
·  947  ·中华危重病急救医学  2022 年 9 月第 34 卷第 9 期  Chin Crit Care Med，September   2022，Vol.34，No.9

·论著·

乌药调控 p38MAPK/ERK 通路对脂多糖 
诱导 ARDS 小鼠的肺保护作用
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【摘要】 目的  探讨乌药对脂多糖（LPS）诱导急性呼吸窘迫综合征（ARDS）小鼠的肺保护作用及可能机
制。方法  将 40只 C57BL/6小鼠随机分为假手术组、ARDS模型组、乌药低剂量组、乌药高剂量组，每组10只。
经气管注射5 mg/kg的 LPS制备小鼠ARDS模型；乌药低剂量组和高剂量组分别给予乌药提取物1 g/kg和 5 g/kg
每日 1 次灌胃，ARDS 模型组以等量生理盐水灌胃；假手术组不进行任何处理。制模前预给药 3 d，制模后继续
给药 2 d 并处死动物，取支气管肺泡灌洗液（BALF）和肺组织。光镜下观察各组小鼠肺组织病理学改变，测肺
湿 / 干质量比值（W/D）；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测小鼠血清及 BALF 中肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、 
白细胞介素 -6（IL-6）含量；采用流式细胞术检测 BALF 中巨噬细胞表面分子 CD40 表达率；采用蛋白质免疫印
迹试验（Western blotting）检测肺组织 p38 和细胞外信号调节激酶 1/2（ERK1/2）蛋白磷酸化水平变化。 结果  肺 
组织病理学显示，乌药高剂量组光镜下肺泡结构破坏、肺泡间隔增厚、炎症细胞浸润，但病理变化均较 ARDS
模型组减轻，而乌药低剂量组 ARDS 病理特征较 ARDS 模型组无明显改变。与假手术组比较，ARDS 模型组肺
W/D 比值明显升高，血清及 BALF 中 TNF-α 和 IL-6 含量明显升高，BALF 中巨噬细胞 CD40 表达率明显增加，
肺组织 p38 和 ERK1/2 蛋白磷酸化水平明显升高。用乌药干预后，低剂量组肺组织 W/D 比值、血清及 BALF 中
TNF-α 和 IL-6 水平、BALF 中巨噬细胞 CD40 表达率、肺组织 p38 和 ERK1/2 蛋白磷酸化水平均较 ARDS 模型
组无明显变化；而乌药高剂量组上述指标均明显低于 ARDS 模型组和乌药低剂量组〔W/D 比值：5.70±0.19 比
6.20±0.31、6.01±0.17；血清 TNF-α（ng/L）：83.63±15.04 比 111.75±18.45、108.12±13.98；血清 IL-6（ng/L）： 
111.38±8.75 比 244.13±26.85、227.50±9.37；BALF 中 TNF-α（ng/L）：36.25±2.82 比 51.13±5.44、
47.50±5.78；BALF 中 IL-6（ng/L）：35.63±2.20 比 49.63±4.90、46.38±3.50；CD40 表 达 率（%）：23.28±2.45
比 30.32±2.40、28.17±1.98；p-p38/p38 比值：0.50±0.04 比 0.74±0.07、0.69±0.04；p-ERK1/2/ERK1/2 比值：
0.47±0.07 比 0.72±0.07、0.68±0.05，均 P＜0.01〕。结论  乌药能够抑制 LPS 诱导的 ARDS 小鼠肺组织炎症，
减轻肺损伤，该作用机制可能与抑制 p38 丝裂素活化蛋白激酶 /ERK（p38 MAPK/ERK）信号通路的活化有关。
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【Abstract】 Objective  To  explore  the  protective  effect  of  Lindera  aggregata  on  acute  respiratory  distress 
syndrome (ARDS) induced by lipopolysaccharide (LPS) in mice and its possible mechanism.  Methods  Forty C57BL/6 
mice were randomly divided into sham operation group, ARDS model group, low-dose Lindera aggregata (L-LA) group 
and high-dose Lindera aggregata (H-LA) group, with 10 mice in each group. ARDS model was established by injecting 
5 mg/kg LPS through the trachea. The L-LA group and H-LA group were orally administrated 1 g/kg and 5 g/kg of the 
Lindera aggregate extract once a day, respectively, while the ARDS model group was given the same volume of normal 
saline, the sham group received no treatment. The Lindera aggregata was preadministered for 3 days before modeling, and 
continued for 2 days after modeling, then the animals were sacrificed, and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and lung 
tissue were collected. The pathological changes of lung tissue in each group of mice were observed under the microscope 
and the wet/dry weight ratio (W/D) of the lung were measured. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) was used 
to examine the levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) in mice serum and BALF, and flow 
cytometry was used  to detect  the  expression  rate  of CD40 on  the  surface  of BALF macrophages. The phosphorylation 
levels of p38 and extracellular signal-regulated protein kinase 1/2  (ERK1/2) proteins  in  lung tissue were measured by 
Western blotting.  Results  Lung histopathology under light microscope showed that the damage of alveolar structure, 
thickening of alveolar septum and infiltration of inflammatory cells in the H-LA group were less severe than those in the 
ARDS model group, while  the pathological characteristics of ARDS in  the L-LA group were not significantly different 
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〔合格证号：SCXK（苏）2017-0007〕。将小鼠按随机

