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引文格式：熊方，王乐，陈勇，等．青砖茶水提物对小鼠急性胃溃疡保护作用研究［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学版），２０２５，３９（５）：
３６９－３７３．

　　　　　　　　　　青砖茶水提物对小鼠急性胃溃疡保护作用研究　　　　　　　　　?

熊　方１，２，王　乐１，２，陈　勇１，２，谢　琛１，２，胡晓茵
３，冯　露３，郑　敏１，２

（１．湖北科技学院医学部药学院，湖北 咸宁 ４３７１００；２．湖北省智慧康养产业技术研究院；
３．咸宁市公共检验检测中心）

摘要：目的 研究青砖茶水提物（ＱＤＴＥ）对无水乙醇诱导小鼠急性胃溃疡的保护作用。方法 将４０只昆明雄性小鼠
随机分为空白组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、模型组（Ｍｏｄｅｌ组）、阳性对照组（５０ｍｇ／ｋｇ硫糖铝，Ｓｕｃｒａｌｆａｔｅ组）、ＱＤＴＥ给药组（２．５６ｇ／ｋｇ
ＱＤＴＥ，ＱＤＴＥ组），Ｃｏｎｔｒｏｌ组和Ｍｏｄｅｌ组给予生理盐水，其余２组按相应药物剂量，１次／ｄ，连续灌胃７ｄ，最后一次给药２ｈ
后，除Ｃｏｎｔｒｏｌ组给予等体积生理盐水，其余３组灌胃无水乙醇（１０ｍＬ／ｋｇ）建立急性胃溃疡模型，１ｈ后取材，计算溃疡指
数、溃疡抑制率，测定血清中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＣＯＸ２、ＰＧＥ２含量。ＨＥ、ＰＡＳ染色观察胃组织病理变化，免疫组化法测各组小
鼠胃组织中表皮生长因子（ＥＧＦ）蛋白表达水平。结果 与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组小鼠溃疡指数明显上升，溃疡抑制率
为０，血清中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＣＯＸ２、ＰＧＥ２含量升高（Ｐ＜０．０１），ＨＥ染色可见Ｍｏｄｅｌ组胃黏膜腺体结构破坏严重，伴有大量
炎症细胞浸润，ＰＡＳ染色显示阳性物消失，黏蛋白损伤严重；与Ｍｏｄｅｌ组相比，ＱＤＴＥ干预后降低了溃疡指数，提高溃疡
抑制率，显著降低血清中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＣＯＸ２、ＰＧＥ２含量，增加胃黏膜组织ＥＧＦ的阳性细胞表达（Ｐ＜０．０５）。结论 青砖
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　　胃溃疡主要由黏膜攻击因素与防御因素失衡引
起，多发生在胃窦小弯侧和胃体处，临床表现为反复

发作的周期性上腹疼痛
［１３］。胃溃疡的发生有多种诱

因，常见不规律的饮食作息、吸烟、非甾体抗炎药不恰

当使用等，长期的心理应激也会增加发病风险
［４］。其

中，酒精作为一种有机溶剂，能迅速破坏胃表面的黏

膜层和黏膜细胞，导致胃黏膜代谢功能障碍
［５］。目前

用于治疗胃溃疡的常规药物包括质子泵抑制剂、Ｈ２
受体拮抗剂和胃黏膜保护药

［６］，虽然有比较显著的抑

制胃酸分泌和中和胃酸的作用，但是以上药物大多采

用化学方法制备而成，长期使用会给机体带来副作

用，也会干扰胃部的正常生理功能
［７］。青砖茶属于深

度发酵的黑茶，由老青茶压制而成，外观多呈砖块样，

是湖北咸宁赤壁的特产
［８９］。现代药理研究

［１０］
表明，

青砖茶不仅可以生津解渴、利尿解毒、消臭除菌，还具

有广泛的药理作用，主要包括免疫调节、抗氧化、调节

肠道菌群、降血糖、降脂等，长期饮用青砖茶可以一定

程度上预防胃肠疾病。本文针对青砖茶水提物

（ＱＤＴＥ）对急性乙醇性胃溃疡的预防保护作用进行探
究，促进青砖茶药食两用保健品开发，为急性酒精性

胃溃疡治疗提供有效的实验支持。

１　材料与方法

１．１　仪器
ＭＥ２０４Ｅ型电子天平（梅特勒公司）；ＨＨ４数显

恒温水浴锅（常州国华电器有限公司）；ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ
１９０多功能酶标仪（美谷分子仪器有限公司）；ＤＺＦ
６０２２真空干燥箱（上海一恒科学仪器有限公司）；冻
台（武汉俊杰电子有限公司）；移液枪（武汉塞维尔生

物科技有限公司）；正置光学显微镜（日本尼康）；包埋

机（武汉俊杰电子有限公司）；组织摊片机（浙江省金

华市科迪仪器设备有限公司）。

１．２　药品及试剂
无水乙醇（国药集团化学试剂有限公司）；硫糖铝

（上海华源安徽仁济制药有限公司）；ＴＮＦα试剂盒
（上海酶联生物科技有限公司，批号 ＹＪ００２０９５）；ＩＬ６
试剂 盒 （上 海 酶 联 生 物 科 技 有 限 公 司，批 号

ＹＪ０６３１５９）；ＰＧＥ２试剂盒（上海酶联生物科技有限公
司，批号ＹＪ０２８７１９）；ＣＯＸ２试剂盒（上海酶联生物科
技有限公司，批号 ＹＪ０３７７３２）；ＥＧＦ抗体（Ａｆｆｉｎｉｔｙ，批
号ＡＦ５１４８）。

１．３　动物
健康 ＳＰＦ级雄性昆明小鼠 ４０只，体质量 １８～

２０ｇ，由湖北省实验动物研究中心提供，实验动物许可
证号：ＳＣＸＫ（鄂）２０２０００１８。放于鼠笼饲养，昼夜交
替，环境温度２４℃～２６℃，湿度４０％～６０％。

１．４　方法
１．４．１　青砖茶水提物的制备

参考相关文献
［１１］，根据实际情况进行修改后，取９

年青砖茶（湖北省赵李桥茶厂有限责任公司，１．７ｋｇ／块）
按照茶水比１∶１０，１００℃水浸提３０ｍｉｎ，过滤收集滤液，
真空冷冻干燥，制备茶叶提取物，密封包装，－２０℃保
存备用。

１．４．２　动物分组给药及急性胃溃疡模型建立
４０只雄性昆明小鼠适应性喂养一周后，随机分为

４组，每组１０只，分别为：空白组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、模型组
（Ｍｏｄｅｌ组）、阳性对照组（５０ｍｇ／ｋｇ硫糖铝，Ｓｕｃｒａｌｆａｔｅ
组）、ＱＤＴＥ给药组（２．５６ｇ／ｋｇＱＤＴＥ，ＱＤＴＥ组），Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组和Ｍｏｄｅｌ组给予生理盐水（１０ｍＬ／ｋｇ），其余２组
按相应药物剂量，１次／ｄ，连续给药７ｄ。人体每日的
青砖茶饮用量为１７ｇ，依据《动物与人体的每千克体重
剂量折算系数表》转换成小鼠每天饮茶量，经计算小

鼠每日灌胃青砖茶２．５６ｇ／ｋｇ［１２］。灌胃给药期间每３
天记录小鼠体质量变化以及进食饮水、毛发、大小便、

精神状态等一般情况
［１３］。

造模前一天禁食禁水。末次灌胃给药后２ｈ，除空
白组外，其余各组灌胃无水乙醇（１０ｍＬ／ｋｇ）建立急性
胃溃疡模型，空白组给予等容积生理盐水灌胃，１ｈ后
摘眼球采血，颈椎脱臼处死小鼠。以小鼠胃组织可见

明显胃黏膜充血和线性血斑判断成功建立小鼠急性

胃溃疡模型
［１４］。

１．４．３　样本采集
摘眼球取血，静置３０ｍｉｎ后，４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ离心

２０ｍｉｎ，分离血清，－８０℃保存。随后解剖取胃，沿胃
大弯剪开，生理盐水冲洗后吸干、称重。观察胃黏膜

损伤并拍照，切取１０ｍｍ×２ｍｍ胃组织，４％多聚甲醛
固定待镜检用，剩余组织生理盐水洗净，－８０℃冻存
备用。

１．４．４　胃黏膜损伤评价
采用ＩｍａｇｅＪ软件分析胃黏膜图像，测量黏膜出

血面积及总面积，按公式分别计算溃疡指数以及溃疡

抑制率
［１５］。
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胃溃疡指数／％＝（胃黏膜出血面积／胃组织总面
积）×１００％。

胃溃疡抑制率／％＝（模型组溃疡指数实验组溃
疡指数）／模型组溃疡指数×１００％［１６］。

１．４．５　胃组织病理观察
取部分小鼠胃组织于４％多聚甲醛溶液中固定，

脱水后进行石蜡包埋，组织蜡块进行 ＨＥ、ＰＡＳ染色后
于光学显微镜下观察胃组织病理改变。

１．４．６　ＥＬＩＳＡ检测血清中 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＣＯＸ２、ＰＧＥ２
的含量

按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书中操作方法进行检测。
１．４．７　免疫组织化学方法检测胃黏膜ＥＧＦ蛋白表达
情况

取出经４％多聚甲醛固定的胃组织，按照说明书对
胃组织石蜡切片进行免疫组化染色、中性树胶封片，于

显微镜下观察。使用ＩｍａｇｅＪ软件分析光密度值。

１．５　统计学方法
所有实验数据均以（均数 ±标准差）表示，运用

Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ８．０．２进行统计学分析并绘图，多组间
比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异具有统计
学意义。

２　结　果

２．１　青砖茶水提物对小鼠生理行为及体质量
的影响

由图１Ａ可知，灌胃期间，各组小鼠身体和精神状
态良好，能够自主进食饮水，大小便正常，饲养过程中

无脱毛和死亡现象；除正常组外的各组小鼠经无水乙

醇诱导后相继出现了应激反应（图１Ｂ），表现为毛发
湿冷、身体团缩、肢体协调性下降，提示造模成功。小

鼠体重是评估其生长发育状况的直接指标，如图１Ｃ
所示，青砖茶水提物组小鼠体重与正常组有相同的变

化趋势，表明水提物对小鼠体重没有影响。

图１　小鼠行为活动与体重变化

２．２　青砖茶水提物对酒精诱导小鼠胃黏膜损
伤保护作用的肉眼观察

由图２可知，大体观察胃组织形态学显示，正常
组小鼠胃黏膜完整，胃壁光滑，无出血点，整体呈淡粉

色；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组小鼠胃组织损伤严重，
局部充血水肿并伴有明显的糜烂和大量线状及点状

出血，说明无水乙醇诱导小鼠急性胃溃疡模型建立成

功；与Ｍｏｄｅｌ组相比，Ｓｕｃｒａｌｆａｔｅ组和 ＱＤＴＥ组的黏膜
损伤和充血红肿情况得到缓解，粘膜颜色接近淡粉

色，只有个别出血点，未见溃疡、糜烂等情况。以上结

果说明青砖茶水提物对酒精性胃溃疡有较好的保护

效果。

图２　小鼠胃溃疡的宏观观察

２．３　青砖茶水提物对酒精性胃黏膜损伤小鼠
溃疡指数、溃疡抑制率的影响

由图３可知，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ相比，Ｍｏｄｅｌ组溃疡指数
显著增高（Ｐ＜０．０１），表明乙醇诱导小鼠出现明显胃
黏膜损伤；与 Ｍｏｄｅｌ组相比，Ｓｕｃｒａｌｆａｔｅ组和 ＱＤＴＥ组
均能显著降低胃黏膜溃疡指数（Ｐ＜０．０１）；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
相比，Ｓｕｃｒａｌｆａｔｅ组和 ＱＤＴＥ组溃疡抑制率分别为
５８３１％和５５．１４％（Ｐ＜０．０１）。

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０１；与Ｍｏｄｅｌ组比较，＃＃Ｐ＜０．０１；ｎ＝１０。

图３　小鼠溃疡指数与溃疡抑制率比较

２．４　青砖茶水提物对酒精致小鼠胃黏膜损伤
病理形态的影响

由图４可知，Ｃｏｎｔｒｏｌ组胃腺体结构完整光滑，黏
膜上皮细胞排列整齐，无炎性细胞浸润，未见溃疡发

生。Ｍｏｄｅｌ组小鼠胃黏膜腺体结构被严重破坏，大量
炎症细胞浸润组织，说明造模成功且与现有研究结果

一致
［１７］。说明过量饮酒会对胃黏膜造成严重损伤。

相反，与 Ｍｏｄｅｌ组相比较，Ｓｕｃｒａｌｆａｔｅ组和 ＱＤＴＥ组胃
组织病理变化均有明显改善，溃疡周围黏膜形态趋于

正常，见少量炎性细胞浸润，其中 ＱＤＴＥ组结构完整
性有所改善，炎症细胞积累和浸润较少，但仍有腺体

排列紊乱。
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图４　各组小鼠胃组织病理学图

　　胃粘液中含有丰富的黏蛋白，生理情况下覆盖在
胃黏膜表面起到抵御胃酸侵袭的作用，经 ＰＡＳ染色，
粘蛋白显示为蓝紫色。由图５可知，Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠黏
蛋白较完整，粘膜层覆盖大量的 ＰＡＳ阳性物；与 Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组小鼠胃组织黏膜层上皮破损、
ＰＡＳ阳性物消失，黏蛋白损伤严重；与 Ｍｏｄｅｌ组相比，
Ｓｕｃｒａｌｆａｔｅ和ＱＤＴＥ组ＰＡＳ阳性物均有不同程度表达，
其中ＱＤＴＥ组表现为黏膜层的黏蛋白排列紧密，且具
有一定的厚度，说明该组小鼠胃黏膜上皮再生和恢复

能力强。

图５　各组小鼠胃组织ＰＡＳ染色图

２．５　青砖茶水提物对炎症因子的影响
ＴＮＦα和ＩＬ６是两种经典的促炎细胞因子，在胃

黏膜损伤中发挥关键作用。生理情况下胃黏膜分泌

的ＣＯＸ２较少，胃组织受到刺激后会大量分泌，并且
ＣＯＸ２能够催化ＰＧＥ２的合成。由图６可知，与 Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组相比，模型组 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＰＧＥ２、ＣＯＸ２均显著
升高（Ｐ＜０．０１）。与 Ｍｏｄｅｌ组相比，Ｓｕｃｒａｌｆａｔｅ和
ＱＤＴＥ组小鼠血清中 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＰＧＥ２、ＣＯＸ２水平
显著降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０１；与Ｍｏｄｅｌ组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；ｎ＝１０。

图６　各组小鼠血清中相关炎症因子含量的比较

２．６　免疫组化染色黏膜ＥＧＦ蛋白表达情况
ＥＧＦ作为关键的胃黏膜保护因子，通过促进上皮

细胞增殖和增强粘液分泌，有效加速黏膜修复。如图

７所示，Ｃｏｎｔｒｏｌ组中 ＥＧＦ主要在细胞质表达，阳性表
达为棕色。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｍｏｄｅｌ组胃黏膜ＥＧＦ水
平因酒精损伤而显著降低（Ｐ＜０．０１）；与 Ｍｏｄｅｌ组相
比，ＱＤＴＥ组小鼠胃黏膜中ＥＧＦ水平增加（Ｐ＜０．０５），
Ｓｕｃｒａｌｆａｔｅ组显著增加（Ｐ＜０．０１）。上述结果表明
ＱＤＴＥ可影响ＥＧＦ水平的表达并增强屏障功能，从而
降低溃疡形成风险，这与上皮细胞的快速修复和粘液

分泌的增加有关。

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０１；与Ｍｏｄｅｌ组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；ｎ＝１０。

图７　各组小鼠胃组织ＥＧＦ蛋白表达情况

３　讨　论

酒精性胃溃疡模型是一种广泛应用于急性胃黏

膜损伤的实验模型，可较大程度上模拟人类胃黏膜损

伤的病理过程，常用于评估药物对胃的保护作用
［１８］。

本研究显示，青砖茶水提物可降低胃溃疡指数，提高

溃疡抑制率。组织病理学结果显示，给予青砖茶水提

物预处理后，黏膜损伤轻微，炎症细胞积累和浸润较

少，但仍有腺体排列紊乱，但与模型组相比，损伤情况

得到改善；ＰＡＳ染色显示，给予青砖茶水提物预处理
后，粘膜层的黏蛋白排列紧密，且具有一定的厚度，说

明茶汤组小鼠胃黏膜上皮再生和恢复能力强。这些

结果表明青砖茶水提物对酒精引起的胃黏膜损伤有

较好的保护作用。

研究表明，乙醇对胃黏膜的刺激可促进促炎因子

ＴＮＦα、ＩＬ６分泌，炎症也是乙醇诱发胃损伤的机制之
一
［１９］。血清中的ＴＮＦα作为炎症级联反应的始动因

子，可通过激活免疫细胞和炎性通路触发早期炎

症
［２０］。ＩＬ６作为典型的炎性细胞因子，在溃疡的发生

过程中起重要作用
［２１］。本研究发现青砖茶水提物能够

下调促炎因子ＴＮＦα和ＩＬ６的水平，抑制炎症的进一
步发展，进而有效发挥胃黏膜保护效应。

生理情况下胃黏膜分泌的ＣＯＸ２较少，在遭受外
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来刺激的情况下则分泌增加；ＣＯＸ２是ＰＧＥ２合成酶，
ＰＧＥ２可促进黏膜修复，维持黏膜完整性，增强黏膜防
御功能

［２２２３］。ＥＧＦ是一种重要的生物活性肽，可以抑
制胃酸和胃酶的分泌，增加胃黏膜和糖蛋白的合成和

分泌，维护胃黏膜的完整性。在本研究中，给予青砖

茶水提物后，一定程度上降低了 ＣＯＸ２、ＰＧＥ２的表
达，并伴随ＥＧＦ的水平显著升高。提示青砖茶水提物
可减少胃黏膜合成、分泌和释放ＣＯＸ２、ＰＧＥ２，提高内
源性ＥＧＦ表达水平，增强胃黏膜生长修复与屏障防御
功能，这与现有的研究结果是一致的

［２４］。

综上所述，青砖茶水提物对急性酒精性胃溃疡具

有较好的预防保护作用，通过改善相关炎症因子，促

进黏膜再生，增强防御功能，减少酒精对胃组织的损

伤。该研究为青砖茶水提物在胃溃疡治疗中提供了

新的思路。

参考文献：

［１］ＤＡＳＤ，ＭＡＲＴＩＮＳＪ，ＤＥＯＬＩＶＥＩＲＡＤＲ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｌ
ｌａｎｔｏｉｎｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｌｙｉｎｄｕｃｅｄｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒｓ：ｐａｔｈｗａｙｓｏｆ
ｇａｓｔｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１８，８２１：６８

［２］ＦＡＨＭＩＡＡ，ＡＢＤＵＲＲＡＨＭＡＮＭ，ＡＢＯＵＬＮＡ，ｅｔａｌ．Ｐｕｌｉ
ｃａｒｉａｃｒｉｓｐａｍｉｔｉｇａｔｅｓｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒｉｎｄｕｃｅｄｂｙｅｔｈａｎｏｌｉｎｒａｔｓ：
ｒｏｌｅｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄａｕｔｏｈｅａｌｉｎｇ［Ｊ］．Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ，２０１９，２４
（３）：２８６

［３］ＹＡＭＡＭＩＣＨＩＮ，ＹＡＭＡＪＩＹ，ＳＨＩＭＡＭＯＴＯＴ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｅｒｓｅ
ｔｉｍｅｔｒｅｎｄｓｏｆｐｅｐｔｉｃｕｌｃｅｒａｎｄｒｅｆｌｕｘｅｓｏｐｈａｇｉｔｉｓｓｈｏｗｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｒｅｄｕｃｅｄｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆＨｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎｎＭｅｄ，２０２０，５２（８）：５０６

［４］ＨＡＶＥＮＳＪＭ，ＣＡＳＴＩＬＬＯＡＮＧＥＬＥＳＭ，ＮＩＴＺＳＣＨＫＥＳＬ，ｅｔ
ａｌ．Ｄｉｓｐａｒｉｔｉｅｓｉｎｐｅｐｔｉｃｕｌｃｅｒｄｉｓｅａｓｅ：ａｎａｔｉｏｎｗｉｄｅｓｔｕｄｙ［Ｊ］．
ＡｍＪＳｕｒｇ，２０１８，２１６（６）：１１２７

［５］ＢＲＹＡＺＫＡＤ，ＧＲＩＳＷＯＬＤＭＧ，ＲＥＩＴＳＭＡＭＢ，ｅｔａｌ．Ａｌｃｏｈｏｌ
ａｎｄｈｅａｌｔｈａｕｔｈｏｒｓ＇ｒｅｐｌｙ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２０２２，４００（１０３６５）：１７６６

［６］杨黎娜，王君，王爽．芍药甘草汤对大鼠酒精性胃溃疡的保
护作用及其可能机制研究［Ｊ］．河北中医药学报，２０２３，３８
（３）：１

［７］ＦＲＥＥＤＢＥＲＧＤＥ，ＫＩＭＬＳ，ＹＡＮＧＹＸ．Ｔｈｅｒｉｓｋｓａｎｄｂｅｎｅ
ｆｉｔｓｏｆｌｏｎｇｔｅｒｍｕｓｅｏｆｐｒｏｔｏｎｐｕｍｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ：ｅｘｐｅｒｔｒｅｖｉｅｗ
ａｎｄｂｅｓｔｐｒａｃｔｉｃｅａｄｖｉｃｅｆｒｏｍｔｈｅＡｍｅｒｉｃａｎｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，２０１７，１５２（４）：７０６

［８］赖建东，马梦君，余子铭，等．青砖茶风味轮及滋味类型模
型的构建［Ｊ］．粮食与油脂，２０２５，３８（４）：９１

［９］赖建东，许欣玮，肖乐维，等．基于青砖茶文化的茶艺创编
及融入师范专业教育实践的应用探究［Ｊ］．湖北科技学院
学报（医学版），２０２５，４５（２）：９

［１０］黄逢阳，谭倩怡，张娜，等．青砖茶的加工工艺、品质及生

理作用研究进展［Ｊ］．食品安全质量检测学报，２０２３，１４
（２０）：１０４

［１１］周方．茶叶对高脂饮食诱导大鼠肥胖的预防作用及机制
研究［Ｄ］．湖南：湖南农业大学，２０２３

［１２］解晓敏，马梦君，韦华琴，等．青砖茶特色中药茶饮的减肥
作用研究［Ｊ］．茶叶通讯，２０２３，５０（４）：５２２

［１３］丁丽婷，潘世杰，胡婕伦，等．燕麦多糖对小鼠急性胃黏膜
损伤的保护作用［Ｊ］．食品科学，２０２２，４３（９）：１５０

［１４］李平香，高瑞阳，李景尧，等．四白汤对乙醇诱导下小鼠胃
溃疡的防治作用研究［Ｊ］．天津中医药，２０２４，４１（８）：１０３０

［１５］ＹＥＨＹ，ＳＨＡＮＧＺＺ，ＺＨＡＮＧＦＹ，ｅｔａｌ．Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｈｕｏｓ
ｈａｎｅｎｓｅｓｔｅｍｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓａｌｃｏｈｏｌｉｎｄｕｃｅｄｇａｓ
ｔｒｉｃｕｌｃｅｒｉｎｒａｔｓｔｈｒｏｕｇｈＮｒｆ２ｍｅｄｉａｔｅｄｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｉｎｇｏｆｇａｓｔｒｉｃ
ｍｕｃｏｓａｌｂａｒｒｉｅｒ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｌＭａｃｒｏｍｏｌ，２０２３，２３６：１２４００１

［１６］余敏，李雨峰，孙伟浩，等．铁皮石斛提取物对急性酒精性
胃溃疡小鼠的保护作用［Ｊ］．沈阳药科大学学报，２０２４，４１
（１１）：１５００

［１７］ＮＡＢＩＬＧ，ＡＨＭＥＤＹＨ，ＡＨＭＥＤＯ，ｅｔａｌ．Ａｒｇｅｌ＇ｓｓｔｅｍｍｏ
ｓｉｄｅＣａｓａｎｏｖｅｌｎａｔｕｒａｌｒｅｍｅｄｙｆｏｒｍｉｃｅｗｉｔｈａｌｃｏｈｏｌｉｎｄｕｃｅｄ
ｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒｂａｓｅｄｏｎｉｔｓｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．
ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０２４，３２７：１１７９７０

［１８］ＦＵＳ，ＣＨＥＮＪ，ＺＨＡＮＧＣ，ｅｔａｌ．Ｇａｓｔｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ
ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｌ．ｅｘｔｒａｃｔａｇａｉｎｓｔｅｔｈａｎｏｌｉｎｄｕｃｅｄｇａｓｔｒｉｃ
ｕｌｃｅｒｉｎｍｉｃｅｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．
ＦｒｏｎｔＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０２１，１２：７９８４２１

［１９］ＴＡＭＡＤＤＯＮＦＡＲＤＥ，ＥＲＦＡＮＰＡＲＡＳＴＡ，ＦＡＲＳＨＩＤＡＡ，ｅｔ
ａｌ．Ｓａｆｒａｎａｌ，ａｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｏｆｓａｆｆｒｏｎ，ｅｘｅｒｔｓｇａｓｔｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｉｎｄｏｍｅｔｈａｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒ［Ｊ］．Ｌｉｆｅ
Ｓｃｉ，２０１９，２２４：８８

［２０］ＡＬＳＡＤＩＲ，ＧＵＯＳ，ＹＥＤ，ｅｔａｌ．ＴＮＦａｌｐｈａｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＮＩＫ／ＩＫＫ
ａｌｐｈａａｘｉｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃａｎｏｎｉｃａｌＮＦｋａｐｐａＢｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．
ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２０１６，１８６（５）：１１５１

［２１］ＬＩＱ，ＨＵＸ，ＸＵＡＮＹ，ｅｔａｌ．Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｐｒｏｔｅｃｔｓｅｔｈａｎｏｌｉｎ
ｄｕｃｅｄｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒｓｉｎｍｉｃｅｖｉａｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓ
ａｎｄＮＯ［Ｊ］．ＡｃｔａＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＳｉｎ（Ｓｈａｎｇｈａｉ），２０１８，５０
（３）：２４６

［２２］刘文，杜平，卿勇军，等．基于“药辅合一”的芍药甘草胃漂
浮片对急性胃溃疡家兔的药效及机制研究［Ｊ］．中草药，
２０１９，５０（３）：６４７

［２３］ＳＬＯＭＩＡＮＹＢＬ，ＳＬＯＭＩＡＮＹＡ．Ｓｙｋ：ａｎｅｗｔａｒｇｅｔｆｏｒａｔｔｅｎｕ
ａｔｉｏｎｏｆｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉｉｎｄｕｃｅｄｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｌｉｎｆｌａｍｍａ
ｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］．Ｉｎｆｌａｍｍｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，２０１９，２７（２）：２０３

［２４］吕帅宜，林开文，邓雨婷，等．山奈素对小鼠乙醇型胃溃疡
的影响及其机制［Ｊ］．江苏大学学报（医学版），２０２１，３１
（６）：５１７

（收稿日期：２０２５０３２６）

３７３湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第５期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



引文格式：王贝贝，赵雪，徐旭龙，等．草甘膦经ＬＲＨ１／ＳＲＢ１通路加重小鼠胆固醇结石的机制［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学版），
２０２５，３９（５）：３７４－３７９．
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摘要：目的 探究草甘膦诱导胆固醇结石的加重作用及其分子机制。方法 以 Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠为实验对象，通过
致石性膳食构建胆固醇结石病模型。小鼠随机分为４组（ｎ＝１０）：正常对照组（ＣＯＮ）、草甘膦暴露组（ＧＬＹ）、胆固醇结
石造模组（ＣＳ）及造模＋草甘膦暴露联合组（ＣＳ＋ＧＬＹ），实验周期为６周。观察小鼠体重变化及胆囊结石形成状况；检
测血清生化指标；对肝和胆囊组织ＨＥ染色，通过ＲＴｑＰＣＲ法对肝脏中参与胆固醇代谢通路的基因表达进行定量分析；
利用分子对接预测草甘膦与胆固醇结石病相关靶点的结合程度。结果 ＣＳ＋ＧＬＹ组小鼠体质量增长最快，胆囊内可见
结石，血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ、ＬＤＬＣ水平均显著升高（与ＣＳ组比，Ｐ＜０．０１），血脂异常加剧；病理学结果显示 ＣＳ＋ＧＬＹ组
肝细胞肿大、肝小叶中央静脉管腔增大和胆囊黏膜增厚。ＲＴｑＰＣＲ结果表明，ＣＳ＋ＧＬＹ组肝组织 ＦＸＲｍＲＮＡ表达降
低，而ＬＲＨ１、ＳＲＢ１ｍＲＮＡ表达升高（与ＣＳ组比，Ｐ＜０．０１）。分子对接结果表明，草甘膦与ＦＸＲ、ＬＲＨ１及ＳＲＢ１均有
良好的对接活性，结合能分别为－１０．４６、－５．１０、－９．２９ｋＪ／ｍｏｌ。结论 草甘膦可加重胆固醇结石的发生，作用机制或与
其可能通过抑制肝脏组织ＦＸＲ表达、进而干扰ＬＲＨ１／ＳＲＢ１通路，导致血清脂质代谢异常和肝胆损伤有关。
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　　胆固醇结石（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｓｔｏｎｅ，ＣＳ）作为一种多因
素致病性疾病，其发生机制涉及遗传易感性和环境因

素等相互作用
［１］。有报道称，该疾病在亚洲地区的发

病率高达１０．７％［２］。在影响胆固醇结石病理进展的

诸多因素中，饮食因素尤为关键，特别是饮食中同时

含有胆固醇和胆酸，这是诱导胆囊结石形成的必要条

件
［３］。致石性饮食模型中的高脂高热摄入可扰动“肝

疏泄胆枢机”动态平衡，大量脂质堆积肝脏，胆汁排
泄不畅，胆囊收缩障碍，影响胆囊形态

［４］。已有研

究
［５］
证实，胆固醇结石患者的肝脏脂质代谢存在异

常，其胆汁中胆固醇、磷脂和胆汁酸三种有机成分的

比例失调。

草甘膦（ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ，ＧＬＹ）是一种在环境中广泛使
用的除草剂，其生态毒性以及对人类健康的潜在风

险，已成为当前环境医学研究的重要方向之一
［６］。研

究表明，ＧＬＹ及其制剂对生物的神经系统、血液、肝
脏、肾脏、生殖发育和内分泌系统均表现出不同程度

的毒性作用
［７９］。其中，肝毒性已被证实与肝脂代谢

紊乱密切相关
［１０］。Ｍｅｓｎａｇｅ等［１１］

研究结果显示，长期

接触低剂量ＧＬＹ可对大鼠肝脏造成功能性损害。此
外，江海圳

［１２］
研究也发现，ＧＬＹ能够诱导肝细胞凋亡

相关基因的表达，同时引发炎症反应，紊乱肝脏正常

的脂质代谢过程。本研究旨在探究 ＧＬＹ暴露是否会
加重胆固醇结石病，及其潜在的分子机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
试剂：ＧＬＹ（ＣＡＳ：１０７１８３６，美国 Ｓｉｇｍａ），ＴＲＩｚｏｌ

试剂（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），总胆固醇（ＴＣＨＯ，货号：Ａ１１１
１１）、甘油三酯（ＴＧ，货号：Ａ１１０１１）、低密度脂蛋白
胆固醇（ＬＤＬＣ，ＣＡＳ：Ａ１１３１１）、高密度脂蛋白胆固
醇（ＨＤＬＣ，ＣＡＳ：Ａ１１２１１）、谷丙转氨酶（ＡＬＴ，货号：
Ｃ００９２１）、谷草转氨酶（ＡＳＴ，货号：Ｃ０１０２１）购自南
京建成生物工程研究所。仪器：ＩＸ７０显微镜（日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ）、Ｅｌｘ８００酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ）、ＡＢＩＱｕａｎｔＳ
ｔｕｄｉｏ１荧光定量ＰＣＲ仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ）、ＳＣＩ１０００Ｇ逆
转录仪（美国ＳＣＩＬＯＧＥＸ）。

１．２　实验动物与分组
４０只６周龄（１８～２０ｇ）Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠［许可

证号ＳＣＸＫ（辽）２０２００００１］，饲养于标准清洁环境［温
度（２０±２）℃，相对湿度５０％ ～６０％］，期间自由饮水
和进食。所有实验操作均经我院实验动物伦理委员

会批准（ＩＡＣＵＣ２０２３０３１０１）。受试小鼠随机分为４
组（ｎ＝１０）：对照组（ＣＯＮ组，食用普通饲料）、ＧＬＹ
１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃组（ＧＬＹ组，食用普通饲料）、造模
组（ＣＳ组，食用造模饲料）、造模及ＧＬＹ１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）
灌胃组（ＣＳ＋ＧＬＹ组，食用造模饲料），连续处理 ６
周。ＧＬＹ先以纯水配制浓度为１ｍｇ／Ｌ原液（－２０℃
避光保存），再配制为０．１ｍｇ／Ｌ药液［灌胃剂量１ｍｇ／
（ｋｇ·ｄ）］。

造模饲料是高胆固醇（１％）、高胆酸钠（０．５％）
和纯化鼠粮（Ｄ１９１１０７），由戴茨生物科技（无锡）有限
公司提供。实验开始前，所有饲料均经过紫外线消毒

灭菌处理。高胆固醇高胆酸钠纯化鼠粮配方和成分

见表１。

表１　高胆固醇高胆酸钠纯化鼠粮配方与成分

成分 单位热量值／（ｋｃａｌ／ｇ） 重量／ｇ 热量／（ｋｃａｌ）

Ｃａｉｓｅｉｎ（酪蛋白） ４ １７７ ７０８
ＬＣｙｓｔｉｎｅ（Ｌ胱氨酸） ４ ３ １２
ｒｅｌｉＳｕｃｒｏｓｅ（蔗糖） ４ ２００ ８００
Ｃｏｒｎｓｔａｒｃｈ（玉米淀粉） ４ ２４８ ９９２
Ｄｙｅｔｒｏｓｅ（麦芽糊精） ４ １５０ ６００
Ｍｉｌｋｆａｔ（无水奶油） ９ １００ ９００

Ｅｔｈｏｘｙｑｕｉｎ（乙氧基喹啉） ０ ０．０２ ０
Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ（纤维素） ０ ５０ ０

ＭｉｎｅｒａｌＭｉｘ＃２１００８８（复合矿物质） ０ １０ ０
ＣａｌｃｉｕｍＣａｒｂｏｎａｔｅ（碳酸钙） ０ ５．５ ０
ＤｉｃａｌｃｉｕｍＰｈｏｓｐｈａｔｅ（磷酸氢钙） ０ １３ ０
ＰｏｔａｓｓｉｕｍＣｉｔｒａｔｅ（柠檬酸钾） ０ １６．５ ０

ＶｉｔａｍｉｎＭｉｘ＃３０００５０（复合维生素） ４ １０ ４０
ＣｈｏｌｉｎｅＢｉｔａｒｔｒａｔｅ（酒石酸胆碱） ０ ２ ０

Ｃｈｏｌｅｓｔｒｏｌ（胆固醇） ０ １０ ０
ＳｏｄｉｕｍＣｈｏｌａｔｅ（胆酸钠） ０ ５ ０

１．３　血清及组织样本收集
给药６周后，小鼠禁食１２ｈ（允许自由饮水）。用

异戊巴比妥钠麻醉小鼠，通过心脏采血的方式收集血

液样本，静置 ２ｈ，４℃ ３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取血清
－８０℃保存至检测。仰卧位固定，采用腹部正中切口
打开腹腔，摘取肝脏、胆囊并进行称重。将一部分肝
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脏，胆囊组织固定于多聚甲醛中，其余保存至 －８０℃
用于后续检测指标。血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＬＤＬＣ、ＨＤＬ
Ｃ、ＴＣ及ＴＧ等生化指标的测定严格遵循试剂盒制造
商提供的标准化操作步骤进行。

１．４　小鼠胆囊结石观测
经麻醉处理的小鼠被置于仰卧位并固定，沿腹正

中线逐层打开腹腔。通过胆囊三角区域的解剖分离，

胆囊管及动脉被切断，胆囊组织得以完整剥离。在此

过程中，胆囊内部包含的胆汁及其可能存在的结晶或

结石均呈现明显可视状态，并同步进行影像记录。

１．５　小鼠肝脏、胆囊组织病理形态检测
肝、胆囊样本采集后，使用４％多聚甲醛溶液进行

固定处理，随后经石蜡包埋和切片制备流程。为评估

药物干预效果，对肝脏和胆囊组织分别实施苏木精
伊红（Ｈ＆Ｅ）染色，进而观察各组实验动物在给药后肝
脏与胆囊组织的形态学改变。

１．６　肝脏 ＦＸＲ、ＬＲＨ１、ＳＲＢ１的 ｍＲＮＡ表达
检测

肝组织经Ｔｒｉｚｏｌ研磨提取 ＲＮＡ，并对其纯度和浓
度进行检测。根据逆转录试剂盒的操作指南，将获得

的ＲＮＡ转录为 ｃＤＮＡ。将合成的 ｃＤＮＡ与特异性引
物结合，按照 ＰｅｒｆｅｃｔＳｔａｒｔ ＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ（＋
ＤｙｅＩＩ）试剂盒（全式金，ＡＱ６０２）的标准化流程，执行
两步法ＰＣＲ扩增：首先在９５℃条件下预变性３０ｓ，随
后进行４０个循环，每个循环包括９５℃变性５ｓ和６０℃
退火３０ｓ。实验中以ＧＡＰＤＨ作为内参基因，通过测定
各样本的Ｃｔ值，运用２ΔΔＣｔ法计算目标基因 ｍＲＮＡ的
相对表达水平。各基因引物序列如表２所示。

表２　各基因引物序列
基因 引物序列（５’ｔｏ３’）

ＧＡＰＤＨＦ ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ
ＧＡＰＤＨＲ ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ
ＦＸＲＦ ＧＧＧＣＣＴＴＣＴＡＣＡＡＧＧＧＣＴＴＴＧ
ＦＸＲＲ ＧＡＧＧＣＧＧＴＡＧＴＣＧＧＡＣＡＴＣ
ＬＲＨ１Ｆ ＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＣＴＣＣＧＧＧＡＡＡＡ
ＬＲＨ１Ｒ ＣＡＧＡＣＡＣＴＴＴＡＴＣＧＣＣＡＣＡＣＡ
ＳＲＢ１Ｆ ＡＣＣＣＡＴＣＧＧＴＣＡＴＣＧＡＣＴＴＧ
ＳＲＢ１Ｒ ＣＣＧＡＣＡＡＣＡＡＣＧＴＴＴＧＧＡＣＣ

１．７　ＧＬＹ与 ＦＸＲ、ＬＲＨ１、ＳＲＢ１蛋白的分子
对接

应用 ＰｕｂＣｈｅｍ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）获取 ＧＬＹ（ＰｕｂＣｈｅｍＣＩＤ：３４９６）的 ３Ｄ
结构式，导出为ＳＤＦ格式文件后通过 ＯｐｅｎＢａｂｅｌ分子
格式转换工具转换为 ｍｏｌ２格式文件；应用 ＰＤＢ数据

库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／）获取 ＦＸＲ（ＰＤＢ：１ＯＳＶ）、
ＬＲＨ１（ＰＤＢ：１ＹＵＣ）、ＳＲＢ１（ＰＤＢ：３Ｒ６９）蛋白的 ＰＤＢ
格式文件，经ＰｙＭＯＬ软件执行去水、去残基等预处理
操作。应用ＡｕｔｏＤｏｃｋ４．２．６软件对蛋白和小分子模型
进行加氢、去除水分子、设置受体与配体等预处理，并

运用ＡｕｔｏＤｏｃｋＶｉｎａ软件完成分子半柔性对接，结果
保存为ＰＤＢＱＴ格式文件，通过ＯｐｅｎＢａｂｅｌ分子格式转
换工具转换为ＰＤＢ格式文件。最后运用ＰｙＭＯＬ软件
进行可视化分析。

１．８　统计学方法
实验数据以（珋ｘ±ｓ）表示。应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ

８．０．２软件，通过单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯ
ＶＡ）。Ｐ＜０．０５表示组间差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　小鼠体质量监测及胆囊结石情况
各组小鼠的体质量变化趋势见图１Ａ，实验结束

后各组体质量数据呈现统计学差异（图１Ｂ）。与ＣＯＮ
组平均体质量（２１．６２±１．１０）ｇ相比，ＣＳ＋ＧＬＹ组小
鼠体质量增长最为显著，最高为（２３．００±１．７５）ｇ。这
提示膳食高胆固醇与 ＧＬＹ暴露在促进小鼠体重增长
方面具有协同作用。胆囊组织学分析（图１Ｃ）显示，
处理６周后，ＣＯＮ组与 ＧＬＹ组胆汁均维持正常淡黄
色透明液态特征且胆囊容积较小；ＣＳ模型组则呈现
典型造模成功特征：异常深褐色浑浊胆汁、泥沙样结

晶体沉积及胆囊显著膨胀。值得注意的是，ＣＳ＋ＧＬＹ
组胆囊内形成的黄白色颗粒状结石在形态学与单一

ＣＳ模型组存在差异。

　　Ａ．小鼠体质量变化；Ｂ．小鼠给药６周后体质量（与ＣＯＮ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与 ＣＳ组比
较，＃＃Ｐ＜０．０１，ｎ＝６）；Ｃ．小鼠胆囊结石情况（ａ．ＣＯＮ组，ｂ．ＧＬＹ组，ｃ．ＣＳ组，ｄ．ＣＳ＋ＧＬＹ组）。

图１　小鼠体质量及胆囊结石结果

２．２　血清生化指标检测
根据表３的血清生化检测数据，与 ＣＯＮ组比较，

在ＣＳ组中，ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ以及ＡＬＴ、ＡＳＴ的浓度均明
显上升（Ｐ＜０．０１），证实了造模膳食高胆固醇能够诱
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发实验动物的血脂代谢紊乱。ＧＬＹ组相较于 ＣＯＮ
组，不仅表现出ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ和 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平的增
加，同时 ＨＤＬＣ含量显著降低（Ｐ＜０．０５或＜０．０１），
这一系列变化表明 ＧＬＹ暴露亦可对脂质代谢和肝脏
功能造成明显影响。此外，在 ＣＳ＋ＧＬＹ联合组中，与
单独ＣＳ处理组相比，ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ及 ＡＳＴ、ＡＬＴ的
上升幅度更为显著（Ｐ＜０．０５或 ＜０．０１），说明联合作
用加剧了血脂代谢的异常。

表３　小鼠血清ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ、ＨＤＬＣ、ＡＬＴ
和ＡＳＴ水平变化（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别Ｇｒｏｕｐ ＣＯＮ ＧＬＹ ＣＳ ＣＳ＋ＧＬＹ
ＴＣ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．２０±０．０７ ２．５０±０．０９ ５．６２±０．１５ ６．８４±０．１５＃＃

ＴＧ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．５０±０．０３ ０．７８±０．０３ ０．８９±０．０２ １．０３±０．０３＃

ＬＤＬＣ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．９７±０．０８ １．５９±０．０９ ２．３６±０．１２ ２．８０±０．１１＃

ＨＤＬＣ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．８８±０．０９ ２．１０±０．０８ １．８８±０．０４ １．５４±０．０７＃

ＡＬＴ／（Ｕ／Ｌ） ６．２０±０．３４ １０．４０±０．２６ １１．７４±０．３３ １３．３０±０．４０＃

ＡＳＴ／（Ｕ／Ｌ） ６．４８±０．２１ ９．３２±０．３０ １０．９３±０．２９ １２．１６±０．２８＃

　　与ＣＯＮ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与ＣＳ组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１。

２．３　小鼠肝、胆囊组织病理学结果
肝脏组织病理学结果分析（图２Ａ）显示，ＣＯＮ组

小鼠的肝实质结构保持正常状态，肝细胞索呈规则排

列，未见形态学改变；ＣＳ＋ＧＬＹ组则呈现显著的肝细
胞病理改变，表现为肝细胞肿胀，中央静脉管腔增大。

胆囊病理学分析（图２Ｂ）显示，ＣＯＮ组胆囊壁结构完
整，未发现病理性增生；ＣＳ组则表现为黏膜层增厚，
胶原纤维沉积增加，而 ＣＳ＋ＧＬＹ联合组的胶原纤维
沉积程度更为显著。

Ａ．肝脏ＨＥ染色；Ｂ．胆囊ＨＥ染色（ａ．ＣＯＮ组，ｂ．ＧＬＹ组，ｃ．ＣＳ组，ｄ．ＣＳ＋ＧＬＹ组）。

图２　肝、胆囊组织病理学结果

２．４　小鼠肝脏组织 ＦＸＲ、ＬＲＨ１、ＳＲＢ１的
ｍＲＮＡ表达

各组小鼠肝脏组织ＦＸＲ、ＬＲＨ１、ＳＲＢ１的 ｍＲＮＡ
表达变化见图３。与ＣＯＮ组相比，ＣＳ组、ＣＳ＋ＧＬＹ组

ＦＸＲ的ｍＲＮＡ表达量显著降低（Ｐ＜０．０５或＜０．０１），
ＬＲＨ１、ＳＲＢ１的ｍＲＮＡ表达量显著升高（Ｐ＜０．０１）；
与ＣＳ组相比，ＣＳ＋ＧＬＹ组ＦＸＲ的ｍＲＮＡ表达量显著
降低（Ｐ＜０．０１），ＬＲＨ１和 ＳＲＢ１的 ｍＲＮＡ表达量显
著升高（Ｐ＜０．０１）。

与ＣＯＮ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与ＣＳ组比较，＃Ｐ＜０．０１；ｎ＝３。

图３　各组小鼠肝脏组织ＦＸＲ、ＬＲＨ１、ＳＲＢ１的ｍＲＮＡ表达比较

２．５　分子对接结果
分子对接分析可以预测 ＧＬＹ与胆固醇结石病相

关靶点之间的结合程度。运用分子对接验证 ＦＸＲ、
ＬＲＨ１、ＳＲＢ１与 ＧＬＹ的对接结合程度，ＰｙＭＯＬ２．６
软件进行可视化处理（见图４）。对接结果显示，ＧＬＹ
通过３个氢键与受体ＦＸＲ蛋白的ＡＳＮ２６８、ＧＬＵ２６５、
ＬＹＳ２６９残基结合；ＧＬＹ通过８个氢键与受体 ＬＲＨ１
蛋白的 ＡＳＰ４６０、ＧＬＵ３８４、ＡＲＧ５０７残基结合；ＧＬＹ
通过１０个氢键与受体 ＳＲＢ１蛋白的 ＡＬＡ２８０、ＡＲＧ
２４２、ＶＡＬ２４３以及ＶＡＬ２４５残基结合。ＦＸＲ、ＬＲＨ１、
ＳＲＢ１与ＧＬＹ的分子对接能量依次为 －１０．４６、－５．
１０、－９．２９ｋＪ／ｍｏｌ，具有较好的对接活性。推测 ＧＬＹ
可能通过ＦＸＲ、ＬＲＨ１、ＳＲＢ１三个目标靶点影响胆固
醇结石病的发生。

Ａ．ＧＬＹ与ＦＸＲ；Ｂ．ＧＬＹ与ＬＲＨ１；Ｃ．ＧＬＹ与ＳＲＢ１。

图４　ＧＬＹ与ＦＸＲ、ＬＲＨ１、ＳＲＢ１蛋白的分子对接结果及２Ｄ相互作用图

３　讨　论

已有文献
［１３］
指出，膳食胆固醇过量摄入可显著

提升胆汁胆固醇饱和度，这一生理变化是胆固醇结晶
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形成的关键病理基础。实验数据证实
［１４］，采用高胆

固醇结合胆酸盐的饲喂方案能够成功诱导实验动物

发生胆固醇性胆石症，其发生率可达９０％。Ｃ５７ＢＬ／６
品系小鼠因其对胆固醇结石的特殊易感性而被广泛

采用，且雄性个体较雌性更易出现胆石症
［１５］，基于

此，本实验选取雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠作为研究对象。造
模结果显示，与对照组相比，模型组小鼠胆囊体积增

大，肉眼可见胆囊内出现泥沙样结石沉积，同时胆汁

颜色偏黄且质地较浑浊，与李勇男
［１６］
的研究结果相

符，提示成功建立了胆固醇结石病小鼠模型。

作为细胞代谢的关键产物，血脂的代谢状况与胆

固醇结石的发生密切相关。胆汁的理化性质改变往

往源于血液脂质成分的代谢失调
［１７］。研究

［１８］
表明，

胆固醇结石模型小鼠血清生化指标如 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ
浓度比正常小鼠显著增加。本研究中，与 ＣＯＮ组相
比，ＣＳ组小鼠血清中 ＴＣ、ＴＧ以及 ＬＤＬＣ均出现显著
上升趋势，同时ＨＤＬＣ水平则显著下降，这一现象说
明血清总胆固醇的过量堆积会促使肝脏胆固醇含量

上升，继而导致胆汁中胆固醇含量增加，最终提高了

结石形成的风险。相关研究
［１９］
提出，ＧＬＹ暴露显著

影响人体的脂质代谢过程，导致多种脂质成分发生改

变。与ＣＳ组相比，ＣＳ＋ＧＬＹ组中ＴＣ、ＴＧ和ＬＤＬＣ浓
度显著升高，ＨＤＬＣ浓度显著降低，这一现象为 ＧＬＹ
加剧脂质代谢异常，从而诱发胆囊胆固醇结石的病理

机制提供了新的实验依据。

ＣＳ组小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ含量均显著升高，这一
肝功能指标提示ＣＳ组小鼠肝脏组织发生了病理性改
变；进一步对肝组织ＨＥ染色，发现 ＣＳ组小鼠肝细胞
出现显著肿胀现象，细胞排列松散，同时可见脂滴空

泡，且肝细胞损伤程度与造模时间呈正相关。肝毒性

是ＧＬＹ主要的毒性作用［２０］，本研究中低剂量 ＧＬＹ的
长期暴露，显著升高模型小鼠血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ含量，
使肝细胞肿胀程度加重，脂滴空泡数量增多，肝细胞

