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· 论著 ·

银杏叶提取物通过调控p38 MAPK/MLCK信号通路对高氧诱导的

急性肺损伤小鼠肠黏膜屏障的保护作用

何英1，邢周雄1，程云2，耿争光1，付豹1，傅小云1

（遵义医科大学附属医院  1. 重症医学科； 2. 急诊科，贵州  遵义  563000）  

摘要  目的 探讨银杏叶提取物 （GBE） 通过p38丝裂原活化蛋白激酶 （MAPK） /肌球蛋白轻链激酶 （MLCK） 信号通路，对高氧

诱导的急性肺损伤 （ALI） 小鼠肠黏膜屏障的保护作用。方法  将 C57BL/6J 小鼠随机分为对照组、ALI组、低剂量GBE组、高剂量

GBE组和高剂量GBE+茴香菌素 （anisomycin） 组，每组10只。测定小鼠氧分压 （PaO2）、二氧化碳分压 （PaCO2） 以及肺湿重与干重比

值 （W/D）； 组织学染色观察肺和小肠组织病理变化并评分； 酶联免疫吸附试验检测血清炎性细胞因子、D-乳酸 （D-LA） 和小肠 

sIgA 水平； Western blotting检测相关蛋白表达。结果  与对照组相比，ALI组小鼠PaO2及闭合蛋白 （occludin）、密封蛋白 （claudin）、

闭合小带蛋白1 （ZO-1） 蛋白表达水平显著降低 （P < 0.05），PaCO2、W/D、肺和小肠病理评分、炎性细胞因子、D-LA、DAO、sIgA水

平以及p-p38 MAPK/p38 MAPK和MLCK蛋白表达水平显著升高 （P < 0.05）。与ALI组比，低剂量GBE组和高剂量GBE组上述指标

呈相反变化，且高剂量GBE组改善更显著。而高剂量GBE+anisomycin组与高剂量GBE组比较，治疗作用显著减弱 （P < 0.05）。结

论  GBE可能通过调控p38 MAPK/MLCK信号通路，减轻炎症反应，并升高肠黏膜屏障相关蛋白的表达水平，对肠黏膜屏障发挥

保护作用。
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Abstract  Objective To explore the effects of Ginkgo biloba extract （GBE） on the intestinal mucosal barrier in mice with hyperoxia-
induced acute lung injury （ALI） via the p38 mitogen-activated protein kinase （MAPK） /myosin light chain kinase （MLCK） signaling 

pathway. Methods  C57BL/6J mice were randomly divided into control，ALI，low-dose GBE，high-dose GBE，and high-dose GBE+

anisomycin，with 10 mice in each group. Oxygen partial pressure （PaO2），carbon dioxide partial pressure （PaCO2），and the ratio of lung 

wet weight to dry weight （W/D） were measured. Histological staining was used to observe and score pathological changes in the lung and 

intestinal tissues. Serum inflammatory cytokines，D-lactic acid （D-LA），and intestinal sIgA levels were detected using an enzyme-linked 

immunosorbent assay. The expression of related proteins was assessed by Western blotting. Results  Compared with the control group，

the ALI group showed significantly decreased PaO2 and expression of occludin，claudin，and zonula occludens-1 （ZO-1） proteins （P < 0.05），

while PaCO2，W/D，lung and intestinal pathological scores，inflammatory cytokines，D-LA，diamine oxidase （DAO），sIgA levels，and p-p38 

MAPK/p38 MAPK and MLCK protein expression were significantly increased （P < 0.05）. Compared with the ALI group，the low- and high-
dose GBE groups exhibited opposite changes，with more pronounced improvements in the high-dose GBE group. The high-dose GBE+

anisomycin group showed significantly attenuated therapeutic effects compared to the high-dose GBE group （P < 0.05）. Conclusion  GBE 

may protect the intestinal mucosal barrier by regulating the p38 MAPK/MLCK signaling pathway，reducing inflammation，and increasing 

the expression levels of intestinal mucosal barrier-related proteins.
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急性肺损伤 （acute lung injury，ALI） 是一种高发

