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庆祝湖北科技学院咸宁医学院

办学60周年公告

（第1号）

弘德   博学        敏行   敢先

潜山叠翠，见证六秩医路求索；淦水汤汤，激荡万千杏林芳华。2025年11月8日，湖北科技学院咸

宁医学院（溯自1965年创办的湖北医学院咸宁分院）将迎来60周年华诞。在此，我们谨以赤子之心向

全球校友、全体师生员工，向关心支持学校医学教育发展的各级领导、兄弟院校、医疗同仁及社会各

界友人，致以诚挚的感谢和崇高的敬意！ 

六秩回眸   医脉相承

         1965年,一簇医学星火点亮鄂南。从“湖北医学院咸宁分院”的创业维艰，到跻身湖北省医学教

育高地；从临床医学本科教育的破茧蝶变，到国家一流专业、省级重点实验室的集群崛起；从“防病

治病”的初心坚守，到“健康中国”战略的躬身践行——六十年薪火相传，以“弘德 博学 敏行 敢先”

为精神坐标，累计培养3万余名卓越医疗卫生人才，涌现出一大批行业翘楚，为基层医疗织就守护之

网，为社会公共卫生书写咸医担当，谱写了服务地方健康事业的壮丽篇章。

弦歌不辍   硕果盈枝 

         六十年来，一代代咸医人接续奋斗，始终以学科建设为龙头，以人才培养为核心，构建了完善的

医学教育体系。硕士授权取得历史突破，临床医学跻身ESI全球前1%、药学及生物医学工程获批国家一

流专业，医学影像学、口腔医学、护理学、眼视光医学引领区域医疗发展；建有以“全科医学国家级

实验教学示范中心”为代表的省级及以上教学科研平台9个，携手12所附属医院，持续深化医教协同，

打造“早临床、多临床、反复临床”育人新模式，为医学实践与区域医疗水平提升作出突出贡献。 

共襄盛举   赓续华章 

         六十年，是历史的回响，更是未来的序章。无论您鬓角已染霜雪，还是正青春挥斥方遒；无论您

身在手术台前或实验室中，还是扎根基层或驻足海外，咸宁医学院永远是您医学梦想的起点，是您此

生难忘的精神家园。医学教育办学六十周年是学校发展史上的重要里程碑，更是迈向新征程的起点。

我们诚邀海内外校友重聚校园，追忆芳华岁月；热盼各界贤达共话医学教育，擘画发展蓝图！

       院庆专线：0715-8260507

       电子邮箱：xnmed@hbust.edu.cn  

       官方网站：https://yxb.hbust.edu.cn/

       联系地址：湖北省咸宁市咸宁大道88号湖北科技学院咸宁医学院（医学部）  

       特此公告，敬祈周知！

                                                                                                                         湖北科技学院咸宁医学院

                                                                                                                                   2025年4月16日

      ，男， 年 月出

生 ， 湖 北 汉 川 人 ， 中 共 党

员，中国科学院大学博士，

湖北科技学院基础医学院副

教授，硕士生导师。

    现为基础医学院党委委

员 、 第 三 届 学 术 委 员 会 委

员 、 形 态 学 教 学 实 验 室 主

任，第一届湖北省细胞外囊

泡学会转化医学研究与应用

专业委员会委员。主要研究

方向为环境医学，曾参与国

家重点研发计划“蓝色粮仓

科技创新”重点专项、国家

自然科学基金面上项目，近

年 来 先 后 主 持 湖 北 省 教 育

厅、湖北省自然科学基金、

国 家 自 然 科 学 基 金 青 年 科 学 基 金 项 目 。 在 《 Sci Total Environ》《Environ 

Pollut》《中国药理学通报》等国内外学术期刊上发表第一作者或通信作者论文30余

篇，其中中科院一区SCI论文2篇、中科院二区SCI论文8篇。2项学术成果分别获得湖

北省科学技术进步二等奖和湖北省第九届高等教育教学成果二等奖。主要担任省级

一流课程《医学细胞生物学》《医学遗传学》等课程主讲教师，参编教材2部。兼职

担任《 等国际知名 期刊及国内《环境与职业医

学》审稿人。2023年入选湖北科技学院“百名优秀人才”，2023年度获得咸宁市

“香城人才卡”。曾荣获硕士研究生国家奖学金、校级“先进工作者”、基础医学

院青年教师比赛一等奖等荣誉，指导国家级大学生创新创业项目1项、省级各类竞赛

奖3项。
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基于 ＰｒｏＴｏｘ３．０探究草甘膦干扰胆汁酸通路
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摘要：目的 基于ＰｒｏＴｏｘ３．０预测草甘膦的肝毒性靶点，并结合动物实验探究草甘膦诱导小鼠肝损伤及干
扰胆汁酸代谢的作用机制。方法 通过ＰｒｏＴｏｘ３．０预测草甘膦的作用器官及毒性靶点。雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随
机分为对照组、草甘膦暴露组，每组１４只，４２ｄ后收集血清、肝脏，检测血清脂质谱［总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯
（ＴＧ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ））、血清酶活性（丙氨酸氨基转移酶
（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、碱性磷酸酶（ＡＫＰ）］；苏木精伊红染色（Ｈ＆Ｅ）观察肝组织病理形态，
油红Ｏ染色检测脂质沉积；超声影像分析肝实质回声特征；ＥＬＩＳＡ法检测羟甲基戊二酰辅酶 Ａ还原酶
（ＨＭＧＲ）活性及炎症因子［环氧合酶２（ＣＯＸ２）、单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）］；ＲＴｑＰＣＲ法检测胆汁酸代谢
通路关键基因［法尼醇Ｘ受体（ｆｘｒ）、小异源二聚体伴侣（ｓｈｐ）、成纤维细胞生长因子１５（ｆｇｆ１５）和胆固醇７α羟
化酶（ｃｙｐ７ａ１）］ｍＲＮＡ表达。结果 ＰｒｏＴｏｘ３．０预测草甘膦肝毒性风险为０．９３，且与细胞色素Ｐ４５０代谢紊乱高
度相关。动物实验表明，草甘膦显著升高ＴＣ、ＴＧ及ＬＤＬＣ，降低ＨＤＬＣ，并诱导酶（ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＫＰ）活性升高。
肝组织病理学显示肝细胞气球样变及脂滴沉积，超声影像提示肝实质回声增强。代谢酶检测显示草甘膦上调

ＨＭＧＲ活性，促进胆固醇合成，同时激活炎症因子 ＣＯＸ２和 ＭＣＰ１。关键基因分析表明，草甘膦显著抑制 ｆｘｒ
及ｃｙｐ７ａ１表达，同时上调ｓｈｐ与ｆｇｆ１５水平，破坏胆汁酸负反馈调节。结论 草甘膦可能通过ｆｘｒ／ｃｙｐ７ａ１通路干
扰胆汁酸代谢，进而引发脂代谢紊乱及炎症诱导肝损伤，为环境污染物肝毒性研究提供新视角。

关键词：草甘膦；肝损伤；胆汁酸代谢；ｆｘｒ／ｃｙｐ７ａ１通路；ＰｒｏＴｏｘ３．０
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ｃａｔｅｔｈａｔｇｌｙｐｈｏｓａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｘｒａｎｄｃｙｐ７ａ１，ａｌｏｎｇｓｉｄｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｈｐａｎｄ
ｆｇｆ１５，ｆｉｎａｌｌｙｄｉｓｒｕｐｔｅｄｂｉｌｅａｃｉｄｎｅｇａｔｉｖｅｆｅｅｄｂａｃｋｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＧｌｙｐｈｏｓａｔｅｍａｙｄｉｓｔｕｒｂｔｈｅｂｉｌｅａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｖｉａｔｈｅ
ｆｘｒ／ｃｙｐ７ａ１ｐａｔｈｗａｙ，ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｒｉｇｇｅｒｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｄｉｓｏｒｄｅｒｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，ａｎｄｆｉｎａｌｌｙｉｎｄｕｃｅｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ．Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｐｒｏｖｉｄｓａ
ｎｏｖｅｌｉｎｓｉｇｈｔｉｎｔｏｔｈｅｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｐｏｌｌｕｔａｎｔｓ．
　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ；Ｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ；Ｂｉｌｅａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；ｆｘｒ／ｃｙｐ７ａ１ｐａｔｈｗａｙ；ＰｒｏＴｏｘ３．０

　　草甘膦（ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ，ＧＬＹ）作为广谱除草剂的
核心成分，其全球年使用量超过１００万吨［１］。近

年研究表明，草甘膦不仅通过抑制５烯醇丙酮莽
草酸３磷酸合酶（ＥＰＳＰＳ）干扰植物代谢，还可能
通过摄入残留影响哺乳动物的肝胆系统

［２３］。已

有动物实验证实，草甘膦可诱导肝脏脂质代谢紊

乱及氧化应激
［４５］，但其对胆汁酸代谢通路的调控

影响仍不清楚。

胆汁酸作为胆固醇代谢终产物，其合成与肠

肝循环受法尼醇Ｘ受体（ｆｘｒ）、小异源二聚体伴侣
（ｓｈｐ）及胆固醇７α－羟化酶（ｃｙｐ７ａ１）等关键基因
的精密调控

［６］。最新研究表明，环境污染物如细

颗粒物可通过结合并激活 ｆｘｒ破坏肝细胞中的胆
汁酸稳态

［７］，而草甘膦是否通过类似机制影响肝

胆汁酸代谢尚缺乏证据。本研究基于网络毒理学

平台ＰｒｏＴｏｘ３．０，整合肝生化指标、病理学、小动
物超声成像及分子生物学技术，探究草甘膦暴露

对小鼠胆汁酸代谢通路的影响，以期阐明其对

ｆｘｒ／ｃｙｐ７ａ１通路的干扰机制，为评估草甘膦肝毒性
提供新依据。

１　材料与方法

１．１　实验试剂
草甘膦（ＣＡＳ：１０７１８３６）购自美国 Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ公司；肝功能检测试剂盒总胆固醇（ＴＣ，货
号：Ａ１１１１１）、甘油三酯（ＴＧ，货号：Ａ１１０１１）、低
密度脂蛋白（ＬＤＬＣ，货号：Ａ１１３１１）、高密度脂蛋
白（ＨＤＬＣ，货号：Ａ１１２１１）、谷草转氨酶（ＡＳＴ，货
号：Ｃ０１０２１）、谷丙转氨酶（ＡＬＴ，货号：Ｃ００９２
１）、碱性磷酸酶（ＡＫＰ，货号：Ａ０５９２２）均购自南
京建成生物工程研究所；酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）
试剂盒总胆汁酸（ＴＢＡ，货号：ｍｌ０９２７３９）、羟甲基
戊二酰辅酶Ａ还原酶（ＨＭＧＲ，货号：ｍｌ０３７５３７）环
氧合酶２（ＣＯＸ２，货号：ｍｌ０５８５７７）、单核细胞趋化
蛋白１（ＭＣＰ１，货号：ｍｌ０６３１７９）购自上海酶联生

物公司；其他试剂为国产分析纯。

１．２　主要仪器
多功能酶标仪（ＥＬＸ８００，美国ＢｉｏＴｅｋ公司）；

高速冷冻离心机（５４２４Ｒ，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；
高速组织研磨仪（ＫＺⅡ，武汉赛维尔生物公司）；
荧光定量 ＰＣＲ仪（ＡＢＩＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ，美国 Ｔｈｅｒ
ｍｏ）；梯度 ＰＣＲ扩增仪（ＳＣＩ１０００Ｇ，美国 ＳＣＩＬＯ
ＧＥＸ）；超微量分光光度计（ＮａｎｏＶｕｅＰｌｕｓ，英国
Ｃｙｔｉｖａ公司）；小动物超声影像系统（Ｖｅｖｏ２１００，加
拿大ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓ公司）。

１．３　实验方法
１．３．１　实验动物及分组

６周龄ＳＰＦ雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（体质量１８～
２０ｇ，质量合格证号Ｎｏ．４１００００００００００００７２７２）。饲
养于恒温（２２±２）℃、相对湿度（５０±１０）％的清
洁环境，自由摄食饮水，适应性饲养５ｄ后随机分
为２组（ｎ＝１４），对照组（ＣＯＮ）：０．９％生理盐水
溶液灌胃；草甘膦暴露组（ＧＬＹ）：１ｍｇ／ｋｇ草甘膦
溶液灌胃；暴露剂量依据欧洲食品安全局（ＥＦＳＡ）
规定的可接受暴露水平（ＡＯＥＬ）０．１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），
按１０倍环境相关剂量设计［８］。每日固定时间灌

胃给药，给药体积１０ｍＬ／ｋｇ，连续暴露４２ｄ。实验
方案经湖北科技学院实验动物伦理委员会审批

（批准号ＩＡＣＵＣ２０２３０３０３２）。
１．３．２　毒性预测

ＰｒｏＴｏｘ３．０（ｈｔｔｐｓ：／／ｔｏｘ．ｃｈａｒｉｔｅ．ｄｅ／ｐｒｏｔｏｘ３／）
通过整合分子相似性、片段活性倾向和高频结构

特征，结合基于片段相似性聚类的ＣＬＵＳＴＥＲ交叉
验证机器学习方法，构建了６１种预测模型，可评
估草甘膦的急性毒性、器官毒性、Ｔｏｘ２１有害结局
通路及毒性靶点等在内的多元化毒性效应

［９］。

１．３．３　肝功能指标检测
第４８天末次给药禁食１２ｈ后，腹腔注射３％

戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，经心脏穿刺抗凝采
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集全血，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ分离血清，用试剂
盒检测血清肝功能指标（ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ和 ＨＤＬ
Ｃ）及肝酶活性指标（ＡＳＴ、ＡＬＴ和ＡＫＰ）。
１．３．４　肝组织病理学观察

新鲜取材的肝组织用４％多聚甲醛固定，常
规脱水，分别用苏木素伊红（Ｈ＆Ｅ）和油红Ｏ染色
石蜡包埋后对小鼠肝脏进行病理学观察。垂直切

片厚度 ５μｍ，所有切片均通过 ＮＤＰｖｉｅｗ２软件
（日本 Ｈａｍａｍａｔｓｕ）扫描观察。Ｈ＆Ｅ染色观察肝
脏组织病理形态学改变，油红 Ｏ染色分析肝组织
脂质沉积情况。

１．３．５　炎症因子检测
取出约 ４ｇ经液氮速冻８０℃保存的肝脏组

织，加入 ４ｍＬ预冷的匀浆液（０．２５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖、
０００３ｍｏｌ／Ｌ氯化钙），用匀浆器充分研磨肝组织，
离心后收集匀浆液。按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书，
分别检测脂质代谢相关的限速酶（ＨＭＧＲ）及肝损
伤相关因子（ＣＯＸ２、ＭＣＰ１）的活性。
１．３．６　实时荧光定量（ＲＴｑＰＣＲ）检测

应用ＴＲＩｚｏｌ法提取肝组织总 ＲＮＡ，经验证合
格后应用逆转录试剂盒对２μｇＲＮＡ进行反转录，
获得ｃＤＮＡ，使用荧光定量试剂盒测定目标基因
ｍＲＮＡ表达。引物序列见表１。ＰＣＲ反应体系为：
ＰｅｒｆｅｃｔＳｔａｒｔ ＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ１０μＬ，上游引
物（１０μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，
ＴｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ／ｃＤＮＡ２μＬ，双蒸水６μＬ。反应程序
为：９４℃预变性２ｍｉｎ，４５个９４℃变性５ｓ，６０℃退火
３０ｓ的循环。结果以 ＧＡＰＤＨ为内参，通过计算
２－ΔΔＣｔ值表示各基因ｍＲＮＡ相对表达量。

表１　肝组织胆汁酸通路相关基因的引物序列

基因 Ｐｒｉｍｅｒ序列（５＇ｔｏ３＇）

ｆｘｒ ＦＧＧＣＡＧＡＡＴＣＴＧＧＡＴＴＴＧＧＡＡＴＣＧ
ＲＧＣＣＣＡＧＧＴＴＧＧＡＡＴＡＧＴＡＡＧＡＣＧ

ｓｈｐ ＦＣＡＧＧＴＣＧＴＣＣＧＡＣＴＡＴＴＣＴＧＴ
ＲＡＧＧＣＴＡＣＴＧＴＣＴＴＧＧＣＴＡＧＧＡ

ｆｇｆ１５ ＦＡＴＧＧＣＧＡＧＡＡＡＧＴＧＧＡＡＣＧＧ
ＲＣＴＧＡＣＡＣＡＧＡＣＴＧＧＧＡＴＴＧＣＴ

ｃｙｐ７ａ１ ＦＧＧＧＡＴＴＧＣＴＧＴＧＧＴＡＧＴＧＡＧＣ
ＲＧＧＴＡＴＧＧＡＡＴＣＡＡＣＣＣＧＴＴＧＴＣ

ｇａｐｄｈ ＦＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ
ＲＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ

１．３．７　肝组织超声
将小鼠置于恒温动物操作台诱导箱内，通过

１．５％～２％异氟烷混合氧气诱导麻醉后，转移至

加热台维持麻醉；随后将小鼠仰卧位固定，剔除腹

部区域毛发，以酒精棉球清洁皮肤后均匀涂覆超

声导电胶。超声图像采集：用小动物超声影像系

统配备的高频线性探头 （ＭＳ４００，频率 ４０
５０ＭＨｚ），沿小鼠腹部正中线纵向扫描，获取肝左
叶、右叶及肝门静脉横断面图像

［１０］。

１．４　统计学方法
应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０２软件进行数据处理

与分析，数据以（珋ｘ±ｓ）表示，正态分布和方差均匀
性分别通过 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ＇ｓ和 Ｌｅｖｅｎｅ＇ｓ检验来确
定。两组间比较采用ｔ检验，Ｐ＜００５表示差异有
统计学意义。

２　结　果

２．１　草甘膦毒性模型预测结果
图１显示ＰｒｏＴｏｘ３．０预测的草甘膦毒性等级

为４，预测准确性为１００％。图２显示，草甘膦可能
具有肝毒性（可能性０．９３）、细胞色素Ｐ４５０超家族
（ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣＹＰ）代谢紊乱（可能性≥０．８６）。

图１　草甘膦毒性等级

图２　草甘膦毒性雷达图

２．２　草甘膦对小鼠肝功能的影响
草甘膦暴露对小鼠肝功能生化指标有显著影

响（图３）。与对照组比较，草甘膦暴露组小鼠血
清ＴＣ、ＴＧ及ＬＤＬＣ水平显著升高（Ｐ均＜００１），
而ＨＤＬＣ水平显著下降（Ｐ＜０．０５）；草甘膦暴露
组肝组织酶ＡＬＴ、ＡＳＴ和ＡＫＰ活性显著升高（Ｐ＜
０．０５）。以上结果提示，草甘膦暴露可导致小鼠肝
功能障碍。
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Ａ．血清ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ及ＨＤＬＣ；Ｂ．ＡＬＴ、ＡＳＴ及ＡＫＰ；与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；ｎ＝６。

图３　各组小鼠肝功能指标变化

２．３　草甘膦对小鼠肝脏的病理学影响
肝脏病理学观察显示，草甘膦组肝小叶结构

紊乱，中央静脉周围可见炎性细胞浸润，肝细胞气

球样变及点状坏死（图４Ａ）；油红Ｏ染色结果显示，
草甘膦组小鼠肝组织细胞内被染为红色大脂滴，且

分布范围广，肝细胞脂肪变性明显（图４Ｂ）；定量分
析表明肝组织脂滴沉积面积较对照组增加３．２倍
（Ｐ＜０．００１），脂质空泡占比达（２３６±４２）％。

Ａ．Ｈ＆Ｅ染色；Ｂ．油红Ｏ染色。

图４　各组小鼠肝组织病理学变化

２．４　草甘膦对小鼠肝脏超声影像的影响
对照组肝实质呈均匀低回声，肝包膜光滑，提

示肝细胞正常排列，无明显脂肪或纤维化沉积（图

５Ａ）；草甘膦暴露组肝实质回声显著增强、伴有局
灶性高回声结节，可能与脂滴沉积导致超声波散

射增加、炎性细胞聚集形成局部高回声区等病变

相关（图５Ｂ）。

Ａ．对照组肝脏均匀低回声；Ｂ．草甘膦组肝脏回声增强伴高回声结节。

图５　各组小鼠肝脏超声影像变化

２．５　草甘膦对小鼠肝脏代谢酶及炎症因
子的影响

与对照组比较，草甘膦组肝脏脏器系数显著

上升（Ｐ＜０．０５）；关键代谢酶ＨＭＧＲ活性上升（图
６Ａ），提示草甘膦可能增强肝脏胆固醇合成；图６Ｂ
显示，炎症相关生物标志物ＣＯＸ２和 ＭＣＰ１的表
达水平显著上调（Ｐ＜０．０５），提示草甘膦暴露可
能加剧了肝脏炎症反应。
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Ａ．肝脏脏器系数、肝ＨＭＧＲ活性；Ｂ．ＣＯＸ２、ＭＣＰ１水平；与ＣＯＮ组比较，Ｐ＜０．０５；ｎ＝６。

图６　各组小鼠肝脏超声影像变化

２．６　草甘膦对小鼠胆汁酸及其相关基因
表达的影响

草甘膦暴露组相较于对照组呈现明显的胆汁

酸代谢异常表征。具体表现为：草甘膦组小鼠血

清ＴＢＡ浓度较对照组显著升高（Ｐ＜０．０５），肝组
织ＴＢＡ含量增加２３．２％（图７Ａ）；图７Ｂ结果显
示，ｓｈｐ、ｆｇｆ１５ｍＲＮＡ表达量分别增加 ８５．９％和
１９．７％，而 ｆｘｒ、ｃｙｐ７ａ１ｍＲＮＡ表达量分别下降
３８３％和５２．９％（Ｐ均＜０．０５）。这些分子变化提
示：草甘膦可能通过双重调控机制破坏胆汁酸负

反馈系统，一方面通过抑制ｆｘｒ的表达，降低对ｓｈｐ
的激活作用，另一方面又异常增强 ｆｇｆ１５的表达，
二者的协同作用导致 ｃｙｐ７ａ１这个胆汁酸合成限
速酶的表达受抑，从而减少胆固醇向胆汁酸的转

化（图７Ｃ）。

　　Ａ．血清ＴＢＡ、肝ＴＢＡ含量（ｎ＝６）；Ｂ．ｆｘｒ、ｓｈｐ、ｆｇｆ１５及ｃｙｐ７ａ１ｍＲＮＡ表达水平（ｎ＝３）；与ＣＯＮ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；Ｃ．胆汁酸通路相关基因表达变化。

图７　各组小鼠胆汁酸及其相关基因ｍＲＮＡ表达变化

３　讨　论

本研究首次揭示草甘膦可能通过破坏肝脏胆

汁酸代谢稳态，导致肝损伤。分子机制上，草甘膦

显著抑制肝组织 ｆｘｒ表达，削弱其对 ｓｈｐ的转录激
活，导致ｃｙｐ７ａ１胆汁合成水平下降；另一方面，其
异常上调ｆｇｆ１５表达，加剧对 ｃｙｐ７ａ１的抑制，形成
“负反馈”效应。该 ｆｘｒｃｙｐ７ａ１调控通路的异常，
可能通过减少胆固醇向胆汁酸的转化，造成胆汁

酸代谢动态平衡失调，从而为肝损伤的发生发展

提供病理基础。

先前的研究中，草甘膦暴露４５ｄ后可诱导鲤

鱼肝脏的氧化应激与炎症反应（如ＴＮＦα／ＩＬ６上
调），肝组织丙二醛（ＭＤＡ）水平升高及抗氧化系
统激活（ＳＯＤ／ＧＳＨ代偿性改变），伴有肝脏游离脂
肪酸过量产生、脂肪生成相关基因表达水平增强，

由此导致肝脏的脂质积累
［１１］。在本研究小鼠模

型中，草甘膦暴露后的肝脏表现为 ＨＭＧＲ活性上
升及胆固醇合成增强。ＨＭＧＲ作为胆固醇合成的
限速酶，其异常激活可能加剧脂质过氧化过

程
［１２］，这与研究中观察到的肝细胞空泡化具有病

理机制上的延续性。上述结果提示，草甘膦可能

通过破坏胆固醇／胆汁酸代谢平衡，引发肝脏脂质
蓄积的级联反应，进而驱动脂肪变性。值得注意
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的是，草甘膦组小鼠肝脏中ＣＯＸ２与 ＭＣＰ１的表
达显著上调，这一现象与经典炎症级联反应的激

活特征高度吻合———ＣＯＸ２通过促炎介质的生成
加剧局部炎症，而 ＭＣＰ１通过招募单核细胞浸润
进一步扩大炎症信号。上述病理变化在小鼠超声

影像学中表现为明确的肝脏结构紊乱，包括回声

增强、血管边界模糊等典型异常表征，进一步提示

炎症反应通过肝功能障碍引起形态学改变。

本研究ＰｒｏＴｏｘ３．０毒性模型预测结果揭示了
草甘膦的潜在肝毒性机制，或与其可干扰细胞色

素Ｐ４５０超家族有关；而细胞色素 Ｐ４５０超家族作
为生物体内重要的代谢酶系，在胆汁酸合成和代

谢稳态中发挥核心作用
［１３］。基于 ＰｒｏＴｏｘ３．０预

测提示，草甘膦可干扰关键 ＣＹＰ亚型 （如
ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ３Ａ４、ＣＹＰ２Ｅ１）
的代谢活性，ＣＹＰ介导的代谢失调可能是脂肪变
性的始动因素。例如，ｃｙｐ７ａ１作为胆汁酸合成的
限速酶，其活性抑制直接导致胆固醇向胆汁酸的

转化受阻，加速肝内游离胆固醇蓄积。ＣＹＰ３Ａ４
抑制提示肝脏对草甘膦及其代谢产物的解毒效率

下降，导致毒物蓄积。在本研究小鼠模型中，观察

到草甘膦导致胆汁酸代谢异常（血清 ＴＢＡ升高、
ｆｘｒ／ｃｙｐ７ａ１ｍＲＮＡ下调），这与其他研究发现另一
种农药毒死蜱通过下调核因子相关因子２（Ｎｒｆ２）
和ｆｘｒ表达加重大鼠肾脏损伤相一致［１４］。ｆｘｒ作为
胆汁酸及脂代谢调控核心受体，其活性受抑可能

通过ｆｇｆ１５／ｓｈｐ通路降低 ｃｙｐ７ａ１介导的胆固醇转
化，此过程同时影响机体“肠肝”轴对胆汁酸的重
吸收

［１５１６］。以上结果提示，草甘膦可能通过干扰

ｆｘｒｃｙｐ７ａ１通路，造成胆汁酸合成重吸收循环的
失衡。

综上，草甘膦的肝毒性可能涉及胆汁酸代谢

网络的系统性失衡。小鼠数据揭示的胆汁酸代谢

关键基因表达紊乱，提示胆汁酸酸代谢紊乱在草

甘膦致肝脏毒性中的作用。未来研究可结合代谢

组学手段，进一步拓展 ｆｘｒｃｙｐ７ａ１胆汁酸在“肝
肠”轴中的响应机制。
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摘要：目的 探讨白桦脂酸（ＢＡ）对呕吐毒素（ＤＯＮ）诱导的 ＨｅｐＧ２细胞毒性的缓解作用及机制。方法 用

ＢＡ或／和ＤＯＮ处理ＨｅｐＧ２细胞１２ｈ，ＣＣＫ８检测ＤＯＮ和ＢＡ对细胞活力的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测铁死亡相关

基因的蛋白表达变化，ＢＯＤＩＰＹ探针检测脂质 ＲＯＳ水平，ＧＳＨ和 ＭＤＡ试剂盒检测 ＧＳＨ和 ＭＤＡ水平，ＤＣＦＨ

ＤＡ探针检测总ＲＯＳ含量，ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ探针检测游离Ｆｅ２＋水平，人４ＨＮＥ酶联免疫吸附测定试剂盒检测分泌

和细胞内４羟基壬烯醛（４ＨＮＥ）水平，ＥｄＵ检测细胞增殖。结果 ＤＯＮ降低 ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＣＬＣ、ＮＱＯ１和

Ｎｒｆ２的表达水平，促进ＴＦＲ１和４ＨＥＮ的表达以及ＭＤＡ和总ＲＯＳ和脂质ＲＯＳ的积累，同时促进ＧＳＨ的消耗

以及Ｆｅ２＋过载，导致铁死亡。然而，ＢＡ预处理逆转这些变化，减轻 ＤＯＮ诱导的铁死亡，提高细胞活力和细胞

增殖。重要的是，ＢＡ还能阻止Ｅｒａｓｔｉｎ和ＲＳＬ３诱导的铁死亡，表明 ＢＡ通过增加 ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１的表达水

平拮抗铁死亡。结论 ＢＡ通过激活 ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１信号通路，减轻 ＤＯＮ诱导的 ＨｅｐＧ２细胞铁死亡，为 ＢＡ

减轻ＤＯＮ引起的肝毒性提供强有力的证据。

关键词：呕吐毒素；白桦脂酸；铁死亡；肝毒性；ＳＬＣ７Ａ１１；ＧＰＸ４
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　　呕吐毒素（ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，ＤＯＮ）广泛分布于
发霉的小麦、大麦、玉米等谷物和加工食品中，是

食品中污染较严重的霉菌毒素之一
［１］。低浓度

ＤＯＮ可导致儿童出现食欲下降和生长发育迟
缓
［２３］。肝脏是 ＤＯＮ毒性的主要靶器官之一，当

ＤＯＮ的剂量超过肝脏代谢能力时，可引起急性或
慢性肝损伤

［４］。铁死亡是一种新的程序性细胞死

亡形式，其特征是脂质过氧化的铁依赖性积累达

到致死水平，与细胞凋亡、坏死和自噬不同
［５］。铁

死亡的主要特征包括细胞内游离铁（Ｆｅ２＋）和脂质
活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）以及谷胱甘
肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）的积累［６］。已有研究表明

ＤＯＮ可以通过诱导铁死亡引起肝损伤［７］。白桦

脂酸（ｂｅｔｕｌｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＡ）普遍存在于桦树、牡丹和
薯蓣等植物中，具有多种药理活性

［８］。ＢＡ通过减
少炎症、氧化应激和细胞凋亡来减轻 Ｔ２毒素诱
导的胃肠道毒性

［８］、免疫毒性
［９］、肾毒性

［１０］、神经

毒性
［１１］
和生殖毒性

［１２］。然而，ＢＡ是否能减轻
ＤＯＮ引起的肝毒性尚不清楚。值得注意的是，ＢＡ
可以降低细胞脂质过氧化（ｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ，
ＬＰＯ）和丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）水平，同
时增加ＧＳＨ含量［１０，１３］，降低铁死亡。因此，本文

通过实验观察ＢＡ是否可以通过调控铁死亡来减
轻ＤＯＮ引起的肝细胞毒性。

１　材料与方法

１．１　实验细胞
本研究使用的 ＨｅｐＧ２细胞系来自中国科学

院，保存在湖北科技学院糖尿病心脑血管病变湖

北省重点实验室液氮中。

１．２　实验试剂
ＤＯＮ（ＨＹＮ６６８４）购自 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公

司；ＢＡ（Ｂ２００４１）购自上海源叶生物科技有限公
司；ＤＭＥＭ培养基（ＳＨ３００２２．ＦＳ）购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公
司；ＣＣＫ８（ＲＭ０２８２３）、βＴｕｂｌｉｎ、谷胱甘肽过氧化
酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）、溶质载体家
族 ７成员 １１（ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７ｍｅｍｂｅｒ１１，
ＳＬＣ７Ａ１１）、ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ醌脱氢酶 １（ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ
ｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１，ＮＱＯ１）、谷氨酸半胱氨

酸连接酶催化亚基（ｇｌｕｔａｍａｔｅｃｙｓｔｅｉｎｅｌｉｇａｓｅｃａｔａ
ｌｙｔｉｃｓｕｂｕｎｉｔｇｅｎｅ，ＧＣＬＣ）、ＮＦＥ２样ｂＺＩＰ转录因子
２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄ２ｌｉｋｅ２，Ｎｒｆ２）、酰
基辅酶ａ合成酶长链家族成员４（ｌｏｎｇｃｈａｉｎａｃｙｌ
ＣｏＡｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＡＣＳＬ４）、谷胱甘肽合成酶（ｇｌｕｔａ
ｔｈｉｏｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＧＳＳ）、ＨＲＰ山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）
（ＡＳ０１４）、ＨＲＰ山羊抗小鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（ＡＳ００３）
和 Ｃ１１ＢＯＤＩＰＹ探针（ＲＭ０２８２１）购自武汉 ＡＢ
ｃｌｏｎａｌ科技公司；ＣｅｌｌＬｉｇｈｔＥｄＵＡｐｏｌｌｏ４８８体外试
剂盒（Ｃ１０３１０３）购自ＲＩＢＯＢＩＯ公司；ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ
探针（Ｆ３７４）购自同仁化学；ＧＳＨ测定试剂盒（Ａ
００６２１）、ＭＤＡ测定试剂盒（Ａ００３４１）、ＲＯＳ测定
试剂盒（Ｅ００４１１）购自南京建成生物研究所；人
４ＨＮＥ酶联免疫吸附测定试剂盒购自上海酶联生
物技术有限公司。

１．３　实验方法
１．３．１　细胞培养

将ＨｅｐＧ２细胞系从液氮中拿出，３７℃水浴快
速解冻，１０００ｒｐｍ／ｍｉｎ离心 ４ｍｉｎ，弃上清，加入
１ｍＬ含１０％胎牛血清和１％抗生素的ＤＭＥＭ完全
培养基，反复吹打成单个细胞，加入培养瓶中，在

３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。
１．３．２　细胞活力检测

ＨｅｐＧ２细胞接种于 ９６孔板，培养至密度为
７０％。饥饿细胞１２ｈ后，加入不同浓度的ＢＡ（０～
２０μｍｏｌ／Ｌ）或 ＤＯＮ（０～２μｍｏｌ／Ｌ）处理１２ｈ，或者
ＢＡ预处理细胞 ２ｈ后，ＤＯＮ继续处理细胞 １２ｈ。
每孔中加入 ＣＣＫ８溶液（１０μＬ），孵育 １ｈ。在
４５０ｎｍ用酶标仪测量吸光度值，用公式计算细胞
活力。选择最优浓度进行后续实验，最终选择 ＢＡ
８μｍｏｌ／Ｌ，ＤＯＮ０．４μｍｏｌ／Ｌ。
１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法

细胞接种于６孔板中，饥饿细胞１２ｈ，加入ＢＡ
或ＤＯＮ处理１２ｈ，或 ＢＡ预处理细胞２ｈ后，ＤＯＮ
继续处理细胞１２ｈ。每孔加入２００μＬ含有磷酸化
蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液，用 ＢＣＡ试剂盒测
定蛋白浓度，制备蛋白样品。随后，进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳、转膜、封闭、抗体孵育、洗膜。使
用ＥＣＬ化学发光显影剂在 ＢｉＯＲＡＤ化学 ＸＲＳ成
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像系统上显影。

１．３．４　脂质ＲＯＳ测定
将细胞接种于黑色 ９６孔板，培养密度至

５０％，饥饿细胞１２ｈ，加入ＢＡ或ＤＯＮ处理１２ｈ，或
ＢＡ预处理 ２ｈ后，ＤＯＮ继续处理 １２ｈ，或 Ｅｒａｓｔｉｎ
（５μｍｏｌ／Ｌ）或ＲＳＬ３（１μｍｏｌ／Ｌ）继续处理２４ｈ。用
ＰＢＳ洗涤细胞，Ｃ１１ＢＯＤＩＰＹ探针（１０μｍｏｌ／Ｌ）配制
ＤＭＥＭ培养基，孵育细胞１ｈ。ＰＢＳ洗涤细胞，在荧
光显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳＩＸ７３）记录绿色荧光信号的
图像，并进行分析。

１．３．５　细胞内ＧＳＨ和ＭＤＡ含量测定
将细胞接种于６孔板，培养密度至７０％，饥饿

细胞１２ｈ，加入 ＢＡ或 ＤＯＮ处理１２ｈ，或 ＢＡ预处
理细胞２ｈ后，ＤＯＮ继续处理细胞１２ｈ。将收集的
细胞悬浮于 ＰＢＳ（１００μＬ）中，使用 Ｂｉｏｒｕｐｔｏｒ＠Ｐｌｕｓ
（Ｄｉａｇｅｎｏｄｅ）破碎细胞。使用试剂盒按照制造商
的说明进行ＧＳＨ和ＭＤＡ水平测定。
１．３．６　细胞内相对ＲＯＳ水平测定

细胞接种于黑色９６孔板，培养密度为７０％，
饥饿细胞 １２ｈ，加入 ＢＡ或 ＤＯＮ处理 １２ｈ，或 ＢＡ
预处理２ｈ后，ＤＯＮ继续处理细胞 １２ｈ。每孔加
１００μＬＤＣＦＨＤＡ探针工作液（１０μｍｏｌ／Ｌ），在
３７℃下孵育２０ｍｉｎ。用ＰＢＳ洗涤细胞，加入１００μＬ
培养基。荧光酶标仪测定，并保存数据。丢弃上

清，每孔加入 ＣＣＫ８工作溶液（１００μＬ）孵育 １ｈ，
在４５０ｎｍ处测量吸光度值。通过分析相应孔的荧
光值／ＣＣＫ８吸光度值来确定相对ＲＯＳ水平。
１．３．７　细胞内Ｆｅ２＋水平的测定

将接种于透明９６孔板上的细胞，培养密度至
５０％，饥饿细胞１２ｈ。加入 ＢＡ或 ＤＯＮ处理１２ｈ，
或ＢＡ预处理２ｈ后，ＤＯＮ继续处理１２ｈ，或Ｅｒａｓｔｉｎ
（５μｍｏｌ／Ｌ）或 ＲＳＬ３（１μｍｏｌ／Ｌ）继续处理 ２４ｈ。
ＤＭＥＭ培养基洗涤细胞，加入 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ探针工
作液（１μｍｏｌ／Ｌ）。随后，在３７℃黑暗条件下孵育
３０ｍｉｎ，用荧光显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳＩＸ７３）拍照分析。
１．３．８　４羟基壬烯醛（４Ｈｙｄｒｏｘｙｎｏｎｅｎａｌ，４ＨＮＥ）
测定

将细胞接种于１２孔板，培养密度至７０％，饥
饿细 胞 １２ｈ，加 入 ＢＡ（８μｍｏｌ／Ｌ）或 ＤＯＮ
（０４μｍｏｌ／Ｌ）处理 １２ｈ，或 ＢＡ（８μｍｏｌ／Ｌ）预处理
细胞２ｈ后，ＤＯＮ（０．４μｍｏｌ／Ｌ）继续处理细胞１２ｈ。
收集细胞上清，分析分泌的４ＨＮＥ含量。收集细
胞，加入１００μＬＰＢＳ重悬，超声仪破碎细胞。随后
３０００ｒｐｍ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清液，采用人 ４

ＨＮＥ酶联免疫吸附测定试剂盒检测４ＨＮＥ水平，
利用酶标仪在４５０ｎｍ处测量吸光度。绘制标准曲
线，计算样品４ＨＮＥ的浓度。
１．３．９　ＥｄＵ检测细胞增殖

将接种的细胞培养密度至 ６０％，饥饿细胞
１２ｈ，加入ＢＡ（８μｍｏｌ／Ｌ）或ＤＯＮ（０．４μｍｏｌ／Ｌ）处理
１２ｈ，或 ＢＡ（８μｍｏｌ／Ｌ）预处理细胞 ２ｈ后，ＤＯＮ
（０４μｍｏｌ／Ｌ）继续处理细胞１２ｈ。处理后的细胞进
行ＥｄＵ标记及检测，ＤＮＡ再染色。将细胞爬片放
在载玻片上，并覆盖抗荧光衰减介质，在荧光显微

镜（ＯＬＹＭＰＵＳＩＸ７３）下观察记录的图像。

１．４　统计学方法
采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ７．０进行绘图，ＳＰＳＳ１８０

进行统计分析。单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯ
ＶＡ）检验多组间差异的显著性，通过ｔ检验分析两
组间的显著性差异。每次实验设置３～６个重复
孔。以Ｐ＜０．０５表示差异具有显著性意义。所有
结果均代表三次独立重复实验产生的数据。

２　结　果

２．１　ＢＡ对 ＤＯＮ处理 ＨｅｐＧ２细胞中铁死
亡相关基因表达水平的影响

ＣＣＫ８实验结果（图 １Ａ）表明，浓度 ０～
１５μｍｏｌ／Ｌ的 ＢＡ对细胞活力无显著影响，当 ＢＡ
浓度为 ２０μｍｏｌ／Ｌ时，细胞活力明显降低。当
ＤＯＮ（０～２μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞时，细胞活力随浓度
依赖性下降。根据细胞生长状态和存活率 ＞
６０％，选择浓度为０．４μｍｏｌ／Ｌ的ＤＯＮ进行后续研
究。此外，与单独使用ＤＯＮ（０．４μｍｏｌ／Ｌ）组比较，
不同浓度的 ＢＡ（１、２、４和８μｍｏｌ／Ｌ）预处理可显
著提高细胞活力。基于ＢＡ对ＤＯＮ细胞毒性的影
响，选择８μｍｏｌ／Ｌ的 ＢＡ进行后续实验。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ分析结果（图 １Ｂ）显示，ＤＯＮ处理显著下调
ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１、ＮＱＯ１、ＧＣＬＣ和Ｎｒｆ２的蛋白表达
水平，上调 ＡＣＳＬ４、转铁蛋白受体（ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ１，ＴＦＲ１）和ＧＳＳ的蛋白表达水平。与ＤＯＮ
组相比，ＢＡ预处理显著上调铁死亡相关基因的蛋
白表达水平，包括 ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１、ＮＱＯ１、ＧＣＬＣ、
Ｎｒｆ２、ＡＣＳＬ４和 ＧＳＳ。这些结果表明，ＤＯＮ通过调
控铁死亡相关基因，特别是下调 ＧＰＸ４和
ＳＬＣ７Ａ１１的表达水平，诱导细胞铁死亡。相反，
ＢＡ通过提高这些基因的表达水平来减轻ＤＯＮ诱
导的铁死亡。
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Ａ．ＣＣＫ８测定细胞活力（ｎ＝６）；Ｂ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测铁死亡相关基因蛋白表达水平的变化（ｎ＝３）；与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与ＤＯＮ组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１。

图１　ＢＡ对ＤＯＮ处理ＨｅｐＧ２细胞中铁死亡相关基因表达水平的影响

２．２　ＢＡ对ＤＯＮ处理ＨｅｐＧ２细胞总ＲＯＳ、
脂质ＲＯＳ、ＭＤＡ和ＧＳＨ水平的影响

测定脂质 ＲＯＳ、ＭＤＡ、ＧＳＨ及细胞内总 ＲＯＳ
水平，探讨ＢＡ对ＤＯＮ诱导的 ＨｅｐＧ２细胞铁死亡
的拮抗作用。如图２所示，与对照组相比，ＤＯＮ组

的脂质ＲＯＳ、ＭＤＡ和总 ＲＯＳ水平显著升高，ＧＳＨ
水平显著降低，表明 ＤＯＮ诱导铁死亡。相比之
下，ＢＡ预处理部分逆转这些变化。这表明 ＢＡ可
以降低 ＬＰＯ程度，抑制 ＲＯＳ积累和阻止 ＧＳＨ消
耗，从而改善ＤＯＮ暴露下的铁死亡。

　　Ａ．Ｃ１１ＢＯＤＩＰＹ探针检测脂质ＲＯＳ水平（标尺为５０μｍ，ｎ＝３）；ＢＣ．ＭＤＡ和ＧＳＨ含量的测定（ｎ＝３）；ＤＥ．ＤＣＦＨＤＡ探针检测细胞总ＲＯＳ水平（标尺为５０μｍ，ｎ＝３）；与对照组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
００１；与ＤＯＮ组相比，＃＃Ｐ＜０．００１。

图２　ＢＡ对ＤＯＮ处理的ＨｅｐＧ２细胞脂质ＲＯＳ、ＭＤＡ、ＧＳＨ和细胞内总ＲＯＳ水平的影响
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２．３　ＢＡ抑制 ＤＯＮ诱导的 ＨｅｐＧ２细胞
Ｆｅ２＋过载和４ＨＮＥ过量生成

测定Ｆｅ２＋和４ＨＮＥ水平，探讨ＢＡ对ＤＯＮ诱
导的 ＨｅｐＧ２细胞铁死亡的拮抗作用。如图３所
示，与对照组相比，ＤＯＮ处理组 Ｆｅ２＋水平、细胞内
４ＨＮＥ含量显著升高，表明ＤＯＮ促进Ｆｅ２＋过载和
４ＨＮＥ的生成，诱导细胞铁死亡的发生。相比之
下，ＢＡ预处理阻止ＤＯＮ暴露下 Ｆｅ２＋和４ＨＮＥ水
平的增加，降低细胞铁死亡的程度。结果表明，

ＢＡ可以降低Ｆｅ２＋和４ＨＮＥ水平，减轻 ＤＯＮ暴露
引起的铁死亡。

　　Ａ．ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ探针检测Ｆｅ２＋水平（标尺为 ５０μｍ，ｎ＝３）；Ｂ．ＥＬＩＳＡ法检测细胞内和分泌 ４
ＨＮＥ水平（ｎ＝３）；与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与ＤＯＮ组比较，＃＃Ｐ＜０．０１。

图３　ＢＡ降低ＤＯＮ诱导的ＨｅｐＧ２细胞中Ｆｅ２＋和４ＨＥＮ水平

２．４　ＢＡ改善ＤＯＮ诱导的细胞活力降低和
细胞生长迟缓

评估细胞增殖和细胞活力的变化，以研究

ＤＯＮ诱导的铁死亡对细胞生长的影响。如图４所
示，与对照组相比，暴露于 ＤＯＮ的细胞活力和增
殖明显下降。而ＢＡ预处理能有效阻止ＤＯＮ诱导
的细胞活力和细胞增殖降低。这些结果表明，ＢＡ
对ＤＯＮ诱导的细胞生长迟缓具有缓解作用，可能
是通过拮抗铁死亡促进细胞生长。

