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丹参酮ⅡＡ通过调控中性粒细胞胞外诱捕网保护脓毒症小鼠急性肺损伤
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　　［摘要］　目的　研究丹参酮ⅡＡ（ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ，ＴａｎⅡＡ）对脓毒症小鼠急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇ
ｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）作用，并探讨其对中性粒细胞胞外诱捕网（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）的影响及可能
机制。方法　采用腹腔注射脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）建立小鼠脓毒症模型。雄性 ６～８周龄
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠３０只，随机数字表法分为５组（ｎ＝６）：①正常组（Ｎｏｒ组）；②脂多糖组（ＬＰＳ组，腹腔注射
ＬＰＳ１０ｍｇ／ｋｇ）；③丹参酮ⅡＡ组（ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组，ＬＰＳ前 ３０ｍｉｎ腹腔注射 ＴａｎⅡＡ３０ｍｇ／ｋｇ）；
④ＬＹ２９４００２组（ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组，提前注射ＬＹ２９４００２３０ｍｇ／ｋｇ）；⑤二甲基亚砜组（ＬＰＳ＋ＤＭＳＯ组，提
前注射给药组等量ＤＭＳＯ）。造模１２ｈ取材，计算肺系数，ＨＥ染色观察肺组织病理变化，ＥＬＩＳＡ检测肺
组织炎症因子ＩＬ１β、ＩＬ１０水平和ＮＥＴｓ标志物 ＭＰＯＤＮＡ复合物、瓜氨酸化组蛋白 Ｈ３（ＣｉｔＨ３）水平，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的磷酸化水平。结果　相较于Ｎｏｒ组，ＬＰＳ组肺系数增加，ＨＥ染
色显示肺组织受损，肺组织ＩＬ１β水平升高（Ｐ＜０．０５），ＩＬ１０水平下降（Ｐ＜０．０５），ＭＰＯＤＮＡ复合物、Ｃｉｔ
Ｈ３均显著增加（Ｐ＜０．０５），ｐＰＩ３Ｋ和 ｐＡＫＴ水平升高（Ｐ＜０．０５）。相较于 ＬＰＳ组，ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组和
ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组肺系数降低，ＨＥ染色及肺损伤 Ｓｍｉｔｈ评分显示肺组织病理损伤情况减轻，肺组织
ＩＬ１β水平增加（Ｐ＜０．０５），ＩＬ１０水平降低（Ｐ＜０．０５），ＭＰＯＤＮＡ复合物、ＣｉｔＨ３显著减少（Ｐ＜０．０５），
ｐＰＩ３Ｋ和ｐＡＫＴ水平降低（Ｐ＜０．０５）。结论　丹参酮ⅡＡ可以减轻脓毒症ＡＬＩ，其机制可能是通过抑制
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，调控ＮＥＴｓ水平，减轻炎症反应。
　　［关键词］　 急性肺损伤；丹参酮ⅡＡ；中性粒细胞胞外诱捕网；ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
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　　脓毒症被定义为由于宿主对于感染反应失调而导
致的危及生命的器官功能障碍［１］。脓毒症在我国重

症医学科收治患者中发病率可超过２０％，９０ｄ死亡率
达３５．５％［２］。急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是脓
毒症患者最重要的并发症，易感性高且进展迅速［３］。

在脓毒症发生时，中性粒细胞作为重要的先天免疫细

胞最先到达感染部位，而中性粒细胞胞外诱捕网

（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）是一种新的中性
粒细胞死亡机制的产物［４］，其主要结构包括去聚化的

ＤＮＡ以及瓜氨酸化组蛋白 Ｈ３（ｃｉｔｒｕｌｌｉｎａｔｅｄｈｉｓｔｏｎｅ
Ｈ３，ＣｉｔＨ３）、髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）、
中性粒细胞弹性蛋白酶（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅ，ＮＥ）等，
ＮＥＴｓ具有一定捕获和消灭病原微生物的作用，但过度
形成将进一步加重脓毒症ＡＬＩ［５］。丹参酮是从丹参根
茎和干根中提取的主要天然产物，ＴａｎⅡＡ是丹参酮中
含量最高的脂溶性成分，具有活血祛瘀，通经止痛的作

