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!基础研究!

保肺定喘汤对慢性阻塞性肺疾病大鼠

肺血管重构的干预作用

何$飞#

$沈亚青#

$徐俭朴#

$王$辉!

$贾仰民#

$喻$婷#

摘要$目的$观察保肺定喘汤对慢性阻塞性肺疾病"

./-1A=. 1GHI-?.I=J8 B?2<1A,-K L=H8,H8H

#

&EMD

$大鼠肺血管重构的干预作用#探讨其作用机制% 方法$

7"

只雄性大鼠随机分为正常对照组&模型

组&中药组&西药组和中西医结合组#每组
#"

只% 采用气道滴注脂多糖"

N=B1B12KH,../,-=L8H

#

NMO

$联合

香烟烟雾暴露的方法制备大鼠
&EMD

模型% 正常对照组&模型组用生理盐水灌胃#中药组则予保肺定喘汤

灌胃'

#!

!

5 PF

"

QP

!

L

$(#西药组雾化吸入布地奈德混悬液'

7" !PF

"

QP

!

L

$(#中西医结合组同时予相同剂

量保肺定喘汤灌胃及布地奈德雾化吸入% 观察肺血管病理形态学变化)检测管壁内胶原纤维及
"

#平滑肌肌

动蛋白"

"

#

O+R

$表达)检测各组大鼠肺动脉增殖细胞核抗原"

M&4R

$ 及血管内皮生长因子"

0;ST

$蛋白表

达% 结果$与正常对照组比较#模型组大鼠肺小动脉管壁增厚&管腔变小#管壁内胶原纤维及
"

#

O+R

表达

增加 "

M U"

!

"#

#

M U"

!

"7

$#

M&4R

&

0;ST

表达增加"

M U"

!

"#

$% 与模型组比较#各药物组均能使肺小动脉

管壁变薄&管腔变大#管壁内胶原纤维及
"

#

O+R

表达减少"

M U"

!

"#

#

M U"

!

"7

$)

M&4R

&

0;ST

表达下降

"

M U"

!

"#

#

M U"

!

"7

$%结论$保肺定喘汤能有效减轻
&EMD

大鼠肺血管重构#其机制可能通过调节调节肺

小动脉
"

#

O+R

&

M&4R

及
0;ST

表达有关%

关键词$保肺定喘汤) 肺血管重构) 增殖细胞核抗原) 血管内皮生长因子
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#
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J,H.?2,- B?2<1A,-K ,-I8-=8H =A.-8,H8L H=PA=V=.,AI2K

$

M U"

%

"#

"

M U"

%

"7

%
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"
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#
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P-1?B

$

M U"

%

"#

"

M U"

%

"7

%

3 M&4R ,AL 0;ST 8>B-8HH=1A 28J82 =A 8,./ L-?P P-1?B `,H 21`8- I/,A I/,I =A

I/8 <1L82 P-1?B H=PA=V=.,AI2K

$

M U"

%

"#

"

M U"

%
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%

3 &1A.2?H=1A

$

W,1V8= D=AP./?,A D8.1.I=1A <=P/I -8

#

L?.8 I/8 -8<1L82=AP 1V B?2<1A,-K J,H.?2,- GK ,L@?HI=AP I/8 8>B-8HH=1A 1V "

#

O+R

"

M&4R ,AL 0;ST3

a;Z*EXDO

$

W,1V8= D=AP./?,A D8.1.I=1A

&

B?2<1A,-K J,H.?2,- -8<1L82=AP

&

B-12=V8-,I=AP .822 A?.28

#

,- ,AI=P8A

&

J,H.?2,- 8AL1I/82=,2 P-1`I/ V,.I1-

$$慢性阻塞性肺疾病 $

./-1A=. 1GHI-?.I=J8 B?2

#

<1A,-K L=H8,H8H

"

&EMD

% 是呼吸系统常见病"多

发病"其病情不断进展最终可引起呼吸衰竭和肺源性

心脏病' 而肺血管重构是
&EMD

肺动脉高压持续进

展及最终形成肺心病的重要原因(

#

)

"因此寻找能有效

干预肺血管重构药物是治疗
&EMD

*减少其并发症的

关键所在' 中医药在治疗
&EMD

并发肺动脉高压*肺

心病方面具有一定优势(

!

