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姜黄素对急性肺栓塞大鼠细胞外调节蛋白激酶、
三磷酸肌醇激酶、蛋白激酶Ｂ的影响
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［摘　要］　目的　探索姜黄素改善急性肺栓塞（ＡＰＥ）的作用机制。 方法　采用自体血栓法复制ＡＰＥ动物模型，７２只ＳＤ大

鼠按体重随机分为正常组、假手术组、模型组、姜黄素组各１８只，姜黄素组于手术前１天和４０ｍｉｎ，造模后６、２４、７２ｈ给予姜黄

素１００ｍｇ／ｋｇ灌胃１次，其余３组在同一时间灌胃等量生理盐水。分别在造模后６、２４、７２ｈ，随机取６只大鼠肺组织和血清，

Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ法检测肺组织大鼠细胞外调节蛋白激酶（ＥＲＫ）、三磷酸肌醇激酶（ＰＩ３Ｋ）、蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ），ＥＬＩＳＡ法测定血清

脑钠肽（ＢＮＰ）、肌钙蛋白Ｔ（ＴｎＴ）和Ｄ－二聚体（Ｄ－Ｄｉｍｅｒ）。 结果　与正常组同时间点比较，模型组、姜黄素组在３个时间点

ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。与模型组同时间点比较，仅姜黄素组的肺组织ＥＲＫ在造模后２４ｈ时差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５），其余各时间点姜黄素组大鼠肺组织ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ均显著下降（Ｐ＜０．０１）。与正常组同时间点比

较，模型组ＢＮＰ、ＴｎＴ和Ｄ－Ｄｉｍｅｒ在３个时间点均显著升高（Ｐ＜０．０１）；与模型组同时间点比较，姜黄素组的血清ＢＮＰ、ＴｎＴ
和Ｄ－Ｄｉｍｅｒ均显著下降（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。 结论　姜黄素能降低 ＡＰＥ大鼠的肺组织ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ及血清ＢＮＰ、

ＴｎＴ和Ｄ－Ｄｉｍｅｒ水平，可能是姜黄素改善ＡＰＥ大鼠预后的机制之一。
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　　急性肺栓塞（ａｃｕｔｅ　ｐｕｌｍｏｎａｒｙ　ｅｍｂｏｌｉｓｍ，ＡＰＥ）
病死率为７％～１１％［１］。我们前期研究发现 ＡＰＥ
大鼠存在广泛的炎症反应，姜黄素能改善ＡＰＥ的肺
病理及炎症因子［２－３］。另有研究显示，细胞外调节

蛋白激酶（ＥＲＫ）、三磷酸肌醇激酶／蛋白激酶 Ｂ
（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）在肺损伤、肺动脉高压等疾病中起了较
重要的作用［４－１０］。本研究主要观察姜黄素对 ＡＰＥ
大鼠肺组织ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ的影响，并以血清脑钠
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肽（ＢＮＰ）、肌钙蛋白 Ｔ（ＴｎＴ）和 Ｄ－二聚体（Ｄ－Ｄｉ－
ｍｅｒ）评估姜黄素治疗ＡＰＥ的预后。

１　材料与方法

１．１　动物
清洁级雄性ＳＤ大鼠７２只，体重（２４８±１８）ｇ，

购自无锡市惠山江南实验动物场，动物合格证号：

ＳＣＸＫ（苏）２００９－０００５。

１．２　药物、试剂和仪器
姜黄素，由上海丽臣生物科技有限公司提供，批

号１１０８２３。ＰＩ３Ｋ抗体（批号ＢＳ３６７８，Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公
司），Ａｋｔ抗体（批号ａｂ８８０５，Ａｂｃａｍ公司），ＥＲＫ抗
体（批号９１０２，Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司），β－
Ａｃｔｉｎ（肌动蛋白）抗体（批号ｓｃ－４７７７８，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ
公司），山羊抗兔ＩｇＧ－ＨＲＰ（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司），山羊抗
小鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ（批号 ＢＳ１２４７８，Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）。