用［６］。现代医学研究发现其还有抗炎、降低氧化应激

反应等作用。研究表明ＴａｎⅡＡ通过调节巨噬细胞极
化，降低炎症因子表达水平，改善 ＡＬＩ［７］。尚有研究发
现ＴａｎⅡＡ通过减少 ＮＥＴｓ形成并抑制炎症反应减轻
小鼠慢性骨关节炎［８］。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路可激活
ＮＦκＢ参与相关炎症反应［９］，ＴＡＩ等［１０］发现 ＴａｎⅡＡ
可通过调控ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ减轻肺组织中性粒细胞浸润及
肺细胞凋亡，改善肾缺血再灌注损伤造成的 ＡＬＩ。
ＴａｎⅡＡ对脓毒症ＡＬＩ的作用及其与ＮＥＴｓ的关系，尚未
见相关报道。本研究采用脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ）腹腔注射制备脓毒症小鼠模型，探讨 ＴａｎⅡＡ对
脓毒症ＡＬＩ的作用及其与 ＮＥＴｓ的关系和可能的作用
机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物与主要试剂
　　ＳＰＦ级健康 ６～８周雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体质量
２０～２５ｇ，由兰州大学实验动物中心提供。小鼠正常进
食，自由进水，人工光照和黑暗时间１２ｈ交替［动物许
可证号：ＳＣＸＫ（甘）２０１８０００２］。适应性饲养１周后进
行实验。ＬＰＳ购于美国 Ｓｉｇｍａ公司，ＰＩ３Ｋ抑制剂
ＬＹ２９４００２购于美国 ＭＣＥ公司，ＴａｎⅡＡ、二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）、磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）、ＲＩＰＡ裂解液购于
北京索莱宝科技有限公司，兔抗鼠磷酸化磷脂酰肌醇
３激酶［ＰＩ３ｋｉｎａｓｅｐ８５（ｐｈｏｓｐｈｏＴｙｒ４６７）／ｐ５５（ｐｈｏｓｐｈｏ
Ｔｙｒ１９９）ｐＰＩ３Ｋ］、兔抗鼠磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ＡＫＴ
ｐｈｏｓｐｈｏＴｈｒ３０８，ｐＡＫＴ）抗体购自美国 ＧｅｎｅＴｅｘ公司，
白介素１β（ＩＬ１β）、白介素１０（ＩＬ１０）、ＭＰＯＤＮＡ复
合物、ＣｉｔＨ３酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自
上海酶联生物科技有限公司。依照参考文献［１１］将
１０ｍｇＬＹ２９４００２及１０ｍｇＴａｎⅡＡ分别溶解于 ＤＭＳＯ
溶液２０μＬ，配制成浓度为０．５ｇ／ｍＬ的母液，４℃冰箱
保存。小鼠腹腔注射前使用 ＰＢＳ按照 １∶１０００将
ＬＹ２９４００２及ＴａｎⅡＡ母液稀释成浓度为 ０．５ｍｇ／ｍＬ
溶液，含０．１％ＤＭＳＯ。实验过程中动物处理措施符合
伦理学要求，获得了兰州大学第一医院伦理委员会批

准（审批号：ＬＤＹＹＬＬ２０２２２９４）。
１．２　实验动物分组
　　３０只小鼠按随机数字表法分为５组（ｎ＝６）：①正
常组（Ｎｏｒ组）；②脂多糖组（ＬＰＳ组），腹腔注射 ＬＰＳ
（１０ｍｇ／ｋｇ）［１２］；③丹参酮ⅡＡ组（ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组），
ＬＰＳ处理前３０ｍｉｎ腹腔注射丹参酮ⅡＡ（３０ｍｇ／ｋｇ）［１０］；
④ ＬＹ２９４００２组（ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组），ＬＰＳ处理前

