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引文格式：晏可，闵爽，王都喜，等．基于半花菁结构的线粒体靶向抗肿瘤药物的合成及性能研究［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学版），
２０２６，４０（１）：１－５．

基于半花菁结构的线粒体靶向抗肿瘤药物的
　　　　　　　　　　　　合成及性能研究 　　　　　　　　　　　?

晏　可１，２，闵　爽１，２，王都喜
１，２，高　涛１，２，３

（１．湖北科技学院医学部药学院，湖北 咸宁 ４３７１００；２．湖北科技学院非动力核技术化学与生物学院；
３．湖北科技学院辐射化学与功能材料湖北省重点实验室）

摘要：目的 首次合成一种具有靶向线粒体抗肿瘤活性的半花菁衍生物。方法 以半花菁结构中的吲哚阳离子和４

（双（４（吡啶４基）苯基）氨基）苯甲醛为底物，设计并合成了 ＰＮＩＮ（（Ｅ）２（４（双（４（吡啶４基）苯基）氨基）苯乙烯

基）１乙基３，３二甲基３Ｈ吲哚１碘化物）。通过核磁和高分辨质谱对化合物的结构进行表征，荧光光谱法和紫外可

见光吸收光谱法研究该化合物的光物理化学性质。通过理论计算得到 ＥＳＰ、ＨＯＭＯ、ＬＵＭＯ的化学结构以及能隙值。

ＭＴＴ实验以及细胞活／死双染实验研究化合物的细胞毒性；激光共聚焦显微镜对线粒体荧光共定位成像进行拍照。结

果 所合成的半花菁衍生物具有抗癌毒性，以及红光成像能力，并且具有优异的线粒体靶向效果。结论 ＰＮＩＮ具有靶向

线粒体红光成像能力以及细胞毒性，可作为潜在的靶向线粒体抗肿瘤药物。
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　　研究表明，线粒体功能异常和神经退行性疾病
（如阿尔茨海默病、帕金森病）

［１］、心血管疾病（如心

力衰竭、缺血再灌注损伤）
［２－３］、代谢紊乱（如糖尿

病）
［４］
以及恶性肿瘤、遗传性线粒体病均存在显著关

联
［５］，其病理机制主要涉及电子传递链功能障碍

［６］、

活性氧累积、膜电位改变以及凋亡信号异常等方

面
［７］。线粒体在多种疾病的发生进程中扮演着关键

角色。由于调节线粒体功能能够切实有效地干预疾

病发展进程，开发靶向线粒体的治疗药物已成为当前

医学研究领域的热点
［８］。

花菁类染料属于具有共轭多烯骨架结构的有机

分子
［９］，因其较高荧光量子产率、近红外区吸收与发

射特征以及优异光稳定性等显著光学特性
［１０］，在生

物医学领域得到广泛应用，涉及生物标记成像、光热

光动力协同治疗、药物载体系统构建及分子探针设计

等多个研究方向
［１１］。该类化合物应用已突破传统荧

光染料局限，逐步拓展到抗肿瘤
［１２］、抗菌、神经保护

及线粒体靶向治疗等新兴生物医学领域
［１３］。随着化

学生物学、分子影像学和纳米医学等学科交叉融

合
［１４］
发展，具有更高生物安全性和治疗效率的新型

花菁衍生物有望被开发，可为临床诊疗提供创新策

略
［１５］。本研究依据花菁染料独特分子结构特征，首

次成功构建靶向线粒体的荧光探针 ＰＮＩＮ，ＰＮＩＮ在抗
肿瘤药物研发中呈现显著应用价值。

１　材料与方法

１．１　仪器和材料
４（双（４（吡啶４基）苯基）氨基）苯甲醛和１乙

基２，３，３三甲基吲哚碘鎓购自上海毕得医药科技股
份有限公司；二甲亚砜、乙醇、二氯甲烷和甲醇等购自

国药集团化学试剂有限公司；线粒体绿色荧光探针

（ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ）和钙黄绿素 ＡＭ／ＰＩ试剂盒均购
自碧云天生物技术有限公司。４Ｔ１、ＨｅＬａ和ＬＯ２细胞
来自武汉大学实验室。

ＢｒｕｋｅｒＡＳＣＥＮＤ４００ＭＨｚ核磁；日立Ｕ３０１０紫外分
光光度计；日立 Ｆ４５００荧光分光光度计；ＥＬｘ８００酶标
仪；ＤＹＳ２０００倒置荧光显微镜；ＯＬＹＭＰＵＳＦＶ３０００激光
共聚焦荧光显微镜；ＡｇｉｌｅｎｔＱＴＯＦ高效液相质谱仪。

１．２　方法
１．２．１　探针ＰＮＩＮ的合成

根据图１所示的合成路线，首次合成了新型目标
化合物 ＰＮＩＮ。将 ４２７ｍｇ（１ｍｍｏｌ）４（双（４（吡啶４
基）苯基）氨基）苯甲醛和３１５ｍｇ（１ｍｍｏｌ）１乙基２，３，
３三甲基吲哚碘鎓溶解在无水乙醇中，在９０℃的条件

下加热回流反应２４ｈ后，冷却至室温，减压浓缩，采用
硅胶柱以二氯甲烷∶甲醇＝１０∶１（ｖ／ｖ）分离纯化，得到
化合物ＰＮＩＮ，为紫色固体，收率为５０％。

图１　ＰＮＩＮ的合成路线

１．２．２　理论计算
用ＧａｕｓｓｉａｎＶｉｅｗ和Ｇａｕｓｓｉａｎ０９软件对ＰＮＩＮ进行

理论计算，在 ＧａｕｓｓｉａｎＶｉｅｗ软件中使用 Ｂｅｃｋｅ型３参
数密度泛函模型（ｂ３ｌｙｐ），６３１ｇ（ｄ）ｏｐｔ条件进行设
置。在Ｇａｕｓｓｉａｎ０９软件进行计算程序。计算结束后，
在ＧａｕｓｓｉａｎＶｉｅｗ软件中可得到ＰＮＩＮ的最高占据轨道
（ＨＯＭＯ）、最低占据轨道（ＬＵＭＯ）和静电势（ＥＳＰ）图，
再通过计算得到电子能级差能隙（Ｅｇ）。
１．２．３　光物理化学性质

使用二甲亚砜配制１０ｍｍｏｌ／ＬＰＮＩＮ储备液，将储
备液溶于ＰＢＳ溶液中，配制测定浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ，测
定它们的紫外吸收和荧光发射（激发光波长为

４０５ｎｍ）以及在固体状态下的荧光光谱。
１．２．４　细胞培养

在３７℃ ５％ ＣＯ２条件下，人宫颈癌（ＨｅＬａ）细胞
和人正常肝细胞（ＬＯ２）细胞都使用含 １０％ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ培养基培养，小鼠乳腺癌（４Ｔ１）细胞使用含
１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基培养。
１．２．５　细胞毒性实验

用含１０％胎小牛血清的培养基配成单个细胞悬
液，分别是 ４Ｔ１、ＨｅＬａ和 ＬＯ２细胞，以每孔 １０００～
１００００个细胞接种到９６孔板，每孔体积９０μＬ。３７℃
和５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养。设置ＰＮＩＮ、４（双（４
（吡啶４基）苯基）氨基）苯甲醛和１乙基２，３，３三甲
基吲哚碘鎓的给药浓度梯度为０、１、２、４、６、８、１０、１５、
２０μｍｏｌ／Ｌ。当细胞密度达到８０％左右时，向９６孔板
中加入配置好的含有不同浓度的探针培养基９０μＬ，
培养２４ｈ后，取出９６孔板并加入浓度为５ｍｇ／ｍＬ的
ＭＴＴ溶液２０μＬ，继续在培养箱中培养４ｈ，取出９６孔
板，弃去所有溶液，加入１５０μＬ的 ＤＭＳＯ，使用酶标仪
中速震荡５ｍｉｎ后，选择５７０ｎｍ处的波长并测定９６孔
板中的ＯＤ值，计算细胞存活率。
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１．２．６　活／死细胞的双染实验
将适量的ＨｅＬａ细胞均匀接种到４８孔板中，并培

养过夜。加入１０μｍｏｌ／Ｌ的ＰＮＩＮ继续孵育２４ｈ，在孵
育结束前０．５ｈ时，加入１μｍｏｌ／ＬＣａｌｃｅｉｎＡＭ和１０μｇ／
ｍＬＰＩ，使用倒置荧光显微镜（×１０）观察细胞的成像
效果。对于ＣａｌｃｅｉｎＡＭ，激发波长为４８８ｎｍ，检测的发
射波长为（５２５±２５）ｎｍ；对于 ＰＩ，激发波长为５６１ｎｍ，
检测的发射波长为（６００±２６）ｎｍ。
１．２．７　线粒体共定位实验

接种适量的ＨｅＬａ细胞到３５ｍｍ的共聚焦培养皿
中，培养过夜备用。然后加入５μｍｏｌ／Ｌ的探针 ＰＮＩＮ
继续孵育４ｈ，在孵育结束前３０ｍｉｎ时，加入２００ｎｍｏｌ／Ｌ
的商用线粒体绿共定位染料（ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ）对细
胞进行染色。孵育结束后弃掉培养基，用ＰＢＳ对细胞
进行清洗，最后使用激光共聚焦显微镜（×１２０）观察。
对于ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ检测的发射波长为（５２５±２５）
ｎｍ并标记为Ｇｒｅｅｎ。

２　结　果

２．１　ＰＮＩＮ的合成
ＰＮＩＮ的合成表征结果如下：１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，

ＣＤＣｌ３）δ８．６７（ｄ，Ｊ＝６．１Ｈｚ，４Ｈ），８．６７（ｄ，Ｊ＝６．１Ｈｚ，
２Ｈ），８．１７（ｄｄ，Ｊ＝５１．８，１２．３Ｈｚ，１Ｈ），７．８３（ｄ，Ｊ＝
１５８Ｈｚ，４Ｈ），７．６６（ｄ，Ｊ＝８．５Ｈｚ，８Ｈ），７．５３（ｄ，Ｊ＝
６０Ｈｚ，４Ｈ），７．３１（ｄ，Ｊ＝８．５Ｈｚ，２Ｈ），７．１９（ｄ，Ｊ＝
８８Ｈｚ，２Ｈ），１．８２（ｓ，６Ｈ），１．６０（ｔ，Ｊ＝７．２Ｈｚ，３Ｈ），见
图２。１３ＣＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ１５４．２７，１５２．９６，
１５０．０７，１４７．４６，１４６．２９，１４３．０５，１３５．２７，１３４．３２，
１２９６３，１２９．０６，１２８．６１，１２７．４３，１２６．６６，１２２．５９，
１２１４０，１２１．１１，１１４．０２，１０９．６７，５１．７８，２７．３９，１４．１８，
见图３。ＥＳＩＭＳ：Ｃ４２Ｈ３７ＩＮ４，理论值：５９８．３０９１，实测
值［Ｍ＋Ｈ］＋：５９７．２９７４，见图４。

图２　ＰＮＩＮ的１ＨＮＭＲ图

图３　ＰＮＩＮ的１３ＣＮＭＲ图

图４　ＰＮＩＮ的质谱图

２．２　理论计算分析
使用 Ｇａｕｓｓｉａｎ０９计算 ＰＮＩＮ的表面静电势

（ＥＳＰ）、ＬＵＭＯ和 ＨＯＭＯ（图５）。ＰＮＩＮ的ＬＵＭＯ主要
分布在半花菁结构上，ＰＮＩＮ的ＨＯＭＯ主要分布在三苯
胺结构以及吡啶基团上，由于ＰＮＩＮ具有较大的共轭结
构，表现出较小的能隙（Ｅｇ），计算得 ＰＮＩＮ的 Ｅｇ为
２２７ｅＶ，ＥＳＰ图显示它们的分子表面接近蓝色，并且
ＰＮＩＮ的分子结构都带有正电荷，计算结果表明正电荷
主要集中在吲哚阳离子位点，这说明ＰＮＩＮ有利于顺利
通过细胞膜和线粒体膜，实现线粒体精确定位。

图５　ＰＮＩＮ的ＥＳＰ（Ａ）、ＬＵＭＯ（Ｂ）、Ｅｇ值和ＨＯＭＯ（Ｃ）

２．３　光物理化学性质
对 ＰＮＩＮ的紫外吸收和荧光发射光谱进行了测

定。结果发现在ＰＢＳ溶液中，在可见光区具有相对较
宽的吸收，紫外吸收峰位于５２５ｎｍ，而荧光发射峰位
于７０１ｎｍ，固态荧光峰位于７９８ｎｍ，并且 ＰＮＩＮ在固态
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状态下的荧光强度强于在ＰＢＳ溶液中（图６），上述研
究表明，ＰＮＩＮ可用于细胞成像。

图６　ＰＮＩＮ的归一化ＵＶ（在ＰＢＳ溶液中）和ＰＬ光谱
（在固态和ＰＢＳ中）

２．４　细胞毒性结果及分析
２４ｈ的ＭＴＴ结果显示，在０～２０μｍｏｌ／Ｌ的浓度范

围内，ＰＮＩＮ对４Ｔ１细胞的 ＩＣ５０为３．９８μｍｏｌ／Ｌ，对 Ｈｅ
Ｌａ细胞的ＩＣ５０为１０．５１μｍｏｌ／Ｌ。这表明 ＰＮＩＮ对４Ｔ１
和ＨｅＬａ细胞均具有较好的抗癌活性（图７Ａ），而４
（双（４（吡啶４基）苯基）氨基）苯甲醛和 １乙基２，
３，３三甲基吲哚碘鎓对 ＨｅＬａ细胞没有毒性，都具有
较高的存活率（图７Ｂ）。４（双（４（吡啶４基）苯基）
氨基）苯甲醛和 １乙基２，３，３三甲基吲哚碘鎓通过
Ｃ＝Ｃ双键连接的 ＰＮＩＮ在４μｍｏｌ／Ｌ浓度下可以杀死
几乎一半的４Ｔ１细胞，而 ＰＮＩＮ对健康 ＬＯ２细胞则毒
性较低，这表明 ＰＮＩＮ对健康细胞和癌细胞表现出一
定的选择性，这可能是因为在癌细胞中，细胞膜电位

和线粒体膜电位比正常细胞更高，而 ＰＮＩＮ会在癌细
胞中积累，并且发挥更强的毒性作用。ＰＮＩＮ具有对
癌细胞生长抑制的能力，进而表现出在化疗治疗中的

潜力，可作为靶向药物。

　　Ａ．ＨｅＬａ、ＬＯ２和４Ｔ１细胞与不同浓度的ＰＮＩＮ孵育２４ｈ后的细胞存活率；Ｂ．ＨｅＬａ细胞与不同浓度的４
（双（４（吡啶４基）苯基）氨基）苯甲醛和１乙基２，３，３三甲基吲哚碘鎓孵育２４ｈ后的细胞存活率

图７　细胞存活率

　　使用钙黄绿素ＡＭ／ＰＩ双染色试剂盒进一步研究
ＰＮＩＮ的细胞毒性。１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＰＮＩＮ可以使部分癌
细胞呈现红色，部分呈现绿色，而在 ＰＢＳ溶液条件下
几乎不影响ＨｅＬａ细胞的存活（图８），这说明ＰＮＩＮ具
有一定的化疗能力。

图８　ＨｅＬａ细胞与ＰＮＩＮ孵育２４ｈ后的细胞活／死荧光成像（×１０）

２．５　线粒体共定位
使用共聚焦显微镜确定探针在细胞内的分布情

况，进行细胞成像时发现，ＰＮＩＮ具有细胞内红光成像
能力，这可归因于１乙基２，３，３三甲基吲哚碘鎓属于
花菁类红色荧光团。将ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ与ＨｅＬａ细
胞共同培养，ＰＮＩＮ的红色信号与 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ
的绿色信号重叠，ＰＮＩＮ与 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ的皮尔
逊相关系数为０．８４０（图９），说明探针ＰＮＩＮ具有优异
的共定位效果，表明 ＰＮＩＮ具有优异的共定位效果以
及靶向线粒体的能力。

图９　ＨｅＬａ细胞与５μｍｏｌ／ＬＰＮＩＮ以及２００ｎｍｏｌ／Ｌ的ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ
Ｇｒｅｅｎ共孵育０．５ｈ后的ＨｅＬａ细胞共聚焦成像（×１２０）

３　讨　论

本研究将４（双（４（吡啶４基）苯基）氨基）苯甲
醛与半花菁结构１乙基２，３，３三甲基吲哚碘鎓通过
Ｃ＝Ｃ双键连接，首次成功合成了多功能有机小分子
探针ＰＮＩＮ，其具有较好的光物理化学性质，在固体状
态下荧光强度高。理论计算结果表明，吲哚阳离子基

团的引入能够有效增强分子的共轭效应，从而显著提

升其线粒体靶向性能。ＭＴＴ实验和活／死染色荧光拍
照实验结果表明，ＰＮＩＮ对癌细胞有抑制生长的能力，
显示出潜在的抗肿瘤活性，可作为潜在的化疗候选药

物。共聚焦成像实验结果表明，ＰＮＩＮ具有较好的线
粒体定位能力，在线粒体中聚集并发出红色荧光。本

研究通过ＰＮＩＮ的结构设计，为基于花菁结构的线粒
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体靶向化疗药物的开发提供了新的研究思路，将在后

续实验中深入研究其抗癌机理。
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摘要：目的 探究天然化合物新藤黄酸对喉癌（Ｔｕ６８６）细胞增殖、迁移的影响及其作用机制。方法 采用ＭＴＴ法、平
板克隆、划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色等方法，分析新藤黄酸对Ｔｕ６８６细胞生长、迁移的影响。网络药理
学及分子对接预测新藤黄酸作用于喉癌细胞的分子靶点，最后Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测相关蛋白的表达水平并予以验证。
结果 新藤黄酸可显著抑制Ｔｕ６８６细胞的增殖以及迁移、侵袭能力。网络药理学筛选获得新藤黄酸喉癌共同靶点１９
个，ＫＥＧＧ富集分析提示，新藤黄酸可能通过调控癌症相关通路等抑制肿瘤进程。分子对接结果显示，新藤黄酸与核心
靶点具有强结合活性。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，新藤黄酸可以诱导 Ｔｕ６８６细胞凋亡，并且还可使
ＳＴＡＴ３、ＢＣＬ２蛋白表达下调，ＢＡＸ蛋白表达上调。结论 新藤黄酸对Ｔｕ６８６细胞的增殖、迁移能力有明显的抑制作用，并
且可能与多种靶点有关。
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　　喉癌（Ｔｕ６８６）的发病率居全球癌症发病率的第
２０位，同时也是全球癌症死亡原因中的第 １８位［１］。

喉癌是一种多发于声门的鳞状细胞癌，是耳鼻咽喉科

常见的恶性肿瘤，好发于中老年男性，男女比例约为９
∶１［２］。临床对于喉癌常采用手术治疗，效果较好，但
术后易出现复发和转移

［３］。因此，需要寻找更加安全
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有效的药物提高患者的生存率。新藤黄酸是一种从

藤黄属植物中提取的天然活性成分，具有显著的抗肿

瘤、抗炎和抗微生物活性
［４］。新藤黄酸对肺癌、肝癌、

结直肠癌、乳腺癌、胃癌、膀胱癌和前列腺癌都有抑制

作用
［５］，然而在喉癌中的作用却没有相关研究。因

此，本研究主要通过体外细胞实验结合网络药理学来

探究新藤黄酸对Ｔｕ６８６细胞增殖、迁移的抑制作用及
其机制。

１　材料与方法

１．１　材料
人喉癌细胞 Ｔｕ６８６（本实验室保存）；新藤黄酸

（上海源叶生物科技有限公司，Ｂ５０２３１，分析标准品，
ＨＰＬＣ≥９８％）；ＣＯ２培养箱（ＥＳＣＯ公司）；Ｈｏｅｃｈｓｔ染
色检测试剂盒（中国碧云天生物公司，Ｃ０００３）；ＲＰＭＩ
１６４０培养基（Ｇｉｂｃｏ公司）；ＦＢＳ（佰欧乐基公司）；胰酶
（Ｂｉｏｃｈａｎｎｅｌ公司）；荧光显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ公司）；
ＢＡＸ、ＳＴＡＴ３、ＢＣＬ２抗体（ＡＢｃｌｏｎａｌ公司）；ＧＡＰＤＨ抗
体（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ生物公司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养

Ｔｕ６８６细胞在含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０完
全培养基中进行传代培养，于３７℃恒温、５％ＣＯ２浓度
的无菌培养箱中进行，细胞密度达到８０％～９０％后开
展后续实验。

１．２．２　细胞增殖能力检测
当Ｔｕ６８６细胞生长至对数生长期时，按１．２×１０４

细胞／孔的密度接种于９６孔细胞培养板。待细胞贴
壁率达８０％时，分别给予浓度为０、１、２、４、８、１６μｍｏｌ／Ｌ
新藤黄酸药物处理 ２４ｈ。随后每孔避光补加 １０μＬ
ＭＴＴ工作液，在培养箱孵育４ｈ后弃去上清，每孔加入
１５０μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）裂解液后在摇床上震荡
１５ｍｉｎ。采用多功能酶标仪于４９０ｎｍ波长下测定各孔
吸光度值（ＯＤ值），按公式：细胞存活率（％）＝（药物
组ＯＤ值／对照组ＯＤ值）×１００％。重复３次实验。
１．２．３　细胞平板克隆形成

选取对数生长期的 Ｔｕ６８６细胞株，按５×１０３细
胞／孔的密度接种于６孔板（接种体积为３ｍＬ）。待细
胞贴壁２４ｈ后，每孔给予浓度梯度为０、２、４、８μｍｏｌ／Ｌ
的新藤黄酸药物培养基，３７℃、５％ ＣＯ２条件下持续培
养１０～１４ｄ。当单个克隆≥５０个细胞时即可终止实
验。弃去含有药物的培养基后，用 ＰＢＳ缓冲液洗 ３
次，加入甲醇室温固定２０ｍｉｎ。随后以０．１％结晶紫
染色液处理２０ｍｉｎ，充分洗脱浮色后拍摄图像，实验重

复３次。
１．２．４　划痕实验

将Ｔｕ６８６细胞以３×１０６细胞／孔的密度接种于６
孔板中。待细胞密度达９０％时，使用２００μＬ无菌枪头
划出划痕，ＰＢＳ清洗去除脱落细胞后，分别加入浓度
为０、２、４、８μｍｏｌ／Ｌ的新藤黄酸 ２ｍＬ（２％ＦＢＳ培养
基）。于３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养２４ｈ，分别在０和
２４ｈ后采集划痕区域图像。计算细胞迁移率：细胞迁
移率＝（Ｓ０ｈＳ２４ｈ）／Ｓ０ｈ×１００％，重复实验３次。
１．２．５　Ｔｒａｎｎｓｗｅｌｌ侵袭与迁移实验

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验前将 Ｔｕ６８６细胞用无血清培养基
饥饿６ｈ，侵袭实验组预先于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室包被基质
胶，迁移组直接使用未包被小室，３７℃孵育３０ｍｉｎ完
成基质胶聚合。将２００μＬ细胞悬液（无血清培养基）
接种于上室，细胞浓度为１×１０４／ｍＬ，下室分别加入
５００μＬ含０、２、４、８μｍｏｌ／Ｌ新藤黄酸（２０％ＦＢＳ培养
基）。在３７℃、５％ ＣＯ２条件下共培养２４ｈ后，取出小
室经甲醛固定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ轻柔清洗１次，０．１％结晶
紫染色液处理２０ｍｉｎ，棉签轻柔擦干后拍照再用Ｉｍａｇｅ
Ｊ软件计数。计算细胞迁移／侵袭率，细胞迁移／侵袭
率＝（实验组细胞数／对照组细胞数）×１００％，实验重
复３次。
１．２．６　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色

调整 Ｔｕ６８６细胞密度为４×１０４个／孔接种于２４
孔板，加入浓度为０、２、４、８μｍｏｌ／Ｌ的新藤黄酸培养基
处理２４ｈ，按试剂盒说明书染色，ＰＢＳ冲洗后拍照，Ｉｍ
ａｇｅＪ软件计数并统计凋亡细胞数量。
１．２．７　新藤黄酸靶点的筛选

以“Ｇａｍｂｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ”为检索词，基于药物靶点数
据库 ＢＡＴＭＡＮ（访问链接：ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｎｅｔ．ｎｃｐｓｂ．ｏｒｇ．
ｃｎ／ｂａｔｍａｎｔｃｍ）进行初步分析，获得新藤黄酸的结构。
为预测新藤黄酸的潜在作用靶点，筛选 ＰｕｂＣｈｅｍ、
ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、ＴａｒｇｅｔＮｅｔ及 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ等数
据库的预测结果，删除重复的靶点。最终，所有靶蛋

白命名均通过 ＵｎｉＰｒｏｔ数据库进行统一校正，校正后
的靶蛋白统称新藤黄酸的潜在靶蛋白。

１．２．８　喉癌疾病靶点的筛选
基于 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ）与

ＯＭＩＭ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｏｍｉｍ．ｏｒｇ）数据库，以“Ｌａｒｙｎｇｅａｌ
ｃａｎｃｅｒ”为关键词检索并筛选喉癌相关靶点。进一步
将获得的喉癌靶点与新藤黄酸预测靶点进行交叉分

析，绘制韦恩图（Ｖｅｎｎｄｉａｇｒａｍ）。
１．２．９　构建新藤黄酸靶点网络及构建蛋白相互作用
网络

基于ＳＴＲＩＮＧ数据库构建药物疾病共有靶点的
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蛋白质相互作用（ＰＰＩ）网络，并以核心靶点（Ｄｅｇｒｅｅ≥
１０）为枢纽节点。进一步采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件（版本
３８．１）对ＰＰＩ网络进行可视化优化。
１．２．１０　ＧＯ功能富集与ＫＥＧＧ通路富集分析

通过ＤＡＶＩＤ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／）将筛选获得的交集靶点数据导入该平台，选
择“Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ”参数并设定显著性水平为 Ｐ＜
００５。并且利用Ｒ语言进行可视化分析得到气泡图。
１．２．１１　新藤黄酸与关键作用靶点分子对接

核心作用靶点的三维结构数据通过ＲＣＳＢ蛋白质
数据库（ＰＤＢ，ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ）检索获取。基于
分子对接技术，采用ＡｕｔｏＤｏｃｋＶｉｎａ１．５．６软件平台对
新藤黄酸与核心作用靶点进行分子对接模拟研究。通

过对众多对接模式的评估，优选具有最优结合自由能

（ΔＧ）的复合物构型。最终采用Ｐｙｍｏｌ软件进行绘图。
１．２．１２　蛋白检测

用０、２、４、８μｍｏｌ／Ｌ的新藤黄酸培养基孵育Ｔｕ６８６
细胞２４ｈ后，吸出培养基，用 ＰＢＳ洗３遍。加入适量
的ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞，２０ｍｉｎ后用刮刀将细胞粘
液刮下并收集。４℃离心１５ｍｉｎ（１５０００ｒｐｍ），弃去沉
淀收集上清蛋白。配平后用于蛋白上样、电泳、转膜、

封闭、一抗孵育过夜，二抗孵育１ｈ，洗膜后显影。Ｉｍ
ａｇｅＪ软件分析，计算 ＳＴＡＴ３、ＢＡＸ、ＢＣＬ２的灰度值与
ＧＡＰＤＨ的灰度值之比，以确定其相对表达量。

１．３　统计学方法
使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．５．０进行统计分析并进行

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

２　结　果

２．１　新藤黄酸抑制喉癌Ｔｕ６８６的增殖
采用ＭＴＴ实验评估 Ｔｕ６８６细胞的活力情况。结

果显示（图１），随药物浓度升高，细胞存活率显著下
降，这表明新藤黄酸可以剂量依赖性地抑制喉癌细胞

的增殖。

与０μｍｏｌ／Ｌ组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｎ＝３

图１　新藤黄酸对Ｔｕ６８６细胞增殖的影响

２．２　新藤黄酸抑制喉癌细胞的克隆形成
如图２所示，平板克隆实验中，Ｔｕ６８６细胞的集落

数随药物浓度升高呈现梯度降低趋势。实验结果表

明，新藤黄酸可显著抑制喉癌细胞的克隆源性增殖，

且其抑制作用与药物浓度呈正相关。

图２　新藤黄酸对Ｔｕ６８６细胞克隆形成能力的影响

２．３　新藤黄酸抑制喉癌 Ｔｕ６８６的迁移与侵袭
能力

划痕实验结果如图３所示，２４ｈ后，新藤黄酸浓度
为２、４、８μｍｏｌ／Ｌ组的细胞在 ２４ｈ后的迁移能力较
０μｍｏｌ／Ｌ组明显减弱，且具有浓度依赖性。与０μｍｏｌ／Ｌ
组相比，２、４、８μｍｏｌ／Ｌ组的划痕宽度逐渐扩大，且迁
移率有明显的差异（Ｐ＜０．０５）。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验显示，细胞的迁移数量随着给
药浓度增加明显减少（Ｐ＜０．０５）。该研究结果证实新
藤黄酸可剂量依赖性地抑制喉癌细胞的纵向迁移能

力，如图４所示。
基质胶侵袭实验显示，新藤黄酸可显著削弱

Ｔｕ６８６细胞的侵袭率。如图５所示，经药物处理后，浓
度为２、４、８μｍｏｌ／Ｌ组的细胞侵袭能力较０μｍｏｌ／Ｌ组
受到明显抑制。

与０μｍｏｌ／Ｌ组相比，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｎ＝３

图３　新藤黄酸对Ｔｕ６８６细胞横向迁移能力的影响（×４）

８ 湖北科技学院学报（医学版）２０２６年第４０卷第１期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



图４　新藤黄酸对Ｔｕ６８６细胞纵向迁移能力的影响（×２０）

图５　新藤黄酸对Ｔｕ６８６细胞纵向侵袭能力的影响（×２０）

２．４　新藤黄酸抗喉癌作用靶点
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色结果表明，０μｍｏｌ／Ｌ组中的细

胞呈现均匀的弱蓝色荧光，各给药组中细胞亮蓝色荧

光细胞的数量增加，凋亡数量随着给药浓度的增加而

增加（Ｐ＜０．０５），如图６所示，说明新藤黄酸可诱导喉
癌细胞凋亡。

图６　新藤黄酸对Ｔｕ６８６细胞凋亡能力的影响（×２０）

２．５　新藤黄酸抗喉癌作用靶点
将筛选出的１０１个新藤黄酸靶点、８４１个喉癌靶

点进行韦恩图交集分析，得出１９个交集靶点，如图７
所示。

图７　新藤黄酸与喉癌靶点交集韦恩图

２．６　共同靶点蛋白互作网络图
采用ＳＴＲＩＮＧ数据库构建新藤黄酸抗喉癌关键靶

点的蛋白质互作网络（ＰＰＩ）拓扑模型。通过Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
工具进行分析和可视化处理。如图８所示，经ＦＤＲ校
正的互作网络拓扑图中，颜色越深表示该节点的度值

越高，结合分数越大。通过拓扑分析得到２０个关键
靶点，前１０的基因如表１所示，分别为ＣＡＳＰ３、ＢＣＬ２、
ＳＴＡＴ３、ＭＭＰ９、ＭＭＰ２、ＩＴＧＢ１、ＭＭＰ１、ＣＡＳＰ８、ＡＣＥ、
ＭＡＰＫ１４。

图８　新藤黄酸抗喉癌的ＰＰＩ蛋白互作网络图

表１　新藤黄酸抗喉癌的拓扑学参数（前１０）

序号 基因 度中心性 介数中心性 紧密中心性

１ ＣＡＳＰ３ １７．０ ６１．６１４２８５ ０．９０４７６１９

２ ＢＣＬ２ １６．０ ３４．２８０９５２ ０．８６３６３６４

３ ＳＴＡＴ３ １５．０ ２８．０６１９０５ ０．８２６０８６９４

４ ＭＭＰ９ １５．０ ２３．７８０９５２ ０．８２６０８６９４

５ ＭＭＰ２ １２．０ １０．７１４２８６ ０．７３０７６９２

６ ＩＴＧＢ１ １１．０ ４１．８１９０４６ ０．７０３７０３７

７ ＭＭＰ１ １０．０ ７．１４２８５７ ０．６７８５７１４

８ ＣＡＳＰ８ １０．０ ６．７１９０４７５ ０．６５５１７２４

９ ＡＣＥ ９．０ ３．３５２３８１ ０．６５５１７２４

１０ ＭＡＰＫ１４ ８．０ ７．３５２３８０８ ０．６１２９０３２４

２．７　ＧＯ功能富集与ＫＥＧＧ通路分析
基于ＤＡＶＩＤ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／）进行ＧＯ和ＫＥＧＧ通路富集研究，设定显著
性阈值为ＦＤＲ校正 Ｐ值 ＜０．０５，对富集结果进行数
据标准化处理，利用 Ｒ语言进行网络可视化。图９～
１０显示，主要涉及的生物学过程（ＢＰ）主要调控蛋白
质水解、正向调控细胞的凋亡等，涉及的细胞组分

（ＣＣ）主要有细胞质基质、细胞外区域、线粒体等，涉
及的分子功能（ＭＦ）主要是通过影响肽酶活性、与锌
离子结合等，主要富集的通路是癌症相关通路等。
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（ＢＰ：生物学过程，ＣＣ：细胞组分，ＭＦ：分子功能）

图９　新藤黄酸抗喉癌的ＧＯ功能富集分析

图１０　新藤黄酸抗喉癌的ＫＥＧＧ通路富集分析

２．８　新藤黄酸与核心靶点的分子对接分析
将新藤黄酸分别与核心靶点 ＣＡＳＰ３、ＢＣＬ２、

ＳＴＡＴ３、ＭＭＰ９进行分子对接，结合能数据分别为
－７９ｋｃａｌ／ｍｏｌ、－７．２ｋｃａｌ／ｍｏｌ、 －６．８ｋｃａｌ／ｍｏｌ、
－７．１ｋｃａｌ／ｍｏｌ。一般认为，结合能 ＜－５．０ｋｃａｌ／ｍｏｌ，
说明两者具有较好的结合活性，表明小分子新藤黄酸

与核心靶点蛋白 ＣＡＳＰ３、ＢＣＬ２、ＳＴＡＴ３、ＭＭＰ９结合性
较好，如图１１。

图１１　新藤黄酸抗喉癌关键靶点分子对接图

２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测肿瘤细胞 ＳＴＡＴ３、
ＢＣＬ２、ＢＡＸ蛋白表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＳＴＡＴ３和 ＢＣＬ２的表
达随浓度增高下调，而 ＢＡＸ的表达上调，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图１２。

与０μｍｏｌ／Ｌ组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｎ＝３

图１２　新藤黄酸对Ｔｕ６８６细胞ＳＴＡＴ３、ＢＣＬ２、ＢＡＸ蛋白表达的影响

３　讨　论

新藤黄酸是一种具有多种生物活性的天然有机

化合物，主要存在于藤黄属植物中，已被广泛研究并

证实其具有多样的生物活性，包括显著的抗菌、抗炎、

抗病毒、抗实体和非实体肿瘤的作用
［４］。其抗癌作用

尤为引人注目，因为它能够通过调控多个关键信号通
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路来发挥效应。在一项针对结直肠癌的研究中，新藤

黄酸通过ＡｕｒｏｒａＡ通路诱导结直肠癌内质网应激，抑
制了癌细胞的进展

［６］。此外，新藤黄酸还可以通过前

列腺癌细胞中 ＪＮＫ信号通路使 ＲＯＳ介导的 ＥＲ应激
诱导细胞凋亡和自噬

［７］。另一项研究揭示了新藤黄

酸通过调节ＮＦκＢ信号传导，抑制膀胱癌细胞的生长
和转移，这为其成为膀胱癌的新型药物提供了理论基

础
［８］。

为了了解新藤黄酸对喉癌细胞生长抑制的具体

机制，我们还采用网络药理学方法进行研究，ＫＥＧＧ富
集分析发现的信号通路主要是癌症相关通路，利用

ＰＰＩ网络分析新藤黄酸和喉癌的靶点，得到的关键靶
点有 ＣＡＳＰ３、ＢＣＬ２、ＳＴＡＴ３、ＭＭＰ９、ＭＭＰ２等，并将新
藤黄酸分别与核心靶点 ＣＡＳＰ３、ＢＣＬ２、ＳＴＡＴ３、ＭＭＰ９
进行分子对接，发现结合活性都很好。在体外细胞实

验中，结果显示新藤黄酸能够有效抑制喉癌 Ｔｕ６８６细
胞的增殖、克隆形成以及迁移能力，并通过上调 ＢＡＸ
以及下调 ＳＴＡＴ３、ＢＣＬ２蛋白表达来促进 Ｔｕ６８６细胞
的凋亡。这些发现为新藤黄酸作为喉癌靶向治疗候

选药物提供了重要实验依据。

与其他形式的细胞死亡（如坏死）相反，凋亡会降

解注定死亡细胞的内容物
［９］，是细胞程序性死亡的方

式，是维持正常细胞稳态的关键。细胞凋亡主要通过

外源性途径（通过细胞表面死亡受体的外部刺激）和

内在途径（基因毒性应激时线粒体介导的调节），通过

多种蛋白质如ＢＣＬ２家族成员的协调调节复杂的细胞
凋亡过程。目前癌症治疗以细胞毒性化疗为主，细胞

凋亡的逃避导致了治疗抵抗
［１０］。因此，开发有效诱

导癌细胞凋亡的治疗策略至关重要。ＳＴＡＴ３抑制后，
促凋亡蛋白ＢＡＸ上调，抗凋亡蛋白 ＢＣＬ２下调，激活
凋亡通路

［１１］，显著促进细胞凋亡。ＳＴＡＴ３信号在癌症
发展过程中经常被激活，并且与癌症的不同特征有

关，９５％以上的头颈癌都有 ＳＴＡＴ３持续活跃。ＳＴＡＴ３
活性在多种致癌过程中发挥重要作用，可以通过诱导

生长因子和防止细胞凋亡，调节细胞周期和支持不受

控制的生长，抑制宿主免疫监视和介导血管生成。因

此，许多研究表明，在体外、体内和临床试验中，抑制

ＳＴＡＴ３通路具有抑制肿瘤进展的治疗潜力［１２］。

综上所述，新藤黄酸凭借其多靶点调控特性及显

著抗喉癌活性，展现了广阔的应用前景和巨大的发展

潜力。新藤黄酸能够有效抑制 Ｔｕ６８６细胞的增殖和
迁移，并通过下调 ＳＴＡＴ３和 ＢＣＬ２、上调 ＢＡＸ来促进
癌细胞凋亡，在抑制肿瘤增殖和迁移侵袭等多个方面

展现治疗潜能，为喉癌的治疗策略提供了新的可能

性。但是本研究仅完成了体外细胞实验的基本研究，

仍需进一步的研究来验证其作用机制和临床疗效，以

更好地应用于临床实践中。
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摘要：目的 以荷叶原粉为原料，采用酵母菌发酵法提取荷叶多糖，探究最佳发酵条件及所提取荷叶多糖的抗氧化

活性。方法 以荷叶多糖得率为响应值，采用单因素实验和响应面优化确定最佳发酵条件；采用紫外分光光度法测定荷

叶多糖对２，２联苯基１苦基肼基 （ＤＰＰＨ·）和羟自由基（·ＯＨ）的清除率。结果 酵母菌发酵提取荷叶多糖的最佳工
艺条件为：发酵温度２７．６℃，发酵时间４８ｈ，酵母添加量２．６％，液料比２６ｍＬ／ｇ。该条件下粗多糖的提取率为４．１９％，
多糖含量为１９．３０％；荷叶多糖对ＤＰＰＨ·和·ＯＨ的清除率分别为７３．３％、９３．４％。结论 酵母菌发酵法不仅能够提
高荷叶多糖的提取率，而且能够增强其抗氧化活性，为荷叶多糖的工业化提取提供参考。

关键词：荷叶；多糖；酵母菌；响应面优化；抗氧化活性

　　中图分类号：Ｒ９６５　　　　　文献标识码：Ａ

文章编号：２０９５４６４６（２０２６）０１００１２００６　　　 开放科学（资源服务）标识码（ＯＳＩＤ）：

ＤＯＩ：１０．１６７５１／ｊ．ｃｎｋｉ．２０９５４６４６．２０２５０４１７１０

ＳｔｕｄｙｏｎＹｅａｓｔＦｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎＥｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄＩｎＶｉｔｒｏ
ＡｎｔｉｏｘｉｄａｎｔＡｃｔｉｖｉｔｙｏｆＬｏｔｕｓＬｅａｆＰｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ＱＵＸｉａｏｙｉｎｇ，ＸＩＮＧＹｕｃｈａｎｇ，ＬＩＵＸｉａｏｌｉｎｇ，ｅｔａｌ
（ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＸｉａｎｎｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，ＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＸｉａｎｎｉｎｇＨｕｂｅｉ４３７１００，Ｃｈｉｎａ）

　　ＡＢＳＴＲＡＣＴ：ＯｂｊｅｃｔｉｖｅＴｏｏｐｔｉｍｉｚｅｔｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｆｒｏｍｌｏｔｕｓｌｅａｆｐｏｗｄｅｒａｎｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅ
ｔｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｏｂｔａｉｎｅｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ．ＭｅｔｈｏｄｓＵｓｉｎｇｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆｌｏｔｕｓｌｅａｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅａｓｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｖａｌｕｅ，ｔｈｅｏｐｔｉ
ｍｕｍｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ．Ｔｈｅｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｏｆｌｏｔｕｓ
ｌｅａｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅａｇａｉｎｓｔ２，２ｄｉｐｈｅｎｙｌ１ｐｉｃｒｙｌｈｙｄｒａｚｙｌ（ＤＰＰＨ·）ａｎｄｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌ（·ＯＨ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｓｐｅｃｔｒｏ
ｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ．ＲｅｓｕｌｔｓＴｈｅｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｌｏｔｕｓｌｅａｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｂｙｙｅａｓｔｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ：ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ２７．６℃，ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅ４８ｈ，ｙｅａｓｔａｄｄｉｔｉｏｎ２．６％，ａｎｄｌｉｑｕｉｄｓｏｌｉｄｒａｔｉｏ２６ｍＬ／ｇ．Ｕｎｄｅｒｔｈｅｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅｏｆｃｒｕｄｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｗａｓ４．１９％，ｗｉｔｈａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ１９．３０％．ＴｈｅｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｓｏｆＤＰＰＨ·ａｎｄ·ＯＨｗｅｒｅ
７３３％ ａｎｄ９３．４％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＴｈｅｙｅａｓｔｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｃａｎｎｏｔｏｎｌｙｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｌｏｔｕｓｌｅａｆｐｏｌｙｓａｃ
ｃｈａｒｉｄｅ，ｂｕｔａｌｓｏｅｎｈａｎｃｅｉｔｓａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｌｏｔｕｓｌｅａｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ．
　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｌｏｔｕｓｌｅａｆ；Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；Ｙｅａｓｔ；Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ；Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙ

　　荷叶为多年生水生草本植物睡莲科莲（Ｎｅｌｕｍｂｏ
ｎｕｃｉｆｅｒａＧａｅｒｔｎ．）的叶，广泛分布于我国南北各地。现
代医学表明，荷叶所含多糖具有抗氧化、抗炎抑菌、降

糖降脂、抗癌以及免疫调节等
［１３］
多种生物活性，因

而，医药和食品等行业对荷叶多糖的需求快速增长。

为了降低荷叶多糖的提取成本，提高提取率和生

物活性，人们先后发明了热水、酸碱、超声、微波、酶以

及复合等提取工艺方法。在这些方法中，热水提取法

的成本低，提取率最高可达３．３％，但提取时间较长，

所提取多糖的抗氧化活性也不高，２联苯基１苦基肼
基 （ＤＰＰＨ·）清除率为５１．６％，羟自由基（·ＯＨ）清
除率只有２３．１％［４］；为了提高荷叶多糖的提取速率，

人们发展了超声提取法和微波提取法，所得荷叶多糖

的提取率最高可达 ３．１１％，ＤＰＰＨ清除率也提高到
７６．８５％［５］，但·ＯＨ清除率却仅为２７．９％，且不易工
业化大规模生产；酶提取法

［６］
的提取率只有１．９３％，

成本较高且不可再生，其 ＤＰＰＨ清除率和·ＯＨ清除
率与热水法相当

［４］。复合提取法工艺复杂，荷叶多糖
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提取率和抗氧化活性存在差异，如微波辅助低共融溶

剂提取荷叶多糖提取率为２．２４％，低于热水提取法，
但ＤＰＰＨ清除率高于热水提取［７］。可见，现有荷叶多

糖的提取方法难以兼顾成本、提取率和抗氧化活性。

近年来，人们发现微生物发酵法可以缩短提取时

间，提高提取率，增强植物多糖的生物活性。如高

超
［８］
利用酿酒酵母发酵得到的白芨多糖，显著提高了

其抗氧化活性，ＤＰＰＨ清除率为６６．５％；Ｃｈｅｎ等［９］
通

过酿酒酵母和枯草芽孢杆菌发酵麦麸，降低了多糖的

分子量，也显著提升了抗氧化活性，·ＯＨ清除率为
５６．８１％。本课题组在前期工作基础上，采用酵母菌
发酵方法对荷叶多糖进行提取，对工艺进行了优化，

并分析了荷叶多糖的结构，还探究了其抗氧化活性。

这些研究为荷叶多糖在医药和食品领域的进一步推

广与应用提供了一定的技术支撑，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
荷叶采自湖北省咸宁市咸安区向阳湖镇。无水

乙醇（分析纯，武汉申试化工科技有限公司，货号

１０００９２ＳＳ２５Ｌ）；酵母菌（安琪酵母股份有限公司）；２，
２联苯基１苦基肼基 （ＤＰＰＨ）（分 析 纯，货 号：
Ｄ１４１３３６１ｇ，阿拉丁试剂上海有限公司）；水杨酸（分
析纯，货号：３０１６３５１７，国药集团化学试剂有限公司）；
硫酸亚铁（分析纯，货号：１００１２１１８，国药集团化学试
剂有限公司）；过氧化氢（分析纯，天津市天力化学试

剂有限公司）；溴化钾 ＫＢｒ（分析纯，货号：５１０１９５６１，
国药集团化学试剂有限公司）。

１．２　仪器设备
ＳＨＡＢＡ水浴恒温振荡器（常州朗越仪器制造有

限公司）；ＫＷＦ３００超细高效粉碎机（温州鼎立医疗器
械有限公司）；ＵＶ８０００Ｓ紫外分光光度计（上海元析
仪器有限公司）；Ａｆｆｉｎｔｉｙ１傅里叶红外光谱分析仪
（ＦＴＩＲ）（日本岛津公司）。

１．３　实验方法
１．３．１　荷叶多糖的制备及含量测定

将荷叶洗净烘干后，粉碎，并过６０目筛。准确称
量荷叶粉，按固液比１∶６（ｗ∶ｖ）加入６００ｍＬ体积分数
为８０％乙醇溶液，９０℃条件下，加热回流 ２次，每次
３ｈ。过滤，将滤渣置于６０℃烘箱中，烘干至恒重，得脱
脂荷叶粉。准确称量脱脂荷叶粉，在不同温度下，加

入不同添加量的酵母粉发酵一定时间，将所得溶液进

行离心，将上清液旋蒸浓缩至原体积的１／３，加入４倍
体积的９５％乙醇溶液，在４℃醇沉１２ｈ，离心，弃去上

清液，用无水乙醇洗涤数次，烘干得荷叶粗多糖。用

蒸馏水溶解 Ｍｇ粗多糖，定容至１００ｍＬ，采用苯酚硫
酸法，测定４９０ｎｍ处吸光度，绘制标准曲线，得回归方
程为ｙ＝０．００９４ｘ－０．０００８，Ｒ２＝０．９９９７，按下列公式
①计算粗多糖中荷叶多糖含量。

　　　多糖含量（％）＝Ｃ×Ｖ×ｎＭ ×１００％ ①…

Ｃ为荷叶多糖浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｖ为提取液体积
（ｍＬ）；ｎ为稀释倍数；Ｍ为粗多糖样品质量（ｇ）。

　　　粗多糖提取率（％）＝ＢＡ×１００％

Ａ为脱脂荷叶粉质量（ｇ）；Ｂ为荷叶粗多糖质量
（ｇ）
１．３．２　单因素实验设计

称取５．００ｇ荷叶脱脂粉末，研究发酵温度、发酵
时间、酵母添加量及固液比对荷叶多糖提取影响，如

表１所示。

表１　单因素实验设计
发酵温度／℃ 发酵时间／ｈ 酵母添加量／％ 料液比／（ｍＬ／ｇ）

２４ ３６ １．０ １５
２６ ４２ １．５ ２０
２８ ４８ ２．０ ２５
３０ ５４ ２．５ ３０
３２ ６０ ３．０ ３５

１．３．３　响应面优化设计
在单因素实验的基础上，以荷叶多糖得率为响应

值，进行优化试验，试验设计见表２。

表２　响应面优化试验因素与水平
水平 Ａ发酵温度／℃ Ｂ发酵时间／ｄ Ｃ酵母量／％ Ｄ料液比／（ｍＬ／ｇ）
－１ ２６ ４２ ２．０％ ２０
０ ２８ ４８ ２．５％ ２５
１ ３０ ５４ ３．０％ ３０

