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摘要：目的　研究６－姜酚通过神经生长因子诱导基因Ｂ（Ｎｕｒ７７）对急性呼吸窘
迫综合征（ＡＲＤＳ）幼鼠的保护作用及其可能的机制。方法　用气管滴注脂多糖
法建立ＡＲＤＳ幼鼠模型，将建模后的４８只幼鼠随机分为模型组、６－姜酚组（腹
腔注射３０ｍｇ·ｋｇ－１６－姜酚）、６－姜酚＋ｓｈ－ＮＣ组（鼻滴ｓｈ－ＮＣ阴性对照腺病
毒 ＋腹腔注射３０ｍｇ·ｋｇ－１６－姜酚）和６－姜酚＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７组（鼻滴ｓｈ－Ｎｕｒ７７
腺病毒＋腹腔注射３０ｍｇ·ｋｇ－１６－姜酚），另取１２只正常幼鼠气管滴注等量无
菌０９％ＮａＣｌ为假手术组。检测各组幼鼠肺湿／干（Ｗ／Ｄ）比值，以免疫组化法
检测肺组织Ⅲ型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎⅢ）阳性表达情况，以试剂盒法检测幼鼠肺
部组织细胞凋亡情况，以蛋白质印迹法检测通路相关蛋白表达情况。结果　假
手术组、模型组、６－姜酚组、６－姜酚＋ｓｈ－ＮＣ组和６－姜酚＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７组的Ｗ／Ｄ
比值分别为２２０±０２６、６６５±０９２、３８９±０５２、３７２±０４４和５５５±０７８，
ｃｏｌｌａｇｅｎⅢ阳性水平分别为１００±０２２、３９９±０５４、１８５±０２８、１７６±０２９和
２７９±０３４，细胞凋亡率分别为（４６５±０６６）％、（３９６２±５０３）％、（１８６３±２３３）％、
（１７８２±２１２）％和（３３６５±５０３）％，磷酸化磷脂酰肌醇 ３－激酶／磷脂酰肌醇
３－激酶（ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ）水平分别为 １００±０１３、１６６±０２２、１２３±０１７、
１２１±０１４和１５８±０２４，磷酸化蛋白激酶Ｂ／蛋白激酶Ｂ（ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ）水平分
别为１００±０１６、１７８±０２６、１３３±０２１、１３８±０１９和１６０±０２２。模型组
的上述指标与假手术组相比，６－姜酚组的上述指标与模型组相比，６－姜酚＋
ｓｈ－Ｎｕｒ７７组的上述指标与６－姜酚＋ｓｈ－ＮＣ组相比，在统计学上差异均有统计
学意义（均Ｐ＜００５）。结论　６－姜酚干预能够改善ＡＲＤＳ幼鼠肺损伤，通过上
调Ｎｕｒ７７表达，抑制肺组织炎症反应，减少肺组织细胞凋亡，并促进凝血／纤溶平
衡，其作用机制可能与抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路有关。
关键词：６－姜酚；神经生长因子诱导基因 Ｂ；急性呼吸窘迫综合征；炎症因子；
细胞凋亡
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ＰＩ３Ｋ）ｗｅｒｅ１００±０１３，１６６±０２２，１２３±０１７，１２１±０１４ａｎｄ１５８±０２４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ（ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ）ｗｅｒｅ１００±０１６，１７８±０２６，１３３±０２１，
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ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
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ｆａｃｔｏｒｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　急性呼吸窘迫综合征（ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＲＤＳ）多由肺炎、创伤、严重感染、胃内容物
误吸等引起，是由炎症介导的以顽固性低氧血症为典

型表现的非心源性肺水肿［１－２］。报道显示，ＡＲＤＳ的
死亡率高达３０％～５０％，全球重症监护病房的所有患
者中约有１０％ ～１５％发生 ＡＲＤＳ［３］。近年来的研究
表明，抑制肺部炎症反应是治疗 ＡＲＤＳ的新型方
法［４］。６－姜酚是从生姜中分离出来的酚类化合物，
具有抗炎、抗氧化等药理作用［５］。神经生长因子诱导