数字表法分为假手术组、ARDS 模型组、乌药低剂量

组、乌药高剂量组，每组 10 只。小鼠麻醉后气管内

注射 LPS 5 mg/kg 制备小鼠 ARDS 模型。乌药低剂

量组和乌药高剂量组分别给予 1 g/kg 和 5 g/kg 乌药

提取物灌胃，ARDS 模型组给予等量生理盐水灌胃，

给药均为每日 1 次，制模前先预给药 3 d，制模后继

续给药 2 d；各组小鼠取材时存活 8 只。假手术组不

进行任何处理。制模后 48 h 取材。小鼠腹腔麻醉

后行气管插管，暴露心脏，右心采血离心取血清。结

扎左侧肺门，经气管导管以磷酸盐缓冲液（phosphate  

buffered saline，PBS）灌洗右肺并回收支气管肺泡灌

洗液（bronchoalveolar lavage fluid，BALF），每次 0.5 mL， 

共 3 次，离心后分别取上清液及沉淀细胞备用。取

右肺用于蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检

测；取左肺上叶用于测定肺湿 / 干质量比值（wet/dry  

weight ratio，W/D）；取左肺下叶放入4%多聚甲醛中固 

定，石蜡切片，行苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE） 

染色，光镜下观察肺组织病理变化。本实验操作符合 

动物伦理学标准，并通过扬州大学临床医学院实验

动物伦理审查（审批号：YZUNSFC2020-LCYXY-18）。

1.2.2  血清及 BALF 中指标测定：采用酶联免疫吸

附试验（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA） 

检测小鼠血清及 BALF 上清液中肿瘤坏死因子 -α 

（tumor necrosis  factor-α，TNF-α）、白细胞介素 -6

（interleukin-6，IL-6）含量，实验步骤按照 ELISA 试

剂盒的说明书进行。BALF 离心后的沉淀细胞用

红细胞裂解液处理，加异硫氰酸荧光素（fluorescein 

isothiocyanate，FITC）标记 CD40 单克隆抗体，用流

式细胞仪检测被标记的巨噬细胞占有核细胞总数的

  急性呼吸窘迫综合征（acute respiratory distress 

syndrome，ARDS）是由肺内 / 外原因引起的以顽固性

低氧血症为显著特征的临床综合征，是重症患者的 

常见死亡原因 ［1］。 因此，寻找有效的治疗方法对于降 

低ARDS的高病死率、减轻社会经济负担极具价值。

  基于“炎症是 ARDS 的本质”这一观点，抑制炎

性细胞和促炎介质表达已成为治疗 ARDS 的重要环 

节［2-4］，近年来一些具有抗炎效应的中药为治疗

ARDS 提供了新的思路［5-7］。中药通常含有多种成

分，通过多途径、多靶点发挥作用，对于综合调控复

杂的炎症反应更具优势与特色。乌药为樟科山胡椒

属植物乌药的块根，其有效成分包括挥发油、异喹

啉生物碱、呋喃倍半萜及其内酯等［8］。据现代药理

学研究，乌药在抗炎、抗氧化、抗肿瘤、镇痛、调节胃

肠运动、控制肝损伤等方面具有一定的作用［9-10］，

但其在 ARDS 肺保护方面的作用未见报道。丝裂

素活化蛋白激酶（mitogen activated protein kinases， 

MAPKs）通路是细胞内调控炎症产生的主要信号转

导通路，与脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的

ARDS 有密切关系［11］。本研究主要探索乌药对小

鼠 ARDS 模型肺损伤的保护作用及潜在机制。

1 材料与方法

1.1  乌药提取方法：取乌药 100 g，加入 80% 乙醇

200 mL 回流提取 1.5 h，滤取药液，药渣用 80% 乙醇

以相同条件提取 1 h，滤取药液，合并 2 次药液，减压

回收乙醇并适当浓缩，即得乌药醇提取物（浓度相

当于 1 mL 内含 1 g 生药）。

1.2  实验方法