且危及生命的肺部疾病，表现为严重低氧血症、肺

组织过度水肿和呼吸衰竭，可导致多器官损害［1］。

人体黏膜组织相互关联，呼吸系统疾病常伴肠道并

发症，肠-肺轴在健康和疾病中发挥关键作用。慢性

肺部疾病如哮喘等常伴肠道紊乱［2］。肠黏膜屏障

是抵御外界有害因素的首道防线，对维持肠道健康

至关重要。虽然肺与肠道的紧密联系受到关注，但

呼吸系统疾病致肠道并发症的机制有待深入研究。

p38 丝裂原活化蛋白激酶 （p38 mitogen-activated pro-

tein kinase，p38 MAPK） /肌球蛋白轻链激酶 （myosin 

light chain kinase，MLCK） 信号通路在肠道抗炎和免

疫调节中起关键作用，其激活会破坏ALI大鼠的肠

黏膜机械屏障［3］。银杏叶提取物 （Ginkgo biloba ex-

tract，GBE） 是从银杏叶中提取的混合物，具有抗炎、

抗氧化和血管松弛等特性。GBE可调节肠杆菌群，

抑制肠道炎症，修复急性胰腺炎大鼠肠黏膜屏障［4］，

还能抑制p38 MAPK通路，改善慢性阻塞性肺疾病大

鼠相关症状［5］。然而，尚无研究证实GBE是否通过

p38 MAPK/MLCK信号通路影响ALI小鼠的肠黏膜屏

障。本研究通过构建ALI小鼠模型，基于p38 MAPK/

MLCK信号通路，初步探讨GBE对ALI小鼠肠黏膜屏

障的潜在保护机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

GBE，购自万邦德制药集团有限公司；p38 MAPK

激活剂茴香菌素 （anisomycin）、白细胞介素-1β （in-

terleukin-1β，IL-1β） 和苏木素-伊红 （hematoxylin and 

eosin，HE） 染色试剂盒，购自上海碧云天生物技术股

份有限公司；肿瘤坏死因子α （tumor necrosis factor α，

TNF-α） 试剂盒，购自美国eBioscience公司；单核细胞

趋化因子1 （monocyte chemoattractant protein-1，MCP-

1）、D-乳酸 （D-lactic acid，D-LA） 酶联免疫吸附试验

（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA） 试剂盒，

购自上海科艾博生物有限公司；二胺氧化酶 （dia-

mine oxidase，DAO） 和分泌型免疫球蛋白A （secretory 

immunoglobulin A，sIgA） ELISA试剂盒，购自上海酶

联生物科技有限公司；抗体均购自美国abcam公司。

1.2 动物模型的建立和分组

50只SPF级雄性C57BL/6J小鼠，8周龄，体重 （22±

10） g，购自贵州省疾病预防控制中心，许可证号为

SYXK （贵） 2024-0002。

将50只小鼠随机分为对照组、ALI组、低剂量

GBE组、高 剂 量GBE组、高 剂 量GBE+anisomycin组，

每组10只。参考文献［6］的方法，构建高氧诱导的

ALI小鼠模型。ALI组、低剂量GBE组、高剂量GBE组、

高剂量GBE+anisomycin 组小鼠在特制高氧箱饲养3 

d，箱内O2浓度稳定在90%以上，CO2浓度控制在0.5%

以下，若小鼠出现呼吸频率加快、口鼻紫绀及活动

迟缓等典型高氧暴露症状，且血气分析显示氧分压 

（pantial pressure of oxygen，PaO2） 显著降低、二氧化碳

分压 （pantial pressure of carbon dioxide，PaCO2） 显著

升高，符合高氧性肺损伤的典型低氧血症伴二氧化

碳潴留特征，判定模型成功建立［6］。低剂量GBE组小

鼠每日50 mg/kg GBE溶液灌胃，共7 d；高剂量GBE组小

鼠每日150 mg/kg GBE溶液灌胃，共7 d；高剂量GBE+

