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PHA首先通过T细胞受体引起胞内钙库释放

Ca2+，形成[Ca2+]。快速升高，Ca2+释放进一步激活

了细胞膜CRAC通道(Ca2+release activated Ca2+

channel，CRAC)，Ca绊由胞外流入胞内，形成持续

高Caz+状态[-“，此外T细胞上还存在类似电压依赖

性钙通道的通道，参与Ca2+内流，与CRAC通道共

同形成高Ca抖状态[15]。当细胞内Ca2+升高到一定

程度后，细胞膜和内质网上的钙泵被激活，Ca2+被泵

出细胞或泵入钙池中，使[Ca2+]。达到稳定状态Eli。

由于芦荟大黄素使PHA引起的[-Ca2+]i下降至基础

值附近，但不会使[Ca2+]j低于基础值，提示芦荟大

黄素降低[Ca2+]，可能不是通过提高钙泵的活性来

实现的，而是通过抑制钙升高途径实现的，结果也显

示芦荟大黄素对PHA引起的胞内Ca2+释放和胞外

Ca2+内流均有抑制作用，芦荟大黄素作用具体的靶点

和分子机制还需要进一步的研究。
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积雪草苷对脂多糖诱导小鼠急性肺损伤的影响

章卓，万敬员，罗福玲，李洪钟，周岐新，吴柯

(重庆医科大学药学院药理教研室，重庆400016)

摘要：目的观察积雪草苷对脂多糖(LPS)诱导急性肺损伤(ALI)小鼠的保护效应。方法56只Balb／c小鼠

随机分为对照、假手术、模型、溶媒、积雪草苷(5、15、45 mg／kg)7组，每组8只。LPS(2．5 mg／kg)气管滴注造

ALl模型，24 h后HE染色观察小鼠肺组织病理改变，计算肺湿质量／干质量值；收集支气管肺泡灌洗液(BALF)

后行白细胞计数和分类，BCA法检测其蛋白的量I化学法检测肺组织髓过氧化物酶(MPO)活性。结果积雪草苷

各剂量组呈剂量依赖性减轻LPS所致ALI模型肺组织病变情况，减轻肺水肿，减轻中性粒细胞的浸润，抑制蛋白

渗出。抑制肺组织中MPO活性。结论积雪草苷对LPS诱导ALI有保护效应。
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Effect of asiaticoside on acute lung injury of mice induced by lipopolysaccharide
ZHANG Zhuo，WAN Jing—yuan，LUO Fu—ling，LI Hong—zhong，ZHOU Qi—xin，WU Ke

(Department of Pharmacology，College of Pharmaceutical Science，Chongqing University

of Medical Sciences，Chonqing 40001 6，China)

Abstract：Objective To observe the protective effect of asiaticoside(AS)on acute lung injury(ALI)

of mice induced by lipop01ysaccharide(LPS)．Methods Balb／c mice(56)were randomly divided into

control，Sham operation，model，model+vehicle，and model+asiatieoside(5，15，and 45 mg／kg)groups．

The model of ALl was established by intratraeheal instillation of LPS 20弘L(2．5 mg／kg)．Mice were

killed 24 h later，pathological changes of lung were observed with HE staining，the ratio of pulmonary wet

weight tO dry weight(W／D)of the lung were measured，the number and classification of leucocyte of

bronchoalveolar lavage fluid(BALF)，were counted，the protein of BALF was detected by BCA，the

activity of myeloperoxidase(MPO)in lung was detected by MPO kit．Results Asiaticoside could alleviate

the damage of lung caused by LPS through decreasing alveolar interstitial tissue edema，leucocyte

infiltrationin．and reducing the activity of MPO of lung in a dose—dependent manner．Conclusion

Asiaticoside has the protective effects against ALI of mice indueed by LPS．

Key words：asiaticoside(AS)；1ipopolysaccharide(LPS)；acute lung injury(ALI)；myeloperoxidase

(MPO)

