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Abstract
The process of ALI is associated with excessive pulmonary inflammation as undue activation of immune 

cells including macrophages and neutrophile granulocytes and subsequently increased cytokines such as 
interleukin 6 (IL-6) contribute to severe tissue damage and irreversible pulmonary pathological changes. 
NOD-, LRR- and pyrin domain-containing 3 (NLRP3) inflammasome is a cytosolic receptor consisting of 
upstream sensor protein NLRP3, adaptor protein apoptosis-associated speck-like protein containing a 
CARD (ASC) and the effector protein caspase-1. Nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2) is a transcription 
factor that neutralizes oxidative stress via initiating antioxidant response element-driven gene transcription. 
Nrf2 is suppressed by kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1) under physiological conditions, while 
Nrf2 dissociates from Keap1, stabilizes and accumulates in the nucleus with stimulation of oxidative stress. 
Thereafter, heme oxygenase 1 (HO-1) a downstream target gene of Nrf2 is activated to catalyze various 
detoxification reactions and exert anti-oxidative capacity.

ISO significantly promoted the expression of nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2), heme oxygenase 1 
(HO-1) and down-regulated kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1). Simultaneously, it suppressed the 
over-expression of NOD-, LRR- and pyrin domain-containing 3 (NLRP3), caspase-1, apoptosis-associated 
speck-like protein containing a CARD (ASC) and pro-inflammatory cytokines interleukin IL-1β (pro-IL-1β), 
and inhibited the expression of apoptotic related proteins induced by LPS challenge. Meanwhile, the results 
of molecular docking indicated the potential ability of ISO as a ligand binding with proteins Keap1, NLRP3 
and cleaved-caspase-3 as well.
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Үндэслэл		
Уушгины хурц гэмтэлийн үед  макрофаг, 

нейтрофиль зэрэг дархлааны эсүүд идэвхжиж, 
улмаар интерлейкин 6 (IL-6)  цитокины 
экспресс нэмэгдэж үрэвслийн процесс, эд, эс 
гэмтэж уушгийг эмгэг өөрчлөлтөд хүргэдэг.1-3 
Грам сөрөг бактерийн эсийн мембраны нэг 
хэсэг болох липополисахарид (ЛПС) нь 
төрөлхийн дархлааг өдөөж, улмаар үрэвсэл, 
эсийн хордлого үүсгэдэг.4 Тиймээс ЛПС-г 
амьтны загвар дээр уушгины хурц гэмтлийг 
үүсгэхэд өргөнөөр хэрэглэж байна.

NOD-, LRR- ба пирин домэйн агуулсан 3 
(NLRP3) үрэвсэл нь дээд талын мэдрэгчийн 
уураг NLRP3, CARD (ASC) агуулсан адаптер 
уураг, апоптозтой холбоотой толбо хэлбэртэй 
уураг, эффектор уураг каспаз-1 зэргээс 
бүрдсэн цитозол рецептор юм. Идэвхгүй про-
каспаз-1 нь бичил биетний халдвар, стрессийн 
дохионы хариуд биологийн идэвхт каспаза-
1-д хуваагдаж, улмаар интерлейкин 1β (IL-
1β) бүлгийн цитокиныг үүсгэдэг. Үүний дараа 
төрөлхийн дархлааны эсүүд халдварын голомт 
руу дайчлагдаж,  үрэвслийг өдөөдөг.5-8 Уушгины 
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хурц гэмтэлд  исэлдэлт болон антиоксидант 
системийн хоорондын тэнцвэргүй байдал, 
исэлдэлтийн стресс чухал үүрэг гүйцэтгэдэг. 
Исэлдүүлэгч бодисын хуримтлал нь эсийн 
липид, уураг, ДНХ-д өөрчлөлт оруулаад 
зогсохгүй дархлаа зохицуулалт, үрэвслийн 
хариу урвалд оролцдог.9 Nuclear factor 
erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) уураг нь 
антиоксидант хариу урвалыг  удирддаг генийн 
транскрипцийг эхлүүлэх замаар исэлдэлтийн 
стрессийг саармагжуулдаг транскрипцийн 
хүчин зүйл юм. Nrf2 нь физиологийн хэвийн 
нөхцөлд ECH-тэй холбоотой 1-р уураг 
(Keap1) дарангуйлдаг бол Nrf2 нь Keap1-ээс 
салж, тогтворжиж, исэлдэлтийн стрессийг 
өдөөж цөмд хуримтлагддаг.10 Үүний дараа 
Nrf2 heme oxygenase-1 (HO-1) уургийн 
экпрессыг идэвхжүүлж хоргүйжүүлэх урвалыг 
хурдасгаж, исэлдэлтийн эсрэг үйлчилгээ 
үзүүлдэг.11         	

