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基金项目#浙江省公益技术应用研究项目$

857 !"##'&9"%!

%&浙江省医药卫生科技计划项目$

857!"#":;<#&!

%&浙江省中医药科技计划项

目$

857 !"#"=>"??

%& 浙江省中医药重点学科建设计划$

857 !"#!

"

@:

"

<!?

%

作者单位#

#7

温州医科大学缺血
A

再灌注损伤研究所$浙江
&!B"&B

%&

!7

温州医科大学附属第一医院麻醉科$浙江
&!B"&B

%

通讯作者#王万铁"

*.6

#

"B99

#

?CC?%?#9

"

D

"

1EF6

#

GG0HGI1J7.KL7JM

!现在河南省胸科医院麻醉二科$郑州
$B"""?

%

NO)

#

#"

!

9CC#A'(),

!

!"#$

!

"%

!

###?

姜黄素对肺缺血
A

再灌注损伤小鼠
'EP/EP.

"

#!

及

细胞凋亡的影响

周俊辉#!

$赵$珊#

$陈海娥#

$陈$丹#

$郝卯林#

$应$磊#

$林丽娜!

$王万铁#

摘要$目的$研究姜黄素!

JL3JL1FM

"

'QR

#对肺缺血
A

再灌注!

FPJS.1FEA3./.3TLPF5M

"

)AR

#损伤小鼠

天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶#

#!

!

JUP0.FMU6 EP/E30E0. P/.JFTFJ /350.FMEP.

"

#!

"

'EP/EP.

"

#!

#及细

胞凋亡的干预作用$ 方法$采用
'B9>VAC(

小鼠制作在体单侧肺原位
)AR

损伤模型$ 采用随机数字表法将

C"

只小鼠分为
C

组"每组
#"

只$ 假手术组!简称
-SE1

组#%

)AR

组%

)AR

加二甲基亚砜!简称
)AR

加
N,-O

#

组"

)AR

分别加
#""

%

#B"

%

!"" 1WAXW 'QR

!简称
)AR

加
'QR

"

#""

%

)AR

加
'QR

"

#B"

%

)AR

加
'QR

"

!""

#组$

实验结束留取左肺"测定肺湿
A

干重比!

+AN

#和总肺水含量!

*V+

#"光镜观察肺组织形态学改变"进行肺组织

损伤定量评估!

)Y<

#"电镜观察肺组织超微结构改变"逆转录#聚合酶链反应!

R*

"

Z'R

#和蛋白免疫印迹法

!

+.P0.3M 2650

#分别检测
'EP/EP.

"

#!

和葡萄糖调节蛋白
9?

!

[RZ9?

#

1R8<

及蛋白表达水平"原位末

端标记!

*Q8DV

#法检测肺组织细胞凋亡指数 !

<)

#$ 结果$与
-SE1

组比较"

)AR

组
'EP/EP.

"

#!

和

[RZ9? 1R8<

及蛋白表达水平均升高!

Z \"

!

"B

#"

+AN

%

*V+

%

)Y<

和
<)

均增加!

Z \"

!

"B

"

Z \"

!

"#

#"肺

组织形态结构均发生明显损伤&与
)AR

加
N,-O

组比较"

)AR

加
'QR

"

#""

组%

)AR

加
'QR

"

#B"

组%

)AR

加

'QR

"

!""

组
[RZ9? 1R8<

及蛋白表达水平均升高!

Z \"

!

"B

#"而
'EP/EP.

"

#! 1R8<

及蛋白表达水平

均降低!

Z \"

!

"B

#"

+AN

%

*V+

%

)Y<

和
<)

亦均下降!

Z \"

!

"B

"

Z \"

!

"#

#"肺组织形态学异常改变趋近于正

常$ 结论$姜黄素对
)AR

损伤发生的小鼠肺脏具有较好的保护作用"其机制可能与其对抗过度的未折叠蛋

白反应!

LMT56K.K /350.FM 3.P/5MP.

"

QZR

#中
'EP/EP.

"

#!

引起的细胞凋亡有关$

关键词$

'EP/EP.

"

#!

&肺&姜黄素&缺血
A

再灌注&细胞凋亡

DTT.J0 5T 'L3JL1FM 5M 'EP/EP.

"

#! EMK </5/05PFP FM ZL615ME3U )PJS.1FEAR./.3TLPF5M )M]L3U ,FJ.

=^OQ (LM

"

SLF

#

"

=^<O -SEM

#

"

'^D8 ^EF

"

.

#

"

'^D8 NEM

#

"

^<O ,E5

"

6FM

#

"

;)8[ V.F

#

"

V)8 VF

"

ME

!

