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银杏叶提取物下调 ＴＬＲ４ ／ ＮＬＲＰ３ 信号保护
ＣＯＰＤ 大鼠气道炎症损伤
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摘要　 目的　 探讨银杏叶提取物对慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）大鼠气道炎症损伤及 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４） ／ ＮＯＤ 样受体蛋白 ３
（ＮＬＲＰ３）通路的调控作用。 方法　 选取 ３６ 只雄性 ＳＤ 大鼠，并随机将其分为四个组别：正常对照组、模型组、泼尼松治疗组以

及银杏叶提取物治疗组，每组 ９ 只，除正常对照组外，其余各组均通过气管内灌注脂多糖（ＬＰＳ）联合烟熏构建 ＣＯＰＤ 大鼠模

型。 造模成功后连续给药 １２ 周，随后进行取材。 观察大鼠的一般状况及呼吸系统症状。 通过苏木精 －伊红（ＨＥ）染色技术观

察肺组织的病理变化；采用实时荧光定量聚合酶链式反应（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）法和蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）法检测大鼠肺组织中

ＴＬＲ４、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素⁃１β（ＩＬ⁃１β）和 ＮＬＲＰ３ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平。 结果　 与正常对照组相比，模
型组大鼠肺组织明显受损，ＴＬＲ４、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＬＲＰ３ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与模型组相比，泼尼松组和银杏

叶提取物组肺组织损伤减轻，ＴＬＲ４、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＬＲＰ３ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 银杏叶提取物可能通过

抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通路减少 ＣＯＰＤ 大鼠肺组织 ＴＬＲ４、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＬＲＰ３ 表达量，减轻其气道炎症反应。
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　 　 慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａ⁃
ｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是一种由气道和肺有害颗粒或气

体所致的炎症因子异常释放、免疫细胞活性失调和

气道重塑引起的慢性肺部炎症性疾病［１］。 ＣＯＰＤ 全

球倡议提出 ＣＯＰＤ 导致的病死率约为 ４２ ／ １０ 万人，
且受环境污染、人口老龄化等因素影响，呈上升趋

势［２ － ３］。 ＣＯＰＤ 目前尚无特效药。 因此，探寻新的、
安全有效的临床治疗手段及药物干预，对提高患者

生存率和生活质量至关重要。 银杏叶提取物富含黄

酮类化合物、萜内酯类等多种生物活性成分，具有抗

氧化、抗感染、保护血管内皮细胞等作用［４］。 研

究［５ － ６］表明，银杏叶提取物能抑制 ＣＯＰＤ 模型大鼠

肺气肿的形成与发展及肺血管重塑，抑制炎症反应，
提高机体免疫力，具有一定的治疗作用。 Ｔｏｌｌ 样受

体 ４（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲ４）是一种可将先天免

疫与特异性免疫联系起来的跨膜信号受体，可通过

与脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）结合激活信号通

路，启动和发展气道炎症，ＮＯＤ 样受体蛋白 ３（ｎｕｃｌｅ⁃
ｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３，ＮＬ⁃
ＲＰ３）炎症小体促使了炎性因子的加工、成熟和释

放，其两者组成了信号转导通路的上下游［７］。 研

究［８ － ９］表明，抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＬＲＰ３ 通路表达可降低体

内肺组织损伤和炎症细胞因子水平，但银杏叶提取

物能否通过调控该通路影响 ＣＯＰＤ 大鼠气道炎症尚

不明确。 因此，本研究将聚焦于 ＴＬＲ４ ／ ＮＬＲＰ３ 信号

通路，探讨银杏叶提取物对 ＣＯＰＤ 大鼠气道炎症反

应和气道结构重塑的影响，为 ＣＯＰＤ 的预防与治疗

提供创新性的理论支撑及坚实的科学实验证据。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 动物 　 ３６ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，体质量

