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清热化痰解毒方对卒中相关性肺炎大鼠
Ａｋｔ ／ ＪＮＫ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响

王　 涛，刘宏祥∗，王　 颖，王　 杨，刘　 一，闫丽静

（河北大学附属医院中西医结合科， 保定　 ０７１０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究清热化痰解毒方对卒中相关性肺炎大鼠肺组织的影响，以及与 Ａｋｔ ／ ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶

３（ＪＮＫ３） ／半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶⁃３（Ｃａｓｐａｓｅ⁃３）和核因子 κＢ（ＮＦ⁃κＢ）信号通路的关系。 方法　 将 ＳＤ 大鼠按照

随机数字表法分为假手术组、模型组（脑缺血再灌注⁃肺损伤大鼠）、热化痰解毒方低（７ ｍｇ ／ ｋｇ）、中（１４ ｍｇ ／ ｋｇ）、高
剂量（２８ ｍｇ ／ ｋｇ）组，尼莫地平组（２００ ｍｇ ／ ｋｇ），每组 ２４ 只，苏木精⁃伊红染色法（ＨＥ）观察大鼠肺部组织病理学变化，
测定大鼠肺组织湿干重、动脉血氧分压；酶联免疫法测定肺组织炎症因子、氧化指标水平，免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）、免疫组化检测 Ａｋｔ、ｐ⁃Ａｋｔ、ＪＮＫ３、ｐ⁃ＪＮＫ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｐ６５、ｐ５０ 表达。 结果　 与假手术组相比，模型组干湿重比

值（ Ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ／ ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ， Ｗ ／ Ｄ ）、 中 性 粒 细 胞 （ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ， ＰＭＮ ）、 丙 二 醛

（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、肿瘤坏死因子⁃α（Ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素⁃１β（ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）、
肺组织分级、肺组织病理评分、肺组织 ｐ⁃ＪＮＫ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｐ６５、ｐ５０ 蛋白及 ｐ⁃ＪＮＫ３、ｐ６５、ｐ５０ 蛋白阳性表达率均升高，
动脉血氧分压（ Ｐａｒｔｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ｏｘｙｇｅｎ，ＰａＯ２ ）、氧合指数（ ｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ，ＯＩ）、超氧化物歧化酶（ Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、肺组织 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白以及蛋白阳性表达率均降低；与模型组相比，阳性组、清热化痰解毒方组 Ｗ／ Ｄ、
ＰＭＮ、ＭＤＡ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、肺组织分级、肺组织病理评分、肺组织 ｐ⁃ＪＮＫ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｐ６５、ｐ５０ 蛋白及 ｐ⁃ＪＮＫ３、ｐ６５、
ｐ５０ 蛋白阳性表达率降低，ＰａＯ２、ＯＩ、ＳＯＤ、ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白以及蛋白阳性表达率均升高，具有剂量依赖性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
结论　 清热化痰解毒方能够缓解卒中相关性肺炎大鼠肺炎症损伤，其机制可能与抑制 ＪＮＫ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ＮＦ⁃κＢ 信

号通路，激活 Ａｋｔ 表达有关。
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　 　 脑卒中属于临床常见脑血管疾病，其发病率、
致死率逐年升高，而脑卒中患者中约 ５０％死因为肺

损伤［１］。 目前关于脑卒中引发肺损伤机制研究较

多，但尚未有统一定论。 研究显示炎症反应在脑缺

血再灌注损伤过程中发挥重要作用，其中 Ａｋｔ 属于

磷脂酰肌醇激酶⁃３ （ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ，
ＰＩ３Ｋ） ／蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＰＫＢ ／ Ａｋｔ）信号

通路中重要蛋白，其激活后能够抑制炎症反应，保
护脑损伤、肺损伤［２］。 ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶（ ｃ⁃Ｊｕｎ
Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）在受到炎症因子刺激后可转

