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　 　 ［摘要］ 　 目的　 探讨枸杞多糖（ＬＢＰ）对百草枯（ＰＱ）中毒肺损伤保护作用和分子机制。 　 方法　 将雄性 ＳＤ 大鼠 ２４ 只（８～
１０ 周龄，１８０～２００ ｇ 体重）采用随机数字表法随机分为 ３ 组，分别为百草枯组（ｎ＝８）：腹腔注射百草枯（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）；ＰＱ＋ＬＢＰ 组（ｎ
＝８）：腹腔注射百草枯（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）后灌胃给予枸杞多糖（４００ ｍｇ ／ ｋｇ）；对照组（ｎ＝ ８）：腹腔注射等量等渗盐水。 各组大鼠于干预

后 ３ ｄ 麻醉处死并留取肺组织标本，制作肺组织切片。 通过 ＨＥ 染色观察分析组织损伤和炎症发生情况；通过检测大鼠肺湿 ／干
重比（Ｗ／ Ｄ）和羟脯氨酸含量进一步评估渗出及胶原沉积情况；通过试剂盒方法检测肺组织丙二醛（ＭＤＡ）、髓过氧化物酶

（ＭＰＯ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）水平；采用酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）检测肺组织白细胞介素⁃１β（ＩＬ⁃１β）和肿瘤坏死因子⁃α
（ＴＮＦ⁃α）的水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测核转录因子 ＮＦ⁃Ｅ２ 相关因子 ２（Ｎｒｆ２）和血红素加氧酶⁃１（ＨＯ⁃１）相关信号分子的表达情况。 　
结果　 枸杞多糖处理后，百草枯造成的大鼠肺损伤得到减轻，ＰＱ＋ＬＢＰ 组大鼠肺组织的湿 ／干重比和羟脯氨酸含量较百草枯组显

著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＰＱ＋ＬＢＰ 组大鼠肺组织 ＭＰＯ 活性［（６􀆰 ５４±０􀆰 ６５）Ｕ ／ ｇ］和 ＭＤＡ 含量［（７􀆰 ７１±０􀆰 ４２） ｎｍｏｌ ／ ｍｇ］ 较百草枯组

［（１６􀆰 ４９±０􀆰 ５９） Ｕ ／ ｇ、（１４􀆰 ３４±０􀆰 ５５） ｎｍｏｌ ／ ｍｇ］下调（Ｐ＜０􀆰 ０５），而 ＳＯＤ 水平［（２５􀆰 ２７±０􀆰 ５８）Ｕ ／ ｍｇ］ 较百草枯组［（１２􀆰 ２５±０􀆰 ６２）Ｕ ／
ｍｇ］显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＰＱ＋ＬＢＰ 组大鼠肺组织中炎症因子 ＩＬ⁃１β［（１１５􀆰 ９３±３􀆰 １７）ｐｇ ／ ｍｇ］和 ＴＮＦ⁃α［（６６􀆰 ３４±４􀆰 ２７）ｐｇ ／ ｍｇ］的表

达水平较百草枯组［（２２５􀆰 ５８±４􀆰 ８３）ｐｇ ／ ｍｇ、（１６７􀆰 ００±５􀆰 ８０）ｐｇ ／ ｍｇ］下调（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＰＱ＋ＬＢＰ 组大鼠肺组织中炎症因子 ＩＬ⁃１β
［（１１５􀆰 ９３±３􀆰 １７） ｐｇ ／ ｍｇ］和 ＴＮＦ⁃α［（６６􀆰 ３４±４􀆰 ２７） ｐｇ ／ ｍｇ］的表达水平较百草枯组［（２２５􀆰 ５８±４􀆰 ８３） ｐｇ ／ ｍｇ、（１６７􀆰 ００±５􀆰 ８０） ｐｇ ／
ｍｇ］下调（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＰＱ＋ＬＢＰ 组大鼠肺组织 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１ 蛋白表达水平较百草枯组显著上调（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 　 结论　 枸杞多糖能

够通过抗氧化、抗炎等作用减轻百草枯造成的肺损伤，相关保护作用与 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 信号途径关系密切。
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０　 引　 　 言

