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摘要：目的 观察曲美他嗪（TMZ）对重症肺炎大鼠的肺保护作用，并探讨其可能机制。方法 45只SD雄

性大鼠中，取35只大鼠复制重症肺炎模型，死亡5只，30只模型大鼠随机分为重症肺炎（SP）组、TMZ组、TMZ

联合磷脂酸（PA）［哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）激活剂］组，每组10只；余10只仅注射无菌生理盐水，设为

对照组。TMZ组灌胃TMZ生理盐水溶液5 mL，剂量20 mg/kg，尾静脉注射生理盐水1 mL；TMZ联合PA组灌

胃TMZ生理盐水溶液5 mL，剂量20 mg/kg，尾静脉注射PA生理盐水溶液1 mL，剂量1 mg/kg；对照组、SP组

分别灌胃、尾静脉注射等体积生理盐水。4组大鼠均1次/d，连续干预6 d。检测外周血辅助性T细胞17（Th17）和

调节性T细胞（Treg）细胞、肺功能指标、肺泡灌洗液（BALF）中白细胞介素-1β（IL-1β）水平；采用Western

blotting检测肺组织蛋白激酶B（Akt）、p-Akt、mTOR、p-mTOR蛋白的表达。结果 对照组、SP组、TMZ

组、TMZ联合PA组Th17/Treg、BALF中IL-1β水平、肺容积变换量、静息通气量、肺组织p-Akt/Akt比较，经

方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）；与对照组比较，SP组外周血Th17/Treg、BALF中IL-1β水平、肺组织

p-Akt/Akt升高（P <0.05），肺容积变换量、静息通气量减少（P <0.05）；与SP组比较，TMZ组外周血Th17/

Treg、BALF中IL-1β水平、肺组织p-Akt/Akt降低（P <0.05），肺容积变换量、静息通气量增加（P <0.05）；与

TMZ组比较，TMZ联合PA组外周血Th17/Treg降低（P <0.05），BALF中IL-1β水平、肺组织p-Akt/Akt升高

（P <0.05），肺容积变换量、静息通气量减少（P <0.05）。结论 TMZ可改善重症肺炎大鼠肺功能及Th17/Treg

平衡，减轻肺部炎症反应及病理变化，其作用可能通过抑制PI3K/Akt信号通路来实现。
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Abstract: Objective To observe the protective effect of trimetazidine (TMZ) on the lungs of rats with severe

pneumonia (SP) and to explore its possible mechanisms. Methods A total of 45 SD male rats were used, among

which 35 were taken for the establishment of SP models. Thirty rat SP models were successfully established and

randomly divided into SP group, TMZ group, and TMZ combined with PA [mammalian target of rapamycin (mTOR)

activator] group, each with 10 rats. The other 10 rats were injected with sterile normal saline and set as the control

group. The rats in the TMZ group were gavaged with 5 mL of normal saline containing TMZ at a dose of 20 mg/kg,

and were injected with 1 mL of normal saline. The rats in the TMZ combined with PA group were gavaged with 5

mL of normal saline containing TMZ at a dose of 20 mg/kg, and were injected with 1 mL of normal saline containing

PA at a dose of 1 mg/kg via the tail veins. The rats in the control group and the SP group were given an equal volume

of normal saline by gavage and via the tail veins, respectively. All rats were treated once a day for six days. The

proportions of T helper 17 (Th17) cells and regulatory T (Treg) cells in the peripheral blood, the pulmonary function

indices, and the level of interleukin-1 (IL-1β) in the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were detected. The protein

expressions of protein kinase B (Akt), p-Akt, mTOR, and p-mTOR in lung tissues were detected by Western blotting.

Results The Th17/Treg ratio, the lung volume change, resting minute ventilation, and the expression of p-Akt/Akt

in the lung tissues were different among the control group, SP group, TMZ group, and TMZ combined with PA group

(P < 0.05). Compared with the control group, the Th17/Treg ratio in the peripheral blood, the level of IL-1β in the

BALF, and the expression of p-Akt/Akt in the lung tissues were higher, and the lung volume change and resting

minute ventilation were lower in the SP group (P < 0.05). Compared with the SP group, the Th17/Treg ratio in the

peripheral blood, the level of IL-1β in the BALF, and the expression of p-Akt/Akt in the lung tissues were lower, and

the lung volume change and resting minute ventilation were higher in the TMZ group (P < 0.05). Compared with the

TMZ group, the level of IL-1β in the BALF, and the expression of p-Akt/Akt in the lung tissues were higher, and the

lung volume change and resting minute ventilation were lower in the TMZ combined with PA group (P < 0.05).

