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  摘 要:目的 探讨槲皮素对宫颈炎大鼠阴道微生态、局部细胞因子及磷脂酰肌醇3激酶(PI3K)、蛋白激

酶B(Akt)蛋白的作用机制,为宫颈炎相关用药提供参考依据。方法 60只大鼠按照随机数字表法分为正常

组、模型组、西药组、槲皮素低剂量、槲皮素中剂量及槲皮素高剂量组,每组10只。除正常组外,其余大鼠均建

立宫颈炎大鼠模型,槲皮素低、中、高剂量组大鼠阴道分别注入浓度为35、55、80
 

μmol/L的槲皮素,西药组大鼠

注入阴道0.081
 

g/kg的抗宫颈炎片研磨冲剂,正常组、模型组大鼠阴道注入等量的生理盐水。采用全自动阴道

微生态检测仪检测阴道微生态的pH值、分泌型免疫球蛋白A(SIgA)及乳酸杆菌,采用全自动血细胞计数分析

法检测白细胞、中性粒细胞计数,酶联免疫吸附试验检测血清白细胞介素(IL)-1β、IL-6、IL-8水平,苏木精-伊红

(HE)染色法观察大鼠宫颈组织情况,采用免疫印迹法检测PI3K、Akt蛋白表达水平。结果 各组pH值、乳酸

杆菌异常比例、SIgA水平、白细胞计数、中性粒细胞计数,IL-1β、IL-6、IL-8水平及PI3K、Akt蛋白表达水平比

较结果显示,正常组<槲皮素高剂量组<槲皮素中剂量组<槲皮素低剂量组<模型组,任意2组间比较,差异

均有统计学意义(P<0.05)。西药组pH值、乳酸杆菌异常比例、SIgA水平、白细胞计数、中性粒细胞计数及血

清IL-1β、IL-6、IL-8水平,以及PI3K、Akt蛋白表达水平高于正常组,低于槲皮素中剂量组、槲皮素低剂量组、模
型组,差异均有统计学意义(P<0.05)。治疗后,槲皮素高剂量组、槲皮素中剂量组、槲皮素低剂量组、西药组宫

颈评分高于治疗前,差异均有统计学意义(P<0.05)。治疗后,各组宫颈评分比较结果显示,模型组<槲皮素低

剂量组<槲皮素中剂量组<槲皮素高剂量组<正常组,任意2组间比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。西

药组宫颈评分高于模型组、槲皮素低剂量组、槲皮素中剂量组,低于正常组,差异均有统计学意义(P<0.05)。
低、中、高槲皮素组及西药组随着增加药物浓度,宫颈组织炎症细胞的浸润范围及数量减少。结论 槲皮素可

通过平衡阴道pH值,降低SIgA及乳酸杆菌水平,维持阴道微生态环境,减少促炎性细胞因子从而改善宫颈炎

症状,可能与抑制PI3K、Akt蛋白表达相关。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

quercetin
 

on
 

vaginal
 

microecology,local
 

cytokines,

phosphoinositide
 

3-kinase
 

(PI3K)
 

and
 

protein
 

kinase
 

B
 

(AKT)
 

proteins
 

in
 

cervicitis
 

rats,and
 

to
 

provide
 

a
 

ref-
erence

 

for
 

the
 

related
 

medication
 

of
 

Cervicitis.Methods According
 

to
 

random
 

number
 

table
 

method,60
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

normal
 

group,model
 

group,western
 

medicine
 

group,quercetin
 

low-dose,quercetin
 

medium-
dose

 

and
 

quercetin
 

high-dose
 

groups,with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.Except
 

the
 

normal
 

group,the
 

other
 

rats
 

were
 

established
 

with
 

cervical
 

inflammation
 

model.The
 

quercetin
 

low-dose,medium-dose,high-dose
 

groups
 

rats
 

were
 

injected
 

with
 

quercetin
 

with
 

vaginal
 

concentration
 

of
 

35,55
 

and
 

80
 

μmol/L
 

respectively,and
 

the
 

western
 

medicine
 

group
 

rats
 

were
 

injected
 

with
 

anti-cervictis
 

tablet
 

grinding
 

powder
 

of
 

0.081
 

g/kg.Rats
 

in
 

normal
 

group
 

and
 

model
 

group
 

were
 

injected
 

into
 

the
 

vagina
 

with
 

an
 

equal
 

amount
 

of
 

normal
 

saline.The
 

pH
 

value,se-
creted

 

immunoglobulin
 

A
 

(SIgA)
 

