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马超楠，王梦瑶，张飒，等． ＫＨＳＲＰ 在肺腺癌中的调控作用：ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 通路的关键角色 ［ Ｊ］． 中国比较医学杂志，
２０２５， ３５（１）： １－１２．
Ｍａ ＣＮ， Ｗａｎｇ ＭＹ， Ｚｈａｎｇ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ＫＨ⁃ｔｙｐｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ： ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｏｆ
ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２５， ３５（１）： １－１２．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２５． ０１． ００１

［基金项目］河南省教育厅资助项目（２４Ａ３２０００２，２５Ｂ３２００１８，２５Ｂ３２００１４，２５Ｂ３２００２２）；河南省科技厅科技攻关项目（２５２１０２３１１０５５，
２５２１０２３１１０５３）；河南省医学科技攻关计划项目（ＬＨＧＪ２０２４０４１１）。

［作者简介］马超楠（１９８２—），女，硕士，副主任医师，研究方向：胸部肿瘤的基础研究与诊疗。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：５４４１２２１８８＠ ｑｑ． ｃｏｍ

王梦瑶（２００１—），女，在读硕士研究生，研究方向：肿瘤护理。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｗｍｙ１８６３７８７６１１３＠ １６３． ｃｏｍ　 ∗共同第一作者

［通信作者］李丽（１９７６—），女，博士，教授，硕士生导师，研究方向：肿瘤基础研究与诊疗。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：１０２１００５１＠ ｖｉｐ． ｈｅｎｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
韦海涛（１９７６—），男，博士，主任医师，硕士生导师，研究方向：胸部肿瘤的基础研究与诊疗。

Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｔａｏｇｅ９８８５＠ １６３． ｃｏｍ　 ＃共同通信作者

ＫＨＳＲＰ 在肺腺癌中的调控作用：ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 通路
的关键角色

马超楠１∗，王梦瑶２∗，张　 飒２，李　 丽２，３＃，韦海涛３＃

（１．河南大学淮河医院呼吸与危重症医学科，河南 开封　 ４７５０９９；２．河南大学护理与健康学院，河南 开封　 ４７５００４；
４．河南大学淮河医院胸外科，河南 开封　 ４７５０９９）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究 ＫＨＳＲＰ 靶向调控 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号轴对肺腺癌（ＬＵＡＤ）恶性生物学行为的影响。
方法　 收集 ２０１７ 年 １ 月至 ２０１８ 年 １２ 月间在淮河医院确诊的 ６４ 例 ＬＵＡＤ 组织及癌旁组织标本及临床病例资

料。 免疫组化法对比肺腺癌组织和癌旁组织中 ＫＨＳＲＰ 的表达情况。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测肺腺癌细胞系（ＳＰＣ⁃
Ａ１、Ｈ１９７５、ＣＬ１⁃５、ＰＣ⁃９、Ｃａｌｕ⁃３、Ｈ４４６）与正常人支气管上皮细胞系（ＮＨＢＥ）中 ＫＨＳＲＰ 的表达差异。 慢病毒转

染改变肺腺癌细胞系 ＳＰＣ⁃Ａ１、Ｈ１９７５、ＰＣ⁃９、Ｃａｌｕ⁃３ 中的 ＫＨＳＲＰ 表达情况；采用细胞计数试剂盒－８（ＣＣＫ⁃８）、
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验测定 ＫＨＳＲＰ 对肺腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响。 异种移植肿瘤模型检测敲降和过表达

ＫＨＳＲＰ 在活体动物体内的作用。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验验证 ＫＨＳＲＰ 靶向 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路。 Ｒｅｓｃｕｅ 实验验证

ＫＨＳＲＰ 是否通过调节 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路促进 ＬＵＡＤ 细胞的恶性进程。 结果　 与癌旁组织相比，ＫＨＳＲＰ
在 ＬＵＡＤ 组织中的表达显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 细胞功能实验分析显示，ＫＨＳＲＰ 过表达在体外显著促进 ＬＵＡＤ
细胞增殖、迁移和侵袭（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 体内动物实验结果显示，ＫＨＳＲＰ 在裸鼠体内具有促进 ＬＵＡＤ 细胞移植瘤

生长与肺结节转移的作用（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 在敲降 ＫＨＳＲＰ 后，ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路中 ＪＡＫ１、ｐ⁃ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３ 水平明

显降低，过表达 ＫＨＳＲＰ 后情况则反之（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 Ｒｅｓｃｕｅ 实验显示，ＫＨＳＲＰ 可以逆转敲降 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 对细

胞增殖、迁移和侵袭能力的抑制作用（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 ＫＨＳＲＰ 靶向 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路在肺腺癌中发挥

致癌基因的作用。
【关键词】 　 肺腺癌；ＫＨＳＲＰ；ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３；恶性进展；细胞增殖；侵袭迁移

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２５） ０１－０００１－１２

Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ＫＨ⁃ｔｙｐｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ： ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ

ＭＡ Ｃｈａｏｎａｎ１∗， ＷＡＮＧ Ｍｅｎｇｙａｏ２∗， ＺＨＡＮＧ Ｓａ２， ＬＩ Ｌｉ２，３＃， ＷＥＩ Ｈａｉｔａｏ３＃



（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｎｄ Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｃａｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｕａｉｈｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｋａｉｆｅｎｇ ４７５０９９， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｎｕｒｓｉｎｇ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｋａｉｆｅｎｇ ４７５００４． ３． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｔｈｏｒａｃｉｃ Ｓｕｒｇｅｒｙ，

Ｈｕａｉｈｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｋａｉｆｅｎｇ ４７５０９９）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＫＨ⁃ｔｙｐｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＫＨＳＲＰ） ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ （ ＬＵＡＤ） ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ １ （ ＪＡＫ１） ／ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３ （ ＳＴＡＴ３） ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ６４
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＬＵＡＤ， ｄｉａｇｎｏｓｅｄ ａｔ Ｈｕａｉｈｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｆｒｏｍ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１７ ｔｏ Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１８． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＫＨＳＲＰ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ＬＵＡＤ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ． ＫＨＳＲＰ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ａｌｓｏ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ （ＳＰＣ⁃Ａ１， Ｈ１９７５， ＣＬ１⁃５， ＰＣ⁃９， Ｃａｌｕ⁃３， Ｈ４４６） ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｈｕｍａｎ
ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ． ＫＨＳＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ＳＰＣ⁃Ａ１， Ｈ１９７５， ＰＣ⁃９， ａｎｄ Ｃａｌｕ⁃３ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｍａｎｉｐｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ⁃８ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙｓ． Ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｔｕｍｏｒ ｍｏｄｅｌ， ａｎｄ ＪＡＫ ／
ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｃｕｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｉｆ
ＫＨＳＲＰ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
　 ＫＨＳＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ＬＵＡＤ ｔｉｓｓｕｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）．
Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ （Ｐ
＜０􀆰 ０５）． ＫＨＳＲＰ ａｌｓｏ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｎｏｄｕｌｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｖｉｖｏ
（Ｐ＜０􀆰 ０１）． ＫＨＳＲＰ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＪＡＫ１， ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＪＡＫ１， ａｎｄ ＳＴＡＴ３ ｉｎ ｔｈｅ ＪＡＫ ／
ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｗａｓ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ＫＨＳＲＰ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｒｅｓｃｕｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＫＨＳＲＰ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
ＫＨＳＲＰ ｔａｒｇｅｔｓ ｔｈｅ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ａｃｔｓ ａｓ ａｎ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｉｎ ＬＵＡＤ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ； ＫＨＳＲＰ； ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３； ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ； ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；
ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
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　 　 肺癌是一种生长迅速、死亡率高、预后差的

恶 性 肿 瘤［１］。 肺 腺 癌 （ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＬＵＡＤ）是非小细胞肺癌中最常见的组织学类型，
占所有肺癌病例的 ４４􀆰 ０％ ～５５􀆰 ７％［２］。 尽管对肺

癌的研究取得了很大进展，但 ＬＵＡＤ 的发病率仍

在逐年上升，患者 ５ 年生存率低于 １５％［３］。 因

此，探索促进 ＬＵＡＤ 启动和进展的新生标志物，评
估潜在的分子机制，对于开发 ＬＵＡＤ 恶性肿瘤的

靶向治疗至关重要。 ＫＨ 型剪切调节蛋白（ＫＨ⁃
ｔｙｐｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＫＨＳＲＰ）是一种多

功能核酸结合蛋白，在癌症侵袭中起着重要作

用，其表达水平及蛋白结构的改变与肿瘤的发生

发展密切相关［４］。 研究表明，ＫＨＳＲＰ 参与各种生

物过程中的信号转导［５］。 Ｊａｎｕｓ 激酶信号传感器

和转录激活剂（ Ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ ／ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ，ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ）通路是一种

跨膜信号转导的进化保守机制，使细胞能够与外

部环境通信［６－７］。 各种细胞因子、干扰素、生长因

子和其他特定分子激活 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号，以驱动

一系列生理和病理过程，包括增殖、新陈代谢、免
疫反应、炎症和恶性肿瘤［８－９］。 多数研究表明，
ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号转导的异常激活导致肿瘤发生和

进展［１０］。 然 而， ＫＨＳＲＰ⁃ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信 号 轴 与

ＬＵＡＤ 中的具体功能尚未得到充分阐明。
因此，本研究基于数据库检索和以往研究经

验，将研究目标锁定在 ＫＨＳＲＰ 和 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号

通路，并通过预实验初步验证 ＫＨＳＲＰ 和 ＪＡＫ ／
ＳＴＡＴ 信号通路在 ＬＵＡＤ 细胞中的表达水平，进一

步探 讨 ＫＨＳＲＰ 对 ＬＵＡＤ 进 展 的 影 响， 以 及

ＫＨＳＲＰ 是否通过调节 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号转导促进

或抑制 ＬＵＡＤ 发展，从而为 ＬＵＡＤ 分子靶向精准

治疗提供理论依据。
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１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 ５６ 只 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ ｎｕｄｅ 雄性裸鼠，４～６ 周

龄，体重 １６～２２ ｇ，购自北京维通利华实验动物技

术有限公司［ＳＣＸＫ（京）２０２１－００１１］，饲养于河南

大学（抗体药物开发技术国家地方联合工程实验

室）［ＳＹＸＫ（豫） ２０２４－ ００１０］。 饲养条件为温度

２２～２６ ℃、日温差≤４ ℃、相对湿度为 ４０％～６０％、
昼夜明暗交替时间 １２ ｈ ／ １２ ｈ、不锈钢分体笼具、
全天候不间断通风供电的饲养环境。 所用垫料、
笼罩、饲料及饮水均经灭菌处理。 所有相关动物

实验均获河南大学生物医学科研伦理委员会批

准（ＨＵＳＯＭ２０２０⁃２５０），并遵循实验动物使用的

３Ｒ 原则进行人道化处理。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

　 　 研究选用正常人类支气管上皮细胞株 ＮＨＢＥ
（宁波明舟生物科技有限公司）和肺腺癌细胞株

ＳＰＣ⁃Ａ１、Ｈ１９７５、ＣＬ１⁃５、ＰＣ⁃９、Ｃａｌｕ⁃３、Ｈ４４６（武汉

普诺赛公司）。
１􀆰 １􀆰 ３　 临床组织

　 　 本研究选取了 ２０１７ 年 １ 月至 ２０１８ 年 １２ 月

的在河南大学淮河医院确诊的 ６４ 例 ＬＵＡＤ 组织

及其癌旁组织标本。 患者纳入标准：（１）影像和

病理确诊的 ＬＵＡＤ；（２）进行根治性切除术治疗，
并有完整的临床病理记录。 排除标准：（１）曾经

接受手术、放化疗或辅助治疗的患者；（２）存在基

础疾病及其他恶性肿瘤病史；（３）临床病理资料

记录不全。 本实验经河南大学生物医学科研伦

理委员会批准（ＨＵＳＯＭ２０２０⁃２５０）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＴＲＩｚｏｌ 试剂 （１５５９６０２６ＣＮ）、ＣＣＫ⁃８ 试剂盒

（９６９９２）、１０％聚偏二氟乙烯膜 （ ＧＦ８８１７０１０５）、
１０％胎牛血清（１２１０３Ｃ）购自美国 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ
公司；ＨｉＳｃｒｉｐｔ 􀅺Ⅱ逆转录酶试剂盒（Ｒ２１１⁃０１）、
通用型高特异性染料法定量 ＰＣＲ 检测试剂盒

（Ｔ２２１０）、ＲＩＰＡ 缓冲液（Ｒ００１０）购自北京索莱宝

公司；ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒（Ｅ１１２⁃０１ ／ ０２）购自

南京诺唯赞公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（３４２８）购自美国

Ｃｏｒｎｉｎｇ Ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ 公司；慢病毒试剂（Ｇ０５００１）
购自上海吉玛公司；山羊抗兔一抗、二抗 （ １ ∶

５０００）（Ａ⁃１１００８）购自中国 ＹＥＡＳＥＮ 公司。
流式细胞仪购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司；

荧光显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司；Ｎａｎｏ Ｄｒｏｐ
２０００ｃ 分光光度计购自美国赛默飞公司；酶标仪

购自北京普天新桥有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养及转染

　 　 正常人支气管上皮细胞系（ＮＨＢＥ）和肺腺癌

细胞 系 （ ＳＰＣ⁃Ａ１、 Ｈ１９７５、 ＣＬ１⁃５、 ＰＣ⁃９、 Ｃａｌｕ⁃３、
Ｈ４４６）在含 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素、０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 链霉素

和 １０％胎牛血清的培养基中培养，并置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 的湿化培养箱中。 根据 ＫＨＳＲＰ 序列设

计 ＲＮＡ，构建到载体上进行敲降或过表达处理

（ＳＰＣ⁃Ａ１、Ｈ１９７５ 细胞过表达，ＰＣ⁃９、Ｃａｌｕ⁃３ 细胞

敲降）。 细胞接种到 ６ 孔板中，达到一定密度后

转染，使用含有 ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ 的慢病毒，并在特定时

间后更换培养基和筛选细胞。 Ｃａｌｕ⁃３ 细胞分为

ｓｈ⁃ＮＣ 组（为无相关性的核苷酸序列插入慢病毒

质粒）、ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ 组（转染敲降 ＫＨＳＲＰ 慢病毒）、
ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ＋ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 组（在敲降 ＫＨＳＲＰ 时转

染过表达 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 慢病毒）、ｓｈ⁃ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３
＋ＫＨＳＲＰ 组（在敲降 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 时转染过表达

ＫＨＳＲＰ 慢病毒），ＰＣ⁃９ 细胞同 Ｃａｌｕ⁃３ 分组。 ＳＰＣ⁃
Ａ１ 细胞分为 Ｖｅｃｔｏｒ 组（为无相关性的核苷酸序

列插入慢病毒质粒）、 ＫＨＳＲＰ 组 （转染过表达

ＫＨＳＲＰ 慢病毒），Ｈ１９７５ 细胞同 ＳＰＣ⁃Ａ１ 分组。

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

名称
Ｎａｍｅ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

ＫＨＳＲＰ ｍＲＮＡ Ｒ：ＡＡＴＧＡＧＴＡＣＧＧＡＴＣＴＣＧＧＡＴＴＧＧ
Ｆ：ＣＣＧＴＣＡＴＣＴＴＧＣＴＴＧＡＡＣＴＧＴＡ

ＪＡＫ１ ｍＲＮＡ Ｒ：ＡＣＧＣＴＣＴＧＧＧＡＡＡＴＣＴＧＣＴＡ
Ｆ： ＡＴＧＡＴＧＧＣＴＣＧＧＡＡＧＡＡＡＧＧ

ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ Ｒ：ＣＴＧＧＣＣＴＴＴＧＧＴＧＴＴＧＡＡＡＴ
Ｆ：ＡＡＧＧＣＡＣＣＣＡＣＡＧＡＡＡＣＡＡＣ

ＧＡＰＤＨ Ｒ：ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ
Ｆ：ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ

１􀆰 ３􀆰 ２ 　 实 时 荧 光 定 量 逆 转 录 ＰＣＲ （ ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测

　 　 引物序列如表 １，使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从肺腺癌

细胞和组织中提取总 ＲＮＡ，使用Ｍ⁃ＭＬＶ ＲＴａｓｅ 试

剂盒将总 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ。 然后通过 ｑＲＴ⁃
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ＰＣＲ 试剂盒对 ＫＨＳＲＰ ｍＲＮＡ 的表达水平进行定

量分析，设置反应条件为：９５ ℃ １ ｍｉｎ，９５ ℃ １５ ｓ
和 ６０ ℃ ２５ ｓ，共 ４０ 个循环。 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参

基因，采用 ２－ΔΔＣｔ 方法进行数据处理和分析。
１􀆰 ３􀆰 ３ 　 临 床 组 织 样 本 的 免 疫 组 化 染 色

（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）
　 　 将正常肺组织和 ＬＵＡＤ 组织石蜡标本进行烤

片、二甲苯脱蜡和酒精水化处理后进行微波炉抗

原修复，并用 ３％过氧化氢溶液孵育以阻断内源

性过氧化物酶。 ＫＨＳＲＰ 抗体稀释后在 ４ ℃孵育

过夜。 次日， ＰＢＳ 清洗后加入二抗室温孵育

３０ ｍｉｎ，ＤＡＢ 显色，苏木素复染细胞核，氨水返蓝，
最后封片。 在光学显微镜下按染色强度（无染色

０ 分，浅棕色弱染色 １ 分，棕色中度染色 ２ 分，深
棕色强染色 ３ 分）和阳性范围（１ 分 ０％ ～ ２５％，
２ 分 ２６％ ～ ５０％， ３ 分 ５１％ ～ ７５％， ４ 分 ７６％ ～
１００％）评分。 上述两项评分相加，０ ～ ２ 分为低表

达，３～７ 分为高表达。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 实验

　 　 将细胞接种在 ９６ 孔板中，浓度为 １×１０４ ／孔，
并在含有 １０％ ＦＢＳ 的 １００ μＬ 的培养基中培养。
根据说明书，向细胞计数试剂盒－８（ＣＣＫ⁃８）的每

个孔内加入 １０ μＬ，并将混合物在 ３７ ℃ 下孵育

２ ｈ。 最后在 ４５０ ｎｍ 处测量吸光度，评估细胞的

生长情况。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验

　 　 选择 ８ μｍ 孔径的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室评估细胞迁

移和侵袭能力。 迁移测定：５ × １０４ 个细胞加入

２００ μＬ 无血清培养基，接种至上腔室，下腔室加

入 ８００ μＬ 含 １０％ ＦＢＳ 的培养基。 侵袭测定：１×
１０５ 个细胞接种到预铺基质胶的 ２００ μＬ 无血清

培养基的上腔室中，下腔加入 ８００ μＬ 含 １０％ ＦＢＳ
的培养基。 用甲醇固定，结晶紫染色 ３０ ｍｉｎ，显微

镜下成像计数。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验

　 　 使用 Ｔ⁃ＰＥＲ􀅺试剂和抑制剂提取细胞组织蛋

白，用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度。 经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
分离后，蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 室温下用 ５％牛

奶溶液封闭膜 １ ｈ，减少非特异性结合。 随后，
４ ℃下分别过夜孵育膜 ＧＡＰＤＨ 和 ＫＨＳＲＰ 一抗

（稀释比 １ ∶ ５０００）。 清洗后，室温孵育二抗 １􀆰 ５ ｈ
（稀释比 １ ∶ ５０００）。 最后，用 ＥＣＬ 试剂盒曝光蛋

白条带，并使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ２ 软件分析蛋白质条带的

灰度值。
１􀆰 ３􀆰 ７　 裸鼠异种移植实验

　 　 将 ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ 及阴性对照的 Ｃａｌｕ⁃３ 细胞、过
表达 ＫＨＳＲＰ 及慢病毒载体的 ＳＰＣ⁃Ａ１ 细胞，按照

５×１０６ 的细胞数量，分别皮下接种到 ２８ 只裸鼠的

右背侧（每组 ７ 只）。 每 ３ ｄ 测量 １ 次肿瘤的体积

和重量，并按以下公式计算：体积 ＝ （长×宽２） ／ ２。
３～４ 周后，处死小鼠，在尸检时取出肿瘤并固定

在 １０％中性 ＰＢＳ 缓冲的福尔马林中。
１􀆰 ３􀆰 ８　 裸鼠尾静脉肺转移模型实验

　 　 将 ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ 及阴性对照的 Ｃａｌｕ⁃３ 细胞、过
表达 ＫＨＳＲＰ 及慢病毒载体的 ＳＰＣ⁃Ａ１ 细胞，按照

１×１０６ ／ ｍＬ 的浓度，尾静脉接种每只 ０􀆰 １ ｍＬ，分别

注射到 ２８ 只裸鼠的尾静脉中（每组 ７ 只）。 将解

剖后的肺组织固定在 １０％中性 ＰＢＳ 缓冲的福尔

马林中，用苏木素－伊红（ＨＥ）染色固定，观察病

灶转移情况。
１􀆰 ３􀆰 ９　 Ｒｅｓｃｕｅ 实验

　 　 Ｒｅｓｃｕｅ 实验为双向验证：一是在含有敲降

ＫＨＳＲＰ 的 ＰＣ⁃９、Ｃａｌｕ⁃３ 细胞加入过表达的 ＪＡＫ１ ／
ＳＴＡＴ３，二是在含有敲降 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 的 ＰＣ⁃９、
Ｃａｌｕ⁃３ 细胞加入过表达的 ＫＨＳＲＰ。 通过 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测各组细胞中的 ＫＨＳＲＰ ｍＲＮＡ 表达水

平，ＣＣＫ⁃８ 和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验观察过表达

ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 或 ＫＨＳＲＰ 分 别 能 否 逆 转 敲 降

ＫＨＳＲＰ 或 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 对 ＡＥＧ 细胞增殖、迁移

和侵袭能力的抑制作用。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 所有数据均以平均数±标准差（ 􀭰ｘ± ｓ）表示，
ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件进行统计分析和绘图。 采

用独立样本 ｔ 检验比较两组之间的差异，并采用

卡方检验分析 ＫＨＳＲＰ 表达与临床病理特征的相

关性。 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 分析用于评估生存率。 所有

实验重复 ３ 次。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为具有显著性差异。

２　 结果

２􀆰 １　 ＫＨＳＲＰ 在 ＬＵＡＤ 组织和细胞系中表达水

平检测结果

　 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，与癌旁组织相比，ＬＵＡＤ
组织中 ＫＨＳＲＰ 表达水平显著增加 （图 １Ａ，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；在肺腺癌细胞系中，ＫＨＳＲＰ 的表达水平相
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较于正常人支气管上皮细胞（ＮＨＢＥ 细胞）均呈

现出显著增高的趋势（图 １Ｂ，Ｐ＜０􀆰 ０５）；通过在线

工具 ＧＥＰＩＡ 对 ＴＣＧＡ ＬＩＨＣ 数据库的分析显示，

注：Ａ：ＫＨＳＲＰ 在 ＬＵＡＤ 组织中的表达高于正常组织；Ｂ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验检测 ＫＨＳＲＰ 在肺腺癌细胞系中的表达；Ｃ：ＧＥＰＩＡ 分析数据库

中 ＫＨＳＲＰ 表达水平与总生存期的关系；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＫＨＳＲＰ 在 ＬＵＡＤ 组织和正常组织、ＬＵＡＤ 细胞系和正常细胞系的蛋

白水平；Ｅ：不同表达水平 ＫＨＳＲＰ 的免疫组织化学染色结果对比。 与癌旁组织或 ＮＨＢＥ 细胞相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 ＫＨＳＲＰ 在 ＬＵＡＤ 中表达检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＫＨＳＲＰ ｉｎ ＬＵＡＤ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅ． Ｂ， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ． Ｃ， ＧＥＰＩＡ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＫＨＳＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ｔｈｅ ｄａｔａｂａｓｅ． Ｄ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｉｎ ＬＵＡＤ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ， ＬＵＡＤ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ． Ｅ， Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ＫＨＳＲＰ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｏｒ ＮＨＢＥ ｃｅｌｌ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｓｓａｙ ｉｎ ＬＵＡＤ

高表达的 ＫＨＳＲＰ 的总生存期较差 （图 １Ｃ，Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验发现， ＬＵＡＤ 样品中

ＫＨＳＲＰ 的蛋白表达水平高于蛋白质印迹法配对

的癌旁组织中的蛋白表达水平（图 １Ｄ）。 ＩＨＣ 染

色分析表明 ＫＨＳＲＰ 在 ＬＵ ＡＤ 组织中的高表达

（图 １Ｅ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 以上结果表明， ＫＨＳＲＰ 在

ＬＵＡＤ 组织中呈现高表达，并且 ＫＨＳＲＰ 表达上调

与 ＬＵＡＤ 患者转移的恶性进程密切相关。
２􀆰 ２　 ＫＨＳＲＰ 表达水平对体外 ＬＵＡＤ 细胞增殖、
迁移和侵袭的影响

　 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测过表达组和敲降组 ＫＨＳＲＰ 的

表达水平（图 ２Ａ ～ ２Ｂ，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＣＣＫ⁃８ 检测结

果显示，ＫＨＳＲＰ 敲降明显降低了 ＰＣ⁃９ 和 Ｃａｌｕ⁃３
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注：Ａ～Ｂ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测转染效率；Ｃ ～ Ｆ：ＣＣＫ⁃８ 实验检测细胞增殖能力；Ｇ ～ Ｉ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验检测细胞迁移和侵袭能力。 与

ｓｈ⁃ＮＣ 组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 Ｖｅｃｔｏｒ 组相比，＃＃Ｐ＜０． ０１。

图 ２　 ＫＨＳＲＰ 表达水平对体外 ＬＵＡＤ 细胞增殖、迁移和侵袭的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ～Ｂ， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ． Ｃ～Ｆ， ＣＣＫ⁃８ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ． Ｇ～Ｉ， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｈａｍｂｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｔｏ

ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ，　 ＃＃Ｐ＜０． ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
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细胞的增殖能力，而 ＫＨＳＲＰ 的过表达明显增强

了 ＳＰＣ⁃Ａ１ 和 Ｈ１９７５ 细胞的增殖能力（图 ２Ｃ ～
２Ｆ，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 在体外对 ＰＣ⁃９ 和 Ｃａｌｕ⁃３、ＳＰＣ⁃Ａ１
和 Ｈ１９７５ 细胞进行迁移和基质胶侵袭试验。 结

果表明，敲低 ＫＨＳＲＰ 在 ＰＣ⁃９ 和 Ｃａｌｕ⁃３ 细胞中明

显抑制了细胞迁移和侵袭能力，而 ＫＨＳＲＰ 在

ＳＰＣ⁃Ａ１ 和 Ｈ１９７５ 细胞中的过表达明显促进了细

胞迁移和侵袭能力（图 ２Ｇ～ Ｉ，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 这些结

果表明，敲降 ＫＨＳＲＰ 明显抑制了 ＬＵＡＤ 细胞的

增殖、迁移和侵袭，而 ＫＨＳＲＰ 的过表达明显促进

了 ＬＵＡＤ 细胞的体外增殖、迁移和侵袭。

注：Ａ：各组裸鼠体内肿瘤的大小和重量；Ｂ：各组裸鼠体内肺表面转移性结节的数量（ＨＥ 染色）。 与 ｓｈ⁃ＮＣ 组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 Ｖｅｃｔｏｒ 组相比，＃＃Ｐ＜０． ０１。

图 ３　 ＫＨＳＲＰ 表达水平对裸鼠体内 ＬＵＡＤ 细胞生长和转移的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｗｅｉｇｈｔ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ． Ｂ， Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｎｏｄｕｌｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ） ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０． ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｎ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ

２􀆰 ３　 ＫＨＳＲＰ 表达水平对裸鼠体内 ＬＵＡＤ 细胞

生长和转移的影响

　 　 皮下注射 Ｃａｌｕ⁃３⁃ＮＣ、Ｃａｌｕ⁃３⁃ｓｈＫＨＳＲＰ、ＳＰＣ⁃
Ａ１⁃Ｖｅｃｔｏｒ 和 ＳＰＣ⁃Ａ１⁃ＫＨＳＲＰ 细胞到裸鼠的右背

侧，建立了异种移植肿瘤小鼠模型。 每天观察测

量肿瘤体积与重量，ＫＨＳＲＰ 敲降组肿瘤体积小于

对照组，ＫＨＳＲＰ 过表达组肿瘤体积显著大于对照

组（图 ３Ａ，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 在实验结束后，分离异种移

植肿瘤，测量肿瘤重量。 ＫＨＳＲＰ 敲降组肿瘤重量

小于阴性对照组，过表达组的肿瘤重量显著高于

对照组（Ｐ＜０􀆰 ０１），与肿瘤体积变化的结果一致。
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通过尾静脉将 Ｃａｌｕ⁃３ 和 ＳＰＣ⁃Ａ１ 细胞注射到

裸鼠体内，通过 ＨＥ 染色确认小鼠肺表面转移性

结节的数量。 体内肺转移模型表明敲降 ＫＨＳＲＰ
抑制了 ＬＵＡＤ 细胞的肺转移，过表达反之（图 ３Ｂ，
Ｐ＜０􀆰 ０１），与体外研究结果一致。

注：Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验测定 ＰＣ⁃９ 和 Ｃａｌｕ⁃３ 细胞中 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路蛋白水平表达水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验测定 ＳＰＣ⁃Ａ１ 和

Ｈ１９７５ 细胞中 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路蛋白水平表达水平。 与 ｓｈ⁃ＮＣ 组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 Ｖｅｃｔｏｒ 组相比，＃＃Ｐ＜０． ０１。

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验证实 ＫＨＳＲＰ 靶向 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＰＣ⁃９ ａｎｄ Ｃａｌｕ⁃３ ｃｅｌｌｓ． Ｂ，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＳＰＣ⁃Ａ１ ａｎｄ Ｈ１９７５ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜０． ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ＫＨＳＲＰ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅ ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

２􀆰 ４　 ＫＨＳＲＰ 对 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路相关蛋白

的调控作用

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验比较了 ＫＨＳＲＰ 敲降后的

ＬＵＡＤ 细胞系中与 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路相关的 ８
个关键分子的相对表达水平，结果显示，有 ３ 个

关键分子（ ＪＡＫ１、ｐ⁃ＪＡＫ⁃１、ＳＴＡＴ３）的蛋白表达

水平发生改变，其中敲降组的 ＪＡＫ１、ｐ⁃ＪＡＫ⁃１、
ＳＴＡＴ３ 蛋白表达明显降低（图 ４Ａ，Ｐ＜０􀆰 ０５），过
表达组的则明显升高（图 ４Ｂ，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 以上结

果说 明 ＫＨＳＲＰ 对 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 存 在 正 向 调

控作用。

２􀆰 ５　 ＫＨＳＲＰ 调节 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路对

ＬＵＡＤ 细胞的增殖、迁移和侵袭的影响

　 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结 果 显 示， 在 ｍＲＮＡ 水 平 上，
ＫＨＳＲＰ 敲降的情况下，过表达 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 能够

使 ＫＨＳＲＰ 的表达水平重新升高 （图 ５Ａ， Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 ＣＣＫ⁃８ 和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验发现，敲降

ＫＨＳＲＰ 可以抑制 ＬＵＡＤ 细胞的增殖、迁移和侵

袭，但同时转染 ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ 和过表达的 ＪＡＫ１ ／
ＳＴＡＴ３，ＬＵＡＤ 细胞的增殖、迁移和侵袭能力会得

到恢复（图 ５Ｂ～５Ｃ，Ｐ＜０􀆰 ０１）。
为了进一步探究 ＫＨＳＲＰ 和 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 之

间的相互作用，我们又将 ｓｈ⁃ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 和过表

达的 ＫＨＳＲＰ 共同转染到 ＬＵＡＤ 细胞中进行验

证。 实时荧光定量 ＰＣＲ 测定各组 ＫＨＳＲＰ 的

ｍＲＮＡ 蛋白表达水平（图 ６Ａ，Ｐ＜０􀆰 ０１）；ＣＣＫ⁃８ 实

验结果显示，与 ｓｈ⁃ＮＣ 组相比，敲降 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３
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注：Ａ：检测不同组别 ＬＵＡＤ 细胞中 ＫＨＳＲＰ 的表达水平；Ｂ：ＣＣＫ ８ 实验发现过表达的 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 可以恢复 ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ 对细胞增殖

能力的影响；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验发现过表达的 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 可以恢复 ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ 对细胞迁移和侵袭能力的影响。 与 ｓｈ⁃ＮＣ 组相比，
∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 Ｖｅｃｔｏｒ 组相比，＃Ｐ＜０． ０５，＃＃Ｐ＜０． ０１。

图 ５　 过表达 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 逆转 ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ 对 ＬＵＡＤ 细胞的恶性生物进程

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｔｅｓｔｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ ＫＨＳＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． Ｂ， ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３
ｃｏｕｌｄ ｒｅｓｔｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ． Ｃ， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｆｏｕｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｃａｎ ｒｅｓｔｏｒｅ ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ

ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐｓ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０．

０５， ＃＃Ｐ＜０． ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ
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注：Ａ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测转染效率；Ｂ：ＣＣＫ ８ 检测 ＫＨＳＲＰ 可以恢复 ｓｈ⁃ＪＡＫ１ 和 ｓｈ⁃ＳＴＡＴ３ 对细胞增殖能力的影响；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测

ＫＨＳＲＰ 可以恢复 ｓｈ⁃ＪＡＫ１ 和 ｓｈ⁃ＳＴＡＴ３ 细胞迁移和侵袭能力的影响。 与 ｓｈ⁃ＮＣ 组相比，∗ Ｐ ＜ ０． ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０． ０１；与 Ｖｅｃｔｏｒ 组相比，
＃Ｐ＜０． ０５，＃＃Ｐ＜０． ０１。

图 ６　 过表达 ＫＨＳＲＰ 逆转 ｓｈ⁃ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 对 ＬＵＡＤ 细胞的恶性生物学行为

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｓｓａｙ． Ｂ， ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＫＨＳＲＰ ｃｏｕｌｄ ｒｅｓｔｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｈ⁃ＪＡＫ１ ａｎｄ ｓｈ⁃
ＳＴＡＴ３ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ． Ｃ， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｓｈ⁃ＪＡＫ１ ａｎｄ ｓｈ⁃ＳＴＡＴ３ ｃｅｌｌｓ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０． ０５， ∗∗Ｐ＜０． ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０． ０５， ＃＃Ｐ＜０． ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｈ⁃ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ
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显著抑制了 ＬＵＡＤ 细胞增殖，但当敲降 ＪＡＫ１ ／
ＳＴＡＴ３，同时过表达 ＫＨＳＲＰ 后，细胞增殖能力得

到恢复（图 ６Ｂ，Ｐ＜０􀆰 ０１）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验结果

显示：在没有转染 ＫＨＳＲＰ 前， ｓｈ⁃ＪＡＫ１ 组和 ｓｈ⁃
ＳＴＡＴ３ 组的细胞侵袭和迁移能力较 ｓｈ⁃ＮＣ 组明显

减弱，但转染 ＫＨＳＲＰ 之后，细胞侵袭和迁移的能

力都有所提高 （图 ６Ｃ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 以上结果

ＫＨＳＲＰ 通过调节 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路促进

ＬＵＡＤ 细胞的增殖、迁移和侵袭。

３　 讨论

　 　 癌症的发病机制是一个复杂的多因素过程，
其中包括癌细胞获得生存优势及其增殖、侵袭和

迁移能力［１１］。 已有多项研究证实 ＫＨＳＲＰ 与多种

癌症有关，包括非小细胞肺癌、乳腺癌、肾透明细

胞癌、宫颈癌和胰腺癌［１２－１５］。 ＬＵＡＤ 是最常见的

非小细胞肺癌，且发病率稳步上升［１６］。 虽然手术

是 ＬＵＡＤ 的主要治疗方法，但当癌细胞转移发生

时，实现手术治愈具有挑战性［１７］。 因此，确定稳

定的潜在生物标志物以预测 ＬＵＡＤ 患者的预后

并指导个体化治疗至关重要。
本研究强调了 ＫＨＳＲＰ⁃ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 在 ＬＵＡＤ

发展中的重要作用，表明其上调与肿瘤细胞增

殖、侵袭和迁移的增加密切相关。 通过体外和体

内实验探讨 ＫＨＳＲＰ 在调控 ＬＵＡＤ 细胞侵袭和转

移中的生物学功能。 首先验证了在正常人支气

管上皮细胞系和 ＬＵＡＤ 细胞系中 ＫＨＳＲＰ 的表达

差异情况，发现 ＫＨＳＲＰ 在 ＬＵＡＤ 细胞系中的表

达上调，并从组织水平上得到进一步验证；ＧＥＰＩＡ
数据库分析显示，ＫＨＳＲＰ 表达水平的增加与患者

总生存期也显著相关；此外体外细胞功能实验发

现，敲降 ＫＨＳＲＰ 在体外可以抑制 ＬＵＡＤ 细胞增

殖、迁移和侵袭，过表达 ＫＨＳＲＰ 则会促进 ＬＵＡＤ
细胞增殖、迁移和侵袭。 通过在裸鼠体内构建异

种移植瘤模型和肺转移模型发现，裸鼠体内肿瘤

的重量、体积、肺表面转移性结节的数量受体内

ＫＨＳＲＰ 表达水平的影响，过表达 ＫＨＳＲＰ 会促进

裸鼠体内肿瘤重量和体积增大，肺表面转移性结

节的数量增多。
基于数据库检索和以往研究基础，将 ＫＨＳＲＰ

的下游靶向通路锁定在 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路。
ＪＡＫ 是细胞因子和生长激素信号传导的介质，激

活的 ＪＡＫ 磷酸化信号转导和转录激活因子

（ＳＴＡＴ）蛋白，转位到细胞核，调节参与细胞增殖、
分化和凋亡的基因的转录［１８－１９］。 多项研究表明

ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号转导是癌症进展的基石，既可以

作为癌症生长 ／转移的肿瘤内在驱动因素，也可

以作为免疫监视的调节剂［２０－２１］。 例如，ＷＡＮＧ
等［２２］ 发 现 ＣｉｒｃＮＯＬ１０ 通 过 调 节 ｍｉＲ⁃７６７⁃５ｐ ／
ＳＯＣＳ２ 轴使 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ５ 信号失活来抑制乳腺癌

细胞的增殖； ＨＵＡＮＧ 等发现 ＳＴＸ６ 通过激活

ＳＴＡＴ３ 信号通路在肝癌细胞发挥致癌作用［２３］。
研究 通 过 敲 降 ＫＨＳＲＰ， 发 现 ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＪＡＫ⁃１、
ＳＴＡＴ３ 的 ｍＲＮＡ 及相关蛋白表达水平明显下降，
过表达则反之，说明 ＫＨＳＲＰ 对 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号

通路具有正向调控作用。 为了验证 ＫＨＳＲＰ 与

ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 之间的互作关系，又进行了 Ｒｅｓｃｕｅ 实

验，结果表明，无论是将过表达 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 转染到

ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ 组，还是将过表达的 ＫＨＳＲＰ 转染到

ｓｈ⁃ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 组，都能够逆转 ＬＵＡＤ 细胞的增殖、
侵袭和迁移能力。 因此，我们得出 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３
信号通路可能是 ＫＨＳＲＰ 在 ＬＵＡＤ 中的发挥致癌

作用的关键因素之一，ＫＨＳＲＰ 介导的肿瘤生长和

转移至少部分归因于 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路的激

活，这对 ＬＵＡＤ 肿瘤的发生和转移至关重要。
综上所述，ＫＨＳＲＰ 能够促进肺腺癌细胞的恶

性进展。 从机制上看，ＫＨＳＲＰ 是通过激活 ＪＡＫ１ ／
ＳＴＡＴ３ 通路促进 ＬＵＡＤ 细胞增殖、侵袭和迁移。
因此靶向 ＫＨＳＲＰ⁃ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 轴可能是 ＬＵＡＤ
临床诊疗中新的分子标志物和潜在治疗靶点。

参考文献：

［ １ ］　 ＺＯＵ Ｔ， ＧＵ Ｌ， ＹＡＮＧ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｐｈａ⁃ｓｏｌａｎｉｎｅ ａｎｔｉ⁃ｔｕｍｏｒ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］． Ｒｅｃｅｎｔ Ｐａｔ Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ
Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖ， ２０２２， １７（４）： ３９６－４０９．

［ ２ ］　 ＨＵＡＮＧ Ｑ， ＴＩＡＮ Ｒ， ＹＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＳＭＤ１１
ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓ⁃ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ
ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ］．
Ｃａｎｃｅｒ Ｍｅｄ， ２０２４， １３（１１）： ｅ７３７９．

［ ３ ］　 ＭＡ Ｍ， ＷＡＮＧ Ｗ， ＬＩ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＲＢＭ１５ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＲＡＳＳＦ８
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｎ６ Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］．
Ｔｒａｎｓｌ Ｏｎｃｏｌ， ２０２４， ４６： １０２０１８．

［ ４ ］　 ＴＡＮＩＵＣＨＩ Ｋ， ＯＧＡＳＡＷＡＲＡ Ｍ． ＫＨＳＲＰ⁃ｂｏｕｎｄ ｓｍａｌｌ
ｎｕｃｌｅｏｌａｒ ＲＮＡｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅ ｗｉｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ

１１中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０２０，
１１（２）： １３１－１４７．

［ ５ ］　 ＳＨＩ Ｓ， ＺＨＡＯ Ｊ， ＹＡＮＧ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＫＨＳＲＰ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ
ｍａｎｇａｎｅｓｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ ｒａｔ ｓｔｒｉａｔｕｍ ａｎｄ ＰＣ１２
ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］． Ｊ Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１５， ５５（２）： ４５４－４６５．

［ ６ ］　 ＪＯＨＮＳＯＮ Ｈ Ｍ， ＮＯＯＮ⁃ＳＯＮＧ Ｅ， ＡＨＭＥＤ Ｃ Ｍ．
Ｎｏｎｃａｎｏｎｉｃａｌ ＩＦＮ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ， ｓｔｅｒｏｉｄｓ， ａｎｄ ＳＴＡＴｓ： ａ
ｐｒｏｂａｂｌｅ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｖ⁃ＡＴＰａｓｅ ［Ｊ］． Ｍｅｄｉａｔｏｒｓ Ｉｎｆｌａｍｍ， ２０１９，
２０１９： ４１４３６０４．

［ ７ ］　 ＸＵＥ Ｃ， ＹＡＯ Ｑ， ＧＵ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖｏｌｖｉｎｇ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ： ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ａｎｄ
ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ ］． Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｄｕｃｔ Ｔａｒｇｅｔ Ｔｈｅｒ， ２０２３， ８
（１）： ２０４．

［ ８ ］　 ＴＡＮＧ Ｊ Ｊ Ｈ， ＨＡＯ ＴＨＮＧ Ｄ Ｋ， ＬＩＭ Ｊ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ］． Ｈｅｐａｔ Ｏｎｃｏｌ，
２０２０， ７（１）： ＨＥＰ１８．

［ ９ ］　 ＬＩＵ Ｃ， ＦＥＮＧ Ｈ， ＳＯＮＧ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｔｈａｌｉｄｏｍｉｄｅ ａｎｄ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ａｒｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｖｉａ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ
ａｎｄ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ
［Ｊ］． Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｐ， ２０２２， ４８（４）： １６９．

［１０］　 ＳＡＲＡＰＵＬＴＳＥＶ Ａ， ＧＵＳＥＶ Ｅ， ＫＯＭＥＬＫＯＶＡ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｄｉｓｅａｓｅｓ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ ［Ｊ］． Ｍｏｌ
Ｂｉｏｍｅｄ， ２０２３， ４（１）： ４０．

［１１］　 ＨＡＮＡＨＡＮ Ｄ． Ｈａｌｌｍａｒｋｓ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ： ｎｅｗ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎｓ ［ Ｊ］．
Ｃａｎｃｅｒ Ｄｉｓｃｏｖ， ２０２２， １２（１）： ３１－４６．

［１２］　 ＰＡＩＺＵＬＡ Ｘ， ＷＵＬＡＹＩＮＧ Ａ， ＣＨＥＮ Ｄ， ｅｔ ａｌ． ＫＨＳＲＰ ｈａｓ
ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｏｆ ＤＮＡ ｒｅｐａｉｒ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ
ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０２４， １４（１）： １４６９４．

［１３］　 ＹＡＮＧ Ｙ Ｃ， ＬＩＮ Ｙ Ｗ， ＬＥＥ Ｗ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＲＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ ＫＳＲＰ ａｇｇｒａｖａｔｅｓ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ
ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＮＥＤＤ４Ｌ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ
ｌｉｇａｓｅ ［Ｊ］． Ｊ Ｂｉｏｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０２３， ３０（１）： ６８．

［１４］　 ＨＵＡＮＧ Ｘ， ＬＩＵ Ｘ， ＤＵ Ｂ， ｅｔ ａｌ． ＬｎｃＲＮＡ ＬＩＮＣ０１３０５
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＫＨＳＲＰ ａｎｄ

ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ［ Ｊ］． Ａｇｉｎｇ， ２０２１， １３ （ １５）：
１９２３０－１９２４２．

［１５］　 ＹＡＮ Ｍ， ＳＵＮ Ｌ， ＬＩ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＲＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ＫＨＳＲＰ
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］． Ｊ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０１９， ３８（１）： ４７８．

［１６］　 ＡＲＡＧＨＩ Ｍ， ＭＡＮＮＡＮＩ Ｒ， ＨＥＩＤＡＲＮＥＪＡＤ ＭＡＬＥＫＩ Ａ，
ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｔｈｅｒａｐｙ； ａｎ ｕｐｄａｔｅ ｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ Ｉｎｔ， ２０２３， ２３
（１）： １６２．

［１７］　 ＹＵ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｚ， ＺＨＥＮＧ Ｑ， ｅｔ ａｌ． ＦＡＭ７２ ｓｅｒｖｅｓ ａｓ ａ
ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｏｆ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
［Ｊ］． Ａｇｉｎｇ， ２０２１， １３（６）： ８１５５－８１７６．

［１８］　 ＬＡＭＩＣＨＨＡＮＥ Ｓ， ＭＯ Ｊ Ｓ， ＳＨＡＲＭＡ Ｇ， ｅｔ ａｌ． ｍｉｃｒｏＲＮＡ
４５２ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＩＬ２０ＲＡ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｏｌｉｔｉｓ ａｎｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ ］． Ｉｎｆｌａｍｍ
Ｒｅｓ， ２０２１， ７０（８）： ９０３－９１４．

［１９］　 ＨＥ Ｌ， ＴＩＡＮ Ｌ． Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃４０９⁃３ｐ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＳＯＣＳ３ ／ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ： Ｔｈｅ
ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｂｒｏｎｃｈｏｐｎｅｕｍｏｎｉａ ［ Ｊ ］． Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐ，
２０２１， ２３（３）： １９０．

［２０］　 ＪＩＡＮＧ Ｙ， ＸＵ Ｃ Ｈ， ＺＨＡＯ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＬＩＮＣ００９２６ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ
ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｖｉａ
ｍｉＲ⁃３１９４⁃５ｐ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
［Ｊ］． Ｅｕｒ Ｊ Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ， ２０２３， ６７（１）： ３５２６．

［２１］　 ＢＲＯＯＫＳ Ａ Ｊ， ＰＵＴＯＣＺＫＩ Ｔ． ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒｓ， ２０２０， １２（７）： １９７１．

［２２］　 ＷＡＮＧ Ｆ， ＷＡＮＧ Ｘ， ＬＩ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＣｉｒｃＮＯＬ１０ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｓｐｏｎｇｉｎｇ ｍｉＲ⁃７６７⁃５ｐ ｔｏ
ｒｅｇｕｌａｔｅ ＳＯＣＳ２ ／ ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［ Ｊ］． Ｊ Ｂｉｏｍｅｄ Ｓｃｉ，
２０２１， ２８（１）： ４．

［２３］　 ＨＵＡＮＧ Ｌ， ＺＨＯＮＧ Ｘ， ＬＩ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｓｙｎｔａｘｉｎ６ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ
ｔｏ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｖｉａ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ
ＳＴＡＴ３ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ［ Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ Ｉｎｔ， ２０２４， ２４
（１）： １９７．

〔收稿日期〕２０２４－０７－１９

２１ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



２０２５ 年 １ 月

第 ３５ 卷　 第 １ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊａｎｕａｒｙ， ２０２５
Ｖｏｌ． ３５　 Ｎｏ． １

杨美艳，颜峰，王雪楠，等． 非手术子宫注射法建立大鼠盆腔炎模型的研究 ［ Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２５， ３５（１）： １３
－２９．
Ｙａｎｇ ＭＹ， Ｙａｎ Ｆ， Ｗａｎｇ ＸＮ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉａ ｎｏｎ⁃ｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｕｔｅｒｉｎｅ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２５， ３５（１）： １３－２９．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２５． ０１． ００２

［基金项目］吉林省科技厅重点攻关项目（２０２４０３０５０７４ＹＹ）；吉林省发展和改革委员会产业技术研究与开发项目（２０２３Ｃ０２７⁃８）；山
东省中医药科技项目（Ｚ⁃２０２３０６５）；吉林医药学院研究生创新计划项目（２０２３ｙｙｃ０２）。

［作者简介］杨美艳（２００１—），女，在读硕士研究生，研究方向：生殖药理学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：１９０８１３１７８４＠ ｑｑ． ｃｏｍ
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非手术子宫注射法建立大鼠盆腔炎模型的研究
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　 　 【摘要】 　 目的　 非手术法建立高效、稳定的大鼠盆腔炎模型，并评估验证其在药效试验中的应用。 方法

　 雌性 ＳＤ 大鼠随机分为对照组、苯酚 ７ ｄ 模型组、苯酚 １０ ｄ 模型组、苯酚造模治疗组、低浓度菌液模型组、高
浓度菌液模型组和菌液造模治疗组。 模型组和治疗组 ＳＤ 大鼠以非手术法子宫腔注射 ２５％苯酚凝胶、２×１０７

个或 ２×１０８ 个大肠埃希菌和金黄色葡萄链球菌的混合菌，以构建盆腔炎模型。 治疗组大鼠灌胃中成药金刚藤

胶囊，对照组大鼠在相同时间给予等体积的溶剂溶液。 观察大鼠的健康状况、体重变化和子宫外观；计算子宫

系数；苏木素－伊红（ＨＥ）染色检测子宫和输卵管的病理变化、子宫内膜厚度和腺体数量；酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）检测大鼠血清中白细胞介素－１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）、白细胞介素－６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）和肿瘤坏

死因子－α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ⁃α）水平；免疫荧光染色检测巨噬细胞标志物 ＣＤ６８ 蛋白表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测大鼠子宫中 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路相关蛋白表达。 结果　 模型组大鼠的死亡率只有 ５％；与对照组相比，造模

后大鼠体重下降、子宫系数增加、子宫和输卵管出现不同程度的病理变化、内膜变薄、腺体数量减少、血清 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 的水平和子宫组织中巨噬细胞的数量显著增加、Ｔｏｌｌ 样受体 ４ ／核因子－κＢ（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ ／
ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ）信号通路被激活；苯酚 ７ ｄ 模型和低浓度菌液模型被判定为轻度盆腔炎

模型，苯酚 １０ ｄ 模型和高浓度菌液模型被判定为重度盆腔炎模型；中成药金刚藤胶囊治疗后，子宫和输卵管

的病理症状明显缓解，符合临床盆腔炎的药效评估。 结论 通过非手术法利用苯酚和混合菌液建立的大鼠盆

腔炎模型可以更好地模拟临床由于不同原因导致的不同程度病理状态的盆腔炎，适用于药物药效作用评价和

盆腔炎病理机制的阐明。
【关键词】 　 非手术法；盆腔炎；动物模型；子宫病理
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ｏｆ ｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｎｏｎ⁃ｓｕｒｇｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ； ｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｕｔｅｒｉｎｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 盆腔炎是一种女性上生殖道感染的炎症性

疾病，在各类妇科疾病中，盆腔炎的发病率占

３０％～４０％［１］。 病原体或宫腔操作引起急性盆腔

炎，若未得到及时治疗，病原体持续感染或出现

耐药性，会发展为慢性盆腔炎。 慢性盆腔炎病程

时间长、感染率高、反复发作，容易引起盆腔粘

连、异位妊娠和慢性盆腔痛［２－３］，是影响女性生育

力的重要疾病。 盆腔炎的治疗，西医首选抗生

素，但抗生素的长期使用容易出现药物不良反

应、二重感染和耐药性，影响治疗效果［４－５］。 因

此，对于慢性盆腔炎的治疗目前主要采取中西医

结合的治疗方法［６－８］，研制开发更为有效的复方

中药，是提高慢性盆腔炎治愈率的重要途径。
理想的动物模型是盆腔炎病理机制研究和

药物药效评价的良好载体。 目前盆腔炎动物模

型的建立主要是通过腹腔或背部手术法对大鼠

进行化学烧伤、菌液感染或异物移植感染等方式

引起盆腔炎症发生［９］。 手术操作复杂、无菌要求

严格，对动物伤害较大，死亡率较高［１０］。 采用非

手术法将注射针通过阴道和宫颈引入宫腔，进行

造模物质的注射，不仅操作流程简化、动物死亡

率降低，而且减少了对动物的伤害，将成为制作

盆腔炎动物模型的首选方法。 本实验以大鼠为

实验动物，探索了非手术法在盆腔炎动物模型制
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作中的应用，通过对大鼠健康状态观察、组织病

理学检查、子宫内膜发育评估、炎性因子水平和

巨噬细胞浸润等指标，判断造模成功与否，并在

此基础上做出了中成药的药效评价，为该方法的

建立和应用奠定了基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物　
　 　 ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ 大鼠 ３５ 只，９ ～ １２ 周龄，体重

１９０～２１０ ｇ，购自长春市亿斯实验动物技术有限责

任公司［ＳＣＸＫ（吉）２０２３－０００２］，饲养于吉林医药

学院实验动物中心［ＳＹＸＫ（吉）２０２２－０００３］。 动

物自由摄食、饮水，动物房环境温度控制在（２３±
２）℃，相对湿度 ５０％～６０％，最小换气次数每小时

１５ 次，１２ ｈ 光照与 １２ ｈ 黑暗交替。 本实验经吉林

医药学院实验动物伦理委员会审批通过（２０２３⁃
ＫＪＴ⁃０２３）。 按照实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人

道关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 黄蓍树胶粉（上海麦克林生化科技有限公

司，批号 Ｇ８１０４２０）；苯酚（天津市致远化学试剂

有限公司，批号 ＸＫ１３⁃０１１⁃０００３１）；大鼠白细胞

介素－１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１ ｂｅｔａ，ＩＬ⁃１β）、白细胞介素
－ ６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃６） 和 肿 瘤 坏 死 因 子 － α
（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）酶联免疫吸附测

定（ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试
剂盒（上海源桔生物科技中心，批号 ＹＪ０３７３７３、
ＹＪ１０２８２８、ＹＪ００２８５９）；兔源白细胞分化抗原 ６８
（ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ６８，ＣＤ６８）单克隆抗体

（爱博泰克，批号 Ａ１９０１４）；兔源 Ｔｏｌｌ 样受体 ４
（ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲ４）、磷酸化核转录因子

κＢ（ ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ） 和

核转录因子 κＢ（ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）
一 抗 （ 爱 博 泰 克， 批 号 Ａ１１２２６、 ＡＰ１２９４、
Ａ２２３３１）；山羊抗兔荧光标记二抗（碧云天，批号

Ａ０２０６）；大肠埃希菌、金黄色葡萄链球菌（北华

大学提供，批号 ＡＴＣＣ２５９２２、ＡＴＣＣ２５９２３）；中成

药金刚藤胶囊（湖北福人药业股份有限公司，批
号 Ｚ１９９９１０３１）。

轮转式切片机、烘片机（德国徕卡显微系统

有限公司）；全自动化学发光图像分析系统（上海

天能科技有限公司）；光吸收型单功能酶标仪（美

谷分子仪器有限公司）；荧光显微镜（日本奥林帕

斯）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 模型制备及给药

　 　 将 ３５ 只 ＳＤ 雌性大鼠随机分为 ７ 组：对照组、
苯酚 ７ ｄ 模型组、苯酚 １０ ｄ 模型组、苯酚造模治疗

组、低浓度菌液模型组、高浓度菌液模型组和菌

液造模治疗组，每组 ５ 只大鼠。 ３％戊巴比妥钠腹

腔注射 ０􀆰 ３ ｍＬ 以麻醉大鼠，利用自制的扩阴器打

开阴道口，将管长 ８０ ｍｍ、外径 ０􀆰 ７３ ｍｍ 的平口针

头与 １ ｍＬ 注射器连接，从阴道通过宫颈进针，当
有一种“落空感”，说明针头已经进入了宫腔，注
入造模物质，针头刮擦子宫内膜造成机械损伤，
然后慢慢撤回注射针头，将大鼠臀部垫高 １０ ｍｉｎ，
防止造模物质从子宫流出（图 １）。

图 １　 非手术法宫腔注射

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｎｏｎ⁃ｓｕｒｇｉｃａｌ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

对照组大鼠宫腔注入 ０􀆰 １ ｍＬ ＰＢＳ，苯酚 ７ ｄ
模型组和苯酚 １０ ｄ 模型组大鼠宫腔注入 ０􀆰 ０６ ｍＬ
的 ２５％苯酚凝胶，低浓度菌液组和高浓度菌液组

大鼠分别宫腔注入浓度每毫升 ２×１０７ 个、每毫升

２×１０８ 个大肠埃希菌和金黄色葡萄链球菌（１ ∶ １
比例）的混合菌液。 从造模第 ２ 天开始，中药治

疗组根据临床成人剂量与人鼠体表面积换算，每
天每只大鼠灌胃 ０􀆰 ５４ ｇ ／ ｋｇ 的金刚藤胶囊，其余

组的 大 鼠 灌 胃 等 体 积 的 磷 酸 缓 冲 盐 溶 液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ），灌胃 １０ ｄ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 收集样本

　 　 造模或治疗大鼠 ７ ｄ 或 １０ ｄ，称量大鼠体重，
观察大鼠精神状态、皮毛光泽度、进食和饮水量
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情况，以及是否出现弓背、蜷缩等现象。 造模或

治疗结束后 ３％戊巴比妥钠麻醉，心脏取血，４ ℃
过夜，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集上层血清，－８０
℃保存。 处死大鼠，剥离其子宫和输卵管周围脂

肪，称重，计算大鼠的子宫系数，子宫系数 ／ ％ ＝
（子宫湿重 ／ ｇ ／体重 ／ ｇ） ×１００％。 然后将子宫和输

卵管的上半部分在 １０％中性福尔马林中固定，下
半部分－８０ ℃冷冻保存。

表 １　 子宫组织病理分级标准
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｇｒａｄｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ

病理分级
Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｇｒａｄｉｎｇ

评分
Ｓｃｏｒｅ

宫腔扩张
Ｕｔｅｒｉｎｅ
ｄｉｌａｔａｔｉｏｎ

腔壁结构改变
Ｃａｖｉｔｙ ｗａｌｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ｃｈａｎｇｅｓ

腔上皮细胞增生
Ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｏｆ

ｌｕｍｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ

炎性细胞浸润
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ

ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

正常
Ｎｏｒｍａｌ ０ ／ ／ ／ ／

轻度感染
Ｍｉｌｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ １ ０～１ ／ ３ ＋ ＋ ＋

中度感染
Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ２ １ ／ ３～２ ／ ３ ＋＋ ＋＋ ＋＋

重度感染
Ｓｅｖｅｒｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ３ ２ ／ ３～１ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

１􀆰 ３􀆰 ３　 苏木精－伊红（ＨＥ）染色

　 　 子宫和输卵管在 １０％中性福尔马林溶液中

固定 ２４ ｈ，经常规脱水、浸蜡、石蜡包埋、切片，进
行 ＨＥ 染色。 光学显微镜下观察记录大鼠子宫和

输卵管组织腔壁结构改变、腔上皮细胞增生和炎

性细胞浸润等情况，进行病理分级评分（表 １）并
求得秩均数。 子宫组织病理观察指标及分级标

准为：（１）宫腔无扩张、无腔壁结构改变、无内膜

细胞增生、无炎性细胞浸润计为正常 ０ 分，以“ ／ ”
表示；（２）宫腔扩张 １ ／ ３、腔壁结构层次基本完整

“＋”、腔上皮细胞少量增生“＋”、炎性细胞少量浸

润散在肌层“＋”计为轻度 １ 分；（３）宫腔扩张 １ ／ ３
～２ ／ ３、腔壁结构层次模糊不清“ ＋＋”、腔上皮细胞

增生“＋＋”、炎性细胞少数浸润内膜层“ ＋＋”计为

中度 ２ 分；（４）宫腔扩张 ２ ／ ３ ～ １、腔壁结构层次混

乱“＋＋＋”、腔上皮细胞增生“＋＋＋”、炎性细胞大量

浸润内膜层“＋＋＋”计为重度 ３ 分。 测定从子宫内

膜肌层到腔上皮的内膜厚度，统计每个大鼠子宫组

织在 ５ 个 ２００ 倍镜视野下内膜中腺体平均数量。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 检测大鼠血清中 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ⁃α 含量

　 　 将获取的各组大鼠血清样本，按照 ＥＬＩＳＡ 试

剂盒使用说明，检测大鼠血清中炎性因子 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的含量，重复 ３ 次。
１􀆰 ３􀆰 ５　 免疫荧光检测 ＣＤ６８ 表达

　 　 对大鼠子宫石蜡包埋切片后，进行免疫荧光

检测。 将组织切片在柠檬酸钠抗原修复液中

９２ ℃ ～ ９８ ℃ 进行抗原修复， ５％ 牛血 清 蛋 白

（ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ 进

行封闭，ＣＤ６８（１ ∶ １００ 稀释）一抗 ４ ℃过夜，Ｔｒｉｓ
盐缓冲液洗涤后，荧光标记二抗 ３７ ℃ 避光孵育

１ ｈ，４’，６－二脒基－２ 苯基吲哚（４’，６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染核，抗荧光衰减封片剂，荧
光显微镜下观察 ＣＤ６８ 的表达情况。 ２００ 倍镜下

随机选取每个组织在靠近宫腔处的 ５ 个视野，利
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ Ｖ１􀆰 ８􀆰 ０ 图像分析系统计算 ＣＤ６８ 的平

均荧光强度。
１􀆰 ３􀆰 ６　 蛋白质免疫印迹检测子宫组织中 ＴＬＲ４、
ＮＦ⁃κＢ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达

　 　 每组随机选取 ３ 只大鼠，称取 ４０ ～ ５０ ｍｇ 子

宫组织，利用 ＲＩＰＡ 强裂解液（含 １％苯甲基磺酰

氟（ ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）裂解子

宫组织，提取蛋白。 双吡啶甲酸蛋白分析试剂盒

（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓｓａｙ，ＢＣＡ）测定蛋白

浓度，将等量蛋白在 １０％ 十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ
ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）上进行分离，转聚

偏氟乙烯膜（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜，５％
脱脂奶粉封闭。 对转膜蛋白进行一抗 ＴＬＲ４、Ｐ６５
和 ｐ⁃Ｐ６５ 和荧光标记二抗孵育，超敏化学发光显

色。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ Ｖ１􀆰 ８􀆰 ０ 图像软件分析 ＴＬＲ４、
Ｐ６５ 和 ｐ⁃Ｐ６５ 的相对表达水平。
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１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验数据以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，ＳＰＳＳ
２６􀆰 ０ 单因素方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）的最小

显著差异法 （ ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ） 检

验；子宫组织病理评分采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 为具有显著性差异。

表 ２　 苯酚造模大鼠体重变化（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ５）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ５）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

平均体重 ／ ｇ
Ａｖｅｒａｇｅ ｗｅｉｇｈｔ

７ ｄ 体重增重 ／ ｇ
Ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎ ｆｏｒ ７ ｄ

１０ ｄ 体重增重 ／ ｇ
Ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎ ｆｏｒ １０ ｄ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １９５􀆰 ６６±５􀆰 ０１ １２􀆰 ４９±０􀆰 ９０ １５􀆰 １０±０􀆰 ８６

苯酚 ７ ｄ 模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ ７ ｄ １９５􀆰 ０６±４􀆰 ２６ ９􀆰 １３±４􀆰 １７∗ ／

苯酚 １０ ｄ 模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ １０ ｄ １９９􀆰 ７８±５􀆰 １２ ３􀆰 ４９±４􀆰 １７∗＃ ５􀆰 ６０±５􀆰 ８６∗

苯酚造模治疗组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｍｏｄｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ２０２􀆰 ０１±４􀆰 ５６ ３􀆰 ６４±５􀆰 ０９∗＃ ５􀆰 ２７±４􀆰 ３５∗

注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与苯酚 ７ ｄ 模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ ７ ｄ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

表 ３　 菌液造模大鼠体重变化（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ５）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂａｃｔｅｒｉａ （􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ５）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

平均体重 ／ ｇ
Ａｖｅｒａｇｅ ｗｅｉｇｈｔ

１０ ｄ 体重增重 ／ ｇ
Ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎ ｆｏｒ １０ ｄ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １９５􀆰 ６６±５􀆰 ０１ １５􀆰 １０±０􀆰 ８６

低浓度菌液模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ １９４􀆰 １６±３􀆰 ３１ ７􀆰 ０４±６􀆰 ５１∗

高浓度菌液模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ １９４􀆰 ９４±３􀆰 ４７ １􀆰 ００±５􀆰 ５３∗＃

菌液造模治疗组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｍｏｄｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｂａｃｔｅｒｉａ １０７􀆰 ７２±４􀆰 ５７ ４􀆰 ６６±３􀆰 ９９∗Δ

注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与低浓度菌液模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与高浓度菌液模型组相比， ΔＰ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ＃Ｐ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ΔＰ＜０􀆰 ０５．

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠健康状态

　 　 对照组大鼠：精神状态活跃、皮毛有光泽、正
常进食、饮水。 苯酚 ７ ｄ 模型组大鼠：精神状态一

般，皮毛失去光泽，身体蜷缩，进食、饮水减少。 苯

酚 １０ ｄ 模型组大鼠：精神状态较差，皮毛毛躁、杂
乱，身体蜷缩，行动缓慢，畏寒，进食、饮水明显减

少。 低浓度菌液模型组大鼠：精神状态一般，皮
毛无光泽，进食、饮水减少。 高浓度菌液模型组

大鼠：精神状态较差，皮毛杂乱、失去光泽，身体

瘦弱，常弓背、蜷缩、打颤，进食和饮水明显减少。

苯酚或菌液造模治疗组大鼠：精神状态较好，皮
毛出现光泽、顺滑，行动正常，进食、饮水明显增

多。 死亡情况：在造模的 ２０ 只大鼠中，只有 １ 只

大鼠死亡，死亡率为 ５％。 经尸体解剖发现，死亡

的大鼠主要是由于自身体弱、抵抗力差造成的。
２􀆰 ２　 大鼠体重变化

　 　 使用苯酚造模，称量各组大鼠的体重，并计

算了体重增重，结果如表 ２ 所示。 实验处理 ７ ｄ
后，模型组和治疗组大鼠的增重显著低于对照组

（Ｐ＜０􀆰 ０５），苯酚 １０ ｄ 模型组和治疗组大鼠的体

重增重显著低于苯酚 ７ ｄ 模型组（Ｐ＜０􀆰 ０５），苯酚

１０ ｄ 模型组和治疗组大鼠的体重增重无显著差

异；实验处理 １０ ｄ 后，苯酚 １０ ｄ 模型组和治疗组

大鼠的体重增重显著低于对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５），苯酚

１０ ｄ 模型组和治疗组大鼠的体重增重无显著差

异。 苯酚造模降低了大鼠的体重增重。
使用混合菌液造模，大鼠体重和体重增重结

果如表 ３ 所示。 模型组和治疗组大鼠的 １０ ｄ 增
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重均显著低于对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５），高浓度菌液模型

组的大鼠体重增重显著低于低浓度菌液模型组

（Ｐ＜０􀆰 ０５），而治疗组大鼠的体重增重显著高于高

浓度菌液模型组。 菌液造模降低了大鼠的体重

增重，治疗后大鼠的体重增重增加。

图 ２　 各组大鼠子宫

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｕｔｅｒｕｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ３　 子宫的外观状态

　 　 造模和治疗后，获取大鼠子宫，观察子宫外
观，结果如图 ２ 和图 ３ 所示。 对照组：子宫形态、
大小正常，无水肿和充血，与周围组织未见粘连。
苯酚 ７ ｄ 模型组：子宫充血红肿，组织弹性差，偶
见与周围组织粘连。 苯酚 １０ ｄ 模型组：子宫发白

水肿明显，变得粗短，与周围肠管、结缔组织粘连

不易分开。 苯酚造模治疗组：子宫充血和水肿程

度明显减轻，少见子宫与周围组织的粘连情况。
低浓度菌液模型组：子宫充血红肿，子宫组织弹

性差，与周围组织未见粘连。 高浓度菌液模型

组：子宫发白水肿明显，变得粗短，与周围肠管、
结缔组织粘连不易分开。 菌液造模治疗组：子宫

形态正常，颜色发红、未见肿胀，与周围组织未见

粘连。
２􀆰 ４　 子宫系数

　 　 各组大鼠的子宫系数如图 ４ 所示。 与对照组

相比，苯酚模型组和菌液模型组大鼠子宫系数均

显著增高，子宫发生了明显水肿，且苯酚 １０ ｄ 模

型组和高浓度菌液模型组的子宫系数分别高于

苯酚 ７ ｄ 模型组和低浓度菌液模型组，子宫水肿

的程度加大；但经中药治疗后，这 ２ 种方式造模的

大鼠子宫系数均显著降低，中药明显缓解了大鼠

子宫的水肿程度。
２􀆰 ５　 子宫和输卵管的病理变化

２􀆰 ５􀆰 １　 子宫和输卵管的组织结构

　 　 通过子宫和输卵管组织的 ＨＥ 染色，观察其

病理改变，结果如图 ５ 和图 ６ 所示。 对照组大鼠：
子宫和输卵管组织结构层次清晰，单层柱状腔上

皮细胞，组织中未发现有炎性细胞浸润的情况。
苯酚 ７ ｄ 模型组：子宫壁组织结构层次基本清晰，
腔上皮增生不明显，炎性细胞从肌层浸润到子宫

内膜一半的位置；输卵管黏膜基本正常，少量炎

性细胞浸润到浆膜层，属于轻度炎症。 苯酚 １０ ｄ
模型组：子宫壁结构层次不清、排列紊乱，子宫内

膜腔上皮增生为多层，内膜全层可见炎性细胞浸

润；输卵管黏膜层结构破坏，浆膜层和肌层出现

大量炎性细胞浸润，病情蔓延到重度炎症。 苯酚
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注：白色箭头：子宫；黑色箭头：组织粘连。

图 ３　 大鼠解剖结构

Ｎｏｔｅ． Ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗｓ， Ｕｔｅｒｕｓ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ， Ｔｉｓｓｕｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒａｔ ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与苯酚 ７ ｄ 模型组和低浓度菌液模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与苯酚 １０ ｄ 模型组和高浓度菌液模型组相比，
ΔＰ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组大鼠子宫系数

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ ７ ｄ ｏｒ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ，
＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ １０ ｄ ｏｒ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ΔＰ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｕｔｅｒｉｎｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

造模治疗组：子宫内膜炎性细胞减少，结构较清

晰，腔上皮细胞排列整齐；输卵管浆膜层偶见炎

性细胞浸润。 低浓度菌液模型组：子宫内膜结构

紊乱，腔上皮出现增生，炎性细胞浸润约一半子

宫内膜；输卵管结构基本完整，浆膜层和肌层有

少量炎性细胞，属于轻度炎症。 高浓度菌液模型

组：子宫腔上皮的完整性被破坏，增生较为严重，
整个子宫内膜出现大量炎性细胞浸润，腺体形态
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注：黑色箭头：炎性细胞浸润。

图 ５　 大鼠子宫组织

Ｎｏｔｅ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ， Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｒａｔ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ

不规则，腺腔边缘模糊；输卵管管腔变大，浆膜层

和肌层大量炎性细胞浸润，属于重度炎症。
菌液造模治疗组：子宫结构正常，腔上皮排

列整齐、平滑，子宫内膜中炎性细胞数量明显减

少；输卵管组织结构正常，黏膜上皮完整，浆膜层

和肌层的炎性细胞浸润明显减少。
２􀆰 ５􀆰 ２　 子宫组织病理评分

　 　 根据子宫组织病理分级标准和子宫组织病

理结构（表 １） ，将子宫病变程度进行评分，并
比较各组的秩均数，如表 ４ 和表 ５ 所示。 苯酚

１０ ｄ 模型组和高浓度菌液模型组的秩均数显

著高于对照组、苯酚 ７ ｄ 模型组和低浓度菌液

模型组（Ｐ＜０􀆰 ０５） ；而中药治疗后，子宫组织的

秩均数较模型组显著减小 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 。 苯酚

１０ ｄ 模型组和高浓度菌液模型组大鼠子宫组

织的病理改变较为严重，而中药治疗后，其病

理状况明显好转。

２􀆰 ６　 大鼠子宫内膜厚度

　 　 各组大鼠子宫内膜的厚度如图 ７ 所示。 与对

照组相比，各模型组大鼠子宫内膜厚度显著变薄

（Ｐ＜０􀆰 ０５），且苯酚 １０ ｄ 模型组和高浓度菌液模

型组大鼠子宫内膜厚度显著薄于苯酚 ７ ｄ 模型组

和低浓度菌液模型组（Ｐ＜０􀆰 ０５），经过中药治疗

后，大鼠子宫内膜的厚度较苯酚 １０ ｄ 模型组或高

浓度菌液模型组显著增厚（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ７　 大鼠子宫内膜腺体数量

　 　 观察大鼠子宫组织腺体，统计 ２００ 倍镜视野

下每只大鼠 ５ 个随机区域子宫内膜中腺体的平均

数量，结果如图 ８ 和图 ９ 所示。 与对照组相比，各
模型组大鼠子宫内膜腺体数量显著减少 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），且苯酚 １０ ｄ 模型组和高浓度菌液模型组

大鼠子宫内膜腺体数量显著少于苯酚 ７ ｄ 模型组

和低浓度菌液模型组（Ｐ＜０􀆰 ０５），经过中药治疗后，
大鼠子宫内膜的腺体数量显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

０２ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



注：黑色箭头：炎性细胞浸润。

图 ６　 大鼠输卵管组织

Ｎｏｔｅ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ， Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｒａｔ ｏｖｉｄｕｃｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

表 ４　 苯酚造模大鼠子宫组织病理评分
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｕｔｅｒｕｓ ｍｏｄｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

大鼠数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒａｔｓ

病理评分
Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｓｃｏｒｅ

０ １ ２ ３

秩均数
Ｒａｎｋ ｍｅａｎ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ５ ４ １ ０ ０ ４􀆰 ７

苯酚 ７ ｄ 模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ ７ ｄ ５ ０ ２ ３ ０ １２􀆰 ５

苯酚 １０ ｄ 模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ １０ ｄ ５ ０ ０ １ ４ １７􀆰 ７∗

苯酚造模治疗组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｍｏｄｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ５ ２ ３ ０ ０ ７􀆰 １Δ

注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与苯酚 １０ ｄ 模型组相比， ΔＰ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ １０ ｄ， ΔＰ＜０􀆰 ０５．

１２中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



表 ５　 菌液造模大鼠子宫组织病理评分
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｕｔｅｒｕｓ ｍｏｄｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｂａｃｔｅｒｉａ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

大鼠数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒａｔｓ

病理评分
Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｓｃｏｒｅ

０ １ ２ ３

秩均数
Ｒａｎｋ
ｍｅａｎ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ５ ４ １ ０ ０ ６􀆰 ５

低浓度菌液模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ５ ０ ２ ３ ０ ９􀆰 ５

高浓度菌液模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ５ ０ ０ １ ４ １８􀆰 ０∗

菌液造模治疗组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｍｏｄｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｂａｃｔｅｒｉａ ５ ２ ３ ０ ０ ８􀆰 ０Δ

注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与高浓度菌液模型组相比， ΔＰ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ΔＰ＜０􀆰 ０５．

注：双箭头线段：子宫内膜厚度。 与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与苯酚 ７ ｄ 模型组和低浓度菌液模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与苯酚 １０ ｄ 模型组

和高浓度菌液模型组相比， ΔＰ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 子宫内膜厚度

Ｎｏｔｅ． Ｄｏｕｂｌｅ ａｒｒｏｗ ｌｉｎｅｓ， Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ ７ ｄ ｏｒ ｗｉｔｈ ｌｏｗ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ １０ ｄ ｏｒ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ΔＰ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ

２２ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



注：黑色箭头：子宫腺体。 对照组相比，∗Ｐ＜０． ０５；与苯酚 ７ ｄ 模型组和低浓度菌液模型组相比，＃Ｐ＜０． ０５；与苯酚 １０ ｄ 模型组和

高浓度菌液模型组相比，ΔＰ＜０． ０５。

图 ８　 大鼠子宫腺体

Ｎｏｔｅ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ， ｕｔｅｒｉｎｅ ｇｌａｎｄｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０． ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ ７ ｄ ｏｒ ｗｉｔｈ ｌｏｗ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ＃Ｐ＜０． ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ １０ ｄ ｏｒ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ΔＰ＜０． ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｒａｔ ｕｔｅｒｉｎｅ ｇｌａｎｄｓ

２􀆰 ８　 大鼠血清中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６和 ＴＮＦ⁃α含量

　 　 大鼠血清中炎性因子的表达如图 １０ 所示，
与对照组相比，各模型组大鼠血清中 ＩＬ⁃１β 和

ＴＮＦ⁃α 的水平显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），且苯酚 １０ ｄ
模型组、低浓度菌液模型组和高浓度菌液模型

组大鼠血清中 ＩＬ⁃６ 的水平也升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），苯
酚 ７ ｄ 模型组大鼠血清中 ＩＬ⁃６ 的水平与对照组

无显著差异。 与模型组的大鼠比较，中药治疗

后大鼠血清中 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 含量降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

２􀆰 ９　 大鼠子宫组织中巨噬细胞分布

　 　 ＣＤ６８ 是巨噬细胞的表面标志物，免疫荧光

检测子宫组织中 ＣＤ６８ 表达，可以反映巨噬细胞

的分布，结果如图 １１ 所示。 各模型组大鼠子宫组

织中 ＣＤ６８ 的平均荧光强度均显著升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），且苯酚 １０ ｄ 模型组和高浓度菌液模型组

大鼠子宫组织中 ＣＤ６８ 的平均荧光强度显著高于

苯酚 ７ ｄ 模型组和低浓度菌液模型组，经过中药

治疗后，大鼠子宫组织中 ＣＤ６８ 的平均荧光强度

显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

３２中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与苯酚 ７ ｄ 模型组和低浓度菌液模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与苯酚 １０ ｄ 模型组和高浓度菌液模型组相比，
ΔＰ＜０􀆰 ０５。

图 ９　 子宫内膜腺体数量

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ ７ ｄ ｏｒ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ １０ ｄ ｏｒ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ΔＰ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｇｌａｎｄｓ

注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与苯酚 ７ ｄ 模型组和低浓度菌液模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与苯酚 １０ ｄ 模型组和高浓度菌液模型组相

比， ΔＰ＜０􀆰 ０５。

图 １０　 子宫组织中炎性因子表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ ７ ｄ ｏｒ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ，
＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ １０ ｄ ｏｒ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ΔＰ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ

２􀆰 １０　 子宫组织中 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路蛋白

表达

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测了子宫组织中 ＴＬＲ４、ｐ⁃ＮＦ⁃
κＢ 和 ＮＦ⁃κＢ 的表达，并计算了 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＦ⁃κＢ
的比值，结果如图 １２ 所示。 各模型组中，ＴＬＲ４、ｐ⁃
ＮＦ⁃κＢ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＦ⁃κＢ 的比值显著高于对照

组（Ｐ＜０􀆰 ０５），且苯酚 １０ ｄ 模型组和高浓度菌液

模型组大鼠子宫组织中 ＴＬＲ４、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃
κＢ ／ ＮＦ⁃κＢ 的比值显著高于苯酚 ７ ｄ 模型组和低

浓度菌液模型组（Ｐ＜０􀆰 ０５），但 ＮＦ⁃κＢ 的表达在

各组间无显著差异。 造模的大鼠经中药治疗后，
大鼠子宫组织中 ＴＬＲ４、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＦ⁃

４２ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与苯酚 ７ ｄ 模型组和低浓度菌液模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与苯酚 １０ ｄ 模型组和高浓度菌液模型组相

比， ΔＰ＜０􀆰 ０５。

图 １１　 子宫组织中 ＣＤ６８ 表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ ７ ｄ ｏｒ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ＃Ｐ＜

０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ １０ ｄ ｏｒ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ΔＰ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ６８ ｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ
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注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与苯酚 ７ ｄ 模型组和低浓度菌液模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与苯酚 １０ ｄ 模型组和高浓度菌液模型组相比，
ΔＰ＜０􀆰 ０５。

图 １２　 子宫组织中 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路蛋白表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ ７ ｄ ｏｒ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｌ ｆｏｒ １０ ｄ ｏｒ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ， ΔＰ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １２　 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ

κＢ 的比值显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

３　 讨论

　 　 盆腔炎是导致育龄期女性不育的主要原因，
长期的持续感染会引发输卵管炎、异位妊娠和卵

巢癌等疾病发生［１１－１５］。 快速、有效地消除盆腔的

炎症，将会避免盆腔炎后遗症的这些严重问题。
制作稳定、可靠的盆腔炎动物模型，是研发治疗

盆腔炎、阐明其发病和治疗机制的重要载体工

具。 目前盆腔炎的动物模型制备，大多采用手术

法［１６］，即将大鼠麻醉后，打开腹腔，找到双侧子宫

位置，用注射器分别在子宫“Ｙ”形分叉处向卵巢

方向注入造模物质，再将注射器反复抽拉 ３ 次造

成机械损伤，分层关闭缝合腹腔。 手术法对大鼠

的创伤较为严重，术后出现大鼠双目无神、精神

状态较差、易激惹、躁动不安、毛发枯燥、粪便溏

稀、毛发脱落等现象，和由于操作不当大鼠感染

等，造模后的死亡率较高［１７］。 手术法制作的大鼠

盆腔炎模型符合盆腔炎的病理特点，但目前盆腔

炎主要的发病原因是免疫功能下降或免疫系统

损伤、邻近器官炎症蔓延、沙眼衣原体的上行感

染或下生殖道炎症的上行感染引起，手术法采用

的“腹壁－宫壁－宫腔－输卵管”的植菌方式不符合

盆腔炎实际的发病过程。 因此我们采用非手术
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法通过“阴道－宫颈”的路径制作符合盆腔炎感染

途径的动物模型，既保证符合病理特征又可降低

动物死亡率。
目前非手术法建立大鼠盆腔炎模型，主要采

用的是解脲支原体感染［１８－１９］ 或单一大肠杆菌感

染［２０－２１］，通过“阴道－宫颈”途径频繁注入感染

液。 解脲支原体感染时，通过注射苯甲酸雌二醇

降低免疫力以提高易感性，但注射外源性雌二醇

药物具有一定的争议。 盆腔炎主要的病理基础

为炎性病变［２２］，每个患者体内炎性物质、致病菌

群具有多样性，主要的致病菌为大肠杆菌、乙型

溶血性链球菌或金黄色葡萄球菌等，多见混合感

染。 单一的菌群感染并不能很好地模拟盆腔炎

的发病起因，因此我们采用了混合菌群感染。 现

有的菌群感染方法要进行多次植菌，１４ ｄ 后才能

造模成功［１８，２０］，在本实验中，我们只进行单次混

合菌液注射，在注射时通过刮擦子宫内膜造成子

宫机械损伤，提高了大鼠子宫组织易感性，感染

１０ ｄ 后造模成功，不仅缩短了造模时间，而且避

免频繁植入造模物质对大鼠造成的应激和损

伤［２３－２４］。 我们改良了非手术法制作大鼠盆腔炎

模型，减轻了动物痛苦，显著降低了动物死亡率，
造模成功率高，符合临床盆腔炎的发病原因和病

理特点（子宫和输卵管感染，出现大量炎性细胞

浸润，组织结构被破坏等），遵循了实验动物保护

的 ３Ｒ（ ｒｅｄｕｃｉｎｇ、ｒｅｕｓｉｎｇ、ｒｅｃｙｃｌｉｎｇ）原则［２５］，尽可

能地减少了动物的痛苦和不适。
本实验采用苯酚凝胶或混合菌液制作盆腔

炎大鼠模型。 注射苯酚凝胶主要是模拟临床宫

腔手术过程中凝血烧伤引起的炎症，注射混合菌

液是模拟盆腔细菌性感染引起的炎症，可以根据

不同的病症选择适宜的造模方法［２６－２７］。 本研究

利用非手术法将 ２５％苯酚凝胶、２×１０７ 或 ２×１０８

个大肠埃希菌和金黄色葡萄链球菌的混合菌液

注入宫腔，根据子宫和输卵管的炎症发生情况，
苯酚凝胶法造模 ７ ｄ 可建立轻度盆腔炎模型，苯
酚凝胶法造模 １０ ｄ 可建立重度盆腔炎模型，２×
１０７ 个大肠埃希菌和金黄色葡萄链球菌的混合菌

液造模 １０ ｄ 可建立轻度感染盆腔炎模型，２×１０８

个大肠埃希菌和金黄色葡萄链球菌的混合菌液

造模 １０ ｄ 可建立重度感染盆腔炎模型。 该模型

包括了不同途径引起的不同程度的炎症，可以更

好地模拟临床上不同原因导致的不同程度的盆

腔感染。
本研究采用非手术法利用苯酚凝胶和混合

菌液制备的大鼠盆腔炎模型，大鼠的子宫出现红

肿，子宫系数增加，盆腔出现粘连，子宫和输卵管

发生病理改变，炎性细胞浸润，炎性因子 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的表达水平显著升高，大鼠的子宫

内膜变薄，腺体数量明显减少，这些均是临床子

宫内膜炎的重要特征。 巨噬细胞在炎症反应中

承担着重要角色［２８］。 炎症产生后，在炎症部位会

不断产生吸引单核细胞的趋化因子，将血液循环

中的单核细胞不断地吸引到炎症部位，成为巨噬

细胞，炎症部位出现巨噬细胞浸润现象。 巨噬细

胞可通过吞噬、释放炎症因子等作用清除外源微

生物，同时在细胞因子的作用下，巨噬细胞会发

生极化，产生具有不同功能的表型，以增强应对

微环境变化的能力，对防御病原体、消除炎症、修
复受损组织和维持体内平衡的稳定具有十分重

要的作用［２９］。 本实验模型组大鼠的子宫内膜中

出现了大量巨噬细胞浸润，而经中药治疗后，子
宫内膜中的巨噬细胞显著减少，该动物模型的建

立也很好地模拟了炎症发生时的巨噬细胞浸润

情况。 且发现模型组大鼠子宫组织中的 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路被激活，磷酸化的 ＮＦ⁃κＢ 入核

后，促进了炎症因子基因的表达，使得 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６
和 ＴＮＦ⁃α 的表达水平升高。 为验证盆腔炎模型

的治疗效果，我们采用临床上治疗盆腔炎的常用

中成药－金刚藤胶囊对盆腔炎模型的大鼠进行治

疗［３０－３２］，发现子宫红肿明显缓解，子宫和输卵管

的炎症逐渐消减，且减少了盆腔粘连，也抑制了

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的激活，对制备的盆腔炎

大鼠具有显著的治疗作用，符合临床的治疗过

程。 非手术法建立的盆腔炎模型为研制开发新

的治疗盆腔炎的药物和探究盆腔炎的发病机制

和治疗机理提供了有力保障，有望进行推广应用。
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Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０２１， ９（２３）： １７１０．
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２０１８， １３： ６１．
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２０１６， ２４（６）： ５８５－５９０．
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［３０］　 陈杏梅． 妇科千金片联合金刚藤胶囊治疗慢性盆腔炎的

疗效分析 ［Ｊ］． 基层医学论坛， ２０２２， ２６（１０）： １１３－１１５．
ＣＨＥＮ Ｘ Ｍ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｆｕｋｅ Ｑｉａｎｊｉｎ ｔａｂｌｅｔ
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ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ ］． Ｍｅｄ Ｆｏｒｕｍ，
２０２２， ２６（１０）： １１３－１１５．

［３１］　 李筠， 陈刚． 金刚藤胶囊对慢性盆腔炎大鼠盆腔粘连的

作用及其药理机制 ［ Ｊ］． 中药药理与临床， ２０２０， ３６
（１）： １４４－１４９．
ＬＩ Ｊ， ＣＨＥＮ Ｇ． Ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
Ｊｉｎｇａｎｇｔｅｎｇ ｃａｐｓｕｌｅ ｏｎ ｐｅｌｖｉｃ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｃｌｉｎ Ｃｈｉｎ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ，
２０２０， ３６（１）： １４４－１４９．

［３２］　 苏英， 蔡晓锐， 陈文玉， 等． 金刚藤胶囊治疗慢性盆腔炎

的疗效 研 究 ［ Ｊ］． 今 日 药 学， ２０１８， ２８ （ ７）： ４６６ －
４６８， ４７２．
ＳＵ Ｙ， ＣＡＩ Ｘ Ｒ， ＣＨＥＮ Ｗ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｊｉｎｇａｎｇｔｅｎｇ ｃａｐｓｕｌｅ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ： ａ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ，
ｏｐｅｎ， ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ ［ Ｊ］． Ｐｈａｒｍ Ｔｏｄａｙ， ２０１８，
２８（７）： ４６６－４６８， ４７２．
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Ｊａｎｕａｒｙ， ２０２５
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侯婧涵，段素琴，徐鸿界，等． 柯萨奇病毒 Ａ 组 ６ 型和 Ｂ 组 １ 型混合感染叙利亚金黄地鼠动物模型的实验研究 ［Ｊ］． 中国

比较医学杂志， ２０２５， ３５（１）： ３０－４０．
Ｈｏｕ ＪＨ， Ｄｕａｎ ＳＱ， Ｘｕ ＨＪ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ ａｎｄ Ｂ１ ｉｎ ａ Ｓｙｒｉａｎ ｈａｍｓｔｅｒ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２５， ３５（１）： ３０－４０．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２５． ０１． ００３

［基金项目］北京协和医学院中央高校基本科研业务费（３３３２０２３０７９）；云南省基础研究专项－面上项目（２０２４０１ＣＦ０７００４８）；中国医

学科学院医学生物学研究所所级重点科研专项（２０２２ＩＭＢＣＡＭＳ００２）。
［作者简介］侯婧涵（１９９８—），女，在读硕士研究生，研究方向：人类疾病动物模型。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｈｏｕｊｉｎｇｈａｎｎ＠ １６３． ｃｏｍ

段素琴（１９９２—），女，博士，助理研究员，研究方向：疾病动物模型研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｄｕａｎｓｕｑｉｎ１２９＠ １６３． ｃｏｍ　
∗共同第一作者

