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蛇床子素介导 Ｔｏｌｌ样受体４／核因子κＢ
通路调控肾癌小鼠免疫系统抑制肿瘤
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［摘要］　目的　探究蛇床子素介导Ｔｏｌｌ样受体４／核因子κＢ（ＴＬＲ４／ＮＦκＢ）通路调控肾癌小
鼠免疫系统抑制肿瘤细胞增殖和迁移的机制。方法　通过皮下注射人肾癌细胞系７８６０的方法构
建肾癌小鼠模型。将４５只模型小鼠随机分为模型组、蛇床子素组和蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组，每组
１５只。蛇床子素组小鼠灌胃蛇床子素（１００ｍｇ／ｋｇ），蛇床子素 ＋ＡＸＯ１０２组小鼠灌胃蛇床子素
（１００ｍｇ／ｋｇ）＋ＡＸＯ１０２（５０ｎｇ／ｋｇ），模型组小鼠给予相同体积的生理盐水灌胃，均连续２０天。比较
３组小鼠肿瘤体积及质量。采用免疫组化染色检测３组小鼠 Ｋｉ６７蛋白表达水平、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测蛋白相对表达水平、流式细胞术检测Ｔ细胞亚群水平、ＲＴｑＰＣＲ检测肿瘤组织中ＴＬＲ４和ＮＦκＢ
ｍＲＮＡ相对表达水平并进行比较。结果　蛇床子素组和蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组的肿瘤体积、质量、
Ｋｉ６７、基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２、ＭＭＰ９、ＴＬＲ４和ＮＦκＢｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著低于模型组，
且蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组显著低于蛇床子素组（Ｐ＜０．０５）。蛇床子素组和蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组
的ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞表达水平、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水平比值均显著高于模型组，且蛇床子
素＋ＡＸＯ１０２组显著高于蛇床子素组（Ｐ＜０．０５）。结论　蛇床子素可能通过调控ＴＬＲ４／ＮＦκＢ抑
制肾癌细胞的生长和迁移，并提高免疫力。

［关键词］　肾癌；　蛇床子素；　Ｔｏｌｌ样受体４／核因子κＢ通路；　免疫；　Ｔ淋巴细胞
［中图分类号］　Ｒ２７３；Ｒ２２８　　　　［文献标识码］　Ａ

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆｏｓｔｈｏｌｅｍｅｄｉａｔｅｄＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４／ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ ｐａｔｈｗａｙｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｒｅｎａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｍｉｃｅ　　
ＷａｎｇＣｈｅｎ，ＺａｎｇＣｈｕｎｇｕａｎｇ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｐｈｒｏｌｏｇｙ，ＷｕｈａｎＲｅｄＣｒｏｓｓＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｗｕｈａｎ４３００００，Ｃｈｉｎａ

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｏｓｔｈｏｌｅｍｅｄｉａｔｅｄＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４／ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒκＢ（ＴＬＲ４／ＮＦκＢ）ｐａｔｈｗａｙｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｔｕｍｏｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｒｅｎａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｍｉｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｏｆｒｅｎａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙ
ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｒｅｎａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅ７８６０．Ｆｏｒｔｙｆｉｖｅｍｏｄｅｌｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙ
ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｏｓｔｈｏｌｅｇｒｏｕｐａｎｄｏｓｔｈｏｌｅ＋ＡＸＯ１０２ｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈ１５ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｏｓｔｈｏｌｅ
ｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｗｉｔｈｏｓｔｈｏｌｅ（１００ｍｇ／ｋｇ），ｏｓｔｈｏｌｅ＋ＡＸＯ１０２ｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙ
ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｗｉｔｈｏｓｔｈｏｌｅ（１００ｍｇ／ｋｇ）＋ＡＸＯ１０２（５０ｎｇ／ｋｇ），ａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙ
ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｖｏｌｕｍｅｏｆｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｆｏｒｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ２０ｄａｙｓ．Ｔｈｅｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅａｎｄｑｕａｌｉｔｙ
ｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄ．ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＫｉ６７ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ，ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏ
ｄｅｔｅｃｔＴｃｅｌｌｓｕｂｓｅｔｓ，ＲＴｑＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＬＲ４ａｎｄＮＦκＢｉｎ
ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ，ｍａｓｓ，ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫｉ６７，ＭＭＰ２，ＭＭＰ９，ＴＬＲ４ａｎｄＮＦκＢｉｎｏｓｔｈｏｌｅｇｒｏｕｐａｎｄｏｓｔｈｏｌｅ＋ＡＸＯ１０２ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｏｓｔｈｏｌｅ＋ＡＸＯ１０２ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ
ｔｈａｎｔｈａｔｉｎｏｓｔｈｏｌｅ＋ＡＸＯ１０２ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣＤ４＋ Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｎｄｔｈｅ
ｒａｔｉｏｏｆＣＤ４＋／ＣＤ８＋ＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｏｓｔｈｏｌｅｇｒｏｕｐａｎｄＯＳｔｈｏｌｅ＋ＡＸＯ１０２ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｏｓｔｈｏｌｅ＋ＡＸＯ１０２ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ
ｔｈａｔｉｎｏｓｔｈｏｌｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｏｓｔｈｏｌｅｍａｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｎａｌ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＴＬＲ４／ＮＦκＢ，ａｎｄａｌｌｅｖｉａｔｅａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｉｍｍｕｎｉｔｙ．

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｒｅｎａｌｃａｎｃｅｒ；　Ｏｓｔｈｏｌｅ；　Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４／ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢｐａｔｈｗａｙ；　Ｉｍｍｕｎｉｔｙ；
Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ

·６１１· 临床内科杂志２０２２年２月第３９卷第２期　ＪＣｌｉｎＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２２，Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ．２



　　肾癌是最严重的恶性肿瘤之一，转移性肾癌治疗
难度大，是导致治疗失败和死亡的重要因素，且肾癌的

发病率和死亡率具有上升趋势［１］。研究显示免疫抑

制在肿瘤的发生和进展中起重要作用，临床表现为

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水平比值的降低，使肿瘤
细胞躲避机体免疫系统的监控［２］。蛇床子素（Ｏｓｔｈｏｌｅ，
７甲氧基８异戊氧基香豆素）是在蛇床子中提取的活
性单体，有研究表明蛇床子素对多种类型的恶性肿瘤具

有抑制作用，如乳腺癌、胆囊癌等，但其对肾癌的影响仍

不清楚。近来有研究结果显示，蛇床子素可以调节机体

免疫功能［３］。Ｔｏｌｌ样受体４／核因子κＢ（ＴＬＲ４／ＮＦκＢ）
信号通路不但参与肾癌细胞的增殖和转移，也参与机

体的免疫水平调控［４］。本研究主要分析蛇床子素介

导ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路调控肾癌小鼠免疫系统抑制
肿瘤细胞增殖和迁移的作用。

材料与方法

１．材料：人肾癌细胞 ７８６０（ＡＴＣＣ公司，美国），
ＤＭＥＭ培养基血清和抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国），
ＢＡＬＢ／Ｃ裸鼠（上海斯莱克实验动物中心，中国），蛇床
子素（Ｓｉｇｍａ公司，美国），ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路抑制
剂ＡＸＯ１０２（Ｓｅｌｌｅｃｋ公司，中国），ＲＮＡｓｐｉｎＭｉｎｉ（ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，美国），ＢｅｓｔａｒｑＰＣＲＲＴ和 ＢｅｓｔａｒＴＭｑＰＣＲ试
剂盒（ＤＢＩＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，德国），ＢＣＡ试剂盒（武汉
博斯特生物技术有限公司，中国），一抗和山羊抗免疫

球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）二抗（１∶１０００稀释，＃ａｂ６７２１；Ａｂｃａｍ公
司，美国），ＰＶＤＦ膜（ＢｉｏＲａｄ公司，美国），ＥＣＬ显色试
剂盒（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，美国）。显微镜（ＣａｒｌＺｅｉｓｓ
公司，德国），流式细胞仪及小鼠ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋Ｔ淋巴
细胞表型抗体试剂（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司，美国）。
２．方法
（１）分组和建模：通过皮下注射的方式构建肾癌裸

鼠模型，将 ＤＭＥＭ培养基中处于对数生长期的７８６０
细胞重新配置成浓度为１×１０７个／ｍｌ的细胞溶液，所
有小鼠在左侧前肢皮下注射细胞溶液０．２ｍｌ，在建模
后第７天时可触摸到有瘤体生成提示建模成功。随机
选择４５只建模成功的小鼠，再随机分为模型组、蛇床
子素组和蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组，每组１５只。在建模
后第８天，蛇床子素组和蛇床子素 ＋ＡＸＯ１０２组小鼠
均使用蛇床子素灌胃，剂量为１００ｍｇ／ｋｇ［５］，每日１次。
蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组小鼠使用蛇床子素灌胃的基础
上再使用ＡＸＯ１０２灌胃，剂量为５０ｎｇ／ｋｇ，每２日１次。
模型组给予相同体积的生理盐水灌胃。在建模后第