1.2.1  实验动物分组及制模：40 只 C57BL/6 雄性

小鼠，体质量 20～25 g，扬州大学实验动物中心提供

from those in the ARDS model group. Compared with the sham operation group, the lung W/D ratio, TNF-α and IL-6 
protein contents in serum and BALF, BALF macrophage CD40 expression rate and lung tissue p38 and ERK1/2 protein 
phosphorylation levels were significantly increased in ARDS model group. The W/D ratio, the concentrations of TNF-α 
and  IL-6  in  serum and BALF,  the  expression  rate  of CD40  in BALF macrophages,  and  the  phosphorylation  levels  of 
p38 and ERK1/2 protein in lung tissue in the L-LA group were not significantly different from those in the ARDS model 
group. The above indexes in the H-LA group were significantly lower than those in the ARDS model group and the L-LA 
group  [W/D  ratio:  5.70±0.19  vs.  6.20±0.31,  6.01±0.17;  serum  TNF-α  (ng/L):  83.63±15.04  vs.  111.75±18.45, 
108.12±13.98; serum IL-6 (ng/L): 111.38±8.75 vs. 244.13±26.85, 227.50±9.37; BALF TNF-α (ng/L): 36.25±2.82 
vs. 51.13±5.44, 47.50±5.78; BALF IL-6 (ng/L): 35.63±2.20 vs. 49.63±4.90, 46.38±3.50; CD40 expression rate (%): 
23.28±2.45  vs.  30.32±2.40,  28.17±1.98;  p-p38/p38:  0.50±0.04  vs.  0.74±0.07,  0.69±0.04;  p-ERK1/2/ERK1/2: 
0.47±0.07 vs. 0.72±0.07, 0.68±0.05; all P < 0.01].  Conclusions  Lindera aggregata can inhibit LPS-induced lung 
inflammation and alleviate lung injury in ARDS mice. The mechanism may be related to the inhibition of the activation of 
p38 mitogen activated protein kinase/ERK (p38MAPK/ERK) signaling pathway.

【Key words】  Lindera aggregata (Sims) Kosterm;  Acute respiratory distress syndrome;  Inflammatory signaling 
pathway;  p38 mitogen activated protein kinase;  Extracellular signal-regulated protein kinase 1/2
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百分比，以表明巨噬细胞表面分子 CD40 含量。

