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原儿茶酸对脂多糖诱导的急性肺损伤小鼠的保护作用 *
李 君 1 赵铭山 1△ 张秀丽 2 李 岩 1 韩 冰 1
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摘要 目的：探索原儿茶酸(protocatechuicacid,PCA)对脂多糖（lipopolysaccharide, LPS）诱导的急性肺损伤(acute lung injury,ALI)小

鼠的保护作用，探讨其保护机制。方法：将 40只昆明小鼠按随机数字表法均分为空白对照组(NC组)、LPS模型组、原儿茶酸预处

理组（PCA+LPS组）、地塞米松阳性对照组（Dex+LPS组），每组 10只，模型组以 5mg·kg-1脂多糖腹腔内注射诱导急性肺损伤。6h

后处死小鼠，HE染色观察肺组织病理学变化；BCA法检测肺泡灌洗液中总蛋白浓度；ELISA检测肺泡灌洗液炎症因子 TNF-琢、
IL-1茁含量；Western Blot检测肺组织中 p38MAPK、p-p38MAPK、p-ATF2蛋白的表达水平。结果：与对照组相比，模型组小鼠肺损

伤明显，肺泡内出血、水肿、炎细胞浸润，肺泡灌洗液中 TNF-琢、IL-1茁的含量及总蛋白浓度增加，肺组织中p38MAPK/p-p38MAPK、
p-ATF2表达均明显增加（均 P<0.01）。与模型组相比，原儿茶酸预处理组、地塞米松阳性对照组肺组织病理损伤程度明显减轻，肺

泡灌洗液中 TNF-琢、IL-1茁的含量及总蛋白浓度、肺组织中 p38MAPK/p-p38MAPK、p-ATF2表达均明显降低（均 P<0.01）。结论：
PCA对 LPS诱导的急性肺损伤有保护作用，其作用机制可能与其抑制 p38MAPK-p-ATF2信号通路的活化、降低肺组织炎症反应

有关。
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Protective Effects of Protocatechuic Acid on Acute Lung Injury Induced
by Lipopolysaccharide in Mice*

To investigate the protective effect of PCA on lung tissues during ALI in mice caused of by LPS and its pos-

sible mechanism. Forty Kunming mice were randomly divided into four groups: normal control group, LPS group, PCA pretre-

atment group (PCA+LPS group), dexamethasone positive control group(Dex+LPS group) with ten mice in each group. ALI was induced

by intraperitoneal injection of 5mg·kg-1 LPS. Mice were sacrificed at 6 hours, the lungs were harvested for observation of pathological

changes. The total protein concentration in the bronchoalveolar lavage fluid were observed by BCA method and the levels of TNF-琢 and

IL-1茁 in serum of BALF were tested by ELISA. The expression of p38MAPK, p-p38MAPK, p-ATF2 in lung tissue activation were

detected by Western Blotting. Compared with the control group, in the model group, there were significant lung structural

damage, the histological results showed pulmonary alveolar hemorrhage, edema and inflammatory cell infiltration; the expression of

TNF-琢, IL-1茁 and the total protein concentration in BALF and the expression of p38MAPK/p-p38MAPK, p-ATF2 in lung tissue were

significantly increased, (all P<0.01). Compared with the modal group, the lung histological changes were much more ameliorated, and

the expression of TNF-琢, IL-1茁 and the total protein concentration in BALF and the expression of p38MAPK/p-p38MAPK, p-ATF2 in

lung tissue were markedly suppressed in PCA pretreatment group and dexamethasone positive control group (all P<0.01).

PCA has remarkable protective effect on ALI induced by LPS in mice,its mechanism is possibly related to the inhibition p38MAPK-

p-ATF2 activation and reduction of inflammatory response in the lung tissue.
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前言

