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维胺酯通过激活 ＲＢＰ４／ＲＡＲγ途径缓解大鼠耳部痤疮表皮过度角化
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摘要：目的　探究维胺酯治疗大鼠耳部痤疮表皮过度角化的具体机制。方法　将３０只雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分成对照
组、模型组和维胺酯治疗组。利用痤疮丙酸杆菌（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍａｃｎｅｓ，Ｐａｃｎｅｓ）联合皮脂涂抹方法诱导大鼠耳部痤疮形成，建
模成功后，通过灌胃给药，每１２ｈ１次，持续３０ｄ。给药结束后，取大鼠痤疮组织，免疫组化，苏木精伊红染色法检测组织病理，转
录组测序分析结合分子对接预测维胺酯作用靶标，最后通过免疫印迹验证维胺酯对角化蛋白的影响。随后通过培养人角质形成

细胞ＨａＣａｔ，考察维胺酯对热灭活后的Ｐａｃｎｅｓ诱导ＨａＣａｔ细胞增殖及角化水平的影响，并通过沉默视黄醇结合蛋白（ｒｅｔｉｎｏｌｂｉｎｄ
ｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４，ＲＢＰ４）验证维胺酯与ＲＢＰ４的靶向关系。结果　维胺酯治疗３０ｄ后，可显著改善大鼠耳部红肿、表皮增厚、炎症反
应等症状，并抑制角化相关蛋白波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）和角蛋白（ｋｅｒａｔｉｎ６，ＫＲＴ６）表达。转录组分析结果显示，维胺酯对细胞角化
生物途径具有显著调控作用。分子对接结果显示ＲＢＰ４可能是维胺酯发挥作用的关键靶点。免疫印迹结果证实维胺酯能够上
调痤疮大鼠ＲＢＰ４／视黄酸受体γ（ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＲＡＲγ）蛋白表达。细胞层面，维胺酯可显著抑制Ｐａｃｎｅｓ诱导后ＨａＣａｔ
细胞的异常增殖及角化蛋白ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＫＲＴ６的表达，并下调丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，也被称为Ａｋｔ）蛋白磷
酸化；而在转染ＲＢＰ４ｓｉＲＮＡ后，维胺酯对上述现象的调控作用均被显著逆转。结论　维胺酯通过激活ＲＢＰ４／ＲＡＲγ从而下调
Ａｋｔ蛋白磷酸化来抑制大鼠耳部表皮的过度角化来改善痤疮，并抑制由Ｐａｃｎｅｓ诱导的人表皮角质形成细胞增殖及角化。
关键词：维胺酯；痤疮；角化过度；视黄醇结合蛋白；视黄酸受体γ
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　　痤疮是一种常见的慢性皮肤病，通常发生在青
春期，但也可见于成人。目前治疗寻常性痤疮的方

法有药物治疗、光学治疗、物理治疗等，其中药物治

疗是临床上最主要手段。根据痤疮症状进行针对性
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用药可缓解症状，但大多数药物仍会出现明显的毒

副作用，因此，无法长期使用［１］。维生素 Ａ衍生物
如维Ａ酸是轻至中度寻常痤疮患者治疗和维持治
疗的首选药物［１］。这些药物抑制角质形成细胞增

殖，从而减少毛囊阻塞并防止微粉刺的形成。维胺

酯是我国自行研制开发的维 Ａ酸类药物，具有增强
角质形成细胞自身修复的能力［２］。其优先促进正

常角质形成细胞的分化，并抑制发育异常的角质形

成细胞的增殖与分化，使角化异常恢复正常，并具有

使角质脱落的功能［２３］。最新的研究证明，维胺酯可

通过Ｔｏｌｌ样受体２（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＴＬＲ２）途径抑
制痤疮大鼠耳部过度角化、炎症及油脂过度分泌等

