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丁香酚通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路减轻镰刀菌诱导的角膜
炎症

丁　 辉ꎬ胡施思ꎬ杨镇朵ꎬ陈晓丹

引用:丁辉ꎬ胡施思ꎬ杨镇朵ꎬ等. 丁香酚通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通
路减轻镰刀菌诱导的角膜炎症. 国际眼科杂志ꎬ ２０２４ꎬ２４(８):
１１９４－１１９９.

基金项目:海南省重点研发计划项目(Ｎｏ.ＺＤＹＦ２０２１ＳＨＦＺ２３２)
作者单位:(５７０３１１)中国海南省海口市ꎬ海南省眼科医院近视屈
光专科 海南省眼科学重点实验室
作者简介:丁辉ꎬ毕业于中山大学ꎬ博士ꎬ副主任医师ꎬ近视屈光
专科主任ꎬ研究方向:眼视光、眼表角膜病ꎮ
通讯作者:丁辉. ａｌｇｅ５３５０＠ ２１ｃｎ.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２３－１１－１７ 　 　 修回日期: ２０２４－０７－０１

摘要
目的:探讨丁香酚对镰刀菌(Ｆ.ｓｏｌａｎｉ)诱导的小鼠真菌性
角膜炎(ＦＫ)的保护作用ꎬ并初步探讨可能的潜在机制ꎮ
方法:采用改良的表层镜法制备 ＦＫ 小鼠模型ꎮ 二甲基亚
砜(ＤＭＳＯ)组大鼠右眼结膜囊涂抹等量 ＤＭＳＯ(０.０５％)ꎮ
丁香酚组将丁香酚(１６０ μｇ / ｍＬ)涂抹至小鼠右眼结膜囊ꎮ
类胰岛素生长因子－１(ＩＧＦ－１)组除施用丁香酚外ꎬ还于右
眼结膜囊涂抹 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路激活剂 ＩＧＦ－１(１０ ｎｍｏｌ / ｍＬ)ꎮ
分别在接种镰刀菌悬浮液的第 １、３、５ ｄꎬ于裂隙灯显微镜
下观察角膜形态ꎮ 采用苏木精伊红(ＨＥ)染色评估角膜组
织病理损伤ꎮ 测定角膜组织载菌量ꎮ 酶联免疫吸附试验
和蛋白免疫印迹用于分析炎症介质白介素－６ (ＩＬ－６)和
白介素 － １β( ＩＬ － １β) 的水平和 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路蛋白的
表达ꎮ
结果:丁香酚治疗可改善 ＦＫ 小鼠的角膜炎形态症状和炎
症反应ꎬ减轻角膜病理组织损伤和真菌负荷ꎮ 在镰刀菌感
染 ３ ｄꎬ与 ＤＭＳＯ 组相比ꎬ丁香酚组角膜组织 ＩＬ－６ 水平明
显升高ꎬ而 ＩＬ－１β 水平明显降低(均 Ｐ<０.０５)ꎻ且丁香酚组
角膜组织 ＩＬ－６ 水平明显高于 ＩＧＦ－１ 组、ＩＬ－１β 水平明显低
于 ＩＧＦ－１ 组(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 在感染 ５ ｄꎬ丁香酚组角膜组织
中 ＩＬ－６ 和 ＩＬ－１β 水平均明显低于 ＤＭＳＯ 组和 ＩＧＦ－１ 组
(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ＤＭＳＯ 组相比ꎬ丁香酚组角膜组织中ｐ－ＰＩ３Ｋ
和 ｐ－Ａｋｔ 表达均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ且丁香酚组角膜组织
ｐ－ＰＩ３Ｋ和 ｐ－Ａｋｔ 表达明显低于 ＩＧＦ－１ 组(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:丁香酚可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路来减轻镰刀菌
引起的角膜炎症ꎬ对小鼠镰刀菌角膜炎具有保护作用ꎮ
关键词:丁香酚ꎻ真菌性角膜炎ꎻＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路ꎻ炎症反
应ꎻ真菌载量
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２４.８.０３

Ｅｕｇｅｎｏｌ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｆｕｓａｒｉｕｍ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

Ｄｉｎｇ Ｈｕｉꎬ Ｈｕ Ｓｈｉｓｉꎬ Ｙａｎｇ Ｚｈｅｎｄｕｏꎬ Ｃｈｅｎ Ｘｉａｏｄａｎ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ:Ｋｅｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｈａｉｎａｎ

Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (Ｎｏ.ＺＤＹＦ２０２１ＳＨＦＺ２３２)
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｙｏｐｉａ ａｎｄ Ｏｐｔｏｍｅｔｒｙꎬ Ｈａｉｎａｎ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｈａｉｎａｎ
Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｈａｉｋｏｕ ５７０３１１ꎬ Ｈａｉｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｄｉｎｇ Ｈｕｉ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｙｏｐｉａ ａｎｄ
Ｏｐｔｏｍｅｔｒｙꎬ Ｈａｉｎａｎ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｈａｉｎａｎ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｈａｉｋｏｕ ５７０３１１ꎬ Ｈａｉｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ａｌｇｅ５３５０＠
２１ｃｎ.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２３－１１－１７　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２４－０７－０１

