行政”“审批”“流程” “合规” “应急”和“高效”是

出现频率较高的关键词。 这表明在当前的管理环

境下，应急科技攻关项目实施过程中的瓶颈主要集

中在“管理审批”问题上。 此外，与常规科技项目相

比，应急科技攻关项目的管理应更加注重“高效”和
“安全”，并为科研人员提供高度自主权， 以确保攻

图 ４　 单位是否建立应急科研攻关项目管理规定

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈａｓ ｔｈｅ ｕｎｉｔ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｊｅｃｔｓ

图 ５　 建立相关管理规定是否有必要

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｉｓ ｉｔ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ

图 ６　 应急科技攻关项目管理过程中风险最大的部分
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图 ７　 项目管理中可以优化的环节
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关任务的时效性。 这 ３ 个问题的答案所涉及的关键

词非常集中，因此可以推断，应急科技攻关项目迫

切需要创新管理机制来满足科管和科研的需求。
２􀆰 ２　 信息检索、专家咨询和座谈的调研结果分析

　 　 通过信息检索和实地走访项目主管部门、项目

承担单位以及其他相关机构，我们组织了一批承担

过应急科技攻关项目并且具备丰富经验的科管和

科研专家进行座谈，针对前期问卷调研结果进行了

深入探讨。 汇总和交流的信息显示，各单位目前主

要存在的问题是对应急科技攻关项目的管理大多

没有制定专门的管理办法。 科管人员只是在常规

科技项目管理规定的基础上，按照上级的要求或凭

借工作经验，临时对相关管理环节进行变动，这些

变动都属于“一过性”的特别流程。
２􀆰 ２􀆰 １　 上级主管部门缺少指导文件

　 　 近年来，国内外学者对突发公共卫生事件的研

究主要集中在应急管理、预警管理和风险管理等方

面，但在具体实施应急科技攻关项目时，关于立项、
实施、验收等方面的系统性管理研究或实施方案的

制定却鲜有涉及。 自新冠疫情爆发以来，根据检索

结果，仅有部分省份修订或出台了配套的应急项目

管理办法。 海南省于 ２０２０ 年 ６ 月发布了《海南省应

急科技攻关项目管理办法》；上海市于 ２０２１ 年 ５ 月

修订了《上海市科技计划项目管理办法》，新增了应

急攻关项目立项机制；四川省于 ２０２２ 年 ８ 月发布了

《四川省中医药管理局科技应急项目管理办法》；福
建省于 ２０２３ 年 ５ 月发布了《福建省应急攻关科技计

划项目管理暂行办法》。
值得一提的是，上述管理办法具有以下共性：

（１）允许自上而下指定依托单位或负责人；（２）减少

公示期，加快立项和经费拨付速度；（３）允许“边研

究边申报”“先立项补申报”；（４）允许项目根据实际

研究情况调整技术路线；（５）承担单位和项目负责

人不受年度项目申报数和承担的省科技计划在研

项目数量限制；（６）要求成果共享。 通过这 ６ 点，可
以总结出应急科技攻关管理工作的重点，其他机构

在制定管理办法时候可以参考借鉴。
２􀆰 ２􀆰 ２　 项目依托单位缺少管理制度

　 　 按照“扩大科研项目管理自主权”有关政策要

求，上级项目主管部门会将项目经费执行、事项变

更、项目处置和成果管理等事项的监督与保障权限

下放到各项目依托单位，所以依托单位是项目的责

任主体，要制定相关制度、强化自我约束和自我规

范，确保下放的管理权限“接得住”“管得好” ［８］。 但

是在走访时发现，大部分单位缺少针对应急科技攻

关项目的管理制度。 部分科管人员反应，在没有制

度的情况下，经常陷入“要不要管” “怎么管” “如果

不管，后续会不会被指责工作不到位”的两难境地。
在实际工作中，应急科技攻关项目也可能出现伦理

审查不及时、事项调整审批材料滞后、项目档案材

料缺损、资源调度不及时等问题，在绩效考评时候

就会被要求补充整改材料［９］。
通过以上两点，我们可以清楚地看到缺乏应急

科技攻关项目管理办法会给项目管理和科研工作

带来诸多困难。 因此，为了提高应急科技攻关项目

的管理质量，项目主管部门和项目依托单位都需要

加强管理机制的建立，这将有助于确保项目取得更

好的成果产出。

３　 讨论与建议

　 　 医学领域的应急科技攻关项目通常涉及新发

突发传染病的重大疫情防控工作，其涉及范围广

泛，影响力巨大，与人民生命财产安全紧密相关。
因此，对于参与其中的科管人员来说，全力保障项

６０１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



目的高效、高质量开展是首要任务。 为了实现这一

目标，我们需要对其管理机制进行深入研究和改进。
３􀆰 １　 应急科技攻关项目管理现状

　 　 根据本文第二部分对调研结果的分析，可以发

现应急科技攻关项目的管理制度目前仍处于初步

制定阶段。 尤其是在项目依托单位，缺乏系统的管

理机制，项目管理缺乏标准化的规范和流程。 这可

能导致科研人员不清楚审批流程，科管人员在该管

理时不敢管理，以及项目进展混乱等问题。 因此，
对应急科技攻关项目的管理制度进行研究和改进

是至关重要的。
３􀆰 ２　 应急科技攻关项目管理特点

　 　 常规科技项目的管理流程注重公开竞争、形式

审查、人员限项以及经费、技术路线等各类调整的

程序性文件，并且在结题验收时特别关注全流程材

料档案的整理。 然而，在伦理、经费等行政审批环

节时间较长，文本类材料在项目立项和执行期间占

据了很大比重。 通过回顾 ＳＡＲＳ、流感以及新冠等

应急科技攻关项目的工作经验，我们发现与常规项

目相比，应急科技攻关项目的管理具有以下 ５ 个

特点。
３􀆰 ２􀆰 １　 启动时间短

　 　 应急科技攻关项目大多是疫情爆发时期根据

国家要求进行项目立项，允许边开展科研活动边撰

写标书，时间紧任务重，项目在极短的时间内需完

成技 术 路 线 的 确 认、 团 队 的 组 建 和 资 源 的 调

配［１０－１１］。 对科管人员来说，需要迅速做好沟通协调

工作，帮助科研人员快速完成各类审批手续。
３􀆰 ２􀆰 ２　 不确定性强

　 　 应急科技攻关项目执行过程中，项目的技术路

线会根据疫情传播、政策变动等因素而随时改变，
配套的团队、经费、资源会随之发生变化，一切都具

有很强的不确定性。 就要求对应急科技攻关团队

给予高度自主权。 项目团队可以根据科研实际情

况，对经费和研究内容自行调整，科管部门给予

监督。
３􀆰 ２􀆰 ３　 受关注度高

　 　 承担应急科技攻关项目的团队都是国家的高

水平团队，产出成果会直接影响全国乃至全世界的

疫情防控工作，所以每个成果都会被国内外给予高

度关注。 因此对应急科技攻关项目的成果管理需

更严谨，要求产生的数据、图片、资料进行全流程备

案留档，要经得起监督和审查，规避被质疑学术不

端的问题。
３􀆰 ２􀆰 ４　 团队结构复杂

　 　 应急科技攻关项目往往是由多个单位、团队

（如政府、科研机构、军队、公司等）组合而成，人员

涉及有领导、ＰＩ、技术人员、行政管理人员等。 这样

一个庞大的团队协同合作，除了要求科管人员极高

的组织协调能力外，更需要拥有一套适用性强且普

适化的内部管理体系。 此外还需对成果分配、资源

共享和经费拨付进行约定，以减少矛盾纠纷。
３􀆰 ２􀆰 ５　 资源高度共享

　 　 与常规科技项目相比，应急科技攻关项目的数

据有更高的公开共享要求，这就要求对项目的共享

机制提前进行规范。 如果缺少明确的信息共享机

制和标准，可能导致不健康的竞争关系，阻碍疫情

防控工作。
３􀆰 ３　 应急科技攻关项目管理运行机制

　 　 应急科技攻关项目的运行管理机制是目标导

向特别强的管理体系。 通过对立项审批、经费使用

和成果产出 ３ 个环节的重点把控，制定符合项目特

点的管理办法。 在此，结合前期调研中管理和科研

人员最关注的问题，经过专家论证，提出以下几点

创新管理机制供大家思考。
３􀆰 ３􀆰 １　 协作审查机制

　 　 ２０２３ 年 ２ 月 １８ 日，国家卫生健康委等 ４ 个部

门联合印发的《涉及人的生命科学和医学研究伦理

审查办法》中有关于伦理审查“协作机制”的表述，
即“在多个机构开展的研究可以建立伦理审查协作

机制，确保各机构遵循一致性和及时性原则。 简易

程序审查由伦理审查委员会主任委员指定两个或

者以上的委员进行伦理审查，并出具审查意见，审
查意见应当在伦理审查委员会会议上报告。”对不

同机构间进行伦理合作审批的方法进行描述，可以

看做是协作审查的参照物［１２－１３］。 据此，我们可以探

讨把协作审查的范围扩大，制定一个包含实验动物

福利伦理、人类遗传资源、医学伦理、生物安全等审

查在内的《协作审查制度》的可能性。 同时参考《中
华人民共和国生物安全法》以及国家标准《实验动

物 福利伦理审查指南》《实验动物 福利伦理委员会

工作指南》的相关规定，制订《协作审查制度》管理

细则，成立协作审查委员会。 制定各委员会互认机

制，设立通用的审批批号和申请表格。 明确不同类

型项目的特殊要求，以便协作审查委员会能够根据

具体情况做出决策。 以上措施可以减少立项审批
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的重复性工作，包括文件提交、审查和批准程序，从
而满足科研人员对管理流程简化的需求［１４－１５］。

具体实施做法：（１）单位法人作为协同审查委

员会主席，并指定一人作为秘书。 （２）应急科技攻

关项目启动时，由项目负责人发起协作审查申请。
秘书通知协同审查委员会主席和涉及的相关委员

会主席，共同启动协作审查工作。 （３）在评选委员

时，优先选择各委员会中重叠部分的专家，按照各

委员会要求的最少委员数量确认参评人数。 （４）允
许通过电话、电子邮件等通讯方式进行线上审核，
完成实验动物伦理、人类遗传资源、医学伦理、生物

安全等协同审批。 （５）对不符合要求的申请，除出

现重大原则性问题，其他情况允许在审批过程中，
申请人直接整改直至符合要求。 （６）协同审批需要

在短时间内回复审查意见，一般不超过 ６ ｈ。
尽管制定协作审批制度可以提高立项审批效

率，但仍需要仔细平衡审批的速度、项目伦理和安

全要求，确保项目在伦理和安全方面的合规性是至

关重要的，不应因提高效率而牺牲审核质量。 因

此，协同审批流程需要在维护项目合法合规性的前

提下进行。
３􀆰 ３􀆰 ２　 经费包干机制

　 　 扩大科研项目管理自主权是推动科研创新和

提高研究效率的关键一步［１６］，其中经费包干管理是

一项重要的改革举措［１７］，这种自主权的引入有助于

更高效地应对项目中的紧急需求和变化情况，从而

提高项目执行的效率和灵活性。 经费包干机制是

指将科研项目的经费管理权下放到项目负责人或

研究团队手中的一种管理模式。 这种模式赋予科

研团队更多的自主权和责任，项目团队可以更自由

地规划、支配和调整项目经费，以更好地满足应急

攻关需求。
为了确保经费使用的合法合规性，科管人员需

要在平时建立有效的财务管理和报告机制，组织科

研人员培训，确保经费的使用符合相关法规和政

策［１８］。 此外，应该建全内审制度，以监督项目经费

的使用情况。
３􀆰 ３􀆰 ３　 成果分配机制

　 　 应急科技攻关项目管理的重要措施之一是对

科研成果的分配进行规范和约定。 这一措施有助

于确保项目参与者之间的权益和责任得到明确界

定，同时也有助于推动科研成果的最大化利用和社

会价值的实现。 在项目开展的早期阶段，必须明确

定义项目中涉及的知识产权和各个项目参与者的

贡献。 这包括已有技术和知识的版权、专利、商业

机密等。 通过确立这些权益，规定项目参与者之间

的权利和义务，避免日后的纠纷和争议，确保所有

参与者的期望得到满足，获得应有的回报。
３􀆰 ３􀆰 ４　 风险评估和容错机制

　 　 制定容错机制也是应急科技攻关项目管理中

的关键措施之一，它为项目提供了一种应对不可预

测情况的灵活性和韧性。 应急攻关项目的实施是

有规律可循的，科管人员可以通过总结归纳，对项

目进行合理的风险预测，包括技术风险、资源不足、
合作伙伴问题等。 在风险评估后，综合考虑项目的

风险和复杂性，制定清晰明确的容错机制，在符合

法律法规以及合同约定的前提下，明确在项目执行

过程中可以容忍的错误和问题程度［１９］。 在项目执

行期间，如若出现错误或者问题，可以据此做出调

整，把影响控制在最小范围内。
３􀆰 ３􀆰 ５　 安全保密机制

　 　 首先，研究机构要在平日加强安全保密工作的

培训［２０］，提高科管和科研人员的保密意识。 尤其在

应对疫情等紧急情况时，保密机制更显重要，因为

信息的安全性和可靠性对应急应对至关重要。 在

承接应急科技攻关项目时，管理团队首先需要明确

项目保密等级，包括疫情数据、病毒株信息、研究成

果的密级等。 规范和约定安全保密机制有助于确

保项目中的敏感信息得到妥善保护，防止信息泄露

和滥用。 要规定项目中对机密信息的保护措施、存
储方式、共享原则和访问权限，其中包括限制信息

的传播和披露，确保只有有权人员能够访问敏感

信息。
３􀆰 ３􀆰 ６　 全方位沟通机制

　 　 建立高效的信息流动和决策协调的沟通机制，
以应对紧急情况和应急科技攻关项目的复杂性。
项目中建立多层次的上下级沟通渠道，包括项目管

理团队、项目负责人、相关政府部门、科研机构和合

作伙伴。 确保信息能够自上而下和自下而上流动，
不受层级限制。 确保每个层级的职责和权限得到

明确界定，以避免混淆和不必要的决策延误。 明确

谁负责项目管理、决策权在何处，并确保责任的清

晰性。 提供透明的信息和数据，使上级能够准确了

解应急防控当前的状态和面临的挑战。 对于紧急

情况，建立快速响应和通报机制，以确保信息及时

传达给上级，并协调行动。 这对于疫情防控等应急
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攻关项目至关重要［２１］。
沟通机制还应包括日常对科管和科研人员沟

通技巧的培训，以确保信息传递的清晰性和有效

性。 这有助于避免误解和信息失真。 如果项目涉

及多个合作伙伴，还要确保与外部合作伙伴的沟通

协调。 这样的沟通机制有助于提高项目的响应速

度和资源调配效率。
３􀆰 ３􀆰 ７　 资源共享机制

　 　 在面对疫情防控时，资源共享的重要性更加凸

显［２２－２３］，因为它有助于迅速盘活资源，加速研究工

作的进程，从而更好地服务社会和保护公共健康。
建立清晰的资源共享协议和合同，明确资源使用的

权益和义务。 鼓励团队成员分享知识、经验、技能

和设备，以增强整个项目团队的能力。 提倡信息的

透明和开放，确保项目参与者能够共享项目进展、
数据和研究成果，有助于避免信息壁垒，提高决策

的质量和准确性。

４　 结语

　 　 基础医学领域应急科技攻关项目的管理是一

个充满挑战的工作。 在本研究中，我们通过调研的

方式，深入探讨了应急科技攻关项目的管理现状、
管理特点以及管理机制的建议。 科技应急攻关项

目需要围绕“应急”和“攻关”，结合项目特点，做到

合规与高效两手抓。 在国家法律法规和相关规定

的框架内，通过创新管理机制，如制定协同审查机

制、经费包干机制、风险评估和容错机制、安全保密

机制和资源共享机制，多途径解决科管及科研人员

对此类项目管理的需求。
最后，科研项目管理不仅是一个方法论，更是

一种责任和使命。 在基础医学领域的应急攻关项

目中，我们的目标是保护公共健康、推动科学进步、
应对紧急情况。 通过科学合理的项目管理，我们可

以更好地实现这些目标，为社会的福祉作出更大的

贡献。 希望本研究可以为基础医学领域的应急攻

关项目管理提供有益的思考和指导。
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梁钰莹，黄泳，刘俊升，等． 自噬与神经系统疾病 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（３）： １１１－１１９．
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（２０２４Ａ０４Ｊ３９８８）；广东省中医药局科研项目（２０２４１１９７）。
［作者简介］梁钰莹（２０００—），女，本科，研究方向：中西医临床医学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：８５３８１９５１６＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］张治楠（１９９１—），女，主治医师，实验师，研究方向：针灸机理研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｕｕｕｕｕｎａ＠ １６３． ｃｏｍ

自噬与神经系统疾病

梁钰莹１，黄　 泳１，２，刘俊升１，欧毅琳１，李逸文１，张　 睿１，李　 政１，张治楠１∗

（１．南方医科大学中医药学院，广州　 ５１０５１５；２．南方医科大学南方医院，广州　 ５１０５１５）

　 　 【摘要】 　 自噬是细胞内异常聚集蛋白和受损细胞器主要的降解和循环途径，维持着细胞正常的代谢平衡及

物质更新。 自噬具有神经保护作用，可通过调节神经元和胶质细胞的稳态、发育和凋亡等生理过程影响神经系统

的功能状态。 近年来大量研究表明，神经系统疾病与异常自噬密切相关，自噬的抑制或过度激活均能影响抑郁症、
神经退行性疾病和精神分裂症的发生发展。 了解自噬在神经系统疾病中的作用机制对于预防与治疗相关疾病具

有重要意义。 该文主要对当前自噬与上述神经系统疾病的研究进展进行综述，为以上疾病的进一步研究提供

参考。
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｕｔｏｐｈａｇｙ； ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ； ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ； ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 自噬指细胞的自我吞噬过程，属于细胞的一种

保护机制，可通过降解和循环利用胞内的受损细胞

器和异常蛋白聚集体来维持细胞的内环境稳态［１］。
而成年后，神经元不再分裂更新，其发育和健康的

长期维持都需要及时有效地清除积累的细胞废物。

因此，自噬在神经系统功能调节上不可或缺［２］。 随

着自噬与神经系统疾病的研究深入，我们对于自噬

在神经系统疾病发生发展中的作用有了更多的了

解，本综述旨在整理自噬与神经系统疾病的研究进

展，为今后相关疾病的治疗提供新的思路。



１　 自噬

１􀆰 １　 自噬的过程

　 　 根据细胞物质运输到溶酶体内的途径不同，自
噬主要分为微自噬、巨自噬和分子伴侣自噬。 其

中，巨自噬是目前最主要、研究最深入的途径，故本

文讨论的自噬主要指巨自噬。
细胞自噬主要包括自噬的激活、自噬体的形成

以及自噬体的降解 ３ 个过程，其涉及的分子机制主

要由以下关键蛋白进行调控。
１􀆰 １􀆰 １　 ＵＬＫ１ 复合物

　 　 启动细胞自噬的关键靶点是 ＵＮＣ⁃５１ 激酶 １
（ＵＮＣ⁃５１ ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ １，ＵＬＫ１）复合物，该复合物包

括 ＵＬＫ１ 蛋白、自噬相关基因 １３（ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅ １３，Ａｔｇ１３）以及可反馈激活 ＵＬＫ１ 的 ＦＩＰ２００。
ＵＬＫ１ 复合物受多个上游信号通路调节，其中较为

公认的是 ＡＭＰ 活化蛋白激酶（ＡＭＰ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ， ＡＭＰＫ ） ／哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

（ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ， ｍＴＯＲ ） 通 路。
ＡＭＰＫ 是重要的能量代谢调节因子，在饥饿、缺氧等

应激状态下，ＡＭＰ ／ ＡＴＰ 比值升高，促进 ＡＭＰＫ 发生

磷酸化［３］。 ｍＴＯＲ 是自噬的负调控分子，它能使

Ａｔｇ１３ 处于高度磷酸化状态而抑制 ＵＬＫ１ 复合物的

活性。 活化的 ＡＭＰＫ 通过磷酸化 ｍＴＯＲ 降低其活

性，从而使 Ａｔｇ１３ 发生去磷酸化并激活 ＵＬＫ１，最终

诱导自噬的发生［４］。
１􀆰 １􀆰 ２　 Ⅲ型 ＰＩ３Ｋ 复合物

　 　 当诱导自噬的信号被接受后，Ａｔｇ 蛋白会在液

泡附近聚集， 从自噬前体组装位点 （ ｐｈａｇｏｐｈｏｒｅ
ａｓｓｅｍｂｌｙ ｓｉｔｅ，ＰＡＳ）开始组装，形成双层膜的碗状结

构，即自噬前体。 活化的 ＵＬＫ１ 将进一步作用于定

位在 自 噬 前 体 的 Ⅲ 型 磷 脂 酰 肌 醇 ３ － 激 酶

（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）复合物，该复合

物还包括 Ｖｐｓ３４、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ｐ１５０。 Ｖｐｓ３４ 因与 ｐ１５０
结合而激活，Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 则在 ＵＬＫ１ 的刺激下发生磷酸

化，并与 Ｖｐｓ３４⁃ｐ１５０ 结合形成 Ｖｐｓ３４⁃ｐ１５０⁃Ｂｅｃｌｉｎ⁃１
复合物［５］。 Ｖｐｓ３４⁃ｐ１５０⁃Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 可继续与自噬体形

成相关蛋白结合而发挥不同的功能，如帮助定位于

隔离膜（隔离包裹自噬物形成自噬体的质膜）上的

Ａｔｇ１４ 和 调 节 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 的 自 噬 蛋 白 １ （ ｂｅｃｌｉｎ⁃１⁃
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐｒｏｔｅｉｎ １，Ａｍｂｒａ１）。 Ⅲ型 ＰＩ３Ｋ
复合物激活后可促进细胞中第二信使分子磷脂酰

肌醇（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ，ＰＩ）向 ＰＩ３Ｐ 转化，ＰＩ３Ｐ 是

募集下游自噬因子的关键信号分子，可通过聚集下

一步的 Ａｔｇ 帮助 Ａｔｇ１２、Ａｔｇ５、Ａｔｇ１６ 形成复合物以及

促进 ＬＣ３ 与质膜成分 ＰＥ 结合，转化为 ＬＣ３⁃ＩＩ，从而

参与隔离膜的扩展［６］。
１􀆰 １􀆰 ３　 Ａｔｇ１２⁃Ａｔｇ５⁃Ａｔｇ１６ 和 ＬＣ３
　 　 Ａｔｇ１２⁃Ａｔｇ５⁃Ａｔｇ１６ 和 ＬＣ３ 均为自噬的泛素样修

饰系统，定位于隔离膜上，与隔离膜的延伸和闭合

有关。 （１） Ａｔｇ１２⁃Ａｔｇ５⁃Ａｔｇ１６ 系统：Ａｔｇ１２ 因与 Ａｔｇ７
结合而激活，接着被传递至 Ａｔｇ１０，Ａｔｇ１０ 介导 Ａｔｇ１２
与 Ａｔｇ５ 结合形成 Ａｔｇ１２⁃Ａｔｇ５ 复合物，Ａｔｇ１２⁃Ａｔｇ５ 复

合物又会进一步与 Ａｔｇ１６ 结合，最终形成 Ａｔｇ１２⁃
Ａｔｇ５⁃Ａｔｇ１６ 复合物［７］。 （２）ＬＣ３ 系统：细胞内新合成

的 ＬＣ３ 经 Ａｔｇ４ 加工后形成 ＬＣ３⁃Ｉ，自噬发生后，ＬＣ３⁃
Ｉ 由 Ａｔｇ３、 Ａｔｇ７ 继续修饰加工，并在 Ａｔｇ１２⁃Ａｔｇ５⁃
Ａｔｇ１６ 复合物的帮助下，其羧基端甘氨酸与脂质磷

脂酰乙醇胺（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ，ＰＥ）共价结

合，最终由水溶性的 ＬＣ３⁃Ｉ 转化为脂溶性、具有膜结

合能力的 ＬＣ３⁃ＩＩ，促进隔离膜的扩展与封闭［８］。 故

ＬＣ３⁃ＩＩ 的数量以及 ＬＣ３⁃ＩＩ ／ Ｉ 常被用来评价自噬

水平。
１􀆰 １􀆰 ４　 ｐ６２
　 　 ｐ６２ 在选择性自噬降解过程中发挥重要的介导

作用［９］。 需要被自噬消化的底物表面被泛素化修

饰标志，ｐ６２ 可识别泛素化修饰与之结合，并作为接

头蛋白促进泛素化的自噬底物与自噬体膜蛋白

ＬＣ３⁃ＩＩ 结合，从而将底物与自噬体连接，促进自噬体

包裹底物［１０］。 随后，自噬体与溶酶体融合形成自噬

溶酶体而完成蛋白质的降解，因此，ｐ６２ 间接反映了

自噬体的清除水平。 细胞自噬具体的分子机制见

图 １。
１􀆰 ２　 自噬的生物学功能

１􀆰 ２􀆰 １　 参与脂质代谢

　 　 脂滴（ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ，ＬＤｓ）是细胞内储存脂质的

主要细胞器。 在饥饿状态下，自噬将其包裹于自噬

体内后运输至溶酶体，降解后获取能量，该过程称

为“脂噬”。 因此，诱导自噬可增强 ＬＤｓ 的分解作

用，抑制自噬则会增加脂质的积累［１１］。 ＣＤ３６ 是一

种促进脂肪酸摄取的膜蛋白。 研究发现，高脂肪饮

食小鼠的肝存在明显的脂肪变性，其内 ＣＤ３６ 的表

达增加，这可能是通过激活 ＡＭＰＫ 通路降低自噬水

平而实现的［１２］。 激活自噬可增强间质细胞对胆固

醇的摄取，从而促进睾酮的合成［１３］。
１􀆰 ２􀆰 ２　 降解错误折叠蛋白

　 　 蛋白聚集体来源于大量堆积的错误折叠或折
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图 １　 自噬具体分子机制图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ

叠不充分蛋白，其产生的细胞毒性扰乱了细胞正常

的生理活动，引发诸多疾病［１４］。 除泛素－蛋白酶体

系统外，自噬是另一通过降解蛋白聚集体（主要负

责不溶性蛋白聚集体）而维持细胞内蛋白稳态平衡

的重要机制［１５］。 肌萎缩侧索硬化 （ ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｌａｔｅｒａｌ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＬＳ）的运动神经元存在基因突变，
其中多个基因的产物直接参与自噬途径中降解蛋

白质的过程，如 ＵＢＱＬＮ２ 突变可阻碍待降解蛋白质

被识别，这提示 ＡＬＳ 神经元内积累的神经毒性蛋白

与基因突变导致的自噬障碍有关［１６］。
１􀆰 ２􀆰 ３　 降解损伤的细胞器

　 　 自噬可通过降解受损或多余的细胞器而维持

胞内细胞器的质量平衡。 研究发现，细胞器特异性

自噬能够缓解由炎症反应介导的多种疾病，如慢性

阻塞性肺疾病和心血管病［１７］。 线粒体自噬属于选

择性自噬的一种，能够特异性地降解受损或功能失

调的线粒体。 在脑缺血大脑中，使用蛋白酶体抑制

剂卡非佐米可逆转线粒体自噬受体 ＢＮＩＰ３Ｌ 的降

解，从而修复缺血神经元的线粒体自噬缺陷，减轻

缺血性脑损伤［１８］。 急性胰腺炎的腺泡细胞中存在

内溶酶体自噬系统的损伤与紊乱，这可能与自噬缺

陷阻碍了胞内功能失调的线粒体和内质网的清除，
进而使活性氧增加并激活促炎因子有关［１９］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 促进免疫作用

　 　 自噬主要通过直接清除细胞内的病原微生物、
参与免疫系统的发育和调节免疫应答而发挥免疫

作用［２０］。 ｍＴＯＲ 复合物具有驱动免疫祖 Ｂ 细胞向

前 Ｂ 细胞转化，促进 Ｂ 细胞发育成熟的作用［２１］。
ＳＴＩＮＧ 为先天免疫级联反应的关键调节因子，能够

激活先天免疫，抵抗微生物感染。 研究发现，ＳＴＩＮＧ
激活后能够与 ＬＣ３ 直接相互作用而促进其向 ＬＣ３⁃
Ⅱ转化，从而提高自噬水平，调节先天免疫［２２］。

２　 神经系统自噬的生理功能

２􀆰 １　 自噬与神经元

２􀆰 １􀆰 １　 促进神经元发育

　 　 自噬影响着神经元发育的多个方面，如神经元

的发生和分化、轴突的生长等［２３］。 通过降解和回收

胞内废物，自噬为神经干细胞不断分裂与自我更新

并分化成新的神经元和胶质细胞提供支持作用［２４］。
在一项研究中，Ａｔｇ７ 存在变异家族的成员均有着不

同方面和程度的神经发育障碍，如共济失调、发育

迟缓和小脑发育不全等［２５］。 ＵＬＫ１、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３
突变体均表现出轴突再生受损，其中 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 突变

导致的 ＰＬＭ 神经元（一种成熟的轴突再生模型）轴
突再生缺陷最严重；而轴突损伤亦会导致胞内自噬

囊泡增加，使用自噬诱导剂雷帕霉素可抑制因轴突

损伤而诱导的自噬激活的减弱［２６］。 自噬上游信号

通路 ＰＩ３Ｋ ／ ＰＫＢ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 广泛参与了神经元存

活和增殖分化的调控［２７］。
２􀆰 １􀆰 ２　 维持神经元稳态

　 　 自噬在维持神经元稳态中扮演着重要的角色。
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研究发现，Ａｔｇ７ 缺陷的多巴胺能（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）神
经元因自噬丧失而出现广泛的突触核蛋白聚集且

存在神经元的丢失［２８］。 转录因子 ＥＢ 可通过提高

ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ的表达水平而激活自噬－溶酶体途径，从而

缓解 ６－羟多巴胺 ／抗坏血酸对 ＤＡ 神经元造成的氧

化应激损伤［２９］。 白藜芦醇通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／
ｍＴＯＲ 通路抑制自噬，改善了慢性脑缺血大鼠额叶

皮层及海马区细胞的结构损伤和神经元变性，而在

给予 ＰＩ３Ｋ 抑制剂后，神经元损伤严重，且伴气泡样

结构增多［３０］。 在脊髓损伤模型小鼠中，ＵＬＫ１ 在轴

突球和受损轴突中积累，并与在脊髓损伤导致的轴

突变性中起关键作用的 ＳＡＲＭ１ 蛋白存在直接相互

作用［３１］。 自噬抑制剂 ３⁃ＭＡ 也被证明在多个方面

参与了神经元的损伤修复及再生［３２］。
２􀆰 １􀆰 ３　 调节神经元凋亡

　 　 研究发现，在体外神经元氧化模型中，经沉默

调节蛋白 １（ｓｉｒｔｕｉｎ １，ＳＩＲＴ１）激动剂处理后神经元

的凋亡水平明显降低，与此同时，ｍＴＯＲ 蛋白水平明

显下降而 ＬＣ３Ｂ 水平显著上升，表明 ＳＩＲＴ１ 可能通

过促进神经元自噬而减轻神经元的凋亡［３３］。 经凋

亡诱导剂 Ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ 处理的神经元内，凋亡标志

物 ｃａｓｐａｓｅ３ 的激活促进了 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 的裂解，若使

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 具有 ｃａｓｐａｓｅ３ 抗性，则能显著提高神经元

的存活率，减轻神经元的损失，这提示 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 的切

割是 ｃａｓｐａｓｅ３ 介导神经元凋亡的关键步骤［３４］。 睡

眠剥夺小鼠可出现认知和学习障碍，其海马区神经

元存在结构损伤，且伴有凋亡蛋白和 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＬＣ３Ｂ
水平明显提高以及 ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ、ｍＴＯＲ 的磷酸化水平

降低，这提示自噬过度激活为促进睡眠剥夺小鼠海

马神经元损伤和凋亡的可能机制之一［３５］。
２􀆰 ２　 自噬与胶质细胞

２􀆰 ２􀆰 １　 调节胶质细胞稳态

　 　 研究发现，敲除了小胶质细胞 Ａｔｇ７ 的癫痫小鼠

表现出髓鞘标记物增多，成熟少突胶质细胞密度增

高［３６］。 经醋酸铅处理的海马星形胶质细胞自噬激

活，其中 ｐ⁃ＡＫＴ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 和 ｐ６２ 蛋白表达明显降

低，ＬＣ３⁃Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 表达水平上调，ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃
α 也同样增多，而雷帕霉素可加重上述情况，提示星

形胶质细胞通过抑制 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 通路而诱导自噬，
从而促进炎症反应和氧化应激，降低细胞存活

率［３７］。 条件敲除 Ａｔｇ７ 后，小胶质细胞出现脂滴积

聚和向促炎状态转变，病理性 ｔａｕ 的扩散加剧［３８］。
２􀆰 ２􀆰 ２　 激活胶质细胞

　 　 胶质细胞的过度活化会引起多种神经炎症，因

此了解自噬在激活胶质细胞中的作用十分必要。
Ａｔｇ５ 缺陷引起的自噬抑制能够激活小胶质细胞，并
引起相应的神经炎症［３９］。 脑缺血小鼠的星形胶质

细胞中出现神经退行性相关蛋白 ＦＵＳ 的聚集，进一

步研究发现，ＦＵＳ 聚集物可持续激活自噬，显著提高

ＬＣ３⁃Ⅱ蛋白水平，最终导致过度自噬，促进星形胶质

细胞的活化［４０］。 大脑中动脉闭塞大鼠的半影区中

存在自噬激活，其 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３Ｂ 表达上升；经自

噬诱导剂 Ｔａｔ⁃Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 处理后，小胶质细胞显著活

化，炎症反应进一步加重［４１］。
２􀆰 ２􀆰 ３　 调控胶质细胞极化

　 　 小胶质细胞的极化类型分为两种：（１）有害极

化 Ｍ１，通过分泌促炎因子诱发炎症，加重对神经功

能的损害；（２）有益极化 Ｍ２，通过分泌抗炎因子抑

制炎症，促进组织恢复。 研究发现，经富氢培养基

处理后，小胶质细胞 Ｍ１ 极化的表达下降，Ｍ２ 极化

的表达上升，败血症诱导的神经炎症也得到缓解，
同时检测出 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰ的表达明显增加，
而 ｐ⁃ｍＴＯＲ 和 ｐ６２ 的表达降低，提示氢可通过调节

ｍＴＯＲ 通路而诱导自噬，从而促进小胶质细胞从 Ｍ１
极化向 Ｍ２ 极化来减轻神经炎症［４２］。 促炎因子

ＴＮＦ⁃α 通过 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 通路抑制自噬，诱导小胶质

细胞向 Ｍ１ 极化转变，而使用雷帕霉素激活自噬则

可以促进小胶质细胞炎症消退和向 Ｍ２ 表型极

化［４３］。 在缺血小鼠脑中，应激传感器蛋白 Ｓｅｓｔｒｉｎ２
通过抑制 ｍＴＯＲ 的表达而激活自噬，提高了 ＬＣ３⁃
Ⅱ ／ Ⅰ的比值并驱动了小胶质细胞向 Ｍ２ 极化发展，
从而发挥神经保护作用［４４］。

３　 自噬与神经系统疾病

３􀆰 １　 自噬与抑郁症

　 　 抑郁症属情感性精神障碍，临床多表现为持久

反复的情绪低落、快感缺失、睡眠认知障碍和动作

迟滞等［４５］。 抑郁的病理表现为前额叶和海马的萎

缩［４６－４７］，伴随神经元损伤和胶质细胞激活［４８－４９］。
越来越多的研究表明，自噬可能参与心理应激诱导

的神经疾病的发生［５０］。 因此，自噬已成为许多学者

研究抑郁症的热点方向。 对重度抑郁症患者进行

尸检发现，前额叶皮质中 ｍＴＯＲ 的活性显著增强，
提示自噬被抑制［５１］。 高脂喂养后的小鼠出现抑郁

样行为，发现其小胶质细胞和星形胶质细胞被激

活，同时海马神经元中 ｐ⁃ＡＭＰＫ、Ａｔｇ７、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和

ＬＣ３ 水平下调，而 ｐ⁃ｍＴＯＲ 和 ｐ６２ 水平升高，提示高
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脂饮食诱导的肥胖可能通过 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路抑

制自噬而导致小鼠抑郁样行为；经自噬诱导剂雷帕

霉素治疗后，小鼠的抑郁样行为得到改善，这可能

与雷帕霉素抑制 ｍＴＯＲ 通路，激活自噬，从而调节

脂质代谢、保护神经元有关［５２］。 氟西汀治疗后的小

鼠抑郁行为得到逆转，其 Ａｔｇ５、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３⁃Ⅱ的

表达均上调，相反，小胶质细胞特异性自噬缺陷小

鼠因自噬抑制而引发炎症，进而引发产后抑郁［５３］。
罗格列酮是 ２ 型糖尿病的一种治疗药物，已被证明

具有神经保护作用［５４－５５］。 研究表明，罗格列酮在体

内外的抑郁模型中均能发挥抗抑郁作用；进一步研

究发现，罗格列酮可通过促进小鼠前额叶皮质神经

元中的 ＡＭＰＫ 磷酸化，维持必要的神经元自噬，从
而发挥改善抑郁的作用［５６］。

虽然大部分研究均表明自噬的过度抑制会引

发抑郁症，激活自噬可改善抑郁症状，但也有研究

表明，自噬对抑郁症存在负调控。 自噬的过度激活

会加重神经元损伤和促进神经元凋亡［５７－５８］。 脑卒

中后抑郁大鼠可检测出海马 ＣＡ１ 区 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和

ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ的 表 达 上 升， 而 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃
ｍＴＯＲ 的表达下降，说明其存在自噬激活；针刺特定

穴位可明显改善大鼠的抑郁症状，且能逆转上述情

况，表明针刺特定穴位可能是通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／
ｍＴＯＲ 通路抑制自噬而发挥抗抑郁作用［５９］。 类似

的，广藿香醇可通过激活 ｍＴＯＲ 通路抑制过度自

噬，从 而 显 著 缓 解 慢 性 不 可 预 知 性 轻 度 应 激

（ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）大鼠的抑

郁症状［６０］。 重度抑郁症患者存在自噬基因 ＬＣ３、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 Ａｔｇ１２ 的表达上调［６１］。 抗抑郁药氯丙咪

嗪和氟西汀均可降低原代游离神经元的自噬

通量［６２］。
目前，关于抑郁状态下自噬是激活还是抑制尚

未有定论，有研究发现，Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３Ｂ 的表达随

着中风模型急性损伤后取材时间的变化而改变［４１］；
此外，在 ＣＵＭＳ 造模后的不同时段，海马齿状回神经

元存在不同的病理变化［６３］。 因此，推测抑郁状态下

自噬状态的不同可能与不同造模的时间以及检测

时间有关。
３􀆰 ２　 自噬与阿尔茨海默病

　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）俗称

老年痴呆症，临床主要表现为认知和时空障碍、记
忆力减退、性格冷漠等，其病理变化主要是胞外 β⁃
淀粉样蛋白（ ａｍｙｌｏｉｄ β⁃ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）聚集形成老年