ALI及其更严重的形式急性呼吸窘迫（acute respiratory de-

press syndrome, ARDS），是在严重感染、休克、创伤及烧伤等非

心源性疾病过程中，肺毛细血管内皮细胞和肺泡上皮细胞损伤

造成弥漫性肺间质及肺泡水肿，导致的急性低氧性呼吸功能不

全或衰竭，其病理学改变为肺容积减少、肺顺应性降低、严重的

通气 /血流比例失调，临床表现为进行性低氧血症和呼吸窘

迫，肺部影像学表现为非均一性的渗出性病变[1]，ALI/ARDS机

制复杂未明，病死率可高达 50%[2]。

研究表明，促分裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated prot-

ein kinase,MAPK）是介导细胞内重要的信号传导通路。其中
p38MAPK信号通路是 MAPK介导炎症反应的主要通路，与炎

症、细胞生长、细胞分化、细胞凋亡有关[3]，在 ALI中发挥重要作

用[4]，其磷酸化后通过作用于下游底物实现信号转导，诱导多种

细胞因子的表达，从而介导炎症反应。PCA具有广泛的药理学

作用如抗氧化、抗炎、抗凋亡及抗肿瘤作用 [5-9]。但其作用与

p38MAPK信号通路是否相关国内外鲜有报道。本实验通过腹

腔注射 LPS的方法建立小鼠急性肺损伤模型 ，观察 PCA对
LPS致急性肺损伤的保护作用，有望为 ALI的临床治疗提供新
思路。

1 材料和方法

1.1 实验材料

清洁级昆明种小鼠，雌雄各半，体重（18-20）g，购自烟台绿

叶制药有限公司，动物合格证号：鲁动质字 200106003。LPS购

自美国 sigma公司；原儿茶酸购于南京替斯艾么中药研究所；

地塞米松购自济南利民制药有限公司；肿瘤坏死因子 琢
（TNF-琢）、白介素 1茁（IL-1茁）ELISA检测试剂盒购自上海朗顿

生物科技有限公司；兔抗鼠多克隆抗体 p38MAPK、
p-p38MAPK、p-ATF2 及 琢-tublin 购于巴傲得生物科技有限公

司，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔抗体由北京康为世纪生物

科技有限公司提供；BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天生
物技术研究所；其他试剂均为国产分析纯试剂。

1.2 实验方法
1.2.1 实验分组及模型建立 小鼠分笼喂养于（24± 1）℃、相

对湿度为 40-80%的室内，自由进食进水，12 h光照，适应 2-3d

后进行实验。将小鼠随机分成空白对照组、LPS模型组、PCA干

预组、地塞米松阳性对照组，每组 10只。造模前 1h，PCA+LPS

组、Dex+LPS组分别腹腔注射原儿茶酸 30 mg·kg-1、地塞米松 1
mg·kg-1各 0.1 mL。除正常对照组外，其它各组小鼠腹腔注射
LPS 5 mg·kg-10.1 mL，正常对照组腹腔注射等体积生理盐水，
造模 6h后处死小鼠。
1.2.2 标本的制备和处理 支气管肺泡灌洗液（BALF）：麻醉
动物打开胸腔，暴露肺组织并观察其大体外观改变，迅速分离

肺组织，结扎右主支气管及气管，在气管结扎下端经气管行左

肺肺泡灌洗，用 0.5 mL高压灭菌的 PBS缓冲液缓慢冲洗肺组
织 3次，回收 BALF，回收率约 80%，置于离心管中，于 4℃

3000 r·min-1下离心 10 min，取上清液置于 -80 ℃冰箱中冻存备

用。肺组织：取下右肺组织分离右肺上叶并置于 4%多聚甲醛固

定，余右肺组织迅速置于液氮中冻存。

1.2.3 肺组织病理形态观察 取小鼠部分右肺上叶组织用 4%

多聚甲醛固定 72 h后，常规制备石蜡切片，苏木精 -伊红(HE）

染色，光镜下观察病理学改变。

1.2.4细胞因子的检测 按照 ELISA试剂盒说明，检测 BALF

上清中 TNF-琢、IL-1茁的表达，终止反应后用酶标仪测 450 m处

光密度值，并将其与标准曲线比较以确定其浓度。

1.2.5 蛋白浓度测定 采用 BCA试剂盒检测 BALF中蛋白浓

度。

1.2.6 Western Blot检测 取出液氮中冻存的肺组织，称取不

同组肺组织，加入细胞裂解液后在冰上匀浆 30 min 后，4 ℃

14000 r·min-1离心 10 min，分装上清储存于 -80 ℃冰箱中，并依

照 BCA试剂盒要求进行蛋白浓度测定。每组取 50 滋L样品加

上样缓冲液后 95℃煮 5 min 使蛋白变性，而后进行 10%

SDS-PAGE，分离蛋白，并将其转移到 PVDF膜上，经 TBST洗

膜后，用 5%脱脂奶粉封闭 2 h，加入 p38MAPK、p-p38MAPK、

琢-tublin多克隆抗体 4 ℃过夜。TBST洗膜 3次，每次 5min，加

辣根过氧化物酶标记的二抗，室温下于脱色摇床上反应 1h，经
TBST洗膜后加入 ECL发光液反应，X光片显影、定影。胶片扫
描后用相应软件分析光密度值，对结果进行分析。

