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摘要：目的 探讨多穗石柯总黄酮提取物（ＴＣ）对Ｈ２Ｏ２诱导人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）铁死亡的改善作用。方法

大鼠经ＴＣ给药后腹主动脉取血，制备含药大鼠血清，经ＣＣＫ８法确定其培养细胞的有效浓度，并验证其对 Ｈ２Ｏ２诱导

损伤的ＨＵＶＥＣｓ的保护作用；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中ＣＢＳＬ、ＡＣＳＬ４的蛋白表达水平；提取细胞ＲＮＡ进行转录组测

序及生物信息学分析。结果 １０％含药大鼠血清组的细胞活力值显著升高；Ｈ２Ｏ２处理后 ＣＢＳＬ蛋白显著下调，而 ＴＣ和
Ｆｅｒ１处理后细胞活力值显著升高；转录组测序显示，ＣＢＳＬ显著性下调，且与硫化合物代谢密切相关；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

显示：ＴＣ和Ｆｅｒ１组效果相当，均能够逆转Ｈ２Ｏ２组中ＣＢＳＬ蛋白表达水平的下降以及ＡＣＳＬ４蛋白表达水平的升高。结

论 ＴＣ能够减轻氧化应激介导的内皮细胞铁死亡，对血管具有潜在的保护作用。
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　　血管不仅是运输血液的管道，更是一种多功能的
器官，维持血管内环境稳态是保障机体健康运转的核

心要素。但当血管受到损伤，导致内稳态被打破时，

便会触发一系列系统性的泛血管病变，导致高血压，

以及心脏、脑、肾脏等各种器官并发症
［１］。血管是由

内皮细胞、平滑肌细胞、基底膜和周细胞所组成。内

皮细胞作为血液和血管壁之间的“桥梁”，在维持血管

功能的发挥中起着重要作用
［２］，而当内皮细胞受损时

就会引起血管功能障碍、血管平滑肌细胞增殖和迁

移、炎症反应、血栓形成等，导致动脉粥样硬化、高血

压、冠心病等疾病的发生
［３］。内皮功能障碍的发生涉

及多因素相互作用，高糖环境、脂代谢异常、炎性因子

刺激及氧化应激反应等多种病理因素均可诱导内皮

细胞丢失，而其中，活性氧（ＲＯＳ）的异常蓄积已成为
内皮细胞损伤的关键因素

［１］。最新研究进展
［４］
表明，

ＲＯＳ可通过调控不同细胞死亡程序介导内皮损伤，其
作用机制涉及凋亡、坏死、焦亡及铁死亡等多种死亡

途径的激活。铁死亡以细胞内铁过载和脂质代谢紊

乱为特征，其发生主要包括３个过程：铁过载引起的
芬顿反应产生过量自由基；脂质大量合成与自由基反

应导致脂质过氧化；ＧＰＸ４平衡氧化应激引起的脂质
过氧化

［５］。但铁死亡究竟是如何影响血管内皮细胞

受损的发生机制目前尚不清楚。

多穗石柯（ＬｉｔｈｏｃａｒｐｕｓｐｏｌｙｓｔａｃｈｙｕｓＲｅｈｄ），别名甜
茶（Ｓｗｅｅｔｔｅａ）、野金柴、多穗柯等，含有多种有效成
分，包括黄酮类、三萜类、多酚类等物质，其中，黄酮类

是其主要有效物质部位
［６］。黄酮类化合物（ＴＣ）具有

抗炎、降低血管脆性、改善血管通透性、扩张血管、抗

血凝等类似植物雌激素样功能，可以通过抗炎、抗氧

化应激、稳定线粒体功能、调节一氧化氮（ＮＯ）的方式
减轻血管内皮细胞的损伤，改善血管功能。临床上可

用于治疗脑供血不足、脑血栓、冠心病、心绞痛等疾

病
［２］。总体来说，ＴＣ具有抗氧化、降血糖、降血压、降

血脂等功能，但在具体组织细胞层面的研究非常有

限。因此，本文探讨ＴＣ对Ｈ２Ｏ２诱导人脐静脉内皮细
胞（ＨＵＶＥＣｓ）铁死亡的改善作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
过氧化氢异丙苯（Ｃ８０５０７８１００ｍＬ），购自上海麦

克林生化科技股份有限公司；ＥＣＭ培养基（１００１），
ＦＢＳ（００２５），ＥＣＧＳ（１０５２），Ｐ／ＳＳｏｌｕｔｉｏｎ（０５０３），均购
自美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ研究实验室；０．２５％ ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ
（２５２０００７２），购自中国赛默飞世尔科技有限公司；β
ａｃｔｉｎ ＲａｂｂｉｔｍＡｂ（ＡＣ０２６），ＣＢＳ Ｒａｂｂｉｔ ｍＡｂ

（Ａ１１６１２），ＡＣＳＬ４ＲａｂｂｉｔｍＡｂ（Ａ２０４１４），彩色预染蛋
白Ｍａｒｋｅｒ（ＲＭ１９００１），购自武汉爱博泰克生物技术有
限公司；ＣＣＫ８试剂盒（ＢＳ３５０Ｂ），ＧｏａｔＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ
ＨＲＰ（ＢＬ００３Ａ），飞克特超敏ＥＣＬ发光液（ＢＬ５２０Ａ），均
购自安徽白鲨生物科技有限公司；ＤＭＳＯ细胞培养基
（Ｄ８３７１），购自北京索莱宝科技有限公司。

１．２　实验细胞
本研究中所使用的人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）

购自武汉普诺赛生命科技有限公司（ＣＰＨ０８２）。

１．３　实验动物
健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠购自湖北贝恩特生

物科技有限公司［合格证号：ＳＣＸＫ（鄂）２０２１００２７］，
体重１８０～２００ｇ，８周龄。大鼠购买后饲养于我院标
准ＳＰＦ级动物房，恒温（２３±２）℃，相对湿度（５０±
５）％，１２ｈ昼夜循环。所有实验均经我院动物委员会
批准，伦理审批编号：２０２２０９２０３。

１．４　方法
１．４．１　细胞的复苏与传代

从液氮中取出冻存管，迅速浸入３７℃恒温水浴锅
中，轻轻摇晃，直至管内仅剩米粒大小的冰块，将其置

于离心机中１０００ｒｐｍ，离心５ｍｉｎ；离心结束，弃去上清
液，加入适量培养基用移液枪吹打重悬细胞后接种至

含培养基的培养瓶中，轻轻混匀后放入３７℃，５％ ＣＯ２
恒温培养箱中培养。待细胞生长状态良好，细胞密度

达８０％～９０％时，即可进行细胞传代。弃去旧培养
基，ＰＢＳ溶液清洗细胞１～２次，加入适量的胰酶消化
液（０．２５％ ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ）摇晃均匀，待细胞由贴壁的
梭形状态转变成圆形的亮点时，加入２倍胰酶体积的
完全培养基终止消化；用移液枪轻轻吹打细胞层，把

细胞层吹落、吹散后将细胞悬液收集至离心管中，

１０００ｒｐｍ，离心５ｍｉｎ；离心结束后弃去上清，用新鲜的
ＥＣＭ完全培养基重悬细胞，吹打混匀，按细胞密度１∶２
或１∶３传代铺板。
１．４．２　Ｈ２Ｏ２诱导ＨＵＶＥＣｓ损伤模型的建立

采用Ｈ２Ｏ２诱导ＨＵＶＥＣｓ构建氧化应激模型。①
Ｈ２Ｏ２母液的配制用 ＤＭＳＯ稀释溶解，分别配制 １０、
１２、１４、１６及１８ｍｍｏｌ／Ｌ不同浓度梯度的 Ｈ２Ｏ２母液；
②将培养基与不同浓度梯度Ｈ２Ｏ２稀释成浓度梯度为
１００、１２０、１４０、１６０及 １８０μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２工作液；③
采用ＣＣＫ８法探索经Ｈ２Ｏ２处理后损伤ＨＵＶＥＣｓ的最
佳浓度。

１．４．３　含药大鼠血清的制备
建立多穗石柯总黄酮有效物质部位的提取纯化

工艺，并建立质量标准。对多穗石柯适量配比提取，
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通过比较回流提取、温浸提取和渗漉提取等，确定最

优提取方法；选择乙醇作为提取溶媒，建立最佳提取

工艺，确定多穗石柯总黄酮部位含量并建立质量标

准；通过水提醇沉法，确定总黄酮的纯化工艺，建立多

穗石柯总黄酮部位的质量标准；以三叶苷及根皮苷为

指标性成分，检测多穗石柯的指标性化合物含量，建

立提取工艺及纯化工艺的质量标准。将制备的多穗

石柯总黄酮提取物（ＴＣ）按７．５ｇ／（ｋｇ·ｄ）向 ＳＤ大鼠
连续灌胃５ｄ（２次／ｄ），第６ｄ以超大剂量灌胃１ｈ后经
腹主动脉取血；４℃下，２０００ｒｐｍ，离心１５ｍｉｎ，离心完成
后用 ０．２２μｍ滤膜过滤两次，５６℃的条件下灭活
３０ｍｉｎ，灭活完毕储存至 －８０℃中，１个月内使用。分
别制备２％、４％、６％、８％及１０％的含药大鼠血清，用
培养基稀释至所需浓度，再次用０．２２μｍ滤膜进行无
菌过滤后使用。

１．４．４　ＣＣＫ８检测细胞活力值
待细胞生长状态良好，将其接种至９６孔板；在完

全培养基中，于３７℃，５％ ＣＯ２恒温培养箱中培养１２ｈ
（过夜即可）。每组设定６个复孔，每孔容积１００μＬ，
第二天观察细胞贴壁情况，待细胞贴壁融合至７０％～
８０％，每个孔按照分组加入所需的药物及培养基后，
放入培养箱中；２４ｈ后换成基础培养基，每孔分别加
１０μＬＣＣＫ８溶液（终浓度为１０％），在３７℃培养箱中
避光孵育１～１．５ｈ，用酶标仪测定在４５０ｎｍ处的吸光
度，根据ＯＤ值计算细胞活力。实验需设定实验组、对
照组和空白组。细胞活力值测定公式如下：

细胞活力（％）＝［（实验组 ＯＤ－空白 ＯＤ）／（对
照组ＯＤ－空白ＯＤ）］×１００％

实验组ＯＤ：具有细胞、培养基、ＣＣＫ８溶液和药
物溶液的吸光度；对照组ＯＤ：具有细胞、培养基、ＣＣＫ
８溶液，没有药物溶液的吸光度；空白 ＯＤ：具有培养
基、ＣＣＫ８溶液，无细胞的吸光度。
１．４．５　差异表达基因筛选及富集分析

利用ＤＥＳｅｑ２软件计算各个样本基因的差异倍
数，采用负二项分布进行差异显著性检验，根据差异

显著性结果（Ｐ＜０．０５）和｜ｌｏｇＦＣ｜＞０．７，采用ｌｉｍｍａＲ
软件包进行差异分析；通过 ｇｇｐｌｏｔ２和 ＣｏｍｐｌｅｘＨｅａｔ
ｍａｐＲ包构建火山图和热图可视化数据；运用 ｏｒｇ．
Ｈｓ．ｅｇ．ｄｂ，ｃｏｌｏｒｓｐａｃｅ，ｓｔｒｉｎｇｉ，ＤＯＳＥ和 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅ等
程集包进行ＧＯ和ＫＥＧＧ功能富集分析。
１．４．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验

ＰＢＳ溶液洗涤细胞２～３次后，六孔板中每孔加
入１５０～２００μＬ细胞裂解液，冰上裂解１５～３０ｍｉｎ，裂
解完成后刮下细胞，于 ４℃，１２０００ｒｐｍ条件下离心
２０ｍｉｎ，采用ＢＣＡ法测定细胞蛋白浓度，校正浓度后，

加入适量的５×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，涡旋混匀后９８℃变性
８ｍｉｎ，冷却后进行 １０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶分离蛋白，
ＰＶＤＦ转膜，脱脂牛奶封闭，４℃孵育一抗过夜，ＴＢＳＴ
洗３次后室温孵育相应种属的二抗，于ＥＣＬ化学发光
液浸泡后在凝胶成像系统曝光拍照，使用 ＩｍａｇｅＪ软
件分析条带灰度值。

１．５　统计学方法
本实验采用 ＩｍａｇｅＪ和 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８．０进行

数据分析，多组间采用单因素方差分析（Ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　Ｈ２Ｏ２处理ＨＵＶＥＣｓ的最佳浓度
ＣＣＫ８结果显示，与Ｃｏｎ相比，随着Ｈ２Ｏ２浓度的

增加，细胞活力开始受到抑制，在１８０μｍｏｌ／Ｌ时平均
细胞活力值约４０％（图１Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，
胱硫醚β合成酶（ＣＢＳＬ）在Ｈ２Ｏ２诱导损伤的情况下表
达水平呈剂量依赖性下调，并且在１８０μｍｏｌ／Ｌ浓度处
理下，蛋白表达量最低（图１Ｂ），所以本研究确定以该浓
度作为Ｈ２Ｏ２诱导ＨＵＶＥＣｓ氧化应激损伤的最佳处理
浓度。

　　Ａ．ＣＣＫ８检测不同浓度Ｈ２Ｏ２处理后ＨＵＶＥＣｓ的细胞活力值；Ｂ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度Ｈ２Ｏ２处
理ＨＵＶＥＣｓ后ＣＢＳＬ蛋白的表达情况；与０μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜
０００１，ｎ＝６。

图１　Ｈ２Ｏ２处理ＨＵＶＥＣｓ的最佳损伤浓度

２．２　转录组测序和通路富集分析
基于以上确定的Ｈ２Ｏ２诱导氧化应激损伤的最佳

浓度，通过ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞ＲＮＡ，提取后的ＲＮＡ通
过（Ａｇｉｌｅｎｔ２１００ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ）精确检测 ＲＮＡ完整性和
总量。接着将 Ｃｏｎ组、Ｈ２Ｏ２组、铁死亡诱导剂 Ｅｒａｓｔｉｎ
组（每组各４个样本）进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ转录组测序和生
物信息学分析，结果发现 ＣＢＳＬ蛋白出现显著性下调
（图２Ａ、Ｂ）；然后，将转录组数据进行聚类分析，同时进
行ＫＥＧＧ和ＧＯ分析，发现ＣＢＳＬ参与铁离子的生物过
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程，其过程与甘氨酸、苏氨酸及丝氨酸的代谢有关（图

２Ｃ），并且ＧＯ功能富集分析结果显示在生物过程中，硫
化合物代谢过程共富集到１２个（图２Ｄ）。ＣＢＳＬ是一个
与铁死亡密切相关的基因，是转硫途径的关键酶，抑制

ＣＢＳＬ则会影响细胞内ＧＰＸ４的表达而诱发细胞发生铁
死亡。所以推测Ｈ２Ｏ２诱导ＨＵＶＥＣｓ造成的氧化应激
损伤可能与调控铁死亡的发生存在关联。

　　Ａ．将Ｃｏｎ组与Ｈ２Ｏ２组细胞进行ＲＮＡ转录组测序，并进行生物信息学分析；Ｂ．将转录组数据进行聚类
分析；Ｃ．ＫＥＧＧ分析；Ｄ．ＧＯ分析。

图２　转录组测序和通路富集分析

２．３　ＴＣ可逆转Ｈ２Ｏ２诱导 ＨＵＶＥＣｓ氧化应激
损伤

由图３Ａ结果显示，与 Ｈ２Ｏ２组相比，随着含药血
清浓度的增加，细胞活力值明显提高，其中１０％含药
大鼠血清效应最强。所以本研究用含１０％含药大鼠
血清的完全培养基对 ＨＵＶＥＣｓ进行预培养２４ｈ，然后
使用１８０μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２对细胞进行处理，观察ＴＣ对血
管内皮细胞的影响。由图 ３Ｂ结果显示，Ｈ２Ｏ２处理
后，ＨＵＶＥＣｓ的细胞活力值明显降低，而经 ＴＣ预培养
后能够有效挽救 ＨＵＶＥＣｓ的细胞活力值。此外，用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测各组细胞中铁死亡蛋白 ＣＢＳＬ
的表达情况，结果显示，相较 Ｃｏｎ组，Ｈ２Ｏ２组的 ＣＢＳＬ
蛋白表达水平明显降低，而经ＴＣ治疗后，Ｈ２Ｏ２＋ＴＣ组
较Ｈ２Ｏ２组的蛋白表达水平明显升高（图３Ｃ）。以上结
果表明，ＴＣ可以保护 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＨＵＶＥＣｓ氧化应激
损伤，且可能与铁死亡的介导密切相关。

　　Ａ．ＣＣＫ８检测不同浓度含药大鼠血清培养基干预并经Ｈ２Ｏ２处理后的ＨＵＶＥＣｓ细胞活力值（与０％ＴＣ
组比较，Ｐ＜０．０００１）；Ｂ．ＣＣＫ８检测 ＴＣ对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＨＵＶＥＣｓ氧化应激后细胞活力值的影响；Ｃ．
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＣ对Ｈ２Ｏ２诱导ＨＵＶＥＣｓ氧化应激后的挽救作用；与Ｃｏｎ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０００１；与Ｈ２Ｏ２组比较，＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃Ｐ＜０．００１，ｎ＝５。

图３　ＴＣ可逆转Ｈ２Ｏ２诱导ＨＵＶＥＣｓ氧化应激损伤

２．４　ＴＣ可逆转ＨＵＶＥＣｓ中Ｈ２Ｏ２诱导的铁死亡
为了进一步验证铁死亡在Ｈ２Ｏ２诱导ＨＵＶＥＣｓ损

伤模型中的作用，本研究将１０％含药大鼠血清的完全
培养基对 ＨＵＶＥＣｓ进行预培养 ２４ｈ，并以 １５μｍｏｌ／Ｌ
铁死亡抑制剂，铁抑素１（Ｆｅｒ１）作为阳性对照药物预
孵育１ｈ，再用Ｈ２Ｏ２诱导损伤细胞，２４ｈ后检测内皮细
胞经药物处理后的活力值及蛋白表达情况。ＣＣＫ８
结果显示，与 Ｃｏｎ组相比，Ｈ２Ｏ２组的细胞活力值明显
降低，Ｈ２Ｏ２＋ＴＣ组能够有效逆转 Ｈ２Ｏ２对细胞的损
伤，细胞活力值较Ｈ２Ｏ２组明显升高，且与铁死亡抑制
剂Ｆｅｒ１的效果相似（图４Ａ）。同样，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检
测各组细胞中与铁死亡和氧化应激密切相关的蛋白

表达水平，结果显示，与 Ｃｏｎ组相比，Ｈ２Ｏ２组的 ＣＢＳＬ
蛋白表达水平明显下调，而ＡＣＳＬ４蛋白表达水平显著
上调；与 Ｈ２Ｏ２组相比，Ｈ２Ｏ２＋ＴＣ组和 Ｈ２Ｏ２＋Ｆｅｒ１
组的ＣＢＳＬ蛋白的表达水平显著上调，而 ＡＣＳＬ４蛋白
的表达水平明显下调（图４Ｂ、Ｃ）。这些结果表明 ＴＣ
对ＨＵＶＥＣｓ的挽救作用与铁死亡抑制剂Ｆｅｒ１的效果
相似，可通过减轻 Ｈ２Ｏ２诱导内皮细胞氧化应激导致
的铁死亡来改善内皮功能障碍。

　　Ａ．ＣＣＫ８检测各组细胞活力值；Ｂ、Ｃ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中 ＣＢＳＬ、ＡＣＳＬ４的蛋白表达情况；与
Ｃｏｎ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０００１；与Ｈ２Ｏ２组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃＃Ｐ＜０．００１，ｎ＝５。

图４　ＴＣ可逆转ＨＵＶＥＣｓ中Ｈ２Ｏ２诱导的铁死亡

３　讨　论

ＴＣ具有较好的抗氧化、降血糖、降血压的功效，

４６４ 湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第６期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



能够通过改善抗炎、抗自由基等不同作用机制减轻氧

化应激、高糖诱导的内皮细胞损伤，降低毛细血管脆

性和异常通透性，维持血管张力，临床可用于治疗高

血压、冠心病、动脉粥样硬化等心血管疾病
［６７］。本研

究发现ＴＣ能够改善血管内皮的氧化应激损伤，且氧
化损伤的具体机制可能与铁死亡的介导相关，这与前

人研究发现相吻合：在铁死亡过程中，细胞内铁离子

水平的升高会促进脂质过氧化，最终导致细胞死亡，

而内皮功能障碍的发生发展与铁死亡密切相关
［８］，中

药黄芪甲苷 ＩＶ（ＡＳＩＶ）可以通过减少 ＲＯＳ的产生来
抑制ＨＵＶＥＣｓ细胞中的铁死亡［９］。所以，本研究采用

ＣＣＫ８法和Ｗｅｓｒｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｈ２Ｏ２诱导 ＨＵＶＥＣｓ损
伤的最佳浓度，基于以上确定的损伤浓度，提取 Ｃｏｎ
组和Ｈ２Ｏ２组细胞 ＲＮＡ进行转录组测序，通过 ＧＯ分
析、ＫＥＧＧ分析及聚类分析等确定关键基因 ＣＢＳＬ，发
现ＣＢＳＬ蛋白具有显著下调的趋势，并且在细胞层面
也验证了ＣＢＳＬ在Ｈ２Ｏ２诱导损伤的情况下呈剂量依
赖性下调。ＣＢＳＬ是一种参与同型半胱氨酸（ＨＣＹ）代
谢的关键酶，当ＣＢＳＬ活性降低或基因突变时，会导致
血液中 ＨＣＹ水平升高，促进 ＲＯＳ生成，加剧氧化应
激，进而引发内皮功能障碍和脂质过氧化

［７］，其次，

ＣＢＳＬ与铁死亡的发生密切相关，ＣＢＳＬ通过转硫途径
生成的半胱氨酸是谷胱甘肽（ＧＳＨ）的前体物质，而
ＧＳＨ是谷胱甘肽过氧化物酶４（ＧＰＸ４）的必需辅助因
子。ＧＰＸ４可通过还原脂质过氧化物抑制铁死亡，因
此，ＣＢＳＬ活性不足可能导致 ＧＳＨ合成减少，进而削
弱ＧＰＸ４功能，加剧铁死亡［８］。并且，通过ＧＯ功能富
集分析发现在生物过程中，硫化合物代谢过程共富集

到１２个，这表明Ｈ２Ｏ２诱导的ＨＵＶＥＣｓ氧化应激损伤
可能与铁死亡的介导息息相关。接着，采用血清药理

学，经腹主动脉取血，制备含药大鼠血清，最后确定了

１０％含药大鼠血清的完全培养基干预 ＨＵＶＥＣｓ效果
最佳，以含药大鼠血清完全培养基干预 ＨＵＶＥＣｓ再经
Ｈ２Ｏ２处理２４ｈ，经ＣＣＫ８检测发现，与Ｈ２Ｏ２组相比，
经含药血清培养基干预后的细胞活力值明显提高，说

明ＴＣ能够减轻ＨＵＶＥＣｓ的氧化应激损伤。
此外，在动脉粥样硬化的研究

［１０］
中发现，铁死亡

抑制剂Ｆｅｒ１的使用能够降低铁含量和脂质过氧化进
而抑制内皮细胞铁死亡，改善内皮功能障碍。本研究

以Ｈ２Ｏ２构建血管氧化应激模型，以铁死亡抑制剂
Ｆｅｒ１作为阳性药物，观察 ＴＣ对 ＨＵＶＥＣｓ的挽救作
用。ＣＣＫ８结果显示，Ｈ２Ｏ２＋ＴＣ组能够有效逆转
Ｈ２Ｏ２对细胞的损伤，且与铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ１的效果
相似。长链酰基辅酶Ａ合成酶４（ＡＣＳＬ４）是脂质代谢
的关键酶，催化长链脂肪酸，尤其是多不饱和脂肪酸

（ＰＵＦＡｓ），通过酯化 ＰＵＦＡｓ到膜磷脂中，生成富含
ＰＵＦＡ的磷脂，这些脂质极易被 ＲＯＳ氧化，导致脂质
过氧化物积累，直接引发细胞膜损伤和铁死亡，而抑

制ＡＣＳＬ４酶活性则可以减少脂质过氧化和铁死
亡
［１１］。所以，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了各组细胞中

ＡＣＳＬ４和ＣＢＳＬ的蛋白表达水平，结果显示，ＴＣ能够
逆转 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＡＣＳＬ４的高表达，并且可以挽救
ＣＢＳＬ蛋白的下调。

综上所述，ＴＣ可通过减轻Ｈ２Ｏ２诱导内皮细胞氧
化应激导致的铁死亡来改善内皮功能障碍，对血管具

有潜在的保护作用。这进一步丰富了ＴＣ的药用价值
研究，对预防和治疗血管疾病有着重要意义。但本研

究也存在一些不足之处，所涉及到的研究内容仅仅停

留在细胞层面，后续还需要继续深入研究其作用的具

体分子机制。
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摘要：目的 探讨青砖茶提取物（ＱＤＴＥ）对葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）诱导的溃疡性结肠炎（ＵＣ）小鼠的保护作用及其潜
在机制。方法 采用３％ ＤＳＳ诱导Ｃ５７ＢＬ／６小鼠建立ＵＣ模型，并分别给予２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）和４００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）的ＱＤＴＥ
进行干预。通过监测体重变化、疾病活动指数（ＤＡＩ）及结肠长度评估 ＱＤＴＥ的治疗效果；采用酶联免疫吸附试验
（ＥＬＩＳＡ）检测血清和结肠组织中炎症因子（ＩＬ６、ＴＮＦα）水平；利用免疫组化（ＩＨＣ）分析紧密连接蛋白１（ＺＯ１）、闭合
蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）的表达变化。结果 与Ｍｏｄｅｌ组相比，ＱＤＴＥ干预显著缓解了 ＵＣ小鼠体重下降（Ｐ＜０．０５），降低了 ＤＡＩ
评分（Ｐ＜０．０５），增加结肠长度（Ｐ＜０．０５）。此外，ＱＤＴＥ显著抑制了结肠及血清中促炎因子ＩＬ６和ＴＮＦα的释放（Ｐ＜
０．０５），同时上调了肠黏膜ＺＯ１和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达（Ｐ＜０．０５）。结论 ＱＤＴＥ通过抑制炎症反应、增强肠道屏障功能，有
效缓解ＤＳＳ诱导的小鼠ＵＣ症状，表明其具有作为功能性食品或辅助治疗ＵＣ的潜在应用价值。
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ｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＯ１ａｎｄＯｃｃｌｕｄｉｎｉｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａ（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＱＤＴＥｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙａｌｌｅｖｉａｔｅｓｔｈｅｓｙｍｐｔｏｍｓｏｆ
ＤＳＳｉｎｄｕｃｅｄＵＣｉｎｍｉｃｅｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓａｎｄｅｎｈａｎｃｉｎｇｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｂａｒｒｉｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｉｔｓｐｏｔｅｎｔｉａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｖａｌｕｅａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｆｏｏｄｏｒａｄｊｕｖａｎｔｔｈｅｒａｐｙｆｏｒＵＣ．
　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｑｉｎｇｚｈｕａｎｄａｒｋｔｅａｅｘｔｒａｃｔ；Ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ；Ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ；Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

　　溃疡性结肠炎（ＵＣ）是一种慢性肠道炎症性疾
病，以黏膜损伤、免疫失调和肠道菌群紊乱为特征，呈

现慢性复发与缓解交替病程
［１］。其发病机制与遗传、

环境、饮食、吸烟及微生物与免疫系统相互作用等多

因素相关
［２］，且在全球发病率尤其是新兴国家持续上

升
［３］。紧密连接蛋白１（ＺＯ１）和闭合蛋白（Ｏｃｃｌｕ

ｄｉｎ）通过连接相邻细胞形成动态的物理屏障，对 ＵＣ
的治疗有重要作用

［４］。现有治疗药物如糖皮质激素、
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免疫抑制剂等存在副作用大、成本高和疗效有限等问

题
［５］。益生菌疗法虽能调节肠道屏障和炎症因子

［６］，

但需进一步验证。因此，开发副作用小、疗效显著的

天然化合物成为研究热点。

青砖茶（ＱＤＴ）作为湖北咸宁特色后发酵茶，富含
多酚、多糖等活性成分

［７］，具有抗炎、肠道保护等作

用
［８］。黑茶提取物可通过抑制促炎因子、修复肠道屏

障缓解葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）诱导的结肠炎［９］；绿茶和

红茶两者成分（如 ＥＧＣＧ和 ＴＦＤＧ）亦显示抗炎效
果
［１０］，都提示 ＱＤＴ对 ＵＣ治疗的潜在应用价值。目

前，ＱＤＴ对ＵＣ的作用尚未见报道。本研究通过乙醇
提取ＱＤＴ，首次探究其对ＤＳＳ诱导的小鼠结肠炎的保
护机制，为ＵＣ的天然疗法开发提供新思路。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
ＱＤＴ（湖北赤壁赵李桥茶业有限公司）；ＤＳＳ（上海

源叶生物科技有限公司）；５氨基水杨酸（５ＡＳＡ）（恒
诚药业集团淮南股份有限公司）；甲醇（Ｆｉｓｈｅｒ公司）、
乙腈（Ｆｉｓｈｅｒ公司）；乙酸、丙酸、异丁酸、丁酸、异戊
酸、戊酸、２甲基戊酸（ＩＳ）、己酸（上海阿拉丁生化科
技股份有限公司，纯度均≥９８％）。３硝基苯肼盐酸
盐（３ＮＰＨ·ＨＣｌ）（美国 Ｓｉｇｍａ）；吡啶、１乙基（３二
甲基氨基丙基）碳酰二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ·ＨＣｌ）（上
海国药集团化学试剂有限公司）。白细胞介素６（ＩＬ
６）和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的酶联免疫吸附测定
（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（上海酶联生物科技有限公司）。
ＺＯ１和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的抗体（美国细胞信号技术公司）。
苏木精伊红（Ｈ＆Ｅ）染色剂和阿尔新蓝（ＡＢ）染色剂
（武汉塞维尔生物科技有限公司）。

１．２　青砖茶提取物的样品制备
根据文献

［１１］，青砖茶提取物（ＱＤＴＥ）的制备步骤
如下：使用研磨机将 ＱＤＴ研磨成粉，过４０目筛，随后
取５００ｇ茶粉，以１∶６的料液比，在２４℃下用７０％的乙
醇提取１５ｍｉｎ。将该提取过程重复３次，将得到的提
取物进行减压浓缩，然后在 －８０℃下冷冻。最后，进
行真空冷冻干燥，得到青砖茶提取物。

１．３　动物实验
５０只６～８周龄、体重 １８～２０ｇ的雄性 ＳＰＦ级

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，购自辽宁长生生物技术有限公司（中
国辽宁），许可证号为：ＳＣＸＫ（辽）２０２００００１。将小鼠
适应性喂养１周，在此期间它们可自由进食和饮水。
然后将小鼠随机分为 ５组，每组 １０只。实验持续
１６ｄ，具体实验方案如图１所示。在整个实验过程中，

对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）小鼠可自由饮用蒸馏水并采食常规
小鼠饲料。从第８天起，模型组（Ｍｏｄｅｌ）小鼠的饮用
水中添加３％的ＤＳＳ。阳性对照组（Ｐｏｓｉｔｉｖｅ）小鼠按照
５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）的剂量连续灌胃１６ｄ５ＡＳＡ，并且从第
８天起可自由饮用含ＤＳＳ的水。低剂量２００ｍｇ／（ｋｇ·
ｄ）青砖茶提取物组（ＬＱＤＴＥ）和高剂量４００ｍｇ／（ｋｇ·
ｄ）青砖茶提取物组（ＨＱＤＴＥ）从第１天起连续１６ｄ进
行口服给药，从第８天起可自由饮用含 ＤＳＳ的水。在
实验的第１７天，对小鼠禁食１２ｈ后进行麻醉和安乐
死。通过眼球采血获取血清样本，并采集内脏器官、

盲肠内容物和结肠组织，储存于 －８０℃环境中备用。
实验方案经湖北科技学院动物伦理委员会批准

（２０２３２１０８００１）。

图１　小鼠实验设计示意图

１．４　结肠炎症状评估及疾病活动指数（ＤＡＩ）
评分

本研究采用 ＤＡＩ评分系统，在整个实验过程中，
每天记录诸如食物摄入量、水摄入量、体重、精神状

态、粪便特征以及粪便中是否带血等各项参数。这些

观察结果对于计算能反映结肠炎诱发情况的 ＤＡＩ至
关重要。ＤＡＩ评分采用以下公式计算：ＤＡＩ＝（体重评
分＋粪便状况评分＋血便评分）／３。详细的评分标准
见表１。此外，通过拍照记录结肠组织的长度，随后再
进行测量。

表１　小鼠疾病活动指数（ＤＡＩ）评分

分级 体重下降百分比 粪便粘稠度 粪便隐蔽性出血

０ ０ 正常 阴性

１ １％～５％ 软便 浅蓝色

２ ５％～１０％ 黏液便 蓝色

３ １０％～２０％ 稀薄水样便 深蓝色

４ ＞３０％ — 肉眼血便

１．５　血液和肠道组织的生化分析
采用促凝血采血方法收集上清液，然后以 ３５００

转／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，所得的血清用 ＥＬＩＳＡ试剂盒检测
炎症细胞因子ＴＮＦα和 ＩＬ６水平。将结肠组织进行
匀浆处理，并悬浮于磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中，将该混
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合物在４℃条件下按以上方法处理并检测炎症细胞因
子ＴＮＦα和ＩＬ６的水平。

１．６　组织病理学分析
将结肠组织样本浸没在４％的甲醛溶液中进行保

存，随后进行脱水处理并石蜡包埋以便进一步处理。

接着将组织切成薄片，用二甲苯进行脱蜡处理，再用

酒精脱水，之后进行 Ｈ＆Ｅ染色，以便观察结肠组织。
随后，从切片中随机选取５个视野，在高倍镜下观察
结肠组织的变化。对不同组别的结肠组织进行比较，

并找出其中的差异或变化。

１．７　免疫组织化学分析
结肠组织样本按照１．５项进行制备。为了增强

切片的通透性，使用曲拉通 Ｘ－１００，然后将切片浸泡
在柠檬酸盐缓冲液中进行抗原修复。随后，用过氧化

氢（Ｈ２Ｏ２）和山羊血清对切片进行封闭处理，以防止
非特异性结合。接着，将切片与针对Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ１
的一抗一起孵育过夜，形成靶向特定的抗原。孵育

后，用ＰＢＳ冲洗切片，以去除任何未结合的抗体。为
了使结合的抗体可视化，将切片与辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）标记的二抗一起孵育。这种二抗会与一抗结
合，形成可检测的复合物。使用倒置光学显微镜（日

本奥林巴斯）观察不同组之间结肠组织的差异。

１．８　统计学方法
数据以（珋ｘ±ｓ）表示，使用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６．０

软件进行统计分析。采用独立样本ｔ检验来比较两组
数据，而采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）来比较３组
或更多组的数据。Ｐ＜０．０５表示差异有显著性意义。

２　结　果

２．１　ＱＤＴＥ对ＤＳＳ诱导的ＵＣ小鼠症状的影响
如图２Ａ所示，由于 ＤＳＳ的作用，Ｍｏｄｅｌ组、Ｐｏｓｉ

ｔｉｖｅ组、ＬＱＤＴＥ组和 ＨＱＤＴＥ组小鼠的体重与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组相比均显著下降（Ｐ＜０．０５）。与 Ｍｏｄｅｌ组相比，
ＬＱＤＴＥ组和ＨＱＤＴＥ组在体重下降方面均显著改善
（Ｐ＜０．０５）。图２Ｂ中疾病活动指数（ＤＡＩ）评分显示，
不同实验组之间存在明显差异。值得注意的是，Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组在整个实验过程中 ＤＡＩ评分为０，体重没有显
著变化，也没有观察到 ＵＣ症状。相反，Ｍｏｄｅｌ组的
ＤＡＩ评分最高，表现为活动频率降低、毛发色泽黯淡、
体重减轻、粪便稀软，并且肛门处有明显的血丝，这表

明ＤＳＳ诱导的 ＵＣ模型构建成功。与 Ｍｏｄｅｌ组相比，
ＬＱＤＴＥ组和ＨＱＤＴＥ组治疗后 ＤＡＩ评分显著降低（Ｐ
＜０．０５）。
结肠缩短是 ＵＣ严重程度的一个标志性特征，在

接受３％ＤＳＳ处理的小鼠身上表现得很明显，这些小
鼠的结肠长度显著缩短。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，其 Ｍｏｄｅｌ
组结肠呈现出苍白、细薄、脆弱且容易断裂的状态（Ｐ
＜０．０５）。然而，与 Ｍｏｄｅｌ组相比，ＬＱＤＴＥ组和
ＨＱＤＴＥ组处理能够阻止结肠缩短（Ｐ＜０．０５），见图
２Ｃ、Ｄ。

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｍｏｄｅｌ组比较，＃Ｐ＜０．０５；ｎ＝６。

图２　青砖茶提取物（ＱＤＴＥ）缓解了葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）
诱导的急性溃疡性结肠炎

２．２　ＱＤＴＥ对 ＤＳＳ诱导的 ＵＣ小鼠组织病理
学的影响

如图３所示，Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠的黏膜完整，杯状细
胞丰富，隐窝结构和黏膜下层清晰。相反，Ｍｏｄｅｌ组小
鼠表现出明显的炎症，组织学损伤严重，隐窝和杯状

细胞减少，炎症细胞浸润增加，上皮细胞破裂，并且黏

膜下层大量肿胀，这表明存在严重的黏膜溃疡。与

Ｍｏｄｅｌ组相比，ＬＱＤＴＥ组和 ＨＱＤＴＥ组的黏膜溃疡情
况较轻，炎症细胞浸润较少，隐窝损伤也较轻。Ｈ＆Ｅ
染色显示，ＱＤＴＥ对结肠微观结构具有保护作用，减轻
了ＤＳＳ诱导的结肠组织损伤。

　　黄色箭头：杯状细胞；蓝色花括号：隐窝结构；黑色箭头：黏膜水肿；绿色椭圆形：隐窝组织糜烂。

图３　ＱＤＴＥ对ＤＳＳ诱导的溃疡性结肠炎小鼠结肠
组织的病理学变化
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２．３　ＱＤＴＥ对 ＤＳＳ诱导的 ＵＣ小鼠免疫组织
化学的影响

如图４所示，Ｃｏｎｔｒｏｌ组的结肠黏膜完整且层次分
明，而 Ｍｏｄｅｌ组的肠道黏膜受到严重损伤，紧密连接
蛋白的表达受到抑制，这表明 ＤＳＳ破坏了肠道屏障。
与Ｍｏｄｅ组比较，Ｐｏｓｉｔｉｖｅ组中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＺＯ１蛋白
的表达上调；同样，在 ＱＤＴＥ处理组中，这些连接蛋白
的表达也有所增加，但无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。这
表明ＱＤＴＥ以剂量依赖的方式帮助维持了肠道黏膜
的完整性。

　　Ａ．小鼠结肠中Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ１的 ＩＨＣ染色（×２００）；Ｂ．小鼠结肠中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ免疫组化染色的定量分

析；Ｃ．小鼠结肠中ＺＯ１免疫组化染色的定量分析；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５；与 Ｍｏｄｅｌ组比较，＃Ｐ＜
００５；ｎ＝６。

图４　ＱＤＴＥ对ＤＳＳ诱导的溃疡性结肠炎小鼠Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
和ＺＯ１表达的影响

２．４　血液和结肠组织的生化分析
如图 ５Ａ所示，与 ＬＱＤＴＥ组比较，Ｐｏｓｉｔｉｖｅ组和

ＨＱＤＴＥ组降低了血清 ＩＬ６水平，表明这两种处理方
式对ＩＬ６都有抑制作用。如图５Ｂ所示，与 Ｍｏｄｅｌ组
相比，ＬＱＤＴＥ组和ＨＱＤＴＥ组结肠组织中ＩＬ６水平显
著降低（Ｐ＜０．０５）。此外，图５Ｃ～Ｄ显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组相比，Ｍｏｄｅｌ组结肠组织和血清中的 ＴＮＦα水平升
高（Ｐ＜０．０５）。然而，在给予 ＬＱＤＴＥ和 ＨＱＤＴＥ后，
两组小鼠结肠组织和血清中的 ＴＮＦα水平均显著降
低（Ｐ＜０．０５），这表明ＬＱＤＴＥ和 ＨＱＤＴＥ对 ＴＮＦα有
抑制作用。

　　Ａ．血清中白细胞介素６（ＩＬ６）的含量；Ｂ．结肠组织中ＩＬ６的含量；Ｃ．结肠组织中 ＴＮＦα的含量；Ｄ．血
清中ＴＮＦα的含量；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００５；与Ｍｏｄｅｌ组比较，＃Ｐ＜０．０５；ｎ＝６。

图５　ＱＤＴＥ对ＤＳＳ诱导的结肠炎小鼠结肠组织
或血液中细胞因子表达的抑制作用

３　讨　论

本研究通过 ＤＳＳ诱导的 ＵＣ小鼠模型评估
ＱＤＴＥ疗效，结果表明 ＱＤＴＥ在缓解结肠炎症状方面
具有显著的治疗效果。具体来说，与 Ｍｏｄｅｌ组相比，
ＨＱＤＴＥ组在延缓体重下降方面有一定改善，而
ＬＱＤＴＥ组则显著改善了体重下降的情况（Ｐ＜０．
０５）；ＬＱＤＴＥ组和 ＨＱＤＴＥ组治疗后 ＤＡＩ评分显著降
低（Ｐ＜０．０５）；对结肠的影响，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ相比，Ｍｏｄｅｌ
组其结肠呈现出苍白、细薄、脆弱且容易断裂的状态

（Ｐ＜０．０５）；然而，ＬＱＤＴＥ组和 ＨＱＤＴＥ组处理能够
阻止结肠缩短（Ｐ＜０．０５）。这些结果可能与 ＱＤＴＥ
对肠道微生物群的调节作用有关，ＱＤＴＥ可能通过改
善肠道微生物群的多样性和丰度、维持肠道屏障的

完整性、促进有益菌的增殖、并抑制致病微生物的生

长，从而发挥治疗作用
［１２］。

除了上述表现外，ＵＣ的典型特征还包括结肠黏
膜的炎症，尤其是在结肠区域

［１３］。给予 ＤＳＳ会损伤
结肠黏膜，导致隐窝和杯状细胞减少、炎症细胞浸润

增加、上皮细胞破裂以及黏膜下层广泛肿胀。在组

织病理学方面，ＱＤＴＥ显著减轻了 ＤＳＳ诱导的结肠
组织损伤，表现为黏膜溃疡情况较轻，炎症细胞浸润

较少，隐窝损伤也较轻。这表明 ＱＤＴＥ对结肠微观
结构具有保护作用，能够有效减轻炎症反应和组织

损伤。

免疫组织化学分析进一步证实了 ＱＤＴＥ对肠道
黏膜屏障的保护作用。Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＺＯ１是评估溃
疡性结肠炎患者肠道炎症程度和预测黏膜愈合的指

标
［１４］。在本实验 ＱＤＴＥ处理组中，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＺＯ１

的表达显著增加，表明 ＱＤＴＥ能够帮助维持肠道黏
膜的完整性，防止病原体入侵。这一结果与其他茶

多糖（如茯砖茶、绿茶、白茶和黄茶）的研究结果
［１５］

一致，进一步支持了 ＱＤＴＥ在肠道健康中的潜在应
用价值。

促炎细胞因子，如 ＴＮＦα、ＩＬ６和白细胞介素
１β（ＩＬ１β）的增加，与慢性炎症以及结肠炎的严重程
度相关。ＩＬ６的调节异常与慢性炎症和自身免疫性
疾病有关，而 ＴＮＦα在肠道黏膜的炎症反应中发挥
作用，会导致黏膜通透性增加以及炎症加剧

［１６］。此

外，血液和结肠组织的生化分析显示，Ｐｏｓｉｔｉｖｅ组和
ＨＱＤＴＥ组降低了 ＩＬ６水平，这表明这两种处理方式
对 ＩＬ６都有抑制作用。与 Ｍｏｄｅｌ组相比，ＬＱＤＴＥ组
和 ＨＱＤＴＥ组结肠组织中的 ＩＬ６水平显著降低（Ｐ＜
０．０５）。此外，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组结肠组织
和血清中的 ＴＮＦα水平升高（Ｐ＜０．０５）。然而，在
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给予 ＬＱＤＴＥ和 ＨＱＤＴＥ后，两组小鼠结肠组织和血
清中的 ＴＮＦα水平均显著降低（Ｐ＜０．０５），这表明
ＬＱＤＴＥ和ＨＱＤＴＥ对ＴＮＦα有抑制作用；说明ＱＤＴＥ
能够显著降低炎症因子 ＩＬ６和 ＴＮＦα的水平。这
些炎症因子与慢性炎症和结肠炎的严重程度密切相

关，ＱＤＴＥ通过抑制这些炎症因子（ＩＬ６和 ＴＮＦα）
的表达，调节炎症反应，从而对 ＵＣ发挥治疗作用。

本研究不足之处在于，未考察 ＱＤＴＥ对 ＵＣ小鼠
肠道菌群丰度影响。后续的研究中，我们会深入研

究肠道菌群丰度与ＵＣ之间的关系，揭示ＱＤＴＥ治疗
ＵＣ的潜在机制。
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摘要：目的 探讨白及枳实汤对吲哚美辛（ｉｎｄｏｍｅｔｈａｃｉｎ）诱导的大鼠急性胃溃疡的作用及其机制。方法 选取 ＳＤ
健康雄性大鼠４８只，随机分为６组：空白对照组、模型组（６０ｍｇ／ｋｇｉｎｄｏｍｅｔｈａｃｉｎ）、阳性对照组（ｉｎｄｏｍｅｔｈａｃｉｎ＋４０ｍｇ／
ｋｇ奥美拉唑）和白及枳实汤低、中、高剂量组（ｉｎｄｏｍｅｔｈａｃｉｎ＋１０、２０、４０ｍｇ／ｋｇ），１次／ｄ，连续灌胃１５ｄ，末次灌胃后８ｈ
造模，造模后６ｈ取材。测定各组大鼠血清中ＳＯＤ、ＥＧＦ、ＰＧＥ２、ＭＤＡ、ＮＯ、ＴＮＦα、ＩＬ６的含量变化，比较胃溃疡指数，
ＨＥ染色进行病理观察，ＴＵＮＥＬ法观察胃黏膜上皮细胞凋亡情况，测定胃蛋白酶活性。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法测定胃组织中
ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＢＡＸ、Ｂｃｌ２蛋白含量。结果 与空白对照组相比，模型组大鼠的ＥＧＦ、ＰＧＥ２、ＮＯ和 ＳＯＤ含量显著
降低（Ｐ＜０００１），ＩＬ６、ＴＮＦα、ＭＤＡ含量和胃蛋白酶活性显著升高（Ｐ＜０．０１），胃黏膜凋亡细胞显著增加，胃黏膜出
血严重，ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｂｃｌ２蛋白表达明显降低（Ｐ＜０．００１），ＢＡＸ和Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白含量表达显著升高（Ｐ＜０．０１）。与
模型组相比，白及枳实给药组ＥＧＦ、ＰＧＥ２、ＮＯ和ＳＯＤ含量显著升高（Ｐ＜０．０５），ＩＬ６、ＴＮＦα、ＭＤＡ含量和胃蛋白酶活
性的含量则明显降低（Ｐ＜００５），胃黏膜的线状出血改善，胃黏膜上皮细胞凋亡数量减少，ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｂｃｌ２蛋白表达
明显升高（Ｐ＜０．０５），ＢＡＸ和 Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白含量表达显著性降低（Ｐ＜０．０５）。结论 白及枳实汤可能通过激活
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路，抑制细胞凋亡，促进细胞的增殖，减少炎症因子的释放，从而对大鼠急性胃溃疡发挥保护作用。
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　　消化性溃疡（ｐｅｐｔｉｃｕｌｃｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＰＵＤ）在全球范
围均普遍存在，２０１９年全球 ＰＵＤ患病率估计为 ８１０
万人，自 １９９０年以来增加了约 ２５．８％［１］。胃溃疡

（ｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒ，ＧＵ）是ＰＵＤ最常见的类型之一，与胃壁
损伤有关。发病时轻则胃部胀气腹部疼痛，严重时会

出现黑便呕血等症状。现有研究
［２］
表明，由胃溃疡诱

发的穿孔和癌变患者在逐年增加。我国传统中药有

着疗效独特、药性温和等特点，近年来在治疗胃溃疡

方面逐渐成为研究热点。

白及（ｂｌｅｔｉｌｌａｓｔｒｉａｔａ），又名“白芨”，属兰科植物，
药用部位主要为其经晾晒干燥后的茎块，分布较广，

用药历史悠久，诸多药方中均有记载
［３４］。有不少研

究证实白及在胃部保护的临床研究中具有可观的前

景
［５６］。枳实（ｃｉｔｒｕｓａｕｒａｎｔｉｕｍ）作为我国传统中药材，

主要药效成分为生物碱和黄酮类物质，有破气消积、

化痰散痞的功效，可以改善胃组织消化和排空能

力
［７８］。白及枳实汤（ｂａｉｊｉｚｈｉｓｈｉｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＢＺＤ）是我

国治疗胃溃疡的一种民间验方，枳实破气消积、消炎

抗菌，白及止血收敛、生肌敛疮，二者配伍使用，在胃

溃疡的临床病例中疗效确切，具有极高的实用价值，

但其作用机制尚未明确。所以本研究以非甾体抗炎

药诱导的胃溃疡大鼠为模型
［９］，探讨白及枳实汤对其

保护作用及其机制，以期为开发预防和保护胃溃疡的

药品提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　ＢＺＤ的制备

ＢＺＤ由白及和枳实两味中药按３∶２的比例配伍
而成，经熬煮得到药液浓缩旋蒸后再冷冻干燥至浸膏

备用。白及和枳实两味中药均购自湖北省咸宁市咸

宁中医医院。

１．１．２　动物
ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠４８只，体重量（２００±２０）ｇ，

购于辽宁长生生物技术股份有限公司，生产许可证号

为ＳＣＸＫ（辽）２０２００００１。
１．１．３　试剂

丙二醛（ＭＤＡ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）、
超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）试剂盒（南京建成生物工程研

究所）；大鼠白细胞介素 ６（ＩＬ６）、表皮生长因子
（ＥＧＦ）、肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）、前列腺素（ＰＧＥ２）
ＥＬＩＳＡ检测试剂盒、胃蛋白酶活性试剂盒（上海酶联
生物科技有限公司）；ＴＵＮＥＬ凋亡检测试剂盒（碧云
天生 物 技 术 研 究 所）；ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ＢＡＸ、Ｂｃｌ２、
Ｃａｓｐａｓｅ３、βａｃｔｉｎ抗体（武汉爱博泰克生物科技有限
公司）。

１．１．４　仪器
ＳＰＡＲＫ型酶标仪（瑞士ＴＥＣＡＮ公司）；电泳仪、转

印槽（美国ＢＩＯＲＡＤ公司）；ＨｉｓｔｏＣｏｒｅ组织脱水机、Ｈｉｓ
ｔｏＣｏｒｅＡｒｃａｄｉａＣ石蜡包埋机、ＨｉｓｔｏＣｏｒｅＡＵＴＯＣＵＴ切片
机、ＨＩ１２１０摊片机、ＨＩ１２２０烤片机、ＨｉｓｔｏＣｏｒｅＰＥＡＲＬ显
微镜（Ｌｅｉｃａ公司）；ＴＧＬ２０Ｍ高速冷冻离心机（湖南湘
仪有限公司）；高速低温组织研磨仪（湖南沪康离心机

有限公司）；蛋白变性仪（美国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）。

１．２　方法
１．２．１　非甾体抗炎药诱导大鼠急性胃溃疡模型的建
立及分组

选取ＳＤ健康雄性大鼠４８只，适应性喂养１周后
随机分为空白对照组、模型组（６０ｍｇ／ｋｇ吲哚美辛）、
阳性对照组（吲哚美辛＋４０ｍｇ／ｋｇ奥美拉唑）、白及枳
实汤低、中、高剂量组（吲哚美辛 ＋１０、２０、４０ｍｇ／ｋｇ，
ＢＺＤ）。各组灌胃给入相应剂量药物（空白对照组和
模型组给入同等剂量的生理盐水），１次／ｄ，连续灌胃
１５次，每天观察大鼠的一般情况（皮毛、耳尾颜色、活
动度、摄食量、体重、对刺激反应等）。第１５天灌胃后
８ｈ除空白对照组给予生理盐水外，每组大鼠给予吲哚
美辛（６０ｍｇ／ｋｇ）造模［１０］，在造模后６ｈ腹腔注射２０％
乌拉坦麻醉后进行取材。腹主动脉取血３～５ｍＬ，收
集胃液，对胃组织拍照记录，取胃中间的一部分在装

有１０倍体积的４％多聚甲醛的 ＥＰ管中固定，将余下
的胃组织放入超低温－８０℃冰箱备用。
１．２．２　ＨＥ病理切片染色

将胃组织浸泡在 ４％多聚甲醛中固定脱水 ３６ｈ
后，按照设定好的程序放入脱水机脱水后对组织进行

包埋切片，ＨＥ染色处理，使用中性树胶封片后用显微
镜观察其病理变化。

１．２．３　ＴＵＮＥＬ法测定胃黏膜上皮细胞凋亡情况
将切片先脱蜡后按照试剂盒说明书依次滴加不
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含ＤＮａｓｅ的蛋白酶 Ｋ、内源性过氧化物酶强力封闭
液、生物素标记液、标记反应终止液、ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＨＲＰ
工作液和ＤＡＢ显色液等试剂，并在相应试剂滴加后
进行孵育操作和 ＰＢＳ洗涤，最后使用中性树胶封片，
显微镜观察胃黏膜上皮细胞凋亡情况。

１．２．４　胃蛋白酶活性的测定
每个样品组织称取 ０．１ｇ，按照说明书制得粗酶

液，而后依次进行操作，在酶标仪５８０ｎｍ处测定吸光
度值再计算胃蛋白酶活性。

１．２．５　生化指标的测定
将血浆样本在转速 ４０００ｒｐｍ低温条件下离心

１０ｍｉｎ后取上清液，根据试剂盒说明书对处理后的血
浆样本测定 ＥＧＦ、ＰＧＥ２、ＮＯ、ＳＯＤ、ＩＬ６、ＴＮＦα和
ＭＤＡ的含量。
１．２．６　蛋白免疫印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测蛋白表达
情况

精密称量不同组别的胃组织加入裂解液，研磨离

心后取上清，通过ＢＣＡ测定蛋白浓度，变性处理制备
好样品，而后加入浓度为１０％的十二烷基硫酸钠聚
丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）胶进行恒压电泳，再
在２２０ｍＡ恒定电流条件下转模，之后牛奶封闭清洗完
毕放入一抗试剂液过夜，次日将条带清洗后室温二抗

孵育，再用 ＴＢＳＴ清洗干净后用 ＥＣＬ显影定影成像，
使用Ｉｍａｇｅｌａｂ软件对图像进行数据处理，分析各个蛋
白在不同组别的表达趋势。

１．３　统计学方法
统计学分析经ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行，数据以

（平均值 ±标准差）表示，采用单因素方差分析，Ｐ＜
００５表示具有显著性差异。

２　结　果

２．１　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠胃组织外观形
态和病理变化影响

从图１可见，空白对照组胃黏膜光滑完整。模型
组胃黏膜局部变薄，表面可见明显线状出血，易擦拭，

但拭去后出现深浅不一的凹痕，未见穿孔。ＢＺＤ低、
中、高剂量组和阳性对照组的线状出血均有改善，且

改善状况与给药剂量成正比。

从图２可见，空白对照组大鼠胃黏膜无损伤、结
构完整，腺体排列紧密整齐，未见黏膜出血及水肿。

与空白对照组相比，模型组大鼠胃黏膜腺体排列紊

乱，黏膜上皮细胞大量坏死、脱落，出现炎症细胞浸

润。与模型组相比，ＢＺＤ不同给药组和阳性对照组的
胃黏膜损伤程度降低，腺体排列有序，黏膜上皮细胞

坏死数量减少，炎性浸润程度降低。

图１　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠胃组织外观形态的影响

注：图中表示胃黏膜腺体排列紊乱；▲表示炎性细胞浸润；表示出血。

图２　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠胃组织病理变化的影响（×２００）

２．２　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠胃黏膜上皮细
胞凋亡的影响

ＴＵＮＥＬ荧光结果显示，与空白对照组比较，模型
组大鼠胃黏膜细胞凋亡率显著升高（Ｐ＜０．００１）；与模
型组相比，阳性对照组和ＢＺＤ低、中、高剂量组大鼠的
胃黏膜细胞凋亡率均有明显降低（Ｐ＜０．０１）。结果见
图３。

与空白对照组比较，＃＃＃Ｐ＜０．００１；与模型组比较，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。

图３　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠胃黏膜上皮细胞凋亡的影响（×１００）
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２．３　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠胃蛋白酶活性
的影响

与空白对照组比，模型组胃蛋白酶活性显著升高

（Ｐ＜０．０１）。与模型组相比，ＢＺＤ高剂量组和阳性对
照组胃蛋白酶活性均显著下降（Ｐ＜０．０５），且ＢＺＤ给
药剂量与胃蛋白酶活性成反比。结果见图４。

与空白对照组比较，＃＃Ｐ＜０．０１；与模型组比较，Ｐ＜０．０５。

图４　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠胃蛋白酶活性的影响

２．４　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠ＥＧＦ、ＰＧＥ２的
影响

与空白对照组比，模型组 ＥＧＦ水平显著降低（Ｐ
＜０．００１）。与模型组相比，ＢＺＤ中、高剂量组和阳性
对照组ＥＧＦ水平均显著上升（Ｐ＜０．００１）。与空白对
照组比，模型组ＰＧＥ２水平显著降低（Ｐ＜０．００１）。与
模型组相比，ＢＺＤ高剂量组和阳性对照组 ＰＧＥ２水平
均显著上升（Ｐ＜０．００１）。结果见图５。

与空白对照组比较，＃＃＃Ｐ＜０．００１；与模型组比较，Ｐ＜０．００１。

图５　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠ＥＧＦ、ＰＧＥ２的影响

２．５　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠 ＴＮＦα、ＩＬ６
的影响

与空白对照组比，模型组 ＴＮＦα水平显著升高
（Ｐ＜０．００１）。与模型组相比，阳性对照组的 ＴＮＦα
水平明显降低（Ｐ＜０．００１），ＢＺＤ中、高剂量组 ＴＮＦα
水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）且呈现剂量依赖性。与空
白对照组比，模型组ＩＬ６水平显著升高（Ｐ＜０．００１）。
与模型组相比，ＢＺＤ低、中、高剂量组和阳性对照组

ＩＬ６水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）且呈现剂量依赖性。
结果见图６。

与空白对照组比较，＃＃＃Ｐ＜０．００１；与模型组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。

图６　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠ＴＮＦα、ＩＬ６的影响

２．６　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠 ＳＯＤ、ＭＤＡ、
ＮＯ的影响

与空白对照组比，模型组 ＳＯＤ水平显著降低（Ｐ
＜０．００１）。与模型组相比，阳性对照组的 ＳＯＤ水平
明显升高（Ｐ＜０．００１），ＢＺＤ中、高剂量组ＳＯＤ水平均
显著升高（Ｐ＜０．０５）。与空白对照组比，模型组ＭＤＡ
水平显著升高（Ｐ＜０．００１）。与模型组相比，阳性对照
组的ＭＤＡ水平明显降低（Ｐ＜０．００１），ＢＺＤ中、高剂
量组ＭＤＡ水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）且呈现剂量依
赖性。与空白对照组比，模型组ＮＯ水平显著降低（Ｐ
＜０．００１）。与模型组相比，阳性对照组的 ＮＯ水平明
显升高（Ｐ＜０．００１），ＢＺＤ中、高剂量组 ＮＯ水平均显
著升高（Ｐ＜０．０５）。结果见图７。

与空白对照组比较，＃＃＃Ｐ＜０．００１；与模型组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。

图７　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＮＯ的影响

２．７　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠胃组织中
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路蛋白含量表达的影响

利用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法检测蛋白表达情况，与空
白对照组相比，模型组的 ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ和 ＢＣＬ２蛋白表
达明显降低（Ｐ＜０．００１），ＢＡＸ和 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达
显著升高（Ｐ＜０．０１）；与模型组相比，阳性对照组和
ＢＺＤ低、中、高剂量组的ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ和ＢＣＬ２蛋白表达
均明显升高，ＢＡＸ和 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达逐量递减（Ｐ
＜０．０５）。结果见图８。
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与空白对照组比较，＃＃Ｐ＜０．０１；与模型组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。

图８　ＢＺＤ对于急性胃溃疡大鼠胃组织中ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ、ＢＣＬ２ＢＡＸ和
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白含量的表达

３　讨　论

胃溃疡是一种多因素疾病，其发病原因较为复

杂，包括酒精、幽门螺杆菌感染、药物刺激、应急反应

等因素损伤胃黏膜的防御机制，从而使胃黏膜出血、

糜烂、溃疡、炎症渗出、水肿等
［１０］。当胃酸分泌增多、

胃蛋白酶活性增强时胃黏膜的保护屏障功能受到破

坏，胃黏膜组织受损，从而导致急性胃溃疡的产

生
［１１１２］。本实验结果表明 ＢＺＤ可有效改善急性胃溃

疡大鼠的胃酸ｐＨ，降低胃蛋白酶活性，从而实现对胃
黏膜的保护作用。当胃黏膜上皮细胞的氧化反应失

衡，氧化应激时会产生大量的自由基，这会导致胃黏

膜的细胞凋亡，屏障受损，主要表现为细胞合成

ＳＯＤ［１３］和ＮＯ的能力降低，ＭＤＡ含量显著上升。本实
验证明ＢＺＤ不同剂量组可有效提高胃组织中 ＳＯＤ和
ＮＯ含量，有效抵抗自由基损伤，达到抗氧化效果；降
低ＭＤＡ含量，减少氧化应激反应对胃黏膜的损伤，降
低胃溃疡的严重程度

［１３１５］。胃溃疡中大量的炎性介

质和炎性细胞因子释放是形成溃疡的一个重要原因。

ＢＺＤ可通过抑制炎性介质 ＴＮＦα和细胞趋化因子
ＩＬ６的含量，减少胃黏膜的炎性反应，缓解溃疡症
状
［１６１７］，增加促生长因子ＥＧＦ和前列腺素ＰＧＥ２的含

量，促进胃黏膜细胞的生长速度
［１８１９］，减少胃黏膜损

伤的同时提高受损溃疡面的修复效率。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路发挥的主要作用是调节细胞
的代谢、分化、增殖、凋亡

［２０］，ＰＩ３Ｋ的本质是一种胞内

磷脂酰肌醇激酶，具有磷脂酰肌醇激酶与丝氨酸／苏
氨酸激酶活性，Ａｋｔ是丝氨酸／苏氨酸特异性蛋白激
酶，参与细胞增殖、细胞迁移、细胞凋亡等过程

［２１］。

激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路可以激活或抑制其下游靶蛋白
Ｂｃｌ２基因相关启动子（Ｂａｄ）、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３
等，进而调节细胞增殖，分化和凋亡

［２２］。Ｂｃｌ２具有抗
凋亡功能，而Ｂａｘ具有促进细胞凋亡的作用，ｃａｓｐａｓｅ３
在细胞凋亡中起重要作用，是所有细胞凋亡途径的关

键效应物，负责许多关键蛋白质的蛋白水解切割，损

伤启动细胞死亡程序
［２３］。本研究中 ＢＺＤ的 ＰＩ３Ｋ、

ＡＫＴ蛋白含量表达增加，说明 ＢＺＤ可激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号通路，增强Ｂｃｌ２蛋白表达，降低ＢＡＸ和 Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白含量的表达，促进胃黏膜细胞的增殖，减少细胞

凋亡，从而对急性胃溃疡的愈合具有正向促进作用。

综上所述，ＢＺＤ可有效改善非甾体抗炎药所致急
性胃溃疡，其作用通过激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路促进胃黏
膜修复，在增强细胞增殖、抑制凋亡、抗炎等方面发挥

治疗胃溃疡的作用。
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摘要：目的 探讨山奈酚（Ｋａｅ）改善自发性高血压大鼠（ＳＨＲ）肾纤维化的作用机制。方法 将大鼠分为４组，分别为
ＣＯＮ组、ＳＨＲ组、ＳＨＲ＋Ｌｏｓ（氯沙坦）组和ＳＨＲ＋Ｋａｅ（山奈酚）组，每组８只。然后分别进行灌胃处理，早晚各一次，连
续灌胃４ｗ后测定血压及取肾组织；将大鼠肾组织分别进行Ｈ＆Ｅ、ＰＡＳ和ＤＨＥ染色，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测纤维化相关蛋白
及ＮＲＦ２蛋白的表达。结果 与Ｃｏｎ组相比，ＳＨＲ组大鼠肾组织呈明显纤维化改变，ＲＯＳ生成增多，胶原相关蛋白表达明
显升高（Ｐ＜０．００１），ＮＲＦ２表达明显降低（Ｐ＜０．０１）。给予 Ｋａｅ处理后，大鼠血压降低，肾组织纤维化得到明显改善，
ＲＯＳ生成明显减少，ＮＲＦ２表达升高。结论 山奈酚可通过缓解氧化应激改善自发性高血压大鼠的肾纤维化。
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　　高血压是以动脉血压持续升高为主要特征，是心
血管疾病、脑血管疾病、肾病等严重健康问题的重要

危险因素
［１］。高血压肾病（ｈｙｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒｅｎａｌｄｉｓｅａｓｅ，

ＨＲＤ）是一种以原发性高血压为主要病因的慢性肾脏
病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）。随着疾病的进展，
造成肾脏功能和结构性损害，最终发展成末期肾病并

导致死亡。ＨＲＤ引发的肾损伤的特征包括：肾小管损

伤、肾间质纤维化和肾小球硬化。研究表明，肾间质

纤维化是高血压肾病的主要并发症
［２３］。因此，防治

肾间质纤维化是治疗高血压肾病的重要途径。

氧化应激是指细胞中活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅ
ｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的产生和积累以及细胞使用抗氧化分子中
和反应产物的能力不平衡

［４］。ＲＯＳ包括超氧化物、羟
基自由基、过氧化氢、过氧亚硝酸盐、一氧化氮和次氯
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酸等。低至中等浓度的ＲＯＳ在细胞信号传导、基因表
达、肌肉力量调节、促有丝分裂反应、细胞凋亡和抗感

染性中起关键作用。在某些条件下，过量的ＲＯＳ不能
被氧化防御系统消除或中和，从而破坏氧化还原稳

态，导致氧化应激。有研究表明，氧化应激是各种肾

损伤和疾病的病理生理学中的关键参与者
［５］。

山奈酚（ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ，Ｋａｅ）是一种广泛存在于植物
中的天然黄酮类化合物。因其具有预防和抵抗癌症、

拮抗炎症反应、抗氧化、抗菌、抗病毒、血管保护等作

用而得到人们广泛关注
［６］。近年来，有研究表明黄酮

类化合物通过作为核因子红细胞系２相关因子２（Ｎｕ
ｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ，ＮＲＦ２）抗氧化反应
介质，改善抗氧化状态，降低氧化应激反应，发挥肾保

护作用
［７８］。本研究主要通过探讨和分析 Ｋａｅ对自发

性高血压大鼠肾脏纤维化的改善作用，以期为临床预

防和治疗高血压肾纤维化提供新靶点和理论依据，也

为黄酮类天然药物开发提供新的参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物
雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠８只，自发性高血压大

鼠（ＳＨＲ）２４只，均为 ７～８周龄，体重约为 ２００～
３００ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限公司。将
大鼠饲养于 ＳＰＦ级动物房。维持（２２±１）℃温度和
（５０±１０）％湿度，每天进行１２ｈ／１２ｈ光暗循环，同时
供给充足饮用水和食物。经湖北科技学院药学院实

验动物委员会的审核，并严格执行伦理委员会相关规

定，许可证号为ＳＣＸＫ（鄂）２０１４０００４。

１．２　药品与试剂
Ｋａｅ（货号：Ｋ８１２２２５；麦克林公司）；Ｌｏｓ（货号：

Ｎ３３５７４９；阿拉丁公司）；ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ（货号：Ａ１６８９１）、
ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ（货号：Ａ０８１７）、αＳＭＡ（货号：Ａ１７９１０）、
ＮＲＦ２（货号：Ａ２１１７６）均购自武汉爱博泰克公司；βｔｕ
ｂｕｌｉｎ（货号：ＧＢ１１１３９）、ＤＡＰＩ（货号：Ｇ１４０７）购自塞维
尔公司；ＤＨＥ（货号：Ｓ００６３；碧云天公司）。

１．３　实验方法
１．３．１　动物实验分组

所有ＳＰＦ级实验大鼠均进行１周适应性喂养后，
８只ＳＤ雄性大鼠为正常组（Ｃｏｎ组，ｎ＝８）；将２４只
ＳＨＲ大鼠随机分为高血压模型组（ＳＨＲ组，ｎ＝８）、高
血压氯沙坦处理组（ＳＨＲ＋Ｌｏｓ组，ｎ＝８）和高血压山
奈酚处理组（ＳＨＲ＋Ｋａｅ组，ｎ＝８）。Ｃｏｎ组与 ＳＨＲ组
给予灌胃生理盐水４ｍｌ／ｋｇ，ＳＨＲ＋Ｌｏｓ组灌胃氯沙坦
１０ｍｇ／ｋｇ，ＳＨＲ＋Ｋａｅ组灌胃山奈酚 １８ｍｇ／ｋｇ，均早 ９

点晚９点各灌胃一次，连续灌胃４ｗ，灌胃结束后测定
血压。

１．３．２　大鼠无创血压的测定
将大鼠置于适宜的环境中１５～３０ｍｉｎ，使用特制

的固定器将大鼠固定，暴露尾部，将大小合适的充气

袖带均匀地缠绕在大鼠尾部距尾尖约１／３处，将脉搏
传感器放置在袖带下方或附近，以准确检测脉搏信

号，通过控制充气泵向袖带内充气，使袖带压力逐渐

升高，直至脉搏信号消失，然后缓慢放气，同时观察脉

搏信号的变化。当脉搏信号再次出现时，对应的袖带

压力即为收缩压；继续放气，当脉搏信号的振幅达到

最大时，对应的压力为平均动脉压；当脉搏信号再次

减弱至消失时，对应的压力为舒张压。记录每次测量

的血压值，通常需要连续测量３～５次，取平均值作为
最终结果。

１．３．３　肾组织形态学观察
实验结束后处死大鼠，取各组大鼠肾组织放入多

聚甲醛中脱水固定，送武汉塞维尔生物科技公司进行

石蜡包埋，并分别进行ＨＥ染色、ＰＡＳ染色。染色完毕
后，使用光学显微镜对肾组织ＨＥ染色、ＰＡＳ染色切片
进行观察并拍照，重点关注各组大鼠肾组织的病理学

变化。

１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
称取 ３０ｍｇ肾组织，提取蛋白，加入 ５×Ｌｏａｄｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ后，置于９８℃的金属浴煮沸８ｍｉｎ，配制合适比
例的ＳＤＳＰＡＧＥ胶，将蛋白质上样并进行电泳转移到
ＰＶＤＦ膜中封闭，４℃孵育一抗过夜。一抗稀释比（ｖ／
ｖ）如下：αＳＭＡ（１：１０００），ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ（１∶１０００），Ｃｏｌｌａ
ｇｅｎⅢ（１∶１０００），ＮＲＦ２（１∶３０００），βｔｕｂｕｌｉｎ（１∶
１００００）。次日加入ＨＲＰ偶联的山羊抗兔（１∶１００００）在
室温摇床孵育１ｈ，最后现配 ＥＣＬ显影液，用 ＩｍａｇｅＪ
分析灰度值。

１．３．５　超氧化物阴离子荧光探针（Ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，
ＤＨＥ）染色实验

将各组肾组织石蜡切片放置在６５℃恒温箱中烘
烤６０ｍｉｎ。按照脱蜡和水化（二甲苯Ⅰ １５ｍｉｎ→二甲
苯Ⅱ １５ｍｉｎ→无水乙醇Ⅰ １０ｍｉｎ→无水乙醇Ⅱ １０ｍｉｎ
→９５％乙醇５ｍｉｎ→９０％乙醇５ｍｉｎ→８０％乙醇５ｍｉｎ→
７０％乙醇５ｍｉｎ→蒸馏水洗３ｍｉｎ）的顺序依次进行；将
组织切片置于装有抗原修复液的直立湿盒，于微波炉

内进行如下实验：８０火力５ｍｉｎ→常温３ｍｉｎ→６０火力
３ｍｉｎ→室温３ｍｉｎ→４０火力３ｍｉｎ→室温３ｍｉｎ→２０火
力３ｍｉｎ→冷却至室温。抗原修复结束后用 ＰＢＳ洗
５ｍｉｎ后甩干，用组化笔在组织周围画圈，圈内滴加
５％ＢＳＡ室温封闭 １ｈ。在 ３７℃下避光孵育 ５μｍｏｌ／Ｌ
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ＤＨＥ３０ｍｉｎ，孵育结束后 ＰＢＳ洗３ｍｉｎ重复３次，甩干
在组织上滴加含ＤＡＰＩ的抗荧光淬灭剂。盖玻片封片
后在倒置荧光显微镜下观察并拍照。

１．４　统计学方法
实验结果主要采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ１０．０软件进行

分析，实验均重复不少于３次，结果以（珋ｘ±ｓ）表示，采用
单因素方差分析，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　Ｋａｅ对ＳＨＲ大鼠的降压作用
血压检测结果显示，与 Ｃｏｎ组相比，ＳＨＲ组大鼠

的收缩压（ＳＢＰ）和舒张压（ＤＢＰ）明显升高，但在给予
Ｋａｅ处理后，ＳＨＲ大鼠的收缩压和舒张压显著降低
（图１）。以上结果表明 Ｋａｅ可显著降低 ＳＨＲ大鼠的
血压。

Ｐ＜０．００１；＃＃＃Ｐ＜０．００１，ｎ＝８。

图１　Ｋａｅ对ＳＨＲ大鼠血压的影响

２．２　Ｋａｅ对ＳＨＲ大鼠肾脏纤维化的影响
Ｈ＆Ｅ染色结果显示（图２），与 Ｃｏｎ组相比，ＳＨＲ

大鼠肾组织出现结构紊乱、肾小球基底膜增厚、炎细

胞浸润现象；在给予 Ｋａｅ处理后，该现象得到改善。
此外，ＰＡＳ染色发现肾组织中糖原沉积现象，结果表
明ＳＨＲ大鼠肾组织出现明显纤维化，而 Ｋａｅ可以逆
转该现象。

标尺：５０μｍ（黑色箭头标识病变部位）。

图２　Ｋａｅ对ＳＨＲ大鼠肾组织形态学及纤维化的影响

２．３　Ｋａｅ对ＳＨＲ大鼠肾组织氧化应激的影响
本实验中使用超氧化物阴离子荧光探针（ＤＨＥ）

染色检测肾组织中氧化应激标志物 ＲＯＳ生成。ＤＨＥ

染色结果显示：与 Ｃｏｎ组相比，ＳＨＲ组大鼠肾组织中
的ＲＯＳ生成明显增多，在给予Ｋａｅ处理后，ＳＨＲ＋Ｋａｅ
组肾组织中 ＲＯＳ生成显著减少（图 ３）。结果表明
ＳＨＲ大鼠肾组织发生氧化应激，而Ｋａｅ可以减轻ＳＨＲ
大鼠肾组织中ＲＯＳ的过度生成。

　　ＤＡＰＩ（蓝色）标记的是细胞核；ＲＯＳ（红色）标记的是肾脏组织中生成的 ＲＯＳ；Ｍｅｒｇｅ是二

者共定位图像；Ｚｏｏｍ为局部放大图；标尺：５０μｍ。

图３　Ｋａｅ对ＳＨＲ大鼠肾组织中ＲＯＳ生成的影响

２．４肾组织中胶原蛋白表达的变化
采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肾脏中与纤维化密切相关

的蛋白表达水平，结果显示，与 ＣＯＮ组相比，ＳＨＲ组
大鼠肾组织中的 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ和 αＳＭＡ蛋
白表达显著增加；与 ＳＨＲ组相比，在 ＳＨＲ＋Ｋａｅ组大
鼠肾脏中，这三种蛋白表达出现了明显逆转（图４）。
结果表明ＳＨＲ大鼠肾组织出现明显纤维化，而Ｋａｅ可
以改善该现象。

Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃Ｐ＜０．００１，ｎ＝４。

图４　Ｋａｅ对ＳＨＲ大鼠肾脏中胶原蛋白表达的影响

２．５　肾组织中ＮＲＦ２蛋白表达量的变化
采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组肾脏中ＮＲＦ２蛋白的表

达。检测结果显示，与 ＣＯＮ组相比，ＳＨＲ组大鼠肾组
织中的ＮＲＦ２蛋白表达明显减少（图５）。与ＳＨＲ组相
比，ＳＨＲ＋Ｋａｅ组大鼠肾脏中，该蛋白表达显著升高。
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Ｐ＜０．００１；＃＃＃Ｐ＜０．００１，ｎ＝４。

图５　Ｋａｅ对ＳＨＲ大鼠肾脏中ＮＲＦ２蛋白表达的影响

３　讨　论

ＨＲＤ是一种以原发性高血压为主要病因的慢性肾
病，ＨＲＤ引发的肾损伤特征包括：肾小管损伤、肾间质
纤维化和肾小球硬化。研究

［２］
表明，肾间质纤维化是

高血压肾病的主要并发症。因此，本文通过对ＳＨＲ大
鼠肾组织进行Ｈ＆Ｅ及ＰＡＳ染色，证实高血压引发了肾
纤维化；此外，在蛋白印迹实验中也检测到ＳＨＲ大鼠肾
组织中纤维化相关蛋白出现了显著上调的现象。

有研究
［４］
表明，氧化应激是各种肾损伤和疾病的

病理生理学中的关键参与者。在某些条件下，过度产

生的ＲＯＳ不能被氧化防御系统消除或中和，从而破坏
氧化还原稳态，导致氧化应激。作为 ＮＲＦ２的抗氧化
反应介质，黄酮类化合物可提高抗氧化作用。Ｋａｅ作
为一种黄酮类化合物，已被证实可降低 ＲＯＳ、ＩＬ１２和
ＴＮＦα水平，抑制 ＭＡＰＫ和 ＮＦκＢ的表达，上调
ＮＲＦ２／ＨＯ１水平，进而减少细胞凋亡，最终降低肾损
伤
［９１４］。在本研究中发现，ＳＨＲ＋Ｋａｅ组大鼠肾组织

中ＲＯＳ生成相较于 ＳＨＲ大鼠组明显减少，且 ＮＲＦ２
蛋白表达显著上调，这与前人的研究

［８］
结果一致。

综上所述，Ｋａｅ可显著降低 ＳＨＲ大鼠血压，改善
大鼠肾脏纤维化及氧化应激，对 ＳＨＲ大鼠肾组织起
保护作用，其机制可能与ＮＲＦ２缓解氧化应激，降低纤
维化相关蛋白 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ和 αＳＭＡ表达
有关。
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摘要：目的 探讨雷公藤红素（Ｃｅｌａｓｔｒｏｌ，ＣＥＬ）对糖尿病（ＤＭ）大鼠大脑皮层的保护作用。方法 高脂喂养联合链脲佐
菌素（ＳＴＺ，３５ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射构建大鼠ＤＭ模型，治疗组大鼠每天给予ＣＥＬ（４ｍｇ／ｋｇ／ｄ）灌胃１２周。条件恐惧实验评
估大鼠的学习记忆能力，Ｎｉｓｓｌ染色检测皮层神经元的形态和数量，免疫荧光检测大脑皮层中 ｐＮＦκＢ表达水平，Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ３８ＡＭＰＫ、ＳＴＡＴ３蛋白的表达。结果 与ＤＭ组相比，ＣＥＬ组大鼠大脑皮层神经元排列整齐、形态规则、无明
显细胞空泡化，尼氏小体数量增多，ｐＮＦκＢ表达降低，且ｐ３８ＡＭＰＫ、ＳＴＡＴ３蛋白表达均下调。结论 ＣＥＬ保护 ＤＭ大鼠
大脑皮层，改善学习记忆能力，可能与ｐ３８ＡＭＰＫ／ＳＴＡＴ３信号通路有关。

关键词：雷公藤红素；糖尿病；大脑皮层；认知功能；ｐ３８ＡＭＰＫ／ＳＴＡＴ３
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　　糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）是一种以高血糖为
特征的慢性代谢性疾病，主要由胰岛素分泌缺陷或胰

岛素抵抗引起。近年来，ＤＭ患病率逐年攀升，糖尿病
已成为全球公共问题。据国际糖尿病联盟（ＩＤＦ）的统
计，２０２１年全球糖尿病患者为５．３６６亿，预计到２０４５
年将达到７．８３２亿［１］。糖尿病相关认知功能障碍是

ＤＭ最严重的并发症之一，以学习记忆功能减退为主
要表现，严重影响患者生活质量

［２］。有研究表明，在

长病程的糖尿病患者中近４０％出现轻度认知功能障

碍，且２型糖尿病患者痴呆的风险更高［３］；因此，及时

有效的防治ＤＭ及其并发症已成为研究的关键。
雷公藤红素（Ｃｅｌａｓｔｒｏｌ，ＣＥＬ），是一种天然五环三

萜类化合物，从传统中药雷公藤根茎中提取
［４］，具有

多种药理作用
［５６］；近年来研究发现，ＣＥＬ能够改善阿

尔茨海默病小鼠的认知功能障碍，其机制与ＣＥＬ抑制
ｔａｕ蛋白过度磷酸化和β淀粉样蛋白生成有关［７］。另

有研究指出，ＣＥＬ能够提高 ｄｂ／ｄｂ小鼠对葡萄糖的耐
受性，促进胰岛素分泌，降低 ｄｂ／ｄｂ小鼠的高血糖状
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态，改善葡萄糖稳态
［８］。因此，本研究旨在通过建立

稳定的糖尿病大鼠模型，探讨ＣＥＬ对糖尿病大鼠大脑
皮层神经的保护作用及其可能的作用机制，为糖尿病

相关认知功能障碍的防治提供新的策略和方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物
雄性ＳＤ大鼠３６只，体重１８０～２００ｇ，７～８周龄，

购自北京维通利华实验动物科技有限公司［证书：

ＳＣＸＫ（北京）２０１６０００６］。大鼠在温度为（２２±１）℃、
湿度为（５０±１０）％的 ＳＰＦ环境下，分离笼饲养，１２ｈ／
１２ｈ光／暗循环，自由饮食饮水。

１．２　药品和试剂
雷公藤红素（３４１５７８３０）购自成都 Ｈｅｒｂｐｕｒｉｆｙ公

司。链脲佐菌素（ＳＴＺ，Ｓ１１０９１０）购自阿拉丁科技公司
（中国上海）。ｐ３８ＡＭＰＫ抗体（Ａ０２２７）、ＳＴＡＴ３抗体
（Ａ２２４３４）均购自武汉 Ａｂｃｌｏｎａｌ公司。抗 ＮｅｕＮ抗体
（６６８３６２Ｉｇ）购自武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。Ａｎｔｉｐｈｏｓ
ｐｈｏＮＦκＢ（＃３０３３）购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司。Ｎｉｓｓｌ染色液（ＢＬ９９９Ａ）购自Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司。

１．３　动物实验分组
大鼠在ＳＰＦ级动物房内正常饲料适应性喂养 １

周，随机分为Ｃｏｎ和ＤＭ组。ＤＭ模型组２０只大鼠连
续２天腹腔注射ＳＴＺ（３５ｍｇ／ｋｇ），同时给予高脂饮食；
Ｃｏｎ组１６只大鼠腹腔注射等体积柠檬酸盐缓冲液
（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠，ｐＨ４．４），正常饲料喂养。最后
一次腹腔注射７２ｈ后，以空腹血糖≥１１．１ｍｏｌ／Ｌ作为
小鼠ＤＭ造模成功的标准。造模成功后，将 ＳＴＺ注射
小鼠随机分为 ＤＭ组（ｎ＝１０）和 ＤＭ＋ＣＥＬ组（ｎ＝
１０），柠檬酸盐缓冲液注射小鼠随机分为 Ｃｏｎ组（ｎ＝
８）和 Ｃｏｎ＋ＣＥＬ组（ｎ＝８）。ＤＭ＋ＣＥＬ组和 Ｃｏｎ＋
ＣＥＬ组给予 ＣＥＬ４ｍｇ／ｋｇ灌胃，ＤＭ组和 Ｃｏｎ组分别
给予等量纯水灌胃，１次／ｄ，连续１２周。血糖水平由
商用血糖仪（ＶｉｔａｌＳｃａｎ，中国）测量。

１．４　实验方法
１．４．１　条件恐惧实验

条件恐惧实验是一种行为学实验，用于评估大鼠

的学习记忆状态。如图１Ａ，将大鼠放入斯金纳箱内
适应 ６０ｓ后，给予单一频率声音刺激（８０～８５ｄＢ，
２７００Ｈｚ）１８ｓ，同时予足底电击（０．８ｍＡ）２ｓ，声音与电
击同时结束，两次声音间隔为３０ｓ，重复３次，３ｈ后重
复上述实验，但两次声音间隔调整为４５ｓ，建立条件性
恐惧，并记录大鼠僵直次数和时间。恐惧消退训练则

是在２４ｈ后将已经建立条件性恐惧的动物再次放入

斯金纳箱内，仅给予相同频率声音信号，不进行电击，

两次声音间隔时间３０ｓ，记录５ｍｉｎ内僵直百分比作为
短期记忆保持成绩。在恐惧消退训练后的第五天重

复第一天的实验操作，记录５ｍｉｎ内僵直百分比作为
长期记忆保持成绩。

１．４．２　免疫荧光实验
免疫荧光法检测各组大鼠脑皮层组织中ｐＮＦκＢ

蛋白的荧光表达。随机选取同层面、同区域的脑部切

片经二甲苯脱蜡、无水乙醇水化处理后进行抗原修

复，用 ３％过氧化氢孵育 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ３次，５％
ＢＳＡ溶液封闭 ３０ｍｉｎ，加入 ｐＮＦκＢ（１∶１０００）一抗，
４℃孵育过夜。荧光二抗室温下孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤３
次，滴加抗荧光淬灭试剂避光封片在荧光显微镜下观

察并采集图像，ＩｍａｇｅＪ软件分析荧光强度。
１．４．３　尼氏染色实验

选取皮质组织完整的切片，在二甲苯中脱蜡５～
１０ｍｉｎ，共 ３次。然后用 ０．１％焦油紫溶液染色，约
３０ｍｉｎ后分色，在显微镜下观察，直至出现清晰的尼氏
小体。用流动水冲洗，依次（７５％乙醇溶液→９５％乙
醇溶液→１００％乙醇溶液，各１ｍｉｎ，二甲苯透明２次，
时间１０ｍｉｎ）进行脱色。最后中性胶封片，显微镜下观
察各组区域神经元的变化。

１．４．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ实验
ＲＩＰＡ裂解缓冲液提取脑皮层组织蛋白，样品煮

沸变性后于－２０℃保存备用。使用等量蛋白质上样，
经１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，转移到ＰＶＤＦ膜上，在５％
脱脂牛奶中室温封闭１ｈ后，与一抗 ｐ３８ＡＭＰＫ、ＳＴＡＴ３
相结合，于４℃孵育过夜后，相对应的二抗室温孵育
１ｈ。以βｔｕｂｕｌｉｎ作为内参。使用ＩｍａｇｅＪ软件对蛋白
条带的相对值进行分析，比较各组蛋白表达情况。

１．５　统计学方法
所有数据均采用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８软件统计分

析，结果用（珋ｘ±ｓ）表示。多组间的数据差异采用单因
素方差（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）检验分析。当Ｐ＜０．０５时，
所得差异视为具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＣＥＬ对ＤＭ大鼠学习记忆能力的影响
利用条件恐惧实验测试 ＣＥＬ对 ＳＤ大鼠学习和

记忆能力的影响。结果显示，训练后（０ｈ）即刻测试，
ＤＭ组僵直百分比明显低于其他组，表明 ＤＭ组大鼠
学习记忆能力较其他组低（图１Ｂ）。３ｈ后重复上述实
验（图１Ｃ），但两次声音间隔调整为４５ｓ，各组大鼠僵
直百分比无显著性差异，表明 ＤＭ组大鼠短时记忆恢
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复。为进一步探究 ＣＥＬ对 ＤＭ大鼠条件性恐惧的影
响，２４ｈ和第五天再次检测，以测试大鼠的长期记忆，
结果显示，与 ＤＭ组相比，Ｃｏｎ和 ＤＭ＋ＣＥＬ组僵直百
分比明显升高（图１Ｄ、Ｅ）。以上结果表明：糖尿病组
大鼠的僵直百分比明显降低，其认知功能受损；而经

ＣＥＬ治疗后，糖尿病大鼠的僵直百分比明显升高，恐
惧记忆消退速度减慢，表明ＣＥＬ能够显著改善糖尿病
大鼠的认知功能且对于长期记忆障碍有缓解作用。

　　Ａ．实验方案；Ｂ．第一次条件性训练的僵直百分比；Ｃ．第一天训练３ｈ后，记忆消退实验的

僵直百分比；Ｄ、Ｅ．训练后２４ｈ及第５天，记忆消退实验的僵直百分比；（Ｐ＜０．００１；＃＃＃

Ｐ＜０．００１；ｎ＝８）

图１　ＣＥＬ对大鼠恐惧记忆的影响

２．２　ＣＥＬ对 ＤＭ大鼠皮层神经元形态结构和
功能的影响

尼氏染色结果表明，Ｃｏｎ组皮层神经元排列整齐、
结构完整、尼氏小体清晰可见且数量丰富。与 Ｃｏｎ组
相比，ＤＭ组皮层神经元形态不规则，细胞核固缩，出
现细胞空泡化，尼氏小体数量明显较少；与 ＤＭ组相
比，ＣＥＬ处理后皮层神经元排列整齐、形态规则，无明
显细胞空泡化，尼氏小体数量增多（图２Ａ），神经元凋
亡明显减少（图２Ｂ）。以上结果表明，ＣＥＬ可逆转ＤＭ
大鼠皮层神经元的损伤。

　　Ａ．皮层代表性尼氏染色图像（标尺：２０μｍ）；Ｂ．皮层死亡神经元统计图（Ｐ＜

０００１；＃＃＃Ｐ＜０．００１，ｎ＝５）。

图２　ＣＥＬ对大鼠皮层神经元的影响

２．３　ＣＥＬ对ＤＭ大鼠皮层炎症的影响
采用免疫荧光法检测 ｐＮＦκＢ在神经元中的表

达水平，与Ｃｏｎ组相比，ＤＭ组皮层组织中ｐＮＦκＢ表
达水平显著升高，在 ＣＥＬ治疗后，ｐＮＦκＢ表达水平
接近正常（图３）。

图３　ＣＥＬ皮层组织中ｐＮＦκＢ水平的影响（标尺：５０μｍ）

２．４　ＣＥＬ对 ＤＭ大鼠皮层 ｐ３８ＡＭＰＫ、ＳＴＡＴ３
蛋白表达量的影响

为探究 ＣＥＬ对 ｐ３８ＡＭＰＫ、ＳＴＡＴ３蛋白表达的影
响，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检测相关蛋白的表达。如图 ４
所示，与 Ｃｏｎ组相比，ＤＭ大鼠皮层中 ｐ３８ＡＭＰＫ、
ＳＴＡＴ３蛋白表达水平显著性升高；ＣＥＬ治疗后，蛋白
表达均下调，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜
００１）。这些结果表明，ＣＥＬ可以减轻 ＤＭ大鼠大脑
皮层炎症反应。

　　Ａ．ｐ３８ＡＭＰＫ蛋白表达水平及统计图；Ｂ．ＳＴＡＴ３蛋白表达水平及统计图（Ｐ＜０．０５，

Ｐ＜０．０１；＃Ｐ＜０．０５，ｎ＝３）。

图４　ＣＥＬ对皮层ｐ３８ＡＭＰＫ／ＳＴＡＴ３信号通路相关蛋白的影响

２８４ 湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第６期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



３　讨　论

认知功能障碍是糖尿病患者常见的中枢神经系

统并发症之一，其发病机制尚未完全阐明。近年来，

ＤＭ患病率逐年攀升，ＤＭ相关认知功能障碍发病率
也逐年上升

［９］。有研究表明，血糖控制对与学习记忆

相关神经元动力学有显著影响，从而直接影响行为表

现
［１０］。ＣＥＬ是从传统中草药雷公藤中提取的三萜化

合物，在阿尔茨海默病、肥胖和２型糖尿病临床前研
究中表现出对神经退行性疾病潜在的治疗前景

［１１１３］。

本研究通过条件恐惧实验发现，经ＣＥＬ治疗后糖尿病
大鼠的僵直行为明显升高，恐惧记忆消退速度减慢，

表明 ＣＥＬ能够显著改善糖尿病大鼠的认知功能。尼
氏小体是神经元胞质内的粗面内质网和游离核糖体，

其数量和形态的变化可以反映神经元的代谢状态和

功能状态。通过Ｎｉｓｓｌ染色观察大鼠大脑皮层神经元
的形态和数量，发现ＣＥＬ治疗组大鼠脑组织中尼氏小
体数量增多、神经元形态规则、细胞圆润，而糖尿病组

神经元形态不规则、细胞扁平。这表明ＣＥＬ能够保护
糖尿病大鼠的皮层神经元，减少神经元的损伤。糖尿

病作为一种慢性代谢性疾病，可诱发慢性炎症状态，

损害中枢神经系统
［１４］。炎症反应是多条信号通路共

同调节的结果，其中包括ｐ３８ＡＭＰＫ／ＳＴＡＴ３信号通路。
Ｙｕａｎ等［１５］

在探讨 ｐ３８ＡＭＰＫ／ＳＴＡＴ３信号通路在电针
改善糖尿病大鼠学习记忆中的作用中发现，糖尿病大

鼠经电针治疗后 ｐ３８ＡＭＰＫ和 ＳＴＡＴ３蛋白及 ｍＲＮＡ
表达均显著降低，促炎性因子生成也受到抑制，进而

改善糖尿病大鼠学习记忆能力。这与本研究中糖尿

病组大鼠皮层中ｐ３８ＡＭＰＫ、ＳＴＡＴ３蛋白表达水平显著
升高，而在 ＣＥＬ治疗后，ｐ３８ＡＭＰＫ、ＳＴＡＴ３蛋白表达
均下 调 相 一 致。这 表 明 ＣＥＬ可 能 通 过 下 调
ｐ３８ＡＭＰＫ、ＳＴＡＴ３蛋白表达，减轻炎症反应，从而减少
神经元丢失，发挥神经保护作用。

综上所述，ＣＥＬ能够改善糖尿病大鼠相关认知功
能障碍，具有大脑皮层保护作用，其机制可能与抑制

炎症ｐ３８ＡＭＰＫ／ＳＴＡＴ３信号通路有关。本研究为进一
步探讨糖尿病相关认知功能障碍发病机制提供了依

据，也为糖尿病的防治提供了新思路。
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二甲双胍通过调控 Ｎｕｒ７７抑制巨噬细胞极化
　　　　　　　　　　　和炎症反应的研究　　　　　　　　　　?

