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·论著·

芹菜素对脂多糖致小鼠急性肺损伤的作用机制研究
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【摘要】 目的 观察芹菜素对脂多糖（LPS）诱导小鼠急性肺损伤（ALI）的影响，探讨其可能的作用机
制。方法 将 40 只健康雄性昆明小鼠按随机数字表法分为对照组、模型组及芹菜素低、中、高剂量组，每组 
8 只。采用腹腔注射 LPS 5 mg/kg 制备 ALI 模型；芹菜素低、中、高剂量组分别于制模前 1 h 腹腔注射芹菜素
10、 25、 50 mg/kg 进行干预。制模后 6 h 进行指标检测，取右肺上叶行苏木素 - 伊红（HE）染色观察肺组织病
理改变并对其进行病理评分，取右肺下叶称重测湿 / 干质量（W/D）比值，酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血
清及支气管肺泡灌洗液（BALF）中细胞间黏附分子-1（ICAM-1）和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的含量，逆转
录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测 p38 丝裂素活化蛋白激酶（p38MAPK）、ICAM-1 和 TNF-α 的 mRNA 表达。 
结果 与对照组比较，模型组肺W/D比值增高（17.79±2.89比 5.56±0.37，P＜0.05），肺组织病理评分增加（分：
10.32±0.23 比 1.87±0.54，P＜0.05），血清及 BALF 中 ICAM-1、TNF-α 含量升高 〔血清中 ICAM-1（ng/L）：
21.4±2.7 比 14.3±3.5，TNF-α（ng/L）：254.8±10.6 比 142.3±13.7 ；BALF 中 ICAM-1（ng/L）：20.3±2.4
比 11.5±3.2，TNF-α（ng/L）：230.3±5.8 比 110.5±11.2，均 P＜0.05〕，且 p38MAPK、ICAM-1 和 TNF-α
的 mRNA 表达亦明显升高（以对照组为 1，p38MAPK、ICAM-1、TNF-α 的相对表达量分别为 4.42±0.37、
4.89±0.27、3.28±0.13，均 P＜0.05）；不同剂量芹菜素可减轻上述损伤效应，以中剂量组改善最为明显，肺 W/D
比 值 为 13.28±1.21，血 清 中 ICAM-1 为（18.5±4.3）ng/L，TNF-α 为（169.4±20.8）ng/L，BALF 中 ICAM-1
为（17.8±3.5）ng/L，TNF-α 为（150.4±7.1）ng/L，肺组织 p38MAPK、ICAM-1、TNF-α 的 mRNA 表达分别为
2.99±0.28、 3.97±0.17、 2.87±0.27，与模型组比较差异均有统计学意义（P＜0.05 或 P＜0.01）。结论 芹菜素
可不同程度的拮抗 LPS 引起的小鼠 ALI，以中剂量组改善效果最好，其保护作用可能与抑制 p38MAPK 信号通
路活化、减少 TNF-α 和 ICAM-1 等炎症因子表达有关。
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【Abstract】 Objective　To observe the effect of apigenin on acute lung injury （ALI） induced by 
lipopolysaccharide （LPS） in mice， and to discuss its possible mechanism. Methods Forty healthy male Kunming 
mice were randomly divided using random number table into control group， model group and low， medium， high 
dose groups of apigenin intervention， and each group consisted of 8 mice. The model of ALI was reproduced by 
intraperitoneal injection of 5 mg/kg LPS. Mice of the low， medium and high-dose intervention groups were given 
intraperitoneal injection of apigenin 10， 25， 50 mg/kg， respectively， 1 hour before LPS modeling. Pathological 
changes in right upper lobe of lung tissue were examined after hematoxylin and eosin （HE） staining and pathology score 
was observed at 6 hours after modeling. Right inferior lung was weighed to measured wet/dry ratio （W/D）. Intercellular 
adhesion molecule-1 （ICAM-1） and tumor necrosis factor-α （TNF-α） in serum and bronchoalveolar lavage fluid 

