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摘要：目的　基于核因子Ｅ２相关因子２（ＮＲＦ２）／ＰＴＥＮ诱导假定激酶１（ＰＩＮＫ１）
通路探索吴茱萸次碱对慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）大鼠的改善作用，及其对气
道上皮屏障的修复作用。方法　用烟熏联合气道滴注脂多糖的方法构建 ＣＯＰＤ
大鼠模型，并随机分为模型组、对照组和低、中、高剂量实验组，每组１０只；另取
１０只正常大鼠作为正常组。低、中、高剂量实验组按１０ｍＬ·ｋｇ－１的剂量分别腹
腔注射１５、３０、６０ｍｇ·ｍＬ－１的吴茱萸次碱；对照组按１０ｍＬ·ｋｇ－１的剂量灌胃给
予４０５×１０－２ｍｇ·ｍＬ－１的醋酸泼尼松；正常组和模型组均腹腔注射等量０９％
ＮａＣｌ。６组大鼠每天给药１次，连续给药２８ｄ。用小动物肺功能测定仪测定大
鼠的第１秒用力呼气容积（ＦＥＶ１）和用力肺活量（ＦＶＣ），用酶联免疫吸附试验法
测定肺泡灌洗液中白细胞介素（ＩＬ）和干扰素 －γ（ＩＮＦ－γ）的水平，用蛋白质印
迹法测定肺组织中ＰＩＮＫ１和ＮＲＦ２蛋白的表达水平。结果　中、高剂量实验组
和对照组、模型组、正常组的 ＦＥＶ１分别为（５１７±０１６）、（６３６±０１２）、
（５０６±００７）、（２２４±０２０）和（６８４±０１１）ｍＬ，ＦＶＣ分别为（６７１±０１３）、
（７５６±０１２）、（６８１±００７）、（４４６±０１４）和（７９２±０１１）ｍＬ，肺泡灌洗液中
ＩＬ－１２水平分别为（７０８±０５１）、（９０３±０５４）、（７９２±０７９）、（３６１±１０１）
和（１０１５±０８２）ｐｇ·ｍＬ－１，肺泡灌洗液中 ＩＬ－９水平分别为（２２４９±２２７）、
（１５０２±１４１）、（１７４７±１８４）、（３８７２±１２８）和（１１７８±０９４）ｐｇ·ｍＬ－１，肺
泡灌洗 液 中 ＩＮＦ－γ水 平 分 别 为 （１３１８±０５４）、（１６２５±０６０）、
（１５２３±０４３）、（６９７±０８９）和（１７２２±１１５）ｐｇ·ｍＬ－１，ＰＩＮＫ１蛋白相对表
达水平分别为１１０±００６、１３０±００９、１１８±０１５、０４２±００３和１６１±００５，
ＮＲＦ２蛋白相对表达水平分别为 ０９１±００５、１４６±００３、１３５±００７、
０５３±００７和１６４±０１１。中、高剂量实验组和对照组的上述指标与模型组相
比，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。结论　吴茱萸次碱能够抑
制ＣＯＰＤ大鼠的炎症反应，改善ＣＯＰＤ大鼠的肺功能，修复ＣＯＰＤ大鼠的气道上
皮屏障，其机制可能与调节ＮＲＦ２／ＰＩＮＫ１通路有关。
关键词：吴茱萸次碱；慢性阻塞性肺疾病；核因子Ｅ２相关因子２／ＰＴＥＮ诱导假定
激酶１通路；气道改善
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　　慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是以咳嗽咳痰、胸闷喘息为主要临床特
征的呼吸系统常见疾病。研究表明，ＣＯＰＤ的发生与吸
烟、空气污染等因素密切相关［１－２］。目前，ＣＯＰＤ的治疗
存在治疗效果差，患者依从性低等缺点，所以ＣＯＰＤ治疗
药物及方案的研发仍是当前的主要任务之一。近年来，