anisomycin组小鼠每日150 mg/kg GBE溶液灌胃，并腹

腔注射2 mg/kg anisomycin溶液，共7 d。对照组小鼠常

规饲养。本研究经遵义医科大学附属医院实验动物

伦理委员会审核批准 （zyfy-an-2024-0529）。

1.3 PaO2和PaCO2测定

末次给药24 h后，小鼠腹腔注射1%戊巴比妥

钠 （0.1 mL/10 g） 麻醉后，用血气针从腹主动脉抽血2 

mL，采用血气分析仪 （美国Instrumentation Laboratory 

公司） 准确测定动脉血PaO2和PaCO2。

1.4 样品采集

测定PaO2和PaCO2后，收集小鼠血清，于-20 ℃

冻存。处死小鼠，取右侧肺组织置于4%多聚甲醛中，

左侧肺组织吸干渗液和血液后称湿重，70 ℃烘干24 

h称干重，计算肺湿重与干重比值 （wet/dry，W/D）。

采集小肠组织，部分固定，部分洗净后-80 ℃冻存。

1.5 组织学染色

肺和小肠组织常规脱水、石蜡包埋制切片，采

用HE染色试剂盒染色后封片固定。光学显微镜下观

察并拍照，参照文献［6］，采用双盲法评估肺损伤。评

估包含4个项目：肺泡水肿、肺泡出血、炎症细胞浸

润以及肺泡壁增厚。每个项目的评分标准：无病变

为0分，轻度为1分，中重度为2分，重度为3分，极重

度为4分。4项得分相加得出肺损伤评分总分。根据

Chiu’s评分［7］判定小肠黏膜损伤程度。

1.6 ELISA
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取冻存的100 mg小肠组织进行研磨，离心后收

集上清液。根据ELISA试剂盒说明书，检测小鼠血清

中TNF-α、MCP-1、IL-1β、D-LA和DAO的水平，以及小

肠组织中sIgA的水平。

1.7 Western blotting

检测闭合蛋白 （occludin）、密封蛋白 （claudin）、

闭合小带蛋白1 （zonula occludens-1，ZO-1）、磷酸化

p38 MAPK （p-p38 MAPK） /p38 MAPK和MLCK蛋 白 表

达水平。研磨剩余小肠组织，提取蛋白并测浓度。取

40 μg蛋白样品，电泳后转印至PVDF膜。漂洗、封闭，

加一抗4 ℃孵育过夜，TBST 洗涤后，加二抗室温孵

育1 h，ECL显色。以GAPDH为内参，分析目的蛋白的

相对表达水平。

1.8 统计学分析

采用SPSS 19.0软件处理数据。计量资料以x-±s

表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一步两

两比较采用SNK-q检验。P < 0.05为差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 GBE对高氧诱导ALI小鼠PaO2、PaCO2、W/D的影

响

与对照组相比，ALI组小鼠PaO2显著降低，PaCO2

和W/D显著升高 （P < 0.05） 。与ALI组相比，低剂量

GBE组 和 高 剂 量GBE组 小 鼠PaO2显 著 升 高，PaCO2

和W/D显著降低 （P < 0.05） 。与低剂量GBE组相比，

高剂量GBE组小鼠PaO2显著升高，PaCO2和W/D显著

降低 （P < 0.05） 。与高剂量GBE组相比，高剂量GBE+

anisomycin组小鼠PaO2显著降低，PaCO2和W/D显著

升高 （P < 0.05）。见表1。

表1  各组小鼠PaO2、PaCO2、W/D、肺损伤评分和肠道Chiu’s评分的比较

Tab.1  Comparison of PaO2，PaCO2，W/D value，lung injury score，and intestinal Chiu’s score in mice of each group

