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人参皂苷 Ｒｂ１对缺氧／复氧诱导的人肺血管
内皮细胞损伤的作用及机制研究
Ｒｅｓｅａｒｃｈｏｎｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ａｇａｉｎｓｔｈｙｐｏｘｉａ／
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项基金资助项目；北京大学第一医院
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项目

作者简介：李虹（１９７５－），女，副主任医师，主要
从事老年医学方面的工作和研究

通信作者：付志方，副主任医师

ＭＰ：１５０１０６７３９１３
Ｅ－ｍａｉｌ：ｆｕｚｈｉｆａｎｇ＠１２６ｃｏｍ

李　虹，李欣怡，刘钟桧，
欧阳雨晴，付志方，焦红梅

（北京大学第一医院老年病内科，北京，１０００３４）

ＬＩＨｏｎｇ，ＬＩＸｉｎ－ｙｉ，
ＬＩＵＺｈｏｎｇ－ｈｕｉ，
ＯＵＹＡＮＧＹｕ－ｑｉｎｇ，
ＦＵＺｈｉ－ｆａｎｇ，ＪＩＡＯＨｏｎｇ－ｍｅｉ

（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｅｒｉａｔｒｉｃｓ， Ｐｅｋｉｎｇ
ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＦｉｒｓｔＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００３４，
Ｃｈｉｎａ）

摘要：目的　观察人参皂苷 Ｒｂ１对缺氧／复氧（Ｈ／Ｒ）诱导的人肺血管内皮细胞
（ＨＰＥＣｓ）损伤的作用及其潜在机制。方法　将ＨＰＥＣｓ随机分为对照组（正常培
养）、模型组（予３ｈ缺氧处理后再进行７ｈ复氧）和实验组（Ｈ／Ｒ处理前１ｈ分别
加入０１、１０、１００和１０００μｍｏｌ·Ｌ－１的人参皂苷Ｒｂ１），用细胞计数试剂盒－８
（ＣＣＫ－８）检测法评估各组的细胞活力，用酶联免疫吸附实验法（ＥＬＩＳＡ）检测白
细胞介素－１β（ＩＬ－１β）、ＩＬ－６、肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－α）等炎症因子含量，
及线粒体呼吸链复合体Ⅰ与三磷酸腺苷（ＡＴＰ）合酶活性和 ＡＴＰ含量；用蛋白质
印迹法检测葡萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）和 Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白（ＣＨＯＰ）等内质网
应激标志蛋白、紧密连接蛋白１（ＺＯ－１）、血管内皮钙黏蛋白（ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）、
ＡＴＰ合酶Ｆ１亚基δ（ＡＴＰ５Ｄ）的蛋白相对表达水平。结果　对照组、模型组、实
验组（０１、１０、１００和 １０００μｍｏｌ·Ｌ－１）的细胞活性分别为 １０７±００４，
０６１±００６，０６８±００７，０８０±００６，０９６±００８和０９５±００９，其中１０μｍｏｌ·Ｌ－１浓
度的保护效果最佳，后续实验均用此浓度。对照组、模型组、实验组的炎症因子

ＩＬ－１β水平分别为（１３６２５±３６１），（２００１２±８５６）和（１４９５０±９２０）ｎｇ·Ｌ－１，
ＩＬ－６水平分别为（４９５±０２６），（８９６±０６０）和（６２３±０３４）ｎｇ·Ｌ－１，
ＴＮＦ－α水平分别为（３２８６６±１９１４），（４６１５４±２６３９）和（３９１７７±１７２２）ｎｇ·Ｌ－１；
内质网应激通路标志蛋白 ＧＲＰ７８蛋白相对表达水平分别为 ０８４±０１５，
１４５±０１３和 ０８２±０１５，ＣＨＯＰ蛋白相对表达水平分别为 ０６６±０１１，
１２０±０４１和０７６±０１４，连接蛋白ＺＯ－１相对表达水平分别为０８１±０１１，
０２５±００７和０８４±０１３，ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表达水平分别为０７５±０１２，
０３２±００９和 ０７３±０１４，ＡＴＰ５Ｄ蛋白相对表达水平分别为０８８±０１６，
０２６±００８和０８３±０１７，线粒体呼吸链复合体Ⅰ活性分别为 ２１２±０２６，
１４０±０１７和１８２±０１５，ＡＴＰ合酶活性分别为 ２１４±０２５，１３２±０１７和
１８１±０１８，细胞内 ＡＴＰ含量分别为（８６３２±８５０），（５２２１±５６２）和
（９１１２±６１０）ｕｍｏｌ·ｕｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ，模型组的上述指标与对照组相比，实验组与
模型组相比，在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结论　人参皂苷
Ｒｂ１可能通过改善线粒体功能、增加细胞内 ＡＴＰ含量，减轻 Ｈ／Ｒ诱导的 ＨＰＥＣｓ
损伤、炎症反应和内质网应激，最终恢复细胞正常功能。