基因Ｂ（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－ｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅＢ，Ｎｕｒ７７）属
于孤儿核受体的 ＮＲ４Ａ亚家族的成员，参与细胞凋
亡、代谢和炎症等过程，可作为炎症刺激的早期应答

基因和临床防治哮喘气道重构的潜在靶点［６－７］。本

研究旨在探究６－姜酚通过Ｎｕｒ７７对ＡＲＤＳ幼鼠的保
护作用及其可能的机制。

材料与方法

１　材料
动物　Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ雄性幼鼠，鼠龄５周，体质

量约（１１７９１±３１２）ｇ，购自四川维通利华实验动物技

术有限公司。动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（川）２０２３－
００４０。本实验经成都市妇女儿童中心医院动物伦理委
员会批准［伦理批号：伦审科２０２４第（０９）号］。

药品与试剂　６－姜酚，规格：每瓶１００ｍｇ，纯度：
９９２５％，批号：１４９７４５，上海陶术生物科技有限公司
生产。脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ），美国 ＭｅｄＣｈｅｍ
Ｅｘｐｒｅｓｓ公司生产；苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色试剂盒、细胞凋亡试剂盒，均为北京索莱宝
科技有限公司生产；ＴＲＩｚｏｌ试剂、逆转录试剂盒、荧光
定量试剂盒，均为美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司生产；髓过
氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ），爱必信（上海）科技
有限公司生产；改良吉姆萨染色试剂盒，上海碧云天

生物公司生产；肿瘤坏死因子 －α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）、白细胞介素－１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，
ＩＬ－１β）、ＩＬ－６、ＩＬ－８、组织因子（ｔｉｓｓｕｅｆａｃｔｏｒ，ＴＦ）、纤
溶酶原激活物抑制药 －１（ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ－１，ＰＡＩ－１）、凝血酶检测试剂盒，均为生工生物工
程（上海）股份有限公司生产；Ｎｕｒ７７、Ⅲ型胶原蛋白
（ｃｏｌｌａｇｅｎⅢ）抗体，均为英国 Ａｂｃａｍ公司生产；兔源
磷脂酰肌醇 ３－激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅ，
ＰＩ３Ｋ）、磷酸化 ＰＩ３Ｋ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＰＩ３Ｋ，ｐ－ＰＩ３Ｋ）、
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蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）、磷酸化蛋白激酶Ｂ
（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡＫＴ，ｐ－Ａｋｔ）抗体、辣根过氧化物酶
标记的山羊抗兔免疫球蛋白Ｇ二抗，均为美国ＣＳＴ公
司生产。

仪器　ＢＸ５１荧光显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产
品；ＯｐｔｉｃｓｍａｔｅＵ１酶标仪，杭州优米仪器有限公司产
品；ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ５荧光定量聚合酶链反应仪，美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司产品。
２　实验方法
２１　模型构建［８］

