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虎杖苷对新生小鼠高氧肺损伤的保护作用研究"
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摘!要!目的!研究虎杖苷通过 OZG9g"表达对新生小鼠高氧肺损伤的保护作用& 方法!体外培养小鼠正常肺上皮细胞 Q)&5$"%
作为对照组’利用高氧刺激Q)&5$"细胞%作为高氧组& 用 =#$$##和 $=# #Q-)JQ)的虎杖苷处理Q)&5$"细胞%再用高氧刺激%作为
高氧o低剂量组$高氧o中剂量组和高氧o高剂量组& 将 8PF<D$8PF<D5OZG9g"转染至 Q)&5$"细胞%再用高氧刺激细胞%作为高
氧o8PF<D组$高氧o8PF<D5OZG9g"组& 将1,5<9$1,5OZG9g"转染至 Q)&5$" 细胞%高氧刺激后%再用高剂量"$=# #Q-)JQ)#虎杖
苷处理细胞%作为高氧o高剂量o1,5<9组$高氧o高剂量o1,5OZG9g"组& 采用化学法检测细胞丙二醛"VFD#含量和超氧化物歧化
酶"OGF#活性’采用酶联免疫吸附试验法检测细胞肿瘤坏死因子 !"M<N5!#$白细胞介素 $$"HL5$$#和白细胞介素 >"HL5>#的含
量& 采用实时荧光定量聚合酶链反应检测细胞 OZG9g" QC<D表达& 采用蛋白质印迹法检测 OZG9g"蛋白质表达& 结果!与对
照组比较%高氧组细胞VFD含量显著升高%OGF活性显著降低’与高氧组比较%高氧o低剂量组$高氧o中剂量组和高氧o高剂量组
细胞VFD含量显著降低%OGF活性显著升高%差异均有统计学意义"!R#I#=#& 与对照组比较%高氧组细胞 M<N5!$HL5$$和 HL5>
水平显著升高’与高氧组比较%高氧o低剂量组$高氧o中剂量组和高氧o高剂量组细胞M<N5!$HL5$$和HL5>水平显著降低%差异均
有统计学意义"!R#I#=#& 与对照组比较%高氧组细胞 OZG9g" QC<D和蛋白表达显著降低’与高氧组比较%高氧o低剂量组$
高氧o中剂量组和高氧o高剂量组细胞 OZG9g" QC<D和蛋白表达显著升高%差异均有统计学意义"!R#I#=#& 与高氧o8PF<D组
比较%高氧o8PF<D5OZG9g"细胞VFD含量和M<N5!$HL5$$$HL5>水平显著降低%OGF活性显著升高’与高氧o高剂量o1,5<9组比
较%高氧o高剂量o1,5OZG9g"组细胞VFD含量和M<N5!$HL5$$$HL5>水平显著升高%OGF活性显著降低%差异均有统计学意义"!R
#I#=#& 结论!虎杖苷通过上调 OZG9g"表达抑制新生小鼠高氧肺损伤%对肺部具有保护作用&
关键词!虎杖苷’ OZG9g"’ 高氧环境’ 氧化应激’ 炎症因子
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1+(+,1+,P())01,4.,2,P(.+/,22636.P61#!R#I#=$;9-Q8(36/ ‘,+7 +76P-.+3-)43-*8& +76)6’6)1-2M<N5!& HL5$$(./ HL5>
,.P36(16/ 1,4.,2,P(.+)0,. +7670863-a,(43-*8’P-Q8(36/ ‘,+7 +7670863-a,(43-*8&+76)6’6)1-2M<N5!&HL5$$(./ HL5
> /6P36(16/ 1,4.,2,P(.+)0,. +7670863-a,(o)-‘/-1643-*8& 70863-a,(oQ6/,*Q/-1643-*8 (./ 70863-a,(o7,47 /-16
43-*8& ‘,+7 1+(+,1+,P())01,4.,2,P(.+/,22636.P61#!R#I#=$;9-Q8(36/ ‘,+7 +76P-.+3-)43-*8& +76OZG9g" QC<D(./
83-+6,. 6a83611,-. /6P36(16/ 1,4.,2,P(.+)0,. +7670863-a,(43-*8’ P-Q8(36/ ‘,+7 +7670863-a,(43-*8& +76OZG9g"
QC<D(./ 83-+6,. 6a83611,-. ,.P36(16/ 1,4.,2,P(.+)0,. +7670863-a,(o)-‘/-1643-*8& 70863-a,(oQ6/,*Q/-16
43-*8 (./ 70863-a,(o7,47 /-1643-*8& ‘,+7 1+(+,1+,P())01,4.,2,P(.+/,22636.P61#!R#I#=$;9-Q8(36/ ‘,+7 +76
70863-a,(o8PF<D43-*8& +76VFDP-.+6.+& )6’6)1-2M<N5!& HL5$$(./ HL5> /6P36(16/ 1,4.,2,P(.+)0(./ +76OGF
(P+,’,+0,.P36(16/ 1,4.,2,P(.+)0,. +7670863-a,(o8PF<D5OZG9g" P6))1’ P-Q8(36/ ‘,+7 +7670863-a,(o7,47 /-16o
1,5<943-*8& +76VFDP-.+6.+& )6’6)1-2M<N5!& HL5$$(./ HL5> ,.P36(16/ 1,4.,2,P(.+)0(./ OGF(P+,’,+0/6P36(16/
1,4.,2,P(.+)0,. +7670863-a,(o7,47 /-16o1,5OZG9g" 43-*8& ‘,+7 1+(+,1+,P())01,4.,2,P(.+/,22636.P61#!R#I#=$;
9G<9LYOHG<O" Z-)0/(+,. P(. ,.7,],+70863-a,P)*.4,.K*30,. .6-.(+()Q,P6+73-*47 *85364*)(+,.4+76OZG9g"
6a83611,-.& ‘7,P7 7(183-+6P+,’66226P+12-3)*.4+,11*61;
I!JKC>LG!Z-)0/(+,.’ OZG9g"’ W0863-a,(’ Ga,/(+,’61+3611’ H.2)(QQ(+-302(P+-31

