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摘要 目的：研究车前草提取物（PW）的抗氧化性对缺氧性肺动脉高压(HPH)大鼠模型氧化应激的影响，分析并测定 PW中发挥抗

氧化的主要成分。方法：随机选取 18只 SD雄性大鼠分为 3组：CONT组、HPH组、HPH+PW组。CONT组和 HPH组予生理盐水

灌胃，HPH+PW组予车前草提取物灌胃，连续灌胃 4周，测定大鼠肺动脉压力（mPAP），肺功能相关指标（0.4 sFEV、FVC、

0.4sFEV/FVC、MMEF）后处死。试剂盒测定各组大鼠肺泡灌洗液中 SOD、CAT、LDH、MDA含量。液相色谱 -质谱分析鉴定 PW中

的有效成分并测定 PW有效成分对超氧阴离子的清除能力。结果：HPH组与 PW组相比，mPAP显著升高（**P＜0.01），0.4 sFEV、

FVC、0.4sFEV/FVC、MMEF显著降低（**P＜0.01），HPH+PW 可逆转上述趋势。HPH 组与 Cont 组相比，SOD、CAT 显著降低

（**P＜0.01），LDH、MDA显著升高（**P＜0.01），HPH+PW可逆转上述趋势。液相色谱 -质谱分析并鉴定出 PW中含有车前子苷、

高车前苷、茁-谷甾醇、齐墩果酸、熊果酸、京尼平苷酸、桃叶珊瑚苷、葡萄糖 8种有效成分，其中桃叶珊瑚苷的超氧阴离子清除能力

最强。结论：PW可提高 HPH大鼠抗氧化酶含量，减轻氧化应激反应并降低肺动脉压力，改善肺功能；PW有效成分中桃叶珊瑚苷

（AU）的抗氧化能力最强。
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Effect of Plantago Depressa Willd Extract on Oxidative Stress
in a Rat Model of Hypoxic Pulmonary Hypertension*

To study the effect of antioxidant properties of plantain extract (PW) on oxidative stress in a rat model of

hypoxic pulmonary hypertension (HPH), and to analyze and determine the main components of PW that exert antioxidant effects.

Eighteen SD male rats were randomly selected and divided into three groups: the CONT group, the HPH group, and the HPH+PW group.

the CONT and HPH groups were gavaged with saline, and the HPH+PW group was gavaged with PW for 4 weeks.MPAP, pulmonary

function-related indexes (0.4 sFEV, FVC, 0.4 sFEV/FVC, and MMEF) were measured in rats after gavage. MMEF) and then executed.

The kits were used to determine the contents of SOD, CAT, LDH and MDA in the alveolar lavage fluid of rats in each group. Liquid

chromatography-mass spectrometry (LC-MS) analysis was performed to identify the active ingredients in PW and to determine the scav-

enging ability of PW active ingredients on superoxide anion. In the HPH group, mPAP was significantly higher (**P<0.01) and
0.4 sFEV, FVC, 0.4 sFEV/FVC, and MMEF were significantly lower (**P<0.01) compared with the PW group, and HPH+PW reversed

these trends. mPAP was significantly lower (**P<0.01) and LDH and MDA were significantly higher (**P<0.01) compared with the Cont
group. (**P<0.01), and HPH+PW could reverse the above trend. Liquid chromatography-mass spectrometry analysis and identification of

PW contained eight active ingredients of psyllium, hypericin, 茁-sitosterol, oleanolic acid, ursolic acid, kynurenine, peach leaf coral gluco-
side, glucose, of which peach leaf coral glucoside had the strongest superoxide anion scavenging ability. PW can increase the

content of antioxidant enzymes in HPH rats, reduce oxidative stress, reduce pulmonary artery pressure, and improve pulmonary function.

