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格隆溴铵对高氧诱导幼鼠急性肺损伤的
影响及其机制研究*
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摘要 ： 目的　探究格隆溴铵对高氧诱导幼鼠急性肺损伤（ALI）的影响及作用机制。方法　从30只SD幼鼠

中随机选取 10 只为对照组，其余幼鼠成功复制高氧诱导的 ALI 模型，随机分为 ALI 组、格隆溴铵组，每组

10只。格隆溴铵组雾化吸入0.8 mg/（kg·d）格隆溴铵，ALI组、对照组吸入等体积生理盐水，连续给药7 d后，测

量幼鼠肺组织湿/干重比值（W/D）、肺指数，检测白细胞介素-1β（IL-1β）、白细胞介素-6（IL-6）及肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）水平及血清活性氧基团（ROS）、超氧化物歧化酶（SOD）水平，比较肺组织病理学变化及

Toll样受体4/髓分化因子88（TLR4/MyD88）通路蛋白的表达。结果　与对照组比较，ALI组W/D及肺指数升高

（P <0.05），血清 IL-1β、IL-6、TNF-α、SOD 水平升高（P <0.05），ROS 水平降低（P <0.05），TLR4、MyD88

蛋白相对表达量上调（P <0.05）；与ALI组比较，格隆溴铵组W/D及肺指数降低（P <0.05），血清IL-1β、IL-6、

TNF-α、SOD水平降低（P <0.05），ROS水平升高（P <0.05），TLR4、MyD88蛋白相对表达量下调（P <0.05）。

结论　格隆溴铵能改善血清炎症指标及氧化应激指标，降低高氧诱导的ALI，其作用机制可能与TLR4/MyD88通

路有关。
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Abstract:  Objective To explore the effects and mechanisms of glycopyrronium bromide on hyperoxia-

induced acute lung injury (ALI) in young rats.  Methods Ten out of thirty SD young rats were randomly selected as 

the control group, while the rest of the rats were successfully established as hyperoxia-induced ALI models, which 

were further randomly divided into the ALI group and the glycopyrronium bromide group, with 10 rats in each 

group. The rats in the glycopyrronium bromide group were given glycopyrronium bromide at a dose of 0.8 mg/(kg·d) 

via inhalation, while rats in the ALI group and the control group were administered with an equal volume of normal 

saline. After continuous administration for 7 days, the lung wet-to-dry weight ratio (W/D) and lung index of the 

young rats were measured. The serum levels of interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-α 

(TNF-α), reactive oxygen species (ROS) and superoxide dismutase (SOD) were detected. The pathological changes 

of lung tissues and the expressions of proteins associated with the Toll-like receptor 4/myeloid differentiation factor 
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88 (TLR4/MyD88) pathway were compared.  Results Compared with the control group, the lung W/D and the lung 

index were increased, serum levels of IL-1β, IL-6, TNF-α and SOD were elevated, the level of ROS was decreased, 

and the relative protein expressions of TLR4 and MyD88 were up-regulated in the ALI group (P < 0.05). Compared 

with the ALI group, the lung W/D and the lung index were decreased, serum levels of IL-1β, IL-6, TNF-α and SOD 

were lowered, the level of ROS was increased, and the relative protein expressions of TLR4 and MyD88 were down-

regulated in the glycopyrronium bromide group (P < 0.05).  Conclusions Glycopyrronium bromide can improve 

serum inflammatory and oxidative stress indicators, and mitigate the hyperoxia-induced ALI, the mechanism of 

which may be related to the TLR4/MyD88 pathway.

