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摘 要：研究芜菁酸性多糖（Brassica rapa L. acidic polysachharide-1，BRAP-1）对脂多糖（lipopolysaccharide，

LPS）诱导的肺损伤小鼠的保护作用及机制。建立 LPS诱导肺损伤小鼠模型进行 BRAP-1干预，通过生化

试剂检测小鼠肺泡灌洗液中髓过氧化物酶（myeloperoxidase，MPO）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）、

过氧化氢（H2O2）水平；Western blot法检测肺组织中蛋白激酶 B（protein kinase B，AKT）、磷脂酰肌醇

3-激酶（phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase，PI3K）、细胞外调节蛋白激酶（extracellular regulated

protein kinases，ERK）、磷酸化蛋白激酶 B（phospho-protein kinase B，p-AKT）蛋白表达水平及与凋亡相

关的 B 淋巴细胞瘤-2 样蛋白关联 X蛋白（b-cell lymphoma-2-associated X protein，BAX）、半胱氨酸蛋白

酶-3（Cleaved Caspase-3）、B 淋巴细胞瘤-2样蛋白（b-cell lymphoma-2，BCL-2）表达水平。结果表明与

模型组相比，BRAP-1不同程度降低小鼠肺泡灌洗液中MDA、MPO、H2O2及肺组织中 PI3K、AKT蛋白表

达水平以及凋亡因子 BAX、凋亡关键因子 Cleaved Caspase-3 蛋白表达水平，增强抗凋亡因子 BCL-2 蛋白

表达水平。BRAP-1可通过清除肺损伤小鼠的肺组织自由基、抑制氧化应激，调节肺组织细胞凋亡，从而

起到保护作用。
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Abstract: The aim of this study is to investigate the protective effect and mechanism of Brassica rapa L. acidic

polysachharide-1 (BRAP-1) on lipopolysaccharide (LPS) -induced lung injury in mice. Lipopolysaccharide

(LPS)-induced lung injury mouse model was established for BRAP-1 intervention, and the levels of

myeloperoxidase(MPO), malondialdehyde(MDA) and H2O2 in alveolar lavage fluid of mice were detected by

biochemical reagents. Western blot was used to detect the protein expression levels of protein kinase B(AKT),

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase(PI3K), extracellular regulated protein kinases(ERK)

phospho-protein kinase B(p-AKT) and b-cell lymphoma-2-associated X protein(BAX), apoptosis-related Cleaved

Caspase-3, b-cell lymphoma-2(BCL-2) in lung tissue. The results showed that compared with the model group,

BRAP-1 reduced the expression levels of MDA, MPO, H2O2 in alveolar lavage fluid and PI3K, AKT protein in

lung tissue, as well as the expression levels of apoptosis factor BAX and apoptosis key factor Cleaved Caspase-3

protein, and enhanced the expression level of anti-apoptotic factor Bcl-2 protein. BRAP-1 can play a protective

role by scavenging free radicals in lung tissue of mice with lung injury, inhibiting oxidative stress and regulating

apoptosis of lung tissue cells.
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急性肺损伤（acute lung injury，ALI）是指除心源性外的各种直接或间接因素所致的肺



