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摘  要 

目的：观察LCWE诱导川崎病模型小鼠血浆中可溶性内皮细胞蛋白C受体(Soluble endothelial cell pro-
tein C receptor, sEPCR)、血管性血友病因子(von Willebrand factor, vWF)、α-平滑肌肌动蛋白(α-
smooth muscle actin, α-SMA)、平滑肌22α (smooth muscle 22α, SM22α)的表达水平及与炎症反应和

冠状动脉病变的关系。方法：4~6周龄C57BL/6雄性小鼠16只，分为模型组和对照组。模型组分为大、

中、小三个剂量组，三组分别单次腹腔注射三种浓度(0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1.0 mg/ml)的干酪乳杆菌

细胞壁提取物(Lactobacillus casei cell wall extract, LCWE) 1 ml来制备川崎病模型小鼠，对照组注射等

容量PBS缓冲液。注射14 d后，采用ELISA方法检测4组小鼠血浆sEPCR、vWF、α-SMA、SM22α表达水

平。采用苏木精–伊红染色法(HE染色法)检查冠状动脉及周围心肌组织、腹主动脉的病理变化。结果：

与对照组相比，模型组小鼠冠状动脉及周围心肌组织、腹主动脉组织出现病理改变，且随着LCWE注射剂

量的增加，浸润冠状动脉及周围心肌组织、腹主动脉组织的炎性细胞数量明显增加；炎症评分随着LCWE
注射剂量的升高而升高；模型组小鼠血浆中sEPCR、vWF含量较对照组升高(P < 0.05)，LCWE注射剂量

越大则升高越明显；α-SMA、SM22α含量较对照组明显降低(P < 0.05) LCWE注射剂量越大则降低越明

显。将四组小鼠的炎症评分与血浆中四种生物标志物含量进行相关性分析发现：炎症评分与血浆中

sEPCR、vWF的含量呈正相关，与α-SMA、SM22α的含量呈负相关。结论：LCWE可以诱发小鼠腹主动脉

和心肌损伤，并可能诱发小鼠动脉平滑肌细胞由收缩型向合成型转换，小鼠血浆中sEPCR、vWF、α-SMA、
SM22α的表达水平与LCWE注射剂量存在相关性。 
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Abstract 
Objective: To observe the expression levels of soluble endothelial cell protein C receptor (sEPCR), 
von Willebrand factor (vWF), α-smooth muscle actin (α-SMA), and smooth muscle 22α (SM22α) in 
the plasma of a Kawasaki disease (KD) mouse model induced by Lactobacillus casei cell wall extract 
(LCWE), and to explore their relationship with inflammatory response and coronary artery lesions. 
Methods: Sixteen 4~6-week-old male C57BL/6 mice were divided into a model group and a control 
group. The model group was further subdivided into three subgroups based on LCWE dosage: low-
dose (0.25 mg/mL), medium-dose (0.5 mg/mL), and high-dose (1.0 mg/mL). Each subgroup re-
ceived a single intraperitoneal injection of 1 mL of LCWE at the corresponding concentration to es-
tablish the KD mouse model, while the control group was injected with an equal volume of PBS 
buffer. Fourteen days after injection, ELISA was used to measure plasma levels of sEPCR, vWF, α-
SMA, and SM22α in all groups. Pathological changes in the coronary arteries, surrounding myocar-
dial tissue, and abdominal aorta were examined using hematoxylin-eosin (HE) staining. Results: 
Compared with the control group, the model group exhibited pathological alterations in the coro-
nary arteries, surrounding myocardial tissue, and abdominal aorta. As the LCWE dosage increased, 
the number of inflammatory cells infiltrating these tissues significantly rose, and the inflammation 
score increased accordingly. Plasma levels of sEPCR and vWF were elevated in the model group (P 
< 0.05), with higher LCWE doses leading to greater increases, while α-SMA and SM22α levels were 
significantly reduced (P < 0.05), with larger LCWE doses resulting in more pronounced decreases. 
Correlation analysis between inflammation scores and plasma biomarker levels revealed that in-
flammation scores positively correlated with sEPCR and vWF levels but negatively correlated with 
α-SMA and SM22α levels. Conclusion: LCWE can induce abdominal aortic and myocardial injury in 
mice and may promote the transition of arterial smooth muscle cells from a contractile to a syn-
thetic phenotype. The expression levels of sEPCR, vWF, α-SMA, and SM22α in mouse plasma are 
dose-dependent on LCWE injection. 
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1. 引言 