移至细胞核促进炎症相关基因的表达［３］。 核因子

κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ，ＮＦ⁃κＢ）被认为是脑缺血后最

先启动的炎症因子，抑制其表达后能够减轻脑缺血

引发肺损伤［４］。 Ａｋｔ、ＪＮＫ３、ＮＦ⁃κＢ 是否也参与脑缺

血引发的肺损伤，目前研究不多。 清热化痰解毒方

要由郁金、蒲公英、丹参、杏仁、黄芩等组成，具有清

热解毒效果、活血透表祛风、化痰止咳的功效，在肺

部病变中应用较多。 临床研究显示直肠滴注清热

化痰方可治疗脑病并发肺部感染，且效果较好［５］。
清热解毒中药治疗肺损伤患者后能够明显减轻肺

组织病变，降低肺组织中炎症指标水平［６］。 痰热清

干预肺损伤大鼠后可降低肺组织中 ＭＤＡ 水平，升
高 ＳＯＤ 水平，改善肺组织病理保护肺部功能［７］。 本

研究通过制备脑缺血再灌注⁃肺损伤大鼠，并给予清

热化痰解毒方，以探究脑卒中相关性肺炎肺损伤的

发病机制，为临床研究提供一定参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 １４４ 只，体重为 ２２０ ～ ２６０ ｇ，
６ 月龄，购自河南省实验动物中心 ［ＳＹＸＫ（豫）２０１６
－ ０００２］，［ＳＣＸＫ（豫）２０１６ － ０００９］。 严格遵循动物

饲养规则喂养，饲养环境统一设定为温度为 ２５℃，
湿度为 ６０％ ，饮用蒸馏水，喂养期间保持房间干净、
通风，并定时清理鼠笼。 本研究经河南省动物伦理

委员会批准同意，审查编号：２０１６０８１６。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

药品与试剂：清热化痰解毒方（成分主要包括

瓜蒌 １０ ｇ、郁金 １０ ｇ、石菖蒲 １０ ｇ、蒲公英 １０ ｇ、丹参

１０ ｇ、桔梗 １０ ｇ、杏仁 １０ ｇ、射干 １０ ｇ、川贝 １０ ｇ、黄芩

１０ ｇ，药材均购自于张仲景大药房）；尼莫地平（亚宝

药业集团股份有限公司；批号：２０１６０８１７；规格：２０
ｍｇ）； ｐ⁃Ａｋｔ、ｐ⁃ＪＮＫ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 兔抗鼠单抗购自于

英国 Ａｂｃａｍ 生物公司；ｐ６５、ｐ５０、β⁃ａｃｔｉｎ 兔抗鼠单抗

购自于美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ 公司；山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗购自

于上海容创生物科技有限公司；苏木素、伊红染液

购自于美国 Ｓｉｇｍａ 公司；ＢＣＡ 试剂盒购自于 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；ＲＮＡ 提取试剂盒、逆转录试剂

盒购自于北京天根生化科技有限公司；
仪器：全自动生化检测仪购自于 ＢＥＣＫＭＡＮ 公

司；ＳＯＤ、ＭＤＡ 酶联免疫检测试剂盒购自于 Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ
公司；ＳＭＺ７４５ 尼康光学显微镜购于上海衡浩仪器
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有限公司；ＣＦＸ９６ ＰＣＲ 仪购自于美国 ＢｉｏＲａｄ 公司；
ＧＩＳ⁃５００ 凝胶成像仪购自于 Ｍｉｕｌａｂ 公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 脑缺血再灌注⁃肺损伤大鼠模型的建立