"

EMK +<8[ +EM

"

0F.

#

$

# )MP0F0L0. 5T )PJS.1FEAR./.3TLPF5M )M]L3U

"

+.MIS5L ,.KFJE6 QMF_.3PF0U

"

=S.]FEMW

$

&!B"&B

%"

'SFME

&

! N./E301.M0 5T <M.P0S.PF565WU

"

`F3P0 <TTF6FE0.K ^5P/F0E6

"

+.MIS5L ,.KFJE6 QMF_.3PF

"

0U

"

=S.]FEMW

$

&!B"&B

%"

'SFME

<>-*R<'*

#

O2].J0F_.

#

*5 .a/653. 0S. .TT.J0 5T JL3JL1FM

$

'QR

%

5M JUJ0.FMU6 EP/F3E0. P/.JFTFJ

/350.EP.

"

#!

$

'EP/EP.

"

#!

%

EMK /M.L15JU0. E/5/05PFP FM /L615ME3U FPJS.1FEA3./.3TLPF5M

$

)AR

%

FM]L3U

1FJ.7 ,.0S5KP

#

*S. FM _F_5 LMF6E0.3E6 FM PF0L /L615ME3U )AR FM]L3U 15LP. 15K.6 GEP .P0E26FPS.K FM

'B9>VAC( 1FJ.7 -Fa0U .a/.3F1.M0E6 1FJ. G.3. 3EMK516U KF_FK.K FM05 PFa W35L/P 2U 3EMK51 KFWF0 0E26.

"

F7

.7

"

0S. PSE1

"

5/.3E0F5M W35L/

$

-SE1

%"

0S. )AR W35L/

"

0S. )AR b KF1.0SU6 PL6T5aFK. W35L/

$

)AR b N,-O

%"

0S. )AR b 65G K5P. 'QR /3.

"

03.E0.K W35L/

$

)AR b 'QR

"

#""

%"

0S. )AR b 1FKK6. K5P. 'QR /3.

"

03.E0.K W35L/

$

)AR b'QR

"

#B"

%"

0S. )AR b SFWS K5P. 'QR /3.

"

03.E0.K W35L/

$

)AR b 'QR

"

!""

%"

#" FM .EJS W35L/7 ,FJ.

G.3. .L0SEMFI.K EMK 0S.F3 6.T0 6LMWP G.3. .aJFP.K7 +.0 6LMW G.FWS0 05 K3U 6LMW G.FWS0

$

+AN

%

EMK 0S. 050E6

6LMW GE0.3 J5M0.M0

$

*V+

%

G.3. 0.P0.K7 *S. 153/S565WFJE6 JSEMW.P 5T 0S. 6LMW 0FPPL. G.3. 52P.3_.K EMK

FMK.a 5T cLEM0F0E0F_. ._E6LE0F5M T53 E6_.56E3 KE1EW.

$

)Y<

%

K.0.J0.K LMK.3 6FWS0 1FJ35PJ5/.7 *S. L603E

"

1F

"



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

-./0.12.3 !"#$

"

4567 &$

"

85

!

%

!!!!$#!

J35P03LJ0L3. 5T 0S. 6LMW 0FPPL. GEP 52P.3_.K LMK.3 .6.J035M 1FJ35PJ5/.7 *S. 1R8< EMK /350.FM .a/3.P

"

PF5M 6._.6P 5T 'EP/EP.

"

#! EMK W6LJ5P. 3.WL6E0.K /350.FM

$

[RZ9?

%

G.3. K.0.J0.K 2U 3._.3P. 03EMPJ3F/

"

0F5M

"

/56U1.3EP. JSEFM 3.EJ0F5M

$

R*

"

Z'R

%

EMK +.P0.3M 26507 </5/05PFP FMK.a

$

<)

%

5T 0S. 6LMW 0FPPL. GEP

K.0.31FM.K 2U 0.31FME6

"

K.5aUMLJ6.5F0FKU6 03EMPT.3EP. 1.KFE0.K MFJX .MK 6E2.6FMW

$

*Q8DV

%

1.0S5K7 R.

"

PL60P

#

'51/E3.K GF0S 0S. -SE1 W35L/

"

.a/3.PPF5M 6._.6P 5T 'EP/EP.

"

#!