关键词：人参皂苷Ｒｂ１；人肺血管内皮细胞损伤；内质网应激；线粒体功能；三磷
酸腺苷含量
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中图分类号：Ｒ２８５５　　　文献标志码：Ａ
文章编号：１００１－６８２１（２０２６）０８－１１５１－０６

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｏｎ
ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ（Ｈ／Ｒ）－ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｊｕｒｙｉｎｈｕｍａｎｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＰＥＣｓ）ａｎｄｉｔｓｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍＭｅｔｈｏｄｓ　
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　　　ＨＰＥＣｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅ），ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏ３ｈｏｆｈｙｐｏｘｉａｆｏｌｌｏｗｅｄ
ｂｙ７ｈｏｆｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ），ａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０１μｍｏｌ·Ｌ－１，１０μｍｏｌ·Ｌ－１，１００μｍｏｌ·Ｌ－１

ａｎｄ１０００μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｆｏｒ１ｈｐｒｉｏｒｔｏＨ／Ｒ）ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅＣＣＫ－８ａｓｓａｙＴｈｅ
ｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β（ＩＬ－１β），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６（ＩＬ－６），ａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α
（ＴＮＦ－α）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）Ｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ
（ＡＴＰ）ｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｃｈａｉｎｃｏｍｐｌｅｘⅠ （ｃｏｍｐｌｅｘⅠ）ａｎｄＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８（ＧＲＰ７８），Ｃ／ＥＢＰ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ（ＣＨＯＰ），ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ－１（ＺＯ－１），ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃａｄｈｅｒｉｎ（ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）ａｎｄＡＴＰ
ｓｙｎｔｈａｓｅＦ１ｓｕｂｕｎｉｔｄｅｌｔａ（ＡＴＰ５Ｄ）ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（０１，１０，１００ａｎｄ１０００μｍｏｌ·Ｌ－１）ｗｅｒｅ１０７±００４，０６１±００６，
０６８±００７，０８０±００６，０９６±００８ａｎｄ０９５±００９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｍｏｎｇｗｈｉｃｈ１００μｍｏｌ·Ｌ－１ｓｈｏｗｅｄｔｈｅ
ｏｐｔｉｍａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔａｎｄｔｈｉｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓｔｈｅｒｅｆｏｒｅｕｓｅｄｆｏｒｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆ
ＩＬ－１βｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（１３６２５±３６１），（２００１２±８５６）ａｎｄ
（１４９５０±９２０）ｎｇ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ－６ｗｅｒｅ（４９５±０２６），（８９６±０６０）ａｎｄ
（６２３±０３４）ｎｇ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦ－αｗｅｒｅ（３２８６６±１９１４），（４６１５４±２６３９）ａｎｄ
（３９１７７±１７２２）ｎｇ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧＲＰ７８ｗｅｒｅ０８４±０１５，１４５±０１３
ａｎｄ０８２±０１５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＨＯＰｗｅｒｅ０６６±０１１，１２０±０４１ａｎｄ
０７６±０１４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＺＯ－１ｗｅｒｅ０８１±０１１，０２５±００７ａｎｄ０８４±０１３，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎｗｅｒｅ０７５±０１２，０３２±００９ａｎｄ０７３±０１４，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡＴＰ５Ｄｗｅｒｅ０８８±０１６，０２６±００８ａｎｄ０８３±０１７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；
ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｃｈａｉｎｃｏｍｐｌｅｘⅠ ｗｅｒｅ２１２±０２６，１４０±０１７ａｎｄ１８２±０１５，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅｗｅｒｅ２１４±０２５，１３２±０１７ａｎｄ１８１±０１８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＡＴＰｗｅｒｅ（８６３２±８５０），（５２２１±５６２）ａｎｄ（９１１２±６１０）μｍｏｌ·ｕｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅ
ｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｍａｙａｌｌｅｖｉａｔｅＨ／Ｒ－
ｉｎｄｕｃｅｄＨＰＥＣｓｉｎｊｕｒｙ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ，ａｎｄｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｂｙｉｍｐｒｏｖｉｎｇｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＡＴＰｃｏｎｔｅｎｔ，ｔｈｅｒｅｂｙｒｅｓｔｏｒｉｎｇｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１；ｈｕｍａｎｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙ；ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ；ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｏｎｔｅｎｔ

　　肺移植是治疗终末期肺部疾病的有效手段，但肺
缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）会增
加移植物排斥反应和慢性移植物功能障碍的发生风

险，严重威胁受者的生存预后［１］。肺 ＩＲＩ以血管内皮
功能障碍、毛细血管渗漏和炎症反应为主要特征，常

伴随肺血管阻力升高和气道顺应性下降［２］，其发病机

制复杂，活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）过量、炎
症反应失控、细胞凋亡异常激活以及内质网应激过度

等，均参与其中［３－４］。线粒体在 ＩＲＩ的发病机制中处
于核心地位［５－６］，其功能障碍主要表现为呼吸链复合

体活性降低、三磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＡＴＰ）合成减少，这些变化会进一步加重 ＩＲＩ。人参皂
苷Ｒｂ１是人参的主要活性成分之一，具有抗氧化、抗
炎和抗凋亡等药理活性。研究表明，人参皂苷Ｒｂ１可

减轻大鼠肠缺血再灌注诱导的肺损伤［７］，并通过过氧

化物酶体增殖物激活受体 γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ－
ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）通路修复脑、肺和肠道屏
障损伤［８］，但其在肺 ＩＲＩ中的作用仍不清楚。本研究
通过缺氧／复氧（ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，Ｈ／Ｒ）处理诱
导人肺血管内皮细胞（ｈｕｍａｎｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＨＰＥＣｓ）损伤，从细胞和分子水平探讨人参皂苷
Ｒｂ１对ＨＰＥＣｓ的保护作用。

材料与方法

１　材料
细胞　ＨＰＥＣｓ，购自美国卡尔斯巴德公司。
药品与试剂　人参皂苷 Ｒｂ１，规格：每瓶５ｍｇ，纯
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度：９９７５％，批号：ＨＹ－Ｎ００３９，美国 ＭＣＥ公司生产；
细胞计数试剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）溶
液，湖北武汉菲恩生物科技有限公司生产；白细胞介

素－１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β）、ＩＬ－６和肿瘤坏死
因子－α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）酶联免疫
吸附 测 定 （ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）试剂盒，均为北京博尔森生物科技有限公司生
产；三磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）含量
ＥＬＩＳＡ试剂盒，上海碧云天生物技术股份有限公司生
产；线粒体呼吸链复合体Ⅰ和ＡＴＰ合酶活性ＥＬＩＳＡ试
剂盒，均为美国Ａｎｄｙｇｅｎｅ公司生产；放射性免疫沉淀
测定分析（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解
液，北京普利莱基因技术有限公司生产；葡萄糖调节

蛋白 ７８（ｇｌｕｃｏｓｅ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＲＰ７８）、Ｃ／ＥＢＰ
同源蛋白（Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）、紧密连
接蛋白１（ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ－１，ＺＯ－１）、血管内皮钙黏
蛋白（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃａｄｈｅｒｉｎ，ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）、
ＡＴＰ合酶 Ｆ１亚基 δ（ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅＦ１ｓｕｂｕｎｉｔｄｅｌｔａ，
ＡＴＰ５Ｄ）抗体，均为美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司生产；二喹啉
甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄａｓｓａｙ，ＢＣＡ）蛋白检测试剂盒、
十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍ
ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ－ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）蛋白上样缓冲液（５×），均为上海碧云
天公司生物技术股份有限公司生产。

仪器　ＶａｒｉｏｓｋａｎＬＵＸ酶标仪，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司
产品；ＦｏｒｍａＳｔｅｒｉ－Ｃｙｃｌｅｉ１６０ＣＯ２培养箱，美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；ＰｏｗｅｒＰａｃＨＣ高电流电泳仪电源，
美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品；ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析软
件，美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养、分组与处理方法［２］

