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高脂摄入上调肺组织高脂摄入上调肺组织CYPCYP 44AA11表达缓解丰宫表达缓解丰宫

并殖吸虫感染所致大鼠肺损伤并殖吸虫感染所致大鼠肺损伤
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［［摘要摘要］］ 目的目的 观察高脂摄入对丰宫并殖吸虫感染所致大鼠肺损伤的缓解作用，并初步探讨细胞色素P450酶4A1（cyto⁃
chrome P450 4A1, CYP 4A1）在该过程中的作用。方法方法 将SD大鼠分为正常对照组（10只）、感染+普通饮食组（12只）、感

染+高脂饮食组（12只）。正常对照组大鼠普通饮食喂养，不予其他任何处理；感染+普通饮食组、感染+高脂饮食组每只

大鼠均经腹壁皮下注射8条丰宫并殖吸虫后尾蚴，随后分别给予普通饮食、高脂饲料喂养。饲养28周后处死3组大鼠，

收集血清及肺组织。大鼠肺组织苏木素⁃伊红（HE）染色，光学显微镜下观察各组大鼠肺损伤程度，并进行肺泡炎半定量

评分；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）法检测大鼠血清中白细胞介素（IL）⁃1β和肿瘤坏死因子（TNF）⁃α浓度，通过实时定

量PCR（qPCR）及Western blotting检测大鼠肺组织中CYP 4A1 mRNA和蛋白质表达水平。结果结果 丰宫并殖吸虫感染28周
后与感染+普通饮食组相比，感染+高脂饮食组大鼠肺泡壁增厚、水肿、炎症细胞浸润情况较轻，未见肺泡实变；感染+普
通饮食组肺泡炎半定量评分[（2.200 ± 0.289）分]显著高于正常对照组[（0.300 ± 0.083）分]和感染+高脂饮食组[（1.300 ±
0.475）分]（P均< 0.05），感染+普通饮食组大鼠血清 IL⁃1β [（151.586 ± 20.492）pg/mL]和TNF⁃α [（180.207 ± 23.379）pg/mL]
水平均显著高于正常对照组 [（103.226 ± 3.366）、（144.807 ± 1.348）pg/mL]和感染+高脂饮食组 [（110.131 ± 12.946）、

（131.764 ± 27.831）pg/mL]（P均< 0.05），感染+普通饮食组大鼠肺组织中CYP 4A1 mRNA（3.00 ± 0.81）和蛋白表达水平

（0.40 ± 0.02）均显著低于正常对照组（5.03 ± 2.05、0.84 ± 0.14）和感染+高脂饮食组（11.19 ± 3.51、0.68 ± 0.18）（P 均<
0.05）。结论结论 高脂摄入可能通过上调肺组织中CYP 4A1 mRNA及蛋白表达来缓解丰宫并殖吸虫感染所致大鼠肺损伤。

