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二烯丙基三硫对急性肺损伤小鼠肿瘤坏死因子一 

表达及核转录因子一KB活性的影响 

朱桂军 刘俊峰 于占彪 张玉想 胡振 杰 

【摘要】 目的 探讨二烯丙基三硫(DATS)对脂多糖(LPS)致急性肺损伤(ALI)小鼠肿瘤坏死因子一a 

(TNF—a)表达及核转录因子一~B(NF— B)活性的影响。方法 复制LPS致 ALI小鼠模型。实验动物按随机 

数字表法分为生理盐水对照组、ALI模型组、DATS预防组、DATS治疗组和DATS对照组。采用酶联免疫吸 

附法(ELISA)测定各组血清和肺组织匀浆上清液中TNF—a浓度；用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测 

各组肺组织 TNF～a tuRNA表达；凝胶电泳迁移率改变分析(EMSA)检测肺组织 NF—KB活性。结果 Au 

模型组 2 h血清及肺组织 TNF—a含量明显升高(P均d0．01)，6 h有所降低，但仍高于生理盐水和DATS对 

照组(P均d0．01)；DATS预防组 2 h和 6 h血清及肺组织 TNF—a含量较 ALI模型组均明显降低(P<O．05 

或 P<0．01)，但DATS治疗组无明显效果(P均>0．05)。ALI模型组 2 h肺组织 TNF—a mRNA表达较生理 

盐水对照组和 DATS对照组均明显升高(P均d0．01)，DATS预防组可明显抑制肺组织中 TNF—a mRNA 

表达(P<O．05)，但 DATS治疗组无明显效果。Au 模型组肺组织 NF～KB活性较生理盐水对照组和 DATS 

对照组均明显升高(P均d0．05)，DATS预防组可明显抑制肺组织 NF—KB活性(P<O．05)，但 DATS治疗组 

的抑制效果不明显。结论 预先给予 DATS可抑制 LPS诱导的 ALI小鼠肺组织 NF— B活性和 TNF—a 

mRNA表达，减少血清及肺组织中TNF—a的生成，具有一定的抗 Au 作用。 
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【Abstract 1 Objective To investigate the effect of diallyl trisulfide (DATS)on tumor necrosis 

factor— (TNF—a)expression and nuclear factor—xB (NF—xB)activity in mice with acute lung injury 

(ALI)induced by lip0polysaccharide(LPS)．Methods ALI murine model was reproduced by injection of 

LPS intraperitoneally． Mice were randomly divided into normal saline control group，ALI group，DATS 

prevention group，DATS treatment group，and DATS control group．The TNF—a levels in the serum and in 

the supernatant of lung homogenates were measured with enzyme linked immunoadsorbent assay (ELISA)． 

The expression of TNF—a mRNA in the lung tissues was detected by reverse transcription polymerase chain 

reaction (RT —PCR)．NF—KB activity in the lung tissues was detected by electrophoresis mobility shift assay 

(EMSA)．Results The levels of TNF — a induced by LPS in the serum and the supernatant of lung 

homogenates were increased markedly at 2 hours in ALI group(both P< 0．01)，and decreased at 6 hours， 

but they were still higher than those of the control groups (all P< O．O1)．They were reduced in DATS 

prevention group at 2 and 6 hours compared with those of ALI group (P< O．05 or P< O．01)，but no change 

was noted in DATS treatment group (all P> 0．05)．The expression of TNF—a mRNA in the lung tissues of 

ALI group increased markedly at 2 hours compared with those of control groups (both P< 0．01)·and it 

could be down—regulated by pretreatment with DATS (P< O．O5)． No change in DATS was found in 

treatment group．NF—KB activity in the lung tissue increased in ALI group compared with that of control 

groups (both P< O．05)，and it was markedly reduced in DATS prevention group (尸< 0·05)，but no change 

was found in DATS treatment group． Conclusion Pretreatment of DATS for ALI in mice could inhibit 

NF— B actlvaty，TNF—a mRNA expression in lung tissues，and decrease the release of TNF —a in the 

serum and the lung homogenates，and they might be the underlying mechanisms of prevention of the 

occurrence of ALI by DATS． 

[Key words 1 diallyl trisulfide； lipopolysaccharide； acute lung injury； cytokine； nuclear 

factor—KB 
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· 论 著 · 

急性肺损伤(ALI)／急性呼吸窘迫综合征(ARDS) 

是多器官功能障碍综合征(MODS)的肺部表现，并 

且贯穿于MODS的全过程n 。ALI／ARDS的发病 

基础是全身炎症反应综合征(SIRS)，发病时血管内 

皮细胞损伤对 SIRS及 MODS的持续和恶化有重要 
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影响0 。SIRS导致体内失控性炎症介质，如肿瘤坏 

