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己酮可可碱弱化大鼠脓毒症急性肺损伤对 p38MAPK/IκBα磷酸化的 

影响 
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摘要：目的  探讨己酮可可碱(pentoxifylline，PTX)对腹腔感染致脓毒症急性肺损伤发挥保护作用的上游信号机制。方法  

采用盲肠结扎穿孔(cecal ligation and puncture，CLP)致脓毒症模型，将大鼠随机分为假手术组、脓毒症组、脓毒症+西黄

著胶组、脓毒症+生理盐水组、脓毒症+SB203580 组、脓毒症+PTX 组。检测假手术组、脓毒症组各时间点(1，3，6，12，

24 h)p38MAPK 及 IκBα 的磷酸化，然后选择 1，6，24 h 组分别检测应用 SB203580 或 PTX 后 p38MAPK 及 IκBα 的表达，

同时检测血浆 TNF-α、IL-6 的含量并观察 24 h 组肺组织病理改变。结果  与假手术组比较，脓毒症组在各个时间点

p38MAPK 及 IκBα 均有较强的表达，SB203580 或 PTX 预处理后各组的 p38MAPK 及 IκBα 的磷酸化明显受到抑制，且与

血浆 TNF-α、IL-6 的含量以及肺的病理切片变化一致。结论  PTX 对脓毒症急性肺损伤的保护作用以及抑制促炎因子产

生的作用可能是通过抑制 p38MAPK 的磷酸化从而抑制 NF-κB 的活化而产生的。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the upstream signal transduction mechanism of pentoxifylline(PTX) on acute lung 

injury (ALI) in rats sepsis induced by intra-abdominal infection. METHODS  SD rats were subjected to sepsis caused by cecal 

ligation and puncture(CLP), animals were randomly divided into sham operation group, sepsis group, sepsis+tragacanth group, 

sepsis+normal saline group, sepsis+SB203580 group, sepsis+PTX group. p38MAPK and IκBα phosphorylation were measured 

in 1, 3, 6, 12, 24 h respectively. And 1, 6, 24 h after pretreated with SB203580 or PTX, p38MAPK and IκBα phosphorylation, 

the concentration of plasma TNF-α, IL-6 were examined and the pulmonary histopathology after induced 24 h were determined. 

RESULTS  Compared with sham operation group, p38MAPK and IκBα became phosphorylated and hence activated in sepsis 

group. Pretreated with both p38MAPK and IκBα were inhibited, consistent with the change of the concentration of plasma 

TNF-α, IL-6 and the pulmonary histopathology. CONCLUSION  These results suggest that the inhibitory activity of 

pentoxifylline on the production of proinflammatory mediators and the pulmonary protection seems to be mediated via inhibition 

of p38MAPK and then suppression the activation of NF-κB in polymicrobial sepsis-induced ALI. 
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脓毒症(sepsis)是由包括革兰阴性菌在内的多

种感染所引起的一种全身炎症反应综合征

(systemic inflammatory response syndrome，SIRS)，

它是急性肺损伤(acute lung injury，ALI) /急性呼吸

窘迫综合征(ARDS)的主要病因之一[1]，是机体过

度生成细胞因子、化学介质、黏附分子、活性脂

质产物的病理状态[2]。己酮可可碱(pentoxifylline，

PTX)为甲基黄嘌呤衍生物、非选择性磷酸二酯酶

抑制药。研究表明 PTX 衰减脓毒症上调表达的

TNF-α，IL-β，IL-6 而维持血管肾上腺髓质的反

应性，稳定多种微生物感染脓毒症恶化的血液动

力学，改善心血管功能[3]；通过降低肺组织内皮

和上皮细胞间黏附分子的表达和调节 TNF-α， 

IL-6 及 IL-8，PTX 对脓毒症引起的急性肺损伤起
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保护作用[4]，而且此保护作用是通过抑制 NF-κB

