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摘要： 目的　 探讨蒲金口服液对宫内感染 ／炎症致早产仔鼠脑白质损伤的保护机制。 方法　 ＬＰＳ 诱导建立宫内感染致

脑损伤 （ＰＶＬ） 仔鼠模型。 造模成功后选取 ＰＶＬ 仔鼠 ４８ 只， 随机分为模型组、 ＤＡＰＴ 组、 蒲金口服液组、 ＤＡＰＴ＋蒲
金口服液组， 每组 １２ 只， 另选取正常仔鼠 １２ 只作为正常组， 于 １ 日龄开始给药， 连续干预 ７ ｄ， 于 ２１ 日龄取材。 观

察 ＮＧ２、 ＤＹＮＣ１Ｈ１ 阳性表达， Ｊａｇｇｅｄ⁃１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ、 ＮＩＣＤ 蛋白表达及 ＨＥＳ⁃１、 ＨＥＳ⁃５、 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与正常

组比较， 模型组仔鼠 ＮＧ２、 ＤＹＮＣ１Ｈ１ 阳性表达均降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， Ｊａｇｇｅｄ⁃１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ、 ＮＩＣＤ 蛋白表达及 ＨＥＳ⁃１、
ＨＥＳ⁃５、 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 各给药组仔鼠 ＮＧ２、 ＤＹＮＣ１Ｈ１ 阳性表达均升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， Ｊａｇｇｅｄ⁃１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ、 ＮＩＣＤ 蛋白表达及 ＨＥＳ⁃１、 ＨＥＳ⁃５、 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 蒲金口服液

可以通过抑制 Ｎｏｔｃｈ 信号及减轻炎症因子释放而促进少突胶质细胞的分化与成熟， 对改善宫内感染 ／炎症造成的早产

ＰＶＬ 有显著作用。
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　 　 脑性瘫痪是一种持续存在的导致活动受限的运动和姿

势发育障碍综合征， 是早产儿脑损伤最常见、 最严重的神

经系统后遗症。 脑室周围白质软化 （ＰＶＬ） 是脑性瘫痪主

要病理改变， 我国早产儿 ＰＶＬ 发生率为 ８％ ～２６％ ［１］ ， 宫内

感染 ／炎症反应是目前已明确的导致脑白质损伤的重要因

素， 目前尚缺少有效的防治措施， 由于其发病率高、 危害

大， 给家庭和社会带来沉重的负担， 因此探讨脑瘫的发病

机制， 对脑瘫的预防和治疗进行深入研究， 具有重要的

意义。
马丙祥教授依据临床经验创建蒲金口服液， 由石菖蒲、

郁金、 丹参、 红花 ４ 味中药组成， 疗效明确。 前期大量实

验研究结果显示， 蒲金口服液能够改善病变部位脑组织结

构， 恢复髓鞘厚度， 具有明显的抗自由基作用［２⁃３］ ， 下调炎

性细胞因子肿瘤坏死因子⁃α （ ＴＮＦ⁃α） 及白细胞介素⁃６
（ＩＬ⁃６） 水平， 减少神经生长抑制因子 Ａ （Ｎｏｇｏ⁃Ａ）、 少突

胶质细胞髓磷脂糖蛋白 （ＯＭｇｐ） 及神经生长抑制因子受体

（ＮｇＲ）、 ｐ７５ 神经营养因子受体 （ ｐ７５ＮＴＲ） ｍＲＮＡ 表达，
改善少突胶质细胞及其前体凋亡， 促进神经功能的恢复和

重组［４⁃８］ 。 而蒲金口服液减少炎症因子释放及促进髓鞘化再

生的作用机制是如何完成的， 仍需进一步的实验研究探索。
基于此， 本研究就 Ｎｏｔｃｈ 信号通路探讨蒲金口服液对宫内

感染 ／炎症致早产大鼠脑白质损伤保护机制， 以期为化痰开

窍、 活血化瘀药物作用治疗早产脑损伤提供新的理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ＳＰＦ 级成年雄性 ＳＤ 大鼠 ２５ 只， 体质量约