"

[RZ9? 1R8< EMK /350.FM E66

PFWMFTFJEM06U FMJ3.EP.K FM 0S. )AR W35L/

$

Z \"

%

"B

%&

+AN

"

*V+

"

)Y<

"

EMK <) G.3. E66 M50E26U SFWS.3

$

Z \

"

%

"B

"

Z \"

%

"#

%&

0S. 153/S565WFJE6 EMK L603EP03LJ0L3E6 FM]L3U 5T 0S. 6LMW 0FPPL. G.3. M50E26U 52P.3_.K FM )A

R W35L/7 '51/E3.K GF0S 0S. )AR b N,-O W35L/

"

.a/3.PPF5M 6._.6P 5T [RZ9? 1R8< EMK /350.FM G.3. FM

"

J3.EPFMW6U SFWS.3 FM 0S. )AR b'QR

"

#"" W35L/

"

0S. )AR b'QR

"

#B" W35L/

"

EMK 0S. )AR b'QR

"

!"" W35L/

$

Z \

"

%

"B

%"

.a/3.PPF5M 6._.6P 5T 'EP/EP.

"

#! 1R8< EMK /350.FM G.3. 65G.3

$

Z \"

%

"B

%&

+AN

"

*V+

"

)Y<

"

EMK

<) E6P5 K.J3.EP.K

$

Z \ "

%

"B

"

Z \ "

%

"#

%&

0S. 153/S565WFJE6 EMK L603EP03LJ0L3E6 FM]L3U 5T 0S. 6LMW 0FPPL.

G.3. W3EKLE66U E66._FE0.K FM 0S. )AR b'QR W35L/P7 '5MJ6LPF5M

#

'QR SEK 2.00.3 .TT.J0 5M 0S. 6LMW /350.J

"

0F5M EWEFMP0 )AR FM]L3U

"

GSFJS 1FWS0 2. 3.6E0.K 05 FMSF2F0F5M T53 /M.L15JU0. E/5/05PFP EPP5JFE0.K GF0S

'EP/EP.

"

#! FM .aJ.PPF_. LMT56K.K /350.FM 3.P/5MP.

$

QZR

%

7

:D;+ORN-

#

'EP/EP.

"

#!

&

6LMW

&

JL3JL1FM

&

FPJS.1FEA3./.3TLPF5M

&

E/5/05PFP

$$肺缺血
A

再灌注$

FPJS.1FEA3./.3TLPF5M

"

)AR

%损伤

是影响肺移植手术的重要环节"目前尚无有效的预防

及治疗措施' 近来学者发现"肺
)AR

损伤的发生与肺

组织细胞凋亡密切相关(

#

)

"且抑制细胞凋亡对
)AR

诱

导的肺损伤有一定的防治作用(

!

)

"但其具体的作用机

制至今未能完全阐明' 天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白

酶#

#!

$

JUP0.FMU6 EP/E30E0. P/.JFTFJ /350.FMEP.

"

#!

"

'EP/EP.

"

#!

%存在于内质网上"在全身多种器官

内均有表达"是内质网应激诱导细胞凋亡的重要因子

之一' 姜黄素$

JL3JL1FM

"

'QR

%是从姜黄属植物姜

黄*郁金等活血化瘀药物中提取出的一种酚性色素"具

有行气活血*通经止痛*抗炎*抗氧化*抗肿瘤和抗肺动

脉高压等作用(

&

#

B

)

' 目前姜黄素对非肿瘤细胞抗凋亡

作用的研究越来越受到关注"且多集中于脑*视网膜等

的
)AR

损伤"其机制主要与影响
,<Z:

信号通路以及

调控凋亡基因
/B&

有关(

C

"

9

)

' 由此推断姜黄素的抗凋

亡机制是多方面的' 本实验建立小鼠原位肺
)AR

损伤

模型"以
'QR

对模型进行干预"明确其对
'EP/EP.

"

#!

的作用和抗细胞凋亡的机制'

材料与方法

#

$动物$

-Z`

级
'B9>VAC(

小鼠
C"

只"雄性"

C

%

?

周"体重$

!"

!

"

&

!

!

"

%

W

' 饲养于
-Z`

级环境中"

由温州医科大学实验动物中心提供(实验动物使用许可

证号#

-;@:

$浙%

!"#"

#

"#B"

)"动物实验方案经温州

医科大学实验动物伦理委员会审核并同意实施'

!

$药物$

'QR

$姜黄纯度
"%$d

%"美国
-FW1E

公司' 不同剂量
'QR

试剂配制如下#先取
#

份纯

N,-O

"稀释于
%

份的生理盐水中"配制成
#"dN,

"

-O

溶剂&称取
'QR

粉剂"溶于
#"dN,-O

溶剂中"

用力混匀"使其充分溶解"配制成如下浓度的
'QR

溶

液"

$

'下保存"用时摇匀' $

#

%

'QR

"

#""

组$

#"" 1WA

XW

%#

'QR

溶液浓度#

B

!

