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急性肺损伤（Acute lung injury，ALI）是临床常见危重症，

病死率高。虽然导致急性肺损伤病因多样，如严重感染、休

克、创伤等，但各种原因引起的急性肺损伤具有共同的病理基

础，即肺泡毛细血管急性损伤，通透性增强，肺间质淤血、渗

出、水肿，肺泡透明膜形成和肺泡萎缩，从而造成肺通气与血

比例失调，分流量增加，导致严重缺氧状态[1]。现今已对急性

肺损伤进行大量基础和临床研究，但干预手段和方法较有

限。七叶皂苷是由欧洲七叶树、日本七叶树、中华七叶天师栗

的果实娑罗子中提取的一类三萜皂苷化合物，具有减缓组织

水肿、恢复血管通透性、抗炎等功效，临床上广泛应用于各种

原因引起的肺水肿、创伤或手术所致肿胀的治疗；最近研究

发现七叶皂苷钠可保护上皮细胞，减轻低氧和炎症对其的损

伤[2]，故笔者推测七叶皂苷钠可能减缓急性肺损伤。本研究旨

在通过油酸致大鼠急性肺损伤模型观察七叶皂苷钠对其的保

护作用。

1 材料
1.1 仪器

Allegra 25R型离心机（美国Beckman公司）；ELX800型酶

标仪（美国 Bio-Tek公司）；202-00A型电热恒温烤箱（上海叶拓

仪器仪表有限公司）；CKX3型倒置相差显微镜（日本Olympus

公司）；1658型蛋白电泳仪（美国Bio-Rad公司）。

1.2 药品与试剂

七叶皂苷钠注射液（哈尔滨圣泰制药股份有限公司，批

号：2010060202）；肿瘤坏死因子（TNF）-α试剂盒（美国 Sigma
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摘 要 目的：研究七叶皂苷钠对急性肺损伤模型大鼠的保护作用。方法：45只SD大鼠随机均分为正常对照（等容生理盐水）

组、模型（等容生理盐水）组、七叶皂苷钠（5 mg/kg）组。大鼠尾静脉缓慢注射油酸（0.1 ml/kg）以复制急性肺损伤模型，模型复制

30 min后尾静脉给药。光镜下观察大鼠肺组织病理切片；称定大鼠肺湿质量、干质量，并计算肺湿/干质量比（W/D）；ELISA法检测

大鼠血清肿瘤坏死因子（TNF）-α含量；Western blot法检测大鼠肺组织水通道蛋白（AQP）1的表达。结果：与正常对照组比较，模

型组大鼠肺组织中肺泡腔内炎症细胞渗出增加，W/D升高，TNF-α含量增加，AQP1蛋白表达增强，差异有统计学意义（P＜0.05）；

与模型组比较，七叶皂苷钠组大鼠肺组织水肿程度明显改善，W/D降低，TNF-α含量减少，AQP1蛋白表达减弱，差异有统计学意义

（P＜0.05）。结论：七叶皂苷钠可减轻油酸致大鼠急性肺损伤程度，其机制可能与降低W/D、减少TNF-α含量、下调AQP1蛋白表达

有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate protective effect of sodium aescinate on acute lung injury（ALI）model rats. METH-

ODS：45 SD rats were randomly divided into normal control group（constant volume of normal saline），model group（constant vol-

ume of normal saline）and sodium aescinate group（5 mg/kg）. ALI model was made by intravenous injection of oleic acid（0.1 ml/

kg）. 30 min after modeling，they were given relevant medicines via tail vein. The histological section of lung tissue was observed

under light microscope. The lung wet and dry weight were determined to calculate lung wet/dry weight ratio（W/D）；TNF-α concen-

tration and expression of AQP1 were determined by ELISA assay and Western blot，respectively. RESULTS：Compared with normal

control group，the effusion of inflammatory cell in the alveolar space increased in model group，while W/D，TNF-α concentration

and protein expression of AQP1 increased；there was statistical significance（P＜0.05）. Compared with model group，pneumonede-

ma of rats was improved significantly in sodium aescinate group，while W/D，TNF-α concentration and protein expression of AQP1

decreased；there was statistical significance（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Sodium aescinate may alleviate oleic acid-induced ALI in

rats，the mechanism of which may be associated with the down-regulation of W/D，TNF-α concentration and protein expression of

