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摘要!探索了羟基酪醇通过调控自噬在小鼠
EGI

模型中发挥

其抗炎作用的潜在分子机制%通过
FC56C7A

印迹和染色方

法检测
G('

诱导的
EGI

小鼠细胞因子活性$炎症因子水平$

5376@3A

!

'IDK"

'

!

'

%

"表达$丝裂原活化蛋白激酶!

WE(H

"激

活和自噬标志物表达#用
'

Q

M

Q

4

'

'@7S4Cb

模块研究了
BK

与

'IDK

和
WE(H

之间的分子对接%结果显示#

G('

刺激的

'IDK

抑制$

WE(H

磷酸化和自噬抑制均被
BK

给药显著消

除%伴随着
[EG

液中肺
F

'

\

比值$蛋白质浓度和炎症细胞

水平的降低#

BK

治疗显著减弱肺水肿和炎症细胞浸润到肺

组织中%包括
K?-0

"

$

IG0"

&

$

IG0%

$

IG0"$

和
W*(0"

等炎症介

质的
G('

驱动释放#被
BK

强烈调控%
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羟基酪醇!
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P7<b
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BK

#%又名
!

%

#0

二羟基苯乙

醇%是一种天然抗氧化剂%广泛存在于橄榄科橄榄属植物的

枝叶及果实中%是橄榄油的有效成分%其对急性肺损伤

!

EGI

#自噬作用引起越来越多的关注&自噬是细胞蛋白质

和细胞器自我降解的过程%已被发现参与不同的生理过程%

包括炎症反应和组织损伤,

"

-

&已经证明%自噬缺陷的小鼠%

腹膜腔内注射脂多糖!

G('

#导致相对于对照小鼠更高水平

的促炎细胞因子和高死亡率,

9

-

&此外%某些研究,

!Y#

-涉及一

些
5376@3A

家族成员在炎症过程中发生的保护机制%最近已经

开发了药理学方法通过靶向其活动来调节炎症&然而%确切

的作用机制尚未得到充分阐述&

急性肺损伤!

EGI

#和急性呼吸窘迫综合征!

ED\'

#与肺

对感染性+炎性或化学损伤的一致反应有关%因此通常与全

身性疾病如败血症或重大创伤相关,

Z

-

&具体来说%肺是多发

性传染病的常见目标%包括严重急性呼吸综合征!

'ED'

#病

毒或禽流感
EBZ?"

病毒%两者都会导致因
ED\'

并发症而

致无法接受的高死亡率,

%

-

&因此%

EGI

(

ED\'

成了全球公共

卫生的主要负担%导致医疗支出巨大%死亡率高达
!$N

$

Z$N

,

=

-

&在过去几十年中%尽管在支持性护理治疗方面有所

改善%但尚未开发出具体针对
EGI

(

ED\'

的药物治疗

方案,

Z

%

)

-

&

含有大量橄榄油的地中海饮食与心血管疾病和某些癌

症的较低发病率相关,

/

-

&在这些橄榄油酚中%具有生物活性

的酚类化合物%如羟基酪醇!

BK

#被认为是最丰富和最有代

表性的多酚,

"$Y""

-

&最近的几项研究表明%

BK

具有抗氧

化,

"9

-

+抗炎,

"!

-和抗菌,

"#

-活性&同时%研究表明%

BK

没有毒

性,

"Z

-

%是商业上可用的食品和营养补充剂,

"$

%

"Z

-

&此外%

BK

的抗炎功效也已在体外和体内广泛研究和阐明,

"#

-

&然而%

BK

对感染性肺损伤和炎症反应!如
EGI

(

ED\'

中所见#的

影响尚未完全了解&

本研究的目的是评估
BK

对减少炎症+促进自噬和激活

'IDK

的作用%并将这些作用与地塞米松!

\aW

#进行比较&

=
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!

材料与方法
":"

!

试剂

BK

"纯度
&

/)N

%西安应化生物科技公司$

脂多糖!

G('

%大肠杆菌
J"""

"

[#

#"美国
'3

L

120E4P73;8

公司$

地塞米松!

\aW

#"纯度
&

//:%N

%美国
'3

L

120E4P73;8

公司$

小鼠白介素!

IG

#

0"

!

+

IG0%

+

IG0"$

和肿瘤坏死因子
0

"

!

K?-0

"

#

&GI'E

试剂盒"美国
[3<4C

L

CAP

公司$

丝裂原活化蛋白激酶!

