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河车虫草胶囊对慢性阻塞性肺疾病大鼠

肿瘤坏死因子#

!

蛋白表达的影响

董克州$朱益敏

摘要$目的$观察慢性阻塞性肺疾病!
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#大鼠肺组织

中肿瘤坏死因子#
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#
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#蛋白的表达及中药复方河车虫草胶囊对其干预

的效果及机制$ 方法$采用熏烟加气道内注入脂多糖!

4>M-M-4NJ=EEI=2>?/

"

6OQ

#的方法制备
&GOF

大鼠

模型$ 将造模成功的
$"

只
QF

大鼠按随机数字表法分为模型组%对照组%河车虫草胶囊低%中%高
%

个剂量

组!简称河车低%中%高剂量组#每组
;

只"同时设正常组!

D

只#"共
D

组$ 河车低%中%高剂量组分别灌胃给

予河车虫草胶囊 !

"

!

!:

%

"

!
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%
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" AHRA

#联合茶碱缓释片 !

$

!

: 0AHRA

#"对照组灌胃给予茶碱缓释片

!

$

!

: 0AHRA

#"

#

次
# 06H#"" A

"

#

天
#

次"共
$

周&同时正常组和模型组予等量蒸馏水$ 电镜下观察各组

&GOF

大鼠肺组织形态学的变化&

S/=4

#

K>0/ S)

#

O&S

法检测肺组织中
),P

#

!

蛋白表达情况$ 结果$电镜

下可见模型组支气管上皮纤毛排列紊乱"

"

%

#

型肺泡上皮细胞变性"内质网线粒体肿胀"板层小体排空"肺

泡腔内游离碎片"各药物干预组较模型组病变程度减轻"其中河车中剂量组改善较明显$ 与模型组比较"各

药物干预组
),P

#

!

蛋白表达量均降低"以河车中%低剂量组更为明显!

O T"

!

":

"

O T"

!

"#

#&与对照组比较"

河车低%中剂量组
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#

!

蛋白表达量均降低!

O T "

!
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#$ 结论$河车虫草胶囊能有效调节
&GOF

大鼠
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#
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蛋白的表达"抑制气道炎症反应$

关键词$河车虫草胶囊&慢性阻塞性肺疾病&肿瘤坏死因子#
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$$慢性阻塞性肺疾病 $
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%是一种具有气流受限特征

的可以预防和治疗的疾病"气流受限不完全可逆'呈进

行性发展"与肺部对香烟烟雾等有害气体或颗粒的异

常炎症反应有关(

#

)

* 由于其患病人数多"病死率高"

社会经济负担重"已成为一个重要的公共卫生问题*

积极探索应用中医中药治疗
&GOF

对于降低病死率'

减轻社会负担具有重要的意义* 目前普遍认为气道炎

症是
&GOF

发病的中心环节* 在肺的不同部位有肺

泡巨噬细胞'

)

淋巴细胞和中性粒细胞增加"激活的炎

性细胞可释放肿瘤坏死因子#

!

$

),P

#

!

%等多种炎性介

质* 这些炎性介质能破坏肺的结构和促进中性粒细胞

炎症反应* 本实验通过观察肺组织中
),P

#

!

蛋白在

&GOF

大鼠肺组织中的表达及中药复方河车虫草胶

囊对
&GOF

大鼠气道炎症的干预作用"为其在临床中

的进一步应用提供理论和实验依据*

材料与方法

#

$动物$

$D

只健康
QF

大鼠"清洁级"雄性"体

重$

!:"

%

%"

%

A

"鼠龄
#!

周"由南京中医药大学实验

动物中心提供"合格证号为
Q&aY

$苏%

!"#"

"

"""9

*
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$药物$河车虫草胶囊粉末由紫河车
%" A

$红

参
%" A

$参三七
%" A

$蛤蚧
!

对$鹿角霜
!" A

$川

贝
%" A

$虫草菌丝
%" A

组成"江苏省第二中医院药

剂科加工* 茶碱缓释片#

"

!

#AH

片"北京紫竹药业有限

公司提供"批号为
#""D%"!

*

%

$主要试剂及仪器$

6OQ

$美国
Q>A0=

公司"批

号#

6!%%!