川崎病(KD)是一种急性全身性血管炎，主要影响 5 岁以下儿童，临床表现为发热、皮疹、结膜充血

等。川崎病虽多为自限性的，但部分患者可并发冠状动脉损伤(CAL)甚至动脉瘤(CAA)。川崎病病因未明，

研究显示其与遗传和环境因素相关，亚裔人群发病率较高[1]。因此，探明川崎病的病理生理机制，特别

是其导致血管内皮损伤的原因，对于预防和治疗 KD 导致的冠状动脉炎症(CAL)具有重要意义。 
可溶性内皮细胞蛋白 C 受体(sEPCR)是血浆中的一种重要的生物标志物，主要反映血管炎症损伤，由

血浆内金属蛋白酶溶解内皮细胞蛋白 C 受体(EPCR)导致其与细胞膜分离后脱落形成[2]。vWF 是一种凝

血相关蛋白，在凝血初期起关键作用，vWF 同时也作为血管内皮炎症的“桥梁分子”，可以促进炎症细

胞激活和炎症介质释放[3]。因此，血浆 sEPCR、vWF 的含量升高可提示动脉内皮损伤的存在。 
在血管炎过程中会伴随着血管平滑肌细胞(VSMC)的表型转化，在健康动脉中，大多数 VSMC 保持

收缩表型，这使它们能够调节血管张力并维持血流动力学平衡，在血管炎发生时产生的氧化或机械刺激

等应激信号会导致 VSMC 的增殖和分化，表型由收缩型变为合成型[4]。α-SMA、SM22α都是肌动蛋白相

关蛋白，在收缩性 VSMC 中含量丰富，被广泛用作识别 VSMC 表型转化的标志物[5]，血浆 α-SMA 和

SM22α的含量变化可以反映动脉血管平滑肌的表型变化。 
本研究旨在分析 LCWE 诱导的川崎病样血管炎小鼠模型中血浆 sEPCR、vWF、α-SMA、SM22α的含

量变化，初步研究这四种生物标志物在 KD 所致 CAL 中所产生的作用及其可能的机制。 

2. 材料与方法  

2.1. LCWE 的萃取 

查阅文献使用经典的造模方法[6]，在无菌条件下，用 MRS 肉汤溶解冻干菌种，在 37℃厌氧培养 48 h。
传代培养后进行离心，从而获得细菌沉淀物。用 4%的十二烷基硫酸钠(SDS)裂解细菌。离心、洗涤，只留

下沉淀物。随后依次向沉淀物中加入脱氧核糖核酸酶(DNase I)、核糖核酸酶(RNase)以及胰蛋白酶进行消化

处理。最后加入等体积的PBS缓冲液重新悬浮沉淀物，进行超声破碎和低温高速离心，取上清液得到LCWE。 
采用苯酚–硫酸比色法测定上清液中的单糖浓度，以此评估 LCWE 的含量，并把 LCWE 的浓度调整

为 1 mg/mL 留作备用。 

2.2. 实验动物的分组与处理 

小鼠在标准环境中饲养。随机分为对照组与模型组，模型组分为大、中、小三个剂量组，三组分别

单次腹腔注射三种浓度(0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1.0 mg/ml)的干酪乳杆菌细胞壁提取物(LCWE) 1 ml 来制备

