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羊耳菊水提物对肺炎克雷伯菌所致重症

肺炎大鼠的抗炎效果及机制
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摘要　目的：探讨羊耳菊水提物对肺炎克雷伯菌所致重症肺炎大鼠的抗炎效果及机制。方法：采用肺炎克雷伯菌诱导大
鼠重症肺炎模型，羊耳菊水提物（６，１２和２４ｇ／ｋｇ体重）灌胃治疗，地塞米松（１０４ｍｇ／ｋｇ体重）为阳性对照，６ｄ后测定支
气管肺泡灌洗液中白细胞和中性粒细胞以及肺组织 ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６水平及 ＭＰＯ的活性，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测肺组织
ＮＦκＢｐ６５、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白水平。结果：不同剂量羊耳水提物能改善动脉血气指标，减少白细胞及中性粒细胞的水平，降
低肺组织ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＭＰＯ水平及ＮＦκＢｐ６５、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白水平。结论：羊耳菊水提物能通过阻断ｐ３８ＭＡＰＫ和
ＮＦκＢｐ６５信号通路改善肺炎克雷伯菌所致大鼠重症肺炎的炎性反应，可成为一种天然有效的抗炎药物。
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　　羊耳菊 Ｉｎｕｌａｃａｐｐａ（ＢｕｃｈＨａｍ）ＤＣ为菊科
旋覆花属植物［１２］，主要分布在我国四川、云南、贵

州、广西、广东、江西、湖南等省份，全草用药，含有丰

富的黄酮类和萜类化合物，以及大量的咖啡酰基奎

宁酸物质［３４］，具有较好的抗菌、消炎和镇痛作用［５］，

但具体机制还不太明确。本研究采用羊耳菊水提物

治疗肺炎克雷伯菌所致大鼠重症肺炎，探讨其抗炎

效果及机制，为羊耳菊的开发提供科学依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　清洁级 ＳＤ雄性大鼠，体重（２００±
２５）ｇ，由河南实验动物中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ
（豫）２０１００００２，分笼饲养，饲料充足饮水不限，室温
２０～２５℃，适应环境５ｄ后用于实验。

１１２　药物　羊耳菊全草采自怀化市康龙自然保
护区，经漯河医专第二附属医院主任药师鉴定为菊

科旋覆花属植物，植物材料进行挑选、洗净在６０℃
温度下烘干，粉碎过６０目筛备用。肺炎克雷伯菌临
床株由漯河医专分子生物学实验室提供，分离于慢

性支气管炎急性发作患者的痰液。接种前生理盐水

稀释至适当浓度（相当于１２×１０ＣＦＵ／ｍＬ）。
１１３　试剂与仪器　ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６试剂盒
（Ｒ＆Ｄ，美国），ＭＰＯ检测试剂盒（南京建成生物有限
公司），抗体 ＮＦκＢｐ６５、ｐｐ３８ＭＡＰＫ、βａｃｔｉｎ（美国
Ｓｉｇｍａ公司）。血气分析仪（美国ＮＯＶＡＳＴＰＭ３血气
分析仪）；Ｔ１８００血球分析仪（日本东亚公司）；
ＥＸＬ８００型酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ，美国）。
１２　方法
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１２１　羊耳菊水提物的制备　准确称取干燥粉羊
耳菊３ｋｇ，按照固液１∶１０的比例加入水浸泡２４ｈ
后，加热回流提取２ｈ，提取２次，多层纱布趁热过
滤，上清液合并，并浓缩至含生药３ｇ／ｍＬ，４℃冷藏
保存，使用前稀释成不同浓度。

１２２　给药剂量　采用最大耐受剂量法，预实验对
大鼠进行急性经口毒性试验，经测得最大耐受量９６
ｇ／ｋｇ，用其１／４、１／８、１／１６给药。地塞米松：６０ｋｇ体
重成人日用量 ｌ０ｍｇ，每千克体重用量为 １０／６０＝
０１６６７ｍｇ／ｋｇ。大鼠用量为０１６６７×６２５＝１０４
ｍｇ／ｋｇ。
１２３　分组与模型制备　６０只ＳＤ大鼠随机分成６
组，每组 １０只，即：正常组、模型组、地塞米松组
（１０４ｍｇ／ｋｇ）、羊耳菊水提物组（６、１２、２４ｇ／ｋｇ），所
有大鼠经麻醉后，颈部消毒、备皮无菌操作，暴露大

鼠上段气管，正常组大鼠采用１ｍＬ注射器经气管滴
入生理盐水０３ｍＬ，其余滴入菌液０３ｍＬ，接种后
立即竖立大鼠固定台使大鼠保持直立位约２０ｓ，
以保证接种菌液因重力作用而入肺。当大鼠出现反

