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留兰香油对大鼠慢性阻塞性肺疾病模型肺组织炎症

氧化改变和Nrf2蛋白表达的影响

赵春贞，王砚，唐法娣，赵小京，徐巧萍，夏锦芳，朱有法

(浙江大学医学院国家食品药品监督管理局浙江呼吸药物研究实验室，浙江杭州310058)

[摘 要] 目的：观察肺炎克雷伯杆茵和脂多糖所致大鼠慢性阻塞性肺疾病(COPD)模型肺组织

炎症氧化改变，以及Nrf2蛋白表达及留兰香油的影响。方珐：用经气管滴入脂多糖和肺炎克雷伯杆

菌反复感染法12周建立大鼠COPD模型后，留兰香油灌胃治疗3周。观察大鼠CoPD模型病理学变

化、支气管肺泡灌洗液(BALF)中白细胞数变化、肺组织匀浆MDA变化、免疫组化检测Nrf2蛋白

表达特点，以及留兰香油对其的影响。结果：留兰香油100 mg·kg．1能明显降低BALF中白细胞数，

减轻细支气管炎和肺问质炎及炎症细胞浸润；30～300 mg·kg叫能减少肺泡破坏，使细支气管壁

变薄以及抑制杯状细胞增生；留兰香油能明显降低肺组织MDA含量，抗氧化效果明显，而且30 mg

·kg'1可降低肺组织Nrf2蛋白表达。结论：留兰香油对肺炎克雷伯杆菌和脂多糖引起的大鼠COPD

模型的肺部炎症、肺气肿、杯状细胞增生和氧化改变有改善作用，并对肺炎克雷伯杆茵和LPS引起

的肺组织Nrf2蛋白表达增强有降低作用。
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Effect of Spenr，咒f聆f D订on inflammation，oxidatiVe alteration and Nrf2

expression in lung tissue of COPD rats
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[Abstract] Objective：To investigate the effect of．S_pe口，‘，竹i，zf D甜on inflammation，oxidative

alteration and Nrf2 expression in rats with chronic obstructive pulmonary disease (0DPD)．

Methods：COPD model was induced by intratracheal instillation of KZP瓠i以如声咒P“优伽缸and

lipopolysaccharide(LPS)for 1 2 weeks in rats，and COPD rats were treated with 5声P口，．mf咒￡耐Z

for 3 weeks．After CoPD was induced，the pathological changes，changes in leucocyte number in

blood and bronchoalveolar laVage fluid(BALF)，MDA in lung homogenate and Nrf2 expression

were observed． The effects of 5多F口rmi咒f耐Z on these changes were determined． ResuIts：
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．S户·P口，‘，竹f，2￡D甜100 mg·kg一1 significantly reduced leucocyte numbers in BALF，and attenuated

bronchiolitis，pulmonary interstitial inflammation and inflammation cell infiltration． 跏P口，．，，lf以￡

DfZ 30一300 mg·kg一1 decreased the destruction of pulmonary alveolus and the thickness of

bronchioles waUs， and inhibited goblet cell proliferation．．s_户P口，7咒i孢f口甜significantly reduced

MDA in lung homogenate， and decreased the expression of Nrf2 protein in lung tissues．

Conclusion：．S户已口，‘肌f，z￡D甜has protective effect on lung injury in COPD rats，since it improves

pulmonary inflammation，oxidative alteration，and enhances Nrf2 protein expression．

[Key words] 0ils，volatile／pharmacol； Pulmonary emphysema／pathol； Pulmonary disease，

chronic obstructive／drug ther， KlebsieUa pneumoniae I．跏∞"甩i珂f oil；

Lipopolysaccharide；Nrf2 protein

[J Zhejiang Univ(Medical Sci)，2008，37(4)：357—363．]

