
论著·基础研究  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2022.17.003
网络首发 https://kns.cnki.net/kcms/detail/50.1097.R.20220422.1108.004.html(2022-04-22)

连翘酯苷A通过TLR4/NF-κB
 

p65/NLRP3轴对宫内感染
所致新生大鼠肺损伤及免疫功能的影响研究*

王 云1,赵亚丽1,郎明瑶2,尹红亚3

(1.河北省保定市第二医院儿科 071000;2.河北省保定市第二中心医院儿科 072750;
3.河北省儿童医院妇产科,石家庄

 

050031)

  [摘要] 目的 探讨连翘酯苷A对宫内感染所致新生大鼠肺损伤及免疫功能的影响,以及对Toll样受体

4(TLR4)/核因子-κB(NF-κB)
 

p65/NOD样受体3(NLRP3)轴的调节作用。方法 40只孕鼠建立宫内感染模

型,分为模型组、连翘酯苷A组、脂多糖组和脂多糖+连翘酯苷A组,每组10只,另取10只孕鼠作为对照组。
各组大鼠给予相应药物处理直至分娩,苏木素-伊红(HE)染色观察胎盘病理损伤,测定新生大鼠呼吸频率和肺

指数,ELISA检测白细胞介素(IL)-6、IL-8和IL-1β水平,HE染色观察肺组织病理损伤,流式细胞仪检测外周

血CD4+和CD8+淋巴细胞比例(CD4+/CD8+),Western
 

blot检测肺组织TLR4、p-p65、NF-κB
 

p65和NLRP3
蛋白相对表达水平。结果 与模型组比较,连翘酯苷 A组新生大鼠呼吸频率、IL-8、IL-6、IL-1β、TLR4、p-p65
和NLRP3水平更低,肺指数、CD4+/CD8+更高,差异有统计学意义(P<0.05)。与脂多糖+连翘酯苷A组比

较,脂多糖组新生大鼠呼吸频率、IL-8、IL-6、IL-1β、TLR4、p-p65和NLRP3水平更高,肺指数、CD4+/CD8+ 更

低,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 连翘酯苷A可抑制TLR4/NF-κB
 

p65/NLRP3信号通路改善宫内

感染致新生大鼠肺损伤。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

forsythiaside
 

A
 

on
 

lung
 

injury
 

and
 

immune
 

function
 

in
 

neonatal
 

rats
 

induced
 

by
 

intrauterine
 

infection,and
 

the
 

regulation
 

of
 

toll-like
 

receptor
 

4
 

(TLR4)/nuclear
 

factor-kappa
 

B
 

(NF-κB)
 

p65/NOD-like
 

receptor
 

3
 

(NLRP3)
 

axis.Methods A
 

total
 

of
 

40
 

pregnant
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

model
 

group,the
 

forsythiaside
 

A
 

group,the
 

lipopolysaccharide
 

group
 

and
 

the
 

lipopo-
lysaccharide

 

+
 

forsythiaside
 

A
 

group,with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.Another
 

10
 

pregnant
 

rats
 

were
 

selected
 

as
 

control
 

group.Rats
 

in
 

each
 

group
 

were
 

treated
 

with
 

corresponding
 

drugs
 

until
 

delivery,and
 

the
 

placental
 

path-
ological

 

damage
 

was
 

observed
 

by
 

Hematoxylin
 

eosin
 

(HE)
 

staining,respiratory
 

rate
 

and
 

lung
 

index
 

were
 

measured;levels
 

of
 

interleukin-6
 

(IL-6),IL-8
 

and
 

IL-1β
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA;lung
 

tissue
 

pathological
 

damage
 

was
 

observed
 

by
 

Hematoxylin
 

eosin
 

(HE)
 

staining;peripheral
 

blood
 

CD4+
 

and
 

CD8+
 

lymphocyte
 

rati-
o

 