)

' 保肺定喘汤是国家级名

老中医王会仍主任医师的经验方"已广泛应用于临床"

并取得了较好效果(

%

)

' 本研究通过建立
&EMD

大鼠

模型"探讨保肺定喘汤对
&EMD

大鼠肺血管重构的干

预作用"为治疗
&EMD

及其并发症提供新思路'

材料与方法

#

$动物$

7"

清洁级健康雄性
OD

大鼠"体重

$

#7"

%

!"

%

P

"由浙江中医药大学动物实验中心提供"

动物许可证号#

OZ\a

$浙%

!"#%

+

"#$5

"所有动物均

饲养于
OMT

级动物房"实验动物的处置严格按照浙江

中医药大学动物实验中心的伦理相关规定进行'

!

$药物$保肺定喘汤由党参
#7 P

$黄芪
#7 P

丹参
#7 P

$当归
#" P

$熟地
#7 P

$麦冬
: P

$广地

龙
#7 P

$仙灵脾
#" P

$桔梗
: P

$甘草
6 P

组成"上

述药物由浙江中医药大学附属中西医结合医院中药制

剂室制成流浸膏"生药含量
%

!

# PF<N

"

5

&储备&布地

奈德混悬液#

# <PF

支" 阿斯利康制药有限公司生产"

批号#

%#97%$

'

%

$主要试剂和仪器$脂多糖$

N=B1B12KH,../,

#

-=L8H

"

NMO

% 试剂盒 $美 国
O=P<,

公 司" 批 号#

N!$$"

%&香烟$大前门牌"上海卷烟厂"每支含烟碱量

为
#% <P

"尼古丁为
#

!

" <P

%&

M&4R

抗体$美国
&822

O=PA,2=AP )8./A121PK

公司"货号#

#%##"O

%&

0;ST

X8.8BI1- !

$

D7W#

% 抗体 $美国
&822 O=PA,2=AP

)8./A121PK

公司"货号#

:6:$

%' 低温高速离心机$德

国
;BB8AL1-V

公司"型号#

7$"5X

%"光学显微镜

$

E2K<B?H

公司"

W\5%

型%"全自动生物组织染色机

$

)=HH?8

#

)8Q

公司"型号#

M-=H<,

%'

5

$

&EMD

大鼠模型的制备$采用气道滴注
NMO

联合烟熏方法建立
&EMD

模型"参照相关文献(

5

)"大

鼠在自制吸烟染毒箱内被动吸烟
!"

支"每天
!

次"每

次
%" <=A

"间隔
$ /

"共
9"

天&造模第
#

*

!$

天每只大

鼠气道内滴入
NMO "

!

! <N

$

!"" !P

%"该日内不予以

吸烟' 正常对照组每天在自制吸烟染毒箱内以相同时

间呼吸正常空气并于造模第
#

*

!$

天每只大鼠气道内

滴入
"

!

! <N

生理盐水' 制备过程中无死亡'

7

$动物分组及干预方法$

7"

只雄性
OD

大鼠随

机分成
7

组#正常对照组*模型组*中药组*西药组及中

西医结合组"每组
#"

只' 所有大鼠用药量都按照体重

6"

公斤的成年人每日常规服用药量换算"通用公式#

$动物体重
F

人的体重% '人用药量 '

6

!

!7

计算而

来(

7

)

' 造模后第
!:

(

9"

天给药"正常对照组和模型

组予生理盐水灌胃"中药组予保肺定喘汤灌胃

(

#!

!

5 PF

$

QP

!

L

%)"西药组雾化吸入布地奈德混悬液

(

7" !PF

$

QP

!

L

%)"中西医结合组同时予保肺定喘汤

灌胃及雾化吸入布地奈德'

6

$检测指标及方法

6

!

#

$肺小动脉病理形态学观察$取右下叶肺组

织"右肺门横断取材"常规石蜡制片"

Y;

染色"光学显

微镜下观察肺小动脉形态学改变"利用病理图文分析

系统采集图像' 对
Y;

染色切片片厚
% !<

测量与终

末细支气管伴行的肺小动脉管壁厚度 $

`,22 I/=.Q

#

A8HH

"

*)

%*血管直径$

J8HH82 L=,<8I8-

"

0D

%"管腔

面积$

2?<=A,2 ,-8,

"

NR

%*血管总面积$

I1I,2 ,-8,

"

)R

%*管壁面积$

`,22 ,-8,

"

*R

%"然后计算管壁厚度

占血管外径百分比 $

*)b

%*管壁面积占血管总面积

百分比 $

*Rb

%"管腔面积占血管总面积百分比

$

NRb

%"以此作为大鼠的肺血管形态计量学指标进行
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统计学分析'

6

!

