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摘要# 目的!研究槲皮素改善大鼠铜绿假单胞菌 "F+<),/7/&%<%+5)’-&/<%% KF# 肺感染& 方法!0& 只 :K?级 :H大鼠
随机分为 ’ 组% 每组 , 只% 分别为正常组’ 铜绿假单胞菌感染组’ 槲皮素组’ 左氧氟沙星组’ 左氧氟沙星联用槲皮素
组 "联用组#% 大鼠麻醉后支气管注入铜绿假单胞菌& 观察大鼠肺组织病理变化% 检测肺组织 BD)0’ B?C)"细胞因子
含有量% 转录因子 -)[.P’ A3P3)% 的变化( 用 J-)KEJ半定量法检测 QK=̂’ QRI=!’ L=;+6’ M%6%=0 2JCF的表达&
结果!槲皮素组’ 左氧氟沙星组及联用组肺组织BD)0 含有量% QK=̂’ M%6%=% 2JCF水平均较铜绿假单胞菌感染组降低%
而QRI=!’ L=;+62JCF水平较铜绿假单胞菌感染组升高& 结论!槲皮素及左氧氟沙星能诱导大鼠机体由 -L# 型向 -L"
型分化% 但两者之间无协同作用&
关键词! 槲皮素( 铜绿假单胞菌( 肺感染( -)[.P( A3P3)%( BD)0( B?C)"
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!!铜绿假单胞菌 "F+<),/7/&%<%+5)’-&/<%% KF#
是临床常见的天然和获得性耐药的革兰氏阴性杆
菌% 是免疫受损患者肺部感染的常见原因% 尤其是
烧伤病人’ 老年性肺炎+", % 一旦机体肺部感染KF%
临床反复发作% 并且迁延难治& 目前% 国内外对
KF的研究主要集中在抗生素和新型疫苗开发上&

KF肺部感染后% 诱导机体启动一个独特的免疫反
应% 在人类和小鼠的研究中发现+#, % KF肺部感染
与-L# 细胞免疫优势应答相关% 而-L" 反应伴随着
更好的肺功能( 慢性 KF肺部感染小鼠模型+%,表
明% -L" 免疫反应应答增强有助于清除细菌% 减轻
肺部炎症% 并与 -L# 反应的小鼠相比有更好的生
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存& 因此% -细胞调节免疫应答与 KF肺部感染
有关&

槲皮素是一类天然存在的黄酮类化合物% 普遍
存在于各种蔬菜中% 并在多种中草药中分布% 具有
抗肿瘤’ 抗炎’ 抗菌’ 抗病毒’ 抗气道过敏’ 抗氧
自由基等多种药理作用+0)(, & 本实验通过建立大鼠
KF肺部感染模型% 观察槲皮素对 KF肺炎的病理
变化’ 肺组织中相关细胞因子的表达以及相关基因
的改变% 探讨其免疫调节机制% 为临床治疗 KF肺
部感染提供实验依据&
CD材料与方法
"Q"!试剂!铜绿假单胞菌 KF#5,’%& 槲皮素购买
于中国食品药品检定研究院 "规格 "&& 2;<支% 货
号 "&&&,")#&"’&+#( 左氧氟沙星注射液 "可乐必
妥% "&& 2D% &Q’ ;<瓶#( JBKF裂解液 "碧云天生
物公司% 货号K&&"%@#( KI:?"碧云天生物公司%
货号 :-’&(#( @EF试剂盒 "碧云天生物公司% 货
号K&&"&#( -)@1-抗体 "美国 F[832公司% 货号
F@+""&%#( A3P3)% 抗体 "美国 -L.X29公司% 货号
JE#%#%#+#( AFKHV抗体 "碧云天生物公司% 货
号FA&"+)"#( 1ED发光液 "德国 I4//4N9X.公司%
货号f:aD:&"&&#( -X4b9/试剂 "美国 BS]4PX9;.S 公
司% 货号 "’’+()&#(#( GS.)MP.N KEJ试剂盒 "日
本-3=3X3公司% 货号 KJ&(0F#( 引物及探针由上
海铂尚生物技术有限公司合成&
"Q#!仪器!酶标仪 "美国 @49)J3> 公司% (,0&#(
高速冷冻离心机 "德国 1NN.S>9Y公司% ’0"’J#(
f.MP.XS [/9P电泳和转膜系统 "美国 @49)J3> 公
司#( GHU:::U双色红外激光成像系统 "美国 D4)
E9X公 司 #( 核 酸 蛋 白 测 定 仪 " 德 国 耶 拿
:83S>X9N#&&&#( 荧光定量 KEJ仪 "美国 D4Y.P.8L
公司% ]443)5#&
"Q%!大鼠分组与模型制作 !动物分组! 健康雄性
清洁级 :H大鼠 0& 只% 体质量 "(& _#&& ;"上海
市公共卫生临床中心动物中心提供#% 随机分为 ’
组% 分别是正常组’ 铜绿假单胞菌感染组 "感染
组#’ 槲皮素组’ 左氧氟沙星组’ 槲皮素 n左氧氟
沙星组 "联用组#&