研究发现，核因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ
２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，ＮＲＦ２）／ＰＴＥＮ诱导假定激酶 １
（ＰＴＥＮ－ｉｎｄｕｃｅｄｐｕｔａｔｉｖｅｋｉｎａｓｅ１，ＰＩＮＫ１）通路是与
ＣＯＰＤ的发生及进展密切相关的重要通路，其过度抑制
可能是导致ＣＯＰＤ进展的关键因素［３］。吴茱萸次碱是从

植物吴茱萸中提取得到的单体化合物，其对肺组织具有

一定的保护作用［４］。本实验旨在探索吴茱萸次碱对

ＣＯＰＤ大鼠肺组织的保护作用，以及其对ＮＲＦ２／ＰＩＮＫ１通
路的调节作用，为吴茱萸次碱的药理作用研究提供参考。

材料与方法

１　材料
动物　雄性无特定病原体级ＳＤ大鼠，鼠龄６～８周，

体质量２２０～２８０ｇ，购自湖南斯莱克景达实验动物有
限公司。动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（湘）２０２１－０００２。
本实验经宁波市中医院动物伦理委员会批准（伦理批

号：２０２２第０７９号－０３）。
药品与试剂　吴茱萸次碱，规格：每瓶２０ｍｇ，纯

度：≥９８％，批号：２１０３１８，醋酸泼尼松，规格：每瓶
１００ｍｇ，纯度：≥９８％，批号：２１０９０５，均由北京索莱宝
科技有限公司生产。白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－１２
酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒，泉州市九邦生物科技有限公司
生产；干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＮＦ）－γＥＬＩＳＡ试剂盒，上海
谷研实业有限公司生产；ＩＬ－９、ＩＬ－１３ＥＬＩＳＡ试剂
盒，均由上海臻科生物科技有限公司生产；ＩＬ－４、
ＩＬ－１βＥＬＩＳＡ试剂盒，均由武汉华美生物工程有限公
司生产；ＰＩＮＫ１兔抗体，上海碧云天生物科技有限公
司生产；甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、闭锁小带蛋白 １
（ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎ－１，ＺＯ－１）、表皮 －钙黏蛋白
（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）、ＮＲＦ２兔抗体，均由美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２３）

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司生产。引物，均由武汉赛维尔生物科
技有限公司设计及合成。

仪器　ＧＤ－１０００凝胶成像系统，购自爱思进生
物技术（杭州）有限公司；ＨＣＴ－９６Ｇ梯度聚合酶链反
应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪，华威科创（武
汉）科技有限公司产品；ＩＸ８３荧光倒置显微镜，日本奥
林巴斯公司产品。

２　实验方法
２１　溶液配制

分别称取吴茱萸次碱０７５、１５０和３００ｇ，用二
甲基亚砜２５ｍＬ溶解后，缓慢加入含有吐温８０５ｍＬ
和０９％ ＮａＣｌ４２５ｍＬ中，分别制成质量浓度为１５、
３０、６０ｍｇ·ｍＬ－１的吴茱萸次碱溶液。

称取醋酸泼尼松８１ｍｇ，加入０９％ＮａＣｌ２００ｍＬ充
分混匀，制成质量浓度为４０５×１０－２ｍｇ·ｍＬ－１的醋
酸泼尼松溶液，备用。

２２　模型构建
参照文献［５］的方法建立 ＣＯＰＤ模型大鼠。于造

模开始后的第１和１５天，向大鼠气管内滴入脂多糖
２００μＬ，其余时间将大鼠置于烟熏箱中，每次烟熏
１０ｍｉｎ，每天２次，中间间隔２ｈ，共造模２８ｄ，随机取
３只大鼠进行肺组织病理检查，以大鼠出现精神萎靡，
毛发脱落，同时肺组织出现明显的病理改变视为造模

