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#摘要$

!

目的
!

研究姜黄素对机械通气相关性肺损伤的保护作用及其分子机制&方法
!

将
65

只健康的日本大耳白兔分为

对照组'损伤组和姜黄素组&其中对照组采用正常潮气量
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$

Y

C

通气#损伤组采用
<5'D

$

Y

C

大潮气量机械通气诱导肺损伤#

姜黄素组在损伤组基础上给予姜黄素鼻饲!并分别予以血红素氧合酶
!

"

E &̂!

%激动剂钴原卟啉"

H.GG

%和抑制剂锌原卟啉"

f-&

GG

%干预&实验过程中检测氧合指数!

;:,

后处死动物获取肺组织标本检测肺组织湿干比"

U

$

V

%'丙二醛"

=VM

%水平及髓过氧

化物酶"

=Ĝ

%活性#用实时荧光定量
&

聚合酶链反应"

I>j&GHI

%法检测
E &̂!'IBM

表达水平!比色法检测其活性!酶联免疫吸

附试验"

%D@JM

%检测肺泡灌洗液"

WMDA

%中肿瘤坏死因子
#

"

>BA&

#

%及白细胞介素
7

"

@D&7

%水平&结果
!

与对照组比较!损伤组氧

合指数明显降低!
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V
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=VM

水平及
=Ĝ

活性'肺损伤总积分增加"
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505#

%&姜黄素干预后!姜黄素组氧合指数较损伤组明显

增加!

U

$

V

'

=VM

水平'

=Ĝ

活性及肺损伤总积分明显降低#

WMDA

中
>BA&

#

及
@D&7

水平明显降低!

E &̂!

活性及
'IBM

表达

水平明显增加"
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%&姜黄素组经
E &̂!

激动剂
H.GG

处理后
>BA&

#

'

@D&7

'肺损伤积分明显降低#经
E &̂!

抑制剂
f-GG

处

理后
>BA&

#
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@D&7

'肺损伤积分明显增加&结论
!

姜黄素可能通过上调
E &̂!

表达!从而改善机械通气相关性肺损伤兔肺部气体

交换功能!减轻炎性反应&
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姜黄素是从姜黄属植物中分离出来的一种低分子质量多

酚类化合物#其结构为双阿魏甲烷#具有广泛的作用$随着

对姜黄素研究的日益深入#已证实其具有广泛的药理学活性#

它不仅可作为一种非甾体类抗炎药物使用#而且还具有较好的

化学预防特性$姜黄素能通过调节多条细胞信号通路)
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#抑

制或促进肿瘤坏死因子
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"+白细胞介素
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"等细胞

;656
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力学及机械通气的研究$
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因子的表达)

<

*

#能安全无毒地发挥其抗炎+抗氧化+抗感染+抗

肿瘤+抗肺纤维化等广泛的药理活性)

6

*

$研究表明姜黄素能通

过
>KA&!

'

J=MV6

途径抑制脓毒血症导致的肺损伤)

;

*

(同时#

姜黄素还能通过抑制核因子
&

.

W

!

BA&

.

W

"及抗氧化作用抑制机

械通气膈肌废用性萎缩)

#
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$

最近#有研究还发现姜黄素是血红素氧合酶
!

!

E &̂!

"强

有力的诱导剂#其抗氧化作用可能主要依赖于诱导
E &̂!

蛋白

表达)

7&9

*

$已知
E &̂!

广泛表达于细胞微粒体内#是可由多种

理化因素诱导的抗氧化酶#它可使细胞内游离血红素催化降解

从而生成胆红素和
Ĥ

等)

:

*

#

E &̂!

'胆红素'
Ĥ

系统具有强烈

的抗氧化+抗凋亡和抗炎等作用#是细胞内十分重要的内源性

保护体系#与心+肺+脑+肾等多种器官疾病密切相关$诱导

E &̂!

高表达对于延缓疾病的进展有重要生物学作用#尤其对

组织器官具有重要的保护作用#因而成为目前研究的热点)
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$

机械通气相关性肺损伤的本质是气压伤+剪切伤导致大量炎性

介质释放而形成的生物伤)
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*

$因此#作者假设姜黄素能够通

过各种分子途径提高
E &̂!

