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NF—K B和HMGB1在大鼠肠缺血再灌注肺损伤 

中的表达及自藜芦醇苷的保护作用 

杨廷芳，王兴勇，胡语航，徐 静，熊 赕，周海银，何 蓉，许 峰 

(重庆医科大学附属儿童医院 Icu，重庆 40̈D0l4) 

【摘 要】目的：探讨肠缺血再灌注(Intestinalischemia—repe sion，IIR)肺损伤核转录因子 一K B(Nuclearfacto卜kappaB，NF—K B) 

的活性和高迁移率族蛋白 1(High m0hilify gmup box 1，HMGB1)基因表达及白藜芦醇苷(P0lydatin，PD)的保护作用。方法：54只 

spragIle—Dawley(sD)大鼠随机分成对照组 、肠缺血 45min继以再灌注组(再灌注 0．5 h、2 h、6 h)及肠缺血 45 min继以再灌注同 

时给予 PD治疗组(再灌注 0．5 h、2 h、6 h)。采用比色法检测肺组织髓过氧化物酶(myel0pemxidase，MP0)水平、免疫组化法检测 

细胞问黏附分子 一1(Intercellular adhesi0n m0lecule一1，IcAM一1)和 NF—K B的表达 、RT—PcR检测肺组织高迁移率族蛋白 1 

(HMGB1)mRNA。结果：IIR后肺组织明显水肿、出血和炎性细胞侵润。与对照组相比，肺组织 w，D、MP0水平明显升高，IcAM一1 

及 NF—K B的蛋白表达，HMGB1mRNA(2 h、6h)的表达增强(P<0．05)；白藜芦醇苷干预后肺损伤程度减轻、各项指标明显改善 

(P<0．05)。结论：PD可以减轻肠缺血再灌注肺损伤，作用机制可能与其抑制NF—K B活化，降低肺组织HMGB1mRNA的表达 

上调密切相关。 
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【Abstmct】O已 ec跣 e：Tl0 evaIuate the activity of nuclear factor kappaB (NF—K B)and the gene expression 0f high mobi1ity gr0up box l 

(HMGB 1)in lung injuIy induced by intestinal ischemia—r_epeIfusion(IIR)，and to inVestigate the pmtectiVe ef ct()f p0lydatin(PD)in this 

Iung injury． ods：Fifty—fnur male Sprague—Dawky rats weighing 200～250 g were rand0mly出vided int0 contml group，IIR gmup(45 

min intestinal ischemia with 0．5 h or 2 h 0r 6 h I℃peI血sion)and PD gmup [IIR with PD (10 mg，kg)tI atment】．The level of pulmonary 

myel0pemxidase (MP0)was detected by c0lorimet c method，the expressions of NF—K B and ICAM一1 by immune0chemistry and that 0f 

pulmonary HMGB1mRNA by RT—PCR respectively．Results：Lung injury induced byⅡR was characterized hy patholo cal damage nf 

edema，hemorrhage and innammatory ceU infiltration．c0mpared with∞ntml gmup，pu1monary w，D and MP0 increased s唔nificantly(P< 

0．05)．Positive expressions 0fNF— K B p65 and ICAM一1 pr0tein，and HMGBlmRNA(2 h、6 h)als0 increased signi cantly(P<0．05)． 

After administration 0f PD，the kve1s 0f pulmonary indices were impmved signi6cantly(P<0．05)，pulm0nary damage alleviated c0mpared 

with IIR gI_()up(P<0．05)，and the expr℃sion 0f NF—K B became weak．Conclusi0n：II1jecti0n of p0lydatin hef0re I℃peI血si0n c0uld al1evi— 

ated lung injury induced by intestin a1 ischemia—repeI如si0n in rats in vivo，which is possibly thmugh inhibiting pulm0nary NF—K B acti— 

vation and attenuating the expressi0n 0f HMGB l mRNA during lung injufy in rats． 
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是一组重要的转录因子，活化的 NF—KB可启动和调 