潘欣怡
１，周　震１，付晓俐

１，吴婉秋
２，包永芬

３，瞿利花
３，单士刚

３，黄丽琼
４

（１．湖北科技学院医学部药学院，湖北 咸宁 ４３７１００；２．湖北科技学院医学部口腔与眼视光医学院；
３．湖北科技学院医学部基础医学院；４．咸宁市妇幼保健院妇产科）

摘要：目的 探讨二甲双胍调控巨噬细胞极化和炎症反应的作用和机制。方法 采用脂多糖（ＬＰＳ）刺激巨噬细胞
（ＲＡＷ２６４．７），以巨噬细胞作为研究模型，一共分为６组，分别为正常对照组（Ｃｏｎ）、ＬＰＳ组、ＬＰＳ＋二甲双胍组（２ｍｍｏｌ／
Ｌ）、ＬＰＳ＋二甲双胍组（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＬＰＳ＋二甲双胍组（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）和ＬＰＳ＋二甲双胍组（１００ｍｍｏｌ／Ｌ）。在显微镜下观察
各组细胞形态；ＣＣＫ８测定细胞活性；ＥＬＩＳＡ检测ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα的分泌情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｎｕｒ７７和ＮＦκＢ的
蛋白表达水平。结果 显微镜结果显示：与正常对照组比较，ＬＰＳ组巨噬细胞激活，向 Ｍ１表型极化，二甲双胍干预可改
善ＬＰＳ诱导的巨噬细胞损伤，使细胞形态趋于正常；ＣＣＫ８结果显示：当二甲双胍的浓度为５０ｍｍｏｌ／Ｌ，处理时间为１２ｈ
时，细胞活性最好；ＥＬＩＳＡ结果显示：与正常对照组相比，ＬＰＳ刺激巨噬细胞后，炎症因子ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα表达显著
升高（Ｐ均＜０．０００１）；加入５０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍时，炎症因子下降的最明显（Ｐ＜０．０００１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：与正常
对照组相比，ＬＰＳ组中ＮＦκＢ蛋白表达水平显著增加（Ｐ＜０．０００１），Ｎｕｒ７７蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；与ＬＰＳ组
相比，二甲双胍组中ＮＦκＢ蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．００１），Ｎｕｒ７７蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜０．００１）。结论 二甲
双胍能够增强巨噬细胞的抗炎能力，并通过调控Ｎｕｒ７７影响巨噬细胞极化，从而抑制炎症反应，为靶向治疗各种炎症性
疾病提供新的思路。
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ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｄｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｔｏｗａｒｄｔｈｅＭ１ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ．ＭｅｔｆｏｒｍｉｎｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｍａｃ
ｒｏｐｈａｇｅｄａｍａｇｅａｎｄｒｅｓｔｏｒｅｄｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ．ＴｈｅＣＣＫ８ｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ５０ｍｍｏｌ／Ｌｍｅｔｆｏｒｍｉｎｆｏｒ１２ｈｏｕｒｓｙｉｅｌ
ｄｅｄｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ．ＥＬＩＳＡｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＬＰＳｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ
１β，ＩＬ６，ａｎｄＴＮＦα（ａｌｌＰ＜０．０００１），ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｍｏｓｔｍａｒｋｅｄｌｙｒｅｄｕｃｅｄｂｙｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ５０ｍｍｏｌ／Ｌｍｅｔｆｏｒｍｉｎ（Ｐ＜０．０００１）．Ｗｅｓｔｅｒｎ
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ｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＬＰＳｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄＮＦκＢｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０００１）ａｎｄ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＮｕｒ７７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｉｎｃｏｎｔｒａｓｔ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＬＰＳｇｒｏｕｐ，ｍｅｔｆｏｒｍｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄＮＦκＢ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．００１）ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄＮｕｒ７７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．００１）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＭｅｔｆｏｒｍｉｎｃａｎｅｎｈａｎｃｅｔｈｅａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄａｆｆｅｃｔｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＮｕｒ７７，ｔｈｅｒｅｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓ．Ｔｈｅｓｅｆｉｎｄｉｎｇｓｐｒｏｖｉｄｅｎｅｗ
ｉｄｅａｓｆｏｒｔａｒｇｅｔｅｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｄｉｓｅａｓｅｓ．
　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ；Ｎｕｒ７７；Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ；Ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ；Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

　　巨噬细胞来源于单核细胞，在免疫和炎症相关疾
病（包括感染、心血管疾病、肥胖相关代谢失衡和癌

症）中发挥着重要作用。巨噬细胞极化，指的是巨噬

细胞在面对不同的病理生理刺激以及所处的组织环

境时，产生特定表型和功能反应的过程。巨噬细胞反

应通过两种不同且相互排斥的激活程序进行协调，称

为经典（或Ｍ１）和替代（或 Ｍ２）。当暴露在如脂多糖
（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）这类经典活化剂时，会发生
极化，转变为Ｍ１巨噬细胞。Ｍ１巨噬细胞与促炎性免
疫反应密切相关，能够分泌一系列促炎因子，比如肿

瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白细胞介素６（ＩＬ６）以及白
细胞介素１β（ＩＬ１β）［１］。与之相对，Ｍ２巨噬细胞则
主要发挥抗炎作用。这两种亚型在组织炎症、损伤和

修复之间保持平衡
［２］。此外，巨噬细胞极化的调节很

有可能成为治疗慢性炎症的关键因素以及潜在的治

疗靶点
［３５］。

Ｎｕｒ７７（也称为 ＮＲ４Ａ１、ＴＲ３或 ＮＧＦＩＢ）是 ＮＲ４Ａ
核受体亚家族的一员，该亚家族还包括 Ｎｕｒｒ１
（ＮＲ４Ａ２）和ＮＯＲ１（ＮＲ４Ａ３、ＭＩＮＯＲ）。研究［６］

表明，

ＮＲ４Ａ孤儿受体是活化巨噬细胞中炎症信号通路的下
游效应子。Ｎｕｒ７７作为 ＮＦκＢ信号通路的天然调节
因子，发挥着重要作用，能够有效抑制炎症相关基因

的表达
［７］。

二甲双胍（ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ，Ｍｅｔ）是一种合成的二甲基
双胍类化合物，已被广泛用于２型糖尿病治疗，其多
效性作用已成为研究的热点。已有的研究

［８１２］
表明二

甲双胍可以调控巨噬细胞极化，其他研究发现 Ｎｕｒ７７
可以调控巨噬细胞极化和炎症反应

［１３］，尽管二甲双

胍具有改善炎症的潜力，但对巨噬细胞极化调节的影

响及其抗炎作用机制仍有待阐明。本研究旨在深入

了解二甲双胍对ＬＰＳ诱导的巨噬细胞极化的影响，并
基于Ｎｕｒ７７探讨其抑制巨噬细胞炎症反应的可能
机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料和仪器
巨噬细胞系（批号：ＣＬ０１９０）和ＲＡＷ２６４．７细胞

专用培养基（批号：ＣＭ０１９０）购自普诺赛生物科技有

限公司。二甲双胍盐酸盐，９７％（批号：Ｍ１０７８２７）购
自上海阿拉丁生化科技股份有限公司。ＬＰＳ（批号：
Ｌ２８８０１０ＭＧ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。βＡｃｔｉｎ（批号：
ＧＢ１１００１１００）购自武汉赛维尔生物科技有限公司。
Ｎｕｒ７７抗体（批号：ＤＦ７８５０）购自 ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
公司。ＮＦκＢ抗体（批号：Ａ１９６５）、ｐＮＦκＢ抗体（批
号：ＡＰ０１２４）和 ＨＲＰ标记的二抗（批号：ＡＳ０１４）购自
武汉爱博泰克生物科技有限公司。电泳仪（批号：

１０１０４００２）购自韦克斯科技（北京）有限公司。荧光显
微镜（批号：ＩＸ７３）购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及分组

巨噬细胞用 ＲＡＷ２６４．７细胞专用培养基，置于
３７℃、５％的ＣＯ２环境中培养，分为正常对照组（不加
药物，Ｃｏｎ组）、ＬＰＳ组、ＬＰＳ＋二甲双胍（２、１０和
５０ｍｍｏｌ／Ｌ）联合干预组。ＬＰＳ和二甲双胍使用浓度
参照文献

［１４１５］。先加入二甲双胍培养 １ｈ，再加入
ＬＰＳ培养１２ｈ。
１．２．２　细胞活性检测

将巨噬细胞以１×１０４个／ｍＬ的密度接种于９６孔
板，然后根据细胞分组加入相应的药物，使用 ＣＣＫ８
试剂盒检测各组细胞活性，利用酶标仪对４５０ｎｍ吸收
光谱（Ａ４５０）展开检测，最后依据检测数据计算细胞活
度值。评估二甲双胍对 ＬＰＳ诱导的细胞损伤的保护
效果。

１．２．３　ＥＬＩＳＡ实验
采用酶联免疫吸附法测定浓度。实验步骤如下：

从冰箱中取出解冻并取上清，稀释标准溶液，在９６孔
加入适量检测缓冲液，分别加入标准溶液和样品，加

入检测抗体后进行封板，混匀后在３７℃孵育２ｈ，结束
后弃液，然后洗板６次，加入１００μｍ的板液，再次进行
封板孵育，结束后洗板 ６次，然后加入 １００μＬＴＭＢ，
３７℃避光孵育２０ｍｉｎ，再加入适量反应结束液，使用酶
标仪检测 Ａ４５０处 ＯＤ值，根据数据计算回归方程，计
算浓度。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
提取巨噬细胞蛋白样品，采用１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电

泳进行分离、转膜，用５％脱脂奶粉封闭２ｈ，然后一抗
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４℃过夜（Ｎｕｒ７７、ＮＦκＢ、ｐＮＦκＢ和βＡｃｔｉｎ的稀释浓
度均为１∶１０００）。第２天使用ＴＢＳＴ洗涤３遍后，在室
温下与ＨＲＰ标记的二抗进行孵育（二抗稀释浓度为１
∶５０００），时长为１ｈ。接着再次用 ＴＢＳＴ洗涤３遍，进
行显影操作。最后利用凝胶成像分析仪观察记录，并

使用ＩｍａｇｅＬａｂ软件进行定量分析。

１．３　统计学方法
采用ＧｒａＰｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件对数据进行分析，

数据组之间的显著性差异分析采用 ｔ双侧检验方法，
当Ｐ＜０．０５时，认为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　二甲双胍对巨噬细胞活性的影响
采用不同浓度（０、２、１０、５０和１００ｍｍｏｌ／Ｌ）的二甲

双胍检测巨噬细胞活性。结果表明：与正常对照组比

较，当二甲双胍的浓度为０、２、１０和５０ｍｍｏｌ／Ｌ时，细
胞活性几乎无变化；而当二甲双胍的浓度达到

１００ｍｍｏｌ／Ｌ时，细胞活性则显著下降（Ｐ＜０．０００１），用
二甲双胍在不同的时间点检测巨噬细胞活性，时间分

别为０、３、６、１２和２４ｈ。结果表明时间为０、３、６和１２ｈ
时，细胞活性没有明显变化；当时间为２４ｈ时，细胞活
性则明显下降（Ｐ＜０．０００１）。见图１。

　　Ａ．ＣＣＫ８检测不同浓度的二甲双胍对巨噬细胞活性的影响；Ｂ．ＣＣＫ８检测时间对巨噬细胞
活性的影响；Ｐ＜００００１，ｎ＝３。

图１　ＣＣＫ８检测巨噬细胞活性

２．２　二甲双胍对 ＬＰＳ诱导的巨噬细胞形态的
影响

结果表明：正常对照组巨噬细胞未激活，其细胞

呈圆形且饱满；而在受到 ＬＰＳ刺激后，巨噬细胞被激
活，此时细胞形状变为不规则，并且出现大量触角；加

入低剂量二甲双胍后，触须数量减少，触须长度缩短，

不规则细胞数量减少，部分细胞形态恢复；高剂量二

甲双胍干预后可使大部分细胞形态趋近于正常。结

果表明，细胞形态变化可直观看出二甲双胍对 ＬＰＳ损

伤的细胞保护作用，能有效抑制巨噬细胞向 Ｍ１型转
化。见图２。

图２　二甲双胍对ＬＰＳ诱导的巨噬细胞形态变化

２．３　二甲双胍对 ＬＰＳ诱导的炎性细胞因子生
成的影响

ＥＬＩＳＡ实验结果显示：与正常对照组相比，ＬＰＳ刺
激巨噬细胞后，炎症因子ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα表达显
著升高（Ｐ＜０．０００１）。巨噬细胞被 ＬＰＳ刺激后，再分
别加入２、１０和５０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍，与 ＬＰＳ组相比，
这些炎症因子的表达水平下降，其中加入５０ｍｍｏｌ／Ｌ
二甲双胍时，炎症因子的下降幅度最为显著（Ｐ＜
００００１）。提示二甲双胍对ＬＰＳ所致的炎性反应具有
抑制效果。见图３。

　　Ａ．二甲双胍处理对ＩＬ１β表达水平的影响；Ｂ．二甲双胍处理对ＩＬ６表达水平的影响；Ｃ．
二甲双胍处理对ＴＮＦα表达水平的影响；Ｐ＜０．０００１；ｎ＝３。

图３　二甲双胍对ＬＰＳ诱导的炎性细胞因子生成的影响

２．４　二甲双胍对 ＬＰＳ诱导的巨噬细胞中 ＮＦ
κＢ和Ｎｕｒ７７相关蛋白表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示：与正常对照组相比，
ＬＰＳ组中ＮＦκＢ（ｐｐ６５）蛋白表达水平明显增加（Ｐ＜
０．０００１），而Ｎｕｒ７７蛋白表达水平明显降低（Ｐ＜００５）；
与ＬＰＳ组相比较，ＬＰＳ＋５０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍干预组中
ＮＦκＢ蛋白表达水平明显降低（Ｐ＜０．００１），而 Ｎｕｒ７７
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蛋白表达水平明显升高（Ｐ＜０．００１）。见图４。

　　Ａ．蛋白表达条带图；Ｂ．ｐｐ６５／ｐ６５水平相对表达量；Ｃ．Ｎｕｒ７７蛋白相对表达量；Ｐ＜
００５；Ｐ＜０．００１；Ｐ＜０．０００１；ｎ＝３。

图４　二甲双胍对ＬＰＳ诱导的巨噬细胞中ＮＦκＢ和
Ｎｕｒ７７相关蛋白表达的影响

３　讨　论

二甲双胍作为一种胍的合成衍生物，在全球范围

内，成为治疗２型糖尿病的常用药物［１６１７］。二甲双胍

主要通过减少肝纤维化、改善外周胰岛素敏感性以及

增强葡萄糖摄取等方式来降低血糖水平。除了降血

糖作用外，二甲双胍在多囊卵巢综合征、心血管保护、

抗肿瘤作用、抗衰老和延长寿命、非酒精性脂肪肝、神

经退行性疾病等领域展现出广泛的应用前景
［１８］。它

已被证明可以减少内皮功能障碍，降低心血管发病

率，具有抗炎特性，甚至可以防止认知能力下降
［１９２２］。

一些先前的研究表明二甲双胍可能在体外抑制促炎

因子的表达，并在体内改善炎性损伤
［２３］。大量证据

表明，二甲双胍可减弱各种细胞类型（包括内皮细胞

和人血管平滑肌细胞）中的促炎反应，改善巨噬细胞

活化
［２４２５］。在内皮细胞中，二甲双胍具备抑制 ＮＦκＢ

活化的作用，从而减弱各种促炎细胞粘附分子的诱

导
［２６］。因此，确定二甲双胍靶向的炎症途径以全面

了解该药物的作用机制是至关重要的。

Ｎｕｒ７７是核受体超家族的一个单独成员。如今，
越来越多的证据显示，它与炎症的调节密切相关

［１３］，

主要通过抑制 ＮＦκＢ信号通路来对炎症反应加以控
制
［２７］。在以往的研究当中，巨噬细胞和单核细胞中

的ＴＮＦα以及 ＬＰＳ等几种炎症刺激物能够快速诱导
Ｎｕｒ７７的产生［２８２９］。除了其转录调节外，它还通过非

转录调节参与各种生物过程，例如与巨噬细胞结合。

ｐｐ６５是ＮＦκＢ激活的关键形式，其磷酸化修饰直接调
控ＮＦκＢ的转录活性和功能。两者关系可概括为：ＮＦ
κＢ的激活依赖于ｐ６５亚基的磷酸化（ｐｐ６５），而ｐｐ６５
的水平动态反映了ＮＦκＢ信号通路的激活状态。为了
探讨ＮＦκＢ通路是否参与二甲双胍逆转ＬＰＳ对巨噬细
胞极化的作用，采用 ＬＰＳ（５００ｎｇ／ｍＬ）和二甲双胍
（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）处理巨噬细胞，结果证实了二甲双胍的存
在能够抑制ＬＰＳ诱导的巨噬细胞中ＮＦκＢ的活化，并
减少了ＮＦκＢｐ６５磷酸化。

本研究的难点主要集中在以下几个方面：①机制
通路层面的难点（核心难点），其中包括上游信号通路

的复杂性、Ｎｕｒ７７作用机制的多样性和细胞类型与刺激
环境依赖性。②技术方法层面的难点，其中包括Ｎｕｒ７７
蛋白检测的挑战、功能获得与功能缺失实验的复杂性和

巨噬细胞异质性与极化状态评估。③转化应用层面的
难点，其中包括剂量效应与临床相关性、组织与细胞特

异性和个体差异与疾病异质性。本研究中出现的问题，

Ｎｕｒ７７的检测难题：Ｎｕｒ７７是即刻早期基因，其表达可能
瞬时而微弱，难以捕捉。解决方案：需精确设计药物处

理和时间梯度实验，找到 Ｎｕｒ７７表达变化的峰值时间
点。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ抗体质量至关重要，需选择高特异性
抗体并通过阳性／阴性对照验证。

综上所述，二甲双胍通过调控 Ｎｕｒ７７抑制 ＮＦκＢ
的激活，从而抑制巨噬细胞炎症反应，为探讨二甲双胍

抑制巨噬细胞炎症反应及其作用机制提供了新思路。
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芹菜素抑制 ＡｎｇⅡ诱导心肌成纤维细胞
　　　　　　　　　　　　胶原蛋白合成机制研究　　　　　　　　　　　?

贾宏玉
１，２，宋晨晨

１，２，杨君娴
１，２，阚洪爽

１，２，王平芳
１，２，杨晓松
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（１．湖北科技学院医学部药学院，湖北 咸宁 ４３７１００；２．糖尿病心脑血管病变湖北省重点实验室）

摘要：目的 探讨芹菜素（ＡＰｉ）调控震颤基因ｑｕａｋｉｎｇ（ＱＫＩ）表达对血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）诱导小鼠心肌成纤维细胞
（ＭＣＦｓ）胶原蛋白合成的影响。方法 ＡＰｉ预处理１ｈ或腺病毒Ａｄ＿ＱＫＩ感染 ＭＣＦｓ１２ｈ后，再补充 ＡｎｇⅡ继续培养２４ｈ；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＣＦｓ中ＣｏｌⅠ／Ⅲ蛋白以及ＱＫＩ蛋白表达情况；ＣＣＫ８试剂盒检测细胞活力。结果 １μｍｏｌ／Ｌ的 Ａｎｇ
Ⅱ显著增加ＭＣＦｓ内ＣｏｌⅠ（Ｐ＜０．０１）和ＣｏｌⅢ（Ｐ＜０．００１）蛋白合成，而ＱＫＩ蛋白表达显著下降（Ｐ＜０．０５）；腺病毒Ａｄ
＿ＱＫＩ感染ＭＣＦｓ上调ＱＫＩ蛋白表达显著抑制ＡｎｇⅡ诱导ＣｏｌⅠ和ＣｏｌⅢ蛋白表达；１０μｍｏｌ／Ｌ浓度的ＡＰｉ处理或ＱＫＩ的
过表达均能显著抑制ＡｎｇⅡ（１μｍｏｌ／Ｌ）诱导 ＭＣＦｓ细胞活力的增加；与此同时，ＡＰｉ不仅抑制 ＡｎｇⅡ（１μｍｏｌ／Ｌ）诱导
ＭＣＦｓ细胞ＣｏｌⅠ和ＣｏｌⅢ蛋白表达，而且还能减轻 ＡｎｇⅡ诱导 ＱＫＩ的表达下调。结论 ＡＰｉ可促进 ＱＫＩ的表达，减轻
ＡｎｇⅡ诱导的ＭＣＦｓ细胞活力增加及ＣｏｌⅠ和ＣｏｌⅢ蛋白合成。

关键词：芹菜素；ＱＫＩ；血管紧张素Ⅱ；胶原蛋白合成；心肌成纤维细胞
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ｈｉｂｉｔｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＣＦｓｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡｎｇⅡ（１μｍｏｌ／Ｌ）．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ＡＰｉｎｏｔｏｎｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｏｌⅠ
ａｎｄＣｏｌⅢ ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡｎｇⅡ （１μｍｏｌ／Ｌ）ｉｎＭＣＦｓ，ｂｕｔａｌｓｏａｔｔｅｎｕａｔｅｄｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＱＫＩｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
ＡｎｇⅡ （１μｍｏｌ／Ｌ）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＡＰｉｐｒｏｍｏｔｅｓＱＫＩｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｌｌｅｖｉａｔｅｓｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡｎｇⅡ ｉｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＣＦｓａｎｄ
ｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＣｏｌⅠ ａｎｄＣｏｌⅢ ｐｒｏｔｅｉｎｓ．
　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ａｐｉｇｅｎｉｎ；Ｑｕａｋｉｎｇ；ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ；Ｃｏｌｌａｇｅｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ；Ｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ

　　心肌纤维化是心肌病的早期病理特征，主要表现
为心肌组织胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）过度
累积与高度交联，比如胶原蛋白Ⅰ和Ⅲ过度的累积与

交联，常见于高血压、心肌梗死、糖尿病性心肌病等的

心肌组织
［１］，从而引起心脏收缩和舒张功能障碍，最

终导致心律失常和心力衰竭等严重心肌病的发生
［２］。
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震颤基因ｑｕａｋｉｎｇ（ＱＫＩ）是一种 ＲＮＡ结合蛋白，属于
信号转导和 ＲＮＡ激活家族成员，通过靶向 ＲＮＡ代谢
调控基因表达

［３］，在心脏的发育和功能稳态维持中发

挥重要作用
［４］。芹菜素（ａｐｉｇｅｎｉｎ，ＡＰｉ）是一种天然黄

酮类化合物，具有抗炎、抗氧化
［５］、抗纤维化

［６］
及抗心

肌肥大
［７］
等作用。

本研究以血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ，ＡｎｇⅡ）诱
导小鼠心肌成纤维细胞（ｍｏｕｓｅｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，
ＭＣＦｓ）胶原蛋白合成为模型，旨在评价 ＡＰｉ对 ＭＣＦｓ
胶原蛋白合成和 ＱＫＩ蛋白表达的影响，探讨 ＱＫＩ在
ＡＰｉ抑制ＡｎｇⅡ诱导ＭＣＦｓ细胞胶原蛋白合成中的作
用，为心肌纤维化的防治提供潜在的新靶点，为 ＡＰｉ
的临床应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　试剂

腺病毒过表达载体 Ａｄ＿ＱＫＩ（购自上海禾元生物
科技有限公司）；ＡＰｉ（分子质量２７０．２４，纯度 ＞９８％）
购自大连美仑生物技术有限公司；二甲基亚砜（ｄｉｍｅ
ｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）购自 Ｍｐｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ公司；ＲＰＭＩ
１６４０培养基购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（Ｗａｌｔｈａｍ，
ＵＳＡ）；胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司；胰酶消化液（含 ０．２５％ ＥＤＴＡ）、ＲＩＰＡ
（强）裂解液（ＭＡ０１５１）、蛋白酶抑制剂（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈ
ａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）、蛋白酶抑制剂混合物
（ＭＢ２６７８）、飞克特超敏ＥＣＬ液（ＭＡ０１８６）、Ｗｅｓｔｅｒｎ一
抗稀释液（ＭＢ９８８１）均购自大连美仑生物技术有限公
司；青霉素链霉素溶液１００×（２３０５２６０３１７）购自上海
碧云天生物技术有限公司。ＢＣＡ蛋白定量／浓度测定
试剂盒（ＭＡ００８２）和ＣＣＫ８试剂盒均来自科瑞生物技
术有限公司（武汉）；抗Ⅰ型胶原（Ａ１３５２）、抗Ⅲ型胶
原（Ａ０８１７）购自武汉科瑞生物科技有限公司；αｔｕｂｕ
ｌｉｎ（ＡＣ００７）购自爱博泰克生物（ＡＢｃｌｏｎａｌ）；ＱＫＩ
（ＤＦ１２７１５）购自美国 ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；ＦＩＴＣ
标记山羊抗兔（ＫＲ００１１）。
１．１．２　仪器

凝胶成像系统（美国 ＢｉｏＲａｄ生物科技有限公
司）；ＣＯ２培养箱（赛默飞世尔科技有限公司）；倒置荧
光显微镜ＯＬＹＭＰＵＳＩＸ７３（上海普赫光电科技有限公
司）；电子天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ科技有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　ＭＣＦｓ培养

小 鼠 心 肌 成 纤 维 细 胞 购 自 北 纳 生 物

（ＢＮＣＣ３４００９８），３７℃，５％ ＣＯ２培养箱条件下，在含
１０％胎牛血清和１％青霉素链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基中培养。

１．２．２　细胞培养与腺病毒感染
当ＭＣＦｓ细胞融合度达８０％ ～９０％时开始传代

培养。处于对数生长期的ＭＣＦｓ细胞接种于６孔细胞
培养板内，当细胞密度达到５０％～６０％时进行药物处
理或腺病毒感染（每组设置３个复孔）。

细胞实验①细胞分为５组：不同浓度 ＡｎｇⅡ（０、
０２５、０．５、１、２μｍｏｌ／Ｌ）处理ＭＣＦｓ２４ｈ后收集细胞，提
取总蛋白进行表达分析。

细胞实验②腺病毒感染 ＭＣＦｓ前弃去旧的培养
基，取 ２μＬＡｄ＿ｖｅｃｔｏｒ／２μＬＡｄ＿ＱＫＩ加入到 ２ｍＬＲＰ
ＭＩ１６４０完全培养基中，轻轻吹打混匀，以２ｍＬ／ｗｅｌｌ加
入到对应的组别当中，加入时应均匀缓慢，然后将 ６
孔板置于３７℃，５％ ＣＯ２条件下培养１２ｈ后弃去培养
基，每组分别给２ｍＬ／ｗｅｌｌ完全培养基，模型组和干预
组分别给对应孔中加入１μＬ／ｗｅｌｌ母液为２μｍｏｌ／Ｌ的
ＡｎｇⅡ溶液，使每孔ＡｎｇⅡ的终浓度为１μｍｏｌ／Ｌ，继续
培养２４ｈ，弃去培养基用于后续实验或放置于超低温
冰箱暂时保存。实验分为４组：正常对照组（ＣＯＮ），
模型组（ＡｎｇⅡ），ＱＫＩ过表达组（Ａｄ＿ＱＫＩ），ＱＫＩ干预
组（Ａｄ＿ＱＫＩ＋ＡｎｇⅡ）。

细胞实验③按照上述的方法接种细胞于６孔板内
培养２４ｈ后，ＡＰｉ（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理ＭＣＦｓ细胞１ｈ后，
补充ＡｎｇⅡ刺激细胞２４ｈ，再进行后续实验。细胞分为４
组：空白对照组（ＣＯＮ组）、ＡｎｇⅡ１μｍｏｌ／Ｌ组、ＡＰｉ
１０μｍｏｌ／Ｌ、ＡＰｉ１０μｍｏｌ／Ｌ＋ＡｎｇⅡ１μｍｏｌ／Ｌ组。
１．２．３　细胞活力测试ＣＣＫ８

ＡＰｉ溶解于 ＤＭＳＯ中，ＡｎｇⅡ溶解于 ｄｄＨ２Ｏ中，
均在－２０℃下临时保存，在 －８０℃下长期保存。对数
生长期 ＭＣＦｓ以 ４０００个／孔的密度接种于 ９６孔板。
培养过夜后，细胞按以下方案分组给药培养。第一组

实验考察ＱＫＩ过表达对 ＡｎｇⅡ诱导小鼠心肌成纤维
细胞活力的影响，将 ＭＣＦｓ细胞分为对照组（ＲＰＭＩ
１６４０培养基）、ＡｎｇⅡ组（１μｍｏｌ／Ｌ）、ＱＫＩ过表达组和
ＱＫＩ过表达组 ＋ＡｎｇⅡ造模组；第二组实验评价 ＡＰｉ
对ＡｎｇⅡ诱导的 ＭＣＦｓ增殖的影响。将其分为对照
组（ＲＰＭＩ１６４０培养液）、ＤＭＳＯ组（１％ ＤＭＳＯ）和Ａｎｇ
Ⅱ（１μｍｏｌ／Ｌ）加不同浓度 ＡＰｉ（０、１．２５、２．５、５和
１０μｍｏｌ／Ｌ）。处理２４ｈ后，在每孔中加入１０％的ＣＣＫ８
溶液，在黑暗中孵育１～２ｈ。然后使用多功能微孔板
检测系统（ＢｉｏＴｅｋＳｙｎｅｒｇｙ２，ＵＳＡ）在４５０ｎｍ处测量每
孔的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）。细胞活力计算公式
为：细胞活力＝［Ａ（药物处理）Ａ（空白）］／［Ａ（０＋药
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物）Ａ（空白）］×１００％。
１．２．４　蛋白免疫印迹分析

培养结束之后，吸出培养基，每孔内加入ＲＩＰＡ裂
解液裂解细胞，用细胞刮刀刮取细胞并收集混液，冰

浴２０～２５ｍｉｎ后，４℃条件下１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，收
集蛋白上清液，采用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度；取 ３０μｇ
总蛋白量进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电泳结束后采用湿转
法将蛋白转至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛奶封闭１ｈ后，去除
脱脂牛奶，更换为一抗（１∶１０００）溶液４℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ洗膜３次，每次７ｍｉｎ，二抗（１∶１００００）溶液室温
孵育１ｈ，继续用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次７ｍｉｎ，超敏发光
试剂浸泡后，用凝胶成像仪（ＢｉｏＲａｄ）曝光拍照。

１．３　统计学方法
实验数据用（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ

９０软件进行统计学分析，根据两组均数或多组均数
性质的不同，分别选择独立样本 ｔ检验或 ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ检验。以Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＡｎｇⅡ对 ＭＣＦｓ细胞胶原蛋白和 ＱＫＩ蛋
白表达的影响

结果如图１所示，与正常对照组比较，在分别给
予０．２５、０．５、１、２μｍｏｌ／Ｌ的 ＡｎｇⅡ干预情况下，ＭＣＦｓ
内ＣｏｌⅠ和ＣｏｌⅢ蛋白表达出现了不同程度的增加，
其中ＡｎｇⅡ浓度为１μｍｏｌ／Ｌ时 ＭＣＦｓ内 ＣｏｌⅠ（Ｐ＜
０．０１）和ＣｏｌⅢ（Ｐ＜０．００１）蛋白表达达峰值，ＱＫＩ蛋
白表达下调最明显（Ｐ＜０．０５）。而在ＡｎｇⅡ浓度增至
２μｍｏｌ／Ｌ时，ＭＣＦｓ内 ＣｏｌⅠ／Ⅲ蛋白表达开始减少。以
上结果表明，ＡｎｇⅡ浓度在１μｍｏｌ／Ｌ时促进 ＣｏｌⅠ／Ⅲ蛋
白的表达上调最显著，此时ＱＫＩ的表达显著下调，ＱＫＩ
的表达可能与胶原蛋白合成密切相关，后续实验的Ａｎｇ
Ⅱ均采用１μｍｏｌ／Ｌ浓度。

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｎ＝３

图１　不同浓度梯度ＡｎｇⅡ诱导ＭＣＦｓ胶原蛋白
合成及ＱＫＩ蛋白表达的情况

２．２　ＱＫＩ过表达抑制 ＡｎｇⅡ诱导 ＭＣＦｓ胶原
蛋白合成

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果如图２所示，与正常对照组
相比，ＡｎｇⅡ组中 ＣｏｌⅠ／Ⅲ蛋白的表达显著增加
（Ｐ＜０．０５），而ＱＫＩ蛋白水平显著下降（Ｐ＜０．０１）；感
染腺病毒 Ａｄ＿ＱＫＩ后，与正常对照组相比，ＣｏｌⅠ／Ⅲ
蛋白的表达水平均没有显著变化，ＱＫＩ蛋白表达显著
增加；与 ＡｎｇⅡ组相比较，Ａｄ＿ＱＫＩ＋ＡｎｇⅡ组中 Ｃｏｌ
Ⅰ（Ｐ＜０．０１）／Ⅲ（Ｐ＜０．００１）显著下降（Ｐ＜０．０１），
ＱＫＩ蛋白水平明显提高（Ｐ＜０．００１），以上结果表明
ＱＫＩ过表达抑制ＡｎｇⅡ诱导ＭＣＦｓ胶原蛋白合成。

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｎ＝３

图２　ＱＫＩ过表达在各组小鼠心肌成纤维细胞胶原
蛋白Ⅰ／Ⅲ及ＱＫＩ蛋白的表达情况

２．３　ＡＰｉ及ＱＫＩ过表达对ＭＣＦｓ活力的影响
采用 ＣＣＫ８试剂盒评价 ＡＰｉ及 ＱＫＩ过表达对

ＭＣＦｓ活力的影响。如图３Ａ所示，与正常对照组相比
较，在１μｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ干预情况下，分别在不同浓度
ＡＰｉ（１．２５、２．５、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）的作用下，ＭＣＦｓ的活力
逐渐被抑制；如图３Ｂ所示，与正常对照组相比，Ａｄ＿
ＱＫＩ组对ＭＣＦｓ的活力没有影响，排除了细胞毒性对
结果的干扰；与 ＡｎｇⅡ组相比，Ａｄ＿ＱＫＩ＋ＡｎｇⅡ组中
ＭＣＦｓ的活力逐渐被抑制。以上结果表明，ＡＰｉ浓度在
０～１０μｍｏｌ／Ｌ范围内时，随着 ＡＰｉ浓度的增加 ＭＣＦｓ
的活力逐渐被抑制，ＡＰｉ１０μｍｏｌ／Ｌ时最明显，过表达
ＱＫＩ也能抑制ＡｎｇⅡ诱导ＭＣＦｓ活力。

Ａ．不同浓度梯度ＡＰｉ对ＡｎｇⅡ诱导的ＭＣＦｓ活力的影响。Ｂ．ＱＫＩ过表达对ＭＣＦｓ活力的影响。

图３　ＡＰｉ及过表达ＱＫＩ对ＭＣＦｓ活力的影响
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２．４　ＡＰｉ抑制 ＡｎｇⅡ诱导 ＭＣＦｓ胶原蛋白合
成及ＱＫＩ的表达下调

心脏间质胶原积累增加是心肌纤维化的重要病

理表型，前期研究证实１０μｍｏｌ／ＬＡＰｉ的干预能显著
抑制ＴＧＦβ１诱导 ＭＣＦｓ内 ＣｏｌⅠ／Ⅲ蛋白的合成［８］。

本实验用１０μｍｏｌ／ＬＡＰｉ干预后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结
果如图 ４所示，与正常对照组相比，ＡｎｇⅡ组中 Ｃｏｌ
Ⅰ／Ⅲ蛋白表达显著增加（Ｐ＜０．０５），ＱＫＩ蛋白表达水
平显著下降（Ｐ＜０．０５），ＡＰｉ组中 ＣｏｌⅠ／Ⅲ蛋白和
ＱＫＩ蛋白的表达水平均没有显著变化；与 ＡｎｇⅡ组相
比较，ＡＰｉ＋ＡｎｇⅡ组中ＣｏｌⅠ（Ｐ＜０．０１）／ＣｏｌⅢ（Ｐ＜
０００１）显著下降（Ｐ＜０．００１），ＱＫＩ蛋白水平明显提高
（Ｐ＜０．０５），以上结果表明，ＡＰｉ显著抑制ＡｎｇⅡ诱导
的ＭＣＦｓ胶原蛋白Ⅰ／Ⅲ的合成及ＱＫＩ的表达下调。

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｎ＝３

图４　各组小鼠心肌成纤维细胞胶原蛋白
Ⅰ／Ⅲ及ＱＫＩ蛋白的表达情况

３　讨　论

心肌纤维化是多种心血管疾病典型且重要的病

理变化，也是引起组织功能性障碍的重要诱因
［９］。心

肌组织胞外基质过量沉积与交联是引起心肌纤维化

的重要机制之一，而心肌成纤维细胞的分化与增殖是

胶原蛋白过量累积的重要来源，其中 Ｉ型和Ⅲ型胶原
蛋白约占基质总量的８５％［１０］。研究表明，胶原蛋白

的过度沉积会显著降低心肌组织的顺应性，导致心室

舒张功能受损，最终引发心力衰竭
［１１］。临床实验数

据显示，心肌纤维化是心血管疾病患者死亡的独立预

测因子，其发生室性心律失常的风险增加３．５倍［１２］。

因此，心肌纤维化的干预在临床上有很重要的意义。

肾素血管紧张素系统的关键效应分子 ＡｎｇⅡ在心肌
纤维化进程中发挥着核心调控作用，不仅可诱导心肌

细胞发生病理性肥大，还能刺激成纤维细胞增殖并促

进胶原合成
［１３］。在慢性高血压和心肌梗死后的病理

进程中，ＡｎｇⅡ通过调控心肌成纤维细胞增殖和基质
代谢，驱动心肌组织重构，最终导致间质纤维化

［１４１５］。

本研究选用 ＡｎｇⅡ诱导 ＭＣＦｓ增值与胶原蛋白合成

作为模型，结果发现ＡｎｇⅡ显著上调ＭＣＦｓ的ＣｏｌⅠ／
Ⅲ蛋白表达的同时，ＱＫＩ蛋白的表达显著下调。这一
结果提示，ＱＫＩ的表达与胶原沉积呈显著负相关，ＱＫＩ
可能在ＡｎｇⅡ诱导 ＭＣＦｓ胶原合成中发挥负向调控
作用。ＱＫＩ作为 ＲＮＡ结合蛋白家族的重要成员，在
转录后水平调控基因表达方面发挥关键作用。研究

发现，ＱＫＩ可通过识别并结合特定 ｍＲＮＡ的３＇ＵＴＲ区
域，调控其稳定性、翻译效率及选择性剪接过程

［１６］。

本研究结果显示ＱＫＩ的过表达可有效抑制 ＡｎｇⅡ诱
导的胶原蛋白合成，暗示ＱＫＩ是调控胶原代谢的关键
分子。

ＡＰｉ是主要存在于柑橘类水果、苹果、欧芹和芹菜
叶中的一种天然黄酮类化合物，具有抗炎、抗氧化

［５］、

抗纤维化
［６］
及抗心肌肥大

［７］
等作用。本研究探讨了

ＡＰｉ的干预对 ＱＫＩ表达的调控及 ＡｎｇⅡ诱导小鼠
ＭＣＦｓ胶原蛋白合成的影响。本研究发现，ＡＰｉ可能通
过上调ＱＫＩ表达，抑制 ＡｎｇⅡ诱导的转化生长因子
β１细胞信号转导分子（ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ）［１７］通路活化，
从而减少胶原蛋白合成。此外，ＡＰｉ不仅可直接抑制
ＡｎｇⅡ诱导的胶原合成，还能通过维持 ＱＫＩ功能间接
发挥抗纤维化作用。这些发现表明，ＱＫＩ是芹菜素发
挥抗纤维化作用的关键分子靶点。ＣＣＫ８实验证实，
在１～１０μｍｏｌ／Ｌ浓度范围内，ＡＰｉ处理２４ｈ对细胞活
力无显著影响（存活率＞９５％），排除了细胞毒性作用
的可能性。

综上，ＡＰｉ可能通过维持 ＱＫＩ的表达水平，阻断
ＡｎｇⅡ诱导的胶原合成通路。此外，ＡＰｉ还可能通过
抑制ＡｎｇⅡ的通路，解除其对 ＱＫＩ表达的抑制。ＡＰｉ
可能直接作用于ＱＫＩ，而ＱＫＩ可有效抑制ＡｎｇⅡ诱导
的胶原蛋白合成，进而改善心肌纤维化。

本研究首次揭示了 ＡＰｉ通过调控 ＱＫＩ表达抑制
ＡｎｇⅡ诱导的心肌成纤维细胞胶原蛋白合成的机制，
为ＡＰｉ在心肌纤维化治疗中的应用提供了新的理论
依据。ＱＫＩ作为新型抗纤维化靶点，为心肌纤维化的
机制研究提供了新的方向。然而，本研究仍存在一些

局限性。首先，实验主要在细胞水平进行，未来需要

在动物模型中进一步验证 ＡＰｉ的作用。其次，ＱＫＩ的
具体下游靶基因及其与 ＡＰｉ之间的调控机制仍需深
入研究。这一发现不仅深化了对 ＡＰｉ抗纤维化作用
的理解，也为心肌纤维化的治疗提供了新的潜在靶

点。未来的研究将进一步验证 ＡＰｉ的临床应用价值，
并探索其在心血管疾病中的广泛作用。
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摘要：目的 采用响应面法优化实验设计，对虎杖苷巴布剂的制备进行研究。方法 以物理和感官评分作为考察指

标，基于 ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ筛选设计和ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ实验设计优化巴布剂处方。结果 ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ筛选设计得到的显

著因素为卡波姆、聚丙烯酸钠和聚乙二醇４００；ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ实验设计优选出的最佳处方配比为卡波姆∶聚乙二醇４００∶

聚丙烯酸钠∶甘羟铝∶甘油∶酒石酸∶月桂氮卓酮∶虎杖苷＝１１∶１２７∶９０∶７∶３００∶１∶２７∶１０，所制备的贴剂综合指标较优，初

黏力适中、无皮肤残留。结论 响应面法可有效优化巴布剂基质配方，所制备的虎杖苷巴布剂质量稳定，为中药经皮给药

系统开发提供新策略。

关键词：虎杖苷；巴布贴剂；响应面法；ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ筛选设计

　　中图分类号：Ｒ９３１．７１　　　　　文献标识码：Ａ

文章编号：２０９５４６４６（２０２５）０６０４９４００５　　　 开放科学（资源服务）标识码（ＯＳＩＤ）：

ＤＯＩ：１０．１６７５１／ｊ．ｃｎｋｉ．２０９５４６４６．２０２５０３１２０６

ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆＰｏｌｙｄａｔｉｎＣａｔａｐｌａｓｍ
ＢａｓｅｄｏｎＲｅｓｐｏｎｓｅＳｕｒｆａｃｅＭｅｔｈｏｄ

ＸＵＺｉｈａｏ，ＹＡＯＪｉａｌｕｎ，ＹＡＯＨｕｉ，ｅｔａｌ

（ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＸｉａｎｎｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，ＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＸｉａｎｎｉｎｇＨｕｂｅｉ４３７１００，Ｃｈｉｎａ）

　　ＡＢＳＴＲＡＣＴ：ＯｂｊｅｃｔｉｖｅＴｏｏｐｔｉｍｉｚｅｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｄａｔｉｎｃａｔａｐｌａｓｍｂｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ．ＭｅｔｈｏｄｓＰｈｙｓｉｃａｌａｎｄ

ｓｅｎｓｏｒｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｔｏａｓｓｅｓｓｔｈｅｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｔｈｅｐａｔｃｈ．ＴｈｅＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｓｃｒｅｅｎｉｎｇｄｅｓｉｇｎｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｉ

ｄｅｎｔｉｆｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｆａｃｔｏｒｓａｆｆｅｃｔｉｎｇｔｈｅｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｔｈｅＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ

ＴｈｅＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｓｃｒｅｅｎｉｎｇｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｃａｒｂｏｍｅｒ，ｓｏｄｉｕｍｐｏｌｙａｃｒｙｌａｔｅ，ａｎｄｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ４００ａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｆａｃｔｏｒｓ．Ｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｆｏｒ

ｍｕｌａｔｉｏｎｒａｔｉｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎｗａｓｃａｒｂｏｍｅｒ∶ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ４００∶ｓｏｄｉｕｍｐｏｌｙａｃｒｙｌａｔｅ∶ａｌｕｍｉｎｕｍｈｙｄｒｏｘｙｇｌｙｃｉ

ｎａｔｅ∶ｇｌｙｃｅｒｉｎ∶ｔａｒｔａｒｉｃａｃｉｄ∶ｌａｕｒｏｃａｐｒａｍ∶ｐｏｌｙｄａｔｉｎ＝１１∶１２７∶９０∶７∶３０∶１∶２７∶１０．Ｔｈｅｐｒｅｐａｒｅｄｐａｔｃｈｅｘｈｉｂｉｔｅｄｅｘｃｅｌｌｅｎｔｏｖｅｒａｌｌｐｅｒｆｏｒｍ

ａｎｃｅ，ｗｉｔｈｍｏｄｅｒａｔｅｉｎｉｔｉａｌａｄｈｅｓｉｏｎａｎｄｎｏｓｋｉｎｒｅｓｉｄｕｅ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＴｈｉｓｓｔｕｄｙｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｏｐｔｉｍｉｚｅｄｔｈｅｍａｔｒｉｘｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｏｌｙｄａ

ｔｉｎｐｌａｓｔｅｒｕｓｉｎｇｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ，ｒｅｓｕｌｔｉｎｇｉｎａｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｈｉｇｈｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ｔｈｅｒｅｂｙｏｆｆｅｒｉｎｇａｎｏｖｅｌｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒｔｈｅｔｒａｎｓｄｅｒ

ｍａｌｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍｓｏｆｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ．

　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｐｏｌｙｄａｔｉｎ；Ｃａｔａｐｌａｓｍｓ；Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ；ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｓｃｒｅｅｎｉｎｇｄｅｓｉｇｎ