症状［４］。维胺酯用于临床治疗痤疮较为成熟，但关

于其主要调控机制尚不明确。因此，深入研究维胺

酯的作用机制对于开发痤疮治疗药物以及联合用药

具有重要指导意义。本研究通过建立痤疮大鼠模

型，验证维胺酯对痤疮的治疗效果，并通过转录组分

析维胺酯的主要治疗靶点以及潜在的作用机制。

１　材料与方法
１１　材料

痤疮丙酸杆菌（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍａｃｎｅｓ，Ｐ．ａｃ
ｎｅｓ，ＡＴＣＣ１１８２７）（广州微生物菌种保藏中心），疱肉
培养基（杭州Ｂａｓｅｂｉｏ生物技术有限公司）；油酸（批
号：Ｏ８１５２０２）、甘油三酯（批号：Ｇ８１０４３５）、荷荷巴油
（批号：Ｊ８８５９６０）和角鲨烯（批号：Ｓ８１７８６４）（上海
Ｍａｃｌｉｎ试剂公司）；兔抗大鼠视黄醇结合蛋白（ｒｅｔｉ
ｎｏｌｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４，ＲＢＰ４，批号：Ａ８８０７）、磷酸化
Ｓ４７３点位丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ
Ｂ）（批号：ＡＰ０６３７）、Ａｋｔ（批号：Ａ１７９０９）、波形蛋白
（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）（批号：Ａ１９６０７）、角蛋白（ｋｅｒａｔｉｎ６，
ＫＲＴ６）（批号：Ａ４６３１）、视黄酸受体γ（ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＲＡＲγ，批号：Ａ２３２３３）及 βａｃｔｉｎ（批号：
ＡＣ０３８）（武汉ＡＢｃｌｏｎａｌ公司）。羊抗兔 ＩｇＧ辣根过
氧化物酶二抗（批号：ＨＡ１００１）（杭州华安生物技
术有限公司）。化学发光液（批号：ｓｂｗｂ０１２，上海
圣尔 生 物 科 技 有 限 公 司）。维 胺 酯 （批 号：

Ｖ９６４２１２，纯度：９８％，上海麦克林生化科技有限公
司）。噻唑蓝［３（４，５）ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｈｉａｚｏ（ｚｙ１）
３，５ｄｉｐｈｅｎｙｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ，批号：Ｃ０００９Ｓ
１，上海碧云天生物技术有限公司］；３０只体质量
（２５０±２０）ｇ的雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠［上
海杰思捷实验动物有限公司，生产许可 ＳＣＸＫ（沪）
２０２３０００４，使用许可证：２０１８０００４０２６７７３］，质量

合格证号：３７０７２６２２０１０１３０８６２４。
１２　实验方法
１２１　细菌的制备　Ｐ．ａｃｎｅｓ在３７℃下以厌氧条件
在疱肉培养基中进行培养。取对数期细菌培养物

（λ６００＝１０）在４℃下以５０００×ｇ离心１５ｍｉｎ。去除培
养上清液后，用磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａ
ｌｉｎｅ，ＰＢＳ）重悬，调整浓度为４０×１０６菌落形成单位
（ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔｓ，ＣＦＵ）·μＬ－１。
１２２　动物模型以及给药　参照 Ｓｔａｃｅｙ等的方法
进行大鼠痤疮模型构建［５］。将３０只 ＳＤ大鼠随机
分成３组，每组１０只。分组如下：第１组对照组；第
２组模型组；第３组治疗组。１组在大鼠左耳廓皮下
连续４ｄ注射２０μＬＰＢＳ；２～３组：在大鼠左耳廓皮
下连续 ４ｄ注射 ２０μＬＰａｃｎｅｓ（溶解于 ＰＢＳ中，
８０×１０７ＣＦＵ每只）诱导痤疮模型。以第２组为模
型组。第 ３组为治疗组：大鼠在诱导痤疮模型后
（即第５天），参考文献的有效剂量［４］，每天给予大

鼠５ｍｇ·ｋｇ－１维胺酯灌胃，持续治疗３０ｄ。２～３组
大鼠左耳从第１天开始每天用人工混合皮脂（１７％
油酸、４５％甘油三酯、２５％荷荷巴油和１３％角鲨烯
直接搅拌混匀，以上均为体积分数）进行涂抹（每只

１００μＬ），加速诱导痤疮形成，持续３４ｄ。对照组大
鼠每天灌胃１ｍＬ生理盐水进行干预处理。第３４天
后使用ＣＯ２窒息法将大鼠安乐死。动物伦理经宁波
市海曙区人民医院批准（批准号：２０２３０５２９）。
１２３　组织病理检测　大鼠左耳组织固定后进行石
蜡包埋，制成石蜡切片。切片脱蜡后进行ＨＥ染色检测
组织病理情况。结果通过光学显微镜进行观察拍照。

１２４　免疫组化　组织切片脱蜡后在１２１℃下，置
于００１ｍｏｌ·Ｌ－１枸橼酸缓冲液中进行抗原修复
２０ｍｉｎ。质量分数为 １％牛血清白蛋白封闭处理
２０ｍｉｎ。分别加入兔抗大鼠抗体（ＫＲＴ６和 ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ）。切片在４℃下孵育１６ｈ。羊抗兔ＩｇＧ辣根过
氧化物酶二抗室温孵育１ｈ。ＤＡＢ进行显色，苏木
精对细胞核进行染色。光学显微镜对结果进行拍

摄，并通过ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０软件对３个不同视野
下阳性棕色显色光密度值进行量化。

１２５　维胺酯靶标筛选　取对照组、模型组及治疗
组的大鼠左耳组织，通过 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总核糖核酸
（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＲＮＡ）后，进行转录组测序分析。
转录组由 ＮｏｖａＳｅｑＸｐｌｕｓ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）高通量测序平
台检测，并由上海美吉生物医药科技有限公司进行