所有幼鼠均用１０％水合氯醛经腹腔内注射麻醉，
待其充分麻醉后，取仰卧位固定于实验台上，固定头

部，充分暴露颈部，光源照在小鼠颈部，镊子夹住舌尖

向左前方伸展，使其暴露出完整口腔，用棉球擦去口

腔分泌物，可见声门开合，用２０Ｇ气管插管沿着舌根
插入气管，拔出滤芯。插管后立刻通过气管滴注

５ｍｇ·ｋｇ－１浓度为０１％ＬＰＳ溶液，滴注后竖直晃动
幼鼠１ｍｉｎ建立 ＡＲＤＳ幼鼠模型，假手术组气管滴注
等量无菌０９％ＮａＣｌ。
２２　动物分组与给药方法

将幼鼠随机分为假手术组、模型组、６－姜酚组、
６－姜酚＋ｓｈ－ＮＣ组和６－姜酚＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７组，每组
１２只。６－姜酚组在吸入 ＬＰＳ前１２ｈ通过腹腔注射
３０ｍｇ·ｋｇ－１６－姜酚，随后进行造模处理。６－姜酚＋
ｓｈ－ＮＣ组在造模前２ｄ，经麻醉幼鼠鼻滴入 ｓｈ－ＮＣ
阴性对照腺病毒（１×１０９ＰＦＵｓ）悬液，在吸入 ＬＰＳ前
１２ｈ通过腹腔注射３０ｍｇ·ｋｇ－１６－姜酚。６－姜酚＋
ｓｈ－Ｎｕｒ７７组：经鼻缓慢滴入 ｓｈ－Ｎｕｒ７７腺病毒
（１×１０９ＰＦＵｓ）悬液，在吸入 ＬＰＳ前１２ｈ通过腹腔注
射３０ｍｇ·ｋｇ－１６－姜酚。假手术组腹腔注射等量
０９％ＮａＣｌ。模型组按照“２１”方法进行 ＡＲＤＳ造模
操作，腹腔注射等量０９％ＮａＣｌ。
２３　肺组织湿／干（ｗｅｔ／ｄｒｙ，Ｗ／Ｄ）比值［９］

用吸入异氟烷法麻醉幼鼠，用颈椎脱臼法处死幼

鼠，将其仰卧固定，暴露胸腔，迅速将肺组织完整取

出。取新鲜左肺部分组织，用０９％ＮａＣｌ除去表面的
血液和杂质，滤纸吸干表面水分后称取质量，记为湿

质量（ｗｅｔ，Ｗ），随后将肺组织置于８０℃干燥箱中进
行７２ｈ干燥处理直至达到恒质量，取出冷却后称取质
量，记为干质量（ｄｒｙ，Ｄ），最后通过公式计算肺组织
Ｗ／Ｄ比值。
２４　ＨＥ染色法实验观察肺组织病理变化［８］

用４％多聚甲醛固定各组幼鼠肺组织，乙醇梯度
（７０％、８０％、９０％、９５％、１００％）脱水后，常规石蜡包

埋切片（厚度：５μｍ）。将制备好的切片依次放入二
甲苯和不同浓度的乙醇（１００％、９５％、９０％、８０％、
７０％）中脱蜡水化后，用 ＨＥ试剂盒对切片进行苏木
精和伊红染色处理，脱水透明后，滴加适量中性树胶

封片，于光学显微镜下观察组织病理学变化。

２５　实时荧光定量聚合酶链反应检测各组幼鼠肺组
织中Ｎｕｒ７７的表达情况

ＴＲＩｚｏｌ法提取各组幼鼠肺组织总 ＲＮＡ，用超微量
分光光度计评估 ＲＮＡ样品浓度，逆转录试剂盒将
ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ后，以 ｃＤＮＡ为模板，按照荧光
定量试剂盒说明书，用特定引物和荧光探针配制定量

预混液进行扩增反应，以甘油醛 －３－磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ － ３ － ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）为内参基因，用 ２－△△Ｃｔ法计算肺组织中
Ｎｕｒ７７相对表达水平。
２６　免疫组化实验检测各组幼鼠肺组织中 Ｎｕｒ７７和
ｃｏｌｌａｇｅｎⅢ的阳性表达情况［７］

取“２４”中已制备的肺组织切片，经二甲苯、梯度
乙醇脱蜡水化处理后，用０１ｍｏｌ·Ｌ－１的枸橼酸修复
液进行抗原修复，３％过氧化氢孵育１０ｍｉｎ，牛血清白
蛋白封闭 ３０ｍｉｎ，滴加特异性一抗 Ｎｕｒ７７（１∶１００）、
ｃｏｌｌａｇｅｎⅢ（１∶４００）于４℃孵育１６ｈ，洗涤后滴加辣根
过氧化物酶标记二抗（１∶１０００）室温下孵育１ｈ，用二
氨基联苯胺染色，洗涤密封后，于光学显微镜下观察。

