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摘要：目的　探究７１７解毒合剂对蝮蛇咬伤大鼠局部组织中性粒细胞胞外陷阱（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）水平，以及
对富含半胱氨酸蛋白６１（ＣＹＲ６１／ＣＣＮ１）表达的影响。方法　将ＳＤ大鼠随机分为正常对照组、蝮蛇咬伤组及抗蝮蛇毒血清组
及７１７解毒合剂高、低剂量组。收集血清、大腿腓肠肌，采用苏木素伊红（ＨｅｍａｔｏｘｙｌｉｎＥｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）和马松（Ｍａｓｓｏｎ）染
色观察各组腓肠肌病理学变化，透射电镜观察腓肠肌超微结构，原位末端凋亡（ＴＵＮＥＬ）法检测各组大鼠腓肠肌细胞凋亡情
况，ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ荧光检测各组血清游离ＤＮＡ（ｃｆＤＮＡ）水平，酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检
测各组血清与腓肠肌中髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）的表达水平，免疫组化检测腓肠肌中性粒细胞弹性蛋白酶（ｎｅｕ
ｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅ，ＮＥ）的改变，免疫荧光法检测各组大鼠腓肠肌瓜氨酸化组蛋白 Ｈ３（ＣｉｔＨ３）水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与聚合酶链式反
应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）技术检测腓肠肌组织ＣＹＲ６１／ＣＣＮ１蛋白及其ｍＲＮＡ表达情况。结果　与正常组比较，模型
组出现显著的炎性浸润与出血反应，且胶原纤维化程度均升高；超微结构显示模型组大鼠腓肠肌细胞结构损伤严重，肌节呈

非对称性分布，肌原纤维丝断裂；并分布有大量凋亡细胞，血清 ｃｆＤＮＡ、ＭＰＯ含量显著上升（Ｐ＜００１），腓肠肌 ＭＰＯ及 ＣｉｔＨ３
蛋白表达均有升高（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），腓肠肌ＣＹＲ６１／ＣＣＮ１蛋白及其ｍＲＮＡ表达均有上调；７１７解毒合剂各给药组均能
显著改善大鼠局部炎性反应及出血症状，降低胶原纤维化程度，有效抑制蝮蛇咬伤大鼠腓肠肌细胞凋亡率，减少血清ｃｆＤＮＡ、
ＭＰＯ含量（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），７１７解毒合剂高剂量组抑制了腓肠肌 ＮＥ、ＭＰＯ的表达，７１７解毒合剂各给药组均能降低腓
肠肌ＣｉｔＨ３的表达（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），抑制了ＣＹＲ６１／ＣＣＮ１蛋白及其ｍＲＮＡ高表达。结论　蝮蛇毒诱导局部组织中性粒
细胞ＮＥＴｓ形成，ＣＹＲ６１／ＣＣＮ１地过表达，７１７解毒合剂改善了大鼠腓肠肌超微结构，抑制了细胞凋亡，并可能通过调控ＮＥＴｓ
ＣＹＲ６１／ＣＣＮ１信号通路改善蛇伤症状，ＮＥＴｓ信号分子及ＣＹＲ６１／ＣＣＮ１有望成为蝮蛇毒致局部组织损伤防治的新靶点。
关键词：７１７解毒合剂；蝮蛇咬伤；中性粒细胞胞外陷阱；细胞外基质；富含半胱氨酸蛋白６１；局部组织
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ｉｎａｌｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｏｆ７１７Ｊｉｅｄｕｄｅｃｏｃｔｉｏｎ（Ｐ＜００５ｏｒＰ＜００１），ａｎｄｔｈｅｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＹＲ６１／ＣＣＮ１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｔｓｍＲ
ＮＡｗａｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　ＴｈｅｖｅｎｏｍｏｆＡｇｋｉｓｔｒｏｄｏｎｈａｌｙｓｃａｎｉｎｄｕｃｅｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌＮＥＴｓｉｎｌｏｃａｌｔｉｓｓｕｅａｎｄｔｈｅ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＹＲ６１／ＣＣＮ１．Ｔｈｅ７１７Ｊｉｅｄｕｄｅｃｏｃｔｉｏｎｃｏｕｌｄｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓｍｕｓｃｌｅａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌａｐｏｐ
ｔｏｓｉｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙａｌｓｏｉｍｐｒｏｖｅｓｎｉｔｃｈｓｙｍｐｔｏｍｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅＮＥＴｓＣｙｒ６１／ＣＣＮ１ｐａｔｈｗａｙＴｈｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅｓｏｆＮＥＴｓａｎｄ
ＣＹＲ６１／ＣＣＮ１ａｒｅｅｘｐｅｃｔｅｄｔｏｂｅｎｅｗｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｌｏｃａｌｔｉｓｓｕｅｄａｍａｇｅｃａｕｓｅｄｂｙＡｇｋｉｓｔｒｏｄｏｎｈａｌｙｓｖｅｎｏｍ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ：７１７Ｊｉｅｄｕｄｅｃｏｃｔｉｏｎ；Ａｇｋｉｓｔｒｏｄｏｎｈａｌｙｓｂｉｔｅ；ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐ；ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ；ＣＹＲ６１／ＣＣＮ１；ｌｏｃａｌ
ｔｉｓｓｕｅ