９３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１）



３０ｍｉｎ腹腔注射 ＬＹ２９４００２（３０ｍｇ／ｋｇ）［１３］；⑤二甲基
亚砜组（ＬＰＳ＋ＤＭＳＯ组）在相同时间给予等量 ０．１％
ＤＭＳＯ的ＰＢＳ溶液作为对照。依照相关文献［１０，１３］和

本研究预实验结果，选取３０ｍｇ／ｋｇ作为丹参酮ⅡＡ和
ＬＹ２９４００２的小鼠给药量。
１．３　标本采集与观察指标
　　ＬＰＳ造模 １２ｈ处死小鼠，沿胸骨正中线剪开胸
骨，充分暴露胸腔后取出肺脏。

１．３．１　肺系数检测　　取肺脏吸干表面水分后称量，计
算肺系数。肺系数＝湿肺质量（ｍｇ）／小鼠体质量（ｇ）［１４］。
１．３．２　肺组织病理结构改变　　取肺组织后，置于
４％多聚甲醛中固定４８ｈ，脱水后石蜡包埋、切片、ＨＥ
染色，显微镜下观察肺组织病理结构改变，肺组织病理

评分依照 Ｓｍｉｔｈ评分系统［１５］从肺水肿、炎症细胞浸

润、肺不张、出血和透明膜形成进行 ０～４分的半定量
分析，每只小鼠取２张切片，每张切片观察６个视野，
由两位病理科医师盲法判定评分结果后取平均值。

１．３．３　肺组织炎症相关因子 ＩＬ１β、ＩＬ１０，ＮＥＴｓ标志
物ＭＰＯＤＮＡ复合物及ＣｉｔＨ３表达水平　　肺组织称
质量，按照１ｇ组织加入 ９ｍＬＰＢＳ的比例加入 ＰＢＳ，
在冰水浴中尽量剪碎组织，随后按照每２０ｍｇ肺组织
中加入１５０～２００μＬＲＩＰＡ裂解液的比例加入裂解液，
在冰上使用匀浆机制备成 １０％肺组织匀浆。将制备
好的１０％匀浆使用离心机４℃，１０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，
离心后的匀浆取上清液进行分装，－８０℃放置保存。
按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书检测肺匀浆炎症因子
ＩＬ１β、ＩＬ１０水平以及 ＮＥＴｓ标志物 ＭＰＯＤＮＡ复合
物、ＣｉｔＨ３水平。
１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号蛋白磷酸化
表达水平　　取－８０℃肺组织匀浆，蛋白定量，经１０％
十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳１．５ｈ，电转移
至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，洗膜后加入 ｐＰＩ３Ｋ、
ｐＡＫＴ一抗和３磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）内参蛋
白（稀释度均为１∶１０００）４℃孵育过夜。次日洗膜，加
入辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔二抗（稀释
度均为１∶５００００）３７℃摇床孵育 ２ｈ，含吐温－２０的
ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲盐溶液（ＴＢＳＴ）充分洗膜。电化学发光
法显色曝光，采集图像，用 ＩｍａｇｅＪ软件分析各组条带
灰度值，以目标蛋白与内参蛋白的灰度值比值反映目

标蛋白表达量。

１．４　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ９．０软件进行数据统计学分
析。本研究实验数据均为计量资料且符合正态分布，采

用珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组间

比较采用ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠一般状态
　　ＬＰＳ造模１２ｈ，Ｎｏｒ组小鼠精神状态、饮食、活动、
呼吸及对刺激反应较造模前无明显改变；ＬＰＳ组及
ＬＰＳ＋ＤＭＳＯ小鼠精神萎靡，进水进食量减少，寒战，呼
吸急促，鼻腔及眼角分泌物增多，毛发无光泽，竖毛；

ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组和 ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组小鼠上述表现较
ＬＰＳ组轻微。
２．２　各组小鼠肺系数比较
　　Ｎｏｒ组、ＬＰＳ组、ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组、ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２
组及ＬＰＳ＋ＤＭＳＯ组小鼠体质量比较差异均无统计学
意义。与 Ｎｏｒ组相比，ＬＰＳ组湿肺质量及肺系数增加
（Ｐ＜０．０５）；与 ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组和 ＬＰＳ＋
ＬＹ２９４００２组湿肺质量及肺系数明显降低（Ｐ＜０．０５）；
ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组与ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组相比湿肺质量及
肺系数无统计学差异；与 ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋ＤＭＳＯ组
湿肺质量及肺系数无明显差异，见表１。

表１　各组小鼠肺系数比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 体质量／ｇ 湿肺质量／ｍｇ肺系数／ｍｇ·ｇ－１

Ｎｏｒ组 ２７．４７±２．７８ １０７．０１±５．５７ ３．９１±０．１９

ＬＰＳ组 ２５．３９±２．２０ １３５．１０±５．３３ａ ５．３４±０．２７ａ

ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组 ２５．３５±２．７６ １１２．６１±５．２６ｂ ４．４６±０．２４ｂ

ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组 ２３．８３±２．２３ １１１．５８±６．４７ｂ ４．５１±０．１６ｂ

ＬＰＳ＋ＤＭＳＯ组 ２５．７８±１．９０ １３５．５５±４．５９ ５．２７±０．３４

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｎｏｒ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较

２．３　各组小鼠肺组织病理结构改变
　　光镜下观察 Ｎｏｒ组肺组织结构完整，肺泡及间质
未见水肿和明显炎性浸润；ＬＰＳ组肺间质水肿，肺泡明
显萎陷，坏死组织出现，肺泡和间质可见大量炎症细胞

浸润，肺泡腔可见出血及透明膜形成；ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组
肺泡充血、出血、炎症渗出、肺泡壁增厚和透明膜形成

等损伤有所减轻；ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组肺水肿和肺不张
减轻，肺泡及间质炎症细胞浸润减少，肺泡出血减轻；

ＬＰＳ＋ＤＭＳＯ组肺泡结构紊乱，肺组织大量炎症细胞浸
润，肺组织水肿明显，见图１。
　　与 Ｎｏｒ组相比，ＬＰＳ组 Ｓｍｉｔｈ评分明显增加（Ｐ＜
０．０５）；与 ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组和 ＬＰＳ＋
ＬＹ２９４００２组 Ｓｍｉｔｈ评分均明显降低（Ｐ＜０．０５）；ＬＰＳ＋
ＬＹ２９４００２组与ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组相比Ｓｍｉｔｈ评分无统计
学差异；与ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋ＤＭＳＯ组Ｓｍｉｔｈ评分无统
计学差异，见图２。

０４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　ＨＥ染色观察各组小鼠肺组织病理学变化
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ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｎｏｒ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较
１：Ｎｏｒ组；２：ＬＰＳ组；３：ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组；４：ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２
组；５：ＬＰＳ＋ＤＭＳＯ组