WE(H5

#家族抗体!包括
&DH

+

.?H

和
T

!)

#+小鼠
!

0

肌动蛋白单克隆抗体和辣根过氧化物

酶!

BD(

#标记的抗小鼠和兔
I

L

O

!磷酸化和非磷酸化#!

Bd

G

#二抗"美国
E[;4<A24[3<6C;8

有限公司$

G*!

+

[C;43A0"

和
'IDK!

一抗"美国
*C44'3

L

A243A

L

KC;80

A<4<

LQ

公司$

'IDK"

一抗+

'IDK%

一抗"英国
EM;21

公司$

单核细胞趋化蛋白
"

!

W*(0"

#一抗"美国
?J>̀ '[3<0

4<

L

3;245

公司$

其他化学试剂"分析纯%碧云天生物科技有限公司&

":9

!

试验设计

[EG[

(

;

小鼠"雄性%

%

周龄%体重约
9$

L

%中国医科大学

实验动物中心&实验室温度!

9#e"

#

]

%相对湿度
%$N

&将

小鼠饲养在具有过滤空气+高压灭菌木床+食物和水的灭菌

微型隔离器笼中&所有的试验程序按照实验室动物福利指

南操作&在试验期间没有小鼠死亡%没有明显的疲惫迹象&

":9:"

!

G('

刺激方案
!

小鼠随机分为
#

组&在
G('

攻击前

"8

给予相应的药物或生理盐水处理&在
G('

滴注后
9#8

处死小鼠&

!

"

#对照组"生理盐水%每只小鼠
$:91G

%灌胃&

!

9

#

G('

组"每只小鼠
"$

#

L

%鼻内,

"%

-

&

!

!

#

BK d G('

组"

BK

%

"$$1

L

(

V

L

%灌胃$

G('

%每只小

鼠
"$

#

L

%鼻内,

"=

-

&

!

#

#

\aW d G('

组"

\aW

%

Z1

L

(

V

L

%灌胃$

G('

%每只

小鼠
"$

#

L

%鼻内,

"=

-

&

":9:9

!

药品管理
!

每次在相应的
G('

攻击前
"8

%灌胃小鼠

生理盐水!每只小鼠
$:91G

#或
BK

!

"$$1

L

(

V

L

%溶于生理盐

水#&

\aW

是一种合成的肾上腺皮质激素%用于治疗各种炎

性疾病&因此%在本研究中%

\aW

!

Z1

L

(

V

L

%溶于生理盐水%

灌胃#作为阳性对照&

":!

!

方法

":!:"

!

支气管肺泡灌洗!

[EG

#液收集和肺组织分离
!

最后

一次攻击
9#8

后%将小鼠麻醉并进行气管切开术&通过具

有
$:Z1G

高压灭菌的
(['

!

T

Bf=:9

#的气管插管进行
[EG

液的
!

次收集%总体积约
":!1G

%流体的回收率约为
)=N

&

将收集的
[EG

液体样品在
#]

下以
=$$̂

0

离心
"$13A

%并

将上清液在
Y)$]

下冷冻以进一步做
&GI'E

%然后将细胞

沉淀物处理并用作炎性细胞分析的样品&从未进行
[EG

液

收集的小鼠中同时收获肺组织%然后用优化切割温度

!

J:*:K:

#化合物或
Y)$]

保存做进一步试验%包括
UC56C7A

印迹分析+形态学研究和免疫组织化学染色&

":!:9

!

支气管肺泡灌洗!

[EG

#液分析

!

"

#

[EG

液的细胞分类计数"将细胞沉淀再次悬浮于

"1G

红细胞裂解缓冲液中%以除去红细胞&随后%

# ]

%

=$$̂

0

离心
"$13A

将白细胞分离&然后%将这些白细胞沉

淀再次悬浮于
":$1G(['

!

T

Bf=:9

#中%并使用
HFIH0\I-0

-

KW染色试剂盒!

K8C71<-358C7';3CA63S3;IA;

#进行染色&每

个样品总共
9$$

个细胞用于细胞分类计数%包括用血细胞计

数器手工计算的淋巴细胞和嗜中性粒细胞&

!

9

#细胞因子和趋化因子的测量"每个样品的浓度一式

两份测定&根据制造商的说明书%使用
&GI'E

试剂盒测量

[EG

液样品中细胞因子的含量%包括
IG0"

!

+

IG0%

+

IG0"$

和

K?-0

"

&

":!:!

!