AQP1.
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公司）；水通道蛋白（AQP）1兔抗鼠抗体（武汉博士德生物工程

有限公司）；超敏ECL化学发光试剂盒（江苏碧云天生物技术

有限公司）。

1.3 动物

清洁级SD大鼠45只，♀♂兼用，体质量200～250 g，购自

第三军医大学新桥医院动物房 [实验动物使用许可证号：

SCXK（渝）2009-004]。

2 方法
2.1 复制模型与分组、给药

大鼠尾静脉缓慢注射油酸（0.1 ml/kg）以复制急性肺损伤

模型。45只SD大鼠随机均分为3组，即正常对照（等容生理盐

水）组、模型（等容生理盐水）组、七叶皂苷钠（5 mg/kg）组，复制

模型30 min后尾 iv给药，

2.2 大鼠肺组织湿/干质量比（W/D）的测定

大鼠尾 iv 给药 12 h 后，麻醉开胸，剪取右肺上叶相同部

位，用滤纸吸去水分和血迹称湿质量，再置电热恒温烤箱中，

烘烤 48 h至干质量恒定称质量，计算W/D。

2.3 肺组织病理学观察

大鼠处死后，剪取左肺，切0.5 cm3组织块，4％多聚甲醛固

定24 h，组织脱水12 h，石蜡包埋，HE染色，光镜下观察大鼠肺

组织病理学。

2.4 酶联免疫吸附（ELISA）法检测大鼠血清TNF-α含量

大鼠处死前取动脉血 2 ml，室温自然凝固 10～20 min，以

离心半径为25 cm、3 500 r/min 离心20 min，得血清，－70 ℃贮

藏，备用。按ELISA测试盒说明书步骤进行检测。

2.5 Western blot法检测大鼠肺组织AQP1蛋白的表达

大鼠处死后，分离相同肺组织，提取总蛋白，BCA法测定

蛋白质量浓度。制备SDS-PAGE凝胶，每孔加样40 μg进行电

泳。300 mA湿转25 min，将PVDF膜放入5％脱脂奶粉中室温

封闭 2 h，分别加入兔抗鼠 AQP1 抗体（1 ∶ 100，V/V）及兔抗

GAPDH抗体（1 ∶ 5 000，V/V）的稀释液中 4 ℃过夜，用TBST洗

涤 3次，每次 5 min，然后放入二抗（辣根酶标记山羊抗兔，1 ∶
5 000，V/V）室温孵育 1 h，TBST 洗涤 3次，每次 5 min，用 ECL

化学发光法检测蛋白表达水平。所得蛋白条带图片使用

Image-Pro Plus 10.0进行分析，以同一标本 GAPDH 的产物光

密度（OD）作为内参，校正各自目的蛋白的OD，按公式（相对

值＝目标蛋白产物的OD/GAPDH的OD）计算出相对值。

2.6 统计学方法

数据以x±s 表示，采用 SPSS13.0软件处理分析实验数

据。两组均数间比较用配对 t检验。P＜0.05为差异有统计学

意义。

3 结果
3.1 七叶皂苷钠对模型大鼠肺组织W/D的影响

与正常对照组比较，模型组大鼠肺组织W/D升高，差异有

统计学意义（P＜0.05）；与模型组比较，七叶皂苷钠组大鼠肺组

织W/D降低，差异有统计学意义（P＜0.05）。七叶皂苷钠对模

型大鼠肺组织W/D的影响见表1。

3.2 七叶皂苷钠对模型大鼠肺组织病理切片的影响

正常对照组大鼠肺泡腔内无分泌物，肺泡壁结构完整，无

炎性细胞浸润及红细胞渗出；模型组大鼠肺组织变化明显，可

见肺间质及肺泡水肿，肺泡腔内有浆液性渗出物及大量炎性

细胞、红细胞渗出，部分肺间隔增厚；七叶皂苷钠组大鼠肺组

织水肿程度明显下降，肺泡腔内炎症细胞渗出减轻。大鼠肺