的活化而产生的[5]。NF-κB 参与了脓毒症肺损伤多

种病理生理过程，但 PTX 作用于 NF-κB 上游信号

机制仍不清楚。前期的研究表明 PTX 通过抑制

p38MAPK 的磷酸化抑制促炎因子的过度表达，发

挥对脓毒症急性肺损伤的保护作用[6]。本试验采用

盲肠结扎穿孔(cecal ligation and puncture，CLP)致

脓毒症肺损伤模型对 PTX 肺保护作用与 NF-κB 和

p38MAPK 活化的关系作进一步探讨。 

1  材料和方法 

1.1  试剂 

己酮可可碱(美国 Sigma 公司，批号：200709014)；

抗 p38、p-p38 抗体及抗 IκBα、p-IκBα 抗体(美国

Cell Signaling Technology 公司)；TNF-α和 IL-6 试

剂盒(美国 R&D 公司)；SB203580(p38 MAPK 抑制

剂，美国 Santa 公司，批号：20071120)。 

1.2  动物模型制备[6]  

清洁级 SD 大鼠，♂，285~325 g，购自中国

科学院上海实验动物中心，动物合格证号：

SCXK(苏)2005-0005。动物饲养在温度控制的环

境，术前禁食不禁饮 12 h。手术均在每日上午进

行，10%水合氯醛(350 mg·kg1)腹腔注射麻醉后，

固定、铺无菌孔巾，沿腹正中线作 1 cm 切口，暴

露盲肠，在回盲瓣下结扎盲肠的 1/4，以免肠梗阻。

用 21 号针穿通盲肠两次，并留置一根宽 1 mm 的

橡皮引流条贯通盲肠以免针孔闭合，还纳盲肠后

逐层关腹，术中严格注意无菌操作。手术结束立即

皮下注射林格氏液 50 mL·kg1 抗休克，术后动物随

意饮水、进食。该模型动物 72 h 死亡率为 70%。 

1.3  分组  

动物随机分为假手术组(Sham 组)、脓毒症组

(CLP 组)，根据取材的时间点不同分为 1，3，6，

12，24 h 5 个亚组，每组各 6 只、脓毒症加西黄著

胶组(CLP+V组)、脓毒症+生理盐水组(CLP+N组)、

脓毒症+SB 组(CLP+SB203580 组)、脓毒症+己酮

可可碱组(CLP+PTX 组)；其中 CLP+V 组、CLP+N

为溶媒对照组，CLP+V 组、CLP+N 组、CLP+SB

组、CLP+PTX 组按取材时间点不同又分为 1，6，

24 h 3 个亚组，每组各 6 只。Sham 组只翻动盲肠，

不 作 结 扎 和 穿 刺 ； CLP+SB 组 术 前 予 以

SB203580(10 mg·kg1)灌胃、12 h 一次、最多两次；

CLP+V 组为 CLP+SB 组的对照组，给予等容积溶

媒西黄著胶，CLP+PTX 组术前开始腹腔注射给予

PTX(10 mg·kg1)每小时 1 次，最多 5 次；CLP+N

组为 CLP+PTX 组的对照组，给予等容积生理盐水

腹腔注射。各组动物在各个时间点麻醉后断头处

死，取肺组织和左心房血用于检测。 

1.4  检测指标和方法[6] 

1.4.1  Western Blot法分析蛋白含量  采集左肺上

叶贮存于液氮至匀浆时。样本用玻璃匀浆器于冰

上匀浆。然后在 4 ℃条件下 49 506 r·min1 离心 15 

min，上清用于检测胞浆蛋白。蛋白含量测定按改

良 Lowry 法，以牛血清白蛋白作为标准蛋白。等

量蛋白样品经 10%的 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离后，以半干转法电转移至 NC 膜上，转移缓冲液

