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吴茱萸碱对脓毒症小鼠急性肺损伤的保护作用

张　莹１，范　霞２，杨　雪２，梁华平２，罗　艳１　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院检验科１；４０００４２重
庆，第三军医大学大坪医院野战外科研究所第一研究室，创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室２）

　　［摘要］　目的　探究吴茱萸碱（ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ，ＥＶＯ）对酵母多糖（ｚｙｍｏｓａｎ）诱导的急性肺损伤的保护
效应及其作用机制。方法　２４只６～８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，按随机数字表法分为正常对照组、ＥＶＯ
对照组、模型组、ＥＶＯ治疗组，每组６只。各组分别于处理作用１２ｈ后处死小鼠，收集眼眶血及肺组织。
酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测血液及肺组织中白介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）水平及肺组织髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）活性及核转录因子 ＮＦκＢ
ｐ６５的ＤＮＡ结合活性，ＴＵＮＥＬ法检测肺组织细胞凋亡情况，ＨＥ染色观察肺组织病理改变并测量肺湿干
质量比。结果　酵母多糖作用１２ｈ后，小鼠出现精神萎靡、活动减少等症状。ＥＶＯ治疗组小鼠状态有
所好转。ＥＶＯ可明显改善酵母多糖所致的肺泡壁毛细血管扩张充血及炎性细胞浸润，降低肺湿干质量
比，并显著下调酵母多糖刺激下血清和肺脏中 ＩＬ６和 ＴＮＦα的含量（Ｐ＜０．０１），同时抑制肺组织中
ＭＰＯ含量以及ＮＦκＢｐ６５的ＤＮＡ结合活性（Ｐ＜０．０１）。结论　ＥＶＯ可缓解酵母多糖诱导的急性肺损
伤。该作用可能是通过抑制ＮＦκＢ的活性以减少炎症介质释放实现。
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　　脓毒症是针对感染的失控宿主反应所致危及生命
的器官功能障碍，常发生于严重烧伤、多发伤、外科手

术后的临床急危重患者，易发展为脓毒性休克和多器

官功能障碍综合征［１－３］。肺脏是脓毒症发生时最易受

损伤的靶器官。在脓毒症并发的多器官损伤中，急性

肺损伤出现最早、发生率最高，同时也是导致患者死亡

的重要原因之一。脓毒症所致的急性肺损伤若不及时

治疗其死亡率可高达７０％，是当今重症医学面临的重
要问题之一［４－６］。寻找急性肺损伤的有效治疗策略具

有重要的临床意义。吴茱萸碱（ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ，ＥＶＯ）是
从芸香科植物吴茱萸的果实中分离出来的一种喹唑啉

咔类生物碱，具有抗动脉硬化、抗炎和抗肿瘤等药理作

用［７］。但ＥＶＯ对脓毒症发生时的器官损害是否有保
护作用尚不清楚。本研究通过腹腔给予酵母多糖

（ｚｙｍｏｓａｎ）建立脓毒症模型，观察 ＥＶＯ对其中的急性
肺损伤是否具有保护作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　２４只６～８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体质量（２０±
２）ｇ，购于第三军医大学大坪医院野战外科研究所实
验动物中心，动物合格证号：ＳＣＸＫ（渝）２０１２－０００５。
１．２　试剂
　　ＥＶＯ粉末由西安冠宇生物技术有限公司提供，纯
度为９９％；酵母多糖购自美国Ｓｉｇｍａ公司；小鼠髓过氧
化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）、白细胞介素６（ｉｎｔｅｒ
ｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，
ＴＮＦα）酶联免疫吸附法试剂盒购自武汉博士德生物
工程有限公司；核转录因子κＢ（ＮＦκＢ）ｐ６５ＤＮＡ结合
活性检测试剂盒购自美国Ａｃｔｉｖｅｍｏｔｉｆ公司；核蛋白提
取试剂盒及全细胞裂解液购自上海碧云天生物技术有

限公司；ＴＵＮＥＬ检测试剂盒购自罗氏公司。
１．３　实验动物分组
　　采用随机数字表法将 ２４只 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠分为
４组：正常对照组、ＥＶＯ对照组、模型组、ＥＶＯ治疗组，
每组 ６只。正常对照组腹腔给予 ５００μＬＰＢＳ和
１００μＬ１０％二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）；ＥＶＯ对照组腹腔给

