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　　［摘要］　目的　研究老鹳草素（ｇｅｒａｎｉｉｎ）对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的小鼠急性肺损
伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）的保护作用机制。方法　４８只 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（雌性，４周龄，１８～２２ｇ）随机分
为空白组（ｃｏｎｔｒｏｌ组）、ＬＰＳ组、地塞米松组（Ｄｅｘ组，２ｍｇ／ｋｇ）、老鹳草素低剂量组（ＬＤ组，１０ｍｇ／ｋｇ）、老
鹳草素中剂量组（ＭＤ组，２０ｍｇ／ｋｇ）、老鹳草素高剂量组（ＨＤ组，４０ｍｇ／ｋｇ），每组８只。空白组和 ＬＰＳ
组灌胃生理盐水，地塞米松组灌胃地塞米松，老鹳草素各剂量组灌胃相应剂量的药物，生理盐水与各个受

试药物均每日１次，连续３ｄ。末次给药１ｈ后，除空白组外的其余各组均鼻内滴注ＬＰＳ（４ｍｇ／ｋｇ）构建急
性肺损伤模型。造模６ｈ后，检测各组小鼠肺湿干（ｗｅｔｔｏｄｒｙ，Ｗ／Ｄ）质量比。采用ＨＥ染色法观察肺组
织的病理学改变，测定血液及肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）中炎性细胞数；采用酶联
免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测血清及ＢＡＬＦ中白细胞介素６（ＩＬ６）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）、肿瘤坏死因子α
（ＴＮＦα）含量；采用免疫组织化学法检测磷酸化核因子κＢｐ６５（ｐＮＦκＢｐ６５）的表达。结果　与空白组
相比，ＬＰＳ组小鼠肺泡结构破坏、炎性细胞浸润，血清及ＢＡＬＦ中ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα含量、肺Ｗ／Ｄ比值、
ＢＡＬＦ中巨噬细胞数目及中性粒细胞数目、肺组织中ｐＮＦκＢｐ６５的相对表达量均显著升高（Ｐ＜０．０１）。
与ＬＰＳ组比较，各给药组中的肺组织病理状态明显得到改善；血清及ＢＡＬＦ中ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα含量、
肺Ｗ／Ｄ比值、ＢＡＬＦ中巨噬细胞数目及中性粒细胞数目、肺组织中 ｐＮＦκＢｐ６５的相对表达量均显著降
低（Ｐ＜０．０５）。结论　老鹳草素对小鼠急性肺损伤具有保护作用，其作用机制可能与其抑制 ｐＮＦ
κＢｐ６５表达、从而减少炎症因子ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα分泌有关。
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　　急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是一种由多种
诱因引起的急性肺炎症性疾病，重症可发展成急性呼

吸窘迫综合征（ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＡＲＤＳ）而致死［１］。其临床症状发展迅速，可致多器官

功能障碍。目前临床上主要有控制感染、机械通气、抗

氧化治疗、糖皮质激素治疗等几种治疗方法。但以上

治疗方法存在疗效不确切和副作用大等问题［２］，因此

需要寻找新型的有效治疗ＡＬＩ的药物。
　　急性肺损伤的病因较为复杂，炎症级联反应、中性
粒细胞的粘附及肺水肿与其发生发展密切相关［３］。

炎症反应在ＡＬＩ的病理过程中起着重要作用，其可通
过信号转导途径激活炎症细胞，释放大量炎性细胞因

子，如 ＴＮＦα、ＩＬ１β及 ＩＬ６。脂多糖又名内毒素
（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ），它是革兰阴性菌外膜的重
要组成成分，常用于构建急性肺损伤模型，是包括急性