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｕｇｅｎｏｌ
ａｇａｉｎｓｔ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ ( Ｆ. ｓｏｌａｎｉ ) － ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｕｎｇａｌ
ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ( ＦＫ ) ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｔｏ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ｅｘｐｌｏｒｅ
ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ａ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅｐｉｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ｔｈｅ ＦＫ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ. Ａｎ
ｅｑｕａｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ＤＭＳＯ ( ０. ０５％) ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｅｙｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ ( ＤＭＳＯ ) ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｅｕｇｅｎｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ａｐｐｌｙｉｎｇ ｅｕｇｅｎｏｌ ( １６０ μｇ / ｍＬ ) ｔｏ ｔｈｅ
ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｓａｃ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｅｙｅ ｏｆ ｍｉｃｅ. Ｔｈｅ ｉｎｓｕｌｉｎ－ ｌｉｋｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－１ ( ＩＧＦ－１) ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｃｏａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ＩＧＦ － １ ( １０ ｎｍｏｌ / ｍＬ ) ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｓａｃ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｅｙｅ ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｕｇｅｎｏｌ. Ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ ｓｌｉｔ－ｌａｍｐ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｏｎ ｄａｙｓ １ꎬ ３ꎬ ａｎｄ
５ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｆ. ｓｏｌａｎｉ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ｅｏｓｉｎ ( ＨＥ ) ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ
ｃｏｒｎｅａｌ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ. Ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｏｆ
ｃｏｒｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ. Ｅｎｚｙｍｅ － ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ
ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６
( ＩＬ－６) ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β ( ＩＬ－１β) ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｅｕｇｅｎｏｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ＦＫ ｍｉｃｅꎬ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｏｒｎｅａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ
ｔｉｓｓｕｅ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｆｕｎｇａｌ ｌｏａｄ. Ａｔ ３ ｄ ａｆｔｅｒ Ｆ. ｓｏｌａｎｉ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ＩＬ － ６ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ａｎｄ ＩＬ － １β ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ
ｅｕｇｅｎｏｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ (ｂｏｔｈ Ｐ<
０.０５)ꎻ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ＩＬ－ ６ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ
ａｎｄ ＩＬ－ １β ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｅｕｇｅｎｏｌ
ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＩＧＦ－１ ｇｒｏｕｐ (ｂｏｔｈ Ｐ<０.０５) . Ａｔ ５ ｄ ａｆｔｅｒ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｂｏｔｈ ＩＬ－ ６ ａｎｄ ＩＬ－ １β ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ｔｈｅ ｅｕｇｅｎｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ
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ｔｈｅ ＤＭＳＯ ａｎｄ ＩＧＦ－１ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ<０.０５)ꎻ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ－ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ｐ－Ａｋｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｒｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｕｇｅｎｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<０.０５)ꎻ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ－ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ｐ－Ａｋｔ ｉｎ
ｃｏｒｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｅｕｇｅｎｏｌ
ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ＩＧＦ－１ ｇｒｏｕｐ (ｂｏｔｈ Ｐ<０.０５).
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｅｕｇｅｎｏｌ ｍａｙ ａｔｔｅｎｕａｔｅ Ｆ.ｓｏｌａｎｉ－ｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｏｒｎｅａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ
ｐａｔｈｗａｙꎬ ａｎｄ ｉｔ ｈａｓ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ Ｆ. ｓｏｌａｎｉ
ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｅｕｇｅｎｏｌꎻ ｆｕｎｇａｌ ｋｅｒａｔｉｔｉｓꎻ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ
ｐａｔｈｗａｙꎻ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎻ ｆｕｎｇａｌ ｌｏａｄ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｄｉｎｇ Ｈꎬ Ｈｕ ＳＳꎬ Ｙａｎｇ ＺＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｕｇｅｎｏｌ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ２４(８):
１１９４－１１９９.

０引言
真菌性角膜炎(ＦＫ)是由致病真菌引起的一种侵袭性

角膜感染性疾病ꎬ通常会导致严重的视力损害ꎬ甚至伤害
整个眼球[１]ꎮ ＦＫ 的致病菌主要是镰刀菌、曲霉菌和念珠
菌ꎬ其中茄病镰刀菌(Ｆ.ｓｏｌａｎｉ)是中国导致 ＦＫ 的主要病原
微生物ꎬ占 ２５％－７３.３％ [２]ꎮ 研究表明ꎬ临床治疗 ＦＫ 的疗
效主要取决于人体清除病原真菌的能力和病原细菌的毒
力ꎮ 然而ꎬ由于毒性、副作用和耐药性的产生ꎬ现有药物在
抗真菌治疗中的临床效果十分有限ꎮ 开发新的有效抗真
菌药物对于 ＦＫ 的治疗具有重要临床价值ꎮ 磷脂酰肌醇
３－激酶 / 丝氨酸－苏氨酸蛋白激酶(ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ)通路是机
体内研究最广泛的信号通路之一ꎬ参与调控多种生物学功
能[３]ꎮ 近年来对该通路的研究表明其参与不同微生物的
感染和致病过程ꎬ并在多种角膜疾病中发挥作用[４]ꎮ 基于
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路探讨与真菌感染的免疫调节和角膜免疫
抗真菌感染相关的药物可能为 ＦＫ 的治疗提供新思路ꎮ
丁香酚(４－烯丙基－２－甲氧基苯酚)是苯丙烷类化合物和
丁香的主要成分ꎬ已被证实具有广泛的药理学活性ꎬ包括
抗炎、抗氧化、抗肿瘤和抗真菌等[５－６]ꎮ 然而ꎬ其在镰刀菌
感染引起的 ＦＫ 中的作用尚未见报道ꎮ 基于此ꎬ本研究旨
在探讨丁香酚对镰刀菌诱导的小鼠 ＦＫ 的保护作用ꎬ并观
察 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路和炎症反应的变化ꎬ以期为疾病的治疗
提供一定参考价值ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 ＳＰＦ 级雄性 Ｂａｌｂ / ｃ 小鼠(２０－２２ ｇꎬ８－１０
周龄)５４ 只购自安徽智飞龙科马生物制药有限公司[许可
证号 ＳＹＸＫ(皖)２０１９－００７]ꎮ 实验前通过裂隙灯显微镜观
察小鼠角膜确定角膜无任何病变ꎬ以每只小鼠的左眼作为
空白对照ꎬ右眼用于造模ꎮ 动物的饲养条件和实验过程均
符合视觉与科学研究协会制定的科研动物使用规范ꎮ 本
研究经医院伦理审批委员会讨论通过(２０２３－０２９－０１)ꎮ
１.１.２ 药物及主要试剂 　 茄病镰刀菌标准菌株 (编号
ＡＳ３.１８２９)购自中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生
物中心ꎮ 丁香酚(Ｃ１０Ｈ１２Ｏ２ꎬ≥９８％ꎬ产品编号 ＣＦＮ９９１７５)
购自武汉 ＣｈｅｍＦａｃｅｓ 公司ꎬ见图 １ꎮ 将丁香酚以 ６４０ ｍｇ / ｍＬ