予５００μＬＰＢＳ和１００μＬＥＶＯ（１０ｍｇ／ｋｇ）；模型组腹
腔注射５００μＬ酵母多糖（５００ｍｇ／ｋｇ）和１００μＬ１０％
ＤＭＳＯ；ＥＶＯ治疗组腹腔注射 ５００μＬ酵母多糖
（５００ｍｇ／ｋｇ）和１００μＬＥＶＯ（１０ｍｇ／ｋｇ）。
１．４　检测指标与方法
　　建模后１２ｈ，通过摘除眼球收集各组小鼠血液，同
时获取肺组织，进行以下指标的检测。

１．４．１　ＥＬＩＳＡ检测血清、肺组织中炎症因子及 ＭＰＯ
含量　　将收集的血液静置 １ｈ后 ４００×ｇ离心
１０ｍｉｎ，取上清备检。同时向肺组织中加入蛋白裂解
液，冰上匀浆，１２０００ｒ／ｍｉｎ低温离心５ｍｉｎ，收集上清
备检。严格按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书对血清及肺组
织中的ＭＰＯ及ＩＬ６、ＴＮＦα水平进行测定。
１．４．２　肺组织病理学检查　　取各组右肺组织，利用
４％多聚甲醛固定２４ｈ后依次经梯度乙醇脱水、石蜡
包埋、组织切片、二甲苯脱蜡后苏木精伊红（ＨＥ）染
色，光镜下观察肺组织的病理变化。

１．４．３　肺组织湿干质量比测定　　取小鼠右下肺称
湿质量，放入６０℃恒温箱烤７２ｈ至干质量恒定，称干
质量，计算湿干质量比。

１．４．４　ＴＵＮＥＬ法检测肺实质细胞凋亡　　以末端脱
氧核苷酸转移酶介导的ｄＵＴＰ缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ
法）原位检测肺组织凋亡情况。按照试剂盒说明书步

骤进行 ＴＵＮＥＬ标记，荧光显微镜检测荧光分布情况。
其中细胞核呈绿色表示发生凋亡。

１．４．５　ＮＦκＢｐ６５蛋白ＤＮＡ结合活性检测　　使用
胞核蛋白抽提试剂盒提取肺组织的核蛋白后，严格按

照ＮＦκＢｐ６５转录试剂盒的操作说明操作。
１．５　统计学分析
　　计量资料数据用 珋ｘ±ｓ表示，应用 ＳＰＳＳ２１．０统计
软件，多组间数据比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组小鼠一般情况比较
　　正常对照组及ＥＶＯ对照组小鼠精神状态正常，活
泼好动，饮食、饮水正常，皮毛细密有光泽，双目有神，
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呼吸均匀，大便呈棕黑色、成形。模型组小鼠明显呈病

态，蜷缩少动，饮食、饮水减少，毛竖少泽，双目微闭、分

泌物增多，呼吸困难，腹泻，采血时血量少且黏稠。

ＥＶＯ治疗组小鼠一般状态也较差，但较模型组有明显
缓解。

２．２　ＥＶＯ对酵母多糖攻击下小鼠血清中 ＩＬ６和
ＴＮＦα含量的影响

　　与正常对照组相比，模型组和ＥＶＯ治疗组血清中
ＩＬ６、ＴＮＦα含量均明显升高（Ｐ＜０．０１），ＥＶＯ治疗组
中ＩＬ６、ＴＮＦα含量显著低于模型组（Ｐ＜０．０１）。正
常对照组和 ＥＶＯ对照组间差异无统计学意义（Ｐ＞
００５，表１）。

表１　各组小鼠血清中ＩＬ６和ＴＮＦα含量比较
（ｎ＝６，ｐｇ／ｍＬ，珋ｘ±ｓ）

组别 ＩＬ６ ＴＮＦα
正常对照组 １９０．００±９．０２ ２７．００±１６．５５
ＥＶＯ对照组 １５５．６７±１４．６４ ３４．３３±１０．２６
模型组 ６６５８．３３±６６４．１３ａ ４８３．３３±４７．６０ａ

ＥＶＯ治疗组 ２５４５．００±４６８．４０ａｂ ９３．６７±１１．０１ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组相比；ｂ：Ｐ＜０．０１，与模型组相比

２．３　ＥＶＯ对酵母多糖攻击下小鼠肺组织中 ＩＬ６、
ＴＮＦα及ＭＰＯ含量的影响

　　模型组及 ＥＶＯ治疗组肺组织中 ＩＬ６、ＴＮＦα及
ＭＰＯ均显著高于正常对照组（Ｐ＜０．０１），正常对照组
与ＥＶＯ单独处理组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
与模型组相比，ＥＶＯ治疗后可显著降低肺组织中上述
指标的含量（Ｐ＜０．０１）。见表２。

