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摘 要 目的：探索黄芩素抑制急性肺栓塞模型大鼠血小板聚集及肺组织保护作用的机制。方法：将36只大鼠随机分为正常对

照组（n＝6）和造模组（n＝30），造模组大鼠采用自体血栓法复制急性肺栓塞模型，正常对照组大鼠行假手术。将造模成功的30只

大鼠随机分为模型对照组、阳性药物组（低分子肝素钙0.01 mL/kg，皮下注射）和黄芩素低、中、高剂量组（25、50、100 mg/kg，腹腔注

射），每组6只。正常对照组和模型对照组大鼠腹腔注射等体积生理盐水，各给药组大鼠给予相应药物，每天1次，连续给药7 d。

给药结束后，检测大鼠血浆二磷酸腺苷（ADP）和花生四烯酸（AA）活化后的血小板聚集率及血小板活化指数（RPI）；采用苏木精-

伊红染色法观察大鼠肺组织病理学变化；采用酶联免疫吸附法检测大鼠血清中血小板活化标志物血小板颗粒膜蛋白（CD62P）和

溶酶体颗粒膜蛋白（CD63）以及生长分化因子15（GDF-15）、N端B型利钠肽（NT-proBNP）水平；采用实时荧光定量聚合酶链式反

应法检测大鼠肺组织中Notch2、Notch3及Notch信号配体DLL1、JAG2 mRNA表达水平；分别采用免疫组化法和Western blotting

法检测大鼠肺组织中Notch2、Notch3、DLL1、JAG2蛋白表达水平。结果：与正常对照组比较，模型对照组大鼠血浆ADP活化后血

小板聚集率、AA活化后血小板聚集率、RPI值以及血清中CD62P、CD63、GDF-15、NT-proBNP水平均显著升高（P＜0.05）；肺组织

处于严重炎性浸润状态；肺组织中Notch2、Notch3、DLL1、JAG2 mRNA及蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05）。与模型对照组比

较，黄芩素各剂量组大鼠上述指标变化均显著改善（P＜0.05）。结论：黄芩素能够降低急性肺栓塞模型大鼠血小板聚集，改善大鼠

肺组织病理状态；其机制可能与激活Notch信号通路有关。
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Study on Mechanism of Platelet Aggregation Inhibitory Effects and Lung Tissue Protective Effects of

Baicalein in Model Rats with Acute Pulmonary Embolism Based on Notch Signaling Pathway
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Second Affiliated Hospital of Hainan Medical College，Haikou 570311，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the mechanism of baicalein platelet aggregation inhibitiory effect and lung tissue

protective effect of baicalein in model rats with acute pulmonary embolism. METHODS：Totally 36 rats were randomly divided into

normal control group（n＝6）and modeling group（n＝30）. The acute pulmonary embolism model was established by autologous

thrombus replication in modeling group，and the sham operation of rats in normal control group was carried out. After modeling，

30 model rats were randomly divided into model control group，positive drug group（low molecular weight heparin calcium 0.01

mL/kg，subcutaneous injection），baicalein low-dose，middle-dose and high-dose groups （25，50，100 mg/kg，intraperitoneal

injection），with 6 rats in each group. Normal control group and model control group were intraperitoneally injected constant

volume of normal saline；administration groups were given relevant medicine，once a day，for consecutive 7 d. After medication，

platelet aggregation rates of rats after activated with adenosine diphosphate （ADP） and arachidonic acid （AA） and platelet

activation index（RPI）were detected；lung histopathology was observed by HE staining；serum platelet activation markers granule

membrane（CD62P） and lysosomal membrane glycoprotein（CD63），growth differentiation factor-15（GDF-15） and N-terminal

B-type natriuretic peptide（NT-proBNP）were measured by ELISA. The mRNA expression levels of Notch2，Notch3 and Notch

signaling ligand PLL1，JAG2 were detected by RT-PCR method. The protein expression levels of Notch2，Notch3，DLL1 and

JAG2 in lung tissue were detected by immunohistochemistry and Western blotting assay. RESULTS：Compared with normal control

group，plasma ADP-activated platelet aggregation rate，AA-activated platelet aggregation rate，RPI，serum levels of CD62P，

CD63，GDF-15 and NT-proBNP were increased significantly （P＜0.05）. The lung tissue of rats was in a state of severe

inflammatory infiltration. mRNA and protein expression levels of Notch2，Notch3，DLL1 and JAG2 in lung tissue decreased

significantly （P＜0.05）. Compared with model control group，changes of above indexes of rats were improved significantly in

baicalein groups（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Baicalein can reduce platelet aggregation and improve the pathological state of lung

tissue in rats with acute pulmonary embolism. Its mechanism

may be related to activating Notch signal pathway.