作为储备溶液溶解在二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)中ꎬ并调整浓度
为 １６０ μｇ / ｍＬ 备用ꎮ 小鼠白介素－６( ＩＬ－６)和白介素－１β
(ＩＬ－１β)酶联免疫吸附试剂盒购自碧云天生物科技有限
公司ꎮ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路激活剂类胰岛素生长因子 － １
(ＩＧＦ－１)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ 抗 ＰＩ３Ｋ 抗体、抗磷酸化 ＰＩ３Ｋ
(ｐ－ＰＩ３Ｋ)抗体、抗 Ａｋｔ 抗体、抗磷酸化 Ａｋｔ(ｐ－Ａｋｔ)抗体、
抗 ＧＡＰＤＨ 抗 体 分 别 购 自 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ ( Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓꎬ
ＭＮ )、 Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ ( Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅꎬ ＣＡ )、 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ(Ｄａｎｖｅｒｓꎬ ＭＡ)和 Ｓｉｇｍａ(Ｓｔ. Ｌｏｕｉｓꎬ ＭＯ)公司ꎮ
１.２方法
１.２.１真菌菌液制备　 将冷冻干燥镰刀菌菌种溶解于无菌
生理 盐 水 中 制 备 悬 浮 液ꎬ 将 镰 刀 菌 悬 浮 液 接 种 于
Ｓａｂｏｕｒｏｕｄ 低糖琼脂斜面培养基(４％葡萄糖、１.０％蛋白胨ꎬ
ｐＨ４.０－６.０)中ꎬ置于 ２８ ℃恒温箱中培养 ７ ｄꎮ 将生长良好
的镰刀菌菌种置于 ４ ℃冰箱中保存ꎮ 造模前 １ ｗｋꎬ将冷藏
的镰刀菌菌种转移至 ２８ ℃恒温箱中培养 ２ ｄꎬ随后接种于
Ｓａｂｏｕｒｏｕｄ 低糖琼脂斜面培养基中培养 ３ ｄꎮ 取出培养基ꎬ
用 ２ ｍＬ 无菌生理盐水冲洗菌面ꎬ收集含真菌孢子和菌丝
成分的镰刀菌混悬液ꎮ 镰刀菌混悬液经 ０.９％无菌生理盐
水稀释后ꎬ于红细胞计数板上对镰刀菌分生孢子数进行计
数ꎬ调整接种浓度为 １０８ 集落形成单位 ( ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｉｎｇ
ｕｎｉｔ) / 毫升ꎮ 镰刀菌混悬液需即配即用ꎮ
１.２.２ 分组及处理 　 将小鼠随机分为 ３ 组ꎬ每组 １８ 只:
ＤＭＳＯ 组、丁香酚组、ＩＧＦ－１ 组ꎮ 丁香酚组将 ４ μＬ 丁香酚
(１６０ μｇ / ｍＬ) 涂抹至小鼠右眼结膜囊进行治疗ꎬ每天
３ 次[７]ꎮ ＩＧＦ－１ 组除使用丁香酚外ꎬ还于右眼结膜囊涂抹
４ μＬ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路激活剂 ＩＧＦ－１(１０ ｎｍｏｌ / ｍＬ)ꎬ每天
１ 次ꎮ ＤＭＳＯ 组 小 鼠 右 眼 结 膜 囊 涂 抹 等 量 ＤＭＳＯ
(０.０５％)ꎮ
１.２.３模型构建　 采用改良的表层镜法[８] 制备 ＦＫ 小鼠模
型ꎮ 小鼠经 ０. ６％戊巴比妥钠麻醉后ꎬ修剪胡须ꎮ 使用
０.４％盐酸奥布卡因滴眼液滴入小鼠右眼进行浅表麻醉ꎮ
于手术显微镜下ꎬ用镊子固定小鼠眼睛ꎬ暴露小鼠右眼角
膜ꎬ结膜下滴入分组药物ꎮ １ ｈ 后ꎬ用电动角膜上皮刮板刮
除角膜上皮ꎬ使用微型注射器在右眼角膜基质注射 ２.５ μＬ
镰刀菌悬浮液ꎮ 随后ꎬ在小鼠的角膜表面覆盖软性角膜接
触镜ꎮ 为确保建模的均一性及稳定性ꎬ用 ７－０ 缝线在眼
睑中央缝合一针使其闭合ꎮ 术后ꎬ于睑裂表面涂氧氟沙星
眼膏ꎮ 术后 ２４ ｈ 拆除眼睑缝线ꎬ取出软性角膜接触镜ꎮ
分别在接种镰刀菌悬浮液的第 １、３、５ ｄꎬ每组各随机选择
６ 只小鼠ꎬ裂隙灯下观察角膜形态ꎬ并对角膜病理改变进
行临床评分ꎬ然后注射过量麻醉剂处死小鼠ꎬ收集右眼角
膜组织ꎬ一部分角膜组织用于组织病理学分析[苏木精伊
红染色(ＨＥ)]ꎬ一部分角膜组织制备匀浆ꎬ用于载菌量检
测、酶联免疫吸附试验(ＥＬＩＳＡ)和蛋白免疫印迹分析ꎮ
１.２.４角膜形态检查及临床评分　 于 ＨＡＡＧ－ＳＴＲＥＩＴ 型裂
隙灯显微镜下观察角膜形态ꎬ采用Ⅰ－Ⅳ级评分对角膜病
理改变进行临床评分ꎬ单个眼角膜临床评分为三项观察指
标的分级相加所得总分ꎬ量化标准见表 １[８]ꎮ