　　虎杖苷作为中药虎杖的主要药理成分，具有抗
炎、抗氧化、抗菌、抗病毒、降血压、调控血糖等多种药

理活性
［１５］。目前其临床应用主要聚焦于炎症、抗肿

瘤和代谢性疾病等。例如，复方氨敏虎杖胶囊和复方

虎杖片在临床中用于治疗感冒及流行性感冒引起的

发热、鼻塞、打喷嚏、流鼻涕、咳嗽等炎症症状，但虎杖

苷的低水溶性和低皮肤透过率限制了经皮给药应用。

巴布剂作为新型经皮给药系统，可通过水化角质层增

强药物渗透，兼具无创、长效及患者依从性高等优势，

能有效促进虎杖苷的经皮吸收
［６７］。巴布剂的基质主
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要由骨架材料、填充剂、胶黏剂、保湿剂、交联剂和交

联调节剂等构成，各成分配比是决定巴布剂质量优劣

的主要因素
［８１１］。本研究通过响应面法优化巴布剂基

质配比，旨在制备一种黏附力强、质量稳定的虎杖苷

巴布剂。

１　材料与方法

１．１　材料
虎杖苷（潍坊华植生物科技有限公司，批号：

２０２１０１０１），卡波姆均聚物Ｃ型（ＣＨＣ，江西益普生药
业有限公司，批号：２０２１０９０３），甘羟铝（江西益普生药
业有限公司，批号：ＧＳ０５９１），甘油（商丘亮峰卫生用
品有限公司，批号：２０２０００７９），聚乙二醇 ４００（ＰＥＧ
４００）（江西益普生药业有限公司，批号：２０２２０１０１），月
桂氮卓酮（湖北科捷制药有限公司，批号：２１１１０１），
Ｌ（＋）－酒石酸（湖南尔康制药股份有限公司，批号：
１０２６２０２１０６０１），部分中和聚丙烯酸钠（ＮＰ７００，江西
益普生药业有限公司，批号：１４３０７０Ａ）。

１．２　仪器
ＣＮＹ３型初粘性测试仪（济南精基试验仪器有限

公司），ＣＮ１型初粘性测试仪（济南精基试验仪器有
限公司），６×８ｃｍ方形手压模具（许昌恩泽生物科技
有限公司），ＺＲＳ８Ｇ型智能溶出试验仪（天津市天大
天发科技有限公司），ＬＣ２０５０型高效液相色谱仪（岛
津仪器）。

１．３　方法
１．３．１　制备方法

称取适量ＣＨＣ用纯化水溶解，室温静置１２ｈ至
充分溶胀后，再依次加入酒石酸、ＰＥＧ４００，搅拌５ｍｉｎ
至混合均匀，得水相。另称取甘油后，依次加入

ＮＰ７００、甘羟铝和虎杖苷，搅拌均匀，得油相。将水相
和油相混匀后，再加入少量月桂氮卓酮搅拌３０ｍｉｎ至
混合均匀。将搅拌均匀的膏剂涂布在无纺布上，用成

型机压制，室温静置１２ｈ。
１．３．２　评分方法

将虎杖苷巴布贴剂的质量评分分为物理评分和

感官评分两部分，其中物理评分为初黏力和持黏力两

项，每项２０分，共４０分。感官评分为外观性状、选择
透布性、反复揭贴性、皮肤追随性、皮肤残留性五项共

６０分［１２］。两部分评分总共１００分，具体评分细则详
见表１。其中初黏力、持黏力、外观性状、选择透布性
每组检查３张巴布剂，反复揭贴性、皮肤追随性、皮肤
残留性每组检查６张巴布剂。

表１　虎杖苷巴布贴剂评分项目及标准

评价方法 评分项目 分值 评分方法

物理评价
（４０分）

初黏力 ０～２０ ３２号钢球为满分２０分，１２号以下钢球为０分。

持黏力 ０～２０ 保持２５秒不掉落为２０分，小于５秒为０分。

感官评价
（６０分）

外观性状 ０～１０

将每组巴布剂根据整体色泽是否均匀、膏体表面是否光滑、

虎杖苷颗粒的多少分为０、２、４、６、８、１０等６个等级。基质
整体色泽均匀、膏体表面光滑、无颗粒感为满分１０分；基质
整体色泽不均、表面有明显凹凸不平、手触有硬块、有较多
气泡为０分。

选择透布性 ０～１０
将每组巴布剂按有无浸湿、渗透物多少分为０、２、４、６、８、１０
等６个等级。压制成型后，背衬无渗透物、无明显浸湿为满
分１０分；有较多渗出物，背衬有明显浸湿感为０分。

反复揭帖性 ０～１０

将每组巴布剂按按脱落和膏体剥离的次数分为０、２、４、６、
８、１０等６个等级。将巴布剂贴于手背弯曲处，反复揭帖数
次，仍然可保持良好的黏性，用力甩动手臂而不脱落且１０
次以上剥离膏面不破碎为满分１０分；反复揭帖后不能贴附
于皮肤上或反复揭贴过程中膏体破碎，则为０分。

皮肤追随性 ０～２０

将每组巴布剂按脱落的次数分为０、２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、
１８、２０等１１个等级。将巴布剂贴于手背弯曲处，弯曲 １０
次。未有任意一次脱落与皮肤贴合紧密者为满分２０分，掉
落１０次者为０分。

皮肤残留性 ０～１０
按实际情况分为０、２、４、６、８、１０等６个等级。将巴布剂贴
于手背静置１ｍｉｎ。与皮肤贴合紧密，揭下后在皮肤表面残
留膏体无者为满分１０分，残留大量膏体者为０分。

１．３．３　处方优化方法
选用ＣＨＣ、甘羟铝、酒石酸、ＰＥＧ４００、甘油、月桂

氮卓酮和ＮＰ７００作为基质原料。各种成分性质以及
它们之间的相互作用不同，对巴布剂综合评分的影响

不同，因此各种成分的合适比例是优化制备工艺的关

键。常用的基质参考比例为：ＣＨＣ、ＮＰ７００占３％ ～
１０％，月桂氮卓酮占５％等。

根据预实验结果，确定了 ＣＨＣ、甘羟铝、酒石酸、
ＰＥＧ４００、甘油、月桂氮卓酮和 ＮＰ７００等７个因素的
高低水平。每个因素所取的高（＋１）和低（１）２个水
平，见表 ２。使用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１３软件的 Ｐｌａｃｋｅｔｔ
Ｂｕｒｍａｎ试验设计模块，上述７个基质原料的用量作为
７个因素并以虎杖苷巴布剂的综合评分作为响应值，
设计１２组实验。按照“１．３．１”项下的制备方法来制
备巴布剂，按照“１．３．２”项下的评分方法对巴布剂进
行评分。记录各项实验结果并进行方差分析，重复３
次。然后根据ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验结果，筛选出３个
对综合评分的影响最显著的因素。随后进行因素 ３
水平的ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计，来确定所筛选的３个
因素的最佳水平，并验证响应面模型在最佳水平的预

测值是否与实际值一致。
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表２　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验因素水平表

水平
因　　素

ＡＮＰ７００／ｇ Ｂ甘羟铝／ｇ Ｃ甘油／ｇ ＤＣＨＣ／ｇ Ｅ酒石酸／ｇ ＦＰＥＧ４００／ｍＬ Ｇ氮酮／ｍＬ

高水平
（＋１） １．０２０ ０．０８０ ３．３ ０．１２０ ０．０１５ １．１０ ０．３０

低水平
（－１） ０．８３０ ０．０６０ ２．７ ０．１００ ０．０１０ ０．８０ ０．２５

１．３．４　巴布剂质量检查方法
按照《中国药典》（２０２０年版四部）贴膏剂项下规

定的方法评价巴布剂含膏量、黏附力（即初黏力，在综

合评分中已涉及）、赋型性、含量均匀度等。

２　结　果

２．１　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验结果
ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ实验结果和方差分析具体见

表３、４。１２组实验均表现出了较差的持黏力和较好
的初黏力与皮肤残留性。各组的持黏力试验均在１～
３ｓ左右，评分均为 ０，无法体现各组之间的差异性。
其中第１１组评分８０．００为最高分，第８组评分６５．３３
为最低组。第８组和第１１组的处方差异主要体现在
ＮＰ７００、ＣＨＣ和ＰＥＧ４００的用量，而评分差异主要体
现在皮肤追随性，表明以上３个因素可能对皮肤追随
性的评分存在影响。由表４可以得知，该试验模型的
Ｐ＜０．０５，校正系数Ｒ２＝０．９５４２，表明该模型方程达到
了显著的水平，具有统计学意义；其中因素ＦＰＥＧ４００
和因素ＡＮＰ７００对巴布剂综合评分的影响达到显著
水平，因素ＤＣＨＣ的影响达到了极显著水平，其他４
个因素均不显著；试验结果表明在该模型的统计学范

围内，因素ＤＣＨＣ、ＡＮＰ７００、ＦＰＥＧ４００相较于其他
因素对巴布剂的综合评分具有更显著的影响，故此选

取以上３个因素进行后续ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计。

表３　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验设计结果（分）

次
数

初黏力 持黏力
外观
性状

选择透
布性

反复揭
贴性

皮肤追
随性

皮肤残
留性

评分

１ １９ ０ ８ ８ ９．６７ １８．６７ １０ ７３．３４
２ ２０ ０ ８ １０ ９．６７ ２０．００ １０ ７７．６７
３ １９ ０ ８ １０ ８．６７ １６．６７ １０ ７２．３４
４ ２０ ０ ８ １０ １０．００ ２０．００ １０ ７８．００
５ １９ ０ ８ １０ ９．６７ １８．６７ １０ ７５．３４
６ ２０ ０ ８ １０ ７．８３ １１．００ １０ ６６．８３
７ ２０ ０ ８ １０ ９．００ １１．００ １０ ６８．００
８ １９ ０ ８ １０ ９．３３ ９．００ １０ ６５．３３
９ ２０ ０ ８ ８ １０．００ ２０．００ １０ ７６．００
１０ ２０ ０ ８ ８ １０．００ １５．３３ １０ ７１．３３
１１ ２０ ０ １０ １０ １０．００ ２０．００ １０ ８０．００
１２ ２０ ０ ８ ８ １０．００ １９．００ １０ ７５．００

表４　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

Ｍｏｄｅｌ ２３４．２０ ７ ３３．４６ １１．９０ ０．０１５３ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

Ａ ５７．６４ １ ５７．６４ ２０．４９ ０．０１０６

Ｂ １３．８７ １ １３．８７ ４．９３ ０．０９０６

Ｃ ２０．０２ １ ２０．０２ ７．１２ ０．０５５９

Ｄ １０５．０２ １ １０５．０２ ３７．３４ ０．００３６

Ｅ ０．０４ １ ０．０４ ０．０１ ０．９０９９

Ｆ ３０．４０ １ ３０．４０ １０．８１ ０．０３０３

Ｇ ７．２１ １ ７．２１ ２．５６ ０．１８４７

Ｒｅｓｉｄｕａｌ １１．２５ ４ ２．８１

ＣｏｒＴｏｔａｌ ２４５．４５ １１

２．２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验结果
根据ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验结果，将甘羟铝、甘油、

酒石酸、月桂氮卓酮 ４个非显著因素的用量固定为
００７０ｇ、３．０ｇ、０．０１０ｇ、０．３０ｍＬ。选取对巴布剂综合评
分具有显著影响的因素（ＮＰ７００、ＰＥＧ４００和 ＣＨＣ）
作为响应面模型的自变量，进行３因素３水平的 Ｂｏｘ
Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计。响应面试验因素水平见表５，试
验设计与结果见表６。表６表明，响应面试验与ＰＢ试
验的结果在持黏力上保持一致，均没有差异性，说明

该持黏力的评价方式受限，不能以评价橡胶膏剂的方

法来评价所制备的虎杖苷巴布剂；其中第１６组评分
７９．００为最高分，第２组７５．６７为最低分，评分变动范
围小于ＰＢ实验。

利用软件 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１３对表５中的试验数据
进行多元回归拟合，得到响应值综合评分对 ＮＰ７００、
ＰＥＧ４００、ＣＨＣ的二元多次回归模型：Ｙ＝７８．５３＋
００３７５Ａ＋０．２３７５Ｂ＋０．０６２５Ｃ－０．０８２５ＡＢ＋
０８４７５ＡＣ－０．３６２５ＢＣ－０．４６８３Ａ２ －０．３９８３Ｂ２ －
１１６００Ｃ２。

表５　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计因素水平

因素
水　平

低（－１） 中（０） 高（＋１）

Ａ ０．８００ ０．９００ １．０００

Ｂ ０．８００ ０．９５０ １．１００

Ｃ ０．１００ ０．１１０ ０．１２０
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表６　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计与结果

Ｒｕｎ ＡＮＰ７００／ｇ ＢＰＥＧ４００／ｍＬ ＣＣＨＣ／ｇ 评分

１ ０．８００ ０．９５ ０．１００ ７７．８３

２ １．０００ ０．９５ ０．１００ ７５．６７

３ ０．９００ ０．９５ ０．１１０ ７８．５０

４ ０．９００ ０．９５ ０．１１０ ７８．００

５ ０．９００ １．１０ ０．１２０ ７６．８９

６ ０．９００ ０．９５ ０．１１０ ７８．５０

７ ０．８００ ０．８０ ０．１１０ ７７．１１

８ ０．９００ ０．９５ ０．１１０ ７８．６７

９ １．０００ ０．８０ ０．１１０ ７７．８９

１０ ０．９００ １．１０ ０．１００ ７７．６７

１１ ０．８００ １．１０ ０．１１０ ７７．６１

１２ １．０００ ０．９５ ０．１２０ ７８．００

１３ ０．９００ ０．８０ ０．１２０ ７７．００

１４ ０．９００ ０．８０ ０．１００ ７６．３３

１５ １．０００ １．１０ ０．１１０ ７８．０６

１６ ０．９００ ０．９５ ０．１１０ ７９．００

１７ ０．８００ ０．９５ ０．１２０ ７６．４４

　　方差分析结果见表７，该模型Ｐ＝０．００７０，方程的
校正系数Ｒ２＝０．９０７１，Ｒ２ａｄｊ＝０．７８７６，Ｒ

２
ｐｒｅ＝０．０９３０，表

明该模型方程达到了极显著的水平，具有统计学意

义，但其外推性需进一步验证；模型中失拟项 Ｐ＝
０２９４８，拟合误差不显著，表明该模型预测结果与实
际数据相吻合。响应面模型的最优预估值为７８．５７，
此时 ＣＨＣ、ＰＥＧ ４００和 ＮＰ７００的用量分别为
０１１０ｇ、０．９９７ｍＬ、０．８９９ｇ。

图１为响应面实验设计得到的等高线图和响应
面图。如图１中（Ａ）和（ａ）所示 ＡＣ的等高线图和响
应面图，ＮＰ７００在０．８５０～０．９５０ｇ的范围内有较高评
分，尤其是ＣＨＣ用量在０．１１０ｇ左右时。在表７中，
交互项ＡＣ的Ｐ值为０．００４７（Ｐ＜０．０５），具有极显著
协同效应；平方项Ｃ２的Ｐ值为０．０００７，具有极显著非
线性效应，表明 ＣＨＣ用量存在最佳区间（０．１１０ｇ为
中心点），过量或不足均导致评分下降；且交互项 ＡＣ
的系数为＋０．８４７５，表明二者共同增加时显著提升综
合评分。而ＡＢ、ＢＣ的交互作用则不明显，故应主要
控制ＮＰ７００与ＣＨＣ配比，当ＣＨＣ用量接近０．１１０ｇ
时，ＮＰ７００在０．８５～０．９５ｇ范围内可最大化评分（如
Ｒｕｎ１６评分７９．００）。

表７　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验方差分析结果

方差来源 均方 自由度 均方 Ｆ Ｐ

Ｍｏｄｅｌ １１．８１ ９ １．３１ ７．５９ ０．００７０

Ａ ０．０１ １ ０．０１ ０．０７ ０．８０６０

Ｂ ０．４５ １ ０．４５ ２．６１ ０．１５０２

Ｃ ０．０３ １ ０．０３ ０．１８ ０．６８３５

ＡＢ ０．０３ １ ０．０３ ０．１６ ０．７０３３

ＡＣ ２．８７ １ ２．８７ １６．６２ ０．００４７

ＢＣ ０．５３ １ ０．５３ ３．０４ ０．１２４８

Ａ２ ０．９２ １ ０．９２ ５．３４ ０．０５４１

Ｂ２ ０．６７ １ ０．６７ ３．８６ ０．０９０１

Ｃ２ ５．７０ １ ５．７０ ３２．９５ ０．０００７

Ｒｅｓｉｄｕａｌ １．２１ ７ ０．１７

ＬａｃｋｏｆＦｉｔ ０．６９ ３ ０．２３ １．７５ ０．２９４８

ＰｕｒｅＥｒｒｏｒ ０．５２ ４ ０．１３

（Ａ）、（ａ）、（Ｂ）、（ｂ）、（Ｃ）、（ｃ）分别指ＡＢ、ＡＣ、ＢＣ因素的等高线图和响应面图

图１　各因素（Ａ．ＮＰ７００、Ｂ．ＰＥＧ４００、Ｃ．ＣＨＣ）交互作用的
等高线图和响应面图

２．３　响应面实验验证
综合２．１项及２．２项试验确定最优基质处方比

例，即 ＣＨＣ∶ＰＥＧ４００∶ＮＰ７００∶甘羟铝∶甘油∶酒石
酸∶月桂氮卓酮∶虎杖苷＝１１∶１２７∶９０∶７∶３００∶１∶２７∶１０，
进行３组平行实验，结果综合评分值分别为 ７８００、
７８．５０、７７．６７，平均综合评分７８．０６（ＲＳＤ＝０４４％），
与模型预测值高度吻合。该结果证实该响应面模型

在实验所选的范围内具有可靠的预测效能，可为巴布

剂基质配方优化提供定量设计依据。该最优处方的

初黏力良好，符合《中国药典》（２０２０年版四部）的规
定。以最优处方作为供试品进行后续实验。

２．４　巴布剂质量检查
２．４．１　含膏量

３份巴布剂的含膏量分别为 １０．５１、１０．４９、
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１０４７ｇ／１００ｃｍ２，每贴２．９７ｇ，每克含药７．２８ｍｇ。
２．４．２　赋形性

恒温恒湿放置２４ｈ后，测试的３份巴布剂未出现
流淌现象。

２．４．３　含量均匀度
按外标法计算每份的含量并以标示量为１００计

算相对含量，实际标示量为２１．６３ｍｇ。每份的相对含
量分别为９４．７５、９２．１１、９７．０７、９７．６９、９４．６８、１０３．９８、
１０７．２０、９５．８０、１０２．９８、１０４．８７，相对均值为９９．１１，相
对标准差Ｓ为５．３４，相对标示量与相对均值之差的绝
对值Ａ为０．８９。按照《中国药典》（２０２０年版四部）
的标准，透皮贴剂的含量均匀度应满足“Ａ＋２．２Ｓ＜
Ｌ”的规定，其中规定值 Ｌ＝２５．０；本实验的 Ａ与２．２
倍标准差之和为１２．３０，满足要求。

３　讨　论

本实验采用 ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ筛选试验筛选了影
响虎杖苷巴布剂基质成型中的显著因素，并通过响应

面试验设计对显著因素的水平进行优化，确认最佳处

方。优化得到的最佳基质处方比为ＣＨＣ∶ＰＥＧ４００∶
ＮＰ７００∶甘羟铝∶甘油∶酒石酸∶月桂氮卓酮∶虎杖苷 ＝
１１∶１２７∶９０∶７∶３００∶１∶２７∶１０。最佳处方制备的虎杖苷
巴布剂黏附力适中、无皮肤残留、皮肤追随性好，为中

药经皮给药系统的开发提供思路。该制剂在湿疹、皮

炎、烧伤等炎症性皮肤病中，用于局部的抗炎、抗细菌

治疗。

由于所用的持黏力评分方法采用了《中国药典》

（２０２０年版四部）中原属橡胶膏剂项下评价方法。本
研究中１２组巴布剂的持黏力评分均为０，表明这种评
价方法并不适用于虎杖苷巴布剂的评价，应稍作修

改，如选择质量更小的砝码。凝胶类巴布剂基质的制

备过程中搅拌操作对基质的制备有影响。搅拌时间

和力度是重要的影响因素，匀速搅拌能避免基质在搅

拌中混入大量空气。过高的搅拌速度和不均匀的搅

拌造成搅拌过程中的基质空鼓，导致成型后基质内部

出现大量小气泡而影响外观评分。合适的搅拌时间

也很重要，搅拌时间不足，基质未完全交联，揭贴膏面

易破碎；搅拌时间过长会导致基质易回缩，黏性不

够
［１２］。受实验条件限制，巴布剂基质的水相和油相

混合后不能迅速混匀，故本研究中对基质气泡的问题

的控制不佳，影响了膏体外观。因此，克服膏体气泡、

提高载药量等仍需今后进一步研究和完善。
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　　　　　　　　　　艾拉莫德片人体药动学及生物等效性研究 　　　　　　　　　?

宋　欢１，２，尹咸淼
１，２，丁　峰１，２，杜丽杰

１，２，甘方良
２

（１．湖北科技学院医学部药学院，湖北 咸宁 ４３７１００；２．咸宁市中心医院Ⅰ期临床研究中心）

摘要：目的 研究艾拉莫德片在中国健康志愿者中的人体药动学和生物等效性。方法 采用单中心、两制剂、两周期、

两序列交叉设计，空腹和餐后试验分别入组３２例和３６例健康志愿者，空腹组和餐后组志愿者每周期单次口服２５ｍｇ艾
拉莫德片受试制剂（Ｔ）或参比制剂（Ｒ），清洗期７ｄ。采用高效液相色谱串联质谱法检测血浆中艾拉莫德的浓度，并计
算药动学参数，评价两制剂生物等效性。结果 空腹组口服艾拉莫德片 Ｔ和 Ｒ，艾拉莫德 Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０ｔ、ＡＵＣ０∞分别为
（９７９．９８±２０７．４０）和（８９３．０７±２０５．６０）ｎｇ／ｍＬ、（１２６３０．１３±２７０９．５１）和（１２１５５．８４±３０１０．６１）ｈ·ｎｇ／ｍＬ、（１２９１１．１３±
２８２２．９０）和（１２５３１．６０±３１６１．８１）ｈ·ｎｇ／ｍＬ；餐后组口服艾拉莫德片 Ｔ和 Ｒ，艾拉莫德 Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０ｔ、ＡＵＣ０∞分别为
（８６８３２±１３７．７７）和（８８２．３９±１３５．６７）ｎｇ／ｍＬ、（１１１５２．６０±２２８４．６１）和（１０９５６．４３±２２５８．９２）ｈ·ｎｇ／ｍＬ、（１１３７６．０３±
２３０５９２）和（１１１７８．８３±２２６４．６１）ｈ·ｎｇ／ｍＬ；两制剂空腹和餐后试验 Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０ｔ、ＡＵＣ０∞几何均值比９０％置信区间
（ＣＩ）分别为１０９．８１％（１０１．５９％ ～１１８．６８％）和９９．１０％（９６．１０％ ～１０２．１９％）、１０５．０６％（１００．１７％ ～１１０．１８％）和
１０１．６３％（９８．４２％～１０４．９６％）、１０４．１１％（９９．７１％ ～１０８．７０％）和１０１．５７％（９８．６５％ ～１０４．５９％），均在８０．００％ ～
１２５．００％。结论 艾拉莫德片受试制剂和参比制剂在空腹和餐后试验具有生物等效性。
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发性的全身性自身免疫疾病，其特征性表现为滑膜组

织炎症及骨结构破坏，属于慢性系统性炎症性疾

病
［１２］，全球患病率为０．６６％，可致畸致残［３６］。艾拉
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莫德（ｉｇｕｒａｔｉｍｏｄ）是一种新型小分子抗风湿药物
（ＤＭＡＲＤｓ）［７］，广泛应用于 ＲＡ及其他自身免疫性疾
病的治疗中，具有免疫调节和抗炎作用，而且还具有

独特的骨保护作用
［８１０］。艾拉莫德片最早于２００３年

在我国由天津药物研究院与先声药业开发，于 ２０１１
年在中国批准上市，是全球第一个具有我国完全自主

知识产权的抗风湿新药，２０１２年在日本也获批上市。
目前艾拉莫德片在中国并无仿制药批准上市。因此，

加速本土仿制药产能布局至关重要。本研究分析中

国健康人群空腹和餐后口服艾拉莫德片参比制剂和

受试制剂的药代动力学特征，评价其生物等效性及安

全性，从而为艾拉莫德仿制药应用于临床提供依据，

缓解患者的经济负担和疾病困扰。

１　材料与方法

１．１　试验药品
受试制剂（Ｔ）：艾拉莫德片（厂家：江西科伦药业

股份有限公司，含量：１００．２％，规格：２５ｍｇ，批号：
ＢＳ２４０４０２ＧＧ）；参比制剂（Ｒ）：艾拉莫德片（商品名：
艾得辛

，厂家：海南先声药业有限公司，含量：

９８７％，规格：２５ｍｇ，批号：４２２３０６０９）。

１．２　志愿者选择
本研究已通过咸宁市中心医院的医学伦理委员

会伦理审查，试验登记号为 ＣＴＲ２０２４２２２９。所有志愿
者均签署知情同意书，符合入排标准。排除标准：心

电图、生命体征、实验室检查等异常者；患有神经、呼

吸、免疫、心血管等系统疾病者；筛选前半个月内服用

药物者；筛选前３个月内参加过临床试验或献血者、
妊娠或哺乳期者等。

１．３　试验设计
依据国家药品监督管理局颁布的指导原则

［１１］
和

原研艾拉莫德片药品说明书。本试验采用单中心、两

制剂、两周期、两序列交叉设计，空腹和餐后试验分别

入组３２例和３６例健康志愿者，空腹组和餐后组志愿
者每周期单次口服２５ｍｇ艾拉莫德片受试制剂（Ｔ）或
参比制剂（Ｒ），清洗期７ｄ。每周期志愿者于服药前１ｄ
入住，空腹给药前禁食至少１０ｈ，餐后给药前３０ｍｉｎ进
食高脂餐，并在３０ｍｉｎ内完成进食。于给药当天早晨
口服Ｔ或Ｒ２５ｍｇ后，２４０ｍＬ温水送服。

１．４　生物样本采集与处理
空腹组和餐后组分别在早晨给药前（０ｈ）、给药后

０．５、１、１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５、５、５．５、６、６．５、７、８、
１０、１２、２４、４８ｈ采集静脉血约３ｍＬ，采集后７０ｍｉｎ内完

成离心，离心机设置为 １２００ｇ、４℃、１０ｍｉｎ。并于
１２０ｍｉｎ内放进超低温冰箱。

１．５　统计学方法
采用ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ对血浆样品中的艾拉莫德浓

度进行测定，绘制血药浓度时间曲线图。依据ＮＭＰＡ
颁布的《生物等效性研究的统计学指导原则》

［１１］，将

可纳入药动学参数集（ＰＫＰＳ）的志愿者数据，采用
ＰｈｏｅｎｉｘＷｉｎＮｏｎｌｉｎ软件进行非房室模型对艾拉莫德
主要药动学（ＰＫ）参数进行计算分析。

２　结　果

２．１　志愿者入组情况
空腹试验入组 ３２例志愿者，其中男 ２７例，女 ５

例；平均年龄（３２．００±６．００）岁；平均身高（１６８．１７±
７．０３）ｃｍ；平均体质量（６２．９２±７．３８）ｋｇ；平均 ＢＭＩ
（２３．４５±１．８３）ｋｇ／ｍ２。餐后试验入组３６例志愿者，
其中男３３例，女３例；平均年龄（３２．００±８．００）岁；平
均身高（１７０．０２±６．４５）ｃｍ；平均体质量（６５．７３±
７４２）ｋｇ；平均ＢＭＩ（２２．７５±２．２８）ｋｇ／ｍ２。

２．２　血药浓度时间曲线
志愿者口服艾拉莫德片 Ｔ或 Ｒ，空腹和餐后组艾

拉莫德的平均血药浓度时间曲线分别如图１、２所示。

图１　空腹组艾拉莫德片Ｔ与Ｒ平均血药浓度时间曲线

图２　餐后组艾拉莫德片Ｔ与Ｒ平均血药浓度时间曲线

２．３　药动学参数
志愿者空腹和餐后口服艾拉莫德片 Ｔ与 Ｒ主要

药动学参数结果汇总如表１。
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表１　空腹和餐后状态口服艾拉莫德的主要药动学参数汇总

药动学参数
空腹组 餐后组

Ｔ Ｒ Ｔ Ｒ
Ｃｍａｘ／（ｎｇ／ｍＬ） ９７９．９８±２０７．４０ ８９３．０７±２０５．６０ ８６８．３２±１３７．７７ ８８２．３９±１３５．６７
Ｔｍａｘ／ｈ ４．００（２．０１，６．００） ４．５０（２．５０，６．００） ４．５０（２．００，１０．００） ４．００（１．５０，５．５０）

ＡＵＣ０ｔ／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） １２６３０．１３±２７０９．５１ １２１５５．８４±３０１０．６１ １１１５２．６０±２２８４．６１ １０９５６．４３±２２５８．９２
ＡＵＣ０∞／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） １２９１１．１３±２８２２．９０ １２５３１．６０±３１６１．８１ １１３７６．０３±２３０５．９２ １１１７８．８３±２２６４．６１

λｚ／ｈ ０．０９±０．０２ ０．０８±０．０２ ０．１０±０．０２ ０．１０±０．０２
ｔ１／２／ｈ ８．１３±１．２８ ８．６１±１．５６ ７．２６±１．１８ ７．１３±１．２０

ＣＬ／Ｆ／（ｍＬ·ｈ） ２０２９．２４±４５０．３３ ２１４６．１７±６８６．９４ ２２８７．８２±４７２．９５ ２３２８．４１±４８２．１３
Ｖｄ／Ｆ／ｍＬ ２３３７４．３１±４７８０．１５ ２５８１２．６４±６１９６．１２ ２３３２６．７３±２８１６．６０ ２３３０３．０４±２６５８．０２

２．４　生物等效性评价
志愿者在空腹或餐后条件下口服２５ｍｇ艾拉莫德

片主要ＰＫ参数 Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０ｔ、ＡＵＣ０∞几何均值比（Ｔ／
Ｒ）及 ９０％置信区间的最小二乘几何均值比均落在
８０．００％～１２５．００％，且个体内变异系数均相对较低，
表明在空腹和餐后条件下，艾拉莫德片Ｔ和Ｒ均生物
等效。结果见表２。

表２　艾拉莫德生物等效性结果

组别与参数
最小二乘几何均值及比值

个体内变异 事后功效（％）
受试制剂（Ｔ） 参比制剂（Ｒ） Ｔ／Ｒ比值（％） Ｔ／Ｒ比值（％）９０％ ＣＩ

空腹组
Ｃｍａｘ／（ｎｇ／ｍＬ） ９５４．４７ ８６９．２４ １０９．８１ １０１．５９～１１８．６８ １８．４８ ８６．９

ＡＵＣ０ｔ／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） １２３４８．４８ １１７５４．１２ １０５．０６ １００．１７～１１０．１８ １１．２６ ＞９９．９
ＡＵＣ０∞／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） １２６１３．７５ １２１１５．９３ １０４．１１ ９９．７１～１０８．７０ １０．２０ ＞９９．９

餐后组
Ｃｍａｘ／（ｎｇ／ｍＬ） ８５７．５２ ８６５．３２ ９９．１０ ９６．１０～１０２．１９ ７．６２ ＞９９．９

ＡＵＣ０ｔ／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） １０９２１．９１ １０７４６．２６ １０１．６３ ９８．４２～１０４．９６ ７．９７ ＞９９．９
ＡＵＣ０∞／（ｈ·ｎｇ／ｍＬ） １１１５０．９０ １０９７８．１６ １０１．５７ ９８．６５～１０４．５９ ７．２４ ＞９９．９

２．５　安全性评价
空腹组入组３２例志愿者中，１５例发生２３次不良

事件，发生率为４６．９％，严重程度均为１级。受试制
剂组７例发生１１次不良事件，其发生率为 ２１．９％。
参比制剂组９例共发生１２例次不良事件，其发生率
为２８．１％。

餐后组入组３６例志愿者中，８例发生１２次不良
事件，其发生率为２２．２％，严重程度均为１级。受试
制剂组４例发生５次不良事件，其发生率为１１．１％。
参比制剂组 ５例发生 ７次不良事件，其发生率为
１４３％（参比制剂组实际３５例志愿者）。

综上，空腹和餐后试验不良事件严重程度上两制

剂均未见明显区别。空腹和餐后试验受试制剂组发

生的不良事件类型为代谢及营养类疾病、肝胆系统疾

病、肾脏及泌尿系统疾病、心脏器官疾病和血液及淋

巴系统疾病，未超出参比制剂说明书的安全性范围。

结果表明，空腹和餐后条件下两制剂安全性良好。

３　讨　论

本研究以海南先声药业有限公司生产的艾拉莫

德片（艾得辛
，２５ｍｇ）为参比制剂［１２］，评价江西科伦

药业有限公司提供的艾拉莫德片（２５ｍｇ）在健康志愿
者中于空腹和餐后状态下的药动学特征，进一步评价

其生物等效性。结果表明艾拉莫德片 Ｔ和 Ｒ在空腹
和餐后状态下的主要 ＰＫ参数（Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０∞、ＡＵＣ０ｔ）
几何均值比及９０％ＣＩ的最小二乘几何均值比均落在
８０．００％～１２５．００％，达到了生物等效性。

艾拉莫德片空腹试验 Ｔｍａｘ中位数 Ｔ和 Ｒ分别为
４．００和４．５０ｈ，餐后试验分别为４．５０和４．００ｈ，无明
显延迟，且两种制剂的Ｃｍａｘ与ＡＵＣ参数在空腹与餐后
条件下均高度相似，表明药物的吸收速度受食物干扰

较小。等效性分析的事后功效在 ＡＵＣ参数中均高于
９９．９％，表明样本量充足、统计效力可靠。但需注意，
本研究对象为健康志愿者，其代谢状态与 ＲＡ患者存
在差异，后续需开展患者群体药动学和药效学研究，

以验证仿制药在病理状态下的等效性。
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摘要：目的 探究依折麦布（ＥＺ）通过调控ＦＸＲ／ＳＨＰ通路改善草甘膦（ＧＬＹ）诱导小鼠肝损伤的作用机制。方法 雄
性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为对照组（ＣＯＮ）、草甘膦组（ＧＬＹ）、依折麦布组（ＥＺ）及 ＧＬＹ＋ＥＺ干预组（ＧＬＹ＋ＥＺ），连续灌
胃４２ｄ后检测肝功能生化指标（ＴＣ、ＴＧ、ＨＤＬ、ＬＤＬ、ＴＢＡ、ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＫＰ）；ＨＥ染色观察肝组织病理学特征；荧光定量
ＰＣＲ法检测肝组织ＦＸＲ、ＳＨＰ及ＣＹＰ７Ａ１ｍＲＮＡ表达；分子对接评估 ＥＺ与 ＦＸＲ／ＳＨＰ结合特性。结果 ＧＬＹ组较 ＣＯＮ
组肝指数、肝组织ＬＤＬ、ＡＳＴ、ＡＫＰ及ＡＬＴ显著升高，同时ＴＢＡ水平降低（Ｐ均＜０．０１）。病理观察显示ＧＬＹ组出现肝小
叶结构紊乱伴血窦淤血、肝细胞肿胀等典型损伤特征，伴随 ＦＸＲ、ＣＹＰ７Ａ１ｍＲＮＡ表达下调及 ＳＨＰｍＲＮＡ表达上调。
ＧＬＹ＋ＥＺ组较ＧＬＹ组肝指数、ＡＬＴ、ＡＳＴ及ＡＫＰ活性显著降低，ＴＢＡ水平提升（Ｐ均＜０．０５），肝组织损伤明显减轻。分
子对接显示ＥＺ与ＦＸＲ、ＳＨＰ结合能分别为－１．６、－２．０ｋｃａｌ／ｍｏｌ，均小于０，提示具有结合活性。结论 ＥＺ可能通过调控
ＦＸＲ／ＳＨＰ通路改善ＧＬＹ诱导的肝毒性，为环境毒物诱导的肝损伤及药理学干预提供了新机制。
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ｗａｙ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇａｎｏｖｅｌｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｍｅｃｈａｎｉｓｍａｇａｉｎｓｔｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｔｏｘｉｃａｎｔｉｎｄｕｃｅｄｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙａｎｄｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｓｉｇｈｔｓｆｏｒｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ．
　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ；Ｅｚｅｔｉｍｉｂｅ；Ｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇ；ＦＸＲ／ＳＨＰｐａｔｈｗａｙ

　　草甘膦（ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ，ＧＬＹ）作为全球使用最广泛的
有机磷类除草剂，其环境残留普遍存在于生态系统

（土壤、水体）和生物链（农作物、动物源性食品及人体

生物样本）中
［１３］。毒理学研究

［４５］
表明，ＧＬＹ及其制

剂可通过诱导线粒体功能障碍和抑制抗氧化酶系统，

引发氧化应激级联反应，导致肝脏等代谢敏感器官的

病理损伤。人血清脂质组学与动物实验
［６７］
证实，慢

性ＧＬＹ暴露可诱发脂质代谢异常，并伴随肝组织脂
肪变性、炎性浸润等特征病理学改变。

肝脏作为机体代谢调控的核心器官，其功能完整

对维持内环境稳态具有决定性作用
［８］。外源性化学

物质（包括药物和环境污染物）可通过干扰肝细胞代

谢通路诱导毒性反应，进而导致肝功能异常及组织损

伤
［９］。值得注意的是，胆汁酸代谢稳态失衡已被证实

是介导肝细胞损伤的重要机制之一
［１０］，其中法尼醇Ｘ

受体（ｆａｒｎｅｓｏｉｄＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＸＲ）作为胆汁酸敏感的核
心调控因子，通过激活小异二聚体伴侣（ｓｍａｌｌｈｅｔ
ｅｒｏｄｉｍｅｒｐａｒｔｎｅｒ，ＳＨＰ）抑制胆固醇７α羟化酶（ｃｈｏｌｅｓ
ｔｅｒｏｌ７ａｌｐｈａｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＣＹＰ７Ａ１）表达，从而调控胆
汁酸合成限速环节并影响脂质代谢动态平衡

［１１］。

依折麦布（ｅｚｅｔｉｍｉｂｅ，ＥＺ）作为选择性胆固醇吸收
抑制剂，近年研究发现其具有调脂在内的多种作用，

包括抑制 ＮＦκＢ介导的炎性通路、增强 Ｎｒｆ２抗氧化
防御系统等肝保护机制，在非酒精性脂肪肝病模型中

展现显著疗效
［１２１３］。然而，该药物对除草剂诱导的代

谢性肝损伤是否具有改善作用尚不清楚。本研究通

过构建ＧＬＹ暴露致肝损伤小鼠模型，评估 ＥＺ对脂质
代谢紊乱及 ＦＸＲ／ＳＨＰ通路的调控作用，旨在为拓展
其临床应用提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
试剂：依折麦布（ＣＡＳ：１６３２２２３３１，上海源叶货

号：Ｓ６２３８４），ＧＬＹ（ＣＡＳ：１０７１８３６，ＳＩＧＭＡ货号：
４５５２１），总胆固醇（ＴＣ，ＣＡＳ：Ａ１１１１１）、甘油三酯
（ＴＧ，ＣＡＳ：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，ＣＡＳ：Ｃ００９２１）、谷草
转氨酶（ＡＳＴ，ＣＡＳ：Ｃ０１０２１）、碱性磷酸酶（ＡＫＰ，
ＣＡＳ：Ａ０５９２２）、总胆汁酸（ＴＢＡ，ＣＡＳ：Ｅ００３２１）购自
南京建成生物工程研究所；苏木素伊红（Ｈ＆Ｅ）染色

试剂盒购自上海碧云天公司。仪器：５４１５Ｒ低温冷冻
离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），ＦＬｘ８００酶标仪（美国
ＢｉｏＴｅｋ公司），ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ实时荧光检测系统（美国
ＢｉｏＲａｄ公司），ＲＭ２２４５石蜡切片机（德国 Ｌｅｉｃａ公
司），ＣＭ１９００冰冻切片机（德国 Ｌｅｉｃａ公司），ＣＨ２生
物显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。

１．２　方法
１．２．１　实验动物

６周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（体重１８～２２ｇ，合格
证号：２１０７２６２４０１０１６６９０３５），饲养环境为温度２４℃ ～
２６℃，湿度４５％～５０％，昼夜节律为１２ｈ，动物自由饮
食进水。本研究所有实验步骤均经我院实验动物伦

理委员会审批（批准号ＩＡＣＵＣ２０２３０３０３２）。
１．２．２　动物分组与处理

４０只受试小鼠适应喂养 ７ｄ后随机分组：对照
（ＣＯＮ）组、ＧＬＹ（ＧＬＹ）组、依折麦布（ＥＺ）组、ＧＬＹ＋依
折麦布（ＧＬＹ＋ＥＺ）组，每组１０只。ＧＬＹ组和 ＧＬＹ＋
ＥＺ组给予ＧＬＹ灌胃，剂量为１ｍｇ／ｋｇ；ＥＺ组和ＧＬＹ＋
ＥＺ组给予ＥＺ灌胃，剂量为８ｍｇ／ｋｇ。连续处理６周，
取材前禁食１２ｈ，收集肝组织用于后续实验。
１．２．３　肝功能生化指标测定

新鲜收集的小鼠肝组织，用预冷ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，
ｐＨ７．４）冲洗血污，滤纸吸干表面液体。称取０．２ｇ肝
组织，按１∶９（ｗ／ｖ）比例加入１．８ｍＬ预冷的匀浆介质
制备成 １０％匀浆。４℃条件下经 ４０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ收集上清液，经分装后 －８０℃保存。根据试剂
盒操作说明书，对各组 ＴＣ、ＴＧ、ＨＤＬ、ＬＤＬ、ＴＢＡ、ＡＬＴ、
ＡＳＴ和ＡＫＰ水平进行检测。
１．２．４　肝组织病理学观察

实验期间，每天观察并记录小鼠的体质量。４２ｄ
后，收集各组小鼠的新鲜肝组织，置于４％多聚甲醛中
浸泡固定２４ｈ。完成固定后，组织经脱水、包埋处理，
并５μｍ切片。随后进行苏木精伊红（ＨＥ）染色。最
后，在显微镜下对染色后的切片进行观察，并拍摄

照片。

１．２．５　分子对接
从 ＰｕｂＣｈｅｍ数据库下载 ＥＺ（ＰｕｂＣｈｅｍ ＣＩＤ：

１５０３１１）和ＧＬＹ（ＰｕｂＣｈｅｍＣＩＤ：３４９６）的３Ｄ结构文件
（ＳＤＦ格式），通过 ＲＣＳＢＰＤＢ获取 ＦＸＲ（ＰＤＢＩＤ：
１ＯＳＶ）和小异二聚体伴侣受体（ＳＨＰ，ＰＤＢＩＤ：７ＹＸＰ）
的晶体结构，使用ＰｙＭＯＬ２．６．０软件移除结晶水分子
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及去除磷酸化修饰基团，在ＭＯＥ软件中对ＥＺ执行能
量最小化（梯度阈值０．０５ｋｃａｌ／ｍｏｌ·?），补全缺失侧
链、添加极性氢、优化质子化状态，基于配体扩张法确

定活性口袋（配体周围４．５?范围）。完成上述准备工
作后，使用ＭＯＥ软件开展分子对接，通过结合能数据
评估 ＥＺ与 ＦＸＲ、ＳＨＰ的结合活性。最后，借助 Ｐｙ
ＭＯＬ２．６．０软件，对分子对接结果进行可视化分析，
直观呈现结合模式与相互作用特征。

１．２．６　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测
应用艾科瑞生物 ＳｔｅａｄｙＰｕｒｅ快速 ＲＮＡ提取试剂

盒从小鼠肝组织中分离总 ＲＮＡ，随后采用 ＴＡＫＡＲＡ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒整合ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ酶处理，消除
ＲＮＡ样本中潜在的基因组ＤＮＡ污染。在 ｃＤＮＡ合成
基础上，应用 ＴＡＫＡＲＡＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ预
混体系配制 ｑＰＣＲ反应体系，通过 ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ实时
荧光检测系统进行目标序列扩增与荧光信号同步采

集。每组设 ３次生物学重复，并基于 ＮＣＢＩ数据库
ＰｒｉｍｅｒＢＬＡＳＴ工具完成特异性引物设计。定量分析选
择ＧＡＰＤＨ作为内源性参照基因，通过２－ΔΔＣｔ法对靶基
因表达水平进行相对定量评估。引物序列详见表１。

表１　ｑＰＣＲ引物序列

基因名称 引物序列（５’３’）

ＧＡＰＤＨＦ ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ
ＧＡＰＤＨＲ ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ
ＦＸＲＦ ＧＧＧＣＣＴＴＣＴＡＣＡＡＧＧＧＣＴＴＴＧ
ＦＸＲＲ ＧＡＧＧＣＧＧＴＡＧＴＣＧＧＡＣＡＴＣ
ＳＨＰＦ ＣＴＧＴＧＧＧＣＣＧＴＡＡＧＴＧＡＧＡＣ
ＳＨＰＲ ＣＧＣＡＣＴＣＴＴＡＧＴＣＧＣＴＣＴＧＴＡ
ＣＹＰ７Ａ１Ｆ ＧＧＧＡＴＴＧＣＴＧＴＧＧＴＡＧＴＧＡＧＣ
ＣＹＰ７Ａ１Ｒ ＧＧＴＡＴＧＧＡＡＴＣＡＡＣＣＣＧＴＴＧＴＣ

１．３　统计学方法
统计学分析采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓｖ１８和

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０完成。正态分布且方差齐性数据
行单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）及最小显著差数（ＬＳＤ）
法组间差异比较；非正态或方差不齐数据采用

ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ秩和检验。Ｐ＜０．０５表示差异具有统
计学意义。

２　结　果

２．１　肝功能生化指标变化
结果表明，与ＣＯＮ组相比，ＧＬＹ组小鼠肝组织匀

浆中ＬＤＬ、ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＫＰ水平显著上升（Ｐ＜０．０１或
Ｐ＜０．０５），ＴＢＡ水平显著降低（Ｐ＜０．０５），ＴＣ、ＴＧ及

ＨＤＬ变化无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与 ＧＬＹ组比较，
ＧＬＹ＋ＥＺ组小鼠肝组织匀浆中ＴＢＡ水平显著升高（Ｐ
＜０．０５），ＴＣ、ＬＤＬ、ＡＬＴ、ＡＫＰ水平显著降低（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１），ＡＳＴ、ＴＧ及 ＨＤＬ水平变化无统计学意
义，见表２。

表２　小鼠肝匀浆生化指标变化（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

生化指标 ＣＯＮ ＧＬＹ ＥＺ ＧＬＹ＋ＥＺ
ＴＣ／（ｍｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ） １．６３±０．０８ １．９２±０．０８ １．１８±０．１ １．７１±０．０８＃

ＴＧ／（ｍｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ） ０．３２±０．０６ ０．４４±０．０２ ０．５５±０．０６ ０．４８±０．０３
ＬＤＬ／（ｍｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ） ０．１５±０．０２ ０．２３±０．０２ ０．１５±０．０１ ０．１８±０．０１＃