and
 

lactobacillus
 

of
 

vaginal
 

microecology
 

were
 

detected
 

by
 

automatic
 

vaginal
 

microecology
 

detector.The
 

white
 

blood
 

cells
 

neutrophils
 

were
 

classified
 

by
 

automatic
 

blood
 

count
 

analysis,and
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

interleukin
 

(IL)-1β,IL-6
 

and
 

IL-8
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
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The
 

cervical
 

tissue
 

of
 

rats
 

was
 

observed
 

by
 

hematoxylin-eosin
 

staining.The
 

expressions
 

of
 

PI3K
 

and
 

Akt
 

were
 

detected
 

by
 

western
 

blot.Results The
 

comparison
 

of
 

pH
 

value,abnormal
 

proportion
 

of
 

lactobacillus,SIgA
 

level,white
 

blood
 

cell
 

count,neutrophil
 

count,serum
 

IL-1β,IL-6,IL-8
 

levels,and
 

PI3K
 

and
 

Akt
 

expression
 

levels
 

among
  

groups
 

showed
 

that
 

normal
 

group
 

<
 

quercetin
 

high-dose
 

group
 

<
 

quercetin
 

medium-dose
 

group
 

<
 

quercetin
 

low-dose
 

group
 

<
 

model
 

group,and
 

comparison
 

between
 

any
 

two
 

groups,and
 

the
 

differ-
ences

 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

pH
 

value,abnormal
 

proportion
 

of
 

lactobacillus,SIgA
 

lev-
el,white

 

blood
 

cell
 

count,neutrophil
 

count,serum
 

IL-1β,IL-6
 

and
 

IL-8
 

levels
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

PI3K
 

and
 

Akt
 

protein
 

in
 

western
 

medicine
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

normal
 

group,but
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

medium-dose
 

quercetin
 

group,low-dose
 

quercetin
 

group
 

and
 

model
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<
0.05).After

 

treatment,the
 

cervical
 

scores
 

of
 

quercetin
 

high-dose
 

group,quercetin
 

medium-dose
 

group,querce-
tin

 

low-dose
 

group
 

and
 

western
 

medicine
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

before
 

treatment,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).After
 

treatment,the
 

results
 

of
 

cervical
 

score
 

comparison
 

among
 

all
 

groups
 

showed
 

that
 

model
 

group
 

<
 

quercetin
 

low-dose
 

group
 

<
 

quercetin
 

medium-dose
 

group
 

<
 

quercetin
 

high-dose
 

group
 

<
 

normal
 

group,and
 

the
 

differences
 

between
 

any
 

two
 

groups
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

cervical
 

score
 

of
 

western
 

medicine
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

model
 

group,quercetin
  

low-
dose

 

group
 

and
  

quercetin
 

medium-dose
 

group,but
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

normal
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

infiltrating
 

range
 

and
 

number
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

of
 

cervical
 

tissue
 

decreased
 

with
 

the
 

in-
crease

 

of
 

drug
 

concentration
 

in
 

low,medium
 

and
 

high
 

quercetin
 

groups
 

and
 

western
 

medicine
 

groups.Conclu-
sion Quercetin

 

can
 

maintain
 

vaginal
 

microecological
 

environment
 

by
 

balancing
 

vaginal
 

pH,SIgA
 

and
 

lactoba-
cillus

 

levels,reduce
 

inflammatory
 

cytokines,and
 

thus
 

improve
 

cervical
 

inflammation,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

inhibiting
 

the
 

expression
 

of
 

PI3K
 

and
 

Akt.
Key

 

words:quercetin; cervicitis; vaginal
 

microbiota; cytokines; phosphoinositide
 

3-kinase; pro-
tein

 

kinase
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  宫颈炎是20~40岁育龄女性的常见病和多发

病,阴道、宫颈黏膜及宫颈部都会受到影响,镜下可见

宫颈腺上皮、鳞状上皮增生。阴道微生态是在内分

泌、免疫系统及阴道微生物相互作用下,维持动态平

衡的微生态系统。相关研究表明,宫颈炎的发生与机

体炎症细胞因子的异常表达及胶原蛋白的沉积密切

相关[1]。有研究发现,白细胞介素(IL)及分泌型免疫

球蛋白A(SIgA)对宫颈炎患者的治疗及恢复具有重

要意义[2]。磷脂酰肌醇3激酶(PI3K)和蛋白激酶B
(Akt)表达异常可能会导致炎症发生[3]。槲皮素是一

种黄酮类化合物,具有抗氧化、清除自由基及调控下

游信号通路的作用[4]。有研究认为,槲皮素可抑制炎

症反应[5],因此本研究探讨了槲皮素对宫颈炎大鼠阴

道微生态、局部细胞因子及PI3K、Akt蛋白的影响。
现报道如下。

 