　　毒蛇咬伤是一类严重危害人类健康的危重症。
据统计，毒蛇咬伤影响了世界热带和亚热带地区的

数百万人，全世界每年约有５００万人被蛇咬伤，其中
超过１０万人死亡，多达 ４０万人截肢和永久性缺
陷［１］。蝮蛇是我国主要蛇伤蛇种，蝮蛇咬伤占江西

省毒蛇咬伤的８８％以上［２］。其毒性程度高，如未获

得及时或有效医治，轻者致残，重者危及生命。随着

气温的逐年升高，蝮蛇咬伤事件发生率已呈上升趋

势，而我国基层地区以老弱幼为主，不少蛇伤患者预

后仍不理想。蝮蛇咬伤能引起出血、水肿、疼痛及肌

坏死等显著局部损伤效应。抗蛇毒血清能显著降低

了毒蛇咬伤的死亡率，但在治疗蛇咬伤引起的局部

病理效应方面是有限的［３４］。寻找蝮蛇咬伤局部组

织损伤有效治疗方法已成为临床急需。

近年来，在毒液诱导的组织损伤研究方面取得

了重大成果，包括所涉及的毒素筛选与鉴定，以及局

部组织对毒液应激反应等方面。但蛇毒诱导局部组

织损伤的确切机制尚不明确［５］。中性粒细胞是机

体最重要的炎性细胞，通过释放嵌入瓜氨酸化组蛋

白 Ｈ３（ｃｉｔｒｕｌｌｉｎａｔｅｄｈｉｓｔｏｎｅＨ３，ＣｉｔＨ３）、髓过氧化物
酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）和细胞外染色质等产生
类似于渔网的纤维结构，称为中性粒细胞胞外陷阱

（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）。现有研究证
实，中性粒细胞是第１个到达蛇伤组织的炎症细胞，
迅速募集并激活，产生包括趋化性、炎症介质合成、

活性氧以及ＮＥＴｓ形成等效应，ＮＥＴｓ在蛇毒诱导的
局部组织损伤发生与修复过程中起关键作用［６］。

本研究前期实验证实蝮蛇毒能引起炎症反应与

氧化应激显著的局部组织损伤，经验方７１７解毒合
剂能显著改善局部损伤症状，降低血清中透明质酸

（ＨＡ）、Ⅳ型胶原（ＣｏｌⅣ），层粘连蛋白（ＬＮ）等细胞
外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）成分含量，加快创
面愈合［７８］。ＥＣＭ是一种高度动态和复杂的网络结
构，几乎存在于所有组织中，是细胞赖以生存的微环

境，ＥＣＭ与细胞相互作用以调节多种功能，包括分
化、增殖和迁移。中性粒细胞是重要的免疫细胞，在

炎症期间协调一系列复杂事件中发挥关键作用。中

性粒细胞还可以通过提供特定的基质重塑酶（如中

性粒细胞弹性蛋白酶和金属蛋白酶）、产生 ＮＥＴｓ来
介导 ＥＣＭ重塑，ＥＣＭ也可以通过调节中性粒细胞
的功能来重塑炎症微环境，从而驱动疾病进展［９］。

富含半胱氨酸 ６１（ｃｙｓｔｅｉｎｅｒｉｃｈ６１，Ｃｙｒ６１／
ＣＣＮ１）是一种 ＥＣＭ相关蛋白，可发挥多种生理功
能，包括介导 ＥＣＭ的形成、细胞增殖、分化和黏附，
以及创面愈合、组织修复和血管形成等［１０１１］。

Ｃｙｒ６１／ＣＣＮ１是一种新型促炎因子，异常表达的
ＣＣＮ１与多种病理有关，包括各种急慢性炎症、组织
纤维化及肿瘤等，尤其涉及伤口愈合的稳态、炎症、

增殖和重塑各个阶段［１０，１２］。但其在毒蛇咬伤进展

中作用机制尚不清楚。本实验将以蝮蛇咬伤为研究

对象，围绕 ＮＥＴｓＣＹＲ６１／ＣＣＮ１信号通路，探讨７１７
解毒合剂抗蝮蛇咬伤局部组织损伤作用及其可能机

制，以期探寻治疗蛇伤局部损伤的新靶点，为中医药

治疗蛇伤提供理论依据。
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１　材料与方法
１１　动物

ＳＰＦ级ＳＤ大鼠４０只（体质量１８０～２２０ｇ），雌
雄各半（湖南斯莱克景达实验动物有限公司），许可

证号：ＳＣＸＫ（湘）２０１９０００４。饲养条件：温度 ２０～
２６℃，湿度：４０％～７０％。各１２ｈ明暗周期的饲养
室，普通饲料喂养，自由进食和饮水。

１２　药物、试剂与仪器
蝮蛇 毒 （福 建 龙 海 市 春 林 农 场，批 号：

２０１５０９２７）；７１７解 毒 合 剂 （院 内 制 剂，批 号：
０４０８４３，组方：金银花野菊花紫花地丁蒲公英黄
连黄柏半边莲七叶一枝花蝉蜕防风白芷生大
黄车前草 ＝３∶３∶３∶３∶２∶２∶３∶３∶２∶２∶２∶２∶３，广东
一方制药公司），按比例配制成１ｇ·ｍＬ－１悬液进
行灌胃，超声振荡 ３０ｍｉｎ，生药定容浓度为 １ｇ·
ｍＬ－１。所制颗粒各项指标均等符合２０２０年版《中
国药典》一部附录ⅠＣ颗粒剂项下要求。