应迟钝、呆滞、呼吸急促，并伴有严重的低氧血症，

ＳａＯ２＜９０％或动脉氧分压≤８ｋＰａ确诊为重症肺
炎［８］。对照组和模型组每天给予生理盐水２０ｍＬ／
ｋｇ灌胃１次，地塞米松组和羊耳菊水提物组按照２０
ｍＬ／ｋｇ体重灌胃１次，连续６ｄ。
１２４　肺炎大鼠血气分析　全自动血气分析仪检
测血液中的动脉血二氧化碳分压（ＰａＣＯ２）、二氧化
碳含量（ＣＯ２）、动脉氧分压（ＰａＯ２）、动脉血氧饱和度
（ＳａＯ２）。
１２５　苏木精伊红（ＨＥ）染色观察肺组织病理学
变化　取大鼠左肺上叶，４℃生理盐水冲洗，滤纸拭
干，１０％中性甲醛溶液固定，石蜡包埋，常规切片，
ＨＥ染色，光学显微镜下观察肝组织切片的病理变
化。

１２６　支气管肺泡灌洗液中白细胞及中性粒细胞
检测　第６天给药２４ｈ后，戊巴比妥钠５０ｍｇ／ｋｇ，ｉｐ
麻醉。扎紧左主支气管，输液管套管插入主支气管

３～４ｃｍ并固定，注入生理盐水１０ｍＬ于肺腔，连续
翻动右肺组织，抽回再灌注３次，抽出灌洗液。共灌
洗３次，收集总灌洗液，计数白细胞和中性粒细胞。
１２７　肺组织部分生化指标的测定　取左肺下叶
２００ｍｇ冰浴匀浆制成１０％溶液，４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取上清液。酶联免疫吸附法测定 ＴＮＦ
α，ＩＬ１β，ＩＬ６水平。按试剂盒说明书测定方法测定
ＭＰＯ活性。

１２８　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织 ＮＦκＢｐ６５、ｐ
ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白水平　常规方法提取肺组织总蛋白，
考马斯亮蓝法测定总蛋白的量。加样行１０％ＳＤＳ聚
丙烯酰氨凝胶电泳，ＰＶＤＦ膜转膜２ｈ，５％山羊血清
（ＰＢＳ稀释）封闭，加入１∶５００稀释（１％ ＢＳＡＰＢＳ稀
释）的ＮＦκＢｐ６５、ｐｐ３８ＭＡＰＫ一抗，１∶５００稀释的β
ａｃｔｉｎ，４℃孵育过夜，加入辣根过氧化物酶标记二抗
（１∶３０００）和 βａｃｔｉｎ二抗（１∶５０００）及 ＤＡＢ显色试
剂盒。行ＥＣＬ反应，显色。Ｔａｎｎｏｎ凝胶成像系统拍
照，ＧＩＳ凝胶成像分析软件分析，以同一泳道 ＮＦ
κＢｐ６５、ｐｐ３８ＭＡＰＫ和βａｃｔｉｎ条带灰度值比反映蛋
白表达水平。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１４０统计软件分析
数据。计量资料采用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ），多组间
比较采用单因素方差分析，两两比较采用ＳＮＫｑ法。
计数资料采用百分率，统计学分析采用 χ２检验，以
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　羊耳菊水提物对肺炎大鼠血气指标的影响　
与正常组比较，模型组大鼠的 ＰａＣＯ２值明显高于正
常组（Ｐ＜００１），而 ＰａＣＯ２浓度，ＰａＯ２值和 ＳａＯ２的
水平明显低于正常组（Ｐ＜００１）。与模型组大鼠比
较，羊耳菊水提物中高剂量组 ＰａＣＯ２水平明显降低
（Ｐ＜００５），ＣＯ２、ＰａＯ２和 ＳａＯ２水平明显增加（Ｐ＜
００５）。见表１。
２２　肺组织病理学变化　正常组大鼠肺组织无异
常发生，结构清晰，无炎性反应和浸润的发生。模型

组肺泡壁加厚，并伴有大量的中性粒细胞，肺泡间质

出现水肿和肺泡壁间质浸润。地塞米松组和羊耳菊

水提物组浸润明显减轻，部分出现少量的中性粒细

胞、淋巴细胞以及脱落坏死的上皮细胞。见图１。

图１　大鼠肺组织病理学变化（×２００）

２３　羊耳菊水提物对肺炎大鼠支气管肺泡灌洗液
中白细胞和中性粒细胞及肺组织ＭＰＯ活性的影响
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表１　羊耳菊水提物对肺炎大鼠血气分析的变化（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＰａＣＯ２（ｋＰａ） ＣＯ２（ｍＬ／ｄＬ） ＳａＯ２（％） ＰａＯ２（ｋＰａ）

