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大黄素对急性肺损伤模型大鼠的保护作用

朱丽华 １，王 １，彭信言 １，章忠明 １△，李激文 ２

（１．广西医科大学第一附属医院，广西 南宁 ５３００２１； ２．广西壮族自治区柳州市工人医院急诊科，广西 柳州 ５４５００５）
摘要：目的 探讨大黄素对急性肺损伤模型大鼠的保护作用。方法 将４０只ＳＤ大鼠随机分为对照组、模型组及大黄素低、高剂量组，各
１０只。除对照组外，其余 ３组大鼠均尾静脉注射油酸（０．１ｍＬ／ｋｇ）以复制急性肺损伤模型，建模成功后，大黄素低、高剂量组大鼠分别
给予１０，２０ｍｇ／ｋｇ大黄素灌胃，对照组和模型组予等体积０．９％氯化钠溶液灌胃，每天１次，连续１４ｄ。采用全自动血气分析仪检测大
鼠动脉血ｐＨ、氧分压（ＰａＯ２）和氧合指数（ＰａＯ２／ＦｉＯ２），测定大鼠肺组织湿干质量比（Ｗ／Ｄ）；以苏木素－伊红（ＨＥ）染色，观察大鼠肺组织
病理学变化；采用酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）法检测大鼠肺泡灌洗液中白细胞介素１β（ＩＬ－１β）、白细胞介素６（ＩＬ－６）和肿瘤坏死因子 －α
（ＴＮＦ－α）水平；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测大鼠肺组织中水通道蛋白 ４（ＡＱＰ４）和核因子 －κＢ（ＮＦ－κＢ）蛋白表达水平。结果 与模型

组比较，大黄素低、高剂量组大鼠动脉血 ｐＨ，ＰａＯ２，ＰａＯ２／ＦｉＯ２均显著升高；肺组织的 Ｗ／Ｄ及其中 ＡＱＰ４蛋白和 ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表
达水平，肺组织学评分及肺泡灌洗液中 ＩＬ－１β，ＴＮＦ－α，ＩＬ－６水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论 大黄素对模型大鼠的急性肺损伤状

态有一定改善作用，其机制可能与下调炎性细胞因子和ＡＱＰ４表达水平及抑制 ＮＦ－κＢ信号通路有关。
关键词：大黄素；急性肺损伤；水通道蛋白４；核因子 －κＢ；信号通路；作用机制；大鼠
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急性肺损伤（ＡＬＩ）是以肺泡－毛细血管壁损伤、肺
水肿和炎性细胞募集为特征的综合征，表现为肺内皮细

胞被破坏，肺毛细血管的高通透性和临床肺水肿犤１犦。水

通道蛋白（ＡＱＰ）属膜水运输蛋白，ＡＱＰ４为其中通透性
最强的蛋白犤２犦，在肺、胃肠器官和肾脏的星形胶质细胞、骨

骼肌和上皮细胞的足突中均有表达犤３犦。核因子（ＮＦ）－κＢ
在炎症调节中起重要作用，而炎性反应在 ＡＬＩ的发生、
发展中起关键性作用犤４犦。大黄素存在于各种中草药，有

抗肿瘤、抗炎等多种作用犤５犦。本研究中探讨了大黄素对

急性肺损伤模型大鼠肺组织中炎性细胞因子、ＡＱＰ４和
ＮＦ－κＢ表达水平的影响。现报道如下。
１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与动物

仪器：ＣＫＸ５３型倒置生物显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
ＭＫ－３型全自动酶标仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；
ＧＥＭＰｒｅｍｉｅｒ３００型全自动血气分析仪（美国Ｊｉｎｋｏｕ公司）。