损伤情况加重。有研究
［２１］
指出，胆固醇结石模型小

鼠胆囊壁明显增厚，胶原纤维扩充增多，这些病理变

化会导致胆囊收缩功能发生障碍。通过胆囊组织 ＨＥ
染色，发现ＣＳ组小鼠胆囊黏膜增厚，黏膜胶原纤维扩
充增多，说明ＣＳ小鼠胆囊结构和功能已受损，出现明
显的炎症反应。这可能是因为 ＣＳ组小鼠摄入了过多
的高胆固醇高胆酸钠致石饲料，导致小鼠血清中的

ＴＣ、ＴＧ水平显著升高，肝细胞脂质过度累积，同时胆
囊收缩功能出现障碍，胆汁排泄受阻，从而影响了机

体的正常脂质代谢过程。这种情况持续刺激胆囊内

壁，最终导致胆囊的形态结构发生改变。上述结果表

明，ＧＬＹ暴露在一定程度上也加剧了致石性饮食小鼠

胆囊组织的损伤程度。

肝受体同源物１（ＬＲＨ１）是核受体家族的重要成
员，具有配体依赖性转录激活特性，在胆固醇代谢调

控中发挥关键作用
［２２］。临床研究

［２３２４］
发现，胆囊胆

固醇结石患者肝脏组织中ＬＲＨ１ｍＲＮＡ表达升高，提
示ＬＲＨ１可能通过调控其靶基因的表达，导致胆汁中
胆固醇呈现过饱和状态，加速胆囊胆固醇结石的形

成。ＳＲＢ１是肝细胞表面摄取高密度脂蛋白（ＨＤＬ）
的受体

［２５］，其异常高表达可显著提升胆汁内胆固醇

水平，从而增加胆固醇结石的发生概率
［２６］。ＬＲＨ１能

够与ＳＲＢ１基因启动子区域发生特异性结合，进而调
控该基因的转录表达

［２７］。分布于肝脏和肠道等组织

的法尼醇Ｘ受体（ＦＸＲ），可通过上调小异源二聚体伴
侣蛋白（ＳＨＰ）的表达，对ＬＲＨ１的转录激活功能产生
抑制作用

［２８］。根据已有的研究
［２９］，ＧＬＹ暴露可导致

肠肝损伤，引起肠肝轴功能失调，并通过抑制肝脏
ＦＸＲ的表达，最终影响胆汁酸合成和胆固醇代谢途
径。本研究结果表明，与 ＣＳ组相比，ＣＳ＋ＧＬＹ组的
ＦＸＲｍＲＮＡ表达显著降低，而 ＬＲＨ１、ＳＲＢ１ｍＲＮＡ
表达显著上调，提示ＧＬＹ对上述胆固醇结石病相关基
因的干扰作用。为了进一步验证 ＧＬＹ是否通过调控
ＦＸＲ、ＬＲＨ１、ＳＲＢ１蛋白表达直接或间接影响胆固醇
结石病，基于分子对接技术，分析了 ＧＬＹ与 ＦＸＲ、
ＬＲＨ１、ＳＲＢ１三种蛋白之间的潜在相互作用。结果
显示，ＧＬＹ与ＦＸＲ、ＬＲＨ１、及 ＳＲＢ１均表现出良好的
对接活性。由此推测，ＧＬＹ可能通过抑制 ＦＸＲ表达，
增强对ＬＲＨ１／ＳＲＢ１的干扰效应，促进肝细胞对血清
ＨＤＬＣ的摄取，致使胆汁内胆固醇含量增加，进而造
成胆固醇过饱和状态，显著增加结石形成的风险。

综上，ＧＬＹ可能通过下调肝脏组织 ＦＸＲ的表达
水平，继而增强 ＬＲＨ１对 ＳＲＢ１调控作用，最终导致
血脂异常、肝脏损伤以及胆囊功能障碍，加重致石性

饮食诱导的小鼠胆固醇结石病发生。鉴于小鼠与人

类在胆固醇代谢途径及胆汁酸代谢机制上存在一定

的种属差异，ＧＬＹ对小鼠胆固醇结石的影响是否可直
接外推至人体，仍需通过系统的体内实验与体外研究

进一步证实。
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摘要：目的 探讨腺苷酸激活蛋白激酶（ＡＭＰＫ）对棕榈酸 （ＰＡ）诱导的大鼠心肌细胞铁死亡的作用及其机制。方法
用ＰＡ处理Ｈ９ｃ２细胞２４ｈ，ＣＣＫ８检测ＰＡ对细胞活力的影响，通过ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＭＰＫ、Ｎｒｆ２、ＨＯ１以
及铁死亡相关因子的表达变化，并采用探针法检测细胞脂质过氧化物 （ＬＰＯ）水平的变化。进一步用 ＡＭＰＫ激动剂
ＡＩＣＡＲ或抑制剂ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ预处理，评估上述指标变化。同时，利用试剂盒分别检测各组细胞中铁离子、ＭＤＡ和ＧＳＨ
水平的变化。结果 ＰＡ增加细胞ＬＰＯ含量，降低ＡＭＰＫ、Ｎｒｆ２、ＨＯ１和铁死亡相关因子ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４的蛋白和基因表
达水平；然而，ＡＭＰＫ激动剂ＡＩＣＡＲ预处理逆转ＰＡ诱导的细胞损伤，提高细胞ＧＳＨ，降低ＭＤＡ和铁水平；相反，ＡＭＰＫ
抑制剂ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ则进一步加剧损伤，降低细胞ＧＳＨ，增加ＭＤＡ和铁水平 （Ｐ＜０．０５）。结论 ＰＡ通过下调 ＡＭＰＫ调
控Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通路，从而诱导大鼠心肌细胞铁死亡。
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　　糖尿病心肌病（ｄｉａｂｅｔｅｓｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）是
长期、严重糖尿病患者并发的一种以心肌结构和功能

异常为特征的心肌病变，主要表现为心肌细胞肥大、

心肌纤维化、心肌收缩和舒张功能障碍等
［１２］。尽管

血糖控制手段不断进步，但 ＤＣＭ患者仍面临显著的
心衰风险

［３］。

在糖尿病状态下，心肌细胞的能量代谢发生改

变，脂肪酸氧化增加，导致心肌细胞内脂质积累，进而

引发心肌细胞脂毒性
［４］。游离脂肪酸中的棕榈酸

（ＰＡ）在心肌中异常蓄积，通过诱发脂质过氧化、内质
网应激等途径直接损伤心肌细胞

［５６］。近年来的研究

发现，铁死亡是一种铁依赖的脂质过氧化驱动的新型

细胞死亡方式，在ＤＣＭ心肌组织中被特异性激活［７］。

铁死亡的激活与心肌细胞内铁离子积累和脂质过氧

化物的过度积累密切相关，进一步加剧了心肌细胞的

损伤。

腺苷酸激活蛋白激酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）是细胞能量代谢的核心调控因子，其通
过感知细胞内三磷酸腺苷（ＡＴＰ）与一磷酸腺苷
（ＡＭＰ）的比值（ＡＴＰ／ＡＭＰ）变化，在能量代谢与氧化
应激调控中发挥关键作用，现已成为肥胖、糖尿病等

代谢性疾病治疗的关键治疗靶点
［８９］。尽管 ＡＭＰＫ

Ｎｒｆ２通路在心肌缺血再灌注损伤中的抗铁死亡作用
已被证实

［１０］，但其在糖尿病心肌病特征性脂毒性微

环境（如ＰＡ蓄积）中的调控规律及机制特异性仍不
明确。基于此，本研究以ＡＭＰＫ为调控靶点，建立 ＰＡ
诱导的Ｈ９ｃ２大鼠心肌细胞脂毒性模型，探讨脂毒性
如何通过铁死亡途径影响糖尿病心肌病的发病机制。

１　材料与方法

１．１　药物和试剂
棕榈钠（Ｐ５５８５１０Ｇ，Ｓｉｇｍａ）；ＤＭＥＭ高糖培养基

（ＳＨ３００２２，赛默飞世尔生物化学制品有限公司）；ｐ
ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ （ＡＰ１１７１／Ａ１２２９， ＡＢｃｌｏｎａｌ）、 Ｎｒｆ２
（Ａ３５７７，ＡＢｃｌｏｎａｌ）、ＨＯ１（Ａ１３４６，ＡＢｃｌｏｎａｌ）、胱氨酸／
谷氨酸转运蛋白 ＳＬＣ７Ａ１１（Ａ２４１３，ＡＢｃｌｏｎａｌ）、谷胱甘
肽过氧化物酶 ４ＧＰＸ４（Ａ１１２４３，ＡＢｃｌｏｎａｌ）、βａｃｔｉｎ
（ＡＣ００６，ＡＢｃｌｏｎａｌ）；ＡＩＣＡＲ（ＨＹ１３４１７，美国 ＭＣＥ生
物科技公司）和 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ（ＨＹ１３４１８Ａ，美国 ＭＣＥ
生物科技公司）；ＲＮＡｉｓｏｌａｔｅｒＴｏｔａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＲｅ
ａｇｅｎｔ（Ｒ４０１０１，南京 Ｖａｚｙｍｅ生物技术公司）和 ＨｉＳ
ｃｒｉｐｔＩＩＩＡｌｌｉｎｏｎｅＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘＰｅｒｆｅｃｔｆｏｒｑＰＣＲ
（Ｒ３３３０１，南京 Ｖａｚｙｍｅ生物技术公司）；ＣＣＫ８细胞
活力试剂盒（ＢＢ４２０２，贝博生物）；还原性谷胱甘肽
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ｒｇｌｕｔａｍｙｌｃｙｓｔｅｉｎｇｌ＋ｇｌｙｃｉｎｅ，ＧＳＨ）测定

试剂盒（Ａ００６２１，南京建成生物工程研究所）、组织
铁测定试剂盒（Ａ０３９２１，南京建成生物工程研究
所）、细胞丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）测定试剂盒
（Ａ００３４１，南京建成生物工程研究所）和细胞核蛋白
提取试剂盒（Ｗ０３７１１，南京建成生物工程研究所），
脂质过氧化检测试剂盒（ＢＯＤＩＰＹ５８１／５９１Ｃ１１，
Ｓ００４３Ｍ，上海碧云天生物技术有限公司）。

１．２　仪器
多功能荧光酶标仪（ＥＬｘ８００，美国 ＢｉｏＴｅｋ公

司）；ＭｉｎｉＳｕｂＣｅｌｌＧＴ水平电泳仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公
司）、ＭｉｎｉＴｒａｎｓＢｌｏｔ Ｍｏｄｕｌｅ（１７０３９３５，美国 Ｂｉｏ
Ｔｅｋ公司）、ＧｅｌＤｏｃＥＺ凝胶成像系统（ＧｅｌＤｏｃＥＺｉｍ
ａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ，美国 ＢｉｏＴｅｋ公司）和 ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔＴＭ荧
光定量ＰＣＲ检测系统（１８５５２００，美国 ＢｉｏＴｅｋ公司）；
奥林巴斯ＩＸ７３倒置荧光显微镜（ＩＸ７３，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司）；高速冷冻离心机（ＣＰ１００ＮＸ，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司）。

１．３　细胞培养和分组
大鼠心肌细胞Ｈ９ｃ２购自武汉普诺赛生命科技有

限公司，于３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中，采用
含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／
ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ高糖培养基进行培养。用对数生
长期细胞进行实验。实验分为对照组（ＤＭＥＭ完全培
养基）；ＰＡ６０μｍｏｌ／Ｌ组：６０μｍｏｌ／Ｌ的 ＰＡ处理 Ｈ９ｃ２
细胞２４ｈ；ＡＭＰＫ激动剂组：用含 ＡＩＣＡＲ１０μｍｏｌ／Ｌ的
培养基培养２４ｈ；ＡＭＰＫ抑制剂组：用含 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ
１０μｍｏｌ／Ｌ的培养基培养２４ｈ；ＡＭＰＫ激动剂 ＋ＰＡ组：
用含有 ＡＩＣＡＲ１０μｍｏｌ／Ｌ培养基预处理２ｈ后再加入
ＰＡ６０μｍｏｌ／Ｌ培养２４ｈ；ＡＭＰＫ抑制剂 ＋ＰＡ组：用含
有ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ１０μｍｏｌ／Ｌ培养基预处理２ｈ后再加入
ＰＡ６０μｍｏｌ／Ｌ培养２４ｈ。

１．４　实验方法
１．４．１　ＣＣＫ８法检测

将Ｈ９ｃ２细胞接种于９６孔板，待细胞生长到７０％
密度，将不同浓度（２０、４０、６０、８０、１００μｍｏｌ／Ｌ）的 ＰＡ
加入孔中，孵育细胞 ２４ｈ。在每孔加入 ＣＣＫ８溶液
１０μＬ，孵育细胞２０ｍｉｎ，使用酶标仪在４５０ｎｍ处测定
吸光度（Ａ４５０ｎｍ）值。细胞存活率（％）＝（实验组
Ａ４５０ｎｍ－空白组 Ａ４５０ｎｍ）／（细胞对照组 Ａ４５０ｎｍ－
空白组Ａ４５０ｎｍ）×１００％。
１．４．２　探针法检测

将Ｈ９ｃ２细胞接种至２４孔板，细胞分组与处理同
１．３。收集分组处理后的细胞，ＰＢＳ洗涤３次，每孔加
入含１０μｍｏｌ／ＬＣ１１ＢＯＤＩＰＹ荧光探针的 ＤＭＥＭ基础
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培养基，３７℃避光孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗两次以去除多
余染料。倒置荧光显微镜检测细胞绿色荧光强度，以

评估细胞脂质过氧化情况。

１．４．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹法
将Ｈ９ｃ２细胞接种至６孔板，细胞分组与处理同

１．３。收集分组处理后的细胞，ＰＢＳ洗涤 ３次，加人
ＲＩＰＡ裂解液，放在冰上裂解３０ｍｉｎ，每隔１０ｍｉｎ混匀１
次。４℃，８０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，收集上清液，用ＢＣＡ蛋
白定量检测试剂盒测定蛋白浓度。使用与相对分子

质量符合的分离胶浓度进行电泳，并将蛋白转印至

ＰＶＤＦ膜上。用 ５％脱脂奶粉或牛血清蛋白封闭
ＰＶＤＦ膜 ２ｈ后加入一抗（ＳＬＣ７Ａ１１，ＧＰＸ４，ＡＭＰＫ，
Ｎｒｆ２、和β肌动蛋白抗体，均１∶１０００稀释，ＨＯ１抗体
１∶１００００稀释）４℃孵育过夜。加入二抗（１∶１０００稀
释）室温下孵育２ｈ。ＥＣＬ显色曝光后用 ＩｍａｇｅＪ软件
进行蛋白条带积分吸光度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＩＡ）
分析。以β肌动蛋白为内参蛋白，待测蛋白相对表达
水平用ＩＡ目标蛋白／ＩＡ内参蛋白比值表示。
１．４．４　ＲＴｑＰＣＲ检测

将Ｈ９ｃ２细胞接种至６孔板，细胞分组与处理同
１．３。收集分组处理后的细胞，ＰＢＳ洗涤３次，每孔加
入０．５ｍＬ总 ＲＮＡ提取试剂，将细胞裂解液收集到
１５ｍＬ无酶ＥＰ管，进行ＲＮＡ分离、沉淀、洗涤。从总
ＲＮＡ中提取１μＬ样本，Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００系统测量 ＲＮＡ
浓度和 Ａ２６０／Ａ２８０比值。合格的 ＲＮＡ按 Ｖａｚｙｍｅ逆
转录试剂盒进行反应，程序为 ５０℃ １５ｍｉｎ，８５℃ ５ｓ，
４℃合成ｃＤＮＡ；产物立即用于实验或 －８０℃保存。取
稀释５倍后的ｃＤＮＡ，按照ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ说明书进行
反应，反应程序为：预变性 ９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃ １０ｓ，
６０℃ ３０ｓ，４０个循环；溶解曲线为：９５℃ １５ｓ，６０℃
６０ｓ，９５℃１５ｓ。每组设置３个复孔，βａｃｔｉｎ作为内参
基因，运用２ΔΔＣＴ的方法进行数据统计。各基因引物
序列见表１。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列表
Ｐｒｉｍｅｒ名称 序列（５＇ｔｏ３＇）
Ｎｒｆ２ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＡＡＣＴＡＣＴＣＣＣＡＧＧＴＴＧＣＣＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＧＴＧＡＣＴＧＡＡＡＣＧＴＡＧＣＣＧＡＡ
ＡＭＰＫ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＡＡＧＡＴＣＧＧＡＣＡＣＴＡＣＧＴＧＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＣＴＧＣＣＡＣＴＴＴＡＴＧＧＣＣＴＧＴＣ
ＳＬＣ７Ａ１１ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＧＴＣＡＣＣＡＴＴＧＧＣＴＡＴＧＴＧＣＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＣＣＧＣＴＣＡＧＡＡＡＡＧＧＴＣＡＣＴ
ＨＯ１ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＡＣＧＣＡＴＡＴＡＣＣＣＧＣＴＡＣＣＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＣＡＧＡＧＴＧＴＴＣＡＴＴＣＧＡＧＣＡ
ＧＰＸ４ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＧＡＧＣＣＡＧＧＧＡＧＴＡＡＣＧＡＡＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＧＴＣＧＡＴＧＡＧＧＡＡＣＴＴＧＧＴＧＡＡ
βａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＡＡＡＡＣＴＧＧＡＡＣＧＧＴＧＡＡＧＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＴＡＣＡＡＴＣＡＡＡＧＴＣＣＴＣＧＧＣ

１．４．５　细胞内铁含量测定
将Ｈ９ｃ２细胞接种至６孔板，细胞分组与处理同

１．３。每孔加入适量提取液，冰水浴进行超声细胞破
碎，在４℃下８０００×ｇ离心 １０ｍｉｎ。取上清液 ０．５ｍＬ
加入１．５ｍＬ铁显色剂作为测定管，０．５ｍＬ双蒸水加入
１．５ｍＬ铁显色剂作为空白管，０．５ｍＬ铁标准应用液加
入１．５ｍＬ铁显色剂作为标准管。充分混匀，沸水浴
５ｍｉｎ，冷却后８０００×ｇ离心１０ｍｉｎ。取上清液１．０ｍＬ，
在酶标仪５２０ｎｍ处使用双蒸水调零，测各管吸光度
（ΔＡ）值，计算细胞内铁的含量细胞铁含量（μｍｏｌ／
ｇｐｒｏｔ）＝［（Ｃ标准液 ×△Ａ测定 ÷△Ａ标准）×Ｖ提取 ×１０

３×
５５．８４５］／Ｃ样本 ×Ｖ提取。
１．４．６　ＭＤＡ含量检测

将Ｈ９ｃ２细胞接种至６孔板，细胞分组与处理同
１．３。每孔加入裂解液中吹打裂解，充分涡旋后静置
５ｍｉｎ，取５μＬ进行 ＢＣＡ法蛋白质定量。加入试剂盒
中的工作液，充分混匀，９５℃反应 ２０ｍｉｎ，冰浴静置
５ｍｉｎ，１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ。取上清液加至９６孔板
中，在酶标仪５３２ｎｍ处测定吸光度值，根据ＭＤＡ的标
准曲线计算样品中的 ＭＤＡ浓度，并用标准蛋白进行
校准。ＭＤＡ含量（μｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ）＝ＣＭＤＡ／Ｃ样本。
１．４．７　ＧＳＨ含量检测

将Ｈ９ｃ２细胞接种至６孔板，细胞分组与处理同
１．３。每孔加入１ｍＬＧＳＨ检测试剂，超声处理细胞样
品，４℃高速冷冻离心机１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ后，加入
工作液３７℃孵育１０ｍｉｎ。立即取上清在酶标仪４１２ｎｍ
处测定吸光度值（Ａ）。ＧＳＨ含量（μｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ）＝
［（Ａ测定 －Ａ空白）×标准管浓度×ＧＳＨ分子量×稀释倍
数］／［（Ａ标准 －Ａ空白）×Ｃ样本 ×１０００］。
１．４．８　核质分离

将Ｈ９ｃ２细胞接种至６孔板，细胞分组与处理同
１．３。ＰＢＳ洗涤细胞 ３次后，４℃高速冷冻离心机上
１００００×ｇ离心２ｍｉｎ，弃上清液。加入２００μＬ浆蛋白
提取试剂，混匀后冰浴静置１０ｍｉｎ，再高速涡旋，４℃高
速冷冻离心机上１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清液为细
胞质蛋白。将沉淀物加入５０～１００μＬ的核蛋白提取
试剂，高速涡旋１５ｓ，冰浴静置１０ｍｉｎ。再次进行高速
涡旋，４℃高速冷冻离心机上１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取
上清液为细胞核蛋白。

１．５　统计学方法
实验结果数据以（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ

Ｐｒｉｓｍ９．５统计软件进行数据分析。多组间检验采用
单因素方差分析，组间比较采用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为
差异具有统计学意义。
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２　结　果

２．１　ＰＡ诱导心肌细胞发生铁死亡
如图１所示，与对照组相比，不同浓度 ＰＡ处理

后，细胞存活率呈下降趋势，在６０μｍｏｌ／Ｌ具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），因此，本研究选用该浓度进行后续试
验。与对照组相比，ＰＡ６０μｍｏｌ／Ｌ组铁死亡相关因子
ＳＬＣ７Ａ１１和 ＧＰＸ４的基因与蛋白表达均显著降低
（Ｐ＜０．０５）；ＰＡ组的 ＬＰＯ绿色荧光信号明显强于对
照组，表明ＰＡ诱导下细胞内发生了脂质过氧化反应，
ＰＡ可诱导心肌细胞铁死亡的发生。

　　Ａ．ＣＣＫ８试剂盒检测细胞活力；Ｂ．ＲＴｑＰＣＲ检测 ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１ｍＲＮＡ的表达水平；Ｃ．Ｗｅｓｔｅｒｎ印

迹法检测ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１蛋白表达水平；Ｄ．脂质过氧化水平检测（标尺：５０μｍ）；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ比较，Ｐ＜

００５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｎ＝３。

图１　ＰＡ对细胞活力、铁死亡蛋白、基因和
脂质过氧化的影响

２．２　ＰＡ刺激糖尿病心肌细胞，ＡＭＰＫ和Ｎｒｆ２／
ＨＯ１表达下调

如图２结果显示，与对照组相比，ＰＡ６０μｍｏｌ／Ｌ
组ＡＭＰＫ、Ｎｒｆ２和 ＨＯ１蛋白和 ｍＲＮＡ表达水平均明
显降低（Ｐ＜０．０５）。

　　Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＡＭＰＫ、Ｎｒｆ２和 ＨＯ１蛋白表达水平；Ｂ．ＲＴｑＰＣＲ检测 ＡＭＰＫ、Ｎｒｆ２和 ＨＯ１的
ｍＲＮＡ表达水平（与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｎ＝３）。

图２　ＰＡ对ＡＭＰＫ、Ｎｒｆ２和ＨＯ１蛋白及基因的影响

２．３　ＡＭＰＫ调控 ＰＡ诱导的糖尿病心肌细胞
铁死亡

图３Ａ～３Ｃ结果显示，与对照组相比，ＡＭＰＫ抑制
剂组与ＰＡ组细胞铁死亡相关因子 ＳＬＣ７Ａ１１和 ＧＰＸ４
蛋白与基因表达显著下调（Ｐ＜０．０１）；与 ＰＡ组相比，
ＡＭＰＫ＋ＰＡ激动剂组显著提高ＳＬＣ７Ａ１１和ＧＰＸ４蛋白
与基因的表达（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１），而 ＡＭＰＫ＋ＰＡ
抑制剂组却进一步下调 ＳＬＣ７Ａ１１和 ＧＰＸ４的蛋白与
基因表达（Ｐ＜０．０５）。图３Ｄ～３Ｇ结果显示，ＰＡ刺激
２４ｈ后，细胞的铁含量和 ＭＤＡ含量显著升高，ＡＭＰＫ
激动剂组的处理显著降低了铁和 ＭＤＡ含量，ＡＭＰＫ
抑制剂组的处理却提高了 ＭＤＡ含量（Ｐ＜０．０１）。
ＧＳＨ检测结果显示，与对照组相比，ＰＡ处理显著降低
了细胞的ＧＳＨ含量（Ｐ＜０．０５），与 ＰＡ组相比，ＡＭＰＫ
激动剂＋ＰＡ组显著提高 ＧＳＨ含量（Ｐ＜０．０１）。ＬＰＯ
的荧光结果显示，与对照组相比，ＰＡ处理能使细胞
ＬＰＯ绿色荧光增强；与ＰＡ组相比，ＡＭＰＫ激动剂＋ＰＡ
组荧光强度明显下降，而 ＡＭＰＫ抑制剂 ＋ＰＡ组荧光
强度更强，这反映了在ＰＡ刺激条件下，ＡＭＰＫ激动剂
组可以降低其诱导的 ＬＰＯ积累，从而改善铁死亡，而
ＡＭＰＫ抑制剂组的作则与其相反。
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　　Ａ、Ｂ．Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１蛋白表达水平；Ｃ．ＲＴｑＰＣＲ检测 ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１ｍＲＮＡ
的表达水平；Ｄ．检测细胞铁含量；Ｅ．检测细胞 ＧＳＨ含量；Ｆ．检测细胞 ＭＤＡ含量；Ｇ．脂质过氧化水平检测
（标尺：５０μｍ）；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与ＰＡ组相比，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃Ｐ＜
０．００１，ｎ＝３。

图３　ＡＩＣＡＲ和ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ对ＰＡ诱导
Ｈ９ｃ２铁死亡的影响

２．４　ＡＭＰＫ调控ＰＡ刺激后的心肌细胞 Ｎｒｆ２／
ＨＯ１通路

图４结果显示，与ＰＡ组相比较，ＡＭＰＫ激动剂组
与ＡＭＰＫ激动剂＋ＰＡ组的ＡＭＰＫ、Ｎｒｆ２和ＨＯ１蛋白
与基因表达明显升高（Ｐ＜０．０１），ＡＭＰＫ抑制剂组与
ＡＭＰＫ抑制剂＋ＰＡ组组则显著下调以上蛋白与基因
的表达水平（Ｐ＜０．０５）。与 ＰＡ组相比，ＡＭＰＫ激动
剂组与ＡＭＰＫ＋ＰＡ激动剂组的Ｎｒｆ２的核蛋白水平表
达明显升高，相反，ＡＭＰＫ抑制剂组与 ＡＭＰＫ＋ＰＡ抑
制剂组显著降低了核Ｎｒｆ２的表达水平（Ｐ＜０．０５）。

　　Ａ、Ｂ．Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＡＭＰＫ、Ｎｒｆ２和 ＨＯ１蛋白表达水平；Ｃ、Ｄ．Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测 Ｎｒｆ２的核蛋白

表达水平；Ｅ、Ｆ．ＲＴｑＰＣＲ检测ＡＭＰＫ、Ｎｒｆ２和ＨＯ１的ｍＲＮＡ表达水平（与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５，

Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１；与ＰＡ组相比，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃Ｐ＜０．００１，ｎ＝３）。

图４　ＡＩＣＡＲ和ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ对ＡＭＰＫ、Ｎｒｆ２和ＨＯ１
蛋白及基因的影响

３　讨　论

ＤＣＭ作为常见糖尿病并发症，是造成糖尿病患者
死亡率增加的重要原因之一。深入研究其机制对改

善糖尿病患者的预后具有重要意义
［１１］。本研究发

现，ＰＡ—糖尿病患者血清中显著升高的游离脂肪酸之
一，能够显著抑制心肌细胞 ＡＭＰＫ磷酸化，进而减少
Ｎｒｆ２核累积并下调ＨＯ１表达。这种抗氧化防御系统
的损伤导致谷胱甘肽耗竭、脂质 ＲＯＳ累积，最终引发
铁死亡。鉴于ＰＡ在糖尿病代谢紊乱环境中的异常累
积，本研究结果可能为 ＤＣＭ的靶向干预提供了新的

４８３ 湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第５期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



潜在策略。

在糖尿病状态下，持续的高血糖和血脂异常会导

致心肌细胞长期暴露于高浓度 ＰＡ环境中［１２］。本研

究发现ＰＡ通过抑制ＡＭＰＫ活性来干扰Ｎｒｆ２／ＨＯ１通
路，这与既往文献

［１３］
报道的糖尿病患者心肌组织抗

氧化能力显著降低的结果一致。更重要的是，ＰＡ作
为强效脂毒性分子，可促进心肌细胞内脂质异常堆

积，引发心肌脂毒性
［１４］。这种脂毒性微环境不仅加

剧氧化应激，还会破坏细胞膜磷脂的氧化还原平衡，

进而触发铁死亡（ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ）。这一过程已被证实与
糖尿病心肌病的特征性心肌损伤和重构密切相关。

因此，ＰＡ介导的心肌脂毒性和铁死亡可能是糖尿病
心肌病发生发展的重要推动因素。

ＡＭＰＫ是生物能量代谢调节的关键分子，大量研
究证实，ＡＭＰＫ在调节细胞糖脂代谢、保护内皮细胞
功能、调节细胞自噬、氧化应激和衰老方面发挥着至

关重要的作用
［１５１６］。有文献报道，ＡＭＰＫ通过磷酸化

被激活后可通过抑制 ｍＴＯＲ的磷酸化来抑制心脏肥
大
［１７］，而心脏肥大是肥胖和高脂饮食导致心机重构

的重要特征之一。本研究通过使用 ＡＭＰＫ激动剂
ＡＩＣＡＲ和抑制剂 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ进行干预，进一步证实
了ＡＭＰＫ在 ＰＡ诱导的铁死亡中的关键调控作用。
ＡＩＣＡＲ预处理能够显著上调 ＡＭＰＫ、Ｎｒｆ２和 ＨＯ１的
蛋白水平，降低细胞 ＬＰＯ水平，提高细胞 ＧＳＨ含量，
降低ＭＤＡ和铁含量，从而减轻ＰＡ诱导的铁死亡。相
反，ＡＭＰＫ抑制剂ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ则下调了 ＡＭＰＫ、Ｎｒｆ２、
ＨＯ１、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４的表达水平，导致细胞 ＬＰＯ水
平升高，ＧＳＨ含量降低，ＭＤＡ和铁含量升高，从而加
重ＰＡ诱导的铁死亡。

综上所述，ＰＡ通过下调ＡＭＰＫ来调控Ｎｒｆ２／ＨＯ１
信号通路诱导大鼠心肌细胞发生铁死亡，这一发现为

理解糖尿病心肌病的发病机制提供了新的理论依据。

这说明，靶向激活 ＡＭＰＫＮｒｆ２／ＨＯ１通路（如通过
ＡＭＰＫ激动剂或Ｎｒｆ２诱导剂）可以有效缓解 ＰＡ诱导
的脂毒性心肌损伤及铁死亡，这为糖尿病心肌病的治

疗提供了潜在的新策略。
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白桦脂酸通过下调 ｃＭｙｃ抑制宫颈癌 ＳＩＨＡ
　　　　　　　　　　　　　　细胞的增殖与迁移 　　　　　　　　　　　　　?

祝巧云
１，朱　波２

（１．咸宁市咸安区中医医院妇产科，湖北 咸宁 ４３７０００；２．湖北科技学院医学部基础医学院
人体解剖学教研室）

摘要：目的 探讨白桦脂酸（ＢＡ）抑制宫颈癌ＳＩＨＡ细胞的恶性生物学行为及部分分子机制。方法 在恒温恒湿 ＣＯ２
细胞培养箱中培养宫颈癌ＳＩＨＡ细胞，将细胞与不同浓度梯度的ＢＡ孵育后进行细胞增殖和迁移检测。采用ＭＴＴ法检
测ＳＩＨＡ细胞的光密度值，接着评价同一浓度下ＢＡ对ＳＩＨＡ细胞抑制的时间依赖性；平板克隆形成实验检测宫颈癌ＳＩ
ＨＡ细胞的单细胞克隆增殖能力；通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移和侵袭实验来评估宫颈癌ＳＩＨＡ细胞的迁移能力；蛋白质免疫
印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）实验检测ＢＡ影响宫颈癌ＳＩＨＡ细胞中ｃＭｙｃ蛋白表达水平的情况；Ｒｅｓｃｕｅ实验检测ＢＡ是否通过ｃ
Ｍｙｃ通路介导其抑制作用。结果 ＢＡ可以剂量和时间依赖性地抑制宫颈癌 ＳＩＨＡ细胞的存活和增殖能力，浓度依赖性
地抑制ＳＩＨＡ细胞的迁移和侵袭能力；在一定剂量范围内，ＢＡ可以引起癌基因ｃＭｙｃ蛋白质表达下调，ｃＭｙｃｓａＲＮＡ可
以部分抵消ＢＡ的抑制作用。结论 ＢＡ对宫颈癌ＳＩＨＡ细胞的增殖与迁移具有抑制作用，其作用机制与下调ｃＭｙｃ蛋白
表达有关。
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ＳＩＨＡｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌｃｅｌｌｓｍａｌｌｃｈａｍｂｅｒｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｓｓａｙ．ＴｈｅｃＭｙｃｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＳＩＨＡｃｅｌｌｓ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＢＡｗａｓｄｅｔｅｃｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙ．ＲｅｓｕｅａｓｓａｙｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｗｈｅｔｈｅｒｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＢＡｗａｓｍｅｄｉａｔｅｄ
ｂｙｃＭｙｃｐａｔｈｗａｙ．ＲｅｓｕｌｔｓＢＡｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＳＩＨＡｃｅｌｌｓｉｎａｔｉｍｅａｎｄｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ，ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．Ｉｎａｃｅｒｔａｉｎｄｏｓｅｒａｎｇｅ，ＢＡｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｎｃｏｇｅｎｅｃＭｙｃｐｒｏｔｅｉｎ．ｃ
ＭｙｃｓａＲＮＡｃａｎｐａｒｔｌｙｃｏｕｎｔｅｒａｃｔｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆＢＡ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＢＡｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ
ＳＩＨＡｃｅｌｌｓ，ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｃＭｙｃｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｂｅｔｕｌｉｎｉｃａｃｉｄ；Ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ；ＳＩＨＡ；ｃＭｙｃ；Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
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　　宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤［１］，全球女性癌症

死亡的主要原因之一。在发展中国家，宫颈癌新增病

例为４５．２万例，排名第二［２］，其病理类型分为鳞癌、

腺癌、鳞腺癌，持续感染高危人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）是
最主要的原因。宫颈癌的远处转移扩散与长期生存

率低有关，其中原位癌高发年龄为３０～５０岁，浸润癌
为４５～５５岁［３］，近年来发病有年轻化趋势。手术仍

然是早期宫颈癌患者的主要治疗方法，局部晚期肿瘤

采用化疗
［４］。

白桦脂酸（Ｂｅｔｕｌｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＡ）是存在于蒲桃树
叶、白桦树皮、酸枣仁等植物中的天然羽扇豆烷型五

环三萜化合物，具有抗肿瘤、抗 ＨＩＶ、调血脂、抗糖尿
病等作用

［５］。ＢＡ通过体内与体外机制抑制癌细胞的
生长，并靶向 ｍＴＯＲ信号来抑制胰腺癌的凋亡［６］。

ＢＡ通过抑制炎症与血管的生成，导致细胞周期停滞，
最终导致三阴性乳腺癌细胞凋亡

［７］。ＢＡ可以通过线
粒体依赖性和非依赖性途径诱导卵巢癌细胞的凋

亡
［８］。本文探索ＢＡ对宫颈癌细胞的抑制作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料
人宫颈癌细胞株 ＳＩＨＡ购自斑马生物技术公司，

ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清购自佰欧公司，双抗为碧
云天生物技术公司生产，９６孔板为Ｃｏｒｎｉｎｇ公司产品。
ＢＡ购自上海源叶生物公司，ＭＴＴ、二甲基亚砜（ＤＭ
ＳＯ）为 ＳＩＧＭＡ公司产品。ＧＡＰＤＨＲａｂｂｉｔＭｏｎｏｃｌｏｎａｌ
Ａｎｔｉｂｏｄｙ（ＡＦ０００６）购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ生物公司，ｃＭｙｃ单
克隆抗体购自 Ａｂｃｌｏｎａｌ公司。酶标仪（天逸 ５１０Ｓ
０７ＩＣＢ）购自美国 ＢｉｏＴｅｋ公司，ＢＣＡ蛋白定量检测试
剂盒、蛋白提取试剂盒和 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶试剂盒均购
自白鲨生物。电泳仪（ＥＰＳ６００）购自雅酶公司，倒置
显微镜（ＴＨ４２００）购自奥斯维公司。其他试剂为生化
分析纯。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养

使用ＲＰＭＩ１６４０完全培养基（１０％ ＦＢＳ、９０％ＲＰ
ＭＩ１６４０、１％青霉素链霉素双抗）在３７℃、５％ ＣＯ２细
胞培养箱内培养宫颈癌ＳＩＨＡ细胞。
１．２．２　ＭＴＴ法

待ＳＩＨＡ细胞长至对数增长期时，消化传代后，以
每孔５×１０５接种于９６孔板中。接下来的实验步骤参
照以前发表的文献

［９］，ＢＡ的浓度设定为０、５、１０、２０、
４０、８０μｍｏｌ／Ｌ。

１．２．３　平板克隆形成实验
实验步骤参照以前发表的文献

［９］，ＢＡ的浓度设
定为０、５、１０、４０μｍｏｌ／Ｌ。
１．２．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭和迁移实验

具体实验步骤参照以前发表的文献
［９］，ＢＡ的浓

度设定为０、５、１０、４０μｍｏｌ／Ｌ。
１．２．５　蛋白检测

用不同浓度梯度（０、５、１０、４０μｍｏｌ／Ｌ）ＢＡ与ＳＩＨＡ
细胞孵育２４ｈ后，提取细胞总蛋白，接下来的实验步
骤参考以前发表的文献

［１０］。

１．２．６　ｓａＲＮＡ激活ｃＭｙｃ蛋白的表达
根据文献报道的方法

［１１］，设计针对人ｃＭｙｃ基因
启动子区的三对小激活 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌａｃｔｉｖａｔｉｎｇＲＮＡ，
ｓａＲＮＡ），ｓａＲＮＡ的序列见表１。以 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
为转染试剂，采用瞬时转染的方法转进宫颈癌 ＳＩＨＡ
细胞。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染效果。

表１　ｓａＲＮＡ序列

ｓａＲＮＡ名称 起始处 正义链序列 反义链序列

ｓａＲＮＡ１ ６３ ＧＵＧＡＣＵＡＵＵＣＡＡＣＣＧＣＡＵＡ ＵＡＵＧＣＧＧＵＵＧＡＡＵＡＧＵＣＡＣ

ｓａＲＮＡ２ ３１ ＧＡＧＧＡＧＵＵＡＣＵＧＧＡＧＧＡＡＡ ＵＵＵＣＣＵＣＣＡＧＵＡＡＣＵＣＣＵＣ

ｓａＲＮＡ３ ７８７ ＡＧＣＡＧＵＡＣＵＧＵＵＵＧＡＣＡＡＡ ＵＵＵＧＵＣＡＡＡＣＡＧＵＡＣＵＧＣＵ

ｓａＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ  ＡＣＵＵＡＣＧＡＧＵＧＡＣＡＧＵＡＧＡ ＵＣＵＡＣＵＧＵＣＡＣＵＣＧＵＡＡＧＵ

１．３　统计学方法
采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０进行统计分析及绘图，

数据结果以（珋ｘ±ｓ）表示，并用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ进行
分析，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＢＡ对宫颈癌ＳＩＨＡ细胞存活和增殖能力
的影响

通过ＭＴＴ实验检测ＢＡ对ＳＩＨＡ细胞存活和增殖
能力的抑制情况，如图１所示，不同浓度 ＢＡ（０、５、１０、
２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ）作用２４ｈ后，ＳＩＨＡ细胞的活力逐渐
被抑制，普通光学显微镜下观察表现为细胞逐渐失去

典型多角形，变圆、漂浮，光密度值（ＯＤ）逐渐减少，说
明其抑制程度随 ＢＡ浓度的增加而增强，呈现剂量依
赖性，经计算，ＩＣ５０为２８．５２μｍｏｌ／Ｌ。为了评估时间依
赖性，本文选取１０μｍｏｌ／Ｌ的浓度来测算。随着时间
的推移，１０μｍｏｌ／ＬＢＡ呈时间依赖性抑制人宫颈癌细
胞株ＳＩＨＡ的增殖，表现为ＯＤ值逐渐减少。
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　　Ａ．ＢＡ作用于ＳＩＨＡ细胞２４ｈ后的细胞白光图（×１００）；Ｂ．一定浓度梯度的 ＢＡ与 ＳＩＨＡ细胞孵育２４ｈ

后，ＢＡ对ＳＩＨＡ细胞增殖的影响（与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，

Ｐ＜０．０００１，ｎ＝３）；Ｃ．与１０μｍｏｌ／ＬＢＡ孵育２４、４８、７２ｈ后，ＳＩＨＡ细胞的增殖能力被时间依赖性抑制（与２４ｈ

组比较，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０００１，ｎ＝３）。

图１　ＢＡ对ＳＩＨＡ细胞增殖的影响

２．２　ＢＡ对宫颈癌ＳＩＨＡ细胞克隆形成能力的
影响

平板克隆形成实验反映了单个癌细胞的增殖和

集落形成能力。如图２所示，一定浓度梯度的ＢＡ（０、
５、１０、４０μｍｏｌ／Ｌ）孵育后，ＢＡ浓度依赖性抑制了宫颈
癌ＳＩＨＡ细胞的克隆形成能力，表现为肉眼可见的克
隆逐步减少。

　　Ａ．不同浓度的ＢＡ对ＳＩＨＡ细胞的克隆形成图；Ｂ．不同浓度ＢＡ对ＳＩＨＡ细胞的克隆数统计图（与空白

对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０００１，ｎ＝３）

图２　ＢＡ对ＳＩＨＡ细胞克隆形成能力的影响

２．３　ＢＡ对宫颈癌ＳＩＨＡ细胞的纵向迁移能力
的影响

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移实验反映了癌细胞的纵向迁
移能力。如图 ３所示，与一定浓度梯度的 ＢＡ（０、５、
１０、４０μｍｏｌ／Ｌ）孵育后，ＢＡ浓度依赖性抑制了宫颈癌
细胞的迁移，表现为穿过基底膜的细胞逐渐减少。

　　Ａ．不同浓度的ＢＡ对ＳＩＨＡ细胞纵向迁移的抑制情况（×２０）；Ｂ．ＢＡ对ＳＩＨＡ细胞纵向迁移能力抑制的
统计图（与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０００１，ｎ＝３）

图３　ＢＡ抑制ＳＩＨＡ细胞纵向迁移

２．４　ＢＡ对宫颈癌ＳＩＨＡ细胞侵袭的影响
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验反映了癌细胞的侵袭能

力。如图 ４所示，一定浓度梯度的 ＢＡ（０、５、１０、
４０μｍｏｌ／Ｌ）与ＳＩＨＡ细胞孵育后，ＢＡ浓度依赖性抑制
了宫颈癌ＳＩＨＡ细胞的侵袭能力，表现为穿过基底胶
和基底膜的细胞逐渐减少。

　　Ａ．不同浓度的ＢＡ对ＳＩＨＡ细胞侵袭能力的影响（×２０）；Ｂ．ＢＡ对 ＳＩＨＡ细胞侵袭抑制的统计图（与空
白对照组比较，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０００１，ｎ＝３）

图４　ＢＡ抑制ＳＩＨＡ细胞侵袭

２．５　ＢＡ对宫颈癌ＳＩＨＡ细胞ｃＭｙｃ蛋白表达
的影响

如图５所示，从经 ＢＡ孵育后的宫颈癌细胞中提
取总蛋白，实施 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检查，发现 ＢＡ剂量依赖
性（０、５、１０、４０μｍｏｌ／Ｌ）下调了宫颈癌 ＳＩＨＡ细胞 ｃ
Ｍｙｃ蛋白的表达，说明 ＢＡ可能通过下调 ｃＭｙｃ基因
的翻译抑制宫颈癌ＳＩＨＡ细胞的增殖和迁移。

８８３ 湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第５期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



　　Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果图；Ｂ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果统计图（与空白对照组相比，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜

００００１，ｎ＝３）。

图５　ＢＡ对ＳＩＨＡ细胞ｃＭｙｃ蛋白表达的影响

２．６　ｃＭｙｃ表达的抑制作用
转染 ｃＭｙｃｓａＲＮＡ后，发现 ＳＩＨＡ细胞的 ｃＭｙｃ

蛋白表达显著上调，其中 ｃＭｙｃｓａＲＮＡ１激活效果最
明显（图６Ａ），利用２０μｍｏｌ／ＬＢＡ与 ＳＩＨＡ细胞共孵
育，发现ｃＭｙｃｓａＲＮＡ１可以部分抵消ＢＡ对ＳＩＨＡ细
胞的抑制作用（图６Ｂ），说明 ＢＡ对宫颈癌 ＳＩＨＡ细胞
的抑制作用部分通过下调ｃＭｙｃ蛋白的表达而实现。

　　Ａ．ｃＭｙｃｓａＲＮＡ可以在ＳＩＨＡ细胞中上调ｃＭｙｃ的蛋白表达水平；Ｂ．ｃＭｙｃｓａＲＮＡ可以部分抵消 ＢＡ对
宫颈癌ＳＩＨＡ细胞的抑制作用（与对照组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１， Ｐ＜

００００１，ｎ＝３）。

图６　ｃＭｙｃｓａＲＮＡＢＡ对宫颈癌ＳＩＨＡ细胞的作用

３　讨　论

宫颈癌是全球女性常见的癌症之一，也是导致癌

症相关死亡率的原因。几乎所有的宫颈癌都与人类

乳头瘤样病毒（ＨＰＶ）感染有相关性［１２］。包括宫颈鳞

状细胞癌（７０％）、宫颈腺癌（２５％）和混合组织学肿
瘤。虽然能在普查中及时确诊，但后期的生存率却很

低，仅为一年半时间
［１３］。

ＢＡ是一种五环三萜类化合物，在天然界中广泛
存在，最早分离于生长在非洲东部的鼠李科常绿植物

的树皮，但主要来源是从白桦树皮中提取纯化
［１４］。

ＢＡ及其衍生物作为生物制剂在抗癌和ＨＩＶ治疗等方
面表现出了巨大的潜能，在机体的抗氧化损伤和免疫

调节过程中发挥着重要作用，是一类很有潜力的药物

先导化合物，对于新药的研发具有重要价值
［１５］。ＢＡ

在许多癌细胞中具有抗增殖特性，如胰腺癌、胃癌、乳

腺癌、肾癌、卵巢癌等。Ｇｕｏ等［１６］
通过体外和体内实

验证明ＢＡ均以剂量依赖性方式明显抑制胰腺癌，并
且通过特异性靶向 ｍＴＯＲ信号而不是 Ｎｒｆ２或 ＪＡＫ２
来抑制胰腺癌。Ａｔａｓ等［１７］

通过评估 ＥＭＴ标志物
ＳＮＡＩＬ１和ＳＤＣ２来研究ＢＡ对肾细胞癌细胞的抗转
移作用，通过细胞毒性测定剂量处理 ＢＡ，ＳＤＣ２的表
达水平降低，并且抑制癌细胞的增殖与迁移。

许多原癌基因已被证明参与调节细胞凋亡和癌

症发生。Ｍｙｃ原癌基因编码一个转录因子家族，是人
类癌症中常见的激活癌基因之一。在正常生长的成

人组织中，ｃＭｙｃ表达与生长有关，当静止的组织被刺
激生长时，如在再生肝中，ｃＭｙｃ表达增加，当扩增时
表明预后不良。细胞生长的停止通常伴随着 ｃＭｙｃ
表达的大幅降低。当使用反义寡核苷酸来降低ｃＭｙｃ
的表达水平，即使不会导致死亡，也会导致生长抑制。

它在癌症中的作用是普遍存在的，因为它促进生长、

细胞周期进程、代谢和生存
［１８］。ｃＭｙｃ涉及多种细胞

过程，包括增殖、分化、细胞凋亡和代谢
［１９］，长期培养

的成纤维细胞中加入生长因子，诱导 ｃＭｙｃ基因表
达，可刺激细胞增殖；当撤去生长因子，且下调 ｃＭｙｃ
基因表达时，细胞停滞在Ｇ１期而不增殖。ｃＭｙｃ与正
调节的生长因子协同促进细胞增殖，而与具有负调控

的生长抑制基因 Ｆａｓ、Ｆａｓｌ和 Ｂａｓ结合后可加速细胞
凋亡。成骨肉瘤、软骨肉瘤、脊索瘤、脂肪肉瘤、横纹

肌肉瘤、何杰金氏病及头部肿瘤等都有Ｍｙｃ基因的扩
增或过度表达

［２０］。

尽管越来越多的研究提示
［２１２２］

原癌基因 ｃＭｙｃ
卷入宫颈癌的发生和发展，但是 ｃＭｙｃ的突变更多地
是被作为宫颈癌预后不良的生物标志物，而不是起决

定作用的驱动因素
［２３］。Ｒｉｏｕ等［２４］

发现在９３例早期
宫颈癌中ｃＭｙｃ基因的过表达预示着更高的复发风
险，ｃＭｙｃ基因的检测联合淋巴结转移状况分析能更
精确地预测复发风险。Ｏｃａｄｉｚ等［２５］

发现在３５例墨西
哥妇女宫颈癌样本中约９０％存在 ｃＭｙｃ基因的扩增
和／或重排。但是迄今为止，似乎未见 ｃＭｙｃ基因在
宫颈癌中的功能学研究。本研究发现ＢＡ可以剂量依
赖性下调宫颈癌 ＳＩＨＡ细胞的恶性生物学行为和 ｃ

９８３湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第５期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



Ｍｙｃ蛋白的表达，且ｓａＲＮＡ上调ｃＭｙｃ基因的表达后
可以部分抵消 ＢＡ的抑制作用，间接地证实了 ｃＭｙｃ
基因在宫颈癌中的致瘤性功能。

总之，本研究通过体外实验证明 ＢＡ能有效抑制
宫颈癌细胞的增殖和迁移，且通过下调 ｃＭｙｃ蛋白的
表达得以实现。后续将进行裸鼠体内实验验证ＢＡ是
否在体内具有相同的作用，为临床应用提供理论