组织结构特征性病理改变而出现的临床综合征，年死亡率达 30%~40%，是临床常见危重症[1]。

肺损伤的发生发展由多种致病因素导致。氧化/抗氧化失调导致的氧化应激是肺泡、肺血管

细胞损伤的主要原因，将导致肺血管通透性改变，促进肺水肿，进一步恶化肺损伤症状，然

而氧化/抗氧化失调的主要原因是大量细胞因子在肺部聚集[2]。组织损伤必将引起细胞坏死，

肺损伤发展过程中在免疫炎症损伤及过氧化损伤双重刺激下大量肺泡细胞凋亡是必然结果，

造成肺功能障碍进一步恶化，加重病理状态[3]。由于缺乏特效药物，目前对于 ALI患者仍以

机械通气作为主要支持治疗方式[4]。但是近年来,药物治疗作为一种辅助手段也有一定进展。

研究发现中药有效成分牛蒡子苷元可以通过减轻炎症，促进鼻黏膜上皮屏障修复，减轻急性

肺损伤[5]。喜炎平注射液可改善 ALI小鼠肺组织病理损伤，减轻炎症反应[6]。

芜菁（Brassica rapa L.）为十字花科芸薹属二年生蔬菜植物，主要分布在我国西北地区，

如西藏、青海、四川、新疆等地[7]。芜菁中含有多种有效元素和营养成分，其中有维生素 C、

蛋白质、粗脂肪、无机盐、钙、铁等[8]。此外，芜菁中还有黄酮、多糖、皂苷、硫代葡萄糖

苷、挥发油等化学成分[9, 10]。芜菁多糖是芜菁的主要化学成分之一，具有多种药理作用。芜

菁中性多糖对人肺腺癌细胞 A549生长具有抑制作用,可提高 A549荷瘤小鼠的脾脏指数和胸

腺指数，下调 BCL-2 蛋白，上调 BAX蛋白的表达,减轻荷瘤小鼠脏器病理损伤[11]。此外，

还有研究发现芜菁中性多糖具有降血糖作用[11]。

随着对生物大分子研究热度增加，多糖研究者发现多种动植物多糖有较好的免疫调节活

性多糖免疫调节机制有多种，如增强免疫器官[12]、巨噬细胞活性及增殖能力等[13]。例如，

芜菁酸性多糖可调节受损肺组织抗炎-促炎免疫调节平衡，从而减轻肺组织损伤[14]。黄芪多

糖对 PM2.5染毒大鼠的肺损伤有干预作用，给药干预组肺组织免疫细胞因子减少、血清免疫

球蛋白含量增加、肺损伤各项指标（肺干/湿重比值、肺泡灌洗液细胞数）降低[15]。

本研究旨在探讨芜菁酸性多糖（Brassica rapa L. acidic polysaccharide-1，BRAP-1）对脂

多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的肺损伤小鼠的保护作用及机制，以期为芜菁多糖药

理活性研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 动物、材料与试剂

SPF级 BALB/c雄性实验小鼠（20 ± 2 g），自新疆医科大学动物实验中心购入并饲养，

许可证号：SYXK（新）2018-0003。经新疆医科大学实验动物伦理委员会批准，伦理审批

号：IACUC-20180222-56。

芜菁采收于新疆柯坪县，经北京大学药学院张英涛副教授鉴定为十字花科芸薹属植物芜



菁（Brassica rapa L.）的干燥块茎。

高效 RIPA裂解液（北京索莱宝科技有限公司，批号：R0010）、4×Loading buffer（北

京索莱宝科技有限公司，批号：P1015）；BCA 蛋白定量试剂盒（美国 Thermo Fisher公司，

批号：23225）；10% SDS-PAGE彩色(红色)凝胶超快速配制试剂盒（武汉赛维尔生物科技

有限公司，批号：G2043-50T）；AKT单克隆抗体（批号：2810275）、Phospho-AKT 单克

隆抗体（批号：2834120）、ERK多克隆抗体（批号：2833336）、鼠抗 Caspase-3 单克隆抗

体（批号：2835326）、鼠抗 BAX单克隆抗体（批号：2833304）、鼠抗 BCL-2单克隆抗体

（批号：2835021）（武汉三鹰生物技术有限公司）。

1.2 仪器与设备

5424R型离心机（德国 Eppendorf公司）；SPW-DSE电泳仪、电转仪（武汉塞维尔生

物科技有限公司）；Azure 600凝胶成像仪（美国 Azure biosystems公司）；WD-9405B型摇

床（北京六一生物科技有限公司）

1.3 方法

1.3.1 BRAP-1制备

水提醇沉法从芜菁干燥块茎中得到芜菁粗多糖，将芜菁粗多糖经 DEAE-650M 柱、

Sepharose 6B柱、Sephacryl S-300柱分离纯化后得到分子质量均一、高纯度芜菁酸性均一多

糖 BRAP-1；BRAP-1 平均相对分子质量为 6 080 Da，总糖质量分数为 56.7%，糖醛酸质量

分数为 13.1%，蛋白质量分数为 8.9%；由葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖组成，物质的量比为