正常组 ４７５±０８６ ２３２３±２０５ ９４０５±４４７ ８８９±１３２
模型组 ８８９±０５６ １１３４±２０２ ５８４８±７８７ ４７５±０７５

地塞米松组（１０４ｍｇ／ｋｇ） ５１４±０３５△△ ２０４５±２４４△△ ８７０１±７３２△△ ８２３±０８７△△

羊耳菊水提物（６ｇ／ｋｇ） ８１２±０６５△ １３３４±２６５ ７３３４±４５８△ ６７７±１２１△△

羊耳菊水提物（１２ｇ／ｋｇ） ６７６±０２７△△ １６５７±１１４△△ ８０４２±７６４△△ ６９１±０７６△△

羊耳菊水提物（２４ｇ／ｋｇ） ５５２±０５５△△ １８６７±４３３△△ ８６８４±４３５△△ ８０９±０８３△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

表２　羊耳菊水提物对肺炎大鼠各组外周血的白细胞和中性粒细胞变化（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 白细胞／ｍＬ 中性粒细胞／ｍＬ ＭＰＯ活性（Ｕ／ｇ蛋白）

正常组 ２７５±１５ ４０２±９ ００２３±０００７
模型组 ９４３±１６ １９３６±２８ ００４２±０００６

地塞米松组（１０４ｍｇ／ｋｇ） ３１３±１１△△ ５１７±１２△△ ００２５±０００５△△

羊耳菊水提物（６ｇ／ｋｇ） ７９４±２３ １６１３±１８ ００３９±０００５
羊耳菊水提物（１２ｇ／ｋｇ） ６５３±１３ １２８０±１４△△ ００３２±０００４

羊耳菊水提物（２４ｇ／ｋｇ） ３８５±７△△ ７８６±８△△ ００２６±０００４△△

　　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

表３　羊耳菊水提物对肺炎大鼠ＴＮＦα，ＩＬ１β和ＩＬ６的影响（珋ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍｇ蛋白，ｎ＝１０）

组别 ＴＮＦα ＩＬ１β ＩＬ６

正常组 １０３１１±１２３４ １７３４１±１２８７ ５１８６±１１３４
模型组 ３２３３３±１８９６ ５４８１８±２６３４ １９０３１±１９４３

地塞米松组（１０４ｍｇ／ｋｇ） １３３７８±１２５６△△ ２２４３６±１６８６△△ ５６８８±８４５△△

羊耳菊水提物（６ｇ／ｋｇ） ３１４１８±１８４５ ４８４７０±２０５４△ １６６４５±１３５４
羊耳菊水提物（１２ｇ／ｋｇ） ２７６９３±２１３４△ ３５３８０±１９５６△ １４１５５±１１４５△△

羊耳菊水提物（２４ｇ／ｋｇ） １９３５１±１８３４△△ ２７８６３±１６３４△△ ６８０３±８５６△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

　　与正常组比较，模型组大鼠支气管肺泡灌洗液
中中性粒细胞、白细胞水平和肺组织中的ＭＰＯ活性
明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），与模型组
比较，地塞米松组和羊耳菊水提物不同剂量组的大

鼠的支气管肺泡灌洗液中的白细胞和中性粒细胞及

肺组织中的 ＭＰＯ明显下降，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５）。见表２。
２４　羊耳菊水提物对肺炎大鼠肺组织 ＴＮＦα，ＩＬ
１β，ＩＬ６的影响　与正常组比较，模型组大鼠中肺
组织的ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６水平明显增加，差异均有
统计学意义（Ｐ＜００１）。与模型组比较，地塞米松
和羊耳菊水提物中高剂量组大鼠肺组织的 ＴＮＦα，
ＩＬ１β，ＩＬ６水平明显下降，差异均有统计学意义（Ｐ
＜００５）。见表３。
２５　羊耳菊水提物对肺炎大鼠肺组织 ＮＦκＢｐ６５、
ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白水平的影响　与正常组比较，模型
组织 ＮＦκＢｐ６５、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白水平明显升高，差
异有统计学意义（Ｐ＜００１）。与模型组比较，地塞
米松组和羊耳菊水提物不同剂量组均能明显降低

ＮＦκＢｐ６５、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白水平，差异均有统计学
意义（Ｐ＜００１）。见图２、表４。

图２　羊耳菊水提物对肺炎大鼠肺组织ＮＦκＢｐ６５、
ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白水平的影响