依据。
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竹节参总皂苷调节自噬减轻 ＰＦＯＳ暴露所致
　　　　　　　　　　　ＰＣ１２细胞损伤的研究 　　　　　　　　　　?
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摘要：目的 探讨竹节参总皂苷（ＳＰＪ）对全氟辛烷磺酸盐（ＰＦＯＳ）的神经毒性以及ＰＣ１２细胞自噬的干预作用。方法
将ＰＣ１２细胞暴露于１００、２００、３００、４００、５００μｍｏｌ／Ｌ的ＰＦＯＳ，利用甲基噻唑基四唑（ＭＴＴ）法检测细胞活力；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法检测自噬相关蛋白的表达变化。同时采用５、２５、５０μｇ／ｍＬＳＰＪ预保护ＰＣ１２细胞后，用５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ和不同浓度
ＳＰＪ共孵育，ＭＴＴ检测细胞活力；Ｈｏｅｃｈｓｔ染色检测细胞凋亡；２＇，７＇二氯二氢荧光素二乙酸酯（ＤＣＦＨＤＡ）探针标记检测
细胞活性氧水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测自噬相关蛋白ＬＣ３、ｐ６２蛋白表达变化。结果 不同浓度ＰＦＯＳ暴露后，与对照组比
较，１００、２００、３００、４００和５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ显著降低ＰＣ１２细胞活力（Ｐ＜０．０１），５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ组 ＬＣ３蛋白表达显著
上升（Ｐ＜０．０５），４００和５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ暴露组 ｐ６２蛋白表达显著上升（Ｐ＜０．０５），不同浓度 ＰＦＯＳ组 Ｂｅｃｌｉｎ１、Ａｔｇ５、
Ａｔｇ１２蛋白表达水平无明显变化；给予不同浓度的ＳＰＪ干预后，与５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ组比较，５０μｇ／ｍＬＳＰＪ组细胞凋亡数
量减少，活性氧水平降低（Ｐ＜０．０１），２５和５０μｇ／ｍＬＳＰＪ表现为细胞活力明显增高（Ｐ＜０．０１），ＬＣ３和 ｐ６２蛋白表达明
显降低（Ｐ＜０．０５）。结论 竹节参总皂苷可通过调节自噬途径减轻ＰＦＯＳ暴露所致ＰＣ１２细胞损伤。
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　　 全氟辛烷磺酸盐 （ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｏｃｔａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅｓ，
ＰＦＯＳ）是全氟化合物家族中具有代表性的一种持久
性有机污染物

［１］。ＰＦＯＳ广泛存在于各种环境介质如

水体、土壤、大气中，并随着生物链不断在生物体和人

体内富集；其在人体内的主要蓄积部位为肝脏、肾脏、

血液和大脑，在大脑中的蓄积浓度可达到血液中的
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３２％，并能产生发育毒性、肝脏毒性、肠道毒性以及神
经毒性

［２］。自噬是一种以细胞成分降解和循环利用

为特征的生理过程。自噬在缺氧、营养缺乏和其他形

式的压力下作为生存反应被激活，以祛除受损蛋白质

和功能失调的细胞器。目前研究
［３］
证明，ＰＦＯＳ能够

通过溶酶体线粒体轴和受损的线粒体自噬发挥促细
胞凋亡作用，从而引发肝毒性。竹节参（ｐａｎａｃｉｓｊａ
ｐｏｎｉｃａｒｈｉｚｏｍａ）是五加科人参属植物竹节参的干燥根
茎，作为中药材被收录在《中国药典》中，其发挥功效

的活性成分是竹节参总皂苷（ｓａｐｏｎｉｎｓｆｒｏｍｐａｎａｘｊａ
ｐｏｎｉｃｕｓ，ＳＰＪ），具有抗炎、抗凋亡和抗氧化等药理作
用
［４］。有研究表明，ＳＰＪ通过氧化应激、细胞凋亡、自

噬水平发挥神经保护作用，改善认知缺陷
［５］。但是

ＳＰＪ对ＰＦＯＳ诱发大鼠神经细胞损伤的保护作用是否
与自噬水平有关尚不清楚。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　细胞株与药物

大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞（ＰＣ１２细胞）由三峡
大学医学院惠赠。

竹节参总皂苷由三峡大学医学院何毓敏博士赠

予，用无菌ＰＢＳ溶液配制并混匀充分，微孔滤膜过滤，
４℃避光保存。

ＰＦＯＳ母液配制：称取 ２６９．１１５ｍｇ的 ＰＦＯＳ，用
１ｍＬＤＭＳＯ配制成５００ｍｍｏｌ／Ｌ的母液，用完全培养基
稀释１０００倍至５００μｍｏｌ／Ｌ，临用前再分别稀释至所需
的ＰＦＯＳ浓度，涡旋振荡均匀。ＰＦＯＳ溶解在 ＤＭＳＯ
中，最终在培养基中的浓度为０．１％。
１．１．２　主要试剂

全氟辛基磺酸钾盐（ＰＦＯＳ，罗恩试剂公司）；ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基（ＧＩＢＣＯ公司）；胎牛血清（ＧｅｍｉｎｉＢｉｏ
公司）；青霉素／链霉素双抗溶液、四甲基偶氮唑盐
（ＭＴＴ）、无菌 ＰＢＳ溶液（武汉科瑞生物技术有限公
司）；０．２５％胰酶溶液（浙江吉诺生物医药技术有限公
司）；ＤＭＳＯ（细胞培养级，大连美仑生物技术有限公
司）；活性氧检测试剂盒、Ｈｏｅｃｈｓｔ染色液（上海碧云天
生物技术有限公司）；βａｃｔｉｎ（ＧＢ１１００１，武汉赛维尔生
物科技有限公司）；ＬＣ３（１４６００１ＡＰ）、ｐ６２（１８４２０１
ＡＰ，武汉三鹰生物技术有限公司，兔抗）；Ｂｅｃｌｉｎ１
（ＷＬ０２５０８）、Ａｔｇ５（ＷＬ０２４１１）、Ａｔｇ１２（ＷＬ０３１４４，万类
生物科技有限公司，兔抗）。

１．１．３　仪器
ＢＳＡ２２４Ｓ电子天平购于德国赛多利斯股份公司；

Ｔａｎｏｎ４６００化学发光成像显影仪购于上海天能科技

有限公司；３１１二氧化碳细胞培养箱购于赛默飞世尔
科技有限公司；ＪＰ２０１Ａ单板微量振荡器购于上海派
旌仪器有限公司；ＩＸ７３Ｏｌｙｍｐｕｓ倒置荧光显微镜购于
奥林巴斯公司；ＶｉｃｔｏｒＮｉｖｏ多功能酶标仪购于
ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ股份有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及处理

ＰＣ１２神经细胞以ＲＭＰＩ１６４０培养基培养于３７℃，
５％ ＣＯ２培养箱，选择对数生长期细胞进行试验。

筛选ＰＦＯＳ浓度：计数完成后，将细胞悬液稀释至
５×１０４个／ｍＬ，每孔加入１００μＬ细胞悬液，培养箱培
养，待细胞贴壁后，设置对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、ＰＦＯＳ组。
对照组设置为溶剂对照组（含０１％ＤＭＳＯ的完全培
养基），ＰＦＯＳ组每孔加入１００μＬ不同浓度（１００、２００、
３００、４００、５００μｍｏｌ／Ｌ）ＰＦＯＳ溶液，刺激２４ｈ后每孔避
光加入２０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），培养４ｈ后，弃上清，每
孔避光加入１５０μＬＤＭＳＯ，低速震荡１０ｍｉｎ，在４９０ｎｍ
处检测吸光度值，计算细胞活力。

筛选ＰＦＯＳ刺激下的ＳＰＪ浓度：计数完成后，将细
胞悬液稀释至３×１０４个／ｍＬ，每孔１００μＬ细胞悬液，
培养箱培养，待细胞贴壁后，设置对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、
５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ组、５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ＋５μｇ／ｍＬＳＰＪ
组、５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ＋２５μｇ／ｍＬＳＰＪ组以及５００μｍｏｌ／
ＬＰＦＯＳ＋５０μｇ／ｍＬＳＰＪ组。ＰＦＯＳ＋ＳＰＪ组中加入不
同浓度ＳＰＪ母液（ＳＰＪ的终浓度为５、２５、５０μｇ／ｍＬ）预
保护ＰＣ１２细胞，１２ｈ后吸除培养基。ＰＦＯＳ组加入含
５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ的完全培养基，ＰＦＯＳ＋ＳＰＪ组分别加
入含５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ和各浓度 ＳＰＪ的完全培养基，
培养２４ｈ后计算细胞活力，方法同上。
１．２．２　Ｈｏｅｃｈｓｔ染色检测细胞凋亡

取对数生长期细胞接种于２４孔板，细胞分组及
给药方式同１．２．１。使用 ＰＢＳ洗涤１次，加入２５０μＬ
Ｈｏｅｃｈｓｔ染色液，３７℃培养箱中培养３０ｍｉｎ，弃去染液，
用ＰＢＳ洗涤 ２～３次，在激发波长 ３５０ｎｍ、发射波长
４６１ｎｍ下观察。
１．２．３　ＤＣＦＨＤＡ荧光染料检测细胞内活性氧水平

取对数生长期细胞接种于２４孔板，细胞分组及
给药同 １．２．１。使用无血清培养液洗涤 １次，加入
２５０μＬ稀释好的 ＤＣＦＨＤＡ，３７℃ 培养箱中培养
３０ｍｉｎ，弃去染液，用无血清培养液洗涤２～３次，在激
发波长４８８ｎｍ、发射波长５２５ｎｍ下观察。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬通路相关蛋白表达

取对数生长期细胞接种于３５ｍｍ培养小皿，细胞
分组及给药同１．２．１，收集细胞提取总蛋白。检测蛋
白浓度，９５℃变性 ５ｍｉｎ，８０Ｖ电泳 ３０ｍｉｎ，１２０Ｖ电泳
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８０ｍｉｎ，冰浴转膜１ｈ，封闭１ｈ，一抗４℃孵育过夜（抗体
浓度为１∶１０００），ＴＢＳＴ洗３次，二抗室温孵育１ｈ（抗
体浓度为１∶５０００），ＴＢＳＴ洗３次，ＥＣＬ化学发光法显
影，采用ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度值分析。

１．３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，多组的组间

比较采用单因素方差分析，总体方差齐，则通过 ＬＳＤｔ
检验；方差不齐则用 Ｄｕｎｎｅｔｔ＇ｓＴ３进行多重比较。
Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　不同浓度ＰＦＯＳ暴露对细胞活力的影响
ＭＴＴ结果显示，１００、２００、３００、４００、５００μｍｏｌ／Ｌ

ＰＦＯＳ暴露组细胞存活率分别为 ８９．３８％、８１７５％、
７３２１％、６０．８２％和５４．７５％。与对照组相比，各处理组
细胞存活率均明显降低（Ｐ＜００１）。根据实验结果，选
取５００μｍｏｌ／Ｌ作为后续实验的造模浓度。见图１。

与对照组比较，Ｐ＜０．０１，ｎ＝６。

图１　ＰＦＯＳ暴露对ＰＣ１２细胞活力的影响

２．２　ＳＰＪ对ＰＦＯＳ暴露ＰＣ１２细胞活力的影响
如图２所示，５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ暴露组的细胞存

活率为 ６３．２４％，与对照组相比，明显降低（Ｐ＜
００１）；给予不同浓度的（５、２５和５０μｇ／ｍＬ）ＳＰＪ干预
后发现，２５和５０μｇ／ｍＬＳＰＪ干预组的细胞存活率为
７４４６％和７５．８６％。与 ＰＦＯＳ暴露组比较，细胞存活
率明显增高（Ｐ＜０．０１）。

与对照组比较，Ｐ＜０．０１；与５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ组比较，＃＃Ｐ＜０．０１，ｎ＝６。

图２　ＳＰＪ对ＰＦＯＳ暴露ＰＣ１２细胞活力的影响

２．３　不同浓度ＰＦＯＳ暴露对ＰＣ１２细胞自噬相
关蛋白表达变化的影响

ＰＣ１２细胞暴露于不同浓度的 ＰＦＯＳ（１００、２００、
３００、４００、５００μｍｏｌ／Ｌ）后，与对照组相比，５００μｍｏｌ／Ｌ
ＰＦＯＳ暴露使得 ＰＣ１２细胞 ＬＣ３蛋白表达升高（Ｐ＜
００５）。４００和５００μｍｏｌ／Ｌ的ＰＦＯＳ暴露使得ＰＣ１２细
胞ｐ６２蛋白表达显著上升（Ｐ＜０．０５），其它浓度的
ＰＦＯＳ组无显著差别，见图３。

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｎ＝３。

图３　ＰＦＯＳ暴露对ＰＣ１２细胞自噬相关蛋白表达变化的影响

２．４　ＳＰＪ对ＰＦＯＳ暴露致ＰＣ１２细胞凋亡的影响
结果如图４所示，在同样的显微镜背景参数设置

下，与对照组相比，５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ暴露细胞后，大
量细胞出现亮蓝色，这证明ＰＦＯＳ对ＰＣ１２细胞的损伤
作用。与 ５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ组相比，５０μｇ／ｍＬＳＰＪ预
处理后，细胞亮蓝色减少，说明 ＳＰＪ减少细胞凋亡数
量，具有保护作用。
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图４　ＳＰＪ对ＳＰＦ暴露ＰＣ１２细胞后细胞凋亡的影响（×１００）

２．５　ＳＰＪ对ＰＦＯＳ暴露致ＰＣ１２细胞活性氧水
平的影响

结果如图 ５所示，与对照组相比，５００μｍｏｌ／Ｌ
ＰＦＯＳ组荧光强度显著增加，表明 ＰＦＯＳ会增加 ＰＣ１２
细胞活性氧水平（Ｐ＜０．０１）；与５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ组
相比，５０μｇ／ｍＬＳＰＪ干预组 ＲＯＳ荧光强度显著降低，
ＳＰＪ显著降低ＰＣ１２细胞活性氧水平（Ｐ＜０．０５）。

与对照组比较，Ｐ＜０．０１；与ＰＦＯＳ组比较，＃Ｐ＜０．０５，ｎ＝３

图５　ＳＰＪ对ＰＦＯＳ暴露ＰＣ１２细胞后活性氧水平的影响（×１００）

２．６　ＳＰＪ对ＰＦＯＳ暴露致ＰＣ１２细胞自噬相关
蛋白表达变化的影响

与对照组比较，５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ暴露后 ＰＣ１２细
胞的ＬＣ３和ｐ６２蛋白表达显著上升（Ｐ＜０．０５），给予
５、２５、５０μｇ／ｍＬＳＰＪ干预后，与 ＰＦＯＳ组比较，２５和
５０μｇ／ｍＬＳＰＪ干预组 ＬＣ３和 ｐ６２蛋白表达明显降低
（Ｐ＜０．０５），见图６。

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５；与ＰＦＯＳ组比较，＃Ｐ＜０．０５，ｎ＝３

图６　ＳＰＪ对ＰＦＯＳ暴露ＰＣ１２细胞后自噬相关蛋白ＬＣ３、
ｐ６２蛋白表达变化的影响

３　讨　论

ＰＣ１２细胞是来源大鼠嗜铬细胞瘤的细胞株，具
有神经元特性。研究

［６］
显示，ＰＦＯＳ激活自噬导致

Ｃ５７小鼠神经元损伤，显示出神经毒性作用。本研究
以ＰＣ１２细胞为研究对象，利用 ＭＴＴ法检测 ＰＦＯＳ对
ＰＣ１２细胞存活率的影响，结果显示１００、２００、３００、４００
和５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ暴露组的细胞存活率分别为８９．
３８％、８１．７５％、７３．２１％、６０．８２％和５４．７５％。与对照
组比较，各处理组细胞存活率均明显降低。在本研究

中发现，５００μｍｏｌ／ＬＰＦＯＳ暴露增加 ＰＣ１２细胞凋亡和
细胞活性氧水平，这表明ＰＦＯＳ对神经细胞具有毒性，
与Ｓｌｏｔｋｉｎ等［７］

结果一致。

目前研究证实，ＰＦＯＳ神经毒性的作用机制可能
与钙稳态破坏、兴奋性神经递质释放增多、氧化应激

增加和自噬激活等相关。研究表明，ＰＦＯＳ暴露０．５～
２４ｈ后ＬＯ２细胞中的线粒体铁过载，溶酶体铁的额外
增加，从而诱导肝细胞铁死亡

［８］。ＰＦＯＳ加速了线粒
体钙单向转运蛋白的表达，使随后的线粒体钙积累，

抑制自噬
［９］。同时 Ｒｅｎ等［６］

发现 ＰＦＯＳ暴露小鼠表
现出明显的认知障碍、焦虑、神经元变性以及皮层和

海马突触超微结构的异常，这些异常与自噬激活导致

神经元损伤有关。自噬是一种保守的溶酶体途径，可

循环利用受损或不必要的细胞成分
［１０］。最常见的自

噬形式是巨自噬，其通过自噬体形成一个双层膜结

构，将大分子物质或受损细胞器包裹起来，送入溶酶

体进行降解和回收利用
［１１］。两种泛素样偶联系统

ＡＴＧ１２ＡＴＧ５ＡＴＧ１６Ｌ１和ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ对于自噬体
膜的延伸和闭合是必不可少的，缺少它们的成分，如

ＡＴＧ５，会导致自噬抑制［１２］。最近的研究越来越关注

自噬在大脑中的作用，因为它与神经变性有关
［１３］。

有研究表明，４０μｍｏｌ／Ｌ浓度的ＰＦＯＳ暴露会诱导心肌
细胞毒性，增加 ＬＣ３、ｐ６２和泛素化蛋白的水平，自噬
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体积累
［１４］。而本实验结果显示，ＰＣ１２细胞暴露 ４００

和５００μｍｏｌ／Ｌ的 ＰＦＯＳ后，ＬＣ３的蛋白表达水平明显
增加，ｐ６２水平也明显升高。结果表明，ＰＦＯＳ可能通
过自噬通路对神经细胞产生毒性。

竹节参可用于散淤、止血、消肿、镇痛、清热祛痰、

止咳，同时具有补益强身的作用。研究显示，从竹节

参中提取的竹节参总皂苷具有抗氧化、抗炎、调节免

疫等多种作用
［１５１６］。竹节参总皂苷可减轻衰老大鼠

脑组织的神经元损伤，降低神经炎症反应的发生
［１７］。

竹节参总皂苷通过调节线粒体功能改善Ｈ２Ｏ２诱导神
经细胞损伤，发挥神经保护作用。Ｐｉ等［１６］

发现竹节

参总皂苷通过减轻小胶质细胞炎症和增强小胶质细

胞自噬来改善老年大鼠的认知缺陷，可用于治疗神经

退行性疾病。Ｈｕａｎｇ等［１８］
证实竹节参总皂苷可以通

过增强基础自噬改善衰老大鼠的心脏功能。综上，本

研究假设竹节参总皂苷通过调节巨自噬系统减轻

ＰＦＯＳ暴露所致的ＰＣ１２细胞损伤。选用浓度为５、２５、
５０μｇ／ｍＬ的 ＳＰＪ来预处理 ＰＦＯＳ暴露的 ＰＣ１２细胞。
经２５和５０μｇ／ｍＬＳＰＪ预处理后发现，细胞活力明显
增加，ＬＣ３和ｐ６２的蛋白表达水平下降，这表明ＳＰＪ能
抑制ＰＦＯＳ诱导ＰＣ１２细胞自噬水平激活，从而发挥对
ＰＣ１２细胞的保护作用。

综上所述，竹节参总皂苷可上调 ＰＦＯＳ暴露所致
ＰＣ１２细胞活力的降低，减少细胞凋亡、降低活性氧水
平，其机制可能与抑制 ＰＦＯＳ暴露导致的自噬过度激
活有关，该研究为防治 ＰＦＯＳ暴露所致的神经毒性提
供一定的实验依据。本研究具有一定的局限性，并未

在细胞水平进行更深层次的验证；对照组设置为含０．
１％ ＤＭＳＯ的完全培养基，但没有设无任何处理的阴
性对照组；由于实验过程中细胞代数的增长，细胞状

态不稳定，导致单独进行 ＰＦＯＳ毒性实验和后面进行
ＳＰＪ预处理实验中的５００μｍｏｌ／Ｌ的 ＰＦＯＳ暴露组细胞
存活率不一致。
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摘要：目的 采用网络药理学、分子对接技术以及细胞实验等手段，探究三氟拉嗪二盐酸盐对前列腺癌细胞作用机

制。方法 通过数据库筛选出三氟拉嗪二盐酸盐的靶点及前列腺癌相关靶点，进行可视化网络与蛋白相互作用网络

（ＰＰＩ）的构建，随后进行ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析，最后通过分子对接软件对潜在的靶点进行验证。细胞实验中，采用不

同浓度梯度的三氟拉嗪二盐酸盐处理前列腺癌细胞（ＲＭ１），通过ＭＴＴ比色法和平板克隆实验验证其对细胞增殖的抑

制作用；借助划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭迁移实验展现对癌细胞侵袭、迁移特性的干预效果。结果 网络药理学分析成果

显示，三氟拉嗪二盐酸盐对抗前列腺癌所涉及的靶点有７０个，ＫＥＧＧ富集分析进一步揭示，该药物能够凭借癌症相关

通路、ＰＩ３ＫＡＫＴ等多条关键信号传导通路，施展其显著的抗前列腺癌功效。分子对接结果与细胞实验数据表明，三氟

拉嗪二盐酸盐与核心靶点之间展现出极为理想的结合活性，其对前列腺癌细胞的活力、增殖、迁移以及侵袭能力的抑制

作用呈现出鲜明的剂量依赖性特征。结论 三氟拉嗪二盐酸盐可能通过多种靶点抑制前列腺癌细胞增殖，且抑制能力

与剂量呈正比。

关键词：三氟拉嗪二盐酸盐；前列腺癌细胞；增殖；网络药理学；分子对接
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　　前列腺癌被认为是西方国家癌症相关死亡的最
高原因，以中老年为主，在全球范围内是男性癌症相

关死亡的第二大原因
［１］。随着人口的老化，前列腺癌

的发病率也不断上升
［２］。目前，其治疗方法包括手

术切除、放射疗法及激素疗法
［３］。但这些方法对晚

期癌症患者疗效不佳，患者预后较差，生活质量难以

保障。因此，开发更安全、更有效的治疗药物已成为

当务之急。

三氟拉嗪二盐酸盐是一种抗精神病药吩噻嗪

剂，自１９６０年以来一直被认为既有效又安全［４］。最

近的证据表明，三氟拉嗪二盐酸盐在体外和体内均

具有显著的抗癌作用
［５］，能够抑制多种癌细胞，如纤

维肉瘤ＨＴ１０８０、白血病、乳腺癌和人Ａ５４９肺腺癌细
胞的增殖

［６８］。

基于此，本研究综合运用网络药理学、分子对接

技术和细胞实验，旨在深入探究三氟拉嗪二盐酸盐对

前列腺癌的作用机制，为前列腺癌的治疗提供新的思

路和理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
前列腺癌细胞 ＲＭ１，１６４０培养基（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ公

司），三氟拉嗪二盐酸盐（上海源叶生物科技有限公司，

ＣＡＳ号：４４０１７５，９９％ＨＰＬＣ），胰酶（Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司），
ＦＢＳ（索莱宝公司），ＣＯ２培养箱（ＥＳＣＯ公司），荧光显
微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ）。

１．２　方法
１．２．１　三氟拉嗪二盐酸盐靶点的筛选

在 ＰｕｂＣｈｅｍ（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／）中获取三氟拉嗪二盐酸盐的分子结构，从 Ｓｗｉｓ
ｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、Ｔａｒｇｅｔｎｅｔ和 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ等数据库
对三氟拉嗪二盐酸盐的作用靶点进行预测，然后将各

药物数据库中的靶点进行合并，剔除所有重复靶点。

根据ＵｎｉＰｒｏｔ数据库修正目标蛋白质的名字，校正后
的目标蛋白名称都为三氟拉嗪二盐酸盐的潜在目标

蛋白。

１．２．２　前列腺癌疾病靶点的筛选
搜索关键词“ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ”，利用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ

（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ）、ＯＭＩＭ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｏｍｉｍ．ｏｒｇ）数据库寻找与前列腺癌相关靶标，同时，
以前列腺癌为靶点，三氟拉嗪二盐酸盐为靶点绘制

韦恩图。

１．２．３　构建三氟拉嗪二盐酸盐靶点网络及蛋白相互
作用网络

利用ＳＴＲＩＮＧ数据库，搭建药物疾病共同靶标蛋
白之间相互作用的网络图谱。完成图谱构建后，选用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ（３．８．１）软件对其实施可视化处理，从而能
够清晰直观地展现出共同靶标蛋白之间的相互关系。

１．２．４　ＧＯ功能富集与ＫＥＧＧ通路富集分析
为了探究三氟拉嗪二盐酸盐在癌症中的作用机

制，利用 ＤＡＶＩＤ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ）获
取靶点通路信息。将 ＤＡＶＩＤ数据输入交集区，设定
“Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ”作为研究对象，将显著性设置为 Ｐ＜
０．０５，以确保研究结果的可信度。同时，借助微生信
在线网站进行了 ＧＯ与 ＫＥＧＧ富集分析，从而深入探
究三氟拉嗪二盐酸盐在抗癌过程中的关键通路。

１．２．５　三氟拉嗪二盐酸盐与关键靶点分子对接
利用蛋白数据库 ＰＤＢ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ）获

取了该过程中的关键靶点蛋白。在此基础上，采用

ＡｕｔｏＤｏｃｋＶｉｎａ１．５．６软件，对三氟拉嗪二盐酸盐与其
关键靶点的分子对接进行研究，对具有最低结合能的

分子进行筛选。最后，用 Ｐｙｍｏｌ软件对最佳结果进行
绘图。

１．２．６　细胞培养以及检测细胞增殖的能力
将ＲＭ１细胞置于无菌箱中含１０％血清的１６４０

培养液，等到细胞状态良好时进行实验。

取对数生长期的 ＲＭ１细胞，在９６孔板上，以每
孔８０００个细胞进行培养。待细胞在孔内生长至密度
达８０％时，分别添加浓度为０、０．２５、０．５、１、２、４μｍｏｌ／Ｌ
的三氟拉嗪二盐酸盐，处理时长设定为２４ｈ。结束后
加入 ＭＴＴ溶液，培养箱培养 ４ｈ，随后每个孔加入
１５０μＬＤＭＳＯ溶液，放在摇床上振荡３０ｍｉｎ充分溶解。
接着，使用酶标仪来测定各孔的ＯＤ值，细胞抑制率按
方程（药物组 ＯＤ值／对照组 ＯＤ值）×１００％进行计
算。为保证结果的准确性与可靠性，连续进行 ３次
实验。

１．２．７　细胞平板克隆形成
在进行细胞实验时，先取对数生长期的 ＲＭ１细

胞，再将每孔１５００个细胞在６孔板中均匀分布。经
过２４ｈ之后，配置含有药物的培养基，药物浓度为０、
０．５、１、２μｍｏｌ／Ｌ，然后置入培养箱中进行１０～１４ｄ的
培养。在此期间，显微镜下可以观察到单独细胞组成

的细胞群落。培养结束后，用ＰＢＳ清洗细胞２～３遍，
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然后用预冷却的甲醛固定２０ｍｉｎ，再用０．１％结晶紫
对其进行 ２０ｍｉｎ的染色，洗去过量的染料后进行拍
照。实验重复３次。
１．２．８　细胞横向迁移（划痕实验）

首先将 ２×１０５个／孔 ＲＭ１细胞接种于 ６孔板
中，等到细胞密度达到９０％以上时进行细胞划痕实
验。向６孔板中加入 ２ｍＬ浓度分别为 ０、０５、１、
２μｍｏｌ／Ｌ的三氟拉嗪二盐酸盐，２４ｈ后拍照。通过划
痕宽度变化评估细胞横向迁移能力。利用软件 Ｉｍ
ａｇｅＪ测定细胞的迁移面积（Ｓ），统计细胞伤口愈合面
积，按照表达式（Ｓ０ｈ－Ｓ２４ｈ）／Ｓ０ｈ×１００％计算细胞迁移
率。实验重复３次。
１．２．９　细胞纵向迁移与侵袭（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验）

在不含血清的培养基中饥饿 ＲＭ１细胞６ｈ，制备
侵袭组和迁移组，侵袭实验组添加基质凝胶，迁移组

不添加基质凝胶，于培养箱内置３０ｍｉｎ后，于上室添
加１０万个细胞，下室每孔分别加入０５ｍＬ浓度为０、
０．５、１、２μｍｏｌ／Ｌ的三氟拉嗪二盐酸盐，２４ｈ后进行结
晶紫染色，并拍照计数。

１．３　统计学方法
使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０进行统计分析并绘图，

以（珋ｘ±ｓ）表示，用ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ对数据进行分析，
Ｐ＜０．０５为差异有显著性意义。

２　结　果

２．１　三氟拉嗪二盐酸盐抗前列腺癌作用的
靶点

通过将１７０个三氟拉嗪二盐酸盐靶点和６８９３个
前列腺癌靶点进行交集运算，最终得到７０个交集靶
点，即为三氟拉嗪二盐酸盐抗前列腺癌的靶点，如图１
所示。

图１　三氟拉嗪二盐酸盐与前列腺癌靶点交集的韦恩图

２．２　共同靶点蛋白互作网络图
运用ＳＴＲＩＮＧ数据库对三氟拉嗪二盐酸盐抗前列

腺素作用的靶点进行ＰＰＩ网络分析，利用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软
件进行处理。结点的颜色越暗，表示这个节点的度值

就越高，同时，该结合分数也会越大，见图２。筛选出
ｔｏｐ１０的关键靶点分别是 ＡＫＴ１、ＨＴＲ２、ＡＤＲＤ２、
ＭＴＯＲ、ＳＬＣ６Ａ４、ＪＡＫ２、ＨＴＲ２Ｃ、ＳＬＣ６Ａ３、ＨＴＲ１Ａ、
ＣＹＰ２Ｄ６３，如表１所示。

图２　三氟拉嗪二盐酸盐抗前列腺癌的ＰＰＩ蛋白互作网络图

表１　三氟啦嗪二盐酸盐抗前列腺癌的拓扑学参数（ＴＯＰ１０）

Ｎｏ Ｇｅｎｅ Ｄｅｇｒｅｅ Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ

１ ＡＫＴ１ ３３．０ １３３３．５６５８ ０．１８１５７１８１

２ ＨＴＲ２Ａ １７．０ １７９．５７０３９ ０．１６７９１９８

３ ＤＲＤ２ １７．０ ３２３．６５９０３ ０．１７３１２６６１

４ ＭＴＯＲ １６．０ １０７．０３１９７ ０．１６７０８２３

５ ＳＬＣ６Ａ４ １６．０ １０２．１８７５３ ０．１６４２１５６８

６ ＪＡＫ２ １５．０ １００．５４９０３４ ０．１６５４３２１

７ ＨＴＲ２Ｃ １５．０ １４４．８５０１４ ０．１６１８３５７４

８ ＳＬＣ６Ａ３ １５．０ ２２３．８３２９８ ０．１７２６８０４１

９ ＨＴＲ１Ａ １４．０ ６７．１６１２６ ０．１６２６２１３６

１０ ＣＹＰ２Ｄ６ １４．０ ５３．４２３２１ ０．１６２６２１３６

２．３　ＧＯ功能富集和ＫＥＧＧ通路分析
首先，采用 ＤＡＶＩＤ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆ

ｃｒｆ．ｇｏｖ）对 ＧＯ和 ＫＥＧＧ的富集进行研究，并设定
Ｐ＜０．０５的阈值，接着，利用 Ｒ语言对富集结果进行
可视化。从图３和图４可以看出，其中最重要的生
物过程（ＢＰ）有负调节凋亡、蛋白质磷酸化和正向调
节等；细胞组分（ＣＣ）主要由细胞膜、胞质、细胞核等
组成；其分子作用（ＭＦ）包括 ＡＴＰ结合、蛋白丝氨酸
激酶活性等。另外，肿瘤相关的信号通路包括 ＰＩ３Ｋ
ＡＫＴ等。
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（ＢＰ：生物学过程，ＣＣ：细胞组分，ＭＦ：分子功能）

图３　三氟拉嗪二盐酸盐抗前列腺癌的ＧＯ功能富集分析

图４　三氟拉嗪二盐酸盐抗前列腺癌的ＫＥＧＧ通路富集分析

２．４　三氟拉嗪二盐酸盐与核心靶点的分子对
接分析

通过三氟拉嗪二盐酸盐与核心靶点ＡＫＴ１的分子
对接，获得 －６．１０ｋｃａｌ／ｍｏｌ的结合能。结合能 ＜－
５０ｋｃａｌ／ｍｏｌ时被视为结合能力良好，因此，小分子三
氟拉嗪二盐酸盐可以很好的与ＡＫＴ１结合，见图５。

图５　三氟拉嗪二盐酸盐抗前列腺癌关键靶点ＡＫＴ１分子对接图

２．５　三氟拉嗪二盐酸盐抑制前列腺癌 ＲＭ１
的增殖

ＭＴＴ实验测定了三氟拉嗪二盐酸盐对前列腺癌
细胞ＲＭ１的增殖能力。ＩＣ５０为１．４４５μｍｏｌ／Ｌ。从图６
看出，与对照组相比，当三氟拉嗪二盐酸盐浓度为

１μｍｏｌ／Ｌ时，细胞的形态开始皱缩、体积变小，当浓度
在２μｍｏｌ／Ｌ时活细胞逐渐减少，当浓度４μｍｏｌ／Ｌ时仅
存少量活细胞，表明三氟拉嗪二盐酸盐对前列腺癌细

胞的增殖有抑制作用。

与空白对照组相比，Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．１，ｎ＝３。

图６　三氟拉嗪二盐酸盐对ＲＭ１细胞增殖的影响（×１０）

２．６　三氟拉嗪二盐酸盐抑制前列腺癌细胞的
克隆形成

通过平板克隆实验测定三氟拉嗪二盐酸盐对前

列腺癌细胞克隆形成作用的影响。从图７可以看出，
当用不同浓度的三氟拉嗪二盐酸盐对前列腺癌细胞

处理后，其克隆形成能力随着药物浓度的增加而降

低，这说明三氟拉嗪二盐酸盐对前列腺癌细胞 ＲＭ１
有明显的抑制作用，且具有浓度依赖性。

与空白对照组相比，Ｐ＜０．００１，ｎ＝３。

图７　三氟拉嗪二盐酸盐对ＲＭ１细胞克隆形成能力的影响
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２．７　三氟拉嗪二盐酸盐抑制前列腺癌 ＲＭ１
的迁移与侵袭能力

在划痕试验中，ＲＭ１细胞展现出了横向迁移能
力。从图８的数据看出，经过２４ｈ的处理，ＲＭ１细胞
的划痕宽度会随着三氟拉嗪二盐酸盐浓度的升高而

显著增大。具体来看，在空白组、０．５μｍｏｌ／Ｌ组、
１μｍｏｌ／Ｌ组以及２μｍｏｌ／Ｌ组中，ＲＭ１细胞的愈合面
积分别为７５．６６％、５０３３％、３２３３％ 和 １２．６７％，组
间差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。这一实验结果充
分表明，三氟拉嗪二盐酸盐对 ＲＭ１细胞横向迁移能
力的抑制作用呈现出明显的浓度依赖性，即随着药物

浓度的增加，抑制效果越强。

从图９可以看出，三氟拉嗪二盐酸盐在０．５、１和
２μｍｏｌ／Ｌ组中对ＲＭ１细胞的纵向迁移抑制率分别为
６９．００％、４６．３３％和２８６７％。研究结果显示，三氟拉
嗪二盐酸盐对 ＲＭ１细胞具有明显的抑制作用，且这
种作用随药物浓度的增加而增强。

对ＲＭ１细胞的纵向侵袭能力进行检测，见图
１０，与空白对照相比，０．５、１和 ２μｍｏｌ／Ｌ组的 ＲＭ１
细胞 侵 袭 抑 制 率 分 别 为 ６３．００％、５０．３３％、
３４００％，说明 ＲＭ１细胞的侵袭能力受到三氟拉嗪
二盐酸盐的抑制。

与空白对照组相比，Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０００１，ｎ＝３。

图８　三氟拉嗪二盐酸盐对ＲＭ１细胞横向迁移能力的影响（×４）

与空白对照组相比，Ｐ＜０．１，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０００１，ｎ＝３。

图９　三氟拉嗪二盐酸盐对ＲＭ１细胞纵向迁移能力的影响（×２０）

与空白对照组相比，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０００１，ｎ＝３。

图１０　三氟拉嗪二盐酸盐对ＲＭ１细胞纵向侵袭能力的影响（×２０）

３　讨　论

本研究通过网络药理学分析，ＫＥＧＧ富集分析表
明，三氟拉嗪二盐酸盐主要作用于前列腺癌相关通路

和ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路。在人类癌症的发生发展过程
中，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路占据着极为关键的地位，是公
认的最重要的致癌途径之一，其中第１类 ＰＩ３Ｋ与肿
瘤的关联更为紧密。该信号通路的主要作用是促进

细胞增殖并抑制细胞凋亡
［９］。ＡＫＴ作为 ＰＩ３ＫＡＫＴ

信号通路的关键靶点，在肿瘤发生时会被激活，进而

对下游通路进行调控。目前，ＡＫＴ已成为研究的重
点，它在转录、蛋白合成、细胞代谢、生长以及增殖等

细胞功能的各方面都发挥着至关重要的作用。在众

多肿瘤中，ＡＫＴ１作为ＡＫＴ的一个亚型［１０］，备受瞩目。

ＡＫＴ１被公认为是一种原癌基因，在大量肿瘤组织中，
ＡＫＴ１的表达量都处于较高水平，其特征也最为显著。
分子对接发现三氟拉嗪二盐酸盐与核心蛋白 ＡＫＴ具
有良好的结合活性，所以，本研究推断出三氟拉嗪二

盐酸盐可能是通过影响ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路来发挥抗
肿瘤的作用。

体外细胞实验结果进一步证实了三氟拉嗪二盐

酸盐对前列腺癌ＲＭ１细胞的增殖、克隆形成、迁移和
侵袭具有显著的抑制作用，且呈现明显的剂量依赖

性。这与网络药理学和分子对接的结果相互印证，表

明三氟拉嗪二盐酸盐可能通过多靶点、多通路的协同

作用，抑制前列腺癌细胞的恶性生物学行为。这些研

究成果为三氟拉嗪二盐酸盐在前列腺癌治疗中的应

用提供了重要的理论支撑和实验依据，预示着其在前

列腺癌治疗领域具有可观的应用前景。然而，要将三

氟拉嗪二盐酸盐真正应用于临床实践，仍需大量深入

的研究工作，这包括进一步明确其详细的作用机制、

评估其在体内的安全性和有效性等，为前列腺癌患者

带来切实的益处。

综上所述，三氟拉嗪二盐酸盐是一种极具开发价

值的抗肿瘤药物。本研究的实施将会为前列腺癌的

防治提供一个新的途径，但其机理及临床效果尚待深

入研究，以便更好地应用于临床实践中。

（下转第４０５页）
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摘要：目的 合成ＤＰＰ４抑制剂中间体（Ｓ）２氰基４，４二氟吡咯烷对甲苯磺酸盐。方法 以ＮＢｏｃ反式４羟基Ｌ脯
氨酸甲酯为起始原料，经氧化、氟化、水解、酰胺化、脱水、脱保护成盐六步反应合成目标化合物，并考察反应条件对反应

结果的影响。结果 以ＴＥＭＰＯ为氧化催化剂，以ＤＡＳＴ为氟化剂，氢氧化锂水解，碳酸氢铵酰胺化，三氟乙酸酐脱水，对
甲苯磺酸脱Ｂｏｃ保护得到中间体，总收率达６０％以上。结论 该合成路线操作简便，后处理简单，收率较高，为ＤＰＰ４抑
制剂相关的合成研究提供了参考。

关键词：（Ｓ）２氰基４，４二氟吡咯烷对甲苯磺酸盐；合成；ＤＰＰ４抑制剂
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　　糖尿病（ＤＭ）是一种以高血糖为特征的代谢性疾
病。截至２０２２年，全球≥１８岁成年糖尿病患者数量
已增至８．２８亿［１］。糖尿病患者中大多数是２型糖尿
病患，２型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）是一
种慢性代谢性疾病，主要特征为高血糖、胰岛素抵抗

和胰岛素分泌不足
［２］。ＤＰＰ４酶抑制剂是治疗 ２型

糖尿病的新型降血糖药物，与传统的糖尿病治疗药物

胰岛素和磺脲类药物相比，具有减少低血糖症发生、

从根本上改善糖尿病进程的发展和长期使用不会影

响体重等多方优势
［３４］，而且在糖尿病并发症中也表

现出良好的治疗效果
［５６］，对癌症等疾病具有有益活

性
［７８］。目前，已经开发了多个上市的 ＤＰＰ４酶抑制

剂（结构见图１）。

图１　部分已上市的ＤＰＰ４抑制剂及含有
４，４二氟２氰基吡咯烷结构单元的药物
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　　这些 ＤＰＰ４抑制剂多含有２氰基吡咯烷、３，３二
氟吡咯烷、２氰基４氟吡咯烷等吡咯烷结构单元。研
究
［９］
表明，以上结构单元是此类药物具有活性的必需

基团，可以与ＤＰＰ４的Ｓ１口袋结合，从而提高化合物
的ＤＰＰ４抑制活性。同时，２氰基４，４二氟吡咯烷是
脯氨酰寡肽酶

［１０］
和成纤维细胞活化蛋白（ＦＡＰ）抑制

剂
［１１］
重要的结构单元。本文以含有吡咯烷结构中间

体的合成文献为参考
［１１１５］，结合课题组经验

［１６］，将Ｎ
Ｂｏｃ反式４羟基Ｌ脯氨酸甲酯作为起始原料，经氧
化、氟化、水解、氨解、脱水和脱保护六步反应，以较高

产率得到（Ｓ）２氰基４，４二氟吡咯烷对甲苯磺酸盐，
为后续研究开发抗糖尿病药物 ＤＰＰ４抑制剂提供
参考。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂
仪器：ＢｒｕｋｅｒＡＶ４００核磁共振仪，Ｘ４数字显示

显微熔点测定仪（巩义市予华仪器有限公司），ＬＣＭＳ
８０４０岛津液质联用色谱仪。

试剂：ＮＢｏｃ反式４羟基Ｌ脯氨酸甲酯、２，２，６，
６四甲基哌啶氧化物（ＴＥＭＰＯ）、三氯异氰尿酸（ＴＣ
ＣＡ）、二乙胺基三氟化硫（ＤＡＳＴ）、氢氧化锂、碳酸氢
铵、吡啶、二碳酸二叔丁酯［（Ｂｏｃ）２Ｏ］、对甲苯磺酸
（ＴｓＯＨ）、三氟乙酸酐（ＴＦＡＡ）、无水硫酸钠和溶剂均
购买于武汉格奥化学技术有限公司，分析纯；无水溶

剂的处理：１，４二氧六环、四氢呋喃先用氢氧化钾预干
燥至少２４ｈ后再加钠和二苯甲酮回流；乙腈先用五氧
化二磷回流过夜后氩气保护常压蒸出，换为氢化钙回

流；二氯甲烷加氢化钙回流。

１．２　合成路线与方法
以ＮＢｏｃ反式４羟基Ｌ脯氨酸甲酯为起始原

料，经氧化、氟化、水解、氨解、脱水和脱保护反应合成

（Ｓ）２氰基４，４二氟吡咯烷对甲苯磺酸盐，合成路线
见图２。

图２　（Ｓ）２氰基４，４二氟吡咯烷对甲苯磺酸盐合成路线

１．２．１　ＮＢｏｃ４氧代Ｌ脯氨酸甲酯①的合成
氩气保护下，向１００ｍＬ三颈瓶内先后加入ＮＢｏｃ

反式４羟基Ｌ脯氨酸甲酯（３．８１ｇ，１５．５ｍｍｏＬ）、无水
二氯甲烷（２５ｍＬ，氢化钙干燥后使用）、三氯异氰尿酸
（３．７９ｇ，１６．３ｍｍｏＬ）。冰水浴下机械搅拌１０ｍｉｎ后缓
慢滴加ＴＥＭＰＯ（２，２，６，６四甲基哌啶氧化物，０．０７ｇ，
０．５ｍｍｏＬ，溶于 ５ｍＬ无水二氯甲烷），室温继续反应
３０ｍｉｎ。反应液倾倒在垫有硅藻土的布氏漏斗中，抽
滤除去不溶性固体，再用５０ｍＬ二氯甲烷洗涤硅藻土，
滤液经饱和碳酸氢钠溶液、硫代硫酸钠溶液、氯化钠

溶液洗涤，有机层用无水硫酸钠干燥，浓缩得无色油

状物（３．５６ｇ），收率 ９４．５％。无需纯化。１ＨＮＭＲ
（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ４．７４（ｄｄ，Ｊ＝３８．５，１０．１Ｈｚ，１Ｈ），
３．８６（ｄ，Ｊ＝７．０Ｈｚ，２Ｈ），３．７４（ｓ，３Ｈ），２．９１（ｄｄ，Ｊ＝
１６．６，１４．８Ｈｚ，１Ｈ），２．５６（ｄ，Ｊ＝１８．９Ｈｚ，１Ｈ），１．４５（ｓ，
９Ｈ）。ＬＣＭＳ：２４４［Ｍ＋Ｈ］＋。
１．２．２　ＮＢｏｃ４，４二氟Ｌ脯氨酸甲酯②的合成

氩气保护下，向 ２５０ｍＬ二颈瓶加入化合物①
（１０３０ｇ，４２．４ｍｍｏＬ），再加入无水二氯甲烷（７５ｍＬ），
－７８℃缓慢滴加 ＤＡＳＴ（二乙胺基三氟化硫，１３ｍＬ，
８１．３ｍｏｌ，２５ｍＬ无水二氯甲烷稀释），约３０ｍｉｎ滴完。
３ｈ后缓慢升至室温，继续反应１４ｈ。将反应液缓慢滴
入０℃的饱和碳酸氢钠溶液中，边滴边搅拌，至无气体
放出。分液后，水层用二氯甲烷多次萃取，合并有机

层后用饱和氯化钠溶液洗涤，水层再用二氯甲烷多次

萃取，合并有机层用无水硫酸钠干燥，过滤浓缩，粗产

物经硅胶柱快速纯化［洗脱剂：Ｖ（石油醚）／Ｖ（乙酸乙
酯）＝１０／１］，得无色油状物（９．２０ｇ），收率 ８２．６％。
１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ４．６３４．３７（ｍ，１Ｈ），３．９５
３．７７（ｍ，２Ｈ），３．７６（ｓ，３Ｈ），２．７７２．６２（ｍ，１Ｈ），２．５１
２．４０（ｍ，１Ｈ），１．４４（ｄ，Ｊ＝１８．８Ｈｚ，９Ｈ）。ＬＣＭＳ：２６６
［Ｍ＋Ｈ］＋。
１．２．３　ＮＢｏｃ４，４二氟Ｌ脯氨酸③的合成

向 １００ｍＬ二口瓶中加入化合物 ② （２．９７ｇ，
１１２ｍｍｏＬ）、四氢呋喃（２５ｍＬ），冰水浴下滴加氢氧化
锂（０．５５ｇ，２２．６ｍｍｏＬ，１５ｍＬ水溶解），机械搅拌反应
８．５ｈ。浓缩反应液，剩余物加入水（１０ｍＬ）溶解，二氯
甲烷（１０ｍＬ）洗涤除去有机物，水层经５Ｎ盐酸（５ｍＬ）
酸化后再用乙酸乙酯萃取，乙酸乙酯层用无水硫酸钠

干燥再减压浓缩，得白色固体，置于４０℃下真空干燥
（２．８０ｇ），收率１００％。ｍ．ｐ．：１２３℃ ～１２４℃；１ＨＮＭＲ
（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ８．４８（ｓ，１Ｈ），４７１４．３８（ｍ，１Ｈ），
３．９７３．６７（ｍ，２Ｈ），２．８４２．４５（ｍ，２Ｈ），１．４５（ｄ，Ｊ＝
１８．９Ｈｚ，９Ｈ）。ＬＣＭＳ：２５２［Ｍ＋Ｈ］＋。
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１．２．４　（Ｓ）ＮＢｏｃ２甲酰胺基４，４二氟吡咯烷④的合成
氩气保护下，向２５０ｍＬ的两口烧瓶中加入依次加

入化合物③（７．１９ｇ，２８．６ｍｍｏＬ）、１，４二氧六环
（６５ｍＬ）、吡 啶 （３．５ｍＬ，４３．５ｍｍｏＬ）、（Ｂｏｃ）２Ｏ
（１００ｍＬ，４３．６ｍｍｏＬ）、碳酸氢铵（３．５４ｇ，４４．３ｍｍｏＬ），
室温下机械搅拌反应９．５ｈ。减压浓缩，剩余物用二氯
甲烷（２０ｍＬ）溶解，经 １Ｎ盐酸（１０ｍＬ）、饱和氯化钠
（５ｍＬ）洗涤，多次用二氯甲烷萃取水层，合并二氯甲
烷层，无水硫酸钠干燥，过滤浓缩得淡黄色固体

（６９３ｇ），置于４０℃下真空干燥，收率９６．８％。ｍ．ｐ．：
７３℃ ～７４℃；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ６．７９（ｓ，
１Ｈ），６．２７（ｄ，Ｊ＝６０．１Ｈｚ，１Ｈ），４．４７（ｓ，１Ｈ），３．９４
３５９（ｍ，２Ｈ），２．６７（ｄ，Ｊ＝９０．４Ｈｚ，２Ｈ），１．４４（ｓ，９Ｈ）。
ＬＣＭＳ：２５１［Ｍ＋Ｈ］＋。
１．２．５　（Ｓ）ＮＢｏｃ２氰基４，４二氟吡咯烷⑤的合成

氩气保护下，向 １００ｍＬ三颈瓶加入化合物④
（４０６ｇ，１６．２ｍｍｏＬ）、无水四氢呋喃（５０ｍＬ，经过金属
钠干燥），冰水浴下缓慢滴加吡啶（５．８ｍＬ，７１．８ｍｍｏＬ，
经过氢化钙干燥）、三氟乙酸酐（２．５ｍＬ，１７．８ｍｍｏＬ），
滴加完后继续冰水浴下反应 ４ｈ后停止。反应液浓
缩，剩余物用二氯甲烷（８０ｍＬ）溶解，后经１Ｎ盐酸溶
液酸化、饱和碳酸钠溶液、饱和氯化钠溶液洗涤，无水