水平#抑制
>BA&

#

+

@D&7

等炎性细

胞因子释放#从而达到减轻机械通气相关性肺损伤的目的$
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材料与方法

=0=

!

材料

=0=0=

!

实验动物
!

健康清洁级日本大耳白兔
65

只#月龄
6

/

7

月#体质量
<06

/

60<Y

C

#由广东省高要市实验动物中心

提供$

=0=0>

!

实验仪器与试剂
!

%R)/(;

呼吸机!德国德格尔公司"(

)&J>M>

全自动血气分析仪!美国
MTT.//

公司"(

J\WIGO2')L

%L>(

S

>= GHI])/

!日本
>(](I(

公司"(

"755VBM

扩增仪

!美国
G%

生物系统公司"(

9#55

型实时定量
GHI

仪!美国
MW@

公司"$姜黄素及
>BA&

#

+

@D&7

酶联免疫吸附试验!

%D@JM

"检

测试剂盒!广州蓝吉生物科技有限公司"(丙二醛!

=VM

"和髓

过氧化物酶!

=Ĝ

"检测及反转录试剂盒!广州吉坤生物医学

有限公司"(戊巴比妥钠+钴原卟啉!

H.GG

"和锌原卟啉!

f-GG

#

美国
J)

C

'(

公司"$
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方法
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肌内注射
6X

戊巴比妥钠
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C

'

Y

C

诱导麻醉后#

行气管切开#插入气管套管及胃管#分离左侧颈总动脉采集动

脉血$从耳静脉滴注乳酸林格液
7'D

,

Y

C

$!

,

,

$!维持生理

需要用以补充丧失的液体并维持血压稳定$动物准备阶段采

用容量控制通气模式!

@GG_

模式"#潮气量!

_>

"

:'D

'

Y

C

#吸

氧分数为
#5X

#吸呼比为
!e<

#呼气末正压
61'E

<

^

#根据动

脉血气分析频率调整呼吸频率保持动脉血二氧化碳分压

!
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<

"在
6#

/

;5''E

C

$
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分组及干预
!

稳定
65')-

后记录各项基础参数#分为

6

组$!

!

"对照组!

%h7

"%继续予以初始常规潮气量
:'D

'

Y

C

通气$!

<

"损伤组!

%h7

"%大潮气量
<5'D

'

Y

C

通气)

!!
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#鼻饲生

理盐水$!

6

"姜黄素组!

%h7

"%大潮气量
<5'D

'

Y

C

通气#鼻饲

姜黄素
<55'

C

'

Y

C

#每日
6

次$为验证姜黄素是否通过
E &̂!

影响炎性因子及肺损伤#另设两亚组%姜黄素
gH.GG

组!

%h

7

"#大潮气量
<5'D

'

Y

C

#鼻饲姜黄素
<55'

C

'

Y

C

#每日
6

次#并

腹腔注射
H.GG!#'

C

'

Y

C

(姜黄素
gf-GG

组!

%h7

"#大潮气量

<5'D

'

Y

C

#鼻饲姜黄素
<55'
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Y
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#每日
6

次#并腹腔注射
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血气分析+肺组织湿干比!
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V
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=VM

水平及
=Ĝ

活性的测定
!

采用
)&JM>M

便携式血气分析仪检测实验开始

及实验结束时动脉血氧分压!

G(̂

<

"#并根据
G(̂

<

'吸入氧浓

度!

A)̂

<

"计算氧合指数$通过静脉注射
!5X

氯化钾!

]H*

"处

死兔#取右肺组织
#

块#获得湿重#

:5a

烤箱内放置
<;,

#获取

干重#计算
U

'

V

$

=VM

水平按试剂盒说明书的步骤进行%加

入样品及试剂混匀后
"# a

水浴
65')-

#

;#55O

'

')-

离心

!#')-

#测定 上 清 中 吸 光 度 !

B

"值$

#5 'D

磷 酸 二 氢 钾

!