测序结果分析。

对差异表达基因进行京都基因与基因组百科全
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书 （ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）通路富集分析。从 Ｐｕｂｃｈｅｍ（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂ
ｃｈｅｍｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／）获取维胺酯的３Ｄ结构文
件。从 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｅｎｓｅｍｂｌｅａｐｐｒｏａｃｈ（ＳＥＡ，ｈｔｔｐｓ：／／
ｓｅａｂｋｓｌａｂｏｒｇ／）小分子靶标预测网站获取维胺酯
预测靶标。对３组差异表达基因及维胺酯调控靶标
进行韦恩图制作，筛选关键靶标。ＰＤＢ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗｒｃｓｂｏｒｇ／）获得 ＲＢＰ４的 ３Ｄ结构模型文件
（ＰＤＢＩＤ：３ＦＭＺ），通过ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ１５６软件对
维胺酯和 ＲＢＰ４的潜在结合能进行计算，并确定结
合位点。再利用ＰｙｍｏｌＶ２３软件对该分子与蛋白
的结合模型进行可视化呈现。

１２６　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　取各组１００ｍｇ大
鼠耳组织或５×１０６个细胞，加入放射免疫沉淀法裂
解液进行组织匀浆，细胞则加入裂解液后在冰上裂

解１０～１５ｍｉｎ。蛋白裂解物在 １００℃下变性
１２ｍｉｎ，将 变 性 后 的 蛋 白 通 过 聚 丙 烯 酰 胺
（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶电泳分离。分离的蛋白电转至
ＰＶＤＦ膜上。质量分数５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ。
按１∶１０００浓度分别加入一抗（ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
ＫＲＴ６、ＲＢＰ４、ＲＡＲγ及 βａｃｔｉｎ），４℃孵育过夜。漂
洗３次后，加入羊抗兔ＩｇＧ辣根过氧化物酶二抗，稀
释比 １∶２０００，室温孵育 ２ｈ，加入发光液，采用
ＣｈｅｍｉＤｏｃＩｔＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ进行成像。以βａｃｔｉｎ作
为内参蛋白进行归一化处理。

１２７　细胞ＭＴＴ检测　Ｐａｃｎｅｓ（４０×１０６ＣＦＵ·
μＬ－１）在８０℃下孵育３０ｍｉｎ以制备热灭活Ｐａｃｎｅｓ
（ｈｅａｔｋｉｌｌｅｄＰａｃｎｅｓ，ＨＫＰ）。ＨＫＰ冷冻干燥并储存
在４℃。人角质形成细胞系ＨａＣａＴ（浙江如耀生物科
技有限公司）在含有１０％胎牛血清、１％青霉素链霉
素和１％ ｌ谷氨酰胺的ＤＭＥＭ培养基中（皆为质量分
数），于３７℃含５％ ＣＯ２恒温培养箱中培养。ＨａＣａＴ
细胞（每孔８０００细胞）接种在９６孔板中。使用０，
５０，１００，２００，４００，８００μｇ·ｍＬ－１ＨＫＰ或０，６２５，１２５，
２５０，５００，１０００，２０００，４０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１维胺酯共同处
理４８ｈ后，通过ＭＴＴ法测定检测 ＨａＣａＴ细胞增殖活
性。另外，将４００μｇ·ｍＬ－１ＨＫＰ分别同２５０，５００，
１０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１维胺酯进行联合处理，进行噻唑兰
检测，观察维胺酯对ＨＫＰ诱导的ＨａＣａＴ增殖的影响。
ＭＴＴ具体方法可参照Ｗａｎｇ等［６］的研究。

１２８　细胞转染　采用阳离子脂质体复合物法
（ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥｓｉＲＮＡ转染试剂，Ｒｏｃｈｅ）将上述ＲＢＰ４
ｓｉＲＮＡ或ｓｉＲＮＡ阴性对照寡核苷酸（２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１）分
别瞬时转染到 ＨａＣａｔ细胞中（转染前细胞汇合度