ＨＤＬ／（ｍｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ） ２．４８±０．１５ ２．２４±０．０７ ２．４６±０．０７ ２．３７±０．０５
ＴＢＡ／（μｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ） ９．８３±０．９６ ４．４８±０．２８ ５．２４±０．４５ ８．３１±１．３０＃

ＡＬＴ／（Ｕ／ｇｐｒｏｔ） ５．８９±０．６０ １１．９０±０．４１ ７．４７±０．３５ ７．６３±０．５９＃＃

ＡＳＴ／（Ｕ／ｇｐｒｏｔ） １７．０５±２．２１ ２２．４１±０．５２ １８．７５±０．８８ １９．１７±０．３５
ＡＫＰ／（Ｕｇｐｒｏｔ／ｇｐｒｏｔ） １１．６８±０．５７ １５．１０±０．４９ １３．１４±０．４９ １４．１５±０．５１＃

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

２．２　小鼠体质量、肝指数及Ｈ＆Ｅ染色结果
各组小鼠初始体质量差异无统计学意义。实验

第１周起，ＧＬＹ＋ＥＺ组小鼠体质量显著低于 ＣＯＮ组
与ＧＬＹ组（Ｐ＜０．０５），见图１Ａ。肝指数方面，ＧＬＹ组
相较于ＣＯＮ组显著增加（Ｐ＜０．０１），而 ＧＬＹ＋ＥＺ组
较ＧＬＹ组显著下降（Ｐ＜０．０５），见图１Ｂ。肝脏ＨＥ染
色结果显示，ＣＯＮ组肝小叶结构清晰完整，肝血窦与
肝细胞状态正常；ＧＬＹ组肝小叶受损，出现肝血窦淤
血、肝细胞排列紊乱及肿胀等病理改变；ＧＬＹ＋ＥＺ组
肝小叶相对完整，细胞核较小、染色深，肝细胞排列及

形态较ＧＬＹ组有改善趋势（图１Ｃ）。

　　Ａ．各组小鼠体质量变化；Ｂ．各组小鼠肝指数变化，肝指数＝肝脏重量（ｇ）／体质量（ｇ）；与 ＣＯＮ组比较，

Ｐ＜０．０１；与ＧＬＹ组比较，＃Ｐ＜０．０５；Ｃ．各组小鼠肝组织病理变化（ＨＥ染色）。

图１　各组小鼠体质量、肝指数变化及ＨＥ染色结果
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２．３　分子对接结果
为探究ＥＺ对 ＧＬＹ诱导性肝损伤的改善作用是

否与调控胆汁酸稳态及脂代谢通路相关，查阅文献发

现ＦＸＲＳＨＰ通路在此过程中发挥重要作用［１２］。运用

ＭＯＥ软件开展分子对接分析，结果显示ＥＺ与ＧＬＹ均
可进入靶蛋白结合域。ＥＺ与 ＦＸＲ、ＳＨＰ对接能量分
别为－１．６ｋｃａｌ／ｍｏｌ、－２．０ｋｃａｌ／ｍｏｌ；ＧＬＹ与 ＦＸＲ、ＳＨＰ
对接能量分别为 －２．５ｋｃａｌ／ｍｏｌ、－８．２ｋｃａｌ／ｍｏｌ；ＧＬＹ
为小分子，结合性和亲和力更强。ＥＺ与 ＦＸＲ的
Ｔｒｙ３９４、Ｉｌｅ３９５残基（图２Ａ）及 ＳＨＰ的 Ｇｌｕ５４０、Ｔｒｐ６１０
残基（图２Ｂ）通过氢键作用；ＧＬＹ与 ＦＸＲ的 Ａｎｓ２６８、
Ｇｌｕ２６５、Ｌｙｓ２６９残基 （图 ２Ｃ）及 ＳＨＰ的 Ｖａｌ７４７、
Ｌｙｓ７４３、Ｐｈｅ７４９残基（图２Ｄ）通过氢键作用。

　　Ａ．ＥＺ与ＦＸＲ的分子对接图，ＦＸＲ蛋白受体上的酪氨酸３９４（Ｔｙｒ３９４）、异亮氨酸３９５（Ｉｌｅ３９５）残基与 ＥＺ
形成氢键相互作用；Ｂ．ＥＺ与 ＳＨＰ的分子对接图，ＳＨＰ蛋白受体上的谷氨酸 ５４０（Ｇｌｕ５４０）、色氨酸 ６１０
（Ｔｒｐ６１０）残基与ＥＺ形成氢键相互作用；Ｃ．ＧＬＹ与 ＦＸＲ的分子对接图，ＦＸＲ蛋白受体上的天冬酰胺２６８
（Ａｎｓ２６８）、谷氨酸２６５（Ｇｌｕ２６５）、赖氨酸２６９（Ｌｙｓ２６９）残基与 ＧＬＹ形成氢键相互作用；Ｄ．ＧＬＹ与 ＳＨＰ的分
子对接图，ＳＨＰ蛋白受体上的缬氨酸７４７（Ｖａｌ７４７）、赖氨酸７４３（Ｌｙｓ７４３）、苯丙氨酸７４９（Ｐｈｅ７４９）残基与ＧＬＹ
形成氢键相互作用。

图２　分子对接的结果

２．４　ＲＴｑＰＣＲ分析结果
由图 ３可知，与 ＣＯＮ组相比，ＧＬＹ组 ＦＸＲ与

ＣＹＰ７Ａ１ｍＲＮＡ表达量显著下调（Ｐ＜０．０１），ＳＨＰｍＲ
ＮＡ表达量显著上调（Ｐ＜０．０１）；与ＧＬＹ组相比，ＧＬＹ＋

ＥＺ组ＦＸＲ与ＣＹＰ７Ａ１ｍＲＮＡ表达呈现明显上调趋势
（Ｐ＜０．０１），而 ＳＨＰｍＲＮＡ表达受到显著抑制（Ｐ＜
００１）。

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

图３　各组小鼠肝组织ＲＴｑＰＣＲ检测结果

３　讨　论

本研究聚焦于 ＥＺ对 ＧＬＹ诱导小鼠肝损伤的改
善作用及机制，揭示了ＥＺ可能通过调控ＦＸＲ／ＳＨＰ通
路缓解ＧＬＹ诱导肝毒性的治疗潜力，为环境污染物诱
导性肝损伤的药理学干预提供了新视角。

先前研究表明，ＧＬＹ长期暴露会导致脂质代谢失
调
［６７］；还能通过干扰草鱼肝脏的脂质代谢和胆汁酸

稳态，导致肝细胞损伤
［１４］。本研究采用 ＧＬＹ灌胃诱

导小鼠肝损伤模型，经 ＥＺ干预后，肝指数降低，ＴＢＡ
水平升高，ＴＣ、ＬＤＬ、ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＫＰ水平下降，且肝组
织病理学改变显著减轻；这一结果与既往研究中 ＥＺ
在其他肝损伤模型中表现出的保护作用一致

［１５］，证

实ＥＺ对ＧＬＹ诱导的肝损伤具有改善作用。
ＥＺ作为一种调节胆汁酸代谢的药物，其作用机

制与ＦＸＲＳＨＰ信号通路密切相关。研究表明，ＥＺ能
够通过上调ＦＸＲ的表达，增强其对脂质代谢的调控能
力，从而有效改善胆汁酸代谢失衡

［１６］。此外，ＥＺ还能
够抑制ＳＨＰ的异常升高，ＳＨＰ是ＦＸＲ的下游靶基因，
其过度表达会导致胆汁酸合成的进一步抑制。因此，

通过调节 ＳＨＰ的表达，ＥＺ能够恢复 ＣＹＰ７Ａ１介导的
胆汁酸合成稳态，进而改善肝脏的脂质代谢异常

［１７］。

本研究分子对接结果显示ＥＺ和ＧＬＹ与ＦＸＲ、ＳＨＰ之
间有潜在相互作用，进一步检测ＦＸＲ、ＳＨＰ及ＣＹＰ７Ａ１
的ｍＲＮＡ表达，结果表明，ＧＬＹ显著抑制肝组织 ＦＸＲ
表达同时异常上调 ＳＨＰ，打破 ＦＸＲＳＨＰ信号轴平衡，
导致胆汁酸合成关键酶 ＣＹＰ７Ａ１大幅降低，扰乱胆汁
酸代谢稳态；经 ＥＺ干预后，ＧＬＹ＋ＥＺ组 ＦＸＲ表达显
著回升至对照组水平，ＳＨＰ异常高表达被有效抑制，
ＣＹＰ７Ａ１恢复至对照组水平。这提示 ＥＺ能够调节
ＦＸＲＳＨＰ通路，一方面上调 ＦＸＲ，强化其对脂质代谢
的调控核心作用，另一方面抑制 ＧＬＹ诱导的 ＳＨＰ异
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常升高，解除其对胆汁酸合成通路的干扰，最终恢复

ＣＹＰ７Ａ１介导的胆汁酸合成稳态。该发现为 ＥＺ改善
ＧＬＹ诱导肝损伤提供了关键分子层面证据，也与
Ｍａｔｈｕｒ等［１８］

关于ＦＸＲＳＨＰ轴维持肝脂质代谢稳定的
研究结果相一致。

综上，本研究在体外分子对接及动物模型上成功

验证了ＦＸＲＳＨＰ通路在 ＥＺ治疗 ＧＬＹ诱导肝损伤中
的关键作用，这一机制为 ＥＺ在化学性肝损伤治疗中
的应用提供了理论依据，并为进一步的药物开发和优

化提供了方向。
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通过生物信息学分析 ＣＬＮ３参与 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ
　　　　　　　　　　　通路调控下的肝癌自噬　　　　　　　　　　?

鲁思澳
１，刘绮雯

２，梅　燕２

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

摘要：目的 采用生物信息学方法以寻找肝癌新的诊断或预后生物标志物，探索与肝癌自噬相关的生物学功能并通

过细胞实验进行体外验证。方法 应用Ｒ软件筛选肝癌中潜在的与自噬相关的差异表达基因，然后对这些基因进行ＧＯ
和ＫＥＧＧ分析。此外利用Ｌａｓｓｏ分析进行枢纽基因筛选，并对枢纽基因进行预后分析。最后通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ｑＰＣＲ
探究枢纽基因的表达，及枢纽基因的敲低对ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路的影响。结果 通过Ｌａｓｓｏ分析确定了枢纽基因ＣＬＮ３。与
正常邻近组织相比，肝细胞癌组织中检测到的ＣＬＮ３表达水平较高。体外实验表明ＣＬＮ３敲低可显著影响ＭＡＰＫ／ＥＲＫ
通路相关基因的表达。最后利用ＷＢ和ＲＴｑＰＣＲ实验，发现ＣＬＮ３在肝癌细胞中的表达水平与生物信息学分析结果一
致。结论 ＣＬＮ３参与肝癌自噬且在肝癌细胞中高表达，同时参与ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路的调节。ＣＬＮ３可能成为肝癌治疗的
潜在靶点，并有望作为肝癌诊断或预后评估的生物标志物。

关键词：肝癌；自噬；自噬相关基因；ＣＬＮ３；ＭＡＰＫ／ＥＲＫ
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　　肝细胞癌（ＨＣＣ）是全球范围内发病率和死亡率
较高的恶性肿瘤之一，因其早期症状隐匿且进展迅

速，多数患者确诊时已处于中晚期，导致临床治疗面

临巨大挑战
［１２］。尽管手术切除、介入治疗等手段可

改善部分患者预后，但肿瘤的高复发率和转移倾向仍

是影响长期生存的主要障碍。近年研究
［３６］
表明，自
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噬在肝细胞癌的发生发展中发挥双重作用，既可抑制

肿瘤早期形成，又能在肿瘤进展阶段促进癌细胞存

活。同时，ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通路的异常激活可通过调
控细胞增殖、凋亡及血管生成等过程，显著影响肝细

胞癌的恶性进展
［７］。ＣＬＮ３基因编码的跨膜蛋白在神

经元及肿瘤细胞中具有抗凋亡及物质转运调控功

能
［８１０］，但其在肝细胞癌中的作用机制尚未阐明。本

研究旨在系统分析 ＣＬＮ３在肝细胞癌中的表达特征，
并探讨其通过调控自噬及 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通路影响
肝癌发生发展的分子机制，为肝细胞癌的精准治疗提

供潜在靶点和新思路。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　试剂

ＬＸ２细胞（人肝星形细胞）、Ｈｕｈ７、ＨｅｐＧ２（人肝癌
细胞系）均来自 ＡＴＣＣ。ＤＭＥＭ高糖基础培养基（武
汉普诺赛生命科技有限公司）；细胞培养用青霉素链
霉素（碧云天生物）；ＦｅｔａｌＢｏｖｉｎｅＳｅｒｕｍ（赛尔博克斯
生物制品（香港）贸易有限公司）；ＲＩＰＡ（武汉塞维尔
生物科技有限公司）；ＰｈｏｓｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒｅｄＳａｌｉｎｅ（武汉
塞维尔生物科技有限公司）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（赛默
飞世尔科技公司）；ＴＲＩｚｏｌ试剂（ＶａｚｙｍｅＢｉｏｔｅｃｈＣｏ．有
限公司）；ＨｉｆａｉｒⅢ １ｓｔＳｔｒａｎｄＳｕｐｅｒＭｉｘ和ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ试剂盒均来自 ＹＥＡＳＥＮ；ｐ３８抗体和 ｐｐ３８抗体
购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；ＥＲＫ抗体和 ｐＥＲＫ抗
体购自成都正能生物技术有限公司；ＣＬＮ３购自 Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｔｅｃｈ；Ｔｕｂｕｌｉｎ抗体购自武汉爱博泰克生物科技有
限公司。

１．１．２　仪器
凝胶成像系统（英国 ＳＹＮＧＥＮＥ公司）；ＣＯ２恒温

培养箱（美国赛默飞科技有限公司）；倒置荧光显微镜

（日本 ＥＶＩＤＥＮＴ）；多功能酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公
司）；Ｐｏｗｅｒ／Ｐａｃ３００电泳仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；实时
荧光定量ＰＣＲ检测仪（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）。

１．２　方法
１．２．１　自噬和肝脏肿瘤数据集获取

从美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）基因表达
综合（ＧＥＯ）数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
ｇｅｏ／）中获得原始基因表达谱数据集（ＧＳＥ２５０９７），该
数据的样本是肝细胞癌 （ＨＣＣ）。数据集基于
ＧＰＬ１０６８７平台包括２６８个肝细胞肿瘤、２４３个邻近的
非肿瘤、４０个肝硬化和６个健康肝脏样本。从上述样
本中选取２０例肝细胞肿瘤和２０例邻近非肿瘤样本

作为正常对照。１０５７个自噬相关基因源于ＧｅｎｅＣａｒｄｓ
数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ／）。
１．２．２　自噬相关差异表达基因的识别

使用Ｒ软件包中的 Ｌｉｍｍａ分析对肝癌患者和正
常对照组之间的数据集进行鉴定，将 Ｐ＜０．０５和
｜Ｌｏｇ２（ＦＣ）｜≥１设定为 ＤＥＧｓ的临界值。ＤＥＧｓ通过
火山图和热图进行显示，再将ＤＥＧｓ与１０５７个自噬相
关基因重叠，得到７１个自噬相关 ＤＥＧｓ，并通过韦恩
图分析。

１．２．３　Ｇｏ富集和ＫＥＧＧ通路分析
通过ＧＯｓｅｑ软件包和Ｒ中的超几何检验，分别对

自噬相关的ＤＥＧｓ进行ＧＯ富集和ＫＥＧＧ通路分析，以
探索自噬相关ＤＥＧｓ的潜在生物过程（ＢＰ）、细胞成分
（ＣＣ）、分子功能（ＭＦ）并确定显著相关的信号通路。柱
状图和气泡图由Ｒ语言中的ｇｇｐｌｏｔ２包（１．０．２版）绘制
而成，调整后Ｐ＜０．０５被认为具有统计学意义。
１．２．４　Ｌａｓｓｏ分析和枢纽基因的筛选

在本研究中，使用 Ｒ软件包 ｇｌｍｎｅｔ，整合生存时
间、生存状态和基因表达数据，利用 ｌａｓｓｏｃｏｘ方法进
行回归分析。此外设置了３折交叉验证法，以获得最
优模型。最终设置Ｌａｍｂｄａ值为０．１５３０８７５３２３３０５９２，
获得 ４个关键枢纽基因：ＩＴＧＡ６、ＣＬＮ３、ＣＸＣＬ１４、
ＣＦＴＲ。
１．２．５　枢纽基因的表达

使用 ＵＡＬＣＡＮ网站绘制箱线图，观察 Ｈｕｂ基因
在正常组织和肝癌组织中的表达。

１．２．６　枢纽基因的生存分析
ＵＡＬＣＡＮ是一个用于分析癌症 ＯＭＩＣＳ数据的全

面、用户友好的交互式网络资源。通过ＵＡＬＣＡＮ数据
库分析评估各枢纽基因的表达水平对肝癌患者的生

存影响（Ｐ＜０．０５）。
１．２．７　ＤＭＥＭ培养基的配置和细胞系的培养

ＬＸ２（人肝星形细胞）、肝细胞癌细胞系（Ｈｕｈ７、
ＨｅｐＧ２）在 Ｇｉｂｃｏ高糖培养基（ＤＭＥＭ）４５０ｍＬ、１０％胎
牛血清（ＦＢＳ）５０ｍＬ、０．５％青链霉素５ｍＬ条件下进行
培养。取１０ｃｍ细胞培养皿，加入上述培养基后种植
适量细胞，在３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中进行培养，待培
养皿中细胞覆盖率达到８０％～９０％时进行传代。
１．２．８　瞬时转染

根据试剂说明使用脂质体核酸转染试剂进行转

染。简而言之，将ＨｅｐＧ２细胞以２×１０５个／孔种植于
６孔板内，培养至密度达 ７０％时进行细胞转染。将
ＨｅｐＧ２细胞分为 ３组：未转染质粒的细胞为空白组
（ＨｅｐＧ２），转染空载质粒的细胞为对照组（ＮＣ）；转染
ｓｈＣＬＮ３２质粒的细胞为实验组（ｓｈＣＬＮ３２）。
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转染前２ｈ用无抗无血清的培养基替代完全培养
基。将质粒 （ＮＣ、ｓｈＣＬＮ３１、ｓｈＣＬＮ３２、ｓｈＣＬＮ３３、
ｓｈＣＬＮ３４）和脂质体分别加入 ＯｐｔｉＭＥＭ中并在室温
下孵育５ｍｉｎ，将质粒和脂质体核酸转染试剂轻轻混
匀，并在室温下孵育２０ｍｉｎ。将孵育好的ＤＮＡ脂质体
复合物均匀滴入已换好无抗无血清 ＤＭＥＭ培养基的
ＨｅｐＧ２细胞６孔板中。转染后６～８ｈ更换含１０％胎
牛血清的完全培养基，在３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中过
夜培养，２４～４８ｈ后检测转染效果。
１．２．９　ＲＮＡ提取和实时荧光定量 ＰＣＲ反应（ＲＴ
ｑＰＣＲ）

进行ＲＴｑＰＣＲ分析ｍＲＮＡ表达。使用 ＴＲＩｚｏｌ试
剂从肝癌细胞以及正常肝细胞中提取总ＲＮＡ，然后使
用 ＨｉｆａｉｒⅢ １ｓｔＳｔｒａｎｄＳｕｐｅｒＭｉｘ进行逆转录。ＲＴ
ｑＰＣＲ检测采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲ试剂盒，实时荧光
定量ＰＣＲ检测仪。引物序列为：ＣＬＮ３Ｆｏｒｗａｒｄ引物：
５′ＣＧＣＣＣＡＣＧＡＣＡＴＣＣＴＴＡＧＣ３′和反向引物：５′ＡＧ
ＣＡＧＣＣＧＴＡＧＡＧＡＣＡＧＡＧＴＴ３′；ＧＡＰＤＨＦｏｒｗａｒｄ 引
物：５′ＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧＧＣ３′和反向引物：
５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＡＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′。数据分析采用
２－ΔΔＣＴ方法，所有检测均为３份重复。
１．２．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

ＲＩＰＡ裂解缓冲液用于从细胞和组织中提取蛋白
质，冰上裂解２０ｍｉｎ，在４℃、１２０００ｒｐｍ下离心１５ｍｉｎ，
离心完成后收集上清。使用 ＢＣＡ测定法测量蛋白质
浓度。将５×上样缓冲液加入每个蛋白质样品中，然
后在金属浴中煮沸７ｍｉｎ使其变性。对蛋白质样品进
行聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）。分离后，制备
用于ＰＶＤＦ膜转移的“转移夹心”。将膜在含有０．５％
吐温２０的 Ｔｒｉｓ缓冲盐溶液（ＴＢＳＴ）中洗涤５ｍｉｎ。然
后在室温下用无蛋白快速封闭液于摇床上封闭

２０ｍｉｎ，随后用ＴＢＳＴ洗涤３次，每次５ｍｉｎ。特异性一
抗孵育过夜，用ＴＢＳＴ洗涤３次，每次５ｍｉｎ。用辣根过
氧化物酶（鼠、兔）二抗孵育１ｈ，重复 ＴＢＳＴ洗涤３次，
每次５ｍｉｎ。最后使用ＥＣＬ发光液进行显影。

１．３　统计学方法
实验数据使用ＳＰＳＳ２６．０软件进行数据分析，采

用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０作图。计量数据均采用均数±
标准差（珋ｘ±ｓ）表示。组间均数比较采用单因素方差
分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两两间比较采用 ＬＳＤ检验。
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　自噬相关基因在肝癌中的差异表达
分析来自ＧＥＯ数据集（ＧＳＥ２５０９７）的转录组信息

和 ｇｅｎｅｃａｒｄｓ中的自噬基因（ｇｅｎｅｃａｒｄｓａｕｔｏｐｈａｇｙ），
ＧＥＯ数据集包含５５７个样本，包括２６８个 ＨＣＣ肿瘤、
２４３个邻近的非肿瘤、４０个肝硬化和６个健康肝脏样
本。取２０个ＨＣＣ肿瘤样本和２０个邻近的非肿瘤样
本进行差异分析。识别 ＤＥＧ的标准是｜ｌｏｇ２ＦＣ｜≥１
和调整后Ｐ＜０．０５，共鉴定出１６２４个基因。ｇｅｎｅｃａｒｄｓ
包含 １０５７个自噬相关基因。最后，在 ＧＥＯ数据集
（ＧＳＥ２５０９７）和ｇｅｎｅｃａｒｄｓａｕｔｏｐｈａｇｙ中共鉴定出７１个
重叠基因，做韦恩图（图１Ａ）。热图和火山图根据从
数据集（ＧＳＥ２５０９７）中获得的差异基因绘制而成，如
图１Ｂ、Ｃ所示。

Ａ．韦恩图；Ｂ．热图；Ｃ．火山图。

图１　肝癌细胞样本和正常样本之间的差异分析

２．２　ＧＯ和ＫＥＧＧ功能富集分析
ＧＯ和ＫＥＧＧ分析显示，肝癌自噬相关差异表达

基因（ＤＥＧｓ）在生物过程中主要富集于代谢调控、
ＲＮＡ生物合成和神经元分化；细胞成分变化涉及超分
子复合物、内吞体和膜蛋白；分子功能异常包括细胞

因子受体活性、核苷三磷酸酶活性和蛋白结合功能

（图２Ａ）。ＫＥＧＧ分析表明，与自噬相关的ＤＥＧｓ主要
参与ＰＩ３ＫＡＫｔ、ＭＡＰＫ、ＡＭＰＫ、ＦｏｘＯ和 Ｐ５３等关键信
号通路，同时与肝细胞癌、细胞周期以及 ＥＣＭ受体密
切相关（图２Ｂ）。

Ａ．Ｇｏ富集分析（ＢＰ代表生物过程，ＣＣ代表细胞成分，ＭＦ代表分子功能）；Ｂ．ＫＥＧＧ富集分析。

图２　差异表达基因ＤＥＧｓ的富集分析图

２．３　枢纽基因在肝癌患者中的表达
通过Ｌａｓｓｏ分析，如图３Ａ、Ｂ所示，选出４个枢纽

９０５湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第６期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



基因：ＩＴＧＡ６、ＣＬＮ３、ＣＸＣＬ１４、ＣＦＴＲ。随后通过 ＵＡＬ
ＣＡＮ数据库分析４个枢纽基因在正常组织和肝癌组
织以及各临床分期中的表达，如图３Ｃ、Ｄ。结果显示，
ＩＴＧＡ６和 ＣＬＮ３两个基因在肝癌组织中高表达，ＣＸ
ＣＬ１４和ＣＦＴＲ在肝癌组织中表达不足。

　　Ａ、Ｂ．Ｌａｓｓｏ分析；Ｃ．在肝癌中高表达的基因（ａ、ｂ．ＩＴＧＡ６；ｃ、ｄ．ＣＬＮ３在正常肝组织与肝癌
组织中的表达）；Ｄ．在肝癌中低表达的基因（ｅ、ｆ．ＣＸＣＬ１４；ｇ、ｈ．ＣＦＴＲ在正常肝组织与肝癌组
织中的表达）。

图３　自噬相关枢纽基因的筛选、ｍＲＮＡ在正常组织和肝癌
组织以及各临床分期的表达

２．４　枢纽基因的表达在肝癌患者中的生存分析
利用ＵＡＬＣＡＮ数据库评估了各枢纽基因在肝癌

患者中的表达预后价值。如图 ４，ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存
曲线分析表明，ＣＬＮ３高表达与肝癌患者较差的总生
存率相关。然而，没有观察到 ＩＴＧＡ６、ＣＸＣＬ１４和
ＣＦＴＲ表达水平与肝癌患者总生存率之间存在明显的
相关性。

Ａ．ＩＴＧＡ６总生存率；Ｂ．ＣＬＮ３总生存率；Ｃ．ＣＸＣＬ１４总生存率；Ｄ．ＣＦＴＲ总生存率。

图４　肝细胞癌预后枢纽基因的总生存期分析

２．５　ＣＬＮ３在肝癌细胞系中的表达水平升高
首先研究两种人肝细胞癌衍生的细胞系（Ｈｕｈ７

和ＨｅｐＧ２）和正常肝细胞 ＬＸ２中 ＣＬＮ３的 ｍＲＮＡ和
蛋白质表达水平。如图 ５Ａ、Ｂ，蛋白质印迹和 ＲＴ
ｑＰＣＲ分析显示，与 ＬＸ２细胞相比时，ＣＬＮ３的 ｍＲＮＡ
和蛋白质表达水平在两种肝癌细胞系中均显著增加，

在ＨｅｐＧ２细胞中的表达水平最高。因此，选择ＨｅｐＧ２
细胞进行后续敲低实验。

　　Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＸ２、ＨｅｐＧ２、Ｈｕｈ７中ＣＬＮ３蛋白表达水平；Ｂ．ＲＴｑＰＣＲ分析ＣＬＮ３的
ｍＲＮＡ表达（与ＬＸ２组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｎ＝３）。

图５　ＣＬＮ３在正常肝细胞和肝癌细胞系中的表达

２．６　ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路在ＣＬＮ３所发挥的功能
中起关键作用

为研究ＣＬＮ３在肝癌中的生物学功能，本研究首
先利用瞬时转染建立 ＣＬＮ３敲低（ｓｈＣＬＮ３１、ｓｈＣＬＮ３
２、ｓｈＣＬＮ３３和ｓｈＣＬＮ３４）的 ＨｅｐＧ２细胞，如图６Ａ所
示。通过蛋白质印迹检测 ＣＬＮ３的表达水平，如图
６Ｂ，结果显示 ｓｈＣＬＮ３２最有效，因此，选择其用于后
续实验。

利用上述 ｓｈＣＬＮ３２对 ＨｅｐＧ２细胞进行瞬时转
染，并收集样品进行蛋白质印迹，检测 ｐＥＲＫ１／２、ｐ
ｐ３８、ＥＲＫ１／２和 ｐ３８表达水平。如图 ７结果显示，
ｓｈＣＬＮ３２敲低时 ｐＥＲＫ１／２和 ｐｐ３８表达量下降，而
ＥＲＫ１／２和ｐ３８表达水平则不受 ＣＬＮ３的影响。这表
明ＣＬＮ３与ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路中关键基因的表达呈现
正相关性，ＣＬＮ３参与ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通路。

　　Ａ．枢纽基因ＣＬＮ３瞬时转染荧光成像图片（×４）；Ｂ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印迹法测定敲低后的
ＣＬＮ３蛋白表达水平（与ＨｅｐＧ２组相比，Ｐ＜０．０１，ｎ＝３）。

图６　ＣＬＮ３敲低在ＨｅｐＧ２细胞中的表达

０１５ 湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第６期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



与ＨｅｐＧ２组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｎ＝３

图７　敲低ＣＬＮ３对ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路的影响

３　讨　论

本研究通过生物信息学分析发现，自噬相关基因

在肝细胞癌发病机制中发挥关键作用。从 ＧＥＯ数据
库获取肝癌数据集ＧＳＥ２５０９７，结合ＧｅｎｅＣａｒｄｓ数据库
筛选出 ７１个与肝细胞癌相关的自噬差异表达基因
（ＤＥＧｓ）。自噬作为细胞内重要的降解和再循环过
程，其相关基因表达的改变，可能导致细胞内物质代

谢、稳态维持等过程出现异常，进而促进肿瘤的发生。

ＧＯ和ＫＥＧＧ功能富集分析进一步揭示了自噬相关差
异表达基因的生物学功能和参与的信号通路。在生

物过程方面，基因富集于代谢调控、ＲＮＡ生物合成和
神经元分化等过程。代谢调控的异常与肿瘤细胞的

快速增殖和能量需求密切相关，肿瘤细胞往往通过重

塑代谢途径来满足自身的生长需求，自噬相关基因参

与其中，可能通过调节代谢来影响肿瘤的发展。ＲＮＡ
生物合成的改变则可能影响基因表达调控网络，进而

影响细胞的增殖、分化和凋亡过程。神经元分化相关

过程的富集，提示肝癌的发生发展可能与神经系统存

在某种关联。在细胞成分和分子功能层面的变化，也

为理解肿瘤细胞的生物学特性提供了重要信息。

ＫＥＧＧ分析表明，这些基因主要参与 ＰＩ３ＫＡＫｔ、
ＭＡＰＫ、ＡＭＰＫ、ＦｏｘＯ和 Ｐ５３等关键信号通路，这些信
号通路在细胞生长、增殖、凋亡和代谢等多个生物学

过程中发挥着核心调控作用，它们的异常激活或抑制

与肿瘤的发生发展密切相关。同时，这些基因与肝细

胞癌、细胞周期以及ＥＣＭ受体相互作用密切相关，进
一步证实了自噬在肝癌发生发展中的重要地位。

为进一步筛选潜在生物标志物，本研究通过Ｌａｓｓｏ
回归分析鉴定出４个枢纽基因（ＩＴＧＡ６、ＣＬＮ３、ＣＸＣＬ１４、
ＣＦＴＲ）。其中，ＩＴＧＡ６和 ＣＬＮ３在肝癌组织中高表达，
而ＣＸＣＬ１４和 ＣＦＴＲ表达不足。ＩＴＧＡ６作为整合素家
族的成员，参与细胞外基质的相互作用，其高表达可能

促进肿瘤细胞的迁移和侵袭。ＣＬＮ３的高表达不仅在

肝癌组织中显著，且与患者较差的总生存率相关，提示

ＣＬＮ３可能是肝癌的一个潜在预后标志物和治疗靶点。
而ＣＸＣＬ１４和ＣＦＴＲ表达不足，可能导致其正常的肿瘤
抑制功能缺失，从而促进肿瘤的发展。

ＣＬＮ３作为溶酶体跨膜蛋白，在多种癌症中高表
达
［１１１２］。本实验结果表明，ＣＬＮ３在 ＨｅｐＧ２和 Ｈｕｈ７

细胞中表达显著上调，且在ＨｅｐＧ２细胞中表达水平最
高，证实了 ＣＬＮ３在肝癌发生发展中的重要作用。本
文对ＣＬＮ３功能机制的研究表明，ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路在
ＣＬＮ３所发挥的功能中起关键作用。ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通
路是细胞内重要的信号转导通路，参与细胞增殖、迁

移、分化和凋亡等多个过程，在肿瘤的发生发展中扮

演着至关重要的角色。敲低ＣＬＮ３后，ｐＥＲＫ１／２和ｐ
ｐ３８表达量下降，而 ＥＲＫ１／２和 ｐ３８表达水平不受影
响，说明ＣＬＮ３与ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路中关键基因的表达
呈现正相关性，ＣＬＮ３可能通过调控 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路
的活性，影响肝癌细胞的生物学行为，从而在肝细胞

癌的发生发展中发挥重要作用。

然而，本研究仍存在一定的局限性。首先，生物

信息学分析基于已有的数据集，可能存在样本选择偏

差，需要更多的临床样本和实验验证来进一步确认研

究结果。其次，对于枢纽基因在肝癌中的具体作用机

制，尤其是它们与其他信号通路和分子的相互作用，

仍需要更深入的研究。此外，虽然本研究发现了

ＣＬＮ３与ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路的关联，但对于该通路下游
的具体靶点以及如何通过调节 ＣＬＮ３或 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ
通路来治疗肝癌，仍需进一步的探索。

综上所述，本研究通过系统的生物信息学分析和

实验验证，揭示了自噬相关基因在肝癌中的差异表

达、功能富集以及枢纽基因的重要作用，为深入理解

肝癌的发生发展机制提供了新的理论依据，也为肝癌

的诊断、预后评估和治疗提供了潜在的靶点和方向。

未来的研究将深入探讨相关基因的作用机制，并开展

更多的体内外实验，以期为肝癌的精准治疗提供更有

效的策略。
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阿片类药物复合异丙酚在胃镜检查中的
　　　　　　　　　　　　麻醉效果评价 　　　　　　　　　　　?

毛　凯，刘　雯，石　可，刘湘燕

（湖北科技学院附属第二医院，湖北 咸宁 ４３７１００）

摘要：目的 探究理想的胃镜检查临床麻醉方案，分析阿片类药物复合异丙酚的效果。方法 择取无痛胃镜检查对象

１０００例，对照组５００例，采用异丙酚麻醉；观察组５００例，采用布托啡诺复合异丙酚麻醉。观察两组生命体征水平、麻醉
起效时间、意识恢复时间、定向力恢复时间、不良反应发生率。结果 检查前，两组生命体征比较无统计学差异（Ｐ＞
００５），检查中与检查后，观察组生命体征高于对照组，且观察组麻醉起效时间、意识恢复时间与定向力恢复时间均短于
对照组，术后不良反应发生率低于对照组（Ｐ均＜０．０５）。结论 在胃镜检查临床麻醉中应用布托啡诺复合异丙酚，可稳
定检查过程中的患者生命体征，缩短麻醉起效与恢复时间，减少麻醉不良反应。
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　　胃镜检查属于胃部疾病常用检查方式，可辅助临
床识别多种病变，有利于患者早期依从临床治疗

［１２］。

胃镜检查属于侵入性操作，自口腔送入胃镜检查设

备，会对咽喉等部位造成刺激，诱发反射性呕吐，影响

检查、治疗依从性
［３４］。伴随着临床医疗技术以及无

痛诊疗技术的普及应用，无痛胃镜检查在临床广泛应

用。现今多采用单种药物实现无痛胃镜检查，其中异

丙酚是常用麻醉药物，但单一用药有概率发生镇静深

度不足、镇静效果不理想等问题。阿片类药物可有效

抑制炎症应激反应，提高麻醉效果，故在麻醉辅助中

２１５ 湖北科技学院学报（医学版）２０２５年第３９卷第６期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕

 通信作者，Ｅｍａｉｌ：３８９９３３５７＠ｑｑ．ｃｏｍ



广泛应用。基于此，文章着重分析阿片类药物、异丙

酚的复合麻醉效果。

１　资料与方法

１．１　一般资料
以２０２４年在我院进行胃镜检查的 １０００例患者

为研究对象，基于临床麻醉方案分 ２组，各 ５００例。
对照组男２８７例，女２１３例；平均年龄（４５．４２±６．１２）
岁，体质指数（２３．２９±１．０９）ｋｇ／ｍ２；美国麻醉学会分
级Ⅰ级２６５例、Ⅱ级２３５例。观察组男２７１例，女２２９
例；平均年龄（４５．９８±６．２５）岁；体质指数（２３．０５±
１０２）ｋｇ／ｍ２；美国麻醉学会分级Ⅰ级２８０例、Ⅱ级２２０
例。各组资料比较无差异（Ｐ＞０．０５）。本研究经医学
伦理委员会审批。

纳入标准：①年龄３５～６５岁；②临床资料完整；
③体质指数１８～２９ｋｇ／ｍ２；④术前完善相关检查；⑤胃
镜检查依从性好。排除标准：①呼吸系统疾病；②精
神系统疾病；③对麻醉药物过敏；④严重心血管疾病；
⑤肝肾功能障碍。

１．２　方法
患者提前８ｈ禁食禁饮，检查前常规给氧、创建静

脉通道、密切监测血氧饱和度以及血压等多项生命体

征，检查期间左侧位。对照组单纯注射异丙酚麻醉，

剂量是２～３ｍｇ／ｋｇ，需结合患者的临床麻醉反应调节
用量。观察组应用布托啡诺复合异丙酚麻醉，异丙酚

缓慢推注，用药剂量是１．５～２．０ｍｇ／ｋｇ，推注时间控制
在１ｍｉｎ左右；布托啡诺缓慢推注，用药剂量是１０μｇ／ｋｇ，
推注时间控制在１ｍｉｎ左右。

１．３　观察指标
①生命体征：利用多功能监护仪获取心率及平均

动脉压，在胃镜检查前、检查中、检查后分别采集 １
次，计算均值；②麻醉时间：通过麻醉操作时间、麻醉
起效时间、意识恢复时间、定向力恢复时间反映，计算

均值；③不良反应：包括呼吸抑制、血压异常、恶心呕
吐、头晕头痛，计算百分率。

１．４　统计学方法
通过ＳＰＳＳ２６．０软件比较，计数资料以％表示，采

用χ２检验，计量资料符合正态分布以（珋ｘ±ｓ）表示，采
用ｔ（或Ｆ）检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　各组生命体征对比
检查前，两组生命体征比较无统计学差异（Ｐ＜

００５），检查中与检查后观察组生命体征高于对照组
（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　各组生命体征（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５００）

组别
心率／（次／ｍｉｎ） 平均动脉压／ｍｍＨｇ

检查前 检查中 检查后 检查前 检查中 检查后

观察组 ８８．０５±５．２１ ８５．１１±５．１０ ８６．５９±５．１７ ８５．１７±３．２４ ８３．４２±３．０５ ８４．２８±３．２７

对照组 ８８．７３±５．３４ ７６．１２±５．１５ ８１．３４±５．２３ ８５．６３±３．３８ ８０．０１±３．００ ８１．１２±３．２２

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．２　各组麻醉时间对比
观察组麻醉起效时间、意识恢复时间与定向力恢

复时间短于对照组（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　各组麻醉时间（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５００，ｍｉｎ）

组别 麻醉操作时间 麻醉起效时间 意识恢复时间 定向力恢复时间

观察组 ５．１９±１．１５ １．４５±０．４２ ２．７０±０．６３ ３．４５±０．７４

对照组 ５．１２±１．１０ ２．２６±０．４９ ４．０９±０．７５ ５．５８±０．９１

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　各组不良反应对比
观察组不良反应发生率小于对照组（Ｐ＜０．０５）。

见表３。

表３　各组不良反应（ｎ＝５００）

组别 呼吸抑制 血压异常 恶心呕吐 头晕头痛 不良反应发生率／％

观察组 ２ １ ４ ３ ２．００

对照组 ６ ６ １２ ７ ６．２０

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨　论

目前对于疑似胃溃疡、胃部肿瘤以及胃炎等胃部

病变，临床多通过无痛胃镜检查诊断
［５６］。但要保证

无痛胃镜检查达到预期效果，则需科学应用麻醉药

物，减轻患者胃镜检查期间的不适感受，缩短检查时

间，降低胃镜所致不良反应
［７８］。但不同麻醉药物所

获得的麻醉效果存在较大差异，尤其是镇静镇痛程度

的差异。良好且长久的镇静镇痛效果可帮助患者减

轻胃镜检查期间遭受的身心创伤，抑制炎症应激反

应，提高胃镜检查的有效性与安全性。临床多为胃镜

检查患者实施静脉麻醉，异丙酚是常用药物，可获得

较好的镇静效果。以往单一应用异丙酚，虽然可发挥

作用，但容易发生镇静过深、镇静效果不理想与麻醉

延迟等多种问题
［９］。陈鑫等

［１０］
的研究发现，小剂量
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氯胺酮复合地塞米松、舒芬太尼、异丙酚用于男性吸

烟患者无痛胃镜检查可稳定生命体征，加快麻醉恢复

速度，提高麻醉安全性。本研究中，两组生命体征水

平、麻醉起效时间、意识恢复时间、定向力恢复时间、

不良反应发生率有差异，观察组更优。原因分析如

下：布托啡诺刺激性小，但具有较好的镇痛效果，也是

临床麻醉常用药物，单独应用布托啡诺并不能获取理

想麻醉效果，复合异丙酚可发挥协同作用，可获得理

想的镇静镇痛效果，可有效稳定患者的心率、平均动

脉压等多项生命体征，缩短患者的麻醉起效时间以及

定向力、意识恢复时间，可辅助患者顺利完成胃镜检

查。布托啡诺是典型阿片类药物，可对阿片受体发挥

较弱拮抗性，但对胃肠道造成的刺激小，可减轻胃镜

检查与临床麻醉所致刺激，降低恶心呕吐等不良反应

的发生率。

综上可知，在胃镜检查临床麻醉中应用布托啡

诺、异丙酚复合麻醉，可获得显著效果。
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　　　　　　　　全程管理模式在 ＭＤＲ／ＲＲＴＢ短程治疗中的应用研究　　　　　　　?