Ｍａｓｓｏｎ染色液（货号：Ｇ１００６，武汉Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ公
司）；丽春红酸性品红染色液（货号：Ｒ２３０３９，上海源
叶生物公司）；苏木精伊红染色液（货号：Ｇ１１００）、
ＰｉｃｏＧｒｅｅｎｄｓＤＮＡ（货号：Ｐ９７４０）、ＴＵＮＥＬ试剂盒（货
号：Ｇ１５０１）（北京索莱宝公司）；髓过氧化物酶
（ＭＰＯ，货号：ＭＭ０３３７Ｒ１）、中性粒细胞弹性蛋白酶
（ＮｅｕｔｒｏｐｈｉｌＥｌａｓｔａｓｅ，ＮＥ）（货号：ＭＭ０３０６Ｒ１）（上
海酶联生物科技有限公司）；瓜氨酸化组蛋白 Ｈ３
（ＣｉｔＨ３）（货号：ａｂ５１０３）、βｔｕｂｕｌｉｎ一抗（货号：
ａｂ２１０５７）（英国Ａｂｃａｍ公司）；ＮｅｕｔｒｏｐｈｉｌＥｌａｓｔａｓｅ一
抗（货号：ＡＦ００１０，美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司）；ＣＹＲ６１（货
号：ＤＦ６２５０，武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）；山羊抗兔 ＩｇＧ
ｃｙ３（货号：ＡＳ００７，武汉 ＡＢｄｏｎａｌ公避开）；ＰＶＤＦ膜
（ＩＰＶＨ０００１０，美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；抗蝮蛇毒血清
（批号：２０２１０４０４，上海赛伦生物，每支 ６０００ｕ）；其
他均为国产分析纯。

病理切片机 （型号：ＲＭ２０１６，上海徕卡公司）；
分析天平（ＢＳ１１０Ｓ，北京赛多利斯公司）；脱水机
（Ｄｏｎａｔｅｌｌｏ，意大利ＤＩＡＰＡＴＨ公司）；包埋机（ＪＢＰ５，
武汉俊杰电子公司）；透射电子显微镜（ＨＴ７７００）、光
学显微镜（ＣＸ４３）、荧光显微镜（ＣＫＸ５３）（日本
ＯＬＹＭＰＵＳ公司）；多功能酶标仪（Ｓ／Ｎ５０２００００１１，瑞士
ＴＥＣＡＮ公司）；高速冷冻离心机（Ｂｉｏｆｕｇｅｓｔｒａｔｏｓ，德国
Ｈｅｒｅａｕｓ公司）；凝胶成像分析仪（ＷＤ９４１３）、蛋白垂
直电泳仪（ＤＹＹ６Ｃ）（北京六一生物科技有限公司）；
超高灵敏度化学发光成像系统（ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ
ＸＲＳ＋，上海伯乐生命医学），荧光定量 ＰＣＲ仪

（ＰＲＩＳＭ７７００，美国ＡＢＩ）。

２　方　法
２１　动物分组与给药

ＳＤ大鼠适应性喂养１周后，随机分成５组：正
常对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）；蝮蛇咬伤模型组（ｍｏｄｅｌ）；抗蝮
蛇毒血清组（ｓｅｒｕｍ）及７１７解毒合剂低（７１７ＪＤＬ）、
高剂量组（７１７ＪＤＨ），每组８只。除正常对照组以
外，其余各组均用蝮蛇毒制成蝮蛇咬伤动物模型。

７１７解毒合剂各组在造模前 ６ｄ给药生药量
１６５、３３ｇ·ｋｇ－１（分别为临床给药量的 ６与 １２
倍），每天灌胃给药１次，共６ｄ。ｃｏｎｔｒｏｌ组给予正常
饮食及灌胃等体积生理盐水。

ｓｅｒｕｍ组自注射蛇毒后 ２ｈ开始给药，将血清
（离心管中为１ｍＬ）用０９％氯化钠生理盐水稀释８
倍，获得８ｍＬ蛇毒血清稀释液，按每只０６ｍＬ尾静
脉注射。

２２　动物造模与取样［８］

蝮蛇毒在临用前以生理盐水作溶媒配制为

００５ｇ· ｍＬ－１的蝮蛇毒溶液，造模时大鼠按
０００２５ｍＬ·ｇ－１体质量进行肌肉注射。将大鼠左
后肢剪毛，再将蝮蛇毒溶液注射至大鼠左后肢腓肠

肌，注毒后棉签压迫进针口约１０ｓ，伤口匀涂碘伏消
毒。ｃｏｎｔｒｏｌ组注射等量生理盐水。

造模成功：大鼠未死亡，只限中毒症状，于注射

后５ｍｉｎ左右局部变为青色，行走不利，个别大鼠有
躁狂症状，注射后１ｈ左右局部变为暗紫色，肿硬，
甚则水肿水疱，行动迟缓。约４ｈ后大鼠毛发竖起，
无光泽，弓背，精神萎靡，活动明显减少。

各组在造模成功２４ｈ后取样，各组取样前均禁
食过夜，按照４０ｍｇ·ｋｇ－１体重腹腔内注射质量分数
３％戊巴比妥钠溶液麻醉后，经腹主动脉抽取空腹血
４ｍＬ，静置１ｈ后３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，获得血
清，处死后摘取各组腓肠肌，取少量置４％多聚甲醛进
行固定，其余腓肠肌经液氮速冻后－８０℃保存，备用。
２３　腓肠肌的病理学变化

取大鼠腓肠肌组织，置于４％多聚甲醛溶液中
固定４８ｈ后，常规石蜡包埋、切片，二甲苯脱蜡，乙
醇梯度水洗，常规苏木精伊红（ＨＥ）染色，树胶封
片。ＨＥ染色时，石蜡切片于二甲苯脱蜡，酒精梯度
水洗，苏木精染色，盐酸乙醇分化，伊红染色，用乙醇

脱水，二甲苯透明、树胶封片；马松 Ｍａｓｓｏｎ染色时，
常规脱水包埋，切片脱蜡，Ｗｅｉｇｅｒｔ铁苏木素，体积分
数１％盐酸乙醇分化，丽春红酸性品红染液染，磷钼
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酸溶液５ｍｉｎ，苯胺蓝复染，体积分数１％冰乙酸处
理，乙醇多次脱水，二甲苯透明，树胶封固。镜检。

