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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
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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。
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（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！
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