硫酸钠干燥，过滤浓缩，加正己烷（５０ｍＬ）振摇析出白
色固体，抽滤得滤饼，置于４０℃下真空干燥（３．０６ｇ），
收率 ８１．３％。ｍ．ｐ．：１１４℃ ～１１６℃；１Ｈ ＮＭＲ
（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ４．７２（ｄ，Ｊ＝３５．３Ｈｚ，１Ｈ），３．７９（ｔ，
Ｊ＝１０．７Ｈｚ，２Ｈ），２．７２（ｄｔ，Ｊ＝１３．１，６．６Ｈｚ，２Ｈ），１．５１
（ｓ，９Ｈ）。ＬＣＭＳ：２３３［Ｍ＋Ｈ］＋。
１．２．６　（Ｓ）２氰基４，４二氟吡咯烷对甲苯磺酸盐⑥
的合成

氩气保护和冰水浴下，向１００ｍＬ三颈瓶加入化合
物⑤（１．３５ｇ，１９．４ｍｍｏＬ）、对甲苯磺酸 （３．３５ｇ，
２４４ｍｍｏＬ）、乙腈（１５ｍＬ）。加完后反应液室温反应
２４ｈ。反应液浓缩至粘稠状，加无水乙酸乙酯（３０ｍＬ，
无水硫酸钠干燥４ｈ以上）振摇析出大量结晶，抽滤，
滤饼用无水乙酸乙酯（１０ｍＬ）洗涤，置于４０℃下真空
干燥得白色结晶（１．７６ｇ），收率９９．５％。ｍ．ｐ．：１２７℃～
１２８℃；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，Ｄ２Ｏ）δ７．６９（ｄ，Ｊ＝８３Ｈｚ，
２Ｈ），７．３６（ｄ，Ｊ＝７．９Ｈｚ，２Ｈ），５．１８５．００（ｍ，１Ｈ），
３９７３．７８（ｍ，２Ｈ），３．１５２．９４（ｍ，２Ｈ），２．３９（ｓ，３Ｈ）。
ＬＣＭＳ：１３３［Ｍ＋Ｈ］＋。

２　结　果

２．１　ＮＢｏｃ４氧代Ｌ脯氨酸甲酯①的合成
考察了反应温度、ＴＥＭＰＯ用量和反应时间，发现

增加ＴＥＭＰＯ的用量对反应有很大的影响，ＴＥＭＰＯ用
量为０．０３ｅｑ．时产率有明显提高。文献报道［１１］ＮＢｏｃ
４羟基Ｌ脯氨酸甲酯的氧化反应采用在 ＴＥＭＰＯ
（００２ｅｑ．）催化下的三氯异氰尿酸室温氧化，收率仅
有７４％。本研究表明，反应条件为００３ｅｑ．ＴＥＭＰＯ在
２５℃下反应３０ｍｉｎ，可使产率达到９４．５％，见表１。

表１　反应条件对ＮＢｏｃ４氧代Ｌ脯氨酸甲酯产率的影响

组别 ＴＥＭＰＯ用量／ｅｑ． 反应温度／℃ 反应时间／ｍｉｎｓ 收率／％

１ ０．０１ ０ ３０ ７４．２

２ ０．０２ ０ ３０ ８０．３

３ ０．０２ ２５ ３０ ８２．５

４ ０．０３ ２５ ３０ ９４．５

５ ０．０３ ２５ ４０ ８９．６

２．２　ＮＢｏｃ４，４二氟Ｌ脯氨酸甲酯②的合成
ＤＡＳＴ是一种常用的氟化试剂，溶剂中存在活泼

氢时易于变化。Ｊａｎｓｅｎ等［１１］
报道在室温下滴加氟化

试剂，收率仅有６０％，比较低；参考Ｗａｎｇ等［１７］
的合成

方法对反应溶剂、反应温度和后处理进了研究，结果

如表２所示。反应溶剂二氯甲烷应是无水二氯甲烷，
否则在滴加ＤＡＳＴ时会出现冒雾气情况，反应收率会
明显降低，因此，应尽可能提高溶剂二氯甲烷的干燥

程度。此外体系温度应充分降低至 －７８℃以下再缓
慢滴加ＤＡＳＴ（约３ｓ／滴），可提升产率至８２．６％。反
应完成后反应液应缓慢滴入 ０℃饱和碳酸氢钠溶液
中，边滴加边搅拌至无气体放出为止，若滴加速度过

快，会极大增加副产物的产生，不利于后处理，影响反

应收率。本步骤关键在于无水操作、滴加氟化试剂的

温度和速度、后处理方法。

表２　反应条件和后处理对ＮＢｏｃ４，４二氟Ｌ脯
氨酸甲酯产率的影响

组别 反应溶剂 滴加温度／℃ 后处理方式 收率／％

１ ＣＨ２Ｃｌ２（Ｎａ２ＳＯ４干燥） ０ 加入冰水中 ４４．２
２ ＣＨ２Ｃｌ２（ＣａＨ２干燥） ２５ 加入冰水中 ６１．０
３ ＣＨ２Ｃｌ２（ＣａＨ２干燥） ０ 缓慢滴加入冰水中 ７０．５
４ ＣＨ２Ｃｌ２（ＣａＨ２干燥） －７８ 缓慢滴加入冰水中 ８２．６

２．３　ＮＢｏｃ４，４二氟Ｌ脯氨酸③的合成
甲酯的水解采用的是氢氧化钾甲醇溶液的水解

方法，产率为８６．０％。为了提高收率，本实验考察了
碱和溶剂体系对收率的影响，见表３。经验证，以氢氧
化锂为碱，在水和四氢呋喃混合溶剂体系中反应，水解
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产物收率可达９９．５％，可见水和四氢呋喃混合体系具
有提高产率的作用，原因是四氢呋喃增加了ＮＢｏｃ４，４
二氟Ｌ脯氨酸甲酯在体系中的溶解度。相较氢氧化钾
和氢氧化钠，氢氧化锂水解效果更温和，更适用于本反

应。水解产物无需进一步纯化即可用于下一步反应。

表３　反应条件对ＮＢｏｃ４二氟Ｌ脯氨酸产率的影响

组别 反应溶剂 碱 收率／％

１ ＭｅＯＨ ＫＯＨ ８６．０
２ ＶＨ２Ｏ∶ＶＴＨＦ＝１∶１ ＫＯＨ ８８．７
３ ＶＨ２Ｏ∶ＶＴＨＦ＝１∶１ ＮａＯＨ ９０．３
４ ＶＨ２Ｏ∶ＶＴＨＦ＝１∶１ ＬｉＯＨ ９９．５

２．４　（Ｓ）ＮＢｏｃ２甲酰胺基４，４二氟吡咯烷
④的合成

酰胺化反应文献报道
［１１］
的是用氨的甲醇溶液作

为氨源，ＤＣＣ（二环己基碳二亚胺）和 ＨＯＮＳｕ（Ｎ羟基
丁二酰亚胺）为缩合剂。但氨气在室温下易挥发，不

便于操作且不易提高反应的收率。因此，考察了实验

室常见的氨源：氨水和碳酸氢铵，见表４。首先采用碳
二亚胺类缩合剂法

［１６］，以氨水为反应试剂，配合 ＥＤ
ＣＩ／ＨＯＢＴ［１乙基３（３二甲基丙胺）碳二亚胺／１羟基
苯并三唑］缩合体系使用，收率有了一定的提高，但不

易于降低成本且操作不够简便。而采用混合酸酐法，

以碳酸氢铵为氨源，配合（Ｂｏｃ）２Ｏ进行酰胺化反应可
以非常简便地以 ９６．８％高收率得到（Ｓ）ＮＢｏｃ２甲
酰胺基４，４二氟吡咯烷，反应原理是 ＮＢｏｃ４，４二
氟Ｌ脯氨酸先与（Ｂｏｃ）２Ｏ反应形成混合酸酐，碳酸氢
铵在反应放热时分解生成氨气，作为氨源参与反应，

活化的混合酸酐与氨发生亲核取代反应，形成酰胺。

表４　反应试剂对（Ｓ）ＮＢｏｃ２甲酰胺基４，４二氟
吡咯烷产率的影响

组别 氨源 缩合剂 收率％

１ ＮＨ３／ＣＨ３ＯＨ ＤＣＣ／ＨＯＮＳｕ ７２．０
２ ＮＨ３／Ｈ２Ｏ ＤＣＣ／ＨＯＮＳｕ ６５．３
３ ＮＨ３／Ｈ２Ｏ ＥＤＣＩ／ＨＯＢＴ ８４．３
４ ＮＨ４ＨＣＯ３ （Ｂｏｃ）２Ｏ ９６．８

２．５　（Ｓ）２氰基４，４二氟吡咯烷对甲苯磺酸
盐⑥的合成

胺类物质易于被氧化而变质，因此，一般以各种

盐的形式保存。不同的盐性质差别很大。三氟乙酸

盐和盐酸盐易于潮解，不易于保存和操作，也不容易

从体系中析出。本文使用对甲苯磺酸成盐获得很好

的结果。参考 Ｗａｎｇ等［１７］
的方法使用对甲苯磺酸脱

去Ｂｏｃ保护基团，反应完后浓缩，在无水的乙酸乙酯
中析出大量的固体，以９９．５％产率得到（Ｓ）２氰基
４，４二氟吡咯烷对甲苯磺酸盐。此盐在空气中不易吸
潮，非常便于保存。

３　讨　论

本文以ＮＢｏｃ４羟基Ｌ脯氨酸甲酯为起始原料，
经氧化、氟化、水解、酰胺化、脱水、脱保护成盐六步成

功合成了 ＤＰＰ４抑制剂中间体（Ｓ）２氰基４，４二氟
吡咯烷对甲苯磺酸盐。各步反应产物通过

１ＨＮＭＲ得
以确认。最优反应条件为：以ＴＥＭＰＯ为催化剂，比例
为原料（ｎ）∶ＴＥＭＰＯ（ｎ）＝１∶０．０３ｅｑ．，在室温下反应
３０ｍｉｎ得到收率为９４．５％的氧化产物；－７８℃下缓慢
滴加氟化剂ＤＡＳＴ，后处理采用将反应液缓慢滴入０℃
饱和碳酸氢钠溶液中的方式合成氟化产物；以氢氧化

锂为碱水解，碳酸氢铵酰胺化，三氟乙酸酐脱水，对甲

苯磺酸脱Ｂｏｃ保护均可直接获得固体产品。第⑤种
化合物没有讨论，因为化合物合成非常顺利，产率也

比较高，故未做优化处理。本实验的合成方法易于操

作，后处理简单，收率高，为ＤＰＰ４抑制剂的相关研究
提供了参考。
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引文格式：陈媛媛，张瀚镭，舒璟，等．柚皮苷微孔渗透泵片的制备研究［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学版），２０２５，３９（５）：４０６－４１１．

　　　　　　　　　　　柚皮苷微孔渗透泵片的制备研究　　　　　　　　　　?

陈媛媛
１，张瀚镭

１，舒　璟１，蒋　凯２，白育庭
３，闵　清１，４，要　辉１，４

（１．湖北科技学院医学部药学院，湖北 咸宁 ４３７１００；２．联勤保障部队第九零四医院常州医疗区药剂科；
３．湖北科技学院医学部临床医学院；４．湖北科技学院鄂南特色中药湖北省工程研究中心）

摘要：目的 制备包含柚皮苷的微孔渗透泵片，并针对该片剂的处方展开系统优化工作。方法 采用干法制粒压片法

制备片芯，并通过聚乙二醇４００（ＰＥＧ４００）、邻苯二甲酸二丁酯（ＤＢＰ）、包衣增重３个因素对包衣液进行３水平的 Ｂｏｘ
Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面试验。综合考虑单因素以及ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面试验的结果确定最佳的处方组成。结果 最优片芯处方
为柚皮苷２０ｍｇ、乳糖４２．９％、氯化钠１４．３％、羟丙甲基纤维素４．６％、聚乙烯吡咯烷酮４％、十二烷基硫酸钠１１．４％、可
溶性淀粉１１．４％。包衣液处方为３％乙酸纤维素、５５％聚乙二醇４００、３０％邻苯二甲酸二丁酯、包衣增重３％。３批柚皮
苷微孔渗透泵片在２４ｈ时的累计释放度均接近８０％。试验结果与模型预测值基本一致，相对误差均小于５％，表明按
处方制备的微孔渗透泵片质量稳定，重现性良好。体外释药行为表明，柚皮苷微孔渗透泵片２４ｈ内缓慢释药。结论 最
优处方制备的柚皮苷微孔渗透片具控释释药性能，可以作为柚皮苷新型剂型研究的参考。

关键词：柚皮苷；微孔渗透泵片；单因素实验；ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面；处方优化
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　　柚皮苷是葡萄柚中含有的一类黄酮类物质，也是
一种存在于中草药化橘红、枳实以及骨碎补中的活性

成分，化学名称为５，７，４′三羟基黄烷酮７Ｏ新橙皮
苷。柚皮苷具有抗氧化、神经保护、抗炎等多种生物

活性
［１２］。尽管柚皮苷口服吸收佳，但普通制剂存在

半衰期短、血药浓度不稳、生物利用度低等问题
［３］。

而且传统柚皮苷制剂需每日服用２～３次。开发可减
少服药频率的柚皮苷缓控释制剂，对提升患者生活质

量、满足临床治疗需求具有重要意义。

随着给药系统理论研究的深入以及新型药用功

能性辅料的不断涌现，缓控释制剂发展迅速。口服渗

透泵制剂属于缓控释型制剂，其中渗透泵片作为重要

的药物缓控释制剂，依据结构与适用药物类型，分为

初级渗透泵片、多室渗透泵及微孔渗透泵片
［４５］。初

级渗透泵结构简单，适用于易溶性药物，片芯含易溶

高渗辅料，包衣膜由不溶性高分子材料制成，需用激

光等手段在膜上开小孔，实现药物恒速释放
［６］。多室

渗透泵片用于难溶性药物，含药层与动力层外裹包衣

膜，含药层膜上有孔，接触水后，推动层溶胀材料吸水

膨胀，推动药物从释药孔持续释放
［７］。微孔渗透泵片

适用于水溶性较好的药物，通过在包衣材料中添加水

溶性致孔剂（如聚乙二醇４００），遇水形成微孔实现药
物恒速释放，工艺简单，能避免单一释药孔弊端

［８１０］。

基于此，本实验将柚皮苷制成微孔渗透泵片，可

恒速释药、提升生物利用度，减少服药次数与不良反

应，释药均匀稳定且工艺简单。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
柚皮苷原料药（２０２２０３０５，春秋生物）；氯化钠

（ＮａＣｌ，２０２３０６０８，国药）；α乳糖一水合物（Ｂ２０１００８０，
阿拉丁）；羟丙甲基纤维素（ＨＰＭＣ，Ｒ２９Ｏ１１Ｔ１２８４５８，
源叶 生 物）；聚 乙 烯 吡 咯 烷 酮 Ｋ３０（ＰＶＰＫ３０，
Ｋ２２２４６２７，阿 拉 丁）；十 二 烷 基 硫 酸 钠 （ＳＤＳ，
２０２１０７２８，国药），可溶性淀粉（２２０２０２，汉中秦发），丙
酮 （２０１５１２２２，国 药），聚 乙 二 醇 ４００（ＰＥＧ４００，
２０２０１２２８，国 药），邻 苯 二 甲 酸 二 丁 酯 （ＤＢＰ，
２０２００９０４，国药）；乙酸纤维素（ＣＡ，２０１８０１１９，国药）。

万分之一电子分析天平（ＢＰ２１１Ｄ型，岛津）、单冲
压片机（ＴＨＤＰ６型，天阖机械）、智能溶出试验仪
（ＺＲＳ８Ｇ，天津大学）、包衣抛光机（ＴＢＹ３００型，腾涂
科技），紫外分光光度仪（ＥＬ０４０９３５０５型，安捷伦），高
效液相色谱仪（ＬＣ２０５０，岛津），电热鼓风干燥箱
（ＧＺＸ９１４０ＭＢＥ，博迅实业），超纯水机（ＰＧＨ４ＡＳ，武

汉品冠）。

１．２　方法
１．２．１　柚皮苷含量测定

最大吸收波长的选择：将柚皮苷、乳糖、ＮａＣｌ、
ＨＰＭＣ、ＰＶＰＫ３０、ＳＤＳ、可溶性淀粉以 ｐＨ６．８的磷酸水
缓冲溶液进行稀释，配制成特定浓度的溶液后，选取

ｐＨ６．８的磷酸水缓冲溶液为空白对照，于 ２００～
４００ｎｍ区间内开展紫外吸光度扫描。

制定标准曲线：精密称定干燥至恒重的柚皮苷，

以ｐＨ６．８的磷酸水缓冲溶液作为溶剂，配制成浓度分
别为０．２、１、５、２０、４０、８０μｇ／ｍＬ的溶液，在上述确定的
最大吸收波长处，分别测定各溶液的紫外吸收度值，

进而绘制标准曲线。

１．２．２　柚皮苷微孔渗透泵片的制备
柚皮苷微孔渗透泵片制备分为两个步骤，先进行

含药片芯的制备，选择硬度合格的片芯进行后续的包

衣处理，具体过程描述如下。

片芯的制备：按处方规定量精准称取填充剂、渗

透压促进剂、ｐＨ调节剂、崩解剂等辅料，与主药柚皮
苷采用等量递加进行混合，待药物与辅料充分搅拌混

合均匀后，使用８０目筛进行筛分处理。由于湿法制
粒时，物料黏度太大，所制片剂硬度太小，无法成型，

因此本实验采用粉末直接压片法制备片芯，使用６ｍｍ
浅凹冲模，借助单冲压片机压制片芯。

片芯的包衣：按处方量称取适量的包衣材料、致

孔剂和增塑剂用丙酮进行溶解，形成澄清透明的状

态，将包衣液密封保存，以备后续使用。片芯检测合

格后包衣。ＤＢＰ为包衣材料，ＰＥＧ４００为致孔剂，丙酮
为包衣溶剂，配制包衣液浓度为３％，将片芯放置于包
衣锅内，当包衣膜增重到处方要求时停止，取出包衣

片并在４０℃烘箱中进行老化处理，时间不少于１２ｈ。
１．２．３　药物释放度的评价

释放度的测定参照《中国药典》溶出度与释放度

测定法的要求
［１１］，以８００ｍＬｐＨ６．８的磷酸水缓冲溶

液为释放介质，转速７５ｒ／ｍｉｎ，温度（３７．０±０．５）℃，在
实验开始后的０．５、１、１．５、２、３、４、５、６、８、１２、２４ｈ吸取
溶出介质３ｍＬ（同时补充等体积等温度介质），于最大
吸收波长处测定吸光度，根据标准曲线计算累计释药

率，并校正稀释效应。

１．３　统计学方法
结果表示为（平均值 ±标准差），使用 Ｄｅｓｉｇｎｅｘ

ｐｅｒｔ软件进行非配对 ｔ检验，Ｐ＜０．０５被认为具有统
计学意义。
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２　结　果

２．１　最大吸收波长的确定
实验结果见图１～２，光谱扫描图显示柚皮苷在

２８３ｎｍ处有最大吸收峰，除柚皮苷外其余辅料按处方
量混合后进行紫外检测，结果表明混合辅料在此处无

紫外吸收，对后续采用紫外法进行定量检测无干扰，

故选择２８３ｎｍ作为后续定量实验用检测波长。

图１　柚皮苷的全波长扫描图谱

图２　混合辅料的全波长扫描

２．２　定量方法标准曲线范围确定
用ｐＨ６．８的磷酸盐缓冲液对柚皮苷进行配制，稀

释浓度根据后续释放度检测的测试条件来换算。在

２８３ｎｍ波长处，对各含药溶液的吸光度值展开测定。
基于所测得的吸光度值以及与之对应的浓度数据，开

展回归分析，得出回归方程为 Ａ＝０．０２９３Ｃ＋０．０１５３。
Ａ指的是吸光值，Ｃ表示质量浓度。该方程的相关系
数Ｒ２＝０．９９９４，这一结果显示，柚皮苷溶液的吸光度
值与质量浓度之间呈现良好的线性关系。最终实验

结果表明柚皮苷在０．２～８０μｇ／ｍＬ浓度范围内，其紫
外吸收度与配制的药物质量浓度具有较优良的线性

关系，可以使用此标准曲线进行后续定量实验的

研究。

２．３　包衣液处方优化
２．３．１　包衣液材料的选择

ＣＡ作为一种热塑性纤维素衍生物，因其良好的

成膜性和可控的透水率，在缓控释制剂中得到了广泛

的应用。本实验中通过调节ＣＡ的浓度并以丙酮为溶
剂，成功制备包衣溶液。同时，调节增塑剂 ＤＢＰ和致
孔剂 ＰＥＧ４００的用量来优化包衣膜性能，实现对药物
的释放速率和程度的精准控制。

前期实验制备了３种不同浓度（２％、３％、４％）的
乙酸纤维素丙酮溶液，加入 ＤＢＰ用作增塑剂，实验显
示（图３）２％的乙酸纤维素丙酮溶液包衣，成膜性较
差，并且在体外溶出实验结束后包衣膜不完整，有突

释现象；而４％的溶液成膜性好，但体外溶出实验结果
发现药物释放速度太慢，２４ｈ药物释放度约６０％；故
本实验选择３％乙酸纤维素丙酮溶液作包衣液。

图３　ＣＡ用量对药物释放的影响

　　微孔渗透泵片的释药通道由包衣膜内水溶性致
孔剂溶解形成。参考相关文献及预实验

［１２１３］，基于

ＰＥＧ等常用致孔剂中ＰＥＧ４００对膜通透性调节作用显
著的特点，选定ＰＥＧ４００作为致孔剂。固定 ＤＢＰ用量
与包衣增重条件下，在包衣液中分别加入０％、５０％、
１００％ＣＡ质量的 ＰＥＧ４００制备包衣膜。结果显示，
ＰＥＧ４００用量与药物释放速率呈正相关，但过量
（１００％ＣＡ质量）会导致衣膜完整性破坏，引发突释。

固定其他参数，考察１０％、３０％、６０％ＣＡ质量的
ＤＢＰ用量影响，发现增塑剂比例提升显著延缓释放进
程，累计释放量降低。本实验还通过控制包衣增重率

考察膜厚对药物释放的影响，其计算公式为：

衣膜增重率＝包衣后片重－包衣前片芯重量
包衣前片芯重量

×１００％

最终将包衣增重范围控制在 ２％ ～４％，并采用
ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法对包衣液处方配比进行优化。
２．３．２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面实验设计

预实验和单因素实验表明，确定 ＰＥＧ４００、ＤＢＰ含
量以及包衣增重率是影响柚皮苷微孔渗透泵片释放

的关键因素。鉴于此，选择 ＰＥＧ４００含量为 Ａ（％），
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ＤＢＰ含量为Ｂ（％），包衣增重率Ｃ（％）为处方考察变
量，以渗透泵片在２、５、２４ｈ的累计释放度Ｙ２、Ｙ５、Ｙ２４
之和为评价指标，开展三因素三水平（－１、０、１）的
ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面实验，因素水平和代码见表１，实
验安排及结果见表２。

表１　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面因素和水平代码

因素
水平代码

－１ ０ １
Ａ（％） ３０ ５５ ８０
Ｂ（％） ２０ ３０ ４０
Ｃ（％） ２ ３ ４

表２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面安排及实验结果

序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｙ２／％ Ｙ５／％ Ｙ２４／％

１ ５５ ３０ ３ ２８．０３ ４６．４３ ９３．６６
２ ３０ ３０ ２ ３５．１０ ５０．３１ ７１．２８
３ ５５ ３０ ３ ２０．３３ ５２．１７ ９２．４３
４ ５５ ４０ ２ ３８．１４ ５３．３０ ７６．４３
５ ５５ ３０ ３ ２２．０６ ５５．３６ ８８．０２
６ ５５ ２０ ２ １９．０３ ３０．０８ ６７．０７
７ ８０ ３０ ２ ３４．４８ ５１．８５ ８３．９
８ ５５ ３０ ３ ２２．４２ ５０．８２ ９４．０１
９ ３０ ２０ ３ １４．４０ ３８．２７ ５７．６６
１０ ８０ ２０ ３ ２１．６４ ４５．９１ ６５．９２
１１ ８０ ３０ ４ ２５．３５ ５２．３３ ６８．７８
１２ ３０ ３０ ４ ２０．４９ ４９．５０ ７１．３４
１３ ５５ ３０ ３ ２７．３２ ５３．８５ ９３．８６
１４ ５５ ４０ ４ １４．４４ ３７．７８ ５７．０４
１５ ５５ ２０ ４ １５．１０ ４１．２２ ６２．４６
１６ ３０ ４０ ３ １５．１９ ４５．１４ ６３．５４
１７ ８０ ４０ ３ ２７．９２ ５１．２２ ７２．３２

２．３．３　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面优化实验结果与分析
用Ｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔ软件统计，以 Ｙ２、Ｙ５、Ｙ２４为评

价指标分别对各考察因素，得二项式拟合方程：Ｙ２＝
２４．０３＋３．０３Ａ＋３．１９Ｂ－６．４２Ｃ＋１．３７ＡＢ＋１．３７ＡＣ－
４．９４ＢＣ＋１．４７Ａ２－５．７１Ｂ２＋３．３６Ｃ２（Ｒ２＝０．８９０６）；
Ｙ５＝５４．８２＋１．８４Ａ＋３．９６Ｂ＋０．８Ｃ－０．３１ＡＢ－
０３９７５ＡＣ－７．２１ＢＣ＋３．２１Ａ２－７．３９Ｂ２－３．６２Ｃ２（Ｒ２

＝０．９２１１）；Ｙ２４＝９２．４０＋３．３９Ａ＋２．０３Ｂ－４．８８Ｃ＋
０１３ＡＢ－３．８ＡＣ－３．７ＢＣ－９．７３Ａ２ －１７．８１Ｂ２ －
８８４Ｃ２（Ｒ２＝０．９８１７）。

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验方差分析（表 ３）显示：所选二
次模型具有统计学意义（Ｐ＜０．０００１），失拟项不显著
（Ｐ＝０．３９０８），校正决定系数 ｒ＝０．９５８２，表明模型预

测性能良好。

根据表４中的数据及分析结果可知：在对 Ｙ２的
影响因素方面，变量Ｃ对Ｙ２的影响达到极显著水平；
变量Ｂ、交互项ＢＣ以及二次项 Ｂ２对 Ｙ２具有显著影
响。对于Ｙ５而言，变量Ｂ、交互项 ＢＣ以及二次项 Ｂ２

对其影响呈现极显著状态，二次项Ｃ２对Ｙ５的影响显
著。而在影响Ｙ２４的众多因素中，变量 Ａ、Ｃ，二次项
Ａ２、Ｂ２、Ｃ２对 Ｙ２４的影响极为显著，交互项 ＡＣ、ＢＣ同
样对Ｙ２４有着显著影响。

表３　２ｈ、５ｈ、２４ｈ二次回归方程的方差分析

时间 标准差 均值 复相关系数 校正相关系数 预测相关系数 信噪比

２ｈ ２．６８ ７５．２８ ０．８９０６ ０．７５００ ０．０２２８ ８．２４８９

５ｈ ２．９１ ５１．１５ ０．９２１１ ０．８１９７ ０．５７９６ １１．１１２６

２４ｈ ２．６８ ７５．２８ ０．９８１７ ０．９５８２ ０．８４１３ １６．１５１０

表４　Ｙ２４回归方程系数显著性检验

因素
Ｙ２ Ｙ５ Ｙ２４

Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ

模型 ６．３３ ０．０１１８ ９．０８ ０．００４１ ４１．７５ ＜０．０００１

Ａ ５．３４ ０．０５４１ ３．１９ ０．１１７２ １２．７８ ０．００９０

Ｂ ５．９４ ０．０４５０ １４．７８ ０．００６３ ４．５８ ０．０６９６

Ｃ ２４．０５ ０．００１７ ０．６０４２ ０．４６２４ ２６．５６ ０．００１３

ＡＢ ０．５４５９ ０．４８２７ ０．０４５４ ０．８３７４ ０．００９４ ０．９２５４

ＡＣ ０．５４７５ ０．４８３４ ０．０７４６ ０．７９２７ ８．０２ ０．０２５３

ＢＣ ７．１３ ０．０３２０ ２４．５６ ０．００１６ ７．６０ ０．０２８２

Ａ２ ０．６６０３ ０．４４３２ ５．１２ ０．０５８０ ５５．５１ ０．０００１

Ｂ２ １０．０１ ０．０１５８ ２７．１３ ０．００１２ １８５．８８ ＜０．０００１

Ｃ２ ３．４６ ０．１０５２ ６．５２ ０．０３８０ ４５．８２ ０．０００３

２．３．４　效应面分析
将三个变量中的一个固定为中值，借助 Ｄｅｓｉｇｎ

ｅｘｐｅｒｔ软件绘制Ｙ２、Ｙ５、Ｙ２４的效应面图。由图４～６
可知，Ｙ２随着ＰＥＧ４００含量的加大而增加，Ｙ５和 Ｙ２４
随着ＰＥＧ４００含量的加大先增大后减小；Ｙ２、Ｙ５、Ｙ２４
的值均随着ＤＢＰ含量的增加呈现先上升后下降的趋
势，且随包衣增重的增加而降低，这与方差分析结果

相符。

借助ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对构建的模型开展优化
与预测工作。结合实际操作的可行性，经综合考量，

筛选出缓释片的最优包衣处方：包衣增重设定为３％，
ＰＥＧ４００用量占比５５％，ＤＢＰ用量占比３０％。
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图４　ＰＥＧ４００（Ａ）、ＤＢＰ（Ｂ）、包衣增重（Ｃ）对
２ｈ的累计释放度影响等高线和响应面图

图５　ＰＥＧ４００（Ａ）、ＤＢＰ（Ｂ）、包衣增重（Ｃ）对
５ｈ的累计释放度影响等高线和响应面图

图６　ＰＥＧ４００（Ａ）、ＤＢＰ（Ｂ）、包衣增重（Ｃ）对
２４ｈ的累计释放度影响等高线和响应面图

２．４　验证及释药机制讨论
２．４．１　验证

根据最终实验确定的最佳处方，平行制备３批含
药微孔渗透泵片，并对这３批样品开展体外释放度检
测，如图７、表５，结果显示，３批柚皮苷微孔渗透泵片
在２４ｈ时的累计释放度均接近８０％。试验结果与模
型预测值基本一致，相对误差均小于５％，表明按所确
定的处方制备的微孔渗透泵片质量稳定，重现性

良好。

图７　柚皮苷微孔渗透泵片三批累计释放度（ｎ＝３）

表５　验证实验结果表（ｎ＝３）

累计释放度／％ Ｙ２ Ｙ５ Ｙ２４

预测值 ２５．４０３ ４２．３７７ ７９．４８８

实测值（珋ｘ±ｓ） ２６．４１３±１．０１ ４５．６５３±１．７０ ８０．７７６±１．４１

相对误差／％ ３．８ ３．７ １．７

２．４．２　释药机制讨论
采用零级、一级及 Ｈｉｇｕｃｈｉ动力学模型拟合制剂

释放曲线（表６），以决定系数（ｒ２）评估模型拟合优度。
结果显示零级动力学模型呈现最佳拟合（ｒ２ ＝
０９７３４７），表明该制剂体外释放符合零级释药机制。

表６　释药模型拟合结果

数学模型 拟合方程 ｒ２

零级 Ｙ＝０．１１９５５＋０．０１２２２ｔ ０．９７３４７

一级 Ｌｎ（１００－Ｙ）＝－０．２１２８３ｔ＋０．３４２２３ ０．９４８０８

Ｈｉｇｕｃｈｉ Ｙ＝０．０７４６８ｔ１／２＋０．０３１３３ ０．９３３４３

２．４．３　稳定性
随机抽取一批已制备的柚皮苷微孔渗透泵片，放

入瓶中，在室温下放置。三个月后取出，对渗透泵片

的外观性状、药物含量、累计释放度以及片重差异的

变化情况展开考察
［１２］。考察结果详见表７，两组无统

计学差异（Ｐ＞０．０５）。

表７　长期实验结果（ｎ＝３）

放置时间／ｄ 外观性状
含量／（ｍｇ／片）
柚皮苷

累计释放度／％
２ｈ ５ｈ ２４ｈ

片重差异／％

０
类白色　　　
外形完整光洁
气微　　　　

１５．６２±０．０１７ ２６．１４±０．０３１ ４５．６５±０．０７６ ８０．７７±０．１４ ２．６１±３．３９

９０
类白色　　　
外形完整光洁
气微　　　　

１５．５０±０．０２５ ２７．６３±０．０４９ ４６．２６±０．０８７ ８１．０２±０．１２ ２．５４±２．３６
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３　讨　论

本实验制备的柚皮苷微孔渗透泵制剂，创新地在

包衣膜中添加水溶性聚合物
［１３］，遇水后聚合物溶解，

于包衣膜上形成多个微孔。这种设计巧妙规避了传

统单一制孔方式易出现的局部药物浓度过高、释药孔

堵塞致使药物释放不完全等弊端，促使药物能够以较

为稳定的速度持续释放
［１４］。体外溶出实验数据表

明，在ｐＨ１．２的盐酸溶液与ｐＨ６．８的磷酸盐缓冲溶液
等不同溶出介质中，该制剂的释放动力学特征并无显

著差异，充分契合渗透泵控释机制
［１５］。这意味着胃

肠道环境中常见的 ｐＨ值波动以及机械蠕动等因素，
基本不会干扰其药物释放规律，呈现出良好的体内外

相关性。

借助单因素实验初步筛选出影响因素，再通过响

应面实验深入探究，最终确定了包衣的最佳处方：

ＰＥＧ４００用量为５５％、ＤＢＰ用量为３０％、包衣增重为
３％。该处方在多次重复实验中均展现出良好的重现
性。体外释放度实验数据显示，该柚皮苷微孔渗透泵

片在前２４ｈ的药物释放过程呈现典型的零级动力学
特征，能够有效延缓药物释放进程。

相较于以往的渗透泵制剂研究，本实验所制备的

柚皮苷微孔渗透泵制剂在多个方面展现出独特优

势
［１６］。在制备工艺上，摒弃了传统复杂且成本较高

的制孔工艺，采用添加水溶性聚合物形成微孔的方

式，显著简化了制备流程，降低了生产成本。在释药

方式上，多微孔设计极大地改善了药物释放的均匀性

与稳定性。不过，在释药的核心原理层面，本制剂与

传统渗透泵制剂一致，均是以渗透压作为药物释放的

主要驱动力。

本研究极大地拓展了渗透泵制剂领域的研究范

畴，为开发新型、高效的缓控释制剂提供了全新的思

路与方法，从理论层面进一步丰富和完善了药物控释

理论体系，为后续相关研究奠定了重要基础。从实用

层面来讲，对于长期需要服药的患者而言，该柚皮苷

微孔渗透泵制剂具有显著的临床价值，它能够有效延

长药物的作用时间，减少患者每日的服药次数，提高

患者的用药依从性。同时，平稳的药物释放特性可降

低血药浓度的波动，减少药物不良反应的发生，增强

了制剂在临床应用中的安全性。

在本次研究过程中，整体实验现象与预期相符，

研究成果能够合理阐释各项实验现象，未出现明显的

异常情况。然而，针对该制剂在长期储存条件下的稳

定性，目前研究仍存在不足。例如，长期储存过程中，

包衣膜的物理化学性质是否会发生改变，其微孔结构

是否会因环境因素（如温度、湿度等）而出现变形、堵

塞或孔径变化，进而影响药物释放特性，这些方面尚

缺乏深入研究与数据支撑。
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摘要：目的 评价多巴丝肼片受试制剂和参比制剂在中国健康受试者中的生物等效性和安全性。方法 按照两序列

四周期完全重复交叉设计，７６例健康志愿者分为空腹４０例和餐后３６例，每周期分别使用多巴丝肼片受试制剂或参比
制剂，采用超高效液相色谱串联质谱（ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ）方法检测血浆中左旋多巴和２，３，４三羟基苄基肼的药物浓度，最
后使用药动学软件计算其药动学相关参数和评价其生物等效性。结果 空腹状态下，受试制剂与参比制剂左旋多巴的

Ｃｍａｘ为（４５４５．４１３±１９９２．０１７）和（４７０８．３００±２３４１．７１６）ｎｇ／ｍＬ，ＡＵＣ０ｔ为（６５３１．０±１２９６．０）和（６５７１．６±１４２６．９）ｈ·ｎｇ／ｍＬ，
ＡＵＣ０∞为（６５８１．６±１２９５．２）和（６６１６．１±１４２５．８）ｈ·ｎｇ／ｍＬ；餐后状态下，受试制剂与参比制剂左旋多巴的 Ｃｍａｘ为
（３０９０．４７１±１５６５．１４４）和（２８６０．７６２±１３００．４０７）ｎｇ／ｍＬ，ＡＵＣ０ｔ为（５５６５．３±１２２６．５）和（５５３０．８±１１４０．３）ｈ·ｎｇ／ｍＬ，
ＡＵＣ０∞为（５６２１．３±１２２５．８）和（５５８５．８±１１４０．７）ｈ·ｎｇ／ｍＬ。空腹状态下受试制剂和参比制剂２，３，４三羟基苄基肼的
Ｃｍａｘ为（５４．３４１±１４．７０９）和（５６．９６５±１７．０８４）ｎｇ／ｍＬ，ＡＵＣ０ｔ为（１５６．９±４０．２）和（１６１．４±４２．０）ｈ·ｎｇ／ｍＬ，ＡＵＣ０∞为
（１６３．７±４２．３）和（１６８．１±４４．２）ｈ·ｎｇ／ｍＬ；餐后试验受试制剂和参比制剂２，３，４三羟基苄基肼 Ｃｍａｘ为（４５．７４８±
１０１６０）和（４４．７２２±９．９５９）ｎｇ／ｍＬ，ＡＵＣ０ｔ为（１５５．３±３２．３）和（１５８．６±３０．８）ｈ·ｎｇ／ｍＬ，ＡＵＣ０∞为（１６１．９±３４．３）和
（１６５０±３２．５）ｈ·ｎｇ／ｍＬ。药动学参数最小二乘几何均值比的９０％置信区间均落在８０％ ～１２５％判定范围内。结论
两种制剂在空腹和餐后条件下具有生物等效性，试验中未发生严重不良反应，安全性良好。

关键词：左旋多巴；２，３，４三羟基苄基肼；生物等效性；药动学
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　　帕金森氏病（ＰＤ）又称为震颤麻痹，是一种神经
系统退行性疾病，降低患者的运动能力和认知能力。

ＰＤ多发生于中老年以上的人群，随着中国老龄化进
程加快，我国ＰＤ的医疗负担也不断加重［１３］。多巴丝

肼片是用于治疗 ＰＤ的复方制剂，它包含左旋多巴和
苄丝肼两种成分。其中左旋多巴通过血脑屏障进入

中枢经脱羧化后转换为多巴胺发挥药理作用，但是口

服的部分左旋多巴会在脑外分解，苄丝肼可以抑制外

周左旋多巴的脱羧，减少外周副作用，提高左旋多巴

利用率，协同改善麻痹症状
［４６］。

本研究对重庆药友制药有限责任公司研制的多

巴丝肼片和上海罗氏制药有限公司持证的原研对照

药品（美多芭）进行人体生物等效性研究，评价其疗效

和安全性，为新药上市提供依据。

１　材料与方法

１．１　药品与仪器
受试制剂（Ｔ），重庆药友制药有限责任公司生产

的多巴丝肼片，规格：左旋多巴２００ｍｇ与苄丝肼５０ｍｇ
（相当于盐酸苄丝肼５７ｍｇ）；批号：２３０６０２０；含量：左
旋多巴９９．２％、盐酸苄丝肼９８．１％。参比制剂（Ｒ），
上海罗氏制药有限公司持证，山东新华制药股份有限

公司生产的多巴丝肼片，规格：左旋多巴２００ｍｇ与苄
丝肼５０ｍｇ（相当于盐酸苄丝肼５７ｍｇ）；批号：ＹＴ０５７０；
含量：左旋多巴１００．４％、盐酸苄丝肼９８．６％。ＵＰＬ
ＣＩＣｌａｓｓ液相色谱仪、ＸｅｖｏＴＱＳ质谱仪和ＵＮＩＦＩ１．８．
０．０数据处理软件均由美国 Ｗａｔｅｒｓ公司生产、离心机
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＴｈｅｒｍｏ）。

１．２　受试者选择
入选标准：①年龄≥２５周岁，不限性别；②男性受

试者的体重≥５０．０ｋｇ，女性受试者的体重≥４５．０ｋｇ，
体重指数（ＢＭＩ）１９～２６ｋｇ／ｍ２（包括边界值）；③受试
者需在知情同意书上签字。

排除标准：①有药物、食物或其他物质过敏史，或
对本品中任何成分过敏者；②首次服用研究药物前
３０ｄ内使用过肝药酶抑制剂或诱导剂的药物；③首次
服用研究药物前７ｄ内有消化道症状（腹泻、便秘、恶

心、呕吐，或腹泻便秘交替性发作）；④首次服用研究
药物前１４ｄ内接种过疫苗或计划在试验期间接种疫
苗者；⑤可能因其他原因不能完成本试验或研究者认
为不应纳入者。

１．３　试验方案
１．３．１　试验设计

本试验采用单中心、随机、开放、单剂量、两制剂、

四周期、两序列完全重复设计。

１．３．２　给药方法与血样采集时间
所有入组受试者随机分为人数相等Ⅰ组和Ⅱ组。

根据受试者的试验号码将他们平均分配到２个给药
程序（ＴＲＴＲ或ＲＴＲＴ）之一。每周期每位受试者
分别服用受试制剂（Ｔ）或参比制剂（Ｒ）中的一种，每
周期仅给药１次，清洗期为７ｄ。分为空腹试验和餐后
试验两部分。

空腹试验给药前禁食至少１０ｈ，于给药当天早上
在黄光下服用药物并饮２４０ｍＬ常温水。给药前后１ｈ
内不能饮水，午餐于给药４ｈ后进食，晚餐于给药１０ｈ
后进食（均为统一的清淡食物）。于给药前（０ｈ）及给
药后１０、１５、２０、３０、４０、５０ｍｉｎ、１、１．２５、１．５、２、２．５、３、
３．５、４、５、６、８、１２ｈ（共１９个点）采集４ｍＬ静脉血。

餐后试验于给药当天早上进食高脂高热量餐，药

物需要进餐后且以开始进餐时间３０ｍｉｎ内服用。分
别于给药前（０ｈ）及给药后０．２５、０．５、０．７５、１、１．２５、
１５、１．７５、２、２．２５、２．５、３、３．５、４、４．５、５、６、８、１２ｈ（共
１９个点）采集４ｍＬ静脉血。

１．４　生物样本处理及分析
预先加入稳定剂，提前一天或在采集当天准确移

取４０μＬ稳定剂至贴有标签的冻存管。按照方案规定
的时间点，采集４ｍＬ的静脉血到枸橼酸钠真空采血管
中，轻晃使血液和抗凝剂混匀，最后放入冰浴中。血

样采集后１ｈ内在２℃～８℃条件下１７００ｇ离心１０ｍｉｎ。
离心后，用移液器准确量取８００μＬ上层血浆两份，分
别转移至贴有标签并预先装好４０μＬ稳定剂的冻存管
中（一份为检测管，一份为备份管），立即充分混匀，并

放置于冰浴上。混匀好的血浆直接置于 －６０℃ ～－
９０℃超低温冰箱保存，从全血采集到血浆置于冰箱整
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个操作未超过２ｈ。采用衍生化蛋白沉淀法对人血浆
样品进行预处理，然后用液相色谱串联质谱法
（ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）在正离子、多反应监测模式（ＭＲＭ）
下，以电喷雾离子化（ＥＳＩ）为电离技术而进行的分析
检测，测定血浆中左旋多巴和２，３，４三羟基苄基肼的
浓度。

１．５　药代动力学参数计算及生物等效性分析
对各受试者的给药剂量和血药浓度实际采血结

束时点数据，采用 ＰｈｏｅｎｉｘＷｉｎＮｏｎｌｉｎ８．２（Ｃｅｒｔａｒａ，
ＵＳＡ）软件，以非房室模型法（ＮＣＡ模块）计Ｔｍａｘ、Ｃｍａｘ、
ＡＵＣ０ｔ、ＡＵＣ０∞、λｚ、ｔ１／２等药动学参数。将受试制剂与
参比制剂的主要药动学参数（Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０ｔ和 ＡＵＣ０∞）
经自然对数转换后使用混合线性模型进行多因素方

差分析，并进一步采用双向单侧 ｔ检验及置信区间法
计算受试制剂与参比制剂主要药动学参数（Ｃｍａｘ、
ＡＵＣ０ｔ和ＡＵＣ０∞）最小二乘几何均值比（受试制剂／参
比制剂）及其９０％置信区间。

２　结　果

２．１　试验入组和完成情况
空腹试验入组４０例健康志愿者，均完成试验，其中

２８例为男性，１２例为女性，平均年龄（３３．０±５．０）岁，
平均体重（６３．９±７．３）ｋｇ，平均身高（１６６．０±７．９）ｃｍ，
平均体重指数（２３．２±１．８）ｋｇ／ｍ２。

餐后试验入组３６例健康受试者，３４例完成试验，
其中１例受试者于第１周期给药前脱落，脱落原因为
“受试者自行退出研究”，另１例受试者于第３周期给
药前脱落，无第３周期和第４周期浓度及药动学参数
数据。在进入安全集的病例中３０例为男性，５例为女
性，平均年龄（３３０±５０）岁，平均体重（６４．４±７５）ｋｇ，
平均身高（１６７．８±６．９）ｃｍ，平均体重指数（２２．８±
１９）ｋｇ／ｍ２。

２．２　血药浓度时间曲线
受试者空腹、餐后单次口服受试制剂和参比制剂

后左旋多巴和２，３，４三羟基苄基肼的平均血药浓度
时间曲线见图１～２。两条曲线趋势高度重叠，表明受
试制剂与参比制剂在体内的吸收和消除过程相似。

图１　左旋多巴的平均血药浓度时间曲线

图２　２，３，４三羟基苄基肼的平均血药浓度时间曲线

２．３　药代动力学参数
受试者空腹、餐后口服多巴丝肼后，左旋多巴和２，

３，４三羟基苄基肼的主要药动学参数见表１～２。结果
表明，受试制剂与参比制剂的药代动力学特征相似。

表１　受试者空腹、餐后口服多巴丝肼后
左旋多巴的主要药动学参数

药代动力学参数
空腹 餐后

受试制剂 参比制剂 受试制剂 参比制剂

Ｃｍａｘ／（ｎｇ／ｍＬ） ４５４５．４１３±１９９２．０１７ ４７０８．３００±２３４１．７１６ ３０９０．４７１±１５６５．１４４ ２８６０．７６２±１３００．４０７
Ｔｍａｘ／（ｈ） ０．８３（０．２～３．５０） ０．８３（０．３３～４．００） １．７５（０．５０～４．５０） １．５２（０．５０～５．００）

ＡＵＣ０ｔ／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） ６５３１．０±１２９６．０ ６５７１．６±１４２６．９ ５５６５．３±１２２６．５ ５５３０．８±１１４０．３
ＡＵＣ０∞／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） ６５８１．６±１２９５．２ ６６１６．１±１４２５．８ ５６２１．３±１２２５．８ ５５８５．８±１１４０．７

ｔ１／２／（ｈ） １．５２±０．３０ １．５４±０．３２ １．４６±０．３１ １．４５±０．２９
λｚ／（１／ｈ） ０．４７±０．０９ ０．４７±０．１０ ０．５０±０．１１ ０．５０±０．１０

表２　受试者空腹、餐后口服多巴丝肼后２，３，４
三羟基苄基肼的主要药动学参数

药代动力学参数
空腹 餐后

受试制剂 参比制剂 受试制剂 参比制剂

Ｃｍａｘ／（ｎｇ／ｍＬ） ５４．３４１±１４．７０９ ５６．９６５±１７．０８４ ４５．７４８±１０．１６ ４４．７２２±９．９５９
Ｔｍａｘ／（ｈ） ０．６７（０．２５～３．００） ０．６７（０．２５～３．００） １．５１（０．５０，４．５０） １．７５（０．５０，４．５０）

ＡＵＣ０ｔ／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） １５６．９±４０．２ １６１．４±４２．０ １５５．３±３２．３ １５８．６±３０．８
ＡＵＣ０∞／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） １６３．７±４２．３ １６８．１±４４．２ １６１．９±３４．３ １６５．０±３２．５

ｔ１／２／（ｈ） ２．５６±０．３９ ２．５４±０．４０ ２．４６±０．３４ ２．４０±０．３７
λｚ／（１／ｈ） ０．２８±０．０４ ０．２８±０．０４ ０．２９±０．０４ ０．３０±０．０５

２．４　生物等效性评价
左旋多巴和２，３，４三羟基苄基肼的生物等效性

分析见表３～４。本试验中，针对左旋多巴，受试制剂
与参比制剂的 Ｃｍａｘ采用参比制剂校正的平均生物等
效性方法（ＲＳＡＢＥ）评价生物等效性，受试制剂与参比
制剂最小二乘几何均值比落在８０．００％ ～１２５．００％，
且单侧９５％置信区间上限≤０；左旋多巴受试制剂与
参比制剂的ＡＵＣ０ｔ和 ＡＵＣ０∞以及２，３，４三羟基苄基
肼受试制剂与参比制剂的 Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０ｔ和 ＡＵＣ０∞采用
平均生物等效性方法（ＡＢＥ）评价生物等效性，其最小
二乘几何均值比的９０％置信区间均落在８０．００％ ～
１２５．００％。以上结果表明：空腹和餐后条件下，两制
剂生物等效。
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表３　生物等效性分析（空腹）

样品 药动学参数
最小二乘几何均值及比值

Ｔ（ｎ＝４０） Ｒ（ｎ＝４０） Ｔ／Ｒ值／％ Ｔ／Ｒ比值的９０％ＣＩ Ｓ２ＷＲ ＳＷＲ 参比制剂个
体内变异／％

单侧９５％置信
区间上限

采用方法

左旋多巴 Ｃｍａｘ／（ｎｇ／ｍＬ） ４１０８．３２４ ４１１５．６２５ ９９．８２ ８９．３５－１１１．５２ ０．１４７６ ０．３８４２ ３９．８９ －０．０８４０ ＲＳＡＢＥ
ＡＵＣ０ｔ／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） ６４０３．４ ６４２１．９ ９９．７１ ９６．８５－１０２．６６ ０．０１２２ ０．１１０７ １１．１０ － ＡＢＥ
ＡＵＣ０∞／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） ６４５５．０ ６４６７．７ ９９．８０ ９６．９６－１０２．７３ ０．０１２１ ０．１１０２ １１．０５ － ＡＢＥ