３００ ｇ； ＳＰＦ 级成年雌性 ＳＤ 大鼠 ７５ 只， 体质量约 ２５０ ｇ， 均

购自济南朋悦实验动物繁育有限公司， 由山东省动物实验

中心检测并提供动物质量合格证 ［生产许可证号 ＳＣＸＫ
（鲁） ２０１４⁃０００７、 ＳＣＸＫ （鲁） ２０１９⁃００３］。 大鼠分笼喂养，
自由进食饮水， 饲养于河南省中医药研究院， 温度 ２０ ～
２７ ℃， 相对湿度 ４０％ ～ ７０％ ， 定期更换垫料， 清洗笼具，
消毒， 保持动物房环境安静， 实验单位使用许可证号

ＳＹＸＫ （豫） ２０１９⁃０００１， 实验过程中严格遵守实验动物管

理规范及实验动物伦理。
１􀆰 ２　 试剂与仪器　 γ 分泌酶抑制剂 ＤＡＰＴ、 ＤＳＭＯ、 玉米油

（北京索莱宝科技有限公司， 货号 ＩＤ００８０、 Ｄ８３７１⁃５０、
Ｃ７０３０）； 脂 多 糖 ＬＰＳ （ 美 国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公 司， 货 号

Ｌ２８８０⁃１０ＭＧ）； ＬＦＢ 髓鞘染液套装 （武汉赛维尔生物科技

有限公司， 货号 Ｇ１０３０）。 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫装置、 ＳｕｐｅｒＭａｚｅ
系统动物行为学视频分析系统 （上海欣软信息科技有限公

司， 型号 ＸＲ⁃ＸＭ１０１⁃Ｚ、 ＸＲ⁃Ｘｍａｚｅ）。
１􀆰 ３　 药物配制
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１􀆰 ３􀆰 １　 蒲金口服液　 蒲金口服液由石菖蒲 １０ ｇ、 郁金１０ ｇ、
丹参 ２０ ｇ、 红花 １０ ｇ 组成， 其 ２􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ 成品药液由河南省

中医药研究院制剂室提供。
１􀆰 ３􀆰 ２　 脂多糖溶液　 １ ｍＬ ＬＰＳ 加入 ９ ｍＬ 生理盐水中， 制

成 ２５ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 溶液。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＤＡＰＴ 溶液　 先将 ４􀆰 ３２ ｍｇ ＤＡＰＴ 粉末溶于 １００ μＬ
１０％ ＤＭＳＯ 中， 再加入 ９􀆰 ９９ ｍＬ 玉米油， 制成 ＤＳＭＯ 少于

１％ 的 ＤＡＰＴ 抑制剂。
２　 方法

２􀆰 １　 模型鉴定　 应用 ＬＰＳ 诱导建立宫内感染 ／炎症致早产

大鼠 ＰＶＬ 模型。 大鼠于实验开始下午 ５： ００ 按雌雄 ２ ∶ １ 比

例合笼饲养， ５ ｄ 为 １ 个周期。 次日上午 ８： ００ 查阴道拭

子， 观察脱落细胞涂片， 若观察到角质细胞及精子 （图 １）
判为孕 ０ ｄ， 孕鼠另笼饲养。 孕鼠孕期 １６、 １７ ｄ 分别腹腔

注射 ＬＰＳ 溶液 ２５０ μｇ ／ ｋｇ， 孕期≤２１ ｄ 分娩的仔鼠为早产

鼠， 观察孕鼠胎盘及仔鼠脑白质情况。

图 １　 精子的阴道脱落细胞抺片

孕鼠胎盘及子宫切片显微镜观察可见组织充血、 水肿，
均可见到大量中性粒细胞浸润， 说明宫内有炎性反应。 仔

鼠脑室周围白质病理改变明显， 出现细胞排列结构疏松、
神经纤维排列紊乱、 凝固性坏死等病理变化， 表明仔鼠出

现 ＰＶＬ 病理表现， 提示造模成功， 见图 ２～３。

图 ２　 １ 日龄仔鼠脑白质形态 （ＨＥ， ×２００）

图 ３　 模型组孕鼠子宫（Ａ）和胎盘（Ｂ）形态（ＨＥ， ×２００）

２􀆰 ２　 分组及给药　 按随机数字表法将 ＰＶＬ 模型仔鼠分为

模型组、 ＤＡＰＴ 组、 蒲金口服液组、 ＤＡＰＴ＋蒲金口服液组，

每组 １２ 只， 另取正常新生仔鼠 １２ 只作为正常组。 蒲金口

服液组仔鼠于生后第 １ 天起灌胃给予 ２􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ 蒲金口服液，
脑后皮下注射生理盐水； ＤＡＰＴ 组仔鼠于生后第 １ 天起灌

