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摘要 　 目的 　 探讨血小板微粒（ ＰＭＰｓ） 对葡聚糖硫酸钠

（ＤＳＳ）诱导的结肠炎小鼠肠道炎症程度及肠黏膜通透性的

影响。 方法　 实验分为正常对照组（ｎ ＝ １０，饮用无菌蒸馏水

＋腹腔注射 ０. ９％ 氯化钠溶液）、ＰＭＰｓ 组（ｎ ＝ １０，饮用无菌

蒸馏水 ＋腹腔注射 ＰＭＰｓ）、ＤＳＳ 模型组（ｎ ＝ １０，饮用 ＤＳＳ 溶

液 ＋腹腔注射 ０. ９％氯化钠溶液）、实验组（ｎ ＝ １５，饮用 ＤＳＳ
溶液 ＋腹腔注射 ＰＭＰｓ）。 收集炎症性肠病（ ＩＢＤ）患者外周

血制备 ＰＭＰｓ 悬液。 小鼠自由饮用 ５％ ＤＳＳ 溶液 １ 周构建结

肠炎模型，连续 ７ ｄ 腹腔注射 ＰＭＰｓ，每天记录疾病活动指数

（ＤＡＩ）评分，实验结束后取结肠标本，ＨＥ 染色计算小鼠病理

组织学评分（ＨＩ）评估肠道炎症的严重程度，结肠匀浆检测

髓过氧化物酶（ＭＰＯ）、中性粒细胞弹性蛋白酶（ＮＥ）、组蛋白

Ｈ３（ｃｉｔＨ３）及游离 ＤＮＡ 水平，透射电镜观察肠黏膜结构，采
用异硫氰酸荧光素 － 葡聚糖（ ＦＩＴＣ⁃Ｄ）法检测肠黏膜通透

性。 结果　 与正常对照组相比，ＰＭＰｓ 组小鼠结肠黏膜水肿、
上皮结构破坏严重、炎细胞广泛聚集，总体 ＨＩ 升高（Ｐ ＜
０. ０１）；ＰＭＰｓ 组小鼠结肠组织匀浆 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 等炎症因子

水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５），ＮＥＴｓ 表达增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＰＭＰｓ 组小

鼠血浆 ＦＩＴＣ⁃Ｄ 水平明显增高（Ｐ ＜ ０. ０５），肠黏膜通透性增

加。 与 ＤＳＳ 组相比，实验组小鼠血浆 ＦＩＴＣ⁃Ｄ 水平更高（Ｐ ＜
０. ０５）、电镜下结肠上皮损伤更重。 结论　 ＰＭＰｓ 可在小鼠体

内诱导 ＮＥＴｓ 形成，促进小鼠结肠炎症的产生，增加 ＤＳＳ 结

肠炎小鼠的肠黏膜通透性，加重肠道炎症。
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　 　 炎症性肠病（ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ， ＩＢＤ）
是一种病因和发病机制尚未完全明确的消化道慢性

非特异炎症性疾病，遗传、环境、感染和免疫等多因

素相互作用引起的肠道黏膜免疫异常是 ＩＢＤ 发病

的重要环节。 一般认为，病原相关分子模式和损伤

相关分子模式（ｄａｍａｇｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎ，
ＤＡＭＰ）是致病因素激发肠道免疫炎症损伤的重要

途径［１］。 血小板微粒（ｐｌａｔｅｌｅｔ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＰＭＰｓ）
能够表达多种 ＤＡＭＰ 信号分子、参与机体的炎症免

