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鹰嘴豆芽素(对/5%诱导的肺泡上皮细胞氧化应激损伤的影响"
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!!摘!要"目的!探讨鹰嘴豆芽素(#.&($调节核因子;F相关因子F#:LNF$"血红素加氧酶!#>?7!$信号
通路对脂多糖#/5%$诱导的肺泡上皮细胞氧化应激损伤的影响%方法!将肺泡上皮细胞.;(%7F.分为OMLK组
#正常培养的.;(%7F.细胞$&/5%组#!"&V"2/浓度的/5%$&.&(低剂量组#,&2GK"/.&($&.&(中剂量
组#!"&2GK"/.&($&.&(高剂量组#F"&2GK"/.&($&抑制剂组#F"&2GK"/.&(3,&2GK"/:LNF抑制剂

W/+$,$!除OMLK组外!其余组均给予!"&V"2//5%刺激FE0%采用&&b7$法检测细胞增殖!流式细胞仪检测
细胞凋亡!9&'>79(荧光探针法检测细胞内活性氧#6?%$水平!分光光度法检测细胞上清液中超氧化物歧化
酶#%?9$活性&丙二醛#W9($水平!试剂盒检测肿瘤坏死因子7!#4:'7!$&白细胞介素#*/$7#水平!免疫印迹法
#aH)MHLDSKGMMCDV$检测细胞:LNF&>?7!&增殖细胞核抗原#5&:($&.OK7F相关<蛋白#.1I$&激活型半胱氨酸
蛋白酶7+#OKH1RHQO1)J1)H7+$"半胱氨酸蛋白酶+#O1)J1)H7+$蛋白表达%结果!与OMLK组比较!/5%组.;(%7F.
细胞的吸光度#(E,"$&%?9活性&:LNF&>?7!&5&:(表达明显降低#!$"@",$!细胞凋亡率&6?%和 W9(水
平&4:'7!&*/7#&.1I&OKH1RHQO1)J1)H7+"O1)J1)H7+表达明显上升#!$"@",$)与/5%组比较!.&(低&中&高剂
量组.;(%7F.细胞的 (E,"&%?9活性&:LNF&>?7!&5&:(表达显著升高#!$"@",$!细胞凋亡率&6?%和

W9(水平&4:'7!&*/7#&.1I&OKH1RHQO1)J1)H7+"O1)J1)H7+表达明显降低#!$"@",$).&(高剂量处理细胞并
加入:LNF抑制剂 W/+$,后!.&(对.;(%7F.细胞增殖的促进作用减弱!细胞凋亡率&炎症反应和氧化应激损
伤增强%结论!.&(可通过激活:LNF">?7!信号通路抑制/5%诱导的肺泡上皮细胞氧化应激损伤%
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:LNF!>?7!!1DQ5&:(GN.;(%7F.OHKK)CDM0H/5%VLGUJ)CVDCNCO1DMKPQHOLH1)HQ#!$"@",$!T0CKHM0H1J7
GJMG)C)L1MH!KHRHK)GN6?%1DQW9(!HIJLH))CGD)GN4:'7!!*/7#!.1I!OKH1RHQO1)J1)H7+"O1)J1)H7+)CVDCNC7
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GJMG)C)L1MH!CDNK1221MGLP LH)JGD)H 1DQ GICQ1MCRH )MLH)) Q121VH GN .;(%7F. OHKK) THLH HD01DOHQ@
=&-*471,&-!.&(21PCD0CSCM/5%7CDQUOHQGICQ1MCRH)MLH))CDBULPGN1KRHGK1LHJCM0HKC1KOHKK)SP1OMCR1MCDVM0H
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!!急性肺损伤$(/*%是肺部炎症性综合反应'其病
理特征为严重的动脉低氧血症+肺水肿和肺内中性粒
细胞聚集'严重的(/*患者可转为急性呼吸窘迫综合
征$(69%%'(/*"(69%是导致急性呼吸衰竭的主要
原因)!*((/*的病理生理基础包括免疫细胞过度激
活+氧化应激+炎症等'其发病率和死亡率均较高'严
重威胁着人们的生命健康安全)F*(尽管目前对于