［［关键词关键词］］ 丰宫并殖吸虫；细胞色素P450酶4A1；高脂饮食；肺损伤；大鼠
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High⁃fat intake alleviates lung injury induced by Paragonimus proliferus in⁃
fection in rats through up⁃regulating CYP 4A1 expression in lung tissues
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[Abstract][Abstract] ObjectiveObjective To explore the improvements of high⁃fat intake on lung injury induced by Paragonimus proliferus infec⁃
tion in rats, and to preliminarily explore the mechanisms underlying the role of cytochrome P450 4A1 (CYP 4A1) in the improve⁃
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ments. MethodsMethods SD rats were randomly assigned into three groups, including the normal control group (n = 10), the infection
and normal diet group (n = 12) and the infection and high⁃fat diet group (n = 12). Rats in the normal control group were fed with
normal diet and without any other treatments, and animals in the infection and normal diet group were subcutaneously injected
with 8 excysted metacercariae of P. proliferus via the abdominal wall, followed by feeding with normal diet, while rats in the infec⁃
tion and high⁃fat diet group were subcutaneously injected with 8 excysted metacercariae of P. proliferus via the abdominal wall,
followed by feeding with high⁃fat diet. All rats were sacrificed 28 weeks post⁃infection, and serum samples and lung specimens
were collected. Following hematoxylin⁃eosin (HE) staining of rat lung specimens, the rat lung injury was observed under an opti⁃
cal microscope, and alveolitis was evaluated using semi⁃quantitative scoring. Serum interleukin⁃1β (IL⁃1β) and tumor necrosis
factor alpha (TNF⁃α) levels were measured using enzyme⁃linked immunosorbent assay (ELISA), and the cytochrome P450 4A1
(CYP 4A1) expression was quantified in rat lung specimens at transcriptional and translational levels using quantitative real⁃time
PCR (qPCR) and Western blotting assays. ResultsResults Alveolar wall thickening, edema and inflammatory cell infiltration were alle⁃
viated 28 weeks post⁃infection with P. proliferus in rats in the infection and high⁃fat diet group relative to the infection and normal
diet group, and no alveolar consolidation was seen in the infection and high⁃fat diet group. The semi⁃quantitative score of alveoli⁃
tis was significantly higher in the infection and normal diet group [(2.200 ± 0.289) points] than in the normal control group
[(0.300 ± 0.083) points] and the infection and high⁃fat diet group [(1.300 ± 0.475) points] (both P values < 0.05), and higher se⁃
rum IL⁃1β [(151.586 ± 20.492)] pg/mL and TNF⁃α levels [(180.207 ± 23.379) pg/mL] were detected in the infection and normal
diet group than in the normal control group [IL⁃1β: (103.226 ± 3.366) pg/mL; TNF⁃α: (144.807 ± 1.348) pg/mL] and the infection
and high⁃fat diet group [IL⁃1β: (110.131 ± 12.946) pg/mL; TNF⁃α: (131.764 ± 27.831) pg/mL] (all P values < 0.05). In addition,
lower CYP 4A1 mRNA (3.00 ± 0.81) and protein expression (0.40 ± 0.02) was quantified in lung specimens in the infection and
normal diet group than in the normal control group [(5.03 ± 2.05) and (0.84 ± 0.14)] and the infection and high⁃fat diet group
[(11.19 ± 3.51) and (0.68 ± 0.18)] (all P values < 0.05). ConclusionConclusion High⁃fat intake may alleviate lung injuries caused by P. pro⁃
liferus infection in rats through up⁃regulating CYP 4A1 expression in lung tissues at both translational and transcriptional levels.
[Keywords][Keywords] Paragonimus proliferus; Cytochrome P450 4A1; High⁃fat diet; Lung injury; Rat

并殖吸虫病是由并殖吸虫感染导致的一种食源

性寄生虫病，呈全球性分布，高发于包括我国在内的

热带或亚热带地区［1］。该病患者以咳嗽、咯痰、咯血、

发热、消瘦为主要临床表现，严重者可致死［1］。因其

临床表现或影像学特征与结核或肿瘤十分相似，易被

误诊［1］。WHO将并殖吸虫病列为被忽视的热带疾病

之一，呼吁加强对该病的防治［2］。虽然当前采用吡喹

酮、三氯苯达唑等杀虫效果良好，但除杀虫治疗外，尚

无专门针对并殖吸虫感染所致肺损伤的治疗策略。

丰宫并殖吸虫属扁形动物门、吸虫纲、复殖亚纲、

斜睾目、隐孔科、并殖吸虫属，是美国国家生物技术信

息中心（National Center for Biotechnology Information，
NCBI）数据库中已登记（截至 2022年 5月 14日）的 50
种并殖吸虫虫种之一，目前报道的自然疫源地包括我

国云南省和越南［3］。丰宫并殖吸虫感染大鼠可引起

肺损伤［4］。本课题组前期研究发现，该虫侵入机体后

可广泛限制宿主代谢以摄取营养物质，满足自身能量

需求，故推测宿主代谢受限是并殖吸虫病发生发展的

重要机制之一［5］。此外，本课题组还对丰宫并殖吸虫

感染大鼠肺组织转录组学进行了研究（转录组序列已

在 NCBI 数 据 库 中 登 记 ，基 因 登 录 号 分 别 为

SRR11749148～SRR11749165），京都基因与基因组

百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，
KEGG）富集分析显示，过氧化物酶体增殖物激活受体

