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复合应激型 ED大鼠模型促炎细胞因子 IL-6、TNF-琢
和 TGF-茁1水平的研究 *
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摘要 目的：探讨环境雌激素样饲料联合冷刺激诱导的 ED大鼠血清与阴茎组织中促炎因子 IL-6、TNF-琢和 TGF-茁1的变化及其
对 ED大鼠阴茎组织纤维化的影响。方法：取 100只 SD雄性大鼠，20只为正常组（N），其余 120只为建模组，以环境雌激素样饲

料联合冷刺激予以复合干预，24周后通过 APO阴茎勃起实验和交配实验筛选 ED大鼠，并从中随机选取 20只大鼠为勃起功能

障碍组(ED组)，以 ELISA和Western blot法分别检测各组大鼠血清和阴茎组织中 IL-6、TNF-琢和 TGF-茁1表达水平，Masson染色

观察阴茎组织纤维化情况。结果：(1) ED组大鼠血清中 IL-6、TNF-琢和 TGF-茁1含量较 N组显著升高（P<0.05）；(2)ED组大鼠阴茎
组织中 IL-6、TNF-琢和 TGF-茁1蛋白相对表达水平较 N组显著升高 (P<0.05)；（3）ED组大鼠阴茎组织平滑肌 /胶原纤维比值显著

低于 N组(P<0.05)。结论：环境雌激素样饲料联合冷刺激建立的复合应激型 ED大鼠阴茎组织发生纤维化是其发生 ED的重要组

织病理学原因之一，具体机制可能和血清和组织中促炎细胞因子高表达密切相关。
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Proinflammatory Cytokines IL-6, TNF-琢 and TGF-茁1 Expression in Rats
Model Induced by Compound Stress*

To explore the changes of pro-inflammatory factors IL-6, TNF-琢 and TGF-茁1 in the serum and penile tissue

of ED rats induced by environmental estrogen-like diet combined with cold stimulation and their effects on the fibrosis of the penile

tissue of ED rats. 120 male Sprague-Dawley rats were randomly divided into 2 groups: normal control group (N, n= 20) were

feeding normal environment and diet, and model group (n = 100) were intervened in damp and cold environment and gave estrogen-like

feed to model for 24w to screen ED rats, and then ELISA and Western-blot methods were used to detect the expression levels of IL-6,

TNF-琢 and TGF-茁1 in the serum and penile tissues of rats in each group, observe the fibrosis of penile tissues by Masson staining.

(1) IL-6, TNF-琢 and TGF-茁1 in ED rats serum were significantly increased compared with N group (P<0.05); (2) The relative

expression levels of IL-6, TNF-琢 and TGF-茁1 protein in the penile tissue of the ED group were significantly higher compared with N

group (P<0.05); (3) The penile tissue smooth muscle/collagen fiber ratio of the ED group was significantly lower compared with N group

(P<0.05). The fibrosis of the penile tissue of compound stress ED rats induced by environmental estrogen-like diet combined

with cold stimulation is one of the important histopathological reasons for the occurrence of ED. The specific mechanism may be closely

related to the high expression of pro-inflammatory cytokines in serum and tissues.
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前言

勃起功能障碍(Erectile dysfunction，ED)是指持续不能达到

和（或）维持足够的阴茎勃起完成满意的性生活，持续至少 6个

月以上，它是中老年男性的常见病，ED的合并总体患病率为

49.69 %[1]，并且患病率随着年龄的增长而增加。ED不仅可以作

为一种独立的疾病，单独发病，也可以作为多种疾病不同病理

过程中的一种表现出现。ED的发生发展中血管内皮功能障碍

起着关键性的作用[2]，内分泌功能失调，机体原有的平衡被打

破，可导致血管内皮损伤和引发 ED。新疆全年中接近二分之一

的时间处于寒冷的冬季，人们长期暴露于较为寒冷的环境中，

环境因素对人体内各类激素和细胞因子的分泌也可能产生非
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常重要的影响。有研究表明，长期给予雌二醇或植物雌激素可