２８天，处死小鼠取出肿瘤组织。
（２）检测指标和方法
①肿瘤生长情况：每天观察小鼠肿瘤生长情况，在

第２８天统计肿瘤体积，用游标卡尺测量皮下肿瘤体积
并使用下式计算：体积＝［（长度×宽度）／２］３×０．５２３６。
取出肿瘤组织后称取肿瘤质量。

②免疫组化染色检测 Ｋｉ６７蛋白表达水平：制作
肾组织或肿瘤组织切片。将切片放在涂有０．１％聚 Ｌ
赖氨酸的载玻片上，用二甲苯脱蜡，用梯度醇（１００％
至７０％）逐渐水合，并用磷酸盐缓冲液洗涤。随后，柠
檬酸钠缓冲液（ｐＨ＝６．０）处理组织切片进行热诱导修
复。室温下，将玻片用３０％的过氧化氢溶液处理１０ｍｉｎ
以封闭内源性过氧化物酶。用磷酸盐缓冲液冲洗后，

在室温下用５％牛血清白蛋白封闭玻片１０ｍｉｎ，然后
将它们与ａｎｔｉＫｉ６７（１∶１００稀释）抗体在４℃孵育过
夜。用磷酸盐缓冲液洗涤后，将每张玻片与特定的生

物素化二抗在３７℃孵育６０ｍｉｎ。然后与３，３二胺联
苯胺和苏木精进行复染。显微镜下观察，通过半定量

法分析并计算染色强度以表示 Ｋｉ６７蛋白表达水平。
染色强度＝染色评分（０～３分）×染色范围（０～４分）。
染色评分标准：未染色为０分；弱染色为１分；中度染
色为２分；强染色为３分。染色范围标准：阳性细胞率
≤５％为０分；６％ ～２５％为１分；２６％ ～５０％为２分；
５１％～７５％为３分；＞７５％为４分。

③蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测蛋白表
达水平：将肿瘤组织研磨后收集总蛋白并通过ＢＣＡ试
剂盒检测浓度。应用ＳＤＳＰＡＧＥ（１１０Ｖ，１００ｍｉｎ）分离
３０μｇ总蛋白。分离后将蛋白质转移到ＰＶＤＦ膜上，并
在膜上添加１∶５００稀释的 ａｎｔｉＭＭＰ２和 ａｎｔｉＭＭＰ９抗
体并孵育过夜。然后在室温下加入 １∶５０００稀释的
ＨＲＰ标记的二抗，４℃下孵育２ｈ。通过ＥＣＬ检测蛋白
印迹带，ＧＡＰＤＨ作为内参。通过检测灰度分析 ＭＭＰ２
和ＭＭＰ９蛋白、ＴＬＲ４和ＮＦκＢ蛋白的表达水平。

④流式细胞术检测 Ｔ细胞亚群水平：通过眼眶取
血法收集小鼠外周血。将外周血经过密度梯度离心后

抽吸淋巴细胞层，获得单个淋巴细胞悬浮液。细胞采

用２０μｌ预冷的１×ＢＤＭｏｕｓｅ缓冲液在暗室、４℃条件
下固定３０ｍｉｎ，然后洗涤固定剂并收集细胞。细胞中
加入２００μｌ通透缓冲液，并将细胞在３７℃下避光孵育
３０ｍｉｎ。洗涤后将细胞与２０μｌ小鼠ＣＤ４＋和ＣＤ８＋Ｔ淋
巴细胞表型抗体试剂或对照抗体在室温下孵育３０ｍｉｎ。
然后将抗体洗掉，将细胞重悬并通过流式细胞仪进行

检测小鼠外周血中 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水
平，并计算ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水平比值。

⑤ＲＴｑＰＣＲ检测肿瘤组织中 ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ
ｍＲＮＡ相对表达水平：肾组织或肿瘤组织中总 ＲＮＡ通
过ＴＲＩｚｏｌ获得，通过ｍｉＳｃｒｉｐｔ试剂盒合成互补ＤＮＡ（条
件７℃ ６０ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ，４０个循环），利用 ＭｉＳｃｒｉｐｔ
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒检测互补ＤＮＡ（条件９５℃１０ｓ，
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５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个循环）。使用ＡｇｉｌｅｎｔＳｔｒａｔａｇｅｎｅ
Ｍｘ３０００Ｐ序列检测系统进行 ＲＴｑＰＣＲ分析。Ｕ６用作
ｍｉＲ３３ａ的内源参照，通过２－ΔΔＣｑ分析 ＲＮＡ的相对表
达水平。