节众多与免疫 和炎症反应有关 的细胞因子及黏附 

分子等炎性介质的基因表达⋯。高迁移率族蛋白 l 

(High m0bility gr0up b0x 1，HMGB1)使内皮细胞、肠 

上皮细胞、中性白细胞上的 1个或多个信号路径激 
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活，启动细胞外信号调控激酶(Extracellular signal— 

regulated kinasel／2，ERK1／2)、苏氨酸激酶 Akt和 

NF—KB等的活化 。肠缺血再灌注(Intestinal ischem 

ia—reperfusi0n，IIR)肺损伤 NF—KB及 HMGBl的参与 

及白藜芦醇苷(P0lvdatin，PD)的保护作用少见报道。 

本研究采用大鼠小肠缺血疾病模型，探讨肠缺血再 

灌注肺损伤的信号转导机制及 白藜芦醇苷的保护 

作用 

l 材料和方法 

1．1 动物分组及模 型的制备 

健康雄性 spmgIJe—Dawley(sD)大鼠 54只 ，体重 200～ 

250 g(重庆医科大学实验动物中心提供)。实验前禁食 12 h， 

自由饮水，随机分为假手术对照组 c(觎=18)；除不夹闭 sMA 

外，其他手术步骤同手术组；IIR组(竹=18)：阻断肠系膜上动 

脉(superior mesenteric artery，sMA)45min后松夹 ，分别再灌 

注 0．5 h、2 h、6 h；PD干预组(n=l8)：在阻断 sMA45min后松 

夹同时给予 PD(10 mg，kg)，并分别再灌注 0．5 h、2 h、6 h。腹 

腔注射 10％水合氯醛(3 m g)麻醉后 ，仰卧固定于手术板 

上。腹部常规消毒后无菌条件下取腹正中切 口约 3～4 cm入 

腹，将肠管推向左侧 ，游离肠系膜上动脉 sMA，以无创伤动脉 

夹夹闭sMA起始部，缝合切口l 3l。45 min后经原切 口进腹，取 

出动脉夹，恢复血供。再灌注结束后，动物脱颈处死，打开胸 

腔从右心室灌洗肺组织后 ，取下各肺叶分别放于冻存管中于 

一 70℃冰箱中保存，置于 10％福尔马林中固定。 

1．2 主要试 剂 

RT—PcR反应试剂盒 (TaKaRa生物工程有限公司)，总 

RNA抽提试剂盒(GENEMEGA公司)，免疫组化试剂盒(北京 

中杉金桥生物技术有限公司)，髓过氧化物酶(Mye1叩emxi— 

dase，MPO)检测试剂盒(南京建成生物工程研究所 )，IcAM一1 

(CD54)多克隆抗体 (武汉 Bosler生物工程有 限公司 )， 

NF—K Bp65单克隆抗体(santa cmz公司)。 

1-3 检测方 法 

1．3．1 肺组织病理形态学观察 肺组织用 1O％中性福尔马 

林固定，梯度乙醇脱水，常规石蜡包埋 ，切片厚约 6 m，脱蜡 

后，用苏木素 一伊红(HE)染色法染色 ，中性树脂封片，光镜 

下观察。 

1．3．2 肺组织湿干重比值(w，D)测定 大鼠处死后，立即取 

部分肺组织称湿重(w)并记录，而后置于 80℃烘箱烘干 48h 

至恒重，称干重(D)，求得湿干比值(w，D)。 

1．33 肺组织酶及蛋白检测 肺组织 MPO酶活力检测采用 

比色法，具体操作按说明书进行；免疫组织化学染色法检测 

肺 NF—K Bp65和IcAM一1(CD54)表达：按 sABc试剂盒说明 

书操作 ，于 400倍光镜下连续观察 5个视野对肺组织免疫组 

织化学图片进行半定量计数分析。 

1．3．4 肺组织 HMGB1mRNA表达检测 取肺组织约 5O mg， 

依据 EGgennTM总 RNA提取试剂盒提取 RNA，采用半定量 

RT—PcR技术对转录产物进行扩增 ，以三磷酸甘油醛脱氢酶 

(Glycemldehyde一3一ph0sphate dehydmgnase，GAPDH)作为内 

参对照。所用引物序列如下 ：HMGB1(680bp) ：上游引物序 

歹0：5’一ATGGGCAAAGGAGATCcrrA一3’，下游引物序列：5’一AT 

TCATCATcATcATcTTcT一3’；GAPDH(520bp)圈：上游弓I物序 

列5’一TCGGAGTcAACGGA，兀TI’GGTcGTA一3’，下游引物序列： 

5’一ATGGACTGTGGTcATGAG1、CC1TrC一3’。反应条件 ：预变 

性 94℃4 min；后续循环 ：94℃加热变性 5O s；55℃退火 50 s； 

72℃延伸 5O s，共进行 35个循环 ，最后一轮循环 72℃延伸 4 