导致阴茎海绵体雌二醇受体 琢及 茁表达导致勃起功能受损[3]。

此外低度全身性炎症是 ED病理生理过程的潜在危险因素，ED

的炎症过程包括细胞因子、趋化因子和粘附分子复杂相互作用

的转变。许多临床研究表明，ED的发生发展与临床炎症标志物

和介质表达的增加密切相关[4，5]，因此抗炎药物可以作为预防和

治疗 ED的一个治疗手段[6]。本课题组前期研究发现环境雌激

素样饲料联合冷刺激诱导的 ED大鼠勃起功能减退，且 iTRAQ

结果分析后发现血清中有大量的炎性细胞因子，但对其来源尚

不可知，因此本文通过 ELISA和 western blot检测冷应激联合

环境雌激素型 ED 大鼠中促炎细胞因子 IL-6、TNF-琢 和
TGF-茁1水平的变化，以及Masson染色确定阴茎组织纤维化的

情况，探讨炎症与 ED的关系。

1 材料与方法

1.1 材料和试剂

雄性 SD 大鼠（6 周龄，体重：190依15g）和雌性大鼠（2 月
龄，体重：180依16g）购自新疆医科大学实验动物中心；IL-6（货
号：EK0412）、TNF-琢 （货号：EK0526）和 TGF-茁1 （货号：
EK0514）ELISA试剂盒购自于博士德生物工程有限公司；IL-6