川崎病血管炎模型小鼠，对照组注射等量 PBS 缓冲液。每日观察小鼠一般生命情况，第 14 天称体重，取

血后小鼠自然死亡并解剖。所有动物实验流程符合《实验动物护理和使用指南》(2011 年第 8 版，美国国

立卫生研究院出版)。 

2.3. 腹腔注射 LCWE 

在进行腹腔注射操作前，保双手已佩戴好防咬手套，以保障安全。用一只手稳固而轻柔地按住小鼠

的颈部皮肤，确保其头部固定，同时用另一只手轻轻夹住小鼠的尾巴，以控制其身体。将小鼠缓慢翻转，

使其腹部朝上，头部自然向下倾斜，形成一个便于注射的姿势。避免小鼠受到惊吓或不适。在准备好注

射姿势后，取已装载 LCWE 或 PBS 溶液的注射器，以大约 45 度的角度，将针头轻轻刺入小鼠的腹部。

刺入时需确保角度适中，避免过深或过浅。刺入后，开始缓慢而稳定地推注溶液，同时注意观察注射器

的回抽情况，以确保针头未误入血管，避免血液回流。过程中防止溶液误入皮下组织，形成皮丘或肿胀，
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影响实验结果。如发现小鼠出现异常反应，如剧烈挣扎、呼吸急促等，应立即停止操作，并采取相应措

施。操作结束后，需将小鼠妥善安置，观察其恢复情况。 

2.4. 标本收集(见图 1) 

向小鼠腹腔中注射 4%水合氯醛溶液(0.1 mL/10g)对小鼠实施麻醉。使用 1 ml 的注射器穿刺心脏，采

集约 1~1.5 ml 血液，采集后立即放入 4000 转/分钟的离心机中离心 30 分钟以分离血浆层(之后将其放入

−80℃冰箱中以便于后续的 ELISA 检测)。将小鼠固定在解剖台上，沿着中线切开皮肤，暴露腹腔、胸腔，

分离并剪下心脏组织、腹主动脉和两个肾脏，样本用 4%的甲醛溶液固定，置于室温下保存，用于后续组

织病理学检测。 

2.5. 苏木精–伊红染色(见图 2) 

将小鼠的心脏组织、胸主动脉和腹主动脉样品取出后，依次进行乙醇脱水、二甲苯溶液透明化处理，

再进行石蜡包埋。对心脏组织进行连续冷冻切片(间隔尺寸为 10 mm)，确保切片厚度在 3~5 μm之间，而

后进行苏木精–伊红染色，最后通过 BZ - X710 显微镜采集图像。 

2.6. 酶联免疫吸附法(ELISA) (见表 1，图 3) 

把保存在−80℃冰箱中的小鼠血浆取出后放置于室温下，按照 ELISA 试剂盒说明书的要求严格进行

检测，制作标准曲线并测量吸光度(OD)，然后分别算出 sEPCR、vWF、α-SMA、SM22α的含量。 

2.7. 统计学分析  

通过 SPSS 26.0 软件分析数据、Graphpad Pism9.5 软件制作图表。符合正态分布的计量资料以均值 ± 
标准差( x s± )表示，两组间比较采用独立样本 t检验，多组间比较使用单因素方差分析(One-way ANOVA)。
P < 0.05 为差异具有统计学意义。 

3. 结果  

3.1. 小鼠一般情况 

与对照组相比，腹腔注射 LCWE 3 d 后，三组模型组小鼠均出现毛发脱落，反应迟钝，饮食减少的表现。 

3.2. 小鼠解剖结果 

与对照组相比，模型组小鼠腹主动脉管径增粗，且随 LCWE 注射浓度增高，管径增粗更明显。 
 

             
对照组(PBS)  0.25 mg LCWE 组  0.5 mg LCWE 组   1 mg LCWE 组 

Figure 1. Anatomical images of the abdominal aorta in PBS-injected and LCWE-injected mice 
图 1. PBS 注射组和 LCWE 注射组小鼠腹主动脉解剖图片 
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3.3. HE 染色结果 

光镜下，对照组小鼠冠状动脉内膜光滑完整，内皮细胞排列整齐，未见炎症细胞浸润或组织损伤。

而 LCWE 注射组小鼠冠状动脉内膜粗糙不平，内皮细胞排列无序，部分细胞肿胀或脱落。血管周围组织

可见炎症细胞浸润。且随 LCWE 注射浓度的升高，炎症细胞浸润程度，内皮损伤的程度更加明显。 
 

 
对照组(PBS)           0.25 mg LCWE 组          0.5 mg LCWE 组           1 mg LCWE 组 

Figure 2. HE staining results of the heart and coronary arteries (light microscope, ×100) 
图 2. 心脏及冠状动脉 HE 染色结果(光学显微镜，×100) 

