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甲泼尼龙对大鼠急性肺损伤的保护作用和分子机制研究
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［摘　要］　目的　探讨甲泼尼龙对大鼠急性肺损伤（ＡＬＩ）的保护作用和分子机制。方法　将４８只 ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠随机
分为对照组、模型组（ＡＬＩ）、低剂量（甲泼尼龙０．４ｍｇ／ｋｇ）组、中剂量（甲泼尼龙４ｍｇ／ｋｇ）组、高剂量（甲泼尼龙４０ｍｇ／ｋｇ）组和阳性
药（地塞米松２ｍｇ／ｋｇ）组，每组８只。给予脂多糖（ＬＰＳ，２ｍｇ／ｋｇ）前１ｈ，对照组和模型组腹腔注射生理盐水，甲泼尼龙组和阳性药
组腹腔注射相应剂量的甲泼尼龙或地塞米松，ＬＰＳ刺激１２ｈ后，收集样本。采用苏木精—伊红染色观察肺损伤情况；测量肺组织湿
干重比值（Ｗ／Ｄ）评估肺水肿情况；酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测肺灌洗液中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白介素１β（ＩＬ１β）和白介
素６（ＩＬ６）含量；测定肺组织中丙二醛（ＭＤＡ）含量及过氧化物酶（ＭＰＯ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定肺组
织中ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５、ｐ６５、ｐｐ６５和ｐＩκＢα蛋白表达水平。结果　与对照组比较，模型组出现肺泡出血和肺泡隔水肿，中性粒细
胞大量浸润到肺泡内间隔和肺泡间隙；与模型组比较，中剂量组、高剂量组及阳性药组上述炎症变化显著减弱。与对照组比较，模型组

大鼠肺损伤评分和Ｗ／Ｄ升高（Ｐ＜０．００１），但中剂量组、高剂量组及阳性药组肺损伤评分和Ｗ／Ｄ较模型组均降低（Ｐ＜０．０１）。与对
照组比较，模型组大鼠肺灌洗液中炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１β含量以及肺组织中ＭＰＯ活性和ＭＤＡ含量显著升高（Ｐ＜０．００１）；
与模型组比较，低剂量组、中剂量组和高剂量组及阳性药组大鼠肺灌洗液中炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β含量显著降低
（Ｐ＜０．０１），中剂量组、高剂量组及阳性药组大鼠肺组织中ＭＰＯ活性和ＭＤＡ含量显著降低（Ｐ＜０．０５），ＳＯＤ活性增加（Ｐ＜０．０５）。
与对照组比较，模型组大鼠肺组织中ｐｐ６５、ｐＩκＢα、ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４和ＴＬＲ５蛋白表达水平上调（Ｐ＜０．０５）；低剂量组、中剂量组、高
剂量组及阳性药组大鼠肺组织中ｐｐ６５和ｐＩκＢα蛋白表达水平较模型组下调（Ｐ＜０．０５），中剂量组、高剂量组及阳性药组大鼠肺
组织中 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４和 ＴＬＲ５蛋白表达水平较模型组下调（Ｐ＜０．０５），但 ｐ６５蛋白表达水平各组间比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。结论　甲泼尼龙可通过抑制炎症反应和氧化应激来缓解大鼠ＡＬＩ，且可能与抑制ＨＭＧＢ１／ＴＬＲｓ／ＮＦκＢ信号有关。
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ａｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅａｌｖｅｏｌａｒｓｅｐｔｕｍａｎｄａｌｖｅｏｌａｒｓｐａｃｅ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｓｃｏｒｅａｎｄＷ／Ｄｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．００１），ｂｕｔｔｈｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｓｃｏｒｅａｎｄＷ／Ｄｉｎｔｈｅｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇｇｒｏｕｐｗｅｒｅａｌｌｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＩＬ１βｏｆｔｈｅｌｕｎｇｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅＭＰＯａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｔｈｅ
ＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．００１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＩＬ１βｏｆｔｈｅｌｕｎｇｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄｉｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１），ｔｈｅＭＰＯａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｉｎｔｈｅｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｐ６５，ｐＩκＢα，ＨＭＧＢ１，ＴＬＲ４ａｎｄＴＬＲ５ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｐｐ６５ａｎｄｐＩκＢαｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｉｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＨＭＧＢ１，ＴＬＲ４ａｎｄＴＬＲ５ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｉｎｔｈｅｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ
ｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＭｅｔｈｙｌｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅｃａｎａｌｌｅｖｉａｔｅＡＬＩｉｎｒａｔｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＨＭＧＢ１／ＴＬＲｓ／ＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｅｔｈｙｌｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ；ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ

　　急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是由各种直接
或间接损伤因素导致的临床综合征，特征为肺水肿、炎

症反应和表面活性物质功能障碍，严重时还会出现急

性呼吸窘迫综合征和低氧血症等［１２］。因此，探索新的

ＡＬＩ治疗方法和治疗靶点非常有必要。
造成肺损伤的主要原因是机体炎症反应和氧化应

激失衡。炎症反应涉及炎症细胞的活化和炎症细胞因

子的释放，会引起肺损伤和进一步的急性低氧性呼吸

功能不全或呼吸衰竭［３］。当机体受到不利刺激时，氧

化和抗氧化过程会变得不平衡，导致过氧化产物，包括

活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和丙二醛（ｍａｌｏｎ
ｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）积累，从而导致细胞死亡［４］。此外，

过氧化产物的积累也与炎症反应的激活有关。ＲＯＳ
可通过核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）途径和染
色质重塑调节促炎因子的表达。据报道，抑制炎症反

应和氧化应激可有效减轻脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ）诱导的ＡＬＩ［５］。这种抑制作用是通过阻断Ｔｏｌｌ样
受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）／ＮＦκＢ途径和核因
子 Ｅ２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＥ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，
Ｎｒｆ２）／血红素加氧酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）途径

实现的［６］。因此，炎症反应和氧化应激可能是 ＡＬＩ的
治疗靶标。甲泼尼龙是一种人工合成的糖皮质激素，

具有较强的抗炎活性，对多种疾病（如内分泌失调、风

湿性疾病、胶原性病、皮肤疾病、过敏反应等）具有治

疗作用。糖皮质激素治疗呼吸道疾病的应用价值已得

到临床证实，甲泼尼龙也被广泛应用于呼吸道疾病的

治疗［７９］。甲泼尼龙作为一种免疫抑制剂在减少ＣＯＶ
ＩＤ１９患者的呼吸道炎症方面效果理想［１０］；静脉注射

甲泼尼龙可迅速改善非感染性葡萄膜炎；甲泼尼龙可

减轻围产期中风缺氧缺血模型大鼠持续的缺血后炎症

反应，对Ｌ精氨酸诱导的急性胰腺炎具有抗炎和抗氧
化作用［１１］；甲泼尼龙琥珀酸钠可减少颅内出血模型小

鼠的血脑屏障破坏和炎症；甲泼尼龙在肺组织中具有

很强的渗透性，可用于治疗慢性阻塞性肺病，起效迅速

且抗炎作用显著。另外，静脉滴注甲泼尼龙还可以促

进药物对全身的作用，减少机体的炎症反应，对缓解患

者症状效果较好。但目前甲泼尼龙治疗呼吸道疾病的

作用机制尚不明确，因此，本研究通过探讨甲泼尼龙对

ＡＬＩ的作用和相关分子机制，旨在为其临床应用提供
一定的理论基础。
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１　材料与方法