Conclusions TMZ can improve the lung function and Th17/Treg balance in SP rats, and ameliorate the

inflammatory response and pathological changes in the lungs, which may be achieved by inhibiting the PI3K/Akt

signaling pathway.
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重症肺炎是常见的进展性呼吸系统危重疾病，

除低氧血症及进行性呼吸困难等表现外，还可发

展至全身性感染，甚至危及生命[1]。曲美他嗪

（Trimetazidine, TMZ）是一种代谢调节剂，常作为抗

心肌缺血、改善心肌代谢药物使用，可用于慢性

肺源性心脏病的治疗[2]。有研究显示，TMZ联合中

药方剂治疗心力衰竭合并肺部感染的有效率达

96.67%，推测其具有肺保护作用[3]。然而，目前关

于 TMZ 治疗重症肺炎的疗效及机制研究尚少。本

研究通过复制重症肺炎大鼠模型，观察 TMZ 的肺

保护作用，并探讨其可能机制，为临床用药提供

实验基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物

45只 SD雄性大鼠，6周龄，体重（200±20）g，

购自上海昇敞生物科技有限公司[实验动物生产许

可证号：SCXK（沪）2021-0002]，饲养于湖北奥菲

生物科技有限公司[实验动物使用许可证号：SYXK

（鄂）2019-0109]。

1.2 菌株

肺炎克雷伯菌标准株购自苏州达麦迪生物医

学科技有限公司。

1.3 主要试剂及仪器

1.3.1 主要试剂 盐酸 TMZ 片（南京恒生制药有

限公司，国药准字 H20073969），哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白（mammalian target of rapamycin, mTOR）激活剂

磷脂酸（phosphatidic acid, PA）（上海甄准生物科技有

限公司），CD4＋抗体、白细胞介素17（Interleukin-17,

IL-17）抗体（上海研晶生物科技有限公司），白细胞

介素 1β（Interleukin-1β, IL-1β）、肿瘤坏死因子-α
（tumor necrosis factor-α, TNF-α）酶联免疫吸附试验

（enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA）试剂盒

（上海酶研生物科技有限公司），兔抗大鼠蛋白激酶

B（protein kinase B, Akt）、p-Akt、mTOR、p-mTOR一抗

（美国R&D公司）。
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1.3.2 仪 器 CytoFLEX 流 式 细 胞 仪（ 美 国