成功。

２３　动物分组与给药方法
待造模完成后，将大鼠随机分为模型组、对照组

和低、中、高剂量实验组，每组１０只；另取１０只正常
大鼠 作 为 正 常 组。低、中、高 剂 量 实 验 组 按

１０ｍＬ·ｋｇ－１ 的 剂 量 分 别 腹 腔 注 射 １５、３０、
６０ｍｇ·ｍＬ－１的吴茱萸次碱［６］；对照组按１０ｍＬ·ｋｇ－１的
剂量灌胃给予 ４０５×１０－２ｍｇ·ｍＬ－１的醋酸泼尼
松［７］；正常组和模型组均腹腔注射等量 ０９％ＮａＣｌ。
６组大鼠每天给药１次，连续给药２８ｄ。
２４　小动物肺功能测定仪检测大鼠的肺功能［８］

于末次给药２４ｈ后，大鼠经水合氯醛麻醉，用小
动物肺功能测定仪测定各组大鼠的肺功能，包括第

１秒用力呼气容积（ｆｏｒｃｅｄｅｘｐｉｒａｔｏｒｙｖｏｌｕｍｅｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔ
ｓｅｃｏｎｄ，ＦＥＶ１）和用力肺活量（ｆｏｒｃｅｄｖｉｔａｌｃａｐａｃｉｔｙ，
ＦＶＣ），并计算ＦＥＶ１／ＦＶＣ。
２５　ＥＬＩＳＡ法测定肺泡灌洗液中 ＩＬ和 ＩＮＦ－γ的
水平［９］

于末次给药２４ｈ后，大鼠经水合氯醛麻醉，行气
管插管，用磷酸盐缓冲液５ｍＬ灌洗肺组织，重复３次，
收集灌洗液，离心分离上清液，严格按照试剂盒说明

书的步骤进行操作，用 ＥＬＩＳＡ法测定肺泡灌洗液中
ＩＬ－１２、ＩＬ－９、ＩＬ－４、ＩＬ－１３、ＩＬ－１β和 ＩＮＦ－γ的表
达水平。

２６　阿尔辛蓝 －过碘酸雪夫（Ａｌｃｉａｎｂｌｕｅ－ｐｅｒｉｏｄｉｃ
ａｃｉｄＳｃｈｉｆｆ，ＡＢ－ＰＡＳ）染色法测定大鼠杯状细胞
比例［１０］

大鼠经颈椎脱臼法处死后，分离肺组织，用４％中
性甲醛中固定１２ｈ，石蜡包埋并制成５μｍ的切片，用
二甲苯脱蜡后，切片经梯度乙醇脱水，用阿尔辛蓝染

色５ｍｉｎ后，自来水冲洗，用过碘酸染色１０ｍｉｎ，蒸馏
水清洗，雪夫避光染色３０ｍｉｎ，蒸馏水清洗，再经过苏
木精染色１ｍｉｎ，经脱水、透明、封片，在显微镜下观察
拍照，计算杯状细胞比例。杯状细胞比例 ＝ＡＢ－ＰＡＳ
阳性面积／总面积×１００％。
２７　实时定量 ＰＣＲ法测定肺组织中 ＺＯ－１、
Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＰＩＮＫ１和ＮＲＦ２ｍＲＮＡ的相对表达水平［１１］

取肺组织，用裂解液充分裂解后，离心取上清液，

严格按照试剂盒说明书的步骤进行操作。反应体系：

模板ＤＮＡ１μＬ，正反向引物各０８μＬ，ＰＣＲ预混液
１０μＬ，用蒸馏水补充至２０μＬ。反应程序：９２℃预变
性３ｍｉｎ，９２℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，６８℃延伸
３０ｓ，共计 ３０个循环。以甘油醛 －３－磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ － ３ － ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）为内参，以２－ΔΔｃｔ法测定ＺＯ－１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、
ＰＩＮＫ１和ＮＲＦ２ｍＲＮＡ的相对表达水平。
２８　蛋白质印迹法测定肺组织中ＺＯ－１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、
ＰＩＮＫ１和ＮＲＦ２蛋白的表达水平［１２］