3.4. ELISA 检测结果  

ELISA 结果显示，与对照组相比，模型组小鼠血浆中 sEPCR、vWF 表达水平升高，α-SMA、SM22α
表达水平降低(P < 0.05)。见表 1、图 3。 

 
Table 1. Comparison of expression levels of sEPCR, vWF, α-SMA, SM22α in plasma among the four groups of mice ( x s± , n = 4) 
表 1. 四组小鼠血浆中 sEPCR、vWF、α-SMA、SM22α表达水平比较( x s± , n = 4) 

 control 0.25 mg 0.5 mg 1 mg 

sEPCR (ng/ml) 105.7 ± 10.43 132.0 ± 5.58 173.3 ± 11.88 233.7 ± 23.76 

vWF (ng/ml) 9.89 ± 2.68 17.19 ± 2.04 27.98 ± 6.17 48.05 ± 2.71 

α-SMA (pg/ml) 26.61 ± 3.72 16.33 ± 4.45 7.56 ± 1.10 3.39 ± 0.58 

SM22α (ng/ml) 6.64 ± 0.35 4.99 ± 0.17 1.85 ± 0.23 0.99 ± 0.41 
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Figure 3. Bar chart comparison of sEPCR, vWF, α-SMA, and SM22α expression levels in plasma of four groups of mice. 
(control is the PBS injection group, A, B, C is the LCWE injection groups with 0.25 mg/mouse, 0.5 mg/mouse, 1 mg/mouse 
respectively) 
图 3. 四组小鼠血浆中 sEPCR、vWF、α-SMA、SM22α 表达水平的柱状图比较(contol 为 PBS 注射组，A、B、C 组

为 0.25 mg/只、0.5 mg/只、1 mg/只 LCWE 注射组) 

4. 讨论 

川崎病是一种好发于 5 岁以内儿童，以发热伴皮肤、黏膜、淋巴结、血管损伤的疾病[7]。目前已证

实 IL-1、IL-6、TNF-α 以及 NF-κB 等炎症因子，能够促进川崎病炎症反应与内皮损伤，是川崎病患者发

生冠状动脉病变(CAL)时内皮细胞功能障碍的重要因素。抑制这些炎症因子的表达或者拮抗其作用，能够

减少动脉内皮细胞的损伤[8]。因此，探讨 KD 血管炎血管内皮损伤标志物和血管平滑肌细胞表型转换标

志物的作用机制，对精准抗炎治疗和改善 CAL 的预后有重要意义。 
LCWE 可导致小鼠产生动脉血管炎，其与人类川崎病血管炎所观察到的组织病理学、临床表现、免

疫特征非常相似，是目前构建川崎病样血管炎小鼠模型常用的方法之一[9]。本研究结果显示：LCWE 注

射组小鼠较对照组小鼠腹主动脉管径明显增粗(见图 1)；病理切片提示 LCWE 注射组小鼠冠状动脉及其

周围被大量炎性细胞浸润，冠状动脉内膜欠光滑，内皮细胞排列紊乱，而对照组却没有相应改变(见图 2)。
随着 LCWE 注射量的增加，炎症越明显；酶联免疫吸附法检测四组小鼠血浆中 sEPCR、vWF、α-SMA、

SM22α含量的结果显示，与对照组小鼠比较，模型组的 sEPCR、vWF 表达水平明显升高，并且在模型组

中，随着注射 LCWE 的注射量增加，sEPCR、vWF 表达水平也随之增高；与对照组小鼠比较，模型组的

α-SMA、SM22α的表达水平明显降低，并且在模型组中，随着注射 LCWE 的注射量增加，α-SMA、SM22α
的表达水平也随之减低(见表 1，图 3)。 

综上，我们推测：sEPCR、vWF、α-SMA、SM22α 这四种生物标志物可能参与了川崎病血管炎的炎

症过程，sEPCR、vWF 可能参与了 KD 所致 CAL 中血管内皮损伤的过程；α-SMA、SM22α 可能参与了

KD 所致 CAL 中血管平滑肌表型转换的过程。本研究结果表明，检测这四种炎症介质的变化，或许可以

作为一种间接指标来评价川崎病血管炎的炎症程度，可能对川崎病的治疗有指导意义。 
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