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[摘要 ]　目的 :研究荆防挥发油对炎症相关因子表达和调节的影响。方法 :用 OA和 LPS2次打击 ,建立 2次

打击急性肺损伤 (AL I)模型。荆防挥发油 (45119μL·kg- 1 )对大鼠 AL I模型支气管上皮细胞间黏附分子 CD54,肺

组织核因子 2κB (NF2κB) p65、支气管上皮细胞中 NF2κB p65 mRNA的组织化学观察及统计。结果 :荆防挥发油能明

显抑制 CD54的表达、NF2κB p65的活化及阻止 NF2κB p65 mRNA的转录增加。结论 :荆防挥发油抑制 CD54的表

达 ,减少 p65蛋白的合成可能是其抗炎的分子机制之一。
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　　荆芥 Sch izonepeta tenu ifolia B riq和防风 Saposh2
n ikovia d ivarica ta Schischk是中医临床中常用的一组

药对 [ 1 ]。现代药理研究表明 ,荆芥、防风均具有解

热、镇痛、抗炎、抗菌、抗病毒等作用。荆芥、防风单

煎及混合水煎均具有明显的镇痛、解热、抑制肠肌收

缩的作用 ,两药单用与合用无明显差异 ,但荆芥、防

风混合水煎液对炎症的抑制作用明显好于单煎。目

前对于荆防挥发油的实验研究 ,主要集中在荆芥和

防风的成分分析上 [ 224 ] ,对其药理作用研究报道并不

多见。近年来 ,作者的实验室对荆防挥发油的抗炎

药理作用进行了较为全面、深入的研究。结果表明 ,

荆防挥发油对角叉菜胶致小鼠足肿胀和大鼠佐剂关

节炎足肿胀有显著的抑制作用 ,能降低炎症小鼠模

型血管活性胺和 PGE2释放 [ 527 ]。上述研究结果表

明 ,荆防挥发油抗炎效果明确。

急性肺损伤 ( acute lung injury, AL I)的发病机

制主要是致病因子对肺血管内皮细胞的直接损伤和

全身炎症反应。本实验通过免疫组化等技术观察荆

防挥发油对大鼠 AL I模型支气管上皮细胞间黏附分

子 21 ( inter2cellular adhesion molecule, ICAM 21,又名

CD54)、肺组织核转录因子κB ( nuclear transcrip tion

factor kappa B , NF2κB )和支气管上皮细胞中 NF2κB

mRNA的影响 ,以进一步明确荆防挥发油的作用机

制 ,有助于更好地开展临床应用。

1　材料

1. 1　动物 　W ister大鼠 , ( 250 ±25) g,雄性 ,动物

质量合格证号 :医动字第 220010004,由中国科学院

上海实验动物中心提供。

1. 2　药品和试剂 　荆防挥发油 ,出油率为 0156% ,

以 015%的山梨醇甲酯溶液配成合适浓度使用。

CD54 SABC测定试剂盒 (批号 011136) , NF2κB p65

即用型 SABC测定试剂盒 (批号 011109)和 NF2κB

p65原位杂交检测试剂盒 (批号 011118)均由武汉

博士德生物工程有限公司提供。LPS由美国 Sigma

提供。其余为市售试剂。

2　方法

2. 1　动物分组及处理 　大鼠 40只 ,随机分为 4组
( n = 10) ,正常组和模型组 :灌胃 ( ig)生理盐水 10

mL·kg- 1 ;地塞米松阳性药组 : 5 mg·kg- 1 ( ig) ;荆

防油组 : 45119μL·kg
- 1 ( ig)。除阳性药组外 ,各组

动物每天分别给药 1次 ,连续 3 d,阳性药组于正式

实验前注射地塞米松。末次给药后 2 h,各鼠经尾静

脉注入油酸 012 mL·kg- 1 ,分别在注入油酸后 4 h,

实施第 2次打击 ,选择另一支尾静脉注入 LPS 2 mg

·kg
- 1 [ 8 ]。2 h后处死动物 ,取右侧全肺用 4%多聚

甲醛溶液固定 ,石蜡包埋切片。用于免疫组化检测

CD54, NF2κB p65表达和原位杂交检测 NF2κB p65

mRNA的表达。

2. 2　免疫组织化学染色 　一抗 CD54或 NF2κB p65

(工作浓度 1∶100) ,按 SABC试剂盒说明染色 ,DAB显
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色。光镜 ( ×330)观察 ,每张切片随机观察 5个视野 ,