疫反应。 多项研究［２ － ４］表明，ＩＢＤ 患者外周血 ＰＭＰｓ
水平显著升高且与疾病活动程度正相关。 ＩＢＤ 患者

损伤的肠道组织局部可见大量中性粒细胞胞外诱捕

网（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）形成［５］，而抑

制 ＮＥＴｓ 形成可以有效减轻结肠炎小鼠的结肠炎症

病变，表明 ＮＥＴｓ 在肠黏膜损伤机制中发挥重要作

用［６］。 ＩＢＤ 患者高表达的 ＰＭＰｓ 可通过诱导 ＮＥＴｓ
形成参与引发高凝状态和血栓形成［７］，而系统性硬

化症相关研究中，血小板可通过释放含有 ＨＭＧＢ１
的 ＰＭＰｓ 途径激活中性粒细胞促进 ＮＥＴｓ 的形成，进
而促进疾病进展［８］。 但在 ＩＢＤ 中，ＰＭＰｓ 是否通过

诱导 ＮＥＴｓ 的形成促进肠道炎症以及 ＮＥＴｓ 对肠黏

膜通透性的作用尚未见报道。 该研究通过对 ＤＳＳ
结肠炎小鼠腹腔注射 ＰＭＰｓ，观察 ＮＥＴｓ 的形成情况

和结肠炎症及黏膜通透性的变化，以探讨 ＰＭＰｓ 作

用于 ＩＢＤ 结肠黏膜的可能机制，为 ＩＢＤ 的病理生理

机制研究提供实验依据。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物　 选取 ６ ～ ８ 周龄、体质量 ２０. ０ ｇ ±
２. ０ ｇ 的雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，购自安徽省动物中心，
将所有动物饲养于安徽医科大学动物实验中心 ＳＰＦ
动物房，保持恒温恒湿、１２ ｈ ／ １２ ｈ 光暗周期环境。
１． ２　 主要试剂和仪器　 葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏ⁃
ｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）、异硫氰酸荧光素 － 葡聚糖（ ｆｌｕｏ⁃
ｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ ｄｅｘｔｒａｎ，ＦＩＴＣ⁃Ｄ）和Ⅰ型胶原购

自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＭＰＯ）、中性粒细胞弹性蛋白酶（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｅｌａｓｔａｓｅ，
ＮＥ）、组蛋白 Ｈ３（ ｃｉｔＨ３）、白介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃
１β、ＩＬ⁃１０ 和肿瘤坏死因子 α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃
α，ＴＮＦ⁃α）ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自武汉新启迪生物科技

有限公司；ＢＣＡ 法微量蛋白检测试剂盒购自南京建
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成生物工程研究所；枸橼酸盐缓冲液、ＥＤＴＡ 溶液和

改良型台氏液（ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｔｙｒｏｄｅ′ｓ ｂｕｆｆｅｒ， ＭＴＢ）为实

验室自行配制。 ＭＱＸ２００ 酶标仪购自美国 Ｂｉｏｔｅｋ 公

司，透射电子显微镜购自日本日立公司。
１． ３　 ＰＭＰｓ 悬液制备 　 采集 ＩＢＤ 患者清晨肘静脉

血 ５ ｍｌ，枸橼酸钠管抗凝。 样本立即 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ，收集上层富血小板血浆，进一步将富血小

板血浆 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 得到血小板沉淀，经
枸橼酸盐缓冲液洗涤后重悬于 ＭＴＢ 中。 调整血小

板悬液浓度为 ３ × １０８ ／ ｍｌ，加入Ⅰ型胶原（２０ ｍｇ ／
ｍｌ）激活血小板，３０ ｍｉｎ 后加入 ＥＤＴＡ（２０ ｍｍｏｌ ／ ｌ）
中止活化，随后 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ（２ 次）。 收

集上清液，２０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ９０ ｍｉｎ，得到 ＰＭＰｓ 沉

淀并悬浮于 ＭＴＢ 中。 ＢＣＡ 法检测悬液 ＰＭＰｓ 浓度

并稀释至 ０. ２ μｇ ／ ｍｌ， － ８０ ℃冰箱保存备用。
１． ４　 动物分组、造模、给药和观察　 小鼠正常饮食

７ ｄ 适应环境后，通过用 ５％ ＤＳＳ 代替饮用水 ７ ｄ（从
第 １ 天到第 ７ 天）诱导实验性结肠炎。 所有小鼠随

机分为 ４ 组，每组 １０ 只：① 正常对照组（ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ， ＮＣ）：正常饮水，腹腔注射生理盐水；② ＰＭＰｓ
组：正常饮水，腹腔注射 ＰＭＰｓ；③ ＤＳＳ 组：ＤＳＳ 饮水