KEYWORDS Baicalein； Acute pulmonary embolism；

Notch signal pathway；Platelet aggregation；Rat；Mechanism
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急性肺栓塞是指由于体循环的各种栓子脱落阻塞

肺动脉及其分支引起肺循环障碍的临床病理生理综合

征，其发病率仅次于冠心病及高血压，目前临床上主要

采用低分子肝素进行治疗[1-3]。Notch信号通路广泛存在

于脊椎动物和无脊椎动物的多个物种之中，主要通过调

控细胞分化、增殖和凋亡来影响细胞的正常生长，在调

节机体内稳态中起重要作用[4-5]。据相关文献报道，该信

号通路及其相关蛋白的水平异常与肺组织的发育和损

伤修复密切相关 [6-7]。黄芩素是从唇形科植物高黄芩

（Scutellaria altissima L.）中提取分离得到的单体化合

物。研究表明，黄芩素具有抗炎、抗免疫、抗氧化应激、

抗肿瘤、修复肺组织损伤及保护肺功能等药理作用[8-10]。

随着研究的深入，还有学者发现黄芩素与地塞米松、长

春新碱、来那度胺等药物联合使用后，能够通过调节

Notch信号通路，进而发挥对白血病、骨髓瘤等疾病的治

疗作用[11]。但有关黄芩素对急性肺栓塞模型大鼠Notch

信号通路的调节作用，目前尚无文献明确报道。因此，

本研究通过考察黄芩素对急性肺栓塞模型大鼠血小板

聚集的抑制及对肺组织的保护作用，并从Notch信号通

路角度探讨其作用机制，为黄芩素的药理作用研究提供

新的思路和参考。

1 材料
1.1 仪器

AD340型酶标仪（美国Beckman Coulter公司）；DY-

CZ-24DN 型双垂直电泳仪、DYCZ-40G 型转印电泳仪

（北京海天友诚科技有限公司）；T-100 型聚合酶链反应

（PCR）仪、Gel Doc XR 型凝胶成像仪[伯乐生命医学产

品（上海）有限公司]；DFC360 FX 型荧光显微镜（德国

Leica 公司）。

1.2 药品与试剂

黄芩素对照品（武汉远启医药化工有限公司，批号：

20180623，纯度：＞98％）；低分子肝素钙注射液[葛兰素

史克（中国）投资有限公司，批号：20180726，规格：0.5

mL]；肝素（上海甄准生物科技有限公司 ，批号 ：

20190622，纯度：＞98％）；Notch2、Notch3兔单克隆抗体

以及RIPA蛋白裂解液、超敏ECL化学发光试剂盒、RNA

提取试剂盒、cDNA 反转录试剂盒 2X PCR Master Mix

（碧云天生物科技有限公司，批号：AF7590、AF7592、

P0013B、P0018S、R0011、D7170M、D7228）；Notch 信号

配体DLL1兔单克隆抗体、Notch信号配体 JAG2兔单克

隆抗体、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）兔单克隆抗体、

辣根过氧化物酶标记山羊抗兔免疫球蛋白G（lgG）二抗

（武汉三鹰生物技术有限公司，批号：20230-1-AP 、

19696-1-AP 、10494-1-AP、SA00001-2）；血浆二磷酸腺苷

（ADP）溶液（上海榕柏生物技术有限公司，批号：

RBX-82154）；花生四烯酸（AA）溶液（上海沪峥生物科