按参照文献［８］制备脑缺血再灌注大鼠，腹腔注

射 ３ ｍｇ ／ ｇ ２０％水合氯醛进行麻醉，固定，消毒，分离

颈总、内外动脉，用棉线于总动脉处环向绕 １ ｃｍ，两
侧线环交叉埋于皮下并缝合切口。 随后转移大鼠

至立体定位仪暴露颈椎后将注射器插入颈椎横突

翼小孔内，轻柔旋转，当有血液流出时，说明椎动脉

穿刺成功。 ２４ ｈ 后打开颈部切口，采用显微镜动脉

夹将双侧劲动脉夹住后阻断脑部供血，１５ ｍｉｎ 后撤

去动脉夹恢复脑部供血。 造模后符合以下的大鼠

确定为肺部感染：（１）精神萎靡、毛发光泽度差、进
食量减少、饮水增多、体重降低、耳缘静脉突起加

粗、鼻唇分泌液增多；（２）呼吸急促，肺部出现啰音。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物分组以及给药方法

所有大鼠按照随机数字表法分为假手术组

（仅暴露颈总动脉，不阻断血管）、模型组、清热化

痰解毒方低、中、高剂量预处理组、阳性组（尼莫地

平组），每组 ２４ 只。 （１）假手术组、模型组大鼠均

灌胃等量生理盐水；（２）清热化痰解毒方低、中、高
剂量药物剂量为 ７、１４、２８ ｍｇ ／ ｋｇ；（３）阳性组给药

剂量为 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ 尼莫地平。 各组给药时间为预

处理大鼠在造模前 ３ 日灌胃，每日 ２ 次，最后一次

给药时间为造模前 ３ ｈ，共给药 ７ 次。 给药剂量参

照人体表法［９］ 计算，成年人标准体重 ６０ ｋｇ，大鼠

给药剂量为成人的 ６􀆰 ２５ 倍，成人每日给药剂量为

６０ ｍｇ，所有大鼠平均体重 ２２０ ｇ，则大鼠每日给药

剂量为 ７ ｍｇ ／ ｋｇ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 动脉氧分压的测定

于大鼠右侧股动脉采集 ２ ｍＬ 血液，采用全自动

生化检测仪对动脉血氧分压 （ Ｐａｒｔｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ
ｏｘｙｇｅｎ， ＰａＯ２ ） 进 行 测 定， 并 计 算 氧 合 指 数

（ｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ， ＯＩ）。
１􀆰 ３􀆰 ４ 　 大鼠肺泡灌洗液 （ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ，
ＢＡＬ） 中中性粒细胞 （ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ
ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ，ＰＭＮ）计数

各组选取 １２ 只大鼠进行支气管肺泡灌洗，利用

自动血细胞分析仪对 ＢＡＬ 中 ＰＭＮ 进行计数。
１􀆰 ３􀆰 ５　 大鼠肺组织湿干重变化

各组随机选取 １２ 只大鼠处死后，将右肺下叶用

滤纸吸干水后置于玻璃试管中称重，所测重量为湿

重，随后放置在干燥箱中，温度设为 ８０℃，连续烘烤

直至质量测定不变时此时重量为干重，计算大鼠肺

组织 Ｗ／ Ｄ。
１􀆰 ３􀆰 ６　 肺组织 ＳＯＤ、ＭＤＡ 以炎症因子检测

用无菌剪刀将肺组织剪碎，制作 １０％ 匀浆液，
放置低温离心机中 ４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集上

清，采用酶联免疫法测定组织中 ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β 活性，具体参照试剂盒说明进行操作。
１􀆰 ３􀆰 ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 肺 组 织 中 Ａｋｔ ／ ＪＮＫ３ ／
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达

肺组织剪碎后添加蛋白裂解液放置 ３０ ｍｉｎ，离
心后收集上清液，参照蛋白提取试剂盒提取肺组织

总蛋白，ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电

泳、转膜反应，置于凝胶成像仪中观察 Ａｋｔ、ｐ⁃Ａｋｔ、
ＪＮＫ３、ｐ⁃ＪＮＫ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｐ６５、ｐ５０ 蛋白表达情况。
１􀆰 ３􀆰 ８　 免疫组化法检测肺组织中 ｐ⁃Ａｋｔ、ｐ⁃ＪＮＫ３、
ｐ６５、ｐ５０ 蛋白阳性表达