２７　试剂盒检测支气管肺泡灌洗液ＭＰＯ、ＴＦ、ＰＡＩ－１、
凝血酶水平和中性粒细胞数量［９］

幼鼠处死后，开胸暴露气管及肺，经气管注入４℃
预冷的无菌０９％ＮａＣｌ，停留３０ｓ后回吸，反复抽吸灌
洗支气管和肺泡３次后，收集灌洗液（回收率＞８０％），
静置１ｈ。取灌洗液１０μＬ于载玻片上，滴加改良吉姆
萨染液，室温染色１ｍｉｎ，进行中性粒细胞计数检查。在
４℃下，将支气管肺泡灌洗液以８００×ｇ离心１０ｍｉｎ后
取上清液，用各相应试剂盒检测ＭＰＯ、ＴＦ、ＰＡＩ－１和凝
血酶水平，操作严格按照各试剂盒说明书进行。

２８　酶联免疫吸附分析法检测肺组织炎症因子
水平［１０］

取各组幼鼠适量肺组织，加入预冷的磷酸缓冲盐

溶液（含１％蛋白酶抑制药），随后用组织匀浆仪充分
匀浆，低温离心后，收集上清液。待试剂盒组分平衡

至室温，严格按照试剂盒说明书，配制检测抗体溶液

及梯度浓度的蛋白标准品，分别将样品、标准品依次

加入微孔中，参照相应试剂盒说明书进行实验，最后

于酶标仪下检测肺组织 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６和
ＩＬ－８的水平。
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２９　原位末端标记法检测细胞凋亡率［９］

取“２４”中已制备的各组幼鼠肺组织切片，脱蜡
水化后，蛋白酶Ｋ（２０μｇ·ｍＬ－１）孵育１５ｍｉｎ，参照说
明书配制检测液，在切片上加入工作液５０μＬ（覆盖圆
形防蒸发膜）避光孵育 １ｈ，用磷酸缓冲盐溶液洗涤
后，４′，６－二脒基－２－苯基吲哚复染１０ｍｉｎ，洗涤后，
滴加抗荧光淬灭封片液封片，于荧光显微镜下观察，

每张切片选取５个视野进行拍照，用 ＩｍａｇｅＪ软件计
算细胞凋亡率。

２１０　蛋白质印迹法检测ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路相关蛋
白表达［１１］

取各组幼鼠肺组织，用放射免疫沉淀法裂解缓冲

液提取总蛋白，用二喹啉甲酸法测定样品组织蛋白原

液浓度，取各组蛋白 ３０μｇ加入上样缓冲液煮沸变
性，用１０％聚丙烯酰胺凝胶通过十二烷基硫酸钠－聚
丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白后，转至聚偏二氟乙烯膜

上，用 ５％ 脱脂奶粉封闭 ２ｈ，加入一抗 ＰＩ３Ｋ
（１∶１０００）、ｐ－ＰＩ３Ｋ（１∶１０００）、Ａｋｔ（１∶１０００）、ｐ－Ａｋｔ
（１∶２０００）于４℃孵育过夜，加入二抗３７℃孵育２ｈ，
洗膜后化学发光显影，以ＧＡＰＤＨ为内参，用凝胶成像
系统进行曝光、拍照，用ＩｍａｇｅＪ软件计算各蛋白相对
表达水平。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０进行数据分析。计量资料用 珋ｘ±ｓ

表示，多组间比较用单因素方差分析，组间两两比较

用独立样本ｔ检验。

结　　果

１　６－姜酚对ＡＲＤＳ幼鼠肺组织中 Ｎｕｒ７７ｍＲＮＡ水
平的影响

６－姜酚组给予３０ｍｇ·ｋｇ－１６－姜酚；６－姜酚＋
ｓｈ－ＮＣ组给予ｓｈ－ＮＣ阴性对照腺病毒＋３０ｍｇ·ｋｇ－１

　　

６－姜酚；６－姜酚 ＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７组给予 ｓｈ－Ｎｕｒ７７腺
病毒＋３０ｍｇ·ｋｇ－１６－姜酚；模型组和假手术组均给
予０９％ＮａＣｌ。