１９０ ～ ２３０ ｇ，均来源于湖南斯莱克景达实验动物有

限公司［生产许可证编号：ＳＹＸＫ（湘）２０１９⁃０００１］。
实验前，大鼠适应性喂养 １ 周，期间提供标准饲料和

自由饮水，昼夜光照周期调控，温度（２５ ± ２） ℃，湿
度 ４０％ ～６０％ ，本实验经广西中医药大学附属瑞康

医院医学伦理委员会批准（伦理号：ＤＷ２０２４０３１９⁃
０２７），并遵循 ３Ｒ 原则。
１． １． ２　 药物与试剂 　 ＬＰＳ（美国 Ｓｉｇｍａ 公司提供，
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１０ ｍｇ ／瓶，批号：Ｌ２８８０）；过滤嘴香烟（真龙牌香烟，
南宁卷烟厂生产，焦油含量 １９. ０ ｍｇ ／支，尼古丁含

量 １. ２ ｍｇ ／支）；舒血宁注射液（河北神威药业有限

责任公司，规格 ５ ｍＬ ／支，含 ＧＢＥ １７. ５ ｍｇ ／支，其中

总黄酮醇苷 ４. ２ ｍｇ ／支，占比 ２４％ ；银杏内酯 ０. ７
ｍｇ ／支，占比 ４％ ，批号：２２１２１１ｃ１）；醋酸泼尼松片

（浙江仙琚制药股份有限公司，批号：２２１１２４）；苏木

精染色试剂盒（珠海贝索生物技术有限公司，批号：
ＢＡ⁃４０４１），肿瘤坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，
ＴＮＦ⁃α）抗体、白细胞介素⁃１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）
抗体、ＮＬＲＰ３ 抗体、ＴＬＲ４ 抗体、β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、羊抗兔

二抗（武汉三鹰生物技术有限公司，货号：２９６５２⁃１⁃
ＡＰ、２９５３０⁃１⁃ＡＰ、３０１０９⁃１⁃ＡＰ、１９８１１⁃１⁃ＡＰ、２０５３６⁃１⁃
ＡＰ、ＲＧＡＲ００１）；ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒（上海碧

云天生物技术公司，批号：Ｐ００１２Ｓ）；ＥＣＬ 发光液（大
连美伦生物技术有限公司，批号：ＭＡ０１８６⁃１）；ＳＹＢＲ
ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ ＭＩＸ（上海吐露港生物科技有限公司，
批号：２２２０８⁃ｓｐ）。
１． １． ３　 仪器　 自制有机玻璃密封箱（规格：８０ ｃｍ ×
６０ ｃｍ × ５０ ｃｍ，顶部有一通气圆孔，直径为 ２. ０
ｃｍ）； 普通光学显微镜 （德国徕卡公司， 型号：
ＤＭ５００）；实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（美国应用生物系统

公司 ＡＢＩ，型号：７５００）；凝胶成像分析仪（美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 伯乐公司，型号：ＵＮ ＨＯＯＤ Ⅱ），全自动冷冻研

磨仪（德国 ＲＥＴＳＣＨ 莱驰公司，型号：Ｃｒｙｏｍｉｌｌ）；全
波长酶标仪 （美国 ＢＩＯＴＥＸ 伯腾公司，型号： ＥＰ⁃
ＯＣＨ）；高速多用途离心机、超低温冰箱（美国 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，型号：ＳＴ１６、８９３００８６Ｖ）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 分组、造模及给药　 将 ３６ 只大鼠按照随机

分配原则分为四个组别，分别为正常对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）
组、模型（Ｍｏｄｅｌ）组、泼尼松（ＰＮＳＺ）组、银杏叶提取

物（ＧＢＥ）组，每组各 ９ 只。 参考文献［１０］ 的方法，除
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组外，其余各组均给予香烟烟熏吸入联合气

管内灌注 ＬＰＳ 诱导大鼠 ＣＯＰＤ 模型：在造模的第 １
天和第 １４ 天，给大鼠腹腔注射 ２０％ 乌拉坦进行麻

醉，随后，将大鼠头高尾低仰卧状态固定在操作台

上，将喉部露于外，向大鼠气管内滴注 ＬＰＳ １００ μＬ ／
１００ ｇ（１ ｍｇ ／ ｍＬ），注射完毕后，将大鼠直立旋转 １０
～ ２０ ｓ，以保证 ＬＰＳ 在肺部均匀分布。 在实验第 ２ ～
１３ 天、第 １５ ～ ２８ 天，每日将大鼠置于自制烟熏箱