百草枯（ｐａｒａｑｕａｔ， ＰＱ）中毒是最常见的中毒类型

之一。 由于缺乏有效的特异性解毒药物，百草枯中毒

患者的病死率极高，达到 ６０％～８０％［１］。 由于肺部的主

动摄取机制，百草枯常积聚于肺并引起肺损伤和肺纤

维化。 百草枯中毒引起肺组织病变的相关分子机制并

不明确，主要涉及氧化⁃抗氧化失衡、脂质过氧化、炎症

激活和细胞凋亡等病理生理过程［２］。 近年来，中药以

及中药相关活性成分对肺损伤的保护作用逐渐受到重

视，如血必净［３］、牛蒡子苷元［４］ 等。 其中枸杞多糖

（ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ， ＬＢＰ）被认为具有抗

氧自由基、抗肿瘤、免疫调节等作用，具备一定的转化

应用价值［５］。 本研究拟探究枸杞多糖对百草枯所致大

鼠肺损伤的保护作用并初步探索潜在的作用机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂　 枸杞多糖（Ｓｏｌａｒｂｉｏ， 纯度≥９０％），
百草枯 （ Ｓｉｇｍａ 公司），羟脯氨酸 （ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，
ＨＹＰ）含量测定试剂盒 （ Ｓｏｌａｒｂｉｏ），髓过氧化物酶

（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）测定试剂盒、丙二醛（ｍａｌｏｎ⁃
ｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ）含量检测试剂盒、超氧化物歧化

酶 （ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ）活性测定试剂盒（南
京建成生物工程研究所），白细胞介素⁃１β（ ＩＬ⁃１β）
检测 ＥＬＩＳＡ 试剂盒、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）检测

ＥＬＩＳＡ 试剂盒（上海碧云天公司），蛋白质免疫印迹

（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测核转录因子 ＮＦ⁃Ｅ２ 相关因子 ２
（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２，Ｎｒｆ２）、血
红素加氧酶⁃１（ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃１，ＨＯ⁃１）、β⁃ａｃｔｉｎ 相

关抗体（美国 Ａｂｃａｍ 公司）。
１􀆰 ２　 动物实验分组及取材　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ２４
只（８～１０ 周龄，体重 ２００ ～ ２２０ ｇ）由江苏省人民医院

实验动物房提供，实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（苏）
２０１６⁃０００２。 饲养于相对湿度 ５０％～６０％、温度 ２２～２４
℃的环境中，光照周期 １２ ｈ，自由饮水和进食。 采用

随机数字表法分为 ３ 组：百草枯组（ｎ ＝ ８）：腹腔注射

百草枯（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）；ＰＱ＋ＬＢＰ 组（ｎ ＝ ８）：腹腔注射百

草枯（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）后灌胃给予枸杞多糖（４００ ｍｇ ／ ｋｇ）；
对照组（ｎ＝８）：腹腔注射等量等渗盐水。 大鼠于实验

后 ３ ｄ 麻醉处死并留取肺组织标本。
１􀆰 ３　 大鼠肺湿 ／干重比分析和羟脯氨酸含量检测　
测定大鼠肺湿 ／干重比检测时，取左肺擦干表面液

体，称取其湿质量（Ｗ），将其置于烘箱中晾干至恒

重，称取干质量（Ｄ），计算两者比值即为湿 ／干重比

（Ｗ ／ Ｄ）。 按照试剂盒标准流程检测检测肺组织羟

脯氨酸含量。
１􀆰 ４　 ＭＰＯ、ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 水平检测　 按照对应试

剂盒说明书要求分别检测肺组织匀浆中 ＭＰＯ、ＭＤＡ
和 ＳＯＤ 的水平。
１􀆰 ５　 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α表达水平检测　 采用 ＥＬＩＳＡ 试

剂盒分别检测 ３ 组大鼠肺组织匀浆中炎症因子 ＩＬ⁃
１β 和 ＴＮＦ⁃α 的表达水平。
１􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肺组织 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１ 表达

水平　 取大鼠肺组织按每 １００ 毫克加 １ ｍＬ 组织裂解

液，充分匀浆后收集上清并测定蛋白浓度。 聚丙烯酰

氨凝胶电泳分离蛋白，湿转法转移至聚偏二氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜，采用含有 ５％牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的封闭