" 1WA1V

&给药体积
4

$

1V

%

e

(小鼠体重$

+

%

XW

(

#"" 1WAXW

)

AB

!

" 1WA1V e!"+

1V

' $

!

%

'QR

"

#B"

组$

#B" 1WAXW

%#

'QR

溶液浓

度#

9

!

B 1WA1V

&给药体积
4

$

1V

%

e

(小鼠体重$

+

%

XW

(

#B" 1WAXW

)

A9

!

B 1WA1V e!"+ 1V

' $

&

%

'QR

"

!""

组$

!"" 1WAXW

%#

'QR

溶液浓度#

#"

!

" 1WA1V

&

给药体积
4

$

1V

%

e

(小鼠体重$

+

%

XW

(

!"" 1WAXW

)

A

#"

!

" 1WA1V e !"+ 1V

' $

$

%

N,-O

组#给予
#"d

N,-O !" 1VAXW

&给药体积
4

$

1V

%

e

小鼠体重$

+

%

XW

(

!" 1VAXW e!"+ 1V

'

&

$仪器及试剂$小动物呼吸机 $型号#

^@

"

#""D

"中国成都泰盟科技有限公司%"

Z'R

仪$日本

>F5.3

公司%"酶标仪$美国
>F5

"

REK

公司%"电转仪和

电泳仪$美国
>F5

"

REK

公司%"电热恒温鼓风干燥箱

$中国上海贺德实验设备有限公司%"

<V!"$

电子称

$美国
,D**VDR *OVDNO

公司%"

><

"

!""

光学显微

镜$日本
,50FJ

公司%"

^

"

9B""

型透射电镜$日本
^F

"

0EJSF

公司%'

*3FI56

提取液$美国
VFT. 0.JSM565WF.P

公司%"逆转录试剂盒和
Z'R

试剂盒$美国
`.31.M

"

0EP VFT. -JF.MJ.

公司%"兔抗
[<ZN^

多克隆
)W[

抗

体$中国杭州贤至生物科技有限公司%"葡萄糖调节蛋

白
9?

$

W6LJ5P. 3.WL6E0.K /350.FM

"

[ZR9?

%一抗*

'EP/EP.

"

#!

一抗$美国
'.66 -FWME6FMW *.JSM565WU

公司%"二抗工作液$辣根过氧化物酶偶联山羊抗兔

)W[

"北京中杉金桥生物科技有限公司%"

>'<

蛋白浓

度测定试剂盒$中国碧云天生物技术研究所%"

N<>
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%

显色试剂盒$北京中杉金桥生物科技有限公司%"脱氧

核糖核酸酶
!

$美国
-FW1E

公司%" 其余均为市售分

析纯'

$

$方法

$

!

#

$实验分组$采用随机数字表法将
'B9>VA

C(

小鼠分为
C

组"每组
#"

只"假手术组$简称
-SE1

组%*

)AR

组*

)AR

加二甲基亚砜组$简称
)AR

加
N,-O

组% "

)AR

分别加
#""

*

#B"

*

!"" 1WAXW 'QR

组 $简称

)AR

加
'QR

"

#""

*

)AR

加
'QR

"

#B"

*

)AR

加
'QR

"

!""

组%' 于缺血前
! S

经腹腔注射不同剂量
'QR

溶液

及
#"d N,-O

溶液'

$

!

!

$模型制作$按照文献(

?

)报道的方法制作

小鼠原位肺
)AR

损伤动物模型' 具体操作步骤可参考

本课题组已发表文章(

%

)

' 小鼠开胸并夹闭左肺门

&" 1FM

"即为缺血期&松开动脉夹"再灌注
& S

后结束

实验"留取左肺'

-SE1

组只开胸不夹闭肺门"余步骤

同
)AR

组"观察
&

!

B S

后处死小鼠并取左肺'

)RA

损伤

造模成功小鼠共
B"

只'

B

$观察项目及检测方法

B

!

#

$肺湿
A

干重比 $

+AN

%和总肺含水量 $

050E6

6LMW GE0.3

"

*V+

%检测$具体操作步骤按本课题组

前期方法(

%

)

'

B

!

!

$肺组织光镜检测及肺泡损伤数定量评价指

标$

)Y<

%检测$具体操作步骤同文献(

%

)'

B

!

&

$肺组织超微结构电镜检测$具体操作步骤

同文献(

%

)'

B

!

$

$

R*

"

Z'R

检测
[RZ9?

及
'EP/EP.

"

#!