１．１　试剂
ＬＰＳ（阿拉丁，上海），甲泼尼龙（批号：１００８２８

２０１６０３，常州四药制药有限公司），地塞米松（批号：
１０１１１６２０２００２，成都天台山制药有限公司），肿瘤坏死
因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、白介素１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）和白介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，
ＩＬ６）试剂盒（博士德生物工程有限公司，武汉），
ＭＤＡ、过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）和超氧化物
歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）试剂盒（碧云天，
上海），高迁移率族蛋白 β１（ｃｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，ＨＭＧＢ１）、ＴＬＲ４和ＴＬＲ５抗体（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ中
国分公司，武汉），Ｍｙｄ８８、ｐ６５、ｐＰ６５、ＩκＢα、ｐＩκＢα一
抗（Ｃｉｎｃｉｎｎａｔｉ，ＵＳＡ），ａｎｔｉＧＡＰＤＨ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＵＳＡ）。
１．２　动物

４８只ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠（湖南省实验动物中心，
ＳＣＸＫ湘２０１６０００１），体质量２５０～３００ｇ，动物自由摄
食饮水，饲养于温度２２～２５℃和黑暗１２ｈ／白天１２ｈ
的环境下，本研究通过我院伦理委员会批准。

１．３　ＡＬＩ造模与分组
４８只ＳＤ大鼠随机分为对照组、模型组（ＡＬＩ）、低

剂量（甲泼尼龙 ０．４ｍｇ／ｋｇ）组、中剂量（甲泼尼龙
４ｍｇ／ｋｇ）组、高剂量（甲泼尼龙４０ｍｇ／ｋｇ）组和阳性药
（地塞米松２ｍｇ／ｋｇ）组，每组８只。参考文献［１２１３］，
给予ＬＰＳ（２ｍｇ／ｋｇ）前１ｈ，对照组和模型组腹腔注射
生理盐水，甲泼尼龙组和阳性药组腹腔注射相应剂量

的甲泼尼龙或地塞米松，然后 ＬＰＳ刺激 １２ｈ，处死
大鼠。

１．４　苏木精—伊红（ＨＥ）染色
收集肺组织样本，用１０％甲醛固定２４ｈ，然后石

蜡包埋，并切片（５μｍ）。根据说明书用苏木精和伊红
染色，显微镜下观察肺组织病理变化。参考文献［１４］
进行肺损伤评分，肺泡充血、肺泡壁增厚和水肿、肺泡

细胞浸润等３个指标按照无、轻度、中度、严重４个等
级分为０、１、２、３分，最高分别为３分，总分为９分。
１．５　肺湿干重比值（ｗｅｔ／ｄｒｙｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏ，Ｗ／Ｄ）

解剖分离新鲜的大鼠肺组织，测量肺组织的湿重；

然后将肺组织置于７０℃的烤箱中２４ｈ，去除所有水
分，测量干重，计算肺组织的Ｗ／Ｄ。
１．６　酶联免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ

ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）
　　使用ＥＬＩＳＡ试剂盒根据说明书检测肺灌洗液中
ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ６的含量。
１．７　肺组织中ＭＤＡ、ＭＰＯ和ＳＯＤ含量

将肺组织匀浆并离心，使用放射免疫沉淀裂解缓

冲液裂解细胞，然后将裂解物离心以获得上清液。采

用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒检测蛋白浓度，然后用生理盐
水稀释至 １ｍｇ／ｍＬ。随后，根据说明书使用 ＭＤＡ、
ＭＰＯ和ＳＯＤ试剂盒测定含量。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

提取肺组织总蛋白，使用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒检
测蛋白浓度。通过１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离等量（２０μｇ）
的蛋白质，转移到聚偏二氟乙烯膜上，将蛋白与一抗

（ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５、Ｍｙｄ８８、ｐ６５、ｐｐ６５、ＩκＢα、
ｐＩκＢα、ＧＡＰＤＨ，按１∶１０００稀释）在４℃下孵育过夜。
随后，将膜与 ＨＲＰ标记的羊抗兔抗体或羊抗鼠二抗
（１∶５０００）在室温下孵育２ｈ。用化学发光试剂显色，
并通过 ＧｅｌＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ软件分析光密度值。将
ＧＡＰＤＨ作为内参，以标准化目标蛋白表达水平。
１．９　统计学分析