1.2.3  肺组织 MAPKs 通路主要蛋白磷酸化水平

检测：取小鼠右肺组织，匀浆，离心，细胞裂解后提

取总蛋白，按照 Western blotting 步骤进行操作，用

曝光仪采集磷酸化 p38（phosphorylated p38，p-p38）

和磷酸化细胞外信号调节激酶 1/2（phosphorylated 

extracellular  signal-regulated  protein  kinase  1/2，

p-ERK1/2）条带图像，同时检测总 p38 和总 ERK1/2

蛋白表达量；以 β- 肌动蛋白（β-actin）为内参，采

用图像分析系统计算条带吸光度，以磷酸化蛋白与

总蛋白比值表示蛋白磷酸化水平。

1.3  统计学方法：使用 SPSS 软件处理数据。符合

正态分布的计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

组间比较采用单因素方差分析。P＜0.05 为差异具

有统计学意义。

2 结 果

2.1  各组小鼠肺组织病理改变（图 1）：光镜下显示，

假手术组肺组织结构正常；ARDS 模型组肺组织水

肿，组织间隙中见红细胞渗出，大量炎性细胞浸润，

肺泡间隔明显增厚，肺泡腔变窄，同时伴有弥漫性毛

细血管扩张；乌药低剂量组上述病理变化改善不明

显，与 ARDS 模型组接近；而乌药高剂量组肺组织

水肿及肺泡结构破坏较 ARDS 模型组减轻，肺组织

炎性细胞浸润也较 ARDS 模型组减少。

2.2  各组小鼠肺水肿参数比较（表 1）：与假手术组

比较，ARDS 模型组 W/D 比值明显升高（P＜0.05）；

乌药低剂量组 W/D 比值较 ARDS 模型组无明显变

化（P＞0.05）；而乌药高剂量组 W/D 比值明显低于

ARDS 模型组（P＜0.05）。表明给予高剂量乌药可

减轻 ARDS 模型小鼠肺水肿的程度。

2.3  各组小鼠血清和 BALF 中炎症因子含量及巨

噬细胞表面分子 CD40 表达率比较（表 1；图 2）：与

假手术组比较，ARDS 模型组血清及 BALF 上清液

中 TNF-α、IL-6 水平和巨噬细胞 CD40 表达率均明

显升高（均 P＜0.05）；与 ARDS 模型组比较，乌药低

剂量组血清及 BALF 上清液中 TNF-α、IL-6 水平和

巨噬细胞 CD40 表达率均无明显变化（均 P＞0.05），

而乌药高剂量组血清及 BALF 上清液中 TNF-α、

IL-6 水平和巨噬细胞 CD40 表达率均明显降低 

（均 P＜0.05）。表明高剂量乌药可通过降低炎症因

子的释放和肺巨噬细胞 CD40 的表达而减轻 ARDS

模型小鼠的全身及肺部炎症反应程度。

图 1  光镜下观察各组小鼠肺组织病理学改变　假手术组（A，E）小鼠肺组织可见组织结构形态正常；急性呼吸窘迫综合征（ARDS）
模型组（B，F）小鼠肺组织可见组织水肿，组织间隙中见红细胞渗出，大量炎性细胞浸润，肺泡间隔明显增厚，肺泡腔变窄，同时伴有
弥漫性毛细血管扩张；乌药低剂量组（C，G）小鼠肺组织可见肺部病理变化和 ARDS 模型组小鼠接近；乌药高剂量组（D，H）小鼠肺
组织可见组织水肿及肺泡结构破坏较 ARDS 模型组减轻，组织炎性细胞浸润也较 ARDS 模型组减少　苏木素 - 伊红（HE）染色　低
倍放大（A～D）　高倍放大（E～H）

表 1 各组小鼠肺组织 W/D 比值及血清和 BALF 中炎症因子、肺巨噬细胞 CD40 表达率比较（x±s）

组别
动物数

（只）
W/D 比值

血清中炎症因子（ng/L） BALF 中炎症因子（ng/L） 巨噬细胞 CD40

表达率（%）TNF-α IL-6 TNF-α IL-6

假手术组 8 4.74±0.24 24.38±  4.10 57.38±14.29 14.00±2.78 6.88±1.36 18.30±2.01
ARDS 模型组 8 6.20±0.31 a 111.75±18.45 a 244.13±26.85 a 51.13±5.44 a 49.63±4.90 a 30.32±2.40 a

