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蓝萼甲素调节HMGB1/TLR4/NF-κB信号通路
对克雷伯菌肺炎大鼠炎性损伤的影响

李柏新1,冷晓雪2*,陈之光2

(1.中国医科大学附属盛京医院康复中心,辽宁沈阳
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【摘要】 目的 研究蓝萼甲素(GLA)对高迁移率族蛋白B1(HMGB1)/Toll样受体4(TLR4)/核转录因子(NF-κB)信号

通路的调节作用,探讨其减轻克雷伯菌肺炎大鼠炎性损伤的作用机制。 方法 将SD大鼠分为正常对照组(NC组)、

模型组(M组)、GLA低剂量组(10
 

mg/kg组)、GLA中剂量组(20
 

mg/kg组)、GLA高剂量组(40
 

mg/kg组)和左氧氟沙

星组(10
 

mg/kg),每组10只。通过将克雷伯菌注入气管建立大鼠肺炎模型。造模成功第2
 

d开始给药,连续7
 

d。将小

鼠处死,取左肺组织称重,计算干重/湿重;HE、TUNEL染色观察肺组织病理变化及细胞凋亡情况;ELISA检测血清中

白介素-6(IL-6)、IL-1β、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)含量;Western
 

blot检测肺组织 HMGB1、TLR4、NF-κB
 

p65蛋白表达。

 结果 与NC组相比,M 组小鼠肺组织出现肺泡塌陷、肺泡壁厚度增加等病理现象,W/D值、肺细胞凋亡率、cleaved-
caspase3、cleaved-caspase9蛋白水平、IL-6、TNF-α、IL-1β含量及 HMGB1、TLR4、NF-κB

 

p65蛋白水平均显著上升(均P
<0.05);与 M 组相比,GLA 低、中、高剂量组和左氧氟沙星组肺组织损伤减轻,W/D值、肺细胞凋亡率、cleaved-
caspase3、cleaved-caspase9蛋白水平,IL-6、TNF-α、IL-1β含量及 HMGB1、TLR4、NF-κB

 

p65蛋白水平均显著下降(均P
<0.05)。 结论 GLA可减轻机体炎性损伤,改善克雷伯菌感染引发的肺炎病情,其机制可能与抑制 HMGB1/TLR4/

NF-κB信号通路有关。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

regulatory
 

effect
 

of
 

glaucocalyxin
 

A
 

(GLA)
 

on
 

high
 

mobility
 

group
 

box
 

pro-

tein
 

B1
 

(HMGB1)/Toll-like
 

receptor
 

4
 

(TLR4)/nuclear
 

transcription
 

factor
 

(NF-κB)
 

signaling
 

pathway,and
 

to
 

explore
 

its
 

mechanism
 

of
 

reducing
 

inflammatory
 

injury
 

in
 

rats
 

with
 

Klebsiella
 

pneumonia. Methods SD
 

rats
 

were
 

separated
 

in-
to

 

normal
 

control
 

group
 

(NC
 

group),model
 

group
 

(M
 

group),low
 

GLA
 

(10
 

mg/kg)
 

group,middle
 

GLA
 

(20
 

mg/kg)
 

group,and
 

high
 

GLA
 

(40
 

mg/kg)
 

group.
 

group,and
 

positive
 

group
 

(10
 

mg/kg
 

levofloxacin),10
 

in
 

each
 

group.
 

A
 

rat
 

pneumonia
 

model
 

was
 

established
 

by
 

instilling
 

Klebsiella
 

into
 

the
 

trachea.
 

Dosing
 

was
 

started
 

on
 

the
 

second
 

day
 

after
 

suc-
cessful

 

modeling,and
 

continued
 

for
 

7
 

days.
 