采用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８．０分析数据，所有数据均
符合正态分布，以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，２组间
比较采用ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析，以
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　甲泼尼龙对ＡＬＩ大鼠肺损伤和Ｗ／Ｄ的影响
组织病理学结果显示，与对照组比较，模型组出现

肺泡出血和肺泡隔水肿，中性粒细胞大量浸润到肺泡

内间隔和肺泡间隙；低剂量组也出现了上述变化；但与

模型组比较，中剂量组、高剂量组及阳性药组上述炎症

变化显著减弱（图 １ａ）。肺损伤评分和 Ｗ／Ｄ结果
显示，与对照组比较，模型组大鼠肺损伤评分和 Ｗ／Ｄ
增加（Ｐ＜０．００１），但中剂量组、高剂量组及阳性药组
肺损伤评分和 Ｗ／Ｄ较模型组均减少（Ｐ＜０．０１），
见图１ｂ、ｃ。
２．２　甲泼尼龙对ＡＬＩ大鼠肺灌洗液中炎症因子的影响

与对照组比较，模型组大鼠肺灌洗液中炎症因子

ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１β的含量显著增加（Ｐ＜０．００１）；与
模型组比较，低剂量组、中剂量组和高剂量组及阳性药

组大鼠肺灌洗液中炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β含
量显著降低（Ｐ＜０．０１），但阳性药组与高剂量组比较
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图２。
２．３　甲泼尼龙对ＡＬＩ大鼠肺组织氧化应激因子的影响

与对照组比较，模型组大鼠肺组织中ＭＰＯ活性和
ＭＤＡ含量显著增加（Ｐ＜０．００１），ＳＯＤ活性显著降低
（Ｐ＜０．００１）；与模型组比较，中剂量组、高剂量组及阳
性药组大鼠肺组织中ＭＰＯ活性和ＭＤＡ含量显著降低
（Ｐ＜０．０５），ＳＯＤ活性增加（Ｐ＜０．０５），见图３。
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２．４　甲泼尼龙对ＡＬＩ大鼠肺组织 ＮＦκＢ信号分子表
达的影响

　　与对照组比较，模型组大鼠肺组织中 ｐｐ６５和
ｐＩκＢα蛋白表达水平上调（Ｐ＜０．０５）；低剂量组、中剂量
组、高剂量组和阳性药组大鼠肺组织中ｐｐ６５和ｐＩκＢα
蛋白表达水平较模型组下调（Ｐ＜０．０５），但各组大鼠
肺组织中ｐ６５蛋白表达差异无统计学意义，见图４。

２．５　甲泼尼龙对ＨＭＧＢ１／ＴＬＲｓ信号分子表达的影响
与对照组比较，模型组大鼠肺组织中 ＨＭＧＢ１、

ＴＬＲ４和ＴＬＲ５蛋白表达水平上调（Ｐ＜０．０５）；中剂量
组、高剂量组和阳性药组大鼠肺组织中 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４
和ＴＬＲ５蛋白表达水平较模型组下调（Ｐ＜０．０５）；高剂
量组与阳性药组 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４和 ＴＬＲ５蛋白表达水
平比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图５。

ａ：ＨＥ染色结果；ｂ：肺损伤评分；ｃ：肺组织Ｗ／Ｄ　 ＃＃＃：与对照组比较，Ｐ＜０．００１；：与模型组比较，Ｐ＜０．００１
图１　甲泼尼龙对ＡＬＩ大鼠肺损伤和Ｗ／Ｄ的影响

