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　 　 【摘要】 　 目的 　 探究皮质酮（ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＣＯＲＴ）诱导小鼠静息能量代谢率（ ｒｅｓｔｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒａｔｅ，
ＲＭＲ）改变的趋势和相关机制，观察经典补肾方剂知柏地黄丸和金匮肾气丸的干预作用。 方法　 ６４ 只实验小

鼠随机分为短期（Ｄａｙ ８）和长期（Ｄａｙ ５６）２ 批，每批随机分为 ４ 组：模型组、知柏地黄丸组、金匮肾气丸组小鼠

给予含皮质酮无菌饮用水，空白对照组小鼠给予含 １％无水乙醇的无菌饮用水。 知柏地黄丸组、金匮肾气丸组

小鼠中药灌胃干预。 造模及中药干预期间动态监测各组小鼠 ＲＭＲ。 透射电镜观察各组肝、肌肉组织线粒体

形态；免疫荧光观察各组肝、肌肉组织 ＴＲ 表达水平，检测各组肝、肌肉组织 ＭＤＡ、ＡＴＰ 水平，各组血清 ＡＣＴＨ、
ＴＳＨ、ＩＮＳ、Ｔ３、Ｔ４、ＦＴ３、ＦＴ４、８⁃ＯＨｄＧ、ＦＧＦ⁃２１、ＧＤＦ⁃１５、Ｌ⁃乳酸、丙酮酸水平。 结果　 与空白对照组比较，模型组

小鼠肝、肌肉组织线粒体形态受损、ＴＲ 表达量降低。 短期批次，模型组小鼠 ＲＭＲ、肝组织 ＡＴＰ 含量、血清 Ｔ４、
ＡＣＴＨ、ＩＮＳ 水平显著升高，血清 ＦＧＦ⁃２１、ＴＳＨ 水平、肝组织 ＭＤＡ 含量显著降低，长期批次，模型组小鼠 ＲＭＲ、
血清 ８⁃ＯｈｄＧ、ＩＮＳ 水平，肝、肌肉组织 ＡＴＰ 含量显著降低，血清 ＦＧＦ⁃２１、ＧＤＦ⁃１５、Ｔ３、Ｔ４、ＦＴ３、ＦＴ４ 水平，肝、肌
肉组织 ＭＤＡ 含量显著升高。 与模型组比较，短期批次，知柏地黄丸组小鼠 ＲＭＲ、血清 Ｌ⁃乳酸水平显著降低，
血清 ８⁃ＯＨｄＧ 水平、肌肉组织 ＴＲα 表达量显著升高。 金匮肾气丸组小鼠肌肉组织线粒体形态改善、ＴＲα 表达

量、血清 ＦＧＦ⁃２１ 水平显著升高，血清 Ｌ⁃乳酸、ＦＴ４、肝组织 ＡＴＰ 水平显著降低。 长期批次，知柏地黄丸组血清

ＦＧＦ⁃２１ 显著降低。 金匮肾气丸组 ＲＭＲ、肝组织 ＡＴＰ 水平、肌肉组织 ＴＲα 表达量显著升高，血清 ＦＧＦ⁃２１、ＧＤＦ⁃
１５、Ｔ３、ＦＴ４ 水平、肌肉组织ＭＤＡ 水平显著降低。 结论　 ＣＯＲＴ 诱导小鼠 ＲＭＲ 随干预时间出现先升高、再降低