1R8<

水平$

*3FI56

法抽提总
R8<

' 测定总
R8<

浓

度' 按照逆转录试剂盒说明书逆转录合成
JN8<

' 再

按照
Z'R

试剂盒说明书进行
JN8<

扩增' 内参及目

的基因引物序列见表
#

'

Z'R

反应条件为#起始变性"

%B

'"

# 1FM

&变性"

%B

'"

&" P

&退火"

BB

'$

[<ZN^

%

A

$%

'$

[RZ9?

%

A B9

'$

'EP/EP.

"

#!

%"

&" P

&延伸"

9!

'"

&" P

&终止延伸"

9!

'"

#" 1FM

' 循环数
&&

次'

用各目的基因扩增产物的密度与
[<ZN^

基因扩增产

物的密度比值表示各目的基因的表达水平'

表
#

#内参及各目的基因的引物序列

基因名称 引物序列 产物$

2/

%

'EP/EP.

"

#!

上游
B

)"

'*[<'<['*''*'<*[[<'*'

"

&

)

&"%

下游
B

)"

[''<['<<<'*['<**<<'*'

"

&

)

[RZ9?

上游
B

)"

[<*<<*'<<''<<'*[**<'

"

&

)

B9B

下游
B

)"

[*<*''*'**'<''<[**[[

"

&

)

[<ZN^

上游
B

)"

<'**[<<[[[*[[<[''<<<

"

&

)

B&"

下游
B

)"

''<[[<<<*[<['**[<'<

"

&

)

$$

B

!

B

$

+.P0.3M 2650

检测
[RZ9?

及
'EP/EP.

"

#!

蛋白水平$取约
#"" 1W

肺组织块置研钵中并碾

碎' 加
$"" "V

单去污剂裂解液裂$含
Z,-`

%于研钵

中"于冰上反复碾压使组织变为匀浆' 将匀浆物低温

高速离心后取上清液"

%C

孔板"

>'<

法测定蛋白浓

度' 蛋白煮沸变性'

$" "W

蛋白样品为上样量"用

#"d-N-

"

Z<[D

将蛋白质电转移至硝酸纤维素膜上"

再将膜用
*>-

浸湿后移至含
Bd

脱脂奶粉的封闭液

中"

&9

'反应
# S

' 分别加入兔抗
'EP/EP.

"

#!

多克

隆抗 体 $

#

*

# """

%* 兔 抗
[RZ9?

多 克 隆 抗 体

$

#

*

# """

% 和 兔 抗
[<ZN^

多 克 隆
)W[

抗 体

$

#

*

# """

%"

$

'反应过夜' 再加入二抗工作液$辣根

过氧化物酶偶联山羊抗兔
)W[

"

#

*

B""

%"室温反应
#

%

#

!

B S

'化学发光"显影"定影' 扫描后用
[DV

"

ZRO

凝

胶成像分析软件进行吸光度积分值分析'

B

!

C

$原位肺细胞凋亡检测$按照
*Q8DV

法"依

据试剂盒说明书所述方法操作' 凋亡细胞胞核染色呈

棕褐色"未凋亡细胞胞核染色呈蓝紫色' 计数
B

个高

倍镜$ (

$""

%下的凋亡细胞数' 每张片子至少观察

B""

个细胞"计算每
#""

个细胞内的阳性细胞数"即

为凋亡指数$

E/5/05PFP FMK.a

"

<)

%'

C

$统计学方法$采用
-Z-- #9

!

"

统计软件分

析' 数据均以
a

&

P

表示"多个样本均数比较采用单因

素方差分析&组间两两比较采用
V-N

"

0

检验'

Z \

"

!

"B

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组
+AN

及
*V+

测定结果比较$表
!

%$与

-SE1

组比较"

)AR

组
+AN

和
*V+

均明显升高$

Z \

"

!

"#

%' 与
)AR

加
N,-O

组比较"

)AR

加
'QR

"

#""

*

)AR

加
'QR

"

#B"

*

)AR

加
'QR

"

!""

组
+AN

和
*V+

均

下降 $

Z \"

!

"B

"

Z \"

!

"#

%"尤以
)AR

加
'QR

"

!""

组

降低明显 $

Z \"

!

"#

%'

!

$各组肺组织形态学及
)Y<

变化比较$表
!

"

图
#

%$与
-SE1

组比较"

)AR

组
)Y<

显著升高$

Z \

"

!

"#

%' 与
)AR

加
N,-O

组比较"

)AR

加
'QR

"

#""

组*

)AR

加
'QR

"

#B"

组和
)AR

加
'QR

"

!""

组
)Y<

均

下降$

Z \"

!