]E

<

Ĝ

;

"加入肺组织后超声破碎#经过
6

个冻融循环#

;a

!#555̀

C

离心
!5')-

$

<5

"

D

组织上清液与
;5

"

D

分析缓冲

液混合后#于
6')-

内在
;75-'

处检测
=Ĝ

的活性$

=0>0?
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支气管肺泡灌洗液的采集及细胞因子测定
!

在大耳白

兔右主支气管部位对右肺进行结扎#左肺插管注入
65'D

生

理盐水并收集肺泡灌洗液$

%D@JM

法测定
>BA&

#

+

@D&7

水平$
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肺组织
E &̂!

活性及
E &̂!'IBM

的表达
!

E &̂!

的

活性按参考文献)
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*提供的方法进行测定#用考马斯亮蓝法检

测蛋白水平$用
>O)[.*

试剂提取肺组织总
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#反转录合成
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%上游引物
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#下游引物
#b&KKMMK>MKMKHKKKKHK>MK&
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肌动蛋白!

$

&(1/)-

"%上游引物
#b&HHHM>H>MHKMK

KKH>MHKH&6b

#下游引物
#b&HMK KMM KKHH>K KMM

HM&6b

$反应结束后进行琼脂糖凝胶电泳及拍照$每个反应管

内的荧光信号达到设定的域值时所经历的循环数以
H/

值表

示#样本的相对表达量为
<

$

""

H>

$

=0>0A

!

病理学分析
!

通气
;:,

后以
!5X]H*

处死动物#取肺

组织以
!5X

甲醛固定#石蜡包埋切片#苏木素
&

伊红!

E%

"染色#

选取其中
;

项具有代表意义的病变并积分$包括%肺泡水肿+

肺泡出血+肺泡中性粒细胞浸润+微血栓形成$使用显微镜选

取病理标本切片四周及中心位置
#

个互不重叠的视野进行评

估$放大
!55

倍#必要时切换至
<#5

倍进一步确认$在评分系

统中#

!

/

;

分代表某一病理特点的严重程度%基本正常
!

分#

轻度
<

分#中度
6

分#重度
;

分(每张病理切片每个病理特点
#

个视野的评分均数代表该病理切片这一病理特点的评分情况$

最后用每只实验兔的
#

张病理切片均值及所观察病理特点指

标之和来反映整个肺组织的损伤情况$

=0?

!

统计学处理
!

采用
JGJJ!905

统计软件进行数据分析#

计量资料以
Li=

表示$各组间样本均数比较采用单因素方差

分析#组间两两多重比较采用
DJV&7

检验$方差不齐的定量资

料采用
]OF+Y(*&U(**)+E

检验#两两多重比较采用
B2'2-

3

)

法

检验$以
!

$

505#

为差异有统计学意义$

>

!

结
!!

果

>0=

!

各组血气分析
!

与对照组相比#损伤组氧合指数明显降

低!

!

$

505!

"$姜黄素干预后#姜黄素组氧合指数较损伤组明

显增加#差异有统计学意义!

!

$

505!

"$见图
!

$

>0>

!

各组肺组织中
U

'

V

+

=VM

水平及
=Ĝ

和
E &̂!

活性的

变化
!

损伤组
U

'

V

+

=VM

水平和
=Ĝ

活性高于对照组#差

异有统计学意义!

!

$

505!

"$姜黄素干预后#肺组织
U

'

V

+

=VM

水平和
=Ĝ

活性均下降#差异有统计学意义!

!

$

505#

"$姜黄素干预后#姜黄素组
E &̂!

活性明显高于对照组

及损伤组$见表
!

+图
<

$

>0?

!

各组肺组织中
E &̂!'IBM

表达
!

结果显示#对照组中

E &̂!'IBM

表达水平低#损伤组表达增加#而给予姜黄素处
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理后#

E &̂!'IBM

表达水平明显增加#见图
6

$

!!

&

%

!

$

505!

#与对照组比较(

0

%

!

$

505#

#与损伤组比较$

图
!

!!

各组血气分析结果

表
!

!!

各组肺组织中
=VM

水平及
=Ĝ

和
E &̂!

!!!!

活性的变化(

Li=

)

组别
%

=VM

!

-'.*

'

'

C

"

=Ĝ

!

