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摘要 目的  探讨乌司他丁对脂多糖 °≥致小鼠急性肺损伤的作用及其机制 ∀方法  小鼠腹腔注射乌司他

丁 和  ∏# 

或等体积生理盐水  后 分别静脉注射 °≥  # 

或等体积生理盐水 于注射

°≥后不同时间检测有关各项指标 ∀ ∞≥法测定血清和肺组织中 ×ƒΑ水平  ×2°≤ 法测定 ×ƒΑ  和

≥  的表达 ∀ •  法检测 2ƒ2∏及 ≥等蛋白表达 ∀结果  乌司他丁  ∏# 
能显

著降低 °≥引起的小鼠的肺脏指数 !肺组织及血清中 水平的增加 下调肺组织 2∏蛋白表达量和 ≥  

及其蛋白的表达量 而对小鼠的血清和肺组织冲洗液中 ×ƒΑ含量以及肺组织  ⁄无明显影响 ∀结论  乌司他丁

对 °≥引起的小鼠肺损伤有保护作用 该作用与其抑制 2∏蛋白和 ≥  的表达有关 ∀

关键词 脂多糖 急性肺损伤 乌司他丁  ≥ 2∏
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∏   ∏# 

      

 ∏ ¬ ∏°≥ 

# 


√√ ×√×ƒΑ  ∏ ∏∏ ∞≥ ×¬

×ƒΑ   ≥    ∏  ×2°≤  ×¬ 2ƒ2∏
  ∏∏ •   





√ ∏  ⁄

 ∏∏   Ρ εσυλτσ × √





 ×ƒΑ  ∏  ⁄ 

×ƒΑ  ∏  √  °≥ × ¬×ƒΑ   ≥  

2ƒ2∏  ∏°≥2 °∏  ∏# 
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 ∏  ∏ ∏¬ ∏ 

¬≥   2∏  ∏∏ °≥   ∏ 

 ×ƒΑ √ ∏ ∏ Χονχλυσιον   ∏∏∏ ∏

 √√ 2∏ ≥   ¬
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  研究表明 自由基在急性肺损伤 的发生 !

发展中起着重要作用 ∀在急性呼吸窘迫综合征

 ⁄≥或正处于  ⁄≥的患者的肺泡灌洗液

ƒ中过氧化氮类物质 ¬浓度显著升高 在
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后来发生死亡的患者 其 ƒ中 ¬的浓度在发