常规制备肺组织石蜡切片，免疫组组化法检测

肺组织中 ｐ⁃Ａｋｔ、ｐ⁃ＪＮＫ３、ｐ６５、ｐ５０ 蛋白，置于显微镜

下进行观察统计阳性染色细胞数，计算阳性百分比

＝阳性数 ／细胞总数 × １００％ 。
１􀆰 ４　 统计学方法

应用 ＳＰＳＳ２２􀆰 ０ 软件对数据进行统计学分析，计
量资料以平均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，多组间对

比采用单因素方差分析，两两对比采用 ｑ 检验，以 Ｐ
＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠一般症状观察

大鼠在模型制备过程中，未出现死亡，造模成

功大鼠共 ９６ 只。 假手术组大鼠精神状态较好，毛发

光泽，饮水、摄食正常，体重逐渐增加，耳唇分泌液

正常，呼吸正常。 模型组大鼠出现精神萎靡、毛发

光泽度差、进食量减少、饮水增多、体重降低、耳缘

静脉突起加粗、鼻唇分泌液增多，呼吸急促，肺部出

现啰音。 经清热化痰解毒方治疗后，得到不同程度

改善。
２􀆰 ２　 各组大鼠动脉氧分压以及 ＰＭＮ 测定结果

与假手术组相比，模型组肺组织干湿重比值、
中性粒细胞数升高，动脉氧分压、氧合指数均降低，
差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组相比，阳性组、
清热化痰解毒方组 Ｗ／ Ｄ、ＰＭＮ 降低，ＰａＯ２、ＯＩ、ＰＭＮ
升高，具有剂量依赖性，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
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２􀆰 ３　 肺组织光镜检测结果

假手术组肺泡结构完整，肺泡腔清晰，未出现

炎性细胞浸润；与假手术组相比，模型组肺组织毛

细血管扩张，弥漫性充血，出现炎性浸润，肺泡腔内

有红细胞渗出以及炎性浸润，肺泡壁增厚、充血；阳
性组、灯盏花素治疗组大鼠肺泡腔结构逐渐恢复、
炎性细胞浸润减轻。 见下图 １。 与假手术组相比，
模型组大鼠肺组织病理评分升高，差异有显著性（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）；与模型组相比，阳性组、清热化痰解毒方

组大鼠肺组织病理评分均降低，随着给药剂量的升

高，肺组织病理评分逐渐降低，差异有显著性（Ｐ ＜

０􀆰 ０５）。 给药后，假手术组、模型组、低剂量组、中剂

量组、高剂量组和阳性组大鼠肺组织病理学评分分

别为 ０、 （３􀆰 ７８ ± ０􀆰 ７４）、 （２􀆰 ８７ ± ０􀆰 ５２）、 （２􀆰 ２８ ±
０􀆰 ７１）、（０􀆰 ９７ ± ０􀆰 ２８）和（０􀆰 ６４ ± ０􀆰 １７）分，各组组间

比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 各组 ＳＯＤ、ＭＤＡ 水平测定结果

与假手术组相比，模型组 ＳＯＤ 降低， ＭＤＡ、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 升高，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模

型组相比，阳性组、清热化痰解毒方组 ＳＯＤ 升高，
ＭＤＡ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 降低，具有剂量依赖性，差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见下表 ２。

表 １　 各组大鼠 Ｗ／ Ｄ、ＰａＯ２、ＯＩ 水平对比
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｗ ／ Ｄ， ＰａＯ２， ａｎｄ ＯＩ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ
肺组织干湿重比值

Ｗ／ Ｄ
动脉氧分压（ｍｍＨｇ）

ＰａＯ２

氧合指数（ｍｍＨｇ）
ＯＩ

中性粒细胞（ × １０７ ／ Ｌ）
ＰＭＮ

假手术组 Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

低剂量组 Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ
中剂量组 Ｍｉｄｄｌｅ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ
高剂量组 Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ

阳性组 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ

４􀆰 ３６ ± ０􀆰 ３８
６􀆰 ３６ ± ０􀆰 ５１∗

５􀆰 ８６ ± ０􀆰 ３４＃

５􀆰 １６ ± ０􀆰 ２４＃ａ

４􀆰 ７２ ± ０􀆰 ４３＃ａｂ

４􀆰 ６２ ± ０􀆰 ５６＃

９４􀆰 ７８ ± １􀆰 ５２
５８􀆰 ７２ ± ０􀆰 ６４∗

６７􀆰 ５２ ± ０􀆰 ７３＃

７６􀆰 １３ ± ０􀆰 ５２＃ａ

８５􀆰 ７６ ± ０􀆰 ７４＃ａｂ

８９􀆰 ８４ ± ０􀆰 ７１＃

４４０􀆰 ５２ ± ８􀆰 ６２
２９６􀆰 ８７ ± ６􀆰 ３５∗

３３７􀆰 ２９ ± ８􀆰 ２７＃

３７２􀆰 ２５ ± ７􀆰 ３９＃ａ

３９８􀆰 ７２ ± ６􀆰 ８９＃ａｂ

４１７􀆰 ２９ ± ９􀆰 ０４＃

０􀆰 ９１ ± ０􀆰 １６
２􀆰 ８８ ± ０􀆰 ５３∗

２􀆰 １２ ± ０􀆰 ２９＃

１􀆰 ６４ ± ０􀆰 ３６＃ａ

１􀆰 １４ ± ０􀆰 ２８＃ａｂ

０􀆰 ９７ ± ０􀆰 ２３＃

注：与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与模型组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与低剂量组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与中剂量组相比，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５．

图 １　 肺组织病理形态学（ＨＥ 染色， × ４００）
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐａｔｈｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × ４００）

５４中国比较医学杂志 ２０１８ 年 １０ 月第 ２８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． １０



表 ２　 各组大鼠 ＳＯＤ、ＭＤＡ 水平对比
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＳＯＤ ａｎｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＳＯＤ（ＮＵ ／ ｍｇ） ＭＤＡ（ｕｍｏｌ ／ ｇ） 　 ＴＮＦ⁃α（ｐｇ ／ ｍＬ）　 ＩＬ⁃１β（ｐｇ ／ ｍＬ）　 　

假手术组 Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

低剂量组 Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ
中剂量组 Ｍｉｄｄｌｅ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ
高剂量组 Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ

阳性组 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ

３６􀆰 ６９ ± ２􀆰 ０７
２２􀆰 ６３ ± １􀆰 ２９∗

２５􀆰 ７６ ± １􀆰 ０３＃

２８􀆰 ５６ ± １􀆰 １９＃ａ

３４􀆰 １８ ± １􀆰 ５５＃ａｂ

３３􀆰 ２９ ± １􀆰 １４＃

１３４􀆰 ２７ ± １３􀆰 ６６
２０３􀆰 ７５ ± １６􀆰 ３８∗

１８４􀆰 ６９ ± １６􀆰 ４４＃

１６７􀆰 ３３ ± １５􀆰 ８５＃ａ

１５５􀆰 ４９ ± １５􀆰 ７９＃ａｂ

１４５􀆰 ６３ ± １５􀆰 ４９＃

１６􀆰 ５７ ± ４􀆰 ２２
２５７􀆰 ５６ ± ２０􀆰 ６４∗

２００􀆰 １８ ± ２３􀆰 ４４＃

１７０􀆰 ２３ ± １９􀆰 ２５＃ａ

１４１􀆰 ６９ ± １５􀆰 ５３＃ａｂ

１０５􀆰 ７６ ± １４􀆰 ２８＃

６􀆰 ０４ ± １􀆰 ０６
１９３􀆰 ５４ ± ２８􀆰 ４６∗

１３４􀆰 ２５ ± ２０􀆰 ３４＃

１１３􀆰 ４９ ± １５􀆰 ４８＃ａ

９１􀆰 ３９ ± １０􀆰 ６５＃ａｂ

８２􀆰 ４５ ± １１􀆰 ３９＃

注：与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与模型组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与低剂量组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与中剂量组相比，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５．

