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摘要： 目的　 考察姜黄素对急性肺损伤小鼠炎症反应的改善作用。 方法　 ５０ 只小鼠随机分为对照组、 急性肺损伤组、
姜黄素干预组 （２００ ｍｇ ／ ｋｇ）、 ＴＬＲ４ 激动剂组和 ＴＬＲ４ 抑制剂组， 采用腹腔注射脂多糖 （５ ｍｇ ／ ｋｇ） 建立脓毒性休克致

急性肺损伤小鼠模型。 ２４ ｈ 后， ＥＬＩＳＡ 检测血清炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平， 以及肺组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃
κＢ 水平， ＨＥ 染色观察肺组织病理学形态， 并计算肺损伤评分。 结果　 与对照组比较， 急性肺损伤组小鼠血清 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平， 肺组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ 表达， 肺组织病理学评分显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与急性肺损伤组

比较， 姜黄素干预组小鼠上述指标均显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与姜黄素干预组比较， ＴＬＲ４ 激动剂组小鼠上述指标均显

著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ＴＬＲ４ 抑制剂组则显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 姜黄素可通过 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路来

改善急性肺损伤小鼠炎症反应。
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　 　 急性肺损伤是由多种病因引起的， 以急性进行

性呼吸窘迫、 顽固性低氧血症等为主要表现的临床

常见急危重症， 病死率可高达 ３０％ ～ ４０％ ［１⁃２］， 寻

找可靠有效的新型治疗靶点仍然是目前亟待解决的

关键问题之一。 近年来众多学者［３⁃５］ 研究发现， 从

姜黄中提取的多酚类活性成分姜黄素除可用于百草

枯中毒、 糖尿病、 癌症、 帕金森等治疗外， 还可发

挥良好的抗急性肺损伤作用， 其作用机制与关键分

子靶点可能与 ＴＨＦ⁃β１ ／ ＳＭＡＤ、 Ａｋｔ ／ Ｅｒｋ、 ＭＡＰＫ ／
ＮＦ⁃κＢ 等多条信号通路相关［６］。 本研究通过构建

小鼠急性肺损伤动物模型， 观察 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃
κＢ 信号通路在姜黄素改善炎症反应中的作用。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 健康成年 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄性小鼠

５０ 只， 体质量 １４～２６ ｇ， 购于空军军医大学西京医

院动物实验中心， 动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （陕）
２０１４⁃００１３。 实验前， 在温度 （２２ ± １）℃、 相对湿

度 ４５％ ～７５％ 、 光照周期 １２ ／ １２ ｈ 环境中适应性饲

养 １ 周。
１􀆰 ２　 试药　 姜黄素购自四川成都德锐可生物科技

有限公司 （ＣＡＳ＃４５８⁃３７⁃７， 含有量＞９９􀆰 ８％ ）。 ＬＰＳ
购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司 （Ｌ２８８０）； ＴＬＲ４ 激动剂 （牙
龈卟啉单胞菌内毒素， ＬＰＳ⁃ＰＧ） 购自上海康朗生

物科技有限公司 （货号 ｔｌｒｌ⁃ｐｐｇｌｐｓ）； ＴＬＲ４ 抑制剂

（瑞沙托维， ＴＡＫ⁃２４２） 购自杭州联科生物技术股

份有限公司 （货号 ２Ａ⁃１３８７１⁃５）； ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 和

ＩＬ⁃６ 试剂盒均购自南京建成生物工程研究所； Ｔｏｌｌ
样受体 ４ （ＴＬＲ４）、 髓样分化因子 ８８ （ＭｙＤ８８） 和

核因子⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ） ＥＬＩＳＡ 试剂盒均购自英国 Ａｂ⁃
ｃａｍ 公司。
１􀆰 ３　 仪器 　 包埋机购自上海名元实业有限公司

（型号 ＪＢ⁃Ｐ５）； 病理切片机购自上海涵飞医疗器械

有限公司 （型号 ＲＭ⁃２０１６）； 电子显微镜购自日本

奥林巴斯公司 （型号 ＢＸ５０）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组与造模　 小鼠称重麻醉后固定于实验台，