急性肺损伤(acute lung injury，ALI)是以肺

血管内皮细胞及肺泡上皮细胞广泛损伤为病理特征

的一种失控的炎症反应n]，是急性呼吸窘迫综合征

(acute respiratory distress syndrome，ARDS)的早

期阶段，临床上表现为肺部弥漫性渗出和难以纠正

的低氧血症。ALI发病急而严重，甚至发展为

ARDS和多器官障碍综合征(multiple organ

dysfunction syndrome，MODS)甚至多器官衰竭

(multiple organ faliture，MOF)，国内发病率和病

死率为20％～40％，尤其在ICU病房中更是高达

50％左右，因此是目前研究的热点[2]。尽管对其机

制和治疗研究较多，但仍无有效手段治疗ALI。积

雪草作为药物已有数千年历史，广泛分布于长江流

域以南各地；民间主要用于外感风热、胸膜炎、小便

短赤、泌尿系感染、断肠草中毒、脱肛等。积雪草苷为

积雪草Centella asiatica(L．)Urban提取物三萜皂

苷的主要成分之一[3]。积雪草苷对革兰阴性菌所致

感染有抑制作用“]，并抑制NO等炎症因子[5]，因此

能否用于治疗ALl值得研究。本研究通过复制脂多

糖(LPS)诱导ALI小鼠模型，观察积雪草苷对

ALI防治作用，为其用于ALI治疗提供理论参考。

1材料与方法

1．1材料：Balb／e小鼠，18～22 g，10周龄，重庆医

科大学动物中心提供，合格证号：SYXK(渝)

2002007。积雪草苷，广西昌洲天然产物开发有限公

司，批号20061478，质量分数95％，LPS(Esche—

richcacoliendotoxin055：B5，Sigma，L2880)，瑞氏

染液(上海试剂三厂)，水合氯醛，中国医药(上海)

集团化学试剂有限公司，BCA试剂盒(Pierce公

司)，髓过氧化物酶(MPO)试剂盒(南京建成生物

工程研究所)。

1．2分组和给药：将56只Balb／c小鼠随机分为对

照组、假手术组、溶媒组、模型组(LPS 2．5 mg／

kg)，积雪草苷(5、15、45 mg／kg)组，每组8只。积

雪草苷溶解于0．5％羧甲基纤维素钠中。药物组造

模前连续ig给药7 d，对照组、假手术组和模型组给

予等量蒸馏水。

1．3 急性肺损伤模型的建立和支气管肺泡液收

集[6]：3％水合氯醛(O．3 g／kg，ip)麻醉小鼠，颈部

正中切口2 am，分离气管，微量注射器由气管向肺

方向滴注LPS溶液(2．5 mg／kg)，1 min内滴注完

毕，消毒缝合切口。小鼠保温护理。24 h后相同方法

麻醉小鼠，用生理盐水灌洗支气管，0．5 mE／次，连

续抽吸5次，精确回收支气管肺泡灌洗液

(bronchoalveolar lavage fluid，BALF)约2．0 mL，

用于白细胞分类、计数和蛋白定量的测定。

1．4 BALF白细胞计数和分类：将BALF用破红

液处理掉红细胞，250Xg离心10 min，弃上清，再

重悬于1 mL PBS液中，倒置显微镜下计数板计数。

外周16小格记白细胞，细胞数=(计数数目／4)X

5×104。将重悬液滴于干净玻片上推平凉干，再将瑞

氏染液滴于涂片上，加入等量的瑞氏缓冲液，室温下

染色5～10 min。然后用细小流水自片端冲去染液。

甩干或晾干玻片，封片。光学显微镜下计数不同视野

100个白细胞，按单核细胞、淋巴细胞进行分类，计

算百分率。
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1．5 BALF蛋白的定量测定：将BALF用破红液