图２　各组小鼠肺损伤Ｓｍｉｔｈ评分比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

２．４　各组小鼠肺组织ＩＬ１β、ＩＬ１０、ＭＰＯＤＮＡ复合物
及ＣｉｔＨ３表达变化

　　ＥＬＩＳＡ试剂盒检测各组小鼠肺组织炎症因子
ＩＬ１β和ＩＬ１０的表达情况，结果显示：与 Ｎｏｒ组相比，
ＬＰＳ组中ＩＬ１β、ＩＬ１０表达增加；与ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋
ＴａｎⅡＡ组在ＴａｎⅡＡ预处理后ＩＬ１β表达相对下降而
ＩＬ１０表达升高（Ｐ＜０．０５），ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组在
ＬＹ２９４００２预处理后ＩＬ１β表达相对下降而ＩＬ１０表达
升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。此外，ＬＰＳ＋
ＬＹ２９４００２组与ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组相比，ＩＬ１β和ＩＬ１０表
达无统计学差异，见图３。
　　ＥＬＩＳＡ试剂盒检测各组小鼠肺组织 ＮＥＴｓ标志物
ＣｉｔＨ３、ＭＰＯＤＮＡ复合物表达，结果显示：与 Ｎｏｒ组相
比，ＬＰＳ组中ＣｉｔＨ３和 ＭＰＯＤＮＡ复合物表达显著增

加（Ｐ＜０．０５）；而ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组和 ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组
分别与ＬＰＳ组相比，ＣｉｔＨ３和 ＭＰＯＤＮＡ复合物表达
均下降（Ｐ＜０．０５）。ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组与 ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ
组相比，ＣｉｔＨ３和 ＭＰＯＤＮＡ复合物表达无统计学差
异，见图３。
２．５　各组小鼠肺组织 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路磷酸化水

平变化

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠肺组织 ｐＰＩ３Ｋ和
ｐＡＫＴ表达情况，结果显示：与 Ｎｏｒ组相比，ＬＰＳ组小
鼠肺组织ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ蛋白表达明显增加（Ｐ＜０．０５）；
ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组和 ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组分别与 ＬＰＳ组相
比，ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ蛋白表达均下降（Ｐ＜０．０５）；ＬＰＳ＋
ＬＹ２９４００２组与 ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组相比，ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ
蛋白表达无统计学差异。见图４。

３　讨论

　　本实验通过腹腔注射 ＬＰＳ建立小鼠脓毒症 ＡＬＩ
模型，ＬＰＳ组小鼠造模后１２ｈ，出现精神萎靡、进水进
食量减少、寒战、呼吸急促等症状，肺系数显著增加，出

现肺水肿，肺组织病理学显示肺泡明显萎陷并可见出

血及透明膜形成，肺泡和间质可见大量炎症细胞浸润，

肺损伤 Ｓｍｉｔｈ评分升高，提示小鼠脓毒症 ＡＬＩ模型制
备成功。本实验中 ＴａｎⅡＡ及 ＬＹ２９４００２使用 ＤＭＳＯ
作为溶剂，因此设置 ＬＰＳ＋ＤＭＳＯ组作为溶剂对照组，
相较于 ＬＰＳ组，ＬＰＳ＋ＤＭＳＯ组肺系数、肺组织病理学
变化及肺损伤 Ｓｍｉｔｈ评分均无明显差异，表明 ＤＭＳＯ
作为药物溶剂对本实验结果无明显影响。

１４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｎｏｒ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较；１：Ｎｏｒ组；２：ＬＰＳ组；３：ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组；４：ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组

图３　ＥＬＩＳＡ法检测各组小鼠肺组织ＩＬ１β（Ａ）、ＩＬ１０（Ｂ）和ＣｉｔＨ３（Ｃ）、ＭＰＯＤＮＡ复合物（Ｄ）水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
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6. 7

１：Ｎｏｒ组；２：ＬＰＳ组；３：ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组；４：ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｎｏｒ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织ｐＰＩ３Ｋ和ｐＡＫＴ蛋白表达水平；Ｂ：ｐＰＩ３Ｋ蛋白相对表达量统计分析；Ｃ：ｐＡＫＴ蛋白相对表达量统计分析

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠肺组织ｐＰＩ３Ｋ和ｐＡＫＴ的蛋白表达水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