胃给予等量生理盐水， 脑后皮下注射 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＡＰＴ； 蒲金

口服液＋ＤＡＰＴ 组仔鼠于生后第 １ 天起灌胃给予 ２􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ 蒲

金口服液， 脑后皮下注射 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＡＰＴ； 模型组仔鼠于生

后第 １ 天起灌胃给予等量生理盐水， 脑后皮下注射等量生

理盐水； 正常组仔鼠不予任何干预措施， 连续 ７ ｄ， 干预后

同条件喂养至 ２１ 日龄。
２􀆰 ３　 免疫荧光法检测髓鞘标记物 ＮＧ２、 ＤＹＮＣ１Ｈ１ 表达　
仔鼠腹腔注射 ５％ 戊巴比妥钠 （５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 进行麻醉， 于左

心室尖剪开一小口， 将灌注针插入心室， 需固定使之不能

退出， 夹闭腹主动脉并开始灌注生理盐水， 灌流量约

２０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 剪开右心耳， 开放静脉血， 见到仔鼠两前肢及

两肺变白， 便可改灌注多聚甲醛 （生理盐水及多聚甲醛灌

注量约 １ ０００ ｍＬ）， 于冰盒上断头后， 剪开颅顶部皮肤， 沿

自枕骨大孔中线及两旁剪开颅顶骨， 分离脑干和嗅球、 视

束， 轻取下大脑， 此时若脑组织呈白色而硬的状态， 视为

灌注成功； 剥离去除粗大血管， 冰冷生理盐水冲洗， 滤纸

吸干， 取脑组织于耳间线前 ２ ｍｍ 水平行冠状切片， 大小

约 １􀆰 ５ ｃｍ×１􀆰 ５ ｃｍ， 厚约 ２ ～ ３ ｍｍ， 置于 ４％ 多聚甲醛中

固定。
脑组织灌注后经抗原修复、 一抗二抗孵育、 ＤＡＰＩ 复染

细胞核后， 切片于荧光显微镜下观察并采集图像， ＤＡＰＩ 染
的细胞核紫外线激发波长为 ３３０ ～ ３８０ ｎｍ， 发射波长为

４２０ ｎｍ， 呈现出蓝色光表达； 阳性表达为相应荧光素标记

的红色或者绿色。
２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脑组织 Ｊａｇｇｅｄ⁃１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ、 ＮＩＣＤ
蛋白表达　 采用颈椎脱臼法处理仔鼠， 于冰盒上断头， 分

离去除后颈部肌肉， 用弯钳剔除颅骨， 取出全脑放置于

５ ｍＬ冻存管中， 于液氮中冻存， 后转至－８０ ℃冰箱保存备

用。 提取脑组织中总蛋白， 测定其浓度， 经电泳、 转膜、
封闭后， 孵育一抗、 二抗， 化学发光显影， 定影， 将胶片

进行扫描或拍照， 用凝胶图象处理系统分析目标条带的净

光密度值， 计算相对表达量。
２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测脑组织 ＨＥＳ⁃１、 ＨＥＳ⁃５、 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ
表达　 取材方法同 “２􀆰 ４” 项， 提取脑组织总 ＲＮＡ， 在

ＰＣＲ、 基因扩增仪上进行 ＰＣＲ 扩增反应， 琼脂糖电泳， 在

ＹＬＮ⁃２０００ 凝胶成像分析系统上观察照相并分析处理， 以检

测指标产物积分光密度 （ ＩＯＤ） 与内参 β⁃ａｃｔｉｎ 产物的比值

代表各指标 ｍＲＮＡ 相对表达。 引物序列见表 １。
表 １　 引物序列

引物 序列 长度 ／ ｂｐ
Ｈｅｓ⁃１ 正向 ＣＡＡＣＡＣＧＡＣＡＣＣＧＧＡＣＡＡＡＣ １５９

反向 ＴＴＧＧＡＡＴＧＣＣＧＧＧＡＧＣＴＡＴＣ
Ｈｅｓ⁃５ 正向 ＣＡＴＣＡＡＣＡＧＣＡＧＣＡＴＴＧＡＧＣＡ １３４

反向 ＣＧＡＡＧＧＣＴＴＴＧＣＴＧＴＧＣＴＴＣ
ＴＬＲ４ 正向 ＴＣＣＡＣＡＡＧＡＧＣＣＧＧＡＡＡＧＴＴ １６６

反向 ＴＧＡＡＧＡＴＧＡＴＧＣＣＡＧＡＧＣＧＧ
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２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 若满足正态分布、 方差齐性的， ２ 组间