(CD4+/CD8+)
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry,and
 

lung
 

tissue
 

TLR4,p-p65,NF-κB
 

p65
 

and
 

NLRP
 

pro-
tein

 

expression
 

level
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

model
 

group,the
 

levels
 

of
 

respir-
atory

 

rate,IL-8,IL-6
 

and
 

IL-1β,TLR4,p-p65
 

and
 

NLRP3
 

in
 

forsythiaside
 

A
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

forsythiaside
 

A
 

group,and
 

lung
 

index,CD4+/CD8+
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

forsythiaside
 

A
 

group
 

(P<
0.05).Compared

 

with
 

lipopolysaccharide
 

+
 

forsythiaside
 

A
 

group,the
 

levels
 

of
 

respiratory
 

rate,IL-8,IL-6
 

and
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IL-1β,TLR4,p-p65
 

and
 

NLRP3
 

in
 

lipopolysaccharide
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

lipopolysaccharide
 

group,and
 

lung
 

index,CD4+/CD8+
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

lipopolysaccharide
 

+
 

forsythiaside
 

A
 

group
 

(P<0.05).Conclusion Forsythiaside
 

A
 

may
 

inhibit
 

TLR4/NF-κB
 

p65/NLRP3
 

signaling
 

pathway
 

and
 

im-
prove

 

lung
 

injury
 

induced
 

by
 

intrauterine
 

infection
 

in
 

neonatal
 

rats.
[Key

 

words] intrauterine
 

infection;lung
 

injury;forsythiaside
 

A;lipopolysaccharide;immune;TLR4/NF-
κB/NLRP3

 

signaling
 

pathway

  宫内感染主要是由于病原微生物侵入羊膜腔导

致胎盘、胎膜发生炎性反应引起,炎性因子的“瀑布

式”级联反应常引发新生儿肺功能损伤,与胎儿发生

支气管肺发育不良密切相关。连翘酯苷A可抑制感

染H9N2禽流感病毒小鼠的炎性反应[1]。此外,连翘

酯苷A可增强氧自由基清除力和免疫功能,抑制溃疡

性结肠炎大鼠炎性反应[2]。Toll样受体4(Toll-like
 

receptor
 

4,TLR4)/核因子-κB(nuclear
 

factor-kappa
 

B,NF-κB)p65信号通路激活可促进炎性因子释放。
研究发现,芪苈强心胶囊可抑制该信号通路,减轻心

力衰竭大鼠心肌组织炎性反应[3]。本研究通过建立

宫内感染所致新生大鼠肺损伤模型,连翘酯苷A灌胃

治疗,探讨连翘酯苷A对肺损伤和免疫功能的影响,
以及对TLR4/NF-κB

 

p65/NOD样受体3(NOD-like
 

receptor
 

3,NLRP3)信号通路的调节作用,现报道

如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

健康清洁级雌性SD 大鼠50只,8周龄,体重

180~200
 

g;雄性SD大鼠25只,8周龄,体重190~
210

 

g,购自北京维通利华实验动物技术有限公司,许
可证号:SCXK(京)2018-0001。

1.1.2 试剂与仪器

连翘酯苷A(纯度>98%)购自北京国家药品和

生物制品控制研究所;脂多糖购自美国Sigma公司;
大肠杆菌购自中国兽医药品检察所;白细胞介素(in-
terleukin,IL)-6、IL-8和IL-1β

 

ELISA试剂盒购自美

国R&D公司;兔抗鼠TLR4、NF-κB
 

p65、p-p65、NL-
RP3及GAPDH抗体购自美国Abcam公司;CD4+和

CD8+单克隆抗体购自北京同立海源生物科技有限公

司;酶标仪购自美国Bioteck公司;小动物呼吸功能分

析系统(AniRes2005)购自北京贝兰博科技公司。

1.2 方法

1.2.1 模型制备[4]

下午4:00后,雌雄大鼠2∶1比例合笼,次日上

午用棉签擦拭雌鼠阴道,对其分泌物做涂片检查,显
微镜下观察,以精子布满视野记为妊娠第0天。取40
只雌鼠在孕第15天,阴道扩张器暴露孕鼠子宫颈,6
号注射器将0.2

 