%&

)S(Z-4 S/=A/@K

$美国
(@.>K2-A/@

公司"

批号#

^<8"%%

%&焦碳酸二乙酯$

F<O&

%$美国
__(

公

司"批号#

F:9:!

%&

Q\_S X2//@ O&S +=JK/2 +>V

Y>K

$美国
^MM4>/? _>-JNJK/0J

公司%&逆转录酶'随

机引物'

?,)

$南京基天生物技术有限公司%&氯仿'异

丙醇'无水乙醇"均为市售分析醇&

),P

#

!

'

#; J

引物

$上海普飞生物技术有限公司设计合成%* 造模用大

前门 香 烟 $上 海 卷 烟 厂 %& 自 制 熏 烟 箱 $体 积

D" E0

&

$" E0

&

%: E0

%&

'<+

#

#!%"

透射电子显微

镜$日本电子株式会社%&

:9"#

型台式高速冷冻离心

机$德国
<MM/@?-2B

公司%&

PQU

#

!^

可调高速匀浆机

$江苏金坛医疗仪器厂%&

9:!

紫外可见分光光度计

$上海精密科学仪器有限公司%&

O)&#""

多功能基因

扩增仪$美国
+'

公司%&

^_(9"""

荧光定量分析仪

$美国
^MM4>/? _>-JNJK/0J

公司%*

$

$实验方法

$

!

#

$模型制备$参照宋一平等(

!

)烟熏加气道内

注入脂多糖$

4>M-M-4NJ=EEI=2>?/

"

6OQ

%的造模方法*

$"

只大鼠在实验的第
#

'

#$

天上午称重后"用
$b

水

合氯醛按
"

!

$ 06H#"" A

行腹腔注射麻醉* 麻醉后仰

卧位将大鼠固定在操作板上"将耳镜深入口腔在灯光

的照射下以深入暴露声门"用静脉穿刺针套管$长度

9

!

! E0

"内径
"

!

# E0

%代替气管导管沿耳镜镜头中

央紧贴咽上壁插入气道"将注有
6OQ

溶液$

"

!

! 0AH

"

!

! 06

%的
# 06

注射器接在套管上"将溶液
"

!

! 06

注入气道内"立即直立动物并旋转"使药液在动物肺内

分布均匀* 清醒后随意进食"于实验的第
#$

天按上法

再次注入
6OQ

* 首次气道内注入
6OQ

后"次日始每日

上午予熏香烟"第
!

次注入
6OQ

当天不熏香烟"共熏

!;

天* 熏烟方法#除正常组外将其余各组大鼠置于自

制的熏烟箱内$体积
%" E0

&

$" E0

&

D" E0

"容积

9! 6

%"箱壁留有
#

!

: E0

的通气孔"将剪掉滤嘴后的

大前门牌香烟点燃后接于烟嘴上"用
#"" 06

注射器

连续吸入香烟烟雾并注入熏烟箱内"每箱
$

支"持续熏

烟
%" 0>@

*

$"

只大鼠均造模成功*

$

!

!

$动物分组及干预方法$将造模成功的
$"

只

QF

大鼠按随机数字表法分为模型组'对照组'河车虫

草胶囊低'中'高剂量组$简称河车低'中'高剂量组%"

每组
;

只"同时设正常组$

D

只%"共
D

组* 根据药物临

床用量"按大鼠与人的体表面积比计算大鼠的用药

量(

%

)

"各组大鼠灌药剂量为#河车低'中'高剂量组分
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"
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'

"
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'
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"" AHRA

联合茶碱

缓释片
$

!

: 0AHRA

$中药分别相当于成人用量的
:

'

#"

'

!"

倍" 茶碱缓释片相当于成人用量的
!

!

:

倍%&对

照组予茶碱缓释片
$

!

: 0AHRA

&同时正常组和模型组

灌胃给予等量蒸馏水* 灌胃前用蒸馏水将河车虫草胶

囊配置成混悬液"河车低'中'高剂量组配制浓度分别

为
!:

'

:"

'

#"" 0AH06

* 将茶碱缓释片研成粉末配置

成浓度为
"

!

