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寡聚原花色素通过激活Nrf2拮抗慢性阻塞性肺疾病大鼠的氧化应激
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摘要：【目的】观察寡聚原花色素（OPC）对慢性阻塞性肺疾病（COPD）模型大鼠氧化应激的调节作用。【方法】将 30只Wistar大
鼠随机分为 5组，即正常组，模型组，OPC低、高剂量组，地塞米松（DXM）组，每组6只。除正常组，其他组别大鼠采用

注入脂多糖（LPS）联合暴露于香烟烟雾法建立COPD模型。成功造模后，OPC低、高剂量组与DXM组分别给予对应药物灌胃

治疗，正常组和模型组给予相同体积的生理盐水灌胃。给药结束后，测量大鼠的肺功能，检测肺组织匀浆液中脂质过氧化

物标记物丙二醛（MDA）和谷胱甘肽（GSH）水平，观察肺组织病理变化并测定平均线性截距（MLI）、平均肺泡数（MAN），采用

免疫组织化学法检测肺组织8-羟基脱氧鸟苷（8-OHdG）表达水平，蛋白免疫印迹（Western Blot）法检测肺组织醌氧化还原酶

（NQO1）、血红素氧合酶1（HO1）和核因子E2相关因子2（Nrf2）的表达水平。【结果】与正常组比较，模型组大鼠肺功能指标第

0.3 秒用力呼气容积/用力肺活量（FEV0.3/FVC）、最大呼气中段流量（MMF）、呼气峰值流量（PEF）速率和动态肺顺应性（Cydn）
降低，肺组织出现明显病理损害，MLI增加，MAN降低，肺组织 8-OHdG平均光密度升高，肺组织匀浆MDA水平明显升

高、GSH水平明显降低，肺组织Nrf2、HO1和NQO1的表达水平显著降低（P < 0.05或P < 0.01）；与模型组比较，OPC高剂量

组可明显改善上述指标（P < 0.05或P < 0.01或P < 0.001）。【结论】OPC治疗COPD可能通过激活Nrf2缓解氧化应激反应，从

而减轻COPD大鼠的肺气肿症状。
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Oligomeric Proanthocyanidins Inhibit Oxidative Stress in Rats with Chronic
Obstructive Pulmonary Disease through Activating Nrf2
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Abstract：Objective To observe the regulation effects of oligomeric proanthocyanidins（OPC）on oxidative stress
in rats with chronic obstructive pulmonary disease（COPD）. Methods Thirty Wistar rats were randomly divided into
5 groups， namely normal group， model group， low- and high- dose OPC groups， dexamethasone（DXM）
group，6 rats in each group. Apart from the normal group， the rat model of COPD was established by pernasal
dripping with lipopolysaccharide（LPS） combined with exposure to cigarette smoke in the other groups. After
successful modeling， the rats in the low- and high- dose OPC groups and DXM group were respectively given
intragastric administration of corresponding drug，and the normal group and model group were given intragastric
administration of the same volume of normal saline. After medication， the rat pulmonary function was measured，
levels of lipid peroxidation marker malondialdehyde（MDA）and glutathione（GSH）in lung homogenate were
measured， pathological feature of lung tissue was observed as well as mean linear intercept（MLI）and mean
alveolarnumbers（MAN）were measured，and the expression level of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine（8-OHdG）in
lung tissue was determined by immunohistochemistry，and expression levels of NAD（P）H：quinone oxidoreductase 1
（NQO1）， heme oxygenase 1（HO1）and nuclear factor erythroid- 2- related factor 2（Nrf2） in lung tissue were
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examined by Western blotting assay. Results Compared with the normal group， the levels of pulmonary function
index ratio of forced expiratory volume in 0.3 second to forced vital capacity（FEV0.3/FVC），maximal midexpiratory
flow curve（MMF），peak expiratory flow（PEF），dynamic lung compliance（Cydn）were decreased in the model
group，and the pathological injury in lung tissue was seen，MLI was increased and MAN was decreased，average
optical density of 8-OHdG in lung tissue was enhanced， level of MDA in lung homogenate was raised and GSH
level was lowered， and expression levels of Nrf2，HO1，NQO1 in lung tissue were reduced（P < 0.05 or P <
0.01）. Compared with the model group， the all above indexes were improved in the high- dose OPC group（P <
0.05 or P < 0.01 or P < 0.001）. Conclusion OPC has effects on relieving oxidant stress response through activating
Nrf2 contributing to alleviating symptoms of emphysema lung in COPD rats.
Keywords： oligomeric proanthocyanidins； chronic obstructive pulmonary disease（COPD）； nuclear factor

erythroid-2-related factor 2（Nrf2）；oxidative stress；rats

慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary
disease，COPD）是一种缓慢进展的呼吸系统疾病，