图 １　 丁香酚的化学结构式ꎮ
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１.２.５ ＨＥ 染色 　 将小鼠角膜组织用 ４％甲醛固定过夜ꎮ
在梯度乙醇中脱水后ꎬ石蜡包埋ꎬ切片(厚度５ μｍ)ꎬ二甲
苯脱蜡ꎬ梯度乙醇再水化ꎬ漂洗 ５ 次ꎮ 将组织切片浸入苏
木精溶液中染色 ５ ｍｉｎꎬ然后在伊红溶液中浸泡 ２ ｍｉｎꎬ梯
度酒精脱水ꎬ中性树脂封片ꎮ 在光学显微镜下观察切片的
病理变化ꎮ
１.２.６角膜组织载菌量检测 　 角膜匀浆液配制:取 １０ ｍＬ
Ｎａ２ＥＤＴＡ 溶液(０.１ ｍｏｌ / Ｌ)和 ５０ ｍＬ Ｔｒｉｓ－Ｃｌ 溶液ꎬ加入
４４０ ｍＬ 超纯水充分混匀后ꎬ使用 ０.０２ μｍ 滤过膜抽滤后ꎬ
除菌ꎬ备用ꎮ 小鼠角膜组织充分剪碎后ꎬ加入配制好的角
膜匀浆液 ５００ μＬꎬ于冰上以 １８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 破碎匀浆 ３０ ｓꎮ
将破碎后的角膜匀浆液以 １∶ １００ 进行稀释ꎮ 使用微量进
样器吸取 ５０ μＬ 匀浆液进行涂板ꎬ并置于 ２８ ℃恒温箱中
培养 ３ ｄꎬ随后进行菌落计数ꎮ 载菌量即为菌落计数乘以
稀释倍数ꎮ
１.２.７ ＥＬＩＳＡ　 角膜组织匀浆处理后ꎬ于 ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心
３０ ｓꎬ收集上清液ꎮ 采用小鼠 ＩＬ－６(货号 ＰＩ３２６)和 ＩＬ－１β
(货号 ＰＩ３０１)酶联免疫吸附试剂盒检测上清液中 ＩＬ－６ 和
ＩＬ－１β 的含量ꎬ具体实验步骤参考试剂盒说明书进行
操作ꎮ
１.２.８ 蛋白免疫印迹 　 将小鼠角膜组织块置于 ＥＰ 管中ꎬ
蛋白裂解液(ＲＩＰＡ ∶ ＰＭＳＦ ＝ １００∶ １)裂解ꎮ ＢＣＡ 法测定蛋
白浓度ꎮ 将 ２０ μｇ 蛋白质在 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 上分离ꎬ然后
转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ ５％脱脂奶封闭 ２ ｈꎬ一抗[抗 ＰＩ３Ｋ 抗
体(１ ∶ １ ０００)、抗 ｐ － ＰＩ３Ｋ 抗体 ( １ ∶ １０００)、抗 Ａｋｔ 抗体

(１ ∶ １ ０００)、抗 ｐ －Ａｋｔ 抗体 ( １ ∶ １ ０００)、抗 ＧＡＰＤＨ 抗体
(１ ∶ ２０００)]４ ℃孵育过夜ꎬ相应二抗室温孵育 １ ｈꎮ 采用
化学发光法显影ꎬ并使用 Ｇｅｌ－ｐｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ ４.５ 图像分析软
件进行目的条带的灰度分析ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ２２.０ 统计软件对数据进行分

析ꎮ 计量资料以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎮ 多组间比较采
用单因素方差分析ꎬ组间两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎮ Ｐ<
０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１丁香酚对 ＦＫ小鼠角膜形态及临床评分的影响　 感染
后第 ３ ｄꎬＤＭＳＯ 组、丁香酚组与 ＩＧＦ－１ 组小鼠右眼均表现
出明显的 ＦＫ 临床特征ꎬ包括弥漫性角膜水肿、溃疡和炎
症ꎬ其中丁香酚组病理损害和角膜新生血管反应最轻ꎻ感
染后第 ５ ｄꎬＤＭＳＯ 组与 ＩＧＦ－１ 组小鼠症状均进一步加重ꎬ
透明度低ꎬ透过病灶窥不见虹膜ꎬ而丁香酚组溃疡趋于愈
合ꎬ病灶区域缩小ꎬ炎症减轻ꎬ见图 ２ꎮ 感染后第 ３、５ ｄꎬ与
ＤＭＳＯ 组相比ꎬ丁香酚组临床评分均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ
且丁香酚组临床评分明显低于 ＩＧＦ－ １ 组(Ｐ< ０.０５)ꎬ见
表 ２ꎬ图 ３ꎮ
２.２丁香酚对 ＦＫ小鼠角膜病理组织损伤的影响 　 ＨＥ 染
色显示ꎬＤＭＳＯ 组和 ＩＧＦ－１ 组小鼠感染第 ３ ｄ 角膜边缘充
血、水肿ꎬ角膜增厚和新生血管形成ꎻ感染第 ５ ｄ 可观察到
角膜严重损伤ꎬ如炎性细胞浸润、局部溃疡或穿孔ꎻ丁香酚
组小鼠感染第 ３ ｄ 角膜病理组织损伤较严重ꎬ第 ５ ｄ 炎症
症状即明显减轻ꎬ见图 ４ꎮ