肺损伤在内的各种炎症性疾病最常见的致病因素

之一［４－５］。

　　老鹳草素（ｇｅｒａｎｉｉｎ）是睡莲花、老鹳草、叶下珠等
植物的主要活性成分，属于 βＤ吡喃葡萄糖，是一种
黄色的结晶状的多酚类物质，它的 化 学 式 为

Ｃ４１Ｈ２８Ｏ２７，相对分子质量为９５２．６４，易溶于水、甲醇、
乙醇等极性大的溶剂［６］。其具有多种生物活性如抗

炎、抗肿瘤、抗氧化、抗病毒、抗菌等［７－８］。然而其对

ＬＰＳ诱导的ＡＬＩ小鼠的作用报道较少。因此，本研究
采用 ＬＰＳ诱导小鼠 ＡＬＩ模型，探讨老鹳草素的保护

作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物 　　本实验采用雌性４周龄ＳＰＦ级
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠４８只（合格证：２００５１１２８２），体质量１８～
２２ｇ，购自上海西普尔必凯实验动物有限公司。动物
饲养及实验方案均严格按照宿州学院动物伦理委员会

动物实验规范执行。

１．１．２　药物与试剂　　老鹳草素（纯度≥９８％）购自
上海源叶生物科技有限公司；ＬＰＳ购自上海源叶生物
科技有限公司；ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα酶联免疫吸附测定
（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自中国武汉伊莱瑞特生物科技股份
有限公司；苏木精、伊红、瑞氏染色液均购自上海碧云

天生物技术有限公司。

１．１．３　仪器　　瑞士 ｉｎｆｉｎｉｔｅ多功能酶标仪；Ｒｏｔｉｎａ
３８０Ｒ高速冷冻离心机；ＣＸ２３型生物显微镜；ＭｉｌｌｉＱ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ型超纯水系统。
１．２　方法
１．２．１　急性肺损伤模型的复制　　将４８只小鼠随机
分为６组（ｎ＝８）：空白组（ｃｏｎｔｒｏｌ组，给予生理盐水）、
ＬＰＳ组（给予生理盐水）、地塞米松组（Ｄｅｘ组，２ｍｇ／ｋｇ）、
老鹳草素低剂量组（ＬＤ组，１０ｍｇ／ｋｇ）、老鹳草素中剂
量组（ＭＤ组，２０ｍｇ／ｋｇ）、老鹳草素高剂量组（ＨＤ组，

１０３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２２）



４０ｍｇ／ｋｇ）。造模前，空白组和ＬＰＳ组每日灌胃生理盐
水，地塞米松组及老鹳草素各剂量组小鼠按０．１ｍＬ／１０ｇ
灌胃相应药物，每日 １次，连续 ３ｄ。第 ３天给药 １ｈ
后，除ｃｏｎｔｒｏｌ组外，其余各组小鼠均于鼻内单次滴注
ＬＰＳ４ｍｇ／ｋｇ建立急性肺损伤模型［９］。

１．２．２　肺损伤指标检测
１．２．２．１　细胞分类计数　　造模 ６ｈ后用异氟烷
（３５ｍｇ／ｋｇ）麻醉小鼠，从眼眶内眦取血 ０．５ｍＬ，滴于
载玻片上，涂片，用瑞氏染液染色，光学显微镜下计数

巨噬细胞、中性粒细胞数量；剩余血液收集于 １．５ｍＬ
ＥＰ管，于４℃，４５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集上清液，
于－８０℃冰箱保存；血液采集完毕后处死小鼠，分离气
管，收集肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，
ＢＡＬＦ）［９］。于４℃，２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，收集上
清液，离心所得细胞沉淀重悬后取１０μＬ用于细胞涂
片，晾干后用瑞氏染液染色，光学显微镜下计数巨噬细

胞、中性粒细胞数量［１０］。

１．２．２．２　肺湿干（ｗｅｔｔｏｄｒｙ，Ｗ／Ｄ）质量比测定　　实
验结束时，用异氟烷（３５ｍｇ／ｋｇ）麻醉小鼠，打开小鼠胸
腔，取小鼠右肺。分离气管和食管，取右肺叶，立即测量