ａ：ＴＮＦα含量；ｂ：ＩＬ６含量；ｃ：ＩＬ１β含量　 ＃＃＃：与对照组比较，Ｐ＜０．００１；：与模型组比较，Ｐ＜０．０１；：与模型组比较，Ｐ＜０．００１
图２　甲泼尼龙对ＡＬＩ大鼠肺灌洗液中炎症因子的影响
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ａ：ＭＰＯ活性；ｂ：ＭＤＡ含量；ｃ：ＳＯＤ活性　 ＃＃＃：与对照组比较，Ｐ＜０．００１；：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；：与模型组比较，Ｐ＜０．０１；
：与模型组比较，Ｐ＜０．００１

图３　甲泼尼龙对ＡＬＩ大鼠肺组织氧化应激因子的影响

＃：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；：与模型组比较，Ｐ＜０．０５
图４　甲泼尼龙对ＡＬＩ大鼠肺组织ＮＦκＢ信号分子表达的影响

＃：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；：与模型组比较，Ｐ＜０．０５
图５　甲泼尼龙对ＡＬＩ大鼠肺组织ＨＭＧＢ１／ＴＬＲｓ信号分子表达的影响

３　讨论

ＡＬＩ作为一种严重的炎症性疾病，是急性呼吸衰
竭综合征，由与肺炎、严重脓毒症、胃食管反流、肺泡出

血等相关的肺泡—毛细血管屏障障碍引起，其发病率

和病死率均较高。但目前临床尚无有效的 ＡＬＩ药物，
故预防具有重要意义。糖皮质激素是一类有效的抗炎

药，其主要通过与细胞质糖皮质激素受体结合发挥作

用。糖皮质激素受体复合物可与特定的 ＤＮＡ序列

（糖皮质激素反应元件）结合，从而激活基因转录，或

与ＤＮＡ结合转录因子（如 ＮＦκＢ和激活蛋白１）结
合，调节促炎细胞因子（如 ＩＬ６、ＩＬ１７ａ和 ＴＮＦα等）
的转录。此外，糖皮质激素与天然抗炎细胞因子（如

ＩＬ１、ＩＬ４、ＩＬ１０和ＩＬ１３受体拮抗剂）具有协同作用。
但目前临床关于人工合成型糖皮质激素甲泼尼龙抗

ＡＬＩ的研究较少，故本研究就甲泼尼龙的抗 ＡＬＩ活性
和相关机制展开探讨。

炎症反应是肺损伤的重要原因，在炎症过程中，炎
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症因子ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β调节细胞内级联炎症信
号。ＴＮＦα具有很强的炎症破坏能力，是人体内最强
的炎症介质之一；ＩＬ６是表征炎症性疾病严重程度的
重要指标；ＩＬ１β是炎症的主要介质，可破坏血管内皮
和肺上皮细胞。有研究发现，在肺损伤动物模型和急

性呼吸窘迫综合征患者中均观察到严重的炎症反应和

大量的炎症因子（ＩＬ１β、ＴＮＦα和 ＩＬ６）［１５１６］。此外，
有研究表明包括 ＩＬ６在内的炎症因子的高表达还与
急性呼吸窘迫综合征患者的预后不良有关［１７］。本研

究结果显示，ＬＰＳ处理的大鼠炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β
和ＩＬ６含量增加，与先前的结果一致［５］；而甲泼尼龙

可以显著降低ＡＬＩ大鼠肺灌洗液中的炎症因子含量，
并且能够抑制中性粒细胞大量浸润到肺泡内间隔和肺

泡间隙，对ＡＬＩ大鼠表现出抗炎活性。
氧化应激是造成肺损伤的另一个重要原因，其不

仅可以直接损伤肺组织，还可以通过调节炎症反应间

接损伤肺组织［１８］。氧化应激指标包括 ＭＰＯ、ＭＤＡ和
ＳＯＤ等。ＭＰＯ活性是肺组织中性粒细胞浸润的标志，
随着ＡＬＩ发展，大量的中性粒细胞浸润到肺泡间隙，
ＭＰＯ活性增加。ＳＯＤ是体内的一种抗氧化酶，当肺组
织受损时，清除的氧自由基被大量消耗，ＳＯＤ活性降
低。ＭＤＡ是一种脂质过氧化产物，当肺组织受损时，
会与氧自由基含量成比例增加。本研究结果显示，甲