的趋势。 ＣＯＲＴ 短期应用时，知柏地黄丸显著降低小鼠 ＲＭＲ，长期应用时，金匮肾气丸显著升高小鼠 ＲＭＲ。
其机制可能与组织线粒体损伤、甲状腺素分泌、甲状腺素受体表达相关。
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ｌｉｖｅｒ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｉｎ ｌｏｎｇ ｔｅｒｍ， ｓｅｒｕｍ ＦＧＦ⁃２１ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ＺＢＤＨ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｉｎ ＪＫＳＱ
ｇｒｏｕｐ， ＲＭＲ， ＡＴＰ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ＴＲα ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦＧＦ⁃
２１， ＧＤＦ⁃１５， Ｔ３， ＦＴ４ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ＭＤＡ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 ＣＯＲＴ
ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＭＲ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ． Ｉｎ ｔｈｅ ｓｈｏｒｔ ｔｅｒｍ， Ｚｈｉｂａｉ Ｄｉｈｕａｎｇ Ｐｉｌｌ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＲＭＲ ｉｎ ｍｉｃｅ， ｗｈｉｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｎｇ ｔｅｒｍ， Ｊｉｎｋｕｉ Ｓｈｅｎｑｉ Ｐｉｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＲＭＲ． Ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ， ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ； ｒｅｓｔｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒａｔｅ； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ； ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 中医证候领域的研究很早就发现糖皮质激

素应用会引起表型变化，短期出现阴虚火旺的证

候，长期应用则转变为“阳气亏虚”或“阴阳两

虚” ［１］。 糖尿病也存在类似研究与表述［２－３］。 感

染性疾病从三阳证转变为三阴证可谓是《伤寒

论》描述的经典演变模型［４－５］。 但一直以来缺乏

可量化的客观指标来表征这种变化。 课题组前

期研究发现，在糖皮质激素诱导动物从阴虚火旺

证向肾阳虚证转变的过程中，静息能量代谢率

（ｒｅｓｔｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒａｔｅ，ＲＭＲ）出现先升高、后降低

的特征性变化，与表型变化相符［６］。 这提示，
ＲＭＲ 作为一种量化十分方便的指标，对表征肾阴

虚和肾阳虚证候或许具有重要的价值。 但针对

糖皮质激素导致 ＲＭＲ 变化的机制并未进行深入

的探讨研究，也未见相关报道。
机体对能量代谢的调节涉及多个系统和组

织，其机制也不局限在单一的层面。 甲状腺素对

能量代谢的调节起着至关重要的作用，原发甲亢

患者的血清甲状腺素水平从甲亢状态降至正常

后，ＲＭＲ 约降低 ２１％［７］。 此外，生命活动的绝大

部分氧耗都发生在线粒体，影响机体能量代谢的

各种因素，最终也都通过影响线粒体来实现对

ＲＭＲ 的调节［８］。 线粒体是真核细胞能量代谢的

核心细胞器，静息状态下，人类平均每小时需要
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４２０ Ｊ 的能量，相当于一个 １１６ ｗ 的家用灯泡，但
从生物化学的角度，这种需求给线粒体带来了惊

人的能量代谢压力，假设 ９０％的能量是通过三磷

酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）代谢提供的，
那么 ＡＴＰ 的周转率为 ６５ ｋｇ ／ ｄ，而线粒体内膜的

厚度只有 ６ ｎｍ，这意味着线粒体内膜的平均表面

积约为 １４ ０００ ｍ２ ［９］。 这种持续不断的大量能量

供应是一项艰巨的任务，线粒体在高负荷工作的

状态下很容易遭受损伤导致功能缺陷。 因此，本
研究拟建立皮质酮诱导的小鼠模型，围绕线粒体

以及甲状腺素相关机制来阐释糖皮质激素诱导

ＲＭＲ 先升高后降低的原因。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 雄性小鼠 ６４ 只，８ 周龄，体
质量（２０ ± ２）ｇ，购于浙江维通利华实验动物技术

有限公司【ＳＣＸＫ（浙）２０１９－０００１】，饲养于复旦大

学附属浦东医院实验动物中心【ＳＹＸＫ（沪）２０２０－
０００５】，环境的温度 ２２ ～ ２４ ℃，湿度 ５５％ ± １０％，
１２ ｈ 昼夜节律，自由饮水和摄食，适应性喂养 ２ 周

后进行实验。 本实验通过复旦大学实验动物科

学部实验伦理审核（２０２３１００２０Ｚ）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器与试剂

皮质酮（ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＣＯＲＴ） （ＭＣＥ），知柏

地黄丸（ＺＢＤＨ）（仲景宛西制药股份有限公司），
金匮肾气丸（ＪＫＳＱ）（北京同仁堂科技发展股份有

限公司制药厂），小鼠胰岛素（ ｉｎｓｕｌｉｎ，ＩＮＳ）、Ｕｌｔｒａ
Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ（Ｃｒｙｓｔａｌｃｈｅｍ），小鼠血清三碘