取肺组织，用裂解液充分裂解后，离心取上清液，

经电泳分离后，转膜，脱脂牛奶室温封闭１ｈ，分别用
ＧＡＰＤＨ、ＺＯ－１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＰＩＮＫ１、ＮＲＦ２兔抗体
４℃孵育过夜（１∶５００稀释），经磷酸盐缓冲液洗涤后，
用山羊抗兔二抗室温孵育１ｈ（１∶２０００稀释），通过凝
胶成像系统，以 ＧＡＰＤＨ为内参蛋白，用 ＩｍａｇｅＪ
ｖ１８０软件计算ＺＯ－１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＰＩＮＫ１和 ＮＲＦ２
蛋白的相对表达水平。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分析，两两比较用
ＬＳＤ检验。

结　　果

１　吴茱萸次碱对ＣＯＰＤ大鼠肺功能的影响
低、中、高 剂 量 实 验 组 分 别 给 予 １５、３０、
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６０ｍｇ·ｍＬ－１的吴茱萸次碱；对照组给予４０５×１０－２

ｍｇ·ｍＬ－１的醋酸泼尼松；正常组和模型组均给予等
量０９％ＮａＣｌ。

模型组与正常组比较，ＦＥＶ１、ＦＶＣ和 ＦＥＶ１／ＦＶＣ
均显著降低，在统计学上差异均有统计学意义（均

Ｐ＜００５）；低、中、高剂量实验组和对照组的 ＦＥＶ１、
ＦＶＣ和ＦＥＶ１／ＦＶＣ均较模型组显著升高，在统计学上
差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结果见表１。
２　吴茱萸次碱对ＣＯＰＤ大鼠肺泡灌洗液中炎症因子
的影响

模型组与正常组比较，肺泡灌洗液中 ＩＬ－１２和
ＩＮＦ－γ水平均显著降低，ＩＬ－９、ＩＬ－４、ＩＬ－１３和
ＩＬ－１β水平均显著升高，在统计学上差异均有统计学
意义（均Ｐ＜００５）；低、中、高剂量实验组及对照组的

ＩＬ－１２、ＩＮＦ－γ水平均较模型组显著升高，ＩＬ－９、
ＩＬ－４、ＩＬ－１３和ＩＬ－１β水平均较模型组显著降低，在
统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。结果
见表２。
３　吴茱萸次碱对ＣＯＰＤ大鼠杯状细胞比例的影响

ＡＢ－ＰＡＳ染色结果表明：低、中、高剂量实验组和
对照组、模型组、正常组的杯状细胞比例分别为

（２４５５±１９３）％、（１９０２±１５９）％、（１２７２±３４５）％、
（１３９４±２８４）％、（３２８０±３８４）％和（９５５±１２０）％。
模型组与正常组比较，杯状细胞比例显著升高，在统

计学上差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；低、中、高剂量
实验组和对照组的杯状细胞比例均较模型组显著降

低，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。
结果见图１。

表１　６组大鼠肺功能的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｕｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎ６ｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ（ｍｇ·ｍＬ－１） ｎ ＦＥＶ１（ｍＬ） ＦＶＣ（ｍＬ） ＦＥＶ１／ＦＶＣ（％）

Ｎｏｒｍａｌ － １０ ６８４±０１１ ７９２±０１１ ８６３９±１３２
Ｍｏｄｅｌ － １０ ２２４±０２０ ４４６±０１４ ５０３７±４９７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １５００ １０ ３６５±０１３＃ ５９３±０１３＃ ６１６０±２１４＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ３０００ １０ ５１７±０１６＃△ ６７１±０１３＃△ ７７１０±２５５＃△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ６０００ １０ ６３６±０１２＃△▲ ７５６±０１２＃△▲ ８４１１±２４７＃△▲