试药：大黄素（上海吉至生化科技有限公司，批号为

５１８－８２－１）；苏木素 －伊红（ＨＥ）试剂盒（武汉博士德
生物工程有限公司，批号为 ＡＲ１１８０）；白细胞介素试剂
盒（ＩＬ－１β，ＩＬ－６，北京百奥莱博科技有限公司，批号分
别为 ＡＲＢ１２１５５，ＺＮ２８８０－ＧＰＫ）；肿瘤坏死因子 －α
（ＴＮＦ－α）试剂盒（武汉亚科因生物科技有限公司，批号
为ＡｂｂｋｉｎｅＫＥＴ９００７）；ＲＩＰＡ裂解液及ＢＣＡ试剂盒（北京
索莱宝科技有限公司，批号分别为Ｒ００２０，ＰＣ００２０）；ＡＱＰ４
抗体、ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５抗体、ＮＦ－κＢｐ６５抗体、ＧＡＰＤＨ
抗体和ＩｇＧ－ＨＲＰ抗体（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公
司，批号分别为５９６７８Ｓ，３０３３Ｓ，８２４２Ｓ，５１７４Ｓ，７０７４Ｓ）。

动物：ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠 ４０只牗广西医科大学实验动
物中心提供，生产许可证号：ＳＣＸＫ桂 ２０２０－０００３牘，雄
性，８～１０周龄，体质量（１８０±２０）ｇ，饲养于标准动物房
牗使用许可证号：ＳＹＸＫ桂２０２０－００４牘，自由获取食物和
水。适应环境１周后，进行后续实验。
１．２ 方法

将４０只ＳＤ大鼠随机分为对照组、模型组、大黄素
低剂量组和大黄素高剂量组，各１０只。除对照组外，
另 ３组大鼠经尾静脉注射油酸（０．１ｍＬ／ｋｇ）溶液以复
制急性肺损伤模型。１２ｈ后，从大鼠尾动脉抽取０．２ｍＬ
血液监测氧合指数（ＰａＯ２／ＦｉＯ２），若ＰａＯ２／ＦｉＯ２≤３００，提
示建模成功；对照组大鼠经尾静脉注射等体积的０．９％
氯化钠溶液。建模成功后，大黄素低、高剂量组大鼠分别

给予大黄素 １０，２０ｍｇ／ｋｇ灌胃，其余组给予等体积

０．９％氯化钠溶液，每天１次，连续１４ｄ。
１．３ 观察指标

动脉血血气分析：末次给药２ｈ后，大鼠每１００ｇ体
质量经腹腔注射 ３％戊巴比妥钠 ０．１ｍｇ麻醉，抽取腹
主动脉血液，采用全自动血气分析仪检测ｐＨ、动脉血氧
分压（ＰａＯ２）和ＰａＯ２／ＦｉＯ２。

肺组织湿干质量比牗Ｗ／Ｄ牘：取大鼠部分肺组织，用
０．９％氯化钠溶液冲洗表面的血液后擦拭干表面水分，
称定质量，即为湿质量（Ｗ）；置真空干燥箱内烘烤 ２２ｈ
后称定质量，即为干质量（Ｄ）；计算Ｗ／Ｄ。

肺组织病理学：摘除大鼠右下肺叶，以１０％甲醛溶
液固定、常规脱水、透明、浸蜡、石蜡包埋，并制成 ５μｍ
厚石蜡切片，ＨＥ染色，用中性树胶封片，镜下观察肺组
织病理学变化。采用 Ｓｍｉｔｈ评分法对肺水肿、肺泡及间
质炎症、肺泡及间质出血、肺不张和透明膜形成分别评

分，计０～４分。无损伤为０分；病变范围＜２５％为１分；
病变范围 ２５％～５０％为 ２分；病变范围 ５０％～７５％为
３分；病变满视野为 ４分；每组选取 １０个高倍（４００倍）
显微镜视野，取其平均值，计算肺组织学评分。