（货号：ab9324）、TNF-琢（货号：ab1793）和 TGF-茁1 （货号：
ab190503）免疫印迹抗体购自于美国 Abcam公司；SDS-PAGE

BCA蛋白定量试剂盒（货号：PC0020）和 Masson三色染色试剂

盒（货号：G1340）购自于北京索莱宝科技有限公司；羊多克隆

抗鼠二抗和 ECL化学发光试剂盒购自于北京中杉金桥生物技

术有限公司；Proteinsimple Fluor Chem E化学发光凝胶成像系

统（美国 Proteinsimple公司）；阿朴吗啡（Apomorphine, APO，美

国 Sigma公司，批号：SLBP2431V）。

1.2 方法

1.2.1 冷应激联合环境雌激素型 ED大鼠的筛选 随机选取 6

周龄 120只 SD雄性大鼠，分为正常对照组（20只）和造模组

（100只），以冷刺激（7依2℃，湿度 85-95%）和雌激素样饲料（芫

荽 +菠菜，1 kg普通动物饲料中各加 150 g）复合条件干预雄性

大鼠，造模 24周后经交配实验和 APO阴茎勃起实验筛选 ED

大鼠（20只），未成 ED者为复合应激组（S组，该组用于其它实

验研究）。造模结束后腹腔注射戊巴比妥钠麻醉，采集各组大鼠

外周血和阴茎组织，标记好后放置于 -80℃保存，具体造模方法

同文献[7]。

1.2.2 ELISA检测各组大鼠血清中促炎细胞因子的含量 检

测前将 IL-6、TNF-琢和 TGF-茁1 ELISA检测试剂盒中的试剂室
温放置 0.5 h，TMB显色液和 ABC工作液需 37℃平衡 0.5 h后

现用现配，且待血清完全融化时检测，血清使用前需使用样品

稀释液稀释 100倍后使用。在已包被抗体的酶标板中分别加入

100 滋L标准品和待测样品，混匀后封板膜封板后置于 37℃恒

温箱中培育 1.5 h；甩去酶标板内液体后加入 100 滋L生物素抗
体工作液，封板膜封板后置于 37℃恒温箱中培育 1 h；每孔加

入 1伊洗涤缓冲液（去离子水配置）300 滋L，洗板 3次后加入

ABC工作液 100 滋L，弃去未反应试剂洗板 5次后加入 TMB

显色液 37℃避光反应 15-20分钟，于每孔中加入 100 滋L TMB

终止液，混合均匀后用酶标仪在 450nm处测定 OD值，通过绘

制标准曲线计算各组大鼠血清中未知待测样品的各促炎细胞

因子的浓度。

1.2.3 Western blot检测各组大鼠阴茎组织中促炎细胞因子的

蛋白表达 将阴茎组织从 -80℃冰箱取出放入 EP管中，根据

组织大小加入 300-400 滋L的含有 PMSF的 RIPA裂解液，用小

剪刀充分剪碎于冰上充分裂解 2 h，每隔 15 min上下颠倒混

匀。4℃，12000 r/min离心 15 min，收集上清到新的离心管中即

为所提蛋白。按照 BCA蛋白定量试剂盒的操作说明对各组提

取的蛋白质进行定量，按每组 20 滋g上样量进行 SDS电泳，经

转膜，5%的脱脂奶粉封闭 2 h后，加入 GAPDH(1:1000)、IL-6

（1：1000）、TNF-琢（1：500）和 TGF-茁1（1：500）一抗 4℃过夜封

闭，然后经 TBST清洗后加入二抗，将 ECL检测试剂盒的 A液

和 B液按 1：1比例配置，混匀后均匀加入到 PVDF膜上，用

Proteinsimple Fluor Chem E显影仪拍照，采集图像后使用 Im-

age J软件确定目的蛋白和内参蛋白的灰度值，使用二者的比

值(目的蛋白 /内参蛋白 GAPDH)来确定各个蛋白在阴茎组织

中蛋白表达情况。

1.2.4 Masson染色观察各组大鼠阴茎组织纤维化情况 将石

蜡包埋好的阴茎组织进行切片（厚度 4~5 滋m），按照Masson染

色试剂盒的操作说明进行操作，光镜下观察拍照记录阴茎组织

中平滑肌组织和胶原纤维的分布情况，其中平滑肌组织被染成

红色，胶原纤维被染成蓝色，细胞核被染成蓝黑色。采用图像分

析软件 Image-Pro Plus 6.0对每张切片中阴茎海绵体内平滑肌

（红色）和胶原（蓝色）的面积进行测量并计算其比值。

1.2.5 统计方法 采用 SPSS20.0统计软件，计量数据以均值

加减标准差（x依s）表示，比较用 t检验，P<0.05为差异有统计学
意义。

2 结果

2.1 大鼠血清和组织中 IL-6、TNF-琢和 TGF-茁1的含量变化
ELISA结果显示，两组大鼠血清中 IL-6、TNF-琢和 TGF-茁1

含量比较差异具有统计学意义（P<0.05），与 N组相比，大鼠血

清中 IL-6、TNF-琢 和 TGF-茁1 的含量在 ED 组显著升高(P<0.
05)，差异具有统计学意义；以 GAPDH作为内参，应用 Western

blot检测目的蛋白 IL-6、TNF-琢和 TGF-茁1在以下两组阴茎组
织中的蛋白表达情况。结果显示，两组大鼠阴茎组织中 IL-6、

TNF-琢和 TGF-茁1含量比较差异具有统计学意义（P<0.05），与
N组相比，IL-6、TNF-琢和 TGF-茁1蛋白相对表达水平在 ED组

显著升高(P<0.05)；见表 1、2和图 1、2。

2.2 大鼠阴茎组织Masson染色结果

普通光镜下（4伊10倍镜）观察Masson染色结果，阴茎组织

中平滑肌组织染色后呈现为红色，胶原纤维染色后呈现为蓝

色，核呈现为蓝褐色，平滑肌组织与胶原纤维交错排列。光镜下

（40伊100）观察 N组大鼠阴茎组织后可知平滑肌组织和胶原纤

维排列整齐、致密，分布较均匀，且平滑肌组织较胶原纤维分布

数量多；ED组大鼠阴茎组织中平滑肌组织分布明显减少，而胶

原纤维分布数量明显增多。通过比较各组平滑肌与胶原纤维的

面积比值可知，与 N组比较，ED组中大鼠阴茎组织二者比值

均降低，差异具有统计学意义（P＜0.05）。见表 3和图 3。
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图 1 ELISA检测大鼠血清中 IL-6、TNF-琢和 TGF-茁1的水平
Fig. 1 Serum levels of IL-6, TNF-琢 and TGF-茁1byELISA

Note: N: normal control group, ED: erectile dysfunction group.

图 2 Western blot检测大鼠阴茎组织中 IL-6、TNF-琢和 TGF-茁1表达
Fig.2 IL-6, TNF-琢 and TGF-茁1expression in penis tissue detected by

Western blot

Note: N: normal control group, ED: erectile dysfunction group.

Groups IL-6（滋g/mL） TNF-琢（滋g/mL） TGF-茁1（滋g/mL）

N 18.51依7.34 2.09依1.38 150.07依98.19

ED 56.09依14.22* 9.36依2.85* 385.63依67.44*

表 1 ELISA检测大鼠血清中 IL-6、TNF-琢和 TGF-茁1的水平
Table 1 Serum levels of IL-6, TNF-琢 and TGF-茁1 detected by ELISA

Note: compared with N group, *P<0.05.