min。所有 PCR产物标记后于 一20℃保存备用，然后取 PcR 

产物 7 l点样于 1．5％琼脂糖凝胶进行电泳，溴化乙啶染色 

鉴定 ，拍照，用凝胶图像分析系统进行密度扫描分析定量，以 

目的基因与内参对照积分光密度的比值作为基因表达的相 

对含量。 

1．4 统计学处理 

数据均以均数 ±标准差( ±s)表示 ，采用 sPss12．0统计 

软件进行 2组均数间比较，￡检验及方差分析，P<0．05为差 

异有显著意义，P<0．O1为差异有非常显著意义。 

2 结 果 

2．1 肺组织病理学改变 

对照组肺组织仅有轻微的肺间质增宽改变 ；而 

IIR组中，0．5 h组肺间质增宽，有少量中性白细胞侵 

润；2 h组肺间质明显增宽，有大量中性白细胞侵润 

和少量红细胞渗出；6 h组可见肺泡结构破坏，肺泡 

隔增宽且肺泡间隔有大量中性白细胞侵润，肺泡腔 

内有渗出液、红细胞及渗出的中性白细胞；PD组较 

IIR组有明显的改善(图 1)。 

2．2 肺组织 W／D值的变化 

IIR组再灌注后，随时问的延长，肺组织的 W／D 

值逐渐升高，在再灌注 6 h达到高峰并显著高于对 

照组 (P<0．01)；PD治疗组肺组织 W，D较 IIR组明显 

下降(P<O．O1)，较对照组表达有统计学意义(P<O．O5) 

(表 1)。 

2．3 肺组织 MP0活性的检测 

IIR组随再灌注时间的延长，MPO活性逐渐升 

高，再灌注 0．5 h组较对照组 MPO的活性升高有非 

常显著的统计学意义(P<0．01)；再灌注 2 h后 MPO 

的活性显著升高持续至6 h达高峰，较对照组有显著 

的升高(尸<0．01)。PD治疗组 MP0的水平明显下降 

(尸<O．O5)(表 1)。 
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2 ． 4 肺 组 织 中 N F — K B p 6 5 和 I C A M 一 1 的 表 达

肺 组 织 N F — K B p 6 5 的 表 达 在 对 照 组 胞 浆 中呈 浅

棕 色 ， 为 弱 阳 性 表 达 ， 胞 核 中极 少 或 没 有 阳 性 表 达 。

而 I I R 组 的 的表 达 不 仅 分 布 在 胞 浆 中 ， 在 细 胞 核 中也

呈 较 强 棕 色 表 达 ， 且 随 着 再 灌 注 时 间 的 延 长 表 达 增

强 。 I C A M 一 1 的 阳 性 表 达 主 要 在 胞 核 中 ， 随 着 再 灌 注

时 间 的 延 长 表 达 升 高 。 P D 治 疗 组 两 者 的 表 达 介 于

对 照 组 与 I I R 组 之 间 。 与 对 照 组 相 比 ， I I R 组 N F —

K B p 6 5 及 I C A M 一 1 的 表 达 有 统 计 学 意 义 (P < P 0 ． 0 5 ) 。

与 I I R 组 相 比 ， P D 治 疗 2 h 和 6 h 组 N F — K B p 6 5 和

I C A M 一 1 的 表 达 差 异 有 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) ( 表 2 、 3 ，

图 2
、 3 ) 。

表 1 各 组 不 同 时 点肺 组 织 W ／D 和 M P O 活 性 的变 化 (面± s ，n = 6 )

注 ：与 C 组 比 较 ，

(’
)P < 0 ． O l ，

’
P < 0 ． 0 5 ；与 I I R 比较 ， 叩 < O． O l ，

‘
P < 0 ． 0 5

表 2 各 组 不 同 时 点肺 组 织 I C A M 一 1 ( 个／H P )的 阳 性表 达 情 况 ( X

一

+ S ，n = 6 )

注 ：与 C 组 比较 ， lP < O． 0 1 ；与 I I R 比较 ，

’

．P < O． 0 5

表 3 各 组 不 同 时点肺 组 织 N F — K B p 6 5 (个 ，H P )的 阳 性 表达 情 况 (i ±s ， n = 6 )

注 ：与 C 组 比较 ，

’

P < O ． 0 1
，

’
P < O． 0 5 ；与 I I R 比较

’

-P < 0 ． 0 1 ，

‘
P < O． 0 5

A 、 B 、 C 、 D 分 别 I I R 0 ． 5 h 、 I I R 6 h
、

P D O． 5 h
、

P D 6 h 组 肺 组 织 H E 染 色 光 镜 下 图 片

图 l 大 鼠肺 组 织 H E 染 色 ( x 4 0 0 )