６０％～８０％）。４８ｈ后，收集部分细胞用于实时荧光定
量聚合酶链式反应（ｑＰＣＲ）和免疫印迹检测转染效率。
ＲＢＰ４ｓｉＲＮＡ序列如下：ＲＢＰ４ｓｉＲＮＡ１：５′ＵＡＣＵＵＣＡＵＣ
ＵＵＧＡＡＣＵＵＧＧＣＡ３′，５′ＣＣＡＡＧＵＵＣＡＡＧＡＵＧＡ
ＡＧＵＡＣＵ３′；ＲＢＰ４ｓｉＲＮＡ２：５′ＵＡＵＵＧＣＵＡＣＡＡＡ
ＡＧＧＵＵＵＣＵＵ３′，５′ＧＡＡＡＣＣＵＵＵＵＧＵＡＧＣＡＡＵ
ＡＵＣ３′；ＲＢＰ４ｓｉＲＮＡ３：５′ＵＵＧＡＵＡＵＵＧＣＵＡＣＡＡ
ＡＡＧＧＵＵ３′，５′ＣＣＵＵＵＵＧＵＡＧＣＡＡＵＡＵＣＡＡＧＡ３′。
１２９　回复性实验　将细胞分成４组：第１组，对照
组；第 ２组，４００μｇ·ｍＬ－１ ＨＫＰ组：ＨａＣａｔ细胞同
４００μｇ·ｍＬ－１ＨＫＰ共孵育４８ｈ；第３组，Ｖｉａ组：ＨａＣａｔ
细胞给予４００μｇ·ｍＬ－１ＨＫＰ及１０００ｍｏｌ·Ｌ－１维胺酯
处理４８ｈ；第４组，Ｖｉａ＋ｓｉＮＣ组：ＨａＣａｔ细胞转染
ｓｉＲＮＡ阴性对照后，给予 ４００μｇ·ｍＬ－１ＨＫＰ及
１０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１维胺酯处理４８ｈ；第５组，Ｖｉａ＋ｓｉ
ＲＢＰ４组：ＨａＣａｔ细胞转染 ＲＢＰ４ｓｉＲＮＡ后，给予
４００μｇ·ｍＬ－１ＨＫＰ及１０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１维胺酯处理
４８ｈ；４８ｈ后，通过 ＭＴＴ及免疫印迹等技术对细胞
活性及角化水平进行检测。

１３　统计分析
所有实验均进行 ３次重复实验，结果以平均

值±标准差表示。所有结果均使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ
８０软件进行统计学分析，并制作柱状图。多组间
比较采用单因素方差分析，组间差异采用 ＬＳＤｔ检
验。两组间比较使用 Ｔ检验。以 Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结　果
２１　维胺酯对Ｐａｃｎｅｓ诱导的大鼠耳部痤疮进展影响

通过对大鼠耳部外观进行观察，模型组大鼠耳

部出现大面积肿胀，局部溃疡状态。而治疗组大鼠

耳部仅局部出现肿胀和溃疡存在（图１Ａ）。ＨＥ染
色结果提示（图１Ｂ），模型组耳部增厚，并有炎性细
胞浸润，表皮层增厚。治疗组左耳组织稍增厚，存在

炎性细胞浸润及溃疡部位，但表皮层增厚不明显。

２２　维胺酯对痤疮大鼠耳部角化相关蛋白的影响
通过免疫组化对角化相关蛋白ＫＲＴ６和ｖｉｍｅｎｔｉｎ

进行检测，量化结果显示（图２Ａ），模型组中ＫＲＴ６和
ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达显著上调，同对照组相比，差异具有
统计学意义（ＬＳＤｔ＝９６０、６２６，Ｐ＜００５）；治疗组
ＫＲＴ６和ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达水平显著低于模型组（ＬＳＤｔ＝
６８０、５８４，Ｐ＜００５）。免疫印迹检测结果显示（图
２Ｂ），模型组中ＫＲＴ６和ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达显著上调，
同对照组相比，差异具有统计学意义（ＬＳＤｔ＝８６４、

·４１３１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊｕｌｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１４　　　　　 　 　　 　　　　 中国药学杂志２０２４年７月第５９卷第１４期



９８４，Ｐ＜００５）；治疗组ＫＲＴ６和ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达水
平显著低于模型组（ＬＳＤｔ＝５９８、８１３，Ｐ＜００５）。

Ａ－大鼠左耳外观；Ｂ－苏木精和伊红染色（标尺＝２００μｍ）

Ａ－ａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆｒａｔｌｅｆｔｅａｒ；Ｂ－ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝２００μｍ）

图１　维胺酯对大鼠耳部痤疮模型外观和皮肤病理影响
Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｖｉａｍｉｎａｔｅｏｎｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅａｒａｃｎｅｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙＰｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍａｃｎｅｓｉｎｒａｔｓ

２３　转录组分析维胺酯对痤疮大鼠治疗的关键调
控基因及途径

转录组测序后对差异表达基因进行分析可

见，在对照组和模型组中，细胞角化及角化包膜的

形成相关途径均被显著调控（图 ３Ａ）。而对模型
组和治疗组进行分析，细胞角化及角化包膜的形

成相关途径也受到显著调控（图 ３Ｂ）。再对维胺
酯的靶标与３组中显著差异表达基因进行交集筛
选，结果提示有４个基因［视黄醇 Ｘ受体 γ（ｒｅｔｉｎ
ｏｉｄＸｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａ，ＲＸＲＧ）、ＲＡＲＧ、ＲＢＰ４及维甲
酸受体 β（ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒｂｅｔａ，ＲＸＲＢ）］是在
３组中显著调控并且预测为维胺酯潜在靶标（图
３Ｃ）。进一步通过转录组数据对筛选到的 ４个基
因表达水平进行分析，结果提示 ＲＢＰ４及 ＲＡＲＧ基
因表达水平在大鼠中是较高的，并且同对照组相