２，３，４三 Ｃｍａｘ／（ｎｇ／ｍＬ） ５２．２８３ ５４．５９９ ９５．７６ ９０．８８－１００．８９ ０．０４２４ ０．２０６０ ２０．８２ － ＡＢＥ
羟基苄基肼 ＡＵＣ０ｔ／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） ６４０３．４ ６４２１．９ ９７．３０ ９５．２２－９９．４２ ０．００６４ ０．０８０２ ８．０４ － ＡＢＥ

ＡＵＣ０∞／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） ６４５５．０ ６４６７．７ ９７．５３ ９５．５３－９９．５７ ０．００６２ ０．０７８９ ７．９１ － ＡＢＥ

表４　生物等效性分析（餐后）

样品 药动学参数
最小二乘几何均值及比值

Ｔ（ｎ＝３５） Ｒ（ｎ＝３５） Ｔ／Ｒ值／％ Ｔ／Ｒ比值的９０％ＣＩ Ｓ２ＷＲ ＳＷＲ 参比制剂个
体内变异／％

单侧９５％置信
区间上限

采用方法

左旋多巴 Ｃｍａｘ／（ｎｇ／ｍＬ） ２７７７．４８５ ２６０３．９８０ １０５．６２ ９５．７０－１１６．５７ ０．１３７３ ０．３７０６ ３８．３６ ０．０６８５ ＲＳＡＢＥ
ＡＵＣ０ｔ／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） ５４５９．０ ５４２２．０ １００．６９ ９７．７７－１０３．６９ ０．０１３１ ０．１１４７ １１．５０ － ＡＢＥ
ＡＵＣ０∞／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） ５５１６．０ ５４７８．０ １００．７０ ９７．７９－１０３．６９ ０．０１３２ ０．１１５０ １１．５４ － ＡＢＥ

２，３，４三 Ｃｍａｘ／（ｎｇ／ｍＬ） ４４．５０９ ４３．６７５ １０１．８７ ９８．３１－１０５．５５ ０．０１９１ ０．１３８０ １３．８７ － ＡＢＥ
羟基苄基肼 ＡＵＣ０ｔ／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） １５２．１ １５５．６ ９７．７４ ９５．９２－９９．６０ ０．００４８ ０．０６９０ ６．９１ － ＡＢＥ

ＡＵＣ０∞／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） １５８．５ １６１．９ ９７．９２ ９６．１６－９９．７１ ０．００４６ ０．０６７８ ６．７９ － ＡＢＥ

２．５　安全性评价结果
空腹试验：在服药的 ４０例受试者中，受试制剂

（Ｔ）组有１８例受试者共发生３２次不良事件，不良事
件发生率为４５．０％（１８／４０）。参比制剂（Ｒ）组有１５
例受试者共发生２３例次不良事件，不良事件发生率
为３７．５％（１５／４０）。

餐后实验：在服药的 ３５例受试者中，受试制剂
（Ｔ）组有７例受试者共发生７次不良事件，不良事件
发生率为 ２０．０％（７／３５）。参比制剂（Ｒ）组有１０例受
试者共发生 １３次不良事件，不良事件发生率为
２８６％（１０／３５）。

本研究所有不良事件的严重程度均为Ⅰ级。结
果表明，受试制剂与参比制剂在中国健康受试者中具

有良好的安全性。

３　讨　论

根据以往文献
［７８］，本研究调整个体内变异系数

为３０．００％，计算出空腹和餐后试验满足统计学检验
效能需求的受试者例数为３２例和２８例，考虑到脱落
率约２０％。最终空腹和餐后受试者例数确定为４０例
和３６例。

本研究中参比制剂空腹 Ｃｍａｘ的个体变异率为
３９８９％，餐后左旋多巴 Ｃｍａｘ的个体变异为３８．３６％。

根据《高变异药物生物等效性研究技术指导原则》
［９］，

本研究空腹和餐后试验均采用四周期、两序列、完全

重复交叉设计，可大大减少个体内变异，使试验数据

更可靠。并且 Ｃｍａｘ药动学参数的生物等效性评价采
用 ＲＳＡＢＥ，解决了高变异药物药物研究中样本量过
大、置信区间过宽的问题。

本研究主要考察多巴丝肼片受试制剂和参比制

剂生物的等效性。结果显示，针对主要活性物质左旋

多巴，餐后条件下受试制剂和参比制剂的 Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０ｔ
及ＡＵＣ０∞较空腹条件下均降低，Ｔｍａｘ均延长，应为服
用高脂高热量餐影响药物的吸收所致

［１０１１］。在临床

指导用药中建议餐前１ｈ或餐后２ｈ给药，这样可以避
免高蛋白、高脂肪食物对左旋多巴摄取的竞争效应并

促进更快速的起效。
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摘要：目的 利用电子束辐射制备兼具抗菌、抗生物污染性和生物相容性的医用多功能两性离子水凝胶，以满足生

物医用材料在伤口敷料等领域的应用需求。方法 运用两步辐射技术预聚合甲基丙烯酰乙基磺基甜菜碱（ＳＢＭＡ）得到
聚甲基丙烯酰乙基磺基甜菜碱（ＰＳＢＭＡ），以聚乙烯醇（ＰＶＡ）和ＰＳＢＭＡ为基质，引入纳米银粒子（ＡｇＮＰｓ），经冷冻解冻
和电子束辐射协同交联，制备ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ水凝胶。通过 ＦＴＩＲ、ＸＰＳ等表征分析其组分结构、元素组成及相互
作用机制。进一步测试其凝胶分数、溶胀率、亲水性、体外抗菌性能、抗生物污染性能及生物相容性等性能。结果 在

２０ｋＧｙ辐射剂量下ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ水凝胶凝胶分数达８４．０４％，交联效果最佳。３ｍＬＡｇＮＰｓ掺杂时，水凝胶抗菌性能最
优，具有良好的溶胀以及亲水性能，同时蛋白质吸附量低至４．３８μｇ／ｃｍ２，细胞毒性测试细胞存活率＞９０％，细胞毒性检
测观察细胞无明显毒性。结论 基于两步辐射技术制备的ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ两性离子复合水凝胶，具有良好的抗菌、
抗生物污染性能和生物相容性，有望成为新型高效伤口敷料。

关键词：水凝胶；辐射制备；聚乙烯醇；聚甲基丙烯酰乙基磺基甜菜碱；纳米银粒子
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　　伤口愈合作为动态的病理生理过程，其微环境调
控易受细菌感染及生物污染等因素干扰

［１２］。传统的

医用敷料常因抗菌、抗污性能不足或生物相容性差，

常常导致继发感染和愈合延迟
［３］。近年来，水凝胶敷

料因其高含水量、优异透气性及模拟细胞外基质特性

等独特优势已成为研究热点，但在抗菌性能与生物安

全性调控方面仍面临着界面功能化设计难题
［４］。两

性离子水凝胶材料甲基丙烯酰乙基磺基甜菜碱

（ｍｅｔｈａｃｒｙｌｏｙｌｏｘｙｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｂｅｔａｉｎｅ，ＳＢＭＡ），其分子内
正负电荷对共存的结构特性，在生理条件下维持材料

表面电中性，通过静电诱导水合作用形成致密的水化

层，可以有效抵抗非特异性蛋白质吸附和细菌黏

附
［５６］。纳米银粒子（ｓｉｌｖｅｒｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＡｇＮＰｓ）具有

广谱抑菌、高效杀菌等优点，在加速伤口修复进程中

发挥重要作用。通过引入纳米银粒子作为功能化修

饰，可以进一步提高材料的抗菌性能，加速伤口修

复
［７］。聚乙烯醇（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌａｌｃｏｈｏｌ，ＰＶＡ）作为生物相

容性高分子材料，可通过辐射交联构建三维网络结

构
［８］。相较于化学交联法存在的残留毒性风险及物

理交联的稳定性缺陷
［９］，电子束辐射技术凭借其无引

发剂添加、交联度精确可控及环境友好等优势，成为

制备医用级水凝胶的理想选择
［１０］。

本研究通过两步辐射法，以电子束预辐聚合甲基

丙烯酰乙基磺基甜菜碱，形成聚甲基丙烯酰乙基磺基

甜菜碱（ｐｏｌｙｍｅｔｈａｃｒｙｌｏｙｌｏｘｙｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｂｅｔａｉｎｅ，ＰＳＢ
ＭＡ），将 ＰＶＡ、ＰＳＢＭＡ和 ＡｇＮＰｓ三者相结合，经过循
环冻融预处理后进行二次辐射交联，制备出一种新型

的ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ医用复合水凝胶。

１　材料与方法

１．１　材料来源
１．１．１　试剂

ＰＶＡ（国药试剂有限公司）；ＳＢＭＡ（上海源叶生物
科技有限公司）；ＡｇＮＰｓ（１０ｎｍ，１０００ｐｐｍ）、十二烷基硫
酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆｏｎａｔｅ，ＳＤＳ，上海阿拉丁生化
科技股份有限公司）；ＰＢＳ缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａ
ｌｉｎｅ，粉剂，１Ｘ，生工生物工程上海股份有限公司）；牛
血清蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）、３（４，５二甲
基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐［３（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］细
胞增殖及细胞毒性检测试剂盒、钙黄绿素乙酰氧基
甲酯／碘化丙啶（ｃａｌｃｅｉｎａｃｅｔｏｘｙｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ／ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ
ｉｏｄｉｄｅ，ＡＭ／ＰＩ）细胞活性与细胞毒性检测试剂盒（购
自碧云天生物技术有限公司）；胰酶、ＮＣＴＣｃｌｏｎｅ９２９
（Ｌ９２９）细胞、Ｌ９２９培养基、ＰＢＳ缓冲溶液（武汉普诺

赛生命科技有限公司）；去离子水为实验室自制。

１．１．２　仪器
集热式恒温加热磁力搅拌器（ＤＦ１０１Ｓ，巩义予华

仪器有限责任公司）；冷冻干燥机（ＳＣＩＥＮＴＺ１０Ｎ，宁
波新芝生物科技股份有限公司）；傅里叶变换红外光

谱仪（港东ＦＴＩＲ６５０，天津科技发展股份有限公司）；
接触角测量仪（北京东方德菲仪器有限公司）；Ｘ射线
光电子能谱仪（ＫＡｌｐｈａ，美国赛默飞世尔科技公司）；
超声波清洗机（ＣＨ０６ＢＭ，苏州创汇惠电子有限公司）；
高压灭菌锅（ＤＺＦ６０３０，上海一恒科学仪器有限公司）；
洁净工作台（ＳＷＣＪＩＧ，苏净集团国泰公司）；二氧化碳
细胞培养箱（Ｆｏｒｍａ３１０，美国赛默飞世尔科技公司）；荧
光倒置显微镜（ＩＸ５１，日本奥林巴斯）；台式超纯水机
（ＵＰＴ１１—１０Ｔ，四川优普超纯科技有限公司）；酶标分
析仪（３１８Ｃ＋，上海沛欧仪器有限公司）；１ＭｅＶ直线电
子加速器（电压１０００ｋＶ，美国ｗａｓｉｋ公司）。

１．２　方法
１．２．１　ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ水凝胶的制备

采用两步辐射共聚交联法制备，称取１０ｇＳＢＭＡ
于烧杯中，加入１０ｇ去离子水，在氮气的氛围下磁力
搅拌至完全溶解，在室温下以电子束射线辐照总剂量

２０ｋＧｙ，剂量率５ｋＧｙ／ｐａｓｓ，形成ＰＳＢＭＡ预聚体前驱体
溶液。

称取１０ｇＰＶＡ于烧杯中，加入７０ｇ去离子水，在
９０℃下磁力搅拌３ｈ，待 ＰＶＡ完全溶解后加入２０ｇ预
辐照的ＰＳＢＭＡ预聚体前驱体溶液，搅拌至完全溶解，
得到澄清透明溶液，静置，除气泡。

将均匀混合后的前驱体溶液平铺在直径为９０ｍｍ
的培养皿中（平铺液厚度约２０ｍｍ），经过循环冻融。
在室温下以电子束射线辐射凝胶膜，吸收总剂量为

５～３０ｋＧｙ，剂量率 ５ｋＧｙ／ｐａｓｓ。辐射聚合后得到不同
辐射剂量的 ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ水凝胶样品。将制备好的
凝胶于去离子水中浸泡４８ｈ，并用大量去离子水洗涤
以去除未反应的组分。

１．２．２　ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ复合水凝胶的制备
称取１０ｇＰＶＡ于烧杯中，加入７０ｇ去离子水，在

９０℃下磁力搅拌３ｈ，待 ＰＶＡ完全溶解后加入２０ｇ预
辐照的ＰＳＢＭＡ预聚体前驱体溶液，搅拌至完全溶解。
分别取 １、３、５ｍＬＡｇＮＰｓ溶液，超声处理 １ｈ后加入
ＰＶＡ溶液中，搅拌至充分混合，静置除气泡。将混合
溶液平铺在直径为 ９０ｍｍ的培养皿中（厚度约
２０ｍｍ），经过循环冻融，并在室温下接受电子束辐射
总剂量为２０ｋＧｙ，剂量率５ｋＧｙ／ｐａｓｓ交联。将制备好
的凝胶浸泡于去离子水中４８ｈ，并用大量去离子水洗
涤以去除未交联的组分。
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１．２．３　ＰＶＡ、ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ及 ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ水
凝胶凝胶分数和溶胀率分析

凝胶分数测定：称取５ｇ辐射制备的凝胶样品（初
始质量Ｗ０），用冷冻干燥机除水至恒重，记录干燥后
质量。将干燥后的凝胶样品在 ＰＢＳ中浸泡４８ｈ，再用
冷冻干燥机干燥至恒重，记录最终质量（Ｗｓ）。凝胶
分数（Ｇｅｌ）为Ｗｓ与Ｗ０干燥后干凝胶重量的比率。

Ｇｅｌ（％）＝Ｗｓ／Ｗ０×１００％
溶胀率测定：称取５ｇ辐射制备的凝胶样品，用冷

冻干燥机除水至恒重，记录干燥后质量（初始质量

Ｗ０）。随后浸泡于ＰＢＳ中，每隔一段时间取出凝胶用
湿润的滤纸擦去表面多余水分，用电子天平称量至恒

定重量，记录为质量Ｗｔ，计算样品的溶胀率。
ＳＲ（％）＝（ＷｔＷ０）／Ｗ０×１００％

１．２．４　红外分析（ＦＴＩＲ）
将辐射合成后的水凝胶，用研钵充分研磨至足够

细小的粉末。将水凝胶粉末、溴化钾按照一定的比例

混合均匀，研磨至细粉，然后压成透明的薄片。在傅立

叶红外光谱仪下测定４０００ｃｍ１～４００ｃｍ１范围波长的吸
收峰，根据特征峰，分析水凝胶官能团的变化。

１．２．５　Ｘ射线光电子能谱（ＸＰＳ）
采用美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ有限公司的 ＫＡｌｐｈａ

Ｘ射线光电子能谱仪，对水凝胶的表面电子态与表面
成分进行精确测定，确定样品表面存在的元素种类。

１．２．６　接触角测定
将水凝胶充分冷冻干燥后，在水凝胶样品表面的

中心位置滴加一定体积的测试液体。借助摄影系统

对材料表面的水滴进行图像采集，利用水接触角测试

仪对材料的亲水性进行研究。

１．２．７　蛋白吸附实验
辐射制备好的水凝胶用ＰＢＳ清洗３遍，将其浸泡

于３７℃的ＰＢＳ环境下１ｈ备用，将水凝胶裁剪为直径
８ｍｍ的小圆片，加入到４８孔板中，每组重复３次。将
５００μＬＢＳＡ溶液分别加入到每个孔里。３７℃孵育２ｈ
后，将水凝胶片取出，并用 ＰＢＳ清洗３次。然后加入
５００μＬ２％ＳＤＳ溶液，３７℃摇床孵育２ｈ，将所吸附的蛋
白从凝胶膜上解离出来。通过 ＢＣＡ蛋白质检测试剂
盒以及蛋白质标准曲线进行后续分析。通过公式计

算确定水凝胶吸附的蛋白质质量Ｑ。
Ｑ（μｇ／ｃｍ２）＝（Ｃ×Ｖ）／Ｓ

其中：Ｃ表示溶液中蛋白质的浓度（μｇ／μＬ）；Ｖ表
示溶液体积（μＬ）；Ｓ表示水凝胶片的表面积（ｃｍ２）。
１．２．８　体外抗菌测试

通过抑菌圈法测试水凝胶的抗菌性能。取活化后的

大肠杆菌均匀涂布在固体培养基表面。将制备好的水凝

胶用ＰＢＳ清洗３次后裁剪成直径为８ｍｍ小圆片放入培
养皿中，利用抑菌圈法分析水凝胶的抑菌能力。

１．２．９　细胞毒性测试
用ＭＴＴ法检测细胞活力，将 Ｌ９２９细胞分别接种

于９６孔板及６孔板，置于５％ ＣＯ２、３７℃培养箱、９０％
的ＤＭＥＭ葡萄糖培养基中进行培养。在每个孔中加
入不同组分水凝胶的浸取液１ｍＬ，对照组加入等体积
的Ｌ９２９培养基，培养２４ｈ后加入ＭＴＴ试剂进行测试。

ＡＭ／ＰＩ染色液检测 Ｌ９２９细胞凋亡。在每个孔中
加入不同组份水凝胶的浸取液１ｍＬ，对照组加入等体积
的Ｌ９２９培养基，在六孔板中加入 ＣａｌｃｅｉｎＡＭ／ＰＩ染色
液，进行双染测试，并使用倒置荧光显微镜观察细胞。

１．３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２１．０与ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．５软件完成

统计分析，计量数据以（珋ｘ±ｓ）呈现。组间比较采用单
因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两两比较则选用独
立样本 ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。
为确保结果的科学性，所有实验均重复３次及以上。

２　结　果

２．１　样品的表征
本研究初期阶段先着力于探究二元复合水凝胶

体系（ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ），如图 １ａ所示，当辐射剂量为
２０ｋＧｙ时，ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ水凝胶辐射交联效果最好。
辐射能使高分子材料中的分子吸收能量，产生激发态

分子和自由基，ＰＶＡ、ＰＳＢＭＡ中的碳碳双键断开从而
引发交联反应，在这个过程中 ＰＶＡ和 ＰＳＢＭＡ也会发
生接枝交联反应。随着辐射剂量的增加，聚合物对能

量的吸收过度。聚合物在聚合过程中容易发生交联

和断裂。分子链过度断裂，凝胶分数反而下降
［１１］。

图１ｂ中分别为ＰＶＡ、ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ以及不同含量
的载纳米银水凝胶的红外光谱图，与 ＰＶＡ相比，３２００
～３６００ｃｍ１处ＯＨ的伸缩振动吸收峰变化非常明显，
变得更宽，这是因为 ＰＳＢＭＡ的磺酸基（ＳＯ３

）可以与

ＰＶＡ中的羟基形成氢键或离子 －偶极相互作用。
２８００～３０００ｃｍ１处观察到ＣＨ对称和不对称伸缩振动
吸收峰明显变宽，其原因是季铵基团［Ｎ＋（ＣＨ３）２］存
在更多的甲基（ＣＨ３）基团在复合水凝胶中

［１２］。

１７３０ｃｍ１的吸收峰对应的是甲基丙烯酸酯骨架中Ｃ＝Ｏ
的伸缩振动峰

［１３］。１０３８ｃｍ１附近处，这里是ＰＳＢＭＡ中
的ＳＯ３


基团在此的特征吸收峰

［１４］。表明 ＰＶＡ／ＰＳＢ
ＭＡ／ＡｇＮＰｓ医用复合水凝胶成功合成。

通过Ｘ射线光电子能谱（ＸＰＳ）对 ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／
ＡｇＮＰｓ医用复合水凝胶的化学成分及其表面状态进
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行了分析。由图１（ｃ～ｈ）可知，全图谱中显示了碳（Ｃ
１ｓ）、氧（Ｏ１ｓ）、氮（Ｎ１ｓ）和银（Ａｇ３ｄ）的特征峰，Ａｇ
ＮＰｓ成功引入ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ基质中。Ｃ１ｓ谱图可拟合
为ＣＣ／ＣＨ／Ｃ＝Ｃ（２８４．８１ｅＶ）、ＣＯ／ＣＮ（２８６．３２ｅＶ）
和ＯＣ＝Ｏ（２８８．８６ｅＶ）三个峰，与 ＰＶＡ和 ＰＳＢＭＡ的
化学结构一致；Ｎ１ｓ谱图中 ＣＮ键的结合能为
４０２３ｅＶ，ＰＳＢＭＡ的季铵基团峰位于 ３９９．４ｅＶ，表明
ＰＳＢＭＡ中的氮原子主要以季铵基团形式存在；Ｏ１ｓ
谱图中显示了四个特征峰，分别位于 ５３０５１ｅＶ、
５３１４８ｅＶ、５３２３４ｅＶ和５３３．５３ｅＶ，对应于 ＯＡｇ、Ｏ＝

Ｃ、ＯＨ／ＳＯ和ＯＣ键。其中，ＯＡｇ峰（５３０５１ｅＶ）存
在表明ＡｇＮＰｓ与聚合物基质中的氧原子存在弱配位
作用，而 Ｏ＝Ｃ（５３１．４８ｅＶ）、ＯＨ／ＳＯ（５３２．３４ｅＶ）和
ＯＣ（５３３．５３ｅＶ）峰则分别反映了羰基、羟基／磺酸基
和醚键的存在；Ｓ２ｐ谱图中显示了 ＲＳＯ－３／Ｓｐ１／２
（１６７８０ｅＶ）、ＲＳＯ－３／Ｓｐ３／２（１６７．４９ｅＶ），证实了ＰＳＢＭＡ
中磺酸基团的存在。Ａｇ３ｄ谱图中Ａｇ３ｄ３／２、Ａｇ３ｄ５／２峰
分别位于３６７．９１ｅＶ和３７３．７６ｅＶ，表明Ａｇ主要以单质
银形式存在。综上，ＸＰＳ图谱确证了水凝胶的结构，证
明ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ制备成功。

　　ａ．ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ水凝胶不同辐射剂量下的凝胶分数；ｂ．ＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ复合水凝胶的红外光谱分析；ｃ．ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ复合水凝胶的 ＸＰＳ全谱图；ｄ．Ｃ１ｓＸＰＳ谱图；ｅ．Ｏ１ｓ
ＸＰＳ谱图；ｆ．Ｎ１ｓＸＰＳ谱图；ｇ．Ｓ２ｐＸＰＳ谱图；ｈ．Ａｇ３ｄＸＰＳ谱图。

图１　ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ复合水凝胶表征

２．２　水凝胶吸水溶胀性能及亲水性分析
结果如图２ａ所示，在０～６ｈ内，水凝胶溶胀速率

较快，６ｈ以后水凝胶达到溶胀平衡，最高溶胀率为
（３２７．７４±７．５１）％。随着ＡｇＮＰｓ浓度的增加，水凝胶
的平衡溶胀率呈现先升高后降低的趋势。当 ＡｇＮＰｓ
添加为３ｍＬ时，水凝胶的平衡溶胀率达到最大值。这
可能是由于低浓度 ＡｇＮＰｓ的加入在一定程度上破坏
了ＰＶＡ分子链间的氢键作用，使网络结构更加疏松，
有利于水凝胶溶胀。当ＡｇＮＰｓ浓度过高时，ＡｇＮＰｓ在
ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ网络结构中的物理交联作用增强，限制
了水分子的渗透和扩散，导致水凝胶溶胀率下降

［１５］。

表面亲水性是调控材料生物抗污性能的关键界

面特性，较低的接触角值表明材料表面具有更好的亲

水性，这有助于减少细菌的黏附及蛋白质的吸附，从

而提升材料的抗生物污染能力。结果如图２ｂ所示，
与纯ＰＶＡ水凝胶相比，引入 ＰＳＢＭＡ组分水凝胶的表
面接触角减小，亲水性显著增强。这是因为 ＰＳＢＭＡ
分子链上带有亲水性的ＳＯ３

－
引发的强表面水合效

应
［１６］。随着ＡｇＮＰｓ浓度的增加，水凝胶的表面接触

角逐渐上升，亲水性有所下降，这可能是因为大多数

表面亲水性基团被均匀分布的 ＡｇＮＰｓ所覆盖［１５］。然

而，相较于纯ＰＶＡ，引入了 ＡｇＮＰｓ的水凝胶接触角仍
呈现出一定程度的降低，说明两性离子在材料表面抗

污性能方面具有显著优势，为开发不同的抗污材料提

供了新的思路。

ａ．ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ复合水凝胶２４ｈ溶胀率；ｂ．ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ复合水凝胶接触角。

图２　ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ复合水凝胶溶胀
性能及亲水性分析

２．３　体外抗菌结果分析
本研究选取典型致病菌大肠杆菌为模型，通过抑

菌圈法系统评估ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ复合水凝胶的抗
菌特性。由图３ａ可知，与对照组相比，纯ＰＶＡ水凝胶
无任何抑菌活性，而ＰＳＢＭＡ组分的水凝胶形成了一定
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范围的抑菌圈，这主要归因于 ＰＳＢＭＡ分子中
Ｎ＋（ＣＨ３）２可以与细菌细胞膜上的重要组分如蛋白质
和脂质等作用，从而影响细胞膜的正常结构和功能，达

到抑菌效果
［１７］。此外，ＰＳＢＭＡ与ＡｇＮＰｓ的抗菌功能形

成协同效应。不同含量ＡｇＮＰｓ水凝胶的抑菌圈直径如
图３ａ、ｂ所示，１、３、５ｍＬＡｇＮＰｓ掺杂的时候抑菌圈直径
分别为（１２．３３±０．７６）、（１４．３６±０．７）、（１２．６３±０．６７）ｍｍ，
表明ＡｇＮＰｓ的加入显著增强了水凝胶的抗菌性能。
然而，当ＡｇＮＰｓ浓度超过３ｍＬ时，抑菌圈面积有所下
降，可能是由于高浓度ＡｇＮＰｓ的聚集效应降低比表面
积，导致活性位点减少，进而削弱抗菌效果

［１８］。

ａ．大肠杆菌的抑菌圈结果；ｂ．水凝胶抑菌圈直径分析（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０００１，ｎ＝３）。

图３　ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ复合水凝胶体外抗菌结果分析

２．４　蛋白质吸附性能测试
实验结果如图４所示，有两性离子特性的ＰＳＢＭＡ

组分展现出显著抗蛋白吸附优势，二元复合水凝胶的

蛋白质吸附量分别从９．９５降到了２．５１μｇ／ｃｍ２。这是
由于ＰＳＢＭＡ分子链上的ＳＯ３


基团通过强水合作用形

成动态水合屏障，有效阻止蛋白质的吸附
［１６］。ＡｇＮＰｓ

的引入导致 ＢＳＡ吸附量略微上升。这种微弱的吸附
增强可能源于 ＢＳＡ分子中硫醇基（ＳＨ）与 ＡｇＮＰｓ表
面间的特异性 ＡｇＳ配位作用，从而促进 ＢＳＡ的吸
附
［１９］。尽管如此，与纯 ＰＶＡ水凝胶相比，ＰＶＡ／ＰＳＢ

ＭＡ／ＡｇＮＰｓ水凝胶仍表现出优异的抗蛋白质吸附性
能，证实两性离子组分在维持材料抗污性能方面具有

重要价值。

图４　ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ复合水凝胶蛋白质吸附量

２．５　细胞毒性试验
ＭＴＴ结果如图５ａ所示，尽管与对照组相比，Ａｇ

ＮＰｓ的引入导致 Ｌ９２９细胞存活率呈现轻微下降趋
势，但所有实验组（含不同浓度ＡｇＮＰｓ）的细胞存活率
均高于９０％，表明其具有良好的生物相容性。在倒置
荧光下观察细胞活死染色（图５ｂ），进一步证实了Ａｇ
ＮＰｓ的加入均没有表现出明显的细胞毒性。

ａ．ＭＴＴ测试结果；ｂ．ＡＭ／ＰＩ染色检测Ｌ９２９细胞凋亡。

图５　ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ复合水凝胶细胞毒性试验

３　讨　论

本研究基于两步电子束辐射技术制备的 ＰＶＡ／
ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ复合水凝胶，是通过 ＰＳＢＭＡ与 ＡｇＮＰｓ
抗菌抗污双功能协同效应且具有优异生物相容性水凝
胶材料，为新型水凝胶伤口敷料的研发开拓了新方向。

从制备技术层面来看，两步辐射法具有独特优

势。第一步通过预辐照精准调控 ＳＢＭＡ聚合为 ＰＳＢ

０２４ 湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第５期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



ＭＡ，相较于传统的一步聚合方法，能更有效地避免单
体过度自聚等副反应，便于后续的二次交联。第二步

结合循环冻融与二次辐射交联，在２０ｋＧｙ辐射剂量下
凝胶分数达到８４．０４％，在无化学引发剂条件下实现
ＰＶＡ网络与ＰＳＢＭＡ的高效交联，避免了化学交联的
毒性残留风险，是一种高效绿色交联工艺。将 ＡｇＮＰｓ
直接引入ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ体系中。ＸＰＳ分析显示ＡｇＮＰｓ
与聚合物基质中的氧原子形成结合能为５３０．５１ｅＶ的
ＯＡｇ弱配位作用，表明 ＡｇＮＰｓ通过化学相互作用稳
定负载于网络内。

从性能方面来看，ＰＳＢＭＡ凭借其两性离子特性，
通过分子内正负电荷对的动态平衡维持材料表面电

中性，诱导形成致密水化层，接触角测试显示其表面

亲水性优异，接触角低于３０°，同时蛋白质吸附实验表
明其吸附量低至 ４．３８μｇ／ｃｍ２，有效抵抗非特异性蛋
白吸附。此外，ＰＳＢＭＡ分子链中的季铵基团通过阳离
子与细菌膜表面负电荷的静电作用破坏细胞膜完整

性，抑制细菌代谢活性并导致胞内物质泄漏，实现初

步抑菌。ＡｇＮＰｓ通过直接接触破坏细菌膜结构，实现
高效杀菌。二者的协同作用构建了“动态抗污界面
纳米抗菌”双重机制，从物理屏障阻隔与纳米颗粒介

导的细菌灭活两个维度提升抗菌抗污效能，为开发高

效稳定型伤口敷料提供了理论依据与工艺优化方向。

然而，本实验还存在一定的不足之处，虽然 Ａｇ
ＮＰｓ的引入可以显著增加水凝胶的抗菌活性，但是
ＡｇＮＰｓ的团聚作用会降低其抗菌效能，其长期生物安
全性仍需通过系统性体内实验进一步验证。其次，虽

然水凝胶具有较好的体外抗蛋白质吸附能力，但在其

复杂微生物环境下的长效抗污染能力可能产生一定

的衰减，未来研究可聚焦于优化纳米银颗粒的分散稳

定性及其长期生物相容性的系统性验证，同时，建立

多维评价体系，以解析水凝胶在真实生物界面中的长

效抗污染机制与性能衰减规律。

综上所述，ＰＶＡ／ＰＳＢＭＡ／ＡｇＮＰｓ两性离子复合水
凝胶在抗菌、抗生物污染和生物相容性方面展现出了

优异性能，为新型医用敷料的开发提供了新的思路和

方向。通过对现有问题的深入研究和改进，有望推动

该材料在伤口愈合及生物医学工程领域的广泛应用。
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阳离子聚合物基医用多功能水凝胶敷料的
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摘要：目的 设计制备一种具有抗菌、止血性能的阳离子聚合物基水凝胶医用敷料，评估其用于抗菌、止血的性能表

现，为医用伤口敷料的开发奠定基础。方法 以聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）、羧甲基壳聚糖（ＣＭＣＳ）、丙烯酰胺（ＡＭ）为原料，在交
联剂Ｎ，Ｎ亚甲基双丙烯酰胺的（ＭＢＡ）的作用下，通过一步自由基聚合法制得阳离子聚合物基医用多功能水凝胶敷料
（ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ）。在对其微观形貌、力学性能、吸水溶胀性能以及粘附性能等性能表征的基础上，进一步通过体外抗
菌实验、体外全血凝结实验以及体内肝脏穿刺止血实验评估抗菌止血性能。结果 ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝胶医用敷料呈
现出特征性的多孔网络结构，压缩强度可达（１３７．６０±４．３２）ｋＰａ，具有良好的吸水溶胀能力和组织粘附能力，与猪皮的
粘附强度可达（５．５０±０．５２）ｋＰａ，可以很好地贴附于人体关节处，并在弯曲、拉伸的状态下仍可维持贴合状态。进一步
的体外抗菌实验及体外凝血实验结果显示，ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝胶医用敷料具有较好的抑菌效果，对大肠杆菌的抑制
率可达（９８．４±２．２）％，对金黄色葡萄球菌的抑制率可达（９６．７±２．７）％。在止血方面，该医用水凝胶敷料与血液接触
后可诱导血小板与红细胞聚集，加速凝血过程。结论 本研究通过自由基聚合法制备得到ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝胶医用敷
料，既能满足创面对敷料多种物理性能的需求，还具有良好的抗菌、止血效果，有望作为一种新型创面敷料应用于临床。
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　　由急性创伤、外科手术和慢性疾病造成的细菌感
染和严重出血仍然是伤口愈合、修复中的重大挑

战
［１］。目前临床上常采用绷带、纱布、无菌棉等干性

敷料覆盖或包裹伤口，发挥止血和保护伤口免受细菌

感染的作用
［２３］。然而这类产品在使用时仍存在着许

多不可避免的缺陷：首先，这类“非完全封闭型”的伤

口敷料屏障能力有限，仅能对空气中的一小部分灰尘

和细菌等杂质起到物理隔离作用且无法创造抗菌环

境
［４］；其次，棉纱类伤口敷料保湿性不佳，在吸收大量

血液和伤口渗出液后易干结成块，在更换时易粘连伤

口，使伤口撕裂，对患者造成继发性伤害
［５］。因此，设

计有效的伤口敷料已成为现代医疗系统中迫切需要

解决的问题。

聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）是一种含有大量氨基结构的高
分子阳离子聚合物，可以通过“接触杀菌”的方式靶向

细菌胞膜上带负电荷的蛋白，导致细菌的膜结构发生

破坏，抑制细菌的生长
［６８］。被应用于伤口止血时，

ＰＥＩ与血液中带负电荷的红细胞和血小板发生静电吸
引，促进红细胞和血小板在受损部位的粘附和聚集，

加速血液凝固
［９］。壳聚糖（ＣＳ）是一种天然来源的碱

性阳离子多糖，由于其优异的促凝特性、抗菌活性和

生物相容性，在抗菌止血材料、创面敷料、药物递送等

领域被广泛应用
［１０１１］。然而，ＣＳ在生理ｐＨ条件下往

往不溶于水，不利于生物降解，严重限制了其进一步

的生物应用
［１２］。羧甲基壳聚糖（ＣＭＣＳ）是壳聚糖经

过羧甲基化得到的产物，研究
［１３］
表明，ＣＭＣＳ作为 ＣＳ

的水溶性衍生物，在生理 ｐＨ条件下具有更优异的水
溶性，并保留了ＣＳ大多数固有活性，是一种具有良好
应用前景的生物材料。聚丙烯酰胺（ＰＡＭ）是一种由
丙烯酰胺单体聚合而成的线性高分子聚合物，具有高

亲水性和良好的生物相容性，常用于构建水凝胶载体

材料
［１４１５］。

水凝胶是一种由亲水性聚合物网络组成的三维

网状结构，具有质地柔软、湿润以及与天然细胞外基

质（ＥＣＭ）相似的特点［１５１７］。其超过９０％的含水量能
够为伤口提供长期的湿润环境，有助于细胞的迁移和

组织生长、促进伤口愈合
［３，１６］。本文通过一步自由基

聚合物法，将 ＰＥＩ、ＣＭＣＳ和丙烯酰胺（ＡＭ）有效地结
合在高分子网络中，得到一种多组分医用水凝胶敷料

（ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ）。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
恒温磁力搅拌器（ＤＦ１０１Ｓ，上海力辰邦西仪器科

技有限公司）；超纯水机（ＦＳＴＲＯ１０，上海富诗特环保
科技有限公司）；电子天平（ＢＳ２２４Ｓ，美国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公
司）；力学万能测试机（ＫＺＤＳＣ５００，苏州科准测控有
限公司）；傅里叶变换红外光谱仪（ＮｉｃｏｌｅｔｉＳ１０，英国
赛默飞公司）；电子扫描显微镜（ＴＥＳＣＡＮＭＩＲＡＬＭＳ，
捷克Ｔｅｓｃａｎ公司）；台式震荡培养箱（ＺＨＰ１００Ｇ，天津
市莱玻特瑞仪器设备有限公司）；生化培养箱（ＳＰＸ
８０ＢＩＩ，上海贺德实验设备有限公司）；真空冷冻干燥
机（ＡＬＰＨＡ１４ＬＤｐｌｕｓ，德国Ｃｈｒｉｓｔ公司）。

聚乙烯亚胺（ＰＥＩ，上海阿拉丁生化科技股份有限
公司）；羧甲基壳聚糖（ＣＭＣＳ，上海麦克林生化股份有
限公司）；丙烯酰胺（ＡＭ，成都市科龙化工试剂厂）；
Ｎ，Ｎ亚甲基双丙烯酰胺（ＭＢＡ，上海阿拉丁生化科技
股份有限公司）；过硫酸铵（ＡＰＳ，上海阿拉丁生化科
技股份有限公司）；四甲基乙二胺（ＴＥＤＭＡ，上海麦克
林生化股份有限公司）；无水氯化钙（ＣａＣｌ２，国药集团
化学试剂有限公司）；戊巴比妥钠（上海氟德化工有限

公司）；无菌采血针、枸橼酸钠采血管（威海赛威医疗

科技有限公司）；营养琼脂（中国惠兴生化试剂有限公

司）；大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）和金黄色葡萄球菌（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）
（南京便珍生物科技有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　材料制备

（１）新鲜全血的制备。健康 ＳＤ大鼠（２００～
２５０ｇ），腹腔注射２％戊巴比妥钠溶液使其麻醉，选择
心脏脉搏最明显处刺入无菌采血针以收集新鲜全血，

将所需量的新鲜全血存储在枸橼酸钠采血管中，摇匀

以防止血液凝固。

（２）ＣＭＣＳ／ＰＡＭ和 ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶
敷料的制备。ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料的制备：将
ＣＭＣＳ粉末和 ＡＭ粉末按质量比 １∶５的比例溶解于
１０ｍＬ去离子水溶液中搅拌过夜，按照顺序依次加入
２０μＬ的 ＭＢＡ水溶液（质量分数 ２％），１０μＬ的 ＡＰＳ
水溶液（质量分数５％）和５０μＬ的ＴＥＤＭＡ溶液，静置
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１０～２５ｍｉｎ后即得 ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料。ＰＥＩ／
ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料的制备：其制备方法与
ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料相似，将 ＣＭＣＳ粉末和
ＡＭ粉末按质量比１∶５的比例溶解于１０ｍＬＰＥＩ水溶
液中（质量分数１０％），搅拌过夜，按照顺序依次加入
与ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料等量的 ＭＢＡ水溶液
（质量分数２％），ＡＰＳ水溶液（质量分数５％）和ＴＥＤ
ＭＡ溶液，静置１０～２５ｍｉｎ后即得 ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用
水凝胶敷料。

１．２．２　红外光谱测定
采用傅里叶变换红外光谱仪分析 ＣＭＣＳ以及

ＣＭＣＳ／ＰＡＭ、ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝胶之间的化学结构
及其相互作用。测试前，将３种样品采用真空冷冻干
燥至恒重，然后研磨成粉，采用ＫＢｒ压片法进行测试，
测试光谱范围为５００～４０００ｃｍ１。
１．２．３　表观形貌观测

通过电子扫描显微镜观察水凝胶的表观形貌。

测试时，将水凝胶在真空冷冻干燥机中冷冻干燥至恒

重，再置于液氮中脆断，将样品断面进行喷金处理，采

用电子扫描显微镜在加速电压１０．０ｋＶ下放大１００倍
观察样品的表观形貌。

１．２．４　力学性能评价
通过使用力学万能机测试水凝胶 ＣＭＣＳ／ＰＡＭ和

ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ的压缩强度来评价其力学性能。在
压缩测试中，使用２４孔板制备圆柱形水凝胶样品，设
置测试参数为：压缩１０ｍｍ／ｍｉｎ，压缩应变为圆柱体高
度的８０％。由公式①计算水凝胶的压缩强度：

　　　　　ＴＸ＝
Ｆｎ
Ａ ①……………………………

式中：ＴＸ为压缩强度（Ｐａ）；Ｆｎ凝胶材料所受到
的压缩作用力（Ｎ）；Ａ为凝胶材料的受力面积（ｍ２）。
１．２．５　组织粘附性能评价

水凝胶ＣＭＣＳ／ＰＡＭ和ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ的粘附性
能采用搭接剪切实验进行测试，以新鲜离体猪皮为基

材（２０ｍｍ×５０ｍｍ）。将两片相同的猪皮通过２０ｍｍ×
２０ｍｍ×２ｍｍ片状水凝胶粘合在一起，室温放置６０ｍｉｎ
后，在力学万能机上以１０ｍｍ／ｍｉｎ的速度进行１８０°剥
离，直至水凝胶与基底材料完全分离，记录拉伸过程

中的最大剥离力。按公式②计算搭接剪切粘附
强度：

　　　　　σ＝
Ｆｍａｘ
Ｓ ②…………………………

式中：σ为水凝胶的搭接剪切粘附强度（Ｐａ）；
Ｆｍａｘ为最大剥离力（Ｎ）；Ｓ为受力面积（ｍ

２）。

通过宏观粘附性实验进一步评价 ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／

ＰＡＭ医用水凝胶敷料粘附性能。制备２０ｍｍ×１０ｍｍ
的水凝胶样品并用亚甲基蓝染色，通过将染色后的水

凝胶与手指关节部位的皮肤直接接触，并使水凝胶的

空间位置发生改变，进而观察水凝胶的粘附情况。其

次，通过将水凝胶粘附于人体手背处并进行剥离实验

来评价水凝胶应用于人体皮肤时的组织残留情况。

１．２．６　溶胀性能评价
用称重法测试水凝胶 ＣＭＣＳ／ＰＡＭ和 ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／

ＰＡＭ的溶胀率（ＳＲ）。在室温条件下，将一定量的水
凝胶（Ｗ０）置于磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中浸泡，在特定时
间点捞出并用滤纸吸干其表面水分，称重记为 Ｗ１，按
公式③计算各时间段的溶胀百分率。

　　　　ＳＲ（％）＝
Ｗ１－Ｗ０
Ｗ０

×１００ ③…………

式中：Ｗ０为水凝胶的初始重量（ｇ）；Ｗ１为各时间
段水凝胶的重量（ｇ）。
１．２．７　抗菌性能评价

采用平板计数法评价凝胶材料的体外抗菌活性。

将１ｃｍ３ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝胶与 ５ｍＬ浓度为 １０６

ＣＦＵ／ｍＬ的菌液共培养，并设置空白对照组。在生化
培养箱中孵育２４ｈ后取上述与水凝胶共培养的菌液
５０μＬ涂于牛肉膏琼脂固体培养基板上。在３７℃下孵
育２４ｈ后，观察拍照，并根据细菌计数统计计算抗菌
率。抗菌率的计算见公式④。

　　　抗菌率（％）＝
Ｎｃｏｎｔｒｏｌ－Ｎｓａｍｐｌｅ
Ｎｃｏｎｔｒｏｌ

×１００ ④…

式中：Ｎｃｏｎｔｒｏｌ为空白组的菌落数，Ｎｓａｍｐｌｅ为凝胶材料
组的菌落数。

１．２．８　体外止血效果评价
通过体外全血凝结实验来评价水凝胶的止血效

果。在实验中，首先使用圆形模具制备出直径为８ｍｍ
的圆形水凝胶样品（ｎ＝４）。随后，将水凝胶样品置于
洁净的２４孔板中，将２００μＬ预先制备的大鼠新鲜抗
凝全血滴加在待测水凝胶样品表面，加入１０μＬ氯化
钙溶液（０．２ｍｏｌ／Ｌ）重钙化，此后在各个所需时间点用
生理盐水轻柔洗涤各孔至洗涤液呈澄清透明状以去

除未凝结的游离红细胞，并观察血液凝结情况。

此外，通过测定水凝胶的体外凝血时间（ＢＣＴ）和
和凝血指数（ＢＣＩ）来进一步评价 ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医
用水凝胶敷料的止血性能。在体外凝血时间（ＢＣＴ）
测试中，首先将一定量的水凝胶样品放置在５ｍＬ离心
管中，并置于３７℃水浴锅中孵育５ｍｉｎ。随后，将１ｍＬ
大鼠新鲜抗凝全血和５０μＬ氯化钙溶液（０．２ｍｏｌ／Ｌ）依
次加入离心管中，混合均匀后，每隔１５ｓ将试管进行
倒置，观察试管中血液流动情况，待血液完全凝固时
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记录凝血时间，空白对照组为不加水凝胶材料组。在

体外凝血指数（ＢＣＩ）测试中，首先在 ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ
医用水凝胶敷料表面滴加 １００μＬ大鼠新鲜抗凝全
血，随即加入氯化钙溶液（０．２ｍｏｌ／Ｌ），３７℃下孵育
２ｍｉｎ，随后加入５ｍＬ去离子水在３７℃下孵育３ｍｉｎ，使
未凝血液中的红细胞发生破裂。每组取３个重复样
本，并设置空白组为对照组。随后吸取１００μＬ裂解后
的液体加入９６孔板，用酶标仪读取５４５ｎｍ处的吸光
度，计算体外凝血指数（ＢＣＩ）值。ＢＣＩ按照公式⑤计
算得到。

　　　　ＢＣＩ（％）＝
ＯＤｓａｍｐｌｅ
ＯＤｃｏｎｔｒｏｌ

×１００ ⑤…………

式中：ＯＤｓａｍｐｌｅ为样品组的吸光度，ＯＤｃｏｎｔｒｏｌ为空白
组的吸光度。

１．２．９　体内止血效果评价
ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝胶的体内止血效果通过大

鼠肝脏出血模型来评价。先将约２００ｇ的 ＳＤ大鼠用
２％戊巴比妥钠溶液麻醉，固定在手术台上，将大鼠腹
部剃毛，剖开腹部露出肝脏，用一次性注射器对大鼠

肝脏表面进行穿孔，待出血后，立即用水凝胶材料覆

盖伤口并进行计时，并记录其在 ５ｍｉｎ时的出血量。
其中ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝胶组为实验组，空白组做
对照组。每组实验重复３次，实验结果取平均值。

１．３　统计学方法
数据采取ＳＰＳＳ１６．０和ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６进行统

计学分析。数据形式均以（平均数±标准差）表示，多
组数据之间的比较采用 ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ检验，两组数
据之间采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意
义。所有实验均重复３次及以上以确保实验的可靠
性和准确性。

２　结　果

２．１　红外光谱测定
如图 １所 示，羧 甲 基 壳 聚 糖 在 １５０２ｃｍ１、

１６１８ｃｍ１、１６４０ｃｍ１和３４１２～３５５６ｃｍ１处出现了特征吸
收峰，分别代表了ＣＮ伸缩振动（酰胺Ⅲ带）、ＮＨ弯
曲振动（酰胺Ⅱ带）、Ｃ＝Ｏ伸缩振动（酰胺Ⅰ带）和Ｎ
Ｈ以及 ＯＨ的伸缩振动［１７］。与 ＣＭＣＳ相比，ＣＭＣＳ／
ＰＡＭ水凝胶中由于丙烯酰胺（ＡＭ）的存在，使得该水
凝胶 在 １５０２ｃｍ１、１６１８ｃｍ１、１６４０ｃｍ１和 ３４１２～
３５５６ｃｍ１处出现了峰强度增强。此外，相较于 ＣＭＣＳ／
ＰＡＭ，由于ＰＥＩ的加入，使得 ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝胶
在１５０２ｃｍ１、１６１８ｃｍ１、１６４０ｃｍ１和 ３４１２～３５５６ｃｍ１处
的峰强度出现了进一步的增强。可知，相较于水凝胶

ＣＭＣＳ／ＰＡＭ，ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝胶的红外光谱中没
有发现新的峰出现，说明 ＰＥＩ与 ＣＭＣＳ／ＰＡＭ之间没
有形成新的共价键

［１８］。

图１　红外光谱图

２．２　表观形貌
由图２可知，ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料水

凝胶含有大量的三维蜂窝状孔洞结构，有助于促进细

胞渗透和新组织生成，在伤口愈合过程中起着重要的

作用
［１９］。

图２　表观形貌图

２．３　力学性能
结果如图 ３所示，在 ８０％压缩应变的条件下，

ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料的力学强度可达
（１３７．６０±４．３２）ｋＰａ，低于 ＣＭＣＳ／ＰＡＭ 水凝胶
（１８６６０±２．３７）ｋＰａ（Ｐ＜０．０５）。导致 ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／
ＰＡＭ医用水凝胶敷料力学性能下降的原因可能是随
着阳离子聚合物聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）的增加，ＰＥＩ所带
的正电荷在水凝胶中产生的静电相互作用降低了水

凝胶的交联密度，使力学性能下降
［１７］。

图３　力学强度测试结果（Ｐ＜０．０５，ｎ＝４）
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２．４　组织粘附性能
图４测试结果显示，ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶

敷料在猪皮组织上的粘附强度可达（５．５±０．５２）ｋＰａ，
显著高于ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝胶组（２．７±０．６４）ｋＰａ（Ｐ＜
０．０１）。其原因可能是 ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶
敷料中ＰＥＩ分子提供的丰富正电荷与猪皮组织表面
所带的的负电荷发生了静电相互作用，从而与猪皮组

织表面形成了牢固的粘合力
［２０２１］。

图４　粘附强度测试结果（Ｐ＜０．０１，ｎ＝４）

　　由图５可知，水凝胶可以紧紧粘附在手指关节的
皮肤上，且在弯折、拉伸状态下，仍可保持良好的贴合

性。这是由于ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料表面
丰富的ＯＨ和ＮＨ２可以与人体皮肤表面的官能团形
成氢键和静电相互作用，故粘合效果较佳。此外，由

图６可知，ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料能够与皮
肤紧密贴合，且在剥离之后无任何残留物且无过敏发

红现象，说明该水凝胶生物相容性较好，在应用时可

与皮肤直接接触。

图５　ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料在
指关节的粘附示意图

图６　ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料在
手掌表面的粘附剥离的效果示意图

２．５　吸水溶胀性能
通过记录ＰＢＳ溶液中医用水凝胶敷料质量随时

间变化计算水凝胶的溶胀比，结果如图 ７所示，
ＣＭＣＳ／ＰＡＭ和ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料在室
温条件下５０ｈ时均可达到体外溶胀平衡，此时 ＰＥＩ／
ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝胶敷料的溶胀率可达（３２８．３０±７．

３２）％高于 ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝胶（２３８．００±８４０）％。
这说明ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料中 ＰＥＩ的加
入增强了水凝胶吸水溶胀性能，具有较强的吸收伤口

渗出液的能力。

图７　溶胀性能示意图

２．６　体外抗菌性能
ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料的抑菌效果对

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制效果如图８所示，
相较于空白对照组，ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料
对两种试验菌均有较好的抑制效果，对大肠杆菌和金

黄色葡萄球菌的抑制率分别为（９８．４±２．２）％和
（９６７±２．７）％。以上结果表明，ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医
用水凝胶敷料具有良好的抗菌性能，在防止细菌感染

方面具有很大的应用潜力。

　　ａ．ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌作用的平板计数效果图；ｂ．ＰＥＩ／

ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料的抑菌率示意图。

图８　ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料的抗菌效果示意图

２．７　体外止血效果
本研究通过体外凝血实验测试了 ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／

ＰＡＭ医用水凝胶敷料的凝血效果。如图９所示，空白
对照组中，大鼠血液在２ｍｉｎ后开始凝固。而在血液
中加入ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料后，１０ｓ时可
见２４孔板表面粘附有大量红细胞和血小板，３０ｓ时即
形成肉眼可见的血凝块，此外由图１０ａ可以看出当水
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凝胶组（右）血液凝固时，空白组（左）的血液仍在流

动，如图 １０ｂ、１０ｃ中所示，与空白对照组相比，ＰＥＩ／
ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料组的凝血时间（ＢＣＴ）和
凝血指数（ＢＣＩ）都有所下降（Ｐ＜０．００１），这是由于
ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料中所含有的阳离子
聚合物聚乙烯亚胺上大量的正电性氨基结构，可通过

静电相互作用，促进带负电荷的红细胞和血小板的有

效聚集和活化，进一步提高凝血效率。

图９　体外全血凝结实验示意图

　　ａ．空白对照组（左）和ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料组（右）凝血情况的图片；ｂ．ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医

用水凝胶敷料的体外凝血时间（ＢＣＴ）；ｃ．凝血指数（Ｐ＜０．００１）。

图１０　体外凝血时间（ＢＣＴ）和体外凝血指数（ＢＣＩ）测试结果图

２．８　体内止血效果
使用无菌注射器对大鼠肝脏进行穿刺损伤后，血

液从伤口溢出。在使用 ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝胶敷料
后，失血量为（９３．５７±８．１７）ｍｇ，低于空白组（３７１．２９±
２６．８５）ｍｇ（Ｐ＜０．００１）。通过对比，ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝
胶敷料展现出高效的止血效果，见图１１。

　　ａ．空白对照组和 ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料组体内止血效果实物图；ｂ．空白对照组和 ＰＥＩ／

ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料组失血量数据图（Ｐ＜０．００１）。

图１１　体内止血效果图

３　讨　论

本研究通过简单的一步自由基聚合法制备了一

种以聚乙烯亚胺、羧甲基壳聚糖、丙烯酰胺为基材的

医用水凝胶伤口敷料ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ，具有丰富的三
维蜂窝状孔洞结构，能够为水凝胶提供足够的空间以

吸收伤口渗出液。其次，制备的水凝胶具有优异的力

学性能，其压缩强度可达（１３７．６±４．３２）ｋＰａ，尽管
ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ水凝胶的力学性能相较于 ＣＭＣＳ／
ＰＡＭ水凝胶显著降低，然而与其他水凝胶相比仍具有
较好的性能

［２２］，可为伤口创面提供坚韧的保护屏障。

粘附实验证明了 ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料具
有优异的组织粘附性，可在弯折、拉伸状态下仍保持

良好的组织贴合性，且在去除后无任何残留物、无过

敏发红现象。

溶胀实验表明，ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料
的最高溶胀率可达３００％以上，能够保障材料具有优
异的吸收伤口渗出液的能力，避免伤口感染。在体外

抗菌实验中，基于阳离子聚合物聚乙烯亚胺的静电吸

附抗菌作用以及羧甲基壳聚糖的协同抗菌作用，该

ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料可实现对大肠杆菌
（９８．４±２．２）％的抑制效果和对金黄色葡萄球菌
（９６７±２．７）％的抑制效果。最后，在体外凝血实验
以及体内肝脏穿刺止血实验中，ＰＥＩ／ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用
水凝胶敷料中聚乙烯亚胺分子提供的丰富正电荷，可

快速中和血液中红细胞和血小板表面的负电荷，促进

了红细胞和血小板的有效聚集和活化，为血凝块的形

成起到了正向调节作用。综合以上结果表明，ＰＥＩ／
ＣＭＣＳ／ＰＡＭ医用水凝胶敷料具有良好的潜在临床应
用效果，是一种较有前景的医用伤口敷料。
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引文格式：饶少锋，吴丽民，吴旦，等．ＭＨＤ患者发生抗生素脑病的临床特征及预测模型的构建与评价［Ｊ］．湖北科技学院学报（医
学版），２０２５，３９（５）：４２８－４３３．

ＭＨＤ患者发生抗生素脑病的临床特征
　　　　　　　　　　　　　及预测模型的构建与评价　　　　　　　　　　　　?