1.3 统计学分析

采用 SPSS15.0软件进行统计学分析。数据以均数± 标准
差(x± s)表示，单因素方差分析(one-way ANOVA）进行组间比

较，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PCA对小鼠肺组织病理学的影响

光镜下正常对照组小鼠肺泡结构基本正常，肺组织结构完

整，肺泡腔清晰，肺泡间隔无增厚；模型组肺泡结构破坏严重，

肺泡萎陷、肺泡间隔增厚、炎细胞浸润；PCA干预组组织损伤程
度比 LPS组显著减轻，肺间质和肺泡腔内渗出物及炎细胞浸润

较 LPS组明显减少；阳性对照组也可见组织损伤较 LPS组减

轻，大部分肺泡结构清晰，肺泡间隔略增厚。（见图 1）。

图 1 各组小鼠给药 6h后光镜下肺组织形态学改变(HE,× 400)

Fig.1 Light micrographs changes of lung tissues structure in mice 6h after

agent administration (HE staining, × 400)

A:NC组; B:LPS组; C:PCA+LPS组 D: Dex+LPS组

A:Control group; B:LPS group; C:PCA+LPS group D: Dex+LPS group
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2.2 PCA对 LPS所致 ALI小鼠 BALF中 TNF-琢、IL-1茁的影响
与正常对照组相比，模型组小鼠 BALF中 TNF-琢、IL-1茁含

量明显增高（P<0.05）；PCA干预组小鼠 BALF中 TNF-琢、IL-1茁

含量与模型组相比出现明显下降（P<0.01）；阳性对照组也表现

出相同的作用效果，BALF中 TNF-琢显著减少（P<0.01），BALF

中 IL-1茁亦减少（P<0.05）。（见表 1）

表 1 PCA对 LPS所致 ALI小鼠 BALF中 TNF-琢、IL-1茁的影响(ng·L-1, n = 10)

Table 1 Effect of Protocatechuic Acid on TNF-琢, IL-1茁 production in BALF in LPS-Induced ALI Mice(ng/L-1, n = 10)

Group TNF-琢 IL-1茁
Normal Control

LPS

PCA+LPS

Dex+LPS

246.96± 22.54

283.04± 14#

249.72± 18.09*

247.40± 13.67**

51.31± 5.85

60.60± 2.74#

56.05± 1.25*

55.35± 0.37*

注：与正常对照组相比：#P<0.05；与 LPS组相比：*P<0.05，**P<0.01。

Note: #P<0.05 as compared to normal group; *P<0.05,*P<0.01 as compared to model group.

2.3 PCA对小鼠 BALF中蛋白浓度的影响

与正常组相比，模型组小鼠 BALF中蛋白浓度含量水平明

显增高（P<0.01），PCA干预后小鼠 BALF中蛋白浓度含量与模

型组相比出现明显下降（P<0.01）。阳性药物地塞米松组也表现

出相同的作用效果，BALF 中蛋白浓度含量明显低于模型组

（P<0.05）。（见表 2）。

表 2 PCA对 LPS所致 ALI小鼠 BALF中蛋白浓度的影响(ug·uL-1 n =10)

Table 2 Effect of Protocatechuic Acid on protein concentration production in BALF in LPS-Induced ALI Mice(ug/uL-1, n = 10)

Group Normal Control LPS PCA+LPS Dex+LPS

Protein concentration 0.365± 0.125 0.991± 0.231## 0.381± 0.124** 0.414± 0.211*

注：与正常对照组相比：##P<0.01；与 LPS组相比 **P<0.01。

Note: ##P<0.01 as compared to normal group; **P<0.01 as compared to model group.

