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活性氧通过调控过氧化物酶体增殖物激活受体-γ的表达
影响泡沫巨噬细胞的形成*

刘    军 ， 叶玉涛， 苏日古， 黄自坤， 李俊明 △

南昌大学第一附属医院 检验中心 （南昌 330200）

【摘要】  目的　探讨活性氧（reactive oxygen species, ROS）通过调控过氧化物酶体增殖物激活受体-γ（peroxisome

proliferator-activated receptor-γ, PPARγ）的表达对泡沫巨噬细胞形成的影响。方法　2018年6月–2021年12月，本研究从

30名健康捐赠者处获取了人体血液样本并提取外周血单个核细胞（peripheral blood mononuclear cells, PBMCs）。将

PBMCs培育成人巨噬细胞（HMDMs）后采用结核分枝杆菌H37Ra菌株感染，构建人巨噬细胞体外感染模型。采用N-乙酰

半胱氨酸（N-acetylcysteine, NAC）或大黄素调节ROS生成，采用PPARγ激动剂〔罗格列酮（BRL49653）〕或PPARγ拮抗剂〔2-

氯-5-硝基苯甲酰胺（GW9662）〕调节PPARγ活性。用2',7'-二氯二氢荧光素二乙酸酯（DCFH2-DA）和油红O染色检测

H37Ra感染对巨噬细胞内ROS的产生和脂质形成的影响，以及ROS的生成对泡沫巨噬细胞形成的影响。通过qRT-PCR和

Western blot检测ROS的生成对巨噬细胞内PPARγ表达的影响，通过调控PPARγ活性探讨ROS调控泡沫巨噬细胞的形成是

否受PPARγ活性的影响。结果　油红O染色和DCFH2-DA检测结果表明，与对照组相比，H37Ra感染能促进HMDMs

ROS的产生和诱导泡沫细胞的形成，差异有统计学意义（P<0.01）。采用NAC或大黄素处理HMDMs 1 h，随后感染H37Ra，

结果表明，NAC处理降低了细胞内ROS水平且脂质含量减少，大黄素则增加了细胞内ROS水平且脂质含量增加，差异有统

计学意义（P<0.01）。Western blot检测结果表明H37Ra感染抑制了PPARγ的产生，NAC促进PPARγ的表达，大黄素抑制了

PPARγ的表达，差异有统计学意义（P<0.05）。采用BRL49653或GW9662预处理HMDMs 1 h，随后感染H37Ra，结果表明，

GW9662能促进细胞脂质堆积，差异有统计学意义（P<0.01）。结论　ROS可通过下调PPARγ的表达来促进泡沫巨噬细胞的

形成。
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[Abstract]   Objective　To investigate the effect of reactive oxygen species (ROS) on foam macrophage formation by
regulating  the  expression  of  peroxisome  proliferator-activated  receptor-γ  (PPARγ). Methods　From  June  2018  to
December  2021,  human blood samples  were  obtained from 30 healthy  donors,  and peripheral  blood mononuclear  cells
(PBMCs)  were  isolated.  The  PBMCs  were  differentiated  into  human  monocyte-derived  macrophages  (HMDMs)  and
subsequently  infected  with  Mycobacterium  tuberculosis  H37Ra  strain  to  establish  an  in  vitro  human  macrophage
infection model.  ROS production was modulated using N-acetylcysteine (NAC) and emodin,  while  PPARγ activity  was
regulated using the PPARγ agonist (BRL49653) or antagonist (GW9662). The effects of H37Ra infection on intracellular
ROS  production  and  lipid  formation  in  macrophages,  as  well  as  the  impact  of  ROS  generation  on  foam  macrophage
formation,  were  assessed  using  2',  7'-dichlorodihydrofluorescein  diacetate  (DCFH2-DA)  and  Oil  Red  O  staining.  The
influence  of  ROS  production  on  PPARγ  expression  in  macrophages  was  examined  by  qRT-PCR  and  Western  blot.
Furthermore,  the  involvement  of  PPARγ  activity  in  ROS-mediated  regulation  of  foam  macrophage  formation  was
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investigated by modulating PPARγ activity. Results　The results of Oil Red O staining and DCFH2-DA detection showed
that,  compared with the  control  group,  H37Ra infection promoted ROS production in HMDMs and induced foam cell
formation, with statistically significant differences (P < 0.01). After treating HMDMs with NAC or emodin for 1 hour and
then infecting  with  H37Ra,  NAC treatment  reduced intracellular  ROS levels  and lipid  content,  while  emodin  increased
intracellular ROS levels and lipid content,  both with statistically significant differences (P < 0.01).  Western blot analysis
indicated that  H37Ra infection inhibited PPARγ production,  NAC promoted PPARγ expression,  and emodin inhibited
PPARγ expression, with statistically significant differences (P < 0.05). Pre-treating HMDMs with BRL49653 or GW9662
for  1  hour  before  H37Ra  infection  showed  that  GW9662  promoted  lipid  accumulation  in  the  cells,  with  statistically
significant differences (P < 0.01). Conclusion　 ROS can promote the formation of foam macrophages by downregulating
the expression of PPARγ.