饶少锋，吴丽民，吴　旦，葛　亮，陈　勇

（咸宁市中心医院／湖北科技学院附属第一医院，湖北 咸宁 ４３７１００）

摘要：目的 探讨尿毒症维持性血液透析（ＭＨＤ）患者发生抗生素脑病（ＡＡＥ）的临床特点及危险因素，并建立预测

模型。方法 回顾性分析在我院行ＭＨＤ治疗并使用抗生素的患者，按照住院期间是否发生抗生素脑病分为阳性组和阴

性组，其中阳性组２９例，阴性组１１１例。比较两组临床特征，采用二元 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析发生抗生素脑病的影响因素，

通过Ｒ语言构建Ｎｏｍｏｇｒａｍ预测模型并通过ＲＯＣ曲线及临床决策曲线评估模型的预测能力。结果 与阴性组相比，阳

性组使用抗生素时间长，Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）更高，合并有乙肝或丙肝占比高，联用抗生素及透析通路为导管占比高，白

蛋白、血磷、甲状旁腺激素低（Ｐ均＜０．０５）。阳性组和阴性组的生存率无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。二元 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分

析结果显示，是否联用抗生素、是否合并有乙肝或丙肝，透析通路为导管及 ＣＲＰ是维持性血液透析患者发生抗生素脑

病的独立危险因素。列线图模型的ＲＯＣ曲线下面积为０．８２，阈值概率大约１２％～６８％的区间可临床获益。结论 联用

抗生素、合并有乙肝或丙肝、透析通路为导管及高ＣＲＰ是ＭＨＤ患者发生抗生素脑病的危险因素，本研究建立的预测模

型对在临床上预测ＭＨＤ患者发生ＡＡＥ有一定的参考价值。

关键词：血液透析；抗生素脑病；临床特点；预测模型
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　　血液透析是尿毒症患者维持长期生存的最常见
方式，尿毒症维持性血液透析（ＭＨＤ）患者并发症多、
免疫力低，为感染的高发人群，国外研究统计约５０％
的患者至少会发生１次与感染相关的住院治疗［１２］。

由于ＭＨＤ患者抗生素排泄率下降，药代动力学异常，
药物易在体内蓄积引起各种神经精神症状，如何有效

预防和降低抗生素脑病（ＡＡＥ）的发生是临床医生面
临的主要难题之一

［３］。因此，充分了解引起 ＡＡＥ的
临床特点并给予正确的处理尤为重要。本研究收集

我院ＭＨＤ患者的临床资料，探讨其中发生 ＡＡＥ患者
临床特点及影响因素并建立预测模型，为后续此类患

者的预防、诊断和治疗提供参考和经验。

１　资料与方法

１．１　ＡＡＥ的诊断及排除标准
诊断标准：①使用抗生素期间出现中枢神经系

统症状，如胡言乱语、肌肉抽搐、谵妄、嗜睡、癫痫等；

②停药及加强透析后症状消失；③经实验室检查、头
颅 ＣＴ或 ＭＲＩ排除水电解质酸碱平衡紊乱、血糖异
常、代谢性脑病及脑血管意外等所致脑病。

排除标准：①既往有精神疾病者；②合并有肝硬
化、活动性肺结核、血液系统疾病、恶性肿瘤、严重心

衰、自身免疫疾病的患者；③资料缺失及随访失败的
患者。

１．２　一般资料
纳入２０１７年４月１日至２０２３年１２月３１日在我

院诊断为ＭＨＤ并第一次使用抗生素的住院患者１４０
例。按照住院期间是否发生 ＡＡＥ分为阳性组２９例，
阴性组１１１例。本研究为回顾性病例对照研究，获得
咸宁市中心医院医学伦理委员会批准（咸医伦字Ｋ
［２０２４］０１２号）。

１．３　观察指标
收集患者基线临床资料及入院的实验室检查结

果：年龄、性别、身高、高血压病史、糖尿病史、传染病

史（乙肝、丙肝）、使用抗生素的原因（呼吸道感染、导

管感染、败血症、手术用药等）及抗生素名称、使用天

数、是否联用、透析通路的类型（内瘘、导管）、维持性

血液透析时间（按月计算）、血液实验室指标等。甘油

三酯（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬ）、高
密度脂蛋白（ＨＤＬ）、ＤⅡ聚体、凝血酶原国际标准化
比值（ＩＮＲ）、纤维蛋白原（Ｆｂ）、肌红蛋白（Ｍｂ）、肌钙
蛋白（Ｔｎ）、肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）、脑利钠肽
（ＢＮＰ）。所有入组患者随访至２０２４年６月３０日，记
录生存率。

１．４　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２５．０软件和Ｒ语言４．３．１软件进行统

计学分析，Ｐ＜０．０５视为差异具有统计学意义。连续
性计量资料符合正态分布采用（珋ｘ±ｓ）形式表示，非正
态分布采用Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）形式表示；方差齐的正态分布
资料组间比较采用两独立样本 ｔ检验，方差不齐或非
正态分布资料比较采用非参数秩和检验。分类资料

采用频数或百分比描述，组间差异比较采用卡方检

验。将上述检验中 Ｐ＜０．０５作为协变量纳入 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ
分析进一步确定危险因素。基于独立危险因素，用 Ｒ
语言建立 Ｎｏｍｏｇｒａｍ预测模型并通过 ＲＯＣ曲线及临
床决策曲线评估模型的预测能力。

２　结　果

２．１　ＭＨＤ患者用药原因及用药情况
使用抗生素最常见的原因是呼吸道感染占

５５００％（７７／１４０）；处于第２位的是导管相关感染占
１０．００％（１４／１４０）。发生感染后 β内酰胺类（青霉素
类、头孢类、碳青霉烯类）常作为首选药物占７０．７１％
（９９／１４０）；β内酰胺类中最常用的为头孢类占
４７１４％（６６／１４０）。联用抗生素最常见的组合是头孢
类联合喹诺酮类，占联合用药３０００％（６／２０）。具体
见表１。２９例 ＭＨＤ患者发生 ＡＡＥ的具体用药名称
及至症状出现的用药时间见表２。

９２４湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第５期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



表１　用药原因及用药情况
项目 例数

使用抗生素原因 呼吸道感染 ７７
导管相关感染 １４
尿路感染 １１
败血症 ８
手术用药（阑尾炎、人工血管髋关节置换、痔疮、肝脓肿） ９
胰腺炎 ２
胃肠炎 ３
鼻窦炎 １
阴道炎 ２
皮肤感染 ３
不明原因发热及其他并发症预防用药 １０

抗生素种类 β内酰胺类 青霉素类 ２０
头孢类 ６６
碳青酶烯类 １３

万古霉素类 ３
喹诺酮类 １７
硝基咪唑类 １

联合用药方案 硝基咪唑类＋喹诺酮 １
碳青霉烯类＋喹诺酮 ２
万古霉素类＋喹诺酮 １
头孢类＋喹诺酮 ６
万古霉素＋碳青酶烯类 １
万古霉素＋青霉素类 １
万古霉素＋头孢类 ２
青霉素类＋碳青酶烯类 １
头孢类＋碳青酶烯类 １
硝基咪唑类＋碳青酶烯类 １
三联及其他 ３

表２　２９例阳性患者用药明细及至症状发生用药时间

序号 用药情况 至症状发生使用天数／ｄ
１ 　　　哌拉西林钠舒巴坦钠 ７
２ 　　　美罗培南＋奥硝唑 ９
３ 　　　头孢克洛＋左氧氟沙星 １０
４ 　　　头孢哌酮钠他唑巴坦钠 ６
５ 　　　头孢哌酮钠他唑巴坦钠 １３
６ 　　　头孢哌酮钠他唑巴坦钠 １３
７ 　　　头孢哌酮钠他唑巴坦钠 ９
８ 　　　头孢哌酮钠舒巴坦钠＋亚胺培南西司他丁钠 ５
９ 　　　头孢替唑＋莫西沙星 ５
１０ 　　　头孢哌酮钠舒巴坦钠 １２
１１ 　　　头孢哌酮钠舒巴坦钠 １４
１２ 　　　亚胺培南西司他丁钠 ７
１３ 　　　头孢哌酮钠舒巴坦钠 １４
１４ 　　　亚胺培南西司他丁钠 １３
１５ 　　　亚胺培南西司他丁钠 ６
１６ 　　　头孢美唑钠 ６
１７ 　　　头孢哌酮钠舒巴坦钠＋万古霉素 １３
１８ 　　　头孢他啶 １０
１９ 　　　哌拉西林钠他唑巴坦钠＋比阿培南 １１
２０ 　　　头孢哌酮钠舒巴坦钠＋左氧氟沙星 １４
２１ 　　　亚胺培南西司他丁钠 ５
２２ 　　　头孢唑肟钠＋奥硝唑 ３９
２３ 　　　头孢哌酮钠他唑巴坦钠＋左氧氟杀星 １３
２４ 　　　头孢哌酮钠他唑巴坦钠＋左氧氟杀星 １０
２５ 　　　头孢哌酮钠他唑巴坦钠 １１
２６ 　　　头孢哌酮钠他唑巴坦钠 １１
２７ 　　　比阿培南 ６
２８ 　　　亚胺培南西司他丁钠 ７
２９ 　　　美罗培南＋利奈唑胺＋头孢呋辛钠 １６

２．２　两组临床资料比较
与阴性组比较，阳性组使用抗生素时间长，合并

有乙肝或丙肝占比高，联用抗生素及透析通路为导管

占比高（Ｐ均 ＜０．０５）；ＡＬＢ、Ｐ、ＰＴＨ低，ＣＲＰ更高（Ｐ
均＜０．０５）。两组其余指标比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。见表３。

表３　两组临床资料比较
项目 阴性组（ｎ＝１１１） 阳性组（ｎ＝２９） ｔ／Ｚ／χ２ Ｐ

性别［ｎ（％）］ 男 ７２（６４．８６） １５（５１．７２） １．６８８ ０．１９４
女 ３９（３５．１４） １４（４８．２８）

传染病［ｎ（％）］ 有 ９（８．８２） ８（３８．１０） ８．３０４ ０．００４
无 １０２（９１．１８） ２１（６１．９０）

透析通路［ｎ（％）］ 导管 ５４（４８．６５） ２１（７２．４１） ５．２２１ ０．０２２
内瘘 ５７（５１．３５） ８（２７．５９）

是否联用抗生 是 ９（８．８２） １１（３７．９３） １６．７０１ ０．０００
素［ｎ（％）］ 否 １０２（９１．１８） １８（６２．０７）
年龄／岁 ６２（５３，６８） ６１（４９，６９） －０．１７ ０．８６５
ＢＭＩ／（ｋｇ／ｍ２） ２２．９８±３．５３ ２２．０２±２．６８ １．３７０ ０．１７３
糖尿病［ｎ（％）］ ４０（３６．０４） ９（３１．０３） ０．２２２ ０．６３７
抗生素使用时间／ｄ ８（５，１１） １１（７，１３） －２．４０２ ０．０１６
维持透析时间／月 ６（０，２４） ８（１，８） －０．９０２ ０．６３７
实验室指标 ＷＢＣ／（×１０１２／Ｌ） ８．３１±３．８６ ９．８４±６．７１ －１．０６５ ０．２８９

Ｎ／％ ７８．４（７０．０５，８４．５８） ８０．６（７６．５５，８８．８） －１．９４９ ０．０５１
Ｈｂ／（ｇ／Ｌ） １００．３０±２６．５７ ９９．７０±２４．１８ ０．１１２ ０．９１１
ＰＬＴ／（×１０９／Ｌ） １７１．６３±８３．８４ １７０．３４±５４．５９ ０．０７９ ０．９３７
ＣＲＰ／（ｍｇ／Ｌ） １６．２（５．２０，４９．９４） ５３．３３（５．９１，８９．０５） －２．２９１ ０．０２２
ＡＬＴ／（Ｕ／Ｌ） １３（８，２１） ９（６，１９） －１．７６５ ０．０７８
ＡＳＴ／（Ｕ／Ｌ） １７（１２，２４） １５（１２．５，２２．５５） －０．７８５ ０．４３２
ＴＢ／（μｍｏｌ／Ｌ） ７．４４（５．２９，９．６７） ７．１（５．５１，９．６１） －０．０３３ ０．９７３
ＡＬＢ／（ｇ／Ｌ） ４０（３６．３，４２．５） ３７．８（３５．８５，４０．８） －２．０１８ ０．０３５
ＧＬＢ／（ｇ／Ｌ） ２９．５２±２．４１ ２９．９±７．１５ －０．０９８ ０．９２２
Ｋ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ５．２±０．５３２ ４．５２±０．１７ １．１５８ ０．２４９
Ｎａ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） １３６．１５±３．４６ １３４．８３±３．４５ １．８２４ ０．０７０
Ｃｌ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） １０２．５１±５．９９ １００．９３±５．５５ １．２８４ ０．２０１
Ｃａ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．０７±０．３１ ２．１４±０．２３ －０．９８２ ０．３２８
Ｐ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．６９±０．６８ １．３０±０．５１ ３．１１３ ０．００２
Ｆｅ／（μｍｏｌ／Ｌ） ９．１６±７．１９ ８．６９±９．２０ ０．７８ ０．４３７
Ｍｇ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．９３±０．１７ ０．８９±０．１４ １．０７４ ０．２８５
ＰＴＨ／（ｐｇ／ｍＬ） ２９５（１１３．０９，４３３．１５） １１５．７２（６２．４１，２５１．７１） －２．７１７ ０．００７
ＰＴ／ｓ １１．８（１１．３，１２．８） １２．３（１１．５，１３．６５） －１．９２２ ０．０５５
ＡＰＴＴ／ｓ ３１．８２±６．１１ ３２．９８±７．７４ ３．５１８ ０．５１３

ＤⅡ／（μｇ／ｍＬ） １．７４±２．７８ １．８０±２．４９ ０．０１７ ０．６７３
ＩＮＲ １．０３（０．９７，１．１２） １．０９（０．９９，１．１９） －１．６９ ０．０９１
Ｆｂ／（ｇ／Ｌ） ４．２２±１．３３ ３．９１±１．４８ ２．８６２ ０．１４７
ＴＧ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．５（１．０７，２．１０） １．３９（０．８４，２．１８） －０．７１２ ０．４７７
ＴＣ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ３．７３（３．０６，５．０６） ３．７２（２．８６，４．６３） －０．５９３ ０．５５３
ＬＤＬ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．９３（１．５０，２．９３） １．９５（１．６１，２．９７） －０．０６７ ０．９４７
ＨＤＬ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．０５（０．８５，１．２６） １．００（０．８４，１．１５） －０．５０３ ０．６１５
Ｍｂ／（ｎｇ／ｍＬ） ２６０（１８４．０，４２７．６） ２５３．５（１２７．０，３９６．０） －１．１４１ ０．２５４
Ｔｎ／（ｐｇ／ｍＬ） ２５．９（１３．４，７０．９） ２４．６（１８．１５，６４．４） －０．３６８ ０．７１３
ＣＫＭＢ／（ｎｇ／ｍＬ） ８．３（２．６，１４．５） ９．７（４．８，１５．６） －１．１７７ ０．２３９
ＢＮＰ／（ｎｇ／Ｌ） ３９８．１（１５３．１０，１１２３．４６） ５７５．８５（１６６．２７，１７２５．６５） －０．７８７ ０．２５４

　　注：白细胞、球蛋白、血钾、血磷、铁离子、ＡＰＴＴ、ＤⅡ聚体、Ｆｂ经以１０为底的对数转化后服从正态分布。
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２．３　两组生存率比较
两组随访至２０２４年６月，阴性组纳入１１１例，其中

６９例存活，４２例死亡；阳性组纳入２９例，其中１４例存
活，１５例死亡 。两组生存率行ｌｏｎｇｒａｎｋ分析，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图１。

图１　两组生存率分析

２．４　ＭＨＤ患者发生ＡＡＥ的影响因素分析
将两组有差异的统计学指标纳入二元 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回

归分析，是否联用抗生素（ＯＲ＝０１６０）、是否合并有
乙肝或丙肝（ＯＲ＝７．７１２），透析通路为导管（ＯＲ＝
０２６１）及ＣＲＰ（ＯＲ＝１．００９）是尿毒症发生抗生素脑
病的独立危险因素。见表４、５。

表４　自变量的赋值

变量 赋值

因变量 抗生素脑病 否０，是１
自变量 抗生素是否联用 否０，是１

透析通路 动静脉内瘘０，透析导管１
传染病 否０，乙肝或丙肝１

表５　ＭＨＤ患者发生抗生素脑病的影响因素分析

影响因素 ＯＲ（９５％ＣＩ） Ｐ

是否联用 ０．１６０（０．０４１，０．６２４） ０．００８
透析通路 ０．２６１（０．０８２，０．８２７） ０．０２２
使用天数 １．００３（０．９０５，１．１１２） ０．９４８
ＡＬＢ ０．９２３（０．８２９，１．０２７） ０．１３９
Ｐ ０．４３６（０．１５６，１．２２１） ０．１１４
ＰＴＨ ０．９９９（０．９９７，１．００２） ０．６１５
ＣＲＰ １．００９（１．０００，１．０１８） ０．０４１
传染病 ７．７１２（１．８９１，３１．４５４） ０．００４

２．５　ＭＨＤ患者发生抗生素脑病预测模型的构
建与评价

为直观展现维持性血液透析患者使用抗生素后

发生脑病的风险，基于二元 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析中有意
义的指标（是否联用抗生素、透析通路、ＣＲＰ、是否合
并传染病），建立 ＭＨＤ患者发生 ＡＡＥ的列线图（图
２），Ｎｏｍｏｇｒａｍ模型预测发生ＡＡＥ的ＲＯＣ曲线下面积
（ＡＵＣ）为０．８２（图３）。为评估模型净收益，我们通过
Ｒ语言 ｍｄａ软件包绘制决策曲线（图 ４），阈值概率
１２％～６８％的区间可临床获益。

图２　ＭＨＤ患者发生ＡＡＥ的列线图

图３　ＭＨＤ患者发生ＡＡＥ预测模型的ＲＯＣ曲线

图４　ＭＨＤ患者发生ＡＡＥ的模型决策曲线

３　讨　论

近年来，ＭＨＤ患者出现 ＡＡＥ的报道正在逐渐增
多并引起医生的重视

［４５］。一旦 ＡＡＥ发现不及时或
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处理不合理，轻则导致病情反复使住院时间延长，重

则出现昏迷甚至死亡。目前，关于 ＭＨＤ患者发生
ＡＡＥ的研究多为病例报告以及个别抗生素的小样本
的临床分析

［６７］，本研究通过收集近７年ＭＨＤ患者使
用抗生素的临床资料，通过多因素分析得出 ＭＨＤ患
者发生 ＡＥＥ的独立危险因素并构建预测模型，以帮
助临床医师对发生 ＡＡＥ的高危患者进行早期识别及
干预。

本文结果显示呼吸道感染是 ＭＨＤ患者最常见的
感染部位，发生感染后最常用的抗生素为β内酰胺类
中的头孢类，最常见的联合用药方式为β内酰胺类联
合喹诺酮类。单因素分析发现，阳性组使用抗生素时

间长、联合使用抗生素比例大，炎性指标 ＣＲＰ及中性
粒细胞比率更高，而 ＡＬＢ、Ｈｂ、ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ等营养性
指标均较阴性组低，但只有ＡＬＢ的差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。感染会导致血脑屏障完整性的改变、通
透性增强；贫血会导致大脑缺氧；而血浆白蛋白水平

降低导致抗生素的蛋白结合减少，更多游离的抗生素

可以自由穿过血脑屏障，使抗生素进入中枢神经系统

的量增加；内源性尿毒症毒素（如潜在的神经毒性胍

基化合物）的存在，可能会增加患者对抗生素相关神

经毒性的易感性，这些因素均可导致 ＡＡＥ的发生，这
与国内外的研究一致

［８９］。Ｋｉｍ等［９］
认为使用抗生素

时间长、联合使用抗生素及炎性指标高者大部分感染

都比较重，在重症感染患者中，循环炎性细胞因子直

接或间接通过氧化应激作用于中枢神经系统也可诱

发脑病，需排除这一混杂因素的干扰。

β内酰胺类具有广谱、高效、机体对其耐受性好
等特点，为临床上最常用的抗生素，其发病机制可能

与干扰中枢神经系统抑制性递质 γ氨基丁酸受体的
功能，使神经元兴奋性增高有关

［１０１１］。从收集到的病

例看，头孢哌酮钠舒巴坦钠和头孢哌酮钠他唑巴坦钠

致ＭＨＤ患者发生ＡＡＥ的例数最多，共达９例。头孢
哌酮可经肝肾排泄，肝脏清除率为０．８，而舒巴坦或他
唑巴坦约９０％由肾脏排泄，常规血液透析不易清除，
而血液灌流或血液透析滤过可清除，造成上述比例高

的原因也和科室及医生的用药习惯有关。美罗培南

和亚胺培南西司他丁均可透过血脑屏障诱发癫痫。

亚胺培南在 Ｃ２位置有更多的氨基酸侧链，对 ＧＡＢＡ
受体会产生更强的抑制作用导致癫痫发作，西司他丁

钠还可以抑制肾肽酶阻断亚胺培南在肾脏内的代

谢
［１２１３］。本研究中有１例重症感染患者使用头孢哌

酮钠舒巴坦钠联合亚胺培南西司他丁钠５ｄ后即引起
ＡＡＥ发作，可能与此原因有关。

喹诺酮类药物为使用最多的抗生素之一，在组织

液中分布广泛、抗菌谱广，对社区获得性肺炎及不明

原因感染有良好抗菌作用，常与头孢或其他种类抗生

素联合用药用于重症感染治疗。体外喹诺酮类药物

对大鼠脑部海马区域的研究
［１４］
显示，它能影响多巴

胺Ｄ２受体和 Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受体而引起精神症
状。因喹诺酮类有一定的亲脂活性，可透过血脑屏

障，蓄积时更易导致脑脊液药物浓度高从而诱发

脑病
［１５］。

阳性组透析通路中导管占比大，达７２．４１％，考虑
与透析时血液再循环及抗生素及毒素清除率低有关，

再加上选择这种通路的患者年龄较大、血管条件差，

更容易发生ＡＡＥ。ＭＨＤ患者存在继发性甲状旁腺功
能亢进，高钙会使血管钙化、钙离子脑内沉积，本研究

发现阳性组 ＰＴＨ和血磷较阴性组低（Ｐ＜０．０５）。
Ｗａｎｇ等［１６］

研究表明低 ＰＴＨ和血磷可能与感染和营
养不良有关。

ＡＡＥ是临床上ＭＨＤ患者使用抗生素治疗各类感
染性疾病时常遇到的棘手问题，一旦发生不得不停用

或换用抗生素，停药使患者的感染情况较难控制，并

需要临时行血液灌流、血液透析滤过等治疗
［１７］，增加

患者的经济负担和死亡风险。本研究二元 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ多
因素分析发现，联用抗生素、合并有乙肝或丙肝、透析

通路为导管及高ＣＲＰ是 ＭＨＤ患者发生 ＡＡＥ的危险
因素。故临床上如果能根据患者感染程度、透析通

路、营养状况、是否合并乙肝或丙肝、药物耐受性、药

物代谢和排泄途径等因素个体化选择和调整抗生素

用量，早期甄别高危患者，则能减少甚至防止 ＡＡＥ的
发生。

本研究发现，阳性组合并有乙肝或丙肝比例高，

但两组在生存率上无统计学意义，这与 Ｈｕａｎｇ等［１８］

的研究不一致，考虑与样本量不大、随访时间不长有

关。本研究为单中心研究，且收集资料时未能考虑患

者住院期间其他药物与抗生素的影响，未完整记录研

究对象的脑电图情况及实验室指标变化情况，具有一

定的局限性；建立的预测模型可为识别 ＭＨＤ患者使
用抗生素发生 ＡＡＥ的风险提供一定参考，对实施早
期干预避免不良结局有一定的借鉴意义。未来应进

一步加大样本量，延长患者的随访时间，开展前瞻性、

多中心的研究，得出更可靠的结论。
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ＢＭＡＬ１基因与吸烟及高血压交互作用
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摘要：目的 探讨昼夜节律核心基因ＢＭＡＬ１多态性与环境交互作用对２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）遗传易感性的关联。方

法 采用病例对照研究设计，纳入６０８例Ｔ２ＤＭ患者（病例组）和６１４例健康对照者。通过问卷收集一般信息及生化指

标，采用ＴａｑＭａｎ探针法对ＢＭＡＬ１基因３个ＳＮＰｓ（ｒｓ９６３３８３５、ｒｓ１２３６４５６２、ｒｓ６４８６１２２）进行基因分型。应用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归

分析基因多态性与Ｔ２ＤＭ的关联，Ｒ软件分析基因环境交互作用。结果 Ｔ２ＤＭ组吸烟、饮酒比例及甘油三酯（ＴＧ）、空

腹血糖（ＦＢＧ）水平高于对照组（Ｐ均＜０．０５）。分层分析显示，吸烟者中 ｒｓ９６３３８３５ＴＴ基因型与 Ｔ２ＤＭ风险降低相关
（校正ＯＲ＝０．５１８，９５％ＣＩ：０．３０３～０．８８５，Ｐ＝０．０１６），高血压人群中ｒｓ１２３６４５６２ＧＧ基因型与风险增加相关（校正ＯＲ＝

１．６０５，９５％ＣＩ：１．１８１～２．１８１，Ｐ＝０．００２）。交互作用分析表明，ｒｓ９６３３８３５与吸烟存在协同相乘交互作用（ＯＲ＝１．５５６，

９５％ＣＩ：１．１４７～２．１０９），ｒｓ１２３６４５６２与高血压亦存在相乘交互作用（ＯＲ＝１．３６２，９５％ＣＩ：１．０３４～１．７９６）。结论 ＢＭＡＬ１

基因ｒｓ９６３３８３５和ｒｓ１２３６４５６２多态性可能通过与环境因素交互作用影响Ｔ２ＤＭ患病风险，吸烟及高血压人群的基因型

特异性干预或具临床意义。

关键词：ＢＭＡＬ１；２型糖尿病；高血压；吸烟；空腹血糖
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ｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．

　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：ＢＭＡＬ１；Ｔｙｐｅ２Ｄｉａｂｅｔｅｓ；Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ；Ｓｍｏｋｉｎｇ；Ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ

　　２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）是全球范围内的重要公共卫
生问题。国际糖尿病联盟预测，２０２１年全球糖尿病患
者约为５．３７亿，到２０４５年可能增至７８３亿［１］。该病

由遗传与环境因素共同作用引发，其中家族史显著增

加患病风险———若父母（尤其母亲）患 Ｔ２ＤＭ，子女患
病风险提高４０％～７０％，直系亲属的终身患病风险是
无家族史者的 ３～６倍［２］。尽管全基因组关联研究

（ＧＷＡＳ）已发现１４４个相关遗传变异［３］，但仅能解释

约１０％的遗传度［４］，表明其发病机制仍需深入解析。

昼夜节律核心调控因子 ＢＭＡＬ１基因最近倍受关
注，该基因与Ｃｌｏｃｋ基因形成异二聚体，驱动周期基因
（ＰＥＲ１３、ＣＲＹ１２）的节律性表达，同时参与能量代
谢、脂肪细胞分化及葡萄糖稳态调控

［５］。在胰腺β细
胞中，ＢＭＡＬ１ＣＬＯＣＫ振荡系统通过调节胰岛素分泌
影响 Ｔ２ＤＭ发生［６］。遗传学证据显示，ＢＭＡＬ１基因
多态性与 Ｔ２ＤＭ存在关联：ｒｓ６４８６１２２位点呈现弱相
关性

［７］，ｒｓ７９５０２２６变异在欧洲人群中显著相关，且
ｒｓ７９５０２２６ｒｓ１１０２２７７５单倍型与疾病风险增加有
关
［８］。此外，特定多态性还影响代谢表型，如

ｒｓ１２３６３４１５与糖化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）水平相关［９］。本

文深入解析ＢＭＡＬ基因多态性对揭示疾病机制、开发
个体化干预策略的重要意义，有望为 Ｔ２ＤＭ的预防和
治疗提供新靶点。

１　材料与方法

１．１　研究对象
本研究采用病例对照设计，病例组为医院内分泌

科确诊的６０８例 Ｔ２ＤＭ患者，对照组为同期同区域体
检中心６１４例健康个体。病例组纳入标准参照２０２０
年《中国２型糖尿病防治指南》［１０］：具有典型的糖尿
病症状（多饮、多尿、伴有原因不明的体重下降）并加

上随机（餐后任意时间，没有刻意不吃饭）血糖≥１１．
１ｍｍｏｌ／Ｌ，和／或典型的糖尿病症状加上空腹（禁止摄
入食物８ｈ）血糖≥７０ｍｍｏｌ／Ｌ，和／或典型的糖尿病症
状加上口服葡萄糖耐量试验２ｈ血糖≥１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ，
和／或典型的糖尿病症状加上糖化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）
≥６．５％，和／或规律降糖治疗患者。排除标准：①严
重肝、肾、心脑血管疾病患者；②感染性疾病或全身大

动脉疾病患者；③近期服用影响肝功能或升高血糖药
物的患者。对照组为与病例组性别、年龄匹配的健康

个体，排除严重心、脑、肾疾病及癌症患者。本研究经

皖南医学院伦理委员会批准（２０２２ＮＯ．１４），所有参与
者均知情同意。

１．２　资料收集
通过自制问卷收集研究对象的一般信息、生活方

式、行为习惯及体检数据。总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯
（ＴＧ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）、低密度脂蛋白
胆固醇（ＬＤＬＣ）及空腹血糖（ＦＢＧ）等由医院检验中
心测定。

１．３　仪器与试剂
本研究应用的主要仪器与试剂：ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ７

Ｆｌｅｘ实时 ＰＣＲ系统（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司），
ＡＵ５８２１全自动生化分析仪（美国贝克曼库尔特有限
公司），Ｋ５８００超微量分光光度计（中国北京凯奥），
ＦａｓｔｑＰＣＲｍｉｘ引物和ＭＧＢ探针（中国南京骥骜生物
有限公司）。

１．４　ＳＮＰ选择
ＢＭＡＬ１基因位于染色体１１ｐ１５．３（基因 ＩＤ：４０６；

位点ＮＣ＿０００００１１．１０），全长１１０．６ｋｂｐｓ，包含２７个外
显子。从美国国家环境健康科学研究所（ＮＩＥＨＳ）
ＳＮＰｉｎｆｏ网站（ＳＮＰＩＮＦＯ，ｈｔｔｐｓ：／／ｓｎｐｉｎｆｏ．ｎｉｅｈｓ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／）筛选 ＭＡＦ≥０．０５的 ＢＭＡＬ１基因 ３个 ＳＮＰｓ
（ｒｓ１２３６４５６２、ｒｓ６４８６１２２、ｒｓ９６３３８３５），采用连锁不平衡
（ＬＤ）方法选择 ｒ２≥０．８的标签 ＳＮＰｓ（ｔａｇＳＮＰｓ）作为
候选ＳＮＰｓ。

１．５　ＤＮＡ提取和基因分型
采集空腹外周静脉血５ｍＬ，使用 ＥＤＴＡ抗凝管收

集，４ｈ内预处理，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离血浆后
保存于－８０℃冰箱，剩余血样采用蛋白沉淀剂法提取
ＤＮＡ，保存于 －２０℃冰箱。采用 ＴａｑＭａｎ探针法在
ＰＣＲ仪进行基因分型和读取结果。反应体系为５μＬ，
包含各０．１μＬ上下游引物、０２μＬＴａｑＭａｎ探针、１０ｎｇ
模板ＤＮＡ、１．８μＬｑＰＣＲ混合液及１．８μＬ无酶水。反
应条件：５０℃２ｍｉｎ，９５℃１０ｍｉｎ，９５℃１５ｓ和６０℃１ｍｉｎ
共４０个循环。引物和探针序列见表１。
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表１　ＢＭＡＬ１基因位点探针和引物序列

位点 探针和引物序列

ｒｓ９６３３８３５ 探针 ＦＡＭＴＴＧＴＣＡＡＧＡＡＴＴＧＣＡＡＴＧＴ ＶＩＣＴＴＧＴＣＡＡＧＡＡＣＴＧＣＡＡＴＧ
引物 ５’ＴＧＧＣＴＴＣＣＡＧＧＡＣＡＴＡＣＡＧＴＡＡＧＡ３’ ５’ＧＣＡＣＣＴＧＧＣＣＡＡＴＴＴＡＴＴＴＡＴＴＴＴＴ３’

ｒｓ１２３６４５６２ 探针 ＦＡＭＣＴＧＧＣＡＡＧＧＣＣＴＧＡ ＶＩＣＣＴＧＧＣＡＡＡＧＣＣＴＧＡ
引物 ５’ＡＣＧＴＴＧＣＴＧＴＧＧＡＡＡＴＡＡＡＧＴＡＡＧＴＴＡＴ３’ ５’ＣＧＴＧＡＧＧＡＡＡＣＡＧＴＴＴＧＧＴＡＧＣＴ３’

ｒｓ６４８６１２２ 探针 ＦＡＭＴＴＧＡＧＡＧＡＴＴＡＡＴＡＡＧＴＧＡＴＣＧＴ ＶＩＣＴＴＧＡＧＡＧＡＣＴＡＡＴＡＡＧＴＧＡＴＣ
引物 ５’ＣＡＣＴＴＧＧＡＴＧＣＣＣＴＣＡＧＴＡＡＡＴＡＴＴ３’ ５’ＣＧＡＡＧＡＣＡＣＴＧＴＴＧＧＣＡＴＧＣＴ３’

１．６　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２６．０软件进行统计分析。计量资料以

（均数±标准差）表示，组间比较采用 ｔ检验，多组间
比较采用单因素方差分析；计数资料以频数（构成比）

表示，组间比较采用 χ２检验；ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡
（ＨＷＥ）采用Ｆｉｓｈｅｒ精确 χ２检验；采用 ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分
析基因变异与 Ｔ２ＤＭ的关联，计算比值比（ＯＲ）及
９５％置信区间（ＣＩ）。交互作用分析采用 Ｒ４．１．３软
件，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　研究对象的基本特征
Ｔ２ＤＭ组与对照组的基本特征总结见表 ２。两

组间年龄、性别、高血压、收缩压、舒张压、ＴＣ、ＨＤＬ
Ｃ、ＬＤＬＣ水平构成没有统计学差异（Ｐ＞００５）；
Ｔ２ＤＭ组的吸烟、饮酒、ＴＧ、ＦＢＧ水平高于对照组
（Ｐ＜０．０５）。

表２　研究对象的一般特征
变量 对照组（ｎ＝６１４） Ｔ２ＤＭ组（ｎ＝６０８） ｔ／χ２ Ｐ

年龄／岁 ５９．６８±１０．５９ ５９．８３±１０．６１ ０．２５２ ０．８０１

性别［ｎ（％）］ 男 ３５１（５７．２） ３３５（５５．１） ０．５３０ ０．４６６

女 ２６３（４２．８） ２７３（４４．９）

收缩压／ｍｍＨｇ １３４．３９±１７．８４ １３４．１２±１８．３５ ０．２６０ ０．７９５

舒张压／ｍｍＨｇ ７７．８２±１１．０７ ７８．７９±１２．３９ １．４４８ ０．１４８

ＴＣ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ４．６７±３．４３ ４．５３±１．３２ ０．９１０ ０．３６３

ＴＧ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．７１±１．４１ ２．０２±１．９６ ３．２５７ ０．００１

ＨＤＬＣ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．４５±１．９ １．３９±０．７ ０．７５５ ０．４５１

ＬＤＬＣ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．７３±１．０２ ２．８１±１．４９ １．０７４ ０．２８３

ＦＢＧ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ５．３５±１．０５ ８．５９±４．５９ １６．９８６ ＜０．００１

高血压［ｎ（％）］ 是 ２８６（４６．６） ２６０（４２．８） １．８００ ０．１８０

否 ３２８（２３．４） ３４８（５７．２）

吸烟［ｎ（％）］ 是 ３９（６．４） ９９（１６．３） ３０．０７７ ＜０．００１

否 ５７５（９３．６） ５０９（８３．７）

饮酒［ｎ（％）］ 是 ３８（６．２） ７４（１２．２） １３．１３１ ＜０．００１

否 ５７６（９３．８） ５３４（８７．８）

２．２　ＢＭＡＬ１基因多态性与Ｔ２ＤＭ的关联分析
对照组中 ｒｓ９６３３８３５、ｒｓ１２３６４５６２和 ｒｓ６４８６１２２位

点的等位基因频率符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡（ＨＷＥ）
（Ｐ＞００５）。在总人群中，未发现两组间 ＢＭＡＬ１３个
位点基因型和等位基因分布频率存在统计学差异

（Ｐ＞０．０５），见表３。

表３　ＢＭＡＬ１基因３个位点多态性各等位基因
及基因型频率的分布

基因型 对照组（ｎ＝６１４） Ｔ２ＤＭ组（ｎ＝６０８） χ２ Ｐ ＰＨＷＥ

ｒｓ９６３３８３５ ＣＣ １９３ １９２ ２．８４５ ０．２４１ ０．０５４

ＣＴ ２８１ ３００

ＴＴ １４０ １１６

Ｃ ６６７ ６８４ ０．９２４ ０．３３６

Ｔ ５６１ ５３２

ｒｓ１２３６４５６２ ＴＴ ４４５ ４１５ ３．８１１ ０．１４９ ０．２４０

ＴＧ １５１ １６５

ＧＧ １８ ２８

Ｔ １０４１ ９９５ ３．８１４ ０．０５１

Ｇ １８７ ２２１

ｒｓ６４８６１２２ ＴＴ ２３０ ２４４ １．２６７ ０．５３１ ０．９６６

ＴＣ ２９２ ２７０

ＣＣ ９２ ９４

Ｔ ７５２ ７５８ ０．３１２ ０．５７７

Ｃ ４７６ ４５８

　　进一步分层分析显示，在吸烟者中，ｒｓ９６３３８３５位
点ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型和等位基因在 Ｔ２ＤＭ组与对照
组间分布频率有统计学差异（Ｐ＜０．０５），与 Ｔ２ＤＭ患
病风险降低相关，校正饮酒状态和ＴＧ后，相加模型和
显性模型的 ＯＲ值（９５％ＣＩ）分别为 ０．５１８（０３０３～
０８８５）和０．３６４（０．１３９～０９５４），Ｐ值分别为０．０１６
和０．０４０；在高血压人群中，ｒｓ１２３６４５６２位点 ＴＴ、ＴＧ、
ＧＧ基因型和等位基因在Ｔ２ＤＭ组与对照组间分布频
率有统计学差异（Ｐ＜０．０５），与Ｔ２ＤＭ风险增加相关，
校正吸烟状态、饮酒状态和ＴＧ后，相加模型和显性模
型的ＯＲ值（９５％ＣＩ）分别为１．６０５（１．１８１～２．１８１）和
１７１１（１．１８５～２４７１），Ｐ值分别为０．００２和０．００４。
结果见表４。对饮酒、ｒｓ６４８６１２２进行分层分析，均未
显示两组间基因型分布有统计学差异（Ｐ＞０．０５）。
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表４　ｒｓ９６３３８３５在吸烟者中和ｒｓ１２３６４５６２在高血压人群中与Ｔ２ＤＭ易感性的关联分析

位点 基因型 Ｔ２ＤＭ组 对照组 χ２ Ｐ
ＯＲ（９５％ ＣＩ）

相加模型 Ｐ 显性模型 Ｐ 隐性模型 Ｐ
ｒｓ９６３３８３５ ＣＣ ３３ ６ ６．０１７ ０．０４９ ０．５１８（０．３０３～０．８８５） ０．０１６ ０．３６４（０．１３９～０．９５４） ０．０４０ ０．４５２（０．２００～１．０２４） ０．０５７

ＣＴ ４６ １９
ＴＴ ２０ １４
Ｃ １１２ ３１ ６．３４２ ０．０１２
Ｔ ８６ ４７

ｒｓ１２３６４５６２ ＴＴ ２１４ １６５ ９．３５８ ０．００９ １．６０５（１．１８１～２．１８１） ０．００２ １．７１１（１．１８５～２．４７１） ０．００４ ２．２７９（０．９５９～５．４１７） ０．０６２
ＴＧ ６４ ７９
ＧＧ ８ １６
Ｔ ４９４ ４０９ １０．３９２ ０．００１
Ｇ ８０ １１１

　

２．３　交互作用分析
进一步对有意义的分层变量进行交互作用分析。

结果显示，吸烟、高血压与ＢＭＡＬ１基因多态性在Ｔ２ＤＭ
风险中无相加交互作用。然而，ＢＭＡＬ１ｒｓ９６３３８３５与吸
烟存在协同相乘交互作用，ＯＲ（９５％ＣＩ）为 １．５５６
（１．１４７～２１０９）；ＢＭＡＬ１ｒｓ１２３６４５６２与高血压也存在
协同相乘交互作用，ＯＲ（９５％ＣＩ）为 １．３６２（１．０３４～
１７９６），见表５。在控制 ｒｓ９６３３８３５与吸烟的交互作用

后：当ｒｓ９６３３８３５＝ＣＣ时，吸烟净效益为ＯＲ＝６．４６９，当
ｒｓ９６３３８３５＝ＣＴ时，吸烟净效益为 ＯＲ＝２．４９７，当
ｒｓ９６３３８３５＝ＴＴ时，吸烟净效益为ＯＲ＝１．８７６。在控制
ｒｓ１２３６４５６２与高血压的交互作用后：当ｒｓ１２３６４５６２＝ＴＴ
时，高血压净效益为 ＯＲ＝０．７１２，当 ｒｓ１２３６４５６２＝ＴＧ
时，高血压净效益为 ＯＲ＝１２４９，当 ｒｓ１２３６４５６２＝ＧＧ
时，高血压净效益为ＯＲ＝１．６６７。

表５　吸烟、高血压和ＢＭＡＬ１基因多态性与Ｔ２ＤＭ风险的相加和相乘交互作用

交互项目
相加交互 相乘交互

ＲＥＲＩ（９５％ＣＩ） ＡＰ（９５％ＣＩ） Ｓ ＯＲ（９５％ＣＩ） Ｐ

吸烟和ｒｓ９６３３８３５ －６．１８７（－１２．３４６～－０．０２７） －１８．０５０（－５３．２２０～１７．１２０） －０．１１９（ＮＡ） １．５５６（１．１４７～２．１０９） ０．００４

高血压和ｒｓ１２３６４５６２ １．１８７（－０．０６７～２．４４１） ０．６７８（０．２７０～１．０２６） －２．３５３（ＮＡ） １．３６２（１．０３４～１．７９６） ０．０２８

　　ＲＥＲＩ和ＡＰ的９５％ＣＩ不包含０，Ｓ的９５％ＣＩ不包含１表示存在相加交互作用；通过ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型乘法项计算相乘交互作用的Ｐ值。

２．４　ＢＭＡＬ１基因多态性与ＦＢＧ水平的比较
由于Ｔ２ＤＭ组的血糖水平可能受降糖药物影响，

定量性状分析仅针对对照组进行。比较 ｒｓ９６３３８３５、
ｒｓ１２３６４５６２和 ｒｓ６４８６１２２位点不同基因型的 ＦＢＧ水
平，未发现统计学差异（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

本研究通过病例对照设计探讨了 ＢＭＡＬ１基因多
态性与Ｔ２ＤＭ遗传易感性的关系。结果显示，在总人
群中，ＢＭＡＬ１基因多态性与 Ｔ２ＤＭ无显著关联，但在
吸烟者和高血压人群中分别发现 ｒｓ９６３３８３５和
ｒｓ１２３６４５６２位点与Ｔ２ＤＭ患病显著相关。

本研究选择了３个位点评估 ＢＭＡＬ１基因多态性
与Ｔ２ＤＭ的相关性，结果显示在总体人群中无显著关
联。在亚洲地区，Ｙａｍａｇｕｃｈｉ等［１１］

在日本的一项多中

心队列研究中探讨了 ＢＭＡＬ１基因变异与 Ｔ２ＤＭ的关
联，未观察到显著相关性。在欧洲人群中，Ｗｏｏｎ等［８］

发现ｒｓ７９５０２２６多态性与 Ｔ２ＤＭ显著相关，但在多位
点校正后，这种关联不再显著。此外，ｒｓ７９５０２２６和
ｒｓ１１０２２７７５的单倍型与 Ｔ２ＤＭ相关，但在另一项中国
汉族人群研究中未发现相关性，研究者认为，这种结