液封闭后，加入对应一抗，孵育后加入辣根过氧化物

酶（ＨＲＰ）标记的二抗，孵育后增强化学发光法（ＥＣＬ）
显色，条带灰度值采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析。
１􀆰 ７　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 进行统计学分

析，计量数据以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，３ 组间均数

比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），多重比较采用

ＬＳＤ⁃ｔ 检验；以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
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２　 结　 　 果

２􀆰 １　 各组大鼠肺组织学改变、湿 ／干重比和羟脯氨酸

含量比较　 大鼠肺组织切片经 ＨＥ 染色后，在光镜下

观察发现：百草枯组大鼠在腹腔注射百草枯 ３ ｄ 后，
肺部渗出明显增多，大量炎细胞浸润，肺泡塌陷，组织

结构受损严重。 与百草枯组比较，经枸杞多糖灌胃处

理的 ＰＱ＋ＬＢＰ 组大鼠肺部炎症渗出显著减少，炎细胞

浸润得到一定的缓解，肺组织结构基本正常，见图 １。
与对照组大鼠比较，百草枯组大鼠肺组织的湿 ／干重

比和羟脯氨酸含量显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），而 ＰＱ＋ＬＢＰ
组大鼠肺组织的湿 ／干重比和羟脯氨酸含量较百草枯

组显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 ２。

图 １　 各组大鼠肺组织切片（ＨＥ 染色 ×１００）

ａ：肺组织湿 ／ 干重比；ｂ：羟脯氨酸

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与百草枯组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ２　 各组大鼠肺组织湿 ／干重比和羟脯氨酸含量比较

２􀆰 ２　 各组大鼠肺组织 ＭＰＯ、ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 水平比

较　 与对照组比较，百草枯组大鼠肺组织中 ＭＰＯ 活

性和 ＭＤＡ 含量显著增加，而 ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与百草枯组比较，ＰＱ＋ＬＢＰ 组大鼠肺组织

ＭＰＯ 活性和ＭＤＡ 含量下调（Ｐ＜０􀆰 ０５），而 ＳＯＤ 水平

显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），见表 １。

表 １　 各组大鼠肺组织 ＭＰＯ、ＭＤＡ、ＳＯＤ 表达水平（􀭵ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＭＰＯ（Ｕ ／ ｇ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ ／ ｍｇ） ＳＯＤ（Ｕ ／ ｍｇ）
对照组 ８ ３􀆰 ６６±０􀆰 ４２ ５􀆰 ０１±０􀆰 ３１ ３３􀆰 ７４±０􀆰 ７５
百草枯组 ８ １６􀆰 ４９±０􀆰 ５９∗ １４􀆰 ３４±０􀆰 ５５∗ １２􀆰 ２５±０􀆰 ６２∗

ＰＱ＋ＬＢＰ 组 ８ ６􀆰 ５４±０􀆰 ６５∗＃ ７􀆰 ７１±０􀆰 ４２∗＃ ２５􀆰 ２７±０􀆰 ５８∗＃

Ｐ 值 ＜０􀆰 ００１ ＜０􀆰 ００１ ＜０􀆰 ００１
　 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与百草枯组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５

２􀆰 ３　 各组大鼠肺组织 ＩＬ⁃１β和 ＴＮＦ⁃α表达水平比

较　 与对照组比较，百草枯组大鼠肺组织中 ＩＬ⁃１β 和

ＴＮＦ⁃α 的表达水平显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与百草枯组比

较，ＰＱ＋ＬＢＰ 组大鼠肺组织中 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的表达

水平下调（Ｐ＜０􀆰 ０５），说明枸杞多糖能够降低大鼠肺组

织中 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的表达水平，见表 ２。

表 ２　 各组大鼠肺组织 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α表达水平（􀭵ｘ±ｓ，ｐｇ ／ ｍｇ）

组别 ｎ ＩＬ⁃１β ＴＮＦ⁃α
对照组 ８ ８２􀆰 ０１±２􀆰 ９０ ４３􀆰 ９０±２􀆰 ３８
百草枯组 ８ ２２５􀆰 ５８±４􀆰 ８３∗ １６７􀆰 ００±５􀆰 ８０∗