乌药低剂量组 8 6.01±0.17 a 108.12±13.98 a 227.50±  9.37 a 47.50±5.78 a 46.38±3.50 a 28.17±1.98 a

乌药高剂量组 8 5.70±0.19 abc 83.63±15.04 abc 111.38±  8.75 abc 36.25±2.82 abc 35.63±2.20 abc 23.28±2.45 abc

注：W/D 比值为肺湿 / 干质量比值，BALF 为支气管肺泡灌洗液，ARDS 为急性呼吸窘迫综合征，TNF-α 为肿瘤坏死因子 -α，IL-6 为白

细胞介素 -6；与假手术组比较， aP＜0.05；与 ARDS 模型组比较，bP＜0.05；与乌药低剂量组比较， cP＜0.05
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2.4  各组小鼠肺组织 p38 和 ERK1/2 的蛋白磷酸

化水平比较（表 2；图 3）：与假手术组比较，ARDS

模型组 p38 和 ERK1/2 的蛋白磷酸化水平明显升高 

（均 P＜0.05），提示 ARDS 模型小鼠 MAPKs 通路中

的关键蛋白被激活；与 ARDS 模型组比较，乌药低

剂量组 p38 和 ERK1/2 的蛋白磷酸化水平无明显变

化（均 P＞0.05），而乌药高剂量组 p38 和 ERK1/2 的

蛋白磷酸化水平明显下降（均 P＜0.05）。提示高剂

量乌药可能通过抑制 p38 MAPK/ERK 通路的激活

减少下游炎症因子产生，从而减轻 ARDS 所致肺部

炎症反应。

3 讨  论

  在 ARDS 发生发展过程中，免疫细胞通过分泌

细胞因子如 IL-1β、IL-6、IL-8 和 TNF-α 等传递并

交换信息。在这些细胞因子和炎症介质的作用下，

肺内形成“瀑布式”炎症反应，失控的炎症反应引

起肺泡上皮细胞及毛细血管内皮细胞损伤，进而引

起肺泡出血、肺水肿形成及透明膜的产生。基于上

述机制，平衡失控的炎症反应成为治疗 ARDS 的重

要思路，这也使具有抗炎效应的中药的研究成为热 

点［12-13］。本研究采用气管内滴注 LPS 诱导 ARDS

小鼠模型，观察模型小鼠肺部病理可见大量炎性细

胞浸润，肺组织间隙红细胞渗出，肺泡壁增厚及毛

细血管扩张，同时反映肺水肿程度的 W/D 比值明显

增高。而采用 5 g/kg 乌药醇提物干预后肺部炎性细

胞浸润、肺泡出血及肺水肿程度均有所减轻。已有

研究表明，乌药能减少急性酒精性肝损伤模型大鼠

核转录因子 -κB（nuclear factor-κB，NF-κB）、IL-1β、

TNF-α 的释放［10］，提示乌药具有调节炎症因子的

作用。TNF-α、IL-6 可较准确地反映机体的炎症状

态［14］，本研究在 ARDS 小鼠模型中观察到高剂量乌

药能够降低血清及 BALF 中 TNF-α 和 IL-6 水平，

推测乌药可以通过减少炎症因子的释放从而减轻

ARDS 模型小鼠的肺部损伤。

  CD40为肿瘤坏死因子受体（tumor necrosis factor  

receptor，TNFR）家族成员，参与炎症的发生和维 

持［15-16］。CD40 与其配体 CD40L 连接后可使磷脂酰

肌醇 -3- 激酶（phosphatidyl inositol-3-kinase，PI3K）、

MAPKs、NF-κB 等多种炎症信号通路被激活，最终

表现为促炎因子和黏附分子的表达增强［17］。在

LPS 诱导的 ARDS 模型中，肺巨噬细胞、肺上皮细

胞、渗出的单核细胞表面均有 CD40 的表达，与 T 细

胞、肥大细胞表面 CD40L 相互作用，可导致肺部炎

症扩大和持续，促进肺组织损伤［18-20］。本研究显示，