３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计分
析。符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，３组间比
较采用单因素方差分析，两两比较采用 ＳＮＫｑ检验。
以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

１．３组小鼠肿瘤体积和质量比较：建模后第２８天
３组小鼠肿瘤体积和质量比较差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。蛇床子素组和蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组小鼠
的肿瘤体积和质量均显著低于模型组，且蛇床子素 ＋
ＡＸＯ１０２组显著低于蛇床子素组（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　３组小鼠肿瘤体积和质量比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

组别 体积（ｍｍ３） 质量（ｇ）

模型组 ３０５．４６±２４．９５ ０．３４±０．０４
蛇床子素组 ２２９．３７±２１．２６ａ ０．２６±０．０３ａ

蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组 １６１．５６±１９．２０ａｂ ０．１９±０．０２ａｂ

Ｆ值 ３８．１５９ ３０．８１５
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与模型组比较，ａＰ＜０．０５；与蛇床子素组比较，ｂＰ＜０．０５

　　２．３组小鼠Ｋｉ６７蛋白表达水平比较：模型组小鼠
Ｋｉ６７蛋白表达水平为８．９２±０．９５，蛇床子素组为４．７４
±０．５１，蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组为２．０６±０．２５，３组小
鼠Ｋｉ６７蛋白表达水平比较差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．００１）。蛇床子素组和蛇床子素 ＋ＡＸＯ１０２组小鼠
Ｋｉ６７蛋白表达水平均显著低于模型组，且蛇床子素＋
ＡＸＯ１０２组显著低于蛇床子素组（Ｐ＜０．０５）。见图１。
　　３．３组小鼠 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白表达水平比较：
３组小鼠ＭＭＰ２和ＭＭＰ９蛋白相对水平比较差异均有
统计学意义（Ｐ＜０．０５），蛇床子素组和蛇床子素 ＋
ＡＸＯ１０２组小鼠 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白表达水平均显
著低于模型组（Ｐ＜０．０５），蛇床子素 ＋ＡＸＯ１０２组著
低于蛇床子素组（Ｐ＜０．０５）。见图２和表２。

注：Ａ：模型组；Ｂ：蛇床子素组；Ｃ：蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组小鼠ＭＭＰ２和ＭＭＰ９蛋白表达水平

表２　３组小鼠ＭＭＰ２和ＭＭＰ９蛋白表达水平比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

组别 ＭＭＰ２ ＭＭＰ９

模型组 ３．７４±０．３２ ３．０６±０．２７
蛇床子素组 １．６２±０．１１ａ １．３７±０．１０ａ

蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组 ０．８２±０．０７ａｂ ０．６４±０．０５ａｂ

Ｆ值 ６１．１７８ ５８．７２１
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与模型组比较，ａＰ＜０．０５；与蛇床子素组比较，ｂＰ＜０．０５

　　４．３组小鼠 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水平及
ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水平比值比较：３组小鼠
ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞表达水平和 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞
表达水平比值比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
蛇床子素组和蛇床子素 ＋ＡＸＯ１０２组的 ＣＤ４＋Ｔ淋巴
细胞表达水平和 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水平比
值均显著高于模型组，且蛇床子素 ＋ＡＸＯ１０２组显著
高于蛇床子素组（Ｐ＜０．０５）。见表３。

表３　３组小鼠ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水平
及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水平比值

（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

组别
ＣＤ４＋

Ｔ淋巴细胞（％）
ＣＤ８＋

Ｔ淋巴细胞（％）
ＣＤ４＋／ＣＤ８
Ｔ淋巴细胞＋

模型组 １７．６５±１．１８ １８．１０±１．０７ ０．９８±０．０７
蛇床子素组 ２３．３７±１．３４ａ １８．７６±１．２５ １．２４±０．１１ａ

蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组 ２８．８５±１．２９ａｂ １８．９５±１．３１ １．５２±０．１４ａｂ

Ｆ值 ３１．８１２ ０．４８６ ３４．１３７
Ｐ值 ＜０．００１ ０．３９１ ＜０．００１
　　注：与模型组比较，ａＰ＜０．０５；与蛇床子素组比较，ｂＰ＜０．０５