肺免疫组织化学和组织学染色
!

对于组织病理学评

估%分离未经
[EG

的小鼠的肺组织%

#]

下固定于
#N

多聚

甲醛中
9#8

%

(['

中洗涤后%

#]

下在
!$N

蔗糖中温育过夜%

然后嵌入
J:*:K:

化合物并在
Y9$]

冷冻&

=

#

1

厚的连续冰冻切片和一抗
W*(0"

!

(['"

"

9$$$

稀释#进行免疫组化孵育&二抗是用于
W*(0"

染色的抗鼠

I

L

O

&此外%组织切片用苏木精和伊红!

Bg&

#染色用于炎症

细胞浸润&显微照片被裁剪并校正了亮度和对比度%但没有

进行其他操作&进行肺切片炎症细胞浸润和黏液产生的半

定量分析时,

")

-

%为了确定炎性细胞浸润的严重程度%以盲法

评估支气管细胞计数%并在
Z

分评分系统上评分"

$

%无细胞$

"

%几个细胞$

9

%细胞环
"

个细胞层深$

!

%细胞环
9

$

#

个细胞

深$

#

%细胞环超过
#

个细胞深&为了确定黏液生成的大小%

使用
Z

点分级系统以盲法定量气道上皮中的杯状细胞增生"

$

%无杯状细胞$

"

%

9ZN

$

9

%

9ZN

$

Z$N

$

!

%

Z$N

$

=ZN

$

#

%

=ZN

&每个肺段至少在
!

个不同的区域进行炎症细胞和杯

状细胞的评分&

":!:#

!

分子对接
!

进行对接研究以探索
BK

与
'IDK

和

WE(H

的潜在结合模式&它们使用
'

Q

M

Q

4

程序包!

a

版#构

建%使用鲍威尔方法!

(<UC44

.

51C68<P

#优化%具有几个收敛

标准!

V.

(

1<4

(

A1

#的三重力场%并使用
O256C3

L

C70Bh;VC4

方

法,

"%

-

&对接研究使用
'

Q

M

Q

4

(

'@7S4Cb

模块进行$

'IDK"

周围

不同半径内残留物!

(\[I\

"

#IZI

在
$:9Z$A1

处分解#+

'IDK!

!用
(\[I\

"

!OG'

在
$:9=$A1

处分解#+

&DH

!用

(\[I\

"

#i,,

解析为
$:"%ZA1

#+

.?H

!

$:"=/A1

与
(\[

I\

"

ZEFW

#和
T

!)

!在
$:9!$A1

%

(\[I\

"

9,Ia

解析#定义为

活性位点&

'@7S4Cb0\<;V

程序用于具有默认参数的对接计

算%产生的莫尔卡德表面!

W<4;2P5@7S2;C5

#以观察对接的蛋

白质
0

配体复合物的结合模式&

":!:Z

!

蛋白质印迹!

FC56C7AM4<663A

L

#

!

将肺组织加入到

FC56C7A

和
I(

的细胞裂解缓冲液中%分别按照制造商的说明

书在蛋白酶和磷酸酶抑制剂的冰上均质化&将匀浆在
#]

下以
"#$$$̂

0

离心
"$13A

%除去小部分的蛋白质定量外%

上清液分装储存在
Y)$]

&根据制造商的方案%使用
[*E

蛋白测定试剂盒测定蛋白质浓度&在免疫印迹的每个泳道

)

基础研究
!

9$"=

年第
%

期



中加载等量的
)$

#

L

蛋白质%通过十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳!

'\'0(EO&

#分离%然后转移到聚偏二氟乙烯膜

!

(>\-

#上&

用含
$:"N KUCCA09$

!

K['K

#的
K735

缓冲盐水洗涤后%

用一抗检测免疫印迹&通过使用过氧化物酶缀合的二级抗

小鼠或抗兔抗体再次洗涤
!

次后%使用增强型化学发光试剂

盒开发结合的抗体&使用预定分子量标准作为标记&

":#

!

统计分析

使用
'(''

软件!版本
"!:$

#进行数据分析%并以平均

值
e'&W

表示&组间比较采用单因素方差分析或
D

检验&

生存日期由
H2

T

42A0WC3C7

文本呈现%并通过对数秩和检验进

行比较&

'

(

#

$:$Z

或
''

(

#

$:$"

%相对于对照组$

$

(

#

$_$Z

或
$ $

(

#

$:$"

%相对于
G('

组$方差分析%使用

K@VC

Q

0H721C7B'\

比较所有组对&

9

!