１．３．４　验证实验
根据响应面实验得到荷叶多糖的最佳发酵条件，

进行３次平行实验，探究荷叶多糖的实际得率，确定
荷叶多糖的最佳提取条件。

１．３．５　荷叶粗多糖抗氧化活性测定
（１）ＤＰＰＨ·清除率测定

参考 Ｃｈｅｎｇ等［１０］
的研究方法，配置不同浓度

（０１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、１．０、１．５、２．０、２５、３ｍｇ／
ｍＬ）的多糖溶液，将 ３ｍＬ的多糖溶液与 ３ｍＬ的
０２ｍｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ乙醇溶液混合，在室温下避光反应
３０ｍｉｎ。以维生素Ｃ（Ｖｃ）作为阳性对照，在５１７ｎｍ的
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波长下测定混合溶液的吸光度。每个组重复３次，并
计算平均值。ＤＰＰＨ自由基清除率（％）的计算公式
如下：

ＤＰＰＨ清除率（％）＝ １－
（Ａ２－Ａ１）
Ａ[ ]
０

×１００％

Ａ０：无水乙醇＋ＤＰＰＨ乙醇溶液；Ａ１：多糖溶液 ＋
无水乙醇溶液；Ａ２：多糖溶液＋ＤＰＰＨ乙醇溶液

（２）·ＯＨ清除率测定
参照Ｚｈｅｎｇ等［１１］

的研究方法，配制了一系列不同

浓度（０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、１．０、１５、２．０、２．５、
３ｍｇ／ｍＬ）的多糖溶液。取２ｍＬ的多糖溶液，分别加入
９ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４溶液、２０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２溶液、９ｍｍｏｌ／Ｌ
水杨酸乙醇溶液和蒸馏水各 ２ｍＬ。在 ３７℃的条件
下，让混合溶液反应３５ｍｉｎ。以维生素 Ｃ（Ｖｃ）作为阳
性对照，在５１０ｎｍ的波长下测定溶液的吸光度，每组
重复３次实验，并取平均值。·ＯＨ清除率（％）的计
算公式如下：

·ＯＨ清除率（％）＝ １－
（Ｂ２－Ｂ１）
Ｂ[ ]
０

×１００％

Ｂ０：ＦｅＳＯ４溶液 ＋Ｈ２Ｏ２溶液 ＋水杨酸乙醇溶液
＋蒸馏水；Ｂ１：多糖溶液 ＋ＦｅＳＯ４溶液 ＋水杨酸乙醇
溶液＋蒸馏水；Ｂ２：多糖溶液 ＋ＦｅＳＯ４溶液 ＋Ｈ２Ｏ２溶
液＋水杨酸乙醇溶液＋蒸馏水

１．４　统计学方法
使用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１３软件进行响应面实验设计

与分析，使用Ｏｒｉｇｉｎ２０１９软件绘图。所有试验均重复
３次，结果以（平均值±标准差）表示。

２　结　果

２．１　单因素实验结果
　　在发酵过程中，不同因素影响荷叶多糖的得率。
图１Ａ所示，在２４℃～３２℃，荷叶多糖的得率呈现先升
高后降低的趋势。当温度为２８℃时，得率达到最大值
为１８．２２％。图１Ｂ所示，在３６～４８ｈ内，多糖得率随
发酵时间的延长而增加，并在４８ｈ达到最大值，超过
４８ｈ，得率下降，故选择４８ｈ为最佳时间。图１Ｃ为酵
母菌添加量对多糖得率的影响，同样表现为先增加后

减少，当添加量为２．５％时，得率最高，为１８．１９％，因
此选择此添加量进行后续实验。图１Ｄ为固液比对多
糖得率的影响。随着固液比增加至１∶２５（ｇ／ｍＬ），多
糖得率逐渐上升并在此固液比下取得最大值，为

１８４６％，固液比继续增加得率反而下降，故选择该固
液比进行后续研究。

Ａ．发酵温度；Ｂ．发酵时间；Ｃ．酵母添加量；Ｄ．固液比。

图１　单因素对荷叶多糖得率的影响

２．２　响应面优化实验结果
荷叶多糖响应面实验结果见表３和表４，表３通

过回归拟合，得荷叶多糖提取量（Ｙ）与自变量（Ａ发
酵温度、Ｂ发酵时间、Ｃ酵母添加量、Ｄ固液比）的二次
多项式回归方程为：Ｙ＝－１１１．８８２２５＋３．８９４６７×Ａ＋
２．２７５０６×Ｂ＋９．６４１６７×Ｃ＋０．８５６５×Ｄ＋０．００２９１７×
ＡＢ＋０．０１×ＡＣ＋０．０３５５×ＡＤ－０．０７５８３３×ＢＣ＋
０００１５×ＢＤ＋０．０４４×ＣＤ－０．０９０１８７×Ａ２ －
００２３１１１×Ｂ２－１．４２８×Ｃ２－０．０３９４３×Ｄ２。根据表４
可知，回归模型Ｐ＜０．０００１，失拟项 Ｐ＝０．５８２９，无显
著影响，表明模型显著，且该模型与实验结果拟合程

度较好。根据Ｆ值得大小可知，影响荷叶多糖的因素
大小依次为：Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ，其中固液比影响最大，发
酵时间影响最小。

响应面实验确定荷叶多糖发酵的最佳条件：发酵

温度为２７．４７℃，发酵时间为４７．５１ｈ，酵母添加量为
２６１％，固液比为１∶２５．６２（ｇ／ｍＬ），在此条件下，多糖
得率预计达到１９．３％。为了便于实际操作，将实验条
件调整为发酵温度２７．６℃，发酵时间４８ｈ，酵母添加
量２．６％，固液比１∶２６（ｇ／ｍＬ），实际测得的多糖含量
为１９．３％，与理论预测值非常接近，这表明所建立的
模型能够有效预测荷叶多糖的含量。

图２基于响应面法构建的三维曲面与二维等高
线模型，直观反映了变量交互作用对荷叶多糖提取效

率的影响机制。通过曲面坡度与等高线形貌特征分

析可知：当响应曲面坡度较大，等高线呈现明显椭圆

形时，表明对应变量间的交互效应较为显著。如图２
所示，ＡＤ、ＢＣ及ＣＤ３组变量组合对多糖提取效率呈
现显著性影响，而其余变量间的交互效应未达到统计

学水平。其中，ＡＤ组曲面坡度更加陡峭，其等高线椭
圆较其他组别更为突出，进一步验证了该变量组合在

提取过程中的关键调控作用。
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表３　响应面实验设计与结果

序号 Ａ发酵温度／℃ Ｂ发酵时间／ｈ Ｃ酵母量／％ Ｄ料液比／（ｍＬ／ｇ）Ｙ多糖得率／％
１ ３０ ４８ ２．５ ２０ １７．０７
２ ２８ ５４ ２．５ ２０ １７．０６
３ ２８ ４２ ２ ２５ １７．８４
４ ３０ ４８ ２ ２５ １８．２８
５ ２８ ４８ ３ ２０ １７．５８
６ ２８ ４８ ２．５ ２５ １９．２８
７ ２６ ４８ ２ ２５ １８．６４
８ ２６ ４８ ２．５ ２０ １８．２５
９ ２８ ４２ ２．５ ２０ １７．３４
１０ ２８ ４２ ３ ２５ １８．５５
１１ ２６ ５４ ２．５ ２５ １８．１５
１２ ３０ ４８ ３ ２５ １８．５３
１３ ２８ ４２ ２．５ ３０ １７．８０
１４ ２６ ４２ ２．５ ２５ １８．３９
１５ ２６ ４８ ３ ２５ １８．８５
１６ ２８ ５４ ２ ２５ １８．１５
１７ ２８ ４８ ３ ３０ １８．４７
１８ ２８ ５４ ３ ２５ １７．９５
１９ ３０ ４８ ２．５ ３０ １８．３９
２０ ３０ ５４ ２．５ ２５ １７．７９
２１ ２８ ４８ ２ ２０ １７．５６
２２ ２８ ５４ ２．５ ３０ １７．７０
２３ ２６ ４８ ２．５ ３０ １８．１５
２４ ２８ ４８ ２．５ ２５ １９．３６
２５ ２８ ４８ ２．５ ２５ １９．３３
２６ ２８ ４８ ２ ３０ １８．０１
２７ ２８ ４８ ２．５ ２５ １９．２２
２８ ３０ ４２ ２．５ ２５ １７．８９
２９ ２８ ４８ ２．５ ２５ １９．２３

表４　方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 方差 Ｆ Ｐ

模型 １１．８３ １４ ０．８４４８ ２８３．９５ ＜０．０００１
Ａ ０．５１２５ １ ０．５１２５ １４４．９７ ＜０．０００１
Ｂ ０．０８５０ １ ０．０８５０ ２４．０５ ０．０００２
Ｃ ０．１７５２ １ ０．１７５２ ４９．５６ ＜０．０００１
Ｄ １．１２ １ １．１２ ３１５．７５ ＜０．０００１
ＡＢ ０．００４９ １ ０．００４９ １．３９ ０．２５８７
ＡＣ ０．０００４ １ ０．０００４ ０．１１３１ ０．７４１６
ＡＤ ０．５０４１ １ ０．５０４１ １４２．５９ ＜０．０００１
ＢＣ ０．２０７０ １ ０．２０７０ ５８．５６ ＜０．０００１
ＢＤ ０．００８１ １ ０．００８１ ２．２９ ０．１５２４
ＣＤ ０．０４８４ １ ０．０４８４ １３．６９ ０．００２４
Ａ２ ０．８４４２ １ ０．８４４２ ２３８．７８ ＜０．０００１
Ｂ２ ４．４９ １ ４．４９ １２７０．０６ ＜０．０００１
Ｃ２ ０．８２６７ １ ０．８２６７ ２３３．８４ ＜０．０００１
Ｄ２ ６．３０ １ ６．３０ １７８２．８３ ＜０．０００１
残差 ０．０４９５ １４ ０．００３５
失拟项 ０．０３４６ １０ ０．００３５ ０．９２６９ ０．５８２９
净误差 ０．０１４９ ４ ０．００３７
总离差 １１．８８ ２８

　　Ｒ２＝０．９９５８，Ｒ２Ａｄｊ＝０．９９１７；Ｐ＜０．０５表示影响显著，Ｐ＜０．０１表

示影响极显著。

　　Ａ．发酵温度与发酵时间交互曲线图；Ｂ．发酵温度与发酵时间交互等高线图；Ｃ．发酵温度

与酵母添加量交互曲线图；Ｄ．发酵温度与酵母添加量交互等高线图；Ｅ．发酵温度与固液比交

互曲线图；Ｆ．发酵温度与固液比交互等高线图；Ｇ．发酵时间与酵母添加量交互曲线图；Ｈ．发

酵时间与酵母添加量等高线图；Ｉ．发酵时间与固液比交互曲线图；Ｊ．发酵时间与固液比交互等

高线图；Ｋ．酵母添加量与固液比交互曲线图；Ｌ．酵母添加量与固液比等高线图。

图２　因素间交互作用的等高线图和响应面图
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２．３　荷叶多糖抗氧化能力测定结果
将发酵的荷叶多糖配置成不同浓度的溶液，测定

其ＤＰＰＨ自由基和·ＯＨ清除能力，如图３Ａ所示，在
浓度０～１ｍｇ／ｍＬ时，随多糖浓度升高，对ＤＰＰＨ清除能
力增强，在浓度为２～６ｍｇ／ｍＬ时，清除率基本不变。荷
叶多糖对ＤＰＰＨ的清除率最大可达７３．３％。图３Ｂ所
示，荷叶多糖对·ＯＨ清除率呈现浓度依赖性，在浓度
０～３ｍｇ／ｍＬ时，·ＯＨ的清除率随多糖浓度增加而升
高，在４～６ｍｇ／ｍＬ时，·ＯＨ的清除率基本不变。荷叶
多糖对·ＯＨ的清除率最大可达９３．４％。

Ａ．ＤＰＰＨ自由基清除率；Ｂ．羟自由基清除率。

图３　荷叶多糖的抗氧化活性

３　讨　论

本文采用酵母菌发酵法提取荷叶多糖。通过对

荷叶多糖得率的对比，进一步了解酵母菌发酵法提取

多糖的作用机制。酵母菌发酵法提取的单因素（包括

温度、时间、酵母添加量、固液比）显著影响多糖得率，

但其影响顺序存在差异。发酵温度调控方面，当温度

过低时，酵母菌的活性未能得到充分激发，其与荷叶

粉末的反应不够充分，导致荷叶多糖的提取率较低；

当温度过高时，酵母菌的活性受到影响，引发荷叶多

糖的分子扩散效率降低，提取率也随之下降
［１２］。发

酵时间分析，在发酵初期，酵母菌营养物质充足，有利

于多糖的产生，而发酵后期，代谢产物的积累和营养

物质的减少，多糖的消耗速率超过了生成速率，进而

导致多糖含量下降
［１３］。酵母添加量分析，在发酵初

期，酵母菌的活动促进了多糖的产生，但随着酵母菌

数量的增加，营养物质的消耗速度加快，从而影响了

多糖产量的进一步提升
［１４］。固液比分析，提高固液

比可以增加酵母菌与底物的接触面积，从而提高营养

物质的利用率，促进酵母菌的生长和代谢，有利于多

糖产量的提升。但当固液比继续增加时，溶液中的溶

氧量会降低，这可能会影响酵母菌的生长，进而不利

于多糖的产生
［１５］。经过响应面实验优化，得到酵母

菌发酵提取荷叶多糖的最佳工艺条件为：发酵温度

２７．６℃，发酵时间４８ｈ，酵母添加量２．６％，料液比１∶
２６（ｇ／ｍＬ），此条件下，多糖含量为１９．３０％，提取率为
４．１９％。与 Ｓｏｎｇ等［５］

水提法相比（荷叶多糖的提取

率为１．１８％），该方法显著增加多糖提取率。
酵母菌发酵提取的荷叶多糖表现出显著的抗氧

化活性，与邢颖等
［４］
采用的水提法和超声法相比，其

对ＤＰＰＨ自由基的清除率（７３．３％）与·ＯＨ的清除率
（９３．４％）提升显著，原因与在发酵过程产生多种酶，
分解大分子蛋白或碳水化合物，生成低分子多肽和多

糖，这些小分子物质更易与自由基反应，从而提高清

除效率
［１６］。

总之，响应面所优化的发酵工艺不仅提高了荷叶

多糖的得率，而且增强了其抗氧化活性，为荷叶多糖

的工业化生产提供了有价值的参考依据。但发酵过

程中多糖分子构象尚未明晰，包括糖链分支度、分子

量分布等结构与抗氧化活性的构效关系；各因素对多

糖生物活性的影响机制缺乏系统解析，故需结合分子

动力学模拟与多组学分析，深入探讨发酵影响的结构

修饰路径及其活性调控方式。
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引文格式：付晓俐，肖嘉琪，潘欣仪，等．基于网络药理学和细胞实验探究青藤碱抗衰老的作用机制［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学
版），２０２６，４０（１）：１７－２２．

基于网络药理学和细胞实验探究青藤碱
　　　　　　　　　　　抗衰老的作用机制　　　　　　　　　　?

付晓俐
１，肖嘉琪

１，潘欣仪
１，李朋坤

２，全羽欣
１，包永芬

３，瞿利花
４，单士刚

５

（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临床医学院；
３．湖北科技学院附属第二医院；４湖北科技学院医学部基础医学院；５．湖北科技学院

糖尿病心脑血管病变湖北省重点实验室）

摘要：目的 采用网络药理学和细胞实验探讨青藤碱（ＳＩＮ）对Ｄ半乳糖（Ｄｇａｌ）诱导巨噬细胞衰老的作用。方法 利
用ＰｕｂＣｈｅｍ、ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ和ＧｅｎｅＣａｒｄｓ数据库获取ＳＩＮ衰老共同基因；通过ＤＡＶＩＤ数据库和微生
信平台进行ＧＯ和ＫＥＧＧ通路富集分析；采用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．１０．２构建化合物－靶点网络，绘制蛋白互作（ＰＰＩ）网络并获
取核心基因。体外培养ＲＡＷ２６４．７细胞，将细胞分为对照组、Ｄｇａｌ衰老模型组和Ｄｇａｌ＋ＳＩＮ组。通过衰老相关 β半
乳糖苷酶染色评估ＳＩＮ对ＲＡＷ２６４．７细胞衰老的影响；通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ５３蛋白、ｐＡＫＴ１／ＡＫＴ１蛋白表达变化。

结果 富集分析共涉及９１４条信号通路及５４１种生物过程、１４４种分子功能、７３种细胞组分，主要涉及癌症的发病途径与
ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路等ＳＩＮ治疗衰老的关键通路。与正常对照组比较，衰老模型组的衰老相关β半乳糖苷酶染色阳性
细胞比例、ｐ５３蛋白表达升高、ｐＡＫＴ１／ＡＫＴ１蛋白表达降低（Ｐ均 ＜０．０５）；与衰老模型组比较，Ｄｇａｌ＋ＳＩＮ组的衰老相
关β半乳糖苷酶染色阳性细胞比例降低、ｐ５３蛋白表达降低、ｐＡＫＴ１／ＡＫＴ１蛋白表达升高（Ｐ均＜０．０５）。结论 ＳＩＮ通
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　　衰老是一个复杂的生物体生理过程，是广泛疾病
如癌症、糖尿病、心血管疾病、骨骼肌减少症以及众多

神经退行性疾病一个公认的危险因素
［１］。它的特征

有ＤＮＡ损伤的积累、细胞衰老、线粒体功能障碍、端
粒长度减少、细胞自噬、蛋白质平衡丧失、代谢失衡和

干细胞衰竭等
［２５］。同时，氧化应激和慢性炎症也是

导致衰老的重要因素
［６８］。此外，自噬的上调可以限

制动物中与年龄相关疾病的发展，如阿尔茨海默

病
［９１１］。

青藤碱（ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ，ＳＩＮ）是防己科植物青藤的干
燥藤茎中提取得到的生物碱成分，它可以抵御多种疾

病，如炎症、免疫调节、癌症、心脏疾病和心律失

常
［１２１３］。ＳＩＮ被发现能够增强大鼠髓核细胞自噬从而

改善大鼠椎间盘退变
［１４］。还有学者发现 ＳＩＮ具有戒

毒、抗氧化等作用
［１５１６］。其临床药物盐酸青藤碱显示

出ＤＰＰＨ自由基清除能力以及抑菌与抗氧化活性［１７］，

这进一步提示了 ＳＩＮ在抗炎、抗氧化作用的同时，可
能还具有抗衰老的潜在作用。因此，本次研究采用网

络药理学和细胞实验探寻 ＳＩＮ抗衰老可能的药效和
作用机理，为抗衰老领域的进一步发展提供更多的科

学依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７细胞系购自中国科学

院细胞库（上海）；ＳＩＮ（批号：Ｓ３０２２４９）购自阿拉丁控
股集团有限公司；ＧＩＢＣＯ胎牛血清（批号：１０２７０１０６）
购自武汉仁久生物科技有限公司；青霉素链霉素混
合溶液（批号：ＢＬ５０５Ａ）购自北京兰杰柯科技有限公
司；ＤＭＥＭ高糖基础培养基（批号：ＰＭ１５０２１０）购自武
汉普诺赛生物科技有限公司；抗体 βａｃｔｉｎ（货号：
ＧＢ１１００１）购自武汉塞维尔生物科技有限公司；Ｐ５３
（货号：ＷＬ０１９１９）抗体购于万类生物科技有限公司；
ＡＫＴ１、ｐＡＫＴ１（货号２９３８Ｓ、９０１８Ｓ）购于美国ＣｅｌｌＳｉｇ
ｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；细胞衰老 β半乳糖苷酶染色
试剂盒（批号：Ｃ０６０２）购自碧云天生物技术有限公司；
细胞增殖毒性检测试剂盒 ＣＣＫ８（批号：ＢＳ３５０Ｂ）购
自北京兰杰柯科技有限公司；ＨＲＰ标记山羊抗兔二抗

（货号：ＡＳ０１４）购于武汉爱博泰克生物科技有限公司。

１．２　方法
１．２．１　ＳＩＮ与衰老相关基因作用靶点结果预测

通过 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅ
ｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ／）、ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｌｉｌａｂｅｃｕｓｔ．
ｃｎ／ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ／）检索 ＳＩＮ的靶点，导入 ＵｎｉＰｒｏｔ（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／）数据库校准后，获得标准化
的基因名称。

在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ／）疾
病数据库输入关键词“Ａｇｉｎｇ”，经过 ＵｎｉＰｒｏｔ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／）数据库校准后，得到衰老相关基
因靶点信息。通过 Ｖｅｎｎｙ２．１．０（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ．
ｃｎｂ．ｃｓｉｃ．ｅｓ／ｔｏｏｌｓ／ｖｅｎｎｙ／）在线绘图网站绘制药物成
分靶点与衰老相关基因靶点的 Ｖｅｅｎ图，最后得到交
集基因。

１．２．２　蛋白互作（ＰＰＩ）网络构建
ＳＩＮ与衰老相关基因交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ（ｈｔ

ｔｐｓ：／／ｃｎ．ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ／）数据库中，选中 Ｍｕｌｔｉｐｌｅｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ，然后物种选择为 Ｈｕｍａｎｓａｐｉｅｎｓ，最后得到蛋白
互作（ＰＰＩ）网络关系图。在设置中选择隐藏没有与其
他节点相连接的节点，下载ＴＳＶ格式文件，再导入Ｃｙ
ｔｏｓｃａｐｅ３．１０．２软件中，并以 Ｄｅｇｒｅｅ值评价网络中节
点的重要性，构建 ＰＰＩ网络关系图。并通过 Ｃｅｎｔｉｓ
ｃａｐｅ２．２插件对靶点进行筛选，以 Ｄｅｇｒｅｅ、Ｂｅｔｗｅｅｎ
ｎｅｓｓ、Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ３个阈值筛选出核心靶点，构建核心靶
点的ＰＰＩ网络关系图。
１．２．３　核心靶标的生物功能富集分析

在ＤＡＶＩＤ（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／）数据库中
导入获取的药物与疾病的交集靶点，物种选择为 Ｈｕ
ｍａｎｓａｐｉｅｎｓ，以显著性 Ｐ＜０．０５为标准条件筛选出
ＧＯ与ＫＥＧＧ中符合的富集结果，再通过微生信（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ．ｃｎ／）在线绘图网站中
进行绘图，并对绘制出的 ＧＯ功能和 ＫＥＧＧ通路富集
结果图进行分析。

１．２．４　药物交集靶点通路疾病网络关系图
将药物与疾病的交集靶点导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．１０．２

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｙｔｏｓｃａｐｅ．ｏｒｇ）软件中绘制药物交集靶
点通路疾病网络关系图，网络中节点的重要性以度
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值（ｄｅｇｒｅｅ）评价。
１．２．５　细胞培养

ＲＡＷ２６４．７细胞在高糖 ＤＭＥＭ溶液中培养，在
含有５％ ＣＯ２和３７℃环境下，额外添加１０％胎牛血清
（ＦＢＳ）、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素。以提
供适宜的营养和防止污染。细胞培养基的更换周期

设定为１次／２ｄ，选取处在对数增长期的 ＲＡＷ２６４．７
细胞用于实验。

１．２．６　ＣＣＫ８法检测细胞活力
取对数生长期的ＲＡＷ２６４．７细胞接种于９６孔板

中，接种的密度为１×１０４个／孔。接种后，孔板被置于
含５％ ＣＯ２和３７℃的恒温培养箱中进行孵育，孵育
时长设定为２４ｈ。孵育期满之后，通过显微镜观察确
认细胞密度达到６０％～７０％，随后吸除培养液。在此
基础上，每孔加入含不同浓度（２５、５０、１００、１２５、１５０、
１７５、２００、２５０μｍｏｌ／Ｌ）的 ＳＩＮ培养基。每个梯度为一
组，每组设置 ６个平行孔，并设置空白对照组，培养
４８ｈ后每孔加入１０μＬ含１０％ ＣＣＫ８的溶液，避光孵
育１ｈ，使用酶标仪在４５０ｎｍ波长下测ＯＤ值。
１．２．７　ＲＡＷ２６４．７细胞衰老模型建立

将ＲＡＷ２６４．７细胞予以分组，一组为对照组，余
下造模组为一系列的 Ｄ半乳糖浓度梯度（即１０、２０、
４０、８０、１６０ｍｍｏｌ／Ｌ），除了对照组遵循常规的培养方法
以外，其余造模分组分别给予上述相应浓度Ｄ半乳糖
（Ｄｇａｌ）的完全培养基来完成诱导，并且建立衰老细
胞模型，作用时间统一为４８ｈ。造模结束，采用细胞衰
老β半乳糖苷酶染色试剂盒进行衰老染色，验证细胞
衰老模型的建立效果。

１．２．８　细胞衰老β半乳糖苷酶染色
根据ＣＣＫ８实验和衰老模型的结果选取分组，一

组为对照组，另一组为Ｄｇａｌ衰老模型组，最后一组为
Ｄｇａｌ＋ＳＩＮ组。正常对照组接受常规培养方式，另外
两组则接受５０ｍｍｏｌ／ＬＤｇａｌ的完全培养基，构建衰老
细胞模型。Ｄｇａｌ＋ＳＩＮ组在造模同时给予１００μｍｏｌ／Ｌ
ＳＩＮ药液进行干预。所有组作用时间均为４８ｈ。加入
１ｍＬ含有β半乳糖苷酶的着色固定液，在室温条件下
进行１５ｍｉｎ的细胞固定，待吸掉固定液后，移除固定
液并以磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）进行３次冲洗以清除残
余固定液。完成上述步骤后，向每个样品孔补充１ｍＬ
的染色工作液，并将样本置于３７℃的环境中进行孵
化，时长为２４ｈ。孵化完毕，借助倒置型显微镜进行成
像，并运用ＩｍａｇｅＪ图像处理软件进行后续分析，以此
来计量β半乳糖苷酶阳性衰老细胞的比例。
１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｐ５３蛋白表达［１８１９］

将细胞接种于６孔板中，按对照组、模型组、Ｄｇａｌ

＋ＳＩＮ组顺序处理４８ｈ，孵育后用ＲＡＰＩ裂解液裂解细
胞，再用 ＢＣＡｐｒｏｔｅｉｎＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ调整蛋白浓度
一致，加入５倍ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ后，置于９８℃的金属浴
煮沸１０ｍｉｎ，配置合适比例的 ＳＤＳＰＡＧＥ胶，将蛋白质
上样并进行电泳，电泳结束后转移到 ＰＶＤＦ膜上进行
一抗和二抗孵育，最后用超敏化学发光显影剂和显影

剂捕获图像，用ＩｍａｇｅＪ处理图像。

１．３　统计学方法
实验结果主要采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ９．０软件对样

本进行数据分析，所有的数据都以（珋ｘ±ｓ）表示，采用
单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）来评估不同组之间的差
异，所得Ｐ＜０．０５，即具有统计学意义。

２　结　果

２．１　青藤碱与衰老的交集靶点筛选
通过 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ平台预测出共５４个靶

点，应用ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ数据库检索到 ＳＩＮ对应的靶点
有５２５个，把获得的靶点统一导入 ＵｎｉＰｒｏｔ数据库对
蛋白进行标准基因名的转化，将靶点汇总去重后，得

到ＳＩＮ中共含有５３３个靶点。在ＧｅｎｅＣａｒｄｓ疾病数据
库中搜索“衰老”，初步获取 ３４７６９个相关的靶点基
因，设置Ｒｅｌｅｖａｎｃｅｓｃｏｒｅ≥５为条件，筛选出共１９０１个
与“衰老”密切相关的靶点基因。

通过Ｖｅｎｎｙ２．１．０绘图网站将预测到的靶点基因
做交集处理，收集到交集靶点共 １９２个，绘制出 ＳＩＮ
与衰老的交集靶点韦恩图，如图１。

图１　ＳＩＮ与衰老交集靶点韦恩图

２．２　ＳＩＮ与衰老共同靶点蛋白质互作网络
（ＰＰＩ）建立

将得到的１９２个交集靶点基因导入 ＳＴＲＩＮＧ（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｃｎ．ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ／）数据库，构建蛋白蛋白相互
作用（ＰＰＩ）网络关系图，并导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件构建
ＳＩＮ与衰老的共同靶点图见图２。其中ＧＡＰＤＨ、ＳＲＣ、
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ＭＭＰ９、ＰＰＡＲＧ、ＥＧＦＲ、ＣＡＳＰ３、ＥＳＲ１、ＡＫＴ１、ＡＬＢ、
ＰＴＧＳ２、ＰＸＤＮ等为核心靶点。

　　Ａ．ＳＴＲＩＮＧ数据库构建蛋白与衰老共同靶点图；Ｂ．Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ数据库构建ＳＩＮ与衰老共同
靶点图；Ｃ．核心靶点ＰＰＩ网络关系图。

图２　ＳＩＮ与衰老的共同靶点及核心靶点图

２．３　ＧＯ功能和ＫＥＧＧ通路富集分析
在ＤＡＶＩＤ数据库中导入 ２．１中获取的交集靶

点，进行ＧＯ功能和ＫＥＧＧ通路富集，共得到９１４种富
集条目，其中ＢＰ有５４１种结果，ＣＣ有７３种结果，ＭＦ
有１４４种结果，ＫＥＧＧ通路有 １５６种结果。以 Ｐ＜
００５为标准筛选出ＧＯ和ＫＥＧＧ中显著的富集结果，
选取ＢＰ、ＣＣ与ＭＦ的前１０个富集结果且在ＫＥＧＧ通
路中挑选与疾病相关的２５个富集结果，将其分别导
入微生信在线绘图网站中进行绘制 ＧＯ功能和 ＫＥＧＧ
通路富集结果气泡图（图３）。

在图 ３中，ＧＯ功能富集结果表明，生物过程
（ＢＰ）中以细胞凋亡过程的负调控（ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｃｅｓｓ）、对异生物刺激的反应（ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｏｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓｔｉｍｕｌｕｓ）等最为重要，细胞组成（ＣＣ）中
以细胞外区域（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｉｏｎ）、细胞外基质（ｅｘ
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｘｏｓｏｍｅ）与细胞膜（ｃｙｔｏｓｏｌ）等最为重要，在
分子功能（ＭＦ）中以核受体活性（ｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒａｃ
ｔｉｖｉｔｙ）、酶结合（ｅｎｚｙｍｅｂｉｎｄｉｎｇ）等最为重要。ＫＥＧＧ
通路中挑选与疾病显著相关的前５个富集结果主要
涉及的有癌症的发病途径（Ｐａｔｈｗａｙｓｉｎｃａｎｃｅｒ）、表皮
生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂的抗药性（ＥＧＦＲ
ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ）与 ＰＩ３ＫＡＫＴ信号
通路（ＰＩ３ＫＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ）等，表明这些通路
极有可能是青藤碱治疗衰老的关键通路。

图３　ＳＩＮ抗衰老靶点ＧＯ功能和ＫＥＧＧ通路富集结果分析图

２．４　构建“药物交集靶点通路疾病”网络
借助 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．７．２软件构建“ＳＩＮ活性成分

抗衰老作用靶标信号通路”网络见图４。

　　左侧绿色正六边形代表青藤碱，ＳＩＮ旁边的粉色菱形代表其所对应的靶点，右侧红色三角形代表疾病，

其旁边的紫色Ｖ形代表通路。

图４　药物交集靶点通路疾病网络关系图

２．５　不同浓度ＳＩＮ对ＲＡＷ２６４．７细胞活力的影响
ＣＣＫ８实验结果显示，当 ＳＩＮ作用时间为 ４８ｈ

时，与对照组比较，２５、５０、１００μｍｏｌ／ＬＳＩＮ对细胞活力
未产生明显毒性影响（Ｐ＞０．０５），当 ＳＩＮ浓度超过
１００μｍｏｌ／Ｌ，对细胞活力有一定的毒性影响，特别是浓
度达到 １７５μｍｏｌ／Ｌ时细胞活力明显下降 （Ｐ＜
００００１），见图５。故根据 ＣＣＫ８实验结果，并且结合
文献

［２０］，选择对细胞活力影响不大的药物浓度。本

研究把ＲＡＷ２６４．７细胞分为对照组、Ｄｇａｌ衰老模型
组、Ｄｇａｌ＋１００μｍｏｌ／ＬＳＩＮ。

与对照组比较，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０００１，ｎ＝３。

图５　不同浓度ＳＩＮ对ＲＡＷ２６４．７细胞活力的影响
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２．６　ＲＡＷ２６４．７细胞衰老模型建立
由图６可知，对照组阳性衰老细胞（蓝绿色）数较

少，与对照组相比，各造模组内蓝染的 β半乳糖苷酶
阳性衰老细胞均有不同程度的增加。其中，１０、２０、
４０ｍｍｏｌ／ＬＤｇａｌ造模组的阳性衰老细胞数相差不大，
本研究最终选择８０ｍｍｏｌ／ＬＤｇａｌ进行造模。与对照
组比较，８０ｍｍｏｌ／ＬＤｇａｌ衰老模型组具有统计学差异
（Ｐ＜０．００１）。

　　Ａ．各组的Ｄ半乳糖培养细胞４８ｈ（标尺１００μｍ）；Ｂ．各组衰老相关β半乳糖苷酶染色的
量化图（与空白对照组相比，Ｐ＜０．００１，ｎ＝３）。

图６　不同浓度Ｄｇａｌ诱导ＲＡＷ２６４．７细胞衰老相关β半
乳糖苷酶染色阳性细胞比率的影响

２．７　ＳＩＮ对ＲＡＷ２６４．７细胞衰老的影响
根据ＣＣＫ８实验结果和ＲＡＷ２６４．７细胞衰老模

型结果选取８０ｍｍｏｌ／ＬＤｇａｌ＋１００μｍｏｌ／ＬＳＩＮ进行实
验。由图７Ａ、Ｂ可知，Ｄｇａｌ＋ＳＩＮ组衰老细胞阳性率
较模型组明显降低（Ｐ＜０．０１），经过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果分析，结果表明，在衰老模型中，ｐ５３蛋白的表达
量相较于对照组出现了显著性增加（Ｐ＜０．０５）；与衰
老模型组比较，加入１００μｍｏｌ／ＬＳＩＮ干预后，ｐ５３蛋白
表达明显降低（Ｐ＜００１），见图７Ｃ、Ｄ。

　　Ａ．β半乳糖苷酶染色（标尺１００μｍ）；Ｂ．β半乳糖苷酶染色的量化；Ｃ．Ｐ５３蛋白表达；Ｄ．
Ｐ５３蛋白表达的量化；Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｎ＝３。

图７　青藤碱对β半乳糖苷酶染色阳性细胞比率的
影响和Ｐ５３蛋白表达的影响

２．８　青藤碱对核心靶点ＡＫＴ１的影响
经青藤碱与衰老网络药理学预测，选取显著相关

核心靶点进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。图８结果显示，衰
老模型相较于对照组，ｐＡＫＴ１／ＡＫＴ１水平降低（Ｐ＜
０．０５）；与衰老模型组比较，加入１００μｍｏｌ／Ｌ青藤碱干
预后，ｐＡＫＴ１／ＡＫＴ１水平升高（Ｐ＜０．０５）。

　　Ａ．ＲＡＷ２６４．７细胞ｐＡＫＴ１／ＡＫＴ１蛋白表达情况；Ｂ．ＲＡＷ２６４．７细胞ｐＡＫＴ１／ＡＫＴ１蛋白
表达情况的量化图（Ｐ＜０．０５；ｎ＝３）。

图８　青藤碱对ｐＡＫＴ１／ＡＫＴ１蛋白表达的影响

３　讨　论

老龄化已经成为生命科学领域的一个突出问题，

并成为全球关注的焦点。到２０５０年，全球６５岁及以
上人口预计将从２０２２年的１６亿增加到１７．７１亿，此
外，老年群体（即６５岁以上人士）的人数预期将超越
幼年群体（５岁及以下儿童）的两倍余［２１］。而与衰老

相关的疾病不仅给老年人和家庭，而且给全社会带来

身体、心理和经济负担，影响着人类的健康和生

活
［２２］。衰老伴随长期累积的细胞和组织损伤，总机

体细胞的衰老水平被认为是人体衰老的基础
［２３］。为

了研究青藤碱对ＲＡＷ２６４７细胞衰老的影响，本研究
首先应用ＣＣＫ８法检测不同浓度青藤碱对细胞活力
的影响，根据结果选择１００μｍｏｌ／Ｌ青藤碱进行后续的
实验。在后续实验中发现，青藤碱能够使衰老相关染

色阳性细胞比例以及衰老标志物 ｐ５３蛋白表达水平
降低，这 表 明 青 藤 碱 能 够 对 Ｄｇａｌ所 诱 导 的
ＲＡＷ２６４７细胞衰老起到延缓作用。

通过ＰＰＩ网络分析，筛选了１２个核心靶点，在这
些靶点中，ＧＡＰＤＨ、ＡＬＢ、ＡＫＴ１、ＣＡＳＰ３、ＥＧＦＲ、ＥＳＲ１
是 Ｄｅｇｒｅｅ值最高的靶点。ＡＫＴ１又称 ＡＫＴ激酶，
ＡＫＴ１作为一种多功能的信号分子，在细胞的生存、衰
老、代谢等方面起着重要的调控作用，参与机体代谢、

细胞自噬、细胞增殖、细胞凋亡等多种生物学效应，最

终促进或抑制细胞的衰老
［２４］。ＡＫＴ１能够经由 ＰＩ３Ｋ
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ＡＫＴ信号传导通路参与到抗衰老的进程之中［２５］。

ＰＩ３ＫＡＫＴ信号传导途径在细胞的生命活动中发挥着
至关重要的作用，具备抑制细胞凋亡的显著能力，提

高细胞的存活率，从而发挥抗衰老作用
［２６］。本研究

进一步结合ＫＥＧＧ富集结果分析发现。ＰＩ３ＫＡＫＴ信
号通路在与疾病显著相关的前５个富集结果中。基
于此，本研究选取该通路进行初步的细胞实验。验证

发现，青藤碱能够使 ｐＡＫＴ１／ＡＫＴ１蛋白表达升高。
以上途径可能是青藤碱发挥抗衰老作用的主要途径。

综上所述，青藤碱可能通过核心靶点 ＡＫＴ１、
ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路，从而达到抗衰老的目的。但更
深入的作用机制还需要进一步的实验验证和探讨。
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刺梨不同药用部位乙醇提取物清除自由基
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摘要：目的 研究刺梨不同药用部位乙醇提取物的清除自由基活性。方法 通过对刺梨不同部位乙醇提取物中总酚、

总黄酮的含量进行测定，同时对其清除ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ以及·Ｏ－２ 的活性进行分析。结果 刺梨（果实）中，去籽刺梨（ＤＲ）
总酚含量（２３４．１７±４．００）μｇ／ｍｇ显著高于其他部位（Ｐ＜０．０５）。而整果残渣（ＷＲＲ）、去籽刺梨残渣（ＤＲＲ）总黄酮含
量分别为（２１．０５±０．７８）μｇ／ｍｇ、（２４．４２±３．７１）μｇ／ｍｇ，均显著高于果实其他部位。活性方面，刺梨整果（ＷＲ）与ＤＲ对
ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ自由基清除活性显著优于果实其他部位（Ｐ＜０．０５），各个部位乙醇提取物ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ自由基清除活性与
其总酚含量呈剂量依赖关系。而·Ｏ－２ 清除实验中 ＷＲ与 ＤＲ清除活性优于阳性药２，６二叔丁基４甲基苯酚（ＢＨＴ）
（Ｐ＜０．０５）。结论 去籽刺梨（果肉）是果实包含总酚与发挥清除自由基活性的主要部位，可优先作为进一步研究刺梨
抗氧化、抗炎等活性的药用部位。

关键词：刺梨；自由基清除活性；ＤＰＰＨ；ＡＢＴＳ；·Ｏ－２
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　　自由基是一种带有未成对电子的基团，是由生命
体在生命活动中产生的，对生命体的平衡发挥着十分

重要的调节作用。人体内自由基是一种具有一定生

物功能的活性物质，但过多的自由基不仅会导致体内

的脂质、蛋白质、核酸变性，同时还会使人体加速衰

老，诱导心血管疾病、癌症、帕金森等疾病的发生，破
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坏生命健康
［１２］。正常人体内有内源性自由基清除系

统，但是当体内自由基过多时，内源性清除系统不能

满足清除需要，这时就应服用外源性自由基清除药物

来加以辅助，从而使体内的自由基达到平衡，减轻自

由基对人体的损害
［１］。

刺梨为蔷薇科植物缫丝花（ＲｏｓａｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉＴｒａｔｔ）
的果实，广泛生长在我国云贵川等省部分地区。刺梨

作为药食两用植物，含有多种营养成分如：黄酮、多

酚、多糖、三萜类、维生素Ｃ以及超氧化物歧化酶（ｓｕ
ｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）等［３４］，这些营养物质都具有

较强的抗氧化活性
［５７］。研究

［８９］
显示刺梨可以抑制

氧化应激损伤的相关基因的表达，同时刺梨中富含的

黄酮类物质能够调节ＳＯＤ活性、降低脂质过氧化产物
丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）水平，从而减轻氧化
应激带来的损伤。刺梨乙醇提取物各萃取部位中抗

氧化活性以刺梨总酚最为显著
［１０］，在刺梨茶中发现

总黄酮也具有较好的自由基清除能力，特别是对于１，
１′二苯基２三硝基苯（ＤＰＰＨ）自由基效果良好［１１］。

刺梨黄酮和总酚对超氧阴离子（·Ｏ－２）自由基和 ＤＰ
ＰＨ自由基等均表现出良好的清除作用［５］。但刺梨果

肉、刺梨籽、刺梨果渣等各个部位的抗氧化成分含量

以及清除自由基活性的比较还未见报道。本文以刺

梨果肉及其残渣、刺梨籽、刺梨整果残渣为原料，横向

比较刺梨整果以及刺梨叶（蔷薇科植物缫丝花的叶

子）的有效成分及其清除自由基［ＤＰＰＨ、２，２′联氮双
（３乙基苯并噻唑啉６磺酸）二铵盐（ＡＢＴＳ）以及·
Ｏ－２］活性，以期为将来利用刺梨乙醇提取取物抗氧
化、抗炎等活性进行深入研究需要选择合适的药用部

位时提供数据基础。

１　材料与方法

１．１　仪器及试剂
减压真空干燥箱（ＤＺＦ６０５０，上海博讯实业有限

公司）；水浴锅（ＨＨ４，常州华普达教学仪器有限公
司）；旋转蒸发仪（Ｎ１３００，上海爱朗仪器有限公司）；
超声波清洗仪（ＳＢ５２００，宁波新芝生物科技股份有限
公司）；紫外可见光光度计（Ｃａｒｙ，美国 ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）；超纯水仪（ＲＯＤＩ，上海和泰仪器有限
公司）。

没食子酸（ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ，ＧＡ，批号 Ｈ２２０３３７８）、芦丁
（ｒｕｔｉｎ，ＲＵ，批号 Ｊ２２２５６４３）、２，６二叔丁基４甲基苯
酚（ｂｕｔｙｌａｔｅｄｈｙｄｒｏｘｙｔｏｌｕｅｎｅ，ＢＨＴ，批号 Ｇ２２０５１１１）、
ＡＢＴＳ（批号Ｂ２３０８１９３），均购自上海阿拉丁生化科技
有限公司；Ｆｏｌｉｎｃｒｏｃａｌｔｅｕ溶液购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＤＰＰＨ

（批号Ｃ１５００６５６２）购自上海麦克林生化科技有限公
司；维生素Ｃ（Ｖｃ）购自源叶公司；无水碳酸钠、三氯化
铝、过硫酸钾、盐酸、无水乙醇及其他化学试剂均为分

析纯，实验用水为去离子水。

１．２　方法
１．２．１　样品制备

新鲜刺梨及新鲜刺梨叶于２０２２年９月采自贵州
省湄潭县抄乐镇落花屯村（Ｅ１０７．５６２４°，Ｎ２９．６６５３°），
经药学院莫启贵博士鉴定为蔷薇科植物缫丝花 Ｒ．
ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉＴｒａｔｔ的果实和叶子。首先，将一部分新鲜
刺梨用榨汁机榨汁，去除汁液，得到整果残渣；将另一

部分新鲜刺梨剖开，分离果肉和籽，分别得到去籽刺

梨和刺梨籽。将去籽刺梨榨汁，去除汁液，得到去籽

刺梨残渣。然后将刺梨整果、去籽刺梨、整果残渣、去

籽刺梨残渣、刺梨籽以及刺梨叶放入烘干机中干燥。

将以上干燥的材料粉碎、过筛（２００目），随后分别称
取一定量的粉末，加入 １０倍体积的乙醇（浓度为
７５％，Ｖ／Ｖ），在室温条件下浸泡半小时，随后超声
（２５ＫＨｚ）提取１５ｍｉｎ，过滤，重复两次，合并滤液。将
滤液旋干分别获得刺梨整果乙醇提取物（ＷＲ）、去籽
刺梨乙醇提取物 （ＤＲ）、整果残渣乙醇提取物
（ＷＲＲ）、去籽刺梨残渣乙醇提取物（ＤＲＲ）、刺梨籽乙
醇提取物（ＲＳ）、刺梨叶乙醇提取物（ＲＬ）六种样品，放
入－２０℃保存以供后续试验使用。
１．２．２　总酚含量的测定

总酚（ｔｏｔａｌｐｈｅｎｏｌｓ）含量测定参考福林西奥卡特
法（ｆｏｌｉｎｃｉｏｃａｌｔｅｕａｓｓａｙ）［１２］。取０．１ｍＬ样品溶液（浓
度配制为１．０ｍｇ／ｍＬ左右），分别加入２．５ｍＬＦｏｌｉｎＣｉ
ｏｃａｌｔｅｕ溶液（原液稀释 ５倍），２．０ｍＬＮａ２ＣＯ３溶液
（７５％，Ｗ／Ｖ），摇匀混合，然后置于４０℃水浴锅中充
分反应３０ｍｉｎ，在波长７６０ｎｍ处测定紫外吸光度值。
以没食子酸为对照品，实验重复３次，结果以没食子
酸μｇ／ｍｇ提取物表示。
１．２．３　总黄酮含量的测定

总黄酮（ｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄ）含量测定参考Ｉｓｍａｉｌ等的
方法

［１２］。取２ｍＬ样品溶液（浓度配制为 １．０ｍｇ／ｍＬ
左右），加入等体积的 ＡｌＣｌ３（５％，Ｗ／Ｖ）均匀混合，室
温下避光静置１０ｍｉｎ，在波长４３５ｎｍ处测定紫外吸光
度值。以芦丁为对照品，实验重复３次，结果以芦丁
μｇ／ｍｇ提取物表示。
１．２．４　ＤＰＰＨ自由基清除率的测定

分别取０．３ｍＬ不同浓度（０．００、０．０１、０．０４、０．１０、
０．２０、０．４０、１．００ｍｇ／ｍＬ）的样品溶液，加入２．７ｍＬＤＰ
ＰＨ溶液（０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，９５％乙醇溶解），充分混匀，避
光静置３０ｍｉｎ使其充分反应，之后在５１７ｎｍ处测定其
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吸光度
［１３］。以７５％乙醇溶液为空白对照，以Ｖｃ、ＢＨＴ

做阳性对照，实验重复３次。清除率计算公式如下：

清除率（％）＝
Ａ０－Ａｉ
Ａ０

×１００％ ①………………

其中：Ａ０为空白对照的吸光度；Ａｉ为样品溶液的
吸光度。

１．２．５　ＡＢＴＳ自由基清除率的测定
将７ｍｍｏｌ／ＬＡＢＴＳ溶液与２．４５ｍｍｏｌ／Ｌ过硫酸钾

溶液按１∶１（Ｖ／Ｖ）混合，在室温避光条件下静置１６ｈ
形成 ＡＢＴＳ自由基储备液。储备液用乙醇溶液
（７５％，Ｖ／Ｖ）稀释，使其在 ７３４ｎｍ处吸光值稳定在
（０７００±０．００５），获得 ＡＢＴＳ反应液。分别取０．３ｍＬ
以上不同浓度（０．０００、０．００１、０．００４、０．０１０、０．０２０、
００４０、０．１００ｍｇ／ｍＬ）的样品溶液，２．７ｍＬＡＢＴＳ反应
液，充分混匀，在３０℃充分反应３０ｍｉｎ后，于７３４ｎｍ波
长处测定其吸光度值

［１４］。以７５％乙醇溶液为空白对
照，以Ｖｃ、ＢＨＴ做阳性对照，实验重复３次。清除率
计算公式见①。
１．２．６　超氧阴离子清除能力的测定

利用１０ｍｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液配制成４５ｍｍｏｌ／Ｌ的邻
苯三酚溶液。取待测样品溶液０．３ｍＬ（４００μｇ／ｍＬ），
加入到２．７ｍＬ的 ＴｒｉｓＨＣＬ缓冲溶液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ
＝８．２）中，充分混匀，放入２５℃水浴１０ｍｉｎ，加入６μＬ
邻苯三酚溶液后，立即放入紫外可见分光光度计中，
以加入邻苯三酚的瞬间开始计时，测定 ０～３６０ｓ在
３２５ｎｍ波长处的吸光度，每隔３０ｓ记数１次［１５１６］。以

７５％乙醇溶液为空白对照，以 Ｖｃ、ＢＨＴ做阳性对照，
实验重复３次。清除·Ｏ－２ 自由基的活性用线性回归
方程的斜率表示。

１．３　统计学方法
采用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２０对六种乙醇提取物的

总酚、总黄酮含量以及 ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ、·Ｏ－２ 清除活性
结果进行分析。利用单因素方差分析以及最小显著

性差异（ＬＳＤ）检验进行统计学分析，结果以 Ｐ＜０．０５
为具有显著性差异。

２　结　果

２．１　总酚含量的测定
以没食子酸为标准品绘制标准曲线，线性良好

（ｙ＝０．００２３ｘ－０．０２２１，Ｒ２＝０．９９９３），线性范围为０～
５００μｇ／ｍＬ。通过对刺梨不同部位乙醇提取物的总酚
含量（以没食子酸当量表示）进行测定，结果见表１。
其中ＲＬ总酚含量（２６０．０４μｇ／ｍｇ）显著高于其他提取
物（Ｐ＜０．０５）；刺梨（果实）中，ＤＲ总酚含量显著高于