２４　腓肠肌超微结构观察
取上述部分腓肠肌置于预冷的生理盐水中洗净

血污后，切取１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ，迅速投入电镜固
定液４℃固定２～４ｈ。磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）漂洗，
体积分数１％的锇酸０１ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ７４ＰＢＳ室温
固定２ｈ。ＰＢＳ漂洗，常规组织脱水、渗透、包埋、切
片，铀铅双染色，透射电镜观测。

２５　原位末端凋亡（Ｔｕｎｅｌ）法检测腓肠肌细胞凋亡
情况

选取视腓肠肌部位蜡块切片，烤片后脱蜡至水，

蛋白酶Ｋ修复，ＰＢＳ冲洗，ＴＵＮＥＬ反应液３７℃孵育
２２ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗后，切片稍甩干后在圈内滴加破膜
工作液覆盖组织，常温下孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗后室
温平衡，按片子数量和组织大小取ＴＵＮＥＬ试剂盒内
适量末端脱氧核糖核酸转移酶（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅ
ｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＴＤＴａｓｅ），ｄＵＴＰ，ｂｕｆｆｅｒ按 １∶５∶５０
比例混合，加到圈内覆盖组织，切片平放于湿盒内，

３７℃恒温箱孵育２ｈ，湿盒内加少量水保持湿度，去
除ＰＢＳ后在圈内滴加４′，６联脒２苯基吲哚（４′，６
ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染液，避光室温孵
育１０ｍｉｎ，用抗荧光淬灭封片剂封片。荧光显微镜
下观察，波长３３０～３８０ｎｍ。
２６　ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ荧光检测各组血清ｃｆＤＮＡ水平

采用Ｐｉｃｏｇｒｅｅｎ试剂盒测定，用已知浓度的小牛
胸腺嘧啶ＤＮＡ（ＴＥ缓冲液配置）作为标准品工作液。
取稀释１０倍后的血清５０μＬ加入黑色９６孔微孔板，
加入５０μＬ经２００倍稀释的Ｐｉｃｏｇｒｅｅｎ染料工作溶液，
室温孵育１０ｍｉｎ后，以ＴＥ缓冲液为空白，激发波长
４８８ｎｍ，发射波长５２０ｎｍ，测定样品和ｃｏｎｔｒｏｌ组的荧
光值。依据标准品曲线计算血清样品ｃｆＤＮＡ浓度。
２７　酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测血清与腓肠肌
中ＭＰＯ的变化

将各组腓肠肌组织按照质量（ｇ）∶体积（ｍＬ）＝
１∶９加入生理盐水进行组织匀浆，１００００ｒ·ｍｉｎ－１

离心８ｍｉｎ，获得上清，ＥＬＩＳＡ法检测血清以及腓肠
肌ＭＰＯ含量，严格按照说明书步骤进行。
２８　免疫组化检测腓肠肌中性粒细胞弹性蛋白酶
（ＮＥ）的改变

将大鼠腓肠肌组织石蜡切片予以常规脱蜡脱水

后，将切片放入切片架中，加入柠檬酸抗原修复缓冲

液（ｐＨ６０），加热煮沸进行高压抗原修复后自然冷
却，弃去抗原修复液，将切片用 ＰＢＳ（ｐＨ７４）淋洗；

加入体积分数３％双氧水去除内源性过氧化物酶，
室温孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ充分淋洗。ＰＢＳ浸洗玻片３
次，每次５ｍｉｎ，吸水纸吸干组织周围的ＰＢＳ，在玻片
上滴加５％ＢＳＡ，３７℃封闭３０ｍｉｎ。用吸水纸吸掉
组织周围的封闭液，每张玻片滴加足够量的稀释好

的一抗：ＮｅｕｔｒｏｐｈｉｌＥｌａｓｔａｓｅ（１∶１００）；４℃孵育过夜，
结合山羊抗兔（１∶１００），经 ＤＡＢ显色、封片，镜下观
察阳性表达情况。

２９　免疫荧光法检测各组大鼠腓肠肌ＣｉｔＨ３水平
将大鼠腓肠肌组织石蜡切片予以常规脱蜡脱水

后，将切片放入切片架中，加入柠檬酸抗原修复缓冲

液（ｐＨ６０），加热煮沸进行高压抗原修复后自然冷
却，弃去抗原修复液，将切片用 ＰＢＳ淋洗，体积分数
０５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温通透２０ｍｉｎ。ＰＢＳ浸洗玻片３
次，每次５ｍｉｎ，吸水纸吸干组织周围的ＰＢＳ，在玻片
上滴加质量分数５％ＢＳＡ，３７℃封闭３０ｍｉｎ。用吸水
纸吸掉组织周围的封闭液，每张玻片滴加足够量的稀

释好的一抗：ＣｉｔＨ３（１∶２００）；４℃孵育过夜荧光二抗Ｃｙ３
（１∶２００），湿盒中在较暗处３７℃孵育４５ｍｉｎ。ＰＢＳ充分
淋洗，滴加ＤＡＰＩ避光孵育３ｍｉｎ，对标本进行染核，用
ＰＢＳ冲洗多余的ＤＡＰＩ，水冲洗，吹干、封片、镜检。
２１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测腓肠肌组织 Ｃｙｒ６１蛋白表
达情况

剪取少量腓肠肌加入用裂解液裂解，离心

１５ｍｉｎ，收集上清。用 ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度，
取５０μｇ蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，将分离的
蛋白电转移至ＰＶＤＦ膜上。封闭液室温封闭１ｈ，加
入一抗孵育（１∶１０００），４℃过夜。ＴＩＢＳ充分洗膜
后，加入二抗（１∶２０００）室温孵育１ｈ，洗膜后加入
ＥＣＬ发光液，显影、洗片、晾干。凝胶成像仪扫描，并
采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件对其进行光密度分析，以
βｔｕｂｕｌｉｎ作为内参，进行灰度分析，蛋白表达量用目
的蛋白／βｔｕｂｕｌｉｎ×１００％表示。
２１１　ＰＣＲ技术检测腓肠肌组织Ｃｙｒ６１ｍＲＮＡ表达
水平