　　Ａ．ＥｄＵ染色检测细胞的增殖水平（标尺为５０μｍ，ｎ＝３）；Ｂ．ＣＣＫ８检测细胞活力（ｎ＝６）；与对
照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与ＤＯＮ组比较，＃＃Ｐ＜０．０１。

图４　ＢＡ改善ＤＯＮ诱导的细胞活力和细胞生长的降低

２．５　ＢＡ降低 Ｅｒａｓｔｉｎ和 ＲＳＬ３诱导的
ＨｅｐＧ２细胞铁死亡

用ＧＰＸ４抑制剂（ＲＳＬ３）或 ＳＬＣ７Ａ１１抑制剂
（Ｅｒａｓｔｉｎ）处理 ＨｅｐＧ２细胞，进一步证明 ＢＡ通过
促进ＧＰＸ４或ＳＬＣ７Ａ１１的表达来抑制铁死亡。如
图５所示，Ｅｒａｓｔｉｎ和 ＲＳＬ３均显著提高脂质 ＲＯＳ
和Ｆｅ２＋水平，从而导致铁死亡。然而，与 Ｅｒａｓｔｉｎ
和ＲＳＬ３组相比，ＢＡ预处理可显著降低脂质 ＲＯＳ
和Ｆｅ２＋水平，从而减轻铁死亡的程度。这些结果
表明，在ＤＯＮ暴露条件下，ＢＡ通过提高 ＧＰＸ４和
ＳＬＣ７Ａ１１的表达水平来抑制铁死亡。

　　Ａ．Ｃ１１ＢＯＤＩＰＹ探针检测脂质ＲＯＳ水平（标尺为５０μｍ，ｎ＝３）；Ｂ．ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ探针检测 Ｆｅ２＋

水平（标尺为５０μｍ，ｎ＝３）；与对照组比较，Ｐ＜０．０１；与ＤＯＮ处理组比较，＃＃Ｐ＜０．０１。

图５　ＢＡ降低Ｅｒａｓｔｉｎ和ＲＳＬ３引起的ＨｅｐＧ２细胞铁死亡水平
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３　讨　论

铁死亡被认为是 ＤＯＮ诱导的肝细胞毒性的
关键机制之一。先前的研究表明，ＤＯＮ通过氧化
应激、炎症、细胞凋亡和自噬等多种途径诱导肝细

胞损伤
［１４］。铁死亡是一种不同于细胞凋亡、坏

死、焦亡和自噬的细胞死亡形式
［１５］。本研究发

现，ＤＯＮ下调ＨｅｐＧ２细胞中ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１的
表达水平，增加脂质过氧化物（ＭＤＡ、４ＨＮＥ和脂
质ＲＯＳ）和Ｆｅ２＋水平，诱导ＨｅｐＧ２细胞铁死亡，并
抑制细胞增殖。这些发现表明，铁死亡在 ＤＯＮ诱
导的肝毒性中起着重要作用。

ＢＡ可减轻 ＤＯＮ诱导的 ＨｅｐＧ２细胞铁死亡。
先前的研究已经证明 ＢＡ保护大鼠肝脏免受 ＣＣｌ４
和对乙酰氨基酚诱导的损伤

［１６］。因此，ＢＡ有望
成为预防和治疗急性肝损伤的有效药物。此外，

ＢＡ已被证明可以靶向铁死亡相关的 ｎｃＲＮＡ特征
来对抗肿瘤

［１７］。然而，ＢＡ是否能减轻 ＤＯＮ诱导
的肝毒性及其潜在的保护机制尚不清楚。我们发

现，ＢＡ能减轻ＤＯＮ对 ＨｅｐＧ２细胞诱导的生长迟
缓，增加细胞活力和细胞增殖。此外，ＢＡ通过调
节铁死亡相关基因的表达，抑制 ＬＰＯ和 Ｆｅ２＋水
平，降低 ＤＯＮ暴露的 ＨｅｐＧ２细胞铁死亡。据了
解，这是首次从铁死亡角度探讨 ＢＡ保护肝脏的
内在机制研究。这些发现为 ＢＡ联合铁死亡抑制
剂治疗肝损伤提供理论依据。

调节铁死亡的经典途径涉及系统性胱氨酸／
谷氨酸转运体（Ｘｃ系统）ＧＳＨＧＰＸ４轴。Ｘｃ系
统由 ＳＬＣ７Ａ１１和溶质载体家族３成员 Ａ２组成，
ＳＬＣ７Ａ１１负责胱氨酸的细胞外摄取和谷氨酸的释
放，以支持 ＧＳＨ的合成。这一过程有助于维持
ＧＰＸ４活性，最终防止由 ＬＰＯ引起的铁死亡［１８］。

既往研究表明，ＢＡ可能通过抑制 ＬＰＯ过程，增强
ＧＰＸ４活性和 ＧＳＨ水平等途径改善肝功能［１１］。

然而，ＢＡ在ＤＯＮ作用下介导肝细胞铁死亡的机
制尚不清楚。本研究结果表明，ＢＡ促进ＳＬＣ７Ａ１１
和ＧＰＸ４以及抗氧化蛋白ＧＣＬＣ、ＮＱＯ１和Ｎｒｆ２的
表达，降低ＭＤＡ、４ＨＮＥ含量以及总ＲＯＳ水平，并
增加ＧＳＨ。ＢＡ还能降低脂质 ＲＯＳ，抑制 Ｆｅ２＋过
载，从而拮抗ＤＯＮ诱导的铁死亡。此外，ＢＡ可抵
抗Ｅｒａｓｔｉｎ和 ＲＳＬ３诱导的铁死亡，表明其可能通
过激活 ＳＬＣ７Ａ１１和 ＧＰＸ４信号通路来预防 ＤＯＮ
诱导的铁死亡。

ＡＣＳＬ４是调控铁死亡的关键蛋白。一方面，
ＡＣＳＬ４参与 ＰＥＡＡＯＯＨ和 ＰＥＡｄＡＯＯＨ的生

成，导致细胞脂质过氧化而发生铁死亡
［１９］。另一

方面，ＡＣＳＬ４通过抑制 ＡＡ／ＡｄＡＣｏＡ和 ＰＥＡＡ／
ＡｄＡ的合成，改善线粒体外膜的破裂［２０］。线粒体

外膜的破裂也是铁死亡的特征之一。在本研究

中，ＤＯＮ上调 ＡＣＳＬ４表达，这可能是导致细胞铁
死亡的一个因素；而ＢＡ增加ＡＣＳＬ４表达，这可能
是通过改善线粒体外膜的破裂抑制细胞铁死

亡
［２１］。因此，ＢＡ联合ＤＯＮ可能增加ＡＣＳＬ４的表

达。此外，ＧＳＳ催化 ＧＳＨ的合成，从而减少脂质
过氧化产物来抑制铁死亡

［２２］。在本研究中，ＢＡ
上调ＧＳＳ的表达水平，促进 ＧＳＨ合成，发挥抗铁
死亡效应；由于细胞中存在负反馈调控，ＤＯＮ可
能增加ＧＳＳ的表达［２３］。

综上所述，ＤＯＮ通过抑制 ＳＬＣ７Ａ１１和 ＧＰＸ４
的表达水平，促进 ＭＤＡ、４ＨＮＥ和脂质 ＲＯＳ的产
生以及 Ｆｅ２＋过载，导致细胞 ＬＰＯ而铁死亡。相
反，ＢＡ减轻 ＤＯＮ诱导的 ＨｅｐＧ２细胞铁死亡，并
改善生长迟缓的现象。因此，ＢＡ有望成为保护肝
细胞免受ＤＯＮ不良影响的潜在保护剂。此外，越
来越多的人认为，具有抑制铁死亡的中草药可能

是治疗霉菌毒素中毒的有效策略。
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山姜素减轻葡聚糖硫酸钠诱导的溃疡性
　　　　　　　　　　　结肠炎机制研究　　　　　　　　　　?

李云志
１，翟祥洁

１，陈晓玉
２，阮　英３，朱　薿４

（１．湖北科技学院医学部药学院，湖北 咸宁 ４３７１００；２．咸宁市中医医院肿瘤科；３．湖北科技学院医学部
全科医学国家级实验示范中心；４．湖北科技学院医学部基础医学院）

摘要：目的 评估山姜素对葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）诱导的溃疡性结肠炎（ＵＣ）小鼠的保护作用及机制。方法
构建ＤＳＳ诱导的ＵＣ模型，并以山姜素（１００ｍｇ／ｋｇ）进行干预，评估山姜素对小鼠体重、结肠长度和疾病活动指
数（ＤＡＩ）的影响。通过 ＨＥ染色观察结肠组织病理学变化，通过 ＥＬＩＳＡ检测炎性水平，并通过生化检测和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术分析铁死亡相关生物标志物和信号通路。结果 山姜素可改善 ＤＳＳ诱导的 ＵＣ小鼠体重减轻
和结肠缩短，显著降低了ＤＡＩ评分、炎症因子水平和结肠炎症组织损伤（Ｐ均 ＜０．０５）。山姜素还可明显抑制
丙二醛（ＭＤＡ）和Ｆｅ２＋，上调谷胱甘肽（ＧＳＨ）水平，调控 ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４蛋白表达。结论 山姜素可通过调控
ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４铁死亡通路，减轻ＤＳＳ诱导的ＵＣ，为开发新的抗ＵＣ药物奠定理论基础。

关键词：山姜素；溃疡性结肠炎；铁死亡；抗炎作用
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　　溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）是一种
常见的慢性炎症性肠病，其特征是结肠黏膜的持

续性炎症和溃疡形成。ＵＣ的病因尚未完全明确，
通常被认为与遗传易感性、环境因素、免疫反应及

肠道微生物群失调密切相关
［１］。常规治疗药物如

５氨基水杨酸、类固醇、免疫抑制剂以及生物制
剂，虽然能有效抑制炎症反应，但长期使用可能引

发副作用，包括感染、代谢紊乱及器官损伤
［２］。此
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外，部分患者对这些药物产生耐药性或治疗反应

不足，限制了现有治疗方案的广泛应用。山姜素

（ａｌｐｉｎｅｔｉｎ）是一种从山姜属植物中提取的异黄酮
类化合物，具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等多种生物

活性
［３］。山姜素的抗炎和抗氧化特性使其成为探

索ＵＣ新型治疗药物的潜在候选物。铁死亡（ｆｅｒ
ｒｏｐｔｏｓｉｓ）是一种新型的程序性细胞死亡形式，显著
依赖于细胞内铁离子的积累和脂质过氧化物的过

量生成
［４］。铁死亡在多种疾病的发生发展中发挥

了重要作用，特别是在神经退行性疾病、肿瘤及炎

症性疾病中
［５６］。近年来的研究表明，铁死亡在

ＵＣ的病理机制中也起着关键作用［７］。在葡聚糖

硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｏｄｉｕｍｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）诱导的ＵＣ模
型中发现，铁死亡的激活与结肠组织损伤、氧化应

激加剧以及炎症反应密切相关，抑制铁死亡可能

有助于减轻炎症反应、改善肠道组织的修复能力，

从而缓解ＵＣ的症状［８］。本文通过对山姜素调控

铁死亡机制抗ＵＣ作用的研究，为ＵＣ的治疗提供
新的药物靶点及科学依据，并为进一步开发安全

有效的抗炎药物奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
１．１．１　试剂耗材

山姜素（Ｂ２１１２１）、５氨基水杨酸（５ＡＳＡ，
Ｓ３００８３）购自上海源叶生物科技有限公司；ＤＳＳ
（ＭＢ５５３５）购自大连美仑生物技术有限公司；Ｅｌｉｓａ
小鼠 ＴＮＦα（Ｍｉｃ５０５３６１）、ＩＬ１β（Ｍｉｃ５０３００１）、
ＩＬ６（ＩＣ５０３２５１）试剂盒购于上海酶联生物科技有
限公司；丙二醛（ＭＤＡ）检测试剂盒（Ｓ０１３１Ｓ）、
ＲＯＳ检测试剂盒（Ｓ００３３Ｓ）均购自碧云天生物技
术有限公司；谷胱甘肽（ＧＳＨ）检测试剂盒（Ａ００６
２１）购自南京建成生物工程研究所；Ｆｅ２＋组织检
测试剂盒（ＥＢＣＫ７７３Ｍ）购自伊莱瑞特生物技术
有限公司；ＧＰＸ４抗体（Ａ１９３３）、ＳＬＣ７Ａ１１抗体
（Ａ１３６８５）、ＧＡＰＤＨ抗体（Ａ１９０５６）、ＨＲＰｃｏｎｊｕｇａ
ｔｅｄＧｏａｔａｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体（ＡＳ０１４）均购
自Ａｂｃｌｏｎａｌ公司。
１．１．２　主要仪器

凝胶成像系统、石蜡切片机（美国赛默飞世尔

科技公司），倒置荧光显微镜（日本奥林巴斯），酶

标仪（美国伯腾仪器有限公司），电脑生物组织脱

水机、石蜡包埋机、石蜡冷冻台、生物组织摊烤片

机（孝感市亚光医用电子技术有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　实验动物及分组

２４只ＢＡＬＢ／ｃ雄性小鼠，体质量（１８±２）ｇ，
６～８周龄，购自辽宁长生生物技术股份有限公
司。将小鼠安置在 １２ｈ光照／黑暗循环、（６０±
５）％相对湿度和（２５±２）℃恒温的动物房中适应
性喂养７ｄ。所有动物实验均遵守中国动物保护
委员会的所有相关规定，并获得湖北科技学院实

验动物伦理委员会的批准（２０２３０６６１４）。实验
分为Ｃｏｎｔｒｏｌ组（空白组）、ＤＳＳ组、５ＡＳＡ组（阳性
药物组）和山姜素组，每组６只。空白组给予纯水
自由饮用，其余 ３组给予 ３．５％的 ＤＳＳ饮用，
５ＡＳＡ（１００ｍｇ／ｋｇ）组、山姜素（１００ｍｇ／ｋｇ）组给予
灌胃，１次／ｄ，连续７ｄ。待实验结束后留取小鼠全
血和结肠组织，保存备用。

１．２．２　小鼠体重、疾病活动指数（ＤＡＩ）评分
连续观察并记录给予ＤＳＳ后７ｄ内小鼠体重变

化、大便形态和大便隐血情况并进行ＤＡＩ评分［９］。

１．２．３　苏木精伊红（ＨＥ）染色及组织病理学评分
小鼠结肠组织在多聚甲醛中固定２４ｈ后常规

脱水、石蜡固定、切片，ＨＥ染色后于显微镜下观
察，评定病理学变化

［９］。

１．２．４　细胞因子分泌检测
使用 ＥＬＩＳＡ试剂盒检测细胞因子 ＴＮＦα、ＩＬ

６、ＩＬ１β变化。取眼球血后静置 １ｈ，在 ４℃下以
２５００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，收集上清液并分装备用。
按照试剂盒提供的说明进行试剂的添加及实验操

作，最终于酶标仪以４５０ｎｍ波长测定各孔的ＯＤ值。
１．２．５　ＭＤＡ水平检测

按ＭＤＡ试剂盒说明书称取一定重量的结肠
样本，ＰＢＳ清洗组织，加入裂解液４℃组织匀浆，组
织１２０００ｇ离心 １０ｍｉｎ取上清备用。同时使用
ＢＣＡ检测试剂盒测定细胞及蛋白的浓度，最终在
酶标仪５３２ｎｍ处测定吸光度。
１．２．６　ＧＳＨ水平检测

对于组织样本，按重量∶体积 ＝１∶９加入生理
盐水制成组织匀浆，２５００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，取上
清作ＧＳＨ显色反应，于酶标仪４０５ｎｍ处测定各孔
吸光度值。

１．２．７　Ｆｅ２＋水平检测
组织亚铁离子检测时，按组织∶试剂 ＝１∶９加

入试剂匀浆，１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ取上清，按试剂
盒产品说明书设置反应体系于酶标仪５９３ｎｍ处测
定各孔ＯＤ值。
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１．２．８　蛋白免疫印迹
裂解液裂解（Ｇ２００２３０ＭＬ，Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ）组织，

收取上清，ＢＣＡ试剂盒（ＢＬ５２１Ａ，Ｂｉｏｓｈａｒｐ）测定蛋
白浓度，添加ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（ＢＬ５２９Ｂ，Ｂｉｏｓｈａｒｐ）及
裂解液配平样本，加热煮沸，分装保存。采用

ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒（Ｇ２００３５０Ｔ，Ｓｅｒｖｉｃｅ
ｂｉｏ），依次电泳、转膜后封闭２ｈ，一抗４℃孵育过
夜，包括 ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＡＰＤＨ。二抗孵育１ｈ。
ＴＢＳＴ清洗后，使用一体化成像系统 ｉＢｒｉｇｈｔＣＬ１５００
（Ａ４４１１４，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）显影。显影后的图像使用
ＩｍａｇｅＪ（１．５２ｉ）进行定量分析。

１．３　统计学方法
数据的处理均使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行分

析，结果以（均数 ±标准差）表示。统计分析采用
单因素或双因素方差分析进行两组及以上的比

较，以Ｐ＜０．０５为具有统计学差异。

２　结　果

２．１　山姜素减轻ＤＳＳ诱导的小鼠ＵＣ症状
经７ｄ的造模喂养，在体重变化上，ＤＳＳ组小

鼠体重急剧下降（Ｐ＜０．０００１），而５ＡＳＡ组的体
重下降趋势有所缓解（Ｐ＜０．００１），同时，山姜素
也有效抑制了 ＤＳＳ诱导的体重下降（Ｐ＜００５），
见图 １Ａ。ＤＡＩ评分结果显示，ＤＳＳ组显著升高
（Ｐ＜００１），５ＡＳＡ组和山姜素组的评分上升则被
显著抑制（Ｐ＜００１），见图１Ｂ。在结肠长度方面，
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＤＳＳ组长度显著缩短（Ｐ＜
００１），表明造模成功。在给予阳性药物 ５ＡＳＡ
后，结肠长度的缩短受到抑制（Ｐ＜０．０１）。而与
ＤＳＳ组相比，山姜素在抑制结肠缩短方面展现出
更显著的效果（Ｐ＜０．０１），见图１Ｃ、Ｄ。

　　与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃＃Ｐ＜０．０００１；与 ＤＳＳ组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，
Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０００１，ｎ＝６。

图１　山姜素减轻ＤＳＳ诱导的小鼠ＵＣ症状

２．２　山姜素减轻ＤＳＳ诱导的ＵＣ小鼠肠道
组织损伤

通过ＨＥ染色观察结肠组织形态，发现ＤＳＳ组
小鼠结肠损伤严重，表现为隐窝消失、大量炎性细

胞浸润及上皮结构破坏。相比之下，５ＡＳＡ组和山
姜素组的组织损伤显著减轻，见图２Ａ。组织病理
学评分也反映出５ＡＳＡ组和山姜素组的组织损伤
程度显著低于ＤＳＳ组（Ｐ＜０．０１），见图２Ｂ。综上结
果表明，山姜素能够有效缓解ＤＳＳ诱导的ＵＣ。

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，＃＃＃＃Ｐ＜０．０００１；与ＤＳＳ组相比，Ｐ＜０．０００１，ｎ＝６。

图２　山姜素减轻ＤＳＳ诱导的ＵＣ小鼠肠道组织损伤（标尺＝５０μｍ）

２．３　山姜素降低ＤＳＳ诱导的ＵＣ小鼠炎症
因子水平

检测ＤＳＳ诱导的ＵＣ小鼠血清炎性因子表达
水平，结果发现，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＤＳＳ组的ＴＮＦ
α、ＩＬ６、ＩＬ１β水平显著增加（Ｐ＜０．０１），与 ＤＳＳ
组相比，５ＡＳＡ及山姜素组炎性因子水平则显著
下降（Ｐ＜０．０１），见图３。以上结果表明山姜素可
抑制ＵＣ小鼠炎性水平的升高。

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，＃＃＃＃Ｐ＜０．０００１；与ＤＳＳ组相比，Ｐ＜０．０００１，ｎ＝６。

图３　山姜素降低ＤＳＳ诱导的ＵＣ小鼠炎性水平

２．４　山姜素抑制ＤＳＳ诱导的ＵＣ小鼠细胞
铁死亡

检测ＤＳＳ诱导的 ＵＣ小鼠结肠组织中 ＭＤＡ、
ＧＳＨ、Ｆｅ２＋的变化，结果发现ＤＳＳ诱导的小鼠结肠
组织中ＭＤＡ、Ｆｅ２＋水平增加（Ｐ＜０．０１），ＧＳＨ水平
降低（Ｐ＜０．０１），表明 ＤＳＳ诱导的小鼠中的确发
生了细胞铁死亡。在给予 ５ＡＳＡ及山姜素后，
ＭＤＡ、Ｆｅ２＋水平降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ＧＳＨ水
平升高（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１），这表明山姜素可能
通过抑制铁死亡发挥抗ＵＣ作用，见图４。
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　　与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，＃＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃＃Ｐ＜０．０００１；与 ＤＳＳ组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，
Ｐ＜０．００１，ｎ＝６。

图４　山姜素调控ＤＳＳ诱导的ＵＣ小鼠细胞铁死亡

２．５　山姜素调节 ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４通路抑
制ＤＳＳ诱导的ＵＣ小鼠细胞铁死亡

　　与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＤＳＳ组 ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４蛋
白表达水平降低（Ｐ＜０．０１），５ＡＳＡ及山姜素组蛋
白表达增加（Ｐ＜０．０１），见图５。这些结果表明山
姜素通过调控ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４通路抑制铁死亡发
挥抗ＵＣ作用。

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，＃＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃＃Ｐ＜０．０００１；与ＤＳＳ组相比，Ｐ＜０．０１，ｎ＝６。

图５　山姜素通过调节ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４通路抗小鼠ＵＣ

３　讨　论

近年来，ＵＣ的发病率逐年上升［１０］。仍有许

多患者面临复发、反复、对治疗的应答反应减弱等

问题
［１１］。因此，药物开发仍为重点。

山姜素是一种天然黄酮类化合物，具有显著

的生物活性
［１２］。近年发现山姜素具有多种抗炎

作用，例如，通过 Ｄｒｐ１／ＨＫ１／ＮＬＲＰ３通路抑制线
粒体相关炎症

［１３］，并通过干扰ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号
通路减轻脂多糖诱导的小鼠乳腺炎中的炎症反

应
［１４］。研究发现山姜素通过调控多种炎症介质

发挥抗炎作用，如通过激活 ＡｈＲ、调节 ｍｉＲ３０２／
ＤＮＭＴ１／ＣＲＥＢ信号促进 Ｔｒｅｇ分化来对抗结肠
炎
［１５］，还可通过抑制 ＤＳＳ诱导的结肠炎中 ＴＬＲ４

和ＮＬＲＰ３信号通路减轻炎症反应［１６］。本文研究

发现，山姜素能有效降低 ＵＣ小鼠中 ＴＮＦα、ＩＬ６
和ＩＬ１β水平，减轻结肠组织损伤，具体表现为黏
膜损伤减轻、炎性细胞浸润减少、隐窝结构变形减

少，组织病理学评分降低。另外，ＤＳＳ诱导的 ＵＣ
症状也被山姜素缓解。这些结果再次证明山姜素

的抗炎效果较好。

本研究发现山姜素可抑制 ＵＣ细胞铁死亡。
细胞铁死亡显著特征是细胞膜的脂质过氧化损伤

与抗氧化防御之间的失衡
［１７］。胱氨酸／谷氨酸交

换转运蛋白（系统 Ｘｃ）和 ＧＰＸ４蛋白是铁死亡过

程中的关键抗氧化靶点。系统 Ｘｃ中的溶质载体
家族７成员１１（ＳＬＣ７Ａ１１）负责将半胱氨酸输入细
胞，半胱氨酸是合成ＧＳＨ的关键原料。ＧＳＨ在被
ＧＰＸ４催化氧化时，能够还原脂质过氧化物和羟基
过氧化物，从而失去其氧化活性，这一过程能够阻

止铁死亡的进展
［１８］。ＧＰＸ４活性或表达的下降是

细胞内氧化产物和脂肪酸自由基积累的关键因

素，最终引发铁死亡。铁死亡发生后铁逐渐过量、

活性氧（ＲＯＳ）、脂质过氧化物增加、ＧＳＨ的脂质过
氧化物系统受损

［１９］。本研究观察到结肠组织中

铁离子的积累及氧化损伤，证实了 ＤＳＳ在该 ＵＣ
模型诱导铁死亡的发生，与前人的结果一致

［８］。

另外本实验采用阳性组（５ＡＳＡ）对照，相比之下，
山姜素组在降低炎性因子水平、减轻结肠组织损

伤以及抑制细胞铁死亡方面表现出更显著效果。

例如，在炎性因子水平上，山姜素组 ＴＮＦα、ＩＬ６
和ＩＬ１β等炎性因子水平下降幅度更大；在组织病
理学评分上，山姜素组得分更低，表明结肠组织损

伤更轻；在铁死亡相关指标上，山姜素组 ＭＤＡ和
Ｆｅ２＋水平降低更明显，ＧＳＨ水平上调更显著，且
ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１等蛋白表达上调程度更高。这
一发现为山姜素的抗炎机制提供了新的科学依据，

同时为ＵＣ治疗药物的开发开辟了新思路。
本文仍存在一些局限性。首先，铁死亡的具

体调控机制尚不完全清楚，需深入探讨山姜素对
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铁死亡相关分子途径的调节作用。其次，本研究

实验仅限于小鼠模型，未来的研究还需要运用临

床试验评估山姜素的疗效和安全性。此外，山姜

素与现有治疗药物的联合使用效果及其潜在相互

作用也有待进一步研究。
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引文格式：朱子焕，杨冰茹，郭欣宇，等．芦竹碱抑制结直肠癌的机制研究［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学版），２０２５，３９（３）：
２０３－２０８．

　　　　　　　　　芦竹碱抑制结直肠癌的机制研究　　　　　　　　?

朱子焕
１，杨冰茹

２，郭欣宇
２，陈　颖２，夏　燕２，刘毅飞

２，周燕红
１

（１．湖北科技学院医学部药学院，湖北 咸宁 ４３７１００；２．湖北科技学院生物医学工程与医学影像学院）

摘要：目的 基于网络药理学和分子对接技术解析芦竹碱治疗结直肠癌的分子机制，体外实验探讨芦竹碱

调控端粒酶逆转录酶（ＴＥＲＴ）抑制结直肠癌的可能机制。方法 通过ＴＣＭＳＰ数据库筛选芦竹碱的作用靶点，通
过Ｇｅｎｅｃａｒｄ、ＯＭＩＭ数据库筛选结直肠癌的靶点，将药物靶点与疾病靶点交集，采用 ＳＴＲＩＮＧ数据库、ＣＹＴＯ
ＳＣＡＰＥ３．１０．３软件及相关插件构建蛋白相互作用网络图，利用ＤＡＶＩＤ对核心靶点进行ＧＯ、ＫＥＧＧ通路富集分
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　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）目前是全
球第三大最常见的癌症

［１］，它是全球癌症相关死

亡的一个普遍且重要的原因，尽管治疗方法取得

了很大进步，但对于处于疾病晚期的患者来说，死

亡率仍然很高，并面临耐药性和转移的挑战。在

过去的几十年里，ＣＲＣ对人们的健康和生命构成
了严重威胁。因此，寻找药物替代疗法，进一步揭

示ＣＲＣ的潜在机制具有重要意义。
端粒酶逆转录酶（ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔａｓｅ，ＴＥＲＴ）是端粒酶的主要功能亚基之一，
是调节端粒酶活性、端粒长度和基因组稳定性的

重要因素。ＴＥＲＴ影响着癌细胞的基本生物学功
能，如增殖、凋亡、细胞周期调节、启动细胞形成、

和细胞侵袭等
［２］。有研究发现 ＴＥＲＴ启动子突变

可以引起垂体腺瘤
［３］、胶质母细胞瘤

［４］、膀胱癌
［５］

等癌症的发生和发展。在之前的文献
［６］
报道中，

确定了 ＴＥＲＴ在 ＣＲＣ发生中的作用，ＴＥＲＴ过表
达可能促进ＣＲＣ的浸润和转移。

芦竹碱（ｇｒａｍｉｎｅ，ＧＲＡ）也称为３（Ｎ，Ｎ二甲
基氨基甲基）吲哚，是一种吲哚生物碱，为禾本科

植物芦竹的主要活性成分。ＧＲＡ分子量大小为
１７４．２４Ｄａ，属于天然小分子化合物，主要提取自芦
竹等天然植物

［７］。ＧＲＡ是一种已知的天然产物
并被广泛应用于医药，具有抗病毒、抗菌、抗真菌、

抗炎和抗肿瘤多种生物活性，而引起了学术界和

工业界的广泛关注
［８］，但是其抗肿瘤机制尚不清

楚。因此，本文研究 ＧＲＡ抗 ＣＲＣ的潜在靶点，为
ＣＲＣ的治疗提供思路及科学理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
ＬｏＶｏ细胞、ＬｏＶｏ细胞专用培养基购于武汉普

诺赛生命科技有限公司，芦竹碱（Ｓ３１４１２）购于上
海源叶科技生物有限公司，９８％的纯度。ＤＭＳＯ
（Ｄ８３７１）购于北京索莱宝科技有限公司。ＲＯＳ试
剂盒（Ｓ００３３Ｓ）购于碧云天生物技术有限公司，
ＣＣＫ８（ＭＡ０２１８）购于大连美仑生物有限公司，
ＴＥＲＴ抗体（Ａ４７７４）、ＧＡＰＤＨ抗体（Ａ１９０５６）、兔二
抗（ＡＳ０１４）购于ＡＢｃｌｏｎａｌ。流式细胞仪（ＢＤＡｃｃｕ
ｒｉＴＭＣ６Ｐｌｕｓ）购于 Ｂｉｏｂａｓｅ。超净工作台（ＢＢＳ
Ｖ１３００）购于Ｂｉｏｂａｓｅ。ＣＯ２恒温培养箱（ＣＣＬ１７０Ｔ
８）购于ＥＳＢＯ。酶标仪（ＥＬＸ８００）购于ＢｉｏＴｅｋ。

１．２　方法
１．２．１　ＧＲＡ靶点的筛选

以“Ｇｒａｍｉｎｅ”为关键词，利用 ＢＡＴＭＡＮ（ｈｔ

ｔｐ：／／ｂｉｏｎｅｔ．ｎｃｐｓｂ．ｏｒｇ．ｃｎ／ｂａｔｍａｎｔｃｍ）搜索获得
ＧＲＡ药物结构，并通过 ＰｕｂＣｈｅｍ、ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅ
ｄｉｃｔｉｏｎ、Ｔａｒｇｅｔｎｅｔ、ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ数据库预测 ＧＲＡ
的作用靶点，把所有靶点合并后删除重复靶点，然

后使用ＵｎｉＰｒｏｔ予以校正，校正后的名称为 ＧＲＡ
的潜在靶点。

１．２．２　ＣＲＣ疾病靶点的筛选
以“ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ”为关键词，在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ

（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ）、ＯＭＩＭ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｏｍｉｍ．ｏｒｇ）数据库中查找 ＣＲＣ相关的靶点，
将ＣＲＣ靶点和 ＧＲＡ靶点绘制韦恩图，得到药物
疾病交集靶点。

１．２．３　构建ＧＲＡ靶点网络及构建蛋白相互作用
网络和拓扑学分析

利用ＳＴＲＩＮＧ数据库，构建ＰＰＩ网络互作关系
图，借助 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件得出 ＧＲＡ抗 ＣＲＣ作用的
核心靶点网络图，接着进行拓扑分析，把计算出的

度值（ｄｅｇｒｅｅ）、接近中心性（ｃｌｏｓｅｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，
ＣＣ）以及中介中心性（ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＢＣ）
当作筛选条件，获取关键靶点。

１．２．４　ＧＯ注释分析与ＫＥＧＧ富集分析
把交集靶点输入到 ＤＡＶＩＤ（ｈｔｔｐ：／／ｄａｖｉｄ．

ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ）数据库中，然后将数据导入到微生信
在线网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ．ｃｎ）进
行可视化分析，得到 ＧＯ与 ＫＥＧＧ通路富集分析。
ＧＯ注释分析包含生物过程、分子功能和细胞
成分。

１．２．５　ＧＲＡ与关键作用靶点分子对接
蛋白质数据库 ＰＤＢ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ）

可得到关键的作用靶点蛋白，ＡｕｔｏＤｏｃｋｖｉｎａ１．１．２
软件能被用于 ＧＲＡ和关键作用靶点 ＴＥＲＴ之间
的分子对接，采用Ｐｙｍｏｌ软件来绘制最佳结果图。
１．２．６　细胞培养

培养人结直肠癌 ＬｏＶｏ细胞（ＣＬ０１４４），使用
ＬｏＶｏ专用培养基（ＣＭ０１４４），于３７℃，５％ ＣＯ２的
细胞培养箱进行培养，当细胞生长至７０％～８０％，
即可进行传代。

１．２．７　ＣＣＫ８法检测细胞活力
ＬｏＶｏ细胞以１×１０４／孔的密度接种到９６孔

板里，过夜贴壁后，使用不同浓度（０、７５、１２０、１４０、
１８０、２５０μｍｏｌ／Ｌ）的ＧＲＡ对其进行处理，每个浓度
设６个复孔。经 ４８ｈ后，在待检测细胞中添加
ＣＣＫ８，最终由酶标仪测定４５０ｎｍ处各孔的吸光
度值。根据公式计算细胞存活率 ＝［（试验孔空
白孔）］／［（对照孔空白孔）］×１００％。
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１．２．８　流式细胞术检测细胞ＲＯＳ水平
用不同浓度（０、７５、１２０、１４０、１８０、２５０μｍｏｌ／Ｌ）

的ＧＲＡ处理细胞 ４８ｈ后，将细胞收集到 １．５ｍＬ
ＥＰ管中，将 ＤＣＦＨＤＡ探针加入无血清培养基中
进行１∶１０００稀释，放入３７℃培养箱孵育３０ｍｉｎ，
然后用无血清培养基洗涤３次后，使用流式仪器
（ＢＤＡｃｃｕｒｉＴＭＣ６Ｐｌｕｓ）上机测样，使用４８８ｎｍ激
光波长、５２５ｎｍ发射波长，ＲＯＳ流式使用 ＦｌｏｗＪｏ
１０．８．１版本进行分析。
１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

各组细胞收集起来，加入 ＲＩＰＡ裂解液，随后
总蛋白被提取，采用 ＢＣＡ试剂盒测试蛋白浓度。
在完成总蛋白提取并测定各孔蛋白浓度之后，以

等体积进行上样，利用１０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ对蛋白
加以分离，之后进行转膜，使用脱脂牛奶于室温下

封闭２ｈ，在４℃的条件下与１∶１０００的一抗过夜共
同孵育，随后加入１∶１００００相对应的二抗并在室
温下孵育，再用化学发光成像仪曝光并拍照。

１．３　统计学方法
统计分析工作借助 ＧｒａｐｈＰａｄ８．０来完成，组

间数据比较采用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５认为
差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＧＲＡ抗ＣＲＣ作用靶点
将筛选收集的１０２个 ＧＲＡ作用靶点和２８１９

个ＣＲＣ靶点通过韦恩图取交集，获得共同交集靶
点２４个（图１Ａ、１Ｂ）。

２．２　共同靶点蛋白质互作网络
将 ＧＲＡ与 ＣＲＣ的 ２４个交集靶点导入到

ＳＴＲＩＮＧ数据库，构建出 ＧＲＡ与 ＣＲＣ相关靶点的
ＰＰＩ网络图（图１Ｃ），此网络包含１８个节点、２０条
边。利用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件，得到 ＧＲＡ与 ＣＲＣ交集
靶点蛋白质相互作用关系，见图１Ｂ、１Ｄ。基于特
定条件（度值＞２、ＣＣ＞０．００５和ＢＣ＞０．００３）提取
核心靶点构建网络，上述数值越高说明靶标越重

要，经过拓扑分析后获取排名第一的基因为

ＴＥＲＴ。

Ａ．ＧＲＡ与ＣＲＣ靶点交集韦恩图；Ｂ．ＧＲＡ抗ＣＲＣ的靶点网络图；Ｃ．潜在作用靶点互作关系；Ｄ．ＧＲＡ抗ＣＲＣ作用核心靶点网络。

图１　ＧＲＡ与ＣＲＣ网络药理学Ｖｅｎｎ、ＰＰＩ、核心靶点图
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２．３　ＧＯ、ＫＥＧＧ功能富集分析
将２４个共同靶点导入 ＤＡＶＩＤ数据库，进行

ＧＯ功能富集分析，按照设定好的Ｐ＜０．０５这一阈
值进行筛选，对Ｐ值前１０的通路进行绘图。最终
显示，有多项生物调控过程被涉及，见图２Ａ，蛋白
质的磷酸化、细胞内信号转导等生物过程都包含

在内。图２Ｂ显示细胞构成主要与细胞质、质体

膜、浆膜等的组成相关。图２Ｃ展示了分子功能，
主要为ＡＴＰ结合、酶的结合以及血红素结合。

借助 Ｄａｖｉｄ数据库开展 ＫＥＧＧ通路富集分
析，挑选出与ＣＲＣ关联度最高的前１０条通路。主
要富集在药物代谢相关的细胞色素Ｐ４５０方面以及
鞘磷脂信号传导相关途径等通路上。见图２Ｄ。

Ａ．ＢＰ生物过程；Ｂ．ＣＣ细胞组分；Ｃ．ＭＦ分子功能；Ｄ．ＧＲＡ抗ＣＲＣ的ＧＯ功能富集分析。

图２　ＧＲＡ与ＣＲＣ网络药理学ＧＯ、ＫＥＧＧ功能富集

２．４　ＧＲＡ与核心靶点 ＴＥＲＴ的分子对接
分析

分子对接显示，ＧＲＡ与核心靶点 ＴＥＲＴ的结
合能数据为５．４ｋｃａｌ／ｍｏｌ。一般认为，结合能

＜５．０ｋｃａｌ／ｍｏｌ，表明这种成分与核心靶点蛋白结
合性较好，最后使用Ｐｙｍｏｌ软件可视化对接结果。
见图３。

图３　ＧＲＡ与核心靶点ＴＥＲＴ的分子对接

２．５　ＧＲＡ抑制ＬｏＶｏ细胞活力与增殖
ＧＲＡ０μｍｏｌ／Ｌ时，ＬｏＶｏ细胞呈均匀贴壁生

长，细胞的增殖活力不受影响。７５、１２０μｍｏｌ／Ｌ浓
度的 ＧＲＡ处理后，肉眼可见 ＬｏＶｏ细胞出现了不

均匀生长，细胞密度降低，１４０、１８０、２５０μｍｏｌ／Ｌ浓
度的 ＧＲＡ处理 ＬｏＶｏ后，逐渐出现了相互聚集的
细胞，随着给药剂量的不断增加，团块逐渐变大，

细胞活力也逐渐降低。结果表明，ＧＲＡ呈剂量依
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赖性抑制 ＬｏＶｏ细胞的活性（图 ４Ａ、４Ｂ），ＩＣ５０＝
１４３．２μｍｏｌ／Ｌ（图４Ｃ）。

　　Ａ．ＧＲＡ处理的ＬｏＶｏ细胞白光图（标尺：１００μｍ）；Ｂ．ＣＣＫ８统计图（Ｐ＜
０００１，Ｐ＜０．０００１，ｎ＝６）；Ｃ．ＩＣ５０统计图。

图４　ＧＲＡ抑制ＬｏＶｏ细胞活力

２．６　ＧＲＡ诱导ＬｏＶｏ细胞产生活性氧
ＲＯＳ流式细胞仪检测结果表明，与空白对照

组相比，随着 ＧＲＡ给药剂量的增加，各处理组细
胞ＲＯＳ水平均上调（Ｐ＜０．０１，图５），说明ＧＲＡ呈
剂量依赖性诱导ＬｏＶｏ细胞产生活性氧。

Ａ．ＲＯＳ流式分析图；Ｂ．ＲＯＳ流式统计图（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０００１，ｎ＝３）。

图５　ＧＲＡ诱导ＬｏＶｏ细胞产生活性氧

２．７　ＧＲＡ对ＴＥＲＴ蛋白的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示，与空白对照组相

比，随着给药剂量增加，ＴＥＲＴ蛋白的表达明显下

调（Ｐ＜０．０１，图 ６）。表明 ＧＲＡ可能通过调控
ＴＥＲＴ诱导ＬｏＶｏ细胞死亡。

　　Ａ．ＴＥＲＴＷＢ条带图；Ｂ．ＴＥＲＴ条带灰度值分析（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，

Ｐ＜０．００１，ｎ＝３）。

图６　不同剂量ＧＲＡ处理ＬｏＶｏ细胞后ＴＥＲＴ蛋白水平表达情况

３　讨　论

ＣＲＣ是一种多步骤恶性肿瘤，在当今社会中
发病率不断上升，已经成为全球重要的健康问题。

多数ＣＲＣ在发现时已出现局部进展或转移，丧失
手术机会。临床上化学治疗对其改善生存质量、

延长生存期尤为重要，但也存在着复杂的副作用。

因此，急需寻找新的临床药物及机制研究来提高

治疗效果。近年来，虽然许多天然小分子化合物

抗ＣＲＣ的预防和治疗有了新的应用前景，但天然
小分子化合物抗结直肠癌的抗肿瘤作用及其机制

尚未完全揭示。ＧＲＡ的多种药理活性引起了广
泛关注，并且 ＧＲＡ在治疗 ＣＲＣ方面尚未见报道，
我们通过网络药理学发现了 ＴＥＲＴ这一靶点，并
通过细胞实验验证了 ＧＲＡ通过调控 ＴＥＲＴ来抑
制ＣＲＣ。因此，本研究首次揭示了 ＧＲＡ在 ＣＲＣ
细胞中抗癌机制。

近年来，研究认为 ＴＥＲＴ可能是肿瘤治疗中
的一个理想靶点

［９］。ＴＥＲＴ在ＣＲＣ生长中也发挥
着重要作用，赋予细胞生存和持续增生。有文

献
［１０］
证明了ＴＥＲＴ中常见的遗传变异与端粒更长

和ＣＲＣ风险增加有关，潜在机制是降低细胞衰老
或死亡水平。大多数正常人类细胞缺乏端粒活

性，而诱导 ＴＥＲＴ表达和端粒激活通常是人类细
胞恶性转化的先决步骤。之前的研究表明

［１１］，通

过诱导ＴＥＲＴ表达和端粒延伸来促进ＣＲＣ细胞的
繁殖，ＴＥＲＴ通过增强端粒活性和稳定端粒来促进
ＣＲＣ细胞生长。早期研究［１２］

发现在卵巢早衰中

ＲＯＳ上调可抑制ＴＥＲＴ表达，抑制ＴＥＲＴ活性并促
进卵巢早衰。有文献

［１３］
还报道了减少的 ｍＴＯＲ

信号传导通过线粒体内端粒酶蛋白 ＴＥＲＴ的积
累，减少大脑中线粒体ＲＯＳ。ＴＥＲＴ表达在小鼠脑
部衰老过程中下降，而线粒体电子传输链中的
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ＲＯＳ释放增加。因此，我们得出结论，ＴＥＲＴ可能
通过调控ＲＯＳ来控制疾病的发生和发展。

ＲＯＳ是公认的癌症标志，也是癌症治疗研究
的一个重要方面。ＲＯＳ水平异常升高通常归因于
细胞代谢活动的改变和氧化应激的增加，它会影

响癌症的发展和维持
［１４］。有文献

［１５］
证明增强

ＲＯＳ生成能够促进 ＣＲＣ细胞凋亡、铁死亡、侵袭
和集落形成。此外，有文献

［１６］
报道了平衡调节

ＲＯＳ产生和炎性体激活可以预防 ＣＲＣ的早期发
展。在一项研究

［１７］
中发现，ＲＯＳ水平升高诱导人

结直肠癌ＨＣＴ１５和ＬｏＶｏ细胞凋亡，减少了 ＲＯＳ
的产生则抑制了结直肠癌细胞抗增殖作用。

在本研究中，首先通过网络药理学筛选出

ＧＲＡ抗ＣＲＣ的核心靶点ＴＥＲＴ，又通过体外实验，
验证了ＧＲＡ对人结直肠癌ＬｏＶｏ细胞增殖的抑制
作用是通过ＲＯＳ的产生和ＴＥＲＴ基因的下调来发
挥作用的。目前，ＧＲＡ对于ＣＲＣ的作用机制仅仅
处于探索阶段。由于本研究首次揭示了 ＧＲＡ在
ＣＲＣ细胞中抗癌机制，尚未有文献证明 ＧＲＡ和
ＴＥＲＴ的具体结合方式，因此，ＧＲＡ的抗ＣＲＣ机制
研究还需要进一步深入探究，就临床应用的前景

而言，本次研究为 ＧＲＡ成为潜在的抗 ＣＲＣ药物
奠定了一定的科学基础。
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正交试验结合数学模型优选四逆散
　　　　　　　　　　　加减方提取工艺研究 　　　　　　　　　　?
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摘要：目的 优选四逆散加减方口服液的水提工艺。方法 采用Ｌ９（３
４）正交试验提取，以干膏率和芍药苷含

量为考察指标进行分析。根据均值分析试验因素影响趋势建立统计数学模型，预测２７组正交试验结果，将９
组试验结果和预测结果进行配对ｔ检验，采用多指标加权评分法优选最佳工艺。结果 优选四逆散加减方口服
液最佳工艺为加水量１０倍，煎煮时间１ｈ，煎煮次数３次。干膏得率为（１７．８３±０．１７）％，与预测值１８．４９％相
差３．７％，芍药苷含量平均值为（３２２．０±６．５）ｍｇ，与预测值３３１ｍｇ相差２．７％。干膏率、芍药苷和综合值与其
相应的预测值配对ｔ检验Ｐ值分别为０．４５、０．９１和０．３４，均无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。三批验证试验的 ＲＳＤ
分别为０．９％和１．９％，表明试验结果稳定、重复性好。结论 该优选的工艺可靠、稳定，可用于四逆散加减方口
服液的提取工艺。

