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［基金项目］国家自然科学基金面上项目（Ｎｏ． ８１６７３８５５５）；国家中医药管理局第四批全国中医（临床，基础）优秀人才研修项目（国中医药

人教发【２０１７】２４）；上海中医药大学学科能力提升项目（Ｎｏ． Ａ１⁃Ｚ１８３０２０１１０）；上海中医药大学高水平大学建设高峰高原团队
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［作者简介］余弘吉（１９９０—），女，在读硕士，中医内科学肺病及肾病方向。 Ｅｍａｉｌ： ＹｕＨｏｎｇＪｉ９０＠ １６３． ｃｏｍ
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宣肺方对内毒素诱导大鼠急性肺损伤
ｍＴＯＲ ／ Ｓ６Ｋ１ 信号通路的影响

余弘吉，杨爱东∗，李小茜∗，吴中华，符胜光，许明亮

（上海中医药大学基础医学院经方理论应用研究中心，上海　 ２０１２０３）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察宣肺方对内毒素诱导大鼠急性肺损伤 ｍＴＯＲ ／ Ｓ６Ｋ１ 信号通路的影响，并探讨其作用机

制。 方法　 选取 Ｗｉｓｔａｒ 雄性大鼠 ３０ 只，动物随机分为正常组、模型组、地塞米松组和宣肺方组（高、低剂量组），尾
静脉注射 ＬＰＳ 制备 ＡＬＩ 模型。 采用 ＥＬＩＳＡ 法测定支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中炎症因子 ＴＮＦ － α、ＩＬ － １β 和 ＩＬ － ６
含量，免疫组化测 ｍＴＯＲ 蛋白表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测肺组织 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达，ＲＴ⁃ＰＣＲ 测肺泡灌洗液巨噬细胞

ＲＰＳ６ＫＢ１ 基因表达，并观察大鼠肺组织病理变化。 结果　 与正常组比较，模型组 ＴＮＦ － α、ＩＬ － １β、ＩＬ － ６、ＲＰＳ６ＫＢ１
均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ｍＴＯＲ 蛋白阳性面积率、ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组比

较，地塞米松组 ＴＮＦ － α、ＩＬ － １β、ＩＬ － ６ 均明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；宣肺方高剂量组 ＴＮＦ － α、ＩＬ － ６、ＲＰＳ６ＫＢ１ 基因表

达明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ｍＴＯＲ 蛋白阳性面积率、ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
宣肺方低剂量组 ＴＮＦ － α 含量明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＨＥ 染色示模型组肺组织内可见局部肺出血、坏死，肺小静脉

扩张、血管内白细胞数显著增多，肺间质水肿、炎细胞浸润；与模型组比较，各治疗组呈轻度间质性肺炎。 结论　 宣

肺方对内毒素诱导大鼠急性肺损伤有保护作用，其机制可能与其能够下调 ＴＮＦ － α、ＩＬ － ６ 含量、ＲＰＳ６ＫＢ１ 基因表

达和上调 ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达有关。
【关键词】 　 急性肺损伤；宣肺方；ｐ⁃ｍＴＯＲ；ＲＰＳ６ＫＢ１；大鼠
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ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｔｓ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ － α， ＩＬ － ６， ＲＰＳ６ＫＢ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍＴＯＲ
ａｎｄ ｐ⁃ｍＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ； Ｘｕａｎｆｅｉ ｆｏｒｍｕｌａ； ｐ⁃ｍＴＯＲ； ＲＰＳ６ＫＢ１； ｒａｔｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ： Ｗｅ ｄｅｃｌａｒｅ ｔｈａｔ ｗｅ ｈａｖｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ．

　 　 急性肺损伤（ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）的致病因素

之一是脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ）。 研究表

明，哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）可整合营养、能量及生长因子等

多种细胞外信号，参与基因转录、蛋白质翻译、核糖

体合成等生物过程，在细胞生长和细胞凋亡中发挥

极为重要的作用［１］，ｍＴＯＲ 及其效应因子 ＲＰＳ６ＫＢ１
（ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ６ ｋｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ １）是营养信