Aucubin (AU) has the strongest antioxidant capacity among the active components of PW.
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前言

缺氧性肺动脉高压 （Hypoxic pulmonary hypertension，

HPH）是一种以活动后呼吸困难及乏力为主要表现的临床综合

征[1,2]。全球范围有关 HPH的流行病学调查很少，但该病临床常

见，慢性阻塞性肺疾病 (COPD)、限制性肺疾病等均可引起

HPH，其中 COPD是 HPH最常见的病因，伴发 HPH的患病率

约为 20%-91%[3]。在长期低氧刺激下，体内氧化 /抗氧化平衡失

调，过氧化氢酶（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）等抗氧化酶生

成减少，乳酸脱氢酶（LDH）、丙二醛（MDA）等氧化应激指标升

高，肺动脉平滑肌细胞（PASMCs）凋亡通路抑制，血管平滑肌

层增厚，肺动脉狭窄重塑，肺动脉压力升高，肺功能降低，最终

导致 HPH[4-6]。目前 HPH患者生存期有限,临床上暂无有效治

愈手段,针对该病 FDA（美国食品和药物管理局）无批准药物治

疗方法，HPH也因此被认为是大血管领域的 "癌症 "。《中国肺

动脉高压诊断与治疗指南（2021版）》将长期氧疗作为 HPH首

要推荐方案[3]，但长期氧疗耗时长,许多患者难以耐受，且氧疗

只能改善部分肺泡缺氧，对肺动脉压力降低有限。如何提高

HPH患者抗氧化能力，逆转肺动脉重塑，降低肺动脉压力，改

善肺功能，仍是一个亟待解决的问题。车前草（Plantago depressa

Willd，PW）别名车茶草，蛤蟆叶，喜温热潮湿的环境而盛产于

沿海地带，是一种药用价值高，全草均可入药的野生中草

药 [7]，具有抗氧化、抗炎、抗菌、提高免疫力、抗肿瘤等作用[8-11]；

PW内含车前子苷、高车前苷、京尼平苷酸、桃叶珊瑚苷等多种

化学成分[12,13]。在本研究中，我们使用 PW干预 HPH大鼠模型，

发现 PW能提升 HPH大鼠抗氧化能力，降低氧化应激指标，对

PW提取物进一步分析鉴定显示，桃叶珊瑚苷（Aucubin，AU）抗

氧化功效最强。

1 资料与方法

1.1 实验动物

随机选取 SD雄性大鼠（SPF级）18只，重量（160± 10）g，周

龄 6～7周，动物来源公司：湖南天勤公司，饲养环境：海南医学

院动物实验室，实验已经海南医学院动物伦理委员会认证批准。

1.2 实验试剂

野生车前草粗略提取物，超氧阴离子清除能力试剂盒（碧

云天公司），CAT、SOD、LDH、MDA试剂盒（南京建成公司）。

1.3 车前草提取物制备

车前草采摘自海南省儋州市，称取 1 g样本用液氮研磨后

转移到 50 mL三角瓶中，加入 10 mL乙醇，于室温、200 W条件

下超声提取 30 min (间隔 5 min振摇一次)，12000 r/min转速下

离心 10 min，取上清液，待测。按照上述方法，称取 5 g样本，加

入 50mL乙醇，超声提取 30min后，离心后取上清液得到 40mL。

重复操作 10次（即 50 g样本），制得 400 mL上清液，4℃冷藏

备用[14]。

1.4 实验方法

1.4.1 造模与分组 选取 160± 10 g的 SD雄性大鼠 18只，置

于常压低氧舱造模，维持舱内氧浓度在 10%左右，并保证分布

均匀，用无水氯化钙和钠石灰吸收低氧舱内的水蒸气与二氧化

碳，维持舱内温度恒定在 22-24℃，昼夜比为 1:1，缺氧 12 h/天，

连续低氧条件饲养 4 周。4 周后经右颈静脉置管使用 Med-

Lab-U 生物信号采集处理系统测定各组大鼠肺动脉压力

（mPAP）。随机筛选出 mPAP＞25 mmHg 的 12 只大鼠作为

HPH组及 HPH+PW组。

大鼠分为 3组，对照组（Cont组）、缺氧性肺动脉高压（HPH

组）、车前草干预组（HPH+PW组），每组各 6只。随机选取 6只