［通信作者］杨凤梅（１９８２—），女，博士，副主任技师，研究方向：实验动物学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙａｎｇｆｅｎｍｅｉ＠ ｉｍｂｃａｍｓ． ｃｏｍ． ｃｎ
和占龙（１９７２—），男，博士，研究员，研究生导师，研究方向：人类疾病动物模型建立及机制。

Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｈｚｌ＠ ｉｍｂｃａｍｓ． ｃｏｍ． ｃｎ　 ＃共同通信作者

柯萨奇病毒 Ａ 组 ６ 型和 Ｂ 组 １ 型混合感染叙利亚
金黄地鼠动物模型的实验研究

侯婧涵１，２∗，段素琴１，２∗，徐鸿界１，２ ，孙文亭１，２，李明学１，２，李艳艳１，２，
靳玮华１，２，陈丽雄１，２，刘　 权１，２，赵　 远１，２，杨凤梅１，２＃，和占龙１，２＃

（１􀆰 中国医学科学院 ／北京协和医学院 医学生物学研究所，云南省重大传染病疫苗研发重点实验室，
昆明　 ６５０１１８；２．呼吸与共病全国重点实验室，北京　 １００００５）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立柯萨奇病毒 Ａ 组 ６ 型（ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６， ＣＶＡ６）和 Ｂ 组 １ 型（ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ｂ１，
ＣＶＢ１）混合感染叙利亚金黄地鼠手足口病动物模型。 方法　 本研究将 ２４ 只地鼠分为 ＣＶＡ６ 感染组、ＣＶＢ１ 感

染组、ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组及对照组，采取鼻腔滴注病毒液和 ＰＢＳ 方式造模。 监测记录 １５ ｄ 内临床指

标、生理指标、排毒情况，并在感染后第 ７ 天（Ｄ７）选取动物进行组织病理学和病毒抗原与核酸检测。 结果　
单独和混合感染的实验组地鼠均出现类似人类手足口病的临床症状；ＷＢＣ、ＮＥＵＴ、ＬＹＭＰＨ 结果提示病毒感染

血象特征；咽拭子、粪便、血液和组织中均能检测到两种病毒核酸；粪便样品中能分离出两种病毒；脑等组织出

现病理损伤表现及 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 病毒抗原蛋白和核酸的阳性共定位。 结论 　 经鼻腔同时滴注 ＣＶＡ６ 和

ＣＶＢ１ 混合液能够成功感染叙利亚金黄地鼠，复制出类似人类手足口病的疱疹、造成病毒性心肌炎和脑炎病

理损伤等，结果显示混合感染组相较于单独感染组病情更为严重，表现为临床症状加重、病毒复制增高以及组

织病理损伤明显。 本研究为开展人类肠道病毒混合感染基础和临床研究提供一定借鉴和参考。
【关键词】 　 叙利亚金黄地鼠；混合感染；动物模型；柯萨奇病毒 Ａ 组 ６ 型；柯萨奇病毒 Ｂ 组 １ 型；手足

口病
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ｓｉｎｇｌｅ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｈｕｍａｎ ＨＦＭＤ． Ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ，
ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ， ａｎｄ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｒｅｓｕｌｔ ｗｅｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｂｏｔｈ ｖｉｒａｌ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｒｏａｔ
ｓｗａｂｓ， ｆｅｃｅｓ， ｂｌｏｏｄ， ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｂｏｔｈ ｖｉｒｕｓｅｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＶＡ６ ａｎｄ ＣＶＢ１ ｖｉｒａｌ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｎａｓａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ＣＶＡ６ ａｎｄ ＣＶＢ１ ｍｉｘｔｕｒｅ ｃａｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｉｎｆｅｃｔ Ｓｙｒｉａｎ ｈａｍｓｔｅｒｓ， ｒｅｐｌｉｃａｔｅ
ｈｅｒｐｅｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｈｕｍａｎ ＨＦＭＤ， ａｎｄ ｃａｕｓｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｖｉｒａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ ａｎｄ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｄａｍａｇｅ． Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｅｒｉｏｕｓｌｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ ｗｏｒｓｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｖｉｒａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｂａｓｉｃ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｔｏ ｈｕｍａｎ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ｃｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｓｙｒｉａｎ ｈａｍｓｔｅｒ； ｃｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６； ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ｂ１； ｈａｎｄ， ｆｏｏｔ
ａｎｄ ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ

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

　 　 柯萨奇病毒（Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ，ＣＡＶ）是小核糖

核酸 病 毒 科、 肠 道 病 毒 属 的 一 种 肠 道 病 毒

（Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ），根据其器官嗜性、器官损伤和抗原

反应又分为柯萨奇病毒 Ａ 组和柯萨奇病毒 Ｂ
组［１］。 柯萨奇病毒经呼吸道和消化道感染人体

后可以引起发热、咽痛、厌食和手、足、口等特征

性的部位出现皮疹或疱疹等临床症状，大多数患

者的临床症状轻微，一般情况下均可自愈，少部

分患者可发展为重症型，并发病毒性脑炎、病毒

性心肌炎、神经源性肺水肿和急性弛缓性麻痹等

严重病症，甚至会导致死亡［２－５］。 近年来，肠道病

毒呈现 ＣＶＡ１６、ＣＶＡ６、ＣＶＡ１０、ＣＶＢ１ 等交替流行

趋势［６］。 相关文献报道，在手足口病患者的临床

样本中可以检测到两种或两种以上的肠道病毒

混合感染情况［７－９］。 但在临床工作中由于手足口

病的自限性及分离和鉴定多种肠道病毒混合感

染的复杂性等因素，对肠道病毒混合感染的致病

机制及其引发疾病病程变化及转归、愈后的相关

研究相对较少。
叙利亚金黄地鼠（ Ｓｙｒｉａｎ ｈａｍｓｔｅｒ）属于啮齿

目、地鼠科、地鼠属，目前在病毒、细菌和寄生虫

等感染模型研究中得到了广泛应用［１０－１３］。 已有

研究显示，叙利亚金黄地鼠对 ＥＶ７１、柯萨奇病毒

Ｂ１ 和柯萨奇病毒 Ｂ３ 具有较强的易感性，能够较

好地模拟人类手足口病的感染过程［１４－１６］。 但至

今未见有柯萨奇病毒混合感染动物模型的相关

报道，因此本研究采用叙利亚金黄地鼠进行柯萨

奇病毒 Ａ 组 ６ 型和柯萨奇 Ｂ 组 １ 型混合感染动

物模型构建，为深入开展肠道病毒混合感染是否

会引起、或者加重出现一系列手足口、病毒性心

肌炎、脑炎等病理和生理特征，为人类开展肠道

病毒混合感染机制、疫苗、药物开发等研究提供

基础资料。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 叙利亚金黄地鼠，雌性，３ 周龄，ＳＰＦ 级，体重

为 ４５～５５ ｇ，２４ 只，购自北京维通利华实验动物技

术有限公司［ＳＣＸＫ（京）２０２１－００１１］。 实验鼠饲

养于中国医学科学院医学生物学研究所屏障动

物实验设施［ＳＹＸＫ（滇）Ｋ２０２２－０００６］，利用独立

１３中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



通风笼具（ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｖｅｎｔｉｌａｔｅｄ ｃａｇｅｓ，ＩＶＣ）系统保

证组间隔离饲养，饲养期间保证 ＩＶＣ 系统温度保

持在 ２０～２５ ℃，相对湿度保持在 ５０％～６５％，提供

１２ ｈ 光照和 １２ ｈ 黑暗的昼夜光变化周期，并确保

动物有充足的饲料和饮水。 本动物实验经中国

医学科学院医学生物学研究所动物福利伦理委

员会批准（ＤＷＳＰ２０２４０１０１１），按实验动物使用的

３Ｒ 原则进行实验设计及给予人道关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 毒株

　 　 ＣＶＡ６ 病毒 （ ＧｅｎｅＢａｎｋ 序列号： ＭＮ１８４８５２
（ＲＹＮ⁃Ａ１２０５））和 ＣＶＢ１ 毒株（ＧｅｎＢａｎｋ 序列号：
ＯＰ９１７８４６（７Ｖ３ ／ ＹＮ ／ ＣＨＮ ／ ２０１９））由中国医学科

学院医学生物学研究所马绍辉课题组惠赠，保存

于本实验室。
１􀆰 １􀆰 ３　 细胞

　 　 人恶性横纹肌瘤细胞 （ ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａ
ｃｅｌｌ，ＲＤ ｃｅｌｌ）购自武汉赛维尔生物科技有限公

司，由本科室保存，代次为 １０ 代，使用含 １０％的胎

牛血清，１％ １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 １００ Ｕ ／ ｍＬ 链霉

素的 ＭＥＭ 培养基，在含 ５％ ＣＯ２ 的 ３７ ℃培养箱

中传代培养。 该细胞用于 ＣＶＡ６ 的分离和扩增。
非洲绿猴肾细胞系（ｖｅｒｏ）细胞来于欧洲认证

细胞 培 养 物 收 藏 中 心 （ ｅｕｒｏｐｅａｎ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ａｎｉｍａｌ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅｓ，ＥＣＡＣＣ），由本科室保存于液

氮中，代次为 １４３ 代，该细胞使用含 １０％的新生牛

血清，１％ １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 １００ Ｕ ／ ｍＬ 链霉素

的 ＭＥＭ 培养基，在含 ５％ ＣＯ２ 的 ３７ ℃培养箱中

传代培养。 该细胞用于 ＣＶＢ１ 的分离和扩增。

表 １　 实验分组和攻毒剂量
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｄｏｓｅｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

感染方式
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

感染剂量
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｏｓｅ

ＣＶＡ６ 感染组
ＣＶＡ６ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

经鼻腔滴注
Ｄｒｉｐ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｃａｖｉｔｙ

１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 的 ＣＶＡ６ 病毒液 １００ μＬ
１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ ＣＶＡ６ ｖｉｒｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ １００ μＬ

ＣＶＢ１ 感染组
ＣＶＢ１ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

经鼻腔滴注
Ｄｒｉｐ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｃａｖｉｔｙ

２×１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 的 ＣＶＢ１ 病毒液 ５０ μＬ
２×１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ ＣＶＢ１ ｖｉｒｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ５０ μＬ

ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组
ＣＶＡ６ ａｎｄ ＣＶＢ１ ｃｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

经鼻腔滴注
Ｄｒｉｐ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｃａｖｉｔｙ

１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 的 ＣＶＡ６ 和 ２×１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ
的 ＣＶＢ１ 等量混合病毒液 ７５ μＬ

１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ ＣＶＡ６ ｖｉｒｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ２×１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ
ＣＶＢ１ ｖｉｒｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｍｉｘｅｄ ｅｑｕａｌｌｙ，７５ μＬ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

经鼻腔滴注
Ｄｒｉｐ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｃａｖｉｔｙ

ＰＢＳ 液 １００ μＬ
ＰＢＳ ｓｏｌｕｔｉｏｎ １００ μＬ

１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＭＥＭ 培养基、６． ６％ ＮａＨＣＯ３、３％谷氨酰胺、
０􀆰 １２５％胰蛋白酶、４ ％ ＥＤＴＡ １ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠

（中国医学科学院医学生物学研究所中心供应科

提供 ）； 胎 牛 血 清、 新 生 牛 血 清 （ １０２７０⁃１０６、
Ｃ１１９９５５００ＢＴ，澳洲 Ｇｉｂｃｏ）；异丙醇、无水乙醇、三
氯甲烷 （１０３００１９⁃０１⁃０１、１０３０００１⁃０４⁃０１、２００４００７⁃
０１⁃０１，西陇科学股份有限公司）；４％多聚甲醛

（１４３１７４，Ｂｉｏｓｈａｒｐ）； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ⁃ＰＣＲ
Ｋｉｔ（ＲＲ０６４Ａ，ＴａＫａＲａ）；无菌无酶水（Ｒ１６００，北京

索莱宝）；异氟烷（Ｒ５１０⁃２２⁃１６，瑞沃德生命科技有

限公司）；ＲＮＡ⁃蛋白共检测辅助试剂盒（３２３１８０，
ＡＣＤ）；Ａｎｔｉ⁃Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ｂ１ Ａｎｔｉｂｏｄｙ（ＭＡＢ９４４，
Ｍｅｒｃｋ）；Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ ＶＰ１ 抗体（ＧＴＸ１３２３４６，
ＧｅｎｅＴｅｘ ）； Ａｎｔｉ⁃Ｃｏｘｓａｃｋｉｅ Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ
（ ａｂ１００８１１， ａｂｃａｍ ）； Ｍｏｕｓｅ Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ Ａｎｔｉｂｏｄｙ
（ ＡＦ１６４７， Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ ）； Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ
Ｈ＆Ｌ （ ａｂ１５０１１７， ａｂｃａｍ ）； Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ
Ｈ＆Ｌ（ ａｂ１５００８０，ａｂｃａｍ）；Ｄｏｎｋｅｙ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ
Ｈ＆Ｌ （ ａｂ１５００７５， ａｂｃａｍ）； Ｄｏｎｋｅｙ Ａｎｔｉ⁃Ｇｏａｔ ＩｇＧ
Ｈ＆Ｌ（ａｂ１５０１２９，ａｂｃａｍ）。

生物安全柜（ＮＵ⁃４３７⁃６００Ｓ，ＮＵＡＴＲ）；离心机

（Ｄ１５２４Ｒ，ＤＡＬＡＢ）；ＰＣＲ 仪（ Ｔ１００，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；全
自动五类动物血细胞分析仪（ＸＴ⁃２００ｉ，希森美

康）；细胞计数仪（ＪＩＭＢＩＯ ＦＩＬ，卓微生物科技有限

公司）；荧光定量 ＰＣＲ 检测系统 （ ＣＦＸ９６Ｔｏｕｃｈ，
Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；荧光共聚焦显微镜（Ｌｅｉｃａ ＳＰ８，Ｌｅｉｃａ）；
电子体温计（ＤＴ⁃Ｋ１１１Ａ，杭州华安医疗保健用品

有限公司）；电子天平（ＪＥＡ１００２，上海浦春计量仪

器有限公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验动物分组及感染

　 　 实验将 ２４ 只叙利亚金黄地鼠分为 ４ 组，每组

６ 只，具体分组和感染方法如表 １ 所示。
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１􀆰 ３􀆰 ２　 临床观察及样品采集

　 　 实验开始前对动物进行 ７ ｄ 的适应性饲养，
于 Ｄ０ 采集本底数据后，对地鼠进行双侧半量滴

鼻攻毒，具体操作方法：一名操作人员对地鼠进

行保定，将地鼠鼻孔上仰呈 ４５°的姿势，另一操作

人员使用移液枪将各半量的病毒液滴注到各组

地鼠的双侧鼻孔中，最后保持地鼠鼻孔上仰 ４５°
的姿势 １～２ ｍｉｎ，确定病毒液全部滴入鼻腔后再

放回对应的饲养笼。 病毒感染后每天观察动物

精神状态、皮肤、口腔黏膜变化及行为学改变等

临床情况，采集粪便样品用于病毒载量检测和病

毒分离。 感染后 Ｄ０、Ｄ１、Ｄ３、Ｄ５、Ｄ７、Ｄ９、Ｄ１１、Ｄ１３
和 Ｄ１５ 使用体温计和天平测量地鼠的肛门温度

和体重数据；Ｄ０、Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３、Ｄ４、Ｄ５、Ｄ６、Ｄ７、Ｄ８、
Ｄ９、Ｄ１０ 和 Ｄ１５ 采集咽拭子进行病毒载量检测；
Ｄ０、Ｄ４、Ｄ７、Ｄ１０ 和 Ｄ１５ 采集血液样本进行血常

规和病毒血症检测。 感染 Ｄ１ ～ Ｄ７ 每组的咽拭

子、粪便、血液各有 ６ 个样本重复，于感染后 Ｄ７
每组分别随机选取 ３ 只动物进行安乐死，采集的

心脏、肝、脾、肺、肾、胰、脑、脊髓和嗅球等组织样

品一式两份，各 ３ 个重复的样本用于病毒载量检

测和组织病理学和病毒抗原和核酸检测，感染 Ｄ８
～Ｄ１５ 每组的咽拭子、粪便、血液各有 ３ 个样本重

复。 其中，在采集地鼠血液时采用异氟烷进行麻

醉。 采用注射 ３ 倍麻醉剂量的 １％戊巴比妥钠

（１５０ ｍｇ ／ ｋｇ）的麻醉方式进行安乐死。

表 ２　 引物序列
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

名称
Ｎａｍｅ

基因序列（５’－３’）
Ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５’－３’）

长度 ／ ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

ＣＶＡ６⁃Ｆ ＴＡＣＣＡＣＣＧＧＧＡＧＡＡＡＣＧＴＣＣＡＣＧ
ＣＶＡ６⁃Ｒ ＣＧＧＴＣＡＧＴＴＧＣＡＧＴＧＴＴＡＧＴ
ＣＶＡ６⁃Ｐ ＲＯＸ⁃ＡＣＧＴＧＡＧＡＧＣＴＴＧＧＧＴＡＣＣＴＡＧＡＣＣＣＣＴＴＣ⁃ＢＨＱ

１１２

ＣＶＢ１⁃Ｆ ＧＧＴＧＴＣＴＡＣＡＣＡＡＡＡＧＡＣＧＧＧＴＧ
ＣＶＢ１⁃Ｒ ＴＧＧＧＴＣＴＴＧＴＧＴＧＡＡＡＴＣＴＴＧＣＣ
ＣＶＢ１⁃Ｐ ＦＡＭ⁃ＣＧＣＡＴＧＡＧＡＣＴＧＧＴＴＴＧＡＧＴＧＣＣＡＧＣＧ⁃ＢＨＱ

１３９

１􀆰 ３􀆰 ３　 病毒载量测定

　 　 取咽拭子、粪便、血液以及组织研磨液提取

ＲＮＡ，以 ＲＮＡ 为模板，采用一步法逆转录实时定

量聚合酶链式反应（ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） 确定样品中病毒载

量。 设计的 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 的引物和 Ｔａｑｍａｎ 探

针由生工生物工程有限公司合成，引物序列信息

如表 ２ 所示。 反应条件为：４２ ℃ ５ ｍｉｎ 反转录；
９５ ℃ １０ ｓ 热启动；以 ９５ ℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ 为一个

循环，在 ６０ ℃进行荧光检测，共进行 ４０ 个循环。
１􀆰 ３􀆰 ４　 粪便样品病毒培养

　 　 将 Ｄ０ ～ Ｄ１５ 粪便样品过滤除菌后分别接种

于 ＲＤ 和 Ｖｅｒｏ 细胞中，持续观察两种细胞的细胞

病变情况并做好记录。
１􀆰 ３􀆰 ５　 病理检测

　 　 采集心脏、肝、脾、肺、肾、胰、脑、脊髓和嗅球

组织，使用 ４％多聚甲醛固定，由武汉赛维尔生物

科技有限公司进行苏木精－伊红（ＨＥ）病理染色。
１􀆰 ３􀆰 ６　 含环状结构跨膜蛋白 １（ｋｒｉｎｇｌｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １，Ｋｒｅｍｅｎ⁃１）受体和柯萨奇
－腺病毒受体 （ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＣＡＲ） 受体

检测

　 　 采用免疫荧光（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ， ＩＦ）方法

对空白对照组的组织样本切片进行 Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ 受

体和 ＣＡＲ 受体蛋白的检测。 白片脱蜡水化、抗原

修复、 阻 断 内 源 性 过 氧 化 物 酶、 封 闭、 羊 抗

Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ 受体以及兔抗 ＣＡＲ 受体单克隆一抗

１ ∶ ５００ 稀释后 ４ ℃过夜孵育加驴抗羊和驴抗兔

二抗、ＤＡＢ 显色，封片。
１􀆰 ３􀆰 ７　 病毒核酸及抗原检测

　 　 采用 ＩＦ 方法对组织样本切片进行 ＣＶＡ６、
ＣＶＢ１ 抗 原 的 检 测， 采 用 ＲＮＡ 原 位 杂 交

（ＲＮＡｓｃｏｐｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＲＮＡｓｃｏｐｅ） 方法

对切片进行 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 核酸的检测，通过

ＲＮＡｓｃｏｐｅ 多通道二代荧光与免疫荧光的联合使

用检测 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 的病毒核酸和蛋白的共定

位情况。 其中，ＲＮＡｓｃｏｐｅ 检测所使用的 ＣＶＡ６ 和

ＣＶＢ１ 的核酸探针由安迪生物科技（上海）有限公

司所设计，分别靶向 ＣＶＡ６（ＭＦ４２２５５３􀆰 １）的 ２９７１
～ ３９３６ 区域序列和 ＣＶＢ１（ＥＵ１４７４９３􀆰 １）的 ３２ ～
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６０６３ 区域序列。 ＲＮＡｓｃｏｐｅ 与 ＩＦ 共检测实验步

骤：白片脱蜡水化、抗原修复、阻断内源性过氧化

物酶、封闭、兔源抗 ＣＶＡ６ 单克隆一抗和鼠源抗

ＣＶＢ１ 多克隆一抗 １ ∶ ２００ 稀释后 ４ ℃过夜孵育、
一抗后固定、蛋白酶处理、滴加反应梯度增强剂、
多通道核酸荧光染色、滴加羊抗兔和羊抗鼠二

抗、ＤＡＢ 显色、使用中性树脂封片。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 软件进行数据统

计分析，数据统计结果以平均数±标准差（ 􀭰ｘ± ｓ）
表示。

２　 结果

２􀆰 １　 临床症状

　 　 从攻毒 Ｄ２ 起，ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组动

物的手足及口唇部陆续出现疱疹（图 １Ａ ～ １Ｃ）。
疱疹发生初期皮肤黏膜表面轻微红肿；随后出现

明显红斑或疱疹，疱疹内有少量脓液；之后 ２～ ５ ｄ
逐渐消退结痂。 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组和对

照组相比体温、体重无明显变化趋势（图 １Ｄ ～
１Ｅ），且未见明显的行为学改变。
２􀆰 ２　 血常规指标

　 　 对动物血液样品进行血常规检测发现，
ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组白细胞（ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ
ｃｅｌｌ，ＷＢＣ） 在 Ｄ１０ 出现 显 著 增 加，最 高 达 到

１９􀆰 ６５×１０９ ／ Ｌ。 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组中性

粒细胞（ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ，ＮＥＵＴ）在感染后

Ｄ４ 出现小高峰，均值达到 ３􀆰 １３×１０９ ／ Ｌ，且要高

于 ＣＶＡ６ 感染组 （ １􀆰 ６５ × １０９ ／ Ｌ）、ＣＶＢ１ 感染组

（２􀆰 ７１× １０９ ／ Ｌ） 和 ＰＢＳ 对照组 （ ２􀆰 ５５ × １０９ ／ Ｌ）。
ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混 合 感 染 组 中 淋 巴 细 胞

（ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＬＹＭＰＨ）则在感染后 Ｄ４ 和 Ｄ１０ 均

表现为增高的趋势，表现为在感染后 Ｄ４ 比

ＣＶＡ６ 感染组和 ＣＶＢ１ 感染组平均高 ０􀆰 ７３×１０９ ／ Ｌ，
感染后 Ｄ１０ 比 ＣＶＡ６ 感染组和 ＣＶＢ１ 感染组平

均高 ０􀆰 ７６×１０９ ／ Ｌ。 结果显示 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混

合感染组地鼠表现出明显的病毒感染的血象特

征（图 ２）。

注：Ａ：手部疱疹；Ｂ：足部疱疹；Ｃ：口部疱疹；Ｄ：体温；Ｅ：体重。

图 １　 临床症状

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｈｅｒｐｅｓ ｏｎ ｈａｎｄｓ． Ｂ， Ｈｅｒｐｅｓ ｏｎ ｆｅｅｔ． Ｃ， Ｈｅｒｐｅｓ ｏｎ ｍｏｕｔｈ． Ｄ， Ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ． Ｅ， Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ

４３ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



注：Ａ：白细胞计数；Ｂ：中性粒细胞；Ｃ：淋巴细胞。

图 ２　 血常规检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ． Ｂ， Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ． Ｃ， Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｂｌｏｏｄ ｒｏｕｔｉｎｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

２􀆰 ３　 病毒载量

　 　 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组的咽拭子在 Ｄ２～
Ｄ７ 均检测到 ＣＶＡ６ 病毒，载量总体呈现先升高后

降低的趋势，在 Ｄ３ 出现第 １ 次排毒高峰（１０６􀆰 ６

ｃｏｐｉｅｓ ／ ２００ μＬ），随后逐渐降低，于 Ｄ７ 出现第 ２
次排毒高峰（１０５􀆰 ６ ｃｏｐｉｅｓ ／ ２００ μＬ）。 咽拭子中 Ｄ３
～Ｄ７ 均检测到 ＣＶＢ１ 的病毒载量，载量总体呈现

先升高后降低的趋势，在 Ｄ３ 出现第 １ 次排毒小

高峰（１０５􀆰 ３ ｃｏｐｉｅｓ ／ ２００ μＬ），随后逐渐降低，于 Ｄ６
出现第 ２ 次排毒高峰（１０５􀆰 ９ ｃｏｐｉｅｓ ／ ２００ μＬ）。 与

ＣＶＡ６ 感染组和 ＣＶＢ１ 感染组的动物相比，ＣＶＡ６
和 ＣＶＢ１ 混合感染组的咽拭子排毒高峰提前，且
载量增加（图 ３Ａ）。

ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组的粪便在 Ｄ１～Ｄ８
均检测到 ＣＶＡ６ 病毒，与 ＣＶＡ６ 感染组（Ｄ１～ Ｄ７）
相比排毒周期延长。 且总体呈现先升高后降低

的趋势，两次排毒高峰分别于 Ｄ１ 和 Ｄ６ 达到 １０６􀆰 ７

ｃｏｐｉｅｓ ／ １００ ｍｇ 和 １０６􀆰 ６ ｃｏｐｉｅｓ ／ １００ ｍｇ。 粪便中 Ｄ１
～Ｄ７ 均检测到 ＣＶＢ１ 病毒，载量总体呈现先升高

后降低的趋势，但在 Ｄ６ 和 Ｄ７，比 ＣＶＢ１ 感染组地

鼠的排毒量平均增高了 １０１􀆰 ７ ｃｏｐｉｅｓ ／ １００ ｍｇ 和

１００􀆰 ７４ ｃｏｐｉｅｓ ／ １００ ｍｇ。 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组

与 ＣＶＡ６ 感染组和 ＣＶＢ１ 感染组相比，出现更长

的排毒周期和更高的排毒量（图 ３Ｂ）。
ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组在 Ｄ４ 的血液中，

均检测到这两种病毒的核酸，ＣＶＡ６ 病毒载量为

１０３􀆰 １ ｃｏｐｉｅｓ ／ ２００ μＬ， ＣＶＢ１ 病 毒 载 量 为 １０５􀆰 ０

ｃｏｐｉｅｓ ／ ２００ μＬ（图 ３Ｃ），提示感染后出现了典型的

病毒血症。
ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组在 Ｄ７ 组织中肺、

脑、脊髓和嗅球中检测到 ＣＶＡ６ 的病毒核酸；Ｄ７
组织中的心脏、肝、脾、肺、肾和脑组织等均能检

测到 ＣＶＢ１ 病毒核酸，在嗅球中病毒载量最高

（１０１０􀆰 ７ ｃｏｐｉｅｓ ／ １００ ｍｇ）（图 ３Ｄ）。
２􀆰 ４　 粪便细胞病变效应

　 　 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染地鼠后，为验证感染

过程中排出病毒是否为活病毒，将粪样的过滤除

菌上清液分别接种于用于 ＣＶＡ６ 的分离和扩增的

ＲＤ 细胞和用于 ＣＶＢ１ 的分离和扩增的 Ｖｅｒｏ 细

胞，观察其病变效应。 发现 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合

感染组细胞的粪便样本在 ＲＤ 和 Ｖｅｒｏ 细胞上均

出现了细胞病变，且病变孔数明显多于单独感染

组（图 ４）。 证明在 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组动

物的排出粪便样品均可以分离出这两种病毒，且
排毒量要大于单独感染的情况。
２􀆰 ５　 组织学检查

　 　 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组的心脏组织可见

大面积心外膜中度水肿，结缔组织排列稀疏，伴
多量淋巴细胞浸润，可见大面积钙化灶，显示严

重的损伤，表现出明显的病毒性心肌炎的病理特

征。 脑组织和嗅球组织中可见大量神经元固缩，
形态不规则，胞核胞质分界不清，嗜碱性增强，多
量小胶质细胞浸润，多量神经细胞变性，胞质疏

松淡染。 与 ＣＶＡ６ 感染组和 ＣＶＢ１ 感染组相比，
表现更明显的病毒性脑炎的病理变化（图 ５）。
２􀆰 ６　 病毒核酸及抗原检测

　 　 对 Ｄ７ 的地鼠组织样本切片进行了免疫荧光
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注：Ａ：咽拭子；Ｂ：粪便；Ｃ：血液；Ｄ：组织。

图 ３　 咽拭子、粪便、血液和组织的病毒载量

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｔｈｒｏａｔ ｓｗａｂ． Ｂ， Ｆｅｃｅｓ． Ｃ， Ｂｌｏｏｄ． Ｄ， Ｔｉｓｓｕｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｔｈｒｏａｔ ｓｗａｂｓ， ｓｔｏｏｌ， ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ

图 ４　 粪便样品在细胞病变效应的数量

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

和 ＲＮＡｓｃｏｐｅ 共染色（图 ６），以脑组织为例，可见

ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组地鼠组织表现出两种

病毒的抗原蛋白和核酸的共定位，ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１
的核酸信号呈红色和黄色的小点状分布，ＣＶＡ６
和 ＣＶＢ１ 的抗原蛋白信号呈紫红色和绿色并围绕

细胞核成片状分布，且抗原信号可以定位在细胞

核外的共同区域。
２􀆰 ７　 Ｋｒｅｍｅｎ⁃１受体和 ＣＡＲ 受体检测

　 　 对地鼠空白的组织样本切片进行 Ｋｒｅｍｅｎ⁃１
受体和 ＣＡＲ 受体的免疫荧光检测发现能观察到

受体的共定位，证实叙利亚金黄地鼠的脑等组织

中有感染 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 肠道病毒的受体（图 ７）。
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注：心脏：淋巴细胞浸润（黑色箭头）；脑和嗅球：嗜碱性增强（黑色箭头），小胶质细胞浸润（蓝色箭头），胞质疏松淡染（绿色箭头）。

图 ５　 心脏、脑、嗅球组织 ＨＥ 染色结果

Ｎｏｔｅ． Ｈｅａｒｔ， Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ （ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ）． Ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｂｕｌｂ， Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂａｓｏｐｈｉｌｉａ （ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ）， ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ （ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ），
ｌｏｏｓｅ ａｎｄ ｌｉｇｈｔｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ （ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗ）．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｈｅａｒｔ， ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｂｕｌｂ

注：以脑组织为例，紫红色荧光代表 ＣＶＡ６ 抗原蛋白；红色荧光代表 ＣＶＡ６ 核酸；绿色荧光代表 ＣＶＢ１ 抗原蛋白；黄色荧光代表 ＣＶＢ１
核酸。

图 ６　 脑组织 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 核酸及抗原共定位

Ｎｏｔｅ． Ｔａｋｉｎｇ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｓ ａｎ ｅｘａｍｐｌｅ， ｐｕｒｐｌｅ⁃ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＣＶＡ６ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＣＶＡ６ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ．
Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＣＶＢ１ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｙｅｌｌｏｗ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＣＶＢ１ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＶＡ６ ａｎｄ ＣＶＢ１ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ

７３中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



注：以脑组织为例，绿色荧光代表 Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ 受体；红色荧光代表 ＣＡＲ 受体。

图 ７　 叙利亚金黄地鼠脑组织 Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ 受体和 ＣＡＲ 受体共定位

Ｎｏｔｅ． Ｔａｋｉｎｇ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｓ ａｎ ｅｘａｍｐｌｅ， ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ． Ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＣＡＲ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｄ ＣＡＲ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ Ｓｙｒｉａｎ ｈａｍｓｔｅｒ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ

３　 讨论

　 　 肠道病毒可以通过消化道、呼吸道等途径感

染患者［１７－１８］，引起手足口等多部位皮肤黏膜出现

疱疹，部分患者可能还伴有病毒性脑炎、心肌炎、
肝炎、弛缓性麻痹、过敏性紫癜、腹膜炎、Ⅰ型糖

尿病等严重并发症炎。 目前已有多种构建成功

的肠道病毒动物模型，如本课题组前期已成功构

建 ＣＶＡ６、ＣＶＢ１、ＣＶＢ２、ＣＶＢ３ 恒河猴婴猴动物模

型和 ＣＶＢ１、ＣＶＢ３ 叙利亚金黄地鼠模型等，但尚

未见肠道病毒混合感染的动物模型相关报道，因
此本研究通过构建 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染叙利

亚金黄地鼠模型，对临床变化、排毒周期、血液生

理、组织病理改变等进行检测，从病原学、病理生

理、疾病发生和发展过程等方面进行了系统性的

分析，实验结果显示经鼻腔滴注感染实验地鼠表

现出了与人类手足口病相似的临床指标，以及病

毒性心肌炎和病毒性脑炎相似的病理损伤。 且

ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组在临床症状、病毒复制

和组织病理损伤等方面反映病情更为复杂的变

化，因此开展和构建 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 肠道病毒混

合感染叙利亚金黄地鼠的动物模型工作具有重

要意义。
３􀆰 １　 临床表现

　 　 本研究经临床观察发现，ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合

感染组地鼠手足及口唇部出现了疱疹，这与儿童

手足口病的临床疱疹症状相似。 ＰＨＹＵ 等［１９］ 在

构建 ＥＶ７１ 感染 ２ 周龄叙利亚金黄地鼠时观察到

口和足出现肉眼可见的皮肤损伤，本研究出现的

疱疹更典型，且手足口上均有疱疹。 另外，本次

实验发现动物体温整体上无明显变化，这与王辉

等［２０］研究发现 ４３９ 例手足口病患儿约 ５０％存在

不发热现象的结果类似。
３􀆰 ２　 病毒载量

　 　 本次实验在动物的咽、粪便、血液及多组织

研磨液中均检测出两种病毒核酸，与李咏洁等［１５］

和张伟［１６］构建的 ＣＶＢ１ 和 ＣＶＢ３ 感染叙利亚金黄

地鼠的动物模型中病毒载量的检测结果相一致，
但排毒周期相对较短，这可能是由本次实验动物

攻毒剂量较低引起的差异。 在 ２００９ 版的手足口

病预防控制指南中指出手足口病病程一般为 ７ ～
１０ ｄ，在卢展鹏等［２１］调查的一起东莞市肠道病毒

暴发疫情中也发现其病程最短为 ２ ｄ，最长为 ７ ｄ，
中位数为 ４ ｄ，提示本次实验的攻毒剂量和病程

发展更符合人类感染手足口病的真实发病情况。
本次实验与李咏洁等［１５］ 和张伟［１６］ 构建的 ＣＶＢ１
和 ＣＶＢ３ 感染叙利亚金黄地鼠动物模型的嗅球部

都检测到较高的病毒载量和较严重的组织病理

损伤，进一步佐证了人类重症手足口病引起病毒

性脑炎的病毒感染及入侵途径，即肠道病毒可以

通过呼吸道黏膜经嗅神经和嗅球入侵脑部引起

病毒性脑炎。
３􀆰 ３　 临床血液指标

　 　 本次实验对 Ｄ０、Ｄ４、Ｄ７、Ｄ１０ 和 Ｄ１５ 采集的

血液样品进行动态血常规监测，结果显示感染组

动物 ＷＢＣ、ＮＥＵＴ 和 ＬＹＭＰＨ 相较对照组有增高

的趋势，这与李咏洁等［１５］构建的 ＣＶＢ１ 感染叙利

亚金黄地鼠的动物模型中感染后 Ｄ７ 血常规检测

发现滴鼻组动物的 ＬＹＭＰＨ 和 ＮＥＵＴ 明显增加的

结果一致的，结果也表现出显著的病毒感染血象

变化，且 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组的血常规指

标相较于单独感染组变化趋势更大，进一步提示

着病毒的混合感染可能对地鼠造成了更为严重

的感染炎症反应。
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３􀆰 ４　 组织学检测

　 　 有研究表明，肠道病毒可通过血脑屏障和外

周神经等途径侵入中枢神经系统后引发神经并

发症肠道病毒性脑炎，也可通过感染心肌细胞进

而引发造成心肌局灶性或弥漫性病变的病毒性

心肌炎［２２］。 此次研究的组织病理检测结果也显

示感染组的心脏和脑等组织中均存在病理损伤，
且相较于单独感染组，ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组

存在更为严重的炎性病理损伤。 在此基础上，对
动物感染后 Ｄ７ 的组织切片进行 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１
抗原和核酸的共定位，结果发现 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１
混合感染组的组织上同时定位到病毒的核酸和

病毒的抗原蛋白，为病毒的靶向组织器官感染情

况提供了可视化结果线索，表明肠道病毒感染后

引起的多器官、多组织噬性和损伤表现。
与肠道病毒受体有关的研究证实 ＣＶＡ６ 的受

体是 Ｋｒｅｍｅｎ⁃１，ＣＶＢ１ 的受体是 ＣＡＲ 和衰变加速

因子（ｄｅｃａｙ ａｃｃｅｌｅｒａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ，ＤＡＦ） ［２３－２６］。 本次

实验对叙利亚金黄地鼠组织进行 Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ 受体

和 ＣＡＲ 受体的免疫荧光检测，发现地鼠的脑组织

等能观察到两个受体的共定位，证实叙利亚金黄

地鼠具有感染这两种肠道病毒的受体基础，进一

步提示了柯萨奇病毒对脑组织的损伤倾向以及

柯萨奇病毒感染的临床重症病例并发无菌性脑

膜炎的原因。
综上所述，本研究成功构建出肠道病毒混合

感染模型，表现出人类手足口病的疱疹病变特

征，以及病毒性脑炎和心肌炎的病理损伤，ＣＶＡ６
和 ＣＶＢ１ 混合感染组的临床症状更为明显，病毒

复制更为活跃，提示混合感染的两种病毒可能互

相促进病毒感染进程，本次实验结果将为后续开

展相关疾病的混合感染的模型构建、发病机制、
病理和生理等研究等提供一定借鉴和参考。
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６０５１－６０６６．

［ ５ ］　 ＮＡＹＡＫ Ｇ， ＢＨＵＹＡＮ Ｓ Ｋ， ＢＨＵＹＡＮ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｇｌｏｂａｌ
ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１： ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］． Ｂｅｎｉ
Ｓｕｅｆ Ｕｎｉｖ Ｊ Ｂａｓｉｃ Ａｐｐｌ Ｓｃｉ， ２０２２， １１（１）： ７８．

［ ６ ］　 ＦＵ Ｘ， ＷＡＮ Ｚ， ＬＩ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｔｉｏｎａｌ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ｆｏｕｒ ｈａｎｄ， ｆｏｏｔ ａｎｄ ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｆｒｏｍ ２００８ ｔｏ ２０１６ ［Ｊ］． Ｖｉｒｏｌ
Ｓｉｎ， ２０２０， ３５（１）： ２１－３３．

［ ７ ］　 梁勇彪， 屈雅川， 曹棨， 等． 手足口病感染病毒分布及感

染趋势评估 ［Ｊ］． 中华医院感染学杂志， ２０１３， ２３（２２）：
５４８５－５４８７．
ＬＩＡＮＧ Ｙ Ｂ， ＱＵ Ｙ Ｃ， ＣＡＯ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎ
ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｗｉｔｈ ｈａｎｄ⁃ｆｏｏｔ⁃ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ
［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｎｏｓｏｃｏｍｉｏｌｏｇｙ， ２０１３， ２３（２２）： ５４８５－５４８７．

［ ８ ］　 张伟， 王玉光， 杨朝晖， 等． 肠道病毒 ７１ 型与柯萨奇 Ａ
组 １６ 型混合感染致手足口病并发中枢神经系统感染临

床分析 ［Ｊ］． 中国全科医学， ２０１１， １４（２９）： ３３４１－３３４３，
３３４６．
ＺＨＡＮＧ Ｗ， ＷＡＮＧ Ｙ Ｇ， ＹＡＮＧ Ｚ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｖｅｒｅ ｈａｎｄ⁃
ｆｏｏｔ⁃ａｎｄ⁃ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｍｉｘｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１ ａｎｄ Ｃｏｘｓａｃｋｉｅ Ａ１６ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｇｅｎ Ｐｒａｃｔ，
２０１１， １４（２９）： ３３４１－３３４３， ３３４６．

［ ９ ］　 ＧＵＯ Ｗ， ＸＵ Ｄ， ＣＯＮＧ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ Ｂ： ｐｏｓｔ ＥＶ⁃Ａ７１ ｍａｓｓ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｓｃｅｎａｒｉｏ ｉｎ
Ｃｈｉｎａ ［Ｊ］． ＢＭＣ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２０２２， ２２（１）： ６７１．

［１０］　 ＭＩＡＯ Ｊ， ＣＨＡＲＤ Ｌ Ｓ， ＷＡＮＧ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｓｙｒｉａｎ Ｈａｍｓｔｅｒ ａｓ
ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ］．
Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１９， １０： ２３２９．

［１１］　 ＷＡＲＮＥＲ Ｂ Ｍ， ＳＡＦＲＯＮＥＴＺ Ｄ， ＫＯＢＩＮＧＥＲ Ｇ Ｐ． Ｓｙｒｉａｎ
ｈａｍｓｔｅｒｓ ａｓ ａ ｓｍａｌｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
ｄｉｓｅａｓｅｓ： ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ ｍｅｔｈｏｄｓ ［ Ｊ］． Ａｄｖ Ｅｘｐ
Ｍｅｄ Ｂｉｏｌ， ２０１７， ９７２： ８７－１０１．

［１２］　 ＣＡＲＶＡＬＨＯ Ｌ Ｍ， ＤＥ ＢＲＩＴＯ Ｒ Ｃ Ｆ， ＧＵＳＭÃＯ Ｍ Ｒ， ｅｔ
ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ａ ｈａｍｓｔｅｒ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｌ ｉｎｆａｎｔｕｍ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
［Ｊ］． Ｐａｒａｓｉｔｅ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２１， ４３（４）： ｅ１２８２３．

［１３］　 ＨＳＵ Ｃ Ｊ， ＬＩＮ Ｗ Ｃ， ＣＨＯＵ Ｙ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｉｎ Ｓｙｒｉａｎ ｈａｍｓｔｅｒｓ ｐｏｓｔ⁃ａｃｕｔｅ ＣＯＶＩＤ⁃１９
［Ｊ］． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｓｐｅｃｔｒ， ２０２２， １０（１）： ｅ０２３６２２１．

［１４］　 ＳＶＹＡＴＣＨＥＮＫＯ Ｖ Ａ， ＬＥＧＯＳＴＡＥＶ Ｓ Ｓ， ＬＵＴＫＯＶＳＫＩＹ Ｒ
Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ７ ａｎｄ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ Ａ７１
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌ ａｎｄ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ ［Ｊ］． Ｖｉｒｕｓｅｓ， ２０２４， １６（６）： ９０９．

［１５］　 李咏洁， 张伟， 杨凤梅， 等． 柯萨奇病毒 Ｂ 组 １ 型感染叙

利亚金黄地鼠动物模型建立 ［ Ｊ］． 中国比较医学杂志，

９３中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



２０２３， ３３（４）： ５０－５６．
ＬＩ Ｙ Ｊ， ＺＨＡＮＧ Ｗ， ＹＡＮＧ Ｆ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ｂ１ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ Ｓｙｒｉａｎ ｇｏｌｄｅｎ
ｈａｍｓｔｅｒ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ３３（４）： ５０－５６．

［１６］　 张伟． 柯萨奇 Ｂ 组 ３ 型病毒动物模型的建立 ［Ｄ］． 北京：
北京协和医学院， ２０２２．
ＺＨＡＮＧ Ｗ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｃｏｘｓａｃｋｉｅ Ｂ
ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ３ ［ Ｄ ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｃｏｌｌｅｇｅ， ２０２２．

［１７］　 ＷＥＬＬＳ Ａ Ｉ， ＣＯＹＮＥ Ｃ Ｂ． Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓｅｓ： ａ ｇｕｔ⁃ｗｒｅｎｃｈｉｎｇ
ｇａｍｅ ｏｆ ｅｎｔｒｙ， ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｅｖａｓｉｏｎ ［Ｊ］． Ｖｉｒｕｓｅｓ， ２０１９，
１１（５）： ４６０．

［１８］　 ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＣＵＩ Ｗ， ＬＩＵ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｒｈｅｓｕｓ ｍｏｎｋｅｙｓ ［Ｊ］． Ｌａｂ Ｉｎｖｅｓｔ，
２０１１， ９１（９）： １３３７－１３５０．

［１９］　 ＰＨＹＵ Ｗ Ｋ， ＯＮＧ Ｋ Ｃ， ＷＯＮＧ Ｋ Ｔ． Ａ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｏｒａｌｌｙ⁃
ｉｎｆｅｃｔｅｄ Ｈａｍｓｔｅｒ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ Ａ７１
ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｐａｗｓ， ｓｋｉｎ ａｎｄ ｏｒａｌ ｃａｖｉｔｙ ｒｅｍｉｎｉｓｃｅｎｔ ｏｆ ｈａｎｄ⁃ｆｏｏｔ⁃ａｎｄ⁃
ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１６， １１（１）： ｅ０１４７４６３．

［２０］　 王辉， 黄水平， 陈民， 等． ４３９ 例手足口病临床流行病学

特征分析 ［ Ｊ］． 徐州医学院学报， ２０１０， ３０ （ ４）： ２５０
－２５２．
ＷＡＮＧ Ｈ， ＨＵＡＮＧ Ｓ Ｐ， ＣＨＥＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ４３９ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｈａｎｄ⁃
ｆｏｏｔ⁃ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ａｃａｄ Ｍｅｄ Ｘｕｚｈｏｕ， ２０１０， ３０
（４）： ２５０－２５２．

［２１］　 卢展鹏， 黄振宇， 张泽武， 等． １ 起由 Ｃｏｘ Ａ２ 等肠道病

毒引起的发热暴发疫情的流行病学调查分析 ［Ｊ］． 华南

预防医学， ２０１５， ４１（１）： ５１－５３．
ＬＵ Ｚ Ｐ， ＨＵＡＮＧ Ｚ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｚ Ｗ， ｅｔ ａｌ．
Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｎ ｏｕｔｂｒｅａｋ ｏｆ
ｆｅｖｅｒ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ Ｃｏｘ Ａ２ ［ Ｊ］． Ｓｏｕｔｈ
Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， ２０１５， ４１（１）： ５１－５３．

［２２］　 ＸＩＮＧ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｋ， ＷＡＮＧ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ
ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ Ａ７１ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ： ａ ｆｏｃｕｓ ｏｎ ｆａｔａｌ ｈｕｍａｎ
ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ Ａ７１ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ ］． Ａｒｃｈ Ｖｉｒｏｌ， ２０２２， １６７
（１２）： ２４８３－２５０１．

［２３］　 李奇， 陈祥鹏， 谢正德． 肠道病毒受体的研究进展 ［Ｊ］．
病毒学报， ２０２２， ３８（５）： １２０６－１２１３．
ＬＩ Ｑ， ＣＨＥＮ Ｘ Ｐ， ＸＩＥ Ｚ Ｄ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ
ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｖｉｒｏｌ， ２０２２， ３８ （ ５）：
１２０６－１２１３．

［２４］　 ＳＴＡＲＩＮＧ Ｊ， ＶＡＮ ＤＥＮ ＨＥＮＧＥＬ Ｌ Ｇ， ＲＡＡＢＥＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
ＫＲＥＭＥＮ１ ｉｓ ａ ｈｏｓｔ ｅｎｔｒｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ａ ｍａｊｏｒ ｇｒｏｕｐ ｏｆ
ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓｅｓ ［Ｊ］． Ｃｅｌｌ Ｈｏｓｔ Ｍｉｃｒｏｂｅ， ２０１８， ２３（５）： ６３６
－６４３．

［２５］　 ＣＵＩ Ｙ， ＰＥＮＧ Ｒ， ＳＯＮＧ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａｓｉｓ ｏｆ
Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ１０ ｅｎｔｒｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｔｗｏ⁃ｉｎ⁃ｏｎｅ ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ
ａｎｄ ｕｎｃｏａｔｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＫＲＭ１ ［Ｊ］． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ
Ａ， ２０２０， １１７（３１）： １８７１１－１８７１８．

［２６］　 ＢＥＲＧＥＬＳＯＮ Ｊ Ｍ， ＣＵＮＮＩＮＧＨＡＭ Ｊ Ａ， ＤＲＯＧＵＥＴＴ Ｇ， ｅｔ
ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｏｍｍｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ Ｃｏｘｓａｃｋｉｅ Ｂ ｖｉｒｕｓｅｓ
ａｎｄ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｅｓ ２ ａｎｄ ５ ［Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｃｅ， １９９７， ２７５（５３０４）：
１３２０－１３２３．

〔收稿日期〕２０２４－０７－２２

０４ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １
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杨渊，鲍家成，邓业康，等． 香菇多糖抑制 ＴＮＦα－铁自噬拮抗亚砷酸钠染毒小鼠肝组织铁死亡 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志，
２０２５， ３５（１）： ４１－４８．
Ｙａｎｇ Ｙ， Ｂａｏ ＪＣ， Ｄｅｎｇ ＹＫ， ｅｔ ａｌ． Ｌｅｎｔｉｎａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ α⁃ｆｅｒｒｉｔｉｎｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｓｏｄｉｕｍ ａｒｓｅｎｉｔｅ⁃ｅｘｐｏｓｅｄ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２５， ３５（１）： ４１－４８．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２５． ０１． ００４

［基金项目］广西自然科学基金（２０２３ＪＪＡ１４００４２）；湖南省自然科学基金（２０２１ＪＪ３０４８４，２０２２ＪＪ３０４２６）；广西大学生创新训练项目

（２０２４１０６０１０４１）。
［作者简介］杨渊（１９７７—），男，博士，教授，研究方向：环境毒理学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙａｎｇ１９７７ｙｕａｎ＠ １２６． ｃｏｍ

香菇多糖抑制 ＴＮＦα－铁自噬拮抗亚砷酸钠染毒
小鼠肝组织铁死亡

杨　 渊１，２∗，鲍家成１，邓业康１，陈　 秧２，何　 琴２

（１．广西环境暴露组学与全生命周期健康重点实验室，桂林医学院公共卫生学院，广西 桂林　 ５４１１９９；
２．侗医药研究湖南省重点实验室，湖南医药学院民族医药研究中心，湖南 怀化　 ４１８０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨香菇多糖（ｌｅｎｔｉｎａｎ，ＬＮＴ）对亚砷酸钠（ｓｏｄｉｕｍ ａｒｓｅｎｉｔｅ，ＳＡ）染毒小鼠肝组织铁死亡

的干预效应与机制。 方法　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 雄性小鼠经 ＳＡ 低剂量、高剂量染毒，以及 ＬＮＴ 干预 ＳＡ 高剂量染毒后，
苏木精－伊红（ＨＥ）染色评价肝组织病理损伤；酶联免疫吸附法或免疫蛋白印迹法检测肝组织肿瘤坏死因子 α
（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ α，ＴＮＦα）、白细胞介素 ６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）、铁自噬或铁死亡标志物含量或表达。 结果

与对照组相比，ＳＡ 染毒诱导小鼠肝组织 ＴＮＦα 和 ＩＬ⁃６ 水平升高，铁自噬标志物铁蛋白重链（ｆｅｒｒｉｔｉｎ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ
１，ＦＴＨ１）和微管相关蛋白 １ 轻链 ３Ｂ（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３Ｂ，ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ）含量升高，铁死

亡标志物谷胱甘肽过氧化酶 ４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４，ＧＰＸ４）水平下调（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＳＡ 高剂量组相比，ＬＮＴ
干预后显示肝组织病理损伤减轻，ＴＮＦα、ＩＬ⁃６、ＦＴＨ１ 和 ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ 水平下调，而 ＧＰＸ４ 水平上调（Ｐ＜０􀆰 ０５）；免
疫蛋白印迹实验显示，ＬＮＴ 干预拮抗 ＳＡ 高剂量组 ＦＴＨ１、自噬标记蛋白 ＬＣ３Ｂ ／ Ａ 水平升高或拮抗 ＦＴＨ１ 与

ＬＣ３Ｂ 或泛素（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ，Ｕｂ）共表达（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 ＬＮＴ 拮抗 ＳＡ 染毒小鼠肝组织病理损伤和铁死亡，可能

与 ＴＮＦα－铁自噬信号抑制有关。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｌｅｎｔｉｎａｎ （ＬＮＴ）ｏｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎ ｍｉｃｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｓｏｄｉｕｍ ａｒｓｅｎｉｔｅ （ＳＡ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＳＡ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ， ＳＡ ｈｉｇｈ⁃
ｄｏｓｅ， ａｎｄ ＬＮＴ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＳＡ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ， ｔｈｅｎ， ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ



ａｓｓｅｓｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｄａｍａｇｅ； Ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ α （ ＴＮＦα）， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６ （ ＩＬ⁃６）， ｆｅｒｒｉｔｉｎｏｐｈａｇｙ ｏｒ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＳＡ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦα， ＩＬ⁃６，
ｆｅｒｒｉｔｉｎｏｐｈａｇｙ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｆｅｒｒｉｔｉｎ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ １ （ ＦＴＨ１ ） ａｎｄ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３Ｂ
（ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ）ｉｎ ｍｉｃｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ， ｗｈｉｌｅ ｌｅｖｅｌｓ ｔｈｅ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ＧＰＸ４ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ＳＡ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ， ＬＮＴ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｌｉｖｅｒ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＴＮＦα， ＩＬ⁃６， ＦＴＨ１， ａｎｄ ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＧＰＸ４ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＬＮＴ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅｄ ｔｈｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦＴＨ１， ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ＬＣ３Ｂ ／ Ａ， ａｎｄ
ａｎｔａｇｏｎｉｚｅｄ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＦＴＨ１ ｗｉｔｈ ＬＣ３Ｂ ｏｒ Ｕｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＳＡ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＬＮＴ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅｓ ＳＡ⁃ｅｘｐｏｓｅｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ， ｐｏｓｓｉｂｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦα⁃ｆｅｒｒｉｔｉｎｏｐｈａｇｙ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｓｏｄｉｕｍ ａｒｓｅｎｉｔｅ； ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ； ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ； ｌｅｎｔｉｎａｎ； ｆｅｒｒｉｔｉｎｏｐｈａｇｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 环境化学污染毒物砷（ａｒｓｅｎｉｃ，Ａｓ）可通过污

染土壤、饮用水或食物，对机体造成多器官毒性

危害，其中肝是主要靶器官，研究显示砷暴露与

肝脂肪变性、非酒精性脂肪肝病 （ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ
ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）、２ 型糖尿病等疾病发

生密切相关［１］。 既往研究发现，三氧化二砷染毒

可诱导小鼠肝自噬水平升高、非酒精性脂肪性肝

炎和肝细胞脂肪蓄积［２］。 近来发现铁死亡、自噬

与酒精诱导肝细胞脂质沉积［３］ 或高脂饮食诱导

小鼠非酒精性脂肪肝病发生发展密切相关［４］，线
粒体融合蛋白－２ 介导铁死亡是砷暴露大鼠发生

非酒精性脂肪性肝炎的病理机制［５］。 本课题组

前期实验证实香菇多糖（ ｌｅｎｔｉｎａｎ，ＬＮＴ）干预可改

善亚砷酸钠（ｓｏｄｉｕｍ ａｒｓｅｎｉｔｅ，ＳＡ）暴露诱导的小鼠

肝毒性或肝脂质蓄积，呈现出肝组织炎症相关肿

瘤坏死因子受体超家族成员 ４ （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ４，ＯＸ４０）降低特

征［６－８］，ＯＸ４０ 可诱导 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞分泌 ＴＮＦα［９］，
ＯＸ４０ 水平升高与 ＳＡ 染毒小鼠肝组织 ＴＮＦα 水平

上调及炎性损伤有关［１０］。 研究还发现，ＴＮＦα 具

有诱导人宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞自噬效应［１１］，血清

ＴＮＦα 水平升高与高脂饮食诱导肥胖大鼠骨组织

铁死亡发生密切相关［１２］，但目前 ＴＮＦα、铁自噬和

铁死亡在砷染毒小鼠肝毒性中的作用机制不清

楚。 因此，本研究开展了 ＳＡ 染毒 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠

实验，应用 ＬＮＴ 进行干预处理，检测肝组织 ＴＮＦα
信号、自噬和铁死亡特征，从炎症因子－自噬角度

探讨 ＬＮＴ 拮抗 ＳＡ 染毒小鼠肝组织铁死亡的作用

机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物　
　 　 以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠为实验对象，动物实验方案

经 桂 林 医 学 院 实 验 动 物 伦 理 委 员 会

（ＧＬＭＣ２０２３０３１６９）批准，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。 ２０ 只

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 雄性小鼠购自长沙斯莱克实验

动物有限公司 ［ ＳＣＸＫ （湘） ２０２１ － ０００２］，体重

（２６􀆰 ４±１􀆰 １）ｇ，９ ～ １０ 周龄，实验小鼠饲养于桂林

医学院公共卫生学院 ＳＰＦ 级动物房［ＳＹＸＫ（桂）
２０２１－０００３］，动物房内温度 ２０ ～ ２６ ℃，相对湿度

４０％～６０％，明暗交替周期为 １２ ｈ，动物自由摄食

与饮水。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＳＡ （ ＣＡＳ． ７７８４⁃４６⁃５， Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ ）； ＬＮＴ
（ＣＡＳ． ３７３３９⁃９０⁃５），本实验室参考文献报道［１３］，
使用酶解＋发酵法提取，多糖含量（９０％）；丙氨酸

氨基转氨酶（ＡＬＴ）试剂盒（Ｃ００９⁃２，建成生物）；
天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）试剂盒（Ｃ０１０⁃２，建成生

物）；ＴＮＦα（Ｘ５５０６，上海笃玛生物）；ＩＬ⁃６（Ｘ５５０８，
上海笃玛生物）；微管相关蛋白 １Ａ ／ １Ｂ 轻链 ３Ｂ
（ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ） （ Ｘ６７０２，上海笃玛生物）； ＧＰＸ４
（Ｘ６７０３，上海笃玛生物）；二价铁离子 （ Ｆｅ２＋ ）
（ Ｘ６７０４， 上 海 笃 玛 生 物 ）； ＦＴＨ１ （ ａｂ７５９７２，
Ａｂｃａｍ）； ＬＣ３ （ ａｂ６２７２１， Ａｂｃａｍ）；Ｕｂ （ ａｂ１３４９５３，
Ａｂｃａｍ）。 光学显微镜 （ ＤＭＢ５⁃２２３１Ｐ１，Ｍｏｔｉｃ 公

司）；酶标仪（８００ ＴＳ，ＢｉｏＴｅｋ 公司）；垂直电泳仪
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（１６５⁃８００１，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；红外激光扫描成像系

统（Ｏｄｙｓｓｅｙ９１２０，ＬＩ⁃ＣＯＲ 公司）。
１􀆰 ３　 实验方法　
１􀆰 ３􀆰 １　 实验分组　
　 　 实验分 ４ 组（ｎ＝ ５），分别为：（Ⅰ）对照组：去
离子水作为饮用水常规喂养小鼠；（Ⅱ） ＳＡ 低剂

量组：ＳＡ 用去离子水溶解至 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ，灌胃染

毒，隔日 １ 次，共给药 ６ 周；（Ⅲ）ＳＡ 高剂量组：ＳＡ
５􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ，灌胃染毒，隔日 １ 次，共给药 ６ 周；
（Ⅳ）ＬＮＴ 干预＋ＳＡ 高剂量组：ＬＮＴ 与 ＳＡ 先后间

隔 １２ ｈ 处理，ＬＮＴ 溶于去离子水以 ５０􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ 灌

胃，１２ ｈ 后 ＳＡ ５􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃染毒，隔日 １ 次，共
给药 ６ 周。 实验结束后，用戊巴比妥钠腹腔注射

麻醉并处死小鼠，随后采集小鼠血清和分离小鼠

肝组织，肝组织一部分用 ４％多聚甲醛固定，进行

石蜡包埋制备病理切片，经 ＨＥ 染色后显微镜下

观察小鼠肝组织病理变化；另一部分肝组织制备

肝组织匀浆，进行总蛋白提取，检测肝组织铁自

噬、铁死亡相关蛋白表达和含量。
１􀆰 ３􀆰 ２　 肝功能检测

　 　 小鼠全血静置后离心，取上层血清，按生化

试剂盒说明书对血清中 ＡＳＴ 及 ＡＬＴ 的含量进行

检测。
１􀆰 ３􀆰 ３　 肝组织铁死亡及铁自噬指标检测

　 　 剥离小鼠肝组织，用 ＰＢＳ 缓冲液冲洗去残余

血液，置于 Ｄｏｕｎｃｅ 匀浆器（１０％ ｗ ／ ｖ）制备肝组织

匀浆，同时加入含有 ０􀆰 ０５％ Ⅱ型胶原酶的 ＲＰＭＩ
培养基，３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，经反复冻融后在 ４５００
ｒ ／ ｍｉｎ 条件下低温离心 １０ ｍｉｎ，收集上清液后按

ＥＬＩＳＡ 法说明书进行 Ｆｅ２＋、ＧＰＸ４、ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ 和

ＩＬ⁃６ 含量检测，酶标仪检测的 ＯＤ 值通过标准曲

线换算为 μｍｏｌ ／ ｍＬ、ｐｇ ／ ｍＬ 或 ｎｇ ／ ｍＬ 浓度。
１􀆰 ３􀆰 ４　 肝组织免疫蛋白印迹实验（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）
　 　 肝组织分离后研磨成匀浆，加入 ＲＩＰＡ 裂解

液使肝组织细胞裂解，然后经总蛋白提取、变性

处理、ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳、转膜、封闭、一抗孵

育、酶标记二抗孵育、化学发光及显影。 免疫共

沉淀（ｃｏ⁃ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，Ｃｏ⁃ＩＰ）实验步骤：肝
组织细胞裂解与蛋白提取、蛋白浓度测定同

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，然后制备 Ｉｎｐｕｔ 样品，剩余的蛋白裂

解液 加 入 一 抗 （ ａｎｔｉ⁃ＦＴＨ１、 ａｎｔｉ⁃ＬＣ３ 或 ａｎｔｉ⁃
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ）进行共沉淀，同时设立阴性对照组（加

入同源 ＩｇＧ 抗体）。 抗体孵育结束后，向上清中加

入磁珠进行磁珠沉淀和磁珠洗涤，然后加入上样

缓冲液后分别对实验组、阴性对照组、Ｉｎｐｕｔ 组样

品 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 实验结果应用条带积分吸

光度（ｉｎｔｅｇｒａｌ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＩＡ）进行相对定量分析，
以 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参（ ＩＡ０），分析样品中目的蛋白

（ＦＴＨ１、ＬＣ３Ｂ ／ Ａ）表达，表示为靶蛋白与内参蛋白

吸光度之比（ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＩＡ ｔｏ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ β⁃ａｃｔｉｎ ＩＡ０，ＩＡ ／ ＩＡ０），或靶蛋白 Ａ 与 Ｂ
吸光度之比（ｒａｔｉｏ ｏｆ ＬＣ３Ｂ ｔｏ ＬＣ３Ａ，ＩＡＢ ／ ＩＡＡ），或
ＦＴＨ１ 与 ＬＣ３ 或 Ｕｂ 共表达水平（ＩＡ ／ ＩＡ０）。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＺＤＯＣＫ 法分子对接试验

　 　 进入 ＺＤＯＣＫ 在线服务网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｚｄｏｃｋ．
ｗｅｎｇｌａｂ． ｏｒｇ ／ ），分别在线导入蛋白分子 ３Ｄ 结构

ＰＤＢ 文件，对其所含肽链分别进行 Ａ 链或 Ｂ 链设

置，输入接收结果邮箱后点击运行，５ ｍｉｎ 左右即

可得到蛋白大分子相互作用预测结果数据和两

蛋白的氨基酸残基之间分子对接图。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验数据以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，应用

统计软件 ＳＰＳＳ Ｖ２７􀆰 ０ 进行数据分析。 组间统计

学差异通过单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）检验和最

小显著性差异（ＬＳＤ）法进行比较评估，以 Ｐ＜０􀆰 ０５
为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＬＮＴ 改善 ＳＡ 染毒小鼠肝组织病理损伤

　 　 对照组肝组织显示肝细胞核居中，细胞形态

正常，肝细胞索及细胞边界清楚。 与对照组相

比，ＳＡ 高剂量组或 ＳＡ 低剂量组染毒组显示肝组

织细胞索离断、部分肝细胞边界不清，呈现出水

肿、变性、胞核萎缩等病理损伤特征。 与 ＳＡ 低剂

量组相比，ＳＡ 高剂量组肝组织细胞索离断、肝细

胞水肿、变性、胞核萎缩程度进一步加重。 与 ＳＡ
高剂量组相比，ＬＮＴ 干预＋ＳＡ 高剂量组组显示肝

细胞水肿变性、细胞核萎缩和肝窦扩张等病理损

伤程度明显减轻（如图 １ 中箭头所示）。
２􀆰 ２　 ＬＮＴ 下调 ＳＡ 染毒小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 和

血清 ／肝 ＴＮＦα水平

　 　 如图 ２ 所示，与对照组相比，ＳＡ 高剂量组或

ＳＡ 低剂量组显示血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＮＦα 和肝组织

ＴＮＦα 水平升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＳＡ 低剂量组相
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注：Ⅰ：对照组，箭头所示为边界清楚的正常肝细胞核和肝细胞索；Ⅱ：ＳＡ 低剂量组，箭头显示肝细胞索离断、细胞核不规则、消失；Ⅲ：
ＳＡ 高剂量组，箭头所示更为严重的肝细胞索离断、消失，细胞水肿变性、细胞核萎缩、不规则甚至消失；Ⅳ：ＬＮＴ 干预＋ＳＡ 高剂量组，箭头

所示部分肝细胞索离断、细胞核不规则或消失，病理损伤程度明显减轻。

图 １　 ＳＡ 染毒及 ＬＮＴ 干预后小鼠肝组织 ＨＥ 染色特征

Ｎｏｔｅ． Ⅰ， Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｃｌｅａｒ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｎｏｒｍａｌ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｎｕｃｌｅｉ ａｎｄ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｃｏｒｄ． Ⅱ， ＳＡ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，ａｒｒｏｗ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ
ｃｏｒｄ ｄｅｔａｃｈｍｅｎｔ， ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｎｕｃｌｅｕｓ， ａｎｄ ｄｉｓａｐｐｅａｒａｎｃｅ． Ⅲ， ＳＡ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｅｄ ｍｏｒｅ ｓｅｖｅｒｅ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｃｏｒｄ ｄｅｔａｃｈｍｅｎｔ， ａｎｄ
ｄｉｓａｐｐｅａｒａｎｃｅ，ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｃｅｌｌ ｅｄｅｍａ ａｎｄ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｎｕｃｌｅａｒ ａｔｒｏｐｈｙ，ｉｒｒｅｇｕｌａｒｉｔｙ，ａｎｄ ｅｖｅｎ ｄｉｓａｐｐｅａｒａｎｃｅ． Ⅳ， ＬＮＴ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ＋ＳＡ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，
ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｅｄ ｄｅｔａｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｃｏｒｄｓ，ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｏｒ ａｂｓｅｎｔ ｎｕｃｌｅｉ，ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ＳＡ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＬＮＴ

比，ＳＡ 高剂量组显示血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＮＦα 和肝

组织 ＴＮＦα 水平进一步升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＳＡ 高

剂量组相比，ＬＮＴ 干预＋ＳＡ 高剂量组显示血清

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＮＦα 和肝组织 ＴＮＦα 水平明显降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结果提示，ＬＮＴ 对 ＳＡ 诱导的肝功能

损害和炎症效应产生拮抗效应。
２􀆰 ３　 ＬＮＴ 拮抗 ＳＡ 染毒组 Ｆｅ２＋、ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ、
ＩＬ⁃６和 ＧＰＸ４ 水平

　 　 如图 ３ 所示，与对照组相比，ＳＡ 高剂量组或

ＳＡ 低剂量组显示肝组织 Ｆｅ２＋、ＩＬ⁃６ 和自噬标志物

ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ 水平升高，而铁死亡标志物 ＧＰＸ４ 水

平降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＳＡ 低剂量组相比，ＳＡ 高剂

量组显示肝组织水平 Ｆｅ２＋和 ＩＬ⁃６ 进一步升高（Ｐ＜
０􀆰 ０５），而 ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ 和 ＧＰＸ４ 水平变化无统计

学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与 ＳＡ 高剂量组相比，ＬＮＴ 干

预＋ＳＡ 高剂量组显示肝组织 Ｆｅ２＋、ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ 和

ＩＬ⁃６ 水平降低，而 ＧＰＸ４ 水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结

果提示 ＳＡ 低或高剂量染毒诱导小鼠肝组织炎症

效应、铁自噬和铁死亡，ＬＮＴ 干预可对此产生拮

抗效应。

注：与对照组相比，∗Ｐ＜０． ０５；与 ＳＡ 低剂量组相比，＃Ｐ＜０．

０５；与 ＳＡ 高剂量组相比，ΔＰ＜０． ０５。

图 ２　 血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＮＦα 和肝 ＴＮＦα 水平

特征（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０． ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＡ

ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０． ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＡ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，ΔＰ
＜０． ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＡＬＴ，ＡＳＴ，
ＴＮＦα，ａｎｄ ｈｅｐａｔｉｃ ＴＮＦα ｌｅｖｅｌｓ（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ５）
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注：Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果；Ｂ：Ｃｏ⁃ＩＰ 实验结果。 与对照组相比，∗Ｐ＜０． ０５；与 ＳＡ 低剂量组相比，＃Ｐ＜０． ０５；与 ＳＡ 高剂量组相比，
ΔＰ＜０． ０５。

图 ４　 肝组织 ＦＴＨ１、ＬＣ３Ｂ ／ Ａ 水平与 ＦＴＨ１⁃ＬＣ３Ｂ、ＦＴＨ１⁃Ｕｂ 共表达特征（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｂ， Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｃｏ⁃ＩＰ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０． ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＡ ｌｏｗ⁃

ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０． ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＡ ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ＜０． ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＦＴＨ１ ｏｒ ＬＣ３Ｂ ／ Ａ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｃｏ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＦＴＨ１⁃ＬＣ３Ｂ，ＦＴＨ１⁃Ｕｂ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）

２􀆰 ４ 　 ＬＮＴ 下调 ＳＡ 染毒组 ＦＴＨ１、 ＬＣ３Ｂ ／ Ａ、
ＦＴＨ１⁃ＬＣ３ 和 ＦＴＨ１⁃Ｕｂ 水平

　 　 肝组织 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 Ｃｏ⁃ＩＰ 实验结果显示

（图 ４），与对照组相比，ＳＡ 低剂量组显示 ＦＴＨ１
表达和 ＬＣ３Ｂ ／ Ａ 比值升高， ＦＴＨ１⁃ＬＣ３ 蛋白或

　 　 　

注：与对照组相比，∗Ｐ＜０． ０５；与 ＳＡ 低剂量组相比，＃Ｐ＜０． ０５；与

ＳＡ 高剂量组相比，ΔＰ＜０． ０５。

图 ３　 ＳＡ 染毒或 ＬＮＴ 干预后 Ｆｅ２＋、ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ、ＩＬ⁃６
和 ＧＰＸ４ 水平（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ５）

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗ Ｐ＜ ０． ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＡ ｌｏｗ⁃

ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０． ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＡ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，ΔＰ＜０． ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｆｅ２＋，ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ，ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＧＰＸ４ ａｆｔｅｒ
ＳＡ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｒ ＬＮＴ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ５）

ＦＴＨ１⁃Ｕｂ 蛋白共表达水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＳＡ
低剂量组相比，ＳＡ 高剂量组 ＦＴＨ１、ＬＣ３Ｂ ／ Ａ 比

值、ＦＴＨ１⁃ＬＣ３ 和 ＦＴＨ１⁃Ｕｂ 水平进一步升高（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 ＬＮＴ 干预＋ＳＡ 高剂量组与 ＳＡ 高剂量组

相比，ＬＮＴ 干预＋ＳＡ 高剂量组显示 ＦＴＨ１、ＬＣ３Ｂ ／ Ａ
比值、 ＦＴＨ１⁃ＬＣ３ 和 ＦＴＨ１⁃Ｕｂ 水 平 降 低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 结果提示，ＳＡ 暴露诱导小鼠肝组织线粒

体铁蛋白（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｅｒｒｉｔｉｎ，ＦＴＭＴ）表达上调

及其介导的铁自噬，而 ＬＮＴ 干预可抑制 ＳＡ 染毒

小鼠 ＦＴＭＴ 表达和铁自噬。
２􀆰 ５　 ＦＴＭＴ 与 ＬＣ３Ａ ／ Ｂ 或 Ｕｂ 之间存在互作

　 　 ＦＴＭＴ 主要分布在细胞线粒体中，是一种结

合铁离子的蛋白复合物，包含铁传输蛋白结构

域，具有调节细胞铁离子平衡功能。 如图 ５
ＺＤＯＣＫ 分子对接实验结果显示，ＦＴＭＴ 的精氨酸

（ａｒｇｉｎｉｎｅ，ＡＲＧ）残基分别与自噬标志物 ＬＣ３Ａ 或

ＬＣ３Ｂ 的 蛋 氨 酸 （ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ， ＭＥＴ ） 和 丝 氨 酸

（ｓｅｒｉｎｅ，ＳＥＲ）发生较稳定的氢键结合（结合能分

别为 － １１􀆰 ５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 和 －８􀆰 ３ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）。 同时，
ＦＴＭＴ 的 丙 氨 酸 （ ａｌａｎｉｎｅ， ＡＬＡ ） 和 苏 氨 酸

（ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ，ＴＨＲ）残基与 Ｕｂ 的谷氨酸（ｇｌｕｔａｍａｔｅ，
ＧＬＵ）、甘氨酸（ｇｌｙｃｉｎｅ，ＧＬＹ）和 ＡＲＧ 发生较稳定

的氢键结合（结合能为－６􀆰 ４ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）。 结果提

示，线粒体中的 ＦＴＭＴ 释放进入细胞内，与自噬相
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注：Ａ：对接位点：ＦＴＭＴ（ＡＲＧ）≡ＬＣ３Ａ（ＭＥＴ ／ ＳＥＲ），结合能－１１􀆰 ５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ；Ｂ：对接位点：ＦＴＭＴ（ＡＲＧ）≡ＬＣ３Ｂ（ＭＥＴ ／ ＳＥＲ），结合能－
８􀆰 ３ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ；Ｃ：对接位点：ＦＴＭＴ（ＡＬＡ ／ ＴＨＲ）≡Ｕｂ（ＧＬＵ ／ ＧＬＹ ／ ＡＲＧ），结合能－６􀆰 ４ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ。

图 ５　 ＦＴＭＴ 与 ＬＣ３Ａ、ＬＣ３Ｂ 及 Ｕｂ 分子对接 ＺＤＯＣＫ 实验

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｄｏｃｋｉｎｇ ｓｉｔｅ， ＦＴＭＴ（ＡＲＧ）≡ＬＣ３Ａ（ＭＥＴ ／ ＳＥＲ）， ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ⁃１１􀆰 ５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ． Ｂ， Ｄｏｃｋｉｎｇ ｓｉｔｅ， ＦＴＭＴ（ＡＲＧ）≡ＬＣ３Ｂ（ＭＥＴ ／ ＳＥＲ），
ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ －８􀆰 ３ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ． Ｃ， Ｄｏｃｋｉｎｇ ｓｉｔｅ， ＦＴＭＴ（ＡＬＡ ／ ＴＨＲ）ａｎｄ Ｕｂ（ＧＬＵ ／ ＧＬＹ ／ ＡＲＧ）， ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ －６􀆰 ４ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＺＤＯＣＫ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｄｏｃｋｉｎｇ ｏｆ ＦＴＭＴ ｗｉｔｈ ＬＣ３Ａ，ＬＣ３Ｂ ａｎｄ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ

关蛋白 ＬＣ３Ａ ／ Ｂ 或 Ｕｂ 发生相互作用，从而诱发

ＦＴＭＴ 依赖的铁自噬。

３　 讨论

　 　 铁死亡是一种近年来发现的体内铁超载介

导脂质过氧化物和脂质活性氧蓄积一种新型细

胞死亡模式，其特征性表现是 Ｆｅ２＋ 水平升高和

ＧＰＸ４ 水平降低［１４］。 研究发现，铁死亡是砷、镉、
铜等非铁金属 ／类金属的毒性特征，其潜在机制

为线粒体功能障碍、线粒体活性氧释放，进一步

诱发铁自噬和细胞铁死亡［１５－１６］。 例如，砷染毒鸡

肝细胞发生线粒体功能障碍和 ＡＭＰ 活化蛋白激

酶（ＡＭＰＫ）⁃Ｕｎｃ⁃５１ 样激酶 １ 自噬通路激活，诱导

铁自噬介导肝细胞铁死亡［１７］。 目前认为，铁自噬

是细胞铁超载及铁死亡发生的上游机制，当细胞

内线粒体功能障碍发生后，受损的线粒体释放

ＦＴＭＴ 和核受体辅激活因子 ４ 构成复合物并与自

噬体融合，可靶向溶酶体降解 ＦＴＭＴ 而释放出游

离铁，从而诱发铁超载、铁自噬及铁死亡发生［１８］。
在本次研究中发现 ＳＡ 低剂量或高剂量染毒组小

鼠肝组织自噬标志物 ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ 升高而铁死亡

标志物 ＧＰＸ４ 水平降低，提示肝组织发生自噬和

铁死亡。 进一步发现，肝组织 Ｆｅ２＋ 和炎症因子

ＴＮＦα、ＩＬ⁃６ 水平呈 ＳＡ 低剂量→高剂量升高的正

向剂量－效应关系，且肝组织 ＦＴＨ１ 表达、ＬＣ３Ｂ ／ Ａ
比值、ＦＴＨ１⁃ＬＣ３ 和 ＦＴＨ１⁃Ｕｂ 共表达亦呈随剂量

增加而增加的升高趋势。 而且，ＺＤＯＣＫ 分子对接

实验亦显示 ＦＴＭＴ 具有结合自噬相关蛋白 ＬＣ３ 和

泛素蛋白 Ｕｂ 的生物学活性。 结果提示 ＳＡ 诱导

小鼠肝组织细胞发生剂量依赖的炎症和铁自噬

激活，导致肝细胞铁死亡。
食用菌香菇属于蘑菇科真菌类植物，具有较

高的营养和药用价值，其富含的 ＬＮＴ 是一种主链

β－（１，３），侧链 β－（１，６） －葡聚糖结构为主链的

活性多糖，具有较高的抗氧化能力［１９］和免疫调节

活性［２０］。 本课题组前期发现 ＬＮＴ 具有抑制砷染

毒小鼠肝组织炎症因子 ＩＬ⁃１７Ａ 或 ＩＬ⁃１β 水平和

拮抗肝脂质蓄积效应［６－７］。 本研究发现，ＬＮＴ 干

预可降低砷染毒小鼠肝组织炎症因子 ＴＮＦα ／ ＩＬ⁃６
水平，相应的，铁自噬标志物 ＦＴＨ１、ＬＣ３Ｂ ／ Ａ 水平

亦降低，而铁死亡标志物水平 ＧＰＸ４ 升高，结果提

示 ＬＮＴ 可能通过抑制炎症因子 ＴＮＦα ／ ＩＬ⁃６ 相关

的铁自噬通路，对砷染毒小鼠肝组织铁死亡产生

拮抗效应。
自噬是真核生物细胞维持内环境稳态的保

守机制，自噬过程主要依赖于溶酶体对受损的细

胞结构或线粒体等启动泛素化－蛋白酶体水解的

自我降解过程，可分为大自噬、小自噬和分子伴

侣介导的自噬 ３ 种形式［２１］。 ＴＮＦα 是一种由活化

的巨噬细胞、单核细胞、Ｔ 淋巴细胞、自然杀伤细

胞、内皮细胞和成纤维细胞多效炎症因子，具有

诱导炎症、自噬和细胞凋亡效应［１１］。 研究发现，
过表达 ＴＮＦα 可通过肿瘤坏死因子受体 １（ＴＮＦ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ １，ＴＮＦＲ１）信号介导促炎症因子 ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ 相 关 促 凋 亡 配 体 （ ＴＮＦ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃
ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）上调，诱导细胞线粒体功

能障碍、自噬水平上调和早期细胞凋亡［２２］。 研究

还发现，内皮细胞炎症因子 ＴＮＦα ／ ＩＬ⁃６ 上调与铁

６４ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



自噬激活和铁死亡有关［２３］。 而动物实验亦证实，
饮水亚砷酸钠暴露通过激活铁自噬诱导 Ｃ５７ＢＬ ／
６Ｊ 雄性小鼠神经细胞铁死亡［２４］。 在本次研究中，
我们发现 ＬＮＴ 干预后小鼠肝组织炎症因子 ＴＮＦα
和 ＩＬ⁃６ 水平降低，Ｆｅ２＋、ＦＴＨ１、ＬＣ３Ｂ ／ Ａ 比值以及

ＦＴＨ１⁃ＬＣ３ 和 ＦＴＨ１⁃Ｕｂ 共表达水平亦降低，因此

推测 ＬＮＴ 可能通过抑制肝组织 ＴＮＦα ／ ＩＬ⁃６ 炎症

信号，进而拮抗肝细胞线粒体损伤相关的铁自噬

通路，从而改善肝组织细胞铁死亡。 由于本次研

究仅从体内实验发现香菇多糖抑制 ＴＮＦα－铁自

噬和拮抗 ＳＡ 染毒小鼠肝组织细胞铁死亡，体外

实验的相应证据尚显不足，在未来的工作中应增

加体外肝细胞 ＳＡ 染毒及 ＬＮＴ 干预模型，通过铁

自噬或铁死亡靶向干预，进一步从炎症－铁自噬

角度探索 ＬＮＴ 改善砷诱导肝毒性的生物学机制。

参考文献：

［ １ ］　 ＦＲＥＤＩＡＮＩ Ｊ Ｋ， ＮＡＩＯＴＩ Ｅ Ａ， ＶＯＳ Ｍ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ａｒｓｅｎｉｃ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｎｄ ｒｉｓｋ ｏｆ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ
（ ＮＡＦＬＤ ） ａｍｏｎｇ Ｕ． Ｓ． ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｓ ａｎｄ ａｄｕｌｔｓ： ａｎ
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ｒａｃｅ ／ ｅｔｈｎｉｃｉｔｙ， ＮＨＡＮＥＳ ２００５⁃２０１４
［Ｊ］． Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｈｅａｌｔｈ， ２０１８， １７（１）： ６．

［ ２ ］　 ＱＩＵ Ｔ， ＰＥＩ Ｐ， ＹＡＯ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｕｒｉｎｅ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ａｒｓｅｎｉｃ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｂｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍａｌ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］． Ｃｅｌｌ
Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓ， ２０１８， ９（１０）： ９４６．

［ ３ ］　 祝子鹤， 张茜茜， 张骞骞， 等． 基于铁死亡和自噬研究酒

精的致肝脏细胞损伤作用 ［ Ｊ］． 中国病理生理杂志，
２０２３， ３９（７）： １２６５－１２７２．
ＺＨＵ Ｚ Ｈ， ＺＨＡＮＧ Ｑ Ｑ， ＺＨＡＮＧ Ｑ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅｓ ｏｆ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｅｔｈａｎｏｌ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ
［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌ， ２０２３， ３９（７）： １２６５－１２７２．

［ ４ ］　 张新． 铁死亡引发小鼠非酒精性脂肪肝病的分子机制及

黄芪甲苷的调控作用研究 ［Ｄ］． 辽宁：辽宁中医药大

学， ２０２２．
ＺＨＡＮＧ Ｘ． Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ Ⅳ ［ Ｄ ］． Ｌｉａｏｎｉｎｇ： Ｌｉａｏｎｉｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２２．

［ ５ ］　 ＷＥＩ Ｓ， ＱＩＵ Ｔ， ＷＡＮＧ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ
ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍｆｎ２ ａｎｄ ＩＲＥα ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｒｓｅｎｉｃ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ ［ Ｊ ］． Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｒｅｓ，
２０２０， １８８： １０９８２４．

［ ６ ］　 杨渊， 宋爽， 刘永莲， 等． 香菇多糖拮抗亚砷酸钠诱导小

鼠肝毒性作用研究 ［Ｊ］． 公共卫生与预防医学， ２０２３， ３４
（１）： １－５．

ＹＡＮＧ Ｙ， ＳＯＮＧ Ｓ， ＬＩＵ Ｙ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔａｇｏｎｉｓｍ ｏｆ Ｌｅｎｔｉｎａｎ
ｏｎ ｓｏｄｉｕｍ ａｒｓｅｎｉｔｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］． Ｊ
Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， ２０２３， ３４（１）： １－５．

［ ７ ］　 戴宗英， 伍纤纤， 杨渊． 香菇多糖拮抗亚砷酸钠诱导小

鼠肝脏脂质沉积的实验研究 ［ Ｊ］． 公共卫生与预防医

学， ２０２４， ３５（１）： ２０－２３．
ＤＡＩ Ｚ Ｙ， ＷＵ Ｑ Ｑ， ＹＡＮＧ Ｙ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
Ｌｅｎｔｉｎａｎ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｌｉｐｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ｓｏｄｉｕｍ ａｒｓｅｎｉｔｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ｊ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ，
２０２４， ３５（１）： ２０－２３．

［ ８ ］　 ＹＡＮＧ Ｙ， ＳＯＮＧ Ｓ， ＮＩＥ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｌｅｎｔｉｎａｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ
ａｒｓｅｎｉｃ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ｖｉａ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＯＸ４０ ／ ＩＬ⁃１７Ａ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［ Ｊ］． ＢＭＣ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０２２， ２３（１）： １６．

［ ９ ］　 ＫＵＭＡＲＩ Ｒ， ＣＨＡＫＲＡＢＯＲＴＹ Ｓ， ＪＡＩＮ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ＯＸ４０ ｒｅｓｔｏｒｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｓａｒｃｏｉｄｏｓｉｓ ［ Ｊ］． Ｃｈｅｓｔ， ２０２１，
１６０（３）： ９６９－９８２．

［１０］　 ＲＥＮＵ Ｋ， ＳＡＲＡＶＡＮＡＮ Ａ， ＥＬＡＮＧＯＶＡＮ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ
ａｐｐｒａｉｓａｌ ｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｃａｓｃａｄｅｓ
ｄｕｒｉｎｇ ａｒｓｅｎｉｃ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ［ Ｊ］． Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０２０，
２６０： １１８４３８．

［１１］　 ＮＡＪＡＦＩ Ｓ， ＡＢＯ⁃ＡＬＩ Ｅ Ｍ， ＤＵＫＨＡＮＤＥ Ｖ Ｖ． Ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ
ｓｔｕｄｙｉｎｇ ＴＮＦα⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ［Ｊ］． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ，
２０２０， ２１０８： １３１－１４６．

［１２］　 ＣＨＥＮ Ｘ， ＬＩＵ Ｃ， ＹＵ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α： Ｉｍｐａｃｔ ｉｎ ｏｂｅｓｉｔｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ
［Ｊ］． ＦＡＳＥＢ Ｊ， ２０２３， ３７（６）： ｅ２２９４７．

［１３］　 敖珍， 罗迎春， 刘杨， 等． 香菇多糖提取技术研究进展

［Ｊ］． 食品研究与开发， ２０２２， ４３（８）： ２０２－２０８．
ＡＯ Ｚ， ＬＵＯ Ｙ Ｃ， ＬＩＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ
ｌｅｎｔｉｎａｎ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］． Ｆｏｏｄ Ｒｅｓ Ｄｅｖ， ２０２２， ４３（８）： ２０２
－２０８．

［１４］　 马明和， 刘川川． 铁死亡与急性肝损伤研究进展 ［ Ｊ］．
中国普外基础与临床杂志， ２０２３， ３０（１２）： １５０１－１５０６．
ＭＡ Ｍ Ｈ， ＬＩＵ Ｃ Ｃ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｉｒｏｎ ｄｅａｔｈ ａｎｄ
ａｃｕｔｅ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂａｓｅｓ Ｃｌｉｎ Ｇｅｎ Ｓｕｒｇ， ２０２３，
３０（１２）： １５０１－１５０６．

［１５］　 ＡＳＣＨＮＥＲ Ｍ， ＳＫＡＬＮＹ Ａ Ｖ， ＭＡＲＴＩＮＳ Ａ Ｃ， ｅｔ ａｌ．
Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｓ ａ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｆｅｒｒｏｕｓ ｍｅｔａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ
［Ｊ］． Ａｒｃｈ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０２２， ９６（９）： ２３９１－２４１７．

［１６］　 ＱＩＮ Ｘ， ＺＨＡＮＧ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｂ， ｅｔ ａｌ Ｆｅｒｒｉｔｉｎｏｐｈａｇｙ ｉｓ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｚｉｎｃ ｏｘｉｄｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ２０２１， １７（１２）：
４２６６－４２８５．

［１７］　 ＹＵ Ｌ， ＬＶ Ｚ， ＬＩ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｒｏｎｉｃ ａｒｓｅｎｉｃ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｉｎｄｕｃｅｓ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｆｅｒｒｉｔｉｎｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｌｉｖｅｒｓ
［Ｊ］． Ｓｃｉ Ｔｏｔａｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ， ２０２３， ８９０： １６４１７２．

［１８］　 张鹏宇， 李彦青， 张筱晨， 等． 铁自噬与铁死亡的关系及

７４中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



铁自噬相关疾病 ［Ｊ］． 生命的化学， ２０２３， ４３（８）： １２２１－
１２２８．
ＺＨＡＮＧ Ｐ Ｙ， ＬＩ Ｙ Ｑ， ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｅｒｒｉｔｉｎｏｐｈａｇｙ ａｎｄ Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ
ｆｅｒｒｉｔｉｎｏｐｈａｇｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ］． Ｃｈｅｍ Ｌｉｆｅ， ２０２３， ４３
（８）： １２２１－１２２８．

［１９］　 ＺＩ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｂ， ＪＩＡＮＧ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｐａｒａｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｅｎｔｉｎａｎ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｄａｍａｇｅ ｉｎ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］． Ｊ Ｃｏｓｍｅｔ Ｄｅｒｍａｔｏｌ， ２０１８， １７
（６）： １１０８－１１１４．

［２０］　 ＸＵ Ｘ， ＹＡＮ Ｈ， ＴＡＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｉｎ Ｌｅｎｔｉｎｕｓ
ｅｄｏｄｅｓ： ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ｆｕｔｕｒｅ ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ［ Ｊ］． Ｃｒｉｔ Ｒｅｖ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉ Ｎｕｔｒ， ２０１４， ５４
（４）： ４７４－４８７．

