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川芎嗪防护严重烧伤大鼠急性肺损伤及对

ＮＦ－κＢ／ＮＬＲＰ３信号通路的影响
刘驰星 １，何树清 １△，詹剑华 ２

（１．中国人民解放军联勤保障部队９０８医院，江西 南昌 ３３０００２； ２．南昌大学医学院第一附属医院，江西 南昌 ３３０００２）
摘要：目的 探讨川芎嗪对严重烧伤大鼠急性肺损伤牗ＡＬＩ牘的防护作用及核因子 κＢ（ＮＦ－κＢ）／ＮＬＲＰ３信号通路的影响。方法 将６０只
ＳＤ大鼠随机分成对照组、模型组、川芎嗪组，其中模型组、川芎嗪组构建严重烧伤大鼠 ＡＬＩ模型，并于造模成功后给予相应药物腹腔注
射，对照组和模型组分别给予３７℃温水和等体积生理盐水。结果 与对照组比较，模型组、川芎嗪组大鼠湿肺／体质量比值、肺损伤评分
明显升高，动脉氧分压（ＰａＯ２）水平明显降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，川芎嗪组大鼠湿肺 ／体质量比值、肺损伤评分明显降低，ＰａＯ２水
平明显升高（Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，模型组、川芎嗪组肺 ＮＦ－κＢｍＲＮＡ及 ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ、蛋白表达水平均明显升高（Ｐ＜０．０５）；与
模型组比较，川芎嗪组大鼠肺 ＮＦ－κＢｍＲＮＡ及 ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ、蛋白表达水平均明显降低（Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，模型组、川芎嗪组
大鼠 ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α蛋白表达水平均明显升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，川芎嗪组大鼠 ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α蛋白表达水平均
明显降低（Ｐ＜０．０５）。结论 川芎嗪对严重烧伤大鼠 ＡＬＩ具有防护作用，其机制可能与川芎嗪能抑制炎症信号通路 ＮＦ－κＢｍＲＮＡ和
ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ、蛋白表达水平，从而抑制炎性因子ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α的表达有关。
关键词：川芎嗪；严重烧伤；急性肺损伤；ＮＦ－κＢ／ＮＬＲＰ３；信号通路；大鼠
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急性肺损伤（ＡＬＩ）及其所引发急性呼吸窘迫综合征
是广泛性皮肤烧伤患者高发病率和高死亡率的主要原

因，临床表现为低氧血症、非心源性肺水肿和急性呼吸

衰竭。严重烧伤所致的 ＡＬＩ延迟复苏被认为是对肺的

间接（继发）损伤且与急性全身炎性反应综合征相关犤１－３犦。

严重的烧伤和复苏延迟可引发过度的炎性反应，表现为

局部和全身炎性介质过表达。核因子 κＢ（ＮＦ－κＢ）的激
活可调节一系列基因表达，以及肿瘤坏死因子－α
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（ＴＮＦ－α）、白细胞介素２（ＩＬ－２）、白细胞介素６（ＩＬ－６），
均可导致肺组织损伤犤４－５犦。ＮＬＲＰ３是一种由Ｎｏｄ样受体
（ＮＬＲ）家族组成的多蛋白复合物，在 ＡＬＩ中起重要作
用。ＮＬＲＰ３炎性体由 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ和半胱天冬酶 －１组
成，其激活可诱导 ＩＬ－１β的成熟和分泌。因此，抑制
ＮＦ－κＢ和 ＮＬＲＰ３炎性体的活性可抑制由严重烧伤诱
导的肺组织的炎性反应犤６－７犦。川芎嗪来源于草药川芎，

具有抗炎、抗癌作用，可改善肺癌患者胸腔积液犤８－９犦，抑

制人表皮角质形成细胞的炎性反应。本研究中拟探讨川

芎嗪对严重烧伤大鼠 ＡＬＩ防护作用及 ＮＦ－κＢ／ＮＬＲＰ３
信号通路的影响，现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 动物与分组
Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ大鼠 ６０只，６～８周龄，体质量

２５０～３００ｇ，由山东大学医学院动物实验中心提供（许
可证号为 ＳＣＸＫ＜鲁＞２０００１００３）；本研究方案经医院
动物研究委员会批准，符合美国国立卫生研究院动物使用