!!虎杖苷是植物虎杖的提取物&主要作用包括镇咳*去痰*

平喘*抗菌*清除自由基*调节血脂和降低胆固醇等($5") % 本研
究探讨了虎杖苷通过 OZG9g"表达对新生小鼠高氧肺损伤的
保护作用&现报告如下%

MN材料与方法
MOMN材料
$I$I$!仪器"O9C"#[型冷冻离心机#日本 WHMD9WH公司$’
Va?###Z型C6()+,Q6Z9C仪器#美国 D4,)6.+公司$’FN5"?[

型凝胶扫描系统#英国 Y:Z公司$’D[H%B## 型 Z9C扩增仪
#美国D[H公司$’Y:5$"#>型分光光度计#日本 OWHVGF̂Y公
司$’bFOB>##型水平式电泳仪#北京东方仪器厂$%
$I$I"!药品"虎杖苷购自南京泽朗医药科技有限公司&用
FVOG溶液充分溶解&再稀释成所需的浓度%
$I$I?!试剂"小鼠正常肺上皮细胞 Q)&5$"#美国 DM99公
司$’CZVH5$>A#培养基*胎牛血清购自美国 O,4Q(公司’丙二
醛#VFD$*超氧化物歧化酶#OGF$试剂盒购自南京建成生物
工程研究所’酶联免疫吸附试验#6.n0Q6),._6/ ,QQ*.-1-3]6.+
(11(0&&LHOD$试剂盒购自上海酶联生物科技有限公司’CHZD