Keywords:  acute lung injury; glycopyrronium bromide; hyperoxia; Toll-like receptor 4/ myeloid differentia‐

tion factor 88 pathway; rat

氧疗是临床上用于治疗缺氧的常用方式，尤其

是治疗新生儿呼吸窘迫，患儿吸入高浓度氧气能改

善组织供氧，但过量吸入高浓度氧气，会产生过量

活性氧，造成急性肺损伤（acute lung injury, ALI）[1-2]。

目前对高氧诱导的 ALI 尚无有效治疗药物，仅能对

症支持治疗，因此寻找治疗 ALI 的有效药物意义重

大[3]。格隆溴铵是一种新型抗胆碱药，能有效抑制

胃液分泌，促进肠胃蠕动，治疗胃炎、慢性阻塞性肺

疾病等[4]。有研究显示，多种抗胆碱类药物均能改善

机体氧化应激指标，从而改善肺功能，因此推测格

隆溴铵对高氧引起肺组织的损伤，具有一定的保护

作用[5]。目前关于格隆溴铵治疗 ALI 的研究较少，且

作用机制尚不清晰。

1 材料与方法

1.1　实验动物

3 周龄，SPF 级、SD 幼鼠，体质量 42～48 g，平均

（44.91±3.02）g，购自斯贝福（北京）生物技术有限公

司，实验动物生产许可证号：SCXK（京）2019-0010，

实验动物使用许可证号：SYXK（京）2019-0030。本

研究已通过医院伦理委员会批准。

1.2　主要试剂与仪器

1.2.1 　 主 要 试 剂 　 格 隆 溴 铵（ 国 药 准 字

H43020556，湖南洞庭药业股份有限公司，规格：原

料药），白细胞介素-1β（interleukin 1β, IL-1β）、白细

胞 介 素 -6（interleukin 6, IL-6）及 肿 瘤 坏 死 因 子 - α
（tumor necrosis factor alpha, TNF-α）酶联免疫试剂盒

购自上海哈灵生物科技有限公司，活性氧（reactive 

oxygen species, ROS）、超 氧 化 物 歧 化 酶（superoxide 

dismutase, SOD）酶联免疫试剂盒购自上海雅吉生物

科 技 有 限 公 司 ，兔 抗 鼠 Toll 样 受 体 4（Toll-like 

receptor 4, TLR4）、髓 分 化 因 子 88 通 路（myeloid 

differentiation factor 88 pathway, MyD88）一抗、山羊抗

兔二抗购自上海酶研生物科技有限公司。

1.2.2 　 主要仪器 　婴儿氧舱（型号：YLC0.5/1.0，武

汉海博瑞科技有限公司），大小鼠雾化给药仪（型

号 ：KW-DM-YWH，南 京 卡 尔 文 生 物 科 技 有 限 公

司），分析天平（型号：FA1204B，北京巴古顿生物科

技有限公司），酶标仪（型号：HBS-1096A，上海研卉

生物科技有限公司）。

1.3　方法

1.3.1 　 幼鼠模型复制及分组 　从 30 只幼鼠中随机

选取 10 只作为对照组，其余 20 只幼鼠复制高氧诱导

急性肺损伤模型。除对照组外，所有幼鼠于婴儿氧

舱中连续喂养 3 d，关闭舱门后，向氧舱内通入高浓

度氧气（2 L/min），保持舱内氧气条件为：氧气浓度≥ 

90%，二氧化碳浓度≤ 5%，对照组于 同 一 室 内 进 行

饲 养 ，两 组 饲 养 温 度 均 保 持 在 22～28 ℃，湿度均

保持在 55%～70%，每 12 h 打开氧舱 1 h，避免氧中

毒。每日观察幼鼠一般情况，高氧暴露的幼鼠一般

于第 1 天开始发生 ALI，幼鼠主要表现为流鼻涕、呼

吸急促、活动量减少等[6]。模型复制过程中无幼鼠

死亡，将 20 幼鼠随机分为 ALI 组及格隆溴铵组，每

组 10 只。

1.3.2 　 药物处理 　根 据 人 与 大 鼠 的 药 物 换 算 系

数[7]（6.25）进行计算，暴露 3 d 后，格隆溴铵组雾化吸

入 0.8 mg/（kg·d）格隆溴铵，ALI 组及对照组吸入等

体积生理盐水，连续给药 7 d。

1.3.3 　 标本采集 　给药结束后对幼鼠进行称重。

称重后，所有幼鼠腹腔注射 2% 戊巴比妥钠进行麻

醉，采集大鼠腹主动脉血 5 mL，用于血清检测。血

液采集后将幼鼠固定好，仰卧，常规消毒幼鼠胸腹

部，沿腹中线切开，暴露心肺并分离，取出全肺。取

每组 5 只大鼠的肺组织用于测量肺指数、肺组织湿/
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干重比值（wet/dry, W/D）。另外 5 只幼鼠，左侧肺组