$: 0AH06

的混悬液* 首次气道内注入

6OQ

后"次日起每天下午
#:

#

""

按上述浓度分别给予

各药物干预组大鼠灌胃"灌胃量
# 06H#"" A

"

#

天
#

次"第
!

次注入
6OQ

当天不灌胃"共
!;

天&模

型组和正常组则予等量蒸馏水灌胃* 实验第
%#

天称

重大鼠"用
$b

水合氯醛按
"

!

$ 06H#"" A

腹腔注射麻

醉"取部分右肺下叶组织"用
!b

戊二醛固定"按常规

方法制成超薄切片"待病理组织电镜观察* 取右肺中

叶组织
"

!

! A

"于液氮内速冻
: 0>@

"然后置于"

;"

'

冰箱保存待检*

:

$观察指标及检测方法

:

!

#

$肺组织形态学变化$采用电镜观察* 固定

好的标本经磷酸缓冲液冲洗 $

MU 9

!

$

"

"

!

# 0-4H6

"

$

'%

%

次"每次
#: 0>@

"置入
"

!

#b

四氧化锇液中"

$

'温度下固定
! I

"

"

!

# 0-4H6

$

MU 9

!

$

%的
O_

缓冲

液冲洗
%

次"每次
#" 0>@

"标本经梯度乙醇逐级脱水

至环氧丙烷
5

每个梯度
!" 0>@

"用环氧树脂浸透包埋"

制备成超薄切片"经醋酸双氧铀和枸橼酸染色后"

'<+

#

#!%"

透射电子显微镜观察肺泡上皮细胞'线粒

体'内质网等情况*

:

!

!

$大鼠肺组织中
),P

#

!

蛋白的表达$表
#

%

采用
S/=4

#

K>0/ S)

#

O&S

的检测方法* 以
#; J

为内

参"检测肺组织中
),P

#

!0S,^

的表达*

)S(Z-4

法

抽提组织总
S,^

"逆转录
S)

#

O&S

步骤严格按照试

剂盒说明书进行*

S,^

定量#用
F<O&

水溶解
S,^

沉淀至
$" $6

* 取
#" $6

稀释
#""

倍至
# 06

"用
9:!

紫外分光光度计测量
GF

!D"

与
GF

!;"

值"以
GF

!D"

H

GF

!;"

比值确定
S,^

的完整性与纯度"以
GF

!D"

值确

定
S,^

的量并稀释到终浓度为
"

!

: $AH$6

*

S)

反应#

以
# $A

大鼠肺组织
)-K=4 S,^

为模板进行逆转录反

应"分别加入各试剂使反应体系总体积为
!: $6

"加液

均在冰上进行"加液结束稍离心后置于反转录仪上进

行逆转录反应"反应条件为
$!

'"

#" 0>@

"

#

个循环&

8:

'"

#" 0>@

"

#

个循环* 反应结束将逆转录反应产

物保存于 "

!"

'冰箱内*

O&S

扩增#取实时荧光定

量
O&S

反应专用管放置好后置冰上分别加入相应剂

量
"

!

"#bF<O&

水'上下游引物"再在避光条件下加

入
Q\_S X2//@ O&S +=JK/2 +>V

"最后加入
! $6

逆

转录产物"小心混匀后置于
O&S

仪上进行实时荧光

定量
O&S

反应* 用
!

"

%%&)方法分析各组
),P

#

!

基因

表达的差异"以正常对照组作为参照因子"其余各组基

因的数量用相对于参照因子基因表达的倍数来表示*

表
#

%目的基因引物序列

基因 引物序列
产物长度

$

1M

%

),P

#

!

上游#

P:

(#

&&)&^XX^^&XXX^&)&X^^

#

%

(

下游#

S:

(#

^)X)^&^&&^^X)&XX)^X&^&&^

#

%

(

;D

#; J

上游#

P:

(#

)^&&^&^)&&^^^X^^XX&^X

#

%

(

下游#

S:

(#

)&X^)&&&X^X^)&&^^&)^&

#

%

(

8!

$$

D

$统计学方法$数据采用
QOQQ #%

!