肺泡灌洗液中炎性因子：取大鼠左肺进行支气管肺

泡灌洗。左肺中注入 ２．５ｍＬ０．９％氯化钠溶液，冲洗
２～３次后，放入无菌容器中。将肺泡灌洗液在 ４℃以
１０００ｇ离心 １０ｍｉｎ，分离，收集上清液，采用酶联免疫
吸附（ＥＬＩＳＡ）法，以酶标仪在４５０ｎｍ波长处依序测定吸
光度（ＯＤ）值，根据 ＯＤ值绘制的标准曲线计算肺泡灌
洗液中ＩＬ－１β，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α计算的含量。

肺组织中 ＡＱＰ４和 ｐ－ＮＦ－κＢ蛋白表达：采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测。取肺组织样品，加ＲＩＰＡ裂解液
提取总蛋白，以ＢＣＡ法测定总蛋白含量。样品经变性后
上样，电泳，转膜，封闭（５％脱脂奶粉，１ｈ），加一抗孵育
犤ＡＱＰ４抗体（１∶１０００）、ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５抗体（１∶１０００）、
ＮＦ－κＢｐ６５抗体（１∶１０００）和 ＧＡＰＤＨ抗体（１∶２０００），
４℃过夜犦，清洗 ３次，加二抗孵育犤对应一抗种属来源
的 ＩｇＧ－ＨＲＰ标记的二抗（１∶３０００），室温 １ｈ犦回收二
抗，清洗３次，加入化学发光试剂，将ＰＶＤＦ膜放入暗盒，
压上Ｘ胶片，取出胶片后显影定影、清洗。采用Ｉｍａｇｅ－
ＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像分析系统分析蛋白条带的灰度值。
１．４ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ２０．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ
表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比

较采用 Ｔｕｋｅｙ检验；计数资料以率牗％牘表示，行 χ２检

ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ－１β，ＴＮＦ－αａｎｄＩＬ－６ｉｎｔｈｅＢＡＬＦｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｌｏｗ－ｄｏｓｅａｎｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｍｏｄｉｎｇｒｏｕｐｓ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｅｍｏｄｉｎｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｓｔａｔｅｏｆａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｉｎｍｏｄｅｌｒａｔｓ，ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙ
ｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓａｎｄＡＱＰ４，ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＮＦ－κＢｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｅｍｏｄｉｎ；ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ；ａｑｕａｐｏｒｉｎ４；ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－κＢ；ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ａｃｔｉｏｎｏｆｍｅｃｈａｎｉｓｍ牷ｒａｔ
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组别

对照组

模型组

大黄素低剂量组

大黄素高剂量组

剂量（ｍｇ／ｋｇ）

１０
２０

ｐＨ
７．３９±０．０７
７．１１±０．０３

７．２６±０．０６
７．３２±０．０５＃

ＰａＯ２（ｍｍＨｇ）

７９．２３±３．６７
４４．６７±２．１２

５７．４３±２．２４＃

６５．８９±２．１５＃＃

ＰａＯ２／ＦｉＯ２
３５２．６７±１２．７８
２３４．１４±９．４５

２７５．３２±１０．５６＃

２９６．４５±９．３２＃＃

表１ 各组大鼠动脉血气分析值比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ｔａｂ．１ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｒｔｅｒｉａｌｂｌｏｏｄｇａｓａｎａｌｙｓｉｓｖａｌｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎ

ｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

注：与对照组比较， Ｐ＜０．０５， Ｐ＜０．０１；与模型组比

较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１。下图同。１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ。

Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜

０．０１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；

ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｆｉｇｕｒｅｓ．１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ．

得分

１５

１０

５

０ 组别

对照组 模型组 大黄素

低剂量组

大黄素

高剂量组

对照组 模型组 大黄素低剂量组 大黄素高剂量组

Ａ Ｂ

Ａ．肺组织病理图 Ｂ．肺组织学评分
图２ 各组大鼠肺组织病理学比较

Ａ．Ｌｕｎｇｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ Ｂ．Ｌｕｎｇｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅ

Ｆｉｇ．２ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｕｎｇｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 对动脉血气的影响