表 2 各组小鼠肺组织 p38 和 ERK1/2 的 
蛋白磷酸化水平比较（x±s）

组别
动物数

（只）

p-p38/p38

比值

p-ERK1/2/

ERK1/2 比值

假手术组 8 0.21±0.02 0.20±0.03

ARDS 模型组 8 0.74±0.07 a 0.72±0.07 a

乌药低剂量组 8 0.69±0.04 a 0.68±0.05 a

乌药高剂量组 8 0.50±0.04 abc 0.47±0.07 abc

注：ERK1/2 为细胞外信号调节激酶 1/2，ARDS 为急性呼吸窘迫

综合征；与假手术组比较，aP＜0.05；与ARDS模型组比较，bP＜0.05； 

与乌药低剂量组比较，cP＜0.05

注：ARDS 为急性呼吸窘迫综合征；与假手术组比较，aP＜0.05；与 ARDS 模型组比较，bP＜0.05；与乌药低剂量组比较，cP＜0.05

图 2  各组小鼠血清及支气管肺泡灌洗液（BALF）中肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素 -6（IL-6）水平比较

注：p-ERK1/2 为磷酸化细胞外信号调节激酶 1/2，p-p38 为磷酸化
p38，β-actin 为 β- 肌动蛋白，ARDS 为急性呼吸窘迫综合征

图 3  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组 
小鼠肺组织 p38 和 ERK1/2 的蛋白磷酸化水平
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ARDS 模型组较假手术组肺泡巨噬细胞 CD40 表达

率明显增加，而乌药高剂量组较 ARDS 模型组巨噬

细胞 CD40 表达率明显下降，表明给予高剂量乌药

提取物可通过减少巨噬细胞表达 CD40，从而减轻肺

部炎症反应。

  MAPKs 信号通路是调控 ARDS 进程中炎症因

子生成的重要通路之一［21］。p38 MAPK 和 ERK1/2

是该通路中的重要成员，均与急性肺损伤关系密切。

有研究表明，p38 MAPK 通路的激活促进了 ARDS

进程中炎症反应的发展。在此过程中，p38 MAPK

磷酸化使 IL-6 和 IL-1 等炎症因子表达增加，诱导巨

噬细胞等炎症细胞成熟，并促进细胞因子如单核细

胞趋化蛋白 -1、TNF-α 等的表达［22-23］。ARDS 动物

模型常采用 LPS 诱导［24］，有研究表明，LPS 可与大

鼠肺泡细胞膜钠 - 氢（Na-H）交换器 -1 结合，通过

ERK1/2磷酸化激活巨噬细胞、内皮细胞，产生IL-8、 

TNF-α 和巨噬细胞炎症蛋白 2 等炎症因子，诱导肺

损伤［25］。因此，MAPKs 通路可作为针对 ARDS 抗

炎治疗的一个有效靶位。本研究显示，采用 5 g/kg

乌药醇提物干预后，可显著降低 ARDS 模型小鼠肺

部 MAPKs 通路中 p38 和 ERK1/2 的过度磷酸化，

提示乌药提取物可能通过抑制 MAPKs 信号转导途

径的激活，减轻炎症反应，从而发挥对 LPS 诱导的

ARDS 的肺保护作用。

4 结 论

  综上所述，乌药醇提物可抑制 p38 MAPK/ERK

信号通路的活化，减轻 LPS 诱导的 ARDS 大鼠肺部

过度的炎症因子释放，改善肺水肿和组织病理变化，

从而发挥其肺保护作用。本研究仅在给予高剂量药

物提取液时可见治疗效应，其最适治疗剂量仍值得

探讨；虽然采用了预先给药及制模后延续给药的方

式，但作为中药的最佳给药时机和用药周期仍有待

进一步明确。本研究有助于为 ARDS 寻求新的治疗

药物提供理论依据。
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