病后  和  时显著高于其他患者 ≈ ∀一氧化氮

是活性氮类自由基 √ 

 ≥在一氧化氮合酶 ≥作用下由 Λ2精氨酸转

化而来 ∀体内存在 种 ≥亚型 其中诱导型 ≥

≥与炎症和免疫反应关系最为密切 ∀许多刺

激因子能激活 ≥的表达 引起肺内皮细胞 !肺泡

细胞以及活化的肺巨噬细胞等产生 和过氧化

物 两者可形成过氧化硝基化合物 使肺内多种蛋白

质如表面活性蛋白 等的关键氨基酸发生过氧化

反应或形成硝酸盐 导致肺脏功能受损 ≈ ∀脂多

糖 °≥由革兰阴性杆菌产生 在严重感染性疾病

所致的 中起着关键性作用 在 °≥诱导的 

的发病机制中 由 ≥生成的 起了重要作用 ≈ ∀

乌司他丁 ∏是从男性尿液中分

离提纯的糖蛋白 分子质量为  ⁄由 个氨基

酸残基组成 是一种典型的 ∏型蛋白酶抑制

剂 ∀乌司他丁可减少内毒素大鼠肺循环中粒细胞黏

附和  生成
≈

可减少 °≥诱导单核细胞 ×ƒΑ

的生成 但不影响其 ×ƒΑ  的表达 ≈ ∀以上

结果提示 乌司他丁有可能通过抗氧化而抑制 °≥

诱导的小鼠 但至今无文献报道 ∀本研究探讨

了乌司他丁对 °≥诱导小鼠 的保护作用及其

作用机制 ∀

材料和方法

药品及试剂  乌司他丁由广东天普生化医药股

份有限公司出品  ∏瓶 批号 临用

前用无菌生理盐水配成所需浓度的溶液供注射用 ∀

°≥为 ≥产品 临用前用无菌生理盐水配成所

需浓度的溶液供注射用 ∀ ±∏小鼠 ×ƒΑ检

测试剂盒为  ⁄ ≥出品 ∀  ×2°≤ 试剂

盒系 °公司产品 ∀ 检测试剂盒为南京建

成生物工程研究所出品 ∀

实验动物及分组  雄性 ≤ 小鼠 体重  ∗ 

购自北京维通利华实验动物技术有限公司 合格

证号 ≥≤÷京 ∀将小鼠随机分组 给药

组分别腹腔注射乌司他丁 和  ∏# 

模型

组和对照组注射等体积生理盐水  注射 次 连

续 次 在第 次给药后  由尾静脉注射 °≥

 # 

正常对照组给予等体积生理盐水 

并于注射 °≥后不同时间测定各项指标 ∀

肺脏指数测定  在注射 °≥后  处死动物 

称体重 取肺脏并称湿重 计算其脏器指数 ∀

Γ ΣΗ测定  在注射 °≥后  处死动物 取

肺组织用 1 # 
磷酸盐缓冲液  1制

成 的组织匀浆 ∀取肺组织匀浆 1 按文

献 ≈方法测定 ≥含量 ∀

Μ∆Α测定 ≈  取肺组织匀浆 1 用硫代

巴比妥酸 ×比色法进行检测 ∀

肺冲洗  在注射 °≥后不同时间 用脱臼法处

死动物 做气管插管 用注射器取 °≥灌洗肺脏

1 只 来回冲洗 遍 收集冲洗液 用于检

测各指标 ∀

ΝΟ2

−
/ΝΟ3

−检测 (硝酸还原酶法 )  在注射

°≥后  取肺脏冲洗液及血清按试剂盒所述方法

测定 




含量 ∀

Ρ Τ2ΠΧΡ 测定 ΤΝΦΑ µ Ρ ΝΑ及 ιΝΟΣ µ Ρ ΝΑ

的表达  小鼠于注射 °≥  后 取肺组织置于液

氮中供提取总  ∀按 × 试剂盒所附说明书

提取总  ∀然后 取总  提取物  Λ以无

 和 ⁄水溶解 加入 ×°混合物 ! ∂逆

转录酶 !×⁄聚合酶 ! ≥以及上下引物等 ∀

 ε 逆转录    ε 变性    ε 变性 

 ε 退火   ε 延伸  个循环  ε

继续延伸  ∀ °≤ 扩增产物用  琼脂糖 含

∞ 1 Λ# 

电泳分离 电压  ∂ 电流 

∀电泳约  后 用 科学数字成像系统扫

描图像存档 ∀重复检测 次 ∀所用  引物见

表 ∀

Ταβλε 1  °×ƒΑ ≥ Β2