!

$肺小动脉胶原纤维及
"

#

O+R

的检测$在

Y;

染色基础上行
+,HH1A

染色切片$片厚
% !<

%定

量分析测量肺小动脉管壁内胶原纤维$呈蓝色%阳性

占血管总面积百分比&免疫组化切片测量
"

#

O+R

阳

性表达强度$平均光密度%"以上定量分析每张切片均

选取
%

(

7

个小动脉进行测量"并算取其平均值进行

统计学分析'

6

!

%

$肺小动脉
M&4R

和
0;ST

的检测$使用免

疫组化染色的方法检测大鼠肺小动脉
M&4R

和

0;ST

含量' 采用
(<P,8

#

B-1 B2?H 6

!

"

软件进行图

像分析"在
!""

倍光镜下观察
M&4R

和
0;ST

免疫

组化染色切片" 以固定颜色模式界定色调*饱和度*颜

色强度等条件下测量大鼠肺小动脉壁内
M&4R

和

0;ST

平均吸光度值作为其相对含量"定量分析每张

切片均选取
%

(

7

个小动脉进行测量"并取其平均值

进行统计学分析'

9

$统计学方法$采用
OMOO !!

!

"

统计软件包

进行处理"所得数据以
>

%

H

表示' 多样本均数比较

采用单因素方差分析"方差齐性两两比较采用
O4a

法检验"方差不齐性则两两比较采用
),</,A8

)

H )!

法&

M U"

!

"7

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组大鼠肺小动脉病理形态学观察$表
#

"

图
#

%$正常对照组大鼠肺小动脉管壁薄"内皮细胞扁

平连续"厚薄较一致&模型组大鼠小动脉管腔变小*不

规则"内皮细胞变性肿胀"平滑肌细胞增生肥厚明显&

各药物组大鼠肺小动脉血管壁不同程度增厚*管腔略

有变窄"较模型组均有不同程度减轻' 与正常对照组

比较"模型组肺小动脉管壁增厚*管腔狭窄明显"

*)b

*

*Rb

增大"

NRb

减小$均
M U "

!

"#

%&与模型

组比较"各药物治疗组均能在一定程度上减轻肺血管

重构"肺小动脉
*)b

*

*Rb

均降低"

NRb

增大$

M U

"

!

"#

"

M U "

!

"7

%' 各药物治疗组之间比较"

*)b

*

*Rb

*

NRb

差异均无统计学意义$

M c"

!

"7

%'

表
#

$各组大鼠肺小动脉
*)b

*

*Rb

*

NRb

结果比较$$
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为正常对照组&

W

为模型组&

&

为中药组&

D

为西药组&

;

为中西医结合组&箭头所示为肺动脉管壁

图
#

$各组大鼠小肺动脉病理形态$$
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$各组大鼠肺小动脉胶原纤维百分比及
"

#
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比较$表
!

%$与正常对照组比较"模型组血管壁内胶

原纤维百分比及
"

#

O+R

平均光密度均增加 $

M U

"

!

"#

%&与模型组比较"各药物治疗组血管壁内胶原纤

维百分比及
"

#

O+R

平均光密度均有不同程度降低
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%&各药物治疗组之间比较"差异
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M c"

!

"7

%'

表
!

$各组大鼠肺小动脉胶原纤维及
"

#

O+R

比较$$

>

%

H

%

组别
A

胶原纤维百分比$

b

%

"

#

O+R

平均光密度

正常对照
#" 5

*

9%

%

"

*

$5 !$

*

65

%

5

*

9:

模型
#"

:

*

5!

%

#

*

6!

!

5:

*

9!

%

#"

*

7!

!

中药
#"

9

*

%5

%

#

*

#:

##

5"

*

%%

%

#"

*

"5

#

西药
#"

9

*

!#

%

#

*

#9

##

%$

*

6#

%

$

*

55

##

中西医结合
#"

6

*

:"

%

#

*

"%

##

%9

*

%6

%

$

*

%$

##

$$注#与正常对照组比较#

!

M U"

!

"#

&与模型组比较"

#

M U"

!

"7

"

##

M U"

!

"#

%

$各组大鼠肺小动脉
M&4R

和
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表达比较

$图
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%$各组大鼠肺小动脉
M&4R

和
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表达

组间比较有显著差异 $

T d #"
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%' 与正常对照组比较"模型组
M&

#

4R

和
0;ST

表达增加$

M U"
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"#

%&与模型组比较"各

药物治疗组
M&4R

和
0;ST

表达降低 $

M U "

!