３．１　丹参酮ⅡＡ预处理减轻脓毒症ＡＬＩ
　　脓毒症ＡＬＩ出现于多数脓毒症患者中，发病率高
且危及生命，严重影响国民健康及生活质量［１６］。脓毒

症ＡＬＩ发病过程中大量炎症因子活化、肺间质水肿、肺
毛细血管内皮以及肺泡毛细血管通透性出现广泛损

伤，而脓毒症ＡＬＩ根本原因为抗炎介质与促炎介质之
间的失衡［３］。ＴａｎⅡＡ作为丹参酮中最关键的活性成
分，被认为有广泛的抗炎作用［１７］。本研究发现，与

ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组肺系数降低，病理组织学
结果显示肺泡塌陷、出血及大量炎症细胞浸润等损伤

减轻，Ｓｍｉｔｈ评分明显降低，表明ＴａｎⅡＡ对脓毒症ＡＬＩ
具有一定保护作用。这与一些研究结果相似，ＱＵＡＮ
等［１８］研究发现ＴａｎⅡＡ通过调节 Ｓｉｒｔ１／ＮＦκＢ信号通
路阻止ＬＰＳ诱导的炎症因子分泌，发挥 ＡＬＩ小鼠保护
作用；ＪＩＡＮＧ等［１９］研究证实 ＴａｎⅡＡ可减轻 ＬＰＳ导致
的成纤维细胞中ＩＬ１β和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）表
达增加，并减少细胞增殖和其向肌成纤维细胞转化，减

轻ＡＬＩ造成的炎症及肺纤维化。
３．２　丹参酮ⅡＡ调控ＮＥＴｓ降低脓毒症ＡＬＩ炎症水平
　　大量研究证实脓毒症 ＡＬＩ与 ＮＥＴｓ关系密切，
ＭＥＮＧ等［２０］研究发现脓毒症小鼠中ＮＥＴｓ含量显著上

升，而在注射重组人脱氧核糖核酸酶（ｒｈＤＮａｓｅ）后，肺
组织中性粒细胞浸润减少，ＮＥＴｓ水平降低的同时炎症
相关因子水平也显著降低，脓毒症ＡＬＩ有所减轻，小鼠
中位生存期延长。同时，红花及虎杖苷等传统药物被

证实可通过调控 ＮＥＴｓ并减少炎症因子的释放，减轻
ＡＬＩ［２１－２２］，而ＴａｎⅡＡ对于脓毒症 ＡＬＩ的作用是否与
ＮＥＴｓ有关尚未见相关报道。
　　ＮＥＴｓ是一种基于染色质的网状结构，包含 ＭＰＯ、
ＮＥ、乳铁蛋白、明胶酶以及组蛋白等［２３］。在脓毒症发

生发展过程中 ＮＥＴｓ具有一定清除病原体的作用，然
而当ＮＥＴｓ过度形成时，将对机体造成损害，如 ＮＥＴｓ
中的ＭＰＯ和组蛋白等成分可直接损伤肺脏的内皮细
胞和上皮细胞，也可作为损伤相关分子模式（ＤＡＭＰｓ）
启动炎症反应［４］，进一步加重脓毒症 ＡＬＩ。由于结构
的复杂性，目前尚无方法可直接检测 ＮＥＴｓ，主要通过
检测其特异性成分的表达来反映其存在。其中精氨酸

脱亚胺酸酶４（ＰＡＤ４）介导产生组蛋白瓜氨酸化产生
ＣｉｔＨ３被认为是 ＮＥＴｓ形成的关键步骤［２４］，因此 Ｃｉｔ
Ｈ３被广泛应用于检测ＮＥＴｓ的表达。ＭＰＯ作为 ＮＥＴｓ
发挥作用的重要组分之一，镶嵌于ＤＮＡ上与其他成分
共同组成 ＮＥＴｓ。研究表明测量 ＭＰＯＤＮＡ复合物可

２４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



能比单独评估细胞游离ＤＮＡ（ｃｆＤＮＡ）量化ＮＥＴｓ更具
特异性［２５］，因此本研究选用 ＣｉｔＨ３、ＭＰＯＤＮＡ复合物
作为ＮＥＴｓ的检测指标。本研究中观察到ＬＰＳ组ＮＥＴｓ
标志物ＭＰＯＤＮＡ复合物、ＣｉｔＨ３表达水平上调，炎症
反应增强，肺水肿及肺组织病理损伤严重，表明脓毒症