果差异可能由遗传异质性引起
［１２］。尽管另一项欧洲

血统的 ＧＷＡＳ表明 ＢＭＡＬ１基因 ｒｓ６４８６１２２位点与
Ｔ２ＤＭ存在弱相关性［７］，但在本研究未中并未得到类

似发现。除种族差异外，本研究的样本量较小可能也

是导致结果不一致的重要因素。基于大多数先前研

究的结果和本研究的发现，我们推测 ＢＭＡＬ１基因的
单一位点突变可能不足以直接影响 Ｔ２ＤＭ易感性，遗
传易感性还可能受到合并症或不健康生活方式的

调节。
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本研究进一步基于关联分析进行了分层分析。

结果显示，高血压 ｒｓ１２３６４５６２和吸烟 ｒｓ９６３３８３５在
Ｔ２ＤＭ遗传易感性中存在显著的相乘交互作用。流行
病学证据表明，高血压和 Ｔ２ＤＭ是相互影响的危险因
素
［１３］。在土耳其的一项全国性调查中发现，６７．５％的

Ｔ２ＤＭ患者同时患有高血压，凸显了糖尿病与其他慢
性疾病的共存现象

［１４］。在随访超过８年的ＵＫＢ队列
中，高血压人群的Ｔ２ＤＭ发病率显著高于血压正常人
群［（２．４２ｖｓ１．０１）／１０００人年］［１５］。而在参与 Ｆｒａｍ
ｉｎｇｈａｍ心脏研究的白人女性中，这一差异可达１０和
２８［１６］。基于本研究结果，ｒｓ１２３６４５６２与 Ｔ２ＤＭ的遗
传关联可能受到高血压合并症的调节。ｒｓ１２３６４５６２
与ＢＭＡＬ１基因内含子中的ｒｓ１２３６３４１５存在强连锁不
平衡（Ｄ′＝０．９４），而ｒｓ１２３６３４１５已被报道与Ｔ２ＤＭ患
者的 ＨｂＡ１ｃ水 平 相 关［９］。此 外，本 研 究 发 现

ｒｓ９６３３８３５在吸烟者中与 Ｔ２ＤＭ风险降低相关。不健
康的生活方式（如吸烟）在大型ＵＫＢｉｏｂａｎｋ队列中被
证实对Ｔ２ＤＭ风险具有重要影响［１７］。本研究结果表

明，在烟草暴露背景下，ＢＭＡＬ１与 Ｔ２ＤＭ风险降低相
关，提示烟草对遗传易感性的调节作用。这一结果进

一步证实了基因与环境交互作用在 Ｔ２ＤＭ发展中的
贡献，提示携带ｒｓ１２３６４５６２Ｇ等位基因合并高血压的
个体患 Ｔ２ＤＭ的风险增加，而携带 ｒｓ９６３３８３５Ｔ等位
基因合并吸烟的个体患 Ｔ２ＤＭ的风险可能降低。尽
管高血压和吸烟与ＢＭＡＬ１的遗传变异对 Ｔ２ＤＭ的易
感性存在相乘交互作用，然而，协同交互作用的机制

尚不明确。

综上所述，ＢＭＡＬ１ＳＮＰ与Ｔ２ＤＭ的关联在总体人
群中不显著，但 ｒｓ１２３６４５６２和 ｒｓ９６３３８３５分别在高血
压和吸烟亚组中显示出与 Ｔ２ＤＭ的关联。此外，考虑
到Ｔ２ＤＭ的复杂性和多基因遗传特征，未来研究应进
一步探讨 ＢＭＡＬ１与其他基因及环境因素的交互作
用，以更全面地理解其在Ｔ２ＤＭ发病机制中的作用。
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摘要：目的 研究肿瘤组织 ＮＯＣ２类核仁相关转录抑制因子（ＮＯＣ２Ｌ）、ＳＬＦＮ１１表达在结直肠癌中的临床价值。
方法 实时荧光定量聚合酶链式反应检测直肠癌患者（ＣＲＣ组）及结直肠良性疾病患者（对照组）病理组织 ＮＯＣ２Ｌ、
ＳＬＦＮ１１表达，采用Ｓｐｅａｒｍａｎ或Ｐｅａｒｓｏｎ相关。预测结直肠癌预后不良效能采用ＲＯＣ分析，预后不良危险因素采用Ｃｏｘ
回归分析。生存分析采用ＫＭ生存模型。结果 ＣＲＣ组患者 ＮＯＣ２Ｌ高于癌旁组织和对照组（Ｐ＜０．０５），ＳＬＦＮ１１低于
癌旁组织和对照组（Ｐ＜０．０５）。ＣＲＣ组ＮＯＣ２Ｌ表达与病理分级、Ｋｉ６７、浸润深度、区域淋巴结、远处转移、ＴＮＭ分期成
正相关（ｒ＞０，Ｐ＜０．０５），ＳＬＦＮ１１表达与病理分级、Ｋｉ６７、浸润深度、区域淋巴结、远处转移、ＴＮＭ分期成负相关（ｒ＜０，
Ｐ＜０．０５）。ＮＯＣ２Ｌ联合ＳＬＦＮ１１预测结直肠癌预后不良的敏感度、特异度均高于 ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１（Ｐ＜０．０５）。ＮＯＣ２Ｌ
≥１．１５、ＳＬＦＮ１１≤０．６８为结直肠癌预后不良的独立危险因素（Ｐ＜０．０５）。ＮＯＣ２Ｌ≥１．１５且ＳＬＦＮ１１≤０．６８结直肠癌患
者中位生存期显著低于ＮＯＣ２Ｌ＜１．１５或ＳＬＦＮ１１＞０．６８患者（Ｐ＜０．０５）。结论 ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１表达可为结直肠癌病
情及预后评估提供客观证据，两者联合检测可显著提高在结直肠癌预后不良预测中的效能。
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　　结直肠癌发病率高及发病人口基数大而显著增
加家庭及国家医疗负担，提高结直肠癌诊疗水平及改

善预后为事关国计民生的重大医疗问题
［１］。结直肠

癌发病机制与基因表达异常密切相关，基因检测为结

直肠癌诊疗策略制定、疗效评估及药物调整提供精准

的基因水平证据
［２］。ＮＯＣ２类核仁相关转录抑制因子

（ＮＯＣ２ｌｉｋｅｎｕｃｌｅｏｌａｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｐｒｅｓｓ
ｏｒ，ＮＯＣ２Ｌ）具有促进肿瘤细胞恶性生物学行为、肿瘤
免疫耐受及逃逸等多种功能，其表达上调为多种恶性

肿瘤预后不良的危险因素
［３４］。Ｓｃｈｌａｆｅｎ家族成员１１

（ｓｃｈｌａｆｅｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ１１，ＳＬＦＮ１１）具有修复损伤脱
氧核糖核酸及抑制细胞癌变等功能，为新近发现的肿

瘤细胞恶性增殖的负性调控机制
［５６］。ＮＯＣ２Ｌ、

ＳＬＦＮ１１基因功能及在结直肠癌发病机制中的作用尚
未明确，本研究检测结直肠癌肿瘤组织 ＮＯＣ２Ｌ、
ＳＬＦＮ１１表达，分析其与临床病理特征的相关性及临
床价值。

１　资料与方法

１．１　研究对象
选择２０２０—２０２２年本院诊疗的１０２例结直肠癌

患者（ＣＲＣ组）及 ６８例结直肠良性疾病患者（对照
组）为研究对象。ＣＲＣ纳入标准：①经肠镜或术后病
理检查确诊，符合《中国结直肠癌诊疗规范（２０２０年
版）》诊断标准

［７］；②有完整的临床病理资料及明确的
病史；③经影像学检查或病检明确 ＴＮＭ分期；④随访
无脱访，均随访至研究终点或死亡；⑤ＥＣＯＧ评分０～
２分；⑥排除合并其他良恶性肿瘤、结直肠转移癌等。
对照组包括结直肠炎性疾病３７例、良性息肉３１例。
两组基线临床资料具有可比性，见表１，差异均无统计
学意义（Ｐ＞００５）。本研究经本院医学伦理委员会审
核批准（０２６）。

表１　两组基线临床资料比较

组别 例数
性别
（男／女） 年龄／岁 ＥＣＯＧ评

分／分
体质量指
数／（ｋｇ／ｍ２）

病变位置
（结肠／直肠）

家族史
（有／无）

ＣＲＣ组 １０２ ６０／４２ ５７．５９±７．１１ １．５３±０．４９ ２２．６４±３．０７ ６２／４０ ９／９３

对照组 ６８ ４２／２６ ５７．２６±７．４８ １．５１±０．５１ ２２．５８±３．１２ ４５／２３ ７／６１

１．２　ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１表达检测
ＣＲＣ组取肿瘤组织及癌旁组织，对照组取结直肠

肠镜活检病变组织。提取两组新鲜病理组织总 ＲＮＡ
后检测ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１表达，检测方法为实时荧光定
量聚合酶链反应，其中 ＮＯＣ２Ｌ正向引物为 ５’ＣＧ
ＧＣＡＣＡＡＧＡＡＧＧＡＣＡＣＴＴＴＣＣ３’，反向引物为５’ＴＣ

ＣＧＴＣＡＡＧＧＴＣＣＡＣＴＧＣＡＴＧＡ３’；ＳＬＦＮ１１正向引物为
５’ＡＧＣＣＴＧＡＣＡＡＣＣＧＡＧＡＡＡＴＧＧＧ３’，反向引物为
５’ＧＧＡＧＴＡＣＡＣＴＧＧＴＣＴＧＣＴＡＡＧＧ３’；ＧＡＰＤＨ正向
引物为５’ＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧ３’，反向引
物为 ５’ＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡ３’。采 用
２ΔΔＣｔ分别计算 ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１相对 ＧＡＰＤＨ表达量，
相对表达量越高表示 ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１基因 ｍＲＮＡ表
达水平越高。

１．３　预后随访
ＣＲＣ组患者每３个月随访及复查１次，复查内容

包括肿瘤标志物、腹部增强 ＣＴ及肠镜等。随访时间
终点为２０２４年 １２月，随访患者预后状况（死亡、存
活），其中出现肿瘤相关死亡、严重并发症（恶性肠梗

阻、恶病质等）定义为预后不良。

１．４　统计学方法
采用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ及 Ｒ语言统计模块进行数

据处理及统计分析。均数比较采用ｔ检验或单因素方
差分析（组间比较采用 ＨｏｌｍＳｉｄａｋ检验）。计数资料
采用 χ２ 检验。采用 ＲＯＣ曲线分析 ＮＯＣ２Ｌ联合
ＳＬＦＮ１１检测的敏感度及特异度。相关性分析采用
Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关或Ｐｅａｒｓｏｎ线性相关。多因素 Ｃｏｘ回
归分析结直肠癌死亡的危险因素。生存分析采用 Ｋ
Ｍ生存模型并Ｌｏｇｒａｎｋ比较。以 Ｐ＜０．０５表示差异
有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１表达比较
ＣＲＣ组肿瘤组织 ＮＯＣ２Ｌ表达高于 ＣＲＣ组癌旁

组织和对照组（Ｐ＜００５），ＳＬＦＮ１１表达低于癌旁组织
和对照组（Ｐ＜０．０５）。癌旁组织和对照组 ＮＯＣ２Ｌ、
ＳＬＦＮ１１表达差异无统计学意义（Ｐ＞００５），见表２。

表２　ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１表达比较

组织 例数（ｎ） ＮＯＣ２Ｌ ＳＬＦＮ１１

ＣＲＣ组肿瘤组织 １０２ １．１５±０．２１＃ ０．６８±０．１２＃

ＣＲＣ组癌旁组织 １０２ ０．７４±０．１３＃ ０．９７±０．１５＃

对照组病理组织 ６８ ０．７３±０．１５ ０．９６±０．１３

　　与ＣＲＣ组癌旁组织比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＞０．０５。

２．２　结直肠癌ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１表达与临床病
理特征的关系

ＣＲＣ组肿瘤组织 ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１表达在病理分
级、Ｋｉ６７、浸润深度、区域淋巴结、远处转移、ＴＮＭ分
期中的差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。中低分化、Ｋｉ
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６７≥７０％、浸润深度 Ｔ３～Ｔ４、区域淋巴结 Ｎ３、远处转
移Ｍ１及ＴＮＭ分期Ⅲ～Ⅳ期患者ＮＯＣ２Ｌ表达高于高
分化、Ｋｉ６７＜７０％、浸润深度Ｔ１～Ｔ２、区域淋巴结Ｎ０～
Ｎ２、远处转移 Ｍ０及 ＴＮＭ分期Ⅰ ～Ⅱ期患者（Ｐ＜
００５），ＳＬＦＮ１１表达低于高分化、Ｋｉ６７＜７０％、浸润深
度Ｔ１～Ｔ２、区域淋巴结Ｎ０～Ｎ２、远处转移Ｍ０及ＴＮＭ
分期Ⅰ～Ⅱ期患者（Ｐ＜０．０５），见表３。

表３　ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１表达与结直肠癌临床病理特征的关系

临床病理特征 例数（ｎ） ＮＯＣ２Ｌ ＳＬＦＮ１１ Ｐ

性别 男 ６０ １．１３±０．１９ ０．６６±０．１１ ０．７４５
女 ４２ １．１６±０．２３ ０．６９±０．１４

年龄 ≥５５岁 ６６ １．１７±０．２２ ０．６７±０．１２ ０．８１１
＜５５岁 ３６ １．１３±０．２４ ０．６９±０．１３

病变位置 结肠 ６２ １．１６±０．２３ ０．６６±０．１１ ０．９０１
直肠 ４０ １．１４±０．１８ ０．７０±０．１４

病理类型 腺癌 ９２ １．１４±０．１９ ０．６９±０．１３ ０．８４３
其他 １０ １．１７±０．２３ ０．６６±０．１０

病理分级 高分化 ５０ １．１１±０．１６ ０．７２±０．１３ ０．０３１
中低分化 ５２ １．１９±０．１９ ０．６２±０．０８

Ｋｉ６７ ＜７０％ ５９ １．１１±０．０９ ０．７２±０．１１ ０．０１６
≥７０％ ４３ １．２１±０．２３ ０．６１±０．０９

浸润深度 Ｔ１Ｔ２ ４０ １．０９±０．１２ ０．７４±０．１２ ＜０．００１
Ｔ３Ｔ４ ６２ １．２２±０．１９ ０．６０±０．０８

区域淋巴结 Ｎ０Ｎ２ ７０ １．０７±０．１１ ０．７５±０．１３ ＜０．００１
Ｎ３ ３２ １．２５±０．２４ ０．５９±０．０７

远处转移 Ｍ０ ８３ １．０６±０．１４ ０．７６±０．１５ ＜０．００１
Ｍ１ １９ １．２４±０．２５ ０．５９±０．０７

ＴＮＭ分期 Ⅰ～Ⅱ期 ６７ １．０９±０．１６ ０．７３±０．１３ ＜０．００１
Ⅲ～Ⅳ期 ３５ １．２２±０．２４ ０．６１±０．０８

２．３　结直肠癌ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１表达与临床病
理特征的相关性

ＣＲＣ组 ＮＯＣ２Ｌ表达与病理分级、Ｋｉ６７、浸润深
度、区域淋巴结、远处转移、ＴＮＭ分期成正相关（相关
系数ｒ＞０，Ｐ＜０．０５），ＳＬＦＮ１１表达与病理分级、Ｋｉ
６７、浸润深度、区域淋巴结、远处转移、ＴＮＭ分期成负
相关（相关系数ｒ＜０，Ｐ＜０．０５），见表４。

表４　结直肠癌ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１表达与临床病理特征的相关性

临床病理特征
ＮＯＣ２Ｌ ＳＬＦＮ１１

ｒ Ｐ ｒ Ｐ
病理分级 ０．７１７ ０．００６ －０．６３９ ０．０３１
Ｋｉ６７ ０．６５８ ０．０１４ －０．６８４ ０．０２８
浸润深度 ０．６８４ ０．０２７ －０．６８９ ０．００３
区域淋巴结 ０．６９２ ０．００９ －０．６３２ ０．０２７
远处转移 ０．６８３ ０．０２１ －０．６１７ ０．０４２
ＴＮＭ分期 ０．６８１ ０．０３６ －０．６２８ ０．００３

２．４　ＮＯＣ２Ｌ联合 ＳＬＦＮ１１预测结直肠癌患者
预后不良效能

ＮＯＣ２Ｌ联合 ＳＬＦＮ１１预测结直肠癌患者预后不

良的敏感度、特异度及ＡＵＣ显著高于ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１
（Ｐ＜０．０５），见表５。

表５　ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１预测结直肠癌预后不良的效能
检测指标 敏感度 特异度 Ｐ ＡＵＣ Ｓ．Ｅ ９５％ＣＩ
ＮＯＣ２Ｌ ０．６１１ ０．５９２ ０．０１７ ０．６３３ ０．０７４ ０．４２６～１．０２５
ＳＬＦＮ１１ ０．６０４ ０．６１２ ０．０２５ ０．６１８ ０．０６７ ０．４０９～１．１１７

ＮＯＣ２Ｌ联合ＳＬＦＮ１１ ０．８５８ ０．８７７ ０．００３ ０．８６５ ０．１０９ ０．４５２～１．２０３

２．５　结直肠癌预后不良危险因素分析
多因素 Ｃｏｘ回归分析显示 ＮＯＣ２Ｌ≥１．１５、

ＳＬＦＮ１１≤０．６８、病理分级中低分化、Ｋｉ６７≥７０％、浸
润深度Ｔ３Ｔ４、区域淋巴结 Ｎ３、远处转移 Ｍ１及 ＴＮＭ
分期 Ⅲ 期ＩＶ 期 预 后 不 良 的 独 立 危 险 因 素
（Ｐ＜００５），见表６。

表６　结直肠癌死亡危险因素多因素Ｃｏｘ回归分析
因素 赋值 Ｂ ＳＥ Ｗａｌｄχ２ Ｅｘｐ（Ｂ） ９５％ＣＩ Ｐ

ＮＯＣ２Ｌ≥１．１５ ＜１．１５＝０，≥１．１５＝１ １．１４９ ０．１２６ １７．５１２ ３．１５５ １．１４６～５．１６４ ０．０２７
ＳＬＦＮ１１≤０．６８ ＞０．６８＝０，≤０．６８＝１ １．０５７ ０．１１８ １６．４５９ ２．８７８ １．０８９～４．６６７ ０．０３１
病理分级 高分化＝０，中低分化＝１ ０．４６６ ０．０６４ １５．１２２ １．５９４ １．０５４～２．１３３ ０．０１４
Ｋｉ６７ ＜７０％＝０，≥７０％＝１ ０．５１２ ０．０７７ １４．０６５ １．６６９ １．０９２～２．２４５ ０．０２９
浸润深度 Ｔ１Ｔ２＝０，Ｔ３Ｔ４＝１ ０．７０９ ０．０８９ １５．４９１ ２．０３２ １．０５６～３．００８ ０．０４５
区域淋巴结 Ｎ０Ｎ２＝０，Ｎ３＝１ ０．８３５ ０．１０１ １３．６８４ ２．３０５ １．１４２～３．４６８ ０．０２８
远处转移 Ｍ０＝０，Ｍ１＝１ １．０１１ ０．１０９ １５．８７７ ２．７４８ １．１１３～４．３８４ ０．０１９
ＴＮＭ分期 Ⅰ～Ⅱ期＝０，Ⅲ～Ⅳ期＝１ ０．９４５ ０．０９７ １３．６７４ ２．５７３ １．０４５～４．１０１ ０．０３７

２．６　ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１表达与结直肠癌生存期
关系

本研究至随访终点时ＣＲＣ组存活７１例，死亡３１
例。ＮＯＣ２Ｌ≥１．１５且 ＳＬＦＮ１１≤０．６８结直肠癌患者
中位生存期为（３１．０２±３．４３）月，ＮＯＣ２Ｌ＜１．１５或
ＳＬＦＮ１１＞０．６８结直肠癌患者中位生存期为（３８．７７±
４．０２）月，ＮＯＣ２Ｌ≥１．１５且 ＳＬＦＮ１１≤０．６８结直肠癌
患者中位生存期显著低于 ＮＯＣ２Ｌ＜１．１５或 ＳＬＦＮ１１
＞０．６８患者（ＬｏｇＲａｎｋ＝１５．１６５，Ｐ＜０．００１），见图１。

图１　肿瘤组织ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１表达与结直肠癌
生存期ＫＭ生存曲线

１４４湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第５期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



３　讨　论

ＮＯＣ２Ｌ可通过乙酰化 Ｐ５３基因抑制其抑癌基因
功能而发挥促癌基因作用，越来越多的研究发现

ＮＯＣ２Ｌ／Ｐ５３信号通路在肿瘤细胞恶性生物学行为、肿
瘤微环境改变及微血管生成中具有至关重要的作

用
［８］。ＴＣＧＡ数据库生物信息学研究表明 ＮＯＣ２Ｌ在

乳腺癌、胰腺癌及舌鳞癌中表达上调
［９］。凡丹丹等

［４］

发现喉癌患者肿瘤组织 ＮＯＣ２Ｌ表达显著上调且与生
存期及预后等因素相关。ＮＯＣ２Ｌ作为新近发现的基
因其功能尚未明确，基于目前 ＮＯＣ２Ｌ功能的研究进
展推测其可能在结直肠癌中具有促癌基因功能。本

研究发现结直肠癌患者 ＮＯＣ２Ｌ表达显著升高，与
ＴＮＭ分期等病情严重程度指标、预后及生存期密切相
关，提示ＮＯＣ２Ｌ基因在结直肠癌发病机制具有重要
作用，可为其病情及预后评估提供客观证据。

ＳＬＦＮ１１基因在各种因素诱导产生 ＤＮＡ损伤时
通过与ＲＰＡ１交互作用结合至损伤位点，抑制细胞周
期激活并同源重组修复损伤的ＤＮＡ而维持基因ＤＮＡ
完整性，ＳＬＦＮ１１基因功能下降可导致细胞过度增殖
及基因突变

［１０］。越来越多的研究证实 ＳＬＦＮ１１基因
与肿瘤细胞恶性生物学行为、肿瘤免疫逃避耐受及化

疗药物耐药等密切相关，ＳＬＦＮ１１低表达为肿瘤预后
不良的危险因素，为恶性肿瘤诊疗策略制定、方案调

整等潜在的基因水平标志物
［１１１２］。Ｚｈｏｕ等［１３］

体外实

验发现ＳＬＦＮ１１通过 ｍＴＯＲ途径靶向 ＲＰＳ４Ｘ抑制肝
细胞癌的肿瘤发生和转移。Ｍｉｌａｄｉｎｏｖ等［１４］

采用酶联

免疫吸附法检测１５５例结直肠癌患者血清ＳＬＦＮ１１蛋
白表达，发现ＳＬＦＮ１１水平显著下调且与死亡风险负
相关。目前结直肠癌中ＳＬＦＮ１１基因表达与临床病理
特征、病情及预后的关系研究极少，本研究发现结直

肠癌患者ＳＬＦＮ１１表达显著降低且为预后不良的危险
因素，提示ＳＬＦＮ１１基因为结直肠癌病情及预后评估
潜在的标志物。

目前结直肠癌病情及预后评估的主要指标为

ＣＡ１９９等肿瘤标志物及基于增强 ＣＴ评估的 ＴＮＭ分
期，存在临床应用敏感度低、普适性差及滞后性强等

不足，尤其不适合于无实体瘤的根治术后结直肠癌患

者，探索可重复性强的新型标志物为临床亟待解决的

重大问题
［１５１６］。随着基因检测技术显著进步及在临

床中的应用推广，越来越多的研究证实在结直肠癌中

的敏感度及特异度高于影像学分期等传统指标，具有

可重复性强、简单快捷及效费比高等优势
［１７１８］。当前

单个基因指标检测尚存在无法兼顾敏感度及特异度

等缺点，理论上多个指标联合检测可提高敏感度及特

异度，其中两个指标联合检测具有临床应用价值高而

费效比低等优点
［１９２０］。本研究中，ＳＬＦＮ１１联合ＮＯＣ２Ｌ

预测结直肠癌患者预后不良效能显著高于 ＮＯＣ２Ｌ、
ＳＬＦＮ１１，表明ＳＬＦＮ１１联合ＮＯＣ２Ｌ检测可显著提高其
在结直肠癌预后不良预测中的效能，在临床应用中应将

两者紧密结合以提高敏感度及特异度。

综上所述，结直肠癌患者ＮＯＣ２Ｌ、ＳＬＦＮ１１表达与
临床病理特征、预后不良及生存期显著相关，为结直

肠癌病情及预后评估的标志物，两者联合检测可显著

提高在结直肠癌预后不良预测中的效能。值得注意

的是，本研究存在检测指标仍依赖于结直肠癌肿瘤标

本及纳入研究对象少等不足，ＳＬＦＮ１１联合 ＮＯＣ２Ｌ检
测在结直肠癌中的临床价值有待于大规模临床试验

探索。
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健康教育结合营养干预在慢阻肺肺部
感染患者中的应用效果评价

张　孟，朱　静，赵　欣

（蚌埠医科大学第一附属医院急诊内科，安徽 蚌埠 ２３３０００）

摘要：目的 探究基于跨理论模型的健康教育结合营养干预在慢阻肺肺部感染患者中的应用效果。方法 将本院收

治的９０例慢阻肺肺部感染患者，根据随机表法划分为对照组（ｎ＝４５）和观察组（ｎ＝４５），对照组实施标准的营养干预
策略，观察组实施基于跨理论模型的健康教育结合营养干预方案。分别于干预前及干预后１４ｄ，观察两组营养状况，免
疫功能ＣＤ３＋、ＣＤ４＋及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋水平，血气指标二氧化碳分压（ＰａＣＯ２）、动脉血氧分压（ＰａＯ２）、酸碱度（ｐＨ）指标水
平，以及护理依从性。结果 干预后１４ｄ，两组ＡＬＢ和ＰＡ指标均升高，且观察组高于对照组，两组ＮＲＳ２００２评分均下降，
且观察组低于对照组（Ｐ＜０．０５）；两组ＣＤ３＋、ＣＤ４＋及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋水平均提高，且观察组高于对照组（Ｐ＜０．０５）；两组
ＰａＣＯ２水平均降低，且观察组低于对照组，两组ＰａＯ２及ｐＨ指标水平均升高，且观察组高于对照组（Ｐ＜０．０５）；干预后
观察组依从性良好率９５．５６％优于对照组８２．２２％（Ｐ＜０．０５）。结论 通过改善营养状态、增强免疫功能、优化血气分析
指标以及提高依从性，基于跨理论模型的健康教育结合营养干预在慢阻肺肺部感染患者中取得了显著的应用效果。

关键词：跨理论模型；健康教育；营养干预；慢阻肺肺部感染
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ｃｒｅａｓｅｄｉｎｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓ，ｗｉｔｈｌｏｗｅｒｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｓｔｕｄｙｇｒｏｕｐ．ＰａＯ２ａｎｄｐＨｌｅｖｅｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓ，ｗｉｔｈｈｉｇｈｅｒｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｓｔｕｄｙ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｈｅｃｏｍｐｌｉａｎｃｅｒａｔｅｗａｓ９５．５６％ ｉｎｔｈｅｓｔｕｄｙｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｃｈｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ（８２．２２％）（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＢｙｉｍｐｒｏｖｉｎｇｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｓｔａｔｕｓ，ｅｎｈａｎｃｉｎｇｉｍｍｕｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇｂｌｏｏｄｇａｓａｎａｌｙｓｉｓｉｎｄｉ
ｃａｔｏｒｓ，ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ，ｈｅａｌｔｈｅｄｕｃａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｔｒａｎｓｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｍｏｄｅｌｈａｓａｃｈｉｅｖｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｒｅｓｕｌｔｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＣＯＰＤａｎｄｌｕｎｇｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ．
　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｔｒａｎｓｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｍｏｄｅｌ；Ｈｅａｌｔｈｅｄｕｃａｔｉｏｎ；Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ；Ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅａｎｄｌｕｎｇ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
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　　慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ），又称慢阻肺，是一种
以持续气流受限为特征的慢性支气管炎或肺气肿，常

伴随肺心病和呼吸衰竭等并发症，给患者的生命质量

带来显著影响
［１］。慢阻肺的主要症状包括慢性咳嗽、

咳痰和呼吸困难，尤其在活动后呼吸困难表现尤为显

著。该病多发于中老年人，长期吸烟、职业性粉尘和

化学物质接触、空气污染以及有慢阻肺家族史等因素

是主要的高危人群
［２］。据世界卫生组织估计，全球约

有３．２８亿人患有慢阻肺，已成为全球第三大死亡原
因，且其致残率和病死率较高

［３］。在我国，慢阻肺患

者人数约１亿，已经成为与高血压和糖尿病并列的主
要慢性疾病之一，给无数家庭带来沉重的经济负

担
［４］。尽管慢阻肺的预防和治疗方法不断改进，但其

高患病率和高致死率依然是全球公共卫生面临的重

大挑战。目前，公众对慢阻肺的认知仍较低，肺功能

检查和规范治疗的普及率不高，这进一步加剧了疾病

的危害性
［５］。跨理论模型（ＴＴＭ）作为一种成熟的行

为改变理论，提供了理论框架来指导个体在不同阶段

进行健康行为的改变。本研究旨在结合 ＴＴＭ与营养
干预，探索其在改善慢阻肺肺部感染患者健康状况中

的应用效果。

１　资料与方法

１．１　纳入排除标准
纳入标准：①符合中华医学会呼吸病学分会制定

的《慢性阻塞性肺疾病诊治指南（２０２１年修订版）》［６］

中诊断标准，且经影像学检查确诊；②出现肺部感染
指征；③临床资料完整；④患者意识清晰能够配合完
成本研究；⑤患者及家属知情同意本研究。

排除标准：①合并恶性肿瘤及其他呼吸系统疾病
者；②既往胸外科手术史；③重要脏器功能衰竭者；④
语言及听力障碍者；⑤精神疾病者。

１．２　一般资料
纳入２０２２年４月至２０２４年３月间，本院收治的９０

例慢阻肺肺部感染患者，依据随机数字表法进行分组，

各４５例。两组基础资料相当（Ｐ＞０．０５），具体见表１。

表１　两组基础资料比较

组别 例数
性别

平均年龄／岁 平均病程／年
男 女

观察组 ４５ ２６（５７．７８） １９（４２．２２） ６７．５３±８．０９ ３．８７±１．４４
对照组 ４５ ２４（５３．３３） ２１（４６．６７） ６８．０４±９．２１ ３．９１±１．４９

１．３　方法
两组均依据具体病情接受包括常规吸氧、抗感染

措施、支气管扩张治疗及祛痰等在内的综合治疗方案。

　　对照组实施标准的营养干预策略，即患者入院后，
由医护人员与专业营养师共同口头阐述饮食指导原则，

并建议采取分餐制，即少量多次进食。饮食结构上，推

荐以碳水化合物、蛋白质、脂肪按５∶２∶３摄入，同时鼓励
增加富含维生素的果蔬类食品的摄取量。

　　观察组实施基于跨理论模型的健康教育结合营
养干预方案，具体如下。

（１）跨理论模型的健康教育。①前意向阶段。评
估患者认知：首先，医护人员需要评估患者对慢阻肺

和肺部感染相关知识的了解程度，以及他们对改变不

良生活习惯的意愿；建立信任关系：通过耐心的倾听

和同理心的沟通，与患者建立信任关系，为后续的健

康教育奠定基础；提供基础信息：向患者介绍慢阻肺

和肺部感染的基本知识，包括病因、症状、治疗方法

等，同时强调改变不良生活习惯的重要性。②意向阶
段。激发内在动机：通过分享成功案例、数据对比等方

式，激发患者改变不良生活习惯的内在动机；制定初步

计划：与患者共同制定行为改变的初步计划，如戒烟、限

酒、改善饮食习惯等；提供情感支持：医护人员需要给予

患者情感上的支持，帮助患者克服改变过程中的困难和

挑战。③准备阶段。细化计划：根据患者的具体情况，
细化行为改变的计划，包括时间、地点、方式等；提供技

能培训：为患者提供戒烟技巧、营养搭配等技能培训，帮

助其更好地执行计划；设定明确目标：与患者共同设定

短期和长期目标，以衡量行为改变的进展和效果。④行
动阶段。监督执行情况：定期与患者沟通，监督其行为

改变的执行情况，及时给予反馈和建议；调整计划：根据

患者的实际情况和反馈，适时调整行为改变计划，确保

其可行性和有效性；提供持续鼓励：及时给予患者鼓励

和支持，增强其坚持行为改变的信心和动力。⑤维持阶
段。巩固成果：帮助患者巩固行为改变的成果，防止其

回到不良生活习惯；定期随访：定期进行随访和评估，了

解患者的病情变化和行为改变情况；提供持续支持：为

患者提供持续的健康咨询和心理支持，帮助他们保持健

康的生活方式。

（２）营养干预。①饮食调理。制定个性化食谱：
根据患者的营养需求和病情，为其制定个性化的食

谱，确保摄入足够的蛋白质、维生素和矿物质等营养

物质；高蛋白质食物：如鱼、肉、蛋、奶等，有助于维持患

者的肌肉量和免疫功能；高维生素食物：如新鲜蔬菜和

水果，富含维生素Ｃ、维生素Ｅ等抗氧化物质，有助于减
轻肺部炎症和损伤；矿物质补充：如钙、铁、锌等，有助于

维持患者的骨骼健康和免疫功能；避免刺激性食物：叮

嘱患者避免食用辛辣、油腻、易产气等刺激性食物，以免
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加重气喘和腹部饱胀感；少量多餐：鼓励患者采用少量

多餐的饮食方式，减轻胃肠道负担，提高营养吸收效率。

②营养补充。蛋白质补充：慢阻肺患者由于呼吸困难
和咳嗽等症状，容易导致能量消耗增加和营养不良。

因此，需要适量补充蛋白质，如蛋白粉、牛奶等，以维持

身体正常的生理功能；维生素和矿物质补充：慢阻肺患

者容易缺乏维生素Ｄ、钙等营养素，需要适量补充以维
持骨骼健康和免疫功能。③饮食教育。讲解营养知
识：向患者及其家属讲解营养知识，包括各种营养素的

作用、食物来源等，提高患者对营养干预的认识和重视

程度；指导烹饪方法：提供简单易行的烹饪方法，如清

蒸、炖煮等，帮助患者更好地制作健康美味的餐食。④
监测与评估。定期监测：定期监测患者的体重、营养状

况等指标，以及时发现并纠正营养不良等问题；评估效

果：根据监测结果和患者的反馈，评估营养干预的效果，

并适时调整干预方案。

１．４　观察指标
（１）营养状况：分别于干预前及干预后１４ｄ，采用全

自动生化仪测量患者血清白蛋白（ＡＬＢ）、前白蛋白
（ＰＡ）指标情况。采用营养风险筛查２００２（ＮＲＳ２００２）［７］

量表评估营养风险，总评分涵盖疾病严重性、营养状态

恶化程度及年龄三个维度，若 ＮＲＳ２００２的总评分≥３
分，则判定为患者存在营养风险。

（２）免疫功能：在干预前及干预后１４ｄ的清晨空
腹时段，各采集患者外周静脉血５ｍＬ，运用流式细胞
技术测定 Ｔ淋巴细胞中的 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋及 ＣＤ４＋／
ＣＤ８＋水平。

（３）血气指标：采用动脉血气分析仪测量二氧化
碳分压（ＰａＣＯ２）、动脉血氧分压（ＰａＯ２）以及酸碱度
（ｐＨ）指标水平。

（４）依从性［８］：将患者完全配合临床工作人员的

工作安排、严格遵循医嘱、无负面情绪和恐惧心理等

表现视为依从性高；对于愿意接受指导但略有犹豫，

经适度提醒后能够配合的患者，视为依从性一般；而

对于不积极合作、有显著抵触情绪，或完全不配合的

患者，则视为依从性差。依从性良好率 ＝（高依从性
＋依从性一般）／总人数×１００％。

１．５　统计学方法
使用 ＳＰＳＳ２６．０分析处理数据，计量资料采用

（珋ｘ±ｓ）描述，行ｔ检验；计数资料用［ｎ（％）］表示，行
χ２检验，Ｐ＜０．０５视为差异显著。

２　结　果

２．１　两组营养状况比较
干预后１４ｄ，两组ＡＬＢ和ＰＡ指标均升高，且观察

组高于对照组，两组 ＮＲＳ２００２评分均下降，且观察组
低于对照组（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　两组营养状况比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数
ＡＬＢ（ｇ／Ｌ） ＰＡ（ｍｇ／Ｌ） ＮＲＳ２００２评分／分

干预前 干预后１４ｄ 干预前 干预后１４ｄ 干预前 干预后１４ｄ
观察组 ４５ ３１．２３±４．３６ ３７．６７±５．１４＃ １４７．６４±１２．５３ １７５．２６±１５．８３＃ ２．５３±０．８９ １．４９±０．５１＃

对照组 ４５ ３０．９４±４．２２ ３３．５３±４．９１ １４５．８２±１２．４８ １５７．２８±１５．４３ ２．５１±０．９２ １．８４±０．４７

　　与同组干预前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．２　两组免疫功能比较
干预后１４ｄ，两组 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋及 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋水

平均提高，且观察组高于对照组（Ｐ＜０．０５）。见表３。

表３　两组免疫功能比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数
ＣＤ３＋／％ ＣＤ４＋／％ ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

干预前 干预后１４ｄ 干预前 干预后１４ｄ 干预前 干预后１４ｄ
观察组 ４５ ５３．８７±４．４７ ６７．９２±５．３２＃ ２７．４２±２．６４ ３８．３３±３．４２＃ １．０３±０．３６ １．８５±０．２３＃

对照组 ４５ ５４．２５±４．５２ ６３．７４±５．９１ ２７．８３±２．７１ ３６．４１±３．７５ １．０１±０．３４ １．４９±０．２２

　　与同组干预前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．３　两组血气指标比较
干预后１４ｄ，两组ＰａＣＯ２水平均降低，ＰａＯ２及 ｐＨ

指标水平均升高，且观察组变化大于对照组（Ｐ＜
００５）。见表４。

表４　两组血气指标比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数
ＰａＣＯ２／ｍｍＨｇ ＰａＯ２／ｍｍＨｇ ｐＨ

干预前 干预后１４ｄ 干预前 干预后１４ｄ 干预前 干预后１４ｄ
观察组 ４５ ５３．７１±７．３４ ４１．９２±５．４８＃ ６６．４２±５．８３ ８４．２７±４．６２＃ ７．１２±０．１２ ７．３９±０．１７＃

对照组 ４５ ５４．２６±７．５６ ４８．７４±５．７９ ６７．８３±５．９２ ７９．４８±５．４５ ７．１１±０．１４ ７．２６±０．１６

　　与同组干预前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．４　两组依从性比较
干预后，观察组依从性良好率９５．５６％优于对照

组８２．２２％（Ｐ＜０．０５）。见表５。

表５　两组依从性比较［ｎ（％）］

组别 例数 依从性高 依从性一般 依从性差 良好率

观察组 ４５ ２８（６２．２２） １５（３３．３３） ２（４．４４） ４３（９５．５６）

对照组 ４５ １６（３５．５６） ２１（４６．６７） ８（１７．７８） ３７（８２．２２）

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨　论

慢阻肺患者的肺部感染症状多样且严重，包括发

热、咳嗽、咳黄脓痰、胸闷、气喘以及呼吸困难等。在
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病情严重时，患者可能出现呼吸衰竭，表现为全身皮

肤黏膜紫绀、头痛、头晕甚至昏迷。对于这部分患者，

需要积极的抗炎、抗感染治疗，并配合解痉平喘、止

咳、祛痰、雾化、氧疗等综合处理，在必要时，还需使用

呼吸机辅助通气，以改善患者缺氧的状况
［９］。慢阻肺

的患病率和病死率在我国居高不下，且呈上升趋势，

这主要与吸烟、生物燃料暴露、空气污染等危险因素

密切相关，受教育程度、幼儿期慢性咳嗽、家族呼吸系

统疾病史和体质指数等因素亦有影响
［１０］。针对不同

的暴露因素，应制定相应的预防措施以降低慢阻肺的

患病率。此外，慢阻肺肺部感染患者还面临着诊断率

低、治疗不规范等问题，由于肺功能检查的可及性相

对有限，普通人群对慢阻肺的认识不足，导致诊断率

低。同时，在医疗服务和药物供应的可及性方面也存

在明显的区域差异，使得部分患者无法获得及时有效

的治疗，因此，需要进一步提高慢阻肺的诊断率、药物

治疗的可及性和患者自我管理能力，并在各级医疗机

构中对慢阻肺的诊疗指南进行推广，使慢阻肺的诊治

更加规范。

跨理论模型（ＴＴＭ）作为一种行为改变理论，为健
康教育提供了坚实的理论基础，它强调个体在行为改

变过程中的不同阶段和动机，为制定个性化的健康教

育提供了有力的理论框架
［１１］。该模型强调个体在改

变健康行为过程中经历的各个阶段，包括前意向阶

段、意向阶段、准备阶段、行动阶段和维持阶段。通过

这一框架，可以为慢阻肺患者提供更加系统且有针对

性的健康教育干预，帮助他们在每个阶段采取相应的

措施，从而实现行为改变和健康改善。在本研究中，我

院利用ＴＴＭ对患者进行深入的评估，识别其所处的行
为改变阶段，并根据其需求提供针对性的健康教育。

这种个性化的教育方式不仅提高了患者对营养干预的

认知和接受度，还促进了健康行为的形成和维持。同

时，根据患者的营养评估结果，制定个性化的饮食计划，

确保患者获得充足的能量、蛋白质、维生素和矿物质等

营养素，以支持身体的修复和免疫功能的提升。

本研究结果显示，在干预后１４ｄ，两组患者的ＡＬＢ
和ＰＡ指标均有所升高，且观察组的升高幅度显著高
于对照组，与卢小丽等

［１２］
研究相似。ＡＬＢ和ＰＡ是反

映机体营养状况的重要指标，它们的升高表明营养干

预有效改善了患者的营养状态。这一改善不仅有助

于维持患者的肌肉质量和免疫功能，还减少了感染的

风险，为后续的康复奠定了基础。充足的蛋白质摄入

对于修复受损的肺组织、维持呼吸肌功能至关重要。

同时，维生素和矿物质的补充也促进了免疫细胞的增

殖和分化，提高了机体的免疫力。与此同时，两组患

者的ＮＲＳ２００２评分均有所下降，且观察组患者的下降
幅度更大，与张继华等

［１３］
研究一致。ＮＲＳ２００２评分

是评估住院患者营养风险的有效工具，其下降表明患

者的营养风险得到了有效控制，这一结果进一步证实

了ＴＴＭ健康教育结合营养干预在降低患者营养风险
方面的有效性。

在免疫功能方面，两组患者的 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋及
ＣＤ４＋／ＣＤ８＋水平均有所提高，且观察组患者的提高
幅度更为显著，与马升军等

［１４］
研究相似。这些免疫

细胞是机体抵抗外部病原体的重要防线，免疫细胞指

标水平的升高表明营养干预有效增强了患者的免疫

功能。营养状态的改善不仅直接影响了免疫细胞的

增殖和分化，还通过减少感染风险、维持呼吸道完整

性等间接途径增强了免疫功能，这一改善不仅有助于

减少肺部感染的发生，还提高了患者对抗疾病的能

力。此外，ＴＴＭ健康教育通过提高患者对健康行为的
认知，促进了健康行为的形成和维持，这也有助于增

强免疫功能。

血气分析指标的结果显示，两组患者的 ＰａＣＯ２均
有所降低，而ＰａＯ２及 ｐＨ值均有所升高，且观察组患
者的改善程度更为显著，与冯辽辽等

［１５］
研究相符。

这些指标的改善反映了患者呼吸功能的优化和酸碱

平衡的维持。营养状态的改善有助于支持呼吸肌的

功能，提高肺部的通气效率，从而减少二氧化碳的潴

留，增加氧气的利用。同时，肺组织的修复和再生也

改善了肺部的气体交换功能，进一步提高了血气分析

指标。值得注意的是，干预后观察组患者的依从性良

好率高达９５．５６％，显著优于对照组的 ８２．２２％。这
一结果表明ＴＴＭ健康教育在提高患者依从性方面的
有效性，通过识别患者所处的行为改变阶段，提供了

符合其需求的教育策略，使患者更容易理解和接受。

同时，持续的心理支持和家庭、社会的参与也增强了

患者的积极性和自信心，提高了他们的依从性。这种

多维度的支持网络使得观察组患者在干预过程中保

持了高度的参与度和积极性。

综上所述，基于跨理论模型的健康教育结合营养

干预在慢阻肺肺部感染患者中取得了显著的应用效

果。通过改善营养状态、增强免疫功能、优化血气分

析指标以及提高依从性，该干预方案为患者带来了全

面的健康益处。同时，本研究还存在一些局限性，样

本量相对较小，可能限制了结果的普遍性和可靠性。

未来，将进一步扩大样本量，深入研究 ＴＴＭ在不同患
者群体中的适用性，并优化健康教育内容和方法，以

期为ＣＯＰＤ肺部感染患者提供更加精准、有效的健康
管理服务。
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预见性护理在小儿外周静脉留置针输液中的应用分析
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摘要：目的 探讨预见性护理在小儿外周静脉留置针输液中的应用效果。方法 选择我科住院的２５２例外周静脉留
置针输液的患儿为研究对象，随机分成观察组１２６例和对照组１２６例。对照组采用常规护理模式，观察组实行预见性
护理干预，比较两组患儿输液时渗漏发生率、疼痛评分、依从性和家属护理满意度。结果 相较于对照组，观察组输液渗

漏发生率及疼痛评分低，输液依从性及家属护理满意度高，差异均有统计学意义（Ｐ均＜０．０５）。结论 预见性护理的应
用能降低小儿外周静脉留置针输液渗漏的发生率，减轻疼痛，同时提升患儿输液时的依从性及家属对护理的满意度，降

低了护患矛盾和纠纷。
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　　外周静脉留置针输液作为目前住院患儿最常用
的治疗手段

［１］，一方面因其能较长时间维持静脉通路

从而减少反复穿刺导致的血管损伤，减轻了护士的工

作量，但同时也因患儿血管纤细、哭闹好动、依从性

差，输液时极易发生渗漏
［２］。一旦渗漏，不仅影响治

疗效果，延长住院时间，还会导致渗漏部位肿胀疼痛

甚至出现感染组织坏死等，引发护患矛盾和纠纷
［３］。

因此，在临床护理工作中保证小儿外周静脉留置针输

液安全尤为重要。基于此，本研究对小儿外周静脉留

置针输液中应用预见性护理的效果进行分析，为减少

静脉输液渗漏的发生提供参考依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料
研究对象为２０２４年６～１０月在我科住院行外周

静脉留置针输液治疗的２５２例患儿。依照随机数字
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表法分为观察组和对照组，每组１２６例。纳入标准：
①年龄≤２岁；②输注药物在２种以上，输注时间 ＞
６０ｍｉｎ；③输液治疗３ｄ以上。排除标准：合并皮肤破
溃、皮疹、出血点等。观察组中，男７０例，女５６例，平
均年龄（１．３７±０．２３）岁；对照组中，男 ６８例，女 ５８
例，平均年龄（１２９±０．２１）岁。比较两组患儿一般资
料无差异（Ｐ＞０．０５）。医院伦理委员会已批准本研
究，患儿家属均知情并签署同意书。

１．２　方法
对照组给予常规输液护理模式。观察组实行预

见性护理措施，具体如下：①成立由护士长、护理组长
和责任护士等组成的输液安全护理小组，依照患儿各

自的生活特点和心理特征制定出个性化的护理方案，

明确管理职责，将小儿外周静脉留置针输液渗漏纳入

护理质量考核核心指标。②病房电视播放动漫节目
及儿童歌谣，床头摆放儿童玩具，墙壁张贴可爱鲜艳

的卡通画。护士主动下病房和患儿及家属沟通交流，

同患儿玩耍、做游戏等。③输液前，护理小组与患儿
家属积极沟通，就患儿的病情、治疗措施、使用药物及

可能的反应等作详细说明，对家属进行宣教，告知输

液过程中的高风险环节，用和蔼亲切充满自信的语言

与家属交流，让其能有预见性的参与到输液安全护理

工作中，从而更好地配合。护理小组通过评估患儿的

精神心理、静脉血管及输注用药等方面，对穿刺部位

和输液途径进行合理选择，同时做好输液渗漏的预防

工作。留置针穿刺操作由高级责任护士执行，初级责

任护士协助，选择粗直弹性好的血管，遵循规范操作

流程进行穿刺。穿刺成功后用透明无菌敷贴固定留

置针，确保针头稳固的同时方便观察穿刺部位周围的

皮肤。④输液过程中每１０ｍｉｎ责任护士定期巡视病
房，关注患儿的输液情况及可能的不良反应，一旦发

现输液渗漏，马上记录上报并采取有效措施进行处

理。及时纠正家属照护不当的地方，提高患儿的舒适

感。⑤输液完毕后使用无菌生理盐水进行封管，保持
留置针通畅。向家属着重强调减少患儿留置针附近

关节活动强度的重要性，注意保暖，避免哭闹、大汗，

保证充足的休息，定期观察穿刺部位周围皮肤情况，

遇问题及时反馈。

１．３　观察指标
①比较两组输液渗漏发生率：记录两组患儿静脉

输液渗漏发生例数，输液渗漏发生率（％）＝输液渗漏
发生例数／静脉输液总例数 ×１００％［４］。②评估两组
输液时疼痛程度：依照 ＮＩＰＳ评估量表［５］

进行疼痛评

分，分值越高，疼痛程度越重。③比较两组输液时的

依从性：患儿输液时全程躺卧，偶哭闹躁动为完全依

从；患儿常出现哭闹躁动，经家属或护士搂抱哄睡后

坚持输液完毕，称为部分依从；患儿哭闹不止，躁动不

安，需家属及护士搂抱四处走动勉强完成输液，称作

不依从。依从性（％）＝（完全依从例数＋部分依从例
数）／总例数 ×１００％［６］。④调查家属对护理的满意
度：依照住院病人满意度调查表对护理人员的服务态

度、知识宣教、沟通能力、穿刺水平、护理技巧等方面

测评打分，共１０项，每项１～４分，分别对应不满意、
一般、基本满意、满意，满分４０分，分值越高，家属对
护理的满意度越高

［７］。

１．４　统计学方法
所得数据应用统计软件 ＳＰＳＳ１９．０进行分析，两

组患儿疼痛评分及护理满意度以（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ｔ
检验，输液渗漏发生率及依从性以例（％）表示，采用
χ２检验，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　两组输液渗漏发生率比较
观察组输液渗漏发生率２．３８％（３／１２６）比对照组

９．５２％（１２／１２６）低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．２　两组静脉输液时疼痛程度比较
观察组疼痛评分（３．６９±１．３８）分比对照组（４．３７±