细菌感染在慢性阻塞性肺疾病(chronic

obstructive pulmonary disease，COPD)发病中

发挥着重要作用n{]。COPD患者气管支气管树

有潜在呼吸道病原菌的长期定植，包括肺炎克

雷伯杆菌(Klebsiella pneumonia)，细菌在气道

中定植，使COPD的炎症反应持续[3]。感染引起

机体氧化应激，导致氧化／抗氧化失衡，氧化抗

氧化机制是慢性阻塞性肺疾病的主要发病机制

之一。Nrf2(nulear factor E2 related factor)为

bzip转录因子，通过与抑制因子Keapl相互作

用，感受细胞内氧化应激的变化[4]。研究表明，

氧化应激等能使Keapl失活，引起Nrf2的核转

位和积聚，激活靶基因的表达[5]。Nrf2一／一的小

鼠能够较早发生肺气肿并且程度更加严重[6]。

留兰香油是一种挥发油，油中主要为藏茴香

酮(carvone)、柠檬烯(1imonene)、水芹烯

(phellandrene)。实验研究发现，留兰香对蛋清、

二甲苯引起的急性炎症具有明显的抑制作用[7]，

且具有平喘抗过敏作用[8]。本实验经气管内滴入

肺炎克雷伯杆菌和LPS建立大鼠慢性阻塞性肺

疾病模型，观察留兰香油对肺炎克雷伯杆菌和

LPS引起的大鼠COPD是否有治疗作用。

l材料与方法

1．1实验动物健康雄性SD大鼠，体重(200

±20)g，由浙江省实验动物中心提供。

1．2 细菌 肺炎克雷伯杆菌(KlebsieIla

pneumonia)购自中国普通微生物菌种保藏中

心，菌种编号1．1736，经常规方法培养、保存。细

菌浓度不低于6×108CFU／ml(经预实验确定)。

1．3 试剂及仪器 脂多糖(LPS，Esherichia

coliOlll：B4)购自美国Sigma公司。丙二醛

(MDA)测定试剂盒购自南京建成生物工程研

究所。兔来源的Nrf2多克隆抗体，购自美国

Santa Cruz公司。生物素标记的IgG免疫组化

试剂，北京中杉公司。留兰香油，批号070411，本

实验室提供。721型分光光度计由上海分析仪

器三厂生产。NIS—Elements BR 2．30图像分析

系统，日本尼康。

1．4整体动物实验健康雄性SD大鼠60只，

随机分成正常对照组、模型组、留兰香油300、

100和30 mg·kg_1组。模型组及各用药组：用

耳镜插入喉口，以静脉套管针注入O．1 ml肺炎

克雷伯杆菌菌液，每周2次；每滴入肺炎克雷伯

杆菌菌液3次后，同样方法滴入O．1 ml含200

pg的LPS，如此循环，持续12周。第13周开始，

各组大鼠给予相应药物灌胃治疗，每天1次，连

续3周；经气管滴入肺炎克雷伯杆菌菌液、LPS

和细菌常规培养液的剂量改为O．2 ml。

1．5支气管肺泡灌洗股动脉放血处死大鼠，

分离气管及主支气管，在近气管分叉处结扎左

侧主支气管，然后进行气管插管，用PBS进行

支气管肺泡灌洗，灌洗分2次进行。回收支气管

肺泡灌洗液(BALF)，并计数BALF中白细胞

总数。

1．6 病理学检查 取未灌洗的左肺组织以
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10％甲醛(生理盐水配制)固定，常规脱水，石蜡