蛋白裂解液*二辛可宁酸#],P,.P7-.,.,P(P,/&[9D$试剂盒购自
上海碧云天生物科技研究所’实时荧光定量聚合酶链反应
#8-)0Q63(16P7(,. 36(P+,-.&Z9C$试剂盒购自大连宝生物科技
有限公司%
MOPN方法
$I"I$!细胞处理与分组"用含 $#i胎牛血清的 CZVH5$>A# 培
养基培养小鼠正常肺上皮细胞 Q)&5$"&置于 ?B h*=i9G" 的
恒温培养箱中&当细胞生长融合至 d#ij%#i时&用传代细胞
进行后续实验% 正常培养的 Q)&5$" 细胞作为对照组’利用高
氧刺激Q)&5$" 细胞作为高氧组% 用 =#*$## 和 $=# #Q-)JQ)

虎杖苷处理 Q)&5$" 细胞&再用高氧刺激&作为高氧o低剂量
组*高氧o中剂量组和高氧o高剂量组% 将 8PF<D*8PF<D5
OZG9g"转染至Q)&5$"细胞&再用高氧刺激细胞&作为高氧o

8PF<D组*高氧o8PF<D5OZG9g" 组% 将 1,5<9*1,5OZG9g" 转

染至Q)&5$"细胞&高氧刺激后&再用高剂量#$=# #Q-)JQ)$虎
杖苷处理细胞&作为高氧o高剂量o1,5<9组*高氧o高剂量o1,5
OZG9g"组%
$I"I"!&LHOD法检测细胞炎症因子水平"各组细胞培养 Ad 7

后&提取上清液&&LHOD法检测M<N5!*HL5$$和HL5>&实验步骤
按照试剂盒的详细说明书进行%
$I"I?!化学法检测细胞 VFD含量和 OGF活性"各组细胞培
养 Ad 7 后&提取上清液&VFD含量采用改良的硫代巴比妥酸
法测定&OGF活性采用黄嘌呤氧化酶法测定&详细实验操作按
照试剂盒说明书进行%
$I"IA!实时荧光定量Z9C检测细胞 OZG9g" QC<D表达"各
组细胞培养 Ad 7&提取总 C<D&将 C<D反转录成 PF<D&按照
荧光定量试剂盒使用说明进行Z9C&每个样品设 ?个重复&循
环条件为 %= h*= Q,.&%= h*?# 1&># h*?# 1&B" h*?# 1&共
A#个循环’># h延长 = Q,.% 相对表达量用 "E$$9+法计算%
OZG9g"以bDZFW为内参&OZG9g"上游引物为 =t599DM9bb
MMbbDMbMM9M9M5?t& 下 游 引 物 为 =t5MbMDbbMbM9b9D
bbDbMMb5?t’bDZFW上游引物为 =t5b999Db9DDbbDMD
9MbDbD5?t&下游引物为 =t5bbbMb9Db9bDD9MMMDMMb5?t’

引物由上海生工生物工程公司合成%
$I"I=!蛋白质印迹#c61+63. ])-+$法检测 OZG9g" 蛋白质表
达"各组细胞培养 Ad 7&加入CHZD细胞裂解液提取总蛋白&使
用[9D蛋白浓度检测试剂盒对提取的蛋白进行定量% 进行
OFO5ZDb&电泳并分离蛋白&将分离的蛋白在转至 Z:FN膜
上&于封闭液中封闭 " 7% M[OM洗涤后加入相应一抗&OZG9g"

一抗#$q$ ###稀释$&A h过夜孵育&再加入 $q" ###稀释的二
抗&室温#"= h$孵育 " 7&M[OM洗涤后&加入&9L试剂进行显
色&于暗室显影*定影&使用 HQ(46\软件对图像进行分析&将
$5(P+,.作为内参&计算各组蛋白表达%
MOQN统计学方法

采用 OZOO "#I#软件统计分析&计量资料用均数e标准差
#"#e$$表示&两组比较采用&检验&多组间比较采用单因素方差
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分析&组间两两比较采用 LOF5+检验’以 !R#I#= 为差异有统
计学意义%