甲状腺原氨酸 （ ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ， Ｔ３）、甲状腺素

（ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ， Ｔ４）、游离三碘甲状腺原氨酸 （ ｆｒｅｅ
ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ， ＦＴ３ ）、 游 离 甲 状 腺 素 （ ｆｒｅｅ
ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ，ＦＴ４） ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ（ ＬＤＮ），小鼠促肾上腺

皮质激素（ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＡＣＴＨ）、促
甲状腺素（ ｔｈｙｒｏｉｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＴＳＨ）、８⁃羟
基脱氧鸟苷（８⁃ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｏｘｙｇｕａｎｏｓｉｎｅ，８⁃ＯＨｄＧ）、
成纤维细胞生长因子⁃２１（ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
２１， ＦＧＦ⁃２１ ）、 生 长 分 化 因 子⁃１５ （ ｇｒｏｗｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １５， ＧＤＦ⁃１５ ） ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ
（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ），小鼠丙酮酸检测试剂盒（比色法）
（ＢｉｏＴＮＴ），小鼠 Ｌ⁃乳酸（Ｌ（ ＋ ）⁃ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ）检测

试剂盒（比色法）（ＡＴＴｂｉｏ），ＰＢＳ、电镜固定液、脱
蜡液、组织自发荧光淬灭剂、抗荧光淬灭封片剂、
抗原修复液（ｐＨ ＝ ６􀆰 ０、８􀆰 ０、９􀆰 ０）、鼠甲状腺素受

体 α 免疫荧光抗体、山羊抗鼠荧光二抗、牛血清

白蛋白 ＢＳＡ（塞维尔），４％多聚甲醛固定液、ＤＡＰＩ
染色液、ＢＣＡ 检测试剂盒（碧云天），鼠甲状腺素

受体 β 免疫 荧 光 抗 体 （ Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ ）， 丙 二 醛

（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ） 检测试剂盒 （东仁化

学），ＡＴＰ 检测试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ）。 冷冻离

心机 （ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国），酶标仪 （ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德

国），洁净工作台（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ，美国），超低温冰

箱（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ，美国），超薄切片机（Ｌｅｉｃａ ＥＭ
ＵＣ６，美国），包埋机（武汉俊杰电子有限公司，中
国），脱色摇床（塞维尔，中国），正置荧光显微镜

（Ｎｉｋｏｎ，日本），ＭＭ⁃１００ Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ Ｍｏｎｉｔｏｒ Ｓｙｓｔｅｍ
（ＣＷＥ Ｉｎｃ． ，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 造模及分组

６４ 只实验小鼠随机分为短期（Ｄａｙ ８）和长期

（Ｄａｙ ５６）２ 批，每批随机分为 ４ 组：空白对照组、
模型组、知柏地黄丸组、金匮肾气丸组，每组 ８ 只。
模型组、知柏地黄丸组、金匮肾气丸组小鼠给予

含皮质酮饮用水（皮质酮粉末溶于无水乙醇，制
成 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 母液，再溶于无菌饮用水，ＣＯＲＴ 终