4.53∶2.20∶2.07[16]。

1.3.2 动物分组及给药

参考文献中方法，进行一定改动[17]。将小鼠随机分成 5组，每组 8 只，分别为 BRAP-1 低

（BRAP-1 in low dose，BRAP-1-L）、中（BRAP-1 in middle dose，BRAP-1-M）、高剂量组

（BRAP-1 in high dose，BRAP-1-H）、正常组（control group，Con）、模型组（model group，

Mod）。各小鼠给药剂量根据小鼠体重计算。BRAP-1-L灌胃 50 mg/kg 的 BRAP-1；BRAP-1-M

灌胃 100 mg/kg的 BRAP-1；BRAP-1-H灌胃 200 mg/kg的 BRAP-1[18]，其他两组灌胃 0.5 mL/d

生理盐水。连续给药 10日，第 11日给药 2 h后用 0.5%戊巴比妥钠溶液腹腔注射麻醉小鼠，

正常组气管滴注无菌磷酸盐缓冲液（phosphate buffered，PBS），Mod组及 BRAP-1给药组

气管滴注 LPS（5 mg/kg，50 μL），滴注后继续保持垂直并轻轻左右摆动小鼠，让 LPS均匀

分布在小鼠的肺里，出现明显呛咳音，说明滴注成功。造模结束后待小鼠苏醒观察一般状态。

模型建立 24 h后，在小鼠的眼眶内采集血液，取其脏器称重，-80 ℃冷冻保存。



1.3.3 小鼠肺泡灌洗液中氧化因子MPO、MDA、H2O2含量的测定

取小鼠肺泡灌洗液，按照试剂盒说明书测定肺泡灌洗液中髓过氧化物酶

（myeloperoxidase，MPO）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）、过氧化氢（H2O2）含量。

1.3.4 小鼠肺组织中 PI3K/AKT相关蛋白表达量的测定

取小鼠肺组织适量，放入加有混合裂解液的预冷研磨管进行组织研磨，提取总蛋白后

测定其浓度。样本蛋白体系制备结束后放入提前开机升温至 100 ℃的金属浴仪器蛋白变性

10 min ， 变 性 反 应 结 束 后 冷 却 至 室 温 。 测 定 磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶

（phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase，PI3K）、细胞外调节蛋白激酶（extracellular

regulated protein kinases，ERK）、蛋白激酶 B（protein kinase B，AKT）蛋白表达量。

1.3.5 小鼠肺组织中细胞凋亡通路相关蛋白表达量的测定

取小鼠肺组织适量，放入预冷研磨管中，加入混合裂解液进行组织研磨，提取总蛋白

并测定其浓度。总蛋白制备结束后放入 100 ℃的金属浴仪器蛋白变性 10 min，变性反应结

束后冷却至室温。测定胱氨酸蛋白酶-3（Cleaved Caspase-3）、B淋巴细胞瘤-2样蛋白关联

X 蛋白（b-cell lymphoma-2-associated X protein，BAX）、B 淋巴细胞瘤-2 样蛋白（b-cell

lymphoma-2，BCL-2）蛋白表达量。

1.3.6 统计分析

采用 SPSS、ImageJ等软件进行数据分析，结果用平均值±标准差（x ± s）表示。采用

单因素方差分析，P＜0.05表示具有显著性差异。采用 GraphPad Prism 9.1.0进行绘图。

2 结果与分析

2.1 BRAP-1 对小鼠肺泡灌洗液中MDA、MPO、H2O2含量的影响

与 Con组比较，Mod组肺泡灌洗液中MDA、MPO、H2O2水平显著升高（P<0.001），

与Mod组相比，BRAP-1-H组小鼠肺泡灌洗液中MDA、MPO、H2O2水平显著降低（P<0.01），

（见图 1）。
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图 1 小鼠肺泡灌洗液中MDA、MPO、H2O2含量（x ± s, n = 8）

Fig.1 Content of MDA, MPO and H2O2 in alveolar lavage fluid of mouse（x ± s, n = 8）

注：与 Con相比，###P<0.001；与Mod相比，*P<0.05，**P<0.01。Note: Compared with Con, ###P<0.001; Compared

with Mod, *P<0.05, **P<0.01.