（８０ ｃｍ ×６０ ｃｍ ×５０ ｃｍ）内，暴露于香烟烟雾中 １ ｈ，
每次使用 ３０ 支作为烟源，整个模型构建周期持续

２８ ｄ，结束后立即从每组中随机抽取 １ 只处死，并对

其肺组织进行病理学检测，进而验证 ＣＯＰＤ 模型是

否构建成功。 造模成功后，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、Ｍｏｄｅｌ 组均给

予 ０. ９％氯化钠溶液灌胃［１０ ｍＬ ／ （ ｋｇ·ｄ）］，ＧＢＥ
治疗组采取腹腔注射的方式给予舒血宁注射液，剂
量设定为 ０. ４ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ） （按照成人标准量 ０. ２９
ｍＬ ／ ｋｇ，采用体表面积比值法：大鼠用药量 ＝ 成人量

× ７０ ／ ５６），ＰＮＳＺ 治疗组通过灌胃的途径给予泼尼

松水溶液，剂量设定为 ０. ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）（按照成人

标准量 ０. ４ ｍｇ ／ ｋｇ，采用体表面积比值法：大鼠用药

量 ＝成人量 × ７０ ／ ５６），各组处理均每日 １ 次，连续

１２ 周。
１． ２． ２ 　 标本采集 　 末次用药后，将各组大鼠以

２０％乌拉坦（５ ｍＬ ／ ｋｇ）腹腔注射麻醉后即刻处死，
暴露大鼠胸腔，解剖取右肺，剪下上叶，经 ４％ 多聚

甲醛溶液的充分固定，余右肺组织妥善保存于

－ ８０ ℃ 超低温冰箱中，以供后续蛋白与 ＲＮＡ 的提

取分析。
１． ２． ３　 苏木精 － 伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）法观

察肺组织病理学变化 　 取大鼠右上肺组织，用 ４％
多聚甲醛标准化固定 ４８ ｈ，依次使用不同浓度的酒

精对样本进行梯度脱水，之后将样本浸泡于二甲苯

中，直至其变得透明，随后石蜡包埋并切割为厚度 ３
μｍ 的薄片，经过二甲苯的脱蜡与再次脱水后，置于

伊红染液中着色，滴加封片胶并封固，将处理好的切

片置于光学显微镜下，观察与分析各组肺组织的病

理学变化。
１． ２． ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＬＲＰ３、
ＴＬＲ４ 蛋白表达量　 从各组中取大鼠肺组织 ２０ ｍｇ，
将其切割为微小碎片后，混入 ＲＩＰＡ 组织裂解液，在
低温条件下高速匀浆肺组织确保使其充分裂解，随
后在 ４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２５ ｍｉｎ，吸取上清液以

提取总蛋白，为了对各组样本的蛋白浓度进行标准

化调整，选用 ＢＣＡ 法精确测定各组肺组织样本的蛋

白质浓度，在沸水中进行 １０ ｍｉｎ 的变性。 每孔上样

３０ μｇ 进行凝胶电泳 （８０ Ｖ，２０ ｍｉｎ 后 １２０ Ｖ，６０
ｍｉｎ）；湿法转膜 ６０ ｍｉｎ、快速封闭液封闭 ３０ ｍｉｎ，随
后加入稀释好的一抗 ＴＮＦ⁃α （ １ ∶ １ ０００ ）、 ＩＬ⁃１β
（１ ∶ ３ ０００）、ＮＬＲＰ３（１ ∶ ３ ０００）、ＴＬＲ４（１ ∶ ２ ０００）、
β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ５ ０００），４ ℃ 孵育过夜，膜经 ３ 次洗涤

后，加入 １ ∶ ５ ０００ 稀释的羊抗兔二抗室温孵育 １ ｈ，
随后用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，以 ＥＣＬ 超敏发光液显色，凝
胶成像系统捕获图像，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析灰度值并计

算各蛋白表达量。
１． ２． ５ 　 实时荧光定量聚合酶链式反应（ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ

·４３８１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｏｃｔ；６０（１０）



ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）法检

测 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达量 　 依

据 ＲＮＡ 提取试剂盒的操作流程，从肺组织样本中提

取出总 ＲＮＡ，并对其进行浓度测定。 随后，参照反

转录试剂盒的说明书，将所提取的 ＲＮＡ 作为模板，
进行反转录反应以获得单链 ｃＤＮＡ，最后，利用所获

得的 ｃＤＮＡ 作为模板，执行聚合酶链式反应（ＰＣＲ）
扩增步骤，扩增条件为：９５ ℃，３０ ｓ；９５ ℃，１０ ｓ；６０
℃，３０ ｓ，共 ４０ 个循环。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内部参照，运用

２ － ΔΔＣＴ算法相对定量样本中目的基因表达水平，引
物序列信息见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｓ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′⁃３′） Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）
ＴＮＦ⁃α Ｆ：ＧＡＴＣＧＧＴＣＣＣＡＡＣＡＡＧＧＡＧＧ １３７

Ｒ：ＣＴＴＧＧＴＧＧＴＴＴＧＣＴＡＣＧＡＣＧ
ＩＬ⁃１β Ｆ：ＡＧＣＴＣＴＣＣＡＣＣＴＣＡＡＴＧＧＡＣ １５０

Ｒ：ＧＴＧＣＣＧＴＣＴＴＴＣＡＴＣＡＣＡＣＡＧ
ＮＬＲＰ３ Ｆ：ＴＧＣＧＴＧＴＴＧＴＣＡＧＧＡＴＣＴＣＧ １７９

Ｒ：ＡＧＣＡＣＡＧＴＧＡＡＧＴＡＡＧＧＣＣＧ
ＴＬＲ４ Ｆ：ＧＡＴＣＴＧＡＧＣＴＴＣＡＡＣＣＣＣＣＴＧ １４８

Ｒ：ＧＴＡＣＣＡＡＧＧＴＴＧＡＧＡＧＣＴＧＧＴ
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：ＡＴＣＡＴＴＧＣＴＣＣＴＣＣＴＧＡＧＣＧ １６３

Ｒ：ＣＡＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣＣ

１． ３　 统计学处理 　 运用 ＳＰＳＳ ２４. ０ 软件进行数据

统计分析，服从正态分布特性且方差保持齐性的计

量资料，用 �ｘ ± ｓ 进行描述，ＡＮＯＶＡ 方差分析检验评

估多组间的差异性，ＬＳＤ⁃ｔ 检验进行组间比较，设定

Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 各组大鼠一般状况和呼吸系统症状 　 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组大鼠运动灵活，反应灵敏，毛发白亮，呼吸平稳。
Ｍｏｄｅｌ 组大鼠精神不振，反应迟缓，毛色偏黄无光

泽，呼吸节律不稳、加深加快，时有咳嗽、咳喘、打喷

嚏及口鼻分泌物增多等。 上述 Ｍｏｄｅｌ 组情况在

ＰＮＳＺ 组与 ＧＢＥ 组大鼠身上得到明显改善。
２． ２　 各组大鼠肺泡病理形态　 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠肺泡

结构基本完整，其周边区域未见明显炎性细胞浸润，
且肺泡腔的容积与形态均维持于正常范围，未见扩

大。 Ｍｏｄｅｌ 组大鼠肺泡结构明显紊乱，其周边区域

显著分布炎性细胞的浸润灶，肺泡腔呈现不规则扩

大，广泛观察到肺泡壁断裂与融合病理变化及肺大

疱的形成。 与 Ｍｏｄｅｌ 组相比，经 ＰＮＳＺ 治疗方案与

ＧＢＥ 治疗方案干预的大鼠，其肺泡结构的紊乱程度

有所缓和，炎性细胞浸润密度相对较低，肺泡腔扩张

趋于局限化，仅在部分区域可见肺泡壁断裂融合形

成肺大疱，见图 １。 各组大鼠标准肺泡数及平均肺

泡面积比较，见表 ２。

图 １　 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＣＯＰＤ 各组大鼠肺泡病理表现　 ＨＥ × １００
Ｆｉｇ． １　 Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｌｖｅｏｌａｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ

ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｇｒｏｕｐ　 ＨＥ × １００

表 ２　 各组大鼠标准肺泡数及平均肺泡面积的比较（ｎ ＝ ７，�ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｌｖｅｏｌａｒ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ
ａｖｅｒａｇｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ａｒｅａ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ７，�ｘ ± ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｓｔａｎｄａｒｄ ａｌｖｅｏｌａｒ

ｎｕｍｂｅｒ
Ａｖｅｒａｇｅ

ａｌｖｅｏｌａｒ ａｒｅａ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ３２５． ０ ± ２１． ６９１ ０１ ４ ２５９． ８３５ ４ ± ２７３． ３２８ ０４　
Ｍｏｄｅｌ ２０５． ２ ± ６． ８７０ ２３ ６ ７２９． ５５４ ２ ± ２１７． ４６４ ２９
ＰＮＳＺ ２７７． ２ ± １０． ６１６ ０３ ４ ９８３． １６９ ０ ± １９１． ３６９ ６３
ＧＢＥ ３１３． ８ ± １９． １４９ ４１ ４ ４１０． ００４ ７ ± ２７１． １６５ ５５

２． ３　 各组大鼠气管病理形态改变　 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠

支气管结构维持正常生理状态，管腔保持通畅，无狭

窄，管壁未见异常增厚，纤毛以高度有序的方式排

列，管腔周围未观察到炎性细胞的浸润。 Ｍｏｄｅｌ 组
大鼠支气管结构出现显著的病理性改变，包括管腔

的严重闭塞、管壁的明显增厚，纤毛排列杂乱无序，
伴随显著的倒伏、断裂与脱落现象，管腔及其周围显

著分布炎性细胞的浸润灶，并伴结缔组织异常增生。
与 Ｍｏｄｅｌ 组相比，ＰＮＳＺ 治疗组与 ＧＢＥ 治疗组大鼠

在支气管结构损伤方面均有一定程度的改善，表现

为支气管管腔狭窄程度缓解，管壁增厚现象减少，纤
毛排列趋于规整，仅部分纤毛出现倒伏和脱落，管腔

及其周围的炎性细胞浸润密度相对较低。 见图 ２。
２． ４ 　 各组大鼠肺组织中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、ＮＬＲＰ３、
ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ表达情况 　 相较于Ｃｏｎｔｒｏｌ组，Ｍｏｄｅｌ
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图 ２　 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＣＯＰＤ 各组大鼠气道病理表现　 ＨＥ × １００
Ｆｉｇ． ２　 Ａｉｒｗａｙ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

ａｎｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｇｒｏｕｐｓ　 ＨＥ × １００

组大鼠肺组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ
表达水平显著上调，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；
相较于 Ｍｏｄｅｌ 组， ＰＮＳＺ 组与 ＧＢＥ 组大鼠肺组织

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达水平均显著

下调，差异有统计学意义（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ３。

图 ３　 各组大鼠肺组织 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达量

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ＮＬＲＰ３
ａｎｄ ＴＬＲ４ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．

２． ５ 　 各组大鼠肺组织中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、ＮＬＲＰ３、
ＴＬＲ４ 蛋白表达情况 　 相较于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，Ｍｏｄｅｌ 组
大鼠肺组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４ 蛋白表

达水平显著上调，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；相
较于 Ｍｏｄｅｌ 组，ＰＮＳＺ 治疗组与 ＧＢＥ 治疗组大鼠肺

组织 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４ 蛋白表达水平均

显著下调，差异有统计学意义（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图

４、５。

３　 讨论

　 　 ＣＯＰＤ是一种以持续的呼吸道症状和进行性气

图 ４　 各组大鼠肺组织 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４ 蛋白条带

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ＮＬＲＰ３ ａｎｄ ＴＬＲ４
ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ５　 各组大鼠肺组织 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４ 蛋白表达量

Ｆｉｇ． ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ＮＬＲＰ３ ａｎｄ
ＴＬＲ４ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．

流阻塞为特征的常见慢性呼吸系统疾病，其发病机

制复杂，主要与氧化应激、炎症因子和信号通路的激

活有关，气道慢性炎症是 ＣＯＰＤ 的基本病理特征，表
现为大量炎性细胞的浸润，这些炎性细胞通过释放

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 多种炎性因子引起炎症级联反应，最
终导致组织修复和气道重塑失调［１１］。 因此，减少炎