组织病理切片见图1。

表1 七叶皂苷钠对模型大鼠肺组织W/D的影响（x±±s，n＝15）

Tab 1 Effects of aescinate sodium on W/D of model rats

（x±±s，n＝15）

组别
正常对照组
模型组
七叶皂苷钠组

剂量，mg/kg

5

W/D

3.57±0.20

6.13±0.51＊

4.82±0.36#

与正常对照组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05

vs.normal control group：＊P＜0.05；vs.model group：#P＜0.05

3.3 七叶皂苷钠对模型大鼠血清TNF-α含量的影响

与正常对照组比较，模型组大鼠血清TNF-α含量增加，差
异有统计学意义（P＜0.05）；与模型组比较，七叶皂苷钠组大鼠
血清TNF-α含量减少，差异有统计学意义（P＜0.05）。七叶皂
苷钠对模型大鼠血清TNF-α含量的影响见表2。

表 2 七叶皂苷钠对模型大鼠血清中 TNF-α含量的影响

（x±±s，n＝15）

Tan 2 Effects of aescinate sodium on TNF-α concentration

in serum of model rats（x±±s，n＝15）

组别
正常对照组
模型组
七叶皂苷钠组

剂量，mg/kg

5

TNF-α，ng/L

120.43±4.31

184.31±6.35＊

163.02±5.45#

与正常对照组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05

vs.normal control group：＊P＜0.05；vs.model group：#P＜0.05

3.4 七叶皂苷钠对模型大鼠肺组织AQP1 蛋白表达的影响

与正常对照组比较，模型组大鼠肺组织AQP1 蛋白表达增
强，差异有统计学意义（P＜0.05）；与模型组比较，七叶皂苷钠
组大鼠肺组织 AQP1蛋白表达减弱，差异有统计学意义（P＜

0.05）。AQP1蛋白的表达见图2。

4 讨论
急性肺损伤是一组以肺容积减少、肺顺应性降低、严重的

通气/血流比例失调为病理生理特征的病变，其病理基础是通
透性肺水肿，表现为急性进行性加重的呼吸困难、顽固性低氧
血症及肺水肿，其发病机制仍未完全阐明，尚无有效的治疗及
阻止病程进展的良好方法[1]。临床虽采取机械通气及支持对
症为主的传统治疗，但由于缺乏早期、敏感的诊断指标，病死
率接近 40％。因此，通过检测其早期血清及肺组织的炎性相
关因子或蛋白（如TNF-α、AQP1）对急性肺损伤的诊断与治疗

具有积极的意义。

A B C
图1 大鼠肺组织病理切片

A.正常对照组（HE，200×）；B.模型组（HE，400 ×）；C.七叶皂苷纳组

（HE，400×）

Fig 1 Histological detection of lung tissue in rats
A. normal control group（HE，200×）；B. model group（HE，400×）；C.

aescinate sodium group（HE，400×）
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七叶皂苷钠是从七叶树科植物天师栗的干燥成熟种子中