湿质量。随后，将肺在６０℃下干燥７２ｈ以去除所有水
分，然后称量干燥的肺并计算肺的Ｗ／Ｄ质量比［１１］。

１．２．２．３　肺ＨＥ染色　　肺固定于４％福尔马林溶液
中，石蜡包埋，切成４μｍ切片，置于玻片上进行ＨＥ染
色 ［１２］。

１．２．２．４　细胞因子测定　　取血清及ＢＡＬＦ上清液，
按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书，分别加入各个试剂，根据
标准曲线与光密度值［Ｄ（４５０）］计算各组上清液中炎
症因子ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα水平。
１．２．２．５　免疫组化检测小鼠肺组织ｐＮＦκＢｐ６５的表
达　　肺组织用 ４％多聚甲醛固定、石蜡包埋、切片。
二甲苯和脱水乙醇中脱蜡，柠檬酸钠缓冲液中微波处

理，ＰＢＳ洗涤。内源性过氧化物酶活性被 ３％过氧化
氢阻断２０ｍｉｎ。每个样品用５％山羊血清封闭２０ｍｉｎ
后，用ｐＮＦκＢｐ６５（１∶２００）抗体处理，置于４℃过夜。
次日每个样品用 ＰＢＳ洗涤３次，山羊抗兔 ＩｇＧ二抗处
理２０ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ洗涤３次，用３３’二氨基联苯胺
（ＤＡＢ）染色，然后用苏木精染色。脱水、干燥后用中
性胶固定并用显微镜观察。

１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ形式表示。使用ＳＰＳＳ２２．０统计学软
件分析。采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验对两组之间的差异进行
显著性评估，并使用单向方差分析（ＡＮＯＶＡ）对两组以

上的差异进行评估。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　老鹳草素对ＬＰＳ诱导的急性肺损伤小鼠肺Ｗ／Ｄ
的影响

　　肺水肿程度可通过肺Ｗ／Ｄ质量比来评估。如图１
所示，ＬＰＳ组 Ｗ／Ｄ质量比明显高于 ｃｏｎｔｒｏｌ组，提示
ＬＰＳ诱导小鼠发生肺水肿（Ｐ＜０．０１）。与ＬＰＳ组相比，
ＬＤ组、ＭＤ组的 Ｗ／Ｄ并没有明显降低，但 Ｄｅｘ组及
ＨＤ组的Ｗ／Ｄ质量比明显降低（Ｐ＜０．０５）。
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１：空白组；２：ＬＰＳ组；３：Ｄｅｘ组；４：ＬＤ组；５：ＭＤ组；６：ＨＤ
组　ａ：Ｐ＜０．０１，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较；
ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＬＰＳ组比较

图１　老鹳草素对 ＬＰＳ诱导的急性肺损伤小鼠肺组织
Ｗ／Ｄ质量比的影响　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

２．２　老鹳草素对ＬＰＳ诱导的急性肺损伤小鼠肺组织
病理学变化的影响

　　Ｃｏｎｔｒｏｌ组肺泡结构完整，无明显病理改变（图２）；
而在ＬＰＳ组中，炎性细胞浸润严重，肺泡间隔增厚，肺
泡腔变小，肺泡水肿、充血；在 Ｄｅｘ组和 ＬＤ、ＭＤ、ＨＤ
组，炎性细胞浸润减轻，不同剂量的老鹳草素减轻了肺

损伤，炎性细胞浸润程度降低，这些结果均说明老鹳草

素对ＬＰＳ诱导的肺损伤有保护作用。
２．３　老鹳草素对小鼠血液中巨噬细胞和中性粒细胞

的数量的影响

　　与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ组中的巨噬细胞和中性粒
细胞数量明显上升（Ｐ＜０．０１）；与 ＬＰＳ组相比，Ｄｅｘ组
和ＬＤ、ＭＤ、ＨＤ组显著降低急性肺损伤小鼠血液中巨
噬细胞和中性粒细胞数量（图３）。
２．４　老鹳草素对小鼠 ＢＡＬＦ中巨噬细胞和中性粒细

胞的数量的影响

　　如图４所示，与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ组中的巨噬细
胞和中性粒细胞数量明显上升（Ｐ＜０．０１）；与 ＬＰＳ组
相比，Ｄｅｘ组和 ＬＤ、ＭＤ、ＨＤ组小鼠 ＢＡＬＦ中巨噬细胞
和中性粒细胞数量均显著降低（Ｐ＜０．０１）。