和护理指南。动物随意获取食物和水，自动控制昼夜循

环（１２ｈ／１２ｈ），室温（２２±１）℃。将大鼠随机分为对照
组、模型组、川芎嗪组，每组２０只，雌雄各半。
１．２ 方法

使用具有圆形开口的木板暴露大鼠３０％的总体表
面积。通过腹膜内注射戊巴比妥钠（剂量为３０ｍｇ／ｋｇ）麻
醉后，夹住模型组、川芎嗪组大鼠的背毛，使其仰卧在装置

上。将具有木制装置的大鼠背部区域浸入热水（１００℃）
中 １５ｓ，产生全层皮肤烧伤；通过组织学验证烧伤创面
深度；烧伤后 ４ｈ通过腹膜内注射每 １ｋｇ体质量 ４ｍＬ
体内表面积的乳酸林格溶液复苏。大鼠皮下注射丁丙诺啡

０．２５ｍｇ／ｋｇ，并单独用笼子饲养。川芎嗪组在烧伤后立即
予大鼠腹膜内注射５００００Ｕ／ｋｇ注射用盐酸川芎嗪（哈尔滨
三联药业股份有限公司，国药准字 Ｈ２００４１１７１，规格为
每支４０ｍｇ）。模型组大鼠仅接受较少量的载体（０．９％氯化
钠注射液，ＵＳＰ标准品，上海现代哈森 ＜商丘＞药业有
限公司）。对照组采用３７℃温水予相同程序和复苏。
１．３ 指标测定

湿肺 ／体质量及肺损伤评分：试验结束后（６ｈ后），
颈椎脱臼处死大鼠，取右肺组织，测定湿肺／体质量。随
后取右侧部分肺组织，行常规染色切片，镜下阅片，对肺

泡内充血、肺间质水肿、中性粒细胞浸润、肺泡水肿进行

评分。极重度改变为４分、重度改变为３分、中度改变为
２分、轻度改变为１分、无改变或非常轻微为０分，上述
４项总分即为肺损伤评分。烧伤后６ｈ，收集３组大鼠外
周动脉血样品，使用 ＧＥＭＰｒｅｍｉｅｒ３０００型血气分析仪
（ＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｂｒｅｄａ，ＴｈｅＮｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）分析
动脉氧分压（ＰａＯ２）。

大鼠肺组织 ＮＦ－κＢｍＲＮＡ及 ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ表达

水平：使用ＲＮｅａｓｙ试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）从肺组
织中分离总 ＲＮＡ，测定其浓度和纯度，使用 Ａｃｃｅｓｓ
ＲＴ－ＰＣＲ系统（Ｂｉｏ－Ｒａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）进行逆转录聚
合酶链反应（ＲＴ－ＰＣＲ）。参照 ＧｅｎＢａｎｋ数据获取 ２个
基因位点的序列，设计待测基因位点的 ＰＣＲ扩增引物
和单碱基延伸引物，使用 ＯｎｅＳｔｅｐＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔｍｉＲＮＡ
ｃＤＮＡ合成试剂盒（ＴａＫａＲａ）将ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，并
使用 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（ＴａＫａＲａ）进行定量实时
ＰＣＲ 使 用 引 物 。ＮＦ－κＢ，正 向 ５′－ＣＣＧＴＡＧＣＣ
ＣＡＣＧＴＣＧＴＡＧＣＡＡＡＣＣＡ－３，反向 ５′－ＴＣＣＴＴＡＧＧＧＣＡ
ＡＧＧＧＣＴＣＴＴＧＡＴＧＧ－３′；ＮＬＲＰ３，正向 ５′－ＧＡＡＴＧＡＣ
ＣＴＧＴＴＣＴＴＴＧＡＧＧＣＴＧＡＣ－３；ＧＡＰＤＨ用作管家基因：
正向 ５′－ＣＡＣＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡ－３，反向
５′－ＧＡＴＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧＧＡＡＣＡＣＧＧＡ－３。反应体系
为，正向引物１０μＬ，反向引物１０μＬ，ＲＮＡ模版０．６μＬ，
超级酶混合物０．２μＬ，２×μＢｙｒ一步法ＲＴ－ｑＰＣＲ缓冲
液 ５μＬ，去 ＲＮＡ水 ３．４μＬ；ＰＣＲ程序，９５℃下，初始
变性 ５ｍｉｎ；９５℃下，熔化 ３０ｓ；６０℃下，退火 ４０ｓ；
在７２℃下，伸长 １ｍｉｎ；在 １０℃下，最终伸长 １０个循
环；７２℃下 ２ｍｉｎ，保持在 ４℃。通过 ２－ΔΔＣＴ方法计算
ＮＦ－κＢ和ＮＬＲＰ３相对表达水平。

