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黄芪提取物对类风湿关节炎继发肺间质病变
大鼠肺损伤的影响及机制

赵 悦，杨金良，罗 寰，席文秀，王珺璐，郑学军

( 河北北方学院附属第一医院风湿免疫科，张家口 075000)

摘要 目的 研究黄芪提取物( AME) 对类风湿关节炎继发肺间质病变( ＲA-ILD) 大鼠肺损伤及骨髓分化因子 88 ( MyD88 ) /
toll 样受体 4( TLＲ4) /核因子 κB( NF-κB) p65 通路的影响。方法 将 SD 大鼠随机分为对照组、ＲA-ILD 组、AME 低剂量组( 5
g /L) 、AME 高剂量组( 10 g /L) 、AME 高剂量 + 脂多糖( LPS) 组( 10 g /L AME + 1 mg /L TLＲ4 激活剂 LPS) 。除对照组外，其余

组大鼠均通过注射牛Ⅱ型胶原蛋白、弗氏完全佐剂和博莱霉素构建 ＲA-ILD 模型; 检测大鼠关节炎指数、肺组织湿干重比;

ELISA 检测肺泡灌洗液炎症因子白细胞介素( IL) -1β、IL-6 和肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 水平; 苏木精 － 伊红染色观察大鼠膝关

节组织和肺组织病理学变化; Western blot 检测大鼠肺组织自噬因子苄氯素 1 ( Beclin 1 ) 、微管相关蛋白 1A /1B-轻链 3 ( LC3 )

Ⅱ /Ⅰ及 MyD88 /TLＲ4 /NF-κB p65 通路相关蛋白表达。结果 与对照组比较，ＲA-ILD 组大鼠膝关节组织和肺组织受损，关节

炎指数、肺组织湿干重比、IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平、MyD88、TLＲ4 蛋白表达水平及 p-NF-κB p65 /NF-κB p65 比值升高( P ＜
0. 01) ，Beclin 1、LC3 Ⅱ /Ⅰ蛋白表达降低( P ＜ 0. 01) ; 与 ＲA-ILD 组比较，AME 低剂量组、AME 高剂量组大鼠组织损伤减轻，关

节炎指数、肺组织湿干重比、IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平、MyD88、TLＲ4 蛋白表达水平及 p-NF-κB p65 /NF-κB p65 比值呈剂量依

赖性降低( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，Beclin 1、LC3 Ⅱ /Ⅰ蛋白表达呈剂量依赖性升高( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ; 与 AME 高剂量组比

较，AME 高剂量 + LPS 组大鼠组织损伤加重，关节炎指数、肺组织湿干重比、IL-1β、IL-6 和 TNF-α水平、MyD88、TLＲ4 蛋白表达

水平及 p-NF-κB p65 /NF-κB p65 比值升高 ( P ＜ 0. 01 ) ，Beclin 1、LC3 Ⅱ /Ⅰ蛋白表达降低 ( P ＜ 0. 01 ) 。结论 AME 抑制

MyD88 /TLＲ4 /NF-κB p65 通路，缓解 ＲA-ILD 大鼠肺损伤。
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类风湿关节炎( rheumatoid arthritis，ＲA) 是一种

全身性免疫性疾病，可延伸到关节之外，引发多种并

发症。肺部有丰富的结缔组织和血液供应，是常见

的受 累 器 官［1］。肺 间 质 病 变 ( interstitial lung dis-
ease，ILD) 是 ＲA 的一种严重并发症，由于缺乏确切

病因和明显的临床症状，ＲA 继发 ILD ( ＲA-ILD) 在

早期阶段经常难以发现，晚期时肺纤维化已经非常

严峻［1 － 2］。现有治疗方法效率低、成本高、副作用严

重，迫切需要研发新的替代药物和靶点。黄芪是一

种常用的中药，具有广泛的生物学功能，包括抗炎、
抗氧化、免疫调节、自噬调节、抗纤维化等［3］。通痹

颗粒用于治疗 ＲA-ILD，其主要成分之一为黄芪［4］。
骨髓分化因子 88 ( myeloid differentiation factor 88，

MyD88) /Toll 样受体 4 ( toll-like receptor 4，TLＲ4 ) /
核因子 κB( nuclear factor-kappa B，NF-κB) 信号通路