比，模型组中表达下调，而治疗组能够显著逆转基

因表达水平。

Ａ－免疫组化结果，ＩＰＰ６０定量阳性强度；Ｂ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果和ＩＰＰ６０定量蛋白条带的光密度值；与对照组比较，１）Ｐ＜００５；与模型组比较，２）Ｐ＜００５。

Ａ－ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓ，ａｎｄＩＰＰ６０ｗａｓｕｓｅｄｔｏｑｕａｎｔｉｆｙｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ；Ｂ－ｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ａｎｄｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｖａｌｕｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｓｗｅｒｅ

ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄｂｙＩＰＰ６０；１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图２　维胺酯处理后对角化相关蛋白ＫＲＴ６和ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达及分布影响。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖｉａｍｉｎａｔｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｋｅｒａｔｉｎｉｚａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓＫＲＴ６ａｎｄｖｉｍｅｎｔｉｎ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２４　维胺酯调控痤疮大鼠 ＲＢＰ４／ＲＡＲＧ／Ａｋｔ途径
蛋白表达

图４Ａ为维胺酯小分子结构与 ＲＢＰ４蛋白进行
３Ｄ模拟对接，结果提示维胺酯与 ＲＢＰ４蛋白 ＴＹＲ
１３３、ＴＲＹ９０、ＨＩＳ１０４及 ＡＲＧ１２１等氨基酸位点具

有潜在作用力，整体结合能为 －８３ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１。
进一步通过免疫印迹验证发现（图４Ｂ～Ｅ），模型组
中ＲＢＰ４和 ＲＡＲγ蛋白表达水平均受到显著抑制
（同对照组相比，ＬＳＤｔ＝７２０、９１２，Ｐ＜００５）；而
治疗组显著上调 ＲＢＰ４和 ＲＡＲγ蛋白表达水平
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Ａ－对照组和模型组ＫＥＧＧ富集分析结果；Ｂ－治疗组和模型组ＫＥＧＧ富集结果；Ｃ－维胺酯筛选的可能靶点；Ｄ－ＲＸＲＧ，ＲＡＲＧ，ＲＢＰ４和ＲＡＲＢ基因表达水平的转

录组分析。

Ａ－ａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＫＥＧＧｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓ；Ｂ－ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＫＥＧＧｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ－ｐｏｓｓｉｂｌｅｔａｒｇｅｔｓｏｆｖｉ

ａｍｉｎａｔｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｂｙＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍ；Ｄ－ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＸＲＧ，ＲＡＲＧ，ＲＢＰ４，ａｎｄＲＡＲＢｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ．

图３　转录组分析维胺酯对痤疮大鼠治疗的关键调控基因及途径。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｋｅｙｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｇｅｎｅｓａｎｄｐａｔｈｗａｙｓｏｆｖｉａｍｉｎａｔｅｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆａｃｎｅｒａｔｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ａ－维胺酯与ＲＢＰ４蛋白的三维结构模拟对接结果；Ｂ～Ｅ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＢＰ４／ＲＡＲγ以及Ａｋｔ蛋白表达水平；与对照组比较，１）Ｐ＜００５；与模型组比较，２）Ｐ＜００５。

Ａ－３ＤｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｄｏｃｋｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｖｉａｍｉｎａｔｅａｎｄＲＢＰ４ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｂ－Ｅ－ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＲＢＰ４／ＲＡＲγａｎｄＡｋｔｐｒｏｔｅｉｎ
１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．

图４　维胺酯对痤疮大鼠ＲＢＰ４／ＲＡＲγ蛋白表达的影响。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｖｉａｍｉｎａｔｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＢＰ４／ＲＡＲγｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎａｃｎｅｒａｔｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
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（同模型组相比，ＬＳＤｔ＝６９１、８０５，Ｐ＜００５），同
时下调Ａｋｔ磷酸化蛋白表达水平（同模型组相比，
ＬＳＤｔ＝９３２，Ｐ＜００５）。
２５　干扰 ＲＢＰ４表达对维胺酯下调 ＨＫＰ诱导的
ＨａＣａｔ细胞异常增殖的影响

ＭＴＴ检测结果表明（图５Ａ、Ｂ），２００～８００μｇ·ｍＬ－１

热灭活的 Ｐａｃｎｅｓ可显著促进 ＨａＣａｔ细胞增殖活性
（ＬＳＤｔ＝１２６、３０２、５２８、６４４，Ｐ＜００５，同０μｇ·ｍＬ－１

ＨＫＰ组相比）；当维胺酯浓度大于２０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１时，表
现出对正常ＨａＣａｔ细胞活性抑制作用（ＬＳＤｔ＝３４０、
６８９，Ｐ＜００５，同 ０ｎｍｏｌ·Ｌ－１维胺酯组相比）；在