表 １　 角膜病理改变进行临床评分

病理改变 Ⅰ级(１ 分) Ⅱ级(２ 分) Ⅲ级(３ 分) Ⅳ级(４ 分)
溃疡面积 １％－２５％ ２６％－５０％ ５１％－７５％ ７６％－１００％
混浊程度 虹膜纹理清晰ꎬ瞳孔可见角膜轻度混浊 虹膜可见ꎬ角膜混浊 虹膜不可见ꎬ角膜不均匀混浊 角膜均匀重度混浊

溃疡形态 轻度不规则 轻度水肿、不规则 重度水肿 穿孔或后弹力膨出

图 ２　 裂隙灯下观察小鼠角膜镰刀菌感染第 １、３、５ ｄ的角膜形态ꎮ
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表 ２　 小鼠角膜镰刀菌感染第 １、３、５ ｄ的临床评分比较

(􀭰ｘ±ｓꎬ分)
组别 例数 感染 １ ｄ 感染 ３ ｄ 感染 ５ ｄ
ＤＭＳＯ 组 ６ ７.８３±０.９１ ９.１７±０.６９ａ ７.１７±０.３７ａ

丁香酚组 ６ ７.６７±０.８５ ７.０２±０.９０ ３.１６±０.６８
ＩＧＦ－１ 组 ６ ７.５０±０.５０ ８.６７±１.６９ａ ６.６７±１.１１ａ

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 丁香酚组ꎮ
图 ３　 小鼠角膜镰刀菌感染第 １、３、５ ｄ的临床评分比较

　 ａＰ<０.０５ ｖｓ 丁香酚组ꎮ

图 ４　 ＨＥ染色观察镰刀菌感染第 １、３、５ ｄ的组织病理损伤ꎮ

２.３丁香酚对 ＦＫ小鼠角膜组织载菌量的影响　 各组小鼠
角膜真菌载量均随时间推移呈下降趋势ꎮ 感染第 ３、５ ｄꎬ
与 ＤＭＳＯ 组相比ꎬ丁香酚组角膜载菌量明显降低(均 Ｐ<
０.０５)ꎬ且丁香酚组角膜载菌量明显低于 ＩＧＦ－１ 组(均 Ｐ<
０.０５)ꎬ见图 ５ꎮ
２.４丁香酚对 ＦＫ小鼠角膜组织炎症介质的影响　 感染第
３ ｄꎬ与 ＤＭＳＯ 组相比ꎬ丁香酚组角膜组织 ＩＬ－６ 水平明显
升高ꎬ而 ＩＬ－１β 水平明显降低(均 Ｐ<０.０５)ꎻ丁香酚组角膜
组织 ＩＬ－６ 水平明显高于 ＩＧＦ－１ 组、ＩＬ－１β 水平明显低于
ＩＧＦ－１ 组(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 感染第 ５ ｄꎬ丁香酚组角膜组织中
ＩＬ－６和ＩＬ－１β水平均明显低于 ＤＭＳＯ 组和 ＩＧＦ－１ 组(均
Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ６ꎮ
２.５丁香酚对 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路的影响　 感染第 ３、５ ｄꎬ
与 ＤＭＳＯ 组相比ꎬ丁香酚组角膜组织中 ｐ－ＰＩ３Ｋ 和 ｐ－Ａｋｔ
表达均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ且丁香酚组角膜组织 ｐ－ＰＩ３Ｋ

图 ５　 各组小鼠角膜真菌载量的比较　 ａＰ<０.０５ ｖｓ 丁香酚组ꎮ

和 ｐ－Ａｋｔ 表达明显低于 ＩＧＦ－１ 组(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ７ꎮ
３讨论

ＦＫ 是一种侵袭性极强的角膜损伤性急症ꎬ由于病情
发展迅速ꎬ通常会导致严重的视力损伤ꎮ 镰刀菌是中国最
常见的 ＦＫ 病原体之一ꎬ具有很强的毒力和侵袭性ꎮ 然
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图 ６　 各组小鼠角膜组织中炎症介质水平的比较　 Ａ:ＩＬ－１β 水平ꎻＢ:ＩＬ－６ 水平ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 丁香酚组ꎮ

图 ７　 各组小鼠角膜组织中 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ通路相关蛋白表达的比较　 Ａ:蛋白免疫印迹检测ꎻＢ:ｐ－ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ 水平ꎻＣ:ｐ－ＡＫＴ / ＡＫＴ 水

平ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 丁香酚组ꎮ

而ꎬ目前临床上尚缺乏针对镰刀菌的有效抗菌药物ꎬ因此
镰刀菌感染的 ＦＫ 患者预后较差[９]ꎮ 探索有效的治疗靶
点和药物以调控角膜炎症的发展ꎬ对于改善患者预后至关
重要ꎮ