A 、 B 、 C 、 D 分 别 I I R 0 ． 5 h 、 I I R 6 h 、 P D O． 5 h 、 P D 6 h 组 肺 组 织 I C A M 一 1 免 疫 组 化 染 色 光 镜 下 图 片

图 2 大 鼠肺 组 织 I C A M 一 1 免 疫 组 化 染 色 ( x 4 0 0 )

ó
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A 、 B 、 C 、 D 分 别 I I R 0 ． 5 h
、

I I R 6 h
、

P D 0 ． 5 h
、

P D 6 h 组 肺 组 织 N F — K B p 6 5 免 疫 组 化 染 色 光 镜 下 图 片

图 3 大 鼠肺 组 织 N F — K B p 6 5 免疫 组 化染 色 ( x 4 0 0 )

表 4 各 组 不 同 时 点 肺 组 织 H M G B l m R N A 的变 化 情 况 f x ± s 川 = 6 )

注 ：与 C 组 比较 ，

⋯
P < 0 ． 0 1 ，

’
P < O ． 0 5 ；与 I I R 比较 ，

口’
JD< 0 ． 0 1 ，

‘
P < O ． 0 5

i 0 0 0 bp

7 5 0 b p

5 0 0 b p

A 为 内参 G A P D H ( 5 2 0 b p ) ：B 、 C 分 别 为 I I R 组 肺 组 织

H M G B l m R N A ( 6 8 0 b p ) (J }-

S 1 表 达 在 再 灌 注 2 h 、 6 h

图 4 I I R 组 肺 组 织 H M G B l m R N A 表 达

2 ． 5 肺 组 织 H M G B l m R N A 的 表 达 情 况

对 照 组 中 H M G B l m R N A 的 电 泳 条 带 光 密 度 值

较 低 ，
I I R 组 2 h 和 6 h 增 强 (P < 0 ． 0 1 ) 。 P D 治 疗 2 h

和 6 h 组 电 泳 条 带 光 密 度 值 较 I I R 下 降 (P < 0 ． 0 5 ) ( 表

4
， 图 4 、 5 ) 。

3 讨 论

肠 是 多 系 统 器 官 功 能 不 全 综 合 征 的
“

启 动 器

官
”