The
 

mice
 

were
 

killed,the
 

left
 

lung
 

tissue
 

was
 

weighed,and
 

the
 

dry
 

weight/wet
 

weight
 

was
 

calculated;HE
 

and
 

TUNEL
 

staining
 

were
 

applied
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

changes
 

and
 

apoptosis
 

of
 

lung
 

tissue;ELISA
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

serum
 

levels
 

of
 

interleukin-6
 

(IL-6),IL-1β,and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α);

Western
 

blot
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

HMGB1,TLR4,and
 

NF-κB
 

p65
 

in
 

lung
 

tissue. Results 
Compared

 

with
 

the
 

NC
 

group,pathological
 

phenomena
 

such
 

as
 

alveolar
 

collapse
 

and
 

increased
 

alveolar
 

wall
 

thickness
 

oc-
curred

 

in
 

the
 

lung
 

tissue
 

of
 

the
 

M
 

group,the
 

W/D
 

value,lung
 

cell
 

apoptosis
 

rate,the
 

protein
 

levels
 

of
 

cleaved-caspase3
 

and
 

cleaved-caspase9,the
 

levels
 

of
 

IL-6,TNF-α
 

and
 

IL-1β,and
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

HMGB1,TLR4
 

and
 

NF-κB
 

p65
 

were
 

obvi-
ously

 

increased
 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

M
 

group,the
 

lung
 

tissue
 

damage
 

in
 

the
 

GLA
 

low,medium
 

and
 

high
 

dose
 

groups
 

and
 

the
 

positive
 

drug
 

group
 

was
 

reduced,the
 

W/D
 

value,lung
 

cell
 

apoptosis
 

rate,the
 

protein
 

levels
 

of
 

cleaved-
caspase3

 

and
 

cleaved-caspase9,the
 

levels
 

of
 

IL-6,TNF-α
 

and
 

IL-1β,and
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

HMGB1,TLR4
 

and
 

NF-κB
 

p65
 

were
 

obviously
 

decreased
 

(P<0.05). Conclusion GLA
 

can
 

reduce
 

the
 

inflammatory
 

injury
 

and
 

ameliorate
 

the
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pneumonia
 

caused
 

by
 

Klebsiella
 

infection,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

HMGB1/TLR4/NF-κB
 

signaling
 

pathway.
【Key

 

words】 Glaucocalyxin
 

A;Klebsiella
 

pneumonia;inflammatory
 

injury;HMGB1/TLR4/NF-κB
 

pathway

  肺炎克雷伯菌(Klebsiella
 

pneumonia)感染引起

肺炎克雷伯菌肺炎,也称克雷伯菌肺炎,该肺炎极易恶

化为败血症,具有较高病死率,危害人类健康[1-2]。克

雷伯菌肺炎常发生于免疫力低下的患者,临床可表现

为发展迅速的多囊性肺脓肿,治疗难度较高[3-4]。因

此,分析克雷伯菌肺炎发病机制,寻找其临床治疗药物

具有重要意义。
高迁移率族蛋白B1(HMGB1)由巨噬细胞分泌,

与机体炎性反应、免疫系统功能、肿瘤细胞增殖分化和

迁移 等 密 切 相 关[5],HMGB1 可 与 Toll样 受 体 4
(TLR4)协同诱导促炎反应,并参与细胞自噬过程[6]。
研究发现 HMGB1/TLR4/核转录因子(NF-κB)通路

与肺损伤、哮喘、呼吸窘迫症等疾病的发生发展相

关[7]。蓝萼甲素(glaucocalyxin
 

A,GLA)是自药用植

物蓝萼香茶菜中分离提取的二萜化合物,具有抗血栓、
抗炎抑菌、抗肿瘤等多种活性[8-10]。有研究表明,GLA
可通过 HMGB1/TLR4/NF-κB信号通路调节减轻细

胞炎症反应及免疫反应[11]。本研究通过建立克雷伯

菌肺炎大鼠模型,分析 GLA对 HMGB1/TLR4/NF-
κB信号通路的影响,探讨GLA减轻肺炎大鼠炎性损

伤的机制。

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物 雄性SD大鼠60只,体质量190~
210

 