"#

%"尤以
)AR

加
'QR

"

!""

组降低明显

$

Z \ "

!

"#

%' 光镜下"损伤的肺组织在形态学上主

要表现为#肺泡结构紊乱"肺泡壁水肿增厚或破裂"

肺泡内水肿渗出或红细胞漏出或炎症细胞漏出' 而

)AR

加
'QR

组中上述肺组织损伤均有不同程度的

减轻'
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表
!

#各组肺组织
+AN

*

*V+

*

)Y<

及
<)

变化比较$$

a

&

P

%

组别
M +AN *V+ )Y<

$

d

%

<)

$

d

%

-SE1 #" !

+

&!

&

"

+

$% #

+

&!

&

"

+

$% $

+

9#

&

#

+

C? !

+

?%

&

"

+

%%

)AR #"

$

+

%%

&

"

+

9!

#

&

+

%%

&

"

+

9!

#

$"

+

!!

&

B

+

&%

#

&B

+

#%

&

B

+

%$

#

)AR

加
N,-O #" B

+

#"

&

"

+

C& $

+

#"

&

"

+

C& &%

+

BB

&

$

+

C9 &$

+

CC

&

$

+

B!

)AR

加
'QR

"

#"" #"

$

+

#&

&

"

+

?%

!

&

+

#&

&

"

+

?%

!

&#

+

$9

&

&

+

$?

!!

&#

+

$%

&

!

+

%#

!

)AR

加
'QR

"

#B" #"

&

+

$&

&

"

+

%9

!!$

!

+

$&

&

"

+

%9

!!$

!"

+

B!

&

!

+

C%

!!$$

!$

+

9?

&

&

+

$#

!!$$

)AR

加
'QR

"

!"" #"

!

+

CB

&

"

+

?B

!!$$%

#

+

CB

&

"

+

?B

!!$$%

#$

+

%%

&

&

+

BC

!!$$%%

#$

+

$9

&

!

+

C%

!!$$%%

$$注#与
-SE1

组比较"

#

Z \"

+

"#

&与
)AR

加
N,-O

组比较"

!

Z \"

+

"B

"

!!

Z \"

+

"#

&与
)AR

加
'QR

"

#""

组比较"

$

Z \"

+

"B

"

$$

Z \"

+

"#

&与
)AR

加
'QR

"

#B"

组比较"

%

Z \"

+

"B

"

%%

Z \"

+

"#

&表
&

*

$

同

$$注#

<

为
-SE1

组&

>

为
)AR

组&

'

为
)AR

加
N,-O

组&

N

为
)AR

加
'QR

"

#""

组&

D

为
)AR

加

'QR

"

#B"

组&

`

为
)AR

加
'QR

"

!""

组&箭头标识为形态*结构或病理变化&图
!

*

&

同

图
#

#各组肺组织光镜形态学变化#$

^D

染色" (

!""

%

$$

&

$各组肺组织超微结构比较$图
!

%$

-SE1

组#

肺组织超微结构无明显损伤改变'

)AR

组#肺泡
#

型上

皮细胞轮廓模糊"细胞肿胀明显"表面微绒毛明显减少

甚至消失"线粒体等细胞器明显肿胀"板层小体逐渐出

现空泡或数目减少甚或消失"胞核碎裂较多"染色质分

布明显不均'

)AR

加
'QR

组#随着
'QR

剂量的逐渐

增加"

)AR

加
'QR

组肺组织超微结构损伤逐渐减轻"

尤以
)AR

加
'QR

"

!""

组减轻明显"具体表现为#肺泡

#

型上皮细胞轮廓逐渐趋于清晰"细胞肿胀程度逐渐

减轻"表面微绒毛逐步增多"线粒体等细胞器趋向常

态"板层小体逐渐增多"胞核边界较完整"染色质越发

分布均匀'

$

$各组细胞凋亡和
<)

值比较$表
!

"图
&

%$与

-SE1

组比较"

)AR

组
<)

明显升高$

Z \"

!

"#

%' 与
)AR

图
!

#各组肺组织肺泡
#

型细胞超微结构变化$$电子透射电镜" (

#" """

%
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%

图
&

#各组小鼠肺组织细胞凋亡结果#$

ZON

显色" (

$""

%

加
N,-O

组比较"

)AR

加
'QR

"

#""

组*

)AR

加
'QR

"

#B"

组和
)AR

加
'QR

"

!""

组
<)

均下降$

Z \ "

!

"B

"

Z \"

!

"#

%"尤以
)AR

加
'QR

"

!""

组降低明显 $

Z \

"

!