备皮分离气管和右侧颈总动脉， 行气管插管保持呼

吸， 颈总动脉插管监测血压， 并备用采血通道。 急

性肺损伤组以 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量腹腔注射脂多糖

（ＬＰＳ） 建立模型［７］。 ５０ 只小鼠随机分为对照组、
急性肺损伤组、 姜黄素干预组、 ＴＬＲ４ 激动剂组、
ＴＬＲ４ 抑制剂组， 对照组小鼠腹腔注射等量生理盐

水， 姜黄素干预组在给予 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＬＰＳ 前 ３０ ｍｉｎ 腹

腔注射姜黄素 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ， ＴＬＲ４ 激动剂组和 ＴＬＲ４
抑制剂组分别以 ３ ｍｇ ／ ｋｇ ＬＰＳ⁃ＰＧ 和 ＴＡＫ⁃２４２ 在

２００ ｍｇ ／ ｋｇ 姜黄素给予前 １０ ｍｉｎ 腹腔注射［８］。
２􀆰 ２　 肺组织病理形态观察 　 快速打开小鼠胸腔，
取出肺组织， 冰上取左肺， 用冰生理盐水冲洗， 取

其下方 １ ／ ３ 肺组织用于 ＨＥ 染色及肺组织病理学评

分， 每组选 ６ 张， 每张选 ４ 个视野 （×４００）， 计数

受损肺泡 （肺泡腔 ＲＢＣ 或 ＷＢＣ＞２ 个） 占肺泡总

数的百分比， 即肺损伤组织学定量评价指标

（ＩＱＡ） ［１，９］， 其余肺组织－８０ ℃下保存备用。
２􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 检测　 腹腔注射 ＬＰＳ 或生理盐水 ２４ ｈ
后， 经颈总动脉插管取血， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ 后， 吸取上清， 依据 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书，
分别测定血清中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平， 以及

肺组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ 水平。
２􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处理，
计量资料均以 （ｘ±ｓ） 表示。 多组间比较采用单因

素方差分析， ２ 组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平 　 如表 １ 所

示， 与对照组比较， 急性肺损伤组小鼠血清 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与急性

肺损伤组比较， 姜黄素干预组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与姜黄素

干预组比较， ＴＬＲ４ 激动剂组小鼠血清三者水平显

著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＬＲ４ 抑制剂组小鼠血清三者

水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

表 １　 各组血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｌｅｖｅｌｓ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ⁃１β ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ⁃６ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
对照组　 　 　 １７４􀆰 ２０±６􀆰 ６０ ３５􀆰 ５０±５􀆰 ９４ １２６􀆰 ３０±５􀆰 ５７
急性肺损伤组 ５１２􀆰 ６０±６􀆰 ４０∗∗ １６６􀆰 ５０±６􀆰 ５１∗∗ ２６４􀆰 ７０±６􀆰 ７１∗∗

姜黄素干预组 ２０４􀆰 ３０±７􀆰 ０８＃＃ ８１􀆰 ０７±５􀆰 ００＃＃ １８６􀆰 ５０±６􀆰 １０＃＃

ＴＬＲ４ 激动剂组 ５３２􀆰 ２０±７􀆰 ２０＆＆ ２０８􀆰 ２０±５􀆰 ４６＆＆ ３０４􀆰 ２０±６􀆰 ４８＆＆

ＴＬＲ４ 抑制剂组 １８４􀆰 ２０±６􀆰 ７７＆＆ ４８􀆰 ０４±５􀆰 ３７＆＆ １４０􀆰 ７０±４􀆰 ９８＆＆

　 　 注：与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与急性肺损伤组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与姜黄素干预组比较， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１
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３􀆰 ２　 肺组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ 水平　 如表 ２
所示， 与对照组比较， 急性肺损伤组小鼠肺组织

ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ 水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与急性肺损伤组比较， 姜黄素干预组小鼠肺组织三

者水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与姜黄素干预组相

比， ＴＬＲ４ 激动剂组小鼠肺组织三者水平显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＬＲ４ 抑制剂组小鼠肺组织三者水平显