Ｃｏｎｔｒｏｌ ４０５×１０－２ １０ ５０６±００７＃ ６８１±００７＃ ７４３３±１４３＃

ＦＥＶ１：Ｆｏｒｃｅｄｅｘｐｉｒａｔｏｒｙｖｏｌｕｍｅｉｎ１ｓｅｃｏｎｄ；ＦＶＣ：Ｆｏｒｃｅｄｖｉｔａｌｃａｐａｃｉｔｙ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５

表２　６组大鼠肺泡灌洗液中炎症因子表达水平的比较（ｐｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄｏｆ６ｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ（ｐｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＩＬ－１２ ＩＬ－９ ＩＬ－４ ＩＬ－１３ ＩＬ－１β ＩＮＦ－γ

Ｎｏｒｍａｌ １０１５±０８２ １１７８±０９４ ２０８２±１３８ ９８１±１０２ ３３１７±２５７ １７２２±１１５

Ｍｏｄｅｌ ３６１±１０１ ３８７２±１２８ ４６０２±１９５ ３０１６±１８３ ６８８５±２３６ ６９７±０８９

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ５４５±０９１＃ ３０８０±２２０＃ ３８４６±１６１＃ ２４４１±１１６＃ ５３１３±２３８＃ １０２９±０７７＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ７０８±０５１＃△ ２２４９±２２７＃△ ３０５６±２００＃△ １８７６±１２０＃△ ４６２６±２１４＃△ １３１８±０５４＃△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ９０３±０５４＃△▲ １５０２±１４１＃△▲ ２５７７±２６７＃△▲ １４２８±１２４＃△▲ ３６７８±２５５＃△▲ １６２５±０６０＃△▲

Ｃｏｎｔｒｏｌ ７９２±０７９＃ １７４７±１８４＃ ２８２５±１６０＃ １５５５±１０７＃ ４２１５±１７１＃ １５２３±０４３＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ＩＬ：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ；ＩＮＦ－γ：Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５

图 １　６组大鼠肺组织中杯状细胞的染色情况（阿尔辛蓝－过碘酸雪夫染色，×４００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｇｏｂｌｅｔｃｅｌｌｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆ６ｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ（Ａｌｃｉａｎｂｌｕｅ－ｐｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄＳｃｈｉｆｆ，×４００）
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｄ，Ｅ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｍ，－Ｈｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｆ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　 ６９　　　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２３）

表３　６组大鼠肺组织中闭锁小带蛋白１（ＺＯ－１）、表皮－钙黏蛋白（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）、ＰＴＥＮ诱导假定激酶１（ＰＩＮＫ１）、核因子Ｅ２相关
因子２（ＮＲＦ２）ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎ－１（ＺＯ－１），Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ，ＰＴＥＮ－ｉｎｄｕｃｅｄｐｕｔａｔｉｖｅ
ｋｉｎａｓｅ１（ＰＩＮＫ１）ａｎｄｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ（ＮＲＦ２）ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆ６ｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ｍＲＮＡ

ＺＯ－１ Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ ＰＩＮＫ１ ＮＲＦ２

Ｎｏｒｍａｌ ５７４±０２６ ６０８±０１３ ５５５±０１３ ６４４±０１８
Ｍｏｄｅｌ ０７６±００９ ０５５±０１０ ０９０±００６ ０６５±００８

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １３９±００７＃ １２４±０１１＃ １３９±０１４＃ １００±０１３＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ２９８±００６＃△ ２５８±０１７＃△ ２８８±００４＃△ ３４０±００４＃△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ５００±０１６＃△▲ ４７６±０２０＃△▲ ４０８±００８＃△▲ ４９８±０１１＃△▲