２􀆰 ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肺组织中 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、
ＪＮＫ３、ｐ⁃ＪＮＫ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｐ６５、ｐ５０ 蛋白表达

与假手术组相比，模型组 ｐ⁃ＪＮＫ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｐ６５、ｐ５０ 蛋白表达升高，ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达降低，差
异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ；与模型组相比，阳性组、
清热 化 痰 解 毒 方 组 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ＪＮＫ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｐ６５、ｐ５０ 蛋白表达降低，ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达升高，具
有剂量依赖性，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 。 各组

Ａｋｔ、ＪＮＫ３ 蛋白表达无明显变化（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） 。 见

表 ３，图 ２。
２􀆰 ６　 免疫组化检测肺组织中 ｐ⁃Ａｋｔ、ｐ⁃ＪＮＫ３、ｐ６５、
ｐ５０ 表达

与假手术组相比，模型组 ｐ⁃ＪＮＫ３、ｐ６５、ｐ５０ 蛋白

阳性表达率升高，ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白阳性表达率降低，差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组相比，阳性组、清热

化痰解毒方组 ｐ⁃ＪＮＫ３、ｐ６５、ｐ５０ 阳性表达率降低，
ｐ⁃Ａｋｔ蛋白阳性表达率升高，具有剂量依赖性，差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 ４。

注：Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：低剂量组；Ｄ：中剂量组；Ｅ：高
剂量组；Ｆ：阳性组。

图 ２　 各组 Ａｋｔ、ｐ⁃Ａｋｔ、ＪＮＫ３、ｐ⁃ＪＮＫ３、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｐ６５、ｐ５０ 蛋白表达

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ． Ｂ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃ： Ｌｏｗ ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ． Ｄ： Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ． Ｅ： Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ． Ｆ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｋｔ， ｐ⁃Ａｋｔ， ＪＮＫ３， ｐ⁃ＪＮＫ３，
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ｐ６５ ａｎｄ Ｐ５０ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ３　 大鼠肺组织中 Ａｋｔ、ｐ⁃Ａｋｔ、ＪＮＫ３、ｐ⁃ＪＮＫ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｐ６５、ｐ５０ 蛋白表达
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｋｔ， ｐ⁃Ａｋｔ， ＪＮＫ３， ｐ⁃ＪＮＫ３， Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ｐ６５， ａｎｄ ｐ５０ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ Ａｋｔ ｐ⁃Ａｋｔ ＪＮＫ３ ｐ⁃ＪＮＫ３ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｐ６５ ｐ５０

假手术组 Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ７２ ±０􀆰 １３ ０􀆰 ７６ ±０􀆰 ０４ ０􀆰 ５８ ±０􀆰 １２ ０􀆰 １７ ±０􀆰 ０３ ０􀆰 ２２ ±０􀆰 ０４ １􀆰 ２９ ±０􀆰 ０６ １􀆰 １６ ±０􀆰 ０５

模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６９ ±０􀆰 １６∗ ０􀆰 １３ ±０􀆰 ０８∗ ０􀆰 ６４ ±０􀆰 １１∗ ０􀆰 ９５ ±０􀆰 ０９∗ ０􀆰 ８３ ±０􀆰 ０８∗ ０􀆰 ２２ ±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 １８ ±０􀆰 ０５∗

低剂量组 Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６２ ±０􀆰 １４＃ ０􀆰 ２４ ±０􀆰 ０９＃ ０􀆰 ６６ ±０􀆰 １１＃ ０􀆰 ７８ ±０􀆰 ０９＃ ０􀆰 ６８ ±０􀆰 １３＃ ０􀆰 ４９ ±０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ３３ ±０􀆰 ０８＃