"

软件处

理"计量资料用
V

%

J

表示"多样本比较采用单因素方

差分析"两两比较采用
6QF

检验*

O T"

!

":

为差异有

统计学意义*

结$$果

#

$各组肺组织形态学电镜观察$图
#

%$正常组

支气管上皮排列正常"无线粒体肿胀及空泡变"

"

型'

#

型肺泡上皮细胞正常"板层小体无排空现象&模型组

可见支气管上皮纤毛脱失'排列紊乱* 线粒体肿胀"嵴

$$注#

^

为正常组&

_

为模型组&

&

为对照组&

F

为河车低剂量

组&

<

为河车中剂量组&

P

为河车高剂量组&箭头所指为阳性区域

图
#

%各组大鼠肺组织形态学电镜观察图

$醋酸双氧铀和枸橼酸双重染色"

^

'

F

'

<

'

P

" &

#! """

&

_

" &

; """

&

&

" &

#" """

%
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断裂'消失"空泡变"内质网扩张"核固缩*

"

型细胞肿

胀"杯状细胞分泌增加*

#

型细胞变性板层小体排空"

内质网线粒体肿胀"肺泡腔内游离碎片* 改变符合

&GOF

病理学特征* 对照组和河车低'中'高剂量组

病理改变较模型组均有一定改善"其中河车中剂量组

改善更为明显"可见正常的
"

型或
#

型肺泡上皮细胞"

线粒体肿胀和空泡变不是很明显"炎症细胞浸润亦

减轻*

!

$肺组织中
),P

#

!

蛋白的表达情况$图
!

"表
!

%

通过
S/=4

#

K>0/ S)

#

O&S

法对内参及目的基因进行扩

增"分别得到了
#; J

和
),P

#

!

的扩增曲线"曲线光

滑* 各组大鼠肺组织目的基因相对表达量采用
!

"

%%&)

法进行分析#与模型组比较"河车各剂量组和对照组

),P

#

!

蛋白表达量均降低"其中河车中'低剂量组更

为明显$

O T"

!

":

"

O T"

!

"#

%&与对照组比较"河车中'

低剂量组
),P

#

!

蛋白表达量亦降低$

O T"

!

":

%*

$$注#

^

为
#; J

实时荧光定量
O&S

扩增曲线&

_

为
),P

#

!

实

时荧光定量
O&S

扩增曲线

图
!

%实时荧光定量
O&S

扩增曲线图

表
!

%各组大鼠肺组织
),P

#

!

蛋白表达量比较

组别$$$

@

),P

#

!&)

$

V

%

J

%

#; J &)

$

V

%

J

%

%&)

!

"

%%&)

正常$$$

D !$

)

D8

%

%

)

D9 #8

)

#;

%

D

)

#! :

)

:#

+

模型$$$

; !$

)

!8

%

%

)

9D !"

)

8%

%

;

)

;D %

)

%D $

)

$$

对照$$$

; !"

)

!#

%

!

)

!8 #D

)

";

%

!

)

": $

)

#%

!

)

D"

!

河车低剂量
; !"

)

$9

%

!

)

"D #:

)

;!

%

!

)

"# $

)

D:

#

)

;!

!!"

河车中剂量
; !$

)

%:

%

$

)

%# #8

)

D:

%

D

)

;D $

)

9"

#

)

9:

!!"

河车高剂量
; !"

)

!#

%

!

)

!D #:

)

89

%

!

)

"% $

)

!$

!

)

$#

!

$$注#与模型组比较"

!

O T "

)

":

"

!!

O T "

)

"#

&与对照组比较"

"

O T

"

)

":

讨$$论

近年来研究表明"炎症细胞被激活并聚集在局部

部位是引起炎症反应的关键"而这一过程由相关细胞

因子介导(

$

)

*

),P

#

!

是近年研究较多的一种细胞因

子"主要由单核
H

巨噬细胞产生"具有重要的抗感染及

介导炎症反应的生物学活性"常与其他细胞因子共同

参与机体的生长发育和维持内环境稳定(

:

)

"同时又可

诱导其他炎症因子的释放"从而加重炎症反应(

D

)

*

),P

#

!

具有多种前炎症介质的功能"在
&GOF

气道炎

症中"

),P

#

!