为 25 mmol·L1 Tris，192 mmol·L1 甘氨酸，20%

甲醇，pH 8.3，转移条件为稳流：电流(A)=膜面积

(cm2)×2，时间为 40 min。转移以后的 NC 膜 4 ℃

封闭过夜后用 TBST 液洗 3 遍后，与 1∶1 000 稀

释 的 一 抗 p38 、 p-p38(Thr180/Tyr182- 磷 酸 化

p38MAPK)、IκBα 和 p-IκBα(Ser32 磷酸化 IκBα)4

℃孵育过夜，洗膜 3 遍后室温下与酶标二抗反应

2 h，再洗膜 3 遍后以 NBT/BCIP 显色，水洗终止

反应。利用 ImageJ 软件分析其灰度值(OD 值)，计

算出各组 OD 值与 Sham 组 OD 值的比值。 

1.4.2  酶联免疫吸附法(ELISA)检测血浆中 TNF-α

和 IL-6  左心血液样本经肝素抗凝在 4 ℃ 20 785 

r·min1 离心 15 min，然后贮存在80 ℃冰箱。采用

ELISA 试剂盒严格按说明书进行操作，在波长

450 nm 处测 OD 值。以 OD 值为纵坐标，以标准

品浓度为横坐标，绘制标准曲线，根据血浆样品

的 OD 值在标准曲线上查出其浓度。最低可检测浓

度为 1.0 pg·mL1。 

1.4.3  肺组织病理检查  大鼠手术后 24 h 取右肺

尾叶固定于 10%甲醛(福尔马林)溶液中过夜，取出

后脱水、石蜡包埋，切片(6 mm)，HE 染色后光镜

观察病理改变。 

1.5  统计学方法 

数据以 sx  表示，统计分析采用单因素方差

分析(ANOVA)，组间比较采用 q 检验 SNK 法。

P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1 肺组织中 p38MAPK 和 IκBα 的磷酸化和活化  

脓毒症组 p38MAPK 和 IκBα 的活化有着基本
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相同的趋势：与 Sham 组比，各时间点 p38MAPK

均有明显的磷酸化，1 h 时即有明显的表达，从 3 h

开始持续活化至 24 h，结果与前期报道[6]一致；各

时点 IκBα 均有明显的磷酸化，1 h 时即有明显的

表达，从 6 h 开始持续活化至 24 h，见图 1。 
 

 
 

图 1  CLP 诱导后不同时间点肺组织 IκBα 磷酸化和活化

( sx  ) 

1Sham 组；2CLP 1 h 组；3CLP 3 h 组；4CLP 6 h 组；5CLP 12 h

组；6CLP 24 h 组；与 Sham 组相比，1)P<0.05 

Fig 1 Time course of IκBα phosphorylation and activation in 

lung tissue of after CLP induction( sx  ) 

1Sham group; 2CLP 1 h group; 3CLP 3 h group; 4CLP 6 h group; 

5CLP 12 h group; 6CLP 24 h group; compared with Sham group, 
1)P<0.05 

2.2  血浆中 TNF-α 和 IL-6 的表达 

为更好的反应 p38MAPK 和 IκBα 磷酸化的趋

势和整体性及相对应的血浆 TNF-α 和 IL-6 变化趋

势选择 1，6，24 h 3 个时间点利用 ELISA 法检测血

浆中 TNF-α 和 IL-6 的相对水平。Sham 组浓度较

低但能检测到，但脓毒症组诱导后 6，24 h 血浆

TNF-α 和 IL-6 的水平明显升高，而 SB203580 和

PTX 预处理均能持续的抑制两者的表达。这与前

期报道[6]结果相似。 

2.3  SB203580 和 PTX 预处理对 CLP 诱导的

p38MAPK 活化的效应 

上述结果已表明 CLP 可以激活 p38MAPK，

因而观察 PTX 对其抑制效应，并与 p38 的特异抑

制剂 SB203580 做一比较，同时为排除溶媒的影

响，与溶媒对照组比较。PTX 预处理可明显抑制

CLP诱导的 p38MAPK的磷酸化，效应与SB203580

相似。 

2.4  SB203580 和 PTX 预处理对 CLP 诱导的 IκBα

活化的效应 

为证实肺组织中 NF-κB 是 PTX 作用的靶点并

进一步了解其介导调节 NF-κB 活化的机制，用

Western Blot 法分析 PTX 对 IκBα的磷酸化效应。

同时观察 p38 的特异抑制剂对 IκBα活化的影响，

并与溶媒对照组比较。结果见图 2。SB203580 和

PTX 在每个观察的时间点均明显抑制 IκBα活化，

提示 p38 的磷酸化在 CLP 诱导的 IκBα活化的过程

中起着重要作用。 

 
图 2  SB203580 或 PTX 预处理对 CLP 诱导后 1，6，24 h

肺组织 IκBα 活化的效应( sx  ) 

1Sham 组；2CLP+V 组；3CLP+N 组；4CLP+SB 组；5CLP+PTX 组；

与 Sham 组比较，1)P<0.05；与 CLP+N 组比较，2)P<0.05 

Fig 2  Effects of pretreating with SB203580 and PTX on the 

CLP-induced activation of IκBα in lung tissue after 

CLP-induced 1, 6, 24 h( sx  ) 