mL大肠杆菌稀释液注射入子宫颈肌

肉内,两侧宫颈均进行注射。造模第2天起,将40只

孕鼠分为模型组、连翘酯苷 A 组、脂多糖组和脂多

糖+连翘酯苷A组,每组10只,连翘酯苷 A组和脂

多糖+连翘酯苷 A组孕鼠灌胃连翘酯苷 A
 

50
 

mg/

kg,每天1次,脂多糖组和脂多糖+连翘酯苷A组孕

鼠尾静脉注射脂多糖
 

5
 

mg/kg,每天1次,直至自然

分娩,各组新生大鼠选取10只用于实验。

1.2.2 宫内感染判断标准

孕鼠分娩后,留取胎盘组织,预冷磷酸盐缓冲液

(PBS)清洗干净后,进行苏木素-伊红(HE)染色,显微

镜下观察,若出现血管水肿、充血,中性粒细胞增多则

说明发生宫内感染。

1.2.3 新生大鼠呼吸频率测定

记录孕鼠分娩情况,7
 

d后记录新生大鼠存活情

况。于出生后第8天将新生大鼠麻醉,切开气管后进

行插管,通过导管连接呼吸机和信号调理器,使用肺

功能检测软件记录新生大鼠呼吸频率。

1.2.4 ELISA 检测新生大 鼠 血 清 中IL-8、IL-6和

IL-1β浓度

呼吸频率记录完成后,断头处死,收集3
 

mL主动

脉血,离心,吸取上清液。严格按照ELISA试剂盒说

明书进行操作,酶标仪上测定波长490
 

nm处的吸光

度(A)值。

1.2.5 流式细胞仪检测血清中CD4+、CD8+、CD4+/

CD8+淋巴细胞数量

呼吸频率记录完成后,取3
 

mL新生大鼠主动脉

血于流式管中,严格按照试剂盒说明书操作,流式细

胞仪分析CD4+、CD8+及CD4+/CD8+比值。

1.2.6 HE染色观察新生大鼠肺组织病理损伤

采血结束后,迅速取出右侧肺组织,进行 HE染

色,倒置显微镜下观察并拍照,每张切片选取5个

视野。

1.2.7 Western
 

blot检测肺组织TLR4、p-p65、NF-
κB

 

p65和NLRP3蛋白相对表达水平

左侧肺组织液氮中研磨,裂解,离心,吸取上清

液,BCA法测定蛋白浓度,煮沸。上样、电泳、湿转、洗
膜、封闭,TLR4、p-p65、NF-κB

 

p65、NLRP3、GAPDH
一抗4

 

℃孵育过夜,洗膜,二抗孵育1
 

h,洗膜,ECL发

光液显色,Image
 

J软件分析蛋白条带灰度值,目的蛋

白相对表达水平=目的蛋白条带灰度值/GAPDH蛋
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白条带灰度值。

1.3 统计学处理

采用SPSS24.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,两两比

较采用 LSD-t 检验,以 P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 胎盘组织HE染色

模型组和脂多糖组孕鼠胎盘组织轮廓不清晰,大
量炎性细胞浸润;连翘酯苷 A组孕鼠胎盘轮廓尚清

晰,少量中性粒细胞浸润;脂多糖+连翘酯苷A组孕

鼠胎盘组织病理情况较脂多糖组减轻,较连翘酯苷A
组加重,见图1。

2.2 孕鼠分娩情况及新生大鼠存活情况

孕鼠分娩情况:模型组、脂多糖组和脂多糖+连

翘酯苷A组孕鼠出现早产,均在孕第18~20天分娩,
对照组和连翘酯苷A组孕鼠在孕第22~23天分娩,
孕鼠无死亡。

新生大鼠存活情况:对照组新生大鼠87只,死亡

2只,死亡率2.30%;模型组新生大鼠共85只,死亡8
只,死亡率9.41%;连翘酯苷A组新生大鼠82只,死
亡3只,死亡率3.65%;脂多糖组新生大鼠82只,死
亡8只,死亡率9.75%;脂多糖+连翘酯苷A组新生

大鼠80只,死亡5只,死亡率6.25%。

2.3 新生大鼠呼吸频率、肺指数测定

与模型组比较,连翘酯苷A组呼吸频率减慢、肺
指数升高,脂多糖组呼吸频率加快、肺指数降低(P<
0.05);与脂多糖+连翘酯苷 A组比较,连翘酯苷 A
组呼吸频率减慢、肺指数升高,而脂多糖组呼吸频率

加快、肺指数降低(P<0.05),见表1。

2.4 ELISA检测结果

与模型组比较,连翘酯苷 A组IL-8、IL-6和IL-
1β水平降低,脂多糖组升高(P<0.05);与脂多糖+
连翘酯苷A组比较,连翘酯苷A组IL-8、IL-6和IL-
1β水平降低,脂多糖组升高(P<0.05),见表2。