1 材料与方法

1.1 实验动物 购买60只雌性未孕SPF级SD大

鼠[凯学生物科技(上海)有限公司,许可证号:SCXK
(沪)2019-15],鼠龄3个月,平均体质量为(230±20)

g。在(24±2)℃,湿度为50%~80%的环境下饲养,

12
 

h昼夜交替,正常摄食。实验于本院动物实验室完

成,实验严格遵守《实验动物管理条例》规定。

1.2 主要仪器与试剂 LTS-V80全自动阴道微生态

检测仪购自珠海丽拓生物科技有限公司,LXJ-2A型

落地式离心机购自长沙市科伟仪器厂,UNION免疫

分析仪购自深圳亚辉龙生物科技有限公司;BC-5000
型全自动血细胞计数仪购自深圳桥生医疗器械科技

有限公司。隐血试剂盒购自安徽深蓝医疗科技股份

有限公司;苯酚胶浆参照文献[6]方法配制,室温保

存;IL-1β、IL-6、IL-8放射免疫分析试剂盒均购自上海

信裕生物科技有限公司。
 

1.3 方法

1.3.1 大鼠分组及宫颈炎模型建立 60只大鼠按照

随机数字表法分为正常组、模型组、西药组、槲皮素低

剂量组、槲皮素中剂量组及槲皮素高剂量组,每组10
只。常规饲养大鼠第3天,除正常组外,给模型组、西
药组、槲皮素低剂量组、槲皮素中剂量组及槲皮素高

剂量组大鼠阴道推入0.2
 

mL苯酚胶浆构造模型,并
用医用灭菌棉将阴道堵塞,1次/3

 

d,共5次,直至大

鼠宫颈口出现红肿,有脓性物质流出,提示宫颈炎模

型构建成功。

1.3.2 注射药物 建模成功后,根据文献[7]计算给

药剂量。在槲皮素低、中、高剂量组大鼠距阴道1.5
 

cm处分别注入浓度为
 

35
 

、55
 

、80
 

μmol/L的槲皮素

(美国Signal
 

Chemical公司,含量为98%,相对分子

质量为302).西药组大鼠阴道注入0.081
 

g/kg抗宫
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颈炎片研磨冲剂(江西海尔思药业股份有限公司,国
药准字

 

Z36020278),模型组、正常组大鼠阴道注入等

量生理盐水。各组均1次/d,连续注射7
 

d。
1.3.3 检测大鼠白细胞、中性粒细胞计数及血清IL-
1β、IL-6、IL-8水平 末次灌胃后,抽取各组大鼠腹腔

动脉血3
 

mL,取30
 

μg匀浆离心,15
 

min后分离上清

液,采用全自动血细胞计数仪检测白细胞、中性粒细

胞计数,采用酶联免疫吸附试验测定血清IL-1β、IL-
6、IL-8水平。
1.3.4 检测大鼠阴道微生态pH值、SIgA水平及乳

酸杆菌异常情况 对大鼠末次灌胃后次日清晨提取

的100
 

μL阴道后穹窿分泌物标本进行稀释处理,采
用全自动阴道微生态检测仪进行分析。对稀释后的

标本进行瑞氏吉姆萨染色后,在油镜下仔细观察乳酸

杆菌异常改变[8]。严格参照说明书,进行阴道pH值

检测,当pH值≥4.5表明阴道微生态已失衡。完成

上述检测后,在之前采集的100
 

μL阴道后穹窿分泌

物标本中加入SIgA放射免疫分析试剂,按照说明书

的步骤进行操作,检测SIgA水平。
1.3.5 大鼠宫颈组织病理学及PI3K、AKT蛋白表

达 颈部脱臼处死大鼠,取大鼠适量宫颈组织经石蜡

包埋、切片后进行苏木精-伊红(HE)染色,通过光镜

放大200倍观察宫颈组织变化。采用自制百分制评

分表记录各组大鼠宫颈情况,得分越高,说明宫颈状

态越好,≥80分表示宫颈组织正常,无明显炎症细胞

或炎症细胞较少,60~<80表示宫颈黏膜上皮细胞存

在轻微变性,炎症细胞减少,<60分表示宫颈黏膜上

皮细胞变性,黏膜及其下固有层充血水肿及炎症细胞

浸润。使用含有蛋白酶和磷酸酶抑制剂的RIPA裂

解液提取宫颈组织总蛋白,用二喹啉甲酸法(BCA)试
剂盒定量后,将25

 