结果与分析
9:"

!

羟基酪醇对促炎细胞因子和趋化因子水平的影响

由图
"

可知%

BK

!

"$$1

L

(

V

L

#和
\aW

!

Z1

L

(

V

L

#的治疗

有效地影响
[EG

液中
K?-0

"

+

IG0"

&

+

IG0%

和
IG0"$

的分泌

!

(

#

$:$"

#&进一步观察
BK

对
W*(0"

在小鼠肺组织中的表

达的 影响见图
9

&与模型小鼠相比%

BK

处理降低了
W*(0"

图
"

!

BK

对
[EG

液评估的影响

-3

L

@7C"

!

&SSC;6<SBK<A[EGS4@3P255C551CA65

在肺组织中的表达&此外%

BK

在
"$$1

L

(

V

L

的调节作用与

Z1

L

(

V

L

\aW

的相当&说明
BK

对肺部炎症的调节作用可

能与
K8"

(

K89

细胞因子平衡有关&

9:9

!

羟基酪醇对
[EG

液中肺炎症细胞积累的影响

越来越多的证据,

9

%

"/Y9$

-表明%

G('

刺激白细胞聚集到炎

症部位并导致随后的全身炎症&由图
!

可知%与生理盐水处

理组相比%暴露于
G('

的
[EG

液中的白细胞水平显著升高

!

(

#

$:$"

#&与
G('

组相比%用
BK

预处理显著抑制
G('

诱

!

2

#对照组
!

!

M

#

G('

组
!

!

;

#

BKdG('

组
!

!

P

#

\aWdG('

组

在
G('

攻击后
9#8

%取出肺组织并包埋在最佳切割温度!

J:*:K:

#化

合物中&对于
W*(0"

%一抗稀释度为
"

(

9$$$

%对
=

#

1

厚度连续冷

冻切片进行免疫染色&重复试验
!

次%得到类似的结果

图
9

!

BK

对肺内
W*(0"

表达的影响

-3

L

@7C9

!

&SSC;6<SBK<AW*(0"Cb

T

7C553<A3A4@A

L

5

图
!

!

通过
HU3V0\3SS

染色#

BK

对
[EG

液中

炎症细胞募集的影响

-3

L

@7C!

!

&SSC;6<SBK<A7C;7@361CA6<S3AS421126<7

Q

;C4453A[EGS4@3PM

Q

HU3V0\3SS5623A3A

L

/

第
!!

卷第
%

期 魏静元"羟基酪醇对
G('

引起的小鼠急性肺损伤的保护作用
!



导的总炎症细胞+嗜中性粒细胞和淋巴细胞增加!

(

#

$:$Z

或

(

#

$:$"

#&此外%

"$$1

L

(

V

L

的
BK

抑制与
Z1

L

(

V

L

的
\aW

!与
\aWdG('

组相比%

(

&

$:$Z

#相当&

9:!

!

羟基酪醇对
EGI

小鼠组织病理学改变的影响

由图
#

可知%苏木精
Y

伊红染色显示%在没有
BK

预处

理的情况下%

G('

施用
9#8

后对肺部造成广泛的形态学损

伤%其表现为充血+水肿+白细胞聚集+增加肺泡间隔厚度%甚

至肺泡塌陷&试验表明%在
BKdG('

组中%

G('

攻击引起

的病理症状得到改善&此外%在
BK

和
\aW

治疗组之间没

有观察到组织病理学染色的显著差异&全肺炎症被定义为

支气管炎炎症评分的平均值见图
Z

!

2

#&这些染色特征表明

BK

对
G('

诱导的肺组织损伤具有保护作用&

!

2

#对照组
!

!

M

#

G('

组
!

!

;

#

BKdG('

组
!

!

P

#

\aWdG('

组

图
#

!

BK

对肺组织病理学变化的影响

-3

L

@7C#

!

&SSC;6<SBK<A8356<

T

268<4<

L

3;24;82A

L

C5<S4@A

L

5

图
Z

!

BK

对肺组织生理学变化的影响

-3

L

@7CZ

!

&SSC;6<SBK<A68C(8

Q

53<4<

L

3;24*82A

L

C5

<SG@A

L

5

9:#

!

羟基酪醇对
G('

诱导的肺水肿和血管通透性变化的

影响

!!

[EG

液中的总蛋白含量作为肺血管通透性的体内测

量&由图
Z

!