PN结果
POMN虎杖苷对新生小鼠高氧肺细胞氧化应激的影响

与对照组比较&高氧组细胞的 VFD含量显著升高&OGF
活性显著降低&差异均有统计学意义#!R#I#=$’与高氧组比
较&高氧o低剂量组*高氧o中剂量组和高氧o高剂量组细胞的
VFD含量显著降低&OGF活性显著升高&差异均有统计学意义
#!R#I#=$&见表 $%
表 MN虎杖苷对新生小鼠高氧肺细胞氧化应激的影响

"#!V"%#de#
+/DMN!""#$%&"A&35:/%),&,&Z):/%)B#*%1#**&"(5A#1&Z)$

32,- $#33*),,#&,/%/3;)$#"#!V"% #de#
组别 VFDJ#.Q-)JQ483-+$ OGFJ#YJQ483-+$
对照组 BI>"e#Id" $>dI#%e$=I=A
高氧组 $AI>de"I#A! d>I?Ae?I$A!
高氧o低剂量组 $#I?Ae#I%>@ $#?I>de$"I??@

高氧o中剂量组 %I"=e#I>? u $"dI$%e$#IdA u

高氧o高剂量组 dI=Ae#I?$v $A%I>Be$?I=Av
) ?B=I#$> ?#?I$Ad
! #I### #I###
!!注"与对照组比较&!!R#I#=’与高氧组比较&@!R#I#=& u!R#I#$&v!R#I##$

<-+6" ’1;+76P-.+3-)43-*8& !!R#I#=’ ’1;+7670863-a,(43-*8& @!R#I#=& u!R#I#$&
v!R#I##$

POPN虎杖苷对新生小鼠高氧肺细胞炎症因子的影响
与对照组比较&高氧组细胞的 M<N5!*HL5$$和 HL5> 水平

显著升高&差异均有统计学意义#!R#I#=$’与高氧组比较&高
氧o低剂量组*高氧o中剂量组和高氧o高剂量组细胞的
M<N5!*HL5$$和HL5>水平显著降低&差异均有统计学意义#!R
#I#=$&见表 "%
表 PN虎杖苷对新生小鼠高氧肺细胞炎症因子的影响

"#!V"%#de%A-‘;3#
+/DPN!""#$%&"A&35:/%),&,),"3/;;/%&15 "/$%&1*&"
(5A#1&Z)$32,- $#33*),,#&,/%/3;)$#"#!V"% #de%A-‘;3#

组别 M<N5! HL5$$ HL5>
对照组 "=Id>e"I?d $dIdde$I=A ""I?deAI?>
高氧组 >=I>Ae=Id?! ==I"Ae>I"B! >?Id%eAI#d!

高氧o低剂量组 A?I=Be=I#$@ ?%I"$eAI$d@ A>I?Be"I"#@

高氧o中剂量组 ?dI#$e"I"A u "dI?$e"I"" u ?BI#"e$I%> u

高氧o高剂量组 "dI?Be$I%Av "#I#$e?IA$v ">IA%e?I??v

) $d>I?"B $>?I#dB "#>I%B$
! #I### #I### #I###
!!注"与对照组比较&!!R#I#=’与高氧组比较&@!R#I#=& u!R#I#$&v!R#I##$

<-+6" ’1;+76P-.+3-)43-*8& !!R#I#=’ ’1;+7670863-a,(43-*8& @!R#I#=& u!R#I#$&
v!R#I##$

POQN虎杖苷对新生小鼠高氧肺细胞G@CHIP表达的影响
与对照组比较&高氧组细胞的 OZG9g" QC<D和蛋白表达

显著降低&差异均有统计学意义#!R#I#=$’与高氧组比较&高
氧o低剂量组*高氧o中剂量组和高氧o高剂量组细胞的
OZG9g" QC<D和蛋白表达显著升高&差异均有统计学意义
#!R#I#=$&见图 $*表 ?%

图 MN相关蛋白表达图
=)- MNL)/-1/;&"#ZA1#**)&,&"1#3/%#:A1&%#),

表 QN虎杖苷对新生小鼠高氧肺细胞G@CHIP表达的影响
"#!V"%#de#

+/DQN!""#$%&"A&35:/%),&,%(##ZA1#**)&,&"G@CHIP
&"(5A#1&Z)$32,- $#33*),,#&,/%/3;)$#"#!V"% #de#

组别 OZG9g" QC<D OZG9g"蛋白
对照组 $I##e#I$# #I%?e#I#%
高氧组 #IA"e#I#A! #I?=e#I#?!