号通路和激素信号通路之间的关联蛋白［２］。 我们

已有研究表明，宣白承气汤对内毒素急性肺损伤有

保护作用，其机制可能与其降低肺组织 Ｔｏｌｌ 样受体

４（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＴＬＲ）ｍＲＮＡ 和蛋白表达、抑制

肺组织 ＣＤ１４ 和 ＮＦ － κＢ ｍＲＮＡ 表达有关［３ － ４］。 在

既往研究基础上，本研究进一步研究宣白承气汤的

拆方（宣肺汤，即宣白承气汤去大黄）对内毒素诱导

大鼠急性肺损伤 ｍＴＯＲ ／ Ｓ６Ｋ１ 信号通路的影响，探
讨其作用机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

清洁级雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ３０ 只，８ 周龄，平均体

重（２００ ± ２０） ｇ。 购自上海西普尔 － 必凯实验动物

有限公司 【ＳＣＸＹ（沪）２０１３ － ００１６】。 专用标准颗粒

饲料、水喂养。 实验在上海中医药大学实验动物中

心设施内进行【ＳＹＣＫ（沪）２０１３ － ００１６】。 本实验研

究经上海中医药大学动物实验伦理委员会批准（编
号：ＳＺＹ２０１７０８００５）。 大鼠均分笼饲养，每笼 ５ 只，
人工光循环，一天中光照与黑暗时间比为 １２ ｈ ／ １２
ｈ，湿度为（５５ ± ２）％ ，温度为（２１ ± ２）℃，自由饮水，
提供充足的饲料供给。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要设备与仪器

低温冷冻离心机 ３Ｋ１５，Ｓｉｇｍａ（美国）；ＥＧ１１４０
型石蜡包埋机，酶标仪 ６８０ 型 （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，美

国）；ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳仪（ＭＩＮＩ Ｐｒｏｔｅａｎ２ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美
国）； ＢＨ２ 显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ 日本）；ＴＰ１０２０ 型生物

组织自动脱水机，２２５５ 型全自动切片机，５０１０ 型自

动染色仪均来自德国莱卡公司，实时荧光定量 ＰＣＲ
仪（７５００ｆａｓｔ 美国 ＡＢＩ）。
１􀆰 １􀆰 ３　 试剂和药物

ＬＰＳ Ｏ５５：Ｂ５（Ｓｉｇｍａ，０５７Ｍ４０１３ Ｖ）；中药采购于

上海中医药大学附属曙光医院（上海同济堂药业有

限公司，批号：１７０４０１）；地塞米松（０􀆰 ７５ ｍｇ ／片，上
海信谊药厂有限公司）；ＲＰＭＩ １６４０ 培养液（Ｇｉｂｃｏ，
日本）；ＴＮＦ － α、 ＩＬ － １β 和 ＩＬ － ６ ＥＬＩＳＡ 检测试剂

盒（苏州卡尔文生物科技有限公司）；兔多克隆

ｍＴＯＲ 抗体（Ａｂｃａｍ，美国）；ｐ⁃ｍＴＯＲ 抗体（Ａｂｃａｍ，
美国）；Ｔｒｉｚｏｌ （ ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ＲＴ 试剂盒 （ ＴａＫａＲａ，日
本）；Ｓｙｂｒ ｇｒｅｅｎ（ＴａＫａＲａ，日本）。 氯仿、异丙醇（国
药集团化学试剂有限公司）。
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１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物模型建立的方法以及分组、给药

大鼠随机分为正常组、模型组、地塞米松组和

宣肺方组（高、低剂量组），每组 ６ 只。 宣肺方灌胃

量为生药 ２０， ５ ｇ ／ （ｋｇ·ｂｗ）（高、低剂量组），地塞米

松组灌胃量为 ０􀆰 ２７ ｍｇ ／ ｋｇ（按人与动物间体表面积

折算的等效剂量） ［５］，正常组和模型组灌等体积的

蒸馏水，五组均灌胃 ５ ｄ，１ 次 ／日，第 ５ 天末次灌胃

后 ２ ｈ，经尾静脉注射 ＬＰＳ （Ｂ５∶ ８ ｍｇ ／ ｋｇ） 复制 ＡＬＩ
动物模型［６］。
１􀆰 ２􀆰 ２　 观察标本以及采集

所有动物均于造模后 ７ ｈ，用乌拉坦 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ
ｉｐ 麻醉。 动物麻醉后，解剖大鼠颈部，逐层分离，暴
露气管，在远心端剪一“Ｖ”字形切口，两次抽取 ３
ｍＬ 生理盐水灌洗支气管，每次反复回抽三次，回收