能够加重炎症和损伤，抑制该信号通路可以缓解

ＲA 大鼠炎症［5］。研究［6］报道，黄芪甲苷Ⅳ能够通

过抑制 TLＲ4 /MyD88 /NF-κB 信号通路抑制炎症和

氧化应激反应，进而减轻 PM2. 5 诱导的大鼠肺损

伤。但黄芪提取物 ( astragalus mongholicus extract，
AME) 能否调节 MyD88 /TLＲ4 /NF-κB p65 通路减轻

ＲA-ILD 大鼠肺损伤尚未可知，因此，该研究通过注

射牛Ⅱ型胶原蛋白、弗氏完全佐剂和博莱霉素构建

大鼠 ＲA-ILD 模型，探讨 AME 对 ＲA-ILD 大鼠肺损

伤的影响及可能机制，为确定更精确的 ＲA-ILD 治

疗靶点提供理论基础。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 SPF 级 SD 雄性大鼠 50 只，体质

量 160 ～ 180 g，购于济南朋悦实验动物繁育有限公

司，动物合格证号为 SCXK( 鲁) 2022-0006。将大鼠
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关在一个光 /暗循环 12 h /12 h、湿度 40% ～60%、温
度( 25 ± 2) ℃的房间里适应培养 1 周。本研究已获

得河北北方学院附属第一医院医学伦理委员会批

准，批准号为 2023034。
1． 1． 2 主 要 试 剂 牛Ⅱ型 胶 原 ( 货 号: MYM _
MC7806，北京博奥派克生物科技有限公司) ; 弗氏完

全佐剂( 货号: YB123532，湖南韵邦生物科技股份有

限公司) ; 博莱霉素( 货号: Ｒ25001，南京沃博生物科

技有限公司) ; AME( 货号: 84687-43-4，纯度: 98% 以

上，成都锦泰和医药化学技术有限公司) ; 脂多糖

( lippolysaccharide，LPS) ( 货号: S11060，上海源叶生

物科技有限公司) ; 白细胞介素( interleukin，IL) -1β、
IL-6 和 肿 瘤 坏 死 因 子-α ( tumor necrosis factor-α，

TNF-α ) ELISA 试 剂 盒 ( 货 号: EK301B、EK306、
EK382，杭州联科生物技术股份有限公司) ; 苏木精

－ 伊 红 ( hematoxylin eosin，HE ) 染 色 液 ( 货 号:

G1120，北京索莱宝科技有限公司) ; BCA 蛋白质定

量试剂盒( 货号: ml095441，上海酶联生物科技有限

公司) ; 兔抗鼠一抗: GAPDH、Beclin 1、LC3Ⅱ /Ⅰ、
MyD88、NF-κB p65、p-NF-κB p65，小鼠抗大鼠一抗:

TLＲ4 及羊 抗 兔、羊 抗 小 鼠 二 抗 ( 货 号: ab181602、
ab207612、ab192890、ab219413、ab16502、ab239882、
ab8376、ab205718、ab205719，英国 Abcam 公司) ; 发

光 HＲP 底 物 ( 货 号: WBKLS0100，美 国 密 理 博 公

司) 。
1． 1． 3 主要仪器 恒温烘箱( 型号: DHG-9240A，

上海一恒科学仪器有限公司) ; 光学显微镜( 型号:

DM3000，德国 Leica 公司) ; 酶标仪 ( 型号: Synergy
NEO2 HTS，美国 BioTek 公司) ; 电子分析天平( 型

号: QL-E120A，厦门莱斯德科学仪器有限公司) ; 离

心机( 型号: TGL20M，江苏新春兰科学仪器有限公

司) ; 凝胶成像仪( 型号: ChemiDoc XＲS + ，美国 Bio-
rad 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 模型构建与分组 将大鼠随机分为对照组、
ＲA-ILD 组、AME 低剂量组、AME 高剂量组、AME 高