汤秋萍，廖　颖，徐从睿，聂　琦

（华中科技大学同济医学院附属武汉金银潭医院，湖北 武汉 ４３００２３）

摘要：目的 评价基于多学科团队协作的耐多药／利福平耐药结核病（ＭＤＲ／ＲＲＴＢ）短程治疗患者全程管理模式的
实践效果。方法 以本院确诊的ＭＤＲ／ＲＲＴＢ患者作为研究对象。其中２０１９年１～６月２４例患者为对照组，方案６～８
个月ＬｆｘＬｚｄＣｆｚＣｓＺＥ／１２个月ＬｆｘＣｆｚＺＥ。２０１９年７月至２０２０年１２月纳入耐多药结核病短程治疗３５例患者为观察
组，方案４～６个月ＧｆｘＣｆｚＨｈＺＥＰｔｏＡｍ／５个月ＧｆｘＣｆｚＺＥ。对照组给予常规管理，观察组实施以咨询员为主导的全
程管理模式。比较两组患者的治疗结局、细菌学转阴时间和药物不良反应发生率。结果 观察组复诊率患者丢失率远

低于对照组（Ｐ均＜０．０５）。观察组ＣＴＢ阴转中位时间高于对照组（Ｐ＜０．０５）。观察组发生周围神经炎的比率、ＱＴｃＦ
延长的比率远低于对照组，但耳毒性高于对照组（Ｐ均 ＜０．０５）。结论 以咨询员为主导的全程管理模式实现了耐多药
结核病短程治疗患者连续的全程化、个性化管理，协调多学科团队协作，对药物不良反应及时正确处理，降低了患者丢

失率和复诊，是一种有效的患者管理模式。

关键词：全程管理；耐多药／利福平耐药结核；药物不良反应；治疗结局
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　　目前，耐多药结核病（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏ
ｓｉｓ，ＭＤＲＴＢ）仍然是全球严重的公共卫生问题之一。
在全球范围内２０２３年ＭＤＲＴＢ新发４０万例，并造成
１５万人死亡；ＭＤＲＴＢ患者化疗疗程约为２０个月或
更长，但治疗效果却不理想，治疗成功率仅为６８％［１］。

因此，在提高治疗成功率的前提下，制定并缩短ＭＤＲ
ＴＢ疗程的化疗方案，成为国内外关注和研究的热点。
ＭＤＲＴＢ短程化疗方案是指化疗疗程为９～１２个月、
药物组成相对固定且标准化的化疗方案

［２］。近年来，

９～１２个月的短程ＭＤＲＴＢ治疗方案在一些国家进行
了研究，并取得了良好的治疗效果，且疗程短、不良反

应少、治疗费用低
［３５］。湖北省在２００６年１０月１日至

２０１４年６月３０日期间，通过实施全球基金 ＭＤＲＴＢ
防治项目，探索了以市级耐多药结核病定点医院诊治

为主，县级疾控中心和乡镇（社区）管理为主的耐多药

结核病防治管理综合模式。目前，湖北省是中国第一

个实施耐多药短化方案的试点地区。

全程管理是一个合作的过程，包括评估、计划、执

行、协调、监督和评价来选择医疗服务，满足患者的健

康需求，应用交流和可达到高质量的治疗条件的结

果
［６］。该管理模式涵盖了门诊住院社区的全程患者

管理，能够提高治疗依从性，从而提高疗效，保障生活

质量
［７］。咨询员是全程管理的责任人，确保以最少的

资源，满足患者的医疗需求和目的
［８］。本研究旨在评

价全程管理模式患者对治疗结局的影响，为耐多药／
利福平耐药结核病（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＤＲ／ＲＲＴＢ）短程治疗患者管理
模式提供临床证据。

１　资料与方法

１．１　纳入及排除标准
纳入标准：①经 ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测或表型药敏

试验（ｄｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇ，ＤＳＴ）确诊为 ＭＤＲ／
ＲＲＴＢ。②临床诊断符合２００９年中国防痨协会制定
的《耐药结核病化学治疗指南》的标准

［９］。③签署抗
结核治疗及研究知情同意书（不识字患者需在见证人

见证下表示同意）。④年龄１８岁或以上。⑤意识清
楚，具有良好的沟通能力。⑥既往未接受过二线抗结
核药物治疗，或治疗时间不超过１个月。⑦为试点地
区常住居民，并在治疗期间无外出务工计划。⑧愿意
遵循复诊安排和试点项目流程。

排除标准：①因药物过敏或药物不良反应无法坚
持治疗者。②存在以下严重合并症者：心、肝、肾功能
不全，或患严重胃肠疾病。③精神异常或不能配合研
究者。④已知怀孕或正在哺乳。⑤无法口服药物。

⑥实验室检查显示谷草转氨酶（ＡＳＴ）或谷丙转氨酶
（ＡＬＴ）超过正常值上限的３倍。⑦已知对氟喹诺酮
类抗生素过敏，或正在服用ＭＤＲＴＢ短程治疗方案中
禁忌的药物。⑧ＱＴｃＦ大于４５０ｍｓ。⑨当前正在参与
其他医疗产品的临床试验。⑩研究人员认定可能存
在任何影响参与研究安全性的社会或医学状况。

１．２　一般资料
选取２０１９年１～６月在我院耐多药病区住院患

者２４例为对照组，其中男 １９例，女 ５例，平均年龄
（４２．５±２．３）岁。２０１９年７月至２０２０年１２月我院纳
入耐多药结核病短程治疗３５例患者为观察组，其中男
２０例，女１５例，平均年龄（３９．０±１１．９）岁，两组患者一
般资料比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）（表１）。

表１　一般资料比较

项目
对照组
（ｎ＝２４）

观察组
（ｎ＝３５） Ｐ

体重［ｋｇ，Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］ ５７．０（５２．３，６０．０） ５４．０（４７．５，６４．０） ０．４００
合并症（ｎ） 糖尿病　　　　　　　　　　　 １ １ ０．５６５

乙肝病毒携带　　　　　　　　 １ ０
基线痰涂片ＳＴＢ阳性［ｎ（％）］ １７（７０．８） １６（４５．７） ０．０７２
基线痰培养ＣＴＢ阳性［ｎ（％）］ ２４（１００．０） ３０（８５．７） ０．０７３

１．３　实施方法
对照组给予６～８个月左氧氟沙星（Ｌｆｘ）、利奈唑

胺（Ｌｚｄ）、氯法齐明（Ｃｆｚ）、环丝氨酸（Ｃｓ）、吡嗪酰胺
（Ｚ）、乙胺丁醇（Ｅ）／１２个月左氧氟沙星（Ｌｆｘ）、氯法齐
明（Ｃｆｚ）、吡嗪酰胺（Ｚ）、乙胺丁醇（Ｅ）。在住院期间
接受常规护理，所有护理措施严格按照院内相关规定

规范进行，以确保护理质量。患者出院后，按照科室

制定的耐多药肺结核病人健康教育路径表进行干预。

具体措施包括：患者出院后每月随访一次，直至整个

治疗疗程结束。在完成治疗疗程后，对患者进行为期

一年的随访管理，在此期间通过阶段性的效果评价和

总结，确保患者的治疗效果得以巩固并监测长期健康

状况。

观察组给予４～６个月加替沙星（Ｇｆｘ）、氯法齐明
（Ｃｆｚ）、高剂量异烟肼（Ｈｈ）、吡嗪酰胺（Ｚ）、乙胺丁醇
（Ｅ）、丙硫异烟胺（Ｐｔｏ）、阿米卡星（Ａｍ）／５个月加替
沙星（Ｇｆｘ）、氯法齐明（Ｃｆｚ）、吡嗪酰胺（Ｚ）、乙胺丁醇
（Ｅ）。实施护理过程中，建立了一套系统的患者管理
流程。患者的定诊与入组由咨询员首先进行治疗依

从性风险评估，随后，研究医生每周将符合基本条件

的患者病历提交给耐多药结核病专家组讨论，由专家

组决定患者是否能够入组研究。在患者知情同意后，
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咨询员与研究医生向其正式告知治疗方案，并完成签

字确认后入组。

在住院治疗阶段，研究医生密切关注患者的病情

变化，如患者出现药物不良反应，医生可以合理增加

检查项目或调整监测频率，以确保患者治疗的安全性

和有效性。对于需要进一步指导的复杂病例，则提交

至耐多药结核病专家组会诊，优化治疗方案。

患者出院后，咨询员每周通过电话随访患者，指

导其按时服药、预约复诊，并将患者在院外治疗的情

况及时反馈给研究医生。完成疗程并停药的患者在

随后的１２个月里，每月接受一次电话随访，并在停药
后的第３、６、９和１２个月，通知患者到医院复诊，以进
一步评估治疗效果和监测可能的复发风险。

在社区管理方面，研究团队与患者居住地的社区

医生或村医建立紧密联系，确保社区医生落实注射治

疗、督导服药，并定期监测患者症状。

１．４　观察指标
（１）复诊率：记录并比较两组患者在治疗期间的

门诊复诊情况，复诊率 ＝实际复诊次数／应复诊次数
×１００％。
（２）服药依从率：服药依从率是患者按医嘱按时

服用药物的比例，服药依从率 ＝按时服药人数／应服
药人数×１００％。

（３）复诊查痰率：指在复诊时进行痰液检测的患
者比例，复诊查痰率 ＝实际完成痰检查次数／应完成
痰检查次数×１００％。

（４）全面比较对照组和观察组的治疗结局、细菌
学转阴时间，以及治疗过程中不良事件（ａｄｖｅｒｓｅｅ
ｖｅｎｔｓ，ＡＥ）的发生例次、发生率及中位发生时间，以评
估两种治疗方案的疗效与安全性。治疗结束后统计

所有患者转归，转归判定以实验室痰涂片和结核分枝

杆菌培养检查作为主要标准
［１０］：①治愈：完成规定疗

程，疗程结束时连续３次痰培养阴性，每次间隔至少
３０ｄ，第３次阴性结果在疗程结束时的最后１个月末。
②完成治疗：完成规定疗程，因无痰未能在疗程结束时
获得连续３次、每次间隔至少３０ｄ的痰培养阴性结果，
此前痰培养阴性。③失败：未达到治愈或完成治疗的
标准。④死亡：患者在治疗过程中由于任何原因所致
的死亡。⑤丢失：患者由于任何原因治疗中断连续２个
月或以上。⑥治疗成功：包括治愈和完成治疗。

１．５　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计学处理，计数资料

以中位数和四分位数间距表示，采用 χ２检验或 Ｆｉｓｈｅｒ
精确检验；计量资料采用秩和检验，Ｐ＜００５为差异

有统计学意义。

２　结　果

２．１　复查情况和基线资料特征
首先，观察组在复诊率、服药依从率和复诊查痰

率方面均显著优于对照组。具体而言，观察组复诊率

为９７．１４％（３４／３５），对照组为６６．６７％（１６／２４），Ｐ＜
０．０５；观察组服药依从率达１００％（３５／３５），对照组为
７０．８３％（１７／２４），Ｐ＜０．０５；复诊查痰率方面，观察组
为９１．４３％（３２／３５），对照组为５４．１７％（１３／２４），同样
显著（Ｐ＜０．０５）。这些结果表明，全程管理模式有效
提高了ＭＤＲ／ＲＲＴＢ患者的依从性和复诊率。

在抗结核药物的使用上，观察组的 Ｇｆｘ使用率为
１００％，对照组仅为 ４．２％（Ｐ＜０．００１）。对照组中，
Ｌｆｘ、Ｌｚｄ、Ｃｆｚ和Ｃｓ的使用比例显著高于观察组，分别
为７９．２％、９１．７％、６２．５％和９５．８％（Ｐ＜０．００１）。观
察组所有患者均使用Ａｍ、Ｐｔｏ、Ｈｈ、Ｅ和Ｚ，而对照组中
这些药物的使用率较低，特别是 Ｐｔｏ（３３．３％）和 Ｈｈ

（４．２％）（Ｐ＜０．００１）。耐药类型方面，单耐药患者在
观察组的比例（６５．７％）高于对照组（４１．７％），但差异
无统计学显著性。疾病类型分析显示，初治患者在观

察组占６８．５％，显著高于对照组３３．３％（表２）。

表２　对照组和观察组基线特征［ｎ（％）］

项目
对照组
（ｎ＝２４）

观察组
（ｎ＝３５） Ｐ

抗结核药物种类 Ｇｆｘ １（４．２） ３５（１００．０） ＜０．００１
Ｍｆｘ ３（１２．５） １（２．９） ０．２９４
Ｌｆｘ １９（７９．２） ０（０．０） ＜０．００１
Ｌｚｄ ２２（９１．７） １（２．９） ＜０．００１
Ｃｆｚ １５（６２．５） ０（０．０） ＜０．００１
Ｃｓ ２３（９５．８） ２（５．７） ＜０．００１
Ａｍ ２２（９１．７） ３５（１００．０） ０．１６１
Ｐｔｏ ８（３３．３） ３５（１００．０） ＜０．００１
Ｈｈ １（４．２） ３５（１００．０） ＜０．００１
Ｅ １１（４５．８） ３５（１００．０） ＜０．００１
Ｚ １１（４５．８） ３５（１００．０） ＜０．００１
ＰＡＳ ７（２９．２） ０（０．０） ０．００１

耐药类型 单耐Ｒ １０（４１．７） ２３（６５．７） ０．０６８
ＭＤＲＴＢ １４（５８．３） １２（３４．４）

疾病类型 初治 ８（３３．３） ２４（６８．５） ０．００８
复治 １６（６６．７） １１（３１．４）

２．２　治疗结局及细菌学转阴时间
观察组在治愈率（８５．７％）和治疗成功率（１００％）

方面表现优异，且丢失率为零，显示出全程管理模式
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的有效性。尽管在ＳＴＢ阴转时间上没有显著差异，但
在ＣＴＢ阴转时间上，观察组的转阴时间显著高于对照
组，提示可能需要进一步的观察和分析（表３）。整体
来看，全程管理模式在提高患者治疗效果和降低丢失

率方面具有积极的作用。

表３　两组治疗结局及细菌学转阴时间

项目
对照组
（ｎ＝２４）

观察组
（ｎ＝３５） Ｐ

治疗结局［ｎ（％）］ 完成 １２（５０．０） ５（１４．３） ０．００３
治愈 ７（２９．２） ３０（８５．７） ＜０．００５
丢失 ５（２０．８） ０（０．０） ０．００８
死亡 ０（０．０） ０（０．０） ＮＡ

治疗成功率［ｎ（％）］ １９（７９．２） ３５（１００） ０．００８
不良结局［ｎ（％）］ ５（２０．８） ０（０．０） ０．００８
ＳＴＢ阴转中位时间［月，Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］ １．５（１，２） １（１，２） ０．１１
ＣＴＢ阴转中位时间［月，Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］ １（１，２．８） ２（１，２） ０．０３７

２．３　两组ＡＥ发生例次、发生率及时间
本研究对两组患者在治疗过程中发生的ＡＥ进行

了详细分析。结果显示，对照组的 ＱＴｃＦ延长发生率
为２２．２％，显著高于观察组的９．１％，提示全程管理
模式在药物监测和管理方面更加有效，降低了 ＱＴｃＦ
延长的风险。两组均未发生Ⅲ级以上不良反应。尽
管观察组耳毒性发生率为 １３．２％，高于对照组的
４３％，这可能与阿米卡星的高剂量使用有关，需在后
续治疗中加强监测和管理。此外，观察组的周围神经

炎发生率仅为０．８％，显著低于对照组的１０．３％，表
明全程管理模式在药物不良反应的监测和应对方面

取得了良好效果（表４）。

表４　治疗过程中两组ＡＥ发生例次、发生率及发生ＡＥ中位时间

项目

对照组（ｎ＝２４） 观察组（ｎ＝３５）

发生率
［ｎ（％）］

ＡＥ中位时
间／月

发生率
［ｎ（％）］

ＡＥ中位时
间／月

Ｐ

胃肠道反应（Ⅲ级及以上） ２４（２０．５） １（１，１） ３６（２９．８） １（１，１） ０．１０１
肝功能异常 ２１（１７．９） ２（１，３） ２０（１６．５） ４（２，４） ０．７７２
ＱＴｃＦ延长 ２６（２２．２） ２．５（１．８，３．０） １１（９．１） ２（１，４） ０．００５
耳毒性 ５（４．３） ３（１，３） １６（１３．２） １（１，３） ０．０１５
高尿酸血症 ２１（１７．９） １（１，１） ２６（２１．５） １（１，１） ０．４９３
肌酐升高 ８（６．８） ３（１．３，２．８） １０（８．３） １（１，１） ０．６７７
周围神经炎 １２（１０．３） ３（１．３，３．０） １（０．８） ＮＡ ０．００１
药物过敏 ０（０．０） ＮＡ １（０．８） ＮＡ ＮＡ
合计 １１７ １２１ ＮＡ

３　讨　论

耐药结核病患者治疗方案复杂、疗程长、费用高、

治疗依从性低、治愈率低 ，成为全球结核病控制面临

的极大的挑战，也是我国结核病控制的难点和重点问

题
［１１］。在治疗过程中，不良事件将不同程度的影响

耐药结核治疗方案，引起用药剂量减少、管理方式变

化、换药、停药甚至治疗中断。胃肠道、耳毒性和周围

神经炎对治疗方案影响的可能性均超６０％，耳毒性、
肝毒性、ＱＴｃＦ间期延长及胃肠道反应，均有相当比例
导致治疗的永久中止

［１２］。本研究治疗过程中 ＱＴｃＦ
延长发生率观察组 ９．１％低于对照组 ２２．２％（Ｐ＜
００５）。对ＱＴｃＦ延长影响最大的三种药是贝达喹啉、
氯法齐明、氟喹诺酮类药物。两组患者方案里均没有

贝达喹啉，但都有氯法齐明，剂量用法一致。两组患

者在氟喹诺酮药物的选择上有所不同，观察组方案里

选择加替沙星，对照组方案里选择的左氧氟沙星有１９
例，占比达到７９．２％。文献中药物对 ＱＴｃＦ延长的影
响Ｍｆｘ＞Ｌｆｘ＞Ｇｆｘ［１３］，本文研究中统计学无差异（Ｐ＞
０．０５）。两组患者的耳毒性发生率，观察组１３．２％高
于对照组４．３％（Ｐ＜０．０５）。这可能与观察组阿米卡
星高剂量使用有关。观察组使用的阿米卡星的具体

剂量通常会根据患者的体重和肾功能进行调整。通

常情况下，阿米卡星的常用剂量为１５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），通
常不超过１ｇ／ｄ。但是ＡＥ产生的具体效应和机制，还
有待深入探究。两组患者的周围神经炎发生率，对照

组１０３％高于观察组０．８％（Ｐ＜０．０５），与对照组方
案里含Ｌｚｄ有关。ＣＴＢ阴转中位时间而言，对照组高
于观察组，也与对照组方案里含 Ｌｚｄ有关。Ｌｚｄ的杀
菌效果强，但药物不良反应重，特别是周围神经炎的

发生率高，对药物不良反应缺乏有效管理，导致患者

后期自行停药、中断治疗，丢失率达到５％，这也是两
组患者治疗结局有统计学差异的原因。

出现不良反应并不意味着立即停药。临床上应

监测患者 ＡＥ，对症治疗，必要时进行 ＭＤＴ协同治
疗
［１４］。当患者并发糖尿病、病毒性肝炎、肾功能衰竭

等与用药具有密切相关的并发疾病与并发症时，更加

需要开展多学科参与的协同治疗。

如何提高 ＭＤＲＴＢ的治疗成功率，改善治疗现
状，ＤＯＴＳ策略不断升级，患者管理有助于达到更佳预
后效果

［１５］。以患者为中心的综合治疗和预防、强有

力的政策支持和服务系统以及临床应加强研究和创

新。ＭＤＲ／ＲＲＴＢ患者关怀的核心是在患者诊断、治
疗和管理的全过程为患者提供优质的服务，从而达到

促使患者完成疗程的目的
［１６］。在我国现有三位一体

的防治模式下，疾控机构和医疗机构在以患者为中心

的关怀服务中，都有着至关重要的作用。疾病预防控

制机构作为主导角色，定点医院是主战场，负责患者
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诊断、治疗、随访，社区督导医生负责后续追踪管理，

咨询员作为负责人，需要在疾控（结防）机构、结核病

定点医院、综合医院及基层医疗卫生机构之间搭建桥

梁，在不同机构间形成通畅的信息流，保证患者就医

各个环节的无缝对接，形成结核患者的闭环管理
［１７］，

降低丢失率。

实施以患者为中心的全程管理模式，为患者提供

持续性关怀，有效提高了患者的治愈率、降低了失访

率，消除耐药结核病社会传播意义重大，为短程方案

的患者依从性的管理提供早期的证据
［１８］。
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宫腔镜电切手术与刮宫术治疗异常子宫出血的
治疗效果与安全性对比分析

张　天，吴　珊，张　倩

（湖北科技学院附属第二医院，湖北 咸宁 ４３７１００）

摘要：目的 探讨宫腔镜电切手术在异常子宫出血患者中的治疗效果与安全性。方法 将某三甲医院近半年异常子

宫出血患者按治疗方案随机抽取１００例为研究样本，其中对照组５０例，治疗方式为宫腔镜刮宫术；观察组５０例，治疗
方式为宫腔镜电切手术。对比两组治疗总有效率、治疗前后月经量评分、住院时间、手术耗时、术中出血量、并发症。结

果 观察组总有效率为９６．００％高于对照组８４．００％（Ｐ＜０．０５）；治疗后观察组月经量评分低于对照组（Ｐ＜００５）；观察
组与对照组的住院耗时、手术耗时、出血量对比无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；观察组并发症发生率为２．００％低于对照组的
１６．００％（Ｐ＜０．０５）。结论 与宫腔镜刮宫术对比，宫腔镜电切手术治疗异常子宫出血的疗效、安全性均较理想，值得推
广应用。

关键词：宫腔镜电切手术；宫腔镜刮宫术；异常子宫出血；安全性；并发症
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ｂｌｅｅｄｉｎｇ．ＭｅｔｈｏｄｓＡｔｏｔａｌｏｆ１００ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｂｎｏｒｍａｌｕｔｅｒｉｎｅｂｌｅｅｄｉｎｇａｄｍｉｔｔｅｄｔｏａｐｒｏｖｉｎｃｉａｌｔｅｒｔｉａｒｙｈｏｓｐｉｔａｌｏｖｅｒｔｈｅｐａｓｔｓｉｘｍｏｎｔｈｓ
ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙａｓｓｉｇｎｅｄｔｏｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ．Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎ＝５０）ｒｅｃｅｉｖｅｄｈｙｓｔｅｒｏｓｃｏｐｉｃｃｕｒｅｔｔａｇｅ，ｔｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｎ＝５０）
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＨｙｓｔｅｒｏｓｃｏｐｉｃｅｌｅｃｔｒｏｔｏｍｙ．Ｔｈｅｏｖｅｒａｌｌｅｆｆｅｃｔｉｖｅｒａｔｅ，ｍｅｎｓｔｒｕａｌｆｌｏｗｓｃｏｒｅｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｌｅｎｇｔｈｏｆｈｏｓｐｉｔａｌｓｔａｙ，ｓｕｒ
ｇｉｃａｌｔｉｍｅ，ｉｎｔｒａｏｐｅｒａｔｉｖｅｂｌｏｏｄｌｏｓｓ，ａｎｄｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．ＲｅｓｕｌｔｓＴｈｅｏｖｅｒａｌｌｅｆｆｉｃａｃｙｒａｔｅｉｎｔｈｅｏｂｓｅｒ
ｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓ９６．００％，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｅ８４．００％ ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｐｏｓｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｍｅｎｓｔｒｕａｌｆｌｏｗｓｃｏｒｅｓｗｅｒｅ
ｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｈｏｓｐｉｔａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ，ｓｕｒｇｉｃａｌｔｉｍｅ，ａｎｄｂｌｏｏｄｌｏｓｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｔｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐｗａｓ２．００％，ｗｈｉｃｈｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（１６．００％）（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｈｙｓｔｅｒｏｓｃｏｐｉｃｃｕｒｅｔ
ｔａｇｅ，Ｈｙｓｔｅｒｏｓｃｏｐｉｃｅｌｅｃｔｒｏｔｏｍｙｓｈｏｗｓｂｅｔｔｅｒｅｆｆｉｃａｃｙａｎｄｓａｆｅｔｙｉｎｔｒｅａｔｉｎｇａｂｎｏｒｍａｌｕｔｅｒｉｎｅｂｌｅｅｄｉｎｇ，ｍａｋｉｎｇｉｔａｖａｌｕａｂｌｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｐｔｉｏｎ．
　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｈｙｓｔｅｒｏｓｃｏｐｉｃｅｌｅｃｔｒｏｔｏｍｙ；Ｈｙｓｔｅｒｏｓｃｏｐｉｃｃｕｒｅｔｔａｇｅ；Ａｂｎｏｒｍａｌｕｔｅｒｉｎｅｂｌｅｅｄｉｎｇ；Ｓａｆｅｔｙ；Ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

　　异常子宫出血是妇科常见病症，病因复杂，涉及
器质性病变与非器质性因素，在育龄期和围绝经期女

性中高发
［１］。此病不仅引发贫血、乏力等身体不适，

还易导致焦虑、抑郁等心理问题，严重影响患者生活、

工作与家庭关系
［２］。因此，寻求安全有效的治疗方法

成为临床治疗的关键需求。刮宫术曾是治疗异常子

宫出血的常用手段，操作相对简单，能较快减少急性

出血量、缓解症状，且刮取的子宫内膜组织可用于病

理检查以明确病因
［３］。但它作为盲视操作仍存在明

显局限。宫腔镜技术能直接观察宫腔内形态与病变，

实现妇科疾病可视化诊断与治疗，在子宫内膜息肉切

除、子宫黏膜下肌瘤剔除等多种疾病治疗中应用广
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泛。目前宫腔镜电切手术逐渐成为治疗异常子宫出

血的重要方法，可在直视下精准切除病变组织，保留

正常子宫内膜，减少子宫损伤
［４］。鉴于此，本研究旨

在进一步验证此方案的优越性，通过结合１００例异常
子宫出血病例，采取对比研究分析宫腔镜电切手术、

刮宫术的实际疗效与治疗安全性。

１　资料与方法

１．１　纳入及排除标准
纳入标准：①均符合《异常子宫出血诊断与治疗

指南（２０２２更新版）》［５］诊断标准；②可１００％提供与
本次研究相关的基础资料与治疗评估资料者。

排除标准：①既往有妇科微创手术治疗史者；②
妇科恶性肿瘤患者；③器质性因素导致的子宫出血；
④合并严重凝血功能疾病者；⑤合并脏器功能严重异
常或障碍者。

１．２　一般资料
将某省某重点三甲医院近半年异常子宫出血患

者按治疗方案随机抽取１００例设置为研究样本，其中
对照组５０例，治疗方式为宫腔镜刮宫术；观察组 ５０
例，治疗方式为宫腔镜电切手术。组间年龄疾病类

型、分娩史基础资料对比没有统计学差异（Ｐ＞０．０５），
见表１。

表１　两组一般资料对比（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 年龄／岁 病程／ｄ
分娩史［ｎ（％）］

有 无

对照组 ５０ ３７．１９±５．１９ ７．４３±０．８２ ４７（９４．００） ３（６．００）
观察组 ５０ ３７．２８±５．２６ ７．２５±０．８９ ４８（９６．００） ２（４．００）

１．３　治疗方法
对照组进行宫腔镜刮宫术治疗：手术体位为截石

位，麻醉、消毒后铺设消毒巾，将窥阴器置入阴道，充

分暴露宫颈并置入宫腔镜，宫腔压力设置为 ８０～
１２０ｍｍＨｇ、灌流速度设置为２５０～３００ｍＬ／ｍｉｎ，随后注
射膨宫液并通过宫腔镜观察腔内病灶，使用规格合适

的刮匙剔除病灶，完成后再一次利用宫腔镜观察，确

认完成后退出相关手术器械，术毕。

观察组进行宫腔镜电切术治疗：首先给予患者全

身麻醉，充分暴露宫颈，再置入宫腔镜，使用０．９％氯
化钠溶液作为膨宫介质，流速与宫内压设置与对照组

相同，手术操作人员使用宫腔镜对病灶进行观察，确

定病灶大小、位置、数量，再使用环形电极从病灶基底

节部位对息肉进行切除，电切层次至基底部下浅层

肌，除完成后对创面进行电凝（封闭出血点）。

１．４　观察指标及评价方法
（１）对比两组治疗总有效率。显效：术后３个月

月经完全恢复至正常状态，手术后未出现异常阴道出

血，未出现宫颈粘连、宫腔粘连等手术并发症；有效：

月经周期、频率等恢复至正常状态，出血得到明显改

善，宫颈、宫腔未出现粘连；无效：症状无改善，有并发

症
［６］。总有效率／％＝（显效＋有效）／５０×１００％。
（２）对比两组治疗前及治疗６０ｄ后月经量评分。

得分高于１００分提示经量过多，低于２５分提示经量
过低

［７］。根据月经失血图（ＰｉｃｔｏｒｉａｌＢｌｏｏｄＬｏｓｓＡｓｓｅｓｓ
ｍｅｎｔＣｈａｒｔ，ＰＢＡＣ）对月经量进行评估：①血染面积评
分：轻度血染（血染面积小于整张卫生巾的１／３）：评１
分；中度血染（血染面积占整张卫生巾的１／３至３／５）：
评５分；重度血染（血染面积基本为整张卫生巾）：评
２０分。②血块大小评分：小于 １元硬币的血块评 １
分；大于１元硬币的血块评５分。如果血量无法用血
块表示，则估计其为记录量的几分之几进行记录。③
总分计算：将每张卫生巾的评分、卫生巾数量以及天

数都记录在案。最后算出总分。总分超过１００分，表
示经量过多（约为多于８０ｍＬ）；总分低于２５分，表示
经量过少（约为少于２０ｍＬ）。

（３）对比两组住院耗时、手术耗时、术中出血量。
（４）对比两组术后并发症发生情况，包括子宫穿

孔、宫腔粘连、术后感染。

１．５　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２２．０软件进行数据处理，用［ｎ（％）］表

达计数资料，行卡方检验；用（珋ｘ±ｓ）表达计量资料，行ｔ
检测，若Ｐ＜０．０５时，表明该数据差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　两组总体治疗效果比较
观察组总有效率为９６．００％，较对照组 ８４．００％

高（Ｐ＜０．０５），见表２。

表２　两组治疗总有效率比较［ｎ（％）］

组别 例数 显效 有效 无效 总有效率

对照组 ５０ １８（３６．００） ２４（４８．００） ８（１６．００） ４２（８４．００）
观察组 ５０ ２１（４２．００） ２７（５４．００） ２（４．００） ４８（９６．００）

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．２　两组治疗前后月经量评分比较
治疗前两组月经量评分对比无明显差异（Ｐ＞

００５），治疗后观察组月经量评分显著低于对照组
（Ｐ＜０．０５），见表３。
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表３　两组治疗前后月经量评分比较（珋ｘ±ｓ，分）

组别 例数 治疗前 治疗后

对照组 ５０ １２０．７８±１４．７５ ５０．７１±５．９２
观察组 ５０ １２１．０５±１４．９３ ４２．０１±４．４５

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　两组手术指标比较
两组手术耗时、术中出血量及住院耗时对比无明

显差异（Ｐ＞０．０５），见表４。

表４　两组手术指标比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 手术时间／ｍｉｎ 手术出血量／ｍＬ 住院天数／ｄ

对照组 ５０ ４０．２３±６．２８ ２１．７７±２．３４ ４．６３±１．７５
观察组 ５０ ４１．０６±６．６９ ２２．１６±３．２５ ４．５４±１．２３

　

２．４　两组术后并发症发生情况比较
观察组并发症发生率为 ２．００％低于对照组

１６００％（Ｐ＜０．０５），见表５。

表５　两组术后并发症发生情况比较［ｎ（％）］

组别 例数 子宫穿孔 宫腔粘连 术后感染 总发生率／％

对照组 ５０ ２（４．００） ３（６．００） ３（６．００） ８（１６．００）
观察组 ５０ ０（０．００） ０（０．００） １（２．００） １（２．００）

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨　论

异常子宫出血是目前妇科领域普遍发生的一种

疾病，且近些年发病率不断上升，已成为影响女性健

康最重要的疾病之一
［８］。异常子宫出血是贫血、感

染、不孕等妇科疾病的危险因素，积极治疗是改善预

后的关键
［９］。

宫腔镜是当前临床一种新型、微创性外科治疗技

术，通过宫腔镜观察能准确地观察到出血病灶发生位

置与形态特征，在宫腔镜辅助下的手术创伤程度较

低、恢复周期短等优势，目前被广泛应用于异常子宫

出血等妇科常见疾病的治疗中
［１０］。宫腔镜刮宫术是

指通过置入的宫腔镜观察子宫内膜完整程度与形状，

随后使用刮匙直接剔除病灶，但该技术对子宫正常生

理结构破坏较为明显，进而引起诸多并发症且该技术

仅采取剥离、搔刮，难以完全清除病灶，易出现残留，

最终导致治疗效果不理想
［１１］。当前宫腔镜下电切术

开始应用于异常子宫出血的治疗中，吕婵等
［１２］
在其

研究中明确提出宫腔镜下电切术应用于异常子宫出

血治疗中的效果显著，优于宫腔镜下刮宫术，安全性

更高。本研究结果显示，观察组治疗总有效率较高，

月经量评分较低（Ｐ＜０．０５），其原理可能是宫腔镜电
切术主要通过电流热效应进行手术，可直接促使局部

病灶破坏，使病灶区域出现疤痕，对病灶的清除率高

于宫腔镜刮宫术，故观察组治疗效果更佳，术后月经

恢复相对较快
［１３］。本研究结果显示：两组住院时间、

手术时间、手术出血量对比无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；
观察组术后并发症发生率低于对照组（Ｐ＜０．０５），提
示宫腔镜下电切术虽然直接采取电切刀切除病灶，但

安全性较高，原因可能在于宫腔镜下电切术不损伤正

常子宫组织，且可以完整保留子宫，同时病灶组织结

构可应用热效应进行有效破坏，促进切口愈合，术后

并发症发生风险较低
［１４１５］。本研究在路径方面尚存

在一定缺陷，例如样本容量少，实验结果缺乏说服力，

值得后续扩大样本容量深入研究。

综上所述，宫腔镜下电切术与宫腔镜刮宫术在异

常子宫出血的治疗中均有一定疗效，但前者有效性、

安全性均较后者高，值得临床参考。
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　　病毒性肺炎作为儿童呼吸道感染的主要疾病之
一，其高传染性及潜在多系统损害已引发临床广泛关

注。近年研究表明，病毒性肺炎患儿除呼吸系统受累

外，约１５％～３０％病例存在心肌损伤，其隐匿性特征
易导致临床漏诊，进而增加远期心血管并发症风

险
［１２］。社区获得性病毒性肺炎（ＣＡＶＰ）是儿童病毒
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性肺炎的最常见类型
［３］。

目前临床评估心肌损伤主要依赖传统静态心电

图及单一心肌损伤标志物检测，但传统静态心电图对

间歇性心肌缺血的捕捉存在局限性，而单一心肌损伤

标志物检测亦难以全面反映心肌损伤的动态演变过

程。２４ｈ动态心电图通过连续监测心电活动，可有效
识别心率变异性异常及一过性 ＳＴＴ改变，联合多指
标的心肌损伤标志物检测，具体包括肌酸激酶同工酶

ＭＢ质量（ＣＫＭＢ质量）、肌钙蛋白Ｔ（ｃＴｎＴ）和肌红蛋
白（ＭＹＯ）。可构建多维度评估体系，实现心肌损伤的
早期预警与精准评估

［４５］。

本研究通过２４ｈ动态心电图和心肌损伤标志物，
旨在探讨联合检测模式对社区获得性病毒性肺炎患

儿心肌损伤的评估价值，为优化儿童心肌损伤诊疗路

径提供循证依据。

１　资料与方法

１．１　纳入及排除标准
纳入标准：符合《儿童社区获得性病毒性肺炎诊

疗规范》诊断标准
［５］；年龄４～８岁；病历数据完整且

资料可溯源。

排除标准：既往存在其它原因导致的心肌系统疾

病史；合并免疫缺陷或遗传代谢性疾病；入组前 １４ｄ
内使用糖皮质激素或免疫调节剂。

１．２　一般资料
采用回顾性队列研究方法，纳入 ２０２２—２０２４年

某三甲医院收治的８０例 ＣＡＶＰ患儿。研究对象基线
特征：男４７例，女３３例；年龄４～８岁，平均（５．８２±
１．３５）岁；体质量１８．５０～４２．３０ｋｇ，平均（２８．６４±９．
１７）ｋｇ。所有病例均完成２４ｈ动态心电图检测及心肌
损伤标志物评估，依据是否发生心肌损伤分为：非心

肌损伤组（４５例），心肌损伤组（３５例）。

１．３　方法
对比分析两组２４ｈ动态心电图指标［微伏级Ｔ波

电交替（ＭＴＷＡ）水平和碎裂 ＱＲＳ波（ｆＱＲＳ）例数］及
心肌损伤生物标志物（ＣＫＭＢ质量、ＭＹＯ、ｃＴｎＴ）。
２４ｈ动态心电图检测使用设备：Ｈ１２Ｂｐｌｕｓ／Ｈ１２Ｂ型动
态心电图工作站（深圳华清心仪）。操作规范：检测前

校准仪器，记录常规 １２导联，记录 ＭＴＷＡ水平和
ｆＱＲＳ例数；质控措施：由２名儿科医师（从业≥８年）
独立判读结果。血清标志物检测样本处理：晨起空腹

采静脉血５ｍＬ，使用含肝素抗凝管收集，３０００ｒ／ｍｉｎ离
心１５ｍｉｎ，ＵｎｉＣｅｌＤｘＩ８００Ａｃｃｅｓｓ全自动化学发光免疫
分析仪（贝克曼，美国）。

１．４　统计学方法
采用ＭｅｄＣａｌｃ２３．０统计软件对本研究数据进行

分析，计数资料以百分比表示，采用 χ２检验，符合正
态分布的计量资料以（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ｔ检验，Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。使用ＲＯＣ曲线评估预测
效果。

２　结　果

２．１　动态心电图在 ＣＡＶＰ患儿心肌损伤中的
评估效果

在９０例社区获得性病毒性肺炎患儿中，与非心
肌损伤组相比，心肌损伤组的 ｆＱＲＳ病例数和 ＭＴＷＡ
水平显著升高（Ｐ＜０．０５），见表１。

表１　动态心电图在社区获得病毒性肺炎患儿心肌
损伤中的评估效果

分组 例数 ｆＱＲＳ例数（ｎ） ＭＴＷＡ（珋ｘ±ｓ，μＶ）

心肌损伤组 ３５ ２８ ５５．３６±８．９６

非心肌损伤组 ４５ ３ ４２．９９±９．３３

　　与非心肌损伤组相比，Ｐ＜０．０５。

２．２　ＣＫＭＢ质量、ＭＹＯ、ｃＴｎＴ在 ＣＡＶＰ患儿
心肌损伤中的评估效果

在９０例ＣＡＶＰ患儿中，与非心肌损伤组相比，心
肌损伤组的 ＣＫＭＢ质量、ＭＹＯ、ｃＴｎＴ水平显著升高
（Ｐ＜０．０５），见表２。

表２　ＣＫＭＢ质量、ＭＹＯ、ｃＴｎＴ在ＣＡＶＰ患儿心肌
损伤中的评估效果（珋ｘ±ｓ，ｎｇ／ｍＬ）

分组 例数 ＣＫＭＢ质量 ＭＹＯ ｃＴｎＴ

心肌损伤组 ３５ ２３６．２１±３３．２１ １１０４．５１±３９．３２ １０８．１６±１２．６３

非心肌损伤组 ４５ １１２．３１±６３．３８ ３６５．２２±１６．３４ ５３．３１±１８．３３

　　与非心肌损伤组相比，Ｐ＜０．０５。

２．３　心肌损伤标志物与２４ｈ动态心电图联合
检测在ＣＡＶＰ患儿心肌损伤中的预测价值

联合诊断的 ＡＵＣ为 ０．９２１（９５％ ＣＩ：０．７６３～
０９６６），灵敏度８４．９５％，特异度８８．３２％，见表３和图１。

表３　心肌损伤标志物与２４ｈ动态心电图联合
检测的预测价值

指标 ＡＵＣ 最佳临界值 约登指数 Ｐ 灵敏度／％ 特异度／％ ９５％ Ｃｌ

２４ｈ动态心电图 ０．７３１ ５３．４６μＶ ０．０５３ ＜０．００１ ６６．３９ ７７．３６ ０．６９５～０．８９６
心肌标志物 ０．８０４ １０７９ｎｇ／ｍＬ ０．０８３ ＜０．００１ ７７．９５ ８４．３３ ０．６３３～０．８４６
联合检测 ０．９２１ — ０．０３９ ＜０．００１ ８４．９５ ８８．３２ ０．７６３～０．９６６
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图１　联合检测ＲＯＣ曲线

３　讨　论

ＣＡＶＰ是儿童常见感染性疾病，部分患儿可并发
心肌损伤，严重时导致心功能不全甚至心力衰竭，威

胁患儿生命
［６］。ＣＡＶＰ患儿常因病毒感染、全身炎症

反应及缺氧等因素诱发心肌损伤，早期识别心肌损伤

对改善预后至关重要。ＣＫＭＢ质量、ＭＹＯ及ｃＴｎＴ是
临床常用的心肌损伤标志物，但其在儿童病毒性肺炎

中的敏感性和特异性存在差异。ＣＫＭＢ质量是传统
心肌损伤标志物，因其对心肌组织相对特异性（高于

总ＣＫ），常用于儿童心肌损伤筛查［７］。其优势在于检

测快速、成本较低，且升高时间较早（发病后４～６ｈ）。
然而，其局限性显著如特异性不足：ＣＫＭＢ在骨骼肌
损伤（如剧烈运动、多发性肌炎）或新生儿生理性升高

时亦可异常，易导致假阳性；窗口期较短：峰值出现于

１２～２４ｈ，４８ｈ后逐渐下降，可能漏诊延迟就诊的患儿。
因此，ＣＫＭＢ质量更适合作为早期筛查工具，需联合
其他标志物以提高诊断准确性。ＭＹＯ是心肌和骨骼
肌共存的胞质蛋白，在心肌损伤后１～２ｈ即可释放入
血，本研究中 ＭＹＯ阳性率最高，但其特异性最低。
ＭＹＯ的快速升高有助于提示急性损伤（如合并缺氧
性心肌损伤或暴发性心肌炎），但其临床应用受限如

广泛分布性，任何肌肉损伤（如肺炎患儿因呼吸困难

导致的呼吸肌过度用力）均可导致ＭＹＯ升高；半衰期
短，清除迅速（约９ｈ），阴性结果无法排除心肌损伤。
ＭＹＯ的临床价值更多体现在动态监测中，若 ＭＹＯ持
续升高或二次升高，需警惕再灌注损伤或继发性心肌

坏死
［８］。ｃＴｎＴ是目前公认的心肌损伤“金标准”，其

心肌组织特异性极高（＞９５％）［９］。本研究发现，
ＣＡＶＰ患儿中约２１．３％存在心肌损伤标志物升高，以
ＭＹＯ和ｃＴｎＩ升高最为显著。病毒性肺炎可通过多种
机制诱发心肌损伤

［１０］：①病毒直接侵袭心肌细胞；②
全身炎症反应导致氧化应激及细胞因子风暴（如 ＩＬ
６、ＴＮＦα升高）；③低氧血症和微循环障碍加重心肌
缺血，但单一标志物存在局限性，ＭＹＯ和 ＣＫＭＢ质
量易受容量负荷和肾功能影响，ｃＴｎＴ在轻度损伤中
可能未达检测阈值。因此，联合多标志物检测可提

高敏感性。

动态心电图在 ＣＡＶＰ患儿中检出异常的比例为
２８．７％，主要表现为窦性心动过速、ＳＴＴ段改变及室
性早搏。与单纯标志物检测相比，Ｈｏｌｔｅｒ可捕捉到阵
发性心律失常和心肌缺血的动态变化，尤其在无症状

或间歇性心肌损伤患儿中更具优势
［１１］。例如，部分

患儿心肌酶谱正常，但Ｈｏｌｔｅｒ显示一过性 ＳＴ段压低，
提示亚临床心肌缺血。然而，动态心电图的特异性较

低，需结合临床背景解读。本研究数据显示，中重度

心肌损伤组较无／轻度损伤组呈现显著升高的 ｆＱＲＳ
阳性率（Ｐ＜０．０５），同时伴随ＭＴＷＡ振幅的显著增加
（Ｐ＜０．０５）。在生物标志物层面，ＣＫＭＢ质量、ＭＹＯ
及ｃＴｎＴ均显著升高（Ｐ＜０．０５）。病理机制可能涉及
病毒性肺炎与心肌细胞共享的交叉抗原表位，在免疫

激活过程中产生特异性抗体，通过分子模拟机制形成

免疫复合物沉积，进而激活补体级联反应（Ｃ３ａ／Ｃ５ａ）
及Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ免疫失衡，最终导致心肌细胞凋亡及间
质纤维化

［１２］。值得注意的是，ＭＴＷＡ作为定量评估
心室复极离散度的敏感指标，其振幅≥４７μＶ已被证
实与室性心动过速（ＶＴ）和心室颤动（ＶＦ）的发生风险
显著相关（ＨＲ＝３．４５，９５％ ＣＩ２．１１５．６３），提示其在
预测恶性心律失常事件中的关键价值。２４ｈ动态心电
图监测通过捕获心率变异性（ＨＲＶ）、ＱＴ离散度及 ＳＴ
段动态演变等参数，可有效识别阵发性心肌缺血事件

（定义为ＳＴ段水平或下斜型压低≥１ｍｍ持续１ｍｉｎ以
上），其诊断敏感性较常规心电图提升３２％（９５％ ＣＩ
２５％ ～３９％），尤其在检测非持续性室性心动过速
（ＮＳＶＴ）等短暂性心律失常方面具有显著优势。本研
究通过ＲＯＣ曲线分析发现，联合心肌标志物与Ｈｏｌｔｅｒ
可显著提高对心肌损伤的预测效能（ＡＵＣ＝０．９２１）。

既往研究多聚焦于单一检测手段。例如，Ｓｍｉｔｈ
等
［１３］
提出ｃＴｎＩ对儿童心肌炎诊断敏感度为７８％；而

本研究显示，联合 Ｈｏｌｔｅｒ后敏感度提升至 ８４．９５％。
这一差异提示，在病毒性肺炎这一特定场景中，心肌

损伤可能呈现更隐匿的病理过程，需多模态评估。此

外，动态心电图的成本较低，适合基层医院推广，而标
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志物检测的即时性（如床旁ＰＯＣＴ）可加速临床决策。
本研究的局限性包括：①样本量较小且为单中心

设计；②未纳入病毒分型分析（如腺病毒、流感病毒等
对心肌的侵袭性差异）；③缺乏长期随访数据以评估
心肌损伤与远期预后的关联。未来需开展多中心研

究，结合心脏超声、磁共振等影像学技术，进一步验证

联合检测的价值。

综上所述，心肌损伤标志物与２４ｈ动态心电图联
合检测可显著提高社区获得性病毒性肺炎患儿心肌损

伤的早期预测效能，为临床分层管理和干预提供重要

依据。这一策略尤其适用于资源有限的基层医疗机

构，有助于降低重症心肌炎及心源性并发症的风险。
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摘要：目的 探索复发高级别脑胶质瘤的不同治疗方案的无进展生存时间（ＰＦＳ）及总生存时间（ＯＳ）。方法 回顾性

选取我院３９例复发高级别脑胶质瘤患者为研究对象，其中将复发后治疗方案分为局部治疗组（ｎ＝６）、全身治疗组
（ｎ＝１１）、联合治疗组（ｎ＝１３）、最佳支持治疗组（ｎ＝９），随访不同组别患者的 ＰＦＳ、ＯＳ及一般基线特征。结果 ３９例患

者的中位ＯＳ为８．７个月，３个治疗组中位ＰＦＳ为４．５个月。在ＰＦＳ方面，局部治疗组与全身治疗组差异无统计学意义
（Ｐ＝０．８２），而联合治疗组分别与局部治疗组及全身治疗组相比均有统计学差异（均Ｐ＜０．０１）。在ＯＳ方面，联合治疗

组ＯＳ优于其他三组，且具有统计学差异（均Ｐ＜０．０１）。抗肿瘤治疗三组（局部治疗组、全身治疗组、联合治疗组）ＯＳ优

于最佳支持治疗组，且具有统计学差异（Ｐ均 ＜０．０１）。局部治疗组和全身治疗组在 ＯＳ方面差异无统计学意义（Ｐ＝

０８７５）。结论 抗肿瘤治疗可延长复发高级别脑胶质瘤患者生存时间。联合治疗组不论在 ＰＦＳ还是在 ＯＳ均要优于局

部治疗组和全身治疗组。
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　　脑胶质瘤是成人最常见的颅内原发恶性肿瘤，具
有高致病率、高致残率、高复发率的“三高”特征，５年
病死率在全身肿瘤中仅次于胰腺癌和肺癌，给我国社

会和经济发展造成巨大负担，成为我国重点防治的常

见肿瘤之一
［１］。世界卫生组织将Ⅰ、Ⅱ级脑胶质瘤称

为低级别脑胶质瘤，Ⅲ、Ⅳ级脑胶质瘤称为高级别脑
胶质瘤（ｈｉｇｈｇｒａｄｅｇｌｉｏｍａ，ＨＧＧ）［２］。而高级别脑胶
质瘤尽管经过了手术、术后放化疗等综合治疗，但其

预后仍然很差，中位生存时间约１５个月，且几乎所有
患者会出现复发

［３］。患者复发后治疗手段有限，预后

尤差，虽然治疗选择不少，但治疗效果明确的方案不

多，相关研究也较少。目前也没有明确的治疗专家共

识或指南。本研究结合临床实践及相关文献报道
［４］，

将复发高级别脑胶质瘤分类为不同治疗组别。旨在

探索不同治疗模式对复发高级别脑胶质瘤的临床疗

效，为这类患者的临床治疗选择提供参考。

１　资料与方法

１．１　一般资料
将咸宁市中心医院２０１８年１月至２０２４年４月的

３９例复发高级别脑胶质瘤患者的临床资料纳入研究。
３９例患者均经手术后病理确诊为高级别脑胶质瘤
（ＷＨＯ分级为Ⅲ／Ⅳ级），复发后经磁共振成像（ＭＲＩ）
影像学检查均诊断为原发肿瘤体积增大或出现新发

肿瘤病灶
［５］。将３９例患者分为４个治疗组别，局部

治疗组、全身治疗组、局部治疗联合全身治疗组（联合

治疗组）、最佳支持治疗组，四组一般特征无明显差异

（Ｐ＞０．０５），见表１。

表１　３９例复发脑胶质瘤患者的基本资料

因素
局部治疗组
（ｎ＝６）

全身治疗组
（ｎ＝１１）

联合治疗组
（ｎ＝１３）

最佳支持治疗组
（ｎ＝９）

总例数
（ｎ＝３９）

性别 男 ３ ９ ４ ５ ２１

女 ３ ２ ９ ４ １８

年龄［岁，中位数（范围）］ ４９（２４～６３） ５１（２７～６６） ４６（７～６９） ５１（３３～６８）

ＷＨＯ分级 Ⅲ级 ４ ４ ４ ３ １５

Ⅳ级 ２ ７ ９ ６ ２４

肿瘤部位 大脑 ６ １１ １２ ７ ３６

小脑 ０ ０ ０ ０ ０

脑干 ０ ０ １ ２ ３

１．２　方法
１．２．１　治疗方式及方案

局部治疗组方案包括：再程放疗、再次手术、电场

治疗。全身治疗组方案主要有：化疗（伊立替康、铂类

联合替莫唑胺、洛莫司汀等）、靶向治疗（阿帕替尼、安

罗替尼、贝伐珠单抗、瑞戈非尼等）、化疗联合靶向治

疗（替莫唑胺＋贝伐珠单抗、伊立替康 ＋贝伐珠单抗
等）。联合治疗组方案主要为：再程放疗联合化疗（替

莫唑胺）或靶向治疗（贝伐珠单抗、阿帕替尼、安罗替

尼），再次手术联合靶向（贝伐珠单抗、阿帕替尼、安罗

替尼），肿瘤电场治疗（ｔｕｍｏｒｔｒｅａｔｉｎｇｆｉｅｌｄｓ，ＴＴＦｉｅｌｄｓ）
联合化疗及靶向治疗。最佳支持治疗组：根据患者不

同症状进行的对症支持治疗，包括止痛、静脉营养等。

１．２．２　疗效评价
主要终点为总生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ），定义

为确诊脑胶质瘤至死亡时间。次要终点为无进展生

存（ＰｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎＦｒｅｅＳｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ），定义为从肿瘤治疗
开始至肿瘤发生进展的时间。采用实体瘤疗效评价