灌洗液于一离心管中。 各组大鼠处死开胸腹取肺

组织，分别于 ４％多聚甲醛固定及 － ８０℃保存。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 测定支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中炎

症因子 ＴＮＦ － α、ＩＬ － １β 和 ＩＬ － ６ 含量

取支气管肺泡灌洗液，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
取上清液，ＥＬＩＳＡ 测定肺泡灌洗液 ＴＮＦ － α、 ＩＬ － １β
和 ＩＬ － ６ 含量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肺组织 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达

取 － ８０℃ 保存的肺组织 １００ ｍｇ 加裂解液 １
ｍＬ，用超声匀浆机冰上充分匀浆 ３０ ｍｉｎ， ４℃１４ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ， 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋

白浓度，后加入相应上样缓冲液及 ＲＩＰＡ，完成蛋白

变性。 肺组织上样量每孔 ４０ μｇ，经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 垂直

凝胶电泳后，通过电转移将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜，封
闭液封闭 １０ ｍｉｎ，将膜剪成两段后分别加 ｐ⁃ｍＴＯＲ
（１∶ １０００）、β⁃ａｃｔｉｎ（１∶ １０００）抗体 ４℃摇床孵育过夜，
加相应二抗室温孵育 １ ｈ，ＥＣＬ 试剂曝光显影。 以

β⁃ａｃｔｉｎ 条带作为内参，结果用靶蛋白 ／ β⁃ａｃｔｉｎ 灰度

比值表示。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 测肺泡灌洗液巨噬细胞 ＲＰＳ６ＫＢ１
基因的表达

大鼠肺泡巨噬细胞 （ＡＭ） 分离培养：解剖胸腔

暴露肺，用 ４℃预冷的灭菌 ＰＢＳ 进行支气管肺泡灌

洗，每次 ５ ｍＬ，反复抽吸 ３ 次，共 ６ 次，收集灌洗液。
１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，细胞沉淀用 ３ ｍＬ ＰＢＳ 重悬、
再离心，反复洗涤 ３ 次后，用 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液（含
２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 谷氨酰胺，１００ ｍＬ ／ Ｌ 胎牛血清，１００ Ｕ ／ Ｌ
青霉素、１００ Ｕ ／ Ｌ 链霉素的）５ ｍＬ 重悬细胞，置于 ６０

ｍｍ 细胞培养皿，在 ３７℃、５０ ｍＬ ／ Ｌ ＣＯ２ 条件下培养

２ ｈ 后，轻轻吸去上清，去除非贴壁细胞，用含 １００
ｍＬ ／ Ｌ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液重悬，调整细

胞密度为 １０８ ／ Ｌ，培养 ２４ ｈ，以吉姆萨染色法鉴定

ＡＭ，台盼蓝染色鉴定其活性［７］。
按照试剂盒说明提取肺泡灌洗液巨噬细胞总

ＲＮＡ，并逆转录为 ｃＤＮＡ。 ＰＣＲ 引物序列：ＲＰＳ６ＫＢ１
（１３０ ｂｐ） 上游 ５’⁃ＣＴＧＡＧＧＡＴＧＡＧＣＴＧＧＡＧＧＡＧ －
３’，下游 ５’⁃ＧＧＣＣＣＴＣＴＧＴＴＣＡＣＡＣＴＡＧＴ － ３’； β⁃
ａｃｔｉｎ（１１５ ｂｐ）上游 ５’⁃ＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＡＧＣＣＡＴＣＣ
－ ３’，下游 ５’⁃ＡＣＣＣＴＣＡＴＡＧＡＴＧＧＧＣＡＣＡＧ － ３’．
分光光度计检测 ＲＮＡ 的浓度后进行反转录，３７℃１５
ｍｉｎ，８５℃ ５ ｓ， － ２０℃保存。 后进行 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ
反应条件为 ９５℃ ３０ ｓ；９５℃ ３ ｓ，６０℃ ３０ ｓ，４０ 个