著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ２　 各组肺组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４， ＭｙＤ８８ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 ＴＬＲ４ ／ （ｎｇ·ｍｇ－１） ＭｙＤ８８ ／ （ｎｇ·ｍｇ－１） ＮＦ⁃κＢ ／ （ｎｇ·ｍｇ－１）

对照组　 　 　 ６􀆰 ９２±１􀆰 １２ ３１􀆰 ２０±３􀆰 １６ １５６􀆰 ００±５􀆰 ５４
急性肺损伤组 ３７􀆰 ４５±３􀆰 ４５∗∗ １２４􀆰 ７０±５􀆰 ４０∗∗ ２３６􀆰 ００±６􀆰 ８０∗∗

姜黄素干预组 １８􀆰 ０１±２􀆰 １６＃＃ ６６􀆰 ７０±４􀆰 １２＃＃ １９２􀆰 ８０±６􀆰 ７３＃＃

ＴＬＲ４ 激动剂组 ２５􀆰 ２４±２􀆰 １７＆＆ ９８􀆰 １８±４􀆰 ４８＆＆ ３３７􀆰 ４０±５􀆰 ３７＆＆

ＴＬＲ４ 抑制剂组 １０􀆰 ２４±１􀆰 ２１＆＆ ４１􀆰 ４８±３􀆰 ４４＆＆ １６７􀆰 １０±４􀆰 ７９＆＆

　 　 注：与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与急性肺损伤组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与姜黄素干预组比较， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１．

３􀆰 ３　 肺组织病理学变化及评分　 光镜下可见对照

组小鼠肺泡结构比较完整， 肺泡壁薄， 肺泡腔轮廓

清晰； 急性肺损伤组小鼠肺泡结构破坏、 塌陷甚至

消失， 肺泡隔明显增宽且肺泡隔内有大量炎性细胞

浸润； 姜黄素干预组小鼠部分肺泡腔融合消失， 部

分肺泡腔可见出血、 渗出及少量炎性细胞浸润；
ＴＬＲ４ 激动剂组小鼠肺泡扩张融合、 炎性细胞渗出

较严重； ＴＬＲ４ 抑制剂组小鼠肺泡结构相对比较完

整， 肺泡壁较薄， 肺泡腔轮廓较清晰， 炎性细胞渗

出和炎症浸润则较轻。 见图 １。

图 １　 各组小鼠肺组织病理形态 （ＨＥ， ×４００）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （ＨＥ， ×４００）

　 　 与对照组比较， 急性肺损伤组小鼠肺组织病理

学评分显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与急性肺损伤组比

较， 姜黄素干预组评分显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与姜

黄素干预组比较， ＴＬＲ４ 激动剂组评分显著升高

（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ＴＬＲ４ 抑制剂组评分明显降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 见表 ３。

４　 讨论

急性肺损伤是现代危重病医学的重大难题， 主

要表现为急性呼吸困难和顽固性低氧血症［１０］， 其

最突出的特点是因过度炎症反应引起弥漫性肺泡毛

细血管膜损伤， 导致肺水肿、 肺不张、 毛细血管通

透性增加以及肺部气体交换障碍。 脓毒症是临床急
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　 　 　 　表 ３　 各组肺组织病理学评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ

ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＩＱＡ ／ ％
对照组 ０
急性肺损伤组 ３４􀆰 ０±３􀆰 １∗∗

姜黄素干预组 １９􀆰 ７±２􀆰 ５＃＃

ＴＬＲ４ 激动剂组 ５８􀆰 ７±２􀆰 ２＆＆

ＴＬＲ４ 抑制剂组 １０􀆰 ２±１􀆰 ８＆＆

　 　 注：与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与急性肺损伤组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；