获取的三萜皂苷化合物，可降低毛细血管通透性、抗渗出及增

加静脉张力、抗炎和改善血液循环。研究证实，七叶皂苷钠在

治疗毛细血管通透性增高的疾病中具有类似地塞米松的持久

抗炎作用，同时与之相比并无明显提高脾脏指数、胸腺指数、

淋巴细胞计数及血清TNF-α水平等效应[2]。研究表明，七叶皂

苷钠具有抗氧化、清除自由基功能，可减少组织细胞能量的消

耗，维持血管内皮细胞的功能，并且七叶皂苷钠可通过激活内

皮细胞，增加对中性粒细胞的黏附性而减少中性粒细胞的渗

出，有效减少活性氧的生成和清除氧自由基[3]。此外，研究还

发现，七叶皂苷钠还可增强血管壁张力和收缩性，改善微循

环，促进淋巴回流，改善毛细血管血液淤滞状态，明显增强胸

部淋巴流速[4]。这些作用机制有助于改善肺水肿，减少肺泡液

体渗出及促进液体从肺毛细血管的重吸收。

本研究结果表明，与正常对照组比较，模型组大鼠肺组织

中肺泡腔内炎性细胞渗出增加，且W/D、TNF-α含量明显上升，

AQP1蛋白表达明显增强。与模型组比较，七叶皂苷钠组大鼠

肺组织W/D降低，提示大鼠肺组织含水量明显下降，揭示七叶

皂苷钠对减轻模型大鼠肺水肿有一定意义。其作用机制可能

与以下相关：（1）七叶皂苷钠系含多酯键的三萜皂苷化合物，

可触发血浆促肾上腺皮质激素、皮质类固醇及其受体的释放，

有利于肺微血管内皮细胞（PMEC）屏障的修复，改善微循环及

组织血供，消除局部肿胀[5-6]；（2）清除氧自由基，抑制脂质过氧

化反应[6]；（3）皮质类固醇及其受体的释放引发下游前列腺素

F2α的分泌，拮抗前列腺素（PGE）1、缓激肽及 5羟色胺（5-HT）

等炎性介质，发挥抗炎、抗水肿作用[7]。

随着急性肺损伤的进一步研究，AQP在肺水肿进展中的

作用越来越受到重视。到目前为止，在人类各组织上共发现

13 种不同的 AQP，其中表达于呼吸系统的有 6 种（AQP1、

AQP3、AQP4、AQP5、AQP8、AQP9），分别表达于呼吸系统的

不同部位[8-9]。AQP1是最早发现且对其结构研究最清楚的水

通道蛋白，广泛分布于PMEC中，是水分子的快速转运通道，

在病理条件下与肺组织液体转运息息相关，参与了多种肺水

肿疾病的进展，且在肺组织中的表达受TNF-α的调控[10]。各类

原因导致的急性肺损伤不仅造成 PMEC屏障的破坏，同时伴

随肺组织水转运的失衡。然而，针对 AQP 的表达仍有分歧。

以往的研究发现，TNF-α与AQP1呈负相关，急性肺损伤时位

于PMEC的AQP1表达下调，可致使肺泡-毛细血管间水转运

受阻，大量液体积聚肺泡腔及肺间质[11]。然而Lai KM等[12]研

究发现，炎症因子亦可诱导AQP1上调表达；Alexander JJ等[13]

的研究指出，在脓毒血症致大鼠脑损伤模型中，TNF-α可通过

TNF受体 1上调AQP4的表达，引起脑水肿等，与 Jang AS等[14]

在博来霉素诱发的肺损伤中AQP5上调表达相一致。在本研

究中，七叶皂苷钠组大鼠肺组织TNF-α和AQP1蛋白表达较模

型组都有明显下降，可推测七叶皂苷钠可能通过抑制血清

TNF-α的产生，继而影响AQP1蛋白表达，从而达到减轻肺水

肿的目的，但其机制仍不清楚。AQP的表达高低可能与损伤

的部位及作用时间有关，但尚需严密的实验证实。

综上所述，七叶皂苷钠可有效抑制急性肺损伤，其可能是

通过抑制TNF-α间接下调AQP1的表达从而轻肺水肿程度，但

其分子机制仍需深入研究。
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RP-HPLC法同时测定人血浆中马钱子4种生物碱的含量
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摘 要 目的：建立同时测定人血浆中马钱子 4种生物碱含量的方法。方法：采用反相高效液相色谱（RP-HPLC）法。色谱柱为

HYP-ODS C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈-0.2％十二烷基硫酸钠溶液（40 ∶ 60，V/V，pH2.8），流速为1.0 ml/min，柱温为