健康大鼠作为 Cont组，Cont组及 HPH组均用生理盐水（NS）

灌胃，HPH+PW组根据大鼠公斤体重按浓度 0.125 g/mL，8 g/kg

的 PW灌胃，4周后进行相关指标检测。

1.4.2 肺功能测定 本实验使用的肺功能检测系统购自上海

塔望科技公司，大鼠禁食水 1天，检测前腹腔注射戊巴比妥钠

（40 mg/kg）麻醉各组大鼠，经皮气管切开插管，固定气管插管，

连接仪器，予 FEV模式检测 0.4 sFEV（第 0.4秒用力呼气容

积）、FVC（用力肺活量）、0.4sFEV/FVC、MMEF（最大呼气中段

流速）。

1.4.3 肺动脉压力检测 本实验使用的肺动脉压力检测系统

（MedLab-U采集系统）购自南京美易科技公司，检测前经皮切

开暴露右侧颈静脉，穿刺插管，连接压力测定导管及仪器，对肺

动脉压力动态曲线图进行记录，数据分析，每次测定选取 5个

连续波谷的平均值[16]。

1.4.4 肺泡灌洗液中抗氧化酶（CAT、SOD）及氧化应激指标

（MDA、LDH）含量测定 取 3 mL无菌 NS反复灌洗主支气管

3次，收集于无菌管中，离心后收集上清，按照过氧化氢酶（CAT）、

超氧化物歧化酶（SOD）、乳酸脱氢酶（LDH）、丙二醛（MDA）检

测试剂盒说明书操作，测定各样品孔 OD值，根据吸光度值统

计出肺泡灌洗液中 CAT、SOD、MDA、LDH的实际含量。

1.4.5 车前草提取物有效成分鉴定分析 将车前子苷、高车前

苷、茁-谷甾醇、齐墩果酸、熊果酸、京尼平苷酸、桃叶珊瑚苷、
葡萄糖标准品分别用乙醇配置成 1 滋g/mL 的标准溶液进样
10 滋L检测；葡萄糖使用超纯水配置成 1 滋g/mL的标准溶液进
样 10 滋L检测。检测所用的仪器为岛津超高效液相色谱仪
（LC-30）连接 SCIEX 5600+质谱仪，设定好参数及色谱 -质谱

条件，进样检测。

1.4.6 车前草提取物有效成分抗氧化能力检测 ① 称取约 50mg

样品于研钵中，进行液氮研磨，研磨后转入 2 mL离心管中，加

入 1 mL 80%乙醇，于 50℃ 200W条件下超声振荡 30 min（间隔

5 min振荡混匀一次），室温下 12000 rpm，离心 10 min，取上清

待测；② 用 80%乙醇稀释各标准品至 1 mg/mL待测；③ 可见分

光光度计预热 30 min并调至 570 nm，蒸馏水调零，所有试剂至

室温（25℃）；④ 在 EP 管中依次加入样本混匀，于 37℃反应

10 min，使用超氧阴离子清除能力试剂盒检测，于波长 570 nm

下测定吸光值 A。⑤ 根据计算公式：超氧阴离子清除率 I%=

[1-(A测定 -A对照)衣A空白]× 100%，计算出 PW内有效成分

的超氧阴离子清除率[15]。

1.5 统计学方法

应用 SPSS 24.0软件对肺动脉压力、肺功能、肺泡灌洗液

中抗氧化酶及氧化应激指标进行统计分析，并表示为均值± 标

准差。Cont组与 HPH组、PW组与 HPH组之间成对比较，采用

两独立样本均数 T检验。若 P<0.05则认为差异有统计学意义，
P<0.01差异有显著性。
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2 结果

2.1 各组大鼠日常表现

HPH组大鼠反应较迟钝，虚弱无力，体毛稀疏，蜷缩少动，

精神倦怠，食量和体重下降; Cont组大鼠反应灵活，体毛浓密，

食量和体重正常；PW组大鼠的反应、精神、体毛、食量和体重

均处于 Cont组和 HPH组之间。

2.2 肺功能、肺动脉压力检测

与 Cont 组 比 ，HPH 组 0.4sFEV、FVC、0.4sFEV/FVC、

MMEF均显著降低（**P＜0.01）；与 HPH组比，HPH+PW组上

述指标均显著增高（##P＜0.01）。与 Cont组比，HPH组 mPAP显

著增高（**P＜0.01）；与 HPH组比，HPH+PW组 mPAP显著降

低（##P＜0.01）。

图 1 1A-1D为气管插管检测各组大鼠肺功能指标（0.4sFEV、FVC、0.4sFEV/FVC、MMEF）；1E为右心导管检测各组大鼠肺动脉平均压（mPAP）；