＋腹腔注射生理盐水；④ 实验组：ＤＳＳ 饮水 ＋ 腹腔

注射 ＰＭＰｓ。 ＰＭＰｓ 每天注射 １ 次（０. １ ｍｌ，浓度 ０. ２
μｇ ／ ｍｌ），对照组注射同体积生理盐水。 末次给药后

麻醉、处死小鼠，收集肠道组织标本。 每天定时对各

组小鼠进行体质量称量、观察大便性状，并进行粪便

隐血检测等，参照文献［９］进行疾病活动指数（ｄｉｓｅａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ）统计。 取远端结肠组织用 １０％
甲醛固定，石蜡包埋，ＨＥ 染色，参照文献［９］ 对小鼠

结肠进行病理组织学评分（ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘ，
ＨＩ）。
１． ５　 结肠组织匀浆炎症因子及 ＮＥＴｓ 水平检测 　
取结肠黏膜组织在冷生理盐水中匀浆，离心后取上

清液，按试剂盒说明进行 ＭＰＯ、ＮＥ、ｃｉｔＨ３ 与炎症因

子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１０ 和 ＴＮＦ⁃α 含量的测定，相对荧光定

量法用于检测游离 ＤＮＡ 含量。
１． ６　 肠黏膜通透性检测　 小鼠禁食 ８ ｈ 后，按 ５００
ｍｇ ／ ｋｇ 对小鼠进行 ＦＩＴＣ⁃Ｄ（浓度 １２５ ｍｇ ／ ｍｌ）灌胃操

作，４ ｈ 后对小鼠进行水合氯醛腹腔注射麻醉，经门

静脉取血 １００ μｌ，立即用 １. ９ ｍｌ Ｔｒｉｓ 液（５０ ｍｏｌ ／ Ｌ）
稀释，４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液用酶标仪

（激发波长 ４８０ ｎｍ 和发射波长 ５３０ ｎｍ）测定 ＦＴＩＣ⁃Ｄ
含量［９］。
１． ７　 肠黏膜超微结构透射电镜分析　 将小鼠肠黏

膜组织置于预冷的载玻片上，浸入 ２. ５％ 戊二醛溶

液后切成 ０. ５ ～ １ ｍｍ２ 小块，置于 ２. ５％戊二醛溶液

中 ４ ℃固定 ６ ｈ。 ＰＢＳ 冲洗，１％四氧化锇溶液固定，
不同浓度乙醇梯度脱水后，置于 ６０ ℃恒温箱环氧树

脂固化 ４８ ｈ。 超薄切片，枸橼酸铅染色，漂洗、干燥

后使用透射电子显微镜观察肠黏膜组织结构。
１． ８　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２１. ０ 软件进行分析，
呈正态分布的计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，组间比较采用

独立样本 ｔ 检验与方差分析。 计数资料以例数及百

分比表示，组间比较采用卡方检验。 非正态分布资

料的比较采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 符号秩和检验。 定量资料

相关性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 法。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有

统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＰＭＰｓ 对 ＤＳＳ 结肠炎小鼠 ＤＡＩ 评分和结肠病

理损伤程度的影响　 ＮＣ 组小鼠无血便和体质量下

降等症状，结肠黏膜结构完整、腺体排列整齐、无炎

性细胞浸润（图 １Ｂ）。 ＤＳＳ 组小鼠表现为体质量减

轻，出现稀糊状大便和肉眼血便，ＤＡＩ 和 ＨＩ 评分较

ＮＣ 组升高（Ｐ ＜ ０. ０１，图 ２）；ＤＳＳ 组小鼠光镜下可见

结肠黏膜水肿增厚，肠黏膜上皮细胞损伤，部分腺体

变形，杯状细胞减少，局部可见大量炎细胞浸润（图
１Ｂ）。 以上表明 ＤＳＳ 结肠炎小鼠模型构建成功。
ＰＭＰｓ 组小鼠 ＤＡＩ 评分与 ＮＣ 组接近，但 ＨＩ 评分升