表 3大鼠阴茎组织Masson染色结果

Table 3 Masson staining results of rat penile tissue

Note: compared with N group, *P<0.05.

表 2 Western blot检测大鼠阴茎组织中 IL-6、TNF-琢和 TGF-茁1表达
Table 2 IL-6, TNF-琢 and TGF-茁1expression in penis tissue detected byWestern blot

Note: compared with N group, *P<0.05.

Groups IL-6 TNF-琢 TGF-茁1

N 1 1 1

ED 3.14依1.01* 2.07依0.27* 3.29依0.37*

Groups Smooth muscle / Collagen fibers

N 1.923依0.690

ED 0.423依0.117*

3 讨论

勃起功能障碍（ED）的病因很多，包括代谢功能紊乱，动脉

粥样硬化和慢性低度炎症。慢性低度炎症的特点是血液中炎症

相关标志物的水平升高，包括白细胞计数，血清和血浆中急性

期蛋白、细胞因子、趋化因子、可溶性粘附分子和血栓前介质。

炎症反应主要通过促炎细胞因子和炎性细胞因子来完成，炎性

细胞因子的分泌由促炎细胞因子调控，体内存在多种促炎细胞

因子（如 IL-6、TNF-琢、iNOS 等）和抗炎介质（如 IL-2 和 IL-10

等），它们都不是单独地发挥效应，而是在不同的环节上相互作

用，相互拮抗，形成极其复杂的炎症调控网络。当两者平衡时机

体可维持稳态，当两者失衡时，则会产生严重的损害[8]。ED的产

生与促炎细胞因子水平升高相关，如 TNF-琢、IL-6和 IL-8[9，10]，

低度炎症可导致内皮功能障碍和降低一氧化氮（NO）功能和活

性[6，11]，ED中促炎细胞因子水平的增加表明，炎症标记物在 ED

发展中起重要的活性剂的作用。纤维化几乎是所有疾病的病理

特征，短、长期以及过度纤维化反应均可导致组织瘢痕形成，细

胞功能发生障碍和造成器官衰竭。成纤维细胞向肌成纤维细胞

的分化是由纤维化因子（如 TGF-茁），细胞因子和血管活性肽诱
导的，这些因子是由炎症，损伤，高血糖，低氧和细胞凋亡等刺

激产生和 /或激活的。TGF诱导的纤维化促使细胞凋亡，分化

的肌成纤维细胞大量产生 ECM蛋白，最终导致组织纤维化，这

可导致大多数器官衰竭，包括阴茎和心脏[12]。胶原蛋白合成增

加导致促纤维化因子上调和海绵状纤维化，是导致勃起功能障

碍（ED）的重要病理原因之一，而促炎细胞因子促进阴茎海绵

体纤维化的发生。

本文研究结果显示冷应激联合环境雌激素型 ED组大鼠
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图 3大鼠阴茎组织Masson染色结果

Fig. 3 Masson staining results of rat penile tissue

Note: N: normal control group, ED: erectile dysfunction group.