与姜黄素干预组比较， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１．

性肺损伤最常见的病因之一， 因此本研究采用常用

的腹腔注射 ＬＰＳ 方法建立内毒素血症导致急性肺

损伤的小鼠模型， 模拟临床急性肺损伤的发生， 并

同时观察 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路在姜黄素

改善急性肺损伤小鼠炎症反应中的作用机制。
ＴＮＦ⁃α 是机体介导炎症反应的关键细胞因子，

也是急性肺损伤炎症反应的一个较为客观的指

标［１１］， 释放后可迅速激活肺组织中性粒细胞、 肺

泡巨噬细胞、 内皮细胞和血小板等， 进而诱导其他

炎性因子的产生和释放， 发挥 “级联放大” 的作

用， 不断加重肺组织损伤［１２⁃１３］。 在整个炎症反应

中， ＴＮＦ⁃α 是始动因素， ＩＬ⁃１β 起协同作用［１４⁃１５］，
后者虽不能直接活化炎性白细胞， 但可刺激其他炎

性因子 （如 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃８ 等） 的分泌， 促进炎症反

应发展［１６］。
Ｔｏｌｌ 样受体家族是一类天然免疫受体， 广泛分

布于机体淋巴细胞、 单核细胞和巨噬细胞， 可通过

识别病原微生物表面的配体⁃病原体相关分子模式

（如 Ｇ－菌的 ＬＰＳ）， 通过一系列信号通路介导炎症

介质释放， 在天然免疫防御中发挥重要作用［１７⁃１８］。
ＴＬＲ４ 是目前 Ｔｏｌｌ 样受体研究中最多的一种， 也是

靶细胞上 ＬＰＳ 引发炎症反应的主要配体， 在内毒

素性急性肺损伤 的发生发展中发挥重要作用。 ＬＰＳ
可激活 ＴＬＲ４ 通路， 然后通过髓样分化蛋白 ８８
（ＭｙＤ８８） 依赖性途径介导多种炎性信号转导， 参

与炎性反应， 以诱导下游的 ＮＦ⁃κＢ 和丝裂原活化

蛋白激酶的早期相活化为特征， 主要介导炎性细胞

因子 （ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６） 产生［１９⁃２０］。
本研究发现， ＬＰＳ 致急性肺损伤小鼠血清炎性

因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平显著升高， 肺组织

病理损伤明显增加、 肺组织病理学评分升高； 姜黄

素干预可显著降低急性肺损伤小鼠炎症因子

（ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 等） 水平， 减轻肺组织病理

损伤， 降低肺组织病理学评分。 本研究还证实， 急

性肺损伤小鼠肺组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ 水平

均明显升高， 而姜黄素可显著降低三者水平， 这与

炎性细胞和炎症因子的表达变化趋势基本一致， 提

示姜黄素可能通过抑制 ＴＬＲ４ 受体的表达， 序贯影

响 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 抑制炎症因子

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 释放， 从而显著改善 ＬＰＳ 导

致的小鼠急性肺损伤。
综上所述， 本实验为急性肺损伤的预防提供了

理论和实验依据， 姜黄素有望成为相关新型药物。
然而， 本研究观察指标有限， 姜黄素在生物体内的

稳定性、 利用率、 毒副作用如何， 以及能否在临床

展开试验尚不明确， 有待将来进一步研究。
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摘要： 目的　 探索强心颗粒对慢性心力衰竭心气虚兼血瘀水肿证大鼠心肌细胞线粒体凋亡的影响。 方法　 ５０ 只大鼠

随机分为正常组、 模型组、 缬沙坦组 （１３􀆰 ３５ ｍｇ ／ ｋｇ）、 强心颗粒组 （９􀆰 ２６ ｇ ／ ｋｇ）， 采用阿霉素联合丙基硫氧嘧啶双重

因子攻击技术建立大鼠模型。 灌胃给药 ４ 周后， 检测大鼠的心肌细胞线粒体超微结构、 线粒体跨膜电位、 心肌组织

ＡＴＰ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｃｙｔｏ⁃Ｃ、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达。 结果 　 与模型组

比较， 强心颗粒组大鼠心肌细胞线粒体超微结构改善， 线粒体跨膜电位下降心肌细胞比例显著减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 心肌

组织 ＡＴＰ 水平显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｃｙｔｏ⁃Ｃ、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达显著减低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃
２ ／ Ｂａｘ 比率显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且显著优于缬沙坦组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 强心颗粒可通过调控线粒体凋亡通路来改

善慢性心力衰竭心气虚兼血瘀水肿证大鼠的心功能及预后。
关键词： 强心颗粒； 慢性心力衰竭； 心气虚兼血瘀水肿证心衰大鼠模型； 线粒体凋亡通路
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