μg的蛋白质进行10%十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳,并通过半干转移将其转移

到聚偏氟乙烯膜上。在室温下,用5%脱脂牛奶封闭

膜1
 

h,置于4
 

℃环境中,与一抗PI3K(1∶500)、Akt
(1∶500)和

 

GAPDH(1∶1
 

000)孵育过夜,再将膜置

于过氧化物酶抗兔免疫球蛋白(Ig)G二抗(1∶2
 

500)
中,放在37

 

℃环境中孵育1
 

h。用化学发光试剂显影

5
 

min后,将蛋白条带暴露在ECL成像系统上,凝胶

成像系统拍照,以 GAPDH 为 内 参 计 算 各 条 带 灰

度值。
1.4 统计学处理 采用SPSS26.0统计软件分析数

据。符合正态分布的计量资料以x±s表示,多组间

比较采用单因素方差分析,多组间两两比较采用

LSD-t检验。计数资料以例数或百分率表示,组间比

较采用χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组大鼠阴道微生态pH值、SIgA及乳酸杆菌

异常情况比较 各组pH 值、乳酸杆菌异常比例、SI-
gA水平比较结果显示,正常组<槲皮素高剂量组<
槲皮素中剂量组<槲皮素低剂量组<模型组,任意2
组间比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。西药组

与槲皮素高剂量组大鼠阴道微生态pH值、SIgA水平

及乳酸杆菌异常比例比较,差异均无统计学意义(P>
0.05)。西药组pH值、乳酸杆菌异常比例、SIgA水平

高于正常组,低于槲皮素中剂量组、槲皮素低剂量组、
模型组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。

表1  各组大鼠阴道微生态pH值、SIgA及乳酸杆菌异常情况比较[x±s或n(%)]

组别 n pH值 乳酸杆菌异常 SIgA(μg/mL)

正常组 10 4.12±0.16 1(10) 12.19±6.43

模型组 10 4.96±0.28a 9(90)a 32.17±9.71a

槲皮素低剂量组 10 4.75±0.13ab 7(70)ab 27.21±7.35ab

槲皮素中剂量组 10 4.58±0.21abc 6(60)abc 23.46±7.24abc

槲皮素高剂量组 10 4.27±0.22abcd 4(40)abcd 19.38±7.49abcd

西药组 10 4.26±0.26abcd 4(40)abcd 19.41±7.44abcd

F/χ2 22.840 17.415 8.213

P <0.001 0.003 <0.001

  注:与正常组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与槲皮素低剂量组比较,cP<0.05;与槲皮素中剂量组比较,dP<0.05。

2.2 各组大鼠白细胞、中性粒细胞计数比较 各组

白细胞、中性粒细胞计数比较结果显示,正常组<槲

皮素高剂量组<槲皮素中剂量组<槲皮素低剂量

组<模型组,任意2组间比较,差异均有统计学意义

(P<0.05)。西药组与槲皮素高剂量组白细胞、中性

粒细胞计数比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。

西药组白细胞、中性粒细胞计数高于正常组,低于槲

皮素中剂量组、槲皮素低剂量组、模型组,差异均有统

计学意义(P<0.05)。见表2。
2.3 各组大鼠血清IL-1β、IL-6、IL-8水平比较 各

组血清IL-1β、IL-6、IL-8水平比较结果显示,正常

组<槲皮素高剂量组<槲皮素中剂量组<槲皮素低
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剂量组<模型组,任意2组间比较,差异均有统计学

意义(P<0.05)。西药组与槲皮素高剂量组血清IL-
1β、IL-6、IL-8水平比较,差异均无统计学意义(P>
0.05)。西药组血清IL-1β、IL-6、IL-8水平高于正常

组,低于槲皮素中剂量组、槲皮素低剂量组、模型组,
差异均有统计学意义(P<0.05)。见表3。
2.4 治疗前后各组大鼠宫颈评分比较 治疗后,槲
皮素高剂量组、槲皮素中剂量组、槲皮素低剂量组、西
药组宫颈评分高于治疗前,差异均有统计学意义(P<
0.05)。治疗后,各组宫颈评分比较结果显示,模型