处理多余红细胞，250×g离心10 rain，收集上清，

二甲基喹啉酸(BCA)法测BALF上清中蛋白浓

度，评价肺渗出程度和药物作用。

1．6肺组织病理切片和HE染色：造模24 h后，取

肺左上叶放入10％甲醛固定24 h，石蜡切片，HE

染色观察病理改变情况。

1．7肺湿质量及干质量测定：造模24 h后，取右上

肺叶称湿质量，80℃恒温箱烤48 h至肺干质量恒

定，称干质量，计算肺湿质量／干质量值。

1．8 MPO活性检测：准确称取肺组织50 mg于生

理盐水50肛L中匀浆，按照MPO试剂盒操作，酶标

仪460 nm检测。

1．9统计学处理：实验数据以z土s表示，数据分析

组内比较采用单因素方差分析，组间比较采用g

检验。

2 结果

2．1 积雪草苷对LPS致ALI小鼠的BALF白细

胞计数和分类的影响：结果显示对照组和假手术组

几乎无细胞吸出，同对照组比较，模型组和溶媒组白

细胞数目明显增加，中性粒细胞比例明显增加，达

80％以上，有显著性差异(P<O．01)。同模型组比

较，积雪草苷各组白细胞数目明显低于模型组(P<

0．01)，但积雪草苷5 mg／kg组中性粒细比例无统

计学意义，积雪草苷15、45 mg／kg组较模型组低，

有统计学意义(尸<o．05)。结果见表1。

2．2 积雪草苷对BALF蛋白定量的影响：同对照

组比较，模型组和溶媒组蛋白量明显增加，有显著性

差异(P<0．01)。同模型组比较，积雪草苷5、15

mg／kg蛋白量少于模型组(P<O．05)，积雪草苷45

mg／kg组蛋白量显著减少(P<O．01)。结果见表1。

2．3积雪草苷对肺组织HE染色病理切片影响：结

果显示，对照组无损伤，假手术组损伤轻微，两组肺

泡小叶结构完整，肺泡腔干净，肺泡壁无水肿，肺泡

间质无炎性细胞浸润，纤维结缔组织无增生，肺泡壁

无增厚。模型组和溶媒对照组镜下见肺组织充血明

显，大量多核白细胞浸润、肺泡壁增宽、肺泡完整性

破坏，肺泡腔内可见出血和渗出，肺呈现急性炎症表

现，病理形态证实急性肺损伤炎症模型建立成功。积

雪草苷5 mg／kg组肺间质中度水肿，肺泡壁增宽，

有白细胞浸润，但较模型组轻。积雪草苷15 mg／kg

组肺泡可见白细胞浸润，肺泡壁充血但结构完整。积

雪草苷45 mg／kg组肺组织小叶结构清晰，可见白

细胞浸润，炎症程度较轻。结果见图1。

图1 积雪草苷对ALl小鼠肺组织损伤的影响(HE染色)

Fig．1 Effect of asiaticoside On injury of lung tissue in ALl mice(HE stainning)

2．4 积雪草苷对肺组织湿质量／干质量的影响：同 同模型组比较，积雪草苷5、15 mg／kg组MPO活

对照组比较，模型组和溶媒组肺湿质量与干质量比 性下降(P<0．05)，积雪草苷45 mg／kg组MPO

值明显高于对照组，有显著意义(P<o．01)，提示肺 下降显著(P<o．01)，结果见表1。

部水肿明显。同模型组比较，积雪草苷各组肺湿质 3讨论

量／干质量值低于模型组，有显著意义(P<o．01)， 脂多糖是引发ALI最常见原因之一，ALI发病

结果见表1。 急而严重，发病率和死亡率都较高，目前尚无有效手

2．5积雪草苷对肺组织中MPO活性量的影响：同 段治疗和特效药。积雪草始载于《神农本草经》，列为

对照组比较，模型组和溶媒组MPO明显上升(P< 中品，具有清热利湿、解毒消肿的功效，临床上多用

0．01)，提示LPS刺激后体内中性粒细胞明显增加。 于治疗跌打损伤、皮肤病等。目前积雪草苷在治疗抑
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表1 积■草苷LPS致ALl小鼠相关指标的影响(；士$，库一8)