［２１］　 ＲＡＶＩＫＵＭＡＲ Ｂ， ＳＡＲＫＡＲ Ｓ， ＤＡＶＩＥＳ Ｊ Ｅ， ｅｔ ａｌ．
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｍｍａｌｉａｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ［ Ｊ］． Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｖ， ２０１０， ９０ （ ４）： １３８３

－１４３５．
［２２］　 ＴＹＣＩＡＫＯＶＡ Ｓ， ＶＡＬＯＶＡ Ｖ， ＳＶＩＴＫＯＶＡ Ｂ， ｅｔ ａｌ．

Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦα ｉｎｄｕｃｅｓ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ， ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］． ＢＭＣ
Ｃａｎｃｅｒ， ２０２１， ２１（１）： ５０７．

［２３］　 ＨＯＵ Ｈ， ＱＩＮ Ｘ， ＬＩ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｎｒｆ２⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｒｅｄｏｘ ｂａｌａｎｃｅ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ［ Ｊ ］． Ｓｃｉ Ｒｅｐ，
２０２４， １４（１）： ３３３５．

［２４］　 肖钧霆． 亚砷酸钠通过激活铁自噬诱导神经细胞铁死亡

［Ｄ］． 重庆： 重庆医科大学， ２０２１．
ＸＩＡＯ Ｊ Ｔ． Ａｒｓｅｎｉｔｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｃｅｌｌｓ
ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｒｉｔｉｎｏｐｈａｇｙ ［Ｄ］． Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ： Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０２１．

〔收稿日期〕２０２４－０６－１４

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋编者·读者·作者

《中国比较医学杂志》稿约

国内刊号 ＣＮ １１－４８２２ ／ Ｒ　 　 国际刊号 ＩＳＳＮ １６７１－７８５６　 　 邮局代号 ８２－９１７
一、杂志介绍

本刊是由中国实验动物学会与中国医学科学院医学实验动物研究所主办的全国性高级学术刊物

（月刊），以理论与实践、普及与提高相结合为宗旨，征稿的范围是与实验动物与比较医学相关的生命科

学各分支学科，栏目设置包括研究报告、研究进展、继续教育、设施设备、３Ｒ 等。 要求来稿材料翔实、数
据可靠、文字简练、观点明确、论证合理，有创新、有突破、有新意。

本刊是中国科学引文数据库来源期刊、中国学术期刊综合评价数据库来源期刊、中国学术期刊综

合评价数据库（ＣＡＪＣＥＤ）统计源期刊、《中国学术期刊文摘》来源期刊；被中国生物学文献数据库、《中
国核心期刊（遴选）数据库》、《中国科技论文统计源期刊》（中国科技核心期刊）、《中文核心期刊要目总

览》等数据库收录。
二、投稿要求及注意事项

文稿内容要具有创新性、科学性和实用性，论点明确，资料可靠，文字通顺精练，标点符号准确，用
词规范，图表清晰。 文章字数在 ６０００ 字之内。

投稿网址：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｇｓｙｄｗ． ｃｎｊｏｕｒｎａｌｓ． ｃｏｍ
期待您的来稿！

８４ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊａｎｕａｒｙ， ２０２５
Ｖｏｌ． ３５　 Ｎｏ． １

王静雅，闫康，李继安，等． 益肾逐瘀通络汤对膝骨关节炎大鼠软骨细胞焦亡和铁死亡的影响 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志，
２０２５， ３５（１）： ４９－５８．
Ｗａｎｇ ＪＹ，Ｙａｎ Ｋ， Ｌｉ ＪＡ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２５， ３５（１）： ４９－５８．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２５． ０１． ００５

［基金项目］河北省国际科技合作基地建设专项（１９３９２５０７Ｄ）；国家科技部对发展中国家科技援助项目（ＫＹ２０１９０４００５）。
［作者简介］王静雅（１９９２—），女，在读硕士研究生，研究方向：骨关节疾病发生机制与防治。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：１３９９４２６５３５＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］王萌（１９８９—），女，博士，副教授，研究方向：骨关节疾病发生机制与防治。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｗｍｃｄｔｃｍ＠ １６３． ｃｏｍ

益肾逐瘀通络汤对膝骨关节炎大鼠软骨细胞焦亡
和铁死亡的影响

王静雅１，２，闫　 康３，李继安１，２，王　 萌１，２∗，杨雨旸１，２，虞跃跃１，２

（１．华北理工大学中医学院，河北 唐山　 ０６３２１０；２．河北省中西医结合重点实验室，河北 唐山　 ０６３２１０；
３．河北大学中医学院，河北 保定　 ０７１０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究益肾逐瘀通络汤对膝骨关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＫＯＡ）大鼠软骨细胞焦亡和铁死

亡的影响。 方法　 ４０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为假手术组（１０ 只）和造模组（３０ 只）；造模组大鼠右后肢膝关节均采

用前交叉韧带离断术（ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃｒｕｃｉａｔｅ ｌｉｇａｍｅｎｔ⁃ｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ， ＡＣＬＴ）制作 ＫＯＡ 模型，抽屉试验检测是否到位，造
模操作后，驱赶大鼠每天强制活动 ３０ ｍｉｎ 以诱导 ＫＯＡ 模型，造模 ４ 周后大鼠出现跛行、跳跃动作，且苏木素－
伊红（ＨＥ）染色出现软骨表层缺损变形和炎细胞浸润确认造模成功，造模成功后，大鼠随机分为模型组（ｎ ＝
８）、塞来昔布组（ｎ＝ ８）和益肾逐瘀通络汤组（ｎ ＝ ８）。 各组大鼠给予生理盐水或药物灌胃干预，其中，假手术

组和模型组大鼠灌胃 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 的生理盐水，塞来昔布组大鼠灌胃 １２ ｍｇ ／ ｋｇ 的塞来昔布水溶液，益肾逐瘀通

络汤组大鼠灌胃 ５􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ 的中药水煎液，每天 １ 次，连续 ８ 周。 干预完成后，麻醉大鼠，腹主动脉采血分离血

清，分离膝关节，每组取 ３ 份膝关节固定于多聚甲醛，其他分离关节软骨组织备用。 使用 ＨＥ、番红固绿染色观

察大鼠关节面软骨病理改变；ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 分析骨微结构；ＥＬＩＳＡ 检测血清白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃１β、ＩＬ⁃１８
的蛋白表达量；逆转录定量 ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）检测细胞焦亡和铁

死亡相关基因 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、ＡＣＳＬ⁃４、ＦＴＨ⁃１、ＧＰＸ⁃４ 和 ＣＯＸ⁃２ 的 ｍＲＮＡ 相对表

达水平。 免疫组化检测 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达情况。 结果　 与假手术组比较，模型组大鼠软骨组

织表层缺损变形，整体各层细胞排列紊乱，番红固绿染色丢失较多，骨小梁稀疏、分布紊乱；血清炎症因子 ＩＬ⁃
１β 和 ＩＬ⁃１８ 升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；软骨组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、ＡＣＳＬ⁃４ 和 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表

达量均升高（均 Ｐ＜０􀆰 ０１），ＦＴＨ⁃１ 和 ＧＰＸ⁃４ ｍＲＮＡ 表达量均下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较，塞来昔布和益肾

逐瘀通络汤组大鼠软骨表面较完整且平滑，细胞数量显著增多，番红固绿染色丢失较少，骨小梁致密、骨皮质

丰厚，骨微结构均改善；血清炎性因子 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 表达量下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）；软骨组织 ＮＬＲＰ３（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜
０􀆰 ０５）、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８、ＡＣＳＬ⁃４ 和 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ（均 Ｐ＜０􀆰 ０１）ｍＲＮＡ 表达量下降；ＦＴＨ⁃１
和 ＧＰＸ⁃４ ｍＲＮＡ 相对表达量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 益肾逐瘀通络汤可通过抑制 ＫＯＡ 大鼠软骨细胞焦

亡和铁死亡，降低血清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的水平，改善骨微结构，治疗 ＫＯＡ。
【关键词】 　 逐瘀通络汤；骨关节炎；细胞焦亡；铁死亡

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２５） ０１－００４９－１０
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ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ

ＷＡＮＧ Ｊｉｎｇｙａ１，２， ＹＡＮ Ｋａｎｇ３， ＬＩ Ｊｉａｎ１，２， ＷＡＮＧ Ｍｅｎｇ１，２∗， ＹＡＮＧ Ｙｕｙａｎｇ１，２， ＹＵ Ｙｕｅｙｕｅ１，２

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎｏｒｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
Ｔａｎｇｓｈａｎ ０６３２１０， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｔａｎｇｓｈａｎ ０６３２１０． ３． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，

Ｈｅｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｂａｏｄｉｎｇ ０７１０００）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ
ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ （ＫＯＡ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｏｒｔｙ ＳＤ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ ａ
ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ １０） ａｎｄ ａ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ３０）． Ａ ＫＯＡ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
ｂｙ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃｒｕｃｉａｔｅ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ． Ｔｈｅ ｄｒａｗｅｒ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ． Ｐｏｓｔ⁃ｓｕｒｇｅｒｙ， ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ３０ ｍｉｎ ｏｆ ｆｏｒｃｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄａｉｌｙ ｔｏ
ｉｎｄｕｃｅ ＫＯＡ． Ｌａｍｅｎｅｓｓ ａｎｄ ｈｏｐｐｉｎｇ ｍｏｖｅｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｆｔｅｒ ４ ｗｅｅｋｓ， ａｎｄ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｄａｍａｇｅ， ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ．
Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｔｏ ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ８）， ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ８）， ａｎｄ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ
Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ８）． Ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｒｅｃｅｉｖｅｄ １０ ｍＬ ／ ｋｇ ｏｆ ｓａｌｉｎｅ ｂｙ ｇａｖａｇｅ， ｔｈｅ
ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ １２ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｆ ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ５􀆰 ４
ｇ ／ ｋｇ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅｒｂａｌ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ， ｏｎｃｅ ｄａｉｌｙ ｆｏｒ ８ ｗｅｅｋｓ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｚｅｄ， ｂｌｏｏｄ ｗａｓ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｏｒｔａ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｗａｓ ｓｅｐａｒａｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ． Ｔｈｒｅｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ
ｆｉｘｅｄ ｉｎ ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｒｅｓｅｒｖｅｄ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｊｏｉｎｔ ｃａｒｔｉｌａｇｅ
ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ａｎｄ Ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ⁃Ｆａｓｔ Ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂｏｎｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ
ｍｉｃｒｏ⁃ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ． Ｓｅｒｕｍ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ （ ＩＬ）⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＧＳＤＭＤ， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８， ＡＣＳＬ⁃
４， ＦＴＨ⁃１， ＧＰＸ⁃４， ａｎｄ ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ （ＣＯＸ）⁃２ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ，
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ａｎｄ ＣＯＸ⁃２ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ，
ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ｃｅｌｌ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｉｎ ａｌｌ ｌａｙｅｒｓ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｌｏｓｓ ｏｆ Ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ⁃Ｆａｓｔ Ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ ｓｐａｒｓｅ ａｎｄ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ
ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｂｏｎｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ． Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｗｅｒｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）．
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＧＳＤＭＤ， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８， ＡＣＳＬ⁃４， ａｎｄ ＣＯＸ⁃２ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （ａｌｌ Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ＦＴＨ⁃１ ａｎｄ ＧＰＸ⁃４ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ａｎｄ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｍｏｏｔｈｅｒ
ａｎｄ ｍｏｒｅ ｉｎｔａｃｔ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｓｕｒｆａｃｅｓ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｓ， ｌｅｓｓ ｌｏｓｓ ｏｆ Ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ⁃Ｆａｓｔ Ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ，
ｄｅｎｓｅｒ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｂｏｎｅ， ａｎｄ ｔｈｉｃｋｅｒ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｂｏｎｅ， ｗｉｔｈ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｂｏｎｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｌｅｖｅｌｓ
ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＮＬＲＰ３ （Ｐ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ＡＳＣ， Ｃａｐａｓｅ⁃１， ＧＳＤＭＤ， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８， ＡＣＳＬ⁃４， ａｎｄ
ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （ａｌｌ Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦＴＨ⁃１ ａｎｄ ＧＰＸ⁃４ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｃａｎ ｔｒｅａｔ ＫＯＡ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ｃｈｏｎｄｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ， ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｌｅｖｅｌｓ， ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｂｏｎｅ
ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｃｅｌｌ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ； ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

０５ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



　 　 膝关节骨性关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）
是一种以关节软骨破坏、软骨下骨硬化等为主要

病理表现的一种关节软骨退行性病变［１］。 ＫＯＡ
总体发病率较高，数据调查显示，我国 ８􀆰 １％的人

群患有 ＫＯＡ 症状［２］。 ＫＯＡ 临床常见膝关节疼痛

以及活动受限，严重影响患者的健康水平及生活

质量。 传统中医理论并未有“膝骨关节炎”的病

名，根据其患处在膝关节且以疼痛为主诉的特

征，将之归于“骨痹”“膝痹”的范畴［３］。 中医理论

认为，该病与肾精亏虚、元气不足、久病入络、瘀
血阻滞密切相关，因此用药多选滋补肝肾、活血

化瘀之品。 益肾逐瘀通络汤由身痛逐瘀汤加味

益气强肾、活血化瘀之品而来，常用于治疗颈椎

病、肩周炎、肘关节炎、腰椎病、膝关节炎等疾病，
临床效果显著。

细胞焦亡是一种细胞的裂解性死亡方式，表
现为细胞胀大至细胞膜破裂，使细胞内炎性物质

等细胞内容物释放至胞外，导致一系列炎性反

应［４］。 铁死亡是新发现的一种新型程序性细胞

死亡方式，与铁超载、氨基酸代谢异常、脂质过氧

化等密切相关［５］。 现代研究发现，ＫＯＡ 发病进程

中存在滑膜巨噬细胞焦亡［６］ 和铁死亡的现象［７］，
益肾逐瘀通络汤在实际临床应用与前期动物实

验当中有缓解 ＫＯＡ 的作用［８］，但其起效机制尚未

知。 因此，本研究旨在通过动物实验观察益肾逐

瘀通络汤对 ＫＯＡ 大鼠关节软骨细胞焦亡和铁死

亡的影响，进一步探讨其治疗 ＫＯＡ 的作用机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物　
　 　 ４０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，６ 周龄，体重 ２００
～２３０ ｇ，购自北京华阜康生物科技股份有限公司

［ＳＣＸＫ（京）２０２０－０００４］。 大鼠在华北理工大学

动物实验中心进行 ７ ｄ 适应性饲养［ＳＹＸＫ（冀）
２０２０－０００７］，饲养环境符合国家标准（ＧＢ １４９２５－
２０２３）。 动物实验方案由华北理工大学动物伦理

委员会审批通过（２０２１⁃ＳＹ⁃００７０）。 实验动物饲养

和实 验 过 程 中 遵 循 减 少 （ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ）、 替 代

（ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）和优化（ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ）的 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 益肾逐瘀通络汤全方共 １７ 味中药，其中包含

黄芪 ３０ ｇ、牛膝 １２ ｇ、杜仲 ６ ｇ、秦艽 ３ ｇ、当归 ９ ｇ、

桃仁 ９ ｇ、红花 ９ ｇ、川芎 ６ ｇ、制没药 ６ ｇ、香附 ５ ｇ、
羌活 ３ ｇ、地龙 ６ ｇ、生甘草 ６ ｇ、片姜黄 ６ ｇ、全蝎 １
ｇ、蜈蚣 １ ｇ、鹿茸 １ ｇ。 中药饮片购于河北明珠药

业有限公司，药物水煎后浓缩药液至 ０􀆰 ６ ｇ ／ ｍＬ，
４ ℃保存备用。 白细胞介素－１β（ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，
ＩＬ⁃１β）ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒购自南京建成生物工程

研 究 所， 货 号： Ａ０１７２； 白 细 胞 介 素 － １８
（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１８，ＩＬ⁃１８）检测试剂盒购自南京博研

生物科技有限公司，货号：ＢＹ⁃ＥＲ３３０２０４；核苷酸

结合寡聚化结构域样受体蛋白 ３ 基因（ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３，ＮＬＲＰ３）、
凋亡相关颗粒样蛋白基因 （ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ＣＡＲＤ，ＡＳＣ）、含半

胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶基因 （ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ
ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ）、
Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ⁃Ｄ（ＧＳＤＭＤ）、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、长链酰基辅

　 　 　

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

名称
Ｎａｍｅ

序列（５’－３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣ
Ｒ： ＴＴＴＧＡＧＧＧＴＧＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴ

ＮＬＲＰ３ Ｆ： ＣＴＧＣＴＧＡＡＧＴＧＧＡＴＣＧＡＡＧＴＧ
Ｒ： ＴＧＣＡＡＡＡＧＧＡＡＧＡＡＡＣＣＡＣＧＴ

ＡＳＣ
Ｆ： ＴＣＡＴＴＧＣＣＡＧＧＧＴＣＡＣＡＡＡＡＧ
Ｒ： ＣＡＡＧＴＴＣＴＴＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴＴ

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
Ｆ： ＡＡＣＴＧＡＡＣＡＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＣＧ
Ｒ： ＧＣＡＧＡＴＡＡＴＧＡＧＧＧＣＡＡＧＡＣＧ

ＩＬ⁃１β
Ｆ：ＣＣＴＧＴＧＴＧＡＴＧＡＡＡＧＡＣＧＧＣ
Ｒ：ＴＡＴＧＴＣＣＣＧＡＣＣＡＴＴＧＣＴＧＴ

ＩＬ⁃１８
Ｆ：ＧＧＡＡＴＣＡＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧＧＣＡＧＡ
Ｒ：ＣＡＣＡＧＡＴＡＧＧＧＴＣＡＣＡＧＣＣＡＧＴ

ＧＳＤＭＤ
Ｆ：ＡＣＣＡＧＡＡＣＣＧＧＡＧＴＧＴＴＴＴＧ
Ｒ：ＴＧＡＧＴＣＡＣＡＣＧＣＡＧＣＡＴＡＣＡ

ＡＣＳＬ４
Ｆ：ＡＡＡＴＧＣＡＧＣＣＡＡＡＴＧＧＡＡＡＧ
Ｒ：ＣＡＣＡＧＡＡＡＡＴＧＧＣＡＡＴＧＧＴＧ

ＦＴＨ１
Ｆ：ＡＴＧＡＴＧＴＧＧＣＣＣＴＧＡＡＧＡＡＣ
Ｒ：ＧＣＡＣＡＣＴＣＣＡＴＴＧＣＡＴＴＣＡＧ

ＧＰＸ４
Ｆ：ＣＣＧＧＣＴＡＣＡＡＴＧＴＣＡＧＧＴＴＴ
Ｒ：ＡＣＧＣＡＧＣＣＧＴＴＣＴＴＡＴＣＡＡＴ

ＣＯＸ⁃２
Ｆ：ＡＣＴＡＣＧＣＣＴＧＡＧＴＴＴＣＴＧＡＣＡ
Ｒ：ＧＧＴＧＧＧＣＴＧＴＣＡＡＴＣＡＡＡＴＧＴ

酶 Ａ 合成酶 ４ 基因（ ｌｏｎｇ⁃ｃｈａｉｎ ａｃｙｌ⁃ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ
ｓｙｎｔｈａｓｅ ４，ＡＣＳＬ⁃４）、重铁蛋白基因（ ｆｅｒｒｉｔｉｎ ｈｅａｖｙ
ｃｈａｉｎ １， ＦＴＨ⁃１ ）、 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 ４
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４， ＧＰＸ４） 和环氧化酶⁃２
（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃２， ＣＯＸ⁃２）的引物序列（见表 １）
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由大连宝生物有限公司合成。 ＥＤＴＡ 购自北京酷

来搏科技有限公司，货号：ＣＥ４９７１；ＮＬＲＰ３ 一抗购

自华安生物，货号：ＥＴ１６１０⁃９３；Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 一抗购

自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司，货号：２２９１５⁃１⁃ＡＰ；ＣＯＸ⁃２ 一

抗购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司，货号：６６３５１⁃１⁃Ｉｇ。
生物组织摊片机购自上海精学科学仪器有

限公司，型号：ＪＫ⁃ＴＢＰ⁃３Ａ；切片机购自德国 Ｌｅｉｃａ
公司，型号：ＴＰ１０２０；倒置生物显微镜购自麦克奥

迪实业集团有限公司，型号：ＡＥ２０００；ＦｌｅｘＳｔａｔｉｏｎ ３
多功 能 酶 标 仪 购 自 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ， 型 号：
Ｆｌｅｘｓｔａｔｉｏｎ ３；组织脱水机、包埋机、摊烤片机均购

自武汉俊杰电子有限公司，型号：ＪＴ⁃１２Ｊ、ＪＢ⁃Ｌ６、
ＪＫ⁃６。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分组、造模和给药　
　 　 应用随机数字表法将大鼠随机分为假手术

组（ｎ＝ １０）和造模组（ｎ ＝ ３０），除假手术组，其他

大鼠右侧后肢接受前交叉韧带离断术（ ａｎｔｅｒｉｏｒ
ｃｒｕｃｉａｔｅ ｌｉｇａｍｅｎｔ⁃ｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ，ＡＣＬＴ），造模 ＫＯＡ 模

型。 麻醉后将大鼠仰卧位固定于操作台，沿髌骨

内缘行纵向切口打开关节腔，屈曲大鼠膝关节，
侧推髌骨，暴露前交叉韧带，离断韧带后使髌骨

复位，逐层缝合。 抽屉试验检验造模操作是否到

位。 予青霉素 ３ ｄ，待伤口痊愈后，驱赶大鼠强制

活动，令其每天活动不少于 ３０ ｍｉｎ，持续 ３ 周，以
诱导 ＫＯＡ 模型。 如大鼠出现跛行、跳跃动作，苏
木素－伊红（ＨＥ）染色出现软骨表层缺损变形和

炎细胞浸润则表明造模成功［９－１２］。 假手术组大鼠

仅剪开局部皮肤后即缝合，每日活动方式、活动

时长与其他组相同。 造模 ４ 周后，造模成功的大

鼠随机分为模型组（ｎ＝ ８）、塞来昔布组（ｎ ＝ ８）和
益肾逐瘀通络汤组（ｎ ＝ ８）。 大鼠接受药物干预，
假手术组和模型组大鼠灌胃 １０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ）的生

理盐水；各给药组大鼠按人体剂量的 ３􀆰 １５ 倍（低
剂量）给药，塞来昔布组大鼠按照 １２ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）
灌胃的塞来昔布水溶液；益肾逐瘀通络汤组大鼠

灌胃 ５􀆰 ４ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）中药水煎液，各干预 ８ 周。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＨＥ 染色、番红固绿染色　
　 　 大鼠膝关节脱钙、脱水浸蜡、包埋、切片。 ＨＥ
染色：石蜡切片脱蜡至水后分别进行苏木素染色

和伊红染色，脱水封片后镜下观察膝关节软骨细

胞形态。 番红固绿染色：石蜡切片脱蜡至水后分

别进行固绿染色和番红染色，二甲苯透明，封片

后镜下观察软骨组织形态。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 检测血清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的表达　
　 　 应用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测血清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的

水平。 实验操作方法按试剂盒说明书执行。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 分析

　 　 应用 ４％多聚甲醛将大鼠右膝关节固定后送

至上海市第六人民医院进行 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描，观察

大鼠膝关节骨微结构。
１􀆰 ３􀆰 ５ 　 逆转录定量 ＰＣＲ （ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）检测 ｍＲＮＡ
的表达　
　 　 用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从右膝关节软骨中提取总

ＲＮＡ，逆转录成 ｃＤＮＡ，使用实时定量 ＰＣＲ 检测基

因 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、
ＡＣＳＬ⁃４、ＦＴＨ⁃１、ＧＰＸ⁃４ 和 ＣＯＸ⁃２ 的表达水平。
１􀆰 ３􀆰 ６　 免疫组化检测蛋白的表达　
　 　 按照免疫组化试剂盒说明书进行操作。 石

蜡切片脱蜡水化后进行抗原修复，加入内源性过

氧化物酶抑制剂，一抗 ４ ℃过夜， 加入二抗，３７ ℃
孵育，ＤＡＢ 显色。 观察关节软骨中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１和 ＣＯＸ⁃２ 的表达。
１􀆰 ４　 统计学方法　
　 　 应用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件对数据进行处理，检测

结果用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，组间比较应用

Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ。 事后比较方差齐时用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ
检验，方差不齐用 Ｔａｍｈａｎｅ Ｔ２ 检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５
为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 益肾逐瘀通络汤对软骨组织形态学的影响

　 　 ＨＥ 染色主要用于观察软骨细胞形态学的情

况，其中细胞核呈蓝色，细胞质呈红色。 如图 １ 所

示，假手术组关节软骨表面光滑且完整，各层细

胞排列整齐；而模型组关节软骨表层缺损变形，
整体各层细胞排列紊乱；塞来昔布组和益肾逐瘀

通络汤组软骨表面较完整且平滑，细胞数量显著

增多。
番红固绿染色主要用于观察关节软骨、软骨

下的骨组织结构，其中关节软骨呈红色或橙红

色，成骨呈绿色。 如图 ２ 所示，假手术组软骨表面

光滑，结构正常，关节面整齐，无番红固绿丢失；

２５ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



模型组软骨组织关节面结构破坏，表面粗糙，番
红固绿染色丢失；塞来昔布组和益肾逐瘀通络汤

组大鼠骨组织关节面结构明显改善，表面略微粗

糙番红固绿染色丢失较少。
２􀆰 ２　 益肾逐瘀通络汤对骨微结构的影响

　 　 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测结果见图 ３。 软骨下骨二维成

像所示，与假手术组比较，模型组骨小梁变得稀

疏、分布紊乱，骨皮质变薄；与模型组比较，塞来

昔布组与益肾逐瘀通络汤组骨小梁致密、骨皮质

丰厚，骨微结构均改善。
２􀆰 ３　 益肾逐瘀通络汤对血清炎症因子的影响　
　 　 与假手术组比较，模型组大鼠血清细胞因子

ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），存在明显的

炎症反应；与模型组比较，塞来昔布组和益肾逐

瘀通络汤组均显著下调了大鼠的血清炎症因子

表达（Ｐ＜０􀆰 ０１），提示二者均具有抗炎作用。 见

表 ２。
２􀆰 ４　 益肾逐瘀通络汤对软骨细胞焦亡的影响　
　 　 与假手术组比较，模型组大鼠软骨组织

ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８
ｍＲＮＡ 相对表达量均显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＫＯＡ
模型大鼠软骨组织中存在炎症和细胞焦亡相关

基因表达上调；与模型组比较，塞来昔布组和益

肾逐瘀通络汤组大鼠软骨组织 ＮＬＲＰ３（Ｐ＜０􀆰 ０１，
Ｐ＜０􀆰 ０５）、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８
（均 Ｐ＜０􀆰 ０１） ｍＲＮＡ 表达量下降，益肾逐瘀通络

汤能够显著降低炎性与细胞焦亡基因表达。 见

表 ３，图 ４。

注：蓝色箭头：软骨表层缺损变形；黄色箭头：软骨细胞增生。
图 １　 软骨 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ， Ｓｕｒｆａｃｅ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｗａｓ ｄｅｆｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｄｅｆｏｒｍｅｄ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ， Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．
Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ

注：蓝色箭头：软骨表层缺损变形，黄色箭头：染色缺失。

图 ２　 软骨番红固绿染色

Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ， Ｓｕｒｆａｃｅ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｗａｓ ｄｅｆｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｄｅｆｏｒｍｅｄ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ， Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｓａｆｒａｎｉｎ ａｎｄ ｓｏｌｉｄ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 ３　 软骨下骨 ２Ｄ 成像图像

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ２Ｄ ｉｍａｇｉｎｇ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｓｕｂｃｈｏｎｄｒａｌ ｂｏｎｅ

３５中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



２􀆰 ５　 益肾逐瘀通络汤对软骨细胞铁死亡的影

响　
　 　 与假手术组比较，模型组大鼠软骨组织

ＡＣＳＬ⁃４ 和 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达量显著升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＦＴＨ⁃１ 和 ＧＰＸ⁃４ ｍＲＮＡ 表达量显著下降

（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＫＯＡ 模型大鼠的软骨组织中存在铁

死亡相关基因表达的显著变化，这可能与软骨细

胞的损伤和 ＫＯＡ 的进展有关；与模型组比较，塞
来昔布组和益肾逐瘀通络汤组大鼠软骨组织

ＡＣＳＬ⁃４ 和 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达量显著下降 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＦＴＨ⁃１ 和 ＧＰＸ⁃４ ｍＲＮＡ 表达量显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１），益肾逐瘀通络汤能够显著降低铁死亡

相关基因的表达，提高铁稳态和抗氧化相关基因

的表达。 见表 ４，图 ５。
表 ２　 益肾逐瘀通络汤对血清炎症因子的影响（ｎ＝ ６）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ（ｎ＝ ６）
组别
Ｇｒｏｕｐ

白介素－１β ／ （ｐｇ ／ ｍＬ）
ＩＬ⁃１β

白介素－１８ ／ （ｎｇ ／ Ｌ）
ＩＬ⁃１８

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ５６􀆰 ２１±３􀆰 ００ ９􀆰 １１±１􀆰 ４９

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １０６􀆰 ４３±３􀆰 ９９∗∗ ３２􀆰 ７６±０􀆰 ９９∗∗

塞来昔布组
Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｇｒｏｕｐ ６６􀆰 ７３±４􀆰 ９０△△ １８􀆰 ５１±１􀆰 ６３△△

益肾逐瘀通络汤组
Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ５９􀆰 ５０±３􀆰 ７３△△ ２７􀆰 ３０±１􀆰 ０４△△

注：与假手术组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， △△Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， △△Ｐ＜０􀆰 ０１．

表 ３　 益肾逐瘀通络汤对软骨细胞 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ ｍＲＮＡ 的影响（ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８

ｍＲＮＡ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ（ｎ＝ ３）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＮＬＲＰ３ ＡＳＣ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＧＳＤＭＤ ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃１８

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １ １ １ １ １ １

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 １６±０􀆰 ０８∗∗ ３􀆰 ５３±０􀆰 ２０∗∗ ４􀆰 ５９±０􀆰 １７∗∗ ３􀆰 ９５±０􀆰 ０５∗∗ ３􀆰 ４７±０􀆰 ２０∗∗ ３􀆰 １９±０􀆰 ４３∗∗

塞来昔布组
Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｇｒｏｕｐ １􀆰 １０±０􀆰 ０１△△ １􀆰 ０４±０􀆰 ０２△△ １􀆰 ３０±０􀆰 ０８△△ １􀆰 ２５±０􀆰 ０７△△ １􀆰 ２２±０􀆰 １９△△ １􀆰 ３２±０􀆰 ２１△△

益肾逐瘀通络汤组
Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ５１±０􀆰 ２５△ ２􀆰 ６６±０􀆰 ２２△△ ２􀆰 ０１±０􀆰 １８△△ ２􀆰 ４３±０􀆰 １７△△ ２􀆰 ２３±０􀆰 ２４△△ １􀆰 ９１±０􀆰 ２７△△

注：与假手术组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， △Ｐ＜０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ＜０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１．

图 ４　 各组大鼠膝关节软骨组织中 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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表 ４　 益肾逐瘀通络汤对软骨细胞 ＡＣＳＬ⁃４、ＣＯＸ⁃２、ＦＴＨ⁃１、ＧＰＸ⁃４ ｍＲＮＡ 的影响（ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ＡＣＳＬ⁃４， ＣＯＸ⁃２， ＦＴＨ⁃１， ａｎｄ ＧＰＸ⁃４ ｍＲＮＡ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ （ｎ＝ ３）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＡＣＳＬ⁃４ ＣＯＸ⁃２ ＦＴＨ⁃１ ＧＰＸ⁃４

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １ １ １ １

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ７７±０􀆰 ４８∗∗ ２􀆰 ５３±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 ２０±０􀆰 ０３∗∗

塞来昔布组
Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０２±０􀆰 ０８△△ １􀆰 ３１±０􀆰 １３△△ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０８△△ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０６△△

益肾逐瘀通络汤组
Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ９６±０􀆰 １０△△ １􀆰 ４１±０􀆰 １３△△ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０３△△ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０７△△

注：与假手术组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， △△Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， △△Ｐ＜０􀆰 ０１．

图 ５　 大鼠膝关节软骨组织 ＣＯＸ⁃２ 表达

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＣＯＸ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ

３　 讨论

　 　 内经指出“年四十，而阴气自半，起居衰矣”，
强调了肾精不足是机体衰老的主导因素［１０－１２］，而
ＫＯＡ 的主要发病机制在于软骨发生退行性变化，
软骨成分发生改变，最终导致关节疼痛和功能丧

失，与肾虚精亏所致经脉痹阻密切相关。 益肾逐

瘀通络汤由身痛逐瘀汤去掉五灵脂加黄芪、鹿
茸、杜仲、全蝎、蜈蚣、片姜黄化裁而来，在原方活

血通络的基础上，加黄芪补气以活血，杜仲、鹿茸

补肝肾、壮筋骨；全蝎、蜈蚣、片姜黄通络化瘀，使
全方具有益气强肾、活血祛瘀、通痹止痛之功，符
合中老年人 ＫＯＡ 肾精亏虚、络脉不畅的基本病

机。 本方临床常用于治疗瘀血痹阻、肾精不充、
筋骨失荣导致的各种退行性关节病经久不愈者。

细胞焦亡、铁死亡是区别于传统细胞凋亡、
坏死和自噬的两种新型细胞程序性死亡，具有不

同的生物学特征，对 ＫＯＡ 软骨基质稳态具有调控

作用，是引起软骨成分改变的重要因素，这同时

也是 ＫＯＡ 瘀血痹阻、肾精不充、筋骨失荣的具体

体现。 塞来昔布是非甾体类抗炎药，是临床治疗

ＫＯＡ 的常规药物，本品通过抑制环氧化酶 － ２

（ＣＯＸ⁃２）来抑制前列腺素生成，可以减少局部组

织的水肿和疼痛。 因此，本实验以塞来昔布为阳

性对照药。
近年来，部分研究证明细胞焦亡可能与 ＫＯＡ

的软骨破坏有关［１３－１４］。 具体来说，ＮＬＲＰ３（ＮＯＤ
样受体蛋白 ３）炎症小体的激活可以介导 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１，促使 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的前体加工裂解，促进细胞

焦亡，破坏膝关节软骨［１５］。 研究表明，ＩＬ⁃１β 在

ＫＯＡ 的发病过程中起重要作用，包括加速关节软

骨破坏，促进软骨纤维化等［１６－１７］。 ＩＬ⁃１８ 可刺激

ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 的释放，进而协调促进基质金属

蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）生成，并
加速降解Ⅱ型胶原和蛋白聚糖，破坏软骨细胞基

质稳态［１８］。 因此，调控 ＮＬＲＰ３ 炎性体介导依赖

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的细胞焦亡是抑制 ＫＯＡ 的炎症损伤的

重要方法。 本实验结果表明与假手术组比较，模
型 组 大 鼠 软 骨 组 织 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 表达量均显著升高，与模

型组比较，益肾逐瘀通络汤组大鼠软骨组织

ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 表

达量下降。 说明 ＫＯＡ 大鼠软骨细胞出现 ＮＬＲＰ３
炎症小体活化和细胞焦亡，而益肾逐瘀通络汤可

５５中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



以抑制软骨细胞焦亡，治疗 ＫＯＡ。
铁死亡被发现与 ＫＯＡ 的发生发展有着密切

的联系［１９］。 铁死亡与传统的细胞死亡方式不同，
其主要是由于铁含量的增高引起细胞内脂质活

性氧生成与降解的平衡失调而引起的细胞死

亡［２０］。 铁死亡具有典型的生物化学特征，如谷胱

甘肽耗竭以及 ＧＰＸ４ 被抑制，使得细胞内活性氧

浓度上升、细胞内 Ｆｅ２＋水平升高，同时还会出现线

粒体膜电位的下降、发生炎症反应等现象，进而

促进骨关节炎的发生［２１］。 骨关节炎患者滑液中

铁的浓度明显高于健康人，此外，关节损伤程度

与血清铁蛋白升高呈正相关。 ＡＣＳＬ４ 是多不饱

和脂肪酸（ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ，ＰＵＦＡｓ）代谢

的重要同工酶，决定细胞铁死亡的敏感性［２２］。
ＣＯＸ⁃２ 是催化体内 ＡＡ 合成前列腺素（ＰＧ）步骤

中的限速酶，是脂质过氧化和铁死亡的标志

物［２３］，ＧＰＸ４ 蛋白是人体内一类能够将脂质过氧

化物还原为醇类的酶，可以减少细胞中的脂质过

氧化物的积累并且帮助细胞存活，ＧＰＸ４ 蛋白丧

失活性可以促进铁死亡的发生［２４］。 铁蛋白

（ｆｅｒｒｉｔｉｎ）由重链（ ｆｅｒｒｉｔｉｎ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ，ＦＴＨ）和轻

链（ｆｅｒｒｉｔｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ，ＦＴＬ）两种亚基构成球壳空

腔结构，是细胞内最主要的储铁蛋白，维持细胞

内铁稳态，减少 Ｆｅｎｔｏｎ 反应导致的氧化应激，达
到保护细胞的目的，铁输入和 ｆｅｒｒｉｔｉｎ 降解等过程

都促进铁死亡［２５］。 本研究发现与假手术组比较，
模型组大鼠软骨组织 ＡＣＳＬ⁃４ 和 ＣＯＸ⁃２ 表达量均

显著升高，ＦＴＨ⁃１ 和 ＧＰＸ⁃４ 表达量均显著下降；
与模型组比较，益肾逐瘀通络汤组大鼠软骨组织

ＡＣＳＬ⁃４ 和 ＣＯＸ⁃２ 表达量下降，ＦＴＨ⁃１ 和 ＧＰＸ⁃４
表达量升高。 说明除细胞焦亡外，ＫＯＡ 大鼠软骨

细胞出现铁死亡现象，而益肾逐瘀通络汤可以抑

制软骨铁死亡。
ＫＯＡ 是一种退行性疾病，这与老年人年老体

衰，肾精亏虚，筋骨失荣；久病入络，瘀血阻滞，经
脉痹阻密切相关。 肾精亏虚，筋骨失荣则关节软

骨组织不能得到精血荣养，细胞出现各种异常死

亡，如细胞焦亡、铁死亡等。 瘀血阻滞，经脉痹阻，
使得关节软骨组织出现炎症反应。 本研究表明

益肾逐瘀通络汤既可益气强肾又可活血祛瘀、通
痹止痛，是治疗 ＫＯＡ 的有效方剂，其作用机制可

能与抑制 ＫＯＡ 大鼠软骨细胞焦亡和铁死亡，降低

血清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的水平，改善骨微结构有关。
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创伤后脑损伤修复中的神经营养素和神经干细胞

创伤性脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）是导致残疾、精神障碍甚至死亡的主要原因，其发病率和

社会成本不断上升。 尽管人们已经开发并测试了不同的治疗策略来缓解神经功能衰退，但仍无法彻底

治愈这些疾病。 研究发现，以脑源性神经营养因子为代表的各种神经营养素是神经炎症、细胞凋亡、血
脑屏障通透性、神经元再生和记忆功能的关键调节因子。 这些因子在缓解神经炎症和促进神经再生方

面发挥着重要作用。 此外，神经干细胞（ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，ＮＳＣｓ）通过其固有的神经保护和免疫调节特

性、神经营养素的释放、内源性 ＮＳＣｓ 的激活以及细胞间信号传导，促进神经修复。 值得注意的是，创新

性的研究建议正在出现，即结合脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）和 ＮＳＣｓ，
使它们在促进损伤修复和改善创伤后神经元分化方面协同互补、相互促进。 在这篇综述中，我们总结了

神经营养素在创伤性脑损伤后促进神经发生和恢复神经功能的机制，全面探讨了各种神经营养素在创伤

性脑损伤基础研究中的潜在治疗作用，并研究了它们与 ＮＳＣｓ 的相互作用。 这项工作旨在为神经营养素在

创伤性脑损伤中的临床治疗和转化提供有价值的见解，从而促进创伤性脑损伤治疗学的进步。
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，

２０２４， ７（１）：１２－２３． ｄｏｉ： １０． １００２ ／ ａｍｅ２． １２３６３）。
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［基金项目］湖北省卫生健康委员会科研项目（ＷＪ２０２１Ｍ０３９）；武汉市医学科研项目（ＷＸ２０Ｄ１２）。
［作者简介］唐婧（１９８７—），女，主治医师，研究方向：骨科康复治疗。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓｐｗｍ８４０＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］王洪涛（１９７４—），男，副主任医师，研究方向：颈椎病、腰椎间盘突出、骨性关节炎等骨骼肌肉疾病的康复治疗。
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ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 通路介导自噬参与肩袖撕裂相关肌肉
萎缩运动康复的分子机制

唐　 婧，徐韦琳，刘　 蓉，王洪涛∗

（武汉市东西湖区人民医院康复医学科，武汉　 ４３００４０）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨蛋白激酶 Ｂ（ＡＫＴ） ／哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）通路介导自噬参与肩袖撕

裂（ＲＣＴｓ）相关肌肉萎缩运动康复的分子机制。 方法　 ４０ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分配到假手术组、ＲＣＴｓ
组、ＲＣＴｓ＋运动组和 ＲＣＴｓ＋运动＋雷帕霉素组，每组 １０ 只。 在分组处理后第 ８ 周，通过组织学分析骨－肌腱界

面愈合和肌肉细胞萎缩情况。 通过实时定量逆转录聚合酶链反应测量冈上肌肉组织中肌肉萎缩相关基因

（Ａｔｒｏｇｉｎ⁃１、Ｂｎｉｐ ３、ＭｕＲＦ⁃１）的 ｍＲＮＡ 表达水平。 通过免疫蛋白印迹检测不同组冈上肌组织中 ＬＣ３、ＡＫＴ ／
ｍＴＯＲ 信号通路表达，通过透射电子显微镜分析各组中自噬体的产生。 结果　 与假手术组相比，ＲＣＴｓ 组冈上

肌腱止点骨－肌腱界面成熟评分、冈上肌纤维横截面积显著降低（Ｐ＜０􀆰 ００１），肌肉损失以及 Ａｔｒｏｇｉｎ⁃１、Ｂｎｉｐ ３、
ＭｕＲＦ⁃１ 基因表达显著增加（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 与 ＲＣＴｓ 组相比，ＲＣＴｓ＋运动组冈上肌腱止点骨－肌腱界面成熟评分、
冈上肌纤维横截面积显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０１），肌肉损失以及 Ａｔｒｏｇｉｎ⁃１、Ｂｎｉｐ ３、ＭｕＲＦ⁃１ 基因表达显著降低（Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 与假手术组相比，ＲＣＴｓ 组冈上肌组织中 ＬＣ３Ⅰ ／ ＬＣ３Ⅱ、自噬体的数量显著增加（Ｐ＜０􀆰 ００１），ｐ⁃ＡＫＴ ／
ＡＫＴ、ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 ＲＣＴｓ 组相比，ＲＣＴｓ＋运动组 ＬＣ３Ⅰ ／ ＬＣ３Ⅱ、自噬体的数量显著

降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ、ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 显著增加（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 雷帕霉素的加入显著逆转了 ＲＣＴｓ＋运动

组的康复效果。 结论　 本研究确定了运动康复在 ＲＣＴｓ 疾病中抗萎缩作用，其作用机制与激活 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 信

号抑制自噬有关。
【关键词】 　 蛋白激酶 Ｂ；哺乳动物雷帕霉素靶蛋白；肩袖撕裂；小鼠；肌肉萎缩；自噬
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ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｉｎ ＲＣＴｓ ｇｒｏｕｐ’ｓ ｍａｔｕｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂｏｎｅ⁃ｔｅｎｄｏｎ
ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ａｔ ｔｈｅ ｓｕｐｒａｓｐｉｎａｔｕｓ ｔｅｎｄｏｎ ａｎｃｈｏｒａｇｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｐｒａｓｐｉｎａｔｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）， ｗｈｉｌｅ ｍｕｓｃｌｅ ｌｏｓｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｔｒｏｇｉｎ⁃１， Ｂｎｉｐ ３， ａｎｄ ＭｕＲＦ⁃１
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ＜０􀆰 ００１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＲＣＴｓ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＲＣＴｓ ＋ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｂｏｎｅ⁃ｔｅｎｄｏｎ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ｍａｔｕｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｐｒａｓｐｉｎａｔｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）
ａｎｄ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ ｌｏｓｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｔｒｏｇｉｎ⁃１， Ｂｎｉｐ ３， ａｎｄ ＭｕＲＦ⁃１ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＲＣＴｓ ｇｒｏｕｐ’ ｓ ＬＣ３Ⅰ ／ ＬＣ３Ⅱ ａｎｄ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｒａｓｐｉｎａｔｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ＜０􀆰 ００１）， ｗｈｉｌｅ ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ ａｎｄ ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＲＣＴｓ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＲＣＴｓ ＋ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ’ ｓ ＬＣ３Ⅰ ／ ＬＣ３Ⅱ ａｎｄ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ＜０􀆰 ０１） ａｎｄ ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ ａｎｄ ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ＜０􀆰 ００１）． Ｔｈｅ
ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＲＣＴｓ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ａｔｒｏｐｈｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎ ｉｎ ＲＣＴ ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ； ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ； ｒｏｔａｔｏｒ ｃｕｆｆ ｔｅａｒｓ； ｍｉｃｅ； ｍｕｓｃｌｅ
ａｔｒｏｐｈｙ； ａｕｔｏｐｈａｇｙ

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

　 　 肩袖撕裂（ ｒｏｔａｔｏｒ ｃｕｆｆ ｔｅａｒｓ，ＲＣＴｓ）是最常见

的导致肩部疼痛、肌肉萎缩和肌腱断裂的原

因［１］。 在小鼠肩袖撕裂模型中，肩袖肌肉上的撕

裂大小和伴随的神经损伤会导致肌肉萎缩［２］。
肌肉萎缩可导致肌肉重量和肌肉长度减少，它是

影响肩袖修复效果的决定性因素，即使在成功修

复的微环境中也是不可逆的［３］。 肌肉萎缩的特

征是蛋白质降解增强和蛋白质合成减少，过度的

肌肉蛋白质降解可能导致肌肉坏死［４］。 自噬－溶
酶体系统是细胞的主要蛋白水解途径，在肌肉萎

缩过程中被协同激活。 研究表明，一些指定的萎

缩相关基因也属于自噬－溶酶系统，如 ＬＣ３，表明

自噬参与萎缩过程［５－６］。 研究发现，在自噬体形

成和自噬中至关重要的蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
Ｂ，ＡＫＴ） ／哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）通路在萎缩的肌肉中

被阻断［７］。 此外，肌肉细胞中 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 通路的

激活也抑制了禁食期间自噬体形成和蛋白质降

解［８］。 众所周知，禁食可诱导肌肉萎缩，提示激

活 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 信号通路可能通过抑制自噬来改

善肌肉萎缩。 值得注意的是，多项研究显示，运
动康复能激活肌肉细胞中 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 通路，并有

助于改善肌肉萎缩［９－１０］。 由于术后运动是影响

ＲＣＴｓ 愈合过程的重要因素，有必要探索适当的运

动康复计划是否有助于改善 ＲＣＴｓ 相关肌肉萎

缩。 本研究评估了运动康复在小鼠 ＲＣＴｓ 模型中

的抗肌肉萎缩作用，并深入探讨其作用机制是否

与 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 通路介导的自噬抑制有关。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ４０ 只 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，８ 周龄，体
重（２２±１） ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有

限公司［ＳＣＸＫ（京）２０２１－００１１］。 动物饲养在华

中科技大学实验动物中心 ［ ＳＹＸＫ （鄂） ２０２３ －
１０７５］。 饲养环境为：１２ ｈ ／ １２ ｈ 光 ／暗循环，湿度、

０６ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



温度保持在（５５±５）％、（２５±２）℃，自由获取食物

和水。 食物由碳水化合物、水、蛋白质、脂肪和粗

纤维的混合物组成，比例分别为 ５０％、９％、１８％、
６％和 ４％。 实验方案由武汉市东西湖区人民医院

伦理研究委员会批准（ＳＣ２０２１⁃１０２４），按实验动

物使用的 ３Ｒ 原则给予人道的关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 戊巴比妥钠（批号：ＷＳ２０１１０１）、苏木精－伊
红（ＨＥ）（批号：Ｃ１００５）购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司；ＰＤＳ 缝线购自美国 Ｅｔｈｉｃｏｎ 公司；雷帕霉素

（ｍＴＯＲ 抑制剂，批号：Ｐ１３０８２５）购自美国ＭＣＥ 公

司；ＲＮｅａｓｙ 试剂盒（批号：２２７０４７２９０）购自德国

Ｑｉａｇｅｎ 公司；逆转录酶试剂盒 （批号：２７０７Ａ）、
ｑＰＣＲ 试 剂 盒 （ 批 号： Ｔ２１０１２７Ｙ ） 购 自 美 国

Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；乙酸铀酰（批号：２０１９０⁃６０５）购自

美国 Ｍｅｒｃｋ 公司；ＢＣＡ 试剂盒（批号：ＭＳＴｒ１００Ｔ）
购自北京沃比森科技有限公司；聚偏二氟乙烯膜

购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；抗－ＬＣ３（批号：２０５９）、
ｍＴＯＲ（批号：２５５９）、ＤＡＰＤＨ（批号：３５６１）均购自

美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司；抗 ｐ⁃ｍＴＯＲ（批号：２４４８）、
ＡＫＴ（批号：１０５９）、ｐ⁃ＡＫＴ（批号：３０２１）均购自美

国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。
ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ ７９００ＨＴ 系统购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司；１５ 号刀片购自杭州华威医疗用

品有限公司；ＲＭ２１２５ 切片机购自德国 Ｌｅｉｃａ 公

司；ＣＸ３１ 透射光显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司；
ＤｉｇｉＧａｉｔ 系统购自美国 Ｍｏｕｓｅ Ｓｐｅｃｉｆｉｃｓ 公司；超灵

敏荧光 ／化学发光成像系统 ｃｈｅｍｉｓｓｃｏｐｅ ６３００ 购

自上海勤翔科学仪器有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组

　 　 将动物随机分配为假手术组、ＲＣＴｓ 组、ＲＣＴｓ
＋运动组和 ＲＣＴｓ＋运动＋雷帕霉素组，每组 １０ 只。
在手术前 １ 周，ＲＣＴｓ＋运动组和 ＲＣＴｓ＋运动＋雷帕

霉素组小鼠在跑步机接受适应训练计划：５ ｍ ／ ｍｉｎ
（第 １ 天）、１０ ｍ ／ ｍｉｎ（第 ２ 天）、１５ ｍ ／ ｍｉｎ（第 ３
天）、２０ ｍ ／ ｍｉｎ（第 ４～ ５ 天），每天运动 ２０ ｍｉｎ，第
６ 天休息，第 ７ 天手术。

根据文献报道［１１］，小鼠接受了单侧冈上肌腱

脱离和左肩修复。 手术后 ３ ｄ，ＲＣＴｓ＋运动组和

ＲＣＴｓ＋运动＋雷帕霉素组中的所有小鼠按指定的

跑步机速度，５ ｍ ／ ｍｉｎ（第 ０ ～ ２ 周）、１０ ｍ ／ ｍｉｎ（第

３～４ 周）、１５ ｍ ／ ｍｉｎ（第 ５ ～ ８ 周），运动 ２０ ｍｉｎ ／ ｄ，
每周运动 ５ ｄ。 此外，ＲＣＴｓ＋运动＋雷帕霉素组在

术后用雷帕霉素（０􀆰 １ ｍｇ ／ １００ ｇ，ｍＴＯＲ 抑制剂）
经尾静脉注射治疗 ２ 周。 雷帕霉素用 ＰＢＳ 稀释，
其余 ３ 组用等容载体（ＰＢＳ）尾静脉注射处理。 在

手术后第 ８ 周采集冈上肌腱－肱骨复合体标本，
在去除肌腱和疤痕组织后立即分析冈上肌的

湿重。
１􀆰 ３􀆰 ２　 组织学分析

　 　 将冈上肌腱－肱骨复合体标本用 ＨＥ 染色。
使用透射光显微镜捕获所有组织学图像。 使用

先前研究的改良腱骨成熟评分对组织学图像进

行半定量评分［１２］，该评分包括细胞性、血管性、连
续性、纤维软骨细胞和瘢痕组织，按 １ ～ ４ 的等级

进行评分。 得分越高表示骨－肌腱界面愈合越

好，得分为 ２０ 分表示接近健康或成熟良好。
对于肌肉组织分析，将肌肉组织切割成合理

大小（０􀆰 ５～１ ｃｍ），并在 ４％多聚甲醛中固定超过

２４ ｈ，用 ＨＥ 染色。 通过显微镜鉴定冈上肌的形

态和组织学，并使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ８􀆰 ０ 软件进行

分析。
１􀆰 ３􀆰 ３　 实时定量逆转录聚合酶链式反应（ ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ， ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ）检测

　 　 使用显微镜收集每组麻醉小鼠的再生骨－肌
腱界面愈合组织。 暴露冈上肌腱和肱骨后，小心

地剥离不相关的组织，如疤痕组织，并在大结节

上的插入位置分离冈上肌腱。 用 １５ 号刀片收集

愈合的骨－肌腱界面愈合组织（直到海绵骨暴露

出来）。 使用 ＲＮｅａｓｙ 试剂盒提取愈合组织总

ＲＮＡ。 然后，使用 １ μｇ 总 ＲＮＡ 和逆转录酶试剂

盒合成互补 ＤＮＡ。 使用 ｑＰＣＲ 试剂盒进行 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ，然后在 ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ ７９００ＨＴ 系统上扩增。
采用 ２－ΔΔＣｔ 法分析基因表达值。 用于扩增的引物

序 列 如 下： Ａｔｒｏｇｉｎ⁃１： Ｆ⁃５ ’⁃ＣＣＣＴＧＡＡＣＴＣＴＧＣ
ＡＣＣＡＡＧＴ⁃３’，Ｒ⁃５’⁃ＴＧＧＡＧＴＧＧＡＴＧＧＡＴＧＧＧＧＡ
Ｔ⁃３’； Ｂｎｉｐ ３： Ｆ⁃５’⁃ＧＡＧＣＣＧＧＡＴＣＴＧＡＡＧＡＧＧＧ
Ａ⁃３ ’， Ｒ⁃５ ’⁃ＧＣＴＴＧＡＣＧＴＧＴＧＧＣＴＴＧＴＴＣ⁃３ ’；
ＭｕＲＦ⁃１： Ｆ⁃５ ’⁃ＧＧＡＣＣＣＧＣＴＴＴＣＴＴＣＣＡＣＡＧ⁃３ ’；
Ｒ⁃５’⁃ＴＣＧＡＡＴＣＧＣＣＧＴＣＴＴＴＣＴＧＴ⁃３’；ＧＡＰＤＨ：Ｆ⁃
５’⁃ＴＧＧＴＣＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＣＣＣＡＡＧ⁃３’， Ｒ⁃５’⁃ＣＴＧ
ＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＴＣＣＣＴ⁃３’。
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１􀆰 ３􀆰 ４　 步态数据分析

　 　 在手术后 ８ 周，使用 ＤｉｇｉＧａｉｔ 系统进行步态

数据分析以测量的前肢功能。 所有小鼠 在

ＤｉｇｉＧａｉｔ 系统上以 １０ ｃｍ ／ ｓ 的速度行走 １０ ｓ。 选

择步幅长度、站立宽度、最大站立时的爪子面积、
步幅频率和站立时间作为评估前肢功能的参数。

注：ＣＦＣ：钙化纤维软骨；ＳＣＢ：软骨下骨；ＳＳＴ：冈上肌腱；ＵＦＣ：未钙化纤维软骨。 与假手术组相比， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ＲＣＴｓ 组相比，
＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ＲＣＴｓ＋运动组相比， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组冈上肌腱－肱骨复合体标本的 ＨＥ 染色代表图及评分

Ｎｏｔｅ． ＣＦＣ， Ｃａｌｃｉｆｉｅｄ ｆｉｂｒｏｃａｒｔｉｌａｇｅ． ＳＣＢ， Ｓｕｂｃｈｏｎｄｒａｌ ｂｏｎｅ． ＳＳＴ， Ｓｕｐｒａｓｐｉｎａｔｕｓ ｔｅｎｄｏｎ． ＵＦＣ， Ｕｎｃａｌｃｉｆｉｅｄ ｆｉｂｒｏｃａｒｔｉｌａｇｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ

ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＲＣＴｓ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＲＣＴｓ＋ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｄｉａｇｒａｍ ａｎｄ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｓｕｐｒａｓｐｉｎａｔｕｓ ｔｅｎｄｏｎ⁃ｈｕｍｅｒｕｓ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

１􀆰 ３􀆰 ５　 自噬体测量

　 　 在 ４ ℃下将冈上肌切成 １ ｍｍ３ 的组织块，并
用固定液在 ４ ℃下固定 ２４ ｈ。 然后，在 １％锇酸中

再固定 ２ ｈ。 采用乙酸铀酰染色 ３ ｈ，包埋、切片，
用乙酸铀酰和柠檬酸铅对切片进行染色，并进行

自噬体染色，在透射电子显微镜下观察自噬体并

拍照。
１􀆰 ３􀆰 ６　 免疫蛋白印迹法

　 　 对冈上肌总蛋白提取和免疫印迹。 在含蛋

白酶抑制剂苯甲基磺酰氟的 ＲＩＰＡ 裂解液中对冈

上肌样品匀浆。 将匀浆在 ４ ℃下以 １５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ。 将上清液在 ９５ ℃ 水浴中煮沸 ５
ｍｉｎ。 使用 １０％～１２％十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰

胺凝胶分离可溶性蛋白质，然后转移到聚偏二氟

乙烯膜上。 分别使用针对 ＬＣ３、 ＡＫＴ、 ｐ⁃ＡＫＴ、

ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 和 ＧＡＰＤＨ（１ ∶ １０００）的一级抗

体检测蛋白质水平。 ＧＡＰＤＨ 用于内部控制。
将膜与 ＨＲＰ 偶联的第二抗体（ １ ∶ ３０００）一起

孵育 ２ ｈ。 使用增强化学发光试剂显现蛋白质

条带，并使用超灵敏荧光 ／化学发光成像系统

ｃｈｅｍｉｓｓｃｏｐｅ ６３００ 成 像。 基 于 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ
４􀆰 ６􀆰 ２ 软件对蛋白质表达进行相对定量分析。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０􀆰 ０ 软件对数据进行

统计分析。 所有数据均以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）
表示。 然后，对于参数数据，使用单因素方差分

析（ＡＮＯＶＡ）来分析多组之间差异显著性。 对于

所有测试，Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示具有显著性差异。

２　 结果

２􀆰 １　 组织学评估小鼠骨－肌腱界面愈合情况

本实验中没有动物意外死亡。 如图 １ 所示，
在术后 ８ 周，ＲＣＴｓ 组、ＲＣＴｓ＋运动组、ＲＣＴｓ＋运动
＋雷帕霉素组在冈上肌腱和肱骨之间的损伤界面

出现明显的纤维软骨层。 其中，ＲＣＴｓ＋运动组纤

维软骨细胞成熟，呈串珠状分布，与应力方向一
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致。 与假手术组相比，ＲＣＴｓ 组冈上肌腱止点骨－
肌腱界面成熟评分显著降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 与

ＲＣＴｓ 组相比，ＲＣＴｓ＋运动组冈上肌腱止点骨－肌
腱界面成熟评分显著增加（Ｐ＜０􀆰 ００１），而 ＲＣＴｓ＋
运动＋雷帕霉素组冈上肌腱止点骨－肌腱界面成

熟评分较 ＲＣＴｓ＋运动组显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注：Ａ、Ｂ：术后 ８ 周各组冈上肌切片的 ＨＥ 染色及纤维横截面积的定量分析；Ｃ：肌肉重量损失情况的定量分析；Ｄ：各组冈上肌肉组织中

Ａｔｒｏｇｉｎ⁃１、Ｂｎｉｐ ３、ＭｕＲＦ⁃１ 基因表达。 与假手术组相比， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ＲＣＴｓ 组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ＲＣＴｓ＋运动组相比， ＆Ｐ＜

０􀆰 ０５， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 运动减轻肌腱横断诱导的 ＲＣＴｓ 冈上肌萎缩

Ｎｏｔｅ． Ａ，Ｂ， ８ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｕｐｒａｓｐｉｎａｔｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｉｂｅｒ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ． Ｃ，
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ． Ｄ， Ａｔｒｏｇｉｎ⁃１， Ｂｎｉｐ ３ ａｎｄ ＭｕＲＦ⁃１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｕｐｒａｓｐｉｎａｔｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＲＣＴｓ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＲＣＴｓ＋ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｒｅｌｉｅｖｅｓ ＲＣＴｓ ｓｕｐｒａｓｐｉｎａｔｕｓ ｍｕｓｃｕｌａｒ ａｔｒｏｐｈｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｅｎｄｏｎ ｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ

２􀆰 ２　 运动减轻肌腱横断诱导的 ＲＣＴｓ 冈上肌

萎缩

　 　 ＨＥ 染色评价肌肉病理变（图 ２）。 在术后 ８
周，与假手术组相比，ＲＣＴｓ 组冈上肌纤维横截面积

显著降低（Ｐ＜０􀆰 ００１），和肌肉损失以及 Ａｔｒｏｇｉｎ⁃１、
Ｂｎｉｐ ３、ＭｕＲＦ⁃１基因表达显著增加（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 与

ＲＣＴｓ 组相比，ＲＣＴｓ＋运动组冈上肌纤维横截面积

显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０１），和肌肉损失以及 Ａｔｒｏｇｉｎ⁃１、
Ｂｎｉｐ ３、ＭｕＲＦ⁃１ 基因表达显著降低（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。
而雷帕霉素的加入显著抑制了运动对 ＲＣＴｓ 诱

导肌肉萎缩和损失的改善作用（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

２􀆰 ３　 运动步态分析

　 　 各组运动步态分析结果见表 １ 所示。 在术后

８ 周，与假手术组相比，ＲＣＴｓ 组步幅长度、触地宽

度、最高站立爪面积、站立时间显著降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），步频显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
与 ＲＣＴｓ 组相比，ＲＣＴｓ＋运动组步幅长度、触地宽

度、最高站立爪面积、站立时间显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５
或 Ｐ＜０􀆰 ０１），步频显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 而雷帕霉

素的加入显著抑制了运动对 ＲＣＴｓ 诱导运动步态

的改善作用（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 运动对 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 信号通路介导的自噬

影响

　 　 在术后 ８ 周，如图 ３ 所示与假手术组相比，
ＲＣＴｓ 组冈上肌组织中 ＬＣ３Ⅰ ／ ＬＣ３Ⅱ显著增加（Ｐ
＜０􀆰 ００１），ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ、ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 ＲＣＴｓ 组相比，ＲＣＴｓ＋运动组 ＬＣ３
Ⅰ ／ ＬＣ３Ⅱ显著降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ、 ｐ⁃
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ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 显著增加（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 而雷帕霉素

的加入显著抑制了运动对 ＲＣＴｓ 诱导 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ
信号通路的改善作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１） （图 ３Ａ、３Ｂ）。
随后研究进行了透射电子显微镜分析以评估各

组中自噬体的产生。 与假手术组相比，ＲＣＴｓ 组冈

上肌组织中自噬体的数量显著增加（Ｐ＜０􀆰 ００１）。
与 ＲＣＴｓ 组相比，ＲＣＴｓ＋运动组冈上肌组织中自噬

体的数量显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 而雷帕霉素的加

入显著抑制了运动对 ＲＣＴｓ 诱导自噬体数目的改

善作用（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ３Ｃ、３Ｄ）。

注：Ａ、Ｂ：通过免疫蛋白印迹评估不同组小鼠冈上肌组织中 ＬＣ３ 和 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 信号通路蛋白表达及定量分析；Ｃ、Ｄ：通过透射电镜

扫描冈上肌中自噬体囊泡及囊泡数量的定量分析，红色箭头表示自噬体。 与假手术组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ＲＣＴｓ 组相

比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ＲＣＴｓ＋运动组相比， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５，＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ３　 运动对 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 信号通路介导的自噬影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｂ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬＣ３ ａｎｄ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｓｕｐｒａｓｐｉｎａｔｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｃ，Ｄ， Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ａｎｄ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｉｎ ｓｕｐｒａｓｐｉｎａｔｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｓｃａｎｎｉｎｇ． Ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＲＣＴｓ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ

＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＲＣＴｓ＋ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
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表 １　 各组运动步态分析
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇａｉｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

步幅长度 ／ ｃｍ
Ｓｔｒｉｄｅ ｌｅｎｇｔｈ

触地宽度 ／ ｃｍ
Ｓｔａｎｃｅ ｗｉｄｔｈ

最高站立爪面积 ／ ｃｍ２

Ｐａｗ ａｒｅａ ｐｅａｋ ｓｔａｎｃｅ
步频 ／ （ｓｔｅｐｓ ／ ｓ）
Ｓｔｒｉｄｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

站立时间 ／ ｓ
Ｓｔａｎｃｅ ｔｉｍｅ

假手术组
Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ９８±０􀆰 ８３ ２􀆰 ４１±０􀆰 ８６ ０􀆰 ２９±０􀆰 １３ ３􀆰 ４２±０􀆰 ４０ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０１

ＲＣＴｓ 组
ＲＣＴｓ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ６７±０􀆰 ４８∗∗∗ １􀆰 ２７±０􀆰 ２７∗∗∗ ０􀆰 １５±０􀆰 ０１∗∗∗ ５􀆰 ６１±０􀆰 ２６∗∗∗ ０􀆰 １１±０􀆰 ０１∗∗

ＲＣＴｓ＋运动组
ＲＣＴｓ＋ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ６６±０􀆰 ５５＃＃ ２􀆰 ０７±０􀆰 ３２＃＃ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０４＃＃ ４􀆰 ０８±０􀆰 ６２＃ ０􀆰 ２０±０􀆰 ０４＃

ＲＣＴｓ＋运动＋雷帕霉素组
ＲＣＴｓ＋ｅｘｅｒｃｉｓｅ＋ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ８２±０􀆰 ５３＆ １􀆰 ３８±０􀆰 ４２＆ ０􀆰 １６±０􀆰 ０３＆ ５􀆰 ６２±０􀆰 ２５＆ ０􀆰 １２±０􀆰 ０１＆

Ｆ １３􀆰 ９７ ２２􀆰 ５６ １６􀆰 ８４ １１􀆰 ４２ １４􀆰 ５８
Ｐ ＜０􀆰 ００１ ＜０􀆰 ００１ ＜０􀆰 ００１ ＜０􀆰 ００１ ＜０􀆰 ００１

注：与假手术组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ＲＣＴｓ 组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ＲＣＴｓ＋运动组相比， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗ Ｐ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＲＣＴｓ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＲＣＴｓ＋
ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５．

３　 讨论

　 　 目前认为 ＲＣＴｓ 是不可自行修复的，需要通

过手术治疗为 ＲＣＴｓ 提供了愈合的机会。 术后康

复对于实现高水平的功能恢复非常重要［１３］。 肌

肉萎缩是导致手术修复后临床效果不佳的主要

障碍之一。 因此，肌肉萎缩的改善可能为手术修

复后的 ＲＣＴｓ 患者带来良好的结局。 在本研究中

发现在小鼠 ＲＣＴｓ 模型中，运动康复能通过激活

ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 信号通路和调节肌细胞自噬来改善

冈上肌萎缩。 由于成本高且管理复杂，很少使用

大型动物模型，例如牛、山羊和绵羊等，来模拟

ＲＣＴｓ 损伤。 兔子性情温和且相对容易控制，常用

于模拟 ＲＣＴｓ 损伤，但它们不能像啮齿动物一样

耐受手术和传染病的压力［１４］。 小鼠模型可用于

各种 ＲＣＴｓ 病理学研究，因为它们的细胞和组织

生理学与人类相似；此外，小鼠模型比大鼠模型

更有优势，因为可以利用基因改造的菌株来测试

特定信号通路和分子变化对骨－肌腱界面发育和

修复的影响［１５］。
ＲＣＴｓ 模型中的肌肉萎缩涉及复杂的蛋白质

网络和分子机制。 肌肉萎缩盒 Ｆｂｏｘ⁃１ 蛋 白

（ｍｕｓｃｌｅ ａｔｒｏｐｈｙ Ｆｂｏｘ， Ａｔｒｏｇｉｎ⁃１）、 ＢＣＬ２ ／腺病毒

Ｅ１Ｂ １９ ｋＤａ 蛋 白 相 互 作 用 蛋 白 ３ （ ＢＣＬ２ ／
Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ Ｅ１Ｂ １９ ｋＤａ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
３，Ｂｎｉｐ３） 和肌环指蛋白 － １ （ ｍｕｓｃｌｅ ｒｉｎｇ ｆｉｎｇｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１，ＭｕＲＦ⁃１）已被证明与骨骼肌萎缩的调节

过程有关［１６］。 ＬＣ３⁃Ⅱ是自噬体形成的最广泛使

用的标志，被确定参与肩袖肌腱疾病的进展［１７］。
这些基因受 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 信号通路调节，该通路是

泛素－蛋白酶体和自噬－溶酶体系统中的关键控

制器，提示自噬系统在骨骼肌萎缩的进展中发挥

重要作用［１８］。 新的研究已经证实，自噬是肩袖损

伤发展中的一个重要过程［４］。 同样，本研究在

ＲＣＴｓ 组萎缩的冈上肌中发现 Ａｔｒｏｇｉｎ⁃１、Ｂｎｉｐ ３、
ＭｕＲＦ⁃１ 基因表达、ＬＣ３⁃Ⅱ蛋白表达和自噬体的

产生数量较假手术组显著增加。 然而，在接受运

动干预的 ＲＣＴｓ 小鼠中，ＲＣＴｓ 诱导的这些变化均

得到显著改善，表明运动干预可能通过抑制过度

自噬减轻肌肉萎缩。 骨骼肌中的蛋白质合成主

要受 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 途径的调节［１９］。 此外， ＡＫＴ ／
ｍＴＯＲ 途径是骨骼肌自噬的关键负调节因子。 因

此，ＡＫＴ 及其下游信号 ｍＴＯＲ 的快速激活有助于

成年小鼠或肌肉细胞培养物中的蛋白质合成、自
噬体抑制和细胞生长［２０］。 这些数据表明 ＡＫＴ ／
ｍＴＯＲ 信号通路负调节肌细胞中自噬体形成和蛋

白质的降解过程。 本研究发现运动干预上调了

ＲＣＴｓ 受损骨骼肌中 ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 信号。 此外，
ｍＴＯＲ 抑制剂减弱了运动对骨骼肌的抗萎缩作

用，提示在肩袖撕裂疾病期间，运动通过激活

ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 信号抑制自噬， 进而改善了肌肉

萎缩。
先前的研究证实，骨－肌腱界面愈合过程包

括“骨折”界面和肌腱界面之间的病理和生理相

互作用，通常包括初始反应期的炎症、新骨和纤

维软骨形成以及骨重塑和纤维软骨成熟［２１］。 机
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械刺激是影响骨－肌腱界面愈合的重要因素［２２］。
研究表明，通过使用肉毒杆菌毒素注射麻痹冈上

肌来减少机械刺激有利于骨－肌腱界面的早期愈

合［２３］。 然而，完全去除负荷是有害的，会导致修

复效果不佳［２４］。 最近一项研究比较了不同运动

强度对 ＲＣＴｓ 骨－肌腱界面愈合的影响，结果强调

了适当的机械刺激对骨－肌腱界面愈合的重要

性，其中高强度机械刺激是最有害的术后康复计

划，相比之下，递增强度运动对骨－肌腱界面愈合

的修复效果最好［２５］。 本研究借鉴先前的递增强

度运动康复方案，并证实了该方案有效促进了骨－
肌腱界面愈合过程。 我们认为，早期的低强度运动

不仅保持了手术治疗所确定的愈合界面的解剖连

续性，而且提供了适当低的机械刺激以促进早期骨
－肌腱界面修复过程。 随着机械刺激强度的增加，
新形成骨的性质逐渐改善。 在骨－肌腱界面愈合

的中期和晚期，有必要加强机械刺激，以促进骨和

纤维软骨的愈合、重建和成熟。 本研究通过步态分

析证实了递增强度运动康复改善了小鼠的前肢功

能。 因此，在临床 ＲＣＴｓ 康复中选择递增强度的运

动康复方案可能有助于促进患者康复。
综上，本研究确定了递增强度运动康复在

ＲＣＴｓ 疾病中抗萎缩作用，其作用机制与激活

ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 信号抑制自噬有关。 本研究结果支

持在 ＲＣＴｓ 手术后使用一个简单渐进的运动康复

计划促进患者康复。
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Ｊａｎｕａｒｙ， ２０２５
Ｖｏｌ． ３５　 Ｎｏ． １

张建军，吴双，薛冰，等． 大鼠动机缺乏行为及伏隔核多巴胺受体的作用 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２５， ３５（１）： ６７－７８．
Ｚｈａｎｇ ＪＪ， Ｗｕ Ｓ， Ｘｕｅ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｏｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｒａｔｓ ａｎｄ ｒｏｌｅ ｏｆ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ
ａｃｃｕｍｂｅｎｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２５， ３５（１）： ６７－７８．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２５． ０１． ００７

［基金项目］山西省基础研究计划资助项目（２０２３０３０２１２２１１５９）；山西省高等学校青年学术带头人项目（２０２４Ｑ０２８）；山西中医药大

学优秀博士毕业生来晋工作奖励经费科研启动基金项目（２０２３ＢＫＳ０７）；首都师范大学横向课题基金项目（ＫＪ２０２１０１１０）；
中国科学院心理健康重点实验室开放课题（ＫＬＭＨ２０２０Ｋ０６）。

［作者简介］张建军（１９８４—），男，博士，教授，研究方向：情绪和记忆的生物学基础。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｈａｎｇｊｉａｎｊｕｎ＠ ｓｘｔｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ

吴双（２００１—），女，在读硕士研究生，研究方向：认知神经科学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓｈｕａｎｇ０１１９ｗ＠ １６３． ｃｏｍ。 　 ＃共同第一作者

［通信作者］张建军（１９８４—），男，博士，教授，研究方向：情绪和记忆的生物学基础。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｈａｎｇｊｉａｎｊｕｎ＠ ｓｘｔｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ

于萍（１９６６—），女，博士，副教授，研究方向：认知神经科学。 Ｅｍａｉｌ：ｐｉｎｇｙｕ＠ ｃｎｕ． ｅｄｕ． ｃｎ。 　 ∗共同通信作者

大鼠动机缺乏行为及伏隔核多巴胺受体的作用

张建军１，３＃∗，吴　 双２＃，薛　 冰３，张潞潞１，于　 萍２∗

（１．山西中医药大学，分子中医药学国家国际联合研究中心，中医脑病学山西省重点实验室，山西 晋中　 ０３０６１９；
２．北京市“学习与认知”重点实验室，首都师范大学心理学院，北京　 １０００４８；
３．中国科学院心理健康重点实验室，中国科学院心理研究所，北京　 １００１０１）

　 　 【摘要】 　 目的　 “躺平”作为现代流行词汇，描述部分人群的心理状态，但其心理学含义仍未明确。 一

定条件下的动机缺乏可能是关键心理特征之一。 方法　 将 １６ 只雄性 ＳＤ 大鼠随机分配到两种限食水平（分
别为基线体重的 ９０％和 ８０％），并进行蔗糖颗粒自我给药任务，尝试建立“躺平”的动机缺乏动物行为模型，模
型的建立分为 ３ 个阶段，第一阶段学习鼻触一次高回报侧获得一粒糖丸，第二阶段学习多次鼻触低回报侧获

得一颗糖丸，第三阶段观察大鼠在高回报侧可以获得不同程度奖励的情况下，还是否愿意多付出努力在低回

报侧获得糖丸。 结果　 结合自给食训练和免疫印迹，结果显示：（１）大鼠在第三阶段出现“躺平”现象，即在高

回报侧获得最大奖励的 ９０％及以上，且低回报侧努力程度增大到断点时，大鼠放弃努力获得更多糖丸奖励。
（２）与“未躺平”组的大鼠相比，“躺平”组大鼠伏隔核内的多巴胺 Ｄ１ 受体表达显著升高，而 Ｄ２ 受体表达没有

显著差异。 结论　 大鼠可表现出“躺平”样行为，伏隔核中 Ｄ１ 受体表达上调可能是“躺平”动机缺乏的重要分

子基础，该模型的建立扩展了对“躺平”的理解，并为其机制研究提供了新范式。
【关键词】 　 动机缺乏；伏隔核；“躺平”；多巴胺 Ｄ１ 受体
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ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｉｎｅｄ ｔｏ ｓｅｌｆ⁃ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｅｌｌｅｔｓ ｉｎ ａ ｈｉｇｈ⁃ｒｅｗａｒｄ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｉｎ ａ ｌｏｗ⁃ｒｅｗａｒｄ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｓｔａｇｅ．
Ｗｅ ｔｈｅｎ ａｓｓｅｓｓｅｄ “ｌｉｅ ｆｌａｔ” ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ａ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ⁃ｔｅｓｔ ｓｔａｇｅ， ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｒａｔｓ ｃｏｕｌｄ ｃｈｏｏｓｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｉｇｈ⁃ｒｅｗａｒｄ⁃ ａｎｄ
ｌｏｗ⁃ｒｅｗａｒｄ⁃ｐａｉｒｅｄ ｎｏｓｅ⁃ｐｏｋｅｓ ｉｎ ａ ｄｉｓｃｒｅｔｅ ｃｈｏｉｃｅ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｓｅｌｆ⁃ｆｅｅｄｉｎｇ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ： （１） ｒａｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｎｏｓｅ⁃ｐｏｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｆｏｒ ｌｏｗ⁃ｒｅｗａｒｄ， ｉ． ｅ． “ ｌｉｅ
ｆｌａｔ” ｂｅｈａｖｉｏｒ， ｂｕｔ ｎｏｔ ｆｏｒ ｈｉｇｈ⁃ｒｅｗａｒｄ， ｗｈｅｎ ≥９０％ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｘｉｍａｌ ｒｅｗａｒｄ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｒｅｗａｒｄ ｔａｓｋ ａｎｄ
ｔｈｅ ｅｆｆｏｒｔ （Ｘ） ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ⁃ｒｅｗａｒｄ ｔａｓｋ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｂｒｅａｋｉｎｇ ｐｏｉｎｔ． （２）Ｄｏｐａｍｉｎｅ Ｄ１Ｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＮＡｃ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ “ｌｉｅ ｆｌａｔ” ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ “ｎｏｔ ｌｉｅ ｆｌａｔ” ｒａｔｓ， ｗｈｉｌｅ Ｄ２Ｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｉｎ
ｂｏｔｈ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｒａｔｓ ｃａｎ ｓｈｏｗ “ｌｉｅ ｆｌａｔ” ｂｅｈａｖｉｏｒ ， ａｎｄ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｄ１Ｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＮＡｃ ｍａｙ
ｂｅ ａ ｋｅｙ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａｓｉｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｉｓ ｍｏｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ “ ｌｉｅ ｆｌａｔ” ｂｅｈａｖｉｏｒ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｅｘｔｅｎｄ ｏｕｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ “ｌｉｅ ｆｌａｔ” ｂｅｈａｖｉｏｒ， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｎｅｗ ｐａｒａｄｉｇｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌａｃｋ ｏｆ ｍｏｔｉｖａｔｉｏｎ； ｎｕｃｌｅｕｓ ａｃｃｕｍｂｅｎｓ； “ｌｉｅ ｆｌａｔ”； ｄｏｐａｍｉｎｅ Ｄ１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 “躺平”通常指以一种安定的状态、平和的想

法面对生存和社会挑战，不回应外部事物，且对

外部所发生的事无反应或者反抗［１］。 当人们多

次努力但对结果不满意时，往往容易进入“躺平”
的状态，即一种动机缺乏的状态，也是选择放弃

努力接受目前缺乏动力的现状［１］。 虽然“躺平”
现象逐渐引起关注，但其动物模型尚未见报道。

摄食动机与脑内多巴胺系统密切相关，食物

属于天然奖赏物，摄食行为属于奖赏行为并且可

以作用于脑内的奖赏通路。 与摄食相关的奖励

和满足会促进多巴胺的产生，从而激活大脑中的

奖励中心，影响情绪以及摄食的程度［２］。 已有实

验证明，在以食物作为奖励刺激时，多巴胺神经

元的放电活动会增强，并且此增加更可能与摄食

动机相关，而非奖励物本身［３－４］。
伏隔核（ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｃｃｕｍｂｅｎｓ，ＮＡｃ）是腹侧纹

状体的主要组成部分，是中脑腹侧被盖区（ｖｅｎｔｒａｌ
ｔｅｇｍｅｎｔａｌ ａｒｅａ，ＶＴＡ）多巴胺能神经元的重要下游

投射脑区［５］，ＶＴＡ 内的多巴胺神经元与 ＮＡｃ 内的

多棘神经元形成突触，共同参与处理动机与目标

导向，建立奖励机制［６］。 随着奖励刺激的增加，
ＮＡｃ 中多巴胺的释放量也增加，表明 ＮＡｃ 中多巴

胺系统在分辨奖赏结果的价值时发挥重要作用，
且 ＮＡｃ 与目标导向动作的完成以及选择不同价

值的物品密切相关［７］。 同时 ＮＡｃ 还在价值决策

中具有重要的作用。 当灭活 ＮＡｃ 脑区内的神经

元后，在同样的回报率下，选择少量或多量（４ 颗

及以上）食物时，动物对不同食物量反馈的决策

敏感度降低［８］。 与 ＮＡｃ 邻近的尾状核则没有发

现在动机、决策等行为中发挥作用。 ＮＡｃ 中的神

经元主要分为两类，一类表达 Ｄ１ 受体，另一类表

达 Ｄ２ 受体。 大量研究表明这两类神经元会产生

相反的效应，比如多巴胺 Ｄ１ 类受体通路会增加

树突兴奋性，Ｄ２ 类受体则是会降低树突兴奋

性［９］，Ｄ１ 受体阳性神经元启动行为，而 Ｄ２ 受体

阳性神经元抑制行为启动。
结合行为学和免疫印迹方法，本研究将大鼠

进行不同程度的限食，以保证其处于较强且不同

的摄食动机的状态，并尝试应用一种新的大鼠自

我给糖丸的程序，在高回报和低回报两种回报强

度，训练并检测大鼠在能保持基础饱腹感的情况

下，是否还愿意通过努力来寻求获取更多的糖

丸，并进行伏隔核中的 Ｄ１ 和 Ｄ２ 受体表达水平的

检测，以探究动机缺乏（“躺平”）行为对应的多巴

胺受体调控机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 （５ 周龄，体重为 １４０ ～
１６０ ｇ）１６ 只，购自斯贝福（北京）生物技术有限公

司［ＳＣＸＫ（京）２０２４－０００１］。 动物到达后饲养于

中国科学院心理研究所 ＳＰＦ 级动物房内［ＳＹＸＫ
（京）２０２１－００１８］，适应环境一周，期间自由进食

进水，单笼饲养，环境温度（２４±１）℃，１２ ｈ ／ １２ ｈ
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光照 ／黑暗周期，实验在光周期内完成。 首先将

大鼠自由喂食喂水至体重达到（３３０±１０） ｇ，随后

将大鼠按体重平衡分配到两个组。 在随后的限

食阶段，一组大鼠将体重下降至自由喂食体重的

９０％，另一组下降到 ８０％，期间可以自由饮水。 所

有实验程序均经过中国科学院心理研究所伦理

委员会的审核（Ａ２２０７８），实验程序的执行符合有

关动物保护和使用条例，按实验动物 ３Ｒ 原则给

予人道的关怀。

图 １　 实验流程

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ４５ ｍｇ 纯蔗糖糖丸（上海金畔生物科技有限

公司，货号：Ｆ００２１）；抗 Ｄ１、Ｄ２ 受体抗体（美国

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，货号：ｓｃ⁃３３６６０、ｓｃ⁃
５３０３）；甘油醛 ３ 磷酸脱氢酶 （ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体（武汉爱博

泰克生物科技有限公司，货号：ＡＣ０３３）；辣根过氧

化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记二抗、
广谱 彩 虹 预 染 蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ （ ｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｍａｒｋｅｒ）、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制 备 （ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ｇｅｌ
ｋｉｔ） 试剂盒、 ＢＣＡ 蛋白定量 （ ＢＣＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓｓａｙ
ｋｉｔ）试剂盒（江苏康为世纪生物科技股份有限公

司， 货 号： ＣＷ０１０２、 ＣＷ２８４１Ｍ、 ＣＷ２３８４Ｓ、
ＣＷ００１４Ｓ）。

行为学操作箱（３０５ ｍｍ×２４０ ｍｍ×２１０ ｍｍ），
（ＭＥＤ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ， Ｉｎｃ． ，美国）；电泳仪（美国伯乐

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＰｏｗｅｒＰａｃ Ｂａｓｉｃ Ｐｏｗｅｒ， ３００ Ｖ， ４００ ｍＡ，
７５ Ｗ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验程序

　 　 整个实验程序如图 １ 所示，研究采用 ２（限食

程度） ×７（需要努力程度）两因素组间设计，以获

得糖丸数、鼻触次数为量化指标。 为探索不同努

力程度下动物的动机大小，设置 ３ 个阶段，前两阶

段为学习阶段，第三阶段为测试阶段。 动物训练

在行为学操作箱中完成。 操作箱置于隔音箱内，
隔音箱配有风扇保持通风并提供背景噪音。 操

作箱内有两个可鼻触的孔，孔内侧有一个线索

灯，孔上方有一个房灯和声音发生器。 ＭＥＤ 行为

学操作箱系统和计算机连接进行线索的呈现、糖
丸的提供和数据的收集。
１􀆰 ３􀆰 ２　 行为学实验程序

　 　 （１）自由喂食阶段：每天给予大鼠不限量的

食物和水，并记录大鼠每天体重变化，直到体重

最轻的大鼠体重上升至 ３３０ ｇ 左右。
（２） 限食阶段：限食至自由喂食阶段体重

９０％组的大鼠，平均每天喂食约 １３ ｇ（根据其体重
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变化从多到少逐渐下降），限食至自由喂食阶段

体重 ８０％组的大鼠，平均每天喂食约 １１ ｇ。 两组

限食天数相同。
（３）第一阶段训练：简易获取糖丸奖励任务，

训练时间为 ９０ ｍｉｎ，不应期（ｔｉｍｅ⁃ｏｕｔ）为 ２０ ｓ。 对

大鼠进行固定比率为 １（ ｆｉｘｅｄ ｒａｔｉｏ １，ＦＲ１）的训

练，ＭＥＤ 箱房灯亮起作为反应期的提示，此时（反
应期内）大鼠鼻触固定一侧的鼻触孔（左右平衡

设计，使用黑色的胶带贴住另一侧孔使大鼠无法

触碰）１ 次即可获得 １ 颗糖丸，同时伴随鼻触孔内

线索灯亮 ５ ｓ，房灯熄灭，进入不应期，不应期内鼻

触只记录数据，不会获得糖丸。 不应期后房灯亮

起，进入下一个周期。 以连续 ３ ｄ 在实验时间内

获得 １００ 颗糖丸为达到标准。 记录大鼠的鼻触数

和获得糖丸的数量。
（４）第二阶段训练：可变难度获取糖丸奖励

任务，训练时间为 ９０ ｍｉｎ，不应期为 ２０ ｓ。 训练大

鼠逐步学会另一侧鼻触孔需鼻触多次才可以获

得糖丸。 第一步使用 ＦＲ１ 程序训练 ２ ｄ（同第一

阶段），第二步使用累进比率 （ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ⁃ｒａｔｉｏ，
ＰＲ）程序测试 ３ ｄ，递进通过公式 ｙ＝ ５ｅ０． ２ｎ－５（ｅ 为

常数 ２． ７１８，ｎ 为累进比率中比率的次序数，ｙ 为

累进比率中设置的比率）计算获得（四舍五入后

取整数），连续获得 ５ 颗糖丸，鼻触数变为下一个

等级，大鼠能获得糖丸对应的最大比率称为断点

（ｂｒｅａｋｉｎｇ ｐｏｉｎｔ， ＢＰ），并将 ３ ｄ 断点的结果取重

复的值或中间值作为该大鼠的断点值。 第三步

用断点的 １２􀆰 ５％、２５􀆰 ０％、５０􀆰 ０％、７５􀆰 ０％数值（四
舍五入取整）分别作为固定比率值进行 ＦＲ 训练

各 １ ｄ （比如第一天使用的程序为 ＦＲ （ ＢＰ ×
１２􀆰 ５％）），使大鼠学会第二阶段侧的鼻触孔需要

进行多次鼻触才可以获得 １ 颗糖丸。 记录大鼠的

鼻触数和获得糖丸的数量。
（５）第三阶段测试：去掉鼻触孔的遮挡，大鼠

可以在两侧的鼻触孔中选择一侧进行鼻触，即可

选择进行简易获取糖丸奖励任务或者可变难度

获取糖丸奖励任务，测试大鼠的各行为反应数。
训练时间为 ９０ ｍｉｎ，不应期为 ２０ ｓ。 第一阶段学

习的一侧称为 ＦＲ１ 侧，第二阶段学习的一侧称为

ＦＲＸ 侧。 与第一阶段不同的是，大鼠在 ＦＲ１ 侧鼻

触，最多只能获得最大糖丸奖励数的 ５０％ ～９５％，
与第二阶段不同的是，大鼠在 ＦＲＸ 侧鼻触，Ｘ 设

定为 ＢＰ 的 １２􀆰 ５％、 ２５􀆰 ０％、 ５０􀆰 ０％、 ７５􀆰 ０％ 和

１００􀆰 ０％。 开始的两天当 ＦＲ１ 侧获得的糖丸总数

（最大值）等于第一阶段糖丸数平均值的 ５０％后，
鼻触 ＦＲ１ 侧只会计入鼻触数，但是不会获得糖

丸，只能从 ＦＲＸ 侧鼻触获取糖丸，设定 Ｘ ＝ ＢＰ ×
１２􀆰 ５％。 之后的 ４ ｄ，ＦＲ１ 侧的最大值设为平均值

的 ７０％，不断上调 ＦＲＸ 侧的 Ｘ 值（分别为 ＢＰ 的

２５％、５０％、７５％、１００％，每天设定 １ 次），当 ＦＲＸ
侧上升到 １００％后，则上升 ＦＲ１ 侧最大值（平均值

的 ８０％、９０％、９５％，每天设定 １ 次）。 “躺平”的标

准设为鼻触数小于 ２００ 次。 记录总的鼻触数、
ＦＲ１ 侧的鼻触数、ＦＲＸ 侧的鼻触数，以及获得的

总糖丸数、ＦＲ１ 侧获得的糖丸数、ＦＲＸ 侧获得的

糖丸数。
１􀆰 ３􀆰 ３　 免疫印迹实验

　 　 （１）大鼠脑分区组织全蛋白提取：在行为学

实验结束后，用戊巴比妥钠将大鼠深度麻醉，在
冰上直接断头取脑，包埋后存入－８０ ℃冰箱。 解

冻后取出 ＮＡｃ 脑区的总蛋白。 加入 ＲＩＰＡ 裂解液

超声破碎。 冰浴 １０ ｍｉｎ 充分裂解后，４ ℃离心，取
上清液。

（２）蛋白浓度的测定：配置 ＢＣＡ 工作液：按照

５０ ∶ １ 的比例配置适量 ＢＣＡ 工作液；将蛋白标准品

稀释成浓度为 ２、１、０􀆰 ５、０􀆰 ２５、０􀆰 １２５、０􀆰 ０６２５ 和

０ μｇ ／ μＬ，按顺序分别加入 １０ μＬ 到 ９６ 孔板的标准

品孔中；取待测的蛋白样品，将其稀释到合适的浓

度；加入 １０ μＬ 稀释好的蛋白样品，然后各孔加入

２００ μＬ ＢＣＡ 工作液，在 ３７ ℃金属浴 ３０ ｍｉｎ。 在

５６２ ｎｍ 下比色测定，作出标准曲线后计算多巴胺

Ｄ１ 受体的上样浓度为 ５０ μｇ ／ μＬ，多巴胺 Ｄ２ 受体

的上样浓度为 ３０ μｇ ／ μＬ，根据上样体积计算并加

入 ｂｕｆｆｅｒ 后，金属浴 ９５～１００ ℃ ５ ｍｉｎ 使蛋白失活。
（３）ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳：根据分子量