Group n PaO2 （mmHg） PaCO2 （mmHg） W/D Lung injury score Chiu’s score

Control 10 107.51±9.84 31.38±2.79 3.78±0.19 2.10±0.16 0.35±0.05

ALI 10   57.47±5.961） 58.24±4.061） 7.05±0.571） 8.86±0.431） 4.49±0.571） 

Low-dose GBE 10   75.35±7.032） 50.01±2.842） 6.14±0.332） 6.95±0.512） 3.12±0.362） 

High-dose GBE 10   94.08±8.292），3） 37.19±3.362），3） 4.59±0.382），3） 3.67±0.322），3） 1.03±0.162），3） 

High-dose GBE+anisomycin 10   79.64±7.844） 48.38±3.724） 5.81±0.464） 6.76±0.404） 2.85±0.294） 

F 46.867 99.701 101.273 507.290 246.234

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. ALI group；3） P < 0.05 vs. low-dose GBE group；4） P < 0.05 vs. high-dose GBE group.

2.2 GBE对高氧诱导ALI小鼠肺组织和肠道组织病

理变化的影响

对照组小鼠的肺组织结构保持正常状态，肺泡

轮廓清晰，肺泡壁未出现明显增厚，炎症反应轻微，

肺损伤评分维持在较低水平。ALI组小鼠的肺组织

中出现了炎症细胞浸润现象，肺泡壁显著增厚，同

时伴有肺组织水肿，肺损伤评分显著高于对照组 （P < 

0.05）。与ALI组相比，低剂量GBE组和高剂量GBE

组小鼠的肺组织损伤程度减轻，肺损伤评分显著

降低 （P < 0.05）。与低剂量GBE组相比，高剂量GBE

组小鼠的肺组织损伤程度减轻，肺损伤评分显著降

低 （P < 0.05）。与高剂量GBE组相比，高剂量GBE+

anisomycin组的肺组织损伤加重，肺损伤评分显著增

加 （P < 0.05） 。见表1、图1。

对照组小鼠的小肠组织结构未见异常。与对

照组相比，ALI组小鼠的小肠绒毛出现肿胀、坏死现

象，Chiu’s评分显著升高 （P < 0.05）。与ALI组相比，

低剂量GBE组和高剂量GBE组小鼠的小肠损伤程

度减轻，Chiu’s评分显著降低 （P < 0.05）。与高剂量

GBE组相比，高剂量GBE+anisomycin组小鼠的小肠

绒毛坏死和脱落情况更加严重，Chiu’s评分显著升

高 （P < 0.05）。见表1、图1。

2.3 GBE对高氧诱导ALI小鼠炎性细胞因子、D-LA、

DAO和sIgA水平的影响 （表2）

与对照组相比，ALI组TNF-α、MCP-1、IL-1β、D-LA、

DAO和sIgA水平显著升高 （P < 0.05） 。与ALI组相比，

低剂量GBE组和高剂量GBE组TNF-α、MCP-1、IL-1β、

D-LA、DAO和sIgA水平显著降低 （P < 0.05） 。与低剂
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量GBE组相比，高剂量GBE组TNF-α、MCP-1、IL-1β、

D-LA、DAO和sIgA水平显著降低 （P < 0.05） 。与高剂量

GBE 组相比，高剂量GBE+anisomycin 组TNF-α、MCP-1、

IL-1β、D-LA、DAO和sIgA水平显著升高 （P < 0.05） 。

图1  各组小鼠肺组织和小肠组织病理变化  HE染色×200

Fig.1  Pathological changes of the lung and small intestine of mice in each group  HE staining×200 

表2  各组小鼠炎性细胞因子、D-LA、DAO和sIgA水平的比较

Tab.2  Comparison of the levels of inflammatory cytokines，D-LA，DAO，and sIgA in mice of each group 

Group n TNF-α （pg/mL） MCP-1 （pg/mL） IL-1β （pg/mL） D-LA （mg/L） DAO （U/L） sIgA （μg/mL） 