织迅速置于液氮中冷冻保存 ，用于 Western boltting

检测；右侧肺组织置于 4% 中性多聚甲醛溶液固定，

用于苏木精-伊红 （hematoxylin-eosin, HE ） 染色。

1.3.4 　 幼鼠肺组 W/D、肺指数测定 　采 用 滤 纸 擦

干全肺表面水分，置于分析天平上称重，记录肺湿

重 ，称 重 后 置 于 70 ℃ 烤箱，烘烤 48 h 后取出称重，

记 录 肺 干 重 ，计 算 W/D。 根 据 公 式 计 算 幼 鼠 肺 指

数：肺指数=肺重（mg）/体重（g）[8]。

1.3.5 　 酶联免疫吸附试验检测幼鼠血清IL-1β、IL-6、

TNF-α、ROS、SOD 水平 　腹主动脉血离心后取部

分上清液，按照 IL-1β、IL-6、TNF-α、ROS、SOD 酶联

免疫试剂盒说明书进行操作，将稀释后的标准品与

上清液混匀，移至 EP 中加入酶标记物，先后加入显

色剂 A、B，进行显色，加入终止液，使反应终止，采

用 酶 标 仪 检 测 血 清 IL-1β、IL-6、TNF- α、ROS、SOD

水平[9-10]。

1.3.6 　 HE染色观察幼鼠肺组织病理学变化 　取 4%

中性多聚甲醛固定好的肺组织，酒精脱水 5 min，二

甲苯透明 3 min，石蜡包埋透明处理的肺组织，用石

蜡切片机制成 4 μm 的薄片，加热后展平，于 45 ℃恒

温箱中烘干，二甲苯脱蜡，苏木精染色，固封后置于

光镜下观察[11]。

1.3.7 　 Western blotting 检 测 幼 鼠 肺 组 织 TLR4/

MyD88 通路蛋白的表达 　取冷冻保存的肺组织，加

入液氮研磨匀浆，加入裂解液对肺组织细胞进行裂

解，离心取上清液，提取总蛋白，测定肺组织总蛋白

浓度，电泳分离目的蛋白条带，将 TLR4、MyD88 蛋白

条 带 转 至 PVDF 膜 ，冲 洗 、封 闭 ，分 别 加 入 TLR4、

MyD88 一抗（兔抗鼠 1∶500 稀释）及二抗（山羊抗兔 1∶

1 000 稀释），孵育，显影，定影。蛋白相对表达量=目

的蛋白灰度值/内参灰度值[12]。

1.4　统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0 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，两两

比较用 LSD-t 检验。P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　各组幼鼠肺W/D、肺指数比较