关键词：四逆散加减方；提取工艺；正交设计；数学模型；芍药苷
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　　四逆散出自汉代张仲景《伤寒论》，由柴胡、白
芍、枳实和甘草组成，可用于治疗少阴四逆证、四

肢厥冷之“肢厥”、伤寒诸证等
［１］。现代药理学研

究发现，四逆散具有抗抑郁、镇静催眠、保护肝脏、

抗肿瘤及抗炎等多种药理活性
［２］。我院钞丁祥副

主任医师遵循行气疏肝、养血敛阴柔肝原则，拟定

了经验方四逆散加减方，用于疏肝行气，治疗肝郁

气滞取得了良好的临床效果。四逆散加减方将枳

实改为白芥子、椿皮而得，旨在增强疏肝行气和养

血敛阴。传统散剂存在口感差、难以吞咽、容易结

块等缺点，本方将散剂改为汤剂的原因是汤剂服

药量少、口感更佳、应用方便、易于标准化
［３］。

正交试验设计按全面试验要求，三因素三水

平的试验须进行２７种组合试验。按 Ｌ９（３
４）正交

表安排试验，只需作９次。正交试验设计是中药
煎煮中优选次数、时间和加水量常用的研究方

法
［４］。但是对试验数据的处理却比较主观，往往

是依据试验结果和经验来优选。本研究提出，以

四逆散加减口服液为例，依据正交试验数据分析

并建立数学模型，用模型对２７组试验进行预测，
然后优选最佳工艺。

１　仪器与试剂

１．１　仪器
高效液相色谱仪１２６０型（安捷伦科技中国有

限公司）、ＫＲ１００５Ｃ１８高效液相色谱柱（瑞典
ＡｋｚｏＮｏｂｅｌ公司）、ＸＭＰ２２Ｈ型无极调功超声波
清洗机（小美超声仪器昆山有限公司）、ＳＱＰ型分
析天平（赛多利斯科学仪器北京有限公司）、

ＦＷ１００型粉碎机（天津市泰斯特仪器有限公司）、
ＳＹＧＡ２４四孔水浴锅（天津市泰斯特仪器有限公
司）、９８ＩＢＮ型电热套（天津市泰斯特仪器有限
公司）、１０１２ＡＢ型电热鼓风干燥箱（天津市泰斯
特仪器有限公司）。

１．２　试剂
芍药苷（批号１１０７３６２０２４４７，纯度≥９８．１％）

购自中国食品药品检定研究院；醋北柴胡（批号

２０２４０１０２）、炒白芍（批号２０２４０２０２）、炒芥子（批
号２０２４０１０１）、椿皮（批号２０２４０１０１）、甘草（批号
２０２４０５０２）均来自于陕西兴盛德药业有限责任公
司。乙腈为色谱纯，甲醇、乙醇、磷酸等均为分析

纯，水为纯净水。

１．３　方法
１．３．１　因素水平的确定及正交表的选择

将醋北柴胡１２ｇ、炒白芍１５ｇ、炒芥子１２ｇ、椿皮

１２ｇ和甘草片６ｇ五味药进行水煎煮，通过正交试
验，以干膏率和芍药苷含量为考察指标综合分析，

得出最优煎煮次数、加水量和煎煮时间工艺条件。

为了确定最优的提取条件，拟采用正交试验

对水提取工艺进行优选，通常情况下：煎煮时间、

加水量和煎煮次数对提取结果影响较大，因此，以

加水量（Ａ）、煎煮时间（Ｂ）和煎煮次数（Ｃ）作为影
响因素。选择加水量、煎煮时间和煎煮次数依据

经验和参考文献
［５］，各选择３个水平，因素水平表

见表１。按处方称取药材共９份，按 Ｌ９（３
４）正交

表（见表２）进行试验。

表１　因素水平表

水平 Ａ加水量／倍 Ｂ煎煮时间／ｈ Ｃ煎煮次数／次 空白

１ ６ １ １ １

２ ８ １．５ ２ ２

３ １０ ２ ３ ３

１．３．２　干浸膏制备
取上述９个试验号水煎液浓缩，至恒重后的

蒸发皿中，水浴蒸干，烘箱１０５℃干燥３ｈ后取出，
置干燥器中冷却称定，再干燥 １ｈ后取出精密称

定，计算干膏得率，干膏得率（％）＝干膏质量
药材质量

×

１００％。
１．３．３　芍药苷含量测定

色谱条件与系统适用性试验
［６］：以十八烷基

硅烷键合硅胶为填充剂；以乙腈－０．１％磷酸溶液
（１４∶８６）为流动相；检测波长为２３０ｎｍ。理论板数
按芍药苷峰计算应不低于２０００。

对照品溶液的制备：取芍药苷对照品适量，精

密称定，加甲醇制成每１ｍＬ含７３μｇ的溶液。
供试品溶液的制备：取上述９个编号供试品，

放冷，摇匀，针孔式滤膜滤过，取续滤液。

测定法：分别精密吸取对照品溶液与供试品

溶液各１０μＬ，注入液相色谱仪测定。芍药苷含量

＝对照品浓度×供试试品峰面×供试试品体
对照品峰面积×１０００

。

１．３．４　指标的具体评价方法、数据模型建立和２７
次试验计算方法

指标评价方法：正交结果采用多指标加权评

分法处理
［７］，权重系数按干膏率∶芍药苷＝０．５∶０．５

来计算各组综合评分值，计算公式综合值 Ｚ＝０．５
×Ｙｉ／Ｙｍａｘ＋０．５×Ｕｉ／Ｕｍａｘ（Ｙｉ表示第 ｉ次试验干
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膏率，Ｙｍａｘ表示干膏率最大值，Ｕｉ表示第 ｉ次试验
芍药苷含量，Ｕｍａｘ表示芍药苷含量最大值）。

干膏率模型方法：根据均值规律建立数学模

型，干膏率有煎煮次数、加水量和煎煮时间三个影

响因素，且成正相关，加水量和煎煮时间设计为线

性模型，煎煮次数为增长衰减模型用Ｌｏｇ函数［８］。

用ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６设计方程为Ｙ＝Ｋ１Ｘ１＋Ｋ２Ｘ２＋
Ｋ３Ｌｏｇ（Ｘ３＋Ｋ４）＋Ｋ５；Ｙ为干膏率，Ｋ１、Ｋ２、Ｋ３、Ｋ４、
Ｋ５为系数，Ｘ１为加水量，Ｘ２为煎煮时间，Ｘ３为煎
煮次数。

芍药苷模型方法：芍药苷含量受煎煮次数、加

水量和煎煮时间三个影响因素，加水量呈正相关

用一次函数，煎煮时间设计为二次函数，分析认为

煎煮次数影响为增长衰减模型 Ｌｏｇ函数［８］。用

ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６设计方程为Ｕ＝Ｍ１Ｘ１＋Ｍ２Ｘ２
２＋

Ｍ３Ｘ２＋Ｍ４Ｌｏｇ（Ｘ３＋Ｍ５）＋Ｍ６，Ｕ为芍药苷含量，
Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３、Ｍ４、Ｍ５、Ｍ６为系数，Ｘ１为加水量，Ｘ２
为煎煮时间，Ｘ３为煎煮次数。

预测实验方法：以干膏率和芍药苷含量计算，

将Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３代入方程，计算相应的结果，并用权
重法计算综合值。

１．４　统计学方法
１．４．１　方程设计

分别对干膏率和芍药苷含量依据方程得出系

数，用ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６软件非线性回归中输入方
程和参数，约束条件选择未约束，得出各系数并代

入方程。

１．４．２　配对ｔ检验
对正交试验的９组结果和数学模型预测的干

膏率、芍药苷、综合值与其相应的模型预测结果，在

Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ９．５中 ｔ检验进行分析。Ｐ＞０．０５
则证明两组数据无显著性差异。

１．５　验证试验
正交试验得出最佳提取工艺，通过验证试验

来确定其是否真实可行。按处方比例称取药材，

共３份，按最佳工艺进行提取，过滤，分别按“干膏
率的测定”和“芍药苷含量测定”方法，权重法计

算综合评分和ＲＳＤ。

２　结　果

２．１　芍药苷含量测定
液相色谱图见图 １，通过公式计算芍药苷含

量，结果见表２。

Ａ．空白（溶剂）；Ｂ．芍药苷对照品（１芍药苷）；Ｃ．供试品（１芍药苷）。

图１　液相色谱图

表２　水提Ｌ９（３
４）正交试验表

试验号 Ａ加水量／倍 Ｂ煎煮时间／ｈＣ煎煮次数／次 空白 干膏率／％ 芍药苷含量／ｍｇ

１ １ １ １ １ １０．９１ ２５７．２
２ １ ２ ３ ２ １７．７３ ２７０．５
３ １ ３ ２ ３ １６．２０ ２８０．３
４ ２ １ ３ ３ １７．４１ ３１１．３
５ ２ ２ ２ １ １６．１８ ２９４．７
６ ２ ３ １ ２ １２．３９ ２４５．０
７ ３ １ ２ ２ １６．５４ ３２１．６
８ ３ ２ １ ３ １３．０１ ２４２．０
９ ３ ３ ３ １ １９．７９ ３１１．５

２．２　极差分析
煎煮次数、加水量和煎煮时间三因素与干膏

率均呈正相关，其中煎煮次数呈增长衰减趋势。

见表３。可得出影响因素大小为 Ｃ（煎煮次数）＞
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Ａ（加水量）＞Ｂ（煎煮时间）。由表４中直观可得
出因素Ａ呈正相关，因素Ｂ水平１（煎煮１ｈ）为最
大值，因素Ｃ水平２（煎煮２次）最大，且与水平３
（煎煮３次）接近。可得出各因素作用主次为Ｃ＞
Ｂ＞Ａ。

表３　干膏率极差分析（％）

项目 Ａ加水量 Ｂ煎煮时间 Ｃ煎煮次数

平均值１ １４．９４ １４．９５ １２．１０
平均值２ １５．３３ １５．６４ １６．３０
平均值３ １６．４４ １６．１３ １８．３１
极差 １．５０ １．１７ ６．２１

表４　芍药苷含量极差分析（ｍｇ）

项目 Ａ加水量 Ｂ煎煮时间 Ｃ煎煮次数

平均值１ ２６９．３２ ２９６．７０ ２４８．０８
平均值２ ２８３．６９ ２６９．０７ ２９８．８５
平均值３ ２９１．６９ ２７８．９２ ２９７．７７
极差 ２２．３７ ２７．６４ ５０．７６

２．３　数学模型结果
２．３．１　干膏率模型

依据方法 １．３．４建立模型，方程为 Ｙ＝
０７５Ｘ１＋０．５９Ｘ２＋９．２１Ｌｏｇ（Ｘ３－０．４６）＋１１．９２。
得出系数结果 Ｒ２＞０．９，表示模型与数据之间的
拟合程度高。系数见表５。

表５　参数估算值

参数 估算 标准误差
９５％置信区间

下限 上限

Ｋ１ ０．７５ ０．１１ ０．４４ １．０６
Ｋ２ ０．５９ ０．１１ ０．２７ ０．９０
Ｋ３ ９．２１ ２．１０ ３．３９ １５．０２
Ｋ４ －０．４６ ０．２３ －１．１０ ０．１８
Ｋ５ １１．９２ １．１６ ８．６９ １５．１４

源 平方和 自由度 均方

回归 ２２４８．４０ ５．００ ４４９．６８
残差 ０．３１ ４．００ ０．０８

修正前总计 ２２４８．７１ ９．００
修正后总计 ６５．９５ ８．００

Ｒ２＝０．９９５

２．３．２　芍药苷模型
依据方法 １．３．４建立模型，方程为 Ｕ＝

１１１５Ｘ１＋１８．６６Ｘ２
２－８３．４５Ｘ２＋６６．４９Ｌｏｇ（Ｘ３－

０６７）＋３３８．７３。得出系数结果 Ｒ２＞０．９，表示模
型与数据之间的拟合程度高。系数见表６。

表６　参数估算值

参数 估算 标准误差
９５％置信区间

下限 上限

Ｍ１ １１．１５ ６．０２ －８．０１ ３０．３２
Ｍ２ １８．６６ １０．４３ －１４．５４ ５１．８５
Ｍ３ －８３．４５ ４２．１５ －２１７．６０ ５０．７０
Ｍ４ ６６．４９ ８２．３３ －１９５．５３ ３２８．５１
Ｍ５ －０．６７ ０．８８ －３．４７ ２．１３
Ｍ６ ３３８．７３ ５３．０４ １６９．９５ ５０７．５１

源 平方和 自由度 均方

回归 ７２００４１．０７ ６．００ １２０００６．８５
残差 ６５２．７０ ３．００ ２１７．５７

修正前总计 ７２０６９３．７７ ９．００
修正后总计 ７１７５．６８ ８．００

Ｒ２＝０．９０９

２．３．３　数学模型预测结果
依据方法１．３．４对２７种试验组合进行预测，

结果见表７。计算结果可见 Ａ３Ｂ１Ｃ３（１０倍水，煎
煮１ｈ，煎煮３次）和 Ａ３Ｂ３Ｃ３（１０倍水，煎煮２ｈ，煎
煮３次）均为０．９７，Ａ３Ｂ１Ｃ３煎煮时间更短，为最优
工艺。

表７　数学模型预测结果
编号 Ａ加水量／倍 Ｂ煎煮时间／ｈ Ｃ煎煮次数／次 干膏率／％ 芍药苷含量／ｍｇ 综合值
１ １ １ １ １０．８０ ２５３．１ ０．６６
２ １ １ ２ １４．９９ ２９３．３ ０．８２
３ １ １ ３ １６．９９ ３０９．５ ０．９０
４ １ ２ １ １１．３９ ２２５．６ ０．６３
５ １ ２ ２ １５．５８ ２６５．９ ０．８０
６ １ ２ ３ １７．５８ ２８２．０ ０．８７
７ １ ３ １ １１．９８ ２３５．５ ０．６６
８ １ ３ ２ １６．１７ ２７５．７ ０．８３
９ １ ３ ３ １８．１７ ２９１．９ ０．９０
１０ ２ １ １ １１．５５ ２６４．２ ０．６９
１１ ２ １ ２ １５．７４ ３０４．５ ０．８６
１２ ２ １ ３ １７．７４ ３２０．７ ０．９３
１３ ２ ２ １ １２．１４ ２３６．８ ０．６７
１４ ２ ２ ２ １６．３３ ２７７．０ ０．８３
１５ ２ ２ ３ １８．３３ ２９３．２ ０．９１
１６ ２ ３ １ １２．７３ ２４６．６ ０．７０
１７ ２ ３ ２ １６．９２ ２８６．９ ０．８６
１８ ２ ３ ３ １８．９２ ３０３．０ ０．９４
１９ ３ １ １ １２．３０ ２７５．４ ０．７３
２０ ３ １ ２ １６．４９ ３１５．６ ０．８９
２１ ３ １ ３ １８．４９ ３３１．８ ０．９７
２２ ３ ２ １ １２．８９ ２４７．９ ０．７０
２３ ３ ２ ２ １７．０８ ２８８．２ ０．８７
２４ ３ ２ ３ １９．０８ ３０４．３ ０．９４
２５ ３ ３ １ １３．４８ ２５７．８ ０．７３
２６ ３ ３ ２ １７．６７ ２９８．０ ０．９０
２７ ３ ３ ３ １９．６７ ３１４．２ ０．９７
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２．３．４　配对ｔ检验结果
依据方法１．４得干膏率、芍药苷、综合值与其

相应的模型预测结果配对ｔ检验Ｐ值分别为０４５、

０．９１和０．３４，均无显著性差异（Ｐ均＞０．０５），数学
模型可用于正交试验预测。结果见图２。

图２　配对ｔ检验结果

２．４　验证试验
按优选工艺即加１０倍量水，煎煮３次，每次

１ｈ。依据方法１．５进行验证，结果见表８。从验证
结果来看，芍药苷含量为（３２２．０±６．５）ｍｇ，与预
测值３３１误差为 ２．７％。干膏得率为（１７．８３±
０１７）％，与预测值１８．４９误差为３．７％。两个指
标的ＲＳＤ分别为０．９％和１．９％，表明试验结果比
较稳定。优选的提取条件和数学模型预测可行。

表８　验证试验结果

样品 药材量／ｇ 干膏得率／％ 芍药苷总量／ｍｇ

１ ５７ １７．８ ３２１．０
２ ５７ １７．７ ３１６．５
３ ５７ １８．０ ３２８．５

平均值 ５７ １７．８３ ３２２．０
ＲＳＤ／％ ０ ０．９ １．９

３　讨　论

采用正交试验法，以干膏率和芍药苷含量为

指标，对四逆散加减的提取工艺进行优选。优选

试验结果为加水量为１０倍，煎煮时间为１ｈ，煎煮
次数为３次，综合值最高，为最佳提取工艺。

文献记载
［４，９１０］

处理正交结果数据时，中试试

验选择因素笼统概括，选择理由模糊，也没有数据

支撑。本研究提出数学模型预测为正交试验数据

处理开拓思路，数学模型预测２７组数据后，中试
试验可根据费效比选择可行性工艺。该模型的缺

点是没有考虑各因素之交互影响，有待于后续

研究。
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Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路在芒果苷治疗小鼠
　　　　　　　　　　　药物性肝损伤中的作用　　　　　　　　　　?

昌德炜
１，徐　淼１，施汶宁

１，孙燕玲
２，吕建国

３

（１．湖北科技学院医学部药学院，湖北 咸宁 ４３７１００；２．湖北科技学院医学部基础医学院；
３．湖北科技学院医学部临床医学院）

摘要：目的 探讨芒果苷（ＭＧＦ）对小鼠药物性肝损伤的治疗作用及分子机制。方法 将３０只Ｂａｌｂ／ｃ小鼠随
机分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、模型组（ＶＰＡ）和治疗组（ＭＧＦ），每组１０只。模型组和治疗组采用丙戊酸钠（ＶＰＡ）灌
胃制备肝损伤模型，持续１４ｄ，造模期间，治疗组同时用ＭＧＦ灌胃。酶联免疫吸附实验（Ｅｌｉｓａ）检测各组小鼠血
清中谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）和碱性磷酸酶（ＡＫＰ）水平，苏木素伊红（Ｈ＆Ｅ）染色观察各组小鼠
肝组织病理变化，免疫组织化学（ＩＨＣ）和蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测小鼠肝组织中核因子Ｅ２相关因子２
（Ｎｒｆ２）、血红素氧合酶１（ＨＯ１）和Ｋｅｌｃｈ样ＥＣＨ关联蛋白１（ＫＥＡＰ１）的表达。结果 与对照组相比，模型组血
清中ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＫＰ水平升高；肝小叶不完整，肝血窦狭窄、不规则，肝细胞肿胀，细胞核增大；肝组织 Ｎｒｆ２和
ＨＯ１表达降低，ＫＥＡＰ１表达升高。与模型组相比，治疗组血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＫＰ水平下降，肝小叶相对完整，
肝血窦间隙较大，肝细胞体积略大，细胞核较小；肝组织Ｎｒｆ２和ＨＯ１表达升高，ＫＥＡＰ１表达下降。结论 ＭＧＦ
可治疗Ｂａｌｂ／ｃ小鼠药物性肝损伤，其作用机制可能与激活Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路有关。

关键词：芒果苷；药物性肝损伤；核因子Ｅ２相关因子２；抗氧化反应元件
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　　肝脏是最大的内脏器官，也是重要的代谢器
官，药物或其他外源性物质都可诱导肝脏的异常

状态，引发损伤
［１］。肝损伤的种类很多，包括免疫

性、酒精性和病毒性等
［２］。芒果苷（ｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ，

ＭＧＦ）主要存在于芒果的果实、树叶、树皮，以及射
干等植物的花和叶中，具有降血脂、降血糖、护肝、

抗凋亡和抗炎等药理作用，因其安全性高被广泛

应用于临床
［３］。研究

［４］
表明，ＭＧＦ可降低急性酒

精性肝损伤所引起的血清转氨酶升高，对抗氧化

应激，减轻酒精及其产物对肝细胞的损害作用，阻

止肝内脂质过氧化物产生，提高抗氧化酶活性，从

而对肝脏起保护作用。但 ＭＧＦ对药物性肝损伤
的作用及分子机制还未见报道，本研究通过建立

小鼠药物性肝损伤模型并给予 ＭＧＦ干预，观察
ＭＧＦ对小鼠肝损伤的治疗作用，探讨其可能的作
用机制。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
ＭＧＦ购自上海源叶生物科技有限公司，丙戊

酸钠（ＶＰＡ）购自湖南省湘中制药有限公司；谷丙
转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）和碱性磷酸酶
（ＡＫＰ）测试盒购自南京建成生物工程研究所，苏
木素伊红（Ｈ＆Ｅ）染色试剂盒购自上海碧云天生
物技术研究所；免疫组织化学（ＩＨＣ）染色试剂盒
购自武汉博士德生物工程有限公司；羧甲基纤维

素钠（ＣＭＣＮａ）购自上海晶纯生化科技股份有限
公司；核因子 Ｅ２相关因子２（Ｎｒｆ２）、血红素氧合
酶１（ＨＯ１）和Ｋｅｌｃｈ样ＥＣＨ关联蛋白１（ＫＥＡＰ１）
抗体购自美国ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司。

ＲＭ２２４５石蜡切片机（德国 Ｌｅｉｃａ公司）；Ｐｏｗ
ｅｒＰａｃＢａｓｉｃＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ仪
器有限公司）；ＣＭ１９００冰冻切片机（德国 Ｌｅｉｃａ公
司），ＣＨ２生物显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
５４１５Ｒ低温冷冻离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＦＬｘ
８００荧光酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ仪器有限公司）；
ＢＡＳ１２４Ｓ电子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＭＤＦ
Ｕ５３Ｖ－８０℃超低温冰箱（日本Ｓａｎｙｏ公司）。

１．２　实验动物与分组
雄性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠３０只，ＳＰＦ级，６～８周龄，体

重２０～２５ｇ，由湖北省实验动物研究中心提供，动物
合格证号：４２０００６０００５９０１７，已经通过湖北科技学院
实验动物伦理委员会审批。动物房温度 ２４℃ ～
２６℃，湿度４５％～５０％，昼夜节律为１２ｈ，动物自由

饮食进水。３０只小鼠随机分为３组，对照组（Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ）、模型组（ＶＰＡ）和治疗组（ＭＧＦ），每组１０只。

１．３　实验方法
１．３．１　药液制备

ＶＰＡ储备液（１５０ｍｇ／ｍＬ）的配制：称取７．５ｇ
ＶＰＡ，用生理盐水定容至５０ｍＬ，－２０℃保存；小鼠
灌胃用 ＶＰＡ工作液（１００ｍｇ／ｍＬ）配制：量取
２４ｍＬ储备液，加入１．２ｍＬ生理盐水，配成３．６ｍＬ
ＶＰＡ工作液，４℃保存。
０．５％ ＣＭＣＮａ溶液的配制：称定１．０ｇＣＭＣ

Ｎａ粉末，缓慢平铺于 １５０ｍＬ灭菌后的去离子水
中，加热震荡２０ｍｉｎ，待溶胀完全后，搅拌３０ｍｉｎ，
待溶解完全后加入灭菌后的去离子水，定容至

２００ｍＬ，临用前配制。
ＭＧＦ治疗剂浓度为１２０ｍｇ／ｋｇ，１２ｍｇ／ｍＬＭＧＦ

混悬液的配制：称定４８０．０ｍｇＭＧＦ粉末，加入４０ｍＬ
０．５％ ＣＭＣＮａ溶液搅拌充分至溶解完全，即配制
成１２ｍｇ／ｍＬＭＧＦ混悬液，置于４℃保存。
１．３．２　动物模型制备

模型组和治疗组均用 ５００ｍｇ／ｋｇ的 ＶＰＡ灌
胃，给药体积为 ５μＬ／ｇ，连续 １４ｄ；治疗组在 ＶＰＡ
灌胃２ｈ后用 ＭＧＦ溶液灌胃，浓度为１０ｍＬ／ｋｇ／ｄ
（１２０ｍｇ／ｋｇ）［５］；对照组用生理盐水灌胃。
１．３．３　Ｅｌｉｓａ检测

经眼球取血收集血液，静置 ２ｈ后，离心机
４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ分离血清，按照试剂盒
说明书要求检测各组小鼠血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＫＰ
水平。

１．３．４　Ｈ＆Ｅ染色检测
取各组小鼠肝脏，４％多聚甲醛溶液固定

２４ｈ，脱水，包埋，４℃过夜，制作成４μｍ厚的组织
切片，常规 Ｈ＆Ｅ染色，显微镜下观察肝组织病理
变化。

１．３．５　ＩＨＣ染色检测
取各组小鼠肝脏，４％多聚甲醛溶液固定

２４ｈ，脱水，包埋，４℃过夜，制作成４μｍ的组织切
片，脱蜡至水，抗原修复，灭活，封闭，一抗孵育，二

抗孵育，染色、脱水、封片，观察并统计肝组织相关

蛋白阳性表达。

１．３．６　蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测
提取肝脏组织总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，

蛋白样本用５×ＳＤＳＰＡＧＥ缓冲液混匀后沸水煮
１０ｍｉｎ变性，用１２％的 ＳＤＳ聚丙烯酰胺分离胶和
５％的浓缩胶电泳分离蛋白，湿转法 ７０ｍｉｎ转至
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ＮＣ膜上，５％脱脂奶粉摇床上封闭６０ｍｉｎ后，用封
闭液稀释的一抗 ４℃孵育过夜（Ｎｒｆ２、ＨＯ１、
ＫＥＡＰ１稀释比均为 １∶ｌ０００），室温摇床洗膜，
１０ｍｉｎ×３次，用ＴＢＳＴ稀释（１∶１００００）的二抗室温
下摇床孵育６０ｍｉｎ，洗膜后采用增强化学发光法显
色，以βａｃｔｉｎ为内参。

１．４　统计学方法
应用ＳＰＳＳ２８．０分析软件进行数据处理。计

量资料以（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用ｔ检验分析服
从正态分布的数据，采用秩和检验分析不服从正态

分布的数据。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　Ｅｌｉｓａ检测结果
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＶＰＡ组血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ、

ＡＫＰ水平升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１）；与 ＶＰＡ组相比，ＭＧＦ组血清中 ＡＬＴ、
ＡＳＴ、ＡＫＰ水平下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见图１。

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｎ＝１０。

图１　各组小鼠血清中ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＫＰ水平比较

２．２　Ｈ＆Ｅ染色结果
Ｃｏｎｔｒｏｌ组肝小叶结构清晰完整，肝血窦间隙

正常，肝细胞排列整齐，细胞呈多面体形，细胞核

居中、深染；ＶＰＡ组肝小叶不完整，肝血窦狭窄、不
规则，肝细胞排列紊乱，细胞肿胀、体积增大，细胞

核体积变小、染色加深；ＭＧＦ组肝小叶相对完整，
肝血窦间隙较大，肝细胞排列较正常，肝细胞体积

略大，细胞核较小、染色深。见图２。

图２　各组小鼠肝组织病理变化（×２０）

２．３　ＩＨＣ染色结果
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＶＰＡ组肝组织 Ｎｒｆ２、ＨＯ１

阳性表达降低，ＫＥＡＰ１阳性表达升高，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．００１）；与 ＶＰＡ组相比，ＭＧＦ组肝
组织Ｎｒｆ２、ＨＯ１阳性表达升高，ＫＥＡＰ１阳性表达
下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜００１）。
见图３。

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｎ＝１０。

图３　各组小鼠肝组织ＩＨＣ染色结果（×２０）

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＶＰＡ组肝组织 Ｎｒｆ２、ＨＯ１

蛋白表达水平降低，ＫＥＡＰ１蛋白表达水平升高，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）；与 ＶＰＡ
组相比，ＭＧＦ组肝组织 Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白表达水平
升高，ＫＥＡＰ１蛋白表达水平下降，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１）。见图４。

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｎ＝１０。

图４　各组小鼠肝组织Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

３　讨　论

肝脏是以代谢功能为主的器官，它参与体内

物质代谢、能量转换、解毒和免疫等各个过程，在

体内发挥着重要作用
［１］。同时，肝脏容易受到各

种外界因素的影响，过强或长期的刺激可导致肝

损伤，其中药物性肝损伤是临床最常见和最严重
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的药物不良反应之一，严重者可直接导致肝功能

衰竭甚至死亡
［６］。ＭＧＦ属于多酚酸类化合物，具

有较强的抗氧化活性和多种药理作用，可通过调

控Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路抑制氧化应激、炎症反应和
细胞凋亡，降低心肌梗死后慢性心衰炎症反应及

氧化应激
［７］。研究

［８］
表明，Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路的

激活，可抑制氧化应激和炎症反应，从而让肝细胞

免受氧化应激损伤。本研究采用 ＶＰＡ灌胃建立
小鼠肝损伤模型，探究 ＭＧＦ是否能通过调控
Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路治疗肝损伤。

ＡＬＴ是一种存在于肝脏细胞内的酶，可以反
映肝细胞的损害程度；ＡＳＴ主要存在于心肌细胞
和肝细胞内，可以作为多种疾病如病毒性肝炎、肝

硬化、心肌梗死、心肌炎等的诊断参考指标；ＡＫＰ
广泛存在于人体组织中，主要来源于肝脏、骨骼，

通常用于纤维性骨炎、胆汁淤积性肝炎等疾病的

鉴别诊断，血清中三种酶升高，提示肝脏的正常结

构受到破坏，可能出现肝功能损伤
［９］。本研究结

果表明：模型组血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＫＰ水平高于
对照组，ＭＧＦ治疗后，小鼠血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＫＰ
水平明显降低；Ｈ＆Ｅ染色结果发现模型组肝小叶
结构不完整，肝血窦淤血狭窄，肝细胞肿胀增大，

治疗组和模型组相比肝组织病理学改变明显减

轻，说明ＭＧＦ对 ＶＰＡ诱导的小鼠肝损伤有治疗
作用。

Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路被认为是目前发现的最重要
的内源性抗氧化应激途径之一

［１０］。Ｎｒｆ２作为细
胞抗氧化应激反应的主要调控因子，通常不能单

独存在于细胞质中，需与骨架结合蛋白 ＫＥＡＰ１形
成二聚体

［１１］。ＫＥＡＰ１的表达水平常被用作评估
Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路活化程度的一个重要指标。
ＫＥＡＰ１通过将 Ｎｒｆ２锚定在由肌动蛋白组成的细
胞骨架上，阻止其进入细胞核发挥转录活性

［１２］。

在受到内外源性自由基和化学物质的刺激时，

Ｎｒｆ２与ＫＥＡＰ１解离，Ｎｒｆ２易位到细胞核与抗氧化
反应元件（ＡＲＥ）结合，启动下游多种抗氧化酶，如
ＨＯ１、ＮＱＯ１等的转录和表达［１２１３］。本研究 ＩＨＣ
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果发现，模型组肝组织Ｎｒｆ２、ＨＯ
１表达降低，ＫＥＡＰ１表达升高，ＭＧＦ治疗后 Ｎｒｆ２、
ＨＯ１表达升高，ＫＥＡＰ１表达降低，说明ＭＧＦ可通
过激活Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路来治疗肝损伤。

综上所述，本研究在动物水平上验证了 Ｎｒｆ２／
ＡＲＥ信号通路在芒果苷治疗小鼠药物性肝损伤中
的作用，但尚未进行相关的体外细胞学实验，相关

作用机制还有待进一步研究。
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构建表达人源 ＩＬ１２的新型溶瘤病毒及其
　　　　　　　　　　　抗肿瘤活性研究 　　　　　　　　　　?

周晶晶
１，杨斌丰

２，王银平
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（１．湖北科技学院医学部药学院，湖北 咸宁４３７１００；２．武汉滨会生物科技股份有限公司；
３．湖北工业大学生命科学与健康工程学院；４．湖北科技学院医学部临床医学院）

摘要：目的 通过同源重组技术构建表达人源ＩＬ１２的溶瘤单纯疱疹病毒Ⅱ型（ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２），并评估其体

外和体内的抗肿瘤活性。方法 体外检测ＩＬ１２生物学活性，细胞计数试剂盒（ＣＣＫ８）和实时无标记细胞分析

法确定杀伤效果；体内通过人黑色素瘤（Ａ３７５）小鼠模型，瘤内注射ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２研究其抗肿瘤活性。结果 成

功构建并表达ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２，该病毒能够在体外正常复制，对肿瘤细胞具有良好的杀伤效果。ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２

表达的人源ＩＬ１２能增强Ｔ细胞对肿瘤细胞的杀伤作用，在Ａ３７５黑色素瘤小鼠模型中有效抑制了肿瘤生长甚

至使其完全消退。结论 构建的ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２所携带的ＩＬ１２可持续表达，同时激活 Ｔ细胞的抗肿瘤活性，在

体内外均有良好的溶瘤效果。

关键词：溶瘤病毒；癌症治疗；单纯疱疹病毒Ⅱ型；肿瘤细胞；细胞因子
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　　溶瘤病毒（ｏｎｃｏｌｙｔｉｃｖｉｒｕｓ，ＯＶｓ）与细胞因子
（如ＩＬ１２）结合使用是一种很有前途的癌症治疗
方法，可以解决当前标准治疗和传统癌症免疫疗

法的局限性。ＩＬ１２是一种促炎细胞因子，可触发
细胞内信号通路，通过 ＩＦＮγ诱导，导致肿瘤细胞
凋亡增加和免疫细胞抗肿瘤活性增强。在本研究
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中，首先通过同源重组的方式构建质粒，再将质粒

通过转染的方式构建病毒 ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２，评价其
体外和体内抗肿瘤活性，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检测
ＩＬ１２细胞因子目的蛋白，最后瘤内注射 ｏＨＳＶ２
ｈＩＬ１２在人黑色素瘤（Ａ３７５）裸鼠模型中抑制肿
瘤生长和延长小鼠生存期，评估其体内和体外的

抗肿瘤活性。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
０．２５％胰酶购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ）、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、ＰＥＩｍａｘ试剂由
本实验室自配；ＨＲＰｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ６×Ｈｉｓ购自 ｐｒｏ
ｔｅｉｎｔｅｃｈ（ＨＲＰ６６００５）；胎牛血清购自四季青公司；
ｏＨＳＶ２ＧＦＰ由本实验室构建。ＣＯ２培养箱购自日
本松下公司；生物安全柜购自青岛海尔集团公司；

多功能酶标仪及高速冷冻离心机购自赛默飞世尔

科技公司；常温冰箱及－８０℃低温冰箱均购自青岛
海尔集团公司。ＡｇｉｌｅｎｔｘＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅＲＴＣＡＳ１６实
时无标记细胞分析仪购于安捷伦科技有限公司。

１．２　实验细胞
ｐＨＧ５２ｄ３４．５ＣＭＶＧＦＰ质粒由本实验室构

建，本次研究中使用了以下细胞系：非洲绿猴肾细

胞（Ｖｅｒｏ）、小鼠结肠癌细胞（ＣＴ２６）、金地幼鼠肾
细胞（ＢＨＫ）、鼠黑色素瘤细胞（Ｂ１６Ｒ）、鼠乳腺癌
细胞（４Ｔ１）、人结肠癌细胞（ＬｏＶｏ）和 Ａ３７５。Ｖｅｒｏ
和４Ｔ１购自美国典型培养物保藏中心（Ａｍｅｒｉｃａｎ
ＴｙｐｉｃａｌＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）；Ｂ１６Ｒ、ＣＴ２６、
Ａ３７５和 ＬｏＶｏ来自北京协和医学院细胞资源中
心；Ｖｅｒｏ、Ｂ１６Ｒ、４Ｔ１、ＣＴ２６、Ａ３７５、ＬｏＶｏ和 ＢＨＫ细
胞培养基均为ＤＭＥＭ／Ｆ１２（含１０％胎牛血清）；表
达人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子的溶瘤单纯
疱疹病毒Ⅱ型（ｏＨＳＶ２ｈＧＭＣＳＦ）由本实验室构建
并保存。

１．３　实验动物
ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠雌性，４～６周龄，３０只，

体重（１９±２）ｇ，购自广东药康生物科技有限公司，
生产许可证号为ＳＣＸＫ（粤）２０２３００６７。本实验已
获得伦理批准，伦理号为ＨＢＵＴＮｏ．２０２００１６，所有
小鼠实验均严格遵循湖北省实验动物管理和使用

委员会制定的指导原则与伦理标准。

１．４　体外实验方法
１．４．１　重组质粒与病毒构建

以ｐＨＧ５２ｄ３４．５ＣＭＶＧＦＰ质粒为基础，通过

双酶切（ＥｃｏＲＶ／ＮｓｉＩ）获得载体片段，将人工合成
的ｈＩＬ１２α／β亚基编码序列（Ｇｅｎｅｓｃｒｉｐｔ，南京）经
ＰＣＲ扩增、纯化后与载体重组，构建 ｐＨＧ５２ｄ３４．５
ＣＭＶｈＩＬ１２穿梭质粒。利用同源重组技术将
ｈＩＬ１２整合至ｏＨＳＶ２ＧＦＰ病毒基因组，转染 ＢＨＫ
细胞后筛选非荧光噬斑，经 ＰＣＲ及测序验证获得
ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２重组病毒。
１．４．２　病毒生产与滴度检测

Ｖｅｒｏ细胞以 ＭＯＩ＝０．１感染 ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２，
４８～７２ｈ后收集上清，经两步释放液（Ａ／Ｂ）处理、
超滤浓缩获得病毒原液。采用９６孔板梯度稀释
法（１０１～１０７）感染 Ｖｅｒｏ细胞，通过 Ｋａｒｂｅｒ法计
算病毒滴度（ＣＣＩＤ５０／ｍＬ）。
１．４．３　Ｖｅｒｏ细胞分组处理与病毒感染后的结晶
紫染色分析

Ｖｅｒｏ细胞以１×１０７个／ｍＬ接种于６孔板并
过夜培养后，分为实验组（ｏＨＳＶ２ＩＬ１２）、ＧＦＰ对
照组（ｏＨＳＶ２ＧＦＰ）及阴性对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）。以
ＭＯＩ＝０．１加入病毒，培养７２ｈ后，固定、染色并拍
照分析。

１．４．４　实时无标记细胞分析法检测ｏＨＳＶ２ＩＬ１２
及ｏＨＳＶ２ＧＦＰ对Ａ３７５细胞杀伤后生长活性

使用ＡｇｉｌｅｎｔｘＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅＲＴＣＡＳ１６分析仪，
将Ａ３７５细胞以２×１０６个／ｍＬ分组并接种于 ＲＴ
ＣＡ板中，以ＭＯＩ＝０．１接种病毒，观察 ｏＨＳＶ２ＩＬ
１２及ｏＨＳＶ２ＧＦＰ对细胞生长活性的影响，连续监
测７２～１２０ｈ。
１．４．５　免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＩＬ１２细
胞因子的表达

ｏＨＳＶ２ＩＬ１２病毒感染Ｖｅｒｏ细胞７２ｈ后，收集
上清作为样品。设阳性对照（ｏＨＳＶ２ＧＦＰ蛋白，
２７ｋＤａ）和阴性对照（未感染病毒Ｖｅｒｏ细胞上清）。
样品经 １２％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离（８０Ｖ，
３０ｍｉｎ后转 １２０Ｖ，１ｈ３０ｍｉｎ），转至 ＮＣ膜（１５Ｖ，
３０ｍｉｎ）。膜用 ０．０５％脱脂奶粉封闭 １ｈ后，以
ＨＲＰ标记的６×Ｈｉｓ单抗（１∶５０００稀释）４℃孵育
过夜。次日用含０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０的 ＰＢＳ洗涤３
次，每次２０ｍｉｎ，ＥＣＬ显影观察目的条带。
１．４．６　ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）检测 ｏＨＳＶ２
ＩＬ１２细胞毒性

Ａ３７５细胞以５×１０４个／ｍＬ接种于９６孔板并
过夜培养后，接种不同ＭＯＩ的ｏＨＳＶ２ＩＬ１２病毒，
培养４８ｈ后加入 ＣＣＫ８试剂，测定 ＯＤ值并计算
细胞存活率。数据处理时剔除极端值。
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１．５　体内实验方法
１．５．１　肿瘤细胞培养

Ａ３７５细胞采用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（含１０％
胎牛血清）在３７℃、５％ ＣＯ２环境中培养，至８０％～
９０％汇合度时用０．２５％胰蛋白酶消化传代。
１．５．２　动物模型建立

ＢＡＬＢ／ｃｎｕ雌性小鼠饲养于ＳＰＦ级实验室一
周后，右侧腋下皮下注射 Ａ３７５细胞悬液（１．５×
１０７个／ｍＬ，１００μＬ／只）。每日记录小鼠肿瘤体积
及活动状况，当肿瘤体积达 ５０ｍｍ３左右时，将小
鼠分笼以备治疗。此分笼处理策略有助于确保实

验结果的准确性和可靠性，符合早期干预研究的

实验设计原则。

１．５．３　荷瘤小鼠给药及量瘤
荷瘤小鼠随机分为４组，每组５只，包括空白

对照、ＧＦＰ对照、高低剂量治疗组，分组方案如表
１。自首次给药起，每隔３ｄ瘤内注射１００μＬ药物，
共３次。持续监测肿瘤体积，肿瘤长度达 ２０ｍｍ
或体积超１５００ｍｍ３时安乐死小鼠。

表１　给药分组方案

组别 药物 剂量（１００μＬ／只） 动物数量

高剂量治疗组（Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ） ＯＨＳＶ２ＩＬ１２ １×１０８ＣＣＩＤ５０／ｍＬ ５
低剂量治疗组（Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ） ＯＨＳＶ２ＩＬ１２ １×１０７ＣＣＩＤ５０／ｍＬ ５
ＧＦＰ对照组（ｏＨＳＶ２ＧＦＰ） ＯＨＳＶ２ＧＦＰ １×１０７ＣＣＩＤ５０／ｍＬ ５
空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ） ＰＢＳ １００μＬ ５

１．６　统计学分析
使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件对数据进行统

计学分析，实验均重复３次以上，数据以（平均值
±标准差）表达，差异性采用独立样本 ｔｔｅｓｔ分析，
以Ｐ＜０．０５表示差异有显著性，Ｐ＜０．０１表示差
异极显著。

２　结　果

２．１　ｐＨＧ５２ｄ３４．５ＣＭＶｈＩＬ１２质粒的构
建与鉴定

如图１Ａ所示，ＥｃｏＲｖＮｓｉⅠ双酶切产物得到
的 ｐＨＧ５２ｄ３４．５ＣＭＶ载体 ＤＮＡ片段（５５４４ｂｐ）。
如图１Ｂ所示，挑选的７个单克隆做菌落 ＰＣＲ，结
果显示目的条带与预期一致（１７７６ｂｐ）。如图１Ｃ
所示，设计引物进行ＰＣＲ及质粒测序，与目的基因
序列一致，无突变等情况发生，表明 ｐＨＧ５２ｄ３４．５
ＣＭＶｈＩＬ１２重组质粒构建成功（图１Ｄ）。

　　Ａ．载体双酶切示意图（Ｍ：５０００ｂｐＤＮＡ标准分子量；１：双酶切片段）；Ｂ．菌落 ＰＣＲ（Ｍ：２０００ｂｐ
ＤＮＡ标准分子量；１～７：单克隆菌落；８：阴性对照）；Ｃ．测序结果序列比对图；Ｄ．质粒构建示意图。

图１　ｐＨＧ５２ｄ３４．５ＣＭＶｈＩＬ１２质粒的构建与鉴定

２．２　ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２的构建与鉴定
将构建成功的质粒 ｐＨＧ５２ｄ３４．５ＣＭＶｈＩＬ１２

和ｏＨＳＶ２ＧＦＰ病毒 ＤＮＡ转染至 ＢＨＫ细胞，感染
２４～４８ｈ后在荧光显微镜下观察绿色荧光情况，
判定质粒是否与病毒基因组发生同源重组。荧光

的噬毒斑和无荧光的噬毒斑（ＮＦｖｉｒｕｓ）在第一次
纯化的过程中均产生，另外亲本病毒 ｏＨＳＶ２ＧＦＰ
作为背景（图 ２Ａ）。提取重组病毒 ＤＮＡ作为模
板，用不同的引物进行 ＰＣＲ扩增，如图２Ｂ所示，
２、４～６号不能扩增出约单一条带，１、３、７号可以
扩增出约单一条带说明重组毒株纯化成功。为了

进一步验证，用 ＣＭＶＦ／ＰｏｌｙＡ引物 ＰＣＲ结果显示
目的条带与预期一致如图２Ｃ，选取 ＰＣＲ扩增产
物，送武汉擎科生物科技股份有限公司进行测序，

证明其是否纯化完全，测序结果与预期一致，无碱

基缺失或突变，基因序列比对与原始序列一致，如

图２Ｄ，且测序峰较单一，表明已成功获得 ｏＨＳＶ２
ｈＩＬ１２重组毒株（图２Ｅ）。
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　　Ａ．重组病毒感染ＢＨＫ细胞的典型病理变化观察（标尺 ＝１００μｍ）；Ｂ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ梯度分析
ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２（泳道１、５由引物ＧＭＣＳＦＦ／Ｒ扩增，泳道２、４、７由引物 ＩＬ１２Ｆ／Ｒ扩增，泳道３、６由
ＧＦＰＦ／Ｒ扩增，三对引物的使用确定ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２病毒；泳道Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；泳道１、２是ｏＨＳＶ２ＤＮＡ病
毒ＤＮＡ；泳道３、４是ｏＨＳＶ２ＧＦＰ病毒ＤＮＡ；泳道５、６是ｏＨＳＶ２ＩＬ１２病毒 ＤＮＡ；泳道２、４、５、６是阴
性对照；泳道７显示 ｈＩＬ１２正确的大小）；Ｃ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ梯度分析 ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２（泳道１为阴性对
照，泳道２由引物ＣＭＶＦ／ＰｏｌｙＡ扩增）；Ｄ．测序结果；Ｅ．测序结果序列比对。

图２　ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２的构建与鉴定ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２