２０３２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图２　ＨＥ染色观察老鹳草素对ＬＰＳ诱导的急性肺损伤小鼠肺组织病理形态的影响　（×１００）
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１：空白组；２：ＬＰＳ组；３：地塞米松组；４：ＬＤ组；５：ＭＤ组；６：ＨＤ组　ａ：Ｐ＜０．０１，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＰＳ组比
较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＬＰＳ组比较

图３　老鹳草素对ＬＰＳ诱导急性损伤小鼠血液中巨噬细胞（Ａ）和中性粒细胞（Ｂ）数目的影响　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
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１：空白组；２：ＬＰＳ组；３：地塞米松组；４：ＬＤ组；５：ＭＤ组；６：ＨＤ组　ａ：Ｐ＜０．０１，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＬＰＳ组比较

图４　老鹳草素对ＬＰＳ诱导急性损伤小鼠ＢＡＬＦ中巨噬细胞（Ａ）和中性粒细胞（Ｂ）数目的影响　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
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２．５　老鹳草素对ＬＰＳ诱导的急性肺损伤小鼠血清及
ＢＡＬＦ中ＴＮＦα、ＩＬ１β及ＩＬ６的影响

　　血清及 ＢＡＬＦ中促炎细胞因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β及
ＩＬ６的水平是反映肺组织炎症程度的重要指标。如图
５所示，与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ组血清及ＢＡＬＦ中ＴＮＦ
α、ＩＬ１β及ＩＬ６的含量显著增加（Ｐ＜０．０１）；给予老
鹳草素预处理后，与 ＬＰＳ比较，Ｄｅｘ组和 ＬＤ、ＭＤ、ＨＤ
组小鼠血清及 ＢＡＬＦＴＮＦα、ＩＬ１β及 ＩＬ６的含量明

显降低（Ｐ＜０．０５）。
２．６　老鹳草素对 ＬＰＳ诱导急性肺损伤小鼠肺组织

ｐＮＦκＢｐ６５的影响
　　如图６所示，与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＬＰＳ组中的肺组织
ｐＮＦκＢｐ６５表达显著增加（Ｐ＜０．０１）；与ＬＰＳ组比较，
Ｄｅｘ组和ＬＤ、ＭＤ、ＨＤ组小鼠肺组织中ｐＮＦκＢｐ６５表
达显著降低（Ｐ＜０．０５）。
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１：空白组；２：ＬＰＳ组；３：地塞米松组；４：ＬＤ组；５：ＭＤ组；６：ＨＤ组　ａ：Ｐ＜０．０１，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＰＳ组比
较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＬＰＳ组比较

图５　老鹳草素对ＬＰＳ诱导急性损伤小鼠血清及ＢＡＬＦ中ＴＮＦα、ＩＬ１β及ＩＬ６含量的影响　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
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Ａ：ＨＥ染色观察各组小鼠肺组织ｐＮＦκＢｐ６５免疫组化染色；Ｂ：ｐＮＦκＢｐ６５免疫组化染色定量分析　１：空白组；２：ＬＰＳ组；
３：地塞米松组；４：ＬＤ组；５：ＭＤ组；６：ＨＤ组　ａ：Ｐ＜０．０１，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＬＰＳ组比较

图６　免疫组化法检测老鹳草素对急性肺损伤小鼠肺组织 ｐＮＦκＢｐ６５表达的影响　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
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３　讨论

　　ＡＬＩ是一种严重的呼吸疾病，其引起的机体炎症
反应会进一步损伤肺组织，其发生率和病死率均较高。

而革兰阴性菌感染是ＡＬＩ最常见的也是最重要的致病
因素之一［１３－１４］。ＬＰＳ是建立 ＡＬＩ动物模型常用的诱
导剂［１５－１６］。ＬＰＳ可通过激活中性粒细胞，诱导机体大
量炎症因子生成，并释放炎性介质触发炎症反应［１７］。