[Key words]　　Foam macrophages　　H37Ra　　Reactive oxygen species　　Peroxisome proliferator-activated
receptor-γ 

结核病（ t u b e r c u l o s i s ,  T B）是由结核分枝杆菌

（Mycobacterium tuberculosis, MTB）感染引起的一种慢性

传染性疾病。据《2024年全球结核病报告》报道，全球约

有四分之一的人口感染过MTB。2023年，新确诊并报告

的结核病病例数为820万例，创历史新高[1-2]。MTB经呼吸

道感染后到达肺部，被肺泡巨噬细胞吞噬。感染MTB后，

巨噬细胞会发生一系列的变化，包括其对细胞外脂质摄

取、细胞内脂质代谢和细胞内脂质外流。这些变化的主

要结果之一是导致大量脂质在巨噬细胞内积聚，从而形

成泡沫巨噬细胞（foamy macrophages, FMs）[3-5]。多项研

究表明，FMs吞噬和杀灭细菌的能力显著降低；进一步的

研究表明，FMs中的脂质是细胞内MTB的重要能量来源，

有助于MTB在巨噬细胞中的长期存活；此外，一些临床研

究还表明，FMs在MTB潜伏感染的激活中起着重要作用，

FMs的形成对于MTB在人体内的长期存活以及结核病的

激活具有重要意义[6-9]。然而，MTB感染条件下FMs形成

的机制仍不完全清楚。

近年来，研究发现活性氧（reactive oxygen species,

ROS）参与动脉粥样硬化中FMs的形成。调节ROS水平可

以调节FMs的形成[10-11]。据此，本课题组猜想MTB感染是

否也通过促进ROS的产生来诱导FMs的形成。氧化物酶

体增殖物激活受体γ（peroxisome proliferator activated

receptor gamma, PPARγ）是FMs形成中发挥重要作用的

脂质感应核受体之一。据报道，PPARγ可通过ATP结合

盒转运蛋白G1（ATP-binding cassette transporter G1,

ABCG1）依赖的胆固醇外流途径改善结核分枝杆菌H37Ra

诱导的FMs的形成[12-15]。本研究获取了人外周血单核细

胞来源的巨噬细胞（human macrophages derived from

peripheral blood mononuclear cells, HMDMs），探讨

H37Ra感染对巨噬细胞内ROS的产生和脂质堆积的影响，

ROS的生成对FMs形成和巨噬细胞内PPARγ表达的影响，

以及ROS调控FMs的形成是否受PPARγ活性的影响，初步

验证ROS是否通过调控PPARγ的表达影响FMs形成。现

报道如下。

 1     材料与方法

 1.1    细胞和菌株

2018年6月–2021年12月期间，本研究从30名健康捐

赠者处获取了人体血液样本，每人提供外周血10 mL用于

培养HMDMs。本研究遵循知情同意原则，并获得南昌大

学第一附属医院医学研究伦理委员会的批准〔伦理编号：

（2023）CDYFYYLK（08-012）〕，批件有效期一年。H37Ra

菌株为本实验室之前所构建并保存。

 1.2    主要试剂

Ficoll-Hypaque、10%人AB血清、N-乙酰半胱氨酸

（N-acetylcysteine, NAC）、油红O、2-氯-5-硝基苯甲酰胺

（GW9662，PPARγ拮抗剂）、2',7'-二氯二氢荧光素二乙酸

酯（DCFH2-DA）、大黄素购于美国Sigma公司，RPMI-

1640培养基购于美国Gibco公司，罗格列酮（BRL49653，

PPARγ激动剂）购于美国Cayman公司，CD14、CD68、

CD11b和CD16抗体购于美国Beckman-Coulter公司，

OADC生长补充剂、Middlebrook 7H9肉汤购于美国BD-

Bioscience公司，RIPA裂解缓冲液、BCA蛋白检测试剂盒

购于中国索莱宝公司，PPARγ抗体、β-actin抗体购于美国

CST公司，辣根过氧化物酶抗兔IgG抗体购于中国爱必信

公司。

 1.3    研究方法

 1.3.1    菌株和细胞培养

本实验操作均在符合生物安全二级（ laboratory

biosafety level 2, BSL-2）的环境中进行，实验中使用的生

物安全柜为海尔HR900-Ⅱ B2。 结核分枝杆菌H37Ra菌

株在含10% OADC生长补充剂、0.05% Tween 80和0.2%甘
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油的Middlebrook 7H9肉汤中于37 ℃培养至对数生长早期/