高（Ｐ ＜ ０. ０１，图 ２）；结肠病理表现为肠黏膜局部水

肿，腺体结构轻度变形，杯状细胞大致正常，局部可

见炎细胞浸润（图 １Ｂ）；提示 ＰＭＰｓ 可能具有一定的

致炎作用。 实验组小鼠血便等症状较 ＤＳＳ 组重，
ＤＡＩ 和 ＨＩ 评分略高于 ＤＳＳ 组，但差异无统计学意

义。 病理可见结肠黏膜肿胀、腺体结构受损、隐窝变

形、炎性细胞广泛浸润（图 １Ｂ）。 上述结果提示，
ＰＭＰｓ 加重了 ＤＳＳ 诱导的结肠炎。
２． ２　 ＰＭＰｓ 对 ＤＳＳ 结肠炎小鼠结肠炎症因子水平

的影响　 ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠结肠组织匀浆中炎症因

子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１０ 及 ＴＮＦ⁃α 的表达水平，结果如图 ３
所示。 相较于 ＮＣ 组，ＰＭＰｓ 组、ＤＳＳ 组及实验组促

炎因子 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平均升高 （ Ｆ ＝ ２４２. ２２６、
４４９. ４５９，Ｐ ＜ ０. ０５）；其中 ＤＳＳ 组与实验组 ＴＮＦ⁃α 水

平差异无统计学意义。
　 　 与 ＮＣ 组相比，ＰＭＰｓ 组、ＤＳＳ 模型组及实验组

ＩＬ⁃１０ 均降低（Ｆ ＝ １０４. ０６２，Ｐ ＜ ０. ０５）；其中 ＤＳＳ 组

与实验组 ＩＬ⁃１０ 水平差异无统计学意义。 ＤＳＳ 模型

组小鼠经ＰＭＰｓ干预后，ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α水平升高（Ｐ
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图 １　 实验性结肠炎小鼠体质量及肠黏膜病理改变

　 　 Ａ：ＰＭＰｓ 对 ＤＳＳ 结肠炎小鼠体质量的影响；Ｂ：ＤＳＳ 结肠炎小鼠肠

黏膜病理损伤 ＨＥ ×２００；１：ＮＣ 组；２：ＰＭＰｓ 组；３：ＤＳＳ 组；４：实验组

图 ２　 ＰＭＰｓ对 ＤＳＳ 结肠炎小鼠结肠 ＤＡＩ、ＨＩ评分的影响

　 　 Ａ：ＤＡＩ 评分；Ｂ：ＨＩ 评分；与 ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＤＳＳ 组

比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 ＰＭＰｓ对 ＤＳＳ 结肠炎小鼠肠黏膜组织

炎症因子表达水平的影响

与 ＮＣ 组相比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＤＳＳ 组相比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

＜ ０. ０５），ＩＬ⁃１０ 水平差异无统计学意义。
２． ３　 ＰＭＰｓ 对 ＤＳＳ 结肠炎小鼠结肠 ＮＥＴｓ 水平的

影响　 在共聚焦显微镜下无法直接观察到 ＰＭＰｓ 诱

导 ＤＳＳ 结肠炎小鼠形成 ＮＥＴｓ，故以小鼠结肠黏膜中

检测 ＮＥＴｓ 成分 （ＭＰＯ、ＮＥ 和 ｃｉｔＨ３） 水平来反映

ＮＥＴｓ 的形成。 如图 ４ 所示，相较于 ＮＣ 组，ＤＳＳ 组

ＭＰＯ、ＮＥ 和 ｃｉｔＨ３ 水平稍增高 （ Ｐ ＜ ０. ０５），游离

ＤＮＡ 水平降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＰＭＰｓ 组 ＭＰＯ、ＮＥ 和 ｃｉ⁃
ｔＨ３ 水平均升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与 ＤＳＳ 组相比，实验