表４　羊耳菊水提物对肺炎大鼠肺组织ＮＦκＢｐ６５、
　　ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白水平的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＮＦκＢｐ６５ ｐｐ３８ＭＡＰＫ

正常组 ０５８±０１２ ０５５±００７
模型组 １１３±０１４ ０９７±０１２

地塞米松组（１０４ｍｇ／ｋｇ） ０６３±００６△△ ０６１±００９△△

羊耳菊水提物（６ｇ／ｋｇ） ０９１±００３△ ０８５±００５△

羊耳菊水提物（１２ｇ／ｋｇ） ０８２±００５△△ ０７４±００５△

羊耳菊水提物（２４ｇ／ｋｇ） ０７１±００８△△ ０６５±００７△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１
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３　讨论
重症肺炎是呼吸科临床常见的疾病，已经严重

威胁人类的健康，每年大发病率达到１２％，正确的
制备肺炎模型对该病的发病机制和临床研究有重要

意义。本研究采用从肺炎患者的唾液中分离得到的

肺炎克雷伯菌临床株经培养后建立大鼠急性重症肺

炎模型，大鼠的临床表现与重症肺炎患者在呼吸系

统的临床表现相符［６］。血气分析中某些因子水平

通常作为肺炎程度的评价体系最重要的因素，ＳａＯ２
＜９０％或动脉氧分压＜８ｋＰａ基本可以确定为重症
肺炎［７］，本实验制备大鼠肺炎不经过任何治疗６ｄ
后发现大鼠的ＳａＯ２仅有（５８４８±７８７）％，而ＰａＯ２
仅有（４７５±０７５）ｋＰａ，说明肺炎克雷伯菌诱导大
鼠肺炎完全有可能恶化为重症肺炎，而且术后处死

的模型组大鼠白细胞计数、中性粒细胞计数及肺组

织中的ＭＰＯ活性明显增加较为明显，通过病理组织
学观察显示，模型组肺泡壁加厚，并伴有大量的中性

粒细胞，肺泡间质出现水肿和肺泡壁间质浸润。我

们认为达到预定诊断标准的大鼠发病症状与临床上

重症肺炎患者的发病情况比较类似，可以认为该方

法成功建立了重症肺炎大鼠模型。

ＴＮＦα作为一种具有多种生物学效应的细胞因
子，在各种疾病的发展中有着重要的特殊地位［８］，

主要由激活的单核巨噬细胞分泌，参与炎性反应和
免疫应答，一定量的ＴＮＦα对机体具有抗感染和增
强免疫力等作用，但大量的 ＴＮＦα持续释放会诱导
中性粒细胞局部侵润，引起局部炎性反应，使机体器

官甚至多系统受损，ＴＮＦα作为早期启动炎性反应
递质连锁反应的因子，可激活其他体内炎性反应因

子ＩＬ１β，ＩＬ６等的释放。ＴＮＦα，ＩＬ１β和ＩＬ６等大
量炎性反应因子的大量释放还诱导Ｔ细胞、Ｂ细胞、
ＮＫ细胞核单核细胞等使其功能活性增强，加强感
染症状，使得外周血液中的白细胞和中性粒细胞的

大量产生。通过羊耳菊水提物治疗发现，不同剂量

羊耳菊水提物能有效抑制 ＴＮＦα，ＩＬ１β和 ＩＬ６的
释放和组织白细胞和中性粒细胞的大量产生，并且

促使炎性反应减退从而达到治疗肺炎的效果，并呈

现剂量依赖性［９１２］。而且本研究中利用羊耳菊水提

物不同剂量治疗６ｄ后，发现羊耳菊水提物能明显
改善血流动力学和血气分析中的因子水平，这也进

一步说明羊耳菊水提物治疗急性肺损伤效果明显。

研究显示，炎性反应递质的表达和 ＭＡＰＫｓ与
ＮＦκＢ信号级联途径密切相关。ＮＦκＢ为一种能与
基因的启动子或增强子特异性结合并启动转录的一

组转录调节因子，多数为 ｐ５０和 ｐ６５组成的同源或
异源二聚体，调控细胞的炎性反应因子基因的表达，

其活性受到 ＩＫＢ的抑制。而 ＭＡＰＫｓ信号通路的
ＥＲＫ、ＪＮＫ和ｐ３８ＭＡＰＫ等家族成员均可调控炎性反
应水平，通过作用于各自不同的底物，调控 ＴＮＦα，
ＩＬ１β和 ＩＬ６等细胞因子的表达。研究显示，
ＭＡＰＫｓ与ＮＦκＢ信号通路中家族成员异常表达与
基因表达层面发生变异存在一定的联系，而炎性反