Fig.1 1A-1D are the pulmonary function indexes (0.4sFEV, FVC, 0.4sFEV/FVC, MMEF) detected by endotracheal intubation; 1E is the mean pulmonary

artery pressure (mPAP) detected by right heart catheterization;

Note: N=6, x± s, * means compared with Cont group, *P<0.05, **P<0.01, # means compared with HPH group, #P<0.05, ##P<0.01.

2.3 肺泡灌洗液中抗氧化酶（SOD、CAT）及氧化应激指标

（LDH、MDA）含量测定

与 Cont 组比，HPH组大鼠 SOD、CAT 显著降低（**P＜
0.01），LDH、MDA 显著升高 （**P＜0.01）。与 HPH 组比，

HPH+PW 组大鼠 SOD、CAT 显著增高 （##P＜0.01），LDH、

MDA显著降低（##P＜0.01）。

2.4 液相色谱 -质谱分析鉴定车前草提取物有效成分

PW分析鉴定出茁-谷甾醇（茁-Sitosterol）、车前子苷（Psyllium）、
京尼平苷酸（Geniposide）、高车前苷（Homo phytoside）、葡萄糖

（Glucose）、齐墩果酸（Oleanolic acid）、桃叶珊瑚苷（Aucubin，

AU）、熊果酸（Ursolic acid）8种有效成分。

2.5 车前草提取物有效成分的抗氧化能力检测

PW各有效成分超氧阴离子清除率为：茁-Sitosterol 21.5%、
Psyllium 50.6%、Geniposide 53.75%、Homo phytoside 20.39%、

Glucose 11.49%、Oleanolic acid 21.78%、Aucubin 65.9%、Ursolic

acid 13.72%。

3 讨论

慢性缺氧引起机体氧化应激反应升高，刺激肺动脉平滑肌

细胞过度增殖，导致肺动脉血管重塑，从而出现肺动脉压力升

高，是 HPH重要的病理生理特征[16-18]，但迄今为止，HPH患者肺

动脉血管重塑的关键环节尚不清楚。有研究表明，缺氧能降低

机体内抗氧化酶的表达及活性 , 如抗氧化酶（SOD、CAT、

GSH-PX、GR）生成减少，抗氧化活力降低，机体产生大量活性

氧（ROS）,诱导 LDH、MDA、GSH/GSSH等氧化应激指标增高，

刺激 PASMCs增殖，进而肺动脉平滑肌层变厚，肺动脉管腔变

窄，血管重塑加重，肺动脉压力增高，促进 HPH 的发生与发

展[19-21]。因此,如何有效提高 HPH患者抗氧化能力，减轻氧化应

激反应，成为治疗 HPH潜在方法之一,近年来备受关注。

随着 2021年 1月国务院《关于加快中医药特色发展的若

干政策措施》通知的发布，中草药的开发与研究越来越受重

视[22]。PW最早被《神农本草经》收载入药,列为上品，药用价值

高，其内有很多种化学成分，目前已知的有效成分包括黄酮及

其苷类、多糖类化合物、三萜与苯乙醇苷类物质、环烯醚萜及

其苷类、微量元素及挥发油等[23]。多糖类化合物主要由 D-葡萄

糖酸、D-葡萄糖、D-半乳糖及 L-阿拉伯糖等组成，研究表明多

糖类化合物具有抗氧化及增强免疫力的作用：Taha Barkaoui等

发现 PW提取物中的多糖类化合物能降低乙酸铅中毒大鼠血

清中的丙二醛（MDA）水平、提高超氧化物歧化酶（SOD）、过氧

化氢酶（CAT）和谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）的水平，使大鼠抗
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图 3 PW有效成分液相色谱 -质谱分析鉴定

Fig.3 Identification of the active ingredients of PW by liquid chromatography-mass spectrometry

图 2 3A-3B为肺泡灌洗液中抗氧化酶（SOD、CAT）含量；3C-3D为肺泡灌洗液中氧化应激指标（LDH、MDA）含量；

Fig.2 3A-3B are the contents of antioxidant enzymes (SOD, CAT) in the bronchoalveolar lavage fluid; 3C-3D are the contents of oxidative stress

indicators (LDH, MDA) in the bronchoalveolar lavage fluid.