与对照组比较，模型组大鼠各动脉血气指标均明

显降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，大黄素低、高剂量
组大鼠动脉血气指标均明显升高（Ｐ＜０．０５）。详见表１。

２．２ 对肺组织Ｗ／Ｄ值的影响
与对照组比较，模型组大鼠肺组织 Ｗ／Ｄ明显升高

（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，大黄素低、高剂量组大鼠肺
组织Ｗ／Ｄ明显降低（Ｐ＜０．０５）。详见图１。
２．３ 对肺组织病理学的影响

对照组大鼠肺组织均未显示肺间质水肿、出血、充

血和炎性细胞浸润，且肺结构完整；模型组大鼠肺组织

均出现损伤，肺间质水肿、肺结构破坏、出血、充血和炎性

细胞浸润；大黄素低、高剂量组大鼠肺组织的肺间质水肿、

肺结构破坏、出血和充血，以及炎性细胞浸润均明显改善。

详见图２Ａ。与对照组比较，模型组大鼠肺组织学评分明
显升高（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，大黄素低、高剂量组
大鼠肺组织学评分均明显降低（Ｐ＜０．０５）。详见图２Ｂ。
２．４ 对肺泡灌洗液中炎性因子水平的影响

与对照组比较，模型组大鼠肺泡灌洗液中ＩＬ－１β，

ＩＬ－６，ＴＮＦ－α水平均明显升高（Ｐ＜０．０１）；与模型
组大鼠比较，大黄素低、高剂量组大鼠肺泡灌洗液中

ＩＬ－１β，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α水平均明显降低（Ｐ＜０．０５）。详
见图３。
２．５ 对肺组织中蛋白表达水平的影响

与对照组比较，模型组大鼠肺组织中 ＡＱＰ４和 ｐ－
ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达水平明显升高（Ｐ＜０．０１）；与模型
组比较，大黄素低、高剂量组大鼠肺组织中 ＡＱＰ４蛋白
表达水平均明显降低（Ｐ＜０．０５）。详见图４、图５。
３ 讨论

病原体、毒素、感染、自身免疫因素等均可诱发ＡＬＩ。
研究表明，急性炎症和氧化应激与 ＡＬＩ的发生有关犤６犦。

临床治疗 ＡＬＩ主要采用保护性肺通气和使用糖皮质激
素，但疗效欠佳。油酸因建模简单且成功率高犤７犦被广泛

用于复制ＡＬＩ模型。
黄天鹏等 犤８犦的研究表明，ＡＬＩ伴 ＴＮＦ－α，ＩＬ－６，

ＩＬ－１β，ＩＬ－２３等促炎细胞因子的释放犤８犦。聂进等犤９犦研

究发现，ＡＬＩ组大鼠肺泡灌洗液中 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１β
的表达量较对照组明显增加。本实验结果显示，模型组

大鼠肺泡灌洗液中 ＩＬ－１β，ＴＮＦ－α，ＩＬ－６水平相较对
照组均明显升高。

ＡＱＰ又称水孔蛋白，是位于细胞膜上的蛋白质，可
维持肺泡、肺间质及肺毛细血管间的水平衡，在清除肺

泡内多余液体过程中起主导作用犤１０犦。ＬＩ等犤１１犦研究发现，

图１ 各组大鼠肺组织Ｗ／Ｄ值比较
Ｆｉｇ．１ ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＷ／Ｄｒａｔｉｏｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｗ／Ｄ
８

６

４

２

０ 组别

对照组 模型组 大黄素

低剂量组

大黄素

高剂量组

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ



４４

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年９月２０日 第３０卷第１８期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．１８牞Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０牞２０２１

Ａ．ＩＬ－１β Ｂ．ＩＬ－６ Ｃ．ＴＮＦ－α
图３ 各组大鼠肺泡灌洗液中炎性因子水平比较

Ａ．ＩＬ－１β Ｂ．ＩＬ－６ Ｃ．ＴＮＦ－α

Ｆｉｇ．３ ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｌｅｖｅｌｓｉｎＢＡＬＦｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别