（peroxisome proliferater⁃activated receptor，PPAR）信号

是显著富集的主要代谢信号通路之一，其中细胞色素

P450酶 4A1（cytochrome P450 4A1，CYP 4A1）在丰宫

并殖吸虫感染大鼠 28 d时呈下调趋势［5］。CYP 4A1
是过氧化物酶体增殖物激活受体（peroxisome prolifer⁃
ators⁃activated receptors，PPARs）信号通路下游的一种

重要靶分子［6］，主要存在于内质网和线粒体内膜上，

其通过促进脂肪酸氧化而发挥生物学效应，是脂肪酸

β氧化的关键酶［7］。代谢异常可导致机体免疫功能受

损以及清除病原体能力降低［8］，且预后更差［9］。纠正

宿主营养状况能否改善丰宫并殖吸虫感染所致肺损

伤严重程度，以及CYP 4A1是否在其机制中发挥了重

要作用，国内外尚未见相关报道。

本研究拟建立丰宫并殖吸虫感染导致肺并殖吸

虫病动物模型，观察高脂摄入改变宿主代谢状态能否

缓解肺损伤严重程度，并结合血清促炎细胞因子白细

胞介素1β（interleukin⁃1 beta，IL⁃1β）、肿瘤坏死因子α
（tumor necrosis factor alpha，TNF⁃α）浓度变化及肺组

织中CYP 4A1 mRNA及蛋白表达初步探索其分子机

制，从而为并殖吸虫病防治提供参考。
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材料与方法材料与方法

11 实验动物实验动物

清洁级雄性 SD大鼠 34只（6周龄，体质量 180～
220 g）购于昆明医科大学实验动物中心，适应性喂养

2周后用于实验。

22 主要试剂与仪器主要试剂与仪器

抗CYP 4A1抗体（上海康朗），抗β⁃actin抗体（美

国Santa），RNA提取试剂盒、RNA保存液（北京天根），

逆转录试剂盒（上海科敏），抗⁃GADPH抗体（杭州开

泰），IL⁃1β酶联免疫吸附试验（ELISA）检测试剂盒、

TNF⁃α ELISA检测试剂盒（美国赛默飞世尔科技），基

础电泳仪、半干转膜仪（美国Bio⁃rad），Applied Biosys⁃
tems PCR热循环仪、酶标仪（美国赛默飞），分光光度

计（上海尤尼柯）。

高脂饲料（50%脂肪供能）购自北京博泰宏达生

物技术有限公司，具体成分（质量百分比，gm%）：蛋白

质 24.2%、碳水化合物 40.1%、脂肪 27.4%，以及相应

维生素和微量元素等，总热量比为4.7 kcal/gm。

33 方法方法

3.1 实验分组 将实验大鼠分为正常对照组（10
只）、感染+普通饮食组（12只）、感染+高脂饮食组（12
只）。正常对照组大鼠普通饮食喂养，不予其他任何

处理；感染+普通饮食组、感染+高脂饮食组大鼠感染

丰宫并殖吸虫后尾蚴后分别给予普通饮食喂养和高

脂饲料喂养。

3.2 动物模型制备及实验样品收集 参照本课题组

前期研究制备动物模型［10］。自丰宫并殖吸虫疫源地采

集溪蟹，带回实验室后用研磨⁃ 水洗⁃ 沉淀法分离后尾

蚴，感染+普通饮食组、感染+高脂饮食组大鼠腹壁皮下

注射后尾蚴悬浊液，每只大鼠注射8条后尾蚴，注射完

毕后自由进食水。于注射后第7 天随机选取以上两组

大鼠各2只，经水合氯醛麻醉后处死，剪开胸腔，通过

肉眼观察寻找丰宫并殖吸虫虫体，如发现已移行至大

鼠胸腔的后尾蚴，则说明动物模型制备成功。

各组大鼠饲养28周后，经水合氯醛麻醉后处死，

自腹正中线切口剪开腹腔，继续向上剪开胸腔后立即

自心尖取血 5 mL，1 500 r/min（离心半径 16 cm）离心

30 min，取上清储存于−80 ℃冰箱用于 ELISA 检测。

随后，沿病变最明显部位楔形切取肺组织，生理盐水

冲洗干净后分成3块：1块置于多聚甲醛中固定，用于

苏木精⁃伊红（hematoxylin⁃eosin，HE）染色；1块用RNA
保存液浸泡后置于－80 ℃冰箱，用于定量实时 PCR
（quantitative real time polymerase chain reaction，qP⁃