ＢＮＰ（批号２０１２０７２５）、ＴｎＴ（批号２０１２０３１６）和 Ｄ－
Ｄｉｍｅｒ（批号２０１２０７２５）的ＥＬＩＳＡ试剂均为上海逸
峰生物科技有限公司生产，规格：９６Ｔ。主要仪器：
细胞培养塑料平板（９６孔，Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），
酶标仪（ＳＰＥＣＴＲＡ　ｍａｘ　Ｐｌｕｓ　３８４，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅ－
ｖｉｃｅｓ公司），电泳系统（Ｍｉｎｉ－Ｐｒｏｔｅｎ　Ｔｅｔｒａ　Ｓｙｓｔｅｍ，

Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司），凝胶成像仪（ＣｈｅｍｉＤｏｃ　ＸＲＳ　Ｓｙｓ－
ｔｅｍ，Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）。

１．３　动物模型建立
使用自体血栓复制ＡＰＥ动物模型［２－３］：大鼠实

验前４ｈ眼眶静脉取血，放置４ｈ凝固，修剪至体积
为２ｍｍ３，加生理盐水制备混悬液。据大鼠体重通
过腹腔注射水合氯醛麻醉。分离出右颈总静脉，通
过１ｍｌ注射器抽取０．５ｍｌ混悬液（约１５～２０个血
栓），迅速从颈总静脉注射血栓混悬液，当大鼠出现
呼吸加快加深，表明ＡＰＥ造模成功。假手术组自右
颈总静脉注入０．５ｍｌ生理盐水，正常组不接受任何
干预。

１．４　动物分组与给药

７２只ＳＤ大鼠按体重采用ＳＰＳＳ　１９．０统计软件
产生随机分配表分为正常组、假手术组、模型组、姜黄
素组，每组１８只。姜黄素组给予姜黄素１００ｍｇ／ｋｇ，
手术前１天和４０ｍｉｎ分别灌胃１次，造模后６、２４、

７２ｈ各灌胃１次，其余３组在同一时间灌胃等量生理
盐水，实验期间各组大鼠均自由饮水和进食。

１．５　观察指标及方法
各组大鼠分别在造模后６、２４、７２ｈ给药后，按

体重利用ＳＰＳＳ　１９．０统计软件产生随机分配表随机

取６只大鼠麻醉，取肺组织和血清。Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ
法检测肺组织ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ：取左肺上叶，制备
蛋白样品，ＢＣＡ法测定蛋白浓度（测定５６２ｎｍ处的
吸光度值，根据标准曲线计算样品的蛋白浓度），聚
丙烯酰胺凝胶电泳，聚偏二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ）转膜
后封闭，孵育一抗，洗膜，孵育二抗后洗膜，ＥＣＬ化
学发光显影，根据Ｉｍａｇｅ　Ｊ１．４４软件得出样品蛋白
质 ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 与 β－Ａｃｔｉｎ 的 光 密 度 值
（ＩｎｔＤｅｎ），分别计算其与β－Ａｃｔｉｎ光密度的比值。

ＥＬＩＳＡ法测定血清ＢＮＰ、ＴｎＴ和Ｄ－Ｄｉｍｅｒ。

１．６　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１９．０统计软件分析结果，计量资料

均以平均值±标准差（珚ｘ±ｓ）表示。各组 ＥＲＫ、

ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ比较采用单因素方差分析，ＢＮＰ、ＴｎＴ和

Ｄ－Ｄｉｍｅｒ的比较采用随机区组的多因素方差分析，
组间均数的两两比较采用ＬＳＤ法。

２　结果

２．１　各组大鼠不同时间点肺组织ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ
比较

各组大鼠造模后６、２４、７２ｈＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ的

Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ显影提示模型组更显著，姜黄素组有
一定程度的色泽变淡。表１示，与正常组同时间点
比较，模型组、姜黄素组在造模后６、２４、７２ｈＥＲＫ、

ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１），假手术
组各指标比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与
模型组同时间点比较，仅姜黄素组肺组织ＥＲＫ在
造模后２４ｈ时差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），其余
各时间点姜黄素组大鼠肺组织ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ均
显著下降（Ｐ＜０．０１）。

２．２　各组大鼠不同时间点血清ＢＮＰ、ＴｎＴ和 Ｄ－
Ｄｉｍｅｒ比较
表２示，与正常组同时间点比较，模型组ＢＮＰ、

ＴｎＴ和 Ｄ－Ｄｉｍｅｒ造模后６、２４、７２ｈ均显著升高
（Ｐ＜０．０１），姜黄素组ＴｎＴ仅６ｈ显著高于正常组
（Ｐ＜０．０１），假手术组各指标比较差异均无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。与模型组同时间点比较，姜黄素
组的血清ＢＮＰ、ＴｎＴ和Ｄ－Ｄｉｍｅｒ均显著下降（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１）。与本组内２４ｈ比较，模型组造
模后２４ｈ的血清ＢＮＰ、ＴｎＴ和Ｄ－Ｄｉｍｅｒ升高达高
峰，均显著高于６ｈ（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），造模后