组小鼠结肠组织 ＭＰＯ、ＮＥ 和 ｃｉｔＨ３ 表达水平增加，
游离 ＤＮＡ 表达水平降低 （Ｐ ＜ ０. ０５）。 结果提示

ＰＭＰｓ 诱导 ＤＳＳ 结肠炎小鼠肠黏膜组织 ＮＥＴｓ 形成。

图 ４　 ＰＭＰｓ对 ＤＳＳ 结肠炎小鼠肠黏膜

组织 ＮＥＴｓ成分表达水平的影响

与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＤＳＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ４　 ＰＭＰｓ 对 ＤＳＳ 结肠炎小鼠肠黏膜通透性的影

响　 如图 ５ 所示，与 ＮＣ 组比较，ＰＭＰｓ 组、ＤＳＳ 组和

实验组小鼠血浆 ＦＩＴＣ⁃Ｄ 水平更高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与
ＤＳＳ 组比较，实验组小鼠的血浆 ＦＩＴＣ⁃Ｄ 水平明显增

高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 以上结果提示 ＰＭＰｓ 可增加小鼠肠
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黏膜的通透性，可能进一步加重结肠炎症。
　 　 进一步使用透射电镜对小鼠结肠黏膜超微结构

进行观察，如图 ６ 所示。 ＮＣ 组小鼠肠黏膜微绒毛较

长，排布紧密有序，细胞间连接结构完整（图 ６Ａ）；
ＰＭＰｓ 组可见肠微绒毛轻度萎缩，局部排列变稀疏，
细胞连接结构尚清晰，紧密程度轻度降低（图 ６Ｂ）；
ＤＳＳ 组可见结肠微绒毛明显萎缩甚至缺失，细胞间

连接复合体缩短变宽，细胞间隙扩大，部分紧密连接

开放（图 ６Ｃ）。 与 ＤＳＳ 组相比，实验组小鼠同样出

现微绒毛萎缩缺失，排列稀疏，细胞间隙增大，但细

胞连接结构更加模糊（图 ６Ｄ）。 以上结果提示 ＰＭＰｓ
可能加重 ＤＳＳ 结肠炎小鼠肠黏膜屏障结构的损伤，
增加肠黏膜通透性。

图 ５　 ＰＭＰｓ对 ＤＳＳ 结肠炎小鼠肠黏膜通透性的影响

与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＤＳＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ６　 小鼠肠黏膜超微结构图 × ２ ０００

Ａ：ＮＣ 组；Ｂ：ＰＭＰＳ 组；Ｃ：ＤＳＳ 组；Ｄ：实验组

３　 讨论

　 　 ＩＢＤ 发病机制尚不十分明确，目前认为肠黏膜

屏障损伤和肠道菌群紊乱具有重要作用。 肠黏膜通

透性增加，细菌和内毒素等致病因素通过病原相关

分子模式和 ＤＡＭＰ 激发免疫反应和炎症损伤。 其

中，ＤＡＭＰ 多来源于机体组织或细胞损伤释放的信

号分子，通过识别细胞中的 ＰＲＲ 受体，诱导炎症和

免疫损伤的发生［１０］。 研究［８］ 表明，含有大量 ＤＡＭＰ
信号的细胞微粒与炎症免疫损伤过程密切相关。
　 　 ＰＭＰｓ 是体内含量最高的细胞微粒，除了具有抗