组<槲皮素低剂量组<槲皮素中剂量组<槲皮素高

剂量组<正常组,任意2组间比较,差异均有统计学

意义(P<0.05)。西药组宫颈评分高于模型组、槲皮

素低剂量组、槲皮素中剂量组,低于正常组,差异均有

统计学意义(P<0.05)。见表4。
2.5 各组大鼠宫颈组织学检查结果 各组宫颈组织

学检查结果显示,正常组大鼠宫颈状态完好,无结构

异常,上皮细胞整齐排列;模型组大鼠的宫颈组织细

胞间分泌物增多,变性及坏死细胞分布广泛,炎症细

胞浸润严重;低、中、高槲皮素组及西药组炎症细胞的

浸润范围及数量随着药物浓度增加而减少,高剂量槲

皮素组减少最多。见图1。
  

2.6 各组大鼠PI3K、Akt蛋白表达水平比较 各组

PI3K、Akt蛋白表达水平比较结果显示,正常组<槲

皮素高剂量组<槲皮素中剂量组<槲皮素低剂量

组<模型组,任意2组间比较,差异均有统计学意义

(P<0.05)。西药组与槲皮素高剂量PI3K、Akt蛋白

表达水平比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。西

药组PI3K、Akt蛋白表达水平高于正常组,低于槲皮

素中剂量组、槲皮素低剂量组、模型组,差异均有统计

学意义(P<0.05)。见表5、图2。
表2  各组大鼠白细胞、中性粒细胞计数

   比较(x±s,×109/L)

组别 n 白细胞计数 中性粒细胞计数

正常组 10 7.45±3.12 2.82±0.41

模型组 10 16.65±2.81a 14.26±1.23a

槲皮素低剂量组 10 14.28±2.46ab 10.15±1.67ab

槲皮素中剂量组 10 12.52±2.38abc 7.22±1.42abc

槲皮素高剂量组 10 10.63±2.37abcd 5.36±1.25abcd

西药组 10 10.59±2.42abcd 5.24±1.31abcd

F 15.190 103.000

P <0.001 <0.001

  注:与正常组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与槲皮素

低剂量组比较,cP<0.05;与槲皮素中剂量组比较,dP<0.05。

表3  各组大鼠血清IL-1β、IL-6、IL-8水平比较(x±s,pg/nL)

组别 n IL-1β IL-6 IL-8

正常组 10 110.85±23.14 61.26±15.34 62.29±13.37

模型组 10 142.52±18.23a 97.46±11.16a 99.41±12.19a

槲皮素低剂量组 10 135.61±17.45ab 94.31±12.32ab 92.39±12.14ab

槲皮素中剂量组 10 128.59±12.72abc 90.24±11.27abc 87.36±11.23abc

槲皮素高剂量组 10 123.47±16.64abcd 84.53±13.28abcd 82.32±12.21abcd

西药组 10 122.53±18.21abcd 85.49±13.11abcd 82.43±13.18abcd

F 3.771 10.110 10.330

P 0.005 <0.001 <0.001

  注:与正常组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与槲皮素低剂量组比较,cP<0.05;与槲皮素中剂量组比较,dP<0.05。

表4  治疗前后各组大鼠宫颈评分比较(x±s,分)

组别 n 治疗前 治疗后

正常组 10 97.28±0.41 97.28±0.41

模型组 10 40.21±0.23 40.28±0.21a

槲皮素低剂量组 10 40.27±0.29 69.19±0.45abe

槲皮素中剂量组 10 40.35±0.20 75.70±0.43abce

槲皮素高剂量组 10 40.29±0.28 82.30±0.41abcde

西药组 10 40.30±0.21 82.22±0.47abcde

F 383.900 391.300

P <0.001 <0.001

  注:与正常组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与槲皮素

低剂量组比较,cP<0.05;与槲皮素中剂量组比较,dP<0.05;与同组

治疗前比较,eP<0.05。

表5  各组大鼠PI3K、Akt
 

蛋白表达水平比较(x±s)

组别 n PI3K蛋白 Akt蛋白

正常组 10 0.44±0.05 0.84±0.14

模型组 10 1.10±0.21a 2.33±0.30a

槲皮素低剂量组 10 0.83±0.13ab 1.91±0.27ab

槲皮素中剂量组 10 0.71±0.10abc 1.60±0.22abc

槲皮素高剂量组 10 0.65±0.08abcd 1.47±0.18abcd

西药组 10 0.64±0.11abcd 1.50±0.20abcd

F 32.070 48.790

P <0.001 <0.001

  注:与正常组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与槲皮素

低剂量组比较,cP<0.05;与槲皮素中剂量组比较,dP<0.05。
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图1  各组大鼠宫颈组织学检查结果(200×,HE染色)