Beckman Coulter 公司），SAR-830 小动物呼吸机（美

国 CWE 公司），DM500 光学显微镜（德国徕卡微系

统有限公司），DYCZ-24电泳仪（北京六一生物科技

有限公司）。

1.4 方法

1.4.1 重症肺炎模型的复制及分组 模型复制

前 1 天 制 备 细 菌 混 悬 液 。 将 肺 炎 克 雷 伯 菌 株

ATCC700603接种至琼脂糖平板，标准条件下培养

24 h后收集细菌，采用比浊法经无菌生理盐水稀释

至含有400个麦氏浊度单位的混悬液（1个麦氏浊度

单位为 3×1011 CFU/L）。45 只 SD 大鼠中随机抽取

35 只，戊巴比妥钠麻醉大鼠，颈部消毒备皮，暴

露并切开大鼠上段气管。采用 24 G Y 型静脉留置

针气管插管，拔除针芯后保持导管完全置入气管，

经导管注入细菌混悬液0.35 mL（含有400个麦氏浊

度单位肺炎克雷伯菌），立起固定台后缓慢注射，

期间左右旋转固定台2次，注射完成后缝合切口，

常规消毒。模型复制成功标准：术后72 h大鼠反应

迟钝、呆滞；呼吸急促，双侧胸廓明显运动；X射

线可观察到两肺有弥漫性渗出阴影；动脉血氧分

压≤ 60 mmHg或动脉血氧饱和度< 90%[4]。35只大鼠

死亡5只，模型复制成功30只，随机分为重症肺炎

（SP）组、TMZ组、TMZ联合PA组，每组10只。余

10只注射无菌生理盐水0.35 mL，设为对照组。

1.4.2 干预方式 模型复制成功后，TMZ组灌胃

TMZ生理盐水溶液5 mL，剂量20 mg/kg，尾静脉注

射生理盐水1 mL；TMZ联合PA组灌胃TMZ生理盐

水溶液 5 mL，剂量 20 mg/kg，尾静脉注射 PA 生理

盐水溶液1 mL，剂量1 mg/kg；对照组、SP组分别

灌胃、尾静脉注射等体积生理盐水[5]。各组1次/d，

连续干预6 d。

1.4.3 外周血辅助性 T 细胞 17（T helper cell 17,

Th17）和调节性 T 细胞（regulatory T cell, Treg）检测

末次给药后，禁食不禁水24 h。戊巴比妥钠麻醉后

抽取大鼠腹主动脉血5 mL，转移至加有肝素的抗凝

管中，等比例混合PBS缓冲液，梯度离心，分离淋巴

细胞，洗涤后调整细胞密度至1×107个/mL。取96孔

板，每孔加入淋巴细胞悬液100 μL和刺激剂0.5 μL，
每组设置同型对照，培养箱孵育 1 h 后采用阻断剂

阻断，继续孵育12 h，转移细胞悬液至流式管中，加

入CD4抗体 0.5 μL，常温遮光孵育20 min，PBS洗涤

后离心弃上清液，PBS 100 μL重悬，加入固定破膜工

作液，振荡 5 s，4℃遮光孵育 35 min，加入破膜缓冲

工作液 2 mL，离心弃上清液，加入 PBS 缓冲液至

100 μL，重悬。在测定管中加入 IL-17 抗体 0.7 μL
（检测 Th17 细胞）或 Foxp3 抗体 5 μL（检测 Treg 细

胞），将等量、同型对照抗体加入对照管中，4℃遮光

孵育40 min，洗涤后弃上清液，加入4%多聚甲醛重

悬，4℃遮光保存，24 h 内使用流式细胞仪检测

Th17、Treg[6]。

1.4.4 肺功能指标检测 抽取大鼠腹主动脉血5 mL

后取大鼠颈部正中切口，在第3与第4气管环中进

行倒T型切口插管，采用手术线系紧气管插管，将

大鼠置入体描箱，与呼吸机连接，通过AniRes 2005

软件记录其肺容积变换量、静息通气量[7]。

1.4.5 ELISA 检 测 肺 泡 灌 洗 液（bronchoalveolar

lavage fluid, BALF）IL-1β、TNF-α水平 肺功能指标

检测完成后颈椎脱臼处死大鼠，迅速逐层分离颈部

皮肤，暴露气管取肺，手术线结扎、固定右肺；左肺

经 37℃生理盐水 2 mL 灌洗 3 次，回收后（回收率>

80%）离 心 收 集 BALF 上 清 液 。 采 用 ELISA 检 测

BALF 中 IL-1β、TNF-α水平，实验流程严格按照试

剂盒说明书设计，采用酶标仪测定570 nm波长处的

吸光度值，根据标准曲线计算IL-1β、TNF-α水平[8]。

1.4.6 苏木精-伊红（hematoxylin-eosin, HE）染色观

察肺组织病理学变化 取结扎未经灌洗的右肺，分

成2份，一份用4%多聚甲醛固定，另一份在-80℃

条件下保存。取 4% 多聚甲醛固定 48 h 的肺组织，

流水冲洗30 min，乙醇梯度脱水，石蜡包埋，病理

切片机切成4 μm厚切片，HE染色后用显微镜观察

肺组织病理学变化[9]。

1.4.7 Western blotting 检 测 肺 组 织 Akt、p-Akt、

mTOR、p-mTOR 蛋白的表达 取-80℃保存的肺

组织，RIPA 细胞裂解液裂解，冰上离心取上清液，

BCA法测定蛋白含量。取50 μg待测蛋白，按1∶5与

样品缓冲液混合，金属浴煮沸5 min，离心取上清液，

上样电泳，湿转至 PVDF 膜，5% 脱脂牛奶室温摇床

封闭 2 h，TBST 清洗，加入兔抗大鼠 Akt、p-Akt、

mTOR、p-mTOR 一抗（1∶500），4℃摇床孵育 2 h，

TBST清洗，加入山羊抗兔 IgG二抗（1∶2 000），室温

孵育 2 h，TBST 清洗，ECL 发光液显色，置于暗室曝

光，采用一体式凝胶成像系统分析，以 Akt、p-Akt、

mTOR、p-mTOR 蛋白与内参 GAPDH 灰度值的比值
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表示蛋白相对表达量[10]。

1.5 统计学方法

数据分析采用 SPSS 24.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用方差分析，进

一步两两比较用LSD-t 检验。P <0.05差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 各组大鼠外周血Th17、Treg、Th17/Treg比较