假手术组、模型组和６－姜酚组的 Ｎｕｒ７７ｍＲＮＡ
相对表达水平分别为 １００±０１４、１４８±０１９和
１８１±０２１，Ｎｕｒ７７阳性表达水平分别为１００±０１８、
１３６±０２０和２２３±０３２。模型组的上述指标与假
手术组比较，６－姜酚组的上述指标与模型组比较，在
统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜０００１）。
２　６－姜酚通过Ｎｕｒ７７改善ＡＲＤＳ幼鼠肺部损伤

假手术组幼鼠肺组织结构完整，肺泡间隔均一，

无增宽，肺泡腔无明显出血、水肿及炎性细胞浸润；模

型组幼鼠肺组织损伤明显，完整性缺失，肺泡间隔增

厚明显，伴大量水肿液及炎性细胞浸润，部分可见透

明膜形成；６－姜酚组与６－姜酚 ＋ｓｈ－ＮＣ组肺组织
损伤明显减轻，肺泡间隔增宽减少，水肿及出血减轻，

伴少量炎症细胞浸润；６－姜酚＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７组幼鼠肺
组织损伤程度较６－姜酚 ＋ｓｈ－ＮＣ组增加。结果见
图１。

假手术组、模型组、６－姜酚组、６－姜酚＋ｓｈ－ＮＣ
组和 ６－姜酚 ＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７组的 Ｗ／Ｄ比值分别为
２２０±０２６、６６５±０９２、３８９±０５２、３７２±０４４和
５５５±０７８。模型组的 Ｗ／Ｄ比值与假手术组比较，
６－姜酚组的 Ｗ／Ｄ比值与模型组比较，６－姜酚 ＋
ｓｈ－Ｎｕｒ７７组的 Ｗ／Ｄ比值与６－姜酚 ＋ｓｈ－ＮＣ组比
较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００１）；
６－姜酚＋ｓｈ－ＮＣ组的Ｗ／Ｄ比值与６－姜酚组比较，
在统计学上差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
３　６－姜酚通过 Ｎｕｒ７７改善 ＡＲＤＳ幼鼠肺部炎症
水平

模型组的 ＭＰＯ、中性粒细胞数量、ＴＮＦ－α、
ＩＬ－１β、ＩＬ－６和 ＩＬ－８水平与假手术组比较，６－姜
酚组的上述指标与模型组比较，６－姜酚 ＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７
　　

图 １　肺组织病理变化（苏木精－伊红染色，×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，×１００）
Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ（ＡＲＤＳ）ｍｏｄｅｌ；Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ：０９％ＮａＣｌ；６－ｇｉｎｇｅｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ

３０ｍｇ·ｋｇ－１６－ｇｉｎｇｅｒｏｌ；６－ｇｉｎｇｅｒｏｌ＋ｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ：Ｉｎｔｒａｎａｓａｌｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎｏｆｓｈ－ＮＣｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ＋ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ３０ｍｇ·ｋｇ－１

６－ｇｉｎｇｅｒｏｌ；６－ｇｉｎｇｅｒｏｌ＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７ｇｒｏｕｐ：Ｉｎｔｒａｎａｓａｌｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎｏｆｓｈ－Ｎｕｒ７７ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ＋ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ３０ｍｇ·ｋｇ－１６－ｇｉｎｇｅｒｏｌ．
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表１　各组幼鼠炎症水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｙｏｕｎｇｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ＭＰＯ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ

（１×１０４ｃｅｌｌ·ｍＬ－１）

ＴＮＦ－α

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ－１β

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ－６

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ－８

（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ １２ ９６３２±１２６５ １４５±０１９ ４０３２±６６６ ４６３２±７７７ ２３１５±３３３ ４３２３±６６６
Ｍｏｄｅｌ １２ １２３５６５±２０１３３１５３８±１９３ ６９３２±９６２ ７８３２±１２２２ ３８９６±５８８ ６０３６±８３６