浓度 １００ ｎｇ ／ ｍＬ，乙醇含量为 １％），空白对照组小

鼠给予含 １％无水乙醇的无菌饮用水。 知柏地黄

丸、金匮肾气丸溶于生理盐水制成混悬液，短期

批次小鼠于造模第 ６ 天、长期批次小鼠于造模第

４９ 天给予知柏地黄丸、金匮肾气丸混悬液灌胃，
每天 １ 次，给药剂量根据标准成人体质量（７０ ｋｇ）
与小鼠表面积折算等效比率（０􀆰 ００２６）换算，知柏

地黄丸给药剂量为 ０􀆰 ００７８ ｇ ／ ｋｇ，金匮肾气丸给药

剂量为 ０􀆰 ０２６ ｇ ／ ｋｇ，给药体积 １５０ μＬ，以小鼠体

质量 ２６ ｇ 计算得出知柏地黄丸丸药物质量浓度

为 ０􀆰 ００１４ ｇ ／ ｍＬ、金匮肾气丸药物质量浓度为

０􀆰 ００４５ ｇ ／ ｍＬ。 短期批次给药时间为 ２ ｄ，长期批

次给药时间为 ７ ｄ。 空白对照组及模型组小鼠给

予等量生理盐水灌胃。 造模及中药干预期间动

态监测各组小鼠 ＲＭＲ，实验结束后，留取各组小

鼠血清、肝、肌肉，保存于－８０ ℃待检。
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠 ＲＭＲ

检测前小鼠禁食 ６ ～ ８ ｈ，将其放入检测盒中
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适应 １０ ｍｉｎ，使用 ＣＷＥ ＭＭ⁃１００ 代谢监测系统记

录小鼠耗氧量（ＶＯ２
）和二氧化碳生成量（ＶＣＯ２

），
每只小鼠监测 １０ ｍｉｎ。 ＲＭＲ 计算公式为：ＲＭＲ ＝
（３􀆰 ９４１ × ＶＯ２

＋ １􀆰 １０６ × ＶＣＯ２
） × ４􀆰 １８６ ／体质量

（ｋｃａｌ ／ （ｋｇ·ｈ））。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血清生化指标测定

ＥＬＩＳＡ 法检测各组血清 ＡＣＴＨ、ＴＳＨ、ＩＮＳ、Ｔ３、
Ｔ４、ＦＴ３、ＦＴ４、８⁃ＯＨｄＧ、ＦＧＦ⁃２１、ＧＤＦ⁃１５ 水平，比
色法检测各组血清 Ｌ⁃乳酸、丙酮酸水平。 依照说

明书，在酶标仪相应波长处检测。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肝和肌肉组织 ＡＴＰ 和 ＭＤＡ 含量测定

剪取 ３０ ｍｇ 肝 ／肌肉组织，依照说明书在酶标

仪相应波长处检测 ＡＴＰ 和 ＭＤＡ 含量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 小鼠肝和肌肉组织线粒体透射电镜

小鼠麻醉处死后，迅速取样（肝、肌肉），组织

块离体后投入电镜固定液中。 从电镜固定液中

取出组织块，１％锇酸常温固定 １ ｈ，乙醇溶液梯度

脱水，环氧树脂包埋，切成 １００ ｎｍ 的薄片，２％醋

酸双氧铀和 ３％枸橼酸铅双染色，透射电镜观察

线粒体形态并采集图像。
１􀆰 ２􀆰 ６　 肝、肌肉和脑组织甲状腺素受体（ ｔｈｙｒｏｉｄ
ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＲ）免疫荧光检测

小鼠麻醉处死，迅速取样（肝、肌肉），４％多

聚甲醛固定过夜，乙醇梯度脱水，石蜡包埋。 切

片后进行脱蜡复水以及抗原修复，ＢＳＡ 封闭后依

次孵育一抗和二抗，ＤＡＰＩ 复染细胞核。 荧光显

微镜观察并采集图像，采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ５４ｋ 进行荧

光强度统计。
１􀆰 ３　 统计学分析

数据处理和图像绘制采用软件 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ４􀆰 １，以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 多

组间比较用单因素方差分析；两两组间比较用独

立样本 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠 ＲＭＲ 变化

如图 １ 所示。 短期批次实验，ＣＯＲＴ 诱导第 ６
天，与空白对照组比较，模型组小鼠 ＲＭＲ 显著升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），补肾方剂干预 ２ ｄ 后（Ｄａｙ ８），与
模型组比较，知柏地黄丸组小鼠 ＲＭＲ 显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 长期批次实验，ＣＯＲＴ 诱导第 ４９
天，与空白对照组比较，模型组小鼠 ＲＭＲ 显著降

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），补肾方剂干预 ７ ｄ 后（Ｄａｙ ５６），金
匮肾气丸组小鼠 ＲＭＲ 显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ２　 肝、肌肉组织线粒体形态和功能变化