1

M

'

')-

,

C

,

N

O./2)-

"

Ê&!

)

-'.*

'!

'

CN

O./2)-

,

,

"*

对照组
7 :0<"i!06" !0":i509" !#7079i##0<7

损伤组
7 !"0<<i!09;

&

!<0<<i<09#

&

6790<#i9"077

&

姜黄素组
7 !<066i<0!"

0

#079i!0::

0

76"0<<i!5#067

0

!!

&

%

!

$

505!

#与对照组比较(

0

%

!

$

505#

#与损伤组比较$

>0@

!

各组细胞因子水平测定
!

与对照组相比#损伤组
>BA&

#

和
@D&7

水平明显增加!

!

$

505#

"$姜黄素干预后#姜黄素组

>BA&

#

和
@D&7

水平明显降低!

!

$

505#

"$此外#给予
E &̂!

激

动剂
H.GG

后#

>BA&

#

及
@D&7

的水平进一步降低#而
E &̂!

抑

制剂
f-GG

处理后#

>BA&

#

及
@D&7

的水平明显增加!

!

$

505#

"#见表
<

$

!!

&

%

!

$

505!

#与对照组比较(

0

%

!

$

505#

#与损伤组比较$

图
<

!!

各组
U

+

V

的变化

!!

=

%标准分子量(

!

%对照组(

<

%损伤组(

6

%姜黄素组$

图
6

!!

各组肺组织中
E &̂!'IBM

相对表达水平

>0A

!

各组肺损伤总积分的对比
!

各组肺泡水肿+肺泡中性粒

细胞浸润+肺泡出血+微血栓形成之间存在明显差异#损伤组总

积分明显增加!

!

$

505#

"$姜黄素干预后#姜黄素组总积分明

显降低!

!

$

505#

"$此外#给予
E &̂!

激动剂
H.GG

后#总积分

降低#而
E &̂!

抑制剂
f-GG

处理后#总积分明显增加!

!

$

505#

"#见表
6

$

表
<

!!

各组
>BA&

#

和
@D&7

水平比较(

NC

+

'D

*

%h7

*

Li=

)

项目 对照组 损伤组 姜黄素组 姜黄素
gH.GG

组 姜黄素
gf-GG

组

>BA&

#

!6076i70": ;<7077i##0:9

&

<<:0":i9"06#

0

":09"i650#7

"

66:096i7"097

"

@D&7 #07:i<0"6 :70<#i!50;"

&

;!07<i!90<7

0

!#0""i709:

"

760<<i!#09!

"

!!

&

%

!

$

505#

#与对照组比较(

0

%

!

$

505#

#与损伤组比较(

"

%

!

$

505#

#与姜黄素组比较$

表
6

!!

各组肺损伤总积分的对比(

Li=

*

%h7

)

项目 对照组 损伤组 姜黄素组 姜黄素
gH.GG

组 姜黄素
gf-GG

组
S !

肺泡水肿
50:i50# 606i50# <0!i509 <0!i50# 609i50# :0"##

$

505!

肺泡中性粒细胞浸润
50"i506 <0:i507 <0#i507 !0:i50# 606i50< ;0!#<

$

505#

肺泡出血
509i50; <0"i50# <0<i507 <05i50; 60;i50# ;0#<7

$

505#

微血栓形成
50:i506 609i50; <0!i506 <0!i506 60#i506 60"6#

$

505#

总积分
60<i!0# !<09i!0! "07i50: :0!i509 !;0"i!0# !:0755

$

505!

?

!

讨
!!

论

机械通气可以通过一系列机制导致机械通气相关性肺损

伤$机械通气相关性肺损伤形成的机制主要包括%气压伤+容

积伤及肺泡反复开闭导致的剪切伤$除直接的结构性损伤外#

这些机械力还会促进炎性细胞因子的释放和中性粒细胞的聚

集#导致局部和全身性炎症增加#形成生物伤#并随着血液循环

将炎症播散到肺外器官#造成多器官功能衰竭#最终使机械通

气患者病死率增加$

本研究采用大潮气通气建立机械通气相关性肺损伤的动

物模型)

!!