标准ＲＥＣＩＳＴ（１．１）［６］：①完全缓解（ｃｏｍｐｌｅｔｅｒｅｍｉｓ
ｓｉｏｎ，ＣＲ）：所有目标病灶完全消失，无新病灶出现，至
少维持４周；②部分缓解（ｐａｒｔｉａｌｒｅｍｉｓｓｉｏｎ，ＰＲ）：靶病
灶最大径之和减少≥３０％，至少维持４周；③疾病进
展（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅｄｉｓｅａｓｅ．ＰＤ）：靶病灶最大径之和至少
增加≥２０％，或出现新病灶；④疾病稳定（ｓｔａｂｌｅｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＳＤ）。

１．３　统计学方法
使用ＳＰＳＳ２７．０统计软件进行数据分析。非正态

分布的计量资料采用中位数（范围）表示，比较采用

ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验。采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法进行生
存分析，采用ｌｏｇｒａｎｋ法分析两组间的生存差异，Ｐ＜
０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＯＳ生存分析
生存分析结果：随访截止至２０２５年５月，３９例患

者中，３４例死亡，５例存活。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析结
果显示：在ＯＳ方面，３９例患者总体中位 ＯＳ为８．７个
月，其中局部治疗组的中位 ＯＳ为６．０（２．４～９．６）个
月，全身治疗组的中位ＯＳ为８．３（６．８～９．８）个月，联
合治疗组的中位ＯＳ为１２．２（１１．９～１２．５）个月，最佳
支持治疗组的中位 ＯＳ为３．５个月。ｌｏｇｒａｎｋ检验显
示：最佳支持治疗组分别与局部、全身、联合三个肿瘤

治疗组相比，Ｐ值分别为：０．００６、＜０．０１、＜０．０１，ＯＳ
具有统计学差异。联合治疗组分别与局部治疗组及

全身治疗组相比，Ｐ值分别为：＜０．０１、＜０．０１，ＯＳ具
有统计学差异。而局部治疗与全身治疗组相比 Ｐ＝
０．８７５，ＯＳ差异无统计学意义。见图１和表２。
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图１　不同组别复发脑胶质瘤患者的
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒＯＳ生存曲线

表２　不同组别复发脑胶质瘤患者的ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒＯＳ分析结果

ＯＳ分析 组 别 局部治疗 全身治疗
局部治疗联
合全身治疗

最佳支持
治疗

ｌｏｇｒａｎｋ检验 局部治疗 － ０．８７５ ＜０．０１ ０．００６
全身治疗 ０．８７５ － ＜０．０１ ＜０．０１

局部治疗联合全身治疗 ＜０．０１ ＜０．０１ － ＜０．０１
最佳支持治疗 ０．００６ ＜０．０１ ＜０．０１ －

２．２　ＰＦＳ生存分析
在ＰＦＳ方面，３个治疗组的中位ＰＦＳ为４．５个月，

其中局部治疗组的中位ＰＦＳ为３．６（２．７～６．５）个月，
全身治疗组为 ３．９（３．６～４．２）个月，联合治疗组为
６７（５．４～８．０）个月。ｌｏｇｒａｎｋ检验显示：联合治疗组
与局部治疗组ＰＦＳ差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；联
合治疗组与全身治疗组 ＰＦＳ差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）；而局部治疗组与全身治疗组 ＰＦＳ差异无统计
学意义（Ｐ＝０．８２０）。见图２和表３。

图２　肿瘤治疗组的ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒＰＦＳ生存曲线

表３　肿瘤治疗组的ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒＰＦＳ分析结果

ＰＦＳ分析 组 别 局部治疗 全身治疗
局部治疗联
合全身治疗

ｌｏｇｒａｎｋ检验 局部治疗 － ０．８２０ ＜０．０１
全身治疗 ０．８２０ － ＜０．０１

局部治疗联合全身治疗 ＜０．０１ ＜０．０１ －

３　讨　论

高级别脑胶质瘤是指世界卫生组织（ＷＨＯ）中枢
神经系统（ＣＮＳ）分级为Ⅲ级和Ⅳ级的胶质瘤。２０２１
年发布的第５版世界卫生组织（ＷＨＯ）中枢神经系统
分类，已在经典组织形态学的基础上引入了分子病理

指标，强调了分子检测的重要性
［７］。目前低级别脑胶

质瘤经手术联合术后放化疗模式（ＳＴＵＰＰ方案）［８］后，
可以获得较好的治疗效果，较长的生存时间

［９］。但

高级别脑胶质瘤恶性程度很高，侵袭性极强，极易复

发，且复发后治疗效果差，目前亦无统一治疗共识或

指南。

对于最佳支持治疗组的患者，因未进行抗肿瘤专

科治疗，肿瘤生长没有受到抑制，所以此组患者生存

期最短。本研究结果同样表明，与３个治疗组相比，
最佳支持组的中位 ＯＳ仅３．５个月，远低于３个治疗
组的中位ＯＳ。

局部治疗手段目前临床主要有手术治疗、放射治

疗以及电场治疗。有研究表明再次手术对于复发脑

胶质瘤患者的无进展生存期延长、相关症状改善有一

定的作用
［１０］。在放疗方面，复发高级别脑胶质瘤的

再程放疗的中位 ＰＦＳ能达到５．２个月，中位 ＯＳ也有
比较可观的数据

［１１］。肿瘤电场治疗（ｔｕｍｏｒｔｒｅａｔｉｎｇ
ｆｉｅｌｄｓ，ＴＴＦｉｅｌｄｓ）是继手术、放疗和化疗之后的一种新
型肿瘤治疗方法，中山大学肿瘤防治中心对复发高

级别脑胶质瘤接受 ＴＴＦｉｅｌｄｓ的患者进行过相关回顾
性分析，结果显示，１５例复发患者的中位 ＰＦＳ为５．９
个月（９５％ＣＩ：３．３～８．６），中位 ＯＳ为 ８．５个月
（９５％ＣＩ：３．２～１３．８），该类患者治疗不良反应低，
依从性高

［１２］。

全身治疗目前临床主要有化疗、靶向治疗、免疫

治疗以及全身联合治疗。从既往研究来看，全身治疗

也有不错的临床效果。复发高级别脑胶质瘤目前尚

无公认的标准化疗方案。可以考虑 ＴＭＺ剂量强度方
案，６个月的ＰＦＳ率有５０％左右［１３］。也可以考虑洛莫

司汀化疗方案，９个月的 ＯＳ率为４３％［１４］。ＰＶＣ方案
的６个月ＰＦＳ率也有５０％［１５］。靶向治疗目前临床应

用较多的主要是贝伐珠单抗、安罗替尼、阿帕替尼及

瑞戈非尼。贝伐珠单抗是复发高级别脑胶质瘤应用

最多，效果最明确的靶向药。一项Ⅲ期临床研究显
示：贝伐珠单抗与贝伐珠单抗联合伊立替康组相比，

不论是在６个月的 ＰＦＳ率还是 ＯＲＲ和 ＯＳ方面都有
所提升

［１６］。一项瑞戈非尼与洛莫司汀相比的Ⅲ期临
床研究

［１７］
显示，瑞戈非尼组的中位 ＰＦＳ优于洛莫司

汀组（７．４ｍＶＳ６．６ｍ），但不良反应也高于洛莫司汀
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组。安罗替尼单药用于治疗复发脑胶质瘤数据稍差，

中位ＰＦＳ为４．２个月［１８］。目前也有相关临床研究显

示安罗替尼联合替莫唑胺用于复发高级别脑胶质瘤，

治疗组中位ＰＦＳ能达到７．３个月，中位ＯＳ为１６．９个
月
［１９］。一项回顾性分析显示，阿帕替尼联合替莫唑

胺用复发高级别脑胶质瘤中位ＰＦＳ为４．９个月，中位
ＯＳ为８．２个月［２０］。免疫治疗在复发高级别脑胶质瘤

中虽然显示了一定的潜力，但单药治疗效果有

限
［２１２２］，后续联合靶向及其他治疗仍需要进一步的研

究及临床试验来验证其效果和安全性。局部治疗和

全身治疗从既往研究结果来看，具有各自的优缺点，

且选择众多，目前将全身治疗与局部治疗进行对比的

Ⅲ期临床研究数据较少。本研究结果显示：局部治疗
与全身治疗相比，ＰＦＳ及ＯＳ差异无统计学意义，这提
示对于选择单一治疗手段的患者来说，可以根据患者

的具体情况来选择适合患者的治疗模式。

在局部治疗联合全身治疗（联合治疗）方面，复发

高级别脑胶质瘤目前临床上是以再程放射治疗或电

场治疗联合全身药物治疗为主的治疗模式。在与局

部治疗对比方面，有 ｍｅｔａ分析显示：在复发高级别脑
胶质瘤中，局部再程放疗与再程放疗联合贝伐珠单抗

治疗相比，联合治疗组具有明显的 ＯＳ获益［２３］。在与

全身治疗对比方面，ＲＴＯＧ１２０５研究表明，与贝伐珠单
抗相比，再程放疗联合贝伐珠单抗能明显提高复发高

级别脑胶质瘤患者的ＰＦＳ（７．１ｍＶＳ３．８ｍ），但 ＯＳ方
面无明显差异

［２４］。在电场治疗联合全身治疗方面，

有研究开展了一项纳入４０例复发胶质母细胞瘤患者
使用ＴＴＦｉｅｌｄｓ联合医生选择的系统治疗方案的前瞻
性、开放标签单臂临床研究（ＮＣＴ０４６８９０８７），初步研
究结果显示，中位 ＰＦＳ为８．５个月，中位 ＯＳ为２０．２
个月。本研究结果显示：局部治疗联合全身治疗模式

（联合治疗组）与局部治疗及全身治疗相比，不论是

ＰＦＳ还是ＯＳ都有明显的优益。
综上所述，抗肿瘤治疗可延长复发高级别脑胶质

瘤患者生存时间。局部治疗联合全身治疗模式（联合

治疗组），不论在ＰＦＳ还是ＯＳ方面都要明显优于单一
的局部治疗组及全身治疗组。当然，本研究也存在的

一定的不足，如受限于现有医疗资源最终纳入样本量

偏少、高级别脑胶质瘤不同分型也存在一定生存差

异、非多中心对比研究，在后续科研工作中，应尽可

能进行多中心数据收集，扩大样本量数据并统一深

入分析。
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摘要：目的 探讨５步式叙事护理对慢性心力衰竭患者睡眠质量和负性情绪的影响。方法 选取本院收治的１０２例
慢性心力衰竭（ＣＨＦ）患者为研究对象，采用随机数字表法分为对照组和观察组，每组５１例。对照组给予常规护理，观
察组在对照组基础上实施为期４周的５步式叙事护理干预。干预前后分别采用匹兹堡睡眠质量指数量表（ＰＳＱＩ）评估
睡眠质量，汉密尔顿抑郁量表（ＨＡＭＤ１７）和汉密尔顿焦虑量表（ＨＡＭＡ）评估负性情绪。结果 干预后，两组ＰＳＱＩ评分、
ＨＡＭＤ１７和ＨＡＭＡ评分、血浆Ｂ型脑钠肽（ＢＮＰ）水平均降低，且观察组低于对照组（Ｐ均 ＜０．０５）；两组左心室射血分
数（ＬＶＥＦ）均升高，且观察组高于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论 ５步式叙事护理能有效改善ＣＨＦ患者的睡眠质量、负性情绪
及心功能相关指标。
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　　慢性心力衰竭（ＣＨＦ）是一种以心脏结构或功能
异常为病理基础，核心表现为心输出量降低及心室充

盈压升高的临床综合征。其病理机制在于心脏输出

量难以匹配机体代谢需求，故常被视为多种心血管疾

病的终末阶段
［１］。相关统计显示，ＣＨＦ是导致老年患

者住院及再入院的最主要诱因，占心血管疾病住院人

次的 ２０％以上，年再住院率高达 ３０％ ～５０％［１２］。

ＣＨＦ患者的睡眠问题日益凸显，现有研究［３］
显示，约
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８３％的ＣＨＦ患者存在显著睡眠质量下降。这将严重
削弱前额叶皮层对杏仁核的调控作用，引发负性情绪

过度反应
［４］。负性情绪不仅会对 ＣＨＦ患者心理健康

产生负面影响，还会提高患者住院率和死亡率，进而

加剧疾病的进展。５步式叙事护理基于人性关怀照护
理论，强调关注患者的个体故事和情感体验，通过叙

事的方式深入了解患者的内心世界，引导患者讲述、

解构和重构疾病故事，给予针对性的关怀和支持，实

现认知重塑和情绪调节
［５］。护理人员通过结构化叙

事采集与专业回应，精准识别患者未满足需求，提供

循证导向的人文护理。本研究基于叙事医学框架，构

建５步式叙事干预方案，旨在验证其对ＣＨＦ患者睡眠
质量及负性情绪状态的改善效应，探索心衰康复管理

的整合干预路径。

１　资料与方法

１．１　纳入和排除标准
纳入标准：①年龄１８～７５岁；②符合ＣＨＦ诊断标

准
［６］，且无严重器官功能障碍或其他系统重大疾病

（如恶性肿瘤、肝肾功能衰竭等）；③纽约心功能分级
（ＮＹＨＡ）为Ⅱ～Ⅳ级；④近３个月病情稳定；⑤ＨＡＭＤ
评分≥８分，存在轻度以上抑郁；⑥能够理解并完成相
关量表；⑦患者知情同意并自愿参与研究。排除标
准：①伴严重精神疾病；②合并认知功能障碍；③近３
个月内发生急性心血管事件；④存在严重睡眠呼吸障
碍需要特殊治疗；⑤参与其他心理干预研究；⑥不能
坚持随访。

１．２　一般资料
纳入２０２２—２０２４年本院收治的 １０２例 ＣＨＦ患

者，经随机数字表法分为观察组和对照组，每组各５１
例。观察组男２８例，女２３例；平均年龄（６３．５±７２
岁）；教育程度分布为初中１６例（３１．４％）、高中２３例
（４５．１％）、大专及以上 １２例（２３．５％）；平均病程
（４２．３±２１．５）个月；ＮＹＨＡ心功能分级Ⅱ级 ２８例
（５４．９％）、Ⅲ级１９例（３７．３％）、Ⅳ级４例（７．８％）；
对照组男２６例，女２５例；平均年龄为（６４．１±７．０）
岁；教育程度分布为初中１８例（３５．３％）、高中２１例
（４１．２％）、大专及以上 １２例（２３．５％）；平均病程
（４４．６±２２．８）个月，ＮＹＨＡ心功能分级Ⅱ级 ２６例
（５１．０％）、Ⅲ级２１例（４１．２％）、Ⅳ级４例（７．８％）。
两组基线资料无统计学差异（Ｐ＞０．０５），具有可比性。
本研究经伦理委员会审批，并在获取所有患者知情同

意及配合的基础上实施。研究期间两组均无脱落病

例，相关病历资料完整可查。

１．３　护理方法
１．３．１　对照组

常规护理干预。包括：向患者及其家属进行住院

相关事项的健康教育，实施基础护理操作，定时监测

体温、脉搏等生命体征指标，并按规定分发口服药物。

１．３．２　观察组
常规护理基础上联合“５步式叙事护理”干预。

干预时间为４周，每周１次，每次３０～４５ｍｉｎ，由经过２
周４０学时叙事护理专业培训，内容包括 ＣＨＦ病理机
制与治疗进展、叙事医学理论、临床沟通技巧与心理

评估工具应用、５大核心技术实操等。由考核合格的
３名高级护理人员执行，地点为心内科安静私密的护
理会议室。具体干预内容如下

［５７］。

（１）外化问题：干预第１周，建立叙事同盟，通过
共情式倾听实现问题客体化。护士通过开放式提问

引导患者描述疾病体验。在整理好“故事”的来龙去

脉后，运用时间轴引导患者梳理问题发展脉络，绘制

“困扰时间线”，标注关键事件，如首次出现胸闷失眠

的日期、症状加重节点等。利用平行病历记录症状特

征词频，如“窒息”“无力”等词汇出现次数。用拟人

化方式命名负性问题，如将焦虑情绪命名为“黑影”、

下肢水肿称为“石头腿”，辅以视觉化工具强化，将问

题与自我分离。拒绝以“我本身就是这种性格的人”

等不充分理由为借口，逃避责任；正向引导其主观、直

面问题，重新审视自身与问题之间的关系，理解问题

的本质。

（２）解构叙事：干预第２周，剖析影响机制，识别
负性主题的社会文化根源。通过半结构化访谈分析

疾病对生理心理的双重影响，包括症状对睡眠质量的

影响，负性情绪诱发因素，既往应对策略的有效性。

护士同步绘制“症状情绪关联图谱”，帮助患者客观
评估现状。结合生理指标与心理量表数据，建立症状

与情绪状态的量化关联。如夜间端坐呼吸→睡眠中
断→日间嗜睡→自我效能感下降→抑郁情绪加重，该
图谱需经患者确认后纳入护理记录。

（３）改写故事：干预第３周，激活患者内在资源，
重构积极生命叙事。引导患者从过往人生经历中探

寻与当前境遇相似、却曾被忽略的生命叙事，回顾当

时如何克服困境，进而凸显并强化例外事件中潜藏的

积极价值，促使患者真正认可自身内在潜能，如“您曾

成功照顾中风母亲５年，这段经历对当前治疗有何启
示？”。在对患者反思阶段所挖掘的特殊经历展开剖

析与重塑时，将其中蕴含的积极意义与当下及未来生

活相连结，尽可能赋予患者直面全新生活的勇气，拓

展其生活认知的新维度，帮助患者识别自身抗逆力，
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从“受害者视角”转向“奋斗者视角”。

（４）外部见证：干预第４周，构建支持网络，通过
社会认同强化积极改变。在获取患者同意后，邀请其

生命中具重要意义的角色参与叙事过程，借助见证者

的视角与反馈激发患者内在力量，同时建立线上病友

群并组织叙事分享会，在多方参与下共同挖掘新的生

命故事，为患者提供信心与鼓励。通过他人视角强化

积极体验，发挥“外部见证人”作用。

（５）治疗文件：全程实施，固化干预成果，通过可
视化工具促进持续改变。在叙事护理实践全程，悉心

留意并收集与患者相关的意义性物件，将其转化为具

治疗意义的文档资料，助力患者梳理个人价值观与人

生愿景。制作个性化“康复成长档案”，指导患者编写

“叙事日记”记录每日进步，每周整理日记、检验单等。

采用“心情晴雨表”，设计“里程碑奖励体系”，当患者达

成阶段目标时，颁发定制徽章并粘贴于档案封面。利

用“治疗文件”可视化健康改善轨迹，巩固干预效果。

１．４　观察指标
（１）两组患者睡眠质量比较。睡眠质量采用匹兹

堡睡眠质量指数量表（ＰＳＱＩ）评估，于基线及干预结束
两个时点施测。该工具包含７个维度，总分范围０～
２１分，≥８分视为睡眠障碍临界值，评分与睡眠质量
呈负相关。

（２）两组患者负性情绪比较。为量化评估护理干
预前后两组患者的抑郁与焦虑状态（负性情绪核心成

分），本研究应用了汉密尔顿抑郁量表（ＨＡＭＤ１７）和
汉密尔顿焦虑量表（ＨＡＭＡ）。ＨＡＭＤ１７量表（１７项，
总分０～５２分）：用于测评抑郁症状的严重程度，其得
分与抑郁水平呈正相关（即分值越高，抑郁越重）。

ＨＡＭＡ量表（１４项，总分０～５６分）：用于测评焦虑症
状的严重程度，其得分与焦虑水平呈正相关（即分值

越高，焦虑越重）。

（３）两组患者心功能比较。①心脏功能指标
（ＬＶＥＦ）的测量：护理干预前后，使用开立 Ｓ９彩色多
普勒超声诊断仪（深圳开立科技股份有限公司）对两

组患者行超声心动图检查，记录 ＬＶＥＦ值。②血浆
ＢＮＰ水平的测定：护理干预前后分别采集两组患者空
腹静脉血。血清分离（快速离心）后，应用上海源叶生

物科技有限公司 ＥＬＩＳＡ试剂盒及酶联免疫吸附法
（ＥＬＩＳＡ）检测血浆ＢＮＰ浓度。

１．５　统计学处理
统计分析使用ＳＰＳＳ２５．０软件，计量资料经 Ｓｈａ

ｐｉｒｏＷｉｌｋ检验确认正态分布后以（珋ｘ±ｓ）表示：组间差
异采用Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｔｔｅｓｔ，干预前后比较使用 Ｐａｉｒｅｄｔ

ｔｅｓｔ。计数资料以［ｎ（％）］表示，组间比较行χ２检验；
Ｐ＜０．０５说明统计具有显著性差异。

２　结　果

２．１　两组睡眠质量及生理指标比较
干预４周后，两组ＰＳＱＩ总分均显著降低（Ｐ均 ＜

０．０５）。维度分析显示，观察组的改善幅度显著大于
对照组（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　两组睡眠质量ＰＳＱＩ总分比较（珋ｘ±ｓ，分）

组别 例数 干预前 干预后

对照组 ５１ １２．０±２．６ １０．２±２．３

观察组 ５１ １２．３±２．４ ７．８±１．９＃

　　与同组干预前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．２　两组负性情绪比较
干预４周后，两组 ＨＡＭＤ、ＨＡＭＡ评分均显著降

低（Ｐ均＜０．０５）。观察组ＨＡＭＤ与ＨＡＭＡ评分降幅
均大于对照组（Ｐ均＜０．０５）。见表２。

表２　两组负性情绪ＨＡＭＤ、ＨＡＭＡ评分比较（ｎ＝５１，珋ｘ±ｓ，分）

组 别
ＨＡＭＤ ＨＡＭＡ

干预前 干预后 干预前 干预后

对照组 １４．１±３．２ １２．３±２．７ １１．９±２．９ １０．１±２．５

观察组 １４．５±３．０ ８．８±２．３＃ １２．２±２．８ ７．５±２．０＃

　　与同组干预前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．３　两组睡眠质量及生理指标比较
干预４周后，两组ＬＶＥＦ均显著升高，观察组增幅

高于对照组（Ｐ均 ＜０．０５）；两组血浆 ＢＮＰ均显著降
低，观察组降幅大于对照组（Ｐ均＜０．０５）。见表３。

表３　两组心功能比较（ｎ＝５１，珋ｘ±ｓ）

组 别
ＬＶＥＦ／％ ＢＮＰ／（ｐｇ／ｍＬ）

干预前 干预后 干预前 干预后

对照组 ４３．１±５．２ ４９．８±６．０ ３５２．７±８６．２ ２９８．６±８２．１

观察组 ４２．３±５．８ ５４．５±６．５＃ ３５８．２±８９．５ ２６２．４±７８．３＃

　　与同组干预前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

３　讨　论

《中国心血管健康与疾病报告 ２０２３》数据［８］
显

示：我国心血管疾病罹患率持续上升，患者总数约３．３
亿，其中心力衰竭（ＨＦ）人群达８９０万；该人群住院病
死率２．６％，非康复离院率１０．２％，且３０日内再入院
率１０．０％。在此群体中，抑郁检出率约为４０．１％；合
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并抑郁的ＨＦ患者发生心脏性猝死的风险为非抑郁者
的２．２倍（ＨＲ＝２．２），这揭示了抑郁与心力衰竭之间
存在双向促进的病理循环机制

［９］。这些心理问题往

往被临床忽视。神经科学证据
［４］
揭示，负性情绪与睡

眠障碍通过双向通路彼此影响。睡眠障碍驱动前额

叶边缘环路功能失代偿，加剧负性情绪的病理化表
达，该神经功能异常构成焦虑抑郁共病群体的显著生

物学标记。《中国心力衰竭诊断与治疗指南２０２４》明
确将心理状态与睡眠质量列为整合式管理的核心要

素，要求在心衰慢性病全程管理中实现心身干预与心

功能管理的系统整合。负性情绪的缓解可改善精神

症状谱，心理应激的降低则通过交感张力调节、儿茶

酚胺分泌抑制及心率变异性优化三级联反应改善心

血管预后
［９１０］。

本研究表明，５步叙事护理显著改善ＣＨＦ患者睡
眠质量并调控负性心理状态，其机制可能通过心理指

标介导的心功能参数优化实现干预后，患者 ＰＳＱＩ、
ＨＡＭＤ及焦虑量表评分均显著改善。提示患者心理
状态的积极转变可能是其心功能获益的重要中介途

径，具体表现为观察组血浆ＢＮＰ降幅及ＬＶＥＦ增幅均
显著高于对照组（Ｐ均 ＜０．０５）。这些证据有力支持
将叙事护理整合为 ＣＨＦ多学科综合管理策略的重要
组成部分，尤其对同时存在睡眠障碍与情绪困扰的特

定患者亚群具有突出价值。

综上，５步叙事护理作为非药物干预策略，在提升
ＣＨＦ患者主观睡眠质量与客观睡眠时长的同时，更能
通过叙事重构有效缓解焦虑抑郁状态，实现对疾病管

理的多维度调控，具有显著的临床推广价值。
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摘要：目的 探讨基于行为改变理论的互联网延续性护理在痛风关节炎患者出院后的应用效果。方法 采用整群抽

样法，选取某院收治符合痛风关节炎诊断标准的９１例患者为研究对象，按照随机数进行分组，对照组４５例、观察组４６
例。对照组实行出院后常规护理，观察组在此基础上进行基于行为改变理论的互联网延续性护理。在干预护理前、后，

分别测量患者的血尿酸、疼痛和自我管理能力，经过２个月干预后，比较两组干预效果。结果 干预后观察组血尿酸、疼
痛、自我管理能力各测量指标结果均优于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论 基于行为改变理论的互联网延续性护理能有效降低
痛风关节炎患者血尿酸水平，减轻患者疼痛，提高疾病自我管理能力。
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　　痛风性关节炎患者因嘌呤代谢紊乱，滞留体内尿
酸超过代谢水平而结晶沉积于关节，引起患者出现关

节炎症、损伤和疼痛
［１］。研究

［２］
表明痛风在我国人群

患病率为１７．７％。目前痛风尚无根治的疗法，需要长

期服药，改变不健康行为如饮食、运动等来降低体内

尿酸水平，控制缓解病情。痛风患者出院后因身边无

医护人员指导和提醒，加上自身缺乏疾病知识、不健

康行为习惯导致疾病自我管理能力欠佳，容易导致病
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情复发甚至加重，严重影响患者治疗康复效果
［３］。研

究
［４６］
显示，高达９０％左右痛风患者因自身不良的行

为导致痛风复发甚至病情恶化。因此，养成健康行为

对疾病的治疗和康复非常重要。健康行为改变整合

理论（ＩＴＨＢＣ）由美国学者综合健康行为改变、自我调
节、社会支持等多种理论提出，通过多种途径来培养

患者健康知识和信念、增强疾病自我调节能力以及社

会促进等干预措施，达到帮助患者形成健康行为的目

的
［７８］。互联网延续性护理指为凭借信息和互联网技

术，对同一个护理对象，在不同的场所提供相应的健

康照护，不因场所的改变而终止的持续性照护服

务
［９］。本研究旨在基于 ＩＴＨＢＣ理论的延续性护理，

对痛风关节炎患者进行护理干预，探究其应用效果。

１　资料与方法

１．１　纳入与排除标准
纳入标准：①确诊为痛风性关节炎；②知情同意

参加本次研究；③认知和表达能力正常，能使用微信，
接受发送消息。

排除标准：①病情较重合并其他疾病，如心梗、脑
梗、肾衰竭等；②不能配合研究者；③表达能力较差、
精神疾病者；④接受其他治疗者。

１．２　一般资料
采用整群抽样，选取２０２３年６月至２０２４年６月

湖北省某二甲医院收治确诊为痛风性关节炎的患者

９１例为研究对象，随机分为对照组和观察组，对照组
４５例，观察组４６例。两组患者在性别、年龄、受教育
程度等一般资料对比无明显差异（Ｐ＞０．０５），有可比
性，见表１。本研究通过医院伦理委员会审批，并签署
知情同意书。

表１　两组一般资料比较

组别
性别［ｎ（％）］

年龄（岁，珋ｘ±ｓ）
受教育程度［ｎ（％）］

男 女 高中及以上 高中以下

对照组（ｎ＝４５） ４０ ５ ３９．８７±２．０３ ３５ １０

观察组（ｎ＝４６） ４２ ４ ４０．１３±２．０１ ３１ １５

１．３　护理方法
１．３．１　对照组

为期２个月常规护理，定期进行痛风相关知识健
康教育，具体包括遵医嘱服药，合理饮食和预防保健

方法，将痛风疾病知识制成宣传册发给患者。

１．３．２　观察组
在对照组常规护理的基础上，以ＩＴＨＢＣ理论为指

导进行护理，具体步骤如下。

（１）成立护理干预小组，小组成员包括：课题小组
由医院３名医师、２名护士长、４名护士、２名信息技术
公司工作人员、１名高校教师组成，组织小组成员学习
健康行为改变整合理论，对组员进行合理分工，建立

痛风护理微信群。每周进行１次护理干预，共干预２
个月。

（２）评估。在办理出院手续时，护士长为研究对
象建立档案资料，向其详细介绍干预内容及干预成

员，增加其信任感，构建良好的护患关系。对患者疾

病了解程度、病情、疾病自我管理等情况掌握程度进

行评估，明确其所处的行为改变阶段。对患者进行相

关指标的测定，如血尿酸、疼痛等，并进行第 １次讲
课：给患者讲解微信群相关功能使用方法，如定期发

布疾病相关视频，按时学习打卡，指导患者配合治疗。

具体方式包括：①护理人员在医院健康教育宣讲室与
患者和家属进行沟通，详细说明此次研究内容和注意

事项，再次取得其配合。②通过面对面沟通，评估患
者和家属对痛风疾病相关知识的认知程度。③重点
评估患者对疾病的了解、治疗和保健等日常饮食运动

等行为的疾病自我管理能力等情况，明确其现存的问

题，对其所处的行为阶段进行评估判断，制订针对性

护理措施。

（３）知识和技巧。根据个体评估结果，给予患者
及家属疾病知识与疾病管理相关技巧指导，让其对疾

病有一个正确的认知，同时增强其行为改变的信心与

能力，鼓励患者主动开展自我管理，同时指导其应用

于日常生活中。组织患者在医院健康宣教室进行第２
次讲课指导：通过微信群发布痛风疾病知识指导、用

药指导等视频，发挥打卡功能，督促患者能按时完成

学习，解答患者对疾病的困惑，时刻自我提醒配合治

疗。目的包括：①向患者和家属讲解痛风相关知识，
病因诱因、发病机制、常见症状体征等，使其对痛风疾

病有正确认识，同时让其对自身日常行为进行评估，

判断哪些行为有害，需要改变，哪些行为需要培养成

习惯。②向患者强调治疗服药的重要性，不能擅自停
药减量、需要咨询医师后在指导下才能调整药物剂

量。第３次讲课指导：通过微信群发布痛风保健和健
康教育视频，如坚持配合治疗的视频、运动康复指导

视频、自我保健指导等视频。对患者的疾病自我管理

进行强化。使其明白疾病自我管理能力在治疗康复

中的重要作用。以 ＰＰＴ授课与现场演示形式进行痛
风自我管理讲解，主要讲解合理膳食、适当运动、调节

心情、规律用药、预防保健方法等。在科学膳食、合理

运动、休息，防寒保暖、减轻疼痛等方面进行重点教
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育。通过提问了解患者对疾病相关知识和疾病自我

管理技巧的掌握状况。为患者提供咨询服务，解答疑

问，以微信电话、上门等随访形式了解患者的健康行

为改变情况与维持效果，并给予针对性指导。

（４）确立相应的健康目标。讲解完相关知识技巧
后，再次评估患者对知识技巧掌握的程度，根据其掌

握情况，分析存在的行为问题，协调患者、家属、医护

沟通制订健康行为形成的计划，根据掌握情况规划近

期、远期目标。通过微信群、定时签到打卡，提醒督促

患者进行疾病行为自我管理，通过改变不良行为，形

成健康行为，来达到规划的健康目标。如果患者尚未

掌握疾病知识，日常健康行为并未形成，则分析原因，

有针对性地宣教，使其掌握并运用，以期达到健康目

标。如果患者存在疑惑，通过微信电话及时解疑答

惑，使其主动形成健康行为习惯。

（５）社会支持干预。通过家属、医护、病友等多方
面进行督促提醒。对患者照护者和（或）家属进行健

康教育，使其获得痛风的疾病知识技巧，起到提醒、督

促患者健康行为习惯形成的目的，邀请家属参与健康

行为目标的设立，提出实际可行的建议。定期召开病

友交流会，提高病友进行同伴教育，分享健康行为形

成的经验，互相支持互相鼓励，增强患者的获益感，强

化健康行为的形成。使其深刻认识纠正不良行为，养

成健康行为的重要性，同时也要使其树立信心，通过

身边鲜活实际的病友成功经历来激励患者，促进其健

康行为习惯的形成，积极提供自我管理能力，最终促

进康复。

１．３．３　资料搜集
招募３名自愿参加研究的护理专业本科生进行

问卷调查培训，讲解问卷填写要求和注意事项。在患

者出院后和干预结束后，请医院的医护人员协助，组

织患者进行集中填写，填写前使用统一指导语，发放

问卷请患者根据实际情况如实填写。问卷当场填写、

当场回收，检查发现问卷不合格者，重新发放填写，本

次发放问卷 ９１份，回收问卷 ９１份，问卷有效
率１００％。

１．４　观察指标
两组患者均干预２个月，对比两组患者护理前后

的血尿酸水平、疼痛、自我管理能力状况。

（１）血尿酸水平：在护理干预前后于清晨采集患者
空腹静脉血２ｍＬ，通过生化分析仪测定血清尿酸值。

（２）疼痛：运用视觉模拟评分量表（ＶＡＳ）［１０］对患
者在患者入院时、干预后进行疼痛评分。用０到 １０
这１１个数字对疼痛进行评分，将疼痛程度分为４个
等级：分数越高疼痛程度越重。０分、１～３分、４～６

分、７～１０分，分别对应关节没有疼痛、关节轻度、能忍
受、难以忍受的疼痛。

（３）自我管理能力。采用姚新宇等［１１］
研制的痛

风患者自我管理评估量表对干预前及干预后两组患

者的自我管理能力进行评估，量表采用５点计分法，
包含疾病治疗管理、饮食管理、生活方式管理、心理社

会管理４个维度，分别有１３、１２、９、７个条目，共４１条，
得分越高，表明患者自我管理能力越好。

１．５　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２６．０软件对数据进行处理。符合正态

分布的计量资料采用（珋ｘ±ｓ）进行统计描述，独立样本
ｔ检验。计数资料以率（％）表示，进行卡方检验，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　两组干预前后血尿酸水平比较
两组干预前后血尿酸水平比较，组间、组内差异

均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），观察组的效果更为明显，
血尿酸下降幅度更大，见表２。

表２　两组血尿酸水平比较（珋ｘ±ｓ，μｍｏｌ／Ｌ）

组别 干预前 干预后

对照组（ｎ＝４５） ４３２．００±１９．４５ ４０１．０４±１５．６７

观察组（ｎ＝４６） ４３８．７０±１４．８０ ３５９．６１±２０．３５＃

　　与同组干预前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．２　两组干预前后疼痛比较
两组干预前后疼痛比较，组间、组内差异均有统

计学意义（Ｐ＜０．０５），观察组疼痛减轻的效果更为明
显，见表３。

表３　两组痛风患者疼痛比较（珋ｘ±ｓ，分）

组别 干预前 干预后

对照组（ｎ＝４５） ５．０７±１．４４ ２．７７±１．０９

观察组（ｎ＝４６） ５．０９±１．４３ １．７４±０．７７＃

　　与同组干预前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．３　两组干预前后自我管理能力各项得分比较
干预前两组的自我管理能力得分，组间差异无统

计学意义（Ｐ＞０．０５）；干预后组间、组内差异均有统计
学意义（Ｐ＜０．０５），观察组自我管理各项得分显著优
于对照组，见表４。
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表４　两组护理前后自我管理能力各项得分的比较（珋ｘ±ｓ，分）

项目
疾病治疗管理 饮食管理 生活方式管理 心理社会管理

护理前 护理后 护理前 护理后 护理前 护理后 护理前 护理后

对照组 １６．９８±１．８８ １８．７６±０．８６ １７．１６±１．５５ １８．５１±１．７２ １６．８２±２．１７ １９．０６±２．７４ １６．２０±２．２９ １８．２４±１．９７

观察组 １７．４６±１．８３ １９．６１±１．８９＃ １７．８７±２．１３ １９．８３±１．５１＃ １７．６１±２．５９ ２２．５０±２．９７＃ １６．１３±１．８９ １９．５９±１．７１＃

　　与同组护理前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

３　讨论

３．１　基于行为改变理论的延续性护理明显降
低痛风性关节炎患者血尿酸水平

本研究结果显示，经护理干预后，观察组血尿酸

低于对照组，这与丁杰等
［１２］
研究结果较为一致，借助

信息技术给患者讲解疾病知识和技巧，提醒患者规律

服药，少食富含嘌呤的食物、多饮水等降低血尿酸的

技巧，促进体内尿酸的排泄，改变患者认知后，帮助患

者养成良好的行为习惯，促进患者康复，可降低体内

血尿酸的水平。

３．２　基于行为改变理论的延续性护理明显减
轻痛风性关节炎患者疼痛

本研究结果显示，经护理干预后，观察组疼痛的

情况明显低于对照组，这与郑丽丽等
［１３］
的研究结果

较为一致。痛风患者因进食富含嘌呤的食物，导致体

内尿酸升高，当尿酸超过体内代谢水平就会蓄积，进

而在关节沉积，造成关节损伤、关节炎症，引起患者疼

痛。通过干预后，对食物进行规划，多吃一些能促进

尿酸排泄的食物，避免进食富含嘌呤的食物，合理用

药促进尿酸排泄，从而降低体内血尿酸的水平。合理

饮水，增加肾脏的血流量，可促进尿酸的排泄，减少尿

酸在体内蓄积，沉积于关节的尿酸减少，从而减轻患

者疼痛。

３．３　基于行为改变理论的延续性护理能提高
患者疾病自我管理能力

本研究结果显示，干预后观察组疾病自我管理能

力各项得分高于对照组，提示基于行为改变理论的延

续性护理能提高患者疾病自我管理能力，与相关研

究
［１４］
结果一致。ＩＴＨＢＣ理论主张为促进患者健康行

为的形成，并非依靠单一的方法途径，需要整合多方

面的促进因素和资源能力，如提高患者对疾病的认

知、教授患者疾病自我管理能力、创建支持性环境等

综合手段措施
［１５］。通过给患者讲解疾病知识，传授

疾病管理技能，建立多方面的社会支持系统，帮助患

者提高疾病自我管理能力和生活质量
［１６］。该理论以

患者为中心，在制订目标时，让患者参与目标的制订，

充分发挥患者的主观能动性，激发患者的危机意识和

自主意识。通过病友交流的同伴教育，为患者树立身

边疾病管理良好的榜样，激励其自觉采纳健康行为，

形成良好稳定的健康行为习惯，促进疾病的康复。

综上所述，基于行为改变理论的延续性护理借助

信息技术帮助患者养成良好的行为习惯，能有效降低

痛风关节炎患者血尿酸水平，减轻患者疼痛，提高疾

病自我管理能力，值得借鉴推广。
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认知行为干预联合中医外治法对脑卒中
　　　　　　　　　　　患者睡眠质量的影响　　　　　　　　　　?

丁再新
１，王　翔１，聂雪萍

２，余海艳
１

（１．荆门市中医医院脑病科，湖北 荆门 ４４８０００；２．荆门市中医医院推拿科）

摘要：目的 探讨认知行为干预联合中医外治法对脑卒中（ＣＶＡ）患者睡眠质量的影响。方法 选取本院收治的８４例
ＣＶＡ患者为研究对象。以信封法分为观察组与对照组，每组各４２例，对照组采用常规护理干预，观察组采用认知行为
干预联合中医外治法。对比两组睡眠状况、认知功能、自我效能。结果 干预８周后，两组ＰＳＱＩ各维度评分均降低，且观
察组更低（Ｐ＜０．０５）；两组蒙特利尔认知量表（ＭｏＣＡ）、简易精神状态量表（ＭＭＳＥ）评分均升高，且观察组更高（Ｐ＜
００５）；两组自我管理及日常生活活动评分均升高，且观察组更高（Ｐ＜０．０５）。结论 对 ＣＶＡ患者采取认知行为干预联
合中医外治法，能有效改善患者睡眠质量，并提高认知功能的自我管理效能。
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　　脑卒中（ｃｅｒｅｂｒａｌｖａｓｃｕｌａｒａｃｃｉｄｅｎｔ，ＣＶＡ）作为一
种引起全球范围内成年人死亡和致残的重要原因，随

着其发病率逐年升高，已成为公共卫生领域的重大挑

战
［１］。ＣＶＡ主要是由脑部血流供应障碍所造成的神

经系统急性损害，通常包括缺血性和出血性两种，不

仅会极大地造成患者出现生理损害，还可引起系列功

能障碍，如语言、运动、认知、情感等，极大影响到生活

质量和社交功能，且此类患者即使在采取到有效干预
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后，仍可能出现认知障碍、抑郁症状、睡眠障碍等后遗

症，从而进一步加重患者预后质量
［２］。睡眠障碍是

ＣＶＡ患者最为常见的后遗症，此类患者睡眠障碍通常
表现为入睡困难、睡眠中断、早醒及睡眠时间不足等

问题，不仅能加重患者生理疲劳，也能引起抑郁、焦虑

等精神症状进一步恶化，形成恶性循环，阻碍患者康

复进展
［３］。随着医学研究的不断深入，认知行为干预

已被广泛应用于各种临床病症的治疗中，其通过认知

重塑、行为调整等手段能有效调节患者心理状态，改

善睡眠质量；中医外治法作为中国传统医学的重要组

成部分，强调通过体表刺激或药物，以调整阴阳、调和

气血、平衡五脏六腑来促进人体自我修复，已有研

究
［４］
指出，中医外治法能通过调节患者整体状况促进

睡眠质量改善。基于上述，本研究旨在分析认知行为

干预与中医外治法联合应用的综合干预模式，在ＣＶＡ
患者中的应用价值，以期为此类患者提供一种综合、

高效的干预模式，改善康复效果。

１　资料与方法

１．１　纳入与排除标准
纳入标准：①符合 ＣＶＡ诊断标准［５］，并经过颅脑

ＣＴ等影像学诊断确诊；②年龄≥１８岁；③在本院干预
后病情稳定；④能配合基础的护理干预；⑤知情同意。

排除标准：①存在精神疾病史，如精神分裂症；②
发病前存在失眠者；③存在严重感染性疾病或恶性肿
瘤者；④无法正常沟通者；⑤存在视听功能障碍者；⑥
同时参与其他研究者；⑦发病前已存在不可逆性肢体
功能障碍者；⑧合并严重传染性疾病，如结核者。

１．２　一般资料
选取２０２０年１月至２０２４年４月本院收治的８４

例ＣＶＡ患者为研究对象。以信封法分为观察组与对
照组，各４２例，两组一般资料比较无差异（Ｐ＞０．０５），
具有可比性，见表１。本次研究已经过伦理会批准（伦
理批号：２０１９０５３０１）。

表１　两组一般资料比较（珋ｘ±ｓ）

组别 年龄／岁 病程／ｄ
性别［ｎ（％）］ 疾病类型［ｎ（％）］ 卒中部位［ｎ（％）］
男 女 缺血性 出血性 基底节 丘脑 脑干

观察组（ｎ＝４２） ６８．２６±４．３２ ４４．２８±８．３６ ２７（６４．２９） １５（３５．７１） ２８（６６．６７） １４（３３．３３） １１（２６．１９） ８（１９．０５） ２３（５４．７６）
对照组（ｎ＝４２） ６７．８４±４．１５ ４５．１６±８．２４ ２５（５９．５２） １７（４０．４８） ２６（６１．９０） １６（３８．１０） １３（３０．９５） ７（１６．６７） ２２（５２．３８）

１．３　护理方法
１．３．１　对照组

常规护理干预。在患者入院时，护理人员应立即

为患者进行各项常规护理干预，包括测量生命体征、

协助医师进行急救处理、常规护理操作等，在患者病

情稳定后，则应根据其病情严重程度给予适当的饮食

指导、康复运动训练等。

１．３．２　观察组
认知行为干预联合中医外治法。

（１）认知行为干预。①第１周：建立良好的护患
关系并进行认知评估。护理人员需与患者进行一对

一的交流，注意态度、用词、语气等，与患者建立良好

的信任关系，随后采取标准化认知评估工具，即蒙特

利尔认知量表（ＭｏＣＡ）、简易精神状态量表（ＭＭＳＥ），
评估患者认知功能；在与患者沟通交流过程中，应及

时对其在健康知识和疾病认知上的错误进行识别，如

脑卒中发病机制、危险因素、预防措施等。②第２～４
周：认知分析与行为干预。认知干预：由护理人员根

据病情及术后情况，采取简明易懂的语言对患者开展

必要的健康宣教，包括康复运动重要性、脑卒中发病

诱因、发病机制、常见并发症等，并每日播放与脑卒中

相关的健康教育视频，如康复运动的基本原则、术后

营养支持方案等；每 ２日组织 １次健康教育小组讨
论，在小组内，患者可与其他患者进行经验交流，并由

护理人员现场答疑；帮助患者正确认识自己康复进

程，以消除其对康复存在的疑惑和恐惧，并根据患者

反馈和日常康复情况，及时调整康复方案，增加康复

运动的强度及频率。行为干预：由护理人员、心脏康

复师为患者制定个性化运动处方，并指导患者进行活

动；在康复进程初期，需由护理人员严密监控患者心

率、血压等重要生理指标变化情况，确保运动强度处

于安全范围内，后续则由患者及其家属自行进行监

测，并在出院前进行一次完整的运动训练，由护理人

员评估完成度。③第５周：干预成果分析。护理人员
需与患者一起回顾过去３周的康复历程，包括所取得
的进展，即讨论在功能方面的进展，如肢体、认知和语

言功能等，同时还需分析患者面临的各种困难与挑

战，并通过正向反馈和心理疏导，持续增强患者康复

信心，也可采取提供成功案例的方法或告知患者自身

经历的积极变化，持续提高患者治疗依从性。④第６
～８周：持续跟踪。护理人员应定期采取微信视频的
方式与患者及其家属保持联系，并详细询问患者康复

进展、情感状况等内容，在对康复情况进行评估后，调

整功能训练计划和认知干预细化，以确保训练的有效

性，如若患者存在康复进展缓慢，应评估其是否存在

训练内容不合理、耐受度不足等问题；护理人员还需

鼓励家属积极参与到患者的康复过程中，配合进行各

项日常训练，使患者能感受到源自家庭的支持。
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（２）中医外治法。①穴位按摩。护理人员应根据
患者具体情况为其选择相应的穴位进行按摩，下肢功