采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取腓肠肌组织的 ＲＮＡ，利用
Ｐｒｉｍｅｒ５０软件合成引物，Ｃｙｒ６１上游引物５′ＡＣＴ
ＴＣＡＴＧＧＴＣＣＣＡＧＴＧＣＧＣ３′，下游引物 ５′ＡＡＡＴＣ
ＣＧＧＧＴＴＴＣＴＴＴＣＡＣＡ３′；内参 ＧＡＰＤＨ基因上游引
物５′ＣＣＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡ３′，下游引物 ５′
ＡＴＧＡＣＣＴＴＧＣＣＣＡＣＡＧＣＣＴ３′。加入目的基因引物
后，用试剂盒扩增ＰＣＲ产物，质量分数２％琼脂糖凝
胶进行电泳，采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行灰度值分
析。用 ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｏｆｔＷａｒｅｖｅｒｓｉｏｎ软件检
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测样本循环阈值（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，Ｃｔ）值，经 ２－△△Ｃｔ

计算基因相对表达量。

２１２　统计学处理
应用ＳＰＳＳ２５０软件进行统计学分析，定量结

果采用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两组之间定量数
值比较采用独立样本 ｔ检验，比较采用单因素方差
分析。检验水准α＝００５，Ｐ＜００５表示差异显著。

３　结果与分析
３１　各组大鼠腓肠肌病理学变化

ＨＥ染色结果显示，ｃｏｎｔｒｏｌ组腓肠肌组织结构完
整，肌细胞排列整齐，细胞间隙小，无炎症细胞浸润、

出血现象；ｍｏｄｅｌ组创面肌肉组织结构紊乱，肌细胞

变性坏死严重、细胞间隙变宽，炎症细胞浸润明显，

出血严重；ｓｅｒｕｍ组肌纤维损伤有所减轻，偶见正常
细胞，但胞浆质化，炎症细胞浸润明显；７１７ＪＤＬ组
细胞核聚集与炎性浸润减轻，正常细胞数增多；

７１７ＪＤＨ组腓肠肌结构较为完整，细胞间隙变小，炎
症细胞减少（图１）。

Ｍａｓｓｏｎ染色显示，胶原纤维为蓝色表达，肌纤
维、胞质、纤维素、角蛋白及红细胞为红色表达；经胶

原容积分数（ｃｏｌｌａｇｅｎｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ，ＣＶＦ）计算胶原
组织所占比例，与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，其余各组胶原纤维
化程度均升高（均有Ｐ＜００１）；各给药组与ｍｏｄｅｌ组
比较纤维化有显著下降（均有Ｐ＜００１），且７１７ＪＤＨ
组改善作用明显优于ｓｅｒｕｍ组，见图２。

绿色箭头－炎症细胞浸润；黑色箭头－出血。

Ｇｒｅｅｎａｒｒｏｗｓ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ；Ｂｌａｃｋａｒｒｏｗｓ－ｂｌｅｅｄｉｎｇ．

图１　各组大鼠腓肠肌组织苏木素伊红（ＨＥ）染色结果（×４００）
Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４００）

绿色箭头－胶原纤维；红色箭头－肌纤维、胞质、纤维素、角蛋白及红细胞；与正常对照组比较，１）Ｐ＜００１；与模型组比较，２）Ｐ＜００１。

Ｇｒｅｅｎａｒｒｏｗｓ－ｃｏｌｌａｇｅｎｆｉｂｅｒｓ；Ｒｅｄａｒｒｏｗｓ－ｈｅａｄｍｕｓｃｌｅｆｉｂｅｒｓ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍ，ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，ｋｅｒａｔｉｎ，ａｎｄｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓ；１）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００１，

ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图２　各组腓肠肌组织马松（Ｍａｓｓｏｎ）染色结果（×４００）．ｎ＝８，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　Ｍａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓｔｉｓｓｕｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．ｎ＝８，珋ｘ±ｓ

·５５１·
中国药学杂志２０２４年１月第５９卷第２期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊａｎｕａｒｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ２



３２　各组大鼠腓肠肌超微结构变化
超微结构显示，ｃｏｎｔｒｏｌ组大鼠腓肠肌细胞结构正

常，细胞质均匀，细胞器数量正常，肌纤维排列整齐，

粗细均一，肌节呈对称性分布，肌原纤维丝大多结构

致密。ｍｏｄｅｌ组腓肠肌细胞结构损伤相对严重，细胞
膜大面积破损、崩解，整体呈坏死征象，细胞质大面积

溶解，细胞器数量减少，大多肿胀、游离，纤维溶解、松

散，局部断裂，少量粗细不均，肌节呈非对称性分布，

肌原纤维丝断裂。ｓｅｒｕｍ组腓肠肌细胞呈明显水肿，

细胞器明显肿胀、变大，肌纤维局部断裂，大面积肌纤

维松散，细胞质稀疏，细胞器数量明显减少，肌原纤维

丝稀疏、溶解。７１７ＪＤＬ组肠肌细胞呈明显水肿，细胞
器明显肿胀、变大，肌纤维局部断裂，大面积融合变

粗，肌节呈对称性分布，肌原纤维丝大多结构致密，小

区域断裂。７１７ＪＤＬ组腓肠肌细胞呈轻度水肿，细胞
器轻度肿胀，少量变大，肌纤维结构致密，局部明显变

粗，细胞质稀疏，细胞器数量较多，局部基质变淡，部

分严重者呈灶性改变，膜内可见髓样结构（图３）。

图３　大鼠腓肠肌透射电镜观察超微结构变化（×７０００）
Ｆｉｇ３　ＵｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓｏｆｒａｔｓｂｙＴＥＭ（×７０００）