循环。
１􀆰 ２􀆰 ６　 免疫组化检测肺组织 ｍＴＯＲ 蛋白表达

采用 ＩＭＳ 细胞图像分析系统医学图像分析软

件，对免疫组织化学结果进行图像采集和定量分

析。 每张切片在高倍镜下随机选择不相重叠的 ３ 个

视野，细胞核为蓝色，ｍＴＯＲ 阳性细胞为棕黄色。 计

算出每例样本的蛋白染色阳性细胞面积率（蛋白染

色阳性细胞面积率 ＝ 阳性细胞面积 ／总面积） 作为

比较参数。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＨＥ 染色观察肺组织病理形态

右上肺组织常规 ４％ 多聚甲醛固定后，自动脱

水机进行脱水和浸蜡后，用石蜡包埋肺组织，用切

片机切取 ５ ｐｍ 厚度肺组织，漂片及装片，常规 ＨＥ
染色，光镜下观察肺组织病理形态学的变化。
１􀆰 ３　 统计学方法

实验结果以均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ） （表示，用
ＳＰＳＳ ２１ 统计软件处理。 多组均数采用单因素方差

分析，组间两两比较用 ＬＳＤ 检验；Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差

异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 各组肺组织 ｍＴＯＲ 蛋白表达及肺泡灌洗液巨

噬细胞 ＲＰＳ６ＫＢ１ 基因表达的比较

与正常组比较，模型组 ｍＴＯＲ 阳性面积率明显

降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、ＲＰＳ６ＫＢ１ 基因表达明显升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）；与模型组比较，宣肺方高剂量组 ｍＴＯＲ 蛋

白表达阳性面积率明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、宣肺汤高

剂量组 ＲＰＳ６ＫＢ１ 基因表达明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
见表 １。
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表 １　 肺组织 ｍＴＯＲ 蛋白及肺泡灌洗液巨噬细胞 ＲＰＳ６ＫＢ１ 基因表达的比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ＲＰＳ６ＫＢ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ｍＴＯＲ 阳性面积率（％ ） ＲＰＳ６ＫＢ１ｍＲＮＡ（ × １０ － ２）
正常组 Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 １６ ± ０􀆰 ３６ ０􀆰 ７９ ± ０􀆰 １８
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ７１ ± ０􀆰 ０８＃＃ １􀆰 １６ ± ０􀆰 ３２＃

地塞米松组 Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ４３ ± ０􀆰 １０＃＃ ０􀆰 ８３ ± ０􀆰 ０７
宣肺方高剂量组 Ｘｕａｎ Ｆｅｉ ｆｏｒｍｕｌａ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ４２ ± ０􀆰 ２３∗∗ ０􀆰 ７１ ± ０􀆰 ０６∗

宣肺方低剂量组 Ｘｕａｎ Ｆｅｉ ｆｏｒｍｕｌａ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ３５ ± ０􀆰 １３ １􀆰 １０ ± ０􀆰 ３８
注：与正常组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

２􀆰 ２　 各组支气管肺泡灌洗液 ＴＮＦ － α、ＩＬ － １β、ＩＬ
－６ 含量的比较

与正常组比较，模型组 ＴＮＦ － α、ＩＬ － １β、ＩＬ － ６
均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组比较，地塞米松

组 ＴＮＦ － α、ＩＬ － １β、ＩＬ － ６ 均明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
宣肺方高剂量组 ＴＮＦ － α、 ＩＬ － ６ 明显降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），宣肺方低剂量组 ＴＮＦ － α 明显降