能障碍者，以足三里、昆仑、双膝眼等为主，上肢功能

障碍者以曲泽、合谷、手三里等为主，按摩时力度为以

患者感到酸痛为宜，２次／ｄ，２０ｍｉｎ／次。②耳穴埋籽。
采取探棒在患者耳穴内寻找相应的反应点，即再按下

某处使患者存在躲闪、皱眉等阳性反应，即可做下相

应标记，作为耳穴埋籽处。同时，还可选取肝、肾、神

门、皮质下等相应穴位，在采取酒精进行常规消毒后，

与选取的穴位处粘贴王不留行子胶布，每日２～３次，
每次揉捏至感到酸胀为宜。③中医艾灸。选择患者
患侧脾俞穴、肾腧穴、肝俞穴，放置点燃后的艾灸条，

艾灸与患者穴位皮肤的位置以患者主诉感到温热感，

且可耐受为宜，１次／ｄ，每穴位均艾灸２０～３０ｍｉｎ。

１．４　观察指标
　　两组均经持续干预８周后来院复查。接受专业
护理人员调查，观察相应指标。

１．４．１　睡眠状况
采取匹兹堡睡眠质量指数量表（ＰＳＱＩ）评估干预

前、后睡眠情况，该量表共涵盖睡眠质量、入睡时间等

７个方面，分值越高则意味睡眠质量越差。

１．４．２　认知功能
干预前、后采取 ＭｏＣＡ、ＭＭＳＥ评估两组认知功

能，ＭｏＣＡ涵盖执行功能、抽象思维、定向力等８个认
知领域，满分为３０分，２６分以上为正常；ＭＭＳＥ涵盖
记忆力、语言能力、注意力和计算力等５个领域，满分
为３０分，２７分以上为正常。
１．４．３　自我效能

采取脑卒中康复自我效能量表评定两组干预前、

后自我效能，该量表涵盖自我管理及日常生活活动两

个维度，满分为１００分，分值与患者自我效能正相关。

１．５　统计学方法
用ＳＰＳＳ２０．０对数据分析，符合正态分布的计量

资料以（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ｔ检验；计数资料采用（％）
表示，采用χ２检验；Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　睡眠状况
干预后，观察组 ＰＳＱＩ各维度评分均降低（Ｐ＜

００５）；与对照组比较，观察组更低（Ｐ＜０．０５）；表明
睡眠质量得到改善。见表２。

表２　两组睡眠状况比较（珋ｘ±ｓ，分）

组别
睡眠质量 入睡时间 睡眠时间 睡眠效率 睡眠障碍 催眠药物 日间功能 总积分

干预前 干预后 干预前 干预后 干预前 干预后 干预前 干预后 干预前 干预后 干预前 干预后 干预前 干预后 干预前 干预后

观察组（ｎ＝４２） １．６５±０．２４ １．２３±０．２１＃ １．６３±０．３１ １．２３±０．２５＃ １．５３±０．２６ １．３３±０．２３＃ １．４８±０．２６ １．３１±０．３２＃ １．７４±０．５２ １．４６±０．３１＃ ０．８６±０．２４ ０．６２±０．２３＃ ２．１６±０．５３ １．７４±０．５４＃ １１．０５±２．６８ ８．９２±１．６５＃

对照组（ｎ＝４２） １．６２±０．３１ １．４１±０．２４ １．６５±０．３４ １．４２±０．２９ １．５０±０．３１ １．４５±０．２７ １．４５±０．２８ １．４８±０．３１ １．７８±０．４７ １．６１±０．３５ ０．８４±０．２２ ０．７４±０．２５ ２．２５±０．５９ ２．０１±０．５６ １１．０９±２．４５ １０．１２±１．９８

　　与同组干预前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．２　认知功能
干预后，两组 ＭｏＣＡ、ＭＭＳＥ评分均升高（Ｐ＜

００５）；与对照组比较，观察组 ＭｏＣＡ、ＭＭＳＥ评分更高
（Ｐ＜０．０５），说明认知功能得到有效改善。见表３。

表３　两组认知功能比较 （珋ｘ±ｓ，分）

组别
ＭｏＣＡ ＭＭＳＥ

干预前 干预后 干预前 干预后

观察组（ｎ＝４２） １９．４６±２．２３ ２６．３８±１．６５＃ １８．３９±２．６８ ２５．６９±２．１４＃

对照组（ｎ＝４２） １９．５８±２．３４ ２３．１８±１．４６ １８．４５±２．５７ ２１．０６±２．２５

　　与同组干预前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．３　自我效能
干预后，两组自我管理及日常生活活动评分均升

高（Ｐ＜０．０５）；与对照组比较，观察组各项评分更高

（Ｐ＜０．０５），说明自我效能得到有效改善。见表４。

表４　两组自我效能比较 （珋ｘ±ｓ，分）

组别
自我管理 日常生活活动

干预前 干预后 干预前 干预后

观察组（ｎ＝４２） ３８．１６±６．１３ ４９．６２±５．１３＃ ３６．４３±６．０３ ４２．３６±５．３６＃

对照组（ｎ＝４２） ３８．４１±６．２８ ４２．３８±５．３４ ３６．５８±５．８９ ３９．８２±５．１２

　　与同组干预前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

３　讨　论

ＣＶＡ的主要病理生理机制涉及脑血管堵塞或破
裂，进而导致局部脑组织缺血或出血，引发神经功能

损伤，具体而言，ＣＶＡ可分为缺血性和出血性两种类
型，而各自的病理过程和生理反应存在显著差异，但
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最终均会致使脑组织损伤并影响神经功能
［６］。缺血

性脑卒中作为最常见的脑卒中类型，其发生发展的病

理过程通常可包括血流中断、细胞死亡机制、神经元

损伤、血脑屏障破坏等，而出血性脑卒中则通常由脑

血管破裂引起，其损伤主要源自血液对脑组织的直接

压迫和损伤，以及出血后的继发性损伤反应，但两种

脑卒中均可导致患者脑组织发生严重损伤，从而显著

影响患者睡眠质量、情绪状态、认知能力等
［７］。目前，

临床上大多采取传统护理模式对此类患者进行干预，

但随着临床研究的不断深入以及人们对医疗水平服

务要求不断升高，这种一刀切的护理方案已难以满足

临床需求，故认知行为干预、中医外治法等新型护理

方案逐渐开始广泛应用于临床
［８］。

本研究结论提示，观察组 ＰＳＱＩ各纬度评分均明
显更为优异（Ｐ＜０．０５），这意味着认知行为干预联合
中医外治法在改善患者睡眠质量方面具有显著优势。

睡眠质量在 ＣＶＡ患者康复过程中扮演着不可或缺的
作用，具体而言，良好的睡眠质量有助于患者大脑神

经修复，促进免疫系统正常功能，当睡眠时长较长时，

能使患者经历足够的慢波睡眠，而这是神经修复和记

忆巩固的重要阶段，并且在具有良好的连续性睡眠

后，也可避免睡眠周期反复中断，有助于进一步促进

神经恢复和情绪稳定。分析原因，ＣＶＡ患者通常存在
“入睡困难是难以避免的”“在疾病后很难恢复正常睡

眠”等认知偏差情况，并引起不必要的焦虑和困扰，而

通过认知行为干预能帮助患者重新认识到睡眠障碍

的可改善性，进而减少不必要的负面情绪，起到改善

睡眠的作用
［９］；而中医外治法强调整体调理和个体化

治疗，通过穴位推拿、耳穴埋籽等措施，能有效调节患

者肝脾胃等脏腑功能，恢复机体阴阳平衡，从而进一

步改善睡眠质量
［１０１１］。

观察组 ＭｏＣＡ、ＭＭＳＥ、自我效能明显高于对照组
（Ｐ＜０．０５），这意味着认知行为干预联合中医外治法
在改善患者认知功能方面也具有显著优势。认知功

能受损不仅会对患者日常生活自理能力造成影响，也

会对社会功能、情绪状态、总体生活质量等造成深远

影响，故当认知功能提高后，能有助于患者更好地管

理日常事务，减少对他人依赖，并恢复与家人、朋友、

社会的联系，改善心理韧性。分析原因，认知行为干

预能帮助患者识别和纠正不合理的思维模式，改善其

对疾病和康复的认知，故通过建立正向的康复训练能

激励患者参与到认知训练中，使自我效能感得以提

升，并且在该模式下，患者也将更加积极主动地参与

到各项认知训练中，从而提高神经可塑性，促进脑功

能恢复
［１２１３］。中医外治法则通过推拿、艾灸等方式调

节经络、促进气血流通、缓解局部肌肉僵硬，从而达到

改善脑部血液循环、促进神经修复、提高认知功能的

作用
［１４］。

综上所述，在ＣＶＡ患者临床治疗期间，采取认知
行为干预联合中医外治法能更为有效地改善睡眠质

量，并促进认知功能恢复和提高自我效能。
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摘要：银屑病和炎性肠病（ＩＢＤ）作为炎症性疾病中关键代表，近年来两者共患病引发广泛关注。流行病学研究表
明，银屑病患者罹患炎性肠病的风险显著高于普通人群，这一现象提示两种疾病之间可能存在内在联系。已有的证据

显示银屑病与ＩＢＤ在免疫调控、遗传易感性、微生物相互作用等方面有着十分突出的关联，二者的临床表型和生物标志
物关联性、跨组织器官系统治疗策略等关键科学问题迫切需要弄清楚。本综述通过对上述两项疾病共病双向交互网络

机制的整理，重点阐述两项疾病共病关联机制，并讨论个性化治疗方案，为改进共病患者的治疗方案提供依据。
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　　银屑病（Ｐｓｏｒｉａｓｉｓ）是一种高发病率、反复发作、难
以缓解、迁延不愈的慢性炎症性皮肤病，以鳞屑性红

斑或斑块、瘙痒为主要表现，也可出现脓性皮损，其炎

性反应使患者长期处于皮肤屏障受损状态，对患者的

心理活动造成巨大压力，严重影响患者的生活质

量
［１］。银屑病的发生与免疫紊乱、遗传、微生物等有

一定关系，肿瘤坏死因子α（Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌ
ｐｈａ，ＴＮＦα）、白细胞介素１２（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１２，ＩＬ１２）、
白细胞介素２３（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２３，ＩＬ２３）等通路生物制

剂对银屑病都有很好的治疗效果，但仍有少部分患者

临床复发，表明为患者制定个体化方案以及远期用药

安全性的空间还很大。

银屑病作为一种免疫介导的系统性疾病，在发作

的时候常合并其他一些疾病，比如心血管疾病、代谢

综合征、精神疾病、多发性硬化以及特定恶性肿瘤等。

近年来临床研究发现，银屑病患者当中炎性肠病（ｉｎ
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）的患病率相较于健康人
群显著增多。ＩＢＤ是一种容易反复发作的肠道炎性
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疾病，主要包括溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）
和克罗恩病（ｃｒｏｈｎｄｉｓｅａｓｅ，ＣＤ）。这两种 ＩＢＤ有不同
的临床以及病理学特征，ＵＣ呈现出连续黏膜炎症，是
从直肠向近端延伸的，而ＣＤ则呈现为透壁性、不连续
性炎症，可累及胃肠道的任何节段，回肠末端、结肠以

及肛周区域是典型的患病部位。两种 ＩＢＤ共有的临
床表现有慢性腹痛、腹泻、便血、容易疲劳以及体重下

降等
［２］。ＩＢＤ致病机制跟遗传、环境、免疫、肠道菌群

等因素联系紧密，这些致病机制和银屑病致病机制有

部分是重叠的，这就暗示着银屑病与ＩＢＤ可能涉及重
叠发病机制。本综述从银屑病与ＩＢＤ流行病学、共患
病机制、临床表现与诊断等几个方面展开阐述，为剖

析银屑病与ＩＢＤ共患病机制，探讨共患病临床治疗策
略提供理论基础。

１　银屑病与ＩＢＤ共患病流行病学研究

银屑病和ＩＢＤ这两种免疫相关性慢性炎性疾病，
在发病机制以及流行病学特征方面有着紧密的关联。

临床数据说明这两种疾病存在十分突出的共患病现

象，两者在全球的地理分布特征有高度的一致性。北

美地区银屑病患病率在全球居于首位，此地同时也是

ＩＢＤ的主要流行区域，而非洲、亚洲以及中东等地区
的银屑病患病率维持在０．５％以下，ＩＢＤ在这些区域
的发病率同样处于较低水平

［３］。银屑病与 ＩＢＤ存在
双向相关性，即银屑病患者罹患ＩＢＤ的风险比普通人
群高出４倍［４］，而ＩＢＤ患者发生银屑病的概率也比常
人约高３倍，两者互为关键风险因素［５］。孟德尔随机

化研究进一步证实，ＩＢＤ相关遗传风险评分每增加一
个标准差，银屑病发病风险就会升高１２．７％，这进一
步说明两种病存在共患病风险

［６］。

２　银屑病与ＩＢＤ共患病机制

银屑病与ＩＢＤ共患病机制与免疫系统的破坏有
一定关系，两者通过免疫系统相互作用，产生双向影

响。遗传易感性在银屑病与 ＩＢＤ共患病中也有着举
足轻重的作用，通过已发现的遗传位点为剖析两者的

病理联系提供了重要依据。银屑病合并ＩＢＤ时，肠道
微生物的失调也起着十分重要的作用，并通过“肠皮
肤”轴机制影响两种疾病的产生。

２．１　免疫系统的作用
银屑病以及ＩＢＤ均属于慢性炎症性疾病，虽然所

累及的器官系统并不相同，银屑病累及皮肤，ＩＢＤ则
累及肠道。二者在免疫病理机制方面存在着一定程

度的重叠。这两种疾病共同拥有多种免疫失调的通

路，比如先天免疫屏障遭到破坏、Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ轴失去平

衡等情况
［７］，同时，因为微环境存在差异，使得临床表

现以及治疗反应有所不同。

天然免疫系统功能出现异常是银屑病与 ＩＢＤ共
患病情况的关键核心要点。肠道和皮肤屏障是人体

内环境的两道保护屏障，当免疫系统出现问题，屏障

遭到破坏，就会成为疾病破坏的起始点
［８］。对于 ＩＢＤ

患者，免疫系统破坏导致其肠上皮紧密连接相关蛋白

表达减少，肠道黏液分泌异常，肠道里的微生物和各

种抗原就容易进入人体，进而引发一系列肠道疾

病
［９］。在免疫系统中，Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＴＬＲ）信号通路差异化失调会使炎症反应加剧。与健
康个体相比，ＩＢＤ患者的肠上皮细胞ＴＬＲ的表达发生
了改变，ＵＣ患者的 ＴＬＲ４表达增加，ＣＤ患者的 ＴＬＲ４
和 ＴＬＲ３表达则降低。炎症期间肠壁巨噬细胞中
ＴＬＲ４和ＴＬＲ２的过表达可造成这些患者对外源性物
质呈现肠道高反应状态

［８］。依据上述结果推测，在

ＩＢＤ患者中，上皮屏障损伤有助于外来抗原与模式识
别受体（Ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲＲ）结合，激活
免疫系统，最终导致炎症的发生。同样，表皮屏障结

构和功能的缺陷在银屑病的发病机制中发挥着关键

作用。和上述ＩＢＤ的发现相类似，银屑病病变表皮中
结构蛋白表达下降，致使表皮紧密连接结构产生改

变。表皮屏障能力部分受损，使得微生物细菌等侵入

人体，最终造成对炎症性皮肤的刺激
［１０］。

Ｔｈ１７细胞通过分泌ＩＬ１７和ＩＬ２１两种关键炎症
因子，形成一种适应性免疫反应，参与银屑病、ＩＢＤ等
慢性炎症性疾病的发生发展，而 Ｔｈ１７细胞亚群可分
泌ＩＬ２２加重银屑病，但在 ＩＢＤ的肠中起保护屏障作
用。ＩＢＤ患者的胃肠道炎症部位存在大量浸润的
Ｔｈ１７细胞，在ＣＤ、ＵＣ患者肠道中存在Ｔｈ１７相关细胞
因子增加

［１１］。ＩＬ２３／Ｔｈ１７轴通过与角质形成细胞和
滑膜细胞的相互作用，构成了银屑病患者皮肤炎症形

成和持续的关键病理环节
［１１］。此外，树突状细胞

（Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣ）是免疫主要调节细胞，它们能够
引发炎症反应或施加免疫耐受

［１２］。适应性免疫应答

中，肠道黏膜下ＤＣ可通过其树突，穿过上皮细胞之间
的紧密连接边界到达肠腔。在ＩＢＤ中，肠道炎症和黏
膜屏障缺陷允许增加的肠腔抗原到达 ＤＣ，导致其成
熟和活化，从而增强免疫应答。与对照组相比，ＵＣ和
ＣＤ中黏膜 ＤＣ的群体和 ＣＤ４０＋ＤＣ的数量显著增
加
［１３］。在ＩＢＤ疾病发作期间，在肠和引流肠系膜淋

巴结中表达 Ｅ钙粘蛋白的 ＤＣ亚群产生促炎因子。
至少在一部分 ＩＢＤ患者中发现促炎因子（如 ＩＬ６和
ＩＬ２３）有助于Ｔｈ１７细胞成熟和结肠损伤。此外，在人
银屑病皮损和银屑病模型的鼠皮肤中，朗格汉斯细胞
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（ｌａｎｇｅｒｈａｎｓｃｅｌｌ，ＬＣ）显著减少，而浆细胞样 ＤＣ（ｐｌａｓ
ｍａｃｙｔｏｉｄｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ｐＤＣ）增加［１４］。ｐＤＣ在银屑病
患者的皮损真皮和未受累皮肤的免疫细胞中占主导

地位。ｐＤＣ在健康皮肤中几乎不存在，但它们在银屑
病斑块的皮肤中含量丰富，特别是在早期皮损中，它

们被激活并诱导α干扰素产生，对银屑病产生影响。

２．２　遗传易感性基因分析
共同的遗传易感性是银屑病和ＩＢＤ共病的基础。

迄今为止，研究者共发现了约９０个银屑病易感基因
位点，主要涉及免疫调节、皮肤屏障功能及炎症信号

通路，同时全基因组关联研究发现了２３０个 ＩＢＤ遗传
易感位点，涉及肠道屏障功能、微生物相互影响、先天

免疫和自噬等通路
［１５］。虽然这两种疾病存在共同的

基因位点，但具体发挥作用的基因却各不相同。在

６ｐ２１区，银屑病与 ＨＬＡＣｗ０６０２等位基因有关，而
ＩＢＤ主要与 ＴＮＦα基因启动子中的多态性有关。通
过对全基因组关联研究的荟萃分析发现了１４个遗传
重叠位点，如表１所示，其中核心重叠通路主要有 ＩＬ
２３／Ｔｈ１７轴、ＮＦκＢ信号通路、ＪＡＫＳＴＡＴ信号通路等，
探索这些遗传关系的具体作用机制有助于更好的理

解遗传因素如何同时影响银屑病皮肤病变和肠道炎

症
［１６］。通过研究这些遗传重叠位点，有助于开发出

同时治疗银屑病和 ＩＢＤ的创新药物，以及更精准地
预测患者同时出现两种疾病的风险，如携带重叠位

点（如 ＩＬ２３Ｒ、ＳＴＡＴ３）的患者更易同时罹患银屑病
和 ＩＢＤ［１６］。

表１　银屑病与ＩＢＤ相关的遗传易感性位点
基因 染色体位置 功能与通路 关联疾病 参考文献

ＴＹＫ２ １９ｐ１３．２ ＪＡＫＳＴＡＴ信号通路，介导细胞因子信号转导 银屑病、ＩＢＤ、红斑
狼疮

［１６］

ＲＥＬ ２ｐ１６．１ ＮＦκＢ家族成员，调控炎症相关基因表达 银屑病、ＩＢＤ ［１６］
ＺＭＩＺ１ １０ｑ２２．３ 增强ＳＴＡＴ４活性，促进Ｔｈ１／Ｔｈ１７反应 银屑病、ＩＢＤ ［１６］
ＩＬ２３Ｒ １ｐ３１．３ ＩＬ２３受体，调控Ｔｈ１７细胞分化及炎症反应 银屑病、ＣＤ、ＵＣ ［１７］
ＩＬ２３Ａ １２ｑ１３．２ ＩＬ２３的ｐ１９亚基，激活Ｔｈ１７通路 银屑病、ＩＢＤ ［１７］

ＳＴＡＴ３ １７ｑ２１．２ 调控Ｔｈ１７细胞分化和炎症相关基因的转录 银屑病、ＩＢＤ、多种
自身免疫病

［１７］

ＴＮＦＡＩＰ３ ６ｑ２３．３ 抑制ＮＦκＢ通路，调节炎症反应及细胞凋亡 银屑病、ＩＢＤ、类风
湿关节炎

［１７］

ＲＵＮＸ３ １ｐ３６．１１ 调控Ｔ细胞分化和肠道免疫稳态 银屑病、ＩＢＤ ［１８］
ＩＬ１２Ｂ ５ｑ３３．３ 编码ＩＬ１２／ＩＬ２３的ｐ４０亚基 银屑病、ＩＢＤ ［１９］
ＥＲＡＰ１ ５ｑ１５ 抗原加工酶，介导ＨＬＡＩ类免疫识别 银屑病、ＩＢＤ ［１９］
ＴＲＡＦ３ＩＰ２ ６ｑ２１ ＩＬ１７信号通路适配蛋白，介导炎症信号转导 银屑病、ＩＢＤ ［１９］

ＰＴＧＥＲ４ ５ｐ１３．１ 前列腺素Ｅ２受体，介导炎症反应及免疫细胞
活化，调节黏膜免疫

银屑病、ＩＢＤ ［２０］

ＪＡＫ２ ９ｐ２４．１ ＪＡＫＳＴＡＴ信号通路，调控免疫细胞活化 银屑病、ＩＢＤ ［２１］
ＣＣＲ６ ６ｑ２７ 介导Ｔｈ１７细胞向炎症部位迁移 银屑病、ＩＢＤ ［２２］

２．３　微生物对银屑病和ＩＢＤ共患病的影响
银屑病是一种常见免疫介导的炎症性皮肤病，其

特征是皮肤角质形成细胞迅速增殖，导致皮损表现为

红斑上覆盖鳞屑。皮肤微生物群与银屑病之间存在

很强的关联。受银屑病影响的皮肤微生物组多样性

显著降低，其特征是银屑病皮肤中与健康皮肤相比皮

肤杆菌属（ｃｕｔｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、伯克霍尔德氏菌属（ｂｕｒｋ
ｈｏｌｄｅｒｉａｓｐｐ．）和乳酸杆菌（ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）的丰度降低，以
及金黄色葡萄球菌（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）等有害菌群的数量密度
呈上升趋势

［２３］。其中，金黄色葡萄球菌在银屑病的

发病诱导以及病情持续过程中扮演着重要角色，这些

微生物会刺激人体的先天免疫系统，促使银屑病发生

并持续加重皮肤损伤
［２４］。金黄色葡萄球菌促进皮肤

Ｔｈ１７细胞经循环进入肠固有层，通过分泌 ＩＬ１７Ａ刺
激结肠Ｔｈ１７免疫应答增强肠道炎症反应；肠道活化
的Ｔｈ１７经 α４β７整合素介导的归巢途径对皮肤炎症
产生影响，影响皮肤炎症

［２５］。金黄色葡萄球菌诱导

的肠屏障损伤促进脂多糖等内毒素进入血液循环，

通过激活单核细胞 ＴＬＲ诱导全身性炎症风暴，抑制
角质形成细胞分化相关基因表达，在肠 －皮肤之间
构成炎症，即肠皮肤炎症正反馈环路［２６］。研究发现

银屑病患者体内有益菌如双歧杆菌属（ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ）、布劳特氏菌属（ｂｌａｕｔｉａｈｙｄｒｏｔｒｏｐｈｉｃａ）、粪球菌
属（ｆｅｃａｌｂａｃｔｅｒｉａ）等在银屑病患者肠道中显著降低，
这些有益菌群的减少加重了肠道炎症，为肠皮肤轴
提供了理论依据

［２６］。

３　银屑病与ＩＢＤ共患病治疗策略探讨

３．１　传统治疗方法
在银屑病与炎症性肠病共患病治疗过程中，传统

药物的合并使用主要聚焦于非特异性免疫抑制剂以

及糖皮质激素。糖皮质激素是这两类疾病在急性期

常用的药物，在ＩＢＤ里用于轻中度急性发作的情况或
者是急性重度患者的短期静脉冲击治疗，而在银屑病

中则作为外用制剂或者系统用药来控制重症类

型
［２７］。甲氨蝶呤借助抑制嘌呤合成来发挥免疫调节

作用，在 ＩＢＤ中用于中重度患者，以此降低对激素的
依赖，在银屑病中则作为抑制Ｔ细胞活化以及角质细
胞增殖的系统治疗一线药物，改善皮损和关节症状，

环孢素依靠阻断钙调磷酸酶来抑制免疫反应，在 ＩＢＤ
中用于急性严重病人的抢救治疗，也适用于银屑病中

严重斑块状或者红皮病型病例。硫唑嘌呤作为嘌呤

代谢抑制剂，在 ＩＢＤ中用于激素依赖或者复发的患
者，而在银屑病中较少单独使用，偶尔用于其他系统
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药物不耐受的情形。这些传统药物的合并应用需要

权衡副作用，比如甲氨蝶呤的肝毒性、环孢素的肾毒

性以及糖皮质激素的感染风险，同时还需要依据患者

的耐受性以及疾病活动度来调整方案
［２８］。

３．２　生物制剂治疗方法
近年来，生物制剂逐渐成为银屑病和ＩＢＤ临床治

疗的重要选择，尤其是患者同时罹患这两种疾病时，

生物制剂能通过调节共同免疫通路实现协同治疗效

果。目前采用ＴＮＦα抑制剂（英夫利西单抗，或阿达
木单抗）、ＩＬ１２／ＩＬ２３抑制剂（乌司奴单抗）治疗 ＩＢＤ
及银屑病，这是目前治疗ＩＢＤ／银屑病最重要的两大类
药物。

在轻中度ＩＢＤ组中，英夫利昔单抗和阿达木单抗
的诱导缓解率以及维持缓解率均优于安慰剂。针对

激素依赖的中重度ＩＢＤ患者，英夫利昔单抗与乌司奴
单抗在诱导临床缓解的同时，可实现激素的逐步减量

并维持长期缓解状态。英夫利西单抗联合硫唑嘌呤

治疗激素无反应的患者有效率是３９．７％，比单用英夫
利昔单抗２２．１％高［２９］。英夫利昔单抗用于系统性治

疗及对环孢素、甲氨蝶呤、光化学疗法等治疗无效或

不耐受的慢性银屑病（重度的斑块状）成年患者，对关

节病型、脓疱型及红皮病型银屑病也有效
［３０］。英夫

利西单抗联合甲氨蝶呤治疗可增加疗效并降低耐药

风险。阿达木单抗用于系统性治疗中重度斑块状银

屑病患者，１２周末 ＰＡＳＩ至少 ７５％的临床应答率为
７７．８％，２４周末ＰＡＳＩ达到９０．６％［３１］。乌司奴单抗被

批准用于传统的系统性治疗（环孢素和甲氨蝶呤），或

光化学疗法无效、禁忌或难以耐受的中重度斑块状银

屑病患者，１２周末 ＰＡＳＩ达标率（≥７５％）为８２．５％，
２８周末达９１．５％。通过Ⅲ期临床试验表明乌帕替尼
能够显著减轻活动性关节病型银屑病成人患者对药

物不敏感或抗类风湿药物疗效不佳的临床症状，其治

疗效果优于安慰剂
［３１］。

目前生物制剂应用于 ＩＢＤ及银屑病临床已积累
大量病例，但基于免疫调节的复杂机制，仍需警惕治

疗的潜在风险。在 ２４例接受 ＴＮＦα抑制剂治疗的
ＩＢＤ患者中，新发银屑病或银屑病样病变的患病率为
６．０％，研究发现在英夫利西单抗治疗组中应用阿达
木单抗治疗的银屑病或银屑病样皮肤病变发生率更

高
［３２］。临床中也有乌司奴单抗诱导恶化银屑病的报

道。同样在应用乌司奴单抗治疗ＩＢＤ的临床试验中，
也出现了４例反常银屑病［３３］。银屑病复发或加重可

能是乌司奴单抗的罕见矛盾现象，但由于数据太少，

不能对ＩＬ１２／ＩＬ２３抑制剂得出任何结论。
随着对药物疗效的进一步了解，生物制剂在 ＩＢＤ

及银屑病的治疗方面已从过去的二线治疗，上升为一

线治疗。以ＩＬ２３抑制剂为代表的生物制剂，为银屑
病及ＩＢＤ的治疗带来了更多的希望，但也要避免治疗
中出现的感染、血栓及恶性肿瘤的风险，以免临床治

疗更加棘手。

３．３　个性化治疗
制定银屑病合并 ＩＢＤ共病患者的个性化治疗方

案时，应根据两种疾病的免疫途径（ＴＮＦα，ＩＬ２３／
Ｔｈ１７轴）相似性及个体特征［１６］，医师在接诊患者时应

详细了解病史，体格检查共病患者，以评估疾病严重

程度。在治疗银屑病和ＩＢＤ时，治疗方案既要控制患
者的短期症状，又需要考虑能控制其长期症状，应优

先选择双向调节类药物，如ＴＮＦα抑制剂 （阿达木单
抗、英夫利昔单抗）

［３４３５］、ＩＬ１２／２３抑制剂（乌司奴单
抗）等

［３６３７］，治疗过程中，医师应指导患者健康的生活

方式，定期随访，评估长期用药安全和用药费用，让患

者得到最佳的治疗。

４　结　论

银屑病和ＩＢＤ属于免疫性炎症疾病，当下医学研
究对两者之间的复杂联系正处在探索阶段，本综述从

流行病学关系、影响机制以及临床治疗关系等方面进

行了介绍。银屑病和ＩＢＤ两者在免疫机制受损、遗传
易感、菌群失调等方面密切相关，但是相关研究尚存

在诸多弊端，具体机制仍需要进一步探究。银屑病和

ＩＢＤ共病患者的治疗必须个性化、因人而异，并开发
新型药物，给临床治疗带来更宽的选择空间和更多的

机会。
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摘要：小檗碱（ＢＢＲ）属于异喹啉生物碱，普遍存在于黄连、黄柏等天然植物中。ＢＢＲ在多种癌症中呈现出显著的抗
肿瘤作用，其通过诱导细胞自噬、抑制肿瘤细胞增殖、诱导细胞凋亡和坏死性凋亡，还通过抑制肿瘤细胞迁移和侵袭，调

控肿瘤微环境和肠道菌群等发挥作用。本文对ＢＢＲ在多种癌症治疗中的研究进行了系统梳理，通过分析 ＢＢＲ的化学
及药理基础研究和对多种癌症的治疗研究，着重探讨其临床研究现状及联合治疗癌症的新思路，对未来临床研究和

ＢＢＲ新剂型等方向进行展望。
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　　癌症为表现出细胞异常生长特征的肿瘤，具备从
其起源器官或部位侵入并扩散到身体其他部位的潜

在可能
［１］。参考国际癌症研究机构（ＩＡＲＣ）２０２２年世

界各区域的全球癌症统计资料，２０２２年诊断出近
２０００万癌症病例，有９７０万人因癌症（包括非黑色素
瘤皮肤癌ＮＭＳＣｓ）去世。在这些病例中，肺癌、乳腺癌
和结直肠癌的发病率和死亡率皆处于世界前列

［２］。

癌症治疗主要采用标准化的方式，如化疗治疗和放疗

治疗，但副作用严重，且疗效不佳
［３］。目前热点研究

是挖掘拥有多靶点作用、低耐药性和低毒副作用的新

型抗癌药物。

半个多世纪以来，天然产物具有显著的多样性，

及其结构类似物对于癌症和传染病治疗具有重大意

义
［４］。在现代抗癌药物中，超过 ６０％源自天然产

物
［５］。天然产物在癌症治疗中具有核心价值，其资源

丰富，单药或联合用药均展现出巨大作用
［６］。相较合

成药物，天然产物因结构多样性及多通路调节优势，

可同时作用于肿瘤细胞增殖、凋亡、血管生成及肿瘤

微环境（ＴＭＥ）等，具有多维度治疗癌症的特征。小檗
碱（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ，ＢＢＲ）作为一种高价值的生物活性成分，
已在多个领域显现出其价值。本文对 ＢＢＲ在多种癌
症治疗中的研究进行了系统梳理，通过分析 ＢＢＲ的
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化学及药理基础研究和对多种癌症的治疗研究，着重

探讨临床研究现状及其联合治疗癌症的新思路，对未

来临床研究和ＢＢＲ新剂型等方向进行展望。

１　ＢＢＲ的化学及药理基础研究

１．１　ＢＢＲ来源
在植物来源方面，ＢＢＲ是从黄连（Ｃｏｐｔｉｓｃｈｉｎｅｎ

ｓｉｓ）、黄柏（Ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｏｎｃｈｉｎｅｎｓｅ）等药用植物中提取
的异喹啉生物碱

［７］。因为其在黄连中含量丰富且提

取便利性较高，故黄连常被作为提取 ＢＢＲ的主要原
料
［８］。

１．２　分子结构与理化性质
ＢＢＲ的分子式为 Ｃ２０Ｈ１９ＮＯ５，化学结构含季铵基

团和苯并异喹啉母核（图１），为黄色的针状结晶，熔
点为１４４℃，易溶于有机溶剂［９］。ＢＢＲ在血浆内的浓
度偏低，但分布广泛，血药浓度平稳，安全性高

［１０］。

图１　ＢＢＲ的化学结构式

１．３　药代动力学特性
口服状态下生物利用度仅１％左右，ＢＢＲ具有优

异的血脑屏障穿透能力，静脉给药后可马上在海马区

富集，且呈现出消除进程缓慢的药代动力学特征。

ＢＢＲ在体内展现出快速分布的特性，药物主要蓄积在
肝脏中。ＢＢＲ在体内的代谢途径有去甲基化、还原、
羟基化及后续偶联，去亚甲基 ＢＢＲ作为主要代谢
产物

［１１］。

１．４　药理作用
ＢＢＲ具有广泛的药理活性，体现在对心血管系统

的调节作用，对血液系统的影响，对胃肠道功能的调

控，对内分泌系统的作用，对免疫系统的调节，抗菌活

性，对中枢神经系统的影响以及对皮肤系统的作

用
［１２］。ＢＢＲ还可通过改善药物治疗的耐药性，有效

增强难治性癌症对化疗的敏感性，此外它还能保护心

脏、肝脏、肺和肾脏免受这些疗法造成的损害
［１３］。

２　ＢＢＲ对多种癌症的治疗研究进展

ＢＢＲ运用多维度机制达成抗癌作用［１４］，关注核

心信号通路，ＢＢＲ通过诱导细胞自噬、抑制肿瘤细胞
增殖、诱导细胞凋亡和坏死性凋亡，还通过抑制肿瘤

细胞迁移和侵袭，调控肿瘤微环境和肠道菌群等发挥

作用（图２）。多项研究表明，ＢＢＲ对胃癌、肝细胞癌、
胰腺导管腺癌、结肠癌、胆囊癌、非小细胞肺癌、前列

腺癌、膀胱癌、乳腺癌、卵巢癌、胶质母细胞瘤和黑色

素瘤等多种癌症具有治疗作用
［１５］。

图２　小檗碱对癌症的作用机制

２．１　消化系统癌症
Ｘｕ等［１６］

发现，经ＢＢＲ处理的胃癌（ＧＣ）ＭＫＮ４５
细胞，细胞因子细胞因子受体相互作用通路为显著富
集的信号通路，关键靶点是白细胞介素６（ＩＬ６）。
ＢＢＲ还可通过抑制 ｍＴＯＲ、Ａｋｔ以及 ＭＡＰＫ信号通路
诱导自噬治疗 ＧＣ。Ｚｈａｎｇ等［１７］

发现，索拉非尼

（ＳＯＲ）主要治疗晚期肝细胞癌（ＨＣＣ），但其治疗效果
不佳。ＢＢＲ可以增强 ＳＯＲ所诱导的抑制细胞增殖、
细胞凋亡以及ＲＯＳ生成，而且可以让肿瘤异种移植模
型对ＳＯＲ变得敏感，此协同作用通过激活 ＡＭＰＫ和
抑制ｍＴＯＲ信号通路实现。Ｏｋｕｎｏ等［１８］

发现，大多数

胰腺导管腺癌（ＰＤＡＣ）患者对吉西他滨（Ｇｅｍ）产生耐
药性。而ＢＢＲ可以对 Ｇｅｍ化疗耐药产生逆转，是通
过Ｒａｐ１／ＰＩ３ＫＡｋｔ信号传导表现出来。同时，ＢＢＲ还
可以抑制慢性胰腺炎（ＣＰ）的纤维化发展而形成
ＰＤＡＣ。Ｓｈａｉｋｈ等［１９］

发现，ＭＭＰ９是结肠癌（ＣＲＣ）肿
瘤转移的主要靶点。合成小檗碱的新产物四氢小檗

碱１，３，４噁二唑杂合物，发现新产物通过抑制 ＭＭＰ９
治疗ＣＲＣ，不仅可以提高抗癌活性，还可以提高小檗
碱的生物利用度。Ｚｈａｎｇ等［２０］

发现，在胆囊癌（ＧＢＣ）
细胞中盐酸小檗碱通过抑制 ＩＬ６和 ＳＴＡＴ３通路诱导
细胞凋亡，对ｐ５３突变的ＧＢＣＳＤ细胞更为有效。

２．２　呼吸系统癌症
奥希替尼主要用于治疗携带 ＥＧＦＲ激活突变的

非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者，然而奥希替尼的获得性
耐药是因为 ＭＥＴ基因扩增。Ｃｈｅｎ等［２１］

在携带 ＭＥＴ
基因扩增的奥希替尼耐药的 ＥＧＦＲ突变 ＮＳＣＬＣ细胞
系中，发现 ＢＢＲ与奥希替尼联合用药展现出协同增
效作用，可针对性地促进细胞凋亡，其作用机制与提
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高促凋亡蛋白Ｂｉｍ、降低抗凋亡蛋白 Ｍｃｌ１有关，进而
诱导细胞凋亡。

２．３　泌尿系统癌症
Ｈｕａｎｇ等［２２］

使用ＢＢＲ体外处理雄激素非依赖型
ＤＵ１４５／ＰＣ３和雄激素依赖型 ＬＮＣａＰ前列腺癌细胞，
发现 ＢＢＲ可以抑制细胞增殖并诱导细胞凋亡，ＢＢＲ
诱导的ＤＵ１４５、ＰＣ３和ＬＮＣａＰ细胞增殖抑制与 Ｇ１期
阻滞有关。在 ＤＵ１４５细胞中，ＢＢＲ与细胞周期蛋白
Ｄ１、Ｄ２和 Ｅ以及细胞周期蛋白依赖性激酶 Ｃｄｋ２、
Ｃｄｋ４和Ｃｄｋ６蛋白的表达抑制有关，增加 Ｃｄｋ抑制蛋
白Ｃｉｐ１／ｐ２１／Ｋｉｐ１和 ｐ２７的表达，并促进 Ｃｄｋ抑制剂
与Ｃｄｋ的结合。ＢＢＲ还显著诱导ＤＵ１４５和ＬＮＣａＰ细
胞的凋亡并使 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白的表达比例升高，破坏
线粒体膜电位，激活ｃａｓｐａｓｅ９、ｃａｓｐａｓｅ３和ＲＡＲＰ。Ｌｉ
等
［２３］
发现，ＢＢＲ通过浓度依赖性和时间依赖性方式，

显著抑制了 Ｔ２４和５６３７膀胱癌（ＢＣ）细胞的迁移、侵
袭和细胞周期进程，促进其凋亡，还下调了 ＨＥＲ２、
ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白的表达。而且 ＢＢＲ与 ＨＥＲ２分子靶
点具有良好的连接，在 Ｔ２４和５６３７膀胱癌细胞中与
ＨＥＲ２抑制剂具有相似的协同作用。

２．４　乳腺癌与妇科肿瘤
Ｌｉｕ等［２４］

发现，在经ＢＢＲ处理的ＥＲ阳性乳腺癌
细胞中，ＢＢＲ显著下调 ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２、ｂｃｌ２和 ＣＯＸ２，
同时上调ＩＦＮβ和ｐ２１的表达。ＥＧＦＲ和ＨＥＲ２拮抗
他莫昔芬的抗癌作用，并通过激活 ＥＲ和共调节蛋白
诱导耐药性，从而提高 ＥＲ阳性乳腺癌细胞的存活率
和增殖。Ｌｉｕ等［２５］

发现ＢＢＲ对卵巢癌（ＯＣ）的抑制作
用呈现剂量和时间依赖性，ＢＢＲ跟顺铂（ＤＤＰ）联合治
疗显著抑制癌细胞增殖，还会诱导Ｇ０／Ｇ１细胞周期阻
滞。ＢＢＲ和ＤＤＰ抑制ＰＣＮＡ和Ｋｉ６７，激活Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ８、ＲＩＰＫ３和ＭＬＫＬ的表达，ＢＢＲ与 ＤＤＰ联合
治疗通过诱导细胞凋亡和坏死性凋亡，显著增加卵巢

癌细胞死亡，增进化疗药物抵御癌症的功效，细胞凋

亡跟ｃａｓｐａｓｅ依赖性通路有牵涉，而坏死性凋亡涉及
ＲＩＰＫ３ＭＬＫＬ通路被激活，这为ＢＢＲ用作卵巢癌治疗
药物提供了新见解。

２．５　胶质母细胞瘤（ＧＢＭ）
Ｘｉ等［２６］

开发携有 ＢＢＲ的纳米脂质体（ＮＬ
ＢＢＲ），发现ＮＬＢＢＲ显著破坏了 Ｕ８７胶质母细胞瘤
细胞的代谢，诱导细胞自噬和细胞凋亡。ＮＬＢＢＲ还
可抑制 ＭＡＰＫ信号通路，不仅使 ＢＢＲ溶解度及生物
利用度得以提高，还明显加大了其治疗成效。

２．６　黑色素瘤
Ｌｕｏ等［２７］

发现，ＢＢＲ可以使免疫检查点阻断

（ＩＣＢ）致敏，进而抑制肿瘤生长并提高小鼠的存活率。
ＢＢＲ通过抑制ＮＱＯ１活性刺激细胞内ＲＯＳ的产生，诱
导黑色素瘤中的免疫原性细胞死亡（ＩＣＤ），提高损伤
相关分子模式（ＤＡＭＰ）的水平，随后在体内外激活ＤＣ
细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞。

３　ＢＢＲ临床研究现状和治疗癌症新思路

３．１　ＢＢＲ临床研究的现状
在ＧＥＯ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

ｇｅｏ）中 ＢＢＲ抗癌临床试验共 １３项（截至 ２０２５年 ６
月），主 要 集 中 于 消 化 系 统 肿 瘤，如 数 据 集

ＧＳＥ１６４５６１／ＧＳＥ４７８２２／ＧＳＥ４７８２１和 ＧＳＥ４７７８６。Ｌｏ
等
［２８］，ｍｉＲ２１３ｐ借助直接靶向 ＭＡＴ２Ａ和 ＭＡＴ２Ｂ实

现肿瘤抑制因子的作用，说明 ＢＢＲ在 ＨＣＣ里的治疗
功效。

目前临床上 ＢＢＲ用于临床试验的数据较少，且
临床治疗效果不佳，副作用大，因此，开展癌症治疗新

思路的研究意义重大。

３．２　ＢＢＲ治疗癌症的新思路
目前除了挖掘拥有多靶点作用、低耐药性和低毒

副作用的新型抗癌药物外，还可以通过一些新思路进

行癌症治疗，如设计开发新剂型、通过调节肠道菌群

影响癌症和通过计算机算法模拟预测治疗癌症的新

方向等。

３．２．１　开发ＧＣＤＰＤＡ／ＢＢＲ环糊精包合物
ＧＣＤＰＤＡ衍生物具有黏膜粘附性并且对 α淀粉

酶的消化具有抵抗力，表明它可能构成一种有效的口

服递送载体。Ｐｏｐｉｏｅｋ等［２９］
把 ＧＣＤＰＤＡ与 ＢＢＲ形

成包涵复合物，发现复合 ＢＢＲ比游离 ＢＢＲ更容易穿
透脂质膜。

３．２．２　设计ＢＢＲ白蛋白纳米颗粒（ＮＰｓ）
ＢＢＲ的低水溶性、吸收性和细胞生物利用度降

低了它的治疗效果。Ｙｏｕｎｉｓ等［３０］
发现，把ＢＢＲ包藏

到牛血清白蛋白纳米颗粒（ＢＳＡＮＰｓ）内部，可以降
低 ＢＢＲ所受限制并提高其临床治疗效果。与 ＢＢＲ
相比，ＢＢＲＢＳＡＮＰｓ表现出卓越的自由基清除与抗
氧化能力、抗溶血和抗凝血成效，以及呈现抗菌

活性。

３．２．３　肠道菌群调节
ＢＢＲ联合益生菌（ＣＢＰｓ）可以通过减少结肠癌生

长过程中介导血清中丁酸钠（ＳＢ）的产生，起到类似益
生菌的肠道微生物组调节剂。Ｈｕａｎｇ等［３１］

发现，ＢＢＲ
治疗和ＢＢＲ与ＣＢＰ联合治疗在不同程度上减少了肿
瘤的生长。
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３．２．４　计算机算法预测ＢＢＲ治疗癌症的新方向
目前随着计算机和人工智能的发展，可以通过计

算机模拟预测疾病的靶点通路和药物的作用效果，如

机器学习、单细胞测序和分子动力学模拟等。Ｊａｂｂａ
ｒｚａｄｅｈ等［３２］

使用基于计算机的算法对ＢＢＲ衍生物与
ＢＲＡＦ和ＣＲＡＦ激酶的相互作用进行建模和预测。确
定了３种具有双重 ＲＡＦ抑制作用的 ＢＢＲ替代方案
为：ＢＢＲ７、ＢＢＲ９和 ＢＢＲ１０。这３种抑制剂除了直
接抑制 ＲＡＦ外，还可以作为过度激活的 ＲＴＫ和 ＲＡＳ
的间接抑制剂，用于不同类型的癌症。

４　总结与展望

在针对耐药肿瘤和联合治疗的实验中，ＢＢＲ可诱
导细胞自噬、抑制肿瘤细胞增殖、诱导细胞凋亡和坏

死性凋亡，还通过抑制肿瘤细胞迁移和侵袭，对调控

肿瘤微环境和肠道菌群等发挥作用。ＢＢＲ同样借助
抑制ＥＭＴ、下调转移相关蛋白和信号通路表达来抑制
细胞侵袭和转移，ＢＢＲ经由与 ｍｉｃｒｏＲＮＡ相互作用并
抑制端粒酶活性，抑制细胞增殖。ＢＢＲ依靠发挥其抗
炎、抗氧化作用以及调节 ＴＭＥ，为应对癌症特异性和
耐药性挑战开拓了新的思路与方向。通过三维（３Ｄ）
生物打印技术制备 ＢＢＲ负载的肿瘤芯片进行高通量
分子筛选，并有助于模拟动态 ＴＭＥ，加速制剂筛选。
还可以通过开展多中心Ⅲ期试验，验证其在真实世界
中的疗效与安全性。
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