其他部位提取物（Ｐ＜０．０５）；ＷＲＲ与 ＲＳ总酚含量较
低，两者之间无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；将（ＷＲ、ＤＲ）
与（ＷＲＲ、ＤＲＲ）两两比较，前者总酚含量显著高于后
者（Ｐ＜０．０５），说明刺梨籽总酚含量较低。另外，将整
果（ＷＲ）与其残渣（ＷＲＲ）、果肉（ＤＲ）与其残渣
（ＤＲＲ）的总酚含量两两比较，说明榨汁后汁液带走将
近５０％的总酚含量。

２．２　总黄酮含量的测定
以芦丁为标准品绘制标准曲线，线性良好（ｙ＝

０００７４ｘ＋０．００３６，Ｒ２ ＝０．９９９９），线性范围为 ０～
１００μｇ／ｍＬ。通过对刺梨不同部位乙醇提取物的总黄
酮含量（以芦丁当量表示）进行测定，结果见表１。其
中ＲＬ含量最高达到７３．８４μｇ／ｍｇ，与其他五种样品相
比较（Ｐ＜０．０５）具有显著性差异，ＷＲ中含量最低。
ＷＲＲ与 ＤＲＲ含量均达到 ２０μｇ／ｍｇ以上，显著高于
ＷＲ、ＤＲ（Ｐ＜０．０５），其原因可能是 ＷＲ与 ＤＲ中含有
刺梨汁，从而影响总黄酮的百分含量。另外，将 ＷＲ
与ＷＲＲ、ＤＲ与 ＤＲＲ的总黄酮含量两两比较，残渣的
总黄酮含量都显著大于榨汁前的样本（Ｐ＜０．０５），说
明刺梨残渣是含有总黄酮的主要部位。

表１　刺梨不同药用部位醇提物中总酚、总黄酮
含量（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ，μｇ／ｍｇ）

样品　 总酚（μｇ没食子酸／ｍｇ） 总黄酮（μｇ芦丁／ｍｇ）

ＤＲＲ 　１２６．１３±１．５１ａ 　 ２４．４２±３．７１ａ

ＷＲ 　１８２．０７±２．３９ｂ 　 ５．６８±０．０８ｂ

ＲＬ 　２６０．０４±６．４９ｃ 　 ７３．８４±０．５４ｃ

ＲＳ 　９３．９６±５．９８ａｄ 　 ７．４４±２．５４ｂ

ＷＲＲ 　９１．２０±４．２９ｄ 　 ２１．０５±０．７８ａ

ＤＲ 　２３４．１７±４．００ｃｅ 　 １０．８６±０．７２ｄ

　　小写字母为各组组间差异分析，相同字母组间无显著差异
（Ｐ＞０．０５），不同字母组间有显著差异（Ｐ＜０．０５）。

２．３　ＤＰＰＨ自由基清除率的测定
不同药用部位乙醇提取物对 ＤＰＰＨ自由基的清

除率如图１所示，在０～１００μｇ／ｍＬ浓度范围内，ＤＰＰＨ
自由基清除率与样品浓度呈正相关。其中在１００μｇ／
ｍＬ处，ＲＬ清除能力达到了８９．２５％，ＲＳ清除能力最
弱，仅为２３．４６％，六种样品均对 ＤＰＰＨ自由基具有一
定的清除能力。清除率 ＩＣ５０如表２所示，其中 ＷＲ与
ＤＲ无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。ＲＬ清除能力最强，
ＷＲ与 ＤＲ对 ＤＰＰＨ自由基清除能力优于 ＷＲＲ与
ＤＲＲ（Ｐ＜０．０５）。文献研究表明，总酚和总黄酮是刺
梨乙醇提取物发挥抗氧化作用的活性成分

［１７］，本文

结果显示各个部位乙醇提取物 ＤＰＰＨ自由基清除活
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性与其总酚含量呈剂量依赖关系，与其总黄酮含量则

无剂量依赖性，说明总酚是各个部位发挥 ＤＰＰＨ自由
基清除活性的主要活性成分。

图１　刺梨不同药用部位乙醇提取物对ＤＰＰＨ自由基的清除率

２．４　ＡＢＴＳ自由基清除率的测定
不同药用部位乙醇提取物对ＡＢＴＳ自由基的清除

率如图２所示，随着样品浓度的不断增加，其对 ＡＢＴＳ
自由基清除率也逐渐增强。结果表明在 １０μｇ／ｍＬ
时，ＲＬ对ＡＢＴＳ清除率最高，ＲＳ对 ＡＢＴＳ自由基清除
率最低。６种样品均表现出对 ＡＢＴＳ自由基的清除活
性。清除率 ＩＣ５０值如表２所示，可以看出，ＲＬ、ＤＲ与
ＷＲ对ＡＢＴＳ自由基清除能力较好，且三种样品与
Ｖｃ、ＢＨＴ相比较无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。ＲＳ的清
除能力最弱，可能是导致 ＤＲ自由基清除活性在绝对
值上略高于ＷＲ的主要原因（Ｐ＞０．０５）。结果表明刺
梨叶乙醇提取物与刺梨果实中果肉部分（ＷＲ和 ＤＲ）
的乙醇提取物具有良好的ＡＢＴＳ自由基清除能力。

表２　刺梨不同药用部位醇提物清除ＤＰＰＨ、
ＡＢＴＳ的ＩＣ５０（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ，μｇ／ｍＬ）

样品 ＤＰＰＨ ＡＢＴＳ
　Ｖｃ 　　１５．９３±０．１８ａ 　　２．０５±０．０２ａ

　ＢＨＴ 　　６６．１１±３．０３ｂ 　　２．１２±０．０９ａ

　ＤＲＲ 　　５４．７９±２．７４ｃ 　　９．６３±０．０５ｂｅ

　ＷＲ 　　４２．７９±１．７６ｄ 　　７．２７±０．１５ａｂ

　ＲＬ 　　２３．２６±１．０７ｅ 　　３．１７±０．１２ａｂ

　ＲＳ 　　２００．０６±６．６８ｆ 　　３３．５０±１０．７３ｃ

　ＷＲＲ 　　１０５．２１±３．７７ｇ 　　１３．９９±０．５７ｄｅ

　ＤＲ 　　３７．５１±１．６１ｄ 　　４．５７±０．０８ａ

　　小写字母为各组组间差异分析，相同字母组间无显著差异
（Ｐ＞０．０５），不同字母组间有显著差异（Ｐ＜０．０５）。

图２　刺梨不同药用部位乙醇提取物对ＡＢＴＳ自由基的清除率

２．５　超氧阴离子清除能力的测定
刺梨不同药用部位乙醇提取物清除·Ｏ－２ 自由基

活性用斜率（Ｋｂｖａｌｕｅ）表示，实验结果如表 ３所示。
结果显示：阳性对照 Ｖｃ活性远高于其它样品（Ｐ＜
００５）。果实中 ＤＲ对·Ｏ－２ 自由基清除活性最高，
ＷＲ次之，显著高于阳性对照ＢＨＴ（Ｐ＜０．０５）。

表３　刺梨不同药用部位乙醇提取物清除·Ｏ－２ 自由
基活性（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

样品 Ｋｂｖａｌｕｅ（１×１０–４Ａ／ｓ）·Ｏ－２
　Ｂｌａｎｋ 　　１０．４９±０．３３ａ

　Ｖｃ 　　０．００±０．００ｂ

　ＢＨＴ 　　１０．２０±０．３８ａｇ

　ＤＲＲ 　　１０．４７±０．２１ａ

　ＷＲ 　　７．９９±０．０８ｃ

　ＲＬ 　　１０．２３±０．１２ａｈ

　ＲＳ 　　９．９６±０．１７ｄｇｈ

　ＷＲＲ 　　１０．０８±０．１４ｅｇｈ

　ＤＲ 　　７．３４±０．２４ｆ

　　小写字母为各组组间差异分析，相同字母组间无显著差异
（Ｐ＞０．０５），不同字母组间有显著差异（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

体内自由基过载导致的慢性疾病损害人类健康，

加快衰老过程，使人们的生活质量直线下降，清除人

体内过量的自由基可以使体内的氧化应激得到改善，

减少疾病的发生，延缓人类衰老。本文研究刺梨不同

药用部位乙醇提取物的自由基清除活性及其主要物

质的含量，以期为后续选择合适的刺梨部位进行研究

时提供基础数据支撑。

研究显示，刺梨干粉乙醇提取物中总酚含量为
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（１０２．６６±１．２８）μｇ／ｍｇ［１８］，刺梨中总黄酮含量可达到
５．９８１～１２．８９５μｇ／ｍｇ，是柑橘的１２０～３６０倍，银杏的
１１～１２倍［１９］，而在刺梨果渣之中总黄酮可高达

２７３１１μｇ／ｍｇ［２０］。在刺梨乙醇提取物之中活性成分
以总酚、总黄酮含量最高，并且刺梨乙醇提取物对ＤＰ
ＰＨ、ＡＢＴＳ自由基清除效果最为显著［１７］。本文结果显

示ＤＲ中总酚含量显著高于其他部位（Ｐ＜００５）。果
肉部位（ＷＲ、ＤＲ）总酚含量显著高于相应残渣（ＷＲＲ、
ＤＲＲ）（Ｐ＜０．０５），说明果肉部位是刺梨包含总酚的
主要部位。在总黄酮上ＷＲＲ与ＤＲＲ含量较高，两者
之间无显著性差异（Ｐ＞０．０５），但却显著高于 ＷＲ与
ＤＲ（Ｐ＜０．０５）。表明刺梨总黄酮含量在刺梨果渣中
显著高于刺梨果实，所以后续在刺梨总黄酮的研究中

可以选择刺梨果渣为原料，而对于总酚的研究优先选

择刺梨果肉。

刺梨果实及其各个部位展现了较好的清除自由

基活性，除了刺梨籽外，各个部位都展现出比马奇果

以及猕猴桃更好的ＤＰＰＨ或ＡＢＴＳ清除活性［２１２２］。本

文结果显示，ＷＲ与ＤＲ的ＤＰＰＨ或ＡＢＴＳ清除活性显
著高于刺梨果实其他部位（Ｐ＜０．０５）。而超氧阴离子
自由基清除实验发现，除 ＷＲ与 ＤＲ对自由基清除效
果较好以外，其余样品与阳性药 ＢＨＴ相当（Ｐ＞
００５）。结合总酚含量与自由基清除活性结果，表明
各个部位乙醇提取物自由基清除活性与其总酚含量

呈剂量依赖关系。

本文结果表明，刺梨果实部位乙醇提取物具有良

好的自由基清除能力，可以用于自由基清除剂及抗氧

化产品的开发，去除其味道缺点，突出其功效优点，将

促使人们接受刺梨产品。另外，在榨汁、酿酒等传统

的刺梨开发工艺过程中，刺梨残渣多被丢弃，本实验

表明刺梨残渣是含黄酮的主要部位，具有一定的利用

价值。此外刺梨叶在刺梨产品的开发中常常被忽视，

本文结果显示刺梨叶总酚、总黄酮含量都显著高于刺

梨果实各个部位，但刺梨叶在资源量上远不如刺梨果

实，且采收刺梨叶会影响整个植株的生长，刺梨叶上

述短板限制了刺梨叶大规模的利用和产品开发，转而

向刺梨叶茶叶等地区特色产品方向发展。

总之，通过研究刺梨各药用部位乙醇提取物有效

成分含量，并进行自由基清除活性的对比，发现刺梨

果肉总酚含量以及清除自由基能力显著高于果实其

他部位。而刺梨果渣总黄酮含量明显高于刺梨果实

其他部位，在资源可持续利用上展现了良好的价值。

此研究表明刺梨果肉可优先作为进一步研究刺梨抗

氧化、抗炎等活性的药用部位。
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摘要：目的 制备岩白菜素缓释胶囊，优选最佳处方制备工艺，并进行体外释放研究。方法 采用湿法制粒法、紫外分

光光度法测定岩白菜素含量，以累计体外释放度作为评价指标，用正交实验优化制备处方。结果 正交实验得到的最优

处方为：羟丙基甲基纤维素（ＨＰＭＣ）６０ｍｇ，聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）６ｍｇ与岩白菜素充分混匀后过２４目筛。该处方制备
的岩白菜素缓释胶囊释放稳定，１２ｈ累积释放度能达到８０％以上。结论 岩白菜素缓释胶囊制备工艺简单，稳定性好，可
重复性高，具有显著的缓释性能。
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　　岩白菜素（ｂｅｒｇｅｎｉｎ）分子式为 Ｃ１４Ｈ１６Ｏ９，是一种
具有多种生物活性的异香豆素化合物，因最先从虎耳

草科植物岩白菜中提取而得名
［１］，为白色疏松针状结

晶或结晶性粉末，遇光和热变色，在甲醇中溶解，在水

或乙醇中微溶
［２］。岩白菜素来源广泛，存在于虎耳草

科岩白菜全草及厚叶岩白菜和紫金牛科朱砂根的根

茎叶中
［３］，药理作用丰富，最早载于清《分类草药性》，

被中医广泛用于治疗咳嗽、吐血、便血、肠炎、白带、肿

毒等病症
［４］。该药物被２０２５版《中国药典》（一部）

收载于镇咳祛痰药范畴，是临床治疗慢性支气管炎、

支气管哮喘等呼吸系统疾病的常用药物，具有抗炎、

抗氧化、免疫调节等作用
［５］。其分子结构式见图１。

图１　岩白菜素结构式

　　目前，临床使用的岩白菜素为复方片剂，主要适
应证为镇咳祛痰，用于慢性支气管炎

［６］，存在服药次
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数多、顺应性差、不利于患者长期使用的缺点。缓释

制剂具有减少服用频次的优势
［７］，目前未见岩白菜素

缓释胶囊的报道。故本实验对岩白菜素缓释胶囊的

处方进行初步研究，并对最佳处方制备的缓释胶囊进

行释放度考察。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
复方岩白菜素片（云南明镜亨利制药有限公司，

批号为２０２３０１０５）、岩白菜素原料药（上海源叶生物
科技有限公司，批号为 Ｈ１４Ｊ１０Ｚ７９７９１）、羟丙基甲基
纤维素（ＨＰＭＣ，上海源叶生物科技有限公司，批号为
Ｒ２９Ｏ１１Ｔ１２８４５８）、乳糖（上海阿拉丁生化科技股份有
限公司，批号为Ｂ２０１００８０）、聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ，上
海阿 拉 丁 生 化 科 技 股 份 有 限 公 司，批 号 为

Ｋ２２２４６２７）、３号明胶空心胶囊（安徽黄山胶囊股份有
限公司，批号２０２２１０２２）。

Ｇ６８６０ＡＣａｒｙ６０紫外分光光度计（Ａｇｉｌｅｎｔ）、ＺＲＳ
８Ｇ智能溶出试验仪（天津市天大天发有限公司）、
ＪＪ３２４ＢＣ型电子天平（常熟市双杰测试仪器厂）、ｐＨＳ
３ＣｐＨ计（上海雷磁仪器厂）。

１．２　方法
１．２．１　缓释胶囊制备

取与市售复方岩白菜素片剂相同的处方量

１２０ｍｇ岩白菜素原料药，加入一定量 ＨＰＭＣ、ＰＶＰ，同
时缓慢滴加适量７０％乙醇溶液为粘合剂，达手握成
团，捏之即散状态后过２４目筛制粒，５０℃干燥５ｍｉｎ，
再２４目筛整粒后装入３号明胶胶囊壳，即得岩白菜
素缓释胶囊。

１．２．２　体外释放度测定
分别取 ３０ｍｇ岩白菜素原料药、ＨＰＭＣ、ＰＶＰ、乳

糖，用磷酸盐缓冲液（ｐＨ５．８）充分溶解后定容至
１００ｍＬ，过滤后在波长 ２７２ｎｍ处测定吸光度，仅岩白
菜素原料药在此处有明显吸收，表明辅料对岩白菜素

测定没有干扰。

线性关系考察：精密称定岩白菜素原料药２６ｍｇ，
置于１０ｍＬ容量瓶中，加磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ５．８）溶
解定容，定量移取５ｍＬ于１００ｍＬ容量瓶中，用磷酸盐
缓冲液（ｐＨ５．８）定容，作为对照品贮备液（质量浓度
为０．１３ｍｇ／ｍＬ）；精密量取贮备液适量，置合适容量瓶
中，配置成质量浓度分别为０．００６５、０．０１３０、００１９５、
０．０２６０、０．０３２５、０．０３９０ｍｇ／ｍＬ的系列对照品，过滤后

在波长２７２ｎｍ处测定吸光度，以浓度对吸光度进行线
性回归，方程Ｙ＝２３．７９７９５Ｘ＋０００３２１（ｒ２ ＝０．９９９８４），

表明岩白菜素质量浓度在０００６５～０．０３９０ｍｇ／ｍＬ范围
内与吸光度线性关系良好。

体外释放度测定方法：取制备所得岩白菜素缓释

胶囊，依据２０２０年版《中国药典（四部）》０９３１溶出度
与释放度测定法（篮法）

［２］，以磷酸盐缓冲液（ｐＨ５．８）
９００ｍＬ为溶剂，温度为（３７±０．５）℃，转速为７５ｒ／ｍｉｎ，

分别在１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２ｈ取样５ｍＬ并
立即精密补加同温度等体积的溶出介质，弃去初滤

液，取续滤液，通过测定其吸光度得到岩白菜素含量，

分别计算两者累计释放度。

１．２．３　单因素实验
确定粘合剂乙醇浓度为７０％和岩白菜素原料药

１２０ｍｇ不变的情况下，以综合评分 Ｌ作为评价指标，

对ＨＰＭＣ添加量（４２、４８、５４、６０、６６ｍｇ）、ＰＶＰ添加量
（２．４、６、１２、１８、２４ｍｇ）、筛网目数（１６、１８、２４、６０、８０

目）３种因素进行控制变量实验。
１．２．４　正交实验

在单因素实验的基础上，为了进一步优化处方，

选择ＨＰＭＣ用量（因素 Ａ）、ＰＶＰ用量（因素 Ｂ）、筛网
目数（因素Ｃ）作为考察的３个因素，设计Ｌ９（３

４）正交

实验进行优化，以２、４、６、８、１０、１２ｈ的累积释放度和
时间释放度相关系数作为评价指标，采用加权评分法
将４个指标转换为单一指标进行考察，即考察药物２ｈ

的释放度有无突释（Ｌ１）、６ｈ的释放特征（Ｌ２）、１２ｈ时
是否释放完全（Ｌ３），以上３指标权重系数均为ｌ；ｒ２考
察药物是否以Ｈｉｇｕｃｈｉ模型释放（Ｌ４），权重系数为２。
Ｌ＝｜Ｌ１－３０％｜×１００×１＋｜Ｌ２－５０％｜×１００×１＋｜
Ｌ３－７５％｜×１００×１＋｜Ｌ４－１｜×１００×２。根据公式
可知，Ｌ越小，释药效果越好。将优选出的岩白菜素缓
释胶囊与市售复方岩白菜素片剂按“１．２．２”测定
０５、１、２、３、４、１２ｈ的体外累积释放度，并进行对比。
１．２．５　工艺验证实验

根据正交试验优选出的处方工艺制备岩白菜素

缓释胶囊３批，按“１．２．２”测定各时间点体外累积释
放度，绘制曲线，对其进行误差分析。

１．２．６　释药模型拟合
按最优处方制备缓释胶囊。参照《中国药典》

２０２０年版缓释、控释和迟释制剂指导原则，根据计算
值与实测值的绝对误差和相对误差评价各个模型拟

合的拟合度（ｒ２）、残差平方和（Ｒｅ），从而来确定制剂
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的最佳拟合模型。

２　结　果

２．１　单因素实验结果
２．１．１　ＨＰＭＣ添加量（Ａ）对Ｌ的影响

３７℃条件下，当岩白菜素用量为１２０ｍｇ，粘合剂乙
醇浓度为７０％时，确保ＰＶＰ和筛网目数不变，分别选用
４２、４８、５４、６０、６６ｍｇＨＰＭＣ制备缓释胶囊。由图２可
知，随着ＨＰＭＣ用量的增大，Ｌ呈先减小后增大趋势，故
选择５４、６０及６６ｍｇ作为正交试验该因素的水平取值。

图２　ＨＰＭＣ用量对Ｌ的影响

２．１．２　ＰＶＰ添加量（Ｂ）对Ｌ的影响
３７℃条件下，当岩白菜素用量为 １２０ｍｇ，粘合剂

乙醇浓度为７０％时，确保 ＨＰＭＣ和筛网目数不变，分
别选用２．４、６、１２、１８、２４ｍｇＰＶＰ制备缓释胶囊。由图
３可知，随着ＰＶＰ用量增加，Ｌ呈先减小后增大趋势，
故选择２．４、６及 １８ｍｇ作为正交试验该因素的水平
取值。

图３　ＰＶＰ用量对Ｌ的影响

２．１．３　筛网目数（Ｃ）对Ｌ的影响
３７℃条件下，当岩白菜素用量为 １２０ｍｇ，粘合剂

乙醇浓度为７０％时，确保 ＰＶＰ和 ＨＰＭＣ用量保持不
变，分别选用１６、１８、２４、６０、８０目的筛网制备缓释胶
囊内容物。筛网的目数越大，所制得的颗粒粒径越

小，由图４可知，一定范围内粒径越小 Ｌ越小，当颗粒
粒径低于某值时，Ｌ反而增大，故选择１８、２４及６０目
作为正交试验该因素的水平取值。

图４　筛网目数对Ｌ的影响

２．２　正交实验结果
因素水平表见表１，实验结果见表２，因素Ａ、Ｂ、Ｃ

中，均为Ｋ２值最小，且ＲＣ＞ＲＡ＞ＲＢ，对缓释胶囊释放
度的影响程度为因素Ｃ＞Ａ＞Ｂ，由表３方差分析结果
可知，因素 Ａ和 Ｃ有显著差异性（Ｐ＜０．０５），因素 Ｂ
无显著性差异（Ｐ＞０．０５），从而确定了最佳处方为
Ａ２Ｂ２Ｃ２。

表１　正交实验因素水平表

序号 因素Ａ／ｍｇ 因素Ｂ／ｍｇ 因素Ｃ／目

１ ５４ ２．４ １８
２ ６０ ６ ２４
３ ６６ １８ ６０

表２　正交实验设计及结果

实验号　 Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 综合评分／（Ｌ／分）

１ １　 ３　 ２　 ２５．３２
２ １　 ２　 ３　 ４５．８８
３ １　 １　 １　 ４７．１６
４ ２　 ３　 １　 ２７．０９
５ ２　 ２　 ２　 ２０．９２
６ ２　 １　 ３　 ３２．１１
７ ３　 ３　 ３　 ９０．８９
８ ３　 ２　 １　 ３５．２６
９ ３　 １　 ２　 ３４．３５
ｋ１ ３９．４５ ３７．８７ ３６．５０
ｋ２ ２６．７１ ３４．０２ ２６．８６
ｋ３ ５３．５０ ４７．７７ ５６．２９
Ｒ ２６．７９ １３．７５ ２９．４３
ＳＳ １０７７．７４ ３０１．７６ １３５０．７６
Ｓ ５３８．８７ １５０．８８ ６７５．３８
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表３　方差分析结果

　　ＳＳ 　γ 　Ｓ 　　Ｆ 　　Ｐ

Ａ １０７７．７４ ２．００ ５３８．８７ 　１．３３ ＜０．０５

Ｂ ３０１．７６ ２．００ １５０．８８ 　０．３７ ＞０．０５

Ｃ １３５０．７６ ２．００ ６７５．３８ 　１．６７ ＜０．０５

Ｄ（误差） ８０８．２２ ２．００ ４０４．１１ 　１．００

　　将通过正交实验优化得到的岩白菜素缓释胶囊
与市售复方岩白菜素片剂进行体外释放度对比（图

５），市售岩白菜素片剂在 ４ｈ之内已释放超过 ９５％
（认为释放完全），而制备得到的岩白菜素缓释胶囊在

４ｈ时体外释放度低于５０％且仍在缓慢稳定释放。表
明制备的岩白菜素缓释胶囊相较市售复方岩白菜素

片持续释放时间更长。

图５　岩白菜素缓释胶囊与市售复方岩白菜素片剂释放度曲线对比

２．３　工艺验证结果及分析
由表４、图６可知最优处方制得的岩白菜素缓释

胶囊释放较为平缓，其７ｈ累积释放度大于５０％，１２ｈ
累积释放度能达到８０％以上。由图７可知不同批次
的缓释胶囊其释放曲线重合度较高，相对偏差较小，

说明药物的释放过程可控，释药量稳定，释放速度平

稳，通过正交实验优选的制备工艺良好，其体外释放

度测定具有较好的重现性。

表４　不同批次岩白菜素缓释胶囊各时间点累积释放度（％）

时间／ｈ
批次

１ ２ ３
１ ２０．５３ １３．４６ １７．００

２ ３３．３０ ３３．６７ ３３．４８

３ ３６．００ ４２．３１ ３９．１６

５ ４４．０２ ５６．７４ ５０．３８

７ ５５．５８ ７０．４５ ６３．０１

９ ６８．８８ ７０．４８ ６９．６８

１１ ７２．０５ ７８．３０ ７５．１８

１２ ８１．８０ ８１．１５ ８１．４７

图６　岩白菜素缓释胶囊３批样品体外累积释放度曲线

图７　样品胶囊体外释放度曲线比较（ｎ＝３）

２．４　释药模型拟合结果
根据表５的拟合结果，岩白菜素缓释胶囊的释药

曲线以Ｈｉｇｕｃｈｉ拟合时，其ｒ２最大，能达到０．９９以上，
同时 Ｈｉｇｕｃｈｉ拟合的残差平方和最小，最大绝对误差
最小，最大相对误差较一级、零级释放大，三者之中

Ｈｉｇｕｃｈｉ拟合最佳。

表５　体外释放模型拟合结果

拟合模型 ｒ２ Ｒｅ 最大绝对
误差／％

最大相对
误差／％

Ｚｅｒｏｏｒｄｅｒ ０．９５６７７ １５３．６０ －８．７３ －８．７３

Ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒ ０．９８２１５ ２１．１４ ５．３５ １９．２４

Ｈｉｇｕｃｈｉ ０．９９１５０ １０．０８ －３．１２ －１５．５２

３　讨　论

有研究
［８］
表明岩白菜素半衰期短，代谢消除快，

生物利用度低，目前临床使用岩白菜素为复方片剂，

具有服用次数多的缺点。为此设计了一种缓慢释放

的岩白菜素胶囊，以增加岩白菜素的作用时间，减少

用药次数。

本实验采用正交试验设计法对岩白菜素缓释胶

囊进行了处方优化研究。正交实验结果表明，在所考
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察的因素水平范围内，筛网目数（因素Ｃ）对岩白菜素
缓释胶囊体外释放行为的影响最为显著（Ｒ值最大且
Ｐ＜０．０５）。较小的筛网目数（１８目）对应较大的颗粒
粒径，可能导致药物释放路径延长和释放速率降低；

而较大的筛网目数（６０目）对应较小的颗粒粒径，比
表面积增大，可能导致初期释放过快，突释效应增大。

本实验确定的２４目筛网（Ｃ２）综合考虑释放速率与避
免突释情况，确保了较为理想的缓释曲线。

ＨＰＭＣ用量（因素 Ａ）也是影响释放的关键因素
（Ｐ＜０．０５）。ＨＰＭＣ作为亲水性凝胶骨架材料，其用
量直接影响凝胶层的形成厚度和强度，进而调控药物

扩散释放的速率。较低的 ＨＰＭＣ用量（５４ｍｇ）无法形
成足够致密的凝胶屏障，导致释放偏快；而较高的用

量（６６ｍｇ）则可能使凝胶层过于致密或溶胀过快，延
缓药物释放。本实验确定的Ａ２（６０ｍｇ）用量提供了适
宜的凝胶形成能力。

ＰＶＰ用量（因素 Ｂ）在本实验所选水平范围内对
释放度的影响不显著（Ｐ＞０．０５）。ＰＶＰ主要作为粘合
剂影响颗粒的成型性和强度，但其用量（２．４、６、１８ｍｇ）
未显著改变颗粒的溶蚀或药物扩散行为。在综合考

虑保证颗粒质量的前提下选择了 Ｂ２（６ｍｇ）作为最佳
处方的一部分。

在确定岩白菜素原料药的基础上，通过改变辅料

配比和粒径大小，采用紫外分光光度计法测定岩白菜

素含量，以其累积释放度作为评价指标，确定的最佳

处方为岩白菜素原料药 １２０ｍｇ、ＨＰＭＣ６０ｍｇ、ＰＶＰ
６ｍｇ，以上原辅料充分混合均匀，加入适量７０％乙醇
溶液作粘合剂制软材过２４目筛制粒。按照最优处方
制备的不同批次缓释胶囊在各个取样点的累积释放

度波动范围较小，１２ｈ累积释放度能达到８０％以上。
采取的工艺简单易行，所制备的胶囊释放稳定，质量

可控。

对岩白菜素缓释胶囊进行释药模型拟合，拟合得

到零级与一级方程ｒ２都小于０．９９，只有 Ｈｉｇｕｃｈｉ方程
ｒ２为０．９９１，且Ｒｅ最小。最终确定岩白菜素缓释胶囊
的释放规律符合 Ｈｉｇｕｃｈｉ方程，有利于进一步了解岩
白菜素的释药机制。

ＨＰＭＣ是一种亲水性药用辅料，在吸水后膨胀，
表面会形成凝胶层，减缓药物释放速度，常被用作口

服固体给药系统中的骨架型材料
［９］。本试验中采用

的是规格为高纯，２０００００ｍｐａ．ｓ的 ＨＰＭＣ，未对其他

规格的ＨＰＭＣ进行试验，忽略了不同粘度的ＨＰＭＣ对
释放度的影响。为了验证所研制岩白菜素缓释胶囊

与复方岩白菜素片剂是否能达到相似的临床效果，还

需进一步进行体内生物等效性研究。

岩白菜素药理作用丰富，Ｌｉ等［１０］
研究了其优秀

的抗癌作用，Ｆｏｕｄａｈ等［１１］
研究了其在糖尿病神经病

变中的神经保护作用，但在我国目前真正应用在临床

上的药物极少，相信随着研究不断深入，岩白菜素的

临床应用也会得到进一步发展，能更好的发挥其药理

作用。
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摘要：目的 探讨虾青素（ＡＳＴ）对草甘膦（ＧＬＹ）尾静脉暴露所致小鼠脑神经损伤的缓解作用及其潜在机制。方法
将ＫＭ雄性小鼠随机分为对照组（ＣＯＮ）、草甘膦暴露组（ＧＬＹ，１ｍｇ／ｋｇ尾静脉注射）和草甘膦暴露 ＋虾青素治疗组
（ＧＬＹ＋ＡＳＴ，ＧＬＹ暴露后给予５０ｍｇ／ｋｇＡＳＴ灌胃），连续给药３５ｄ。于给药第２７ｄ进行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫、旷场和高架十字
迷宫行为学测试评估学习记忆及焦虑行为；第３６ｄ取脑组织，采用尼 Ｎｉｓｓｌ染色观察神经元形态变化；应用分子对接技
术分析ＧＬＹ、ＡＳＴ与β位点淀粉样前体蛋白裂解酶１（ＢＡＣＥ１）的结合活性；采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测脑组
织中ＢＡＣＥ１、β淀粉样蛋白Ａβ１４０及Ａβ１４２水平。结果 行为学测试显示，ＧＬＹ暴露组小鼠空间学习记忆能力显著下降、
焦虑行为显著增加；Ｎｉｓｓｌ染色显示ＧＬＹ组海马等脑区神经元排列紊乱、尼氏体减少及坏死细胞比例升高；分子对接结
果表明，ＧＬＹ和ＡＳＴ均能与ＢＡＣＥ１有效结合，结合能分别为 －６．３ｋｃａｌ／ｍｏｌ和 －８．３ｋｃａｌ／ｍｏｌ。ＥＬＩＳＡ检测显示，ＧＬＹ
组脑组织中ＢＡＣＥ１、Ａβ１４０及Ａβ１４２水平较ＣＯＮ组显著升高（Ｐ均＜０．０５）。ＡＳＴ干预可显著改善上述行为学障碍，减轻
神经元损伤，降低坏死细胞比例，并有效抑制ＧＬＹ暴露引起的ＢＡＣＥ１、Ａβ１４０及Ａβ１４２水平升高（Ｐ＜０．０５）。结论 草甘
膦尾静脉暴露可诱导小鼠脑神经损伤及认知功能障碍，其机制可能与激活 ＢＡＣＥ１／Ａβ通路有关；ＡＳＴ可通过抑制
ＢＡＣＥ１表达及Ａβ生成，有效缓解草甘膦诱导的脑神经损伤。

关键词：虾青素；草甘膦；神经行为学；β位点淀粉样前体蛋白裂解酶１
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　　草甘膦（ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ，ＧＬＹ）作为全球用量最大的广
谱除草剂，其化学残留物可通过环境迁移对动物及人

类中枢神经系统产生潜在危害
［１］。多项研究证实，草

甘膦急性暴露可导致小鼠的空间定向、学习与记忆能

力下降
［２］，并可能通过激活 ＮＬＲＰ３焦亡通路导致小

鼠行为障碍和神经受损
［３］。新近研究发现

［４５］，阿尔

茨海默病关键病理因子———β淀粉样蛋白（Ａβ）的异
常沉积已被证实与神经退行性病变密切相关，而

ＢＡＣＥ１（β位点淀粉样前体蛋白裂解酶１）作为 Ａβ生
成的核心限速酶，其调控机制在草甘膦神经损伤中的

作用尚未明确。

虾青素（ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ，ＡＳＴ）属于类胡萝卜素家族的
一员，具有抗氧化和穿越血脑屏障的能力，可有效对

大脑提供保护
［６］。研究表明，ＡＳＴ可以保护神经元免

受氧化应激和炎症损伤
［７］，但 ＡＳＴ对 ＧＬＹ诱导的小

鼠脑神经损伤的作用尚不清楚。

本研究首次将 ＧＬＹ神经毒性机制与 ＢＡＣＥ１／Ａβ
通路关联，通过行为学、Ｎｉｓｓｌ染色观察、生物标志物指
标（ＢＡＣＥ１、β淀粉样蛋白 Ａβ１４０及 Ａβ１４２）检测，同时
结合分子对接来探究 ＡＳＴ能否通过干预 ＢＡＣＥ１／Ａβ
通路，缓解 ＧＬＹ尾静脉暴露导致的小鼠脑组织神经
损伤。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器
ＧＬＹ（１０７１８３６）购于美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；

ＡＳＴ（４７２６１７）购于上海麦克林生化科技股份有限
公司，纯度为 ９６％；小鼠 ＥＬＩＳＡ试剂盒 ＢＡＣＥ１
（ＹＪ０３７９０８）、Ａβ１４０（ＹＪ００１８５９）、Ａβ１４２（ＹＪ００２２０１）
购于上海酶联生物科技有限公司；１Ｘ７０倒置荧光
显微镜（日本奥林巴斯公司）；ＲＭ２２４５石蜡切片机
（德国 Ｌｅｉｃａ公司）；ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎＸＴ动物运动轨迹跟
踪系统（荷兰 Ｎｏｌｄｕｓ公司）；Ｅｐｏｃｈ２酶标检测仪
（ＢｉｏＴｅｋ公司）。

１．２　实验方法
１．２．１　实验动物

６周龄 ＳＰＦ雄性 ＫＭ小鼠（质量合格证号：Ｎｏ．
４３０７２７２５０１００５９８１１７，购于湖南斯莱克景达实验动物
有限公司）适应性喂养１周后，随机分为３组，每组６
只。对照组（ＣＯＮ）：０．９％生理盐水溶液灌胃；草甘膦
暴露组（ＧＬＹ）：１ｍｇ／ｋｇＧＬＹ溶液尾静脉注射；虾青素
干预组（ＧＬＹ＋ＡＳＴ）：ＧＬＹ以１ｍｇ／ｋｇ尾静脉注射后
用５０ｍｇ／ｋｇ剂量的ＡＳＴ进行灌胃，每天固定时间给药
１次，连续暴露３５ｄ。于给药第２７ｄ进行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷

宫、旷场和高架十字迷宫行为学测试评估学习记忆及

焦虑行为；第３６ｄ取脑组织，采用尼 Ｎｉｓｓｌ染色观察神
经元形态变化。

１．２．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫（ｍｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅ）用于检测小鼠

定位航行和空间探索的能力
［８］，实验周期７ｄ，前５ｄ对

老鼠进行训练，每只老鼠每天训练４次，分别从四个
象限面朝池壁放入水中进行游泳训练，实验持续１ｍｉｎ
或找到平台即结束，若找不到平台，可引导小鼠在平

台上停留１０ｓ。第６ｄ休息，第７ｄ移除平台，选择离平
台最远的象限作为固定入水点，用 ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎＸＴ１３
软件记录小鼠６０ｓ内穿越原来平台次数及在原平台
象限的停留时间。

１．２．３　旷场实验
旷场实验（ｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｅｓｔ，ＯＦ）用于评估小鼠的自

发活动性、探索行为和焦虑水平
［９］。在一个４０ｃｍ×

４０ｃｍ敞口箱子用 ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎＸＴ１３行为学分析系统
划分成４×４的虚拟方格，自由探索５ｍｉｎ内受试小鼠
的运动轨迹。

１．２．４　高架十字迷宫实验
高架十字迷宫（ｅｌｅｖａｔｅｄｐｌｕｓｍａｚｅ，ＥＰＭ）用于评价

小鼠的焦虑情况
［１０］。用 ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎＸＴ１３行为学分析

系统记录小鼠５ｍｉｎ在高架十字迷宫的行为学指标。
１．２．５　Ｎｉｓｓｌ染色与脑区热图分析

取材前对小鼠禁食不禁水 １２ｈ，采用腹腔注射
３％戊巴比妥钠麻醉，使用５０ｍＬ的一次性针头从心脏
灌注生理盐水，新鲜的脑组织用 ４％多聚甲醛固定
２４ｈ，经过不同梯度酒精进行脱水、透明、包埋、切片，
将组织进行处理。然后用甲苯胺蓝对组织进行染色，

观察组织病理形态学。

采用双盲法，由２名研究者分别对脑区切片５区
域（颞叶、海马体、下丘脑、丘脑、杏仁核）进行阳性细

胞计数，阳性细胞判断标准为尼氏体完整，核仁清晰，

胞体无皱缩为正常神经元，尼氏体减少或消失，胞体

皱缩，核固缩为坏死神经元，统计坏死细胞所占比例，

参照Ｔａｎｇ等［１１］
方法绘制脑区热图。

１．２．６　分子对接
从Ｕｎｉｐｒｏｔ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／）获

取ＢＡＣＥ１蛋白晶体结构（６ＥＪ３），用 ＰｙＭＯＬ软件去除
蛋白晶体中的水分子和磷酸化修饰基团；从 Ｐｕｂｃｈｅｍ
数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）分别获
取ＡＳＴ和ＧＬＹ的３Ｄ结构（ＳＤＦ格式）。使用ＭＯＥ软
件将ＡＳＴ与 ＧＬＹ分别与 ＢＡＣＥ１进行分子对接并下
载２Ｄ相互作用图，用ＰｙＭＯＬ软件对分子对接结构进
行可视化分析

［１２］。
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１．２．７　脑组织ＢＡＣＥ１、Ａβ１４０、Ａβ１４２含量检测
取小鼠脑组织（约１００ｍｇ），按１∶９（ｗ／ｖ）比例加

入预冷的０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．４），置于冰浴中用玻
璃匀浆器手动研磨，制备成组织匀浆，于４℃、３０００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液置于 －８０℃保存待测。按
照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作，检测时将上清液稀释，
每个样本设６个复孔，用酶标仪在４５０ｎｍ波长处测定
吸光度（ＯＤ值），根据标准曲线（Ｒ２＞０．９９）计算各指
标浓度。

１．３　统计学方法
数据采用（均值±标准误）表示，组间比较采用单

因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），若方差齐性，则使
用ＬＳＤ检验。Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　迷宫实验
如图１Ａ所示，ＣＯＮ组小鼠运动轨迹较为广泛，

ＧＬＹ在观察区移动总路程减少；如图 １Ｂ所示，ＣＯＮ
组穿越平台次数及平台象限停留时间高于ＧＬＹ组（Ｐ
＜０．０１）；与ＧＬＹ组相比，ＧＬＹ＋ＡＳＴ组小鼠穿越平台
次数及所在象限停留时间均有所提高（Ｐ＜０．０５），两
者差异具有统计学意义。

　　Ａ．小鼠水迷宫运动轨迹热图；Ｂ．小鼠水迷宫运动数据图（与ＣＯＮ组比较，Ｐ＜０．０１；

与ＧＬＹ组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｎ＝６）。

图１　水迷宫实验结果图

２．２　旷场实验
旷场实验结果如图２所示，图２Ａ是小鼠运动轨

迹热图，与ＣＯＮ相比，ＧＬＹ组中央区域颜色较浅，经
过ＡＳＴ给药处理后，中央区域颜色明显变多。对每组
实验动物中央区域停留时间、中央区域穿越次数、远

动总距离进行统计，结果表明，与 ＣＯＮ组相比，ＧＬＹ
组的小鼠在中央区域停留时间、运动总距离明显减少

（Ｐ＜０．０１），中央区域穿越次数减弱（Ｐ＜０．０５）；ＧＬＹ
＋ＡＳＴ组与ＧＬＹ组相比，中央区域停留时间及运动总
距离显著增加（Ｐ＜０．０１），但中央区域穿越次数有所
提升，见图２Ｂ。

　　Ａ．小鼠旷场运动轨迹热图；Ｂ．小鼠旷场运动数据图（与 ＣＯＮ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ
＜０．０１；与ＧＬＹ组比较，＃＃Ｐ＜０．０１，ｎ＝６）。

图２　旷场实验结果图

２．３　高架十字迷宫实验
图３Ａ是小鼠在高架十字迷宫中的轨迹热图，与

ＣＯＮ组相比，ＧＬＹ组小鼠更倾向于停留在闭合臂，很少
进入开放臂，在开放臂停留时间也明显减少（Ｐ＜
００１），与ＧＬＹ组小鼠相比，ＧＬＹ＋ＡＳＴ组小鼠进入开
放臂次数及停留时间均显著增加（Ｐ＜０．０５），见图３Ｂ。

　　Ａ．小鼠高架十字迷宫运动轨迹热图；Ｂ．小鼠高架十字迷宫运动数据图（与ＣＯＮ组比较，

Ｐ＜０．０１；与ＧＬＹ组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｎ＝６）。

图３　高架十字迷宫实验结果图
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２．４　Ｎｉｓｓｌ染色
Ｎｉｓｓｌ染色结果如图４所示，ＣＯＮ组的海马 ＣＡ１、

ＣＡ３、ＤＧ区细胞排列正常且紧密，锥体神经元细胞形
态正常且完整；ＧＬＹ组小鼠的神经元排列比较散乱，
有明显的空隙，神经元胞体体积减少，有部分核固缩，

核仁不清楚，染色不均匀，神经元受损且尼氏体减少；

ＧＬＹ＋ＡＳＴ组的神经元结构明显改善，核仁清晰。
脑区热图如图５所示，数值表示坏死细胞占全部

细胞的比值，明显看出 ＧＬＹ组坏死比较较多，经过
ＡＳＴ给药处理后，ＧＬＹ＋ＡＳＴ组脑组织坏死细胞数量
明显减少。

图４　Ｎｉｓｓｌ染色结果图

　　ＴＬ：颞叶；ＨＩＰ：海马；ＴＨＡ：丘脑；ＨＴＨ：下丘脑；ＡＭＹ：杏仁核；颜色表示坏死细胞占全部细

胞的比例，从绿色到红色按升序排列。

图５　脑区热图

２．５　分子对接与脑组织中 ＢＡＣＥ１、Ａβ１４０、
Ａβ１４２的含量

小分子和蛋白对接的结合能≤ －５．０Ｋｃａｌ／ｍｏｌ表
示具有较强的结合能力，结合能≤ －７．０Ｋｃａｌ／ｍｏｌ表
示具有极强的结合能力

［１３１４］。运用分子对接探究

ＧＬＹ、ＡＳＴ与ＢＡＣＥ１的对接活性分析，其对接结合能
分别为 －６．３ｋｃａｌ／ｍｏｌ，－８．３ｋｃａｌ／ｍｏｌ，如图６Ａ所示，
ＧＬＹ与 ＢＡＣＥ１的 ＧＬＵ３３９、ＧＬＹ１１、ＧＬＹ１３、ＴＹＲ１４
残基通过氢键作用；ＡＳＴ与 ＢＡＣＥ１的 ＬＹＳ３２１残基
通过氢键作用。

脑组织各生化指标如图 ６Ｂ所示，ＧＬＹ组
ＢＡＣＥ１、Ａβ１４０、Ａβ１４２的含量比 ＣＯＮ组要高且差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），经过ＡＳＴ给药处理后，ＧＬＹ
＋ＡＳＴ组脑组织各含量水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。

　　Ａａ．ＧＬＹ与ＢＡＣＥ１对接可视化，Ａｂ．ＡＳＴ与ＢＡＣＥ１对接可视化；Ｂ．脑组织Ａβ通路蛋白
表达水平（与ＣＯＮ组比较，Ｐ＜０．０１；与ＧＬＹ组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｎ＝５）。

图６　分子对接与脑组织Ａβ通路蛋白表达水平数据图

３　讨　论

本研究揭示了ＧＬＹ尾静脉暴露可诱发小鼠认知
功能障碍，并证实 ＡＳＴ可通过降低 ＢＡＣＥ１、Ａβ１４０、
Ａβ１４２活性改善ＧＬＹ诱导的脑神经损伤。

本研究行为学评估结果表明，ＧＬＹ的尾静脉入血
暴露导致小鼠空间学习记忆能力受损及焦虑样行为

增加，经过 ＡＳＴ的干预，有效逆转了上述行为缺陷。
Ｎｉｓｓｌ染色显示，ＧＬＹ组小鼠神经元结构损伤和尼氏体
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减少，而 ＡＳＴ干预显著提高了神经元的形态学完整
性，提示ＡＳＴ具有神经保护效应。

ＢＡＣＥ１又称β分泌酶１，主要切割淀粉样前体蛋
白（ＡＰＰ）间接生成 Ａβ［１５］，Ａβ生成过多或清除不足
时，会形成可溶性寡聚体和不溶性纤维，引起神经损

伤
［１６］。ＢＡＣＥ１活性增强，加速 ＡＰＰ切割导致 Ａβ的

快速积累
［１７］。大量动物模型研究表明，抑制 ＢＡＣＥ１

能有效降低脑脊液和脑组织中的 Ａβ水平，预防淀粉
样斑块沉积

［１８］。

分子对接为这一体内作用机制提供了结构生物

学层面的支持依据，无论是 ＧＬＹ还是 ＡＳＴ均能有效
对接至ＢＡＣＥ１的活性位点区域。分子对接证实 ＡＳＴ
与ＢＡＣＥ１活性中心结合能显著强于 ＧＬＹ，可能通过
竞争性抑制减少ＡＰＰ淀粉样切割，使 Ａβ１４０下降。分
子机制上，本研究发现 ＧＬＹ暴露组小鼠脑组织中
ＢＡＣＥ１蛋白表达水平显著升高，且伴随下游切割产
物———神经毒性更强的Ａβ１４０和Ａβ１４２含量同步增加。
ＧＬＹ诱导的ＢＡＣＥ１、Ａβ异常活化可能是其导致的认
知功能下降和神经元损伤的原因

［１９］。ＡＳＴ干预显著
降低脑内ＢＡＣＥ１的蛋白水平，并伴随 Ａβ１４０和 Ａβ１４２
水平下降。ＡＳＴ对 ＢＡＣＥ１表达及 Ａβ生成的协同抑
制，可能是其拮抗 ＧＬＹ神经毒性并改善认知功能的
潜在药理机制

［２０］。

ＡＳＴ的神经保护作用也可能与已知的抗氧化、抗
炎密切相关。氧化应激可诱导 ＢＡＣＥ１表达上调并促
进Ａβ聚集［２１］，而炎症因子（如ＩＬ１β、ＴＮＦα）可进一
步加剧Ａβ的神经毒性［２２］。本研究中，ＡＳＴ可能通过
清除ＧＬＹ诱导的过量活性氧（ＲＯＳ），降低氧化应激
对ＢＡＣＥ１的激活；同时，其抗炎作用可能减少神经炎
症对Ａβ沉积的促进效应，从而与抑制 ＢＡＣＥ１／Ａβ通
路形成协同作用。

从临床应用的角度来看，本研究采用尾静脉注射

的方式模拟急性暴露，揭示了 ＧＬＹ入血暴露对小鼠
脑神经的损伤作用；同时，ＡＳＴ作为一种天然药食同
源抗氧化剂，可能成为预防因环境 ＧＬＹ暴露而导致
神经损伤的潜在干预策略，对农业从业者和频繁接触

除草剂的人群具有重要的参考价值。

综上所述，ＧＬＹ可能通过直接或间接作用上调小
鼠脑内ＢＡＣＥ１水平，增强ＡＰＰ的淀粉样代谢途径，导
致Ａβ肽段的累积；过量的Ａβ沉积引起神经毒性，最
终导致神经元损伤和认知功能障碍。而 ＡＳＴ的核心
干预价值在于通过抑制 ＢＡＣＥ１的酶活性或蛋白表
达，遏制Ａβ生成，进而减轻Ａβ介导的神经损伤。
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ＳＦＲＰ１对结直肠癌细胞增殖和侵袭的影响
　　　　　　　　　　　　及其机制研究　　　　　　　　　　　?
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摘要：目的 探讨分泌型卷曲相关蛋白１（ＳＦＲＰ１）对人结直肠癌细胞增殖、侵袭迁移的影响及其机制，为临床治疗提