包埋，切片，常规HE染色、阿尔辛蓝一过碘酸雪

夫染色(AB—PAS)，并测定以下指标。

1．6．1肺平均内衬间隔(Lm)：在显微镜视野

中央划“十”字交叉线，计数通过该交叉线的肺

间隔数(NS)。测出十字线的总长度(L)，以L／

NS即得Lm，其数值反映肺泡平均直径。测量时

避开大、中支气管及血管。每张切片测8个视

野，求平均值。

1．6．2平均肺泡数(MAN)：计数每个视野内

的肺泡数。除以此视野的面积，即得MAN，其数

值反应肺泡密度。测量时避开大、中支气管及血

管。每张切片测8个视野，求平均值。

1．6．3支气管壁厚／外径：测量周径<1000

弘m的小支气管横截面的壁厚／外径比值。用显

微测微器在细支气管横切面经中心点的纵轴和

横轴上测量4个管壁厚度和2个外径长度，取其

平均值。每张切片测5～6个小支气管，求平

均值。

1I 6．4杯状细胞比值：AB—PAS染色切片中，

杯状细胞以AB染色为主，少数杯状细胞呈

PAS着色或是AB／PAS混合着色，因此观察以

AB着色为杯状细胞计数指标，每张切片计数

主支气管和2～3支中等大小支气管阳性杯状

细胞数和柱状上皮细胞总数，计算阳性杯状细

胞数／柱状上皮细胞总数比值，求平均值。

1．7 肺组织MDA含量测定 取灌洗过的右

肺中叶匀浆制成10％的组织匀浆，11000 r／min

离心后取上清液，一20℃保存。参照试剂盒说明

书进行操作。组织匀浆上清液蛋白含量用考马

斯亮兰法测定。

1．8肺组织Nrf2蛋白表达 石蜡切片脱蜡

后，用3％过氧化氢阻断内源性过氧化氢酶，正

常羊血清封闭非特异性位点，然后滴加Nrf2多

克隆抗体(1。50)，4℃过夜，再滴加生物素标记

二抗，37℃孵育1 h，最后滴加DAB显色，显微

镜下控制显色时间。苏木素复染，透明封片。每

只动物切片中随机选3支直径约100～200肛m

的细支气管，用NIS—Elements BR2．30图像分

析系统分析测定阳性染色颗粒灰度值G。、整个

背景视野灰度值GA、阳性细胞占视野面积的面

积密度AA。，根据公式Pu=loo×lG。一GA I／[(1

一AA。)×255]，计算Pu(Positive unit)值。

1．9 统计学分析 采用SPSS 13．O for win—

dows进行统计学分析，计量资料以至±s表示。

多组均数间比较采用单因素方差分析(one—

way ANOVA)，方差齐时两两比较用LSD检

验，方差不齐时选用Dunnett’s T3检验。P<

O．05认为有统计学意义。

2 结 果

2．1留兰香油对肺炎克雷伯杆菌和LPS引起

的BALF中细胞总数变化的影响 模型组支气

管肺泡灌洗液(BALF)白细胞总数较正常组明

显增高(P<0．01，见表1)。与模型组比较，留兰

香油loo mg·kg-1组BALF中自细胞总数明显

减少(P<O．05，见表1)，留兰香油30和300 mg

·kg-1BALF中自细胞总数有所降低，但无明

显差异。

表l 留兰香油对肺炎克雷伯杆菌和LPS引起

的BALF中白细胞总数的影响

Table 1 Effect of．S．户F口，mi咒f面Z on leucocyte

numbers in BALF induced by

Ktebsietta

与对照组比较，～P<O．01；与模型组比较，。P<

2．2留兰香油对肺炎克雷伯杆菌和LPS引起

的肺组织病理炎症改变的影响 正常组肺泡未

见扩张，结构正常，间质未见炎症细胞浸润，支

气管周围无炎症细胞浸润(图1A)。模型组大鼠

可见不同程度的细支气管炎及肺间质炎，炎症

细胞明显浸润，主要包括淋巴细胞、单核细胞、

嗜中性粒细胞、嗜酸性粒细胞(图1B)。留兰香

油各用药组可见细支气管炎及肺间质炎症较模

型组有所减轻，炎症细胞浸润减少(图1C)。
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2．3留兰香油对肺炎克雷伯杆菌和LPS引起