死因子一a(TNF—a)大量释放与ALI发病密切相 

关。新近德 国慕尼黑大学药物研究中心的 Keiss 

等“ 报道，大蒜提取物二烯丙基三硫(DATS)可抑 

制脂多糖(LPS)诱导的人全血细胞核转录因子一，cB 

(NF—fcB)活化，减少促炎细胞 因子 TNF—a生成， 

表现出一定的抗炎作用。本研究中通过复制LPS诱 

导ALl小鼠模型，观察 DATS对其血清和肺组织 

中 TNF—a表达 以及肺组织 NF一加 活性 的影响， 

探讨DATS的抗ALI机制，为临床防治AL1提供理 

论依据。 

1 材料与方法 

1．1 动物模型制备与分组：雄性昆明小鼠9O只，体 

重 18~20g，由河北省实验动物中心提供。按随机数 

字表法分为5组，每组 18只。①ALI模型组：腹腔注 

射大肠杆菌LPS(O1ll：B4，Sigma公司)10 mg／kg； 

②DATS预防组：每日腹腔注射大蒜素注射液(正大 

天晴药业股份有限公司，国药准字号：H32025639) 

30 mg／kg，连 续 7 d后 腹 腔注 射 LPS 10 mg／kg； 

③DATS治疗组：腹腔注射 LPS后 30 min，再注射 

大蒜素注射液 30 mg／kg；④DATS对照组：每 日腹 

腔注射大蒜素注射液 30 mg／kg，连续 7 d；⑤生理盐 

水对照组：腹腔注射等量生理盐水。 

1．2 TNF—a含量测定 ：注入 LPS后 2 h和 6 h，从 

各组 6只动物眼眶采血。活杀后取右肺制备组织匀 

浆，上清液置于一7O℃冻存，采用酶联免疫吸附法 

(EL1SA)测定血清及肺组织匀浆中TNF—a含量， 

按试剂盒(法国Diaclone公司)说明书操作。 

1．3 半定量逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检 

测肺组织 TNF—a mRNA表达：注入 LPS后 2 h， 

取各组 6只动物 ，处死后取肺脏 ，用一步法总 RNA 

提取试剂(Trizol，北京赛百盛生物公司)提取肺组 

织总RNA。取总RNA 4 big，在鸟类成髓细胞白血病 

病毒(AMV)逆转录酶(Promega公司)作用下，用随 

机引物合成 cDNA。在含有 2 mmol／L MgC1：、1 U 

Taq DNA聚合酶(I-海生工生物公司)及 25 pmol 

TNF—a特异性引物的25 l反应体系中行 cDNA 

的PCR。以 —actin为内参照。PCR循环参数：94℃ 

预变 性 3 min，94℃变 性 45 S，51．8℃复 性 45 S 

(TNF—a)、55℃复性 45 S( —actin)，72℃延伸 

45 S，进行 35次循环后 72℃进一步延伸 5 min。 

TNF—c【(accession number：NM 013693)特异引 

物为：上游引物 5，_AGC CGA TGG GTT GTA 一 

3 ；下游引物 5 一ACT TGG GCA GAT TGA一3 ； 

扩增产物长度 266 bp。 —actin特异性引物为：上游 

弓I物 5 一CTG TCC CTG TAT GCC TCT G一3 ；下 

游引物 5 一ATG TCA CGC ACG ATT TCC一3 ； 

扩增产物长度 218 bp。合成的PCR产物经质量分数 

为 2 的琼脂糖凝胶电泳分离，用 Gel—pro凝胶分 

析软件对电泳谱带进行半定量分析，用任意单位 

(AU)表示凝胶谱带的面积 ×灰度值，TNF—a／ 

B—actin的AU 比值代表TNF—o【mRNA相对表达 

水平。 

1．4 凝胶电泳迁移率改变分析法(EMSA)检测肺 

组织 NF—fcB活性 ：腹腔注入 LPS后 45 min处死各 

组动物，取肺脏，参考 Liu等 方法提取细胞核蛋 

白。取 100 mg肺组织，加入 1 ml缓冲液 buffer A 

[1O mmol／L羟乙基哌嗪乙磺酸 (HEPES)，pH 7．9， 

10 mmol／L KCl，1．5 mmol／L MgC1，，0．5 mmol／L 

二硫苏糖醇 (DTT)，0．5 mmol／L苯 甲基硫酰氟 

(PMSF)，质量分数为 0．5 的壬基酚聚氧乙烯醚 

(NP一40)3中进行组织匀浆，1 850×g低温离心 

10 min。将细胞沉淀重悬于 0．6 ml buffer B(成分同 

buffer A，但 无 NP一40)中，冰 浴 10 min，低 温 

3 000×g离心 15 rain沉淀细胞核。测量离心后压紧 

的细胞核体 积 (PNV)，用 2／3 PNV 的 buffer C 

[20 mmol／L HEPES，pH 7．9，10 mmol／L KCl， 

1．5 mmol／L MgC12，0．2 mmol／L 乙 二胺 四 乙 酸 

(EDTA)，0．5 mmol／L DTT，0．5 mmol／L PMSF， 

体积分数为 2O 的甘油]和 1／3 PNV的 buffer D 

(除 KC1为 400 mmol／L外，其余成分同buffer C) 