６－Ｇｉｎｇｅｒｏｌ １２ ２６５３２±３３２３＃＃ ５６８±０８５＃＃ ５０３３±５９６＃＃ ５８１２±７６６＃＃ ３０１１±４６２＃＃ ５２６６±８９５＃

６－Ｇｉｎｇｅｒｏｌ＋ｓｈ－ＮＣ １２ ２７１３２±３６２３ ５５５±０７８ ４８３２±６３３ ６００２±９３３ ２９３２±４８８ ５１５５±７９６
６－Ｇｉｎｇｅｒｏｌ＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７ １２ ８５２３２±１０２３２△△１１２２±１５５△△ ７３３３±１０３３△△ ７５３３±１３１８△ ３５９６±４０９△ ５８３３±６９９△

Ｄｏｓｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１；ＭＰＯ：Ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ；ＴＮＦ－α：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α；ＩＬ－１β：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ６－ｇｉｎｇｅｒｏｌ＋ｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

表２　各组幼鼠肺组织中Ⅲ型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎⅢ）相对阳性水平和组织因子（ＴＦ）、纤溶酶原激活物抑制药－１（ＰＡＩ－１）及凝血
酶水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｙｐｅⅢ ｃｏｌｌａｇｅｎ（ｃｏｌｌａｇｅｎⅢ）ｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｉｓｓｕｅｆａｃｔｏｒ
（ＴＦ），ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－１（ＰＡＩ－１）ａｎｄｔｈｒｏｍｂｉｎｉｎｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆｙｏｕｎｇｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｒｅｌａｔｉｖｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｅｖｅｌ

ｏｆｃｏｌｌａｇｅｎⅢ
ＴＦ（ｐｇ·ｍＬ－１） ＰＡＩ－１（ｐｇ·ｍＬ－１） Ｔｈｒｏｍｂｉｎ（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ １００±０２２ １３２２３±１８９５ ４３６５±７７７ １４８６６±１６３３
Ｍｏｄｅｌ ３９９±０５４ １７３９９±２０５４ ７６３３±９１２ ２７７３３±３２２２

６－Ｇｉｎｇｅｒｏｌ １８５±０２８＃＃ １４４３２±１７２８＃＃ ４９２３±７０２＃＃ １８０３３±２３６２＃＃

６－Ｇｉｎｇｅｒｏｌ＋ｓｈ－ＮＣ １７６±０２９ １４０７６±１６２９ ４７３３±６６６ １８２６６±２５０３
６－Ｇｉｎｇｅｒｏｌ＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７ ２７９±０３４△△ １６２７９±２０３４△△ ７０３３±８６３△△ ２４５３３±３０３２△△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ６－ｇｉｎｇｅｒｏｌ＋ｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

组的上述指标与６－姜酚＋ｓｈ－ＮＣ组比较，在统计学
上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）；６－姜酚 ＋
ｓｈ－ＮＣ组的上述指标与６－姜酚组比较，在统计学上
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结果见表１。
４　６－姜酚通过 Ｎｕｒ７７改善 ＡＲＤＳ幼鼠高凝状态及
纤溶抑制

模型组的 ｃｏｌｌａｇｅｎⅢ相对阳性表达水平和 ＴＦ、
ＰＡＩ－１、凝血酶水平与假手术组比较，６－姜酚组的上
述指标与模型组比较，６－姜酚＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７组的上述
指标与６－姜酚＋ｓｈ－ＮＣ组比较，在统计学上差异均
有统计学意义（均Ｐ＜００１）；６－姜酚 ＋ｓｈ－ＮＣ组的
上述指标与６－姜酚组比较，在统计学上差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）。结果见表２。
５　６－姜酚通过Ｎｕｒ７７对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路影响

如表３和图２所示：模型组的 ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ和
ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ水平与假手术组比较，６－姜酚组的上述
指标与模型组比较，６－姜酚＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７组的上述指
标与６－姜酚 ＋ｓｈ－ＮＣ组比较，在统计学上差异均有
统计学意义（均Ｐ＜００５）；６－姜酚 ＋ｓｈ－ＮＣ组的上
述指标与６－姜酚组比较，在统计学上差异无统计学
意义（Ｐ＞００５）。