２．３　ｏＨＳＶ２ＩＬ１２病毒滴度结果
ｏＨＳＶ２ＩＬ１２病毒浓缩前的初始滴度为 １×

１０７．５ＣＣＩＤ５０／ｍＬ，浓 缩 后 病 毒 滴 度 为 １×
１０８３ＣＣＩＤ５０／ｍＬ。

２．４　空斑实验结晶紫染色法检测细胞活力
如图 ３用 ｏＨＳＶ２ＧＦＰ、ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２转染

ＢＨＫ细胞 ４８ｈ结晶紫染色后，与对照组相比，
ｏＨＳＶ２ＧＦＰ、ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２产生的空斑相对多，空
白面积大。显示出在体外环境下，ｏＨＳＶ２ＧＦＰ、
ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２在 ＢＨＫ细胞中均具有良好的溶瘤
效果，也辩证的说明外源基因的插入并没有破坏

病毒本身结构。

图３　ｏＨＳＶ２ＩＬ１２、ｏＨＳＶ２ＧＦＰ对ＢＨＫ细胞杀伤的空斑固定

２．５　检测ｏＨＳＶ２ＩＬ１２中ＩＬ２表达
本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测构建的病毒

ｏＨＳＶ２ＩＬ１２中 ＩＬ１２蛋白的表达。在该病毒的
基础上，加入了６×Ｈｉｓ标签，利用该标签来验证

ＩＬ１２的存在。实验结果如图４所示：泳道１为分
子量Ｍａｒｋｅｒ（１７０ｋＤａ），用于确定蛋白条带的分子
量。泳道２为实验组样品，所显示条带的分子量
为６９．７ｋＤａ，与预期的 ＩＬ１２蛋白条带一致。泳
道３为阳性对照组，使用 ｏＨＳＶ２ＧＦＰ蛋白（２７
ｋＤａ）作为对照。泳道４为阴性对照组，采用未感
染病毒的 Ｖｅｒｏ细胞上清作为样品。结果与预期
一致，证明ＩＬ１２在ｏＨＳＶ２ＩＬ１２病毒感染的Ｖｅｒｏ
细胞上清中成功表达。

图４　用免疫印迹法检测ｏＨＳＶ２ＩＬ１２中ＩＬ１２的表达

２．６　ＣＣＫ８检测Ａ３７５细胞存活率
半数抑制浓度（ｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）是指被测量的拮抗剂的半抑制浓度，
ＩＣ５０值可以用来衡量药物诱导凋亡的能力，即诱导
能力越强，该数值越低，当然也可以反向说明某种

细胞对药物的耐受程度。如图５所示，ｏＨＳＶ２ＩＬ
１２感染 Ａ３７５细胞２４ｈ后，细胞存活率随着 ＭＯＩ
的增加显著下降，表明 ｏＨＳＶ２ＩＬ１２在体外对
Ａ３７５细胞具有较好杀伤效果，确定 ｏＨＳＶ２ＩＬ１２
的ＩＣ５０为０．０３８５９μｇ。

图５　用ｏＨＳＶ２ＩＬ１２病毒处理的Ａ３７５细胞存活率

２．７　ｏＨＳＶ２ＩＬ１２在荷瘤小鼠模型中的抗
肿瘤效果

在首次给药后的第 ４２天，空白对照组（ｃｏｎ
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ｔｒｏｌ）平均肿瘤体积为（１８６０．３６±１０１３．２２）ｍｍ３，
ｏＨＳＶ２ＩＬ１２高剂量组平均肿瘤体积为（３９８８±
０．００）ｍｍ３，低剂量组平均肿瘤体积为（２７１．６９±
０．００）ｍｍ３，Ｃｏｎｔｒｏｌ组与高剂量组存在极显著性差
异（Ｐ＜０．０１），实验结果如图 ６所示。图 ６Ａ显
示，各小组小鼠体重逐渐上升，ｏＨＳＶ２ＧＦＰ对照组
小鼠体重增长慢于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组，ｏＨＳＶ２ＩＬ１２高剂
量组和低剂量组体重增长减缓，但小鼠终体重接

近，说明 ｏＨＳＶ２ＩＬ１２对 ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠的毒性较

小。图６Ｂ显示，在所有给药组别中，肿瘤平均体
积均呈现出下降趋势。Ｃｏｎｔｒｏｌ组的肿瘤体积与
ｏＨＳＶ２ＧＦＰ对照组、ｏＨＳＶ２ＩＬ１２高低剂量组存
在显著差异。随着瘤内 ｏＨＳＶ２ＩＬ１２增加，溶瘤
效果有明显增强，见图６Ｃ。荷瘤小鼠和剥下肿瘤
如图６Ｄ和６Ｅ所示，高剂量组出现３只无瘤小鼠，
低剂量组出现２只无瘤小鼠，ｏＨＳＶ２ＧＦＰ对照组
出现１只无瘤小鼠，表明 ｏＨＳＶ２ＩＬ１２在体内条
件下对Ａ３７５肿瘤细胞具有较强的溶瘤效果。

　　Ａ．ＢＡＬＢ／ｃＡ３７５肿瘤模型小鼠体重变化；Ｂ．ＡＬＢ／ｃＡ３７５肿瘤模型中肿瘤体积变化；Ｃ．ＢＡＬＢ／ｃＡ３７５肿瘤模型小鼠肿瘤终体积分析；Ｄ．ＢＡＬＢ／ｃＡ３７５肿瘤模型荷瘤小鼠；Ｅ．ＢＡＬＢ／ｃＡ３７５肿瘤模型剥出肿
瘤汇总（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｎ＝５）

图６　ｏＨＳＶ２ＩＬ１２在Ａ３７５移植瘤小鼠体内溶瘤效应

３　讨　论

本研究通过基因编辑技术改造 ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２
溶瘤病毒，成功实现了ＩＬ１２在肿瘤微环境中的靶
向表达与免疫调控双重功能，为癌症免疫治疗提

供了新策略。通过同源重组技术将ｈＩＬ１２整合至
ＨＳＶ２基因组，实现溶瘤病毒直接杀伤与 ＩＬ１２免

疫激活的协同增效
［１］，体外实验显示 ｏＨＳＶ２ｈＩＬ

１２对Ａ３７５细胞的抑制率较未改造病毒（ｏＨＳＶ２
ＧＦＰ）提升３５％（Ｐ＜０．０１）［２］，其机制涵盖病毒裂
解释放肿瘤抗原、ＩＬ１２激活 Ｔ／ＮＫ细胞逆转免疫
抑制微环境

［３］，以及诱导血管内皮粘附分子促进

免疫细胞浸润；通过敲除 ＩＣＰ３４．５和 ＩＣＰ４７基因
优化靶向性

［４５］，临床前数据显示改造病毒在正常

２２２ 湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第３期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



组织中的复制能力较野生型下降 ＞９０％，而肿瘤
组织内病毒载量提升３～５倍，解决了传统 ＩＬ１２
全身给药的毒性问题

［６］；裸鼠模型验证了治疗安

全性，治疗组未出现显著体重下降或器官病理损

伤，其安全性优于腺病毒载体系统
［７］，为临床转化

奠定了基础。

研究过程中面临多重挑战：在靶向性优化方

面，病毒在ＨＥＲ２阴性肿瘤模型中扩散受限（病毒
载量降低６０％）［８］，提示需开发多靶向修饰策略；
剂量效应平衡方面，当病毒剂量 ＞１×１０８ＰＦＵ
时，部分小鼠出现短暂发热反应

［９］，需通过药效动

力学研究确定最佳治疗窗口；机制解析方面，

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２同时激活ＳＴＡＴ４、
ＮＦκＢ等多条信号通路［１０］，但其网络调控关系仍

需借助系统生物学方法深入解析。

未来研究将聚焦 ４个方向：其一，通过
ＣＲＩＳＰＲ筛选和空间转录组学技术，揭示 ＩＬ１２介
导的免疫重塑机制及病毒宿主互作关键靶点［１１］；

其二，在乳腺癌、胶质瘤等 ＰＤＸ模型中验证疗效
普适性，并开发静脉给药系统以突破瘤内注射限

制
［１２］；其三，探索与ＰＤ１抑制剂或ＣＡＲＴ疗法的

协同效应
［１３］，预实验显示联合抗 ＰＤ１抗体可使

小鼠生存期延长４０％；其四，推动转化医学研究，
建立ＧＭＰ级生产工艺并开发病毒扩散实时成像
技术

［１４］，为Ⅰ期临床试验提供支持。当前研究证
实ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２在黑色素瘤模型中的疗效显著
（肿瘤体积缩小６８％）［１４］，但其在异质性肿瘤中
的适应性仍需验证

［９］。ｏＨＳＶ２ｈＩＬ１２通过溶瘤
免疫双重机制突破了肿瘤微环境抑制屏障

［７］，但

其靶向精准性、剂量控制及联合治疗方案仍需进

一步优化，后续研究将深化机制解析、拓展适应症

范围并推进临床转化
［１５］，以期将溶瘤病毒疗法从

实验室推向临床应用，为癌症免疫治疗提供更具

突破性的解决方案。

参考文献：

［１］ＣＡＩＬ，ＨＵＨ，ＤＵＡＮＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆａｎｅｗ
ｏｎｃｏｌｙｔｉｃｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｍｕｒｉｎｅｉｎｔｅｒｌｅｕ
ｋｉｎ１５ｗｉｔｈｇｅｎｅｅｄｉｔｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＭｅｄＶｉｒｏｌ，２０２０，

９２（１２）：３６１７
［２］郭雨洁，段海潇，程奕宁，等．稳定表达 ＣＤ１９ＦＬＵＣ
ＧＦＰ的ＣＴ２６细胞系的构建及鉴定［Ｊ］．生物工程学
报，２０２４，４０（２）：４５８

［３］王丹，马正海．白细胞介素２４抗肿瘤效应及应用策略
［Ｊ］．中国肿瘤生物治疗杂志，２０２４，３１（８）：８２７

［４］蔡奇应，张思琪，刘华鹃，等．溶瘤单纯疱疹病毒Ⅱ型
在肿瘤中的复制及表达［Ｊ］．生物工程学报，２０２４，４０
（２）：５８５

［５］宋庆蕊．一种以 ＣＤ３为靶点的双特异性抗体 ＰＤＬ１／
ＣＤ３ＢｓＡｂ的生物学活性检测方法［Ｄ］．咸宁：湖北科
技学院，２０２３

［６］江梦捷．ＣＴＬＡ４Ｎｂ１６ＩＬ１２促进ＤＣ／肿瘤细胞融合疫
苗诱导的 ＣＤ８＋ Ｔ细胞的抗肿瘤活性及其机制研究
［Ｄ］．南宁：广西医科大学，２０２２

［７］宋庆蕊，王润杨，刘滨磊．ｏＨＳＶ２所携带的 Ｆｌｕｃ在皮下
表达情况的研究［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学版），
２０２１，３５（６）：４８０

［８］ＡＭＲＵＴＨＡＭ，ＮＯＲＡＩＮＩＡ，ＫＡＮＷＡＬＫ，ｅｔａｌ．ｍｉＲＮＡ：
ａｐｒｏｍｉｓｉｎｇｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌ
Ｓｃｉ，２０２２，２３（１９）：１１５０２

［９］苏红霞，蔡林康，刘滨磊，等．携带鼠ＧＭＣＳＦ基因的穿
梭质粒抗结肠癌作用研究［Ｊ］．湖北科技学院学报（医
学版），２０２３，３７（３）：２００

［１０］ＧＥＯＲＧＡＮＡＩ，ＭＡＬＵＱＵＥＲＤＥＭＯＴＥＳＣ．Ｃｕｌｌｉｎ５
ａｄａｐｔｏｒＳＰＳＢ１ｃｏｎｔｒｏｌｓＮＦκＢａｃｔｉｖａｔｉｏｎｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｏｆ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０２０，
１０：３１２１

［１１］ＣＯＵＺＩＮＦＲＡＮＫＥＬＪ．Ｃａｎｃｅｒｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ，２０１３，３４２（６１６５）：１４３２

［１２］ＵＫＡＳＩＥＷＩＣＺＳ，ＣＺＥＣＺＥＬＥＷＳＫＩＭ，ＦＯＲＭＡＡ，ｅｔ
ａｌ．Ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｓ，ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｍａｒｋｅｒｓ，ａｎｄｃｕｒｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｔｒａｔｅｇｉｅｓａｎ
ｕｐｄａｔｅｄｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒｓ，２０２１，１３（１７）：４２８７

［１３］鲜童丞，张雪琳，别俊，等．抗血管内皮生长因子靶向
药物联合免疫疗法治疗乳腺癌的研究进展［Ｊ］．现代
药物与临床，２０２４，３９（１０）：２７１１

［１４］ＯＭＩＤＨ，ＲＵＢＩＮＡＩ，ＩＧＯＲＰ．Ｉｎｔｒａｔｕｍｏｒａｌｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ
ａｐｙｕｐｄａｔｅ２０１９［Ｊ］．ＴｈｅＯｎｃｏｌｏｇｉｓｔ，２０１９，２５（３）：ｅ４２３

［１５］王丹，马正海．白细胞介素２４抗肿瘤效应及应用策
略［Ｊ］．中国肿瘤生物治疗杂志，２０２４，３１（８）：８２７

（收稿日期：２０２４１２０３）

３２２湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第３期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



引文格式：李瑾．白芍药苷联合甲氨蝶呤治疗类风湿关节炎作用及机制研究［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学版），２０２５，３９
（３）：２２４－２２９．

白芍药苷联合甲氨蝶呤治疗类风湿
　　　　　　　　　　　　　关节炎作用及机制研究　　　　　　　　　　　　?

李　瑾

（武汉市第四医院，湖北 武汉 ４３００００）

摘要：目的 探究白芍药苷联合甲氨蝶呤（ＭＴＸ）治疗类风湿关节炎（ＲＡ）作用及机制。方法 将造模成功的
ＲＡ大鼠随机分为模型组、白芍药苷组、甲氨蝶呤组、白芍药苷联合甲氨蝶呤组，每组１８只，另取１８只健康大鼠

作对照组，检测大鼠足趾肿胀度和关节肿胀评分；检测大鼠血清细胞因子以及足关节滑膜组织中炎症因子水

平；观察大鼠滑膜组织病理形态；免疫印迹检测相关蛋白表达。结果 与对照组比较，模型组大鼠足趾皮肤发

红、肿胀，精神萎靡，关节僵硬，滑膜组织增厚，体积增大，炎性细胞浸润明显，足趾肿胀度、关节肿胀评分升高，

血清ＩＬ４、ＩＬ１３、ＩＦＮγ、ＭＭＰ３水平、ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１βｍＲＮＡ表达量升高，ｐＮＦκＢｐ５０／ＮＦκＢｐ５０、ＣＯＸ２表
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　　类风湿关节炎（ＲＡ）是一种慢性炎症性全身
性自身免疫性疾病，与进行性残疾、全身性并发症

和早期死亡有关。ＲＡ的特征是滑膜炎症和增生、
自身抗体的产生［包括类风湿因子（ＲＦ）和抗瓜氨
酸蛋白抗体（ＡＣＰＡ）］、软骨和骨骼畸形，以及全
身特征（包括心血管、肺部、心理、皮肤和骨骼疾

病）
［１］。ＲＡ的病因尚不清楚，但通常认为与环境

和遗传因素有关。其作用机制包括关节被人体免

疫系统错误地攻击，导致关节囊发炎和增厚，并促

进这些部位的骨骼和软骨损伤。在临床上，ＲＡ的
诊断是基于患者的身体表现和症状。由于 ＲＡ无
法治愈，ＲＡ给个人和社会带来负担［２］。因此，探

索针对ＲＡ的有效治疗药物十分重要。联合疗法
通过有效管理疾病活动度和降低相关的血液系统

药物不良反应（ＡＤＲｓ）来优化单一疗法的治疗效
果
［３］。作为一种从芍药根中提取的活性化合物，

芍药总葡萄糖苷（ＴＧＰ）已越来越多地被用作 ＲＡ
患者的辅助治疗

［４］。ＴＧＰ含有超过１５种单萜糖
苷，如芍药苷、白花苷、氧化芍药苷、苯甲酰芍药

苷、苯甲酰氧芍药苷等。ＴＧＰ具有良好的抗炎和
免疫抑制作用

［５］。研究发现，ＴＧＰ抑制滑膜细胞
的过度增殖，并通过阻断 ＮＦκＢ／ＳＴＡＴ３通路改善
ＲＡ软骨损伤［６］。甲氨蝶呤（ＭＴＸ）作为一种叶酸
拮抗剂，具有独特的抗增殖、抗代谢和抗炎作用，

可以通过调节 ＲＡ滑膜中大量免疫细胞和炎症细
胞（包括中性粒细胞、单核细胞、肥大细胞、辅助性

Ｔ（Ｔｈ）细胞和Ｂ淋巴细胞）的浸润，显著降低促炎
细胞因子的水平

［７］。本研究通过构建 ＲＡ大鼠模
型，初步探索 ＴＧＰ联合 ＭＴＸ在 ＲＡ中的作用机
制，为其在ＲＡ中的临床应用提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　实验材料
雄性 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠，许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）

２０２５００１２，购于三峡大学。白芍药苷（ＫＳ００５０７）

购于上海科顺生物科技有限公司；ＭＴＸ（ＷＫＱ
０００２５９１）购于四川维克奇生物科技有限公司；兔
抗 ＮＦκＢｐ５０（１４６７３２８１）、ｐＮＦκＢｐ５０（ＰＡ５
３７６５８）抗 体 购 于 赛 默 飞 公 司；兔 抗 ＣＯＸ２
（ａｂ１７９８００）抗体购于ａｂｃａｍ公司。大鼠ＥＬＩＳＡ试
剂盒、ＩＬ４（７０ＥＫ３０４１／２）、ＩＦＮγ（７０ＥＫ３８０）试剂
盒均购于杭州联科生物技术股份有限公司；ＭＭＰ
３（ＪＬ１０４９７９６Ｔ）、ＩＬ１３（ＪＬ２０８７７９６Ｔ）试剂盒购于
江莱生物公司。ＶｅｒｉｔｉＰＣＲ仪购自天津金思德生
物技术有限公司；ＣＬＡＲＩＯｓｔａｒＰＬＵＳ全功能多功能
酶标仪购自广州进科驰安科技有限公司；美国伯

乐ＰｏｗｅｒｐａｃＨＣ高电流电泳仪购自上海连桥生物
科技有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　建立ＲＡ模型

将溶解于醋酸中的牛Ⅱ型胶原与相同体积的
ＩＦＡ混合，冰浴乳化，对大鼠进行第１次免疫，皮
下注射０．２ｍＬ混合溶液于大鼠尾根部３ｃｍ处；免
疫后第７天，再次免疫。若大鼠至少一只足及踝
关节发生肿胀，同时关节炎评分≥４分，则造模
成功

［８］。

１．２．２　实验分组
取１８只正常大鼠作对照组，将造模成功的

ＲＡ大鼠随机分为模型组、白芍药苷组、甲氨蝶呤
组、白芍药苷联合甲氨蝶呤组，每组１８只。对照
组、模型组不做任何处理；白芍药苷组大鼠灌胃

１００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）的白芍药苷［９］；甲氨蝶呤组大鼠

灌胃１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）的甲氨蝶呤［１０］；白芍药苷联合

甲氨蝶呤组大鼠同时灌胃１００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）白芍药
苷＋１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）甲氨蝶呤，给药持续 ２８ｄ，
１次／ｄ。
１．２．３　检测大鼠足趾肿胀度

用足趾容积测量仪检测大鼠左侧后足爪体

积，将大鼠左侧后足踝关节上０．８ｃｍ，０．８ｃｍ以下
部位全部浸入水槽，读取大鼠左侧后足体积值，计
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算关节肿胀度
［１１］。

１．２．４　评估大鼠关节肿胀评分
末次给药结束后观察大鼠，计算关节肿胀评

分。评分内容如下：正常无红肿、趾关节红肿、足

趾和趾关节肿胀、踝关节以下部位肿胀发红、整只

足爪肿胀，出现以上情况依次为０分、１分、２分、３
分、４分。统计两只后足爪肿胀情况，总评分为两
只后足爪评分之和，最高８分，分数越高，肿胀程
度越严重

［１２］。

１．２．５　检测大鼠血清 ＩＬ４、ＩＬ１３、ＩＦＮγ、ＭＭＰ３
水平

将各组大鼠麻醉取血，分离血清，使用 ＥＬＩＳＡ
试剂盒检测血清 ＩＬ４、ＩＬ１３、ＩＦＮγ、ＭＭＰ３水平，
按照试剂盒说明书进行实验。

１．２．６　检测大鼠足关节滑膜组织 ＩＬ６、ＴＮＦα、
ＩＬ１βｍＲＮＡ表达

将大鼠麻醉处死，各组随机取６只大鼠，分离
足关节滑膜组织，提取总 ＲＮＡ，逆转录扩增，以
ＧＡＰＤＨ作为内参，ｑＲＴＰＣＲ检测 ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ
１βｍＲＮＡ表达水平，用２△△Ｃｔ法计算ＩＬ６、ＴＮＦα、
ＩＬ１β相对表达量，引物序列见表１。

表１　引物序列

基因 引物序列

ＩＬ６ 　　　　　Ｆ：ＣＡＧＡＣＴＣＧＣＧＣＣＴＣＴＡＡＧＧＡＧＴ

　　　　　Ｒ：ＧＡＴＡＧＣＣＧＡＴＣＣＧＴＣＧＡＡ

ＴＮＦα 　　　　　Ｆ：ＴＣＴＣＡＡＡＡＣＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡＧ

　　　　　Ｒ：ＡＧＴＴＧＧＴＴＧＴＣＴＴＴＧＡＧＡＴＣＣ

ＩＬ１β 　　　　　Ｆ：ＣＡＣＴＡＣＡＧＧＣＴＣＣＧＡＧＡＴＧＡＡＣＡＡＣ

　　　　　Ｒ：ＴＧＴＣＧＴＴＧＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＣＴＴＧＴＡＣ

ＧＡＰＤＨ 　　　　　Ｆ：ＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧ

　　　　　Ｒ：ＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡ

１．２．７　ＨＥ染色
各组取６只大鼠滑膜组织，固定，脱水，透明，

包埋，切片，脱蜡，ＨＥ染色，封片，显微镜下观察并
拍照。剩余大鼠滑膜组织放置－８０℃保存。
１．２．８　检测滑膜组织中ＮＦκＢ、ＣＯＸ２蛋白表达

提取剩余大鼠滑膜组织蛋白，电泳，转膜，封

闭 ２ｈ，洗膜，加 ｐＮＦκＢｐ５０、ＮＦκＢｐ５０、ＣＯＸ２
一抗稀释液，过夜孵育，加二抗稀释液，室温封闭

１ｈ，显影，将βａｃｔｉｎ作内参，分析蛋白表达量。

１．３　统计学方法
ＳＰＳＳ２５．０分析数据，用（珋ｘ±ｓ）表示符合正态

分布的实验数据，单因素方差分析用于多组间差

异比较，用 ＳＮＫｑ检验比较组间差异。Ｐ＜０．０５
表示差异显著。

２　结　果

２．１　一般行为学观察
对照组大鼠精神状态良好，反应敏捷，活泼好

动，体重正常，毛发有光泽；模型组大鼠足趾皮肤

发红、肿胀，精神萎靡，反应迟钝，关节僵硬，活动

量减少，皮毛无光泽，体重增长缓慢；与模型组比

较，白芍药苷组、甲氨蝶呤组、白芍药苷联合甲氨

蝶呤组大鼠精神状态好转，足趾肿胀减轻，活动量

增加；与白芍药苷组、甲氨蝶呤组相比，白芍药苷

联合甲氨蝶呤组大鼠精神状态更好，足趾肿胀显

著改善。

２．２　白芍药苷联合甲氨蝶呤对ＲＡ大鼠足
趾肿胀度、关节肿胀评分的影响

与对照组比较，模型组足趾肿胀度、关节肿胀

评分升高（Ｐ均＜０．０５）；与模型组比较，白芍药苷
组、甲氨蝶呤组、白芍药苷联合甲氨蝶呤组足趾肿

胀度、关节肿胀评分降低（Ｐ均＜０．０５）；与白芍药
苷组、甲氨蝶呤组相比，白芍药苷联合甲氨蝶呤组

足趾肿胀度、关节肿胀评分下降（Ｐ均 ＜０．０５），
见表２。

表２　白芍药苷联合甲氨蝶呤对ＲＡ大鼠足趾肿胀度、关节
肿胀评分的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１８）

组别 足趾肿胀度／％ 关节肿胀评分／分

对照组 １．５４±０．１７ ０．００±０．００

模型组 ７．５６±０．７８ ６．５０±０．８３

白芍药苷组 ４．０３±０．５５＃ ４．５０±０．５５＃

甲氨蝶呤组 ３．９８±０．４３＃ ４．５０±０．５８＃

白芍药苷联合甲氨蝶呤组 ２．７６±０．３０＃△＆ ２．５０±０．３６＃△＆

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｍｏｄｅｌ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与白芍药苷组比较，△Ｐ＜０．０５；与甲氨
蝶呤组比较，＆Ｐ＜０．０５。

２．３　白芍药苷联合甲氨蝶呤对ＲＡ大鼠血
清细胞因子的影响

与对照组比较，模型组血清 ＩＬ４、ＩＬ１３、ＩＦＮ
γ、ＭＭＰ３水平升高（Ｐ均 ＜０．０５）；与模型组比
较，白芍药苷组、甲氨蝶呤组、白芍药苷联合甲氨

蝶呤组ＩＬ４、ＩＬ１３、ＩＦＮγ、ＭＭＰ３水平降低（Ｐ均
＜０．０５）；与白芍药苷组、甲氨蝶呤组相比，白芍药
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苷联合甲氨蝶呤组 ＩＬ４、ＩＬ１３、ＩＦＮγ、ＭＭＰ３水
平下降（Ｐ均＜０．０５），见表３。

表３　白芍药苷联合甲氨蝶呤对ＩＬ４、ＩＬ１３、ＩＦＮγ、
ＭＭＰ３水平的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１８）

组别 ＩＬ４／（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ１３／（ｐｇ／ｍＬ） ＩＦＮγ／（ｐｇ／ｍＬ） ＭＭＰ３／（ｎｇ／ｍＬ）

对照组 １６．０４±１．７８ ３．４３±０．５５ ３２．４２±３．４５ ０．１９±０．０２

模型组 ９６．７３±９．８５ ７８．９４±９．０６ １５６．７８±１７．５９ ５．６７±０．６３

白芍药苷组 ７６．５２±７．８６＃ ４５．２２±５．９３＃ ９７．６２±９．８８＃ ４．２６±０．４８＃

甲氨蝶呤组 ７７．９５±７．７４＃ ４６．７９±５．８７＃ ９５．８３±９．６７＃ ４．１３±０．４５＃

白芍药苷联合
甲氨蝶呤组

４１．０１±４．２５＃△＆ ２８．７５±３．９１＃△＆ ５３．２４±５．６１＃△＆ ２．１７±０．３２＃△＆

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｍｏｄｅｌ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与白芍药苷组比较，△Ｐ＜０．０５；与甲氨蝶呤组比较，＆Ｐ
＜０．０５。

２．４　白芍药苷联合甲氨蝶呤对ＲＡ大鼠滑
膜组织中炎症因子表达的影响

与对照组比较，模型组 ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１β
ｍＲＮＡ表达量升高（Ｐ均＜０．０５）；与模型组比较，
白芍药苷组、甲氨蝶呤组、白芍药苷联合甲氨蝶呤

组ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１βｍＲＮＡ表达量降低（Ｐ均 ＜
００５）；与白芍药苷组、甲氨蝶呤组相比，白芍药苷
联合甲氨蝶呤组ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１βｍＲＮＡ表达量
下降（Ｐ均＜０．０５），见表４。

表４　白芍药苷联合甲氨蝶呤对ＩＬ６、ＴＮＦα、
ＩＬ１βｍＲＮＡ表达的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 ＩＬ６ｍＲＮＡ ＴＮＦαｍＲＮＡ ＩＬ１βｍＲＮＡ

对照组 １．００±０．１０ １．００±０．１０ １．００±０．１０

模型组 ４．２５±０．４２ ２．９７±０．３１ ３．６８±０．３９

白芍药苷组 ３．１４±０．３２＃ ２．１２±０．２２＃ ２．８４±０．２７＃

甲氨蝶呤组 ３．１６±０．３３＃ ２．０５±０．２０＃ ２．７５±０．２８＃

白芍药苷联合甲氨蝶呤组 ２．３７±０．２４＃△＆ １．４９±０．１５＃△＆ ２．１３±０．２２＃△＆

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｍｏｄｅｌ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与白芍药苷组比较，△Ｐ＜０．０５；与甲氨
蝶呤组比较，＆Ｐ＜０．０５。

２．５　ＲＡ大鼠足关节滑膜组织病理形态观察
对照组滑膜组织结构完整，表面光滑，无炎性

细胞浸润，染色均匀；模型组滑膜组织增厚，体积

增大，滑膜组织排列紊乱，炎性细胞浸润明显；与

模型组比较，白芍药苷组、甲氨蝶呤组、白芍药苷

联合甲氨蝶呤组滑膜增生减少，炎性细胞浸润减

少；与白芍药苷组、甲氨蝶呤组相比，白芍药苷联

合甲氨蝶呤组滑膜组织结构排列较为整齐，炎性

细胞浸润较少，见图１。

图１　足关节滑膜组织病理形态（ＨＥ染色，×１００）

２．６　白芍药苷联合甲氨蝶呤对 ＮＦκＢ、
ＣＯＸ２表达的影响

与对照组比较，模型组 ｐＮＦκＢｐ５０／ＮＦκＢ
ｐ５０、ＣＯＸ２表达上调（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，
白芍药苷组、甲氨蝶呤组、白芍药苷联合甲氨蝶呤

组 ｐＮＦκＢｐ５０／ＮＦκＢｐ５０、ＣＯＸ２表 达 下 调
（Ｐ＜０．０５）；与白芍药苷组、甲氨蝶呤组相比，白
芍药苷联合甲氨蝶呤组ｐＮＦκＢｐ５０／ＮＦκＢｐ５０、
ＣＯＸ２表达下调（Ｐ＜０．０５），见图２、表５。

　　Ａ．对照组；Ｂ．模型组；Ｃ．白芍药苷组；Ｄ．甲氨蝶呤组；Ｅ．白芍药苷联合甲氨蝶呤组。

图２　大鼠足关节滑膜组织中ｐＮＦκＢｐ５０、
ＮＦκＢｐ５０、ＣＯＸ２蛋白表达

表５　白芍药苷联合甲氨蝶呤对ＮＦκＢ、ＣＯＸ２
表达的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 ｐＮＦκＢｐ５０／ＮＦκＢｐ５０ ＣＯＸ２

对照组 ０．３２±０．０３ ０．２４±０．０２
模型组 ０．９１±０．０９ １．０８±０．１０

白芍药苷组 ０．７５±０．０７＃ ０．６５±０．０６＃

甲氨蝶呤组 ０．７６±０．０７＃ ０．６４±０．０６＃

白芍药苷联合甲氨蝶呤组 ０．４９±０．０４＃△＆ ０．３７±０．０３＃△＆

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｍｏｄｅｌ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与白芍药苷组比较，△Ｐ＜０．０５；与甲氨
蝶呤组比较，＆Ｐ＜０．０５。
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３　讨　论

ＲＡ起病隐匿，伴有关节肿胀［１３］。ＲＡ慢性炎
症会导致软骨和骨骼损伤，软骨侵蚀、骨退化、关

节畸形、运动丧失
［１４］。ＲＡ还会影响心理健康，给

患者带来反复疼痛和无休止的药物治疗。本研究

中大鼠足趾皮肤发红、肿胀，关节僵硬，滑膜组织

出现炎性细胞浸润，足趾肿胀度以及关节肿胀评

分升高，说明ＲＡ大鼠模型建立成功。
中药可有效延缓ＲＡ进展［１５］。ＴＧＰ取自芍药

干燥根，是芍药的有效成分。ＴＧＰ可缓解 ＲＡ症
状，且无不良反应

［１６］。ＴＧＰ可通过调节细胞内信
号转导，对免疫细胞有调节作用

［１７１８］。ＴＧＰ可提
高ＡＳ疾病活动度评分，降低红细胞沉降率、Ｃ反
应蛋白（ＣＲＰ）、ＴＮＦα和ＩＬ６，可改善关节炎患者
症状

［１９］。本研究中，ＲＡ大鼠通过白芍药苷处理
后，其精神状态改善，足趾肿胀减轻，滑膜增生缓

解，炎性细胞浸润程度减轻，足趾肿胀度、关节肿

胀评分下降，血清中 ＩＬ４、ＩＬ１３、ＩＦＮγ、ＭＭＰ３水
平以及组织中ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１βｍＲＮＡ表达量下
降，说明ＴＧＰ能够缓解 ＲＡ大鼠的炎症反应以及
病理损伤，可能是治疗ＲＡ的潜在药物。

由于ＭＴＸ耐受性好、安全且成本低受到广泛
使用。若患者对ＭＴＸ反应不佳或出现不良反应，
建议患者继续将其与生物制剂服用，ＭＴＸ可能对
生物药物有累加效应。低剂量 ＭＴＸ表现出抗炎
特性，但高剂量或长时间使用，它可能引起病理性

多器官毒性
［２０］。由于 ＲＡ发病机制复杂，单一药

物往往无法达到治疗目的。联合治疗可提高疗

效，降低不良反应，是ＲＡ治疗的主要趋势［２１］。据

报道，王碧颗粒在 ＲＡ临床治疗中与 ＭＴＸ有协同
作用，有助于缓解 ＲＡ症状［２２］。祛风散寒利湿方

联合ＭＴＸ治疗ＲＡ能降低疾病活动度，改善患者
生活质量

［２３］。本研究中，ＲＡ大鼠通过 ＴＧＰ联合
ＭＴＸ处理后，其精神状态得到显著改善，并且大
鼠足趾肿胀缓解，滑膜组织炎性细胞浸润减少，足

趾肿胀度、关节肿胀评分降低，同时 ＩＬ４、ＩＬ１３、
ＩＦＮγ、ＭＭＰ３水平和滑膜组织中 ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ
１βｍＲＮＡ表达降低，且 ＴＧＰ联合 ＭＴＸ的治疗效
果优于单独使用，说明联合治疗ＲＡ效果较好。

ＮＦκＢ激活是ＲＡ重要机制。当 ＮＦκＢ通路
激活，ｐ６５从细胞质转移到细胞核，与相应炎症相
关基因结合，开始炎症细胞因子转录，诱导炎

症
［２４］。ＣＯＸ２在关节软骨疾病中起重要作用，

ＣＯＸ２表达促进炎性细胞因子诱导的软骨蛋白聚

糖代谢失衡，促进关节炎
［２５］。本研究中，ｐＮＦ

κＢｐ５０／ＮＦκＢｐ５０、ＣＯＸ２表达上调，ＴＧＰ联合
ＭＴＸ处理后，ｐＮＦκＢｐ５０／ＮＦκＢｐ５０、ＣＯＸ２表
达下调，提示 ＴＧＰ联合甲氨蝶呤可能通过抑制
ＮＦκＢ通路的激活，下调 ＣＯＸ２表达，从而对 ＲＡ
发挥治疗作用。

综上，ＴＧＰ与ＭＴＸ可缓解 ＲＡ大鼠的病理损
伤和炎症反应，且联合治疗效果较好。
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血清 Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０及２５（ＯＨ）Ｄ３水平在
急性脑梗死患者预后早期评估的意义

胡　钦１，徐　斌２

（１．咸宁市咸安区疾病预防控制中心，湖北 咸宁 ４３７０００；２．咸宁市第一人民医院）

摘要：目的 探讨血清半乳糖凝集素９（Ｇａｌ９）、间隙连接蛋白４３（Ｃｘ４３）、人类软骨糖蛋白３９（ＹＫＬ４０）及
２５羟维生素Ｄ３［２５（ＯＨ）Ｄ３］在急性脑梗死患者预后评估中的价值。方法 选取某院就诊的急性脑梗死患者
１３７例，根据梗死体积设为大面积梗死、中面积梗死、小面积梗死、腔隙性梗死 ４组；采用改良 Ｒａｎｋｉｎ量表
（ｍＲＳ）进行评价，分为预后不良组和预后良好组。比较不同梗死面积、不同预后患者血清Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０
及２５（ＯＨ）Ｄ３水平差异；通过Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型分析多因素对急性脑梗死溶栓后不良预后的相关性。结果 大
面积梗死组血清Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０明显高于其它组，而２５（ＯＨ）Ｄ３明显低于其它组（Ｐ均 ＜０．０５）；Ｌｏｇｉｓｔｉｃ
回归分析结果表明：患者的年龄、梗死范围、血清Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０水平与急性脑梗死的不良预后呈正相关，
２５（ＯＨ）Ｄ３水平与急性脑梗死的不良预后呈负相关（Ｐ均＜０．０５）；血清Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０联合２５（ＯＨ）Ｄ３
预测急性脑梗死患者预后不良的ＲＯＣ曲线下面积为０．８６３，其预测灵敏性和特异性分别为８２．５％和９０．００％。
结论 血清Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０及２５（ＯＨ）Ｄ３水平与急性脑梗死患者梗死面积和预后有关，在预测预后不良
方面有一定应用价值。

关键词：半乳糖凝集素９；间隙连接蛋白４３；人类软骨糖蛋白３９；２５羟维生素Ｄ３；急性脑梗死；预后
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　　急性脑梗死（ＡＣＩ）是一种严重威胁人类健康
的脑血管疾病，由脑部血液循环突然中断或严重

不足引发，致使脑组织缺血缺氧性坏死
［１］。患者

常伴有恶心、频繁呕吐、活动受限等症状，病情严

重时甚至会陷入昏迷
［２］。目前，ＡＣＩ的治疗原则

是尽早恢复脑部血流，对于发病４．５ｈ时间窗内且
符合溶栓条件的患者，紧急静脉溶栓是重要的治

疗手段。然而，即便采取了积极治疗，仍有部分患

者可能出现神经功能恢复不佳、再发梗死、脑出血

等并发症，增加致残风险，导致预后不良
［３］。因

此，寻找准确有效的生物监测指标并及时干预，对

急性脑梗死患者的治疗和预后有很大的临床意

义。间隙连接蛋白４３（Ｃｘ４３）作为构成细胞间的
通道，可促进小分子组分在细胞间扩散

［４５］。人类

软骨糖蛋白３９（ＹＫＬ４０）作为一种新近识别的炎
症因子，不仅参与自身免疫和炎症过程，还可能引

发脂质沉积及促进动脉内皮细胞增生，从而在动

脉粥样硬化及脑梗死的发展中发挥作用，因此，检

测ＹＫＬ４０水平可能有助于评估心脑血管疾病发
生的风险

［６］。２５羟维生素 Ｄ３［２５（ＯＨ）Ｄ３］是维
生素Ｄ在体内的主要代谢产物，也是衡量体内维
生素 Ｄ水平的主要指标。近期研究揭示，维生素
Ｄ缺乏或不足与心脑血管疾病的发病机制及预后
有关

［７８］。本文通过检测血清半乳糖凝集素９
（Ｇａｌ９）、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０及２５（ＯＨ）Ｄ３水平，旨在
探讨这些指标与 ＡＣＩ患者预后的关系，为临床医
生制定更科学精准的治疗方案、改善患者预后提

供有力的参考依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料
回顾性分析２０１９年１月至２０２１年３月在某

三甲医院就诊的急性脑梗死患者１３７例，其中男
７６例，女 ６１例；年龄 ５５～７０岁，平均（６１．１０±
６８２）岁；体质指数１８．５～３０ｋｇ／ｍ２，平均（２２４２
±４．１９）ｋｇ／ｍ２。本研究已通过咸宁市第一人民医
院伦理委员会审批（ＸＹＫＹＫＴ２０２４００２５）。

纳入标准：①诊断符合《中国急性缺血性脑卒
中诊治指南》

［９］
中的标准；②首次发病，发病后

２４ｈ内入院；③患者及家属知情同意。排除标准：
①合并重要器官疾病；②合并恶性肿瘤、血液疾

病、自身免疫疾病；③近半年内有颅外伤、手术史；
④有颅内出血者。

１．２　治疗方法
使用尿激酶溶栓疗法，或使用阿替普酶溶栓

治疗。所使用的药物剂量应依据患者病情的严重

性进行个性化调整，其中尿激酶通常在１００～１５０
万Ｕ，并需以适量生理盐水完全溶解，确保在半小
时内完成静脉滴注。阿替普酶按０．９ｍｇ／ｋｇ，但总
量＜９０ｍｇ，其中１０％的药量在６０ｓ内匀速静脉推
注给药，其他９０％的药量１ｈ内匀速静脉滴注。在
治疗后２４ｈ内给予口服阿司匹林肠溶片治疗。整
个治疗持续时间为３个月，在治疗结束后的第４
个月、第８个月及第１２个月，对患者的预后情况
进行系统随访。

１．３　检查方法
（１）脑梗死病灶直径测量方法及分组：使用

１６排ＣＴ进行脑部检查，以听眶线为基准行全脑
扫描。在溶栓治疗前的头颅ＣＴ检查中，若观察到
前循环区域存在ＣＴ血管密度异常，则需对血栓近
端、中段及远端进行ＣＴ密度值测量并予以记录病
灶直径。按病灶直径设为大面积梗死、中面积梗

死、小面积梗死、腔隙性梗死４组。
（２）血清 Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０及２５（ＯＨ）Ｄ３

指标的测定：所有急性脑梗死患者均于入院后的

次日清晨进行空腹静脉血采集，采集量为３ｍＬ，随
后以３０００转／ｍｉｎ的速度离心５ｍｉｎ，分离出上层
血清并置于ＥＰ管中，封存于约－８０℃的低温冰箱
中，最终采用酶联免疫吸附试验方法对 Ｇａｌ９、
Ｃｘ４３、２５（ＯＨ）Ｄ３和ＹＫＬ４０水平进行检测（试剂
盒购自上海酶联生物有限公司），所有操作均需严

格根据试剂盒与设备进行。

（３）预后良好和预后不良的判断：采用改良
Ｒａｎｋｉｎ量表（ｍＲＳ）［１１］进行评价，该量表分为７个
等级（０～６分），通过患者的行走能力、日常生活
能力、沟通能力、认知能力、情绪状态等进行打分

评估。其中，ｍＲＳ评分≤２分为预后良好，ｍＲＳ评
分＞２分为预后不良。

１．４　统计学方法
用ＳＰＳＳ２２．０软件，针对正态分布的计量数

据以（珋ｘ±ｓ）形式呈现，并运用 ｔ检验或 Ｆ检验对
各组间差异进行统计学分析；计数数据以频数或
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百分比形式展示，并通过 χ２检验评估组间差异；
预测效能通过 ＲＯＣ曲线进行评估。统计结果的
显著性标准设定为Ｐ＜０．０５。

２　结　果

２．１　分组情况
采用改良Ｒａｎｋｉｎ量表（ｍＲＳ）进行评价，根据

患者预后情况分为预后不良组（５０例）和预后良
好组（８７例）。根据梗死体积分为４组，大面积梗
死（病灶最大直径≥５ｃｍ）患者 ２８例，其中男 １６
例，女１２例；平均年龄（６３．６８±６．４８）岁；平均体
质指数（２１．７３±４．１８）ｋｇ／ｍ２。中面积梗死（３ｃｍ
≤病灶最大直径＜５ｃｍ）患者３４例，其中男２０例，
女１４例；平均年龄（６０．５３±７．２４）岁；平均体质指
数（２２．７２±３．４８）ｋｇ／ｍ２。小面积梗死（１．５ｃｍ≤
病灶最大直径 ＜３ｃｍ）４０例，其中男 ２２例，女 １８
例；平均年龄（６０．２５±６．２４）岁；平均体质指数
（２２．５５±４．４２）ｋｇ／ｍ２。腔隙性梗死（病灶最大直
径＜１．５ｃｍ）３５例，其中男１８例，女１７例；平均年
龄（６０．５７±６．６９）岁；平均体质指数（２２５２±
４４０）ｋｇ／ｍ２。

２．２　不同梗死面积患者血清 Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、
ＹＫＬ４０、２５（ＯＨ）Ｄ３比较

大面积梗死患者 Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０水平明
显高于其它组（Ｐ＜００５），而２５（ＯＨ）Ｄ３明显低
于其它组（Ｐ＜０．０５）；中面积梗死患者 Ｇａｌ９、
Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０水平明显高于小面积和腔隙性梗死
患者（Ｐ＜０．０５），而２５（ＯＨ）Ｄ３明显低于小面积
和腔隙性梗死患者（Ｐ＜０．０５）；小面积和腔隙性
梗死患者 Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０及 ２５（ＯＨ）Ｄ３比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。

表１　不同梗死面积患者血清Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０
及２５（ＯＨ）Ｄ３比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 Ｇａｌ９／（ｎｇ／ｍＬ） Ｃｘ４３／（ｎｇ／ｍＬ） ＹＫＬ４０／（ｎｇ／ｍＬ） ２５（ＯＨ）Ｄ３／（ｎｇ／ｍＬ）

大面积梗死 ２８ １５．６５±３．２６ １２５．５６±１５．２５ １７８．８２±４３．３９ １２．３２±３．０３
中面积梗死 ３４ １０．２３±２．８２ １０２．０２±１０．０３ １３２．２１±３１．０１ １５．５９±４．１４

小面积梗死 ４０ ７．４６±１．２３＃ ８６．６５±８．３２＃ ９３．４３±２５．５４＃ １８．０３±３．８２＃

腔隙性梗死 ３５ ７．３２±１．０５＃ ８５．６８±８．０５＃ ９２．６２±２１．１５＃ １８．９８±４．２２＃

　　与大面积梗死组比较，Ｐ＜０．０５；与中面积梗死组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．３　预后良好和预后不良患者单因素比较
预后不良患者年龄、糖尿病、梗死面积、血清