伴有慢性肺部炎症和不可逆的气流受限 [1]。探讨

COPD的发生机制和治疗方法具有重要的意义。有

研究[2-3]报道，Nrf2的下调与COPD患者肺部氧化应

激的增强和发病机理有关。核因子E2相关因子 2
（Nrf2）是碱性亮氨酸拉链转录因子Cap’n’Coall家
族的成员，在上皮和肺泡巨噬细胞中表达[4-5]。Nrf2
是调节抗氧化剂基因表达与细胞存活之间的重要

链接，其上调和激活可增强抗氧化剂基因的表达，

并保护细胞免受氧化损伤[6]。从葡萄籽和松树皮中提

取的寡聚原花色素（oligomeric proanthocyanidins，
OPC）可减轻哮喘气道炎症反应，增强COPD患者

的抗氧化能力并改善脂谱 [7-9]。因此，本研究拟观

察OPC通过激活Nrf2对香烟烟雾和脂多糖（LPS）联

合诱导的COPD模型大鼠氧化应激的调节作用，以

期为OPC临床治疗COPD提供依据，现将研究结果

报道如下。

1 材料与方法

1. 1 动物 30只雄性Wistar大鼠，体质量（200 ±
20）g，购自上海 SIPPR/BK实验动物有限公司，动

物质量合格证号：SCXK 2008-0016。将动物饲养

在温度为（25 ± 20）℃，湿度为（50 ± 2）%，光照12 h/
黑暗 12 h的环境中。暴露前后，所有动物均可自

由饮水和进食。所有动物实验均按照美国国立卫

生研究院关于实验动物的护理和使用的准则进行。

1. 2 药物、试剂与仪器 OPC（纯度> 99.80%）购

自天津一方科技有限公司，批号：XR170314；地

塞米松（DXM）购自上海信谊药厂有限公司，批

号：18032。非过滤嘴香烟（每支香烟含有 1.3 mg
尼古丁、13 mg焦油碳和 14 mg一氧化碳）（湖南中

研实业有限公司）；LPS冻干粉（美国 Sigma公司）；

其他所有化学品和试剂均为分析级；丙二醛

（MDA）、谷胱甘肽（GSH）试剂盒（南京建成生物工

程研究所）；兔抗 8-羟基脱氧鸟苷（8-OHdG）抗体

（英国Abcam Technology公司）；细胞质和核提取试

剂盒（碧云天生物技术研究所）；兔抗醌氧化还原

酶（NQO1）抗体、兔抗血红素氧合酶 1（HO1）抗

体、兔抗Nrf2抗体、兔抗GAPDH抗体（美国 Santa
Cruz Biotechnology公司）。WT40检测器（上海威泰

科技有限公司）；AniRes2005动物肺功能系统（北

京贝兰博科技有限公司）；CX31 显微镜（日本

Olympus公司）。

1. 3 分组、动物建模与给药 将大鼠随机分为5组，

即正常组、模型组、OPC低剂量组、OPC高剂量

组、DXM组，每组 6只。除正常组外，其他各组

大鼠均建立COPD模型[10]。方法：将大鼠置于与真

空泵相连的240-L有机玻璃室中，把6支香烟的烟

气抽入室中，每天保持 60 min，持续 4 周。用

WT40检测器测量室内一氧化碳浓度，使保持在

1 000 ~ 1 200 ppm之间。第1、14天，氯胺酮/二甲

苯胺麻醉大鼠，经鼻滴注LPS（2 mg/kg），然后使大

鼠保持直立位置 15 s，以促进LPS在肺部的分布。

依据症状、肺功能和肺组织病理等确定模型成功

与否[11]。参照研究[12]报道，OPC低、高剂量组大鼠

从第1 ~ 28 天分别给予OPC 20.0、80.0 mg·kg-1·d-1

连续灌胃。DXM 组大鼠从第 8 天开始灌胃 DXM
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0.2 mg·kg-1·d-1，持续 3周。正常组采用新鲜空气