  A:对照组;B:模型组;C:连翘酯苷A组;D:脂多糖组;E:脂多糖+连翘酯苷A组。

图1  胎盘组织病理损伤程度(HE,200×)

表1  新生大鼠呼吸频率、肺指数比较(n=10,x±s)

项目 对照组 模型组 连翘酯苷A组 脂多糖组
脂多糖+

连翘酯苷A组
F P

呼吸频率(次/分钟) 102.28±3.16 113.37±2.21a 105.62±3.02ab 116.43±2.84abc 108.57±2.10abcd 44.818 <0.001

肺指数(%) 0.95±0.07 0.72±0.05a 0.86±0.05ab 0.60±0.07abc 0.79±0.06abcd 48.451 <0.001

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<0.05,与连翘酯苷A组比较;d:P<0.05,与脂多糖组比较。

2.5 肺组织HE染色

模型组新生大鼠肺泡体积明显增大,多数肺泡隔

增厚,且可见大量炎性细胞浸润;连翘酯苷A组肺泡

稍扩张,少量肺泡隔增厚,少量炎性细胞浸润;脂多糖
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组新生大鼠肺组织病理改变较模型组严重;脂多糖+
连翘酯苷A新生大鼠肺组织病理变化较连翘酯苷A

组加重,较脂多糖组减轻,见图2。

表2  血清IL-8、IL-6和IL-1β水平比较(n=10,x±s,pg/mL)

项目 对照组 模型组 连翘酯苷A组 脂多糖组
脂多糖+

连翘酯苷A组
F P

IL-8 25.62±4.77 62.51±5.62a 33.13±4.80ab 78.34±6.20abc 56.30±6.17abcd 152.009 <0.001

IL-6 36.24±6.09 66.92±8.44a 42.28±7.72ab 87.96±8.36abc 57.43±7.40abcd 72.546 <0.001

IL-1β 54.83±8.73 96.30±9.25a 65.48±8.06ab 113.83±10.62abc 78.65±7.47abcd 70.822 <0.001

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<0.05,与连翘酯苷A组比较;d:P<0.05,与脂多糖组比较。

  A:对照组;B:模型组;C:连翘酯苷A组;D:脂多糖组;E:脂多糖+连翘酯苷A组。

图2  肺组织病理损伤程度(HE,200×)

2.6 流式细胞仪检测结果

连翘酯苷 A组CD4+/CD8+(1.27±0.10)高于

模型组(1.03±0.12),脂多糖组(0.82±0.17)低于模

型组(P<0.05);脂多糖+连翘酯苷 A 组 CD4+/

CD8+(1.15±0.11)低于连翘酯苷A组,高于脂多糖

组,差异有统计学意义(P<0.05)。
2.7 Western

 

blot检测结果

与模型组比较,连翘酯苷 A 组 TLR4、p-p65和

NLRP3蛋白相对表达水平降低,脂多糖组TLR4、p-
p65和NLRP3蛋白相对表达水平升高(P<0.05);与
脂多糖+连翘酯苷A组比较,连翘酯苷A组TLR4、

p-p65和 NLRP3蛋白相对表达水平降低,脂多糖组

TLR4、p-p65和NLRP3蛋白相对表达水平升高(P<
0.05),见表3、图3。

表3  肺组织中TLR4、p-p65、NF-κB
 

p65和NLRP3蛋白相对表达水平比较(n=10,x±s)

项目 对照组 模型组 连翘酯苷A组 脂多糖组
脂多糖+

连翘酯苷A组
F P

TLR4 0.13±0.05 0.37±0.06a 0.22±0.06ab 0.68±0.07abc 0.30±0.05abcd 129.094 <0.001

p-p65 0.18±0.06 0.57±0.05a 0.36±0.06ab 0.83±0.07abc 0.48±0.06abcd 161.346 <0.001

NF-κB
 

p65 0.84±0.06 0.87±0.07 0.85±0.05 0.89±0.06 0.84±0.05 1.374 0.258

NLRP3 0.12±0.04 0.44±0.05a 0.23±0.06ab 0.65±0.06abc 0.34±0.07abcd 127.562 <0.001

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<0.05,与连翘酯苷A组比较;d:P<0.05,与脂多糖组比较。
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  A:对照组;B:模型组;C:连翘酯苷A组;D:脂多糖组;E:脂多糖+
连翘酯苷A组。