表２　各组小鼠肺组织中ＭＰＯ、ＩＬ６、ＴＮＦα含量
比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ＩＬ６（ｐｇ／ｍｇ） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍｇ） ＭＰＯ（ｎｇ／ｍｇ）
正常对照组 ２０３．３３±３１．１３ １５６．３３±８．６２ ２０．００±５．００
ＥＶＯ对照组 ２５１．６７±５２．６４ １６４．００±１２．５３ １９．００±３．００
模型组 １１０１．６７±７．５１ａ ５２５．００±３６．０４ａ ５４．３３±５．０３ａ

ＥＶＯ治疗组 ５８６．６７±７０．９５ａｂ ３６４．００±３６．０４ａｂ ３２．３３±５．１３ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组相比；ｂ：Ｐ＜０．０１，与模型组相比

２．４　ＥＶＯ对酵母多糖刺激后小鼠肺组织病理学影响
　　小鼠肺组织病理学切片观察显示，正常对照组和
ＥＶＯ对照组小鼠的肺泡结构完好，肺泡壁薄且完整，
肺泡间可见少量炎症细胞浸润；模型组肺泡结构严

重破坏，大量肺泡的肺泡间隔增宽、塌陷，并可见大

量中性粒细胞浸润；ＥＶＯ治疗组肺泡结构尚可，肺泡
间隔增宽、塌陷及中性粒细胞浸润情况较模型组明

显减轻（图１）。
２．５　ＥＶＯ对酵母多糖刺激后小鼠肺组织湿干质量比

的影响

　　模型组（５．５７３±０．２４０）及 ＥＶＯ治疗组（３．５５７±
０２２５）肺组织的湿干质量比较正常对照组（１．３７６±
０１４０）明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），
ＥＶＯ治疗组肺组织的湿干质量比显著低于模型组
（Ｐ＜００１），ＥＶＯ单独处理组（１．２８０±０１４１）与正
常对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。说明，
酵母多糖腹腔注射后小鼠出现明显的肺水肿，而

ＥＶＯ可缓解该症状。
２．６　ＥＶＯ对酵母多糖刺激后小鼠肺组织凋亡情况的

影响

　　与正常对照组和ＥＶＯ对照组比较，模型组和ＥＶＯ
治疗组绿色荧光颗粒明显增多；ＥＶＯ治疗组与模型组
比较，绿色荧光颗粒明显减少；正常对照组和 ＥＶＯ对
照组的肺组织凋亡情况无显著差别（图２）。
２．７　ＥＶＯ对酵母多糖刺激后小鼠肺组织中 ＮＦκＢ

ｐ６５ＤＮＡ结合活性的影响
　　与正常对照组（０．４７０±０．０３６）比较，模型组
（１９４７±０．０６０）和 ＥＶＯ治疗组（０．９９３±０．０６４）中肺
组织ＮＦκＢｐ６５活性均显著升高（Ｐ＜０．０１），ＥＶＯ能
显著降低酵母多糖导致的 ＮＦκＢｐ６５活性增高；正常
对照组和ＥＶＯ对照组（０．４２３±０．０３５）比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。

!" # $

Ａ：正常对照组；Ｂ：ＥＶＯ对照组；Ｃ：模型组；Ｄ：ＥＶＯ治疗组

图１　各组小鼠肺组织病理学改变情况比较　（×２００）
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蓝色荧光代表核，绿色荧光表示凋亡

图２　荧光显微镜观察各组小鼠肺组织实质细胞凋亡情况

３　讨论

　　脓毒症可导致机体各个脏器机能衰退，而肺是脓
毒症时最易受损伤的靶器官。脓毒症时机体内各种炎

症因子，如ＴＮＦα、ＩＬ６等大量释放，导致促炎和抗炎
因子平衡失调，机体免疫功能受损，出现全身炎症反应

综合征；同时，炎症细胞在肺组织内聚集，导致肺上皮

细胞及血管内皮细胞受损，造成肺水肿等病理变化，引

起急性肺损伤［８－９］。酵母多糖是从酵母细胞壁中提取

的大分子多糖复合物，小鼠注射后可导致急性腹膜炎、

脓毒症和多器官障碍功能障碍［１０－１１］。本实验中，小鼠

腹腔注射酵母多糖后，肺组织炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ６及
ＭＰＯ水平明显升高，肺组织病理改变明显、凋亡增加，
表明成功建立了小鼠急性肺损伤模型。