(/*"(69%的发生发展机制及治疗方法研究有明显
的进展'但治疗带来的不良反应严重降低了患者的生
存质量)+*(因此'积极深入探索 (/*"(69%的发病
机制至关重要(鹰嘴豆芽素 ($.&(%是从鹰嘴豆中
提取出的异黄酮的主要成分'具有抗肿瘤+抗炎+抗氧
化+抗菌和神经保护等多种生物学活性)E*'其可通过
抑制4/6E":'7-.信号通路进而抑制炎症反应'缓
解脂多糖$/5%%诱导的小鼠(/*),*(核因子;F相关
因子F$:LNF%"血红素加氧酶!$>?7!%是调节氧化应
激的重要通路'山姜素可通过激活5*+b":LNF">?7!
信号通路'减少炎症和氧化应激反应来改善穿刺诱导
的脓毒症大鼠的 (/*)#*(但 .&( 通过调节 :LNF"

>?7!信号通路对/5%诱导肺泡上皮细胞氧化应激
损伤的影响尚不清楚(本研究旨在探讨.&(对/5%
诱导肺泡上皮细胞氧化应激损伤的影响及其可能的

作用机制(

@!材料与方法

@@@!材料!人肺泡上皮细胞.;(%7F.购自上海碧
云天生物技术有限公司(.&($纯度!>5/&&A$]'
货号!5.+"FE%购自北京普非生物科技有限公司&/5%
$货号!d4!+!A%购自北京伊塔生物科技有限公司&

:LNF的抑制剂 W/+$,$货号!%$#-""%购自上海源叶
生物科技有限公司&9&'>79(活性氧 6?%荧光探
针$货号!9#E-"%+%?9 活性检测试剂盒 $货号!

.&"!-"%+W9(水平检测试剂盒$货号!.&""F"%+*/7
#的 ;/*%( 试剂盒$货号!%;b67""!+%+4:'7!的

;/*%(试剂盒$货号!%;b67""E-%均购自北京索莱宝
科技有限公司&兔源一抗:LNF$货号!1S!+-,""%+>?7
!$货号!1S!+FE$%+5&:($货号!1SF#,,$,%+.OK7F相
关< 蛋白$.1I%$货号!1S,+!,E%+O1)J1)H7+$货号!

1SE",!%+OKH1RHQO1)J1)H7+$货号!1SF+"F%以及辣根
过氧化 物 酶 $>65%标 记 的 羊 抗 兔 二 抗 $货 号!

1SF$$!,!%均购自美国(SO12公司(

@@A!细胞培养!将.;(%7F.细胞置于含!"]胎牛
血清+!""g"2/青7链霉素的65W*!#E"培养基中'
在+-m&+,] &?F 的稳定环境下常规培养'定期观
察'每!$F天更换一次培养基'当细胞融合度达到

$,]以上时'消化+传代培养'收集对数期的细胞进行
实验(

@@B!/5%诱导与分组!将对数生长期的.;(%7F.
细胞分为OMLK组+/5%组+.&(低剂量组+.&(中剂
量组+.&(高剂量组+抑制剂组'除OMLK组外'其余各
组细胞给予!"&V"2/)-*的/5%刺激FE0'.&(低+
中+高剂量组分别采用,+!"+F"&2GK"/)$*的.&(处
理'抑制剂组)A*采用F"&2GK"/.&(和,&2GK"/的

:LNF的抑制剂 W/+$,共同处理(

@@C!&&b7$法检测细胞增殖!各组细胞以!c!"E

个"孔接种到A#孔板中(分别将细胞培养FE+E$+

-F0'弃去细胞上清液'在指定的时间点向每个孔中
加入含有!"&/&&b7$溶液的!""&/完全培养基(
孵育F0后'使用酶标仪检测其在E,"D2处的吸光
度$(E,"%(

@@J!流式细胞仪检测细胞凋亡! 收集处理E$0的
各组.;(%7F.细胞'以预冷的5.%洗涤F次'添加

!""&/结合缓冲液悬浮各组.;(%7F.细胞'再分别
添加(DDHICDZ7'*4&和碘化丙啶$5*%染液,&/'充
分混匀'与室温下避光染色!,2CD'使用流式细胞仪
检测细胞凋亡情况(

@@K!荧光探针法检测细胞内6?%水平!收集各组
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细胞'按照说明书以活性氧荧光探针$9&'>79(%重
悬细胞'+-`下孵育F,2CD后'以对照组的荧光强度
为阈值'在流式细胞仪上检测各组荧光强度(

@@O!试剂盒检测细胞上清液中%?9活性+W9(及

4:'7!+*/7#水平!收集各组细胞上清液'按照%?9+

W9(+4:'7!+*/7#试剂盒说明书检测%?9 活性+

W9(及4:'7!+*/7#水平(

@@P!免疫印迹法$aH)MHLDSKGMMCDV%检测蛋白表
达!利用6*5(裂解缓冲液提取.;(%7F.细胞总蛋
白(采用电泳分离蛋白'!"" Z 恒压转移蛋白至