１５０

１００

５０

０

ρ／ｐｇ·ｍＬ－１

Ａ Ｂ Ｃ

对照组 模型组 大黄素

低剂量组

大黄素

高剂量组

组别

对照组 模型组 大黄素

低剂量组

大黄素

高剂量组

ρ／ｐｇ·ｍＬ－１

１００

８０

６０

３０

２０

０ 组别

１５０

１００

５０

０

ρ／ｐｇ·ｍＬ－１

对照组 模型组 大黄素

低剂量组

大黄素

高剂量组

对照组 模型组

大黄素

低剂量组

大黄素

高剂量组

ＡＱＰ４

ＧＡＰＤＨ

Ａ

Ａ

ｐ－ＮＫ－κＢｐ６５

ＮＫ－κＢｐ６５

ＧＡＰＤＨ

对照组 模型组

大黄素

低剂量组

大黄素

高剂量组

组别

对照组 模型组 大黄素

低剂量组

大黄素

高剂量组

蛋白表达量

１．０

０．８

０．６

０．４

０．２

０

Ａ．蛋白条带 Ｂ．统计数据
图４ 各组大鼠肺组织中ＡＱＰ４蛋白表达水平比较

Ａ．Ｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄ Ｂ．Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄａｔａ
Ｆｉｇ．４ ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＡＱＰ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆ

ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｂ 组别

对照组 模型组 大黄素

低剂量组

大黄素

高剂量组

蛋白表达量

１．０

０．８

０．６

０．４

０．２

０

Ｂ
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图５ 各组大鼠肺组织中 ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达水平比较
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抑制ＡＱＰ４可减轻辐射诱发模型小鼠肺损伤，这与炎性
细胞的浸润减弱，以及促炎细胞因子的产生及 Ｍ２巨噬
细胞的激活均受抑制有关。本实验结果表明，模型组大

鼠肺组织中ＡＱＰ４蛋白表达水平较对照组明显升高。
ＮＦ－κＢ属核转录因子，参与炎性反应、免疫应答、

肿瘤生长等多种过程，其信号途径的活化在ＡＬＩ发病机
制中起重要作用犤１２犦。李莉等犤１３犦研究发现，在ＡＬＩ组大鼠
肺组织中 ＮＦ－κＢｐ６５的磷酸化程度增加。本实验结果
表明，模型组大鼠肺组织中ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达水
平明显升高，与上述文献报道一致。

大黄素具有多种生物学功能，包括抗炎、抗癌、免疫

抑制、抗病毒特性等犤１４犦。大黄素还可治疗风湿性关节

炎，抑制ＥＲＫ１／２和ｐ３８ＭＡＰＫ在成纤维样滑膜细胞中
的表达。此外，李剑等犤１５犦等的研究表明，大黄素可抑制

Ａ５４９细胞的增殖、迁移和侵袭，下调分泌蛋白 ＳＤＦ１和
ＣＸＣＲ４的表达。本实验结果表明，大黄素可升高大鼠动
脉血气指标，降低肺Ｗ／Ｄ，下调炎性细胞因子、ＡＱＰ４表
达及抑制ＮＦ－κＢ信号通路的活性；其中以高剂量大黄
素的效果更好。

综上所述，大黄素能降低急性肺损伤模型大鼠肺

Ｗ／Ｄ，抑制 ＡＱＰ４表达、ＮＦ－κＢ信号通路的活性及炎
性因子的释放，缓解肺组织病理性损伤。该研究可为临

床治疗ＡＬＩ提供参考。
参考文献

犤１犦魏桂红 ．ＧＬＰ－１受体在急性肺损伤中对肺血管内皮细胞的
保护作用及机制探讨犤Ｄ犦．南京：南京医科大学，２０１９．