丁香是一种重要的药用植物ꎬ因其广泛的药理作用作
为民间医药被广泛使用ꎮ 丁香油可用于治疗许多疾病ꎬ包
括痤疮、哮喘、类风湿性关节炎、疤痕、疣和各种过敏症ꎻ在
牙科医疗实践中ꎬ丁香油还被用作镇痛剂、解痉剂和防腐
剂[１０－１１]ꎮ 精油的抗菌活性通常取决于其化学成分和每种
活性成分的数量ꎬ这是所有天然植物提取物的共同特点ꎮ
丁香酚是从丁香油中分离出的最主要生物活性成分ꎬ每
１００ ｇ 新鲜植物材料中含有 ９ ３８１.７０－１４ ６５０.００ ｍｇ 的丁香
酚[１２]ꎬ而丁香油的抗菌活性主要与丁香酚含量高有关ꎮ
丁香酚的抗真菌活性已被广泛研究ꎮ 早在 １９８２ 年ꎬ
Ｂｏｏｎｃｈｉｒｄ 等[１３]已评估了丁香酚对 ３１ 株白僵菌和 ３３ 株新
型隐球菌的抗真菌活性进行了评估ꎮ Ｐｒａｊａｐａｔｉ 等[１４]发现ꎬ
丁香酚可诱导酿酒酵母和白色念珠菌包膜的形态改变ꎬ而
包膜形态与这些真菌的致病性密切相关ꎮ Ｓｈａｈｉｎａ 等[１５]

发现ꎬ丁香酚可诱导白色念珠菌产生氧化应激反应ꎬ造成
细胞质膜脂质过氧化和细胞死亡ꎮ 此外ꎬ丁香酚也被证实
可在体内和体外对免疫抑制大鼠口腔念珠菌病发挥抗菌
活性[１６]ꎮ 最重要的是ꎬＹｕ 等[７] 证实丁香酚可通过减少真
菌负荷来预防烟曲霉角膜炎ꎮ 本研究发现ꎬ与 ＤＭＳＯ 组小
鼠相比ꎬ丁香酚处理组小鼠的角膜病理损伤和角膜新生血
管反应更轻ꎬ角膜真菌清除速度更快ꎬ证实了丁香酚对镰
刀菌引起的 ＦＫ 的抗真菌作用ꎮ

炎症是对抗病原微生物的关键防线ꎮ 真菌感染早期ꎬ
角膜即启动依赖于模式受体 ( ＰＲＲｓ) 如 Ｔｏｌｌ 样受体
(ＴＬＲｓ)的先天性免疫应答[１７－１８]ꎮ ＰＲＲｓ 的激活会引发各
种炎症事件ꎬ包括炎症细胞的浸润和促炎细胞因子(如
ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６)的产生ꎮ 这些 ＰＲＲｓ 介导的炎症
反应是真菌清除所必需的ꎮ 然而ꎬ如果不加控制ꎬ过度的
宿主炎症反应也会进一步导致病理组织损伤ꎮ 因此ꎬ在眼
部免疫防御中精确平衡促炎和抗炎反应十分重要ꎮ 丁香

酚的抗炎作用已被广泛研究ꎮ 已证实ꎬ丁香酚可通过降低
炎症反应改善特定器官的功能[１９]ꎮ 在金黄色葡萄球菌感
染的大鼠中ꎬ丁香酚除发挥抗菌作用外ꎬ还可通过增加毛
细血管数量、减少炎症细胞来促进伤口愈合[２０]ꎮ 本研究
发现ꎬ在镰刀菌感染第 ３ ｄ 小鼠角膜 ＩＬ－６ 显著升高ꎮ 同
时ꎬ丁香酚组小鼠在感染前期 ＩＬ－ ６ 表达水平明显高于
ＤＭＳＯ 组ꎬ而感染后期 ＩＬ－６ 表达明显低于 ＤＭＳＯ 组ꎮ 此
外ꎬ丁香酚组感染前期与后期 ＩＬ － １β 表达均明显低于
ＤＭＳＯ 组ꎮ 作为重要的促炎细胞因子ꎬＩＬ－１β 和 ＩＬ－６ 通
过激活多种反应ꎬ在宿主抵抗病原微生物的过程中发挥重
要作用ꎮ ＩＬ－１β 是由免疫细胞产生的 Ｔｈ１ 型细胞因子ꎬ其
主要功能是增强炎症反应[２１]ꎮ ＩＬ－６ 是急性期反应的强诱
导物ꎬ能参与促进炎症反应的恢复ꎮ ＩＬ－６ 的表达是小鼠
ＦＫ 中机体重要的防御和保护因素[２２]ꎮ 基于这些结果推
测ꎬ在镰刀菌感染急性期ꎬ丁香酚能够促进 ＩＬ－６ 介导的急
性期炎症反应ꎬ从而有助于真菌的早期清除ꎻ同时ꎬ通过抑
制 ＩＬ－１β 介导的炎症反应ꎬ减轻感染后期的病理损害ꎮ
因此ꎬ除抗菌作用外ꎬ丁香酚能够通过调节炎症因子分泌
改善镰刀菌感染引起的角膜炎ꎮ