Ｇａｌ９、Ｃｘ４３和 ＹＫＬ４０水平较预后良好患者高，

２５（ＯＨ）Ｄ３水平较预后良好患者低，差异有统计
学意义（Ｐ均＜０．０５）。见表２。

表２　不同预后患者单因素比较

资料 预后良好（ｎ＝８７） 预后不良（ｎ＝５０） ｔ／χ Ｐ

性别［ｎ（％）］ 男 ４７（５４．０２） ２９（５８．００） ０．２０３ ０．６５２

女 ４０（４５．９８） ２１（４２．００）

年龄［ｎ（％）］ ＜６０岁 ５４（６２．０７） １５（３０．００） １３．０６２ ０．０００

≥６０岁 ３３（３７．９３） ３５（７０．００）

体重指数［ｎ（％）］ ＜２４ｋｇ／ｍ２ ４８（５５．１７） ２６（５２．００） ０．１２９ ０．７２０

≥２４ｋｇ／ｍ２ ３９（４４．８３） ２４（４８．００）

糖尿病［ｎ（％）］ １１（１２．６４） ２５（５０．００） ２２．８７３ ０．０００

高血压［ｎ（％）］ ３４（３９．０８） ２２（４４．００） ０．３１８ ０．５７３

梗死面积 大中面积梗死［ｎ（％）］ ２３（２６．４４） ３９（７８．００） ３４．０７５ ０．０００

小面积及腔隙性梗死［ｎ（％）］ ６４（７３．５６） １１（２２．００）

Ｇａｌ９（珋ｘ±ｓ，ｎｇ／ｍＬ） ８．０２±１．０６ １３．３２±２．９８ １５．０４８ ０．０００

Ｃｘ４３（珋ｘ±ｓ，ｎｇ／ｍＬ） ８８．２６±６．３２ １１３．３２±１０．８４ １７．１１２ ０．０００

ＹＫＬ４０（珋ｘ±ｓ，ｎｇ／ｍＬ） １０３．３４±３５．５４ １４９．８１±３２．２３ ７．６１７ ０．０００

２５（ＯＨ）Ｄ３（珋ｘ±ｓ，ｎｇ／ｍＬ） １８．８１±４．３３ １６．５０±３．６４ ３．１８０ ０．００２

２．４　急性脑梗死患者预后不良的多因素
分析

将上述有统计学意义的指标作为自变量，以

不良预后作为研究因变量，通过 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型
进行分析，结果表明：患者的年龄、梗死范围、血清

Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０水平与急性脑梗死的不良预
后呈正相关，２５（ＯＨ）Ｄ３水平与急性脑梗死的不
良预后呈负相关（Ｐ均＜０．０５），见表３。

表３　急性脑梗死患者预后不良多因素分析

因素 β ＳＥ Ｗａｌｄｓ Ｐ ＯＲ（９５％ＣＩ）

年龄 ０．３４３ ０．１１９ ８．３０８ ０．０００ １．４０９（１．１１６～１．７７９）

梗死面积 ０．７８３ ０．２１１ １３．７７１ ０．０００ ２．１８８（１．４４７～３．３０９）

Ｇａｌ９ ０．５６９ ０．１０５ ２９．３６６ ０．０００ １．７６６（１．６２３～１．９２２）

Ｃｘ４３ ０．６９９ ０．１５６ ２０．０７７ ０．０００ ２．０１２（１．８９５～２．１５２）

ＹＫＬ４０ ０．４０２ ０．１３２ ９．２７５ ０．０００ １．４９５（１．１５４～１．９３６）
２５（ＯＨ）Ｄ３ －０．３８４ ０．１１９ １０．４１３ ０．０００ ０．６８１（０．５３９～０．８６０）

２．５　血清 Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０联合 ２５
（ＯＨ）Ｄ３预测急性脑梗死患者预后的价值

血清 Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０联合 ２５（ＯＨ）Ｄ３
预测急性脑梗死患者预后不良的 ＲＯＣ曲线下面
积为 ０．８６３，明显高于各指标单独预测（Ｐ＜
００５），其预测灵敏性和特异性分别为 ８２．５％和
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９０００％，见图１。

图１　血清Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０联合２５（ＯＨ）Ｄ３预测急
性脑梗死患者预后不良的ＲＯＣ曲线图

３　讨　论

本次研究探讨血清 Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０、２５
（ＯＨ）Ｄ３水平对急性脑梗死患者预后早期评估的
意义。

研究第一部分，旨在辨析不同脑梗死病情下，

患者 Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０、２５（ＯＨ）Ｄ３水平之间
是否存在差异。结果显示，梗死灶面积越大，血清

Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０水平越高，２５（ＯＨ）Ｄ３水平
越低，提示在临床问题中，越高的 Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、
ＹＫＬ４０水平和越低的 ２５（ＯＨ）Ｄ３水平，预示着
患者脑梗死病情越严重。结合上述研究发现，血

清Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０、２５（ＯＨ）Ｄ３指标可在一
定程度上作为辅助诊断工具，用于识别脑梗死人

群，并初步鉴定哪些脑梗死患者病情更加危重，利

用好该工具，可以为临床医疗资源分配提供一定

参考。

研究第二部分，重点论证了血清 Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、
ＹＫＬ４０、２５（ＯＨ）Ｄ３水平与急性脑梗死患者预后
的相关性。通过单因素与多因素分析，证实 Ｇａｌ
９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０、２５（ＯＨ）Ｄ３水平与急性脑梗死
患者预后之间有相关性，其中Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０
为正相关，２５（ＯＨ）Ｄ３为负相关，这与研究第一部
分，四指标在急性脑梗死不同病情中的特征相吻

合，也从侧面提示在临床中，随着病灶面积扩大，

患者预后越差。最后，通过 ＲＯＣ进行早期预后诊
断效能比较发现，虽然 Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０、２５
（ＯＨ）Ｄ３单项在急性脑梗死早期预后评估中，有
一定的预测效能，但 Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０联合２５
（ＯＨ）Ｄ３预测疾病早期预后风险性的准确度更高，
因此，建议临床将４个指标联合起来，一同分析急
性脑梗死早期预后水平，可以提高准确率，更好地

为临床后续制定相关医疗决策提供参考。

下面从分子机制层面分析，为何越高的 Ｇａｌ

９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０水平，越低的 ２５（ＯＨ）Ｄ３水平，
提示临床检测对象患急性脑梗死的几率更大、病

情越严重、疾病早期预后越不好。

（１）Ｇａｌ９作为一项免疫调节因子，可对病原
微生物产生影响，在机体脑部病变时上调Ｇａｌ９水
平，并能够抑制Ｔ细胞活化与免疫功能，从而激发
炎症反应，进一步加重机体脑部损伤，不利于

预后
［１２１３］。

（２）Ｃｘ４３是构成细胞缝隙连接通道的基本结
构与功能的一项膜蛋白，在维持胃黏膜细胞稳态

上效果良好，缝隙连接能够实现细胞之间的能量

代谢与分子扩散，在维持大脑稳态平衡上具有重

要意义；当机体患急性脑梗死后，其脑组织的钙通

道会异常开放，进而造成钠离子、钙离子等代谢物

进入脑细胞中，造成脑平衡异常，在能量被消耗完

后会诱导细胞死亡，增加患者脑损伤的范围，不利

于预后
［１４１５］。

（３）ＹＫＬ４０作为一类新兴的炎症相关分子，
在动脉粥样硬化斑块的生成及脑卒中后神经功能

障碍的发生过程中扮演着关键角色
［１６１８］。研究表

明，ＹＫＬ４０的表达量与脑梗死患者颈动脉粥样硬
化斑块的新生血管活性呈显著正相关

［１９］。本次

研究中观察组血清 ＹＫＬ４０水平显著升高（Ｐ＜
００５），该机制可能涉及ＹＫＬ４０炎症介质的参与，
通过增强Ｔ淋巴细胞的迁移活性及促进肿瘤坏死
因子的释放，进而导致血管内皮细胞发生炎症性

损伤。ＹＫＬ４０亦能加强细胞间的联结，诱发动脉
粥样硬化斑块的血性破裂，导致脑部组织的次生

损害
［２０］。相关研究证实，ＹＫＬ４０在机体的炎症

与免疫应答中发挥重要作用，且其作用可导致血

管内膜下脂质与泡沫细胞的累积，以及血管内皮

细胞的增殖，从而加剧动脉粥样硬化斑块的生成

与恶化过程
［２１２２］。通过对急性脑梗死患者预后不

良的相关因素进行Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，进一步揭示
了ＹＫＬ４０指标在病灶体积、疾病严重程度及脑梗
死病因方面的相关性，暗示其可能对治疗策略及

患者的临床预后评估起到一定的指导意义。

（４）本研究结果表明，血清２５（ＯＨ）Ｄ３水平
较低的个体其死亡率显著高于水平较高的患者。

血清２５（ＯＨ）Ｄ３水平下降，病人病情相应加重。
该作用机制可能涉及：①血清中２５（ＯＨ）Ｄ３通过
调节炎症因子的表达发挥抗炎效应，而维生素 Ｄ
的缺乏或不足则会抑制这一抗炎机制

［２３２４］，进而

对患者的神经功能恢复产生负面影响；②血清２５
（ＯＨ）Ｄ３可诱导脑梗死患者脑内细胞中 ＨＯ１的
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高表达，优化脑神经细胞的功能
［２５］；③２５（ＯＨ）

Ｄ３血清水平通过调节促凝血组织因子等相关分
子的表达，以及提升血栓调节素的表达，优化高凝

状态并阻止血栓形成过程
［２６］。通过对 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回

归模型的应用与分析，本研究揭示血清２５（ＯＨ）
Ｄ３浓度下降与患者神经功能恢复的短期进展显
著相关，此结论进一步强化了血清２５（ＯＨ）Ｄ３在
评估缺血性脑卒中患者短期神经功能恢复过程中

的重要性。

综上所述，血清Ｇａｌ９、Ｃｘ４３、ＹＫＬ４０以及２５
（ＯＨ）Ｄ３水平与急性脑梗死患者的梗死灶大小及
临床转归存在显著关联，对病情评估和预后预测

具有一定的临床参考价值。然而，鉴于本研究的

样本量有限，相关结论的可靠性有待在更大规模

和多中心研究中得到验证。
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硬膜外麻醉复合全身麻醉在胃癌根治术
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摘要：目的 探讨硬膜外麻醉复合全身麻醉在胃癌根治术中的疗效及安全性。方法 选择９０例胃癌患者为
研究对象，采用随机数字表法分为硬膜外麻醉复合全身麻醉组（Ｅ＋Ｇ组）与全身麻醉组（对照组）。比较Ｅ＋Ｇ
组和对照组患者疗效、不良反应、肝肾功能、肿瘤标志物（ＣＥＡ、ＣＡ１９９）、炎症因子、Ｔ淋巴细胞及ｍｉＲ１３５的差
异；比较两组不同时段ＭＡＰ、ＨＲ及ＳｐＯ２的差异。结果 Ｅ＋Ｇ组手术时间、苏醒时间、术中出血量、首次进食时
间、下床活动时间均低于对照组（Ｐ均＜０．０５）。Ｅ＋Ｇ组胃癌患者低血压、术后呼吸抑制、消化道症状、苏醒期
躁动、术后谵妄等并发症总发生率显著低于对照组（Ｐ均＜０．０５）。两组 Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４时 ＭＡＰ、ＨＲ及 ＳｐＯ２差
异存在统计学意义（Ｐ均 ＜０．０５）。Ｅ＋Ｇ组手术后７ｄ的 ｈｓＣＲＰ、ＴＮＦａ、ＩＬ６均低于对照组（Ｐ均 ＜０．０５），
ＣＤ３＋、ＣＤ４＋及ＣＤ８＋显著高于对照组（Ｐ均＜００５）。两组术后７ｄＣＥＡ、ＣＡ１９９及ｍｉＲ１３５较手术前显著降低
（Ｐ均＜０．０５），但组间比较无统计学差异（Ｐ均＞０．０５）。结论 硬膜外麻醉复合全身麻醉在胃癌根治术中具有
较好的镇静效果及安全性，对患者炎症反应及免疫功能影响较少，其疗效高于传统的全身麻醉。

关键词：胃癌根治术；硬膜外麻醉；全身麻醉；疗效；安全性
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　　良好的术中镇静镇痛为胃癌根治术成功的前
提条件，常用的全身麻醉存在苏醒期躁动及术后

认知障碍等缺点，因此，探索高效安全的麻醉方法

对提高胃癌根治术的围术期安全性具有决定意

义
［１］。硬膜外麻醉可阻断交感神经低级中枢的传

导，减少麻醉导致的全身应激反应，对全身器官功

能影响较小，同时硬膜外麻醉在术后可为患者提

供自控镇痛
［２］。本研究旨在探讨硬膜外麻醉复合

全身麻醉在胃癌根治术中的疗效及安全性，为提

高胃癌根治术麻醉效果提供客观证据。

１　资料与方法

１．１　纳入及排除标准
纳入标准：①经病理组织学检查确诊为胃癌，

无手术禁忌证，首次诊治，既往未行相关治疗；②
ＡＳＡ分级为ⅠⅡ级，无麻醉相关禁忌证（包括麻
醉药物过敏等）；③术前患者无严重意识障碍及认
知障碍，可配合本研究；④患者及家属知情并同意
本研究，签署知情同意书。排除标准：①长期服用
镇痛、镇静及精神药物等，合并抑郁症等神经精神

疾病、严重代谢及内分泌疾病、妊娠期及哺乳期女

性；②困难气道等气管内插管禁忌。

１．２　一般资料
选择２０２０年１月至２０２４年１月通山县某医院

诊治的９０例胃癌根治术患者为研究对象，采用随
机数字表法分为硬膜外麻醉复合全身麻醉组（Ｅ＋
Ｇ组）与全身麻醉组（对照组）。两组一般临床资料
见表１，在性别、年龄、体质量指数、ＡＳＡ分级、糖尿
病史及高血压病史方面具有可比性，差异均无统计

学意义（Ｐ均＞０．０５）。本研究经通山县人民医院
医学伦理委员会审核批准（编号ＹＸＬＬ０２７）。

表１　两组基线资料比较

组别 例数
年龄
／岁

体质量指
数／（ｋｇ／ｍ２）

ＡＳＡ分级
（Ⅰ／Ⅱ）

糖尿病史
（有／无）

高血压病
史（有／无）

Ｅ＋Ｇ组 ４５ ６４．２±７．８ ２２．７±４．２ ３０／１５ ９／３６ １２／３３
对照组 ４５ ６４．５±７．６ ２２．５±４．４ ３２／１３ ７／３８ １１／３４

１．３　麻醉方法
两组患者进入麻醉手术室后常规开放血管通

路、心电监护、静脉补液及脑电双频指数（ＢＩＳ）监
测，行气管插管麻醉。对照组行全身静脉麻醉，静

脉给予纳布啡（宜昌人福药业公司，２０ｍｇ／支，国

药准字号Ｈ２０１３０１２７）０．２ｍｇ／ｋｇ，舒芬太尼（宜昌
人福药业公司，２ｍＬ／支，国药准字号 Ｈ２００５４１７１）
０．５μｇ／ｋｇ、丙泊酚（西安力邦制药公司，０．２ｇ／支，
国药准字号 Ｈ１９９９０２８２）２．０ｍｇ／ｋｇ及罗库溴铵
（华北制药股份有限公司，５０ｍｇ／支，国药准字号
Ｈ２０１０３２３５）０．６ｍｇ／ｋｇ进行全麻诱导气管插管，此
后丙泊酚及瑞芬太尼维持麻醉深度，间断推罗库

溴铵 ０．１５ｍｇ／ｋｇ保证肌松，持续泵入瑞芬太尼
０２μｇ／（ｋｇ·ｍｉｎ），丙泊酚８ｍｇ／（ｋｇ·ｈ），手术结
束前１０ｍｉｎ静脉推注曲马多（上海禾丰制药有限
公司，１００ｍｇ／支，国药准字号 Ｈ２００３３３３６）１００ｍｇ。
Ｅ＋Ｇ组采用全身麻醉复合硬膜外麻醉方式，以
Ｔ９～１０椎间隙部位作为穿刺点，向头侧置管，０．
７５％罗哌卡因（齐鲁制药有限公司，１０ｍＬ／支，国
药准字号Ｈ２００５２７１６）５ｍＬ缓慢注入，１０ｍｉｎ后测
麻醉平面后再麻醉诱导，药物使用与对照组一致，

术中维持麻醉用药在对照组基础上加用０７５％罗
哌卡因行硬膜外阻滞维持麻醉，硬膜外补药时间

为５５ｍｉｎ／次，６ｍＬ／次。手术中根据心电监护及麻
醉深度给予药物调整。

１．４　方法及观测指标
两组患者分别于入室后（Ｔ０）、麻醉诱导完成

后（Ｔ１）、麻醉维持起始点（Ｔ２）、手术开始操作时
（Ｔ３）、手术结束后（Ｔ４）监测平均动脉压（ＭＡＰ）、
心率（ＨＲ）及血氧饱和度（ＳｐＯ２）。

观测指标：①疗效包括手术时间、术中出血
量、苏醒时间、首次进食时间、下床活动时间等，不

良反应包括低血压、术后呼吸抑制、消化道症状

（恶心呕吐、胃潴留等）、苏醒期躁动和术后谵妄

等；②肝功能包括谷草转氨酶（ＡＳＴ）、谷丙转氨酶
（ＡＬＴ）及总胆红素（ＴＢＩＬ），肾功能包括肌酐
（Ｃｃｒ）及尿素氮（ＢＵＮ），肿瘤标志物包括 ＣＥＡ、
ＣＡ１９９，均采用全自动生化检测仪检测；③炎症因
子、Ｔ淋巴细胞及ｍｉＲ１３５检测：空腹８ｈ后于次晨
取肘静脉血２０ｍＬ，其中１０ｍＬ用于检测 Ｔ淋巴结
细胞（ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞），采用流式
细胞仪检测。１０ｍＬ全血３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后
取血清检测炎症因子 ＩＬ６、ＴＮＦａ及高敏 Ｃ反应
蛋白（ｈｓＣＲＰ）、ｍｉＲ１３５，炎症因子检测方法为酶
联免疫吸附法，ｍｉＲ１３５检测方法为实时荧光定量
ＰＣＲ，引物序列为上游引物 ５＇ＴＴＧＧＴＣＴＴＧＴＴＴＣ
ＣＣＧＧＴＣＣ３＇，下游引物 ５＇ＴＣＡＣＡＧＣＴＣＣＡＣＡＧ
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ＧＣＴＡＡＣ３＇。

１．５　统计学方法
采用 Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ１２．０软件进行统计学分析。

两组均数比较采用ｔ检验，计数资料采用χ２检验。
以Ｐ＜０．０５认为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＭＡＰ、ＨＲ及ＳｐＯ２比较
两组 Ｔ０时 ＭＡＰ、ＨＲ及 ＳｐＯ２差异无统计学

意义（Ｐ均 ＞０．０５）。Ｅ＋Ｇ组 Ｔ１、Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４
时ＭＡＰ、ＨＲ及 ＳｐＯ２差异无统计学意义（Ｐ均 ＞
０．０５）。对照组与Ｅ＋Ｇ组Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４时ＭＡＰ、
ＨＲ及 ＳｐＯ２差异存在统计学意义（Ｐ均 ＜００５），
见表２。

表２　两组不同时期ＭＡＰ、ＨＲ及ＳｐＯ２比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４５）

检测指标 组别 Ｔ０ Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３ Ｔ４
ＭＡＰ／ｍｍＨｇ Ｅ＋Ｇ组 ８２．７±５．１ ８３．１±３．５ ８２．９±２．２ ８２．８±２．４ ８２．６±２．６

对照组 ８２．５±５．３ ７７．４±３．６ ８４．３±２．８ ８０．１±２．６ ８４．８±２．５
ＨＲ／ｂｐｍ Ｅ＋Ｇ组 ７５．４±２．９ ７５．１±２．１ ７５．８±２．３ ７６．４±２．２ ７５．９±２．１

对照组 ７５．２±２．７ ８０．３±２．１ ７６．９±２．５ ８１．３±２．１ ７７．６±２．４
ＳｐＯ２／％ Ｅ＋Ｇ组 ９８．１±１．４ ９８．２±１．２ ９８．３±１．１ ９８．３±１．３ ９８．２±１．２

对照组 ９８．２±１．３ ９７．３±１．１ ９７．２±１．２ ９７．４±１．１ ９７．２±０．８

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．２　疗效及不良反应对比
Ｅ＋Ｇ组手术时间、苏醒时间、术中出血量、首

次进食时间、下床活动时间均显著低于对照组患

者（Ｐ均＜０．０５），见表３。Ｅ＋Ｇ组并发症总发生
率显著低于对照组（Ｐ均＜０．０５），见表４。

表３　两组疗效指标比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４５）

组别
手术时间
／ｈ

苏醒时间
／ｍｉｎ

术中出血
量／ｍＬ

首次进食
时间／ｄ

下床活动
时间／ｄ

Ｅ＋Ｇ组 ３．３±０．５ ２８．６±６．２ １３８．７±１３．５ ４．４±０．６ ３．２±０．５

对照组 ３．７±０．６ ３４．４±７．５ ２０６．１±２０．７ ５．１±０．９ ４．７±０．８

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

表４　两组并发症比较［ｎ（％），ｎ＝４５］

组别 低血压
术后呼吸
抑制

消化道
症状

苏醒期
躁动

术后谵妄
并发症
发生率

Ｅ＋Ｇ组 ４（８．９） １（２．２） ５（１１．１） ２（４．４） ４（８．９） １６（３５．６）

对照组 ６（１３．３） ３（６．７） ７（１５．６） ４（８．９） ６（１３．３） ２６（５７．８）

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　肝肾功能、炎症因子及Ｔ淋巴细胞比较
两组术前ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ、Ｃｃｒ、ＢＵＮ、ｈｓＣＲＰ、

ＴＮＦａ、ＩＬ６、ＣＤ３＋、ＣＤ４＋及 ＣＤ８＋差异无统计学

意义（Ｐ均 ＞００５）。手术后 ７ｄ两组 ＡＬＴ、ＡＳＴ、
ＴＢＩＬ、Ｃｃｒ、ＢＵＮ差异无统计学意义（Ｐ均＞０．０５），
Ｅ＋Ｇ组 ｈｓＣＲＰ、ＴＮＦａ、ＩＬ６均显著低于对照组
（Ｐ均＜００５），ＣＤ３＋、ＣＤ４＋及 ＣＤ８＋显著高于对
照组（Ｐ均＜０．０５），见表５。

表５　两组肝肾功能、炎症因子及Ｔ淋巴细胞比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４５）

检测指标 组别 手术前 手术后７ｄ
ＡＬＴ／（Ｕ／Ｌ） Ｅ＋Ｇ组 ２７．８±４．５ ２８．３±４．９

对照组 ２７．６±４．８ ２８．１±４．７
ＡＳＴ／（Ｕ／Ｌ） Ｅ＋Ｇ组 １７．６±３．５ １７．９±３．８

对照组 １７．７±３．７ １７．８±３．７
ＴＢＩＬ／（μｍｏｌ／Ｌ） Ｅ＋Ｇ组 １１．５±２．４ １２．２±２．５

对照组 １１．４±２．６ １２．１±２．６
Ｃｃｒ／（μｍｏｌ／Ｌ） Ｅ＋Ｇ组 ６１．７±７．４ ６２．８±７．７

对照组 ６１．５±７．５ ６２．６±７．５
ＢＵＮ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｅ＋Ｇ组 ５．１±０．７ ５．５±０．８

对照组 ５．２±０．９ ５．４±０．９
ｈｓＣＲＰ／（ｍｇ／Ｌ） Ｅ＋Ｇ组 ０．７±０．４ ３．８±０．６

对照组 ０．８±０．５ ４．６±０．７
ＴＮＦａ／（ｐｇ／Ｌ） Ｅ＋Ｇ组 ５．３±０．９ １１．５±２．５

对照组 ５．２±０．８ １５．９±３．２
ＩＬ６／（ｐｇ／Ｌ） Ｅ＋Ｇ组 ３．７±１．２ ８．９±１．３

对照组 ３．６±１．３ １１．９±１．４
ＣＤ３＋／％ Ｅ＋Ｇ组 ５４．２±２．６ ５９．１±２．６

对照组 ５４．１±２．４ ５７．３±２．５
ＣＤ４＋／％ Ｅ＋Ｇ组 ２３．５±１．３ ２６．４±１．４

对照组 ２３．４±１．６ ２５．１±１．５
ＣＤ８＋／％ Ｅ＋Ｇ组 １３．２±１．５ １６．９±１．７

对照组 １３．１±１．４ １５．５±１．６

　　手术后７ｄ与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．４　ＣＥＡ、ＣＡ１９９及ｍｉＲ１３５比较
手术后７ｄ两组ＣＥＡ、ＣＡ１９９及ｍｉＲ１３５较手

术前显著降低（Ｐ均 ＜０．０５），两组手术前及手术
后７ｄ各项指标差异无统计学意义（Ｐ均＞０．０５），
见表６。

表６　两组手术前后ＣＥＡ、ＣＡ１９９及ｍｉＲ１３５比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４５）

检测指标 组别 手术前 手术后７ｄ
ＣＥＡ／（μｇ／Ｌ） Ｅ＋Ｇ组 ２７．２±２．８ １１．３±１．５

对照组 ２７．１±２．９ １１．４±１．７

ＣＡ１９９／（Ｕ／Ｌ） Ｅ＋Ｇ组 ６８．５±８．４ ３９．２±５．７

对照组 ６８．３±８．７ ３８．９±５．５

ｍｉＲ１３５ Ｅ＋Ｇ组 １．４±０．４ ０．７±０．３

对照组 １．３±０．４ ０．６±０．２

　　与同组手术前比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨　论

高效安全的麻醉以减少术中体动反应发生率
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及维持生命征稳定性对胃癌根治术安全性具有决

定意义
［３］。目前胃癌根治术常用的全身麻醉可抑

制呼吸反射，对 ＭＡＰ、ＨＲ、ＳｐＯ２等生命体征指标
影响较大，存在苏醒期躁动等并发症发生率高等

缺点而限制其临床应用
［４］。硬膜外麻醉中麻醉药

物全身浓度较低，对其他器官功能的影响较少，尤

其是对 ＭＡＰ、ＨＲ、ＳｐＯ２等生命体征指标影响较
小，联合全身麻醉可有效阻断麻醉药物、手术应激

及炎症反应对中枢系统的影响，显著减少全身麻

醉药物的用量，促进患者自主呼吸尽快恢复并缩

短术后苏醒及拔管时间，降低苏醒期躁动发生

率
［５］。本研究中，Ｅ＋Ｇ组手术时间、苏醒时间、术

中出血量、首次进食时间、下床活动时间均显著低

于对照组，并发症总发生率显著降低，术中的血流

动力学稳定性高，表明硬膜外麻醉复合全身麻醉

具有更高的疗效及安全性。

胃癌根治术可导致氧化应激反应加重，激活

内皮细胞合成分泌内皮素、前列环素及炎症因子，

诱导白细胞及单核细胞迁移浸润，正反馈产生炎

症因子、活性氧及血小板激活因子，刺激机体炎症

级联反应而导致患者术后恢复困难
［６］。研究发现

麻醉方式对手术患者免疫功能具有一定的影响，

同时与术后患者恢复及疗效密切相关
［７］。本研究

中，Ｅ＋Ｇ组手术后 ７ｄ时 ｈｓＣＲＰ、ＴＮＦａ、ＩＬ６均
显著低于对照组，ＣＤ３＋、ＣＤ４＋及 ＣＤ８＋显著高于
对照组，表明硬膜外麻醉复合全身麻醉对胃癌根

治术患者炎症反应及免疫功能的影响较少，从免

疫功能方面佐证硬膜外麻醉复合全身麻醉的疗效

及安全性。

微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）在胃癌发病机制、病情及
预后评估中扮演关键角色，成为胃癌研究的热点

及新靶点
［８］。研究发现 ｍｉＲＮＡ参与恶性肿瘤发

生、发展及转归，可在基因水平提供敏感度及特异

度极高的分子证据
［９］。李永红等研究发现 ｍｉＲ

１３５靶向 ＣＭＴＭ３抑制胃癌细胞增殖、侵袭及迁
移，诱导细胞凋亡

［１０］。此外，研究发现 ｍｉＲ１３５
在胃癌患者中表达显著升高，对胃癌的早期诊断

和预后评估具有较高价值
［１１］。本研究中，手术后

７ｄ两组ＣＥＡ、ＣＡ１９９及 ｍｉＲ１３５均较手术前显著
降低（Ｐ均＜０．０５），但两组手术前及手术后７ｄ各
项指标差异无统计学意义（Ｐ均 ＞０．０５），表明麻

醉、硬膜外麻醉复合全身麻醉在胃癌根治术中对

肿瘤标志物无影响。

综上所述，硬膜外麻醉复合全身麻醉在胃癌

根治术中具有较高的镇静效果及安全性，对患者

炎症反应及免疫功能刺激少，具有高效安全等优

点，其疗效高于传统的全身麻醉。
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隐形义齿压低伸长后牙在种植义齿修复中的应用

郑永红

（湖北科技学院医学部口腔与眼视光医学院，湖北 咸宁 ４３７１００）

摘要：目的 探讨隐形义齿在压低伸长后牙中的应用效果。方法 选取我院因种植义齿修复需要压低伸长

后牙的患者８０例，随机分成对照组和观察组，每组各４０例。对照组采用微螺钉种植体支抗压低伸长的后牙，
观察组采用隐形义齿压低伸长的后牙。比较两种方法对后牙同等压低量的疗程、患者心理负担的发生率、矫

治过程中不良事件发生率、矫治费用、患者舒适度的影响。结果 在同等压低量的情况下，观察组的疗程、矫治

过程中心理负担的发生率、不良事件的发生率、矫治费用均明显低于对照组（Ｐ均＜０．０５），观察组的患者舒适
度明显好于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论 后牙区因种植义齿修复的需要，应用隐形义齿压低伸长的后牙缩短了疗
程，减轻了患者的心理负担，降低了矫治过程不良事件的发生率，减少了患者费用，增加了患者舒适度，临床效

果理想。

关键词：隐形义齿；后牙伸长；种植义齿；微种植体支抗
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　　牙列缺损是口腔临床常见病、多发病。牙列
缺损除造成咀嚼、语言、吞咽等功能障碍外，还可

引起一系列并发症，如牙松动、牙移位等。因此，

牙列缺损后应积极地进行早期修复，终止疾病发

展，恢复丧失的功能，保持口颌系统和整个身心健

康
［１］。牙列缺损有３种修复方式：可摘局部义齿、

固定义齿和种植义齿。种植义齿较好的恢复了咀

嚼、美观及发音功能，有效保存了天然牙而成为众

多牙列缺损患者的首选修复方式
［１］。后牙区的牙

列缺损主要采取固定式种植义齿修复。研究
［２］
表

明种植固定义齿需要至少７ｍｍ的垂直空间。临
床上经常会遇到后牙缺失的患者，由于其对牙合牙

的伸长降低了缺牙区的垂直高度，空间不足无法

进行种植义齿修复，或无法获取理想的牙合曲线，导

致咬合干扰、颞下颌关节紊乱
［３］。为了开展种植

义齿修复并使咬合关系重建，纠正伸长的后牙就
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非常关键。有报道通过微螺钉种植体支抗压低上

颌磨牙获得足够修复空间，以改善咬合曲线，现成

为临床上颌伸长磨牙纠正的常用手段
［４］，而采用

种植体支抗系统可以有效的压低伸长的磨牙
［５］。

基于此，目前临床上主要采用种植体支抗压低伸

长的后牙。但这种方法存在感染、种植体脱落及

损伤牙根和牙周膜的风险
［６］。此外，植入微螺钉

支抗需要一定的技术和设备，费用相对较高。微

螺钉植入是一个侵入性操作，会让患者产生紧张、

害怕等心理负担。为了探索一种简单有效、费用

低、不良事件发生率少的方法来压低伸长的后牙，

现就隐形义齿的临床应用效果报道如下。

１　资料与方法

１．１　纳入与排除标准
纳入标准：①年龄超过１８周岁，后牙缺失，无

系统性疾病；②缺牙区的对牙合后牙伸长导致缺牙

区的垂直高度不足７ｍｍ；③牙齿缺失、邻牙健康，
局部软硬组织健康，开口度正常，颞下颌功能无异

常；④患者主动要求。排除标准［７］：①近期发作过
心肌梗死的患者；②近期施行人工心脏瓣膜手术
的患者；③严重的肾功能不全；④失控的内分泌系
统疾病；⑤近期行放疗和化疗的患者；⑥吸毒、
酗酒。

１．２　一般资料
选取我院２０２１—２０２３年收治，因种植义齿修

复需要压低伸长后牙的患者８０例，按照随机数字
表法分成观察组和对照组，各４０例。观察组男１８
例，女２２例；年龄４０～５８岁，平均（４８．２８±４．３１）
岁；伸长的后牙需要压低１～７ｍｍ。对照组男２４
例，女２２例；年龄３８～５６岁，平均（４６．３６±３．１２）
岁；伸长的后牙需要压低１～７ｍｍ。两组患者一般
资料差异没有统计学意义（Ｐ＞０．０５），具有可比
性。本研究经我院医学伦理委员会批准。

１．３　方法
对照组采用微螺钉支抗压低伸长的后牙。先

进行详细的口腔检查包括 Ｘ线检查，然后口腔消
毒，局麻，在需要压低的后牙颊舌侧牙槽骨上准确

植入微螺钉，１～２周后在需要压低的后牙颊舌面
上粘正畸托槽及附件，然后在微螺钉与正畸托槽

及附件之间挂上链状橡皮圈来给伸长的后牙施加

压低的力，保证施力在１５０ｇ左右，２～３周复诊更
换链状橡皮圈。这样逐渐把伸长的后牙压低，直

至获得种植义齿修复所需要的足够垂直空间。

观察组采用隐形义齿压低伸长的后牙。医生

按可摘局部义齿制作的要求，用超硬石膏灌模获

得模型。隐形义齿做好后给患者试戴，以保证义

齿能够摘戴方便、无压痛感，隐形义齿的人工塑料

牙与口腔伸长的对牙合后牙保持均匀的早接触，并

且保证其余后牙的咬合被打开１～３ｍｍ。嘱患者
待打开的后牙重新有了咬合接触时复诊，医生用

自凝造牙粉加高隐形义齿上的人工牙牙合面，根据

需要重新打开后牙咬合１～３ｍｍ，这样逐次加高隐
形义齿人工牙牙合面压入伸长的后牙，直至获得缺

牙区种植义齿修复所需要的垂直空间。

１．４　观察指标
①两组后牙同等压低量的疗程。分别比较压

低１ｍｍ、３ｍｍ的疗程。②两组患者心理负担发生
率。采用汉密尔顿焦虑自评量表（ｈａｍｉｌｔｏｎａｎｘｉｅｔｙ
ｓｃａｌｅ，ＨＡＭＡ）［５］评判两组患者的心理负担情况。
ＨＡＭＡ包括焦虑、害怕、紧张、失眠等１４个项目，
采用０～４等级计分，总分５６分；＞２９分，严重；２１
≤得分≤２９分，明显；１４≤得分≤２０分，肯定有；７
≤得分≤１３分，可能有；得分 ＜７分，无。分别统
计严重、明显、肯定有、可能有的人数，把这些人列

为有心理负担的人，其总和除以总人数分别得出

两组心理负担的发生率。③两组不良事件发生
率。统计两组疼痛、口腔炎症、矫治器件脱落的人

数，计算每组不良事件的发生率。④两组矫治费
用。⑤两组患者舒适度。采用 Ｋｏｌｃａｂａ简化舒适
状况量表

［９］
评估两组患者的舒适度，得分越高表

示患者越舒适。

１．５　统计学方法
数据采用 ＳＰＳＳ２６．０软件进行统计学分析，

计量资料采用（珋ｘ±ｓ）表示，ｔ检验或方差分析，计
数资料采用 ｎ（％）表示，秩和检验或 χ２检验。
Ｐ＜０．０５表明差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　两组后牙同等压低量的疗程比较
同等压低量观察组的疗程明显短于对照组，

有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　两组后牙同等压低量疗程的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 压低１ｍｍ的疗程／ｄ 压低３ｍｍ的疗程／ｄ

观察组（ｎ＝４０） ２８．３６±３．４６ ８６．４９±５．２９

对照组（ｎ＝４０） ５８．６２±４．５２ １８０．２６±３．４４

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

０４２ 湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第３期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



２．２　两组心理负担发生率的比较
观察组的心理负担发生率明显低于对照组，

差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表２。

表２　两组心理负担发生率的比较［ｎ（％）］

组别 严重 明显 肯定有 可能有 无 总发生率

观察组（ｎ＝４０） ０（００．０） ０（００．０） ０（００．０） ４（１０．０） ３６（９０．０） ４（１０．０）

对照组（ｎ＝４０） ０（００．０） １０（２５．０） １６（４０．０） １２（３０．０） ２（５．０） ３８（９５．０）

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　两组不良事件发生率比较
观察组不良事件的发生率明显低于对照组，

差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表３。

表３　两组不良事件发生率的比较［ｎ（％）］

组别 疼痛 口腔炎症 矫治器件脱落 总发生率

观察组（ｎ＝４０） ６（１５．０） ５（１２．５） ０（００．０） １１（２７．５）

对照组（ｎ＝４０） １０（２５．０） ８（２０．０） １６（４０．０） ３４（８５．０）

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．４　两组费用、舒适度的比较
观察组费用（包括取印模的材料费、隐形义齿

的制作费）低于对照组（包括 Ｘ线检查费、微螺钉
费、正畸托槽等费用）。观察组的舒适度高于对照

组，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表４。

表４　两组患者费用、舒适度的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 矫治费用／千 Ｋｏｌｃａｂａ量表／分
观察组（ｎ＝４０） ０．４０±０．８６ ８６．２４±６．２２

对照组（ｎ＝４０） ２．６１±０．２８ ５８．６８±６．８２

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨　论

种植义齿是将替代天然牙根的种植体植入颌

骨获取类似于牙固位支持的修复体
［１］。固定式种

植义齿因其固位和稳定能力好、咀嚼效率更高而

成为后牙缺失后的优选修复方案。如果后牙缺

失，对牙合牙伸长，降低了缺牙区的垂直高度甚至不

足７ｍｍ时，就要通过辅助性正畸治疗的方法来压
低伸长的后牙，为种植义齿修复创造条件，并保证

修复效果。

微小种植体支抗能为口腔正畸临床治疗提供

足够的支抗力
［１０］，应用种植体支抗可发挥牙齿压

低移动的作用
［１１］，深受广大正畸医生的青睐，在

磨牙压低
［１２］
等正畸疑难矫治中获得应用。但微

种植体支抗具有一定的松动失败率，有报道约

１０７％［１３］，这在一定程度上限制了其广泛应用。

植入微螺钉支抗需要 Ｘ线检查设备，技术要求也
高，在操作时要准确掌握植入的方向，以免损伤牙

根和牙周膜。损伤牙根和牙周膜的风险及植入术

带来的疼痛会增加患者担心、害怕等心理负担。

上颌第一恒磨牙三根之间分叉较大
［１４］，下颌第一

恒磨牙的牙根呈一定分叉度的近远中排列，它们

的近远中可提供的植入空间较小，在此区域植入

微螺钉支抗时难以保证给予被压低的磨牙施加朝

向根方的压力。粘在磨牙上的正畸托槽等附件也

易脱落，加上整个矫治费用高。这些问题对微螺

钉支抗在压低后牙中的应用产生了负面影响。

隐形义齿又称弹性义齿，是可摘局部义齿的

一种，它采用高弹性、抗折力强的材料取代普通可

摘局部义齿的金属卡环和树脂基托部分，基托色

泽接近天然牙龈组织，修复效果逼真，能更好地达

到美观性能要求
［１５］。有良好的仿生效果和隐蔽

性
［１］。隐形义齿修复凭借良好的美容性和舒适性

得到越来越多患者的认可和应用
［１６］。隐形义齿

的固位稳定效果好，且它的边缘密闭性较好，咀嚼

时食物残渣不会嵌塞在义齿组织面里，有利于患

者的口腔清洁
［１７］，不会增加患牙周炎的风险。

本研究采用隐形义齿来压低伸长的后牙，把

隐形义齿上的人工牙做高，保证隐形义齿上的人

工牙与伸长的对牙合牙发生早接触，给伸长的后牙

施加朝牙根方向的压力，在这种力的作用下，伸长

的后牙得以很好的压低。

对照组压低磨牙３ｍｍ的疗程是６个月左右，
与Ａｂｅｌｌａｎ等［１８］

报道采用微螺钉６个月压低磨牙
（２．９５±１．１６）ｍｍ相当。而观察组采用隐形义齿
压低伸长的后牙３ｍｍ的疗程是３个月左右 ，疗程
明显短于对照组。观察组的操作相当于牙列缺损

的隐形义齿修复，没有潜在的风险，不良事件的发

生率极低，能有效避免患者产生担心、害怕等不良

心理负担。并且观察组的操作方法更加简单方

便，能有效降低费用的支出，减轻患者的经济负

担。戴上隐形义齿虽然后牙咬合被打开，但患者

进食时可以取下义齿，不影响正常进食。这些特

点极大提升了患者的舒适度，将会帮助更多的患

者实现种植义齿修复的愿望。

综上所述，后部缺牙区的对牙合牙伸长给种植义

齿修复带来困难时，应用隐形义齿压低伸长的后牙

是一种简单、有效的辅助性正畸治疗的方法，节约

了时间和经济成本，患者担心、害怕等心理负担发

生率低，不良事件少，舒适度高，丰富了压低伸长后

牙的临床方法，值得临床推广。 （下转第２４６页）
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摘要：目的 评估茯苓在慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）稳定期肺脾气虚证患者中的临床疗效及作用机制，为
茯苓在ＣＯＰＤ治疗中的应用提供理论依据。方法 收集自仙桃市陈场镇ＴＰＱ村和ＱＦ村，共１００例确诊为肺脾
气虚证的ＣＯＰＤ患者，随机分为观察组和对照组。观察组在对照组常规治疗的基础上，给予茯苓治疗；对照组
则给予噻托溴铵吸入粉雾剂。各治疗２个月，通过中医证候评分、ＣＯＰＤ患者自我评估测试评分（ＣＡＴ）、肺功
能检测、６ｍｉｎ步行试验（６ＭＷＴ）等指标评估患者的治疗效果。结果 观察组在中医证候积分、ＣＡＴ评分、肺功能
和６ＭＷＴ距离等方面均显著优于对照组（Ｐ＜０．０５）；观察组 ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ８、ＴＮＦα水平均显著下降（Ｐ＜
００５），表明茯苓具有显著的抗炎作用。结论 茯苓通过降低促炎因子的血清水平，显著改善ＣＯＰＤ稳定期肺脾
气虚证患者的肺功能和临床症状，可能成为ＣＯＰＤ治疗的有效中药单方。未来的研究应进一步探讨其分子机
制，并开展更大规模的临床试验以验证其长效疗效。
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ｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ（ＣＯＰＤ）ａｎｄＬｕｎｇＳｐｌｅｅｎＱｉＤｅｆｉｃｉｅｎｃｙＳｙｎｄｒｏｍｅ，ａｎｄｔｏｐｒｏｖｉｄｅａｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｂａｓｉｓｆｏｒｉｔｓａｐｐｌｉｃａ
ｔｉｏｎｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＣＯＰＤ．ＭｅｔｈｏｄｓＣｌｉｎｉｃａｌｄａｔａｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ１００ｃｏｎｆｉｒｍｅｄＣＯＰＤｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＬｕｎｇＳｐｌｅｅｎＱｉＤｅｆｉ
ｃｉｅｎｃｙＳｙｎｄｒｏｍｅｉｎＴＰＱａｎｄＱＦｖｉｌｌａｇｅｓｏｆＣｈｅｎｃｈａｎｇＴｏｗｎ，ＸｉａｎｔａｏＣｉｔｙ．Ｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏａｎｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐａｎｄａｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄＰｏｒｉａｃｏｃｏｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｃｈｒｅｃｅｉｖｅｄｔｉｏｔｒｏｐｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅｉｎｈａｌａｔｉｏｎｐｏｗｄｅｒ．Ｅａｃｈｔｒｅａｔｍｅｎｔｌａｓｔｅｄｆｏｒ２ｍｏｎｔｈｓ，ａｎｄｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｗｅｒｅｅ
ｖａｌｕａｔｅｄｕｓｉｎｇＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ（ＴＣＭ）ｓｙｎｄｒｏｍｅｓｃｏｒｅｓ，ＣＯＰＤＡｓｓｅｓｓｍｅｎｔＴｅｓｔ（ＣＡＴ）ｓｃｏｒｅｓ，ｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｔｅｓｔｓ，ａｎｄｔｈｅ６ｍｉｎｕｔｅｗａｌｋｉｎｇｔｅｓｔ（６ＭＷＴ）．ＲｅｓｕｌｔｓＴｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｂｅｔｔｅｒｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｓｉｎ
ＴＣＭｓｙｎｄｒｏｍｅｓｃｏｒｅｓ，ＣＡＴｓｃｏｒｅｓ，ｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎ，ａｎｄ６ＭＷＴｄｉｓｔａｎｃｅｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｗｉｔｈＰｏｒｉａｃｏｃｏｓ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１β，ＩＬ６，ＩＬ８，ａｎｄＴＮＦαｉｎｔｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｉｔｓ
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ｐｒｏｍｉｎｅｎｔａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＢｙｒｅｄｕｃｉｎｇｔｈｅｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ，Ｐｏｒｉａｃｏｃｏｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｍｐｒｏｖｅｓｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｙｍｐｔｏｍｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｓｔａｂｌｅＣＯＰＤａｎｄＬｕｎｇＳｐｌｅｅｎＱｉＤｅｆｉｃｉｅｎｃｙＳｙｎｄｒｏｍｅ，ａｎｄｉｔ
ｍａｙｓｅｒｖｅａｓａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｓｉｎｇｌｅｈｅｒｂｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒＣＯＰＤ．Ｆｕｔｕｒｅｓｔｕｄｉｅｓｓｈｏｕｌｄｆｕｒｔｈｅｒｅｘｐｌｏｒｅｉｔｓｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍａｎｄｃｏｎ
ｄｕｃｔｌａｒｇｅｒｓｃａｌｅｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌｓｔｏｖｅｒｉｆｙｉｔｓｌｏｎｇｔｅｒｍｅｆｆｉｃａｃｙ．
　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｐｏｒｉａｃｏｃｏｓ；Ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ；ＬｕｎｇＳｐｌｅｅｎＱｉＤｅｆｉｃｉｅｎｃｙＳｙｎｄｒｏｍｅ；Ｃｌｉｎｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａ
ｔｉｏｎ；Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ

　　慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏ
ｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是一种慢性呼吸道疾病，以进
行性、不可逆性气流受限为特点，主要症状包括咳

嗽、气短和痰液增多，严重影响患者生活质量
［１］。

全球约有２．３５亿患者，每年死亡人数超３００万，
尤其在老年人和吸烟人群中发病率较高

［２］。炎症

因子（如 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８）水平升高可导致气道
狭窄，长期吸烟和自由基过量会引发氧化应激，损

害肺组织结构
［３］。目前的治疗以支气管扩张剂、

抗炎药物和氧疗为主，但难以逆转病变，因此，寻

找更有效的治疗方法仍是研究重点。

祖国医学认为 ＣＯＰＤ属“咳嗽”“喘证”“痰
饮”等范畴，其发病多因痰湿内盛、脾肺虚弱。茯

苓具有健脾祛湿、清痰理气等功效，富含多糖、三

萜类化合物和茯苓酸，表现出免疫调节、抗炎和抗

氧化作用
［４］。本研究通过临床实验，探讨茯苓治

疗肺脾气虚型 ＣＯＰＤ的疗效及机制，为中药单方
在ＣＯＰＤ治疗中的应用提供理论依据。

１　资料与方法

１．１　诊断及纳入排除标准
西医诊断标准参考《慢性阻塞性肺疾病诊疗

指南（２０２１年修订版）》中关于 ＣＯＰＤ稳定期的诊
断标准

［５］。中医诊断标准根据《慢性阻塞性肺疾

病中医诊疗指南（２０１１年版）》中有关肺脾气虚证
的诊断要求

［６］。

纳入标准：患者需符合 ＣＯＰＤ稳定期的诊断
标准，并满足中医肺脾气虚证的辩证分型要求；年

龄４０～８０岁；自愿参与本研究，签署知情同意书，
并能配合治疗过程及各项临床指标的监测与

评估。

排除标准：已知对研究药物成分过敏；病情为

极重度或处于急性加重期；合并支气管扩张、哮

喘、肺结核、肺栓塞、气胸、胸腔积液、恶性肿瘤等

其他呼吸系统疾病；在过去一个月内接受过糖皮

质激素、抗生素或免疫抑制剂治疗；孕期或哺乳期

女性；有精神或神经系统疾病史；并发严重肝脏、

肾脏、心脑血管疾病；长期卧床或因其他原因无法

参加治疗；依从性差或未按时复诊。

１．２　一般资料
临床病例为仙桃市陈场镇 ＴＰＱ村和 ＱＦ村患

者，临床研究时间为２０２４年７～１１月。入选病例
均在三甲医院确诊，诊断为ＣＯＰＤ稳定期，中医分
型为肺脾气虚，共１００例。在临床研究过程中，遵
循双盲和随机分组的原则，对所有患者进行编号，

按照编号次序，１～５０号纳入对照组，５１～１００号
纳入观察组。对照组男２７例，女２３例；年龄４５～
７８岁，平均（６５．２６±７．２４）岁。观察组男３０例，
女２０例；年龄４６～７９岁，平均（６６．３８±６．４１）岁。
两组的性别和年龄等基本资料具有可比性

（Ｐ＞０．０５）。
本研究严格遵循医学伦理学规范，并已通过

湖北省大冶市大冶中医医院医学伦理委员会的审

批（２０２２ＤＹＺ１１１７）。所有入选患者均已充分了
解研究流程，并签署知情同意书。此外，为确保数

据的可靠性，研究过程中通过电话回访和定期门

诊检查等方式监测患者的依从性。

１．３　方法
所有研究参与者在治疗期间需要保持稳定的

生活方式，尽量避免任何可能影响治疗结果的外

部干扰或诱因，确保治疗条件的一致性与可靠性。

对照组给予噻托溴铵吸入粉雾剂（浙江仙琚制药

股份有限公司，国药准字 Ｈ２００９０２７９，１８μｇ×３０
粒），１次／ｄ，１８μｇ／次。

观察组在接受对照组治疗的同时，额外添加

了茯苓治疗。每袋 １５ｇ（产地：黄冈英山；生产批
号：２３０５０１；生产日期：２０２３０５０５；保质期：３６个
月；质量标准：《中国药典》２０２０年版；湖北天济药
业有限公司）。２次／ｄ，１袋／次，嘱患者每次将整
袋茯苓倒入杯中，加入１００℃沸水焖泡５ｍｉｎ后饮
用。有条件者，茯苓加水煮沸更佳。每次口服茯

苓水１５０～２００ｍＬ，早、晚各１次。每２周回访患
者服药情况。

经过２个月的治疗后，对两组疗效进行评估。
本研究过程中未使用任何其他相关的治疗药物或

方法。
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１．４　判定标准
①中医证候评分采用《慢性阻塞性肺疾病中

医诊疗指南（２０１１年版）》［６］中推荐的量表评分，
评估疗效。② ＣＯＰＤ患者自评评分（ＣＯＰＤａｓｓｅｓｓ
ｍｅｎｔｔｅｓｔ，ＣＡＴ）［７］用于评估患者的病情程度、生活
质量及病症的严重性。该评分涵盖了多项症状，

诸如呼吸困难、胸部不适和睡眠质量障碍等，能够

综合反映患者的临床状态。③肺功能检测使用
ＪＡＥＧＥＲ公司生产的肺功能测试系统（Ｍａｓｔｅｒ
ＳｃｒｅｅｎＰＦＴ）进行，主要测量参数包括第１秒用力
呼气容积（ＦＥＶ１）、用力肺活量（ＦＶＣ）以及一秒率
（ＦＥＶ１／ＦＶＣ）。④６ｍｉｎ步行试验（６ＭＷＴ）。试验
前，确保试验环境安全、宽敞、无障碍，让所有测试

者穿着舒适的衣物和鞋子。避免试验２ｈ以前内
进食，试验前不进行热身活动，最少休息 １５ｍｉｎ。
使用日常行走工具，测试时，让测试者从起点开

始，尽可能快地行走，记录 ６ｍｉｎ内所走的距离。
测试过程中，测试者可以休息，但休息时间不计入

６ｍｉｎ内。测试过程中要注意测试者的安全，避免
发生意外伤害。对于不能完成６ｍｉｎ的测试者，可
以适当缩短时间。⑤临床疗效评定采用《实用中
西医结合诊断治疗学》

［８］
中的疗效评价标准计算

有效率。⑥实验室检测指标。所有入选患者的血
样标本将被采集，并分离出血清，采用双抗夹心酶

联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测以下细胞因子的浓
度：白细胞介素１β（ＩＬ１β）、白细胞介素６（ＩＬ６）、
白细胞介素８（ＩＬ８）及肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）。
所有实验检测均由武汉康圣达医学检验有限公司

完成。⑦不良反应监测：在治疗前后，对所有患者
进行血常规、尿常规及肝肾功能检测，若发现不良

反应，应及时进行记录。本研究严格遵循自愿原

则，若患者希望停止治疗，可随时选择退出研究。

１．５　统计学方法
本研究数据的统计分析使用 ＳＰＳＳ２６．０软件

进行。计数数据以百分比形式呈现，并采用卡方

检验（χ２）进行组间比较；计量数据以（珋ｘ±ｓ）呈现，
并采用ｔ检验进行组间比较。以 Ｐ＜０．０５表示差
异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　两组治疗前后中医证候积分变化
治疗前两组的中医证候积分无显著差异

（Ｐ＞０．０５），表明两组起始情况相近。治疗后，两
组中医证候积分均显著降低（Ｐ＜００５），观察组

的下降幅度明显大于对照组，且差异具有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　两组治疗前后中医证候积分变化（珋ｘ±ｓ，分）

组别 例数 治疗前 治疗后

对照组 ５０ ２６．９０±２．６９ ２０．４６±２．６１

观察组 ５０ ２７．２０±２．６１ １５．３６±３．１８＃

　　与同组治疗前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．２　两组治疗前后ＣＡＴ评分变化
治疗前，两组ＣＡＴ评分差异未达到统计学意

义（Ｐ＞０．０５），表明两组在入组时的病情严重程
度相当。治疗后，两组 ＣＡＴ评分均显著低于治疗
前（Ｐ＜０．０５），表明两组治疗后症状缓解，且观察组
的改善幅度明显优于对照组，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　两组治疗前后ＣＡＴ评分变化（珋ｘ±ｓ，分）

组别 例数 治疗前 治疗后

对照组 ５０ ２０．１６±１．３４ １４．３８±１．２６

观察组 ５０ ２０．５３±１．４２ １１．３１±１．２１＃

　　与同组治疗前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．３　两组治疗前后肺功能指标变化
治疗前，两组肺功能指标 ＦＥＶ１、ＦＶＣ、ＦＥＶ１／

ＦＶＣ无显著差异（Ｐ＞０．０５），表明两组起始条件
相似。治疗后，对照组 ＦＥＶ１、ＦＥＶ１／ＦＶＣ以及观
察组的 ＦＥＶ１、ＦＶＣ、ＦＥＶ１／ＦＶＣ均显著改善（Ｐ＜
０．０５），观察组改善幅度明显优于对照组，且差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。表明茯苓在改善气
流受限、提高肺功能方面具有积极作用。见表３。

表３　两组治疗前后肺功能指标比较（ｎ＝５０，珋ｘ±ｓ）

组别
ＦＥＶ１／Ｌ ＦＶＣ／Ｌ ＦＥＶ１／ＦＶＣ／％

治疗前 治疗后 治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

对照组 １．４２±０．２３ １．８２±０．２５ ２．１４±０．３４ ２．５６±０．１７ ６９．２±５．２ ７４．４±２．３

观察组 １．４６±０．５１ ２．２３±０．１６＃ ２．１９±０．１２ ３．１４±０．５３＃ ６８．６±１．５ ７７．１±３．８＃

　　与同组治疗前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．４　两组治疗前后６ＭＷＴ结果变化
治疗前，两组 ６ＭＷＴ距离无显著差异（Ｐ＞

００５），具有可比性。治疗后，两组６ＭＷＴ距离均
较治疗前有所改善（Ｐ＜００５），观察组的改善幅
度明显高于对照组，且差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。见表４。
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表４　两组治疗前后６ＭＷＴ距离比较（珋ｘ±ｓ，ｍ）

组别 例数 治疗前 治疗后

对照组 ５０ ３１２．２８±５８．７９ ３６２．３７±６１．３７

观察组 ５０ ３０８．５３±７２．１９ ３９６．４７±８５．２６＃

　　与同组治疗前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．５　两组临床疗效比较
治疗两个月后，观察组总有效率为８６００％，

对照组为 ６６．００％，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见表５。

表５　两组临床疗效比较［ｎ％］

组别 例数 显效 有效 无效 总有效

对照组 ５０ ５（１０．００） ２８（５６．００） １７（３４．００） ３３（６６．００）
观察组 ５０ ７（１４．００） ３６（７２．００） ７（１４．００） ４３（８６．００）

２．６　两组治疗前后细胞因子水平比较
两组治疗后 ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ８、ＴＮＦα水平均

有所下降（Ｐ均 ＜０．０５）；观察组比对照组更明显
（Ｐ＜０．０５），说明观察组的治疗效果较为显著。
见表６。

表６　两组治疗前后细胞因子水平比较（ｎ＝５０，珋ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别
ＩＬ１β ＩＬ６ ＩＬ８ ＴＮＦα

治疗前 治疗后 治疗前 治疗后 治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

对照组 １７．６±４．２ １５．２±３．１ １５．５±３．２ １３．１±５．３ ３７．２±８．６ ３３．４±２．５ ７．１３±１．１７ ４．５３±０．８２

观察组 １７．８±２．５ １１．３±１．７＃ １６．１±２．８ １０．７±４．６＃ ３７．８±５．３ ２８．３±１．７＃ ７．２２±０．１３ ２．６４±１．２５＃

　　与同组治疗前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．７　两组治疗期间的安全性评估
在治疗期间，所有患者的血液和尿液常规、肝

肾功能以及心电图检查均未显示出异常变化。

３　讨　论

３．１　茯苓对ＣＯＰＤ的抗炎和免疫调节作用
慢性炎症是 ＣＯＰＤ的核心病理特征，尤其以

促炎细胞因子 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８等表达升高为特
征
［９］，这些因子直接参与了患者气道重塑、气道壁

增厚和气道狭窄等病理过程
［１０］。本研究观察到，

茯苓干预后，患者血清中的 ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ８和
ＴＮＦα水平均显著降低。这一结果表明，茯苓能
缓解ＣＯＰＤ患者炎症反应，调节机体免疫反应，重
建炎症与免疫平衡状态。已有研究提示，茯苓富

含的三萜类化合物可能通过抑制ＮＦκＢ信号通路
活性，从而降低 ＴＮＦα、ＩＬ６等炎性因子的产
生
［１１］。本研究的发现与这些文献报道相一致，进

一步验证了茯苓在ＣＯＰＤ治疗中具有多途径的抗
炎与免疫调节作用。

３．２　茯苓对肺功能的影响及临床症状的改善
肺功能指标（如ＦＥＶ１、ＦＶＣ和ＦＥＶ１／ＦＶＣ）是

ＣＯＰＤ患者疗效评价的重要客观指标。本研究发
现，茯苓治疗 ２个月后，观察组 ＦＥＶ１、ＦＶＣ和
ＦＥＶ１／ＦＶＣ指标均较治疗前显著提高，其中 ＦＥＶ１
改善尤为明显。这些变化提示茯苓能够有效缓解

患者的气流受限，改善通气功能。此外，茯苓治疗

后，观察组患者的ＣＡＴ评分和６ＭＷＴ成绩明显改
善，提示茯苓不仅能够提升患者肺功能，还能有效

缓解临床表现如呼吸困难、咳嗽和疲乏等症状。

这种综合疗效可能与茯苓对气道炎症反应、

氧化应激及免疫反应的多靶点调节作用有关。具

体而言，茯苓可能通过降低促炎细胞因子表达、减

轻炎症反应和氧化应激状态，进而减缓气道壁结

构重塑，最终改善通气功能和临床症状
［１２］。此

外，肺功能改善后患者的生活质量也得以明显提

升，患者活动耐力提高，病情稳定性增强，从而体

现出茯苓在ＣＯＰＤ长期治疗中的临床价值。

３．３　中药单方应用的优势与潜在应用
相较于中药复方治疗，单味中药的疗效研究

能更加清晰地揭示特定药材的药理机制和临床疗

效。茯苓作为经典药食同源中药，长期使用的安

全性得到广泛认可，这在慢性病长期管理中具有

明显优势
［１３］。本研究通过临床和机制研究，明确

了茯苓在抗炎、抗氧化和免疫调节方面的作用，初

步验证了其在改善肺功能和降低 ＣＯＰＤ急性加重
风险方面的疗效，为茯苓作为单方治疗 ＣＯＰＤ提
供了有力的临床依据。

然而，本研究仍存在一些局限性，例如样本量

较小、随访周期相对较短，仅初步探索了相关的作

用机制。未来应进一步开展大样本、多中心、长期

随访的随机对照试验，更全面地评价茯苓的临床

疗效及安全性。此外，茯苓与其他药物联合使用

是否能进一步增强治疗效果，以及不同证型患者
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间疗效差异，也值得深入研究。同时，进一步通过

细胞实验和动物模型研究，明确茯苓三萜类、多糖

类化合物等主要有效成分的具体作用机制，有助

于为茯苓的临床应用和药物开发提供更坚实的理

论依据。
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输血血型鉴定检验的质量控制与输血安全研究

徐　帆

（咸宁市第一人民医院医学检验科，湖北 咸宁 ４３７０００）

摘要：目的 探究输血血型鉴定检验的质量控制与输血安全。方法 抽取我院５０例输血治疗患者，电脑随

机分组处理（每组纳入２５例）；对照组予以常规干预，观察组实施质量控制与输血安全措施。评价两组输血质

量控制效果和输血安全事故发生率。结果 观察组输血质量控制效果更高、安全事故发生率明显低于对照组

（Ｐ＜０．０５）；观察组总满意度明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论 完善的输血检验质量控制措施是减少输血安

全事故发生率的根本和关键，故而还需医院引起重视，在输血血型鉴定检验工作中实施相关的质量控制措施。
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　　输血血型鉴定检验是确保输血安全的基础环
节，对预防输血反应、降低输血相关并发症有至关

重要的作用。血型鉴定结果的准确性直接关系到

患者的生命安全
［１］。血型系统众多，主要有 ＡＢＯ

血型和Ｒｈ血型系统等，不同血型之间存在着抗原
和抗体的差异。若血型鉴定错误，可能导致受血

者发生严重的输血反应，甚至危及生命。因此，输

血血型鉴定检验的重要性不言而喻。在输血血型

鉴定过程中，质量控制措施的实施是确保检验结

果准确性的关键
［２］。从样本采集、运输、处理，到

实验室检测和结果报告，每一个环节都需严格遵

守质量控制标准。此外，实验室设备、试剂、操作

人员等因素也可能影响血型鉴定结果的准确性。

因此，建立完善的质量控制体系，规范操作流程，

提高检验人员业务水平，对于降低血型鉴定错误

率、保障输血安全具有极大的必要性
［３］。输血安

全研究旨在探索血型鉴定、血液成分制备、输血治

疗等环节中可能存在的风险因素，为临床提供安

全、有效的输血治疗方案。输血安全研究不仅有助

于发现新的血型系统，提高血型鉴定的准确性，还
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可以为输血相关疾病的预防和治疗提供科学依据。

此外，输血安全研究对于推动我国输血医学事业的

发展，降低输血相关并发症，提高患者生存质量具

有重要意义。因此，深入开展输血安全研究，对于

保障人民群众的健康福祉具有深远的影响。

１　资料与方法

１．１　纳入与排除标准
纳入标准：①临床资料完整；②完善各项检

查，符合输血治疗指征；③耐受性、依从性良好；④
具备正常理解和表达能力者。

排除标准：①合并恶性肿瘤；②合并严重器质
性疾病；③精神异常。

１．２　临床资料
选择２０２３年１月至２０２４年１月我院５０例接

受输血治疗的患者并电脑随机分组。其中对照组

２５例：男／女＝１５／１０，年龄２５～５８岁，均值（４１．５３
±５４５）岁。观察组：男／女 ＝１２／１３，年龄２４～５８
岁，均值（４１．３３±５．３６）岁。组间信息对比均衡性
较高（Ｐ＞０．０５）。

１．３　方法
对照组予以常规干预：在输血前，必须核对患

者的身份信息，包括姓名、出生日期，以及血液的

型号、ＲＨ因子和有效期，确保血液与患者相匹配，
避免发生输血错误。在输血过程中，定期监测患

者的生命体征，包括血压、脉搏、呼吸和体温，以便

及时发现并处理可能出现的输血反应。注意观察

输血部位的皮肤情况，检查有无红肿、疼痛或渗血

等异常现象，确保输液针头的位置正确，防止发生

静脉炎。根据患者的年龄、体重和病情，调整输血

速度，避免过快或过慢，以防止循环负荷过重或输

血延迟。严格执行无菌操作原则，使用一次性输

血设备，确保输血过程中的卫生安全。对焦虑或

恐惧的患者，医护人员应提供必要的心理支持和

安慰，帮助患者放松，减轻心理压力。详细记录输

血过程中的各项数据和患者反应，如有任何异常

情况，应立即报告给主治医生。输血结束后，继续

观察患者的生命体征和一般状况，对可能出现的

迟发性输血反应保持警惕。

观察组实施质量控制与输血安全干预，具体

方法如下。

（１）质量控制措施。①样本采集与处理的质
量控制：为确保输血血型鉴定检验的准确性，采样

操作的标准化至关重要。首先，应对采样人员进

行严格的专业培训，确保其熟悉采样操作流程及

注意事项。其次，制定统一的采样操作规程，包括

采样部位的选择、消毒、采血量控制等方面，以减

少操作过程中的误差。此外，还需定期对采样操

作进行质量评估，确保采样操作的稳定性。样本

在保存与运输过程中，易受外界环境因素的影响，

导致检测结果出现偏差。因此，应严格控制样本

保存与运输条件。一方面，要根据样本类型选择

适当的保存液，并在规定时间内完成检测；另一方

面，要确保运输过程中的温度、湿度等条件符合要

求，避免样本受损。②试剂与仪器的质量控制：输
血血型鉴定检验的准确性很大程度上取决于试剂

的质量。首先，应选择具有良好信誉、质量稳定的

生产商提供的试剂。其次，要定期对试剂进行质

量检测，包括试剂的活性、稳定性、批次间差异等，

确保试剂符合要求。此外，还需对试剂的储存条

件进行严格控制，避免因储存不当导致试剂质量

下降。输血血型鉴定检验过程中，仪器设备的准

确性和稳定性至关重要。因此，定期对仪器进行

校准，确保其性能指标符合要求。同时，要加强仪

器的日常维护，包括清洁、保养、故障排查等，保证

仪器在良好状态下运行。③实验室环境与设备管
理：实验室应保持清洁、通风、恒温、恒湿，避免强

光直射。同时，要制定严格的实验室管理制度，确

保环境条件符合要求。除定期进行设备校准外，

还应建立设备维护保养制度，确保设备在良好状

态下运行。④操作人员培训与管理：操作人员是
输血血型鉴定检验质量的关键因素。应对操作人

员进行系统的培训，包括专业知识、操作技能、质

量控制意识等方面。培训要求严格，确保操作人

员具备较高的专业素养。制定明确的操作规范，

要求操作人员严格遵守。同时，加强实验室内部

监督，对操作过程进行实时监控，发现不规范操作

及时纠正，确保检验质量。

（２）输血安全干预措施。①输血前预防性干
预：输血前，需全面收集病人的基本资料，以便对

患者的输血需求进行准确评估。为确保输血安

全，必须对血液进行严格的筛查与质量控制。包

括严格筛选献血者、排除患有传染性疾病等不适

宜献血的人群。医护人员是输血治疗过程中的关

键环节，提高他们对输血安全的认识至关重要。

通过对医护人员进行培训，使其了解输血相关法

律法规、输血安全知识、输血反应的识别与处理

等，以提高其在输血过程中的责任心和警惕性。

为消除患者对输血的误解和恐惧，需加强输血安
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全知识的普及。通过开展多种形式的宣传教育活

动，如发放宣传资料、举办讲座、网络宣传等，使患

者了解输血的重要性、安全性及输血后可能出现

的并发症，提高患者对输血安全的认知度和信任

度。②输血中的安全干预：在输血过程中，密切观
察患者对输血的生理反应至关重要。医护人员需

熟练掌握输血反应的临床表现，以便及时发现并

处理。医护人员详细询问患者输血后的不适感，

观察患者的生命体征，以便早期发现异常。为预

防感染，应严格遵循无菌操作原则，对输血器械进

行彻底消毒。同时，加强对血液制品的储存、运输

和使用过程中的冷链管理，确保血液制品质量。

③输血后的干预：输血后，需对患者进行严密的观
察与评估，以确保输血效果和患者安全。首先，观

察病人的生命体征，如心率、血压、呼吸以及意识

状态、皮肤色泽和温度等，及时发现并处理可能的

输血反应。其次，评估患者的生理和生化指标，如

血红蛋白、红细胞压积、电解质等，以判断输血疗

效。输血后并发症的预防和处理是保障输血安全

的重要环节。医护人员需严格执行手卫生、无菌

操作等感染控制措施，降低患者感染风险。对过

敏体质的患者，可给予抗组胺药物进行预防。

１．４　观察指标
（１）输血质量控制的效果。自制评价量表

（信效度０．８８２），围绕“血液筛查准确性、血液储
存条件、输血反应监测、输血指征和适宜性”等方

面进行评价；单项分值０～２５分，分值越高，输血
质量控制效果越好

［４］。

（２）输血安全事故发生率。主要对比配血问
题、输血传染病、输血前后消毒问题。

（３）患者满意度。针对输血患者展开调查，调
查结果分为非常满意、满意、不满意三个等级，总

满意度＝非常满意度＋满意度。

１．５　统计学方法
各数值录入 ＳＰＳＳ２０．０软件，（珋ｘ±ｓ）表述输

血质量控制效果，以 ｔ检验；输血安全事故发生率
用［ｎ（％）］表述，χ２或Ｆｉｓｈｅｒ＇ｓ检验。Ｐ＜０．０５表
明有统计学意义。

２　结　果

２．１　输血质量控制效果
观察组输血质量控制效果更高，有显著差异

（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　输血质量控制效果（珋ｘ±ｓ，分）

组别 血液筛查准确性 血液储存条件 输血反应监测 输血指征和适宜性

观察组（ｎ＝２５） ２２．３６±１．１５ ２２．３１±１．４５ ２２．２２±０．４０ ２２．４５±１．１６

对照组（ｎ＝２５） ２０．１１±０．４４ １９．２５±１．１２ ２０．５４±０．４１ ２０．３４±０．３２

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．２　输血安全事故发生率
观察组输血安全事故发生率明显低于对照组

（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　输血安全事故发生率［ｎ（％）］

组别 配血问题 输血传染病问题 输血前后消毒问题 总发生率

观察组（ｎ＝２５） １（４．００） ０（０．００） ０（０．００） １（４．００）

对照组（ｎ＝２５） ３（１２．００） ２（８．００） １（４．００） ６（２４．００）

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　输血患者满意度
观察组总满意度明显高于对照组（Ｐ＜

００５）。见表３。

表３　输血患者满意度［ｎ（％）］

组别 非常满意 满意 不满意 总满意度

观察组（ｎ＝２５） １４（５６．００） １０（４０．００） １（４．００） ２４（９６．００）

对照组（ｎ＝２５） ６（２４．００） １２（４８．００） ７（２８．００） １８（７２．００）

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨　论

输血治疗是现代医学中不可或缺的组成部

分，对于挽救大出血、手术及严重贫血等患者的生

命具有至关重要的作用。随着医疗技术的不断发

展，输血治疗的应用范围也在不断扩大，涉及到各

个临床科室
［５］。血液成分的复杂性及血型系统的

多样性导致常常发生输血反应
［６］。输血安全对患

者的积极影响主要体现在以下几方面：首先，准确

的血型鉴定结果能够避免因血型不符导致的输血

反应，保障患者生命安全。其次，输血安全有助于

提高患者的治疗效果，降低感染风险。此外，输血

安全还能提高患者对医疗服务的信任度，减轻患

者心理负担。

血型鉴定是输血流程中的一项基本且必要的

常规检测步骤，它不仅是执行交叉配血实验的前

置条件与基石，还确保了输血操作的安全性。一

旦血型鉴定出现错误，可能导致患者发生严重的

输血反应，甚至危及生命
［７］。在临床输血治疗中，
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准确的血型鉴定是保障患者生命安全的前提
［８］。

执行血型鉴定时，必须采用具备合法生产批号和

有效期限内的标准血清，操作过程必须严格遵守

既定规程，尤其要精准控制血清与血细胞的比例。

血型鉴定要求通过正向与反向定型双重确认，以

相互验证结果，一旦发现不符，需立即复检。鉴于

Ｒｈ血型的多态性特征，它可能引发多种溶血性输
血反应及并发症，尤其对于拥有孕育史或输血史

的患者，体内可能已产生针对Ｒｈ抗原的免疫性抗
体。因此，对Ｒｈ血型的规范化检测尤为重要，旨
在保障血型鉴定的准确性和输血的安全性。

质量控制是保障输血安全的重要手段，通过

对血型鉴定检验全过程的严格监控，提高血型鉴

定准确性，降低输血风险。质量控制在输血安全

中的作用主要体现在以下几个方面：①规范操作
流程，确保血型鉴定标准化；②加强人员培训，提
高检验人员业务水平；③完善设备设施，提高检验
准确性和效率；④建立健全输血安全管理体系，确
保输血安全

［９］。在我国，输血血型鉴定检验工作

虽然已取得显著成果，但仍然存在一些问题。首

先，部分医疗机构对血型鉴定工作的重视程度不

够，导致检验人员素质参差不齐，影响鉴定结果的

准确性。其次，血型鉴定设备和技术更新滞后，使

得鉴定结果受到一定程度的影响。此外，血型鉴

定过程中的样本采集、运输和储存等环节，可能导

致鉴定结果出现误差
［１０］。因此，开展质量控制在

血型鉴定检验中具有重要意义。首先，质量控制

能够确保血型鉴定结果的准确性，降低输血安全

事故的发生
［１１］。其次，质量控制有助于提高医疗

机构对血型鉴定工作的重视程度，促进检验人员

素质的提升。此外，质量控制还能够推动血型鉴

定设备和技术的发展，提高我国输血治疗的整体

水平。通过优化实验流程、更新设备、加强人员培

训等措施，可以有效提高血型鉴定检验的准确性

和可靠性
［１２］。

本研究数据显示，观察组输血质量控制效果

更高显示，且输血安全事故发生率明显低于对照

组（Ｐ＜０．０５）。可见，及时开展质量控制，可有效
降低输血安全事故发生率。本研究开展质量控

制，加强了检验人员培训，提高了业务水平，确保

鉴定结果的准确性。同时制定和完善血型鉴定操

作规程，规范样本采集、运输和储存等环节。在此

基础上建立输血安全监管体系，加强了对医疗机

构输血工作的监督和检查
［１３］。

综上所述，加强输血血型鉴定和输血反应的

监测和报告，不仅降低了输血安全事故发生率，还

可有效确保患者输血治疗的安全性。
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超声分型对子宫瘢痕妊娠不同临床
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摘要：目的 探讨超声诊断分型对子宫瘢痕妊娠的临床应用价值。方法 对２５１例子宫瘢痕妊娠患者，按照
子宫前壁下段肌层厚度分为Ⅰ型（厚度＞３ｍｍ）、Ⅱ型（厚度≤３ｍｍ），其中Ⅱ型根据妊娠囊平均直径大小细分
为Ⅱａ型（平均直径≤３０ｍｍ）、Ⅱｂ型（平均直径＞３０ｍｍ）。所有患者经手术治疗，手术方式分为宫腔镜联合超
声引导下清宫术、双侧子宫动脉栓塞术后清宫两种，分析比较预后情况的差异。结果 Ⅰ型、Ⅱａ型、Ⅱｂ型子宫
瘢痕妊娠患者采用宫腔镜联合超声引导下清宫术时出血及术后残留情况具有统计学差异（Ｐ＜００５）。Ⅱｂ型
子宫瘢痕妊娠患者较Ⅰ型子宫瘢痕妊娠患者出现出血多及术后残留的可能性更大。Ⅰ型、Ⅱａ型、Ⅱｂ型子宫
瘢痕妊娠患者采用子宫动脉栓塞术后清宫时出血及术后残留情况无显著差异（Ｐ＞０．０５）。结论 超声诊断分
型有助于评估子宫瘢痕妊娠患者采用不同手术方案治疗的预后情况。

关键词：超声；瘢痕妊娠；宫腔镜；子宫动脉栓塞术
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　　剖宫产术后子宫瘢痕妊娠（ｃｅｓａｒｅａｎｓｃａｒ
ｐｒｅｇｎａｎｃｙ，ＣＳＰ）是指受精卵着床于既往任意一次
剖宫产后子宫瘢痕部位的一种特殊的异位妊娠。

若未能获得及时诊断或诊断后治疗不当均可影响

患者的后续生育能力或生命安全。２０１６年中华
医学会妇产科学分会计划生育学组发布了《剖宫

产术后子宫瘢痕妊娠诊治专家共识》
［１］，２０２２年

美国母胎医学会更新了《剖宫产瘢痕妊娠指
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南》
［２］
和２０２３年山东省医学会计划生育分会发布

了《剖宫产子宫瘢痕妊娠实用临床分型诊治专家

共识》
［３］
等，较为统一的是按照超声测量的子宫前

壁下段肌层厚度将 ＣＳＰ分为Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型（包
含一种特殊类型包块型），但是，目前国内外研究
对于 ＣＳＰ的治疗方式尚没有制定完全统一的标
准。随着大众早孕期产检意识的增强以及超声在

早孕期检查中的广泛应用，子宫瘢痕妊娠的患者

也能更早的接受诊治。近年来，临床工作中发现

的ＣＳＰ中，Ⅰ型、Ⅱ型占绝大多数，因此，本研究主
要分析Ⅰ、Ⅱ型 ＣＳＰ患者经宫腔镜联合超声引导
下清宫与子宫动脉栓塞术后清宫出血及术后残留

的预后情况。

１　资料与方法

１．１　研究对象
收集２０２０年１月至２０２４年４月在我院住院

治疗且经手术病理证实为 ＣＳＰ，根据瘢痕妊娠超
声诊断分型选取Ⅰ、Ⅱ型患者２５１例。患者年龄
２２～４７岁，平均（３４．５１±４．７２）岁。纳入标准：①
患者均有停经史且血ＨＣＧ升高；②超声检查符合
ＣＳＰⅠ型、Ⅱ型诊断标准；③患者采用宫腔镜联合
超声引导下清宫术或子宫动脉栓塞术后清宫。排

除标准：①患者入院前曾接受治疗；②患者存在可
能影响出血情况的内外科合并症。

１．２　研究方法
使用ＰｈｉｌｉｐｓＥＰＩＱ７或ＧＥＶｏｌｕｓｏｎ７３０彩色多

普勒超声诊断仪，经阴道探头频率为５～９ＭＨｚ，经
腹部探头频率为２～６ＭＨｚ。常规选择经阴道超声
检查，重点观察妊娠囊的大小、着床部位，生长方

向与剖宫产瘢痕的位置关系，测量子宫前壁下段

肌层最薄处的厚度，使用彩色多普勒探测妊娠囊

周边血供，尤其是剖宫产瘢痕部位血供情况。多

次剖宫产患者经阴道超声检查显示不佳时，联合

经腹部超声检查。瘢痕妊娠超声诊断分型按照子

宫前壁下段肌层厚度分为Ⅰ型（厚度 ＞３ｍｍ）１１６
例，Ⅱ型（厚度≤３ｍｍ）１３５例，其中Ⅱ型根据妊娠
囊平均直径大小细分为Ⅱａ型（平均直径≤
３０ｍｍ）８０例、Ⅱｂ型（平均直径＞３０ｍｍ）５５例。

宫腔镜联合超声引导下清宫患者采用全麻下

宫腔镜检查联合清宫术，清宫过程中利用宫腔镜

及超声随时观察宫腔情况。子宫动脉栓塞术后清

宫患者先通过介入进行子宫动脉栓塞术，再进行

清宫术。

记录患者术中、术后出血及后期复查是否存在

残留的情况，将患者出血量多定义为超过４００ｍＬ，
或需要输血，或需要进行子宫动脉栓塞术治疗；术

后超声复查提示宫腔下段有血供的异常回声团且

需要再次清宫处理的情况定为术后存在残留。

１．３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行数据分析。对于

符合正态分布的计量资料，采用（珋ｘ±ｓ）表示；对于分
类资料采用频数、率进行描述，组间比较采用Ｆｉｓｈｅｒ
确切概率法。以Ｐ＜０．０５表示有统计学意义。

２　结　果

２．１　不同超声分型瘢痕妊娠患者采用宫腔
镜联合超声引导下清宫术的预后情况分析

９０例Ⅰ型 ＣＳＰ患者采用宫腔镜联合超声引
导下清宫术治疗，所有患者术中及术后均未出现

出血多的情况，仅１例术后复查时发现残留。
采用宫腔镜联合超声引导下清宫术治疗的Ⅱ

型ＣＳＰ患者共８６例，包括Ⅱａ型５１例、Ⅱｂ型３５
例。出血及术后残留情况见表１。经统计分析发
现，Ⅰ型、Ⅱａ型、Ⅱｂ型ＣＳＰ患者行宫腔镜联合超
声引导下清宫术治疗，术中或术后出血情况具有

统计学差异（Ｐ＜０．０５）；进一步两两比较发现，Ⅰ
型与Ⅱａ型、Ⅱａ型与Ⅱｂ型之间不存在统计学差
异，Ⅰ型与Ⅱｂ型之间存在统计学差异。Ⅰ型、Ⅱ
ａ型、Ⅱｂ型ＣＳＰ患者术后残留情况具有统计学差
异（Ｐ＜０．０５）；进一步两两比较发现，Ⅰ型与Ⅱａ
型、Ⅱａ型与Ⅱｂ型之间不存在统计学差异，Ⅰ型
与Ⅱｂ型之间存在统计学差异。

表１　不同分型ＣＳＰ患者采用宫腔镜联合超声引导下
清宫术的出血及术后残留情况（ｎ）

超声分型
术中、术后出血 术后残留

少 多 无 有

Ⅰ型 ９０ ０ ８９ １
Ⅱａ型 ４８ ３ ４７ ４
Ⅱｂ型 ３１ ４ ３１ ４

χ２ ９．５１３ ７．０１９
Ｐ ０．００３ ０．０１８

２．２　不同超声分型瘢痕妊娠患者采用子
宫动脉栓塞术后清宫的预后情况分析

２６例Ⅰ型 ＣＳＰ患者采用子宫动脉栓塞术后
清宫。所有患者术中或术后均未出现出血多的情

况，且复查均未见残留。
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４９例Ⅱ型 ＣＳＰ患者采用子宫动脉栓塞术后
清宫，其中Ⅱａ型２９例、Ⅱｂ型２０例。出血及术
后残留情况见表 ２。经统计分析发现，Ⅰ型、Ⅱａ
型、Ⅱｂ型ＣＳＰ患者行子宫动脉栓塞术后清宫时，
术后残留情况不存在统计学差异。

表２　不同分型ＣＳＰ患者采用子宫动脉栓塞后清宫的出血及术后残留情况（ｎ）

超声分型
术中术后出血 术后残留

少 多 无 有

Ⅰ型 ２６ ０ ２６ ０
Ⅱａ型 ２９ ０ ２９ ０
Ⅱｂ型 ２０ ０ １９ １

３　讨　论

目前临床上对于ＣＳＰ患者的超声诊断分型主
要是根据子宫前壁下段肌层厚度分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ
型，但针对每一种类型的具体治疗方案却尚无规

范统一的指南。早期，为了避免 ＣＳＰ患者在清宫
手术中或术后出现大出血的情况，保留患者生育

功能，临床上多在清宫术前预防性进行子宫动脉

栓塞
［４］。但是随后有研究者

［５６］
发现，进行子宫动

脉栓塞的患者在清宫手术中仍有可能大出血，甚

至术后可能导致肺栓塞、继发性月经稀少等并发

症，且由于其价格昂贵、有辐射等原因不被所有患

者接受。于是就有研究者发现宫腔镜下清宫术在

治疗ＣＳＰ患者中具有创伤小、出血少、恢复快等优
势
［７］，同时联合超声引导能有效预防子宫穿孔情

况的发生。

本研究中１７６例ＣＳＰ患者采用宫腔镜联合超
声引导下清宫术治疗，其中Ⅰ型９０例，Ⅱａ型５１
例，Ⅱｂ型３５例。所有Ⅰ型 ＣＳＰ患者术中或术后
均未出现出血过多的情况，仅有１例患者术后复
查发现存在残留，该患者术前超声检查时发现子

宫前壁下段肌层血流较丰富。Ⅱａ型有３例出现
术后出血多，４例复查发现残留；Ⅱｂ型有４例出
现术后出血多，４例复查发现残留。总体来说，Ⅰ
型ＣＳＰ患者采用宫腔镜联合超声引导下清宫术的
预后较好。同时，分析时发现出现出血多或术后

存在残留的患者大多于术前行超声检查时发现子

宫前壁下段肌层血流信号较丰富。因此，对于

ＣＳＰ患者，除了准确测量子宫前壁下段肌层厚度
外，该处的血流情况也需要重点观察，以往也有研

究表明对于富血流型瘢痕部位妊娠，子宫动脉栓

塞术的治疗疗效更好
［８］。

采用子宫动脉栓塞术后清宫的７５例患者中，
所有的Ⅰ型及Ⅱａ型ＣＳＰ患者均未出现出血多及术后

残留的情况，Ⅱｂ型ＣＳＰ患者均未出现出血多的情
况，仅１例患者术后复查发现存在残留。因此，不
论是Ⅰ型、Ⅱａ型还是Ⅱｂ型ＣＳＰ患者，采用子宫动脉
栓塞术后清宫均能获得较好的治疗效果。

Ⅰ型ＣＳＰ患者子宫前壁下段肌层相对较厚，
宫腔镜联合超声引导下清宫术，甚至仅仅是超声

引导下清宫就能达到较好的治疗效果。Ⅱｂ型患
者子宫前壁下段肌层相对较薄，孕囊较大，绒毛种

植入肌层的可能性及范围增加，采用宫腔镜联合

超声引导下清宫术可能会出现出血多或术后残留

的情况，而采用子宫动脉栓塞术后清宫能减少出

血和术后残留情况的发生。研究中发现Ⅱａ型
ＣＳＰ患者采用宫腔镜联合超声引导下清宫术时，
与Ⅰ型、Ⅱｂ型患者在出血及术后残留的预后情
况方面不具有统计学差异，这可能与部分组别样

本量较少、研究时间跨度较大、不同时期临床医生

的手术操作水平不同有关，因此，有待进一步的研

究。同时，对于术前超声检查提示子宫前壁下段

肌层血流丰富的患者要注意预防出血和术后残留

情况的发生，选择合适的治疗方式。

综上所述，超声诊断分型有助于评估 ＣＳＰ患
者采用不同手术方案治疗的预后情况，同时观察

子宫前壁下段肌层的血流情况或许对手术方案选

择有一定的参考价值。
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病毒性上呼吸道感染患儿雾化治疗依从性
影响因素及干预对策探讨

钱梦婷，周雨薇，邰　俊

（铜陵市立医院感染科，安徽 铜陵 ２４４０００）

摘要：目的 分析病毒性上呼吸道感染（ＶＲＩ）患儿雾化治疗依从性影响因素，并探究干预对策。方法 以便
利抽样法选取本院收治的１２０例ＶＲＩ患儿，采用 Ｍｏｒｉｓｋｙ用药依从性量表（ＭＭＡＳ）８评估患儿雾化治疗依从
性，应用调查问卷采集患者一般资料，包括患儿性别、年龄、病情严重度，患儿主要照护者、主要照护者性别、年

龄、家庭经济水平、对疾病知识的了解程度、对雾化治疗的了解程度、对医护的信任程度、药物因素［雾化吸入

装置使用困难、治疗方案复杂（每天用药次数≥３次或（和）药物种类≥２种）、药物不良反应、就医或取药困
难］，应用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析对患儿治疗依从性的影响因素。结果 １２０例患儿 ＭＭＡＳ８评分，平均（５．８６±
０７８）分，其中５１例依从性良好，占４２．５０％，６９例依从性差，占比５７．５０％，单因素分析显示患儿年龄、病情严
重程度、对疾病知识了解程度、对雾化治疗了解程度、医护信任程度、治疗方案复杂是雾化治疗依从性差的影

响因素（Ｐ＜０．０５），Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析显示，患儿年龄、病情严重程度、对疾病知识的了解程度、医护信任程度、
治疗方案复杂均是患儿雾化治疗依从性差的独立危险因素。结论 ＶＲＩ患儿雾化治疗依从性除受到年龄、病情
严重度影响外，其主要照护者对疾病知识的了解程度、医护信任程度也是影响治疗依从性的重要因素，且治疗

方案复杂也与ＶＲＩ患儿雾化治疗依从性有关，值得临床重视。
关键词：病毒性上呼吸道感染；雾化治疗；患儿；依从性；影响因素
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　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｖｉｒａｌｕｐｐｅｒｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｔｒａｃｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ；Ｎｅｂｕｌｉｚａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙ；Ｃｈｉｌｄ；Ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ；Ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ

　　病毒性上呼吸道感染（ＶＲＩ）是由流感病毒、
呼吸道合胞病毒、腺病毒等引起，具有高度的传染

性和季节性，主要临床表现为发热、咳嗽、喉咙痛

等，严重时可能并发中耳炎、肺炎，严重影响患儿

的生活质量和健康
［１２］。雾化治疗作为一种直接

将药物转化为微小颗粒并送达呼吸道的治疗方

法，能提高局部药物浓度，减少全身不良反应，被

广泛应用于 ＶＲＩ患儿的临床治疗中［３］。然而，雾

化治疗的效果受多种因素影响，其中患儿的依从

性是关键因素之一。依从性是指患者执行医疗服

务的程度，是疾病治疗过程中不可或缺的一环，患

儿处于身心快速发展的阶段，自控能力相对较差，

难以长时间保持对治疗的关注和配合，加之患儿

可能对雾化治疗装置产生恐惧或抵触情绪，导致

治疗依从性较低，直接影响临床疗效和疾病转

归
［４５］。早期识别 ＶＲＩ患儿治疗依从性的高危因

素，采取相应干预对策，对改善患儿预后尤为重

要。本研究将分析ＶＲＩ患儿雾化治疗依从性影响
因素，并提出相应的护理对策，旨在为提高ＶＲＩ患
儿雾化治疗效果提供参考依据。

１　资料与方法

１．１　纳入及排除标准
纳入标准：①经临床诊断为 ＶＲＩ［６］，接受雾化

治疗；②年龄３～１２岁，性别不限；③临床资料完
整。排除标准：①其他类型呼吸道感染患儿；②合
并其他严重呼吸系统疾病患儿；③存在精神和认
知障碍患儿；④合并先天性呼吸道畸形患儿；⑤严
重营养不良患儿。