高氧o低剂量组 #I>=e#I#>@ #I==e#I#=@

高氧o中剂量组 #IB?e#I#B u #IBBe#I#> u

高氧o高剂量组 #Idde#I#dv #Id=e#I#Bv

) %>I?$A ddI%>$
! #I### #I###
!!注"与对照组比较&!!R#I#=’与高氧组比较&@!R#I#=& u!R#I#$&v!R#I##$

<-+6" ’1;+76P-.+3-)43-*8& !!R#I#=’ ’1;+7670863-a,(43-*8& @!R#I#=& u!R#I#$&
v!R#I##$

PORNG@CHIP过表达对新生小鼠高氧肺细胞损伤的影响
与高氧o8PF<D组比较&高氧o8PF<D5OZG9g" 细胞的

VFD含量和M<N5!*HL5$$*HL5>水平显著降低&OGF活性显著
升高&差异均有统计学意义#!R#I#=$&见表 A%
POSN抑制G@CHIP表达对虎杖苷用于新生小鼠高氧肺细胞
损伤的影响

与高氧o高剂量o1,5<9组比较&高氧o高剂量o1,5OZG9g"
组细胞的VFD含量和M<N5!*HL5$$*HL5>水平显著升高&OGF
活性显著降低&差异均有统计学意义#!R#I#=$&见表 =%

QN讨论
虎杖苷是从中药虎杖的干燥根茎中提取的第 A 种单体&

属于芪类化合物&虎杖苷对肺微血管内皮细胞损伤具有一定
的治疗效果&可起到保护肺部的作用% 有研究结果表明&虎杖
苷可以减轻肺部的病理损伤情况&抑制大鼠肺部氧化应激反
!!!表 RNG@CHIP过表达对新生小鼠高氧肺细胞损伤的影响"#!V"%#de#

+/DRN!""#$%*&"%(#&B#18#ZA1#**)&,&"G@CHIP &,(5A#1&Z)/ 32,- $#33:/;/-#),,#&,/%/3;)$#"#!V"% #de#
组别 VFDJ#.Q-)JQ483-+$ OGFJ#YJQ483-+$ M<N5!J#84JQ)$ HL5$$J#84JQ)$ HL5>J#84JQ)$
高氧o8PF<D组 $=I%Ae$IdB B"I?$edIdd B#I?=e>I?B >>I?Be=IA$ >AId"eAI?B
高氧o8PF<D5OZG9g"组 dI>Ae#I%%! $A"I?Be>IAA! ??IA%e"I=d! "dI%$e?I"$! "?IB>e"I%A!

& d>I?$B =dIB=d >%I$AB ==IAB" d#I##B
! #I### #I### #I### #I### #I###
!!注"与高氧o8PF<D组比较&!!R#I#=

<-+6" ’1;70863-a,(o8PF<D43-*8& !!R#I#=
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表 SN抑制G@CHIP表达对虎杖苷用于新生小鼠高氧肺细胞损伤的影响"#!V"%#de#
+/DSN!""#$%*&"%(#),()D)%)&,&"#ZA1#**)&,&"G@CHIP &,(5A#1&Z)/ 32,- $#33:/;/-#),,#&,/%/3;)$#"#!V"% #de#

组别 VFDJ#.Q-)JQ483-+$ OGFJ#YJQ483-+$ M<N5!J#84JQ)$ HL5$$J#84JQ)$ HL5>J#84JQ)$
高氧o高剂量o1,5<9组 dI=Ae#I?$ $=dI#Be$$I$% "=I==e"I"d ?#Id%eAI>" ""I$Be$I?d
高氧o高剂量o1,5OZG9g"组 $AI$de"I""! B"I?deBI?A! >BI%"e=I>B! B"I?Ae=Id$! =dI%$e?I??!