供新的研究方向。方法 使用生物信息学分析ＳＦＲＰ１在结直肠癌中的表达水平及与结直肠癌侵袭和增殖的相关性，研

究结直肠癌与ＳＦＲＰ１的关系；将 ＳＦＲＰ１抑制物（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ）及对照物（ｓｉＮＣ）转染至 ＳＷ４８０细胞中；采用
ＣＣＫ８比色法检测各组细胞增殖能力；通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验评估细胞侵袭迁移能力；运用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测各组细胞
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路核心组份 Ｗｎｔ４、βｃａｔｅｎｉｎ的蛋白表达水平。结果 ＳＦＲＰ１在结直肠癌中表达下调，与对照组
ＳＷ４８０细胞相比，ＳＦＲＰ１干扰组细胞增殖，侵袭迁移能力提升，干扰组Ｗｎｔ４和βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达水平增强（Ｐ＜０．０５）。

结论 ＳＦＲＰ１表达下调可能通过调控Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，促进结直肠癌的发生发展，为结直肠癌的临床治疗提供了

新思路。
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　　流行病学调查数据表明，作为消化道恶性肿瘤的
结直肠癌，其发病率与死亡持续增加

［１］。手术联合放

化疗近年来已成为结直肠癌的常规治疗手段，但其临

床疗效仍存在明显局限性
［２３］。因此，探索新型分子

治疗靶点，靶向调控结直肠癌细胞的恶性生物学行

为，已成为肿瘤治疗的关键研究方向。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路是经典Ｗｎｔ通路的重要组成部分［４］，其在结

直肠癌的发生、发展和转移中发挥核心调控作用
［５］。

作为Ｗｎｔ信号通路的关键拮抗因子，分泌型卷曲相关
蛋白１（ｓｅｃｒｅｔｅｄｆｒｉｚｚｌｅｄｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＦＲＰ１）在乳
腺癌中表达显著降低

［６］。本研究旨在观察抑癌基因

ＳＦＲＰ１在结直肠癌发生发展中的作用机制，探讨其是
否可成为结直肠癌的新分子治疗靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
人结直肠癌细胞ＳＷ４８０购自上海中科院细胞库。

ＨｙＣｌｏｎｅ胎牛血清和 ＤＭＥＭ培养基购自武汉三鹰生
物技术有限公司；ＧＡＰＤＨ和 ＳＦＲＰ１抗体购自美国
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；Ｗｎｔ４和 βｃａｔｅｎｉｎ抗体购自格来赛
生命科技（上海）有限公司；山羊抗兔二抗 ＩｇＧ、ＣＣＫ８
试剂盒、０．２５％胰酶购自武汉碧云天生物技术有限公
司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、ＳＤＳ聚丙烯酰胺试剂盒购
自北京索莱宝科技有限公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ３０００转染
试剂盒购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＳＦＲＰ１抑制物（ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ）及对照物（ｓｉＮＣ）购自上海吉玛制药
技术有限公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国 Ｃｏｒｉｎｇ公司；
ＤＡＢ试剂盒、蛋白质印迹配胶试剂盒均购自福州迈新
生物技术开发有限公司。

１．２　方法
１．２．１　公共数据库分析结直肠癌中ＳＦＲＰ１基因的表达

为探究结直肠癌中ＳＦＲＰ１基因的表达情况，筛选
癌症基因图谱 ＴＣＧＡＣＲＣ数据库获取的结直肠癌患
者临床数据，整理１６２例患者的癌组织和癌旁正常组
织样本，ＧＥＰＩＡ２（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ２．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ／＃ｇｅｎ
ｅｒａｌ）分析ＳＦＲＰ１基因在结直肠癌及正常组织中的表
达差异。

１．２．２　ＳＦＲＰ１基因表达与结直肠癌临床病理特征和
预后相关分析

基于ＴＣＧＡＣＲＣ数据库中结直肠癌及癌旁组织
中ＳＦＲＰ１基因表达的中位数水平差异，把１６２例患者
样本分成高表达组６０例和低表达组１０２例，进而采
用“ｓｕｒｖｉｖａｌ”和“ｓｕｒｖｍｉｎｅｒ”Ｒ包执行生存分析，评估

ＳＦＲＰ１基因表达水平对总生存期的影响。
１．２．３　细胞培养和转染

ＳＷ４８０细胞在全湿度培养箱（３７℃、５％ ＣＯ２），用
含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基进行培养。待细胞
处于对数生长期时，采用０．２５％胰酶进行消化处理，
随后在６孔板接种细胞（每孔１×１０５），严格参照 Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００说明书进行转染操作，将 ＳｉＳＦＲＰ１
组转染 ＳＦＲＰ１抑制物（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ）、ＳｉＮＣ
组转染阴性对照物（ｓｉＮＣ），Ｃｏｎｔｒｏｌ组用等量 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００处理。
１．２．４　ＣＫＫ８检测ＳＷ４８０细胞增殖能力

各组转染后的ＳＷ４８０细胞继续培养４８ｈ，待细胞
处于对数生长期时，用胰酶消化后，接种于９６孔板（每
孔１×１０３），每孔加ＤＭＥＭ培养基１００μＬ，细胞培养箱
中继续培养２４、４８、７２和９６ｈ后，各孔添加１０μＬＣＣＫ８
溶液，震荡混匀，避光继续孵育１ｈ，待溶液颜色由粉红
变为橙黄色，使用酶标仪测定波长４５０ｎｍ的吸光度值。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测ＳＷ４８０细胞侵袭数

转染后的各组ＳＷ４８０细继续培养４８ｈ，待细胞处
于对数生长期时，用胰酶消化后，每孔１×１０６个细胞
接种在预先铺好基质胶的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室中，每孔加入
无血清的ＤＭＥＭ培养基２００μＬ，下室中加入６００μＬ含
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，培养箱中继续培养
２４ｈ后，轻轻吸弃培养基，ＰＢＳ缓冲液冲洗，然后擦去
上室残留的细胞和基质胶，自然干燥，甲醛固定后结

晶紫染色，用光学显微镜观察拍照，使用 ＩｍａｇｅＪ软件
统计各组细胞迁移数量。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＷ４８０细胞Ｗｎｔ４和βｃａｔｅ
ｎｉｎ蛋白表达

提取各组ＳＷ４８０细胞中的蛋白，测定蛋白浓度后
沸水浴变性，各处理组加 １５μｇ蛋白量上样，ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶垂直电泳、转膜，５％脱脂奶封闭，加入
ＳＦＲＰ１（１∶１０００）、Ｗｎｔ４（１∶１０００）、βｃａｔｅｎｉｎ（１∶１０００）
及ＧＡＰＤＨ（１∶２０００）蛋白抗体，４℃过夜孵育，再加入
山羊抗兔二抗（１∶５０００）室温摇床孵育１ｈ，ＴＢＳＴ溶液
洗膜１０ｍｉｎ后用ＥＣＬ显影液显影，拍摄蛋白条带，使
用ＩｍａｇｅＪ软件分析图片，计算灰度值。

１．３　统计学方法
用Ｒ语言对获取的数据库数据进行分析，运用

ＳＰＳＳ２３．０软件统计，数据用（珋ｘ±ｓ）表示，采用ｔ检验，
单因素方差分析比较多组间差异，ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ方法
进行生存分析，卡方检验ＳＦＲＰ１表达与临床病理特征
之间的关系，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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２　结　果

２．１　ＳＦＲＰ１基因在结直肠癌中的表达
ＧＥＰＩＡ２分析显示，结直肠癌组织中 ＳＦＲＰ１基因

的表达量明显低于正常组织（Ｐ＜００５），见图１。

图１　不同组织中ＳＦＲＰ１基因表达（Ｐ＜０．０５）

２．２　ＳＦＲＰ１基因表达与结直肠癌临床病理特
征和预后相关分析

按ＳＦＲＰ１基因表达的中位数水平，把数据库样本
分成高表达组和低表达组，分析两组病例的生存期。

结果显示，ＳＦＲＰ１基因低表达组生存率较低（Ｐ＜
０００１），见图２。进一步分析 ＳＦＲＰ１基因低表达组和
高表达组与临床各项病理特征的关系，结果显示

ＳＦＲＰ１表达量与年龄、性别、临床分期和 Ｎ分期无相
关性（Ｐ＞０．０５），与 Ｔ分期、Ｍ分期相关（Ｐ＜０．０５），
见表１。

图２　ＳＦＲＰ１低表达与结直肠癌不良预后相关

表１　ＳＦＲＰ１与结直肠癌临床病理特征的关系［ｎ（％）］

病理特征 总计 ＳＦＲＰ１高表达 ＳＦＲＰ１低表达 Ｐ

年龄 ≤６５岁 ９５ ４０（４２．１１） ５５（５７．８９） ０．２５７
＞６５岁 ６７ ２０（２９．８５） ４７（７０．１５）

性别 女 ７４ ２４（３２．４３） ５０（６７．５７） ０．３０４
男 ８８ ３６（４０．９１） ５２（５９．０９）

病理分期 Ⅰ ４３ ２１（４８．８４） ２２（５１．１６） ０．０６３
Ⅱ ７８ ３０（３８．４６） ４８（６１．５４）
Ⅲ ３３ ８（２４．２４） ２５（７５．７６）
Ⅳ ８ ３（３７．５０） ５（６２．５０）

Ｔ分期 Ｔ１ ２４ ７（２９．１７） １７（７０．８３） ０．０４３
Ｔ２ ３８ １５（３９．４７） ２３（６０．５３）
Ｔ３ ６８ ２８（４１．１８） ４０（５８．８２）
Ｔ４ ３２ １０（３１．２５） ２２（６８．７５）

Ｎ分期 Ｎ０ ４５ １７（３７．７８） ２８（６２．２２） ０．０５８
Ｎ１ ７９ ３４（４３．０４） ４５（５６．９６）
Ｎ２ ３８ ９（２３．６８） ２９（７６．３２）

Ｍ分期 Ｍ０ １３３ ４０３０．０８） ９３（６９．９２） ０．００６
Ｍ１ ２９ ２０（６８．９７） ９（３１．０３）

２．３　ＳＦＲＰ１对结直肠癌细胞增殖能力的影响
ＣＣＫ８实验分析下调 ＳＦＲＰ１对结直肠癌细胞增

殖的影响，结果显示，下调 ＳＦＲＰ１表达的 ＳｉＳＦＲＰ１组
相比较于ＳｉＮＣ组和Ｃｏｎｔｒｏｌ组，细胞增殖能力明显提
升（Ｐ＜０．０１），见图３。表明 ＳＦＲＰ１表达下调增强结
直肠癌细胞的增殖能力。

图３　各组细胞增殖情况（Ｐ＜０．０１，ｎ＝６）

２．４　ＳＦＲＰ１对结直肠癌细胞侵袭迁移能力的
影响

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验观察 ＳＦＲＰ１下调对结直肠癌
细胞侵袭迁移能力的影响，结果显示，与 ＳｉＮＣ组和
Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，下调 ＳＦＲＰ１表达的 ＳｉＳＦＲＰ１组细胞
侵袭迁移能力明显提升（Ｐ＜０．０５），见图４。表明下
调ＳＦＲＰ１可提升结直肠癌细胞的侵袭迁移能力。
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　　Ａ．Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验（结晶紫染色）；Ｂ．Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验细胞侵袭迁移数统计图；Ｐ＜０．０１，
＃＃Ｐ＜０．０１，ｎ＝３。

图４　下调ＳＦＲＰ１对ＳＷ４８０细胞侵袭迁移的影响

２．５　下调 ＳＦＲＰ１对 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路
的影响

图５显示，与 ＮＣ组和 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＳｉＳＦＲＰ１
组 ＳＦＲＰ１蛋白表达量明显下降（Ｐ＜００１），表明
ＳＦＲＰ１下调成功。进一步研究下调 ＳＦＲＰ１表达 Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的影响，发现 ＳｉＳＦＲＰ１组与 ＳｉＮＣ
组和Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｗｎｔ４和 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达量增
高（Ｐ均＜０．０１），见表２。结果表明敲低ＳＦＲＰ１，增加
结直肠癌Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路活性。

图５　各组细胞ＳＦＲＰ１、Ｗｎｔ４、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达

表２　各组细胞ＳＦＲＰ１、Ｗｎｔ４、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

　组别 　ＳＦＲＰ１ 　Ｗｎｔ４ 　βｃａｔｅｎｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ０．７２±０．１３ ０．４１±０．０１ ０．１６±０．０１
ＳｉＮＣ组 ０．６９±０．１２ ０．４５±０．０２ ０．１８±０．０３
ＳｉＳＦＲＰ１组 ０．２７±０．０１＃＃ ０．７１±０．２３＃＃ ０．５９±０．１７＃＃

　　与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０１；与ＳｉＮＣ组比较，＃＃Ｐ＜０．０１。

３　讨　论

结直肠癌是全球最常见的消化系统恶性肿瘤之

一，高度侵袭性和远处转移是导致结直肠癌患者死亡

的主要原因，找出结直肠癌发生发展的关键调控因子

并阐明其作用机制，对降低结直肠癌死亡率具有重要

价值。

ＳＦＲＰ１是 ＳＦＲＰ分泌型蛋白家族成员之一，该家
族还包括 ４种同源蛋白：ＳＦＲＰ２、ＳＦＲＰ３、ＳＦＲＰ４和
ＳＦＲＰ５［７］。研究［８１２］

表明，ＳＦＲＰ１在卵巢癌、乳腺癌、
肾透明细胞癌、宫颈癌及前列腺癌等大多数恶性肿瘤

中均呈现低表达。为研究 ＳＦＲＰ１在结直肠癌中的作
用，本研究通过ＣＧＴＡ数据库进行生物信息学分析发
现，ＳＦＲＰ１在结直肠癌中的表达水平低于癌旁正常组
织，并且ＳＦＲＰ１在结直肠癌中的低表达与不良预后相
关，ＳＦＲＰ１基因表达量与Ｔ分期和Ｍ分期相关。这些
生物信息学研究结果表明，ＳＦＲＰ１在结直肠癌中低表
达，其表达水平与结直肠癌的侵袭、转移和预后相关。

本研究中 ＣＣＫ８实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显
示，ＳＦＲＰ１下调可增强结直肠癌细胞的增殖、迁移侵
袭能力，证实 ＳＦＲＰ１表达降低与肿瘤转移倾向相关。
这些结果提示，ＳＦＲＰ１的靶向治疗可减少肿瘤复发和
转移。

ＳＦＲＰ１含氨基末端半胱氨酸（ＣＲＤ）与羧基末端
（ＮＴＲ）两个结构域，ＳＦＲＰ１的半胱氨酸结构域与卷曲
蛋白（Ｆｒｉｚｚｌｅｄ）相似［１３］，而 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ是 Ｗｎｔ蛋白的受
体，因此，ＳＦＲＰ１可能作为“诱饵受体”结合Ｗｎｔ蛋白，
进而抑制Ｗｎｔ信号通路的激活。本研究 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示，ＳＦＲＰ１下调使 Ｗｎｔ４和 βｃａｔｅｎｉｎ的表达增
加，表明 ＳＦＲＰ１可能通过激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路参
与结直肠癌的恶性生物学行为，后续将结合相关分子

生物学实验，证实本研究的推论。上皮间质转化

（ＥＭＴ）使细胞失去上皮特性、获得迁移侵袭能力，是
肿瘤转移的重要机制之一，而 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路的
异常激活是 ＥＭＴ的驱动因素［１４］，本研究仅发现

ＳＦＲＰ１可能激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，后续结合
动物实验和临床样本，深入研究上调ＳＦＲＰ１是否能通
过调控 ＥＭＴ通路抑制结直肠癌的增殖和转移，给结
直肠癌的新型靶向治疗提供理论基础。
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摘要：目的 探讨ＳＨ３域结合谷氨酸丰富蛋白样蛋白（ＳＨ３ＢＧＲＬ）的表达水平对血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）诱导的心肌
细胞肥大的影响。方法 通过构建 Ｈ９Ｃ２心肌细胞肥大模型，运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴＰＣＲ技术分别检测 ＳＨ３ＢＧＲＬ水
平，ＲＴＰＣＲ技术检测心肌肥大相关标志基因ＡＮＰ、ＢＮＰ和βＭＨＣ的表达情况。结果 过表达ＳＨ３ＢＧＲＬ后，心肌肥大相
关标志基因的ｍＲＮＡ表达水平升高（Ｐ＜０．０５）；而沉默 ＳＨ３ＢＧＲＬ后，ｍＲＮＡ表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论
ＳＨ３ＢＧＲＬ的表达水平与心肌肥大标志基因的表达呈正相关，有望成为治疗心肌肥大的潜在靶点，为深入研究
ＳＨ３ＢＧＲＬ在心脏中的功能奠定了坚实基础。
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　　心血管疾病已成为城乡居民首要死因，给社会带
来沉重负担，是亟待解决的重大公共卫生问题。全球

每年约１７５０万人因心血管疾病死亡，占总死亡人数
３１％，严重威胁人类健康并造成巨大经济损失［１］。

《中国心血管健康与疾病报告２０２０》［２］指出，２０岁以
上人群患病率达２６％，庞大人口基数下患者超３亿，
对医疗系统与社会经济发展形成双重挑战。心肌肥

大初期是心脏功能的代偿反应，但长期发展会引发心

力衰竭、心律失常等严重并发症。其病理机制复杂，

涉及机械应激、炎症、内分泌失调等因素
［３４］，是心肌

缺血、高血压等疾病引发心室重构与心力衰竭的关键

过程
［５］。众多体液因素可诱导心肌肥大，其中血管紧

张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）因强缩血管作用与促蛋白合成能力，成为
诱导心肌肥大的关键因子

［６］，常用于构建心肌肥大模

型。心房利尿钠肽（ａｔｒｉａｌｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ，ＡＮＰ）、脑
钠肽（ｂｒａｉｎｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ，ＢＮＰ）、β肌球蛋白重链
（βｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ，βＭＨＣ）作为心肌肥大标志基
因
［７］，可用检测心肌肥大模型是否构建成功。
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ＳＨ３域结合谷氨酸丰富蛋白样蛋白（ＳＨ３ｄｏｍａｉｎ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｒｉｃｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＳＨ３ＢＧＲＬ）是ＳＨ３ＢＧＲ家族的一员，１９９７年被首次报
道其定位于 ２１号染色体［３］。ＳＨ３ＢＧＲＬ已被证实广
泛参与众多关键的生理及病理过程

［８１０］。从作用机制

层面来看，ＳＨ３ＢＧＲＬ可以促进肿瘤转移［８］
并且还参

与了肿瘤细胞对化疗药物的耐药过程
［９］。基于生物

信息学分析
［１０］
表明，ＳＨ３ＢＧＲＬ与心力衰竭相关，被认

为是潜在的心脏治疗靶点或心脏毒性生物标志物。

ＳＨ３ＢＧＲ家族作为一类具有相似结构特征的蛋白家
族，其成员间可能存在协同或拮抗作用，共同参与心

血管疾病的病理进程。然而，目前尚无实验研究直接

证实ＳＨ３ＢＧＲＬ在心血管疾病及心肌肥大中的具体作
用机制。因此，本研究通过 ＡｎｇⅡ诱导的 Ｈ９Ｃ２心肌
细胞构建心肌肥大模型，探究 ＳＨ３ＢＧＲＬ表达对心肌
细胞肥大的影响，以期为 ＳＨ３ＢＧＲＬ在心肌肥大治疗
中的应用提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验试剂
大鼠心肌细胞Ｈ９Ｃ２购自上海复旦ＩＢＳ细胞资源

中心。杜氏改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ＇ｓＭｏｄｉｆｉｅｄ
ＥａｇｌｅＭｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）、优化型最低必需培养基（Ｏｐｔｉ
ＭＥＭＲｅｄｕｃｅｄＳｅｒｕｍＭｅｄｉｕｍ，ＯｐｔｉＭＥＭ）、胎牛血清
（ＦｅｔａｌＢｏｖｉｎｅＳｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、胰酶（含０．２５％ ＥＤＴＡ）、
ＡｎｇⅡ均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；磷酸盐缓冲液（Ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒｅｄＳａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ一抗稀释液
购自武汉塞维尔；青霉素／链霉素溶液（１００×，
ＢＬ５０５Ａ，北京兰杰柯科技有限公司）；总 ＲＮＡ抽提试
剂（ＴｒｉＲｅａｇｅｎｔ，Ｔｒｉｚｏｌ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）；Ｔａｋａｒａ逆转
录试剂盒（Ｔａｋａｒａ，日本）；２倍浓度ＣｈａｍＱＳＹＢＲ实时
荧光定量聚合酶链式反应预混液（２×ＣｈａｍＱＳＹＢＲ
ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，南京诺唯赞生物科技有限公司）；
ＲＩＰＡ强裂解液购自上海雅酶生物医药科技有限公
司；蛋白酶抑制剂购自 Ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，
ＰＭＳＦ、ＢＣＡ蛋白定量／浓度测定试剂盒购自上海碧云
天生物技术有限公司；ｓｉＲＮＡ、ＡＮＰ、ＢＮＰ、βＭＨＣ、甘
油醛３磷酸脱氢酶（Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅ
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）引物购自生工生物工程（上海）
股份有限公司；携带荧光蛋白基因的真核表达质粒、

对照质粒 ｐｃＤＮＡ３．１购自北京擎科生物科技有限公
司；α微管蛋白（αＴｕｂｕｌｉｎ）及 ＳＨ３ＢＧＲＬ抗体购自爱
博泰克生物公司；ＧＰｔｒａｎｓｆｅｃｔＭａｔｅ转染试剂购自上
海吉玛制药技术有限公司。

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ＩＸ７３（日本ＯＬＹＭＰＵＳ光学与成像公司）；荧
光定量ＰＣＲ仪ＣＦＸ９６Ｔｏｕｃｈ（美国 ＢｉｏＲａｄ生物科技
有限公司）。

１．３　方法
１．３．１　质粒的构建

ＳＨ３ＢＧＲＬ中ｓｉＲＮＡ的设计和合成委托上海吉玛
基因股份有限公司；携带荧光蛋白基因的真核表达质粒

和对照质粒ｐｃＤＮＡ３．１委托北京擎科生物科技有限公
司。携带荧光蛋白基因的真核表达质粒用于观测荧光

强度，荧光阳性细胞占比≥８０％，表明转染成功。
１．３．２　细胞培养

将大鼠心肌细胞 Ｈ９Ｃ２置于３７℃、５％ ＣＯ２培养
箱中，使用含１０％胎牛血清及１％青霉素链霉素混合
液的ＤＭＥＭ完全培养基进行培养。每２ｄ更换１次培
养液，当细胞生长至７５％～８５％融合时，采用０．２５％
胰酶消化后进行传代或用于后续实验。

１．３．３　细胞转染
将处于对数生长期、融合度达８０％～９０％的细胞

均匀接种于６孔板（每组３个复孔），过夜培养。待细
胞长满６０％～８０％时，按 ＧＰｔｒａｎｓｆｅｃｔＭａｔｅ转染试剂
说明书操作：先弃旧培养基，ＰＢＳ清洗２遍后换新完
全培养基；将质粒 ＤＮＡ或 ｓｉＲＮＡ、转染试剂分别加入
ＯｐｔｉＭＥＭ培养基混匀，室温静置；再将两者混合并再
次静置，最后逐滴加入细胞培养液摇匀，放入培养箱，

一段时间后更换培养基并继续培养。通过倒置荧光

显微镜观测荧光强度评估转染成功与否，在转染成功

后加入１μｍｏｌ／Ｌ的ＡｎｇⅡ，继续培养２４ｈ。
细胞分组①：对照组（ｐｃＤＮＡ３．１）、过表达组（ｐｃＤ

ＮＡ３．１ＳＨ３ＢＧＲＬ）、ｐｃＤＮＡ３．１＋ＡｎｇⅡ、ｐｃＤＮＡ３．１
ＳＨ３ＢＧＲＬ＋ＡｎｇⅡ。

细胞分组②：对照组（ｓｉＮＣ）、ｓｉＳＨ３ＢＧＲＬ、ｓｉＮＣ＋
ＡｎｇⅡ、ｓｉＳＨ３ＢＧＲＬ＋ＡｎｇⅡ。
１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验

细胞培养结束后，向培养孔内加 ＲＩＰＡ裂解液裂
解细胞，用细胞刮刀刮取细胞并收集混合液，冰浴２０
～２５ｍｉｎ，随后在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
总蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，再采用湿转法将蛋白转
至ＰＶＤＦ膜。用５％脱脂牛奶封闭１ｈ后去除脱脂牛
奶，换为１∶１０００一抗溶液，４℃孵育过夜。用ＴＢＳＴ洗
膜３次，每次７ｍｉｎ，用１∶１００００的二抗溶液室温孵育

５４湖北科技学院学报（医学版）２０２６年第４０卷第１期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



１ｈ，再用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次７ｍｉｎ。最后用超敏发光
试剂浸泡，凝胶成像仪曝光拍照。以 αＴｕｂｕｌｉｎ作为
内参，采用ＩｍａｇｅＪ软件对蛋白条带进行灰度分析，计
算目的蛋白与内参蛋白的灰度值比值，即为目的蛋白

的相对表达量。

１．３．５　ＲＴＰＣＲ
使用Ｔｒｉｚｏｌ试剂获取 ＲＮＡ，并通过说明书（Ｌｉｆｅ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）制备 ｃＤＮＡ。ＰＣＲ总体系是２０μＬ，包括
ｃＤＮＡ和１０ｐｍｏｌ／Ｌ引物各１μＬ。本研究中所采用的
引物顺序见表１，必须分析３个单独样品。ｍＲＮＡ相
对表达量的计算公式为：相对表达量＝２ΔΔＣｔ。

表１　逆转录ＰＣＲ的引物

基因 正向引物 反向引物

ＡＮＰ 　　　ＧＧＧＡＡＧＴＣＡＡＣＣＣＧＴＣＴＣＡＧ 　　　ＣＡＡＴＣＣＴＡＣＣＣＣＣＧＡＡＧＣＡＧ
ＢＮＰ 　　　ＧＡＣＣＡＡＧＧＣＣＣＴＡＣＧＡＡＡＧＡ 　　　ＣＡＣＡＧＣＣＣＡＡＡＣＧＡＣＴＧＡＣＴ
βＭＨＣ 　　　ＣＴＣＡＧＴＣＡＴＧＧＣＧＧＡＴＣＧＡＧＡ 　　　ＣＡＧＴＣＡＣＣＧＴＣＴＴＧＣＣＡＴＴＣ
ＳＨ３ＢＧＲＬ 　　　ＣＡＡＣＣＴＣＴＧＴＴＴＧＧＣＣＧＧＴＡ 　　　ＣＣＡＴＣＣＴＧＧＡＡＡＣＡＡＧＧＧＣＴ
ＧＡＰＤＨ 　　　ＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧ 　　　ＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣ

１．４　统计学方法
采用ＧｒａｐｈＰａｄ．Ｐｒｉｓｍ９．０软件进行数据分析，单

因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）检测多组间差异的
显著性，以Ｐ＜０．０５表示差异具有显著性意义，所有
结果均代表３个独立实验产生的数据。

２　结　果

２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果如图１和图２所示。由图１可

见，与 ｐｃＤＮＡ３．１对照组相比，ｐｃＤＮＡ３．１ＳＨ３ＢＧＲＬ
组和ｐｃＤＮＡ３．１＋ＡｎｇⅡ组的蛋白表达水平均显著升
高（Ｐ＜０．０１或 ＜０．００１）。上述结果显示，在心肌肥
大模型中，ＳＨ３ＢＧＲＬ的蛋白表达存在升高趋势，而当
ＳＨ３ＢＧＲＬ被过表达后，其在心肌肥大状态下的蛋白
表达升高更为显著。

　　Ａ．ＳＨ３ＢＧＲＬ蛋白表达条带；Ｂ．ＳＨ３ＢＧＲＬ蛋白表达量统计图（与ｐｃＤＮＡ３．１组相比，
Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１；ｎ＝３）。

图１　过表达ＳＨ３ＢＧＲＬ后的蛋白表达结果

　　图２结果显示，与 ｓｉＮＣ对照组相比，ｓｉＳＨ３ＢＧＲＬ
组的蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．００１）。进一步分
析可见，ｓｉＮＣ＋ＡｎｇⅡ组的蛋白表达水平较 ｓｉＮＣ对照
组明显升高（Ｐ＜０．０１）；同时，ｓｉＳＨ３ＢＧＲＬ＋ＡｎｇⅡ组
的蛋白表达水平相较于 ｓｉＳＨ３ＢＧＲＬ组亦显著升高
（Ｐ＜０．００１）。上述结果表明，在心肌肥大模型中，沉
默ＳＨ３ＢＧＲＬ可降低其蛋白表达水平。

　　Ａ．ＳＨ３ＢＧＲＬ蛋白表达条带；Ｂ．ＳＨ３ＢＧＲＬ蛋白表达量统计图（与 ｓｉＮＣ组相比，Ｐ＜

００１，Ｐ＜０．００１；与ｓｉＳＨ３ＢＧＲＬ组相比，＃＃＃Ｐ＜０．００１；ｎ＝３）。

图２　沉默ＳＨ３ＢＧＲＬ后的蛋白表达结果

２．２　ＲＴＰＣＲ结果
ＲＴＰＣＲ结果如图３和４所示。图３显示，ｐｃＤ

ＮＡ３．１ＳＨ３ＢＧＲＬ组的 ＳＨ３ＢＧＲＬｍＲＮＡ表达水平较
ｐｃＤＮＡ３．１对照组显著升高，且差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），提示 ＳＨ３ＢＧＲＬ过表达模型构建成功；
ｐｃＤＮＡ３．１＋ＡｎｇⅡ组的上述基因 ｍＲＮＡ表达水平较
ｐｃＤＮＡ３．１对照组显著升高，差异均具有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），表明 ＡｎｇⅡ已成功诱导心肌肥大模型。
在此基础上对４组样本中上述４个基因的 ｍＲＮＡ表
达结果进行综合分析发现，过表达 ＳＨ３ＢＧＲＬ可使心
肌肥大标志性基因的ｍＲＮＡ表达水平进一步升高。

与ｓｉＮＣ组相比，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１；ｎ＝３。

图３　过表达ＳＨ３ＢＧＲＬ后ＳＨ３ＢＧＲＬ、ＡＮＰ、ＢＮＰ、βＭＨＣ的ｍＲＮＡ表达情况
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　　图 ４检测了 ＳＨ３ＢＧＲＬ、ＡＮＰ、ＢＮＰ及 βＭＨＣ的
ｍＲＮＡ表达情况。与 ｓｉＮＣ对照组相比，ｓｉＳＨ３ＢＧＲＬ
组的 ＳＨ３ＢＧＲＬｍＲＮＡ表达水平显著降低（Ｐ＜０．０１
或＜０．００１），提示 ＳＨ３ＢＧＲＬ沉默模型构建成功。进
一步分析４组样本中上述４个基因的 ｍＲＮＡ表达结
果可见，沉默ＳＨ３ＢＧＲＬ后，心肌肥大标志基因的 ｍＲ
ＮＡ表达水平呈现降低趋势。

与ｓｉＮＣ组相比，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１；ｎ＝３。

图４　沉默ＳＨ３ＢＧＲＬ后ＳＨ３ＢＧＲＬ、ＡＮＰ、ＢＮＰ、
βＭＨＣ的ｍＲＮＡ表达情况

３　讨　论

据流行病学研究
［１１］
显示，全球范围内心血管疾

病的死亡人数已超过１８００万，接近全球死亡总人数
的３０％，其中心血管疾病导致的死亡已成为全球范围
内的主要健康威胁之一。研究

［１２１３］
表明，ＡｎｇⅡ等血

管活性物质在心血管疾病的发生和发展中扮演了重

要角色。ＡｎｇⅡ作为最强的血管活性物质之一，能够
激活血管平滑肌细胞的增殖和迁移，诱发血管壁结构

的紊乱，进而引起血管重构，导致血管管腔狭窄甚至

阻塞，严重威胁患者的生命安全。因此，深入研究Ａｎｇ
Ⅱ在心血管疾病中的作用机制，对于开发新的治疗策
略具有重要意义。

Ｈ９Ｃ２心肌细胞因其与原生心肌细胞在分子表型
和功能上的高度相似性，以及其可诱导的肥大反应，

被广泛用于心肌肥大机制的体外研究
［１４１６］。近年来，

基于Ｈ９Ｃ２细胞模型的基因功能筛选研究已成功鉴定
了多个调控心肌肥大进程的关键分子，如 ｍｉＲ３４ａ
等
［１７１８］。这些研究为理解心肌肥大的分子机制提供

了重要线索。

ＳＨ３ＢＧＲＬ是一类进化上高度保守的适配体蛋
白，能够通过ＳＨ３结构域介导蛋白质相互作用，参与
细胞增殖、凋亡及应激反应等多种生物学过程的调

控
［８］。基于上述背景，本研究聚焦于 ＳＨ３ＢＧＲＬ的表

达水平在Ｈ９Ｃ２心肌细胞肥大中的调控作用。通过构
建ＳＨ３ＢＧＲＬ过表达及沉默的细胞模型，并结合 Ａｎｇ
Ⅱ诱导的心肌肥大刺激，系统评估 ＳＨ３ＢＧＲＬ对心肌
肥大标志物ｍＲＮＡ表达的影响，明确了其表达水平与
心肌肥大的相关性，为靶向 ＳＨ３ＢＧＲＬ的心血管疾病
治疗提供理论依据。

在实验设计方面，本研究采用脂质体转染法，将

携带荧光蛋白基因的真核表达质粒及 ｓｉＲＮＡ分别转
染至Ｈ９Ｃ２心肌细胞。转染成功后，利用 ＡｎｇⅡ构建
Ｈ９Ｃ２心肌细胞肥大模型，并借助 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与 ＲＴ
ＰＣＲ技术，检测 ＳＨ３ＢＧＲＬ的表达水平及其对心肌肥
大标志物的调控效应。实验结果表明，过表达

ＳＨ３ＢＧＲＬ并经 ＡｎｇⅡ诱导 Ｈ９Ｃ２心肌细胞肥大后，
ＳＨ３ＢＧＲＬ的蛋白及 ｍＲＮＡ表达水平均显著升高，与
此同时，心肌肥大标志基因 ＡＮＰ、ＢＮＰ及 βＭＨＣ的
ｍＲＮＡ表达水平也同步上升；而沉默 ＳＨ３ＢＧＲＬ后，其
蛋白及 ｍＲＮＡ表达水平显著降低，ＡＮＰ、ＢＮＰ及 β
ＭＨＣ的 ｍＲＮＡ表达水平亦随之下降。值得关注的
是，在ＡｎｇⅡ刺激条件下，沉默 ＳＨ３ＢＧＲＬ不仅能显著
抑制ＡｎｇⅡ诱导的心肌肥大标志基因表达上调，其表
达水平甚至低于未接受 ＡｎｇⅡ刺激的 ｓｉＮＣ对照组。
这一结果提示，ＳＨ３ＢＧＲＬ可能参与维持心肌细胞的
基础转录活性，其ＳＨ３结构域或许与核转录因子复合
物存在相互作用；沉默 ＳＨ３ＢＧＲＬ可能直接下调了心
肌肥大相关基因的基础转录活性，或是干扰了维持细

胞正常表型所必需的信号网络。后续将通过免疫共

沉淀技术对上述结合关系进行验证。

这些实验结果表明过表达 ＳＨ３ＢＧＲＬ后促进了心
肌细胞肥大 标 志 基 因 的 ｍＲＮＡ 表 达，而 沉 默
ＳＨ３ＢＧＲＬ则使心肌细胞肥大标志基因的 ｍＲＮＡ表达
水平降低。心肌细胞肥大标志基因的 ｍＲＮＡ表达水
平与心肌肥大进程密切相关，是反映心肌肥大程度的

重要分子指标。由此表明，ＳＨ３ＢＧＲＬ在心肌肥大过
程中起重要调控作用，为靶向 ＳＨ３ＢＧＲＬ的心肌肥大
干预策略提供了前期实验依据。证实 ＳＨ３ＢＧＲＬ表达
水平对心肌肥大标志基因的调控作用，但存在一定局

限性。本研究做的仅仅是细胞层面的实验，并且只探

讨了ＳＨ３ＢＧＲＬ的表达水平对心肌细胞肥大标志基因
的影响，尚需阐明其具体分子机制。本研究鉴于

ＳＨ３ＢＧＲＬ作为适配体蛋白可通过ＳＨ３结构域介导蛋
白质相互作用

［８］，推测其可能通过与 ＡｎｇⅡ下游信号
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通路（如 ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ或钙调神经磷酸酶通
路
［１９２０］）的关键节点分子结合，或者通过调控转录因

子（如ＧＡＴＡ４［２１］、ＮＦＡＴ［２２］）的活性，最终影响 ＡＮＰ、
ＢＮＰ、βＭＨＣ 等 肥 大 相 关 基 因 的 转 录。沉 默
ＳＨ３ＢＧＲＬ后，该相互作用中断，导致肥大信号通路被
抑制，最终逆转 ＡｎｇⅡ 的促肥大效应。此外，
ＳＨ３ＢＧＲＬ在肿瘤中参与自噬调控［９］，而自噬在心肌

肥大中具有复杂作用
［１７１８］，这也提示自噬通路可能是

ＳＨ３ＢＧＲＬ调控心肌肥大的潜在机制之一。后续研究
将通过蛋白质组学筛选 ＳＨ３ＢＧＲＬ的相互作用蛋白，
或利用信号通路抑制剂／激活剂，深入探究其介导心
肌肥大的具体信号转导途径。

综上所述，本研究证实ＳＨ３ＢＧＲＬ的表达水平与心
肌肥大标志基因的表达呈正相关，为后续探索其作为

治疗靶点的潜力提供了实验依据。未来可以进一步探

索ＳＨ３ＢＧＲＬ在心血管疾病中的具体作用机制，并评估
其作为治疗靶点的临床转化潜力。这些研究将为心血

管疾病的精准治疗提供新的思路和理论支持。
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细胞分布宽度与白蛋白比值对免疫受损
　　　　　　　　　　　　　宿主肺炎预后的预测价值　　　　　　　　　　　　?

金　鑫１，吴春风
１，２

（１．长春中医药大学临床医学院，吉林 长春 １３０１１７；２．吉林省人民医院呼吸与危重症医学科）

摘要：目的 探讨血浆红细胞分布宽度（ＲＤＷ）与血清白蛋白（Ａｌｂ）的比值（ＲＡＲ）对免疫受损宿主肺炎（ＩＣＨＰ）患者
预后的预测价值。方法 选取吉林省人民医院呼吸与危重症科就诊的ＩＣＨＰ患者，根据２８ｄ转归情况将患者分为生存组
和死亡组，收集患者一般资料和实验室检查指标，通过单因素分析、多因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析、受试者操作特征曲线和生
存分析评估ＲＡＲ与患者２８ｄ死亡率的关系。结果 死亡组年龄、病程、慢性肾病占比、慢性肺病占比、磨玻璃阴影、ＳＯＦＡ
评分、ＡＰＡＣＨＥⅡ评分、有呼吸窘迫综合征、ＲＤＷ、ＲＡＲ高于生存组，死亡组的氧合指数、Ａｌｂ、红细胞计数低于生存组；
多因素回归分析显示，ＲＡＲ与ＩＣＨＰ患者２８ｄ死亡独立关联。ＲＡＲ的死亡风险为ＡＵＣ０．７７０（９５％ＣＩ０．７２５～０．８１５），
敏感度和特异度分别为０．８０６和０．５８７，截断值为４．２３２。结论 ＲＡＲ对ＩＣＨＰ患者２８ｄ预后有较好的预测价值。

关键词：免疫受损宿主肺炎；红细胞分布宽度与白蛋白比值；红细胞分布宽度；白蛋白；预测价值
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ｇｒｏｕｐｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｉｒ２８ｄａｙｏｕｔｃｏｍｅｓ．Ｇｅｎｅｒａｌｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｒｅ
ｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＲＡＲａｎｄ２８ｄａｙｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅｔｈｒｏｕｇｈｕｎｉｖａｒｉａｔｅａｎａｌｙｓｉｓ，ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅｌｏｇｉｓｔｉｃｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，ｓｕｂｊｅｃｔｏｐｅｒａｔｉｎｇ
ｃｕｒｖｅ，ａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌａｎａｌｙｓｉｓ．ＲｅｓｕｌｔｓＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｇｅ，ｄｉｓｅａｓｅｄｕｒａｔｉｏｎ，ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ｐｒｏ
ｐｏｒｔｉｏｎｏｆｃｈｒｏｎｉｃｌｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ，ｇｒｏｕｎｄｇｌａｓｓｏｐａｃｉｔｉｅｓ，ＳＯＦＡｓｃｏｒｅ，ＡＰＡＣＨＥⅡ ｓｃｏｒｅ，ｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＲＤＷ，ａｎｄ
ＲＡＲｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅｄｅａｔｈｇｒｏｕｐ．Ｉｎｃｏｎｔｒａｓｔ，ｔｈｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，Ａｌｂ，Ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｃｏｕｎｔｗｅｒｅｌｏｗｅｒ．Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＲＡＲｗａｓｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈ２８ｄａｙｍｏｒｔａｌｉｔｙｉｎＩＣＨＰｐａｔｉｅｎｔｓ．ＴｈｅｍｏｒｔａｌｉｔｙｒｉｓｋｏｆＲＡＲｗａｓＡＵＣ０．７７０（９５％ ＣＩ
０．７２５～０８１５），ｗｉｔｈａｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆ０．８０６ａｎｄａｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆ０．５８７ａｔａｎｏｐｔｉｍａｌｃｕｔｏｆｆｖａｌｕｅｏｆ４．２３２．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＲＡＲｈａｓｇｏｏｄｐｒｅ
ｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅｆｏｒｔｈｅ２８ｄａｙｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆＩＣＨＰｐａｔｉｅｎｔｓ．
　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｉｍｍｕｎｅｃｏｍｐｒｏｍｉｓｅｄｈｏｓｔｐｎｅｕｍｏｎｉａ；Ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｗｉｄｔｈｔｏａｌｂｕｍｉｎｒａｔｉｏ；Ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｗｉｄｔｈ；Ａｌｂｕｍｉｎ；Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅ

　　免疫受损宿主肺炎（ｉｍｍｕｎｏｃｏｍｐｒｏｍｉｓｅｄｈｏｓｔ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＩＣＨＰ）是发生在宿主免疫防御或功能受损
的个体中的感染性肺炎。在所有发生肺部并发症的

肺炎患者中，免疫受损患者约占７５％［１］，其特点为病

因多样、症状不典型、放射学表现重叠、混合感染频

繁，并且可能迅速进展为严重疾病
［２］。与免疫功能正

９４湖北科技学院学报（医学版）２０２６年第４０卷第１期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕

 基金项目：吉林省卫生健康科技能力提升项目（２０２１ＬＣ０６９）
通信作者，Ｅｍａｉｌ：ｆｅｎｇ１２１８＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ



常患者相比，ＩＣＨＰ的病死率更高［１］。因此，寻找

ＩＣＨＰ预后预测因素对于临床评估病情和制定干预方
案具有重要意义。

红细胞分布宽度（ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｗｉｄｔｈ，
ＲＤＷ）是反映红细胞体积变异程度的指标，高水平
ＲＤＷ与重症肺炎［３］、慢性阻塞性肺病

［４］
的不良结局

相关。血清白蛋白（ａｌｂｕｍｉｎ，Ａｌｂ）是血浆中最丰富的
蛋白质，在维持血浆渗透压和运输生物活性物质方面

起着重要作用。有证据表明，低水平 Ａｌｂ与感染、全
身炎症有关

［５６］。ＲＤＷ与Ａｌｂ比值（ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｄｉｓ
ｔｒｉｂｕｔｉｏｎｗｉｄｔｈｔｏａｌｂｕｍｉｎｒａｔｉｏ，ＲＡＲ）是一种新衍生的
标志物，被认为是炎症和营养不良的指标。最近的数

据支持ＲＡＲ在预测急性呼吸衰竭［７］、社区获得性菌

血症
［８］
等疾病不良结局方面的潜力。但 ＲＡＲ与肺炎

相关性的研究，特别是与 ＩＣＨＰ预后相关性的研究较
少。本研究旨在探讨 ＲＡＲ对 ＩＣＨＰ患者预后的预测
价值。

１　资料与方法

１．１　纳入及排除标准
纳入标准：①年龄 ＞１８岁；②符合 ＩＣＨＰ诊断标

准
［２］，均经分泌物培养或者血清学检查证实。排除标

准：①资料不齐全；②妊娠妇女；③严重肝、肾功能障
碍。④ＨＩＶ感染阳性。ＩＣＨＰ诊断标准：①入院前 ６
个月内接受化疗和３个月内接受胸部放疗或导致中
性粒细胞减少症（中性粒细胞计数 ＜５００个／ｍＬ的进
展性实体瘤或血液系统恶性肿瘤，如白血病、骨髓瘤

或淋巴瘤）；②实体器官、干细胞或骨髓移植接受者；
③接受大剂量［＞１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］类固醇治疗或用于
自身免疫性疾病治疗的长期（≥３周）免疫抑制药物，
包括类固醇、环孢菌素、硫唑嘌呤或生物调节剂，如依

那西普或英夫利昔单抗；④ＨＩＶ感染阳性。

１．２　一般资料
通过选取２０２０—２０２４年于我院呼吸与危重症医

学科就诊的ＩＣＨＰ患者建立回顾性病例对照研究。根
据２８ｄ转归情况将患者分为生存组和死亡组。通过
医院电子病例系统、检验科和影像科收集两组患者性

别、年龄、体重指数（ｂｏｄｙｍａｓｓｉｎｄｅｘ，ＢＭＩ）、病程、合
并基础疾病（高血压、糖尿病、慢性肾病、慢性肝病、慢

性肺病）、感染类型（病毒感染、细菌感染、混合感染）、

影像学特点（胸腔积液、实变影、网格状、斑片高密度

影、磨玻璃阴影）、序贯器官衰竭评估（ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｏｒｇａｎ
ｆａｉｌｕｒｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ，ＳＯＦＡ）评分、急性生理与慢性健康
评分（ａｃｕｔｅｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄｃｈｒｏｎｉｃｈｅａｌｔｈｅｖａｌｕａｔｉｏｎⅡ，

ＡＰＡＣＨＥⅡ）评分、氧合指数、呼吸窘迫综合征、白细
胞、ＲＤＷ、Ａｌｂ、ＲＡＲ、红细胞、Ｃ反应蛋白、降钙素。比
较两组患者临床特征和预后情况。本研究经吉林省

人民医院医学伦理委员会审查通过（Ｎｏ．２０２５０１１初
审快审１），所有患者均知情同意本研究，信息均经过
匿名化处理。

１．３　统计学方法
全文使用ＳＰＳＳ２６．０和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０进行

统计分析和图表绘制。连续性变量采用（珋ｘ±ｓ）表示。
组间连续性变量采用独立样本 ｔ检验，分类变量根据
样本量采用 χ２或 Ｆｉｓｈｅｒ精确检验。采用多因素 Ｌｏ
ｇｉｓｔｉｃ回归分析 ＩＣＨＰ患者２８ｄ病死率危险因素。采
用受试者操作特征曲线（ＲＯＣ）和约登指数公式计算
ＲＡＲ截断值。采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ检验，绘制以 ＲＡＲ
截断值分组的生存曲线。双侧 Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结　果

２．１　两组基线资料比较
共纳入４８１例患者，其中生存组３３９（７０．５％）例，

死亡组１４２（２９．５％）例。生存组男１７３（５１．０％）例，
女１６６（４９．０％）例；年龄（６４．１±１０．４）岁；死亡组男
７８（５４．９％）例，女６４（４５．１％）例；年龄（６６．９±９．９）
岁。两组患者在性别、ＢＭＩ、高血压、糖尿病、慢性肝
病、感染类型、影像学特点（胸腔积液、实变影、网格

状、斑片高密度影）、白细胞、Ｃ反应蛋白、降钙素的差
异无统计学意义（Ｐ均 ＞０．０５）。死亡组患者年龄、病
程、慢性肾病占比、慢性肺病占比、磨玻璃阴影、ＳＯＦＡ
评分、ＡＰＡＣＨＥⅡ评分、有呼吸窘迫综合征、ＲＤＷ、ＲＡＲ
高于生存组（Ｐ均 ＜０．０５）；死亡组患者的氧合指数、
Ａｌｂ、红细胞计数低于生存组（Ｐ均＜０．０５），见表１。

２．２　２８ｄ病死率关联因素的单因素和多因素
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析

以患者是否２８ｄ死亡为因变量（０＝死亡，１＝生
存），将表１中差异有统计学意义的变量作为自变量
（Ｐ＜０．０５）。分类变量分别编码，连续变量按照原值
输入。单因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归结果显示，年龄、病程、磨
玻璃阴影、ＳＯＦＡ评分、ＡＰＡＣＨＥⅡ评分、氧合指数、急
性呼吸窘迫综合征、ＲＤＷ、Ａｌｂ、ＲＡＲ红细胞与患者
２８ｄ死亡相关（Ｐ均 ＜０．０５）。多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分
析结果显示，年龄、病程、氧合指数、急性呼吸窘迫综

合征、ＲＤＷ、Ａｌｂ、ＲＡＲ与２８ｄ死亡独立相关（Ｐ均＜０．
０５）。见表２。
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表１　两组基线资料比较