６　６－姜酚通过 Ｎｕｒ７７改善 ＡＲＤＳ幼鼠肺部组织细
胞凋亡

假手术组、模型组、６－姜酚组、６－姜酚＋ｓｈ－ＮＣ
组和６－姜酚 ＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７组的细胞凋亡率分别为
　　
表３　各组幼鼠肺组织中磷酸化磷脂酰肌醇３－激酶／磷脂酰
肌醇３－激酶（ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ）和磷酸化蛋白激酶Ｂ／蛋白激酶
Ｂ（ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ）相对水平比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｈｏｓ
ｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ － ｋｉｎａｓｅ／ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ － ｋｉｎａｓｅ
（ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ）ａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ／ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＢ（ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ）ｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆｙｏｕｎｇｒａｔｓｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ

Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ １００±０１３ １００±０１６
Ｍｏｄｅｌ １６６±０２２ １７８±０２６

６－Ｇｉｎｇｅｒｏｌ 〗１２３±０１７＃＃ １３３±０２１＃＃

６－Ｇｉｎｇｅｒｏｌ＋ｓｈ－ＮＣ １２１±０１４ １３８±０１９
６－Ｇｉｎｇｅｒｏｌ＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７ １５８±０２４△△ １６０±０２２△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，
＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ６－ｇｉｎｇｅｒｏｌ＋ｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，
△△Ｐ＜００１



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　１２５９　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ９Ｍａｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３１）

图 ２　用蛋白质印迹法检测磷脂酰肌醇３－激酶／蛋白激酶 Ｂ
（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）信号通路蛋白相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ（ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｓ

（４６５±０６６）％、（３９６２±５０３）％、（１８６３±２３３）％、
（１７８２±２１２）％和（３３６５±５０３）％。模型组的细
胞凋亡率与假手术组比较，６－姜酚组的细胞凋亡率
与模型组比较，６－姜酚＋ｓｈ－Ｎｕｒ７７组的细胞凋亡率
与６－姜酚 ＋ｓｈ－ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统
计学意义（均Ｐ＜００１）；６－姜酚 ＋ｓｈ－ＮＣ组的细胞
凋亡率与６－姜酚组比较，在统计学上差异无统计学
意义（Ｐ＞００５）。

讨　　论

ＡＲＤＳ是一种危及生命的呼吸衰竭形式，是呼吸
道病毒感染最严重的并发症，致死率较高。ＬＰＳ滴注
刺激是制备实验性ＡＲＤＳ的标准模型，此模型可产生
肺泡间隙增厚、炎症细胞因子增加、低氧血症等方面

的病理特征［１２］。本实 验用幼鼠 ＬＰＳ模型模拟
ＡＲＤＳ，但人类 ＡＲＤＳ存在年龄相关的免疫应答差
异。幼鼠的肺泡发育尚未完全成熟，其炎症反应程

度与凝血系统激活模式可能异于成年个体。临床

ＡＲＤＳ常由病毒或细菌复合感染引发，而 ＬＰＳ单因
素刺激模型难以完全模拟复杂的病理生理过程。

未来需结合类器官或大动物模型进一步验证结果

的临床转化潜力。ＨＯＮＧ等［１３］研究发现，６－姜酚
通过抑制炎症和氧化应激来减轻呼吸机诱发的肺

损伤。ＹＵ等［１４］研究发现，６－姜酚通过调节双特

异性磷酸酶５介导的 ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶／应
激活化蛋白激酶信号通路对肝缺血再灌注损伤模

型小鼠起到保护作用。本研究中，６－姜酚干预后
ＡＲＤＳ幼鼠肺组织损伤、肺水肿和炎症浸润均明显
减轻，肺 Ｗ／Ｄ比值下降，肺部组织细胞凋亡率降
低，与孙立燕等［８］研究结果相似，表明 ６－姜酚可
在一定程度上改善 ＡＲＤＳ幼鼠肺损伤情况。