中剂量组Ｍｉｄｄｌｅ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６７ ±０􀆰 １２＃ａ ０􀆰 ４２ ±０􀆰 ０６＃ａ ０􀆰 ６３ ±０􀆰 １４＃ａ ０􀆰 ６４ ±０􀆰 １３＃ａ ０􀆰 ５２ ±０􀆰 ０６＃ａ ０􀆰 ７１ ±０􀆰 １１＃ａ ０􀆰 ７６ ±０􀆰 ０６＃ａ

高剂量组Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ７０ ±０􀆰 １６＃ａｂ ０􀆰 ５８ ±０􀆰 １３＃ａｂ ０􀆰 ６１ ±０􀆰 １３＃ａｂ ０􀆰 ４８ ±０􀆰 ０８＃ａｂ ０􀆰 ３８ ±０􀆰 ０９＃ａｂ ０􀆰 ９７ ±０􀆰 ０９＃ａｂ ０􀆰 ９２ ±０􀆰 ０７＃ａｂ

阳性组 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６０ ±０􀆰 １８＃ ０􀆰 ６３ ±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ５６ ±０􀆰 １２＃ ０􀆰 ２１ ±０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ２６ ±０􀆰 ０５＃ １􀆰 １１ ±０􀆰 ０８＃ １􀆰 ０５ ±０􀆰 ０６＃

注：与正常组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与模型组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与低剂量组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与中剂量组相比，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５．

６４ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 １０ 月第 ２８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． １０



表 ４　 肺组织中 ｐ⁃Ａｋｔ、ｐ⁃ＪＮＫ３、ｐ６５、ｐ５０ 蛋白阳性表达
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃Ａｋｔ， ｐ⁃ＪＮＫ３， ｐ６５， ａｎｄ ｐ５０ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ｐ⁃Ａｋｔ　 　 ｐ⁃ＪＮＫ３　 　 ｐ６５　 　 ｐ５０　 　

假手术组 Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

低剂量组 Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ
中剂量组 Ｍｉｄｄｌｅ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ
高剂量组 Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ

阳性组 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ

１８􀆰 ７６ ± ２􀆰 ４４
８２􀆰 ７１ ± ９􀆰 ８７２∗

６５􀆰 ４４ ± ７􀆰 ５２＃

４７􀆰 ６３ ± ５􀆰 ８７＃ａ

３１􀆰 ５２ ± ３􀆰 ７４ｂ

２４􀆰 ７３ ± ４􀆰 ０５ｂ

２２􀆰 ６９ ± ４􀆰 ０７
７７􀆰 ９２ ± ９􀆰 ０７∗

５８􀆰 ２４ ± ６􀆰 １１＃

３７􀆰 ７６ ± ３􀆰 ９７＃ａ

２５􀆰 ４４ ± ３􀆰 ６８ｂ

２４􀆰 ３９ ± ３􀆰 ８１ｂ

１８􀆰 ９２ ± ３􀆰 １２
７８􀆰 ２７ ± ８􀆰 ０３∗

４９􀆰 ６２ ± ４􀆰 ０６＃

３８􀆰 ４６ ± ３􀆰 ６２＃ａ

２３􀆰 ７７ ± ４􀆰 ２６ｂ

２１􀆰 ６７ ± ３􀆰 ０５ｂ

１６􀆰 ８５ ± ２􀆰 ９４
７０􀆰 ５８ ± ６􀆰 ０８∗

６６􀆰 ４９ ± ５􀆰 ２８＃

５７􀆰 ３３ ± ４􀆰 ６２＃ａ

２８􀆰 ９６ ± ３􀆰 ６６ｂ

２４􀆰 ６６ ± ２􀆰 ６８ｂ

注：与正常组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与模型组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与低剂量组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与中剂量组相比，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５．

３　 讨论

过往研究认为脑缺血早期容易导致肺损伤，且
肺组织会出现典型病理特征，主要为肺泡结构变

化、肺水肿、以及炎性浸润［１０］。 本研究采取脑中动

脉线栓法制备脑缺血再灌注大鼠模型，结果显示模

型组大鼠肺组织出现肿胀伴弥漫性肺出血，毛细血

管扩张，弥漫性充血，出现炎性浸润，符合肺损伤特

点［１１ － １２］。 进一步研究显示模型组 Ｗ／ Ｄ、 ＰＭＮ、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 升高，ＰａＯ２、ＯＩ 均降低，表明肺组织出