图2  免疫印迹法测定各组大鼠PI3K、Akt蛋白表达

3 讨  论

  当前,约50%的已婚女性都患有慢性宫颈炎,该
病病程较长,易反复,严重影响患者的工作、生活和学

习[9]。临床常用抗菌药物治疗,虽可在一定程度上消

灭病原微生物,但也影响正常细胞的功能,易产生不

良反应[10]。槲皮素妇科外治法首见于张仲景《金匮要

略·妇人杂病脉证并治篇》[11-12],借助槲皮素起到解

毒消肿、清热抗炎、灭病杀菌的作用,根据患者的体质

及疾病产生的原因从根本上治疗慢性妇科炎症[13]。
本研究将槲皮素应用于宫颈炎模型大鼠的治疗中,探
讨在治疗宫颈炎方面,槲皮素作为一种新型药物的可

能性。临床已有槲皮素对机体多种细胞保护作用的

应用研究,例如孙玉兰等[14]研究发现,槲皮素改善宫

颈炎宫颈组织充血水肿状态,减轻炎症细胞浸润,治
疗效果明显。1项临床研究证实,槲皮素能通过下调

HeLa细胞中核苷酸结合寡化结构域样受体蛋白3
(NLRP3)炎症小体表达,促进癌细胞凋亡,对改善宫

颈癌患者预后具有积极意义[15]。
正常情况下阴道呈弱酸性,这一酸性环境主要由

乳酸杆菌维持。乳酸杆菌能够将阴道上皮糖原转化

为乳酸,一方面为自身生长提供适宜环境,另一方面

有效抑制厌氧菌等致病杂菌的生长繁殖,保障阴道微

生态的稳定,抵御病原体入侵,防止宫颈病变的发

生[16]。在阴道正常菌群的代谢过程中,会产生SIgA
水解酶,它能够裂解SIgA,从而维持阴道内SIgA水

平的相对稳定。SIgA是阴道黏膜免疫的重要组成部

分,在抵御病原体方面发挥着关键作用。然而,一旦

阴道微生态平衡被打破,菌群比例失调,细菌代谢产

物随之改变,SIgA水解酶的产生和活性受到影响,导
致SIgA降解减少。这会刺激阴道免疫系统,引发免

疫应答,促使SIgA合成增加,进而使局部SIgA水平

升高。本研究结果显示,各组大鼠经槲皮素干预后,
槲皮素能够有效控制阴道pH 值及SIgA水平,恢复

阴道乳酸杆菌比例,减轻宫颈炎症。机体炎症发生

时,大量自由基产生,攻击细胞造成损伤,补充槲皮素

后,它不仅能促进药物吸收,还能通过抗氧化反应减

少自由基,降低炎症因子水平。宫颈炎排出物中有大

量灰白色脓液,阴道水肿、宫颈充血、炎症反应发生后

细胞因子IL-1β及IL-6被激活,细胞变性、坏死及细

胞脱落现象严重,白细胞计数升高,进一步加重炎症

反应,免疫功能受到抑制。本研究结果表明,经槲皮

素干预后,宫颈炎大鼠白细胞、中性粒细胞计数均明

显降低。研究证实,槲皮素可通过抑制炎症因子释

放,控制pH 值及SIgA 水平,从而有效抑制身体炎

症[17]。相关研究报道,槲皮素的抗炎效果有利于维持

阴道pH值正常范围,促使SIgA在阴道黏膜免疫中

呈低水平,保护阴道生态环境[18]。本研究宫颈组织切

片结果可以看出,槲皮素干预后宫颈组织形态损伤减

轻,阴道及宫颈充血水肿状态改善,也证实了槲皮素

对宫颈形态改善的积极影响。槲皮素具有抗氧化、抗
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炎及免疫调节等作用,能减少促炎性细胞因子IL-1β、
IL-6、IL-8的产生,改善宫颈炎症[4,19]。有学者认为槲