和生理盐水代替。

1. 4 观察指标与方法

1. 4. 1 肺功能评价 第29天，大鼠麻醉后气管插

管，使用 AniRes2005 动物肺功能系统检测肺功

能。该软件自动记录的参数包括：第0.3 秒用力呼

气容积/用力肺活量（FEV0.3/ FVC）、最大呼气中段

流量（MMF）、呼气峰值流量（PEF）速率和动态肺顺

应性（Cydn）。
1. 4. 2 肺标本采集 对大鼠进行肺功能评价后，

从心脏针刺放血。在大鼠停止呼吸后，收集肺组

织，用冰（4 ℃）生理盐水灌洗，立即转移到液氮

中。

1. 4. 3 氧化应激状态评价 应用相关试剂盒测定

肺组织匀浆液中脂质过氧化物标记物MDA、GSH
水平。

1. 4. 4 组织病理学评价 取大鼠右下肺组织用

40 g/L多聚甲醛固定 24 h，在酒精中脱水 12 h，包

埋在石蜡中，切片，用苏木素-伊红染色，并固定

在载玻片上。应用显微镜进行观察与拍摄，测定

反映肺泡大小的指标——平均线性截距（MLI）和反

映肺泡密度的指标——平均肺泡数（MAN）来评估

肺气肿的程度。针对每个指标，均随机选择6个视

野计算平均值。

1. 4. 5 免疫组织化学评价 将石蜡包埋肺组织切

片，脱蜡和再水化后，在蒸汽压力锅中用柠檬酸

缓冲液进行抗原修复 2 min，切片迅速冷却至室

温。用体积分数3% 过氧化氢（H2O2）封闭内源性过

氧化物酶。加入抗8-OHdG抗体（1∶300稀释）后于

4 ℃培养过夜。于室温用二抗孵育20 min。使用二

氨基联苯胺（DAB）溶液对切片进行显影，并用苏

木素复染。应用显微镜随机选择 5个视野进行观

察。

1. 4. 6 蛋白免疫印迹（Western Blot）分析 用冰裂

解 缓 冲 液 [ 含 有 50 mmol/L Tris-HCl（pH 7.4），

150 mmol/L NaCl，1%NP-40、0.1%十二烷基硫酸

钠（SDS），1 mmol/L蛋白酶抑制剂混合物和蛋白质

磷酸酶抑制剂]裂解细胞，于4 ℃匀浆15 s 4 ~ 5次，

将细胞裂解物于 4 ℃、以 12 000 × g离心 30 min除
去细胞碎片。用细胞质和核提取试剂盒制备细胞

质和核裂解物，用二喹啉甲酸（BCA）蛋白质测定试

剂盒测定蛋白质浓度。在8% ~ 10%SDS-聚丙烯酰

氨凝胶电泳（PAGE）分离等量的蛋白质（20 ~ 60 mg），
并转移到聚偏氟乙烯（PVDF）膜上。于室温将膜在

50 g/L脱脂牛奶中封闭 2 h。分别加入NQO1抗体

（1∶500稀释）、HO1抗体（1∶1 000稀释）、Nrf2抗

体（1∶500稀释）和 GAPDH抗体（1∶2 000稀释）于

4 ℃孵育过夜。加入辣根过氧化物酶偶联的二抗室

温孵育 2 h。用电化学发光（ECL）试剂对蛋白条带

进行可视化。最后使用 Quantity One 软件（美国

Bio-Rad实验室）对条带密度进行定量。

1. 5 统计方法 采用SPSS 22.0统计软件进行数据

分析。实验数据以均值 ± 标准差（x ± s）表示，采用

单因素方差分析进行组间比较，然后进行Tukey事
后检验或Games-Howell检验，以P < 0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2. 1 OPC改善COPD大鼠肺功能 图 1结果显示：

与正常组比较，模型组大鼠的 FEV0.3/FVC、MMF、
PEF、Cydn均显著降低（P < 0.05）。与模型组比较，

OPC 高剂量组与 DXM 组大鼠肺功能指标 FEV0.3/
FVC、MMF、PEF、Cydn均升高（P < 0.05），且各

治疗组间比较，差异无统计学意义（P > 0.05）。
2. 2 OPC减轻COPD引起的肺气肿 图 2-A结果

显示：正常组肺部无明显病变，支气管上皮组织

和肺泡壁完好无损，偶见炎性细胞浸润。模型组

肺部出现明显的病变，可见大量炎性细胞（特别是

中性粒细胞）浸润组织，许多浆细胞浸润肺泡间

隙，肺泡壁增厚，肺泡扩张，支气管上皮组织脱

落并缺失。与模型组比较，OPC低、高剂量组肺

组织病变程度明显减轻，高剂量组轻于低剂量

组。此外，采用MAN和MLI评估肺气肿的严重程

度。图 2-B、-C结果显示：与正常组比较，模型

组大鼠 MLI 显著增加，MAN 显著降低（均 P <
0.01）；与模型组比较，OPC低、高剂量组与DXM
组MLI显著降低，MAN显著增加（P < 0.05或 P <
0.01），且各治疗组间比较，差异无统计学意义