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见表 ２。

表 ２　 各组支气管肺泡灌洗液 ＴＮＦ － α、ＩＬ － １β、ＩＬ － ６ 含量的比较（ｐｇ ／ ｍＬ， 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＮＦ － α， ＩＬ － １β ａｎｄ ＩＬ － ６ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｐｇ ／ ｍＬ， 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ６）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＴＮＦ － α ＩＬ － １β ＩＬ － ６
正常组 Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ２４６􀆰 １６ ± １８􀆰 ５２ ３２􀆰 ４７ ± ２􀆰 ６１ １２７􀆰 ４９ ± １７． ４４
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２８６􀆰 ３３ ± １５􀆰 ６３＃ ３６􀆰 ４２ ± ２􀆰 ９５＃ １４７􀆰 ６２ ± ７． ７８＃

地塞米松组 Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ ２４１􀆰 ０２ ± １８􀆰 ４７∗ ３０􀆰 ４３ ± ３􀆰 ４５∗ １３３􀆰 ００ ± ４． ５９∗

宣肺方高剂量组 Ｘｕａｎ Ｆｅｉ ｆｏｒｍｕｌａ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２３３􀆰 ４３ ± ２０􀆰 ５５∗∗ ３５􀆰 ５０ ± ２􀆰 ８９ １３６􀆰 ２４ ± ４． ５８∗

宣肺方低剂量组 Ｘｕａｎ Ｆｅｉ ｆｏｒｍｕｌａ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２４０􀆰 ６４ ± １７􀆰 ４７∗∗ ３３􀆰 ４９ ± ５􀆰 ５７ １３７􀆰 ４４ ± ４． １２
注：与正常组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与模型组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

２􀆰 ３　 各组肺组织 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白的表达

与正常组比较，模型组 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达明显

减低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组比较，宣肺方高剂量组

ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见图 １、
图 ２。

注：１． 正常组；２． 模型组；３． 地塞米松组；４． 宣肺方高剂量组；
５． 宣肺方低剂量组。

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测肺组织中 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达

Ｎｏｔｅ． １． Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ． ２． Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． ３． Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ
ｇｒｏｕｐ． ４． Ｘｕａｎ Ｆｅｉ ｆｏｒｍｕｌａ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ． ５． Ｘｕａｎ Ｆｅｉ
ｆｏｒｍｕｌａ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ｐ⁃ｍＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

２􀆰 ４　 ＨＥ 染色光镜下观察肺组织病理结构

由图 ３ 可见，正常组肺组织结构清晰，未见明显

病理性改变；模型组肺组织内可见局部肺出血、坏
死（ ＋ ），肺小静脉扩张，血管内白细胞数显著增多

（ ＋ ＋ ），肺间质水肿、炎细胞浸润（ ＋ ）；与模型组相

比，各治疗组见轻度间质性肺炎（ ＋ ）。

注：与正常组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型组比较，∗Ｐ

＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ２　 肺组织中 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃ Ｐ ＜

０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ｐ⁃ｍＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ

３　 讨论

急性肺损伤（ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ， ＡＬＩ）及其诱发

的急性呼吸窘迫综合征 （ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＲＤＳ）是临床危重症发生急性呼吸衰竭

４３４
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注：Ａ． 正常组； Ｂ． 模型组； Ｃ． 地塞米松组； Ｄ． 宣肺方高剂量组； Ｅ． 宣肺方低剂量组。

图 ３　 光镜下观察大鼠肺组织病理学改变（ＨＥ × ２００）
Ｎｏｔｅ： Ａ． Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ． Ｄ． Ｘｕａｎ Ｆｅｉ ｆｏｒｍｕｌａ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ． Ｅ． Ｘｕａｎ ｌｕｎｇ
ｆｏｒｍｕｌａ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＨＥ × ２００）

的主要原因，病死率高达 ５０％ 。 ＡＬＩ ／ ＡＲＤＳ 发病机

制错综复杂，各种以肺为靶目标的传染病（如传染

性非典型肺炎、 Ｈ７Ｎ９ 禽流感等）、生物化学损伤、
严重外伤与创伤后感染、休克、中毒均可成为 ＡＬＩ 的
主要发病因素，其病理基础均表现为肺内失控的炎

症反应所致的肺毛细血管膜损伤、肺水肿及透明膜

形成［８］。 有研究证明，ＬＰＳ 跨膜信号转导的胞内受

体 ＴＬＲ４ 引起 ＮＦ － κＢ 的活化，肿瘤坏死因子（ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）在激活的巨噬细胞和 Ｔ 淋巴细