３３　各组大鼠腓肠肌细胞凋亡情况
ＴＵＮＥＬ检测结果显示，ｍｏｄｅｌ组分布有大量凋

亡细胞（棕黄色），其凋亡细胞数目明显高于 ｃｏｎｔｒｏｌ
组；各给药组均可见少量凋亡细胞，但 ７１７ＪＤＨ组
凋亡细胞少于 ｓｅｒｕｍ组与７１７ＪＤＬ组。提示７１７解
毒合剂有效抑制蝮蛇咬伤大鼠腓肠肌细胞凋亡率，

且呈剂量依赖关系，见图４。
３４　血清 ｃｆＤＮＡ与 ＭＰＯ水平、及腓肠肌 ＭＰＯ水
平的比较

与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，除７１７ＪＤＨ组外（Ｐ＞００５），
其余各组ｃｆＤＮＡ水平均显著升高（均有Ｐ＜００１）；
与ｍｏｄｅｌ组比较，各给药组 ｃｆＤＮＡ均有显著降低
（Ｐ＜００１），且７１７ＪＤＨ组ｃｆＤＮＡ水平稍低于ｓｅｒｕｍ
组（图５Ａ）。与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，蛇伤模型组血清与腓
肠肌ＭＰＯ含量均显著升高（均有Ｐ＜００１）；与ｍｏｄｅｌ
组比较，各给药组大鼠血清中 ＭＰＯ均有所降低

（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）（图５Ｂ），但 ｓｅｒｕｍ组腓肠肌
ＭＰＯ无显著差异（Ｐ＞００５），而７１７ＪＤＨ组腓肠肌
ＭＰＯ显著降低（Ｐ＜００５）（图５Ｃ）。
３５　腓肠肌ＮＥ水平比较

免疫组化结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，腓肠肌
ＮＥ显著升高，ｓｅｒｕｍ组与７１７ＪＤＬ组有统计学差异
（均有 Ｐ＜００１），而 ７１７ＪＤＨ 组无显著差异
（Ｐ＞００５）；与ｍｏｄｅｌ组比较，ｓｅｒｕｍ组与７１７ＪＤＬ组
差异无统计学意义（均有Ｐ＞００５），而７１７ＪＤＨ组腓
肠肌组织ＮＥ表达呈显著下降（Ｐ＜００１），见图６。
３６　腓肠肌组织ＣｉｔＨ３蛋白表达比较

免疫荧光结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｏｄｅｌ组
ＣｉｔＨ３蛋白表达显著升高（Ｐ＜００１），与 Ｍｏｄｅｌ组比
较，ｓｅｒｕｍ组无显著差异（Ｐ＞００５）；而 ７１７ＪＤＬ、
７１７ＪＤＨ组 ＣｉｔＨ３蛋白表达均显著降低（均有
Ｐ＜００１），见图７。
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图４　大鼠腓肠肌ＴＵＮＥＬ荧光细胞凋亡（×２００）
Ｆｉｇ４　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｒａｔｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓｂｙＴＵＮＥＬａｓｓａｙ（×２００）

Ａ－血清ｃｆＤＮＡ；Ｂ－血清ＭＰＯ；Ｃ－腓肠肌ＭＰＯ；与正常对照组比较，１）Ｐ＜００１；与模型组比较，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。

Ａ－ｃｆＤＮＡｉｎｓｅｒｕｍ；Ｂ－ＭＰＯｉｎｓｅｒｕｍ；Ｃ－ＭＰＯｉｎｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ；１）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图５　大鼠血清游离ＤＮＡ（ｃｆＤＮＡ）水平、髓过氧化物酶（ＭＰＯ）水平及腓肠肌ＭＰＯ水平ｎ＝８，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ｃｆＤＮＡａｎｄＭＰＯｌｅｖｅｌｓｉｎｓｅｒｕｍａｎｄＭＰＯｌｅｖｅｌｓｉｎｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓｏｆｒａｔｓｎ＝８，珋ｘ±ｓ

与正常对照组比较，１）Ｐ＜００１；与模型组比较，２）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图６　大鼠腓肠肌组织中性粒细胞弹性蛋白酶（ＮＥ）免疫组化染色结果（×４００）．ｎ＝８，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＮＥＩＨＣｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓ（×４００）．ｎ＝８，珋ｘ±ｓ

３７　腓肠肌ＣＹＲ６１蛋白及其ｍＲＮＡ表达比较
与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，其余各组腓肠肌中 ＣＹＲ６１

蛋白及其 ｍＲＮＡ过表达，差异有统计学意义

（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）；与 ｍｏｄｅｌ组比较，各给药
组均抑制了腓肠肌 ＣＹＲ６１蛋白及其 ｍＲＮＡ表达
水平，差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｐ ＜００５或
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Ｐ＜００１）。结果表明蝮蛇伤大鼠腓肠肌 ＣＹＲ６１
蛋白及其 ｍＲＮＡ上调，７１７解毒合剂能抑制蝮蛇

伤大鼠腓肠肌 ＣＹＲ６１蛋白及其 ｍＲＮＡ高表达。
见图８。

与正常对照组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与模型组比较，３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图７　大鼠腓肠肌组织ＮＥ免疫荧光染色结果（×４００）．ｎ＝８，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ７　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＮＥＩＦｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓ（×４００）．ｎ＝８，珋ｘ±ｓ

Ａ－免疫印迹图；Ｂ－ＣＹＲ６１蛋白相对表达量；Ｃ－ＣＹＲ６１ｍＲＮＡ相对表达量；与正常对照组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与模型组比较，３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１。