指标 生存组（ｎ＝３３９）死亡组（ｎ＝１４２） ｔ／Ｚ／χ２ Ｐ

性别［ｎ（％）］ 男 １７３（５１．０） ７８（５４．９） ０．６０９ ０．４３５

女 １６６（４９．０） ６４（４５．１）

年龄（珋ｘ±ｓ，岁） ６４．１±１０．４ ６６．９±９．９ －２．６７５ ０．００８

ＢＭＩ／（珋ｘ±ｓ，ｍｇ／ｋｇ２） ２２．５±２．８ ２２．７±２．７ －０．７２２ ０．４７１
病程Ｍ［（Ｑ１，Ｑ３），ｄ］ ９（５，１４） １３（７，１７） ３．２２８ ０．０１４

基础疾病［ｎ（％）］ 高血压 １６３（４８．１） ６３（４４．４） ０．５５５ ０．４５６

糖尿病 １０１（２９．７） ４１（２８．９） ０．０４１ ０．８４０

慢性肾病 ６５（１９．１） ４６（３２．４） １０．１３４ ０．００１

慢性肝病 ７２（２１．２） ３４（２３．９） ０．３１０ ０．５７８

慢性肺病 ７１（２０．９） ４９（３４．５） ９．１６７ ０．００２

感染类型［ｎ（％）］ 病毒感染 ９６（２８．３） ３５（２４．６） ３．０９５ ０．２１３

细菌感染 １８９（５５．７） ７５（５２．８）

混合感染 ５４（１６．０） ３２（２２．５）

影像学特点［ｎ（％）］胸腔积液 ３０（８．８） ２１（１４．８） ３．７２４ ０．０５４

实变影 ４１（１２．０） １６（１１．３） ０．０６５ ０．７９８

网格状 １０（２．８） ４（２．８） ０．００６ ０．９３７

斑片高密度影 ２７６（８１．４） １１０（７７．５） ０．９８６ ０．３２１

磨玻璃阴影 ３４（９．９） ５０（３５．２） ４４．０２９ ＜０．００１

临床评分（珋ｘ±ｓ，分） ＳＯＦＡ评分 ７．０±３．２ ９．２±３．５ －６．６８７ ＜０．００１

ＡＰＡＣＨＥⅡ评分 １４．７±５．９ １９．５±５．２ －８．４２０ ＜０．００１

氧合指数（珋ｘ±ｓ） １８２．５±５４．７ １５０．７±６０．８ ５．６２４ ＜０．００１

有无呼吸窘迫综合征［ｎ（％）］ 有 ３２（９．４） ２９（２０．４） １０．９０２ ０．００１

无 ３０７（９０．６） １１３（７９．６）

实验室指标 白细胞／（×１０９／Ｌ） １１．２±３．８ １２．０±６．５ －１．６８２ ０．０９３

（珋ｘ±ｓ） ＲＤＷ／％ １４．２±２．７ １４．９±２．１ －２．７５９ ０．００６

Ａｌｂ／（ｇ／ｄＬ） ３．２±０．５ ２．９±０．６ ５．６４８ ＜０．００１

ＲＡＲ ４．４±１．１ ５．１±１．３ －６．０２４ ＜０．００１

红细胞／（×１０９／Ｌ） ３．５±１．０ ３．２±１．０ ３．００１ ０．００３

Ｃ反应蛋白／（ｍｇ／ｄＬ） ８．９±３．４ ９．０±３．９ －０．２８１ ０．７７８

降钙素／（ｎｇ／ｍＬ） ３．１±１．０ ３．０±１．１ ０．９７１ ０．３３２

表２　ＩＣＨＰ患者风险因素回归分析

变量
单因素分析 多因素分析

ＯＲ（９５％ＣＩ） Ｐ ＯＲ（９５％ＣＩ） Ｐ

年龄／岁 ０．９８３（０．９５７～０．９９７） ０．００６ ０．９８８（０．９７５～０．９９３） ０．０１１

病程／ｄ １．３４６（１．１４６～１．５３１） ＜０．００１ １．３５２（１．１３７～１．５２６） ０．０３２

氧合指数 １．０６２（１．０３３～１．０８８） ＜０．００１ １．１８７（１．１３６～１．２４６） ０．０３５

磨玻璃阴影 １．５４６（１．２８９～１．８０５） ０．０１７ １．２３７（１．１１８～１．３１６） ０．０５８

ＳＯＦＡ评分／分 ０．８７９（０．８６７～０．８９４） ＜０．００１ ０．９０５（０．８８５～０．９１８） ０．２０１

ＡＰＡＣＨＥⅡ评分／分 ０．９０３（０．８８３～０．９２６） ＜０．００１ ０．９１６（０．８７５～０．９４７） ０．０８２

急性呼吸窘迫综合征 １．８０３（１．３００～２．２４２） ＜０．００１ １．８４６（１．４７０～２．１０３） ０．００９

ＲＤＷ／％ ０．７５９（０．５０８～０．９６６） ＜０．００１ ０．６４８（０．５２１～０．７５８） ０．００７

Ａｌｂ／（ｇ／ｄＬ） ３．８９０（２．３４４～４．８７１） ０．００７ ６．６０９（２．０９０～１０．８６１） ０．０１５

ＲＡＲ ０．３５６（０．２０２～０．４４６） ０．００２ １．９４７（１．３５４～２．６５８） ０．０４０

２．３　不同指标预测２８ｄ病死率的 ＲＯＣ曲线
分析

ＲＯＣ曲线显示，ＲＡＲ的曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒ
ｔｈｅｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）为０．７７０（９５％ＣＩ０．７２５～０．８１５），最
大约登指数为０．３９３，截断值为４．２３２，敏感度和特异
度分别为０．８０６和０．５８７，见表３和图１。取 ＡＬＢ倒
数（ＡＬＢα）和 ＲＤＷ进行 ＲＯＣ曲线分析，结果显示
ＡＬＢα曲线下面积为０．６９６（９５％ＣＩ０．６４３～０．７４９），
ＲＤＷ的ＡＵＣ为０．５８２（９５％ＣＩ０．５３０～０．６３５），均小
于 ＲＡＲ值的 ＡＵＣ，提示 ＲＡＲ预测 ＩＣＨＰ预后较
ＡＬＢα、ＲＤＷ更有意义。

表３　ＩＣＨＰ患者２８ｄ死亡风险预测指标ＲＯＣ曲线结果

　指标 截断值 ＡＵＣ ９５％ＣＩ Ｐ 敏感度 特异度 约登指数

ＲＡＲ ４．２３２ ０．７７０ ０．７２５～０．８１５ ０．０２３ ０．８０６ ０．５８７ ０．３９３

ＲＤＷ／％ １３．８１２ ０．５８２ ０．５３０～０．６３５ ０．０２７ ０．７３４ ０．４７９ ０．２１３

Ａｌｂα／（ｇ／ｄＬ） ３．４０４ ０．６９６ ０．６４３～０．７４９ ０．０２７ ０．９０４ ０．４３５ ０．３３９

图１　ＩＣＨＰ患者２８ｄ死亡风险预测指标ＲＯＣ曲线

２．４　ＲＡＲ值与２８ｄ病死率的关系
按照ＲＡＲ截断值４．２３２将患者分为高 ＲＡＲ组

（ＲＡＲ≥４．２３２）和低 ＲＡＲ组（ＲＡＲ＜４．２３２）。高
ＲＡＲ组患者２９９例，死亡１１１例，低 ＲＡＲ组患者１８２
例，死亡３１例。高ＲＡＲ组死亡率为３７．１％显著高于
低ＲＡＲ组的１７．０％（ＬｏｇＲａｎｋ＝２０．０８１，Ｐ＜０．００１），
见图２。
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图２　ＲＡＲ值与２８ｄ病死率的关系

３　讨　论

近些年由于癌症化疗、实体器官移植、造血细胞

移植、免疫调节药物的使用和获得性免疫缺陷综合征

等发病率的增加，使得免疫受损宿主患者数量逐年增

加
［２］。但是临床常用的 ＳＯＦＡ评分、ＡＰＡＣＨＥⅡ评分

等工具内容复杂，计算繁琐，并且区分度仍存在争

议
［９］。早期识别高死亡风险的 ＩＣＨＰ患者，及时进行

针对性干预有助于降低病死率。本研究探讨 ＲＡＲ对
ＩＣＨＰ患者的预后价值，以期为临床提供简单可靠的
预测工具。

在临床上，ＲＤＷ常结合平均红细胞体积来确定
贫血症状的病因和疗效。最近的研究表明，ＲＤＷ值
对肺炎的严重程度和重症监护病房患者的全因死亡

率具有预测价值
［３］。Ｓａｌｖａｇｎｏ等［１０］

认为，ＲＤＷ值是
一般人群死亡相关风险的强独立危险因素。但是

ＲＤＷ值升高与 ＩＣＨＰ严重程度和不良预后之间关联
的原因尚不清楚。可能是由于肺炎患者体内伴随着

明显的炎症反应和氧化应激水平的升高，损害了促红

细胞生成素的活性，阻止红细胞成熟，导致无效红细

胞的产生，增加红细胞大小的不均匀性，增加了 ＲＤＷ
值
［１１］。虽然尚未报道 ＲＤＷ与 ＩＣＨＰ预后之间的关

系，但是Ｒｅｎ等［１２］
的研究表明较高的ＲＤＷ值与社区

获得性肺炎患者的短期不良结局相关，这也间接支持

了本研究结论。

血清Ａｌｂ在人体血液中含量丰富，可以防止炎症
过程以及对微循环和组织的相关损害

［１２］。在炎症状

态下，Ａｌｂ的分解增加可能导致低 Ａｌｂ血症。低 Ａｌｂ
血症与原发性和继发性感染风险增加之间存在因果

关系，能够较好的预测重症肺炎、脓毒血症等感染性

疾病的预后
［１３］。一项单中心回顾性研究的结果表

明，与免疫功能正常的患者相比，ＩＣＨＰ患者发生重症
肺炎时的白蛋白水平更低

［１４］。有报道指出炎症反应

和低血清 Ａｌｂ水平与肺炎患者的不良预后相关，最有
可能是由于免疫应答受到抑制

［１５］。虽然相关性的强

度尚不清楚，但重度炎症通常与血清 Ａｌｂ水平逐渐降
低有关。因此，Ａｌｂ较低的 ＩＣＨＰ患者可能会增加不
良预后的风险，使治疗过程复杂化。

ＩＣＨＰ的不良结局与ＲＤＷ呈正相关，而与 Ａｌｂ呈
负相关。本研究认为ＲＡＲ（ＡＵＣ０．７７０，９５％ＣＩ０．７２５
～０．８１５）优于单独使用 ＲＤＷ（ＡＵＣ０．５８２，９５％ＣＩ
０５３０～０．６３５）或 Ａｌｂ（ＡＵＣ０．６９６，９５％ＣＩ０．６４３～
０７４９）。ＲＡＲ是 ＲＤＷ与 Ａｌｂ的比值，可以在入院后
直接获得，操作简单。之前的研究调查了 ＲＡＲ与呼
吸窘迫综合征

［７］、社区获得性肺炎菌血症
［８］
等感染性

疾病之间的关系。但是尚未报道 ＲＡＲ对 ＩＣＨＰ的预
测价值。ＲＯＣ曲线结果表明，通过最大约登指数确定
的ＲＡＲ截断值为４．２３２。而在重症肺炎所致的呼吸
急性呼吸窘迫综合征中，ＲＡＲ的截断值为４．４８６［７］，
在社区获得性菌血症中ＲＡＲ的截断值为５．８２４［８］，本
研究的ＲＡＲ截断值偏小，主要是因为ＩＣＨＰ可能病情
未达到重症肺炎和社区获得性菌血症的严重程度，使

得体内 ＲＤＷ和 Ａｌｂ尚未过度偏离正常值程度。以
４２３２作为截断值划分为高ＲＡＲ组和低ＲＡＲ组后发
现，高 ＲＡＲ组的病死率明显高于低 ＲＡＲ组，提示
ＲＡＲ可作为ＩＣＨＰ患者的预后预测指标。

这项研究有几个局限性。首先，单中心回顾性研

究和样本量较小，可能存在选择偏倚；其次，尽管调查

ＲＡＲ与ＩＣＨＰ患者死亡率之间的关联，但无法获得二
者的因果关系；再次，ＲＤＷ、Ａｌｂ和ＲＡＲ没有进行连续
监测，无法获取其动态变化趋势；最后，没有考虑治疗

药物对ＲＤＷ、Ａｌｂ测量值的影响。
总之，本研究表明细胞分布宽度与白蛋白比值对

免疫受损宿主肺炎患者２８ｄ死亡风险具有重要临床
预测价值。ＲＡＲ＞４．３２３的免疫受损宿主肺炎患者
２８ｄ死亡风险更高。
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吻合器痔上黏膜环切术对Ⅲ期环状混合痔
的疗效及肛肠动力学指标的影响分析

段乐乐，谢成照

（通山县中医医院肛肠外科，湖北 通山 ４３７６００）

摘要：目的 分析吻合器痔上黏膜环切（ＰＰＨ）术对Ⅲ期环状混合痔患者的疗效及肛肠动力学的影响。方法 选择８０
例Ⅲ期环状混合痔患者，以随机数表法分成对照组和观察组，每组４０例，对照组采取传统痔切除术，观察组采取ＰＰＨ术
治疗。对比两组痔愈合效果、临床指标［术中出血量、手术与创面愈合时长、术后１ｄ视觉模拟评分（ＶＡＳ）］、肛肠动力学
指标［肛管最大收缩压（ＭＳＰ）、肛管静息压（ＡＲＰ）、直肠静息压（ＲＲＰ）］及并发症发生情况。结果 观察组的总愈合率为
９７．５０％，较对照组的８０．００％高（Ｐ＜０．０５）；观察组的手术时长、创面愈合时长较对照组短，术中出血量与术后１ｄＶＡＳ
得分较对照组低（Ｐ均＜０．０５）；与对照组相比，观察组术后１月ＡＲＰ、ＭＳＰ、ＲＲＰ水平均更好（Ｐ均＜０．０５），及并发症发
生率低（Ｐ＜０．０５）。结论 ＰＰＨ术对Ⅲ期环状混合痔具有较高疗效，可有效改善患者的肛肠动力学情况，促进手术及术
后康复进程，并可有效预防并发症，安全性较高。

关键词：吻合器痔上黏膜环切术；Ⅲ期环状混合痔；肛肠动力学
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　　痔病是肛肠科常见疾病，发病率高达４０％，其发
病机制为多种因素引起的病理变化。Ⅲ期环状混合
痔是其常见类型，可以选择不同的治疗方式，但目前

临床仍以手术为主，手术过程中需确保治疗的完整

性，最大限度保持肛门功能，同时还要兼顾肛门的美

观。因此，传统开放式痔切除术逐渐无法满足临床需

要，寻求更为高效、安全的手术方式对于改善患者预

后具有积极意义。
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Ⅲ期环状混合痔在肛肠科痔病中较为常见的类
型，疾病早期会一定程度上出现排便困难、便血等症

状，部分患者还存在肛门坠胀突出现象，若未得到及

时、有效治疗，可能会使病情持续恶化，甚至引起肛门

感染等严重现象，给患者带来生命危险
［１］。因此，正

确地选择合适治疗方法具有关键作用。目前，对于Ⅲ
期环状混合痔，外科手术治疗是主要的治疗方法，但

其存在并发症较多，恢复较慢，术后疼痛等问题，限制

了整体的临床应用
［２］。近年来，随着新技术的广泛应

用，吻合器痔上黏膜环切（ＰＰＨ）术作为新型痔病治疗
方法，其基本思路是根据痔病发生的新理念（肛垫下

移学说）而进行，ＰＰＨ术可以在痔核上环形切除直肠
黏膜组织，通过吻合器吻合直肠部位的黏膜及其组

织，可以将滑脱的肛管垫掀开，辅助其恢复至正常的

解剖构造，从而有效去除内痔，后续也可一定程度上

获得合理的病理形态
［３］。ＰＰＨ术并非无并发症风险，

其中吻合口狭窄是较为突出的术后问题之一。该并

发症不仅可能导致患者术后出现排便困难、肛门疼痛

等症状，严重时还需二次干预，延长治疗周期，降低患

者对手术的满意度，同时也对术后肛肠功能的恢复构

成显著阻碍，成为制约ＰＰＨ术临床疗效进一步提升的
关键因素。由此，本研究探讨在Ⅲ期环状混合痔的治
疗中采取ＰＰＨ术的效果，以及分析该术式对患者肛肠
动力情况的影响。报道如下。

１　资料与方法

１．１　纳入及排除标准
纳入标准：①年龄１８～６５岁；②经常规检查，确

诊为Ⅲ期环状混合痔，与《中国痔病诊疗指南
（２０２０）》［４］中有关标准相符；③保守治疗无效，具备手
术指征；④临床资料等信息完整；⑤患者对本研究知
情，自愿签署同意书。

排除标准：①伴严重脏器损伤、心脑血管病、恶性
肿瘤等；②伴认知损害、精神疾病发作期；③血流动力
学异常；④对手术存在严重禁忌；⑤既往存在痔病手
术史；⑥伴其他肛门疾病，如肛门狭窄、肛裂、肛周感
染等；⑦大量出血、痔核嵌顿等需立即手术者；⑧遵医
效率低下、随访失访。

１．２　一般资料
选择８０例Ⅲ期环状混合痔患者（纳入时间：２０２３

年４月至２０２４年４月），以随机数表法划成对照组和
观察组，每组４０例。对照组男２２例，女１８例；年龄
３４～６５岁，平均（４６．９５±５．８４）岁；病程１～１３年，平
均（４．５２±０．７４）年。观察组男２４例，女１６例；年龄

３２～６４岁，平均（４６．８７±５．３８）岁；病程１～１１年，平
均（４．３９±０．６８）年。两组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
该研究通过伦理委员会批准。

１．３　方法
对照组采取传统痔切除术，术前常规完成备皮、

灌肠准备；腰硬联合麻醉后取截石位，常规消毒、铺

巾，围绕痔核这一中心部位，明确病灶，用组织钳夹住

内痔或外痔，并向外推开，使内痔完全暴露，穿过内痔

顶端后缝合结扎；混合痔中的外痔需开一 Ｖ形切口，
后用钝性与锐性相结合的方法进行分离，由肛括约肌

向外痔核区分离痔核，使内痔核完全露出，用血管钳

夹住内痔底，并将内痔与外痔一起切除，修剪过多皮

赘。术毕常规完善止血、包扎、引流、抗感染等操作。

观察组则采取 ＰＰＨ术治疗，具体方式为：术前一
天做好皮肤及肠道的准备工作，指导患者禁食、禁水，

使用硬膜外麻醉（起效后取侧卧位）。用４指将肛门
扩大，涂上石腊，置入扩肛器，取出内芯，将肛管缝线

插入。经内镜将其缝好后进行肛门检查。以齿状线

为中心，将肛门向外旋转３ｃｍ，用皮夹将肛门缝至黏
膜下层；取下器械后，选用ＰＰＨ型内痔器械，尽量将器
械扩张至最大。再用扩肛器将缝合头插入荷包缝合

线（吻合口位于齿状线以上２～３ｃｍ即可，荷包缝线以
位于痔体上缘或上部为宜），收紧后再用手术钳将缝

合线牵出、旋紧。术中应密切关注女性患者的阴道情

况，防止阴道完全闭合。随后开放吻合器，将内痔上黏

膜完全切除，并将其缝合。期间应该将吻合器保持关闭

３０ｓ，再转动一次，将扩肛器拔出。采用肛管缝合器对吻
合口进行“８”字型缝合，置碘纱布引流，２４ｈ后拔除导尿
管。对于较为严重外痔患者，宜采用浅切口，再进行多

余的结缔组织修补，目的在于减轻术后创伤，减轻对肛

管黏膜的损害。两组术后均随访１个月。

１．４　观察指标
（１）对比两组痔愈合效果［５］：术后７ｄ复查，无肿

胀、无触痛、无渗液，伤口愈合良好，即为完全愈合；伤

口局部红肿、有触痛、无渗出，整体愈合较好，为愈合；

术后创面肿胀、压痛，有少量渗出，创面愈合情况一

般，属半愈合；伤口红肿、疼痛、渗出物多，未愈合或存

在感染，为未愈合。总愈合效率 ＝（完全愈合 ＋愈合
＋半愈合）／每组例数×１００％。
（２）对比两组临床指标：记录术中出血量，并统计

两组患者手术用时以及术后创面愈合的时长，评估术

后１ｄ的视觉模拟评分（ＶＡＳ），其中 ＶＡＳ总分为０～
１０分，分值较低表示疼痛越轻。

（３）对比两组肛肠动力学指标：比较术前、术后１
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个月评估肛管最大收缩压（ＭＳＰ）、肛管静息压
（ＡＲＰ）、直肠静息压（ＲＲＰ）水平变化情况，本实验采
用合肥奥源公司提供的肛肠压力检测仪检测。

（４）对比两组并发症发生情况：如感染、肛门狭
窄、尿潴留、排便困难、吻合口狭窄及肛门坠胀等。

１．５　统计学方法
以ＳＰＳＳ２５．０软件对实验资料进行统计分析。计

量数据采用正态性检验，符合后以（珋ｘ±ｓ）表示，比较
采用ｔ检验；计数数据以频率、百分比表示，并进行卡
方检验，以Ｐ＜０．０５为差异显著。

２　结　果

２．１　两组痔愈合效果比较
观察组总愈合率（９７．５０％）较对照组（８０．００％）

高（Ｐ＜０．０５），见表１。

表１　两组痔愈合效果比较［ｎ（％）］

组别 完全愈合 愈合 半愈合 未愈合 总愈合率

对照组（ｎ＝４０） ６（１５．００） １５（３７．５０）１１（２７．５０） ８（２０．００）３２（８０．００）　
观察组（ｎ＝４０）１１（２７．５０）２１（５２．５０） ７（１７．５０） １（２．５０） ３９（９７．５０）

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．２　两组临床指标比较
观察组的手术时长、创面愈合时长较对照组短，

术中出血量与术后１ｄＶＡＳ得分较对照组低（Ｐ均 ＜
００５），见表２。

表２　两组临床指标比较（珋ｘ±ｓ）

组别 手术时长／ｍｉｎ 创面愈合时长／ｄ 术中出血量／ｍＬ 术后１ｄＶＡＳ／分

对照组（ｎ＝４０） ３２．８５±５．６８　 ６．３０±０．６６　 ３６．４１±２．５７　 ２．３１±０．９６　
观察组（ｎ＝４０） ２２．９１±５．３３ ３．４５±０．５２ １２．５９±２．４８ １．７９±０．８２

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　两组肛肠动力学指标变化比较
组间术前肛肠动力学差异均无显著性（Ｐ＞

００５），与对照组相比，观察组术后 １月 ＭＳＰ、ＡＲＰ、
ＲＲＰ水平均更好（Ｐ均＜０．０５），见表３。

表３　两组肛肠动力学指标变化比较（ｍｍＨｇ，珋ｘ±ｓ）

组别
ＭＳＰ ＡＲＰ ＲＲＰ

术前 术后１个月 术前 术后１个月 术前 术后１个月
对照组（ｎ＝４０） １３６．２５±９．８０１１２．４９±５．６８　 ７７．２８±０．６９ ６２．４８±４．４１　 １６．２７±３．６８ ９．９４±２．２３　

观察组（ｎ＝４０） １３６．４９±９．７４ １２７．７４±６．４６＃ ７７．３３±６．５０ ６８．８７±４．３８＃ １６．２８±３．４８ １１．５１±１．１５＃

　　与同组术前相比，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．４　两组并发症情况比较
与对照组相比，观察组总发生率显著降低（Ｐ＜

００５），见表４。

表４　两组并发症情况比较［ｎ（％）］

组别 例数 感染 肛门狭窄 尿潴留 排便困难 吻合口狭窄 肛门坠胀 总发生率

对照组 ４０ ２（５．００） ３（７．５０） １（２．５０） ３（７．５０） ０（０．００） ０（０．００） ９（２２．５０）
观察组 ４０ ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） １（２．５０） １（２．５０） ２（５．００）

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨　论

ＰＰＨ是一种内痔微创治疗方法，其效果好、创伤
小、手术后康复较快。ＰＰＨ术是指在齿状回缝线上方
２～３ｃｍ范围内的直肠黏膜，使其向下移位，以维持正
常的生理功能

［６］。本实验结果表明：观察组痔愈合率

明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），且观察组的手术时长、创
面愈合时长较对照组短，术中出血量与术后１ｄＶＡＳ
得分较对照组低（Ｐ＜０．０５），提示ＰＰＨ术对Ⅲ期环状
混合痔具有较高疗效，有助于促进手术及术后康复进

程。分析原因：ＰＰＨ作为临床新兴手术方式，其利用
专业的痔吻合器，一次环切直肠下部的黏膜及其下层

组织，并将近端、远端自动钉合，使脱出的肛垫组织回

复到原位，并且由于部分痔动、静脉被封闭在黏膜下，

可以促使痔病组织在手术后发生一定程度的萎缩，并

缓慢地恢复至原来大小，由此有效促进痔的整体愈合

及术后康复
［７］。此外，ＰＰＨ术手术时间短、出血少、操

作简便，在肛门处无需较大手术切口，且不会破坏肛

垫正常结构，从而促使创面愈合加快；还可以从根本

上解决痔病病因，且对身体损害较轻，不但可以缓解

患者的痛苦，且可以加速伤口的早期愈合
［８］。Ⅲ期环

状混合痔存在一定的直肠炎症，当括约肌损伤时可能

导致ＡＲＰ、ＲＲＰ降低，且在肌肉代偿性收缩的情况下，
患者疼痛明显，易造成ＭＳＰ暂时性升高。本研究结果
还显示：术后１个月，观察组 ＡＲＰ、ＭＳＰ、ＲＲＰ水平均
优于对照组（Ｐ＜０．０５），提示ＰＰＨ术可促进Ⅲ期环状
混合痔患者肛肠动力学的改善。分析原因：肛管内括

约肌的正常功能是排便的基础，其功能的保存与恢复

将直接影响肛门括约肌的运动能力。ＰＰＨ术是一种
以直肠为切口，保留肛管黏膜及黏膜下组织的方法，

可有效地减轻对黏膜及黏膜下组织的损伤，进一步维

持肛管内部结构完整，减轻对肛管内括约肌的冲击，

有利于肛肠动力的恢复
［９］。同时，ＰＰＨ术是一种与肛

门解剖结构相适应的手术方法，整体手术简便，患者

疼痛轻，该术式是利用吻合器对直肠部位黏膜及其组
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织进行环状切割，辅助机体中脱垂的肛垫逐步退回至

肛管，并促使肛门回归正常构造，再以此为依据，进行

上动、静脉的终端吻合，因此在肛肠动力学的康复效

果中比传统手术更具优势
［１０］。此外，本研究结果还

显示：相比于对照组，观察组并发症总发生率更低

（Ｐ＜０．０５），这与肖亦龙等［１１］
的研究具有一致性，提

示 ＰＰＨ术可有效预防并发症，安全性较高。分析原
因：ＰＰＨ术后仍有钛钉残留、吻合口狭窄及肛门坠胀
等并发症，如吻合口过高，则对防止吻合口狭窄不

利，而当吻合口增粗、狭窄时，处理难度较大。因此，

ＰＰＨ术经改良，使得吻合口位于齿状线之上 ２～
３ｃｍ，而荷包缝合则以位于痔体上缘或上部，不仅可
以将复位和下降的肛垫抬起，且可很好地保持齿状

线上结构，进一步维持肛门的精细控制能力
［１２］。此

外，ＰＰＨ钉合位置在接近齿状线时，恰好位于直肠生
理狭窄部位，则不会对直肠壁造成拉扯和刺激，也不

会影响排便阈值，因此，出现排便反射的几率较小，

对肛门坠胀等并发症的非风险较小。提示 ＰＰＨ术
仍需注意荷包缝合情况、钉合位置等。同时，ＰＰＨ术
中需严格按照术前规范和程序进行，同时对于女性

患者，还需要要注意缝合的深度、数量及部位，尽量

减少手术中的出血及感染，避免因手术不当造成的

直肠阴道漏等现象
［１３］。

综上所述，ＰＰＨ术对Ⅲ期环状混合痔具有较高疗
效，可有效改善患者的肛肠动力学情况，促进手术及

术后康复进程，并可有效预防并发症，安全性较高。

参考文献：

［１］杨波，夏旭．不同顺序吻合器痔上黏膜环切术对Ⅲ期环状

混合痔合并肛裂患者的影响［Ｊ］．中国中西医结合外科杂

志，２０２４，３０（６）：８６３

［２］曾智．Ⅲ期环状混合痔传统手术切除与ＰＰＨ手术治疗的临

床对照［Ｊ］．数理医药学杂志，２０２０，３３（８）：１１４７

［３］魏建前．内镜下套扎术、内镜下硬化剂注射疗法及吻合器痔

上黏膜环切术对老年Ⅱ～Ⅲ度内痔患者围术期指标、疼痛及

并发症的影响［Ｊ］．中国医疗器械信息，２０２３，２９（２１）：１２２

［４］中国中西医结合学会大肠肛门病专业委员会．中国痔病诊

疗指南（２０２０）［Ｊ］．结直肠肛门外科，２０２０，２６（５）：５１９

［５］郭呈华，车晓玉，林芝，等．中国某健康体检人群痔的流行

病学特征［Ｊ］．北京大学学报（医学版），２０２４，５６（５）：８１５

［６］富博凯．混合痔患者吻合器痔上黏膜环切术后发生肛门狭

窄的危险因素分析［Ｊ］．医学理论与实践，２０２４，３７（１４）：２４１０

［７］赖作有，陈新财，陈伟才，等．内镜下泡沫硬化剂注射 ＋套

扎术与吻合器痔上黏膜环形切除术治疗Ⅱ ～Ⅲ期内痔的

临床对比研究［Ｊ］．实用中西医结合临床，２０２２，２２（１２）：２９

［８］李旭，李发辉，李金元，等．两种不同牵引法对吻合器痔上

黏膜环切术治疗Ⅲ ～Ⅳ度内痔的疗效对比研究［Ｊ］．中国

医学创新，２０１９，１６（７）：６

［９］李晓栋，孔伟，陈红艳．ＰＰＨ与外剥内扎术在Ⅲ期环状混合

痔临床治疗中的应用研究［Ｊ］．罕少疾病杂志，２０２５，３２

（２）：１４３

［１０］吴雪，刘诚，吴金文，等．ＰＰＨ联合缝扎术治疗对重度Ⅲ期

环状混合痔患者手术相关指标及肛门功能的影响［Ｊ］．反
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活动平板运动试验联合２４ｈ动态心电图
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１，吴红年

２
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摘要：目的 研究活动平板运动试验（ＴＥＴ）联合２４ｈ动态心电图诊断隐匿性冠心病的价值。方法 选择我院就诊的
１１０例疑诊隐匿性冠心病患者进行 ＴＥＴ联合２４ｈ动态心电图检查诊断，以冠状动脉造影（ＣＡＧ）为金标准，比较分析
ＴＥＴ联合２４ｈ动态心电图诊断隐匿性冠心病的价值。结果 ＣＡＧ诊断阳性１０１例，冠脉狭窄程度：轻度３９例，中度５５
例，重度７例。１０１例冠状动脉检查阳性患者中，ＭＥＴｓ、运动峰值 ＨＲ、运动峰值 ＳＢＰ、ΔＨＲ１及 ΔＨＲ２均低于阴性组
（Ｐ均＜０．０５）；ＴＥＴ联合２４ｈ动态心电图检测的灵敏度及阴性预测值，特异度及ｋａｐｐａ值高于单项检测（Ｐ均＜０．０５）。
结论 ＴＥＴ与２４ｈ动态心电图两者联合检测更能明确诊断隐匿性冠心病，或可替代ＣＡＧ检查作为筛查疑似隐匿性冠心
病的无创性检查方法。

关键词：隐匿性冠心病；活动平板运动试验；２４ｈ动态心电图；冠状动脉造影
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　　冠心病（ｃｏｒｏｎａｒｙｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）是全世界范
围内导致伤残和死亡最常见的疾病，冠状动脉粥样硬

化，导致心肌缺血和（或）坏死，出现一系列症状
［１］。

然而，隐匿性、临床症状不典型使得其在多形性、复杂

性的冠心病家族中诊治困难。研究表明，约 ３０％ ～
５０％的患者常无胸痛或心绞痛症状，但可进展为急性
心肌梗死、恶性心律失常或者猝死，严重威胁人类健

康
［２３］。隐匿性冠心病（ｓｉｌｅｎｔｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｄｉｓｅａｓｅ，

ＳＣＡＤ）的危害性主要在于“无症状性心肌缺血”。由

于症状不典型，隐匿性常延误诊治，导致失去早期诊

断机会，甚至首发即猝死
［４］。ＳＣＡＤ冠状动脉造影

（ｃｏｒｏｎａｒｙａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙ，ＣＡＧ）作为金标准，存在有创、

价格高、操作风险大，因此，不能作为普遍筛查手段在

８５ 湖北科技学院学报（医学版）２０２６年第４０卷第１期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕

 基金项目：湖北科技学院糖尿病专项（２０２３ＴＮＢ０４）
通信作者，Ｅｍａｉｌ：１１５５５３３５５＠ｑｑ．ｃｏｍ



基层医疗机构及体检人群中广泛应用
［５６］。近年来，

无创功能学检查的兴起为 ＳＣＡＤ的诊断提供了新的
可能，活动平板运动试验（ｔｒｅａｄｍｉｌｌｅｘｅｒｃｉｓｅｔｅｓｔ，ＴＥＴ）
及２４ｈ动态心电图（２４ｈｒｈｏｌｔｅｒｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ）在近年也
取得了发展，但是二者联合对于 ＳＣＡＤ是否可提高诊
断率的研究尚少

［７］。本项工作以 ＣＡＧ为金标准，研
究ＴＥＴ及２４ｈ动态心电图对于ＳＣＡＤ的诊断价值，也
为基层医疗机构的筛查手段推广提供思路。

１　资料与方法

１．１　一般资料
收集２０２１年１月至２０２５年２月我院接诊的疑似

ＳＣＡＤ患者１１０例。纳入标准：①存在心肌缺血证据，
但无冠心病典型症状；②无 ＴＥＴ、２４ｈ动态心电图、
ＣＡＧ排除指征。排除标准：①心肌梗死病史；②ＰＣＩ
治疗病史；③肝肾功能衰竭；④意识、认知障碍；⑤临
床及影像学资料缺乏。所有患者均经本医院伦理委

员会审核且知情同意。

１．２　方法
１．２．１　ＴＥＴ检测

所有患者在入院后行ＴＥＴ、２４ｈ动态心电图、ＣＡＧ
检查。

采用ＧＰ公司自行设计的运动平板运动系统完成
运动负荷试验，以Ｂｒｕｃｅ方案为标准，对所有受试者进
行休息期的运动试验检查。记录运动前休息期的１２
导联心电图、心率、血压，记录基础症状；运动期使用

心电监护仪进行监护，运动前即刻、恢复期６ｍｉｎ内持
续记录１２导联心电图，血压同步记录；阳性标准：①
休息心率超过预计最大年龄心率 ８５％或恢复期第
１ｍｉｎ心率低于２０次／ｍｉｎ；②运动中至少有２个以上
导联ＳＴ段水平型或ＳＴ段下斜型下降 ＞０．２ｍＶ，持续
时间≥２ｍｉｎ；③收缩压与休息时收缩压比较下降幅度
≥２０ｍｍＨｇ；④运动过程中新出现的、不能忍受的明显
心绞痛，严重的心律失常（如房室传导阻滞），不能耐

受的呼吸困难或肌肉疲劳而必须中止运动者。同时

记录：最大代谢当量 ＭＥＴｓ值（运动机能储备值）、最
大运动时心率（ＨＲｍａｘ）、收缩压（ＳＢＰｍａｘ）、运动停止
后１ｍｉｎ（ΔＨＲ１）、运动停止后２ｍｉｎ（ΔＨＲ２）时相心率
的恢复值。

１．２．２　２４ｈ动态心电图检查
２４ｈ动态心电图入选标准：受检前１ｄ停止使用洋

地黄及一切可能影响ＳＴ段的血管活性药物。１２导联
动态心电图系统（康泰医疗系统股份有限公司，

ＴＬＣ４０００），记录２４ｈ连续心电图。预处理过程中，采

用人工交互式校正方法（ｈｕｍａｎｃｏｍｐｕｔｅｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ
ａｒｔｉｆａｃｔｒｅｍｏｖａｌ）去除基线漂移、肌电干扰信号等，并从
体位传感器数据中去除体位变化导致 ＳＴ段一过性漂
移。在动态心电图诊断中，为明确心肌缺血，需符合

以下标准：将测量点定于 Ｊ点后８０ｍｓ，至少在连续２
个相邻导联中观察到一过性ＳＴ段呈水平型或下斜型
压低≥０．１ｍＶ（１ｍｍ），且压低持续时间超过１ｍｉｎ；若
出现多次ＳＴ段压低事件，两次事件之间需间隔１ｍｉｎ
以上，以排除伪差干扰，从而准确判定心肌缺血是否

存在。

１．２．３　ＣＡＧ检查
每个患者均在２４ｈ动态心电图、ＴＥＴ完成后２周

内完善ＣＡＧ。ＣＡＧ采用Ｉｎｎｏｖａ３１００ＩＱ数字减影ＣＡＧ
系统（ＧＥ，ＧｅｎｅｒａｌＥｌｅｃｔｒｉｃＣｏｍｐａｎｙ，ＵＳＡ）行 ＣＡＧ，操
作步骤同介入心脏标准流程，采用右侧股动脉入路行

经皮穿刺（ｓｅｌｄｉｎｇｅｒ），置入 ７Ｆ动脉鞘导管，送入左
（ｕｎｄｅｃｋｉｔｊｕｄｋｉｎｓｌｅｆｔ４．０，ＪＬ４．０）右ＣＡＧ导管（ｕｎｄｅｃ
ｋｉｔｊｕｄｋｉｎｓｒｉｇｈｔ４．０，ＴＲ４．０）至冠状动脉开口，在多角
度（左前斜位、右前斜位、头位、足位等）行ＣＡＧ，获取冠
脉主干及分支精细的动态图像。由２名具有经验的心
脏介入医师进行独立影像观察，综合评估冠状动脉（左

心、前降支、回旋支、右心）及其分支腔狭窄程度（依据

影像学评估结果得出，美国心脏病学会／美国心脏协会，
ＡＣＣ／ＡＨＡ指南定义ＣＡＧ阳性指ＣＡＧ指明的冠状动脉
或其主要分支（血管直径≥２．０ｍｍ），管腔直径狭窄至
少有１个分支或１个主要分支狭窄≥５０％）

１．３　统计学方法
本研究采用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２３进行分析（ＩＢＭ

Ｃｏｒｐ，Ａｒｍｏｎｋ，ＮＹ，ＵＳＡ）。连续变量经 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ
检验确认正态性后，以（均数 ±标准差）表示，组间比
较采用独立样本ｔ检验；分类变量以频数及率（％）描
述，组间差异分析使用卡方检验（连续性校正法或

Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，依数据分布选择）。为评估 ＴＥＴ、
２４ｈ动态心电图及两者联合检测与 ＣＡＧ诊断结果的
一致性，采用Ｋａｐｐａ一致性检验（Ｃｏｈｅｎ＇ｓＫａｐｐａ系数），
其判读标准参照Ｌａｎｄｉｓ与Ｋｏｃｈ分级：０．８１～１００为极
强一致性；０．６１～０．８０为高度一致性；０．４１～０６０为
中度一致性；０．２１～０．４０为一般一致性；０００～０．２０
为微弱一致性。Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　患者基线资料
被本研究纳入的１１０例可疑 ＳＣＡＤ患者中，男性

６２例（５６．３６％），女性４８例（４３．６４％）；年龄为４０～
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７５岁，平均（５８．１２±４．３０）岁；体重指数（ＢＭＩ）为
１９５０～２５．５３ｋｇ／ｍ２，平均（２２．６３±１．７０）ｋｇ／ｍ２。合
并高血压病、糖尿病、高脂血症的比例分别为 ３０例
（２７２７％）、１５例（１３．６４％）、３０例（２７．２７％），吸烟
患者为３５例（３１．８２％）。超声心动图中左室射血分
数（ｌｅｆｔｖｅｎｏｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ）为 ５８．７０～
７２４０％，平均（６４．２７±３．４３）％，ＬＶＥＦ≥５０％，基线
状态下心功能代偿。ＣＡＧ检查阳性患者１０１例，冠脉
狭窄度：轻度３９例（３５．４５％），中度５５例（５０％），重
度７例（６．３６％）。

２．２　ＣＡＧ阳性者与阴性者ＴＥＴ相关参数比较
ＣＡＧ阳性组 ＭＥＴｓ、运动峰值 ＨＲ、运动峰值 ＳＢＰ、

ΔＨＲ１、ΔＨＲ２均小于ＣＡＧ阴性组（Ｐ均＜０．０５），见表１。

表１　ＴＥＴ相关参数比较（珋ｘ±ｓ）

分组 ＭＥＴｓ　 ＨＲ／（次／ｍｉｎ） ＳＢＰ／ｍｍＨｇ ΔＨＲ１／（次／ｍｉｎ） ΔＨＲ２／（次／ｍｉｎ）
ＣＡＧ阳性（ｎ＝１０１） 　７．９５±１．６８ 　１３４．００±１１．３２ 　１５７．００±８．３６ 　１４．１１±６．６６ 　３０．３３±１０．３６

ＣＡＧ阴性（ｎ＝９） 　１１．６３±１．３６ 　１４７．００±１４．３６ 　１６９．３６±９．３３ 　２６．３３±８．３９ 　４２．３３±１２．６９

　　与ＣＡＧ阴性组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　ＴＥＴ诊断结果
ＴＥＴ诊断阳性８９例，与ＣＡＧ诊断结果比较，符合

性较高（Ｋａｐｐａ＝０．８６３）。见表２。

表２　ＴＥＴ与ＣＡＧ结果对比

ＴＥＴ
ＣＡＧ

阳性 阴性 合计

阳性 ８９ ３ ９２
阴性 １２ ６ １８
合计 １０１ ９ １１０

２．４　２４ｈ动态心电图结果
２４ｈ动态心电图诊断为阳性的患者共有 ８４名，

２４ｈ动态心电图诊断与 ＣＡＧ诊断结果符合率较高
（Ｋａｐｐａ＝０．８０９）。见表３。

表３　２４ｈ动态心电图与ＣＡＧ结果对比

２４ｈ动态心电图
ＣＡＧ

阳性 阴性 合计

阳性 ８４ ４ ８８
阴性 １７ ５ ２２
合计 １０１ ９ １１０

２．５　ＴＥＴ与２４ｈ动态心电图联合检测的诊断
价值

联合检测诊断阳性９７例，ＣＡＧ诊断符合率非常
高（Ｋａｐｐａ＝０．９８７）。见表４。

表４　联合检测与ＣＡＧ结果对比

联合检测
ＣＡＧ

阳性 阴性 合计

阳性 ９７ １ ９８
阴性 ４ ８ １２
合计 １０１ ９ １１０

２．６　ＴＥＴ和２４ｈ动态心电图单独及联合的诊
断效能

ＴＥＴ联合２４ｈ动态心电图检查的灵敏度、阴性预
测值、特异度、ｋａｐｐａ值显著优于单独检测（Ｐ＜
００５），见表５。

表５　诊断效能比较

诊断方法 灵敏度／％ 特异度／％ 阳性预测值／％ 阴性预测值／％ Ｋａｐｐａ

ＴＥＴ 　８８．１２ 　６６．６７ 　９６．７４ 　３３．３３ 　０．８６３

２４ｈ动态心电图 　８３．１６ 　５５．５６ 　９５．４５ 　２２．７２ 　０．８０９

联合诊断 　９６．０４ 　８８．８９ 　９８．９７ 　６６．６７ 　０．９８７

　　与联合诊断比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨　论

ＣＨＤ作为我国居民第二高的疾病负担仅次于卒
中
［８］。全球疾病负担研究（ｇｌｏｂａｌｂｕｒｄｅｎｏｆｄｉｓｅａｓｅ

ｓｔｕｄｙ，ＧＢＤ）中国数据的最新更新显示，缺血性心脏病
（ｉｓｃｈｅｍｉｃｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，ＩＨＤ）对我国的影响正在迅速
增加，王晨冉等

［９］
进行的疾病负担流行病学研究分析

中国ＩＨＤ１９９０—２０１７年疾病负担现状显示，２０１７年
伤残调整生命年（ＹＬＤ）、生命损失年数（ＹＬＬ）和伤残
调整生命年（ＤＡＬＹ）分别为 ７４．２／１０万、２０５７．２／１０
万、２１３１．０／１０万，较１９９０年分别上升３８．６％、６２．３％
和５９．８％。该数据提示 ＣＨＤ存在患病率较高、病死
率高、社会经济负担严重３方面特点，防治工作一直
是公共卫生工作重点

［１０］。

值得注意的是，当前对 ＣＨＤ的诊治情况不甚乐
观：只有３０％的患者有胸痛、胸闷等典型心绞痛症状，
大部分ＳＣＡＤ患者因不典型症状未能被诊断为 ＣＨＤ，
这部分患者因未能及时行血流灌注或药物干预进展

为ＡＣＳ甚至猝死风险极高。因而 ＳＣＡＤ的早期诊断
及ＳＣＡＤ的精准评估是改善患者预后、降低ＳＣＤ负荷
的有效窗口。

ＳＣＡＤ因其隐匿的临床表现及不敏感的检查方法
而给心血管疾病的早期诊断和治疗带来挑战。冠心

病的影像学及功能学检查包括动态心电图（Ｈｏｌｔｅｒ）、
ＴＥＴ，ＣＡＧ等［１１１２］，其中 ＣＡＧ是冠心病的诊断金标
准，其能从多个角度定量化评价走行变异、血管侧支
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循环及血管病变狭窄程度，并且其准确性得到了多中

心研究认证
［１３］，但因担心其侵入性操作（０．５％ ～

２０％的血管并发症）及相对昂贵的花费（人均约１．２
～１．８万），其在基层医院及无症状性高危人群中的检
查率并不高

［１４］。

相比之下，ＴＥＴ是一种无创功能学检查，其通过
分级递增运动负荷诱发心肌缺血，是目前评估冠脉血

流储备及心血管风险事件预测的评估指标
［１５］。分级

递增运动可以诱发 ＳＣＡＤ出现心绞痛等心肌缺血症
状，而Ｈｏｌｔｅｒ可以２４ｈ不间断无创地监测心肌缺血的
情况，与ＴＥＴ联合使用可以起到有效互补的作用。在
本研究中，ＣＡＧ阳性组 ＭＥＴｓ、ＨＲｍａｘ、ＳＢＰｍａｘ、ΔＨＲ１
和ΔＨＲ２，较ＣＡＧ阴性组降低（Ｐ＜０．０５）。这个结果
提示，ＣＡＧ阳性者伴有心脏变性功能不全，原因可能
是心梗死后β肾上腺素能受体功能的降低和迷走神
经张力的代偿性增加。

本研究采用ＴＥＴ联合２４小时动态心电图研究来
评估ＳＣＡＤ的诊断价值，与 ＣＡＧ相比，为临床检查策
略的改进提供更多的证据支持。本研究心脏负荷状

态下ＳＴ段 ＳＴ压下降（≥０．２ｍＶ）、收缩压升高提示
ＳＣＡＤ，敏感性为８８．１２％，特异性为６６．６７％，与既往
报道相近

［１６］。但 ＴＥＴ存在一定比例的假阴性率，容
易遗漏诊断非阻塞性冠状动脉病变或微循环障碍的

患者。通过Ｈｏｌｔｅｒ监测日常活动状态下 ＳＴ段 ＳＴ压
下降（≥０．１ｍＶ），弥补ＳＴＥＴ对检查时间窗的限制，夜
间活动迷走神经张力增高，静息时缺血事件 ＳＴ减低
ＳＴ升高，夜间活动 ＳＴ更易下降。本研究中 ＳＣＡＤ的
Ｈｏｌｔｅｒ敏感率为 ８３．１６％，低于 ＴＥＴ，其特异率为
５５５６％，与ＣＡＧ相似（Ｋａｐｐａ＝０．８０９），提示其作为
远期监测指标具有一定的应用优势及价值；两者联合

应用的敏感率及特异率均明显提高，分别为９６．０４％、
８８８９％，表明 ＴＥＴＨｏｌｔｅｒ在触发缺血机制上具有互
补作用，两者联合应用，可有效减少漏诊。

在基层医疗资源有限的条件下，ＴＥＴ结合 Ｈｏｌｔｅｒ
是ＳＣＡＤ的最佳初筛策略：运动耐量降低者采用 ＴＥＴ
进行筛查，存在运动耐量低下、老年人、非典型表现症

状者以Ｈｏｌｔｅｒ作为ＳＣＡＤ的初筛指征。本研究的不足
之处：①纳入病例数较少（ｎ＝１１０），为单中心研究，存
在较高选择偏倚；②对照组未行冠状动脉ＣＴＡ或心肌
灌注显像，后续需纳入更多样的影像学检查；③未对
ＳＣＡＤ患者预后进行长期随访，不能证实非创性检查
是预测猝死的有效评估。

活动平板试验联合２４ｈ动态心电图，多维度捕捉
心肌缺血事件，诊断隐匿冠心病更敏感，与 ＣＡＧ首诊
相关性更高，为 ＳＣＡＤ的无创识别提供了可行方案，

尤其是能够早期筛选低级别、低危险性、卫生所的基

层ＳＣＡＤ，或能减少漏诊带来的猝死。针对 ＳＣＡＤ的
治疗，需要跨学科联合创新，为 ＳＣＡＤ的诊治提供更
完备依据。
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重症监护室多发伤患者发生下肢深静脉
血栓的影响因素分析