目前ＡＬＩ的临床疗效并不显著，需寻找治疗 ＡＬＩ的有
效药物。有研究报道，老鹳草素具有抗炎、抗病毒、抗骨

质疏松等作用［６］。但关于老鹳草素对于ＡＬＩ的作用及
作用机制的研究鲜少报道。本文通过鼻滴ＬＰＳ构建急
性肺损伤小鼠模型研究老鹳草素对于ＡＬＩ作用。
　　由小鼠肺组织的ＨＥ染色结果显示空白组小鼠肺
组织结构正常，未见明显的病理改变，但 ＬＰＳ组小鼠
肺组织出现了明显的损伤和炎症表现，肺泡腔内有大

量炎性细胞浸润，肺泡结构完整性被破坏，部分肺泡出

现塌陷，而老鹳草素组和 Ｄｅｘ组小鼠上述症状明显减
轻。老鹳草素预处理还可抑制 ＬＰＳ导致的小鼠肺湿
干质量比的增加，肺湿干质量比客观上反映了毛细管

通透性的相对程度，是衡量肺水肿的重要指标［１８－１９］。

由上述结果可知，老鹳草素可通过降低肺微血管通透

性，改善肺微循环，减轻 ＬＰＳ导致的肺水肿，而对肺组
织起到一定的保护作用。

　　ＡＬＩ早期症状主要表现为炎症反应，各种炎症因
子促进 ＡＬＩ的发展［２０－２１］。ＡＬＩ发生时肺泡巨噬细胞
和上皮细胞分泌大量的 ＩＬ１β，ＩＬ１β促进中性粒细胞
和巨噬细胞向血管及肺泡中募集，进而损伤血管内皮

细胞及肺泡上皮细胞，导致肺泡毛细血管通透性增加，

致肺水肿，其是炎症诱导的重要中介物［２２］。ＩＬ１β通
过下游细胞因子ＴＮＦα及ＩＬ６发挥作用；ＴＮＦα是重
要的启动因子，引发“瀑布效应”［２３］；ＩＬ６是一种具有
中枢调节作用的多功能生长因子，单核巨噬细胞是其主

要来源，能促进炎症发展，影响巨噬细胞的生长和分化，

在炎症方面发挥关键作用。血清及 ＢＡＬＦ中 ＴＮＦα、
ＩＬ１β及ＩＬ６的含量均能反映炎症的严重程度。本研
究结果显示，ＬＰＳ组血液及ＢＡＬＦ中巨噬细胞及中性粒
细胞数目明显增加，血清及 ＢＡＬＦ中炎症因子 ＴＮＦα、
ＩＬ１β及 ＩＬ６的含量明显增加，而 Ｄｅｘ及老鹳草素的
预处理能显著降低血液及ＢＡＬＦ中巨噬细胞及中性粒
细胞数目，并能显著降低血清及 ＢＡＬＦ中炎症因子
ＴＮＦα、ＩＬ１β及ＩＬ６的含量，说明老鹳草素有良好的
抗炎活性，对ＬＰＳ诱导的促炎性细胞因子的释放有明
显的抑制作用。

　　ＮＦκＢ即核转录因子，也是促进急性肺损伤发展

的一个重要的调控蛋白，可参与调节机体的各种反应。

ＮＦκＢ能通过调控机体分泌多种促炎因子，包括ＴＮＦα、
ＩＬ１β、ＩＬ１０、ＩＬ６等，来破坏肺泡毛细血管的完整性，
诱导大批的单核巨噬细胞、中性粒细胞聚集于肺部，
加重炎症的发生，导致肺水肿。本实验结果显示：与

ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＬＰＳ组 ＮＦκＢ表达水平明显升高；与
ＬＰＳ组比较，老鹳草素的预处理能明显降低 ｐＮＦ
κＢｐ６５的表达，这与炎症因子、肺组织的病理学变化结
果相一致，说明老鹳草素可通过调控ｐＮＦκＢｐ６５蛋白
的表达减少巨噬细胞、中性粒细胞的聚集，减少炎性细

胞因子的释放、改善肺组织损伤。
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