Ａ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ－ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＹＲ６１ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｃ－ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＹＲ６１ｍＲＮＡ；１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图８　大鼠腓肠肌ＣＹＲ６１蛋白及其ｍＲＮＡ表达．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ８　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＹＲ６１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｔｓｍＲＮＡｉｎｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓｏｆｒａｔｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

４　讨　论
毒蛇咬伤是一个全球性的公共卫生问题。毒蛇

咬伤局部病理效应包括出血、水肿、疼痛、肌坏死、皮

肤坏死以及继发性感染等，是致残或导致永久性后

遗症的主要原因，带来严重的病理生理、社会和心理

后果。局部损伤效应产生的主要机制有炎性浸润，

氧化应激，细胞外基质成分的降解及血运失衡等。

蛇毒使局部组织产生显著的炎症反应和白细胞浸

润，浸润细胞主要是多形核白细胞，多为中性粒细胞

和富含巨噬细胞的浸润，使咬伤组织释放包括金属

蛋白酶、细胞因子、趋化因子及生长因子等多种介

质［１３１４］。在受伤的局部组织中，一方面，高度活化

的中性粒细胞将非致密染色质、颗粒蛋白释放到胞

外；另一方面，过多募集的中性粒细胞必然产生一种

区别于细胞凋亡和细胞坏死的新型细胞死亡方式，

被称为 ＮＥＴｏｓｉｓ［１５］。ＮＥＴｏｓｉｓ能介导非感染性组织
损伤的关键分子，如蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）、Ｃａ２＋载体、
活性氧（ＲＯＳ）、ＭＰＯ、ＮＥ、肽酰基精氨酸脱亚氨酶４
（ＰＡＤ４）和ＣｉｔＨ３等产生［１６１７］。这两方面的共同作

用形成了 ＮＥＴｓ。可见，蛇伤后局部组织产生的
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ＮＥＴｓ是探讨其毒性发生、发展及其转归的重要内
容，具有深入研究的价值。

一般地，ＮＥＴｓ被广泛认为具有抗感染作用并介
导炎症消退，但新近的研究发现过量或未及时清除

的ＮＥＴｓ会导致炎症加重和组织损伤［１８１９］。因此，

ＮＥＴｓ具有抗炎与促炎双重作用，是一把双刃剑。近
年来，蛇毒引起的组织损伤产生ＮＥＴｓ或ＮＥＴｏｓｉｓ已
被探索。Ｓｗｅｔｈａｋｕｍａｒ等［２０］研究发现锯鳞蝰（Ｅｃｈｉｓ
ｃａｒｉｎａｔｕｓ）毒液通过 ＰＫＣ／细胞外信号调节蛋白激酶
（ＥＲＫ）／ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ＪＮＫ）信号轴以 ＲＯＳ
依赖性方式激活烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＨ）氧
化酶（ＮＯＸ）和ＰＡＤ４来诱导 ＮＥＴｏｓｉｓ，眼镜蛇（Ｎａｊａ
ｎａｊａ）毒液通过激活 ＰＡＤ４酶来诱导 ＮＥＴｏｓｉｓ，并提
出ＮＥＴｏｓｉｓ是蛇毒药效学中一个新探索的领域，研
究其对蛇毒诱导的各种病理生理特性的影响具有重

要意义。研究表明，蛇毒中如蛇毒丝氨酸蛋白酶

（ＳＶＳＰｓ）、蛇毒金属蛋白酶（ＳＶＭＰｓ）、磷脂酶 Ａ２
（ＰＬＡ２ｓ）和蛇毒透明质酸酶（ＳＶＨＹｓ），及 Ｌ氨基酸
氧化酶等酶类能直接或间接诱导 ＮＥＴｓ产生，从而
引起局部炎症与组织坏死［２１２２］。可见，蛇伤后，咬

伤组织中性粒细胞过度激活，诱导 ＮＥＴｏｓｉｓ使过量
的ＮＥＴｓ形成是蛇毒引起局部组织损伤的主要
原因。

Ｋａｔｋａｒ等［２３］研究发现锯鳞蝰毒液诱导中性粒

细胞在咬伤部位积聚，并介导 ＮＥＴｓ形成，阻塞血
管，从而促进组织破坏，而当小鼠同时注射毒液和降

解ＮＥＴｓ的脱氧核糖核酸酶Ⅰ（ＤＮａｓｅⅠ）时，注射毒
液部位中性粒细胞减少，且不会出现 ＮＥＴｓ、毒液积
聚和组织破坏，提出通过ＤＮａｓｅⅠ降解ＮＥＴｓ是防止
毒液诱导组织损伤。ＤＮａｓｅⅠ通过清除由中性粒细
胞聚集引起的 ＮＥＴｓ来促进伤口愈合［２４］。Ｒｕｄｒｅｓｈａ
等［２２］发现四乙基秋兰姆二硫化物（ＴＴＤ）能抑制锯
鳞蝰中ＳＶＭＰ诱导的 ＮＥＴｏｓｉｓ，并降低 ＰＡＤ４、ＣｉｔＨ３
和ＭＰＯ表达水平，认为 ＴＴＤ具有治疗蛇毒介导的
组织坏死的潜力。植物来源的 ＤＮａｓｅ可以通过调
控ＮＥＴｓ有效治疗毒液诱导的小鼠组织损伤［２５］。鉴

于ＮＥＴｓ的双重效应，重塑ＮＥＴｓ的形成与降解的平
衡是有效治疗蛇伤局部效应的重要方向。

本研究结果显示，蝮蛇咬伤能引起显著的炎性

浸润与出血反应，胶原纤维化程度升高；血清 ｃｆ
ＤＮＡ，及 ＭＰＯ含量显著上升，腓肠肌 ＮＥ、ＭＰＯ及
ＣｉｔＨ３含量均有升高。其中，ＭＰＯ是中性粒细胞功
能与活化的重要标志物［２６］。即蝮蛇毒能显著引发