余爱云，刘　甜

（咸宁市第一人民医院重症医学科，湖北 咸宁 ４３７０００）

摘要：目的 探讨重症监护室多发伤患者发生下肢深静脉血栓的影响因素，为预防多发伤患者发生下肢深静脉血栓

提供参考。方法 选取我院重症监护室收治的１５７例多发伤患者作为研究对象，根据住院期间是否发生下肢深静脉血

栓，将患者分为下肢深静脉血栓组（ｎ＝２８）和非下肢深静脉血栓组（ｎ＝１２９）。采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验、卡方检验对

两组相关病历资料进行单因素分析，采用ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型分析下肢深静脉血栓的影响因素。结果 单因素分析显示，总

住院天数、昏迷、ＷＢＣ、ＣＲＰ、ＩＮＲ、ＤＦＲ、低蛋白血症等变量在多发伤患者是否发生下肢深静脉血栓方面存在差异（Ｐ均
＜００５）；ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析发现，ＷＢＣ、ＤＦＲ、低蛋白血症是多发伤患者发生下肢下肢深静脉血栓的独立影响因素（Ｐ均
＜００５）。结论 临床护士应及时、动态监测多发伤患者的ＷＢＣ、ＤＦＲ、低蛋白血症情况，提供预见性护理措施，预防多发

伤患者下肢深静脉血栓的发生。

关键词：多发伤；下肢深静脉血栓；影响因素；回顾性研究
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　　多发伤是指人体在单一机械致伤因素作用下，同
时或相继累及２个或以上解剖部位的损伤［１］，具有伤

情重、病情变化复杂、并发症多、致死率高等特点。下

肢深静脉血栓形成（ｌｏｗｅｒｅｘｔｒｅｍｉｔｙｄｅｅｐｖｅｎｏｕｓｔｈｒｏｍ
ｂｏｓｉｓ，ＬＥＤＶＴ）是静脉血栓栓塞症的一种常见类型，也
是多发伤患者常见的并发症，更是创伤患者院内死亡

的重要原因之一
［２］。

ＬＥＤＶＴ的形成与患者的伤情、营养状态、活动能
力及是否及时采取有效的干预措施等因素有关。研

究
［３］
表明，创伤是导致住院患者静脉血栓发病率升高

最重要的原因之一，其发生率较一般患者增高１０倍
以上。此外，ＬＥＤＶＴ发病过程隐匿，早期以下肢疼痛、
肿胀为主，易与创伤后皮肤感染引起的下肢疼痛肿胀

混淆，且超半数患者在早期可能无明显症状，为临床

早期诊断带来极大困难
［４５］。若不能得到及时诊治，

ＬＥＤＶＴ很可能进展成为肺栓塞和／或血栓后综合征，
降低患者的长期生存质量，甚至增加死亡率

［６］。本研

究通过回顾性调查分析多发伤患者发生 ＬＥＤＶＴ的影
响因素，以期为临床护理人员及时识别高危人群，并

对其早期实施预见性护理措施，从而降低 ＬＥＤＶＴ发
生率，改善患者预后。

１　资料与方法

１．１　纳入及排除标准
纳入标准：①通过影像学检查符合多发伤诊断的

患者；②住院期间，通过影像学检查确诊下肢深静脉
血栓前，未进行任何抗凝、抗血小板聚集药物及溶栓

等治疗的患者。排除标准：①有既往血栓史、自身免
疫性疾病或血液系统疾病者；②妊娠或哺乳期；③住
院天数≤３ｄ。

１．２　选取对象方法
由研究者根据研究目的，查阅相关文献资料，自

行设计一般资料调查表，提取患者住院期间的疾病与

治疗相关资料、实验室检查结果及急性生理及慢性健

康状况评分。

（１）一般资料调查表：包括患者性别、年龄、基础
疾病、总住院天数、ＩＣＵ住院天数。

（２）疾病与治疗相关资料：致伤原因、受伤部位、
休克指数、禁食天数、是否有中心静脉置管、是否机械

通气、镇痛镇静药物使用天数、是否昏迷（格拉斯哥昏

迷量表（ＧｌａｓｇｏｗＣｏｍａＳｃａｌｅ，ＧＣＳ）评分≤８分为昏
迷）

［７］。

（３）实验室检查结果：患者首次入院检测的血糖

（ＧＬＵ）、白细胞计数（ＷＢＣ）、Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）、中性
粒细胞计数（ＮＥＵＴ）、血红蛋白（ＨＧＢ）、血小板计数
（ＰＬＴ）、国际标准化比值（ＩＮＲ）、活化部分凝血活酶时
间（ＡＰＴＴ）、凝血酶时间（ＴＴ）、凝血酶原时间（ＰＴ）、纤
维蛋白原 Ｄ二聚体／纤维蛋白原比值（ＤＦＲ）、低蛋白
血症（白蛋白＜３０ｇ／Ｌ）。

（４）急性生理及慢性健康状况评分（ＡＰＡＣＨＥ
Ⅱ）：ＡＰＡＣＨＥⅡ评分系统由年龄、急性生理学、慢性
健康状况评分３部分组成，年龄计０～６分，急性生理
评分计０～６０分，慢性健康状况计２～５分，三者之和
为最后得分，最高评分为７１分。ＡＰＡＣＨＥⅡ评分越
高，说明病情越严重。

１．３　资料收集
从医院电子病历系统中调取２０２３年４月至２０２５

年４月间，湖北省咸宁市某二甲医院 ＩＣＵ的１５７例多
发伤患者病历资料，数据提取由培训合格的护士执

行，并经过双人独立核对，以确保准确性和一致性。

１．４　统计学方法
本研究使用Ｅｘｃｅｌ构建信息表并对数据进行初步

处理，使用ＳＰＳＳ２６．０统计学软件进行数据分析。计
量资料采用单样本 ＫＳ检验进行正态性检验。非正
态分布的计量数据用中位数（四分位间距）［Ｍ（Ｐ２５，
Ｐ７５）］表示，组间比较采用非参数 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检
验。计数资料用构成比或百分率表示，组间比较采用

χ２检验。将单因素分析中 Ｐ＜０．０５的变量纳入二元
ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析模型中，探讨多发伤患者发生ＬＥＤＶＴ
的影响因素。Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　一般资料
本研究共纳入１５７例多发伤患者，其中男９４例

（５９．９％），女６３例（４０．１％），中位年龄５４（３９～６８）
岁，有基础疾病患者１１３例（７２．０％）；由车祸或高处
坠落致伤患者９５例（６０．５％），损伤部位主要以头颈
部、胸腹部、四肢、盆骨及腰背损伤为主，其中头颈部

损伤的患者最多，占３０．６％。被纳入研究的１５７例患
者中，２８例患者发生了ＬＥＤＶＴ，发生率为１７．８％。

２．２　多发伤患者发生ＬＥＤＶＴ的单因素分析
对收集的２６个变量进行单因素分析，结果显示，

静脉血栓组和非静脉血栓组在是否昏迷、总住院天

数、低蛋白血症、ＷＢＣ、ＣＲＰ、ＩＮＲ、ＤＦＲ方面存在显著
差异（Ｐ＜０．０５），见表１～２。

３６湖北科技学院学报（医学版）２０２６年第４０卷第１期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



表１　多发伤患者发生ＬＥＤＶＴ的分类变量单因素分析

变量
静脉血栓组
（ｎ＝２８）

非静脉血栓
组（ｎ＝１２９） χ２ Ｐ

性别［ｎ］ 　男 １６ ７８ ０．１０６ ０．８３２
　女 １２ ５１

致伤原因［ｎ］ 　车祸 ９ ５５ ３．３９７ ０．１８３
　高空坠落 ９ ２２
　其他 １０ ５２

基础疾病［ｎ］ 　无 ７ ３７ ０．１５５ ０．８１８
　有 ２１ ９２

受伤部位［ｎ］ 　胸腹部 ６ ４０ ２．８７４ ０．５７９
　头颈 ８ ４０
　四肢 ７ １８
　腰背 ３ １７
　盆骨 ４ １４

中心静脉置管［ｎ］ 　无 ７ ４１ ０．４９９ ０．６５１
　有 ２１ ８８

机械通气［ｎ］ 　无 １６ ７２ ０．０１６ １
　有 １２ ５７

使用镇痛镇静药物［ｎ］　无 １ ２１ ３．０８３ ０．１２９
　有 ２７ １０８

昏迷［ｎ］ 　无 １４ ９１ ４．３８３ ０．０３６
　有 １４ ３８

低蛋白血症［ｎ］ 　无 １７ １１３ １１．６７６ ０．０１
　有 １１ １６

表２　多发伤患者发生ＬＥＤＶＴ的连续变量单因素分析

变量　　　 静脉血栓组（ｎ＝２８）　　 非静脉血栓组（ｎ＝１２９）　　 Ｚ Ｐ

年龄／岁 ５９．５０（４２．７５，６９．００） ５２．００（３８．５０，６５．００） －１．５９５ ０．１１１
总住院天数／ｄ １８．５０（１４．２５，３４．７５） １６．００（１０．００，２１．５０） －２．１０１ ０．０３６
ＩＣＵ住院天数／ｄ １０．００（５．２５，１５．００） １０．００（６．００，１３．５０） －０．５４２ ０．５８８
休克指数 ０．９０（０．７２，１．２０） ０．８０（０．６０，１．１０） －１．４１０ ０．１５８
ＡＰＡＣＨＥＨ评分／分 １５．００（１４．００，２０．７５） １５．００（１３．００，１９．５０） －０．３７７ ０．７０６
禁食天数／ｄ ２．００（１．００，２．７５） ２．００（１．００，３．００） －０．２９８ ０．７６６
ＧＬＵ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） １０．２５（７．６５，１２．２３） ９．８０（７．８５，１３．０５） －０．０９４ ０．９２５
ＷＢＣ／（×１０９／Ｌ） １８．０８（１４．６１，２５．１） １５．８７（１２．６７，２１．３５） －１．９７０ ０．０４９
ＣＲＰ／（ｍｇ／Ｌ） １６．８５（１３．８３，１９．５８） １５．００（１２．００，１７．５５） －２．０１６ ０．０４４
ＮＥＵＴ／（×１０９／Ｌ） １５．３１（１１．２３，１９．８１） １５．８２（９．８３，２０．３６） －０．１９５ ０．８４５
ＨＧＢ／（ｇ／Ｌ） １１９．５０（１０６．００，１４２．７５） １２３．００（１０６．００，１３６．００） －０．２３６ ０．８１３
ＰＬＴ／（×１０９／Ｌ） １９９．５（１５５．００，２４４） ２１３．００（１５３．５０，２５９．００） －０．６７９ ０．４９７
ＩＮＲ １．２６（１．１２，１．５８） １．４５（１．３４，１．６９） －２．８０６ ０．００５
ＡＰＴＴ／ｓ ３５．９０（２９．６８，４２．１８） ３６．４０（２９．６０，４０．８３） －０．１２５ ０．９０１
ＴＴ／ｓ １６．４５（１５．００，１７．４） １５．７０（１４．３０，１６．８） －１．１２４ ０．２６１
ＰＴ／ｓ １４．６５（１４．０５，１６．４６） １５．３７（１３．６７，１６．５０） －０．７１５ ０．４７４
ＤＦＲ／×１０－３ ４．３０（０．４５，９．８７） ０．５３（０．２７，１．１９） －３．７１ ０．０００

２．３　多发伤患者发生ＬＥＤＶＴ的多因素分析
将单因素分析中具有统计学差异的７个变量纳

入二元Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析模型，由表３结果显示，ＷＢＣ
（ＯＲ＝１．０８９，９５％ ＣＩ：１．００８～１．１７７；Ｐ＝０．０３１）、
ＤＦＲ（ＯＲ＝１．４２９，９５％ ＣＩ：１．２０４～１．６９６；Ｐ＜
０００１）、低蛋白血症（ＯＲ＝１１．３６８，９５％ ＣＩ：３．１９２～
４０．４８；Ｐ＜０．００１）是多发伤患者发生 ＬＥＤＶＴ的独立
影响因素。

表３　多发伤患者发生ＬＥＤＶＴ的Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析

自变量　　　 ｂ　 ＳＥ　　 Ｗａｌｄχ２　 Ｐ ＯＲ
９５％ 置信区间
下限 上限

常量 －４．１１３ １．７９４ 　５．２５３ 　０．０２２ 　０．０１６ — —

总住院天数（ｄ） ０．０３７ ０．０２０ 　３．４７１ 　０．０６２ 　１．０３８ ０．９９８ １．０８０
意识状态（昏迷） ０．７１９ ０．６４１ 　１．２５６ 　０．２６２ 　２．０５２ ０．５８４ ７．２１２
ＷＢＣ（×１０９／Ｌ） ０．０８５ ０．０４０ 　４．６２９ 　０．０３１ 　１．０８９ １．００８ １．１７７
ＣＲＰ（×１０９／Ｌ） －０．００１ ０．０５８ 　０．０００ 　０．９８８ 　０．９９９ ０．８９１ １．１２０
ＩＮＲ －１．２３９ ０．９７０ 　１．６３２ 　０．２０１ 　０．２９０ ０．０４３ １．９３８
ＤＦＲ（×１０－３） ０．３５７ ０．０８７ 　１６．６５７ 　０．０００ 　１．４２９ １．２０４ １．６９６
低蛋白血症 ２．４３１ ０．６４８ 　１４．０７１ 　０．０００ 　１１．３６８ ３．１９２ ４０．４８０

３　讨　论

３．１　多发伤患者住院期间ＬＥＤＶＴ发生率分析
多发伤患者多由高能量损伤事件（如交通事故、

高空坠落）引起，易导致血管内膜损伤、血流淤滞及凝

血功能紊乱，增加ＬＥＤＶＴ发生风险。文献［８１０］
报告显

示多发伤患者ＬＥＤＶＴ发生率约１２．５％～４５．９％。本
研究中，１５７例患者 ＬＥＤＶＴ发生率为 １７．８％（２８／
１５７），处于较低水平。分析其原因可能与选取研究对
象均来自二甲医院 ＩＣＵ，重症患者比例较低有关。进
一步分析显示，本研究纳入患者中，因车祸或高处坠

落、合并头颈部、胸部损伤及骨盆损伤的比例均低于

田淑芳等
［９］
研究水平，提示本研究人群伤情较轻，故

ＬＥＤＶＴ发生率较低。

３．２　多发伤患者发生ＬＥＤＶＴ的影响因素分析
通过多因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析确定了多发伤患者

发生ＬＥＤＶＴ的三个独立危险因素：ＷＢＣ、ＤＦＲ和低蛋
白血症。

ＷＢＣ升高是全身性炎症反应的关键标志。严重
创伤可激活炎症反应，促炎细胞因子（白细胞介素、肿

瘤坏死因子）通过抑制内皮细胞抗凝物质表达、诱导

组织因子表达与释放等机制促进高凝状态。活化后

的中性粒细胞释放中性粒细胞胞外陷阱，直接结合并

激活血小板，广泛促进微血栓形成
［１１］。研究表明

ＷＢＣ计数升高和静脉血栓栓塞症风险呈正相关，提
示其可作为血栓风险评估指标

［１２１３］。动态监测多发
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伤患者ＷＢＣ水平，有助于早期识别ＬＥＤＶＴ风险。
Ｄ二聚体是纤溶过程的特异性标志物，但其水平

易受创伤出血量、手术及肾功能等因素影响
［１４１５］。

ＤＦＲ通过结合 Ｄ二聚体与凝血底物纤维蛋白原，减
少个体间凝血基础状态差异，反映凝血激活与纤溶亢

进间的平衡状态，提高 ＬＥＤＶＴ诊断特异性［１６］。本研

究结果与既往研究一致，支持 ＤＦＲ作为多发伤患者
早期筛查指标

［１７１８］。

多发伤患者发生贫血与低蛋白血症等血液成分

异常是诱发下肢深静脉血栓形成的独立危险因

素
［１９］。血液中血红蛋白、蛋白质含量较低，容易导致

血液流动性差，血液凝固加快，可增加 ＬＥＤＶＴ的发生
率
［２０］。本研究中，ＬＥＤＶＴ组低蛋白血症发生率显著

高于非ＬＥＤＶＴ组（Ｐ＜０．０５）。白蛋白具有保护血管
内皮，抑制血小板聚集及微血栓形成的作用

［２１］。此

外，白蛋白水平降低还可能会直接导致骨骼肌强度下

降，引发肌萎缩，增加疾病易感性，导致患者住院时间

延长，阻碍疾病恢复
［２２］。

预防ＬＥＤＶＴ的发生是多发伤患者病情管理的重
点工作之一，既往研究中，护士对多发伤患者的病情

观察常聚焦于患者的症状和体征，对生化指标的变化

关注不足，不能及时地为患者提供预见性的护理措

施。本研究提示，护士应主动监测多发伤患者 ＷＢＣ、
ＤＦＲ和白蛋白等生化指标，及时发现异常并干预。对
高危患者，鼓励早期活动或采取物理预防措施（如穿

弹力袜、按摩下肢、床上功能锻炼等），针对营养不良

者，需制定个性化营养支持方案。

本研究为单中心回顾性设计，纳入研究对象病情

相对较轻，样本量有限，可能存在选择偏倚。未来需

开展多中心前瞻性研究，构建 ＬＥＤＶＴ风险预测模型，
为临床多发伤患者ＬＥＤＶＴ的预防和治疗提供更为可
靠、精准的参考，改善患者预后。

参考文献：

［１］李阳，李辉，陈驾君，等．多发伤病历与诊断：专家共识
（２０２３版）［Ｊ］．创伤外科杂志，２０２３，２５（８）：５６１

［２］ＴＯＲＲＥＳＣ，ＨＡＵＴＥＲ．Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ，ｄｉａｇｎｏｓｉｓ，ａｎｄｍａｎａｇｅ
ｍｅｎｔｏｆｖｅｎｏｕｓｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏｌｉｓｍｉｎｔｈｅｃｒｉｔｉｃａｌｌｙｉｌｌｓｕｒｇｉｃａｌ
ａｎｄｔｒａｕｍａｐａｔｉｅｎｔ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＣｒｉｔＣａｒｅ，２０２０，２６（６）：６４０

［３］ＡＪＷＡＮＩＳＨ，ＳＨＡＷＡ，ＮＡＩＺＯ，ｅｔａｌ．Ｖｅｎｏｕｓｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏ
ｌｉｓｍｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓｉｎｏｕｔｐａｔｉｅｎｔｌｏｗｅｒｌｉｍｂｆｒａｃｔｕｒｅｓａｎｄｉｎｊｕｒｉｅｓ
［Ｊ］．ＯｒｔｏｐＴｒａｕｍａｔｏｌＲｅｈａｂｉｌ，２０１６，１８（３）：２６３

［４］傅一牧，荆尧，李冬冬，等．多发伤患者急性下肢深静脉血
栓形成的危险因素分析［Ｊ］．海交通大学学报（医学版），
２０１９，２９（３）：２７８

［５］于小洪，刘志伟，关岚，等．老年髋部骨折术前发生下肢深

静脉血栓的危险因素分析［Ｊ］．临床急诊杂志，２０２０，２１
（１）：７９

［６］ＭＯＴＡＨＡＲＩＮＥＺＨＡＤＨ，ＡＬＡＢＤＵＬＫＡＲＩＭＨ，ＦＧＡＩＥＲＭ，
ｅｔａｌ．Ｄｉｇｉｔａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｂａｓｅｄｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ：ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗ
ｏｆｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗｓ［Ｊ］．ＪＭｅｄＩｎｔｅｒｎｅｔＲｅｓ，２０２２，２４（１２）：
ｅ４１０４２

［７］ＭＥＨＴＡＲ，ＣＨＩＮＴＨＡＰＡＬＬＩＫ．Ｇｌａｓｇｏｗｃｏｍａｓｃａｌｅｅｘｐｌａｉｎｅｄ
［Ｊ］．ＢＭＪ，２０１９，３６５：１１２９６

［８］马颖宏，孙志坚，李庭，等．多发骨创伤的多中心流行病学
分析［Ｊ］．骨科临床与研究杂志，２０２５，１０（２）：９６

［９］田淑芳．多发伤患者下肢深静脉血栓形成的危险因素及风
险评估研究［Ｄ］．武汉：华中科技大学，２０２３

［１０］傅一牧．多发伤患者ＡＬ下肢深静脉血栓的发生危险因素
及预测分析［Ｄ］．上海：上海交通大学，２０１９

［１１］ＩＬＩＣＨＡ，ＳＰＡＲＫＥＮＢＡＵＧＨＥＭ，ＷＯＬＢＥＲＧＡＳ，ｅｔａｌ．
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｌｙｓｔｉｆｆｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｉｍｐｅｄｅｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｂｌｏｏｄ
ｃｌｏｔｓ：ｃｏｍｍｅｎｔ［Ｊ］．ＪＴｈｒｏｍｂＨａｅｍｏｓｔ，２０２１，１９（１１）：２８９３

［１２］郭展立，王媛，张磊，等．白细胞计数与静脉血栓栓塞的关
联：双向孟德尔随机化研究［Ｊ］．中国临床药理学与治疗
学，２０２５，３０（４）：４４６

［１３］高勇，秦虎，范国锋，等．重型颅脑损伤后静脉血栓栓塞症
的研究进展［Ｊ］．中国临床神经外科杂志，２０１８，２３（８）：５６７

［１４］潘世琴，李月美，麻红梅，等．高原地区新入院病人凝血指
标对下肢深静脉血栓的预测价值［Ｊ］．全科护理，２０２５，
（１６）：３１５３

［１５］朱海荣．急诊床旁超声联合快速床旁Ｄ二聚体、纤维蛋白
原检测对下肢深静脉血栓的诊断价值［Ｊ］．广西医科大学
学报，２０１９，３６（８）：１３２７

［１６］ＷＡＮＧＣ，ＹＵＸ，ＷＡＮＧＴ，ｅｔａｌ．Ｄｄｉｍｅｒ／ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｒａｔｉｏｆｏｒ
ｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｄｅｅｐｖｅｎｏｕｓｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓａｆｔｅｒｔｒａｕｍａｔｉｃｓｐｉｎａｌ
ｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＳｐｉｎａｌＣｏｒｄ，２０２３，６１（８）：４４７

［１７］田丁元，党连生．ＭＩＰ１α、ＤＦＲ对老年卧床静脉血栓栓塞
症的预测价值［Ｊ］．天津医药，２０１９，４７（９）：９６６

［１８］ＺＨＡＩＹ，ＨＵＯＭ，ＬＩＵＹ，ｅｔａｌ．ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆＤｄｉｍｅｒ／ｆｉｂｒｉｎ
ｏｇｅｎｒａｔｉｏａｎｄｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆＤｄｉｍｅｒａｎｄｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｗｉｔｈ
ｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｓｔｒｏｋｅａｎｄｓｔｒｏｋｅｓｕｂｔｙｐｅｓ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｌＲｅｓ，２０２５，
４７（２）：９６

［１９］李鹏飞，路鑫，周雨倩，等．系统免疫炎症指数、全身炎症
综合指数及系统炎症反应指数对重症创伤后下肢深静脉

血栓的预测价值（英文）［Ｊ］．中国医学科学杂志（英文
版），２０２４，３９（４）：２４１

［２０］ＬＡＮＧＲ，ＣＯＢＵＲＮＳＢ，ＧＩＬＬＭＪ，ｅｔ．ａｌ．Ｔｈｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆ
ａｎｅｍｉａｗｉｔｈｓｕｒｖｉｖａｌａｍｏｎｇｐｅｏｐｌｅｗｉｔｈＨＩＶｆｏｌｌｏｗｉｎｇａｎｔｉｒｅｔ
ｒｏｖｉｒａｌｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｉｎｔｈｅＮＡＡＣＣＯＲＤ２００７２０１６［Ｊ］．ＪＡｃｑｕｉｒ
ＩｍｍｕｎｅＤｅｆｉｃＳｙｎｄｒ，２０２４，９７（４）：３３４

［２１］姬文卿，陈莹，王茜雅，等．人血白蛋白输注改善脓毒症性
凝血病患者病死率：基于ＭＩＭＩＣⅣ数据库的倾向性评分匹
配分析［Ｊ］．临床急诊杂志，２０２５，２６（１）：６

［２２］郑张耀．低蛋白血症对全髋关节置换患者术后并发症及
早期功能的影响［Ｄ］．南昌：南昌大学，２０２２

（收稿日期：２０２５０９０３）

５６湖北科技学院学报（医学版）２０２６年第４０卷第１期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕
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以 ＴＡＣＥ为基础的不同辅助治疗模式对 ＭＶＩ阳性
　　　　　　　　　　肝细胞癌肝切除术后无复发生存期的影响分析　　　　　　　　　?

潘　丹，李剑锋

（湖北科技学院医学部基础医学院，湖北 咸宁 ４３７１００）

摘要：目的 探究以经导管肝动脉化疗栓塞（ＴＡＣＥ）为基础的不同辅助治疗模式对微血管侵犯（ＭＶＩ）阳性肝细胞癌
（ＨＣＣ）肝切除术后无复发生存期（ＲＦＳ）的影响。方法 回顾性分析某院行原发性肝癌根治性切除术，且术后病理结果
证实为肝细胞癌合并ＭＶＩ阳性的患者１７６例，分为两组，仅行根治性切除术组（Ａ组）和根治性切除后行以 ＴＡＣＥ为基
础辅助治疗组（Ｂ组）。然后将Ｂ组按照不同辅助治疗模式分为行根治性切除 ＋ＴＡＣＥ治疗组（Ｂ１组）、根治性切除 ＋
ＴＡＣＥ＋靶向治疗组（Ｂ２组）、根治性切除＋ＴＡＣＥ＋免疫检查点抑制剂治疗组（Ｂ３组）、根治性切除 ＋ＴＡＣＥ＋靶向治疗
＋免疫检查点抑制剂治疗组（Ｂ４组），寻找以ＴＡＣＥ为基础辅助治疗中最佳的亚组。结果 Ｂ组ＲＦＳ显著优于Ａ组（Ｐ＜
０．０５）。亚组分析显示：Ｂ４组患者ＲＦＳ显著优于Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３组（Ｐ均＜０．０５）。结论 ＨＣＣ合并 ＭＶＩ阳性患者根治性切
除术后以ＴＡＣＥ为基础的辅助治疗有助于改善ＲＦＳ，其中ＴＡＣＥ联合靶向及免疫检查点抑制剂治疗ＲＦＳ优于ＴＡＣＥ联
合靶向、ＴＡＣＥ联合免疫检查点抑制剂及单纯ＴＡＣＥ治疗，为更理想的辅助治疗方案。
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　　原发性肝癌是世界上最常见的肿瘤之一，包括肝
细胞癌、肝内胆管癌和混合型三种病理类型，其中肝

细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）最多见，约占
总数的７５％～８５％［１］。ＨＣＣ是目前我国第４位常见
恶性肿瘤及第２位肿瘤致死病因，严重影响我国人民
生命健康

［１］。

ＨＣＣ的治疗方式包括手术切除、经导管肝动脉化
疗栓塞（ｔｒａｎｓｃａｔｈｅｔｅｒａｒｔｅｒｉａｌｃｈｅｍｏｅｍｂｏｌｉｚａｔｉｏｎ，ＴＡ
ＣＥ）、射频消融等局部治疗，以及肝移植、系统治疗等
治疗方式，其中手术切除是 ＨＣＣ患者获得长期生存
的最佳选择之一，也是一种潜在的治愈方法

［２］。但

ＨＣＣ起病隐匿，约８０％的 ＨＣＣ患者在诊断时处于中
晚期，无手术机会，而且，即使是根治术后，其５年复
发率高达７０％［１］，是肝癌治疗中疗效提升的主要阻碍

因素，降低了长期生存率。

越来越多研究表明微血管浸润（ＭＶＩ）是导致肝
癌术后复发、转移的高危因素

［３４］，也是影响肝癌患者

术后无复发生存期（ＲＦＳ）和总生存期（ＯＳ）的独立危
险因素

［５６］。

而迄今为止，ＭＶＩ尚无术前诊断方法，确诊主要
还是通过术后病理证实。因此，研究原发性 ＨＣＣ术
后ＭＶＩ阳性患者的最佳辅助治疗，延长复发时间、降
低复发率、改善预后是亟待解决的问题。

２０１９年以后的肝癌诊疗指南均推荐对高危复发
患者（肿瘤直径 ＞５ｃｍ、多发，合并肉眼或镜下癌栓
者）行术后辅助 ＴＡＣＥ治疗，延长无复发生存期和总
生存期

［１］。靶向及免疫治疗是近年来中晚期肝癌治

疗的研究热点，但包括靶向药物及 ＰＤ１／ＰＤＬ１抑制
剂在内的系统治疗药物用于术后的研究较少。本文

先研究根治性切除术后行以 ＴＡＣＥ为基础辅助治疗
与单纯根治性切除术对ＨＣＣ合并ＭＶＩ阳性患者术后
ＲＦＳ的影响，并进一步研究以 ＴＡＣＥ为基础的不同辅
助治疗模式对ＭＶＩ阳性肝细胞癌肝切除术后 ＲＦＳ的
影响，明确更理想的辅助治疗方案，为此类患者术后

选择提供参考。

１　资料与方法

１．１　纳入及排除标准
纳入标准：①原发性肝癌且行根治性切除术；②

术后病理证实为肝细胞癌合并微血管侵犯；③术前肝
功能为ＣｈｉｌｄＡ／Ｂ级。

排除标准：①合并其他恶性肿瘤者；②术前接受
其他治疗者，如射频消融、ＴＡＣＥ、靶向、免疫等治疗；
③术后１月内因严重的手术并发症／肝衰竭等死亡
者；④无完整资料者。

１．２　资料收集
通过南昌大学第一附属医院住院系统，检索２０１７

年１１月９日至２０２１年７月８日，行肝癌根治性切除
术且术后病理结果证实为肝细胞癌合并 ＭＶＩ阳性的
患者，根据纳入排除标准，共收集１７６名患者的临床
资料，包括性别、年龄、手术日期、术后治疗方案、乙肝

病毒感染情况、术前血清甲胎蛋白（ＡＦＰ）水平、肝功
能分级、肝硬化情况、肿瘤大小、肿瘤分化程度、复发

时间、死亡时间及随访复查情况等。根据术后是否行

以ＴＡＣＥ为基础辅助治疗，分为 Ａ组（仅根治性切除
术，ｎ＝５９）、Ｂ组（根治性切除 ＋以 ＴＡＣＥ为基础辅助
治疗，ｎ＝１１７）。

１．３　治疗方法
Ａ组：仅行根治性切除术；Ｂ组：根治性切除后行

以ＴＡＣＥ为基础辅助治疗，其中Ｂ１组４２例：根治性切
除＋ＴＡＣＥ治疗；Ｂ２组１６例：根治性切除＋ＴＡＣＥ＋靶
向治疗；Ｂ３组１９例：根治性切除 ＋ＴＡＣＥ＋免疫检查
点抑制剂治疗；Ｂ４组４０例：根治性切除 ＋ＴＡＣＥ＋靶
向＋免疫检查点抑制剂治疗。各组用药情况见表１。
（Ａ组与Ｂ１组未使用靶向或免疫检查点抑制剂药物，
故未列出。）

表１　靶向、免疫检查点抑制剂用药情况
组别 　　用药情况 例数

Ｂ２组 仑伐替尼 ４
索拉非尼 １２

Ｂ３组 卡瑞利珠单抗 １６
信迪利单抗 ３

Ｂ４组 仑伐替尼 ６
索拉非尼 １０
阿帕替尼 ４
卡瑞利珠单抗 １２
特瑞普利单抗 ４
替雷利珠单抗 ２
信迪利单抗 ２

１．４　治疗方案
根治性切除术的标准

［１］：①术中门静脉、肝静脉、
胆管及下腔静脉未发现肉眼可见的癌栓；②无邻近脏
器侵犯，无淋巴结转移或远处转移；③肿瘤被完整切
除且切缘阴性；④术后１２个月内影像学复查结果未
见肿瘤病灶；⑤若术前甲胎蛋白升高，术后２个月内
降至正常范围。

（１）ＴＡＣＥ治疗：患者经肝癌根治性切除术后４～
８周内行预防性 ＴＡＣＥ治疗。采用 Ｓｅｌｄｉｎｇｅｒ技术，将
导管经股动脉穿刺引导至肝固有动脉或其分支，经导

管造影，明确肿瘤部位，将微导管超选至肿瘤营养动

脉，用碘油 ＋洛铂 ＋５ＦＵ／ＴＨＰ／ＥＰＩ等进行栓塞及灌
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注化疗。

（２）靶向治疗：根治性切除术后４～８周开始服用
靶向药物（索拉非尼、仑伐替尼），用法：索拉非尼

４００ｍｇ，２次／ｄ；仑伐替尼 ８ｍｇ，１次／ｄ，体重 ＞６０ｋｇ／
１２ｍｇ（体重 ＜６０ｋｇ／８ｍｇ）。若患者服药后出现恶心、
呕吐、腹痛、腹泻、肝功能异常、白细胞下降或者皮肤

反应等不良反应，视程度给予减量、间断使用进行调

节，完全停药者不予纳入。

（３）免疫治疗：根治性术后４～８周内行免疫治
疗，３周为１周期，出现严重不良反应或肝功能损害则
视情况间断使用，完全停用者不予纳入。

１．５　随访
所有患者根治性切除术后１月随访１次，此后第

１年，每２～３个月随访１次；第２年，每３个月随访１
次；第３年开始，每６个月随访１次。未按照上述要
求规律来院随访者。采取电话、微信等方式进行随

访；随访复查项目包括：血常规、肝肾功能、凝血功能、

肿瘤指标（ＡＦＰ、ＣＡ１９９等）、ＨＢＶＤＮＡ，肝胆脾胰 Ｂ
超、腹部ＣＴ（平扫 ＋增强）、普美显 ＭＲＩ检查等，针对
患者具体情况，采用个性化复查方案。每６个月行１
次胸部、腹部、骨盆 ＣＴ平扫。如有临床需要，可进行
骨扫描或 ＭＲＩ检查。随访日期以手术为起点，观察
ＲＦＳ，随访时间截至２０２２年２月２５日。对未达到疾
病进展者或者死亡者进行删失处理。

１．６　统计学方法
本研究数据运用ＳＰＳＳ２５．０软件进行处理。分类

变量均用频数表示，采用卡方检验。用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
方法绘制生存曲线，组间差异用 ｌｏｇｒａｎｋ检验；采用
Ｃｏｘ风险比例回归模型分析影响 ＰＦＳ的危险因素，并
计算风险比（ＨａｚａｒｄＲａｔｉｏ，ＨＲ）及其 ９５％置信区间
（ＣＩ）。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。此外，通过
计算相对风险（ＲＲ）及归因风险（ＡＲ）评估治疗方案
与复发的关联强度，ＲＲ值采用 Ｗｏｏｌｆ法计算可信区
间，ＡＲ值为组间复发率差值；亚组比较先进行 Ｒ×Ｃ
表卡方检验，再采用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正进行两两比较，校
正后的检验水准为α＇＝０．０５／ｋ（ｋ为比较次数）。

２　结　果

２．１　临床和病理资料分析
两组患者临床资料的单因素卡方分析结果示：在

性别、年龄、肿瘤直径、肝硬化、乙肝表面抗原

（ＨｂｅＡｇ）、乙肝表面荧光定量（ＨＢＶＤＮＡ）、肝功能分
级（ｃｈｉｌｄ分级）、肿瘤分化程度、术前 ＡＦＰ水平方面，
两组间差异不具有统计学差异，具有可比性（Ｐ＞

００５）。见表２。

表２　两组基本资料比较［ｎ（％）］

变　量　　　　 Ａ组（ｎ＝５９） Ｂ组（ｎ＝１１７） Ｐ
性别 男 ５３（８９．８３） １０８（９２．３１） ０．５７８

女 ６（１０．１７） ９（７．６９）
年龄 ≤６５岁 ４９（８３．０５） １０５（８９．７４） ０．２０５

＞６５岁 １０（１６．９５） １２（１０．２６）
肿瘤直径 ｄ≤５ｃｍ ３２（５４．２４） ５４（４６．１５） ０．３１１

ｄ＞５ｃｍ ２７（４５．７６） ６３（５３．８５）
肝硬化 无 ４１（６９．４９） ８９（７６．０７） ０．３４９

有 １８（３０．５１） ２８（２３．９３）
ＨｂｅＡｇ 阴性 ８（１３．５６） １６（１３．６８） ０．９８３

阳性 ５１（８６．４４） １０１（８６．３２）
ＨＢＶＤＮＡ 阴性 ３０（５０．８５） ６４（５４．７０） ０．６２９

阳性 ２９（４９．１５） ５３（４５．３０）
Ｃｈｉｌｄ分级 Ａ级 ５５（９３．２２） １１５（９８．２９） ０．０８

Ｂ级 ４（６．７８） ２（１．７１）
肿瘤分化程度 低分化 １２（２０．３４） ３０（２５．６４） ０．１８１

中分化 ４３（７２．８８） ８５（７２．６５）
高分化 ４（６．７８） ２（１．７１）

术前ＡＦＰ ≤４００ｎｇ／ｍＬ ３０（５０．８５） ６６（５６．４１） ０．４８４
＞４００ｎｇ／ｍＬ ２９（４９．１５） ５１（４３．５９）

２．２　影响ＲＦＳ的单因素及多因素Ｃｏｘ回归分析
将１７６例患者的临床数据纳入 Ｃｏｘ单因素分析，

结果显示：肿瘤直径（＞５ｃｍ）、ＡＦＰ（＞４００ｎｇ／ｍＬ）及
以ＴＡＣＥ为基础辅助治疗与ＲＦＳ具有相关性（Ｐ均 ＜
０．０５）。将单因素有意义者纳入 Ｃｏｘ多因素分析，结
果显示：肿瘤直径（＞５ｃｍ）（ＨＲ＝１．７１９，９５％ＣＩ
１１４６～２．５７９，Ｐ＝０．００９）；ＡＦＰ（＞４００ｎｇ／ｍＬ）（ＨＲ＝
１．９４４，９５％ＣＩ１．３０２～２．９０２，Ｐ＝０．００１）；以ＴＡＣＥ为
基础辅助治疗（ＨＲ＝０．５６７，９５％ＣＩ０．３７９～０．８５１，
Ｐ＝０．００６）；表明肿瘤直径、ＡＦＰ及以 ＴＡＣＥ为基础辅
助治疗是影响ＨＣＣ合并ＭＶＩ阳性患者术后ＲＦＳ的独
立危险因素（表３）。

表３　所有患者ＲＦＳ的ＣＯＸ单因素及多因素分析

变量
单因素分析 多因素分析

ＨＲ ９５％ＣＩ Ｐ值 ＨＲ ９５％ＣＩ Ｐ
性别（女） １．７６３ ０．９６４～３．３０８ ０．０７７ — — —

年龄（＞６５岁） ０．５３６ ０．２６９～１．０６６ ０．０７５ — — —

肿瘤直径（＞５ｃｍ） １．６０５ １．０７３～２．４０２ ０．０２１ １．７１９ １．１４６～２．５７９ ０．００９
肝硬化（有） １．０９４ ０．６９８～１．７１３ ０．６９６ — — —

ＨＢｅＡｇ（阳性） １．７１８ ０．８９２～３．３０９ ０．１０５ — — —

ＨＢＶＤＮＡ（阳性） １．１３９ ０．７６５～１．６９８ ０．５２２ — — —

ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ：Ａ／Ｂ级 ０．７７６ ０．２４５～２．４５８ ０．６６７ — — —

ＡＦＰ（＞４００ｎｇ／ｍｌ） １．９４７ １．３２１～２．９５１ ０．００１ １．９４４ １．３０２～２．９０２ ０．００１
肿瘤分化程度 — — — — — —

低分化 — — — — — —

中分化 １．１６７ ０．７１２～１．９１８ ０．５３６ — — —

高分化 １．２０６ ０．４１２～３．５３６ ０．７３３ — — —

以ＴＡＣＥ为基础辅助治疗（是） ０．５８９ ０．３９４～０．８８０ ０．０１０ ０．５６７ ０．３７９～０．８５１ ０．００６
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２．３　ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ分析
随访截止日期为２０２２年２月２５日，在随访过程

中出现终点事件者共有 ９８例：Ａ组 ４１例，Ｂ１组 ３１
例，Ｂ２组１２例，Ｂ３组１０例，Ｂ４组４例。见表４。
２．３．１　单纯根治性切除与术后以 ＴＡＣＥ为基础辅助
治疗间ＲＦＳ生存曲线对比

图１Ａ结果显示：Ｂ组 ｍＲＦＳ为１８．０月（９５％ＣＩ：
１０．２７５～２５．７２５），Ａ组 ｍＲＦＳ为 １１．１月（９５％ＣＩ：
５３３５～１６．８８５），Ｂ组优于 Ａ组，差异具有统计学意
义（Ｐ＝０．００９）。进一步定量分析如表４显示，Ｂ组复
发风险较Ａ组降低３０％（ＲＲ＝０．７０，９５％ＣＩ：０５２～
０．９５，Ｐ＝０．０２１），归因风险（ＡＲ）为 ２０．７７％，即每
１００例患者中采用 ＴＡＣＥ基础辅助治疗可减少约２１
例复发。以中位生存时间为节点，Ｂ组较Ａ组延长６．
９个月（１８．０ｖｓ１１．１个月），提示 ＴＡＣＥ基础治疗能显
著延缓复发。

图１Ｂ显示 Ｂ１组 ｍＲＦＳ为 １７．８月（９５％ＣＩ：
５６０８～２９．９９２个月），Ａ组 ｍＰＦＳ为 １１．１月（９５％
ＣＩ：５．３３５～１６．８８５个月），Ｂ１组优于 Ａ组，差异具有
统计学意义（Ｐ＝０．０４２）。

表４　各治疗组与Ａ组的复发风险关联强度分析

治疗组 样本量 复发例数 复发率／％ ＲＲ ９５％ＣＩ ＡＲ／％ Ｐ

Ａ组 ５９ ４１ ６９．４９ １．００   

Ｂ组 １１７ ５７ ４８．７２ ０．７０ （０．５２，０．９５） －２０．７７ ０．０２１

Ｂ１组 ４２ ２１ ５０ ０．７２ （０．５３，０．９８） －１９．４９ ０．０３６

Ｂ２组 １６ １２ ７５ １．０８ （０．７４，１．５８） ＋５．５１ ０．６３２

Ｂ３组 １９ １０ ５２．６３ ０．７６ （０．５１，１．１３） －１６．８６ ０．１７８

Ｂ４组 ２０ ４ ２０．００ ０．２９ （０．１３，０．６３） －４９．４９ ＜０．００１

图１　单纯根治性切除与术后以ＴＡＣＥ为基础
辅助治疗间ＲＦＳ生存曲线对比

２．３．２　亚组分析
（１）Ｒ×Ｃ表卡方检验结果
Ｒ×Ｃ表卡方检验显示，各组复发率存在显著差

异（χ２＝２６．８９，ｄｆ＝４，Ｐ＜０．００１）。进一步以 Ａ组为
对照进行两两比较（Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正，α＇＝００１２５），结

果如见表５。根据以上数据可知：仅 Ｂ４组与 Ａ组的
差异在校正后具有统计学意义（Ｐ＝０．００８＜０．０１２５），
提示ＴＡＣＥ联合靶向＋免疫治疗显著降低复发风险。

表５　各亚组与Ａ组复发风险的两两比较（Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正后）

组别 复发率／％ ＲＲ ９５％ＣＩ Ｐ 校正后Ｐ值

Ａ组 ６９．４９ － － － －

Ｂ１组 ５０．００ ０．７２ （０．５３，０．９８） ０．０３６ ０．１４４

Ｂ２组 ７５．００ １．０８ （０．７４，１．５８） ０．０６３２ ２．５２８

Ｂ３组 ５２．６３ ０．７６ （０．５１，１．１３） ０．１７８ ０．７１２

Ｂ４组 ２０．００ ０．２９ （０．１３，０．６３） ０．００２ ０．００８

　　（２）各亚组间ＲＦＳ的生存曲线对比
结果显示：Ｂ４组 ｍＲＦＳ尚未达到，优于 Ｂ１组

ｍＲＦＳ为１７．８月（９５％ＣＩ：５．６０８～２９．９９２个月）、Ｂ２
组ｍＲＦＳ为 １２．５个月（９５％ＣＩ：５．８３６～１９．１６４个
月）、Ｂ３组 ｍＲＦＳ为 １４．３个月（９５％ＣＩ：１０．７５５～
１７８４５个月）；而Ｂ１组与Ｂ２组、Ｂ３组间 ＲＦＳ差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图２。

图２　各亚组间ＲＦＳ的生存曲线对比

２．３．３　单纯根治性切除与最佳亚组间ＲＦＳ生存曲线
对比

结果显示：Ａ组 ｍＲＦＳ为 １１．１个月（９５％ＣＩ：
５３３５～１６．８６５），Ｂ４组ｍＲＦＳ尚未达到；Ｂ４组ＲＦＳ优
于Ａ组，两者比较差异有统计学意义（Ｐ＝０．００４）。
定量分析显示，Ｂ４组复发风险仅为 Ａ组的２９％（ＲＲ
＝０．２９，９５％ＣＩ：０．１３～０．６３，Ｐ＜０．００１），归因风险达
４９．４９％，即每１００例患者中三联治疗可减少约４９例
复发。截至随访终点，Ｂ４组中位 ＲＦＳ尚未达到，较 Ａ
组生存获益显著（绝对生存时间延长未达中位数，但

风险降低幅度达７１％）。见图３。
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图３　单纯根治性切除与最佳亚组间ＲＦＳ生存曲线对比

２．３．４　单纯根治性切除与以 ＴＡＣＥ为基础的各辅助
治疗亚组间 ＲＦＳ的生存曲线综合对比

结果显示：Ａ组与Ｂ组间ＲＦＳ差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），Ｂ组优于 Ａ组。亚组分析显示：Ｂ４组与
Ｂ１组、Ｂ２组和Ｂ３组间 ＲＦＳ差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），Ｂ４组无复发生存期长；Ｂ４组 ＲＦＳ优于 Ａ组。
Ｂ１组与Ｂ２组、Ｂ３组间 ＲＦＳ差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；Ｂ２组、Ｂ３组间 ＲＦＳ差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见图４。

图４　单纯根治性切除与以 ＴＡＣＥ为基础的各辅助治疗
亚组间ＲＦＳ的生存曲线综合对比

３　讨　论

本研究首次对比了以 ＴＡＣＥ为基础的不同辅助
治疗模式对 ＨＣＣ合并 ＭＶＩ阳性患者术后 ＲＦＳ的影
响。结果表明，相较于单纯手术，术后辅以 ＴＡＣＥ为
基础的治疗能显著改善 ＲＦＳ，而 ＴＡＣＥ联合靶向及免
疫检查点抑制剂的三联方案（Ｂ４组）疗效最佳，其降
低复发风险的作用显著优于其他治疗方案。定量分

析进一步证实了这一优势：Ｂ组（任何以 ＴＡＣＥ为基
础的辅助治疗）较 Ａ组（单纯手术）可降低３０％的复
发风险（ＲＲ＝０．７０）；而Ｂ４组（三联疗法）的复发风险

更是降低了７１％（ＲＲ＝０．２９），绝对风险降低近５０％
（ＡＲ＝４９．４９％）。这一结果与Ｃｏｘ多因素分析显示Ｂ
组为保护性因素（ＨＲ＝０．５６７）的结论相互印证，凸显
了三联治疗的巨大潜力。其在术后辅助治疗中表现

出的强劲效力，可能与术后微小病灶环境下，ＴＡＣＥ清
除残余细胞、靶向药物改善肿瘤微环境、免疫抑制剂

激活Ｔ细胞协同作用有关，这与晚期肝癌联合治疗的
理念一致

［７８］。本研究中，ＴＡＣＥ联合靶向（Ｂ２组）或
联合免疫（Ｂ３组）并未显示出优于单纯ＴＡＣＥ（Ｂ１组）
的疗效，可能与样本量较小、患者复发风险层级或肝

癌复发涉及多条信号通路，单一通路抑制不足有关。

虽有研究提示术后 ＴＡＣＥ联合靶向［９］
或免疫治疗可

能有益，但结论尚不统一，需更大样本研究验证。综上

所述，对于ＨＣＣ合并ＭＶＩ阳性患者，根治性切除术后
采用ＴＡＣＥ联合靶向及免疫检查点抑制剂的三联辅助
治疗方案，可能是目前最理想的策略，能显著延长无复

发生存期。本研究为回顾性研究，结论仍需前瞻性、多

中心、大样本随机对照试验进一步证实。
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物理性前后囊膜抛光在白内障超声乳化术中
预防后发白内障的临床研究

杨武后，罗　熙

（毕节爱尔眼科医院，贵州 毕节 ５５１７００）

摘要：目的 探究白内障超声乳化手术中通过物理方法对前后囊膜进行抛光以减少后发性白内障（ＰＣＯ）的效果。

方法 研究年龄相关白内障患者９２例（１０４只眼），年龄６０～７５岁，晶体混浊分级为Ⅱ ～Ⅳ级。在进行角膜缘陡轴
２４ｍｍ微切口超声乳化术时，使用眼用指环型抛光器行前囊膜周边３６０°抛光及冲洗式球形磨砂抛光器进行后囊膜抛