既往研究表明，Ｎｕｒ７７在肺中高水平表达，且其表
达在ＬＰＳ刺激后显著上调，过表达 Ｎｕｒ７７能够限制
ＬＰＳ对小鼠肺内皮屏障的破坏［１５］。这与本研究结果

一致，提示上调Ｎｕｒ７７水平可能成为有效治疗多种肺
部炎症血管疾病的新策略。在 ＡＲＤＳ期间，中性粒细
胞延迟凋亡和巨噬细胞胞吞作用受损作为２个关键
的限制环节，会导致继发性炎症风暴，促进 ＡＲＤＳ的
发生和发展［１６］。本研究发现，经６－姜酚治疗后，模
型组幼鼠炎症因子（ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８）、
ＭＰＯ水平及中性粒细胞数量明显降低，进一步在
６－姜酚组基础上敲低 Ｎｕｒ７７表达后，则出现相反的
结果，表明６－姜酚可能通过提高 Ｎｕｒ７７表达来抑制
ＡＲＤＳ幼鼠肺部的炎症反应，与王丽艳等［１７］的研究结

果相似，青蒿琥酯通过降低哮喘幼鼠血清炎性因子

ＩＬ－１７、ＩＬ－６、ＩＮＦ－γ的表达及支气管肺泡灌洗液中
炎性细胞量，抑制气道炎症。临床研究表明，ＡＲＤＳ发
病过程中，炎症介质的大量释放可以激活凝血系统，

打破凝血／纤溶平衡，致使肺部微血管内血栓广泛形
成，进一步恶化患者的病情［１８］。有研究表明，用加味

凌霄花散改善血栓闭塞性脉管炎气滞血瘀证术后患

者的凝血功能，有助于缓解脉管血栓状态［１９］。本研

究发现，６－姜酚可以通过Ｎｕｒ７７抑制ｃｏｌｌａｇｅｎⅢ、ＴＦ、
ＰＡＩ－１和凝血酶表达，有效改善ＬＰＳ诱导的ＡＲＤＳ肺
泡过度促凝和纤溶抑制状态，促进凝血／纤溶恢复
平衡。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在肺损伤中起关键作用，可以
通过激活下游信号分子或靶蛋白，介导肺泡细胞的生

长、凋亡、炎症、坏死、自噬等多种生物学效应［１７］。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活通过解除对ｍＴＯＲ的抑制，进而
促进促炎因子合成并抑制自噬。相关研究显示，丙酸

钠通过抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路的活化，促进
自噬，降低炎症标志物的产生和释放，从而对 ＡＲＤＳ
大鼠的肺损伤发挥保护作用［２０－２１］。上述结果与本研

究结果基本一致，６－姜酚可以通过 Ｎｕｒ７７显著降低
ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ水平，提示 ６－姜酚可能
通过Ｎｕｒ７７抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活，改善ＡＲＤＳ幼
鼠肺损伤。核因子 －κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａ－Ｂ，
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ＮＦ－κＢ）作为经典炎症调控枢纽，既往研究提示
Ｎｕｒ７７可以通过上调 ｐ６５表达，抑制 ＩＬ－６水平［２２］。

这与本研究观察到的炎症因子下降趋势相呼应，未来

需明确６－姜酚是否通过Ｎｕｒ７７调控ＮＦ－κＢ磷酸化
水平，从而完善Ｎｕｒ７７对炎症因子的调控机制。有报
道指出，大黄素等天然产物同样通过上调Ｎｕｒ７７，降低
炎症细胞的分泌［２３］。大黄素作用靶点与６－姜酚高
度重叠，未来需通过与现有激动药进行药效比较，为

Ｎｕｒ７７作为ＡＲＤＳ治疗靶点提供理论依据。
本研究提示：６－姜酚干预能改善 ＬＰＳ诱导的

ＡＲＤＳ幼鼠肺损伤，通过上调Ｎｕｒ７７表达，抑制肺组织
炎症反应，减少肺组织细胞凋亡，并促进凝血／纤溶平
衡，其作用机制可能与抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路有关。
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