． 肠 功 能 衰 竭 可 以 导 致 全 身 性 炎 症 反 应 综 合 征

( S y s t e m i c i n fl a m m a t o r y r e s p o n s e s y n d r o m e
，

S I R S ) 及

多 系 统 器 官 功 能 不 全 综 合 征 ( M u l t i p l e o r g a n d y s f u n c

t i o n s y n d r o m e ， M O D S ) 。 肠 缺 血 的 充 分 耐 受 损 害 了 肠

道 系 统 的 屏 障 功 能 ， 激 活 炎 性 介 质 、 细 胞 因 子 及

P M N ， 再 灌 注 促 进 了 肠 细 菌 毒 素 及 炎 性 介 质 等 进 人

循 环 系 统 ， 触 发 S I R S ， 导 致 以 广 泛 的 微 血 管 渗 漏 为

1 0 0 0 b p

7 5 0 b p

5 0 0 b p

A 为 内 参 G A P D H (5 2 0 b p ) ；B
、 C

、
D 为 P D 组 肺 组 织

H M G B l m R N A ( 6 8 0 b p ) 分 别 表 达 在 再 灌 注 0 ． 5 h 、 2 h 、 6 h

图 5 P D 组 肺 组 织 H M G B l m R N A 表 达

特 点 的 器 官 损 害 ， 进 一 步 发 展 出 现 急 性 肺 损 伤 ( A c u

t e l u n g i n j u r y ， A L I ) 及 M O D S 16 】
。 此 毒 素 和 炎 症 因 子

的 作 用 继 续 是 通 过 上 调 N F — K B 的 活 化 完 成 的 ， 而

N F — K B 是 多 种 信 号 传 导 通 路 的 常 见 转 录 因 子 _l 】
。 活

化 的 N F —

K B 介 导 诸 多 炎 性 介 质 如 T N F 一

仅 、 I C A M 一 1

过 度 表 达 ， 引 起 多 形 核 白 细 胞 ( P o l v m o r p h o n u c l e a r l e

u k o c y t e n e u t r o p h i l ， P M N ) 粘 附 聚 集 ， 导 致 组 织 细 胞 级

联 放 大 的 炎 症 损 伤 反 应 l7 l
。 小 肠 缺 血 再 灌 注 后 经 过

炎 症 及 机 体 的 应 激 反 应 产 生 大 量 的 炎 性 介 质 及 细

胞 因 子 ， 这 些 物 质 在 激 活 P M N 的 同 时 ， 也 激 活 了 血

管 内皮 细 胞 ：前 者 在 细 胞 表 面 表 达 C D l l ／C D l 8 糖 蛋

白粘 附复合 物 ， 后 者 表 达 细 胞 间 粘 附 分 子 一 1 ( I n t e r c

e l l u l a r a d h e s i o n m o l e c u l e
一 1

，
I C A M 一 1 ) ， 两 者 相 互 结 合 ，

引起 P M N 与血 管 内皮细 胞 的牢 固粘 附 ， 从 而 导 致P M N

游 走 和 肺 内滞 留 ， 导 致 肺 组 织 损 伤 ㈣
。
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4
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葡萄糖苷，为二苯乙烯类化合物，对心肌细胞、血管 

平滑肌细胞 、抗血小板聚集 、抗氧 自由基 、抗炎症介 

质、改善微循环等有显著作用。在对正常大鼠离体 

工作心脏研究中发现 PD有明显的正性肌力作用， 

能减轻休克时的心肌抑制，增强心功能，降低外周 

阻力，改善休克大鼠血循环，促进微循环的恢复，减 

轻体外培养心肌缺血缺氧所致损伤。我们前期工作 

的结果证实 PD能减轻内毒素休克性肺损伤的病理 

改变，但机制尚不明确I圳。 

本实验结果显示，肠缺血 45 min再灌注 2 h和 

6 h均可致明显的肺损伤 ，表现为缺血再灌注组大鼠 

肺组织间隔增宽、出血及炎症细胞侵润、肺泡结构 

破坏，肺组织含水率升高，同时检测到高水平的MP0 

和 ICAM一1表达 ，给予 PD处理后 ，肺组织的病理改 

变及含水率明显改善而好于IIR组，MPO及 ICAM一 

1蛋白的表达明显下降，MP0作为 PMN的特异性 

酶，其含量的高低可定量反应PMN的侵润程度，提示 

再灌注同时给予 PD可以减轻缺血再灌注损伤时肺 

组织中炎症因子 ICAM—l的表达和PMN的聚集侵 

润 缺血再灌注 IIR组 NF—KB的活性与对照组比较 

有明显的升高，而给予PD处理后其活性明显降低，提 

示 PD可抑制再灌 注损伤早期肺组织 NF—KB的活 

化 ．进而通过抑制诸多炎性介质 的过度 表达 ，减轻 

再灌注损伤肺组织。 

HMGB1与晚期糖基化终末产物受体(Receptor 

of advanced glycation end products，RACE)丰目互作用 

启动关键细胞信号途径的激活，激活ERK1／2、P38和 

应 激活 化 蛋 白激 酶／c—Jun激酶 (Stress—activated 

pr(】tein kinase／c—Jun N—terminal kinase，SAPK／JUN)， 

且 RAGE的衔接通过 Ras还原氧化依赖途径激活 

NF—KB。RAGE作为一种重要的信号转导受体可在 

多种细胞和不同的炎症性状态时介导维持长效的 

NF—KB激活【 。研究 表明【“】HMGB1可促进 TNF从 

单核细胞中释放 ，诱导促炎症反应转录因子 NF—KB 

的DNA结合及人类肠上皮细胞样细胞 Cac0—2中氧 

化氮合酶的表达，并能促进培养人脐静脉内皮细胞 

中粘附分子的表达。本实验结果显示，HMGB1mRNA 

的表达随再灌注时间的延长而升高，与NF—KB的激 

活表达相一致，给予PD处理后 HMGBlmRNA的表 

达出现显著的降低，因此我们推测，NF—KB信号转 

导通路参与了缺血再灌注后肺组织损伤的HMGBl 

基因表达的调控过程，PD在抑制 NF—KB激活的同 

时下调了HMGB1mRNA的表达。有研究表明旧用抗 

一 HMGBl抗体封闭 HMGB1的表达可减少出血引起 

的肺炎症性细胞因子 NF—KB激活，PMN积聚和肺 

问质水肿。但 PD究竟是通过何种途径或机制影响 

再灌注损伤肺组织中NF—KB的激活和HMGB1m 

RNA的表达上调 ，尚需进一步探讨 。 
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