确定多巴胺 Ｄ１ 的分离胶浓度为 １０％，多巴胺 Ｄ２
的分离胶浓度为 １２％。 清洗玻璃板并烘干。 灌

胶：将玻璃板固定于灌胶器，从一侧缓慢注入分

离胶，至插入梳子后距梳子底部还有 １ ｃｍ 时停

止，然后缓慢加入无水乙醇。 室温放置 ３０ ｍｉｎ 凝

固后，倒出无水乙醇。 配置浓缩胶注入玻璃板，
直到顶端，插入梳子，避免产生气泡，室温放置

２０ ｍｉｎ 凝固。 电泳：将玻璃板放在电泳槽内，加
入电泳液，拔出梳子加样。 电泳时先恒压 ８０ Ｖ，
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３０ ｍｉｎ 后增加电压到 １２０ Ｖ 直至结束。 转膜：用
切胶器将分离胶放在转膜夹的滤纸上，盖上甲醇

激活过的 ＰＶＤＦ 膜，夹好转膜夹放入转模槽中，冰
浴恒流 ３００ ｍＡ 转膜 ９０ ｍｉｎ。 封闭：转膜后将目的

蛋白和内参蛋白剪下放入孵育盒内，用 ＴＢＳＴ 溶

液清洗，然后 ５％脱脂奶粉室温摇床封闭 ２ ｈ。
（４） 孵育显影：一抗孵育：倒掉封闭液，用

ＴＢＳＴ 溶液洗膜，再用 ＴＢＳＴ 按比例配置一抗：Ｄ１
（１ ∶ １００）、Ｄ２（１ ∶ １００）、ＧＡＰＤＨ（１ ∶ ５０００），４ ℃
摇床孵育过夜。 二抗孵育：倒掉一抗，用 ＴＢＳＴ 溶

液洗膜，在 ＨＲＰ 标记的二抗溶液（１ ∶ ３０００）中室

温摇床孵育 ２ ｈ。 化学发光和显影：倒掉二抗，用
ＴＢＳＴ 溶液洗膜，配置 ＥＣＬ 显影液，孵育 ９０ ｓ 后，
使用超灵敏全自动成像分析系统进行分析。 用

Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ８􀆰 ０ 软件进行灰度分析。

注：Ａ： 不同限食条件下大鼠在简易奖励获取任务中的鼻触数。 反应期内的鼻触：鼻触后获得糖丸；不应期的鼻触：在不应期进

行的鼻触，不会获得糖丸。 Ｂ： 不同限食条件下大鼠在简易奖励获取任务中的获得糖丸数。 与不应期鼻触相比，∗Ｐ＜０． ０５；与第

１ 天的糖丸数相比，＃＃＃Ｐ＜０． ００１。

图 ２　 不同动机条件下大鼠在完成简易奖励获取任务中的表现

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｎｏｓｅ ｐｏｋｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｏｏｄ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ｓｉｍｐｌｅ ｒｅｗａｒｄ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｔａｓｋｓ． Ｔｈｅ ｎｏｓｅ ｐｏｋｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｐｅｒｉｏｄ， Ｏｂｔａｉｎ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｅｌｌｅｔｓ ａｆｔｅｒ ｎｏｓｅ ｐｏｋｅｓ． Ｔｈｅ ｎｏｓｅ ｐｏｋｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｐｅｒｉｏｄ， Ｎｏ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｅｌｌｅｔｓ ｗｉｌｌ ｂｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ｎｏｓｅ ｐｏｋｅｓ
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｐｅｒｉｏｄ． Ｂ， Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｅｌｌｅｔｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｏｏｄ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ｓｉｍｐｌｅ ｒｅｗａｒｄ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｔａｓｋｓ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｓｅ⁃ｐｏｋｅｓ ｉｎ ｔｉｍｅ⁃ｏｕｔ， ∗Ｐ＜０． ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｅｌｌｅｔｓ ｉｎ Ｄａｙ １， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｔｉｖａｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ｓｉｍｐｌｅ ｒｅｗａｒｄ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｔａｓｋｓ

１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＭＥＤ⁃ＰＣ 和 ＭＥＤ⁃ＰＣ Ｔｏ Ｅｘｃｅｌ 进行数据

的记录和转化，并使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１６、ＳＰＳＳ
２０􀆰 ０、ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 等软件进行数据分析和

图表制作。 利用重复测量多因素方差分析比较

两组大鼠鼻触次数以及获取奖赏数量的差异，

ｔ 检验对免疫印迹的结果进行差异分析。 以 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 不同动机条件下大鼠在完成简易奖励获取

任务中的表现

　 　 第一阶段训练大鼠完成简易奖励获取任务

（高回报），建立一侧鼻触与糖丸之间的联系

（ＦＲ１）。 连续 ３ ｄ 获得 １００ 颗糖丸为达到标准。
运用三因素方差分析（图 ２Ａ），发现鼻触有效性

主效应显著（Ｆ （１， ９８） ＝ ２６􀆰 １８， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，ｎ ＝
１６，η２ ＝ ０􀆰 １８９），反应期内的鼻触是有效鼻触，不
应期内的鼻触是无效鼻触。 限食程度主效应不

显著（Ｆ （１，１４） ＝ ０􀆰 ８３， Ｐ ＝ ０􀆰 ３６５，ｎ ＝ １６，η２ ＝
０􀆰 ００７），时间的主效应显著（Ｆ （３， ９８）＝ ３􀆰 ８６， Ｐ
＝ ０􀆰 ０１１，ｎ＝ １６，η２ ＝ ０􀆰 ０９４）。 事后比较显示从训

练的第 ２ 天起，限食至 ９０％和限食至 ８０％组的大

鼠能显著区分有效鼻触和无效鼻触（Ｐ ＝ ０􀆰 ０２１，
９５％ ＣＩ＝［－２７０􀆰 １７７，－２２􀆰 ８２３］）。 各个因素之间

均不存在交互作用 （限食程度 ×鼻触有效性：
Ｆ （１，９８）＝ ０􀆰 １１， Ｐ＝ ０􀆰 ７４４，ｎ＝ １６，η２＝ ０􀆰 ００１；限
食程度×时间：Ｆ （３， ９８） ＝ ０􀆰 ２６， Ｐ ＝ ０􀆰 ８５７，ｎ ＝
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１６，η２ ＝ ０􀆰 ００７；时间×鼻触有效性：Ｆ （３， ９８） ＝
０􀆰 ８９， Ｐ＝ ０􀆰 ４４８，ｎ＝ １６，η２ ＝ ０􀆰 ０２３；限食程度×时
间×鼻触有效性：Ｆ （３，９８）＝ ０􀆰 １９， Ｐ ＝ ０􀆰 ９０６，ｎ ＝
１６，η２ ＝ ０􀆰 ００５）。 运用双因素方差分析考察时间

和限食程度对大鼠获得糖丸数量的影响 （图

２Ｂ），发现时间的主效应显著（Ｆ （３， ４２）＝ １６􀆰 ９９，
Ｐ＜０􀆰 ００１，ｎ＝ １６，η２ ＝ ０􀆰 ４７７），事后比较结果显示

从训练的第 ２ 天起限食至 ９０％和限食至 ８０％组

的大鼠获得的糖丸数量显著增加（Ｐ＜０􀆰 ００１，９５％
ＣＩ＝ ［－３１３􀆰 ２６５，－ １３８􀆰 ３６０］）。 限食程度的主效

应显著（Ｆ （１， １４）＝ ５􀆰 ４０， Ｐ ＝ ０􀆰 ０２４，ｎ＝ １６，η２＝
０􀆰 ０８８）。 时间和限食程度之间不存在交互作用

（Ｆ （ ３， ４２ ） ＝ ０􀆰 ６７， Ｐ ＝ ０􀆰 ５７３， ｎ ＝ １６， η２ ＝
０􀆰 ０３５）。
２􀆰 ２　 不同动机条件下大鼠在完成可变难度获取

糖丸奖励任务中的表现

　 　 第二阶段的任务是训练大鼠学会另一侧鼻

触孔需鼻触多下才可以获得食物（低回报）。 用

双因素重复测量方差分析来考察不同限食程度

对大鼠 ＢＰ 测试中动机的影响（图 ３Ａ），发现限食

程度的主效应显著 （ Ｆ （ １， １４） ＝ １１􀆰 １９， Ｐ ＝
０􀆰 ００３，ｎ＝ １６，η２＝ ０􀆰 ３２７）。

运用三因素方差分析考察 ＦＲＸ （ Ｘ ＝ ＢＰ ×
１２􀆰 ５％、ＢＰ ×２５％、ＢＰ ×５０％、ＢＰ ×７５％）程序连续

４ ｄ 的训练结果（图 ３Ｂ），发现鼻触有效性主效应

显著（Ｆ （１， ９８）＝ １０５􀆰 ３４， Ｐ＜０􀆰 ００１，ｎ＝ １６，η２ ＝
０􀆰 ４８５）；限食程度的主效应显著（Ｆ （１， １４） ＝
３３􀆰 ８５， Ｐ＜０􀆰 ００１，ｎ ＝ １６，η２ ＝ ０􀆰 ２３２）；ＢＰ 比例主

效应不显著（Ｆ （３， ９８）＝ ２􀆰 ３６， Ｐ＝ ０􀆰 ０７５，ｎ＝ １６，
η２＝ ０􀆰 ０６０）。 鼻触有效性和限食程度之间存在

交互作用（Ｆ （１， ９８）＝ １２􀆰 １９， Ｐ＜０􀆰 ００１，ｎ ＝ １６，
η２＝ ０􀆰 ０９８），进一步进行简单效应分析，发现在

不应期，限食程度的简单效应不显著（Ｆ （１， ９８）
＝ １􀆰 ９６， Ｐ＝ ０􀆰 １６４）；在反应期，限食程度的简单

效应显著（Ｆ （１， ９８）＝ ３１􀆰 ４５， Ｐ＜０􀆰 ００１）。 鼻触

有效性和 ＢＰ 比例之间也存在交互作用（Ｆ （３，
９８）＝ １４􀆰 ８２， Ｐ＜０􀆰 ００１，ｎ ＝ １６，η２ ＝ ０􀆰 ２８４），进一

步进行简单效应分析，在 Ｘ 为 ＢＰ×１２􀆰 ５％时，鼻
触的有效性的简单效应不显著 （ Ｆ （ ３， ９８） ＝
０􀆰 ００９， Ｐ＝ ０􀆰 ９２５），但是在其他 Ｘ 值下鼻触的有

效性的简单效应均显著 （ ２５％： Ｆ （ ３， ９８） ＝
１２􀆰 ５７， Ｐ ＝ ０􀆰 ００１；５０％：Ｆ （３， ９８） ＝ ４３􀆰 １３， Ｐ ＜

０􀆰 ００１；７５％：Ｆ （３， ９８） ＝ ５２􀆰 ９８， Ｐ＜０􀆰 ００１）。 限

食程度和 ＢＰ 比例之间不存在交互作用（限食程

度×ＢＰ 比例：Ｆ （３， ９８）＝ ０􀆰 ４６， Ｐ ＝ ０􀆰 ７０８，ｎ＝ １６，
η２＝ ０􀆰 ０１２），鼻触有效性、限食程度和断点比例

之间也不存在交互作用（鼻触有效性×限食程度×
ＢＰ 比例：Ｆ （３， ９８）＝ ０􀆰 ９８， Ｐ ＝ ０􀆰 １２１，ｎ ＝ １６，η２
＝ ０􀆰 ０５０）。 这些结果共同说明限食程度较大的大

鼠、在 ＢＰ 比例较大时更容易建立多次鼻触和获

得糖丸之间的联系。
运用双因素方差分析断点比例和限食程度

对大鼠获得糖丸数量的影响（图 ３Ｃ），发现 ＢＰ 比

例的主效应显著（Ｆ （３， ４２）＝ ５１􀆰 ５４， Ｐ＜０􀆰 ００１，
ｎ＝ １６，η２＝ ０􀆰 ７３４），ＢＰ 比例和限食程度之间存在

交互作用（Ｆ （３， ４２）＝ ２􀆰 ７７， Ｐ＝ ０􀆰 ０５０，ｎ＝ １６，η２
＝ ０􀆰 １２９）。 事后比较显示两个限食程度下的大鼠

在每一个不同的 ＢＰ 比例所获得的糖丸数量之间

都不存在显著差异。
２􀆰 ３　 不同动机条件下大鼠在完成可选难度获取

糖丸奖励任务中的表现

　 　 第三阶段测试阶段，运用三因素方差分析考

察努力程度（ＢＰ 比例）、鼻触有效性和限食程度

对大鼠鼻触 ＦＲ１ 侧鼻触孔的影响（图 ４Ａ），发现

鼻触有效性的主效应显著（Ｆ（１， １８２）＝ ２２４􀆰 ５２，
Ｐ＜０􀆰 ００１，ｎ＝ １６，η２ ＝ ０􀆰 ４７１）；限食程度的主效应

显著（Ｆ（１， １４） ＝ ４􀆰 ７６３， Ｐ ＝ ０􀆰 ０３，ｎ ＝ １６，η２ ＝
０􀆰 ０２４）；努力程度主效应不显著（Ｆ（６， １８２） ＝
１􀆰 １２， Ｐ ＝ ０􀆰 ３５２，ｎ ＝ １６，η２ ＝ ０􀆰 ０３３）。 限食程度

和鼻触的有效性之间存在交互作用（Ｆ（１， １８２）＝
４􀆰 ２２６， Ｐ ＝ ０􀆰 ０４１，ｎ ＝ １６，η２ ＝ ０􀆰 ０２１），进一步进

行简单效应分析，发现在不应期，限食程度的简

单效应显著（Ｆ （１， １８２）＝ ９􀆰 ５９， Ｐ ＝ ０􀆰 ００２）；在
反应期，限食程度的简单效应不显著（Ｆ （１， １８２）
＝ ０􀆰 ０１， Ｐ ＝ ０􀆰 ９２１）。 努力程度与限食或鼻触有

效性之间不存在交互作用，且三者之间也不存在

交互作用（努力程度 ×限食程度：Ｆ （６， １８２） ＝
０􀆰 ０４６， Ｐ＝ １􀆰 ００，ｎ＝ １６，η２ ＝ ０􀆰 ００１；努力程度×鼻
触有效性：Ｆ（６， １８２）＝ ０􀆰 ９６０， Ｐ ＝ ０􀆰 ４５４，ｎ ＝ １６，
η２＝ ０􀆰 ０２９；努力程度×鼻触有效性×限食程度：Ｆ
（６， １８２）＝ ０􀆰 ０４２，Ｐ ＝ １􀆰 ０００，ｎ ＝ １６，η２ ＝ ０􀆰 ００１）。
运用双因素方差分析考察努力程度和限食程度

对大鼠在 ＦＲ１ 侧获得糖丸数量的影响（图 ４Ｂ），
发现限食程度的主效应显著（Ｆ（１， １４）＝ １０􀆰 ８０８，
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Ｐ＝ ０􀆰 ００１，ｎ＝ １６，η２＝ ０􀆰 ０９９）；努力程度的主效应

显著（Ｆ（６， ８４） ＝ ５􀆰 ６９９， Ｐ＜０􀆰 ００１，ｎ ＝ １６，η２ ＝
０􀆰 ２５９）。 在事后比较中发现当 ＦＲ１ 可以获得的

糖丸数保持为平均值的 ７０％，ＦＲＸ（Ｘ＝ＢＰ×２５％）
时，和 ＦＲＸ（Ｘ ＝ ＢＰ×５０％、７５％、１００％）之间存在

显著 差 异 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ９５％ ＣＩ 分 别 为 ［ ５􀆰 ９４９，
４６􀆰 ９２６］ ［２０􀆰 ３８７，６１􀆰 ３６３］ ［２６􀆰 ０７４，６７􀆰 ０５１］）。
努力程度和限食程度之间不存在交互作用（Ｆ（６，
８４）＝ ０􀆰 ４９０， Ｐ＝ ０􀆰 ８１５，ｎ＝ １６，η２＝ ０􀆰 ０２９）。

注：Ａ：第二阶段断点训练的结果；Ｂ：第二阶段训练的鼻触数；Ｃ：第二阶段训练获得的糖丸数。 与限食至 ８０％组相比，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 不同动机条件下大鼠在完成可变难度获取糖丸奖励任务中的表现

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｐｈａｓｅ ｏｆ ｂｒｅａｋｉｎｇ ｐｏｉｎｔ ｔｒａｉｎｉｎｇ． Ｂ， Ｎｏｓｅ ｐｏｋｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｐｈａｓｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ． Ｃ， Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｅｌｌｅｔｓ ｉｎ ｔｈｅ

ｓｅｃｏｎｄ ｐｈａｓｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｏｄ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｔｏ ８０％ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ∗∗Ｐ＜０． ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｔｉｖａｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｙ ｒｅｗａｒｄ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｔａｓｋｓ

运用三因素方差分析考察努力程度、鼻触有

效性和限食程度对大鼠在 ＦＲＸ 侧鼻触行为的影

响（图 ４Ｃ），发现鼻触有效性的主效应显著（Ｆ（１，
１８２）＝ １１０􀆰 ６１９， Ｐ＜０􀆰 ００１，ｎ ＝ １６，η２ ＝ ０􀆰 ３６１），努
力程度的主效应显著（Ｆ（６， １８２） ＝ １２􀆰 ６９７， Ｐ＜
０􀆰 ００１，ｎ＝ １６，η２＝ ０􀆰 ２８０）。 事后比较显示当 ＦＲＸ
侧需要的鼻触数保持在 ＢＰ 的 １００％后，提升 ＦＲ１
侧可以获得糖丸的最大值为第一阶段的鼻触数

的平均值的 ７０％与 ８０％、９０％和 ９５％之间，后面 ３
个的 ＦＲＸ 侧的鼻触数有显著的降低（Ｐ＝ ０􀆰 ０４５）。
提示大鼠在需要的努力程度越高时，在 ＦＲＸ 侧的

鼻触数显著下降。 限食程度没有主效应（Ｆ（１，
１４）＝ ０􀆰 ４８０， Ｐ ＝ ０􀆰 ４８９，ｎ ＝ １６，η２ ＝ ０􀆰 ００２），限食

至 ８０％组的大鼠的鼻触数与限食至 ９０％组的大

鼠之间没有差异。 努力程度和鼻触有效性之间

存在交互作用（Ｆ（６，１８２）＝ ５􀆰 ４２２， Ｐ＜０􀆰 ００１，ｎ ＝
１６，η２ ＝ ０􀆰 １４２），进一步进行简单效应分析，当努

力程度为 ＦＲ１＝ ７０％，ＦＲＸ＝ ２５％、ＦＲ１＝ ９５％，ＦＲＸ

＝ １００％时，鼻触有效性的简单效应不显著（ＦＲ１ ＝
７０％，ＦＲＸ＝ ２５％：Ｆ （６， １８２）＝ １􀆰 ２８， Ｐ ＝ ０􀆰 ２５９；
ＦＲ１＝ ９５％， ＦＲＸ＝ １００％：Ｆ （６， １８２）＝ ２􀆰 ４７， Ｐ＝
０􀆰 １１７），其他努力程度下，鼻触有效性的简单效

应均显著，说明当高回报侧可以获得更多的糖丸

时（ＦＲ１＝ ９５％），大鼠趋于“躺平”状态，因而无效

鼻触减少，有效鼻触和无效鼻触间差异减小。
运用双因素方差分析考察努力程度和限食

程度对大鼠在 ＦＲＸ 侧获得糖丸数量的影响（图
４Ｄ），发现限食程度的主效应显著（Ｆ（１， １４） ＝
８􀆰 ３８０， Ｐ ＝ ０􀆰 ００５，ｎ ＝ １６，η２ ＝ ０􀆰 ０７９），努力程度

的主效应显著（Ｆ（６， ８４）＝ ２１􀆰 ６７４，Ｐ＜０􀆰 ００１，ｎ ＝
１６，η２＝ ０􀆰 ５７０）。 事后比较显示当 ＦＲ１ 可以获得

的糖丸数保持为平均值的 ７０％，ＦＲＸ（Ｘ ＝ ＢＰ ×
２５％）和 ＦＲＸ（Ｘ ＝ ＢＰ ×５０％、７５％、１００％）存在显

著差 异 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ９５％ ＣＩ 分 别 为 ［ １６􀆰 ８７８，
４５􀆰 ８７２ ］， ［ ３３􀆰 ４４０， ６２􀆰 ４３５ ］， ［ ３９􀆰 １２８，
６８􀆰 １２２］），说明当 ＦＲ１ 侧可以获得的糖丸保持不

变时，随着 ＦＲＸ 侧需要的鼻触数的增加，大鼠在

ＦＲＸ 侧获取糖丸的数量减少。 努力程度和限食

程度之间不存在交互作用（Ｆ（６，８４）＝ １􀆰 ８０８， Ｐ ＝
０􀆰 １０５，ｎ ＝ １６，η２ ＝ ０􀆰 １００），说明无论是限食至

９０％还是限食至 ８０％组的大鼠，在不同的努力程

度下获得的糖丸数之间没有显著差异。
运用双因素方差分析考察努力程度和限食

程度对大鼠在 ＦＲＸ 侧鼻触数量的影响（图 ４Ｅ），
发现限食程度的主效应不显著 （ Ｆ （ １， １４） ＝
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０􀆰 ００３， Ｐ＝ ０􀆰 ９５３２，ｎ＝ １６），努力程度的主效应显

著（Ｆ（３， ４３）＝ ２１􀆰 ２７， Ｐ＜０􀆰 ００１，η２ ＝ ０􀆰 ６０３１，ｎ ＝
１６），交互作用显著 （ Ｆ （ ６， ８４） ＝ ２􀆰 ３８７， Ｐ ＝
０􀆰 ０３５３，η２＝ ０􀆰 １４５７，ｎ＝ １６）。

注：Ａ：不同选择程序下 ＦＲ１ 侧的鼻触数；Ｂ：不同选择程序下 ＦＲ１ 侧获得糖丸的数量；Ｃ：不同选择程序下 ＦＲＸ 侧的鼻触数。
Ｄ：不同选择程序下 ＦＲＸ 获得糖丸的数量；Ｅ：不同选择程序下 ＦＲＸ 侧的总鼻触数。 限食至 ８０％组（红色标注），与 ＦＲ１ ＝ ９０％，

ＦＲＸ＝ １００％相比，％％％Ｐ＜０． ００１；与 ＦＲ１ ＝ ９５％，ＦＲＸ ＝ １００％相比，＋＋＋Ｐ＜０． ００１；与 ＦＲ１ ＝ ７０％，ＦＲＸ ＝ ２５％相比，＾Ｐ＜０． ０５；与 ＦＲ１ ＝

７０％，ＦＲＸ＝ ５０％相比，＆Ｐ＜０． ０５；限食至 ９０％组（蓝色标注），与 ＦＲ１＝ ７０％，ＦＲＸ＝ ２５％相比，∗Ｐ＜０． ０５；与 ＦＲ１＝ ７０％，ＦＲＸ＝ ５０％相

比，＃＃Ｐ＜０． ０１。

图 ４　 不同动机条件下大鼠在完成可选难度获取糖丸奖励任务中的表现

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｎｏｓｅ ｐｏｋｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐｅｒｉｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｒａｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｇｒａｍｓ ｏｎ ＦＲ１． Ｂ， Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｅｌｌｅｔｓ
ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｇｒａｍｓ ｏｎ ＦＲ１． Ｃ， Ｎｏｓｅ ｐｏｋｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐｅｒｉｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｒａｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｇｒａｍｓ ｏｎ ＦＲＸ． Ｄ，
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｅｌｌｅｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｇｒａｍｓ ｏｎ ＦＲＸ． Ｅ， Ｔｏｔａｌ ｎｏｓｅ ｐｏｋｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｇｒａｍｓ ｏｎ ＦＲＸ． Ｆｏｒ ｆｏｏｄ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｔｏ

８０％ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｇｒｏｕｐ（ｒｅｄ ｌａｂｅｌ） ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＦＲ１＝ ９０％， ＦＲＸ＝ １００％， ％％％Ｐ＜０． ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＦＲ１＝ ９５％， ＦＲＸ＝ １００％， ＋＋＋Ｐ＜

０． ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＦＲ１＝ ７０％， ＦＲＸ＝ ２５％， ＾Ｐ＜０． ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＦＲ１＝ ７０％， ＦＲＸ＝ ５０％， ＆Ｐ＜０． ０５． Ｆｏｒ ｆｏｏｄ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｔｏ ９０％ ｂｏｄｙ

ｗｅｉｇｈｔ ｇｒｏｕｐ（ｂｌｕｅ ｌａｂｅｌ） ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＦＲ１＝ ７０％， ＦＲＸ＝ ２５％， ∗Ｐ＜０． ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＦＲ１＝ ７０％， ＦＲＸ＝ ５０％， ＃＃Ｐ＜０． ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｔｉｖａｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ｏｐｔｉｏｎａｌ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｙ ｒｅｗａｒｄ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｔａｓｋｓ

运用单因素重复测量方差分析考察不同努

力程度对限食至 ９０％的大鼠在 ＦＲＸ 侧鼻触数的

影响（图 ４Ｅ），发现努力程度的主效应显著（Ｆ（６，

４２）＝ １０􀆰 ２４，Ｐ＜０􀆰 ００１，ｎ ＝ ８，η２ ＝ ０􀆰 ５９４１）。 多重

比较发现当 ＦＲＸ 侧的值均为 ＢＰ 的 １００％后，ＦＲＸ
侧鼻触数显著降低（ＦＲ１ ＝ ７０％且 ＦＲＸ ＝ １００％ ｖｓ
ＦＲ１ ＝ ７０％且 ＦＲＸ ＝ ２５％：Ｐ ＝ ０􀆰 ０１０７，９５％ ＣＩ ＝
［１７１􀆰 ４， ２２５９］；ＦＲ１＝ ８０％且 ＦＲＸ＝ １００％ ｖｓ ＦＲ１
＝ ７０％且 ＦＲＸ ＝ ２５％：Ｐ＜０􀆰 ００１，９５％ＣＩ ＝ ［５３２􀆰 ９，
２６２０］；ＦＲ１＝ ９０％且 ＦＲＸ ＝ １００％ ｖｓ ＦＲ１ ＝ ７０％且

４７ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



ＦＲＸ＝ ２５％：Ｐ＜０􀆰 ００１，９５％ＣＩ＝［１０５０， ３１３７］；ＦＲ１
＝９５％且 ＦＲＸ＝ １００％ ｖｓ ＦＲ１＝ ７０％且 ＦＲＸ＝ ２５％：
Ｐ＜０􀆰 ００１，９５％ＣＩ ＝ ［９７３􀆰 ５， ３０６１］；ＦＲ１ ＝ ９０％且

ＦＲＸ ＝ １００％ ｖｓ ＦＲ１ ＝ ７０％ 且 ＦＲＸ ＝ ５０％： Ｐ＝
０􀆰 ００３７，９５％ ＣＩ ＝ ［ ２８４􀆰 ７， ２３７２］； ＦＲ１ ＝ ９５％ 且

ＦＲＸ ＝ １００％ ｖｓ ＦＲ１ ＝ ７０％ 且 ＦＲＸ ＝ ５０％： Ｐ ＝
０􀆰 ００７６，９５％ＣＩ＝［２０８􀆰 ５， ２２９６］）。

注：Ａ：“躺平”与“未躺平”组之间 ＮＡｃ 脑区 Ｄ１ 受体表达的差异。 Ｂ：“躺平”与“未躺平”组之间 ＮＡｃ 脑区 Ｄ２ 受体表达的差异。 与

“未躺平”组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 “躺平”与“未躺平”组大鼠 ＮＡｃ 脑区多巴胺受体表达的差异

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｄ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ＮＡｃ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ “ ｌｉｅ ｆｌａｔ” ａｎｄ “ ｎｏ ｌｉｅ ｆｌａｔ” ｇｒｏｕｐｓ． Ｂ， Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｄｏｐａｍｉｎｅ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｄ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ＮＡｃ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ “ ｌｉｅ ｆｌａｔ” ａｎｄ “ｎｏ ｌｉｅ ｆｌａｔ” ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ “ｎｏ ｌｉｅ ｆｌａｔ” ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ＮＡｃ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ “ｌｉｅ ｆｌａｔ” ａｎｄ “ｎｏ ｌｉｅ ｆｌａｔ” ｇｒｏｕｐｓ

运用单因素重复测量方差分析来限食至

８０％的大鼠在不同努力程度下对 ＦＲＸ 侧鼻触数

的影响（图 ４Ｅ），努力程度的主效应显著（Ｆ（６，
４２）＝ １３􀆰 １１，Ｐ＜０􀆰 ００１，ｎ ＝ ８，η２ ＝ ０􀆰 ６５１８）。 多重

比较发现当 ＦＲＸ 侧的值均为 ＢＰ 的 １００％后，ＦＲＸ
侧鼻触数显著降低（ＦＲ１ ＝ ８０％且 ＦＲＸ ＝ １００％ ｖｓ
ＦＲ１ ＝ ７０％且 ＦＲＸ ＝ ２５％：Ｐ ＝ ０􀆰 ０４２３，９５％ ＣＩ ＝
［２１􀆰 ５４， ２３４７］；ＦＲ１＝ ９０％且 ＦＲＸ＝ １００％ ｖｓ ＦＲ１
＝ ７０％且 ＦＲＸ ＝ ２５％：Ｐ＜０􀆰 ００１，９５％ＣＩ ＝ ［６６１􀆰 ３，
２９８７］；ＦＲ１＝ ９５％且 ＦＲＸ ＝ １００％ ｖｓ ＦＲ１ ＝ ７０％且

ＦＲＸ＝ ２５％：Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，９５％ＣＩ ＝ ［８７０􀆰 ８， ３１９６］；
ＦＲ１＝ ８０％且 ＦＲＸ ＝ １００％ ｖｓ ＦＲ１ ＝ ７０％且 ＦＲＸ ＝
５０％：Ｐ ＝ ０􀆰 ０４５９，９５％ＣＩ ＝ ［１１􀆰 ０４， ２３３７］；ＦＲ１ ＝
９０％且 ＦＲＸ ＝ １００％ ｖｓ ＦＲ１ ＝ ７０％且 ＦＲＸ ＝ ５０％：
Ｐ＜０􀆰 ００１，９５％ＣＩ ＝ ［６５０􀆰 ８， ２９７６］；ＦＲ１ ＝ ９５％且

ＦＲＸ ＝ １００％ ｖｓ ＦＲ１ ＝ ７０％ 且 ＦＲＸ ＝ ５０％： Ｐ ＜
０􀆰 ００１，９５％ＣＩ＝［８６０􀆰 ３， ３１８６］；ＦＲ１＝ ８０％且 ＦＲＸ
＝ １００％ ｖｓ ＦＲ１ ＝ ７０％且 ＦＲＸ ＝ ７５％：Ｐ ＝ ０􀆰 ０２１３，
９５％ＣＩ ＝ ［ １０７􀆰 ４， ２４３３］； ＦＲ１ ＝ ９０％ 且 ＦＲＸ ＝
１００％ ｖｓ ＦＲ１＝ ７０％且 ＦＲＸ ＝ ７５％：Ｐ＜０􀆰 ００１，９５％
ＣＩ＝［７４７􀆰 ２， ３０７３］；ＦＲ１ ＝ ９５％且 ＦＲＸ ＝ １００％ ｖｓ
ＦＲ１ ＝ ７０％ 且 ＦＲＸ ＝ ７５％： Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ９５％ ＣＩ ＝
［９５６􀆰 ７， ３２８２］），特别的是，当 ＦＲＸ 侧的值维持

断点的 １００％不变，单独将 ＦＲ１ 侧的停止值从

７０％改变为 ９０％以及 ９５％后，ＦＲＸ 一侧鼻触值也

有显著的降低 （ ＦＲ１ ＝ ９０％ ｖｓ ＦＲ１ ＝ ７０％： Ｐ ＜
０􀆰 ００１，９５％ＣＩ＝［４４６􀆰 ３， ２７７２］；ＦＲ１＝ ９５％ ｖｓ ＦＲ１
＝ ７０％：Ｐ＜０􀆰 ００１，９５％ＣＩ＝［６５５􀆰 ８， ２９８１］）。
２􀆰 ４　 伏隔核多巴胺受体表达差异

　 　 为检验“躺平”与“未躺平”的大鼠脑功能的

差异，运用独立样本 ｔ 检验考察“躺平”和“未躺

平”组大鼠 ＮＡｃ 脑区多巴胺 Ｄ１、Ｄ２ 受体表达的

差异（图 ５），发现躺平组大鼠 Ｄ１ 受体的表达显著

高于未躺平组（ ｔ ＝ ２􀆰 ９５１，Ｐ ＝ ０􀆰 ０２６，ｎ ＝ ８），但是

Ｄ２ 受体的表达不存在显著差异（ ｔ ＝ ２􀆰 ２７５，Ｐ ＝
０􀆰 ０６３３，ｎ＝ ８）。 说明“躺平”的大鼠可能是因为

ＮＡｃ 区的 Ｄ１ 受体表达更高。
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３　 讨论

３􀆰 １　 “躺平”样动机缺乏行为

　 　 本研究通过一方面设置最大奖励次数使得

大鼠在简易奖励获取任务（ＦＲ１）中只能满足部分

食物需求，另一方面改变可变难度获取糖丸奖励

任务（ＦＲＸ）中的任务强度，发现在 ＦＲ１ 能基本满

足大鼠食物需求（≥９０％），且 ＦＲＸ 达到最大强度

（Ｘ＝ＢＰ×１００％）时，大鼠表现出“躺平”样行为，
即在 ＦＲＸ 侧鼻触行为显著降低，但是在 ＦＲ１ 侧鼻

触数没有明显改变。 这可能是一种新的动机缺

乏的动物行为模型。
动机在日常生活中非常重要，动机障碍被认

为是多种精神疾病（比如重度抑郁和精神分裂

症）患者功能缺陷和生活质量下降的关键原因。
因此，许多临床前研究都集中在识别动机的心理

和神经生物学过程上。 然而，从动物行为反应的

变化推断动机是复杂的，须要排除任务相关的其

他过程。 动机包括许多相关的心理过程，但通常

可以定义为追求理想目标的行为激励。 动机缺

陷本质上与行为反应的缺少有关。 动物在任务

中反应较少，除了动力较弱之外，还可能与疲劳

或运动障碍等原因有关。 本研究排除了这些可

能性，因为大鼠在 ＦＲ１ 侧的鼻触数以及获取糖丸

数并没有显著降低。
大鼠鼻触获得糖丸的动机行为中涉及多个

心理过程［１０］。 大鼠除了需要付出体力外，鼻触行

为也有享乐成分，因为大鼠“喜欢”糖丸奖励才会

去鼻触。 大鼠还必须通过某种类型的成本 ／收益

计算，来比较行为（比如鼻触行为所花费的努力）
的预期成本与行为结束后获得奖赏的预期收益。
如果努力的结果超过了相关的成本，大鼠会选择

付出鼻触的努力。 因此，本研究发现在 ＦＲ１ 能基

本满足大鼠食物需求时，ＦＲＸ 侧鼻触行为显著降

低，可能是因为大鼠进行了某种成本 ／收益计算，
认为付出的成本超过了可能获得的奖赏。 这也

符合以往的发现，即如果动物不饿，他们就不会

为食物而完成任务。
已有多种实验心理学的行为程序可以用来

剖析动机过程。 测试动机最简单的是固定比例

（ＦＲ）训练程序。 在这个程序中，动物在完成指定

数量的鼻触后就会得到奖励，奖励所需的鼻触次

数可以增加（例如 ＦＲ１、ＦＲ５、ＦＲ２５），动物在面对

不断增加的工作需求时愿意继续鼻触的程度可

以反映动物在面对日益增加的努力需求时获得

奖励的动机［１１］。 ＦＲ 程序的一种变体是累进比率

（ＰＲ）程序［１２］，奖励对完成行为的要求会随着奖

励的提供而增加，变得越来越困难，直到在某个

时候动物拒绝完成行为。 动物停止反应或训练

结束前完成的最后 １ 个比率被称作断点，常被视

为动机的指标，其他指标还包括鼻触数和获得的

奖励的数量。 动物通常在 ＦＲ 程序下成功习得鼻

触行为后，会进行 ＰＲ 程序训练。 本研究在训练

过程中也使用了这两种程序，但是并没有简单作

为动机的测试，而是用于训练不同难度获得奖励

的任务，并在第三阶段训练中让大鼠进行选择。
与本研究所用任务范式类似，与努力相关的

选择任务也被用来检测奖励动机行为［１３］。 动物

需要在努力获得更喜欢的奖励与自由获得不太

喜欢的奖励之间进行权衡。 动物按照 ＦＲ 程序进

行训练，逐渐增加比率值，直到达到适度的要求。
ＦＲ 程序对应的行为会得到更喜欢的奖励。 同时，
动物可以自由获得一种不太喜欢的奖励（通常是

在饲养笼中进食）。 因此，在整个过程中，动物可

以在工作以获得更好的奖励或食用不太喜欢的

食物之间做出选择。 这项任务被认为是专门分

析奖励动机的行为。 通常情况下，动物会更多地

为自己喜欢的奖励工作，而消耗更少的免费食

物。 通过增加需要的 ＦＲ，研究人员可以确定各种

条件或操纵如何影响为获得首选奖励而付出努

力的意愿［１４］。 该模型与本研究也有明显的不同，
该模型的发现提示在所需努力程度不太高的时

候，动物更倾向于努力获取更喜欢的奖励，而本

研究发现在所需努力程度过高时，动物更倾向于

放弃获取一个较小的收益。
３􀆰 ２　 不同限食程度对“躺平”的影响

　 　 本研究使用了两个不同的限食程度，两组大

鼠均出现“躺平”现象，且两组之间没有显著差

异。 可能是因为在高回报侧已经基本满足需求，
所以对于低回报侧动机降低导致的。 有研究表

明，自给药行为以及动机，受到动物饥饿程度 ／饱
腹水平的影响，比如吃饱或者部分吃饱的动物觅

食行为和动机显著降低［１５－１７］，相反，饥饿会引起

更多的觅食行为和更高的觅食动机［１８－２０］。 并且
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在当难度提高到一定程度的条件下，动物更倾向

于近期的小的奖励而非远期的大的奖励［２１－２３］。
有趣的是，与限食至原体重 ９０％的大鼠相

比，限食至原体重 ８０％组的大鼠在第三阶段，在
低回报（ＦＲＸ）侧获得糖丸的数量显著更低，当在

高回报（ＦＲ１）侧可以获得的糖丸达到第一阶段的

９０％及以上时，限食至 ８０％组大鼠几乎不再从低

回报侧获取糖丸，且在第一、二训练阶段限食至

８０％组的大鼠所获取的糖丸一直显著高于限食至

９０％组，表明限食至 ８０％的大鼠在高回报侧获得

较多糖丸后，不倾向于再继续从低回报侧获得糖

丸。 可能有如下两个原因：（１）限食至 ８０％组经

过比较长时间更为饥饿的状态，已经适应了当前

的限食以及代谢状态，对糖丸的寻求动机比限食

至 ９０％组更低；（２）限食至 ８０％组的大鼠，与限食

至 ９０％组的大鼠相比，虽然处于更为饥饿、糖丸

寻求动机更强的状态，但是这导致了该组大鼠更

快速地摄入糖丸，导致更快的饱腹感，从而使得

在测试期间糖丸寻求动机反而更低。 后一种可

能性应该可以通过检测两组大鼠摄食的频率来

验证，遗憾的是，本研究并未采集该数据，这也是

本研究的不足之处，具体机制有待进一步的深入

研究。
３􀆰 ３　 “躺平”与“未躺平”组之间受体表达的差异

　 　 限食可以使与激励动机过程相关的神经系

统敏化，其中包括多巴胺系统［２４］，而 Ｄ１ 受体对于

环境和识别线索诱导的自然奖励（食物等）寻求

的恢复非常重要［２５］，蔗糖等适口性食物会提高

Ｄ１ 受体 ｍＲＮＡ 的水平［２５］，对食物的渴求会导致

ＮＡｃ 内 Ｄ１ 受体的增加［２６］，而慢性限食会增加 Ｄ１
受体阳性神经元而非 Ｄ２ 受体阳性神经元的突触

可塑性［２７－２８］。 本研究在 １６ 只大鼠中选取 ４ 只

“躺平”和 ４ 只“未躺平”的大鼠进行免疫印迹检

测，发现与“未躺平”的大鼠相比，“躺平”的大鼠

其 ＮＡｃ 中 Ｄ１Ｒ 表达水平显著更高，而 Ｄ２ 受体表

达水平未发现显著差异。 可能原因是“躺平”与

否可能与 ＮＡｃ 中的 Ｄ２ 受体表达水平高低无关。
相比于 Ｄ２ 受体，ＮＡｃ 表达 Ｄ１ 受体的神经元兴奋

支持小鼠的积极自刺激行为，表明 ＮＡｃ 表达 Ｄ１
受体的神经元特异性参与调节动机和奖励行

为［２９］。 在调节食物动机中，有研究表明小鼠 ＮＡｃ
核表达 Ｄ１ 受体而非表达 Ｄ２ 受体的神经元在诱

发食物动机中的重要作用［３０］，提示 Ｄ１ 受体更与

食物奖励诱发的动机密切相关。 “躺平”与“未躺

平”的大鼠 ＮＡｃ 脑区的 Ｄ１ 受体表达水平虽然有

显著差异，但是与先前的假设相反，“躺平”组的

Ｄ１ 受体的表达反而高于“未躺平”组，推测其可

能的原因，“躺平”组的行为确实已经躺平（低回

报侧鼻触小于 ２００，几乎不从低回报侧获得糖

丸），但是对于食物的渴求甚至大于“未躺平”组，
只是不愿再付出更多的努力去获得食物，所以

ＮＡｃ 内 Ｄ１ 受体表达增加，也可能与实验的其他

影响因素有关，需要重复实验进行排除后得到

原因。

４　 结论

　 　 “躺平”可能是由于基本生存条件得到满足

后的动机减弱，在低难度获取奖励能有较高满足

度的情况下，大鼠完成高难度获取奖赏任务的动

机会显著降低，呈现“躺平”样行为。 伏隔核 Ｄ１
受体表达升高可能是躺平的生物学基础之一。
上述发现扩展和加深了对于躺平及动机减弱机

制的认识，为研究躺平的生物学基础提供了一种

新的行为学范式。
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１３９： ８９－９７．

［２２］　 ＫＡＮＥ Ｇ Ａ， ＢＯＲＮＳＴＥＩＮ Ａ Ｍ， ＳＨＥＮＨＡＶ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｔｓ
ｅｘｈｉｂｉｔ ｓｉｍｉｌａｒ ｂｉａｓｅｓ ｉｎ ｆｏｒａｇｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｔｅｍｐｏｒａｌ ｃｈｏｉｃｅ
ｔａｓｋｓ ［Ｊ］． ｅＬｉｆｅ， ２０１９， ８： ｅ４８４２９．

［２３］　 ＳＡＣＫＥＴＴ Ｄ Ａ， ＭＯＳＣＨＡＫ Ｔ Ｍ， ＣＡＲＥＬＬＩ Ｒ Ｍ．
Ｐｒｅｌｉｍｂｉｃ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｔｒａｃｋ ｐｒｅｆｅｒｒｅｄ ｒｅｗａｒｄ ｖａｌｕｅ ａｎｄ
ｒｅｆｌｅｃｔ ｉｍｐｕｌｓｉｖｅ ｃｈｏｉｃｅ ｄｕｒｉｎｇ ｄｅｌａｙ ｄｉｓｃｏｕｎｔｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒ
［Ｊ］． Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１９， ３９（１６）： ３１０８－３１１８．

［２４］　 ＢＥＲＲＩＤＧＥ Ｋ Ｃ， ＲＯＢＩＮＳＯＮ Ｔ Ｅ． Ｗｈａｔ ｉｓ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｄｏｐａｍｉｎｅ ｉｎ ｒｅｗａｒｄ： ｈｅｄｏｎｉｃ ｉｍｐａｃｔ， ｒｅｗａｒｄ ｌｅａｒｎｉｎｇ， ｏｒ
ｉｎｃｅｎｔｉｖｅ ｓａｌｉｅｎｃｅ？ ［Ｊ］． Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ Ｒｅｖ， １９９８，
２８（３）： ３０９－３６９．

［２５］　 ＭＡＲＣＨＡＮＴ Ｎ Ｊ， ＫＡＧＡＮＯＶＳＫＹ Ｋ， ＳＨＡＨＡＭ Ｙ， ｅｔ ａｌ．
Ｒｏｌｅ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｒｉａｔａｌ ｃｉｒｃｕｉｔｓ ｉｎ ｃｏｎｔｅｘｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｒｅｉｎｓｔａｔｅｍｅｎｔ ｏｆ ｄｒｕｇ ｓｅｅｋｉｎｇ ［Ｊ］． Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ， ２０１５， １６２８
（Ｐｔ Ａ）： ２１９－２３２．

［２６］　 Ｄ’ＣＵＮＨＡ Ｔ Ｍ， ＤＡＯＵＤ Ｅ， ＲＩＺＺＯ Ｄ， ｅｔ ａｌ．
Ａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｒｏｉｎ ｓｅｅｋｉｎｇ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆｏｏｄ
ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ： ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｆｏｒ ｄｏｐａｍｉｎｅ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｃｃｕｍｂｅｎｓ ｓｈｅｌｌ ａｎｄ ｃｏｒｅ ［ Ｊ］．
Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ２０１７， ４２（５）： １１３６－１１４５．

［２７］　 ＣＡＲＲ Ｋ Ｄ， ＣＨＡＵ Ｌ Ｓ， ＣＡＢＥＺＡ ＤＥ ＶＡＣＡ Ｓ， ｅｔ ａｌ．
ＡＭＰＡ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｕｎｉｔ ＧｌｕＲ１ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ Ｄ⁃１ ｄｏｐａｍｉｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｃｃｕｍｂｅｎｓ ｓｈｅｌｌ ｍｅｄｉａｔｅｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｄｒｕｇ ｒｅｗａｒｄ ｍａｇｎｉｔｕｄｅ ｉｎ ｆｏｏｄ⁃ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ ｒａｔｓ ［Ｊ］．
Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１０， １６５（４）： １０７４－１０８６．

［２８］　 ＣＡＲＲ Ｋ Ｄ， ＴＳＩＭＢＥＲＧ Ｙ， ＢＥＲＭＡＮ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖｉｄｅｎｃｅ
ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｆｏｏｄ⁃ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ
ｒａｔｓ ［Ｊ］． Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ， ２００３， １１９（４）： １１５７－１１６７．

［２９］　 ＣＯＬＥ Ｓ Ｌ， ＲＯＢＩＮＳＯＮ Ｍ Ｊ Ｆ， ＢＥＲＲＩＤＧＥ Ｋ Ｃ．
Ｏｐｔｏｇｅｎｅｔｉｃ ｓｅｌｆ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｃｃｕｍｂｅｎｓ： Ｄ１
ｒｅｗａｒｄ ｖｅｒｓｕｓ Ｄ２ ａｍｂｉｖａｌｅｎｃｅ ［ Ｊ］． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１８， １３
（１１）： ｅ０２０７６９４．

［３０］　 ＭＡＴＩＫＡＩＮＥＮ⁃ＡＮＫＮＥＹ Ｂ Ａ， ＬＥＧＡＲＩＡ Ａ Ａ， ＰＡＮ Ｙ， ｅｔ
ａｌ． Ｎｕｃｌｅｕｓ ａｃｃｕｍｂｅｎｓ Ｄ１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｓｐｉｎｙ
ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ ｎｅｕｒｏｎｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｆｏｏｄ ｍｏｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｂｅｓｉｔｙ ［ Ｊ］．
Ｂｉｏｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ， ２０２３， ９３（６）： ５１２－５２３．

〔收稿日期〕２０２４－０７－０１

８７ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊａｎｕａｒｙ， ２０２５
Ｖｏｌ． ３５　 Ｎｏ． １

袁玲，王蕾，程鹏，等． ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 通过抑制大鼠原代肾肌成纤维细胞 Ｅｐｏ 基因启动子高甲基化逆转 ＰＭＴ ［Ｊ］． 中国比较

医学杂志， ２０２５， ３５（１）： ７９－８５．
Ｙｕａｎ Ｌ， Ｗａｎｇ Ｌ， Ｃｈｅｎｇ Ｐ， ｅｔ ａｌ． ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｐｅｒｉｃｙｔｅ⁃ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｅｐｏ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２５， ３５（１）： ７９－８５．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２５． ０１． ００８

［基金项目］天津市卫生健康科技项目（ＴＪＷＪ２０２２ＭＳ０５０）。
［作者简介］袁玲（１９７９—），女，硕士，副研究员，研究方向：慢性肾病及其并发症。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：１１２８ｓｕｎ＠ １６３． ｃｏｍ

５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 通过抑制大鼠原代肾肌成纤维细胞
Ｅｐｏ 基因启动子高甲基化逆转 ＰＭＴ

袁　 玲∗，王　 蕾，程　 鹏，江　 茜，崔晓雪

（天津市医药科学研究所，天津　 ３０００２０）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察去甲基化剂 ５－氮杂－２’脱氧胞苷（５⁃ａｚａ⁃２’⁃ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ）对大鼠原代

肾肌成纤维细胞的周细胞肌成纤维细胞转化（ｐｅｒｉｃｙｔｅ⁃ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＰＭＴ）的影响。 方法　 取 ５⁃Ａｚａ⁃
ＣｄＲ ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ 处理大鼠原代肾肌成纤维细胞 ７２ ｈ， 采用焦磷酸测序方法检测促红细胞生成素

（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）基因启动子甲基化程度，采用免疫荧光与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 α－平滑肌肌动蛋白（ ａｌｐｈａ⁃
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭΑ）、血小板源性生长因子受体 β（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ β，ＰＤＧＦＲβ）和
ＤＮＡ 甲基转移酶 ３ａ（ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ３ａ，Ｄｎｍｔ３ａ）的蛋白表达水平，并检测细胞上清液 ＥＰＯ 水平。 结果

与对照组相比，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理能显著降低 Ｄｎｍｔ３ａ 的表达和 Ｅｐｏ 启动子高甲基化水平，并随之降低了肌成纤

维细胞中 α⁃ＳＭＡ 的表达及 α⁃ＳＭＡ 与 ＰＤＧＦＲβ 的表达比例，同时，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理提高了细胞上清液中 ＥＰＯ
的水平。 结论　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 可通过抑制大鼠原代肾肌成纤维细胞 Ｅｐｏ 启动子高甲基化逆转 ＰＭＴ。

【关键词】 　 周细胞－肌成纤维细胞转化；ＥＰＯ；ＤＮＡ 甲基化；５－氮杂－２’脱氧胞苷；ＤＮＡ 甲基转移酶

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２５） ０１－００７９－０７

５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｐｅｒｉｃｙｔｅ⁃ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｅｐｏ ｇｅｎｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

ＹＵＡＮ Ｌｉｎｇ∗， ＷＡＮＧ Ｌｅｉ， ＣＨＥＮＧ Ｐｅｎｇ， ＪＩＡＮＧ Ｑｉａｎ， ＣＵＩ Ｘｉａｏｘｕｅ
（Ｔｉａｎｊｉｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ ａｎｄ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｔｉａｎｊｉｎ ３０００２０， Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｎｇ ａｇｅｎｔ ５⁃ａｚａ⁃２’⁃ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ （５⁃Ａｚａ⁃
ＣｄＲ）ｏｎ ｐｅｒｉｃｙｔｅ⁃ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ （ＰＭＴ） ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｒａｔ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ
ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ ｆｏｒ ７２ ｈ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ Ｅｐｏ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ （α⁃ＳＭＡ）， ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃β （ ＰＤＧＦＲβ） ａｎｄ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ （ Ｄｎｍｔ３ａ ） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ａｎｄ ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ （ＥＰＯ）ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ， ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｄｎｍｔ３ａ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｐｏ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ， ａｎｄ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ｔｏ ＰＤＧＦＲβ ｉｎ
ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＥＰＯ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｃａｎ ｒｅｖｅｒｓｅ ＰＭＴ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｅｐｏ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ．



【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｐｅｒｉｃｙｔｅ⁃ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ； ＥＰＯ； ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ； ５⁃ａｚａ⁃２ ’⁃ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ； ＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

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

　 　 肾性贫血是慢性肾疾病 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）的主要并发症之一，随肾功能下降

其发生率逐渐增加，对患者的生存质量及长期存

活均有重要影响。 肾周细胞（ｒｅｎａｌ ＥＰＯ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
ｃｅｌｌｓ，ＲＥＰＣｓ）是正常肾产生促红细胞生成素的细

胞［１］。 它是起源于间充质的高度分枝的间质细

胞，包裹在微血管基底膜内，通过不同的信号通

路与内皮细胞相互作用。 在正常情况下，这些细

胞位于皮髓质交界 Ｏ２ 利用率急剧下降的区域，
表达 ＣＤ７３ 和 血 小 板 源 性 生 长 因 子 受 体 β
（ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ β，
ＰＤＧＦＲβ） ［２］。 在 ＣＫＤ 进展过程中，周细胞分化

为表达 α⁃ＳＭＡ 的肌成纤维细胞 （ ＰＤＧＦＲβ＋、
ＣＤ７３＋、α⁃ＳＭＡ＋）即发生周细胞肌成纤维细胞转

化（ｐｅｒｉｃｙｔｅ⁃ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＰＭＴ），其促红

细胞生成素 （ ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ， ＥＰＯ） 表达明显降

低［３－５］。 ＰＤＧＦＲβ＋周细胞和 α⁃ＳＭＡ＋ ＰＤＧＦＲβ＋ 肌

成纤维细胞可以作为研究正常或 ＣＫＤ 肾周细胞

肌 成 纤 维 细 胞 转 化 （ ｐｅｒｉｃｙｔｅ⁃ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＰＭＴ）的标记物［５－６］。 ＰＭＴ 已被证明是

ＣＫＤ 慢性进展的关键［５，７］。 然而，目前 ＣＫＤ 中

ＲＥＰＣｓ 发生 ＰＭＴ 的具体机制仍不是很清楚。 新

近研究表明该过程与 Ｅｐｏ ５’的 ＤＮＡ 高甲基化密

切相关［７－８］。 ５ －氮杂 － ２’ 脱氧胞苷 （ ５⁃Ａｚａ⁃２’⁃
ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ）是一种去甲基化剂，已
被食 品 药 品 监 督 管 理 局 （ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）批准直接或间接用于影响基

因的疾病治疗［９］。 在表观遗传学研究中，５⁃Ａｚａ⁃
ＣｄＲ 也被广泛用作抑制 ＤＮＡ 甲基转移酶［１０－１１］。
本研究采用 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理大鼠原代肾肌成纤维

细胞通过调控 Ｅｐｏ 的 ＤＮＡ 高甲基化状态研究

ＰＭＴ 可逆性。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞

　 　 原代大鼠肾肌成纤维细胞（ ｒａｔ⁃ｉｃｅｌｌ⁃ｕ０１７）购
自 ｉＣｅｌｌ 生物科技股份有限公司。

１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 原代细胞培养体系（ ｉＣｅｌｌ 生物科技股份有限

公司，货号 ＰｒｉＭｅｄ⁃ｉＣｅｌｌ⁃０１５）；５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ （北京索

莱宝科技有限公司，货号 Ｄ９０１０）；二甲基亚砜

（美国 Ｓｉｇｍａ 公司，货号 ２７６８５５）；Ｒａｔ ＥＰＯ ＥＬＩＳＡ
Ｋｉｔ（武汉博士德生物公司，货号 ＥＫ１３５１）；小鼠抗

α－平滑肌肌动蛋白（ａｌｐｈａ⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃
ＳＭΑ） （美国 Ｎｏｖｕｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ 公司，货号 ＮＢＰ２⁃
３３００６）； 小 鼠 抗 ＤＮＡ 甲 基 转 移 酶 ３ａ （ ＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ３ａ，Ｄｎｍｔ３ａ） （美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公

司，货号 ｓｃ⁃３７３９０５）；兔抗血小板源性生长因子受

体 β （ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ β，
ＰＤＧＦＲβ）（英国 Ａｂｃａｍ 公司，货号 ａｂ３２５７０）；兔
抗 ＣＤ７３（美国 ＣＳＴ 公司，货号 １３１６０）；特异性荧

光标记二抗（美国 ＣＳＴ 公司，货号 ４４１２）；小鼠抗

β⁃ａｃｔｉｎ（北京中杉金桥生物技术有限公司，货号

ＴＡ⁃０９）；ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（天根生化科技（北京）有限

公司，货号 ＭＤ１１４⁃０２）；ＥｐｉＴａｑＴＭ ＨＳ（宝生物工程

（大 连 ） 有 限 公 司， 货 号 Ｒ１１０Ａ ）； ＥＺ ＤＮＡ
Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ⁃ＧｏｌｄＫｉｔ （美国 ＺＹＭＯ ＲＥＳＥＡＲＣＨ 公

司，货号 Ｄ５００５）； ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８ Ａｄｖａｎｃｅｄ ＣｐＧ
Ｒｅａｇｅｎｔｓ （ 德国 ＱＩＡＧＥＮ 公 司， 货 号 ９７４００２ ）；
ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８ Ｍａｇｎｅｔｉｃ Ｂｅａｄｓ （德国 ＱＩＡＧＥＮ 公

司，货 号 ９７４２０３ ）； ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８ Ｄｉｓｃｓ （ 德 国

ＱＩＡＧＥＮ 公 司， 货 号 ９７４９０１ ）； ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８
Ａｂｓｏｒｂｅｒ Ｓｔｒｉｐｓ （ 德 国 ＱＩＡＧＥＮ 公 司， 货 号

９７４９１２）。 焦磷酸测序仪 （德国 ＱＩＡＧＥＮ，货号

ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８）；一体化成像仪 （美国 ＧＥ 公司

Ｉｍａｇｅ，货号 ＱｕａｎｔＬＡＳ５００）；ＰＣＲ 仪（德国赛默飞

世尔科技公司，货号 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ５）；酶标仪（德国

赛默飞世尔科技公司，货号 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＦＣ）；荧光

显微镜（日本尼康公司，货号 Ｎｉ⁃Ｕ）；引物由上海

生工生物技术有限公司合成。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

　 　 于培养瓶中培养原代大鼠肾肌成纤维细胞，
待细胞覆盖培养瓶壁 ８０％ ～ ９０％后传代，将细胞

接种于 ６ 孔板进行后续实验。

０８ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



１􀆰 ３􀆰 ２　 分组及药物处理　
　 　 实验分对照组和 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 剂

量依据文献［１２］ 和噻唑蓝（３⁃（４，５⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ⁃
２⁃ｙｌ）⁃２，５⁃ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ）测试

结果判定。 ＭＴＴ 测定方法为：ＲＥＰＣｓ（１×１０５ ／ ｍＬ）
分别用不同浓度的 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 在 ３７ ℃条件下处

理 ２４ ｈ，处理后每孔加 ２０ μＬ ＭＴＴ 孵育 ４ ｈ，用
１５０ μＬ 二甲基亚砜溶解紫色甲瓒晶体，用酶标仪

在 ５７０ ｎｍ 处测定吸光度。 将细胞接种于 ６ 孔板

中，并在标准 ＣＯ２ 培养箱（９５％空气，５％ ＣＯ２）中
于 ３７ ℃ 的上述培养基中孵育。 ２ ｄ 后，细胞用

２５０ ｎｇ ／ ｍＬ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 或二甲基亚砜溶剂处理

２４ ｈ，处理结束后收集各组细胞或细胞上清液用

于后续实验。
１􀆰 ３􀆰 ３　 细胞培养上清中 ＥＰＯ 水平分析

　 　 取 １􀆰 ３􀆰 ２ 中处理 ７２ ｈ 后的各组细胞悬液

２００ μＬ，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 收集上清液，严格

按照试剂盒说明采用 Ｒ． ＥＰＯ ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测

细胞培养上清中 ＥＰＯ 水平。
１􀆰 ３􀆰 ４　 免疫荧光染色检测

　 　 免疫荧光染色检测原代大鼠肾肌成纤维细

胞 Ｄｎｍｔ３ａ 的表达，并分别检测 α⁃ＳＭＡ ／ ＰＤＧＦＲβ
和 α⁃ＳＭＡ ／ ＣＤ ７３ 共定位表达。 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理

７２ ｈ 后，６ 孔板中的细胞爬片经 ４％多聚甲醛固定

１５ ｍｉｎ，ＴＢＳ 冲洗 ３ 次，采用 ３％ Ｈ２Ｏ２ 封闭过氧化

物酶 １０ ｍｉｎ，ＴＢＳ 冲洗 ３ 次，血清封闭 ２０ ｍｉｎ，加
入浓度为 １ ∶ ２００ 的相应一抗，４ ℃孵育过夜后，
ＴＢＳ 冲洗 ３ 次，荧光二抗 ３７ ℃ 孵育 １ ｈ，ＴＢＳ 冲洗

３ 次，ＤＡＰＩ 复染后滴入防荧光淬灭剂封片。 以

ＴＢＳ 代替一抗设立阴性对照。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肾肌成纤维细胞 α⁃
ＳＭＡ、ＰＤＧＦＲβ 和 Ｄｎｍｔ３ａ 蛋白表达水平

　 　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理 ７２ ｈ 后，将细胞匀浆后加入

适量含有 ＰＭＳＦ 的蛋白裂解液，提取组织蛋白，并
用 ＢＣＡ 法进行蛋白定量。 将蛋白样本进行凝胶

电泳，电转至 ＰＶＤＦ 膜上，经漂洗、封闭后加入稀

释一抗 α⁃ＳＭＡ（１ ∶ １０００）、ＰＤＧＦＲβ（１ ∶ １０００）、
Ｄｎｍｔ３ａ（１ ∶ １０００）和 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ １０００），４ ℃孵育

过夜，然后加入相应二抗 （１ ∶ ５０００） ３７ ℃ 孵育

１ ｈ，使用凝胶成像仪进行观察，随后用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
１􀆰 ４􀆰 ３􀆰 ６７ 测定条带灰度值，以目的蛋白与内参 β⁃
ａｃｔｉｎ 的灰度值比值表示。

１􀆰 ３􀆰 ６　 焦磷酸测序　
　 　 使用焦磷酸测序检测 Ｅｐｏ 启动子内 ３ 个 ＣｐＧ
位点（转录起始位点的＋２１９、＋２２１ 和＋２３２ 碱基

对） 的甲基化。 待分析序 列为： ＴＴＹＧＹＧＴＴＴＴ
ＴＴＧＧＡＹＧＧＴＧＡＴＴＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴＡＧＧＴＴＡＴＴ，其中

Ｙ 代表 ＣｐＧ 位点。 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理 ７２ ｈ 后，从各

组细胞样本中提取基因组 ＤＮＡ。 根据试剂盒说

明书，使用 ＥＺ ＤＮＡ 甲基化试剂盒进行亚硫酸氢

钠基因组 ＤＮＡ 的转化。 使用引物（正向 ＰＣＲ 引

物 ５’⁃ＧＴＧＴＴＴＴＡＧＡＡＴＡＧＡＴＴＴＴＧＧＴＴＡ ＧＧ⁃３’；
反 向 ＰＣＲ 引 物 ５ ’⁃ｂｉｏｔｉｎ⁃ＡＣＣＡＡＡＴＣＡＣＣ
ＣＣＡＡＴＡＡＣＣＴＡＡ⁃３’和测序引物 ５’⁃ＡＧＧＧＴＴＡＴ
ＡＧＡＧＴＴＴＴＴＴＴＧ⁃３’）对含有亚硫酸转化 ＤＮＡ 启

动子的基因组 ＤＮＡ 片段扩增， ＰＣＲ 产 物 经

ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８ Ａｕｔｏｐｒｅｐ（Ｑｉａｇｅｎ）按照使用说明书

进行 ＣｐＧ 定量。 该分析包括 Ｅｐｏ 转录起始位点

的＋２１９、＋２２１ 和＋２３２ 碱基对甲基化位点。 在本

研究中，这些位点被指定为 ＣｐＧ１５～ＣｐＧ１７ 进行

数据分析。 在软件（ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８ Ａｕｔｏｐｒｅｐ ２􀆰 ４􀆰 １
ｓｏｆｔｗａｒｅ， Ｑｉａｇｅｎ）中计算 ３ 个 ＣｐＧ 位点的甲基化

百分比。
１􀆰 ４　 统计学分析　
　 　 实验数据采用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，应
用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行统计分析，采 ｔ 检验进行组间比

较。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＭＴＴ 检测 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 对肾肌成纤维细胞

存活率的影响

　 　 １２５ ～ ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理后，肾原代

肌成纤维细胞 ＯＤ 值稳定，对细胞无毒性作用。
然而，当 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 浓度大于 ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ 时，ＯＤ
值下降，表明细胞毒性限制了细胞活力（图 １）。
因此，选择 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ 作为给药浓度。
２􀆰 ２　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理对肌成纤维细胞培养上清

中 ＥＰＯ 水平的影响　
　 　 与对照组相比，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组培养上清中

ＥＰＯ 水 平 显 著 升 高， 具 有 统 计 学 意 义 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１），见图 ２。
２􀆰 ３　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理 ７２ ｈ 对肌成纤维细胞

Ｄｎｍｔ３ａ 表达的影响　
　 　 ＩＦ 结果显示，与对照组相比，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组
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Ｄｎｍｔ３ａ 表达显著减少，见图 ３Ａ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

结果显示，与对照组相比，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组 Ｄｎｍｔ３ａ 表

达显著下降，具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ００１），见图 ３Ｂ。

２􀆰 ４　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理 ７２ ｈ 对肌成纤维细胞 α⁃
ＳＭＡ ／ ＰＤＧＦＲβ和 α⁃ＳＭＡ ／ ＣＤ７３ 共定位表达的

影响　

　 　 如图 ４Ａ，ＩＦ 结果显示，与对照组相比，５⁃Ａｚａ⁃
ＣｄＲ 处理后，表达 α⁃ＳＭＡ 的肌成纤维细胞数量明

显减少，一部分肌成纤维细胞（ＰＤＧＦＲβ＋；ＣＤ７３＋；
α⁃ＳＭＡ＋）转分化为周细胞（ＰＤＧＦＲβ＋；ＣＤ７３＋；α⁃
ＳＭＡ－；如白色箭头所示），Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果

显示，与对照组相比，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组 α⁃ＳＭＡ 表达显

著下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ００１），ＰＤＧＦＲβ
表达差异不明显，α⁃ＳＭＡ 与 ＰＤＧＦＲβ 的表达比值

（α⁃ＳＭＡ ／ ＰＤＧＦＲβ）降低（Ｐ＜０􀆰 ０１，见图 ４Ｂ、４Ｃ），
证实肌成纤维细胞数量减少及相应的周细胞数

量的增加，亦提示大部分原代大鼠肌成纤维细胞

转分化为周细胞。
２􀆰 ５　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理 ７２ ｈ 对肌成纤维细胞 Ｅｐｏ
启动子甲基化的影响　
　 　 如图 ５ 所示，灰色区域为 ＣｐＧ 位点，其甲基

化百分比为胞嘧啶的数目与胞嘧啶和胸腺嘧啶

注：与对照组相比， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 １　 不同浓度 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 对肾肌成纤维细胞存活率的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｏｎ
ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

注：与对照组相比， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１。

图 ２　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 对肌成纤维细胞上清中 ＥＰＯ 水平的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｏｎ ＥＰＯ ｌｅｖｅｌ ｉｎ
ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

注：Ａ：免疫荧光检测 Ｄｎｍｔ３ａ 的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｄｎｍｔ３ａ 的表达。 与对照组相比， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１。

图 ３　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理对肌成纤维细胞甲基转移酶 Ｄｎｍｔ３ａ 表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｄｎｍｔ３ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｄｎｍｔ３ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｄｎｍｔ３ａ ｉｎ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ
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注：Ａ：免疫荧光检测 α⁃ＳＭＡ ／ ＰＤＧＦＲβ 和 α⁃ＳＭＡ ／ ＣＤ７３ 共定位表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 α⁃ＳＭＡ 和 ＰＤＧＦＲβ 的表达；Ｃ：α⁃ＳＭＡ 和

ＰＤＧＦＲβ 的表达量分析，白色箭头：周细胞（α⁃ＳＭＡ－ ／ ＰＤＧＦＲβ＋）。 与对照组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ４　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理对肌成纤维细胞 ＰＭＴ 的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｈｅ ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ／ ＰＤＧＦＲβ ａｎｄ α⁃ＳＭＡ ／ ＣＤ７３． Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ＰＤＧＦＲβ． Ｃ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ＰＤＧＦＲβ． Ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗｓ， Ｐｅｒｉｃｙｔｅｓ（α⁃ＳＭＡ－ ／ ＰＤＧＦＲβ＋ ）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃ Ｐ＜０． ０１， ＃＃＃ Ｐ＜０． ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｏｎ ＰＭＴ ｏｆ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

注：与对照组相比， ＃Ｐ＜０． ０５。

图 ５　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理对肌成纤维细胞 Ｅｐｏ 启动子甲基化的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０． ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｏｎ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｐｏ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ
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之和的数目比值。 该比值由仪器自动计算并显

示于 ＣｐＧ 位点顶部的阴影区域。 使用焦磷酸测

序法对肌成纤维细胞 Ｅｐｏ 启动子甲基化水平进行

检测，结果显示，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理后，与对照组相

比，肌成纤维细胞 Ｅｐｏ 启动子 ＣｐＧ１６ 的甲基化水

平降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＣｐＧ１５ 和 ＣｐＧ１７ 甲基化水平

差异不明显。

３　 讨论

　 　 肾周细胞能够通过 ＨＩＦ⁃２α 依赖性基因转录

过程产生 ＥＰＯ，以应对贫血或缺氧。 然而，在肾

纤维化过程中，周细胞向肌成纤维细胞的转变阻

碍了 Ｅｐｏ 的转录。 在 ＣＫＤ 肾中，肾周细胞分化为

高水平表达 α⁃ＳＭＡ 的肌成纤维细胞，其 ＥＰＯ 产

生减少［７，１３］。 肾性贫血的原因不是产生 ＥＰＯ 的

细胞的损失，而是这些细胞发生 ＰＭＴ 转分化为产

生 ＥＰＯ 能力较低的肌成纤维细胞［１４］。 据报道该

过程与 ＤＮＡ 高甲基化密切相关，去除触发损伤的

刺激后，这些肌成纤维细胞保持可塑性，恢复

ＥＰＯ 的产生［８，１３］。 ５－氮杂胞苷（５⁃ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ，５⁃
Ａｚａ）是近 ４０ 年首次合成的，其用于处理培养的

癌细胞时，被发现具有广泛的抗代谢活性，并且

是一种有效的急性髓性白血病化疗药物［１５－１６］。
研究发现，５⁃Ａｚａ 被摄入 ＤＮＡ，其一方面直接与

ＤＮＡ 单链结合，另一方面可催化蛋白酶体依赖的

Ｄｎｍｔ 的降解，发挥去甲基化的生物活性［１７］。 基

于逆转表观遗传的作用，５⁃Ａｚａ 和 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 被广

泛用于证明特定基因区域甲基化的缺失与相关

基因的激活之间的相关性［１８］。 此外，也有研究报

道，在癌症治疗中，低剂量的去甲基化药物可以

有效地消耗 Ｄｎｍｔ，而高剂量会导致细胞周期阻滞

和细胞毒性［１９－２０］。 为了研究恢复 ＥＰＯ 产生的可

能性，我们将肌成纤维细胞暴露于低浓度的去甲

基化剂 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 中，发现 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理降低

了肾肌成纤维细胞 Ｄｎｍｔ３ａ 的表达，焦磷酸测序

同时证实 Ｅｐｏ 启动子的高甲基化被降低，证实 ５⁃
Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理能逆转 Ｅｐｏ 基因的高甲基化，与文

献报道一致［６］。 已有研究证明肾 ＲＥＰＣｓ 的周细

胞－肌成纤维细胞转化与 Ｅｐｏ 的高甲基化密切相

关［６－８］。 本 研 究 进 一 步 采 用 ＩＦ 分 别 检 测

ＰＤＧＦＲβ ／ α⁃ＳＭＡ 和 ＣＤ７３ ／ α⁃ＳＭＡ 的共定位表达

及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 α⁃ＳＭＡ 与 ＰＤＧＦＲβ 的表达比

值（α⁃ＳＭＡ ／ ＰＤＧＦＲβ）的变化分析 ＲＥＰＣｓ 中周细

胞和肌成纤维细胞两种细胞状态的相互转化情

况，本研究观察到 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理后肌成纤维细

胞数量减少及相应的周细胞数量增加，提示大部

分原代大鼠肌成纤维细胞转分化为周细胞。 检

测细胞上清液中 ＥＰＯ 的水平发现 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处

理后随肌成纤维细胞转分化为周细胞的数量增

加，ＥＰＯ 水平也相应升高。 由此表明 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ
可以通过抑制 Ｅｐｏ 基因的高甲基化逆转周细胞向

肌成纤维细胞的转变，促进大部分肌成纤维细胞

向周细胞分化，恢复 ＥＰＯ 的产生。 ＣＨＯＵ 等［５］对

缺血 再 灌 注 导 致 的 急 性 肾 损 伤 （ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ⁃
ＡＫＩ）期间周细胞表观遗传改变的研究中提出肌

成纤维细胞起源于静止周细胞，其数量在 ＩＲＩ⁃
ＡＫＩ 后增加，被称为活化周细胞，后者在肾恢复过

程中发生凋亡，少数存活的周细胞被分类为失活

周细胞，这几种周细胞有包括 ＤＮＡ 高甲基化在内

的不同的表观遗传修饰，这些表观遗传修饰导致

了 ＣＫＤ 的进展，５⁃Ａｚａ 处理能逆转活化周细胞的

特征，使它们更类似于静止周细胞［５］，与本研究

结果相一致。
总之，肾周细胞产生 ＥＰＯ，但在 ＣＫＤ 进展过

程中，由于 Ｅｐｏ 基因的高甲基化，周细胞转分化为

肌成纤维细胞时，ＥＰＯ 产生被抑制。 本研究在体

外实验证实低浓度去甲基化剂 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 能较好

地抑制 Ｅｐｏ 启动子高甲基化发挥调控 ＰＭＴ 的作

用从而恢复产生 ＥＰＯ，但需要更进一步在体内实

验结合其给药效应确定具体给药浓度。 此外，这
些发现也提示我们可以探索其他具有抑制 Ｅｐｏ 高

甲基化或逆转 ＰＭＴ 功能的药物用于防治 ＣＫＤ 患

者肾性贫血。
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模式小鼠批量鉴定方法的探讨

金　 悠１，倪　 岚１，魏　 琦２，赵　 欢２，何金钢２∗

（１．华中科技大学基础医学国家级实验教学示范中心，武汉　 ４３００３０；
２．华中科技大学同济医学院基础医学院药理学系，武汉　 ４３００３０）

　 　 【摘要】 　 目的　 为模式小鼠基因型批量鉴定工作建立高效的 ＤＮＡ 提取方法。 方法　 以鼠尾组织为实

验材料，采用碱煮简化法、碱煮常规法、蛋白酶 Ｋ 裂解法和 ＤＮＡ 提取试剂盒 ４ 种方法提取模式小鼠 ＤＮＡ，测
定 ＤＮＡ 模板纯度、浓度，评价凝胶电泳图的优劣，并比较 ４ 种方法所耗时长及实验成本。 结果　 蛋白酶 Ｋ 裂

解法提取的 ＤＮＡ 浓度最高，碱煮简化法和常规法次之；试剂盒处理所得的 ＤＮＡ 纯度较高，碱煮简化法次之。
４ 种方法处理所得的 ＤＮＡ 模板通过聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增、凝胶电泳后均可得到

清晰的 ＤＮＡ 目的条带。 此外，碱煮简化法提取的 ＤＮＡ 模板在－２０ ℃ 保存 １ 个月后仍可用于基因鉴定，且耗

时最少、成本最低。 结论　 模式小鼠批量鉴定基因型时，碱煮简化法是目前最简便、最快捷、最经济的 ＤＮＡ 模

板提取方法。
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ＰＣＲ； ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 随着基因工程技术的不断发展和完善，越来

越多的模式小鼠在生命科学领域中受到众多科

研人员的青睐，在人类疾病致病分子机制及临床

研究中发挥着重要的作用。 模式小鼠在繁殖过

程中，需要不断对其子代进行基因型鉴定，因而

建立快速、稳定、准确、经济的基因型鉴定方法具

有非常重要的实际应用价值。 在 ＣＮＫＩ 中国知网

学术文献总库上以“基因鉴定、小鼠”为关键词搜

索 ２０２３ 年 ２ 月至 ２０２４ 年 １ 月间已在刊物上发表

的模式小鼠鉴定方法，共有 ６ 篇文献采用 ＤＮＡ 提

取试剂盒［１－６］、４ 篇采用蛋白酶 Ｋ 裂解法［７－１０］、１
篇采用碱煮常规法［１１］。 这表明曾经广泛使用的

ＤＮＡ 提取法苯酚－氯仿法［１２－１３］ （氯仿有神经毒

性）已被淘汰。 然而，目前使用最多的商业试剂

盒成本昂贵，耗时费力，为了快速、经济地进行模

式小鼠的基因型鉴定，本研究针对碱煮简化法、
碱煮常规法、蛋白酶 Ｋ 裂解法和 ＤＮＡ 提取试剂

盒法 ４ 种不同方法进行比较，检测所提取 ＤＮＡ 模

板的纯度、浓度，评价凝胶电泳图的优劣，对比 ４
种方法所耗时长及实验成本，以期为模式小鼠基

因型鉴定建立一个稳定、快速、经济的提取技术。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物　
　 　 本研究选用了 ３２ 只 ４ 周 ＳＰＦ 级雄性 ＭＣ４Ｒ⁃
ｌｏｘｐ 小鼠，体重 １３ ～ １６ ｇ，为基因鉴定实验对象。
ＭＣ４Ｒ⁃ｌｏｘｐ 小鼠最初购买于美国 ＪＡＣＫＳＯＮ 实验

室，在华中科技大学同济医学院 ＳＰＦ 级屏障系统

动物实验室［ＳＣＸＫ（鄂）２０２１－０００９］进行繁殖和

扩增［ＳＹＸＫ（鄂）２０２１－００５７］。 该屏障系统的洁

净度为 ７ 级标准，控制温度在（２４±２）℃之间，相
对湿度在（５０ ± １０）％之间，换气次数每小时 １５
次，１２ ｈ ／ １２ ｈ 明 ／暗循环，动物自由进食水。 本实

验在华中科技大学实验动物伦理委员会监督下

进行， 确 认 符 合 动 物 伦 理 学 要 求 （ ＩＡＣＵＣ⁃
２０２３３８７７）和实验动物保护的相关规定。 在实验

中，动物繁殖饲养及实验过程均按照实验动物使

用的 ３Ｒ 原则给予了人道主义关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器　
　 　 ＮａＯＨ （天津市天为化学试剂有限公司，
Ｆ２０１１１０２０）；ＥＤＴＡ（国药集团化学试剂有限公

司，２０２３０８１７）；琼脂糖（西班牙 Ｈｉｓｐａｎａｇａｒ 公司，
２１２４１５）；ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ（北京天根生化科技有限公

司，Ｙ１６２６、Ｙ１７２１）；２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ（北京天

根生化科技有限公司，０１０３１、１７７２３）；核酸染料

（北京天根生化科技有限公司，Ｘ１０３１）；组织基因

ＤＮＡ 提取试剂盒（北京天根生化科技有限公司，
Ｙ２１１３）；蛋白酶 Ｋ（美国 ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司，１００１２），其他试剂均为分析纯国产试剂。
引物（ＨＧ２４０ １１１０００８）由武汉英骏科技有限公司

合成。
高压灭菌锅（日本 Ｈｉｒａｙａｍａ 公司，ＨＶＥ⁃５０）；

迷你金属恒温加热器（杭州米欧仪器有限公司，
ＭＩＮＩＢ⁃１００Ｉ）；高速冷冻离心机（德国 Ｅｐｅｎｄｏｒｆ 公
司，５４２４Ｒ）；微量分光光度计（德国 Ｉｍｐｌｅｎ 公司，
Ｐ⁃３６０⁃ＤＥＭＯ）； ＰＣＲ 仪 （ 美 国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公 司，
Ｔ１００ＴＭ ）； 电 泳 仪 （ 美 国 Ｅ⁃Ｃ Ａｐｐａｒａｔｕｓ 公 司，
ＥＣ２５０⁃９０）；琼脂糖水平电泳槽（北京六一仪器

厂，ＤＹＣＰ⁃３１ＣＮ）；凝胶成像仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司，ＧｅｌＤｏｃ ＸＲ＋）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 样本制备

　 　 准备手术剪、 酒精棉球、 消毒干棉球及

１􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管。 剪取 ２～ ４ ｍｍ 左右鼠尾，置于 ＥＰ
管中。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＤＮＡ 提取

　 　 （１）碱煮简化法

向有鼠尾的 ＥＰ 管中加入 １８０ μＬ ＮａＯＨ 溶液

（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），９５ ℃孵浴 ９０ ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 常

温离心 １０ ｍｉｎ，上清即为 ＤＮＡ 模板。
（２）碱煮常规法

按如下比例配置 ＤＮＡ 裂解液：ＥＤＴＡ （０􀆰 ５
ｍｏｌ ／ Ｌ） ∶ ＮａＯＨ（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）＝ １ ∶ ４５０ 取装有鼠

尾的印管，向每个鼠尾样本 ＥＰ 管中加入 １８０ μＬ

７８中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



ＤＮＡ 裂解液，９５ ℃孵浴 ９０ ｍｉｎ，加入 ２０ μＬ Ｔｒｉｓ⁃
ＨＣｌ（１ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ＝ ８􀆰 ０）混匀最后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 常

温离心 １０ ｍｉｎ，上清即为 ＤＮＡ 模板。
（３）蛋白酶 Ｋ 裂解法

按照下列配方配置裂解液：硫酸铵 ０􀆰 １１０ ｇ、
氯 化 镁 ０􀆰 ０３２ ｇ、 Ｔｒｉｓ ０􀆰 ４０６ ｇ、 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００
２􀆰 ５ ｍＬ，双蒸水定容至 ５００ ｍＬ，高压灭菌后待用，
临 用 前 将 裂 解 液 与 β － 硫 基 乙 醇 （ β⁃
ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ，β⁃ＭＥ）按 １００ ∶ １ 配制成混合液，
向有鼠尾的 Ｅｐ 管中加入 １８０ μＬ 混合液，９５ ℃反

应 １０ ｍｉｎ，离心并冷却至室温，每管加入 １０ μＬ 蛋

白酶 Ｋ（１０ ｍｇ ／ ｍＬ），５５ ℃ 孵育 １２ ｈ 最后样本

１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，上清即为 ＤＮＡ 模板。
（４）ＤＮＡ 提取试剂盒法

使用 ＴＩＡＮＧＥＮ 血液 ／细胞 ／组织基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒，依据说明书（版本号： ＤＰ２１０８３１）进
行操作。 最后取 ５０ μＬ 洗脱缓冲液（ＤＮＡ 模板）
置于 ４ ℃备用，长期保存放于 －２０ ℃冷冻。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＤＮＡ 质量和浓度测定

　 　 利用微量分光光度计，取 １ μＬ 按照各种方

法提取的 ＤＮＡ 模板，在 ２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 测定其

吸光度值，仪器自动计算 ２６０ ｎｍ ／ ２８０ ｎｍ 的吸光

度比值和 ＤＮＡ 浓度。 吸光度（Ａ２６０ ／ Ａ２８０）的比

值在 １􀆰 ８～２􀆰 ０ 的范围内表示所获得的 ＤＮＡ 较为

纯净，而低于 １􀆰 ０ 则说明有蛋白质污染［１４－１５］。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＰＣＲ 扩增及琼脂糖凝胶电泳检测

　 　 以上 ４ 种方法提取的总 ＤＮＡ，通过 ＰＣＲ 反应

进行基因扩增。 ＭＣ４Ｒ⁃ｌｏｘｐ 小鼠的上游引物为

ＧＡＣＡ ＴＧＡＡＡＧＡＡＡＡＡＣＡＧＡＣＡＣＣ，下游引物为

ＧＡＧＴＣ ＴＣＧＧＧＣＡＡＴＧＡＡＣＣ（５’⁃３’）。 ＰＣＲ 扩增

反应体系总体积为 １０ μＬ。 ＰＣＲ 反应前体系组

成：Ｍｉｘ ５ μＬ，上下游引物各 ０􀆰 ３ μＬ，无酶水补足

９􀆰 ５ μＬ。 按样本数 Ｎ＋１ 配制 ＰＣＲ 反应前体系，
并在漩涡振荡器上混匀，微型离心机离心 １ ｍｉｎ。
取 ９􀆰 ５ μＬ 反应前体系混合物，加入 ＤＮＡ 模板 ０􀆰 ５
μＬ，进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应程序如下：９５ ℃预

变性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １５ ｓ，６５ ℃退火 ３０ ｓ（每个

循环降温 ０􀆰 ５ ℃），７２ ℃ 延伸 ４０ ｓ，４０ 个循环；
７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ，１２ ℃ 保存。 扩增反应结束后，
ＰＣＲ 产物放置于 ４ ℃冷藏。

取 ７ μＬ 扩增产物，进行 １􀆰 ２％琼脂糖凝胶

（１５０ Ｖ，３５ ｍｉｎ）电泳，在凝胶成像系统中观察电

泳结果。 ＭＣ４Ｒ⁃ｌｏｘｐ 小鼠的基因型目的条带为

５００ ｂｐ（突变型）和 ４１１ ｂｐ（野生型）。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 检测结果用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示。

２　 结果

２􀆰 １　 ＤＮＡ 模板的质量与浓度　
　 　 ＭＣ４Ｒ⁃ｌｏｘｐ 小鼠尾分别按照 ４ 种方法处理

所得上清液即为 ＤＮＡ 模板。 取 １ μＬ 模板，使用

微量分光光度计检测模板的 ＤＮＡ 浓度和纯度，
结果见表 １。 表中可见 ＤＮＡ 提取试剂盒法处理

的 ＤＮＡ 模板最纯净，其次是碱煮简化法。 而碱

煮常规法和蛋白酶 Ｋ 裂解法处理的 ＤＮＡ 模板

吸光度 Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 比值均在 １􀆰 ３０ 左右，表明这

两种方法提取的 ＤＮＡ 模板含杂质较多，残留了

部分蛋白质。 此外，在总 ＤＮＡ 得率方面，蛋白酶

Ｋ 裂解法最优，最高可达到 ２８０５ μｇ ／ ｍＬ，平均得

率为（１７０３􀆰 ８８± ６１６􀆰 ００） μｇ ／ ｍＬ，几乎是试剂盒

法处理模板（４３􀆰 ９１±１５􀆰 ６４） μｇ ／ ｍＬ 的 ３９ 倍；其
次为碱煮简化法和碱煮常规法。
２􀆰 ２　 琼脂糖凝胶电泳结果

　 　 ＭＣ４Ｒ⁃ｌｏｘｐ 小鼠的鼠尾经 ４ 种方法处理后所

得 ＤＮＡ 模板在 ＰＣＲ 扩增和凝胶电泳后结果见图

１。 图中可见 ４ 种方法处理的 ＤＮＡ 模板 ＰＣＲ 扩增

后均可得到清晰的 ＤＮＡ 目的条带，能够达到筛选

转基因阳性鼠的实验目的。
２􀆰 ３　 提取方法耗时及费用比较　
　 　 配制完所有试剂后，按照 ４ 种方法提取 ８ 个

样本 ＤＮＡ 模板的时间依次为 １􀆰 ６５、１􀆰 ９８、１３􀆰 ５ 和

１２􀆰 ５ ｈ。 在试剂消耗上， 碱煮简化法只需用

ＮａＯＨ，碱煮常规法除 ＮａＯＨ 外，还需消耗 ＥＤＴＡ
和 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ；蛋白酶 Ｋ 裂解法中需使用 Ｔｒｉｓ、Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ⁃１００、β⁃ＭＥ 和蛋白酶 Ｋ 等。 从实验成本上看费

用从低到高依次是：碱煮简化法、常规法、蛋白酶

Ｋ 裂解法和 ＤＮＡ 提取试剂盒法。
２􀆰 ４　 碱煮简化法 ＤＮＡ 模板保存时间　
　 　 碱煮简化法处理后所得的 ＤＮＡ 模板采用常

规－２０ ℃保存 １０ ｄ、２０ ｄ 和 ３０ ｄ 后重复 ＰＣＲ 扩

增、凝胶电泳，依然能够呈现清晰的目的条带（见
图 ２），说明该法所提取的 ＤＮＡ 模板保存 ３０ ｄ 后

依然可用于基因型分析。
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表 １　 各组提取的 ＤＮＡ 模板结果比较（􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＤＮＡ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓ（􀭰ｘ±ｓ）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

项目
Ｉｔｅｍ

小鼠编号 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

平均值
Ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ

碱煮简化法
Ａｌｋａｌｉｎｅ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ

ｇｒｏｕｐ

吸光度比值
ＯＤ ｒａｔｉｏ １􀆰 ６７ １􀆰 ５９ １􀆰 ７３ １􀆰 ７０ １􀆰 ６３ １􀆰 ６５ １􀆰 ６６ １􀆰 ７６ １􀆰 ６７±０． ０５

ＤＮＡ 浓度 ／ （μｇ ／ ｍＬ）
ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ４６８ ５２７ ４６３ ４６８ ２８１ ４１４ ４２１ ３８９ ４２８􀆰 ８８±７３． ２９