Бага буржгар (Thalictrum minus L. TML) 
Монгол орны Хөвсгөл, Хэнтий, Хангайн 
нутгаар тархаж ургадаг. Монголын уламжлалт 
анагаах ухаанд  бактери, мөөгөнцрийн 
халдвар, сүрьеэ өвчнийг анагаах ардын 
ургамал болгон хэрэглэдэг.12 Бидний сүүлийн 
үеийн судалгаагаар TML-ийн ханд нь 
липополисахарид болон тоосонцороор 
үүсгэгдсэн уушгины хурц үрэвслийг бууруулж 
байсан.13  Бага буржгараас  өндөр идэвхит 
шингэний хроматографийн (HPLC-QTOF) 
аргаар биоидэвхтэй нэгдэлийг тодорхойлоход  
Изоориентин   хамгийн өндөр байсан. 
Изоориентин    үрэвслийн эсрэг, исэлдэлтийн 
эсрэг маш сайн үйлдэл үзүүлдэг байна.14 
Тиймээс Бага буржгард  агуулагдаж байгаа  
Изоориентин нь уушгины хурц гэмтлийн үед  
биоидэвхтэй үйлдэл үзүүлдэг эсэхийг батлах 
зорилгоор үрэвслийн зарим дохионы замд 
үзүүлэх нөлөөг судлах шаардлагатай байна.

Зорилго: Изоориентин уушгины хурц 
гэмтлийн үед KEAP1/NRF2-HO-1 болон  NLRP3 
инфламмасом дохионы замд үзүүлэх нөлөөг 
тогтоох 

Зорилт:
1.	 Изоориентин уушгины хурц гэмтлийн үед 

KEAP1/NRF2-HO-1 дохионы замд үзүүлэх 
нөлөөг хулганы загвар дээр судлах  

2.	 Изоориентин уушгины хурц гэмтлийн 
үед NLRP3 инфламмасом дохионы замд 
үзүүлэх нөлөөг хулганы загвар дээр  судлах

Материал, арга зүй:
Судалгааны ажлын хэрэглэгдэхүүн:  

Липополисахарид (from Escherichia coli O55:B5) 
Sigma (St. Louis, MO, USA) , Дексаметазоныг 
(DEX) Shenyang Guangda Pharmaceutical, 
RIPA буферын уусмал, Vazyme Biotech (Nan-
jing, China), BCA-г Beyotime биотехнологийн 
хүрээлэнгээс (Shanghai, China), NLRP3, Nrf2, 
Keap1, HO-1, ASC, caspase-1, IL-1β-ийн анхдагч 
эсрэг биеийг  Proteintech группээс (Wuhan, Chi-
na) худалдаж авсан. Bax, Bcl-2  уургийн анхдагч 
эсрэг биеийг Santa Cruz биотехнологи (Dallas, 
TX, USA), Cleaved-caspase-3-ын анхдагч эсрэг 
биеийг Zen-Bioscience Biological Technology 
(Chengdu, China)-с тус тус худалдаж авсан. 

Туршилтын амьтад, судалгааны 
бүлгүүд:  ICR шугамын эр хулганыг (8 долоо 
хоногтой, 22-25 гр) Henan Sikebas Biotechnology 
Co., Ltd (Henan, China). -аас худалдаж авсан. 
Туршилтыг  Хятадын Эм Зүйн Их Сургуулийн 
амьтны ёс зүйн хорооноос гаргасан “Амьтанд 
туршилт хийх биоанагаахын судалгааны ёс 
зүйн удирдамж”-ийн дагуу ёс зүйн хэм хэмжээг 
баримтлан ажилласан(SYXK 2016-0011).  
Уушгины хурц гэмтэл үүсгэхиийн тулд хулганы 
гуурсан хоолойгоор  ЛПС уусмалаас 40 мкл(5 
мг/кг) тарьж оруулсан. Эрүүл хяналтын бүлэгт  
PBS уусмалыг тарьсан.  Эмчилгээний бүлгийн 
хулгануудад эмгэг загвар үүсгэснээс хойш  1 
цагийн дараа TML (40 мг/кг), Изоориентин (10, 
20, 40 мг/кг), харьцуулах бүлэгт  Dex (5 мг/кг) 
тунгаар  3 өдрийн турш амаар хэрэглэсэн.13,14