重悬细胞核，冰浴振荡 60 min，低温 15 000×g离心 

30 rain，收集上清液即细胞核蛋白。用考马斯亮蓝 

G250试剂盒测定蛋白浓度。含有NF—fcB特异性识 

别位点的双链脱氧寡核苷酸为：5 一AGTTCAGGG 

GACTTTCCCAGG一3 ，用 T4多核苷酸激酶进行 

末端标记[7一弛P3ATP，用乙醇沉淀法纯化标记寡 

核苷酸。取 3O g核蛋白与同位素标记的DNA探针 

(3．5 pmol，37×10 Bq)在室温下进行30 rain结合反 

应，反应成分包括：1 mmol／L MgC1：，0．5 mmol／L 

EDTA，0．5 mmol／L DTT，50 mmol／L NaC1， 

10 mmol／L三羟 甲基 氨基 甲烷盐酸盐(Tris—HC1， 

pH 7．5)，0．05 g poly(dI—de)和 4 甘油。DNA 

蛋白结合物经质量分数为 6 的聚丙烯酰胺凝胶电 

泳后，真空干燥凝胶，一7O℃放射自显影。采用未标 

记的NF一 B和活化蛋白一2(AP一2)共有序列进行 

特异和非特异竞争性结合实验，证实 NF一加 结合 

反应的特异性。 
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1．5 统计学分析：用 SPSS统计分析软件进行统计 

学分析。数据用均数±标准差(z士5)表示，各组均数 

比较行单因素方差分析(one—way ANOVA)，用最 

小 显著差法(LSD)进行两两 比较 ，PG0．05为差异 

有统计学意义 。 

2 结 果 

2．1 血清及肺组织 TNF—a含量变化(表 1)：ALI。 

模型组 2 h血清 TNF—a含量明显高于生理盐水对 

照组(PG0．01)，6 h TNF—a含量有所降低，但仍 1 

高于生理盐水对照组 (PG0．01)。DATS预防组 2 h 

可明显降低血清TNF—a含量，与 ALI模型组比较 

差异有显著性(PG0．05)，但仍高于生理盐水对照 

组和 DATS对照组 (P均G0．01)；6 h TNF—a含量 

也明显低于 AL1模型组(P<0．05)，但高于DATS 

对照组 (P<0．05)。DATS治疗组 2 h和 6 h血清 

TNF—a含量均较 ALI模型组无明显变化。AL1模 

型组 2 h肺组织 TNF—a含量较生理盐水对照组明 

显升高(PG0．01)，6 h有所下降，但仍高于生理盐 

水对照组 (P<0．01)。DATS预防组 2 h和 6 h肺组 

织 TNF—a含量较 ALI模型组明显降低(PG0．01 

和 P<0．05)，但 仍高于生理盐水 对照组和 DATS 

对照组(P均G0．01)。DATS治疗组无明显效果。 

DATS对照组血清及肺组织 TNF—a含量与生理盐 

水对照组 比较均无 明显变化 。 

表 1 DATS对 ALI小鼠TNF—oc水平的影响( is，n一6) 

Table 1 Effect of DATS on TNF—oc level of 

ALI mice(x_+s，n一6) ng／L 

注 ：与生理盐水对 照组 比较 ： 尸<o．05，一 尸<o．Ol；与 ALI模 

型组 比较 ： 尸< o．05，△ 尸<0．01；与 DATS对照组 比较 ： 

尸< 0．05； 尸< 0．01 

2．2 肺组织 TNF—a mRNA表达(图1)：生理盐水 

对照组和 DATS对照组未检测到 TNF—a mRNA 

表达；ALI模型组 2 h TNF—a mRNA表达明显高 

于生理盐水对照组和DATS对照组；与 ALI模型组 

相比，DATS预防组 TNF—a mRNA表达显著降 

低，但 DATS治疗组 TNF—a mRNA表达水平与 

AL1模型组相比差异无显著性。 

：二 
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M：Marker；1～5依次为生理盐水对照组、ALl模型组 