碱煮常规法
Ａｌｋａｌｉｎｅ ｒｏｕｔｉｎｅ

ｇｒｏｕｐ

吸光度比值
ＯＤ ｒａｔｉｏ １􀆰 ２７ １􀆰 ３７ １􀆰 ３８ １􀆰 ２８ １􀆰 ３１ １􀆰 ２８ １􀆰 ３３ １􀆰 ３０ １􀆰 ３１±０． ０４

ＤＮＡ 浓度 ／ （μｇ ／ ｍＬ）
ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ４５１ ３０６ ５００ ４４４ ４２７ ３０８ ２７３ ５１６ ４０３􀆰 １３±９４． １７

蛋白酶 Ｋ 裂解法
Ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｋ ｃｌｅａｖａｇｅ

ｇｒｏｕｐ

吸光度比值
ＯＤ ｒａｔｉｏ １􀆰 ３２ １􀆰 ２１ １􀆰 １８ １􀆰 ２６ １􀆰 ３６ １􀆰 ２９ １􀆰 ３１ １􀆰 ４９ １􀆰 ３０±０． １０

ＤＮＡ 浓度 ／ （μｇ ／ ｍＬ）
ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ １２５６ ２３５５ ２０４４ １３８２ ２８０５ １２２７ １１９５ １３６７　 １７０３􀆰 ８８±６１６． ００

ＤＮＡ 提取试剂盒法
ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｋｉｔ ｇｒｏｕｐ

吸光度比值
ＯＤ ｒａｔｉｏ １􀆰 ７９ １􀆰 ８５ １􀆰 ９５ １􀆰 ７８ １􀆰 ９ １􀆰 ９６ ２􀆰 ０７ ２􀆰 １１ １􀆰 ９３±０􀆰 １２

ＤＮＡ 浓度 ／ （μｇ ／ ｍＬ）
ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ５１􀆰 ００ ４４􀆰 ４０ ６０􀆰 ４０ ６４􀆰 ９０ ３７􀆰 ９０ １８􀆰 ４０ ２７􀆰 ９０ ４６􀆰 ４０ ４３􀆰 ９１±１５􀆰 ６４

注：Ａ：碱煮简化组；Ｂ：碱煮常规组；Ｃ：蛋白酶 Ｋ 裂解组；Ｄ：ＤＮＡ 提取试剂盒组；１～８：小鼠编号。

图 １　 ４ 种不同提取方法所得 ＤＮＡ 模板的琼脂糖凝胶电泳检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ａｌｋａｌｉ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ ｇｒｏｕｐ． Ｂ， Ａｌｋａｌｉｎｅ ｒｏｕｔｉｎｅ ｇｒｏｕｐ． Ｃ， Ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｋ ｃｌｅａｖａｇｅ ｇｒｏｕｐ． Ｄ， ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｋｉｔ ｇｒｏｕｐ． １～８， Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ ｍｏｄｅｌ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ４ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ

注：Ａ：１０ ｄ；Ｂ：２０ ｄ；Ｃ：３０ ｄ；１～８：小鼠编号。

图 ２　 碱煮简化法所得 ＤＮＡ 模板不同保存时间的琼脂糖凝胶电泳检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， １０ ｄ． Ｂ， ２０ ｄ． Ｃ， ３０ ｄ． １～８， Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ａｇａｒｏｓｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ ｍｏｄｅｌ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ａｌｋａｌｉ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｓｔｏｒｅｄ ｆｏｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ
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３　 讨论

　 　 人类探索生命特征往往需要大量的基因小

鼠，如刘畅等［１６］曾经使用了 ６９ 只 ＰＶ⁃ｃｒｅ 小鼠才

完成了小白蛋白阳性抑制性神经元作用机制研

究，ＬＩＵ 等［１７］ 用了 ８０ 余只 ＳＡＲＭ１ＧＦＡＰ ⁃ＣＫＯ 双基

因小鼠才完成 ＳＡＲＭ１ 通过 ＮＦ⁃κＢ 信号促进神经

炎症并抑制脊髓损伤后的神经再生研究。 因此

在基因小鼠的繁育过程中常常必须进行大量模

式小鼠基因型鉴定工作。 故建立稳定、可靠、快
捷、经济的鉴定方法可有效提高模式小鼠基因型

鉴定工作效率、降低实验成本。
从表 １ 中可以看出，ＤＮＡ 提取试剂盒法处理

所得的 ＤＮＡ 模板纯度最好，且凝胶电泳后无杂带

干扰，鉴定结果可靠。 这主要是因为 ＤＮＡ 提取试

剂盒法中吸附柱可以吸附部分杂质，且漂洗液中

乙醇也可除去部分杂质。 但该法操作复杂、耗时

长，且漂洗后模板中 ＤＮＡ 浓度非常低。 故有时条

带较弱，甚至无条带出现。 蛋白酶 Ｋ 裂解法处理

所得的模板中 ＤＮＡ 浓度最高，凝胶电泳后所有的

样本基本都有目的条带出现，可有效鉴定出模式

小鼠的基因型，但该法不仅操作复杂、耗时长，而
且使用的无色挥发性液体 β－硫基乙醇具有较强

烈的刺激性气味，需要在通风橱中进行操作，噪
声较大。 碱煮常规法中的 ＥＤＴＡ 是一种重要的螯

合剂，可在一定程度上除去部分杂质，其 ＤＮＡ 模

板凝胶电泳结果与碱煮简化法基本相同。
综合比较 ４ 种基因鉴定方法的效果、效率及

成本后发现碱煮简化法有以下优点：（１）操作步

骤精简，污染少：碱煮简化法只需消化、离心，２ 步

即可完成 ＤＮＡ 提取，操作非常简便快捷，无毒无

味，减少了样本间的交叉污染。 （２）实验周期短，
效率高：碱煮简化法处理时间不足 ２ ｈ，当天即可

快速筛选出基因型结果，便于模式小鼠后续研究

工作的开展。 （３）成本低廉，效果好：碱煮简化法

只使用了最便宜的 ＮａＯＨ，样本处理成本几近于

０，且在凝胶中可电泳出清晰的目的条带，能够满

足模式小鼠基因型鉴定工作。
当然碱煮简化法也有缺陷。 在模式小鼠的

鉴定工作中发现当目的条带在 ８００ ｂｐ 以上时，碱
煮简化法提取的模板无 ８００ ｂｐ 以上的条带，如
Ｎｉｘ⁃ｋｏ 小鼠，其目的条带为 ８７０ ｂｐ（突变型）和

３６８ ｂｐ（野生型），碱煮简化法提取的 ＤＮＡ 模板均

只有 ３６８ ｂｐ 的条带。 故碱煮简化法多用于目的

条带在 ５００ ｂｐ 以下的小鼠基因型鉴定工作。 在

美国 ＪＡＸ 公司的模式小鼠供货单上适用于心血

管研究、可用 ＰＣＲ 程序鉴定出基因型的前 ５０ 种

中共有 ４２ 种目的条带在 ４００ ｂｐ 以下，故绝大多

数模式小鼠的基因鉴定均可使用碱煮简化法提

取 ＤＮＡ。
综上所述，碱煮简化法所得 ＤＮＡ 模板在

－２０ ℃冷冻保存 １ 个月后仍可用于基因鉴定，且
费用低廉，耗时较少，电泳条带较清晰，是目前最

简便、最快捷、最经济的 ＤＮＡ 提取方法。
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花粉诱导的过敏性鼻炎动物模型研究进展

徐　 丹，李姗姗，王毅力，高斐宏∗

（天津中医药大学，天津　 ３０１６１７）

　 　 【摘要】 　 花粉变应原诱导的过敏性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）又称季节性过敏性鼻炎（ｓｅａｓｏｎａｌ ａｌｌｅｒｇｉｃ
ｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＳＡＲ），通常发生在风媒植物的花粉散播期。 在过去的 ３０ 年里，ＳＡＲ 的发病率已增加了一倍多。 ＳＡＲ
的病因复杂，涉及多种因素，包括花粉变应原的种类、环境气候因素、遗传因素、人体免疫状态等。 动物模型是

理解 ＡＲ 发病机制和推动有效防治策略发展的重要工具，本文通过总结近年来国内外关于花粉诱导 ＡＲ 动物

试验的文献，系统阐述了影响模型效果的因素，包括动物品系、致敏材料（花粉抗原的制作及存在问题、佐剂

的使用及存在问题）、造模的步骤和效果评价。 这些内容旨在为建立合适的花粉诱导 ＡＲ 动物模型及其相关

的基础研究和应用研究提供参考和支持。
【关键词】 　 季节性过敏性鼻炎；过敏性鼻炎；花粉变应原；动物模型

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２５） ０１－００９２－１９

Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ

ＸＵ Ｄａｎ， ＬＩ Ｓｈａｎｓｈａｎ， ＷＡＮＧ Ｙｉｌｉ， ＧＡＯ Ｆｅｉｈｏｎｇ∗

（Ｔｉａｎｊｉｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｔｉａｎｊｉｎ ３０１６１７， Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｐｏｌｌｅｎ ａｌｌｅｒｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ （ＡＲ）， ａｌｓｏ ｋｎｏｗｎ ａｓ ｓｅａｓｏｎａｌ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ（ＳＡＲ），
ｔｙｐｉｃａｌｌｙ ｍａｎｉｆｅｓｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｉｏｎ ｂｙ ａｎｅｍｏｐｈｉｌｏｕｓ ｐｌａｎｔｓ． Ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ＳＡＲ ｈａｓ ｍｏｒｅ
ｔｈａｎ ｄｏｕｂｌｅｄ ｏｖｅｒ ｔｈｅ ｐａｓｔ ｔｈｒｅｅ ｄｅｃａｄｅｓ． Ｔｈｅ ｅｔｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ＳＡＲ ｉｓ ｍｕｌｔｉｆａｃｅｔｅｄ， ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｐｏｌｌｅｎ
ａｌｌｅｒｇｅｎｓ， ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｃｌｉｍａｔｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｅｄｉｓｐｏｓｉｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ． Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｅｌｕｃｉｄａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ＡＲ ａｎｄ ａｄｖａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ． Ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｓ ｔｈｅ ｒｅｃｅｎｔ ｐｅｒｔｉｎｅｎｔ ｄｏｍｅｓｔｉｃ
ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｐｏｌｌｅｎ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄ ＡＲ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｉｔ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｄｅｌｉｎｅａｔｅｓ ｔｈｅ ｆａｃｔｏｒｓ
ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｍｏｄｅｌｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｓｔｒａｉｎｓ， ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｚｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ， ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｐｏｌｌｅｎ ａｎｔｉｇｅｎｓ， ｔｈｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｄｊｕｖａｎｔｓ， ｔｈｅ
ｐｒｏｃｅｄｕｒａｌ ｓｔｅｐｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｃｒｅａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｌｏｇｉｅｓ ｆｏｒ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ． Ｔｈｅ ｉｎｓｉｇｈｔｓ
ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａｒｅ ｉｎｔｅｎｄｅｄ ｔｏ ｏｆｆｅｒ ｇｕｉｄａｎｃｅ ａｎｄ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ＡＲ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ ｂｏｔｈ ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ａｐｐｌｉｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ ｔｈｉｓ ａｒｅａ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｓｅａｓｏｎａｌ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ； ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ； ｐｏｌｌｅｎ ａｌｌｅｒｇｅｎｓ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．



　 　 过敏性鼻炎（ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）是由免疫

球蛋白 Ｅ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｅ，ＩｇＥ）介导的、涉及多

种细胞因子和免疫细胞介入的慢性非感染性鼻

黏膜炎性疾病［１－２］。 其临床表现通常为阵发性打

喷嚏、流清水样鼻涕、鼻部瘙痒和鼻塞等［３］。 并

且由于上下气道相互影响，临床上有 ４０％ ～ ５０％
的 ＡＲ 患者同时并发支气管哮喘［４］，严重影响患

者生活质量［５］。 ＡＲ 主要分为常年性和季节性两

种类型，其中季节性过敏性鼻炎（ｓｅａｓｏｎａｌ ａｌｌｅｒｇｉｃ
ｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＳＡＲ）是最常见的形式。 ＳＡＲ 曾被称为花

粉热，其特点是季节性发病明显，与特定花粉的

散播期相吻合，患者血清中可发现特异性 ＩｇＥ 抗

体［６］。 该病的病理机制非常复杂，这也引起了该

领域学者的广泛关注。
根据世界卫生组织的数据，全球至少有 ４ 亿

人患有 ＡＲ，预计到 ２０５０ 年，全球有一半的人口可

能患有过敏性疾病［７］。 在过去的 ３０ 年里，ＳＡＲ
的发病率增加了一倍多，影响到了全球 １０％ ～
２５％的人口［８］。 研究表明，季节性花粉浓度的增

加与过敏性疾病的发生密切相关［９－１０］。 随着现代

化和工业化的快速发展，人们的生活环境不断变

化，空气污染越来越严重， ＳＡＲ 的流行率逐年

上升［１１－１２］。
因此，我们迫切需要对花粉诱导的 ＡＲ 进行

更为深入的研究，特别是在发病机制、有效的治

疗方法和预防措施等方面。 建立花粉诱导 ＡＲ 动

物模型被认为是至关重要的一步。 本文综述了

近年来关于花粉诱导 ＡＲ 动物模型的研究进展，
重点讨论了动物品系、致敏材料（花粉抗原的制

作及存在问题、佐剂的使用及存在问题）、造模的

步骤、效果评价等内容。 这些研究不仅增强了我

们对花粉过敏机制的理解，也为探索有效的治疗

策略和促进新药研发提供了重要的理论依据与

实践指导。

１　 花粉过敏原的致敏特性

１􀆰 １　 花粉过敏原的类型及分布特征

　 　 花粉过敏的发生很大程度上受到环境因素

的影响，其中最重要的是花粉浓度和气候条件。
气候条件对花粉的传播有重要影响，例如风速。
引起 ＡＲ 的花粉主要是风媒花粉（如空气传播的

树木和草花粉），由于其重量轻，可随风飘散到数

千公里外的大气中［１３］，进而增加了过敏原的暴露

风险。 不同的地理位置也会影响植物的分布，进
而导致不同类型的花粉过敏原出现 ［１４］。 花粉浓

度是导致过敏反应的关键外部因素之一。 不同

类型的植物在不同的季节释放花粉，例如春季和

秋季是常见的花粉高峰期。 根据对风媒花粉植

物的调查结果显示，我国的主要气传致敏花粉植

物包括松科（如松树）、蒿属（如艾蒿）、杨属（如白

杨）、禾本科（如禾草）、柳属（如垂柳）、柏属（如
侧柏）、藜科（如灰藜）、葎草属（如葎草）、苋科

（如苋菜）和悬铃木属（如法国梧桐）等。 在我国，
春季（３ 月～５ 月）以松树科（如松树）、柏科（如侧

柏）、杨树（如白杨）和柳树（如垂柳）的花粉为主，
而夏季和秋季（６ 月～１０ 月）则以蒿草（如艾蒿）、
葎草和豚草的花粉为主要过敏原［１５］。
１􀆰 ２　 花粉过敏原的结构组成

　 　 大多数花粉由花粉外壁、花粉内壁、营养细

胞核和精细胞等成分组成。 花粉颗粒具有独特

的表面结构，为了完成授粉过程，花粉的表面通

常是粗糙的，常常带有尖刺状结构，这种表面形

态有时与一些寄生虫卵相似，甚至在某些情况下

在显微镜下也会与之混淆［１６］。 花粉的表面结构

（如尖刺）有助于其附着在鼻黏膜上，并可能破坏

紧密连接蛋白，从而增加上皮细胞的通透性，导
致过敏原进入免疫系统从而引起致敏作用［１７－１９］

（见图 １）。
研究调查显示，花粉中的一些高表达的蛋白

质（通常是糖蛋白）是花粉主要致敏成分。 近年

来研究发现蛋白质本身并不是敏化的驱动力。
敏化不仅与单个蛋白质的内在特性有关，而且与

花粉中具有不同特征的其他成分有关（见图 １）。
ＡＧＬＡＳ 等［２０］的研究表明，桦树花粉主要的过敏

原 Ｂｅｔｖ１ 本身既不能刺激树突状细胞，也不能诱

导 ２ 型辅助性 Ｔ 细胞（ｔｙｐｅ ２ ｈｅｌｐｅｒ ｔ ｃｅｌｌｓ，Ｔｈ２）极
化，而是桦树花粉提取物全部成分。 除了蛋白质

过敏原，暴露于花粉中的气道上皮细胞还会接触

到脂质，这些脂质同样会干扰人体免疫。 当花粉

粒被呼吸道上皮细胞水合时，过敏原和类二十烷

被释放，即花粉相关脂质介质（ ｐｏｌｌｅｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｌｉｐｉｄ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ，ＰＡＬＭｓ），随后进一步激活先天免

疫细胞，如中性粒细胞和嗜酸性粒细胞，从而促

进气道中的过敏性炎症［２１－２２］。 花粉表面负载空
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图 １　 花粉粒结构示意图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｇｒａｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

气中的微生物成分也有助于致敏过程。 ＯＴＥＲＯＳ
等［２３］发现，艾蒿花粉在空气中携带的内毒素含量

最高，与其他内毒素水平较低的花粉相比，会导

致更强的气道过敏反应。 腺苷是一种重要的组

织激素，最初因其在炎症中的作用而闻名，但它

在免疫抑制和调节中也起着关键作用。 在最近

对桦树花粉代谢组的分析中，腺苷被确定为另一

种有助于过敏敏感的花粉衍生物质。 桦树花粉

提取物已被证明通过腺苷 Ａ２ 受体刺激树突状细

胞 中 的 环 磷 酸 腺 苷 （ ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＣＡＭＰ ）， 从而抑制白介素 － １２
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１２，ＩＬ⁃１２）的分泌［２４］。 同样，在豚草

提取物对动物致敏的研究中，嗜酸性粒细胞的招

募和气道对挑战的抵抗依赖于提取物的腺苷消

耗［２５］。 这些研究为支持腺苷可能在过敏反应中

发挥关键作用这一说法提供了令人信服的证据

体系。 此 外， 大 量 的 研 究 表 明， 花 粉 中 含 有

ＮＡＤＰＨ 氧化酶，可产生氧化应激（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），并诱导由抗原引起的过敏性炎症

反应［２６］。
越来越多的研究表明，空气污染与 ＳＡＲ 的发

病率密切相关［２７－２８］。 空气污染物浓度的增加不

仅会直接引发呼吸道的炎症反应，还会导致鼻黏

膜对花粉过敏原的敏感性增加。 这种敏感性增

加导致花粉致敏现象愈发严重，从而使 ＳＡＲ 患者

的症状更加明显。 ＷＡＹＮＥ 等［２９］ 发现，大气中二

氧化碳浓度使豚草花粉产量增加 ６１％，从繁忙的

道路采集的花粉比从植被地区采集的花粉更容

易过敏。 综上，花粉致敏机制的复杂性与其结构

形态、成分及负载物均有密切关系（见图 ２）。

２　 花粉致敏 ＡＲ 动物模型

　 　 近年来，国内外啮齿动物模型已被用于建立

ＡＲ 动物模型，使用非啮齿动物模型的研究较少。
由于花粉致过敏性鼻炎发病机制的复杂性，目前还

没有单一的动物模型能够完全复制过敏性鼻炎患

者的所有典型临床表现，本文总结国内外近年来利

用花粉致敏动物诱导 ＡＲ（２２ 例）的研究，从动物品

系、性别、花粉品种、造模方案、致敏效果评估及检

测指标等方面进行归纳和比较分析，见表 １。
２􀆰 １　 小鼠

　 　 小鼠因其清晰的免疫遗传背景、快速的繁殖能

力以及广泛的来源而受到广泛应用。 不同品系的

小鼠各具特色，适应不同的研究需求。 近年来，利
用小鼠建立过敏模型的应用呈逐年上升的趋势，其
中常用的品系包括 ＢＡＬＢ ／ ｃ、ＢＤＦ⁃１、Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 和

Ｂ１０． Ｓ 等。 其中，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠是一种近交高 ＩｇＥ
应答系，主要倾向于产生 Ｔｈ２ 型免疫应答以及 ＩｇＥ
抗体［５２－５３］。 由于其在细胞因子水平研究中的优越

性，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠常被用作筛选潜在蛋白致敏作用
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图 ２　 花粉致过敏性鼻炎的机制图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ

的有效模型。 与 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠不同，Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠

主要触发 Ｔｈ１ 免疫应答和（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ，ＩＮＦ⁃γ）的
产生［５４］。 此外，有报道称，在 Ｃｒｙ ｊ １ 致敏的 Ｂ１０． Ｓ
小鼠中发现了一个主要的 Ｔ 细胞表位，该表位序列

与患者中最普遍的表位一致［５５－５６］。 因此，Ｂ１０． Ｓ 小

鼠是日本雪松花粉相关疾病的合适品系。
２􀆰 ２　 大鼠

　 　 大鼠作为实验动物，因其广泛的来源和相对

稳定的遗传特征而备受青睐。 这些动物具备有

敏锐的嗅觉，能够对环境中的粉尘、气体等刺激

表现出高敏感性，这一特性使得它们在研究过敏

性鼻炎、哮喘等过敏性疾病症状时显得尤为重

要。 大鼠在接触各种过敏原时，常常会产生特异

性 ＩｇＥ 抗体，这些抗体在免疫反应中起着关键作

用，使得对抗原的反应呈现出相对一致的模式。
另外，相较于小鼠和豚鼠，大鼠体型较大，这为科

研人员在进行多种实验操作以及样本采集提供

了更为便利的条件。 因此，大鼠在评估和研究过

敏性疾病的典型特征时显得更为适宜，从而使其

成为一种理想的实 验 模 型。 目 前， Ｗｉｓｔａｒ 大

鼠［５７］、ＳＤ 大鼠和 ＢＮ 大鼠［５８］ 是最常用的过敏模

型品系。
２􀆰 ３　 豚鼠

　 　 豚鼠对多种过敏原表现出高度敏感性，因此

它们常被用作研究过敏性反应的良好动物模型。
这些动物在遇到不同过敏原时，，可能会迅速引

发过敏性呼吸道疾病和过敏性休克等急性反应。
与其他动物相比，它们更容易发生鼻过敏或气管

过敏，研究人员经常使用豚鼠来诱导鼻塞模型。
通常用来模拟花粉过敏的豚鼠品种是哈特利豚

鼠。 然而，与常用的实验动物如小鼠和大鼠相比

豚鼠对外界刺激的敏感性更高，这种较强的敏感

性使得豚鼠在实验过程中容易出现明显的过敏

反应，甚至在极端情况下可能导致死亡。 此外，
豚鼠的个体差异也较为明显，导致在进行花粉过

敏原建模时，个体之间的反应可能会有所不同。
最后，由于对豚鼠基因和免疫系统的了解相对不

足，这限制了豚鼠在进一步研究免疫机制和基因

水平上的应用［５９－６１］。
２􀆰 ４　 非啮齿动物

　 　 目前，花粉诱导的非啮齿动物过敏模型主要

包括艾蒿花粉诱导的兔过敏模型［５１］，日本雪松花

粉诱导的猴过敏反应模型［５０］ 以及豚草诱导的狗

类过敏反应模型［４９］。 这些模型虽然能够更接近

地模拟人类的过敏反应，但在常规检测过程中，
用于花粉致敏和潜在安全性评估时面临较大的

困难。 所以由于伦理考量、高昂的成本以及技术

难度等因素，它们的应用受到限制。
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表 １　 花粉致敏 ＡＲ 动物模型一览表
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄ ＡＲ

动物品系
Ａｎｉｍａｌ ｓｔｒａｉｎ

花粉过敏原
Ｐｏｌｌｅｎ ａｌｌｅｒｇｅｎ

模型构建方法
Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

佐剂
Ａｄｊｕｖａｎｔ

评价指标
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

昆明小鼠［３０］

Ｋｕｎｍｉｎｇ ｍｉｃｅ
柳树花粉
Ｗｉｌｌｏｗ ｐｏｌｌｅｎ

将柳树花粉蛋白提取液混悬于含有 ５％氢氧化铝的生理盐水
中，配置成 ４种不同浓度的溶液：１􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ、２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ、２􀆰 ５
ｍｇ ／ ｍＬ 和 ３􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ。 给小鼠腹腔注射上述溶液（每只 ０􀆰 ４
ｍＬ），每 ３ ｄ 重复 １次，共 ７次。 第 ７次注射后的第 ６天起，采
用浓度为１０􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液进行滴鼻激发（每只１０ μＬ），连
续 ６ ｄ，每天 １次。
Ｍｉｘ ｗｉｌｌｏｗ ｐｏｌｌｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔ ｉｎ ａ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ５％
ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ｉｎ ｓａｌｉｎｅ， ｐｒｅｐａｒｉｎｇ ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ： １􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ， ２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ， ２􀆰 ５ ｍｇ ／
ｍＬ， ａｎｄ ３􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ． Ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｔｈｅｓｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ （０􀆰 ４ ｍＬ／ ｍｏｕｓｅ） ｅｖｅｒｙ ３ ｄ ｆｏｒ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ７ ｔｉｍｅｓ．
Ｓｔａｒｔｉｎｇ ６ ｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｉｎｔｒａｎａｓａｌ
ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ｕｓｉｎｇ ａ １０􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （１０ μＬ／ ｍｏｕｓｅ） ｄａｉｌｙ
ｆｏｒ ６ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

行为学评分；血清
ｓＩｇＥ 水平；鼻黏膜病
理学检测
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ；
ｓｅｒｕｍ ｓＩｇＥ ｌｅｖｅｌｓ；
ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａ
ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ

雌性
Ｃ５７ＢＬ／ ６Ｊ
小鼠［３１］

Ｆｅｍａｌｅ
Ｃ５７ＢＬ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ

豚草花粉
Ｒａｇｗｅｅｄ ｐｏｌｌｅｎ

将 ５０ μＬ 的豚草花粉变应原与等量的弗氏佐剂混合。 在第
１、８和 １５天，向小鼠腹腔内注射 ２００ μＬ 的混合物。 从第 ２１
天至第 ２８ 天，每天使用 ０􀆰 ５％浓度的豚草花粉变应原溶液
（每侧鼻腔 １０ μＬ）进行滴鼻激发。
Ｍｉｘ ５０ μＬ ｏｆ ｒａｇｗｅｅｄ ｐｏｌｌｅｎ ａｌｌｅｒｇｅｎ ｗｉｔｈ ａｎ ｅｑｕａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ
Ｆｒｅｕｎｄ ’ ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ． Ｉｎｊｅｃｔ ２００ μＬ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｘｔｕｒｅ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｏｎ ｄａｙｓ １， ８ ａｎｄ １５． Ｆｒｏｍ ｄａｙ ２１ ｔｏ ｄａｙ ２８，
ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ｕｓｉｎｇ ａ ０􀆰 ５％ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｒａｇｗｅｅｄ ｐｏｌｌｅｎ ａｌｌｅｒｇｅｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （１０ μＬ ｐｅｒ ｎｏｓｔｒｉｌ）．

弗氏佐剂
Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ
ａｄｊｕｖａｎｔ

行为学评分；血清
ＩｇＥ、ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８；鼻
腔灌洗液中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃１８ 水 平；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测
ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ＩＬ⁃１８及 ＩＬ⁃１β
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ；
ｓｅｒｕｍ ＩｇＥ， ＩＬ⁃１β，
ＩＬ⁃１８； ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６，
ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｎａｓａｌ
ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ； Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ＮＬＲＰ３， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１，
ＩＬ⁃１８， ａｎｄ ＩＬ⁃１β

雌性 Ｂ１０． Ｓ
小鼠［３２］

Ｆｅｍａｌｅ
Ｂ１０． Ｓ ｍｉｃｅ

日本雪松
花粉 ／ Ｃｒｙ ｊ １
Ｊａｐａｎｅｓｅ
ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ ／ Ｃｒｙ ｊ １

将 １０ μｇ Ｃｒｙ ｊ １与 ４ ｍｇ 氢氧化铝凝胶混合。 给小鼠皮下注
射，每周 １次，连续 ３周。 暂停 １周后，给小鼠鼻内灌注 Ｃｒｙ ｊ
１（２００ μｇ ／ ｍＬ ＰＢＳ），每鼻孔 １０ μＬ，连续 ５ ｄ。
Ｍｉｘ １０ μｇ ｏｆ Ｃｒｙ ｊ １ ｗｉｔｈ ４ ｍｇ ｏｆ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ｇｅｌ．
Ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ ｆｏｒ ３ ｗｅｅｋｓ．
Ａｆｔｅｒ ａ ｏｎｅ⁃ｗｅｅｋ ｐａｕｓｅ， ｉｎｓｔｉｌｌ Ｃｒｙ ｊ １ （２００ μｇ ／ ｍＬ ＰＢＳ）
ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ， １０ μＬ ｐｅｒ ｎｏｓｔｒｉｌ， ｆｏｒ ５ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

行为学评分；血清特
异 性 ＩｇＥ、 ＩｇＧ１、
ＩｇＧ２ａ；鼻黏膜单核细
胞和嗜酸性粒细胞
表达；鼻黏膜 ＥＰＯ
活性
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ；
ｓｅｒｕｍ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＥ，
ＩｇＧ１， ＩｇＧ２ａ；
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ
ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｓ ｉｎ ｎａｓａｌ
ｍｕｃｏｓａ； ＥＰＯ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎ ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａ

雄性
Ｃ５７ＢＬ／ ６Ｊ
小鼠［３３］

Ｍａｌｅ
Ｃ５７ＢＬ／ ６Ｊ
ｍｉｃｅ

日本雪松
花粉 ／ Ｃｒｙ ｊ １
Ｊａｐａｎｅｓｅ
ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ ／ Ｃｒｙ ｊ １

将 １０ μｇ Ｃｒｙ ｊ １与 ４ ｍｇ 氢氧化铝凝胶混合。 对小鼠进行皮
下注射，每天 １次，连续 ３ 次。 暂停 １ 周后，对小鼠进行鼻内
灌注，连续 ７ ｄ。
Ｍｉｘ １０ μｇ ｏｆ Ｃｒｙ ｊ １ ｗｉｔｈ ４ ｍｇ ｏｆ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ｇｅｌ．
Ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｅｖｅｒｙ ｄａｙ ｆｏｒ ３ ｔｉｍｅｓ． Ａｆｔｅｒ
ａ ｏｎｅ⁃ｗｅｅｋ ｐａｕｓｅ， ｉｎｓｔｉｌｌ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ ｆｏｒ ７ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

行为学评分；血清神
经 元 激 素、 ＩｇＥ 和
ＮＯｘ 水平；气管组织
ｉＮＯＳ、ＩｇＡ 和肥大细
胞胰蛋白酶表达
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ；
ｓｅｒｕｍ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ｈｏｒｍｏｎｅｓ， ＩｇＥ， ａｎｄ
ＮＯｘ ｌｅｖｅｌｓ； ｔｒａｃｈｅａｌ
ｔｉｓｓｕｅ ｉＮＯＳ， ＩｇＡ，
ａｎｄ ｍａｓｔ ｃｅｌｌ
ｔｒｙｐｔａｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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续表１

动物品系
Ａｎｉｍａｌ ｓｔｒａｉｎ

花粉过敏原
Ｐｏｌｌｅｎ ａｌｌｅｒｇｅｎ

模型构建方法
Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

佐剂
Ａｄｊｕｖａｎｔ

评价指标
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

雄性 ＢＤＦ⁃１
小鼠［３４］

Ｍａｌｅ ＢＤＦ⁃１
ｍｉｃｅ

日本雪松
花粉 ／ Ｃｒｙ ｊ １
Ｊａｐａｎｅｓｅ
ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ ／ Ｃｒｙ ｊ １

将 １０ μｇ Ｃｒｙ ｊ １与 ４ ｍｇ 氢氧化铝凝胶混合。 对小鼠进行皮
下注射，每天 １次，连续 ３ 次。 暂停 １ 周后，对小鼠进行鼻内
灌注，连续 ７ ｄ。
Ｍｉｘ １０ μｇ Ｃｒｙ ｊ １ ｗｉｔｈ ４ ｍｇ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ｇｅｌ．
Ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｅｖｅｒｙ ｄａｙ ｆｏｒ ３ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ
ｔｉｍｅｓ． Ａｆｔｅｒ ａ ｏｎｅ⁃ｗｅｅｋ ｐａｕｓｅ， ｉｎｓｔｉｌｌ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ ｆｏｒ ７
ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

行为学评分；血清
ＩｇＥ 水平和神经元激
素水平；气管中 ＩｇＡ、
ＭＣ１Ｒ 和ＭＣ５Ｒ 表达
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ；
ｓｅｒｕｍ ＩｇＥ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ
ｎｅｕｒｏｎａｌ ｈｏｒｍｏｎｅ
ｌｅｖｅｌｓ； ｔｒａｃｈｅａｌ ＩｇＡ，
ＭＣ１Ｒ， ａｎｄ
ＭＣ５Ｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

雌性 ＢＡＬＢ／ ｃ
小鼠［３５］

Ｆｅｍａｌｅ
ＢＡＬＢ／ ｃ ｍｉｃｅ

黄花蒿花粉
Ａｒｔｅｍｉｓｉａ
ａｎｎｕａ ｐｏｌｌｅｎ

在第 １、４、７天，对小鼠皮下注射 ０􀆰 １ ｍＬ 的 Ａｒｔ ａ１（２０ μｇ ／ ｍＬ
的黄花蒿花粉提取液）。 暂停 １ 周后，对小鼠进行鼻内灌注
（滴鼻）５００ μｇ ／ ｍＬ 的黄花蒿花粉提取液（每孔 １０ μＬ），连续
１０ ｄ。 在第 ４周结束后，再进行 ２次鼻内灌注激发。
Ｏｎ ｄａｙｓ １， ４， ａｎｄ ７， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ０􀆰 １
ｍＬ Ａｒｔ ａ１ （２０ μｇ ／ ｍＬ ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａ ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ）． Ａｆｔｅｒ ａ
ｏｎｅ⁃ｗｅｅｋ ｐａｕｓｅ， ｉｎｓｔｉｌｌ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ （ｄｒｏｐ ｎｏｓｅ） ｗｉｔｈ ５００ μｇ ／
ｍＬ ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａ ｐｏｌｌｅｎ ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ （１０ μＬ／ ｎｏｓｔｒｉｌ） ｆｏｒ １０
ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ． Ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｈ ｗｅｅｋ， ｐｅｒｆｏｒｍ ｔｗｏ
ｍｏｒｅ ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎｓ．

／

行为学评分；鼻黏膜
病理学检测；血清
ＩｇＥ 和 ＩｇＧ２ａ 水平；
脾抗原特异性淋巴
细胞数量检测
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ；
ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａ
ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ； ｓｅｒｕｍ
ＩｇＥ ａｎｄ ＩｇＧ２ａ ｌｅｖｅｌｓ；
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ⁃
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ
ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ

雌性 ＢＡＬＢ／ ｃ
小鼠［３６］

Ｆｅｍａｌｅ
ＢＡＬＢ／ ｃ ｍｉｃｅ

豚草花粉
Ｒａｇｗｅｅｄ ｐｏｌｌｅｎ

第 ０天，对小鼠进行腹腔注射豚草花粉（０􀆰 １ ｍｇ ／ ２００ μＬ）与明
矾佐剂（１ ｍｇ ／ ２００ μＬ）的混合物进行基本致敏。 第 ７ 天，再
次对小鼠进行腹腔注射豚草花粉（０􀆰 １ ｍｇ ／ ２００ μＬ）以增强致
敏作用。 从第 １４天开始，连续 ４ ｄ 对小鼠进行鼻内灌注豚草
花粉（０􀆰 １ ｍｇ ／ ２０ μＬ）。
Ｏｎ ｄａｙ ０， ｓｅｎｓｉｔｉｚｅ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ
ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ｒａｇｗｅｅｄ ｐｏｌｌｅｎ （０􀆰 １ ｍｇ ／ ２００ μＬ） ａｎｄ ａｌｕｍ ａｄｊｕｖａｎｔ
（１ ｍｇ ／ ２００ μＬ ）． Ｏｎ ｄａｙ ７， ｒｅ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｚｅ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ａｎ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｇｗｅｅｄ ｐｏｌｌｅｎ （０􀆰 １ ｍｇ ／ ２００ μＬ）．
Ｆｒｏｍ ｄａｙ １４， ｉｎｓｔｉｌｌ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｒａｇｗｅｅｄ ｐｏｌｌｅｎ （０􀆰 １ ｍｇ ／
２０ μＬ） ｆｏｒ ４ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ．

明矾佐剂
Ａｌｕｍ ａｄｊｕｖａｎｔ

行为学评分；紧密连
接蛋白（ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＴＪ ） 和
（ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ⁃１，
ＺＯ⁃１）表达；细胞旁
通透性检测
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ；
ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ａｎｄ ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ⁃
１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；
ｐａｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ
ｔｅｓｔｉｎｇ

雌性 ＢＡＬＢ／ ｃ
小鼠［３７］

Ｆｅｍａｌｅ
ＢＡＬＢ／ ｃ ｍｉｃｅ

桦树花粉 ／ ｒＢｅｔ ｖ１
Ｂｉｒｃｈ ｐｏｌｌｅｎ ／ ｒＢｅｔ ｖ１

在第 ０、１４ 和 ２８ 天，对小鼠进行皮下注射，每次注射 １０ μｇ
ｒＢｅｔ ｖ １ 加氢氧化铝佐剂。
Ｏｎ ｄａｙｓ ０， １４， ａｎｄ ２８， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ １０
μｇ ｒＢｅｔ ｖ １ ｐｌｕｓ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ａｄｊｕｖａｎｔ．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

脾ＣＤ４＋细胞增殖；血
清特异性 ＩｇＥ、ＩｇＧ１、
ＩｇＧ２ａ 水平
Ｓｐｌｅｅｎ ＣＤ４＋ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｓｅｒｕｍ⁃
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＥ， ＩｇＧ１，
ａｎｄ ＩｇＧ２ａ ｌｅｖｅｌｓ

雌性 ＢＡＬＢ／ ｃ
小鼠［３８］

Ｆｅｍａｌｅ
ＢＡＬＢ／ ｃ ｍｉｃｅ

黄花蒿花粉 ／ 艾蒿
花粉 ／ 大籽蒿花粉
Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａ
ｐｏｌｌｅｎ ／ Ｍｕｇｗｏｒｔ
ｐｏｌｌｅｎ ／ Ａｒｔｅｍｉｓｉａ
ｍａｃｒｏｓｐｅｒｍａ ｐｏｌｌｅｎ

在第 ７天和第 １４天，对小鼠进行腹腔注射，每次注射 １ ｍｇ ／
ｍＬ 的蒿花粉提取物与 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的氢氧化铝佐剂混合物（总
体积为 ２００ μＬ），以进行基础致敏。 从第 １４ 天至第 ２３ 天，对
小鼠进行鼻内灌注，每天连续灌注２００ μｇ 蒿花粉溶于１００ μＬ
１ ｍｇ ／ ｍＬ 的氢氧化铝溶液，以诱导变应性鼻炎。
Ｏｎ ｄａｙｓ ７ ａｎｄ １４， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ａ
ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ １ ｍｇ ／ ｍＬ Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ ｗｉｔｈ ２ ｍｇ ／ ｍＬ
ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ａｄｊｕｖａｎｔ （ ｔｏｔａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ２００ μＬ） ｆｏｒ
ｐｒｉｍａｒｙ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ． Ｆｒｏｍ ｄａｙ １４ ｔｏ ｄａｙ ２３， ｉｎｓｔｉｌｌ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ
ｗｉｔｈ ２００ μｇ Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ｐｏｌｌｅｎ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ １００ μＬ ｏｆ １ ｍｇ ／ ｍＬ
ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｄａｉｌｙ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

行为学评分；鼻黏膜
ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８ 和 ＮＦ⁃
κＢ ｐ６５表达水平
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ；
ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａ ＴＬＲ４，
ＭｙＤ８８， ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
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续表１

动物品系
Ａｎｉｍａｌ ｓｔｒａｉｎ

花粉过敏原
Ｐｏｌｌｅｎ ａｌｌｅｒｇｅｎ

模型构建方法
Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

佐剂
Ａｄｊｕｖａｎｔ

评价指标
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

雌性 ＢＡＬＢ／ ｃ
小鼠［３９］

Ｆｅｍａｌｅ
ＢＡＬＢ／ ｃ ｍｉｃｅ

侧柏花粉
Ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ

在第 ０、７、１４天，对小鼠进行皮下注射，每次注射 １０ μｇ 侧柏
花粉提取物与 ２ ｍｇ 氢氧化铝的混合物。 在第 ２１ 天至第 ２４
天，每天用 １％侧柏花粉提取物雾化激发，每天 １ 次，每次
２０ ｍｉｎ。
Ｏｎ ｄａｙｓ ０， ７， ａｎｄ １４， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ １０
μｇ ｊｕｎｉｐｅｒ ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ２ ｍｇ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ．
Ｆｒｏｍ ｄａｙ ２１ ｔｏ ｄａｙ ２４， ａｅｒｏｓｏｌｉｚｅ １％ ｊｕｎｉｐｅｒ ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ
ｏｎｃｅ ｄａｉｌｙ ｆｏｒ ２０ ｍｉｎ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

血清特异性 ＩｇＥ 水平
（ｓＩｇＥ）和总 ＩｇＥ 抗体
水平（ｔＩｇＥ）；脾 ｔ 细
胞增殖试验；鼻灌洗
液中嗜酸性粒细胞
计数；肺组织病理
形态
Ｓｅｒｕｍ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＥ
ｌｅｖｅｌｓ （ ｓＩｇＥ ） ａｎｄ
ｔｏｔａｌ ＩｇＥ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｌｅｖｅｌｓ （ｔＩｇＥ）； ｓｐｌｅｎｉｃ
Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｔｅｓｔ； ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌ ｃｏｕｎｔ
ｉｎ ｎａｓａｌ ｗａｓｈ ｆｌｕｉｄ；
ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ
ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

雄性 ＢＡＬＢ／ ｃ
小鼠［４０］

Ｍａｌｅ ＢＡＬＢ／ ｃ
ｍｉｃｅ

日本雪松花粉
Ｊａｐａｎｅｓｅ
ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ

在第 ０天和第 １４天，对小鼠进行腹腔注射 ５０ μｇ 日本雪松花
粉提取物加氢氧化铝佐剂（２􀆰 ５ ｍｇ ／ ０􀆰 ５ ｍＬ）的混合物。 在第
２８、２９、３０和 ３５天，对小鼠进行鼻内灌注，每次灌注 １００ μｇ 日
本雪松花粉提取物（每只 ２０ μＬ）。
Ｏｎ ｄａｙｓ ０ ａｎｄ １４， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ａ
ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ５０ μｇ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ ｗｉｔｈ ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ａｄｊｕｖａｎｔ （２􀆰 ５ ｍｇ ／ ０􀆰 ５ ｍＬ）． Ｏｎ ｄａｙｓ ２８， ２９， ３０，
ａｎｄ ３５， ｉｎｓｔｉｌｌ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ ｗｉｔｈ １００ μｇ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ
ｅｘｔｒａｃｔ （２０ μＬ ｐｅｒ ｍｏｕｓｅ）．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

血清特异性 ＩｇＧ１ 水
平；鼻黏膜肥大细
胞、嗜酸性粒细胞和
杯状细胞检测
Ｓｅｒｕｍ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＧ１
ｌｅｖｅｌｓ； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｍａｓｔ ｃｅｌｌｓ，
ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｓ， ａｎｄ
ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａ

雄性 ＢＡＬＢ／ ｃ
小鼠［４１］

Ｍａｌｅ ＢＡＬＢ／ ｃ
ｍｉｃｅ

臭椿花粉
Ａｉｌａｎｔｈｕｓ ｐｏｌｌｅｎ

第 ０、１０、２０天，小鼠腹腔注射以基础致敏（臭椿花粉提取物
１３０ μｇ 吸附在 ＰＢＳ 溶液稀释的氢氧化铝 １３０ μｇ 上，总体积
为 ２００ μＬ）；第 １０、２０天不加佐剂注射。
Ｏｎ ｄａｙｓ ０， １０， ａｎｄ ２０， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｆｏｒ
ｂａｓｉｃ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ （１３０ μｇ Ａｉｌａｎｔｈｕｓ ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ ａｄｓｏｒｂｅｄ
ｏｎｔｏ １３０ μｇ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ｄｉｌｕｔｅｄ ｉｎ ＰＢＳ， ｔｏｔａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ
２００ μＬ）； ｏｎ ｄａｙｓ １０ ａｎｄ ２０， ｉｎｊｅｃｔ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｄｊｕｖａｎｔ．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

血清 ＩｇＥ 结合位点检
测
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ
ＩｇＥ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

野生型
ＢＡＬＢ／ ｃ
小鼠［４２］

Ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ
ＢＡＬＢ／ ｃ ｍｉｃｅ

豚草花粉
Ｒａｇｗｅｅｄ ｐｏｌｌｅｎ

急性 ＡＲ 模型：第 ０天，小鼠腹腔注射豚草花粉（１００ μｇ＋氢氧
化铝凝胶 １ ｍｇ＋２００ μＬ ＰＢＳ）；第 ７ 天，小鼠腹腔注射豚草花
粉（１００ μｇ＋２００ μＬ ＰＢＳ）；第 １４～１７天，小鼠鼻内注射豚草花
粉（每只小鼠 １ ｍｇ ／ ２０ μＬ ＰＢＳ）。 慢性 ＡＲ 模型：小鼠在第 １
周和第 ２周（第 ０～５ 天）和（第 ７～１２ 天）鼻内灌注豚草花粉
（１ ｍｇ＋２００ μＬ ＰＢＳ）；在第 ３周（第 １４～１７天继续鼻内灌注豚
草花粉）。
Ａｃｕｔｅ ＡＲ ｍｏｄｅｌ： Ｏｎ ｄａｙ ０， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｒａｇｗｅｅｄ ｐｏｌｌｅｎ （１００ μｇ ＋ １ ｍｇ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ｇｅｌ ＋
２００ μＬ ＰＢＳ）； ｏｎ ｄａｙ ７， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｒａｇｗｅｅｄ ｐｏｌｌｅｎ （１００ μｇ ＋ ２００ μＬ ＰＢＳ）； ｆｒｏｍ ｄａｙ １４ ｔｏ ｄａｙ
１７， ｉｎｓｔｉｌｌ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｒａｇｗｅｅｄ ｐｏｌｌｅｎ （１ ｍｇ ／ ２０ μＬ ＰＢＳ
ｐｅｒ ｍｏｕｓｅ ）． Ｃｈｒｏｎｉｃ ＡＲ ｍｏｄｅｌ： Ｍｉｃｅ ｒｅｃｅｉｖｅ ｉｎｔｒａｎａｓａｌ
ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒａｇｗｅｅｄ ｐｏｌｌｅｎ （１ ｍｇ ＋ ２００ μＬ ＰＢＳ） ｏｎ ｄａｙｓ ０
～５ ａｎｄ ７～１２； ｃｏｎｔｉｎｕｅ ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｄａｙｓ １４～１７．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

行为学评分；血清细
胞因子 ＩＬ４、 ＩＬ５ 和
ＩＬ１３水平；鼻细胞中
嗜酸性粒细胞数量；
血清特异性 ＩｇＥ 水平
（ｓＩｇＥ）；鼻部 ｍＲＮＡ
表达水平
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ；
ｓｅｒｕｍ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ＩＬ⁃４， ＩＬ⁃５， ａｎｄ
ＩＬ⁃１３； ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｓ ｉｎ ｎａｓａｌ
ｃｅｌｌｓ； ｓｅｒｕｍ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ＩｇＥ ｌｅｖｅｌｓ （ ｓＩｇＥ ）；
ｎａｓａｌ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

雌性 Ｂ１０． Ｓ
小鼠［４３］

Ｆｅｍａｌｅ
Ｂ１０． Ｓ
ｍｉｃｅ

日本雪松花粉
Ｊａｐａｎｅｓｅ
ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ

日本雪松花粉提取物（０􀆰 ０２ μｇ 花粉蛋白＋０􀆰 ０２ ｍｇ 氢氧化铝 ／
２ μＬ／ 鼻孔）鼻内滴注，每天 ２ 次，连续 ７ ｄ。 暂停一周；然后
每周滴鼻刺激动物 １次，直到第 １５次。
Ｉｎｓｔｉｌｌ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ ｗｉｔｈ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ （０􀆰 ０２ μｇ
ｐｏｌｌｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＋ ０􀆰 ０２ ｍｇ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ／ ２ μＬ／ ｎｏｓｔｒｉｌ），
ｔｗｉｃｅ ｄａｉｌｙ ｆｏｒ ７ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ． Ｐａｕｓｅ ｆｏｒ ｏｎｅ ｗｅｅｋ； ｔｈｅｎ
ｉｎｓｔｉｌｌ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ ｏｎｃｅ ｗｅｅｋｌｙ ｕｎｔｉｌ ｔｈｅ １５ｔｈ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

行为学评分；气道阻
力测量；血清特异性
ＩｇＥ 水平（ｓＩｇＥ）
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ；
ａｉｒｗａｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ； ｓｅｒｕｍ⁃
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＥ ｌｅｖｅｌｓ
（ｓＩｇＥ）

８９ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



续表１

动物品系
Ａｎｉｍａｌ ｓｔｒａｉｎ

花粉过敏原
Ｐｏｌｌｅｎ ａｌｌｅｒｇｅｎ

模型构建方法
Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

佐剂
Ａｄｊｕｖａｎｔ

评价指标
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

雄性
ＢＡＬＢ／ ｃ
小鼠［４４］

Ｍａｌｅ
ＢＡＬＢ／ ｃ
ｍｉｃｅ

艾蒿花粉 ／ Ａｒｔ ｖ１
Ｍｕｇｗｏｒｔ ｐｏｌｌｅｎ ／
Ａｒｔ ｖ１

在第 ０天和第 １４天，给小鼠腹腔注射艾蒿花粉提取物（１０００
ＰＮＵ／ ２００ μＬ）与氢氧化铝佐剂（每只小鼠 １ ｍｇ）的混合物以
基础致敏。 暂停 １周后，在第 ２１、２３和 ２５天对小鼠进行滴鼻
激发，给予小鼠艾蒿花粉提取物（每只小鼠２００ ＰＮＵ／ ２０ μＬ）。
Ｏｎ ｄａｙｓ ０ ａｎｄ １４， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ａ
ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ｍｕｇｗｏｒｔ ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ （１０００ ＰＮＵ／ ２００ μＬ） ｗｉｔｈ
ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ａｄｊｕｖａｎｔ （ １ ｍｇ ／ ｍｏｕｓｅ ） ｆｏｒ ｐｒｉｍａｒｙ
ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ． Ａｆｔｅｒ ａ ｏｎｅ⁃ｗｅｅｋ ｐａｕｓｅ， ｉｎｓｔｉｌｌ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ ｏｎ
ｄａｙｓ ２１， ２３， ａｎｄ ２５ ｗｉｔｈ ｍｕｇｗｏｒｔ ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ （２００ ＰＮＵ／ ２０
μＬ／ ｍｏｕｓｅ）．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

血清特异性 ＩｇＥ、总
ＩｇＥ 抗 体、 特 异 性
ＩｇＧ、 ＩｇＧ１ 和 ＩｇＧ２ａ；
耳过敏性肿胀试验；
细胞因子水平；肺组
织病理形态
Ｓｅｒｕｍ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＥ，
ｔｏｔａｌ ＩｇＥ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＧ， ＩｇＧ１，
ａｎｄ ＩｇＧ２ａ； ｅａｒ
ａｌｌｅｒｇｉｃ ｅｄｅｍａ ｔｅｓｔ；
ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ； ｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅ ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

雄性哈特利
豚鼠［４５］

Ｍａｌｅ Ｈａｒｔｌｅｙ
ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ

日本雪松花粉
Ｊａｐａｎｅｓｅ
ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ

在第 ０天开始，连续 ７ ｄ 每天两次每鼻孔鼻内给予雪松花粉
提取物 ３ μＬ（０． ３ ｍｇ 花粉蛋白溶于０． ３ ｍｇ 氢氧化铝）。 暂停
１周后，从第 １４天开始，每周一次，通过吸入器给予小鼠 ３ ｍｇ
雪松花粉，持续 ３０周。
Ｓｔａｒｔｉｎｇ ｏｎ ｄａｙ ０， Ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ ３ μＬ （０． ３ ｍｇ ｐｏｌｌｅｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ０． ３ ｍｇ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ） ｗａｓ ｇｉｖｅｎ
ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ｔｗｉｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ７ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ． Ａｆｔｅｒ ａ ｏｎｅ⁃ｗｅｅｋ
ｐａｕｓｅ， ｓｔａｒｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ｄａｙ １４， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｖｉａ ｉｎｈａｌｅｒ ３ ｍｇ ｏｆ
ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ ｏｎｃｅ ｗｅｅｋｌｙ ｆｏｒ ３０ ｗｅｅｋｓ．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

特异 性 气 道 阻 力
（ｓＲａｗ）；行为学评
分；被动性皮肤过敏
反应（ＰＣＡ）；血清 γ１
和 ＩｇＥ 抗体水平
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｉｒｗａｙ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ （ ｓＲａｗ ）；
ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ；
ｐａｓｓｉｖｅ ｃｕｔａｎｅｏｕｓ
ａｎａｐｈｙｌａｘｉｓ （ ＰＣＡ）；
ｓｅｒｕｍ γ１ ａｎｄ ＩｇＥ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌｓ

雄性哈特利
豚鼠［４６］

Ｍａｌｅ Ｈａｒｔｌｅｙ
ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ

日本雪松花粉
Ｊａｐａｎｅｓｅ
ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ

在第 ０天开始，连续 ７ ｄ 每天两次每鼻孔鼻内给予雪松花粉
提取物 ３ μＬ（０． ３ ｍｇ 花粉蛋白溶于０． ３ ｍｇ 氢氧化铝）。 暂停
１周后，从第 １４天开始，每周 １次，通过吸入器给予小鼠雪松
花粉（３ ｍｇ ／ 孔），持续 １３周。
Ｓｔａｒｔｉｎｇ ｏｎ ｄａｙ ０， Ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ ３ μＬ （０． ３ ｍｇ ｐｏｌｌｅｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ０． ３ ｍｇ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ） ｗａｓ ｇｉｖｅｎ
ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ｔｗｉｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ７ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ． Ａｆｔｅｒ ａ ｏｎｅ⁃ｗｅｅｋ
ｐａｕｓｅ， ｓｔａｒｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ｄａｙ １４， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｖｉａ ｉｎｈａｌｅｒ ３ ｍｇ ｏｆ
ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ ｏｎｃｅ ｗｅｅｋｌｙ ｆｏｒ １３ ｗｅｅｋｓ．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

行为学评分；特异性
气道阻力（ｓＲａｗ）；鼻
腔灌洗液中 ＴＸＢ２、ｐ⁃
ｌｔ 和组胺水平
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ；
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｉｒｗａｙ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ （ ｓＲａｗ ）；
ＴＸＢ２， ｐ⁃ＬＴ， ａｎｄ
ｈｉｓｔａｍｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｎａｓａｌ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ

雄性哈特利
豚鼠［４７］

Ｍａｌｅ Ｈａｒｔｌｅｙ
ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ

日本雪松花粉
Ｊａｐａｎｅｓｅ
ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ

在第 ０天开始，连续 ７ ｄ 每天两次每鼻孔鼻内给予雪松花粉
提取物 ３ μＬ（０． ３ ｍｇ 花粉蛋白溶于０． ３ ｍｇ 氢氧化铝）。 暂停
１周后，从第 １４天开始，每周 １ 次，通过吸入器给予小鼠 ３􀆰 ６
ｍｇ 雪松花粉，持续 ４８周。
Ｓｔａｒｔｉｎｇ ｏｎ ｄａｙ ０， Ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ ３ μＬ （０． ３ ｍｇ ｐｏｌｌｅｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ０． ３ ｍｇ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ） ｗａｓ ｇｉｖｅｎ
ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ｔｗｉｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ７ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ． Ａｆｔｅｒ ａ ｏｎｅ⁃ｗｅｅｋ
ｐａｕｓｅ， ｓｔａｒｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ｄａｙ １４， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｖｉａ ｉｎｈａｌｅｒ ３􀆰 ６ ｍｇ ｏｆ
ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ ｏｎｃｅ ｗｅｅｋｌｙ ｆｏｒ ４８ ｗｅｅｋｓ．

氢氧化铝
佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

特异 性 气 道 阻 力
（ｓＲａｗ）；行为学评
分；血清特异性 ＩｇＥ
和 ＩｇＧ１抗体水平；鼻
灌洗液中的白细胞
计数；鼻灌洗液中组
胺和半胱氨酸白三
烯含量；肺组织病理
形态
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｉｒｗａｙ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ （ ｓＲａｗ ）；
ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ；
ｓｅｒｕｍ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＥ
ａｎｄ ＩｇＧ１ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｌｅｖｅｌｓ； ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ
ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ ｉｎ ｎａｓａｌ
ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ；
ｈｉｓｔａｍｉｎｅ ａｎｄ
ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｎａｓａｌ
ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ； ｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅ ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
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续表１

动物品系
Ａｎｉｍａｌ ｓｔｒａｉｎ

花粉过敏原
Ｐｏｌｌｅｎ ａｌｌｅｒｇｅｎ

模型构建方法
Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

佐剂
Ａｄｊｕｖａｎｔ

评价指标
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

雄性哈特利
豚鼠［４８］

Ｍａｌｅ Ｈａｒｔｌｅｙ
ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ

日本雪松花粉
Ｊａｐａｎｅｓｅ
ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ

在第 ０天开始，连续 ７ ｄ 每天两次每鼻孔鼻内给予雪松花粉
提取物 ３ μＬ（０． ３ ｍｇ 花粉蛋白溶于０． ３ ｍｇ 氢氧化铝）。 暂停
１周后，从第 １４天开始，每周 １ 次，通过吸入器给予小鼠 ３􀆰 ６
ｍｇ 雪松花粉，持续 １１周。
Ｓｔａｒｔｉｎｇ ｏｎ ｄａｙ ０， Ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ ３ μＬ （０． ３ ｍｇ ｐｏｌｌｅｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ０． ３ ｍｇ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ） ｗａｓ ｇｉｖｅｎ
ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ｔｗｉｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ７ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ． Ａｆｔｅｒ ａ ｏｎｅ⁃ｗｅｅｋ
ｐａｕｓｅ， ｓｔａｒｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ｄａｙ １４， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｖｉａ ｉｎｈａｌｅｒ ３􀆰 ６ ｍｇ ｏｆ
ｃｅｄａｒ ｐｏｌｌｅｎ ｏｎｃｅ ｗｅｅｋｌｙ ｆｏｒ １１ ｗｅｅｋｓ．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

气流阻力测量；鼻气
道容积测量；血清特
异性 ＩｇＥ 水平
Ａｉｒｆｌｏｗ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ； ｎａｓａｌ
ａｉｒｗａｙ ｖｏｌｕｍｅ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ； ｓｅｒｕｍ⁃
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＥ ｌｅｖｅｌｓ

成年比格犬
（９􀆰 ５～
１４􀆰 ５ ｋｇ）［４９］

Ａｄｕｌｔ Ｂｅａｇｌｅ
ｄｏｇｓ （９􀆰 ５～
１４􀆰 ５ ｋｇ）

豚草花粉
Ｒａｇｗｅｅｄ ｐｏｌｌｅｎ

出生后 ２４ ｈ 内，给犬腹腔注射豚草提取物（２００ μｇ）、０􀆰 ９％生
理盐水（０􀆰 ５ ｍＬ）与氢氧化铝凝胶（３０ ｍｇ）的混合物。 每两周
重复上述注射 １次，直到犬达到 １６ 周龄。 １６ 周龄后，通过雾
化吸入的方式诱发犬鼻部过敏反应。
Ｗｉｔｈｉｎ ２４ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｂｉｒｔｈ， ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ
ａ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ｒａｇｗｅｅｄ ｅｘｔｒａｃｔ （２００ μｇ）， ０􀆰 ９％ ｓａｌｉｎｅ （０􀆰 ５ ｍＬ），
ａｎｄ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ｇｅｌ （３０ ｍｇ）． Ｒｅｐｅａｔ ｔｈｉｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｅｖｅｒｙ ｔｗｏ ｗｅｅｋｓ ｕｎｔｉｌ ｔｈｅ ｄｏｇｓ ｒｅａｃｈ １６ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ． Ａｆｔｅｒ １６
ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ， ｉｎｄｕｃｅ ｎａｓａｌ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｖｉａ ａｅｒｏｓｏｌ
ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ．

氢氧化铝佐剂
Ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ
ａｄｊｕｖａｎｔ

气流阻力测量；鼻气
道容积测量
Ａｉｒｆｌｏｗ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ； ｎａｓａｌ
ａｉｒｗａｙ ｖｏｌｕｍｅ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

绒猴［５０］

Ｃｏｍｍｏｎ
ｍａｒｍｏｓｅｔｓ

豚草花粉
Ｒａｇｗｅｅｄ ｐｏｌｌｅｎ

给狨猴腹腔注射豚草花粉提取物（每只 １００ μｇ）与明矾佐剂
（每只 ５ ｍｇ）的混合物以基础致敏，每周 １次，连续 ７０ 周。 而
后给狨猴滴鼻激发以诱导过敏反应。
Ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ａ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ｒａｇｗｅｅｄ
ｐｏｌｌｅｎ ｅｘｔｒａｃｔ （１００ μｇ ｐｅｒ ａｎｉｍａｌ） ａｎｄ ａｌｕｍ ａｄｊｕｖａｎｔ （５ ｍｇ
ｐｅｒ ａｎｉｍａｌ ） ｆｏｒ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ， ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ ｆｏｒ ７０
ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｗｅｅｋｓ． Ｔｈｅｒｅａｆｔｅｒ， ｉｎｓｔｉｌｌ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ
ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ．

明矾佐剂
Ａｌｕｍ ａｄｊｕｖａｎｔ

行为学评分；外周血
ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ 细 胞 比
例；外周血中 Ｔｈ１／
Ｔｈ２／ Ｔｈ１７ 细胞因子
ｍＲＮＡ 水平
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ；
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ
ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ ｃｅｌｌｓ；
Ｔｈ１／ Ｔｈ２／ Ｔｈ１７
ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ
ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ

新西兰白兔［５１］

Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ
Ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔｓ

艾蒿花粉 ／ ｒＡｒｔ ｖ１
Ｍｕｇｗｏｒｔ ｐｏｌｌｅｎ ／
ｒＡｒｔ ｖ１

每隔 ４周刺激白兔以诱导过敏反应。
Ｓｔｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔｓ ｅｖｅｒｙ ４ ｗｅｅｋｓ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ．

弗氏佐剂
Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ
ａｄｊｕｖａｎｔ

特异性 ＩｇＥ 水平
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＥ ｌｅｖｅｌｓ

３　 花粉致敏 ＡＲ 模型构建方法

３􀆰 １　 花粉致敏 ＡＲ 材料：抗原

　 　 花粉过敏原在致敏前需要进行处理，以获得

标准的抗原物质。 一种豚草提取物的生产工艺已

被公认为国际参考标准，它包括收集花粉、脱脂，
利用有效的缓冲液提取花粉颗粒 ２２ ｈ。 然后进行

离心过滤以去除杂质，连续通过 ０􀆰 ４５ μｍ 和 ０􀆰 ２２
μｍ 的过滤膜以除菌。 提取液经过进一步的冻干

处理，最后进行氮气密封［６２］。 用于建模的花粉过

敏原提取物需要蛋白质定量来确定剂量。
脱脂包括利用有机溶剂来消除油、树脂、挥发

性油、脂溶性毒素，以及该物质中的其他刺激性物

质。 大多数过敏原材料应脱脂，使水溶性活性成

分更容易在水溶液中浸出。 二乙醚和石油醚是最

常用的有机溶剂，其优点是脱脂效果好、挥发速度

快。 与其他有机溶剂相比，氯仿能够在较低的水

化速率下脱去更高的总脂肪含量，而环己烷的高

蛋白质提取性能和花粉水化率低，是目前的最佳

溶剂［６３］。 然而脱脂是否影响致敏效果是一个有

趣的问题，目前已有使用未脱脂花粉提取物的实

验研究，也成功诱导出过敏性鼻炎模型［２３，４３，６４］。
所谓提取是将花粉的水溶性活性抗原部分浸

入溶液中的方法。 不同的缓冲液对花粉提取物的

抗原活性影响较大。 最常用的缓冲液包括磷酸盐

缓冲盐水和碳酸氢铵缓冲液，它们可将提取的花
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粉过敏原物质的 ｐＨ 值保持为中性［６５］。
此外，花粉重组蛋白是过敏性鼻炎动物模型

中常用的变应原。 在过去的 ２０ 年里，花粉来源的

过敏原蛋白的分子特征取得了巨大的进展。 在不

同的植物物种中已经发现了属于不同蛋白质家族

的花粉过敏原［６６］。 与花粉粗提物相比，花粉重组

蛋白具有较好的安全性和稳定性，易于吸收。 然

而，ＡＲ 的作用机制受到多种因素的影响，包括主

要的致敏蛋白、与花粉相关的脂质介质、花粉腺

苷、细菌内毒素附着、病毒和环境污染等。 因此，
在制备花粉提取物时，必须考虑到这些因素。
３􀆰 ２　 花粉致敏 ＡＲ 材料：佐剂

　 　 佐剂是非特异性免疫增强剂，通常与花粉抗

原一起或在花粉抗原之前注射到动物体内。 应用

佐剂的目的是提高抗原对机体的免疫原性，从而

提高抗体的效力。 目前，在过敏性鼻炎动物模型

中最常用的佐剂是氢氧化铝佐剂（也称为明矾佐

剂） ［６７］，也有部分研究使用的佐剂是弗氏佐剂。
总体而言，两者的主要功能都是帮助免疫系统更

有效地识别和应对抗原。 然而，它们之间存在显

著差异。 弗氏佐剂的炎症刺激效应更为强烈，容
易导致局部炎症反应及组织损伤。 此外，使用弗

氏佐剂的过程较为繁琐，需要将其完全乳化后

才能达到使用效果。 因此，氢氧化铝佐剂通常

被视为弗氏佐剂的便捷替代方案，因其操作更

为简便。
目前的研究进展表明，铝佐剂引起的体液免

疫力的增加可以用 ３ 种机制来解释［６８－６９］。 第一

种机制是在注射部位发挥缓慢释放作用（氢氧化

铝在体内的生物降解性较低），形成一个连续的

抗原释放库，促进抗原对免疫系统的长期刺激，最
终增强抗原的可用性。 第二种机制涉及将可溶性

抗原转化为颗粒状形式，随后这些颗粒被抗原提

呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ，ＡＰＣｓ）吞噬，从而

加强机体对抗原的免疫反应。 这一过程有助于提

高抗原的生物利用度，使其更容易被免疫系统识

别并加以处理。 第三种机制则表明，铝佐剂能够

通过增强 ＡＰＣｓ 的招募和激活来诱导 Ｔｈ２ 免疫应

答。 通过这种方式，铝佐剂不仅提高了免疫细胞

的数量，也促进了它们的功能活性，从而增强了整

体的免疫反应。

但是，也有报道指出由氢氧化铝引起的不良

反应也有报道。 一些研究认为，使用氢氧化铝凝

胶作为佐剂会在小鼠的腹部器官中产生异物肉芽

肿［７０］。 在过敏性鼻炎的动物模型中，氢氧化铝粉

末常用量为每只动物 １～５ ｍｇ，氢氧化铝凝胶常用

量为每只动物 ０􀆰 １～０􀆰 ３ ｍＬ［７１］。 不同剂量的佐剂

可能会对 ＡＲ 模型的制作效果产生影响，但其使

用的有效范围和最佳浓度尚不清楚。 且目前已有

使用无佐剂的实验研究，也成功诱导出过敏炎症

模型［２５，３５，７２－７４］。
３􀆰 ３　 花粉致敏 ＡＲ 模型的过程

　 　 目前已发表的 ＡＲ 模型的实验设置可以分为

两部分：（１）过敏原基础致敏；（２）过敏原激发。
过敏原基础致敏是指使动物反复暴露于少量抗原

后产生的特异性抗体，其中可能包括花粉提取物

或重组蛋白。 这种暴露方式包括腹腔注射、皮下

注射、足垫注射或鼻内灌注。 从模拟实际起病情

况的角度来看，鼻内灌注比腹腔注射和皮下注射

更接近现实［７５－７６］。 但后两种方法因其能够更快

地诱发炎症而广受欢迎。 过敏原激发阶段是使动

物再次暴露于加大剂量的同一过敏原，通过与致

敏肥大细胞和嗜酸性粒细胞表面的抗体特异性结

合，诱导强烈过敏反应的阶段。 通常，从初次致敏

到出现明显的过敏性鼻炎症状通常需要几周的时

间。 具体的周期可能会根据实验设计和目的有所

不同，但大致可以认为基础致敏周期需要大约 ２～
４ 周的时间来完成。 在完成全身致敏后的一段时

间内（如 １ 周后），通过局部给予抗原（如滴鼻）来
激发过敏性鼻炎的症状，激发期可以持续几天到

几周不等。
在现有的花粉致敏 ＡＲ 模型中，刺激途径、刺

激时间和佐剂是更重要的影响因素。 鼻内灌注给

药比腹腔注射更符合实际发病场景。 皮下注射致

敏的过敏原很容易导致 Ｔｈ２ 引起的炎症反应。 然

而，很少有研究比较这两种不同类型的致敏作用

对过敏模型的影响。 对于过敏性气道急慢性炎症

模型，可以通过控制过敏原激发阶段的时间得到。
过敏性气道慢性炎症模型的激发时间通常不小于

１０ 周。 然而，目前还没有统一的标准化时间标准

和相应的评价标准来区分急性和慢性气道炎症

模型。
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４　 模型评价指标

　 　 花粉致敏 ＡＲ 动物模型评价通常基于动物整

体反应的特征及相关生理指标的测定来进行综合

判断（见表 １）。 这一过程通常包括 ４ 个关键步

骤：首先，通过行为学评分来评估动物的活动状态

及其对环境刺激的反应；其次，通过检测特异性抗

体的水平来了解动物体内的免疫反应；此外，组织

病理形态的分析则能提供有关细胞和组织损伤情

况的直接证据；最后，针对不同的研究目的应用辅

助检测相关细胞因子和蛋白进一步验证和补充上

述评估结果，从而形成一个全面的评价体系。 除

此之外我们还补充了通过评估鼻黏膜上皮屏障损

伤验证造模效果的研究，这样的综合评估能够更

准确地反映花粉引起的过敏反应特征。
４􀆰 １　 行为学评分

　 　 行为评分通常在最后一次抗原激发后 ３０ ｍｉｎ
内进行。 主要观察花粉致敏模型动物的体征和症

状，特别是挠鼻、打喷嚏、流鼻涕和鼻塞。 打喷嚏

和抓挠是最明显的症状，其严重程度可以取决于

它发生的频率。 流鼻涕量可以用荧光素染色的棉

线来测量，将棉线插入豚鼠鼻孔约 １５ ｍｍ，并保持

６０ ｓ，流鼻涕的程度由鼻分泌物引起的棉线的颜

色长度变化来表示［７７］。 全身体积描记术（ｗｈｏｌｅ
ｂｏｄｙ ｐｌｅｔｈｙｓｍｏｇｒａｐｈｙ，ＷＢＰ）是评估动物鼻塞的一

种常用技术。 通过 ＷＢＰ 测量呼吸频率变化可作

为评估鼻塞的相关生理参数［７８］。
４􀆰 ２　 血清特异性抗体水平检测

　 　 花粉致敏 ＡＲ 动物模型评价还需要对动物进

行全面的评估，以确定是否存在全身性过敏反应。
该评价主要涉及血清 ＩｇＥ 和被动性皮肤过敏反应

（ ｐａｓｓｉｖｅ ｃｕｔａｎｅｏｕｓ ａｎａｐｈｙｌａｘｉｓ， ＰＣＡ ） 的 检 测。
ＰＣＡ 检测是一种非常灵敏的方法，它依靠抗体与

同类型或不同类型动物的组织相结合所引发的局

部过敏反应，来实现对抗体或抗原的检测［７９］。 然

而，进行 ＰＣＡ 测试的过程是复杂的，其结果可能

会受到多种因素的影响。 通过 ＰＣＡ 鉴定抗体的

主要挑战在于对染料反应的准确定量。 随着 ＩｇＥ
抗体的发现，这种方法逐渐被取代。 在Ⅰ型过敏

反应中，花粉作为过敏原进入体内后，会触发一系

列免疫反应。 具体而言，花粉特异性 ＩｇＥ 会与肥

大细胞结合，这一结合过程是引发过敏的关键步

骤，客观且定量地测定血清中花粉特异性 ＩｇＥ 的

浓度，成为了评估个体对花粉过敏反应的主要科

学指标［８０］。
在过敏性鼻炎的病例中，Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２ 型细胞

因子的异常分泌可导致促炎 ／抗炎平衡的异常。
研究表明，Ｔｈ２ 细胞因子能够有效促进 ＩｇＧ１ 抗体

的合成，而 Ｔｈ１ 细胞因子则主要诱导 ＩｇＧ２ａ 抗体

的生成［８１］。 因此，通过比较血清中 ＩｇＧ２ａ 和 ＩｇＧ１
水平的变化，可以间接揭示 Ｔｈ１ 与 Ｔｈ２ 细胞之间

调控机制的潜在变化［８２］。 这种比较方法已经在

多项实验性研究中得到了广泛应用，成为研究免

疫响应和细胞信号调节的重要工具。 在 ＡＲ 动物

实验中，特定花粉的特异性 ＩｇＥ、ＩｇＧ１ 和 ＩｇＧ２ａ 水

平往往比总 ＩｇＥ 水平的变化更有说服力。
４􀆰 ３　 鼻黏膜组织病理形态学检测

　 　 动物鼻黏膜组织材料可用于检测 ＩｇＥ 依赖的

过敏反应的局部组织病理学变化。 如果模型有

效，可以观察到鼻黏膜脱落和损伤，间质组织有炎

性细胞浸润，炎性病变主要由淋巴细胞、嗜酸性粒

细胞或中性粒细胞组成，在光学显微镜下可观察

到水肿渗出，组织间隔增厚［８１］。 客观且定量地评

估花粉过敏反应所引发的组织炎症性病变及其相

关病理特征尤为重要。 此外，花粉作为一种常见

的过敏原，除了引发鼻腔疾病外，其影响范围还扩

展至下呼吸道，可能引起一系列支气管和肺部疾

病的发生。 因此，关注支气管及肺组织的病理状

况显得十分关键［８３］。 对花粉引发的呼吸系统疾

病进行深入研究，有助于我们更好地理解其对整

个呼吸系统的影响及相关机制，从而为相关疾病

的预防和治疗提供理论依据。
４􀆰 ４　 细胞因子检测

　 　 除上述评价指标外，还可以进行细胞因子检

测来确认过敏反应。 研究表明，鼻腔微环境中细

胞因子的释放不仅影响免疫反应，还可能改变鼻

上皮细胞内紧密连接蛋白的组成结构。 这种改变

可导致紧密屏障特性向渗漏型屏障特性的转变，
从而对鼻上皮的完整性和功能产生负面影响［８４］。
过敏性鼻炎的发生与维持主要由 ２ 型先天性淋巴

细胞（ｔｙｐｅ ２ ｉｎｎａｔｅ ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ＩＬＣ２ｓ）和 Ｔｈ２ 细

胞所介导，这种机制是通过诱导 ２ 型免疫反应实
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现的。 这些特定类型的免疫细胞能够释放多种细

胞炎性因子，从而有效地激活其他免疫细胞，促使

病理状态的持续，引发了更为明显的临床症状。
涉及到的细胞因子检测方法主要根据样本量、样
本种属及仪器平台等情况选择合适的检测方法，
常用的检测方法有流式检测、 ＥＬＩＳＡ、 ＥＬＩＳｐｏｔ、
Ｌｕｍｉｎｅｘ 等。 涉及到的细胞及细胞因子主要包括

如下几种。
４􀆰 ４􀆰 １　 Ｔｈ２ 细胞

　 　 ＡＲ 与 Ｔｈ０ 细胞向 Ｔｈ２ 细胞的分化和大量

Ｔｈ２ 型细胞因子的释放有关。 Ｔｈ２ 细胞能够分泌

多种细胞因子，主要包括 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１０ 和 ＩＬ⁃１３
等［８１，８５］，进一步破坏鼻黏膜上皮屏障［８６］，加强炎

症细胞的浸润，诱发并维持鼻黏膜的炎症。 因此，
检测上述因子的表达水平可以有效反映 Ｔｈ２ 细胞

的活化程度。 值得注意的是，ＩＬ⁃２５（又称 ＩＬ⁃１７Ｅ）
是一种由 Ｔｈ２ 细胞产生的关键细胞因子。 它通过

与 ＩＬ⁃１７ＲＡ ／ Ｂ 的相互作用，能够有效激活并增强

多个转录因子的表达，例如 ＮＦκＢ、ＳＴＡＴ６、ＧＡＴＡ３
和 ＮＦＡＴＣ１。 这一过程促使 Ｔｈ２ 记忆细胞的有效

激活和极化，最终促进 Ｔｈ２ 细胞因子 （尤其是

ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５ 和 ＩＬ⁃１３ 等）的大量产生［８７］。
４􀆰 ４􀆰 ２　 ＩＬＣ２ｓ
　 　 ＩＬＣ２ｓ 在 ＡＲ 的免疫反应中发挥核心作

用［８８］。 当过敏原如花粉接触鼻黏膜时，上皮细胞

释放多种物质，包括过敏原蛋白和生物活性分子，
导致细胞因子 ＩＬ⁃２５、ＩＬ⁃３３ 和胸腺基质淋巴生成

素（ｔｈｙｍｉｃ ｓｔｒｏｍａｌ ｌｙｍｐｈｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＴＳＬＰ）的分泌，进
而激活 ＩＬＣ２ｓ 并促进 ２ 型树突细胞 （ ｔｙｐｅ ２
ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ，ＤＣ２）的成熟。 激活的 ＩＬＣ２ｓ 分泌

多种细胞因子（如 ＩＬ⁃２５、ＩＬ⁃３３ 和 ＩＬ⁃９），直接影响

鼻黏膜和神经，引发气道高反应性和局部炎症，进
而加剧过敏反应［８９］。

其中，ＩＬ⁃３３ 作为一种关键细胞因子，主要在

组织损伤时被释放，并通过与 ＳＴ２ 受体结合来调

控免疫细胞活动，调控免疫反应和炎症。 此外，
ＩＬ⁃３３ 还能激活 Ｔｈ２ 细胞、嗜碱性粒细胞、嗜酸性

粒细胞、Ｍ２ 巨噬细胞和树突状细胞，参与到 ２ 型

和 １ 型免疫、过敏与非过敏性炎症的过程中。

ＴＳＬＰ 是一种重要的促 Ｔｈ２ 反应因子，主要由

鼻上皮细胞产生。 它不仅能激活树突状细胞，还
通过上调紧密连接蛋白的表达维持上皮屏障的完

整性，特别是在过敏性鼻炎的早期阶段。 在过敏

性鼻炎小鼠模型中，ＴＳＬＰ 的表达显著上调，表明

其在过敏反应和炎症调节中发挥关键作用。 因

此，检测 ＴＳＬＰ 的表达水平于理解 ＡＲ 的发病机制

具有重要意义［９０］。
４􀆰 ４􀆰 ３　 Ｔｈ１７ 细胞

　 　 Ｔｈ１７ 细胞是一类 Ｔ 辅助细胞（Ｔｈ 细胞），主
要负责分泌 ＩＬ⁃１７，在多种生理和病理过程中均发

挥着关键作用，主要能够促进炎症反应和增强局

部免疫，应对感染和病原体的入侵。 在过敏性炎

症反应的早期阶段，ＩＬ⁃１７ 作为一种促炎因子，促
进炎症物质的释放，增强鼻黏膜的敏感性［９１］。 因

此，检测 ＩＬ⁃１７ 的表达水平对于了解 Ｔｈ１７ 细胞数

量的表达具有重要意义。
４􀆰 ５　 上皮屏障功能关键指标检测

　 　 目前，很多研究会评估鼻黏膜上皮屏障的损

伤情况。 鼻黏膜作为呼吸道重要的防御屏障，其
完整性直接关系到呼吸道的健康和免疫状态。 通

常会考察一系列指标和分子变化，这些指标为我

们提供了评估鼻黏膜功能的重要依据（表 ２）。 紧

密连接蛋白如 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ｃｌａｕｄｉｎ，是维持上皮细

胞间屏障功能的关键成分。 当其表达水平降低

时，上皮屏障的通透性可能增加，导致病原体及过

敏原更容易侵入。 而细胞因子在炎症反应中具有

重要作用，某些细胞因子的过度释放可能指示鼻

黏膜受到过度刺激或损伤。 例如，肿瘤坏死因子 α
（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）和白细胞介素－６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）等细胞因子，常常在过敏性鼻

炎和其他上呼吸道疾病中升高，表明存在明显的

炎症反应。 此外，趋化因子作为一种信号分子，能
吸引免疫细胞至损伤部位，帮助清除外来病原体，
但其过量表达也可能引发慢性炎症［９２］，导致鼻黏

膜屏障的进一步损害。 综合来看，这些指标和分

子变化为评估和理解鼻黏膜上皮屏障的损伤提供

了基础，有助于推动相应治疗策略的研发，以改善

患者的生活质量和健康状况［９３－９４］。
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表 ２　 影响鼻上皮屏障功能的关键成分
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｋｅｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

检测名称
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｎａｍｅ

对鼻上皮屏障功能的影响
Ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

紧密连接蛋白－１
Ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ⁃１

维持紧密连接的结构完整性，调节离子和溶质的通透性。
Ｍａｉｎｔａｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｉｏｎｓ ａｎｄ ｓｏｌｕｔｅｓ．

闭塞蛋白
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ

参与紧密连接的形成，调节跨细胞间隙的通透性。
Ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ａｃｒｏｓｓ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｐａｃｅｓ．

封闭蛋白
Ｃｌａｕｄｉｎｓ

调控紧密连接的通透性和选择性，影响离子和分子的运输。
Ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ， ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｆ ｉｏｎｓ

ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ．

接头黏附分子
Ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

影响紧密连接的稳定性，参与免疫细胞的迁移过程。
Ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ．

Ｅ－钙黏蛋白
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ

保持上皮细胞间的黏附，对维持上皮屏障完整性至关重要。
Ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ．

原钙黏蛋白 ９
Ｐｒｏｔｏ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ９

通过参与维持正常的上皮屏障功能、调节炎症反应、影响免疫细胞的迁移等来影响鼻
黏膜上皮屏障。

Ｉｔ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｂｙ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｎｇ ｉｎ ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ａｎｄ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ．

白介素－４
ＩＬ⁃４

促进 Ｔｈ２ 细胞分化，增加 ＩｇＥ 介导的炎症反应，可能通过改变紧密连接蛋白表达而影响上皮
屏障的完整性。

Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ Ｔｈ２ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ＩｇＥ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｍａｙ
ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｂｙ ａｌｔｅｒｉｎｇ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

白介素－５
ＩＬ⁃５

促进嗜酸性粒细胞的增殖和存活，参与鼻黏膜炎症反应，导致上皮屏障功能受损。
Ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｓ， ａｎｄ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｏｆ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａ， ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ａｎ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．

白介素－６
ＩＬ⁃６

通过促进炎症介质的产生，可能间接损害上皮屏障功能，导致屏障功能障碍。
Ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ， ｉｔ ｍａｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｉｍｐａｉｒ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ

ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｂａｒｒｉｅｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ．

白介素－８
ＩＬ⁃８

通过促进中性粒细胞的募集和活化，可能通过诱导炎症反应间接损害上皮屏障。
Ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ， ｉｔ ｍａｙ ｄａｍａｇｅ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ

ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ．

白介素－９
ＩＬ⁃９

可能通过 Ｔｈ２ 应答参与炎症过程，间接影响上皮屏障功能。
Ｍａｙ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ Ｔｈ２ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．

白介素－１２
ＩＬ⁃１２

ＩＬ⁃１２ 参与免疫细胞的活化，特别是促进 Ｔｈ１ 细胞的分化，这可能间接影响上皮屏障功能。
ＩＬ⁃１２ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｔｈ１ ｃｅｌｌｓ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．

白介素－１０
ＩＬ⁃１０

具有抗炎作用，可能有助于维持上皮屏障的完整性和减少炎症反应。
Ｈａｖｅ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍａｙ ｈｅｌｐ ｔｏ ｍａｉｎｔａｉｎ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ．

白介素－１３
ＩＬ⁃１３

通过改变紧密连接蛋白的表达，可能直接影响上皮屏障的通透性和完整性。
Ｂｙ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ｉｔ ｍａｙ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｒｒｉｅｒ．

白介素－１７
ＩＬ⁃１７

促进炎症介质释放，可能通过诱导炎症间接损害上皮屏障。
Ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒ ｒｅｌｅａｓｅ， ｐｏｓｓｉｂｌｙ ｉｍｐａｉｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｂｙ

ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ．

白介素－１８
ＩＬ⁃１８

能够吸引中性粒细胞等免疫细胞到炎症部位，加剧炎症反应，从而影响上皮屏障的完整性。
Ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ａｔｔｒａｃｔ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｔｏ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ｅｘａｃｅｒｂａｔｉｎｇ ｔｈｅ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｔｈｕｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ．

４０１ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



续表２

检测名称
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｎａｍｅ

对鼻上皮屏障功能的影响
Ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

白介素－２５
ＩＬ⁃２５

参与 Ｔｈ２ 细胞的活化，可能通过促进 ＩＬ⁃５ 和 ＩＬ⁃１３ 的产生而影响上皮屏障。
Ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ２ ｃｅｌｌｓ， ｐｏｓｓｉｂｌｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃５ ａｎｄ ＩＬ⁃１３．

白介素－３３
ＩＬ⁃３３

通过激活 Ｔｈ２ 细胞和肥大细胞，可能通过炎症介质的释放间接影响上皮屏障功能。
Ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ Ｔｈ２ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｍａｓｔ ｃｅｌｌｓ， ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｍａｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ

ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ．

胸腺基质淋巴生成素

Ｔｈｙｍｉｃ ｓｔｒｏｍａｌ ｌｙｍｐｈｏｐｏｉｅｔｉｎ

通过激活 Ｔｈ２ 细胞和树突状细胞，可能通过炎症介质的释放间接影响上皮屏障功能。
Ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ Ｔｈ２ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＤＣｓ， ｐｏｓｓｉｂｌｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ

ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ．

干扰素－γ
ＩＮＦ⁃γ

抑制 Ｔｈ２ 应答，可能通过影响紧密连接蛋白来调节上皮屏障功能。
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ２ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ， ｐｏｓｓｉｂｌｙ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ．

肿瘤坏死因子－α
ＴＮＦ⁃α

引发炎症反应，可能导致紧密连接蛋白表达水平下降，从而损害上皮屏障。
Ｉｎｉｔｉｋｅ ａｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｌｅａｄ ｔｏ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅｒｅｂｙ ｄａｍａｇｅ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ．

白介素－１β
ＩＬ⁃１β

ＩＬ⁃１β 是一种强大的促炎细胞因子，能够促进炎症介质的产生，并可能影响上皮屏障的通透性。
ＩＬ⁃１β ｉｓ ａ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｔｈａｔ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ

ａｎｄ ｍａｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ．

单核细胞趋化蛋白－１（Ｃ⁃Ｃ 基序

趋化因子配体 ２）
Ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１
（Ｃ⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ ２）

能够吸引单核细胞等免疫细胞到炎症部位，加剧炎症反应，进而影响鼻上皮屏障功能。
Ｉｔ ｃａｎ ａｔｔｒａｃｔ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｓｉｔｅｓ， ｅｘａｃｅｒｂａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．

调节激活正常 Ｔ 细胞表达和分泌

的趋化因子（Ｃ⁃Ｃ 基序趋化

因子配体 ５）
Ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｏｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ｎｏｒｍａｌ
Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｅｄ

（Ｃ⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ ５）

能够吸引多种免疫细胞，包括 Ｔ 细胞、嗜酸性粒细胞和巨噬细胞等，它可能通过促进这些细胞的

募集而加剧炎症反应，间接影响鼻上皮屏障。
Ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ａｔｔｒａｃｔ ａ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ Ｔ ｃｅｌｌｓ， ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｓ， ａｎｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ｉｔ ｍａｙ
ａｇｇｒａｖａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｃｅｌｌｓ， ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ

ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ．

Ｃ⁃Ｃ 基序趋化因子配体 １１
Ｃ⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １１

可能通过吸引嗜酸性粒细胞的增多导致鼻上皮屏障受损。
Ｐｒｏｂａｂｌｙ ｃａｕｓｉｎｇ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｂｙ ａｔｔｒａｃｔｉｎｇ ｍｏｒｅ ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｓ．

干扰素诱导蛋白 １０（Ｃ⁃Ｘ⁃Ｃ 基序

趋化因子配体 １０）
Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇａｍｍａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １０
（Ｃ⁃Ｘ⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １０）

可能通过调节免疫细胞的募集而影响鼻上皮屏障功能。
Ｍａｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ．

巨噬细胞炎症蛋白－１（Ｃ⁃Ｃ 基序

趋化因子配体 ３） ／ 巨噬细胞炎症蛋

白－１（Ｃ⁃Ｃ 基序趋化因子配体 ４）
Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１

ａｌｐｈａ（Ｃ⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ ３） ／
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１

ｂｅｔａ（Ｃ⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ ４）

可能通过促进单核细胞、嗜酸性粒细胞等的募集而加剧炎症反应，进而影响鼻上皮

屏障功能。
Ｍａｙ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ，

ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｓ， ａｎｄ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｎａｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．

肿瘤裂解激肽片段（Ｃ⁃Ｘ３⁃Ｃ Ｍｏｔｉｆ
趋化因子配体 １）

Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃ｌｙｓｉｓ ｋｉｎｉｎｅ
（Ｃ⁃Ｘ３⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １）

可能通过调节免疫细胞的募集而影响鼻上皮屏障功能。
Ｍａｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ．

５０１中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



５　 结语

　 　 本文系统地总结了对过敏性鼻炎相关动物模

型的研究，讨论了影响模型效果的因素，包括动物

品系、致敏材料即花粉抗原的制作及存在问题、佐
剂的使用及存在问题、造模的步骤、效果评价。 动

物品系的选择需考虑致敏效果、伦理，大多数的研

究选择 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠因其较好的抗原敏感性，但
是该小鼠形态小，鼻黏膜取材量稀少，在研究中应