　　近年研究证实ＥＶＯ具有抗肿瘤、保护心脏、减肥、
抗炎、镇痛等多种药理作用［１２］。本实验主要目的为研

究ＥＶＯ对小鼠脓毒症急性肺损伤的保护作用。ＭＰＯ
是一种重要的含铁溶酶体，存在于髓系细胞（主要是

中性粒细胞和单核细胞）的嗜苯胺蓝颗粒中，是髓细

胞的特异性标志［１３］。研究［１４－１５］表明，急性肺损伤时，

肺组织中会出现大量中性粒细胞浸润，而ＭＰＯ是中性

粒细胞侵入组织的标志之一，被认为是评价炎症严重

程度的一个指标。对于 ＭＰＯ的检测能较好地反映急
性肺损伤时中性粒细胞的浸润情况，可评价该病的病

理改变和炎症程度。本研究发现，ＥＶＯ可降低肺组织
的ＭＰＯ含量；肺组织病理切片结果也表明 ＥＶＯ可使
肺组织的炎性细胞浸润减少。

　　ＩＬ６为启动全身炎症反应的最强内源性炎症因
子，能够催化和放大炎症反应。研究［１６－１８］发现，肺损

伤患者的肺部和血液中ＩＬ６的含量均比健康者高，其
能可靠地反映肺组织的损伤程度。ＴＮＦα为介导肺损
伤的主要炎症因子之一，在肺损伤中其可增加肺内皮

细胞活化、肺血管内皮通透性和粒细胞脱颗粒，而且

ＴＮＦα还可与多种炎症因子相互作用，启动炎症级联
反应［１４，１７，１９］。研究［２０－２２］表明，ＴＮＦα又是导致细胞凋
亡的重要介质之一。ＴＮＦα可促进肺损伤早期肺泡上
皮细胞、内皮细胞等多种细胞的凋亡，而细胞凋亡又可

促进急性肺损伤时的炎症反应。Ｗａｎｇ等［２３－２４］对大鼠

脓毒症急性肺损伤的研究表明，在有效药物治疗后，血

清ＩＬ６、ＴＮＦα水平均有明显下降，大鼠生存率得到显
著提高。提示，降低炎症因子ＩＬ６、ＴＮＦα可成为缓解
肺损伤的一个重要策略。本实验采用 ＥＬＩＳＡ法检测
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ＥＶＯ对酵母多糖诱导的急性肺损伤小鼠肺组织和血
液中的ＩＬ６和ＴＮＦα水平后发现，ＥＶＯ可以显著减少
肺组织和血液中 ＴＮＦα和 ＩＬ６的产生；同时 ＥＶＯ又
可减轻肺组织实质细胞的凋亡。

　　ＮＦκＢ是一个重要的核转录因子，典型的 ＮＦκＢ
是ｐ５０和ｐ６５构成的异源二聚体，其与 ＮＦκＢ的抑制
性蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＩκＢ）结合呈非活性状态。
当ＮＦκＢ被氧化应激、细胞因子、细菌脂多糖等激活
后，ＩκＢ的上游激酶（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｋａｐｐａＢｋｉｎａｓｅ，ＩＫＫ）磷
酸化而激活，ＩＫＫ使 ＩκＢ降解。ＮＦκＢ与 ＩκＢ解离后
转位入核，ｐ６５识别特定的 ＤＮＡ序列并与之结合，可
调控多种与细胞增殖、分化、凋亡以及炎症相关基因的

转录［２５－２６］。本研究表明，在酵母多糖诱导的小鼠脓

毒症急性肺损伤中，肺组织中 ＮＦκＢｐ６５ＤＮＡ结合
活性明显增加，而 ＥＶＯ治疗可以显著抑制酵母多糖
对ＮＦκＢ的激活。提示ＥＶＯ可能是通过调节ＮＦκＢ
ｐ６５ＤＮＡ结合活性，抑制炎症细胞因子的产生，从而
减轻肺组织的损伤。但需要进一步的研究来验证这

一假设。

　　综上所述，在酵母多糖诱导的小鼠脓毒症相关急
性肺损伤中，ＥＶＯ可以降低 ＭＰＯ活性、抑制中性粒细
胞的肺组织浸润，并且可以通过抑制 ＮＦκＢ的激活减
少ＴＮＦα、ＩＬ６的产生及肺组织凋亡。这一发现可能
为急性肺损伤的治疗提供新方法。
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