的肺泡结构改变和细支气管壁增厚的影响 模

型组肺泡大小不等，肺泡结构紊乱。肺泡管、肺

泡囊和肺泡明显扩张，肺泡壁变薄，并有不同程

度的撕裂，融合成肺大泡，与正常组比较，肺平

均内衬间隔(Lm)明显增大，单位面积内平均肺

泡数(MAN)明显减少，细支气管壁厚度／外径

比值明显增高，细支气管壁明显增厚。留兰香油

30 mg·kg_1组与模型组比较能使MAN明显

增多，用药后肺泡破坏减少；各用药组细支气管

壁厚度／外径比值均明显降低(P<o．01，见表

2)，细支气管壁明显变薄，表明留兰香油对细支

气管壁增厚有明显抑制作用。留兰香油能减少

肺炎克雷伯杆菌和LPS引起的肺泡破坏，具有

一定的肺脏保护作用。

2．4 留兰香油对肺炎克雷伯杆菌和LPS引起

的支气管杯状细胞增生的影响模型组与正常

组比较，支气管、细支气管杯状细胞明显增生(图

2A、B)；杯状细胞数明显增高。留兰香油100和

300 mg·kg_1组较模型组阳性杯状细胞增生明

显减少(图2C、表3)；杯状细胞数明显降低。

2．5 留兰香油对肺炎克雷伯杆菌和LPS引起

的肺组织MDA含量影响 模型组大鼠肺组织

匀浆MDA含量比对照组明显增高(P<O．05)；

各用药组肺组织MDA含量较模型组均明显降

低(P<O．01)，表明留兰香油有明显的抗氧化

作用(见表3)。

2．6留兰香油抑制肺炎克雷伯杆菌和LPS引

起的肺组织Nrf2蛋白表达光镜下观察。模型

组肺内细支气管和肺泡上皮细胞内Nrf2蛋白

表达呈明显棕黄色。经图像分析，模型组(Pu，

35．49士2．01)肺内细支气管Nrf2表达比正常

对照组(Pu，31．68土1．41)明显增高(P<

o．01)；留兰香油30 mg·kg_1组(Pu，32．37±

2．01)肺内细支气管Nrf2表达比模型组显著降

低(P<O．05，图3)。

表2 留兰香油对肺炎克雷伯杆茵和LPS引起的肺泡结构改变和细支气管壁增厚的影响

TabIe 2 Effect of．S户￡口，‘，，2i咒￡D甜on alveolar structure and thickening of bronchioles dissepiment

induced by K厶?6siPZZ口户，zP“7竹D咒i口and LPS

与对照组比较?一尸<o·01；与模型组比较，4P<0·05，”尸<O·ol

表3 留兰香油对肺组织阳性杯状细胞增生和MDA含量变化的影响

TabIe 3 Effect of跏∞r优i挖f耐z on lung goblet cell proliferation and MDA induced by K如凰iPz趾

户力P“研D玎i口and LPS

与对照组比较，’P<o．05；与模型组比较，4P<o．05，”P<o．01，()内为雄
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A：对照组，正常肺组织无炎症、肺泡扩张；B：模型组，肺部炎症细胞大量浸润，有明显细支气管炎，肺问质

炎；C：留兰香油组，细支气管炎和肺间质炎减轻，炎症细胞浸润减少。HE×400

图l 大鼠肺组织病理学观察

Fig．1 The changes of pathology in the lung among groups

A：对照组．正常肺组织无阳性杯状细胞；B：模型组．阳性杯状细胞明显增多，杯状细胞增生明显；C：留兰香

组，阳性杯状细胞减少，杯状细胞增生减轻。PAS×600

图2肺组织杯状细胞的增生

Fig．2 Lung goblet cell proliferation among groups

A：对照组，正常肺细支气管和肺泡上皮组织免疫组化显示少量Nrf2蛋白表达；B：模型组，COPD大鼠肺细

支气管和肺泡上皮Nrf2蛋白表达明显增强；C：留兰香油组，用药后Nrf2蛋白表达有所减轻。IC×400

图3支气管肺组织的Nrf2的表达

Fig．3 Expression of Nrf2 in the bronchial and alVeolar epitheliums

不是唯一因素，因为只有很小比例的吸烟者
3讨 论 (15％～20％)发展为COPD。许浒‘，。1等用单纯

迄今为止，COPD的绝大多数模型以吸烟 肺炎克雷伯杆菌经鼻注入法，成功建立大鼠慢

致模‘引，烟草烟雾是c0PD发病的重要因素，但 性阻塞性肺疾病模型，其病理特征与人体
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COPD相符，具有重要的应用价值。细菌感染在