动物模型制作! 大鼠称重% 戊巴比妥钠
"0& 2;<=;# 腹腔 "4N# 麻醉% " 2D注射器连结 ,
号灌胃针支气管% 注入绿脓杆菌混悬液 ""&+ <2D%
&Q" 2D#&

给药方法! 第 "天% 动物模型制作& 第 #天% 腹
腔注射 "4N# 给药% 正常组 &Q+!C3E/"" 2D<=;#%

感染组 &Q+!C3E/"" 2D<=;#% 槲皮素组, 2;<=;%
左氧氟沙星组’ 2;<=;% 槲皮素, 2;<=;n左氧氟沙星
’ 2;<=;组% 每日 "次 "7>#% 共 #周&
"Q0!样本采集!# 周后% 大鼠称重% 麻醉% 取肺
脏% 处死&
"Q’!检测指标
"Q’Q"!肺部组织病理观察!对各组大鼠左侧肺脏
组织进行甲醛固定% 石蜡包埋% 切片% V1染色%
镜下观察&
"Q’Q#!肺组织内BD)0’ B?C)"水平检测!取 &Q" ;
肺脏组织% 冰上组织研磨% 0 d’ "# &&& q’ 离心
"’ 24S取上清% @EF试剂盒测定组织匀浆液蛋白
浓度& 取各组匀浆液适当稀释% 并对 BD)0’ B?C)"
标准品倍比稀释% 参照 1DB:F试剂盒说明进行操
作% 酶标仪在 0’& S2波长测定各组吸光度 30’&%
制作标准曲线% 计算样本中细胞因子 BD)0’ B?C)"
质量浓度&
"Q’Q%!转录因子-)[.P’ A3P3)% 含有量的表达 !取
&Q" ;肺脏组织% 加入蛋白裂解液% 0 d’ "# &&& q’
离心 "’ 24S 取上清% 提取组织中的总蛋白% @EF
试剂盒测定蛋白浓度& 上述样品加入相应体积
/93>4S;[OYY.X缓冲液% "&& d变形 "& 24S% 每孔取
"&& %;总蛋白样品% 经 "&! :H:)KFA1电泳分离%
转膜% 封闭% 加入一抗稀释液 0 d孵育过夜%
-@:-洗膜% 加入相应二抗稀释液室温孵育 "Q’ L’
洗膜% 采用 1ED发光液显色% GHU:::U双色红外
激光成像系统照相记录% 运用 B23;.j软件进行
分析&
"Q’Q0!L=;+6’ M%6%=0’ QK=̂及 QRI=!基因水平的
表达!取 &Q" ;肺脏组织% 然后按照-JBb9/试剂提
取总JCF% 在 :83S>X9N 核酸蛋白测定仪上测定样
本 JCF的浓度及纯度% 当 "Q, g3#(& <3#,& g#Q&
时% 可用于实验& 根据 GS.):P.N KX42.X:8X4NPJ-)
KEJ=4P说明书% 反应体系为 #& %D! 1W-37V:
&Q0 %D% KX42.:8X4NPJ-1SbZ2.I4W$ &Q0 %D%
JG‘J.Y.X.S8.HZ.$ &Q0 %D% # qGS.:P.N J-)
KEJ@OYY.X’ "& %D% 模板JCF# %D% 特异性上反
向引物 ""& %29/<D# 各 &Q0 %D% 探针 "’ %29/<D#
&Q, %D% 补加 JC3M.?X..>V#G至 #& %D& 扩增程
序! 0# d ’ 24S% +’ d "& M% +’ d ’ M% ’5 d %" M%
0& 个循环% 引物及探针序列见表 "& 每个样本’ 基
因重复 % 次% 采用 # e##E-法计算 L=;+6’ M%6%=0’
QK=̂及QRI=!基因的相对表达水平% 以 "=%(6-& 2J)
CF作为内参&
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表 CD54S$65引物序列
4(0JCD$+#.,+’,\N,K),’"-54S$65