１．５４）分低（Ｐ＜０．０５），说明观察组疼痛程度较对照
组轻。

２．３　两组输液时依从性比较
观察组输液时依从性９３．６５％比对照组７３．０２％

高（Ｐ＜０．０５），见表１。

表１　两组患儿输液时依从性比较［ｎ（％）］

组别 例数（ｎ） 完全依从 部分依从 不依从 依从性

观察组 １２６ ９４（７４．６０） ２４（１９．０５） ８（６．３５） １１８（９３．６５）

对照组 １２６ ６２（４９．２１） ３０（２３．８１） ３４（２６．９８） ９２（７３．０２）

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．４　家属对护理满意度比较
观察组家属护理满意度（３５．２９±４．３２）分比对照

组（３１．３２±３．３７）分高（Ｐ＜０．０５）。说明对于护理效
果，观察组家属比对照组更满意。

３　讨　论

小儿外周静脉留置针输液因患儿年龄小，容易哭

闹躁动，难以保持长时间安静状态，同时因其静脉血
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管细且管壁薄，陪护家属对静脉输液的相关知识和注

意事项了解甚少，输液时极易发生渗漏，加重了患儿

痛苦，影响治疗效果，甚至会引发护患矛盾和纠纷。

因此，有必要提前从患儿、陪护家属及护理人员等各

个方面充分考虑到可能导致渗漏发生的因素，进而通

过积极有效的护理干预措施来降低输液渗漏的发生。

本研究观察组在小儿外周静脉留置针输液中采

用预见性护理措施后，渗漏发生率２．３８％低于对照组
９．５２％（Ｐ＜０．０５）。分析原因系加强了对患儿家属的
宣教工作，对发生输液渗漏的高风险环节进行了详细

告知，提高了家属对输液安全的认知，调动了参与输

液管理的积极性，减少了患儿哭闹躁动导致的留置针

针头脱落事件。在出现输液渗漏后第一时间通知责

任护士，护理小组及时采取有效措施避免情况恶化。

同时通过输液安全护理小组的成立及管理职责的明

确，凝集团队智慧，避免导致输液渗漏发生的不当操

作，及时总结，精准掌握科室患儿输液渗漏发生的原

因，就输液安全管理进行有针对性的培训，从长远角

度避免小儿外周静脉留置针输液渗漏的发生，与范嘉

佳等
［８］
报道的“护士技能和素质的强化培训能有效提

升输液护理的质量与效率”一致。

相较于对照组，观察组患儿疼痛评分低，依从性

高，家属护理满意度高（Ｐ＜０．０５），不难看出预见性护
理干预能有效减轻患儿的痛苦，提升输液时的依从

性，提高家属的护理满意度。考虑原因是病房环境的

童趣化布置分散了患儿的注意力，护理人员善意的语

言和良好的行为消除了恐惧心理。输液安全护理小

组成员输液前与家属就患儿病情及相关注意事项等

进行沟通交流，拉近了彼此之间的距离，增进了信任

和配合。同时在全面评估患儿的身体状况后合理选

择血管，由经验丰富的高年资护士负责静脉穿刺，保

证了穿刺成功率，输液过程中加强了病房的巡视，及

时处理发现的问题，留置针封管后又向家属强调了重

要环节，共同保证了患儿输液安全。这与李馨宇等
［９］

提到的观点“预见性护理在小儿静脉输液安全管理中

起到了重要的作用”相同。本研究受限于时间和人

力，仅抽取一家三甲医院的儿科住院患儿，样本量小，

有必要在今后的研究中选取更多医院更多科室，让样

本更具有代表性。

综上所述，预见性护理应用于小儿外周静脉留置

针输液中，能够增强护理人员的工作责任心，调动家

属参与护理管理的积极性，有效减少渗漏的发生，减

轻患儿痛苦，提升输液的依从性，同时显著提高家属

对护理的满意度，值得在临床儿科护理工作中推广。
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摘要：卒中后认知障碍（ＰＳＣＩ）作为血管性认知障碍重要部分，严重影响患者生活质量，其发病与大脑结构、脑血管
危险因素、免疫、“肠脑轴”等多因素相关。针灸治疗为ＰＳＣＩ康复提供新思路，如联合康复训练、药物、电刺激等，但目
前存在穴位处方和治疗方式不统一、研究样本量小且设计有局限、作用机制研究不深入等问题。本文对ＰＳＣＩ的研究进
展及针灸治疗现状进行总结，以期未来加强研究，挖掘针灸治疗ＰＳＣＩ的潜力，为患者提供更有效的治疗手段。
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　　随着社会生活模式的改变，卒中患者的数量逐年
增高，卒中后遗症是困扰卒中患者的一大难题。近年

来，关于卒中后认知障碍（ｐｏｓｔｓｔｒｏｋｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒ
ｍｅｎｔ，ＰＳＣＩ）的研究热度逐年升高。ＰＳＣＩ是血管性认
知障碍的重要组成部分，近１／３卒中后患者及其家庭
受ＰＳＣＩ困扰，带来严重的社会、经济、情感负担，约
４４％的患者在卒中后２～６个月出现整体认知功能障
碍
［１］。虽然大量卒中幸存者的认知功能障碍不足以

达到痴呆的诊断标准，但仍会影响生活质量。一项纳

入１９９５年至２０１７年间发表的２３项研究的系统性综
述
［２］
发现，卒中后第１年的 ＰＳＣＩ合并无痴呆的患病

率为３８％，即每１０位卒中幸存者中就有４位患有非

痴呆标准的认知障碍。

ＰＳＣＩ的恢复及改善程度密切关系着患者的生活
质量，针灸运用于脑卒中康复是中医研究的重要方

面，目前的研究在传统针灸的基础上不断突破常规，

实现针灸与多手段结合，以提高ＰＳＣＩ的临床疗效。

１　ＰＳＣＩ的定义与评估

１．１　ＰＳＣＩ的中西医定义
ＰＳＣＩ是指在卒中事件后出现并持续到６个月时

仍存在的以认知损害为特征的临床综合征，依据认知

受损程度，划分为卒中后认知障碍非痴呆（ｐｏｓｔｓｔｒｏｋｅ
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ｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｎｏｄｅｍｅｎｔｉａ，ＰＳＣＩＮＤ）和卒中后痴
呆（ｐｏｓｔｓｔｒｏｋｅｄｅｍｅｎｔｉａ，ＰＳＤ）［３］。卒中后出现的任何
程度的认知功能损害都可以归属为 ＰＳＣＩ范畴，而
ＰＳＤ是认知功能不断损害的最终结果。在《美国中风
协会的科学声明》中指出，ＰＳＣＩ在卒中后的第一年发
病率可高达６０％，大约４４％的人群卒中后２～６个月
都会发生认知功能的受损

［４］。

ＰＳＣＩ在中医古籍中未见其对应病名。“卒中”可
归于“中风”范畴，根据症状又可称“仆击”“偏枯”“薄

厥”等，“认知障碍”所对应的中医病名可能有“痴呆”

“呆病”“善忘”等，历代医家对此二病均有不同的认

识和记载。至清朝叶天士开始将“中风”及“呆病”联

系起来，后《杂病源流犀烛》一文中指出“中风后善

忘”，正式认识到“中风”后脑络受损、痹阻不通而或是

失于濡养，可使神机失用，发为“痴呆”。

１．２　ＰＳＣＩ的评估方法
ＰＳＣＩ通常要在卒中后３～６个月完成评估，确诊

需具备“明确的卒中诊断”“存在认知损害”及“卒中

和认知损害的时序关系”三个要素
［３］。传统临床评估

常推荐采用的方法有简易精神状态检查（ＭＭＳＥ）、蒙
特利尔认知评估量表（ＭｏＣＡ）、神经行为认知状况检
查量表（ＮＣＳＥ）及神经心理学测试等［５］，但目前有新

的统计研究表明，老年认知功能减退知情者问卷（ＩＱ
ＣＯＤＥ）及阿登布鲁克认知能力检查修订版（ＡＣＥＲ）
对ＰＳＣＩ筛查的准确度更优［６］，有助于临床 ＰＳＣＩ的诊
断更为明确。

２　原因和机制

２．１　ＰＳＣＩ与大脑
２．１．１　ＰＳＣＩ与大脑结构

ＰＳＣＩ与大脑结构相关。通常情况下，小血管病变
是引起血管性认知障碍或痴呆最重要的危险因素，但

ＰＳＣＩ的区别在于其继发于脑卒中后，且影像学可明确
诊断大脑病灶的发生，相较于隐匿的小血管病变，卒

中时损伤的脑区面积更明显，可直接导致脑组织、结

构破坏，造成大脑拓扑改变，通过复杂脑网络分析技

术，可以发现 ＰＳＣＩ与卒中后引发归一化特征路径长
度的增加以及右侧海马节点效率的降低有关，网络拓

扑结构破坏是其发病的结构基础
［７］。卒中后患者的

脑组织出现破坏，大脑会在几分钟内进行重塑，以弥

补神经组织功能的缺失，重塑后的大脑功能与卒中前

有差别；在运用动态静息状态功能的 ＭＲＩ技术，研究
急性缺血性卒中患者的运动网络连接的瞬态配置

［８］

表明，缺血性脑卒中会导致不同网络之间的连通性发

生变化、网络交互的时间发生改变。对于缺血性脑卒

中患者而言，梗死累及大脑皮层及皮层下时可发现认

知功能有明显下降，且与梗死体积的大小有关，梗死

灶越大，神经功能缺失越严重，增加罹患 ＰＳＣＩ的风
险
［９］。在一项收集了 ２９５０例患者样本的统计分析

中，左额颞叶、左丘脑和右顶叶的梗死与 ＰＳＣＩ关系更
为密切

［１０］。故脑卒中致大脑组织结构损伤是ＰＳＣＩ发
病最初的基础。

２．１．２　ＰＳＣＩ与脑血管危险因素
包含房颤、糖尿病、饮酒、吸烟等在内的血管危险

因素是ＰＳＣＩ的重要影响因素之一。卒中后进行适当
的血管风险管理，包括抗血小板、抗高血压、他汀类药

物及抗凝药物的治疗等方式可以减少认知障碍的发

生率，积极的血管危险因素治疗可能可以通过预防血

管总负担潜在地预防 ＰＳＤ［１１］。研究［１２］
表明，在有血

管危险因素的前提下，患者 ＭｏＣＡ评分更低，表现出
的注意力更差；患有房颤的患者在卒中后第１８个月
时语言功能较差，患有冠心病的患者在第１８个月则
体现在 ＭｏＣＡ评分较差。血压是血管危险因素中的
关键，适当的运用降压药对 ＰＳＣＩ患者的认知能力有
保护作用，例如血管紧张素Ⅱ受体阻滞剂可以减轻炎
症、保护血管内皮和线粒体功能、维护血脑屏障和脑

血流量。然而新的研究
［１３］
表明高血压可能是ＰＳＣＩ的

保护因素，对于部分卒中后患者而言需要依赖较高的

血压来维持卒中后的脑灌注，尤其在老年患者身上更

为明显。目前总体而言，没有血管危险因素的患者

ＰＳＣＩ发病率更低，已患 ＰＳＣＩ的无血管危险因素病人
预后效果更好。

２．２　ＰＳＣＩ与非神经系统性病变
２．２．１　ＰＳＣＩ与免疫

免疫系统是人体重要的卫外屏障，也是加重卒中

后血管性损害的重要因素。全身免疫炎症指数（ＳＩＩ）
是近年受关注的一种新型综合炎症指标，综合参考了

外周淋巴细胞、中性粒细胞、血小板计数。研究
［１４］
发

现，急性缺血性脑卒中认知障碍患者的 ＳＩＩ指数明显
高于无认知障碍的患者，即使在控制了一些相关因素

（如性别、年龄等）后，ＳＩＩ评分仍与 ＰＳＣＩ之间存在明
显的正相关。脑缺血后机体会释放损伤相关的因子，

激活大脑内的免疫细胞并促进外周先天免疫发生，从

而加重血管损伤。另有研究
［１５］
表明，先天免疫标志

物———包括中性粒细胞百分比、中性粒细胞值、ＮＬＲ
和ＳＩＩ的升高增加了ＰＳＣＩ的患病风险，而适应性免疫
标志物升高则与之相反，例如淋巴细胞比率升高反而

会使ＰＳＣＩ的患病风险降低。这些免疫指标的监测可
能可以为临床提供 ＰＳＣＩ进展及预后的辅助判断
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依据。

２．２．２　ＰＳＣＩ与“肠脑轴”学说
ＷｉｌｌｉａｍＪａｍｅｓ和 ＣａｒｌＬａｎｇｅ的微生物肠脑轴

（ＭＧＢＡ）学说是指肠道微生物群和中枢神经系统通
过神经、内分泌及免疫机制相互作用，形成双向调节

轴，肠道微生物群的种类和数量的病理性变化会破坏

ＭＧＢＡ信号，影响缺血性脑卒中的预后。研究［１６］
表

明，ＰＳＣＩ患者肠道微生物群出现明显改变，丰富度减
少。短链脂肪酸（ＳＣＦＡ）是肠道菌群的代谢产物，它
的缺乏与否与 ＰＳＣＩ的发生显著相关，ＳＣＦＡｓ可以与
游离脂肪酸受体作用，从而抑制组蛋白去乙酰化，经

血脑屏障进入大脑，影响小胶质细胞，减少神经系统

炎症，在ＭＢＧＡ中发挥重要作用，而卒中后肠道产生
ＳＣＦＡ的菌群减少，降低了卒中后神经炎症的抑制作
用，从而加速ＰＳＣＩ的发生。此外，菌群代谢产物脂多
糖（ＬＰＳ）和丁酸盐也参与了ＰＳＣＩ患者体内肠脑之间
的相互作用。当卒中患者肠道生态失衡时，大肠杆菌

等革兰阴性菌合成大量 ＬＰＳ，过量的 ＬＰＳ与 Ｔｏｌｌ样受
体结合，进而导致促炎细胞因子产生，引发全身炎症

反应，破环血脑屏障，使其他毒性代谢物、病原体等进

入大脑，加重脑损伤，加速 ＰＳＣＩ进程。丁酸盐可以使
Ａｋｔ磷酸化，抑制小胶质细胞活化，缩小梗死面积及减
少神经元凋亡，调节中枢神经系统，对 ＰＳＣＩ的预后起
正向作用

［１７］。

２．２．３　ＰＳＣＩ与胰岛素样生长因子（ＩＧＦ）１、Ｔａｕ蛋白
有研究

［１８］
运用酶联免疫吸附试验对患者血清进

行分析，发现 ＰＳＣＩ患者的血清胰岛素样生长因子
（ＩＧＦ）１较非ＰＳＣＩ组患者低，Ｔａｕ蛋白水平较非ＰＳＣＩ
患者高；基于 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ分析，（ＩＧＦ）１、Ｔａｕ蛋白均为老
年轻型缺血性脑卒中患者发生 ＰＳＣＩ的独立危险因
素。Ｔａｕ蛋白磷酸化程度影响神经元变性，其病理性
升高是诱发 ＰＳＣＩ的危险因素；（ＩＧＦ）１在神经元生
长、凋亡、能量代谢中起重要调控作用，在卒中动物模

型中具有神经保护性
［１９］，（ＩＧＦ）１水平降低则神经保

护作用减弱，ＰＳＣＩ患病风险增高。
２．２．４　ＰＳＣＩ与ＨＡＬＰ评分

ＨＡＬＰ评分整合部分免疫状态指标，包括血红蛋
白、白蛋白、淋巴细胞和血小板

［２０］，通过采集空腹外

周静脉血指标即血常规等，进行 ＨＡＬＰ评分。对于急
性缺血性卒中患者，与非 ＰＳＣＩ组相比，ＰＳＣＩ组的
ＨＡＬＰ评分更低，具体表现为血红蛋白、白蛋白、淋巴
细胞数较低，而血小板计数则略高。较低 ＨＡＬＰ评分
反应患者较低的营养状态和较活跃的炎症反应，

ＨＡＬＰ评分≤３３．９０分与ＰＳＣＩ发展显著相关［２１］。

２．３　ＰＳＣＩ与卒中前脑储备
ＰＳＣＩ的发病与卒中前的认知有关，其一参考指标

为卒中前的文化水平，ＰＳＣＩ发生概率与文化程度呈负
相关

［２２］，教育水平越高表示认知储备越好，卒中后则

有更多神经代偿资源以抵消相关病理生理变化。研

究
［２３］
发现，受教育程度低的患者罹患 ＰＳＣＩ的概率是

受教育高的患者的３．０３倍。不同个体的大脑储备、
认知储备、大脑维持和代偿程度不同，在卒中后能抵

消不同程度的功能损害，这种代偿称为“病理弹性”，

尽管卒中后大脑物理结构破坏，但它仍能以某种方式

提供维持剩余认知功能的能力。生活经历会影响大

脑储备，通过后天的训练，可以提升脑储备量，接受越

高的教育获得的认知储备越大，在卒中后神经退化时

可以形成对冲，减轻脑损伤带来的功能丧失
［２４］。

３　针灸治疗现状

３．１　针灸理论指导ＰＳＣＩ治疗
用中医针灸理论指导干预 ＰＳＣＩ治疗，为 ＰＳＣＩ诊

疗提供多条思路。针灸可从调本位、固先天、补后天

三方面对 ＰＳＣＩ患者进行干预治疗，即“通督脉调心
脑”“益肾精充脑髓”“补脾胃输精微”三部分并调，达

到治疗的目的。“通督醒神”针刺法依据“脑为髓海”

“督脉入络脑”的观点提出督脉经气虚少及瘀阻是导

致认知功能异常的关键，故总结出“通督醒神”为治疗

ＰＳＣＩ总纲，主穴取“百会”“神庭”［２５］。“脑肠同治”针
刺以脑肠轴为基础，针刺从经络循行及功能再析 ＰＳ
ＣＩ发病的关系，发现足阳明胃经、手阳明大肠经和手
太阳小肠经循行路线均经过头面，加之胃肠道消化和

吸收水谷精微并向外布散，向上可滋养脑髓，以上与

“脑肠”轴途径重合，故取穴时除头部局部取神庭、百
会、四神聪外，还在远端配用足三里、合谷，共奏和胃

健脾、开窍醒神、安神益智之效
［２６］。“毒损脑络从

化”理论认为浊毒是诱发ＰＳＣＩ的关键物质，会使脑络
失养、受损，故治疗关键在于解毒，祛除毒邪以减少损

害，从而使脑络气畅血和，神机自复。针刺选穴多以

化痰祛瘀解毒，除头部选穴外加取丰隆、足三里、血

海
［２７］。“心脑肾轴”以督脉为枢机，病位在脑，发病

关键在心神失用，发病根本在肾虚髓减，三者自上而

下相通，选穴应顾及三者同治，故取四神聪、百会、神

庭治脑，神门、内关调心，三阴交、太溪益肾
［２８］。“涌

泉灸”在针刺的基础上加艾灸涌泉以益精填髓、开窍

醒神、疏通经络，通过艾灸的温补作用促进肾气生成

和肾精的积累，从而达到补肾充髓养脑的目的来改善

ＰＳＣＩ患者的症状［２９］。
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３．２　针灸联合其他方法干预
３．２．１　针灸联合康复训练

ＰＳＣＩ康复治疗包含多方面。运动疗法依据患者
的情况制定运动计划，有氧运动可以改善患者注意

力，提高神经可塑性，改善认知表现；作业治疗更具有

针对性的锻炼患者的生活能力，包括穿衣、洗漱、进食

等日常活动，帮助患者早日实现生活能力自理，促进

认知恢复
［３０］。康复机器人广泛运用于卒中后的治

疗，可以改善卒中后患者的肢体功能运动，进而改善

病人心理状态。有研究
［３１］
表明，手法治疗联合康复

机器人治疗能降低患者体内 ＣＲＰ指标，降低炎症反
应，保护脑神经，延缓ＰＳＣＩ进程。

在康复训练的基础上配合针灸治疗，与单纯康复

治疗相比，可以进一步提高 ＰＳＣＩ患者的认知水平执
行功能

［３２］。临床研究
［３３］
证实，在认知康复训练基础

上加予“通督调神”针刺法，即患侧取穴百会、神庭、印

堂、四神聪、肩髃、曲池、外关、合谷、梁丘、足三里、解

溪、太冲，留针３０ｍｉｎ，施以平补平泻法，４周后患者的
认知能力、生活自理能力和运动功能均比未行针刺干

预组有更大的提升。除针刺外，艾灸在治疗 ＰＳＣＩ方
面也被发现有临床疗效，有言“药之不及，针之不到，

必须灸之”，在康复基础上对百会、神庭行艾条旋起

灸，每次１５～２０ｍｉｎ，１次／ｄ，每周５次，４周后患者的
认知、生活、记忆、执行等能力较单纯进行康复训练组

有更明显的进步，这可能与艾灸热效应改变血流动力

学、扩张脑血管、改善供氧有关
［３４］。

３．２．２　针灸联合药物治疗
胆碱酯酶抑制剂和非竞争性 Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸

受体拮抗剂治疗是临床研究中证明有较好疗效的药

物，ＰＳＣＩ患者经６个月胆碱酯酶抑制剂治疗后认知功
能可保持较稳定水平

［３５］。临床推荐胆碱酯酶抑制剂

多奈哌齐、卡巴拉汀为改善认知功能和日常生活的一

线用药
［１］。

针药结合治疗 ＰＳＣＩ是临床的一大趋势。“靳三
针”联合多奈哌齐治疗ＰＳＣＩ，取穴“颞三针”“四神针”
及“智三针”，有效率明显高于单纯多奈哌齐干预组，

颞三针取穴位置对应了大脑颞叶位于头皮的投射区，

刺激此区可能可以改善语言、记忆功能，智三针穴取

神庭穴及两侧本神穴，与神志病治疗密切相关，四神

针为前、后、左、右四神聪穴，位于癫顶，汇聚诸身之

阳，刺之可调阳气而复脑络经气
［３６］。此外，中药复方

与针灸联合也逐渐受到关注，有荟萃分析表明，针灸

联合其他疗法治疗 ＰＳＣＩ疗效显著，但针灸联合中药
方剂可能是最有效方法，但临床应用需根据患者证型

选择穴位和中药方剂
［３７］。

３．２．３　针刺联合电刺激
电针在原始针刺基础上连接电针仪，可以对被治

疗者产生持续的刺激，普遍运用于临床治疗中。一项

纳入了８９６例实验患者的荟萃分析表明，电针组的
ＭＭＳＥ、ＭｏＣＡ、ＦＭＡ积分的改善程度优于对照组，电针
组Ｐ３００潜伏期低于对照组且波幅高于对照组，说明
电针的运用可以提高ＰＳＣＩ的临床疗效［３８］。有研究发

现，电针不仅可以改变大鼠海马形态，还起到抑制小

胶质细胞的激活、减弱ＴＬＲ４／ＮＦκＢ／ＮＬＲＰ３信号通路
的作用，抑制 ＮＬＲＰ３相关炎症细胞因子的 ｍＲＮＡ水
平而减少神经炎症发生，以此提高大鼠学习和记忆能

力
［３９］；也可通过抑制 Ｐ２Ｘ７Ｒ表达，减少炎症和活性

氧，改善缺血性中风大鼠的记忆损伤
［４０］；电针还可通

过介入ｍＴＯＲＮＬＲＰ３自噬炎症途径干预 ＰＳＣＩ，包括
减少ＭＣＡＯ大鼠细胞凋亡、炎症、自噬等进程［４１］；此

外，电针或许能够通过增强 ＢＤＮＦ／ＴＲＫＢ／ＣＲＥＢ信号
通路中相关蛋白的水平，刺激突触可塑性关键蛋白

ＰＳＤ９５和ＳＹＮ的产生，修复突触的超微结构，强化突
触的适应能力，从而减轻因脑缺血再灌注损伤而导致

的大鼠认知功能下降
［４２］。

３．３　针灸治疗ＰＳＣＩ问题与挑战
３．３．１　统一处方与治疗规范

当前，在针灸治疗 ＰＳＣＩ领域，穴位处方和治疗方
式繁杂多样，尚未形成统一规范。不同的研究成果以

及临床医生在实际操作中，于穴位选择、针刺手法运

用、治疗频率设定和疗程安排等方面均存在显著差

异。这种状况不仅使得研究结果难以相互比较和整

合，也给该疗法的推广应用带来了困难，致使难以对

针灸治疗ＰＳＣＩ的实际疗效进行客观、准确的评估。
３．３．２　样本量大小与研究设计

关于针灸治疗ＰＳＣＩ的临床研究存在样本量偏小
的问题，同时研究设计也存在一定局限性。在研究过

程中，随机对照实施的不够严格，无法有效控制混杂

因素对研究结果的影响；盲法的应用不够完善，可能

导致研究结果受到主观因素干扰。这些问题严重削

弱了研究结果的可靠性和说服力，使得研究成果难以

在更广泛的范围内得到认可和推广。此外，现有研究

大多侧重于观察短期疗效，对于针灸治疗 ＰＳＣＩ的长
期效果及安全性，缺乏深入、系统的研究，无法为临床

实践提供全面的参考依据。

３．３．３　研究机制深度不足
尽管目前研究者已对针灸治疗 ＰＳＣＩ的作用机制

展开了一定的研究探索，但整体研究深度仍有待提

高。现有的多数研究仅从神经递质水平、脑血流变化

等较为基础的层面进行初步分析，对于针灸刺激所产
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生的信号如何通过复杂的神经传导通路对大脑神经

功能进行调节，以及针灸在基因表达、蛋白质组学等

微观层面所产生的影响，仍需进一步探索。要实现对

针灸治疗ＰＳＣＩ内在机制的全面认识，还需不断研究，
以进一步优化针灸治疗方案，提升其临床疗效。

４　小　结

ＰＳＣＩ是临床面临的卒中后难题，与患者生活质量
息息相关，其发病机制并非单一，是多个系统综合作

用的结果，故在诊疗过程中，应从整体出发，早期发现

和预防，采用多元化康复手段制定个性化方案，帮助

患者早日回归家庭。针灸作为一种传统的中医疗法，

在治疗卒中后认知障碍方面具有独特的优势和潜在

的应用价值，其通过多种机制，能够有效改善 ＰＳＣＩ患
者的认知功能。目前，针灸治疗 ＰＳＣＩ仍面临一些问
题和挑战，未来，需要加强相关研究，制定标准化治疗

方案，开展高质量的临床研究，深入探索作用机制，进

一步挖掘针灸在治疗 ＰＳＣＩ中的潜力，为广大 ＰＳＣＩ患
者提供更有效的治疗手段。

参考文献：

［１］ＬＯＪＷ，ＣＲＡＷＦＯＲＤＪＤ，ＤＥＳＭＯＮＤＤＷ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｆｉｌｅｏｆ
ａｎｄｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｓｆｏｒｐｏｓｔｓｔｒｏｋｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｉｎｄｉｖｅｒｓｅ
ｅｔｈｎｏｒｅｇｉｏｎａｌｇｒｏｕｐｓ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ，２０１９，９３（２４）：ｅ２２５７

［２］ＳＥＸＴＯＮＥ，ＭＣＬＯＵＧＨＬＩＮＡ，ＷＩＬＬＩＡＭＳＤＪ，ｅｔａｌ．Ｓｙｓｔｅｍ
ａｔｉｃｒｅｖｉｅｗａｎｄｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍ
ｐａｉｒｍｅｎｔｎｏｄｅｍｅｎｔｉａｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔｙｅａｒｐｏｓｔｓｔｒｏｋｅ［Ｊ］．Ｅｕｒｏｐｅ
ａｎＳｔｒｏｋｅＪｏｕｒｎａｌ，２０１９，４（２）：１６０

［３］汪凯，董强，郁金泰，等．卒中后认知障碍管理专家共识
２０２１［Ｊ］．中国卒中杂志，２０２１，１６（４）：３７６

［４］ＥＬＨＵＳＳＥＩＮＩＮ，ＫＡＴＺＡＮＩＬ，ＲＯＳＴＮＳ，ｅｔａｌ．Ｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍ
ｐａｉｒｍｅｎｔａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉｃａｎｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｓｔｒｏｋｅ：ａｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ｓｔａｔｅｍｅｎｔｆｒｏｍ ｔｈｅＡｍｅｒｉｃａｎＨｅａｒｔＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ／Ａｍｅｒｉｃａｎ
ＳｔｒｏｋｅＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｔｒｏｋｅ，２０２３，５４（６）：ｅ２７２

［５］张通，赵军，李雪萍，等．中国脑血管病临床管理指南（第２
版）（节选）—第８章脑血管病康复管理［Ｊ］．中国卒中杂
志，２０２３，１８（９）：１０３６

［６］马玉霞，杨依依，魏晓琴，等．卒中后认知障碍评估工具筛查
准确性的Ｍｅｔａ分析［Ｊ］．中国全科医学，２０２４，２７（３２）：４０６６

［７］蔡玉姣，李洋，杜睿，等．基于脑结构网络分析技术对卒中
后认知障碍的预测研究［Ｊ］．临床放射学杂志，２０２４，４３
（６）：９０５

［８］ＢＯＮＫＨＯＦＦＡＫ，ＥＳＰＩＮＯＺＡＦＡ，ＧＡＺＵＬＡＨ，ｅｔａｌ．Ａｃｕｔｅ
ｉｓｃｈａｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅａｌｔｅｒｓｔｈｅｂｒａｉｎ＇ｓｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｄｉｓｔｉｎｃｔｄｙ
ｎａｍｉｃｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙｓｔａｔｅｓ［Ｊ］．Ｂｒａｉｎ，２０２０，１４３（５）：１５２５

［９］曾译萱，刘煊，王银雪，等．急性轻型缺血性卒中后认知障
碍临床及影像学特征分析［Ｊ］．阿尔茨海默病及相关病杂
志，２０２２，５（２）：１０３

［１０］ＷＥＡＶＥＲＮＡ，ＫＵＩＪＦＨＪ，ＡＢＥＮＨＰ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒａｔｅｇｉｃｉｎｆａｒｃｔ
ｌｏｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｐｏｓｔｓｔｒｏｋｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ：ａｐｏｏｌｅｄａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｐａｔｉｅｎｔｄａｔａｆｒｏｍ１２ａｃｕｔｅｉｓｃｈａｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅｃｏ
ｈｏｒｔｓ［Ｊ］．ＬａｎｃｅｔＮｅｕｒｏｌ，２０２１，２０（６）：４４８

［１１］ＭＩＪＡＪＬＯＶＩ ＭＤ，ＰＡＶＬＯＶＩ Ａ，ＢＲＡＩＮＩＮＭ，ｅｔａｌ．Ｐｏｓｔ
ｓｔｒｏｋｅｄｅｍｅｎｔｉａａｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＢＭＣＭｅｄ，２０１７，
１５（１）：１１

［１２］ＡＡＭＳ，ＧＹＮＮＩＬＤＭＮ，ＭＵＮＴＨＥＫＡＡＳＲ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｍｐａｃｔ
ｏｆｖａｓｃｕｌａｒｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｓｏｎｐｏｓｔｓｔｒｏｋｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ：ｔｈｅ
ｎｏｒＣＯＡＳＴｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＮｅｕｒｏｌ，２０２１，１２：６７８７９４

［１３］ＨＥＡ，ＷＡＮＧＺ，ＷＵＸ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｐｏｓｔｓｔｒｏｋｅｃｏｇｎｉ
ｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｆｉｒｓｔｅｖｅｒｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅ：ａ
ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｅｒｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｙｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＬａｎｃｅｔＲｅｇ
ＨｅａｌｔｈＷｅｓｔＰａｃ，２０２３，３３：１００６８７

［１４］ＢＡＯＹ，ＷＡＮＧＬ，ＤＵＣ，ｅｔ．ａｌ．Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｓｙｓｔｅｍｉｃ
ｉｍｍｕｎｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｄｅｘａｎｄｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔａｆｔｅｒａ
ｃｕｔｅｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＳｃｉ，２０２３，１３（３）：４６４

［１５］ＺＨＡＯＰ，ＺＨＡＮＧＧ，ＷＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｉｍｍｕｎｉｔｙｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔａｆｔｅｒａｃｕｔｅｍｉｎｏｒｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｓｔｒｏｋｅａｎｄｔｒａｎｓｉｅｎｔｉｓｃｈｅｍｉｃａｔｔａｃｋ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０２４，１４
（１）：１６２０１

［１６］ＬＩＵＹ，ＫＯＮＧＣ，ＧＯＮＧＬ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｔ
ｓｔｒｏｋｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔａｎｄｇｕｔｍｉｃｒｏｂｉｏｔａａｎｄｉｔｓｃｏｒｒｅ
ｓｐｏｎｄｉｎｇｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ［Ｊ］．ＪＡｌｚｈｅｉｍｅｒｓＤｉｓ，２０２０，７３（４）：１４５５

［１７］吕转，王亚敏，刘瑞东，等．肠道微生物肠脑轴与卒中后
认知障碍的相关性研究进展［Ｊ］．解放军医学杂志，２０２４，
４９（９）：１０７３

［１８］方建伟，沈永玲，程飞，等．血清 ＩＧＦ１、Ｔａｕ蛋白对老年轻
型缺血性脑卒中患者脑卒中后认知障碍的预测价值［Ｊ］．
中国老年学杂志，２０２４，４４（１３）：３１５８

［１９］ＷＡＮＧＲ，ＢＡＯＨ，ＺＨＡＮＧＳ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ１８６５ｐｐｒｏｍｏｔｅｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＩＧＦ１ｉｎＳＨＳＹ５ＹＯＧＤ／Ｒｍｏｄｅｌ［Ｊ］．
ＩｎｔＪＢｉｏｌＳｃｉ，２０１８，１４（１３）：１７９１

［２０］周涛，哈斯也提·依不来音．ＨＡＬＰ评分在卒中后认知障
碍发生中的作用［Ｊ］．内蒙古医学杂志，２０２４，５６（６）：７１９

［２１］周涛，戴莉莉，宋雨影，等．缺血性卒中急性期 ＨＡＬＰ评分
与卒中后认知障碍相关性研究［Ｊ］．海南医学院学报，
２０２４，３０（１３）：９８２

［２２］涂舒婷，林嘉滢，庄金阳，等．脑卒中后认知障碍发病现状
及相关因素分析：一项基于脑卒中全周期康复的多中心横

断面研究［Ｊ］．中国全科医学，２０２４，２７（２３）：２８２９
［２３］ＤＩＮＧＭＹ，ＸＵＹ，ＷＡＮＧＹＺ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｄｉｃｔｏｒｓｏｆｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔａｆｔｅｒｓｔｒｏｋｅ：ａｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅｓｔｒｏｋｅｃｏｈｏｒｔｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ｊ
ＡｌｚｈｅｉｍｅｒｓＤｉｓ，２０１９，７１（４）：１１３９

［２４］ＳＴＥＲＮＹ，ＢＡＲＮＥＳＣＡ，ＧＲＡＤＹＣ，ｅｔａｌ．Ｂｒａｉｎｒｅｓｅｒｖｅ，
ｃｏｇｎｉｔｉｖｅｒｅｓｅｒｖｅ，ｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ，ａｎｄｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ：ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｉ
ｚａｔｉｏｎ，ｖａｌｉｄｉｔｙ，ａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｃｏｇｎｉｔｉｖｅｒｅｓｉｌｉｅｎｃｅ［Ｊ］．
ＮｅｕｒｏｂｉｏｌＡｇｉｎｇ，２０１９，８３：１２４

［２５］阮晓迪，高静，吕转，等．通督醒神针刺法对脑缺血再灌注
后学习记忆障碍模型大鼠海马组织 ＡＭＰＡ受体及其辅助
蛋白表达的影响［Ｊ］．中医杂志，２０２３，６４（２３）：２４３５

［２６］黄桂榕，林琴，许文威，等．“脑肠同治”针刺疗法治疗脑卒
中后认知障碍的临床效果［Ｊ］．中国当代医药，２０２４，３１
（３）：１２９

［２７］李冰，王嘉麟．从“毒损脑络从化”理论探讨脑卒中后认
知障碍病机及针刺治疗思路［Ｊ］．山东中医杂志，２０２４，４３
（５）：５０８ （下转第４６０页）

５５４湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第５期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



引文格式：黄兴琼，张丹丹，陈迷，等．二氢杨梅素治疗糖尿病及并发症的研究进展［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学版），２０２５，３９（５）：
４５６－４６０．

　　　　　　　　　　二氢杨梅素治疗糖尿病及并发症的研究进展　　　　　　　　　?

黄兴琼，张丹丹，陈　迷，张胜南

（湖北科技学院医学部药学院，湖北 咸宁 ４３７１００）

摘要：本文总结了二氢杨梅素（ＤＭＹ）在糖尿病及其并发症如糖尿病心肌病、糖尿病视网膜病变、糖尿病肾病、糖尿
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　　糖尿病是一种由胰岛素分泌缺陷或胰岛素抵抗
引起的高血糖为特征的代谢性疾病。流行病学研究

报告指出，预计到２１世纪中叶，全球糖尿病患者会达
到７亿人左右［１］。糖尿病长期高血糖还会损害各种

组织和器官如心脏、肾脏、眼睛、周围神经、大脑等。

临床上对于糖尿病相关内容研究较多，但仍缺乏安全

有效的理想药物治疗。

二氢杨梅素（ＤＭＹ）属于黄酮类化合物，广泛存在
于葡萄科蛇葡萄属植物中

［２］。ＤＭＹ药理活性非常广
泛，Ｘｕ等［３］

发现 ＤＭＹ可以延缓糖尿病及其并发症的
进展，从而改善患者的生活质量。此外，ＤＭＹ还具有
抗氧化活性、清除自由基、修复氧化应激相关损伤的

药理作用
［４］。近年来 ＤＭＹ的抗炎作用也有报道［５］。

本文详细总结了ＤＭＹ在糖尿病及其并发症中作用的
现状，为糖尿病及其并发症的药物研发提供有效参

考。

１　ＤＭＹ在糖尿病中的作用

胰岛素是机体内重要的代谢激素，它能促进机体

内肝脏、骨骼肌和脂肪对血液中葡萄糖的摄取和利

用
［６］。当这些发挥生理效应的靶器官对胰岛素敏感

性下降，就会出现胰岛素抵抗（ＩＲ）［７］。ＩＲ状态下，体
内葡萄糖代谢出现障碍。即使胰岛素分泌代偿性增

加，但体内血糖浓度不降反升。胰岛素分泌与血糖之
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间的长期失衡，会导致胰岛β细胞分泌功能受损促进
糖尿病的发生

［８］。

研究
［９］
表明，炎性因子失调是引发 ＩＲ的重要因

素之一。核内转录因子κＢ（ＮＦκＢ）可抑制 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ信号通路，参与ＩＲ［１０］。ｃＪｕｎ氨基端激酶（ＪＮＫ）
可降低胰岛素受体底物（ＩＲＳ１）的表达及磷酸化水
平，进而抑制 ＰＩ３ＫＡＫＴ通路，参与 ＩＲ的发生［１１］。

Ｈｏｕ等［１２］
采用高脂饲料（ＨＦＤ）诱导小鼠 ＩＲ，结果显

示ＨＦＤ导致脂肪组织中炎症因子增加，ＤＭＹ激活脂
肪组织能量代谢传感器并抑制ＨＦＤ诱导的ＮＦκＢ和
ＪＮＫ。ＤＭＹ逆转了ＨＦＤ诱导的对 ＩＲＳ１和 ＡＫＴ的抑
制，最终增加了葡萄糖摄取转运蛋白４表达；其体外
实验结果也进一步证实ＤＭＹ可以改善由ＴＮＦα处理
３Ｔ３Ｌ１细胞诱导的胰岛素抵抗模型［１２］。这些研究表

明ＤＭＹ改善了ＨＦＤ小鼠中炎症诱导的ＩＲ。

２　ＤＭＹ在糖尿病并发症中的作用

２．１　糖尿病心肌病
糖尿病心肌病（ＤＣＭ）是最常见的糖尿病并发症

之一，以心肌肥大、纤维化和心肌微血管病变等为主

要特征。高血糖可直接诱导促炎因子分泌并使炎症

过程持续发展，引起心肌细胞肥大、线粒体功能障

碍、内质网应激和死亡、成纤维细胞增殖、胶原生

成，进而促进 ＤＣＭ的发展［１３］。此外，高血糖会使活

性氧（ＲＯＳ）过量产生，诱发炎症反应，引起线粒体损
伤和心肌细胞凋亡，最终导致心功能不全、心重构和

心力衰竭，因而，糖尿病患者心脏炎症会增强加

重 ＤＣＭ［１４］。
Ｗｕ等［１５］

报道了在糖尿病小鼠中，ＤＭＹ通过降低
白细胞介素６（ＩＬ６）和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）水
平发挥抗炎作用，从而预防链脲佐菌素（ＳＴＺ）诱导小
鼠糖尿病性心肌病的发展。Ｓｉｒｔｕｉｎ３（ＳＩＲＴ３）是一种
在心脏表达的去乙酰化酶，它能通过调节蛋白质能量

代谢或细胞凋亡来抵御氧化应激
［１６］。ＳＩＲＴ３缺失加

剧高血糖诱导的线粒体损伤，增加 ＲＯＳ累积，使 ＮＬ
ＲＰ３炎症小体活化，促进心肌细胞的坏死性凋亡，最
终加重小鼠 ＤＣＭ；ＤＭＹ处理能增加 ＳＩＲＴ３的表达以
保护ＳＴＺ诱导的小鼠糖尿病心肌病，使糖尿病心肌病
的发展得到控制

［１７］。

２．２　糖尿病视网膜病变
糖尿病视网膜病变（ＤＲ）是糖尿病常见的微血管

并发症之一，且发病年龄逐渐呈年轻化趋势。临床将

ＤＲ的损害过程分为早期阶段的微血管瘤形成、视网
膜出血、硬性渗出，晚期阶段的新生血管形成、纤维增

殖膜形成、视网膜脱落等不同病理进程，这是导致糖

尿病患者失明的原因之一
［１８］。

高血糖被认为是影响ＤＲ发生、发展的主要因素。
高血糖能够诱导蛋白激酶 Ｃ径、多元醇途径、己糖胺
途径以及晚期糖基化终末产物形成等引起氧化应

激
［１９］。氧化应激可导致细胞焦亡、凋亡和自噬，继而

引发炎性反应，导致线粒体功能障碍和细胞凋亡，对

视网膜神经血管造成损伤。

研究
［２０］
表明高糖（ＨＧ）刺激的 ＡＲＰＥ１９细胞中

ＲＯＳ含量显著增加而引发氧化应激，这被认为是 ＤＲ
发展的主要致病因素。而 ＤＭＹ可以通过下调 ＨＧ环
境下ｍｉＲ３４ａ的表达来保护 ＡＲＰＥ１９细胞免受氧化
应激和凋亡

［２１］。体内研究
［２２］
表明，ＤＭＹ可减轻 ＤＲ

视网膜血管渗漏、新生血管形成等病理特征，降低视

网膜组织中ＲＯＳ和Ｈ２Ｏ２水平。机制上，ＤＭＹ可抑制
Ｐｏｌｄｉｐ２Ｎｏｘ４Ｈ２Ｏ２信号通路的激活，下调血管细胞粘
附分子１（ＶＣＡＭ１）、缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）、血
管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）等重要血管功能指标，改善
视网膜血管功能，降低ＤＲ中氧化应激，抑制视网膜血
管生成

［２２］。以上研究表明，ＤＭＹ可能是一种具有治
疗ＤＲ的潜力药物。

２．３　糖尿病肾病
糖尿病肾病（ＤＮ）是由糖尿病引起的肾脏微血管

疾病，是糖尿病最严重、最致命的并发症之一。早期

肾小球容积增加，肾小球滤过率增高，引起肾小球细

胞外基质沉积及肾纤维化，晚期发展为结节性肾小球

硬化，最终导致肾功能衰竭。目前，ＤＮ诱发因素包括
高血糖、晚期糖基化终末产物、炎症因子以及氧化应

激等
［２３］。

糖尿病患者高血糖引起的代谢异常、肾细胞自噬

抑制和细胞外基质异常沉积通常会导致 ＤＮ［２４］。同
时，高糖条件下，细胞自噬被抑制，无法及时清除受损

的细胞及细胞器，导致肾脏损伤
［２５］。ＡＭＰＫ可促进机

体能量代谢和自噬，减轻肾脏损伤
［２６］。陈红等

［２７］
发

现ＤＭＹ通过激活 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路，促使细胞
自噬，抑制转化生长因子β１的表达，减少肾小球细胞
外基质的沉积，延缓 ＤＮ的发展。ＨＧ刺激肾小球系
膜细胞过度增殖，导致细胞外基质成分和炎症黏附因

子如细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）和 ＶＣＡＭ１的过度
产生和积累，导致 ＤＮ的发生发展［２８］。鞘氨醇激酶１
（ＳｐｈＫ１）是糖尿病肾纤维化炎症的关键调节因子，可
触发 ＮＦκＢ通路［２９］。体外和体内研究证实，ＤＭＹ通
过抑制 ＳｐｈＫ１酶活性，阻止 ＮＦκＢ活化，进而抑制其
下游靶蛋白如 ＩＣＡＭ１和 ＶＣＡＭ１的表达，对糖尿病
肾纤维化具有保护作用

［３０］。这些发现证实 ＤＭＹ治
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疗ＤＮ的临床应用，并有助于未来ＤＮ的药物开发。
２．４　糖尿病神经性疼痛和糖尿病抑郁症

糖尿病神经性疼痛（ＤＮＰ）和抑郁症（ＤＰ）是糖尿
病的常见并发症，二者相互影响。糖尿病患者因长期

血糖过高，导致各种组织慢性损伤。ＤＮＰ主要临床表
现为四肢麻木、疼痛、灼热、感觉减退等，并伴有痛觉

过敏、自发性疼痛、异常性疼痛，甚至发展至糖尿病足

溃疡、截肢或抑郁样行为，严重影响患者的生活
［３１］。

ＤＰ主要表现为情绪低落，悲观消沉。与其他糖尿病
并发症相比，ＤＮＰ是重要的抑郁症决定因素，可以增
加抑郁症的严重程度

［３２］。ＤＮＰ和 ＤＰ合并症严重影
响糖尿病患者生活质量，比单独的ＤＮＰ或 ＤＰ更难治
疗。脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）广泛存在于周围和
中枢神经系统中。研究表明 ＢＤＮＦ与周围神经损伤
后慢性疼痛引起的抑郁有关

［３３］。学者发现，ＢＤＮＦ浓
度的调节与抑郁症病因直接相关，其浓度的上调具有

缓解抗抑郁样作用，而下调会加剧抑郁症
［３４３５］。原肌

球蛋白受体激酶Ｂ（ＴｒｋＢ）是 ＢＤＮＦ的高亲和力受体，
许多研究也证实了ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ参与神经病理性疼痛
的进展，减少脊髓背角的 ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ信号产生抗神
经病理性疼痛的作用

［３６］。此外，研究
［３７］
表明ＤＭＹ可

以抑制模型大鼠海马的脊髓和背根神经节中白细胞

介素１β（ＩＬ１β）和 ＴＮＦα的表达，进而影响 ＢＤＮＦ／
ＴｒｋＢ，减轻ＤＮＰ和ＤＰ的合并症。因此，ＤＭＹ有望成
为治疗糖尿病神经病理性疼痛合并抑郁症的潜在有

效药物。

２．５　糖尿病脑病
糖尿病脑病（ＤＥ）是由糖尿病引发的一种慢性进

行性认知损害，临床上常伴有神经电生理及影像学改

变。糖尿病引起的认知障碍主要表现在语义记忆、情

景记忆、工作记忆、视觉空间能力、语言流畅度和知觉

能力等受损方面
［３８］。研究

［３９］
表明高血糖、氧化应激、

炎症、海马突触可塑性改变、神经元钙稳态的破坏、脑

微血管损伤及脑内胰岛素信号通路的异常等因素均

参与ＤＥ的发病过程。
糖尿病引起的氧化应激会使大脑不同区域发生

氧化损伤，从而导致认知功能障碍
［４０］。在高血糖和

糖代谢受损的情况下，甲基乙二醛（ＭＧ）的积累会导
致线粒体呼吸功能障碍和ＲＯＳ产生增加，这可能是认
知功能障碍的关键原因

［４１］。有研究
［４２］
证实，乙二醛

酶１（Ｇｌｏ１）过表达可降低糖尿病大鼠高血糖引起的
晚期糖基化终末产物水平升高和氧化应激。在 ＭＧ
处理的ＰＣ１２细胞中，ＤＭＹ增加了Ｇｌｏ１的表达水平，
同时逆转了ＭＧ诱导的 Ｄ乳酸水平降低。ＤＭＹ还抑

制由 ＭＧ诱导的 ＲＯＳ的产生，并增加 ＧＳＳＧ水平和
ＧＳＨ／ＧＳＳＧ比率，以恢复不平衡的细胞氧化还原稳态
并增强 Ｇｌｏ系统的活性［４３］。综上所述，ＤＭＹ也可能
是ＤＥ潜在的治疗药物。

３　小　结

ＤＭＹ为藤茶主要有效成分之一，具有黄酮类化合
物无毒、药理活性多样的特点，是一种开发前景广阔

的天然化合物。ＤＭＹ不仅可作用于糖尿病及其并发
症的多个靶点并调节关键信号通路，还能改善高血糖

症及其相关的大血管和微血管并发症。此外，ＤＭＹ在
肝脏疾病、代谢性疾病、癌症、神经退行性疾病、精神

疾病、细菌感染、骨质疏松症、肾损伤等疾病的治疗中

也发挥着重要作用。因此，ＤＭＹ有着丰富的前期基础
和广阔的研究前景，未来可借助生物信息学进一步研

究，以丰富中药单体治疗糖尿病及其并发症的理论基

础，助力新药开发和临床应用。

尽管ＤＭＹ具有良好的药理作用，但其稳定性差、
溶解度低、代谢吸收快等缺点，使其在临床应用中生

物利用度较弱、给药能力低，在一定程度上限制了其

潜在的药用价值
［４４］。有研究者

［１９］
认为通过纳米技

术、环糊精包合和共结晶可以提高ＤＭＹ水溶性，磷脂
复合物和酰化技术可以提高 ＤＭＹ脂溶性，这对 ＤＭＹ
在药物中的应用有很大帮助，这可能是未来研究的一

个方向。
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