Western blot шинжилгээ: Гурван хоногийн 
дараа хулганаа золиослоод уушгины  эдийг 
авч 1 мМ PMSF лизисын буфер уусмалтай 
хольж нэгэн төрлийн болгосон. Дээжүүдийг 
ялгах зорилгоор SDS-PAGE-д ачаалж, PDVF 
мембран руу шилжүүлсэн. Дараа нь 3% 
BSA-г уусмалаа блоклож, мембран цаасыг  
анхдагч эсрэг биетээр 4° C-т 24 цагийн турш  
байлгасан. 24 цагийн дараа мембран цаасыг  
TBST уусмалаар 3 удаа угааж  тохирох  HRP-
коньюгат хоёрдогч эсрэг биетэд байлгасан. 
Үүний дараа мембран цаасанд шилжсэн 
уургийн нягтыг electrochemiluminescence 
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immunoassay  аргаар Bio-Rad Laboratories 
багажаар хэмжсэн. 

Иммунофлюресцент будалт: Гурван 
хоногийн дараа хулганаа золиослоод уушигний 
эдийг 40% сахароз PBC-н уусмалд байлгана. 
Дараа нь OCT гельд  уушгиний эдүүдийг бэхлээд  
-200C градусд 5 μm зузаантайгаар нимгэн 
зүссэн. Зүссэн эдийг  Triton X-100 уусмалаар  
10 минутын турш нэвчүүлж, анхдагч эсрэг биет 
нэмж  40C градуст 24 цаг тавьсан. Дараа нь дээж 
тус бүрийг тохирох хоёрдогч флюресцент эсрэг 
биетээр  өсгөвөрлөж, тасалгааны температурт 
1 цагийн турш байлгаж, DAPI болон тодруулах 
уусмалыг нэмсэн. Уушгины эдийн дүрслэлийг 
Лазер сканнерийн төвлөрсөн микроскопоор 
(Carl Zeiss, Jena, Germany)  хийсэн ба 
флюресценцийн эрчмийг Фижи15 (Schindelin et 
al., 2012) аппаратаар  хэмжсэн.

Статистикийн дүн шинжилгээ: 
Статистикийн боловсруулалтыг SPSS-26.0 
программыг (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) 
ашиглан дундаж ± стандарт хазайлтыг 
тодорхойлж, дундажын ялгааг тодорхойлохдоо 
стьюдент  t-тестийг үнэлж  P  утга 0,05-аас 

(p<0.05)  бага тохиолдолд статистикийн ач 
холбогдолтой гэж тодорхойлов.

Үр дүн:
1.	 Изоориентин уушгины хурц гэмтлийн 

үед KEAP1/NRF2-HO-1 дохионы замд 
үзүүлэх нөлөө  

Keap1/Nrf2-HO1-ийн  дохионы замыг бие 
махбодийн исэлдэлтийн эсрэг  системийн 
үндсэн хэсэг гэж үздэг. Тиймээс Keap1, Nrf2, 
HO-1-ийн уургуудийн экспрессийн өөрчлөлтийг 
тодорхойлсон. Судалгааны  үр дүнгээс 
харахад  ЛПС бүлгийг эрүүл хяналтын бүлэгтэй 
харьцуулахад Nrf2-ийн экспресс мэдэгдэхүйц 
буурч, Keap1 ба HO-1 нь экспресс мэдэгдэхүйц 
нэмэгдсэн байна. Үүний эсрэгээр Изоориентин  
(20 mg/kg) болон дексаметазоноор эмчилсэн 
бүлгийг ЛПС бүлэгтэй харьцуулахад  Nrf2 
уургийн  экспресс нэмэгдэж, Keap1-ийн 
экспресс дарангуйлагдсан. Түүнчлэн эдгээр 
эмчилгээний бүлгүүдэд  нь HO-1 генийн  
экспресс ЛПС  бүлэгтэй харьцуулахад 
мэдэгдэхүйц сайжирсан болох нь харагдаж 
байна. (Зураг 1. А,В,C,D)