DATS预防组、DATS对照组、DATS治疗组 

图 1 DATS对 LPS致 ALI小 鼠肺 组织 TNF—a mRNA表达的影 响 

Figure 1 Effect of DATS on expression of TNF—a mRNA 

in lung tissues of LPS—induced ALI m ice 

2．3 肺组织 NF— B活性(图 2)：生理盐水对照组 

及 DATS对照组肺组织 中未检测到 NF— B活性 ； 

AL1模型组 NF— B活性 明显增强，DATS预防组 

可明显抑制肺组织 NF— B活性，但 DATS治疗组 

的抑制效果不明显。用同源性寡核苷酸(含NF— B 

结合位点)及异源性寡核苷酸(含 AP一2结合位点) 

作为竞争物证实了DNA一蛋白结合的特异性。 

1～9依次为生理盐水对照组、ALl模型组、DATS预防组、DATS治 

疗组、DATS对照组、阴性对照、阳性对照、竞争抑制、非竞争抑制 

图2 DATS对 LPS致 ALI小鼠肺组织NF—KB活性的影响 

Figure 2 Effect of DATS on NF—KB activity 

in lung tissues of LPS—induced ALI mice 
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3 讨 论 

革兰阴性菌严重感染产生的LPS易引发 ALl。 

用腹腔注射 LPS可成功复制小鼠 ALl模型 。 

LPS进入机体后激活了巨噬细胞，引起促炎细胞因 

子[TNF—a、白细胞介素一I~(IL一1p)、IL一6等]、 

趋化因子(IL一8等)、黏附因子[细胞间黏附分子 

(ICAM)、血管细胞黏附分子(VCAM)等]及氧化物 

[一氧化氮(NO)等]生成及释放 。其中TNF—a 

具有进一步触发炎症反应的作用，被称为“早期反应 

细胞因子”，可通过诱导血小板活化因子，激活中性 

粒细胞和内皮细胞，释放氧自由基、蛋白酶等加速花 

生四烯酸代谢，并释放血栓素、前列环素等炎症介 

质 ，从而引起 ALl及 ARDS0 。本实验结果显示 ，注 

入 LPS后 2 h，无论血清还是肺组织中TNF—a含 

量均明显升高，6 h后含量下降，但仍高于生理盐水 

对照组 ，这与以往的报道 书 一致。 

细胞因子的过度表达及其相互作用是 ALl发 

生的根本原因，调控机体炎症反应是治疗 ALl的根 

本手段。细胞因子的表达受特定转录因子的调控，其 

中，NF一 B参与许多细胞因子及炎症介质基因的 

转录调控，在炎症反应的细胞因子网络调节中起重 

要作用。 ∞。在静止细胞，NF—IcB与其抑制因子IIcB 

结合形成复合体，以无活性形式存在于细胞浆中。当 

细胞受到LPS、细胞因子等刺激后，IIcB发生磷酸化 

和降解，NF一 B通过核转位进入细胞核，与目的基 

因结合位点结合，调控基因转录及表达。NF一 B活 

化后可启动和调控一系列参与炎症反应的炎症因子 

基因表达(如促炎细胞因子 TNF—a、黏附分子、环 

氧化酶等)，介导 ALl的发生。 。NF—IcB活化受 

抑制后，促炎细胞因子 TNF—a等产生减少，在一定 

程度上减轻 ALl。 。现代医学证实：大蒜具有广谱 

抗菌、消炎、抗真菌、提高机体免疫功能等作用，对于 

呼吸道感染、消化道感染、深部真菌感染等均有一定 

的疗效。钉。大蒜有 DATS、二烯丙基二硫醚、大蒜烯 

和甲基烯丙基化三硫 4种有效成分，其中DATS含 

量最高，是其主要活性成分。新近德国慕尼黑大学药 

物研究中心的Keiss等 报道，大蒜提取物 DATS 

可抑制LPS诱导的人全血细胞 NF一 B活化，减少 

促炎细胞因子 TNF—a和 IL一1p的生成，表现出一 

定的抗炎作用。本研究显示，注入LPS后 45 rain，肺 

组织NF—IcB活性升高，证实LPS可激活NF—IcB； 

随NF—IcB活化，肺组织匀浆 TNF—a tuRNA表达 

及 TNF—a水平明显升高；采用未标记的NF—IcB 

和 AP一2共有序列进行特异和非特异竞争性结合 

实验，可证实 NF一 B结合反应是特异性的。本研究 

显示，DATS预防组可显著抑制肺组织 NF—IcB活 

性，抑制 TNF—a mRNA表达，进而减少血清及肺 

组织中TNF—a生成，具有一定的抗 ALl作用。 

综上所述，DATS预处理可抑制LPS诱导 ALl 

小鼠的NF一 B活性，抑制性调节血清及肺组织中 

TNF—a生成，表明 DATS具有抗 ALl作用，提示 

对 ALl高危患者 ，预防性应用 DATS可能会起到防 

止 ALI发生的效果。 
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