光。观察术中及术后眼视力或最佳矫正视力、后囊膜变化情况。同时，选择同期９６例（１０６只眼）角膜缘陡轴２．４ｍｍ微

切口白内障乳化术患者作为对照组进行比较。结果 术后１、３、６个月及１年、２年时后囊浑浊的发生率分别为０．９６％

（１／１０４）、０．９６％（１／１０４）、１．９２％（２／１０４）、２．８８％（３／１０４）和５．７７％（６／１０４），与同期未进行囊膜抛光的病例相比，差异

显著（Ｐ＜０．０５）。结论 白内障超声乳化手术中进行前后囊膜抛光的患者术后ＰＣＯ的发生率显著低于未进行囊膜抛光

的患者。

关键词：白内障；超声乳化；前、后囊膜抛光；后发性白内障；ＹＡＧ激光
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　　白内障是指由于晶状体代谢障碍造成的透明性
减退，从而影响视力

［１］。随着年龄的增长，白内障的

发病率持续上升。作为全球首要的视力障碍疾病，白

内障的治疗已成为眼科领域的重点。白内障超声乳

化术（ｐｈａｃｏｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＰＨＡＣＯ）是当前白内障摘除
的主流技术，该术式利用超声波和震动方法粉碎晶状

体核，并通过灌洗系统清除碎片，最后植入人工晶状

体（ｉｎｔｒａｏｃｕｌａｒｌｅｎｓ，ＩＯＬ）［１］。后发性白内障（ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ
ｃａｐｓｕｌａｒｏｐａｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＰＣＯ）简称后发障，是指在做完
白内障手术后，出现晶状体后囊膜浑浊的情况，分为

纤维型、再生型及混合型，均明显影响视功能和视觉

质量。目前ＰＣＯ治疗最常用的治疗方法是ＹＡＧ激光
（钇铝石榴石ＹｔｔｒｉｕｍＡｌｕｍｉｎｕｍＧａｒｎｅｔ）行后囊膜中央
区切口，有时可能导致 ＩＯＬ损伤、倾斜、破裂及移位，
再次影响患者视觉质量。近年来随着手术设备的更

新、手术技术的进步，ＩＯＬ材料和制造工艺的不断优化
和提高，ＰＣＯ的发生率也有所降低。最新研究［２］

表明

白内障摘除手术后 ３年 ＰＣＯ发生率为 ４．７％ ～
１８６％，５年为７．１％～２２．６％，需要ＹＡＧ激光切开后
囊膜治疗的患者比例也降低。近年来，随着屈光性白

内障手术的迅速发展，ＰＣＯ的发生机制及预防策略仍
然值得重点关注。白内障晶状体摘除手术后，残留在

前囊膜、赤道部及后囊膜下的晶状体上皮细胞是 ＰＣＯ
发生细胞基础因素。因此，在手术中尽可能破坏这些

晶状体上皮细胞及纤维组织被认为能有效地阻止

ＰＣＯ形成。手术过程中可以通过物理机械方式或水
流冲洗方式来清除残余的晶状体上皮细胞，以期达到

抑制ＰＣＯ的作用［３５］。本研究分析前后囊膜抛光技术

在白内障超声乳化术中的应用，探讨其对术后ＰＣＯ的
影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料
选取我院眼科２０２１年６月至２０２３年４月收治的

１８８例（２１０只）年龄相关白内障患者，排除外伤、大散
光、糖尿病、视网膜脱落、黄斑性疾病等患者。患者年

龄６０～７５岁，平均（７０．０±０．５）岁。其中男性９０例
（１０２只眼），女性９８例（１０８只眼）。术前常规检查有
裸眼视力、矫正视力、眼压、裂隙灯检查、眼底检查、

ＯＣＴ黄斑检查、内皮细胞计数、人工测量晶体度数、角
膜地形等。按照 ＬＯＣＳ１晶状体混浊分类体系对晶体
核的硬度情况进行分类，患者主要在Ⅱ至Ⅳ级核之
间。眼部检查排除了眼外伤、角膜瘢痕、悬韧带松弛、

青光眼、虹膜疾病、糖尿病性视网膜病变、黄斑病变及

大散光（＜１．２Ｄ）等因素。如果术中发现有后囊膜混

浊、钙化或后囊膜破裂者，则不纳入统计范围。患者

被随机分成两组：抛光组９２例（１０４只眼），男性５０只
眼，女性５４只眼；年龄６０～７５岁，平均（６９．６±０．５）
岁。对照组９６例（１０６只眼），男性５２只眼，女性５４
只眼；年龄６０～７５岁，平均年龄（７０．２±０．５）岁。两
组患者的手术均由同一名医师在角膜缘陡峭轴处进

行２．４ｍｍ微主切口的白内障超声乳化手术，两组具
有可比性（Ｐ＞０．０５）。

１．２　仪器和设备
电脑验光包括 Ｋ值（拓普康 ＴＯＰＣＯＮＫＲ８００）；

眼压计（拓普康 ＴＯＰＣＯＮＣＴ８００）；角膜内皮镜（拓普
康ＥＭ３０００）；人工晶体计算（蔡司 ＩＯＬＭａｓｔｅｒ５００）；
角膜地形图（达美康 Ｐｅｎｔａｃｏｍ）；超广角眼底照相（蔡
司ＣＬＡＲＵＳ５ＯＯ）排除视网膜周边问题；ＯＣＴ（蔡司
ＧＲＲＵＳ５０００）排除黄斑区问题；徕卡显微镜（Ｌｅｉｃａ
Ｍ８４４）；超乳机爱尔康 ｃｅｎｔｕｎｏｎ；指环型抛光器（ＩＦ
８２０３，江苏碧利医疗科技有限公司）；冲洗式球形磨砂
抛光器（ＭＲＩ１１６，江苏市协和医疗器械有限公司）。

１．３　手术方法
对照组按照超声乳化白内障常规手术操作。用

盐酸丙美卡因滴眼液表面麻醉后，分别在两眼的角膜

缘陡峭轴处用２．４ｍｍ角膜穿刺刀做出２．４ｍｍ的透明
角膜切口，并使用１５°辅助角膜穿刺刀做１０ｍｍ的透
明角膜切口。随后，将其胜


粘弹剂注入前，保持前房

稳定，使用撕囊镊进行 ５．０～５．５ｍｍ的连续环形撕
囊，进行分核乳化及清除皮质。

抛光组按照上述常规手术操作后，将手术显微镜

调到后囊膜显示清晰的位置，用５ｍＬ注射器接冲洗式
球形磨砂抛光器边冲水边对后囊膜进行抛光（图１～
２），观察到后囊膜，特别是中央区域没有晶体皮质及
纤维丝的残留。在前房及囊带内注入少量粘弹剂，将

手术显微镜调到前膜显示清晰的位置，接着使用眼用

指环型抛光器行前囊膜周边３６０°抛光（图３～６），周
边囊膜透明度较高，没有残留晶体皮质和纤维丝。
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　　两组病例均选用蔡司非球面晶体ＣＴ５０９ＭＰ型微
切口的ＩＯＬ，且两组患者手术设置参数与超声乳化仪
器及手术医师一致。

１．４　术后观察
患者术后 １、３、６个月及 １年、２年进行散瞳检

查，记录术后瞳孔变化、前囊口的大小及有无囊袋收

缩、ＩＯＬ的位置、前囊膜的混浊程度、后囊膜的混浊
程度、裸眼视力或最佳矫正视力、眼压变化。观察小

于０．３、０．３～０．５及≥０．６的裸眼视力或最佳矫正
视力变化情况。如有必要，进行眼部 Ｂ超、ＯＣＴ黄
斑检查以排除视网膜脱落、黄斑病变等对视力的

影响。

１．５　ＰＣＯ标准
根据Ｓｅｌｌｍａｎ［６７］的评级方法进行评估：０级为无

浑浊；１级为少量浑浊，晶状体后囊可见微皱褶或晶状
体上皮细胞薄团；２级为轻度浑浊，晶状体后囊可见蜂
巢样浑浊和较厚的晶状体上皮细胞团或纤维膜；３级
为中度浑浊，可见典型的 Ｅｌｓｃｈｎｉｇ珠或致密的纤维
膜；４级为重度浑浊，可见致密的Ｅｌｓｃｈｎｉｇ珠，具有“遮
光”效应。

１．６　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件分析相关数据，采用

等级资料秩和Ｚ检验，Ｐ＜０．０５表示有显著性差异。

２　结　果

２．１　两组手术中、术后并发症比较
手术中并发症所有年龄相关性白内障的患者总

数为１８８例（２１０只眼）。所有患者均实施了连续环
形撕囊（ＣＣＣ），前囊口的大小为５．０～５．５ｍｍ。手术
中进行了白内障超声乳化吸除术，并在囊袋内植入

ＩＯＬ，确保ＩＯＬ居中。抛光组术后的后囊膜完整且透
明，而对照组术后的后囊膜完整，但有少量纤维或上

皮细胞残留。所有患者均未出现虹膜渗出，手术过程

中也未发生后囊膜破裂，术后未出现感染、悬韧带松

弛及晶体移位等问题。

２．２　两组术后２年内的视力随访
结果如表１所示。两组术后裸眼视力或最佳矫

正视力均明显高于术前水平。手术后１个月，两组裸
眼视力或最佳矫正视力差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。而术后１年（Ｚ＝４．０３７４，Ｐ＜０．０１）或 ２年
（Ｚ＝５．２２２２，Ｐ＜０．０１）抛光组的裸眼视力或最佳矫
正视力均优于对照组。

表１　术后随访裸眼或矫正最佳视力［ｎ（％）］

视　力
抛光组（ｎ＝１０４） 对照组（ｎ＝１０６）

一月 一年 二年 一月 一年 二年

＜０．３ １（０．９６） ４（３．８５） ５（４．８１） ５（４．７２） ２０（１８．８７） ２５（２３．５８）

０．３～０．５ ２６（２５．００） ２８（２６．９３） ２９（２７．８８） ２８（２６．４１） ３９（３６．７９） ４５（４２．４５）

≥０．６ ７７（７４．０４） ７２（６９．２３） ７０（６７．３１） ７３（６８．８７） ４７（４４．３４） ３６（３３．９６）

２．３　两组术后ＰＣＯ发生率比较
术后散瞳后，通过裂隙灯显微镜观察后囊膜的情

况。比较两组术后在不同时间点的ＰＣＯ发生率，术后
１个月、３个月、６个月、１年和２年的数据表明，抛光
组仅有６只眼发生了后发性白内障，约占５．７７％；主
要表现为１～２级后囊混浊，其中仅有１只眼睛为３级
混浊，未出现４级混浊。未抛光组则有２５只眼发生后
发性白内障，约占２３．５８％，主要表现为２～３级后囊膜
混浊，其中有２只眼睛出现了４级混浊。２年后，所有
出现后发性白内障的患者接受了统一的ＹＡＧ激光后囊
膜切开治疗

［９］。经过统计学分析，进行前后囊膜抛光

的患者，其术后ＰＣＯ的发生率显著低于未进行抛光的
患者（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　白内障术后的后囊混浊情况［ｎ（％）］

组　别 只眼 １个月 ３个月 ６个月 １年 ２年

抛光组 １０４ 　１（０．９６） 　１（０．９６） 　２（１．９２） 　３（２．８８） 　６（５．７７）

对照组 １０６ 　５（４．７１） 　１０（９．４３） 　１６（１５．０９）　１９（１７．９２）　２５（２３．５８）

与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨　论

在正常的晶状体中，晶状体上皮细胞是位于晶状

体的前囊下和赤道部，呈单层立方状排列。这些立方

细胞分为两种不同的生物区域：第一种是前囊中央

带，由一层单层扁平立方上皮细胞构成，这些细胞具

有有丝分裂的活性。当各种刺激作用于前囊上皮细

胞（Ａ细胞）时，这些上皮细胞会不断增殖、迁移和纤
维化，形成ＰＣＯ。第二种细胞是前囊上皮细胞在赤道
部的延续，形成赤道细胞弓（Ｅ细胞）。在“上皮珠”的
形成过程中，Ｅ细胞起着重要作用。与 Ａ细胞层不同
的是，在该区域赤道部的细胞在有丝分裂、分化、代谢

和增殖方面都非常活跃。当晶状体受到损伤或手术

等刺激时，残留在前囊下、赤道部和后囊膜的晶状体

上皮细胞会发生增殖、迁移和纤维化，转变为纤维细

胞，逐渐从周边部向后囊膜的视轴中央迁移和增殖，

同时，晶状体上皮细胞发生变化，造成后囊膜浑浊，
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ＰＣＯ就这样形成了。术中及时清除和抑制残留的晶
状体上皮细胞及纤维组织对防止后囊膜混浊至关重

要
［９１０］。

目前能有效治疗 ＰＣＯ的主要是 ＹＡＧ激光，但是
由于激光治疗有很多并发症，比如术中损伤人工晶

体、人工晶体破裂、角膜损伤、虹膜损伤、囊膜裂开晶

体掉入玻璃体腔等，术后可能有高眼压、黄斑水肿、视

网膜损伤及脱离等，会造成患者视力等其他方面损

害，需要患者主动配合治疗，ＹＡＧ激光手术操作医师
熟练程度也有很大影响，仪器又比较昂贵，基层医院

开展较难
［１１］。除了 ＹＡＧ激光治疗外，目前还有实验

研究在手术过程中应用抑制晶体细胞及上皮细胞增

生的药物来较少ＰＣＯ的发生，主要是阿霉素、丝裂霉
素、柔红霉素、骆驼蓬总碱等，药物的毒副作用明显，

药物浓度很难把控，所以很难应用于临床
［１２１３］。

在白内障超声乳化手术过程中，通过对前后囊膜

进行抛光，尽可能清除囊膜或赤道部的残留细胞及机

化纤维，可以显著降低ＰＣＯ的发生率。这对于提高患
者术后长久视力及视觉质量都具有重要意义。

本研究表明，通过机械的方式来清除残余的晶状

体上皮细胞及纤维组织，能够显著降低白内障术后

ＰＣＯ的发生率，技术操作简单易行，术中及术后并发
症少，不增加患者经济负担。综上所述，该技术在眼

科临床中具有推广应用的价值。
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引文格式：陈红刚，吴晓铮．前房注气术与保守治疗白内障超声乳化术后角膜后弹力层脱离的临床对比［Ｊ］．湖北科技学院学报（医
学版），２０２６，４０（１）：７５－７７．

前房注气术与保守治疗白内障超声乳化术后
角膜后弹力层脱离的临床对比

陈红刚
１，吴晓铮

２

（１．崇阳县人民医院眼科，湖北 崇阳 ４３７５００；２．崇阳县中医院）

摘要：目的 比较前房注气术与药物保守治疗白内障超声乳化术后并发角膜后弹力层脱离（ＤＭＤ）的临床疗效。方
法 采用回顾性研究方法，分析我院收治的６２例（６２眼）白内障术后ＤＭＤ患者的临床资料。根据治疗方案分为观察组
（３１眼，行前房注气术）与对照组（３１眼，行药物保守治疗）。比较两组术后角膜后弹力层复位率、角膜水肿消退时间、
最佳矫正视力及并发症情况。结果 观察组术后第１天及１周的后弹力层复位率均显著高于对照组（Ｐ均＜０．０１）。观
察组角膜水肿消退时间（３．２±１．１）ｄ显著短于对照组（８．５±２．９）ｄ，且术后１周及１月的对数视力均显著优于对照组
（Ｐ均＜０．０１）。至末次随访，观察组复位率１００％仍高于对照组的８０．６％（Ｐ＜０．０５）。对照组中６例（１９．４％）因保守
治疗无效而中转前房注气术。结论 对于白内障超声乳化术后ＤＭＤ，前房注气术相较于药物保守治疗，能实现更快速、
更确切的解剖复位，有效促进角膜水肿消退和视力恢复，是一种更高效且可靠的治疗策略。
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　　白内障超声乳化吸除联合人工晶体植入术是目
前治疗白内障的主流手术方式，技术成熟效果显著。

然而，术中及术后仍可能发生一些并发症，角膜后弹

力层脱离（ｄｅｓｃｅｍｅｔ＇ｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｅｔａｃｈｍｅｎｔ，ＤＭＤ）是
指角膜后弹力层及内皮细胞层与基质层之间发生分

离，房水从脱离的后弹力层断裂端进入角膜基质内，

引起角膜基质持续性水肿
［１］。严重者可引起大疱性

角膜病变等并发症，最终会导致失明
［２］。目前，ＤＭＤ

的治疗策略主要包括药物保守治疗和手术干预。药

物保守治疗主要通过抗炎、脱水及体位管理促进复

位，适用于小中范围脱离，但疗效不确定、疗程长；而

前房注气术是通过前房内注射消毒空气，利用气泡顶

压脱离的后弹力层复位，适用于发生后弹力层卷曲、

折叠或脱离面积较大的 ＤＭＤ的治疗［３］。然而，目前

国内关于前房注气术与保守治疗在 ＤＭＤ范围１／４角
膜面积治疗中的系统对比研究仍较少，尤其是对不同
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治疗方式在解剖复位、水肿消退及视力恢复方面的时

效性差异缺乏深入分析。因此，本研究通过分析 ６２
例白内障术后 ＤＭＤ患者的临床资料，比较前房注气
术与药物保守治疗的疗效差异，旨在为临床早期干预

策略的选择提供高级别证据，对优化术后并发症管

理、提升患者视觉质量具有重要的临床实践意义。

１　资料与方法

１．１　纳入与排除标准
纳入标准：①年龄范围为５５～８０岁；②接受白内

障超声乳化联合人工晶体植入术后，经裂隙灯显微镜

检查确诊为角膜后弹力层脱离（ＤＭＤ），ＤＭＤ范围约
１／４角膜面积，并伴有明显角膜水肿，影响矫正视力；
③术后未接受过其他针对 ＤＭＤ的干预措施；④临床
资料完整，随访时间≥３个月。

排除标准：①合并其他角膜疾病（如角膜白斑、
活动性角膜炎、角膜内皮失代偿等）；②既往有内眼
手术史（如青光眼手术、角膜移植术等）；③合并严
重眼表疾病或眼内炎症；④未遵医嘱，退出研究方案
的患者。

１．２　一般资料
本研究选取２０２１年４月至２０２５年４月我院眼科

收治的白内障超声乳化术后发生 ＤＭＤ的患者６２例
（６２眼）。所有患者中，男３１例，女３１例，年龄５６～
７９岁，平均（６８．１±５．９）岁；左眼３１例，右眼３１例。
合并糖尿病者１１例（１７．７％），合并高度近视者（眼轴
长度≥２６．０ｍｍ或等效球镜度≤ －６．００Ｄ）５例
（８１％）。术前平均对数视力（最小分辨角对数，数值
越小代表视力越好）为１．１４±０．１５。所有入选患者的
ＤＭＤ范围均约为１／４角膜面积，伴有明显的角膜水肿
并影响视力。本研究取得本院医学伦理委员会批准

（批准号：［２０２５］伦审字１０号），患者知情同意。
根据治疗方法不同，将患者分为观察组（３１例，３１

眼）和对照组（３１例，３１眼）。观察组行前房注气术，对
照组接受药物保守治疗。两组患者在基线资料方面均

无统计学差异（Ｐ＞０．０５），具有可比性（详见表１）。

表１　两组基线资料比较
指　标　　 观察组（ｎ＝３１） 对照组（ｎ＝３１）

性别（男／女） 　　１６／１５ 　　１５／１６
年龄（珋ｘ±ｓ，岁） 　　６８．４±５．７ 　　６７．９±６．１
眼别（左／右） 　　１６／１５ 　　１５／１６
糖尿病［ｎ（％）］ 　　５（１６．１） 　　６（１９．４）
高度近视［ｎ（％）］ 　　２（６．５） 　　３（９．７）
术前对数视力（珋ｘ±ｓ） 　　１．１５±０．１５ 　　１．１３±０．１４

１．３　治疗方法
观察组：行前房注气术。所有操作在表面麻醉下

于手术室进行。常规消毒铺巾，开睑器开睑。记录角

膜后弹力层脱离区域，在对侧非脱离区的角膜缘做切

口，放出部分房水。随后，用５ｍＬ注射器抽取无菌空
气，换用前房冲洗针头，缓慢注入无菌空气至前房，充

满约３／４至４／５体积（注意避免过量注气导致眼压过
高）。指测眼压Ｔｎ为宜，水密切口。术毕结膜囊涂妥
布霉素地塞米松眼膏包眼。术后嘱患者取仰卧位或

使脱离区位于最高点的特殊体位，保持面朝上姿势

３ｈ，期间仅可轴向翻身，以利用气体顶压脱离区。术
后用药同对照组，并密切监测眼压。对照组：采用药

物保守治疗。具体用药方案如下：妥布霉素地塞米松

滴眼液（国药准字 ＨＪ２０１５０１１９；规格：５ｍＬ），４次／ｄ，１
滴／次。妥 布 霉 素 地 塞 米 松 眼 膏 （国 药 准 字
ＨＪ２０１８１１２６；规格：３．５ｇ），每晚１次包眼。并辅以自
配５％氯化钠注射液（浓氯化钠注射液与氯化钠注射
液等量混合配制而成）３次／ｄ，１滴／次。同时嘱患者
采取仰卧位。

１．４　观察指标
术后第１天、１周、１个月及３个月进行随访。观

察指标包括：后弹力层复位情况、裂隙灯下角膜水肿

程度、最佳矫正视力（ｂｅｓｔｃｏｒｒｅｃｔｅｄｖｉｓｕａｌａｃｕｉｔｙ，ＢＣ
ＶＡ，转换为对数视力记录）、眼压及有无其他并发症。

１．５　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２６．０软件。计量资料以（珋ｘ±ｓ）表示，

组间比较采用独立样本ｔ检验；计数资料以例（％）表
示，组间比较采用χ２检验或 Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法。Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　后弹力层复位率比较
观察组在术后第１天和第１周的复位率均达到

１００％，显著高于对照组（１６１％和５８．１％），差异具有
极显著的统计学意义（Ｐ均 ＜０．００１）。至末次随访
（术后３个月），观察组复位率保持１００％，而对照组有
２５眼（８０．６％）实现复位，两组间差异仍有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　两组患者后弹力层复位率比较

观察指标 观察组（ｎ＝３１）对照组（ｎ＝３１） χ２ Ｐ
术后１天复位率［ｎ（％）］ ３１（１００） ５（１６．１） ５２．６３２＜０．００１
术后１周复位率［ｎ（％）］ ３１（１００） １８（５８．１） １５．７２４＜０．００１
术后３个月复位率［ｎ（％）］ ３１（１００） ２５（８０．６） ６．６３５ ０．０１
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２．２　角膜水肿消退时间比较
观察组角膜水肿消退时间为（３．２±１．１）ｄ，显著

短于对照组的（８．５±２．９）ｄ，差异具有极显著的统计
学意义（ｔ＝－９．５２１，Ｐ＜０．００１）。

２．３　术后视力比较
术后１周和术后１个月时，观察组的对数视力均

显著优于对照组（Ｐ均 ＜０．００１），表明前房注气术能
更快地促进患者视功能恢复。见表３。

表３　两组患者术后对数视力比较

观察指标 观察组（ｎ＝３１） 对照组（ｎ＝３１） ｔ Ｐ

术后１周 ０．３７±０．１０ ０．８２±０．２０ －１１．３２４ ＜０．００１
术后１月 ０．２０±０．０７ ０．４５±０．１８ －７．２１５ ＜０．００１

２．４　并发症情况
观察组所有患者术后眼压均在正常范围内，未出

现气体进入后房、继发性青光眼、感染等严重并发症。

对照组有６例（１９．４％）患者因保守治疗１周无效，后
弹力层仍脱离、角膜水肿持续，转为行前房注气术后

方才复位。另有１例出现眼压一过性升高，经加用降
眼压药物后控制。

３　讨　论

角膜后弹力层脱离是内眼手术中较为少见但较

严重的并发症
［４］，在白内障手术中的发生率较低，但

一旦发生，若处理不及时，可能导致永久性角膜水肿

和视力损害
［５］。其发生原因多与手术操作相关，如器

械直接损伤、灌注液冲击、粘弹剂使用不当等有关。

近年来，随着手术技术的进步，ＤＭＤ的早期识别与干
预愈发受到重视。

本研究结果显示，前房注气术在治疗白内障术后

ＤＭＤ方面具有显著优势，其复位率高达１００％，且角
膜水肿消退时间及视力恢复均优于保守治疗。其作

用机制主要包括：机械性顶压作用，注入的空气在前

房内形成稳定气泡，通过其上浮力和表面张力，对脱

离的后弹力层产生持续、均匀的顶压，使其与基质层

紧密贴合，促进解剖复位。促进内皮功能恢复：复位

后的后弹力层为角膜内皮细胞提供了稳定的附着基

底，有利于其泵功能和屏障功能的恢复，从而加速角

膜水肿消退。缩短病程：早期手术干预可避免因长期

水肿导致的角膜结构损害和视力延迟恢复，减少患者

痛苦和治疗周期。

多项研究也支持前房注气术在ＤＭＤ治疗中的优
势。Ｚｈａｎｇ等［６］

指出，前房注气术对于局限性ＤＭＤ的

复位成功率可达９５％以上，且恢复时间明显短于药物
保守治疗。此外，有研究强调早期手术干预的重要

性，认为在确诊后７２ｈ内进行注气术可显著提高复位
率并减少后遗症

［７］。相较于保守治疗依赖药物渗透

和体位调整，前房注气术通过物理机制直接作用于脱

离区域，效果更为确切迅速。

然而，前房注气术也并非无风险。有报道指出，

注气过量可能导致眼压升高、气体进入后房等并发

症
［８］。因此，术中精确控制注气量、术后密切监测眼

压至关重要。本研究观察组未出现相关并发症，说明

在规范操作下，前房注气术是安全的。

保守治疗虽对部分小范围、非卷曲型 ＤＭＤ有效，
但其疗效不确定、疗程长，且存在病情迁延风险。本

研究对照组中１９．４％的患者最终需中转手术，与文献
报道的保守治疗失败率相近

［９］。此外，长期角膜水肿

可能进一步损伤内皮细胞，影响远期视力预后。

综上所述，前房注气术治疗白内障超声乳化术后

急性ＤＭＤ具有复位成功率高、恢复速度快、视力预后
好等优势，是一种值得推广的首选治疗策略。未来可

进一步开展多中心、前瞻性研究，以验证其长期安全

性与适用范围。
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运动联合呼吸训练对稳定期慢性阻塞性
　　　　　　　　　　肺疾病患者的康复治疗作用 　　　　　　　　　?

张　毅１，２，胡伟华
１，３

（１．长江大学附属第一医院，湖北 荆州 ４３４０００；２．赤壁市人民医院／湖北科技学院
附属赤壁医院呼吸与危重症医学科；３．湖北省肿瘤个体化诊疗临床医学研究中心）

摘要：目的 探讨运动联合呼吸训练对稳定期慢性阻塞性肺疾病（简称“慢阻肺病”）患者的康复治疗作用。方法 选

取９２例稳定期慢阻肺病患者为研究对象，按照随机数字表法分为对照组与观察组，每组各４６例。对照组予以常规药

物治疗，观察组在常规药物治疗的基础上，同时给予运动联合呼吸训练。比较两组患者治疗前后的肺功能及血气指标、

运动耐力以及生活质量变化，以评价运动联合呼吸训练对慢阻肺病患者的康复治疗效果。结果 治疗后，观察组肺功能

参数ＦＶＣ、ＰＥＦ、ＦＥＶ１／ＦＶＣ均优于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＰａＯ２水平高于对照组，ＰａＣＯ２水平低于对照组（Ｐ＜０．０５）。治疗

后运动耐力比较，观察组的６ＭＷＤ大于对照组，ＢＳ评分及各维度ＳＧＲＱ评分均低于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论 运动联合

呼吸训练有助于慢阻肺病患者的康复，效果优于单纯药物治疗，可以改善患者的呼吸功能，提高患者的运动耐力和生活

质量。

关键词：运动；呼吸训练；慢性阻塞性肺疾病；康复；药物治疗
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　　慢性阻塞性肺疾病（简称“慢阻肺病”）是一种常
见的慢性呼吸系统疾病，其病理生理机制与长期吸入

烟雾等有害气体和颗粒，导致肺组织慢性炎症、气道

粘液高分泌、气道组织重构、气流不可逆受限等有

关
［１］。症状方面，以慢性咳嗽、咳痰、活动后气短／呼

吸困难、活动能力下降为主要表现。常规康复治疗以

药物为主，包括支气管扩张剂、吸入性糖皮质激素、茶

碱类等，并酌情进行氧疗等其他康复手段，治疗效果

在不同的个体间差异较大。而大多数慢阻肺病患者

在经历急性期后，常难以恢复到发病前的呼吸状态，

严重影响生活与工作
［２］。在我国，慢阻肺病患者众

多，疾病负担重，亟须探讨新的康复策略。基于此，本

研究探讨在常规药物治疗的同时，对急性期后（即稳

定期）的慢阻肺病患者开展运动和呼吸训练的康复治

疗措施，现将结果报告如下。

１　资料与方法

１．１　纳入与排除标准
纳入标准：①符合２０２３年版《慢性阻塞性肺疾病

诊断、治疗与预防全球倡议》中有关慢阻肺的诊断标

准
［３］；②符合稳定期标准，即患者因慢阻肺病急性加

重而住院，经规范治疗后病情稳定，达到出院标准，并

能开展康复运动；③无长期规律运动习惯，既往未开
展过呼吸康复运动。

排除标准：①合并恶性肿瘤、脑卒中等严重疾病，
或存在心、肝、肾等脏器功能不全者；②同时合并肺结
核或曾进行过肺部手术史者；③存在精神类疾病或运
动功能障碍者、无法配合完成训练者；④相关药物过
敏和资料不完整者

［４］；⑤拒绝签署知情书者。

１．２　一般资料
选取２０２３年３月至２０２４年１１月间９２例因慢阻

肺病急性加重而入住赤壁市人民医院呼吸与危重症

医学科、经规范治疗后达到出院标准的稳定期患者为

研究对象。采用随机数字表法分为观察组和对照组

各４６例。其中，对照组男／女为 ２７／１９；年龄 ５０～７３
岁，平均（６２．３３±４．１９）岁；体重指数（ＢＭＩ）２０．３～
２５．７ｋｇ／ｍ２，平均（２２．４１±０．８５）ｋｇ／ｍ２；病程 ５～２０
年，平均（１２．４９±２．０５）年；气流受限严重程度（ＧＯＬＤ
分级）Ⅱ级３０例，Ⅲ级１６例。观察组男／女为２８／１８；
年龄４９～７５岁，平均（６２．４０±４．２２）岁；ＢＭＩ２０．１～
２５．４ｋｇ／ｍ２，平均（２２．３５±０．９０）ｋｇ／ｍ２；病程 ４～２１
年，平均（１２．６０±２．１１）年；ＧＯＬＤⅡ级２９例，Ⅲ级１７
例。两组患者基线资料比较，差异均无显著性意义（Ｐ
均＞０．０５）。本研究方案得到医院伦理委员会的审

批，所有受试者均签署书面知情同意书。

１．３　治疗方法
１．３．１　对照组

采取祛痰、平喘、抗炎、吸氧等综合治疗措施。雾

化吸入氨溴索注射液（国药准字 Ｈ２００４１４７３，天津药
物研究院药业有限责任公司），３０ｍｇ／次，２次／ｄ；茶碱
缓释片（国药准字 Ｈ２２０２０１３０，吉林亚泰制药股份有
限公司），０．１ｇ／次，２次／ｄ，口服；布地格福三联吸入剂
（国药准字Ｈ２０１９００６３，苏州阿斯利康公司），１７２μｇ，２
吸／次，２次／ｄ。同时予患者１～２Ｌ／ｍｉｎ的低流量持续
吸氧。治疗持续２个月。
１．３．２　观察组

在上述药物治疗基础上，开展以下运动联合呼吸

训练，为期２个月。①Ⅱ 级患者采用有氧运动为主的
运动方案，根据自身条件、个人喜好、年龄阶段，个体

化选择健身操、骑自行车、散步、太极拳等。对于Ⅲ级
患者，则以上肢运动训练为主，指导患者端坐在靠背

椅上，双手平握木棒，缓慢举过头顶后放下，如此反

复，在此过程中尽量保持手臂伸直和上身稳定。训练

强度循序渐进，由低到高，初始阶段 １次／ｄ，每次
１５ｍｉｎ左右，以心率低于１００次／ｍｉｎ、轻微气促为宜；
此后根据耐受情况，逐渐延长每次运动时间，每日次

数可增加到２～３次。间隔其间充分休息，若运动中
出现心率明显加快和呼吸急促等不适，应立即暂停。

②卧式缩唇呼吸训练：患者平躺，首先闭上眼睛并按
照自身节奏做两次深呼吸放松，再通过鼻腔缓慢吸

气，与此同时收缩会阴部及腹部肌肉，以增加胸腔内

负压和促进胸部血液循环，在吸气屏气５秒后，收缩
口唇并以吹口哨方式缓慢将气体呼出，并松弛会阴部

肌肉，持续５秒左右。每次训练 ２０ｍｉｎ，２～３次／ｄ。
③腹式呼吸训练：将双手分别放于胸部与腹部，呼气
时将腹部向内推，鼻腔吸气时将腹部往外扩。每次腹

式呼吸训练时，吸气２秒、呼气４～６秒，每分钟保持８
次左右。每个环节持续１０～２０ｍｉｎ，２～３次／ｄ。④呼
吸操：在技术人员的指导下，患者进行抬腿、弯腰、旋

体运动等动作训练，做到动作与呼吸相协调，并保持

呼吸平稳。训练２０ｍｉｎ／次，３次／ｄ。

１．４　观察指标
（１）肺功能指标：治疗前后分别采取肺功能检测

仪（鲁械注准２０２１２０７１１６９，山东博科保育科技股份有
限公司）测定患者用力肺活量（ＦＶＣ）、峰值流速
（ＰＥＦ）、第１秒用力呼气量（ＦＥＶ１）与 ＦＶＣ比值，即
ＦＥＶ１／ＦＶＣ。

（２）血气分析：于治疗前后用血气分析仪（鄂械注
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准２０１９２２２２６９４，武汉明德生物科技股份有限公司）检
测患者动脉血氧分压（ＰａＯ２）及二氧化碳分压
（ＰａＣＯ２）水平。

（３）运动耐力：以６ｍｉｎ步行距离测试进行评估，
计算受试人员６ｍｉｎ内、在固定区域、以尽量快的步速
来回行走的总距离（即６ＭＷＤ）。测试结束立即采用
Ｂｏｒｇ量表（ＢＳ）评估患者的运动疲劳程度和呼吸情
况。根据患者呼吸状态测试人员按０～１０级进行评
分，数值越大表明呼吸困难越严重。为确保测量准确

性，每位患者需接受２次步行测试，取２次测试数据
的平均值。

（４）生活质量：以圣乔治呼吸问卷（ＳＧＲＱ）进行评
估。该问卷从疾病影响、活动受限和呼吸症状三个维

度进行评分，每个维度评分范围均为０～１００分，评分
越高表明该维度对应的健康问题越严重

［５］。

１．５　统计学方法
使用ＳＰＳＳ２２．０统计软件对各项检测指标进行统

计学处理。符合正态性分布的计量资料以（珋ｘ±ｓ）表
示，采用ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　两组肺功能指标比较
与治疗前比较，两组肺功能指标均有明显提升，

观察组的ＦＶＣ、ＰＥＦ及 ＦＥＶ１／ＦＶＣ水平均高于对照组
（Ｐ＜０．０５），见表１。

表１　治疗前后两组肺功能指标比较（珋ｘ±ｓ）

组别 时间 　ＦＶＣ／Ｌ ＰＥＦ／（Ｌ／ｓ） ＦＥＶ１／ＦＶＣ／％

对照组（ｎ＝４６） 治疗前 ２．０１±０．２２ １．８２±０．２０ ５８．１１±４．３１
治疗后 ２．４０±０．２６ ２．３２±０．１７ ６５．３３±４．７０

观察组（ｎ＝４６） 治疗前 １．９８±０．２５ １．８３±０．１９ ５８．４５±４．８８
治疗后 ２．８１±０．３０＃ ２．６０±０．２１＃ ７２．２７±４．６３＃

　　与同组治疗前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．２　两组血气指标比较
治疗后，观察组的 ＰａＯ２水平明显提高，而 ＰａＣＯ２

水平降低，显示治疗效果明显优于对照组，差异具有

统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表２。

表２　治疗前后两组血气指标比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数
ＰａＯ２／ｍｍＨｇ ＰａＣＯ２／ｍｍＨｇ

治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

对照组 ４６ ８４．６０±４．２６ ８９．４２±４．１１ ５４．２３±３．７１ ４１．８０±３．３９

观察组 ４６ ８４．５３±４．３２ ９５．１４±４．３０＃５４．３６±３．５９ ３５．１４±３．４２＃

　　与同组治疗前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．３　两组６ＭＷＤ与ＢＳ评分的比较
治疗后，观察组６ＭＷＤ值大于对照组，ＢＳ评分低

于对照组（Ｐ＜０．０５），见表３。

表３　治疗前后两组６ＭＷＤ与ＢＳ评分比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数
６ＭＷＤ／ｍ ＢＳ评分／分

治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

对照组 ４６ ４３５．６２±１２．１２ ５１０．４６±２４．５０ ５．２５±０．４７ ３．２２±０．３０

观察组 ４６ ４３２．５４±１２．３８ ５５９．５１±２４．４７＃ ５．３０±０．５０ ２．５４±０．２９＃

　　与同组治疗前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．４　两组ＳＧＲＱ评分的比较
治疗后，两组 ＳＧＲＱ评分均显著降低，其中观察

组各维度评分均低于对照组（Ｐ＜０．０５），见表４。

表４　治疗前后两组ＳＧＲＱ评分比较（珋ｘ±ｓ，分）

组别 时间 疾病影响 活动受限 　呼吸症状
对照组（ｎ＝４６） 治疗前 ６０．４７±５．３１ ５５．４２±４．４６ 　５７．１６±５．２４

治疗后 ４１．１５±４．０９ ４０．５９±３．３２ 　３５．２２±３．７０

观察组（ｎ＝４６） 治疗前 ６０．６０±５．２５ ５５．３３±４．６２ 　５７．４０±５．１８
治疗后 ３４．３１±４．１７＃ ３２．９０±３．５１＃　２９．３７±３．６３＃

　　与同组治疗前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

３　讨　论

慢阻肺病是一种呈进行性发展的慢性气道性疾

病，病程迁延，可导致肺部组织重构、肺实质破坏，发

生气流受限、通气与换气功能障碍，最后导致缺氧和

二氧化碳潴留的呼吸衰竭
［６］。另一方面，慢阻肺病患

者多为老年人群，运动耐力差，加上老年患者自身的

呼吸功能减退以及肢体力量下降，使得运动耐力下降

更为严重，久之可致患者的活动量进一步减少，甚至

出现肌肉萎缩和摄氧量不足等表现；严重肌肉功能下

降可加重呼吸肌无力，引发或加剧呼吸衰竭，从而形

成恶性循环。在现有药物治疗策略的基础上，如何进

一步提高康复期慢阻肺病患者肺功能水平以及改善

其呼吸困难，是临床医生面临的一大难题。

对慢阻肺病采用的常规康复治疗主要包括药物

治疗（止咳平喘类、抗炎类、支气管扩张剂、中药制剂

等）、家庭氧疗、无创通气等方法，这在一定程度上可以

改善患者的运动耐力和提高生活质量，但患者的整体功

能恢复进展较慢
［７］。有研究

［８］
表明，当患者在急性加

重期经过规范治疗后病情趋于稳定时，即开始规律性运

动，可以大幅提高机体对氧气的利用率，有利于肺功能

恢复和增强运动耐力。在慢阻肺病的康复治疗过程中，

需要科学计划运动强度及呼吸训练方案。
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当慢阻肺病患者在进行呼吸操及缩唇呼吸时，通

过鼻腔缓慢吸气，随后将嘴唇缩成吹口哨状缓慢呼

气，这可以增加气道阻力和延迟气道的闭合，有利于

扩张气道和促进气道分泌物的排出，尤其可以增强下

叶肺组织的排痰效果。当同时进行腹式呼吸时，也即

在吸气时将腹部隆起、呼气时腹部收缩，可以进一步

减轻呼吸肌的过度使用、减轻呼吸肌疲劳。在本研究

中，对观察组采取个体化运动训练联合呼吸康复辅助

治疗这一措施后，对血气指标的改善效果优于对照

组，表现为ＰａＯ２高于对照组（Ｐ＜０．０５），而 ＰａＣＯ２低
于对照组（Ｐ＜０．０５），体现了这种康复治疗策略的有
效性。

从表３可知，观察组慢阻肺病患者在经过康复训
练后，６ＭＷＤ明显超过对照组（Ｐ＜０．０５），而 ＢＳ评分
低于对照组（Ｐ＜０．０５）。这些结果显示适当运动联合
呼吸训练可改善慢阻肺病患者的症状，增加体力，提

高运动耐力，并减少疾病急性加重的发生频次。此

外，慢阻肺病患者在康复期进行腹式呼吸、缩唇呼吸

等训练，可以促进肺泡的有效排空，减少肺内残气量；通

过增加胸廓的扩张度和弹性回缩力，在一定程度上改

善呼吸功能和促进患者的康复
［９］。本研究结果显示，

观察组治疗后各项肺功能指标均高于对照组；同时，反

映生活质量的ＳＧＲＱ评分明显低于对照组（Ｐ＜０．０５），
这不仅证实“运动＋呼吸训练”可以有效改善患者的肺
功能，而且随着患者呼吸功能及运动耐力的提高，呼吸

困难、喘息等不适症状将逐渐缓解，随着整体状况的好

转，患者也将逐渐回归到正常生活状态
［１０］。

总之，个体化运动与呼吸训练的综合康复方案可

以改善慢阻肺病患者的生活质量、呼吸功能和运动耐

力，缓解气流受限，提高生活质量，显示这种策略可以

成为稳定期慢阻肺病患者的重要康复措施，值得在临

床上推广应用。
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综合照护策略在神经内科老年痴呆患者中
的应用效果研究

葛慧娟

（咸宁市第一人民医院神经内科，湖北 咸宁 ４３７０００）

摘要：目的 探讨综合照护策略在神经内科老年痴呆患者护理中的应用效果。方法 选取我院神经内科收治的１００

例老年痴呆患者，随机分为对照组和干预组，每组５０例。对照组实施常规护理，干预组在常规护理基础上采用综合照

护策略，包括认知训练、生活照料优化、心理支持及安全防护。采用ＭＭＳＥ、ＢＩ、ＨＡＭＤ和ＱＯＬＡＤ量表评估干预前后患

者认知功能、日常生活能力、抑郁情绪及生活质量各项指标，并记录不良事件发生率。结果 干预后，干预组 ＭＭＳＥ评

分、ＢＩ指数、ＱＯＬ－ＡＤ评分均显著高于对照组（Ｐ均 ＜０．０５），ＨＡＭＤ评分及不良事件发生率显著低于对照组（Ｐ均 ＜

００５）。结论 综合照护策略可有效改善老年痴呆患者的认知功能、日常生活能力、抑郁情绪和生活质量，降低不良事件

发生率，具有显著的临床应用价值。
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　　老年痴呆症，即阿尔茨海默病，是一种中枢神经
系统的退行性病变，主要特征为进行性认知功能障碍

和行为损害。随着人口老龄化的加剧，老年痴呆症的

患病率逐年上升，给患者家庭和社会带来了沉重负

担。有效的照护策略对于改善老年痴呆症患者的生

活质量、延缓病情发展至关重要。然而，目前传统的

护理模式难以满足患者复杂的护理需求，需要探索更

为全面、科学的照护方法，以提高护理效果，为患者提

供更好的医疗服务
［１］。本研究旨在探讨融合认知训

练、生活照料优化、心理支持及安全防护的综合性照

护策略在神经内科老年痴呆患者护理中的应用效果，

评估其对改善患者认知功能、日常生活能力、情绪及
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生活质量的作用，以期为临床提供一套科学、系统且

高效的护理模式，改善患者预后，减轻家庭与社会照

护负担。

１　资料与方法

１．１　纳入与排除标准
纳入标准：符合阿尔茨海默病痴呆的诊断标准；

年龄≥６５周岁；患者病情相对稳定，无严重危及生命
的并发症；患者家属或法定监护人知情本研究并签署

知情同意书。排除标准：由其他原因导致的继发性认

知功能障碍；伴有严重失语、失听、意识障碍或精神疾

病，无法配合完成评估和干预；合并严重心、肝、肾等

重要脏器功能衰竭或晚期肿瘤等严重躯体疾病；预计

生存期小于６个月；正在参与其他可能影响本研究结
果的临床试验。

１．２　一般资料
选择２０２４年１月至２０２５年１月期间，从我院神

经内科患者群体筛选出１０８例老年痴呆症患者，作为
本次研究对象。采用了经典的随机数字表法，将患者

均匀地分配至对照组和干预组，每组各５４例，两组在
性别、受教育程度、年龄等基线资料方面差异均无统

计学意义（Ｐ＞０．０５），具备良好的可比性。最终失访
患者８名，失访率为７．４％，剩余１００患者数据纳入最
终分析，详见表１。

表１　两组基本资料比较

变　量　　　 对照组（ｎ＝５０）　　干预组（ｎ＝５０）　 ｔ／χ２ Ｐ

性别［ｎ（％）］ 男 ２７（５４．００） 　２６（５２．００） ０．０４ ０．８４１
女 ２３（４６．００） 　２４（４８．００）

受教育程度［ｎ（％）］文盲 ９（１８．００） 　１２（２４．００） １．７７ ０．６２１
小学 １８（３６．００） 　２０（４０．００）
初中 １９（３８．００） 　１３（２６．００）
高中及以上 ４（８．００） 　５（１０．００）

年龄（珋ｘ±ｓ，岁） ７５．５８±４．１５ 　７６．０８±４．０１ －０．６１ ０．５４２

１．３　干预方法
对照组实施常规护理，包括基础生命体征监测、

按时给药、病房环境维护等。干预组在常规护理基础

上开展综合照护策略：①认知训练：根据患者的认知
水平制定个性化训练方案，如记忆训练，通过让患者

回忆近期发生的事件、熟悉的人物等；语言训练，鼓励

患者多交流，进行简单的对话、朗读等；智力游戏训

练，如拼图、下棋等，每天定时进行训练，每次 ３０～
６０ｍｉｎ。②生活照料优化：协助患者建立规律的生活
作息，包括定时起床、洗漱、进餐、休息等。注重饮食

营养搭配，提供易消化且富含营养的食物。在日常生

活中，给予患者适当的自主空间，鼓励其完成力所能

及的事情，如穿衣、洗漱等，以维持其生活自理能力。

③心理支持：护理人员主动与患者沟通交流，关注其
情绪变化，给予关心和安慰。通过播放患者喜欢的音

乐、展示老照片等方式，唤起患者美好的回忆，缓解焦

虑、抑郁等不良情绪。同时，鼓励患者家属多陪伴患

者，给予情感支持。④安全防护：评估患者的安全风
险，在病房设置安全设施，如防滑地板、扶手等。为患

者佩戴身份识别手环，防止患者走失。密切观察患者

的行为，及时发现并处理可能出现的危险行为。两组

干预时间均为３个月，并在患者出院后进行不同形式
的延续护理

［２３］。具体如下：对照组患者在出院后接

受常规延续护理，主要包括：①出院时进行常规健康
指导；②嘱其按时服药、定期复诊；③在出院后１个月
及３个月时进行电话随访，了解患者基本情况及用药
依从性。干预组患者在出院后接受系统化、多途径的

延续护理，具体包括：①制定个性化家庭照护计划：出
院前为每位患者制定包含认知训练、生活安排及安全

注意事项的照护手册；②建立多元随访机制：每周进
行１次电话随访，每２周通过微信视频远程指导家庭
训练，每月安排１次家庭访视，由专科护士实地评估
与调整方案；③家庭协作支持：对家属进行照护技能
培训，使其掌握协助患者进行日常认知训练与安全监

护的方法；④持续激励与反馈：通过随访积极反馈进
步，采用小奖励增强患者参与意愿，维持其长达３个
月的配合度

［４５］。

１．４　观察指标
（１）认知功能评分（ＭＭＳＥ）：评估患者的总体认

知功能，包括定向力、记忆力、注意力、计算力、回忆能

力和语言功能，总分范围为０～３０分，分数越高，表明
认知功能越好

［６７］。

（２）日常生活能力评分（ＢＩ）：评估患者的日常生
活活动能力，包含进食、洗澡、穿衣、如厕、控制大小便

等１０项基本活动，总分范围为０～１００分，分数越高，
表示日常生活自理能力越强

［８］。

（３）汉密尔顿抑郁量表（ＨＡＭＤ）：评估患者的抑
郁症状严重程度，通过１７项条目（如情绪、罪恶感、失
眠、焦虑、躯体症状等）进行评定，总分越高，抑郁程度

越重
［９］。

（４）生活质量量表（ＱＯＬＡＤ）：从患者自身及其
照料者角度，综合评价患者在生理健康、精力、情绪、

记忆力、人际关系、婚姻状况及整体生活状况等１３个
维度的主观感受，总分范围为１３～５２分，该量表没有
明确的临床临界值，其意义在于自身前后的比较。分
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数越高，代表患者自我报告的生活质量越好
［１０］。