5Z9'膜上'用,]的脱脂牛奶封闭F0'将膜与一抗

:LNF+>?7!+5&:(+.1I+O1)J1)H7++OKH1RHQO1)J1)H7
++=(59>在E`孵育过夜'再将膜与 >65偶联的
羊抗兔二抗在室温下孵育F0'弃去液体'洗涤+次'
加入;&/试剂显影'采用*21VHY软件评估蛋白的灰
度值(

@@S!统计学处理!采用=L1J051Q5LC)2-@"软件分
析数据(计量资料以F_?表示'采用单因素方差分
析进行多组间比较'进一步两组间的比较采用%:b7S
检验(以!$"@",为差异有统计学意义(

A!结!!果

A@@!各组.;(%7F.细胞增殖能力比较!与OMLK组
比较'/5%组.;(%7F.细胞的(E," 降低$!$"@",%&
与/5%组比较'.&(低+中+高剂量组.;(%7F.细胞
的(E," 升高$!$"@",%&与.&(高剂量组比较'抑制
剂组.;(%7F.细胞的(E," 降低$!$"@",%(见表!(

表!!!各组.;(%7F.细胞(E," 比较#F_?)(e#$

组别 FE0 E$0 -F0

OMLK组 !@+F_"@!E !@E#_"@!F !@,-_"@!+

/5%组 "@,!_"@"-1 "@,$_"@"#1 "@#+_"@"$1

.&(低剂量组 "@#-_"@",S "@-,_"@"$S "@$#_"@"#S

.&(中剂量组 "@$+_"@"#SO "@A#_"@",SO !@",_"@!"SO

.&(高剂量组 !@!E_"@!!SOQ !@F!_"@!+SOQ !@F#_"@!!SOQ

抑制剂组 "@A,_"@"$H !@"E_"@!!H !@"+_"@"-H

!!注!与OMLK组比较'1!$"@",&与/5%组比较'S!$"@",&与.&(
低剂量组比较'O!$"@",&与.&(中剂量组比较'Q!$"@",&与.&(

高剂量组比较'H!$"@",(

A@A!各组细胞凋亡情况比较!各组细胞凋亡率如
下!OMLK组$,@#E_F@!+%]+/5%组$+$@E-_+@FE%]+

.&( 低剂量组$+!@-F_+@!F%]+.&( 中剂量组

$FE@,+_F@F!%]+.&(高剂量组$!!@$#_F@!,%]+
抑制剂组$F-@+,_F@F+%](与OMLK组比较'/5%组

.;(%7F.细胞的凋亡率升高$!$"@",%&与/5%组
比较'.&(低+中+高剂量组.;(%7F.细胞的凋亡率
降低$!$"@",%&与.&( 高剂量组比较'抑制剂组

.;(%7F.细胞的凋亡率升高$!$"@",%(

A@B!各组细胞氧化损伤情况比较! 与OMLK组比较'

/5%组.;(%7F.细胞6?%+W9(水平升高'%?9活
性减弱$!$"@",%&与/5%组比较'.&(低+中+高剂
量组.;(%7F.细胞6?%+W9(水平明显降低'%?9
活性显著增强$!$"@",%&与.&(高剂量组比较'抑
制剂组细胞 6?%+W9( 水平升高'%?9 活性减弱
$!$"@",%(见表+(

表+!!各组.;(%7F.细胞6?%%%?9活性及 W9(

!!!水平情况比较#F_?)(e#$

分组 相对荧光强度阈值 %?9$Xg"/% W9($&2GK"/%

OMLK组 $@-+_F@!, E$@,!_E@F+ !@!$_"@!#

/5%组 +-@,#_+@F+1 !,@#+_F@FE1 +@F,_"@F+1

.&(低剂量组 F$@A#_+@!ES FF@E-_F@!+S F@+-_"@F!S

.&(中剂量组 F!@E$_F@F!SO FA@+$_F@F,SO !@AE_"@!ESO

.&(高剂量组 !+@#E_F@!FSOQ +-@$#_+@F!SOQ !@,F_"@!FSOQ

抑制剂组 F+@,-_F@!+H F#@-,_F@!#H F@"+_"@FEH

!!注!与OMLK组比较'1!$"@",&与/5%组比较'S!$"@",&与.&(
低剂量组比较'O!$"@",&与.&(中剂量组比较'Q!$"@",&与.&(

高剂量组比较'H!$"@",(

A@C!各组.;(%7F.细胞上清液4:'7!+*/7#水平比
较!与OMLK组比较'/5%组.;(%7F.细胞的4:'7!+

*/7#表达水平明显升高$!$"@",%&与/5%组比较'