现缺氧、炎症细胞浸润、氧化应激损伤，以上均提示

脑缺血再灌注损伤大鼠肺损伤模型制备成功。 在

给予清热化痰解毒方后，大鼠肺组织炎症损伤有一

定改善，Ｗ ／ Ｄ、ＭＤＡ、ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 降低，ＰａＯ２、ＯＩ、
ＳＯＤ 升高，提示清热化痰解毒方能够缓解肺部炎症

损伤，降低氧化应激反应进而保护肺功能。
近期越来越多研究表明 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路与

肺损伤密切有关［１３ － １５］。 本研究结果显示模型组

ｐ⁃Ａｋｔ蛋白表达降低，给予清热化痰解毒方后 ｐ⁃Ａｋｔ
蛋白表达升高，说明清热化痰解毒方缓解卒中大鼠

肺部炎症损伤可能与激活 Ａｋｔ 蛋白有关。 ＪＮＫ 信号

通路激活后使 ＪＮＫ 蛋白中 Ｔｈｒ 位点发生磷酸化进而

激活 ＪＮＫ，随后 ＪＮＫ 进入细胞核内，发挥其生物学

效应［１６］。 胰腺炎肺损伤大鼠发病初期 ｐ⁃ＪＮＫ 表达

明显升高，且经干预后其表达明显降低，表明 ＪＮＫ
蛋白参与胰腺炎肺损伤病理过程［１７］。 高氧肺损伤

大鼠 ＪＮＫ 信号通路激活可导致肺组织细胞大量凋

亡，引发肺损伤［１８］。 本研究结果显示模型组 ｐ⁃
ＪＮＫ３ 蛋白表达降低，清热化痰解毒方组 ｐ⁃ＪＮＫ３ 蛋

白表达升高，提示清热化痰解毒方缓解卒中大鼠肺

部炎症损伤可能与激活 ＪＮＫ３ 蛋白有关。
Ｃａｓｐａｓｅｓ 为细胞凋亡主要调节者，其能够激活

ＤＮＡ 断裂因子引发细胞死亡，抑制 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达

可降低组织细胞凋亡，降低组织损伤［１９］。 本研究发

现，清热化痰解毒方干预可使 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达下降，
提示清热化痰解毒方能够抑制 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达进而

减轻肺炎症损伤。 ＮＦ⁃κＢ 在机体内主要以二聚体形

式存在，细胞未受到外界刺激时，ＮＦ⁃κＢ 与抑制物

ＩＫＢａ 结合，细胞受到刺激后，ＩＫＢａ 发生磷酸化后，
使 ＮＦ⁃κＢ 转 移 至 细 胞 核 内， 促 进 靶 基 因 的 转

录［２０ － ２１］。 本研究结果显示模型组肺组织中 ｐ６５、
ｐ５０ 蛋白表达明显升高，而给予清热化痰解毒方后

能够明显降低 ｐ６５、ｐ５０ 蛋白表达，提示清热化痰解

毒方可能通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 通路改善大鼠肺部炎症

损伤。
综上所述，本研究成功制备卒中相关性肺炎大

鼠模型，发现 ＪＮＫ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ＮＦ⁃κＢ 信号通路激

活，Ａｋｔ 通路被抑制；给予清热化痰解毒方发现其能

够缓解卒中相关性肺炎大鼠肺炎症损伤，其机制可

能与抑制 ＪＮＫ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ＮＦ⁃κＢ 信号通路、激活

Ａｋｔ 有关。 然而本研究未能直接证实清热化痰解毒

方缓解脑缺血再灌注肺损伤直接作用于肺，这还有

待后续深入探究。
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