泼尼龙可以显著抑制ＡＬＩ大鼠肺组织ＭＰＯ活性，并降
低ＭＤＡ含量，同时提高ＳＯＤ活性，说明甲泼尼龙具有
良好的抗氧化活性。以 ＬＰＳ诱导动物模型可引起肺
组织中ＭＰＯ和ＭＤＡ的积累，与肺损伤患者临床变化
一致，表明氧化应激在诱导肺损伤中起关键作用［６］。

有研究发现，抑制炎症反应和氧化应激的药物可有效

减轻肺损伤，包括虾青素、虫草素和蒙花苷等［１９２０］。

上述研究结果说明甲泼尼龙可能通过调控机体氧化应

激发挥抗肺损伤活性。

ＨＭＧＢ１是高度保守的非组蛋白染色体结合蛋白，
与多种肺部疾病有关，包括肺炎、肺结核、慢性阻塞性

肺部疾病、肺纤维化等［２１２２］。正常情况下，ＨＭＧＢ１主
要集中于细胞核，但当细胞受损或坏死时，ＨＭＧＢ１的
赖氨酸残基被乙酰化并迁移到细胞质，然后在溶血磷

脂酰胆碱作用下被分泌到细胞外［２３］。细胞外 ＨＭＧＢ１
作用于Ｔｏｌｌ受体，通过激活 ＮＦκＢ参与炎症反应和氧
化应激的调节［２４］。ＨＭＧＢ１是 ＴＬＲ４的上游调节剂，
在ＬＰＳ诱导的肺损伤中，ＨＭＧＢ１介导了 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ
信号通路的激活，而 ＨＭＧＢ１的下调阻断了 ＴＬＲ４／
ＮＦκＢ信号通路［２５］。在 ＬＰＳ刺激下，ＩκＢα磷酸化，且
与ＮＦκＢ二聚体（ｐ６５和 ｐ５０）分离，随后被蛋白酶体

降解。活化的ＮＦκＢ从细胞质转移到细胞核，与靶基
因启动子或增强子中的 κＢ位点结合，然后 ｐ６５被蛋
白激酶磷酸化，引发炎症因子和氧化应激相关因子的

转录［２６］。因此，ＮＦκＢ通路对于诱导炎症反应和氧化
应激至关重要。此外，研究发现 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ途径的
阻断可有效抑制肺部的氧化应激和炎症反应［２７］。因

此，ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４／ＮＦκＢ途径是诱导炎症反应和氧化
应激的重要通路。据报道，ＴＬＲ５在炎症性疾病和组织
中高表达，ＴＬＲ５的敲低显著降低了炎症因子的释放，
ＴＬＲ５也可以激活 ＮＦκＢ通路［２８２９］。本研究结果显

示，ＬＰＳ处理上调了肺组织中 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５、
ｐｐ６５和ｐＩκＢα的表达水平，但甲泼尼龙抑制了其表
达。这说明甲泼尼龙可能通过 ＨＭＧＢ１／ＴＬＲｓ／ＮＦκＢ
途径抑制ＬＰＳ诱导的炎症反应和氧化应激。

综上所述，ＬＰＳ可引发 ＡＬＩ，并伴有肺水肿、炎症
反应和氧化应激的增加，而甲泼尼龙可以通过抑制

炎症反应和氧化应激缓解 ＡＬＩ。此外，甲泼尼龙还
可通过阻断 ＨＭＧＢ１／ＴＬＲｓ／ＮＦκＢ途径减轻 ＬＰＳ诱导
的ＡＬＩ。
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