剂量 + LPS 组，每组 10 只。除对照组，其余大鼠均

用牛Ⅱ型胶原和弗氏完全佐剂制备 1 g /L 乳化剂，

沿大鼠尾部多点皮下注射 200 μL 乳化剂，关节炎指

数评分 ＞ 4 分且足部明显肿胀的大鼠被认为已成功

构建 ＲA 模型。第 13 天，将 ＲA 建模成功的大鼠通

过气管内注射 100 μL 博莱霉素( 2． 5 mg /kg) 诱导

ILD，对照组大鼠注射 100 μL 0. 9% 氯化钠溶液［7］。
博莱霉素注射次日，AME 低、高剂量组分别灌胃 5、

10 g /L 的 AME［8］，AME 高剂量 + LPS 组灌胃 10 g /L
AME 和 1 mg /L LPS，对照组和 ＲA-ILD 组灌胃等量

的 0. 9%氯化钠溶液，2 次 /d，持续 28 d。
1． 2． 2 关节炎指数评分 观察各组大鼠关节红肿

程度，并对每只大鼠的 4 只爪子进行评分，评分标准

如下: 正常为 0 分; 1 分表示 1 个关节红斑或肿胀; 2
分表示 2 个或多个关节肿胀; 3 分表示所有关节肿

胀; 4 分表示强直或畸形。每只大鼠 4 只爪子的累

积得分即为关节炎指数［9］。
1． 2． 3 肺组织湿干重比 处死大鼠，切除右肺，并

立即称湿重。将右肺置于 60 ℃的恒温烘箱中 48 h，

再次称重为干重。计算肺组织湿干重比。
1． 2． 4 炎症因子水平检测 用钝头穿刺针缓慢注

射 2 mL 预冷 0. 9% 氯化钠溶液进行左支气管肺泡

灌洗。灌洗时间 3 min，灌洗 2 次，将肺泡灌洗液在

4 ℃、12 000 r /min 下离心 10 min。收集上清液，按

照 ELISA 试剂盒测定上清液中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α
的水平。
1． 2． 5 HE 染色 HE 染色观察小鼠膝关节和左肺

的病理损伤。取小鼠的膝关节，4%多聚甲醛溶液固

定，置于室温下的脱钙溶液中脱钙 30 d，取出膝关节

脱水并用二甲苯清洗; 1 /2 左肺组织在 4%多聚甲醛

中固定 24 h，梯度乙醇脱水。将脱水后的膝关节和

左肺包埋在石蜡中，切片，烘烤，进行 HE 染色，自然

风干，在光学显微镜下观察病理变化。
1． 2． 6 Western blot 检测自噬因子与 MyD88 /TLＲ4 /
NF-κB p65 通路相关蛋白表达 ＲIPA 从剩余左肺

组织中提取蛋白质，测定浓度，电泳分离，转移到聚

偏二氟乙烯膜上。室温脱脂乳封闭 1 h，与一抗( Be-
clin 1、LC3 Ⅱ /Ⅰ、MyD88、TLＲ4、NF-κB p65、p-NF-
κB p65 和 GAPDH，1 ∶ 1 000 ) 4 ℃ 孵育过夜。第 2
天与二抗( 1 ∶ 30 000) 室温孵育 1 h。用 HＲP 底物

对蛋白质可视化，使用 ImageJ 软件进一步定量。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS25. 0 软件分析数据，

实验数据用 �x ± s 表示，多组间和两两进一步比较分

别采用单因素方差分析和 LSD-t 检验，P ＜ 0. 05 为

差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 各组大鼠关节炎指数比较 ＲA-ILD 组大鼠关

节炎指数相较于对照组升高( P ＜ 0. 01 ) ; AME 低剂

量组、AME 高剂量组关节炎指数相较于 ＲA-ILD 组

降低( P ＜ 0. 01 ) ，并呈剂量依赖性; AME 高剂量 +
LPS 组关节炎指数相较于 AME 高剂量组升高( P ＜
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0. 01) 。见图 1。

图 1 各组大鼠关节炎症评分比较( �x ± s，n = 10)

Fig． 1 Comparison of joint inflammation scores of rats

in each group( �x ± s，n = 10)

a: Control group; b: ＲA-ILD group; c: Low-dose AME group; d:

High-dose AME group; e: High-dose AME + LPS group; ＊＊P ＜ 0. 01 vs

Control group; ##P ＜ 0. 01 vs ＲA-ILD group; ＆＆ P ＜ 0. 01 vs Low-dose

AME group; △△P ＜ 0. 01 vs High-dose AME group．

2． 2 各组大鼠肺组织湿干重比 ＲA-ILD 组大鼠肺

组织湿干重比相较于对照组升高( P ＜ 0. 01 ) ; AME
低剂量组、AME 高剂量组湿干重比相较于 ＲA-ILD
组降低( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ，并呈剂量依赖性;

AME 高剂量 + LPS 组湿干重比相较于 AME 高剂量

组升高( P ＜ 0. 01) 。见图 2。
2． 3 各组大鼠炎性因子水平比较 ＲA-ILD 组大鼠

炎症因子水平相较于对照组升高( P ＜ 0. 01 ) ; AME
低剂量组、AME 高剂量组炎症因子水平相较于 ＲA-
ILD 组降低( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ，并呈剂量依赖

性; AME 高剂量 + LPS 组炎症因子水平相较于 AME
高剂量组升高( P ＜ 0. 01) 。见表 1。
2． 4 各组大鼠膝关节、肺组织病理学变化 对照组

大鼠膝关节软骨结构正常; ＲA-ILD 组大鼠存在大量

图 2 各组大鼠肺组织湿干重比比较( �x ± s，n = 10)

Fig． 2 Comparison of lung tissue wet-dry weight

in each group( �x ± s，n = 10)

a: Control group; b: ＲA-ILD group; c: Low-dose AME group; d:

High-dose AME group; e: High-dose AME + LPS group; ＊＊P ＜ 0. 01

vs Control group; #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs ＲA-ILD group; ＆P ＜ 0. 05 vs

Low-dose AME group; △△P ＜ 0. 01 vs High-dose AME group．

单核细胞浸润，软骨下骨质侵蚀，浅表软骨损伤，关

节间隙紊乱，出现部分骨强直; AME 低剂量组、AME
高剂量组与 ＲA-ILD 组比较，滑膜中单核细胞浸润

减少，侵蚀减轻，软骨变厚; AME 高剂量 + LPS 组上

述组织损伤较 AME 高剂量组加重。见图 3。
对照组的肺组织细胞、肺泡大小正常，毛细血管

无增大; ＲA-ILD 组肺组织水肿，肺泡腔内可见中性

粒细胞，肺泡壁在一定程度上增厚，纤维化严重;

AME 低剂量组、AME 高剂量组肺泡结构相对完整，

肺组织损伤减轻; AME 高剂量 + LPS 组组织损伤较

AME 高剂量组加重。见图 3。
2． 5 各组大鼠自噬因子与 MyD88 /TLＲ4 /NF-κB
p65 通路相关蛋白表达比较 ＲA-ILD 组大鼠 Beclin
1、LC3 Ⅱ /Ⅰ蛋白表达水平相较于对照组降低( P ＜
0. 01) ，MyD88、TLＲ4、p-NF-κB p65 /NF-κB p65 水平

表 1 各组大鼠炎性因子水平( �x ± s，n = 10)

Tab． 1 Levels of inflammatory factors in rats in each group( �x ± s，n = 10)

Group IL-1β ( ng /L) IL-6 ( ng /L) TNF-α ( μg /L)

Control 26． 78 ± 2． 82 22． 73 ± 4． 37 63． 56 ± 8． 37
ＲA-ILD 101． 69 ± 14． 06＊＊ 86． 04 ± 10． 53＊＊ 251． 67 ± 29． 39＊＊

Low-dose AME 88． 72 ± 10． 71＊＊# 60． 92 ± 8． 73* ## 202． 18 ± 23． 61＊＊##

High-dose AME 46． 80 ± 5． 06＊＊##＆＆ 30． 97 ± 5． 31##＆＆ 120． 34 ± 14． 58＊＊##＆＆

High-dose AME + LPS 93． 07 ± 10． 09＊＊△△ 75． 98 ± 8． 06＊＊#＆＆△△ 243． 37 ± 26． 15＊＊＆＆△△

* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs Control group; #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs ＲA-ILD group; ＆＆P ＜ 0. 01 vs Low-dose AME group; △△P ＜ 0. 01 vs High-

dose AME group．
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图 3 各组大鼠膝关节、肺组织病理染色图 HE ×100

Fig． 3 Pathological staining of knee joint and lung tissues of rats in each group HE ×100

a: Control group; b: ＲA-ILD group; c: Low-dose AME group; d: High-dose AME group; e: High-dose AME + LPS group．

表 2 各组大鼠肺组织中相关蛋白表达比较( �x ± s，n = 10)

Tab． 2 Comparison of related protein expression in lung tissues of rats in all groups( �x ± s，n = 10)

Group Beclin1 LC3 Ⅱ /Ⅰ MyD88 TLＲ4 p-NF-κB p65 /NF-κB p65
Control 0． 94 ± 0． 17 0． 88 ± 0． 15 1． 26 ± 0． 18 1． 17 ± 0． 23 0． 22 ± 0． 05
ＲA-ILD 0． 28 ± 0． 06＊＊ 0． 29 ± 0． 05＊＊ 2． 78 ± 0． 34＊＊ 2． 98 ± 0． 45＊＊ 0． 89 ± 0． 15＊＊

Low-dose AME 0． 45 ± 0． 08＊＊# 0． 47 ± 0． 07＊＊## 1． 72 ± 0． 25＊＊## 1． 87 ± 0． 28＊＊## 0． 66 ± 0． 14＊＊##

High-dose AME 0． 79 ± 0． 12* ##＆＆ 0． 68 ± 0． 10＊＊##＆＆ 1． 36 ± 0． 22##＆ 1． 45 ± 0． 24##＆ 0． 46 ± 0． 06＊＊##＆＆

High-dose AME + LPS 0． 32 ± 0． 09＊＊△△ 0． 33 ± 0． 08＊＊＆△△ 2． 55 ± 0． 33＊＊＆＆△△ 2． 63 ± 0． 35＊＊＆＆△△ 0． 83 ± 0． 13＊＊＆△△

* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs Control group; #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs ＲA-ILD group; ＆P ＜ 0. 05，＆＆P ＜ 0. 01 vs Low-dose AME group; △△P ＜

0. 01 vs High-dose AME group．

升高( P ＜ 0. 01) ; AME 低剂量组、AME 高剂量组 Be-
clin 1、LC3 Ⅱ /Ⅰ蛋白表达水平较 ＲA-ILD 组呈剂量

依赖性升高( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ，MyD88、TLＲ4、
p-NF-κB p65 /NF-κB p65 水平呈剂量依赖性降低( P
＜ 0. 01) ; AME 高剂量 + LPS 组 Beclin 1、LC3 Ⅱ /Ⅰ

蛋白 表 达 水 平 相 较 于 AME 高 剂 量 组 降 低 ( P ＜
0. 01) ，MyD88、TLＲ4、p-NF-κB p65 /NF-κB p65 水平

升高( P ＜ 0. 01) 。见图 4、表 2。

3 讨论

ＲA 主要特征包括关节内滑膜的炎症、增生，进

而导致软骨与骨骼的损伤和破坏、关节畸形、功能丧

失［1 － 2］。ＲA 与氧化应激、炎症反应等相关细胞因子

的增加有关［10］。同时，自噬会降解 ＲA 患者功能失

调的细胞成分，减轻关节损伤［1］。ＲA-ILD 是一种由

关节炎症反应引起的肺部疾病，主要病理表现包括

局部成纤维细胞增殖向肌成纤维细胞转化、上皮间

质转化、激活促纤维化炎症因子、细胞外基质积聚、
肺组织肺泡囊腔样扩张的发展和炎症，这些变化导

致肺纤维化、肺结构变形、肺部气体交换区域有效面

积减小和肺功能丧失，最终使大多患者死于缺氧性

呼吸衰竭［11］。据报道，肺纤维化的病理进展是由细

胞衰老、凋亡、自噬驱动的［12］。因此，寻找有效改善

图 4 各组大鼠肺组织中自噬因子与 MyD88 /TLＲ4 /NF-κB

p65 通路相关蛋白表达

Fig． 4 The expression of autophagy factor and

MyD88 /TLＲ4 /NF-κB p65 pathway related proteins

in lung tissues of rats in each group

a: Control group; b: ＲA-ILD group; c: Low-dose AME group; d:

High-dose AME group; e: High-dose AME + LPS group．
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肺纤维化、促进自噬的药物对治疗 ＲA-ILD 至关重

要。
黄芪的主要药用成分包括黄芪甲苷、黄芪总黄

酮、黄芪多糖、黄芪糖蛋白，其具有抗炎、免疫调节、
自噬调节、抗纤维化、改善心肺功能和抗衰老的生物

学作用。有研究显示，黄芪甲苷通过抑制氧化应激

和炎症反应来抑制肺纤维化［12］，而黄芪总黄酮通过

抗炎减轻 ＲA 的病理进展［13］。此外，含有黄芪的中

药方剂玉屏风可以缓解肺纤维化，搜风散结方可用

于治疗 ＲA［10 － 11］。上述结果均表明黄芪在 ＲA 以及

ILD 中均具有重要作用。因此，本研究利用不同剂

量的 AME 治疗 ＲA-ILD 大鼠，结果发现，大鼠关节

炎指数、肺组织湿干重比、肺泡灌洗液炎症因子水平

较 ＲA-ILD 组 呈 剂 量 依 赖 性 降 低，Beclin 1、LC3
Ⅱ /Ⅰ蛋白表达呈剂量依赖性升高，组织损伤减轻，

表明 AME 可以诱导自噬，改善肺损伤，治疗 ＲA-ILD
大鼠。

MyD88 在气道炎症反应方面发挥重要作用，是

炎性肺病的治疗靶点［14］。TLＲ4 调节先天免疫系统

和适应性免疫系统，启动炎症信号级联，刺激促炎细

胞因子的释放，在肺损伤的发展中至关重要［15］。已

证明 TLＲ4 能够通过 MyD88 依赖途径激活下游效应

核因子 NF-κB 磷酸化，激活炎症，并导致对氧化应

激的过度反应［16 － 17］。研究［16 － 17］显示，黄芪赤风汤

负调控 MyD88 /TLＲ4 /NF-κB 信号通路以减轻急性

肾损伤的炎症和纤维化，黄芪多糖抑制 TLＲ4 /JNK /
NF-κB /MyD88 通路减轻乙醇诱导的肝纤维化。在

ＲA 中，抑制 TLＲ2 /4-MyD88-NF-κB 信号通路可以缓

解 ＲA 大鼠的疼痛反应和炎症［18 － 19］。以上研究表

明，MyD88 /TLＲ4 /NF-κB 通路已作为治疗 ＲA 和肺

纤维化的一种有前景的治疗方法。本研究结果发

现，ＲA-ILD 大鼠 MyD88、TLＲ4、p-NF-κB p65 /NF-κB
p65 水平较高; AME 治疗后 MyD88、TLＲ4、p-NF-κB
p65 /NF-κB p65 水 平 降 低，表 明 AME 对 MyD88 /
TLＲ4 /NF-κB p65 信号通路具有抑制作用。LPS 能

够激活 TLＲ4 /NF-κB 通路，进而导致促炎因子级联

反应，该 过 程 随 着 免 疫 细 胞 的 浸 润 和 激 活 而 启

动［20］。为研究 AME 改善 ＲA-ILD 大鼠肺损伤是否

与 MyD88 /TLＲ4 /NF-κB p65 信号通路有关，本研究

用 TLＲ4 激活剂 LPS 联合高剂量 AME 治疗大鼠，结

果发现 LPS 逆转了 AME 对 ＲA-ILD 大鼠的治疗作

用。由此说明，AME 改善 ＲA-ILD 大鼠肺损伤可能

与抑制 MyD88 /TLＲ4 /NF-κB p65 信号通路的作用

及调节免疫细胞的功能有关。

综上所述，AME 可能通过抑制 MyD88 /TLＲ4 /
NF-κB p65 信号通路来改善 ＲA-ILD 大鼠肺损伤。
对于本实验中使用的 ＲA-ILD 动物模型，建模和治