ＨＰＥＣｓ培养于含１０％胎牛血清和双抗溶液的杜
氏改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ
Ｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）中，置于３７℃、５％ ＣＯ２的恒温培养
箱内培养，将细胞接种于明胶包被的培养板或

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，培养至细胞融合成单层，随机分为对
照组、模型组和实验组。对照组细胞全程置于常氧环

境（５％ ＣＯ２、２１％ Ｏ２）中培养；模型组将细胞置于无
血清低糖（１０００ｍｇ·Ｌ－１）ＤＭＥＭ中，在缺氧环境
（５％ ＣＯ２、１％ Ｏ２）下培养 ３ｈ，随后转移至正常培养
基中，在常氧环境（５％ ＣＯ２、２１％ Ｏ２）下复氧 ７ｈ；实
验组分别将０１、１０、１００和１０００μｍｏｌ·Ｌ－１的人参
皂苷 Ｒｂ１于Ｈ／Ｒ处理前 １ｈ加入培养基中。检测各
组的细胞活力后，后续实验组均给予最佳保护浓度的

人参皂苷 Ｒｂ１。
２２　细胞活力检测

将ＨＰＥＣｓ接种于明胶包被的９６孔板中，分为６
组，对照组，模型组，实验组 （０１、１０、１００和
１０００μｍｏｌ·Ｌ－１）。另设空白组（不含细胞、仅包含
培养基）。每孔加入 ＣＣＫ－８溶液，置于 ３７℃培养箱
孵育１ｈ，使用酶标仪在４５０ｎｍ波长处检测吸光度值。
细胞活力（％）＝（实验组 ＯＤ值 －空白 ＯＤ值）／（对
照组ＯＤ值－空白ＯＤ值）×１００％。
２３　ＥＬＩＳＡ法检测ＩＬ－１β、ＩＬ－６和ＴＮＦ－α含量

将ＨＰＥＣｓ接种于明胶包被的６孔板中。复氧结
束后，收 集 细 胞 上 清 液，在 ４ ℃ 条 件 下 以
１３５００ｒ·ｍｉｎ－１转速离心２５ｍｉｎ。采用 ＲＩＰＡ裂解液
提取细胞总蛋白，４℃、１３５００ｒ·ｍｉｎ－１条件下离心
２０ｍｉｎ，取上清液即为总蛋白样品。使用 ＥＬＩＳＡ试剂
盒，严格按照试剂盒说明书操作，检测细胞内ＩＬ－１β、
ＩＬ－６和 ＴＮＦ－α的含量。
２４　ＥＬＩＳＡ法检测 ＡＴＰ含量及线粒体呼吸链复合
体Ⅰ和ＡＴＰ合酶活性

将ＨＰＥＣｓ接种于明胶包被的 ６孔板中。收集细
胞后，反复吹打制成细胞悬液。采用ＥＬＩＳＡ试剂盒检
测ＡＴＰ含量以及线粒体呼吸链复合体Ⅰ和 ＡＴＰ合酶
的活性。操作步骤如下：将样品匀浆后离心，调整蛋

白浓度至５５０ｍｇ·ｍＬ－１；经去垢剂提取后，检测ＡＴＰ
含量的样品在１３０００ｒ·ｍｉｎ－１条件下离心２０分钟，检
测线粒体呼吸链复合体Ⅰ的样品在１６０００ｒ·ｍｉｎ－１条件
下离心 ２０ｍｉｎ，检测 ＡＴＰ合酶的样品在 ２００００
ｒ·ｍｉｎ－１条件下离心２０ｍｉｎ；取上清液加入酶标板中，
孵育３ｈ；洗涤３次后加入检测液，在４５０ｎｍ波长处
检测吸光度值变化速率。酶活性以吸光度变化速率