基因 引物<探针 序列
"=%(6-& 探针 ’0)FEAEAE-EEE-EF-AEEF-EE-AEA-)%0

正向引物 ’0)-EFEEEFEFE-A-AEEEF-E-F-AF)%0
反向引物 ’0)EF-EAAFFEEAE-EF--AEEAF-FA)%0

L=;+6 探针 ’0)EE-E-AAE-EFEEA-EF--EFEE-EE)%0
正向引物 ’0)-AEAFEFAAFFA---EF---AA)%0
反向引物 ’0)FFAA-FFFAF-A-AFA-A--FAEFE)%0

M%6%=0 探针 ’0)EAAE--EF-EE-E--E-E-AAE-AEA)%0
正向引物 ’0)AAAEE-E-A-EEA-E-FEE)%0
反向引物 ’0)-AAAA-AA-AAAE-AFFA)%0

QK=̂ 探针 ’0)FEAAEFFEFFAAFFEFEEFEAAFAFF)%0
正向引物 ’0)EF-AEFEEAFAF-A---A-FEE)%0
反向引物 ’0)FA-A--A-AFAEA-AAFE-E)%0

QRI=! 探针 ’0)-AFFEFFEEEFEFAF-EEFAEFEFFFFAE)%0
正向引物 ’0)EF-AFAEF-EAEEFFA--EA)%0
反向引物 ’0)--EEAE--EE--FAAE-FAF--E)%0

"Q(!统计学方法!实验数据采用 AX3;LK3> KX4M2
软件处理% 计量资料用均数 c标准差 "Dc<# 表
示% 组间两两比较采用6检验% 以Fg&Q&’ 为差异
有统计学意义&
ED实验结果
#Q"!肺部病理组织变化!见图 "& 正常组大鼠气

道结构完整% 细胞排列整齐% 无充血和渗出( 模型
组细胞排列紊乱% 组织水肿% 气道与肺泡内有大量
红细胞渗出和中性粒细胞浸润( 槲皮素组’ 左氧氟
沙星组’ 联用组肺组织红细胞不同程度地减少% 炎
症细胞渗出减轻&

图 CD$1肺部感染 E 周后大鼠肺脏病理改变 $:9染色% YCII&
O#MJCD$(/*"%"M#)(%)*(KM,’"-%NKM #K+(/’(-/,+$1#K-,)/#"K-"+/L" L,,X’$:9’/(#K#KM% YCII&

#Q#!肺组织内 BD)0! B?C)"细胞因子检测!见表
#& 与正常组相比% 感染组肺内 BD)0 水平明显升高
"Fg&Q&’#% B?C)"水平明显降低 "Fg&Q&"#( 与
感染组相比% 槲皮素组’ 左氧氟沙星组及联用组
BD)0 水平均有明显下降 "Fg&Q&’#% B?C)"水平明
显升高 "Fg&Q&’ 或Fg&Q&"#&
#Q%!正向转录因子 -)[.P! A3P3)% 含有量的测定!
见图 #& 与正常组比较% 感染组正向转录因子-)[.P
表达明显下降 "Fg&Q&’#% A3P3)% 表达明显升高

!!!!表 ED$1感染 E 周后大鼠肺部细胞因子 $"H]% .G(&
4(0JED$N%."K(+& )&/"X#K,’#K+(/’(-/,+$1#K-,)/#"K-"+

/L" L,,X’$"H]% .G(&

组别 BD)0<"N;-2;e"# B?C)"<"N;-2;e"#
正常组 "&Q+# c"Q%+(! ##+Q# c#5Q,#!!