Table 1 Effect of asiaticoside on related data of ALl mice induced by LPS(；士s，一一8)

与对照组比较：”P<0·05。4P<0·01I 与棂型组比较；。P<O·05一P<O．01

4P<0．05 44P<0．01 7J$control groupI。P<0．05。。P<0．01 w model group

郁和伤口瘢痕愈合上研究较多，研究显示，积雪草苷 量少于模型组(P<o．05)，积雪草苷45 mg／kg组蛋

可抑制革兰氏阴性菌感染，在lO mg／kg即可抑制 白的量显著减少(P<o．01)。积雪草苷各组肺湿质

NO等炎症因子表达[5]，本课题组前期工作也证实积 量／干质量值低于模型组，有显著意义(P<O．01)，

雪草苷对LPS诱导的大鼠发热有明显解热效应，其 提示积雪草苷可以通过减轻LPS致ALI的水肿程

解热作用与抑制前列腺素E。(PGE：)和环氧合酶一2 度，减轻病理损伤，减轻白细胞和蛋白渗出，减少中性

(COX一2)等炎症因子有关。基于此，本实验复制经典 粒细胞渗出比例，降低MPO的活性发挥对LPS致

的LPS致ALI动物模型，采用积雪草苷干预，探讨 ALI的保护效应，其机制值得进一步研究。

积雪草苷对LPS诱导的ALI是否有保护效应。 参考文献：

内毒素致ALI模型包括尾iv给药，ip给药和 [1]钱桂生·急性肺损伤和急性呼吸窘迫综合征研究现状与展望

雾化或气管滴入。本实验选择气管滴入，因此病变偏 [2]罢：：置淼：芸Z釜纛现97-状101叽．．小儿急救医
重于肺部，以肺局部炎症或组织损伤为主要特征，能 学，2000，7(3)。159．160．

够很好模拟ALI炎症指标和病理生理过程，但是对 [3]肖隽，车镇涛，毕开顺，等·柱前衍生化HPLC法测定积

氧和指数下降不能很好模拟‘7J。研究显示LPS致大
雪草及三金片中积雪草苷的含量[J]．药学学报，2000,35

鼠ALI水肿和渗出在感染LPS后24 h最为严重， [4]张矗华，余兰香，甄瑞贤，等．积雪草苷的抗菌作用及对小
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况，因此本实验选择内毒素2．5 mg／kg(20 vL)滴 2006，15(20)t 1746。1749·

注致ALI模型，24 h后处死动物，取肺标本和 [53三uo i，S’(}h：“g
c L’Koo M

y‘．17hi6}?‘7 8ff：协．．of
BALF检测相关指标，从而判断积雪草苷对肺损伤 。it，ic oxid。。y。th。。e duri。g gast，i。。1。。，heali。g in，；t。[J]．

的影响。结果显示模型组肺组织充血明显，大量多核Planta Med，2004，70(12)：1150—1154．

白细胞浸润、肺泡壁增宽、肺泡完整性破坏，肺泡腔 [6]金胜威，张力，姚尚龙，等·脂氧素A4对内毒紊诱导小鼠

可见出血和渗出，肺呈现急性炎症表现，证实本实验 竺愍症反应的影响[J]·中国急救医学，2006，26‘8’：
急性肺损伤炎症模型建立成功。同模型组比较，积雪 [7]Matsud。H，Mo，ik。。。T，U。d。H，矗。1．M。di。i。。1 food

草苷各组病理损伤均较模型组轻。同模型组比较，积 stuffs，XXVII．saponin constituents of Gotu Kola,struc一

雪草苷各组白细胞数目明显降低(P<o．01)，积雪 仙”8叭ne”“rs“e。“o ole“8ne-type．啪钯职ne
草苷15、45 mg／kg组中性粒细胞比例较模型组低 。=￡三。。lti，。t。d i。s：L。。k。[J]．饥。P^。。B“z，
(P<O．05)。积雪草苷5、15 mg／kg BALF中蛋白的 2001，49(10)，1368—1371．
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