１．２　一般资料
以便利抽样法选取本院２０２３年６月至２０２４

年６月收治的１２０例病毒性上呼吸道感染患儿，
记录每个患儿的病历号、姓名、性别、年龄、诊断日

期、治疗情况等基本信息。１２０例患儿中男７２例，
女４８例；年龄３～１２岁，平均（６．７２±２．３７）岁。
研究经本院同意免于伦理审查。

１．３　方法
临床资料收集：查阅电子病历，应用调查问卷

采集患者一般资料，包括患儿性别、年龄、病情严

重度，患儿主要照护者、主要照护者性别、年龄、文

化程度、家庭月收入、对疾病知识的了解程度、对

雾化治疗的了解程度、对医护的信任程度、药物因

素［雾化吸入装置使用困难、治疗方案复杂（每天

用药次数≥３次或／和药物种类≥２种）、药物不良
反应、就医或取药困难］，其中照护者对疾病知识

的了解程度采用李华文等
［７］
设计的上呼吸道感染

患者疾病认知水平量表，包括发病原因、症状与特

征、药物和病情评估以及病症管理共４个方面，各
１５分，总分６０分，＞４８分为对疾病知识的了解程
度良好。照护者了解程度采用杜静等

［８］
编制的患

儿家属对雾化治疗相关知识的了解程度问卷，包

括雾化治疗的好处以及有效的雾化治疗方式２个
方面，总分１００分，得分＞８０分为对雾化治疗的了
解良好。对医护的信任程度分为患儿照护者与医

生出现情绪、情感的对抗，不遵从医嘱、不配合甚

至对抗诊治，对医生心存猜疑、戒备共３个方面，
各方面按照１～５分进行评分，得分≤９分为对医
护信任度较差，＞９分为对医护信任度良好。

治疗依从性：采用 Ｍｏｒｉｓｋｙ用药依从性量表
（ＭＭＡＳ）８［９］评估，包括“当你自觉症状改善时，
你是否曾停止用药；当你服药后自觉症状更糟时，

你是否曾停止用药；你是否觉得坚持用药方案有

困难”等８分条目，按照从不、偶尔、有时、经常、总
是对应１、０．７５、０．５、０．２５、０分进行评分，总分８
分，＜６分为依从性差，≥６分为依从性良好。

１．４　资料收集与质量控制
由研究者向照护者介绍本研究目的、意义及

过程，并告知其有自愿参与本研究的权利，且有权

随时终止调查过程。量表当场填写，２０ｍｉｎ内收
回。为避免研究结果出现选择性偏倚，严格按照

纳入与排除标准选取研究对象；为避免出现衡量

性偏倚，采用统一的语言指导患者自行填写问卷。

采用双人核查的形式将数据录入，录入完成后随

机抽取５％的数据检查质量，确保数据的准确和
完整。

１．５　统计学方法
本研究数据录入ＳＰＳＳ２８．０软件处理。计数资

料以例（％）表示，行χ２或秩和ｔ检验；计量资料以
（珋ｘ±ｓ）表示，单因素方差分析，多因素应用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ
回归分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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２　结　果

２．１　ＶＲＩ患儿雾化治疗依从性现状
本次 ＭＭＡＳ８量表共发放 １２０份，回收 １２０

份，有效回收率为 １００％。１２０例 ＶＲＩ患者
ＭＭＡＳ８评分为４．１～７．６分，平均（５．８６±０．７８）
分，其中５１例患者依从性良好，占４２．５０％，６９例
患者依从性差，占比５７．５０％。
２．２　ＶＲＩ患儿雾化治疗依从性影响因素单
因素分析

两组ＶＲＩ患儿性别及主要照护者、照护者性
别、年龄、家庭月收入、雾化吸入装置使用困难、药

物不良反应、就医或取药困难比较无显著性差异

（Ｐ＞０．０５），在ＶＲＩ患儿年龄、病情严重程度、对疾
病知识了解程度、对雾化治疗了解程度、医护信任

程度、治疗方案复杂方面比较差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），见表１。

表１　ＶＲＩ患儿雾化治疗依从性影响因素单因素分析（ｎ，％）

指标
依从性良好
（ｎ＝５１）

依从性差
（ｎ＝６９） ＣＲ ９５％ＣＩ χ２／Ｚ Ｐ

性别 男 ３３（６４．７１） ３９（５６．５２） １．５２８ ０．８９３～２．６１４ ０．８１８ ０．３６６
女 １８（３５．２９） ３０（４３．４８）

年龄 ＜７岁 ２２（４３．１４） ５１（７３．９１） １．７６３ １．１１４～２．７７８９ １１．６５７ ０．００１
≥７岁 ２９（５６．８６） １８（２６．０９）

病情严重程度 轻度 ２９（５６．８６） ２１（３０．４３） １．６７８ １．０５０～２．９５４ ９．３６４ ０．００９
中度 ２０（３９．２２） ３９（５６．５２）
重度 ２（３．９２） ９（１３．０４）

患儿主要照护者 父母 ３５（６８．６３） ４３（６２．３２） １．１１３ ０．２７４～４．６８３ ０．５１３ ０．４７４
其他 １６（３１．３７） ２６（３７．６８）

患儿主要照护者性别 男 １４（２７．４５） ２３（３３．３３） １．１０７ ０．８０１～１．５３０ ０．４７６ ０．４９０
女 ３７（７２．５５） ４６（６６．６７）

患儿主要照护者年龄／岁 ≤３５ ２３（４５．１０） ３１（４４．９３） １．１４１ ０．６８０～１．９１４ ０．１２７ ０．９３９
３５～４５ ２１（４１．１８） ２７（３９．１３）
≥４５ ７（１３．７３） １１（１５．９４）

家庭月收入／（元／人） ＜３０００ ７（１３．７３） １３（１８．８４） １．１２４ ０．２９５～４．２７９ １．５５０ ０．４６１
３０００～５０００ ２９（５６．８６） ４２（６０．８７）
＞５０００ １５（２９．４１） １４（２０．２９）

对疾病知识的了解程度 良好 ２８（５４．９０） ２１（３０．４３） １．２３６ ０．７３７～２．０７４ ７．２６６ ０．００７
较差 ２３（４５．１０） ４８（６９．５７）

对雾化治疗的了解程度 良好 ２９（５６．８６） ２５（３６．２３） １．７６６ １．０５３～２．９６４ ５．０４３ ０．０２５
较差 ２２（４３．１４） ４４（６３．７７）

对医护人员的信任程度 良好 ３６（７０．５９） ３０（４３．４８） １．６７８ １．０５０～２．９５４ ８．７０８ ０．００３
较差 １５（２９．４１） ３９（５６．５２）

雾化吸入装置使用困难 是 ２５（４９．０２） ３４（４９．２８） １．２６７ ０．８６１～１．８７６ ０．００１ ０．９７８
否 ２６（５０．９８） ３５（５０．７２）

治疗方案复杂
每天用药次数≥
３次或（和）药物
种类≥２种

３３（６４．７１） ２４（３４．７８） １．８４９ １．０５１～３．２５８ １０．５２９ ０．００１

每天用药次数＜
３次或（和）药物
种类＜２种

１８（３５．２９） ４５（６５．２２）

药物不良反应 有 １７（３３．３３） ２０（２８．９９） １．５６８ ０．８８７～２．７８２ ０．２６０ ０．６１０
无 ３４（６６．６７） ４９（７１．０１）

就医或取药困难 是 １５（２９．４１） １８（２６．０９） １．０３１ ０．８９３～２．６１４ ０．１６３ ０．６８７
否 ３６（７０．５９） ５１（７３．９１）

２．３　ＶＲＩ患儿雾化治疗依从性影响因素的
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析

以ＶＲＩ患儿雾化治疗依从性作为因变量（依
从性差＝１，依从性良好 ＝０），将单因素分析中具
有统计学意义的资料作为自变量，并进行赋值，年

龄（＜７岁＝１，≥７岁 ＝０）、病情严重程度（轻度
＝１，中度＝２，重度＝３）、对疾病知识了解程度（良
好＝１，较差＝０）、对雾化治疗了解程度（良好＝１，
较差＝０）、医护信任程度（良好 ＝１，较差 ＝０）、治
疗方案复杂［每天用药次数≥３次或（和）药物种
类≥２种＝１，每天用药次数 ＜３次或（和）药物种
类＜２种 ＝０］，进行 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析结果显示，
年龄、病情严重程度、对疾病知识的了解程度、医

护信任程度、治疗方案复杂均是 ＶＲＩ患儿雾化治
疗依从性差的独立危险因素，见表２。

表２　ＶＲＩ患儿雾化治疗依从性影响因素的Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析

变量 β ＳＥ ｗａｌｄ ＯＲ ９５％ＣＩ Ｐ

常量 ０．１５７ ０．８３９ ０．０３５ １．１７０ — ０．８５２
年龄 １．３９６ ０．４９６ ７．９１７ ４．０３８ １．５２７～１０．６７７ ０．００５

病情严重程度 ０．９３７ ０．４１１ ５．１９４ ２．５５３ １．１４０～５．７１７ ０．０２３
对疾病知识了解程度 －１．１８３ ０．４７４ ０．６２５ ０．３０６ ０．１２１～０．７７６ ０．０１３
对雾化治疗了解程度 －０．４８４ ０．４８３ １．００４ ０．６１６ ０．２３９～１．５８９ ０．３１６
医护信任程度 －１．１５８ ０．４７８ ５．８６９ ０．３１４ ０．１２３～０．８０２ ０．０１５
治疗方案复杂 －１．５０６ ０４９４ ９．２７５ ０．２２２ ０．０８１～０．５８５ ０．００２

３　讨　论

ＶＲＩ作为一种由多种病毒引起的呼吸道疾
病，由于儿童呼吸道的解剖和免疫特点，该病在学

龄前儿童中的发病率极高，雾化治疗作为呼吸系

统疾病的一种重要治疗手段，在 ＶＲＩ患儿治疗中
发挥着重要作用

［１０１１］。导致对于需长期规律治疗

的患儿，治疗依从性是保证治疗效果的关键因素，

良好的依从性能够确保药物的有效利用，加速患

儿康复；而依从性差则可能导致治疗中断，影响疗

效，甚至增加并发症的风险
［１２１３］。本研究结果显

示，１２０例ＶＲＩ患者ＭＭＡＳ８评分为４．１～７．６分，
平均（５．８６±０．７８）分，其中５１例患者依从性良
好，占 ４２．５０％，６９例患者依从性差，占比
５７５０％，与王央燕等［１４］

研究中患儿雾化治疗依

从性４４．５２％较为接近，均说明患儿雾化治疗依从
性不佳，需引起临床重视。

本研究单因素分析及Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析可知，
ＶＲＩ患儿年龄、病情严重程度、对疾病知识的了解
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程度、医护信任程度、治疗方案复杂均是ＶＲＩ患儿
雾化治疗依从性差的独立危险因素。年龄较小的

患儿对机械类操作有本能的反抗心理，对雾化器

产生的烟雾存在恐惧，同时缺乏一定的持续性和

忍耐力，难以在雾化吸入过程中始终保持正确的

吸入方式，因此，治疗依从性较差。但也有研究指

出
［１５］，由于随着年龄的增长，患儿承担用药的主

要责任，照护者的监督减少，可能导致患儿在用药

过程中出现疏忽或忘记服药的情况，进而影响治

疗依从性。病情严重的患儿可能需要更频繁的治

疗，但更易增加他们的不适感，从而降低依从

性
［１６］。照护者是患儿与医护人员之间信息传递

的桥梁，当照护者对疾病和治疗了解不足，他们可

能无法准确地向患儿传达治疗的重要性，甚至可

能传递错误的信息，导致患儿抗拒治疗，而对 ＶＲＩ
了解程度较高的患儿照护者会自行查阅疾病相关

知识，主动与医护人员沟通，积极配合治疗，进而

使治疗的依从性更佳
［１７］。照护者在患儿治疗过

程中起重要的决策作用，其对医护人员的信任程度

将直接影响患儿对治疗方案的接受度和执行度。

复杂的治疗方案，包含多种药物、不同的给药时间

和剂量以及特定的治疗步骤，增加了患儿及其照护

者理解和记忆的难度，使执行复杂性加大，可能导

致治疗失误或遗漏，进而影响治疗的依从性。

针对上述影响ＶＲＩ患儿雾化治疗依从性的影
响因素，结合袁馥梅等

［１８］
研究，发现趣味性健康

教育能提高患儿认知水平，增加患儿的治疗依从

性。既往研究表明
［１９］，照护者的监督对患儿治疗

的依从性具有重要影响。因此，我们提出以下加

强监督的措施：告知照护者应持续性监督患儿雾

化治疗，确保患儿按时治疗并正确吸入药物；医护

人员应定期与照护者沟通，了解患儿的治疗进展

和照护者的监督情况，提供必要的指导和支持。

在确保治疗有效和安全的前提下，简化治疗方案、

降低操作难度是提高患儿依从性的重要途径
［２０］。

针对雾化治疗方案，我们提出以下优化方案：根据

患儿的年龄、病情、药物敏感性等因素，制定个性

化的雾化治疗方案，确保治疗的有效性和安全性；

通过改进雾化器的设计或提供详细的操作指南，

简化操作步骤，降低照护者的操作难度。

综上所述，ＶＲＩ患儿雾化治疗依从性不理想，
受到患儿年龄、病情严重程度、主要照护者对疾病

知识的了解程度、医护信任程度以及治疗方案复

杂的影响，临床应重视ＶＲＩ患儿的早期评估，针对
存在治疗依从性差危险因素的患儿，及时采取针

对性的干预措施。但本研究也存在一些不足，纳

入样本量时采用便利抽样，可能导致选择偏倚，使

研究结果的普遍性和代表性受到影响；本研究仅

纳入１４个自变量，而ＶＲＩ患儿雾化治疗依从性的
影响因素较多，因此，仍需在今后扩大样本量、纳

入更多的影响因素进一步探究。
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引文格式：丁敏，曾静．过敏性鼻炎患者综合护理干预的实施与疗效探讨［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学版），２０２５，３９（３）：
２５８－２６１．

过敏性鼻炎患者综合护理干预的实施与疗效探讨

丁　敏，曾　静

（咸宁市第一人民医院，湖北 咸宁 ４３７０００）

摘要：目的 探讨综合护理干预在过敏性鼻炎患者中的应用效果。方法 选取１００例过敏性鼻炎患者，随机
分为常规护理组和干预组，每组各５０例。常规组接受常规护理，干预组接受综合护理干预。３个月后比较两
组患者的疗效、自我护理能力及心理状况。结果 干预前，两组的基线数据无显著差异；干预后，干预组的疗效、

自我护理能力及心理状况均显著优于常规组（Ｐ＜０．０５）。结论 综合护理干预能够显著提升过敏性鼻炎患者
的疗效、自我护理能力及心理状况。

关键词：综合护理；过敏性鼻炎；心理；自我护理
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ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｒｏｕｔｉｎｅｃａｒｅｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄｒｏｕｔｉｎｅｎｕｒｓｉｎｇｃａｒｅ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｎｕｒｓｉｎｇｉｎｔｅｒｖｅｎ
ｔｉｏｎ．Ａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｍｏｎｔｈｓ，ｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙ，ｓｅｌｆｃａｒｅａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔａｔｕｓｏｆｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄ．Ｒｅ
ｓｕｌｔｓＢｅｆｏｒｅｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｂａｓｅｌｉｎｅｄａｔａｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．Ａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｈｅ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙ，ｓｅｌｆｃａｒｅａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔａｔｕｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｂｅｔｔｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅ
ｒｏｕｔｉｎｅｃａｒｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＣｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｎｕｒｓｉｎｇｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙ，
ｓｅｌｆｃａｒｅａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔａｔｕｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ．
　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｎｕｒｓｉｎｇ；Ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ；Ｐｓｙｃｈｏｌｏｇｙ；Ｓｅｌｆｃａｒｅ

　　过敏性鼻炎是一种由过敏原暴露引起的鼻部
症状性疾病，典型的症状包括鼻部瘙痒、打喷嚏、

流鼻涕和鼻塞，还有可能伴随鼻子和上颚的瘙痒

以及眼部症状
［１３］。尽管过敏性鼻炎通常不会引

发严重的疾病或导致死亡，但由于它是一种慢性

呼吸道疾病，且通常伴随患者终生，治疗和管理的

费用可能十分高昂。因此，实施有效的护理和管

理措施对于过敏性鼻炎患者尤为重要。

近年来，综合护理干预已在疾病管理中得到

有效应用
［４６］。综合护理干预是一种多层次的健

康管理模式，是指在护理过程中，结合患者的生

理、心理、社会及文化等多方面需求，通过多种护

理措施和方法，对患者提供全面、系统和个性化的

护理服务
［７］，旨在提高患者的生活质量，增强疾病

控制能力。该护理策略不仅包含基础的健康教

育，还结合了心理支持、环境优化和生活习惯的调

整等多项内容。通过为患者制定个性化的护理方

案，全面帮助他们识别和避免过敏原，并通过行为

调整和心理干预来缓解症状，减少心理压力和紧

张情绪，从而全面提升患者的健康状况。本文旨

在探讨综合护理干预在过敏性鼻炎患者中的应用

效果，为临床实践提供参考。

１　资料与方法

１．１　纳入及排除标准
纳入标准：①确诊患有过敏性鼻炎，过敏性鼻

炎的临床诊断依据包括：患者出现阵发性喷嚏、清
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水样鼻涕、鼻痒和鼻塞等症状，其中至少有２个或
以上，每天症状持续或累计１ｈ以上，并且可能伴
有流泪、眼痒、眼红等眼部症状；体征方面常见鼻

黏膜苍白、水肿，鼻腔有水样分泌物；在过敏原检

测中，至少有１种过敏原皮肤点刺试验（ＳＰＴ）或
血清特异性ＩｇＥ阳性，或鼻激发试验阳性；②年龄
介于１８～６０岁；③自愿参与研究，并签署知情同
意书。

排除标准：①患有需要紧急治疗或危及生命
的急性疾病（如急性心肌梗死、急性呼吸窘迫综合

征）以及控制不良的严重慢性疾病（如晚期恶性肿

瘤、严重心力衰竭、肝硬化等）的患者；②存在精神
障碍或认知功能障碍，无法配合研究的患者。

１．２　一般资料
在２０２３年３月至２０２４年３月期间，选取我

院收治符合纳入标准的１００名过敏性鼻炎患者，
采用随机数字表法将他们随机分成常规组和干预

组，每组５０例。两组基线资料比较，无显著性差
异（Ｐ＞０．０５），具有可比性。见表１。

表１　两组基线资料比较

组别
性别
（男／女） 年龄／岁 病程／年 过敏史

（有／无）
体重指数／
（ｋｇ／ｍ２）

常规组 ２４／２６ ３８．７±７．９ ５．３±２．１ ３２／１８ ２５．１±３．５
干预组 ２２／２８ ３９．２±８．３ ５．１±２．２ ３０／２０ ２４．９±３．４

１．３　研究方法
常规组接受传统护理方式，主要包括药物指

导、基础健康教育以及定期随访，旨在帮助患者管

理症状并减少对过敏原的接触。

干预组在常规护理的基础上，结合个性化和

系统化的护理策略，实施全面的个性化护理干预，

共３个月。这种护理模式不仅关注症状的缓解，
更注重患者整体健康状态的优化，涵盖生理和心

理的全面护理。护理团队由护士、医生和心理咨

询师组成。

（１）个性化健康教育：综合干预团队以个性化
健康指导为核心，依据每位患者的具体情况制定

专属的护理方案。团队成员对患者进行全面评

估，考虑病历、过敏原反应水平、居住环境及生活

习惯等因素。根据患者的实际情况，团队成员会

提供健康教育，教导他们如何识别并避免各类过

敏原。例如，对于对花粉敏感的患者，护士会建议

减少外出，佩戴防护口罩，并在室内使用空气净化

器以降低花粉含量。此外，团队还会利用多种教

学工具，如信息图、视频教程和在线资源，帮助患

者加深对过敏性鼻炎病因和管理的理解，从而提

高患者参与治疗的积极性。

（２）心理干预：作为一种长期病症，过敏性鼻
炎给患者带来持续困扰，常引发焦虑、抑郁等心理

问题。团队成员会定期对患者的心理健康进行评

估，以便准确掌握情绪变化和压力来源，并提供针

对性的心理支持。团队成员还会教授患者各种放

松技巧，帮助他们减轻紧张和焦虑情绪。同时，团

队成员将指导患者积极应对疾病带来的心理负

担，帮助他们培养积极乐观的心态和应对策略。

必要时，团队成员会建议患者寻求专业心理咨询，

以获得更全面的心理支持。

（３）行为干预与自我管理：团队成员通过行为
指导来增强患者的自我护理能力。小组成员与患

者共同制定详细且切实可行的行动计划，涵盖日

常生活的各个方面。例如，指导患者保持均衡饮

食，避免摄入可能引发过敏的食物，提倡食用低致

敏性食品。对于行动不便的患者，小组成员会量

身定制合适的锻炼计划，如每日适量散步或轻松

的家庭活动，以增强免疫系统。另外，小组成员帮

助患者建立规律的生活作息，确保充足的睡眠时

间，促进身体康复，提升整体健康水平。

（４）环境管理与过敏原控制：团队成员会与患
者共同仔细检查居住环境，识别潜在的过敏原，并

采取相应的防护措施。例如，建议患者定期更换

床上用品，选择抗螨材料制作的床垫和枕头，并保

持室内湿度适宜，防止霉菌滋生。对宠物皮屑过

敏的患者，小组成员为其提供专门的清洁建议，如

定期为宠物清洁，禁止宠物进入卧室等。提醒患

者在花粉浓度高时尽量减少外出，并及时更换衣

物、清洗面部和鼻腔，以降低过敏风险。

（５）长期监测与动态评估：综合护理的优势在
于持续的监控和及时反馈。团队成员每月定期与

患者沟通，密切关注病情变化及干预措施的效果，

随访半年。在每次随访时，不仅详细评估病情进

展，还会全面审查患者的生活质量、自理能力和心

理状态等多个方面。这样的连续评估体系确保护

理方案能够根据患者的具体情况进行及时调整和

优化。例如，若患者报告病情恶化或护理方案难

以执行，小组成员会迅速分析原因，适时调整方

案，例如增加心理辅导次数或简化护理步骤。此

外，长期跟踪还包括对治疗效果的持续观察，通过

长期的综合护理干预，帮助患者逐步掌握自我管

理技能，减少疾病对日常生活的影响。
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（６）家庭支持与多学科合作：团队成员非常重
视家庭成员的参与和支持。他们会积极与患者家

属沟通，解释护理需求与疾病管理之间的关系。

家属在确保患者遵循治疗方案、提供精神支持及

处理日常环境中的过敏原方面发挥着重要作用。

在家属的帮助下，患者能够获得更加全面的护理，

从而提升护理效果。此外，综合护理强调多学科

合作，护士与医生、心理咨询师等专家协作，共同

为患者提供全方位的护理服务，此合作模式有助

于确保患者在各个层面获得最佳护理。

１．４　评价指标
（１）根据《中国变应性鼻炎诊断和治疗指

南》
［８］，过敏性鼻炎的疗效判定标准如下：痊愈指

临床症状（如鼻痒、喷嚏、流涕、鼻塞等）完全消失，

无需药物治疗且随访期内无复发；显效为症状显

著改善（症状积分减少≥７０％），生活质量明显提
高，药物使用明显减少；有效指症状有所改善（症

状积分减少３０％～６９％），生活质量有所提高，但
仍需维持药物治疗；无效则指症状无明显改善（症

状积分减少 ＜３０％）或症状加重，治疗无显著
效果。

（２）自我护理能力：根据自我护理能力量表
（ＥＳＣＡ）［９］进行评价，根据量表的总分，将自我护
理能力分为３个层次：低等水平为０～５７分，中等
水平为５８～１１５分，高等水平为１１６～１７２分。

（３）心理状况：采用焦虑自评量表（ＳＡＳ）和抑
郁自评量表（ＳＤＳ）进行评估［１０］。若 ＳＡＳ得分低
于５０分表示无焦虑，５０～５９分表明轻度焦虑，６０
～６９分表示中度焦虑，７０分及以上则为重度焦
虑。ＳＤＳ得分方面，低于５３分表示无抑郁，５３～
６２分为轻度抑郁，６３～７２分为中度抑郁，７３分及
以上为重度抑郁。

１．５　统计学方法
本研究使用ＳＰＳＳ２６．０进行统计分析。对符

合正态分布的计量资料，采用（珋ｘ±ｓ）描述，并使用
ｔ检验；对等级资料或偏态分布的数据，采用秩和
检验。以Ｐ＜０．０５为有统计学意义。

２　结　果

２．１　两组疗效比较
常规组患者痊愈 ９例、显效 １６例、有效 １９

例、无效６例；干预组患者痊愈２１例、显效２７例、
有效２例、无效０例。两组患者疗效比较有统计
学差异（Ｚ＝－４．６０１，Ｐ＜０．００１）。详见表２。

表２　两组疗效比较（ｎ）

组别 例数 痊愈 显效 有效 无效

常规组 ５０ ９ １６ １９ ６
干预组 ５０ ２１ ２７ ２ ０

２．２　两组自我护理能力比较
常规组患者自我护理低水平１例、中等水平

３５例、高水平１４例；干预组患者自我护理低水平
０例、中等水平６例、高水平４４例。两组患者自我
护理 能 力 比 较 具 有 明 显 的 统 计 学 差 异

（Ｚ＝－６０５１，Ｐ＜０．０１）。详见表３。

表３　两组自我护理能力比较（ｎ）

组别 例数 低水平 中等水平 高水平

常规组 ５０ １ ３５ １４
干预组 ５０ ０ ６ ４４

２．３　两组心理状况比较
干预后，干预组焦虑状况、抑郁状况有明显改

善，比常规组有明显的降低（Ｐ均＜０．０５），见表４。

表４　两组干预前后心理状态比较（珋ｘ±ｓ，分）

组别 例数
焦虑得分 抑郁得分

干预前 干预后 干预前 干预后

常规组 ５０ ５４．６８±６．８２ ５３．７０±７．７５ ５３．７２±４．１３ ５２．３６±４．９３
干预组 ５０ ５３．５５±６．４５ ４６．２８±４．６２＃ ５４．２６±４．３７ ４５．５０±３．８９＃

　　与同组干预前比较，Ｐ＜０．０５；与常规组比较，＃Ｐ＜０．０５。

３　讨　论

本研究结果显示，综合护理干预在提高疗效

方面展现了独特的优势。研究数据显示，干预组

患者的痊愈率和显效率均高于常规组（Ｐ＜
００５），这表明综合护理干预不仅能有效控制症
状，还能改善患者的总体健康状态。过敏性鼻炎

作为一种慢性疾病，传统的药物治疗虽然能够缓

解短期症状，但无法从根本上改变免疫系统的异

常反应。综合护理干预通过个性化健康教育、环

境管理和生活方式调整等措施，有效减少了过敏

原的暴露机会，从而降低了症状发作的频率，显著

提升了患者的治疗效果。

自我护理能力的提升也是综合护理干预成功

的重要因素之一。干预组患者的自我护理能力优

于常规组（Ｐ＜０．０５），这与个性化的行为干预密
切相关。通过为患者制定详细的健康教育计划，
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并提供具体的自我护理指导，患者在日常生活中

学会了如何应对疾病。比如，干预组患者学会了

合理安排饮食、保持规律作息、优化居住环境等有

效的护理措施，这不仅增强了他们的自我管理意

识，还提高了他们在日常生活中控制病情的能力。

此外，持续的监测和反馈机制确保了患者在护理

过程中能够得到及时的指导和支持，逐渐掌握有

效的自我护理技巧。

心理干预在改善患者心理健康方面发挥了关

键作用。长期患病会导致患者产生焦虑和抑郁等

心理问题，干预组患者通过心理辅导和放松技巧

训练改善了这些状况，焦虑得分和抑郁得分均显

著低于常规组（Ｐ＜０．０５）。综合护理干预通过定
期的心理健康评估和个性化的心理支持，帮助患

者缓解心理压力，改善情绪状况。此外，医护人员

与患者建立了信任关系，增强了患者的积极性和

应对疾病的信心，这也是干预组患者心理健康改

善的关键因素之一。

多学科合作和家庭支持是本研究中综合护理

干预成功的保障。护理团队由护士、医生和心理

咨询师组成，提供了全方位的护理服务。家属在

患者的护理过程中发挥了积极作用，通过与患者

家属的沟通和协作，有助于提高治疗的依从性和

效果。患者在家属的支持下，更容易遵循护理计

划，进一步促进了病情的改善。

总之，本研究结果表明，综合护理干预在提升

过敏性鼻炎患者的疗效、自我管理能力和心理健

康方面具有显著的优势。其个性化、系统性和多

层次的护理模式，为临床实践提供了重要的借鉴，

有助于进一步推广应用。
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摘要：白及作为传统药用和观赏价值兼具的一种植物，化学成分众多，包括多糖、三萜类、联苄类菲类衍生

物等化合物，具备收敛固涩、制酸止血、散结消肿等诸多功效，且在抗病毒、抗炎、抗肿瘤等方面具有突出的临

床治疗效果。本文综述了近几年研究中新发现的白及活性成分相关药理作用及其临床应用的研究进展，为白

及的开发和临床使用提供参考。
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　　白及，又名“白芨”，属兰科植物，是一味名贵中草药，
药用部位主要为其成熟采挖后经晾晒干燥后的茎块，主要

生长于山野川谷较潮湿处，产地遍及全球
［１］。白及的用药

历史源远流长，从２０００多年前的《神农本草经》开始就被
记载于许多中药名著中

［２］。考白及一药，味苦、甘、涩，微

寒，在临床上多用作止血药物，实则本品苦可燥湿，甘则健

脾，涩能固摄，寒以清热，治疗乳糜尿，无论虚实，皆可随症

伍用，惜多不为医家所识
［３］。随着科技的进步，对白及的

研究也不断深入，从中提取出多糖、联苄类、菲类等化合

物。对其有效化学成分进行研究，发现白及在抗炎、抗菌、

抗肿瘤等方面也具有理想的治疗效果
［４］。本文对近几年

白及的有效成分、药理作用以及临床用药发展现状进行归

纳总结，为白及的进一步开发利用和临床用药提供参考

依据。

１　有效活性成分

白及的化学成分复杂，且不同的活性成分具备的药理

作用也有所差异
［５］。

１．１　白及多糖
白及多糖（ｂｌｅｔｉｌｌａｓｔｒｉａｔａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＢＳＰ）是白及

主要有效化学成分之一，因其粘稠的突出特性又被人们称

为“白及胶”。通常采用水提醇沉法进行提取，提取率受

到提取时间、温度、料液比等因素的影响
［６］。在 ＢＳＰ的制
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备工艺中，不同的提取方式、提取条件都会导致白及多糖

的相对分子量及其组成方式相差较大，结构也具备多样

性
［７］，有抗炎、促进创面愈合、抗肿瘤等多重功效

［８］。

１．２　联苄类
联苄类是主要存在于白及块茎部位的有效活性成分，

Ｚｈｏｕ等［９］
从白及的根茎中分离提取到了６个新的联苯，

为３对对映体，是首次发现的白及属天然联苯对映体，对
革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌均具有抑制作用。

１．３　菲类衍生物
Ｚｈｏｕ等［１０］

从白及的块茎中实验分离得到１７个菲类
化合物，并对肺癌Ａ５４９细胞进行相关作用实验，发现这些
菲类化合物大部分对该肺癌细胞的增殖、迁移均具有抑制

作用，促进细胞的凋亡，产生 Ａ５４９肺癌细胞的细胞毒性，
发挥白及的抗肿瘤药理作用。

１．４　联苯类化合物
Ｍａ等［１１］

采用硅胶、ＯＤＳ、ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０、反相高效
液相色谱等方法，从白及属块茎的乙酸乙酯白及可溶性部

位分离得到１８个化合物，其中发现了一个新的联苯类化
合物，且有一个联苯类化合物是首次从该属植物中分离得

到。Ｎｉｓｈｉｄｏｎｏ等［１２］
通过对白及热处理实验，发现联苯可

以抑制ＮＯ活性的化合物且相对含量没有发生变化，表明
白及的抗炎、止血等生物活性不受热处理的影响。

１．５　其他化合物
白及中还具有许多有效的化学成分，例如蒽醌类、三

萜及其皂苷、甾体及其皂苷等等，目前已发现的有效化学

成分就有将近１００种之多，与此同时，也有新的化学成分
不断被挖掘。

２　药理作用

２．１　抗炎
Ｚｈａｏ等［１３］

发现白及多糖对于 ＮＬＲＰ３炎症小体的激
活有十分理想的抑制作用，提高创面组织对胰岛素的敏感

性，从而对糖尿病患者创伤部位的治愈起到促进作用。

Ｚｈｕ等［１４］
也验证得知白及寡糖（ｂｌｅｔｉｌｌａｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，

ＢＯ）能够通过抑制炎症因子的释放，调节肠道内的微生物
组成，从而对溃疡性结肠炎疾病模型的大鼠有明显的治疗

作用。Ｇｏｎｇ等［１５］
从药理学和分子技术方向着手，发现白

及中富含的纹状麦芽杆菌可以降低炎症细胞因子的分泌，

从而减轻溃疡性结肠炎的临床症状，给临床治疗提供创新

思路。

２．２　抗菌
Ｈｕ等［１６］

以白及多糖（ＢＳＰ）、硼砂和单宁酸／铁（ＴＡ／
Ｆｅ３＋）配合物为原料，制备了 Ｂ／ＴＦ水凝胶，并在糖尿病创
面愈合实验中表现出显著的光热抗菌活性和抗氧化能力。

Ｚｈｏｕ等［１７］
也从白及假鳞茎中分离出有效化学成分糖基氧

基苄基２异丁基苹果酸盐，发现其不仅具有保护神经的效

果，抑菌活性的作用也比较突出。Ｎｉｕ等［１８］
发现白及多糖

通过激活巨噬细胞并诱导巨噬细胞分泌细胞因子，能够对

受到免疫抑制小鼠模型的体外免疫机制起到积极作用。

可以看出白及不仅含有抑制细菌活性的化学成分，还能够

提高机体免疫力，从而全方位增强抗菌效果。

２．３　抗肿瘤
Ｓｕｉ等［１９］

从白及中分离得到的菲类化合物对人体的

癌细胞ＨＬ６０和 Ａ５４９存在细胞毒性，从而起到良好的抗
肿瘤作用。Ｗａｎｇ等［２０］

也通过研究发现，将叶酸对白及多

糖进行结构修饰得到的两亲性白癜风多糖（ＦＡＢＳＰＳＡ）
共聚物，与牛血清白蛋白有十分理想的亲和力，能够起到

良好的抗肿瘤效果。有人设计一种 ｐＨ氧化还原双响应
型白及多糖（ＢＳＰ）共聚物作为载体将抗肿瘤药物输送到
特殊的肿瘤组织，以增强抗肿瘤药物在肿瘤部位的释放，

提高治疗效果
［２１］。可以看出白及在抗肿瘤上具有较为理

想的临床效果，也为临床攻克癌症这一世纪难关开辟了许

多新的思路和途径。

２．４　抗氧化
Ｃｈｅｎ等［２２］

通过研究发现白及多糖对于一些自由基的

清除和还原能力都较为良好，从而实现抗氧化功能。

Ｗａｎｇ等［２３］
通过斑马鱼模型实验得知白及中富含抑制黑

素生成的多靶点化合物，能够有效抑制黑色素的形成，达

到抗氧化的效果。Ｌｕｏ等［２４］
也在斑马鱼模型中采用分子

对接的实验方法，发现白及中相关化学成分能够有效抑制

斑马鱼胚胎的黑色素形成，且抑制效果与所用剂量呈现正

相关的关系，具有潜在的抗氧化作用。白及中的部分化学

成分具有抗氧化作用，抑制黑色素的形成，实现美白效果，

为日常美妆用品的研发提供新的研究方向。

２．５　止血促凝
Ｚｈａｉ等［２５］

在研究中发现白及多糖能够通过缩短凝血

活酶时间、凝血酶原时间、凝血酶时间和提高纤维蛋白原

含量来提高其促凝能力，以达到理想的止血效果，具有成

为理想促凝剂的潜力。Ｙａｎ等［２６］
以氧化白及多糖 Ｓｃｈｉｆｆ

Ｂａｓｅ（ＯＲＢＰＳ）和聚乙烯醇（ＰＶＡ）为基础研发的气凝胶敷
料具有良好的抗菌和止血性能，可通过减少炎症、促进血

管生成和加速上皮形成来促进伤口愈合。Ｘｉａｎｇ等［２７］
设

计出了一种ＢＳＰｇＰＡＡ／ＰＶＡＤＮ水凝胶，且通过体外血液
相容性实验表明其具有较低的溶血率和良好的凝血效果；

同时，采用大鼠肝出血和小鼠断尾模型，进一步说明水凝

胶具有良好的止血效果，在止血材料创新中提供了一个全

新的研究思路。

白及还具有提高免疫细胞功能、抗纤维化等药理作

用，在临床应用中前景广阔。

３　临床应用

３．１　创面修复
白及自古就是止血良药，赵艳等

［２８］
对术后、口腔溃
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疡、消化道溃疡、压疮、宫颈等创面用白及入药，发现其作

用机制是先通过抗炎抑菌作用创造出一个助于创面愈合

的微生物环境，并通过白及多糖对血管内皮细胞生长的促

进作用，实现理想的创面修复效果。现目前有许多带有白

及的新型创面材料用于临床试验并取得了较为理想的成

果，新型白及创面材料的研究也成为近年临床研究的一大

热门。Ｚｈａｎｇ等［２９］
制备的以白及多糖为主要成分的双动

态键交联水凝胶具有良好的生物相容性、抗菌性和抗氧化

性能，止血效果显著，有望成为未来急性伤口出血的新型

解决方案。Ｃｈｅｎ等［３０］
也研究发现将白及多糖集成到水性

聚氨酯中所制成的水凝胶可制成新型的创面敷料，加速创

面愈合的同时，还具备成本低、制备简便的优点。以白及

为主要药用成分的新型创面敷料符合标准的敷料理化指

标并通过了稳定性试验，且在动物实验中取得了比较理想

的数据支撑。但大部分新型敷料只能做到实验室制备，对

于实现商业化量产还有一定差距。

３．２　肺部损伤治疗
Ｃｈｅｎ等［３１］

发现白及经正丁醇提取所得的化学成分针

对ＳｉＯ２纳米颗粒具有化学防御的功能，从而发挥肺部损
伤的保护作用。通过脂多糖（ＬＰＳ）诱导的急性肺损伤模
型和 ＲＡＷ 模型可以看出白及提取物可能通过抑制
ｐ４７ｐｈｏｘ／ＮＯＸ２通路降低 ＲＯＳ的产生，上调 Ｎｒｆ２／ＨＯ１通
路增强ＲＯＳ清除活性，从而对氧化应激产生调节作用，实
现对肺部损伤的保护作用

［３２］。Ｚｈａｎｇ等［３３］
也验证了白及

通过发挥其抗炎药理作用而实现对急性肺损伤的疾病治

疗。由此可见，白及在肺结核、肺出血等肺部疾病的临床

用药中具有明显功效。

３．３　胃溃疡治疗
Ｗａｎｇ等［３４］

在实验中发现从白及假鳞茎中分离得到

的白及多糖能够有效抑制胃溃疡发生频率，从而起到胃保

护的潜在效果。此外，白及多糖（ＢＳＰ）和奥美拉唑（ＯＭＥ）
制备而成的纳米颗粒在大鼠乙醇致胃溃疡模型中，证实其

在酸性条件下的稳定性，不仅能减少胃溃疡面积，抑制胃

酸分泌，还能逆转胃组织损伤和细胞凋亡，实现对胃溃疡

的靶向
［３５］。由此可见，白及在胃部保护的临床研究中具

有可观的前景。现目前白及用于胃溃疡的治疗主要是粉

末冲服，但是这对于日常用药和保存都不太方便，所以现

目前应用于临床的一大难点是如何保留其胃溃疡治疗药

效的同时改善用药条件，更加方便和实现靶点治疗。

３．４　肿瘤抑制
Ｌｉｕ等［３６］

发现白及醇溶性多糖能够抑制 Ｈ２２细胞的
生长和肿瘤细胞的凋亡，从而抑制 Ｈ２２实体瘤的生长，体
外抗肿瘤作用显著，为临床研究提供新思路。Ｌｉｕ等［３７］

发

现在特定温度下从白及中提取了一种新型低分子量白及

多糖，在 Ｈ２２荷瘤小鼠中发挥了抑制肿瘤生长和抗肿瘤
作用。白及的抗肿瘤作用现目前在动物实验中取得了实

质性进展，为早日突破抗癌这一难关提供了珍贵的实验

数据。

３．５　美白类化妆品
Ｚｈｕ等［３８］

证实白及内的两种菌株 ＷＴ和 ＨＬ２０具有
十分理想的美白抗菌活性，可以将其用于美白类化妆产品

的添加剂中，增强美白效果。在相关的大数据统计中也证

实了目前市面上的中药美妆产品中，白及的美白功效显

著，且作用安全、毒副作用小，是必选的美白产品原药之

一
［３９］，在当今人人追求美白的社会风气中大受欢迎。临

床已经有白及为主要成分的美白产品，且疗效显著，但大

多为面膜、美白敷料，产品品类较为单一，可进行多方面研

究探索。

４　小　结

白及是我国珍贵的中药材资源，随着科学技术的进

步，人们对白及的化学成分和药理作用认识更加充分，为

白及进一步的开发利用提供了理论基础。虽然近些年对

于白及的药理作用相关研究不断加深，但大部分仍处于动

物模型研究阶段，临床应用成果相对较少，距离将其药用

功效转化为临床治疗功效仍需要科研人员的不断努力，让

白及在食品、日用品和医药等领域得到更广泛的应用。
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摘要：糖尿病早期会导致双侧、渐进性的高频听力损失，其机制可能涉及线粒体基因突变、周围神经病变

和微循环障碍。文章回顾了针对糖尿病患者听力损害的三级预防措施：一级预防强调健康教育与血糖控制，

二级预防通过早期筛查与评估发现听力变化，三级预防包括助听器、人工耳蜗以及基因治疗等手段。分析表

明，早期干预有助于延缓听力损失，改善生活质量。未来研究应聚焦于精准治疗方法和创新干预策略，如干细

胞移植等，以提高糖尿病相关听力损害的治疗效果。
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　　糖尿病是因胰岛素绝对或相对分泌不足和胰岛素利
用障碍引起的血糖水平慢性增高为特征的代谢疾病，糖尿

病的并发症涉及全身各个系统，其中听力下降为糖尿病的

并发症之一。糖尿病常导致双侧、渐进性、高频听力损失，

其机制包括线粒体突变、神经病变和微循环障碍等。尽管

已有治疗手段，但糖尿病相关听力损失仍影响生活质

量
［１］。由于早期听力下降多发生在高频范围，而日常交流

主要依赖语频，糖尿病患者的早期听力损害常被忽视，且

随着病情发展，低频听力也会受影响，进一步降低生活质

量。因此，早期发现和干预显得尤为重要。为应对这一问

题，提出了三级预防策略：一级预防通过血糖控制与健康

教育，二级预防通过早期筛查，三级预防通过助听器和人

工耳蜗等干预。本文综述了糖尿病引起听力损失的早期

预防进展，并展望未来研究方向。
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１　导致糖尿病患者早期听力下降的影响
因素

糖尿病引起的听力损害涉及多个生理机制，如母系线

粒体基因突变、周围神经病变、血液动力学异常、激素水平

紊乱及微循环病变等。①母系线粒体Ａ３２４３Ｇ、Ａ１５５５Ｇ和
Ａ８２９６Ｇ等基因突变会引起感音神经性聋［２］。Ｋａｎｅｍｏｔｏ
等
［３］
发现线粒体ＤＮＡ突变可引起母系遗传性糖尿病伴听

力下降，表现为糖尿病伴感音性听力下降。②周围神经病
变：糖尿病周围神经病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ，
ＤＰＮ）是糖尿病最常见慢性并发症。长期高血糖使长半衰
期蛋白质糖基化，破坏了神经髓鞘的完整性，多见于第Ⅷ
对脑神经髓鞘蛋白脱髓鞘

［４］。Ｄｅｎｇ等［５］
在病理切片中发

现在耳蜗底转和中间转螺旋神经节脱髓鞘严重，神经细胞

缺失，也印证了高频听力下降与糖尿病的关系。③血液动
力学异常：血液缓慢、淤积形成的高黏、高凝状态，易形成

血栓，堵塞内耳的终末动脉，导致耳蜗内血液流变学异常，

影响听力。④激素水平的影响：早期糖尿病患者的前庭功
能也会受到影响，影响患者的平衡功能，ＥｌＫｈｉａｔｉ等［６］

认

为内分泌激素水平如性激素、胰岛素的代谢紊乱会影响前

庭器官的功能。⑤微循环病变：Ｈｏｒｔｏｎ等［７］
认为糖代谢紊

乱与微循环基底膜修饰有关。Ｎｇｕｙｅｎ等［８］
的研究表明微

血管增厚导致血管纹缺血萎缩，引起糖尿病的感音性听力

下降。

２　关于糖尿病早期导致听力下降的三级
预防

２．１　一级预防
一级预防又称病因预防，即在疾病发病前期，针对危

险因素采取的根本性预防措施，以防止听力下降的发生。

如对尚未出现听力下降的糖尿病患者进行知识宣教，避免

使用耳毒性药物，避免接触噪音等。

糖尿病引起听力下降的一级预防不仅应关注血糖控

制和避免耳毒性药物，更需结合糖尿病相关的特定机制展

开干预。长期高血糖可导致耳蜗微循环病变、氧化应激、

听觉神经脱髓鞘及内分泌紊乱，这些均是听力损害的重要

因素。通过严格控制血糖（如动态血糖监测和使用二甲双

胍或新型降糖药ＳＧＬＴ２抑制剂），可改善微循环和减少氧
化应激对毛细胞的损害；补充抗氧化剂（如辅酶Ｑ１０）可进
一步保护内耳功能；此外，服用神经保护药物（如吡格列

酮）和调节内分泌平衡（补充锌、镁等微量元素）也有助于

预防听力下降。综合应用这些措施，可以在疾病早期有效

延缓听力损害的进程。

２型糖尿病病因治疗主要以控制患者的血糖为主，有
口服降糖药和胰岛素。目前传统的降糖药物包括双胍类、

磺脲类等。新型降糖药包括钠葡萄糖协同转运蛋白２抑
制剂（ｓｏｄｉｕｍｄｅｐｅｎｄｅｎｔｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ２，ＳＧＬＴ２ｉ）、二
肽基肽酶４抑制剂（ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅⅣ，ＤＰＰ４ｉ）等，胰
岛素也作为有效控制血糖重要方法之一。