（P > 0.05）。
2. 3 OPC减轻 COPD大鼠的氧化应激 图 3结果

显示：与正常组比较，模型组大鼠肺组织8-OHdG
平均光密度显著升高（P < 0.01）。与模型组比较，

OPC低、高剂量组与DXM组大鼠肺组织 8-OHdG
平均光密度显著降低（P < 0.05或P < 0.01），且各

褚婉婷，等． 寡聚原花色素通过激活Nrf2拮抗慢性阻塞性肺疾病大鼠的氧化应激第 2期 375



120
90
60
30
0

FE
V 0.3

/FV
C（%

）

正
常
组

OPC
低
剂
量
组

模
型
组

OPC
高
剂
量
组

DXM
组

①
② ② ②

6

4

2

0

MM
F（m

L·s
-1 ）

①
② ② ②

正
常
组

OPC
低
剂
量
组

模
型
组

OPC
高
剂
量
组

DXM
组

①
② ②

正
常
组

OPC
低
剂
量
组

模
型
组

OPC
高
剂
量
组

DXM
组

8
6
4
2
0

PE
F（m

L·s
-1 ）

①
② ②

正
常
组

OPC
低
剂
量
组

模
型
组

OPC
高
剂
量
组

DXM
组

0.8
0.6
0.4
0.2
0.0Cyd

n[m
L·（

cm
H 2O

）
-1 ]

治疗组之间比较，差异无统计学意义（P > 0.05）。

图4结果显示：与正常组比较，模型组大鼠肺组织

MDA水平升高，GSH水平降低（均P < 0.01）；与模

型组比较，OPC低、高剂量组与DXM组大鼠肺组

织MDA水平降低，GSH水平升高（均 P < 0.01），

且治疗组间比较，差异无统计学意义（P > 0.05）。
2. 4 OPC激活 Nrf2及其下游蛋白 HO1和 NQO1
表达并拮抗氧化应激 图 5结果显示： 与正常组

比较，模型组大鼠肺组织Nrf2的细胞质、核和全

细胞裂解物蛋白表达（分别为 n-Nrf2、c-Nrf2和

t-Nrf2）、HO1和NQO1的表达水平显著降低（P <
0.01或P < 0.001）。与模型组比较，OPC低、高剂

量组与 DXM 组 n-Nrf2、 c-Nrf2、 t- Nrf2、HO1、
NQO1的表达水平显著升高（P < 0.05或P < 0.01或
P < 0.001）。

A B C D

①P < 0.05，与正常组比较；②P < 0.05，与模型组比较

图1 各组大鼠肺功能指标FEV0.3/FVC（A）、MMF（B）、PEF（C）、Cydn（D）值比较

Figure 1 Comparison of FEV0.3/FVC（A），MMF（B），PEF（C）and Cydn（D）values in various groups

a. 正常组 b. 模型组 c. OPC低剂量组

d. OPC高剂量组 e. DXM组
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①P < 0.05，②P < 0.01，与正常组比较；③P < 0.05，④P < 0.01，与模型组比较

图2 各组大鼠肺气肿指标比较

Figure 2 Comparison of rat emphysema lung indexes in various groups

A.肺组织8-OHdG阳性细胞分布（免疫组织化学法，×200）；B. 8-OHdG平均光密度

①P < 0.05，②P < 0.01，与正常组比较；③P < 0.05，④P < 0.01，与模型组比较

图3 各组大鼠肺组织中8-OHdG表达比较

Figure 3 Comparison of the expression level of 8-OHdG in lung tissue of various groups