Control 10   41.32±3.85   55.65±6.14 13.09±2.14 2.15±0.19 1.53±0.25 2.16±0.31

ALI 10 141.08±16.471） 271.32±23.951） 68.82±5.431） 7.02±0.451） 5.89±0.421） 6.75±0.531） 

Low-dose GBE 10 112.54±11.342） 184.58±19.732） 49.43±4.292） 5.64±0.492） 4.16±0.342） 5.21±0.462） 

High-dose GBE 10   56.19±6.162），3）   84.96±9.292），3） 25.70±3.572），3） 3.20±0.282），3） 2.40±0.292），3） 3.49±0.372），3） 

High-dose GBE+anisomycin 10   89.94±8.284） 167.49±18.454） 43.26±4.314） 4.97±0.514） 3.94±0.474） 5.14±0.694） 

F 158.633 256.722 277.296 230.013 216.014 129.613

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. ALI group；3） P < 0.05 vs. low-dose GBE group；4） P < 0.05 vs. high-dose GBE group.

A，intestinal barrier-related proteins；B，p38 MAPK/MLCK signaling pathway-related proteins. 1，control group；2，ALI group；3，low-dose GBE group；4，

high-dose GBE group；5，high-dose GBE+anisomycin group.

图2  Western blotting检测各组小鼠肠黏膜屏障和p38 MAPK/MLCK信号通路相关蛋白表达

Fig.2  Expression of intestinal mucosal barrier- and p38 MAPK/MLCK signaling pathway-related proteins in mice of each group as de-

tected by Western blotting

2.4 GBE对高氧诱导ALI小鼠肠黏膜屏障和p38 MAPK/

MLCK信号通路相关蛋白表达水平的影响

与 对 照 组 相 比，ALI组occludin、claudin和ZO-1

蛋白表达水平显著降低，p-p38 MAPK/p38 MAPK和

MLCK蛋白表达水平显著升高 （P < 0.05） 。与ALI组相

比，低剂量GBE组和高剂量GBE组occludin、claudin和

ZO-1蛋白表达水平显著升高，p-p38 MAPK/p38 MAPK

和MLCK蛋白表达水平显著降低 （P < 0.05） 。与低剂

量GBE组相比，高剂量GBE组occludin、claudin和ZO-1

蛋白表达水平显著升高，p-p38 MAPK/p38 MAPK和

MLCK蛋白表达水平显著降低 （P < 0.05） 。与高剂

量GBE组 相 比，高 剂 量GBE+anisomycin组occludin、

claudin和ZO-1蛋白表达水平显著降低，p-p38 MAPK/

p38 MAPK和MLCK蛋白表达水平显著升高 （P < 0.05） 。

见图2、表3。

Control ALI Low-dose GBE High-dose GBE
High-dose GBE+

anisomycin

Lung tissue

Small intestine tissue

1  2  3  4  5 1  2  3  4  5

Occludin

Claudin

ZO-1

GAPDH

p-p38 MARK

p38 MARK

MLCK

GAPDHA B
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表3  各组小鼠肠黏膜屏障和p38 MAPK/MLCK信号通路相关蛋白表达水平的比较

Tab.3  Comparison of  the expression  levels of  intestinal mucosal barrier- and p38 MAPK/MLCK signaling pathway-related proteins  in 

mice of each group

Group n Occludin Claudin ZO-1 p-p38 MAPK/
p38 MAPK

MLCK

Control 10 0.96±0.08 1.09±0.09 1.05±0.10 0.17±0.02 0.23±0.03

ALI 10 0.11±0.011） 0.12±0.021） 0.16±0.021） 1.12±0.091） 1.21±0.121） 

Low-dose GBE 10 0.19±0.012） 0.28±0.032） 0.42±0.032） 0.94±0.082） 0.95±0.092） 

High-dose GBE 10 0.82±0.062），3） 0.89±0.072），3） 0.87±0.092），3） 0.34±0.042），3） 0.43±0.052），3） 

High-dose GBE+anisomycin 10 0.61±0.044） 0.65±0.054） 0.55±0.044） 0.72±0.064） 0.66±0.044） 

F 600.720 490.565 299.643 385.572 280.873

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. ALI group；3） P < 0.05 vs. low-dose GBE group；4） P < 0.05 vs. high-dose GBE group.