.&(低+中+高剂量组.;(%7F.细胞的4:'7!+*/7#
表达显著降低$!$"@",%&与.&(高剂量组比较'抑
制剂组.;(%7F.细胞的4:'7!+*/7#表达水平升高
$!$"@",%(见表E(

表E!!各组.;(%7F.细胞上清液4:'7!%*/7#

!!!比较#F_?)(e#$

组别 4:'7!$DV"/% */7#$DV"/%

OMLK组 ,-@+#_,@,E !+@-$_F@!F

/5%组 !$-@E+_!,@+F1 ,F@+#_E@!E1

.&(低剂量组 !,#@,E_!F@+ES E,@#+_E@F+S

.&(中剂量组 A#@E-_!!@F#SO +E@E$_+@FESO

.&(高剂量组 $E@-,_$@EFSOQ !A@-#_F@!#SOQ

抑制剂组 !F+@E$_!+@,EH +!@,#_+@F!H

!!注!与OMLK组比较'1!$"@",&与/5%组比较'S!$"@",&与.&(
低剂量组比较'O!$"@",&与.&(中剂量组比较'Q!$"@",&与.&(

高剂量组比较'H!$"@",(

A@J!各组细胞蛋白表达水平比较!与OMLK组比较'

/5%组.;(%7F.细胞的:LNF+>?7!+5&:(表达水
平明显降低 $! $"@",%'.1I+OKH1RHQO1)J1)H7+"

O1)J1)H7+表达明显升高$!$"@",%&与/5%组比较'

.&(低+中+高剂量组.;(%7F.细胞的:LNF+>?7!+

5&:(表达水平显著升高$!$"@",%'.1I+OKH1RHQ
O1)J1)H7+"O1)J1)H7+表达水平明显降低$!$"@",%&
与.&(高剂量组比较'抑制剂组.;(%7F.细胞的
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:LNF+>?7!+5&:(表达水平降低$!$"@",%'.1I+

OKH1RHQO1)J1)H7+"O1)J1)H7+ 表 达 水 平 升 高 $!$
"@",%(见图!和表,(

表,!!各组.;(%7F.细胞蛋白表达水平比较#F_?)(e#$

组别 :LNF >?7! 5&:( .1I OKH1RHQO1)J1)H7+"O1)J1)H7+

OMLK组 !@+-_"@!E !@,E_"@!+ !@F!_"@!! "@,F_"@"- "@F-_"@",

/5%组 "@E$_"@"#1 "@,#_"@"$1 "@EF_"@"+1 !@E+_"@!F1 "@A+_"@"$1

.&(低剂量组 "@#-_"@"ES "@-E_"@",S "@,$_"@",S !@!$_"@!!S "@-$_"@"#S

.&(中剂量组 "@$A_"@",SO "@A,_"@"-SO "@-#_"@"ESO "@$E_"@",SO "@#E_"@",SO

.&(高剂量组 !@!E_"@!FSOQ !@F+_"@!ESOQ "@A+_"@"#SOQ "@#-_"@"+SOQ "@EF_"@"ESOQ

抑制剂组 "@-+_"@"+H "@$!_"@"#H "@#E_"@",H "@A!_"@"EH "@,A_"@"-H

!!注!与OMLK组比较'1!$"@",&与/5%组比较'S!$"@",&与.&(低剂量组比较'O!$"@",&与.&(中剂量组比较'Q!$"@",&与.&(高剂量

组比较'H!$"@",(

!!注!(为OMLK组&.为/5%组&&为.&(低剂量组&9为.&(中剂

量组&;为.&(高剂量组&'为抑制剂组(

图!!!aH)MHLDSKGMMCDV检测.;(%7F.细胞蛋白

表达水平

B!讨!!论

!!(/*"(69%是由非心源性的因素引起的弥漫性
的肺损伤'其是导致重症监护室中急性呼吸衰竭的主
要原因)!"*(虽然近年来在呼吸生理学方面的研究进
展较快'但治疗带来的过敏反应+呼吸机相关性肺损
伤等不良反应和局限性'使患者的生存率和生活质量
仍得不到显著提高)!!*(因此'探寻新方法治疗 (/*"