５００和１０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１维胺酯处理下（图 ５Ｃ），
４００μｇ·ｍＬ－１对 ＨａＣａｔ细胞的活性上调作用均被
显著 抑 制 （ＬＳＤｔ＝０１３、０４１，Ｐ＜００５，同
４００μｇ·ｍＬ－１ＨＫＰ组相比）。同对照组相比，
ＨａＣａｔ细 胞 转 染 ＲＢＰ４ｓｉＲＮＡ后，ＲＢＰ４基 因
（ＬＳＤｔ＝８８６，Ｐ＜００５，图５Ｄ）及蛋白（ＬＳＤｔ＝
９０５，Ｐ＜００５，图 ５Ｅ）表达水平均受到显著抑
制。干扰 ＲＢＰ４基因表达后，１０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１维
胺酯对 ＨＫＰ诱导的细胞增殖抑制作用被显著逆
转，维胺酯 ＋ｓｉＲＢＰ４组同维胺酯组相比，差异具
有统计学意义（ＬＳＤｔ＝１８７，Ｐ＜００５，图５Ｆ）。

Ａ～Ｃ－ＭＴＴ法检测不同剂量热灭活Ｐ．ａｃｎｅｓ、维胺酯及联合处理对ＨａＣａｔ细胞活力的影响；Ｄ－实时荧光定量聚合酶链式反应检测ＲＢＰ４ｓｉＲＮＡ转染ＨａＣａｔ细胞

后对ＲＢＰ４基因的干扰效率；Ｅ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ＲＢＰ４ｓｉＲＮＡ对ＨａＣａｔ细胞ＲＢＰ４蛋白的干扰效率；Ｆ－ＭＴＴ法检测ＲＢＰ４ｓｉＲＮＡ对细胞活力水平的影响；与对照

组相比，１）Ｐ＜００５；与４００μｇ·ｍＬ－１ＨＫＰ组比较，２）Ｐ＜００５；与Ｖｉａ组相比，３）Ｐ＜０．０５。

Ａ－Ｃ－ＭＴＴａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆｈｅａｔｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄＰａｃｎｅｓ，ｖｉａｍｉｎａｔｅ，ａｎｄｃｏｍｂｉｎｅｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨａＣａｔｃｅｌｌｓＤ－ｑＲＴ

ＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｔｈｅＲＢＰ４ｇｅｎｅｉｎＨａＣａｔｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＲＢＰ４ｓｉＲＮＡ；Ｅ－ＴｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＲＢＰ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨａＣａｔ

ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＲＢＰ４ｓｉＲＮＡｗａｓｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔＦ－ＭＴＴａｓｓａｙｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＲＢＰ４ｓｉＲＮＡｏｎｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｌｅｖｅｌｓ；１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ４００μｇ·ｍＬ－１ＨＫＰｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｖｉａｍｉｎａｔｅｇｒｏｕｐ．

图５　干扰视黄醇结合蛋白（ｒｅｔｉｎｏｌｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４，ＲＢＰ４）对维胺酯治疗热灭活的痤疮丙酸杆菌（ｈｅａｔｋｉｌｌｅｄＰ．ａｃｎｅｓ，ＨＫＰ）
诱导的ＨａＣａｔ细胞异常增殖的影响。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＢＰ４ｏｎｖｉａｍｉｎａｔｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＨＫＰｉｎｄｕｃｅｄａｂｎｏｒｍａｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨａＣａｔｃｅｌｌｓ。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２６　干扰 ＲＢＰ４表达影响维胺酯对 ＨＫＰ诱导的
ＨａＣａｔ细胞ＲＢＰ４／ＲＡＲγ／Ａｋｔ途径及角化相关蛋白
的调控

通过免疫印迹实验证明（图６Ａ～Ｆ），４００μｇ·ｍＬ－１

ＨＫＰ可显著抑制 ＲＢＰ４／ＲＡＲγ蛋白的表达（与对照
组相比，ＬＳＤｔ＝９６９、７１８，Ｐ＜００５），同时上调
Ａｋｔ磷酸化蛋白及角化相关蛋白 ｖｉｍｅｎｔｉｎ／ＫＲＴ６的
表达（同对照组相比，ＬＳＤｔ＝１１６０、１７９２、２１３２，

Ｐ＜００５）；１０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１维胺酯的干预治疗可显
著上调ＲＢＰ４／ＲＡＲγ蛋白的表达（同４００μｇ·ｍＬ－１