"#

%'

*Q8DV

法染色显示"

)AR

组中大量肺血管内

皮细胞发生凋亡"而经
'QR

干预后则明显减少&大量

肺泡上皮细胞在经
)AR

后引起凋亡"而经
'QR

干预后

亦明显减轻'

B

$各组
[RZ9?

和
'EP/EP.

"

#! 1R8<

表达水

平比较$图
$

*

B

"表
&

%$与
-SE1

组比较"

)AR

组
[RZ9?

$$注#

<

为
-SE1

组&

>

为
)AR

组&

'

为
)AR

加
N,

"

-O

组&

N

为
)AR

加
'QR

"

#""

组&

D

为
)AR

加
'QR

"

#B"

组&

`

为
)AR

加
'QR

"

!""

组&图
B

#

9

同

图
$

#

[RZ9? 1R8<

电泳图

图
B

#

'EP/EP.

"

#! 1R8<

电泳图

表
&

#各组小鼠肺组织中
[RZ9?

*

'EP/EP.

"

#! 1R8<

含量比较$$

a

&

P

%

组别
M [RZ9? 1R8< 'EP/EP.

"

#! 1R8<

-SE1 #" "

+

$!

&

"

+

"& "

+

!B

&

"

+

"!

)AR #"

"

+

?"

&

"

+

"$

#

"

+

?"

&

"

+

"$

#

)AR

加
N,-O #" "

+

9?

&

"

+

"& "

+

?#

&

"

+

"B

)AR

加
'QR

"

#"" #"

"

+

?&

&

"

+

"$

!

"

+

9$

&

"

+

"$

!

)AR

加
'QR

"

#B" #"

"

+

?$

&

"

+

"B

!

"

+

C$

&

"

+

"B

!!$$

)AR

加
'QR

"

!"" #"

"

+

%"

&

"

+

"$

!$%

"

+

&C

&

"

+

"$

!!$$%%

和
'EP/EP.

"

#! 1R8<

表达水平差异有统计学意义

$

Z \"

!

"#

%' 与
)AR

加
N,-O

组比较"随着
'QR

剂量

的增加"

[RZ9? 1R8<

表达水平逐渐升高 $

Z \

"

!

"B

%&

'EP/EP.

"

#! 1R8<

表达水平逐渐降低$

Z \

"

!

"B

"

Z \"

!

"#

%'

C

$各组
[RZ9?

和
'EP/EP.

"

#!

蛋白表达水平

比较$图
C

*

9

"表
$

%$与
-SE1

组比较"

)AR

组
[RZ9?

和
'EP/EP.

"

#!

蛋白的表达水平均升高$

Z \"

!

"#

%'

与
)AR

加
N,-O

组比较"随着
'QR

剂量的增加"

[RZ9?

蛋白表达水平逐渐升高$

Z \"

!

"B

"

Z \"

!

"#

%"

图
C

#

[RZ9?

蛋白电泳图

图
9

#

'EP/EP.

"

#!

蛋白电泳图

表
$

#各组小鼠肺组织中
[RZ9?

及
'EP/EP.

"

#!

蛋白含量比较$$

a

&

P

%

组别
M [RZ9?

蛋白
'EP/EP.

"

#!

蛋白

-SE1 #" "

+

&#

&

"

+

"& "

+

&#

&

"

+

"&

)AR #"

"

+

9!

&

"

+

"$

#

"

+

?#

&

"

+

"B

#

)AR

加
N,-O #" "

+

9&

&

"

+

"& "

+

?!

&

"

+

"C

)AR

加
'QR

"

#"" #"

"

+

9%

&

"

+

"$

!

"

+

9B

&

"

+

"B

!

)AR

加
'QR

"

#B" #"

"

+

?$

&

"

+

"B

!!$

"

+

CB

&

"

+

"$

!!$$

)AR

加
'QR

"

!"" #"

"

+

%"

&

"

+

"$

!!$$%

"

+

&9

&

"

+

"&

!!$$%%
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'EP/EP.

"

#!

蛋白表达水平逐渐降低$

Z \"

!

"B

"

Z \

"

!

"#

%'

讨$$论

在肺
)AR

损伤发生发展中"肺组织细胞凋亡起着关

键性作用"且干预细胞凋亡对肺
)AR

损伤发挥着较好的

防治作用' 本研究结果亦显示"

-SE1

组肺组织中几乎

均为正常细胞"而在
)AR

组中的凋亡细胞数目明显增多"

且给予
'QR

干预后凋亡细胞数明显减少&同时光镜和

*Q8DV

法显示"凋亡细胞中主要以肺毛细血管内皮细

胞和肺泡
#

型上皮细胞为主"表明这两种肺细胞凋亡可

能在肺
)AR

损伤的发生中起着重要作用'

内质网对机体内环境稳态改变十分敏感"缺血缺

氧*氧化应激等都可以扰乱内质网稳态"导致错误折叠

或未折叠蛋白蓄积"引发未折叠蛋白反应$

LMT56K.K

/350.FM 3.P/5MP.