（ΔＯＤ·ｍｉｎ－１）表示。
２５　蛋白质印迹法检测内质网应激标志物及连接蛋
白含量

将ＨＰＥＣｓ接种于明胶包被的６孔板中。处理结
束后，采用 ＲＩＰＡ裂解液提取细胞总蛋白，使用 ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。将蛋白样品与５×上
样缓冲液混合，经８％或１０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离后，转
移至聚偏氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜上。
将膜置于５％脱脂奶粉溶液中，室温封闭１ｈ；随后加
入一抗（ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＺＯ－１、ＡＴＰ５Ｄ
抗体，稀释比例 １∶１０００；内参ＧＡＰＤＨ抗体，稀释比例
１∶２０００），４℃孵育过夜。用含吐温 －２０的 Ｔｒｉｓ盐酸
缓冲液（ｔｒｉｓ－ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｗｉｔｈｔｗｅｅｎ２０，ＴＢＳＴ）洗涤
膜３次，每次１０ｍｉｎ；加入二抗，室温孵育１ｈ；再次洗
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涤３次后，采用化学发光法显影，使用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图
像分析软件对条带灰度值进行定量分析。

３　统计学处理
用Ｐｒｉｓｍ进行统计分析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示。

采用单因素方差分析（ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）结合
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ事后检验进行统计学分析。

结　　果

１　人参皂苷Ｒｂ１对Ｈ／Ｒ诱导的ＨＰＥＣｓ活力和炎症
反应的影响

采用ＣＣＫ－８法检测ＨＰＥＣｓ的活力。结果显示，
对照 组、模 型 组、实 验 组 （０１、１０、１００和
１０００μｍｏｌ·Ｌ－１）细胞 活 力 分 别 为 １０７±００４，
０６１±００６，０６８±００７，０８０±００６，０９６±００８和
０９５±００９，模型组与对照组相比，实验组与模型组
相比，在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５），
其中１０μｍｏｌ·Ｌ－１浓度的保护效果最佳，后续实验均
用此浓度。通过 ＥＬＩＳＡ法检测炎症因子 ＩＬ－１β、
ＩＬ－６和 ＴＮＦ－α的含量，与对照组相比，模型组
ＩＬ－１β、ＩＬ－６和 ＴＮＦ－α的含量均显著增加
（Ｐ＜００５）。与模型组相比，实验组的上述炎症因子
水平均明显下降（均Ｐ＜００５），见表１。

表１　各组人肺血管内皮细胞（ＨＰＥＣｓ）白细胞介素 －１β
（ＩＬ－１β）、ＩＬ－６、肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－α）的比较
（ｎｇ·Ｌ－１，珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β（ＩＬ－１β），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６
（ＩＬ－６）ａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α（ＴＮＦ－α）ｉｎｈｕｍａｎ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＰＥＣｓ）ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎｇ·Ｌ－１，珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＩＬ－１β ＩＬ－６ ＴＮＦ－α

Ｃｏｎｔｒｏｌ １３６２５±３６１ ４９５±０２６ ３２８６６±１９１４

Ｍｏｄｅｌ ２００１２±８５６ ８９６±０６０ ４６１５４±２６３９

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ１４９５０±９２０＃ ６２３±０３４＃ ３９１７７±１７２２＃

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｗｉｔｈｏｕｔａｎｙｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ３ｈｏｆ

ｈｙｐｏｘｉａｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙ７ｈｏｆｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｆｏｒ１ｈｐｒｉｏｒｔｏＨ／ＲＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ， Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５

２　人参皂苷 Ｒｂ１对Ｈ／Ｒ诱导的ＨＰＥＣｓ内质网应激
的抑制作用

ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ蛋白是反映内质网应激的标志
性蛋白。与对照组相比，模型组ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ的蛋
白相对表达水平均显著上调（Ｐ＜００５）；与模型组相

比，实验组两种蛋白的相对表达水平均显著下调（均

Ｐ＜００５），见图１Ⅰ和表２。
３　人参皂苷Ｒｂ１对 Ｈ／Ｒ诱导的ＨＰＥＣｓ连接蛋白降
解的保护作用

ＺＯ－１和ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ等细胞连接蛋白是一类
动态结构蛋白，其表达和功能变化与多种疾病密切相

关。与对照组相比，模型组 ＺＯ－１和 ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ
的蛋白相对表达水平均显著下调（Ｐ＜００５）；与模型
组比较，实验组２种蛋白的相对表达水平均显著上调
（均Ｐ＜００５），见图１Ⅱ和表３。
４　人参皂苷 Ｒｂ１对 Ｈ／Ｒ诱导的 ＨＰＥＣｓ线粒体功
能及ＡＴＰ含量的调控作用