性因子的释放和抑制气道炎症的是治疗 ＣＯＰＤ 的关

键。
本研究采用公认的香烟烟雾 ＋ ＬＰＳ 气管滴注法

建立 ＣＯＰＤ 动物模型，造模后大鼠出现烦躁不安、明
显呼吸急促、咳嗽咳痰，肺组织病理改变是诊断

ＣＯＰＤ 的标准，该研究显示模型组大鼠肺组织结构

紊乱，有大量炎性细胞浸润，大量肺泡壁断裂融合形

成肺大疱，与文献［１２］ 报道结果一致，提示慢阻肺大

鼠模型建立成功。 银杏叶提取物富含多种活性成

分，这些成分在抗感染过程中发挥着关键作用，在槲
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皮素对 ＬＰＳ 诱导肺上皮细胞 Ａ５４９ 细胞的实验中显

示，细胞中核因子 Ｅ２ 相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙ⁃
ｔｈｒｏｉｄ ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２， Ｎｒｆ２ ）、 血 红 素 氧 合 酶⁃１
（ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃１，ＨＯ⁃１）蛋白表达增加，核因子⁃
κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ，ＮＦ⁃κＢ）蛋白表达减少，ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６ 和前列腺素 Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２，ＰＧＥ２）等炎症

因子表达减少，揭示槲皮素通过激活 Ｎｒｆ２ 通路、抑
制 ＮＦ⁃κＢ 通路的作用，抑制促炎基因的表达，激发

抗感染效果［１３］。 此外，槲皮素还可通过调控 ｐ５０ 和

ｐ６５ 亚基的核转位，抑制巨噬细胞促炎因子的基因

表达，发挥抗感染作用［１４］。 本实验肺组织病理结果

表明，银杏叶提取物组较模型组肺组织结构稍紊乱，
少量炎性细胞浸润，肺大疱程度明显减轻，说明银杏

叶提取物可明显改善 ＣＯＰＤ 大鼠的肺组织病理损伤

和纤维化，并抑制炎性细胞因子分泌。 在 ＣＯＰＤ 的

发生和发展过程中，中性粒细胞和巨噬细胞在氧化

应激下大量在气道中激活和分化，随后引发细胞因

子风暴，ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 等是其关键细胞因子，
是疾病恶化升级的原因。 有研究［６，１５］ 表明，银杏叶

提取物可以改善香烟诱导的大鼠气道炎症，降低急

性肺损伤中促炎因子的水平。 本实验结果表明，
ＣＯＰＤ 大鼠肺组织中的 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 的蛋白和

ｍＲＮＡ 表达水平均显著增高，而银杏叶提取物的治

疗能下调 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 的表达水平，从而有效抑

制慢阻肺引起的炎症反应和氧化应激反应。
ＴＬＲ４ ／ ＮＬＲＰ３ 通路在调节机体免疫炎症反应方

面具有重要作用，ＴＬＲ４ 与 ＬＰＳ 结合后被激活，启动

ＮＬＲＰ３ 炎症小体表达，进而引起促炎细胞因子产

生［１６］。 有研究［１７］ 表明，抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＬＲＰ３ 通路可

减少气管炎症细胞浸润，改善 ＣＯＰＤ 大鼠肺损伤，减
少肺纤维化；抑制肺组织中的 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的活

化可降低肺部炎症反应，减少免疫细胞聚集，减轻肺

泡破坏［１８］。 本实验结果表明，ＣＯＰＤ 模型大鼠肺组

织的 ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３ 蛋白和 ｍＲＮＡ 均表达升高；经银

杏叶提取物干预后，大鼠 ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３ 的蛋白和

ｍＲＮＡ 表达均明显降低，提示银杏叶提取物能抑制

ＴＬＲ４ ／ ＮＬＲＰ３ 通路激活，继而减少 ＣＯＰＤ 炎症反应，
从而改善 ＣＯＰＤ 肺损伤。

综上所述，银杏叶提取物可降低 ＣＯＰＤ 模型动

物肺组织 ＴＬＲ４ 与 ＮＬＲＰ３ 的相对表达量，抑制炎症

因子释放，减轻炎症反应，改善肺部病理变化和肺功

能，缓解肺纤维化，可能是通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＬＲＰ３
信号通路发挥作用。 但由于慢阻肺发病机制复杂，
还需对银杏叶提取物的具体作用机制进行深入分