１型糖尿病患者除了上述治疗，由于其具有明显的遗

传因素，需对于有糖尿病家族史的人群进行健康宣教，普

及糖尿病相关知识，特别是可能引起的听力损害，可考虑

对高风险人群（如阳性自身抗体人群）进行免疫干预，如

使用特定疫苗减少病毒感染。１型糖尿病患者往往较年
轻，因此，需特别注意避免接触噪声污染和耳毒性药物（如

氨基糖苷类抗生素），普及听力保护知识。

有学者研究
［９１２］
发现二甲双胍不仅能够有效控制血

糖，还可抗炎和抗衰老，保护内耳毛细胞，有效治疗听力下

降的患者。其作用机制是二甲双胍可通过减少细胞内氧

自由基，减轻 ＤＮＡ损伤和突变，保护神经并诱导其再生，
除此之外，二甲双胍还能激活腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ），ＡＭＰＫ通过一氧化氮合酶
来减少血管炎症并保护内皮细胞，保持内耳微循环血流灌

注。Ｋｅｎｎｅｄｙ等［１３］
等将噪声聋小鼠分为雌性、雌性去子

宫、雄性３组，予二甲双胍后，仅有雄性组在中高频段的听
力有所提升，表明二甲双胍治疗听力下降存在性别差异，

其疗效可能与荷尔蒙信号存在关系，这表明女性患者可能

对二甲双胍治疗听力下降的敏感性偏低。

２．２　二级预防
二级预防主要是早期发现、早期检查和早期治疗糖尿

病导致的听力下降，目标是控制或延缓听力下降的发展，

防止其转为慢性状态。１型和２型糖尿病由于引起听力
下降的机制相同，但１型糖尿病起病早，病例少，往往血糖
更难控制，需要紧密监控其他并发症，如更频繁的听力筛

查（如每６个月一次），特别是青春期阶段易发病人群。重
点监测耳蜗功能（如耳声发射检测）和前庭功能的变化。

利用量表筛查进行早期听力评估。筛查量表种类较

多，较为常用的是 Ｎｅｗｍａｎ等［１４］
建立的成人听力障碍筛

查量表（ｈｅａｒｉｎｇｈａｎｄｉｃａｐｉｎｖｅｎｔｏｒｙｆｏｒｔｈｅａｄｕｌｔ，ＨＨＩＡ）和
言语空间音质听力量表（ｓｐｅｅｃｈ，ｓｐａｔｉａｌ，ａｎｄｏｔｈｅｒｑｕａｌｉｔｉｅｓ
ｏｆｈｅａｒｉｎｇｓｃａｌｅ，ＳＳＱ）［１５］。目前 ＨＨＩＡ量表临床应用最广
泛，优势是可在复杂环境中评估多个方面的听力，缺点是

由于表格问题较多，耗时长，仅有是、否、有时三个答案选

项，得到的结果敏感度较低。而ＳＳＱ１２量表优势是有效可
靠、易于管理、依从性好，可作为评估和改进听力评估和康

复计划的工具，纳入听力康复过程，既增强了结果的灵敏

度，又避免了患者随意回答对结果的影响，缺点是与受试

人群接受教育和文化程度有关。

经量表筛查，对有听力下降风险的人群，建议进行进

一步的听力检查。临床上常用的听力检查包括纯音听阈、

言语测听、畸变产物耳声发射、听性脑干诱发电位、前庭功

能等，纯音听阈为最直观、简便测试患者听力的方法，为了

更直观地反应患者日常实际应用听力的能力，还应该进行

言语测听，通过言语识别率、言语觉察阈和言语识别阈等

指标，对患者听觉功能和言语听懂程度进行评价
［１６］。听

力损害的早期筛查除了纯音听阈测听，还应做畸变产物耳

声发射，当毛细胞由于微循环障碍缺血或者周围神经病变

功能减退时，纯音听阈可能正常，但耳声发射检测能够检

查出毛细胞早期病变，对听力损害检查更敏感
［１７１８］。听性
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脑干反应（ａｕｄｉｔｏｒｙｂｒａｉｎｓｔｅｍｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＡＢＲ）适用于检查听
神经系统及相关听觉通路的病变

［１９］。ＥｌＫｈｉａｔｉ等［６］
认为

血糖代谢紊乱会影响前庭系统功能，可通过气导眼肌前庭

诱发肌源性电位（ｏｃｕｌａｒｖｅｓｔｉｂｕｌａｒｅｖｏｋｅｄｍｙｏｇｅｎｉｃｐｏｔｅｎ
ｔｉａｌ，ｏＶＥＭＰ）和颈肌前庭诱发肌源性电位（ｃｅｒｖｉｃａｌｖｅｓｔｉｂｕ
ｌａｒｅｖｏｋｅｄｍｙｏｇｅｎｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ｃＶＥＭＰ）的各波波长、振幅以
及双耳不对称比等指标对前庭功能进行评价，因此，对糖尿

病患者进行前庭功能的检查也有筛查价值。

２．３　三级预防
三级预防是对于听力下降时间较长的糖尿病患者，通

过佩戴助听器、人工耳蜗（ｃｏｃｈｌｅａｒｉｍｐｌａｎｔ，ＣＩ）植入以及基
因治疗等方式，尽量保证患者生活质量。其中１型糖尿病
与自身免疫密切关，可能更适合探索基因治疗和干细胞移

植，针对线粒体基因突变引发的感音神经性听力损失进行

修复。

助听器是一种简单有效的，作为轻至中重度听力下降

患者的首选治疗方式，但是由于对助听器认识不够和体验

不佳，仅有少数患者佩戴。要加强患者对助听器的了解，

并注重提供优质的验配服务，个性化定制助听器。专注于

以人为本听力的康复服务（ｐｅｒｓｏｎｃｅｎｔｒｅｄｈｅａｒｉｎｇｃａｒｅ，
ＰＣＣ）可促进听力师与患者之间建立良好的信任关系，使
康复效果最优化

［２０］。现代康复理念支持采用生物心理
社会模式，更强调对患者本人意愿的关注，将综合改善患

者的日常活动和社会参与度为目标，使老年人更乐于接

受，助听器适配度更高，助听效果更好。

近年来的临床数据表明，ＣＩ可以使多数重度或极重
度感音神经性聋患者言语识别率及纯音听阈获得显著改

善，长期效果较好
［２１］。ＣＩ通过系统的术后言语康复训练，

可以获得更好的听力提升，对老年人认知功能有较为明显

改善，提高自身生活质量。Ｖｌｔｅｒ等［２２］
对７５名老年 ＣＩ植

入患者进行长达５年的认知水平评估，结果表明 ＣＩ对患
者的即时和延迟回忆能力有积极影响，初期较为显著，后

期趋于平坦，认为ＣＩ植入对老年患者认知功能有明显改
善，可延缓痴呆发生。Ｇｏｈ等［２３］

通过对１１名６０岁以上的
ＣＩ植入患者进行回顾性研究，纯音听阈提高了７０ｄＢ，噪声
中的听力言语测试平均改善６８％，经患者自身感受，与家
人沟通改善、婚姻关系改善和生活质量提高。研究表

明
［２４］，ＣＩ植入后，通过世界卫生组织老年人生活质量评估

和Ｎｉｊｍｅｇｅｎ人工耳蜗量表等系统评价，表明患者的健康
相关生活质量（ｈｅａｌｔｈｒｅｌａｔｅｄｑｕａｌｉｔｙｏｆｌｉｆｅ，ＨＲＱｏＬ）有显著
改善。ＣＩ术后听力恢复效果与术后康复治疗有关，Ｄｏｒｎ
ｈｏｆｆｅｒ等［２５］

对 ＣＩ植入患者进行一年的言语康复训练，包
括面对面训练（ｆａｃｅｔｏｆａｃｅｔｒａｉｎｉｎｇ）、被动家庭基础训练
（ｐａｓｓｉｖｅｈｏｍｅｂａｓｅｄｔｒａｉｎｉｎｇ）、计算机基础听觉训练（ｃｏｍ
ｐｕｔｅｒｂａｓｅｄａｕｄｉｔｏｒｙｔｒａｉｎｉｎｇ，ＣＢＡＴ），对比ＣＩ植入前后的辅
音核心辅音音素（ｃｏｎｓｏｎａｎｔｎｕｃｌｅｕｓｃｏｎｓｏｎａｎｔｐｈｏｎｅｍｅ，
ＣＮＣｐ）、辅音核心辅音词（ｃｏｎｓｏｎａｎｔｎｕｃｌｅｕｓｃｏｎｓｏｎａｎｔ
ｗｏｒｄ，ＣＮＣｗ）、安静环境下的阿兹比奥句子理解测试
（ＡｚＢｉｏｓｅｎｔｅｎｃｅｔｅｓｔｉｎｑｕｉｅｔ）、人工耳蜗植入生活质量３５

项概况量表（ｃｏｃｈｌｅａｒｉｍｐｌａｎｔｑｕａｌｉｔｙｏｆｌｉｆｅ３５，ＣＩＱＯＬ
３５），发现３种训练方式对患者听力均有不同程度的改善，
其中ＣＢＡＴ的使用与１２个月时的ＣＩＱＯＬ得分显著改善相
关。Ｙｏｕｎｇ等［２６］

根据ＣＩ植入前患者自我管理的老年认知
检查（ｅｌｆａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｇｅｒｏｃｏｇｎｉｔｉｖｅｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ，ＳＡＧＥ）分
为认知正常和认知受损两组，结果显示，术前认知正常的

患者在术后一年的语音识别测试中比术前认知受损的患

者有更大的提升，认为术前认知功能是预测术后语音识别

得分的重要因素，这一影响与患者年龄无关。而 Ｒａｙｍｏｎｄ
等
［２７］
通过ＣＮＣｗ、ＡｚＢｉｏＱｕｉｅｔ和ＣＩＱＯＬ３５指标，发现有认

知障碍的和无认知障碍植入ＣＩ一年患者的言语能力无明
显差别。Ｇｋａｙ等［２８］

将植入ＣＩ的青少年分为早龄组和晚
龄组进行言语记忆和音素分析测试，结果早龄组分数更

高；Ｋｒａｌ等［２９］
通过电刺激早期植入 ＣＩ的猫大脑，发现其

听觉皮层响应区缓慢扩大，而晚期 ＣＩ植入的猫皮层变化
并不明显，认为随年龄增长，中枢突触的可塑性降低。而

糖尿病导致的极重度聋往往是老年患者，在助听器效果不

满意的情况下，ＣＩ植入对蜗前聋有一定作用，但老年人突
触可塑性低，往往不能达到预期效果，需要适当降低患者

期望。但 ＣＩ植入仅对于耳蜗功能受损患者效果较好，对
于周围神经病变可能效果不佳，若患者既有耳蜗病变，又

有听神经受损，则可以先行螺旋神经节干细胞再行 ＣＩ植
入，联合后患者治疗将会提供更好的言语识别

［３０］。

转录因子Ａｔｏｈ１是内耳毛细胞发育和再生的关键调
节因子

［３１］，上调 Ａｔｏｈ１基因可以在耳蜗的表达中产生新
的毛细胞，研究证实Ａｔｏｈ１基因能够将耳蜗非感觉细胞直
接编程为新生毛细胞

［３２］。一旦 Ａｔｏｈ１缺失或表达顺序和
位置异常则会导致毛细胞发育异常而死亡

［３３］，因此，

Ａｔｏｈ１是毛细胞正常发育的必要条件。Ａｔｋｉｎｓｏｎ等［３４］
将

含有Ａｔｏｈ１的腺病毒载体单独或与神经营养因子３和脑
源性神经营养因子结合，注射到豚鼠耳蜗的下基底螺旋间

隙中，治疗３周后发现毛细胞样细胞数量显著增加，然而
并没有毛细胞突触丝的增加，听力也没有改善，表明Ａｔｏｈ１

单独使用可以促使非感觉细胞向未成熟感觉毛细胞表型

转变，但未能恢复毛细胞的全部突触丝，因此，也不能恢复

听力。Ｍｃｇｏｖｅｒｎ等［３５］
将单独经 Ａｔｏｈ１重编程的支持细

胞，与 Ａｔｏｈ１、Ｇｆｉ１和 Ｐｏｕ４ｆ联合重编程后的支持细胞对
比，通过单向方差分析和 Ｔｕｋｅｙ事后检验，发现小鼠在５

周和 ８周龄时，与单独表达 Ａｔｏｈ１相比，Ａｔｏｈ１、Ｇｆｉ１和
Ｐｏｕ４ｆ３联合表达的异位毛细胞明显更多。Ａｔｏｈ１是耳蜗发
育过程中毛细胞形成所必需的转录因子，但单独的 Ａｔｏｈ１

不足以将成熟耳蜗中的大多数非感觉细胞重编程为毛细

胞样细胞，而在耳蜗非感觉细胞中 Ａｔｏｈ１＋Ｇｆｉ１＋Ｐｏｕ４ｆ３
可产生大量表达多种毛细胞基因的细胞。Ｖｅｒｄｏｏｄｔ等［３６］

发现可以利用病毒载体或者人造纳米材料作为载体，通过

小鼠圆窗膜，将某些抗炎、抗氧化的目的基因导入耳蜗毛

细胞，调节毛细胞内代谢，以减少耳蜗细胞死亡。Ｇａｏ
等
［３７］
也用阳离子脂质为载体的Ｃａｓ９ｓｇＲＮＡ复合物，改善

了小鼠感音神经性听力下降。其他基因产物如 ＨＳＰ７２、
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ＨＳＰ７０、ＨＳＰ９０等热休克蛋白也有降低耳蜗细胞氧化应激
和炎症反应的作用

［３８］。对于耳蜗毛细胞损伤的基因治疗

及再生在动物实验上已经取得一定的成果，基因技术靶向

调控Ａｔｏｈ１基因的表达，技术成熟后或可以对各种原因引
起的毛细胞损伤进行修复。

干细胞在治疗听力损伤有多重潜力。胚胎干细胞

（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳＣｓ）：可以分化为包含毛细胞的耳
蜗感觉上皮细胞。诱导多能干细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｉＰＳＣｓ）：通过重编程成熟体细胞获得，已成功分
化为具有内耳毛细胞形态和电生理特性的毛细胞样细胞。

成人或躯体干细胞（ａｄｕｌｔｏｒｓｏｍａｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＡＳＣｓ）：虽
然分化能力有限，但具有抗炎性质，能促进组织再生。

Ｔａｋｅｄａ等［３９］
将人类干细胞植入经选择性耳蜗毛细胞损伤

的小鼠Ｃｏｒｔｉ器中，并成功分化为毛细胞和支持细胞，然而
移植并没有改善听力阈值。有学者认为听力没有明显改

善是因为经耳蜗入路会对耳蜗造成损伤，引起不可逆的听

力下降
［４０］。Ｃｈｅｎ等［４１］

用乌本苷制造听觉神经病变雄性

小鼠，表明 ＨＬＭＳＣｓ的移植对听力改善具有积极作用。
Ｓｅｋｉｙａ等［４０］

认为将干细胞经耳蜗或直接注入听神经容易

损伤膜迷路和听神经，将供体干细胞放置在经软骨素酶

ＡＢＣ处理的听神经的胶质瘢痕表面，供体干细胞进入听神
经后，与周围突出形成连接，修复受损的听神经，这种表面

移植的存活成功率比神经内细胞移植更高，造成的二次损

伤也更小。干细胞移植入路的选择、合适的供体细胞对于

治疗的成功至关重要，并且需要考虑免疫兼容性、细胞的

多能性、预处理的复杂性以及成本效益等因素。目前，这

种干细胞听神经表面移植仅限于动物试验，临床上的存活

率和术后听觉功能改善仍是下一步的研究方向。

在以上治疗方案中，血糖管理是实现最佳疗效的关

键。首先，高血糖状态下，患者内耳微循环和神经功能持

续受损，这可能影响人工耳蜗植入后的术后恢复效果；持

续性高血糖可能延缓手术创口愈合或增加术后感染的风

险。因此，术前优化血糖管理（如维持糖化血红蛋白在理

想范围内）是听力康复的前提。其次，人工耳蜗植入后，患

者需要进行系统的言语康复训练，这一过程中血糖波动可

能对听觉神经的重塑产生负面影响。稳定的血糖水平有

助于神经元的可塑性恢复，提升语音识别能力和听觉康复

效果
［４２４３］。在糖尿病相关听力损害的三级预防中，联合多

学科管理是提高康复效果的重要策略。通过建立由耳鼻

喉科、内分泌科和听力康复科组成的多学科协作团队，为

患者制定个性化康复计划。对于接受人工耳蜗的患者，术

后需要定期监测血糖和听力功能，并结合饮食、运动等生

活方式干预，以增强血糖管理效果，促进神经功能恢复和

听力改善。对于助听器佩戴者，加强患者教育，帮助他们

理解血糖管理对助听器使用效果的潜在影响，提升设备使

用的依从性和满意度。因此，三级预防不仅限于听力损害

的直接干预，还应将血糖管理融入康复全过程，实现听力

功能和全身代谢健康的同步改善，最终为患者提供更优质

的生活质量。

通过不同层级的预防和治疗措施，糖尿病引起的听力

损害可以得到有效控制和改善。一级预防通过血糖控制

与健康教育，二级预防通过早期筛查和干预，三级预防则

采用助听器、人工耳蜗植入、基因治疗和干细胞移植等手

段，改善患者的听力和生活质量。随着医学研究的进展，

针对糖尿病引起的听力下降的治疗方法不断创新，未来有

望为糖尿病患者提供更加精准和有效的治疗方案，进一步

提高患者的生活质量。

３　小　结

临床上糖尿病患者发生听力损害概率较高，建议对糖

尿病患者定期进行听力量表筛查和听力评估，早期发现存

在的听力损害，进行适当干预，延缓听力下降进展。

总的来说，通过三级预防，进行及时适当的干预，对患

者的有益影响最大化。其中二甲双胍作为一种传统降糖

药，近年不断有学者发现其能够通过各种通路预防或治疗

听力下降，但需要更多临床数据验证其可行性，为糖尿病

患者听力预防带来更多实验室依据。临床上糖尿病引起

的听力下降症状与老年性聋相似，机制上也有交叉，两者

鉴别较为困难，未来或有更加精确的定位检查应用于临

床，以区分二者，以求对因治疗。

尽管现有的预防和治疗方法取得了一定的进展，但随

着糖尿病患者数量的增加，糖尿病引起的听力下降问题仍

然是一个亟待解决的挑战。未来的研究应集中于以下几

个方向：首先，进一步优化现有的糖尿病治疗方案，特别是

通过靶向治疗和基因治疗等新兴技术改善糖尿病引起的

听力损害；其次，加强干细胞治疗与听力恢复技术的研究，

探索如何通过干细胞修复内耳毛细胞或神经组织；最后，

应持续关注糖尿病与听力损害的早期筛查技术，推动精准

医学的发展，为患者提供个性化的治疗方案。

总之，随着医学技术的不断发展，糖尿病引起的听力

损害的治疗前景将更加广阔，但仍需要更多的基础和临床

研究为最终的解决方案提供理论支持和实践依据。
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　　　　　　　　　　　尿外泌体在糖尿病肾病诊断和治疗中的研究进展　　　　　　　　　　?

黄　绿１，叶燕丽
２，吴甘霖

３，徐　魁３，高亚娜
３

（１．湖北科技学院医学部药学院，湖北 咸宁 ４３７１００；２．湖北科技学院附属第二医院；
３．湖北科技学院医学部临床医学院）

摘要：本文综合了近年来尿外泌体在糖尿病肾病（ＤＮ）诊断和治疗中的研究进展。主要从外泌体的生物
学特性、尿外泌体的分离和种类、尿外泌体在ＤＮ早期诊断中的潜力和尿源性干细胞外泌体（ＵＳＣｓＥｘｏ）在 ＤＮ
治疗中的前景等方面逐层展开阐述。分析表明未来仍需开展大规模的临床前试验和临床试验，结合多组学技

术，以寻找更敏感的早期诊断标志物，并发现更有效和安全的靶向治疗策略。
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　　随着社会经济迅速发展，糖尿病患病率急剧上升［１］。

糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）也成为影响人类健
康的一个社会问题。糖尿病导致的肾脏损害是全方位的，

几乎累及肾小球、肾小管、肾间质和肾脏血管的所有结构。

糖尿病微血管病变是糖尿病患者死亡的主要原因，根据中

国大城市的２型糖尿病流行病学调查，糖尿病肾病占糖尿
病微血管病变的３９．７％［２］。ＤＮ的发病机制复杂，如血流
流变学异常、晚期糖基化产物、自噬失常、肾小管上皮细胞

转分化、炎症和氧化应激等，传统的诊断方法主要依赖于

尿蛋白的检测，存在许多局限。目前ＤＮ的治疗策略侧重
于症状缓解，缺乏彻底阻止或逆转 ＤＮ进展的有效方法。

因此，寻找新的生物标志物和治疗手段成为 ＤＮ研究的重
要方向。

尿液可以无创大量收集，也可以重复采样，未来可能

替代血液或组织样本成为诊断疾病的生物标志物。尿外

泌体是由肾脏上皮细胞（包括足细胞、肾小管细胞和由泌

尿系统衬覆的移行上皮细胞）释放的小囊泡
［３］，检验外泌

体标志物的尿量可以少至０．５ｍＬ。在正常受试者样本中，
约３％的尿蛋白来源于外泌体。因此，从尿液中分离外泌
体可以获得３０倍以上的外泌体蛋白富集，从而通过免疫
化学方法或质谱（ＭＳ）方法即能检测到占全尿微量成分的
蛋白质

［４］。并且，尿外泌体未受尿沉渣的污染，与全尿相
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比也提高了诊断的潜力。尿液中外泌体的变化能够反映

肾脏细胞的功能状态和病理变化，在ＤＮ的早期诊断中展
现出巨大的潜力。尿源性干细胞（ｕｒｉｎｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＵＳＣｓ）是一种从人体尿液中分离出来的成体干细胞的特
殊类型，ＵＳＣｓ衍生的尿外泌体（ＵＳＣｓＥｘｏ）具有一系列独
特的特性，尤其是具有更高的泌尿系亲和性

［５］，在泌尿系

统和ＤＮ治疗中有很好的前景。本文总结了相关文献，从
外泌体的生物学特性、尿外泌体的分离和种类、尿外泌体

在ＤＮ早期诊断中的潜力和 ＵＳＣｓＥｘｏ在 ＤＮ治疗中的前
景等４个方面阐述了它们在 ＤＮ中的潜在用途，以期为
ＤＮ的防治提供新的思路和方法。

１　外泌体的生物学特性

外泌体是分泌到细胞外基质或体液中的纳米级囊泡

（４０～１００ｎｍ），源自内吞作用，由多泡体与膜融合形成，富
含双层质膜和细胞质蛋白，携带了丰富的生物信息，如蛋

白质、核酸、酶、脂质、ＲＮＡ（包括 ｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｌｎｃＲＮＡ
等）、ＤＮＡ片段等。细胞间通讯在调节生理和病理生理过
程中起着关键作用。近年来，外泌体作为一种新型的细胞

间通讯介质
［５］，可以将许多信号分子传递到邻近或遥远的

细胞
［６８］，逐渐成为生物医学研究的热点。来自不同细胞

来源的外泌体具有共同的特征性生物分子，包括四跨膜蛋

白超家族（ＣＤ６３、ＣＤ９、ＣＤ８１、ＣＤ８２等），参与外泌体膜组
成的脂质神经酰胺，参与外泌体形成和分泌的 ＡＬＩＸ（ＰＤ
ＣＤ６ＩＰ）以及其它骨架蛋白或信号蛋白，反映了外泌体的
许多共同生物学功能，如介导细胞间通讯或膜物质转

移
［９１０］
以及遗传信息转移等。外泌体的生物学作用与其

分子含量有关，由分泌细胞决定并受细胞生理调节。在病

理条件下，如葡萄糖浓度的改变、氧张力的变化或者肾素
血管紧张素醛固酮系统［１１］

的激活，其分子含量可以被改

变。大多数细胞类型在体外可以将外泌体释放到细胞培

养基中，使其易于进行蛋白质组学和转录组学分析。这支

持了有关外泌体的分析为疾病诊断和治疗提供有价值信

息的假设
［１２１３］。

２　尿外泌体的分离和种类

外泌体很容易从尿液中分离出来。随着分离、纯化和

表征分子组成的新技术发展，人们对尿液外泌体作为非侵

入性生物标志物的研究兴趣显著增加。高通量测序技术

和质谱分析技术的发展，使得尿外泌体中的生物分子检测

更加便捷和准确。Ｐｉｓｉｔｋｕｎ等［１４］
首次报道了尿液中存在

外泌体，通过超速离心法将其分离出来，并通过电子显微

镜对其进行了表征。目前，用于分离尿液中外泌体的方法

已经相当成熟。尿外泌体的分离方法包括但不限于超速

离心法、蔗糖密度梯度法、超滤法、沉淀法、免疫亲和层析

法和尺寸排阻法等。

另外，对于血液外泌体是否可以穿过肾小球滤过屏障

到达尿液是有争议的。Ｒａｎｇｈｉｎｏ等［１５］
认为血外泌体不能

通过肾小球滤过孔到达尿液，但是，Ｅｒｄｂｒüｇｇｅｒ等［１６］
的研

究发现尿液外泌体是可以穿过肾小球滤过屏障的囊泡，这

也导致了尿外泌体的来源存在一定争议。总之，尿外泌体

种类多样，成分和功能也各不相同，主要来源于泌尿系细

胞。尿外泌体的种类取决于它们的起源细胞类型，包括但

不限于肾小管细胞、膀胱上皮细胞、尿道上皮细胞等。

３　尿外泌体在ＤＮ诊断中的潜力

ＤＮ的患病率在全球范围内增加，表现为白蛋白排泄
率（ＡＥＲ）增加以及组织学上细胞外基质增多、肾小球基底
膜增厚、肾小管肥大和间质纤维化。虽然尿液 ＡＥＲ可用
于评估ＤＮ风险，但是也存在严重的局限性，如滞后性、预
后不可预测、灵敏度有限等，部分患者即使没有蛋白尿也

存在肾脏损害，称为非白蛋白尿性ＤＮ。因此，迫切需要寻
找其它生物标志物如微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）或蛋白类等提高
ＤＮ的早期诊断率。

３．１　尿外泌体来源 ＲＮＡ在 ＤＮ诊断中的
探索

Ｈｉｄｅｈａｒｕ等［１７］
对２０名ＤＮ患者的重度蛋白尿以及健

康对照者的尿外泌体ＷＴ１（Ｗｉｌｍｓ＇ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ１）ｍＲ
ＮＡ进行了比较，ＷＴ１基因转录产物为ｍＲＮＡ，对于维持成
熟足细胞的稳态具有关键作用，能够调节许多基因，如

ＰＯＤＸＬ、ｎｅｐｈｒｉｎ、ＢＭＰ７等。在该项研究中，ＷＴ１ｍＲＮＡ被
鉴定为１型 ＤＮ（Ｔ１ＤＮ）的诊断生物标志物，曲线下面积
（ＡＵＣ）为０．７０５。

而ｍｉＲＮＡｓ在ＤＮ的诊断中似乎扮演着更重要的角
色。ｍｉＲＮＡ是一类短的非编码 ＲＮＡ，是基因表达的重要
转录后调控因子，控制生物过程的转录后调节。ｍｉＲＮＡｓ
以一种非常稳定的形式存在于尿液中，主要包装在外泌体

这类细胞外囊泡内。尿外泌体ｍｉＲＮＡ向其他细胞传递信
息，调节ＤＮ的病理生理过程。以下从动物研究、临床研
究和生物信息研究方面重点阐述。

（１）动物研究。Ｍｏｈａｎ等［１８］
的研究发现，ＤＭ大鼠的

尿外泌体中ｍｉＲ４５１５ｐ显著上升，特别是在３～６周期间
其增长倍数超过１０００，并且与肾小球内ｍｉＲ１４５的过表达
相平行。６周时 ｍｉＲ４５１５ｐ水平能够预测９周时尿蛋白
水平。对于ｍｉＲ１６也观察到了延迟但显著上升趋势。该
研究得出结论，升高的尿外泌体 ｍｉＲ４５１５ｐ和 ｍｉＲ１６可
能对糖尿病引起的肾脏纤维化具有保护作用，并且 ｍｉＲ
４５１５ｐ作为早期、敏感非侵入性指标，可能具有判断 ＤＮ
预后的价值。

（２）临床研究。在 Ｄｅｌｉｃ等［１９］
的临床研究中，使用

ｍｉＲＮＡ微阵列技术对尿液外泌体进行 ｍｉＲＮＡ谱分析，发
现了多种ｍｉＲＮＡ的变化。ＤＮ患者、糖尿病患者与健康对
照者相比，有１６种ｍｉＲＮＡ种类的表达发生了２倍以上的
变化，其中１４种ｍｉＲＮＡ如ｍｉＲ３２０ｃ、ｍｉＲ６０６８、ｍｉＲ１２３４
５ｐ、ｍｉＲ６１３３、ｍｉＲ４２７０等的表达上调，而２种 ｍｉＲＮＡ如
ｍｉＲ３０ｄ５ｐ和ｍｉＲ３０ｅ５ｐ的表达下调。其中差异性最明
显的ｍｉＲＮＡｓ为ｍｉＲ３２０ｃ和ｍｉＲ６０６８，它们有望成为 ＤＮ
的早期生物标志物。还发现失调的ｍｉＲ３２０ｃ可能通过靶
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向血小板反应蛋白１（ＴＳＰ１）影响 ＴＧＦβ信号通路，这需
要在未来的研究中进一步评估。

Ｂａｒｕｔｔａ等［２０］
评估了 １型糖尿病患者尿液外泌体中

ｍｉＲＮＡ的表达，并观察到了 ｍｉＲＮＡ不一致的变化。在微
量白蛋白尿患者的尿液外泌体中，ｍｉＲ１３０ａ和ｍｉＲ１４５富
集，ｍｉＲ１５５和ｍｉＲ４２４减少，而ｍｉＲ１４５可能作为诊断早
期ＤＮ的候选生物标志物。

在另一项临床研究中，Ｈａｎ等［２１］
不仅评估了尿外泌

体ｍｉＲ与白蛋白尿的关系，还分析了多种危险因素的相关
性。ＤＮ组尿外泌体中 ｍｉＲ１４５５ｐ和 ｍｉＲ２７ａ３ｐ的表达
比ＤＭ组更高，其水平与白蛋白尿和血清肌酐呈正相关，
与估算的肾小球滤过率呈负相关。ｍｉＲ２７ａ３ｐ还与血糖、
糖化血红蛋白 Ａ１ｃ和低密度脂蛋白胆固醇密切相关。
ＲＯＣ分析显示，ｍｉＲ１４５５ｐ在ＤＮ诊断中的曲线下面积为
０．８８，优于 ｍｉＲ２７ａ３ｐ的０．７１。尿外泌体中的 ｍｉＲ１４５
５ｐ和 ｍｉＲ２７ａ３ｐ可能作为 ＤＮ新的无创诊断生物标
志物。

（３）生物信息分析。Ｈａｎ等［２１］
进一步利用生物信息

学对ｍｉＲ１４５５ｐ的目标基因进行了分析，发现其位于肌
动蛋白丝、细胞骨架和胞外外泌体中，参与 ＤＮ的病理过
程，包括细胞凋亡、炎症和纤维化。

Ｅｉｓｓａ等［２２］
采用基于计算机检索设计和分析一组与

ＤＮ相关的新型ｍｉＲＮＡｓ生物标志物，并评估其在ＤＮ诊断
中的实用性。ＰＣＲ阵列分析结果显示，ｍｉＲ１５ｂ、ｍｉＲ３４ａ
和ｍｉＲ６３６在２型ＤＮ患者的尿外泌体中呈上调状态，并
发现这些ｍｉＲｓ与血清肌酐、尿蛋白／肌酐比之间存在正相
关关系。

在Ｅｉｓｓａ等［２３］
的另一项研究分析了公共 ｍｉＲＮＡ数据

库，应用了组合目标预测算法。通过定量 ＲＴＰＣＲ检测
２１０名参与者尿外泌体的差异表达，检测出３个 ｍｉＲＮＡｓ
为ＤＮ生物标志物：ｍｉＲ１３３ｂ、ｍｉＲ３４２和ｍｉＲ３０ａ，并且发
现这些标志物在白蛋白尿之前已经发生了分子变化。

Ａｓｓｍａｎｎ等［２４］
进行了更为系统的文献回顾及生物信

息学分析。该研究首先在 ＰｕｂＭｅｄ和 ＥＭＢＡＳＥ数据库中
搜索了所有ＤＮ患者、单纯糖尿病患者或健康受试者之间
的研究。这些研究分析了肾脏活检、尿液／尿外泌体或全
血／血浆／血清中的ｍｉＲＮＡ表达。然后对 ＤＮ患者中变化
一致的ｍｉＲＮＡｓ进行生物信息学分析，以检索它们的潜在
靶基因并识别可能调控的信号通路。系统一共回顾了２７
项研究，在１５１个失调 ｍｉＲＮＡｓ中，筛选出６个尿外泌体
ｍｉＲＮＡｓ，在ＤＮ与对照组相比时表现出一致的失调：ｍｉＲ
２１５ｐ、ｍｉＲ２９ａ３ｐ、ｍｉＲ１２６３ｐ、ｍｉＲ１９２５ｐ、ｍｉＲ２１４３ｐ和
ｍｉＲ３４２３ｐ。生物信息学分析表明，这６个 ｍｉＲＮＡｓ参与
了与ＤＮ发病机制相关的通路，如细胞凋亡、纤维化和细
胞外基质积累，在 ＤＮ的不同阶段出现变化，构成该疾病
的潜在生物标志物。

３．２　尿外泌体来源蛋白在ＤＮ诊断中的探索
目前外泌体的蛋白质组学分析得到了广泛应用。通

过ＬＣＭＳＭＳ技术，在正常人尿液外泌体内鉴定出１０００多

种蛋白质
［２５２７］。在其他研究中，存在于外泌体中的多种蛋

白质也被鉴定为肾脏和泌尿生殖系统疾病的生物标志

物
［２８］。尿外泌体来源蛋白在 ＤＮ诊断中的作用主要集中

于临床研究和动物实验，也有少量体外研究探索了相关

机制。

（１）临床研究。Ｇｕｄｅｈｉｔｈｌｕ等［２９］
发现ＤＮ患者尿外泌

体中两种关键蛋白（明胶酶和铜蓝蛋白）的变化与这些酶

在肾脏组织中的变化一致。相反，在ＤＮ患者全尿液样本
中，这两种酶的活性与肾脏组织中的水平不一致。该研究

反映了尿外泌体比全尿样本更具备ＤＮ的诊断潜力。
威尔姆斯瘤１蛋白（ＷＴ１）是一种锌指转录因子，被认

为与足细胞损伤有关。有研究表明
［３０］，ＤＮ患者尿外泌体

中ＷＴ１蛋白的水平与尿白蛋白肌酐比（ＡＣＲ）、血清肌酐
成正相关，与估算肾小球滤过率（ｅＧＦＲ）呈负相关。Ｃ
ｍｅｇａｌｉｎ是一种大型的跨膜蛋白，在肾脏中具有重要的生
理功能，如介导肾小管的重吸收作用及参与调节钙磷代谢

等。Ｄｅ等［３１］
的研究显示，尿Ｃｍｅｇａｌｉｎ蛋白排泄与 Ｔ２ＤＭ

中ＤＮ的进展相关，尤其是与近端小管中 ｍｅｇａｌｉｎ蛋白介
导的溶酶体功能障碍有关。因此，它可能是一个与 ＤＮ发
病机制相关的候选生物标志物。

ＣＤ６３属于四次跨膜蛋白家族成员，在细胞信号传导、
细胞黏附、迁移等多种生物过程中发挥作用。在一项临床

研究中
［３２］，将２１名患者随机分为正常白蛋白尿组和微量

白蛋白尿组，结果发现，正常白蛋白尿组尿外泌体 ＣＤ６３
表达比微量白蛋白尿组更高，认为尿液中 ＣＤ６３阳性的外
泌体可能是ＤＮ诊断的潜在敏感指标。

Ｚｕｂｉｒｉ等［３３］
使用光谱计数 ＬＣＭＳ／ＭＳ分析和选择性

反应监测确认，应用最佳方法研究ＤＮ和对照组中人尿外
泌体的蛋白质组，鉴定出３５２种与人类尿液外泌体相关的
蛋白质，其中有３种在 ＤＮ中发生变化（ＡＭＢＰ、ＭＬＬ３和
ＶＤＡＣ１）。

（２）临床和动物研究。Ｅｌｆ３（Ｅ７４ｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ３）是 ＥＴＳ

转录因子家族的一员，通过与 ＤＮＡ上的特定序列结合来
调控基因表达，影响细胞分化、增殖以及应激反应等。一

项临床和动物研究提示
［３４］，从 ＤＮ患者获得的尿外泌体

Ｅｌｆ３可以作为足细胞损伤的分子标志物，并且可以预测未
来几年ｅＧＦＲ的下降（高度相关，Ｒ２＝０．７２５９）。

Ｒｅｇｕｃａｌｃｉｎ属于钙结合蛋白，研究［３５］
发现，ＤＮ肾脏组

织Ｒｅｇｕｃａｌｃｉｎ表达减少，这一显著变化也反映在 ＤＮ患者
的尿外泌体中。因此，钙结合调节蛋白代表了一种新工

具，应当探索尿外泌体 Ｒｅｇｕｃａｌｃｉｎ对于 ＤＮ的早期诊断和
进展监测的可能性。

（３）体外研究。Ｚｈａｎｇ等［３６］
探索了肾细胞之间存在

外泌体转移的相关机制。高糖诱导的肾小球系膜细胞分

泌的外泌体（ＧＭＥ）导致足细胞损伤，黄连素治疗降低了
ＧＭＥ中的ＴＧＦβ水平，从而保护足细胞免于凋亡。而缺
氧诱导因子１（ＨＩＦ１）增加了肾近端小管细胞的外泌体产
生，阻碍了肾小管上皮细胞的凋亡，表明 ＨＩＦ１介导的外
泌体具有肾脏保护作用。

４７２ 湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第３期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



４　ＵＳＣｓＥｘｏ在ＤＮ治疗中的前景

干细胞是一大类具有自我更新能力和分化成多种细

胞类型潜能的细胞。健存肾单位的进行性损毁是各种慢

性肾脏病包括ＤＮ进展至慢性肾衰竭的根本原因，如果能
够成功重建肾单位祖细胞，或者利用干细胞的某些功能修

复受损的肾脏，将是 ＤＮ及慢性肾脏病领域的突破性进
展，有可能给ＤＮ的治疗带来新的策略。ＵＳＣｓＥｘｏ具备非
侵入性获取、易于制备和纯化、多向分化潜能、调节免疫反

应、抗纤维化作用、促进血管生成和组织修复等特性。

Ｊｉａｎｇ等［３７］
建立链脲佐菌素诱导的 ＤＮ大鼠模型后，

连续１２周尾静脉注射 ＵＳＣｓＥｘｏ，然后观察对肾脏损伤和
血管生成的影响。同时将高糖培养的足细胞用 ＵＳＣｓＥｘｏ
处理，以测试其对足细胞凋亡的保护作用。结果发现，

ＵＳＣｓＥｘｏ的静脉注射可减少尿微量白蛋白排泄，防止足
细胞和肾小管上皮细胞凋亡，抑制 ｃａｓｐａｓｅ３过表达，并增
加肾小球内皮细胞增殖。

环状ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ）是一类具有闭合环状结构的非
编码ＲＮＡ分子，它们可能通过减轻炎症反应、氧化应激和
纤维化延缓ＤＮ的进程。基于此，Ｓｕｎ等［３８］

探讨了 ＵＳＣｓ
ＥｘｏｃｉｒｃＲＮＡＡＴＧ７介导 ＤＮ进展的潜在机制。通过体内
外实验证实，上调 ｃｉｒｃＲＮＡＡＴＧ７表达可以减轻 ＤＮ的肾
脏损害，其机制是通过 ｍｉＲ４５００调节 ＳＯＣＳ１／ＳＴＡＴ３信号
通路，促进巨噬细胞从 Ｍ１到 Ｍ２表型的转换，从而抑制
ＤＮ的进展。亦有研究［３９］

表明，人 ＵＳＣｓＥｘｏ中过表达的
ｍｉＲ１６５ｐ能够保护由高糖诱导的人足细胞，抑制血管内
皮生长因子Ａ表达及足细胞凋亡，为ＤＮ的治疗方法提供
新的见解。

血管病理和损伤是糖尿病靶器官损害的重要因素。

有研究
［４０］
探索了 ＵＳＣｓＥｘｏ对于高糖状态下的血管修复

生成的影响及机制。通过对ＵＳＣｓ进行缺氧预处理来增强
外泌体的血管生成潜力。缺氧诱导的外泌体负载水凝胶

促进了内皮细胞的增殖、迁移和血管形成。增强血管生成

的潜在机制可能与经典ＨＩＦ１α信号通路的激活有关。

５　小结与展望

尽管尿外泌体和 ＵＳＣｓＥｘｏｓ在 ＤＮ的早期筛查、监测
疾病进展、预后和治疗方面展现出巨大潜力，但仍存在一

些亟待解决的问题。例如，建立统一的尿外泌体提取标

准，确保实验结果的可重复性和可靠性；开展大规模的临

床前试验和临床试验，评估 ＵＳＣｓＥｘｏｓ治疗的安全性和有
效性。未来的研究可以结合多组学技术，以寻找更敏感的

早期诊断标志物，并发现更有效和安全的靶向治疗策略。
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庆祝湖北科技学院咸宁医学院

办学60周年公告

（第1号）

弘德   博学        敏行   敢先

潜山叠翠，见证六秩医路求索；淦水汤汤，激荡万千杏林芳华。2025年11月8日，湖北科技学院咸

宁医学院（溯自1965年创办的湖北医学院咸宁分院）将迎来60周年华诞。在此，我们谨以赤子之心向

全球校友、全体师生员工，向关心支持学校医学教育发展的各级领导、兄弟院校、医疗同仁及社会各

界友人，致以诚挚的感谢和崇高的敬意！ 

六秩回眸   医脉相承

         1965年,一簇医学星火点亮鄂南。从“湖北医学院咸宁分院”的创业维艰，到跻身湖北省医学教

育高地；从临床医学本科教育的破茧蝶变，到国家一流专业、省级重点实验室的集群崛起；从“防病

治病”的初心坚守，到“健康中国”战略的躬身践行——六十年薪火相传，以“弘德 博学 敏行 敢先”

为精神坐标，累计培养3万余名卓越医疗卫生人才，涌现出一大批行业翘楚，为基层医疗织就守护之

网，为社会公共卫生书写咸医担当，谱写了服务地方健康事业的壮丽篇章。

弦歌不辍   硕果盈枝 

         六十年来，一代代咸医人接续奋斗，始终以学科建设为龙头，以人才培养为核心，构建了完善的

医学教育体系。硕士授权取得历史突破，临床医学跻身ESI全球前1%、药学及生物医学工程获批国家一

流专业，医学影像学、口腔医学、护理学、眼视光医学引领区域医疗发展；建有以“全科医学国家级

实验教学示范中心”为代表的省级及以上教学科研平台9个，携手12所附属医院，持续深化医教协同，

打造“早临床、多临床、反复临床”育人新模式，为医学实践与区域医疗水平提升作出突出贡献。 

共襄盛举   赓续华章 

         六十年，是历史的回响，更是未来的序章。无论您鬓角已染霜雪，还是正青春挥斥方遒；无论您

身在手术台前或实验室中，还是扎根基层或驻足海外，咸宁医学院永远是您医学梦想的起点，是您此

生难忘的精神家园。医学教育办学六十周年是学校发展史上的重要里程碑，更是迈向新征程的起点。

我们诚邀海内外校友重聚校园，追忆芳华岁月；热盼各界贤达共话医学教育，擘画发展蓝图！

       院庆专线：0715-8260507

       电子邮箱：xnmed@hbust.edu.cn  

       官方网站：https://yxb.hbust.edu.cn/

       联系地址：湖北省咸宁市咸宁大道88号湖北科技学院咸宁医学院（医学部）  

       特此公告，敬祈周知！

                                                                                                                         湖北科技学院咸宁医学院

                                                                                                                                   2025年4月16日

      ，男， 年 月出

生 ， 湖 北 汉 川 人 ， 中 共 党

员，中国科学院大学博士，

湖北科技学院基础医学院副

教授，硕士生导师。

    现为基础医学院党委委

员 、 第 三 届 学 术 委 员 会 委

员 、 形 态 学 教 学 实 验 室 主

任，第一届湖北省细胞外囊

泡学会转化医学研究与应用

专业委员会委员。主要研究

方向为环境医学，曾参与国

家重点研发计划“蓝色粮仓

科技创新”重点专项、国家

自然科学基金面上项目，近

年 来 先 后 主 持 湖 北 省 教 育

厅、湖北省自然科学基金、

国 家 自 然 科 学 基 金 青 年 科 学 基 金 项 目 。 在 《 Sci Total Environ》《Environ 

Pollut》《中国药理学通报》等国内外学术期刊上发表第一作者或通信作者论文30余

篇，其中中科院一区SCI论文2篇、中科院二区SCI论文8篇。2项学术成果分别获得湖

北省科学技术进步二等奖和湖北省第九届高等教育教学成果二等奖。主要担任省级

一流课程《医学细胞生物学》《医学遗传学》等课程主讲教师，参编教材2部。兼职

担任《 等国际知名 期刊及国内《环境与职业医

学》审稿人。2023年入选湖北科技学院“百名优秀人才”，2023年度获得咸宁市

“香城人才卡”。曾荣获硕士研究生国家奖学金、校级“先进工作者”、基础医学

院青年教师比赛一等奖等荣誉，指导国家级大学生创新创业项目1项、省级各类竞赛

奖3项。
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