应因子的旁分泌同样是其诱发的因素之一［１３］。研

究表明，通过诱导炎性反应因子自分泌可激活

ＭＡＰＫｓ与 ＮＦκＢ信号通路中家族成员的表达，而
ＭＡＰＫｓ与ＮＦκＢ信号通路中家族成员的激活反过
来更刺激了炎性反应因子的产生及分泌，形成了一

条ＭＡＰＫｓ与 ＮＦκＢ信号正反馈持续激活的环
路［１４］。因此，ＭＡＰＫｓ与 ＮＦκＢ信号通路的阻断能
有效的缓解急性肺损伤。本实验结果显示，羊耳菊

水提物能有效的降低 ＮＦκＢｐ６５、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白
水平，并呈现剂量依赖性。ＭＡＰＫｓ信号通路中，
ｐ３８ＭＡＰＫ水平与 ＮＦκＢ的激活关系非常密切，其
中ｐ３８ＭＡＰＫ的表达水平下降，ＮＦκＢ的活性也会
受到一定程度的影响。因此，ＭＡＰＫｓ与ＮＦκＢ信号
级联途径都是急性肺损伤中抗炎的重要环节，为阻

断炎性反应的重要靶点。

总之，羊耳菊水提物对肺炎克雷伯菌所致大鼠

重症肺炎抗炎效果明显，能有效的改善肺功能。其

中ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＮＦκＢｐ６５信号通路是羊耳菊水提
物抗炎作用的主要靶点，可以为羊耳菊的开发提供

新的研究路径。
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［１４］刘丹丹，曹纲，张琦，等．三叶青黄酮经ｐ３８ＭＡＰＫ和ＮＦκＢ途径

抑制老年小鼠急性肺损伤［Ｊ］．中国药理学通报，２０１５，３１（１２）：

１７２５１７３０．

（２０１６－１１－２３收稿　责任编辑：杨觉雄）

“国风养心杯”有奖征文通知

　　为了更好的交流养心氏片临床使用经验，为临床医生提

供一个交流学术平台，《世界中医药》编辑委员会与上海医药

集团青岛国风药业股份有限公司决定自２０１６年５月１日起，

共同举办“国风养心杯”有奖征文活动，征文具体要求如下：

征文内容：１．养心氏片临床疗效观察：

例如：养心氏片在改善稳定性冠心病及ＰＣＩ术后心功能

不全体征及症状，心律失常、糖尿病等相关并发症，围绝经期

综合征，躯体症状障碍等临床疗效观察。

２．同类产品比较应用的研究总结。

征文要求：１．论文具有创新性和科学性，论点鲜明、论证

充分、逻辑严谨、结果真实可靠，５０００字以内为宜，未公开发

表及未在全国性会议上交流过。

２．论文请按“题目、姓名、作者单位、邮编、摘要、关键词

（以上中英文），正文、参考文献”的顺序排列。如多名作者，

请在姓名右上角标明第一作者、第二作者及第三作者的数字

序号，每篇论文作者一般不超过５人。

３．论文摘要为３００～４００字，包括“研究目的、方法、结

果、结论”四部分简要内容。

４．论文后可附参考文献，书写格式如：

①（书）作者姓名、书名、出版社名、出版年月、页码；

②（期刊）作者姓名、文章名、期刊名、年份、卷（期）、页

码。

５．论文标题下请注明作者姓名、职称、工作单位、联系方

式、邮箱及邮编。参选者请保留底稿。

稿件评审：本次活动的所有征文均由《世界中医药》杂志

编辑部组织专家进行审阅并评选出优秀论文，获奖者均可获

得一定的奖励。获奖文章将在２０１６－２０１７年《世界中医药》

杂志正式发表，刊发前将专函通知获奖论文的第一作者，如

有其他发表需求请电函。上海医药集团青岛国风药业股份

有限公司将保留上述活动的解释权利，并拥有对来稿的处理

权和各种媒体的使用权。

投稿方式：所有论文请以ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＷｏｒｄ电子文件形式，

发至ｇｒｏｗｆｕｌｍｋｔ＠１６３．ｃｏｍ，并注明“养心氏片有奖征文”字

样；或致电：０５３２－８６０５８９７２，１８６６０２２２８５８。

联系人：刘先生。

截至时间：２０１７年１２月３１日（以电子邮箱收到日期为

准）；所有征文恕不退稿，请自留底稿。

凡参加本项活动的第一作者均可获得上海医药集团青

岛国风药业股份有限公司赠送的精美纪念品。

欢迎广大临床医生踊跃参加本项活动！

·２４４２· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１７，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．１０