均数比较采用独立样本 ｔ 检验； 若不满足方差齐性， 可采

用校正 ｔ 检验。 多组间均数比较采用单因素 ＡＮＯＶＡ 方差分

析， 若方差齐， 多样本组间两两比较使用 ＬＳＤ 检验； 若方

差不齐， 多样本组间两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ 检验。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 ＬＰＳ 对雌性大鼠孕产的影响　 模型组孕鼠分娩天数为

（２０􀆰 ６００±０􀆰 ５４７） ｄ， 无流产死亡， 共得活产 ＰＶＬ 模型仔鼠

２３０ 只； 正常组孕鼠分娩天数为 （２２􀆰 ２００±０􀆰 ４４７） ｄ， 共分

娩出正常新生仔鼠 ６４ 只， 无流产或死产。
３􀆰 ２　 蒲金口服液对新生仔鼠的影响　 与正常组比较， 模型

组仔鼠出生时赤裸无毛， 全身紫暗， 纹理稍多， 大部分可

见瘀斑、 瘀点， 反应迟钝， 活动较少， 见图 ４。 ２１ 日龄

　 　 　 　 　

时， 正常组仔鼠断乳， 可独立生活； 模型组仔鼠体型偏小，
未能断乳， 独立生活能力差； 各给药组仔鼠部分断乳后可

独立生活。 给药干预过程中， 模型组共 ２ 只仔鼠体弱死亡，
各给药组分别均有 １ 只仔鼠死亡。

图 ４　 各组早产新生仔鼠外观

３􀆰 ３　 蒲金口服液对 ＰＶＬ 仔鼠脑白质 ＮＧ２、 ＤＹＮＣ１Ｈ１ 表达

的影响 　 与正常组比较， 模型组和各给药组仔鼠 ＮＧ２、
ＤＹＮＣ１Ｈ１ 阳性表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５、 表 ２。

图 ５　 各组仔鼠脑白质 ＤＹＮＣ１Ｈ１ 表达 （免疫荧光染色， ×２００）

表 ２　 各组仔鼠脑白质 ＮＧ２、 ＤＹＮＣ１Ｈ１ 阳性表达比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＮＧ２ ＤＹＮＣ１Ｈ１

正常组 ３ １４２􀆰 ８４５±２３７􀆰 ８７１ １ ２４７􀆰 １６１±９４􀆰 ３９３
模型组 １ ０８３􀆰 １９７±２８７􀆰 ６２０＃ ４２９􀆰 ８４０±１１４􀆰 １３５＃

ＤＡＰＴ 组 ２ ２２６􀆰 ６０１±２４９􀆰 ６１９＃ ８８３􀆰 ５７２±９９􀆰 ０５５＃

蒲金口服液组 １ ８５７􀆰 ６７１±５６８􀆰 １８２＃ ７３７􀆰 １７１±２２５􀆰 ４６９
蒲金口服液＋ＤＡＰＴ 组 ２ ６３８􀆰 １２９±５１２􀆰 ２３８＃ １ １８０􀆰 ４７４±３１９􀆰 ７８２

　 　 注： 与正常组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ４　 蒲金口服液对 ＰＶＬ 仔鼠脑组织 Ｊａｇｇｅｄ⁃１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ、
ＮＩＣＤ 蛋白表达的影响　 与正常组比较， 模型组仔鼠脑组织

Ｊａｇｇｅｄ⁃１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ、 ＮＩＣＤ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与

模型组比较， 各给药组仔鼠脑组织 Ｊａｇｇｅｄ⁃１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ、
ＮＩＣＤ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ６、 表 ３。
３􀆰 ５　 蒲金口服液对 ＰＶＬ 仔鼠脑组织 ＨＥＳ⁃１、 ＨＥＳ⁃５、 ＴＬＲ４
ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与正常组比较， 模型组仔鼠脑组织