结合需要检测的目标合理设置分组及动物数目。
花粉抗原的制作最初专为脱敏治疗所用，引用到

动物造模中其制作流程、剂量目前还没有统一标

准，研究者需要在参考相近的文献基础上，根据自

己的实验目标做预实验来设计合理的过程和剂

量，已达到理想效果。 佐剂的使用可以增强抗原

被免疫细胞识别捕捉的机会，但是也干扰了研究

花粉抗原致敏机制的研究。 模型成功的评价标准

相对比较统一，行为评分中的各种症状的判定需

要制定标准并进行量化，需要开发相应的检测设

备，已有的测量鼻涕流量、鼻塞程度的设备需要更

多的实验验证和优化，能实现在抗原刺激后同时

在一定时间段内对所有致敏小鼠症状进行客观量

化的评估势在必行。
动物模型对于疾病研究至关重要，现有的花

粉致敏模型中没有一种动物模型能够完全重现

ＡＲ 的所有典型症状，研究者有必要进一步完善

各种花粉诱导 ＡＲ 动物模型的构建以及评价方

法，尤其关注它们的重复性验证与标准化研究。
这将为花粉致敏性 ＡＲ 的机制研究提供更加可靠

的支持，为深入理解过敏性鼻炎的机制提供坚实

的理论基础。
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２０２５ 年 １ 月

第 ３５ 卷　 第 １ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊａｎｕａｒｙ， ２０２５
Ｖｏｌ． ３５　 Ｎｏ． １

李博阳，兰瑞，杨慧捷，等． 生酮饮食在帕金森病领域的研究进展 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２５， ３５（１）： １１１－１１８．
Ｌｉ ＢＹ， Ｌａｎ Ｒ， Ｙａｎｇ ＨＪ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ａ ｋｅｔｏｇｅｎｉｃ ｄｉｅｔ ｉｎ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ，
２０２５， ３５（１）： １１１－１１８．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２５． ０１． ０１１

［基金项目］国家自然科学基金（８１９７３６１８，８１５０３４２２）；河南省中医药科学研究专项课题（２０２２ＪＤＺＸ０９０）；河南省自然科学基金

（２０２３００４１０３９９）。
［作者简介］李博阳（２００２—），男，在读本科生，研究方向：中西医结合神经病学相关临床及实验。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：１６６３８６２１２２８＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］兰瑞（１９８４—），女，博士，主任医师，博士生导师，研究方向：中西医结合神经病学相关临床及实验。

Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌａｎｒｕｉ２１２１＠ １６３． ｃｏｍ

生酮饮食在帕金森病领域的研究进展

李博阳１，兰　 瑞２，３∗，杨慧捷１，李泓宇１，李驰阳１，沈晓明２，３

（１．河南中医药大学第一临床医学院，郑州　 ４５００００；２．河南中医药大学第一附属医院脑病科，郑州　 ４５００００；
３．河南中医药大学第一附属医院脑病诊疗中心，郑州　 ４５００００）

　 　 【摘要】 　 生酮饮食（ｋｅｔｏｇｅｎｉｃ ｄｉｅｔ，ＫＤ）是指一种饮食模式，旨在促进个体达到低卡路里含量、最低碳水

化合物摄入量、高脂肪消耗和标准蛋白质水平。 生酮饮食在临床实践应用治疗包括心脏病、糖尿病、肥胖、自
闭症、胶质母细胞瘤和其他癌症等。 然而，除了癫痫，生酮饮食尚未被推荐用于任何神经系统疾病。 近年来随

着对生酮饮食的深入研究，越来越多证据证明，生酮饮食对帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）具有神经保护作

用，是治疗 ＰＤ 的饮食新疗法。 本综述详细论述生酮饮食在帕金森病中不同机制的神经保护作用，旨在对本

领域的临床和实验研究提供一定的参考。
【关键词】 　 生酮饮食；帕金森病；酮体；神经保护
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　 　 帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是一种以

中枢神经系统黑质和其他神经结构中 α－突触核

蛋白（α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，α⁃ｓｙｎ）增多为特征的多中心神

经退行性疾病。 患者多表现为典型的运动症状，
如运动迟缓、静息性震颤、肌肉僵直和晚期姿势

不稳定。 此外，还有广泛的非运动症状，如嗅觉

丧失、胃肠道反应（如口干、流口水、吞咽困难、便
秘和排便功能障碍）、睡眠障碍、情绪变化、认知

障碍和泌尿系统症状（如膀胱反射亢进） ［１］。 目

前，关于 ＰＤ 发病机制的研究主要集中在 α⁃ｓｙｎ
的聚集、内质网应激、钙稳态和线粒体功能障

碍、神经炎症和遗传等因素，且均在不同程度上

与生酮饮食有关。 但其确切的病因和病理机制

仍有待进一步研究［２］，因此本文综述了生酮饮

食在帕金森病神经保护领域的现有证据（图 １），
从而为本领域的临床和基础研究提供一定的

参考。

注：↑：促进；↓：抑制。

图 １　 ＫＤ 在 ＰＤ 中神经保护的作用机制

Ｎｏｔｅ． ↑， Ｐｒｏｍｏｔｅ． ↓， Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍａ ｏｆ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ＫＤ ｉｎ ＰＤ

１　 生酮饮食的概述

　 　 生酮饮食（ｋｅｔｏｇｅｎｉｃ ｄｉｅｔ，ＫＤ）指一种饮食模

式，旨在促进个体达到生酮状态，特点包括低卡

路里含量、最低碳水化合物摄入量、高脂肪消耗

和标准蛋白质水平［３］。 从生理学上来看，该疗法

通过极低碳水化合物饮食限制葡萄糖供应，促使

代谢从利用葡萄糖作为主要燃料转向脂肪酸，导
致脂肪酸分解产生酮体（ｋｅｔｏｎｅ ｂｏｄｉｅｓ，ＫＢｓ）、β－
羟基丁酸 （ β⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒｉｃ，β⁃ＨＢ） 和乙酰乙酸

（ａｃｅｔｏａｃｅｔａｔｅ，ＡｃＡｃ）。 此过程中，身体维持正常

葡萄糖水平，并通过糖异生途径从氨基酸或甘油

合成葡萄糖，使身体进入酮症状态［４］。 越来越多

的证据表明 ＫＤ 可通过多种机制对 ＰＤ 发挥神经

保护作用，包括抑制神经炎症、抗氧化应激、调节

肠道菌群、提高左旋多巴疗效、改善线粒体功能、
改善脑代谢、维持葡萄糖浓度、调节自噬等。

２１１ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



２　 ＫＤ 治疗 ＰＤ 的理论支持

　 　 针对 ＰＤ 的发病机制，ＫＤ 通过神经、体液和

免疫调节协调各种细胞从而减少神经元的损伤、
功能障碍和死亡，有强大的神经保护作用。 ＰＤ
神经元死亡和脑损伤增加可导致糖代谢降低和

线粒体功能障碍，与此同时肝源性血酮体通过位

于微血管内皮细胞和星形胶质细胞的血脑屏障

上 的 单 羧 酸 转 运 蛋 白 （ ｍｏｎｏｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＭＣＴ） 介导的扩散， 穿过血脑屏障

（ｂｌｏｏｄ ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）到达大脑。 在脑神经元

线粒体内，由肝和星形胶质细胞提供的 β⁃ＨＢ 通

过脑线粒体 ３ －羟丁酸脱氢酶抗体 （ ａｎｔｉ⁃ｂｄｈ１
ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＢＤＨ１）氧化为 ＡｃＡｃ。 随后，ＡｃＡｃ 通过 ３
－ 氧酸辅酶 ａ 转移酶 １ 基 因 （ ３⁃ｏｘｏａｃｉｄ ｃｏａ⁃
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，Ｏｘｃｔ１）的产物琥珀酰辅酶 ａ 转移酶（３⁃
ｏｘｏａｃｉｄ ｃｏａ⁃ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＳＣＯＴ） 转化为 ＡｃＡｃ⁃Ｃｏａ。
ＡＣＡＴ１ 催化 ＡｃＡｃ⁃Ｃｏａ 生成两个乙酰辅酶 Ａ
（ａｃｅｔｙｌ ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ，Ａｃｅｔｙｌ⁃ＣｏＡ）通过电子传递链

（ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｃｈａｉｎ， ＥＴＣ） 进入三羧酸循环

（ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｙｃｌｅ，ＴＣＡ） 产生三磷酸腺苷

（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ） ［１］。 ＫＤ 的另一个

生化特征是糖酵解通量与能量值的降低。 氧化

应激在 ＰＤ 的病理生理中起着至关重要的作用，
而 ＫＤ 减少糖酵解通量作为热量限制的一个基本

特征已被证明可以通过改善线粒体功能、抗氧化

应激和抑制神经炎症等途径发挥神经保护的作

用。 这表明 ＫＤ 的神经保护作用与糖酵解抑制和

酮体形成、浓度增加引起的体内变化有关。 综上

所述，ＫＤ 通过多种途径协调各种细胞减少神经

元的损伤、功能障碍和死亡，有强大的神经保护

作用，并且这种作用与糖酵解抑制和酮体形成、
浓度增加有关。 因此，ＫＤ 是影响 ＰＤ 治疗效果的

关键因素［２］。

３　 ＫＤ 在 ＰＤ 中神经保护的作用机制

３􀆰 １　 调节肠道菌群

　 　 肠道菌群（ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ）是定居在人类胃肠

道中的各种微生物群落，包括细菌、真菌、古生

菌、病毒和原生动物，受环境和营养行为的影

响［５］。 肠道菌群与大脑之间存在一种双向交流

系统，即“脑－肠轴”。 许多研究表明，肠道菌群失

调与 ＰＤ 密切相关［６］。 健康的肠道维持共生菌和

致病菌的正平衡，并保持完整的上皮屏障［２，５］， 这

些过程与短链脂肪酸 （ ｓｈｏｒｔ ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ，
ＳＣＦＡ）有关［７］。 肠道菌群的任何紊乱都可能导致

生态失调，减少 ＳＣＦＡ 和神经递质的产生，提高脂

多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）水平，最终影响肠

道和中枢神经系统的双向通讯［６］。 研究人员为

了解无微生物环境对大脑发育的影响，对无菌小

鼠进行研究。 结果显示，无菌小鼠在大脑结构上

存在缺陷，并表现出异常的心理发育，包括社会

认知行为受损、 运动增加和焦虑行为减少。
ＨＩＬＬＥＳＴＡＤ 等［８］研究显示，在无特定病原体小鼠

中口服抗生素会改变肠道菌群的组成，并影响海

马中脑源性神经营养因子的表达。 肠道菌群的

异常改变会导致多种全身性炎症因子的产生，增
加肠道中 α⁃ｓｙｎ 错误折叠沉积，并通过迷走神经

传输到大脑造成病理损伤。
ＫＤ 通过改变肠道菌群代谢物转基因成分和

转基因衍生代谢物来影响 ＰＤ［７］。 有研究对 １－甲
基－ ４ － 苯基 － １， ２， ３， ６ 四氢吡啶 （ １⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４⁃
ｐｈｅｎｙｌ⁃１，２，３，６ ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＭＰＴＰ）诱导的

ＰＤ 模型小鼠灌胃 ＫＤ ８ 周以评估运动和多巴胺

能神经元功能。 结果显示，ＫＤ 显著降低了肠道

菌群群落丰富度和 α 多样性（减少了枸橼酸杆

菌， 脱硫菌和瘤胃球菌，并增加了纽约杜博西氏

菌），同时调节组胺、ｎ－乙酰腐胺、ｄ－天冬氨酸等

代谢产物来减轻 ＭＰＴＰ 诱导的 ＰＤ 模型雄性小鼠

的运动功能障碍和多巴胺能神经元损伤。 因此，
ＫＤ 可以通过改变肠道菌群组成和代谢物来发挥

对 ＰＤ 的神经保护作用［８］。
３􀆰 ２　 改善脑代谢

　 　 与葡萄糖的运输方式不同，酮体通过 ＭＣＴ 进

入大脑，其摄取不受神经元活动影响，而受循环

中酮体浓度的调节。 ＭＣＴ 是目前已知的唯一酮

体转运体，在整个大脑中广泛分布［９］。 ＫＤ 能够

上调生物能量途径［１０］：（１）氧化磷酸化（ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，ＯＸＰＨＯＳ）体系（琥珀酸脱氢酶、
细胞色素 ｃ 氧化酶等）；（２）ＴＣＡ（柠檬酸合成酶、
异柠檬酸脱氢酶、苹果酸脱氢酶）；（３）线粒体脂

肪酸氧化（ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ，ＦＡＯ）（肉碱棕榈酰

基转移酶、中链酰基辅酶 α 脱氢酶、长链酰基辅

酶 α 脱氢酶、超长链酰基辅酶 α 脱氢酶和 β－羟
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基酰基辅酶 α 脱氢酶）；（４）酮解（β－羟基丁酸脱

氢酶）。 在神经元环境中，中链脂肪酸型生酮饮

食（ｍｅｄｉｕｍ ｃｈａｉｎ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ⁃ｋｅｔｏｇｅｎｉｃ ｄｉｅｔ，ＭＣＴ⁃
ＫＤ）（即十一酸或癸酸）刺激星形胶质细胞－神经

元－乳酸穿梭［１１］。 后者在星形胶质细胞中介导神

经元乳酸进口，以驱动丙酮酸的形成，用于生成

线粒 体 ＡＴＰ ［１２］。 而 且， ＭＣＴ⁃ＫＤ 可 显 著 减 少

ＭＰＴＰ 诱导的多巴胺能神经元损伤［１３］。 另外，β⁃
ＨＢ 和 ＡｃＡｃ 进入大脑会被转化为 Ａｃｅｔｙｌ⁃ＣｏＡ，
Ａｃｅｔｙｌ⁃ＣｏＡ 进入 ＴＣＡ 生成 ＡＴＰ。 这种转化发生

在线粒体内，β⁃ＨＢ 通过 β－羟基丁酸脱氢酶并在

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 （ ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ
ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＮＡＤ＋）的作用下可逆转化为 ＡｃＡｃ，
随后形成还原型辅酶 Ⅰ （ ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ
ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＮＡＤＨ）。 ＡｃＡｃ 则通过琥珀酰辅酶 Ａ
转移酶（ｓｕｃｃｉｎｙｌ⁃ＣｏＡ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＳＣＯＴ）分解为乙

酰 乙 酰 辅 酶 Ａ （ ａｃｅｔｏａｃｅｔｙｌ ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ，
Ａｃｅｔｏａｃｅｔｙｌ⁃ＣｏＡ） ［１４］。 β⁃ＨＢ 也被证明可以抑制

小胶质细胞的激活，这是脑部病理的一个标

志［１５］。 综上所述， ＫＤ 可以上调氧化磷酸化、
ＴＣＡ、线粒体脂肪酸氧化、酮解等途径产生 ＡＴＰ
改善大脑代谢，从而发挥神经保护作用。
３􀆰 ３　 抗氧化应激

　 　 细胞呼吸过程中产生的活性氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）过度积累导致氧化剂和抗氧

化剂失衡被称为氧化应激。 从机制上看，ＫＤ 通

过增加解耦联蛋白（ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＵＣＰ）的表

达和活性来减少 ＲＯＳ 的产生［１６］。 ＳＵＬＬＩＶＡＮ
等［１７］研究表明相较于标准饮食的小鼠，接受 ＫＤ
饮食的小鼠生成较少的 ＲＯＳ。 同时，ＵＣＰ ２、４ 和

５ 的水平上升，导致最大线粒体呼吸速率增加。
ＨＡＳＡＮ⁃ＯＬＩＶＥ 等［１８］发现，患有尿嘧啶－ＤＮＡ－糖
酵素 １ 酶突变引起线粒体毒性的小鼠，在接受 ＫＤ
饮食后，β⁃ＨＢ 可以上调过氧化物酶体增殖物激

活受体 γ 共激活因子 １α－沉默调节蛋白 ３－解耦

联 蛋 白 ２ 轴 （ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ １α⁃ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ３⁃ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２， ＰＧＣ１α⁃ＳＩＲＴ３⁃
ＵＣＰ２），导致海马 ＣＡ１ 神经元中 ＵＣＰ２ 水平上升。
因此，ＫＤ 可以增加 ＵＣＰ 的表达和活性使 ＲＯＳ 保

持平衡而发挥神经保护的作用。
此外，ＧＳＨ 是一种存在于几乎所有细胞中的

三肽硫醇，能够参与氧化还原反应，作为酶辅助

因子，并且具有抗氧化应激的作用。 ＧＳＨ 的水平

通过上调核因子红系相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２，ＮＲＦ２）转录因子得到提

高。 ＮＲＦ２ 是细胞应激的主要反应因子，大鼠实

验已经证实其能够促进 ＧＳＨ 的生物合成。 而

ＮＲＦ２ 的上调与 ＫＤ 诱导的轻度氧化和亲电应激

有关，这些应激导致细胞慢性适应，诱导保护蛋

白的产生，并改善氧化还原状态。 一项研究利用

磁共振波谱评估接受 ＫＤ 辅助治疗的患者脑 ＧＳＨ
水平，结果显示 ＫＤ 促进 ＧＳＨ 的新生合成并改善

大脑的氧化还原状态［２］。 还有研究在 ＰＤ 大鼠模

型中检测到 ＫＤ 通过增加纹状体 ＧＳＨ 的水平保

护黑质多巴胺能神经元免受 ６ －羟多巴胺 （ ６⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ， ６⁃ＯＨＤＡ） 的神经

毒性。 ＧＳＨ 在体内和体外都能与 ６⁃ＯＨＤＡ 发生

反应，一方面通过对 ６⁃ＯＨＤＡ 的亲核攻击形成 ２⁃Ｓ
（谷胱甘肽基）－６⁃ＯＨＤＡ，另一方面作为巯基抗氧

化剂显著减少 ６⁃ＯＨＤＡ 的自氧化来发挥保护作

用［１９］。 这表明 ＫＤ 可以通过诱导轻度氧化和亲

电应激上调 ＮＲＦ２ 从而提高 ＧＳＨ 的水平来发挥

神经保护作用。
３􀆰 ４　 抑制神经炎症

　 　 神经炎症与小胶质细胞的激活以及炎症因

子如 肿 瘤 坏 死 因 子 α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，
ＴＮＦα）、白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ） （ ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃
６）和自由基释放的增加密切相关，可导致脑内进

行性功能障碍或细胞死亡。 小胶质细胞在中枢

神经系统中具有促炎、抗炎双重作用（促炎 Ｍ１ 表

型和抗炎 Ｍ２ 表型）。 Ｍ１ 型小胶质细胞通过核因

子－κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）以及转录

激活 因 子 ３ （ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ３）信号通路被激活，产生炎症

因子， 如 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１２、 ＩＬ⁃２３、 环 氧 化 酶

（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＣＯＸ） （ＣＯＸ⁃１、ＣＯＸ⁃２）、ＲＯＳ 和

一氧化氮（ＮＯ）。 相反，Ｍ２ 型小胶质细胞被激活

后会释放神经营养因子，如 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１３ 和

转化生长因子［２０］。 在 ＰＤ 动物模型中，ＫＤ 通过

降低小胶质细胞的激活程度和炎症因子的表达，
减轻中枢神经系统的炎症［２１］。 实验研究表明，β⁃
ＨＢ 通过阻断 Ｋ＋ 外排、减少与凋亡相关的含

ｃａｓｐａｓｅ 募集结构域（ ｃａｓｐａｓｅ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｄｏｍａｉｎ，
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ＣＡＲＤ）的斑点样蛋白的寡聚化和斑点形成，抑制

核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 ３ 炎性小体

（ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＮＬＲＰ３）的激活从而减少 ＩＬ⁃１β
和 ＩＬ⁃１８ 的产生［２２］。 由此可见，ＫＤ 可以降低 Ｍ１
型小胶质细胞的激活程度和炎症因子的表达，从
而抑制神经炎症发挥神经保护作用。
３􀆰 ５　 维持葡萄糖浓度

　 　 在 ＫＤ 期间，脂肪细胞中的游离脂肪酸被运

输到肝，从而促进酮体合成的过程受低胰岛素水

平的调控［１６］。 低水平胰岛素通过增强关键酶（如
激素敏感脂肪酶和脂肪甘油三酯脂肪酶）的活性

来诱导脂肪分解，并将游离脂肪酸 （ ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｓ，ＦＦＡｓ）释放到血液中。 ＦＦＡｓ 经酶转化为脂

肪酰基辅酶 Ａ，随后通过肉毒碱棕榈酰转移酶转

运至肝细胞线粒体［２３］。 在肝线粒体基质中，由于

β 氧化而增加的 Ａｃｅｔｙｌ⁃ＣｏＡ 水平远远超出了 ＴＣＡ
的代谢能力，因此 ＴＣＡ 随后启动生酮［２４］。 Ａｃｅｔｙｌ⁃
ＣｏＡ 通过巯基酶、３－羟甲基戊二酰辅酶 Ａ 合成酶

２ 和 ３ －羟甲基戊二酰辅酶 Ａ 裂解酶分解成

ＡｃＡｃ［２５］。 ＡｃＡｃ 经由 β－羟基丁酸脱氢酶还原为

β⁃ＨＢ，最后，β⁃ＨＢ 和 ＡｃＡｃ 均通过 ＭＣＴ 传递至血

液或靶器官。 在大脑中，葡萄糖通过内皮细胞表

达的 ５５ ｋＤａ 葡萄糖转运蛋白异构体 （ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ，ＧＬＵＴ） １，星形胶质细胞表达的 ４５
ｋＤａ ＧＬＵＴ１ 和神经元表达的 ＧＬＵＴ３，３ 种 ＧＬＵＴ
进行转运从而发挥一系列功能，如其他化合物的

生物合成，包括丙氨酸和谷氨酸、糖的生成以及

抗氧化保护等。 有研究发现，与对照组相比，处
于酮症状态的大鼠内皮细胞和神经细胞中的

ＧＬＵＴ１ 水平较高［２６］。 综上所述，ＫＤ 可以通过一

系列的循环保留维持葡萄糖浓度进行生物合成

和抗氧化等过程从而发挥神经保护作用。
３􀆰 ６　 改善线粒体功能

　 　 ＰＤ 的主要病理机制是由于 ＥＴＣ 复合物Ⅰ的

缺陷而产生兴奋性毒性导致细胞死亡［２７］。 而

ＫＢｓ 通过增强 ＥＴＣ 复合物Ⅱ的活性有助于规避

这种缺陷，并促使氧化磷酸化的进行［２８］。 这一观

点在体外分离的小鼠脑线粒体中得到验证［２９］。
研究表明，β⁃ＨＢ 改善 １－甲基－４－苯基吡啶和鱼

藤酮对氧消耗和 ＡＴＰ 产生的影响分别被复合物

Ⅱ和Ⅲ的抑制剂如 ３－硝基丙酸和抗霉素 Ａ 所阻

断。 另外，ＫＢｓ 分解代谢增加 ＮＡＤＨ 氧化［２１］。 升

高的 ＮＡＤ＋作为细胞信号传导过程中 ＮＡＤ＋依赖

性酶的辅助因子，能够刺激线粒体的生物发生和

呼吸［３０］。 β⁃ＨＢ 还可以通过激活单磷酸腺苷激活

的蛋白激酶（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ５’⁃ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＡＭＰ）⁃
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）和沉默调节蛋白

（ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ，ＳＩＲＴ）而影响过氧化

物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子 － １α
（ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ
ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃１α，ＰＧＣ⁃１α）的活性［３１］，从而调节线粒

体动力学、生物发生和氧化磷酸化［３２］。 因此，ＫＤ
可以通过增强 ＥＴＣ 复合物Ⅱ的活性、增加 ＮＡＤＨ
氧化、激活 ＡＭＰＫ 和 ＳＩＲＴ 来改善线粒体功能从

而发挥神经保护功能。
３􀆰 ７　 调节自噬

　 　 自噬是由溶酶体介导的，降解和消除细胞内

源性成分（错误折叠或聚集的蛋白质和受损的细

胞器）和外源性刺激（细菌、病毒和寄生虫）的细

胞过程［３３］。 根据运送的不同方式，自噬可分为 ３
种主要类型：巨噬、微自噬和伴随介导的自噬［３４］。
自噬限制炎症的病理过程，减轻炎症因子的危

害，发挥神经保护作用［３５］，与 ＰＤ 的发生和进展

密切相关［３６］。 ＫＤ 可通过抑制雷帕霉素复合物 １
（ ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ １，
ｍＴＯＲＣ１）的机制靶点以及 ＳＩＲＴ１ 和缺氧诱导因

子－１α（ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α，ＨＩＦ⁃１α）的激

活，从而上调脑内巨噬细胞［３７］。 β⁃ＨＢ 在葡萄糖

剥夺过程刺激自噬，提高皮层神经元的存活

率［３８］，有助于缓解 ＰＤ 中自噬介导的炎症反应。
此外，β⁃ＨＢ 通过增加蛋白质氧化直接促进 ＣＭＡ
的活化，最终导致氧化损伤蛋白的清除。 β⁃ＨＢ
还可减轻大鼠纹状体中 Ｎ－甲基－Ｄ－天冬氨酸（Ｎ⁃
ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｄ⁃ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ，ＮＭＤＡ）诱导的自噬降解，
改善神经元损伤［３９］。 转录因子 ＥＢ （ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ＥＢ，ＴＦＥＢ）是溶酶体生物发生的关键调节

因子，ＫＤ 通过 ＴＦＥＢ 增强自噬［３２］。 虽然 ＴＦＥＢ 调

控的机制尚不清楚，但已提出类视黄酮 Ｘ 受体 α
（ｒｅｔｉｎｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ α，ＲＸＲα）、过氧化物酶体增

殖物激活受体 α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ α，ＰＰＡＲα）和过氧化物酶体增殖受体 γ
辅激活因子 α （ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ １α，ＰＧＣ１α）募集到 ＴＦＥＢ 基
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因启动子的 ＰＰＡＲ 结合位点可上调脑细胞中的

ＴＦＥＢ［４０］。 综上所述，ＫＤ 可以通过抑制 ｍＴＯＲＣ１
的机制靶点以及 ＳＩＲＴ１ 和 ＨＩＦ⁃１α 的激活，增加蛋

白质氧化、减轻大鼠纹状体中 ＮＭＤＡ 诱导的自噬

降解、通过 ＴＦＥＢ 增强自噬从而发挥神经保护的

作用。
３􀆰 ８　 提高左旋多巴疗效

　 　 目前治疗 ＰＤ 的主要药物是左旋多巴［４１］。
与外周多巴胺不同，左旋多巴可通过 ＢＢＢ 中的转

运蛋白到达大脑转化为多巴胺［４２］。 左旋多巴的

副作用与疾病早期的多巴胺受体脱敏和多巴胺

能细胞死亡（表现为不可预测的波动和长时间的

磨损现象即非相位，包括下一次剂量前的僵硬、
不动和震颤）以及疾病晚期儿茶酚 ｏ－甲基转移酶

（ｃａｔｅｃｈｏｌ ｏ⁃ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＣＯＭＴ）介导的左旋

多巴代谢（其特征是肢体不自主的舞蹈和张力障

碍运动）有关。 左旋多巴通过代谢产物 ５⁃ｓ－半胱

氨酸多巴胺（５⁃ｓ⁃ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｄｏｐａｍｉｎｅ，５⁃Ｓ⁃Ｃｙｓ⁃ＤＡ）
促使 α⁃ｓｙｎ 聚集，从而诱导体内氧化应激和增加

多巴胺的消耗［４３］。 ＫＤ 通过减少摄入膳食蛋白显

著提高左旋多巴的生物利用度。 另外，ＫＤ 对许

多残疾、对左旋多巴反应较差的非运动症状有更

显著的改善效果。 ＫＤ 在帕金森病治疗中与左旋

多巴相辅相成［４４］，然而 ＫＤ 对运动症状的影响需

要更多的研究来验证［４５］。 由此可见，ＫＤ 在提高

左旋多巴的生物利用度，控制副作用方面具有广

阔的治疗空间。
此外，还有神经元髓鞘的重建、通过作用于

电压依赖性 Ｃａ２＋通道减少兴奋性突触后电流等机

制。 长期使用 ＫＤ 可能会面临包括恶心、呕吐、便
秘和食欲下降等症状，进一步的研究将有助于更

深入地了解［４６－４７］。

４　 展望

　 　 ＫＤ 作为一种新兴的饮食模式，近年来广泛

被年轻人接受。 已有研究发现 ＫＤ 可通过多种机

制对 ＰＤ 发挥神经保护作用，包括抑制神经炎症、
抗氧化应激、调节肠道菌群、改善线粒体功能、改
善大脑代谢、维持葡萄糖浓度、调节自噬等，但长

期使用 ＫＤ 饮食具有低血糖、血脂异常、胃肠道症

状、骨病、肾结石和生长衰竭等副作用，要注意患

者对饮食建议的依从性问题，尽早控制具有很好

的效果。 目前关于 ＫＤ 的研究具有一定的局限

性，如现有 ＫＤ 对 ＰＤ 神经保护作用的实验研究并

不全面，涉及的观察指标和通路比较单一，且大

多数实验研究仅停留在验证 ＫＤ 是否具有神经保

护效果，没有深入至分子层面。 总之，ＫＤ 干预在

治疗 ＰＤ 中极具潜力，其在 ＰＤ 中的神经保护作用

值得进一步探索和研究。 下一步应以临床与基

础相结合为导向，通过更严谨的临床和基础实

验，探索 ＫＤ 的治疗靶点以及对患者症状、病程和

总体健康的长期预后的影响，为治疗 ＰＤ 寻找新

的途径和治疗手段。
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线粒体损伤对于心肌细胞的影响最新研究进展

范爱雪，柳美兰∗

（延边大学附属医院（延边医院）心血管内科，吉林 延吉　 １３３０００）

　 　 【摘要】 　 线粒体作为心肌细胞的主要能量供应站，在维持心脏正常运作中占据核心地位。 线粒体自噬

在维持心肌细胞稳态与应对应激方面扮演着极其重要的正面角色。 随着心血管疾病的逐渐加剧，线粒体自噬

的平衡状态正受到一系列尚未明确病理机制的显著挑战，导致线粒体受损，进而可能引发心肌细胞的损伤。
此外，当线粒体自噬的功能无法满足机体的生理需求时，可能会触发线粒体功能障碍，进而加速心力衰竭的进

程。 本综述将探讨线粒体自噬及线粒体动力学在心脏中的具体作用方式，并结合主要心血管疾病探讨其机

制，聚焦该领域最新的科研进展与重要发现。
【关键词】 　 心肌细胞；心血管疾病；线粒体自噬
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　 　 线粒体作为细胞生命活动的动力源泉与调

控细胞命运及功能的关键信号中心，其形态结

构、大小及功能状态均至关重要。 各类应激条件

一旦对线粒体造成损伤，便会引发线粒体蛋白的

泄露，进而威胁到细胞的生存。 因此，对受损线

粒体的及时修复与功能失调线粒体的有效清除，
对于维持机体内环境的稳定及防止细胞死亡具

有极其重要的意义。
线粒体动力学参与调节能量代谢、线粒体合

成发生、细胞凋亡、细胞衰老和活性氧自由基

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）稳态等功能。 线粒

体自噬是一种通过特定自噬机制实现的细胞过

程，它涉及 ３ 种主要途径以进行线粒体的清除，具
体包括：（１） ＰＴＥＮ 诱导的激酶 １（ＰＴＥＮ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｕｔａｔｉｖｅ ｋｉｎａｓｅ １，ＰＩＮＫ１） ／ Ｅ３ 泛素连接酶 Ｐａｒｋｉｎ
途径； （ ２） ＢＣＬ⁃２ ／ Ｅ１Ｂ 腺病毒相互作用蛋白 ３
（ ＢＣＬ⁃２ ／ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ Ｅ１Ｂ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，
ＢＮＩＰ３） ／ Ｎｉｐ 样蛋白 Ｘ（Ｎｉｐ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｘ，ＮＩＸ）途
径； （ ３ ） 线 粒 体 外 膜 蛋 白 （ ＦＵＮ１４ ｄｏｍａｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １，ＦＵＮＤＣ１）途径［１－２］。 这些途径共同

遵循 ４ 个核心步骤以达成目标：首先需精准检测

并识别出功能障碍的线粒体，随后将识别出的功

能障碍线粒体与健康线粒体网络进行有效分离，
接着通过自噬体的形成与功能，实现对缺陷线粒

体的特异性识别与隔离，最终这些被隔离的线粒

体将在溶酶体内被酶解、降解。 线粒体自噬目的

在于清除受损或多余的线粒体，这一领域的研究

正日益深化，并已成为选择性自噬科学探索中的

一个重要且独特的分支［３］。 本综述将结合心血

管疾病的病理机制深入分析线粒体自噬与线粒

体动力学在心脏生理过程中的作用机制。

１　 线粒体损伤对心肌细胞的影响

　 　 当线粒体呼吸链受到损伤，并伴有 ＡＴＰ 耗

竭，导致线粒体产 生 ＲＯＳ 以 及 线 粒 体 ＤＮＡ
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）或蛋白质的氧化损

伤，ＲＯＳ 过量引起的氧化应激损害细胞功能和活

力，最终导致心肌细胞死亡［４］。 线粒体动力学和

线粒体自噬是在生理和病理环境中控制心肌细

胞线粒体健康的基本机制。 线粒体自噬是一种

线粒体特异性的自噬形式，是靶向和消除受损或

不必要的线粒体的主要机制［５］。

１􀆰 １　 线粒体自噬

　 　 “自噬”始于吞噬团，来源于内质网和（或）反
式高尔基体和内体提供的脂质双层，具有多种类

型：微自噬、巨自噬、伴侣介导的自噬，这些都促

进溶酶体中胞质成分的蛋白水解。 研究发现自

噬可以负责去除蛋白质聚集体和功能失调的细

胞器，如线粒体。 因此，自噬在有丝分裂后细胞

（心肌细胞）中构成了一个非常重要的质量控制

机制［６］。
这期间在不同的背景下细胞和生物体水平

均已经证实了自噬的促生存能力，包括在营养和

生长因子剥夺、内质网应激、发育、微生物感染和

以蛋白质聚集体积累为特征的疾病期间。 这一

发现代表自噬体不再是以往认为的随机吞噬细

胞胞质物质，而是有选择性的过程［７］。 如今已知

线粒体已开发出两种不同的机制来保持健康状

态并保证积极的质量控制系统。 第一种机制中，
生物发生、裂变和聚变相互配合，在高能量需求

条件下增加线粒体种群，或允许受损细胞器与健

康的线粒体融合并替换其受损或丢失的成分。
第二种机制有望去除受损的细胞器，目前研究中

发现的机制通常可分为两类：泛素（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ，Ｕｂ）
依赖性通路：依赖于线粒体表面蛋白的广泛泛素

化来促进线粒体自噬（例如：ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路）
和 Ｕｂ 非依赖性通路［１］。
１􀆰 １􀆰 １　 泛素依赖性通路途径

　 　 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路包含 ３ 个关键元素：
ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ 和线粒体促融合蛋白线粒体融合

蛋白 （Ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ １、Ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ ２）。 当线粒体膜电位

（ΔΨｍ）丧失，ＰＩＮＫ１ 进入线粒体内膜的途径受

阻，导致 ＰＩＮＫ１ 在线粒体外膜的胞质面上稳定聚

集，而 ＰＩＮＫ１ 反过来招募 ＲＩＮＧ⁃ＩＢＲ⁃ＲＩＮＧ（ＲＢＲ）
Ｅ３ 泛素连接酶 Ｐａｒｋｉｎ，Ｐａｒｋｉｎ 蛋白酶的空间构象

发生改变，ＰＩＮＫ１ 磷酸化泛素和 Ｐａｒｋｉｎ，从而清除

受损的线粒体［８］。
１􀆰 １􀆰 ２　 泛素非依赖性通路途径

　 　 线粒体外膜（ ｏｕｔｅｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ，
ＯＭＭ）上有许多自噬的受体，这些受体主要是

ＢＮＩＰ３、ＦＵＮＤＣ１、 抗 增 值 蛋 白 ２ （ ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ ２，
ＰＨＢ２）、微管相关蛋白 １ 的轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ⁃ｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔ⁃ｃｈａｉｎ⁃３，ＬＣ３）相互作用区基

序直接与自噬相关蛋白结合，从而启动线粒体自
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噬。 ＢＮＩＰ３Ｌ 最初被认为是一种促凋亡蛋白，此
后在某些类型的肿瘤细胞中发现了 ＢＮＩＰ３Ｌ 诱导

的线粒体自噬［９］。 ＢＮＩＰ３Ｌ 将自噬体募集到靶向

线粒体，线粒体自噬需要两个 ＢＮＩＰ３Ｌ 结构域：一
个 ＬＩＲ 结 构 域 和 一 个 跨 膜 （ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ
ｄｏｍａｉｎ，ＴＭ）结构域。 ＬＩＲ 结构域由 ４ 个氨基酸基

序组成，这些基序对与 ＬＣ３ 的相互作用至关重

要，而 ＭＥＲ 基序（而非 ＬＩＲ 基序）对于 ＢＮＩＰ３Ｌ 诱

导的线粒体自噬至关重要。 ＴＭ 结构域不参与

Ａｔｇ８ 蛋白与 ＬＩＲ 基序之间的相互作用，ＴＭ（跨膜

结构域）结构域促进 ＢＮＩＰ３Ｌ 线粒体定位。 ＴＭ 结

构域上的点突变会破坏 ＢＮＩＰ３Ｌ 二聚体的形成，
而不会影响其线粒体定位［１０］。 心磷脂（一种线粒

体特异性锥形磷脂）对于维持线粒体膜的结构组

织和功能至关重要，在细胞应激的情况下，ΔΨＭ
损失可以迅速发生并被 ＰＲＫＮ ／ ＰＡＲＫ２ 感应，从
而实现线粒体自噬过程［１１］，最终导致受损线粒体

的去除［１２］。 线粒体裂变的抑制降低了线粒体自

噬的水平， 两种 ＣＬ 依赖性动力相关蛋白 １
（ｄｙｎａｍｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＤＲＰ１）和视神经萎缩

蛋白 １（ｏｐｔｉｃ ａｔｒｏｐｈｙ ｔｙｐｅ １）活性介导线粒体的平

衡融合和裂变，线粒体自噬在心脏发育过程中起

着至关重要的作用，维持心脏的基本功能［１３］，细
胞色素 ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ，Ｃｙｔ ｃ）充当 ＣＬ 过氧化的

催化剂，过氧化的 ＣＬ 是线粒体通透性过渡孔

（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐｏｒｅ，ｍＰＴＰ）
开放的主要贡献者。 细胞凋亡是细胞死亡的受

控过程，维持组织中细胞群的稳态，并作为免疫

反应或受损细胞的防御机制发生。 细胞凋亡分

为外源性途径和内源性途径，属于 ＢＣＬ⁃２ 家族的

蛋白质是线粒体外膜通透化的关键调节因子［１４］。
ＢＣＬ⁃２ 蛋白参与外膜的通透性调节和促凋亡因子

的释放，包括 Ｃｙｔ ｃ 和 ＳＭＡＣ ／ ＤＩＡＢＬＯ。 ＢＣＬ⁃２ 家

族蛋白在细胞凋亡的调控中起关键作用，可分为

促凋亡蛋白（ＢＡＸ 和 ＢＡＫ）、抗凋亡蛋白（ＢＣＬ⁃２、
ＢＣＬ⁃ＸＬ、ＢＣＬ⁃Ｗ、ＭＣＬ⁃１、ＢＦＬ⁃１）、促凋亡多 ＢＨ 结

构域 ＢＡＸ ／ ＢＡＫ 蛋白和促凋亡的仅 ＢＨ３ 蛋白

（ ＢＩＭ、 ＰＵＭＡ、 ＢＩＤ、 ＢＡＤ、 ＢＩＫ、 ＢＭＦ、 ＮＯＸＡ、
ＨＲＫ） ［１５］，ＢＣＬ⁃２ 家族蛋白的平衡稳态是细胞凋

亡的重要调节因子。 当不同的刺激在线粒体汇

聚并诱导 ＢＣＬ⁃２ 家族蛋白时，就会触发内在的细

胞凋亡途径［１６］。

１􀆰 ２　 线粒体自噬与心肌细胞的关系

　 　 线粒体自噬在心脏中被激活，在缺血再灌注

期间通过减轻受损线粒体的损伤和促进线粒体

生物发生以促进恢复而发挥保护作用［１７］。 现阶

段发现通过刺激心肌细胞线粒体自噬直接调节

因子的干预措施可以通过预处理心脏和促进线

粒体质量控制机制来减轻 Ｉ ／ Ｒ 损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ Ｉ ／
Ｒ ｉｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ）。 ＣＡＩ 等［１８］ 的研究表明在缺氧再

灌注处理的 Ｈ９ｃ２ 细胞或心肌 Ｉ ／ Ｒ 损伤大鼠中，
通过过表达 ＲＮＡ 甲基化阅读蛋白 ＹＴＨＤＦ２ 在 Ｉ ／
Ｒ 期间下调线粒体自噬来缓解心肌 Ｉ ／ Ｒ 损伤。
ＺＨＯＵ 等［１９］证明心肌缺血再灌注触发 ＲＩＰＫ３ 上

调，促进 ＦＵＮＤＣ１ 磷酸化失活，导致 ＦＵＮＤＣ１ 介

导的线粒体自噬功能障碍和 Ｉ ／ Ｒ 损伤小鼠模型中

显著的细胞凋亡。 在缺血性损伤后的心肌再灌

注期间，ＲＯＳ 生成增加会导致 ｍＰＴＰ 开放，从而导

致心肌细胞凋亡和坏死，心肌细胞中 ＰＩＮＫ１ ／
Ｐａｒｋｉｎ 线粒体自噬的诱导性轻度激活可以防止心

衰发展并减轻心脏损伤［２０］。 此外，通过 ＺＨＵ
等［２１］的研究发现 ＡＭＰＫ 可能是另一个治疗靶点，
其激活可能会重新激活适应性线粒体自噬，以挽

救心肌细胞免受心肌梗死损伤。

２　 线粒体损伤与心血管疾病

２􀆰 １　 肥厚性心肌病（ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，
ＨＣＭ）
　 　 心脏肥厚是多种刺激因素的结果，包括血流

动力学超负荷、神经激素激活和缺血。 ＨＣＭ 是一

种遗传性心血管疾病，其特征为左心室非对称性

增厚、纤维化以及舒张功能的减退［２２］。 在 ＨＣＭ
患者中，心肌细胞需大量能量以维持其收缩功

能，心脏表现出脂肪酸氧化功能受损和葡萄糖代

谢显著降低的病理特征，这些变化可导致代谢异

常。 由于过度收缩导致的能量需求增加，会进一

步促进 ＲＯＳ 的生成，限制脂肪酸氧化并促使厌氧

底物进入三羧酸循环。 这一系列反应伴随着磷

酸肌酸－肌酸激酶系统和 ＡＴＰ 合成的减少，导致

心肌耗氧量增加和心脏收缩功能下降。
抗氧化水平失调导致线粒体关键位点受损，

包括 ｍｔＤＮＡ、ＣＬ 及线粒体嵴结构。 线粒体动态

平衡受影响，裂变和融合过程异常，ＰＧＣ⁃１α 下

调。 线粒体呼吸复合物Ⅱ及Ⅴ活性降低，ＡＭＰＫ
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通路激活。
线粒体功能障碍导致其呼吸功能减弱，心肌

能量消耗增加。 在线粒体自噬中，相关基因

（ＢＮＩＰ３、ＦＵＮＤＣ２、ＡＴＧ９、ＰＩＮＫ１、ＭＡＰ１ＬＣ３）未上

调，Ｐａｒｋｉｎ 及 Ｐ６２ ／ ＳＱＳＴＭ１ 表达无显著变化［２３］。
这可能表明未上调的自噬基因与 ＨＣＭ 线粒体异

常有关，揭示了 ＨＣＭ 病理机制的一个方面。
２􀆰 ２　 心肌缺血再灌注

　 　 Ｉ ／ Ｒ 中，心肌细胞氧气和营养（葡萄糖、脂肪

酸）减少，代谢从有氧氧化磷酸化转为无氧糖酵

解，心肌 ＡＴＰ 酶活性受损，ＥＴＣ 链功能异常［２４］。
Ｉ ／ Ｒ 诱发的 ＥＴＣ 复合物缺陷及 Ｃｙｔ ｃ 耗竭，导致再

灌注期间缺血心肌线粒体膜超极化，ＲＯＳ 过度产

生，线粒体外膜破坏， ｍＰＴＰ 开放，形成 ＲＩＲＲ
现象。

心肌细胞中线粒体的紧密排列使得 Ｉ ／ Ｒ 后的

膜电位下降和 ＲＯＳ 生成迅速扩散至邻近线粒体。
ＲＩＲＲ 可 能 是 由 活 性 氧 触 发 反 向 电 子 传 递

（ｒｅｖｅｒｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｆｅｒ，ＲＥＴ）过程中 ＲＯＳ 过度

生成的结果，而非与 ＲＥＴ 同步发生。 然而在特定

条件下，如线粒体功能障碍的空间异质性，这两

种机制可能在同一心脏组织中同时激活，分别导

致 ＲＥＴ 相关的 ＲＯＳ 生成或 ＲＩＲＲ 的发生［２５］。
ＡＴＰ 耗竭干扰离子交换，导致钠钙交换器反向作

用，细胞质 Ｃａ２＋ 增加，同时 ＭＣＵ 介导的线粒体

Ｃａ２＋也上升。 在再灌注期间，线粒体 Ｃａ２＋ 可能持

续累积，造成 ｍＰＴＰ 开放并增加内膜通透性。
ＦＯＦ１⁃ＡＴＰ 酶是 ｍＰＴＰ 的关键部分，受蛋白亲环

素 Ｄ 调控。 ｍＰＴＰ 过度开放导致线粒体膜电位去

极化、ＡＴＰ 分解、ＮＡＤ＋和 Ｃａ２＋释放，线粒体肿胀和

外膜破裂，加速细胞死亡。 ＲＯＳ 诱导的 ＲＯＳ 释放

也加剧了细胞损伤［２６］。 ＲＯＳ 与 ＥＴＣ 之间形成恶

性循环，能量耗竭促进坏死性细胞死亡，而 ＲＯＳ
可能刺激线粒体分裂，进一步增加 ＲＯＳ 产生。 线

粒体 ＲＯＳ 与 ｍＰＴＰ 开放之间的相互作用是 Ｉ ／ Ｒ
损伤的关键有害机制［２７］。 线粒体作为 ＲＯＳ 主要

来源，在 Ｉ ／ Ｒ 事件中是组织损伤的核心，其强调线

粒体动力学在再灌注损伤中的关键作用。
２􀆰 ３　 病毒性心肌炎

　 　 在促炎通路中，先天免疫系统作为抗病毒

的首要防御机制，其过度激活状态会直接导致

慢性炎症的发生以及心脏损伤。 病原体相关分

子模 式 （ ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ，
ＰＡＭＰ）在识别病毒 ＲＮＡ 后，会触发Ⅰ型干扰素

（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ Ⅰ，ＩＦＮ⁃Ⅰ）和促炎细胞因子的产生。
其中，ＩＦＮ⁃β 在病毒感染的急性期阶段具有显著

降低病毒载量并改善心肌炎症状的效果，然而，
在疾病晚期阶段，其抑制作用则有助于减缓疾病

的进一步恶化。 另一方面，ＮＬＲＰ３ 炎症小体在感

染初期扮演了重要的防御角色，但其持续激活状

态则会对机体产生有害影响。 值得注意的是，
ｍｔＤＮＡ 因其结构与细菌 ＤＮＡ 的相似性，能够直

接激活 Ｔｏｌｌ 样受体 ９，进而引发心肌炎和扩张型

心肌病的发生。 ｃＧＡＳ⁃ＳＴＩＮＧ 通路作为 ｍｔＤＮＡ 的

关键传感器，在炎症基因表达中起着重要作用，
其异常激活可能导致心脏炎症和功能障碍［２８］。
心肌炎病理过程中，程序性细胞死亡机制显著增

强，尤其是由嗜心肌病毒 （ ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ｂ３，
ＣＶＢ３）感染引发。 ＣＶＢ３ 感染促进 ＲＯＳ 生成，导
致 Ｃｙｔ ｃ 释放，进而诱导心肌细胞凋亡。 同时

ＣＶＢ３ 通过诱导炎性细胞焦亡过程，释放促炎性

细胞因子如 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８，加剧炎症反应，通过

其病毒蛋白酶介导的 ＮＬＲ（如 ＮＬＲＰ１、ＮＬＲＰ３ 和

ＣＡＲＤ８）裂解过程，直接激活细胞焦亡机制［２９－３０］。
在线粒体质量控制方面，ＵＮＣ⁃５１ 样激酶 １

（ＵＮＣ⁃５１⁃ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ １，ＵＬＫ１） 在心肌细胞受损

后，通过 ＡＭＰＫ 的磷酸化和激活，从而在自噬的

上游阶段发挥关键作用。 ＵＬＫ１ 在特定残基（如
Ｑ５２４）的裂解会导致其结构域分离，损害自噬功

能，当 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路激活后，线粒体衍生囊

泡与溶酶体融合，但可能引起线粒体错位、聚集

和心肌细胞功能障碍。 ＣＶＢ３ 诱导的心肌病小鼠

模型中，观察到线粒体相关能量代谢基因表达变

化和减少，以及线粒体中 Ｃｙｔ ｃ 活性降低。 此外，
ＣＶＢ３ 感染心肌细胞会导致细胞内 Ｃａ２＋ 过载，可
能引起心肌细胞凋亡和致命心律失常，硫氧化还

原蛋白 ２ 作为通过清除 ＲＯＳ 和抑制其生成来维

持心脏的正常功能的关键酶，在扩张型心肌病患

者中变现出减少趋势［３１］。

３　 线粒体在心血管疾病中治疗方向

３􀆰 １　 运动训练

　 　 线粒体的生命周期是由生物发生与融合之

间精细平衡的微调来调控的，而非依赖于裂变或
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线粒体自噬。 这些过程始终处于动态之中，根据

细胞的具体状态被诱导或抑制。 运动，作为一种

积极的干预手段，能够有效优化细胞器的数量与

质量，增强线粒体氧化磷酸化过程及呼吸能力，
并刺激线粒体生物合成。 长期训练不仅减少

ＲＯＳ 的生成，还强化了 ＥＴＣ 酶的活性。
此外，耐力训练通过激活过氧化物酶体增殖

物激活 ＰＧＣ⁃１α，进一步促进线粒体的合成，从而

减少线粒体 ＲＯＳ 的积累，并缓解肌肉细胞的凋亡

现象。 所以运动无疑是一种值得信赖的非药理

学方法，它在生命后期对于维持代谢健康具有显

著作用［３２］。
３􀆰 ２　 基因治疗与线粒体 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 途径

　 　 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 介导的吞噬被证明是许多心

血管疾病中心肌细胞修复的关键。 在医学领域，
针对心血管疾病的现行治疗策略主要依赖于药

物治疗，具体药物种类涵盖了芪苈强心、达格列

净、通心络、利拉鲁肽、氢盐水制剂、褪黑素及二

甲双胍等［３３］。 这些药物的核心机制在于通过增

强 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路的吞噬活动，进而促进线粒

体功能的恢复，以此作为治疗心血管疾病的有效

手段。 然而，随着医学技术的日新月异，我们正

逐步将研究重心转向探讨基因治疗在心血管疾

病领域的潜在应用前景。
线粒体自噬功能的障碍，尤其是 ＰＩＮＫ１ ／

Ｐａｒｋｉｎ 途径的异常，与心肌病的发病机制具有密

切关联，重新激活线粒体自噬可能在心肌病的管

理或缓解中具有潜在价值［３４］。 因此，开发基因治

疗方法或药物以调节基因的表达或活性，有望显

著提升心肌细胞中适应性线粒体自噬的水平。
ＰＲＫＡＡ２ ／ ＡＭＰＫα２ 已被确认为治疗心肌细胞线

粒体功能障碍的潜在靶点［３５］。 在分子层面，
ＰＲＫＡＡ２ ／ ＡＭＰＫα２ 与 ＰＩＮＫ１ 蛋白相互作用，激活

ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ⁃ＳＱＳＴＭ１ 线粒体自噬途径，有助于

清除 ＲＯＳ 并抑制心肌细胞凋亡［３６］。 ＲＩＰＫ３ 能触

发坏死和凋亡这两种细胞死亡途径。 通过抑制

ＲＩＰＫ３⁃ＦＵＮＤＣ１ 信号轴，可能促进 ＦＵＮＤＣ１ 介导

的线粒体自噬，减轻心肌缺血再灌注损伤。 当前

研究表明，过表达 ＰＬＫ１ 可上调 ＦＵＮＤＣ１，激活自

噬，进而抑制心肌细胞凋亡。 在糖尿病心肌病的

实验鼠模型中，ＭＳＴ１ 通过抑制去乙酰化酶 ３
（ｓｉｒｔｕｉｎ⁃３，ＳＩＲＴ３）干扰了 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 介导的线

粒体自噬，而 ＭＳＴ１ 基因的缺失有助于减少糖尿

病小鼠的线粒体分裂和心脏重塑，同时改善心脏

收缩功能［３７］。 ＳＩＲＴ３ 的重新激活促进了 ＰＩＮＫ１ ／
Ｐａｒｋｉｎ 介导的线粒体自噬，并在小鼠模型中展现

出心脏保护作用。 Ｓｅｓｔｒｉｎ２（ ＳＥＳＮ２）的上调有助

于促进 ＰＲＫＮ 在线粒体上的积累，重新激活

ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 减轻心肌病。 据报道，在老年小鼠

中，通过 ＰＲＫＮ 过表达诱导线粒体自噬可以有效

地逆转心脏衰老，诱导 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 线粒体自噬

可能是对抗心血管衰老的潜在抗衰老策略。 此

外，ＤＮＭ１Ｌ 通过抑制老年心肌细胞中的 ＰＩＮＫ１ ／
Ｐａｒｋｉｎ 线粒体自噬，从而防止心脏衰老中的心肌

细胞凋亡［３８］。 脱嘌呤 ／脱嘧啶核酸内切酶 １ 的过

表达上调了 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 介导的线粒体自噬，并
减弱了心肌缺血再灌注损伤。 利用慢病毒或腺

相关病毒（ ａｄｅｎｏ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓｅｓ，ＡＡＶ）介导的

ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 基因疗法来增强治疗效果，以改善

线粒体功能障碍。 在小鼠模型中，注射 ＡＡＶ⁃
ＰＩＮＫ１ 或 ＡＡＶ⁃Ｐａｒｋｉｎ 能够提升 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 的

表达水平，并有助于保持线粒体的完整性和

功能［３９］。
经过对 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 途径的深入研究与探

讨，我们认识到将其视为一种保护机制并不准

确，而更应将其定义为一种适应性损伤反应机

制。 适度的线粒体自噬似乎具有积极的保护作

用，然而，过度或持续的激活可能对血管和心肌

细胞造成损害。 因此，调节其活性水平将是未来

研究的关键所在。
３􀆰 ３　 线粒体移植治疗

　 　 线粒体移植被视为治疗冠状动脉性心脏病

的潜在有效方法，可融合受损线粒体，恢复其功

能。 移植的线粒体能够被整合至宿主细胞内，其
效果在于促进细胞能量代谢、线粒体功能恢复，
并预防细胞凋亡［４０］。 近期科研探索揭示，线粒体

不仅限于单一细胞内，还能够在生理及病理情境

下实现细胞间的迁移。 当细胞遭遇损伤或线粒

体功能出现障碍时，邻近的健康细胞能够主动将

功能健全的线粒体输送至受损细胞，以提供必要

的能量支持［４１］。
线粒体转移主要通过隧道纳米管 （２，４，６⁃

ｔｒｉｎｉｔｒｏｔｏｌｕｅｎｅ，ＴＮＴ） 和细胞外囊泡 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＥＶ）产生。 ＴＮＴ 在细胞间是通过交换各
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种成分，如蛋白质、脂质等，来实现细胞间的信息

传递与交互。 另一方面，ＥＶ 提供各种细胞成分，
包括蛋白质、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、脂质，甚至线粒体等细

胞器。 ＥＶ 在细胞间传递主要分为 ３ 种类型：外泌

体（３０ ～ １５０ ｎｍ）、微泡（０􀆰 １ ～ １ μｍ）和凋亡小体

（＞１ μｍ）。 微泡是相对较大的 ＥＶ，可以携带线粒

体等细胞器。 当线粒体受损时通过移植健康线

粒体，来改善线粒体呼吸功能及细胞死亡［４２］。 值

得注意的是，人为诱导的线粒体功能障碍往往伴

随着线粒体氧化的加剧与膜电位的显著降低。
然而，通过线粒体预处理这一策略可以有效抵御

这种功能障碍带来的负面效应从而保护心肌细

胞。 例如，利用与线粒体紧密结合的磷酸烯醇丙

酮酸（ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅ，ＰＥＰ）与三苯基膦亲脂

性阳离子（ ｔｒｉｐｈｅｎｙｌ ｐｈｏｓｐｈｏｎｉｕｍ，ＴＰＰ）组成的复

合体进行线粒体移植，这种复合体中的 ＰＥＰ 不仅

具备缺血感应特性，还能在特定条件下与 ＰＥＰ⁃
ＴＰＰ－线粒体复合物解离，从而实现线粒体的有效

内化与移植［４３］。 这一技术的应用，使得移植的线

粒体能够精准地到达需要修复的区域，显著改善

了心肌细胞的能量代谢状况，降低了促炎反应，
并有效减少了细胞凋亡的发生。 在临床实践中，
ＥＭＡＮＩ 等［４４］ 通过从患者的腹直肌中分离线粒

体，并直接注射到因 Ｉ ／ Ｒ 损伤的心肌组织中，从而

使心室功能均在短期内得到了显著改善。 更为

重要的是，在注射前后均未观察到全身炎症反应

升高，这进一步证实了自体线粒体移植在安全性

与有效性方面的卓越表现。 ＷＵ 等［４５］ 开发了口

服纳米马达化线粒体（ＮＭ ／ Ｍｉｔｏ）技术，该线粒体

释放 ＮＯ 并趋化至心脏损伤部位。 ＮＭ ／ Ｍｉｔｏ 经心

肌细胞膜片段修饰后形成 ＣＭ ／ ＮＭ ／ Ｍｉｔｏ，装载于

肠溶胶囊中口服给药。 该技术保持线粒体活性，
靶向受损心脏组织，显著提高心脏功能恢复率。

总体而言，虽然线粒体移植前景广阔，但仍

需要持续的研究和开发来克服现有挑战、优化技

术并确定这种治疗方法治疗线粒体疾病的安全

性和有效性。

４　 结论

　 　 线粒体自噬功能的障碍与受损线粒体的累

积，不仅直接关系到细胞与组织的健康状态，还
与多种病理过程紧密相连。 特别在心血管系统

中，线粒体自噬和线粒体动力学的作用尤为显

著，对于维护心血管稳态、保护心肌细胞免受损

伤具有重要意义。 线粒体自噬功能障碍与受损

线粒体累积影响细胞组织健康，并与多种病理过

程相关。 在心血管系统中，线粒体自噬和动力学

对维护稳态和保护心肌细胞至关重要。 ＰＩＮＫ１ ／
Ｐａｒｋｉｎ 通路作为线粒体吞噬的关键，在心血管疾

病治疗中作用显著。 但调控心脏自噬的机制尚

不完全清楚，主要问题有过度增强自噬会导致线

粒体不足，影响心脏功能以及 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 与其

他自噬信号通路的相互作用不清。 因此，需深入

研究线粒体自噬机制及其对心脏的影响，发现

ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路的特异性调控因子，发掘

其治疗潜力。
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［３１］　 ＨＵＡＮＧ Ｑ， ＺＨＯＵ Ｈ Ｊ， ＺＨＡＮＧ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ⁃２
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｓｔｒｅｓｓ ｋｉｎａｓｅ⁃１ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｍａｉｎｔａｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
［Ｊ］． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ２０１５， １３１（１２）： １０８２－１０９７．

［３２］　 ＭＥＭＭＥ Ｊ Ｍ， ＥＲＬＩＣＨ Ａ Ｔ， ＰＨＵＫＡＮ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｅｒｃｉｓｅ
ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｈｅａｌｔｈ ［ Ｊ］． Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０２１， ５９９（３）：
８０３－８１７．

［３３］　 ＷＵ Ｙ， ＪＩＡＮＧ Ｔ， ＨＵＡ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ： ｆｒｏｍ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｏ
ｎｏｖｅｌ ｔｈｅｒａｐｙ ［Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｒｄｉｏｌ， ２０２２， ３６１： ６１－６９．

［３４］　 ＨＡＮ Ｒ， ＬＩＵ Ｙ， ＬＩ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＰＩＮＫ１⁃ＰＲＫＮ ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｍｉｔｏｐｈａｇｙ： ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｍｏｄｅｌｓ
［Ｊ］． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ２０２３， １９（５）： １３９６－１４０５．

［３５］　 ＷＵ Ｓ， ＺＯＵ Ｍ Ｈ． ＡＭＰＫ， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ
ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２０， ２１
（１４）： ４９８７．

［３６］　 ＷＡＮＧ Ｂ， ＮＩＥ Ｊ， ＷＵ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＡＭＰＫα２ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ
ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｂｙ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｖｉａ

５２１中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



ＰＩＮＫ１ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ｃｉｒｃ Ｒｅｓ， ２０１８， １２２（５）： ７１２
－７２９．

［３７］　 ＦＥＮＧ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｓ， ＹＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｍｓｔ１ ｋｎｏｃｋｏｕｔ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｔｉｇａｔｅｓ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ
［Ｊ］． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２０２０， ８： ６２８８４２．

［３８］　 ＧＡＯ Ｂ， ＹＵ Ｗ， ＬＶ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｒｋｉｎ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｃａｒｄｉａｃ ａｇｉｎｇ ｔｈｒｏｕｇｈ ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ Ｋ６３⁃
ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＢＫ１ ｔｏ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ［ Ｊ ］．
Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ Ｍｏｌ Ｂａｓｉｓ Ｄｉｓ， ２０２１， １８６７
（１）： １６５９９７．

［３９］　 ＰＡＴＥＲＮＡ Ｊ Ｃ， ＬＥＮＧ Ａ， ＷＥＢＥＲ Ｅ， ｅｔ ａｌ． ＤＪ⁃１ ａｎｄ
Ｐａｒｋｉｎ ｍｏｄｕｌａｔｅ ｄｏｐａｍｉｎｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ
ＭＰＴＰ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｉｇｒａｌ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｎｅｕｒｏｎ ｌｏｓｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］．
Ｍｏｌ Ｔｈｅｒ， ２００７， １５（４）： ６９８－７０４．

［４０］　 ＬＩ Ｃ Ｊ， ＣＨＥＮ Ｐ Ｋ， ＳＵＮ Ｌ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｂｙ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］． Ｏｘｉｄ Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ Ｌｏｎｇｅｖ， ２０１７，
２０１７： ８５１０８０５．

［４１］　 ＳＩＮＣＬＡＩＲ Ｋ Ａ， ＹＥＲＫＯＶＩＣＨ Ｓ Ｔ， ＨＯＰＫＩＮＳ Ｐ Ｍ， ｅｔ ａｌ．

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｏｎａｔｉｏｎ ｂｙ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｄｅｒｉｖｅｄ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ［ Ｊ］． Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ， ２０１６， ７
（１）： ９１．

［４２］　 ＵＬＧＥＲ Ｏ， ＫＵＢＡＴ Ｇ Ｂ． Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ， ２０２２， １９５： １
－１５．

［４３］　 ＳＵＮ Ｘ， ＣＨＥＮ Ｈ， ＧＡＯ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｉｓｃｈｅｍｉｃ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ⁃ＴＰＰ⁃
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ］． ＡＣＳ Ｎａｎｏ， ２０２３， １７ （ ２）： ８９６
－９０９．

［４４］　 ＥＭＡＮＩ Ｓ Ｍ， ＰＩＥＫＡＲＳＫＩ Ｂ Ｌ， ＨＡＲＲＩＬＤ Ｄ， ｅｔ ａｌ．
Ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ
ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］． ２０１７， １５４（１）： ２８６－２８９．

［４５］　 ＷＵ Ｚ， ＣＨＥＮ Ｌ， ＧＵＯ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｏｒａｌ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｎａｎｏｍｏｔｏｒｓ ｔｏ ｔｒｅａｔ ｉｓｃｈａｅｍｉｃ ｈｅａｒｔ
ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］． Ｎａｔ Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０２４， １９（９）： １３７５－１３８５．

〔收稿日期〕２０２４－０６－１７

（上接第 ６６ 页）
［１６］　 ＨＡＢＥＲＥＣＨＴ⁃ＭÜＬＬＥＲ Ｓ， ＫＲÜＧＥＲ Ｅ， ＦＩＥＬＩＴＺ Ｊ． Ｏｕｔ ｏｆ

ｃｏｎｔｒｏｌ： ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ
ｍｕｓｃｌｅ ｄｕｒｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ２０２１， １１
（９）： １３２７．

［１７］ 　 ＣＬＡＵＤＥ⁃ＴＡＵＰＩＮ Ａ， ＣＯＤＯＧＮＯ Ｐ， ＤＵＰＯＮＴ Ｎ． Ｌｉｎｋｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｍｅｃｈａｎｉｃｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｓｃｉ， ２０２１，
１３４（１７）： ｊｃｓ２５８５８９．

［１８］ 　 ＣＨＥＮ Ｘ， ＪＩ Ｙ， ＬＩＵ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ： ｒｏｌｅｓ ｉｎ
ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ａｔｒｏｐｈｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０２３， ２１（１）： ５０３．

［１９］ 　 ＪＡＩＳＷＡＬ Ｎ， ＧＡＶＩＮ Ｍ， ＬＯＲＯ Ｅ， ｅｔ ａｌ． ＡＫＴ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｖｉａ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍＴＯＲＣ１ ａｎｄ
ＦＯＸＯ１ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｔｏ ｇｏｖｅｒｎ ｍｕｓｃｌｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃａｃｈｅｘｉａ
Ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ Ｍｕｓｃｌｅ， ２０２２， １３（１）： ４９５－５１４．

［２０］ 　 ＡＲＩＡＳ⁃ＣＡＬＤＥＲÓＮ Ｍ， ＣＡＳＡＳ Ｍ， ＢＡＬＡＮＴＡ⁃ＭＥＬＯ Ｊ， ｅｔ ａｌ．
Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ２１ ｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｆｒｏｍ ｓｋｅｌｅｔａｌ
ｍｕｓｃｌｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｖｉａ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＡＴＰ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２０２３， １４： １０５９０２０．

［２１］ 　 ＬＩＵ Ｘ， ＳＵＮ Ｋ， ＸＵ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ⁃ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｐｕｌｓｅｄ
ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒａｆｔ⁃ｂｏｎｅ ｈｅａｌｉｎｇ ｏｆ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｌｉｇａｍｅｎｔｓ： ａｎ ｉｎ

ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｓｔｕｄｙ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｓｐｏｒｔｓ Ｍｅｄ， ２０２２， ５０（３）：
８０１－８１３．

［２２］ 　 ＪＩ Ｗ， ＨＡＮ Ｆ， ＦＥＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｃｋｔａｉｌ⁃ｌｉｋｅ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌａｔｉｎ ／
ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｏｉｍｐｌａｎｔ ｆｏｒ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｅｎｄｏｎ⁃ｂｏｎｅ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎ
ｆａｔｔｙ⁃ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ ｒｏｔａｔｏｒ ｃｕｆｆ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ
Ｍａｃｒｏｍｏｌ， ２０２３， ２４４： １２５４２１．

［２３］ 　 ＷＡＤＡ Ｓ， ＬＥＢＡＳＣＨＩ Ａ Ｈ， ＮＡＫＡＧＡＷＡ Ｙ， ｅｔ ａｌ．
Ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｔｅｎｄｏｎ ｌｏａｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｒｕｎｎｉｎｇ ｄｅｌａｙｓ ｔｅｎｄｏｎ⁃
ｔｏ⁃ｂｏｎｅ ｈｅａｌｉｎｇ： ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｍｕｒｉｎｅ
ｒｏｔａｔｏｒ ｃｕｆｆ ｒｅｐａｉｒ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ Ｒｅｓ， ２０１９， ３７（７）： １６２８
－１６３７．

［２４］ 　 ＡＢＲＡＨＡＭ Ａ Ｃ， ＦＡＮＧ Ｆ， ＧＯＬＭＡＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
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癌症相关成纤维细胞在转移前生态位形成中的作用
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　 　 【摘要】 　 随着全球癌症发病率的不断上升，肿瘤转移已成为导致大多数癌症患者死亡的主要原因。 转

移前生态位（ｐｒｅ⁃ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｎｉｃｈｅ，ＰＭＮ）的形成为肿瘤细胞的定植和转移提供了理想的微环境，极大地促进了

肿瘤的扩散。 在这一过程中，癌症相关成纤维细胞（ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＡＦｓ）因其在肿瘤进展中的多

重作用而备受关注。 ＣＡＦｓ 通过重塑细胞外基质、诱导上皮间质转化、刺激新生血管生成以及调控肿瘤免疫微

环境，推动了 ＰＭＮ 的建立和肿瘤细胞的侵袭性行为。 这些作用不仅加速了肿瘤的转移进程，还为肿瘤的免疫

逃逸创造了条件。 本文综述了 ＣＡＦｓ 在肿瘤转移中的核心机制和功能，探讨了其在癌症研究和治疗中的潜在

应用，为抗肿瘤转移策略的开发提供了新的视角与方向。
【关键词】 　 癌症相关成纤维细胞；转移前生态位；细胞外基质；上皮间质转化；肿瘤免疫
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ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ， ｔｈｕｓ ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｉｏｎ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｃｏｎｔｅｘｔ，
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ； ｐｒｅ⁃ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｎｉｃｈｅ； ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ； ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ； ｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｉｔｙ

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

　 　 肿瘤转移是一个复杂的生物学过程，它不仅

会破坏多个器官的正常功能，还会引发诸如癌性

积液、血栓形成等一系列严重的并发症。 这些并

发症不仅增加了治疗的难度和可能的副作用，还
会给患者带来慢性疼痛、身体虚弱以及沉重的心

理压力，从而极大地降低了患者的生活质量，甚
至显著缩短了他们的生存期。 因此，防止癌症的

转移，并在早期进行有效治疗，对于提高患者的

生存率和生活质量具有至关重要的意义。 目前，
科研人员正不懈努力，寻找新的治疗策略，以期

改善转移性癌症患者的预后。 在这一过程中，探
索肿瘤转移前生态位（ｐｒｅ⁃ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｎｉｃｈｅ，ＰＭＮ）
的形成和作用机制显得尤为重要，因为这有助于

更深入地理解肿瘤转移的过程，并可能为患者在

肿瘤转移后所面临的不利影响找到新的解决之

道。 特 别 是 癌 症 相 关 成 纤 维 细 胞 （ ｃａｎｃｅｒ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＡＦｓ）在肿瘤转移前微环境

的形成中扮演着举足轻重的角色。 研究 ＣＡＦｓ 的

作用，不仅有助于识别转移前的标志物，还可能

为开发新型的治疗靶点提供线索。 本文系统总

结 ＣＡＦｓ 在转移前微环境形成中的多方面作用，
期望能为今后开发针对 ＣＡＦｓ 及其相关通路的治

疗策略提供坚实的理论依据。 相信随着对 ＣＡＦｓ
研究的不断深入，我们将有望找到更为有效的抗

癌方法，从而为广大癌症患者带来新的希望。

１　 ＣＡＦｓ 的概述

　 　 ＣＡＦｓ 是肿瘤微环境中的重要组成部分，主要

由正常成纤维细胞在癌细胞或肿瘤微环境的刺

激下转化而来。 近年来的研究表明，乳腺癌细胞

分泌的细胞外基质能够有效诱导正常成纤维细

胞转化为 ＣＡＦｓ，并显著增强其特征标志物的表

达［１］。 此外，癌细胞分泌的细胞外囊泡中携带特

定的微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ），这些 ｍｉＲＮＡ
能够被成纤维细胞吸收，从而进一步诱导 ＣＡＦｓ
的形成［２］。 这种转化过程凸显了 ＣＡＦｓ 在肿瘤发

展中的关键作用。 随着对 ＣＡＦｓ 研究的深入，越
来越多的证据表明，ＣＡＦｓ 不仅具有单一的来源或

功能，其在肿瘤微环境中的表现也呈现高度异质

化。 ＣＡＦｓ 的异质性主要体现在其多种来源（如
局部成纤维细胞、间充质干细胞、内皮细胞等）、
多样的表型（如肌成纤维样 ＣＡＦｓ、炎症相关 ＣＡＦｓ
等）以及功能的多样性。 不同来源和亚群的 ＣＡＦｓ
在肿瘤微环境中发挥着重要作用，例如通过代谢

重编程为肿瘤细胞提供能量、重塑细胞外基质使

肿瘤基质变得更加致密和硬化，从而形成肿瘤细

胞迁移的“通道”。 这种致密的基质不仅增强了

肿瘤细胞的侵袭能力，还能保护它们免受免疫系

统或抗癌药物的攻击，进而改变癌细胞的行为和

信号传导［３］。 此外，ＣＡＦｓ 不仅通过物理方式改变

肿瘤微环境，其分泌的多种生长因子和细胞因子

在调控癌细胞行为方面也发挥了重要作用。
ＣＡＦｓ 分泌的生长因子和细胞因子能够与癌细胞

表面的受体结合，激活下游信号通路，诱导上皮

间 质 转 化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ），使癌细胞失去上皮特性的黏附性，获得更

强的迁移和侵袭能力［４］。 这使肿瘤细胞能够突

破基底膜，侵入邻近组织，最终通过血液或淋巴

系统扩散至远处器官，加速了肿瘤的侵袭和转

移。 除了调控癌细胞的侵袭性，ＣＡＦｓ 还在肿瘤血

管生成过程中发挥关键作用。 尤其是在依赖血

管供应的高度血管化肿瘤中。 ＣＡＦｓ 通过与血管

内皮细胞的相互作用，促进肿瘤血管异常化和缺

氧环境的形成，确保转移灶能够获得充足的营养

和氧气供应，并清除代谢废物，从而支持其在新

的微环境中持续生长。 除了影响血管生成，ＣＡＦｓ
在调节肿瘤免疫微环境中的作用同样不可忽视。
在肿瘤免疫微环境的复杂生态系统中，ＣＡＦｓ 作为

关键的间质成分，不仅通过支持肿瘤组织的血液

供应和形成药物渗透屏障来抵抗治疗作用，还通

过与多种免疫细胞的深入互动，对肿瘤的免疫逃

逸机制产生重大影响［５］。 这些互动涉及骨髓源
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性抑 制 细 胞 （ ｍｙｅｌｏｉｄ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｃｅｌｌｓ，
ＭＤＳＣｓ）、自然杀伤（ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）、细胞毒性

Ｔ 细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＣＤ８＋Ｔ）细胞和调

节性 Ｔ（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ，Ｔｒｅｇｓ）细胞，共同构成了一个

抑制抗肿瘤免疫反应的复杂网络［６－７］。 ＣＡＦｓ 通

过调控肿瘤中的氧代谢状态，进一步促进 ＭＤＳＣｓ
的招募和功能增强，形成一个免疫抑制的“栖息

地”，阻止免疫细胞对肿瘤的有效攻击。 ＣＡＦｓ 通

过分泌免疫抑制性细胞因子和重塑肿瘤微环境

的物理特性，阻碍了 ＣＤ８＋Ｔ 细胞进入肿瘤核心区

域，限制了其对肿瘤细胞的直接杀伤作用。 同

时，ＣＡＦｓ 还与 Ｔｒｅｇｓ 形成免疫突触，通过抗原特

异性方式激活并促进 Ｔｒｅｇ 细胞增殖，从而增强了

Ｔｒｅｇｓ 的免疫抑制功能。 尽管 ＮＫ 细胞具有强大

的肿瘤杀伤能力，但其功能却受到 ＣＡＦｓ 的抑

制［８］。 不仅如此，ＣＡＦｓ 在肿瘤转移的早期阶段也

发挥着重要作用。 在 ＰＭＮ 的形成过程中，ＣＡＦｓ
通过传递致癌信号、提供结构支持以及增强肿瘤

图 １　 细胞外基质重塑

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ

细胞的耐药性，全面支持了肿瘤的转移过程［９］。
这一机制表明，ＣＡＦｓ 不仅仅是肿瘤微环境中的被

动成分，还是积极的肿瘤进展的“参与者”。 它们

通过复杂的信号传递和细胞间相互作用，塑造了

肿瘤微环境的特征，影响了肿瘤细胞的生物学行

为［１０］。 促进肿瘤细胞的增殖和生存，增强其侵袭

和转移能力，并提升肿瘤细胞对化疗、放疗及靶

向治疗的抵抗性。 ＣＡＦｓ 还通过与肿瘤免疫微环

境中的关键免疫细胞相互作用，抑制免疫系统对

肿瘤细胞的监视和清除，从而进一步推动肿瘤的

免疫逃逸和进展［１１］。 ＣＡＦｓ 的多样性和复杂性为

肿瘤微环境的塑造提供了丰富的可能性，也为癌

症治疗开辟了新的干预靶点［１２］。 深入研究 ＣＡＦｓ
在肿瘤微环境中的作用机制，将有助于开发针对

肿瘤的创新治疗策略，并为临床治疗提供新的

思路。

２　 细胞外基质重塑

　 　 细胞外基质的刚性对细胞行为有重要影响，
影响细胞的形态、迁移和生长［１３］。 ＣＡＦｓ 与 ＥＣＭ
成分相互作用，通过分泌基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）来重塑 ＥＣＭ，从而促进

肿瘤细胞的侵袭。 在胰腺导管腺癌 （ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＰＤＡＣ）中，这一过程调控

着实质细胞和癌症干细胞的表型和行为，推动肿

瘤的转移［１４］。 此外，ＣＡＦｓ 分泌的小细胞外囊泡

（ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｍａｌｌ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＣＡＦｓ⁃ｓＥＶｓ）富含活性赖氨酰

氧化酶（ ｌｙｓｙｌ ｏｘｉｄａｓｅ ａｌｐｈａ，αＬＯＸ），这些囊泡倾

向于与 ＥＣＭ 结合，促进胶原交联，增加 ＥＣＭ 的刚

度［１５］。 同时，相关蛋白的核定位也会影响基质刚

度和胶原收缩性，从而调节肿瘤进展［１６］。 ＣＡＦｓ⁃
ｓＥＶｓ 表面的特定成分也发挥着共同作用，促进

ＬＯＸ 的催化活性［１７］。 特别是在早期肿瘤微环境

中，ＥＣＭ 成分的变化还会影响 ＣＡＦ 分泌的条件

培养基对肿瘤细胞的调控作用［１８－１９］。 这些发现

揭示了 ＣＡＦｓ、ＥＣＭ 和肿瘤细胞之间的相互作用

是一个复杂的双向过程，通过物理力学信号与分

子信号共同作用推动肿瘤进展。 为抗癌治疗提

供了新的思路（图 １）。
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３　 诱导 ＥＭＴ

　 　 ＥＭＴ 是上皮细胞转变为间充质表型的过程，
对肿瘤转移至关重要，表现为细胞粘附分子变化

和侵袭性增强。 在这一转变中，ＣＡＦｓ 发挥着举足

轻重的作用。 研究显示，ＣＡＦｓ 能够通过条件培养

基和共培养方法诱导非小细胞肺癌 （ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ
ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）和卵巢癌细胞发生 ＥＭＴ，
导致细胞形态发生梭形变化，并伴随着间质标志

物上调和上皮标志物下调。 该过程还增强了药

物的耐药性，这是由于药物外排泵的增加、ＤＮＡ
修复机制的强化及生存途径的激活［２０］。 在膀胱

癌中，ＣＡＦｓ 通过转化生长因子 β１ ／成纤维细胞特

异 性 抗 原 （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｔａ １ ／
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＧＦ⁃β１ ／ ＦＡＰ）轴促进

图 ２　 诱导上皮－间质转化

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

ＥＭＴ，其中 ＴＧＦ⁃β１ 上调 ＦＡＰ 和其下游分子韧带

蛋白（ ｖｅｒｓｉｃａｎ，ＶＣＡＮ）的表达，后者通过磷脂酰

肌醇 ３ 激 酶 ／蛋 白 激 酶 Ｂ （ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃
ｋｉｎａｓｅ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ） 信号通路发

挥作用［２１－２２］。 此外，ＣＡＦｓ 分泌的促炎细胞因子，
如白介素 ６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）可以通过激活特

定信号通路，进一步提升了 ＥＭＴ 标志物的表

达［２３］。 ＣＡＦｓ 分泌的外泌体中含有的特定分子

也能影响卵巢癌细胞的增殖和转移行为。 ＣＡＦｓ
所介导的一系列过程协同作用，驱动肿瘤细胞

从上皮表型转变为更具侵袭性的间质表型，加
速其转移性特征的形成。 这一发现为针对 ＣＡＦｓ
诱导 ＥＭＴ 过程的治疗干预提供了潜在的靶点

（图 ２）。

４　 促进新生血管生成

　 　 ＣＡＦｓ 在肿瘤微环境中具有决定性影响，特别

是在肿瘤 ＰＭＮ 中。 它们通过分泌多种生长因子，
如成纤维生长因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＦＧＦ）、
血小 板 衍 生 生 长 因 子 （ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ） 和血管内皮生长因子 （ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ），对肿瘤的生长、
侵袭和转移起到关键的推动作用。 通过对不同

癌症类型的研究，逐渐揭示了 ＣＡＦｓ 与这些生长

因子之间复杂的相互作用，以及它们在肿瘤微环

境中的精细调控功能。 这些发现不仅加深了我

们对肿瘤发生和发展机制的理解，还强调了 ＣＡＦｓ
及其分泌的生长因子作为潜在治疗靶点的重要

性（图 ３）。
４􀆰 １　 成纤维细胞生长因子

　 　 ＣＡＦｓ 和 ＦＧＦ 在众多癌症中都显示出了其核

心的调节作用，当 ＦＧＦ 与 ＣＡＦｓ 表面的 ＦＧＦ 受体

（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＧＦＲ）相结合，
会触发 ＣＡＦｓ 的分泌及迁移功能的激活。 这种激

活进一步刺激 ＣＡＦｓ 分泌更多的 ＦＧＦ 和其他生长

因子，从而形成一个正反馈循环，大大加强了肿

瘤微环境对肿瘤生长的促进作用。 在多种癌症

中都可以观察到这种机制的存在。 例如，在头颈

部鳞 状 细 胞 癌 （ ｈｅａｄ ａｎｄ ｎｅｃｋ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＮＳＣＣ）中，ＣＡＦｓ 会分泌肝细胞生长

因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）来促进肿瘤

细胞的糖酵解过程。 而 ＨＮＳＣＣ 细胞则会通过分

泌碱性成纤维细胞生长因子－２（ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ
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图 ３　 癌症相关成纤维细胞与生长因子关系

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｓ

ｆａｃｔｏｒ，ＦＧＦ２）来激活 ＦＧＦＲ，进而增强 ＣＡＦｓ 的线

粒体氧化磷酸化和 ＡＴＰ 的产生，形成可靶向的信

号循环［２４］。 在更具侵袭性的胰腺癌中，ＣＡＦｓ 会

分泌 ＦＧＦ⁃２ 和趋化因子配体 ８ （ Ｃ⁃Ｘ⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ
ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ ８，ＣＸＣＬ８），这两种因子能够显

著提高肿瘤细胞的生存和侵袭能力。 值得注意

的是， ＦＧＦ⁃２ 还能诱导肿瘤细胞分泌更多的

ＣＸＣＬ８，进一步加强了这种相互作用［２５］。 在皮肤

鳞状细胞癌中，ＦＧＦ 和 ＴＧＦ⁃β 对 ＣＡＦｓ 的效应基

因具有截然相反的调控效果。 其中，ＥＴＳ 变异转

录因子 １（ＥＴＳ ｖａｒｉａｎｔ １，ＥＴＶ１）在 ＦＧＦ 信号中扮

演着核心角色，它不仅能够抑制 ＴＧＦ⁃β 信号，还
能调控 ＣＡＦｓ 的异质性和功能［２６］。 食管胃交界腺

癌（ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｏｆ ｔｈｅ ｅｓｏｐｈａｇｏｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｎｃｔｉｏｎ，
ＡＥＧ） 的研究也揭示了 ＣＡＦｓ 在肿瘤微环境

（ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）中的显著富集现

象。 通过 ＦＧＦ⁃ＦＧＦＲ 轴，ＣＡＦｓ 得以在 ＴＭＥ 中积

累，并在细胞间的通信网络中发挥关键的调控作

用，这可能导致 Ｔ 细胞的免疫耗竭和功能障

碍［２７］。 在乳腺癌的研究中，当 ＦＧＦ２ 刺激乳腺癌

细胞时，ＦＧＦＲ 会转移到细胞核内，进而促进下游

信号通路的激活。 这一过程高度依赖于活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的产生，并通过与

转录共激活因子 ｐ３００ ／ ＣＲＥＢ 结合蛋白 （ ｐ３００ ／
ＣＲＥＢ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ｐ３００ ／ ＣＢＰ）和核因子红细

胞 ２ 相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ ２，Ｎｒｆ２）的相互作用来调控致癌基因的表

达。 而高 ＦＧＦＲ 和 Ｎｒｆ２ 基因表达的三阴性乳腺

癌患者的生存率明显较低，强调了 ＦＧＦＲ 和 Ｎｒｆ２
在乳腺癌进展中的控制作用。 与此同时，ＣＡＦｓ 中

的 ＦＧＦ２ 水平明显高于正常成纤维细胞。 ＦＧＦ２
通过 ＦＧＦＲ 信号传导显著增加了肿瘤细胞 Ｇ１ ／ Ｓ
期特异性周期蛋白 Ｄ１（Ｇ１ ／ Ｓ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１，
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１） 的表达，并通过蛋白激酶 Ｂ （ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＡＫＴ）磷酸化和细胞迁移来促进乳腺癌

细胞的生长［２８］。 通过研究不同的信号通路，揭示

其对癌症中能量代谢途径的影响，以及在调控免

疫微环境中导致 Ｔ 细胞功能障碍和免疫耗竭的

作用机制，共同调控致癌基因的表达，这无疑为

未来开发靶向 ＣＡＦｓ 和 ＦＧＦ 信号的新型癌症治疗

策略奠定了坚实的理论基础。
４􀆰 ２　 血小板衍生生长因子

　 　 ＰＤＧＦ 通过激活 ＣＡＦｓ 表面的 ＰＤＧＦ 受体

（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＤＧＦＲ），
诱导 ＣＡＦｓ 分泌ＭＭＰｓ 和 ＴＧＦ⁃β，从而促进细胞外

基质降解和免疫抑制微环境的形成。 ＣＡＦｓ 分泌
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的 ＰＤＧＦ 通过自分泌和旁分泌作用，增强自身和

周围细胞的促肿瘤活性。 例如，ＣＡＦｓ 分泌的血小

板衍 生 生 长 因 子 － ＢＢ （ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ⁃ＢＢ，ＰＤＧＦ⁃ＢＢ）可以通过激活肿瘤细胞和内

皮细胞表面的 ＰＤＧＦＲ，促进细胞增殖和血管生

成［２９］。 在口腔鳞状细胞癌 （ ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＯＳＣＣ）中 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 通过与血小板衍生

生长因子受体 β （ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｅｔａ，ＰＤＧＦＲ⁃β）结合，上调 ＣＡＦｓ 标志物

的表达，并通过长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ），ＬＵＲＡＰ１Ｌ 反义 ＲＮＡ１ ／富含亮氨

酸的适配蛋白 １ 类似物 ／ ＩκＢ 激酶 ＮＦ⁃κＢ ／抑制蛋

白核因子 κＢ 信号通路诱导成纤维细胞（ ｎｏｒｍａｌ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＮＦｓ）转化为 ＣＡＦｓ。 ｌｎｃＲＮＡｓ 在细胞核

中通过调节转录过程，在细胞质中通过调节转录

后基因表达和信号转导发挥作用［３０］。 ｌｎｃＲＮＡ 芯

片分析显示，ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 诱导的 ＣＡＦｓ 中有 ３７０ 种

ｌｎｃＲＮＡ 表达显著变化，其中包括 ２４０ 种上调和

１３０ 种下调的 ｌｎｃＲＮＡ。 ＬＵＲＡＰ１Ｌ⁃ＡＳ１ 通过正调

控 ＬＵＲＡＰ１Ｌ 的表达，激活 ＩＫＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路，
而敲低 ＬＵＲＡＰ１Ｌ⁃ＡＳ１ 则抑制了 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 诱导

的 ＣＡＦｓ 标志物和信号通路蛋白的表达［３１］。 此

外，ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 通过 ＰＤＧＦＲ⁃β 激活人类口腔黏膜

成 纤 维 细 胞 （ ｈｕｍａｎ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，
ｈＯＭＦｓ），并通过外泌体传递微小 ＲＮＡ⁃３５２９⁃３ｐ
（ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃３５２９⁃３ｐ，ｍｉＲ⁃３５２９⁃３ｐ）促进口腔鳞状

细胞癌细胞的增殖、迁移、侵袭和抗凋亡能力［３２］。
在胆管癌（ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＣＣＡ）中，ＣＡＦｓ 通

过 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ ／ ＰＤＧＦＲ⁃β 信号网络明显提升淋巴

管生成和肿瘤细胞迁移，导致淋巴结转移和预后

不良［３３］。 ＣＡＦｓ 分 泌 的 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 通 过 激 活

ＰＤＧＦＲ⁃β 及其下游的细胞外信号调节激酶 １ ／ ２ ／
ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶和血小板衍生生长因子受体

β－糖原合酶激酶－ｐ６５ 信号通路，促进淋巴管生

成［３４］。 ＰＤＧＦ 信号在 ＣＡＦｓ 的活化和肿瘤进展中

通过多种机制和信号通路发挥作用，特定的外泌

体调控网络功能。 靶向 ＰＤＧＦ 信号的癌症治疗策

略应根据不同肿瘤类型进行针对性的调整。
４􀆰 ３　 血管内皮生长因子

　 　 ＣＡＦｓ 通过分泌 ＶＥＧＦ 推动血管生成，增加肿

瘤的血液供应。 研究表明，ＣＡＦｓ 在不同癌症类型

中通过多种信号通路和机制调控 ＶＥＧＦ 表达和血

管生成，这些机制增强了肿瘤细胞的迁移、侵袭

和化疗耐药性。 例如，头颈部癌症研究发现，
ＣＡＦｓ 通过分泌高水平的血管内皮生长因子 Ａ
（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ａ，ＶＥＧＦ⁃Ａ）增

强血管生成能力［３５］；在非小细胞肺癌研究中，
ＣＡＦｓ 通过下调微小 ＲＮＡ⁃１０１⁃３ｐ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃１０１⁃
３ｐ，ｍｉＲ⁃１０１⁃３ｐ）来增加 ＶＥＧＦＡ 的分泌，激活蛋白

激酶 Ｂ ／内皮型一氧化氮合酶（ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ ／
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＡＫＴ ／ ｅＮＯＳ）信号

通路，从而促进肿瘤细胞的迁移和侵袭［３６］；胃癌

研究发现，ＣＡＦｓ 通过神经纤毛蛋白 ２（ｎｅｕｒｏｐｉｌｉｎ⁃
２，ＮＲＰ２）和 ＶＥＧＦ 信号通路调控基质细胞衍生因

子 １（ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ１，ＳＤＦ⁃１）的分泌，
增强化疗耐药性［３７］；在肾透明细胞癌研究，ＣＸＣ
基序趋化因子配体 ５ （ Ｃ⁃Ｘ⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ
ｌｉｇａｎｄ ５，ＣＸＣＬ５）通过趋化因子受体 ２ ／酪氨酸激