Ｃｏｎｔｒｏｌ ４１７±０１６＃ ４０５±０１３＃ ３２５±００５＃ ４００±０１２＃

Ｇｒｏｕｐ
Ｐｒｏｔｅｉｎ

ＺＯ－１ Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ ＰＩＮＫ１ ＮＲＦ２

Ｎｏｒｍａｌ １３０±００２ １４７±００９ １６１±００５ １６４±０１１
Ｍｏｄｅｌ ０２０±００６ ０２０±００４ ０４２±００３ ０５３±００７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ０４９±００５＃ ０４７±００１＃ ０７０±００２＃ ０６５±００４＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ０７４±０１０＃△ ０６６±０１２＃△ １１０±００６＃△ ０９１±００５＃△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０７±００７＃△▲ １２１±００３＃△▲ １３０±００９＃△▲ １４６±００３＃△▲

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０９２±００５＃ ０９７±００６＃ １１８±０１５＃ １３５±００７＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，
△Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５

图 ２　用蛋白质印迹法检测 ６组大鼠肺组织中 ＺＯ－１、
Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＰＩＮＫ１和ＮＲＦ２蛋白的表达情况
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＯ－１，Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ，ＰＩＮＫ１ａｎｄ
ＮＲＦ２ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆ６ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ－Ｆｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

４　吴茱萸次碱对 ＣＯＰＤ大鼠肺组织中 ＺＯ－１、
Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＰＩＮＫ１、ＮＲＦ２ｍＲＮＡ及蛋白的影响

模型组与正常组比较，大鼠肺组织中 ＺＯ－１、
Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＰＩＮＫ１、ＮＲＦ２ｍＲＮＡ及蛋白相对表达水
平均显著降低，在统计学上差异均有统计学意义（均

Ｐ＜００５）；低、中、高剂量实验组和对照组肺组织中
ＺＯ－１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＰＩＮＫ１、ＮＲＦ２ｍＲＮＡ及蛋白相对
表达水平均显著升高，在统计学上差异均有统计学意

义（均Ｐ＜００５）。结果见表３和图２。

讨　　论

目前，临床中对于 ＣＯＰＤ的治疗存在有效率低、
患者依从性差等缺点，所以对于 ＣＯＰＤ治疗药物的研
发仍是当前工作重点之一。吴茱萸次碱是从中药材

吴茱萸中提取得到的单体化合物，具有抗炎、免疫调

节等作用［１３］。研究证实，吴茱萸次碱在改善大鼠肺

功能及抑制气道炎症因子释放等方面具有显著的效

果［６］。ＦＥＶ１、ＦＶＣ和 ＦＥＶ１／ＦＶＣ是反映肺功能的重
要指标，其水平降低是肺功能下降的重要标志。本实

验结果表明，经吴茱萸次碱治疗后，ＣＯＰＤ大鼠的
ＦＥＶ１和ＦＶＣ水平均显著升高，提示吴茱萸次碱能够
促进ＣＯＰＤ大鼠肺功能的恢复。

肺泡灌洗液中 ＩＬ－１２、ＩＬ－９、ＩＬ－４、ＩＬ－１３、
ＩＬ－１β和ＩＮＦ－γ水平是反映大鼠肺组织炎症状态的
重要指标［１４－１５］。本实验结果表明，经吴茱萸次碱治

疗后，ＣＯＰＤ大鼠肺泡灌洗液中 ＩＬ－１２和 ＩＮＦ－γ水
平均较模型组显著升高，ＩＬ－９、ＩＬ－４、ＩＬ－１３和
ＩＬ－１β水平均较模型组显著降低，这说明吴茱萸次碱
能够呈剂量依赖性地显著抑制 ＣＯＰＤ大鼠肺泡炎症
反应，有利于改善ＣＯＰＤ大鼠肺功能。

ＺＯ－１及Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ水平变化与 ＣＯＰＤ的发生
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及进展密切相关。ＺＯ－１及 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ水平与气道
上皮屏障功能有关，调节 ＺＯ－１及 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ通路
可能是促进 ＣＯＰＤ大鼠气道上皮屏障修复的有效途
径［１６］。杯状细胞作为气道重要屏障，其百分比升高