ＨＫＰ组相比，ＬＳＤｔ＝１８１７、１３１０，Ｐ＜００５），同时
下调Ａｋｔ磷酸化及 ｖｉｍｅｎｔｉｎ／ＫＲＴ６蛋白的表达（同
４００μｇ·ｍＬ－１ＨＫＰ组相比，ＬＳＤｔ＝７３８、１３１８、
１７２７，Ｐ＜００５）；对 ＨａＣａｔ细胞转染 ＲＢＰ４ｓｉＲＮＡ，
１０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１维胺酯对 ＲＢＰ４／ＲＡＲγ蛋白的上调
作用及对 Ａｋｔ磷酸化蛋白和 ｖｉｍｅｎｔｉｎ／ＫＲＴ６蛋白的
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Ａ－采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＢＰ４／ＲＡＲγ蛋白和磷酸化Ａｋｔ蛋白表达，并检测Ａｋｔ下游角化相关蛋白波形蛋白和角蛋白（ｋｅｒａｔｉｎ６，ＫＲＴ６）的表达；Ｂ～Ｆ－Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测结果的统计；与对照组比较，１）Ｐ＜００５；与４００μｇ·ｍＬ－１ＨＫＰ组比较，２）Ｐ＜００５；与维胺酯（ｖｉａｍｉｎａｔｅ）组比较，３）Ｐ＜００５。

Ａ－ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＲＢＰ４／ＲＡＲγｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡｋｔｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡｋｔｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｋｅｒａｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

ＶｉｍｅｎｔｉｎａｎｄＫＲＴ６ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ；Ｂ－Ｆ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｖａｌｕｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
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抑制作用均被显著逆转（维胺酯 ＋ｓｉＲＢＰ４组同维
胺酯组相比，ＬＳＤｔ＝２２２１、４２３、４７４、３６９、
１０４５，Ｐ＜００５）。

３　讨　论
为了研究维胺酯对痤疮大鼠的具体治疗机制，

使用Ｐａｃｎｅｓ诱导与人类痤疮病变相似的痤疮大鼠
模型，在第３天便可观察到大鼠耳朵出现肿胀、发红
等症状［５］。而在维胺酯治疗 ３０ｄ后，通过病理观
察，维胺酯能够显著缓解痤疮大鼠耳朵的炎性症状，

同时减少皮肤表层角化蛋白 ＫＲＴ１［７］和 ＫＲＴ１０［８］的
表达。研究表明，维胺酯可通过 ＴＬＲ２途径抑制大
鼠表皮异常增殖、过度角化等作用［４］。因此，本研

究结合痤疮模型大鼠转录组数据对维胺酯的具体调

控机制做深入研究。

通过ＫＥＧＧ对差异表达基因主要调控的通路
进行富集分析，结果提示细胞角化调控具有密切关

系。维胺酯主要是通过抑制细胞角化及表皮异常增

生实现痤疮的抑制作用。通过对差异表达基因进行

分析，并结合维胺酯的预测靶点，本研究确定 ＲＢＰ４
和ＲＡＲγ为主要调控的关键基因。蛋白 ＲＢＰ４是脂
质运载蛋白家族的成员，也是疏水分子视黄醇（也

称为维生素 Ａ）的主要转运蛋白。１９６８年，Ｋａｎａｉ
等［９］首次将 ＲＢＰ４描述为一种人血浆蛋白。因此，
ＲＢＰ４在血液中的大量存在以及具有对维生素 Ａ的
特殊结合作用，为维Ａ酸衍生物维胺酯的结合并发
挥功能影响创造条件。在 Ｓｏｙｕｄｕｒｕ等［１０］的临床研

究中已证实，经异维Ａ酸治疗的痤疮患者可诱导高
水平ＲＢＰ４。

维胺酯是视黄酸受体（ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＲＡＲｓ）和类视黄醇 Ｘ受体（ｒｅｔｉｎｏｉｄＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＲＸＲ）的配体。ＲＡＲ和 ＲＸＲ的每个家族都有三种
亚型（α，β，γ）和多种亚型［１１］。这些受体在被选择

性类视黄醇激活后形成 ＲＸＲＲＡＲ异二聚体。该二
聚体能够与特定的ＤＮＡ序列（视黄酸反应元件）结
合，进而调控基因表达［１２］。通过 ＲＡＲｓ介导的视黄
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酸途径已被证实具有抗角质细胞分化，减少角质蛋

白形成的作用［１３］。值得关注的是，视黄醇与 ＲＢＰ４
特异性结合，进入细胞质后在醇脱氢酶或视黄醛脱

氢酶催化下变为视黄醛，随后再转化为视黄酸，从而

激活ＲＸＲＲＡＲ异二聚体形成并促进基因转录［１４］。

而在表皮中ＲＡＲγ含量在几个亚型中最高［１５］，目前

更是已有药物直接选择激活 ＲＡＲγ实现痤疮的
治疗［１６］。

本研究通过转录组和免疫印迹实验证实了维胺

酯具有显著 ＲＢＰ４／ＲＡＲγ蛋白上调作用。据此，本
研究推测维胺酯也能与 ＲＢＰ４结合，进一步激活
ＲＡＲγ，从而实现痤疮的疾病治疗效果。此外，小分
子模拟对接实验初步判断维胺酯在ＲＢＰ４蛋白的功
能结构域内具有结合作用。但具体的作用机制还需