 ≥∏ °∏

×ƒΑ χ2≤ × ≤≤ ×× ×≤ ×≤ 2χ 

χ2 ≤ ≤≤× ×× ≤≤≤ ××  2χ

≥ χ2≤≤ ×≤ ×≤ ≤× × ×× ≤× ≤ ≤≤ 2χ 

χ2 ≤× × ×× ≤≤  ≤≤ × 2χ

Β2 χ2≤×≤ ≤× ≤≤ ≤≤ ≤≤ ××≤ ×≤ ×≤≤ 2χ 

χ2≤ × ≤≤×  ×≤ × × 2χ

肺组织蛋白的提取  小鼠于注射 °≥  或

 后 取肺组织置于液氮中 用于提取肺组织中蛋

白质 ∀取肺组织  ∗  加  °裂解液 用玻

璃匀浆器制成 的组织匀浆 冰上裂解  ∀

细胞裂解液在  ε   ≅ γ离心  取出上

清液 于  ε   ≅ γ再离心  收集上清

液 法 ≈测定蛋白 用  °缓冲液调整蛋白

质量浓度为  # 

   ε 保存待测 ∀

Ω εστερν βλοττινγ法检测 χ2ϑυν, χ2Φοσ及 ιΝΟΣ

蛋白表达  取蛋白提取物约  ∗  Λ在 

##

谭正怀等 乌司他丁对脂多糖致小鼠急性肺损伤的保护作用以及与诱导型一氧化氮合酶和

2∏表达的关系



≥⁄≥2°∞或  ≥⁄≥2°∞进行电泳后 将凝胶在

×2甘氨酸 2甲醇转移液  # 


×2≤

1 # 
甘氨酸 1 ≥⁄≥甲醇 中转

移至硝酸纤维素薄膜 ×≥×洗膜后 用含 脱脂

奶粉的封闭液室温下封闭  分别加入兔多抗

2∏2ƒ或兔抗小鼠 ≥一抗 Β冰上孵

育  ×≥×洗膜后加入山羊抗兔辣根过氧化物酶

偶联的 二抗 Β在室温下孵育  ×≥×

洗膜后加入辣根过氧化物酶 ⁄应用液 室温下显

色  终止反应 滤膜扫描存档 ∀重复检测 次 ∀

ΕΛΙΣΑ法检测血清 ΤΝΦΑ水平  小鼠于注射

°≥  后 取血清及肺冲洗液按试剂盒说明书检测

×ƒΑ含量 ∀取分析稀释液  Λ孔和样品  Λ

孔 加入 孔板中 混匀后密闭 在室温下反应  

洗板 次 加入小鼠 ×ƒΑ偶联物应用液  Λ

孔 室温下密闭反应  洗板 次 加入底物应用液

 Λ孔 室温下暗处反应  加入终止液

 Λ孔 在酶标仪上  处读取 Α值 校正波

长为  ∀在标准曲线上查表即得其含量 ∀

统计分析  测定结果以 ξ ? σ表示 采用 ≥∏

τ检验进行组间差异的比较 ∀

结果

1  乌司他丁对 ΛΠΣ处理小鼠肺脏指数 !肺 Γ ΣΗ及

Μ∆Α的影响

小鼠静脉注射 °≥  后 肺脏指数和肺组织

 ⁄均明显增加 而肺组织 ≥水平显著降低 ∀

乌司他丁 和  ∏# 

可显著防止 °≥小

鼠肺脏 ≥水平的下降 而对  ⁄无明显影响 乌

司他丁  ∏# 
可显著降低 °≥小鼠肺脏指

数 与模型组比较有统计学差异 表 ∀

2  乌司他丁对 ΛΠΣ处理小鼠血清 !肺组织 ΝΟ2

−
/

ΝΟ3

−水平的影响

小鼠在注射 °≥  后 血清 




水平

显著升高 而此时肺组织中的 




水平并无

明显升高 ∀乌司他丁  ∏# 
则可显著降低小

鼠血清和肺组织中的 水平 表 ∀乌司他丁 

∏# 
的作用则不明显 ∀

3  乌司他丁对 ΛΠΣ处理小鼠血清 !肺冲洗液

ΤΝΦΑ水平的影响

小鼠注射 °≥  后 血清及肺冲洗液中 ×ƒΑ

水平显著升高 与对照组比较有统计学差异 ∀乌司

他丁  ∏# 
对小鼠肺冲洗液及血清中的

×ƒΑ水平均无明显影响 表 ∀

Ταβλε 3  ∞∏    √ 







 ∏  ∏ ∏  ∏ ∏

∏  ∏ °≥

∏ ⁄ ν


 
 

∏ Λ# 


 