将视场摄入计算机图像分析系统 ,做图象分析 ,照像。

2. 3　原位杂交检测方法 　采用的探针为 NF2κB

p65的寡核苷酸探针 ,经地高辛标记 ,其寡核苷酸探

针序列为 5′2GATCACATCCCCACCGAGGCAGCTGC2
CAGA23′。按试剂盒说明操作 , DAB显色。光镜 ( ×

330)观察 ,每张切片随机观察 5个视野 ,将视场摄入

计算机图像分析系统 ,做图象分析 ,照像。

2. 4　统计方法 　实验数据均采用 �x ±s表示 ,显著

性比较采用 Student t检验进行统计学分析。

3　结果

3. 1　对支气管上皮细胞间黏附分子 CD54表达的

影响 　光镜下可见 CD54主要在肺巨噬细胞、间皮

细胞及支气管上皮细胞膜中表达。正常大鼠的肺组

织中 CD54表达相对较低 ,模型组大鼠的 CD54表达

明显增强 ,荆防油组及地塞米松组的 CD54表达也

增强 ,但比模型组弱。图像分析显示 :模型组阳性细

胞面积总和及积分吸光度 (A )总和较正常组明显增

高 ,有显著的统计学差异 ( P < 0101) ;荆防油组及地

塞米松组大鼠阳性细胞面积总和及积分 A 总和明

显降低 ,与模型组比较有显著性差异 ( P < 0101 )。

结果见表 1。

表 1　对大鼠急性肺损伤模型支气管上皮细胞

CD54表达的影响 ( �x ±s, n = 10)

组别
剂量

/μL·kg - 1

阳性细胞面积总和

/ ×103μm2

积分 A总和

/ ×105

正常 - 2116 ±0153 5163 ±0167

模型 - 23141 ±61071) 40118 ±111821)

地塞米松 3) 5 10155 ±41132) 16156 ±71022)

荆防油 45119 9182 ±31612) 10137 ±31432)

　　注 : ①与正常组比较 1) P < 0101;与模型组比较 2) P < 0101;

②3)地塞米松的剂量单位是 mg·kg - 1 (下表同 )

3. 2　对肺组织细胞中 NF2κB p65表达及其活性的

影响 　光镜下可见正常大鼠肺组织在间质细胞中只

见淡淡的棕色物质 ;模型对照组大鼠肺组织的巨噬

细胞、间质细胞胞浆及胞核大多有棕色物质 ,且大多

数已进入胞核 ,表明 NF2κB p65已活化。给药各组

大鼠肺组织的巨噬细胞、间质细胞的胞浆及胞核亦

有棕色物质 ,但与模型组比较症状明显减轻。图像

分析显示 :模型组阳性细胞面积总和、积分 A 总和

及阳性细胞发生核位转移率较正常组明显增高 ,有

显著的统计学差异 ( P < 0101) ;荆防油组及地塞米

松组大鼠阳性细胞面积总和、积分吸光度总和及阳

性细胞发生核位转移率均明显降低 ,与模型组比较

有显著性差异 ( P < 0101)。结果见表 2。

表 2　对大鼠急性肺损伤模型肺组织细胞中 NF2κB p65表达和活化的影响 ( �x ±s, n = 10)

组别 剂量 /μL·kg - 1 阳性细胞面积总和 / ×103μm2 积分 A总和 / ×105 阳性细胞发生核位移率 /%

正常 - 3176 ±0192 11163 ±1181 4123 ±2135

模型 - 38171 ±91111) 62135 ±141061) 79165 ±81631)

地塞米松 1) 5 13166 ±51452) 36147 ±91682) 45136 ±141662)

荆防油 45119 13109 ±71332) 29175 ±81432) 41187 ±141452)

3. 3　对大鼠支气管上皮细胞中 NF2κB p65 mRNA

表达的影响 　光镜下可见正常大鼠的肺组织中 NF2
κB p65 mRNA表达相对较低 ,模型组大鼠的 NF2κB

p65 mRNA表达明显增强 ,荆防油组及地塞米松组

的 NF2κB p65 mRNA 表达也增强 ,但比模型组弱。

图像分析显示 :模型组阳性细胞面积总和及积分 A

总和较正常组明显增高 ,有显著的统计学差异 ( P <

0101) ;荆防油组地塞米松组大鼠阳性细胞面积总

和及积分吸光度总和明显降低 ,与模型组比较有显

著性差异 ( P < 0101)。结果见表 3。

4　讨论

NF2κB是免疫球蛋白κ链基因上游增强子的一

个多功能核转录调节因子 ,广泛存在各种组织细胞

中 ,具广泛的生物学活性 ,激活后可促进细胞因子、

黏附因子、趋化因子等基因转录 ,调控多种细胞因子

表 3　对大鼠急性肺损伤模型支气管上皮细胞中

NF2κB p65 mRNA表达的影响 ( �x ±s, n = 10)