技有限公司，批号：HZD-2312）；血小板颗粒膜蛋白

（CD62P）、血小板溶酶体颗粒膜蛋白（CD63）酶联免疫

吸附（ELISA）检测试剂盒（上海博麦德生物技术有限公

司，批号：201853062、201847218）；生长分化因子 15

（GDF-15）、N 端 B 型利钠肽（NT-proBNP） ELISA 检测

试剂盒（上海蓝基生物科技有限公司，批号：20352614、

19263357）；Notch2、Notch3、DLL1、JAG2、β-肌动蛋白

（β-actin）的特异性引物均由上海生物工程股份有限公司

合成。

1.3 动物

清洁级健康成年 SD大鼠 36只，雄性，6周龄，体质

量（180±20）g，购自辽宁长生生物技术有限公司，实验

动物生产许可证号：SCXK（辽）2015-0003。大鼠于温度

（22±2）℃、湿度（50±10）％的动物房中适应性喂养 1

周后进行实验。

2 方法
2.1 急性肺栓塞大鼠模型的建立

将36只SD大鼠随机分为正常对照组（n＝6）和造模

组（n＝30）。参照文献方法 [12]，造模组大鼠采用自体血

栓法复制急性肺栓塞模型：先从大鼠自身眼眶静脉取

血，制成直径为0.5 mm大小的颗粒状血栓混悬液；然后

腹腔注射 7％水合氯醛对大鼠进行麻醉，钝性分离右颈

静脉，迅速从右颈总静脉注入 0.5 mL 血栓混悬液（约

15～20个血栓）。当大鼠出现明显发绀和呼吸加快、加

深时，则视为造模成功。正常对照组大鼠行假手术（除

不注入血栓混悬液外，其余与造模组同法操作）。将造

模成功的大鼠采用随机数字表法分为模型对照组、阳性

药物组和黄芩素低、中、高剂量组，每组6只。黄芩素低、

中、高剂量组大鼠分别腹腔注射 25、50、100 mg/kg黄芩

素[13]（以生理盐水为溶剂），阳性药物组大鼠皮下注射0.01

mL/kg低分子肝素钙[14]，正常对照组和模型对照组大鼠

腹腔注射等体积生理盐水，每天 1次，连续给药 7 d[14]。

末次给药24 h后进行各项指标检测。

2.2 大鼠血浆血小板聚集率和血小板活化指数（RPI）

测定

自大鼠眼眶后静脉丛取血，置于含有肝素的抗凝管

中，一部分血液样本以800 r/min离心10 min，取上清液，

即得富血小板血浆（PRP）；剩余部分血浆以 3 000 r/min

离心10 min，取上清液，即得贫血小板血浆（PPP）。对血

浆中的血小板进行计数后，用 PPP 调 PRP 中血小板数

至 3×109～4×109 L－1，然后取调节后血浆 250 μL，置于

37 ℃恒温培养箱中温育5 min，分别加入诱导剂ADP溶

液（5 μmol/L）和AA溶液（5 mmol/L）各10 μL，用血小板

聚集仪测量血小板最大聚集率。另一部分血液样本分

别用乙二胺四乙酸（EDTA）及含 4％甲醛的EDTA溶液

稀释，并通过全自动血细胞分析仪对血液样本中红细

胞和血小板进行计数，然后计算 PRI：PRI＝[血小板计

数（EDTA）/血小板计数（EDTA-4％甲醛）]×K。式中K为校正系数，

K＝红细胞计数（EDTA）/红细胞计数（EDTA-4％甲醛）。
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2.3 大鼠血清中CD62P和CD63水平检测