ＨＥＳ⁃１、 ＨＥＳ⁃５、 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型

图 ６ 　 各组仔鼠脑白质 Ｊａｇｇｅｄ⁃１、 ＮＩＣＤ、
ＲＢＰ⁃Ｊκ蛋白条带图

组比较， 各给药组脑组织 ＨＥＳ⁃１、 ＨＥＳ⁃５、 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ４。
４　 讨论

脑白质损伤是早产儿最常见的脑损伤形式， 脑室旁白

质软化是早产儿群体中最具代表性的脑损伤， 早产儿脑白

质的少突胶质细胞 （ＯＬｓ） 对缺血、 感染具有高度的易损

性； 内毒素、 细胞因子过度增加可直接导致血管内皮细胞
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　 　 　 　 　表 ３　 各组仔鼠脑白质 Ｊａｇｇｅｄ⁃１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ、 ＮＩＣＤ 蛋白表达

比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ｊａｇｇｅｄ⁃１ ＲＢＰ⁃Ｊκ ＮＩＣＤ

正常组 ０􀆰 ２１６±０􀆰 ０９６ ０􀆰 ３１９±０􀆰 １２０ ０􀆰 ２６１±０􀆰 ０４７
模型组 ０􀆰 ７４３±０􀆰 １８２＃ ０􀆰 ９３６±０􀆰 １２４＃ ０􀆰 ８９１±０􀆰 １０２＃

ＤＡＰＴ 组 ０􀆰 ３２１±０􀆰 １０１∗ ０􀆰 ３５８±０􀆰 １１６∗ ０􀆰 ３７６±０􀆰 ０９８∗

蒲金口服液组 ０􀆰 ４６６±０􀆰 １３６∗ ０􀆰 ４０４±０􀆰 １４２∗ ０􀆰 ５２５±０􀆰 １０５∗

蒲金口服液＋ＤＡＰＴ 组 ０􀆰 ３１４±０􀆰 １３３∗ ０􀆰 ２０２±０􀆰 １００∗ ０􀆰 ２８１±０􀆰 １０１∗

　 　 注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ４　 各组仔鼠脑白质 ＨＥＳ⁃１、 ＨＥＳ⁃５、 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达

比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ｈｅｓ⁃１ Ｈｅｓ⁃５ ＴＬＲ４

正常组 ０􀆰 ９５５±０􀆰 ２２０ ０􀆰 ９３８±０􀆰 ２１０ １􀆰 １７１±０􀆰 ３８６
模型组 １􀆰 ７３９±０􀆰 ３０８＃ １􀆰 ５７４±０􀆰 １８０＃ １􀆰 ８０３±０􀆰 １４９＃

ＤＡＰＴ 组 １􀆰 ４０９±０􀆰 ３２５∗ １􀆰 １８８±０􀆰 ２０１∗ １􀆰 ２６２±０􀆰 １７０∗

蒲金口服液组 １􀆰 ３４２±０􀆰 ４４４∗ １􀆰 １１６±０􀆰 ２３１∗ １􀆰 ３２４±０􀆰 ２２０∗

蒲金口服液＋ＤＡＰＴ 组 ０􀆰 ９４７±０􀆰 １０８∗ １􀆰 ０７４±０􀆰 ２２０∗ １􀆰 １３９±０􀆰 ２３７∗

　 　 注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

受累或诱导细胞凋亡［９］ 。 宫内感染 ／炎性反应正是通过激活

胶质细胞和释放细胞因子致 ＯＬｓ 及其前体死亡。
ＬＰＳ 可与 ＣＤ１４＋结合活化 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ （ＴＬＲ４） ［１０⁃１１］ ，