图3  Western
 

blot检测各组大鼠肺组织TLR4、p-p65、

NF-κB
 

p65和NLRP3蛋白表达情况

3 讨  论

  宫内感染常通过胎盘垂直传播造成胎儿先天性

感染,胎龄越小,发生宫内感染的概率越高,是引起早

产儿不良结局的重要原因[5]。支气管肺发育不良是

早产儿常发生的一种慢性肺部疾病,其主要的病理学

改变为肺泡及肺微血管发育不良,而宫内感染引起羊

水、胎盘和胎膜中炎性细胞积聚,并分泌大量炎性因

子,被认为是支气管肺发育不良的主要因素[6]。

ZHENG等[7]研究表明连翘酯苷 A可调节免疫

细胞平衡,降低甲型流感病毒FM1株在小鼠肺脏中

引起的炎性反应。此外,连翘酯苷A可减轻脂多糖诱

导的肺损伤[8]。T淋巴细胞是免疫反应的中心环节,

CD4+和CD8+T淋巴细胞亚群之间比例失衡可导致

免疫反应紊乱,从而引起炎性反应,造成组织损伤。

IL-6是炎性反应中重要的炎性递质,IL-8是启动炎性

反应的关键因子[9]。本研究结果显示宫内感染造成

新生大鼠呼吸频率加快、肺指数降低,连翘酯苷A可

减慢呼吸频率、升高肺指数。宫内感染后新生大鼠肺

泡数量明显减少,且肺泡隔内可见大量炎性细胞浸

润,连翘酯苷A治疗后少量炎性细胞浸润;孕鼠宫内

感染造成新生大鼠肺组织中CD4+/CD8+ 降低,炎性

因子IL-6、IL-8和IL-1β水平升高,连翘酯苷 A治疗

后CD4+/CD8+升高、炎性因子水平降低。此结果提

示,连翘酯苷A可降低宫内感染新生大鼠炎性反应、
改善免疫功能和肺损伤。

脂多糖作用于TRL4受体激活炎症下游信号通

路,NF-κB即为其重要的靶点之一[10]。NF-κB是多

种炎性因子基因的靶点,通常以p65/p50组成的异源

二聚体形式存在于细胞质中,一般情况下不表现其活

性,当细胞受到刺激时,抑制因子IKB发生磷酸化降

解,NF-κB解离并活化进入细胞核,调节下游因子表

达[11]。NLRP3炎性小体是固有免疫信号通路中重要

的多蛋白炎性体,细胞受到刺激时被活化,活化后的

NLRP3炎性体切割含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解

酶(cysteinyl
 

aspartate
 

specific
 

proteinase,caspase)-

1,使其成熟后促进炎性因子前体(pro-IL-1β、IL-18)
成熟活化,发挥其生物功能,而炎性因子前体的产生

依赖于 NF-κB的激活[12]。研究发现,在脂多糖诱导

的急性肺损伤小鼠模型中,肺组织p65、TLR4、NL-
RP3及caspase-1蛋白表达增加,肺组织损伤严重,而
喘可治可减轻小鼠肺损伤,降低p65、TLR4、NLRP3
及caspase-1蛋白在肺组织中的表达水平[13]。在脂多

糖诱导的肺损伤小鼠模型中,脂多糖抑制TLR4/NF-
κB

 

p65信号通路激活及NLRP3炎性小体表达,降低

氧化应激和炎性反应,改善肺功能障碍[14]。急性脓毒

症大鼠肺组织中p65和TLR4蛋白表达升高,肺水肿

明显,炎性因子水平升高,萝卜硫素可降低p65和

TLR4表达,降低肺水肿程度[15]。本研究通过脂多糖

激活TRL4受体,探讨连翘酯苷A是否通过该信号通

路改善宫内感染新生大鼠肺损伤和免疫功能。结果

显示,脂多糖上调宫内感染新生大鼠肺组织中TLR4、

p-p65和NLRP3蛋白表达,而连翘酯苷 A治疗后可

抑制脂多糖的激活作用。此结果提示,连翘酯苷A可

抑制TLR4/NF-κB
 

p65/NLRP3信号通路激活。
综上所述,连翘酯苷A可改善宫内感染新生大鼠

肺损伤及免疫功能,其可能是通过抑制TLR4/NF-κB
 

p65/NLRP3信号通路激活发挥作用,为临床治疗肺

支气管发育不良等疾病提供理论依据。
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