(69%具有重要的临床意义(肺泡上皮细胞在发生
肺组织损伤时'能够参与到肺组织修复过程中'具有
屏障保护作用)!F*'/5%是革兰阴性细菌细胞外壁的成
分之一'内毒素所引起的(/*较难以控制'其所导致
的(69%是常见的肺部炎症综合征)!+*(本研究通过

!"&V"2/的/5%刺激.;(%7F.细胞'结果发现'与

OMLK组比较'/5%组.;(%7F.细胞的 (E,"+5&:(表
达明显降低'细胞凋亡率+4:'7!+*/7#+.1I+OKH1RHQ
O1)J1)H7+"O1)J1)H7+表达明显上升'提示/5%诱导可
抑制肺泡上皮细胞增殖'促进其凋亡和炎症反应(氧
化应激是在机体受到有害刺激时'体内高活性分子如

6?%等产生过多'引起脂质过氧化'氧化系统和抗氧

化系统失衡'从而导致细胞损伤'引起呼吸系统疾
病)!E*(%?9是细胞内的抗氧化酶'可反映机体抗氧
化损伤能力'而 W9( 是脂质过氧化产物'反映了

6?%引起的破坏)!,*(本研究发现'与OMLK组比较'

/5%组.;(%7F.细胞的%?9活性明显降低'6?%和

W9(水平显著上升'提示/5%诱导可引起肺泡上皮
细胞的氧化应激损伤(

.&(别名鸡豆黄素('主要是从鹰嘴豆中提取出
来的一种植物雌激素'属黄酮类化合物'其具有抗炎+
抗肿瘤+抗病毒等活性'还是天然的抗氧化剂)!#*(有
研究表明'.&(可逆转异氟醚诱导的人神经母细胞瘤
细胞%?9活性降低和 W9(水平升高'增强细胞活
力'抑制细胞凋亡'保护细胞免受异氟醚诱导的神经
毒性)!-*(本研究发现'与/5%组比较'.&(低+中+高
剂量组.;(%7F.细胞的(E,"+%?9活性+5&:(表达
明显升高'细胞凋亡率+6?%和 W9(水平+4:'7!+

*/7#+.1I+OKH1RHQO1)J1)H7+"O1)J1)H7+表达明显降
低'提示.&(可增强/5%诱导的.;(%7F.细胞增殖
能力'抑制其凋亡能力+炎症反应和氧化应激(

:LNF">?7!信号通路存在于哺乳动物细胞中'并
参与调节细胞增殖+凋亡等'其还能调控炎症反应和
氧化应激)!$7!A*(相关研究表明'丙内酯可通过激活

:LNF">?7!信号通路抑制人支气管上皮细胞炎症因
子4:'7!+*/7#+*/7!"表达'抑制细胞凋亡和氧化应
激)F"*(本研究发现'与OMLK组比较'/5%组 :LNF+

>?7!表达明显降低'提示:LNF">?7!信号通路可能
参与了/5%诱导的肺泡上皮细胞的氧化应激损伤(
与/5%组比较'.&(低+中+高剂量组:LNF+>?7!表
达升高'推测.&(可能通过激活:LNF">?7!途径抑
制氧化应激损伤(为了验证该推测'本研究利用:LNF
的抑制剂 W/+$,进行干预'结果发现'与.&(高剂
量组比较'抑制剂组.;(%7F.细胞 (E,"+%?9活性+

:LNF+>?7!+5&:(表达明显降低'细胞凋亡率+6?%
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和 W9(水平+4:'7!+*/7#+.1I+OKH1RHQO1)J1)H7+"

O1)J1)H7+表达明显上升'表明:LNF的抑制剂 W/+$,
减弱了.&(对.;(%7F.细胞增殖的促进作用'增强
了细胞凋亡能力+炎症反应和氧化应激'提示.&(可
以通过激活 :LNF">?7!信号通路抑制.;(%7F.细
胞氧化应激损伤(

综上所述'.&(可通过激活 :LNF">?7!信号通
路抑制/5%诱导的肺泡上皮细胞的氧化应激损伤(
该研究为开发新的治疗(/*的药物提供了理论基础(
然而'本研究尚存在一定不足之处'仅仅在细胞水平
上验证了.&(调控:LNF">?7!途径对.;(%7F.细
胞增殖+凋亡+炎症和氧化应激反应的影响'后续将考
虑在体内水平上进行进一步探索(
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