采用ELISA 法进行检测。自大鼠眼眶后静脉丛取

血，置于干净离心管中，4 ℃下静置4 h，然后在4 ℃下以

3 500 r/min离心 10 min。取上层血清，按照ELISA试剂

盒说明书操作，检测血小板活化标志物CD62P和CD63

水平。

2.4 大鼠血清中GDF-15和NT-proBNP水平检测

采用ELISA 法进行检测。大鼠眼眶采血后，用 7％

水合氯醛进行麻醉，腹主动脉取血，置于干净离心管中，

4 ℃下静置 4 h，然后在 4 ℃下以 3 500 r/min 离心 10

min。取上层血清，按照ELISA 试剂盒说明书操作，检测

GDF-15和NT-proBNP水平。

2.5 大鼠肺组织病理学变化观察

采用苏木精-伊红染色（HE）法进行观察。大鼠腹主

动脉取血后处死，迅速分离肺组织，用 4 ℃预冷的生理

盐水冲洗干净表面血液，并用滤纸吸干表面水分后，放

入 10％中性甲醛中固定 24 h，常规制备 5 μm组织切片

并行HE染色后，在显微镜下进行组织病理学观察。

2.6 大鼠肺组织中 Notch2、Notch3、DLL1、JAG2

mRNA表达水平检测

采用实时荧光定量PCR法进行检测。取大鼠肺组

织，按照RNA提取试剂盒说明书操作提取总RNA，检验

其纯度后，按反转录试剂盒说明书操作反转录合成 cD-

NA 后进行 PCR 扩增。PCR 反应体系：cDNA 5 μL，2X

PCR Master Mix 10 μL，上、下游引物各0.4 μL，双蒸水定

容至 20 μL。反应参数：95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性

10 s，60 ℃退火20 s，72 ℃延伸20 s，40个循环。以β-ac-

tin 为内参，采用 2－ Δ Δ ct 法计算 Notch2、Notch3、DLL1、

JAG2 mRNA的表达水平。引物序列及扩增产物长度见

表1。

表1 引物序列及扩增产物长度

Tab 1 Primer sequence and amplification product

length

基因
Notch2

Notch3

DLL1

JAG2

β-actin

引物名称
正向引物
反向引物
正向引物
反向引物
正向引物
反向引物
正向引物
反向引物
正向引物
反向引物

引物序列
5′-GATTACAAGTTGCCGCCATC-3′
5′-CTTTGACCACCGTTCTCCTC-3′
5′-CACCATCGGGAATGAACACTTC-3′
5′-CTGTCAGCAATGCCTGGGTA-3′
5′-AGGAACAGGATGTCCAAATCG-3′
5′-AAGGGCATCCACATCACTCGGT-3′
5′-CAATCGGCTAAGAAGTCTGTC-3′
5′-AGGTGGGTACAGTGTAGCCT-3′
5′-GTGATTCATGCCGACGGCAG-3′
5′-CAGGAGCATGGATTGGAGT-3′

产物长度，bp

92

138

219

201

186

2.7 大鼠肺组织中Notch2、Notch3、DLL1、JAG2蛋白

表达水平检测

2.7.1 免疫组化法检测 将大鼠肺组织用4％多聚甲醛

固定，石蜡包埋，常规制备3 μm切片。切片常规脱蜡至

水，以3％双氧水室温下封闭20 min，以枸橼酸盐缓冲液

加热抗原修复，以 5％胎牛血清（BSA）封闭，在 37 ℃下

放置 30 min；滴加 Notch2、Notch3、DLL1、JAG2 一抗

（1 ∶ 200），4 ℃过夜。次日使用磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗

后，依操作顺序加入二抗（1 ∶ 100），37 ℃下孵育 15 min，

PBS冲洗；滴加辣根酶标记链霉卵白素（试剂C），37 ℃

下孵育 15 min，PBS 冲洗；室温下以二氨基联苯胺

（DAB）显色，封片。采用显微镜观察，在细胞质或细胞

核内出现黄、棕色颗粒为阳性细胞，并根据染色强度计

算免疫组化积分。将阳性细胞按染色强度进行评分：无

色为 0分，淡黄色为 1分，棕黄色为 2分，棕褐色为 3分

（染色深浅需与背景比较）。再将阳性细胞按所占的百

分比进行评分：阴性为 0分，阳性细胞比例≤10％为 1

分，阳性细胞比例在＞10％～50％之间为2分，阳性细胞

比例在＞50％～75％之间为 3分，阳性细胞比例＞75％

为4分。两者评分的乘积即为免疫组化表达积分[15]。

2.7.2 Western blotting法检测 取大鼠肺组织放入玻璃

匀浆器中，加入 RIPA 蛋白裂解液（每 20 mg 组织加入

200 μL蛋白裂解液），匀浆，直至充分裂解。将匀浆液在

4 ℃下以12 000 r/min离心10 min，将上清液移至另一干

净离心管中，并加入上样缓冲液，混匀，100 ℃下水浴 5

min，采用二喹啉甲酸（BCA）法测定蛋白浓度。取50 μg

蛋白上样后，在300 mA、80 V条件下电泳至指示剂溴酚

蓝迁移至分离胶与浓缩胶的分界处，调节电压为120 V，

继续电泳至蛋白分离。根据蛋白质分子量切割目标蛋

白，并在 300 V、170 mA 条件下转印至聚偏二氟乙烯

（PVDF）膜上。封闭液室温下封闭 1 h，分别经Notch2、

Notch3、DLL1、JAG2和GAPDH抗体（1 ∶ 1 000）孵育后，

4 ℃下过夜。PBST充分洗膜后，加入二抗（1 ∶ 2 000），室

温下孵育1 h。PBST清洗后显色液显影，采用凝胶成像

仪成像，应用 Image J软件进行灰度值检测，以目的蛋白

条带与内参蛋白（GAPDH）条带的灰度值比值表示目的

蛋白的表达水平。

2.9 统计学方法

采用 SPSS 19.0统计学软件对数据进行分析，采用

Graphpad Prism 5.0软件进行作图。计量资料以 x±s表

示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用LSD-t检验。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 黄芩素对急性肺栓塞模型大鼠血浆血小板聚集率