组别
剂量

/μL·kg - 1

阳性细胞面积总和

/ ×103μm2

积分 A总和

/ ×105

正常 - 2188 ±1196 5136 ±3165

模型 - 15128 ±31691) 29131 ±51621)

地塞米松 3) 5 6144 ±41122) 13139 ±51282)

荆防油 45119 7152 ±31232) 16111 ±61092)

和炎性介质等基因的表达 ,参与免疫及炎症反

应 [ 9, 10 ]。Schwartz等 [ 11 ]研究证明 ,内毒素激活核转

录因子κB,进而诱导促炎因子的大量生成 ,这是急

性肺损伤的关键发病环节 ,因而防止 NF2κB的激活

或抑制其活性已经成为治疗急性肺损伤的新途径之

一。氧化应激是 NF2κB激活的重要途径 ,而荆防挥

发油具有较强的抗氧化效应 [ 7 ] ,实验结果还表明荆
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防挥发油能够抑制 NF2κB的活化。荆防挥发油抗

氧化效应、抑制 NF2κB的活化和 mRNA表达 ,可能

是其发挥防治肺损伤作用的机制之一。

CD54是一种免疫球蛋白超家族类的细胞表面

黏附分子 ,参与多种炎症性疾病过程 ,其黏附功能是

参与多种炎症性疾病的重要病理生理基础 , CD54在

细胞表面表达量的多少代表炎症病变的程度 [ 12, 13 ]。

在炎症反应中 , CD54是细胞与细胞接触过程中起中

介作用的一种细胞黏附分子。在 AL I时 ,炎症细胞

与血管内皮细胞的相互作用可能对 CD54的表达起

关键作用。因此 ,本试验结果荆防挥发油能抑制

CD54的表达 ,也是荆防挥发油降低 AL I的发生程

度、发挥抗炎作用的机制之一。荆防挥发油治疗

AL I的作用 ,是否优于荆芥或防风挥发油单用治疗

AL I,本次实验没有进行比较研究 ,将在下次实验中

进行探讨。
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Effects of vola tie o il of F ine leaf sch izonepeta herb and D iva rica te saposhn ikovia

root on pro inflamma tory cytok ine expression and regula tion

GE W ei2hong1 , Guo J ian2you2 , SHEN Ying2jun 3 , CHEN M in2li1 , SH I Sen2lin1 , HAN Yu2huan1 , L IN J ie1

(1. Zhejiang Chinese M edical U niversity, Hangzhou 310053, China;

2. Institu te of Psychology, Chinese A cadem y of Sciences, B eijing 100101, Ch ina;

3. Chengdu Trad itiona l Chinese M edical U niversity, Chengdu 610075, China)

[ Abstract] 　O bjective: To study the effects of volatie oil of F. schizonepeta herb and D. saposhnikovia root (OSS) on p roin2
flammatory cytokine exp ression and regulation in rats. M ethod: OA and LPS were injected intravenously to rats to develop AL I1The

rats were treated with OSS (45119μL·kg- 1 ). The pathological sections of lung tissue were p repared and observed in acute lung inju2
ry rats1The exp ression of nuclear factor2kappa B p65 (NF2κB p65) , intercellar adhesion molecule CD54, and NF2κB p65 mRNA were

determ ined in lung cells. Result: volatie oil of F. schizonepeta herb and D. saposhnikovia root significantly inhibited the exp ression of

CD54, the activation of NF2κB p65, and the transcrip tion of NF2κB p65 mRNA. Conclusion: OSS can reduce the exp ression of CD54

and NF2κB p65 p rotein synthesis, which may be its anti2inflammatory molecular mechanism s.

[ Key words] 　volatie oil of Fineleaf sch izonepeta herb and D ivarica te saposhn ikovia root; CD54; nuclear factor2kappa B p65

[责任编辑 　古云侠 ]

·9771·

第 32卷第 17期

2007年 9月
　　　　　　　　　

　　　 中 国 中 药 杂 志
Ch ina Journa l of Ch inese M a ter ia M ed ica

　　　　　　　
Vol. 32, Issue　17

Sep tember, 2007