Fig. 1. ISO and TML activated Keap1/Nrf2-HO-1 signaling pathway. The expression of Nrf2 
was measured via western blot (a) and immunofluorescence analysis (b). The changes of protein 
expression of Keap1(c) and HO-1 (d) were detected via western blot. Results were presented as 
mean ± SD. #p < 0.05, ##p < 0.01 vs. Sham group, *p < 0.05, **p < 0.01 vs. LPS group. n = 3.
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2.	 Изоориентин уушгины хурц гэмтлийн 
үед NLRP3 инфламмасом дохионы 
замд үзүүлэх нөлөөг хулганы загвар 
дээр  судлах

ЛПС  үүсгэгдсэн уушгины хурц гэмитлийн 
үед NLRP3 үрэвслийн дохионы зам идэвхжиж 
үрэвслийн хариу урвалыг өдөөж  NLRP3 
болон холбогдох бусад уургуудын экспрессыг 
эхлүүлддэг. Бид энэ дохионы замын уургуудыг 

Western blot-н аргаар тодорхойлсон. 
Судалгааны дүнгээс харахад ЛПС бүлгийг эрүүл 
хяналтын бүлэгтэй харьцуулахад NLRP3, ASC, 
каспаза-1 болон pro-IL-1β  уургийн экспресс 
нэмэгдэж харин  Изоориентин  (20 mg/kg) 
болон дексаметазоноор эмчилсэн бүлгийг ЛПС 
бүлэгтэй харьцуулахад NLRP3, ASC, каспаза-1 
ба pro-IL-1β  Nrf2 уургийн  экспресс буурсан 
харагдаж байна. (Зураг 2 A ,B ,C,D,E)

Fig. 2. ISO and TML inhibited NLRP3 inflammasome pathway. The effect of ISO on NLRP3 
expression was determined via Western Blot (a) and immunofluorescence (b) experiments. Besides, 
the expression changes of ASC (c), pro-IL-1β (d), caspase-1(e) were also analyzed using western 
blot. Results were presented as mean ± SD. ##p < 0.01 vs. Sham group, *p < 0.05, **p < 0.01 vs. 

LPS group. n = 3.

Дүгнэлт: ЛПС  үүсгэгдсэн уушгины хурц 
гэмтлийн үед  Изоориентин Keap1/Nrf2-HO-1  
дохионы замд нөлөөлж антиоксидант, NLRP3 
инфламмасом дохионы замд нөлөөлж үрэвслийн 
эрсэг үйлдэл үзүүлдэг болох нь батлагдаж байна. 

Хэлцэмж:  
Keap1-Nrf2 дохионы зам нь исэлдэлтийн 

стрессээс хамгаалах үндсэн механизм гэж 
үздэг. Янз бүрийн үрэвслийн үед бие махбодид 
Nrf2 экспресс буурч,  Keap1 экспресс нэмэгдэж 
антиоксидант баланс алдагдаж эд эсийг 
гэмтээдэг.16,10 Мөн  Nrf2-ээр зохицуулагддаг ген 
болох HO-1  төмрийн ион, биливердины задрах 
урвалыг хурдасгадаг. Биливердин нь исэлдэлтийн 
эсрэг тул  HO-1-ийн транскрипци нь исэлдэлтийн 
гэмтлээс эд эсийг хамгаалах системийг эхлүүлдэг 

гэж үздэг.17  ЛПС нөлөөгөөр  Keap1/Nrf2 дохионы 
замыг  дарангуйлагддаг тиймээс  ЛПС  өдөөгдсөн 
уушгины хурц гэмтлийн үед энэ дохионы замыг 
дэмжих нь эд эсийг исэлдэлтийн гэмтлээс хамгаалж 
байдаг. Бидний судалгаагаар Изоориентин энэ 
дохионы замыг идэвхжүүлж байна.    

NLRP3 инфламмасом дохионы зам  бактери, 
нян болон хүрээлэн буй орчны халдварын үед 
үрэвслийн  хариу урвалыг эхлүүлж, үрэвслийг 
эрчимжжүүлэх цитокинуудын ялгаралтыг 
хурдасгадаг төрөлхийн дархлаа тогтолцоо юм.18

ЛПС нөлөөгөөр NLRP3 инфламмасом 
дохионы зам  идэвхжиж үрэвслийн процессыг 
эхлүүлдэг.  Бидний судалгаагаар ЛПС өдөөгдсөн 
уушгины хурц гэмтлийн үед Изоориентин энэ 
дохионы замын уургийн экспрессыг дарангуйлж 
байсан. 
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