多种ＮＥＴｓ关键标志物的高表达，提示蝮蛇咬伤后，

大鼠局部损伤组织 ＮＥＴｓ迅速形成，过度激活的
ＮＥＴｓ是蝮蛇毒介导组织进一步病理损伤的重要原
因。中药复方７１７解毒合剂各给药组均能显著改善
大鼠局部炎性反应及出血症状，降低胶原纤维化程

度，有效抑制蝮蛇咬伤大鼠腓肠肌细胞凋亡率，降低

血清ｃｆＤＮＡ、ＭＰＯ含量，７１７ＪＤＨ组抑制了腓肠肌
ＮＥ、ＭＰＯ的表达，７１７解毒合剂各给药组均能降低
腓肠肌 ＣｉｔＨ３的表达。这些结果提示，７１７解毒合
剂能显著抑制蝮蛇咬伤大鼠血清及腓肠肌 ＮＥＴｓ标
志物高表达，因此，推测调控 ＮＥＴｓ表达水平是该复
方治疗蝮蛇咬伤局部组织损伤效应的重要机制。

此外，本研究从 ＣＹＲ６１／ＣＣＮ１信号通路角度，
初步探讨了蝮蛇咬伤引发局部组织 ＮＥＴｓ产生，以
及７１７解毒合剂调控 ＮＥＴｓ水平的生物学机制。现
有研究结果显示，ＮＥＴｓ的过度形成能诱导 ＮＦκＢ、
ＩＬ６、ＮＬＲＰ３炎症小体等炎症信号激活［２７２９］。而这

些炎症信号能显著促进了新型炎症分子 ＣＹＲ６１／
ＣＣＮ１表达［３０３２］。本研究结果显示，蝮蛇咬伤诱导

ＮＥＴｓ过度形成，而过量的 ＮＥＴｓ激活上述炎症信号
从而介导 ＣＹＲ６１／ＣＣＮ１高表达。另一方面，ＣＣＮ１
作为桥接分子，结合磷脂酰丝氨酸，促进了细胞凋亡

与风化，并导致旺盛的中性粒细胞积累和延迟愈

合［３３］。两方面的相互作用共同导致蛇伤局部组织

损伤加重。而７１７解毒合剂各给药组能显著降低
ＮＥＴｓ水平，并抑制 ＣＹＲ６１／ＣＣＮ１高表达，结合现有
研究，提示７１７解毒合剂调控 ＮＥＴｓ水平，进而抑制
ＣＹＲ６１／ＣＣＮ１信号可能是其改善蝮蛇咬伤症状的重
要机制，在今后工作中课题组将以 ＮＥＴｓＣＹＲ６１／
ＣＣＮ１为新靶点，进一步探讨蝮蛇咬伤局部组织损
伤进展及其中医药防治详细机制。
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［２８］　ＡＮＺ，ＬＩＪ，ＹＵＪ，ｅｔａｌ．Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙＩＬ８ａｇｇｒａｖａｔｅａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｖｉａａｃｔｉｖａｔｉｏｎＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＣｙｃｌｅ２０１９，１８（２１）：２９２８２９３８．

［２９］　ＭüＮＺＥＲＰ，ＮＥＧＲＯＲ，ＦＵＫＵＩＳ，ｅｔａｌ．ＮＬＲＰ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ
ａｓｓｅｍｂｌｙｉｎｕｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｉｓｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＰＡＤ４ａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓＮＥ
Ｔｏｓｉｓｕｎｄｅｒｓｔｅｒｉｌｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０２１，１２：
６８３８０３ＤＯＩ：１０３３８９／ｆｉｍｍｕ２０２１６８３８０３

［３０］　ＺＨＡＮＧＹ，ＧＵＦＰ，ＹＡＯＳＬ，ｅｔａｌ．ＳｔｒｅｔｃｈｉｎｄｕｃｅｄＥｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＹＲ６１ＩｎｃｒｅａｓｅｓｔｈｅＳｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＩＬ８ｉｎＡ５４９
ＣｅｌｌｓｖｉａｔｈｅＮＦκβ／ｌκβＰａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣｕｒｒＭｅｄＳｃｉ，２０１８，
３８（４）：６７２６７８．

［３１］　ＣＨＯＩＣ，ＪＥＯＮＧＷ，ＧＨＡＮＧＢ，ｅｔａｌ．Ｃｙｒ６１ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｓｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｆｉ
ｂｒｏｂｌａｓｔｌｉｋｅｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓｉｎｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ＲｅｓＴｈｅｒ，２０２０，２２（１）：２７５ＤＯＩ：１０１１８６／ｓ１３０７５０２０
０２３６９８

［３２］　ＳＵＲＬ，ＱＩＡＯＹ，ＧＵＯＲＦ，ｅｔａｌ．Ｃｙｒ６１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ８ｖｉａＮＦｋＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄｉｔｓｒｏｌｅ
ｉｎｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣｌｉｎＥｘｐ
Ｐａｔｈｏｌ，２０１９，１２（９）：３１９７３２０７．

［３３］　ＪＵＮＪＩ，ＫＩＭＫＨ，ＬＡＵＬＦＴｈｅｍａｔｒｉｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎＣＣＮ１
ｍｅｄｉａｔｅｓｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｆｆｅｒｏｃｙｔｏｓｉｓｉｎｃｕｔａｎｅｏｕｓｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇ［Ｊ］．
ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０１５，６：７３８６ＤＯＩ：１０１０３８／ｎｃｏｍｍｓ８３８６．

（收稿日期：２０２３０４２６）

·０６１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊａｎｕａｒｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ２　　　　　　　　 　 　　　 中国药学杂志２０２４年１月第５９卷第２期