（BALF） were determined by enzyme linked immunosorbent assay （ELISA）. The mRNA expressions of p38 mitogen-
activated protein kinase （p38MAPK）， ICAM-1， and TNF-α were determined by reverse transcription-polymerase 
chain reaction （RT-PCR）. Results Compared with control group， lung W/D ratio in model group was significantly 
increased （17.79±2.89 vs. 5.56±0.37， P＜0.05）， and the pathology score was significantly elevated （10.32±0.23 
vs. 1.87±0.54，P＜0.05）， ICAM-1 and TNF-α contents， in serum and BALF were increased 〔ICAM-1 （ng/L） 
in serum ： 21.4±2.7 vs. 14.3±3.5， TNF-α （ng/L） in serum ： 254.8±10.6 vs. 142.3±13.7 ； ICAM-1 （ng/L） in 
BALF ： 20.3±2.4 vs. 11.5±3.2， TNF-α （ng/L） in BALF ： 230.3±5.8 vs. 110.5±11.2， all P＜0.05〕， and the 
mRNA expressions of p38MAPK， ICAM-1 and TNF-α were also increased significantly （the mRNA expression of 
p38MAPK， ICAM-1 and TNF-α were 4.42±0.37， 4.89±0.27， 3.28±0.13， respectively， all P＜0.05）. Different 
doses of apigenin could obviously alleviate the damaging effect to the lung， and the most obvious effect was seen in the 
medium dose group， in which lung W/D ratio was 13.28±1.21， ICAM-1 in serum was （18.5±4.3） ng/L， TNF-α in 
serum was （169.4±20.8） ng/L， ICAM-1 in BALF was （17.8±3.5） ng/L， TNF-α in BALF was （150.4±7.1） ng/L， 
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 急性肺损伤（ALI）进一步发展即为急性呼吸

窘迫综合征（ARDS），病死率可高达 50%［1］。ALI/
ARDS 是同一种疾病的不同阶段，发病机制尚不清

楚，目前认为与肺内过度失控的炎症反应有关。大

量基础研究已证明，在 ALI 模型中，前炎症介质主要

通过丝裂素活化蛋白激酶（MAPK）信号通路被调

节［2-5］，目前尚无 ALI/ARDS 有效治疗药物，芹菜素

（apigenin）是天然存在的一种黄酮类化合物，具有抗

炎、抗氧化、清除自由基等作用，对脂多糖（LPS）诱

导的细胞炎症模型有拮抗作用［6-7］。本研究应用芹

菜素干预 LPS 诱导的 ALI 小鼠模型，探讨芹菜素对

LPS 引起的 ALI 有无影响及可能的作用机制，为进

一步了解 ALI/ARDS 的发病机制及芹菜素的开发应

用提供实验基础和理论依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物与试剂：清洁级雄性昆明小鼠 40 只，