COPD发展中作用非常重要[1¨，上世纪五六十

年代提出的British hypothesis认为细菌感染是

COPD发病的主要因素。我们以肺炎克雷伯杆

菌和LPS反复气管内滴入建立大鼠C()PD模

型，其病理特征符合COPD表现，因此，留兰香

油对细菌感染诱发COPD是否有干预作用，就

成为该药治疗COPD的重要依据。

COPD患者气道肺组织中氧化压力明显增

高，氧化抗氧化机制是COPD发病的重要机制。

近年发现，几乎所有的具有保护作用的抗氧化

基因的增强子中存在抗氧化反应元件(ARE)，

Nrf2作用于ARE调节抗氧化基因的表达，从

而保护肺脏免受氧化物的影响[1 2|。Nrf2基因敲

除的小鼠会较早发生肺气肿，并且程度更加严

重。小鼠Nrf2基因敲除后，由抗原刺激引起的

气道炎症反应也明显程度加重¨引，并能增加哮

喘发病的敏感性[14。。Keapl一Nrf2一ARE途径调

节抗氧化基因的表达，可能在慢性阻塞性发病

中发挥着重要的作用。研究发现，支气管哮喘和

吸烟所致C()PD大鼠肺组织Nrf2表达明显增

强n5d引，但在感染引起的CoPD肺组织Nrf2表

达是否增强并不清楚。

本实验证实，留兰香油30和100 mg·kg-1

对大鼠肺灌洗液白细胞总数、淋巴细胞和单核

细胞数均有明显的降低作用，病理组织观察发

现，留兰香油对肺炎克雷伯杆菌和I。PS引起的

细支气管炎及肺间质炎均有明显的抑制作用，

减少支气管周围炎症细胞浸润。留兰香油loo

和300 mg·kg_1组能使细支气管壁厚度／外径

比值增高，阳性杯状细胞数减少，表明留兰香油

能减少肺泡破坏，减缓细支气管壁增厚，抑制杯

状细胞增生。留兰香油能明显降低肺组织MDA

含量，抗氧化效果明显。COPD模型组大鼠肺组

织Nrf2蛋白表达明显增强，而留兰香油能显著

降低Nrf2蛋白的表达，提示应用留兰香油治疗

对COPD有改善作用。
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生命学科校友汇聚西湖学术论坛

今年4月25日，美国加州大学圣地亚哥校区药学及癌症中心管坤良教授等6位在海外高校从

事生命科学研究的校友，应邀回母校参加浙江大学西湖学术论坛第30次会议，为浙江大学生命科

学学科的发展出谋划策。校长杨卫院士出席会议，并授予6位专家刻有他们名字的纪念铜牌。

浙江大学西湖学术论坛自2005年9月举行第一次会议以来，先后就“脑机交互技术”、“可再生

能源”、“科学分析仪器”等前沿问题组织校内教授展开研讨。经过几年的发展，浙江大学西湖学术论

坛的影响日益扩大，并成为我校常规性的学术会议，吸引了许多校外人士的参与。

管坤良、沈炳辉、杨小杭、朱冠、黄文栋、管敏鑫等校友曾是我校78、79、87级学生，毕业后一直

从事生命科学方面的研究，大多在海外高校获得了终身教职，研究领域包括肿瘤生物学、干细胞生

物学、兽医病理生物学、人类遗传学及癌症药物研发等。会上，他们作了报告，分别介绍了美国、澳大

利亚、新加坡等国的大学、研究所与医疗机构，以及所实行的生命科学研究、战略布局、人才引进与

运行模式。他们一致认为。浙江大学要建设世界一流大学，必须要有强大的生命科学作为支撑，在巩

固和提高现有水平的基础上，寻找新的学科生长点。根据美国麻省理工学院等国外一流大学的发展

经验，这个生长点就在生命科学。他们愿意尽自己的全力，帮助母校发展生命科学学科。

杨卫校长对校友们的意见表示赞同。他说，生命科学是21世纪最核心的学科之一，为促进我校

生命科学学科的快速发展，希望能借助校友的力量，邀请到更多合适的优秀人才来我校工作，同时，

探索校际合作的有效途径，动员更多的专家为我校生命科学的学科规划建言献策。

  