及RPI的影响

与正常对照组比较，模型对照组大鼠血浆ADP活化

后血小板聚集率、AA活化后血小板聚集率及RPI值均

显著升高（P＜0.05）。与模型对照组比较，黄芩素各剂

量组以及阳性药物组大鼠血浆ADP活化后血小板聚集

率、AA活化后血小板聚集率及RPI值均显著降低（P＜

0.05），且黄芩素的作用呈现出一定的剂量依赖趋势。各

组大鼠血浆血小板聚集率及RPI值测定结果见表2。

3.2 黄芩素对急性肺栓塞模型大鼠血清中CD62P和

CD63水平的影响

与正常对照组比较，模型对照组大鼠血清中
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CD62P、CD63水平显著升高（P＜0.05）；与模型对照组

比较，黄芩素各剂量组以及阳性药物组大鼠血清中

CD62P、CD63水平均显著降低（P＜0.05），且黄芩素的

作用呈现出一定的剂量依赖趋势。各组大鼠血清中

CD62P、CD63水平测定结果见表3。

表 3 各组大鼠血清中 CD62P、CD63、GDF-15、NT-

proBNP水平测定结果（x±±s，n＝6，ng/mL）

Tab 3 Results of serum levels of CD62P，CD63，

GDF-15，NT-proBNP of rats in each group

（x±±s，n＝6，ng/mL）

组别
正常对照组
模型对照组
黄芩素低剂量组
黄芩素中剂量组
黄芩素高剂量组
阳性药物组

CD62P

9.28±1.22

22.66±2.36＊

17.41±1.03#

14.38±0.76#

10.11±1.13#

9.77±1.85#

CD63

33.79±2.17

59.71±3.14＊

49.91±2.67#

41.08±1.74#

34.71±2.59#

34.03±2.37#

GDF-15

19.82±1.67

31.36±0.97＊

27.03±1.41#

24.13±0.68#

20.08±1.37#

21.27±2.46#

NT-proBNP

12.71±0.84

19.71±1.04＊

16.88±1.12#

14.08±0.73#

11.89±1.06#

13.38±1.88#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与模型对照组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊P＜0.05；vs. model control group，
#P＜0.05

3.3 黄芩素对急性肺栓塞模型大鼠血清中GDF-15和

NT-proBNP水平的影响

与正常对照组比较，模型对照组大鼠血清中

GDF-15、NT-proBNP水平显著升高（P＜0.05）；与模型对

照组比较，黄芩素各剂量组以及阳性药物组大鼠血清中

GDF-15、NT-proBNP水平均显著降低（P＜0.05），且黄芩

素的作用呈现出一定的剂量依赖趋势。各组大鼠血清

中GDF-15、NT-proBNP水平测定结果见表3。

3.4 黄芩素对急性肺栓塞模型大鼠组织病理学的影响

正常对照组大鼠肺组织结构正常，未发现明显病理

学变化。与正常对照组比较，模型对照组大鼠肺组织肺

泡渗出较多，肺泡间隔内有炎性细胞浸润，可见肺组织

水肿。与模型对照组比较，黄芩素低、中剂量组大鼠肺

泡水肿减轻，但肺泡间隔内仍有大量炎性细胞聚集；黄

芩素高剂量组及阳性药物组大鼠肺泡组织结构明显改

善，肺泡渗出和间质炎症细胞浸润明显减少。各组大鼠

肺组织病理学检查显微图见图1。

3.5 黄芩素对急性肺栓塞模型大鼠肺组织中Notch2、

Notch3、DLL1、JAG2 mRNA表达水平的影响

与正常对照组比较，模型对照组大鼠肺组织中

Notch2、Notch3、DLL1、JAG2 mRNA表达水平均显著降

低（P＜0.05）；与模型对照组比较，黄芩素各剂量组及阳

性药物组大鼠肺组织中 Notch2、Notch3、DLL1、JAG2

mRNA 表达水平均显著升高（P＜0.05），且黄芩素的作

用呈现出一定的剂量依赖趋势。各组大鼠肺组织中

Notch2、Notch3、DLL1、JAG2 mRNA表达水平测定结果

见表4。

表 4 各组大鼠肺组织中Notch2、Notch3、DLL1、JAG2

mRNA水平测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 4 Results of mRNA expressions levels of Notch2，