感染组 #%Q(" c%Q,"+h ("Q"5 c,Q+05hh

槲皮素组 ""Q#& c"Q&(,! "&’Q’ c"%Q+,!h

左氧氟沙星组 "&Q50 c&Q5(,! "55Q( c%#Q&5!!

联用组 "&Q#5 c"Q#,0! "%"Q, c,Q(%&!!h

!!注!与感染组比较%!Fg&Q&’%!!Fg&Q&"(与正常组比较%hFg

&Q&’%hhFg&Q&"
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注! 与感染组比较%!Fg&Q&’%!!Fg&Q&"( 与正常组比较%hFg

&Q&’%hhFg&Q&"

图 ED$1感染 E 周后大鼠4S0,/和P(/(SF 表达
O#MJED9WV+,’’#"K’"-4S0,/(K!P(/(SF #K+(/’(-/,+$1

#K-,)/#"K-"+/L" L,,X’

"Fg&Q&"#( 与感染组比较% 槲皮素组’ 左氧氟沙星
组以及联用组 -)[.P水平均有明显升高"Fg&Q&’#%
!!!!!

A3P3)% 水平均有明显降低 "Fg&Q&’ 或 Fg&Q&"#&
此外% % 组药物干预组的 -)[.P表达较正常组均有
明显升高 "Fg&Q&’#% A3P3)% 表达均有明显下降
"Fg&Q&’#&
#Q0!大鼠肺部 L=;+6! M%6%=0! QK=̂及 QRI=!基因
水平的表达
#Q0Q"!QK=̂及QRI=!!见图 %& 与正常组比较% 感
染组QRI=!2JCF表达水平明显下降 "Fg&Q&"#’
QK=̂2JCF表达水平明显升高 "Fg&Q&"#& 同时%
与感染组比较% 槲皮素组’ 左氧氟沙星组以及联用
组 QRI=!2JCF水平明显升高 "Fg&Q&"#’ QK=̂
2JCF水平明显降低 "Fg&Q&"#& 此外% % 组药物
干预组的QRI=!2JCF表达较正常组均有明显升高
"Fg&Q&’#&

注! 与感染组比较%!!Fg&Q&"( 与正常组比较%hFg&Q&’%hhFg&Q&"

图 FD$1感染 E 周后大鼠5678’ 59:7!.5?1表达
O#MJFD.5?1,WV+,’’#"K’"-5678 (K!59:7!#K+(/’(-/,+$1#K-,)/#"K-"+/L" L,,X’

#Q0Q#!L=;+6及 M%6%=0!见图 0& 与正常组比较%
感染组 L=;+62JCF表达水平明显下降 "Fg
&Q&"#% M%6%=0 2JCF表达水平明显升高 "Fg
&Q&"#% L=;+6_M%6%=0 2JCF比值显著下降 "Fg

&Q&"#( 与感染组比较% 槲皮素组’ 左氧氟沙星组
以及联用组 L=;+62JCF水平明显升高 "Fg
&Q&"#% M%6%=0 2JCF水平明显降低 "Fg&Q&"#%
L=;+6_M%6%=0 2JCF比值明显升高 "Fg&Q&"#&

注! 与感染组比较%!!Fg&Q&"( 与正常组比较%hhFg&Q&"

图 RD$1感染 E 周后大鼠;7<#=’ >%=%7? .5?1表达
O#MJRD.5?1,WV+,’’#"K’"-;7<#=(K!>%=%7? #K+(/’(-/,+$1#K-,)/#"K-"+/L" L,,X’