中期。为获得单菌悬液，将富集的H37Ra悬液用吸管混

合，并用细菌超声分散计数器处理10 min。细菌分散计

数器可自动计算悬液中的细菌数量。

采用Ficoll-Hypaque密度梯度离心法从健康捐赠者

中分离出外周血单个核细胞（peripheral blood mononuclear

cells, PBMCs）。将PBMCs培养于含有10%人AB血清的

RPMI-1640培养基中，置于体积分数为21%O2和5%CO2的

环境中培养。PBMCs培养至第5天，洗涤以去除非贴壁细

胞。剩余的贴壁细胞，即HMDMs，胰蛋白酶消化并收集

用于鉴定。采用流式细胞术检测CD14、CD68、CD11b和

CD16。

 1.3.2    巨噬细胞体外感染及实验分组

HMDMs在含有10%人AB血清的RPMI-1640培养基

中于37 ℃、体积分数为5%CO 2环境下培养。为探讨

MTB是否诱导ROS生成及FMs形成，实验分为对照组与

H37Ra感染组，H37Ra感染复数（MOI）为1（H37Ra∶

HMDMs=1∶1），感染4 h（脂滴染色检测时点为感染72 h）；

为探讨调节ROS生成是否影响FMs形成及巨噬细胞中

PPARγ的表达，本研究使用NAC（5 mmol/L）或大黄素

（10  μmol /L）预处理HMDMs 1  h，随后感染H37Ra

（MOI=1）4 h（脂滴染色检测时点为感染72 h，PPARγ表达

检测时点为24 h），最终实验分为对照组、H37Ra感染组、

NAC和H37Ra共处理组以及大黄素和H37Ra共处理组；为

进一步探讨ROS是否通过PPARγ调控FMs形成，本研究使

用NAC（5 mmol/L）、大黄素（10 μmol/L）、BRL49653

（5 μmol/L）和GW9662（1 μmol/L）预处理1 h，随后感染

H37Ra（MOI=1）4 h（脂滴染色检测时点为感染72 h），实

验共设以下8组：对照组、H37Ra感染组、BRL49653和

H37Ra共处理组、GW9662和H37Ra共处理组、NAC和

H37Ra共处理组、大黄素和H37Ra共处理组、NAC联合

GW9662与H37Ra共处理组，以及大黄素联合BRL49653与

H37Ra共处理组。

 1.3.3    ROS检测

培养好的HMDMs用PBS洗涤3次，在37  ℃下与

10 μmol/L DCFH2-DA孵育30 min，然后在冰上放置

5 min以终止反应，再用PBS洗涤1次。立即用荧光显微镜

（OLYMPUS，日本）分析细胞内ROS水平，使用ImageJ软

件测定荧光强度。

 1.3.4    脂滴染色

培养好的HMDMs用PBS洗涤3次后，用体积分数为

4%多聚甲醛固定30 min。将固定后的细胞用0.5%油红O

在室温下染色15 min，然后用60%异丙醇脱色170 s。之

后，用PBS洗涤细胞3次，苏木精染色10 s，流水冲洗2 min，

然后在显微镜下（OLYMPUS，日本）观察脂质积累情况，

使用ImageJ软件测定脂质含量。

 1.3.5    实时荧光定量PCR检测PPARγ mRNA表达

培养好的H M D M s分别在培养板中加入5 0 0  μ L