对照组、SP组、TMZ组、TMZ联合PA组外周

血Th17、Treg、Th17/Treg比较，经方差分析，差异

有统计学意义（F =57.766、16.254 和 239.835，均 P =

0.000）。进一步两两比较结果：与对照组比较，SP

组外周血 Th17 和 Th17/Treg 升高（P <0.05），Treg 降

低（P <0.05）；与SP组比较，TMZ组外周血Th17和

Th17/Treg 降低 （P <0.05），Treg 升高（P <0.05）；与

TMZ 组比较，TMZ 联合 PA 组外周血 Th17 和 Th17/

Treg降低（P <0.05），Treg升高（P <0.05）。见表1。

2.2 各组大鼠肺功能比较

对照组、SP组、TMZ组、TMZ联合PA组肺容

积变换量、静息通气量比较，经方差分析，差异

有统计学意义（F =85.960 和 47.149，均 P =0.000）。

进一步两两比较结果：与对照组比较，SP组肺容

积变换量、静息通气量减少（P <0.05）；与SP组比

较，TMZ 组肺容积变换量、静息通气量增加（P <

0.05）；与TMZ组比较，TMZ联合PA组肺容积变换

量、静息通气量减少（P <0.05）。见表2。

2.3 各组大鼠BALF中IL-1β、TNF-α水平比较

对照组、SP组、TMZ组、TMZ联合PA组BALF

中 IL-1β、TNF-α水平比较，经方差分析，差异有

统计学意义 （F =186.449 和 230.659，均 P =0.000）。

进一步两两比较结果：与对照组比较，SP组BALF

中 IL-1β、TNF-α水平升高（P <0.05）；与 SP 组比

较，TMZ 组 BALF 中 IL-1β、TNF-α水平降低（P <

0.05）；与TMZ组比较，TMZ联合PA组BALF中 IL-

1β、TNF-α水平升高（P <0.05）。见表3。

2.4 肺组织病理学变化

HE染色结果显示，对照组肺泡结构及支气管

壁清晰、完整，未观察到明显的炎症浸润；SP组

肺泡结构被破坏，肺泡间隔扩大，支气管壁厚度

明显增加，可观察到大量炎症细胞浸润；TMZ组、

TMZ联合PA组较SP组肺泡间隔缩小，支气管壁厚

度变小，炎症细胞浸润减少，其中 TMZ 组病理变

化改善程度优于TMZ联合PA组。见图1。

2.5 各组大鼠肺组织p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR

比较

对照组、SP组、TMZ组、TMZ联合PA组肺组

织 p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR 比较，经方差分析，

表1 各组大鼠外周血Th17、Treg、Th17/Treg比较

（n =10，x±s）

组别

对照组

SP组

TMZ组

TMZ + PA组

F 值

P 值

Th17/%

1.45±0.20

3.39±0.48①

2.46±0.37②

1.89±0.28③

57.766

0.000

Treg/%

4.92±0.74

2.91±0.64①

3.55±0.71②

4.25±0.63③

16.254

0.000

Th17/Treg

0.29±0.03

1.16±0.12①

0.69±0.08②

0.44±0.05③

239.835

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与SP组比较，P <0.05；③与

TMZ组比较，P <0.05。

表2 各组大鼠肺功能指标比较 （n =10，x±s）

组别

对照组

SP组

TMZ组

TMZ + PA组

F 值

P 值

肺容积变换量/mL

0.29±0.03

0.09±0.02①

0.21±0.04②

0.16±0.02③

85.960

0.000

静息通气量/（mL/min）

3.30±0.47

1.46±0.28①

2.70±0.36②

2.13±0.31③

47.149

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与SP组比较，P <0.05；③与

TMZ组比较，P <0.05。

表3 各组大鼠BALF中IL-1β、TNF-α水平比较

（n =10，pg/mL，x±s）

组别

对照组

SP组

TMZ组

TMZ + PA组

F 值

P 值

IL-1β
75.24±12.69

563.97±79.32①

195.23±28.02②

301.81±45.50③

186.449

0.000

TNF-α
42.69±6.72

498.51±68.24①

160.27±25.70②

297.83±35.91③

230.659

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与SP组比较，P <0.05；③与

TMZ组比较，P <0.05。
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差异有统计学意义（F =128.429 和 246.000，均 P =