2.2 BRAP-1 对小鼠肺组织中 PI3K、AKT、ERK蛋白表达量的影响

与 Con 较，Mod 组肺组织中 PI3K、AKT、ERK蛋白表达水平显著升高（P<0.05）。

与Mod组比 BRAP-1-H组可以显著调节 PI3K、AKT、ERK的蛋白表达，降低 AKT磷酸化

水平（P<0.05）（见图 2）。
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图 2 小鼠肺组织中 PI3K、AKT、ERK蛋白表达量（x ± s, n = 8）

Fig.2 Expression of PI3K, AKT and ERK proteins in mouse lung tissue（x ± s, n = 8）

注：与 Con相比，#P<0.05；与Mod相比，*P<0.05。Note: Compared with Con, #P<0.05; Compared with Mod,

*P<0.05.

2.3 BRAP-1 对小鼠肺组织中凋亡相关蛋白表达量的影响

与 Con 组比较，Mod 组肺组织中 Cleaved Caspase-3、BAX 蛋白表达水平显著升高

（P<0.001），BCL-2蛋白表达水平显著降低（P<0.001）。与Mod组比，BRAP-1 各剂量组

不同程度降低 Cleaved Caspase-3、BAX蛋白表达水平，升高 BCL-2蛋白表达水平（P<0.05）。

结果说明 LPS诱导肺损伤小鼠肺组织受到严重炎症反应，氧化应激刺激后导致肺细胞凋亡，

BRAP-1可调节凋亡蛋白表达水平，因此其肺损伤保护作用另一方面可能通过调节凋亡相关

蛋白表达减轻肺组织病理性改变（见图 3）。
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图 3 小鼠肺组织中凋亡相关蛋白表达量（x ± s, n = 8）

Fig.3 Expression of apoptosis-related protein in mouse lung tissue（x ± s, n = 8）

注：与 Con相比，###P<0.001；与Mod相比，***P<0.001。Note: Compared with Con, ###P<0.001; Compared with

Mod, ***P<0.001.

3 讨论与结论

LPS 诱发的肺损伤炎症反应可导致肺泡上皮细胞严重受损，并且发生炎症细胞浸润，

最终引起肺水肿以及肺功能障碍[19]。严重的炎症也可诱导氧化应激，使得机体大量合成MDA、

MPO、H2O2等氧化因子，导致氧化/抗氧化稳态失调，加重炎症并引起细胞凋亡[20]。磷脂酰

肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/AKT）信号通路在细胞增殖、代谢等多种关键生命活动中起

重要作用。

凋亡的发生发展受多种信号通路的调控，大量研究表明凋亡在肺损伤病理发展过程中

起着重要的作用。机体器官组织损伤必将引起细胞坏死，凋亡是坏死的必然结果[21]。细胞

凋亡的发生发展受到多种基因调控，抗凋亡基因 BCL-2 可抑制 BAX 形成二聚体，BAX 可

诱导启动细胞凋亡，而 Cleaved Caspase-3 是凋亡的关键执行蛋白 [22, 23]。因此，Cleaved

Caspase-3、BAX表达水平上调或抗凋亡基因 BCL-2表达水平下调会促进细胞凋亡[24, 25]。

在本实验研究中发现，Mod组小鼠肺泡灌洗液中MDA、MPO、H2O2水平及肺组织中

PI3K、AKT 蛋白表达水平显著升高（P<0.001），说明 LPS 诱导肺损伤可引起肺部大量自

由基的产生、诱发氧化应激反应、激活 PI3K/AKT信号通路，可对肺组织细胞产生毒性，加



重受损。与Mod组相比 BRAP-1给药组小鼠肺泡灌洗液中MDA、MPO、H2O2及肺组织中

PI3K、AKT蛋白表达水平不同程度降低，可能是由于 BRAP-1 具有清除自由基、抑制氧化

应激的作用。另一方面，Mod 组小鼠肺组织中 Cleaved Caspase-3、BAX蛋白表达水平显著

升高,BCL-2 蛋白表达水平显著降低；而与Mod组相比 BRAP-1 各剂量组可降低促凋亡因子

BAX、凋亡关键因子 Cleaved Caspase-3 蛋白表达，增强抗凋亡因子 BCL-2 蛋白表达，说明

BRAP-1可以通过调节肺组织细胞凋亡对肺损伤起保护作用。

综上所述，BRAP-1 可通过清除肺组织自由基、抑制氧化应激，以及调节肺组织细胞凋

亡，从而对小鼠肺损伤起到保护作用。此作用机制可为临床上肺损伤治疗药物的开发提供一

定参考。
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