疗观察时间仅持续了 41 d，而临床治疗 ＲA-ILD 是

一个长期的过程，因此，未来的研究需要评估黄芪在

ＲA-ILD 动物模型中改善肺损伤的持续疗效。
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Effects and mechanism of astragalus mongholicus extract on lung injury
in rats with rheumatoid arthritis induced interstitial lung disease

Zhao Yue，Yang Jinliang，Luo Huan，Xi Wenxiu，Wang Junlu，Zheng Xuejun
( Dept of Ｒheumatology and Immunology，The First Affiliated Hospital

of Hebei North University，Zhangjiakou 075000)

Abstract Objective To investigate the effects of astragalus mongholicus extract ( AME) on lung injury and the
myeloid differentiation factor 88 ( MyD88 ) /Toll-like receptor 4 ( TLＲ4 ) /nuclear factor kappa B ( NF-κB ) p65
pathway in rheumatoid arthritis induced interstitial lung disease ( ＲA-ILD) rats． Methods SD rats were randomly
divided into a control group，ＲA-ILD group，low-dose AME group ( 5 g /L) ，high-dose AME group ( 10 g /L) ，and
high-dose AME + lipopolysaccharide ( LPS) group ( 10 g /L AME + 1 mg /L TLＲ4 activator LPS) ． Except for the
control group，rats in all other groups were injected with bovine type Ⅱ collagen，Freund’s complete adjuvant，
and bleomycin to establish the ＲA-ILD model． The arthritis index and lung tissue wet-dry weight ratio of rats were
tested． ELISA was applied to detect the levels of inflammatory factors interleukin ( IL) -1β，IL-6 and tumor necrosis
factor-α ( TNF-α) in bronchoalveolar lavage fluid． Hematoxylin eosin staining was used to observe pathological
changes of rat knee joint tissue and lung tissue． Western blot was applied to detect the expression of autophagy fac-
tors Beclin 1，microtubule-associated protein 1A /1B-light chain 3 ( LC3) Ⅱ /Ⅰ，and MyD88 /TLＲ4 /NF-κB p65
pathway related proteins in lung tissue． Ｒesults Compared with control group，knee joint tissue and lung tissue of
rats in ＲA-ILD group were damaged，the arthritis index，lung tissue wet-dry weight ratio，levels of IL-1β，IL-6，

and TNF-α，the expression levels of MyD88 and TLＲ4 proteins，and p-NF-κB p65 /NF-κB p65 ratio increased
( P ＜ 0. 01) ，the expression of Beclin 1 and LC3 Ⅱ /Ⅰ proteins decreased ( P ＜ 0. 01) ． Compared with ＲA-ILD
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group，the low-dose and high-dose AME groups showed reduced tissue damage in rats，the arthritis index，lung tis-
sue wet-dry weight ratio，levels of IL-1β，IL-6，and TNF-α，the expression levels of MyD88 and TLＲ4 proteins，
and p-NF-κB p65 /NF-κB p65 ratio showed a dose-dependent decrease ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ，the expression of
Beclin 1 and LC3 Ⅱ /Ⅰ proteins showed a dose-dependent increase ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Compared with high-
dose AME group，the tissue damage of rats in the high-dose AME + LPS group was worsened，the arthritis index，

lung tissue wet-dry weight ratio，levels of IL-1β，IL-6，and TNF-α，the expression levels of MyD88 and TLＲ4 pro-
teins，and p-NF-κB p65 /NF-κB p65 ratio were higher ( P ＜ 0. 01) ，the expression of Beclin 1 and LC3 Ⅱ /Ⅰ pro-
teins was lower ( P ＜ 0. 01 ) ． Conclusion AME inhibits the MyD88 /TLＲ4 /NF-κB p65 pathway and alleviates
lung injury in ＲA-ILD rats．
Key words astragalus mongholicus extract; rheumatoid arthritis; interstitial lung disease; lung injury; MyD88 /
TLＲ4 /NF-κB p65 pathway; inflammation; autophagy
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氨氯地平通过抑制足细胞的 Ca2 + 内流促进细胞自噬
赵 韦1，徐德苹1，廖开楠1，蔡春林2，臧丹丹3，周海胜1，3

( 安徽医科大学1 生物化学教研室、2 病理生理学教研室、3 科研实验中心，合肥 230032)