0.000）。进一步两两比较结果：与对照组比较，SP

组 p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR升高（P <0.05）；与SP

组 比 较 ， TMZ 组 p-Akt/Akt、 p-mTOR/mTOR 降 低

（P <0.05）；与 TMZ 组比较，TMZ 联合 PA 组 p-Akt/

Akt、p-mTOR/mTOR升高（P <0.05）。见表4和图2。

3 讨论

目前肺炎仍是感染性疾病死亡的重要病因之

一。统计资料显示，重症肺炎占肺炎的10%～20%，

且病死率高达30%～50%[11]。有报道显示，重症肺

炎不仅是病原菌与毒素直接损伤所致，而且与机体

被病原体感染后炎症反应失控关系密切[12]。重症肺

炎发生时淋巴细胞、中性粒细胞等炎症细胞释放大

量炎性介质聚集于肺，形成“瀑布样”炎症级联反

应，导致免疫功能紊乱。因此，抑制重症肺炎炎症

反应、改善免疫失衡是治疗该病的重要思路。

本研究采用TMZ干预重症肺炎大鼠后发现，其

外周血Th17、Th17/Treg降低，Treg升高，肺容积变

换量、静息通气量增加，且BALF中 IL-1β、TNF-α
水平降低，提示 TMZ 可改善肺功能及 Th17/Treg 平

衡，减轻肺部炎症反应。Th17细胞是一种经核转录

因子维甲酸相关孤儿受体 γt调控的CD4+T细胞，主

要通过释放炎症因子IL-17促进炎症反应，在重症

肺炎中异常高表达[13]。Treg细胞可抑制抗原呈递细

胞及T细胞功能，减少炎症细胞因子及抗体产生，

减轻炎症对机体的损伤。TMZ可促进葡萄糖发生有

氧氧化，同时抑制脂肪酸β氧化，减少ATP生成过

程中耗氧量；清除氧自由基、提高细胞膜稳定性；

降低炎症因子水平，维持自身免疫耐受及免疫内环

境平衡。COSGUN等[14]研究发现，TMZ离体给药供

体肺，可降低支气管肺泡灌洗样本中的硫代巴比妥

酸水平及髓过氧化物酶活性，显著改善移植后肺功

能，提示 TMZ 具有肺保护功能，与本研究结论

相似。

本研究结果显示，与SP组比较，TMZ组p-Akt/

Akt、p-mTOR/mTOR 降低，且 TMZ 与 PA 联用可减

少 TMZ 对重症肺炎大鼠的肺功能保护作用，推测

TMZ对大鼠的治疗作用可能通过抑制PI3K/Akt信号

通路来实现。有研究发现，PI3K/Akt信号通路的激

活或抑制与多种病原体在宿主机体中增殖、致病过

程密切相关。Akt、mTOR 是 PI3K 下游关键效应分

子[15]。PI3K活化生成mPIP3，可诱导Akt、mTOR磷

酸化，进而抑制或激活一系列下游底物调节细胞分

化、增殖、迁移等行为。mTOR是介导淋巴细胞激

活PI3K/Akt信号通路的重要蛋白激酶，在调控细胞

表4 各组大鼠肺组织p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR比较

（n =10，x±s）

组别

对照组

SP组

TMZ组

TMZ + PA组

F 值

P 值

p-Akt/Akt

0.32±0.04

0.92±0.07①

0.71±0.08②

0.80±0.09③

128.429

0.000

p-mTOR/mTOR

0.11±0.02

0.75±0.08①

0.32±0.04②

0.50±0.06③

246.000

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与SP组比较，P <0.05；③与

TMZ组比较，P <0.05。

60 kD

60 kD

220 kD

220 kD

146 kD

p-Akt

Akt

p-mTOR

mTOR

GAPDH

对照组 SP组 TMZ组 TMZ + PA组

图2 各组大鼠肺组织p-Akt、Akt、p-mTOR、mTOR蛋白的表达

对照组 SP组

TMZ组 TMZ + PA组

图1 各组大鼠肺组织病理学变化 （HE染色×200）
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增殖、分化及 Th17/Treg 平衡中起到重要作用。

ROSTAMZADEH 等[16]认为 mTOR 是负向调节 Treg 细

胞分化、扩增的关键因子，抑制mTOR活性可阻断

CD4＋T细胞向Th17细胞的分化进程，同时促进Treg

细胞分化。PA 是 mTOR 的强效激活剂，可通过与

mTOR的结构域FRB竞争性结合激活mTOR1，从而

增强PI3K/Akt信号通路活性。

TMZ治疗重症肺炎的机制研究弥补了以往研究

的不足，具有一定创新性，为临床重症肺炎的治疗

提供了理论依据，并为该病的靶向治疗药物研究奠

定基础。
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