注：Ａ：模型组；Ｂ：蛇床子素组；Ｃ：蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组

图１　免疫组化染色检测３组小鼠Ｋｉ６７蛋白表达水平［亲和素生物素过氧化物酶复合物（ＡＢＣ）法染色，×２００］
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　　５．３组小鼠ＴＬＲ４和ＮＦκＢｍＲＮＡ相对表达水平比
较：３组小鼠ＴＬＲ４和ＮＦκＢｍＲＮＡ相对表达水平比较
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。蛇床子素组的ＴＬＲ４
和ＮＦκＢｍＲＮＡ相对表达水平显著低于模型组，蛇床
子素＋ＡＸＯ１０２组ＴＬＲ４和ＮＦκＢｍＲＮＡ相对表达水
平显著低于模型组和蛇床子素组（Ｐ＜０．０５）。见表４。

表４　３组小鼠ＴＬＲ４和ＮＦκＢｍＲＮＡ相对表达水平比较
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

组别 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ ＮＦκＢｍＲＮＡ

模型组 ２．７５±０．２５ ３．５４±０．３２
蛇床子素组 １．９４±０．１７ａ ２．２７±０．２０ａ

蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组 １．１２±０．１０ａｂ １．２０±０．１１ａｂ

Ｆ值 ４２．６５０ ５４．７３１
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与模型组比较，ａＰ＜０．０５；与蛇床子素组比较，ｂＰ＜０．０５

　　６．３组小鼠ＴＬＲ４和ＮＦκＢ蛋白表达水平比较：３组
小鼠ＴＬＲ４和ＮＦκＢ蛋白表达水平比较差异均有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。蛇床子素组ＴＬＲ４和ＮＦκＢ蛋白表
达水平显著低于模型组（Ｐ＜０．０５），蛇床子素 ＋ＡＸＯ
１０２组ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ蛋白表达水平显著低于模型组
和蛇床子素组（Ｐ＜０．０５）。见表５。

表５　３组小鼠ＴＬＲ４和ＮＦκＢ蛋白表达水平比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

组别 ＴＬＲ４蛋白 ＮＦκＢ蛋白

模型组 ２．１５±０．１９ ２．８７±０．２４
蛇床子素组 １．５４±０．１４ａ １．６９±０．４１ａ

蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组 ０．８２±０．０７ａｂ ０．８８±０．０７ａｂ

Ｆ值 ４５．４５７ ５７．３０２
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与模型组比较，ａＰ＜０．０５；与蛇床子素组比较，ｂＰ＜０．０５

讨　　论

肾癌已成为世界上常见的恶性肿瘤，调查显示

２０１７年中国有４８２１０例新病例和１７１６８例死亡病例，
分别占全球病例的１２．２７％和１２．３９％［６］。肾癌主要

指肾细胞癌，其比例为９０％ ～９５％。近年来，肾癌的
发病率逐年增加，与１０年前相比上升了２％ ～３％［７］。

然而目前尚无治疗肾癌的特效方法。

近年来，治疗肾癌的植物源性药物在全世界引起

了越来越多的关注，其具有安全性、有效性和不良反应

小等特点。蛇床子素是一种从草本植物蛇床中提取的

天然香豆素，已证明其具有多种功能，包括抗炎、抗骨

质疏松、降血糖、抗血栓形成和肝保护［８］。近年来研

究发现其具有抗肿瘤作用，如蛇床子素可通过抑制

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路水平降低胃癌细胞的增殖能力［９］。在

宫颈癌中，蛇床子素可通过抑制 ＡＴＭ／ＮＦκＢ通路来
促进细胞凋亡，并提高宫颈癌细胞的放射敏感性［１０］。

蛇床子素也可通过与内质网线粒体轴相互作用并促
进卵巢癌细胞的凋亡［１１］。本研究采用动物实验分析

蛇床子素对肾癌的影响，通过皮下注射的方式构建荷

瘤裸鼠模型，通过蛇床子素灌胃干预，结果显示蛇床子

素灌胃不但可以抑制肿瘤体积和质量的增长，还可以

降低组织中增殖蛋白（Ｋｉ６７）和迁移相关蛋白
（ＭＭＰ２、ＭＭＰ９）的表达水平。这提示蛇床子素可以显
著抑制肾癌细胞的增殖和转移，可能成为治疗肾癌的

新方法，但是其调控机制仍需要进一步研究。

ＴＬＲ４是先天免疫反应中的重要蛋白质，在许多重
要的肿瘤细胞和免疫细胞中都有表达，也与中药的抗

肿瘤功能有关［１２］。ＴＬＲ４可介导下游膜复合物的结合
并促进 ＴＡＫ１磷酸化并从膜中释放，活化的 ＴＡＫ１导
致ＮＦκＢ活化［１３］。ＮＦκＢ分子被释放并转移到细胞
核中，并与靶基因结合以促进炎症因子的表达，轻微的