& $#?IAd% $?"IB>" d>I$AB %AI>B? $#dI%A$
! #I### #I### #I### #I### #I###
!!注"与高氧o高剂量o1,5<9组比较&!!R#I#=

<-+6" ’1;70863-a,(o7,47 /-16o1,5<943-*8& !!R#I#=

应&抑制大鼠肺炎症介质释放(?) % 张新彧等(A)的研究结果发
现&虎杖苷对百草枯中毒造成的大鼠急性肺损伤具有保护作
用% 曹媛媛等(=)的研究结果认为&虎杖苷通过上调线粒体自
噬&可以显著改善氧化应激介导的肺泡上皮细胞线粒体损伤%
邓加雄等(")的研究结果显示&虎杖苷通过激活 OHCM?&可以显
著改善脂多糖诱导的肺泡上皮线粒体损伤% 曹堃(>)的研究结
果显示&虎杖苷能够有效缓解电离辐射诱导的小鼠肺组织病理
改变&减轻肺水肿% 虎杖苷还可以减少小鼠炎症细胞因子的释
放&发挥放射性肺损伤防护作用% 王雷琛等(B)的研究结果显
示&虎杖苷可降低肺VFD含量&提高 OGF活性&抑制肺组织中
M<N5!*HL5>水平&从而减轻小鼠在高原缺氧环境下的肺组织
损伤% 本研究结果表明&与对照组比较&高氧组细胞 VFD含
量显著升高&OGF活性显著降低’与高氧组比较&高氧o低剂量
组*高氧o中剂量组和高氧o高剂量组细胞 VFD含量显著降
低&OGF活性显著升高% 与对照组比较&高氧组细胞 M<N5!*
HL5$$和HL5>水平显著升高’与高氧组比较&高氧o低剂量组*
高氧o中剂量组和高氧o高剂量组细胞M<N5!*HL5$$和HL5>水
平显著降低%

OZG9g"表达与许多疾病的发生发展密切相关&有研究报
道&OZG9g"基因与支气管肺发育不良具有非常重要的关
系(d5$#) % 本研究结果发现&与对照组比较&高氧组细胞 OZG9g"
QC<D和蛋白表达显著降低’与高氧组比较&高氧o低剂量组*
高氧o中剂量组和高氧o高剂量组细胞 OZG9g" QC<D和蛋白
表达显著升高% 陈涛等($$)的研究结果表明&与对照组比较&高
氧组大鼠肺组织中 OZG9g" QC<D和蛋白表达量显著降低%
张媛($")的研究结果表明&L.PC<D<D<9H5<gf"I$ 信号通路下
调可能参与高氧诱导新生小鼠肺损伤的发病机制%

本研究结果表明&与高氧o高剂量o1,5<9组比较&高氧o高
剂量o1,5OZG9g"组细胞的 VFD含量和 M<N5!*HL5$$*HL5>水
平显著升高&OGF活性显著降低% 抑制 OZG9g"表达逆转了虎
杖苷对新生小鼠高氧肺细胞损伤的抑制作用&使氧化应激和炎
症因子水平升高% 说明虎杖苷通过上调 OZG9g"表达&抑制新
生小鼠高氧肺损伤% 类似研究结果发现&谷氨酰胺通过 &CO
途径减轻高氧诱导新生大鼠肺组织水肿及炎症反应($?) % 朱晓
丹($A)的研究结果发现&白藜芦醇通过降低活性氧和 8=? 的表
达&减轻高氧诱导的新生大鼠肺组织凋亡%

综上所述&虎杖苷通过上调 OZG9g"表达抑制新生小鼠高
氧肺损伤&对肺部具有保护作用%
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