  ∏

Λ#  

≤  1 ? 13 3 3 1 ? 1 

°≥  #   1 ? 1 1 ? 1

  ∏#   1 ? 1 1 ? 1

 ∏#   1 ? 13 3 1 ? 13 3

 ∏ ≥  

°≥  # 


≥ ×    

°≥  ≥    ∏  √ 

 × √





 ∏  ∏

 ∏
3 3 Π  1 3 3 3 Π  1 ϖσ

°≥ ∏

Ταβλε 4  ∞∏    √ 

×ƒΑ  ∏  √ √ ∏

ƒ  ∏∏∏  ∏

°≥

∏  ⁄ ν
×ƒΑ  ≥∏

# 

×ƒΑ  ƒ

# 

≤   1 ? 13 3 3 1 ? 13 3 3

°≥  #   1 ? 1 1 ? 1

  ∏#   1 ? 1 1 ? 1

   ∏ ≥  

°≥  # 


≥ × °≥

≥  √√  

  ∏∏ °≥  ∏

 ∏∏

    # 

 × ×ƒΑ  ∏

∏ 
3 3 3 Π  1 ϖσ°≥ ∏

Ταβλε 2  ∞∏   √≥   ⁄  ∏¬  ∏∏∏

 ∏ °≥

∏ ⁄ ν ∏¬#   ≅  ≥ #  ∏  ⁄ #  ∏

 ≤    1 ? 13 3 3 1 ? 13   1 ? 13 3 3

°≥  #   1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

  ∏#   1 ? 1 1 ? 13 3 3 1 ? 1

 ∏#   1 ? 13 3 1 ? 13 3 3 1 ? 1

∏ ≥ °≥  # 


≥ √√

    ×∏√ ∏≥ 

 ⁄ 
3 Π  1 3 3 Π  1 3 3 3 Π  1 ϖσ°≥ ∏

## 药学学报 °∏≥  



4  乌司他丁对 ΛΠΣ处理小鼠肺组织中 ΤΝΦΑ

µ Ρ ΝΑ及 ιΝΟΣ µ Ρ ΝΑ表达的影响

正常小鼠肺组织中 ×ƒΑ  和 ≥  

的表达甚低 ∀当小鼠静脉注射 °≥  后 肺组织

中 ×ƒΑ  和 ≥  的表达量均显著增

加 ∀乌司他丁  ∏# 
对 ≥  的表达

有明显的抑制作用 图 但对 ×ƒΑ  无明

显影响 ∀

Φιγυρε 1  ∞∏   ¬ 

×ƒΑ   ≥    °≥2∏

∏  ∏ ≥ 

 °≥  # 


≥   

 ∏ ×

°≥    ∏∏

¬×  ×¬ ×ƒΑ
  ≥   Β2   

  ×2°≤        °≥  #



  °≥  # 


 ∏  ∏# 



5  乌司他丁对 ΛΠΣ处理小鼠的肺组织中 χ2Φοσ, χ2

ϑυν及 ιΝΟΣ蛋白表达的影响

对照组小鼠肺组织的 2ƒ2∏和 ≥蛋白

表达均低 于静脉注射 °≥  后 2ƒ和 2∏的

表达量均显著增加 ∀乌司他丁可显著抑制 2∏的

表达 ∀对照组小鼠肺组织有少量的 ≥蛋白表

达 在静脉注射 °≥后  其表达量显著增加 ∀乌

司他丁  ∏# 
可显著减少 °≥小鼠肺组织

≥蛋白表达量 ∀见图 ∀

讨论

在 中 具有强致炎性的 ×ƒΑ起重要的作

用 ∀本研究发现小鼠在注射 °≥后 小鼠肺指数增

大 肺组织  ⁄水平逐渐升高以及肺组织 ≥水

平呈现先降低后升高的现象 同时血清 ×ƒΑ和






水平升高 注射 °≥  后 其血清及肺

冲洗液中 ×ƒΑ水平显著升高 肺组织 ×ƒΑ  

表达也显著增加 ∀注射乌司他丁能显著降低 °≥引

Φιγυρε 2  ∞∏  ¬ 2
ƒ 2∏  ≥  °≥2 ∏ ∏

 ∏ ≥ 

°≥  # 


≥   

 ∏ ×   

°≥     ∏ ∏ 

¬   °  ∏   

# 


×2≤  # 


≤ 

# 


∞×  # 


∞⁄×  ×

÷ 2 1 °  Λ# 


 