摘要 目的 探究降血压药物氨氯地平对足细胞内 Ca2 + 内流及其自噬的影响。方法 体外常规培养永生化的人足细胞

( HPC) ，使用血管紧张素Ⅱ( Ang Ⅱ) 以及 L 型 Ca2 + 阻断剂氨氯地平单独或者联合处理 HPC 细胞，Ca2 + 成像系统实时检测药

物处理后 HPC 细胞内 Ca2 + 通量的瞬时变化; Western blot 法检测自噬标志蛋白 LC3B-Ⅱ /LC3B-Ⅰ比值变化、Beclin-1、P62 和凋

亡相关蛋白 Bcl-2、Bax 的表达水平; 流式细胞术检测 488 nm 处 Fluo-4AM 的阳性细胞数以分析 HPC 细胞内 Ca2 + 内流水平; Ly-
so-Tracker Green 活细胞染色分析溶酶体荧光强度; 流式细胞术检测 HPC 细胞凋亡率。结果 与对照组比较，Ang Ⅱ组 Ca2 + 瞬

时通量和 Fluo-4AM 阳性细胞数显著增加( P ＜ 0. 001) 、自噬标志蛋白 LC3B-Ⅱ /LC3B-Ⅰ比值( P ＜ 0. 001) 和 Beclin-1 的蛋白表

达( P ＜ 0. 01) 均降低、P62 的表达升高( P ＜ 0. 01) 、溶酶体荧光强度减弱( P ＜ 0. 05) 、细胞凋亡率升高( P ＜ 0. 000 1) 、凋亡相关

蛋白 Bcl-2 表达降低( P ＜ 0. 01) 、Bax 蛋白升高( P ＜ 0. 001) 。与对照组比较，氨氯地平组 Fluo-4AM 阳性细胞数显著降低( P ＜
0. 001) 、LC3B-Ⅱ / LC3B-Ⅰ比值( P ＜ 0. 001) 和 Beclin-1 的蛋白表达( P ＜ 0. 001) 均升高、P62 蛋白表达降低( P ＜ 0. 05) 、溶酶体

荧光强度增强( P ＜ 0. 01) 、细胞凋亡率降低( P ＜ 0. 01) 、Bcl-2 蛋白表达升高( P ＜ 0. 001 ) 、Bax 蛋白降低( P ＜ 0. 001 ) 。与 Ang
Ⅱ组比较，Ang Ⅱ + 氨氯地平组 Fluo-4AM 阳性细胞数显著降低( P ＜ 0. 001) 、LC3B-Ⅱ /LC3B-Ⅰ比值( P ＜ 0. 01 ) 以及 Beclin-1
的蛋白表达升高( P ＜ 0. 05) 、P62 蛋白降低( P ＜ 0. 01) 、溶酶体荧光强度增加( P ＜ 0. 05) 、细胞凋亡率降低( P ＜ 0. 001 ) 、Bcl-2
蛋白表达升高( P ＜ 0. 001) 、Bax 蛋白表达降低( P ＜ 0. 001) 。结论 氨氯地平抑制足细胞内 Ca2 + 内流，促进足细胞自噬、抑制

凋亡，对于预防高血压肾病发生具有一定的作用。
关键词 足细胞; 氨氯地平; 血管紧张素Ⅱ; 自噬; Ca2 + ; 细胞凋亡

中图分类号 Ｒ 34
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2025) 07 － 1179 － 08
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2025． 07． 003

2025 － 03 － 30 接收

基金项目: 安徽省高校学科( 专业) 拔尖人才学术资助项目( 编号:

gxbjZD2021046)

作者简介: 赵 韦，女，硕士研究生;

周海胜，男，教授，博士生导师，通信作者，E-mail: haishengs

@ ahmu． edu． cn

足细胞是位于肾小球基底膜的终末分化上皮细

胞，其正常的形态和结构对维持肾小球滤过及屏障

功能至关重要［1］。由于其再生能力很低，足细胞非

常敏感，容易受到外界压力变化的影响［2］。Ca2 + 作

为细胞内重要的第二信使，参与并调节细胞内各种

活动。在肾小球相关疾病等慢性肾病发展过程中，
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