对照组、ALI 组及格隆溴铵组血清 ROS、SOD 水

平比较，经方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）；

与对照组比较，ALI 组 W/D 及肺指数升高（P <0.05）；

与 ALI 组比较，格隆溴铵组 W/D 及肺指数降低（P <

0.05）。见表 1。

2.2　各组幼鼠血清IL-1β、IL-6及TNF-α水平比较

对照组、ALI 组及格隆溴铵组血清 IL-1β、IL-6

及 TNF-α 水平比较，经方差分析，差异有统计学意

义（P <0.05）；与对照组比较，ALI 组血清 IL-1β、IL-6

及 TNF-α 水平升高（P <0.05）；与 ALI 组比较，格隆

溴 铵 组 血 清 IL-1β、IL-6 及 TNF- α 水 平 降 低（P <

0.05）。见表 2。

2.3　各组幼鼠血清SOD、ROS水平比较

对照组、ALI 组及格隆溴铵组血清 ROS、SOD 水

平比较，经方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）；

与对照组比较，ALI 组血清 ROS 水平降低（P <0.05），

SOD 水平升高（P <0.05）；与 ALI 组比较，格隆溴铵组

血 清 ROS 水 平 升 高（P <0.05），SOD 水 平 降 低（P <

0.05）。见表 3。

2.4　各组幼鼠肺组织病理学变化

对照组肺组织结构完整，肺泡壁薄，无炎症细

胞浸润，未见明显病理变化 ；ALI 组肺泡壁结构受

损，肺泡间隔厚度增加，有明显炎症细胞浸润，局部

可见血管出血；格隆溴铵组肺泡结构相对完整，与

ALI 组比较炎症细胞浸润减少，血管出血情况基本

表 1　各组幼鼠肺W/D、肺指数比较 （n=5， x±s）

组别

对照组

ALI 组

格隆溴铵组

F 值

P 值

W/D

4.76±0.53

5.68±0.66①

4.97±0.59②

6.550

0.005

肺指数（mg/g）

5.23±0.67

6.12±0.73①

5.47±0.65②

4.530

0.020

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与 ALI 组比较，P <0.05。

表 2　各组幼鼠血清IL-1β、IL-6及TNF-α水平比较

（n =5， pg/mL， x±s）

组别

对照组

ALI 组

格隆溴铵组

F 值

P 值

IL-1β
41.29±5.86

123.53±13.73①

67.87±8.02①②

184.000

0.000

IL-6

39.12±4.61

116.81±13.14①

57.26±6.72①②

207.282

0.000

TNF-α
162.16±19.37

406.03±36.04①

236.83±25.52①②

47.384

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与 ALI 组比较，P <0.05。
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消失。见图 1。

2.5　各组幼鼠肺组织 TLR4、MyD88 蛋白相对表达

量比较

对 照 组 、ALI 组 及 格 隆 溴 铵 组 肺 组 织 TLR4、

MyD88 蛋白相对表达量比较，经方差分析，差异有统

计 学 意 义（P <0.05）；与 对 照 组 比 较 ，ALI 组 TLR4、

MyD88 蛋白相对表达量升高（P <0.05）；与 ALI 组比

较，格隆溴铵组 TLR4、MyD88 蛋白相对表达量降低

（P <0.05）。见表 4 和图 2。

3 讨论

ALI 是由于各种直接或间接因素导致的肺泡上

皮细胞和毛细血管内皮细胞损伤，造成肺泡水肿等

肺部损伤[13]。高氧诱导的 ALI 是由于机体对高氧刺

激的应激反应，大量炎症细胞浸润肺部组织，逐渐

发展为 ALI。控制 ALI 的发展，主要是遏制 ALI 引发

的全身炎症反应[14]。临床数据表明，创伤后 ALI 患

者炎症水平明显高于正常患者，因此推测高氧诱导

的 ALI 对肺组织的损伤可能是由炎症反应造成[15]。

格隆溴铵是一种抗胆碱类药物，高氧暴露会导致内

皮 细 胞 受 损 ，而 胆 碱 受 体 主 要 存 在 于 血 管 内 皮 细

胞。目前有研究证实，抗胆碱类药物能够改善患者

肺功能作用，但格隆溴铵对于 ALI 的改善作用研究

较少，且作用机制尚不明确[16-17]。TLR4/MyD88 通路

在机体中具有重要作用，主要介导细胞炎症反应。

许武军等[18] 研究显示，硫化氢能抑制 TLR4/MyD88/

PI3K 通路，从而减少炎症因子的释放，减少轻尿源

性脓毒血症诱导的急性肾损伤。

ALI 是一种全身炎症反应综合征，当 ALI 引起炎

症反应时，中性粒细胞会释放氧自由基，导致脂质

过氧化，对肺组织细胞膜造成一定破坏。杨宝锋[19]