CR）检测；1块直接冻存于−80 ℃冰箱中，用于West⁃
ern blotting检测。

3.3 大鼠肺组织HE染色及肺泡炎半定量分析 取

经多聚甲醛固定的大鼠肺组织常规包蜡切片后行HE
染色，光学显微镜下观察肺损伤严重程度，并进行肺

泡炎半定量评分。0 分为无肺泡炎，肺泡壁厚度正

常，肺泡结构完整；1分为轻度肺泡炎，主要表现为肺

泡壁增厚、局灶性炎细胞浸润、受累肺组织面积小于

总面积的20%，肺泡结构尚维持正常；2分为中度肺泡

炎，受累面积占总面积20%～50%，可见肺泡壁断裂、

肺泡腔融合；3分为严重肺损伤，受损面积占总面积

50%以上，肺泡壁肿胀及大量炎细胞浸润导致大范围

肺实变，部分肺泡壁断裂、肺泡腔融合［11］。每只大鼠

随机选取 3张肺组织HE染色切片，由同一名经验丰

富、具高级职称的病理学专家采用盲法在光学显微镜

下观察后进行评分。

3.4 ELISA检测血清细胞因子 IL⁃1β和 TNF⁃α浓度

按ELISA检测试剂盒说明书，采用双抗夹心ELISA
法检测大鼠血清 IL⁃1β和TNF⁃α浓度，用酶标仪检测

450 nm 波长处吸光度值（A450），绘制标准曲线计算 IL⁃
1β和TNF⁃α浓度。

3.5 q⁃PCR检测CYP 4A1 mRNA表达 取大鼠肺组织

100 mg，裂解及匀浆后用Trizol法提取总RNA，测定纯

度和浓度。按照试剂盒说明书中的实验步骤合成cD⁃
NA，然后进行 qPCR检测。反应体系（共 20 μL）：2 ×
SYBR Green qPCR Master Mix (High ROX) 10 μL、上游

引物0.4 μL、下游引物0.4 μL、模板2 μL、无核酸酶水

7.2 μL，以GAPDH为内参。引物序列由北京擎科生物

有限公司合成（表 1）。扩增程序：95 ℃ 30 s预变性；

95 ℃ 15 s变性；60 ℃ 30 s退火/延伸，40个循环。用相

对定量法计算CYP 4A1 mRNA的2−ΔΔCt值。

3.6 Western blotting 检测 CYP 4A1蛋白表达 提取

的总蛋白经BCA法定量。蛋白样品经电泳、转膜、封

闭后，加入CYP 4A1（1∶1 000）特异性抗体，4 ℃孵育

过夜；PBST缓冲液洗涤后加入辣根过氧化物酶标记

的二抗（1∶5 000），室温下孵育聚偏二氟乙烯膜，Tris⁃
盐酸⁃吐温缓冲盐溶液洗膜后，适量发光混合液均匀

滴于膜正面，在BIO⁃RAD ChemiDOC化学发光成像系

统进行成像。以β⁃actin作为内参计算CYP 4A1蛋白

质相对表达量。

3.7 统计分析 采用 SPSS 20.0软件进行统计分析。

计量资料用均数 ± 标准差（x̄ ± s）表示。多组间比较

采用单因素方差分析，两两比较采用LSD检验或Dun⁃
nett’s T3检验。P < 0.05为差异有统计学意义。
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44 伦理学声明伦理学声明

本研究经昆明医科大学伦理审查委员会审查批

准通过（伦理批号：KMMU2019047）。

结结 果果

11 大鼠肺组织形态学观察及肺泡炎半定量分析大鼠肺组织形态学观察及肺泡炎半定量分析

正常对照组大鼠肺组织结构正常，未见炎细胞浸

润（图1A）。丰宫并殖吸虫感染28周后，感染+普通饮

食组大鼠肺泡壁明显增厚、水肿，大量炎症细胞浸润，

部分肺泡壁断裂，可见多个肺泡融合、肺泡腔消失甚

至实变（图 1B）；感染+高脂饮食组大鼠肺泡壁增厚、

水肿、炎症细胞浸润情况较轻，亦可见部分断裂的肺

泡壁及肺泡腔融合，未见肺泡实变情况（图 1C）。正

常对照组、感染+普通饮食组、感染+高脂饮食组肺泡

炎半定量评分分别为（0.300 ± 0.083）、（2.200 ±
0.289）、（1.300 ± 0.475）分，差异有统计学意义（F =
20.669，P = 0.001）。两两比较结果显示，感染+普通