大鼠肺部组织 ＮＦ－κＢ和 ＮＬＲＰ３蛋白表达水平：
免疫组化法测定 ＮＦ－κＢ和 ＮＬＲＰ３蛋白在大鼠肺部组
织的表达，石蜡包埋的肺组织切片用１％ Ｈ２Ｏ２处理，以
抑制内部过氧化物酶，并与牛血清预孵育以阻断非特异

性结合。切片与 ＮＦ－κＢ和 ＮＬＲＰ３一抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＳａｎｔａＣｒｕｚ）孵育，４℃过夜。将生物素化的
二抗（ＰｒｏＳｃｉ，Ｐｏｗａｙ，ＣＡ）应用于样品 １ｈ。ＡＢＣ试剂盒
（ＶｅｃｔｏｒＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ，ＣＡ）和３，３′－二氨基联
苯胺用于显色。随机选择图像并使用 ＴＥ３００型显微镜
（日本尼康公司）捕获。随机选取５个高倍视野（×４００）
计数，设立阴性对照（用 ＰＢＳ来替代一抗体，染色结果
作为阴性，排除染色过程中非特异染色和交叉反应所造

成的假阳性结果）和阳性对照（用Ｄａｋｏ公司生产的一抗
作为阳性对照，染色结果作为标准结果）。采用双盲法统

计结果，评分标准，０分（０），１分（０～１０％），２分（１０～
５０％）和３分（＞５０％）。强度评分，０分（阴性染色），１分
（弱染色），２分（中度染色）和 ３分（强烈染色）。通过将
阳性比例得分乘以染色强度得分来计算ＮＦ－κＢ和 ＮＬ
ＲＰ３表达的最终得分，范围为０～９分。

大鼠肺组织中 ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α蛋白表达水
平：按照无菌条件操作，称取０．１ｇ肺组织，加入少量液
氮，在研钵中迅速将肺组织碾碎至粉末状；将组织粉末转

入２ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，加入１．２ｍＬＰＢＳ（ｐＨ＝７．４），充
分振荡混匀，２０００ｇ，４℃，离心 ２０ｍｉｎ。仔细收集上清
液，获取肺组织匀浆后，采用 ＥＬＩＳＡ法检测肺组织中
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对照组

模型组

川芎嗪组

４．９２±０．３２
１０．０４±０．４９

８．３２±０．３６△

２．２０±０．２１
８．７５±０．３７

５．３５±０．３１△

１２２．６９±９．３６
６９．２１±９．２１

９６．２１±８．９６△

０．９４±０．２９
５．３２±０．５１

２．１２±０．５１△

１．０１±０．５１
４．９１±０．３９

２．３１±０．４１△

ＮＦ－κＢ
１．２１±０．３２
６．２１±０．５４

２．４５±０．４９△

ＮＬＲＰ３
１．１４±０．４９
５．５３±０．４１

２．６３±０．４８△

ＩＬ－２
７８．９８±１６．３２
３２６．２１±１９．６９

２０１．３６±１５．３２△

ＩＬ－６
１２３．６５±２３．２１
４１３．６５±１３．６９

３０２．６７±１９．３２△

ＴＮＦ－α
９９．３６±１８．６３
５８９．３６±１８．３４

４３２．３９±１５．３９△

１．对照组 ２．模型组 ３．川芎嗪组

Ａ．大鼠右侧肺组织 ＨＥ染色 Ｂ．川芎嗪对大鼠肺部 ＮＦ－κＢ表达 Ｃ．川芎嗪对大鼠肺部 ＮＬＲＰ３表达
图１ 各组大鼠右侧肺组织ＨＥ、ＮＦ－κＢ表达、ＮＬＲＰ３表达染色图（×４００）

Ａ Ｂ Ｃ

表１ 各组大鼠观察指标比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝２０）

蛋白表达评分（分） 炎性因子水平表达（ｎｇ／ｇ）

注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５。

组别 湿肺 ／体质量比值 肺损伤评分（分） ＰａＯ２（ｍｍＨｇ） ＮＦ－κＢｍＲＮＡ ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ
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ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α蛋白表达水平。
１．４ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ
表示，多组比较采用单因素方差分析，多重比较采用