（５）不良事件：跌倒、走失、自伤或他伤、行为窒息
或误吸、院内感染、压疮、营养不良或脱水等。

１．５　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２７．０对数据进行描述分析，符合正态

分布的计量资料采用（珋ｘ±ｓ）进行描述，ｔ检验进行分
析；分类变量采用百分比（％）进行描述，卡方检验进
行分析。Ｐ＜０．０５为差异具统计学意义。

２　结　果

２．１　两组干预前后各项评分差异
干预后，干预组与对照组在ＭＭＳＥ评分、ＢＩ指数、

ＨＡＭＤ评分及ＱＯＬＡＤ评分方面均存在统计学差异，
干预组优于对照组（Ｐ＜０．０１）。见表２。

表２　两组干预前后各项评分差异（珋ｘ±ｓ，分）

指标
对照组（ｎ＝５０） 干预组（ｎ＝５０）

干预前 干预后 干预前 干预后

ＭＭＳＥ １４．７５±１．９０ １６．３７±１．９１ １４．５４±２．２１ １８．３９±１．８３＃

ＢＩ ４０．８６±４．４２ ４７．５９±５．２２ ４０．２８±５．９３ ５２．８０±３．４６＃

ＨＡＭＤ ２３．１０±３．１７ １６．４８±３．６４ ２２．８２±３．２３ １３．２２±３．２５＃

ＱＯＬＡＤ ２５．９０±３．１７ ３０．１４±４．４５ ２６．１８±３．２３ ３７．２０±４．２１＃

　　与同组干预前比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．２　两组干预前后不良事件发生率比较
干预组不良事件发生率为６．００％（３／５０）显著低

于对照组的 ２０．００％（１０／５０），组间存在显著差异
（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

老年痴呆症作为一种中枢神经系统退行性疾病，

其核心病理改变导致患者认知功能持续下降、日常生

活能力逐渐丧失，并常伴有情绪与行为异常
［１１］。本

研究通过实施综合照护策略，从认知训练、生活照料

优化、心理支持及安全防护四个维度对神经内科老年

痴呆患者进行干预，结果显示干预组在 ＭＭＳＥ、ＢＩ、
ＨＡＭＤ及ＱＯＬＡＤ方面均较对照组有显著改善，且不
良事件发生率显著降低，表明该策略具有多方面的积

极效果，这与张弘强、徐静等研究结果一致
［１１１２］。

认知训练作为综合照护的核心组成部分，通过记

忆回溯、语言交流及智力游戏等方式，持续刺激患者

大脑，可能促进了神经通路的重塑与代偿，在一定程

度上延缓了认知功能的退化
［１３］。生活照料的优化不

仅体现在规律作息的建立和营养的合理供给，更通过

鼓励患者完成力所能及的自理活动，增强了其自我效

能感，有助于维持功能独立性。心理支持方面，护理

人员通过共情沟通、回忆疗法及家庭参与，显著缓解

了患者的焦虑与抑郁情绪，提升了其心理适应能力。

此外，全面的安全防护措施，如环境改造与行为监护，

有效预防了跌倒、走失等不良事件。

与常规护理相比，综合照护策略更加系统化和个

性化，能够针对老年痴呆患者复杂多变的需求提供多

维度、连续性的干预，从而在改善临床结局方面表现

出明显优势。本研究结果与近年相关文献一

致
［１１１２，１４］，进一步验证了综合性护理模式在痴呆患者

管理中的有效性与必要性。

与以往研究多侧重于单一护理模式（如仅关注认

知训练或生活照料）不同
［１３］，本研究将认知训练、生

活照料优化、心理支持及安全防护四大模块有机整

合，形成了一套结构清晰、内容全面的综合照护策略，

符合老年痴呆患者复杂、多变的照护需求；同时突出

了本专科护理特色，结合科室对神经系统疾病管理的

专业优势，将神经康复理念融入日常护理，如通过定

向力训练、语言刺激等方式针对性改善神经功能缺

损，体现了专科护理的深度与精准性。单中心、小样

本、短周期，且未能纳入更多客观指标是本研究的局

限性，后续研究应予以完善。
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摘要：全球范围内，动脉粥样硬化（ＡＳ）发病率和死亡率都很高，是导致心血管事件的主要危险因素，但目前发病机
制不完全清楚。木犀草素是一种黄酮类化合物，广泛存在于多类植物中，在抗ＡＳ方面有巨大潜力。本文主要从炎症反
应、氧化应激、脂质代谢障碍、血管平滑肌细胞增殖与迁移、内皮细胞功能障碍等方面对木犀草素抗动脉粥样硬化的研

究进行综述，希望能提供一个新的思路用于临床治疗和预防ＡＳ。
关键词：木犀草素；动脉粥样硬化；炎症反应；脂质代谢紊乱；血管平滑肌细胞增殖
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　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是全球发病和
死亡的主要原因之一

［１］，目前研究
［２］
表明，血管内皮

功能紊乱、脂代谢异常、炎症反应以及氧化应激等多

种病理因素，是促进ＡＳ发生发展的关键。临床上，虽
然以他汀、阿司匹林为代表的降脂、抗血小板类药物

在延缓ＡＳ病理进展中具有一定疗效，但其特异性欠
佳，对明确ＡＳ涉及的复杂病理机制及相关分子信号
通路提出了挑战

［３］。木犀草素（ｌｕｔｅｏｌｉｎ）是常见的天
然黄酮类化合物

［４］，存在于人们日常所见的各种蔬

菜、水果中。本文主要对木犀草素抗 ＡＳ的研究进展
进行综述，系统阐述木犀草素抗ＡＳ的主要作用机制，
及其对ＡＳ常见危险因素的调控作用，希望为临床治
疗和预防ＡＳ提供新的理念和理论依据。

１　木犀草素的来源与化学性质

木犀草素是广泛存在于自然界的一种黄酮类化

合物。１８２９年法国化学家 ＭｉｃｈｅｌＥｕｇèｎｅＣｈｅｖｒｅｕｌ首
次分离出 Ｌｕｔｅｏｌｉｎ，１８９６年英国化学家 ＡｒｔｈｕｒＧｅｏｒｇｅ
Ｐｅｒｋｉｎ首次提出其正确化学结构［５］。木犀草素为淡

黄色晶体，呈弱酸性，微溶于水，易溶于有机溶剂（如

乙醇、乙醚）。分子式为 Ｃ１５Ｈ１０Ｏ６，分子量为２８６．２４，

其强抗氧化性归因于第３′、４′、５和７碳位上的羟基。

近年来，大量研究证实木犀草素在护肝
［６］、抗癌

［７］、抗

感染
［８］、抗帕金森病

［９］、调节糖脂代谢
［１０］、保护心血

管
［１１］
等方面有关键作用。
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２　木犀草素抗ＡＳ作用机制

２．１　抑制炎症反应
ＡＳ是人类主要的慢性病之一，其发展始终伴随

着炎症反应，涉及血管内皮损伤、单核细胞附着、巨噬

细胞吞噬、血管平滑肌细胞增殖等。核因子 κＢ（ＮＦ
κＢ）是一种关键的转录因子，能促使细胞对外界刺激
作出反应，并对多种炎症介质的表达进行调控

［１２］。

肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）通过触发细胞内多种信号
转导途径，在ＡＳ过程中发挥重要作用，是炎症反应中
的主要细胞因子。无论是体内还是体外实验，木犀草

素均可通过抑制 ＴＮＦα诱导的 ＮＦκＢ转录活性，发
挥抗血管内炎性反应作用。动物实验中，喂养木犀草

素的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠显著抑制了 ＴＮＦα诱导的单核细
胞趋化因子１（ＭＣＰ１）和细胞间粘附分子１（ＩＣＡＭ
１）、血管细胞黏附分子１（ＶＣＡＭ１）的表达［１３］。细胞

实验中，木犀草素可以抑制 ＴＮＦα诱导的 ＮＦκＢｐ６５
的磷酸化，缓解人微血管内皮细胞炎症损伤

［１４］。核

苷酸结合寡聚结构域样受体蛋白３（ＮＬＲＰ３）与 ＡＳ发
展也有一定的相关性

［１５］。ＮＬＲＰ３是大分子量的细胞
多蛋白复合物，能被多种致病物质或危险信号激活。

炎症小体 ＮＬＲＰ３异常激活后，可促使组织释放白细
胞介素１β（ＩＬ１β）和白细胞介素１８（ＩＬ１８）等炎症因
子，进而加剧炎症反应

［１６］。Ｚｈａｎｇ等［１７］
在研究中发

现，木犀草素可通过抑制脂多糖（ＬＰＳ）诱导的小鼠单
核巨噬白血病细胞（ＲＡＷ２６４．７）中半胱氨酸蛋白酶１
（ｃａｓｐａｓｅ１）、ＩＬ１８和ＩＬ１β的表达，避免ＮＬＲＰ３炎症
小体的激活，进而缓解 ＡＳ病理过程。另外，实验［１８］

发现，Ｍ２型巨噬细胞标志物精氨酸酶１（Ａｒｇ１）和白
介素１０（ＩＬ１０）在木犀草素干预后表达增强，而Ｍ１型
巨噬细胞标志物 ＴＮＦα、白介素６（ＩＬ６）和诱导型一
氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）的表达则减少，说明低剂量的木犀
草素还能促使巨噬细胞向 Ｍ２表型极化，这种作用能
进一步抑制炎症反应，缓解ＡＳ病理进展。

２．２　抗氧化
细胞和组织内过量产生的活性氧（ＲＯＳ）可引起脂

质过氧化、蛋白质氧化和ＤＮＡ损伤等一系列生理、病理
改变，这些病理改变贯穿ＡＳ疾病发展的各个阶段。

最新研究
［１９］
表明，木犀草素可通过下调炎症介

质及黏附分子、上调抗氧化酶表达，改善高同型半胱

氨酸血症载脂蛋白 Ｅ基因敲除小鼠（ＡｐｏＥ／）的 ＡＳ
进程。同时，在Ｈ２Ｏ２诱导的人脐静脉内皮细胞（ＨＵ
ＶＥＣ）氧化应激模型中，黄酮类化合物能够抑制 ＲＯＳ
主要来源之一烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶４

（Ｎｏｘ４）的表达，降低 ＨＵＶＥＣ细胞内的氧化应激水
平
［２０］。而且 Ｃｈｅｎ等［２１］

研究表明木犀草素可阻断

ＲＯＳ介导的Ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（Ｐ３８ＭＡＰＫ）磷
酸化，减少氧化应激。因此，木犀草素作为天然黄酮

类抗氧化剂，可以降低ＡＳ斑块内氧化应激水平。

２．３　调节脂质代谢
脂质代谢紊乱主要表现为甘油三酯和胆固醇的

异常累积，这一过程是ＡＳ核心病理机制之一［２２］。

木犀草素因缺乏水溶性而降低了它在体内的释

放效率，但有研究
［２３］
发现，４氨基苯基 βＤ半乳糖苷

（ＧａｌＮＨ２）／桑叶多糖溶菌酶木犀草素纳米颗粒
（ＧａｌＭＰＬ／Ｌｕｔ）可提高木犀草素对目标器官的识别作
用，同时通过调节 ＰＩ３Ｋ／ＳＩＲＴ１／ＦＡＳ／ＣＥＢＰα信号通
路，显著抑制总胆固醇（ＴＣ）和甘油三酸酯（ＴＧ）表达
水平，调节脂质代谢。此外，Ｃｈａｎｇ等［２４］

发现，主要成

分为木犀草素的桃仁红花汤（ＴＨＤ）可通过降低
ＡｐｏＥ／小鼠体内脂质水平，发挥明显的抗 ＡＳ效果。
也有研究者

［２５］
用脂质组学的方法，揭示了木犀草素

可通过减少脂滴累积，改善高脂饮食造成的小鼠肥胖

和脂质代谢紊乱。

２．４　抑制血管平滑肌细胞的增殖和迁移
异常增殖和迁移的血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）是

ＡＳ发生发展过程中必不可少的一环。木犀草素可以
直接上调内质网应激、促进脂噬，抑制血管平滑肌细

胞增殖，进而减缓ＡＳ病理进程。
研究

［２６］
发现，木犀草素可显著促进重链结合蛋

白（ＢＩＰ）和Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白（ＣＨＯＰ）等内质网应激相
关蛋白的表达，抑制主动脉平滑肌细胞异常迁移，部

分逆转此作用的还有内质网应激抑制剂４苯基丁酸
钠（４ＰＢＡ）。由此推测，木犀草素可能具有通过提高
内质网应激治疗ＡＳ的潜力。

脂噬（ｌｉｐｏｐｈａｇｙ）是溶酶体选择性吞噬脂滴并降
解的一种靶向自噬过程，参与细胞内脂质降解并抑制

泡沫细胞形成，在ＡＳ发展中起保护作用［２７］。研究
［２８］

发现，Ｐ２ＲＹ１２嘌呤能受体（Ｐ２ＲＹ１２）在 ＡｐｏＥ／小鼠
和氧化低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）诱导的 ＶＳＭＣｓ中高度
表达，木犀草素是草药瓜蒌薤白（ＧＬＸＢ）主要活性成
分，下调这一反应。因此，木犀草素可能通过抑制

Ｐ２ＲＹ１２ＰＩ３Ｋ通路激活脂噬，阻止 ｏｘＬＤＬ诱导的
ＶＳＭＣｓ泡沫细胞形成，发挥抗ＡＳ作用。

２．５　改善内皮功能
ＡＳ发病的重要前提之一是内皮细胞损伤［２９］。研

究发现
［２１］，木犀草素可上调内皮型一氧化氮合酶

（ｅＮＯＳ）、下调 ｉＮＯＳ表达，改善 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＨＵＶＥＣ
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细胞损伤模型内皮细胞舒张功能。Ｇｅｎｔｉｌｅ等［３０］
发现

木犀草素可以阻止高脂饮食（ＨＦＤ）小鼠的血管功能
障碍。由此推测，木犀草素可能通过改善内皮细胞功

能，发挥延缓ＡＳ病理进程的作用。

２．６　其他方面
自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是溶酶体与自噬包裹体结合，消

化被破坏的细胞器和蛋白质，维持内环境稳定的细胞

内过程
［３１］。Ｙｕ等［３２］

在体内体外实验中均证实木犀

草素通过调节ＳＩＲＴ１／ＣＸＣＲ４信号途径，改善自噬，从
而减轻血管钙化，而血管钙化是 ＡＳ常见病理表现。
由此推断，木犀草素能促进细胞自噬并抑制血管钙

化，从而缓解ＡＳ。
铁死亡是细胞的一种程序性死亡的方式，文

献
［３３］
报道，在 ＨＦＤ喂养的 ＡｐｏＥ／小鼠中，主动脉内

皮细胞铁死亡程度降低后，其脂质过氧化水平会明显

下降，动脉粥样硬化斑块面积也缩小。还发现
［３４］，木

犀草素能通过抑制铁死亡，改善大鼠脑组织缺血再灌

注损伤。但是目前还无证据表明木犀草素是否能通

过调控细胞铁死亡，发挥ＡＳ的保护作用。

３　小　结

ＡＳ是一种多机制复杂性的慢性炎症性疾病，木
犀草素作为主要的黄酮类化合物之一，在以往的研究

中表现出巨大的潜力，可从多种途径对 ＡＳ的病程进
行干预。如前所述，木犀草素在控制炎症反应、降低

氧化应激水平、调节脂质代谢紊乱、抑制血管平滑肌

细胞增殖以及保护内皮细胞等诸多生物活性方面已

得到证实。然而，目前未见有关木犀草素治疗 ＡＳ的
临床研究，具体临床应用效果如何，仍需进一步验证。

其次，木犀草素水溶性较差，口服吸收生物利用度较

低，未来可使用纳米颗粒或联合维生素及其他黄酮类

药物，提高木犀草素代谢活性。因此，对木犀草素的

药理作用以及药代动力学的探索，可为未来 ＡＳ的防
治与治疗提供新的思路。

参考文献：

［１］ＴＳＡＯＣＷ，ＡＤＡＹＡＷ，ＡＬＭＡＲＺＯＯＱＺＩ，ｅｔａｌ．Ｈｅａｒｔｄｉｓ
ｅａｓｅａｎｄｓｔｒｏｋｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ２０２３ｕｐｄａｔｅ：ａｒｅｐｏｒｔｆｒｏｍｔｈｅＡｍｅｒ
ｉｃａｎｈｅａｒｔａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｕｂｌｉｓｈｅｄＣｏｒｒｅｃｔｉｏｎＡｐｐｅａｒｓｉｎ
Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，２０２３，１４７（８）：ｅ６２２

［２］ＸＵＳ，ＩＬＹＡＳＩ，ＬＩＴＴＬＥＰＪ，ｅｔａｌ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎａｔｈ
ｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅｓａｎｄｂｅｙｏｎｄ：ｆｒｏｍｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｔｏｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒａｐｉｅｓ［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｏｌＲｅｖ，２０２１，７３（３）：９２４

［３］梁天，李飞，刘超．内皮细胞功能障碍与动脉粥样硬化的研
究进展［Ｊ］．中华老年心脑血管病杂志，２０２４，２６（１２）：１５０４

［４］熊婕，李秋柏，吴基良，等．木犀草素显著降低ｈＵＣＭＳＣｓ衰
老相关分泌表型［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学版），２０２４，
３８（２）：９３

［５］ＷＡＮＣ，ＬＩＡＮＧＱ，ＭＡＹ，ｅｔａｌ．Ｌｕｔｅｏｌｉｎ：ａｎａｔｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔ
ｗｉｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｆｏｒａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＰｈａｒ
ｍａｃｏｌ，２０２５，１６：１５０３８３２

［６］ＹＡＯＣ，ＤＡＩＳ，ＷＡＮＧＣ，ｅｔａｌ．Ｌｕｔｅｏｌｉｎａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｈｅｐａｔｏ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｄｒｕｇ：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ
［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０２３，１６７：１１５４６４

［７］ＥＴＩＮＫＡＹＡＭ，ＢＡＲＡＮＹ．Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｌｕｔｅｏｌｉｎ
ｏｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｖａｃｃｉｎｅｓ（Ｂａｓｅｌ），２０２３，１１（３）：５５４

［８］ＶＡＪＤＩＭ，ＫＡＲＩＭＩＡ，ＫＡＲＩＭＩＭ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｕｔｅｏｌｉｎｏｎ
ｓｅｐｓｉｓ：ａｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ，
２０２３，１１３：１５４７３４

［９］ＳＩＤＤＩＱＵＥＹＨ．Ｒｏｌｅｏｆｌｕｔｅｏｌｉｎｉｎｏｖｅｒｃｏｍｉｎｇｐａｒｋｉｎｓｏｎ＇ｓｄｉｓ
ｅａｓｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｆａｃｔｏｒｓ，２０２１，４７（２）：１９８

［１０］ＷＡＮＧＺ，ＺＥＮＧＭ，ＷＡＮＧＺ，ｅｔａｌ．Ｄｉｅｔａｒｙｌｕｔｅｏｌｉｎ：ａｎａｒｒａ
ｔｉｖｅｒｅｖｉｅｗｆｏｃｕｓｉｎｇｏｎｉｔｓｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄ
ｅｆｆｅｃｔｓｏｎｇｌｙｃｏｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ［Ｊ］．ＪＡｇｒｉｃＦｏｏｄＣｈｅｍ，
２０２１，６９（５）：１４４１

［１１］ＰＡＮＪ，ＣＨＥＮＭＹ，ＪＩＡＮＧＣＹ，ｅｔａｌ．Ｌｕｔｅｏｌｉｎａｌｌｅｖｉａｔｅｓｄｉａ
ｂｅｔｉｃｃａｒｄｉａｃｉｎｊｕｒｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＳＨＰ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙ
［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０２５，９８９：１７７２５９

［１２］黄兴琼，高满军，张丹丹，等．杨梅素通过调控ＮＦκＢ和炎
症因子对肝脏缺血再灌注损伤的作用研究［Ｊ］．湖北科技
学院学报（医学版），２０２４，３８（６）：４６７

［１３］ＪＩＡＺ，ＮＡＬＬＡＳＡＭＹＰ，ＬＩＵＤ，ｅｔａｌ．Ｌｕｔｅｏｌｉｎｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔ
ｖａｓｃｕｌａｒｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅａｎｄＴＮＦａｌｐｈａｉｎｄｕｃｅｄｍｏｎｏ
ｃｙｔｅａｄｈｅｓｉｏｎｔｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｖｉａｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇＩΚＢα／ＮＦ

κＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＮｕｔｒＢｉｏｃｈｅｍ，２０１５，２６（３）：２９３
［１４］ＬＵＱＹ，ＧＵＯＬ，ＺＨＡＮＧＱＹ，ｅｔａｌ．Ｌｕｔｅｏｌｉｎａｌｌｅｖｉａｔｅｓｔｈｅ
ｔｎｆαｉｎｄｕｃｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｈｕｍａｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｖｉａｔｈｅＡｋｔ／ＭＡＰＫ／ＮＦκＢｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｍｅ
ｄｉａｔｏｒｓＩｎｆｌａｍｍ，２０２４，２０２４：６３９３８７２

［１５］ＹＡＬＣＩＮＫＡＹＡＭ，ＬＩＵＷ，ＴＨＯＭＡＳＬＡ，ｅｔａｌ．ＢＲＣＣ３ｍｅ
ｄｉａｔｅｄＮＬＲＰ３ｄｅｕｂｉｑｕｉｔｙｌａｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｓｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅａｃｔｉｖａ
ｔｉｏｎａｎｄａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｉｎｔｅｔ２ｃｌｏｎａｌｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕ
ｌａｔｉｏｎ，２０２３，１４８（２２）：１７６４

［１６］孙甜，张振旺．在脓毒症相关急性肾损伤中 ＦＯＸＭ１靶向
调控ＮＬＲＰ３表达［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学版），２０２４，
３８（１）：３７

［１７］ＺＨＡＮＧＢＣ，ＬＩＺ，ＸＵＷ，ｅｔａｌ．ＬｕｔｅｏｌｉｎａｌｌｅｖｉａｔｅｓＮＬＲＰ３
ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｄｉｒｅｃｔｓｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｉｎ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ａｍ Ｊ
ＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２０１８，１０（１）：２６５

［１８］ＳＨＡＯＢＺ，ＸＵＨＹ，ＺＨＡＯＹＣ，ｅｔａｌ．ＮＬＲＰ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ
ｉｎａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ：ｐｕｔｔｉｎｇｏｕｔｔｈｅｆｉｒｅｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｉｎ
ｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，２０２３，４６（１）：３５

［１９］ＳＯＮＹ，ＰＡＲＫＣ，ＳＯＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

７８湖北科技学院学报（医学版）２０２６年第４０卷第１期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



ｌｕｔｅｏｌｉｎａｎｄｌｕｔｅｏｌｉｎ７Ｏｇｌｕｃｏｓｉｄｅｏｎａｎｔｉａｔｈｅｒｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎ
ａｐｏｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅｗｉｔｈｈｙｐｅｒｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｍｉａ［Ｊ］．ＰＮｕｔｒ
Ｓｏｃ，２０２０，７９：Ｅ２９８

［２０］ＣＨＥＮＸ，ＺＨＥＮＧＬ，ＺＨＡＮＧＢ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎａｎｄｌｙｃｏｐｅｎｅａｇａｉｎｓｔｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｖｉａＳＩＲＴ１
Ｎｏｘ４ＲＯＳａｘｉｓｉｎＨＵＶＥＣｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＲｅｓＦｏｏｄＳｃｉ，２０２２，
５：１９８５

［２１］ＣＨＥＮＨＩ，ＨＵＷＳ，ＨＵＮＧＭＹ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ
ｌｕｔｅｏｌｉｎａｇａｉｎｓｔｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮｕｔｒＭｅｔａｂＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，２０２０，３０
（６）：１０３２

［２２］梁潇，黄琪，朱德育，等．红景天苷抗动脉粥样硬化的研究
进展［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学版），２０２４，３８（３）：２６６

［２３］ＬＩＲ，ＺＨＯＵＪ，ＺＨＡＮＧＸ，ｅｔａｌ．ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅＧａｌ
ＮＨ２／ｍｕｌｂｅｒｒｙｌｅａｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｌｙｓｏｚｙｍｅ／ｌｕｔｅｏｌｉｎｎａｎｏｐ
ａｒｔｉｃｌｅｓａｎｄｔｈｅａｍｅｌｉｏｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｎｌｉｐｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．
ＩｎｔＪＢｉｏｌＭａｃｒｏｍｏｌ，２０２３，２５３（Ｐｔ３）：１２６７８０

［２４］ＣＨＡＮＧＸ，ＦＥＮＧＸ，ＬＩＳ，ｅｔａｌ．ＴａｏｒｅｎＨｏｎｇｈｕａＤｅｃｏｃｔｉｏｎ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｓａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ｔｈｅＰＩ３ＫＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｆｆｌｕｘ
ａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＩｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０２５，
１４４：１１３６２９

［２５］ＳＨＯＮＪＣ，ＫＩＭＷ Ｃ，ＲＹＵＲ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｓｍａｌｉｐｉｄｏｍｉｃｓｒｅ
ｖｅａｌｓｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏａｎｔｉｏｂｅｓｉｔｙｅｆｆｅｃｔｏｆｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍｍｏｒｉｆｏ
ｌｉｕｍｒａｍａｔｌｅａｖｅｓａｎｄｉｔｓｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｌｕｔｅｏｌｉｎｉｎｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔ
ｉｎｄｕｃｅｄｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉｃｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ，２０２０，１２（１０）：２９７３

［２６］张黎，王清岑，周罗慧，等．木犀草素通过调控内质网应激
抑制平滑肌细胞的迁移［Ｊ］．昆明医科大学学报，２０２２，４３
（５）：１２

［２７］靳雅，张立双，黄湘龙，等．脂噬抑制细胞泡沫化在动脉粥
样硬化中作用的研究进展［Ｊ］．中国病理生理杂志，２０２４，
４０（３）：５６４

［２８］ＢＡＯＹ，ＺＨＵＬ，ＷＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．ＧｕａｌｏｕＸｉｅｂａｉｈｅｒｂｐａｉｒａｎｄ
ｉｔｓａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓａｃｔａｇａｉｎｓｔａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ
ＶＳＭＣｄｅｒｉｖｅｄｆｏａｍｃｅｌｌｆｏｒｍａｔｉｏｎｖｉａｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＰ２ＲＹ１２ｍｅ
ｄｉａｔｅｄｌｉｐｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０２４，１２８：１５５３４１

［２９］ＴＡＭＡＲＧＯＩＡ，ＢＡＥＫＫＩ，ＫＩＭＹ，ｅｔａｌ．Ｆｌｏｗｉｎｄｕｃｅｄｒｅ
ｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｎａｔ
ＲｅｖＣａｒｄｉｏｌ，２０２３，２０（１１）：７３８

［３０］ＧＥＮＴＩＬＥＤ，ＦＯＲＮＡＩＭ，ＰＥＬＬＥＧＲＩＮＩＣ，ｅｔａｌ．Ｌｕｔｅｏｌｉｎ
ｐｒｅｖｅｎｔｓｃａｒｄｉｏｍｅｔａｂｏｌｉｃａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈＨＦＤｉｎｄｕｃｅｄｏｂｅｓｉｔｙ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１８，
９：１０９４

［３１］黄兴琼，高满军，李炎坤，等．非酒精性脂肪肝的诱发机制
及中药治疗研究进展［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学版），
２０２４，３８（１）：８８

［３２］ＹＵＸ，ＸＵＬ，ＳＵＣ，ｅｔａｌ．Ｌｕｔｅｏｌｉｎｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｖａｓｃｕｌａｒ
ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙｍｏｄｕｌａｔｉｎｇＳＩＲＴ１／ＣＸＣＲ４ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
ａｎｄｐｒｏｍｏｔｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＡａｐｓＪ，２０２４，２６（６）：１１１

［３３］ＢＡＩＴ，ＬＩＭ，ＬＩＵＹ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓａｌｌｅｖｉａｔｅｓ
ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎａｎｄｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｍｏｕｓｅａｏｒｔｉｃｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ［Ｊ］．Ｆｒｅｅ
ＲａｄｉｃａｌＢｉｏＭｅｄ，２０２０，１６０：９２

［３４］ＬＩＨ，ＬＩＪＸ，ＺＥＮＧＹＤ，ｅｔａｌ．Ｌｕｔｅｏｌｉｎａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｉｓｃｈｅ
ｍｉｃ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｍｅｔａｂ
ＢｒａｉｎＤｉｓ，２０２５，４０（４）：１５９

（收稿日期：２０２５０５２８）

· ·

（上接第８４页）
［９］谢礼能，龚广钊，周兰娇，等．医养结合型养老模式对老年中
重度阿尔茨海默病患者认知情绪障碍和吸入性肺炎发生率

的影响［Ｊ］．老年医学月保健，２０２１，２７（５）：１０７１
［１０］于国强，刘旭英，孙婧妍，等．养老机构老年痴呆患者照护
者的负担情况及影响因素分析［Ｊ］．中华全科医学，２０２４，２２
（１２）：２１２９

［１１］张弘强，兰梦斐，亓艺璇，等．整合照护模式在阿尔茨海默
病患者中实施效果的 Ｍｅｔａ分析［Ｊ］．护士进修杂志，２０２３，
３８（６）：５３５

［１２］徐静．综合康复护理对阿尔兹海默病患者认知功能及生活
能力的影响［Ｊ］．护理研究，２０２３，３６（４）：１５０

［１３］国家重点研发计划主动健康项目临床专家组．经颅直流电
刺激联合认知训练治疗早期阿尔茨海默病专家共识［Ｊ］．
康复学报，２０２５，３５（６）：５５６

［１４］王冬鸽，靳慧丽，王雪艳．老年综合评估为基础的居家护理
干预对阿尔茨海默病患者日常生活能力及精神状况的影响

［Ｊ］．河南医学研究，２０２１，３０（３１）：５９１３
（收稿日期：２０２５０９１５）

８８ 湖北科技学院学报（医学版）２０２６年第４０卷第１期〔ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）〕



引文格式：王康子，朱子焕，郑驷驹，等．灯盏花乙素对胃肠道疾病影响及机制研究进展［Ｊ］．湖北科技学院学报（医学版），２０２６，４０
（１）：８９－９２．

　　　　　　　　　　灯盏花乙素对胃肠道疾病影响及机制研究进展　　　　　　　　　?

王康子
１，朱子焕

１，郑驷驹
１，左一帆

１，夏　燕２，刘毅飞
２，周燕红

１

（１．湖北科技学院医学部口腔与眼视光医学院，湖北 咸宁 ４３７１００；２．湖北科技学院生物
医学工程与医学影像学院）

摘要：灯盏花乙素（ＳＣＵ）作为灯盏细辛、灯盏花中的主要活性物质，其抗炎、抗氧化、改善微循环、调节免疫等药理
作用已逐步得到阐明和关注。胃肠道疾病是临床常见疾病，包括胃炎、胃溃疡、肠炎、胃肠道肿瘤等，此类疾病病因繁

杂，不仅影响胃肠道的正常消化、吸收，还可引起营养不良、贫血等一系列全身性病理改变。本文通过综述 ＳＣＵ对胃肠
道疾病的影响及其可能的作用机制，旨在为ＳＣＵ在胃肠道疾病的深入研究与临床应用奠定基础。

关键词：灯盏花乙素；胃肠道疾病；机制

　　中图分类号：Ｒ５７　　　　　文献标识码：Ａ

文章编号：２０９５４６４６（２０２６）０１００８９００４　　　 开放科学（资源服务）标识码（ＯＳＩＤ）：

ＤＯＩ：１０．１６７５１／ｊ．ｃｎｋｉ．２０９５４６４６．２０２５０８０３０１

ＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｇｒｅｓｓｏｎｔｈｅＥｆｆｅｃｔｓａｎｄＭｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆ
ＳｃｕｔｅｌｌａｒｉｎｏｎＧａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌＤｉｓｅａｓｅｓ

ＷＡＮＧＫａｎｇｚｉ，ＺＨＵＺｉｈｕａｎ，ＺＨＯＵＹａｎｈｏｎｇ，ｅｔａｌ
（ＳｃｈｏｏｌｏｆＳｔｏｍａｔｏｌｏｇｙａｎｄＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，ＸｉａｎｎｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，ＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

ＸｉａｎｎｉｎｇＨｕｂｅｉ４３７１００，Ｃｈｉｎａ）

　　ＡＢＳＴＲＡＣＴ：Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ（ＳＣＵ），ｔｈｅｍａｉｎａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｅｒｉｇｅｒｏｎｂｒｅｖｉｓｃａｐｕｓａｎｄｅｒｉｇｅｒｏｎｊａｐｏｎｉｃａｓ，ｈａｓａｔｔｒａｃｔｅｄｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ
ａｔｔｅｎｔｉｏｎｆｏｒｉｔｓｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ，ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ，ｍｉｃｒｏｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ，ａｎｄｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｐ
ｅｒｔｉｅｓ．Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｄｉｓｅａｓｅｓ，ｗｈｉｃｈａｒｅｃｏｍｍｏｎｃｌｉｎｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｉｎｃｌｕｄｅｇａｓｔｒｉｔｉｓ，ｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒｓ，ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ，ａｎｄｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｕｍｏｒｓ．
Ｔｈｅｓｅｄｉｓｅａｓｅｓｈａｖｅｍｕｌｔｉｆａｃｔｏｒｉａｌｅｔｉｏｌｏｇｙａｎｄｃａｎｓｅｒｉｏｕｓｌｙｉｍｐａｉｒｎｏｒｍａｌｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ，ｌｅａｄｉｎｇｔｏｍａｌｎｕｔｒｉｔｉｏｎ，ａｎｅｍｉａ，ａｎｄｏｔｈ
ｅｒｓｙｓｔｅｍｉｃｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．ＴｈｉｓａｒｔｉｃｌｅｒｅｖｉｅｗｓｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＳＣＵｏｎｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｄｉｓｅａｓｅｓａｎｄｉｔｓｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆａｃｔｉｏｎ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ
ａｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｂａｓｉｓｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｒｅｓｅａｒｃｈａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＳＣＵｉｎｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｄｉｓｅａｓｅｓ．
　　ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ；Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｄｉｓｅａｓｅｓ；Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

　　胃肠道疾病涉及胃、十二指肠、小肠、结肠，主要
包括胃炎、胃溃疡、胃肠道肿瘤以及炎症性肠病（溃疡

性结肠炎和克罗恩病）等。此类疾病不仅患病率较

高，且易反复发作，严重影响患者的生活质量。有研

究表明，高收入国家的胃肠道疾病发病率呈现下降趋

势，而低收入与中等收入国家的发生率却急剧上

升
［１］。传统疗法虽然可以在一定程度上缓解症状，但

难以解决副作用大、复发率高等缺陷，因此，探寻一种

安全有效的新型治疗策略对当前胃肠道疾病的防治

至关重要。

灯盏花乙素（ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ，ＳＣＵ）具有抗炎、抗氧化、
改善微循环、调节免疫等药理作用，本文主要探讨

ＳＣＵ对胃肠道疾病的影响，以及从 ＳＣＵ的抗炎、抗氧
化、改善微循环以及免疫等方面深入探究其作用机

理，以期为ＳＣＵ在胃肠道疾病的相关研究及应用提供
科学参考。
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１　灯盏花乙素化学结构来源及其作用

ＳＣＵ为灯盏细辛（Ｅｒｉｇｅｒｏｎｂｒｅｖｉｓｃａｐｕｓ）、灯盏花
（Ｅｒｉｇｅｒｏｎｊａｐｏｎｉｃａｓ）等中药材中的活性成分之一，是
一种黄酮类化合物（图１）。在灯盏细辛的根、茎、叶
和灯盏花中含量较多，这些植物主要生长于中国西南

地区，用来治疗跌打损伤、风湿痹痛等病症。ＳＣＵ的
组成包含多种酚羟基、甲氧基等官能团，这些官能团

是其药理活性的来源。ＳＣＵ有抗炎、抗氧化、抗凋亡、
神经保护以及改善微循环与抗凝等多种作用，临床应

用涉及多种疾病，例如心脑血管疾病（急性缺血性脑

卒中、冠心病等）、代谢性疾病（糖尿病周围神经病

变）、肿瘤辅助治疗（乳腺癌、肝癌等）等。

图１　灯盏花乙素的分子结构

２　灯盏花乙素对不同胃肠道疾病的影响及可
能机制

２．１　溃疡性结肠炎
ＳＣＵ对溃疡性结肠炎（ＵＣ）具有治疗作用。ＵＣ

是一种病因尚未完全明确的慢性非特异性肠道炎症

性疾病。ＵＣ患者肠道菌群紊乱，益生菌生长受限、数
量减少，致病菌大量繁殖，导致生物屏障破坏及炎症

加剧
［２］。腺苷酸激活蛋白激酶（ＡＭＰＫ）／沉默调节蛋

白１（ＳＩＲＴ１）／过氧化物酶体增殖活化受体 γ辅助活
化因子１ａ（ＰＧＣ１α）通路是炎症研究的常见通路，激
活ＡＭＰＫ／ＳＩＲＴ１／ＰＧＣ１α通路可增加有益菌，抑制有
害菌以及炎症反应，改善衰老相关疾病大鼠后代肠道

菌群
［３］。研究

［４］
表明，ＳＣＵ可通过激活 ＡＭＰＫ／

ＳＩＲＴ１／ＰＧＣ１ɑ信号轴从而升高有益菌的丰度，降低
致病菌，改善ＵＣ大鼠肠道菌群失衡，保护肠上皮细胞
免受脂多糖诱导的细胞损伤，减轻ＵＣ的炎症程度，发
挥对ＵＣ的治疗作用。

ＳＣＵ通过调节肠道菌群及其代谢物，激活环磷酸
腺苷（ｃＡＭＰ）／蛋白激酶 Ａ（ＰＫＡ）通路并抑制核因子
κＢ（ＮＦκＢ）通路从而有效缓解 ＵＣ，其中 ｃＡＭＰ作为
细胞内第二信使，与 ＰＫＡ的调节亚基结合后，可促使
ＰＫＡ的解离和激活，催化亚基磷酸化目标蛋白调节细
胞功能中的各种生理功能和代谢过程。作为 ｃＡＭＰ

依赖性ＰＫＡ的下游转录因子，ｃＡＭＰ可通过刺激 ＰＫＡ
抑制ＮＦκＢ活化，减轻炎症反应［５６］。

２．２　胃溃疡
ＳＣＵ具有缓解胃溃疡（ＧＵ）的作用。ＧＵ的产生

与胃酸攻击强度的增大及胃黏膜修复能力的下降有

关，其中黏膜修复障碍在溃疡变大过程中起关键作

用
［７］。研究

［８］
显示，ＳＣＵ可使胃黏膜血管扩张，改善

胃黏膜血流量，提高抗酸能力，显著降低吲哚美辛所

致ＧＵ数量和面积，具有治疗ＧＵ的作用。

２．３　酒精诱导的急性肠损伤
ＳＣＵ可通过调节氧化应激与炎症反应防止肠道

损伤。急性酒精摄入可造成肠道黏膜屏障破坏、氧化

应激及炎症反应，进而引发肠道损伤，活性氧（ＲＯＳ）
是正常氧代谢的自然副产物，也是维持体内平衡的关

键物质，当活性氧急剧增多时，会破坏肠道屏障，引发

氧化应激，造成肠损伤。丙二醛（ＭＤＡ）是脂质过氧化
的典型产物，常被用来衡量氧化应激。过氧化氢酶

（ＣＡＴ）是一种酶抗氧化剂的生物指标，它可以把
Ｈ２Ｏ２变成Ｈ２Ｏ和 Ｏ２，以此来减轻 ＲＯＳ的毒性，ＣＡＴ
的水平可以反映氧化程度。血红素加氧酶１（ＨＯ１）
是常见的抗氧化酶，它可以促使游离血红素转变成一

氧化氮、胆绿素和亚铁离子，而且还能有效抑制炎症。

ＨＯ１的另一作用是抑制活性氧的产生，从而阻止细
胞凋亡。诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）活性上升一般
代表炎症，ｉＮＯＳ催化生成的ＮＯ会和肠氧阴离子发生
反应，生成细胞毒性物质，造成组织损伤。研究

［９］
显

示，ＳＣＵ可降低ＭＤＡ脂质过氧化物的含量，加大 ＣＡＴ
和ＨＯ１信号的抗氧化酶水平，抑制ｉＮＯＳ活性以防止
结肠损伤。

２．４　酒精诱导的急性胃损伤
ＳＣＵ对急性酒精性胃黏膜损伤具有保护作用，其

机制与调控氧化应激与炎症反应有关。当胃组织受

到酒精刺激时，会大量生成ＲＯＳ，过度消耗抗氧化剂，
导致 ＭＤＡ过量生成并造成胃组织损伤；超氧化物歧
化酶（ＳＯＤ）和 ＣＡＴ是关键的抗氧化酶，ＳＯＤ和 ＣＡＴ
的活性是自由基清除的重要指标。同时，酒精会刺激

免疫系统，导致白介素１β（ＩＬ１β）、白介素６（ＩＬ６）和
肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）等炎性细胞因子的释放，促
进细胞凋亡与中性粒细胞迁移，最终导致严重的胃肠

道黏膜损伤。研究
［１０］
证实，ＳＣＵ在急性酒精刺激后

表现出胃保护活性，提高了 ＳＯＤ和 ＣＡＴ活性，降低
ＭＡＤ水平，减轻酒精引起的氧化应激。同时，ＳＣＵ通
过降低ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα等促炎因子水平，抑制了
胃组织的炎症反应。
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２．５　结直肠癌
丙酮酸激酶（ＰＫ）的Ｍ２亚型（ＰＫＭ２）是糖酵解途

径中的关键代谢酶，研究
［１１］
显示，ＰＫＭ２在多种恶性

肿瘤的发生发展过程中发挥重要作用。进一步的研

究
［１２］
表明，利用小分子化合物ＳＣＵ来靶向抑制ＰＫＭ２

活性，可以有效逆转结直肠癌（ＣＲＣ）细胞对奥沙利铂
的耐药性，明显提升 ＣＲＣ细胞对化疗药物的敏感度。
奥沙利铂与ＳＣＵ联合应用可抑制ＰＫＭ２的活性，进而
减少三磷酸腺苷（ＡＴＰ）的生成，从而增强奥沙利铂诱
导的ＯＲＳＷ４８０及ＯＲＨＴ２９细胞线粒体凋亡通路的
激活，起到对ＣＲＣ的治疗作用。

ＳＣＵ抗ＣＲＣ的作用可通过基因组学与蛋白质组
学技术进行解析。已有研究

［１３］
显示，采用基因组学

与蛋白质组学技术结合的方式探究 ＳＣＵ抑制 ＣＲＣ的
作用机制，能够系统地对ＳＣＵ干预后差异表达基因及
其编码蛋白的功能特性，及潜在生物学意义加以解

析。其结果表明，ＳＣＵ作用于 ＣＲＣ细胞后，差异表达
基因主要富集于细胞死亡与存活、器官损伤及畸形、

肿瘤发生等生物学过程，同时 ＳＣＵ可抑制 ＨＣＴ１１６
及ＲＫＯ细胞的迁移能力，并促进其凋亡。

ＳＣＵ通过调控 Ｗｎｔ／β连环蛋白（Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ）
信号通路在ＣＲＣ发生发展中的作用机制已被深入解
析。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路作为 Ｗｎｔ信号通路的经典途
径，在胚胎发育与中枢神经系统形成过程中发挥关键

调控作用，并参与细胞增殖、迁移及分化等生物学进

程。研究
［１４］
显示，ＳＣＵ可有效抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信

号转导通路，显著降低结肠炎相关结直肠癌（ＣＡＣ）模
型小鼠血清中 ＴＮＦα和 ＩＬ６水平，促进癌组织 Ｂｃｌ２
相关Ｘ蛋白基因（Ｂａｘ）表达上调，同时明显抑制 Ｂ细
胞淋巴瘤／白血病２蛋白（Ｂｃｌ２）的表达量。此外，
ＳＣＵ通过下调 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，可抑制 ＣＲＣ
细胞的增殖与迁移，诱导细胞凋亡。

ＳＣＵ在抑制结直肠癌发展方面扮演着重要角色，
其机理与调节 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路紧密相关。Ｈｅｄｇｅ
ｈｏｇ信号通路是一个高度保守的发育调控网络，它主
要参与到细胞增殖与分化过程中的精确调控中，一旦

异常激活容易引发肿瘤的发生与发展。研究
［１５］
发现

ＳＣＵ可以改善ＡＯＭ／ＤＳＳ诱导的小鼠ＣＡＣ，且ＳＣＵ可
以诱导小鼠 ＣＡＣ组织细胞凋亡，机制是抑制 ＮＦκＢ
介导的炎症和 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号轴。同时 ＳＣＵ下调
Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路活性，抑制 ＳＷ４８０细胞增殖、迁移
及集落形成能力，并诱导其凋亡。有研究

［１６］
证实

ＳＣＵ可以通过调节Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路抑制ＣＲＣ干细
胞分化。

ＳＣＵ对ＣＲＣ的抑制作用与磷脂酰激醇 ３激酶／

蛋白激酶 Ｂ（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）信号通路（Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉ
ｔｏｌ３Ｋｉｎａｓｅ／ＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅＢｐａｔｈｗａｙ）相关［１７］。ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ信号通路已经证明是 ＣＲＣ发展的重要因素，其
在多种癌症中被激活，可促进肿瘤的发展和转移，还

会减缓细胞的生长并增加细胞死亡。

ＳＣＵ通过调控凋亡相关蛋白及抑癌基因 Ｐ５３来
抑制ＣＲＣ。抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２表达上调，促凋亡蛋白
Ｂａｘ蛋白表达下调与肿瘤发生、侵袭有关，因此，抑制
Ｂｃｌ２或者提高 Ｂａｘ表达是癌症治疗的关键。Ｐ５３作
为重要抑癌基因，可调控细胞周期、凋亡、转移及衰

老，其过表达或被激活可通过 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ等多靶点促
使细胞凋亡、抑制癌细胞迁移。研究

［１８］
显示，ＳＣＵ可

促使Ｐ５３激活，调节Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达水平，进而减小
ＣＲＣ细胞活力，诱发细胞凋亡。

ＳＣＵ抑制ＣＲＣ的作用与 ＣＤＣ４介导的晚期糖基
化终产物受体（ＲＡＧＥ）泛素化相关。泛素化反应是特
定蛋白质与泛素分子相互作用的关键过程，在细胞周

期调控、增殖以及凋亡等生理过程中扮演着重要角

色，与肿瘤的发生发展紧密相关。研究
［１９］
显示，ＳＣＵ

可有效抑制 ＣＲＣ细胞增殖活性，加速凋亡进程，使
ＲＡＧＥ蛋白表达量减少且稳定性降低，促使 ＲＡＧＥ蛋
白泛素化修饰程度提高；ＲＡＧＥ基因高表达可抵消
ＳＣＵ对细胞凋亡的调控作用，ＣＤＣ４蛋白过表达不仅
可有效抑制 ＣＲＣ细胞增殖活性，还可诱导 ＳＷ４８０、
Ｔ８４细胞凋亡，而 ＲＡＧＥ水平上调会减弱上述作用；
ＳＣＵ可增加ＣＤＣ４和 ＲＡＧＥ的结合，通过 ＣＤＣ４介导
的ＲＡＧＥ泛素化抑制ＣＲＣ的发展。

ＳＣＵ纳米颗粒通过调节氧化应激及铁死亡实现
对ＣＲＣ的治疗作用。在 ＣＲＣ中，铁死亡涉及铁依赖
的脂质过氧化，会导致 ＲＯＳ累积与细胞死亡。研
究
［２０］
表明，ＳＣＵ纳米颗粒可通过上调ＭＤＡ、下调ＳＯＤ

含量调节氧化应激，调节铁死亡通路，抑制肿瘤细胞

生长，起到治疗ＣＲＣ的效果。
ＳＣＵ通过靶向ｅｐｈｒｉｎＢ２抑制ＣＲＣ。ｅｐｈｒｉｎＢ２家族

隶属受体酪氨酸激酶亚家族Ｅｐｈ的配体，是目前已知
规模最大的生长因子受体家族之一，其中 ｅｐｈｒｉｎＢ２基
因对血管新生进程具有发挥关键调控作用，为血管生成

的核心驱动基因之一。研究
［２１］
证实，ＳＣＵ可通过靶向

ｅｐｈｒｉｎＢ２抑制结直肠癌的生长、转移及血管生成。

２．６　胃癌
ＳＣＵ可通过调控张力蛋白同系物（ＰＴＥＮ）／ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ轴发挥对胃癌（ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）的抑制作用。
ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ轴通过调控细胞增殖、存活、代谢和
迁移等过程维持稳态，其异常激活或抑制与 ＧＣ密切
相关。研究

［２２］
表明，ＳＣＵ通过调节信号 ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／
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ＡＫＴ轴，上调ＰＴＥＮ蛋白表达，抑制 ＰＩ３Ｋ磷酸化从而
阻断ＡＫＴ活化，ＳＣＵ能够剂量依赖性地抑制ＧＣ细胞
的增殖，促进细胞凋亡，ＳＣＵ还能抑制ＧＣ肿瘤细胞的
增长，最终起到抑制ＧＣ进展的作用。

ＳＣＵ可通过抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路对 ＧＣ
产生调控作用。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路是一条高度
保守的发育调控通路，与细胞的增殖、分化、死亡和凋

亡密切相关。已有研究
［２３］
表明，Ｗｎｔ在胃癌细胞中高

表达，抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路可以有效抑制胃癌细
胞的生长。

３　小　结

ＳＣＵ通过抗炎、抗氧化、改善肠道微循环以及促
使肿瘤细胞凋亡等药理作用，为胃肠道疾病的诊治赋

予新的治疗方法。不过，当下研究尚处于临床前阶

段，仍要依靠大样本随机双盲对照实验和长期毒性试

验加以证实。展望未来，ＳＣＵ凭借其独特的化学结构
和广泛的药理功能，在胃肠道疾病治疗领域的潜力值

得进一步深挖。后续研究应进一步加深 ＳＣＵ对胃肠
道疾病的作用与机理的探究，并推动相关的临床实验

开展，促使 ＳＣＵ走向临床应用，给胃肠道疾病患者提
供更为安全、有效的治疗方案。
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