6～8 周龄，体质量 18～20 g，购自烟台绿叶制药

有限公司，动物合格证号：SCXK（鲁）2009-0009。
LPS、芹菜素均购自美国 Sigma 公司；细胞间黏附分

子 -1（ICAM-1）及肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）酶

联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒购自上海太阳生

物技术有限公司；p38MAPK、ICAM-1 和 TNF-α 引

物均由上海生工生物有限公司设计完成；其他试剂

均为分析纯购自商业试剂公司。

1.2 实验分组与模型制备：按随机数字表法将小鼠

分组 5 组，每组 8 只。采用腹腔注射 LPS 5 mg/kg 复

制 ALI 动物模型；芹菜素低、中、高剂量干预组分别

于制模前 1 h 腹腔注射芹菜素 10、 25、 50 mg/kg ；对

照组则腹腔注射等体积生理盐水。

1.3 检测指标及方法：制模后 6 h 处死小鼠，取材。

1.3.1 肺大体观察及肺组织湿 / 干质量（W/D）比

值：处死小鼠后解剖胸腔，观察肺组织有无渗血、充

血、肿胀、坏死灶；留取右肺下叶，用滤纸吸净表面血

液，称肺湿质量（W），将肺组织置于 80 ℃烤箱内烘

烤 48 h 至组织完全脱水，称肺干质量（D），计算肺

W/D 比值，评价肺组织含水量。

1.3.2 肺组织病理学观察及病理评分：处死小鼠后

开胸取右肺上叶，4% 多聚甲醛溶液固定，随后进行

石蜡切片及常规苏木素 - 伊红（HE）染色，光镜下

观察肺组织病理学改变。按 Mikawa 等［8］的方法，根

据肺泡充血、出血、间隙或血管壁中性粒细胞浸润聚

集、肺泡间隔增厚或透明膜形成 4 项指标进行肺损

伤评分。0，1，2，3，4 分分别代表无、轻、中、重、极重

5 个级别的病变分数，根据每项指标病变的轻重进

行半定量分析，以各项评分的总和作为 ALI 的病理

评分。

1.3.3 ELISA 法检测血清及支气管肺泡灌洗液

（BALF）中 ICAM-1 和 TNF-α 的含量：摘取小鼠眼

球取血，3 000 r/min（离心半径：10 cm）离心 10 min， 
取上清液冻存待检。解剖颈部和胸部，结扎气管

和右侧肺叶，灌洗左肺，用穿刺针插入气管上端， 
以 0.5 mL 生理盐水反复冲洗 3 遍，离心取上清液冻

存待检。按 ELISA 试剂盒说明书操作，每个样本设 
3 个复孔，实验重复 3 次，取均值。

1.3.4 实时荧光定量逆转录 - 聚合酶链反应

（RT-PCR）检测 p38MAPK、ICAM-1 和 TNF-α 的

mRNA 表达：采用 TRIzol 方法抽提细胞总 RNA。

cDNA 合成 RT-PCR 前使用 gDNA Eraser 去除基因 
组 DNA，纯化的 RNA 逆转录合成 cDNA，逆转录 
体系 20 μL。各样品目的基因和管家基因全部进 
行实时荧光定量 PCR，采用 SYBRGreen 法。引物 
设计参照 Genebank 的基因序列和 Primerbank 的推 
荐，引物序列：p38MAPK 上游引物：5'-CGTTCTGA 
GCCAGGCAAGTG-3'，下 游 引 物：5'-CAAACAGCT 
TGCTCCTGAAGTGA-3'；TNF-α 上游引物：5'-CAT 
GATCCGAGATGTGGAACTGGC-3'，下游引物：5'-CTG 
GCTCAGCCACTCCAGC-3' ；ICAM-1 上 游 引 物： 
5'-AGGTGTGATATCCGGTAGAT-3'，下 游 引 物： 
5'-CCTTCTAAGTGGTTGGAACA-3' ；三磷酸甘油醛 
脱氢酶（GAPDH）上游引物：5'-ATGGGTCAGAAG 
GACTCCTAC-3'，下 游 引 物：5'-ACGCTCGGTCAG 
GATCTTCAT-3'。每个样品按相同条件重复 3 次，

与内参 GAPDH 均一化以消除误差后取平均值，用

2-ΔΔCt 法计算基因表达水平。

the mRNA expression of p38MAPK， ICAM-1 and TNF-α in lung tissue was 2.99±0.28， 3.97±0.17， 2.87±0.27， 
respectively. Statistically significant difference was found when they were compared with that of model group （P＜
0.05 or P＜0.01）. Conclusion Different doses of apigenin have some antagonistic effect against LPS in producing 
ALI in mice， the best improvement effect was seen in the medium dose group， and the protective effect may be related 
to inhibition of p38MAPK signaling pathway activity and reduction of pro-inflammatory factors such as TNF-α and 
ICAM-1 expression.

【Key words】 Apigenin ； Lipopolysaccharide ； Acute lung injury ； Tumor necrosis factor-α ；  
Intercellular adhesion molecule-1； p38 mitogen-activated protein kinase signaling pathway
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1.4 统计学分析：数据以均数 ± 标准差（x±s）表

示，采用 SPSS 11.0 软件分析，多样本均数比较采用

单因素方差分析（one-way ANOVA），组间两两比较

采用 LSD 法，以 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组小鼠肺大体观察及肺组织病理学观察：肉

眼观察可见，对照组肺组织呈粉红色，弹性良好，包

膜完整，无充血、水肿、坏死灶；模型组可见肺组织不

同程度充血、水肿，有坏死灶；芹菜素低、中、高剂量

组可见肺组织小范围充血、水肿，但程度明显轻于模

型组。光镜下观察可见（图 1）对照组肺组织结构

形态正常，肺泡腔未见渗出物，偶见肺泡间隔轻度增

宽，支气管黏膜上皮较完整；模型组可见肺泡腔内有

大量渗出物，肺泡壁不同程度增宽，肺间质增生，毛

细血管扩张，中性粒细胞浸润，间质小静脉扩张充

血；芹菜素低、中、高剂量组较模型组均有改善，其中

中剂量组改善效果更明显。

2.2 肺组织病理评分（表 1）：模型组肺组织病理

评分较对照组明显增高（P＜0.05）；而芹菜素各剂

量组肺组织病理评分均较模型组明显降低（均 P＜
0.05）。
2.3 各组小鼠肺 W/D 比值（表 1）：模型组肺 W/D
比值明显高于对照组（P＜0.05）。芹菜素各剂量组