Λ# 


∏  # 


° ≥ƒ  ×

¬ 2∏ 2ƒ≥ 

•        °≥ 

# 

  °≥  # 


 ∏ 

∏# 

   °≥  # 


 ∏ 

∏# 


起的小鼠的肺脏指数 !肺组织及血清中 水平的

增加 下调肺组织 2∏蛋白表达量和 ≥  

及其蛋白的表达量 但对注射 °≥小鼠肺组织中

×ƒΑ  的表达及血清和肺冲洗液中的 ×ƒΑ

蛋白水平无明显影响 ∀看来乌司他丁并不是通过减

少 ×ƒΑ的生成而对抗 °≥诱导小鼠急性肺损伤的

作用 ∀

已知 ×ƒΑ所诱导的炎症是通过 °2和 ƒ2ϑ

等转录因子调控细胞核有关基因的表达而实现的 ∀

欲使 ×ƒΑ诱导化学因子表达的作用发挥到最大 

需要依赖于 °2和 ƒ2ϑ≈这两条截然不同的信

号传递途径的激活 ∀ 2∏蛋白是转录因子 °2的

主要组成部分 而 2ƒ蛋白仅在与 2∏形成异聚

体后才有活性 ƒ∏异聚体与 ×°反应元件

× ∞的亲和力要远远高于 ∏同聚体 ≈ ∀本研

究发现正常小鼠肺组织的 2ƒ和 2∏蛋白量表达

均较少 当注射 °≥  后 其肺组织 2ƒ和 2∏

蛋白量显著增加 ∀预先注射乌司他丁可减少 °≥

小鼠肺组织 2∏蛋白的表达 ∀虽然本研究未直接

测定肺组织中 °2的表达 但因 2∏蛋白是 °2

的主要组成部分 由此间接推测小鼠在注射 °≥

##

谭正怀等 乌司他丁对脂多糖致小鼠急性肺损伤的保护作用以及与诱导型一氧化氮合酶和

2∏表达的关系



后 可能肺组织的 °2的活化增加 而乌司他丁可

能通过抑制 °2活化 从而减轻 ×ƒΑ的致炎作

用 使注射 °≥的小鼠肺组织得到保护 ∀

本研究还发现 小鼠注射 °≥后其血清和肺冲

洗液中 




水平显著升高 肺组织  ⁄水

平逐渐升高以及肺组织的 ≥水平先降低后升高 

提示在 °≥致小鼠急性肺损伤中有过氧化损伤的

参与 ∀ 在 中的作用已为大量的实验所证

实 静脉注射白色假丝酵母 Χανδιδα αλβιχανσ所致

的小鼠 模型 预先用 Λ2 ∞抑制 ≥活性 

小鼠的肺冲洗液中 水平 !肺组织中 ×ƒΑ和

≥蛋白表达以及硝基酪氨酸生成量均显著降低 

小鼠肺组织损伤减轻 !生存率增加 ∀提示在白色假

丝酵母引起的 中 可能起着非常重要的作

用 而抑制 ≥活性可减轻小鼠肺损伤 ≈ ∀给正

常 ≤ 小鼠和 ≥ 敲除  ≥   

≤小鼠滴鼻 °≥从 ≥  小鼠血管渗

入气道的中性粒细胞以及肺灌洗液中 ×ƒΑ和巨噬

细胞致炎蛋白 2水平均显著低于野生型小鼠 ∀提

示 可能参与了致炎细胞因子的生成和中性粒细

胞的募集 ≈ ∀

本研究发现正常小鼠肺组织的 ≥  表

达很低 而当静脉注射 °≥后其表达量逐渐增加 

 达高峰 与血清 升高的时间基本一致 ∀用

•  检测时发现正常小鼠肺组织的 ≥

蛋白表达亦低 而在静脉注射 °≥  后其表达量

显著增加 ∀预先注射乌司他丁的小鼠在静脉注射

°≥  后 其肺组织的 ≥  及 ≥蛋白的

表达均降低 同时血清和肺组织 的水平降低 肺

脏指数显著减小 ∀由此推测 乌司他丁对 °≥所致

小鼠肺损伤的保护作用与其抑制肺组织中 ≥

 及 ≥蛋白的表达 使 的生成减少有

关 ∀至于乌司他丁  ∏# 
组肺的 水平甚

至低于正常对照组 可能与乌司他丁预防给药 次

对正常小鼠的 ≥表达就有抑制作用有关 使肺

组织产生的 减少 也可能与乌司他丁可显著升

高小鼠肺组织 ≥水平有关 因过量的 ≥可降

低 水平 ∀

综上所述 小鼠在静脉注射 °≥后 生成大量

的 ×ƒΑ通过活化肺组织 2∏蛋白和 ≥  

及其蛋白表达的增加促进 的生成 使肺组织受

到过氧化损伤 导致 ∀乌司他丁对 °≥所致小

鼠肺损伤具有保护作用 其作用的机制很可能与抑

制 2∏的表达和抑制 ≥  及其蛋白表达

有关 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ⁄   °  .   °  ¬2
¬  ∏ ∏ ∏ ≈  ≤

≥  ≥

≈ • ∏⁄ ƒ 

∏ ≈ ° √   

≈ ∂  ∂  ∞° ≤≤∞ ¬ 

2  ∏  ≈   

    

≈  ×   ƒ ∞   ∏

∏≥  °≥2∏ ∏

  ≈  °∏ ≤  

°   

≈ ≤     ∞    √

 ∏  ∏¬

¬ ¬2∏ ∏ ∏  ≈  ≤

≥   

≈ ≥  ≥  ∏     

    ∏

∏ ≈ ≥ 

  

≈  ƒ ∞    

∏∏≈  

  

≈    ≠  ¬

 ∏∏ ≈ 

   

≈     ∏  ƒ  °

∏  ƒ  ≈  

≤   

≈ ∏ ×  √√ ≥   2
√    2 ∏

√2  ∏ϑ2 

¬    ≈     

≤    

≈  ⁄ ×    ∏ 2
 2∏   ⁄   

∏∏ ∏ 

°2 ≈ ≥   

≈   ≠  ×∏ ≠   ∞

 22Λ2    ≤2
∏∏∏∏ ≈ ≤  



## 药学学报 °∏≥  