引起促炎细胞因子合成增加， 细胞外 Ｃａ２＋快速进入未成熟

的少突胶质细胞， 对少突胶质前体细胞 （ＯＰＣｓ） 产生毒性

作用。 Ｎｏｔｃｈ 信号通路通过核内重组信号结合蛋白 （ＲＢＰ⁃
Ｊ） 作用于 ＴＬＲ４， 放大由 ＴＬＲ４ 引起的 Ｍ１ 型巨噬细胞活化

的关键分子表达［１２］ 。 研究表明， ＯＰＣｓ 与表达 Ｊａｇｇｅｄ１ 的神

经元细胞共培养时不能分化成为成髓鞘 ＯＬｓ［１３］ 。
Ｎｏｔｃｈ 信号通路配体 Ｊａｇｇｅｄ 可以激活抑制性 ｂＨＬＨ 转录

因子 Ｈｅｓ⁃１ 和 Ｈｅｓ⁃５ 的表达， 抑制 ＯＰＣｓ 的成熟。 当胞内

Ｎｏｔｃｈ 通路未激活时， ＲＢＰ⁃Ｊ 与 Ｈｅｓ⁃１、 Ｈｅｓ⁃５ 基因启动子结

合， 通过 共 抑 制 因 子 抑 制 Ｈｅｓ⁃１、 Ｈｅｓ⁃５ 表 达。 Ｄｅｌｔａ、
Ｊａｇｇｅｄ 激活 Ｎｏｔｃｈ 膜蛋白后， ＮＩＣＤ 从膜上解离转入核内与

ＲＢＰ⁃Ｊ 结合， 形成转录促进复合体， 促进 Ｈｅｓ⁃１、 Ｈｅｓ⁃５ 表

达［１４］ 。 研究发现， Ｈｅｓ⁃５ 与 Ｎｏｔｃｈ 通路分子表达发生于相同

时间， 表明 Ｈｅｓ⁃５ 表达的启动依赖于 Ｎｏｔｃｈ 通路［１５］ 。 Ｈｅｓ⁃５
基因敲除小鼠 ＣＮＳ 中髓磷脂基因表达增加， 说明 Ｈｅｓ⁃５ 作

为 Ｎｏｔｃｈ 信号的下游效应分子能够阻止 ＯＰＣｓ 早熟［１６］ 。
本实验发现， 蒲金口服液可下调早产 ＰＶＬ 仔鼠脑组织

中 Ｊａｇｇｅｄ⁃１、 ＮＩＣＤ、 Ｈｅｓ⁃１、 Ｈｅｓ⁃５ 表达， 并同时下调炎性

信号通路因子 ＴＬＲ４ 表达， 促进 ＯＬｓ 分化与成熟， 提示蒲金

口服液对 Ｎｏｔｃｈ 信号通路有着一定的调控作用。
ＮＧ２ 胶质细胞广泛分布于中枢神经系统白质和灰质，

主要功能是分化为少突胶质细胞， 使轴突再髓鞘化。 Ｚｈａｎｇ
等［１７］发现 ＮＧ２ 胶质细胞通过 ＴＧＦ⁃β２ ／ ＴＧＦＢＲ２ 通路抑制

ＬＰＳ 引起的小胶质细胞过度激活， 因而具有抑制炎症的功

能。 ＤＹＮＣ１Ｈ１ 定位于染色体 １４ｑ３２， 编码细胞质动力蛋白

（Ｄｙｎｅｉｎ） 的重链部分［１８］ 。 Ｄｙｎｅｉｎ 是轴索内唯一能进行逆

行性运输的动力蛋白， 负责将轴浆内神经营养因子等从轴

突末端运输到神经元胞体。 Ｙａｎｇ、 Ｈｅｒｂｅｒｔ 等［１９⁃２０］ 研究证明

髓鞘化需要 Ｄｙｎｅｉｎ， ＤＹＮＣ１Ｈ１ 缺陷可导致髓鞘形成缺乏。

综上所述， 蒲金口服液能够上调早产 ＰＶＬ 仔鼠脑组织

中 ＤＹＮＣ１Ｈ１ 的表达， 并增加 ＮＧ２ 胶质细胞数量， 提示蒲

金口服液减少炎性细胞因子释放可能与提高中枢神经系统

中 ＮＧ２ 胶质细胞数量有关。 前期实验证实蒲金口服液能够

恢复 ＰＶＬ 仔鼠髓鞘厚度， 考虑与上调 ＤＹＮＣ１Ｈ１ 表达， 进

而促进 ＭＢＰ 转运并形成髓鞘包裹轴突有关。
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摘要： 目的　 观察尿感方对尿道致病性大肠杆菌 （ＵＰＥＣ） 毒力因子 ＦｉｍＨ 的作用和 ＵＰＥＣ 侵袭力的影响， 并探讨其