进一步验证。另外，ＲＡＲγ蛋白活化后将抑制 Ａｋｔ
蛋白的磷酸化激活［１７］，这对于控制痤疮疾病中表皮

角质形成细胞的异常增殖具有重要意义［１８］，并且

Ａｋｔ蛋白的磷酸化可促进细胞角化相关蛋白 ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ以及 ＫＲＴ６蛋白的表达［１９２０］。而在本研究中发

现，痤疮大鼠左耳组织以及灭活的痤疮丙酸杆菌诱

导的Ａｋｔ磷酸化及 ｖｉｍｅｎｔｉｎ／ＫＲＴ６蛋白的上调作用
在维胺酯治疗后受到显著抑制，并且这一现象在干

扰ＲＢＰ４基因及蛋白表达后受到显著抑制。这证实
维胺酯可通过ＲＢＰ４途径调控Ｐ．ａｃｎｅｓ诱导的表皮
角质形成细胞的异常增殖及角化现象。

综上所述，本研究通过痤疮丙酸杆菌大鼠以及

ＨＫＰ处理的ＨａＣａｔ细胞证实了维胺酯对痤疮的治疗
效果，并抑制表皮角化蛋白的表达。从机制层面，维

胺酯可通过视黄酸代谢途径 ＲＡＲγ及 ＲＢＰ４生成途
径限制Ａｋｔ蛋白的磷酸化，从而发挥抗角质化作用。
本研究的开展为维胺酯的作用机制提供实验基础，通

过逐步明确分子作用靶点，对于包括但不限于痤疮的

皮肤疾病治疗及联合用药具有重要参考依据。
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ｎｏｉｄＸｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｈｕｍａｎｓｋｉｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，１９９４，
２６９（３２）：２０６２９２０６３５．

［１６］　ＴＨＯＲＥＡＵＥ，ＡＲＬＡＢＯＳＳＥＪＭ，ＢＯＵＩＸＰＥＴＥＲＣ，ｅｔａｌ．
ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｂａｓｅｄｄｅｓｉｇｎｏｆＴｒｉｆａｒｏｔｅｎｅ（ＣＤ５７８９），ａｐｏｔｅｎｔａｎｄ
ｓｅｌｅｃｔｉｖｅＲＡＲγａｇｏｎｉｓｔｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆａｃｎｅ［Ｊ］．ＢｉｏｏｒｇＭｅｄ
ＣｈｅｍＬｅｔｔ，２０１８，２８（１０）：１７３６１７４１．

［１７］　ＬＵＯＷ，ＸＵＹ，ＬＩＵＲ，ｅｔａｌ．ＲｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄａｎｄＲＡＲγｍａｉｎｔａｉｎ
ｓａｔｅｌｌｉｔｅｃｅｌｌｑｕｉｅｓｃｅｎｃｅｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ
［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０２２，１３（９）：８３８ＤＯＩ：１０１０３８／
ｓ４１４１９０２２０５２８４９．

［１８］　ＴＥＮＧＹ，ＦＡＮＹ，ＭＡＪ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＰＩ３Ｋ／ＡｋｔＰａｔｈｗａｙ：Ｅｍｅｒ
ｇｉｎｇｒｏｌｅｓｉｎｓｋｉｎｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓａｎｄａｇｒｏｕｐｏｆｎｏｎｍａｌｉｇｎａｎｔｓｋｉｎ
ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｓ，２０２１，１０（５）：１２１９ＤＯＩ：１０３３９０／
ｃｅｌｌｓ１００５１２１９．

［１９］　ＺＨＵＱＳ，ＲＯＳＥＮＢＬＡＴＴＫ，ＨＵＡＮＧＫＬ，ｅｔａｌ．Ｖｉｍｅｎｔｉｎｉｓａ
ｎｏｖｅｌＡＫＴ１ｔａｒｇｅｔｍｅｄｉａｔｉｎｇｍｏｔｉｌｉｔｙａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｏｎｃｏ
ｇｅｎｅ，２０１１，３０（４）：４５７４７０．

［２０］　ＳＬＵＳＳＥＲＮＯＲＥＡ，ＧＡＲＲＥＴＴＳＨ，ＺＨＯＵＸＤ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｋｅｒａｔｉｎ６ｉｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ＥＲＫ１／２ｐａｔｈｗａｙｉｎａｒｓｅｎｉｔｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｈｕｍａｎｕｒｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．ＴｏｘｉｃｏｌＡｐｐｌＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１７，３３１：４１５３．

（收稿日期：２０２４０３０６）

·９１３１·
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