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路作为目前研究最广泛的典型信
号通路之一ꎬ已被证实参与调控细胞凋亡、转录、翻译、新
陈代谢和细胞周期等多种细胞生物学过程ꎮ 在炎症性疾
病中ꎬＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路会被异常激活ꎬ而且该通路的
异常激活与炎症的发生和发展密切相关[２３]ꎮ 近年来的研
究表明ꎬＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路与不同微生物的感染和发病
机制有关ꎬ并对各种角膜疾病产生重要影响ꎮ 值得注意的
是ꎬＹｅｈ 等[２４]证实ꎬＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路在镰刀菌感染的
ＦＫ 小鼠体内被激活ꎬ这与本研究中的结果一致ꎮ 在细菌
性角膜炎中ꎬ通过调控 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路产生的免疫调节作
用可抑制炎症并延缓角膜炎的进展[２５－２６]ꎮ 在单纯疱疹病
毒感染后的角膜组织中ꎬｐ－ＰＩ３Ｋ 和 ｐ－ＡＫＴ 明显增加ꎬ提
示这一信号通路可能参与介导角膜炎的发生进展[２７]ꎮ 在
ＦＫ 中ꎬ假交替单胞菌胞外多糖 ＥＰＳ－Ⅱ能够抑制白色念珠
菌对角膜上皮细胞的黏附ꎬ这可能是通过抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ
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信号传导以降低了相关炎症因子的水平来实现[２８]ꎮ 这些
结果提示ꎬＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路在 ＦＫ 免疫调节中起着至
关重要的作用ꎬ靶向 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路可能成为 ＦＫ 的潜在
治疗靶点ꎮ 本研究发现ꎬ丁香酚能够降低 ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ 的
磷酸化水平ꎬ提示丁香酚能够抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路激
活ꎮ 为进一步确定丁香酚在 ＦＫ 小鼠中的作用机制ꎬ本研
究也使用了 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路激活剂 ＩＧＦ－１ 进行挽救实验ꎮ
与预期一致ꎬ本研究发现ꎬＩＧＦ－１ 可在一定程度上消除丁
香酚对 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路的抑制作用ꎮ 同时ꎬ丁香酚对
ＦＫ 小鼠角膜组织损伤的改善及促炎细胞因子分泌的抑制
作用均能够被 ＩＧＦ－１ 所逆转ꎮ 这些结果证实丁香酚可能
通过抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路的活化来发挥抗炎效应ꎬ从而促
进角膜抗真菌过程中的先天免疫ꎬ加速 ＦＫ 愈合ꎬ在 ＦＫ 小
鼠中发挥保护作用ꎮ

然而ꎬ本研究仍存在一些不足:(１)丁香酚应用在眼
部的生物利用度仍需要探讨ꎮ (２)本研究未对全身免疫
程度进行评估ꎬ针对 ＦＫ 选择合适的治疗时机还有赖于机
体免疫状态、感染严重程度、开始用药时间等ꎬ如何合理把
握给药时机、剂量仍有待进一步研究ꎮ (３)本研究仅以
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路为切入点ꎬ并以丁香酚联合应用激活
剂进行挽救实验ꎬ确定丁香酚能够抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通
路活化ꎮ 未来有必要以 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路抑制剂作为
阳性对照ꎬ或者选择更多信号通路进行深入研究ꎮ (４)丁
香酚的治疗效果是否与不同的真菌菌株种类有关仍有待
进一步探索ꎮ

综上所述ꎬ丁香酚通过抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路来减轻镰
刀菌引起的角膜炎症ꎬ从而提高小鼠对病原微生物的抵
抗力ꎮ
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６２(６):２６.
[９] Ｗａｎｇ Ｍꎬ Ｔａｎｇ Ｗꎬ Ｘｉａｎｇ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ＭｄＷＲＫＹ４０ ｉｎ
ｔｈｅ ｄｅｆｅｎｓｅ ｏｆ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ａｐｐｌｅ ａｇａｉｎｓｔ ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ. ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌꎬ
２０２２ꎬ２２(１):３８５.