斑（ｓｅｎｉｌｅ ｐｌａｑｕｅ，ＳＰ）以及 ｔａｕ 蛋白过度磷酸化造成

的神经纤维缠结（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ｔａｎｇｌｅｓ，ＮＦＴｓ）。 自

噬－溶酶体途径（ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｌｙｓｏｓｏｍｅ ｐａｔｈｗａｙ，ＡＬＰ）
是细胞内重要的蛋白降解途径，当自噬功能异常

时，胞内的 Ａβ 和 ｔａｕ 蛋白因生成和降解失衡而大量

堆积，进而细胞发生功能障碍甚至死亡［６４］。 而具有

ｍＴＯＲ 抑制剂作用的天然产物蓝萼甲素则可以促进

涉及 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 通路的 Ａβ 清除，同时还能抑制

ｔａｕ 磷酸化［６５］。 研究发现，ＡＤ 患者死后大脑皮层中

存在大量 ＳＰ 沉积，同时发现，海马神经元中自噬标

记物 ＬＣ３ 的数量增多，而溶酶体标记物 Ｌａｍｐ１ 的表

达减少，两者的共表达降低，这提示自噬体和溶酶

体的融合被阻断或者溶酶体的数量减少，导致 ＡＤ
患者海马神经元的自噬水平下降［６６］。 在 ＡＤ 小鼠

脑组织中同样发现，Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３ 的 ｍＲＮＡ 和蛋

白水平均显著降低，ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ比值也有所下降，
说明其存在自噬抑制［６７］。 大脑海马 ＣＡ１ 区与学习

记忆和认知能力的关系最为密切，该区神经元自噬

功能发生变化时易影响 ＡＤ 患者的病情。 研究表

明，针灸治疗可显著改善 ＡＤ 患者的记忆及认知障

碍，对其作用机理和分子机制进一步研究发现，电
针干预后，ＡＤ 大鼠的海马 ＣＡ１ 区中与神经元自噬

密切相关的尼氏小体表达明显升高，提示电针可能

通过提高神经元自噬水平而改善 ＡＤ 症状［６８］。 多

种 ＡＭＰＫ 激动剂和 ｍＴＯＲ 抑制剂，如雷帕霉素和二

甲双胍，均被证明可通过提高神经元自噬水平而有

效减少 Ａβ 蛋白的聚集，具有改善记忆和认知功能

的作 用， 被 认 为 是 治 疗 阿 尔 茨 海 默 病 的 潜 在

药物［６９］。
３􀆰 ３　 自噬与亨廷顿舞蹈症

　 　 亨廷顿舞蹈症（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）是以

神经障碍、不自主动作以及进行性痴呆为主要临床

表现的神经退行性疾病，病变发生于基底节和大脑

皮层，其神经元内的亨廷顿蛋白（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｉｎ，ＨＴＴ）
因 Ｎ－末端延长多聚谷氨酰胺序列（ ｐｏｌｙｇｌｕｔａｍｉｎｅ，
ｐｏｌｙＱ）而变异，形成突变型亨廷顿蛋白 （ ｍｕｔａｎｔ
ＨＴＴ，ｍＨＴＴ）。 ＨＴＴ 的降解对自噬具有高度依赖性，
使用 ｍＴＯＲ 抑制剂激活自噬可以增加 ＨＴＴ 片段的

清除， 减少蛋白的聚集倾 向［７０］。 在 ＨＤ 早 期，
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 的过表达能清除 ｍＨＴＴ 聚集物并恢复部分

神经元功能，但在晚期， ｍＨＴＴ 聚集明显并损害

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 依赖的自噬，导致其无法逆转 ｍＨＴＴ 的相

关表型，病情也进一步加重［７１－７２］。 Ｌ 型钙通道为

ｍＴＯＲ 独立的自噬通路，低浓度的 Ｌ 型钙通道阻滞

剂非洛地平具有诱导自噬和清除聚集蛋白的作用；
研究表明，非洛地平可通过激活神经元自噬而增强
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ｍＨＴＴ 的清除，从而改善 Ｂ６ＨＤ 小鼠的运动协调能

力［７３］。 同时，有计划地喂食能通过改变 ＹＡＣ１２８ 小

鼠的营养感知途径，激活小鼠大脑自噬，从而有助

于 ｍＨＴＴ 的清除［７４］。 以上研究表明，自噬在 ＨＤ 中

有助于降解异常聚集的 ｍＨＴＴ 而缓解病情。 但也有

研究结果表示，Ｒ６ ／ ２ 模型小鼠在 ＨＤ 早期即出现

ｍＨＴＴ 聚集体，但基础自噬水平并无明显改变［７５］。
３􀆰 ４　 自噬与帕金森病

　 　 帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是以黑质致

密区中的 ＤＡ 神经元进行性、广泛性变性丢失为特

征的神经变性疾病，其神经元内存在以 α⁃核突触蛋

白（α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，α⁃Ｓｙｎ）为主要成分的嗜酸性路易小

体，临床主要表现为肌肉僵直、静止性震颤以及运

动缓慢。 ＰＤ 患者的 α⁃Ｓｙｎ 因突变而发生错误折叠

与聚集，最终形成不溶性 α⁃Ｓｙｎ，其主要通过自噬途

径进行降解。 神经元内的自噬异常则会导致变性

蛋白不能被及时清除而大量堆积，产生炎症反应和

神经毒性［７６］。 多个尸检研究发现，ＰＤ 患者大脑病

理相关区域存在自噬功能受损，如黑质 ＤＡ 细胞中

的自噬泡显著减少［７７］。 Ａｔｇ５ 缺陷小胶质细胞引起
的自噬丧失可导致小鼠出现帕金森病样症状［３９］。
类似的，在 ＭＰＴＰ 诱导的急性和亚急性 ＰＤ 小鼠模

型中，小胶质细胞 Ａｔｇ５ 的缺失可以加重小鼠的运动

障碍和 ＤＡ 神经退行性病变［７８］。 对于 Ｎ３７０ＳＧＢＡ
突变导致的 ＰＤ，胆固醇的增加会阻碍自噬－溶酶体

的功能，其突变细胞中出现自噬结构和 ｐ６２ 的积累，
使病情进一步恶化［７９］。 研究表明阿托伐他汀可以

降低 ＰＤ 的风险，进一步研究发现，经阿托伐他汀处

理的 ＭＰＴＰ 损伤小鼠的 ＤＡ 神经元中自噬通量增

加，ＬＣ３⁃ＩＩ ／ Ｉ 的比例明显上调，同时 α⁃ＳｙｎＳｅｒ１２９ 的

表达水平降低，提示阿托伐他汀可能是通过上调自

噬而改善帕金森症状［８０］。 艾灸可通过抑制 ｍＴＯＲ ／
ｐ７０Ｓ６Ｋ 通路激活自噬，从而促进帕金森模型大鼠黑

质致密带中 α⁃Ｓｙｎ 的清除，明显改善其行为学表

现［８１］。 以上研究表明，自噬功能受损为 ＰＤ 的可能

发病机制之一，提高自噬水平可改善帕金森症状。
３􀆰 ５　 自噬与精神分裂症

　 　 精神分裂症（Ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ，ＳＺ）是一种好发于

青壮年时期的慢性重型精神障碍，主要表现为在感

知觉、思维、情绪、行为、认知等多方面的障碍，如妄

想、幻觉、情感淡漠等［８２］。 近年来多个研究表明，自
噬是精神分裂症发生发展的重要参与者。 ＳＺ 患者

的自噬相关基因存在异常，当自噬受损时，积累的

代谢产物及蛋白可产生细胞毒性，引发神经元功能

障碍［８３］。 对死后 ＳＺ 患者的大脑分析发现，其背外

侧前额叶皮层中 ｍＴＯＲ 蛋白的表达和磷酸化水平

均降低，说明 ｍＴＯＲ 的活性下降，可能存在自噬激

活［８４］。 研究发现，ＵＬＫ２ 杂合小鼠会出现精神分裂

样症状，其前额叶皮层神经元内的 ｐ６２ 蛋白表达上

调，提示自噬水平降低，而经自噬诱导剂雷帕霉素

类似物处理后，ＵＬＫ２ 杂合小鼠的 ｐ６２ 水平下调且

感觉运动障碍和认知障碍均得到缓解［８５］。 氯氮平

是一种非典型抗精神病药，对于严重的难治性精神

障碍具有良好的疗效。 研究发现，在经氯氮平处理

的大鼠的前额叶皮层中，ＡＭＰＫ、ＵＬＫ１ 和 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１
磷酸化水平升高，ＬＣ３⁃Ⅱ和 Ａｔｇ５⁃Ａｔｇ１２ 缀合物蛋白

表达上调，透射电镜也显示其自噬体数量明显增

加，提示自噬激活；而在体外注射 ＡＭＰＫ 抑制剂化

合物 Ｃ 后，上述蛋白水平均受到显著抑制，说明氯

氮平 可 能 是 通 过 前 额 叶 皮 层 的 ＡＭＰＫ ／ ＵＬＫ１ ／
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 信号通路激活自噬而发挥疗效［８６］。 越来越

多研究表明，调节神经元自噬可能为抗精神药物产

生疗效的重要机制之一［８７］。

４　 小结与展望

　 　 综上，大多数研究结果提示神经系统疾病的发

生及加重是自噬的过度抑制所致，而激活自噬则可

以改善相应的症状，这与自噬为细胞保护机制的说

法相一致。 但自噬对于抑郁症的调控可能具有双

重作用［８８］，也有研究发现 ＳＺ 患者死后大脑的背外

侧前额叶皮层存在自噬激活，这可能与 ＳＺ 患者生

前服用抗精神药物有关［８４］。 此外，自噬在 ＨＤ 的早

期和晚期所起的调控作用并不相同［７２］。 因此，未来

可进一步研究自噬在不同疾病状态下调控作用的

差异，这将有助于临床根据病情阶段选择合适的以

自噬为靶点的药物，从而取得更好的治疗效果。
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［Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ， ２０２０， １２（１１）： １０９１２－１０９３０．

［６７］ 　 ＷＵ Ｓ， ＷＥＩ Ｙ， ＬＩ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＳＩＲＴ５ ｒｅｐｒｅｓｓｅｓ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ａβ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ［ Ｊ］ ． ＡＣＳ Ｃｈｅｍ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０２１， １２ （ ２３）： ４４２８
－４４３７．

［６８］ 　 赵盼盼． 电针对 ＡＤ 大鼠记忆能力和海马神经元自噬、凋亡

及 Ｓｙｎ 表达的影响 ［Ｄ］． 咸阳： 陕西中医药大学， ２０２０．
ＺＨＡＯ Ｐ Ｐ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ，
ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ Ｓｙｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ
ｉｎ ＡＤ ｒａｔｓ ［ Ｄ ］． Ｘｉａｎｙａｎｇ： Ｓｈａｎｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２０．

［６９］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｚ， ＹＡＮＧ Ｘ， ＳＯＮＧ Ｙ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ： ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ
ｆｕｔｕｒｅ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ［Ｊ］ ． Ａｇｅｉｎｇ Ｒｅｓ Ｒｅｖ， ２０２１， ７２： １０１４６４．

［７０］ 　 ＣＲＯＣＥ Ｋ Ｒ， ＹＡＭＡＭＯＴＯ Ａ． Ａ ｒｏｌｅ ｆｏｒ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ
Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ Ｄｉｓ， ２０１９， １２２： １６－２２．

［７１］ 　 ＡＳＨＫＥＮＡＺＩ Ａ， ＢＥＮＴＯ Ｃ Ｆ， ＲＩＣＫＥＴＴＳ Ｔ， ｅｔ ａｌ．
Ｐｏｌｙｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｔｒａｃｔｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｂｅｃｌｉｎ １⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ［Ｊ］ ．
Ｎａｔｕｒｅ， ２０１７， ５４５（７６５２）： １０８－１１１．

［７２］ 　 ＢＲＡＴＴÅＳ Ｐ Ｌ， ＨＥＲＳＢＡＣＨ Ｂ Ａ， ＭＡＤＳＥＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｔｉｍｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｎ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｉｎ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ ］ ．
Ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ２０２１， １７（６）： １３１６－１３２９．

［７３］ 　 ＳＩＤＤＩＱＩ Ｆ Ｈ， ＭＥＮＺＩＥＳ Ｆ Ｍ， ＬＯＰＥＺ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｆｅｌｏｄｉｐｉｎｅ
ｉｎｄｕｃｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ
ａｍｅｎａｂｌｅ ｔｏ ｒｅｐｕｒｐｏｓｉｎｇ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１９， １０
（１）： １８１７．

［７４］ 　 ＥＨＲＮＨＯＥＦＥＲ Ｄ Ｅ， ＭＡＲＴＩＮ Ｄ Ｄ Ｏ， ＳＣＨＭＩＤＴ Ｍ Ｅ， ｅｔ ａｌ．
Ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｍｕｔａｎｔ ｈｕｎｔｉｎｇｔｉｎ ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｆａｓｔｉｎｇ
ｐｒｏｍｏｔｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ
Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１８， ６（１）： １６．

［７５］ 　 ＶＩＪＡＹ ＫＵＭＡＲ Ｍ Ｊ Ｖ， ＳＨＡＨ Ｄ， ＧＩＲＩＤＨＡＲＡＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｓｐａｔｉｏｔｅｍｐｏｒａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｒ６ ／ ２ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０２１， １１（１）：

９６．
［７６］ 　 ＨＯＵ Ｘ， ＷＡＴＺＬＡＷＩＫ Ｊ Ｏ， ＦＩＥＳＥＬ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ

Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２０２０， ４３２ （ ８）： ２６５１
－２６７２．

［７７］ 　 ＡＲＯＴＣＡＲＥＮＡ Ｍ Ｌ， ＴＥＩＬ Ｍ， ＤＥＨＡＹ Ｂ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ
ｓｙｎｕｃｌｅｉｎｏｐａｔｈｙ： ｔｈｅ ｏｖｅｒｗｈｅｌｍｅｄ ａｎｄ ｄｅｆｅｃｔｉｖｅ ｍａｃｈｉｎｅｒｙ ［Ｊ］ ．
Ｃｅｌｌｓ， ２０１９， ８（６）： ５６５．

［７８］ 　 ＱＩＮ Ｙ， ＱＩＵ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐａｉｒｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ
ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ａｇｇｒａｖａｔｅｓ ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｂｅｈａｖ Ｉｍｍｕｎ， ２０２１，
９１： ３２４－３３８．

［７９］ 　 ＧＡＲＣÍＡ⁃ＳＡＮＺ Ｐ， ＯＲＧＡＺ Ｌ， ＦＵＥＮＴＥＳ Ｊ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｌａｍｅｌｌａｒ ｂｏｄｉｅｓ： ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ
ＧＢＡ⁃ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ２０１８， １４ （ ４）： ７１７
－７１８．

［８０］ 　 ＹＡＮ Ｊ， ＨＵＡＮＧ Ｊ， ＬＩＵ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｍｏｔｏｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｘｉｅｔｙ ａｎｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ＮＯＸ２⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ＭＰＴＰ⁃ｌｅｓｉｏｎｅｄ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ， ２０２０，
１３（１）： ８３１－８４５．

［８１］ 　 ＷＡＮＧ Ｓ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｑ， ＭＡ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ ｏｎ
ｍＴＯＲ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｒｏｔｅｎｏｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒａｌ Ｒｅｇｅｎ Ｒｅｓ， ２０１８， １３（１）： １１２－
１１８．

［８２］ 　 ＭＡＲＤＥＲ Ｓ Ｒ， ＣＡＮＮＯＮ Ｔ Ｄ． Ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ ［ Ｊ］ ． Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ
Ｍｅｄ，２０１９，３８１（１８）：１７５３－１７６１．

［８３］ 　 ＹＡＮＧ Ｙ， ＸＵ Ｌ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ ［ Ｊ］ ． Ａｄｖ Ｅｘｐ
Ｍｅｄ Ｂｉｏｌ， ２０２０， １２０７： １９５－２０９．
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ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｄｏｒｓｏｌａｔｅｒａｌ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ
ｉｎ Ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ ［ Ｊ ］ ． Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ２０２０， ４５
（６）： １０５９－１０６７．

［８５］ 　 ＳＵＭＩＴＯＭＯ Ａ， ＹＵＫＩＴＡＫＥ Ｈ， ＨＩＲＡＩ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｕｌｋ２ ｃｏｎｔｒｏｌｓ
ｃｏｒｔｉｃａｌ ｅｘｃｉｔａｔｏｒｙ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｂａｌａｎｃｅ ｖｉａ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐ６２ ａｎｄ ＧＡＢＡＡ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ ｉｎ ｐｙｒａｍｉｄａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ［ Ｊ］ ．
Ｈｕｍ Ｍｏｌ Ｇｅｎｅｔ， ２０１８， ２７（１８）： ３１６５－３１７６．

［８６］ 　 ＫＩＭ Ｓ Ｈ， ＰＡＲＫ Ｓ， ＹＵ Ｈ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ａｎｔｉｐｓｙｃｈｏｔｉｃ ａｇｅｎｔ
ｃｌｏｚａｐｉｎｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｖｉａ ｔｈｅ ＡＭＰＫ⁃ＵＬＫ１⁃Ｂｅｃｌｉｎ１
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ［ Ｊ ］ ． Ｐｒｏｇ
Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｉｏｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ， ２０１８， ８１： ９６－１０４．

［８７］ 　 ＶＵＣＩＣＥＶＩＣ Ｌ， ＭＩＳＩＲＫＩＣ⁃ＭＡＲＪＡＮＯＶＩＣ Ｍ， ＨＡＲＨＡＪＩ⁃
ＴＲＡＪＫＯＶＩＣ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ａｎｔｉｐｓｙｃｈｏｔｉｃ ｄｒｕｇｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｓｔｒｅｓｓ，
２０１８， ２（１１）： ２８２－２９１．

［８８］ 　 吴婷， 张静思， 向军， 等． 自噬在抑郁症发生发展中作用的

研究进展 ［ Ｊ］ ． 复旦学报 （医学版）， ２０１８， ４５ （ ４）： ５７３
－５７７．
ＷＵ Ｔ， ＺＨＡＮＧ Ｊ Ｓ， ＸＩＡＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｏｌｅ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｆｕｄａｎ
Ｕｎｉｖ Ｊ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０１８， ４５（４）： ５７３－５７７．

〔收稿日期〕２０２３－０６－１９

９１１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



２０２４ 年 ３ 月

第 ３４ 卷　 第 ３ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｒｃｈ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ３

张千遥，程浩，黄依桢，等． Δ９－四氢大麻酚对血脑屏障作用的研究进展 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（３）： １２０－１２６．
Ｚｈａｎｇ ＱＹ， Ｃｈｅｎｇ Ｈ， Ｈｕａｎｇ ＹＺ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Δ９ ⁃ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｃａｎｎａｂｉｎｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ［ Ｊ］．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（３）： １２０－１２６．
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Δ９ －四氢大麻酚对血脑屏障作用的研究进展
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　 　 【摘要】 　 大麻素的精神活性是众所周知的，关于大麻素在全世界是否可以用于治疗也一直存在争议。 而 Δ９

－四氢大麻酚（Δ９ ⁃ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｃａｎｎａｂｉｎｏｌ，ＴＨＣ）作为大麻中最主要的精神活性物质，它的神经作用机制直到最近才被

发现，但其作用机理仍未完全明确。 血脑屏障（ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）是保护大脑的关键屏障结构，也是外来物

质入脑的第一道防线，ＴＨＣ 的亲脂性及与内源性大麻素系统的相互作用使其更加容易对 ＢＢＢ 产生作用。 本文综

述了 ＴＨＣ 的神经毒理作用，聚焦于 ＴＨＣ 对 ＢＢＢ 的作用与机制，为阐明 ＴＨＣ 的神经作用机制提供理论依据。
【关键词】 　 Δ９ ⁃四氢大麻酚；血脑屏障；内源性大麻素系统；大麻；药物滥用；神经毒性
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ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｉｓ ｓｔｉｌｌ ｎｏｔ ｆｕｌｌｙ ｕｎｄｅｒｓｔｏｏｄ． Ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ （ＢＢＢ） ｉｓ ａ ｖｅｒｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ａｎｄ
ｉｓ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｌｉｎｅ ｏｆ ｄｅｆｅｎｓｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｆｏｒｅｉｇｎ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｅｎｔｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ． ＴＨＣ’ｓ ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｎａｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｎｄｏｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ ｓｙｓｔｅｍ ｍａｋｅ ｉｔ ｍｏｒｅ ｌｉｋｅｌｙ ｔｏ ａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ＢＢＢ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ， ｗｅ ｒｅｖｉｅｗ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ＴＨＣ， ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｏｎ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ＢＢＢ， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｅｌｕｃｉｄａｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｎｅｕｒａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＴＨＣ．

【 Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 Δ９ ⁃ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｃａｎｎａｂｉｎｏｌ； ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ； ｅｎｄｏｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ ｓｙｓｔｅｍ； ｃａｎｎａｂｉｎｏｌ； ｄｒｕｇ
ａｂｕｓｅ； ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 大麻是一种在世界范围内广泛种植的一年生

草本植物，其种植历史悠久，应用广泛，是一种富有

价值的经济作物。 在现代，大麻的药用价值及经济

价值不断被开发，工业大麻产业化迅速发展，现代

工业的发展使合成大麻素也层出不穷，在美国、加
拿大等国家大麻使用已经合法化，并在国际范围内



有扩大趋势。 大麻中含有丰富的植物大麻素，目前

已知的植物大麻素已经超过 ５４５ 种，其中研究最广

泛、精神活性最强的成分是 Δ９ －四氢大麻酚［１］（Δ９⁃
ｔｅｔｒａｈｉｄｒｏｃａｎｎａｂｉｎｏｌ，ＴＨＣ），也是大麻成瘾的关键成

分。 因此，在大麻产品于市场上广泛流通且难以管

制之前，需要更好地了解 ＴＨＣ 在各种生命过程中的

作用，以及如何有效评估所涉及的益处和风险。
血脑屏障（ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）是神经血管

单元（ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｕｎｉｔ，ＮＶＵ）的核心，它在神经

元组织和为大脑供血的血管网络之间形成半透性

屏障，可以保护大脑免受外来物质侵袭损伤。 血脑

屏障受损，会导致外来毒性药物进入大脑，加重其

神经毒性，引起神经元损伤，还会导致外周免疫细

胞不必要地渗入大脑中，从而加剧免疫反应的过度

激活。 另一方面，毒性药物穿透或损伤血脑屏障是

发挥神经毒理作用的前提。 了解 ＴＨＣ 对 ＢＢＢ 的作

用可能为 ＴＨＣ 神经作用研究开拓新的研究思路，因
此，本文总结了 ＴＨＣ 在 ＢＢＢ 中的作用及机制，特别

关注病理生理学背景下的 ＢＢＢ，从而深入了解 ＴＨＣ
的作用机制和长期影响，更好地理解其药理效应，
以便优化大麻的使用和管理。

１　 Δ９－四氢大麻酚的药理毒理作用

　 　 ＴＨＣ 是天然大麻素中发挥精神活性作用的主

要成分， 含量也较高， 其结构 （图 １） 最初是由

Ｍｅｃｈｏｕｌａｍ 和 Ｇａｏｎｉ 于 １９６４ 年确定的［１］。 基于大麻

的药用价值，最初对于 ＴＨＣ 的研究集中于它的镇

静、镇痛作用［２］。 后来研究发现 ＴＨＣ 对中枢神经系

统也有一定的影响，使用后可产生欣快感，具有致

幻、兴奋和成瘾性［３］。 长期摄入 ＴＨＣ 会使机体产生

依赖性，并可损害认知记忆［４］，诱发精神病症状和

焦虑，导致神经认知障碍［５］，也会引起神经炎症。
近年来，开始关注 ＴＨＣ 对其他系统生理功能的影

响，如 生 殖 系 统［６－８］、 心 血 管 系 统［９－１１］、 免 疫 系

统［１２－１３］、消化系统［１４］ 等。 最新研究开始开发 ＴＨＣ
的各种治疗作用［１５］。 ＴＨＣ 的研究发展历程久远，关
于 ＴＨＣ 的争议也从未停止，目前科学家们仍在辩论

ＴＨＣ 的长期影响。

２　 Δ９－四氢大麻酚与内源性大麻素系统的作用机制

　 　 内源性大麻素系统 （ ｅｎｄｏｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ ｓｙｓｔｅｍ，
ＥＣＳ）包括内源性大麻素（ ｅｎｄｏｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄｓ，ＥＣＢ）、
它们的生物合成酶和分解代谢酶，以及它们相应的

受体。 在过去的十余年中，研究发现内源性大麻素

图 １　 Δ９ ⁃四氢大麻酚（ＴＨＣ）的化学结构

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Δ９ ⁃ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｃａｎｎａｂｉｎｏｌ

系统参加包括中枢和周围神经系统以及外周器官

等多部位的一系列生理和病理过程的调节。 ＥＣＢ
中花生四烯基乙醇胺（ａｎａｎｄａｍｉｄｅ，ＡＥＡ）和 ２－花生

四烯酰甘油（２⁃ａｒａｃｈｉｄｉｎｏｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ，２⁃ＡＧ）是两种研

究最广泛的内源性大麻素。 据科学研究报道，由于

ＴＨＣ 与 ＡＥＡ 结构上的类似性，ＴＨＣ 在啮齿动物和

人类［１６］中引起与 ＡＥＡ 相似的生物学效应。
ＴＨＣ 通过与内源性的脂质信号网络———内源

性大麻素系统相互作用产生广泛的药理作用，特别

是与大麻素受体 １（ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １，ＣＢ１Ｒ）和
大麻素受体 ２（ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２，ＣＢ２Ｒ）的相互

作用。 ＴＨＣ 通过在 ＣＢ１Ｒ 和 ＣＢ２Ｒ 上充当部分激动

剂来模拟 ＡＥＡ 和 ２⁃ＡＧ［１７］。 它在这些受体上的活

性与许多生理效应有关，如抑制腺苷酸环化酶活性

和 Ｃａ２＋内流，减少环磷酸腺苷的形成和蛋白激酶 Ａ
活性，激活内向整流钾通道和刺激有丝分裂原激活

的蛋白激酶信号级联［１８］。 除 ＣＢ１Ｒ 和 ＣＢ２Ｒ 之外，
ＴＨＣ 还与阿片样受体、肾上腺素受体等其他一些受

体结合发挥作用［１９］（表 １）。

３　 Δ９－四氢大麻酚对血脑屏障的作用

　 　 ＢＢＢ 是一个复杂的神经血管系统，在维持正常

神经系统功能及多种神经系统疾病（如炎症反应、
神经退行性疾病、缺血性脑卒中和创伤性脑损伤

等）的发病机制中均发挥作用。 血脑屏障内皮由脑

微血管内皮细 胞 （ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ， ＢＭＶＥＣｓ） 和 紧 密 连 接 蛋 白 （ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＴＪＰｓ）组成，与神经血管单元的其他组成部

分（即星形胶质细胞、小胶质细胞、血管周围巨噬细

胞、周细胞、神经元）通信，以协调进出中枢神经系

统的生物分子运输。 与外周内皮细胞相比，ＢＢＢ 中

的内皮细胞存在一些特殊的细胞形态、生理特性和

功能：没有开窗，从而限制了外来物质进入大脑；存
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　 　 　 表 １　 ＴＨＣ 与 ＣＢ１Ｒ、ＣＢ２Ｒ 之外的某些受体和 ／或通道靶定
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｔｈａｔ ＴＨＣ ｃａｎ ｔａｒｇｅｔ ｃｅｒｔａｉｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｎｄ ／ ｏｒ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｏｔｈｅｒ ｔｈａｎ ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ ＣＢ１Ｒ ａｎｄ ＣＢ２Ｒ

受体或通道
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｒ ｃｈａｎｎｅｌ

影响
Ｅｆｆｅｃｔ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

μ 阿片样受体
μ ｏｐｉｏｉｄ

取代
Ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ

ＩＣ５０ ＝ ７ μｍｏｌ ／ Ｌ

μ 阿片样受体
μ ｏｐｉｏｉｄ

解离
Ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ

ＥＣ５０ ＝ ２１􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ

δ 阿片样受体
δ ｏｐｉｏｉｄ

解离
Ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ

ＥＣ５０ ＝ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ

β－肾上腺素受体
β⁃ａｄｒｅｎｏｃｅｐｔｏｒ

增强
Ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ ３＆１０ μｍｏｌ ／ Ｌ

５⁃ＨＴ３Ａ
拮抗

Ａｎｔａｇｏｎｉｓｍ
ＩＣ５０ ＝ ３８ μｍｏｌ ／ Ｌ

甘氨酸受体（α１）
Ｇｌｙｃｉｎｅ （α１）

增强
Ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ＥＣ５０ ＝ ８６ ｎｍｏｌ ／ Ｌ

甘氨酸受体（α１β１）
Ｇｌｙｃｉｎｅ（α１β１）

增强
Ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ＥＣ５０ ＝ ７３ ｎｍｏｌ ／ Ｌ

甘氨酸受体
Ｇｌｙｃｉｎｅ

增强
Ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ＥＣ５０ ＝ １１５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ

Ｔ 型钙通道（ＣａＶ３）
Ｔ⁃ｔｙｐｅ ｃａｌｃｉｕｍ （ＣａＶ３） ｃｈａｎｎｅｌｓ

抑制
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ １ μｍｏｌ ／ Ｌ

ＫＶ１􀆰 ２ 钾通道

Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ＫＶ１􀆰 ２ ｃｈａｎｎｅｌｓ
抑制

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ＩＣ５０ ＝ ２􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ

ＴＲＰＡ１ 激活
Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ，４００ μｍｏｌ ／ Ｌ

ＴＲＰＶ２ 激活
Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ＥＣ５０ ＝ １６＆４３ μｍｏｌ ／ Ｌ

ＰＰＡＲγ 激活
Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ

注：激活：激活受体；拮抗：拮抗激动剂诱导的受体激活；取代：取代特定结合位点的放射性配体；解离：加速放射性配体从特定结合位点的解离；
抑制：抑制通道电流；增强：增强激动剂的作用或增强离子通道电流及配体结合。
Ｎｏｔｅ． Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ． Ａｎｔａｇｏｎｉｓｍ， Ａｎｔａｇｏｎｉｓｍ ｏｆ ａｇｏｎｉｓｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ． Ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ， Ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ａ
ｒａｄｉｏｌｉｇａｎｄ ｆｒｏｍ ａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ． Ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ， Ａｃｃｅｌｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒａｄｉｏｌｉｇａｎｄ ｆｒｏｍ ａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ， Ｓｉｇｎｓ ｏｆ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈａｎｎｅｌ ｃｕｒｒｅｎｔｓ． Ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ， Ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎ ａｇｏｎｉｓｔ ｏｒ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ ｃｕｒｒｅｎｔｓ ｏｒ ｌｉｇａｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ．

在紧密连接蛋白，构成细胞间紧密连接，是 ＢＢＢ 中

调节屏障通透性的关键结构；线粒体数量增加。 这

些特性使 ＢＢＢ 具有特殊的通透性及调节机制。 基

于上述结构和功能，ＢＢＢ 通过限制进入大脑的物质

运输，防止神经毒素、免疫细胞和外界有毒大分子

的流入，从而防止这些物质诱导的神经元凋亡和胶

质细胞激活，发挥神经保护作用。
ＴＨＣ 的脂溶性特性使其很容易与 ＢＢＢ 结合，

ＢＢＢ 上存在的 ＥＣＳ 也构成了 ＴＨＣ 的作用基础，ＴＨＣ
可以通过穿透或损伤 ＢＢＢ 影响大脑。 关于 ＴＨＣ 的

研究众说纷纭，本文将 ＴＨＣ 对 ＢＢＢ 产生影响的研

究分为损伤和保护两部分进行论述。 每部分又从

细胞和机制两方面进行分析，讨论的机制包括体温

极端变化、氧化应激、炎症、线粒体功能障碍、过量

的细 胞 外 谷 氨 酸 导 致 活 性 氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ） 和活性氮 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＮＳ）的产生。

３􀆰 １　 Δ９－四氢大麻酚对血脑屏障的损伤作用

３􀆰 １􀆰 １　 细胞作用

　 　 ＴＨＣ 对 ＢＢＢ 的细胞组成和功能具有广泛的作

用（表 ２）。 最新研究发现 ＴＨＣ 在人内皮细胞中诱

导产生细胞毒性，在小鼠模型中可以引起血管功能

障碍，导致内皮细胞炎症和氧化应激［２０］。 ＴＨＣ 可以

激活 ＣＢ１Ｒ，而在病理条件下，内皮细胞中的 ＣＢ１Ｒ
激活可能会通过 ＲＯＳ⁃ＭＡＰＫ 途径引起内皮细胞死

亡［２０］。 而 ＴＨＣ 也可以通过诱导 ＥＲＫ１ ／ ２ 激活抑制

内皮细胞间连接通讯，进而抑制内皮衍生的超极化

因子介导的血管舒张作用［２１］。 此外，有研究表明

ＴＨＣ 通过 ＲｈｏＡ ／ ＭＬＣ 信号传导导致胎盘微脉管系

统改变，损害胎盘血管生成［２６］。 ＴＨＣ 还可以通过环

氧合酶依赖性机制增加卵巢中血管内皮生长因子

的分泌［２７］，从而影响女性的生殖健康和生育能力，
这种现象可能是由于损伤刺激引起的。 许多的研

究发现有理由证明，ＴＨＣ 在很大程度上可以影响微
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　 　 　 表 ２　 不同剂量的 ＴＨＣ 对血脑屏障细胞的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ＴＨＣ ｏｎ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｃｅｌｌｓ

给药剂量
Ｄｏｓｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

影响细胞
Ａｆｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ

影响机制
Ｉｍｐａｃｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

５ μｍｏｌ ／ Ｌ［２０］

人脐静脉内皮细胞和人
冠状动脉内皮细胞

Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｈｕｍａｎ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

诱导炎症相关基因的表达，降低了抗氧化
相关基因的表达，产生细胞毒性

Ｉｔ ｉｎｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ， ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ， ａｎｄ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ［２１］ 人脐静脉内皮细胞
Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

增加了 ＥＲＫ１ ／ ２ 的磷酸化并抑制内皮细胞间连接通讯
Ｉｔ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＲＫ１ ／ ２ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ５，５，１０ ｍｇ ／ ｋｇ［２２］ 星形胶质细胞
Ａｓｔｒｏｃｙｔｅ

星形胶质细胞功能障碍，促炎标志物水平增加，抗炎细胞因子减少
Ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，

ｗｈｉｌｅ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ａｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ

８ ｍｇ ／ ｋｇ［２３］ 星形胶质细胞
Ａｓｔｒｏｃｙｔｅ

星形胶质细胞可以通过炎症信号放大 ＴＨＣ 产生的认知障碍
Ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｃａｎ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ

ＴＨＣ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

≥２０ μｍｏｌ ／ Ｌ［２４］ 星形胶质细胞
Ａｓｔｒｏｃｙｔｅ

降低细胞活力，引起凋亡
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｉｔａｌｉｔｙ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

５ ｍｇ ／ ｋｇ［２５］ 小胶质细胞
Ｍｉｃｒｏｇｌｉａ

破坏小胶质细胞稳态，引起内源性大麻素系统功能障碍
Ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ ｓｙｓｔｅｍ

血管内皮细胞正常生理功能。
在 ＢＢＢ 中，星形胶质细胞与内皮细胞、周细胞

接触，共同封闭了细胞间隙，同时星形胶质细胞也

与神经元发生联系，有助于调节神经元兴奋性，保
持神经递质稳态。 而小胶质细胞在调控 ＢＢＢ 组成

与功能发挥上也具有重要作用。 有研究发现，长期

使用 ＴＨＣ 会导致雄性大鼠星形胶质细胞标志物

ＧＦＡＰ 的表达增加，促炎标志物水平增加，抗炎细胞

因子表达减少，引起星形胶质细胞功能障碍［２２］。 而

青春期雌性大鼠频繁使用低剂量的 ＴＨＣ 会破坏小

胶质细胞稳态，使小胶质细胞的关键功能失效，持
续到成年早期，对大脑和心理健康产生潜在的广泛

影响［２８］。
还有研究发现，ＴＨＣ 也会影响其他细胞的功

能。 Ｂｒａｉｌｅ 等［２９］发现 ＣＢＲ 激动剂通过还原血管内

皮生长因子 Ａ（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃Ａ，
ＶＥＧＦ⁃Ａ）调节中性粒细胞，减少体外血管生成，降
低内皮血管的通透性，而 ＴＨＣ 在体内是 ＣＢＲ 的部

分激动剂，也存在影响中性粒细胞的潜力。
３􀆰 １􀆰 ２　 损伤机制

　 　 体温的极端变化与 ＢＢＢ 渗透性增加有关。
Ｋｉｙａｔｋｉｎ 和 Ｓｈａｒｍａ［３０］ 报告说，体温过高和过低都会

改变 ＢＢＢ 功能，轻微的体温变化即可使 ＢＢＢ 渗透

性改变。 在 ＴＨＣ 诱导的多种效应中，有 ４ 种标志性

的反应，称为四联体效应［３１］，即低体温、低运动、镇

痛和麻痹。 而极低剂量 ＴＨＣ 又会导致小鼠体温升

高、对有害刺激的反应增强和运动活动增加［３２］。 无

论是 ＴＨＣ 诱导的体温升高还是体温降低，均可以通

过影响体温变化影响 ＢＢＢ，进而影响物质通透性。
氧化应激在 ＢＢＢ 破坏中的作用已得到充分表

征。 在伴随 ＢＢＢ 破坏的各种神经退行性疾病中，氧
化应激与 ＢＢＢ 破坏有关［３３］。 在新生小鼠的大脑发

育期间，ＴＨＣ 暴露会影响神经营养、氧化应激和细

胞凋亡的标志物从而影响大脑发育过程，导致不良

后果［３４］。 ＴＨＣ 暴露会对水生生物产生危害，会导致

脂质过氧化、蛋白质羰基化和 ＤＮＡ 损伤显著增加，
进而导致生物毒性［３５］。 动物实验表明，ＴＨＣ 急性暴

露可以导致大鼠白细胞和脑细胞中的低水平 ＤＮＡ
损伤，并诱导大脑发生氧化应激反应［３６］。

由于 ＢＢＢ 独特的生理特性，使其对能量的需求

增高，线粒体功能障碍会直接影响 ＢＢＢ 的功能。
Ｗｏｌｆｆ 等［３７］ 证明 ＴＨＣ 诱导大鼠脑线粒体呼吸链功

能障碍并增加氧化应激。 然而，也有研究发现 ＴＨＣ
不会在离体心脏模型中导致线粒体功能障碍，并未

观察到活性氧产生、线粒体肿胀、氧化应激和脂质

过氧化等有害改变［３８］。
神经兴奋毒性作用，尤其是过量的细胞外谷氨

酸会导致 ＲＯＳ 和 ＲＮＳ 的产生，并引起 ＢＢＢ 破坏。
有研究结果表明，在兔主动脉内皮细胞中，内源性

大麻素 ＡＥＡ 类似物通过激活 Ｇｉ 蛋白和磷脂酰肌醇
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３－激酶作用于一种新型的非 ＣＢ１Ｒ、ＣＢ２Ｒ 和信号，
导致内皮细胞 ＮＯＳ 激活和 ＮＯ 生成，从而调节血管