酶 Ｊａｎｕｓ ／信号转导及转录激活因子 ３ （ Ｃ⁃Ｘ⁃Ｃ
ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ ２ ／ Ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ ／ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３，ＣＸＣＲ２ ／
ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ３）通路增加 ＶＥＧＦ 的表达，促进 ＣＡＦｓ
的形成［３８］。 而乳腺癌研究显示， Ｆｏｓ 样抗原 ２
（ｆｏｓ⁃ｌｉｋｅ ａｎｔｉｇｅｎ ２，ＦＯＳＬ２）在 ＣＡＦｓ 中通过激活无

翼型整合位点家族成员 ５Ａ（ｗｉｎｇｌｅｓｓ⁃ｔｙｐｅ ＭＭＴＶ
ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ５Ａ，Ｗｎｔ５ａ）促进非

ＶＥＧＦ 依赖的血管生成［３９］。 典型的 ＶＥＧＦ 依赖通

路首先通过 ＶＥＧＦ 与其受体结合，激活内皮细胞

的增殖、迁移及新血管形成，从而直接影响肿瘤

细胞获取营养和氧气。 相对而言，非 ＶＥＧＦ 依赖

机制可能通过其他生长因子或信号通路促进血

管生成。 为了实现更精准的干预效果，靶向 ＣＡＦ
和 ＶＥＧＦ 的治疗策略需要结合其特异性的调控路

径，来应对增强化疗耐药性的机制。

５　 促进免疫逃逸

　 　 除了支持肿瘤组织的血液供应和抵抗药物

作用，ＣＡＦｓ 还通过与免疫细胞的复杂互动，深刻

影响着肿瘤的免疫逃逸机制，尤其是骨髓源性抑

制细胞、自然杀伤细胞、ＣＤ８＋ Ｔ 细胞和调节性 Ｔ
细胞相互作用，有效抑制了抗肿瘤免疫反应，从
而促进肿瘤的进展和转移。 具体而言，ＣＡＦｓ 不仅

通过分泌趋化因子、调控铁死亡机制抑制 ＮＫ 细

胞的功能，还通过阻碍 ＣＤ８＋Ｔ 细胞进入肿瘤微环
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境，并与 Ｔｒｅｇｓ 形成免疫突触，增强 Ｔｒｅｇｓ 的抑制

功能。 这些复杂的细胞间互动为肿瘤的免疫逃

逸创造了有利条件（图 ４）。

图 ４　 癌症相关成纤维细胞促进免疫逃逸

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＣＡＦｓ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｅｓｃａｐｅ

５􀆰 １　 骨髓源性抑制细胞

　 　 ＭＤＳＣｓ 最初在晚期癌症患者中发现，现在被

认为是许多病理环境和正常生理条件下的调节

细胞。 在癌症中，ＭＤＳＣｓ 促进肿瘤进展，是天然

抗肿瘤免疫的有效抑制剂，也是癌症免疫治疗的

障碍［４０］。 ＭＤＳＣｓ 和 ＣＡＦｓ 共同调控着肿瘤转移

前微环境。 研究表明，ＣＡＦｓ 在多种癌症（如膀胱

癌和乳腺癌）复发和转移中起关键作用。 在膀胱

癌研究中，通过单细胞 ＲＮＡ 测序识别出与复发相

关的炎性 ＣＡＦ 亚型，通过分泌单核细胞趋化蛋白

－ １ （ Ｃ⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ， ＣＣＬ２ ） 招 募

ＭＤＳＣｓ，形成免疫抑制微环境，促进肿瘤进展和化

疗耐药性［４１］。 另有研究显示，聚腺苷二磷酸核糖

聚合酶抑制剂（Ｏｌａｐａｒｉｂ，ＰＡＲＰｉ）通过抑制基质细

胞衍生因子 １α ／ ＣＸＣ 趋化因子受体 ４ 轴（ ｓｔｒｏｍａｌ
ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ １ ａｌｐｈａ ／ ＣＸＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
４，ＳＤＦ１α ／ ＣＸＣＲ４）减少 ＭＤＳＣｓ 的迁移，从而改善

乳腺癌肿瘤微环境并增强嵌合抗原受体 Ｔ 细胞

（ｃｈｉｍｅｒｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｔ⁃ｃｅｌｌ，ＣＡＲ⁃Ｔ）细胞的

抗肿瘤效应。 Ｏｌａｐａｒｉｂ 通过减少 ＣＡＦｓ 分泌的

ＳＤＦ１α 和 下 调 ＣＡＦｓ 中 的 缺 氧 诱 导 因 子 １α
（ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １ ａｌｐｈａ，ＨＩＦ１α）表达，抑
制 ＭＤＳＣｓ 迁移，促进 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞在肿瘤组织中

的存活［４２］。 此外，化疗药物如阿霉素通过诱导肺

成纤维细胞中的补体因子表达，促进免疫抑制性

转移环境的形成，从而支持肺转移。 补体信号通

过 ＣＡＦｓ 介导 ＭＤＳＣｓ 向转移位点的募集，导致 Ｔ
细胞功能障碍。 阻断补体信号可以缓解化疗引

起的免疫失调，减轻肺转移［４３］。 ＣＡＦ 通过分泌趋

化因子来招募 ＭＤＳＣｓ，后者在肿瘤微环境中的功

能是抑制效应 Ｔ 细胞和其他抗肿瘤免疫细胞的

活性。 这种协同作用实际上是一种“免疫抑制循

环”———ＣＡＦ 吸引 ＭＤＳＣｓ， ＭＤＳＣｓ 进一步强化

ＣＡＦ 的免疫抑制作用。 这种机制为肿瘤细胞提

供了双重保护，使得肿瘤对治疗产生更强的抵抗

力，并增加了复发和转移的风险。 靶向 ＣＡＦ 和

ＭＤＳＣｓ 的治疗策略应依据肿瘤的特异性特征及

其分泌因子的差异进行个性化设计，而非采用统

一的治疗方案，以实现更精准和有效的干预。
５􀆰 ２　 ＮＫ 细胞

　 　 ＮＫ 细胞对原发肿瘤细胞表现出天然的细胞
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毒性，并通过抑制癌细胞增殖、迁移和向远处器

官定植来抑制转移。 然而，ＮＫ 细胞功能在肿瘤

微环境普遍受到抑制，这为肿瘤进展提供了有利

条件［４４］。 ＣＡＦｓ 通过多种机制抑制 ＮＫ 细胞功

能，削弱其抗肿瘤能力，从而促进肿瘤进展和转

移。 研究发现，高表达的铁氧还蛋白 １（ ｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ
１，ＦＤＸ１）与结肠腺癌中 ＣＤ８＋Ｔ 细胞和 ＮＫ 细胞的

浸润正相关，而与 ＣＡＦｓ 的浸润负相关［４５］。 此外，
白介素 １５（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １５，ＩＬ⁃１５）分泌的 ＣＤ７０ 嵌

合抗原受体自然杀伤 （ ＣＤ７０ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ， ＣＤ７０⁃ＣＡＲ⁃ＮＫ ） 细 胞 对

ＣＤ７０ 高表达的肿瘤细胞和 ＣＡＦｓ 表现出强大的

杀伤能力，并在小鼠模型中显著降低肿瘤负荷，
揭示了 ＣＤ７０ 作为治疗靶点的潜力［４６］。 尼达尼

布通过减少 ＣＡＦｓ 分泌的 ＩＬ⁃６，恢复 ＮＫ 细胞功

能，显著增强了 ＣＡＲ⁃ＮＫ 细胞对胰腺导管癌的杀

伤效果［４７］。 ＣＡＦｓ 通过铁调控和铁死亡机制抑制

ＮＫ 细胞功能，研究显示，ＣＡＦｓ 上调铁输出蛋白

和 Ｆｏｌｌｉｓｔａｔｉｎ 样蛋白 １（ Ｆｏｌｌｉｓｔａｔｉｎ⁃ｌｉｋｅ１，ＦＳＴＬ１），
诱导 ＮＫ 细胞铁死亡，削弱其抗肿瘤能力［４８］。 此

外，空间转录组学分析揭示了 ＣＡＦｓ 与肿瘤微环

境成分之间的广泛相互作用，特别是其通过减少

抗肿瘤免疫细胞如 ＮＫ 细胞，促进肿瘤进展和转

移［４９］。 ＮＫ 细胞作为天然免疫系统的第一道防

线，能够通过识别异常的细胞表面标志来杀伤肿

瘤细胞。 然而，在肿瘤微环境中，ＣＡＦｓ 通过分泌

抑制性因子形成物理屏障，显著削弱了 ＮＫ 细胞

的抗肿瘤活性。 ＣＡＦｓ 的免疫抑制作用高度保守，
成为 ＮＫ 细胞抗肿瘤作用的主要障碍。 在某些情

况下，直接靶向 ＣＡＦｓ 可能比单纯增强 ＮＫ 细胞功

能更为有效，尤其是在 ＣＡＦｓ 强烈抑制 ＮＫ 细胞的

情形下。 而如尼达尼布等药物则可以通过改善

肿瘤微环境来恢复 ＮＫ 细胞活性，表明靶向 ＣＡＦｓ
的治疗策略应依据肿瘤微环境的具体特征进行

优化选择。
５􀆰 ３　 ＣＤ８＋Ｔ 细胞

　 　 ＣＤ８＋Ｔ 细胞，又称细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞，在
识别肿瘤细胞相关的特异性抗原和Ⅰ类主要组

织相容性复合体分子后，通过分泌各种细胞因子

参与免疫功能，在抗肿瘤免疫中起关键作用［５０］。
连 接 素 ２ （ ｎｅｃｔｉｎ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ２，
ＮＥＣＴＩＮ２）是 ＣＡＦｓ 抑制 Ｔ 细胞的关键因子，阻断

ＮＥＣＴＩＮ２ 信号通路可部分恢复 Ｔ 细胞功能［５１］。
ＣＡＦｓ 分泌的趋化因子如 ＣＸＣ 基序趋化因子配体

１２（ＣＸＣ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １２，ＣＸＣＬ１２）增强

了 ＣＤ８＋Ｔ 细胞向 ＣＡＦｓ 的趋化作用，从而阻止其

到达肿瘤细胞［５２］。 ＣＡＦｓ 衍生的 ＩＬ⁃８ 通过 ｐ３８ 丝

裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ｐ３８ ＭＡＰＫ）、ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶（ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ⁃
ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）和核因子 κＢ（ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａ Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）通路促进了胃癌细胞中程序性

死亡配体 １（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ⁃ｌｉｇａｎｄ １，ＰＤ⁃Ｌ１）的
表达，导致 Ｔ 细胞功能抑制或失效，从而促进肿

瘤免疫逃逸。 ＣＡＦｓ 共培养的胃癌细胞对 ＣＤ８＋Ｔ
细胞细胞毒性的抵抗力减弱［５３］。 此外，一项针对

１４６ 例原发性胃癌患者的研究发现，血清 ＩＬ⁃８ 水

平升高和淋巴结转移与胃癌不良预后之间存在

关联。 研究发现，肿瘤来源的 ＩＬ⁃８ 主要由胃癌

ＣＡＦｓ 产生。 ＩＬ⁃８ 通过 Ｊａｎｕｓ 激酶 ２ ／信号转导及

转录激活因子 ３（Ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ ２ ／ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ
ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３，ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３）信号

通路上调 ＣＤ８＋Ｔ 细胞中的 ＰＤ⁃１ 表达，并通过下

调 Ｆ⁃ｂｘｏ 蛋白 ３８（Ｆ⁃ｂｘｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ３８，Ｆｂｘｏ３８）抑制

ＰＤ⁃１ 的泛素化，导致免疫抑制，从而促进胃癌的

淋巴结转移。 在体内小鼠模型中，ＩＬ⁃８ 通过上调

ＣＤ８＋Ｔ 细胞中的 ＰＤ⁃１ 促进淋巴结转移，而抗 ＰＤ⁃
１ 治疗可以减少其发生［５４］。 ＣＡＦｓ 通过分泌趋化

因子、细胞因子以及调控 ＰＤ⁃１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 通路，显著

削弱 ＣＤ８＋Ｔ 细胞的杀伤功能。 这种对 Ｔ 细胞的

抑制作用在多种癌症中具有高度一致性。 此外，
ＣＡＦｓ 通过重塑肿瘤微环境，减少 Ｔ 细胞的浸润并

抑制其活性，成为肿瘤免疫逃逸的关键因素。 这

种多层次的调控机制，使 ＣＡＦｓ 在肿瘤进展和免

疫抑制中发挥了核心作用。
５􀆰 ４　 调节性 Ｔ 细胞

　 　 调节性 Ｔ 细胞可以抑制 ＣＤ８＋Ｔ 细胞、ＮＫ 细

胞的抗肿瘤细胞毒活性，从而导致抗肿瘤细胞的

衰竭、免疫逃逸和肿瘤进展。 这些变化促进了

Ｔｒｅｇｓ 在 ＴＭＥ 中的生存、稳定和数量增加［５５］。 研

究者探讨了 Ｔｒｅｇｓ 和 ＣＡＦｓ 在肿瘤转移前微环境

中的相互作用机制。 研究发现，α－平滑肌肌动蛋

白的癌相关成纤维细胞（ α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ⁃
ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，α⁃ＳＭＡ＋ＣＡＦｓ）能够与

叉头 蛋 白 Ｐ３ 阳 性 （ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｐ３ ｐｏｓｉｔｉｖｅ，
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Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇｓ）形成免疫突触，通过自噬途径处理

和呈递肿瘤抗原，促进 Ｔｒｅｇｓ 的运动停止、激活和

增殖，从而支持肿瘤发展。 条件性敲除 α－平滑肌

肌动蛋白阳性（ａｌｐｈａ⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ，
α⁃ＳＭＡ＋）中的自噬相关基因 ５（ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅ ５，Ａｔｇ５）可以减少 Ｔｒｅｇｓ 的浸润，减缓肿瘤进

展，并增强抗肿瘤免疫反应［５６］。 此外，研究还发

现，Ｔｒｅｇｓ 通过双调蛋白 ／表皮生长因子受体轴

（ ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ ／ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＡＲＥＧ ／ ＥＧＦＲ）与 ＣＡＦｓ 交互，促进 ＣＡＦｓ 的促纤维

化状态，进而抑制抗肿瘤免疫反应。 阻断 ＡＲＥＧ
显著减少了 ＣＡＦｓ 中促进纤维化和抗原呈递的基

因表达，同时增加了炎症相关基因的表达［５７］。 通

过深入了解 ＣＡＦｓ 与 Ｔｒｅｇｓ 的相互作用，研究为开

发新的免疫治疗策略提供了新的思路，特别是针

对 ＣＡＦｓ 和 Ｔｒｅｇｓ 的相互作用，可能有助于改善肿

瘤患者的预后。 ＣＡＦｓ 与 Ｔｒｅｇｓ 在肿瘤微环境中

的相互作用是推动肿瘤免疫逃逸的关键因素。
通过破坏两者之间的相互作用，可以有效减弱肿

瘤微环境中的免疫抑制，进而增强抗肿瘤免疫反

应。 靶向自噬和纤维化分别代表了不同的治疗

策略。 阻断自噬途径可以直接减少 Ｔｒｅｇｓ 的活性

和数量，而阻断纤维化则通过重塑肿瘤微环境，
降低免疫抑制状态，从而提升抗肿瘤免疫效果。

６　 总结与展望

　 　 本文系统地总结了 ＣＡＦ 在肿瘤 ＰＭＮ 形成中

的多方面作用。 ＣＡＦｓ 通过分泌多种生长因子

（如 ＦＧＦ、ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ）和细胞因子（如 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃
８、ＣＸＣＬ１２），在肿瘤发生、进展、转移及耐药性中

扮演关键角色［５８］。 ＣＡＦｓ 通过调控肿瘤细胞的增

殖、迁移、侵袭及免疫逃逸，促进新生血管生成、
免疫抑制和细胞外基质重塑［５９］。 靶向 ＣＡＦｓ 及其

相关通路的靶向治疗策略具有巨大潜力，通过干

扰 ＣＡＦｓ 信号传导和抑制 ＣＡＦｓ 与肿瘤细胞及其

他微环境成分的相互作用，可能有效阻止肿瘤细

胞在新部位的定植和生长，从而改善转移性癌症

患者的预后［６０］。 此外，将免疫治疗和 ＣＡＦｓ 靶向

疗法结合，可能显著增强抗肿瘤免疫反应，减少

肿瘤复发和转移［６１］。 尽管已知 ＣＡＦｓ 与其他微环

境成分（如免疫细胞、内皮细胞）的相互作用对肿

瘤进展具有重要影响，但这些交互作用的具体机

制仍未完全阐明。 目前，许多关于 ＣＡＦｓ 作用机

制的研究主要依赖于动物模型。 然而，动物模型

中的肿瘤微环境与人类肿瘤微环境可能存在显

著差异，这可能影响研究结果的外推性和临床转

化［６２］。 除此之外，现有动物模型难以完全模拟人

类癌症的异质性和复杂性［６３］。 尽管实验室研究

揭示了 ＣＡＦｓ 在肿瘤进展中的关键作用，但针对

ＣＡＦｓ 靶向治疗的临床研究仍较少。 缺乏大规模

临床试验的数据支持，使得 ＣＡＦｓ 靶向治疗策略

的实际效果和安全性尚未得到充分验证。
展望未来，针对 ＣＡＦｓ 及其相关通路的靶向

治疗策略具有巨大的潜力。 通过干扰 ＣＡＦｓ 信号

传导、抑制 ＣＡＦｓ 与肿瘤细胞及其他微环境成分

的相互作用，可能有效阻止肿瘤细胞在新部位的

定植和生长，改善转移性癌症患者的预后。 此

外，结合免疫治疗和 ＣＡＦｓ 靶向疗法，可能显著增

强抗肿瘤免疫反应，减少肿瘤复发和转移。 未来

的研究需进一步探索 ＣＡＦｓ 的异质性及其在不同

癌症类型中的具体机制，为开发更精准、高效的

治疗策略提供理论基础和实验支持。
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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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铁死亡在子宫内膜异位症中的研究现状

彭佳华，梁瑞宁，宋　 鑫，孙　 宇，简　 晖∗ ，罗小泉∗

（江西中医药大学， 南昌　 ３３０００４）

　 　 【摘要】 　 子宫内膜异位症（ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ，ＥＭｓ）是全球女性健康面临的常见挑战。 近年来，铁死亡作为

一种新兴的细胞程序性死亡方式，在 ＥＭｓ 研究中备受瞩目。 在疾病机制方面，铁死亡通过铁过载诱导，推动

卵巢 ＥＭｓ 的纤维化，同时通过调控多条信号通路如 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ｐ３８ ＭＡＰＫ） ／信号转导子和转录激活子 ６（ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ６，ＳＴＡＴ６），促进

血管生成、自噬等，加剧病情进展。 在不孕问题上，铁死亡影响胚胎发育和卵巢功能，显著降低生育能力。 诊

断方面，铁死亡相关基因高表达为 ＥＭｓ 的早期诊断提供了潜在的标志物，有效区分患者和健康个体，具有重

要的临床应用价值。 治疗策略上，Ｅｒａｓｔｉｎ 等非天然化合物及白藜芦醇、熊果酸和汉黄芩素等天然化合物，展现

出潜在的治疗效果，可缓解 ＥＭｓ 的病理进程和相关症状。 因此，本文通过综述铁死亡在 ＥＭｓ 发病机制、不孕

问题、诊断和治疗中的多重作用，全面阐述了铁死亡在子宫内膜异位症中的关键作用，探索其作为诊断标志物

和治疗靶点的潜力，为 ＥＭｓ 的管理提供新的理论支持和治疗策略。
【关键词】 　 铁死亡；子宫内膜异位症；发病机制
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ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ． Ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ， ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｆｆｅｃｔｓ ｅｍｂｒｙｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｏｖａｒｉａｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ
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ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ， ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ｈｅａｌｔｈｙ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ， ａｎｄ ｓｈｏｗｉｎｇ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｖａｌｕｅ． Ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ， ｎｏｎ⁃ｎａｔｕｒａｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｓｕｃｈ ａｓ Ｅｒａｓｔｉｎ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｎａｔｕｒａｌ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ， ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ， ａｎｄ ｂａｉｃａｌｅｉｎ， ｈａｖｅ ｓｈｏｗｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｒｅｌｉｅｖｉｎｇ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ． Ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙ ｅｌｕｃｉｄａｔｅｓ ｔｈｅ ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ， ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ， ｄｉａｇｎｏｓｉｓ， ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅｓ ｉｔｓ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｓ ａ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ， ｔｈｕｓ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｎｅｗ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ； ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ； ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 子宫内膜异位症（ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ，ＥＭｓ）是慢性

疾病，长期影响着育龄期女性的生殖系统健康，
患病率约为 １０％～１５％［１］。 其特征是子宫内膜组

织在子宫以外的区域生长，如盆腔、卵巢、膀胱和

肠道等处。 这些异位组织在月经周期中会经历

与正常子宫内膜相似的变化，包括出血、脱落和

引起炎症反应。 然而，由于无法通过正常的生理

途径排出体外，患者出现慢性盆腔疼痛、不孕、性
交困难以及月经异常等一系列症状，严重影响患

者的身心健康和生活质量［２］。 至今，ＥＭｓ 的发病

机制尚未完全阐明，主要涉及激素、经血逆流、免
疫系统异常、遗传以及生活方式和环境等多个因

素的综合影响［３］。 治疗方法包括药物治疗、手术

干预和辅助生殖技术等多种手段。 然而，当前尚

未有一种能够完全治愈该疾病的方法，因此管理

ＥＭｓ 是一项长期而复杂的任务［４］。
铁死亡是一种特殊的细胞死亡方式，由于细

胞内铁离子过度积聚而发生。 相比于传统的凋

亡、自噬和坏死，铁死亡是近期才被发现的一种

细胞死亡类型，具有独特的特征和调控机制，主
要特征包括脂质过氧化、胞内铁积聚、胞外泡囊

生成和线粒体损伤［５］。 铁离子在细胞内的过度

积聚导致氧化应激，尤其是引发脂质过氧化。 调

控铁死亡涉及多个分子机制，其中谷胱甘肽过氧

化物酶 ４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４，ＧＰＸ４）和铁死

亡抑制蛋白 １ （ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ １，
ＦＳＰ１）是关键的调控蛋白，分别通过抑制脂质过

氧化和调节氧化还原反应来防止铁死亡的

发生［６］。
周期性出血引起 ＥＭｓ 可能导致机体内铁过

载，而局部铁过载则可能通过氧化应激和对细胞

死亡的调节影响异位子宫内膜组织的生理功

能［７］。 这些内在联系可能对 ＥＭｓ 的病理生理过

程产生影响。 近年来，铁死亡在 ＥＭｓ 发生和发展

中的作用被广泛报道，相关研究在迅速发展。 未

来的工作将更深入地揭示其在 ＥＭｓ 生理和病理

过程中的作用，为新的治疗策略提供理论基础。
本文将对铁死亡在 ＥＭｓ 中的研究进行综述，以期

为 ＥＭｓ 开辟新的认识途径，为开发更好的治疗方

案提供潜在的突破口。

１　 铁死亡在 ＥＭｓ 发病机制中的作用

　 　 铁死亡在子宫内膜异位症发病机制中的作

用正逐渐受到关注。 ＥＭｓ 是一种引发复杂免疫

与炎症反应的女性生殖系统疾病，其核心病理过

程包括异常免疫激活、炎症引发的组织增殖和迁

移，以及异常神经－血管网络的形成。 这一过程

导致盆腔内异位组织的不断扩张，形成粘连和瘢

痕，进而引发疼痛、月经不规律和生育问题［８］。
有学者在微阵列数据中筛选 ＥＭｓ 相关差异表达

基因时发现，其差异表达基因与铁死亡相关基因

存在高度的相关性［９］。 这提示铁死亡在 ＥＭｓ 的

发病过程中扮演了重要角色［１０］。
研究发现卵巢 ＥＭｓ 异位组织比在位组织中

铁的含量显著增加，体内药物筛选发现柠檬酸铁

铵可加重异位子宫内膜间质中肌成纤维细胞比

例并降低间充质基质细胞比例。 然而，通过螯合

细胞内甲磺酸去铁胺或应用铁死亡抑制剂来破

坏细胞内铁水平可以逆转这一过程［１１］。 这些结

果表明，因铁过载诱导的铁死亡，在卵巢 ＥＭｓ 纤

维化中起着至关重要的作用。 另一方面，卵巢

ＥＭｓ 囊肿壁基质细胞发生铁死亡后，可促进血管

生成、血管内皮生长因子 Ａ（ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ａ， ＶＥＧＦＡ ） 和 白 细 胞 介 素 ８
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ８，ＩＬ８）分泌。 抑制 ｐ３８ 丝裂原活化
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蛋白激酶 （ ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ｐ３８ ＭＡＰＫ） ／信号转导子和转录激活子 ６（ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ６，ＳＴＡＴ６）
信号通路可下调 ＶＥＧＦＡ 和 ＩＬ８ 表达［１２］。 这提示

卵巢 ＥＭｓ 中的铁死亡可能通过 ｐ３８ ＭＡＰＫ ／
ＳＴＡＴ６ 信号轴调控细胞因子分泌促进血管生成，
从而推动 ＥＭｓ 的发展。 此外，研究人员应用免疫

组织化学染色和蛋白质印迹技术检测了 ＥＭｓ 患

者异位组织中蛋白质的表达情况，发现苄氯素 １
（ ＢＥＣＮ１ ） 重 组 蛋 白 （ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂｅｃｌｉｎ １，
Ｂｅｃｌｉｎ１） 和 微 管 相 关 蛋 白 １Ａ ／ １Ｂ － 轻 链 ３
（ＭＡＰ１ＬＣ３，ＬＣ３）高表达，动力蛋白激活蛋白 ４
（ｄｙｎａｃｔｉｎ ４， ｐ６２）、ＧＰＸ４ 和肿瘤蛋白 ５３ （ ｔｕｍｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ５３，ｐ５３）低表达。 在 ＥＭｓ 大鼠模型和细胞

培养实验中发现自噬诱导剂雷帕霉素可增加 ＥＭｓ
细胞中的铁含量、活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）、脂质过氧化物和自噬蛋白表达，自噬抑制

剂 ＳｉｇｎａｌＳｉｌｅｎｃｅ（Ｒ） Ａｔｇ５ ｓｉＲＮＡ（ ｓｉ⁃Ａｔｇ５）则表现

出相反效果。 使用铁死亡诱导剂 Ｅｒａｓｔｉｎ 能够逆

转 ｓｉ⁃Ａｔｇ５ 对 ＥＭｓ 细胞的影响［１３］。 这些结果表明

自噬依赖性铁死亡在 ＥＭｓ 的进展中发挥一定作

用（见图 １）。

图 １　 ＥＭｓ 铁死亡发生的机制

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎ ＥＭｓ

以上研究显示铁死亡在 ＥＭｓ 发生和发展中

的重要推动作用，未来的研究应进一步探讨铁死

亡与 ＥＭｓ 病理过程之间的分子机制，特别是其在

纤维化、血管生成和炎症中的具体作用机制；以
及铁死亡如何与其他细胞死亡方式（如凋亡、焦
亡等）相互作用，以及在不同类型的 ＥＭｓ 中是否

存在差异等。 这些都是未来研究的重要方向，可
为开发基于铁死亡的 ＥＭｓ 治疗策略提供新的思

路和理论基础。

２　 铁死亡在 ＥＭｓ 相关不孕中的作用

　 　 有研究指出，铁死亡可能通过铁依赖性脂质

过氧化膜损伤，对卵巢颗粒细胞、卵母细胞等生

殖系统细胞，以及胚胎产生有害影响，进而影响

生育能力，可引发与 ＥＭｓ 相关的不孕问题［１４］。 ＬＩ
等［１５］在 ＥＭｓ 小鼠模型中发现，腹膜液中的铁过

载可破坏胚泡形成，降低 ＧＰＸ４ 表达并诱导脂质

过氧化；而铁过载引发的细胞毒性可被铁死亡抑

制剂 Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１（Ｆｅｒ⁃１）减弱。 单细胞转录组测

序分析显示，血红素加氧酶 １（ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ １，
ＨＭＯＸ１）在胚胎铁死亡中上调，通过维持线粒体

功能来抑制铁死亡。 这项研究为 ＥＭｓ 相关不孕
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的机制提供了新的见解，并为未来治疗工作提供

了潜在的靶点。 ＣＨＥＮ 等［１６］ 观察到长期处于铁

过载环境可显著阻碍小鼠胚泡的形成，铁螯合剂

可够部分恢复胚泡的发育。 进一步研究还发现，
铁的暴露可损伤线粒体并增加胚泡期 ＲＯＳ 的积

累，同时在胚泡期表现出更高的凋亡率和铁死亡

率。 这些发现强调了铁过载可能通过破坏线粒

体功能、引发细胞凋亡和铁死亡来损害胚胎发

育，进而参与 ＥＭｓ 相关的生殖障碍。 值得一提的

是，研究人员应用卵巢 ＥＭｓ 患者的卵泡液处理小

鼠颗粒细胞时能够使细胞发生铁死亡并减弱卵

母细胞的生育能力。 透射电子显微镜和纳米粒

子追踪分析技术观察到颗粒细胞可释放外泌体

抑制卵母细胞成熟。 维生素 Ｅ 和铁螯合剂在

ＥＭｓ 相关不孕模型中显示出有效的体内治疗效

果［１７］。 以上研究提示铁过载引发的铁死亡可能

通过多种机制参与 ＥＭｓ 相关的不孕问题。 它不

仅直接影响卵巢颗粒细胞和卵母细胞的健康，还
通过影响胚泡形成和胚胎发育，进一步加剧不孕

问题。 这些发现为理解 ＥＭｓ 相关不孕的病理机

制提供了新的视角，同时也为未来的治疗策略开

发提供了重要的靶点。

３　 铁死亡在 ＥＭｓ 诊断中的作用

　 　 为了探索铁死亡在 ＥＭｓ 诊断中可能发挥的

作用，研究人员通过分析 １６４ 个 ＥＭｓ 病例的基因

表达数据集，发现在 ＥＭｓ 患者中，铁死亡相关基

因的表达呈逐渐增加的趋势，特别是在子宫内膜

从在位发育到异位的过程中。 进一步的回归选

择分析确认了 ９ 个铁死亡相关基因在大多数情况

下能够有效区分 ＥＭｓ 患者和健康志愿者，这些基

因成为了 ＥＭｓ 独立诊断的重要因素。 通过建立

列线图模型，使用这些铁死亡相关基因作为分子

标记，在受试者操作特性曲线下的面积达到

０􀆰 ９７９，显示其在 ＥＭｓ 诊断中具有极好的临床价

值［１８］。 此外，另一组学者利用生物信息学方法发

现了 ３１ 个与 ＥＭｓ 铁死亡相关的差异基因，并进

一步筛选出了 ８ 个与 ＥＭｓ 铁死亡相关的诊断基

因，包括双氧化酶 ２（ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｄｕａｌ ｏｘｉｄａｓｅ ２，
ＤＵＯＸ２）、溶质载体家族 ３８ 成员 １（ ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ
ｆａｍｉｌｙ ３８ ｍｅｍｂｅｒ １，ＳＬＣ３８Ａ１）、丝裂原活化蛋白

激酶 １（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ１）、

泛连接蛋白 １（ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐａｎｎｅｘｉｎ １，ＰＡＮＸ１）、
热休克蛋白 １（ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｅｔａ⁃１，ＨＳＰＢ１）、
ＡＰ⁃１ 转 录 因 子 （ ｊｕｎ ｐｒｏｔｏ⁃ｏｎｃｏｇｅｎｅ， ＡＰ⁃１
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｓｕｂｕｎｉｔ，ＪＵＮ）、脯氨酰基－４－羟
化酶 β（ｐｒｏｌｙｌ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ｂｅｔａ，Ｐ４ＨＢ）和
丙 酮 酸 脱 氢 酶 激 酶 同 工 酶 ４ （ ｐｙｒｕｖａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｓｏｚｙｍｅ ４，ＰＤＫ４）。 这些基

因不仅涉及自噬、免疫细胞、细胞因子的调节，还
与多种激酶的活性相关，可能在 ＥＭｓ 的发病机制

中发挥重要作用。 并通过 ＤＧＩｄｂ 数据库检索到

与这些基因相关的 ２４５ 种药物，且构建了它们之

间的 ｃｅＲＮＡ 网络。 此外，ｃｉｂｅｒｓｏｒｔ 免疫浸润分析

表明，ＥＭｓ 的免疫微环境的变化可能与 ＳＬＣ３８Ａ１
和 Ｐ４ＨＢ 密切相关［１９］。 这些研究结果为 ＥＭｓ 的

分子机制研究、临床诊断以及治疗策略提供了新

的方向。 特别是，铁死亡相关基因在 ＥＭｓ 中的表

达变化不仅揭示了该疾病的潜在发病机制，还为

早期诊断和靶向治疗提供了重要的分子标记。
然而，尽管这些基因显示出显著的诊断价值，但
在实际临床应用中仍需通过更大规模的研究验

证其可靠性和特异性。 此外，还需进一步研究这

些基因与 ＥＭｓ 不同分期、病变类型以及患者预后

的关联，从而全面了解其在 ＥＭｓ 诊断和治疗中的

应用潜力。 未来的研究可以探索铁死亡与 ＥＭｓ
相关的免疫微环境、细胞信号通路之间的相互作

用，这可能为开发个性化治疗方案提供新的思路。

４　 铁死亡在 ＥＭｓ 治疗中的作用

４􀆰 １　 非天然化合物

　 　 非天然化合物是指在自然界中并不存在，主
要通过人工合成、化学修饰或其他人为手段而获

得的化合物。 研究人员应用非天然化合物对铁

死亡在 ＥＭｓ 中的治疗开展了诸多探索性研究。
Ｅｒａｓｔｉｎ 是一种小分子化合物，最初在抗癌药物高

通量筛选中被发现。 它是一种通过促使细胞发

生铁依赖性非典型的凋亡而引起细胞死亡的药

物，即铁死亡诱导剂。 异位子宫内膜基质细胞相

较于正常子宫内膜基质细更容易受到 Ｅｒａｓｔｉｎ 影

响。 Ｅｒａｓｔｉｎ 处理的异位基质细胞显示出铁死亡

的特征，包括 ＲＯＳ 水平增加，细胞内铁积累以及

线粒体形态的改变。 此过程伴随膜铁转运蛋白

（ｆｅｒｒｏｐｏｒｔｉｎ，ＦＰＮ）表达降低。 进一步研究发现，
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过表达 ＦＰＮ 可抑制 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导异位基质细胞铁

死亡，而 ＦＰＮ 的敲除则可加速这一过程。 体内实

验显示在 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ＥＭｓ 模型中，给予 Ｅｒａｓｔｉｎ
后异位病变消退，暗示 Ｅｒａｓｔｉｎ 可能作为 ＥＭｓ 的潜

在治疗方法［２０］。 另一方面，纤维蛋白－１（ ｆｉｂｕｌｉｎ⁃
１，ＦＢＬＮ１）是一个在子宫内膜蜕膜过程中受孕酮

调控的靶点分子蛋白。 研究发现抑制 ＦＢＬＮ１ 可

降低异位子宫内膜基质细胞活力和迁移并能促

进细胞发生铁死亡［２１］。 研究结果提示沉默

ＦＢＬＮ１ 可能是治疗 ＥＭｓ 的有效策略。
基因测序的数据分析显示，在 ＥＭｓ 患者和

ＥＭｓ 小鼠模型样本，异位内膜组织中长链非编码

ＲＮＡ（ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ， ｌｎｃＲＮＡ） ＡＤＡＭＴＳ９⁃
ＡＳ１ 均较在位内膜组织表达水平显著升高。 功能

实验表明，敲低 ＡＤＡＭＴＳ９⁃ＡＳ１ 后减弱异位子宫

内膜基质细胞活力和迁移，而在正常基质细胞中

ＡＤＡＭＴＳ９⁃ＡＳ１ 过表达能够增强这些过程。 进一

步研究发现 ＡＤＡＭＴＳ９⁃ＡＳ１ 通过调节 ｍｉＲ⁃６５１６⁃
５ｐ ／ ＧＰＸ４ 依赖性铁死亡加速基质细胞的增殖和

迁移，这一作用在铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ⁃１ 和诱导剂

Ｅｒａｓｔｉｎ 的回复实验中得到验证［２２］。 该研究结果

提示 ＡＤＡＭＴＳ９⁃ＡＳ１ 可能是治疗 ＥＭｓ 的潜在靶

点，为深入理解 ＥＭｓ 的发病机制提供了新的信

息。 与之类似地，ＬＩＡＮＧ 等［２３］ 发现应用 Ｅｒａｓｔｉｎ
诱导异位子宫内膜基质细胞发生铁死亡过程中

ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 表达降低。 敲除 ＭＡＬＡＴ１ 可显

著增强 Ｅｒａｓｔｉｎ 对细胞活力的抑制，同时增加细胞

内铁和脂质过氧化物水平。 机制研究揭示了

ＭＡＬＡＴ１ 通 过 调 节 小 分 子 ＲＮＡ （ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，
ｍｉＲＮＡ）如：ｍｉＲ⁃１４５⁃５ｐ ／肿瘤相关抗原黏蛋白－１
（ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｕｃｉｎ １，ＭＵＣ１）信号通路

来介导铁死亡的发生。 这项研究表明，ＭＡＬＡＴ１
敲除和 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导在铁死亡中具有协同作用，可
能为 ＥＭｓ 的新治疗策略提供理论基础。 最近，有
学者观察到与巨噬细胞共培养或用白介素 ３３
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ３３，ＩＬ⁃３３） ／生长刺激表达基因 ２ 蛋白

（ｇｒｏｗｔｈ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ２，ＳＴ２）刺激异

位子宫内膜基质细胞可增加细胞活力和迁移。
ＩＬ⁃３３ ／ ＳＴ２ 处理能够降低 Ｅｒａｓｔｉｎ 作用细胞后胞内

铁离子和脂质过氧化物水平。 进一步实验表明

巨噬细胞衍生的 ＩＬ⁃３３ 可通过 ｐ３８ ／ ＪＮＫ ／ ＡＴＦ３ 途

径上调异位基质细胞中的溶质载体家族 ７（ｓｏｌｕｔｅ

ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ７ ｍｅｍｂｅｒ １１，ＳＬＣ７Ａ１１），最终发挥

对细胞铁死亡的保护作用。 有趣的是，ＩＬ⁃３３ 抗体

和 Ｅｒａｓｔｉｎ 治疗的组合在 ＥＭｓ 模型小鼠中减轻了

疾病症状［２４］。 这项研究为免疫疗法和铁死亡治

疗结合提供了前景和新思路。 在未来的研究中，
通过整合铁死亡与免疫治疗、基因治疗等手段，
可能会为 ＥＭｓ 患者带来更加个性化和有效的治

疗策略 。 同时，由于这些研究多集中于体外实验

和动物模型，未来需要进一步临床研究验证其疗

效与安全性。
４􀆰 ２　 天然化合物

　 　 天然化合物是指存在于自然界中并由生物

合成的化合物。 近年来研究人员应用天然化合

物对铁死亡在 ＥＭｓ 中的治疗作用进行了临床前

期的基础研究。 白藜芦醇是一种天然存在的多

酚化合物，具有抗氧化、抗炎、抗癌等多种生物活

性。 在 ＥＭｓ 小鼠模型中，白藜芦醇可降低 ＧＰＸ４
的表达并减少 Ｆｅ３＋沉积，具有防止 ＥＭｓ 发展的作

用［２５］。 值得一提的是，ＤＩＮＧ 等［２６］通过子宫内膜

碎片腹膜内注射和周期性腹膜内血液注射构建

了铁过载的小鼠模型，成功模拟了 ＥＭｓ 的真实病

因和疾病状态。 铁过载小鼠模型展示了显著增

加的 ＥＭｓ 病变数量、大小和黏附程度，同时腹腔

液和卵巢中的铁离子浓度升高，丙二醛水平也升

高，表明了铁死亡的发生。 而中医化瘀解毒方对

铁过载小鼠模型具有显著的治疗效果，可降低

ＥＭｓ 病变体积和黏附程度，减少腹膜液和卵巢中

的总铁离子浓度，并上调卵巢中 ＧＰＸ４ 的表达，降
低丙二醛水平，促进卵泡发育。 通过超高效液相

色谱技术和网络药理学分析，揭示了 ＨＹＪＤＦ 中的

天然化合物成分，发现其主要通过 ＩＬ⁃６ ／铁调素途

径对 ＥＭｓ 铁死亡发挥调节作用。 这些结果为

ＨＹＪＤＦ 作为潜在治疗 ＥＭｓ 的药物提供了实验

基础。
熊果酸（ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＵＡ）是一种天然的三萜

类化合物。 ＵＡ 可通过抑制增殖、血管生成和促

进细胞凋亡来控制人子宫内膜异位基质细胞的

存活［２７］。 王聪等［２８］发现熊果酸可降低异位子宫

内膜基质细胞内 Ｆｅ２＋水平，增加 ＲＯＳ 含量，同时

降低超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）
含量并最终诱导基质细胞发生铁死亡。 进一步

的实 验 显 示， ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信 号 通 路 激 活 剂
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ＤＵＳＰ１９ 可显著逆转熊果酸对基质细胞增殖的抑

制作用。 这些结果提示熊果酸通过调控 ＪＡＫ２ ／
ＳＴＡＴ３ 信号通路，抑制基质细胞的增殖和迁移，诱
导铁死亡，可能对 ＥＭｓ 有保护效果。 另一方面，
黄芩是一种中草药植物，主要活性成分包括黄酮

类化合物，其中以黄芩素和汉黄芩素为代表。 这

些成分赋予黄芩抗氧化、抗炎、抗菌等多种药理

活性。 黄芩素是一种潜在的抗铁死亡化合物，能
够增加 ＧＰＸ４ 的表达，显著抑制铁死亡作用。 有

研究显示由卵巢囊肿液中铁过载引发的铁死亡

可通过损害巨噬细胞吞噬作用和增加血管生长

因子表达，促进 ＥＭｓ 的发展，而黄芩素则可在其

中显示出治疗潜力［２９］。 此外，在 ＥＭｓ 大鼠模型

中，汉黄芩素可显著减少异位病灶体积、改善组

注：↑：促进；↓：抑制。

图 ２　 铁死亡在 ＥＭｓ 的作用

Ｎｏｔｅ． ↑， Ｐｒｏｍｏｔｅ． ↓， Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｏｌｅ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＥＭｓ

织病理损伤，并降低血清雌二醇和孕激素水平。
进一步研究表明汉黄芩素可减少组织中炎性细

胞浸润和铁离子沉积，同时抑制铁离子水平的升

高，而 沉 寂 信 息 调 节 因 子 （ ｓｉｌｅｎｔ ｍａｔｉｎｇ ｔｙｐｅ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ２ ｈｏｍｏｌｏｇ⁃１，ＳＩＲＴ１）抑制剂

能够逆转汉黄芩素的保护作用［３０］。 这些结果提

示汉黄芩素可能通过激活 ＳＩＲＴ１ 信号通路来抑制

ＥＭｓ 大鼠的铁死亡，为其治疗提供了潜在的机

制。 以上研究表明天然化合物在调控铁死亡的

过程中，既可以通过抑制铁死亡来保护组织细

胞，也可以通过诱导铁死亡来消除病变细胞。 因

此，在 ＥＭｓ 的治疗中，合理掌握药物的作用时机

和靶组织选择，将是未来发展的关键。 进一步深

入的临床研究有望将这些天然化合物转化为实

际的治疗手段，为 ＥＭｓ 患者提供新的治疗选择

（图 ２）。

５　 挑战与展望

　 　 当前对于铁死亡在 ＥＭｓ 中的确切作用机制

了解尚不够深入，需要更为细致入微的分子水平

研究，以揭示其中的复杂交互关系。 研究中存在

的异质性和样本有限的问题可能导致结果的不

一致性，因此，未来的研究需要采用更大样本规

模和全面的分析，以更准确地描述铁死亡在 ＥＭｓ
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患者中的表现。 同时，针对该领域的技术手段和

实验方法也需要进一步优化，以提高研究的准确

性和可重复性。
未来的研究可侧重于深入挖掘铁死亡途径

的生物学特性，尤其是其与 ＥＭｓ 相关的分子标志

物和信号通路。 通过结合多学科的研究方法，可
以更全面地理解铁死亡在疾病发展中的关键作

用［３１］。 此外，为了更好地指导临床实践，还需将

研究成果转化为切实可行的治疗策略，为患者提

供更为个性化和有效的医疗服务。 总体而言，虽
然面临挑战，但对铁死亡在 ＥＭｓ 中的深入研究具

有巨大潜力。 克服这些挑战将为未来的医学研

究提供新的方向，有望为治疗 ＥＭｓ 的新策略提供

重要的科学支持。

６　 结语

　 　 铁死亡在 ＥＭｓ 的发病机制、ＥＭｓ 性不孕、诊
断及治疗中扮演着重要而复杂的角色。 而铁死

亡现象从发现至今不过短短十年时间，尚有诸多

未知的领域亟待探索和发掘。 今后的研究可能

需要打破技术和方法上的限制，提高实验结果的

可重复性和准确性。 开展大规模和全面的研究

可为这一领域提供更为详实的数据支持，使我们

能够更好地理解铁死亡在该疾病中的具体作用。
在不远的将来，期待开展更多深层次的分子水平

研究、更全面系统的实验设计以及更创新的技术

手段，这不仅有助于解开铁死亡在 ＥＭｓ 中的奥

秘，还能为患者提供更为个性化和有效的治疗方

案奠定基础。 通过多学科的协同合作，我们或将

在未来迎来对于 ＥＭｓ 更精准的认识，为 ＥＭｓ 患者

的健康带来福音。
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（１０）： ６６８．

［２５］　 ＺＯＵ Ｗ， ＷＡＮＧ Ｘ， ＸＩＡ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ
ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉＲ⁃２１⁃３ｐ ／ ｐ５３ ／ ＳＬＣ７Ａ１１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２４，

６９２： １４９３３８．
［２６］　 ＤＩＮＧ Ｊ， ＺＨＡＯ Ｑ， ＺＨＯＵ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕａｙｕ Ｊｉｅｄｕ Ｆａｎｇ

ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｏｖａｒｉａｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｗｉｔｈ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ｉｒｏｎ
ｏｖｅｒｌｏａｄ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ［ Ｊ ］． Ｅｖｉｄ Ｂａｓｅｄ
Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ Ａｌｔｅｒｎａｔ Ｍｅｄ， ２０２２， ２０２２： １４０６８２０．

［２７］　 ＬＩ Ｊ， ＺＥＮＧ Ｚ， ＣＨＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｈｕｍａｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｔｉｃ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｓｕｒｖｉｖａｌ
［Ｊ］． Ｇｙｎｅｃｏｌ Ｏｂｓｔｅｔ Ｉｎｖｅｓｔ， ２０２０， ８５（１）： ７２－８１．

［２８］　 王聪， 门贵香， 邵帅， 等． 熊果酸通过 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号

通路对子宫内膜基质细胞铁死亡的影响 ［Ｊ］． 中华内分

泌外科杂志， ２０２３， １７（３）： ３１７－３２２．
ＷＡＮＧ Ｃ， ＭＥＮ Ｇ Ｘ， ＳＨＡＯ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｕｒｓｏｌｉｃ
ａｃｉｄ ｏｎ ｉｒｏｎ ｄｅａｔｈ ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ＪＡＫ２ ／
ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｎｄｏｃｒ Ｓｕｒｇ， ２０２３，
１７（３）： ３１７－３２２．

［２９］　 ＹＩ Ｚ Ｈ， ＬＩ Ｓ Ｑ， ＫＥ Ｊ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｒｅｌｉｅｖｅｓ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ［ Ｊ］． Ｃｕｒｒ Ｉｓｓｕｅｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２０２２，
４４（１２）： ６１８９－６２０４．

［３０］　 胡晓英， 吴建发， 王鹰， 等． 汉黄芩素调节 ＳＩＲＴ１ ／ Ｎｒｆ２
信号通路对子宫内膜异位症大鼠铁死亡的影响 ［Ｊ］． 遵

义医科大学学报， ２０２３， ４６（１０）： ９４３－９４９．
ＨＵ Ｘ Ｙ， ＷＵ Ｊ Ｆ， ＷＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｗｏｇｏｎｉｎ ｏｎ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ｒａｔｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＳＩＲＴ１ ／ Ｎｒｆ２
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ｊ Ｚｕｎｙｉ Ｍｅｄ Ｕｎｉｖ， ２０２３， ４６（１０）：
９４３－９４９．

［３１］　 ＫＯＢＡＹＡＳＨＩ Ｈ， ＹＯＳＨＩＭＯＴＯ Ｃ， ＭＡＴＳＵＢＡＲＡ Ｓ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｕｒｒｅｎｔ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ ｆｏｒ
ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｗｉｔｈ ａ ｆｏｃｕｓ ｏｎ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ［Ｊ］． Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ， ２０２３， １３（１１）： １９２６．

〔收稿日期〕２０２４－０７－０２

６４１ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊａｎｕａｒｙ， ２０２５
Ｖｏｌ． ３５　 Ｎｏ． １

吴道雄，李妍锦，胡莹，等． ｌｎｃＲＮＡ 在肺动脉高压分子机制中的最新研究进展 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２５， ３５（１）：
１４７－１５４．
Ｗｕ ＤＸ， Ｌｉ ＹＪ， Ｈｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２５， ３５（１）： １４７－１５４．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２５． ０１． ０１５

［基金项目］云南省科技厅－昆明医科大学应用基础研究联合专项基金面上项目（２０２１０１ＡＹ０７０００１⁃１３０）；云南省心脑血管临床医

学研究中心子课题项目（ＺＸ２０１９⁃０３⁃０１）；昆明医科大学研究生创新基金（２０２４Ｓ３１１）；昆明医科大学研究生创新基金

（２０２４Ｓ２８７）。
［作者简介］吴道雄（１９９５—），男，在读硕士研究生，住院医师，研究方向：临床生物化学与分子生物学。

Ｅ⁃ｍａｉｌ：１７６１８５１７４１＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］马润（１９８０—），女，硕士，硕士生导师，研究方向：肺动脉高压和临床生物化学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：４６７１６１１１５＠ ｑｑ． ｃｏｍ

ｌｎｃＲＮＡ 在肺动脉高压分子机制中的最新研究进展

吴道雄１，李妍锦２，胡　 莹１，王玉明１，胡　 伟３，马　 润１∗

（１．昆明医科大学第二附属医院 检验科，昆明　 ６５０１０６；２．昆明医科大学第二附属医院 呼吸与危重症医学科，昆明　 ６５０１０６；
３．昆明医科大学第一附属医院 心血管内科，昆明　 ６５００３２）

　 　 【摘要】 　 肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＨ）是一种致命性的疾病，其特征是肺血管重构，最终导

致右心衰竭和死亡。 目前 ＰＨ 治疗并不理想，晚期 ＰＨ 患者的总生存率没有实质性改善。 尽管目前在 ＰＨ 发

病机制方面取得了部分进展，但仍需在分子水平上进行更多探索，以开发更有效的 ＰＨ 治疗方法。 近年来研

究表明长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）在 ＰＨ 病理生理过程中发挥重要的调节功能，并成为

潜在的疾病生物标志物和治疗靶点。 本文就近年来 ｌｎｃＲＮＡ 在 ＰＨ 中的分子机制进行综述。
【关键词】 　 长链非编码 ＲＮＡ；肺动脉高压；分子机制

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２５） ０１－０１４７－０８

Ｒｅｃｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ

ＷＵ Ｄａｏｘｉｏｎｇ１， ＬＩ Ｙａｎｊｉｎ２， ＨＵ Ｙｉｎｇ１， ＷＡＮＧ Ｙｕｍｉｎｇ１， ＨＵ Ｗｅｉ３， ＭＡ Ｒｕｎ１∗

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ， ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｋｕｎｍｉｎｇ
６５０１０６， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｄ Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｃａｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ

Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０１０６． ３． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ
Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５００３２）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ （ＰＨ） ｉｓ ａ ｆａｔａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，
ｕｌｔｉｍａｔｅｌｙ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ａｎｄ ｄｅａｔｈ． Ｃｕｒｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ＰＨ ａｒｅ ｓｕｂｏｐｔｉｍａｌ， ｗｉｔｈ ｎｏ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌ
ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｍｏｎｇ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｄｖａｎｃｅｄ ＰＨ． Ｄｅｓｐｉｔｅ ｓｏｍｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＰＨ， ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｌｅｖｅｌ ａｒｅ ｎｅｅｄｅｄ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ｍｏｒｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ＰＨ．
Ｒｅｃｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｈａｓ ｓｈｏｗｎ ｔｈａｔ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ （ ｌｎｃＲＮＡｓ） ｈａｖｅ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＰＨ， ａｎｄ ｍａｙ ｔｈｕｓ ｂｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ，
ｗｅ ｒｅｖｉｅｗ ｒｅｃｅｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｏｕｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡｓ ｉｎ ＰＨ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌｎｃＲＮＡ； ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ； ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．



　 　 肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＨ）是

一种以肺血管重塑、肺血管阻力增加为特征的临

床病理生理综合征，随着病情的进展，最终发展

成右心衰竭甚至死亡。 根据流行病学统计，ＰＨ
全球患病率约 １％［１］，在年龄 ６５ 岁以上的个体中

患病率高达 １０％［２］。 该病预后欠佳，严重影响患

者的生活质量。 肺动脉收缩和肺血管重构是 ＰＨ
的主要病理生理基础，目前比较成熟的 ＰＨ 的治

疗药物主要为血管舒张剂，如前列环类、内皮素

拮抗剂类、磷酸二酯酶－５ 抑制剂类［１］，但只能改

善症状，减缓病情进展，难以治愈。 ＰＨ 的治疗效

果不理想，部分原因是对 ＰＨ 的潜在分子机制缺

乏了解［３］。 因此，需要深入研究 ＰＨ 的分子机制，
寻找新的生物标志物和治疗靶点。

１　 ｌｎｃＲＮＡ 与 ＰＨ

　 　 长链非编码 ＲＮＡ （ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ，
ｌｎｃＲＮＡ）是一类由 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ转录的转录本

长度大于 ２００ 个核苷酸的 ＲＮＡ，缺乏明显的开放

阅读框，不编码蛋白质［４］，但可通过表观遗传调

控、转录调控、转录后调控、ｍｉＲＮＡ 调控等过程发

挥作用［５］。 ｌｎｃＲＮＡ 广泛分布于人体各组织和器

官，参与疾病的发生和发展。 在 ＰＨ 患者和 ＰＨ
动物模型中存在多种 ｌｎｃＲＮＡ 的异常表达。 近年

来，越来越多的研究发现 ｌｎｃＲＮＡ 可以作为重要

的表观遗传调节因子在 ＰＨ 发病机制中发挥作

用， 包 括 内 皮 － 间 充 质 转 化 （ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ⁃
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥｎｄＭＴ）、细胞增殖、细胞

迁移、细胞凋亡、血管再生、氧化应激、血管炎症

等方面［６］。 下面就近年来 ｌｎｃＲＮＡ 在 ＰＨ 发病机

制中的研究进展进行综述。
１􀆰 １　 ｌｎｃＲＮＡ 参与 ＥｎｄＭＴ
　 　 ＥｎｄＭＴ 是内皮细胞（ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ，ＥＣ）为

了响应特定的内部和环境触发因素，转分化为间

充质样细胞的过程。 ＥＣ 中血管内皮钙黏蛋白和

血小板内皮细胞黏附分子－１ 等内皮连接标志物

的缺失可导致血管通透性增加，从而导致免疫细

胞浸润增加，而间充质表型的获得导致细胞外基

质蛋白的产生和沉积增加［７］。 ＭＯＮＴＥＩＲＯ 等［８］

用转化生长因子－β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β，
ＴＧＦ⁃β）和白细胞介素－１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１，ＩＬ⁃１）处理

原代 ＥＣ 并进行测序，发现 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＲ ５０３ ＨＧ

的下调是体外 ＥＣ 经历 ＥｎｄＭＴ 的共同特征。 ＭＩＲ
５０３ ＨＧ 下调的病理学相关性在使用 Ｓｕｇｅｎ ／低氧

（ＳＵ５４１６ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｏｘｉａ，ＳｕＨｘ）诱导的 ＰＨ
小鼠模型、人临床样品、动脉性 ＰＨ （ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ａｒｔｅｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＡＨ）患者的肺组织和血液生

长内皮细胞中得到证实［８］。 ＭＩＲ ５０３ ＨＧ 在 ＳｕＨｘ
小鼠中的过表达导致间充质标志物表达减少。
这些结果表明 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＲ ５０３ ＨＧ 可能是 ＰＨ 的

一个治疗靶点。 另外一项研究发现肿瘤坏死因

子－α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）可诱导人多

种血管内皮细胞中 ｌｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 的表达，Ｈ１９ 通

过 １０⁃１１ 转位蛋白 １ （ ｔｅｎ⁃ｅｌｅｖｅｎ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ⁃１，
ＴＥＴ１）依赖的表观遗传机制激活 ＴＧＦ⁃β 信号传导

和 ＥｎｄＭＴ，这一结果也在持续性高血糖症小鼠肺

微血管内皮细胞中得到证实，表明 ｌｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ／
ＴＥＴ１ 轴促进 ＴＧＦ⁃β 信号转导与 ＥｎｄＭＴ 过程［９］。
但在另外一项研究中出现了不一样的结果，Ｈ１９
在高糖条件下人视网膜内皮细胞中表达下调，
Ｈ１９ 过表达通过 Ｓｍａｄ 非依赖性丝裂原活化蛋白

激酶－细胞外信号调节激酶 １ ／ ２ 途径阻碍葡萄糖

诱导的 ＥｎｄＭＴ［１０］。 在一项氧化低密度脂蛋白

（ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘ⁃ＬＤＬ）诱导血

管内皮细胞 ＥｎｄＭＴ 的实验中，发现 ｌｎｃＲＮＡ 肺腺

癌转移相关转录本 １ （ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ １，ＭＡＬＡＴ １）表达水平

上调，ＭＡＬＡＴ １ 可通过上调 β －连环蛋白激活

Ｗｎｔ ／ β － 连环蛋白 （ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ） 途 径 调 节

ＥｎｄＭＴ 过程。 当 ＭＡＬＡＴ １ 敲 低 时 又 可 抑 制

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的激活从而减轻 ＥｎｄＭＴ［１１］。
以上证据表明 ｌｎｃＲＮＡ 可能是 ＥｎｄＭＴ 潜在的表

观遗传介质，有可能成为 ＰＨ 的生物标志物和治

疗靶点。
１􀆰 ２　 ｌｎｃＲＮＡ 调控细胞增殖

　 　 肺动脉平滑肌细胞（ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ， ＰＡＳＭＣ ） 和 肺 动 脉 内 皮 细 胞

（ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ，ＰＡＥＣ）增殖是

ＰＨ 的重要病理过程，预防细胞过度增殖可有效

降低 ＰＨ 死亡率。 研究表明，ｌｎｃＲＮＡ 参与了 ＰＨ
的 细 胞 增 殖 过 程。 ＱＩＮ 等［１２］ 发 现 ｌｎｃＲＮＡ
ＡＣ０６８０３９􀆰 ４ 在低氧诱导的 ＰＡＳＭＣ 中表达上调，
ＡＣ０６８０３９􀆰 ４ 通过与 ｍｉＲ⁃２６ａ⁃５ｐ 结合，导致其下

游靶基因瞬时受体电位阳离子通道 ６（ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
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ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃａｎｏｎｉｃａｌ ６，ＴＲＰＣ ６）降解减少，
促进 ＰＡＳＭＣ 增殖，说明 ｌｎｃＲＮＡ ＡＣ０６８０３９􀆰 ４ ／
ｍｉＲ⁃２６ａ⁃５ｐ ／ ＴＲＰＣ ６ 轴在低氧诱导的 ＰＡＳＭＣ 增

殖的调节中起重要作用。 其次，在低氧大鼠模型

和低氧人 ＰＡＳＭＣ 中 ｌｎｃＲＮＡ 生长停滞特异性转

录因子 ５ （ ｇｒｏｗｔｈ⁃ａｒｒｅｓｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ５，ＧＡＳ
５）的表达下调，ＧＡＳ ５ 作为一种竞争性内源性

ＲＮＡ（ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＲＮＡ，ｃｅＲＮＡ）与 ｍｉＲ⁃
２３ｂ⁃３ｐ 相互作用来调节 ＫＣＮＫ ３ 基因的表达，
ＧＡＳ ５ 的沉默显著促进了正常和低氧条件下人

ＰＡＳＭＣ 的增殖和迁移，ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ ５ ／ ｍｉＲ⁃２３ｂ⁃
３ｐ ／ ＫＣＮＫ ３ 轴可能是低氧诱导 ＰＡＳＭＣ 增殖和迁

移的机制之一［１３］。 ＷＡＮＧ 等［１４］ 发现与正常的肺

动脉组织和 ＰＡＳＭＣ 相比，ＰＡＨ 患者的肺动脉和

ＰＡＳＭＣ 中 ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 的表达显著上调。
ＭＡＬＡＴ １ 基因敲低可降低 ＰＡＳＭＣ 的增殖，而

ＭＡＬＡＴ １ 的过表达则表现出相反的细胞表型。
体外机制分析显示 ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ １ ／ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃
１２４⁃３ｐ． １ ／ ＫＬＦ ５ 轴在 ＰＡＳＭＣ 增殖中起重要作

用。 另一项研究发现，ｌｎｃＲＮＡ 牛磺酸上调基因 １
（ｔａｕｒｉｎｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ１，ＴＵＧ １）在低氧处理小

鼠的肺动脉和 ＰＡＨ 患者中显著上调，ＴＵＧ １ 通过

ｍｉＲ⁃３２８ 促 进 ＰＡＳＭＣ 中 增 殖 细 胞 核 抗 原

（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）的表达，
促进细胞增殖和肺血管重塑［１５］。 ＣＡＲＭＡＮ 等［１６］

发现 ＰＡＨ 男性患者的 ＰＡＥＣ 中 ｌｎｃＲＮＡ Ｘ 染色体

失活特异转录本 （ Ｘ⁃ｉｎａｃｔｉｖｅｅｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，
Ｘｉｓｔ）表达增加，Ｘｉｓｔ 表达水平与 ＰＡＥＣ 增殖能力

之间存在显著相关性。 ＺＨＥＮＧ 等［１７］ 在 ＰＨ 小鼠

模型的肺组织和人 ＰＡＥＣ 中发现 ＹＴＨ 结构域蛋

白 １（一种 ＲＮＡ 甲基化阅读蛋白）下调，体外实验

表明 ＹＴＨ 结构域蛋白 １ 参与了 ＰＡＥＣ 增殖和内

皮功能障碍过程，通过构建 ｃｅＲＮＡ 网络发现这一

过程可能是通过 ｌｎｃＲＮＡ Ｅｎｔｒ１⁃２０２ 与 ｍｉＲ⁃１２５⁃３ｐ
相互作用实现的。 由此可见，ｌｎｃＲＮＡ 是 ＰＡＳＭＣ
和 ＰＡＥＣ 增殖的重要调节因子，参与肺血管重塑，
促进 ＰＨ 的发生发展，可能作为 ＰＨ 潜在的治疗

靶点。
１􀆰 ３　 ｌｎｃＲＮＡ 调控细胞迁移

　 　 细胞迁移是由于感受到外部信号而通过细

胞体变形的定向运动。 目前，许多研究表明细胞

迁移与 ｌｎｃＲＮＡ 有关。 ＨＡＮ 等［１８］ 发现在低氧诱

导的 ＰＡＳＭＣ 中 ｌｎｃＲＮＡ 癌易感性候选基因 ２
（ｃａｎｃｅｒ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ２，ＣＡＳＣ２）表达下

调，过表达 ＣＡＳＣ２ 可作为 ｍｉＲ⁃２２２ 的竞争性内源

ＲＮＡ，调节 ＰＡＳＭＣ 中 ｍｉＲ⁃２２２ 下游靶标生长抑制

因子家族成员 ５（ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ５，ＩＮＧ５）的表

达从而减弱低氧诱导的 ＰＡＳＭＣ 增殖和迁移，以
防止血管重塑和 ＰＨ 的发展。 另外有研究显示

ｌｎｃＲＮＡ ＰＡＸＩＰ １⁃ＡＳ１ 和 ＲＡＳ 同源基因家族成员

Ａ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｒａｓ ｈｏｍｏｌｏｇ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ，ｍｅｍｂｅｒ Ａ，
ＲｈｏＡ）在野百合碱（ｍｏｎｏｃｒｏｔａｌｉｎｅ，ＭＣＴ）诱导的大

鼠肺组织和血清中的表达均明显增高，在低氧诱

导的人 ＰＡＳＭＣ 中也明显增高。 细胞实验和动物

实验结果显示 ＰＡＸＩＰ １⁃ＡＳ １ 通过募集转录因子

（Ｅ２６ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ⁃１，ＥＴＳ １） 正向调节

ＷＡＳ ／ ＷＡＳＬ 相互作用蛋白家族成员 １ （ＷＡＳ ／
ＷＡＳＬ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ １，ＷＩＰＦ
１），而 ＷＩＰＦ １ 调节 ＲｈｏＡ 的翻译后水平从而促进

低氧诱导的 ＰＡＳＭＣ 的迁移。 这些结果显示

ｌｎｃＲＮＡ ＰＡＸＩＰ １⁃ＡＳ１ 通过 ＥＴＳ １ ／ ＷＩＰＦ １ ／ ＲｈｏＡ
轴促进 ＰＡＳＭＣ 的迁移［１９］。 此外，ｌｎｃＲＮＡ ＩＮＫ４
位点中的反义非编码 ＲＮＡ（ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ＩＮＫ４ ｌｏｃｕｓ，ＡＮＲＩＬ）在缺氧诱导的人

ＰＡＳＭＣ 中的表达显著下调。 ＡＮＲＩＬ 的下调影响

了细胞周期，使更多的 ＰＡＳＭＣ 从 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期进入

Ｇ２ ／ Ｍ＋Ｓ 期，增加缺氧条件下 ＰＡＳＭＣ 的迁移［２０］。
ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ １ 在 ＰＨ 患者血浆和缺氧诱导的

人 ＰＡＳＭＣ 中呈高表达，ＭＡＬＡＴ １ 是 ｍｉＲ⁃５０３ 的

“分子海绵”，通过 ｍｉＲ⁃５０３ 调控下游靶基因 Ｔｏｌｌ
样受体 ４（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲ ４）的表达促进

ＰＡＳＭＣ 的增殖和迁移［２１］。 ＤＯＵ 等［２２］ 在低氧处

理的 ＰＡＳＭＣ 和 ＰＨ 患者的血清中观察到 ｌｎｃＲＮＡ
核副啄木鸟组装转录本 １ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｐａｒａｓｐｅｃｋｌｅ
ａｓｓｅｍｂｌｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ １，ＮＥＡＴ １）表达水平升高，通
过沉默 ＮＥＡＴ １ 的表达可通过 ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 调控

Ｋｒüｐｐｅｌ 样因子 ４（Ｋｒüｐｐｅｌ⁃ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒ ４，ＫＬＦ４）的

表达来缓解 ＰＨ 的进展。 综上，ｌｎｃＲＮＡ 通过促进

细胞迁移参与 ＰＨ 的发生和发展。
１􀆰 ４　 ｌｎｃＲＮＡ 调控细胞凋亡

　 　 ＰＡＳＭＣ 和 ＰＡＥＣ 对凋亡的抵抗是 ＰＨ 血管

重塑的关键因素之一，其直接导致细胞不受控制

的增殖。 研究显示在 ＰＡＨ 患者的肺组织和缺氧

的人 ＰＡＳＭＣ 中， ｌｎｃＲＮＡ Ａｎｇ ３６２、 ｍｉＲ⁃２２１ 和
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ｍｉＲ⁃２２２ 的表达显著增加。 Ａｎｇ ３６２ 上调 ＰＡＳＭＣ
中 ｍｉＲ⁃２２１ 和 ｍｉＲ⁃２２２ 的表达，激活核转录因子－
κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ，ＮＦ⁃κＢ）信号通

路，使 ＰＡＳＭＣ 凋亡减少［２３］。 ＹＡＮＧ 等［２４］ 证实了

ｌｎｃＲＮＡ 牛磺酸上调基因 １ （ ｔａｕｒｉｎｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅ１，Ｔｕｇ １ ） 在低 氧 性 肺 动 脉 高 压 （ ｈｙｐｏｘｉｃ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ， ＨＰＨ ） 小 鼠 和 ＨＰＨ⁃
ＰＡＳＭＣ 中高表达，Ｔｕｇ １ 的沉默通过与 ｍｉＲ⁃３７４ ｃ
结合而下调叉头框蛋白 Ｃ１（ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｃ１，Ｆｏｘｃ
１）的表达，从而抑制 ＰＡＳＭＣ 的增殖和迁移，同时

促进 ＰＡＳＭＣ 的凋亡，并通过 Ｎｏｔｃｈ 信号通路阻止

ＨＰＨ 中的肺血管重构。 ｌｎｃＲＮＡ Ｔｕｇ １ ／ ｍｉＲ⁃３７４
ｃ ／ Ｆｏｘｃ １ 信号轴可作为基于减弱肺血管重构的

ＨＰＨ 潜在的治疗靶点。 此外，ＨＰ 患者肺动脉和

低氧诱导的人 ＰＡＳＭＣ 中 ｌｎｃＲＮＡ 肺动脉高压相

关 因 子 （ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ，ＰＡＨＲＦ）表达下调，ＰＡＨＲＦ 作为 ｍｉＲ⁃２３ａ⁃
３ｐ 海绵，沉默 ＰＡＨＲＦ 可上调 ｍｉＲ⁃２３ａ⁃３ｐ 的表

达，通过下调 ＭＳＴ １ 基因的表达从而减少 ＰＡＳＭＣ
凋亡。 因此，ｌｎｃＲＮＡ ＰＡＨＲＦ ／ ｍｉＲ⁃２３ａ⁃３ｐ ／ ＭＳＴ １
轴是 ＰＨ 治疗的一个潜在靶点［２５］。 此外，ＧＯＮＧ
等［２６］发现低氧诱导的大鼠肺动脉组织和 ＰＡＳＭＣ
中 ｌｎｃＲＮＡ ＣＡＳＣ ２ 的表达降低，通过流式细胞术

检测证实了 ＣＡＳＣ ２ 的上调可促进 ＰＡＳＭＣ 的凋

亡，但 ＣＡＳＣ ２ 促进 ＰＡＳＭＣ 凋亡的机制有待进一

步研究。 综上可知，ｌｎｃＲＮＡ 参与了 ＰＡＳＭＣ 细胞

凋亡的过程，这对探索 ＰＨ 的分子机制和治疗靶

点具有重要意义。 但近年来 ｌｎｃＲＮＡ 在 ＰＡＥＣ 中

的资料较少，值得进一步关注和研究。
１􀆰 ５　 ｌｎｃＲＮＡ 影响内皮细胞血管再生

　 　 血管再生指在原有血管基础上重建形成新

血管的过程，血管新生引起的血管壁结构和功能

的病理变化，是肺动脉高压的病理特征之一。
ｌｎｃＲＮＡ 参与调控内皮细胞、血管内皮生成因子、
ｍｉＲＮＡ 等生物分子的表达对血管再生有调控作

用［４］。 ＦＥＮＧ 等［２７］ 证实了 ｍｉＲ⁃３８２⁃３ｐ 的过表达

可促进慢性血栓栓塞性肺动脉高压 （ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏｌｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＣＴＥＰＨ）大
鼠模型中的肺血管重塑。 作者在研究其上游调

控机制时发现 ＣＴＥＰＨ 大鼠模型肺组织和 ＰＡＳＭＣ
中血管内皮生长因子（ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平显著升

高，而通过上调 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ ５ 的表达水平可靶向

ｍｉＲ⁃３８２⁃３ｐ 降低 ＣＴＥＰＨ 大鼠肺组织和 ＰＡＳＭＣ
中 ＶＥＧＦ 的表达，表明 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ ５ ／ ｍｉＲ⁃３８２⁃３ｐ
轴 参 与 了 ＣＴＥＰＨ 血 管 再 生 过 程［２８］。
ＬＥＩＳＥＧＡＮＧ 等［２９］发现在终末期特发性肺动脉高

压患者肺组织和 ＰＡＥＣ 中 ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＮＴＩＳ 表达

降低，血管形成试验证实了 ＭＡＮＴＩＳ 的沉默可抑

制 ＰＡＥＣ 血管生成。 ＭＡＮＴＩＳ 通过稳定 Ｂｒａｈｍａ
相关基因－１（Ｂｒａｈｍａ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ⁃１，ＢＲＧ １）与染

色质重塑复合物因子 ＢＡＦ １５５ （ ｂｒｇ⁃１⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ １５５，ＢＡＦ１５５）的相互作用来提高 ＢＲＧ １ 的

ＡＴＰ 酶活性，使 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ结合到转录起始

位点 来 促 进 性 别 决 定 区 Ｙ 框 蛋 白 １８ （ ｓｅｘ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ Ｙ⁃ｂｏｘ １８，ＳＯＸ １８）、ＳＭＡＤ 同源

物 ６（ＳＭＡＤ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ６，ＳＭＡＤ ６）和鸡卵白

蛋白上游启动子转录因子Ⅱ（ｃｈｉｃｋｅｎ ｏｖａｌｂｕｍｉｎ
ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ⅱ，ＣＯＵＰ⁃ＴＦ
Ⅱ）的转录从而影响内皮细胞血管再生过程。 此

外，ＪＯＳＩＰＯＶＩＣ 等［３０］ 发现 ＣＴＥＰＨ 患者的肺血管

样本中 ｌｎｃＲＮＡ ＮＯＮＨＳＡＴ０７３６４１ 表达明显上调，
以人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 （ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＨＵＶＥＣ）作细胞模型研究其与

内皮细胞血管生成的相关性，对 ＨＵＶＥＣ 进行

ＮＯＮＨＳＡＴ０７３６４１ 敲低后，发现 ＨＵＶＥＣ 的管形成

能力降低，但具体机制待进一步探索。 因此，
ｌｎｃＲＮＡ 参 与 了 ＰＨ 血 管 再 生 过 程， 可 通 过

ｌｎｃＲＮＡ 调控肺血管再生来缓解 ＰＨ。
１􀆰 ６　 ｌｎｃＲＮＡ 参与氧化应激

　 　 氧化应激在 ＰＨ 病理生理学中起关键作用。
氧化还原稳态的改变会产生过量的活性氧，诱导

氧化应激和随后的生物分子改变，促进肺动脉内

皮细胞和平滑肌细胞的增殖，诱导 ＰＨ 的发

生［３１］。 ＬＩ 等［３２］采用低氧诱导建立 ＨＰＨ 大鼠动

物模型以及低氧诱导的人 ＰＡＥＣ 建立体外 ＨＰＨ
模型， 发 现 ｌｎｃＲＮＡ 心 肌 梗 死 相 关 转 录 本

（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，ＭＩＡＴ）
在体内和体外 ＨＰＨ 模型中均上调，ｍｉＲ⁃２９ａ⁃５ｐ 和

核因子 Ｅ２ 相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２，Ｎｒｆ ２）蛋白下调。 通过敲低 ＭＩＡＴ
可上调 Ｎｒｆ ２ 蛋白，并使氧化应激指标活性氧自由

基 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ ） 和 丙 二 醛

（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）的活性降低，抑制了缺氧
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诱导的 ＰＡＥＣ 的氧化应激。 因此，ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ
可能通过海绵样作用于 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃５ｐ，抑制 Ｎｒｆ ２ 通

路，加重 ＨＰＨ 模型的氧化应激，从而促进 ＨＰＨ 的

发展。 此外，ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 在 ＰＡＨ 患者的血

浆和低氧诱导的人 ＰＡＳＭＣ 中表达上调［３３］。 动物

实验结果显示下调 ＭＡＬＡＴ１ 可降低 ＭＤＡ 和 ＲＯＳ
的表达从而减轻氧化应激反应，其机制可能与

Ｎｏｔｃｈ 信号通路激活受抑制有关［３４］。 有研究报

道，ｌｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 在失代偿性右心衰竭的 ＰＡＨ 患

者中表达上调，在 ＭＣＴ 和肺动脉带处理的大鼠模

型中也观察到类似的结果［３５］。 在另一项研究中，
使用氧化低密度脂蛋白诱导血管内皮细胞功能

障碍的细胞模型中同样证实了 Ｈ１９ 表达上调，通
过 Ｈ１９ 敲低使血管内皮细胞中 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水平

降低，从而减轻内皮细胞的氧化应激［３６］。 综上，
ｌｎｃＲＮＡ 参 与 了 ＰＨ 的 氧 化 应 激 过 程， 靶 向

ｌｎｃＲＮＡ 将为缓解 ＰＨ 的进展提供新思路。
１􀆰 ７　 ｌｎｃＲＮＡ 参与免疫炎症

　 　 在生理状态下，血管的收缩和松弛保持平衡

状态，当免疫炎症反应发生时，会产生各种炎症

因子和氧自由基来破坏内皮细胞，导致其功能障

碍。 血管舒张物质和血管收缩物质之间的平衡

被打 破， 使 肺 血 管 压 力 异 常 增 加［３７］。 ＹＡＮＧ
等［３８］在低氧条件下培养人胚肺成纤维－１（ｈｕｍａｎ
ｆｅｔａｌ ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃１，ＨＦＬ⁃１）细胞，模拟 ＨＰＨ 的

病理过程。 与常氧组相比，ｌｎｃＲＮＡ ＨＡＳ ２⁃ＡＳ １
在缺氧组 ＨＦＬ⁃１ 细胞中表达显著增加。 同时，
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 的表达也增加。 当 ＨＡＳ ２⁃
ＡＳ １ 敲低后，ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 的表达水平随

之降低。 因此，缺氧条件下 ｌｎｃＲＮＡ ＨＡＳ ２⁃ＡＳ １
促进了 ＨＦＬ⁃１ 细胞炎症反应，这为 ＨＰＨ，特别是

ＨＰＨ 合并特发性肺纤维化提供了潜在的治疗靶

点。 ＣＡＩ 等［３９］ 基于生物信息学的方法筛选出

ＰＡＨ 患者的差异表达基因，发现这些基于主要富

集在炎 症 相 关 通 路 中， 进 一 步 构 建 ｌｎｃＲＮＡ⁃
ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ ｃｅＲＮＡ 网络，将 ｍＲＮＡ Ｃ⁃Ｃ 趋化因

子受体 ７（Ｃ⁃Ｃ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ ７，ＣＣＲ ７）
及其相关分子，包括 ｈｓａ⁃ｌｅｔ⁃７ ｅ⁃５ ｐ 和 ｌｎｃＲＮＡ 小

核仁 ＲＮＡ 宿主基因 １２（ ｓｍａｌｌ ｎｕｃｌｅｏｌａｒ ＲＮＡ ｈｏｓｔ
ｇｅｎｅ １２，ＳＮＨＧ １２）确定为 ＰＡＨ 可能的靶点，并在

ＰＨ 小鼠模型和人 ＰＡＳＭＣ 中进行体内和体外实

验，验证了 ＳＮＨＧ １２ 可通过与 ｈｓａ⁃ｌｅｔ⁃７ｅ⁃５ｐ 结合

在调节 ＣＣＲ ７ 表达中发挥 ｃｅＲＮＡ 的作用，参与

ＰＨ 的发病机制。 ＪＩＡＮＧ 等［４０］ 发现 ＰＡＨ 患者血

清和低氧诱导人 ＰＡＳＭＣ 中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＲＹ 盒转录

因子 ２ 重叠转录本（ＳＲＹ⁃ｂｏｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２
ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，ＳＯＸ ２⁃ＯＴ）表达增加。 通过

沉默 ＳＯＸ ２⁃ＯＴ 可降低 ＰＡＳＭＣ 中炎症因子 ＩＬ⁃６
和 ＴＮＦ⁃α 的水平和小泛素相关修饰物 １（ ｓｍａｌｌ
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｍｏｄｉｆｉｅｒ １，ＳＵＭＯ １）水平，而下调

ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 的表达则出现相反的结果，这些结果

表明沉默 ＳＯＸ ２⁃ＯＴ 可能通过调节 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ ／
ＳＵＭＯ １ 轴来减弱缺氧诱导的炎症反应，从而防

止血管重塑和 ＰＡＨ 进展，抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＳＯＸ ２⁃ＯＴ
可能成为 ＰＡＨ 的治疗靶点。 因此，ｌｎｃＲＮＡ 参与

了免疫炎症相关 ＰＨ 进展，免疫疗法和抗炎治疗

等新方法可能是延缓 ＰＨ 进展的潜在策略。

２　 总结与展望

　 　 ＰＨ 是一种起病隐匿的慢性进展性疾病，其
发病率和死亡率较高，尚缺乏有效治疗措施。 随

着高通量测序技术的发展，发现 ｌｎｃＲＮＡ 与 ＰＨ 的

发生和发展密切相关。 ｌｎｃＲＮＡ 对 ＰＨ 的 ＥｎｄＭＴ、
细胞增殖、细胞迁移、细胞凋亡、血管再生、氧化

应激、血管炎症方面具有调控作用，参与 ＰＨ 肺血

管重构过程，为 ＰＨ 的治疗提供了新思路。 目前，
虽然研究发现 ＰＨ 患者和动物模型中差异表达的

ｌｎｃＲＮＡ 不在少数，但只有少部分 ｌｎｃＲＮＡ 的功能

和作用靶点得到深入研究（表 １），很多 ｌｎｃＲＮＡ 在

ＰＨ 中的作用机制仍不清楚。 且 ｌｎｃＲＮＡ 的研究

主要集中在调控 ＰＡＳＭＣ 功能中，在其他细胞中

调控的研究相对较少。 此外，ｌｎｃＲＮＡ 作为治疗靶

点的开发仍局限于临床前研究，尽管部分 ｌｎｃＲＮＡ
在 ＰＨ 细胞实验和动物模型中显示出一定的治疗

潜力，但由于动物和人类之间部分 ｌｎｃＲＮＡ 进化

保守性的问题对药物开发和临床治疗也带来了

挑战，且 ｌｎｃＲＮＡ 在不同细胞类型和组织中的多

种通路以及基于 ｌｎｃＲＮＡ 治疗的脱靶效应，应谨

慎考虑在临床研究中的应用，值得国内外相关领

域研究者进一步深入研究。
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表 １　 ｌｎｃＲＮＡ 在 ＰＨ 中的表达及其功能
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ｉｎ ＰＨ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ

长链非编码 ＲＮＡ
ｌｎｃＲＮＡ

在 ＰＨ 中的表达
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＰＨ

相互作用的 ｍｉＲＮＡ
Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｍｉＲＮＡ

功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ

靶点 ／ 通路
Ｔａｒｇｅｔ ／ Ｐａｔｈｗａｙ

Ｈ１９ ↑ ／ 内皮－间充质转化↑
ＥｎｄＭＴ ＴＥＴ １［９］

ＭＡＬＡＴ １ ↑ ／ 内皮－间充质转化↑
ＥｎｄＭＴ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ［１１］

ＡＣ０６８０３９􀆰 ４ ↑ ｍｉＲ⁃２６ａ⁃５ｐ 细胞增殖↑
Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ↑ ＴＲＰＣ ６［１２］

ＧＡＳ ５ ↓ ｍｉＲ⁃２３ｂ⁃３ｐ 细胞增殖↓
Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ↓ ＫＣＮＫ ３［１３］

ＭＡＬＡＴ １ ↑ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１２４⁃３ｐ． １ 细胞增殖↑
Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ↑ ＫＬＦ ５［１４］

ＴＵＧ １ ↑ ｍｉＲ⁃３２８⁃３ｐ 细胞增殖↑
Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ↑ ＰＣＮＡ［１５］

ＣＡＳＣ ２ ↓ ｍｉＲ⁃２２２ 细胞迁移↓
Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ↓ ＩＮＧ ５［１８］

ＰＡＸＩＰ １⁃ＡＳ１ ↑ ／ 细胞迁移↑
Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ↑ ＥＴＳ １ ／ ＷＩＰＦ １ ／ ＲｈｏＡ［１９］

ＭＡＬＡＴ１ ↑ ｍｉＲ⁃５０３ 细胞迁移↑
Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ↑ ＴＬＲ ４［２１］

ＮＥＡＴ１ ↑ ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ 细胞迁移↑
Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ↑ ＫＬＦ４［２２］

Ａｎｇ ３６２ ↑ ｍｉＲ⁃２２１、ｍｉＲ⁃２２２ 细胞凋亡↓
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ↓ ＮＦ⁃κＢ［２３］

Ｔｕｇ １ ↑ ｍｉＲ⁃３７４ ｃ 细胞凋亡↑
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ↑ Ｆｏｘｃ １［２４］

ＰＡＨＲＦ ↓ ｍｉＲ⁃２３ａ⁃３ｐ 细胞凋亡↑
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ↑ ＭＳＴ １［２５］

ＧＡＳ ５ ↓ ｍｉＲ⁃３８２⁃３ｐ 血管再生↓
Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ↓ ＶＥＧＦ［２８］

ＭＡＮＴＩＳ ↓ ／ 血管再生↑
Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ↑ ＢＲＧ １［２９］

ＭＩＡＴ ↑ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃５ｐ 氧化应激↑
Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ↑ Ｎｒｆ ２［３２］

ＭＡＬＡＴ１ ↑ ／ 氧化应激↑
Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ↑ Ｎｏｔｃｈ［３４］

ＳＮＨＧ １２ ↓ ｈｓａ⁃ｌｅｔ⁃７ｅ⁃５ｐ 血管炎症↓
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ↓ ＣＣＲ ７［３９］

ＳＯＸ ２⁃ＯＴ ↑ ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 血管炎症↑
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ↑ ＳＵＭＯ １［４０］

注：↑：上调；↓：下调。
Ｎｏｔｅ． ↑， Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ． ↓， Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．
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　 　 【摘要】 　 骨缺损修复是骨科领域亟待解决的难题，众多研究者致力于探索更为高效的治疗策略。 然而，
术后精准的骨修复效果评估也是一个重要环节。 随着计算机断层扫描（ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＣＴ）成像的发

展，双能量 ＣＴ 成像在分析骨组织成分以及减少金属伪影方面展现出显著优势。 本文就双能量 ＣＴ 成像在动

物骨修复评估中的应用价值进行综述。
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　 　 骨缺损通常是指由感染、创伤、肿瘤、炎症、
骨质疏松等导致的骨结构完整性被破坏的状况，
这些原因可能单独或共同作用，导致骨质损失。
较小的骨缺损有时可以通过身体的自然修复机

制促进愈合，但骨缺损过大超出了身体自然修复

能力的范围时难以自行愈合［１－４］。 常见的骨缺损

的治疗方法包括自体骨移植、异体骨移植以及人

工骨修复材料。 自体骨移植虽然是治疗骨缺损

的金标准，但这种方法也存在对动物造成二次伤

害的危险。 异体骨移植由于存在免疫排斥和病

毒传播的风险，其应用受到限制。 随着骨组织工

程的发展，为骨缺损的修复提供了诸多可能。 人

工骨修复材料作为骨组织再生的替代选择应运

而生，尤其是各种合成高分子聚合物以及复合材

料，在骨修复治疗应用研究中日益广泛［５－７］。 众

多研究者从多方面、多角度开展动物骨修复的相

关研究，以期最大程度促进骨组织的再生和修

复［８－１１］。 但骨修复是一个复杂、多阶段的过程，因
此，在追求精准有效治疗的同时，寻找一种非侵

袭性且快速精准的术后评估方法对于判断动物

骨修复的疗效具有至关重要的意义。
影像学检查方法逐渐成为骨缺损修复评估

的重 要 手 段， 包 括 Ｘ 线、 超 声、 磁 共 振 成 像

（ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ）、核医学检查、
显 微 计 算 机 断 层 扫 描 （ ｍｉｃｒｏ ｃｏｍｐｕｔｅｄ
ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ， Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ） 和 计 算 机 断 层 扫 描

（ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＣＴ）等。 ＣＴ 检查因扫描速

度快、图像采集时间短、高空间分辨率以及可横

断面显像等而成为骨修复常用的影像学检查方

法［１２－１３］。 而且随着 ＣＴ 设备及技术的更新发展，
双能量 ＣＴ 利用不同物质在不同 Ｘ 射线能量下的

差异化吸收特性，扩展了常规 ＣＴ 的功能界限，为
医疗诊断提供更丰富的信息和参数［１４－１５］。 本文

结合常见的影像学评估方法，就双能量 ＣＴ 成像

及其在动物骨修复方面的应用价值综述如下。

１　 动物骨修复常见的影像学评估方法

１􀆰 １　 Ｘ 线评估

　 　 Ｘ 线操作简单、检查成本低，在骨科应用广

泛［１６］。 起初多数学者使用 Ｘ 线进行骨缺损修复

的二维观察，有助于明确骨缺损的位置、大小、形
状以及与周围组织的关系，为判断受检部位的恢

复情况提供重要的参考依据。 ＱＩＮ 等［１７］ 研究发

现，Ｘ 线照片能显示新西兰兔自体移植牙与正常

骨组织在不同骨缺损修复阶段的透光性变化。
姚彪等［１８］ 通过 Ｘ 线及评分发现 α－半水硫酸钙 ／
双相生物陶瓷复合材料促进兔桡骨骨修复的效

果优于两种单独的材料。 阳懿等［１９］ 应用 Ｘ 线并

结合图像分析软件发现生物源性骨粉修复新西

兰兔骨缺损效果优于无机源性骨粉。 牛恒立

等［２０］应用 Ｘ 线及其评分发现接受接骨丹治疗的

大鼠较未接受接骨丹治疗的大鼠骨缺损区域明

显减小。 然而，Ｘ 线因其平面成像的特性，无法精

确显示细微的骨结构变化。 此外，Ｘ 线检查多依

赖于主观评估，导致其在定量化评估，特别是骨

修复早期阶段的效果评估上价值受限。 因此，Ｘ
线检查虽然在骨缺损修复评估中具有一定的优

势，但早期诊断骨缺损通常需要结合其他影像学

检查方法以提高诊断的准确性。
１􀆰 ２　 超声评估

　 　 超声检查凭借其无辐射、无创伤、测量快速

方便等优点在医学领域受到广泛应用［２１］。 在骨

修复评估中，ＰＲＯＴＯＰＡＰＰＡＳ 等［２２］提出了通过超

声导波头波速检测骨愈合的创新方法，ＸＵ 等［２３］

研究也表明超声导波具有评价骨愈合的能力，而
且不同模态导波参数对骨愈合组织的力学性质

和骨折结构的敏感性存在差异。 尽管超声技术

在骨愈合评估中展现出潜力，但目前相关检测技

术仍处于机理探索阶段，而且超声也存在对骨质

穿透能力有限、对操作者依赖性大等不足。 因

此，在进一步的研究和应用中，需要不断优化超

声检测技术，提高其在骨修复评估中的准确性和

可靠性。
１􀆰 ３　 ＭＲＩ 评估

　 　 ＭＲＩ 检查无电离辐射，具备卓越的图像分辨

率高和出色的组织对比度，有望在骨生长初期阶

段提 供 更 详 细 的 图 像 信 息［２４］。 ＷＡＳＨＢＵＲＮ
等［２５］ 发 现 磁 共 振 显 微 镜 （ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＭＲＭ）测得的弛豫时间和 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 测