Trizol裂解细胞，转移至DEPC水处理过的EP管中。加入

100 μL氯仿，盖好管盖，剧烈振荡15 s。4 ℃、12 000 r/min

离心15 min，取水相转移到新的离心管。在计算水相溶

液体积后，加入相应量的异丙醇，颠倒轻柔混匀，－20 ℃

环境放置25 min。4 ℃、13 000 r/min离心15 min，吸

掉上清。加入500 μL 750 mL/L乙醇（DEPC水配置）洗

涤沉淀。4 ℃、8 000 r/min离心5 min; 用枪头吸出上清，

室温放置晾干5 min。加入20 μL DEPC，反复吹打混匀

充分溶解RNA。将提取的RNA参照TaKaRa公司逆转

录试剂盒的说明书进行cDNA合成，反转录反应条件为

37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s。引物序列如下：GAPDH正向引物

为5′-GGGAGCCAAAAGGGTCATCA-3′，反向引物为5′-

TGATGGCATGGACTGTGGTC-3′；PPARγ正向引物为5′-

ACTTTGGGATCAGCTCCGTG-3 ′，反向引物为5 ′ -

GGAGATGCAGGCTCCACTTT-3′。PCR的反应条件为

94 ℃预变性30 s，94 ℃变性5 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸

20 s，共扩增40个循环。目标基因mRNA的相对表达量用

2－ΔΔCt法计算。

 1.3.6    Western blot检测PPARγ蛋白的表达

培养好的HMDMs使用RIPA裂解缓冲液处理。使用

BCA蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度，将等量的蛋白质进

行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）。随后，用

5%脱脂牛奶封闭膜2 h，用抗PPARγ抗体（1∶1 000稀释）、

抗β-actin抗体（1∶1  000稀释）在4 ℃下孵育过夜，接着

TBS-Tween缓冲液洗涤膜，然后与辣根过氧化物酶抗兔

IgG抗体（1∶2  000稀释）孵育1 h。使用增强化学发光

（ECL）进行发光显影，BioRad FX-Imaging系统成像，

ImageJ软件分析蛋白质丰度。

 1.4    统计学方法

x± s

采用GraphPad Prism 9软件进行分析。数据以

表示。两组间比较采用独立样本t检验，P<0.05为差

异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    MTB诱导ROS的生成和FMs的形成

PBMCs在RPMI-1640培养基中培养5 d，并经过3次洗

涤以去除未贴壁细胞。贴壁细胞用胰蛋白酶消化并收

集，用于流式细胞术检测。结果显示（图1A），贴壁的单核细
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胞在第5天可分化为CD16+CD11b+CD14+CD68+ HMDMs。