ＰＱ＋ＬＢＰ 组 ８ １１５􀆰 ９３±３􀆰 １７∗＃ ６６􀆰 ３４±４􀆰 ２７∗＃

Ｐ 值 ＜０􀆰 ００１ ＜０􀆰 ００１
　 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与百草枯组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５

２􀆰 ４　 各组大鼠肺组织 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１ 蛋白表达水平

比较　 与对照组比较，百草枯组大鼠肺组织 Ｎｒｆ２ 和

ＨＯ⁃１ 的表达受到抑制（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＰＱ＋ＬＢＰ 组大鼠

肺组织 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１ 蛋白表达水平较百草枯组显著

上调（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 ３。

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与百草枯组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ３　 各组大鼠肺组织中 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１分子蛋白表达水平
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３　 讨　 　 论

百草枯导致的肺损伤和肺纤维化是中毒患者

死亡的主要原因［６］，其发生发展的分子机制尚不明

确，寻找有效的肺损伤和肺纤维化抑制剂对改善患

者的预后具有重要意义［７］。 近年来，多种中药活性

成分在不同病因导致的肺损伤治疗方面的价值逐

渐受到重视［８］。 枸杞多糖作为枸杞的主要活性成

分，主要由鼠李糖、半乳糖、葡萄糖、等多种水溶性

复合多糖组成，具有重要的药理学活性，包括抗癌、
抗氧化、抗衰老、免疫调节等作用［９⁃１０］。

本研究通过构建大鼠动物模型发现，枸杞多糖能

够减轻百草枯中毒导致的肺损伤、减少肺组织渗出、
减少肺组织羟脯氨酸的沉积。 通过对氧化应激相关

分子 ＭＰＯ、ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 的检测和比较发现，枸杞多

糖能够降低 ＭＰＯ 活性和 ＭＤＡ 水平，上调 ＳＯＤ 活性，
提示枸杞多糖有助于提升清除自由基的能力、抑制脂

质过氧化反应、减少氧化应激造成的组织损伤。 而

ＰＱ＋ＬＢＰ 组大鼠肺组织中 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的表达水

平下调，表明枸杞多糖具有一定的抗炎作用。 在相关

分子机制研究方面，枸杞多糖处理后，大鼠肺组织

Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１ 蛋白水平上调，该通路参与多种组织器

官的抗氧化应激反应，是机体重要的抗氧化损伤机

制。 此外，Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 还具有调节免疫应激、抗炎、减
少线粒体损伤和抗凋亡等作用［１１⁃１２］。

对于其他病因引起的肺部疾患，枸杞多糖也能

发挥一定的治疗作用。 Ｃｈｅｎ 等［１３］ 在小鼠和人肺微

血管内皮细胞（ＨＰＭＥＣｓ）两个水平研究枸杞多糖对

脂多糖（ＬＰＳ）诱导的急性呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ）
的保护作用及分子机制，发现：枸杞多糖能够通过

抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号途径发挥抗凋亡和抗氧化作用，减
少内皮细胞损伤，减轻肺部炎症和水肿。 也有报道

枸杞多糖通过 Ａｋｔ ／ ｅＮＯＳ 通路减轻 ＬＰＳ 致 ＡＲＤＳ 小

鼠肺损伤，发挥抗炎、抗氧化应激及抗凋亡作用［１４］。
对于病情稳定的慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）患者

中，枸杞多糖能够降低并稳定血清缺氧诱导因子⁃１α
（ＨＩＦ⁃１α）浓度，抑制病情加重［１５］。 在肺纤维化研

究方面，枸杞多糖能够抑制肺纤维化相关基因

ＣＯＬ１Ａ１ 和 α⁃ＳＭＡ 的表达，减少肺组织羟脯氨酸的

沉积，同时还能够抑制成纤维细胞过度增殖和转分

化［１６］。 相关机制与百草枯中毒导致的肺纤维化发

生发展关系密切，枸杞多糖是否能够抑制上述过程

进而阻断百草枯所致的肺纤维化有待探讨。
综上所述，本研究中，枸杞多糖作为一种重要

的植物活性成分对百草枯诱导的肺损伤具有较好

的保护作用，同时能够发挥抗氧化应激和抗炎活

性，Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 信号途径可能参与这个过程。 相关

分子调控机制及转化应用前景还需进一步研究。
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