3 讨论

高浓度氧疗虽然可以提高急性呼吸衰竭和严

重低氧血症患者的生存率，但长期超生理浓度吸氧

会导致肺部氧化失衡，引发炎症失控，导致急性高

氧性肺损伤。肠黏膜屏障完整性与ALI的发展紧密

相关。在ALI等病理状态下，肠屏障受损，细菌脂多

糖入血引发内毒素血症，导致炎症介质激增、局部

免疫防御损害，加剧肺部氧化应激，加重ALI病理过

程，并导致肠道菌群失调和肠屏障进一步破坏［8］。

本研究通过高氧环境暴露成功构建了ALI小鼠模

型。ALI小鼠血清中TNF-α、MCP-1和IL-6水平显著

升高，肠组织严重损伤，Chiu’s评分增高，表明炎症

反应与肠黏膜受损紧密相关。D-LA、DAO能够反映

肠黏膜通透性和肠道机械屏障完整性，sIgA是肠黏

膜体液免疫关键抗体。本研究中，ALI小鼠肠组织中

三者水平均显著升高，表明ALI小鼠肠黏膜屏障功

能受损。GBE含多种有效成分，有抗炎、抗氧化和

增强免疫功能作用，可用于治疗ALI等呼吸系统疾

病［9］。此外，GBE还能缓解动脉粥样硬化小鼠的肠

道炎症，修复肠屏障［10］。本研究显示，GBE干预后，

ALI小鼠肺部和肠道病理损伤显著减轻，病理评分

降低，血清炎性细胞因子、D-LA、DAO和肠组织sIgA

水平均降低，提示GBE可改善ALI小鼠肺部和肠黏膜

损伤，保护肠黏膜屏障。

肠黏膜屏障功能的关键防线之一是机械屏障，

紧密连接和黏附连接作为跨膜多蛋白复合物，为

机械屏障提供结构稳定性，参与细胞极性建立，由

occludin、claudin、连接黏附分子和ZO-1等组成，上述

蛋白对确保上皮细胞屏障功能正常运作至关重要，

常作为评估肠黏膜屏障损伤程度的重要指标。研究

显示，ALI小鼠肠道组织中claudin-1、occludin和ZO-1

表达显著下调［11］，而GBE可通过上调这些蛋白表达，

维持结肠炎小鼠的肠屏障功能［12］。本研究还发现，

在不同剂量的GBE治疗后，ALI小鼠肠道组织中这3

种蛋白表达水平显著升高，提示GBE可改善ALI小鼠

肠道机械屏障功能。

p38 MAPK属于MAPK家族，炎症反应发生时，

p-p38 MAPK会激活上皮紧密连接关键调控信号节

点MLCK，改变紧密连接蛋白定位，促使紧密连接屏

障开放。而抑制p38 MAPK/MLCK通路可减轻炎症

反应和肠黏膜屏障损伤［13］。研究［14］发现，GBE可通

过抑制MAPK通路改善大鼠急性胰腺炎和相关肺损

伤。本研究发现，ALI小鼠肠组织中p-p38 MAPK和

MLCK的表达水平显著上调，经不同剂量的GBE治

疗后，这种现象被显著逆转且呈剂量依赖性。使用

p38 MAPK通路激活剂anisomycin进行挽救实验，结

果显示，其显著减弱了GBE对ALI小鼠肺组织和肠道

组织的病理损伤修复作用，同时下调了紧密连接相

关蛋白的表达水平。这表明，GBE可能通过抑制p38 

MAPK/MLCK信号通路来修复ALI小鼠肠黏膜屏障。

综上所述，GBE可能通过调控p38 MAPK/MLCK

信号通路，减轻炎症反应，并增加肠黏膜屏障相关

蛋白的表达水平，发挥保护肠黏膜屏障效应。
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