通透性［３９］。 而 ＴＨＣ 作为 ＡＥＡ 类似物，在体内发挥

精神活性，也可能通过不同的途径对 ＲＮＳ 产生不同

的影响。
３􀆰 ２　 Δ９－四氢大麻酚对血脑屏障的保护影响

３􀆰 ２􀆰 １　 细胞作用

　 　 最近，有很多研究开始聚焦于开发 ＴＨＣ 的保护

作用。 有研究发现，大鼠脑外伤后星形胶质细胞和

小胶质细胞的激活显著增加，而内源性大麻素 ２⁃
ＡＧ、ＡＥＡ 的降解抑制剂治疗阻断了这两种细胞的

激活［４０］。 ＴＨＣ 作为外源性的 ＡＥＡ 类似物，可以产

生相当于 ＡＥＡ 降解抑制的作用，从而通过阻断小胶

质细胞激活，对脑损伤发挥一定的保护作用。 ＴＨＣ
也可以通过 ＩＦＮ⁃β ／ ＳＴＡＴ 途径抑制 ＢＶ⁃２ 小胶质细

胞中脂多糖激活的炎症反应［４１］，从而发挥一定的神

经保护作用。
３􀆰 ２􀆰 ２　 保护机制

　 　 炎 症 是 导 致 血 脑 屏 障 损 伤 的 重 要 因 素。
Ｈｅｎｒｉｑｕｅｚ 等［４２］发现在细胞水平，ＴＨＣ 处理可以通

过抑制 ＣＤ８ 效应细胞功能，减少 ＣＤ８ Ｔ 细胞衍生的

炎性细胞因子对星形胶质细胞的活化，从而减轻

ＣＤ８ Ｔ 细胞依赖性神经炎症。 在细胞共培养体系

中，ＴＨＣ 可以通过抑制 Ｔｏｌｌ 样 受 体 ７ （ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ７，ＴＬＲ７）诱导的单核细胞分泌 ＩＬ⁃１β，从而

导致星形胶质细胞 ＭＣＰ⁃１ 和 ＩＬ⁃６ 分泌减少，抑制炎

症反应［４３］。 ＴＨＣ 在体外可以减弱 ＮＬＲＰ３ 炎症小体

信号的传导，抑制促炎细胞因子产生，从而抑制炎

症反应［４４］。 ＴＨＣ 作为选择性 ＣＢＲ 激动剂，可以在

体外激活 ＣＢ２Ｒ，并部分通过 ＣＢ１Ｒ 和 ／或 ＣＢ２Ｒ 激

活减少小鼠炎症和炎症性疼痛［４５］。 从炎症角度来

讲，ＴＨＣ 可能对血脑屏障损伤产生一定的保护

作用。
在线粒体功能障碍方面，Ｎｇｕｙｅｎ 等［４６］ 发现，在

谷氨酸诱导的原代小鼠脑切片培养中，ＴＨＣ 可以恢

复线粒体膜电位，通过 ＣＢ１Ｒ 依赖性机制拮抗细胞

凋亡，发挥神经保护作用。 关于 ＴＨＣ 对 ＢＢＢ 中线

粒体功能的作用及机制，有待于后续更多的研究来

进行明确。
激活的离子型钙可通过谷氨酸受体（如 ＮＭＤＡ

和 ＡＭＰＡ 受体）使细胞内钙增加，随后激活半胱天

冬酶和钙蛋白酶以及 ＮＯ 和 ＲＯＳ 的产生。 因此，细
胞外谷氨酸的增加可能对脑内皮细胞有毒性作用，

因为它们表达 ＮＭＤＡ 受体并响应钙流入和氧化应

激的增加［４７］。 在暴露于毒性水平谷氨酸的大鼠皮

质神经元培养物中发现 ＴＨＣ 可以降低谷氨酸毒性，
防止 ＲＯＳ 诱导的氧化损伤。 ＴＨＣ 可能通过抑制谷

氨酸释放对氧化应激诱导的 ＢＢＢ 损伤发挥防御性

保护作用。 此外，大麻素也可能通过激活 ＣＢ１Ｒ 和

抑制下游 ＰＫＡ 信号，干扰小鼠皮层神经元 ＮＯ 的产

生，从而保护神经元免受兴奋性毒性损伤［４８］。

４　 结论与展望

　 　 ＴＨＣ 的神经毒性和精神依赖性已经有了许多

的研究，与此相反，最近越来越多的研究开始聚焦

于它的一些神经保护潜力和机制。 基于 ＴＨＣ 的多

重作用及亲脂性，在更深入的研究其神经保护作用

时，需要关注 ＴＨＣ 的药效学和效力方面的差异，进
一步开发其相关的潜在治疗靶点，同时应更加注意

其毒理作用。 由于 ＴＨＣ 是大麻中关键的精神活性

成分，同时近年来层出不穷的合成大麻素也是根据

ＴＨＣ 的化学结构演变而来，明确 ＴＨＣ 的作用机制可

以溯其本根，更好地优化大麻制品的使用。 ＴＨＣ 对

ＢＢＢ 的作用是 ＴＨＣ 发挥神经作用的前提，然而并没

有太多研究关注 ＴＨＣ 对 ＢＢＢ 的影响，因此明确

ＴＨＣ 与 ＢＢＢ 相关的作用机制十分重要。 本文综述

了 ＴＨＣ 对大脑的影响，尤其关注了 ＴＨＣ 与内源性

大麻素系统的相互作用，聚焦于 ＴＨＣ 对 ＢＢＢ 的保

护和损害作用以及机制研究，为 ＴＨＣ 的神经作用提

供新的思路和借鉴。 未来的研究应该集中于揭示

确切的机制，阐明 ＴＨＣ 诱导血管损伤或保护作用时

的不同生理状态、作用时机和给药剂量。 有必要进

行长期研究，观察在较长时间内损害的累积，并追

踪是否有可能恢复以及恢复程度。 ＴＨＣ 影响 ＢＢＢ
的作用机制和产生的效应是复杂而充满未知的，今
后需要更多的研究来阐明其影响。
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朱美萍，张世忠． ＴＲＰ 通道介导线粒体功能调控及其与心血管疾病关系研究进展 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（３）： １２７－
１３２．
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ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 ０３􀆰 ０１６

［基金项目］国家自然科学基金（３０８７２７１６）。
［作者简介］朱美萍（１９９６—），女，硕士，研究方向：心血管生理药理。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：１４９９５５１７８９＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］张世忠（１９７０—），男，教授，博士生导师，研究方向：心肌保护作用和抗心肌功能衰退机制。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｓｚ＠ ｃｔｇｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

ＴＲＰ 通道介导线粒体功能调控及其与心血管疾病
关系研究进展

朱美萍，张世忠∗

（三峡大学国家中医药管理局中药药理科研三级实验室，三峡大学基础医学院，湖北 宜昌　 ４４３０００）

　 　 【摘要】 　 瞬时受体电位（ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＴＲＰ）通道是一类非选择性阳离子通道。 近年来研究发现

ＴＲＰ 通道与多种疾病有关，其中关于 ＴＲＰ 通道通过线粒体功能调控参与相关心血管疾病机制的研究，正成为心血

管疾病机制研究的热点之一。 目前相关的文献主要集中在 ＴＲＰＶ、ＴＲＰＭ 和 ＴＲＰＣ。 本文主要就上述 ３ 种 ＴＲＰ 通道

在线粒体功能调节中的作用及其与心血管疾病的关系研究进展进行综述。
【关键词】 　 ＴＲＰ 通道；线粒体功能；心血管疾病
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ｎｏｗ， ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｕｄｉｅｓ ｈａｖｅ ｍａｉｎｌｙ ｆｏｃｕｓｅｄ ｏｎ ＴＲＰＶ， ＴＲＰＭ， ａｎｄ ＴＲＰＣ ｃｈａｎｎｅｌｓ． Ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ ｆｏｃｕｓｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ａｂｏｖｅ ＴＲＰ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｔｏ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＴＲＰ ｃｈａｎｎｅｌ； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｆｕｎｃｔｉｏｎ； ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 瞬时受体电位（ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＴＲＰ）
通道属于一类非选择性的阳离子通道［１－２］。 在哺乳

动物体内，根据其结构和序列的相似性分为 ６ 个亚

家族， 即 ＴＲＰＣ、 ＴＲＰＭ、 ＴＲＰＭＬ、 ＴＲＰＶ、 ＴＲＰＰ 和

ＴＲＰＡ，这些离子通道在结构上一般都有 ６ 次跨膜结

构，但各亚家族之间的整体结构差异很大。 ＴＲＰ 通

道参与人体多种生理功能的调节，如视觉、触觉、味
觉、温度觉、血压等［３－４］。 近年来研究发现 ＴＲＰ 通道

家族中的 ＴＲＰＶ、ＴＲＰＭ 和 ＴＲＰＣ 可通过线粒体功能

调控在相关心血管疾病机制中发挥重要作用。



１　 ＴＲＰＶ 通道的线粒体调控与心血管系统疾病

　 　 ＴＲＰＶ 通道中 ＴＲＰＶ１ 和 ＴＲＰＶ４ 与线粒体功能

调节密切相关。
１􀆰 １　 ＴＲＰＶ１
　 　 ＴＲＰＶ１ 是非选择性的阳离子通道，可被缺氧、
组织损伤和炎症、Ｈ＋ ／ Ｋ＋、缓激肽、活性氧和前列腺

素等物理或化学物质激活［５］。 ＴＲＰＶ１ 除在心脏的

伤害性传入神经 Ｃ 纤维中表达外［６］。 在体外培养

的 Ｈ９Ｃ２ 细胞、原代心肌细胞中均发现 ＴＲＰＶ１ 与线

粒体之间存在共定位现象［７－８］。 提示 ＴＲＰＶ１ 可通

过调节线粒体功能参与心血管疾病的发生发展。
ＴＲＰＶ１ 可 通 过 促 进 线 粒 体 相 关 内 质 网 膜

（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ，ＭＡＭｓ）形成，减
轻压力负荷过载诱导的心肌肥厚。 ＭＡＭｓ 是内质网

和线粒体之间形成的动态膜结构，是两者沟通的重

要桥梁［９］。 ＭＡＭｓ 形成受阻，导致内质网与线粒体

之间的沟通中断，细胞稳态破坏，从而引发相关的

心血管疾病［１０－１１］。 在主动脉缩窄术模拟压力负荷

增高模型的实验中发现，辣椒素激活 ＴＲＰＶ１ 后，磷
酸腺 苷 活 化 蛋 白 激 酶 （ ＡＭＰ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ／ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）磷酸化水平升高、丝裂融合蛋

白 ２（ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ⁃２，ＭＦＮ２）的蛋白表达上调，促进了

ＭＡＭｓ 形成，从而改善线粒体功能，减少细胞凋亡，
减轻压力负荷过载诱导的心肌细胞肥大；且利用

ｓｉＲＮＡ 将 ＭＦＮ２ 敲低后，ＭＡＭｓ 形成受阻，ＴＲＰＶ１ 介

导的线粒体保护效应消失，提示 ＴＲＰＶ１ 可通过

ＡＭＰＫ ／ ＭＦＮ２ 途径促进 ＭＡＭｓ 形成，改善线粒体功

能，减轻压力负荷过载诱导的心脏肥大［１２］。
ＴＲＰＶ１ 通过影响线粒体 ＡＴＰ 生成参与心肌重

构的调节。 线粒体通过氧化磷酸化生成 ＡＴＰ 是心

脏收缩舒张的主要能量来源［１３－１５］。 心力衰竭时心

肌主要依赖于糖酵解生成 ＡＴＰ，但合成量不到正常

心脏需要的 ５％；同时在此过程中大量葡萄糖会进

入旁路代谢，乳酸生成增加导致 ＡＴＰ 进一步减少，
无法满足心脏的能量需求，加重病理性心肌重

构［１６］。 线粒体复合物 Ｉ 在细胞能量生成的过程中

发挥了重要作用［７］，ＮＤＵＦＡ９ 是复合物 Ｉ 组装所需

的必需亚单位之一，参与稳定复合体 Ｉ 的膜和基质

臂之间的连接，对维持复合体 Ｉ 生物发生和活性至

关重要［１７］。 在瞬时电位离子通道蛋白 ＴＲＰＶ１ 与心

肌重构关系的研究中发现，ＴＲＰＶ１ 基因敲除或高盐

饮食可导致线粒体复合物 Ｉ 氧化磷酸化（ ｃｏｍｐｌｅｘ Ｉ

ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，ＣＩＯＸＰＨＯＳ） 的能力破坏，
复合物 Ｉ 酶活性降低，心肌肥厚加重；然而给予

ＴＲＰＶ１ 的激动剂辣椒素后 ＴＲＰＶ１ 表达升高，去乙

酰化蛋白酶 ３ 和 ＣＩ 生成的关键蛋白 ＮＤＵＦＡ９ 的表

达上调，ＣＩＯＸＰＨＯＳ 的能力增强，从而维持 ＡＴＰ 生

成，改善心肌肥厚［７］。 表明 ＴＲＰＶ１ 激活后可促进线

粒体 ＡＴＰ 生成。
ＴＲＰＶ１ 通过调控线粒体 ＲＯＳ 生成参与相关心

血管疾病机制。 ＲＯＳ 可引起线粒体膜通透性转换

孔（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐｏｒｅ，ＭＰＴＰ）
开放增加，线粒体膜电位丢失，最终导致 ＡＴＰ 生成

减少、细胞色素 ｃ 等释放增加，触发相关的凋亡途径

引起心肌细胞死亡［１６］，缺血再灌注损伤加重［１８］。
线粒体呼吸链和 ＮＡＤＰＨ 氧化酶是心肌细胞中 ＲＯＳ
的主要来源［１９］。 研究发现，香烟烟雾成份巴豆醛激

活 ＴＲＰＶ１ 后，ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性增强，ＲＯＳ 生成增

多，最终导致香烟介导的心脏收缩功能降低［２０］。
ＴＲＰＶ１ 可通过调节线粒体膜电位参与心血管

疾病的发生发展。 在 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞中，ＴＲＰＶ１ 激

动剂 ｃａｐｓａｉｃｉｎ 可通过增加细胞内 Ｃａ２＋ 和线粒体超

氧化物歧化酶水平，降低线粒体膜电位，抑制线粒

体生物合成酶 β 的表达，促使细胞凋亡，加重 Ｈ９Ｃ２
心肌细胞缺氧 ／复氧损伤， 而用 ＴＲＰＶ１ 拮抗剂

ｃａｐｓａｚｅｐｉｎｅ 或 ＴＲＰＶ１ ｓｉＲＮＡ 下调 ＴＲＰＶ１ 后，细胞

凋亡被抑制，线粒体膜电位得以恢复，心肌细胞缺

氧 ／复氧损伤减轻［２１］。 此外，在原代培养的心肌细

胞中发现，辣椒素处理后，ＴＲＰＶ１ 表达上调，钙调神

经磷酸酶表达升高， 线粒体膜电位降低； 给予

ＴＲＰＶ１ 拮抗剂辣椒碱或钙调神经磷酸酶抑制剂环

孢菌素后，线粒体膜电位升高。 这表明 ＴＲＰＶ１ 介导

的线粒体膜电位变化可能依赖于钙调神经磷

酸酶［８］。
乙醛脱氢酶（ａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＡＬＤＨ）可

以保护心肌免受阿霉素诱导的线粒体损伤，ＴＲＰＶ１
参与了该过程。 ＡＬＤＨ 是一种线粒体酶，可将有毒

的活性醛通过催化氧化成非活性酸而减轻细胞损

伤［２２］。 阿霉素可使小鼠 ＴＲＰＶ１ 蛋白表达降低，线
粒体完整性破坏，左心室收缩末期和舒张末期直径

增大，收缩期缩短和细胞内 Ｃａ２＋减少，舒张期延长，
细胞内 Ｃａ２＋ 衰减；而 ＡＬＤＨ 过表达小鼠，ＴＲＰＶ１ 蛋

白表达升高，上述现象逆转；给予 ＴＲＰＶ１ 的拮抗剂

后 ＡＬＤＨ 诱导的保护效应消失，说明 ＡＬＤＨ 可通过

ＴＲＰＶ１ 介导的线粒体完整性抵抗阿霉素诱导的心

８２１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



脏毒性［２３］。
１􀆰 ２　 ＴＲＰＶ４
　 　 ＴＲＰＶ４ 是 ＴＲＰ 通道香草醇家族的第四个成员，
可被钙调素、低 ｐＨ、内源性大麻素等化学刺激和剪

切力、热刺激等机械刺激激活［２４］。 ＴＲＰＶ４ 主要的

生理作用是调节血管的舒张功能［２５］，与心血管疾病

的发生发展密切相关，如肺动脉高压［２６］、充血性心

力衰竭［２７］、心肌肥厚［２８］、心纤维化［２９］、心肌缺血再

灌注损伤［３０］、急性心肌梗死［３１］ 等。 近年来，有研究

报道 ＴＲＰＶ４ 在各种细胞系的亚细胞器包括线粒体

中有表达［３２］。 并且 ＴＲＰＶ４ 点突变会导致线粒体形

态异常，导致疾病发生［３３－３４］。 在分离的人冠状动脉

（ｈｕｍａｎ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉｏｌｅｓ，ＨＣＡｓ）中，４α⁃ＰＤＤ 激活

ＴＲＰＶ４，导致细胞内 Ｃａ２＋内流增加，Ｈ２Ｏ２ 和超氧化

物的大量生成，血管强烈扩张，血流量增加；ＴＲＰＶ４
拮抗剂和 ＴＲＰＶ４ 特异性小干扰 ＲＮＡ 可抑制 ＴＲＰＶ４
激活，从而导致 Ｃａ２＋内流减少，Ｈ２Ｏ２ 和超氧化物的

生成减少，最终抑制血管扩张，冠脉血流量减少［２５］。

２　 ＴＲＰＭ 通道的线粒体调控与心血管疾病

　 　 ＴＲＰＭ 是 ＴＲＰ 通道亚家族的成员之一，根据其

Ｃ－末端卷曲螺旋的同源序列将其分为 ＴＲＰＭ１ ／ Ｍ３、
Ｍ２ ／ Ｍ８、Ｍ４ ／ Ｍ５ 和 Ｍ６ ／ Ｍ７ ４ 个组［３５］，目前研究报道

表明其中的 ＴＲＰＭ２、ＴＲＰＭ４ 和 ＴＲＰＭ８ 与线粒体功

能障碍介导的心血管疾病密切相关。
２􀆰 １　 ＴＲＰＭ２
　 　 ＴＲＰＭ２ 是一种非选择性 Ｃａ２＋通透性阳离子通

道，对氧化应激十分敏感［３６］。 ＴＲＰＭ２ 可通过调节

线粒体膜电位、ＲＯＳ、ＡＴＰ 的生成及线粒体自噬而影

响疾病的发生发展［３７］。 ＴＲＰＭ２ 通道参与了缺氧诱

导因子－１（ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １，ＨＩＦ⁃１）诱导的

抗心肌损伤过程。 ＨＩＦ⁃１ 是一种含碱性螺旋－环－螺
旋－ＰＡＳ 结构域的转录因子，由 ＨＩＦ⁃１α 和 ＨＩＦ⁃１β
亚单位组成［３８］，可调节参与能量和氧化还原稳态的

ＦｏｘＯ３ａ 和 ＳＯＤ２、 电 子 传 递 链 中 复 合 体 Ｉ 的

ＮＤＵＦＡ４Ｌ２ 和线粒体自噬 ＢＮＩＰ３ 等的转录，其中，
ＳＯＤ２、ＢＮＩＰ３ 和生理复合物 Ｉ 活性之间的协同作用

可以降低线粒体 ＲＯＳ 水平［３９］。 在心肌缺血－再灌

注、缺氧－复氧或多柔比星所诱导的氧化应激状态

下，心脏 ＴＲＰＭ２ 通道被激活后，引起 Ｃａ２＋内流并激

活钙调神经磷酸酶，使活化 Ｃ 激酶 １ 受体（ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｆｏｒ ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｃ ｋｉｎａｓｅ １，ＲＡＣＫ１）去磷酸化，从而阻止

其与热休克蛋白 ９０（ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ９０，Ｈｓｐ９０）竞

争结合 ＨＩＦ⁃１α ＰＡＳ 结构域，ＨＩＦ⁃１α 降解被抑制，进
而导致 ＦｏｘＯ３ａ、ＳＯＤ１、ＳＯＤ２、ＮＤＵＦＡ４Ｌ２ 和 ＢＮＩＰ３
表达增加，ＲＯＳ 生成减少，线粒体膜电位升高，心肌

氧化应激损伤减轻［３９－４０］。
ＴＲＰＭ２ 还可通过调控富含脯氨酸的酪氨酸激

酶－ ２ （ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｓ ｐｒｏｌｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ⁃２，
Ｐｙｋ ２）影响线粒体功能，参与心肌缺血氧化应激损

伤。 Ｐｙｋ ２ 是一种细胞质酶［４１］，心肌缺血再灌注氧

化损伤时，ＴＲＰＭ２ 表达增强，Ｃａ２＋ 内流增多，Ｐｙｋ ２
磷酸化增强，导致其从胞质转移到线粒体基质，促
进 ＭＣＵ 磷酸化和低聚型 ＭＣＵ 通道孔的形成，从而

促使线粒体摄取 Ｃａ２＋并通过 Ｋｒｅｂｓ 循环为线粒体电

子传递链提供电子，维持低水平的 ＡＴＰ 生成，为细

胞提供生存所需的能量；磷酸化的 Ｐｙｋ ２ 还可通过

激活其下游促存活信号通路，如 Ａｋｔ 和 ＥＲＫ１ ／ ２，从
而保护心脏免受缺血氧化损伤［４２］。
２􀆰 ２　 ＴＲＰＭ４
　 　 ＴＲＰＭ４ 是 ＴＲＰ 通道亚家族成员之一［４３］，其与

心肌缺血再灌注损伤有关。 缺血开始时，心肌 ＡＴＰ
生成逐渐减少，钙离子泵功能障碍，导致细胞内 Ｃａ２＋

积累；而 Ｃａ２＋增加会进一步消耗 ＡＴＰ，从而导致 ＡＴＰ
不断减少、Ｃａ２＋ 不断增加，最终激活心肌细胞中的

ＴＲＰＭ４［４４］。 Ｈ２Ｏ２ 模拟大鼠心肌细胞的缺血再灌注

损伤的实验中发现， Ｈ２Ｏ２ 处理后的心肌细胞，
ＴＲＰＭ４ 表达升高，同时细胞内 Ｃａ２＋ 水平升高，ＲＯＳ
生成增加，线粒体膜电位和 ＡＴＰ 水平降低；ＴＲＰＭ４
敲除后，Ｈ２Ｏ２ 诱导的心肌细胞内 Ｃａ２＋ 内流减少、
ＲＯＳ 生成减少，线粒体膜电位升高和 ＡＴＰ 含量增

加，Ｈ２Ｏ２ 介导的心肌细胞损伤减轻［４５］。
２􀆰 ３　 ＴＲＰＭ８
　 　 ＴＲＰＭ８ 主要在感觉神经中分布［４６］，可被低温

（＜２８ ℃）或薄荷醇激活，但也有研究表明其在脉管

系统中大量表达［４７］。 ＴＲＰＭ８ 参与了 ＲｈｏＡ ／ Ｒｈｏ 介

导的血管平滑肌功能损伤机制。 ＲｈｏＡ 介导的 Ｒｈｏ
激酶是血管平滑肌细胞功能的主要调节因子［４８］；可
被活性氧激活，导致肌球蛋白磷酸酶靶亚基 １
（ｍｙｏｓｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１，ＭＹＰＴ⁃１） 和肌

球蛋白轻链 ２０（ｍｙｏｓｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ２０，ＭＬＣ２０）磷酸

化增强，血管收缩加强［４９］。 内质网中的 ＴＲＰＭ８ 被

薄荷醇激活后会促进内质网释放 Ｃａ２＋ 进入线粒体

内，导致线粒体 Ｃａ２＋增加；而这种线粒体 Ｃａ２＋浓度的

瞬变增强了三羧酸循环中丙酮酸脱氢酶的活性以

及线粒体氧化磷酸化的能力，从而使 ＲＯＳ 生成减
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少，进而抑制 ＲｈｏＡ ／ Ｒｈｏ 信号通路激活，最终导致血

管平滑肌收缩减弱［４６］。

３　 ＴＲＰＣ 通道的线粒体调控与心血管系统疾病

　 　 ＴＲＰＣ 通道在神经系统和心血管系统中广泛分

布，比如心脏、脑、视网膜内皮等。 随着研究的深

入，发现 ＴＲＰＣ３ 在线粒体中也有定位［５０］。 线粒体

ＴＲＰＣ３ 激活后，Ｃａ２＋ 内流增加，ＲＯＳ 生成增多。 利

用特异性抑制剂 Ｐｙｒ ３ 将 ＴＲＰＣ３ 抑制后发现，血管

线粒体 Ｃａ２＋内流和 ＲＯＳ 生成减少，进而导致 ＡｎｇＩＩ
诱导的丙酮酸脱氢酶活性降低，复合体 Ｉ 氧化磷酸

化能力增强，ＡＴＰ 合成增多，血管收缩减弱，从而缓

解高血压［５１］。
ＴＲＰＣ３ 参与了高盐诱导的心肌肥厚。 高盐饮

食的小鼠心肌细胞线粒体 ＴＲＰＣ３ 表达升高，线粒体

摄取的钙增加，ＲＯＳ 生成增多，心房钠尿肽、脑钠尿

肽和 β⁃ＭＨＣ 的蛋白表达升高，ＡＴＰ 生成减少和线

粒体复合物 Ｉ和 ＩＩ酶活性降低；而抑制ＴＲＰＣ３后，

表 １　 在心血管系统中 ＴＲＰ 通道介导线粒体功能调控的总结
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ＴＲＰ ｃｈａｎｎｅｌ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｅｍ

瞬时电位离子通
ＴＲＰ ｃｈａｎｎｅｌｓ

表达
Ｅｘｐｒｅｓｓ

机制
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

损伤
Ｄａｍａｇｅ

作用
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

瞬时受体电位香草酸亚型 １
（ Ｔｒａｎｓｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｖａｎｉｌｌｏｉｄ １，ＴＲＰＶ１）

升高［１２］

Ｕｐ

通过磷酸腺苷活化蛋白激酶 ／ 丝裂融合蛋白 ２ 促
进线粒体相关内质网膜形成
Ｂｙ ＡＭＰ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ／ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ／
ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ⁃２ （ ＡＭＰＫ ／ ＭＦＮ２ ） ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ
（ＭＡＭ）

压力负荷过载诱导的心肌肥厚
Ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｖｅｒｌｏａｄ

保护
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

升高［７］

Ｕｐ

通过去乙酰化蛋白酶 ３ ／ 泛醌氧化还原酶亚基 Ａ９
促进能量生成
Ｂｙ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ３ ／ ＮＤＵＦＡ９ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｏｆ
ＡＴＰ

高盐诱导的心肌肥厚
Ｈｉｇｈ ｓａｌｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ

保护
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

升高［２１］

Ｕｐ
膜电降低
Ｒｅｄｕｃｅ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

心肌缺血再灌注损伤
Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｌｏｓｓ

伤害
Ｄａｍａｇｅ

降低［２３］

Ｄｏｗｎ
破坏线粒体完整性
Ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ

阿霉素诱导的心脏毒性
Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉｏｔｏｘｉｃｉｔｙ

伤害
Ｄａｍａｇｅ

瞬时受体电位香草素受 ４ 型
通道蛋白
（ Ｔｒａｎｓｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ４，ＴＲＰＶ４）

升高［２５］

Ｕｐ
促进活性氧生成
Ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｏｆ ＲＯＳ

冠脉血流减少
Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ

伤害
Ｄａｍａｇｅ

升高［３９，４０］

Ｕｐ
抑制活性氧生成
Ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｏｆ ＲＯＳ

氧化应激损伤
Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｌｏｓｓ

伤害
Ｄａｍａｇｅ

瞬时受体电位离子通道蛋
白 ２
（ Ｔｒａｎｓｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｍｅｌａｓｔａｔｉｎ ２，ＴＲＰＭ２）

升高［４２］

Ｕｐ
维持低水平能量生成
Ｍａｉｎｔａｉｎ ａ ｌｏｗ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＴＰ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

心肌缺血再灌注损伤
Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｌｏｓｓ

保护
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

升高［４５］

Ｕｐ

活性氧大量生成、膜电位降低、能量生成减少
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＯＳ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ａｎｄ ＡＴＰ

心肌缺血再灌注损伤
Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｌｏｓｓ

伤害
Ｄａｍａｇｅ

瞬时受体电位离子通道蛋
白 ４
（ Ｔｒａｎｓｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｍｅｌａｓｔａｔｉｎ ４，ＴＲＰＭ４）

升高［４６］

Ｕｐ
钙离子内流增加、活性氧生成减少

Ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｏｆ Ｃａ２＋ ｉｎｆｌｏｗ，ｔｈｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｏｆ ＲＯＳ

血管平滑肌收缩功能
Ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ

伤害
Ｄａｍａｇｅ

冷及薄荷醇感受器
（ Ｔｒａｎｓｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｍｅｌａｓｔａｔｉｎ ８，ＴＲＰＭ８）

升高［５１］

Ｕｐ
活性氧生成减少
Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｏｆ ＲＯＳ

高血压
Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ

伤害
Ｄａｍａｇｅ

瞬时受体电势通道 ３
（ Ｔｒａｎｓｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｃａｎｏｎｉｃａｌ ３，ＴＲＰＣ３）

升高［５２］

Ｕｐ

线粒体钙摄取的增加和活性氧增生成增多
Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｕｐｔａｋｅ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎｓ ｂｙ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ
ａｎｄ ＲＯＳ

高盐诱导的心肌肥厚
Ｈｉｇｈ ｓａｌｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ

伤害
Ｄａｍａｇｅ
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高盐诱导的 ＲＯＳ 生成减少，ＡＴＰ 生成增多，心肌细

胞线粒体中的酶活性升高，心肌肥大减轻［５２］。 这些

研究结果表明抑制 ＴＲＰＣ３ 可通过改善心肌线粒体

功能障碍来拮抗高盐饮食介导的心肌肥大。

４　 结语

　 　 综上所述，ＴＲＰ 通道亚家族中 ＴＲＰＭ２、ＴＲＰＭ４、
ＴＲＰＭ８、ＴＲＰＶ１、ＴＲＰＶ４ 和 ＴＲＰＣ３ 与线粒体功能障

碍诱导的心血管疾病密切相关，这些 ＴＲＰ 通道有望

成为治疗线粒体功能障碍介导的心血管疾病的干

预靶点（表 １）。 除了上述 ＴＲＰ 通道外，其它 ＴＲＰ 通

道亚家族成员与线粒体功能调节及其与心血管疾

病的关系值得进一步深入研究。
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中医药调控谷氨酸治疗抑郁症的研究进展
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　 　 【摘要】 　 谷氨酸是中枢神经系统中主要的兴奋性神经递质，也是潜在的神经毒素。 在抑郁症发生发展过程

中存在海马区谷氨酸浓度升高的现象，谷氨酸发生堆积时，将对神经元和脑组织造成严重损伤，加重抑郁状态。 因

此谷氨酸堆积可能是造成抑郁症的重要机制。 星形胶质细胞、谷氨酸转运体及谷氨酸受体对谷氨酸的浓度起着重

要的调控作用。 本文综述了中医药疗法通过调控星形胶质细胞、谷氨酸转运体、谷氨酸受体影响谷氨酸，进而治疗

抑郁症的作用机制，为探究中医药治疗抑郁症提供新的思路。
【关键词】 　 中医药；抑郁症；谷氨酸；研究进展
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　 　 抑郁症又称抑郁障碍，以显著而持久的心境低

落为临床特征，是一种常见的心理疾病［１］。 世界卫

生组织（ＷＨＯ）统计，全球抑郁症患者累计人数超过

３􀆰 ５ 亿，每年因抑郁症自杀人数高达 １００ 万［２］，给全



球公共卫生造成了沉重的负担。 抑郁症的发病机

制复杂，与单胺类神经递质、脑源性神经营养因子、
激素调节、遗传等多种因素有关［３－４］。

谷氨酸（ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ，Ｇｌｕ）是脑内一种兴奋性

神经递质，在神经可塑性、学习和记忆过程中发挥

着重要的作用［５］。 同时，Ｇｌｕ 是一种潜在的神经毒

素，谷氨酸受体（ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧｌｕＲ）的过度活

化可以通过 Ｇｌｕ 兴奋性毒性引起神经元的功能障

碍，进而引起神经元的损伤或凋亡［６］。 星形胶质细

胞、谷氨酸转运体和谷氨酸受体是影响脑内 Ｇｌｕ 浓

度的主要调控因素，其功能失常造成的 Ｇｌｕ 堆积是

抑郁症的重要发病机制之一。 临床目前常用药物

为三环类抗抑郁药、ＮＡ 再摄取抑制剂和 ５⁃ＨＴ 再摄

取抑制剂等，存在起效慢、用药局限、副作用大等缺

陷。 中医药具有多靶点、多方位的治疗特点，治疗

抑郁症效果显著［７］。 本文主要从中药复方、中药单

体和针灸疗法分别对星形胶质细胞、谷氨酸转运体

和谷氨酸受体的相关作用机制进行综述，为临床应

用中医药诊疗抑郁症提供新思路。

１　 Ｇｌｕ 与抑郁症

　 　 Ｇｌｕ 系统异常与抑郁症发病关系密切［８］。 Ｇｌｕ－
谷氨酰胺（ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，Ｇｌｎ）循环是维持中枢神经系统

中 Ｇｌｕ 稳态的重要途径，由神经元和星形胶质细胞

（ａｓｔｒｏｃｙｔｅ， Ａｓ）共同参与调节。 Ｇｌｕ 主要来自葡萄

糖和 α－酮戊二酸，少量来自 Ｇｌｎ，在 Ａｓ 合成。 在神

经元细胞中，Ｇｌｕ 经囊泡谷氨酸转运体，即低亲和力

谷氨 酸 转 运 体 （ ｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ，
ＶＧＬＵＴｓ）储存在囊泡里，然后释放到突触间隙，被
神经元和 Ａｓ 膜上的兴奋性谷氨酸转运体，即高亲和

力谷氨酸转运体（ ｅｘｃｉｔａｔｏｒｙ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ，
ＥＡＡＴｓ）重新摄取到细胞内，避免 Ｇｌｕ 堆积对神经元

造成神经毒性［９］。
Ｇｌｕ 浓度的升高可以造成神经元变性乃至凋

亡，即产生兴奋神经毒性作用［１０］。 Ｇｌｕ 堆积也是抑

郁症的重要发病机制［１１］。 在动物抑郁模型实验中，
大鼠海马区和血清中均可检测到 Ｇｌｕ 水平升高的现

象［１２－１３］；在临床观察中发现，抑郁症发作期患者的

血清中 Ｇｌｕ 浓度也明显增高［１４－１５］。 因此，调控 Ｇｌｕ
浓度，抑制 Ｇｌｕ 神经毒性，是治疗抑郁症的关键。

２　 谷氨酸的调控

２􀆰 １　 Ａｓ 对 Ｇｌｕ 的影响

　 　 Ａｓ 是负责 Ｇｌｕ 合成和吸收的主要细胞，对维持

Ｇｌｕ 的稳态，维护神经元存活和功能的正常运行至

关重要［１６］。 Ａｓ 通过谷氨酸转运体摄取 Ｇｌｕ，和神经

元共同完 Ｇｌｕ 到 Ｇｌｎ 的循环。 Ａｓ 可以清除突触间

隙 ９０％的 Ｇｌｕ，维持 Ｇｌｕ 的低水平［１７］。 Ｇｌｕ 浓度过

高时对 Ａｓ 也会产生兴奋性毒性作用，使其出现损伤

或坏死。
２􀆰 ２　 谷氨酸转运体对 Ｇｌｕ 的影响

　 　 中枢神经系统 Ｇｌｕ 生理浓度的维持主要依赖于

神经元和 Ａｓ 上谷氨酸转运体， 包括 ＥＡＡＴｓ 和

ＶＧＬＵＴｓ 两种类型［１８］。 二者相互协调、相互作用，
保证 Ｇｌｕ 正常的循环［１９］。

ＥＡＡＴｓ 在 Ｇｌｕ 摄取入胞中起着关键作用，当海

马区细胞间隙 Ｇｌｕ 浓度过高，Ａｓ 上 ＥＡＡＴ１、ＥＡＡＴ２
逆浓度差会将胞外 Ｇｌｕ 摄入细胞内，使细胞间隙

Ｇｌｕ 浓度维持在较低水平［２０］。
ＶＧＬＵＴｓ 的功能是特异地将突触囊泡外的 Ｇｌｕ

转运进入囊泡内。 每个囊泡中 ＶＧＬＵＴｓ 的数量和活

性决定着 Ｇｌｕ 进入囊泡的速度，影响着囊泡内 Ｇｌｕ
的浓度，对于突触间隙 Ｇｌｕ 的含量具有重要的调节

作用［２１－２２］。
２􀆰 ３　 谷氨酸受体对 Ｇｌｕ 的影响

　 　 谷氨酸受体分为代谢型和离子型，二者对 Ｇｌｕ
浓度起到重要的调控作用，防止 Ｇｌｕ 堆积对神经元

及 Ａｓ 造成损伤。 代谢型谷氨酸受体（ｍｅｔａｂｏｔｒｏｐｉｃ
ｇｌｕ ｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｍＧｌｕＲｓ）存在于脑内神经突触前

膜和突触后膜上，参与 Ｇｌｕ 的缓慢调节反应［２３］。 离

子型谷氨酸受体（ ｉｏｎｉｃ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｉ，ｉＧｌｕＲｓ）
可以介导 Ｇｌｕ 快速兴奋性突触传递［２４］。