Notch3，DLL1 and JAG2 in lung tissue of rats

in each group（x±±s，n＝6）

组别
正常对照组
模型对照组
黄芩素低剂量组
黄芩素中剂量组
黄芩素高剂量组
阳性药物组

Notch2

3.63±0.38

0.86±0.21＊

1.21±0.16#

2.19±0.20#

3.18±0.37#

3.54±0.41#

Notch3

2.65±0.26

0.65±0.14＊

1.08±0.09#

1.56±0.17#

2.38±0.36#

2.45±0.31#

DLL1

5.98±0.35

1.06±0.06＊

3.74±0.25#

4.51±0.46#

5.16±0.26#

5.68±0.34#

JAG2

3.49±0.28

0.65±0.11＊

1.64±0.17#

2.29±0.26#

2.94±0.34#

3.15±0.31#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与模型对照组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊P＜0.05；vs. model control group，
#P＜0.05

图 1 各组大鼠肺组织病理学检查显微图（HE 染色，

×100）

Fig 1 Pathological micrographs of lung tissue of rats

in each group（HE staining，×100）

A.正常对照组 B.模型对照组

C.黄芩素低剂量组 D.黄芩素中剂量组

E.黄芩素高剂量组 F.阳性药物组

表 2 各组大鼠血浆血小板聚集率及RPI值测定结果

（x±±s，n＝6）

Tab 2 Results of platelet aggregation rate in plasma

and RPI of rats in each group（x±±s，n＝6）

组别
正常对照组
模型对照组
黄芩素低剂量组
黄芩素中剂量组
黄芩素高剂量组
阳性药物组

ADP活化后血小板聚集率，％
26.48±3.15

76.44±4.66＊

60.19±3.61#

52.83±3.17#

43.86±2.97#

27.68±4.05#

AA活化后血小板聚集率，％
17.46±2.58

91.25±2.28＊

79.73±3.11#

68.25±2.13#

60.88±3.44#

19.95±3.73#

RPI

40.61±3.44

82.19±4.01＊

71.11±3.86#

62.82±2.97#

48.11±2.26#

40.87±3.96#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与模型对照组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊P＜0.05；vs. model control group，
#P＜0.05
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3.6 黄芩素对急性肺栓塞模型大鼠肺组织中Notch2、

Notch3、DLL1、JAG2蛋白表达的影响

与正常对照组比较，模型对照组大鼠肺组织中

Notch2、Notch3、DLL1、JAG2 蛋白表达水平显著降低

（P＜0.05）；与模型对照组比较，黄芩素各剂量组及阳性

药物组大鼠肺组织中Notch2、Notch3、DLL1、JAG2蛋白

表达水平均显著升高（P＜0.05），且黄芩素的作用呈现

出一定的剂量依赖趋势。各组大鼠肺组织中 Notch2、

Notch3、DLL1、JAG2蛋白表达免疫组化法检测染色显

微图见图 2，免疫组化表达积分检测结果见表 5；上述蛋

白表达 Western blotting法检测电泳图见图 3，蛋白表达

水平检测结果见表6。

Notch3

Notch2

DLL1

JAG2

正常对照组 模型对照组 黄芩素低剂量组 黄芩素中剂量组 黄芩素高剂量组 阳性药物组

图2 各组大鼠肺组织Notch2、Notch3、DLL1、JAG2检测的免疫组化染色显微图（×100）

Fig 2 Immunohistochemical micrographs of Notch2，Notch3，DLL1 and JAG2 in lung tissue of rats in each group