析，为慢阻肺的临床治疗提供新的思路和依据。
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２０Ｇ６． ３ ａｎｄ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ａｉｒｗａｙ ｉｎｆｌａｍｍａ⁃
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ＣＯＰＤ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｕｎｉｖ Ｍｅｄ Ａｎｈｕｉ， ２０２２，
５７（４）： ５８６ － ９３． ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２２．
０４． ０１５．

［１８］ Ｑｉｎ Ｙ， Ｚｈａｉ Ｊ， Ｙａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ⁃ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ
ｏｆ Ｂｕｆｅｉ Ｙｉｓｈｅｎ ｆｏｒｍｕｌａ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＧＳＫ３β⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ＮＬＲＰ３ ｉｎ⁃
ｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０２３， １６８：
１１５６１４． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｂｉｏｐｈａ． ２０２３． １１５６１４．

Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ｅｘｔｒａｃｔ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＴＬＲ４ ／ ＮＬＲＰ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｔｏ ｐｒｏｔｅｃｔ ａｉｒｗａｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ＣＯＰＤ ｒａｔｓ

Ｐａｎ Ｙｉｎｇ１，Ｍｏ Ｘｕｅｎｉ１，Ｗａｎｇ Ｇｅｒｕｉ１，Ｆｅｎｇ Ｙｕｑｉｎｇ２，Ｘｉｅ Ｆａｎｇ２，Ｍａｏ Ｍｅｉｌｉｎｇ１，
Ｗｅｉ Ｔｉｎｇｔｉｎｇ１，Ｘｉａｎｇ Ｊｉｎｇ１，Ｈｕａｎｇ Ｌｉａｎｊｉａｎ１，Ｗｅｉ Ｆａｎｂｏ１，Ｙａｎｇ Ｙｉｂａｏ２

（ １Ｇｒａｄｕａｔｅ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｎａｎｎｉｎｇ　 ５３００１１；２ Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｃａｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｒｕｉｋａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｎａｎｎｉｎｇ　 ５３００２３）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ａｉｒｗａｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ
Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４（ＴＬＲ４） ／ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３（ＮＬＲＰ３） ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ （ＣＯＰＤ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｉｒｔｙ⁃ｓｉｘ ｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉ⁃
ｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ： ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｒｅｄｎｉｓｏｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｔｈｅ ｇｉｎｋｇｏ
ｂｉｌｏｂａ ｅｘｔｒａｃｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ ９ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＣＯＰＤ ｒａｔ ｍｏｄ⁃
ｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ （ＬＰＳ） ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｉｇａ⁃
ｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ． Ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｄｒｕｇｓ ｆｏｒ １２ ｗｅｅｋｓ， ｆｏｌ⁃
ｌｏｗｅｄ ｂｙ ｓａｍｐｌｉｎｇ． Ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ． Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ （ＨＥ） ｓｔａｉｎｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ； ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＬＲ４， ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α （ＴＮＦ⁃α）， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β （ＩＬ⁃１β） ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｉｎ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍ⁃
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄａｍａｇｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｄａｍａｇｅ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｄｎｉｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ｅｘｔｒａｃｔ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ
ＴＬＲ４， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ＮＬＲＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ
ｅｘｔｒａｃｔ ｍａｙ ｒｅｄｕｃｅ ＴＬＲ４， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ＣＯＰＤ ｒａｔｓ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅｉｒ
ａｉｒｗａｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＴＬＲ４ ／ ＮＬＲＰ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ｅｘｔｒａｃｔ； ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ； ＴＬＲ４ ／ ＮＬＲＰ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； ｉｎ⁃
ｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｉｒｗａｙｓ； ａｉｒｗａｙ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ； ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ８１８７４４５３）； Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ
Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （Ｎｏ． ２０２３ＺＤ００７）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｙａｎｇ Ｙｉｂａｏ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ３６２３１１０３８＠ ｑｑ． ｃｏｍ

·８３８１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｏｃｔ；６０（１０）