多数 ｍＧｌｕＲｓ 位于突触前膜，对 Ｇｌｕ 的释放进行

负反馈调节。 而 １ 型 ｍＧｌｕＲｓ 主要位于突触后膜，
被激活后可加强 ｉＧｌｕＲｓ 的作用［２５］。 由于 Ｇｌｕ 过度

刺激 ｉＧｌｕＲｓ，导致神经元产生活性氧和活性氮自由

基而超负荷，同时诱导 Ｎａ＋流入，引发神经元的急性

渗透性肿胀［２６－２７］。 这两种有害的级联反应进一步

导致钙稳态功能障碍引起神经元死亡［２８］。
在 Ｇｌｕ⁃Ｇｌｎ 循环（图 １）中，不管是 Ａｓ、谷氨酸转

运体或是谷氨酸受体都起着重要的作用，任何一个

环节出现问题都会导致 Ｇｌｕ 堆积。 Ａｓ 的数量和功

能发生变化，可直接影响对 Ｇｌｕ 的摄取，导致 Ａｓ 和

神经元之间的信号传递和功能协作失调，进一步加

剧抑郁症的发展［２９－３０］。 在实验研究中发现，抑郁症

大鼠海马组织中谷氨酸转运体减少，当给予治疗

后，转运体水平增加， 抑郁症状也得到明显改
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图 １　 谷氨酸能循环图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｃｙｃｌｅ ｄｉａｇｒａｍ

善［３１－３２］。 Ｓｈｉｎ 等［３３］ 在人类重度抑郁症患者的

ｍＰＦＣ 中发现 ｍＧｌｕＲ５ 的表达和可用性降低。 且小

鼠的 ｍＧｌｕＲ５ 缺失后也会表现出明显的抑郁样行

为［３４］，证实了谷氨酸受体在抑郁症的治疗中起着重

要的作用。 因此，需要对 Ａｓ、谷氨酸转运体和谷氨

酸受体进行调控才可以改善 Ｇｌｕ 堆积对脑组织造成

的损伤，起到治疗抑郁症的作用。

３　 中医药对 Ｇｌｕ 的调节作用

３􀆰 １　 中医药疗法对 Ａｓ 的调控

３􀆰 １􀆰 １　 中药复方

　 　 赵洪庆等［３５］ 发现左归降糖解郁方可以滋补肝

肾、疏肝解郁，具有良好的抗抑郁功效，其抗抑郁机

制可 能 与 调 控 糖 皮 质 激 素 受 体 （ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＲ） 和转化生长因子 － β （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β，ＴＧＦ⁃β）有关，ＧＲ 可以通过受体作用

诱导 ＴＧＦ⁃β 释放，ＴＧＦ⁃β 具有增加 Ａｓ 数量的功能。
Ａｓ 数量增多，可以增加对 Ｇｌｕ 的摄取、减少 Ｇｌｕ 堆

积，起到治疗抑郁症的作用。 通窍活血汤及其有效

成分可以促进 Ａｓ 进一步活化，增强谷氨酸转运体对

Ｇｌｕ 的转运功能，减少细胞间隙 Ｇｌｕ 的堆积，进而起

到 抗 抑 郁 作 用［３６］。 胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白 （ ｇｌｉａｌ
ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）是 Ａｓ 最为常用的标

记蛋白，是其特异性标志物［３７］。 在逍遥散治疗抑郁

症肝郁脾虚证大鼠实验中，ＧＦＡＰ 的表达在模型组

出现了显著降低，经逍遥散干预后，ＧＦＡＰ 的表达明

显升高，证实了逍遥散能够增加 Ａｓ 的数量［３８］。
３􀆰 １􀆰 ２　 中药单体

　 　 人参皂苷可以改善抑郁症大鼠模型存在的 Ａｓ
缝隙连接功能损伤，下调 Ａｓ 膜上缝隙连接通道蛋白

Ｃｘ４３ 磷酸化水平，促进缝隙连接通道开放［３９］，保护

Ａｓ 功能，增加海马和额叶 Ａｓ 生存率［４０］。
３􀆰 １􀆰 ３　 针灸

　 　 研究表明，针刺百会、内关穴可以改善抑郁症

大鼠 Ａｓ 形态和超微结构，治疗组和模型组比细胞数

量增多，超微结构有所改善，对 Ｇｌｕ 的摄取功能有所

提升［４１］。 姜硕等［４２］发现针刺四关穴能促进抑郁大

鼠海马 ＧＦＡＰ 阳性细胞的染色加深、数目增多及

ＧＦＡＰ 蛋白和 ｍＲＮＡ 含量增加，对 Ａｓ 形态有很好修

复作用，这可能是其发挥抗抑郁作用的重要机制。
表 １ 列举了不同中医药疗法改善 Ａｓ 的作用机制。
３􀆰 ２　 中医药疗法对谷氨酸转运体的调控作用　
３􀆰 ２􀆰 １　 中药复方

　 　 小柴胡汤是治疗抑郁症的常用方剂，临床治疗

肝郁气结型抑郁症效果良好［４３］。 在动物实验中发

现，本方对慢性束缚抑郁模型大鼠海马谷氨酸转运

体 ＥＡＡＴｓ、ＶＧＬＵＴｓ 表达起到调节作用。 给予小柴

胡汤干预后海马匀浆中 Ｇｌｕ 水平减低，而 ＥＡＡＴ１、
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　 　 　 表 １　 中医药疗法对 Ａｓ 的改善动物实验
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ

中医疗法
Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ

作用对象
Ｔａｒｇｅｔ ａｕｄｉｅｎｃｅ

作用机制
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

左归降糖方［３５］

Ｚｕｏｇｕｉ Ｊｉａｎｇｔａｎｇ Ｆａｎｇ
星形胶质细胞
Ａｓ

上调 ＧＲ、ＴＧＦ⁃β１ 的表达，从而诱导 Ａｓ 数量的增加
Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＲ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１， ｉｎｄｕｃｅｓ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ Ａｓ ｑｕａｎｔｉｔｙ

通窍活血汤［３６］

Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｆｏｒ Ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
Ｂｌｏｏｄ Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ

星形胶质细胞
Ａｓ

促进 Ａｓ 的进一步活化，上调 ＧＳ、ＧＦＡＰ、ＧＬＴ⁃１ 的蛋白表达
Ｐｒｏｍｏｔｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｓ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＳ， ＧＦＡＰ， ａｎｄ ＧＬＴ⁃１

逍遥散［３８］

Ｘｉａｏｙａｏ Ｓａｎ
星形胶质细胞
Ａｓ

上调 ＧＦＡＰ 的表达
Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦＡＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

人参皂苷［３９］

Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ
星形胶质细胞
Ａｓ

下调 Ｃｘ４３ 磷酸化水平，保护细胞功能，增加细胞生存率
Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｘ４３ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｔｏ ｐｒｏｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｃｅｌｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ

针刺百会、内关穴［４０］

Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｔ Ｂａｉｈｕｉ
ａｎｄ Ｎｅｉｇｕａｎ ａｃｕｐｏｉｎｔｓ

星形胶质细胞
Ａｓ

细胞数量增多，微细、微管增多，线粒体致密及空泡化情况得到改善
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｖａｃｕｏｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ａｒｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ

针刺四关穴［４１］

Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｔ
Ｓｉｇｕａｎ ａｃｕｐｏｉｎｔ

星形胶质细胞
Ａｓ

ＧＦＡＰ 阳性细胞的染色加深、数目增多及 ＧＦＡＰ 蛋白和 ｍＲＮＡ 含量增加
Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＧＦＡＰ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｄｅｅｐｅｎｓ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＧＦＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｎｄ ｍＲＮＡ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ

ＥＡＡＴ２、ＥＡＡＴ３ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达均显著升高，
对谷氨酸转运体起到上调作用，加快 Ｇｌｕ 的转运，减
少堆积［４４］。 实验证实左归降糖解郁方能有效控制

谷氨酸兴奋性神经毒性，可以调控 Ａ１Ｒ 和 ＥＡＡＴ２
的表达，Ａ１Ｒ 和 ＥＡＡＴ２ 存在着相互调控或者协同作

用的关系，两者表达水平升高，可以加速 Ｇｌｕ 的转

运，对神经元起到保护作用［４５］。 Ｄｉｎｇ 等［４６］ 和 Ｌｉｕ
等［４７］发现，逍遥散可以调控谷氨酸转运体，在逍遥

散干预下抑郁症大鼠海马和前额叶皮层中 ＥＡＡＴ１、
ＥＡＡＴ２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达增多，对抑郁样行为具有

治疗作用。
３􀆰 ２􀆰 ２　 中药单体

　 　 灵芝多糖能够上调大鼠脑中 ＥＡＡＴ１、ＧＬＴ１、
ＥＡＡＴ３ 的表达，加速 Ｇｌｕ 的清除，降低谷氨酸兴奋

性毒性，减少神经系统损伤而抑制精神类疾病的发

作［４８］。 薛占霞等［４９］发现大黄酚具有逆转氨诱导的

Ａｓ 损伤及谷氨酸转运抑制的作用，上调了氨诱导

ＥＡＡＴ１ 基因表达，改善了谷氨酸转运体的作用。 还

有研究证实，大蒜提取物可能通过调控 ＶＧＬＵＴｓ 蛋

白的表达来影响突触前 Ｇｌｕ 的释放［５０］，减少了细胞

间隙 Ｇｌｕ 堆积。
３􀆰 ２􀆰 ３　 针灸

　 　 研究表明，脉冲电针、音乐电针在上调大鼠海

马内 ＥＡＡＴ１、ＥＡＡＴ２ 表达方面明显优于氟西汀；脉
冲电针和音乐电针可通过增加海马 ＥＡＡＴｓ 的表达，

改善 Ｇｌｕ 再循环而发挥抗抑郁作用［５１］。 在电针刺

激太冲、合谷穴治疗抑郁症大鼠实验中，电针可以

上调前额皮层 Ａｓ 高亲和性兴奋性氨基酸转运体

ＥＡＡＴ１、ＥＡＡＴ２ 和 ＧＳ 表达，提高 Ｇｌｕ 摄取功能，从
而改善抑郁症状，这可能是针刺抗抑郁的机制之

一［５２］。 表 ２ 列举了不同中医药疗法对谷氨酸转运

体的调控作用。
３􀆰 ３　 中医药疗法对谷氨酸受体的调控作用

３􀆰 ３􀆰 １　 中药复方

　 　 酸枣仁汤加味可以补益心脾、养血安神，常用

于治疗心脾两虚型抑郁症。 酸枣仁汤加减可以调

控 ＧｌｕＲ，不同中药剂量组 ｍＧｌｕＲ１ 和 ＣａＭＫⅡβ 表

达均显著降低，而 ＧｌｕＲ１、ＣａＭＫⅡα 表达显著增高，
从而增强突触可塑性，改善 Ｇｌｕ 浓度，进而逆转抑郁

行为［５３］。 越鞠丸合甘麦大枣汤具有治疗抑郁症的

作用，在探究合方的作用机制时发现，合方具有保

护 Ｇｌｕ 诱导的神经元损伤的作用，可以使 ＮＭＤＡＲ
亲和力下降，降低兴奋，减少 Ｃａ２＋的内流，保护神经

元，从而改善抑郁症状［５４］。
３􀆰 ３􀆰 ２　 中药单体

　 　 在芍药苷治疗血虚肝郁型抑郁症实验中，发现

模型大鼠海马组织中 Ｇｌｕ 含量明显升高，但是不同

谷氨酸受体亚基表达不同，给予芍药苷则可显著下

调 Ｇｌｕ 含量及其受体 ＮＲ２Ａ、ＧｌｕＲ１、ｍＧｌｕＲ５ 的基因

表达，这可能是芍药苷治疗抑郁症的作用机制之
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一［５５］。 中药地黄的有效成分松果地苷，可有效改善

Ｇｌｕ 诱导的神经元损伤，可能是通过降低细胞内

Ｃａ２＋的堆积、抑制谷氨酸受体 ＮＭＤＡ 的表达以及抗

氧化产生保护作用［５６］。 有研究报道，葛根蛋白可增

加其 ＰＫＡ 位点的 ＧｌｕＲ１ 磷酸化并促进 ＡＭＰＡ 受体

活化，增加 ＢＤＮＦ 释放进而达到治疗抑郁症的目

表 ２　 中医药疗法对谷氨酸转运体的调控作用动物实验
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｎ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ
中医疗法　 　

Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ 　 　
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ　 　

作用对象　 　
Ｔａｒｇｅｔ ａｕｄｉｅｎｃｅ

作用机制　 　
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　 　

小柴胡汤［４４］

Ｘｉａｏ Ｃｈａｉｈｕ Ｔａｎｇ ＥＡＡＴｓ，ＶＧＬＵＴｓ
降低海马区 Ｇｌｕ 含量，上调 ＥＡＡＴ１、ＥＡＡＴ２、ＥＡＡＴ３ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达
Ｒｅｄｕｃｅ Ｇｌｕ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＥＡＡＴ１， ＥＡＡＴ２， ａｎｄ ＥＡＡＴ３ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

左归降糖解郁方［４５］

Ｚｕｏｇｕｉ Ｊｉａｎｇｔａｎｇ Ｊｉｅｙｕ Ｆａｎｇ ＥＡＡＴｓ，ＶＧＬＵＴｓ 调控 Ａ１Ｒ 和 ＥＡＡＴ２ 的表达
Ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａ１Ｒ ａｎｄ ＥＡＡＴ２

逍遥散［４６－４７］

Ｘｉａｏｙａｏ Ｓａｎ
ＥＡＡＴｓ，ＶＧＬＵＴｓ 上调抑郁症大鼠海马和前额叶皮层中 ＥＡＡＴ１、ＥＡＡＴ２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达

Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＡＡＴ１， ＥＡＡＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ａｎｄ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｓ

灵芝多糖［４８］

Ｇａｎｏｄｅｒｍａ
ｌｕｃｉｄｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

ＥＡＡＴｓ，ＶＧＬＵＴｓ 上调了大鼠脑中 ＧＬＡＳＴ、ＧＬＴ１、ＥＡＡＣ１ 的表达
Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＬＡＳＴ， ＧＬＴ１， ａｎｄ ＥＡＡＣ１ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｂｒａｉｎ

大黄酚［４９］

Ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ ＥＡＡＴｓ，ＶＧＬＵＴｓ 逆转了氨诱导 ＧＬＡＳＴ 基因表达水平降低
Ｒｅｖｅｒｓｅｄ ａｍｍｏｎｉａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＧＬＡＳＴ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

陈年大蒜提取物［５０］

Ａｇｅｄ ｇａｒｌｉｃ ｅｘｔｒａｃｔ ＥＡＡＴｓ，ＶＧＬＵＴｓ 调节 ＶＧＬＵＴｓ 蛋白的表达
Ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＧＬＵＴｓ ｐｒｏｔｅｉｎ

冲脉电针，音乐电针［５１］

Ｃｈｏｎｇｍａｉ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ，
ｍｕｓｉｃ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ

ＥＡＡＴｓ，ＶＧＬＵＴｓ 上调大鼠海马内 ＥＡＡＴ１、ＥＡＡＴ２ 表达
Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＡＡＴ１ ａｎｄ ＥＡＡＴ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｒａｔｓ

针刺太冲、合谷［５２］

Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｔａｉｃｈｏｎｇ
ａｎｄ Ｈｅｇｕ

ＥＡＡＴｓ，ＶＧＬＵＴｓ 上调前额叶皮层中 ＥＡＡＴ１、ＥＡＡＴ２ 和 ＧＳ 表达
Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＡＡＴ１， ＥＡＡＴ２， ａｎｄ ＧＳ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ

的［５７］。 人参皂苷等多种中药单体及有效成分都可

以作用于谷氨酸受体，减少 Ｇｌｕ 兴奋性毒性对神经

元的损伤，减轻抑郁症状［５８］。
３􀆰 ３􀆰 ３　 针灸

　 　 罗乐［５９］发现，针刺四关穴可以调节抑郁大鼠海

马 ＡＭＰＡ 受体及突触相关蛋白表达，增加模型大鼠

海马 ＡＭＰＡ 受体亚基 ＧｌｕＲ１ 和 ＧｌｕＲ２ 的表达，减少

神经元损伤，达到治疗抑郁症的效果。 研究显示，
病理状态下 ＧｌｕＲ２ 和 ＧｌｕＲ４ 出现下降趋势，而针刺

治疗后 ＧｌｕＲ２ 和 ＧｌｕＲ４ 明显上升，使 Ｇｌｕ 循环维持

平衡状态，减少脑组织损伤［６０］。 表 ３ 列举了不同中

医药疗法对谷氨酸受体的调控作用。

４　 小结

　 　 随着对抑郁症发病机制的深入研究，Ｇｌｕ 及其

相关影响因素在抑郁症发病中的重要性也逐渐被

认识。 减少 Ｇｌｕ 堆积及调控其相关影响因素可能会

是开发新型抗抑郁药的方向，例如 ＧｌｕＲ 拮抗剂氯

胺酮就具有很好的抗抑郁效果。 近年来越来越多

的学者证实中医药也可以通过调控 Ｇｌｕ 浓度及其相

关因素，降低 Ｇｌｕ 堆积对神经元的损伤，起到治疗抑

郁症的作用。
本文综述了中医复方、中药单体、针灸等中医

疗法抑制 Ｇｌｕ 堆积及其诱导的神经性毒性，治疗抑

郁症的相关机制。 这些疗法主要通过保护 Ａｓ、调控

谷氨酸受体及其谷氨酸转运体发挥作用。 本综述

发现大多数研究为动物实验，缺乏临床随机对照实

验，而且在中医药影响 Ｇｌｕ 诱导神经毒性的过程中

存在一些医学问题需要明确：在针对不同类型抑郁

症时，如何从大量中医药疗法中精准筛选出相应作

用的中药复方或单体；中医药是如何调控相关谷氨

酸转运体及受体起到治疗抑郁症的作用。 中医药

调控 Ｇｌｕ 及其相关因素治疗抑郁症是新的方向和方

法，但具体相关效应成分及精准靶点仍需要进一步

探究。
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表 ３　 中医药疗法对谷氨酸受体的调控作用基础实验
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｂａｓｉｃ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｎ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ
中医疗法　 　

Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ 　 　
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ　 　

作用对象　 　
Ｔａｒｇｅｔ ａｕｄｉｅｎｃｅ

作用机制　 　
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　 　

酸枣仁汤［５３］

Ｓｕａｎｚａｏｒｅｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
谷氨酸受体
Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｍＧｌｕＲ１ 和 ＣａＭＫⅡβ 表达均显著降低，而 ＧｌｕＲ１、ＣａＭＫⅡα 表达显著增高
ＭＧｌｕＲ１ ａｎｄ ＣａＭＫⅡβ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ， ｗｈｉｌｅ ＧｌｕＲ１
ａｎｄ ＣａＭＫⅡα ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

越鞠丸合
甘麦大枣汤［５４］

Ｙｕｅ Ｊｕ Ｗａｎ ａｎｄ
Ｇａｎｍａｉ Ｄａ Ｚａｏ Ｔａｎｇ

谷氨酸受体
Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

使 ＮＭＤＡＲ 亲和力下降，降低兴奋，减少 Ｃａ２＋的内流
Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＮＭＤＡＲ ａｆｆｉｎｉｔｙ， ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｃｉｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ Ｃａ２＋ ｉｎｆｌｕｘ

芍药苷［５５］

Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ
谷氨酸受体
Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

下调 Ｇｌｕ 含量及其受体 ＮＲ２Ａ、ＧｌｕＲ１、ｍＧｌｕＲ５ ｍＲＮＡ 的表达
Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｌｕ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ＮＲ２Ａ， ＧｌｕＲ１， ａｎｄ
ｍＧｌｕＲ５ ｍＲＮＡ

松果地苷［５６］

Ｐｉｎｅａｐｐｌｅ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ
谷氨酸受体
Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

降低细胞内 Ｃａ２＋的堆积、抑制谷氨酸受体 ＮＭＤＡ 的表达
Ｒｅｄｕｃｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｃａ２＋ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｍａｔｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＮＭＤＡ

葛根［５７］

Ｐｕｅｒａｒｉａ ｌｏｂａｔａ
谷氨酸受体
Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

增加其 ＰＫＡ 位点的 ＧｌｕＲ１ 磷酸化并促进 ＡＭＰＡ 受体活化
Ｉｎｃｒｅａｓｅ ＧｌｕＲ１ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｔ ｉｔｓ ＰＫＡ ｓｉｔｅ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ＡＭＰＡ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

人参皂苷［５８］

Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ
谷氨酸受体
Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

拮抗谷氨酸过度激活的 ＮＭＤＡ 受体，降低 ＮＲ２Ｂ 亚基的表达
Ａｎｔａｇｏｎｉｓｍ ｏｆ ＮＭＤＡ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｏｖｅｒａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮＲ２Ｂ
ｓｕｂｕｎｉｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

针刺四关穴［５９］

Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｔ
Ｓｉｇｕａｎ ａｃｕｐｏｉｎｔ

谷氨酸受体
Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

增加了海马区 ＡＭＰＡ 受体亚基 ＧｌｕＲ１ 和 ＧｌｕＲ２ 的表达
Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＭＰＡ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ＧｌｕＲ１ ａｎｄ ＧｌｕＲ２ ｉｎ
ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

针刺百会、印堂、三阴交［６０］

Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｔ Ｂａｉｈｕｉ， Ｙｉｎｔａｎｇ，
ａｎｄ Ｓａｎｙｉｎｊｉａｏ

谷氨酸受
Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

上调 ＧｌｕＲ２ 和 ＧｌｕＲ４
Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅ ＧｌｕＲ２ ａｎｄ ＧｌｕＲ４
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《中国比较医学杂志》不接收使用水合氯醛进行动物麻醉文章的说明

本刊严格遵守我国实验动物相关法规和标准，为保障实验动物的福利权益，不断提升动物实验研究的

水平并获得国际学术界同行的认可，根据国际和国内实验动物有关法规和标准，规定实验动物麻醉镇痛用

药必须优先使用药用级麻醉剂，特别是当涉及存活手术的动物实验时。
鉴于水合氯醛属于镇静、催眠以及抗惊厥药物，其作为麻醉剂效果较差，只作用于中枢神经系统，无法

阻断痛觉感受器达到镇痛效果，且刺激性强、毒副作用较大，存在干扰实验结果且有悖于实验动物伦理审查

原则等问题，国际期刊普遍建议不再使用水合氯醛作为实验动物的麻醉剂。
本刊亦不接收使用水合氯醛作为实验动物麻醉剂的文章，特此告知广大作者及读者。

《中国比较医学杂志》编辑部
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ＡＩＭ 在炎症反应和脂质代谢疾病中的作用

张　 帆１，田春雨１，２∗，王景存１，喇孝瑾１，２，付茜茹１，李　 洁１，付文浩１
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　 　 【摘要】 　 巨噬细胞凋亡抑制因子（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＡＩＭ），是清道夫受体富含半胱氨酸残基超

家族（ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｒｉｃｈ⁃ｓｕｐｅｒ ｆａｍｉｌｙ，ＳＲＣＲ⁃ＳＦ）Ｂ 组的成员之一。 ＡＩＭ 为巨噬细胞分泌的一种可溶性

蛋白，该蛋白的表达受肝 Ｘ 受体（ｌｉｖｅｒ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＸＲ）控制，且在机体的免疫反应中起重要作用。 ＡＩＭ 作为巨噬细

胞的一种分泌蛋白，发挥着广泛的作用，不仅对巨噬细胞的凋亡具有抑制作用，并且可参与调控巨噬细胞极化。 还

有相关研究发现，ＡＩＭ 参与炎症、肥胖、动脉粥样硬化和癌症等多种生理、病理过程；可以作为结核病和肝硬化等疾

病的生物诊断标志物；可以通过抑制脂肪酸合成酶（ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）活性从而促进脂肪细胞的脂解，在调节

脂质内稳态平衡、脂质代谢与自身免疫疾病中发挥着重要的作用。 该文论述了 ＡＩＭ 的分子特征及其在炎症反应和

脂质代谢等相关疾病方面的作用，展示 ＡＩＭ 的多种功能特点，为相关的医学研究提供依据。
【关键词】 　 ＡＩＭ；炎症反应；脂质代谢
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　 　 巨噬细胞凋亡抑制因子（ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ， ＡＩＭ ）， 又 被 称 作 凋 亡 抑 制 因 子 ６
（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ６，Ａｐｉ６）、Ｓｐα（ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ α）
或 ＣＤ５Ｌ（ＣＤ５ ａｎｔｉｇｅｎ ｌｉｋｅ），属于清道夫受体富含半

胱氨酸残基超家族（ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｒｉｃｈ⁃
ｓｕｐｅｒ ｆａｍｉｌｙ，ＳＲＣＲ⁃ＳＦ）Ｂ 组成员［１］。 ＡＩＭ 是一种分

子量为 ４０ ｋＤａ 的可溶性糖蛋白，主要由骨髓、脾、淋
巴结、胸腺及胎肝等淋巴组织中的巨噬细胞产生，
该蛋白的表达由肝 Ｘ 受体（ｌｉｖｅｒ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＸＲ）转
录控制，是肝 Ｘ 受体 ／类视黄醇 Ｘ 受体（ＬＸＲ ／ ＲＸＲ）
异源二聚体调节的直接靶点，在脂质稳态中发挥了

重要作用［２－３］。 ＡＩＭ 可以在组织巨噬细胞和上皮细

胞中表达，并且参与细菌感染、炎症反应及肿瘤等

疾病的发生发展［４－５］。 ＡＩＭ 还参与脂质内稳态平衡

的调节与肥胖相关的自身免疫疾病的发生，并且能

够通过降低脂肪酸合酶（ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）活
性，从而减少脂肪细胞中饱和脂肪酸的数量，预防

肥胖的发生［６－７］。 ＡＩＭ 通过维持先天的体液防御而

发挥调节稳态作用，并在许多炎症疾病中发挥着作

用［８］。 近年来研究发现，ＡＩＭ 在心脏病［９］、肺炎［１０］、
甲状腺疾病［１１］和急性呼吸窘迫综合征［１２］ 等疾病中

均发挥着重要作用，在炎症反应和脂质代谢中的作

用开始受到关注，本文重点论述了 ＡＩＭ 的分子特征

及其在炎症反应和脂质代谢等相关疾病方面的

作用。

１　 ＡＩＭ 基因及蛋白的分子特征

　 　 人 ＡＩＭ（ ｈＡＩＭ） 基因最早是由 Ｇｅｂｅ 等［１３］ 在

１９９７ 年，通过荧光原位杂交和辐射杂交面板分析进

行的染色体定位，证实编码 ＡＩＭ 的基因位于人类 １
号染色体长臂上 ｑ２１⁃ｑ２３ 的重叠群 ＷＣ１􀆰 １７ 内。 小

鼠 ＡＩＭ 基因则是由 Ｍｉｙａｚａｋｉ 等［１］ 在 １９９９ 年通过

ＰＣＲ 技术克隆小鼠清道夫受体 ｃＤＮＡ 的富含半胱氨

酸结构域片段，筛选小鼠巨噬细胞 ｃＤＮＡ 文库得到

的。 此外，Ｇｅｂｅ 等［１４］ 通过噬菌斑杂交的方法从小

鼠基因组文库获得编码小鼠 ＡＩＭ 的基因，并且证明

了小鼠 ＡＩＭ 与 ｈＡＩＭ 属同源基因。
在蛋白质水平上，人类中的 ＡＩＭ 由 ３４７ 个氨基

酸组成，其中 １９ 个疏水性氨基酸的分泌信号序列不

存在于成熟蛋白质中，紧随其后的是 ３ 个 ＳＲＣＲ 结

构域，每个结构域长约 １００ 个氨基酸，在 ＳＲＣＲ 结构

１ 和 ２ 之间的 Ｏ－连接糖基化的潜在区域具有唾液

酸含量［１３］。 Ｓａｒｒｉａｓ 等［１５］ 通过免疫印迹、免疫沉淀

和酶联免疫吸附试验筛选出 ４ 株抗 ｈＡＩＭ 的单克隆

抗体，单克隆抗体识别 ＡＩＭ 上的 ３ 个不同表位，显
示存在 ３８ ｋＤａ 和 ４０ ｋＤａ 的两种 ＡＩＭ 亚型，这是由

不同的唾液酸含量引起的。 他们还表明 ＡＩＭ 是一

种相对丰富的血清蛋白（６０ μｇ ／ ｍＬ），主要与其他血

清蛋白一起循环，说明 ＡＩＭ 是一种循环蛋白，可能

在免疫球蛋白 Ｍ（ＩｇＭ）抗体的体内平衡中发挥作

用。 小鼠与人的 ＡＩＭ 序列同一性水平高达 ６８％，它
们氨基酸序列预测的大小相似（３８ ｋＤａ），与小鼠

ＡＩＭ 相比，ｈＡＩＭ 具有较小的分子量［１６］。 小鼠 ＡＩＭ
经历了不同的翻译后修饰，其较大的分子量 （ ５５
ｋＤａ）可以通过存在 ３ 个可能的 Ｎ－糖基化位点来解

释，其中两个位点被证实与 Ｎ－聚糖结合并影响其分

泌和功能［１７］。

２　 ＡＩＭ 在炎症反应及相关疾病中的作用

　 　 ＡＩＭ 可以与真菌释放的游离病原相关分子模

式（ ＰＡＭＰｓ） 结合，即脂多糖 （ ＬＰＳ） 和脂磷壁酸

（ＬＴＡ）以及肽聚糖（ＰＧＮ）、甘露聚糖、β⁃Ｄ－葡聚糖

和酵母聚糖，并且在重组 ＡＩＭ（ ｒＡＩＭ） 的存在下，
ＬＰＳ、β⁃Ｄ－葡聚糖和 ＰＧＮ 诱导的小鼠脾细胞细胞因

子释放受到抑制，并抑制细胞因子介导的炎症反

应［８］。 此外，有研究证实，ＡＩＭ 抑制单核细胞肿瘤

坏死因子（ＴＮＦ）和白细胞介素 １β（ ＩＬ⁃１β）的产生，
同时 在 增 强 ＬＰＳ 和 Ｔｏｌｌ 样 受 体 １ ／ ２ 激 动 剂

Ｐａｍ３ＣＳＫ４ 刺激后，促进白细胞介素 １０（ＩＬ⁃１０）的分

泌，并且认为这种 ＡＩＭ 抗炎作用部分是通过增强巨

噬细胞的自噬机制介导的［１８］。
在炎症反应过程中，组织巨噬细胞将通过分化

成特定表型来适应微环境刺激，称为巨噬细胞极

化，这使它获得必要的功能：促炎、杀灭微生物和促

进组织损伤的 Ｍ１ 型巨噬细胞；抗炎、免疫抑制和促

进伤口愈合的 Ｍ２ 型巨噬细胞［１９］。 有研究表明，用
ｒＡＩＭ 处理的外周血单核细胞，诱导了 Ｍｅｒ 酪氨酸激

酶（ＭＥＲＴＫ）、ＣＤ３６（ＡＩＭ 的主要细胞表面受体）和
血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ） ｍＲＮＡ 表达的显著增

加，其方式与 ＩＬ⁃１０ 非常相似，并且证明 ＡＩＭ 以与

ＩＬ⁃１０ 相似的方式通过上调 ＩＤ３ 和自噬机制驱动巨

噬细胞向 Ｍ２ 型极化，抑制炎症反应的发生［２０］。 见

表 １。
２􀆰 １　 ＩｇＡ 肾病

　 　 ＩｇＡ 肾病（ ＩｇＡ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＩｇＡ Ｎ）是最常见的

原发性肾小球肾炎，是慢性肾病和肾衰竭的主要原
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　 　 　 　 　 表 １　 ＡＩＭ 在炎症反应及相关疾病中的作用
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｏｌｅ ｏｆ ＡＩＭ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ

炎症反应及相关疾病
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ

作用机制
Ａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

炎症反应
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ

与 ＰＡＭＰｓ 结合［８］ ；抑制 ＴＮＦ 和 ＩＬ⁃１β 的产生，促进 ＩＬ⁃１０ 分泌［１８］ ；诱导 ＣＤ１６３、ＭＥＲＴＫ、ＣＤ３６
和 ＶＥＧＦ 表达，驱动巨噬细胞向 Ｍ２ 型极化［２０］

Ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ＰＡＭＰｓ［８］ ； ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ ａｎｄ ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ
ＩＬ⁃１０［１８］ ； ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１６３， ＭＥＲＴＫ， ＣＤ３６ ａｎｄ ＶＥＧＦ， ａｎｄ ｄｒｉｖｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｔｏ
ｐｏｌａｒｉｚｅ ｔｏ Ｍ２ ｔｙｐｅ［２０］

ＩｇＡ 肾病
ＩｇＡ Ｎ

与 ＩｇＭ 结合，影响 ＩｇＧ、ＩｇＡ 和 Ｃ３ 的沉积［２１－２２］

Ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ＩｇＭ， ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＩｇＧ， ＩｇＡ ａｎｄ Ｃ３

自身免疫性脑脊髓炎
Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ

影响 Ｔｈ１７ 细胞的可塑性［２３－２４］ ；与 ｐ１９ 亚基结合［２５］

Ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｏｆ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ； ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｐ１９ ｓｕｂｕｎｉｔ

心肌梗死
Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ

影响 ＴＬＲ４ 通路驱动的炎症反应［２６］

Ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｄｒｉｖｅｎ ｂｙ ＴＬＲ４ ｐａｔｈｗａｙ

因，ＩｇＡ Ｎ 进展受遗传和环境因素的影响，当免疫球

蛋白 Ａ（ ＩｇＡ）、 ＩｇＭ、免疫球蛋白 Ｇ （ ＩｇＧ）、补体 ３
（Ｃ３）等其他蛋白沉积在肾中导致局部炎症和肾损

伤时发生，并可能导致疾病严重程度［２７－２９］。 在血液

中，ＡＩＭ 与五聚体 ＩｇＭ 结合，从而稳定并保护其免

受肾排泄［２１］。 有研究使用一种自发重复人类 ＩｇＡ Ｎ
发病机制的 ｇｄｄＹ 小鼠模型，观察到 ＡＩＭ 聚集在肾

小球，并与 ＩｇＡ 沉积物共定位，尽管在 ＡＩＭ 缺陷

（ＡＩＭ－ ／ －）的 ｇｄｄＹ 小鼠肾小球中也发现了 ＩｇＡ 沉积，
但由于缺乏 ＩｇＧ、ＩｇＭ 和 Ｃ３ 沉积，这使小鼠免受肾损

伤［２２］。 因此，ＡＩＭ 对于 ＩｇＭ 和 ／或 ＩｇＧ 与先前沉积

的 ＩｇＡ 结合，促进白细胞的浸润、肾小球和间质纤维

化、细胞外基质扩张以及促炎基因 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ⁃α 的表达增加至关重要，这些共同促进 ＩｇＡ Ｎ
的进展［２２］。
２􀆰 ２　 自身免疫性脑脊髓炎

　 　 相关研究证实 ＡＩＭ 是 ＣＤ４＋ 辅助性 Ｔ 细胞 １７
（Ｔｈ１７）细胞致病性的抑制因子，在非致病性 Ｔｈ１７
细胞中高度表达［２５］。 ＡＩＭ 影响 Ｔｈ１７ 细胞的可塑

性，Ｔｈ１７ 细胞在自身免疫和炎症中发挥作用［２３－２４］。
Ｗａｎｇ 等［２３］发现 ＡＩＭ 在非致病性 Ｔｈ１７ 细胞中表达

而不在实验性自身免疫性脑脊髓炎（ＥＡＥ）小鼠的

致病性细胞中表达，证实了 ＡＩＭ 在体内的重要性，
并且还发现 ＡＩＭ 的缺失会将非致病性 Ｔｈ１７ 细胞转

化为致病性细胞。 另外还有研究证实，ＩＬ⁃２３ 的 ｐ１９
亚基在 ＥＡＥ 过程中与 ＡＩＭ 结合，血清 ｐ１９ ／ ＡＩＭ 水

平与临床症状高度相关，ＣＤ４＋Ｔ 细胞特异性 ｐ１９ 缺

失小鼠和完全 ＡＩＭ－ ／ －小鼠均显示 ＥＡＥ 症状显著缓

解，揭示了 ｐ１９ ／ ＡＩＭ 复合物是一种潜在的新型异源

二聚体细胞因子，在 ＥＡＥ 的发生中发挥作用［２５］。
２􀆰 ３　 心肌梗死

　 　 心肌梗死会引起坏死细胞和细胞外基质释放

内源性分子的炎症反应，这种炎症反应刺激炎症介

质和生长因子的产生，依次诱导炎症细胞的募集、
损伤组织的清除、血管生成和成纤维细胞的增殖，
最终导致瘢痕形成和梗死愈合，这些机制的失调可

能导致心肌细胞损伤和纤维化，最终导致心脏功能

受损［３０］。 有研究发现，ＡＩＭ 的抑制作用与 Ｔｏｌｌ 样受

体 ４（ＴＬＲ４）通路驱动的炎症反应的减少相关，在冠

状动脉结扎后，与野生型（ＷＴ）小鼠相比，ＡＩＭ－ ／ －小

鼠心肌组织 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路中 ＮＦ⁃κＢ 和 ＩＬ⁃１ 受

体相关激酶 ４（ ＩＲＡＫ４）活化在心肌梗死后减少，并
且心肌梗死后 ＡＩＭ－ ／ － 小鼠心肌髓过氧化物酶和诱

导型一氧化氮合酶活性也降低，这些数据表明，
ＡＩＭ－ ／ －小鼠抑制心肌梗死后炎症的发生，从而使心

肌组织损伤减少，表明 ＡＩＭ 在维持炎症和心脏重塑

进展中发挥着重要作用［２６］。

３　 ＡＩＭ 在脂质代谢及相关疾病中的作用

　 　 溶酶体酸性脂肪酶（ＬＡＬ）是胆固醇酯和甘油三

酯代谢的关键酶，有研究证实 ＬＡＬ 基因缺失小鼠的

肝、脾以及肺组织中均出现了异常的脂质积聚，并
且发现与正常小鼠比较，其 ＬＡＬ 基因敲除小鼠的肺

组织中 ＡＩＭ 是差异表达最高的基因，其表达上调了

近 ７０ 倍。 该结果提示 ＡＩＭ 在相关脂质代谢中发挥

作用［３１］。
Ｋｉｍｕｒａ 等［３２］在肺组织的脂质组学分析结果显

示，当给予 ＷＴ 小鼠 ＬＰＳ 时，几种脂质介质的水平显

著增加，但在 ＡＩＭ－ ／ －小鼠中这些脂质介质的浓度没
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有被 ＬＰＳ 显著上调，这些数据反映了 ＡＩＭ 在脂质代

谢中的重要作用，它可能在正常时抑制脂质代谢

物，表明 ＡＩＭ 改变了小鼠肺脂质介质的分布。 见

表 ２。

表 ２　 ＡＩＭ 在脂质代谢及相关疾病中的作用
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｏｌｅ ｏｆ ＡＩＭ ｉｎ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅ

脂质代谢及相关疾病
Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ

作用机制
Ａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

脂质代谢
Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

影响 ＬＡＬ，ＬＰＳ 的表达［３１－３２］

Ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＡＬ ａｎｄ ＬＰＳ

动脉粥样硬化
Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ

参与巨噬细胞摄取 ｏｘＬＤＬ［３３－３４］ ；促进 ＣＤ３６ 介导的 ｏｘＬＤＬ 内化［３５］ ；ＬＸＲ ／ ＲＸＲ⁃ＡＩＭ 调节轴影响

细胞凋亡［３６－３７］

Ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｕｐｔａｋｅ ｏｆ ｏｘＬＤＬ ｂｙ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ； ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘＬＤＬ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ
ＣＤ３６； ＬＸＲ ／ ＲＸＲ⁃ＡＩＭ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ａｘｉｓ ａｆｆｅｃｔｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

肥胖
Ｏｂｅｓｉｔｙ

调控巨噬细胞极化［２０］ ；被 ＣＤ３６ 内吞到脂肪细胞，与 ＦＡＳ 结合，诱导脂解［７］ ；降低脂肪细胞

ＰＰＡＲγ 转录活性［７］ ；在血液中渗入脂肪细胞，从而诱导脂解［３８］ ；为肥胖相关自身免疫性疾病的

生物标志物［３９］

Ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ； ｉｔ ｉｓ ｓｗａｌｌｏｗｅｄ ｉｎｔｏ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ＣＤ３６ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＦＡＳ ｔｏ
ｉｎｄｕｃｅ ｌｉｐｏｌｙｓｉｓ； ｄｅｃｒｅａｓｅ ＰＰＡＲγ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ； ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅ ｆａｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ，
ｔｈｕｓ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｐｏｌｙｓｉｓ； ｉｔ ｉｓ ａ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｏｆ ｏｂｅｓｉｔｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ

２ 型糖尿病
Ｔ２ＤＭ

激活 ＴＬＲ４ 刺激产生脂肪细胞中的趋化因子［３８］ ；为预测 Ｔ２ＤＭ 病患者肾功能下降的标志物［４０］

Ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＴＬＲ４ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ； ｉｔ ｉｓ ａ ｍａｒｋｅｒ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ｔｈｅ
ｄｅｃｌｉｎｅ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ Ｔ２ＤＭ

３􀆰 １　 动脉粥样硬化

　 　 动脉粥样硬化的病理特征是动脉壁内脂肪沉

积和细胞碎片的累积，脂质代谢紊乱在动脉粥样硬

化形成中起着至关重要的作用［４１］。 低密度脂蛋白

（ＬＤＬ）是胆固醇主要的细胞外载体，其特定成分被

氧化或以其他方式进行修饰，形成氧化低密度脂蛋

白（ｏｘＬＤＬ），使它的功能发生变化［３３］。 ｏｘＬＤＬ 颗粒

作为单核细胞的化学引诱剂，促进单核细胞迁移和

分化为巨噬细胞，并导致内皮细胞改变，ｏｘＬＤＬ 被巨

噬细胞通过清道夫受体摄取，从而转化为富含脂质

的泡沫细胞［３３－３４］。 ｈＡＩＭ 与 ｏｘＬＤＬ 结合并促进

ＣＤ３６ 介导的 ｏｘＬＤＬ 摄取，并且 ＡＩＭ 有助于增加泡

沫细胞的形成［３５］。
ＡＩＭ 蛋白是对 ｏｘＬＤＬ 负荷的应答，在动脉粥样

硬化病变的泡沫细胞中高度表达，ＡＩＭ 在病变中的

表达和氧化脂质对其的诱导都需要 ＬＸＲ ／ ＲＸＲ 异二

聚体的作用，并且 ＡＩＭ－ ／ －巨噬细胞在体外对 ｏｘＬＤＬ
诱导的凋亡高度敏感，在体内动脉粥样硬化病变中

加速凋亡［３６］。 还有相关研究表明，与只缺乏低密度

脂蛋白受体 （ ＬＤＬＲ） 的小鼠对照组相比， ＡＩＭ－ ／ －

ＬＤＬＲ－ ／ －双敲除小鼠的早期动脉粥样硬化病变显著

减少，因此得出结论，ＡＩＭ 的产生促进了动脉粥样

硬化病变中巨噬细胞的存活，而 ＡＩＭ 的丧失通过增

加巨噬细胞凋亡而减少了早期病变的发展［２８］。 有

研究表示，ＭａｆＢ（主要在动脉粥样硬化病变泡沫细

胞中表达的转录因子）介导 ｏｘＬＤＬ 激活 ＬＸＲ ／ ＲＸＲ
诱导 ＡＩＭ 的表达，巨噬细胞 ＭａｆＢ 缺陷导致泡沫细

胞凋亡加速，泡沫细胞凋亡的增加可以改善早期动

脉粥样硬化进展，这种现象主要是由于 ＬＸＲ ／ ＲＸＲ⁃
ＡＩＭ 调节轴的破坏［３７］。
３􀆰 ２　 肥胖

　 　 肥胖为 ２１ 世纪的主要健康负担之一，是高血

压、恶性肿瘤［４２］、胰岛素抵抗（ ＩＲ） ［４３］ 及高尿酸血

症［４４］的关键风险因素。 巨噬细胞是肥胖脂肪组织

中介导胰岛素抵抗和代谢功能障碍的主要细胞类

型，其炎性状态也可以被各种脂质物质修饰，源自

膳食或脂肪细胞甘油三酯水解的饱和脂肪酸可通

过 ＴＬＲ４ 依赖性机制驱动巨噬细胞向 Ｍ１ 型极

化［４５］。 ＡＩＭ 又能通过自噬机制驱动巨噬细胞向 Ｍ２
型极化［２０］。

ＡＩＭ 通过 ＣＤ３６ 内吞到脂肪细胞，并与 ＦＡＳ 结

合，导致 ＦＡＳ 酶活性降低而诱导脂解［７］。 此外，ＡＩＭ
还可以使脂肪细胞过氧化物酶体增殖物激活受体

（ＰＰＡＲγ）转录活性降低，从而导致三酰甘油储存所

必需的两种蛋白质表达减少，即脂肪特异性蛋白 ２７
（ＦＳＰ２７）和脂滴包被蛋白［７］。 Ｋｕｒｏｋａｗａ 等［３８］ 通过

体内研究证实，ＡＩＭ 在血液中随肥胖进展而增加，
并渗入脂肪细胞，从而诱导脂肪组织的脂解。

肥胖脂肪组织中慢性、低度炎症的这种亚临床

炎症状态主要依赖于先天免疫系统，通过脂肪酸激
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活脂肪细胞上表达的 ｔｏｌｌ 样受体，导致 Ｍ１ 巨噬细胞

募集到脂肪组织中［４６］。 ＩｇＭ 对自身抗原具有反应

性，载有抗原的血液五聚体 ＩｇＭ 形成包含多种元素

的大免疫复合物（ＩＣ），其中包括 ＡＩＭ［３９］。 有研究证

明，ＩｇＭ⁃ＡＩＭ 联合有助于肥胖状态下自身抗体的产

生，在肥胖相关的自身免疫过程中起关键作用。 在

高脂饮食的小鼠中，天然 ＩｇＭ 通过 Ｂ 细胞 ＴＬＲ４ 刺

激而增加［３９］。 ＡＩＭ 与 ＩｇＭ 相关，ＩｇＭ 可以保护 ＡＩＭ
免于肾排泄，增加血液 ＡＩＭ 水平，肥胖诱导的 ＩｇＭ
也会随之增加。 ＩｇＭ 依赖性自身抗原向 Ｂ 细胞的呈

递，刺激 ＩｇＧ 自身抗体的产生。 因此，与肥胖的

ＡＩＭ－ ／ －小鼠相比，肥胖 ＷＴ 小鼠中观察到的多种 ＩｇＧ
自身抗体的增加被消除，并且表明血液 ＡＩＭ 是人类

肥胖相关自身免疫性疾病的生物标志物［３９］。
３􀆰 ３　 ２ 型糖尿病

　 　 ２ 型糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｔｙｐｅ ２，Ｔ２ＤＭ）作

为一种常见的慢性代谢性疾病［４７］，主要临床特征为

脂质代谢紊乱、ＩＲ 和高血糖［４８］。 有研究表明，对于

Ｔ２ＤＭ 患者来说，仅葡萄糖本身并不会导致糖尿病

并发症，相反是一系列血脂异常、高血压病、炎症和

ＩＲ 等因素对脂肪组织脂肪酸代谢产生影响，而脂肪

酸代谢是糖尿病肾病和神经病变等糖尿病并发症

发病和进展的基础［４９］。 因此，Ｔ２ＤＭ 及其并发症的

发生发展均与脂质代谢紊乱有密切关系。 Ｃａｅｓａｒ
等［５０］研究发现，给小鼠喂食富含饱和脂肪的食物可

能会导致肠道菌群的失衡，使 Ｔ２ＤＭ 小鼠出现炎症，
其机制是通过脂肪细胞中的 ＴＬＲ４ 所介导的。 脂肪

组织巨噬细胞（ＡＴＭ）能够调节自身的脂质代谢，其
主要是通过固醇调节元件结合蛋白和 ＬＸＲ 两个转

录因子家族，这两个家族控制胆固醇与脂肪酸的合

成，摄入过多的膳食脂质，协调 ＡＴＭ 代谢激活，从而

调节自身脂质代谢，控制 Ｔ２ＤＭ 的发展［５１］。 有研究

证实，ＡＩＭ 可以通过激活 ＴＬＲ４ 刺激产生脂肪细胞

中的趋化因子，这种趋化因子产生的减少显著预防

了 ＡＩＭ－ ／ －小鼠的巨噬细胞脂肪组织的浸润，从而保

护他们免受 ＩＲ 和葡萄糖不耐受［３８］。 Ｐｅｔｅｒｓ 等［４０］的

研究验证了一组血浆蛋白生物标志物 ＰｒｏｍａｒｋｅｒＤ
（包括 ＡＩＭ）可以准确预测 Ｔ２ＤＭ 病患者未来的肾

功能下降，在糖尿病肾病中具有诊断和预后作用。

４　 结语和展望

　 　 综上所述，ＡＩＭ 作为细胞凋亡抑制剂，在过去

的研究中已经揭示了许多作用，不仅可以通过抑制

单核细胞 ＴＮＦ 和 ＩＬ⁃１β 的产生从而促进 ＩＬ⁃１０ 的分

泌发挥抗炎作用，还可以通过增强巨噬细胞摄取

ｏｘＬＤＬ，与 ｏｘＬＤＬ 结合并促进 ＣＤ３６ 介导 ｏｘＬＤＬ 的内

吞来调节巨噬细胞脂质稳态。 这些研究均证实了

其在炎症反应及脂质代谢中发挥重要作用，因此可

以将 ＡＩＭ 置于维持组织内环境稳定和炎症过程中

的必要组分，通过其多种活性来调节从炎症反应到

相关脂质代谢驱动的肥胖、糖尿病、血脂异常和动

脉粥样硬化等高患病率疾病的进展。 此外，ＡＩＭ 参

与脂质代谢紊乱的相关疾病又常伴有炎症反应，二
者之间相互作用分子机制还未被完全揭示。 是否

可以通过抗炎改善脂质代谢异常，或通过调控脂质

代谢来减轻慢性炎症反应，尚需进一步研究。
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［ ９ ］ 　 ＴＡＲＡＺÓＮ Ｅ， ＣＯＲＢＡＣＨＯ⁃ＡＬＯＮＳＯ Ｎ， ＢＡＲＤＥＲＡＳ Ｍ Ｇ， ｅｔ

ａｌ． Ｐｌａｓｍａ ＣＤ５Ｌ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｉｎｖａｓｉｖｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｈｅａｒｔ
ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｈｅａｒｔ Ｌｕｎｇ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ， ２０２０， ３９ （ ３）： ２５７
－２６６．

［１０］ 　 ＣＨＥＮ Ｔ， ＤＵＡＮ Ｊ， ＬＩ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＣＤ５Ｌ ａｓ ａ
ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｔｏ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ ｅｔｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｉｎ ａｄｕｌｔｓ
ｗｉｔｈ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ， ２０２０， ８０（４）： ４６９－４９６．

［１１］ 　 ＮＯＣＫ Ｓ， ＪＯＨＡＮＮ Ｋ， ＨＡＲＤＥＲ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＣＤ５Ｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ａ
ｎｏｖｅｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｆｏｒ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ａｃｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｔｈｙｒｏｉｄ， ２０２０， ３０（６）： ９０８－９２３．

［１２］ 　 刘前程， 舒鹰， 何会， 等． ＡＲＤＳ 患者 ＢＡＬＦ 中 ＣＤ５Ｌ 水平与

早期肺纤维增生及临床结局的关系 ［ Ｊ］ ． 国际检验医学杂

志， ２０２３， ４４（５）： ６１７－６２１， ６２７．
ＬＩＵ Ｑ Ｃ， ＳＨＵ Ｙ， ＨＥ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＤ５Ｌ
ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＢＡＬＦ ａｎｄ ｅａｒｌｙ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｐｌａｓｉａ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｏｕｔｃｏｍｅ ｉｎ ＡＲＤＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｌａｂ Ｍｅｄ， ２０２３， ４４（５）：
６１７－６２１， ６２７．

［１３］ 　 ＧＥＢＥ Ｊ Ａ， ＫＩＥＮＥＲ Ｐ Ａ， ＲＩＮＧ Ｈ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ，
ｍａｐｐｉｎｇ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １ ｑ２１⁃ｑ２３， ａｎｄ ｃｅｌｌ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｓｐａｌｐｈａ， ａ ｎｅｗ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｓｃａｖｅｎｇｅｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｙｓｔｅｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ （ ＳＲＣＲ） ｆａｍｉｌｙ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ
Ｃｈｅｍ， １９９７， ２７２（１０）： ６１５１－６１５８．

［１４］ 　 ＧＥＢＥ Ｊ Ａ， ＬＬＥＷＥＬＬＹＮ Ｍ， ＨＯＧＧＡＴＴ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｃｌｏｎｉｎｇ， ｇｅｎｏｍｉｃ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｅｌｌ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
ｍｏｕｓｅ Ｓｐａｌｐｈａ ［Ｊ］ ． Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ２０００， ９９（１）： ７８－８６．

［１５］ 　 ＳＡＲＲＩＡＳ Ｍ Ｒ， ＰＡＤＩＬＬＡ Ｏ， ＭＯＮＲＥＡＬ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｎｄ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｈｕｍａｎ Ｓｐａｌｐｈａ
［Ｊ］ ． Ｔｉｓｓｕｅ Ａｎｔｉｇｅｎｓ， ２００４， ６３（４）： ３３５－３４４．

［１６］ 　 ＳＡＮＣＨＥＺ⁃ＭＯＲＡＬ Ｌ， ＲÀＦＯＬＳ Ｎ， ＭＡＲＴＯＲＩ Ｃ， ｅｔ ａｌ．
Ｍｕｌｔｉｆａｃｅｔｅｄ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ＣＤ５Ｌ ｉｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ａｎｄ ｓｔｅｒｉｌｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２１， ２２（８）： ４０７６．

［１７］ 　 ＭＯＲＩ Ｍ， ＫＩＭＵＲＡ Ｈ， ＩＷＡＭＵＲＡ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ⁃
ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｐｏｌｙｔｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ （ ＡＩＭ） ［ Ｊ ］ ． ＦＥＢＳ Ｌｅｔｔ，
２０１２， ５８６（２０）： ３５６９－３５７４．

［１８］ 　 ＳＡＮＪＵＲＪＯ Ｌ， ＡＭÉＺＡＧＡ Ｎ， ＡＲＡＮ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｈｕｍａｎ
ＣＤ５Ｌ ／ ＡＩＭ⁃ＣＤ３６ ａｘｉｓ： ａ ｎｏｖｅｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎｄｕｃｅｒ ｉｎ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｔｈａｔ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ［ Ｊ ］ ．
Ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ２０１５， １１（３）： ４８７－５０２．

［１９］ 　 ＬＯＣＡＴＩ Ｍ， ＣＵＲＴＡＬＥ Ｇ， Ｍａｎｔｏｖａｎｉ Ａ． Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ，
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ［ Ｊ ］ ．
Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｐａｔｈｏｌ， ２０２０， １５： １２３－１４７．

［２０］ 　 ＳＡＮＪＵＲＪＯ Ｌ， ＡＲＡＮ Ｇ， ＴÉＬＬＥＺ É， ｅｔ ａｌ． ＣＤ５Ｌ ｐｒｏｍｏｔｅｓ Ｍ２
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ＩＤ３ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１８， ９： ４８０．

［２１］ 　 ＡＲＡＩ Ｓ， ＭＩＹＡＺＡＫＩ Ｔ． Ａ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ａｇａｉｎｓｔ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ （ ＡＩＭ） ［ Ｊ］ ． Ｓｅｍｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ， ２０１８， ４０
（６）： ５６７－５７５．

［２２］ 　 ＴＡＫＡＨＡＴＡ Ａ， ＡＲＡＩ Ｓ， ＨＩＲＡＭＯＴＯ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｃｒｕｃｉａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ
ＡＩＭ ／ ＣＤ５Ｌ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ＩｇＡ

ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｍ Ｓｏｃ Ｎｅｐｈｒｏｌ， ２０２０， ３１ （ ９）： ２０１３
－２０２４．

［２３］ 　 ＷＡＮＧ Ｃ， ＹＯＳＥＦ Ｎ， ＧＡＵＢＬＯＭＭＥ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＣＤ５Ｌ ／ ＡＩＭ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｌｉｐｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｒｅｓｔｒａｉｎｓ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ
［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０１５， １６３（６）： １４１３－１４２７．

［２４］ 　 ＢＯＵＣＨ Ｒ Ｊ， ＺＨＡＮＧ Ｊ， ＭＩＬＬＥＲ Ｂ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｔｉｎｃｔ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ Ｔｈ１７ ｓｕｂｓｅｔｓ ｅｍｅｒｇｅ ｉｎ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｅｘｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ２２０（１０）： ｅ２０２２１９１１．

［２５］ 　 ＨＡＳＥＧＡＷＡ Ｈ， ＭＩＺＯＧＵＣＨＩ Ｉ， ＯＲＩＩ Ｎ， ｅｔ ａｌ． ＩＬ⁃２３ｐ１９ ａｎｄ
ＣＤ５ ａｎｔｉｇｅｎ⁃ｌｉｋｅ ｆｏｒｍ ａ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｎｏｖｅｌ ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒｉｃ ｃｙｔｏｋｉｎｅ
ａｎｄ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０２１， １１（１）： ５２６６．

［２６］ 　 ＮＩＳＨＩＫＩＤＯ Ｔ， ＯＹＡＭＡ Ｊ， ＳＨＩＲＡＫＩ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ （ ＡＩＭ） ／ ＣＤ５Ｌ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｉｎｆａｒｃｔ ｓｉｚｅ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ａｍ Ｈｅａｒｔ Ａｓｓｏｃ， ２０１６， ５（４）： ｅ００２８６３．

［２７］ 　 ＲＡＪＡＳＥＫＡＲＡＮ Ａ， ＪＵＬＩＡＮ Ｂ Ａ， ＲＩＺＫ Ｄ Ｖ． ＩｇＡ
ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ： ａｎ ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ａｍ
Ｊ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０２１， ３６１（２）： １７６－１９４．

［２８］ 　 ＷＵ Ｍ Ｙ， ＣＨＥＮ Ｃ Ｓ， ＹＩＡＮＧ Ｇ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＩｇＡ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｅｄ， ２０１８， ７（８）：
２２５．

［２９］ 　 ＡＫＩＫＯ Ｔ， ＫＥＮＴＯ Ｋ， ＣＨＩＥＫＯ Ｎ， ｅｔ ａｌ． ａｉｍ（ｃｄ５ｌ） ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｉｇａ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｈｌｏｇｏｇｅｎｉｓｉｔｙ ｉｎ ｉｇａ
ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｉｇａ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ
ｐｈｌｏｇｏｇｅｎｉｓｉｔｙ ｉｎ ｉｇａ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ［Ｊ］ ． Ｎｅｐｈｒｏｌ Ｄｉａｌ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ，
２０１６， ３１（ｓｕｐｐｌ１）： ｉ１０１－ｉ１０２．

［３０］ 　 ＯＮＧ Ｓ Ｂ， ＨＥＲＮÁＮＤＥＺ⁃ＲＥＳÉＮＤＩＺ Ｓ， ＣＲＥＳＰＯ⁃ＡＶＩＬＡＮ Ｇ
Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ：
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐｌａｙｅｒｓ， ｄｙｎａｍｉｃ ｒｏｌｅｓ， ａｎｄ ｎｏｖｅｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｈｅｒ， ２０１８， １８６： ７３－８７．

［３１］ 　 ＬＩＡＮ Ｘ， ＹＡＮ Ｃ， ＱＩＮ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｔｒａｌ ｌｉｐｉｄｓ ａｎｄ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃｛ ｇａｍｍａ｝ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ⁃ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｌｙｓｏｓｏｍａｌ
ａｃｉｄ ｌｉｐａｓｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ， ２００５， １６７（３）：
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　 　 【摘要】 　 卵巢功能不全（ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＰＯＩ）又称“卵巢功能低下”，其发病率高达 １％ ～ ５％，
近年来还呈现不断上升的趋势，已经严重影响女性的身心健康及生活质量。 目前，关于 ＰＯＩ 的发病原因及机制尚

不明确，模型构建方法与应用也较混乱，且绝大多数模型在针对性、稳定性等方面存在一定不足，这也极大的限制

了 ＰＯＩ 的相关研究及其临床诊断和治疗。 因此本文对 ＰＯＩ 的病因病机与 ＰＯＩ 动物模型的构建进行综述和讨论，以
期为 ＰＯＩ 的病因病机研究及模型的选择和构建提供更多参考。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ （ＰＯＩ）， ａｌｓｏ ｋｎｏｗｎ ａｓ “ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ”， ｈａｓ ａｎ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ
１％～５％． Ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｉｓｅ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ， ｓｅｒｉｏｕｓｌｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｗｏｍｅｎ’ｓ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｍｅｎｔａｌ ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ
ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｌｉｆｅ． Ａｔ ｐｒｅｓｅｎｔ， ｔｈｅ ｃａｕｓｅ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＰＯＩ ａｒｅ ｓｔｉｌｌ ｕｎｃｌｅａｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｒｅ ａｌｓｏ ｃｏｎｆｕｓｉｎｇ． Ｍｏｓｔ ｍｏｄｅｌｓ ｈａｖｅ ｓｏｍｅ ｓｈｏｒｔｃｏｍｉｎｇｓ ｉｎ ｐｅｒｔｉｎｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ｇｒｅａｔｌｙ
ｌｉｍｉｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＰＯＩ． Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｅｓ ｔｈｅ ｅｔｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＰＯＩ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＯＩ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｏｓｅ
ｓｔｕｄｙｉｎｇ ＰＯＩ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｅｔｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 卵巢功能不全（ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，
ＰＯＩ）是指女性在 ４０ 岁以前出现卵巢功能减退的一

种医学、心理和生殖性疾病［１］，主要表现为闭经、月
经稀发或频发，同时伴有雌激素缺乏、促性腺激素



水平升高等表现。 ＰＯＩ 还会导致骨质疏松、老年痴

呆、糖尿病、心血管疾病等［１］。 相关研究表明，ＰＯＩ
的发生受遗传、医源（放化疗、手术等）、感染、环境、
代谢和自身免疫性疾病等多种因素的影响［２］。 截

至目前，ＰＯＩ 的发病原因、机制均不明确，给 ＰＯＩ 的

治疗及相关研究带来诸多困难；而建立与病理特

征、发病机制相符的动物模型对于深入研究其病因

病机和临床治疗具有重要意义。 因此本文分别从

ＰＯＩ 的发病原因、机制与 ＰＯＩ 动物模型的构建两个

方面进行综述，以期为 ＰＯＩ 模型的选择提供更科

学、更具针对性的造模信息，为 ＰＯＩ 病因病机以及

临床治疗等研究提供参考。

表 １　 与卵巢功能不全相关的遗传异常类型
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

遗传异常类型
Ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｏｍａｌｙ ｔｙｐｅ

异常基因或染色体
Ａｂｎｏｒｍａｌ ｇｅｎｅ ｏｒ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

表现
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

染色体异常
Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ

４５，Ｘ ／ ４６，ＸＹ 染色体混合体
４５，Ｘ ／ ４６，ＸＹ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｍｉｘｔｕｒｅ

不同程度的性别模糊，胎儿阶段出现卵母细胞凋亡［５］ 。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｇｅｎｄｅｒ ａｍｂｉｇｕｉｔｙ， ｆｅｔａｌ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｏｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．

４７，ＸＸＸ 卵巢功能障碍，周期性闭经和不孕［５］ 。
Ｏｖａｒｉａｎ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｐｅｒｉｏｄｉｃ ａｍｅｎｏｒｒｈｅａ ａｎｄ ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ．

４６，ＸＸ 不同程度的卵巢发育不良，特发性卵巢功能不全［６］ 。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｄｙｓｐｌａｓｉａ， ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ．

单基因异常
Ｓｉｎｇｌｅ ｇｅｎｅ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙ

ＦＭＲ１ 基因
ＦＭＲ１ ｇｅｎｅ

卵泡早期发育停滞、数量减少，闭经、雌激素不足［７］ 。
Ｅａｒｌｙ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｓ ｓｔａｇｎａｎｔ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｉｓ ｒｅｄｕｃｅｄ， ａｍｅｎｏｒｒｈｅａ ａｎｄ
ｅｓｔｒｏｇｅｎ ａｒｅ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ．

ＢＭＰ１５ 基因
ＢＭＰ１５ ｇｅｎｅ

多种类型的卵巢功能紊乱，如性早熟及 ＰＯＩ［８－９］ 。
Ｍａｎｙ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｓｕｃｈ ａｓ ｐｒｅｃｏｃｉｏｕｓ ｐｕｂｅｒｔｙ ａｎｄ ＰＯＩ．

ＮＯＢＯＸ 基因
ＮＯＢＯＸ ｇｅｎｅ

影响卵母细胞的形成和卵泡的发育，导致卵巢早衰［１０］ 。
Ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ， ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ
ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅ．

ＮＲ５Ａ１ 基因
ＮＲ５Ａ１ ｇｅｎｅ

性腺、肾上腺、垂体促性腺激素表达受损，促卵泡生成素（ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）和促黄体生成素（ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＬＨ）受体失活现象［１１］ 。
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｏｎａｄ， ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄ ａｎｄ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｇｌａｎｄ ｉｓ ｉｍｐａｉｒｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ （ＦＳＨ） ａｎｄ ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ （ＬＨ） ａｒｅ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ．

ＦＳＨＲ 基因
ＦＳＨＲ ｇｅｎｅ

卵巢无法正常响应，阻断卵泡形成，抑制雌二醇（ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ２， Ｅ２ ）等激素的

分泌［９］ 。
Ｏｖａｒｙ ｃａｎ’ ｔ ｒｅｓｐｏｎｄ ｎｏｒｍａｌｌｙ， ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ （Ｅ２） ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｈｏｒｍｏｎｅｓ．

多基因异常
Ｐｏｌｙｇｅｎｉｃ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙ

ＦＯＸＬ２ 基因
ＦＯＸＬ２ ｇｅｎｅ

破坏颗粒细胞和卵泡膜细胞的分化，影响类固醇生成，使生殖能力减弱［９，１２］ 。
Ｄｅｓｔｒｏｙ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｃａ ｃｅｌｌｓ， ａｆｆｅｃｔ ｓｔｅｒｏｉｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｗｅａｋｅｎ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｙ．

ＦＩＧＬＡ 基因
ＦＩＧＬＡ ｇｅｎｅ

破坏卵细胞，影响其生殖功能［９］ 。
Ｄｅｓｔｒｏｙ ｅｇｇ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅｉｒ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．

ＧＤＦ９ 基因
ＧＤＦ９ ｇｅｎｅ

颗粒细胞产生的孕激素含量降低［１３］ 。
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．

１　 卵巢功能不全病因病机研究

１􀆰 １　 发病因素

１􀆰 １􀆰 １　 遗传因素

　 　 相关研究表明，机体内的部分遗传物质异常可

诱导 ＰＯＩ 的发生，故 ＰＯＩ 具有较强的遗传异质

性［３］。 现阶段在 ＰＯＩ 的发病因素中，遗传因素占

ＰＯＩ 病因的 ２０％ ～ ２５％，其中包括染色体异常和基

因变异［４］，具体信息见表 １。
１􀆰 １􀆰 ２　 免疫性因素

　 　 相关研究表明，机体的免疫功能失调会诱导

ＰＯＩ 的发生，即自身免疫性 ＰＯＩ（ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ＰＯＩ，
ａＰＯＩ）。 ＰＯＩ 患者中有 ４％～３０％患有自身免疫性疾

病［１４］，如自身免疫性卵巢炎、类风湿性关节炎、系统

性红斑狼疮等［１４－１６］，自身免疫性卵巢炎通过淋巴细

胞介导，增加体内促炎因子的含量并诱导 Ｂ 细胞分

泌抗体，导致卵巢过度免疫，进而加快颗粒细胞的

凋亡过程［１７］；此外临床研究表明，类风湿性关节炎

患者体内抗缪勒试管激素 （ ａｎｔｉ⁃ｍｉａｏ Ｌｅｉ’ ｓ ｔｕｂｅ
ｈｏｒｍｏｎｅ，ＡＭＨ）水平降低，导致生育能力减弱［１８］；陈
婉乐等［１９］研究推测，系统性红斑狼疮可通过抑制相

关激 素 的 分 泌、 影 响 促 性 腺 激 素 释 放 激 素
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（ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＧｎＲＨ）的反馈机制

等途径损伤下丘脑－垂体－卵巢轴进而诱发 ａＰＯＩ。
此外透明带糖蛋白 （ ｚｏｎａ ｐｅｌｌｕｃｉｄａ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ３，
ＺＰ３）等自身免疫抗体会导致下丘脑－垂体－卵巢轴

功能发生异常，从而引发月经不调、不孕等症状［２０］。
同时相关研究报道，ＰＯＩ 的发生与接种四价人乳头

瘤病毒疫苗具有一定的相关性，推测疫苗的免疫原

含量、佐剂等可能会诱导 ＰＯＩ，但临床研究较少，还
需进一步探索［１７］。
１􀆰 １􀆰 ３　 医源性因素

　 　 在 ＰＯＩ 的诸多发病因素当中，医源性因素尤为

普遍，包括放疗、化疗、手术等。 在癌症治疗当中放

疗、化疗等手段在杀死癌细胞的同时，也会对卵巢

的正常组织造成损伤。 放疗过程中电离辐射如 Ｘ－
射线、γ－射线可抑制生殖细胞 ＤＮＡ 的合成，使卵母

细胞丢失，导致卵巢萎缩［２１］；化疗药物包括顺铂、环
磷酰胺、表柔比星等具有较强的毒性，顺铂作为一

种 ＤＮＡ 交联剂，可干扰 ＤＮＡ 修复过程，抑制细胞分

裂，诱导 ＤＮＡ 损伤，并引发细胞凋亡、死亡过程；环
磷酰胺的主要活性代谢产物为磷酰胺氮芥，可诱导

ＤＮＡ 交联，抑制 ＤＮＡ 复制过程，同时可减少原始卵

泡数量、促进颗粒细胞的凋亡进而导致卵巢功能的

减弱［２２］；表柔比星可影响 ＤＮＡ 损伤修复能力，损害

卵巢血管系统，导致血管痉挛和卵巢皮质纤维

化［５］，同时也会蓄积于卵母细胞中，产生剂量依赖

性的毒性作用［２２］。 此外研究表明，在一些妇科手术

术后也会出现 ＰＯＩ 的相关症状，比如卵巢子宫内膜

异位症手术，在手术过程中使用电凝止血手术器

械、意外破坏卵巢组织等会加速卵泡耗竭，使卵巢

功能异常［２３］。
１􀆰 １􀆰 ４　 环境因素

　 　 日常环境中具有生殖毒性的化合物会诱导 ＰＯＩ
的发生，这些化合物可通过食物、空气、灰尘等经消

化系统、呼吸系统进入人体，影响内分泌系统的正

常功能与卵巢周围的环境，进一步影响卵巢功能。
比如双酚 Ａ、邻苯二甲酸酯类、全氟烷基和聚氟烷基

类等物质，双酚 Ａ 可过度激活原始卵泡，使原始卵

泡数量显著减少［２１，２４］；研究发现邻苯二甲酸酯类可

减少原始卵泡、窦卵泡数量，抑制颗粒细胞的增殖

并降低颗粒细胞类固醇激素的分泌，导致相关激素

水平下降，氧化应激水平升高，进而诱导 ＰＯＩ 的发

生［２１，２５］；全氟辛酸是全氟烷基类物质之一，研究表

明全氟辛酸能显著降低血清孕酮水平，降低黄体数

量，进而诱发 ＰＯＩ［２６］。
１􀆰 ２　 发生机制

　 　 卵巢功能不全是一个复杂的病理状态，可能由

多种机制引起。 而对卵巢功能不全机制的深入了

解对于研究该疾病、开发治疗策略、建立动物模型

和指导临床实践具有重要影响，具体信息见表 ２。

２　 动物模型构建方法及机制

　 　 卵巢功能不全仍是影响女性健康的重大疾病

之一，其发病机制尚未明确，还需更深入的研究。
目前，ＰＯＩ 动物模型的构建方法多以西医理论为指

导，根据其发病因素可分为医源性模型、代谢性模

型、免疫性模型、基因工程模型、环境干扰模型等，
其模型构建方法及其机制见表 ３。

３　 讨论与展望

３􀆰 １　 不同发病因素模型的选择

　 　 在 ＰＯＩ 动物模型构建时，基于不同的病因应当

选择更有针对性的模型。 根据医源性因素构建 ＰＯＩ
动物模型时，可采用药物或者射线相关方法进行模

型的构建；药物造模可选择环磷酰胺、顺铂、皮质

酮、雷公藤多苷等，目前药物造模多数采用雷公藤

多苷及环磷酰胺造模；研究放疗与 ＰＯＩ 疾病之间的

关系时，通常选择 Ｘ－射线、γ－射线照射，此类造模

方法多用于肿瘤研究中，该方法虽然成功率高，但
不具普遍性，因此本方法应用具有较强针对性，在
肿瘤与 ＰＯＩ 相关研究中可选择应用。 根据代谢因

素构建 ＰＯＩ 动物模型时可选择 Ｄ－半乳糖进行造

模，此方法适用于 ＰＯＩ 与代谢相关研究。 根据免疫

因素构建 ＰＯＩ 动物模型时可选择注射免疫制剂，该
方法比较适用于 ＰＯＩ 与免疫相关研究。 根据遗传

因素构建 ＰＯＩ 动物模型时可选择基因工程法进行

造模，该方法目前应用较少，但由于遗传因素导致

ＰＯＩ 占比较大，因此加强此类研究尤为重要。 综上

所述，在研究不同因素导致的 ＰＯＩ 疾病时，临床上

可根据不同的致病因素选择合适的方法进行动物

模型的构建。
３􀆰 ２　 不同发病机制模型的选择

　 　 ＰＯＩ 的发病机制主要涉及到细胞凋亡、自噬、氧
化应激等途径，其相关通路有 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ、ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ、Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ＳＩＲＴ、ＶＥＧＦ ／ ＶＥＧＦ⁃２、Ｈｅｄｇｅｈｏｇ
等。 目前研究发现，医源性模型中诱导 ＰＯＩ 的主要

途径有 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦＯＸＯ３ａ 信号通路；其中环磷酰胺
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表 ２　 卵巢功能不全的发生机制
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

机制类型
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｔｙｐｅ

相关信号通路
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈ

调控过程
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

相关基因或分子
Ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

磷脂酰肌醇 ３－激酶
信 号 通 路 （ ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ） ［２７］

Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ
３⁃ ｋｉｎａｓｅ ｓｉｇｎａｌ
ｐａｔｈｗａｙ （ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ）

包括刺激因子与受体结合、ＰＩ３Ｋ 激活、Ａｋｔ 的激活、下
游信号传导等过程（图 １）。
Ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ ａｎｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＰＩ３Ｋ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， Ａｋｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ （Ｆｉｇｕｒｅ １） ．

ＰＩ３Ｋ 酶、ＰＩＰ２、ＰＩＰ３、含 ＰＨ 结构域的蛋白质
（Ａｋｔ、ＰＤＫ 和 ＳＧＫ 等）、 半胱氨酸蛋白酶
（ｃａｓｐａｓｅ）、Ｂ 淋巴细胞瘤 ２ 基因（Ｂｃｌ⁃２）、促凋
亡蛋白 Ｂａｘ、Ｂａｋ、凋亡相关因子 Ｆａｓ 和 Ｆａｓ⁃Ｌ
ｍＲＮＡ、ＮＦ⁃κＢ、ＦＯＸＯ３ 因子等［２８］ 。
ＰＩ３Ｋ ｅｎｚｙｍｅ， ＰＩＰ２， ＰＩＰ３， ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ＰＨ
ｄｏｍａｉｎ （ Ａｋｔ， ＰＤＫ， ＳＧＫ， ｅｔｃ． ）， ｃｙｓｔｅｉｎｅ
ｐｒｏｔｅａｓｅ （ｃａｓｐａｓｅ）， Ｂ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｔｕｍｏｒ ２ ｇｅｎｅ
（ Ｂｃｌ⁃２ ）， ｐｒｏ⁃ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｂａｘ， Ｂａｋ，
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ Ｆａｓ ａｎｄ Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ，
ＮＦ⁃κＢ， ＦＯＸＯ３， ｅｔｃ．

细胞凋亡
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

转化生长因子－β 信
号通路（ＴＧＦ⁃β） ［２９］

Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ⁃β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ （ＴＧＦ⁃β）

包括刺激因子与受体结合、受体激活、Ｓｍａｄ 磷酸化、
Ｓｍａｄ 核转录因子复合物形成、基因转录调控等过程
（图 ２）。
Ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ ａｎｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， Ｓｍａｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ， Ｓｍａｄ ｎｕｃｌｅａｒ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｃｏｍｐｌｅｘ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ （Ｆｉｇｕｒｅ ２） ．

ＴＧＦ⁃β 分子、Ｓｍａｄ 激酶等。
ＴＧＦ⁃β ｍｏｌｅｃｕｌｅ， Ｓｍａｄ ｋｉｎａｓｅ， ｅｔｃ．

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信 号
通路［３０］

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

包括无 Ｗｎｔ 信号状态、Ｗｎｔ 信号的激活、复合物形成、
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 核转位、基因转录调控等过程（图 ３）。
Ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ Ｗｎｔ⁃ｆｒｅｅ ｓｔａｔｅ， Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ｃｏｍｐｌｅｘ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ， ｇｅｎｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｏ ｏｎ （Ｆｉｇｕｒｅ ３） ．

ＦＯＸＯ３ａ、Ｗｎｔ３ａ［３１］ 、Ｗｎｔ 蛋白、ＴＣＦ ／ ＬＥＦ 等染
色质蛋白等。
ＦＯＸＯ３ａ， Ｗｎｔ３ａ， Ｗｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＴＣＦ ／ ＬＥＦ ａｎｄ
ｏｔｈｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ．