FD讨论
机体的初始-细胞根据功能可分为-L" 和-L#

# 个亚群% 两者具有重要的免疫调节功能& -L" 细
胞产生 B?C)"和 BD)"#% 参与细胞免疫( -L# 细胞
分泌 BD)0’ BD)’’ BD)"&’ BD)"%% 参与体液免疫%

两者是由初始型 EH0 n细胞分化% 需要特异性转录
因子的活性% 包括 -)[.P和 A3P3)%& -)[.P是 -)[9W
家族的一员% 为-L" 细胞分化关键转录因子% 其表
达与B?C)"的表达密切相关% 特别是在原发性 -L&
细胞分化上调 -L" 途径% -)[.P诱导初始型 EH0 n-
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细胞产生大量的 B?C)"% 由 -L" 细胞产生 B?C)"激
活 :-F-" "信号转导与转录激活因子#% 反过来又
进一步促进 -)[.P表达% 形成 -)[.P和 B?C)"的正
反馈调节环% 后者起着关键的作用% 激活巨噬细胞
和细胞毒性-细胞以清除病原体% 因此% -L" 细胞
的关键特征是 -)[.P及 B?C)"( A3P3)% 是具有锌指
结构的AF-F家族中的成员% 已被确定为调节 -L#
细胞的关键转录因子% -L# 细胞分泌 BD)0% BD)0 通
过激活 :-F-( 的方式诱导内源性 A3P3)% 的产生%
由此成为 -L# 定向分化的正反馈途径& 现已证
实+#, % KF肺部感染疾病呈现为 -L# 型细胞漂移%
若增强 -L" 应答% 纠正 -L"<-L# 分化失衡% 将有
助于改善肺组织炎症% 减轻肺损伤&

槲皮素是一类广泛存在于中草药中的黄酮类化
合物% 具有抗肿瘤’ 抗病毒’ 抗炎’ 抗过敏’ 抗氧
化等多种生物及药用活性% 在抗肿瘤’ 抗过敏等方
面已得到广泛认证& 而最新的研究证实+5, % 黄酮
类化合物具有显著的免疫调节活性% 低浓度下可以
诱导-L" 型细胞因子 B?C)"的表达& 已有研究证
实+,, % 槲皮素差异性调节正常人外周血单核细胞
-L" 细胞因子 "B?C)"# 和 -L# 细胞因子 "BD)0#
基因的表达% 具有免疫刺激作用% 诱导-L" 细胞因
子 B?C)"% 抑制 -L# 细胞因子 BD)0& 同时体内实
验++,证实% 在小鼠哮喘模型中% ,’ "( 2;<=;槲皮
素均能够调节-L"<-L# 细胞平衡% 通过抑制A3P3)%
表达来增加 -)[.P表达% 改变 -L"<-L# 极化% 从而
降低气道变应性炎症和气道高反应性& 左氧氟沙星
是喹诺酮类药物中的一种% 抗菌作用强% 临床对克
雷伯杆菌’ 铜绿假单胞菌’ 大肠埃希菌’ 肺炎链球
菌等有较强的抑制作用% 通过抑制细菌 HCF解旋
酶的活性阻止其合成和复制% 从而导致其死亡& 相
关研究+"&,表明% 左氧氟沙星联合头孢克肟治疗老
年肺炎可以提高临床疗效% 左氧氟沙星对照组和两
药联用组治疗后% 血清中反应蛋白 EJK’ 肿瘤坏
死因子-C?)!’ BD)0 等水平均显著下降& 同时% 还
有研究证实+"", % 左氧氟沙星治疗呼吸道合胞病毒
感染的哮喘患儿时% 血液中BD)0’ 转化性生长因子
"-A?# #" 较治疗前明显降低% 而 B?C)"水平明显
升高&

本实验通过支气管注入建造铜绿假单胞菌肺部
感染模型% 发现感染 # 周后% 肺组织镜下观察到大
量炎症反应% 肺部B?C)"炎症因子检出率较正常组
明显降低% BD)0 显著升高% 而且转录因子 -)[.P表
达较正常组下降% A3P3)% 升高% 同时 L=;+6_M%6%=0