饮食组评分高于正常对照组和感染+高脂饮食组（P

均< 0.05）。

表表11 引物序列引物序列

TableTable 11 Sequences of primers used for qPCR assaySequences of primers used for qPCR assay

基因

Gene
CYP 4A1

GAPDH

序列（5′→3′）
Sequence(5′→3′)

F: CTACTGCCAGATCCCACCAA;
R: AGTGGAGCTTCTTGAGATACAG
F: ACATCAAGAAGGTGGTGAAGCA;
R: TGGAAGAATGGGAGTTGCTGTT

长度

Length (bp)
20
22
22
22

GC含量（%）

GC content (%)
55
45
45
45

注：A 正常对照组；B 感染+普通饮食组；C 感染+高脂饮食组。

Note: A Normal control group; B Infection + normal diet group; C Infection + high⁃fat diet group.
图图11 33组大鼠肺组织结构组大鼠肺组织结构（（×× 400400））

Fig.Fig. 11 Lung tissues of rats in three groups (×Lung tissues of rats in three groups (× 400400))

22 大鼠血清炎症因子大鼠血清炎症因子 IL⁃IL⁃11ββ、、TNF⁃TNF⁃αα水平水平

丰宫并殖吸虫感染 28周后，正常对照组、感染+
普通饮食组、感染+高脂饮食组大鼠 IL⁃1β水平分别

为（103.226 ± 3.366）、（151.586 ± 20.492）、（110.131 ±
12.946）pg/mL，TNF⁃α水平分别为（144.807 ± 1.348）、

（180.207 ± 23.379）、（131.764 ± 27.831）pg/mL，差异

均有统计学意义（F = 21.362、29.255，P均< 0.05）。两

两比较结果表明，感染+普通饮食组大鼠血清 IL⁃1β
和TNF⁃α水平均低于正常对照组和感染+高脂饮食组

（P均< 0.05）。
33 大鼠肺组织中大鼠肺组织中CYPCYP 44AA11 mRNAmRNA及蛋白表达水平及蛋白表达水平

qPCR 及Western blotting 检测结果显示，丰宫并

殖吸虫感染28周后，正常对照组、感染+普通饮食组、

感染+高脂饮食组大鼠肺组织中CYP 4A1 mRNA相对

表达量分别为 5.03 ± 2.05、3.00 ± 0.81、11.19 ± 3.51，
蛋白相对表达量分别为0.84 ± 0.14、0.40 ± 0.02、0.68 ±
0.18，差异均有统计学意义（F = 20.889、40.383，P均<
0.05）。两两比较结果表明，感染+普通饮食组大鼠肺

组织中CYP 4A1 mRNA、CYP 4A1蛋白表达水平均较

正常对照组、感染+高脂饮食组下调（P 均< 0.05）（图

2A、2B）。
讨讨 论论

宿主代谢改变在蠕虫感染中十分常见，伴随蠕虫
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病发生发展过程。在孕后期或哺乳期妇女中，肠道线