肺 W/D 比值均明显低于模型组（均 P＜0.05），但仍

均高于对照组（均 P＜0.05）；而芹菜素各剂量组间

比较差异均无统计学意义（均 P＜0.05）。

表 1 各组小鼠肺组织病理评分及 W/D 比值比较（x±s）

组别 动物数（只）
肺组织

病理评分（分） W/D 比值

对照组 8 1.87±0.54 5.56±0.37

模型组 8 10.32±0.23 a 17.79±2.89 a

芹菜素低剂量组 8 7.83±1.16 ab 13.77±1.56 ab

芹菜素中剂量组 8 7.98±0.87 ab 13.28±1.21 ab

芹菜素高剂量组 8 8.21±0.96 ab 14.05±1.74 ab

注：与对照组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

a b c d e

a ：对照组； b ：模型组； c ：芹菜素低剂量组； d ：芹菜素中剂量组； e ：芹菜素高剂量组

图 1 光镜下观察各组小鼠肺组织病理学改变（HE 染色  低倍放大）

表 2 各组小鼠血清和 BALF 中 ICAM-1、TNF-α 含量 
及肺组织 p38MAPK、ICAM-1、TNF-α 的 mRNA 表达比较（x±s）

组别
动物数

（只）

ICAM-1（ng/L） TNF-α（ng/L） p38MAPK/
GAPDH

ICAM-1/
GAPDH

TNF-α/
GAPDH血清 BALF 血清 BALF

对照组 8 14.3±3.5 11.5±3.2 142.3±13.7 110.5±11.2 1 1 1

模型组 8 21.4±2.7 a 20.3±2.4 a 254.8±10.6 a 230.3±  5.8 a 4.42±0.37 a 3.28±0.13 a 4.89±0.27 a

芹菜素低剂量组 8 19.6±1.6 ab 18.7±4.7 ab 190.7±21.3 ab 175.2±  7.8 ab 3.38±0.51 ab 3.08±0.26 ab 4.21±0.52 ab

芹菜素中剂量组 8 18.5±4.3 acd 17.8±3.5 acd 169.4±20.8 acd 150.4±  7.1 acd 2.99±0.28 acd 2.87±0.27 acd 3.97±0.17 acd

芹菜素高剂量组 8 19.3±3.3 abe 18.2±3.1 abe 212.6±15.8 abe 163.5±  7.6 bcde 3.35±0.54 abe 2.94±0.53 abde 4.16±0.11 abde

注：与对照组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05，cP＜0.01；与芹菜素低剂量组比较，dP＜0.05；与芹菜素中剂量组比较，eP＜0.05

2.4 各组小鼠血清及 BALF 中 ICAM-1 和 TNF-α
含量比较（表 2）：与对照组相比，模型组和芹菜素各

剂量组血清及 BALF 中炎症因子 ICAM-1、TNF-α
含量均明显升高（均 P＜0.05）。与模型组相比，芹

菜素各剂量组均能有效减少 ICAM-1、TNF-α 的含

量（P＜0.05 或 P＜0.01）；芹菜素中剂量组明显低

于低、高剂量组（均 P＜0.05）。
2.5 各组小鼠肺组织p38MAPK、ICAM-1和TNF-α 
的 mRNA 表达比较（表 2）：与对照组相比，模型组

和芹菜素各剂量组肺组织中 p38MAPK、ICAM-1、
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TNF-α的 mRNA 表达均明显增高（均 P＜0.05）。与 
模型组相比，芹菜素各剂量组 p38MAPK、ICAM-1、 
TNF-α 的 mRNA 表达均明显减少（P＜0.05 或 P＜
0.01）；芹菜素中剂量组各指标表达均低于低、高