产生增多可刺激中性粒细胞产生黏附分

子增加"从而有利于中性粒细胞在血管壁的黏附"而中

性粒细胞在
(6

#

;

和白三烯
_

$

$

6)_

$

% 等趋化因子的

趋化下向肺组织迁移"在迁移过程中"中性粒细胞呼吸

爆发释放的炎性颗粒及氧化产物进一步导致肺组织

损伤(

9

)

*

中医学认为
&GOF

以肺肾亏虚为本"痰浊瘀血为

标"虚实夹杂"相兼为病* 依据 ,治病求本-的治疗原

则"以扶正为先"而扶正以补肺纳肾为主"则作用专一"

针对性强"佐以祛痰活血治标之品"则作用更加全面*

河车虫草胶囊由紫河车'虫草菌丝'红参'蛤蚧'鹿角

霜'参三七'川贝组成* 紫河车'虫草菌丝补益肺肾'纳

气平喘合而为君"红参'蛤蚧'鹿角霜补肺肾'定喘嗽共

用为臣"佐以参三七祛瘀生新"川贝母止咳化痰* 纵观

全方药少力专"扶正为主"兼顾祛邪"作用全面*

从河车虫草胶囊组方来看"其寒温并用"扶正基础

上兼具止咳化痰'祛瘀生新之功"切合
&GOF

,肺肾亏

虚'痰瘀阻滞-的病理特征* 结合现代药理"该药的作

用是多方面的* 研究显示冬虫夏草具有显著的抗氧化

作用"能有效阻止阻塞性肺气肿病理改变的进一步发

展"并在一定程度上抑制肺功能的进行性恶化和改善

通气功能(

;

)

* 紫河车能显著增加小鼠负荷游泳时间"

具有明显的抗疲劳作用"能显著延长小鼠耐缺氧时间"

提高机体的血氧利用率"降低机体耗氧量"从而增强机

体对缺氧状态的耐受性(

8

)

* 三七中主要药理成分为

三七总皂甙'人参皂甙"有较强改善血瘀模型大鼠血液

,浓'黏'凝'聚-状态的能力"使血瘀大鼠低切全血黏

度'红细胞压积显著降低"并可使红细胞变形性增大"

并有类似人参样的抗疲劳"耐缺氧"增强机体非特异性

抵抗力的作用(

#"

)

* 川贝母主要成分为生物碱及皂甙

类"其中贝母总碱部分具有显著的镇咳作用"总皂甙部

分则有明显的祛痰作用 (

##

)

*

),P

#

!

基因位于第
D

号染色体的短臂上"与主要

组织相容性复合物基因组相关联"正常中性粒细胞内
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仅有少量
),P

#

!

蛋白表达"而在
6OQ

刺激下"

),P

#

!

蛋白表达量迅速增加(

#!

)

* 在本实验研究中"

),P

#

!

蛋

白在模型组中表达量明显增加"各药物干预组与模型

组比较有不同程度的降低"以河车中'低剂量组较为明

显* 研究表明"

),P

#

!

可直接作用于上皮细胞"引起

气道黏液细胞增生"高分泌"导致肺气肿和肺泡胶原细

胞沉积'细胞器的破坏"直接参与
&GOF

的气道重

塑(

#%

)

"在
&GOF

的发病过程中起着非常重要的作

用(

#$

)

* 通过病理组织透射电镜观察本研究发现"河车

虫草胶囊能够显著改善
&GOF

大鼠肺组织的病理改

变"其中以河车中剂量组更为明显"可见正常的肺泡上

皮细胞"线粒体肿胀和空泡变不是很明显"炎症细胞浸

润亦有所减轻* 因此推测中药复方河车虫草胶囊通过

降低
),P

#

!

蛋白的表达"抑制炎症细胞浸润及细胞器

的降解和破坏"保护肺组织"对气道炎症起到一定的抑

制作用* 需要说明的是在实验过程中"由于部分客观

原因"投入的标本量有限"本次实验结果仅能做为河车

虫草胶囊对
&GOF

大鼠
),P

#

!

蛋白表达影响的初步

观察"具体机制还有待于进一步深入研究*
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