g,6周龄,购自广东至远生物医药科技有限公司,
许可证号:SCXK(粤)2021-0057。大鼠饲养于本院实

验动物中心,环境温度22~25
 

℃,湿度55%~60%,

12/12
 

h光暗交替照明,通风良好,自由饮食水。大鼠

适应性饲养1周无异常后用于实验。

1.2 主要试剂与仪器 GLA(纯度:HPLC98%)购自

上海麦克林生化科技有限公司;戊巴比妥购自国药集

团化学试剂有限公司;HE染色试剂盒和TUNEL染

色试剂盒购自索莱宝生物科技有限公司;HMGB1,

cleaved-caspase-3,cleaved-caspase-9,TLR4及 NF-κB
 

P65多克隆抗体购自英国 Abcam 公司;ELISA试剂

盒购自上海酶联生物科技有限公司;肺炎克雷伯菌(1.
6×108

 

cfu/mL)购自中国食品药品检定研究院。冷冻

离心机购自美国Sigma公司;多功能酶标仪购自赛默

飞世尔科技中国有限公司;光学显微镜购自日本奥林

巴斯公司。

2 方法

2.1 造模、分组与样品采集 造模前12
 

h大鼠禁食,
可自由饮水。参考文献[7]的方法将克雷伯菌悬液经

气管穿刺滴入大鼠。将建模大鼠随机分为模型组(M
组)、GLA低剂量组(10

 

mg/kg)组、GLA中剂量组(20
 

mg/kg)组、GLA高剂量组(40
 

mg/kg)组和左氧氟沙

星组(10
 

mg/kg),另设置健康SD大鼠为正常对照组

(NC组),每组10只。造模成功第2
 

d开始给药,其中

GLA剂量参考文献[12]施用,左氧氟沙星剂量参考文

献[13]施用,均腹腔注射给药。NC组、M 组均腹腔注

射生理盐水10
 

mL/kg,1次/d,连续7
 

d。

2.2 样品采集 大鼠给药7
 

d后用3%戊巴比妥钠

(30
 

mg/kg)麻醉,然后腹主动脉取血处死,开胸取肺,
左肺用于干湿重测定,右肺上叶于4%甲醛固定,右肺

中、下叶分别于-80
 

℃冰箱保存待测。

2.3 肺部干湿重测定 取大鼠左肺用冷却的PBS充

分洗涤,吸水纸吸去多余水分后用电子分析天平称定

湿重(W)。80
 

℃烘干48
 

h,称定干重(D),计算 W/D。

2.4 HE染色观察肺组织病理学变化 用甲醛固定

的右肺上叶经脱水、浸蜡、包埋后切片(4
 

μm),经苏木

素-伊红染色,光学显微镜下观察肺组织病理学变化。

2.5 TUNEL染色观察肺细胞凋亡 取鼠肺组织石

蜡切片脱蜡并用乙醇脱水至水化,用TUNEL检测试

剂盒检测细胞凋亡情况;用DAPI复染核,荧光显微镜

下观察并拍照。使用Image-pro
 

plus
 

6.0分析染色呈

阳性的细胞数目。

2.6 血清IL-6、TNF-α、和IL-1β检测 将2.2采集

的血样在4
 

℃下3
 

000
 

r/min离心10
 

min,取血清,按
照ELISA试剂盒操作说明书方法检测IL-6、TNF-α、
和IL-1β含量。

2.7 Western
 

blot检测相关蛋白的表达 将2.2采

集的右肺中、下叶利用RIPA裂解,用BCA测定蛋白

浓度并 调 平。每 组 取 等 量 蛋 白 样 品 经12%
 

SDS-
PAGE分离后转移至PVDF膜,5%脱脂牛奶室温封

闭 2
 

h,加 cleaved-caspase-3、cleaved-caspase-9、

HMGB1、TLR4、NF-κB
 

p65、β-actin一抗(1:1000稀

释)4℃孵育过夜,用缓冲液清洗PVDF膜;加入二抗,
室温封闭1

 

h,洗涤;滴加ECL显影,利用Amersham
 

Imager
 

600成像仪采集图像。

2.8 统计分析 采用SPSS24.0统计软件对实验数

据进行分析。数据均采用平均值±标准差(x±s)表
示,多组间比较采用单因素方差分析,组间两两比较采

用SNK-q检验,P<0.05为差异有统计学意义。
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结 果