凝作用外，还兼具传递生物信息、参与炎症免疫反应

的功能。 大量研究［１１ － １２］ 表明，ＰＭＰｓ 可以参与血栓

形成、触发炎症反应，在糖尿病、心血管疾病以及自

身免疫性疾病中发挥重要作用。 ＩＢＤ 发病常伴血小

板增多，既往研究提示 ＩＢＤ 患者存在 ＰＭＰｓ 表达上

调［１３］，研究［４］结果显示 ＩＢＤ 患者循环和肠组织中

ＰＭＰｓ 的表达水平均与疾病活动程度正相关，且

ＰＭＰｓ 能够在体外诱导中性粒细胞形成 ＮＥＴｓ，这些

结果提示 ＰＭＰｓ 可能通过诱导 ＮＥＴｓ 形成参与肠道

炎症活动。
　 　 ＮＥＴｓ 是由活化的中性粒细胞释放的纤维网络

状结构，含有 ＮＥ、组蛋白 Ｈ３、抗菌蛋白等高效抗菌

成分，在糖尿病、动脉粥样硬化、自身免疫性疾病和

癌症等疾病过程中均发挥重要作用［１４］。 在 ＩＢＤ 活

动期，患者体内 ＰＭＰｓ 水平升高，并通过与中性粒细

胞作用形成 ＮＥＴｓ，加重结肠组织损伤，触发血栓形

成［７， １５］。 本研究在构建 ＤＳＳ 结肠炎小鼠的基础上，
通过 ＰＭＰｓ 腹腔注射，发现 ＰＭＰｓ 可以加重小鼠的结

肠炎症。 通过电镜和 ＦＩＴＣ⁃Ｄ 检测，发现 ＰＭＰｓ 干预

后小鼠肠上皮细胞损伤加重，表现为炎细胞广泛浸

润、腺体破坏、细胞间连接疏松，肠黏膜通透性增加。
本研究未能在结肠免疫荧光实验中直接观察到

ＮＥＴｓ 形成，推测可能是由于 ＮＥＴｓ 具有不稳定性和

易分解性，肠道蠕动导致 ＮＥＴｓ 清除速度较快，以及

ＤＳＳ 结肠炎模型中结肠隐窝脓肿数量不足等原因。
但实验组在注射 ＰＭＰｓ 后结肠黏膜组织匀浆 ＭＰＯ、
ＮＥ 及 ｃｉｔＨ３ 等 ＮＥＴｓ 成分含量的明显增加，间接反

映小鼠结肠黏膜中 ＮＥＴｓ 的形成，表明 ＰＭＰｓ 能够诱

导 ＮＥＴｓ 形成，增加 ＤＳＳ 结肠炎小鼠的肠黏膜通透

性。
　 　 该研究表明，ＰＭＰｓ 可在小鼠体内诱导 ＮＥＴｓ 形

成，增加 ＤＳＳ 结肠炎小鼠的肠黏膜通透性。 但有关

ＮＥＴｓ 对肠屏障功能的影响机制研究尚不深入，可能

与其对肠上皮细胞的直接毒性作用和抑制炎症因子

释放有关；ＰＭＰｓ 如何与中性粒细胞相互作用诱导

ＮＥＴｓ 形成、进而影响肠道黏膜免疫，仍需进一步研
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究。
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达格列净在 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导
形成的 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡中的作用
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摘要　 目的　 探讨达格列净（ＤＡＰＡ）在氧化低密度脂蛋白

（ｏｘ⁃ＬＤＬ）诱导形成的人髓系白血病单核细胞（ＴＨＰ⁃１）源性

泡沫细胞焦亡中的作用。 方法　 通过 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 源

性巨噬细胞构建 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡模型。 设置实验

分组为：空白对照（ＮＣ）组、ｏｘ⁃ＬＤＬ 组和药物干预（ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋
ＤＡＰＡ）组；以油红 Ｏ 法检测巨噬细胞泡沫化水平；细胞增殖

与毒性检测试剂盒（ＣＣＫ⁃８）检测 ＤＡＰＡ 对泡沫细胞活力的

影响；Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／ ＰＩ 双染检测 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡；
细胞免疫荧光双染检测 ＤＡＰＡ 对泡沫细胞焦亡中焦亡关键