血管内皮生长因子
信 号 通 路
（ＶＥＧＦ） ［５］

Ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
（ＶＥＧＦ）．

包括 ＶＥＧＦ 与受体结合、受体激活、下游信号传导（可
激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号通路）等过程［３２］ 。
Ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＶＥＧＦ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，
ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ （ ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ａｃｔｉｖａｔｅ
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ａｎｄ ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ） ａｎｄ ｏｔｈｅｒ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ．

ＶＥＧＦ⁃Ａ、ＲＴＫ、ＰＩ３Ｋ 酶、ＰＩＰ２、ＰＩＰ３、含 ＰＨ 结
构域的蛋白质（Ａｋｔ、ＰＤＫ 和 ＳＧＫ 等）。
ＶＥＧＦ⁃Ａ， ＲＴＫ， ＰＩ３Ｋ ｅｎｚｙｍｅ， ＰＩＰ２， ＰＩＰ３，
ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ＰＨ ｄｏｍａｉｎ （ Ａｋｔ， ＰＤＫ ａｎｄ
ＳＧＫ， ｅｔｃ． ） ．

刺 猬 信 号 通 路
（Ｈｅｄｇｅｈｏｇ） ［３３］

Ｈｅｄｇｅｈｏｇ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

包括无刺猬信号状态、刺猬信号的激活、Ｇｌｉ 转录因子
的激活、基因转录调控等过程（图 ４）。
Ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｈｅｄｇｅｈｏｇ⁃ｆｒｅｅ ｓｉｇｎａｌ ｓｔａｔｅ， ｈｅｄｇｅｈｏｇ ｓｉｇｎａｌ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， Ｇｌｉ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ｇｅｎｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ （Ｆｉｇｕｒｅ ４） ．

Ｇｌｉ 转录因子、Ｓｍｏ 蛋白、Ｇｌｉ１ 蛋白、ｋｉｎｅｓｉｎ 家
族 蛋 白 （ Ｋｉｆ７ ）、 Ｈｈ 通 路 调 节 分 子
（ＳＵＦＵ）等［３４］ 。
Ｇｌｉ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ， Ｓｍｏ ｐｒｏｔｅｉｎ， Ｇｌｉ１
ｐｒｏｔｅｉｎ， ｋｉｎｅｓｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ （ Ｋｉｆ７ ）， Ｈｈ
ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ （ＳＵＦＵ）， ｅｔｃ．

氧感知通路［３５］

Ｏｘｙｇｅｎ
ｓｅｎｓｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

包括氧感受器（如缺氧诱导因子－ＨＩＦ）激活、ＨＩＦα 亚
基稳定化、缺氧条件下的稳定化、ＨＩＦα 与 ＨＩＦβ 的结
合、ＨＩＦ 复合物的转录活性、基因转录调控等过程。
Ｉｎｃｌｕｄｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘｙｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ （ ｓｕｃｈ ａｓ ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃ＨＩＦ ）， ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦα ｓｕｂｕｎｉｔ，
ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｈｙｐｏｘｉａ， ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦα ａｎｄ
ＨＩＦβ， ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨＩＦ ｃｏｍｐｌｅｘ， ｇｅｎｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ， ｅｔｃ．

ＨＩＦ、ＶＨＬ 蛋 白、 缺 氧 响 应 元 件 （ ＨＲＥ ）、
ＶＥＧＦ、促红细胞生成素（ＥＰＯ）等。
ＨＩＦ， ＶＨＬ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｈｙｐｏｘｉａ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
（ＨＲＥ）， ＶＥＧＦ， ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ （ＥＰＯ）， ｅｔｃ．

细胞自噬
Ａｕｔｏｐｈａｇｙ

去乙酰化酶（ ＳＩＲＴ）
信号通路［３６－３７］

Ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ （ ＳＩＲＴ ）
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

包括 ＳＩＲＴ 蛋白的活性激活、ＮＡＤ＋ 催化、底物去乙酰
化、基因表达调控等过程。
Ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＳＩＲＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ＮＡＤ＋ ｃａｔａｌｙｓｉｓ，
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ， ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ．

ＳＩＲＴ 蛋白家族、辅酶 ＮＡＤ＋、ｐ５３、ＦＯＸＯ 转录
因子等。
ＳＩＲＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ， ｃｏｅｎｚｙｍｅ ＮＡＤ＋， ｐ５３，
ＦＯＸＯ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ， ｅｔｃ．

氧化应激
Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ

ＳＩＲＴ 信号
通路［３６－３７］

ＳＩＲＴ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

包括 ＳＩＲＴ 蛋白的活性激活、ＮＡＤ＋ 催化、底物去乙酰
化、基因表达调控等过程。
Ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＳＩＲＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ＮＡＤ＋ ｃａｔａｌｙｓｉｓ，
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ， ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ．

ＳＩＲＴ 蛋白家族、辅酶 ＮＡＤ＋、ｐ５３、ＦＯＸＯ 转录
因子等。
ＳＩＲＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ， ｃｏｅｎｚｙｍｅ ＮＡＤ＋， ｐ５３，
ＦＯＸＯ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ， ｅｔｃ．

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信 号
通路［２８］

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

包括刺激因子与受体结合、ＰＩ３Ｋ 激活、Ａｋｔ 的激活、下
游信号传导等过程。
Ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ ａｎｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＰＩ３Ｋ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， Ａｋｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ．

ＲＴＫ、ＰＩ３Ｋ 酶、ＰＩＰ２、ＰＩＰ３、含 ＰＨ 结构域的蛋
白质（Ａｋｔ、ＰＤＫ 和 ＳＧＫ 等）、半胱氨酸蛋白酶
（ｃａｓｐａｓｅ）等［２８］ 。
ＲＴＫ， ＰＩ３Ｋ ｅｎｚｙｍｅ， ＰＩＰ２， ＰＩＰ３， ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＰＨ ｄｏｍａｉｎ （ Ａｋｔ， ＰＤＫ ａｎｄ ＳＧＫ，
ｅｔｃ． ）， ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ （ｃａｓｐａｓｅ）， ｅｔｃ．
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图 １　 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

图 ２　 ＴＧＦ⁃β 信号通路

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＴＧＦ⁃β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

诱导 ＰＯＩ 主要通过氧化应激途径、ｃＡＭＰ 等信号通

路；顺铂诱导 ＰＯＩ 通过铁性下垂、内质网应激、ＴＧＦ⁃
β１ ／ Ｓｍａｄ３ 等通路；雷公藤多苷诱导 ＰＯＩ 是通过线

粒体凋亡途径诱导 ＰＯＩ。 环境干扰模型则多采用
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图 ３　 Ｗｎｔ ／ β ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｗｎｔ ／ β ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

图 ４　 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号通路

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

ＶＣＤ，其通过细胞凋亡、细胞自噬途径以及 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路诱导 ＰＯＩ。 代谢性模型则采用

Ｄ－半乳糖，其主要通过内质网应激反应、ＰＴＥＮ ／

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路诱导 ＰＯＩ。 免疫性模型则多采

用注射混合免疫制剂进行模型的构建，其主要通过

影响 Ｔｒｅｇ 细胞和 Ｔｈ１７ 细胞中的特异性转录因子
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　 　 　 表 ３　 ＰＯＩ 动物模型构建方法
Ｔａｂｌｅ ３　 ＰＯＩ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

模型类型
Ｔｙｐｅｓ ｏｆ
ｍｏｄｅｌｓ

实验动物
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ａｎｉｍａｌ

构建方法
Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ

构建结果
Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ｒｅｓｕｌｔ
相关机制

Ｒｅｌａｔｅｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
优缺点

Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ
ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ

腹腔注射 ２ ｍｇ ／
ｍＬ 环磷酰胺溶
液，共 １５ ｄ［３８］。
２ ｍｇ ／ ｍＬ
ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ
ｆｏｒ １５ ｄ．

体重下降，动情周期紊乱；卵巢间质
增生和纤维化明显；子宫腺体萎缩；
次级卵泡数及成熟卵泡数明显减少；
ＡＭＨ、Ｅ２ 水平降低，ＦＳＨ 水平升高，
Ｂａｘ 表达水平升高，Ｂｃｌ⁃２表达水平下
降。
Ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ；
Ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ａｎｄ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ； Ｕｔｅｒｉｎｅ ｇｌａｎｄ
ａｔｒｏｐｈｙ； Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ； ＡＭＨ ａｎｄ Ｅ２ ｌｅｖｅｌｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ＦＳＨ ｌｅｖｅｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， Ｂａｘ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．

Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ⁃２的调控使颗粒细胞
凋亡；释放 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６
等因子诱发机体的氧化应激反
应［３８］。
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２
ｍａｋｅｓ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；
Ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６
ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｄｕｃｅｓ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｄｙ．

造模方法简单、构建时
间短、成功率高、成本
低；但对实验操作要求
高［１２］。
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ
ｓｉｍｐｌｅ， ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ｉｓ ｓｈｏｒｔ， ｔｈｅ
ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｉｓ ｈｉｇｈ ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｏｓｔ ｉｓ ｌｏｗ； Ｂｕｔ ｉｔ
ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｈｉｇｈ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ．

医源性
Ｉａｔｒｏｇｅｎｉｃ

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ

腹腔注射 ０􀆰 ５ ｍｇ ／
ｍＬ 的顺铂溶液，
共 ７ ｄ［３９］。
０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ
ｆｏｒ ７ ｄ．

体重下降，动情周期紊乱；卵巢组织
萎缩，子宫内壁薄；成熟卵泡数减少；
ＡＭＨ 水平降低。
Ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ；
ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｔｒｏｐｈｙ， ｔｈｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ
ｗａｌｌ； Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ； ＡＭＨ ｌｅｖｅｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．

促进卵巢颗粒细胞中的铁性下
垂并引起大鼠卵巢发育不良和
卵巢组织纤维化［４０］；诱发内质
网应激引发颗粒细 胞 的 自
噬［４１］；抑制泡细胞 ＴＧＦ⁃β１／
Ｓｍａｄ３ 途 径 调 控 卵 巢 的 功
能［２９］。
Ｉｔ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｉｒｏｎ ｓａｇｇｉｎｇ ｉｎ
ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃａｕｓｅｓ
ｏｖａｒｉａｎ ｄｙｓｐｌａｓｉａ ａｎｄ ｏｖａｒｉａｎ
ｔｉｓｓｕｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ； Ｉｎｄｕｃｉｎｇ
ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ
ｌｅａｄｓ ｔｏ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｏｆ ｇｒａｎｕｌａｒ
ｃｅｌｌｓ； Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ
ＴＧＦ⁃β１／ Ｓｍａｄ３ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ
ｒｅｇｕｌａｔｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．

造模方法简单、构建时
间短、成功率高、成本
低；但需注意注射剂
量［１２］。
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ
ｓｉｍｐｌｅ， ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ｉｓ ｓｈｏｒｔ， ｔｈｅ
ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｉｓ ｈｉｇｈ ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｏｓｔ ｉｓ ｌｏｗ； Ｂｕｔ ｐａｙ
ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｄｏｓｅ．

Ｃ５７ＢＬ６小鼠
Ｃ５７ＢＬ６ ｍｉｃｅ

全身 ０ Ｇｙ、２ Ｇｙ、４
Ｇｙ、６ Ｇｙ Ｘ－射线，
共 ７ ｄ［４２］。
Ｗｈｏｌｅ ｂｏｄｙ Ｘ⁃ｒａｙｓ
ｏｆ ０ Ｇｙ， ２ Ｇｙ， ４
Ｇｙ ａｎｄ ６ Ｇｙ ｆｏｒ ７
ｄ．

体重下降，动情周期紊乱；双侧卵巢
体积缩小；原始卵泡数量减少；ＦＳＨ
水平升高，ＡＭＨ 水平降低。
Ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ；
Ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｏｖａｒｉａｎ ｖｏｌｕｍｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ；
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ； ＦＳＨ ｌｅｖｅｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ
ＡＭＨ ｌｅｖｅｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．

氧化损伤、炎症损伤激活 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ ／ ＦＯＸＯ３ａ 信号通路，导致
ＰＯＩ［４３］。
Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｉｎｊｕｒｙ ａｃｔｉｖａｔｅ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／
ＦＯＸＯ３ａ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ，
ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ＰＯＩ．

造模方法简单、构建时
间短、成功率高；但成
本 高、 临 床 适 用 性
低［１２］。
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ
ｓｉｍｐｌｅ， ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ｉｓ ｓｈｏｒｔ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｉｓ ｈｉｇｈ； Ｂｕｔ
ｔｈｅ ｃｏｓｔ ｉｓ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ ｉｓ
ｌｏｗ．

Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠
Ｂａｌｂ ／ ｃ ｍｉｃｅ

灌胃 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 雷
公藤多苷混悬液，
共 １４ ｄ［４４］。
４０ ｍｇ ／ ｋｇ
ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ
ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ
ｐｏｌｙｇｌｙｃｏｓｉｄｅ
ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｗａｓ
ｇｉｖｅｎ ｏｒａｌｌｙ ｆｏｒ １４
ｄ．

受孕率呈下降趋势；体重下降，动情
周期紊乱；卵巢组织受损；原始卵泡
数量减少；ＦＳＨ 呈上调趋势，Ｅ２ 呈下
调趋势。
Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｒａｔｅ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｄｏｗｎｗａｒｄ
ｔｒｅｎｄ； Ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ
ｄｉｓｏｒｄｅｒ； Ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｓ ｄａｍａｇｅｄ；
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ； ＦＳＨ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｕｐｗａｒｄ
ｔｒｅｎｄ， ｗｈｉｌｅ Ｅ２ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｄｏｗｎｗａｒｄ
ｔｒｅｎｄ．

通过激活线粒体凋亡途径，损伤
线粒体功能，使促凋亡蛋白
ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ 表达水
平升高，加速细胞凋亡［４５］。
Ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｄａｍａｇｉｎｇ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏ⁃ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｃａｓｐａｓｅ３， ｃａｓｐａｓｅ９ ａｎｄ
Ｂａｘ ａｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｓ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ．

造模方法简单、成功率
高、成本低［１２］。
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ
ｓｉｍｐｌｅ， ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ
ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｌｏｗ
ｃｏｓｔ．

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ

下肢肌注氢化可
的松 ３２ ｍｇ ／ ｋｇ，共
１２ ｄ［４６］。
Ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ３２
ｍｇ ／ ｋｇ ｗａｓ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｌｏｗｅｒ
ｌｉｍｂｓ ｆｏｒ １２ ｄ．

体重下降，动情周期紊乱；卵巢指数
下降；Ｅ２ 水平降低，ＦＳＨ 水平升高。
Ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ；
Ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｄｅｘ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ； Ｅ２ ｌｅｖｅｌ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ＦＳＨ ｌｅｖｅｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．

导致负反馈增加，抑制下丘脑产
生的 ＧｎＲＨ，降低 ＦＳＨ 和 ＬＨ 的
分泌［４７］；抑制 ＶＥＧＦ 和其受体
表达，导致卵巢缺氧和萎缩。
Ｉｔ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｆｅｅｄｂａｃｋ， ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＧｎＲＨ
ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ａｎｄ
ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ＦＳＨ ａｎｄ
ＬＨ； Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ａｎｄ ｉｔｓ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅａｄｓ ｔｏ
ｏｖａｒｉａｎ ｈｙｐｏｘｉａ ａｎｄ ａｔｒｏｐｈｙ．

是一种中医证候相关
模型，造模方法简单、
成本低；但缺乏重复
性［１２］。
Ｉｔ ｉｓ ａ ＴＣＭ ｓｙｎｄｒｏｍｅ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ
ｓｉｍｐｌｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
ａｎｄ ｌｏｗ ｃｏｓｔ． Ｂｕｔ ｉｔ
ｌａｃｋｓ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ．
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续表３

模型类型
Ｔｙｐｅｓ ｏｆ
ｍｏｄｅｌｓ

实验动物
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ａｎｉｍａｌ

构建方法
Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ

构建结果
Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ｒｅｓｕｌｔ
相关机制

Ｒｅｌａｔｅｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
优缺点

Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ
ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ

皮下注射 ４０ ｍｇ ／
ｋｇ 皮 质 酮 混 悬
液［４８］。
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ４０ ｍｇ ／
ｋｇ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ
ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ．

体重下降，动情周期紊乱；卵巢萎缩；
原始、窦前卵泡和成熟卵泡数量减
少；ＡＭＨ、Ｅ２ 水平降低，ＦＳＨ 水平升
高。
Ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ；
Ｏｖａｒｉａｎ ａｔｒｏｐｈｙ； Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ， ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｎｄ
ｍａｔｕｒｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ； Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＡＭＨ ａｎｄ Ｅ２ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ＦＳＨ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．

通过激活 ＧＲ⁃ＣＲＥＢ／ ＡＰ１ 轴抑
制 卵 巢 中 促 黄 体 素 受 体
（ ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＬＨＲ）的表达，影响相关激素表
达水平［４９］。
Ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＧＲ⁃ＣＲＥＢ／ ＡＰ１
ａｘｉｓ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ （ ＬＨＲ ） ｉｎ
ｏｖａｒｙ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ
ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｗａｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ．

造模方法简单、成功率
高、成本低、使用范围
较广；但需严格把控用
药剂量、时间［１２］。
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ
ｓｉｍｐｌｅ， ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ
ｉｓ ｈｉｇｈ， ｔｈｅ ｃｏｓｔ ｉｓ ｌｏｗ，
ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｒａｎｇｅ ｉｓ ｗｉｄｅ； Ｈｏｗｅｖｅｒ，
ｔｈｅ ｄｏｓａｇｅ ａｎｄ ｔｉｍｅ
ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｓｔｒｉｃｔｌｙ
ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ．

代谢性
Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ

Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠
Ｂａｌｂ ／ ｃ ｍｉｃｅ

背部皮下注 ２００
ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）Ｄ－半
乳糖，共 ４２ ｄ［５０］。
２００ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ）
Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｗａｓ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ
ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｂａｃｋ ｆｏｒ
４２ ｄ．

卵巢质量系数降低；各级卵泡数量减
少；Ｅ２、ＬＨ 水平降低。
Ｏｖａｒｉａｎ ｍａｓｓ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ；
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ａｌｌ ｌｅｖｅｌｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ； Ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｅ２ ａｎｄ ＬＨ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．

通过下调 ＳＩＲＴ３／ ＳＯＤ２ 表达水
平，ＬＨ、Ｅ２ 水平降低［５１］。
Ｂｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＩＲＴ３／ ＳＯＤ２， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ＬＨ ａｎｄ Ｅ２ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．

造模方法简单、成本较
低；但造模时间长［１２］。
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ
ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｓｔ ｉｓ
ｌｏｗ； Ｂｕｔ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ
ｔｉｍｅ ｉｓ ｌｏｎｇ．

免疫性
Ｉｍｍｕｎｅ

Ｃ５７ＢＬ６小鼠
Ｃ５７ＢＬ６ ｍｉｃｅ

脚掌、尾根注射免
疫制剂溶液；７ ｄ
后注射混合免疫
制剂［５２］。
Ｉｎｊｅｃｔ ｉｍｍｕｎｅ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｓｏｌｅ
ａｎｄ ｔａｉｌ ｒｏｏｔ； Ａｆｔｅｒ
７ ｄａｙｓ， ｍｉｘｅｄ
ｉｍｍｕｎｅ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｗａｓ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ．

动情周期紊乱；卵巢萎缩；卵巢、子宫
脾、胸腺指数下降；各级卵泡数量减
少；ＡＭＨ、Ｅ２ 水平降低，ＦＳＨ、ＬＨ 水平
升高，抗透明带抗体水平升高。
Ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ； Ｏｖａｒｉａｎ
ａｔｒｏｐｈｙ； Ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｏｖａｒｙ， ｕｔｅｒｕｓ，
ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｔｈｙｍｕｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ； Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ａｌｌ ｌｅｖｅｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ；
ＡＭＨ ａｎｄ Ｅ２ ｌｅｖｅｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ＦＳＨ
ａｎｄ ＬＨ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ｚｏｎａ
ｐｅｌｌｕｃｉｄａ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．

通过影响 Ｔｒｅｇ 细胞和 Ｔｈ１７ 细
胞中的特异性转录因子 Ｆｏｘｐ３
和 ＲＯＲ⁃γｔ 的基因表达水平，卵
巢指数下降，出现卵巢早衰［５３］。
Ｂｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒｓ Ｆｏｘｐ３ ａｎｄ ＲＯＲ⁃γｔ ｉｎ
Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ
ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｄｅｘ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ
ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅ
ａｐｐｅａｒｅｄ．

成功率高、造模时间
短；但造模方法繁琐、
成本略高［１２］。
Ｈｉｇｈ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ａｎｄ
ｓｈｏｒｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｉｍｅ；
Ｂｕｔ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ
ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｓｔ ｉｓ ｓｌｉｇｈｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ．

基因工程
Ｇｅｎｅｔｉｃ

ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

Ｇｄｆ９ｃｒｅ＋

小鼠、
Ｆｋｂｐ３８ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ

小鼠
Ｇｄｆ９ｃｒｅ＋ ｍｉｃｅ、
Ｆｋｂｐ３８ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ

ｍｉｃｅ

通过两种小鼠交
配获得卵母细胞
特 异 性 敲 除
Ｆｋｂｐ３８转基
因小鼠［５４］。
Ｏｏｃｙｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｋｎｏｃｋ⁃ｏｕｔ ｏｆ
Ｆｋｂｐ３８ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ
ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ
ｍａｔｉｎｇ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ
ｏｆ ｍｉｃｅ．

生育力下降；原始卵泡数量减少；颗
粒细胞凋亡显著增加；Ｅ２、ＡＭＨ、抑制
素 Ｂ（ｉｎｈｉｂｉｎ Ｂ，ＩＮＨＢ）降低，ＦＳＨ 水
平升高。
Ｄｅｃｌｉｎｅ ｉｎ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ； Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ；
Ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ； Ｅ２， ＡＭＨ ａｎｄ Ｂ ｉｎｈｉｂｉｎ
（ＮＨＢ） ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ＦＳＨ ｌｅｖｅｌ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．

激活ｍＴＯＲＣ１，过度活化原始卵
泡从而导致卵巢早衰和不孕
症［５４］。
Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍＴＯＲＣ１
ｏｖｅｒａｃｔｉｖａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ
ｏｏｃｙｔｅ， ｗｈｉｃｈ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ
ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅ ａｎｄ ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ．

造模时间短、成功率
高；但造模方法繁琐、
成本高，难以推广［１２］。
Ｓｈｏｒｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ａｎｄ
ｈｉｇｈ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ；
Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ
ａｎｄ ｃｏｓｔｌｙ， ｓｏ ｉｔ ｉｓ
ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｐｏｐｕｌａｒｉｚｅ．

环境干扰
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅ

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ

腹腔注射 １６０ ｍｇ ／
ｍＬ ＶＣＤ 溶液，共
１５ ｄ［５５］。
１６０ ｍｇ ／ ｍＬ ＶＣＤ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ
ｆｏｒ １５ ｄ．

动情周期紊乱；卵巢组织受损；卵巢
细胞凋亡水平升高；ＧｎＲＨ、ＦＳＨ、ＬＨ
水平升高，ＡＭＨ、Ｅ２ 水平降低。
Ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ； Ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ
ｉｓ ｄａｍａｇｅｄ； Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ
ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ； Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧｎＲＨ， ＦＳＨ
ａｎｄ ＬＨ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＡＭＨ ａｎｄ Ｅ２ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．

抑制 ＰＩ３Ｋ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通
路来激活颗粒细胞的自噬过
程［５６］。
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ａｃｔｉｖａｔｅ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｏｆ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ．

造模方法简单、成本
低、成功率高；但需注
意用量［１２］。
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ
ｓｉｍｐｌｅ， ｌｏｗ ｉｎ ｃｏｓｔ ａｎｄ
ｈｉｇｈ ｉｎ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ；
Ｂｕｔ ｐａｙ ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ
ｄｏｓａｇｅ．

Ｆｏｘｐ３ 和 ＲＯＲ⁃γｔ 的基因表达水平而诱导 ＰＯＩ。 基

因工程模型则利用卵母细胞特异性敲除 Ｆｋｂｐ３８ 转

基因小鼠进行研究，其通过激活 ｍＴＯＲＣ１，过度活化

原始卵泡而诱导 ＰＯＩ。 由于 ＰＯＩ 的发生尤为复杂，
并不是通过单一途径或通路诱导产生，往往是多途

径、多通路共同作用产生，因此对 ＰＯＩ 的相关机制

通路进行研究时，需要结合发病因素及机制相结合

选择合适的模型进行研究。

３􀆰 ３　 不同模型的优缺点

　 　 在研究过程中，大多数 ＰＯＩ 动物模型是根据其

不同的发病因素构建的。 根据医源性因素构建模

型可选择药物（如环磷酰胺、顺铂、雷公藤多苷、氢
化可的松、皮质酮）以及放射等方法进行诱导，均有

造模方法简单、成功率高的优点，但注射环磷酰胺、
顺铂时需注意注射剂量，避免剂量过高对模型动物

造成其他损伤，影响造模效果；氢化可的松可构建
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肾阳虚卵巢早衰动物模型，但判定实验结果时存在

主观因素的影响，同时该造模方法缺乏重复性，会
影响实验结果的准确性；注射皮质酮时，模型构建

时间较长；放射诱导 ＰＯＩ 时，通常选择 Ｘ－射线、γ－
射线进行照射，该方法成本较高，在临床上应用适

用性、广泛性较低。 根据代谢因素进行模型构建

时，通常选择 Ｄ－半乳糖进行诱导，造模方法简单、成
本低但造模周期较长。 根据免疫性因素构建模型

时通常选择免疫制剂及其混合制剂进行诱导，该方

法成功率高、造模时间短但成本略高、造模方法较

为繁琐。 根据遗传因素进行模型构建时，目前研究

中一般选择基因工程法，该方法造模时间短、成功

率高，但成本高、操作繁琐，难以推广。 根据环境干

扰因素诱导时通常选择 ＶＣＤ 溶液，该方法成功率

高、造模时间短、成本低，但需要注意注射剂量。 综

上所述，从发病因素角度考虑，医源性模型可优先

选择环磷酰胺、顺铂、雷公藤多苷进行诱导，其中以

雷公藤多苷进行诱导最常见；代谢性模型可选择 Ｄ－
半乳糖进行诱导，其应用较为广泛；构建免疫性模

型时可选择免疫抑制剂及其混合制剂；在目前研究

中，遗传性模型常用基因工程法进行构建；环境干

扰模型可应用 ＶＣＤ 进行诱导。 从降低成本角度考

虑，可构建医源性、代谢性、环境干扰型模型，使用

环磷酰胺、顺铂、雷公藤多苷等化疗药物以及 Ｄ－半
乳糖、ＶＣＤ 进行 ＰＯＩ 诱导。 从节省时间角度考虑，
可构建医源性、免疫性动物模型以及应用基因工程

法进行诱导，其中以医源性模型最为简洁、高效和

常见。 所以在构建 ＰＯＩ 动物模型时，可根据实验具

体情况选择造模方法，同时在临床上研究 ＰＯＩ 的病

因病机时，可根据不同的致病物质选择合适的方法

进行动物模型的构建，更具针对性。
３􀆰 ４　 总结与展望

　 　 随着生活环境的变化、节奏的加快、手术和药

品使用等诸多因素的影响，女性 ＰＯＩ 的发病率也逐

年上升。 据统计，全球 １５％的女性在生育年龄内会

出现 ＰＯＩ 的症状。 截至目前，关于 ＰＯＩ 的发病机制

和治疗等方面仍存在诸多问题，其发病因素主要有

遗传、免疫、医学、环境等，且其相关机制更为复杂。
现阶段临床上 ＰＯＩ 已经有多种治疗手段，但仍存在

许多的不足和难点。 研究表明激素替代疗法虽可

以改善症状，但长期使用可能会增加患者患乳腺

癌、心血管等疾病的风险［５７］；植物雌激素、细胞治疗

和生殖技术等新兴治疗方法虽然有潜力，但其安全

性、有效性及适用范围等问题还需进一步研究［５８］。
因此对 ＰＯＩ 的病因病机进行研究具有重要的意义。
中医药是我国的传统瑰宝，而现阶段将 ＰＯＩ 与中医

病证结合的动物模型研究较少，大部分均以西医标

准进行评判。 ＰＯＩ 在中医证候里面往往归结于虚

证，如肾阳虚等，但仍缺少客观可行的统一标准。
因此将 ＰＯＩ 与中医证候结合的研究具有十分重要

的意义，这也将有助于 ＰＯＩ 的临床诊断以及中医药

的治疗。
动物模型的构建对于 ＰＯＩ 的病因病机及相关

研究尤为重要，但现阶段关于 ＰＯＩ 动物模型构建仍

然存在许多问题。 首先，目前 ＰＯＩ 动物模型多采用

化学物质、手术等方法进行构建，这些方法极易导

致其他不必要的伤害，且构建的模型在生理学和代

谢方面可能与人类存在较大差异性，因此其可靠性

尚需进一步验证；其次，ＰＯＩ 的发病机制复杂，还有

很多未知的因素需要解析；此外当前大部分动物模

型是通过损伤或注射药物来诱导疾病，但这些方法

只能反映病理生理状态的变化，对于疾病的深度机

制研究较为有限。 随着现代医学技术的不断发展，
许多新技术孕育而生，如基因编辑、诱导多能干细

胞（ｉＰＳＣ）技术、基因传递等。 在 ＰＯＩ 模型的构建当

中，可以将一些新技术与传统方法相结合，如利用

基因剔除小鼠加以医源性药物相结合进行造模；手
术结合药物进行造模。 模型的成模判断方面可以

结合现代新兴组学技术寻找证候标志物加以判别。
本研究整理归纳了 ＰＯＩ 的发病因素、发病机制

以及 ＰＯＩ 动物模型的构建方法，旨在为模型应用过

程中能够选择与临床患者病症、指标更为符合的造

模方法，有助于对不同病因、病机导致的 ＰＯＩ 进行

深入研究，寻找更准确、更科学的 ＰＯＩ 治疗、预防方

案。 为 ＰＯＩ 模型的选择提供更科学、更具针对性的

造模信息；为 ＰＯＩ 病因病机以及临床治疗等研究提

供参考。
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（ＰＯＩ） ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｙｎａｍｉｃ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｍｏｄｕｌａｔｅｄ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ
ｖｉａ Ｐ１３Ｋ⁃ＡＫＴ⁃ＦＯＸＯ３ａ ｉｎ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔ，

９５１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



２０２１， ２０２１： ７２７３８４６．
［４４］ 　 袁苑， 陈燕霞， 马堃， 等． 探索建立雷公藤多苷致早发性卵

巢功能不全肾虚血瘀证的小鼠模型 ［ Ｊ］ ． 中国中药杂志，
２０１９， ４４（９）： １８９５－１９０３．
ＹＵＡＮ Ｙ， ＣＨＥＮ Ｙ Ｘ， ＭＡ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ
ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｋｉｄｎｅｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ ｐａｔｔｅｒｎ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ ｐｏｌｙｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｆｏｒ Ｂｕｓｈｅｎ
Ｃｕｌｕａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ， ２０１９，
４４（９）： １８９５－１９０３．

［４５］ 　 楚玉凤． 雷公藤多苷诱导卵巢颗粒细胞经线粒体途径凋亡及

枸杞多糖拮抗该损伤的机制研究 ［Ｄ］． 银川： 宁夏医科大

学， ２０２２．
ＣＨＵ Ｙ Ｆ． ＧＴＷ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＬＢＰ
ａｎｔａｇｏｎｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｄ ］． Ｙｉｎｃｈｕａｎ： Ｎｉｎｇｘｉａ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０２２．

［４６］ 　 王凯， 刘帅帅， 郭起岳， 等． 氢化可的松致 ＳＤ 大鼠肾阳虚证

卵巢早衰模型研究 ［Ｊ］ ． 成都医学院学报， ２０１６， １１（１）： １０
－１５．
ＷＡＮＧ Ｋ， ＬＩＵ Ｓ Ｓ， ＧＵＯ Ｑ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ
ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｐａｔｔｅｒｎ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｃｈｅｎｇｄｕ Ｍｅｄ Ｃｏｌｌ，
２０１６， １１（１）： １０－１５．

［４７］ 　 王秀秀， 李威， 吴效科． 肾上腺与多囊卵巢综合征 ［ Ｊ］ ． 世

界中西医结合杂志， ２００８， ３（１１）： ６８１－６８３．
ＷＡＮＧ Ｘ Ｘ， ＬＩ Ｗ， ＷＵ Ｘ Ｋ． Ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄ ａｎｄ ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ
ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｗｅｓｔ Ｍｅｄ， ２００８， ３
（１１）： ６８１－６８３．

［４８］ 　 缪梦琦， 石高峰， 卢燕， 等． 补肾方药干预皮质酮所致早发

性卵巢功能不全大鼠比较研究 ［ Ｊ］ ． 中国中医药信息杂志，
２０２０， ２７（８）： ６３－６７．
ＭＩＡＯ Ｍ Ｑ， ＳＨＩ Ｇ Ｆ， ＬＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｆ ｔｏｎｉｆｙｉｎｇ ｋｉｄｎｅｙ ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓ ｏｎ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｆ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ
Ｍｅｄ， ２０２０， ２７（８）： ６３－６７．

［４９］ 　 魏莹晖． 皮质酮对小鼠卵巢卵泡发育及卵巢颗粒细胞 ＬＨＲ
表达的影响及机制 ［Ｄ］． 南京： 南京农业大学， ２０２０．
ＷＥＩ Ｙ Ｈ． Ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｏｎ ｏｖａｒｉａｎ
ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ＬＨＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｄ ］． Ｎａｎｊｉｎｇ： Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０２０．

［５０］ 　 江银， 王徽， 于潇， 等． 枸杞多糖调控 ＡＭＰＫ ／ Ｓｉｒｔ 自噬途径

延缓 Ｄ⁃ｇａｌ 诱导的卵巢早衰的机制研究 ［Ｊ］ ． 中国中药杂志，
２０２２， ４７（２２）： ６１７５－６１８２．
ＪＩＡＮＧ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｈ， ＹＵ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ＡＭＰＫ ／ Ｓｉｒｔ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｄｅｌａｙ
Ｄ⁃ｇａｌ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍａｔｅｒ
Ｍｅｄ， ２０２２， ４７（２２）： ６１７５－６１８２．

［５１］ 　 王翠丽， 韩艳军， 刘小虎， 等． ＳＩＲＴ３ ／ ＳＯＤ２ 通路在 Ｄ⁃半乳糖

介导的卵巢早衰中的作用 ［ Ｊ］ ． 世界最新医学信息文摘，
２０１９， １９（９８）： ２７８－２８０．
ＷＡＮＧ Ｃ Ｌ， ＨＡＮ Ｙ Ｊ， ＬＩＵ Ｘ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙ
ｏｆ ＳＩＲＴ３ ／ ＳＯＤ２ ｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｏｆ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ
ｆａｉｌｕｒｅ ｂｙ ｄ⁃ｇａｌ［Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｌａｔｅｓｔ Ｍｅｄ Ｉｎｆ， ２０１９， １９（９８）： ２７８
－２８０．

［５２］ 　 陈思． 补肾活血汤改善早发性卵巢功能不全的临床研究和调

节模型小鼠 Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ ／ ＡＲＥ 信号通路的机制研究 ［Ｄ］． 南

京： 南京中医药大学， ２０２１．
ＣＨＥＮ Ｓ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｂｙ ｂｕ Ｓｈｅｎ Ｈｕｏ Ｘｕｅ Ｔａｎｇ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ ／ ＡＲＥ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｂｕ Ｓｈｅｎ Ｈｕｏ
Ｘｕｅ Ｔａｎｇ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ ［Ｄ］． Ｎａｎｊｉｎｇ： Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２１．

［５３］ 　 王佩娟， 陈思， 卢燕． 基于免疫性卵巢早衰小鼠模型的建立

研究卵巢早衰的免疫机制 ［ Ｊ］ ． 中国临床研究， ２０１７， ３０
（３）： ２９８－３０１．
ＷＡＮＧ Ｐ Ｊ， ＣＨＥＮ Ｓ， ＬＵ Ｙ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ］ ．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｒｅｓ， ２０１７， ３０（３）： ２９８－３０１．

［５４］ 　 周玉霞， 赵茴茴， 帅领， 等． Ｆｋｂｐ３８ 基因缺失导致小鼠早发

性卵巢功能不全： 基于激活 ｍＴＯＲ 通路并诱导细胞凋亡

［Ｊ］ ． 南方医科大学学报， ２０２２， ４２（１１）： １６１１－１６１７．
ＺＨＯＵ Ｙ Ｘ， ＺＨＡＯ Ｈ Ｈ， ＳＨＵＡＩ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｆｋｂｐ３８ ｄｅｌｅｔｉｏｎ
ｉｎｄｕｃｅｓ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｓｏｕｔｈ Ｍｅｄ Ｕｎｉｖ， ２０２２， ４２（１１）： １６１１－１６１７．

［５５］ 　 加秀凤， 陈瑞， 罗丹， 等． 调经养巢方对卵巢早衰模型大鼠

卵巢超微结构及细胞凋亡的影响 ［ Ｊ］ ． 湖北中医药大学学

报， ２０２２， ２４（２）： ５－９．
ＪＩＡ Ｘ Ｆ， ＣＨＥＮ Ｒ， ＬＵＯ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔｉａｏｊｉｎｇ
Ｙａｎｇｃｈａｏ Ｐａｓｔｅ ａｎｄ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｏｖａｒｉａｎ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｈｕｂｅｉ Ｕｎｉｖ
Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２２， ２４（２）： ５－９．

［５６］ 　 ＺＨＯＵ Ｑ， ＪＩＮ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ４⁃ｖｉｎｙｌｃｙｃｌｏｈｅｘｅｎｅ ｄｉｅｐｏｘｉｄｅ
ｉｎｄｕｃｅｓ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｂｙ ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇ ｔｈｅ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｏｆ ｇｒａｎｕｌｅ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ⁃１４４ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｒｅｐｒｏｄ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２３， １５７： １０３９２８．

［５７］ 　 陈莉， 马晓娟， 史大卓． 激素替代疗法： 获益还是风险 ［ Ｊ］ ．
中西医结合心脑血管病杂志， ２０２２， ２０（１１）： ２０１２－２０１６．
ＣＨＥＮ Ｌ， ＭＡ Ｘ Ｊ， ＳＨＩ Ｄ Ｚ． Ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｔｈｅｒａｐｙ：
ｂｅｎｅｆｉｔ ｏｒ ｒｉｓｋ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ Ｍｅｄ Ｃａｒｄｉｏ Ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃ Ｄｉｓ，
２０２２， ２０（１１）： ２０１２－２０１６．

［５８］ 　 尹仕红， 邹秀兰． 植物雌激素的作用及安全性 ［ Ｊ］ ． 国际内

分泌代谢杂志， ２００６， ２６（６）： ４２７－４３０．
ＹＩＮ Ｓ Ｈ， ＺＯＵ Ｘ Ｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ｐｈｙｔｏｅｓｔｒｏｇｅｎ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ
Ｊ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ Ｍｅｔａｂ， ２００６， ２６（６）： ４２７－４３０．