30 ℃，检测波长为 254 nm。结果：番木鳖碱、马钱子碱、番木鳖碱氮氧化物、马钱子碱氮氧化物的质量浓度分别在 0.53～53.40、

0.54～53.55、0.53～53.40、0.53～53.25 μg/ml范围内与待测物峰面积积分值呈良好线性关系（r≥0.998 0）；精密度的RSD＜9.0％，

稳定性的 RSD 均在 2.15％～7.69％之间；提取回收率分别为 1.05％～2.36％、1.32％～2.43％、1.44％～2.55％和 1.52％～2.69％。

结论：该方法灵敏度高、精密度好、简便可行，可用于马钱子中4种生物碱的药动学研究。

关键词 马钱子；生物碱；含量测定；反相高效液相色谱法；血浆

Establishment of RP-HPLC Method for the Content Determination of 4 Kinds of Alkaloids from Strychnos
nux-vomica in Human Plasma
WENG De-xin1，DAI Qi-chang2（1.Dept. of Pharmacy，Deqing County Third People’s Hospital，Zhejiang Deqing
313200，China；2.Huzhou Municipal Institute for Food and Drug Control，Zhejiang Huzhou 313000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for the content determination of 4 kinds of alkaloids from Strychnos nux-vomi-

ca in huamn plasma. METHODS：RP-HPLC method was adopted. The determination was performed on HYP-ODS C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）column with mobile phase consisted of acetonitrile-0.2％ sodium lauryl sulfate（40 ∶ 60，V/V，pH 2.8）at the flow rate

of 1.0 ml/min. The column temperture was 30 ℃，and the detection wavelength was 254 nm. RESULTS：The linear ranges of strych-

nine，brucine，strychnine N-oxide and brucine N-oxide were 0.53-53.40，0.54-53.55，0.53-53.40，0.53-53.25 μg/ml（r≥0.998 0）；RS-

Ds of precision tests were less than 9.0％；RSDs of stability tests were 2.15％-7.69％；extraction recoveries were 1.05％-2.36％，

1.32％ -2.43％，1.44％ -2.55％ and 1.52％ -2.69％，respectively. CONCLUSIONS：The method is sensitive，precisive，convenient

and feasible，and can be used for pharmacokinetic study of 4 kinds of alkaloids from S. nux-vomica.

KEYWORDS Strychnos nux-vomica；Alkaloids；Content determination；RP-HPLC；Plasma

马钱子，也称番木鳖，为马钱科植物马钱 Strychnos nux-

vomica L.或云南马钱S. pierriana A.W.Hill的干燥成熟种子，其

味苦、性寒、有大毒，在中医药临床上用于通络止痛、散结消

肿。现代医学理论证明，马钱子具有抗肿瘤作用[1]。马钱子中

的各种生物碱是马钱子的主要有效部位，其中番木鳖碱

（Strychnine）、马钱子碱（Brucine）、番木鳖碱氮氧化物（Strych-

nine N-oxide）和马钱子碱氮氧化物（Brucine N-oxide）是较为重

要的生物碱[2-4]。马钱子的体内分析研究较少，通常是单一成

分检测或两种成分一起检测[5]，目前未见4种成分一起检测的

方法。本研究建立了同时检测人血浆中马钱子 4种生物碱类

成分含量的方法，以为马钱子的体内药动学分析提供依据。

1 材料
1.1 仪器

LC-20A 型高效液相色谱（HPLC）仪（日本岛津公司）；

AE-240S 型十万分之一电子天平（瑞士 Mettler Toledo 公司）；

KQ-100型超声波清洗机（昆山市超声仪器有限公司）；涡旋混

合器（上海沪西分析仪器厂）；3K15型离心机（德国 Sigma 公

司）。

1.2 药品与试剂

番木鳖碱（批号：110705-200306）、马钱子碱（批号：

110706-200505）、石杉碱甲（批号：100243-200601）对照品均购

自中国食品药品检定研究院；番木鳖碱氮氧化物、马钱子碱氮
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