剂量组（均 P＜0.05）。说明芹菜素可能通过抑制

p38MAPK 信号通路而减少 ICAM-1、TNF-α 等炎

症因子的表达。

3 讨 论

 ALI/ARDS 的发病机制仍不清楚。近几年相关

研究发现，机体受到内、外源性打击后，多种效应细

胞和炎症介质参与是其发病的关键环节［9-15］。LPS
是革兰阴性（G-）菌外膜的主要组成部分，是一种内

毒素，可引起强烈免疫和炎症反应，诱导肺损伤，是

实验研究 ALI 的经典模型［16］。本实验给小鼠腹腔

注射 LPS，通过肺组织病理学观察、W/D 比值及炎

症因子含量测定等表明 ALI 模型成功建立。

 中医中药是我国独特的宝贵资源，可多靶点影

响疾病的发展及转归。在对中草药的广泛研究中，

已发现多种中草药有较好的拮抗 LPS 作用［17-19］，

加深关于中草药抗 LPS 作用的研究具有重要意义。

芹菜素又称芹黄素，是天然存在的一种黄酮类化合

物。刘婵等［20］已证实中剂量芹菜素（25 mg/kg）能

通过改善脑水肿、降低脑毛细血管通透性减轻脑缺

血性损伤。后来刘婵等［21］研究芹菜素在大鼠急性

局灶性脑缺血 / 再灌注（I/R）损伤中的抗炎作用，

结果显示芹菜素组各时间点脑组织含水量、伊文思

蓝（EB）含量及 TNF-α、白细胞介素 -1β（IL-1β）

含量、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）活性均较模型

组显著下降。基础研究亦证实，芹菜素具有扩张血

管、调节血压、降低血脂、保护血管内皮细胞等药理

作用［22］，其机制可能与芹菜素减少某些炎症介质、

抑制炎性细胞浸润有关［23］。

 TNF-α 是炎症反应过程中出现最早、最重要

的炎症介质，可调节组织代谢活性并促使其他细胞

因子的合成与释放。Smolinski 和 Pestka［24］用鼠科

动物细胞株 RAW264.7 和小鼠为研究对象探索芹菜

素对 LPS 诱导炎症反应的作用，发现芹菜素能够抑

制 LPS 诱导的 IL-6 和 TNF-α 的产生，从而起到明

显的抗炎作用。阚伟娟等［25］用芹菜素干预 LPS 刺

激小鼠单核 / 巨噬细胞 RAW264.7 释放 TNF-α、

IL-6、一氧化氮（NO）等炎症介质，评价其对巨噬

细胞释放炎症介质的作用，结果表明芹菜素通过下

调 iNOS 蛋白表达、抑制巨噬细胞产生 NO、IL-6 和

TNF-α 等炎症细胞因子发挥抗炎作用。

 ICAM-1 属于免疫球蛋白超家族，存在于许多

细胞表面及细胞外基质，介导细胞毒性细胞免疫作

用，参与免疫、炎症等病理生理过程，与其配体结

合促进 T 细胞活化及白细胞从血管内向炎症部位

浸润，芹菜素也被发现可抑制细胞因子诱导表达

ICAM-1［26］。本实验以小鼠腹腔注射 LPS 复制 ALI
模型，以芹菜素干预，结果显示：芹菜素干预组可

降低血清及 BALF 中 ICAM-1、TNF-α 的含量，同 
时发现肺组织中 ICAM-1 和 TNF-α 的 mRNA 表达 
减少。

 MAPK 是一类丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶，通过

保守的三级级联反应激活转录因子，调节基因表

达。p38MAPK 信号通路是 MAPK 通路的分支之

一，是 1994 年发现的 MAPK 家族新的亚型。体外

研究表明，p38 MAPK 信号通路在急慢性炎症的细

胞应激反应中具有重要性，尤其在 LPS 诱导的多种

细胞因子合成的信号转导中起到关键性作用［27］，抑

制 p38MAPK 通路能抑制多种炎症因子的产生从而

抑制炎症反应进一步发展。芹菜素为 MAPK 信号

通路的有效抑制剂，最近有研究表明，5 μmol/L 和

10 μmol/L 芹菜素能显著抑制 p38MAPK 和 c-jun 氨

基末端激酶（JNK）的磷酸化，而对细胞外调节蛋白

激酶 1/2（ERK1/2）磷酸化没有抑制效果，并显示芹

菜素能通过抑制 MAPK 信号通路减少 LPS 诱导的

TNF-α 和 IL-6 的表达［28］。本实验为探讨芹菜素

抑制炎症反应的机制，同步检测了 p38MAPK mRNA
的表达，发现各剂量芹菜素组 p38MAPK mRNA 表

达较模型组显著减少，且以中剂量干预组改善效果

最明显。

 综上所述，不同剂量芹菜素可不同程度的拮抗

LPS 引起的小鼠 ALI，中剂量组改善作用更明显，其

保护作用可能与抑制 p38MAPK 信号通路活化、减

少 ICAM-1 和 TNF-α 表达有关。然而，芹菜素是

否通过其他靶点干预 ALI 尚未知晓，仍需深入探索，

但初步研究已显示出芹菜素的抗炎疗效，其来源广、

易于人工合成，具有广阔的开发前景，为临床应用提

供了实验基础和重要参考。
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