皮素可以通过阻断细胞系TXNIP的胞内穿梭,抑制

果糖诱导的NLRP3炎症活化,减少白细胞计数,从而

达到快速消炎的效果[20]。
PI3K能与多种细胞内靶蛋白结合,形成信号级

联复合物,通过磷酸化作用激活 Akt,进而调控细胞

的增殖、存活、代谢等多种生物学过程,当机体发生炎

症反应时,PI3K呈高表达[21]。本研究发现,对大鼠进

行不同剂量槲皮素干预后,PI3K、Akt蛋白表达水平

明显下降,这表明槲皮素能够有效抑制大鼠PI3K/
Akt信号通路的活化,从而减少炎症因子的分泌,缓
解宫颈炎症反应。槲皮素可与具有磷酸化酪氨酸残

基的生长因子受体或连接蛋白相互作用,精准控制

PI3K/Akt信号通路被各种理化因素和细胞因子激活

的过程。在这一过程中,会产生磷酯酰肌醇二磷酸

(PIP2),它作为细胞内第2信使发挥功能,改变 Akt
的蛋白结构,抑制Akt活化,最终达到抑制宫颈炎发

展的作用[22]。有研究结果表明,PI3K/Akt信号通路

因子主要通过影响下游多种效应分子发挥作用,且在

多种肿瘤发生早期显著增多[23]。
本研究存在一定不足,如观察时间较短,样本量

不足,未进行更多组别的实验,可能对结果产生一定

影响,故今后应加强合作,扩大样本量充实实验内容,
为宫颈炎的研究提供实验依据。综上所述,槲皮素可

能通过抑制IL-1β、IL-6、IL-8等局部细胞因子水平,
减轻炎症反应从而恢复宫颈炎大鼠阴道微生态环境,
呈现剂量依赖性,可能与抑制PI3K/Akt信号通路激

活相关。本文探讨了槲皮素对宫颈炎大鼠阴道微生

态、局部细胞因子及PI3K、Akt蛋白的作用机制,防
止长期使用抗菌药物造成的耐药性和阴道内菌群失

调,也避免了物理疗法和手术方法对机体的损害,因
此槲皮素的使用对治疗宫颈炎有着显著的临床应用

价值。
随着对槲皮素在宫颈炎治疗中作用的研究不断

深入,笔者对其改善阴道微生态、调节局部细胞因子

及作用于PI3K、Akt
 

蛋白的机制有了初步的认识。
未来的研究有望在以下几个方面取得更深入的成果:
首先,进一步明确槲皮素在不同阶段和不同类型宫颈

炎中的具体疗效和最佳使用剂量,通过大规模、多中

心的临床试验,为临床应用提供更精准的指导。其

次,深入探讨槲皮素与其他治疗手段的联合应用效

果。例如,与传统药物、物理治疗或者新兴的生物疗

法结合,是否能够产生协同作用,提高宫颈炎的治愈

率,降低复发率。再者,对于槲皮素影响阴道微生态

的作用机制,还有待从微生物群落的整体结构和功能

层面进行更全面的解析。此外,在细胞因子和蛋白通

路方面,研究应聚焦于槲皮素如何通过调节PI3K、

Akt蛋白等信号通路,实现对宫颈炎病理过程的精准

干预,揭示疾病的发病机制,为开发新的治疗靶点和

药物提供重要的理论依据,为宫颈炎患者带来更安

全、有效的治疗方案,显著提升患者的生活质量,为妇

科疾病的防治工作做出重要贡献。
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miR-29对糖尿病中内皮细胞线粒体自噬的影响及其机制研究*

申永慧1,刘俊红1,刘翠霞2,曹淑丽1,王群超1,连 娜1

1.邯郸市眼科医院内科,河北邯郸
 

056000;2.邯郸市医疗保障局,河北邯郸
 

056000

  摘 要:目的 探讨 miR-29对糖尿病小鼠内皮细胞线粒体自噬及胰岛素抵抗的影响及其作用机制。
方法 选取16只雄性非糖尿病小鼠作为对照组,另选取32只鼠龄匹配的雄性糖尿病小鼠构建糖尿病模型,将

造模成功的小鼠随机分为模型组和miR-29
 

agomir组,检测小鼠血清空腹血糖(FBG)、总胆固醇(TC)、甘油三

酯(TG)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)和高密度脂蛋白(HDL-C)、空腹胰岛素(FINS)水平及稳态模型评估胰

岛素抵抗指数(HOMA-IR)、定量胰岛素敏感性检查指数(QUICKI)。在高糖诱导的人脐静脉内皮细胞(HU-
VECs)中建立糖尿病模型,将增长率为80%的细胞分为NC组、HG组、二甲基亚砜(DMSO)组、HG+miR-29

 

agomir组、羰基氰化物间氯苯腙(CCCP)组、CCCP+miR-29
 

agomir组,分别采取不同的方式培养。通过苏木

精-伊红(HE)、阿尔辛蓝(AB)、弹性纤维以及 Masson和网状纤维染色研究db/db小鼠胸主动脉的病理变化。
蛋白质印迹法检测db/db小鼠胸主动脉,以及高糖和CCCP诱导的 HUVECs中BCL2相关的X(BAX)、B细