"#

"

M U"

!

"7

%&各药物治疗组之间
M&4R

比较"差异无统

计学意义$

M

均
c"

!

"7

%&中西医结合组
0;ST

表达较

中药组下降$

M U"

!

"#

%'

讨$$论

&EMD

病理改变之一是肺血管重构"这种变化以

血管壁增厚为特点"并始于疾病的早期甚至是肺功能

正常的吸烟患者"后期往往出现肺动脉高压而导致慢

性肺源性心脏病发生(

6

)

' 因此深入研究
&EMD

肺血

管重构的发病机制"同时阐明中医临床治法对
&EMD

肺血管重构干预作用的相关作用机制"是防治
&EMD
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&与中药组比较"

"

M U"

!
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图
!

$各组大鼠肺小动脉
M&4R

*

0;ST

含量比较

$$注#

R

为正常对照组&

W

为模型组&

&

为中药组&

D

为西药组&

;

为中西医结合组

图
%

$各组大鼠小肺动脉
M&4R

*

0;ST

表达$$免疫组化染色" '

!""

%

的重点所在' 对于
&EMD

肺血管重构"属中医学肺络

病范畴(

9

)

"认为肺脏久病"病邪由气入血而病络"络气

亏虚"气虚无力推动血及津液的正常运行而致血停成

瘀"津聚为痰"痰浊*瘀血有形之邪阻塞肺络"致肺络改

变"其发病中心环节均具有,气虚-和,痰瘀-"所以益

气活血通络法在各分型治疗中"都应适当运用' 国内

各家临床研究发现采用益气活血通络中医学理论指导

治疗
&EMD

均取得了良好的临床效果(

$

"

:

)

' 但这些

研究均未进一步深入研究益气活血通络法干预
&EMD

肺血管重构的内在机制'

胶原纤维是细胞外基质重要组成部分"在
&EMD

肺血管重构过程中起到重要作用(

#"

"

##

)

' 肺动脉平滑

肌细胞是肺动脉血管重构的主要靶细胞(

#!

)

"

"

#

O+R

在肺内主要表达于所有平滑肌细胞及肌成纤维细胞"

它可间接反映平滑肌细胞增殖情况(

#%

)

"促进肺血管重

构发展' 另一方面"平滑肌细胞增殖在肺血管重构中

起到重要作用"

M&4R

是反映细胞增殖状态的良好指

标(

#5

)

"而
0;ST

是内皮细胞特异性促有丝分裂原"在

肺内由内皮细胞和平滑肌细胞合成与分泌"在缺氧*炎

症以及血管内皮损伤等刺激后其表达则明显增加"促

进肺血管重构(

#7

)

' 根据中医学益气活血通络原则"本

研究采用党参*黄芪*丹参*当归*熟地*麦冬*广地龙*

仙灵脾*桔梗*甘草等组成的保肺定喘汤来干预
&EMD

肺血管重构"方中黄芪*党参益肺健脾"当归*丹参活血

化瘀"四药同为君药共奏益气活血之功&熟地*麦冬滋

阴养肺"使气足则血行"阴滋则血运&广地龙清热化痰

平喘"仙灵脾温肾平喘之功"两者一阴一阳"燮理阴阳&

桔梗开宣肺气*宣通气血*祛痰排脓"甘草润肺止咳"补

益肺脾"而为佐使' 诸药相伍"行益气活血*行滞通络

之功效"使气行血行"痰瘀同化"肺络得畅"这正好针对

肺动脉高压肺血管重构从气虚到血瘀*痰阻再致局部

肺络不通的发生发展过程"起到了良好的扶正固本祛

邪作用' 本实验研究显示#模型组大鼠肺小动脉管壁

显著增厚"管腔变小"肺小动脉管壁内胶原纤维*

"

#
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O+R

阳性细胞表达增加"同时肺小动脉
M&4R

及

0;ST

表达增加$

M U"

!

"#

"

M U"

!

"7

%' 采用保肺定

喘汤干预后肺小动脉管壁变薄"管腔增大"同时胶原纤

维*

"

#

O+R

*

M&4R

及
0;ST

表达均减少$

M U "

!

"#

"

M U"

!

"7

%"说明保肺定喘汤可以减轻
&EMD

肺血管

重构"其机制可能通过调节调节肺小动脉
"

#

O+R

*

M&4R

及
0;ST

表达有关"为中医益气活血通络治法

防治
&EMD

肺血管重构提供了一定实验依据'
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