７２ｈ开始下降，其中ＢＮＰ和Ｄ－Ｄｉｍｅｒ差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）。姜黄素组造模后２４ｈ及７２ｈ的血
清ＴｎＴ均显著低于６ｈ（Ｐ＜０．０１）。
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表１　各组大鼠不同时间点肺ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ水平比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 时间 鼠数 ＥＲＫ　 ＰＩ３Ｋ Ａｋｔ

正常组 ６ｈ ６　 ９．９３±０．２２　 １．５４±０．０６　 ４．９８±０．１６
２４ｈ ６　 １．０１±０．０３　 ０．２９±０．０１　 ０．４５±０．０１
７２ｈ ６　 ８．４５±０．２８　 １．４３±０．０９　 ４．２０±０．１３

假手术组 ６ｈ ６　 １０．７０±０．４１　 １．６５±０．０２　 ４．５１±０．０７
２４ｈ ６　 １．１６±０．０１　 ０．３１±０．０２　 ０．４３±０．０１
７２ｈ ６　 ９．３７±０．２７　 １．１０±０．０３　 ４．４５±０．０９

模型组 ６ｈ ６　 １２．６３±０．９１＊ ３．３９±０．０３＊ １０．１１±０．１５＊

２４ｈ ６　 １．３４±０．０１＊ ０．４４±０．０１＊ ０．５６±０．０１＊

７２ｈ ６　 １０．７３±０．２３＊ ２．３７±０．０３＊ ５．５５±０．０２＊

姜黄素组 ６ｈ ６　 ８．４８±０．１３＊△ １．９２±０．０２＊△ ７．４０±０．２３＊△

２４ｈ ６　 １．３５±０．０７＊ ０．３３±０．０１＊△ ０．５０±０．０１＊△

７２ｈ ６　 ７．３８±０．１１＊△ １．０１±０．０２＊△ ３．３３±０．１２＊△

　　注：与正常组同时间点比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组同时间点比较，△Ｐ＜０．０１

表２　各组大鼠不同时间点血清ＢＮＰ、ＴｎＴ和Ｄ－Ｄｉｍｅｒ水平比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 时间 鼠数 ＢＮＰ（ｐｇ／ｍｌ） ＴｎＴ（ｐｇ／ｍｌ） Ｄ－Ｄｉｍｅｒ（ｎｇ／ｍｌ）

正常组 ６ｈ ６　 ３０６．５９±５０．６５　 ５２．７９±２６．２７　 ４０９．５５±２４．５４
２４ｈ ６　 ３１４．３２±１１．６０　 ８８．２７±４１．７５　 ３８６．２５±１９．８４
７２ｈ ６　 ２３６．９３±３５．３０　 ７３．２７±１９．１７　 ３５６．０７±２．８０

假手术组 ６ｈ ６　 ３０６．３６±６３．４５　 ６０．１９±２０．７５　 ４１５．７１±４７．８１
２４ｈ ６　 ２８８．６４±５３．８２　 ７９．２３±２９．２１　 ４０１．３４±４３．６１
７２ｈ ６　 ２６１．９３±３８．９１　 ８８．６３±３５．３３　 ３４５．８９±３３．３５

模型组 ６ｈ ６　 ４２３．９８±３１．９２＊△△ １４５．６７±３１．３８＊△ ４９４．３８±３２．６９＊△

２４ｈ ６　 ５７３．４１±３８．９５＊ ２３２．５０±３５．１２＊ ５６３．３０±１０．３６＊

７２ｈ ６　 ３７６．０２±６６．６７＊△△ ２１２．２１±６４．９２＊ ４３８．１３±４２．７０＊△△

姜黄素组 ６ｈ ６　 ３０３．４１±４２．５０＃＃ ２１４．６２±１５．２６＊＃＃△△ ３８７．４１±２７．２０＃＃

２４ｈ ６　 ３５１．０２±１１３．１５＃＃ ８８．０８±５９．９８＃＃▲ ３５９．６４±４５．８２＃＃

７２ｈ ６　 ２９２．５０±３２．９１＃ ４１．３５±４．０９＃＃▲ ３８７．７７±３２．２４＃

　　注：与正常组同时间点比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组同时间点比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；与本组内２４ｈ比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜

０．０１；与本组内６ｈ比较，▲Ｐ＜０．０１

３　讨论

ＡＰＥ按临床表现应属于中医学“厥证”、“胸
痹”、“喘证”、“血证”、“痰饮”范畴。气虚则血瘀，瘀
血阻络，气血津液运行不畅，闭阻心肺，心不主血脉，
肺治节失调，气血运行不畅而发本病。姜黄属于姜
黄属植物，根茎为药用，姜黄能行气、散风活血、通经
止痛。《本草纲目拾遗》：“姜黄真者是经种三年以上
老姜。……姜黄味辛，温，无毒，色黄，主破血下气，
温不寒。”姜黄素是从姜黄中提取的一种酚类物质，
林全等［１１］认为姜黄素可降低慢性缺氧性肺动脉高

压、改善肺血管重建。姜黄素也能减轻大鼠氧自由
基对肺组织结构的氧化损伤，防治肺纤维化［１２］。姜
黄素能抑制大鼠多形核中性粒细胞白三烯的形

成［１３］，并减轻实验性胰腺炎组织的中性粒细胞浸
润［１４］。我们前期研究发现，１００ｍｇ／ｋｇ的姜黄素组
即可取得较好的效果［２］，为减少大鼠处死数量，故本
实验仅使用姜黄素１００ｍｇ／ｋｇ进行干预。丝裂原活
化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）级联是细胞内重要的信号通

路，其 中 ＥＲＫ 与 细 胞 的 增 殖 反 应 最 密 切［１５］。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ广泛存在于细胞中，是细胞生长、增殖及
分化调节的信号转导 通路之一，其 靶 蛋 白 为

Ａｋｔ［１６］，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号途径可介导免疫炎性细胞
激活及迁移。
本研究结果显示，假手术组和正常组各数据相

比，差异均无统计学意义，说明手术刺激对实验无明
显影响。Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ检测ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋ，其比
较是ＥＣＬ发光法，各个单独实验的发光值包括内参
选取时间不一致，上样量有所差异，如果同一组别不
同时间点的蛋白比较，必须放在同一张膜上进行重
新跑胶才有意义，否则偏差太大，故实验中对同一组
别的不同时间段不进行比较。与正常组同时间点比
较，模型组、姜黄素组ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ在造模后６、

２４、７２ｈ均有显著差异，说明造模后 ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、

Ａｋｔ均可显著上升。与模型组同时间点比较，姜黄
素组的肺ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ多呈显著下降，说明姜黄
素可降低ＡＰＥ大鼠的ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ水平。既往
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研究发现ＡＰＥ大鼠可出现急性炎症反应，姜黄素能
抑制其 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－８，减轻肺组织充血程
度［２］，推测 ＡＰＥ引起机体缺氧，刺激ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、

Ａｋｔ升高，从而介导炎症介质释放，而姜黄素可抑制
其通道，减轻肺组织损伤。
欧洲心脏病学会２００８年发布的《急性肺栓塞诊

断和治疗指南》［１］认为，ＡＰＥ患者血ＢＮＰ、ＴｎＴ、Ｄ－
Ｄｉｍｅｒ较低者预后良好，故将这３项指标用于本实
验。ＡＰＥ造模后６、２４、７２ｈ，血清ＢＮＰ、ＴｎＴ和Ｄ－
Ｄｉｍｅｒ均显著升高，造模后２４ｈ升高最显著，造模后

７２ｈ开始下降，而姜黄素的干预可使其显著下降，提
示姜黄素能改善ＡＰＥ大鼠的预后。总之，姜黄素能
降低ＡＰＥ大鼠的肺ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ及血清ＢＮＰ、

ＴｎＴ和 Ｄ－Ｄｉｍｅｒ水平，提示可能为姜黄素改善

ＡＰＥ预后的机制之一。
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附属医院多年来实行中医规范化治疗，遵循中医临
床路径，中医分型及方证相对应治则，方药相对固
定，故未再做相关统计分析。
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