炎症是肿瘤细胞增殖和转移所必需的，ＴＬＲ４／ＮＦκＢ
通路也是引起肿瘤转移的关键通路之一［１４］。本研究

结果显示蛇床子素可显著抑制肾癌肿瘤组织中 ＴＬＲ４
和ＮＦκＢｍＲＮＡ和蛋白的表达水平。为进一步验证蛇
床子素的抗肾癌作用与ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路有关，本研究
还通过ＡＸＯ１０２来抑制 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路，结果显示
其可进一步促进蛇床子素对增殖和迁移的抑制作用。

张宇等［１５］研究发现蛇床子素可通过抑制ＴＬＲ４／ＮＦκＢ
通路缓解颈动脉内膜增生。也有研究发现蛇床子素通

过下调脑外伤中的 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路减轻炎症［１６］。

这提示蛇床子素通过抑制ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路来抑制肾
癌细胞的增殖和转移。

蛇床子素也具有关键的免疫调控作用，而免疫抑

制也是影响肿瘤增殖和转移的重要因素。相关研究显

示在肾细胞癌患者中 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞表达水平降低
而ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水平升高，且ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ淋
巴细胞表达水平比值与手术的预后相关［１７］。本研究

结果显示蛇床子素组小鼠 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞表达水平
和ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水平比值均显著高于
模型组，并且蛇床子素＋ＡＸＯ１０２组的ＣＤ４＋Ｔ淋巴细
胞表达水平和 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水平比值
均显著高于蛇床子素组。Ｚｈａｎｇ等［１８］的研究发现，蛇

床子素可显著提高 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水平
比值，并认为蛇床子素可以增强肝癌荷瘤小鼠中 Ｔ细
胞介导的抗肿瘤免疫反应。Ｙａｏ等［１９］的研究也显示

蛇床子素可通过抑制ＮＦκＢ／内皮生长因子（ＶＥＧＦ）信
号传导途径，蛇床子素是潜在的血管生成抑制剂和免

疫系统增强剂，可能是治疗恶性肿瘤的的先导化合物。

以上研究结果均提示蛇床子素抗肾癌的作用也与提高

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水平比值、增强机体免疫
功能缓解免疫抑制有关。
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综上所述，在肾癌裸鼠模型中，蛇床子素不但可通过抑

制 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路抑制增殖和迁移，还可以提高
ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表达水平比值，缓解免疫抑制
状态。但本研究未纳入对照组，不能更直接体现蛇床

子素的作用效果，关于蛇床子素在肾癌中的作用和调

控Ｔ淋巴细胞的分子机制仍需要进一步的研究。
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［关键词］　多器官功能障碍综合征；　白蛋白校正的阴离子间隙；　碱剩余变化值；　乳酸
清除率；　预后
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　　内环境中酸碱失衡、电解质紊乱是急危重症患者病情进展
的重要因素，如强离子间隙（ＳＩＧ）、阴离子间隙（ＡＧ）等是反映
机体酸碱代谢情况的常见指标。ＡＧ、碱剩余（ＢＥ）的计算受未
测定阴离子浓度的影响（如危重患者中蛋白含量和磷酸盐水平

的变化），因此引入血浆白蛋白（Ａｌｂ）校正的 ＡＧ（ＡＣＡＧ）和 ＢＥ
变化值（ΔＢＥ）的检测对于某些低蛋白血症患者更具有临床价
值。对于多器官功能障碍综合征（ＭＯＤＳ）患者，尤其是老年
ＭＯＤＳ患者，常伴有基础疾病引起的代谢性酸中毒或呼吸性碱
中毒，传统方法很难全面评估机体的酸碱平衡紊乱。本文旨在

探讨综合检测ＡＣＡＧ、ΔＢＥ水平、乳酸清除率对ＭＯＤＳ患者预后
的预测价值及与疾病严重程度评分的相关性。现报道如下。

对象与方法

１．对象：纳入２０１８年１月～２０１９年１２月于我院重症监护
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