[１０] Ｖｉｄｙａ Ｒａｊ ＣＫꎬ Ｖｅｎｕｇｏｐａｌ Ｊꎬ Ｍｕｔｈａｉａｈ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎ－ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉ－
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｅｕｇｅｎｏｌ. Ｉｎｄｉａｎ Ｊ Ｔｕｂｅｒｃꎬ ２０２２ꎬ６９
(４):６４７－６５４.
[１１] Ｐａｄｈｙ Ｉꎬ Ｐａｕｌ Ｐꎬ Ｓｈａｒｍａ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｅｕｇｅｎｏｌ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ: ｒｅｃｅｎｔ ｔｒｅｎｄｓ ａｎｄ ａｄｖａｎｃｅｍｅｎｔ. Ｌｉｆｅ ( Ｂａｓｅｌ)ꎬ
２０２２ꎬ１２(１１):１７９５.
[ １２ ] Ｏｌｉｖｅｉｒａ ＬＭꎬ Ｓｉｑｕｅｉｒａ ＦＳꎬ Ｓｉｌｖａ ＭＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ
ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｈｙｂｒｉｄｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｅｕｇｅｎｏｌ ａｎｄ
ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅｓ. Ｆｏｌｉａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０２３ꎬ ６８ ( ６ ):
８２３－８３３.
[１３] Ｂｏｏｎｃｈｉｒｄ Ｃꎬ Ｆｌｅｇｅｌ ＴＷ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｅｕｇｅｎｏｌ ａｎｄ
ｖａｎｉｌｌｉｎ ａｇａｉｎｓｔ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ ａｎｄ Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ. Ｃａｎ Ｊ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ １９８２ꎬ２８(１１):１２３５－１２４１.
[１４] Ｐｒａｊａｐａｔｉ Ｊꎬ Ｇｏｓｗａｍｉ Ｄꎬ Ｄａｂｈｉ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｕａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｏｆ ＳＥ ａｎｄ ＣＹＰ５１ ｂｙ ｅｕｇｅｎｏｌ ｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ:
Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｌｙ ｃｕｒａｔｅｄ ｓｔｕｄｙ ｗｉｔｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ. Ｃｏｍｐｕｔ Ｂｉｏｌ
Ｍｅｄꎬ ２０２２ꎬ１５１:１０６２３７.
[１５] Ｓｈａｈｉｎａ Ｚꎬ Ｎｄｌｏｖｕ Ｅꎬ Ｐｅｒｓａｕｄ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ( ＲＯＳ ) － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｌｅｔｈａｌｉｔｙ ａｎｄ ＲＯＳ － ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｈｙｐｈａｌ ａｎｄ ｂｉｏｆｉｌｍ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｂｙ ｅｕｇｅｎｏｌ ａｎｄ ｃｉｔｒａｌ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｓｐｅｃｔｒꎬ
２０２２ꎬ１０(６):ｅ０３１８３２２.
[１６] Ｃｈａｍｉ Ｎꎬ Ｃｈａｍｉ Ｆꎬ Ｂｅｎｎｉｓ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ
ｃａｒｖａｃｒｏｌ ａｎｄ ｅｕｇｅｎｏｌ ｏｆ ｏｒａｌ ｃａｎｄｉｄｉａｓｉｓ ｉｎ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｒａｔｓ. Ｂｒａｚ
Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓꎬ ２００４ꎬ８(３):２１７－２２６.
[１７] Ｌｅóｎ Ｂ. Ｆｏｏｌｉｎｇ ＴＬＲ４ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｆｕｎｇａｌ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ. Ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ
２０２２ꎬ５５(９):１５９１－１５９３.
[１８] Ｄａｎｇ ＥＶꎬ Ｌｅｉ ＳＳꎬ Ｒａｄｋｏｖ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｆｕｎｇａｌ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｔｒｉｇｇｅｒｓ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ＴＬＲ４. Ｎａｔｕｒｅꎬ ２０２２ꎬ ６０８
(７９２１):１６１－１６７.
[１９] Ｌｉｕ Ｗꎬ Ｃｈｅｎ Ｇꎬ Ｄｏｕ ＫＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｕｇｅｎｏｌ ｅｌｉｍｉｎａｔｅｓ ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ－
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｖｉａ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.
Ｆｒｏｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０２３ꎬ１４:１０９０７８７.
[２０] Ａｌａｎａｚｉ ＡＫꎬ Ａｌｑａｓｍｉ ＭＨꎬ Ａｌｒｏｕｊｉ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ Ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ Ｓｙｚｙｇｉｕｍ ａｒｏｍａｔｉｃｕｍ ( Ｃｌｏｖｅ ) Ｂｕｄ Ｏｉｌ ａｎｄ Ｉｔｓ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
Ｉｍｉｐｅｎｅｍ ｉｎ Ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ Ｗｏｕｎｄ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｒａｔｓ Ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－
Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０２２ꎬ２７(２３):８５５１.
[２１] Ｌｏｐｅｚ －Ｃａｓｔｅｊｏｎ Ｇꎬ Ｂｒｏｕｇｈ Ｄ. Ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ＩＬ－１β ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ. Ｃｙｔｏｋｉｎｅ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ Ｒｅｖꎬ ２０１１ꎬ２２(４):１８９－１９５.
[２２] 银红梅ꎬ 钟文贤ꎬ 谢立信. 真菌性小鼠角膜炎中炎性因子的表

达. 中华眼科杂志ꎬ ２０１０ꎬ４６(９):８２１－８２８.
[２３] Ａｃｏｓｔａ－Ｍａｒｔｉｎｅｚ Ｍꎬ Ｃａｂａｉｌ ＭＺ. Ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｍｅｔａ－
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２２ꎬ２３(２３):１５３３０.
[２４] Ｙｅｈ ＣＣꎬ Ｈｏｒｎｇ ＨＣꎬ Ｃｈｏｕ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｃｔｉｎ－１－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐａｔｈｗａｙ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ － ｉｎｄｕｃｅｄ ＣＸＣＬ － ８ ｒｅｌｅａｓｅ ｆｒｏｍ
ｈｕｍａｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０１７ꎬ１８(３):Ｅ６２４.
[２５] Ｈｕａｎｇ Ｌꎬ Ｔａｎｇ Ｈꎬ Ｈｕ Ｊ. ＭＥＴＴＬ３ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ
Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｖｉａ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉꎬ ２０２２ꎬ６３(１０):２０.
[２６] Ｙｕａｎ ＫＬꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｊꎬ Ｓｈｅｎ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｎｓｏｒｙ ｎｅｒｖｅｓ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｏｒｎｅａｌ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｖｉａ ＣＧＲＰ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｔｏ ｔｈｅ Ｍ２ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ. Ｉｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０２２ꎬ１０２:１０８４２６.
[２７] Ｋｅ Ｌꎬ Ｙａｎｇ Ｙꎬ Ｌｉ ＪＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ＦＡＫ / ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｏｆ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ － ２ ａｎｄ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ.
Ｂｉｏｍｅｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔꎬ ２０１９ꎬ２０１９:４１４３９８１.
[２８] Ｃｈｅｎ Ｈꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｚꎬ Ｃｈｅｎ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ＥＰＳ－ＩＩ ｆｒｏｍ Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｏｎ Ｃａｎｄｉｄａ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｔｏ
Ｃｏｒｎｅａ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ｂｉｏｍｅｄ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｓｃｉꎬ ２０１２ꎬ２５(２):２１０－２１５.
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