"

QZR

%' 一定程度的
QZR

对机体

发挥保护作用"但持续过度的
QZR

将通过多种途径

诱导内质网相关性细胞凋亡甚至死亡'

[RZ9?

是

QZR

的经典标志物(

#"

)

'

[RZ9?

又称免疫球蛋白重

链结合蛋白$

F11LM5W652L6FM S.E_U JSEFM 2FMKFMW

/350.FM

"

>F/

%"是内质网伴侣蛋白"

QZR

可使
[RZ9?

大量表达"并与内质网中错误折叠和未折叠蛋白结合"

恢复蛋白正确构象"维持内环境稳定"

[RZ9?

的转录

诱导在保护细胞避免各种内质网应激引起的死亡中具

有重要作用(

#"

)

'

'EP/EP.

"

#!

存在于内质网膜上"其

前体以酶原的形式与肿瘤坏死因子受体相关因子
$

$

*8` 3.J./053

"

EPP5JFE0.K TEJ053 $

"

*R<`$

%相连

接"肌醇必需酶"

#

$

)M5PF056

"

3.cLF3FMW .MIU1.

"

#

"

)RD

"

#

%与
*R<`$

的结合"导致
*8<`$

与
'EP/EP.

"

#!

前体复合物解离"在钙离子依赖性蛋白酶作用下"

促进
'EP/EP.

"

#!

' 活化的
'EP/EP.

"

#!

进一步激活

'EP/EP.

"

%

和
'EP/EP.

"

&

"引起细胞凋亡(

##

)

' 本研

究显示"

[RZ9?

的表达水平在
-SE1

组中很低"而在

)AR

组中明显上升"且经
'QR

干预"其水平一直处于

高表达状态' 这就说明"在过度的
QZR

中"上调的

[RZ9?

发挥着积极的保护作用'

'EP/EP.

"

#!

的表

达水平亦在
)AR

时明显上升"经
'QR

干预而下调"由

此提示#过度的
QZR

中"

'EP/EP.

"

#!

介导细胞凋亡

途径"导致肺组织损伤' 此种原因可能有多种"一种情

况"持续上调的
[RZ9?

于
)AR

初期发挥了保护作用"

但过度的
QZR

促使大量的未折叠蛋白蓄积于内质网

中"导致
[RZ9?

无法全部将其清除"进而启动了内质

网相关性细胞凋亡机制"促使细胞凋亡"损伤肺组织&

另一种情况"持续的内质网应激促使
[RZ9?

与

'EP/EP.

"

#!

分离"分离后的
'EP/EP.

"

#!

引发

'EP/EP.

级联反应"直接诱导细胞发生凋亡"促使肺

损伤的发生发展'

'QR

作为一种中药单体"因其抗氧化应激*抑制

炎症性细胞因子释放以及抗细胞凋亡等诸多功

效(

#!

"

#&

)

"目前逐渐成为研究热点之一' 本实验着眼于

'QR

对肺
)AR

损伤中细胞凋亡及
'EP/EP.

"

#!

的作

用进行研究' 实验中对
'QR

浓度的选取是依据他人

研究报道的数值并加以换算而得出(

#$

)

' 本研究结果

表明"给予
'QR

后"

)AR

组中
+AN

*

*V+

*

)Y<

和
<)

均

逐渐下降"肺组织损伤形态亦减轻"肺凋亡细胞明显减

少&而
'EP/EP.

"

#!

表达水平则逐步降低"

[RZ9?

表

达增加' 证实
'QR

对抗肺细胞凋亡"减轻再灌注肺

损伤" 其机制可能与
)AR

诱发的过度
QZR

中

'EP/EP.

"

#!

表达下调有关"且与增加
[RZ9?

的活

性*调控内质网相关性凋亡通路等有很大关系' 但
)AR

损伤是多种因素综合作用的结果"单纯对其某一环节

进行干预并不能获得最佳效果"因此可以推测"

'QR

对抗肺
)AR

损伤的机制应是多方面的"故需做更多的

工作去探究'

本研究表明"

'QR

对
)AR

损伤发生的肺脏具有较

好的保护作用"其机制可能与其对抗过度的
QZR

中

'EP/EP.

"

#!

途径引起的细胞凋亡有关'
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