与对照组相比，模型组的线粒体呼吸链复合体Ⅰ
和ＡＴＰ合酶活性均显著降低（Ｐ＜００５）；与模型组相
比，实验组２种酶的活性均显著提升（均 Ｐ＜００５），
见表４。对照组、模型组、实验组的 ＡＴＰ５Ｄ蛋白相对
表达水平分别为 ０８８±０１６，０２６±００８和
　　

图 １　蛋白质印迹法检测各组 ＨＰＥＣｓ内质网应激标志蛋白
（Ⅰ）和连接蛋白（Ⅱ）相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｏｆｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｍａｒｋｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ⅰ）ａｎｄ
ｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ⅱ）ｉｎＨＰＥＣｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ＧＲＰ７８：Ｇｌｕｃｏｓｅ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８；ＣＨＯＰ：Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏ

ｔｅｉｎ；ＺＯ－１：Ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ－１；ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ：Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃａｄｈｅｒｉｎ；Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

表２　人参皂苷 Ｒｂ１对缺氧／复氧（Ｈ／Ｒ）诱导的内质网应激相
关蛋白葡萄糖调节蛋白 ７８（ＧＲＰ７８）和 Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白
（ＣＨＯＰ）水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙ
ｇｅｎａｔｉｏｎ（Ｈ／Ｒ）－ｉｎｄｕｃｅｄｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｇｌｕｃｏｓｅ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８（ＧＲＰ７８）ａｎｄＣ／ＥＢＰ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ（ＣＨＯＰ）ｉｎＨＰＥＣｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＧＲＰ７８ ＣＨＯＰ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０８４±０１５ ０６６±０１１

Ｍｏｄｅｌ １４５±０１３ １２０±０４１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ０８２±０１５＃ ０７６±０１４＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５４）

０８３±０１７；细胞内 ＡＴＰ含量分别为（８６３２±８５０），
（５２２１±５６２）和（９１１２±６１０）ｕｍｏｌ·ｕｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ。
模型组与对照组相比，实验组与模型组相比，以上结

果在统计学上均有统计学差异（Ｐ＜００５）。

表３　人参皂苷 Ｒｂ１对 Ｈ／Ｒ诱导的紧密连接蛋白１（ＺＯ－１）
和血管内皮钙黏蛋白（ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ
－１（ＺＯ－１）ａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃａｄｈｅｒｉｎ（ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）
ｉｎＨＰＥＣｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＺＯ－１ ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０８１±０１１ ０７５±０１２
Ｍｏｄｅｌ ０２５±００７ ０３２±００９

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ０８４±０１３＃ ０７３±０１４＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５

表４　各组ＨＰＥＣｓ线粒体呼吸链复合体Ⅰ和ＡＴＰ合酶活性的
比较

Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｃｈａｉｎｃｏｍｐｌｅｘＩ（ＣｏｍｐｌｅｘＩ）ａｎｄａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＡＴＰ）
ｓｙｎｔｈａｓｅｉｎＨＰＥＣｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

Ｇｒｏｕｐ ＣｏｍｐｌｅｘＩ ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２１２±０２６ ２１４±０２５
Ｍｏｄｅｌ １４０±０１７ １３２±０１７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １８２±０１５＃ １８１±０１８＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５

讨　　论

体外Ｈ／Ｒ细胞模型是研究ＩＲＩ的理想工具，该模
型可模拟体内器官缺血再灌注的病理过程，同时排除

体内神经和体液因素的干扰，能够直接观察不同研究

因素对细胞形态、结构和生理功能的影响［２］。Ｈ／Ｒ过
程会激活核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａＢ，ＮＦ－
κＢ）通路，促使ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α等炎症因子大
量释放，进而引发全身性炎症反应［９］。ＡＴＰ具有抗炎
作用，细胞外ＡＴＰ可被胞外核苷三磷酸二磷酸水解酶
（ｅｃｔｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ １，
ＣＤ３９）／外切 ５′－核苷酸酶（ｅｃｔｏ－５′－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄａｓｅ，
ＣＤ７３）降解为腺苷，腺苷通过作用于腺苷 ２Ａ受体
（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ２Ａｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ａ２Ａ）抑制 ＮＦ－κＢ通路减轻
炎症反应［１０］。ＡＴＰ还可通过改善线粒体功能减少炎
症因子的过度分泌［１１］。ＡＴＰ是内质网应激信号通路
的能量基础。内质网应激激活的未折叠蛋白反应

（ｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）依赖于 ＡＴＰ的供应。

ＡＴＰ缺乏会降低内质网蛋白折叠效率，导致错误折叠
蛋白积累，从而进一步激活 ＵＰＲ［１２］。复氧过程中
ＲＯＳ爆发会直接损伤内质网结构，加重内质网应
激［１３］。目前，疾病中“内质网应激 －ＡＴＰ轴”的动态
平衡机制已成为研究热点，靶向未折叠蛋白反应通路或

ＡＴＰ代谢的药物，如４－苯基丁酸（４－ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，
４－ＰＢＡ）和牛磺熊去氧胆酸（ｔａｕｒｏｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ
ａｃｉｄ，ＴＵＤＣＡ），已进入临床试验阶段［１４］。人参皂苷

Ｒｂ１属于人参二醇型皂苷，是人参的主要活性成分之
一，具有抗炎、抗氧化、调节脂代谢紊乱、抗凋亡和恢

复自噬稳态的药理作用［１５－１８］。已有研究证实，人参

皂苷 Ｒｂ１可改善脓毒症诱导的小鼠急性肺损伤、
减轻小鼠脑缺血再灌注损伤［１９－２０］。本研究中，人

参皂苷 Ｒｂ１可以显著降低 ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α
以及内质网应激蛋白 ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ的表达水
平，考虑人参皂苷 Ｒｂ１可能通过 ＡＴＰ途径减轻炎
症反应和内质网应激。

ＡＴＰ可为细胞连接蛋白的动态调控提供能量，维
持屏障功能。在内皮细胞 Ｈ／Ｒ过程中，缺氧导致细
胞损伤，线粒体氧化磷酸化受抑制，ＡＴＰ生成减少，细
胞膜完整性破坏，引发细胞水肿和功能障碍［２１］。

ＺＯ－１蛋白和 ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白的功能同样依赖于
ＡＴＰ［２２］，若ＡＴＰ缺乏会导致其构象稳定性下降、磷酸
化异常，引起细胞间连接松弛、通透性增加［２３］。本研

究中，人参皂苷 Ｒｂ１可显著改善 Ｈ／Ｒ诱导的 ＺＯ－１
蛋白和 ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白水平下降，维持细胞间连接
功能。线粒体呼吸链复合体Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ可将质子泵入
线粒体内膜间隙，而ＡＴＰ合酶利用质子梯度驱动二磷
酸腺苷（ＡＤＰ）磷酸化生成ＡＴＰ，是能量转换的直接执
行者［２４］。ＡＴＰ５Ｄ是线粒体 ＡＴＰ合酶的关键亚基之
一，与 ＡＴＰ５Ａ１、ＡＴＰ５Ｂ等其他亚基协同作用，维持
Ｆ１／Ｆ０复合体的组装，参与ＡＴＰ的合成、水解、催化、组
装和信号调控，在 ＡＴＰ生成中发挥关键作用，直接调
控细胞能量代谢［２５］。本研究发现，Ｈ／Ｒ条件下，细胞
ＡＴＰ含量下降，同时伴随线粒体呼吸链复合体Ⅰ和
ＡＴＰ合酶活性降低、ＡＴＰ５Ｄ表达减少，而人参皂苷
Ｒｂ１干预可逆转上述所有变化，提示人参皂苷 Ｒｂ１增
加细胞ＡＴＰ含量的作用，可能是通过改善 Ｈ／Ｒ诱导
的线粒体功能障碍介导的。

本研究提示：人参皂苷Ｒｂ１可通过增强线粒体呼
吸链复合体Ⅰ和 ＡＴＰ合酶的活性、上调 ＡＴＰ５Ｄ的表
达，增加细胞内ＡＴＰ含量，进而减轻 Ｈ／Ｒ诱导的细胞
损伤、炎症反应和内质网应激，维持细胞间连接功能，

最终恢复细胞正常生理功能。本研究结果为人参皂
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苷Ｒｂ１作为肺 ＩＲＩ治疗药物的潜在应用提供了实验
依据，目前尚存在一定的局限性：未探究人参皂苷

Ｒｂ１调控 ＡＴＰ５Ｄ表达的上游通路、未检测细胞凋亡／
自噬指标；未开展动物体内实验，细胞实验结果与体

内真实病理生理环境仍存在一定差异。以上均有待

在未来研究中进一步完善。
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