量的矿物质浓度呈反比关系，这一发现为评估多

孔聚甲基丙烯酸乙酯支架的新生骨形成提供了

新视角。 ＨＡＲＴＭＡＮ 等［２６］ 通过 ＭＲＩ 来评估大鼠

骨骼的生长和发育，揭示了 ＭＲＩ 相比传统 Ｘ 线在

检测骨形成方面的早期性和敏感性。 然而，ＭＲＩ 价
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格相对昂贵，成像时间长以及对特定植入材料有限

制，使其在骨修复评估中的应用受到一定的限制。
１􀆰 ４　 核医学评估

　 　 核医学包括正电子发射断层显像（ ｐｏｓｉｔｒｏｎ
ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＰＥＴ）和单光子发射计算机断

层 显 像 （ ｓｉｎｇｌｅ ｐｈｏｔｏｎ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｃｏｍｐｕｔｅｄ
ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＳＰＥＣＴ），已成为评估显像靶点功能的

有力诊断工具［２７］。 ＬＩＮ 等［２８］ 通过 ＰＥＴ ／ ＣＴ 分析

发现， 与 短 暂 表 达 骨 形 态 发 生 蛋 白 ２ （ ｂｏｎｅ
ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃２，ＢＭＰ⁃２） ／血管内皮生长因

子（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的骨

髓 间 充 质 干 细 胞 （ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）移植组相比，持续

表达移植组在颅骨缺损的再生方面展现出了显

著的 改 善。 ＶＡＮ ＤＥ ＷＡＴＥＲＩＮＧ 等［２９］ 通 过

ＳＰＥＣＴ 成像观察生长因子从聚合物支架的释放

动力学评估不同 ＢＭＰ⁃２ 加载方法在大鼠身上产

生的骨诱导能力。 虽然核医学在评估骨修复方

面具有独特的优势，但其也存在潜在的辐射危

害、相对较高的成本、操作过程的复杂性以及评

估标准的不一致性等问题。 这些挑战需要大家

在未来的研究和应用中加以克服，以更好地发挥

核医学在骨修复评估中的潜力。
１􀆰 ５　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 评估

　 　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 具备极高的分辨率使其在动物骨

修复评估方面能够提供多样性、科学性和可靠性

的影像数据，已经成为动物实验中必不可少的无

创性工具之一［３０－３３］。 研究者们通过 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 精

确测量不同时间点和不同实验条件下的组织体

积 （ ｔｉｓｓｕｅ ｖｏｌｕｍｅ， ＴＶ）、 骨体积 （ ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ，
ＢＶ）、骨体积分数（ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＢＶ ／ ＴＶ）、
组织矿物密度（ ｔｉｓｓｕｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＴＭＤ）、骨矿

物密度（ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＢＭＤ）等关键参数，
从而实现了对骨缺损修复的量化评估［３４－３５］。 研

究进一步发现 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 与组织学切片之间具有

良好的相关性，这使得其成为实验室三维评估骨

缺损修复的有效替代方法［３６－３７］。 例如， ÖＺＥＲ
等［３８］借助 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 技术评价利塞膦酸盐对颅骨

骨缺失的治疗作用，发现利塞膦酸盐可进一步促

进骨修复。 这些研究表明 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 技术可辅助

完成动物骨修复模型的数据检测和监测，对临床

前研究具有重要意义。 然而，扫描分辨率的提高

相应的伴随着扫描时间的增长和辐射剂量的提

高，极大地限制了 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 的广泛应用。 因此，
如何在保证成像质量的同时，降低扫描时间和辐

射剂量，是未来 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 技术发展中需要解决的

重要问题。
１􀆰 ６　 ＣＴ 评估

　 　 ＣＴ 可以在保证低辐射剂量和短扫描时间的

前提下实现快速的横断面成像，为观察和监控骨

缺损修复的连续过程提供了一种潜在且高效的

选择［１２，３５］。 耿海霞等［３９］ 通过 ＣＴ 三维重建观察

分析发现羟基磷灰石 ／凝胶新型复合物在兔颅骨

缺损中取得了较好的修复效果。 ＢＩＳＳＩＮＧＥＲ
等［３５］发现多排探测器 ＣＴ（ｍｕｌｔｉｒｏｗ ｄｅｔｅｃｔｏｒ ＣＴ，
ＭＤＣＴ）在评估小鼠下颌角骨缺损修复中的骨矿

物含量时，其准确性与 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 一致。 ＣＨＥＮＧ
等［４０］研究发现常规 ＣＴ 对同一密度的纯物质进行

测量时所得到的 ＣＴ 值差异较大，这限制了其在

评估 ＢＭＤ 方面的应用。 这一局限性主要源于常

规 ＣＴ 所采用的混合能量的 Ｘ 射线，对骨组织的

定量分析价值有限。 相比之下，双能量 ＣＴ 凭借

其独特的后处理技术，能够提供比常规 ＣＴ 更加

精确的测量结果［４１］。 通过应用双能量 ＣＴ 的后处

理技术可以在保持常规 ＣＴ 快速、重复以及不损

伤动物或者其标本的基础上，更准确地反映骨组

织中实际物质的含量，对骨修复术后的复查具有

重要价值。
本综述系统地梳理并呈现了常见影像学方

法在动物骨修复评估中的优势和不足，见表 １。

２　 双能量 ＣＴ 成像

２􀆰 １　 成像原理

　 　 双能量 ＣＴ 的成像原理概括如下：当 Ｘ 射线

通过物质时，两者会发生相互作用导致 Ｘ 射线能

量衰减，衰减程度与 Ｘ 射线的能量与物质密度有

确定的函数关系。 不同的物质对 Ｘ 射线的吸收

和衰减特性各不相同，这为通过双能量 ＣＴ 区分

不同的组织类型提供了基础。 最重要的是，双能

量 ＣＴ 技术基于一个核心原理：即任何一种特定

组织的 Ｘ 射线吸收效应，都可以通过选择两种特

定的基物质对（如碘和水）并按照一定比例进行

组合来等效表示。 这种等效表示方法取决于所

研究的对象［４２］。
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　 　 　 　 表 １　 动物骨修复常见的影像学评估方法的优点和缺点
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ａｎｉｍａｌ ｂｏｎｅ ｒｅｐａｉｒ

检查方法
Ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

优点
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ

缺点
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

Ｘ 线
Ｘ⁃ｒａｙｓ

操作简便；价格低廉；骨性结构成像清晰
Ｅａｓｙ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ；Ｌｏｗ ｐｒｉｃｅ；

Ｃｌｅａｒ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

细微结构显示不清；主观判断差异
Ｆｉｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｎｏｔ ｃｌｅａｒｌｙ ｄｅｐｉｃｔｅｄ；Ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ

ｓｕｂｊｅｃｔｉｖｅ ｊｕｄｇｍｅｎｔ

超声
Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ

无电离辐射；价格低廉；测量快速方便
Ｎｏ ｉｏｎｉｚｉｎｇ ｒａｄｉａｔｉｏｎ；Ｌｏｗ ｐｒｉｃｅ；
Ｑｕｉｃｋ ａｎｄ ｅａｓｙ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

穿透力有限；骨性结构显示有限
Ｌｉｍｉｔｅｄ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ；Ｌｉｍｉｔｅｄ ｂｏｎｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ

磁共振成像
ＭＲＩ

无电离辐射；软组织分辨率高；功能性成像
Ｎｏ ｉｏｎｉｚｉｎｇ ｒａｄｉａｔｉｏｎ；Ｈｉｇｈ ｓｏｆｔ ｔｉｓｓｕｅ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；

Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｍａｇｉｎｇ

扫描时间长；成本高；植入物评估受限
Ｌｏｎｇ ｓｃａｎ ｔｉｍｅｓ；Ｈｉｇｈ ｃｏｓｔｓ；
Ｌｉｍｉｔｅｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｐｌａｎｔｓ

核医学
Ｎｕｃｌｅａｒ ｍｅｄｉｃｉｎｅ

高灵敏度；高特异性；定量分析
Ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ；Ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ；

Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

成本高；技术复杂；评估标准不一致
Ｈｉｇｈ ｃｏｓｔｓ；Ｃｏｍｐｌｅｘ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；
Ｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｃｒｉｔｅｒｉａ

显微计算机断层扫描
Ｃｉｃｒｏ⁃ＣＴ

高分辨率；精确的定量分析；三维重建
Ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｐｒｅｃｉｓｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ；

Ｔｈｒｅｅ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

样本尺寸受限；扫描时间长；辐射剂量高
Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ；Ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｓｃａｎ ｔｉｍｅｓ；

Ｈｉｇｈ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｄｏｓｅｓ

计算机断层扫描
ＣＴ

高分辨率；三维重建；双能量 ＣＴ 的应用
Ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；３Ｄ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ；
Ｕｓｅ ｏｆ ｄｕａｌ⁃ｅｎｅｒｇｙ ＣＴ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

软组织对比度有限；金属伪影干扰；精确度受限
Ｌｉｍｉｔｅｄ ｓｏｆｔ ｔｉｓｓｕｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ；

Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ｍｅｔａｌ ａｒｔｉｆａｃｔｓ；
Ｌｉｍｉｔｅｄ ａｃｃｕｒａｃｙ

２􀆰 ２　 成像类型

　 　 目前双能量 ＣＴ 主要有以下 ３ 种类型：一是

通过单球管高低双能瞬时 ｋＶｐ 切换来获得双能

量成像数据的 ＣＴ（ＧＥ 医疗）；二是在扫描时通过

表层收集低能数据，深层收集高能数据的双层探

测器 ＣＴ（飞利浦医疗）；三是配备有两套 Ｘ 射线

球管和两个相应匹配探测器的可产生高低能量

的双源 ＣＴ（西门子医疗）。 这 ３ 种技术通过不同

的扫描方式和物理学原理均能同时或者几乎同

时获取高低能数据集［１４］。
２􀆰 ３　 主要技术

　 　 双能量 ＣＴ 成像主要技术包含物质分离、虚
拟单能量图像、能谱曲线以及有效原子序数等。
物质分离假设整个体素以两种或多种预选的材

料以不同的比例组成，常见的基物质对包括碘

（水）、钙（水）、羟基磷灰石（水）等［１４］。 在应用过

程中可根据研究对象选择合适的基物质对，彩色

编码图像相比于灰度图像可进一步增加不同密

度间的可辨别性。 虚拟单能量图像是通过双能

量扫描后虚拟计算出某一物质在各个单能量下

的 ＣＴ 值生成的图像［４３］。 这一技术能够有效解决

常规 ＣＴ 扫描中常见的硬化伪影和金属伪影问

题，显著提升图像质量。 在实际应用中，虚拟单

能量图像常与去金属伪影技术相结合以进一步

提高图像清晰度和诊断准确性。 能谱曲线是采

集感兴趣区（ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ，ＲＯＩ）内的物质或者

结构在不同单能量下的 ＣＴ 值连接而成的曲线，
用于反映物质的能量衰减特性。 有效原子序数

通常用于反映 ＲＯＩ 内无机物的原子序数以及确

定其性质的指标，它能够帮助确定无机物的性

质，是双能量 ＣＴ 在能谱分析中精确分析无机物

的一种重要方法。 近年来，逐渐有学者使用双能

ＣＴ 开展骨修复的评估。

３　 双能量 ＣＴ 成像在动物骨修复评估中的应用

３􀆰 １　 物质分离技术

　 　 物质分离技术假设整个体素都以两种或多

种预选的材料以不同的比例组成［１４］。 研究者常

利用双能 ＣＴ 物质分离技术中的基物质对进行

ＢＭＤ 的评估，特别是钙（水）、羟基磷灰石（水）基
物质对，这些基物质对的测量值与定量 ＣＴ 的测

量结果展现出良好的相关性［４４］。 基于此， ＳＵ
等［４５］ 使用双能量 ＣＴ 的物质分离技术中的钙

（水）、羟基磷灰石（水）基物质对定量评估骨缺损
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修复，发现钙（水）、羟基磷灰石（水） 密度值与

Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 测量的密度值有较高的相关性，这意味

着使用双能量 ＣＴ 定量评估骨缺损修复具备应用

价值。 ＷＡＮ 等［４６］ 首次利用双能量 ＣＴ 技术实现

了对兔骨缺损模型中干细胞的无创、实时地追

踪。 观察结果显示，经过金纳米颗粒标记的干细

胞明显地向骨皮质缺损部位迁移，这一发现充分

证明了双能量 ＣＴ 在骨缺损修复过程中进行体内

示踪的可行性和有效性，为科学界提供了一种新

颖且直观的方法来观察和研究骨缺损修复过程。
此外，双能量 ＣＴ 具有校准脂肪的优势，能够有效

地消除这种影响，使得测量结果更加精确可

靠［４７－４８］。 而且扫描参数的优化有助于进一步提

高双能量 ＣＴ 物质分离技术的测量结果的准确

性［４９］。 未来，随着对双能量 ＣＴ 物质分离技术的

深入了解、广泛应用以及不断发展完善，无疑将

极大地推动骨缺损修复领域的研究进展，对于动

物骨修复的术后精准评估以判断最优的骨修复

方案具有积极意义。
３􀆰 ２　 虚拟单能量图像

　 　 虚拟单能量图像等同于实现了不同物质在

单色 Ｘ 线源的情况下获得的图像，具有更高的图

像质量、信噪比（ｓｉｇｎａｌ ｔｏ ｎｏｉｓｅ ｒａｔｉｏ，ＳＮＲ）及对比

噪声比（ｃｏｎｔｒａｓｔ ｎｏｉｓｅ ｒａｔｉｏ，ＣＮＲ），可以解决常规

ＣＴ 出现的硬化伪影和金属伪影等问题［５０－５２］。
ＭＵＳＳＭＡＮＮ 等［１２］ 使用双能 ＣＴ 对新鲜冷冻的猪

股骨头样本的髋关节金属植入物进行扫描发现，
随着 ｋｅＶ 水平的增加，扫描平面金属对周围骨组

织测量值的影响更小，这表明较高 ｋｅＶ 的虚拟单

能量图像能更有效地减少金属伪影。 此外，相比

于双能 ＣＴ 的虚拟单能量图像，去金属伪影技术

结合虚拟单能量图像在猪股骨标本金属置入物

显示了更好的去金属伪影的效果［５３］。 这意味着

当去金属伪影技术与不同虚拟单能级图像相结

合时，能进一步改善金属植入物产生的伪影，进
而更加精准地揭示金属植入物附近的解剖细节，
极大提升图像的整体质量，对于精确诊断和持续

跟踪金属植入物术后的疗效具有举足轻重的价

值［５３－５５］。 因此，双能量 ＣＴ 所生成的虚拟单能量

图像，在结合去金属伪影技术后，为动物骨修复

术后植入物及其周边组织的细致评估提供了强

有力的支持。 它能够清晰呈现骨修复区域及周

围组织的解剖结构，提供可靠的诊断依据，进一

步辅助治疗决策的制定。

４　 结语

　 　 综上所述，双能量 ＣＴ 作为 ＣＴ 成像的新兴领

域，通过结合多种后处理技术，显著提高了测量

结果的准确性，在骨缺损修复的早期定位、定性

提供了强有力的支持。 双能量 ＣＴ 的应用不仅弥

补了侵入性测量方法的不足，还有助于节省实验

动物的数量和成本，简化实验流程，对探索最佳

或新的骨修复材料应用于不同骨缺损部位并进

行观察具有积极意义。 目前，双能量 ＣＴ 还在不

断研发和完善中，随着扫描参数的持续优化，未
来的双能量 ＣＴ 将能够借助更为精准的后处理技

术，更全面地评估各种骨缺损修复材料在动物骨

修复中的效果，为骨缺损治疗提供更精确、更有

力的支持。 与此同时，光子计数 ＣＴ 作为新兴技

术代表，其超高清成像优势显著提升了骨细节以

及骨骼病变的显示，在精准评估骨缺损修复材料

于动物骨修复中的效果方面具备潜在价值。 双

能量 ＣＴ 侧重于利用后处理技术在骨缺损修复的

综合评估方面发挥重要作用；而光子计数 ＣＴ 则

以超高清成像为核心竞争力，在骨骼的精细显示

方面展现出卓越潜力。 二者定位不同，价值各

异，应在实际应用中根据具体需求进行选择。
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ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｍｂａｒ ｓｐｉｎｅ ［ Ｊ ］．
Ｒａｄｉｏｌｏｇｙ， ２０１４， ２７１（３）： ７７８－７８４．

［４２］　 ＨＡＮ Ｄ， ＳＩＥＢＥＲＳ Ｊ Ｖ， ＷＩＬＬＩＡＭＳＯＮ Ｊ Ｆ． Ａ ｌｉｎｅａｒ，
ｓｅｐａｒａｂｌｅ ｔｗｏ⁃ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｄｕａｌ ｅｎｅｒｇｙ ＣＴ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ
ｐｒｏｔｏｎ ｓｔｏｐｐｉｎｇ ｐｏｗｅｒ ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎ ［ Ｊ］． Ｍｅｄ Ｐｈｙｓ， ２０１６，
４３（１）： ６００．

［４３］　 ＰＥＳＳＩＳ Ｅ， ＳＶＥＲＺＵＴ Ｊ Ｍ， ＣＡＭＰＡＧＮＡ Ｒ， ｅｔ ａｌ．
Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｌ ａｒｔｉｆａｃｔ ｗｉｔｈ ｄｕａｌ⁃ｅｎｅｒｇｙ ＣＴ： ｖｉｒｔｕａｌ
ｍｏｎｏｓｐｅｃｔｒａｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｗｉｔｈ ｆａｓｔ ｋｉｌｏｖｏｌｔａｇｅ ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ ａｎｄ
ｍｅｔａｌ ａｒｔｉｆａｃｔ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｓｏｆｔｗａｒｅ ［ Ｊ］． Ｓｅｍｉｎ Ｍｕｓｃｕｌｏｓｋｅｌｅｔ
Ｒａｄｉｏｌ， ２０１５， １９（５）： ４４６－４５５．

［４４］　 ＷＡＮＧ Ｍ， ＷＵ Ｙ， ＺＨＯＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｎｅｗ ｆａｓｔ
ｋｉｌｏｖｏｌｔａｇｅ⁃ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ ｄｕａｌ⁃ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ ｆｏｒ
ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ［ Ｊ］． Ｑｕａｎｔ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｍｅｄ
Ｓｕｒｇ， ２０２３， １３（２）： ８０１－８１１．

［４５］　 ＳＵ Ｄ， ＷＵ Ｙ， ＹＡＮＧ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｄｕａｌ⁃ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｍｐｕｔｅｄ
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２０２４， １４（１）： ５９６７．

［４６］　 ＷＡＮ Ｄ， ＣＨＥＮ Ｄ， ＬＩ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｓ ａ
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ｕｓｉｎｇ ｄｕａｌ⁃ｅｎｅｒｇｙ ＣＴ ａｎｄ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｖｏｘｅｌ （ １ ） Ｈ ＭＲ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ： ａ ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］． Ｒａｄｉｏｌｏｇｙ， ２０１５， ２７７

１６１中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



（１）： ２３０－２３５．
［４８］　 ＡＲＥＮＴＳＥＮ Ｌ， ＨＡＮＳＥＮ Ｋ Ｅ， ＹＡＧＩ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｕｓｅ ｏｆ
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［Ｊ］． Ｊ Ｂｏｎｅ Ｍｉｎｅｒ Ｍｅｔａｂ， ２０１７， ３５（４）： ４２８－４３６．

［４９］　 张源， 高冰， 黄世豪， 等． 优化扫描参数宝石能谱 ＣＴ 测

量腰椎骨密度临床效果评价 ［ Ｊ］． 中国骨质疏松杂志，
２０２１， ２７（３）： ３３３－３３６．
ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＧＡＯ Ｂ， ＨＵＡＮＧ Ｓ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ
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（３）： ３３３－３３６．

［５０］　 胡志， 余晓锷， 康立丽， 等． 基于一种体模对 ＣＴ 能谱技

术的质量检测 ［ Ｊ］． 中国医学物理学杂志， ２０１８， ３５
（１）： ５４－５９．
ＨＵ Ｚ， ＹＵ Ｘ Ｅ， ＫＡＮＧ Ｌ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈａｎｔｏｍ⁃ｂａｓｅｄ ｑｕａｌｉｔｙ
ｔｅｓｔｉｎｇ ｆｏｒ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ［ Ｊ］．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｍｅｄ Ｐｈｙｓ， ２０１８， ３５（１）： ５４－５９．

［５１］　 ＡＲＡＮ， ＤＡＦＴＡＲＩ ＢＥＳＨＥＬＩ Ｌ， ＫＡＲＣＡＡＬＴＩＮＣＡＢＡ Ｍ， ｅｔ
ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｕａｌ⁃ｅｎｅｒｇｙ ＣＴ ｉｎ ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ ｒａｄｉｏｌｏｇｙ
［Ｊ］． ＡＪＲ Ａｍ Ｊ Ｒｏｅｎｔｇｅｎｏｌ， ２０１４， ２０２（４）： Ｗ３１４－Ｗ３２４．

［５２］　 ＨＡＫＶＯＯＲＴ Ｅ Ｔ， ＷＥＬＬＥＮＢＥＲＧ Ｒ Ｈ Ｈ， ＳＴＲＥＥＫＳＴＲＡ
Ｇ Ｊ． Ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ ｎｅａｒ ｍｅｔａｌ ｖｉｓｉｂｉｌｉｔｙ ｕｓｉｎｇ ｄｕａｌ ｅｎｅｒｇｙ
ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ ｉｔｅｒａｔｉｖｅ ｍｅｔａｌ ａｒｔｉｆａｃｔ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ
ａ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｐｈａｎｔｏｍ ［Ｊ］． Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ， ２０２０， ６９： ９－１８．

［５３］　 张冉旭． 骨科金属伪影减少算法及虚拟单能量成像技术

在 ＣＴ 检查中的应用价值研究 ［Ｄ］． 石家庄： 河北医科

大学， ２０２２．
ＺＨＡＯ Ｒ Ｘ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃ ｍｅｔａｌ ａｒｔｉｆａｃｔ
ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ ａｎｄ ｖｉｒｔｕａｌ ｍｏｎｏｅｎｅｒｇｅｔｉｃ ｉｍａｇｅ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ ＣＴ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ［ Ｄ ］． ＳＨＩＪＩＡＺＨＵＡＮＧ：
Ｈｅｂｅｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０２２．

［５４］　 孙彤彤， 黄熙菎， 罗腾龙， 等． 双层探测器光谱 ＣＴ 虚拟

单能量成像联合去除植入物金属伪影用于减少置换髋关

节假体金属伪影 ［ Ｊ］． 中国医学影像技术， ２０２３， ３９
（７）： １０８４－１０８８．
ＳＵＮ Ｔ Ｔ， ＨＵＡＮＧ Ｘ Ｋ， ＬＵＯ Ｔ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｖｉｒｔｕａｌ
ｍｏｎｏｅｎｅｒｇｅｔｉｃ ｉｍａｇｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃ ｍｅｔａｌ ａｒｔｉｆａｃｔ
ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｍｅｔａｌ ａｒｔｉｆａｃｔｓ ｏｆ ｈｉｐ ｐｒｏｓｔｈｅｓｉｓ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｄｕａｌ⁃ｌａｙｅｒ ｄｅｔｅｃｔｏｒ ｓｐｅｃｔｒａｌ ＣＴ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｍｅｄ Ｉｍａｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌ， ２０２３， ３９（７）： １０８４－１０８８．

［５５］　 朱小忠， 朱自淘， 董馥闻． 宝石能谱 ＣＴ 单能量结合

ＭＡＲｓ 在去金属伪影中的应用 ［ Ｊ］． 影像研究与医学应

用， ２０２３， ７（５）： ２７－２９．
ＺＨＵ Ｘ Ｚ， ＺＨＵ Ｚ Ｔ， ＤＯＮＧ Ｆ Ｗ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｍｓｔｏｎｅ
ｅｎｅｒｇｙ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ＣＴ ｓｉｎｇｌｅ ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＭＡＲｓ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｉｎ ｍｅｔａｌ ａｒｔｉｆａｃｔ ｒｅｍｏｖａｌ ［ Ｊ］． Ｊ Ｉｍａｇ Ｒｅｓ Ｍｅｄ
Ａｐｐｌ， ２０２３， ７（５）： ２７－２９．

〔收稿日期〕２０２４－０６－１７

２６１ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



２０２５ 年 １ 月

第 ３５ 卷　 第 １ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊａｎｕａｒｙ， ２０２５
Ｖｏｌ． ３５　 Ｎｏ． １

张昊，刁庆飞，樊建春，等． ＳＨＰ２ 在结肠炎相关性结肠癌与结直肠癌发展中的作用及其作为治疗靶点的研究进展［Ｊ］． 中
国比较医学杂志， ２０２５， ３５（１）： １６３－１７１．
Ｚｈａｎｇ Ｈ， Ｄｉａｏ ＱＦ， Ｆａｎ ＪＣ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ＳＨＰ２ ｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｉｔｓ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｓ ａ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２５， ３５（１）： １６３－１７１．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２５． ０１． ０１７

［基金项目］２０２２ 年河北省自然科学精准医学联合基金培育项目（Ｈ２０２２４０５０３３）。
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ＳＨＰ２ 在结肠炎相关性结肠癌与结直肠癌发展中的
作用及其作为治疗靶点的研究进展

张　 昊１，刁庆飞１，樊建春１，李　 萌１，贾举名１，杨春白雪１，武雪亮２，３∗
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　 　 【摘要】 　 结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）作为威胁人类生命最常见的恶性肿瘤之一，其严重影响着患

者的生活质量。 近年来，ＳＨＰ２（ｓｒｃ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ２ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＳＨＰ２）成为癌症领

域中备受关注的焦点，已经被证实与 ＣＲＣ 有着密切的关系。 ＳＨＰ２，由 ＰＴＰＮ１１ 基因编码，是一种非受体酪氨

酸激酶，在人体各组织和细胞中普遍存在。 现有研究显示，ＳＨＰ２ 在调控 ＣＲＣ 及结肠炎相关性结肠癌（ｃｏｌｉｔｉｓ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ，ＣＡＣ）中扮演关键角色，并随着 ＳＨＰ２ 变构抑制剂的出现，ＳＨＰ２ 成为了 ＣＲＣ 患者新的

潜在的治疗靶点。 本文主要针对 ＳＨＰ２ 的结构及其在 ＣＲＣ 和 ＣＡＣ 中的影响进行综述。
【关键词】 　 酪氨酸磷酸酶；ＳＨＰ２；ＰＴＰＮ１１；结直肠癌；结肠炎相关性结肠癌
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ （ＣＲＣ） ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｃｏｍｍｏｎ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｌｉｆｅ⁃ｔｈｒｅａｔｅｎｉｎｇ ｔｕｍｏｒｓ， ｗｉｔｈ
ｓｅｒｉｏｕｓ ｉｍｐａｃｔｓ ｏｎ ｐａｔｉｅｎｔ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｌｉｆｅ． Ｓｒｃ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ２ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ （ＳＨＰ２） ｈａｓ
ｒｅｃｅｎｔｌｙ ｂｅｃｏｍｅ ａ ｈｏｔ ｔｏｐｉｃ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ， ａｎｄ ｈａｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ａ ｃｌｏｓｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ＣＲＣ．
ＳＨＰ２， ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＰＴＰＮ１１ ｇｅｎｅ， ｉｓ ａ ｎｏｎ⁃ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｂｏｄｙ． Ｅｘｉｓｔｉｎｇ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ＳＨＰ２ ｐｌａｙｓ ａ ｃｒｕｃｉａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＣＲＣ ａｎｄ ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ （ ＣＡＣ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｏｆ ＳＨＰ２ ａｌｌｏｓｔｅｒｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｈａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ＳＨＰ２ ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｅｗ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＣＲＣ． Ｈｅｒｅ ｗｅ ｒｅｖｉｅｗ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＳＨＰ２ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ＣＲＣ ａｎｄ ＣＡＣ．



【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ； ＳＨＰ２， ＰＴＰＮ１１； ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ； ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ），一种普遍

的消化系统恶性肿瘤，近年来在全球范围内显著

增长，呈现出严峻的上升态势。 ＣＲＣ 的发生被认

为是一个多层次、多基因突变积累的动态发展的

过程，涉及众多因素的交互作用［１］。 ＣＲＣ 通常在

中晚期才被诊断出来，导致生存期短，预后差，严
重威胁着人类的生命健康［２］。 现阶段尽管对

ＣＲＣ 的发生机制已经有了很大的进展，但其相关

分子机制仍有待阐明。 众所周知，炎症对癌症的

进展有着较大的影响，长期慢性炎症的存在是肿

瘤进展的驱动因素。 除了已知的原发性 ＣＲＣ 发

病原因外，结肠慢性炎症已代表一种独特的肿瘤

发生途径，在肿瘤的发生、发展和转移中起着重

要作 用［３－４］。 炎 症 性 肠 病 （ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ
ｄｉｓｅａｓｅ， ＩＢＤ ） 包 括 溃 疡 性 结 肠 炎 （ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ
ｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）和克罗恩病 （ｃｒｏｈｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＤ）两

种主要形式，疾病持续时间越长，癌变的风险越

高，最终可因为“慢性炎症－增生异常－癌”的致癌

途径导致结肠炎相关性结肠癌（ ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ，ＣＡＣ）的发生。 并且与原发性 ＣＲＣ
相比，ＣＡＣ 意味着病灶更多、病理类型更差、预后

更差［５－６］。 目前 ＩＢＤ 的癌变机制尚不清楚，临床

上也缺乏有效的监测和预防手段。 因此，阐明结

直肠炎－癌的发病机制，制定以炎症为靶点的防

治措施或许是预防和治疗结直肠癌的潜在策略。
随着对 Ｓｒｃ 同源 ２ 结构域蛋白酪氨酸磷酸酶

（ｓｒｃ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ２ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＳＨＰ２）的研究越来越深入，目前已有

证据表明 ＳＨＰ２ 在乳腺癌、肺癌、前列腺癌等许多

恶性肿瘤的发生和发展中发挥着重要的作用，这
表明 ＳＨＰ２ 或许可以作为治疗恶性肿瘤的一个有

效治疗靶点［７－９］。 目前对于 ＣＲＣ 的治疗主要以

手术、化疗、生物靶向治疗等手段为主。 因此探

索相关生物标志物，进行早期诊断，合理评估预

后，及时干预这对 ＣＲＣ 的临床治疗非常重要。 根

据目前已有的研究表明，ＳＨＰ２ 对于 ＣＲＣ 细胞的

增殖、分化和转移的机制还尚未明确，因此阐明

ＳＨＰ２ 在 ＣＲＣ 中的作用机制，或许可以为 ＣＲＣ 的

治疗提供新的思路。 因此本文将主要从 ＳＨＰ２ 在

ＣＲＣ 以及 ＣＡＣ 中的影响机制进行综述。

１　 ＳＨＰ２ 蛋白的基本结构与功能

　 　 ＳＨＰ２ 是蛋白酪氨酸磷酸酶（ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＰＴＰ）家族的一员［１０］。 由 ＰＴＰＮ１１ 基

因编码，该蛋白的分子量为 ７２ ｋＤａ［２］。 其含有两

个 Ｎ 端 Ｓｒｃ 同源 ２ 构域（Ｓｒｃ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ２ ｄｏｍａｉｎ，
ＳＨ２）其分别称为 Ｎ⁃ＳＨ２ 和 Ｃ⁃ＳＨ２，而 Ｃ 端包含两

个酪氨酸磷酸化位点，且具有一段富含脯氨酸区

段，以及 １ 个功能性的酪氨酸磷酸酶催化域。 当

ＳＨＰ２ 蛋白处于非活性状态时，其受到 ＰＴＰ 结构

域和 Ｎ⁃ＳＨ２ 结构域的作用，通过自催化机制使表

面特定残基发生改变，从而实现了对自身活性的

抑制，防止底物进入其活性位点。 在生长因子或

细胞因子的作用下，ＳＨＰ２ 通过 ＳＨ２ 区域与磷酸

酪氨酸结合，引发构象改变，进而揭露其催化部

位，实现了 ＳＨＰ２ 的精准激活过程［１１］。 ＳＨＰ２，作
为一 种 磷 酸 酶， 与 蛋 白 酪 氨 酸 激 酶 （ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ，ＰＴＫ）紧密协作，调控酪氨酸蛋白

的磷酸化状态，保持动态平衡。 酪氨酸磷酸化失

衡已被广泛证实与多种病症相关，包括癌症、炎
症和糖尿病等［１２－１４］。 作为一种高度保守的酶，
ＳＨＰ２ 广泛存在于从单细胞原生生物到哺乳动物

的各种生物体内。 因此，探索 ＳＨＰ２ 所发挥的生

理功能对各种实体瘤的诊治至关重要。
在 ２００７ 年，ＰＴＰＮ１１（ ＳＨＰ２ 编码基因）被认

为是第一个编码酪氨酸磷酸酶的原癌基因［１５］。
同时它的激活突变也在发育障碍 Ｎｏｏｎａｎ 综合征

（Ｎｏｏｎａｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＮＳ） 和儿童白血病中被描

述［１６］。 越来越多的研究已经能够得出结论，
ＳＨＰ２ 在几乎所有的恶性肿瘤中发挥重要作用。
它们基于肿瘤组织的特异性和多种信号通路的

调控来影响不同实体瘤的发生和发展，如 Ｊａｎｕｓ
激酶 ／信号转导与转录激活因子 （ Ｊａｎｕｓ ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ ／ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｉｏｎ，
ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ）通路、鼠肉瘤病毒 ／丝裂原活蛋白激

酶 （ ｒａｔ ｓａｒｃｏｍａ ｖｉｒｕｓ ／ ｍｉｔｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＲＡＳ ／ ＭＡＲＫ）通路、磷脂酰肌醇 ３－激酶 ／蛋
白 激 酶 Ｂ （ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ
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ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ）通路、程序性死亡受体 １ ／程
序性死亡配体 １（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ １ ／ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ
ｄｅａｔｈ ｌｉｇａｎｄ １，ＰＤ⁃１ ／ ＰＤＬ⁃１）通路、Ｗｎｔ ／ β－连环蛋

白（Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ）通路、核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａ⁃Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）通路等［７，９，１４，１７－１８］。 近年来，大量

的研究表明，ＳＨＰ２ 既可能发挥促肿瘤作用，也可

能发挥抑制肿瘤发生发展作用，甚至可能在同一

种癌症中发挥双重作用。 因此，ＳＨＰ２ 有望成为

多种癌症治疗的潜在靶点，这也促使我们要尽快

阐明 ＳＨＰ２ 的多功能和复杂的调节机制以更好地

理解其在肿瘤发生发展中的确切功能。

２　 ＳＨＰ２ 在炎症性肠炎中的影响

　 　 ＩＢＤ 是一种以腹痛、腹泻或消化不良为症状

的慢性肠道炎症为特征的疾病。 ＩＢＤ 的发生是由

多种因素共同决定的，包括遗传易感性、环境和

饮食因素以及肠道微生物群［１３］。 在 ＵＣ 和 ＣＤ 等

ＩＢＤ 患者中，发展为 ＣＲＣ 的风险要高得多。 尤其

是 ＵＣ 的存在是增加 ＣＲＣ 风险的一个主要因

素［３］。 目前关于 ＳＨＰ２ 对肠道炎症的影响已经有

了初步的研究，因此关注于 ＳＨＰ２ 对肠道炎症的

影响或许可为预防和治疗结肠癌提供新的思路。
２􀆰 １　 维持肠上皮细胞稳态

　 　 肠道上皮细胞 （ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，
ＩＥＣｓ）包括肠吸收细胞、杯状细胞、潘氏细胞和内

分泌细胞，其中潘氏细胞专门分泌如溶菌酶和防

御素等物质，这些物质直接对肠道微生物进行消

灭，以保持肠道微生态平衡；杯状细胞则负责合

成并分泌黏液蛋白，形成保护层，保护肠上皮细

胞免受侵害，这是其黏膜屏障功能的体现［１９］。
ＣＯＵＬＯＭＢＥ 等［２０］ 的研究揭示，小鼠肠上皮细胞

中 ＳＨＰ２ 基因的缺失会导致中间细胞，即杯状细

胞和潘氏细胞谱系的共同祖先细胞显著减少，直
接推动了结肠炎症的加速进程，并随着年龄的增

长发生结肠炎相关腺癌的风险也会随之增大。
该研究揭示了 ＳＨＰ２ 在结肠上皮细胞中的细胞作

用，其可能通过激活促进杯状细胞扩增的 Ｂ⁃ＲＡＦ
激酶 ／丝裂原活化蛋白激酶 ／细胞外信号激酶调

节（Ｂ⁃ＲＡＦ ｋｉｎａｓｅ ／ ｍｉｔｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ／
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ， ＢＲＡＦ ／ ＭＥＫ ／
ＥＲＫ）信号传导通路，维持适当结肠黏膜屏障功

能来抑制炎症的发展，从而在结肠中发挥肿瘤抑

制的作用［２０－２１］。
在 ＩＥＣｓ 中 ＳＨＰ２ 条件性缺失的小鼠随着年

龄增长而发生结肠炎相关腺癌中，促炎转录因子

占据了中心地位，可能与结肠黏膜中 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ、ＮＦ⁃κＢ 和信号转导及转录激活因子 ３
（ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３，
ＳＴＡＴ３）信号的持续激活有关。 其中 ＳＴＡＴ３ 可能

是特别相关的，因为它可以被 ＩＥＣｓ 中的 ＳＨＰ２ 灭

活，并且它是肠中黏膜伤口愈合的重要调节

剂［２２－２３］。 所以，ＳＨＰ２ 可以调节结肠上皮细胞稳

态的多个方面，包括增殖、分化、屏障功能和伤口

闭合，以优化肠上皮细胞的功能［２４］。
２􀆰 ２　 防止肠道炎症的发生

　 　 ＳＨＰ２ 在 ＣＤ４＋Ｔ 淋巴细胞中有两个主要磷酸

酶靶点分别是信号转导和转录激活因子 １（ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ １，ＳＴＡＴ１）
和 ＳＴＡＴ３，其中 ＳＴＡＴ１ 触发干扰素－γ（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃
γ，ＩＦＮ⁃γ） 分泌， ＳＴＡＴ３ 导致白细胞介素 － １７ａ
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１７ａ， ＩＬ⁃１７ａ） 产生［２５］。 ＬＩＵ 等［２６］ 在

ＣＤ４＋Ｔ 细胞中敲除 ＳＨＰ２，发现 ＳＨＰ２ 的缺失导致

对 ＳＴＡＴ１ 和 ＳＴＡＴ３ 的去磷酸化抑制作用减弱，从
而引起 ＩＦＮ⁃γ 和 ＩＬ⁃１７ａ 等促炎细胞因子水平升高

加重结肠炎。 另外，该研究还发现除了这些炎症

介质外，ＣＤ４＋Ｔ 细胞中 ＳＨＰ２ 的缺乏也会导致 Ｅ－
钙黏蛋白（Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）表达的缺失，这是上皮恶

化的征兆表现。 巨噬细胞是表达白细胞介素－１０
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１０，ＩＬ⁃１０）受体水平最高的细胞之一，
而 ＩＬ⁃１０ 是肠内主要的抗炎细胞因子，其治疗 ＩＢＤ
的疗效已得到临床验证。 ＸＩＡＯ 等［１３］发现炎症性

肠病患者的结肠巨噬细胞和血液单核细胞中

ＳＨＰ２ 的表达增加。 从机制上讲，ＳＨＰ２ 会破坏人

和小鼠巨噬细胞中的 ＩＬ⁃１０⁃ＳＴＡＴ３（ＳＴＡＴ３ 是 ＩＬ⁃
１０ 受体下游的中枢转录因子）信号转导及其依赖

性抗炎反应。 证明了巨噬细胞中的 ＳＨＰ２ 显著影

响了 ＩＬ⁃１０ 诱导的 ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平，从而保护

小鼠免受结肠炎和结肠炎驱动的结肠癌。
因此，基于以上的结果表明，通过控制肠道

炎症可以有效地防止结肠癌的发生。 ＣＲＣ 的发

生和发展深受肠道炎症微环境的直接影响，其中

炎症细胞和炎症因子扮演着关键角色，它们对癌

变进程起到显著促进作用（见图 １）。 此外，ＳＨＰ２
对炎症有着重要的调节作用，且长期慢性肠道炎
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图 １　 原发性直肠癌与结肠炎相关性结肠癌发展示意图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｒｉｍａｒｙ ＣＲＣ ａｎｄ ＣＡＣ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｄｉａｇｒａｍ

症的存在是结肠癌的主要危险因素，所以，作用

于炎症靶点或许是预防和治疗结肠癌的潜在治

疗策略。

３　 ＳＨＰ２ 在结直肠癌中的影响

　 　 众所周知，肿瘤的炎症微环境对肿瘤的治疗

和预后有着较大的影响，因此，把肠道炎症与肠

道肿瘤相结合，或许可以为 ＣＲＣ 提供新的潜在治

疗措施。 因此深入探索 ＳＨＰ２ 调控 ＣＲＣ 的作用

机制，是决定其作为治疗靶点的关键。
３􀆰 １　 ＳＨＰ２ 在肿瘤侵袭和迁移方面的影响

　 　 近年来，研究关注 ＳＨＰ２ 在 ＣＲＣ 中的影响已

经成 为 热 点 之 一。 由 于 ＳＨＰ２ 在 ＲＡＳ ／ ＲＡＦ ／
ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 通路激活中也起到关键作用，因此研

究 ＳＨＰ２ 是否参与了致癌性 Ｋｉｒｓｔｅｎ 鼠肉瘤病毒

同源物（Ｋｉｒｓｔｅｎ ｒａｔ ｓａｒｃｏｍａ ｖｉｒａｌ ｈｏｍｏｌｏｇ，ＫＲＡＳ）
信号转导的肠上皮转化是有必要的。 已有研究

结果表明 ＳＨＰ２ 沉默抑制了致癌 ＫＲＡＳ 通路，也
抑制了 ＣＲＣ 细胞中 ＩＥＣｓ 的增殖、侵袭和肿瘤特

性［２７］。 ＳＴＡＴ３ 是 ＳＴＡＴ 蛋白家族重要的一员，包
括 ＣＲＣ 在内的多种肿瘤都与其相关，并在肿瘤的

增殖、生存、转移和血管生成中发挥了重要的作

用［９，１３］。 在 肝 细 胞 癌 （ ｈｅｐａｔｏｃｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＨＣＣ）中，ＳＨＰ２ 抑制 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 通路的激活，通
过诱导细胞衰老而抑制 ＨＣＣ［２８］。 同样的，与

ＨＣＣ 相似，在 ＣＲＣ 中，ＳＴＡＴ３ 磷酸化受 ＳＨＰ２ 的

负向调控，表明 ＳＨＰ２ 能抑制 ＣＲＣ 细胞的生长和

侵袭［２９］。 在 ＣＲＣ 的各类细胞系中，ＨＣＴ⁃１１６ 细

胞是研究最广泛的癌细胞系之一。 ＣＨＥＮ 等［３０］

表明 ＳＨＰ２ 活性的丧失会促进 ＨＣＴ⁃１１６ 大肠癌细

胞的生长。 在 ＷＵ 等［１４］ 的研究中发现条件性敲

除 ＳＨＰ２ 基因并去除 ＳＨＰ２ 的去磷酸化活性，可激

活血管生成素 ／酪氨酸激酶受体 ２⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／哺
乳动物雷帕霉素靶蛋 白 （ ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ ／ ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ，Ａｎｇ ／ Ｔｉｅ２⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ） 通路，从

而增 强 肿 瘤 微 环 境 （ ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，
ＴＭＥ）中肿瘤微血管生成，促进 ＣＲＣ 的肝转移。

此外，外泌体是来自细胞的细胞外囊泡，直
径 ３０～２００ ｎｍ，可以调节转移、血管生成和耐药

性［３１］。 在 ＬＩ 等［３２］的研究中发现使用一种选择性

ＳＨＰ２ 抑 制 剂， 苯 肼 基 吡 唑 啉 酮 磺 酸 盐 １
（ ｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｏｐｙｒａｚｏｌｏｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ１， ＰＨＰＳ１ ） 诱

导 ＳＨＰ２ 低表达后，低表达的 ＳＨＰ２ 可能会通过

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路调节肿瘤相关巨噬细胞 （ ｔｕｍｏｒ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＴＡＭｓ）的 Ｍ２ 极化并促进

肿瘤源性外泌体的释放，当加入 ＬＹ２９４００２（一种

广谱 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 抑制剂） 后外泌体的释放被抑

制。 该研究表明 ＳＨＰ２ 低表达也可以通过 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 通路促进 Ｍ２ 型巨噬细胞外泌体的释放，从
而增强 ＣＲＣ 细胞的迁移和侵袭能力。
３􀆰 ２　 ＳＨＰ２ 在肿瘤血管生成方面的影响

　 　 肿瘤的生长在很大程度上依赖于血管的生

长，形成新生血管，从而为肿瘤细胞的新陈代谢

提供原料［３３］。 ＳＨＰ２，一种由 ＰＴＰＮ１１ 基因编码的

蛋白酪氨酸磷酸酶，在血管细胞中普遍存在。
ＳＨＰ２，作为细胞信号转导的关键因子，在各种肿

瘤中异常表达的现象已得到广泛证实，它与肿瘤
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发生发展有着密切的关系［３３］。
众所 周 知 血 管 内 皮 生 长 因 子 （ ｖａｓｃｕｌａｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是新生血管和血

管通透性的主要诱导因子，因此靶向 ＶＥＧＦ 抑制

剂已成为了一个有希望的治疗癌症的方法［３４］。
根据以前的报道，ＳＨＰ２ 可以与血管内皮生长因

子受体 ２（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
２，ＶＥＧＦＲ２） 直接作用，因此它也成为 ＶＥＧＦ⁃
ＶＥＧＦＲ２ 信号途径的一个重要调节因子［３５－３６］。
先前已有研究表明，小鼠内皮细胞中促血管生成

转录因子 ７（ＳＲＹ⁃ｂｏｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ７，ＳＯＸ７）
的表达缺失会诱发血管发育缺陷，最终导致胚胎

死亡［３７］。 在 ＸＵ 等［３３］ 的研究中得以证明 ＳＯＸ７
在缺氧诱导的血管生成中起着调节作用，并证实

ＳＨＰ２ 可调节凋亡信号调节激酶 １⁃ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基端激

酶 （ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｋｉｎａｓｅ １⁃ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ⁃
ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ，ＡＳＫ１⁃ｃ⁃Ｊｕｎ）信号传导，而 ＡＳＫ１⁃
ｃ⁃Ｊｕｎ 信号传导调控 ＳＯＸ７ 的表达和病理性血管

生成，进而影响肿瘤血管生成和血管异常的形

成。 缝隙连接蛋白 ４３（ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３，Ｃｘ４３）已被反

复证实参与血管生成，ＭＡＮＮＥＬＬ 等［３８］ 则证明

Ｃｘ４３ 与 ＳＨＰ２ 相互作用促进内皮细胞迁移，这使

得 ＳＨＰ２ 再次被证明是血管生成过程中的重要调

节因子。
ＳＨＰ２ 参与多种细胞的增殖、分化，以及在癌

症中的血管信号传导和血管生成中发挥重要作

用。 同时 ＴＭＥ 中微血管的生成也为肿瘤发生远

处转移提供了丰富的营养支持。 由于 ＳＨＰ２ 作为

诱导肿瘤血管生成的关键因子，因此它有望成为

抗肿瘤血管治疗成功的新的治疗靶点。
３􀆰 ３　 ＳＨＰ２ 在肿瘤免疫微环境方面的影响

　 　 肠道，作为人体最大的外周免疫系统中心，
包含着大量的免疫细胞，包括巨噬细胞、Ｔ 细胞、
树突状细胞及固有淋巴细胞等，发挥着关键的免

疫功能［３９］。 肿瘤进展不仅源于肿瘤细胞的遗传

学和表观遗传的变化，更是与 ＴＭＥ 动态交互影响

的产物。 ＴＭＥ 主要由癌细胞、癌相关成纤维细

胞、免疫细胞（包括活跃的巨噬细胞和 Ｔ 淋巴细

胞）以及非细胞成分共同构成。 其中，免疫细胞

的作用尤其显著，特别是它们的积极作用备受

关注［４０］。
随着深入研究发现，ＴＡＭｓ 是肿瘤免疫抑制

微环境的重要组成部分，也是浸润 ＴＭＥ 的主要基

质细胞。 在 ＴＭＥ 中，巨噬细胞展现出动态的分化

能力，具体可分为两种截然不同的功能类别：一
是 Ｍ１ 型（经典激活）的巨噬细胞，二是 Ｍ２ 型（交
替激活）的巨噬细胞，这两种表型对肿瘤的发展

具有显著影响。 Ｍ１ 型 ＴＡＭｓ 被认定为具备抗癌

作用的抑制因子，相反，Ｍ２ 型 ＴＡＭｓ 普遍被视为

有利于肿瘤生长的促进因子［４１］。 因此，目前癌症

治疗的的一大关键焦点在于调控 ＴＡＭｓ 的极化，
倾向于抑制其 Ｍ２ 类型的发展，同时推动其转向

更具抗癌性的 Ｍ１ 类型。 ＷＡＮＧ 等［４２］ 研究发现，
通过 ＳＨＰ２ 的激活可以促进 ＴＡＭｓ 向 Ｍ１ 表型极

化。 ＬＩ 等［３２］研究发现 ＴＡＭｓ 中 ＳＨＰ２ 缺失会进一

步刺激 Ｍ２ 型巨噬细胞通过 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 产生 Ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、Ｐ⁃ＡＫＴ、ＩＬ⁃１０、精氨酸酶－１（ ａｒｇｉｎａｅ⁃１），从
而进一步加重巨噬细胞 Ｍ２ 极化，最终导致小鼠

ＣＲＣ 肿瘤的侵袭和转移。 值得注意的是，当加入

ＬＹ２９４００２ 时，上述被刺激的蛋白表达显著降低，
进一步证实了 ＳＨＰ２ 的低表达可能通过 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 通路促进 ＴＡＭｓ 向 Ｍ２ 表型极化。 因此，在
ＴＡＭｓ 中 ＳＨＰ２ 低表达的 ＣＲＣ 患者的预后情况较

ＴＡＭｓ 中 ＳＨＰ２ 高表达的 ＣＲＣ 患者要差，且 ＴＡＭｓ
中 ＳＨＰ２ 的表达量与 ＣＲＣ 肝转移呈负相关［４２］。

肿瘤微环境中的 Ｔ 淋巴细胞因其突出的作

用也受到广泛的关注。 在免疫系统中，ＣＤ４＋Ｔ 淋

巴细胞根据其独特功能被细分为四个关键亚群：
Ｔｈ１ 细胞、Ｔｈ２ 细胞、Ｔｈ１７ 细胞以及 Ｔｒｅｇ，它们各

自在免疫应答中扮演着至关重要的角色。 在肿

瘤的发生和发展过程中，４ 种亚群各司其职：ＴＨ１
细胞尤为关键，它通过释放 ＩＦＮ⁃γ 并增强细胞毒

性 Ｔ 淋巴细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＣＴＬ）的功

能，从而有效遏制肿瘤的生长［４３］。 在 ＬＩＵ 等［２６］

的一项 ＣＤ４＋Ｔ 淋巴细胞敲除 ＳＨＰ２ 的研究中发现

ＳＴＡＴ１ 被过度激活，导致 Ｔｈ１ 分化和 ＩＦＮ⁃γ 产生

增加，并且 ＩＦＮ⁃γ 的增加可以激活 ＣＤ８＋细胞毒性

Ｔ 淋巴细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ＣＴＬｓ），从而

进一步抑制 ＣＲＣ 的发生。
此外，ＳＨＰ２ 也参与调控 Ｔ 细胞中免疫检查

点通路，如程序性死亡受体－１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ⁃
１，ＰＤ⁃１） 轴和 ＣＤ４７ ／信号调节蛋白 α （ ＣＤ４７ ／
ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ α，ＣＤ４７ＳＩＲＰα）轴［４４］。 总

之，ＳＨＰ２ 在肿瘤微环境中通过结合不同的信号
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通路发挥着重要的作用，这为克服 ＣＲＣ 的免疫抑

制微环境提供了新的思路。
３􀆰 ４　 ＳＨＰ２ 介导的肿瘤耐药性

　 　 综上所述，ＳＨＰ２ 广泛表达并主要通过激活

ＲＡＳ⁃ＥＲＫ 和 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路调节细胞存活

和增殖［３２，４５］。 另外，ＳＨＰ２ 在 ＰＤ⁃１ 途径中扮演了

核心角色，它对于 Ｂ 淋巴细胞和 Ｔ 淋巴细胞的免

疫抑制效应调节至关重要［１８，４６］。 研究表明，ＳＨＰ２
过表达或异常激活介导了多种癌症的耐药性，包
括转 移 性 乳 腺 癌 细 胞、 非 小 细 胞 肺 癌 和

ＣＲＣ［４５，４７］。 ＳＨＰ２ 可以通过上调多个受体酪氨酸

蛋白激酶（ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ，ＲＴＫｓ）下游的

ＡＫＴ 和 ＥＲＫ 通路，降低癌细胞对临床使用的抗

癌药物的敏感性［１７，４８］。 先前已有研究证明 ＳＨＰ２
蛋白序列中第 ６２ 位的酪氨酸残基（ ｔｙｒｏｓｉｎｅ⁃６２，
Ｔｙｒ⁃６２）是 ＳＨＰ２ 的 Ｎ⁃ＳＨ２ 结构域的一部分，该结

构域是多种疾病中已知的突变热点，包括 ＮＳ 和

幼 年 型 粒 － 单 核 细 胞 白 血 病 （ ｊｕｖｅｎｉｌｅ
ｍｙｅｌｏｍｏｎｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＪＭＭＬ）。 该区域的突变

通常通过稳定 ＳＨＰ２ 的开放构象而导致组成性活

性 ＳＨＰ２ 突变体，从而拮抗 ＳＨＰ０９９（一种高效选

择性的 ＳＨＰ２ 抑制剂）和其他通过维持自抑构象

而起作用的变构抑制剂对 ＳＨＰ２ 的抑制，这证明

了 Ｔｙｒ⁃６２ 是 ＳＨＰ０９９ 抑制 ＳＨＰ２ 活性的无效

原因［４９－５０］。
ＫＲＡＳ 和神经母细胞瘤 ＲＡＳ 病毒同源物

（ ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ ＲＡＳ ｖｉｒａｌ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇ，
ＮＲＡＳ）突变发生在约 ４５％的 ＣＲＣ 中，且致癌性

ＲＡＳ 可以诱导细胞增殖，增加运动能力，减少接

触抑制，改变代谢，并降低基因组完整性［４８］。 先

前有研究报道，联合使用 ＭＥＫ 抑制剂（曲米替

尼） 和 ＣＤＫ４ ／ ６ 抑制剂 （帕博西利布） 在抑制

ＫＲＡＳ 介导的 ＣＲＣ 生长方面产生了显著的协同

效应［４８，５１］。 ＳＨＰ２ 抑制最近已被证明可以防止对

ＭＡＰＫ 途径抑制剂的适应性耐药性，这可能是由

通过受体酪氨酸激酶的多因素信号传导和 ＭＡＰＫ
途径控制下的抑制性磷酸酶的减少介导的［５２－５３］。
同时还有其他研究发现，在机制上 ＰＴＰＮ１１ 的抑

制阻断了 ＲＴＫｓ 向 ＲＡＳ⁃ＭＥＫ⁃ＥＲＫ 通路的信号传

递［４６］。 因此，ＳＨＰ２ 是一个很有希望的靶点，尤其

是在 ＲＡＳ 突变型癌症的联合治疗中，可以对抗几

种靶向癌症药物的内在耐药性和获得性耐

药性［１７］。
在 ＣＲＣ 中，ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路的激活水平高于

其他癌症，表明 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路在癌症中的关键

作用［１７，５４］。 在 ＬＩ 等［１７］ 的一项实验中，通过靶向

ＡＫＴ 后，观察到通过敲除 ＡＫＴ，ＳＨＰ０９９ 会显著降

低 ＣＲＣ 细胞的增殖和集落形成。 同样这也证明

了先前的一个结论，ＡＫＴ 信号转导通路的抑制可

使 ＳＨＰ０９９ 的作用变得敏感，且 ＡＫＴ 通路的激活

通常与耐药性相关［５５－５６］。 此外他们还评估了

ＳＨＰ０９９ 和 ＭＫ⁃２２０６（一种特异性 ＡＫＴ 抑制剂）对
ＣＲＣ 的联合作用，表明 ＳＨＰ０９９ 和 ＭＫ⁃２２０６ 之间

存在协同作用，显示出一个有希望的治疗策

略［１７］。 ＣＨＥＮ 等［５７］ 和 ＳＵＮ 等［５８］ 也 证 明 了

ＳＨＰ０９９ 在与 ＰＩ３Ｋ 抑制剂（如 Ｐｉｃｔｉｌｉｓｉｂ）联合应

用时显示出协同潜能。 所以表明了 ＳＨＰ２ 抑制后

ＡＫＴ 通路的快速反馈再激活，可能是 ＣＲＣ 抵抗

ＳＨＰ２ 抑制的关键机制［１７］，这些研究表明了 ＳＨＰ２
和 ＡＫＴ 信号转导通路之间存在复杂的相互作用。

ＳＨＰ２ 是一个潜在的肿瘤治疗靶点，特别是对

许多依赖它生存的 ＲＴＫｓ 驱动的肿瘤。 因此，将
ＲＴＫｓ 与 ＲＡＳ⁃ＲＡＦ⁃ＭＥＫ⁃ＥＲＫ 和 ＲＡＳ⁃ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ⁃
ｍＴＯＲ 通路联系起来的 ＳＨＰ２ 抑制对 ＲＡＳ 突变或

Ｂｒａｆ 突变的癌细胞株是有效的［１７］。 ＳＨＰ２ 抑制剂

与 ＰＤ⁃１ 抑制剂联合使用也产生了协同效应，并
克服了对 ＰＤ⁃１ 抑制剂的耐药性。 因此，靶向

ＳＨＰ２ 磷酸酶对于预防化疗和免疫治疗的内在和

获得性耐药性以及消除其致癌功能，最终改善患

者预后至关重要。

４　 讨论与展望

　 　 结直肠癌的发病率和病死率在所有实体瘤

中始终占据显著高位，严重威胁着人类的生命健

康，堪称常见恶性肿瘤中的主要杀手。 在当前快

速发展的科研背景下，特别是在结直肠癌及结肠

炎相关性结肠癌中，ＳＨＰ２ 的潜在功能逐渐被人

们所发现，引发了广泛且深入的研究兴趣。 ＳＨＰ２
在保持肠上皮细胞生态平衡、精细调控炎症反应

中扮演着至关重要的角色，特别是在结直肠癌的

发展和进程中展现出显著的影响作用。 当前的

科研研究表明，ＳＨＰ２ 分子在癌症治疗领域展现

出了广阔的潜力和前景。 基于以上的分析，ＳＨＰ２
在不同类型的肿瘤中既可以发挥促进肿瘤的作
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用，又可以发挥抑制肿瘤的作用，甚至可以在一

个肿瘤中同时发挥促进和抑制的双重作用。 对

于 ＳＨＰ２ 功能的多样性，还需要进一步的实验来

探索。 ＳＨＰ２ 参与了多种肿瘤的调控，但似乎扮

演着矛盾的角色。 上述有趣的现象可能归因于

肿瘤的异质性，即不同肿瘤细胞、肿瘤细胞和肿

瘤循环细胞之间的相互作用影响患者的预后。
众所周知，在临床上应用抑制剂治疗肿瘤必须使

其具有较高的特异性，因此对于开发针对结直肠

癌的 ＳＨＰ２ 抑制剂仍然是有希望且具有挑战性

的。 目前，尽管已有文献探讨了 ＳＨＰ２ 抑制剂在

临床研究中的潜力，但大多仍处于初级阶段。 因

此，深入探究 ＳＨＰ２ 在结直肠癌中的具体作用机

制至关重要。 一旦揭示其奥秘，ＳＨＰ２ 抑制剂有

可能从理论走向实际，发展为一种具有前景的临

床治疗药物，并广泛应用于多种人类肿瘤的治

疗中。
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９６１－９６７．
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ｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ ［ Ｊ］． Ｅｘｐｅｒｔ Ｏｐｉｎ Ｔｈｅｒ Ｔａｒｇｅｔｓ， ２０２２， ２６
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７５８６－７５９７．
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巨噬细胞极化在肾缺血再灌注损伤中的研究进展

孙豪杰１，２，刘宪勤１，２，王锁刚１∗
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　 　 【摘要】 　 巨噬细胞是先天免疫中重要的免疫细胞，具有显著的异质性和极化性。 在微环境中各种因子

的刺激下可极化为各种表型（主要是 Ｍ１ 和 Ｍ２），从而发挥不同的作用和功能，在肾缺血再灌注损伤（ ｒｅｎａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＲＩＲＩ）的病理生理机制中发挥重要作用。 过度的免疫反应必然会导致组织损伤，Ｍ１
型巨噬细胞是促炎细胞，参与病原体的清除；而 Ｍ２ 型巨噬细胞具有抗炎作用，参与 ＲＩＲＩ 后肾组织修复和重

塑。 巨噬细胞表型之间的平衡对于 ＲＩＲＩ 的结局和治疗十分重要。 故本文从巨噬细胞极化角度切入，对巨噬

细胞在 ＲＩＲＩ 中的病理生理机制和最新的治疗方案进行阐述，旨在为进一步研究巨噬细胞极化在 ＲＩＲＩ 中的作

用提供参考，为通过调节巨噬细胞极化来改善 ＲＩＲＩ 的治疗策略提供思路。
【关键词】 　 肾缺血再灌注损伤；炎症反应；巨噬细胞；干预手段
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　 　 肾缺血再灌注损伤是肾手术、心脏手术、肾
移植及肾血供中断所致的一种常见肾疾病。 肾

缺血时，肾组织受供氧不足和代谢物积累的影

响，导致细胞损伤和死亡。 再灌注过程使血液重

新流入肾，引起一系列炎症反应和细胞损伤，进
一步加重肾损伤［１］。 肾缺血再灌注损伤的机制

包括钙超载、炎症反应、活性氧损伤和细胞凋亡，
其中免疫细胞介导的炎症反应也起着重要作用。

图 １　 巨噬细胞的分型

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

巨噬细胞是一类重要的免疫细胞，参与机体

多种病理生理活动，如炎症反应、凋亡细胞的清

除、进行免疫调节等，巨噬细胞在不同的细胞因

子作用下可分化出具有不同功能的亚型，主要包

括 Ｍ１ 型巨噬细胞和 Ｍ２ 型巨噬细胞。 越来越多

的研究表明，Ｍ１ ／ Ｍ２ 极化在肾的组织损伤和修复

中起到重要作用［２］。 目前 ＲＩＲＩ 仍欠缺廉价高效

的治疗手段，究其原因，ＲＩＲＩ 的发病机制仍未完

全探明［３］。 本文结合了国内外学者的最新研究

成果，分析了巨噬细胞极化在 ＲＩＲＩ 发病进程中的

作用机制和相关的靶向药物，探讨了未来基于巨

噬细胞极化治疗 ＲＩＲＩ 的研究方向，为临床上探索

廉价高效的治疗方案提供理论参考。

１　 巨噬细胞的起源及分型

　 　 巨噬细胞可来源于红髓系祖细胞、造血干细

胞或循环单核细胞，是一类高度异质性的细

胞［４］，它们通过抗原呈递、极化和吞噬作用调节

炎症并清除感染，参与免疫和炎症修复的生理和

病理过程。 巨噬细胞极化是指巨噬细胞通过适

应周围环境而改变表型并表现出不同功能的过

程［５］（图 １）。 在复杂的 ＲＩＲＩ 微环境中，巨噬细胞
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同时受到多种信号的刺激，并相应地极化成不同

的亚型，主要包括 Ｍ１ 型巨噬细胞和 Ｍ２ 型巨噬细

胞，这些亚型在 ＲＩＲＩ 的进展中起着不同的作

用［６］。 此外，巨噬细胞也是一类极具可塑性的细

胞，其在炎症和肿瘤等的发生发展过程中发挥重

要作 用［７］。 Ｍ１ 型 巨 噬 细 胞 能 被 干 扰 素 － γ
（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ， ＩＦＮ⁃γ ）、 肿 瘤 坏 死 因 子 α （ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α ） 以 及 脂 多 糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）等活化并释放多种促炎

因子，发挥抗肿瘤、杀灭胞内病原菌的作用。 体

外实验显示，ＬＰＳ 刺激后，小鼠巨噬细胞呈现树突

状变化，形状不规则。 Ｍ２ 型巨噬细胞在白细胞

介素 － ４ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃４， ＩＬ⁃４）、白细胞介素 － １３
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１３，ＩＬ⁃１３）等刺激下表达甘露糖受体

等，并分泌 ＩＬ⁃１０ 及转化生长因子 β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β，ＴＧＦ⁃β）等，发挥抗炎、促进组织修

复、血管再生、纤维化及免疫调控等功能［８］。 而

ＩＬ⁃４ ／ １３ 可诱导巨噬细胞向 Ｍ２ 型极化。 ＩＬ⁃４ 作

为一种多功能的细胞因子，能够降低炎性因子的

释放，对机体的免疫及炎性反应具有重要的调节

作用。 高表达 ＩＬ⁃４ 可缓解慢性肾损伤（ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ，ＣＫＤ）的炎症反应［９］。 同时，ＩＬ⁃４ 诱

导的 Ｍ２ 型巨噬细胞能够明显减轻慢性炎性肾病

小鼠的肾组织及功能损害［１０］。 根据体外刺激因

子的不同，Ｍ２ 型巨噬细胞可分为 Ｍ２ａ、Ｍ２ｂ、Ｍ２ｃ、
Ｍ２ｄ 四种亚型。 Ｍ２ａ 亚型可被 ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１３ 诱

导，表达高水平的糖皮质激素受体，该亚型还分

泌纤维连接蛋白（ ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）、胰岛素样生长

因子－１（ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃１，ＩＧＦ⁃１）、ＣＸＣ
趋化 因 子 配 体 １７ （ ＣＸＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ，
ＣＸＣＬ１７）和 ＴＧＦ⁃β 等抑制炎症、促进纤维化，从
而促进组织修复，因此，通常被称为伤口愈合巨

噬细胞；Ｍ２ｂ 亚型可由免疫复合物、ｔｏｌｌ 样受体激

动剂或 ＩＬ⁃１ 受体配体诱导，该亚型既能产生抗炎

因子，如 ＩＬ⁃１０ 和 ＩＬ⁃１２，也能产生促炎因子，如 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃ａ，还可产生 ＣＣ 趋化因子配体 １
（ＣＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ，ＣＣＬ１） 等拮抗炎症反应；
Ｍ２ｃ 巨噬细胞受糖皮质激素和 ＩＬ⁃１０ 诱导，通过

释放大量 ＩＬ⁃１０ 和 ＴＧＦ⁃β，还可产生 ＣＣ 趋化因子

配体 １６（ＣＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ，ＣＣＬ１６）、ＣＣ 趋化因

子配体 １８（ＣＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ，ＣＣＬ１８）等，对凋

亡细胞具有较强的抗炎活性；由于 Ｍ２ｂ 和 Ｍ２ｃ 巨

噬细胞均高表达酪氨酸激酶并具有高效的吞噬

能力，因此也被称为调节性巨噬细胞；第四种亚

型，Ｍ２ｄ 巨噬细胞，可由 ｔｏｌｌ 样受体激动剂通过腺

苷 Ａ２Ａ 受体刺激诱导。 这种类型的巨噬细胞抑

制促炎细胞因子的产生，诱导抗炎细胞因子如 ＩＬ⁃
１０ 和 ＩＬ⁃１２ 的分泌，还可产生血管内皮生长因子

（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）促进血

管内皮细胞生长和修复。 Ｍ１ 型巨噬细胞和这四

种不同亚型的 Ｍ２ 型巨噬细胞都参与了炎性反

应，在 ＲＩＲＩ 发病进程中的数量和分泌的相关细胞

因子始终处于动态地变化过程，在 ＲＩＲＩ 的病理生

理机制中发挥重要作用，但目前主要的研究集中

在巨噬细胞的分型和相关细胞因子的分泌调控

和作用方面，而相关基因的表达调控机制的探索

和基于基因调控层面的相应治疗手段的开发尚

有欠缺，需增加相关的投入和关注，此外，其在人

体内的确切作用及微观机制需进一步研究

阐明［１１］。

２　 ＲＩＲＩ 的病理生理机制及巨噬细胞动力学

　 　 ＲＩＲＩ 是指肾血供暂时减少，随后血流量恢复

导致肾损伤加重的病理生理现象［１２－１３］。 这导致

危险相关分子模式 （ ｄａｎｇｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｐａｔｔｅｒｎｓ，ＤＡＭＰｓ）、缺氧诱导因子的释放、粘附分

子的表达增加、趋化因子和细胞因子的产生、补
体系统和缺氧诱导因子的激活以及肾血管内皮

的通透性功能障碍［１４］，进而激活和招募免疫细胞

到损伤部位［１５］。 ＤＡＭＰｓ 通常存在于细胞内区

域，但在缺氧或缺氧引起的细胞损伤下暴露或释

放。 缺氧诱导因子是在缺氧的细胞和组织中调

节适应性反应的蛋白质。 这些分子负责将循环

免疫细胞招募到损伤部位。 细胞因子主要由免

疫细胞和肾小管细胞释放，是损伤部位炎症发生

和扩展的重要介质，而趋化因子是免疫细胞趋化

和活化的直接介质。 调节细胞间粘附分子 － １
（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ⁃１，ＩＣＡＭ⁃１）、ｐ
－选择素、ｅ－选择素的表达或 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１、ＣＸＣＬ８、
ＣＸＣＲ３ 的产生，进而影响免疫细胞向缺血后肾的

募集，补体系统和缺氧诱导因子也是免疫细胞募

集的重要贡献者。 调控替代通路、ＴＬＲ２ 或 ＴＬＲ４
的表达影响缺血后肾免疫细胞的浸润。 肾血管
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功能障碍是参与免疫细胞募集的另一个重要因

素；ＲＩＲＩ 会导致肾血管内皮完整性的机械中断，
从而增加血管通透性。 中性粒细胞与血管内皮

的粘附是细胞向损伤部位外渗的第一步。 在粘

附和趋化过程中，浸润的中性粒细胞释放各种因

子，如活性氧等，损伤小管上皮细胞［１６］。 但中性

粒细胞在 ＲＩＲＩ 中的作用仍有待进一步阐明。
ＲＩＲＩ 中的巨噬细胞是一种吞噬性先天免疫细胞，
也参与引起肾损伤并促进 ＲＩＲＩ 后的肾修复［１７］。
这些细胞在肾损伤后急剧增加，而在正常肾中它

们的数量很少。

图 ２　 肾缺血再灌注损伤中巨噬细胞的动力学变化

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｅｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ

单核细胞被募集到损伤的肾后，分化为巨噬

细胞，巨噬细胞在时间和功能上是动态的，经历

了从促炎表型向修复表型转变的过程（图 ２）。
Ｍ１ 型巨噬细胞通过 ＤＡＭＰｓ 和病原体相关分子

模 式 （ ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ，
ＰＡＭＰｓ）与模式识别受体的结合或 Ｔ 辅助细胞和

ＮＫＴ 细胞释放的 ＩＦＮ⁃γ 激活，具有促进炎症的重

要功能。 它们可表达诱导型一氧化氮合 酶

（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ｉ⁃ＮＯＳ）和多种促炎因子，如

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１２，作为效应细胞和抗原呈递

细胞，介导肾损伤。 ＩＬ⁃４ ／ ＩＬ⁃１３ 诱导的 Ｍ２ 型巨噬

细胞具有抗炎作用，并倾向于促进伤口愈合和炎

症消退。 它们表达伤口愈合相关基因，包括胰岛

素样生长因子－１、甘露糖受体－１ 和精氨酸酶－１
（ａｒｇｉｎａｓｅ⁃１，Ａｒｇ⁃１）。 Ｍ１ 和 Ｍ２ 巨噬细胞均参与

ＲＩＲＩ，其中 Ｍ１ 型巨噬细胞主要聚集在 ＲＩＲＩ 早

期，Ｍ２ 主要聚集在 ＲＩＲＩ 晚期［１８］。 研究发现，在
ＲＩＲＩ 发生 ２４ ｈ 内，来自血液中的单核细胞和肾组

织中的原有巨噬细胞数量快速增多并在受损部

位聚集［１９］。 聚集的中性粒细胞可产生活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）与 ＤＡＭＰｓ、ＰＡＭＰｓ
和 Ｔ 细胞等共同作用下刺激募集的单核细胞在

受损部位转化为巨噬细胞［２０］。 研究发现，未分化

的巨噬细胞主要表达 ＣＤ６８。 ＲＩＲＩ 的早期 ２４ ～ ４８
ｈ 内，在 ＩＦＮ⁃γ、ＴＮＦ⁃α、外泌体 ＲＮＡ、ＬＰＳ 和微小

ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡ）等作用产生的炎症环

境下，未分化巨噬细胞主要被诱导分化为 Ｍ１ 型

巨噬细胞，ＲＩＲＩ 早期触发炎症反应，大量释放

ＤＡＭＰｓ，ＤＡＭＰｓ 识别 Ｍ１ 型巨噬细胞表面受体，
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进而激活 ＴＬＲ 信号通路，促进 ＮＦ⁃κＢ 通路激活，
释放 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１２、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃２３ 和 ＴＮＦ⁃α 等促炎因

子，加重肾组织结构和功能损伤［２１－２２］。 随着 ＲＩＲＩ
的进展，５～７ ｄ 后，受损的肾小管上皮细胞会释放

粒细胞 －巨噬细胞集落刺激因子 （ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ⁃
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ，ＧＭ⁃ＣＳＦ），在
ＧＭ⁃ＣＳＦ 的作用下，诱导 Ｍ２ 型巨噬细胞的不断产

生，并逐渐占据主导地位，Ｍ２ 型巨噬细胞会高效

表达并不断释放 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１０ 和 ＴＧＦ⁃β 等抑炎因

子，进而抑制炎症反应，促进肾组织和功能修

复［２３］。 随着国内外学者的不断探索，巨噬细胞极

化在肾缺血再灌注损伤中的作用机制不断清晰，
因此，探寻一个廉价高效的基于促进 Ｍ２ 型巨噬

细胞极化并抑制 Ｍ１ 型巨噬细胞极化进而治疗

ＲＩＲＩ 的治疗方案近年来逐渐火热起来［２４］。

３　 基于调控巨噬细胞极化改善肾缺血再灌注损

伤的药物

　 　 近年来，随着研究的不断深入，巨噬细胞极

化在 ＲＩＲＩ 病理生理进程中的作用机制逐渐明确，
使得相关抑制剂和靶向药物的研发成为可能，经
过大量科研人员的不断努力，涌现出了大量的治

疗方案和相关的治疗药物，其中内源性物质、干
细胞、外泌体、细胞外囊泡和天然产物的开发都

是目前的研究热点，但大部分的研究仍处于动物

实验阶段，大规模应用于临床尚需一段时间，且
其在人体内的确切作用及机制和相关干预药物

的有效剂量和安全性仍需进行多中心、大样本的

研究以进一步明确。
３􀆰 １　 内源性物质

　 　 硫化氢（Ｈ２Ｓ）是一种气体信号分子，在体内

具有多种生理和病理生理作用。 研究发现，Ｈ２Ｓ
是一种有效的血管扩张剂和抗炎剂，Ｈ２Ｓ 在转硫

途径中由胱硫醚 β － 合成酶 （ ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅ β⁃
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＢＳ）、胱硫醚 γ－裂解酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅ γ⁃
ｌｙａｓｅ，ＣＳＥ ） 和 ３ － 巯 基 丙 酮 酸 硫 转 移 酶 （ ３⁃
ｍｅｒｃａｐｔｏｐｙｒｕｖａｔｅ ｓｕｌｆｕｒｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，３⁃ＭＳＴ）合成，它
们都在肾中高度表达。 在其他涉及 ＲＩＲＩ 的研究

中，ＣＢＳ 和 ＣＳＥ 的表达以及 Ｈ２Ｓ 的生成显著降

低，导致氧化应激和肾损害。 Ｈ２Ｓ 可在老年小鼠

ＲＩＲＩ 后减少 Ｍ１ 细胞，促进 Ｍ２ 细胞浸润，进而抑

制炎症反应，从而改善叶间、弓形和小叶间分支

的肾血管，进而改善肾血流量［２５］。 除此之外，研
究发现，异丙酚（ｐｒｏｐｏｆｏｌ，Ｐｒｏ）对 ＲＩＲＩ 的保护亦

有积极作用，大鼠接受 ４５ ｍｉｎ 的 ＲＩＲＩ 手术或假

手术，并在缺血阶段给予 ＰＢＳ（载药）或 Ｐｒｏ，预给

药可减轻 ＲＩＲＩ 诱导的肾损伤和肾 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和

ＣＸＣＬ⁃１０ 的表达［２６］。 巨噬细胞 Ｍ２ 极化增强，表
现为诱导型一氧化氮合酶（ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ｉ⁃
ＮＯＳ） 减 少， Ａｒｇ⁃１ 和 甘 露 糖 受 体 Ｃ１ 型 基 因

（ｍａｎｎｏｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｃ⁃ｔｙｐｅ １，ＭＲＣ１）ｍＲＮＡ 水平升

高。 Ｐｒｏ 也抑制了磷酸化的信号转导和转录激活

因 子 （ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｓｉｎｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ｐ⁃ＳＴＡＴ） １，并增加了 ｐ⁃
ＳＴＡＴ３、ｐ⁃ＳＴＡＴ６ 和过氧化物酶体增殖物激活受

体－γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ，
ＰＰＡＲγ）ｍＲＮＡ 水平。 重要的是，ＳＩＲＮＡ 介导的

ＰＰＡＲγ 沉默抑制了 Ｐｒｏ 介导的 ＳＴＡＴ３ 的激活，恢
复了促炎细胞因子水平，并阻止了 ＲＩＲＩ 处理大鼠

中巨噬细胞 Ｍ２ 标记物的表达。 这些发现表明，
Ｐｒｏ 通过刺激 ＰＰＡＲγ ／ ＳＴＡＴ３ 依赖性巨噬细胞向

Ｍ２ 表型的转化，进而保护 ＲＩＲＩ 大鼠肾的结构和

功能。 Ｐ１４４ 是一种 ＴＧＦ⁃β１ 肽抑制剂，研究发现，
Ｐ１４４ 可改善单侧缺血再灌注损伤加对侧肾切除

术模型肾细胞外基质的积累，进而改善肾功

能［２７］。 在机制上，Ｐ１４４ 可在转录和翻译水平下

调 ＴＧＦ⁃β１⁃Ｓｍａｄ３ 信号，进一步减少 ＴＧＦ⁃β１ 依赖

性巨噬细胞对损伤肾的浸润。 此外，Ｐ１４４ 还在体

外阻断 ＴＧＦ⁃β１ 诱导巨噬细胞向 Ｍ２ 样表型极化，
但对其增殖无影响。 减少 ＲＩＲＩ 后的肾纤维化，这
表明其在 ＲＩＲＩ 中具有潜在的治疗价值，内源性药

物具有起效快、副作用小的特点，但提取、纯化、
合成和大规模应用较为困难，需进一步探索和研

发，解决相关的技术性难题。
３􀆰 ２　 间充质干细胞和外泌体

　 　 近年来，间充质干细胞 （ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌ，ＭＳＣｓ）和外泌体（ ｅｘｏｓｏｍｅ，Ｅｘｏ）逐渐进入研

究人员视野，研究发现，与假手术小鼠相比，ＲＩＲＩ
小鼠血清血尿素氮（ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）和

血肌酐（ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ＳＣｒ）含量较高，第 １ 天

和第 ３ 天肾组织损伤较严重，且随时间逐渐下降，
损伤后第 ７ 天最低［２８－３０］。 使用可直接转移到肾

小管细胞的骨髓间充质干细胞源性外泌体

（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ⁃ｅｘｏｓｏｍｅ，ＭＳＣｓ⁃Ｅｘｏ）处理
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后，与 ＲＩＲＩ 小鼠相比，肾功能的恢复明显加快，且
在吲哚胺 ２， ３ － 双加氧酶过表达的 ＭＳＣｓ⁃Ｅｘｏ
（ＭＳＣｓ⁃Ｅｘｏ⁃ＩＤＯ）处理的 ＲＩＲＩ 小鼠中，其促进作

用更为明显。 此外，与 ＩＲＩ 小鼠相比，ＭＳＣｓ⁃Ｅｘｏ⁃
ＩＤＯ 还能加速肾小管细胞增殖，抑制小管细胞凋

亡、纤维化和自我修复过程中的炎症因子分泌。
机制上，ＭＳＣｓ⁃Ｅｘｏ⁃ＩＤＯ 可促进Ｍ１ 巨噬细胞向Ｍ２
巨噬细胞极化，产生更多抗炎因子，从而改变肾

小管细胞的炎症微环境，促进小鼠 ＲＩＲＩ 后的自我

修复过程。 此外，用于治疗目的的间充质干细胞

可以被损伤组织中自然杀伤细胞分泌的 ＩＦＮ⁃γ 激

活，并发挥抗炎作用。 这些过程需要相当长的一

段时 间， 导 致 ＭＳＣｓ 的 治 疗 效 果 延 迟 发 作。
ＫＡＮＡＩ 等［３１］ 研究发现 ＩＦＮ⁃γ 预处理可显著增强

缺血再灌注损伤（ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）
和单侧输尿管梗阻大鼠间充质干细胞的抗纤维

化能力。 与未经 ＩＦＮ⁃γ 处理的对照 ＭＳＣｓ 相比，
经 ＩＦＮ⁃γ 处理的 ＭＳＣｓ 可显著减少炎症细胞的浸

润并改善间质纤维化。 此外，从 ＩＦＮ⁃γ 处理的

ＭＳＣｓ 中获得的条件培养基比从对照 ＭＳＣｓ 中获

得的条件培养基更有效地降低了 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的

培养细胞的纤维化变化。 并且，ＩＦＮ⁃γ 显著增加

了 ＭＳＣｓ 分泌的前列腺素 Ｅ２。 从 ＩＦＮ⁃γ 处理的

ＭＳＣｓ 中获得的条件培养基中前列腺素 Ｅ２ 增加，
诱导免疫抑制性 ＣＤ１６３ 和 ＣＤ２０６ 阳性巨噬细胞

极化。 此外，在 ＩＲＩ 大鼠中，前列腺素 Ｅ 合酶的下

调削弱了 ＩＦＮ⁃γ 处理的 ＭＳＣｓ 的抗纤维化作用，
提示前列腺素 Ｅ２ 参与了 ＩＦＮ⁃γ 的有益作用。 因

此，用 ＩＦＮ⁃γ 处理的间充质干细胞可能是一种很

有前景的治疗方法，可有效延缓 ＲＩＲＩ 的进展。 干

细胞的研究在多种疾病的治疗方面都展现了诱

人的效果，值得进一步探索。
３􀆰 ３　 细胞外囊泡

　 　 细胞外囊泡（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＥＶｓ）作为

一种天然药物传递系统，近年来，细胞外囊泡包

膜 ＩＬ⁃１０ 作为缺血性急性肾损伤 （ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ
ｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）的新型纳米疗法受到广泛关注［３２］。
研究表明，通过工程巨噬细胞制造 ＩＬ⁃１０ 负载 ＥＶ
（ＩＬ⁃１０＋ＥＶ）的方法，用于治疗 ＲＩＲＩ。 通过 ＥＶ 传

递 ＩＬ⁃１０ 不仅增强了 ＩＬ⁃１０ 的稳定性，而且由于

ＥＶ 表面的粘附成分，ＩＬ⁃１０ 可以靶向到肾。 ＩＬ⁃１０
＋ＥＶ 治疗可显著改善肾小管损伤和 ＩＲＩ 引起的炎

症，并有效防止向慢性肾疾病的过渡。 从机制上

讲，ＩＬ⁃１０＋ＥＶ 靶向肾小管上皮细胞，可抑制哺乳

动物雷帕霉素信号靶点，进而促进线粒体自噬，
维持线粒体健康。 此外，ＩＬ⁃１０＋ＥＶ 还可通过靶向

肾小管间质巨噬细胞，有效驱动 Ｍ２ 型巨噬细胞

极化。 因此，ＥＶ 可作为一种药物递送平台来操

纵 ＩＬ⁃１０ 靶向治疗受损的肾，从而有效治疗 ＲＩＲＩ。
另有研究发现，Ｍ１ 巨噬细胞来源的纳米囊泡可

有效地将 Ｍ２ 巨噬细胞重新编码为 Ｍ１ 巨噬细胞，
抑制子宫内膜基质细胞的侵袭、迁移并阻碍血管

形成，进而阻碍子宫内膜异位症的发生和发

展［３３］。 虽然目前细胞外囊泡在 ＲＩＲＩ 治疗方面的

研究较少，但仍展现出了巨大的研究前景，值得

进一步地挖掘和开发，探寻一条精准、高效、可控

的靶向治疗路径。
３􀆰 ４　 天然产物治疗 ＲＩＲＩ
　 　 雷公藤多苷能够抑制丝裂原活化蛋白激酶

（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）和 ＮＦ⁃κＢ
信号通路，并能诱导 ＳＴＡＴ３ 磷酸化，减少 ＮＯＤ 样

受体热蛋白结构域相关蛋白 ３（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ
ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，
ＮＬＲＰ３）炎症小体的激活，降低 Ｍ１ 型巨噬细胞分

泌 ＣＸＣＬ⁃９ 和 ＲＯＳ 等趋化因子以及 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 和

ＩＬ⁃１８ 等炎性因子，进而缓解高血压肾损害［３４］。
除此之外，黄酮类化合物是植物界中广泛存在的

化合物，人们的日常膳食中也含有多种黄酮类化

合物，其不仅可以保护人体的脏器，维持血糖、血
压稳定，还具有良好的抗氧化、抗衰老、抗炎、抗
癌等多种生物活性［３５］，近年来，出现了不少关于

黄酮类化合物治疗 ＡＫＩ 的研究报道，如漆黄素、
橙皮素等［３６］，表明黄酮类化合物在 ＡＫＩ 方面具有

良好的治疗和肾保护作用。 在 ＬＰＳ 诱导的小鼠

ＡＫＩ 模型中，槲皮素 ２５ 和 ４０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）灌胃 ３
和 ２ ｄ［３７］；相当于成人剂量（２􀆰 ０ 和 ３􀆰 ２ ｍｇ ／ ｋｇ）可
以剂量依赖性抑制炎性因子，降低肾小管损伤，
抑制 ＴＬＲ４，使其无法与肿瘤坏死因子受体相关因

子 ６（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ
６，ＴＲＡＦ６）共同激活 ＮＦ⁃κＢ 通路，从而修复 ＬＰＳ
诱导模型中的损伤［３８］。 ＣＤ３８ 是 ＬＰＳ 模型中 Ｍ１
型巨噬细胞极化重要的糖蛋白，ＣＤ３８ 可以激活

ＮＦ⁃κＢ 通路，而槲皮素抑制 ＣＤ３８ 表达，阻断 ＬＰＳ
模型中 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，抑制 Ｍ１ 极化［３９］。 另
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外，在经典中也发现了相关的治疗药物，当归芍

药散出自张仲景所著《金匮要略》，由当归、白芍、
川芎、白术、泽泻、茯苓组成，具有养血和血、活血

化瘀功效［４０］，刘岳轩等［４１］ 研究发现当归芍药散

可调控巨噬细胞活化，减少 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 等促炎因

子的释放，明显增加 ＮＲＫ５２Ｅ 细胞表达水平，改
善肾小管上皮细胞损伤，从而对肾缺血再灌注损

伤起到治疗作用。 另外，研究表明，白扁豆预处

理对抑制免疫细胞浸润、细胞因子和炎症也有积

极作用，通过分析巨噬细胞（ Ｆ４ ／ ８０＋ ）和 Ｔ 细胞

（ＣＤ４＋）浸润及促炎细胞因子（ ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃
α）释放情况，评价凋亡诱导的炎症反应［４２］。 免

疫组化分析显示，预处理组的 Ｆ４ ／ ８０＋ 和 ＣＤ４＋ 浸

润性免疫细胞少于未处理组。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析显

示，与未治疗组相比，预处理组肾促炎细胞因子

（ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ ６） ｍＲＮＡ 水平下降。 但除

ＩＬ⁃１０ 外，预处理组抗炎细胞因子（ＴＧＦ⁃β 和 ＩＬ⁃
２２）ｍＲＮＡ 水平均高于未处理组。 这些结果表

明，虽然 ＩＬ⁃１０ 不受影响，但白扁豆预处理可能具

有抗炎作用，可以预防 ＩＲＩ 诱导的肾炎症损伤。
多种研究表明，天然药物是一个巨大宝库，值得

进一步探索挖掘，为 ＲＩＲＩ 的治疗提供一个廉价高

效的治疗方案。

４　 总结与展望

　 　 近年来，医学研究和医疗技术不断进展，同
种异体器官移植、异种器官移植和肾肿瘤切除等

多种需要进行肾血管阻断的手术不断增多，然
而，各种手术患者、移植肾受者和移植器官受损

率仍较高。 因此，不断探索 ＲＩＲＩ 的病理生理机制

并研发相关的靶向药物具有重大意义。 ＲＩＲＩ 的

发病机制是一个复杂的过程，巨噬细胞在其中扮

演着关键角色，巨噬细胞的不同活化状态和亚型

在 ＲＩＲＩ 发病过程中的病理生理机制及随后的肾

组织损伤和修复中发挥重要作用，精准调控巨噬

细胞极化可有效抑制 ＲＩＲＩ 中肾组织和功能的损

伤并促进肾小管上皮细胞损伤的修复，改善患者

预后。 因此，进一步探索 ＲＩＲＩ 的发病机制、巨噬

细胞极化在其中的作用和相关的治疗靶点，并以

此为基础积极进行大量靶向药物的研发，将会为

ＲＩＲＩ 的治疗探索一条精准高效的治疗路径。 目

前，巨噬细胞极化在 ＲＩＲＩ 中的作用机制未完全明

晰，仍需进一步研究。 此外，经过国内外学者的

不断研究，虽然研发出了多种靶向药物，但极少

能应用于临床实践，探明众多靶向药物临床上的

有效性及安全剂量需进行多中心和大样本的研

究。 尽管如此，随着巨噬细胞极化在 ＲＩＲＩ 中作用

机制研究的不断深入，基于巨噬细胞极化分子机

制的靶向药物有望成为治疗 ＲＩＲＩ 的有效方法。
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