的研究结果证实，盐酸戊乙奎醚预处理能够降低大

鼠炎症反应，提高机体抗氧化应激的能力，从而减

轻肺损伤对肺组织起到一定保护作用。本研究中，

ALI 组 幼 鼠 W/D 及 肺 指 数 升 高 ，血 清 IL-1β、IL-6、

TNF-α 及 ROS 水平升高，血清 SOD 水平降低，表明

高氧诱导的 ALI 引起幼鼠体内炎症反应及氧化应激

反应，造成肺部结构受损，病理观察显示肺组织出

表 3　各组幼鼠血清ROS、SOD水平比较

（n =5， u/mL， x±s）

组别

对照组

ALI 组

格隆溴铵组

F 值

P 值

ROS

12.86±1.66

4.46±0.62①

10.62±1.10①②

130.486

0.000

SOD

1.65±0.24

5.73±0.69①

2.56±0.31①②

218.509

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与 ALI 组比较，P <0.05。

       对照组          ALI 组 格隆溴铵组

图1　各组幼鼠肺组织　（HE 染色×200）

96 kD

33 kD

43 kD
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MyD88

β-actin

对照组           ALI 组       格隆溴铵组

图2　各组幼鼠肺组织TLR4、MyD88蛋白的表达

表 4　各组幼鼠肺组织TLR4、MyD88蛋白相对表达量

比较 （n =5， x±s）

组别

对照组

ALI 组

格隆溴铵组

F 值

P 值

TLR4 蛋白

0.29±0.04

1.23±0.14①

0.84±0.10①②

107.228

0.000

MyD88 蛋白

0.36±0.05

1.11±0.13①

0.68±0.08①②

82.345

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与ALI组比较，P <0.05。
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现炎症细胞浸润，肺泡结构受损等病理变化。经格

隆 溴 铵 干 预 后 ，幼 鼠 W/D 及 肺 指 数 降 低 ，血 清 IL-

1β、IL-6、TNF-α 及 ROS 水平降低，血清 SOD 水平升

高，提示格隆溴铵能改善 ALI 幼鼠炎症反应并提高

抗氧化应激能力，减轻对肺组织的损伤。分析其原

因为支气管受到外来大量刺激，引起 IL-1、LI-6 及

TNF-α 等因子大量分泌，并促进中性粒细胞聚集，

引起氧化应激反应，对肺组织造成一定损伤，而格

隆溴铵在降低机体炎症反应的同时，提高抗氧化应

激水平，从而改善肺组织病理变化，对肺组织起到

保护作用[20]。

TLR4/MyD8 通路是细胞信息传递的重要途径之

一，参与调控机体炎症反应。国外一项研究表明，

上调 miR-27a 能够抑制 TLR4/MyD88/NF-κB 通路的

激活，减少炎症和细胞凋亡，从而减轻细菌脂多糖

诱导的 ALI[21]。谢娜等[22]探究丙酮酸乙酯对脓毒症

ALI 的 作 用 ，结 果 显 示 丙 酮 酸 乙 酯 可 能 通 过 抑 制

HMGB1/TLR4/NF-κB 信号通路，改善肺组织炎症反

应，降低肺损伤程度，从而对肺组织起到保护作用。

本研究中，ALI 组 TLR4、MyD88 蛋白表达上调，表明

ALI 能够激活机体 TLR4/MyD88 通路。当 TLR4 活化

后，通过 MyD88 依赖性途径，诱导下游 LI-6 及 TNF-

α 等炎症因子大量释放，引起肺组织出现明显的炎

症 细 胞 浸 润 ，机 体 炎 症 水 平 升 高[23]。 格 隆 溴 铵 组

TLR4、MyD88 蛋白表达下调，提示格隆溴铵能抑制

TLR4/MyD88 信号通路的激活，降低 ALI 引起的炎症

反应并提高机体抗氧化应激能力，从而减轻肺组织

受损情况。

综上所述，格隆溴铵能改善血清炎症指标及氧

化应激指标，降低高氧诱导的 ALI，其作用机制可能

与 TLR4/MyD88 通路有关。为进一步确定格隆溴铵

对 TLR4/MyD88 通 路 的 调 控 作 用 ，未 来 可 对 TLR4/

MyD88 通路进行抑制，以期为治疗高氧诱导的 ALI

提供新的研究方向。
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