与气道黏液的高分泌及肺组织炎症损伤有关，降低杯

状细胞比例则能够抑制气道炎症反应，促进肺功能恢

复［１７］。本实验结果证实，吴茱萸次碱能够升高 ＣＯＰＤ
大鼠肺组织中 ＺＯ－１及 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达水平，抑
制杯状细胞比例，促进大鼠气道功能及结构的恢复，

从而抑制气道炎症损伤。研究证实，ＮＲＦ２／ＰＩＮＫ１通
路与ＣＯＰＤ的发生及进展相关，ＮＲＦ２表达水平升高
可以提高肺组织抗氧化能力，修复线粒体功能［１８］；

ＰＩＮＫ１参与气道细胞凋亡及炎症反应的发生，提高
ＰＩＮＫ１表达水平能够显著降低气道阻力，调节气道细
胞自噬［１９］。这说明调节 ＮＲＦ２／ＰＩＮＫ１通路可能是治
疗ＣＯＰＤ的有效途径和方法。本实验结果表明，吴茱
萸次碱能够显著升高 ＣＯＰＤ大鼠肺组织中 ＮＲＦ２和
ＰＩＮＫ１的表达水平，改善大鼠的肺功能，提示吴茱萸
次碱能够通过激活 ＮＲＦ２／ＰＩＮＫ１通路，抑制肺组织病
理进展及炎症损伤，从而促进肺功能的恢复。

本研究提示：吴茱萸次碱能够抑制 ＣＯＰＤ大鼠炎
症反应，改善 ＣＯＰＤ大鼠肺功能，修复 ＣＯＰＤ大鼠气
道上皮屏障，其机制可能与调节 ＮＲＦ２／ＰＩＮＫ１通路
有关。

参考文献：

［１］　张绍塘，陈伦，叶健多索茶碱联合盐酸氨溴索对老年稳定期

慢阻肺患者血清ＩＬ－３３／ｓＳＴ２轴表达的影响［Ｊ］中国临床药

理学杂志，２０２２，３８（４）：２９１—２９５

［２］　方园圆，俞建洪不同剂量布地奈德治疗老年慢性阻塞性肺疾病的

临床研究［Ｊ］中国临床药理学杂志，２０２４，４０（６）：７８７—７９１

［３］　ＬＩＭＹ，ＱＩＮＹＱ，ＴＩＡＮＹＧ，ｅｔａｌＥｆｆｅｃｔｉｖｅ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｃｏｍｐａｔｉ

ｂｉｌｉｔｙｏｆＢｕｆｅｉＹｉｓｈｅｎｆｏｒｍｕｌａⅢ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄＣＯＰＤｂｙｉｍｐｒｏｖｉｎｇ

ａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇｍｉｔｏｐｈａｇｙｖｉａｔｈｅ

ＮＲＦ２／ＰＩＮＫ１ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ＢＭＣＰｕｌｍＭｅｄ，２０２２，２２（１）：１—１２

［４］　高云星，蒋莉莉，张倩，等吴茱萸次碱通过抑制 Ｎｏｔｃｈ１／ｅＩＦ３ａ

信号通路保护博莱霉素诱导的大鼠肺纤维化［Ｊ］中国中药杂

志，２０１８，４３（１７）：３５３０—３５３８

［５］　王文静，刘雪梅，张桂琴紫苏叶多糖通过 Ｗｎｔ／ＰＣＰ通路对慢

阻肺大鼠气道炎症反应及气道重塑的作用研究［Ｊ］中医药导

　　