M

#可知%与生理盐水组相比%

G('

单独处理显著

增加
[EG

液中总蛋白浓度!

(

#

$:$"

#%而用
BK

治疗可显著

抑制肺部蛋白渗漏!

(

#

$:$"

#&此外%由图
Z

!

;

#可知%

G('

刺

激后肺湿(干比率与对照组相比大幅增加!

(

#

$:$"

#&然而%

在
G('

攻击前
"8

施用
BK

!

"$$1

L

(

V

L

#其增幅显著降低

!

(

#

$:$Z

#&

9:Z

!

羟基酪醇对对接研究的影响

BK

在
'IDK"

+

'IDK!

+

&DH

+

.?H

和
T

!)

的活性位点的

对接显示了
BK

与这些受体的氨基酸残基之间的许多
B

键

相互作用%见图
%

&与
BK

复合物中的
'IDK

和
WE(H5

的

虚拟对接还显示
BK

与这些受体的活性位点紧密结合&结

果表明%

BK

的活性成分可以通过
'IDK

和(或
WE(H

的信

号传导途径发挥作用&

右侧为
'IDK

和
WE(H

中
BK

的最佳对接姿态$左侧为带状结构描

绘的相互结合作用

图
%

!

各个活动位点的
BK

的
-4Cba

对接构象

-3

L

@7C%

!

-4CbaP<;VCP;<AS<71263<A<SBK3A68C

2;63RC536C5

9:%

!

羟基酪醇对
'IDK

表达和
WE(H

激活的影响

为了确定
BK

对自噬的阳性效应是否与
'IDK

和(或

WE(H

信号通路相关%进一步检查了
5376@3A

家族成员的蛋

白质表达!见图
=

#&结果表明%与
G('

组相比%

BK

治疗显著

上调了所有这些
'IDK

的蛋白水平&另外%通过施用
BK

%

G('

处理组中磷酸化
WE(H5

!

&DH

%

.?H

和
T

!)

#水平的升

高被显著破坏!见图
)

#&

Z1

L

(

V

L

的
\aW

导致具有
EGI

的小鼠中
'IDK

和
WE(H

活性的可比变化&结果表明%

BK

对自噬的有益作用可能部分由
'IDK

和(或
WE(H

途径

介导&

$"

基础研究
!

9$"=

年第
%

期



图
=

!

BK

对
G('

诱导的
'IDK

表达的影响

-3

L

@7C=

!

&SSC;6<SBK<AG('03AP@;CP'IDKCb

T

7C553<A

图
)

!

BK

对
G('

诱导的
WE(H

激活的影响

-3

L

@7C)

!

&SSC;6<SBK<AG('03AP@;CPWE(H2;63R263<A

图
/

!

BK

对
G('

诱导自噬的促进作用

-3

L

@7C/

!

&SSC;6<SBK<AG('03AP@;CP

T

7<1<63<A<S2@6<

T

82

LQ

""

第
!!
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%
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G('
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!



9:=

!

羟基酪醇对肺组织自噬的影响

为了确定在
G('

暴露的小鼠中是否可以通过
BK

处理

诱导自噬%研究了
G*!0II

与
G*!0I

的比例!被认为是自噬的

准确指标#&由图
/

可知%与
G('

组相比%

BK

给药增加了

G*!0II

与
G*!0I

的比例&此外%

G('

攻击显著抑制了
EGI

的

肺中
[C;43A"

蛋白表达的基础水平%而
BK

和
\aW

治疗基本

上逆转了这种抑制&表明
BK

促进
EGI

小鼠肺部自噬&

!

!

结论
近年对

BK

潜在机制的研究侧重于其抗炎活性,

9"Y9!

-

%

本研究探索了其通过调控自噬在小鼠
EGI

模型中发挥抗炎

作用的潜在分子机制&

BK

给药后显著消除了
G('

刺激所

致的
'IDK

抑制+

WE(H

磷酸化和自噬抑制%增加了肺组织

的自噬水平%并且伴随着
WE(H

的信号失活&而且%

BK

给

药后显著减弱了肺水肿和炎症细胞浸润到肺组织中%明显表

现即
[EG

液中肺
F

(

\

比值+蛋白质浓度和炎症细胞水平的

降低&此外%

BK

治疗强烈调控了包括
K?-0

"

+

IG0"

!

+

IG0%

+

IG0"$

和
W*(0"

等炎症介质的释放%表明
BK

可能是治疗

EGI

(

ED\'

的有希望的候选者&
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