HMDMs在RPMI-1640培养基中培养并用H37Ra感

染。感染4 h后，使用DCFH2-DA检测细胞内ROS水平。

结果显示，与对照组比较，H37Ra感染的HMDMs荧光强

度增加，差异有统计学意义（P<0.001）（图1B、1C）。感染

72 h后，用油红O检测HMDMs的脂质堆积情况。结果显

示，与对照组比较，H37Ra感染的HMDMs中脂质含量增

加，差异有统计学意义（P<0.01）（图1D、1E）。表明H37Ra

感染能够促进ROS的产生和诱导FMs的形成。

2.2    调节ROS的生成影响FMs的形成

为了研究ROS是否影响FMs的形成，本研究使用

NAC或大黄素预处理HMDMs 1 h，随后感染H37Ra 4 h

后，使用DCFH2-DA检测细胞内ROS水平。结果显示，与

H37Ra感染组相比，NAC和H37Ra共同处理组HMDMs

细胞内ROS水平降低，大黄素和H37Ra共同处理组HMDMs

细胞内ROS水平增高，差异均有统计学意义（均P<0.01）

（图2A、2B）。在感染72 h后，用油红O染色检测细胞内的

脂质堆积情况。结果显示，与H37Ra感染组相比，NAC和

H37Ra共同处理组HMDMs细胞内脂质含量减低，大黄素

和H37Ra共同处理组HMDMs细胞内脂质含量增加，差异

均有统计学意义（P<0.01）（图2C、2D）。结果表明调节

ROS的生成能影响FMs的形成。

 2.3    调节ROS的生成影响巨噬细胞中PPARγ的表达

H M D M s经N A C或大黄素预处理1  h，随后感染

H37Ra 24 h。通过实时荧光定量PCR和Western blot分析

细胞内PPARγ的水平。实时荧光定量PCR结果显示，与

对照组相比，H37Ra感染组PPARγ mRNA表达下降，差异

有统计学意义（P<0.001）。与H37Ra感染组相比，NAC和

H37Ra共同处理组以及大黄素和H37Ra共同处理组

PPARγ mRNA表达量均无明显差异（P>0.05）（图3A）。

Western blot结果显示，与对照组相比，H37Ra感染组

PPARγ蛋白表达下降，差异有统计学意义（P<0.001）。与

H37Ra感染组相比，NAC和H37Ra共同处理组PPARγ蛋白

表达增加，大黄素和H37Ra共同处理组PPARγ蛋白表达
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图 1  H37Ra感染对巨噬细胞内ROS和脂质堆积的影响

Fig 1  The effect of H37Ra infection on reactive oxygen species (ROS) and lipid accumulation in macrophages

A, Flow cytometry was used to identify human macrophage phenotypes. B and C, ROS levels in human macrophages were measured using the DCFH2-DA assay (n =

3). D and E, Lipid droplets in human macrophages were detected using Oil Red O staining (n = 3). ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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下降，差异均有统计学意义（P<0.05）（图3B、3C）。结果表

明ROS的产生可以下调HMDMs中PPARγ的表达。

 2.4    ROS可通过PPARγ调控FMs的形成

为了研究调控PPARγ是否能影响FMs的形成，本研

究使用BRL49653或GW9662预处理1 h，随后感染H37Ra

72 h，用油红O染色检测细胞内的脂质堆积情况。结果显

示，与H37Ra感染组相比，BRL49653和H37Ra共同处理组

HMDMs细胞内脂质含量降低，但差异无统计学意义

（P>0.05），GW9662和H37Ra共同处理组HMDMs细胞内

脂质含量增加，差异有统计学意义（P<0.01）（图4A、4B）。

结果表明调控PPARγ的活性能调控FMs的形成。

为了研究通过调控PPARγ活性是否可以减弱ROS对

FMs形成的影响，本研究使用NAC、大黄素、BRL49653或

GW9662预处理1 h，随后感染H37Ra 72 h，用油红O染色

检测细胞内的脂质堆积情况。结果显示，与大黄素和

H37Ra共处理组相比，大黄素联合BRL49653与H37Ra共
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图 2  ROS的生成对FMs形成的影响

Fig 2  The effect of reactive oxygen species (ROS) generation on foamy macrophages (FMs) formation

NAC: N-acetylcysteine. A and B, ROS levels in macrophages after pretreatment with NAC or emodin were measured using the DCFH2-DA assay (n = 3) (original

magnification × 200). C and D, Lipid accumulation in macrophages after pretreatment with NAC or emodin was detected using Oil Red O staining (n = 3) (original

magnification × 1 000). ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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图 3  ROS的生成对巨噬细胞内PPARγ表达的影响

Fig 3  The effect of reactive oxygen species (ROS) generation on PPARγ expression in macrophages

NAC: N-acetylcysteine; PPARγ: peroxisome proliferator activated receptor gamma. A, PPARγ mRNA expression levels in macrophages after pretreatment with NAC

or emodin (n = 3). B and C, PPARγ protein expression levels in macrophages after pretreatment with NAC or emodin (n = 3). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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处理组HMDMs中的脂质含量出现一定程度的下降，但差