（×100）

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

表 5 各组大鼠肺组织中Notch2、Notch3、DLL1、JAG2

蛋白表达的免疫组化积分检测结果（x±±s，n＝6）

Tab 5 Immunohistochemical integration results of the

protein expressions of Notch 2，Notch 3，DLL1

and JAG2 in lung tissue of rats in each group

（x±±s，n＝6）

组别
正常对照组
模型对照组
黄芩素低剂量组
黄芩素中剂量组
黄芩素高剂量组
阳性药物组

Notch2

7.92±0.34

3.01±0.46＊

5.82±0.31#

6.25±0.48#

7.84±0.55#

7.73±0.51#

Notch3

8.62±0.61

3.18±0.73＊

5.61±0.44#

7.73±0.52#

8.39±0.48#

8.30±0.62#

DLL1

8.05±0.53

3.11±0.43＊

6.05±0.36#

7.42±0.48#

8.04±0.68#

8.30±0.66#

JAG2

7.89±0.37

3.60±0.68＊

5.13±0.55#

7.43±0.53#

8.04±0.61#

8.12±0.48#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与模型对照组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊P＜0.05；vs. model control group，
#P＜0.05

Notch3

Notch2

DLL1

JAG2

GAPDH

正常对
照组

模型对
照组

黄芩素低
剂量组

黄芩素中
剂量组

黄芩素高
剂量组

阳性药
物组

图 3 各组大鼠肺组织中Notch2、Notch3、DLL1、JAG2

蛋白表达电泳图

Fig 3 Electrophoretograms of Notch2，Notch3，DLL1

and JAG2 protein expressions in lung tissue of

rats in each group
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4 讨论

急性肺栓塞患者体内血栓阻塞肺动脉后，一方面会

伴有肺组织坏死等病理过程，进而导致疾病进一步恶

化；另一方面，血栓会使肺组织血管的血流动力学发生

改变，诱导血小板活化，引起血小板聚集，导致血栓进一

步加重、肺组织坏死范围不断扩大[1-3]。目前，临床常采

用皮下注射低分子肝素的方法进行急性肺栓塞的治疗，

故本研究采用低分子肝素钙作为阳性药物。GDF-15和

NT-proBNP是心肌组织病理性损伤的重要标志物[15]。急

性肺栓塞发病后，通常会引起心肌组织细胞损伤、心衰

等变化 [16]。研究表明，急性肺栓塞患者血清中GDF-15、

NT-proBNP 水平的升高会使患者的死亡风险增加 [2-5]。

CD62P和CD63是血小板活化释放的特异性标志物，可

反映机体血小板的活化程度及血栓形成倾向，CD62P、

CD63的异常升高标志着机体内血小板的高度活化，可

诱发或进一步加重血栓性疾病[17]。

Notch 通路的激活及信号传递是通过相邻细胞的

Notch 配体与受体的相互作用，Notch 蛋白经过 3次剪

切，由胞内段（NICD）释放入胞质，并进入细胞核与转录

因子 CSL 结合，形成 NICD/CSL 转录激活复合体，进而

激活HES、HEY、HERP等碱性-螺旋-环-螺旋转录抑制因

子家族的靶基因，从而发挥生物学作用[4-7]。近年来的研

究表明，Notch信号通路的表达异常与多种疾病的发生

关系密切：Notch信号通路的过度激活可以诱发肺癌、肝

癌等多种肿瘤细胞的增殖及血管生成，导致肿瘤进一步

恶化、转移；同时，Notch信号通路相关蛋白的异常表达

与心肌缺血再灌注损伤、脑梗死、肺纤维化、肾缺血再灌

注损伤等多种疾病的发生密切相关 [4-5，18]。Notch2、

Notch3、DLL1、JAG2是Notch信号通路中重要的受体蛋

白，其在哺乳动物肺组织中均有不同程度的表达，且参

与肺泡、气道表皮细胞损伤修复等生理过程[6-7]。

本研究结果显示，连续给药7 d后，黄芩素各剂量组

大鼠血浆中ADP活化后血小板聚集率、AA活化后血小

板聚集率、RPI 值、血清血小板活化标志物 CD62P 和

CD63水平以及血清GDF-15、NT-proBNP水平均显著降

低。这提示黄芩素能够显著降低急性肺栓塞模型大鼠