1Sham group; 2CLP+V group; 3CLP+N group; 4CLP+SB group; 

5CLP+PTX group; Compared with Sham group, 1)P<0.05; compared 

with CLP+N group, 2)P<0.05 

2.5  肺损伤及 SB203580 和 PTX 预处理的保护效应 

形态学检查显示出 Sham 组正常的微观结构，

CLP 诱导导致肺组织广泛间质性水肿、毛细血管

充血、大面积坏死、多形核白细胞的渗漏等特征

性病理变化，而 SB203580 或 PTX 预处理几乎完

全保护肺组织免于 CLP 诱导引起的肺损伤。与在

体实验保护的结果一致，其保护效应明显降低了

血浆中升高的 TNF-α和 IL-6 的水平。病理切片结

果与前期报道[6]相似。 

3  讨论 

脓毒症时涉及激酶、转录因子和免疫调制介

质的多种细胞内信号转导通路的改变。细胞内广

泛存在和高度保守的丝裂原活化蛋白激酶家族

(MAPKs)对应激和微生物感染发生应答反应[7]，特
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别是 p38MAPK 能被脓毒症显著的诱导[8]。临床上

脓毒症诱发的 ALI 病例，早期 p38MAPK 活化的

提高与病人严重的预后密切相关 [9]，而抑制

p38MAPK 的活性可以改善病人的预后[10]。NF-κB

是细胞内普遍存在的重要转录因子，是多条信号

转导途径的交汇点，广泛参与了机体免疫、炎症、

应激反应等生理及病理过程[11]。对 CLP 诱导的脓

毒症 ALI 的动物模型的研究表明抑制 NF-κB 的活

性可以降低动物的死亡率[12-13]。因 IκBα 磷酸化导

致了 IκBα的泛素化和降解以及后继的 NF-κB核转

位，是活化 NF-κB 的必要条件，故本试验以 IκBα 

Ser32 的磷酸化作为 NF-κB 活化的标志[14]。本试验

结果表明：CLP 诱导了 p38MAPK 和 IκBα 持续而

时间依赖性的活化。特别是诱导后 1 h 两者均明显

的磷酸化，推测这个时间点的活化最有可能是手

术应激触发的[15]。此后在各个观察时间点两者均

明显的磷酸化而激活，且与血浆中 TNF-α 和 IL-6

表达相一致。使用 p38MAPK 的特异性抑制剂

SB203580 阻断 p38MAPK 的磷酸化能明显减少

TNF-α 和 IL-6 的产生并改善肺部的病理改变，能

清晰地评价和说明 p38MAPK 在 CLP 诱导的脓毒

症肺损伤病理过程中的作用。 

此次研究进而探讨了 p38MAPK 激活后的下

游机制。IκBα的磷酸化及活化整体上与 p38MAPK

的磷酸化平行，而且 SB203580 可以抑制 CLP 诱

导的各个时间点 IκBα 的磷酸化，这些结果提示在

CLP 诱导的脓毒症肺损伤的病理过程中，

p38MAPK 信号通路激活涉及了 NF-κB 活化。 

当然，PTX 抑制 p38MAPK 的机制是复杂的。

PTX 抑制磷酸二酯酶家族 (phosphodiesterase，

PDEs)特别是 PDE4 提高了细胞内环磷酸腺苷

(cAMP)和环磷酸鸟苷(cGMP)的水平。新近的体外

实验用脂多糖(LPS)处理人单核细胞的研究表明

PTX 能明显降低胞浆 IκBα、核内 p65 的磷酸化、

NF-κB的 DNA结合力而抑制转录因子的活化进而

抑制促炎因子的表达，且不依赖蛋白激酶

A(PKA)[16]。因此，CLP 诱导的脓毒症 ALI 模型中，

cAMP 和 cGMP 对 p38 MAPK 磷酸化和 NF-κB 活

化的详尽机制及相互关联有待于进一步阐明。 

总之，在 CLP 诱导的大鼠脓毒症 ALI 模型中，

PTX 介导的 p38 MAPK 的失活然后抑制 NF-κB 的

活化可能是 PTX抑制促炎因子 TNF-α和 IL-6的过

度表达，改善肺部病理改变，产生肺保护作用的

机制。 
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