胞淋巴瘤-2(Bcl-2)、Beclin1、Parkin和PTEN诱导的激酶1(Pink1)蛋白的表达水平。细胞划痕试验和 Mito-
Tracker

 

Red
 

CMXRos染色分别检测HUVECs的迁移情况和线粒体活性。结果 模型组和miR-29
 

agomir组

血清TC、TG、LDL-C、FBG、FINS水平及HOMA-IR、QUICKI高于对照组,且模型组高于 miR-29
 

agomir组,
差异均有统计学意义(P<0.05)。模型组和 miR-29

 

agomir组血清 HDL-C水平低于对照组,且模型组低于

miR-29
 

agomir组,差异均有统计学意义(P<0.05)。HE染色结果显示,与对照组相比,模型组动脉壁明显增

厚,动脉中膜和外膜间隙加宽,浸润细胞显著增加。AB染色结果显示,与对照组相比,模型组和 miR-29
 

agomir
组小鼠的动脉中膜和外膜间隙中可见蓝色酸性黏液。Masson染色结果显示,与对照组相比,模型组的胶原纤

维明显较厚,细胞排列混乱且分布不均。弹性纤维染色结果显示,与对照组相比,模型组的动脉中膜和外膜间

隙变宽,并失去了原来的不均匀形状。网状纤维染色结果显示,与对照组相比,模型组和miR-29
 

agomir组小鼠

的网状纤维色增强并紊乱。模型组和miR-29
 

agomir组小鼠的胸主动脉BAX、Beclin1、Parkin和Pink1蛋白表

达水平高于对照组,且模型组高于miR-29
 

agomir组,差异均有统计学意义(P<0.05)。模型组和 miR-29
 

ag-
omir组小鼠的胸主动脉Bcl-2蛋白表达水平低于对照组,且模型组低于 miR-29

 

agomir组,差异均有统计学意

义(P<0.05)。HG组HUVECs的伤口距离长于NC组,HG+miR-29
 

agomir组伤口距离短于NC组和 HG
组,差异均有统计学意义(P<0.05)。HG组 HUVECs的线粒体活性弱于 NC组,HG+miR-29

 

agomir组

HUVECs的线粒体活性强于HG组,弱于NC组,差异均有统计学意义(P<0.05)。HG组HUVECs中BAX、
Beclin1、Parkin和Pink1表达水平高于NC组,HUVECs中Bcl-2表达水平低于NC组,差异均有统计学意义

(P<0.05)。HG+miR-29
 

agomir组HUVECs中BAX、Beclin1、Parkin和Pink1表达水平低于 HG组和NC
组,HUVECs中Bcl-2表达水平高于HG组,差异均有统计学意义(P<0.05)。CCCP组HUVECs的伤口距离

长于NC组,线粒体活性弱于NC组,差异均有统计学意义(P<0.05)。CCCP+miR-29
 

agomir组HUVECs的

伤口距离短于NC组和CCCP组,线粒体活性强于CCCP组,弱于 NC组,差异均有统计学意义(P<0.05)。
CCCP组HUVECs中BAX、Beclin1、Parkin和Pink1蛋白表达水平高于NC组,Bcl-2蛋白表达水平低于NC
组,差异均有统计学意义(P<0.05)。CCCP+miR-29

 

agomir组 HUVECs中BAX、Beclin1、Parkin和Pink1
蛋白表达水平低于CCCP组,Bcl-2表达水平高于CCCP组,差异均有统计学意义(P<0.05)。CCCP+miR-29

 

agomir组HUVECs中BAX、Beclin1、Parkin和Pink1蛋白表达水平低于 NC组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。结论 miR-29

 

agomir显著改善db/db小鼠的高脂血症、高血糖、高胰岛素血症和胰岛素抵抗。此外,
根据组织病理学分析,它显著减轻了糖尿病诱导的血管内皮功能障碍。在db/db小鼠胸主动脉中,高糖和

CCCP诱导的HUVECs中,miR-29
 

agomir显著增加Bcl-2的表达,减少BAX、Beclin1、Parkin和Pink1的表

达,从而保护内皮细胞免受凋亡和线粒体自噬。此外,miR-29
 

agomir具有显著增强高糖和CCCP诱导的 HU-
VECs的迁移、线粒体活性的作用。miR-29通过下调内皮细胞的凋亡和抑制线粒体自噬来改善糖尿病诱导的

内皮和线粒体功能障碍,提示miR-29可能是糖尿病胰岛素抵抗中的潜在治疗靶点。
关键词:微小RNA-29; 内皮细胞; 线粒体自噬; 胰岛素抵抗
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