〔收稿日期〕２０２３－０７－１２
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孙可心，肖雨倩，万俊，等． 程序性细胞死亡在脑卒中后认知障碍中的研究进展 ［ Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（３）： １６１
－１７１．
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　 　 【摘要】 　 脑卒中后认知障碍（ｐｏｓｔ⁃ｓｔｒｏｋｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ＰＳＣＩ）是脑卒中后常见并发症之一，对卒中患者

的生活质量影响较大，但发病机制尚未能完全解释清楚。 越来越多的证据表明，程序性细胞死亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈ，ＰＣＤ）机制与 ＰＳＣＩ 有关，包括细胞凋亡、坏死性凋亡、细胞焦亡、泛凋亡、ＰＡＲＰ⁃１ 依赖性细胞死亡和铁死亡

等。 因此，清楚了解各种 ＰＣＤ 机制及其与 ＰＳＣＩ 的关系，阐明 ＰＣＤ 在疾病发病机制中的作用至关重要。 文章综述

了与 ＰＳＣＩ 相关的 ６ 种 ＰＣＤ 途径，总结其在 ＰＳＣＩ 中的作用机制，并阐述了不同途径之间可能存在的串扰，以期为临

床靶向 ＰＣＤ 途径的调节因子来治疗 ＰＳＣＩ 提供资料依据。
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　 　 脑 卒 中 后 认 知 障 碍 （ ｐｏｓｔ⁃ｓｔｒｏｋｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ＰＳＣＩ）是指在卒中事件后出现并持续到

６ 个月时仍存在的以认知损害为特征的临床综合

征，研究发现，超过 １ ／ ３ 的脑卒中患者可能出现认知

障碍，会严重影响卒中患者的康复进程和生活质

量［１］。 脑卒中通过缺血缺氧引起海马组织结构损



伤、神经元细胞死亡以及脑功能异常，最终导致不

同程度的认知障碍［２］。 由于目前脑卒中的治疗时

间窗口窄，无法及时有效地预防严重后遗症，因此，
亟需一种治疗策略在脑卒中早期预防并改善患者

认知功能。
程序性细胞死亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ，ＰＣＤ）

是一种由各种基因调节的细胞主动死亡模式，在生

物体的发育中起着重要作用，不受控制的 ＰＣＤ 可导

致神经系统疾病，如帕金森、阿尔兹海默和脑卒中

等［３］。 近几年研究发现，异常进展的程序性细胞死

亡是诱发 ＰＳＣＩ 的危险因素之一，包括细胞凋亡、坏
死性凋亡、细胞焦亡、泛凋亡、ＰＡＲＰ⁃１ 依赖性细胞

死亡和铁死亡等，并且研究证明抑制细胞异常死亡

可以通过减少炎症反应、氧化应激等病理反应，改
善大脑海马及突触等组织结构及功能，来恢复部分

认知功能［４－５］。 因此，文章就 ＰＣＤ 的发生机制及其

在 ＰＳＣＩ 中的作用展开综述，并发现各种 ＰＣＤ 之间

的串扰联系，以进一步挖掘治疗 ＰＳＣＩ 的潜在靶点。

１　 ＰＳＣＩ 中的不同细胞死亡模式

１􀆰 １　 细胞凋亡　
　 　 细胞凋亡是多细胞生物中最常见的细胞死亡

形式，是一种依赖半胱天冬酶切割和激活的程序性

细胞死亡，凋亡细胞的形态特征主要表现为细胞皱

缩、细胞质浓缩、核碎裂、ＤＮＡ 片段化以及凋亡小体

形成。 这些变化不会引起炎症反应，甚至可能由炎

症引发［６］。 目前，引起细胞凋亡的信号转导途径主

要有内源性途径和外源性途径。
内源性途径，又称线粒体途径，可由多种内在

刺激触发，当氧化应激、ＤＮＡ 损伤、钙超载和内质网

应激等细胞内事件打破 Ｂ 细胞淋巴瘤－ ２（Ｂ ｃｅｌｌ⁃
ｌｙｍｐｈｏｍａ，Ｂｃｌ⁃２）蛋白家族中抗凋亡蛋白与促凋亡

蛋白间的平衡［７］，将引起促凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ
蛋白（Ｂｃｌ⁃２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）和 Ｂｃｌ⁃２ 拮抗

剂 ／杀手（Ｂｃｌ⁃２ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ／ ｋｉｌｌｅｒ，Ｂａｋ）同源寡聚化并

插入 线 粒 体 外 膜， 导 致 线 粒 体 外 膜 通 透 化

（ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｅｒｍｅａｂｌｉｓａｔｉｏｎ，
ＭＯＭＰ），将线粒体成分释放到细胞质中［８］。 其中释

放的促凋亡因子细胞色素 Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ，Ｃｙｔ Ｃ）
与凋亡蛋白酶激活因子 － １ （ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｐｅｐｔｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ １，ＡＰＡＦ⁃１）相互作用，招募

并激活半胱天冬酶 ９（ｃａｓｐａｓｅ⁃９）形成凋亡小体，随
后激活下游效应物半胱天冬酶 ３ ／ ７（ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／ ７）以

介导内源性细胞凋亡途径［９］。 外源性途径，又称死

亡受体途径，由细胞外微环境异常变化而触发。 死

亡受体在特异性识别他们各自的配体后，招募接头

蛋白 Ｆａｓ 相关死亡域蛋白 （ Ｆａｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｅａｔｈ
ｄｏｍａｉｎ，ＦＡＤＤ）以及凋亡引发剂半胱天冬酶 ８ ／ １０ 的

前体（ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃８ ／ １０）形成死亡诱导信号复合物

（ｄｅａｔｈ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ，ＤＩＳＣ），随后活化

的 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ ／ １０ 一方面直接裂解激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／ ７，
从而启动外源性细胞凋亡途径，另一方面则可以在

Ｎ 末端切割促凋亡蛋白 ＢＩＤ 形成截短形式的 ＢＩＤ
（ｔＢＩＤ），然后 ｔＢＩＤ 移位至线粒体外膜形成 ＭＯＭＰ，
进一步促进线粒体途径的细胞凋亡［１０－１１］。

此外，越来越多的证据表明，内质网应激也是

诱导细胞凋亡的重要途径。 缺氧、氧化应激和钙超

载等条件会诱发内质网应激（ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ
ｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ），导致内质网中未折叠蛋白和错误折叠

蛋白积累，从而激活未折叠蛋白反应以抵抗不利环

境［１２］。 若 ＥＲＳ 持续存在，则通过肌醇依赖性激酶

１α（ ｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃ｒｅｑｕｉｒｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ １α，ＩＲＥ１α）、蛋白激酶

Ｒ 样内质网激酶 （ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ
ｋｉｎａｓｅ， ＰＥＲＫ ）、 激 活 转 录 因 子 ６ （ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ６，ＡＴＦ６）３ 条途径激活下游信号

转导进而诱导细胞凋亡［１２］。
研究表明，在缺血后卒中神经元中可以观察到

细胞凋亡的一系列形态学特征，并且在 ＰＳＣＩ 小鼠的

海马 ＣＡ１ 区域能够观察到明显的神经元凋亡［１３］。
在大脑中动脉闭塞（ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，
ＭＣＡＯ）小鼠模型中发现，大脑缺血半影区海马组织

中 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平降低，Ｂａｘ 蛋白以及凋亡执行

蛋白 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达水平升高，与体外实验结果一

致［１４－１５］。 并且在海马体中检测到 Ｆａｓ、ＦＡＤＤ 和裂

解的 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 表达上调，而抑制这种上调后能够减

少线粒体介导的细胞凋亡，有效改善模型小鼠学习

记忆能力并减少梗死面积［１５］。 这些研究证明细胞

凋亡的内源性和外源性两条途径均参与 ＰＳＣＩ 的发

生发展。
急性脑缺血期间，大脑缺血核心造成不可逆的

损伤和细胞死亡，而缺血半影区神经元的凋亡似乎

是可恢复的［１６］。 一项网络药理学研究证明，银杏叶

提取物舒血宁注射液（ＳｈｕＸｕｅＮｉｎｇ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ＳＸＮＩ）
可以通过多个靶点和途径治疗脑卒中，ＳＸＮＩ 在脑卒

中急性期主要通过抑制炎症和调节氧化应激水平

来减少大脑海马神经元的凋亡从而改善脑缺血再
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灌注损伤 （ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＣＩ ／ Ｒ），在亚

急性期可通过调节神经营养因子 （ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）介导的 ＢＤＮＦ ／酪氨酸激

酶受体（ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ｔｒｋ）信号通路减少

卒中后海马 ＣＡ３ 区域的细胞凋亡，进一步恢复脑卒

中后的认知和运动功能障碍［１７－１８］。 激活磷脂酰肌

醇－３－激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３ ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ） ／蛋
白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＡＫＴ）信号通路也能够减

少神经元的凋亡，增加海马神经元的树突棘，从而

提高 ＭＣＡＯ 小鼠的学习记忆能力［１９］。 据报道，
ｍｉＲＮＡ 在 ＣＩ ／ Ｒ 的发展中起着重要作用。 ｍｉＲ⁃
２０３ａ⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃１５３⁃３ｐ 可以通过抑制体内和体外非

受体酪氨酸激酶（ＳＲＣ）介导的丝裂原活化蛋白激酶

（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路，
缓解细胞凋亡，改善 ＭＣＡＯ 大鼠认知缺陷［２０］。 此

外，抑制 ＥＲＳ 可以减少 ＭＣＡＯ 大鼠海马神经元的凋

亡以减轻 ＣＩ ／ Ｒ 引起的认知和神经行为障碍［２１］。 以

上研究表明，细胞凋亡与 ＰＳＣＩ 的发生发展关系密

切，抑制细胞凋亡能有效改善 ＰＳＣＩ，通过对脑卒中

后细胞凋亡机制的研究，为靶向细胞凋亡治疗 ＰＳＣＩ
提供新思路。
１􀆰 ２　 坏死性凋亡

　 　 坏死性凋亡，也称程序性坏死，是一种半胱天

冬酶非依赖性细胞死亡模式，其形态学特征包括细

胞器肿胀和细胞膜破裂，后者依赖于坏死小体的形

成，由受体相互作用蛋白激酶－１（ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ １，ＲＩＰＫ１）、受体相互作用蛋白激酶－３
（ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ３，ＲＩＰＫ３）和混合

谱系 激 酶 结 构 域 样 蛋 白 （ ｍｉｘｅｄ ｌｉｎｅａｇｅ ｋｉｎａｓｅ
ｄｏｍａｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＬＫＬ）构成［２２－２３］。

坏死性凋亡信号传导由死亡受体触发，例如肿

瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）受体 １（ＴＮＦ⁃
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＮＦＲ１）、肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体

受体（ＴＮＦ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＴＲＡＩＬＲ）、 Ｆａｓ、 干 扰 素 受 体 （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＩＦＮＲ）和 Ｔｏｌｌ 样受体 ３ ／ ４ （ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ３ ／ ４，
ＴＬＲ３ ／ ４） ［２４］。 以研究最为广泛的 ＴＮＦＲ１ 为例，细
胞在受到坏死信号刺激后，ＴＮＦ 与其受体 ＴＮＦＲ１ 结

合并 与 ＲＩＰＫ１ 等 蛋 白 一 起 组 成 膜 复 合 体 Ⅰ
（ｃｏｍｐｌｅｘ Ⅰ）。 死亡受体的激活导致肿瘤抑制因子

头帕肿瘤综合征蛋白对 ＲＩＰＫ１ 进行去泛素化，活化

的 ＲＩＰＫ１ 与 ＦＡＤＤ、ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 和肿瘤坏死因子受体

相关死亡结构域蛋白（ＴＮＦ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｅａｔｈ

ｄｏｍａｉｎ，ＴＲＡＤＤ） 组成膜复合体 Ⅱ ａ （ ｃｏｍｐｌｅｘ Ⅱ
ａ） ［２５］。 研究证明，微生物或药理学试剂对 ｃａｓｐａｓｅ⁃８
的抑制能够触发坏死性凋亡。 在 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 没有活

性的情况下，ＲＩＰＫ１ 募集并引起 ＲＩＰＫ３ 的寡聚化和

磷酸化，形成一种磷酸化的 ＲＩＰＫ３ 招募并磷酸化

ＭＬＫＬ，从而形成 ＲＩＰＫ１ ／ ＲＩＰＫ３ ／ ＭＬＫＬ 信号传导复

合物，即膜复合体Ⅱｂ（ｃｏｍｐｌｅｘ Ⅱｂ），又称坏死小

体，随后易位至细胞质膜，破坏膜完整性以致细胞

膜破碎，释放细胞内容物引起炎症反应［２６］。
坏死性凋亡已被公认为脑缺血和 ＣＩ ／ Ｒ 损伤后

各种形式的细胞死亡之一，在永久性 ＭＣＡＯ 模型以

及体外糖氧剥夺 （ ｏｘｙｇｅｎ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，
ＯＧＤ）条件中均发现 ＲＩＰＫ１ 和 ＲＩＰＫ３ 的增加以及

ＲＩＰＫ１ ／ ＲＩＰＫ３ 复合物的形成［２７］；先前对实验性脑

出血的研究认为 ＲＩＰＫ１ 与神经元死亡和认知结果

有关，但坏死性凋亡的潜在作用仍未得到探索，最
近的研究表明，在脑出血小鼠模型中检测到了

ＲＩＰＫ１ 以及 ＭＬＫＬ 的活化，并伴有脑水肿和血脑屏

障（ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）通透性增加，这些结果

的发生可能与神经元中 ＭＬＫＬ 依赖性坏死性凋亡的

激活有关［２８］。
坏死抑素－１（Ｎｅｃ⁃１）是 ＲＩＰＫ１ 的小分子抑制

剂，Ｎｅｃ⁃１ 能够逆转上述坏死性凋亡相关蛋白表达

增加和核易位，从而缓解脑水肿、改善海马突触结

构［２９］。 在此基础上，Ｎｅｃ⁃１ 预处理可以通过抑制坏

死性凋亡改善 ＭＣＡＯ 小鼠的学习记忆障碍、认知障

碍和焦虑样行为，并减轻海马 ＣＡ１ 区神经元和白质

损伤［３０］。 另外，有报道表明，坏死性凋亡基因的基

因修饰，例如 ｓｉＲＮＡ ＲＩＰＫ３ 和 ＭＬＫＬ 转染、ｓｈＲＮＡ
ＲＩＰＫ１ 转染，可以减少 ＣＩ ／ Ｒ 后的脑梗死体积和神

经功能缺损，并且减轻由坏死性凋亡引起的炎症反

应［３１－３２］。 由此可见，坏死性凋亡的发生是引起

ＰＳＣＩ 的原因之一，抑制坏死性凋亡可以有效预防 ／
改善缺血性脑损伤动物模型的认知障碍并减少炎

症反应，为缺血性卒中的认知康复提供了潜在的治

疗选择。
１􀆰 ３　 细胞焦亡

　 　 细胞焦亡是一种由消皮素 Ｄ （ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ，
ＧＳＤＭＤ）介导的促炎性 ＰＣＤ 形式，在焦亡过程中，
细胞发生肿胀、染色质浓缩、核固缩、ＤＮＡ 损伤并伴

有跨膜孔洞形成，细胞内容物从跨膜孔洞释放到细

胞外引起炎症反应［３３］。 焦亡主要由两种途径引起，
有半胱天冬酶 １（ｃａｓｐａｓｅ⁃１）参与的经典炎症小体途
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径以及有人半胱天冬酶 ４ ／ ５（ｃａｓｐａｓｅ⁃４ ／ ５）和鼠半胱

天冬酶 １１ （ ｃａｓｐａｓｅ⁃１１） 参与的非经典炎症小体

途径［３４］。

表 １　 细胞焦亡途径
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ

途径
Ｐａｔｈｗａｙ

诱发因素
Ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ

调控因子
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ

炎症小体
Ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅｓ

经典焦亡途径［３６］

Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｐａｔｈｗａｙ

病原相关分子模式，损失相关
分子模式，ＤＮＡ，ＲＮＡ，毒素等

ＰＡＭＰｓ， ＤＡＭＰｓ， ＤＮＡ，
ＲＮＡ， ｔｏｘｉｎｓ， ｅｔｃ．

半胱天冬酶 １，消皮素 Ｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＧＳＤＭＤ

ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域相关蛋白 １、ＮＯＤ
样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３、黑色素瘤

缺乏因子 ２ 等
ＮＬＲＰ１， ＮＬＲＰ３， ＡＩＭ２， ｅｔｃ．

非经典焦亡途径［３７］

Ｎｏｎ⁃ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｐａｔｈｗａｙ
脂多糖

Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
半胱天冬酶 ４ ／ ５ ／ １１，消皮素 Ｄ

Ｃａｓｐａｓｅ⁃４ ／ ５ ／ １１， ＧＳＤＭＤ ／

凋亡相关半胱天冬酶途径［３８］

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ａｓｐａｓｅ ｐａｔｈｗａｙ

化疗药物，肿瘤坏死因子
Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｄｒｕｇｓ， ＴＮＦ

半胱天冬酶 ３，消皮素 Ｅ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ＧＳＤＭＥ ／

凋亡相关半胱天冬酶途径［３９－４０］

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃａｓｐａｓｅ ｐａｔｈｗａｙ

转化生长因子激酶 １，
受体相互作用蛋白激酶 １

ＴＡＫ１， ＲＩＰＫ１

半胱天冬酶 ８，消皮素 Ｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃８， ＧＳＤＭＤ ／

颗粒酶 Ａ 途径［３９－４０］

Ｇｒａｚｙｍｅ Ａ ｐａｔｈｗａｙ
干扰素－γ↑

ＩＦＮ⁃γ↑
颗粒酶 Ａ，消皮素 Ｂ
Ｇｚｍ Ａ， ＧＳＤＭＢ ／

颗粒酶 Ｂ 途径［３８］

Ｇｒａｚｙｍｅ Ｂ ｐａｔｈｗａｙ
杀伤性淋巴细胞
Ｋｉｌｌｅｒ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ

颗粒酶 Ｂ，半胱天冬酶 ３，消皮素 Ｅ
Ｇｚｍ Ｂ， ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ＧＳＤＭＥ ／

经典焦亡途径以炎症小体的组装激活为起始

事件，当模式识别受体（ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，
ＰＲＲｓ）感受到细胞内外刺激后，ＰＲＲｓ 通过同型相互

作用募集含有半胱天冬酶活化和募集结构域

（ｃａｓｐａｓｅ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｄｏｍａｉｎ，ＣＡＲＤ）的凋亡相关斑

点样 蛋 白 （ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＡＳＣ），组成一种多蛋白复合物，即炎症小体，随后作

为平台将 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 寡聚化以诱导其激活［３５］。 活化

的 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 介导焦亡执行蛋白 ＧＳＤＭＤ 的裂解和促

炎细胞因子白细胞介素－１β（ＩＬ⁃１β）、白细胞介素－
１８（ＩＬ⁃１８）的成熟。 截短的 ＧＳＤＭＤ Ｎ－末端片段（Ｎ⁃
ＧＳＤＭＤ）质膜中成孔并释放细胞内容物从而导致细

胞焦亡和炎症反应［３６］。 与经典焦亡途径不同，非经

典焦亡途径不需要炎症小体的激活，而是由来源于

革兰氏阴性菌的细胞质脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ）直接激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃４ ／ ５ ／ １１，活化的 ｃａｓｐａｓｅ⁃４ ／ ５ ／
１１ 切割 ＧＳＤＭＤ 产生 Ｎ⁃ＧＳＤＭＤ 以诱导细胞焦亡的

发生［３７］。
除了 ＧＳＤＭＤ，Ｇａｓｄｅｒｍｉｎｓ 家族其他成员也被报

道了在细胞焦亡中的作用。 研究发现，ｃａｓａｐｓｅ⁃３ 能

切割 ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｅ（ＧＳＤＭＥ），从而在表达 ＧＳＤＭＥ 的

细胞中将非炎性的细胞凋亡转化为焦亡；同样的，
颗粒酶 Ｂ （ ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ， Ｇｚｍ Ｂ） 也可 以 通 过 与

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 相同的作用位点直接切割 ＧＳＤＭＥ 来激活

靶细胞中 ｃａｓｐａｓｅ 非依赖性焦亡［３８］。 另外，有研究

证明，颗粒酶 Ａ （ ｇｒａｎｚｙｍｅ Ａ， Ｇｚｍ Ａ） 可以切割

ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｂ（ＧＳＤＭＢ），活化的 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 能够切割

ＧＳＤＭＤ，而后两者形成的 Ｎ 端结构域均能易位至细

胞膜成孔，进一步诱发焦亡发生［３９－４０］。 目前被证明

的细胞焦亡途径如表 １ 所示。
当缺血性脑卒中发生时，缺血核心区的坏死细

胞分 泌 损 伤 相 关 分 子 模 式 （ ｄａｍａｇｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ，ＤＡＭＰｓ）可以被 ＰＲＲｓ 识别从而

诱导大脑神经元细胞焦亡，引起炎症级联反应，加
重缺血性损伤和脑卒中后继发性病变［４１］。 在 ＣＩ ／ Ｒ
诱导的 ＰＳＣＩ 小鼠模型中发现，黑色素瘤缺乏因子 ２
（ＡＩＭ２）基因敲除能够抑制细胞焦亡以及炎症反应

的发生，减少海马神经元丢失，显著改善了小鼠的

认知功能［４２］。 因此证明，ＡＩＭ２ 炎症小体介导细胞

焦亡参与 ＰＳＣＩ 的发生。 同时，ＰＳＣＩ 也与核苷酸结

合寡聚化结构域样受体 ３（ＮＬＲＰ３）炎症小体介导的

焦亡有关，研究证明，ＣＩ ／ Ｒ 损伤后小鼠脑组织中

ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、裂解的 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 以及炎症因子 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃１８ 的蛋白表达增强，使用 ＮＬＲＰ３ 的药理学抑

制剂 ＣＹ⁃０９ 抑制其激活可以下调焦亡相关蛋白的

表达，减少梗死面积，缓解脑卒中后小鼠神经元焦

亡并部分恢复小鼠的学习记忆能力［４３］。 最近的研

究关注了光生物调制（ＰＢＭ）在改善脑卒中组织功

能和促进再生方面的潜力， ＰＢＭ 可以通过减弱
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ＡＩＭ２ 炎症小体介导的焦亡，抑制海马体和皮层小

胶质细胞极化来提高缺血性脑卒中后的空间学习

和记忆能力［４４］。 以上证据表明，细胞焦亡加重卒中

后的脑损伤并参与 ＰＳＣＩ 病理生理过程，抑制细胞焦

亡途径中关键蛋白分子的表达可以减轻炎症反应

改善 ＰＳＣＩ，可能成为未来预防 ＰＳＣＩ 以及脑卒中后

神经元焦亡的潜在靶标。
１􀆰 ４　 泛凋亡

　 　 在所有提出的 ＰＣＤ 形式中，细胞凋亡、坏死性

凋亡和细胞焦亡的分子机制更加明确，研究发现，
这些死亡程序之间存在复杂的分子网络，越来越多

的证据表明这 ３ 种途径之间存在着显著的串扰，例
如抑制 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 能够将外源性细胞凋亡转变为坏

死性凋亡，激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 能切割 ＧＳＤＭＤ 诱发细胞

焦 亡［４５］。 基 于 这 些 发 现 建 立 了 “ 泛 凋 亡

（ＰＡＮｏｐｔｏｓｉｓ）”的概念。 ＰＡＮｏｐｔｏｓｉｓ 是一种形式独

特的先天免疫炎性 ＰＣＤ 途径，由 ＰＡＮｏｐｔｏｓｏｍｅ 复合

物调节，具有焦亡、细胞凋亡和 ／或坏死性凋亡的关

键特征，但这些特征不能单独由这 ３ 种 ＰＣＤ 途径中

的任何一种途径解释［４６］。 ＰＡＮｏｐｔｏｓｏｍｅ 是一种多

蛋白复合物，可作为来自焦亡、细胞凋亡和坏死性

凋亡的关键分子参与的平台，其组装需要特定的触

发因素来启动 ＰＡＮｏｐｔｏｓｏｍｅ 的形成，触发器激活特

定传感器启动 ＰＡＮｏｐｔｏｓｏｍｅ 的组装，进一步调节焦

亡、细胞凋亡和坏死性凋亡的下游蛋白 ＧＳＤＭ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／ ７ 以及 ＭＬＫＬ 来执行 ＰＡＮｏｐｔｏｓｉｓ，导致裂

解性细胞死亡［４６］。 ＰＡＮｏｐｔｏｓｏｍｅ 通常由传感器（如
细胞质传感器 Ｚ⁃ＤＮＡ 结合蛋白 （ ＺＢＰ１）、ＮＬＲＰ３、
ＡＩＭ２ 等）、适配器（如 ＡＳＣ、ＦＡＤＤ 等）和效应物（如
ＲＩＰＫ１、ＲＩＰＫ３、ｃａｓｐａｓｅ⁃８、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 等）组成。 此外，
值得注意的是，不同的感染或刺激可能会形成不同

成分的 ＰＡＮｏｐｔｏｓｏｍｅ［４７］。 研究证明，ＺＢＰ１ 的激活

可以诱导 ＺＢＰ１⁃ＰＡＮｏｐｔｏｓｏｍｅ 的形成， 从而启动

ＰＡＮｏｐｔｏｓｉｓ，而 ＺＢＰ１ 的缺失可以完全抑制甲型流感

病毒（ＩＶＡ）感染诱导的 ＰＡＮｏｐｔｏｓｉｓ［４８］。 最近的研究

还表明，耶尔森菌感染期间会刺激形成以 ＲＩＰＫ１ 为

中心的 ＰＡＮｏｐｔｏｓｏｍｅ，新型镰刀菌和 ＨＳＶＩ 感染将引

起 ＡＩＭ２⁃ＰＡＮｏｐｔｏｓｏｍｅ 的形成［４９－５０］。
最近，Ｙａｎ 等［５１］ 通过从文献中挖掘的数据证

明，在 ＣＩ ／ Ｒ 研究中，相同的模型条件下上述 ３ 种细

胞死亡形式可以同时发生，ＭＣＡＯ 诱导的大鼠或小

鼠 ＣＩ ／ Ｒ 损伤以及 ＯＧＤ 诱导的神经细胞缺血缺氧损

伤后，焦亡、细胞凋亡和坏死性凋亡并存，这符合

ＰＡＮｏｐｔｏｓｉｓ 定义中的关键特点。 这表明在神经系统

疾病中存在 ＰＡＮｏｐｔｏｓｉｓ 的可能性很大。 然而，目前

的研究主要集中在传染病上，尚未有相关研究报道

ＰＳＣＩ 体内或体外模型中的 ＰＡＮｏｐｔｏｓｉｓ，但在 ＰＳＣＩ
的病理生理机制中，炎症反应和免疫反应起到的重

要作 用 与 其 在 传 染 病 中 的 作 用 类 似， 对 于

ＰＡＮｏｐｔｏｓｉｓ 和 ＰＡＮｏｐｔｏｓｏｍｅ 的持续研究将为发现

ＰＳＣＩ 治疗靶点提供新的机会。
１􀆰 ５　 ＰＡＲＰ⁃１依赖性细胞死亡（Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ）
　 　 多聚 ＡＤＰ 核糖聚合酶 １ （ ｐｏｌｙ （ ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｅ）
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １， ＰＡＲＰ⁃１ ） 依 赖 性 细 胞 死 亡

（Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ）是一种新的 ＰＣＤ 模式，可被氧化应

激、缺血缺氧和炎症等诱导的 ＤＮＡ 损伤激活。 发生

Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ 的细胞通常表现出坏死和凋亡样的形态

改变，包括细胞膜完整性丧失、染色质浓缩和 ＤＮＡ
片段化，但不同的是，Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ 不会引起细胞和细

胞器肿胀［５２］。
ＰＡＲＰ⁃１ 作为 ＤＮＡ 损伤传感器，能够响应 ＤＮＡ

损伤或氧化应激，起到 ＤＮＡ 损伤修复的作用，然而，
ＤＮＡ 损伤严重时将引起 ＰＡＲＰ⁃１ 过度激活从而导

致 Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ。 ＰＡＲＰ⁃１ 异常活化可以将神经元烟

酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 （ ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅ⁃ｎｉｎｅ
ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＮＡＤ）作为底物合成大量多聚二磷酸腺

苷核糖 （ ｐｏｌｙ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ⁃ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｒｉｂｏｓｅ， ＰＡＲ），
ＰＡＲ 聚集引起线粒体通透性增加，导致凋亡诱导因

子（ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ， ＡＩＦ） 从线粒体释放，
ＡＩＦ 在细胞质中招募巨噬细胞迁移抑制因子

（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ，ＭＩＦ）并易位

至细胞核中，进一步发生染色质浓缩并产生大量 １５
～５０ ｋｂ 的 ＤＮＡ 片段［５３］。 同时，大量消耗 ＮＡＤ 抑制

线粒体 ＡＴＰ 的合成，导致线粒体功能障碍并加重细

胞损伤［５４］。 此外，虽然 ｃａｓｐａｓｅ 在 Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ 晚期

被激活，ｃａｓｐａｓｅ 抑制剂不能抑制 Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ 的发

生，但 ＰＡＲＰ⁃１ 抑制剂或 ＰＡＲＰ⁃１ 基因敲除可以完

全阻断 Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ 发生［５５］。 由此说明，Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ
的发生依赖于 ＰＡＲＰ⁃１ 的激活，而不依赖于 ｃａｓｐａｓｅ。

研究证明，Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ 可以介导 ＣＩ ／ Ｒ 损伤中的

细胞死亡。 缺血性脑卒中发生后，释放大量兴奋性

神经递质，谷氨酸过量释放激活 Ｎ 甲基－Ｄ 天冬氨

酸受体（Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｄ⁃ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＮＭＤＡＲ），
导致 Ｃａ２＋、一氧化碳（ＮＯ）和活性氧（ＲＯＳ）产生，ＮＯ
与过氧化物迅速反应生成的过氧亚硝酸盐诱导染

色体 ＤＮＡ 损伤以触发 ＰＡＲＰ⁃１ 激活，进而启动
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Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ［５６］。 先前的研究证明，ＰＡＲＰ⁃１ 的过度

活化可能会改变谷氨酸受体－离子通道的通透性，
从而导致海马 ＣＡ１ 区神经元死亡［５７］。 后进一步研

究发现，ＣＩ ／ Ｒ 损伤导致模型大鼠大脑缺血皮质中

ＰＡＲＰ⁃１ 以及细胞核中 ＡＩＦ 和 ＭＩＦ 的蛋白表达水平

升高，而黄芩素通过抑制 ＰＡＲＰ⁃１ ／ ＡＩＦ 途径来抑制

ＰＡＲＰ⁃１ 的 激 活、 ＡＩＦ 和 ＭＩＦ 的 核 易 位， 减 少

Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ 从而降低脑梗死体积，改善 ＭＣＡＯ 大鼠

神经功能［５８］。 据报道，ＰＡＲＰ⁃１ 抑制剂有效降低了

ＣＩ ／ Ｒ 诱导的损伤组织中促炎细胞因子水平，抑制

ＰＡＲＰ⁃１ 活性有利于通过靶向炎症反应来减少 ＣＩ ／ Ｒ
诱导的脑损伤，并改善 ＣＩ ／ Ｒ 损伤引起的认知障

碍［５９］。 Ｗａｎ 等［６０］通过原核注射培养神经肽过表达

的转基因小鼠，在 ＣＩ ／ Ｒ 损伤的转基因小鼠海马体

中可发现，ＰＡＲＰ⁃１ 的激活减少，轴突和突触再生相

关蛋白表达增加，海马细胞 Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ 发生率降

低，这表明抑制 Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ 能够通过促神经组织再

生，减轻空间学习和记忆缺陷。 这些发现完善了

ＰＳＣＩ 的发生发展机制，可能为开发治疗 ＰＳＣＩ 的药

物提供新的研究思路。
１􀆰 ６　 铁死亡

　 　 铁死亡是一种铁依赖性的程序性细胞死亡，以
脂质过氧化为主要特征，当细胞内氧化与抗氧化调

节系统失衡，脂质过氧化物大量积累，导致铁死亡

发生，其形态特征表现为线粒体体积缩小、双层膜

密度增加、线粒体嵴减少或消失、外膜破裂、细胞核

大小正常和染色质不凝集［６１］。
铁死亡的发生机制涉及多种分子及代谢途径。

血浆中 Ｆｅ３＋与转铁蛋白（ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ，ＴＦ）结合，通过

转铁蛋白受体 １ 转运到细胞中并被金属还原酶

ＳＴＥＡＰ３ 还原为 Ｆｅ２＋，之后在二价金属转运蛋白 １
（ｄｉｖａｌｅｎｔ ｍｅｔａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ １， ＤＭＴ１） 的作用下，将

Ｆｅ２＋储存在细胞内不稳定铁池（ｌａｂｉｌｅ ｉｒｏｎ ｐｏｏｌ，ＬＩＰ）
中。 Ｆｅ２＋通过发生芬顿反应产生具有氧化能力的自

由基，当细胞内铁过量时，大量自由基在酯氧合酶

和 Ｆｅ２＋ 的催化下与细胞磷脂的多不饱和脂肪酸

（ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ，ＰＵＦＡ）反应，产生大量的

脂质过氧化物，进而导致细胞死亡［６２］。 此外，嵌于

细胞膜表面的 Ｓｙｓｔｅｍ Ｘｃ－是由 ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＳＬＣ３Ａ２
组成的二聚体，负责将细胞内的谷氨酸（ｇｌｕｔａｍａｔｅ）
运输至细胞外，并将等量的胱氨酸（ｃｙｓｔｉｎｅ）输送到

细胞内，胱氨酸进入细胞内被氧化成半胱氨酸

（ｃｙｓｔｅｉｎｅ ）， 随 后 经 谷 氨 酸 － 半 胱 氨 酸 连 接 酶

（ｇｌｕｔａｍａｔｅ⁃ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｌｉｇａｓｅ，ＧＣＬ）和谷胱甘肽合成酶

（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＧＳＳ）的催化合成抗氧化剂谷

胱甘肽（ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ） ［５３，６２］。 谷胱甘肽过氧化

物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４，ＧＰＸ４）在去除细胞内

多余的脂质过氧化物过程中发挥重要作用，ＧＰＸ４
能够将脂质过氧化物还原为相应的脂醇，使其失去

过氧化物活性，起到防御细胞铁死亡的作用［６３］。
此外，最近研究发现，存在其他独立于 ＧＰＸ４ 的

铁死亡防御系统。 铁死亡抑制蛋白 １ （ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＦＳＰ１）利用烟酰胺腺嘌呤二核

苷 酸 磷 酸 （ ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＮＡＤＰＨ）将氧化型辅酶 Ｑ１０（泛醌）还原

为具有抗氧化能力的活跃型辅酶 Ｑ１０（泛醇），起到

抑制脂质过氧化的作用；ＧＴＰ 环化水解酶 １（ＧＴＰ
ｃｙｃｌｉｃ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ １，ＧＣＨ１）产生亲脂性抗氧化剂四氢

生物蝶呤（ ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｂｉｏｐｔｅｒｉｎ，ＢＨ４），其功能与泛醇

类似，防止脂质过氧化［６４］。
近年来，一系列研究证实了铁死亡与 ＰＳＣＩ 有

关。 脑缺血后，一方面过度沉积的铁通过功能受损

的 ＢＢＢ 进入脑实质，通过芬顿反应促进 ＲＯＳ 产生；
另一方面 Ｓｙｓｔｅｍ Ｘｃ－受抑制导致细胞内半胱氨酸产

生减少，从而导致 ＧＳＨ 耗竭和 ＧＰＸ４ 活性降低，引
起脂质过氧化，最终引发铁相关的细胞死亡，铁死

亡的发生加重了脑组织损伤进而影响认知功能［６５］。
研究证明，铁死亡抑制剂铁抑素 １（Ｆｅｒ⁃１）的治疗可

减少炎症因子的释放，减轻 ＭＣＡＯ 引起的神经功能

缺损［６６］。 Ｓｙｓｔｅｍ Ｘｃ－中，ＳＬＣ７Ａ１１ 是抑制铁死亡的

重要靶标，上调 ＳＬＣ４Ａ１１ 可以上调 ＧＰＸ４ 的表达，
降低 ＣＩ ／ Ｒ 沙鼠大脑中的脂质过氧化水平，从而抑

制海马神经元的铁死亡改善学习记忆能力［６７］。 最

新的研究发现，脂肪来源间充质干细胞（ＡＤＳＣ⁃Ｅｘｏ）
中含有丰富的 ｍｉＲ⁃７６０⁃３ｐ，可以调节铁死亡相关基

因谷 胱 甘 肽 特 异 性 γ － 谷 氨 酰 环 转 移 酶 １
（ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ γ⁃ｇｌｕｔａｍｙｌｃｙｃｌｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １，
ＣＨＡＣ１）的表达。 经鼻给予 ＡＤＳＣ⁃Ｅｘｏ 治疗可以使

ｍｉＲ⁃７６０⁃３ｐ 靶向神经元中的 ＣＨＡＣ１，通过下调其

表达来抑制神经元的铁死亡，进而改善小鼠缺血

性脑卒中后神经行为缺陷［６８］ 。 综上，抑制脑卒中

后的铁死亡可以有效改善认知功能，证明铁死亡

可以作为 ＰＳＣＩ 的治疗靶点，目前研究主要通过抑

制铁死亡氨基酸代谢途径来改善神经功能，未来

可进一步着眼于其他铁死亡途径，为 ＰＳＣＩ 的治疗

开辟新前景。
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２　 ＰＣＤ 之间的串扰

　 　 以上 ＰＣＤ 途径在多个水平上相互连接，级联共

存，它们之间的串扰是不可避免且必要的，虽然每

个 ＰＣＤ 途径已经被阐明具有独特的分子特征，但不

同形式的 ＰＣＤ 确实存在共同的途径和分子特征，并
且在细胞内复杂串扰网络中广泛地相互作用，一种

途径可以补偿另一种途径，或多种途径在同一细胞

中起作用。 例如，铁死亡标志性事件铁超载可以导

致线粒体通透性过渡孔打开，从而加剧 ＲＩＰＫ１ 磷酸

图 １　 以 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 为中心的 ＰＣＤ 串扰机制

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＰＣＤ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｃｅｎｔｅｒｅｄ ｏｎ ｃａｓｐａｓｅ⁃８

化并导致坏死性凋亡［６９］。 热休克蛋白 ９０ （ ｓｍａｌｌ
ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ９０，ＨＳＰ９０）含有 ６ 个半胱氨酸，在
ＯＧＤ 损伤期间表达增加，研究证明，ＨＳＰ９０ 通过促