作用机制。 方法　 ＵＰＥＣ 分别经含空白尿液、 尿感方含药尿液的培养基和空白培养基预处理后， 观察 ＵＰＥＣ 毒力因子

ＦｉｍＨ 表达的情况， 并通过 ＵＰＥＣ 感染细胞模型， 评价其侵袭力， 同时采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ＥＬＩＳＡ、 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测整

合素 α３ （ ｉｎｔｅｇｒｉｎ α３）、 ｉｎｔｅｇｒｉｎ β１、 ｐ⁃ＦＡＫ、 ｐ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃αＰＡＫ 蛋白表达， Ｒｃ１、 Ｃｄｃ４２ 活性和三磷酸肌醇

（ＩＰ３） 水平， ｉｎｔｅｇｒｉｎ α３、 ｉｎｔｅｇｒｉｎ β１ 和细胞骨架蛋白 ［纽蛋白 （ｖｉｎｃｕｌｉｎ）、 踝蛋白 （ ｔａｌｉｎ）、 桩蛋白 （ｐａｘｉｌｌｉｎ）、 Ｆ⁃肌
动蛋白 （Ｆ⁃ａｃｔｉｎ）、 α⁃辅助肌动蛋白 （α⁃ａｃｔｉｎｉｎ） ］ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 大鼠空白尿液和健康人空白尿液对 ＵＰＥＣ ＦｉｍＨ
ｍＲＮＡ 表达和 ＵＰＥＣ 入侵率无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 对 ｉｎｔｅｇｒｉｎ α３、 ｉｎｔｅｇｒｉｎ β１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达， ｐ⁃ＦＡＫ、 ｐ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃αＰＡＫ 蛋白表达， Ｒｃ１、 Ｃｄｃ４２ 活性， ＩＰ３ 水平， 细胞骨架蛋白 ｍＲＮＡ 表达均无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 大鼠含

药尿液和健康人含药尿液降低了 ＦｉｍＨ ｍＲＮＡ 表达， ＵＰＥＣ 入侵率， ｉｎｔｅｇｒｉｎ α３、 ｉｎｔｅｇｒｉｎ β１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达， ｐ⁃
ＦＡＫ、 ｐ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃αＰＡＫ 蛋白表达， Ｒｃ１、 Ｃｄｃ４２ 活性， ＩＰ３ 水平， 细胞骨架蛋白 ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 尿感方能影响 ＵＰＥＣ ＦｉｍＨ 表达， 减弱 ＵＰＥＣ 侵袭力， 其作用机制与 ＦｉｍＨ ／ ｉｎｔｅｇｒｉｎ α３、 β１ ／ ＦＡＫ 信号传

导通路有关。
关键词： 尿感方； 尿道致病性大肠杆菌； ＦｉｍＨ； 整合素 α３ （ ｉｎｔｅｇｒｉｎ α３）； 整合素 β１ （ ｉｎｔｅｇｒｉｎ β１）； 粘附斑激酶

（ＦＡＫ）； 细胞骨架蛋白
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　 　 反复发作是防治尿路感染面临的难点［１］ ， 其最常见的

致病菌是尿道致病性大肠杆菌 （ＵＰＥＣ）。 ＵＰＥＣ 侵入宿主

细胞后， 在胞内繁殖所形成的细胞内菌落群是尿路感染再

燃或复发的主要病灶源［２⁃３］ 。 尿路感染是细菌与宿主相互作

用的病理过程， ＵＰＥＣ 通过影响宿主细胞自身的信号传导

来实现对其的侵入［２⁃３］ 。 ＵＰＥＣ 的毒力因子 ＦｉｍＨ 是其进入

膀胱上皮细胞 （ＢＥＣｓ） 的关键， 缺少 ＦｉｍＨ 的 ＵＰＥＣ 不能

侵入 ＢＥＣｓ［２⁃５］ 。 ＵＰＥＣ 通过 ＦｉｍＨ 与宿主细胞的整合素

（ｉｎｔｅｇｒｉｎ） α３、 β１ 结合， 激活粘附斑激酶 （ＦＡＫ） 引发宿

主细胞信号级联反应， 导致局部细胞骨架重排， ＵＰＥＣ 由

此进入宿主细胞内［５⁃９］

尿感方 （授权专利号 ＺＬ２００９１０２０１８４５􀆰 ６） 具有抗菌、
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