因子 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 表达的影响；采用微量酶标法检测细胞培养

基中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性；采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
分别检测核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）、
半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶⁃１（Ｃａｓｐａｓｅ⁃１）、凋亡相关斑点

样蛋白（ＡＳＣ）、消皮素 Ｄ（ＧＳＤＭＤ）、白细胞介素（ ＩＬ） ⁃１８、ＩＬ⁃
１β ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平。 结果　 ＣＣＫ⁃８ 法检测结果提示

ＤＡＰＡ 的最佳干预浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ；油红 Ｏ 染色结果示

ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞源性泡沫细胞焦亡模型构建成功；与 ＮＣ 组

比较，ｏｘ⁃ＬＤＬ 组中 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１８、ＩＬ⁃
１β ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均升高（Ｐ ＜ ０. ０５），碘化丙啶（ＰＩ）
阳性细胞数及 ＬＤＨ 活性增加（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的荧光

强度增强，细胞胞质内的红色脂滴增多；予 ＤＡＰＡ 干预后，
ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋ ＤＡＰＡ 组中前述焦亡相关因子的 ｍＲＮＡ 和蛋白表
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目（编号：黔科合平台人才〔２０２０〕５０１４）；贵州省高层次创

新型人才培养计划项目（编号：黔科合人才〔２０１５〕４０２６
号）

作者单位：１贵州医科大学附属医院心内科，贵阳　 ５５０００４
２贵州医科大学医学科学研究所，贵阳　 ５５０００４

作者简介：龚才伟，男，硕士研究生；
刘大男，女，教授，主任医师，硕士生、博士生导师，责任作

者，Ｅ⁃ｍａｉｌ：Ｌｉｕｄａｎａｎ２０００＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ

达水平均降低（均 Ｐ ＜ ０. ０５），ＰＩ 阳性细胞数及 ＬＤＨ 活性降

低（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的荧光强度减弱，细胞胞质内的红

色脂滴减少（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ＤＡＰＡ 对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导形成

的 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡具有抑制作用。
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　 　 动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是动脉血管

壁脂质聚积的慢性炎症性疾病［１］，严重危害人类健

康，是心血管疾病致死、致残的主要病因。 巨噬细胞

是 ＡＳ 斑块的主要组成细胞，既能吞噬脂质形成泡

沫细胞，又能分泌多种促炎细胞因子来维持局部炎

症反应，进而导致斑块的不稳定［２ － ３］。 细胞焦亡是

一种与炎症相关的新型程序性细胞死亡，最初发现

于巨噬细胞，其发生机制主要分为依赖于半胱氨酸

天冬氨酸蛋白水解酶 （ ｃｙｓｔｅｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｓｐａｒｔａｔｅ⁃
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ，Ｃａｓｐａｓｅ）⁃１ 的经典途径和依赖于

Ｃａｓｐａｓｅ⁃４ ／ ５ ／ １１ 的非经典途径［４］。 研究［５］ 表明，细
胞焦亡在 ＡＳ 的发生和发展中起重要作用。 目前，
临床上用于调脂、稳定斑块的抗 ＡＳ 药物主要是他

汀类药物，其不良反应多，规律用药后仍难以有效终

止 ＡＳ 的进展。 研究［６］已证实，达格列净（ｄａｐａｇｌｉｆｌｏ⁃
ｚｉｎ，ＤＡＰＡ）可减轻 ＡＳ、减少巨噬细胞的浸润，并增

强斑块的稳定性，但其作用机制不明。 该研究拟通

过 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞构建 ＴＨＰ⁃１ 源

性泡沫细胞焦亡模型，探讨 ＤＡＰＡ 对 ＴＨＰ⁃１ 源性泡

沫细胞焦亡的调控作用，为 ＤＡＰＡ 用于防治 ＡＳ 及
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