的血小板颗粒膜蛋白水平、抑制血小板进一步活化聚

集，进而抑制大鼠肺栓塞症状及肺栓塞的进一步加重，

并且可修复急性肺栓塞引起的心肌细胞损伤，降低急性

肺栓塞大鼠心衰等并发症发生的风险。组织病理学检

查结果表明，黄芩素各剂量组大鼠组织病理学状态均有

不同程度的改善。同时，黄芩素各剂量组大鼠肺组织中

Notch2、Notch3、DLL1、JAG2 mRNA和蛋白表达水平均

显著升高，这提示黄芩素能够升高急性肺栓塞模型大鼠

肺组织Notch通路相关蛋白水平，改善急性肺栓塞疾病

状态下Notch通路的过度抑制，激活Notch通路，恢复相

关蛋白的正常表达，进而发挥对急性肺栓塞模型大鼠的

改善作用。

综上所述，黄芩素能够抑制急性肺栓塞模型大鼠血

小板的聚集，改善大鼠肺组织病理状态，其机制可能与

激活Notch信号通路有关。
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表 6 各组大鼠肺组织中Notch2、Notch3、DLL1、JAG2

蛋白表达水平检测结果（x±±s，n＝6）

Tab 6 Protein expression levels of Notch 2，Notch 3，

DLL1 and JAG2 in lung tissue of rats in each

group（x±±s，n＝6）

组别
正常对照组
模型对照组
黄芩素低剂量组
黄芩素中剂量组
黄芩素高剂量组
阳性药物组

Notch2

1.05±0.13

0.35±0.08＊

0.52±0.04#

0.74±0.11#

0.96±0.17#

0.92±0.12#

Notch3

1.13±0.09

0.28±0.04＊

0.49±0.06#

0.75±0.07#

1.01±0.11#

1.00±0.13#

DLL1

0.93±0.12

0.32±0.02＊

0.50±0.06#

0.73±0.09#

0.84±0.14#

0.91±0.13#

JAG2

1.08±0.11

0.50±0.03＊

0.71±0.08#

0.87±0.09#

1.04±0.11#

1.06±0.10#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与模型对照组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊P＜0.05；vs. model control group，
#P＜0.05
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摘 要 目的：研究沙苑子多糖促进兔半月板纤维软骨细胞（以下简称“软骨细胞”）增殖的作用机制。方法：分离1月龄新西兰大

白兔软骨细胞。将软骨细胞分为正常对照组（PBS）、阳性对照组（硫酸氨基葡萄糖，10 mg/mL）和沙苑子多糖高、中、低（40、20、10

mg/mL）剂量组，分组给药干预。采用光学显微镜观察软骨细胞的形态学特征；采用MTT法检测软骨细胞增殖抑制率，并用流式

细胞术观察细胞周期；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测软骨细胞中Ⅱ型胶原蛋白（Col Ⅱ）、碱性磷酸酶蛋白（ALP）的表达水

平；采用逆转录-聚合酶链式反应和Western blotting法检测转化生长因子β1（TGF-β1）、骨形态发生蛋白2（BMP-2）mRNA及蛋白的

表达水平。结果：软骨细胞培养72 h后，细胞融合成单层，多数呈现细长梭型外观。与正常对照组比较，阳性对照组和沙苑子多糖

高、中、低剂量组软骨细胞的增殖抑制率、G1/G0期细胞百分比均显著降低（P＜0.05），S期细胞百分比和Col Ⅱ、ALP蛋白表达水平

及TGF-β1、BMP-2 mRNA及蛋白的表达水平均显著升高（P＜0.05）。与阳性对照组比较，沙苑子多糖高剂量组软骨细胞的增殖抑

制率、G1/G0期细胞百分比均显著降低（P＜0.05），S期细胞百分比和Col Ⅱ、ALP蛋白表达水平及TGF-β1、BMP-2 mRNA及蛋白的

表达水平均显著升高（P＜0.05）；沙苑子多糖低剂量组软骨细胞的增殖抑制率、G1/G0期细胞百分比均显著升高（P＜0.05），S期细

胞百分比和Col Ⅱ、ALP蛋白及TGF-β1、BMP-2 mRNA和蛋白的相对表达水平均显著降低（P＜0.05）；沙苑子多糖中剂量组上述指

标差异均无统计学意义。结论：沙苑子多糖可促进软骨细胞增殖，降低G1/G0期细胞百分比，促进细胞向S期转化；其作用机制可能与

上调TGF-β1、BMP-2 mRNA及蛋白表达，促进Col Ⅱ、ALP蛋白表达水平升高有关。
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