虫感染疾病负担大幅增加与营养需求增加密切相

关［12］。后睾吸虫感染可激发宿主系统性代谢重塑，包

括改变脂质代谢、血清氨基酸池消耗、生酮信号通路调

控、脾脏代谢活性抑制等，是宿主的一种代谢适应状

态，这种“代谢介导的机体免疫抑制状态”可促进机体

慢性感染，是后睾吸虫感染慢性化阶段重要特征［13］。

本课题组前期研究发现，丰宫并殖吸虫感染大鼠

第3 天时即出现广泛宿主代谢改变，主要表现为代谢

相关基因表达下调。此时虫体尚处于自腹腔向膈肌

移行过程中，未达胸腔或肺脏，提示蠕虫可对宿主代

谢产生全身性影响，对远离寄生部位的组织器官代谢

造成广泛影响［5］。以上结果表明，对宿主代谢进行调

控可能是治疗蠕虫病的重要手段之一。

既往研究发现，高脂摄入可降低利什曼原虫在宿

主体内感染度［14］，对克氏锥虫感染小鼠心肌损伤起保

护作用［15］，降低死亡率［16］；还可促进曼氏裂体吸虫感

染后肝细胞再生［17］。亦有研究表明，疟原虫感染小鼠

体内包括CYP 4a亚家族在内的多种 P450酶表达下

调、药物清除率降低［18］，但通过高脂饮食可诱导机体

CYP 4A表达上调［19］。Sweeny等［20］发现，小鼠补充营

养可提高其对多形螺旋线虫抵抗力，产生更强的寄生

虫特异性抗体反应。本研究通过高脂摄入改变丰宫

并殖吸虫感染实验大鼠代谢状态，观察了大鼠肺组织

病理学改变及血清炎症因子浓度变化，发现高脂摄入

可减轻宿主肺损伤严重程度，初步探索了CYP 4A1表
达在并殖吸虫病治疗中的作用和可能机制。

CYP 4A家族可促进中长链脂肪酸的脂质ω⁃羟基

化，后者是脂肪酸代谢的重要途径之一［21］。CYP 4A1
参与环境化合物在体内的代谢过程，受 PPAR⁃α 调

控，是促进脂肪酸β酸氧化的关键酶，可通过脂质过

氧化对肝脏发挥毒性作用［7］。虽人体内CYP 4A1在

mRNA及其编码的蛋白的表达水平较低，但该酶及其

代谢物花生四烯酸活性与高血压、糖尿病、局部脑血

管缺血性疾病、肝肾综合征、非酒精诱导的肝病、妊娠

毒血症等疾病均密切相关［22］。高脂饮食可通过

PPAR⁃γ上调脂肪酸氧化［23］，而巨噬细胞M2极化和 II
型免疫反应均依赖于脂肪酸氧化［24⁃25］。此外，巨噬细

胞M2极化或Ⅱ型免疫反应可消除蠕虫感染导致的炎

症，修复组织损伤［26］。本课题组前期研究发现，实验

大鼠感染丰宫并殖吸虫中后期（14～28 d及以后）机

体Ⅱ型免疫反应逐渐取代Ⅰ型免疫反应，占据主导地

注：A CYP 4A1 mRNA; B CYP 4A1蛋白。

Note: A CYP 4A1 mRNA; B CYP 4A1 protein.
图图22 33组大鼠肺组织组大鼠肺组织CYPCYP 44AA11 mRNAmRNA和蛋白表达水平和蛋白表达水平

Fig.Fig. 22 CYPCYP 44AA11 mRNAmRNA and protein expression in rat lung tissues in three groupsand protein expression in rat lung tissues in three groups
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位［10］。本研究亦发现，感染+高脂饮食组大鼠血清中

代表Ⅰ型免疫反应的促炎细胞因子 IL⁃1β和TNF⁃α浓

度均较低，且肺组织炎症损伤程度较感染+普通饮食

组轻。故推测高脂摄入通过促进脂肪酸氧化诱导了

Ⅱ型免疫反应发生，同时限制了Ⅰ型免疫反应强度。

综上，丰宫并殖吸虫感染可下调宿主肺组织中

CYP 4A1 mRNA及蛋白表达，降低血清促炎细胞因子

IL⁃1β和TNF⁃α浓度；高脂摄入则能逆转该趋势，并缓

解宿主肺泡炎严重程度。其可能机制为高脂摄入通过

上调CYP 4A1基因表达水平促进肺组织脂肪酸氧化，

在诱导Ⅱ型免疫反应的同时限制Ⅰ型免疫反应，从而

发挥缓解肺损伤的作用。但后续仍需通过基因敲除或

使用CYP 4A1抑制剂等进一步深入验证这一推论。此

外，检测CYP 4A1蛋白表达定位、进一步通过荧光/共
聚焦等技术明确丰宫并殖吸虫感染调控宿主肺组织细

胞中CYP 4A1蛋白表达，对于深入探索丰宫并殖吸虫

感染所致肺损伤的致病机制亦具有十分重要的意义。
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