a. 正常组 b. 模型组 c. OPC低剂量组

d. OPC高剂量组 e. DXM组

②
①③

④

正
常
组

OPC
低
剂
量
组

模
型
组

OPC
高
剂
量
组

DXM
组

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

8-O
Hd

G的
平

均
光

密
度
（
mm

2 ）

④

BA

广州中医药大学学报 2021年第38卷376



3 讨论

慢性阻塞性肺疾病（COPD）的发病机制非常复

杂，目前仍不完全清楚，但它与氧化应激、蛋白

酶-抗蛋白酶失衡和炎症反应有关。LPS和香烟烟

雾已成为研究COPD的首选刺激物[13]。吸烟是造成

COPD的最重要因素，主要表现为小气道疾病和肺

气肿。香烟烟雾中含有大量的氧化剂和有毒物

质，可引起慢性炎症，其被认为是导致COPD发生

和发展的关键机制。LPS是空气污染物中革兰氏阴

性菌细胞壁的一个组成部分。细菌侵入生物体

后，其细胞壁的LPS触发单核细胞、巨噬细胞释放

炎性因子，在气道和肺组织中诱发炎症反应。本

研究采用吸入烟雾和气管内滴注LPS的方法建立大

鼠 COPD 模型，结果显示模型组大鼠的 FEV0.3/
FVC、MMF、PEF、Cydn水平较正常组均显著降

低，并可见肺组织受到严重损害，存在支气管黏

膜上皮细胞坏死和变性，肺泡间隙浆液性渗出，

支气管壁炎性细胞浸润和肺气肿，MLI较正常组增

加，MAN较正常组降低，与临床观察到的 COPD
症状相似，表明采用吸入烟雾和气管内滴注LPS的
方法可成功建立COPD大鼠模型。

Nrf2是调控细胞氧化应激反应的重要转录因

子。Nrf2及其下游目标抗氧化剂基因的功能已被证

明对于细胞抗氧化剂损伤具有非常重要的作用[14]。

Nrf2信号通路被认为在香烟烟雾引起的肺气肿中起

关键作用。暴露于香烟烟雾中的Nrf2缺陷小鼠表

现出较早发作和更严重的肺气肿[15]。体内和体外接

触香烟烟雾后，Nrf2表达均增强，这意味着Nrf2
有助于维持健康适应性[16]。然而，COPD患者肺实

质细胞和肺泡巨噬细胞中的Nrf2均下调，这可能

是COPD患者体内稳态失衡的原因[17]。本研究结果

显示，香烟烟雾和LPS联合诱导下调COPD大鼠肺

组织 Nrf2蛋白的表达、减少 Nrf2分子的核进入，

同时下调Nrf2转录调控的抗氧化酶HO1和解毒酶

NQO1的表达，并增加氧化应激诱导的 DNA 损

伤标志物 8-OHdG和脂质过氧化标志物MDA水

①P < 0.05，②P < 0.01，与正常组比较；③P < 0.01，与模型组比较

图4 各组肺组织匀浆中MDA（A）、GSH（B）水平比较

Figure 4 Comparison of the levels of MDA and GSH in lung homogenate of various groups
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A. n-Nrf2、c-Nrf2、t-Nrf2、HO1、NQO1的Western Blot电泳条带；B. n-Nrf2、c-Nrf2、t-Nrf2、HO1、NQO1相对表达量
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图5 各组大鼠肺组织Nrf2活化及其下游蛋白HO1、NQO1表达的比较

Figure 5 Comparison of Nrf2 activation and its downstream protein HO1，NQO1 expression in lung
tissue of various groups
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平，以及降低大鼠肺组织的抗氧化应激标志物

GSH活性。这些数据与既往研究[13]一致，表明Nrf2
下调在介导香烟烟雾和LPS诱导的肺细胞氧化应激

甚至肺气肿的发生中具有驱动作用。

在本研究中，我们首先观察了寡聚原花色素

（OPC）对香烟烟雾和LPS引起肺气肿的潜在作用，

结果表明，OPC干预可有效改善COPD大鼠的肺功

能，明显缓解肺气肿症状，且高剂量OPC疗效与

地塞米松相当。本研究结果还表明，以低、高剂

量OPC干预后均可上调COPD大鼠肺组织Nrf2蛋白

的表达，增加 Nrf2 的核进入，并增强抗氧化酶

HO1和解毒酶NQO1的转录调控。同时，不同剂量

的OPC能够下调氧化应激诱导的DNA损伤标志物

8-OHdG与脂质过氧化标志物MDA水平，这与肺

气肿的缓解程度有关。因此，推测OPC可能通过

激活肺组织Nrf2，上调HO1、 NQO1的表达，减轻

香烟烟雾和LPS诱导的COPD氧化应激。值得注意

的是，本研究发现，模型组大鼠肺组织中不仅Nrf2
的核移位下调，而且胞质Nrf2的表达也下调，这

种现象可以解释为香烟烟雾和LPS所致COPD大鼠

肺细胞Nrf2的不稳定性，OPC的作用可能是通过

稳定肺细胞Nrf2分子来维持机体在克服吸烟和LPS
慢性暴露中的健康适应。

综上所述，OPC治疗可有效缓解大鼠COPD，

其机制可能是通过激活Nrf2缓解氧化应激反应，

从而减轻香烟烟雾和LPS诱发的COPD大鼠的肺气

肿症状。
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