　 　 如图２Ａ所示，与空白对照组比较，短期（Ｄａｙ

注：Ａ：ＣＯＲＴ 诱导小鼠 ＲＭＲ 变化趋势；Ｂ：补肾方剂干预对小鼠 ＲＭＲ 的调节作用；与空白对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型组相

比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 各组小鼠 ＲＭＲ 比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＣＯＲＴ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＲＭＲ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｎｉｆｙｉｎｇ ｋｉｄｎｅｙ ｆｏｒｍｕｌａｓ ｏｎ ＲＭＲ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｔｈｅ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＯＲＴ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＲＭＲ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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８）模型组肝组织线粒体体积偏小、数量增多、双
层膜结构和嵴模糊，肌肉组织线粒体形态偏长；

注：Ａ：各组肝、肌肉组织透射电镜结果；Ｂ：各组肝、肌肉组织 ＭＤＡ 含量比较；Ｃ：各组肝、肌肉组织 ＡＴＰ 含量比较；与空白对照组相

比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与模型组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ２　 各组肝、肌肉组织线粒体形态和功能比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ

ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＴＰ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＯＲＴ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

长期（Ｄａｙ ５６）模型组肝组织线粒体双层膜结构和

嵴模糊甚至消失、可见大量脂滴，肌肉组织线粒

体形态偏小、嵴结构紊乱。 与模型组比较，长期

金匮肾气丸组肌肉组织线粒体双层膜结构和嵴

较清晰。

　 　 如图 ２Ｂ 所示，与空白对照组比较，模型组短

期肝组织 ＭＤＡ 含量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），长期

肝、肌肉组织 ＭＤＡ 含量均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或

Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与模型组比较，金匮肾气丸组长期肌

肉组织 ＭＤＡ 含量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 如图 ２Ｃ
所示，与空白对照组比较，模型组短期肝组织

ＡＴＰ 含量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），长期肝、肌肉组
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织 ＡＴＰ 含量均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
与模型组比较，金匮肾气丸组短期肝组织 ＡＴＰ 含

量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），长期肝组织 ＡＴＰ 含量显

著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 小鼠血清线粒体损伤标志物变化

如图 ３ 所示。 与空白对照组比较，模型组小

鼠短期（Ｄａｙ ８）血清 ＦＧＦ⁃２１ 水平显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），长期（Ｄａｙ ５６）血清 ８⁃ＯＨｄＧ 水平显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、血清 ＦＧＦ⁃２１ 与 ＧＤＦ⁃１５ 水平显著升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型组比较，知柏地黄丸组小

鼠短期血清 Ｌ⁃乳酸水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、血
清 ８⁃ＯＨｄＧ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），长期血清

ＦＧＦ⁃２１ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；金匮肾气丸组

小鼠短期血清 Ｌ⁃乳酸水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、
血清 ＦＧＦ⁃２１ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），长期血清

ＦＧＦ⁃２１、ＧＤＦ⁃１５ 水平均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。

２􀆰 ４　 小鼠血清甲状腺素水平变化

如图 ４ 所示。 与空白对照组比较，模型组短

期（Ｄａｙ ８）血清 Ｔ４、ＡＣＴＨ、ＩＮＳ 水平显著升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）、血清 ＴＳＨ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），长
期（Ｄａｙ ５６）血清 Ｔ３、Ｔ４、ＦＴ３、ＦＴ４ 水平均显著降

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、血清 ＩＮＳ 水平显著升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型组比较，金匮肾气丸组短

期血清 ＦＴ４ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），长期血清

Ｔ３ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；知柏地黄丸组长期

血清 ＦＴ３ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５　 肝、肌肉组织 ＴＲ 表达水平变化

如图 ５ 所示。 与空白对照组比，模型组短期

（Ｄａｙ８）、长期（Ｄａｙ５６）肝组织 ＴＲβ 与肌肉组织

ＴＲα 表达量均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型组

比，知柏地黄丸组、金匮肾气丸组短期肌肉组织

ＴＲα 表达量显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），金匮肾气丸组

长期肌肉组织 ＴＲα 表达量显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

图 ３　 各组小鼠血清线粒体损伤标志物水平比较

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｍａｒｋｅｒ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