1 GLA对克雷伯菌肺炎大鼠肺组织 W/D的影响

大鼠的 W/D值见表1。与NC组比较,M组大鼠

右肺 W/D值显著增加(P<0.05);与 M组比较,GLA
低、中、高剂量组及左氧氟沙星组大鼠右肺 W/D值均

显著下降(均P<0.05)。比较GLA各剂量组的 W/D
值:GLA低剂量组>GLA 中剂量组>GLA 高剂量

组。各剂量组间比较差异均有统计学意义(均 P<
0.05)。

表
 

1 GLA对于肺炎大鼠肺组织 W/D的影响
Table

 

1 Effect
 

of
 

GLA
 

on
 

W/D
 

in
 

Lung
 

Tissue
 

of
 

Pneumonia
 

Rats
分组(n=10)
Group

W/D
(x±s,%)

NC组 4.02±0.11
M组 6.12±0.18a

GLA低组 5.21±0.23b

GLA中组 4.56±0.16b

GLA高组 4.11±0.23b

左氧氟沙星组 4.08±0.15b

  注(Notes):a与对照组比较(Compared
 

with
 

control
 

group),P<
0.05;b与 M组比较(Compared

 

with
 

M
 

group),P<0.05。

2 GLA对肺组织损伤的影响

NC组大鼠肺组织结构基本完整,未见炎症细胞

浸润;M组出现包括肺泡塌陷、肺泡壁厚度增加、炎症

细胞浸润和肺泡壁血管充血等损伤;随着 GLA给药

剂量增加,GLA治疗组大鼠肺组织炎性细胞逐渐减

少,肺泡间隔逐渐减小。左氧氟沙星组可见轻度炎性

细胞浸润,病理学变化减轻(图1)。

图
 

1 HE染色观察大鼠肺组织病理学变化(200×)
Fig.1 Observation

 

of
 

pathological
 

changes
 

of
 

rat
 

lung
 

tissue
with

 

HE
 

staining(200×)

3 GLA对肺炎大鼠肺细胞凋亡的影响

大鼠 肺 细 胞 凋 亡 情 况 和 肺 组 织 中 cleaved-
caspase3、cleaved-caspase9蛋白水平见图2、图3和表

2。与NC组比较,M 组大鼠肺细胞凋亡率和肺组织

中cleaved-caspase3、cleaved-caspase9蛋白水平均显

著上升(均P<0.05);与 M组比较,GLA低、中、高剂

量组和左氧氟沙星组大鼠肺细胞凋亡率和肺组织中

cleaved-caspase3、cleaved-caspase9蛋白水平均显著降

低(均P<0.05)。GLA各剂量组肺细胞凋亡率和肺

组织中cleaved-caspase3、cleaved-caspase9蛋白水平

为:GLA低剂量组>GLA 中剂量组>GLA 高剂量

组。各剂量组间比较差异均有统计学意义(均 P<
0.05)。

表
 

2 大鼠肺组织中cleaved-caspase
 

3和cleaved-caspase
 

9水平
及肺细胞凋亡情况比较

Table
 

2 Comparison
 

of
 

levels
 

of
 

cleaved
 

caspase-3
 

and
 

cleaved
caspase-9

 

in
 

rat
 

lung
 

tissues
 

and
 

apoptosis
 

of
 

lung
 

cells

分组
(n=10)
Group

凋亡率
Apoptosis

 

rate
(x±s,%)

cleaved-caspase
-3/β-actin
(x±s)

cleaved-caspase
 

9/β
-actin
(x±s)

NC组 2.04±0.41 0.35±0.05 0.42±0.11
M组 30.18±6.18a 1.38±0.18a 1.52±0.28a

GLA低剂量组 25.03±5.23b 1.01±0.13b 1.12±0.33b

GLA中剂量组 19.16±5.16b 0.75±0.21b 0.85±0.26b

GLA高剂量组 12.11±0.23b 0.41±0.11b 0.46±0.13b

左氧氟沙星组 11.88±0.15b 0.45±0.08b 0.41±0.11b

  注(Notes):a与对照组药物比较(Compared
 

with
 

control
 

group),P<0.05;b
与 M组比较(Compared

 

with
 

M
 

group),P<0.05。

图
 

2 TUNEL检测大鼠肺细胞凋亡情况(200×)
Fig.2 TUNEL

 