2JCF的比值降低% 进一步证实了 KF肺部感染以
-L# 免疫应答优势为主& 左氧氟沙星对 KF敏感率
较高% 未出现严重的多重耐药性% 因此可以用于
KF肺部感染的临床治疗& 槲皮素’ 左氧氟沙星给
药 # 周后% 大鼠肺组织大体病理明显改善% 炎症反
应减轻% 提示两者能够减轻肺组织的病理损伤% 肺
内B?C)"较感染组升高% BD)0 降低% 转录因子 -)
[.P升高% A3P3)% 明显下降% L=;+6_M%6%=0 2JCF的
比值升高% 这些结果提示槲皮素’ 左氧氟沙星可以
干预细胞分化的上游环节% 选择性地调控 -)[.P和
A3P3)% 的表达% 诱导 -L" 细胞因子 B?C)"分泌增
加% 抑制-L# 细胞因子 BD)0 分泌减少% 增强 -L"
分化% 从而促使大鼠机体 -L"<-L# 动态平衡& 值
得注意的是% -)[.P和 A3P3)% 作分别作为 -L" 和
-L# 分化的重要转录因子% 两者相互调节% 相互抑
制% 相较于单一 -L" 型’ -L# 型细胞因子或 -)[.P’
A3P3)% 转录因子的水平% -)[.P<A3P3)% 的比值能更
客观地反应 -L"<-L# 分化+"#, % 因此% 本实验不仅
检测了 QK=̂’ QRI=!’ L=;+6’ M%6%=0 2JCF相对表
达水平% 同时也进一步测定了 L=;+6_M%6%=0 2JCF
的比值& 本实验的主要目的是证实槲皮素能够调节
大鼠机体 -L"<-L# 细胞分化失衡% 同时探索槲皮
素联用左氧氟沙星对铜绿假单胞菌肺部感染的治疗
效果% 结果发现两药联用亦能增强-L" 相关因子表
达% 减弱-L# 相关因子表达% 从而减轻肺部炎症变
化% 但较左氧氟沙星单独用药无明显差异% 故槲皮
素联用左氧氟沙星无协同作用&

槲皮素被认为是最活跃的黄酮类化合物% 在许
多药用植物中的含有量很高& 本研究结果再次证实%
它能够介导铜绿假单胞菌肺部感染的大鼠免疫反应%
调控 -L"<-L# 细胞分化失衡% 调节 -)[.P和 A3P3)%
转录因子水平表达% 诱导B?C)"细胞因子分泌增多%
抑制BD)0分泌减少& 因此% 该成分为临床铜绿假单
胞菌肺部感染耐药提供了新的方向和选择&
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摘要# 目的!探索补肾活血方 "紫石英’ 补骨脂’ 菟丝子等# 对免疫性卵巢早衰 "KG?# 小鼠卵泡壁颗粒细胞转化生
长因子 "-A?# )#"’ -A?)#JBB’ :23>#<% 蛋白表达的影响& 方法!@3/[<8雌性小鼠皮下多点注射小鼠透明带 % 建立免
疫性KG?模型% KG?小鼠分成模型组% 阳性组 "戊酸雌二醇# 和补肾活血方低’ 中’ 高剂量组& 干预 %& > 后% 卵巢
组织作苏木精)伊红 "V1# 染色% 免疫组化法与蛋白免疫印迹法 "f.MP.XS [/9P# 分别检测卵泡壁颗粒细胞和卵巢组织
-A?)#"’ -A?)#JBB’ :23>#<% 的蛋白表达& 结果!与模型组相比% 补肾活血方各剂量组’ 阳性组卵巢成熟卵泡数目明
显增多% 闭锁卵泡数目减少& 卵泡壁颗粒细胞和卵巢组织 -A?)#"’ -A?)#JBB’ :23>#<% 蛋白表达在补肾活血方各剂
量组’ 阳性组中明显高于在模型组中 "Fg&Q&’#& 结论!补肾活血方能通过上调颗粒细胞 -A?)#"’ -A?)#JBB’
:23>#<% 的蛋白表达改善卵巢功能&
关键词! 补肾活血方( 卵巢早衰( 卵泡壁颗粒细胞( -A?)#"( -A?)#JBB( :23>#<%
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