本研究结果显示，ＣＯＲＴ 干预后，小鼠 ＲＭＲ
随时间呈现先升高后降低，此外，在 ＲＭＲ 升高和

降低的时间点，采用滋阴降火的知柏地黄丸干预

显著降低小鼠 ＲＭＲ，温阳补肾的金匮肾气丸显著

升高小鼠 ＲＭＲ，与课题组前期研究结果基本相

符。 本研究中，滋阴降火和温阳补肾法干预可调

节 ＲＭＲ 出现相应的降低和升高变化，印证了

ＲＭＲ 可以作为一种客观指标评估肾阴虚和肾阳

虚证。
研究证实，慢性 ＣＯＲＴ 暴露引起小鼠突触线

粒体基础呼吸、最大呼吸、质子泄露和 ＡＴＰ 产生

减少［１０］。 小鼠肝代谢组学分析显示，ＣＯＲＴ 干预

６ 周后，２８０ 个代谢物丰度增加、１９３ 个代谢物丰

度降低，这些代谢物与线粒体脂类代谢和氧化磷

酸化功能密切相关［１１］。 糖皮质激素对线粒体也

有直接作用。 研究发现 ＧＲ 受体在激活后可转位

进入线粒体，与多种基因位点结合，如 ｍｔＮＤ⁃１、
ｍｔＣＯＸ⁃Ⅰ、ｍｔＣＯＸ⁃Ⅲ，调节其表达［１２－１３］。 比如，

８４０１
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图 ４　 各组血清激素水平比较

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｈｏｒｍｏｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