Detection
 

of
 

Lung
 

Cell
 

Apoptosis
 

in
 

Rats(200×)

图
 

3 Western
 

blot检测大鼠肺组织中的cleaved-caspase
 

3
和cleaved-caspase

 

9水平

Fig.3 Detection
 

of
 

cleaved
 

caspase
 

3
 

and
 

cleaved
 

caspase
 

9
in

 

rat
 

lung
 

tissues
 

by
 

Western
 

blot

4 GLA对肺炎大鼠血清IL-6、TNF-α、和IL-1β含量

的影响

大鼠血清IL-6、TNF-α、和IL-1β检测结果见表3。
与NC组比较,M组大鼠血清中IL-6、TNF-α、和IL-1β
含量均显著上升(均 P<0.05);与 M 组比较,GLA
低、中、高剂量组及左氧氟沙星组大鼠血清中IL-6、
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TNF-α、和IL-1β含量均显著降低(均P<0.05),其中

以GLA高剂量组血清炎症因子含量最低。

表
 

3 GLA对大鼠血清炎症因子含量的影响
Table

 

3 Effect
 

of
 

GLA
 

on
 

the
 

content
 

of
 

serum
 

inflammatory
factors

 

in
 

rats
分组(n=10)
Group

IL-6
(x±s,pg/mL)

TNF-α
(x±s,pg/mL)

IL-1β
(x±s,pg/mL)

NC组 16.23±3.51 49.36±5.25 25.16±4.11
M组 79.26±8.23a 275.26±6.18a 141.25±8.28a

GLA低组 65.03±7.13b 195.12±6.13b 101.35±7.33b

GLA中组
 

41.2±6.12b 143.45±8.22b 76.85±6.4b

GLA高组 22.11±4.23b
 

98.56±7.11b
 

47.26±5.18b

左氧氟沙星组 19.99±4.15b
 

95.45±8.18b
 

43.02±6.11b

  注(Notes):a与对照组比较(Compared
 

with
 

control
 

group),P<0.
05;b与 M组比较(Compared

 

with
 

Mgroup),P<0.05。

5 GLA对肺炎大鼠HMGB1/TLR4/NF-κB通路的影

响

大鼠肺组织 HMGB1、TLR4、NF-κB水平见图4
和表4。与 NC组比较,M 组大鼠肺组织 HMGB1、

TLR4、NF-κB
 

p65蛋 白 水 平 均 显 著 上 升(均 P<
0.05);与 M 组比较,GLA低、中、高剂量组及左氧氟

沙星组大鼠肺组织 HMGB1、TLR4、NF-κB
 

p65蛋白

水平均显著降低(均P<0.05),其中以GLA高剂量

组上述蛋白水平最低。

表
 

4 大鼠肺组织HMGB1、TLR4、NF-κB水平比较
Table

 

4 HMGB1,TLR4,NF
 

in
 

rat
 

lung
 

tissue-
 

κ
 

B
 

level
 

comparison
分组(n=10)
Group

HMGB1
(x±s)

TLR4
(x±s)

NF-κB
 

p65
(x±s)

NC组 0.23±0.05 1.01±0.11 0.18±0.02
M组 1.95±0.13a 2.75±0.18a 1.21±0.16

GLA低组 1.35±0.16b 1.92±0.23b 0.91±0.19
GLA中组 0.95±0.15b 1.45±8.22b 0.45±0.12
GLA高组 0.48±0.11b 1.11±0.11b 0.23±0.09
阳性药物组 0.39±0.09b 1.02±0.18b 0.29±0.04