报，２０２１，２７（１０）：３７—４１

［６］　陈华，张柏盛，龙小平吴茱萸次碱对博来霉素诱导大鼠肺纤

维化的影响［Ｊ］中药材，２０２０，４３（１２）：３０２４—３０２８

［７］　黄勇，苏韫，龚红霞，等野菊花颗粒对ＣＯＰＤ模型大鼠气道炎

症与重塑及ＭＭＰ－９／ＴＩＭＰ－１平衡的影响［Ｊ］中国老年学杂

志，２０２３，４３（１７）：４２３０—４２３３

［８］　吴永红，王可，刘春涛ＰＤＫ１抑制剂对烟熏诱导的慢性阻塞性

肺疾病小鼠模型体内 ＰＧＥ２表达的干预作用［Ｊ］中国呼吸与

危重监护杂志，２０２３，２２（５）：３４９—３５５

［９］　李晓丹，王强补肺颗粒通过调控Ａｋｔ通路对慢阻肺大鼠肺组

织自噬和凋亡的影响［Ｊ］武汉大学学报（医学版），２０２０，４１

（６）：９０４—９１０

［１０］　张莉，何达，席俊峰丹酚酸Ｂ通过抑制ＩＬ－１３／ＳＴＡＴ６通路和

恢复Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ平衡阻滞大鼠慢性阻塞性肺病研究［Ｊ］广西

医科大学学报，２０２１，３８（１０）：１８９３—１８９９

［１１］　张蓝熙，田燕歌，朱丽华，等补肺益肾方通过调控Ｎｒｆ２通路抗

氧化应激治疗慢性阻塞性肺疾病机制［Ｊ］中华中医药杂志，

２０２０，３５（５）：２３７４—２３７９

［１２］　潘晓杰，范嘉铨，夏光琴葛根素通过调节ＰＩＮＫ１－ｐａｒｋｉｎ信号

通路介导的线粒体自噬抑制慢性阻塞性肺疾病大鼠肺泡上皮

细胞凋亡［Ｊ］中国病理生理杂志，２０２２，３８（１０）：１８３３—１８３９

［１３］　王峥业，徐圣麟，王文文，等山柰酚对慢性阻塞性肺疾病大鼠

气道炎症反应的影响［Ｊ］中国临床药理学杂志，２０２４，４０（２）：

２１５—２１９

［１４］　凌刘，钟毅布地格福吸入气雾剂联合无创正压通气治疗慢性

阻塞性肺疾病合并呼吸衰竭患者的临床研究［Ｊ］中国临床药

理学杂志，２０２４，４０（８）：１１０１—１１０５

［１５］　王倩倩，刘莎莎，王丽斌，等大蒜素对ＣＯＰＤ大鼠肺组织损伤

及内质网应激的影响［Ｊ］广西医科大学学报，２０２３，４０（１２）：

１９９７—２００３

［１６］　张旺生，王世聪，陈慧，等全真一气汤通过ＨＩＦ－１α／ＶＥＧＦ通

路抑制ＣＯＰＤ大鼠气道重塑的研究［Ｊ］中医药导报，２０２３，２９

（６）：２８—３３

［１７］　李先莉，史利卿，马建岭，等宣肺健脾方对慢性阻塞性肺疾病

大鼠肺组织病理、气道杯状细胞及黏蛋白５ＡＣ的影响［Ｊ］中

国医药导报，２０２２，１９（３４）：８—１２

［１８］　刘杨，张蓝熙，卢瑞龙，等基于Ｐｋｍ２／Ｎｒｆ２通路探讨补肺益肾

方改善线粒体氧化损伤治疗慢性阻塞性肺疾病的机制［Ｊ］中

华中医药杂志，２０２３，３８（５）：１９７３—１９８１

［１９］　ＪＩＡＮＧＨ，ＪＩＡＮＧＹ，ＸＵＹ，ｅｔａｌＢｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌＳＩＲＴ１ｄｅｆｉ

ｃｉｅｎｃｙｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅｉｎｄｕｃｅｄｅｍｐｈｙｓｅｍａｉｎｍｉｃｅ

ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＦＯＸＯ３／ＰＩＮＫ１ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ／ＯＬ］ＥｘｐＬｕｎｇＲｅｓ，２０２２，

２：１—４８２０２２－０２－０８ ［２０２４－０８－０１］ ｈｔｔｐｓ：／／

ｐｕｂｍｅｄｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／３５１３２９１３／

（收稿日期２０２４－０８－１２；本文编辑　戴荣源）