高浓度的糖皮质激素降低 ＰＧＣ１α 的表达，从而降

低线粒体生成［１４－１５］。 糖皮质激素还能调节线粒

体融合和分裂相关蛋白表达，影响线粒体动力

学［１６］。 透射电镜显示，短期干预后，肝和肌肉线

粒体形态发生变化，而长期干预后，线粒体形态

出现明显损伤。 此外，ＣＯＲＴ 短期干预，肝组织

ＭＤＡ 水平显著降低、ＡＴＰ 水平显著升高，长期干

预后，肝和肌肉组 ＭＤＡ 水平均显著升高、ＡＴＰ 水

平均显著降低。 上述结果提示，ＣＯＲＴ 干预早期，
线粒体可能已经出现轻度损伤，但功能尚能代

偿，随着干预时间的增加，损伤程度也显著增加，
线粒体功能明显失代偿。 金匮肾气丸干预后，长
期批次小鼠肝组织 ＭＤＡ 水平显著降低，ＡＴＰ 水

平显著升高，且肌肉组织线粒体形态相对正常，
双层膜结构和嵴清晰，说明金匮肾气丸可能促进

线粒体功能的恢复。 ＦＧＦ⁃２１ 和 ＧＤＦ⁃１５ 是线粒体

应激反应过程中释放的信号分子，有研究表明，
通过分析 ＦＧＦ⁃２１ 和 ＧＤＦ⁃１５，约 ７０％的患者可发

现线粒体疾病［１７］。 在本研究中，ＣＯＲＴ 短期干

预，模型组小鼠血清 ＦＧＦ⁃２１ 水平显著降低，但长

期干预后，模型组小鼠血清 ＦＧＦ⁃２１ 和 ＧＤＦ⁃１５ 水

平均显著升高，金匮肾气丸干预后，长期批次小

鼠血清 ＦＧＦ⁃２１ 和 ＧＤＦ⁃１５ 水平均显著降低，提示

ＦＧＦ⁃２１、ＧＤＦ⁃１５ 可能是较好的血清线粒体损伤

标志物。
甲状腺素是机体能量代谢的关键调节剂。

哺乳动物的能量预算是按组织等级分配的，以便

保持对生存至关重要功能的能量供应，在能量负

平衡期间，生长、繁殖、脂肪储存这些较低优先级

的功能活动就会减弱［１８］。 甲状腺激素动力学的

调节也遵循这样的等级框架，如果预测当前机体

的能量代谢水平和能量储存不能满足需求，血清

甲状腺素的水平就会下调，从而抑制优先级较低

的组织器官的新陈代谢，如果机体预测能量需求

的变化可以通过现有的能量储备和摄入来满足

时，就会上调血清甲状腺素水平，低优先级的组

织器官摄取甲状腺素的可用性就会增加［１９］。 糖

皮质激素对甲状腺素及其信号通路有重要影响，
长期应用导致人和大鼠下丘脑室旁核促甲状腺

素释放激素的表达和 ＴＳＨ 的血清水平，还能以组

织特异的方式调节脱碘酶的活性，干预组织内 Ｔ３
水平［２０］。 研究表明，ＣＯＲＴ 作为应激反应的效应

信号，由 ＧＲ 介导打开能量代谢的开关，以提供应

激反应所需要的能量［２１］。 此外，ＣＯＲＴ 长期应用

９４０１



中国实验动物学报 ２０２５ 年 ７ 月第 ３３ 卷第 ７ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｌｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． ７

图 ５　 各组肝、肌肉组织 ＴＲ 表达量比较

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ６　 各组肝、肌肉组织 ＴＲ 表达量比较

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

会引起脂肪重新分配，糖异生途径受抑制，脂代

谢紊乱，最终降低能量储备［２２］。 本研究显示，
ＣＯＲＴ 短期干预后，模型组小鼠血清 Ｔ４ 水平显著

升高，推测其原因可能是 ＣＯＲＴ 干预早期，ＧＲ 受

体被激活，机体能量供应充足，同时损伤较轻，各
组织器官功能尚能代偿，大脑功能等生命活动可

以维持，血清甲状腺素水平升高，肝、肌肉等组织

摄取增加，新陈代谢活动增强，ＲＭＲ 相应地呈现

升高趋势。 ＣＯＲＴ 长期干预后，小鼠血清 Ｔ３、Ｔ４、
ＦＴ３、ＦＴ４ 水平均显著降低，可能由于 ＣＯＲＴ 长期

作用导致能量储备降低，各器官组织损伤加重，
功能失代偿，此时机体代谢状态不能满足能量需

求，故血清甲状腺素水平降低，以维持大脑的能

量供应，肝、肌肉组织活动相对抑制，ＲＭＲ 随之降

低。 ＣＯＲＴ 暴露还会导致 ＨＰＡ 轴的功能紊乱进

而导致小鼠抑郁［２３］，本研究中小鼠血清 ＡＣＴＨ、
ＴＳＨ、ＩＮＳ 水平也发生显著变化，可能与甲状腺素

负反馈调节失衡有关，也可能是 ＣＯＲＴ 对 ＨＰＡ 轴

的影响导致的。
甲状腺素的作用主要通过 ＴＲ 介导，ＴＲ 的表
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达具有组织特异性，肝组织主要表达 ＴＲβ，骨骼

肌则主要表达 ＴＲα［２４］。 在短期和长期批次实验

中，ＣＯＲＴ 干预均显著下调肝、肌肉组织中 ＴＲ 的

表达，具体机制以及和线粒体功能的相关性还有

待研究。 补肾方剂干预后，小鼠肌肉组织 ＴＲα 表

达量显著增加，说明知柏地黄丸和金匮肾气丸干

预对 ＴＲ 的表达有一定的调节作用。
中医证候领域的越来越多的研究表明，能量

代谢与中医证候之间存在相通性［２５－２６］。 本研究

发现，ＣＯＲＴ 通过影响小鼠组织线粒体功能、血清

甲状腺素浓度及组织甲状腺素受体表达量，引起

小鼠 ＲＭＲ 变化，证实了 ＲＭＲ 与肾阴虚和肾阳虚

证之间的相关性以及 ＲＭＲ 在这两种证型分类中

的价值。 在其他证型的分类中，ＲＭＲ 的价值也值

得深入研究探讨。
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