血清和组织中促炎细胞因子 IL-6、TNF-琢和 TGF-茁1的表达均
升高，且显著高于 N组（P＜0.05），组织的胶原纤维明显增多，

平滑肌组织分布数量明显减少，上述结果表明冷应激联合环境

雌激干预 SD大鼠后导致了大量促炎细胞的产生从而诱导 ED

的发生，且上述因子大量产生后造成阴茎组织纤维化。本课题

组前期通过 iTRAQ联合 LC-MS/MS研究发现冷应激联合环境

雌激素型 ED大鼠血清中 C反应蛋白和 琢-1-巨球蛋白等 12

种上调表达蛋白与炎症相关，上述蛋白大多数属于急性期蛋

白，且通过疾病库筛查出 C反应蛋白（CRP）、血管紧张素原

（AGT）、T- 激肽原 1（MAP1）和 茁-2-糖蛋白 1（茁2GP1）与 ED

相关，构建疾病蛋白网络图时发现 IL-6直接调控上述 4种蛋

白的表达。IL-6的信号传导是通过两种分子机制实现的，其中

一种分子机制是 IL-6与膜上的 IL-6结合受体（mbIL6R）结合

形成复合物，该复合物随后募集两分子的膜结合蛋白 130

（Gp130），该过程的形成过程依赖于 Janus激酶信号转导以及

转录激活（STAT）激酶，磷酸肌醇 3 激酶（PI3K）和 MAP激酶

（如 p38）并向下游传递信号。另一种分子机制是 IL-6与可溶性

IL-6受体(sIL6R)结合后形成复合物，继而激活无 mbIL6R受体

的细胞上的 gp130，该过程可诱发炎症的产生。通过上述信号

传导途径刺激 B细胞和诱导肝急性期蛋白的产生[13]，当机体发

生感染或组织损伤时，IL-6由单核细胞和巨噬细胞迅速产生，

并通过激活免疫，血液学和急性期反应，有助于祛除传染原并

恢复受损组织，而过量的 IL-6的产生在各种炎症性疾病的发

展中起着病理作用[14]。TNF-琢在急性炎症反应期间主要由巨噬
细胞，淋巴细胞，嗜中性粒细胞，角质形成细胞和成纤维细胞产

生，它的合成是通过转录激活 TNF-琢基因，该基因主要由 5'启

动子区域中的核因子 -资B（NF-资B）响应元件驱动。TNF-琢主要
作用于血管内皮细胞，在内皮细胞中，TNF-琢不仅诱导炎症基
因转录，而且还激活 RhoA和 ROCK。它在与炎症相关 ED中

主要是通过增加动脉活性氧(ROS)和减少 NO的水平发挥作

用[15]，导致内皮功能受损的同时活化血小板，其功能发生改变

后释放炎症介质和细胞因子促使 ED的发生[16]。实验性自身免

疫性前列腺炎导致 ED的大鼠阴茎海绵体组织中发现 TNF-琢
表达升高，NO和 MDA 水平显著升高，而 SOD 的活性显著

降低 [9]；阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征（OSAHS）合并 ED

患者血清中 TNF-琢和 IL-6与非 ED患者相比均升高[17]。本研究

中 TNF-琢和 IL-6的升高显示其可能导致复合应激大鼠中炎症

细胞因子的大量分泌，出现低度炎症状态诱发 ED。在各种促纤

维化因子中，转化生长因子 TGF-茁被认为是最相关的纤维细
胞因子，TGF-茁1通过激活与受体相关的 Smads（包括 Smad2和

Smad3）来介导其纤维化作用，它与激活素受体样激酶 5

（ALK5）的 I型受体结合，ALK5中丝氨酸 /苏氨酸残基随立即

磷酸化下游信号分子 Smad2和 Smad3，磷酸化发生时 Smad2 /

3形成 Smad4复合物，易位进入细胞核并调节 TGF-茁1反应基
因的转录，从而诱导纤维化相关变化[18，19]。有研究表明，TGF-茁1
的高表达与阴茎组织低氧状态有关，低氧可以刺激 TGF-茁1的
产生同时造成胶原纤维取代平滑肌，而高氧则刺激前列腺素

E1的产生，它可抑制胶原纤维生成，维持平滑肌细胞增生，以

满足阴茎勃起的功能。TGF-茁1在糖尿病引起的勃起功能障碍
的发病机理中起重要作用[20]，ELISA和 Western blot均证实了

TGF-茁1在糖尿病 ED大鼠中的表达均高于正常大鼠，海绵体

平滑肌细胞含量低于正常对照组，海绵体组织结构发生纤维样

变[21]，本次研究结果与上述研究一致，推测 TGF-茁1能够通过改
变冷应激联合环境雌激素型 ED阴茎海绵体胶原纤维的合成，

导致纤维化，减少平滑肌组织的含量，降低平滑肌与胶原纤维

的比例，从而改变阴茎海绵体的组织结构。

综上所述，冷应激联合环境雌激素型 ED大鼠血清和阴茎

海绵体组织中促炎细胞因子 IL-6、TNF-琢和 TGF茁1水平升高，
且阴茎海绵体组织发生纤维化，推测上述三种促炎细胞因子水

平的升高可促进体内炎性细胞因子的产生与分泌，并且上述三

种促炎因子可能通过不同的信号传导途径能最终诱发 ED，而

且 TGF茁1通过 TGF茁1/Smad信号途径可导致阴茎海绵体组织
纤维化的发生，但在此过程中信号传导通路中涉及的其它分子

或蛋白的变化尚不可知，仍需要进一步的开展后续的研究。
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