进 ＲＩＰＫ１ 磷酸化和抑制 ＧＰＸ４ 活化来诱导坏死性

凋亡和铁死亡［６９］。 ＨＳＰ９０ 作为坏死性凋亡和铁死

亡之间的共同调节节点，是潜在的治疗靶点。 此

外，ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 既是外源性凋亡信号平台 ＤＩＳＣ 的组

成部分，又是胞质 ＴＮＦ 诱导的膜复合体Ⅱａ 的一部

分，说明其在细胞死亡途径的调节中具有复杂的作

用。 若 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 被激活，它通过切割 ＲＩＰＫ１ 负调控

坏死性凋亡，激活下游 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／ ７ 并促进 ｔＢＩＤ 形

成，进入细胞凋亡模式；若 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 被抑制，将形成

坏死小体，最终导致坏死性凋亡。 除此之外，活化

的 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 也 可 以 切 割 ＧＳＤＭＤ 引 起 细 胞 焦

亡［４５，７０］。 因此，ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 的激活是细胞死亡途径中

的一个关键事件。 细胞焦亡与坏死性凋亡之间的

联系还体现在炎症小体的激活上，Ｆｒａｎｋ 等［２４］ 的研

究数据证实了 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ４ ／ ５ ／ １１ 诱导的 ＧＳＤＭＤ 跨

膜孔洞或 ＭＬＫＬ 诱导的膜损伤都会导致 Ｋ＋外排从

而激活 ＮＬＲＰ３ 炎症小体以驱动炎症反应。
由此可知，相关研究已经证明了 ＰＣＤ 在脑稳态

中的作用以及它们之间存在串扰，但串扰在 ＰＳＣＩ 中
的机制尚不清楚，阐明这种串扰背后的分子机制不

仅有助于全面了解细胞死亡机制，而且还有助于发

现治疗 ＰＳＣＩ 新药物的治疗靶点。 以 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 为中

心的 ＰＣＤ 串联机制如图 １ 所示。

３　 小结和展望

　 　 ＰＣＤ 在 ＰＳＣＩ 的作用机制一直是该领域的研究

热点，脑卒中后发生 ＰＣＤ 不仅会破坏大脑正常组织

结构及功能，也可能会引起炎症反应等病理过程，
从而加重卒中后组织损伤进而引起认知功能障碍。
既往实验室研究发现，使用中药、西药、靶向抑制剂

以及组织工程等技术抑制细胞死亡，可以通过抑制

炎症反应、降低氧化应激水平、增加海马树突棘、减
轻白质损伤等途径有效改善认知障碍，为 ＰＣＤ 参与

ＰＳＣＩ 的发生发展提供了临床前研究证据（表 ２）。
综上可知，ＰＣＤ 是脑卒中发生后引起的重要病理机

制之一，及时调控 ＰＣＤ 的发生对于 ＰＳＣＩ 的预防和

治疗有着重要意义。 文章基于细胞凋亡、坏死性凋
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表 ２　 抑制 ＰＣＤ 改善 ＰＳＣＩ 的作用机制
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＰＣＤ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ＰＳＣＩ

抑制细胞死亡
Ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ

干预
Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

影响
Ｉｍｐａｃｔ

结局
Ｏｕｔｃｏｍｅ

舒宁注射液［１７－１８］

ＳＸＮＩ

抑制炎症反应，降低氧化应激水平，减少大脑海马神经元
凋亡
Ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ｒｅｄｕｃｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｌｅｖｅｌｓ，
ｒｅｄｕｃｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ

改善缺血再灌注损伤
Ｉｍｐｒｏｖｅ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ

Ａｌｉｓｏｌ Ａ ２４⁃乙酸酯［１９］

Ａｌｉｓｏｌ Ａ ２４⁃ａｃｅｔａｔｅ

激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路，增加海马神经元树突棘，减少神
经元凋亡
Ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ
ｓｐｉｎｅｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ， ｒｅｄｕｃｅｓ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

提高学习记忆能力
Ｉｍｐｒｏｖｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ
ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ

细胞凋亡
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｍｉＲ⁃２０３ａ⁃３ｐ，ｍｉＲ⁃
１５３⁃３ｐ［２０］

抑制 ＳＲＣ ／ ＭＡＰＫ 信号通路，缓解细胞凋亡
Ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ＳＲＣ ／ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｒｅｌｉｅｖｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

改善认知缺陷
Ｉｍｐｒｏｖｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｅｆｉｃｉｔｓ

氟西汀［２１］

Ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅ

ＧＲＰ⁃７８、ｃａｓｐａｓｅ⁃１２、ＣＨＯＰ 及 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达下调，抑制内质
网应激，减少海马神经元凋亡
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＧＲＰ⁃７８， ｃａｓｐａｓｅ⁃１２， ＣＨＯＰ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｗａｓ
ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｉｎｈｉｂｉｔ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ， ｒｅｄｕｃｅ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

减轻认知和神经行为障碍
Ｒｅｌｉｅｖｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ａｎｄ
ｎｅｕｒｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ

坏死性凋亡
Ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ

坏死抑素－１［２９－３０］

Ｎｅｃ⁃１

ＲＩＰＫ１、ＲＩＰＫ３ 及 ＭＬＫＬ 表达上调，抑制核易位，缓解脑水肿
改善海马突触结构，减轻海马 ＣＡ１ 区神经元和白质损伤
Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＩＰＫ１， ＲＩＰＫ３ ａｎｄ ＭＬＫＬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ，
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ， ｒｅｌｉｅｖｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｅｄｅｍａ ａｎｄ
ｉｍｐｒｏｖｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｒｅｄｕｃｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｎｄ
ｗｈｉｔｅ ｍａｔｔｅｒ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ＣＡ１ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

改善认知功能和焦虑样行为
Ｉｍｐｒｏｖｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ

ｓｉＲＮＡ ＲＩＰＫ３ 和 ＭＬＫＬ
转 染， ｓｈＲＮＡ ＲＩＰＫ１
转染［３１－３２］

ｓｉＲＮＡ ＲＩＰＫ３ ａｎｄ ＭＬＫＬ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ， ｓｈＲＮＡ
ＲＩＰＫ１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

减少脑梗死体积，减轻炎症反应
Ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ， ｒｅｄｕｃｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

改善认知缺陷
Ｉｍｐｒｏｖｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｅｆｉｃｉｔｓ

细胞焦亡
Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ

ＡＩＭ２ 基因敲除［４２］

ＡＩＭ２ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ

抑制细胞焦亡和炎症反应，减少海马神经元丢失
Ｉｎｈｉｂｉｔ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ， ｒｅｄｕｃｅ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｌｏｓｓ

改善认知功能
Ｉｍｐｒｏｖｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＣＹ⁃０９［４３］

抑制 ＮＬＲＰ３ 激活，ＡＳＣ 及 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达下调；炎症因子 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃１８ 表达下调，减少梗死体积，缓解神经元焦亡
Ｉｎｈｉｂｉｔ ＮＬＲＰ３ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳＣ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８
ｉｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｒｅｄｕｃｅ ｉｎｆａｒｃｔ ｖｏｌｕｍｅ， ｒｅｌｉｅｖｅ
ｎｅｕｒｏｎａｌ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ

恢复部分记忆能力
Ｒｅｓｔｏｒｅ ｐａｒｔｉａｌ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ

光生物调制［４４］

ＰＢＭ

抑制 ＡＩＭ２ 介导的细胞焦亡，抑制小胶质细胞极化
Ｉｎｈｉｂｉｔ ＡＩＭ２⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ， ｉｎｈｉｂｉｔ
ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

提高空间学习和记忆能力
Ｉｍｐｒｏｖｅ ｓｐａｔｉａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ
ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ

ＰＡＲＰ⁃１ 依 赖
性细胞死亡
Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ

黄芩［５８］

Ｂａｉｃａｌｅｉｎ

抑制 ＰＡＲＰ⁃１ 的激活，减少核易位，减少脑梗死体积
Ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＡＲＰ⁃１， ｒｅｄｕｃｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ，
ｒｅｄｕｃｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ

改善神经功能
Ｉｍｐｒｏｖｅ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＰＪ３４［５９］
降低促炎因子水平，缓解炎症反应
Ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ， ｒｅｌｉｅｖｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

改善认知障碍
Ｉｍｐｒｏｖｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ

原核注射神经肽［６０］

Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅｓ

ＰＡＲＰ⁃１ 激活减少，轴突和突触再生；海马细胞死亡发生率
降低
Ｄｅｃｒｅａｓｅ ＰＡＲＰ⁃１ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ａｘｏｎ ａｎｄ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；
Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ

减轻空间学习和记忆缺陷
Ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｓｐａｔｉａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ
ｍｅｍｏｒｙ ｄｅｆｉｃｉｔｓ

铁死亡
Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ

铁抑素－１［６６］

Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１
减少炎症因子释放
Ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ

减轻神经功能缺损
Ｒｅｌｉｅｖｅ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｆｉｃｉｔｓ

高良姜［６７］

Ｇａｌａｎｇｉｎ

ＳＬＣ４Ａ１１ 及 ＧＰＸ４ 表达上调，降低脂质过氧化水平，抑制海
马神经元铁死亡
ＳＬＣ４Ａ１１ ａｎｄ ＧＰＸ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｒｅｄｕｃｅ
ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ， ｉｎｈｉｂｉｔ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ
ｎｅｕｒｏｎａｌ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ

改善学习记忆障能力
Ｉｍｐｒｏｖｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ
ｍｅｍｏｒｙ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ

ｍｉＲ⁃７６０⁃３ｐ［６８］
ＣＨＡＣ１ 表达下调，抑制神经元铁死亡
ＣＨＡＣ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｉｎｈｉｂｉｔ
ｎｅｕｒｏｎａｌ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ

改善神经行为缺陷
Ｉｍｐｒｏｖｅ ｎｅｕｒｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｄｅｆｉｃｉｔｓ

８６１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



亡、细胞焦亡、泛凋亡、ＰＡＲＰ⁃１ 依赖性细胞死亡和

铁死亡的发生机制，探讨并总结了抑制 ＰＣＤ 改善

ＰＳＣＩ 的作用机制，另外，ＰＣＤ 间存在的串扰联系为

未来研究提供了新的思路，ＰＣＤ 的精确调控可能未

来在治疗 ＰＳＣＩ 中具有无限潜力。
但目前仍有需要继续研究并解决的部分：（１）

随着对细胞死亡模式的不断探索，新的细胞死亡途

径仍不断被发现，铜死亡、失巢凋亡、双硫死亡等新

型细胞死亡形式在 ＰＳＣＩ 中的作用尚未见报道，亟需

进一步研究。 （２）值得注意的是，在一定条件下，多
种类型的 ＰＣＤ 途径可以同时发生，其之间的串扰需

要进一步研究。 目前许多实验室研究或干预措施

仅针对单独的信号级联，忽略了不同细胞死亡途径

之间的串扰，因此在治疗 ＰＳＣＩ 时同时靶向多个

ＰＣＤ 途径可能是一种新策略。 （３）有关调节细胞死

亡改善 ＰＳＣＩ 的研究还停留在临床前阶段，尚未能很

好地转化为临床，仍需要全面研究 ＰＣＤ 途径的确切

机制，不断揭示 ＰＣＤ 在 ＰＳＣＩ 中发挥的具体作用以

及它们之间的串扰。
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细胞焦亡在肾缺血再灌注损伤中的研究进展

孙豪杰１，２，朱俊雷１，２，李　 伟１，２，王锁刚１∗

（１．河南中医药大学第一附属医院泌尿外科一区，郑州　 ４５０００３；２．河南中医药大学第一临床医学院，郑州　 ４５０００３）

　 　 【摘要】 　 细胞焦亡是半胱氨酸蛋白酶介导的以线粒体参与、炎性小体组装、质膜穿孔、炎性释放为特征的细

胞程序性死亡。 作为介导机体炎症反应的重要机制，细胞焦亡在肾缺血再灌注损伤（ ｒｅｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｊｕｒｙ， ＲＩＲＩ）中发挥了关键作用。 本文就近年来细胞焦亡的分子机制、细胞焦亡在 ＲＩＲＩ 中的作用机制和治疗药物

的研究进展进行综述，旨在为 ＲＩＲＩ 的早期治疗提供理论参考。
【关键词】 　 肾移植；缺血－再灌注损伤；细胞焦亡；抑制剂；干预手段
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Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 缺血再灌注损伤 （ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，
ＩＲＩ）是指器官或组织血液供应受限一段时间后再恢

复引起的病理过程，主要发生在大脑、心脏和肾等

重要器官，常导致细胞死亡和器官功能障碍。 肾是

人体最重要的实体器官之一，血液灌注量较高，极
易受 ＩＲＩ 影响。 肾缺血再灌注损伤（ ｒｅｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃

ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＲＩＲＩ）是指肾组织短暂缺血后，恢
复血供导致肾损伤加重的病理生理现象，临床常见

于肾部分切除或肾移植等过程［１］。 ＲＩＲＩ 是肾小管

和炎症细胞等多因素相互作用的炎症反应，涉及多

种病理生理机制，是造成急性肾损伤（ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ
ｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）和急性肾功能衰竭的主要原因之一。



细胞焦亡由 ｃａｓｐａｓｅ 介导，是一种新的细胞死亡

方式，其关键机制是裂解消皮素 Ｄ（ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ，
ＧＳＤＭＤ）蛋白，引起细胞肿胀、细胞膜成孔、破裂和

内容物流出，伴随大量炎症因子释放，导致炎症反

应发生，在 ＲＩＲＩ 的病理过程中发挥着关键作用［２］。
一般情况下，细胞焦亡是机体的重要免疫反应，有
利于消灭机体内有害病原体，但过度激活会导致相

关的器官结构和功能损伤。 目前 ＲＩＲＩ 的治疗和管

理还远远不能令人满意［３］，究其原因，ＲＩＲＩ 的病理

生理机制尚不明确。 本文深入分析了细胞焦亡在

ＲＩＲＩ 病理过程中的关键作用和相关的治疗药物，并
结合最新研究进展，探讨未来 ＲＩＲＩ 中细胞焦亡的研

究方向，为进一步改善 ＲＩＲＩ 患者预后提供理论

参考。

图 １　 细胞焦亡的主要信号通路

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍａｊｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ

１　 细胞焦亡的机制

　 　 根据细胞焦亡的发生机制，主要分为经典焦亡

途径、非经典焦亡途径和依赖 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／ ８ 的新途径

（图 １）。
１􀆰 １　 经典焦亡途径

　 　 由 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 介导，细胞通过病原体相关分子模

式（ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰｓ）或
危险 相 关 分 子 模 式 （ ｄａｎｇｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｐａｔｔｅｒｎｓ， ＤＡＭＰｓ） 刺激胞质模式识别受体 蛋 白

（ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ⁃ｌｅｕｃｉｎｅ
ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ３，ＮＬＲＰ３），使其

结合接头蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ＣＡＲＤ，ＡＳＣ），诱导 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 自我剪

接成活化的 ｃａｓｐａｓｅ⁃１［４］，进而裂解并激活 ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β
和 ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１８ 形成 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８， 同时， 活化的

ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 切 割 ＧＳＤＭＤ， 释 放 其 Ｎ 端 结 构 域

（ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ），ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 与细胞膜脂质结合，形成直

径约 １０～１５ ｎｍ 的膜通道，释放 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８，致使

细胞肿胀破裂和内容物外露，引发细胞焦亡和炎症

的级联反应［５－６］。
１􀆰 ２　 非经典焦亡途径　
　 　 在 人 体 由 ｃａｓｐａｓｅ⁃４ ／ ５ 介 导， 在 大 鼠 中 由

ｃａｓｐａｓｅ⁃１１ 介导。 细胞受到病原体刺激后，ｃａｓｐａｓｅ⁃
４ ／ ５ ／ １１ 识别并结合脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）
中的脂质 Ａ，进而裂解 ＧＳＤＭＤ 蛋白释放 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ，
ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 与细胞膜结合，形成细胞膜孔，最终导致

细胞 焦 亡［７］。 此 外， 活 化 的 ｃａｓｐａｓｅ⁃１１ 可 切 断

ｐａｎｎｅｘｉｎ⁃１ 通道，释放 ＡＴＰ，进而激活 ｐａｎｎｅｘｉｎ⁃１ ／
ＡＴＰ ／ Ｐ２Ｘ７ 通路，引起 ＡＴＰ 和 Ｋ＋外流，激活炎症小

体，进而激活经典焦亡途径。
１􀆰 ３　 依赖 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／ ８ 的新途径

　 　 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 在肿瘤坏死因子 －α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
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ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）或化疗药物刺激下，裂解 ＧＳＤＭＥ
（ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｅ），释放 ＧＳＤＭＥ⁃Ｎ。 然后 ＧＳＤＭＥ⁃Ｎ 与

细胞膜结合，形成膜通道，引发细胞焦亡［８］。 同年，
研究发现当 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 活性被抑制时，ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 可被

炎症小体激活，裂解 ＧＳＤＭＤ，启动焦亡途径［９］。
１􀆰 ４　 其它激活途径

　 　 ２０２０ 年，Ｚｈａｎｇ 等［１０］发现细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞

（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ， ＣＴＬ）中的丝氨酸蛋白酶颗

粒酶 Ｂ 可裂解 ＧＳＤＭＥ， 诱导焦亡。 同年， Ｚｈｏｕ
等［１１］发现一种丝氨酸蛋白酶颗粒酶 Ａ 可通过穿孔

素进入靶细胞，切割 ＧＳＤＭＢ 分子触发靶细胞焦亡，
推翻了以前认为焦亡只能由 ｃａｓｐａｓｅ 激活的认识。

２　 细胞焦亡与肾缺血再灌注损伤的机制联系

２􀆰 １　 细胞焦亡与肾缺血再灌注损伤

　 　 在 ＲＩＲＩ 模型中，细胞损伤和死亡伴随着细胞焦

亡，机体产生 ＤＡＭＰ 时，炎症小体 ＮＬＲＰ３ 被激活，
触发 了 经 典 焦 亡 途 径 和 非 经 典 焦 亡 途 径［１２］，
ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１１ 表达升高，进而裂解并激活

ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β 和 ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１８ 形成 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８，同时，
ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１１ 促 使 ＧＳＤＭＤ 剪 切 成

ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ，ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 转移到细胞膜上，形成细胞膜

孔，致使肾血管内皮细胞和肾小管上皮细胞肿胀破

裂，炎症因子大量释放，诱导肾小管发生坏死，加重

肾的结构和功能损伤［１３］。 研究发现，ＲＩＲＩ 的小鼠

ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 及 ｃａｓｐａｓｅ⁃１１ 表达水平明显升高，而敲除

ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 后，ＲＩＲＩ 小鼠肾的结构和功能都得到了改

善［１４］。 当前，细胞焦亡在 ＲＩＲＩ 中的作用和机制仍

未完全阐明，并且除 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 及 ｃａｓｐａｓｅ⁃１１ 外其它

ｃａｓｐａｓｅ 蛋白在 ＲＩＲＩ 中的作用尚未明确，有待后续

进一步实验验证。 虽然上述所有研究都表明

ＧＳＤＭＤ 是 ＲＩＲＩ 病理过程中的关键蛋白，但 Ｔｏｎｎｕｓ
等［１５］研究发现，ＧＳＤＭＤ 缺陷小鼠对 ＲＩＲＩ 诱导的

ＡＫＩ 高度敏感，并证明 ＧＳＤＭＤ 也可作为 ＲＩＲＩ 中的

抑制蛋白。 尽管如此，这些结果仍揭示了焦亡在

ＲＩＲＩ 中的关键作用，并为 ＲＩＲＩ 的治疗提供了新的

思路。
２􀆰 ２　 内质网应激与细胞焦亡

　 　 内质网在细胞焦亡的发生发展中起着至关重

要的作用，静息的 ＮＬＲＰ３ 位于内质网中，而炎症小

体激活时，ＮＬＲＰ３ 及 ＡＳＣ 被重新分配到核周空间，
与内质网和线粒体形成细胞器集群，随后线粒体功

能紊乱和内质网过度应激，导致蛋白质合成异常、
脂质合成紊乱和内质网钙稳定紊乱，引发细胞焦

亡。 在缺氧复氧损伤（ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，
ＨＲＩ）诱导的细胞模型中，可观察到 ｃａｓｐａｓｅ⁃１１ 表达

水平在受到刺激 ３ ｈ 后明显升高，并伴有细胞膜孔

洞增多和乳酸脱氢酶分泌增加，证明了细胞焦亡的

发生。 进一步的机制研究显示，适度内质网应激可

作为一种自卫系统，保护细胞免受损伤，而 ＨＲＩ 可

使肾小管上皮细胞的内质网过度激活，进而介导细

胞焦亡［１６］。
在 ＲＩＲＩ 大鼠早期，可发现内质网应激生物标志

物葡萄糖调节蛋白和 Ｃ ／ ＥＢＰ 同源蛋白（ＣＨＯＰ）升

高，ＣＨＯＰ 表达上调会增强 ｃａｓｐａｓｅ⁃１１ 的转录［１７］，触
发非经典焦亡途径，ｃａｓｐａｓｅ⁃１１ 促使 ＧＳＤＭＤ 剪切成

ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ，ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 转移到细胞膜上，形成细胞膜

孔，致使肾小管上皮细胞肿胀破裂，炎症因子大量

释放，肾小管发生坏死，肾的结构和功能损伤加

重［１８］，使用小干扰 ＲＮＡ （ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ＲＮＡ，
ｓｉＲＮＡ）沉默 ＣＨＯＰ 可显著降低 ＨＲＩ 诱导细胞焦亡

的发生，此外，柚皮素也可通过激活 Ｎｒｆ４ ／ ＨＯ⁃２ 信号

通路抑制内质网应激，进一步缓解焦亡和细胞凋

亡，保护肾免受 ＩＲＩ［１９］。 这些都表明内质网应激在

ＲＩＲＩ 细胞焦亡机制中发挥着重要作用，ＲＩＲＩ 可诱发

内质网应激，进而介导细胞焦亡。
２􀆰 ３　 线粒体与细胞焦亡

　 　 线粒体在焦亡中的作用主要是激活 ＮＬＲＰ３ 炎

症小体，在 ＡＴＰ、菌素和真菌等 ＮＬＲＰ３ 激活因子的

作用下，线粒体沿微管向内质网迁移，内质网和线

粒体可通过内质网上的动态调节蛋白 Ｍｆｎ２ 和线粒

体上的 Ｍｆｎ１ 或 Ｍｆｎ２ 进行连接，当内质网和线粒体

之间的距离小于 ５ ｎｍ 时，可引起线粒体钙超载和不

稳定， 增加线粒体活性氧 （ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ｍＲＯＳ）水平，进而启动和释放线粒体

来 源 的 配 体， 包 括 线 粒 体 ＤＮＡ （ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ，ｍｔＤＮＡ）和心磷脂，最终激活

ＮＬＲＰ３ 炎症小体并引发焦亡。 ＲＩＲＩ 中 ＮＡＤＰＨ 氧

化酶和线粒体呼吸链产生大量氧基依赖性活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ），过量的 ＲＯＳ 产生氧

化应激，破坏细胞平衡，加剧炎症活性，促进包括

ＮＬＲＰ３ 炎症小体在内的炎症信号因子形成，进而催

化 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 自我剪接成活化的 ｃａｓｐａｓｅ⁃１，诱发

经典焦亡途径［２０］。 使用 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 抑制 ＮＲＦ１ 可
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减轻氧化应激并降低 ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、
ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的表达水平［２１］。 此外，ｚｅｓｔｅ 基因同

源物 ２ 增强子在体内外小鼠 ＲＩＲＩ 模型中都能通过

ＡＬＫ５ ／ ＳＭａｄ２ ／ ３ 信号通路阻断氧基依赖性活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）的产生，从而抑制肾

小管上皮细胞经典焦亡途径，减轻 ＲＩＲＩ［２２］。 这些

都说明线粒体在细胞焦亡中发挥重要作用，是疾病

治疗的潜在靶点。
２􀆰 ４　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路与细胞焦亡

　 　 ＮＦ⁃κＢ 是广泛存在于细胞中的转录调节因子，
参与细胞对外部刺激的反应，在细胞炎症和免疫反

应中起着至关重要的作用。 ＲＩＲＩ 可诱导 Ｔｉｓｐ４０ 过

表达，进而导致 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５（Ｐ⁃ｐ６５）磷酸化。 随后，
Ｐ⁃ｐ６５ 触发 ＮＬＲＰ３ 炎症小体聚集，激活的 ＮＬＲＰ３ 结

合 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 前体和 ＡＳＣ。 前体 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 转化为具

有催化活性的 ｃａｓｐａｓｅ⁃１，促进 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 成熟，
引发强烈的炎症反应和细胞焦亡［２３］。 由此可见，
ＮＦ⁃κＢ 信号通路在 ＲＩＲＩ 焦亡过程中发挥着关键

作用。

３　 基于细胞焦亡机制治疗 ＲＩＲＩ 的药物

　 　 近年来，随着 ＲＩＲＩ 中细胞焦亡相关信号通路与

相关分子之间的复杂联系逐渐明确，针对这些通路

和分子的靶向抑制剂也逐渐被发现，但大多数仍处

于动物实验阶段。 今后，这些抑制剂能否作为治疗

ＲＩＲＩ 的药物，用量是多少，联合使用是否比单独使

用更有效，还需经过多中心和大样本的临床研究。
３􀆰 １　 ｃａｓｐａｓｅ 蛋白抑制剂

　 　 ｃａｓｐａｓｅ 蛋白家族在细胞焦亡机制中发挥着至

关重要的作用，其中 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 是细胞焦亡经典途径

中的关键分子，同时，也是治疗 ＲＩＲＩ 的潜在靶标，
Ｗｅｎ 等［２４］发现 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 选择性抑制剂 ＶＸ⁃７６５ 可

降低血清中血尿素氮（ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ＢＵＮ）、血
肌酐（ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ， Ｓｃｒ）、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 浓度，减
少肾组织细胞焦亡，改善肾功能。 除直接作用于

ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 外， 冯 瑞 康 等［２５］ 发 现 Ｃ 型 凝 集 素 １
（ｄｅｃｔｉｎ⁃１）的拮抗剂 ｌａｍｉｎａｒｉｎ 可通过减少 ｄｅｃｔｉｎ⁃１
间接降低 ＩＬ⁃１β、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 水平，抑制细胞焦亡，减
轻小鼠 ＲＩＲＩ。

ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 轴是细胞焦亡经典途径中的

关键环节，硫化氢 （ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｓｕｌｆｉｄｅ， ＨＳ） 可抑制

ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 轴来减弱细胞焦亡，缓解 ＩＲＩ 诱导

的 ＡＫＩ［２６］。 除 经 典 途 径 外， 非 经 典 途 径 中 的

ｃａｓｐａｓｅ⁃１１ 蛋白也是重要的潜在靶点，研究发现，双
硫仑是 ｃａｓｐａｓｅ⁃１１ 的高效靶向抑制剂，可通过抑制

ｃａｓｐａｓｅ⁃１１ ／ ＧＳＤＭＤ 途径拮抗 肾 细 胞 焦 亡， 改 善

ＲＩＲＩ［２７］。 随着国内外学者的不断研究，ｃａｓｐａｓｅ 蛋

白的靶向抑制剂不断涌现，但目前仍缺乏高效且副

作用小的靶向抑制剂，并且，除 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ １１ 外的其

它成员在 ＲＩＲＩ 中的作用尚不明确，极大限制了相关

靶向药物研究的开展，今后应进一步研究以明确其

发生机制，并积极进行相关药物的研发。
３􀆰 ２　 ＧＳＤＭＤ 抑制剂

　 　 ＧＳＤＭＤ 是细胞焦亡机制中的关键分子，在

ＲＩＲＩ 中发挥重要作用，因此，研发 ＧＳＤＭＤ 的靶向抑

制剂 对 治 疗 ＲＩＲＩ 至 关 重 要。 富 马 酸 二 甲 酯

（ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｆｕｍａｒａｔｅ，ＤＭＦ）具有轻微的毒性，在日常

生活中通常用作防腐剂和防霉剂［２８］。 Ｈｕｍｐｈｒｉｅｓ
等［２９］发现 ＤＭＦ 和 ＧＳＤＭＤ 在半胱氨酸残基处反应

生成 Ｓ－（２－琥珀酰） －半胱氨酸。 ＧＳＤＭＤ 的琥珀化

阻止了其与 ｃａｓｐａｓｅ 的相互作用，限制了 ＧＳＤＭＤ 加

工、寡聚和诱导细胞焦亡的能力。 除此之外，Ｈｕ
等［３０］ 发 现 双 硫 仑 可 共 价 修 饰 人 ＧＳＤＭＤ 中 的

Ｃｙｓ１９１（小鼠中为 Ｃｙｓ１９２），减少细胞膜孔洞的形

成，有效抑制焦亡的发生。 这表明双硫仑可作为焦

亡抑制剂，为许多由过度炎症引发或加重的人类疾

病提供新的治疗途径。 近年来，ＧＳＤＭＤ 的靶向抑制

剂不断涌现，在治疗 ＲＩＲＩ 方面发挥了积极作用，但
其具体机制和临床疗效仍需进一步研究。
３􀆰 ３　 ＮＬＲＰ３ 抑制剂

　 　 ＮＬＲＰ３ 是细胞焦亡途径中的核心分子，因此，
拮抗 ＮＬＲＰ３ 可抑制焦亡途径［３１］。 ＣＹ⁃０９ 是 ＮＬＲＰ３
的特异性抑制剂，可直接结合 ＮＬＲＰ３，阻碍 ＮＬＲＰ３
的炎性小体组装和激活［３２］，Ｐａｎ 等［３３］ 证明 ＣＹ⁃０９
可在小鼠模型中减弱 ＲＩＲＩ，同时降低炎症因子 ＩＬ⁃
６、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 的 ｍＲＮＡ 表达，有效抑制 ＲＩＲＩ 过
程中的细胞焦亡，未来应进一步深入 ＣＹ⁃０９ 的研

究，充分发挥其对 ＲＩＲＩ 的抑制作用，拓展其药用潜

力。 与此同时，Ｎｏｈ 等［３４］也发现环氧二十碳三烯酸

（ ｅｐｏｘｙｅｉｃｏｓａｔｒｉｅｎｏｉｃ ａｃｉｄｓ， ＥＥＴ） 可抑制 ＮＬＲＰ３ 对

ＲＩＲＩ 中肾结构和功能起保护作用。 除此之外，Ｐａｎｇ
等［３５］发现 ＲＩＲＩ 大鼠应用多酚酸盐 Ｂ 后，细胞焦亡

相关因子的表达水平均降低，进一步研究发现，多
酚酸盐 Ｂ 可促进 Ｎｒｆ２ 的表达，抑制氧化应激、
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ＮＬＲＰ３ 活化、促炎因子释放和细胞焦亡。 目前，
ＮＬＲＰ３ 靶向抑制剂的研究不断深入，越来越多的抑

制剂被发现，为 ＲＩＲＩ 的治疗提供了多样的药物

选择。
３􀆰 ４　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路抑制剂

　 　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路可诱导细胞焦亡的发生，是促

进细胞焦亡的关键分子。 Ｗｕ 等［３６］发现胆钙化醇预

处理可通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 激活和减少 ＲＯＳ 产生来抑

制焦亡过程，缓解 ＲＩＲＩ。 除此之外，Ｚｈｕ 等［３７］ 发现

小白菊内酯（ｐａｒｔｈｅｎｏｌｉｄｅ， ＰＴＬ）可抑制包括 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β 以及 ＬＰＳ 诱导的 ＮＦ⁃κＢ 和 ＮＦ⁃κＢ 介导的特

定基因表达的激活，阻断 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，是 ＮＦ⁃
κＢ 信号通路的高效抑制剂。 综上所述，ＮＦ⁃κＢ 信号

通路的抑制剂可有效抑制焦亡通路的激活和发展，
抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号传导通路的靶向药物将会是未来

ＲＩＲＩ 治疗的重要研究方向。
３􀆰 ５　 骨髓间充质干细胞治疗 ＲＩＲＩ
　 　 近年来，应用干细胞及其外泌体治疗各种器官

的 ＩＲＩ 已成为新的热点，研究发现，人骨髓间充质干

细胞（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，ＢＭＳＣ）来
源的细胞外囊泡通过 ｍｉＲ⁃２２３⁃３ｐ ／ ＨＤＡＣ２ ／ ＳＮＲＫ 减

少急性肾损伤中的炎症和细胞焦亡［３８］，与肾损伤模

型组比较，ＢＭＳＣ 治疗后的大鼠 Ｓｃｒ、ＢＵＮ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃
１８ 水平均明显下降，ＮＬＲＰ３ 及 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的表达水

平也均明显下降［３９］。 目前，应用 ＢＭＳＣ 治疗 ＲＩＲＩ
的方案较少，但干细胞抑制细胞焦亡减轻 ＲＩＲＩ 已表

现出巨大的研究前景。
３􀆰 ６　 天然产物治疗 ＲＩＲＩ
　 　 研究发现多种天然药物及其有效成分可通过

抑制炎症小体介导的细胞焦亡信号通路发挥对

ＲＩＲＩ 的治疗作用。 小檗碱（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ，ＢＢＲ）可降低

ＲＩＲＩ 大鼠的尿微量白蛋白、Ｓｃｒ 和 ＢＵＮ，其机制为下

调肾组织 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 含量及 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＮＬＲＰ３
表达水平，抑制细胞焦亡［４０－４１］。 青蒿琥酯是青蒿素

衍生而来的水溶性半合成化合物，袁强等［４２］ 发现

ＲＩＲＩ 大鼠使用青蒿琥酯治疗后，ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ⁃１
和 ＧＳＤＭＤ 等表达水平均下降，其作用机制为抑制

炎症小体介导的细胞焦亡，减少焦亡相关因子的表

达及释放，保护肾的结构和功能。 天然产物通过介

导细胞焦亡在治疗 ＲＩＲＩ 方面具有广阔前景，但其具

体机制需进一步阐明，以期更好地为临床治疗服务。

４　 总结与展望

　 　 当前，医学技术不断发展，器官移植等各类手

术逐渐增多，临床上肾移植、体外震波碎石、心脏停

搏等患者由于 ＲＩＲＩ 而导致的 ＡＫＩ 死亡率仍较高。
因此，深入研究 ＲＩＲＩ 的发生机制并进行精准治疗意

义重大。 ＲＩＲＩ 是一个涉及基因、分子、细胞和组织

之间多层次、多因素相互作用的复杂过程，细胞焦

亡是其中的关键环节，从分子机制层面研究细胞焦

亡在 ＲＩＲＩ 中的作用越来越受到重视。 细胞焦亡参

与 ＲＩＲＩ 发生发展，炎性小体的激活、ｃａｓｐａｓｅ 酶的活

化，致使 ＲＩＲＩ 时细胞焦亡和炎症反应加重。 减少炎

性小体生成、抑制酶的活化，可有效减轻再灌注后

肾血管内皮细胞和肾小管内皮细胞损伤程度，改善

患者预后。 因此，深入探索 ＲＩＲＩ 的炎性机制及焦亡

通路上的各个靶点，并以此为基础进行靶向药物的

研发和临床试验，将会成为治疗 ＲＩＲＩ 的有效手段。
但细胞焦亡在 ＲＩＲＩ 中的作用机制尚未完全阐明，仍
需进一步挖掘。 近年来，国内外学者已研发多种

ＲＩＲＩ 的治疗药物，但是，目前通过细胞焦亡治疗

ＲＩＲＩ 的探索几乎都限于动物实验研究，因此，如何

探明药物在人类中应用的有效性及安全剂量仍是

一项巨大的挑战。 综上所述，随着细胞焦亡在 ＲＩＲＩ
中作用机制研究的不断深入，基于细胞焦亡分子机

制的靶向药物有望成为治疗 ＲＩＲＩ 的有效方法。
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Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｎａｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０２３， ３２４（２）： Ｆ１３８－Ｆ１５１．

［３５］ 　 ＰＡＮＧ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｐ Ｃ， ＬＵ Ｒ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｄｒａｄｅ⁃ｏｌｉｖｅｉｒａ

ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｂ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｃａｓｐａｓｅ⁃１⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ

ｒｅｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ Ｎｒｆ２ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ

Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２０， １１： ５４１４２６．

［３６］ 　 ＷＵ Ｗ， ＬＩＵ Ｄ， ＺＨＡＯ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｏｌｅｃａｌｃｉｆｅｒｏｌ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ

ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ

ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ， ２０２２， １２４（４）： １５１８７５．

［３７］ 　 ＺＨＵ Ｓ， ＳＵＮ Ｐ， ＢＥＮＮＥＴＴ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐａｒｔｈｅｎｏｌｉｄｅ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｄｉｓｅａｓｅ， ｃａｎｃｅｒｓ， ａｎｄ

ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｔｏｒｍ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２３， １４： １１１１２１８．

［３８］ 　 尹云玉， 刘奎， 汤露， 等． 骨髓间充质干细胞可减轻脂多糖

所致肾损伤大鼠的细胞焦亡 ［ Ｊ］ ． 中华危重病急救医学，

２０２２， ３４（３）： ２８４－２８８．

ＹＩＮ Ｙ Ｙ， ＬＩＵ Ｋ， ＴＡＮＧ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ

ｉｎｊｕｒｙ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｃｒｉｔ Ｃａｒｅ Ｍｅｄ， ２０２２， ３４（３）： ２８４－２８８．

［３９］ 　 ＸＩＥ Ｚ， ＴＡＮＧ Ｊ， ＣＨＥＮ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｒｅｄｕｃｅ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ ｍｉＲ⁃２２３⁃

３ｐ ／ ＨＤＡＣ２ ／ ＳＮＲＫ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｆｌａｍｍ Ｒｅｓ， ２０２３， ７２ （ ３ ）： ５５３
－５７６．

［４０］ 　 ＬＩ Ｚ， ＷＡＮＧ Ｙ， ＸＵ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈ ｏｕｔｃｏｍｅｓ：

ａｎ ｕｍｂｒｅｌｌａ ｒｅｖｉｅｗ ［ Ｊ］ ． Ｐｈｙｔｏｔｈｅｒ Ｒｅｓ， ２０２３， ３７（５）： ２０５１
－２０６６．

［４１］ 　 孙琳琳， 郝明月， 盛明薇， 等． ＳＩＲＴ１ ／ Ｎｒｆ２ 信号通路在小檗

碱减轻小鼠肾缺血再灌注损伤中的作用 ［Ｊ］ ． 中华麻醉学杂

志， ２０２１， ４１（５）： ５９８－６０２．

ＳＵＮ Ｌ Ｌ， ＨＡＯ Ｍ Ｙ， ＳＨＥＮＧ Ｍ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ＳＩＲＴ１ ／ Ｎｒｆ２

ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｎａｌ

ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，

２０２１， ４１（５）： ５９８－６０２．

［４２］ 　 袁强， 申开文， 张瑞波， 等． 青蒿琥酯通过 ＮＬＲＰ３ 炎症小体

抑制细胞焦亡减轻大鼠肾缺血－再灌注损伤 ［Ｊ］ ． 器官移植，

２０２１， １２（６）： ７３３－７４０．

ＹＵＡＮ Ｑ， ＳＨＥＮ Ｋ Ｗ， ＺＨＡＮＧ Ｒ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ

ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｒｅｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ

ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ｏｒｇａｎ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ，

２０２１， １２（６）： ７３３－７４０．

〔收稿日期〕２０２３－０５－２９

８７１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３