胞中表达，ＴＮＦ 与 ＴＮＦＲ１ 结合亦可激活 ＮＦ － κＢ 和

激活蛋白 ＡＰ － １，诱导前炎症因子 ＴＮＦ － α、ＩＬ － １β
和 ＩＬ － ６ 的合成释放，从而造成组织损害［９］。

ｍＴＯＲ 是一种非典型丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶，
为磷脂酰肌醇激酶相关激酶家族成员［１０］。 ｍＴＯＲ
信号通路参与调控肺损伤时肺血管内皮细胞、肺泡

上皮细胞的生物学特性［１１］。 当细胞外环境发生变

化时， ｍＴＯＲ 通 过 激 活 下 游 效 应 蛋 白 Ｓ６Ｋ１
（ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ６ ｋｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ １）参与调节

细胞生长、分化增殖及蛋白合成等过程。 Ｓ６Ｋ１ 的激

活可以通过磷酸化的 Ｓ６ 核糖体蛋白，促进细胞增

殖和蛋白质合成［１２］。 研究表明，ＬＰＳ 诱导巨噬细胞

干扰调节因子 － １ （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ － １，
ＩＲＦ － １）的表达，激活 ｍＴＯＲ ／ Ｓ６Ｋ１ 抑制细胞自噬的

发生，对细胞损伤具有保护性作用［１３］。
急性肺损伤属于中医学“喘证”范畴，其病机主

要是痰热壅肺、宣降失常，治宜宣肺泄热化痰，选用

宣肺方，方中以石膏清肺胃之热，杏仁、瓜蒌皮宣降

肺气，化痰定喘。 宣肺方中瓜蒌提取的氨基酸有较

强的祛痰作用，其中半胱氨酸能裂解痰液黏蛋白，
降低痰液粘度，使痰易于咯出，天门冬氨酸可促进

成熟的 Ｔ 淋巴细胞生成转化，有效减少炎性物质分

泌［１４］；杏仁中苦杏仁苷进入体内后分解为氢氰酸和

苯甲醛，氢氰酸对呼吸中枢可产生一定的抑制作

用，而达到平喘镇咳的效果。 另外，苦杏仁苷还被

发现具有镇痛及抗凝血作用［１５］；生石膏可有效抑制

发热时过度兴奋的体温中枢，有强效迅速的退热作

用。 生石膏服用后，经胃酸的作用，部分会转变为

可溶性钙盐吸收，使血液的浓度增加，从而抑制肌

肉兴奋性，起到镇静、解痉作用，同时降低血管的通

透性［１６］。
本实验研究结果表明，与正常组比较，模型组

肺组织内可见局部肺出血、坏死，肺小静脉扩张，血
管内白细胞数显著增多，肺间质水肿、炎细胞浸润；
且 ＴＮＦ － α、ＩＬ － １β、ＩＬ － ６ 均升高，表明内毒素急性

肺损伤模型成功。 且模型组 ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表

达降低，ＲＰＳ６ＫＢ１ 基因表达明显升高，表明 ＡＬＩ 发

病机制与 ＴＮＦ － α、ＩＬ － １β、ＩＬ － ６ 升高，ＲＰＳ６ＫＢ１ 基

因表达升高及 ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达降低有关。
与模型组相比，宣肺方组 ＴＮＦ － α、ＩＬ － ６、ＲＰＳ６ＫＢ１
基因表达明显降低，ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达显著

升高。 表明宣肺方对内毒素诱导大鼠急性肺损伤

有保护作用，其机制可能与其能够下调 ＴＮＦ － α、ＩＬ

５３４
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－ ６、ＲＰＳ６ＫＢ１ 基因表达和上调 ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋

白表达有关。
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