ＡＬＩ过程中ＮＥＴｓ形成增加，炎症水平上调，造成肺组织
损伤。而ＴａｎⅡＡ干预后ＮＥＴｓ水平下降，炎症因子表
达下降，肺损伤有所减轻，表明 ＴａｎⅡＡ可调控 ＮＥＴｓ
抑制炎症反应，减轻脓毒症 ＡＬＩ。与本研究相似的是
ＺＨＡＮＧ等［８］研究发现 ＴａｎⅡＡ可降低类风湿性关节
炎小鼠关节液中 ＭＰＯ及 ＮＥ等 ＮＥＴｓ成分，并在体外
实验中证实ＴａｎⅡＡ可以降低ＬＰＳ诱导的中性粒细胞
产生的ＴＮＦα和 ＩＬ６的 ｍＲＮＡ转录水平，但 ＴａｎⅡＡ
调控ＮＥＴｓ减轻炎症反应的具体分子机制尚不明确。
３．３　丹参酮ⅡＡ通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路调控ＮＥＴｓ
　　多项研究表明 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路参与 ＮＥＴｓ形
成过程，ＡＬＨＵＳＳＩＥＮ等［２６］研究发现ｔａｕ干扰素通过阻
断ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路影响受精卵着床期血液中
ＮＥＴｓ数量，ＹＡＮＧ等［２７］研究显示 Ｍｉｒ１６９６过表达后
通过抑制谷胱甘肽过氧化物酶３并抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信
号通路的激活导致ＮＥＴｓ形成减少。本研究观察到相
似情况，实验发现ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组使用ＰＩ３Ｋ特异性
抑制剂 ＬＹ２９４００２［２８］预处理后，脓毒症 ＡＬＩ小鼠肺组
织ｐＰＩ３Ｋ及ｐＡＫＴ水平下降并且ＭＰＯＤＮＡ复合物、
ＣｉｔＨ３表达水平下调，表明抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路激
活可以减少ＮＥＴｓ的形成。与此同时，在 ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ
组观察到了与上述 ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２组相似的结果，表
明ＴａｎⅡＡ可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路减少
ＮＥＴｓ形成。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路是炎症因子表达的
中央调节剂，与肺部炎症损伤关系密切。研究显示

３Ｏ咖啡酰基齐墩果酸可通过抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路，减轻 ＬＰＳ诱导的 ＡＬＩ［２９］，桑色素也可通过抑制
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路减轻香烟对肺脏的炎症损伤［３０］。

本研究显示，与ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋ＴａｎⅡＡ组小鼠肺组
织ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路磷酸化水平下降，ＮＥＴｓ生成明
显减少，同时炎症因子水平降低而抗炎因子水平升高，

肺水肿及肺组织病理损伤减轻，这与 ＬＰＳ＋ＬＹ２９４００２
组结果相一致，推测 ＴａｎⅡＡ发挥肺保护作用的机制
可能是通过抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的激活，调控
ＮＥＴｓ水平，降低肺组织炎症反应水平。
　　本研究仅在动物实验水平研究丹参酮ⅡＡ对脓毒
症小鼠ＡＬＩ的作用及可能机制，未进行细胞水平和分
子水平的干预研究，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ也未检测信号通路
ｔｏｔａｌＰＩ３Ｋ、ｔｏｔａｌＡＫＴ的表达情况。此外，除ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号通路，丹参酮ⅡＡ可能还通过其他通路发挥作用，
仍需进一步深入研究。

　　综上所述，丹参酮ⅡＡ可以减轻脓毒症 ＡＬＩ，其机
制可能是通过抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，调控 ＮＥＴｓ
表达水平，减轻炎症反应。
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