ＬＳＤ－ｔ检验。检验水准 α＝０．０５，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２ 结果

结果见表 １和图 １。由图 １Ａ可见，对照组大鼠肺
泡组织结构正常，无炎性细胞浸润、无胶原蛋白沉淀；模

型组大鼠肺泡壁明显增厚、破裂，可见中性粒细胞及少

量嗜酸性粒细胞浸润，肺间质可见较多胶原蛋白沉淀；

川芎嗪组大鼠肺泡结构基本正常，有少量中性粒细胞浸

润，几乎无胶原蛋白沉淀。采用免疫组化法，ＮＦ－κＢ和
ＮＬＲＰ３主要定位于胞质，其阳性表达为棕褐色。
３ 讨论

肺部通常是烧伤后损伤的第１个器官，即使没有吸
入性损伤和感染，也会继发 ＡＬＩ。此外，肺功能的损害如
炎性反应和严重的低氧血症，会损害其他器官和组织，

从而导致多器官功能障碍综合征的进展。因此，鉴定烧

伤诱导ＡＬＩ的早期介质及其潜在的分子机制至关重要。
本研究结果显示，与模型组比较，川芎嗪组湿肺 ／体质
量比值、肺损伤评分明显降低，ＰａＯ２水平明显升高；对
照组肺泡组织结构正常，无炎性细胞浸润、无胶原蛋白

沉淀；川芎嗪组肺泡结构基本正常，有少量中性粒细胞

浸润，几乎无胶原蛋白沉淀。这表明川芎嗪对严重烧伤

诱导大鼠 ＡＬＩ具有保护作用，湿肺／体质量比值、肺损
伤评分均明显降低，ＰａＯ２水平明显升高，炎性细胞因子
减少，纤维蛋白原和炎性细胞浸润减轻。

ＮＦ－κＢ是参与炎性反应的重要转录因子，可诱导大
量炎性细胞的表达，在损伤后作为炎症的早期内源性警

报细胞外释放，较其他促炎细胞因子早释放，并作为脓毒

症的“早期介质”犤１０犦。阻断ＮＦ－κＢ活性，可降低动物内毒
素血症模型的死亡率。未活化的 ＮＦ－κＢ以具有 ＩκＢ的
聚合物形式或以与前体蛋白的２种聚合物形式存在。在
炎症诱导因子的刺激中，ＮＦ－κＢｐ６５从细胞质转移到细
胞核中以调节炎性细胞因子的表达犤１１犦。ＮＲＰＲＰ炎症小体
激活和ＩＬ－１β分泌最近成为肺损伤等疾病发病的重要
机制。与衔接蛋白 ＡＳＣ复合的 ＮＬＲＰ３诱导 Ｃａｓｐａｓｅ－１
的激活，以响应各种刺激犤１２犦。活化的 Ｃａｓｐａｓｅ－１切割
ｐｒｏ－ＩＬ－１β并促进 ＩＬ－１β的分泌。ＮＬＲＰ３／ＡＳＣ／
Ｃａｓｐａｓｅ－１轴在ＬＰＳ诱导的肺损伤中起重要作用，抑制
ＮＬＲＰ３炎性体激活具有抵抗脂多糖诱导急性肺损伤的能
力犤１３犦。本研究中，为了阐明川芎嗪的保护机制，检测了川

芎嗪对ＮＦ－κＢ和ＮＬＲＰ３炎症小体的影响。结果显示，与
模型组比较，川芎嗪组大鼠肺ＮＦ－κＢｍＲＮＡ及 ＮＬＲＰ３
ｍＲＮＡ、蛋白表达水平均明显降低，表明川芎嗪通过抑制
ＮＦ－κＢ和ＮＬＲＰ３炎性表达的活化来抑制炎性反应。模
型组、川芎嗪组大鼠肺 ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α表达水平
均明显升高；与模型组大鼠比较，川芎嗪组大鼠 ＩＬ－２，
ＩＬ－６，ＴＮＦ－α表达水平均明显降低。说明川芎嗪能抑制
炎症信号通路ＮＦ－κＢｍＲＮＡ及ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ、蛋白表达
水平，从而抑制炎性因子ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α的表达。

综上所述，川芎嗪对严重烧伤大鼠ＡＬＩ有防护作用，
其机制与川芎嗪能抑制炎症信号通路 ＮＦ－κＢｍＲＮＡ
及 ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ、蛋白表达水平，从而抑制炎性因子
ＩＬ－２，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α的表达有关。
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