图 2 PCA对小鼠肺组织中 p38MAPK、p-p38MAPK、p-ATF2表达的影

响

Fig.2 Effect of Protocatechuic Acid on P38MAPK, p-P38MAPK, p-ATF2

expression in lung tissue in LPS-Induced ALI Mice

图 3 PCA对小鼠肺组织中 p38MAPK/p-p38MAPK、p-ATF2表达的影

响(%, n = 10)

Fig.3 Effect of Protocatechuic Acid on P38MAPK/p-P38MAPK、p-ATF2

expression in lung tissue in LPS-Induced ALI Mice(%, n = 10)

2.4 PCA 对小鼠肺组织 p38MAPK、p-p38MAPK、p-ATF2 表达

的影响

模型组小鼠肺组织 p-p38MAPK/p38MAPK、p-ATF2 蛋白

的表达强度较对照组显著增高 （P<0.01）；PCA 干预组

p-p38MAPK/p38MAPK、p-ATF2 蛋白表达量较 LPS 模型组显

著降低（P<0.01）。阳性药物地塞米松组也表现出类似的作用效
果，肺组织中 p-p38MAPK/p38MAPK、p-ATF2含量明显低于模

型组（P<0.01）。（见图 2及图 3）。

3 讨论

原儿茶酸，3,4-二羟基苯甲酸，为苯甲酸的主要衍生物，存

在于许多食品及中药材中，药理学作用广泛，对炎症反应有一

定防治作用。LPS是 ToIl样受体(TLR)信号途径的配基能特异

性地与内皮细胞膜上的 TLR4结合[10]，可诱导多种炎症因子及

趋化因子的合成与释放，如 TNF-琢、IL-1茁、IL-6，在 ALI中发挥

重要作用[11]。TNF-琢、IL-1茁不仅可以扩大炎症级联反应，并且
可以引起炎症时中性粒细胞向肺组织的募集[12]，特别是 TNF-琢
在 ALI的发生及演化中占据重要作用。在本研究中我们发现
PCA 可以降低 LPS 处理后 BALF 中增加的 TNF-琢、IL-1茁，并
可减轻肺部病理学损伤，而 PCA有可能是能是通过减少炎症
因子的分泌来改善肺损伤的。为了进一步研究 PCA对 ALI的

抗炎机制我们对相关信号通路进行深入研究。
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MAPK是近年来成为引人注目的蛋白激酶级联通路[13-15]。

MAPK 家族包括 3 个亚家族：ERK-1/2，JNK 及 p38MAPK [16]。

已有很多报道证明 MAPKs在 ALI中发挥重要作用 [17-18]。LPS

通过与血循环中 LPS结合蛋白并与单核细胞表面 CD14分子
结合，经 p38MAPK磷酸化三级激酶传递过程从而启动胞内信

号转导系统，使单核细胞表达、合成和释放 TNF-琢、IL-1茁等多
种炎症细胞因子[19]。已有研究表明 p38MAPK在急、慢性炎症

的细胞应激反应中具有重要作用，是参与应激过程中多种基因

表达的重要介质[20]，静息状态下 p38MAPK主要分布于细胞质
中，激活后可进入细胞核磷酸化其下游的转录因子（ATF2、
HSP-27、AP-1）而使其活化，从而调节相关效应基因的表达调

节多种生物学反应。p38MAPK主要通过作用于活化转录因子
-2（ATF-2），使其磷酸化，从而介导炎症因子 TNF-琢、IL-茁的产
生。我们在本实验中，发现 LPS诱导后肺组织中 p-p38MAPK/

p38MAPK、p-ATF2表达增多，提示 p38MAPK-p-ATF2通路可

能在 LPS诱导的肺损伤中发挥重要作用。同时观察 PCA干预

后，肺组织中 p38MAPK/p38MAPK、p-ATF2表达水平较 LPS

组明显减轻，且肺组织损伤减轻，揭示了 PCA的治疗机制可能

通过抑制 p38MAPK-p-ATF2信号转导途径的过度活化有关，

从而对肺脏起保护作用。至于 PCA 通过何种途径抑制
p38MAPK-p-ATF2的活化尚待进一步探讨。

总之，通过对 LPS所致小鼠 ALI及其 PCA对其保护作用

机制的研究，证实 ALI时增加的炎症因子及p38MAPK-p-ATF2

途径的过度活化，是导致 ALI的重要因素。PCA对 ALI小鼠的

保护作用，其作用机制可能与其抑制 p38MAPK-p-ATF2信号
通路的活化、降低肺组织炎症反应有关。
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