*

#研究结果显示#大耳白兔使用大潮气通气后#其氧

合指数小于
655'' E

C

#肺组织
U

'

V

+

=VM

水平和
=Ĝ

活

性的变化#以及炎性介质浓度和肺损伤总积分与对照组差异有

统计学意义!

!

$

505#

"#这表明大潮气量机械通气可造成机械

通气相关性肺损伤$

近年来#针对机械通气相关性肺损伤的防治是研究的热

点$姜黄素是从姜黄属植物中分离出来的一种低相对分子质
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量多酚类化合物#其结构为双阿魏甲烷$姜黄素不仅作为一

种非甾体类抗炎药物被使用#而且还具有化学预防特性#被证

实具有广泛的药理学活性$

本研究显示#姜黄素组能提高氧合指数#表明姜黄素能有

效改善肺组织的氧合和肺换气功能$同时#姜黄素组
U

'

V

下

降#表明姜黄素能改善肺微血管的通透性#降低肺水肿的形成$

众所周知#中性粒细胞的聚集在缺血
&

再灌注损伤中发挥重要

的作用#是机械通气相关性肺损伤中重要的因素之一$因此#

抑制中性粒细胞渗出可减轻肺损伤#改善患者的预后)

!<

*

$

=Ĝ

活性是间接评价中性粒细胞渗出的重要指标之一$本研

究发现#姜黄素能降低
=Ĝ

活性#

>BA&

#

+

@D&7

的水平也下

降#提示姜黄素能抑制中性粒细胞的释放#降低炎性因子水平#

从而减轻机械通气相关性肺损伤$

E &̂!

在人及哺乳动物组织内广泛存在#能催化血红素分

解成胆绿素+

Ĥ

和铁离子的关键限速酶$近年来发现它除了

具有降解血红素功能外#还具有抗炎症+抗氧化损伤的作

用)

!6

*

#较多的研究表明它具有重要组织器官的保护作用#从而

降低重症患者的多器官功能障碍#因此成为目前研究的热点之

一$在许多病理情况下#如缺血
&

再灌注时#大量游离血红蛋白

和血红素产生$当血红素与体内的氧分子发生反应时#可催化

产生大量具有细胞毒性的氧自由基#因而导致
VBM

损伤+脂

质过氧化及蛋白质变性#加重组织器官的损伤$

E &̂!

作为催

化血红素分解的关键限速酶#可降解血红素#从而产生细胞保

护效应)

!;

*

$因此#寻求
E &̂!

的诱导剂#对防治各种炎性损伤

具有重要意义$本研究表明损伤组
E &̂!

的活性及
'IBM

表

达水平增加#可能是机体正常反馈性保护发挥作用$而经姜黄

素处理后#

E &̂!

活性及表达明显增加#同时分别采用
E &̂!

激

动剂
H.GG

及特异性抑制剂
f-GG

处理后#

>BA&

#

+

@D&7

的水平

及肺损伤总积分分别明显降低及增加#表明诱导
E &̂!

表达后

能抑制细胞因子的产生#而特异性抑制
E &̂!

表达能明显逆转

姜黄素对细胞因子的抑制作用#加重肺损伤#这表明上调
E &̂

!

的表达可能是姜黄素抗炎的重要机制之一$

本实验研究表明#姜黄素能改善氧合#减轻机械通气相关

性肺损伤的肺组织水肿#同时能通过上调
E &̂!

的表达#抑制

机械通气过程中促炎因子的释放#对机械通气肺损伤具有一定

的肺保护作用$因此#在机械通气患者肠内营养加入姜黄素#

对机械通气患者可能具有一定的肺保护作用#具有一定的临床

应用价值$

参考文献

)

!

*

J,2,[(4M

#

D22\J0=.*21F*(O'21,(-)+'+.P1FO1F')-

(1/).-

%

+)

C

-(*/O(-+4F1/).-

)

c

*

0W).P(1/.O+

#

<5!6

#

6"

!

!

"%

<9&670

)

<

*

M

CC

(OQ(*WW

#

KF

N

/(JH

#

JF-

C

W0HFO1F')-

%

M- Ô(**
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