Note: n=6, x± s, * means compared with Cont, *P<0.05, **P<0.01, # means compared with HPH, #P<0.05, ##P<0.01.
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图 4 车前草提取物中不同有效成分的超氧阴离子自由基清除率

Fig.4 Superoxide anion free radical scavenging rate of different active

ingredients in psyllium extract

氧化能力提升 [24,25]；Han N等发现 PW提取物中的多糖类化合

物（1-鼠李糖，半乳糖，阿拉伯糖，葡萄糖和 d-半乳糖醛酸）可

以清除羟基（OH-）、1,1-二苯基 -2-吡啶并肼基（DPPH）和 2,2-

叠氮基双（3-乙基苯并噻唑啉 -6-磺酸）酸（ABTS）自由基，以

此发挥抗氧化作用[26]。本项目前期在进行 COPD相关课题研究

时亦证实了 PW具有抗氧化性，我们发现 COPD大鼠中伴有

HPH的比例约 80%，使用 PW粗略提取物干预伴有 HPH表现

的大鼠，可提高大鼠抗炎能力，抑制缺氧诱导因子（HIF-1琢）表
达，减轻炎症反应，改善肺动脉重塑、降低肺动脉压力。车前草

能抑制 HIF-1琢表达，表明 PW具有较强的抗氧化能力[27]。但是

PW中发挥抗氧化的有效成分是什么，PW是否可以通过提高

HPH大鼠抗氧化能力，减轻氧化应激反应，从而降低肺动脉压

力并改善肺功能呢？这一问题引起我们的思考。在本研究中，为

了排除前期研究 COPD模型的干扰，我们使用常压低氧舱重新

制作 HPH大鼠模型，再次使用车前草提取物干预 HPH模型

鼠，研究发现大鼠肺泡灌洗液抗氧化酶（SOD、CAT）含量显著

提升，氧化应激指标（LDH、MDA）明显减少，大鼠肺动脉压力

降低，肺功能改善。为了分析并鉴定 PW中发挥抗氧化作用的

主要成分，我们对 PW有效成分进行液相色谱 -质谱分析，经

超氧阴离子清除能力检测发现 AU抗氧化能力最强。 AU是

杜仲、车前草、地黄等中药材的有效成分之一，其化学名为

茁-D-吡喃葡萄糖苷，属于环烯醚萜苷类化合物，是最具生物活
性的天然抗氧化剂及解毒剂之一[28,29]，在治疗剂量内对细胞及

动物几乎无毒副作用[30]。有研究表明在神经退行性疾病大鼠模

型中，AU可显著减轻 H2O2诱导的 PC12细胞核损伤，降低氧

化应激水平，提高抗氧化酶活性，减少 PC12凋亡[31]。AU还可

清除创伤性脑损伤大鼠过度生成的 ROS，减轻脑水肿，改善神

经和认知缺陷[32]。众多研究表明 AU是中草药抗氧化的 "明星

化合物 "，有关 AU的抗氧化研究是近年的热点话题，我们前期

已证实 PW可改善 HPH大鼠肺动脉血管重塑，降低肺动脉压

力，但具体机制尚不明确[27]，结合本研究我们推测 PW提取物

中的 AU可能具有抑制 PASMCs增殖的功效，直接参与改善

HPH大鼠肺动脉血管重塑，目前 AU与HPH的相关研究暂未

见报导。

综上所述，我们研究发现 PW具有较强的抗氧化性，研究

表明，其可下调 HPH大鼠氧化应激指标，因而有助于降低肺动

脉压力，改善肺功能。在 PW的众多有效成分中其 AU的抗氧

化能力最强，但 AU是否能进一步提高 HPH大鼠抗氧化能力，

改善肺动脉重塑，降低肺动脉压力，有待我们后续深入研究。
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