异无统计学意义（P>0.05）。同时，与NAC和H37Ra共处理

组相比，NAC联合GW9662与H37Ra共处理组HMDMs

中的脂质含量增加（P<0.01）（图4C、4D）。结果表明，通

过调节PPARγ活性可以减弱ROS对FMs形成的影响，

ROS可能通过下调PPARγ的表达来促进FMs的形成。

 3     讨论

结核病是由MTB感染引起的一种严重危害人类健康

的慢性传染病。MTB感染后主要寄生于巨噬细胞内，因

此巨噬细胞的功能决定了MTB在体内的发展和预后。有

相关研究表明，巨噬细胞吞噬MTB后，MTB能引起巨噬细

胞功能的一些变化[16-17]。这些变化有助于MTB在巨噬细

胞内的存活，其中之一就是诱导FMs的形成。一些研究

表明，FMs清除和杀伤 MTB的能力都弱于正常巨噬细胞，

且MTB能够利用泡沫细胞积累的脂质，有利于MTB在人

体内长期存活[5, 18-19]。

近年来，有关MTB感染与FMs形成的研究越来越多。

研究发现，无论是结核病患者的肉芽肿还是巨噬细胞体

外感染MTB时，都能引起巨噬细胞内脂质的积累[20-21]，但

尚未有相关研究探讨MTB感染引起FMs形成的调控机

制。有相关研究也表明，ROS的产生可以促进FMs的形

成。那H37Ra感染是否也能诱导巨噬细胞内ROS的产生

和促进FMs的形成？本研究结果证实了该结论。

一些研究表明，NAC和大黄素可调节细胞内ROS的

产生[22-23]。本研究结果显示，经NAC处理的细胞能抑制

ROS的产生，而经大黄素处理的细胞能促进ROS的产生。

而ROS的产生与FMs的形成密切相关。进一步研究显示，

NAC处理的HMDMs脂质含量减少，而大黄素处理的

HMDMs脂质含量增加。相关研究表明，PPARγ能通过调

控巨噬细胞中ABCA1和ABCG1的表达促进细胞胆固醇

流出[15, 24]，而ROS的产生可以影响PPARγ的表达[25]。因

此，本研究探讨了ROS与PPARγ表达之间是否存在一定

的联系。结果显示，H37Ra感染抑制了PPARγ的产生。

当用NAC预处理HMDMs时，PPARγ的表达增加；当用大

黄素预处理HMDMs时，PPARγ的表达减少。这些结果表

明，ROS的产生可以下调HMDMs中PPARγ的表达。

相关研究表明，PPARγ拮抗剂GW9662可以阻止
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图 4  PPARγ活性的调控对FMs形成的影响

Fig 4  The influence of PPARγ activity regulation on foamy macrophages (FMs) formation

NAC: N-acetylcysteine; a, Control; b, H37Ra; c, H37Ra + BRL49653; d, H37Ra + GW9662; e, H37Ra + NAC; f, H37Ra + NAC + GW9662; g, H37Ra + Emodin; h,

H37Ra + Emodin + BRL49653. A and B, The effect of PPARγ activity on FMs formation was assessed by Oil Red O staining (n = 3) (original magnification × 1 000).

C and D, Whether the regulation of FMs formation by ROS is influenced by PPARγ activity was assessed using Oil Red O staining (n = 3) (original magnification × 1 000).
* P < 0.05, ** P < 0.01.
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PPARγ的激活，而PPARγ激动剂BRL49653可以激活

PPARγ[26]。本研究接着探讨了PPARγ活性是否能调控

FMs的形成。结果显示，当BRL49653预处理HMDMs时，

巨噬细胞内脂质含量减少；而当GW9662预处理HMDMs

时，巨噬细胞内脂质含量增加。这些结果表明，PPARγ活

性可以调控FMs的形成。最后，本研究探讨了ROS是否能

通过调控PPARγ的表达来促进FMs的形成。结果显示，

与单独使用大黄素处理相比，同时使用BRL49653和大黄

素处理的HMDMs中脂质含量减少；与单独使用NAC处

理相比，同时使用GW9662和NAC共同处理的HMDMs中

脂质含量增加。结果表明，通过调节PPARγ活性可以减

弱ROS对FMs形成的影响。

综上，ROS可能通过下调PPARγ的表达来促进FMs的

形成。但由于本研究是针对HMDMs的体外研究，对临床

上结核病治疗的有效性和可行性有待进一步临床试验验

证。需要指出的是，本研究在进行多重统计比较时未对

P值进行校正（如Bonferroni法），这可能在一定程度上增

加Ⅰ类错误（假阳性）的风险。尽管本研究采用了针对性

的组间比较策略以减少多重检验问题，但相关结果的解

读仍需谨慎。未来研究将通过更严格的校正方法或独立

样本验证以进一步确认这些发现。
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