  注(Notes):a与对照组比较(Compared
 

with
 

control
 

group),P<
0.05;b与 M组比较(Compared

 

with
 

Mgroup),P<0.05。

图
 

4 GLA对大鼠肺组织中HMGB1/TLR4/NF-κB蛋白水平的影响

Fig.4 Effect
 

of
 

GLA
 

on
 

HMGB1/TLR4/NF
 

in
 

rat
 

lung
 

tissue-
 

κ
Effect

 

of
 

B
 

protein
 

level

讨 论

肺炎克雷伯菌为革兰阴性杆菌,在机体抵抗力下

降时易感染肺部,引起患者肺部肺叶融合性病变[14],
进而引起肺炎等病症。调查显示,肺炎克雷伯菌肺炎

多发于老人、新生儿和重症患者,重症监护室病人感染

率极高[15]。重症肺炎常采用抗感染和对症支持治疗,
但死亡率仍居高不下[16]。本研究通过建立克雷伯菌

肺炎大鼠模型,经检测M组肺组织 W/D值显著增高,
出现肺泡塌陷、肺泡壁厚度增加、炎症细胞浸润和肺泡

壁血管充血等病理现象,表明大鼠造模成功。患者感

染肺炎克雷伯菌后肺细胞会受到损伤,导致 TNF-α、

IL-4等炎症因子大量释放,造成肺组织炎症损伤及功

能下降,甚至引起呼吸衰竭而死亡[17]。有研究发现中

药在延缓细菌、病毒、真菌等感染性肺炎患者的死亡及

肺损伤进程中发挥重要作用[18],GLA从中草药中提

取,活性强、毒性低,可用于抗炎、抗肿瘤治疗
 [19]。本

研究分别用中药活性成分GLA和左氧氟沙星处理克

雷伯菌肺炎大鼠,结果显示两者均能显著改善肺组织

炎性损伤症状,表现为肺组织 W/D值显著下降,炎性

细胞浸润减轻,肺泡间隔减小,并且GLA剂量越高,
其对肺组织病理改善作用越明显,提示 GLA对克雷

伯菌肺炎有缓解作用。
有研究发现通过降低机体心肌组织中 HMGB1

含量可减轻心肌细胞凋亡[20]。本研究结果显示,经过

GLA和左氧氟沙星处理后的大鼠肺组织 HMGB1蛋

白水平下降,大鼠肺细胞凋亡明显减轻,凋亡相关蛋白

cleaved-caspase3、cleaved-caspase9表达水平与 M 组

相比显著下降,提示 GLA干预治疗克雷伯菌肺炎大

鼠可降低肺细胞凋亡。IL-6、TNF-α和IL-1β是常见

的促炎细胞因子,在炎症发展中起重要作用[21]。其

中,TNF-α与机体感染和炎症密切相关,IL-6的含量

可反映细胞、组织受损程度,IL-1β含量在炎症患者体

内会升高[22-23]。本研究建立的 M组大鼠血清中IL-6、

TNF-α和IL-1β含量均显著升高,经过 GLA处理后

三者含量均显著下降,说明 GLA可降低肺炎大鼠的

炎症水平,起到抗炎作用。
机体受病原菌入侵后,会激活免疫系统抵抗病原

菌的感染,通过信号通路之间的级联反应刺激全身炎

症反应,释放TNF-α、IL-6等炎性介质[24],进一步刺激

HMGB1激活;而HMGB1可激活TLR4,进而通过活

化核转录因子NF-κB导致下游炎症反应发生[25]。有

研究发现 HMGB1/TLR4/NF-κB信号通路激活参与

肺炎大鼠致病过程,采用药物处理抑制该通路后肺损

伤明显降低[7]。本研究结果显示,经过 GLA和左氧

氟沙星处理的大鼠肺组织 HMGB1/TLR4/NF-κB通
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路蛋白水平均显著下降,炎症反应降低,与文献[7]报
道的抑制 HMGB1/TLR4/NF-κB信号通路可降低机

体炎性损伤结果一致。
综上所述,GLA可改善克雷伯菌肺炎大鼠的肺部

病变,降低促炎因子含量,减少肺细胞凋亡,可能通过

抑制 HMGB1/TLR4/NF-κB 信 号 通 路 实 现,提 示

GLA具有作为临床治疗克雷伯菌肺炎药物的潜力。
细菌性肺炎肺损伤机制复杂,GLA减轻肺损伤过程中

是否有其他通路参与仍需进一步研究。
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