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!基础研究!

芪冬活血饮对急性肺损伤大鼠炎性因子及

*311

样受体
%

基因表达的影响

曹#羽#洪辉华#杨臖超#赵#玮#朱渊红

摘要#目的#探讨芪冬活血饮对急性肺损伤"

@FJK; 1JEL 0EBJ/M

#

-6)

$大鼠炎性因子及
*311

样受体

"

*311

"

10N; /;F;.K3/

#

*6O

$

% ?O5-

的影响% 方法#将
$"

只健康雄性
PG

大鼠#按体重分层随机分为空白

对照组&脂多糖"

60.3.31MD@FFA@/0Q;

#

6RP

$模型组及芪冬活血饮低&中&高剂量组#每组
#"

只% 芪冬活血

饮低&中&高剂量组分别于造模前
!%

&

#! A

及造模后
#! A

给予
%

&

<

&

#: ?6INL

芪冬活血饮灌胃#空白对照

组&

6RP

模型组给予生理盐水灌胃% 采用气管内滴入
6RP

制备大鼠模型#造模
!% A

后处死动物#制备肺泡

灌洗液#采用
>6)P-

法测定
*5S

"

!

&

)6

"

#"

及
)6

"

#"

水平'

O*

"

R'O

测定肺组织
*6O% ?O5-

表达% 结果

与空白对照组比较#

6RP

模型组
*5S

"

!

&

)6

"

#"

及
)6

"

#"

含量均增高"

R T"

!

"#

$#

*6O% ?O5-

表达亦增高

"

R T"

!

"#

$% 与
6RP

模型组比较#芪冬活血饮高&中剂量组
*5S

"

!

&

)6

"

#"

含量降低"

R T"

!

"$

#

R T"

!

"#

$#

)6

"

#"

含量增高"

R T"

!

"#

$#且
*6O% ?O5-

表达降低"

R T"

!

"#

$%与芪冬活血饮高剂量组比较#芪冬活血

饮中&低剂量组
*5S

"

!

&

)6

"

#"

含量增高"

R T"

!

"$

$#低剂量组
)6

"

#"

水平降低"

R T"

!

"$

$#低剂量组
*6O%

?O5-

表达亦增高"

R T"

!

"$

$% 与芪冬活血饮中剂量组比较#芪冬活血饮低剂量组
)6

"

#"

水平降低"

R T

"

!

"$

$#而
*6O% ?O5-

表达增高"

R T"

!

"$

$% 结论#芪冬活血饮对
6RP

导致的大鼠
-6)

有保护作用#其

机制与抑制
*6O% ?O5-

表达#进而导致促炎细胞因子
*5S

"

!

&

)6

"

#"

下降&抗炎细胞因子
)6

"

#"

升高#纠正

炎症失衡有关%

关键词#急性肺损伤'芪冬活血饮'炎性因子'

*311

样受体
% ?O5-
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##急性肺损伤
I

急性呼吸窘迫综合征$
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-6)I

-OGP

%是一种呼吸系统急危重症' 在中医学上"

-6)

属热毒瘀结(气阴两虚病症' 本研究在清热解

毒(祛瘀通腑(益气养阴为主的治疗原则上"采用全

国名老中医王会仍的经验方)芪冬活血饮* $由黄芪(

麦冬(虎杖(当归药物组成%"在临床治疗
-6)

中取得

了一定疗效' 前期实验结果显示"芪冬活血饮可明

显减少
-6)

肺组织中炎症细胞的浸润(减轻肺泡间

隔水肿与出血(减少肺损伤鼠肺泡结构的破坏"其抗

炎及保护作用与内皮素 $

#

水平下降(超氧化物歧化

酶$

PHG

%水平升高密切相关+

#

"

!

,

' 然而"芪冬活血

饮对炎症因子的上游调控通路的影响仍有待于研究

阐明' 本研究拟采用脂多糖$

10.3.31MD@FFA@/0Q;

"

6RP

%诱导大鼠
-6)

模型"观察芪冬活血饮对大鼠肺

泡灌洗液炎性因子及其对
*311

样受体$

*311

"

10N; /;

"

F;.K3/

"

*6O

%

% ?O5-

的影响"明确芪冬活血饮抗

炎及调控细胞因子平衡的信号通路关键节点的

作用'

材料与方法

#

#动物#

$"

只健康雄性
PG

大鼠"清洁级"体重

$

!""

%

!"

%

L

"由浙江中医药大学动物实验中心提供"

合格证号#

P'a`

$沪%

!"#&

$

""#:

'

!

#药物#芪冬活血饮$黄芪
!" L

#麦冬
#! L

#虎

杖
!" L

#当归
#! L

%药材由浙江省中医院中药房提供"经

水煎浓缩至
! LI?6

装瓶低温保存'

&

#主要试剂及仪器#大鼠
*5S

"

!>6)P-

试剂盒

$

O5G

公司"批号#

O*!"#&$$!<]

%&大鼠
)6

"

#">6)P-

试剂盒$

O5G

公司"批号#

O*!"#&<$!:]

%&大鼠
)6

"

#"

>6)P-

试剂盒$

O5G

公司"批号#

O*!"#&#"!$]

%&

6RP

$

F310 "$$

#

]$

"

P0L?@

公 司 批 号#

6!<<"

%&

/*@b

$

*@`@O@

公司"批号#

'`#!"#']

%&

*/0\31

$

]03]@D0F

公司"批号#

]P%"9%"9$"=&!

%&

PW]O R/;?0V >V

*@b

试剂盒$

*@`@O@

公司"批号#

GOO"%#-

%' 高

速 离 心 机 $ 德 国
`;EQ/31@^3/@K3/M

公 司"

G

"

&=$!"%'

型%&酶标分析仪$北京朗普新技术有限公

司"

G5,

"

9:"!

型%&

R'O

扩增仪$美国
-])

公司"

=$""

型%&电子天平 $上海瑞亿仪器有限公司"

->!%"

型%&电热恒温干燥箱$中国上海精宏医疗设

备有限公司"

G8X

"

9#%"-

型%&电泳系统$美国
]03

"

O-G

公司"

,0E0

"

R/3K;E *;K/@ PMDK;?

%&凝胶成像

仪$美国
]03

"

O-G

公司"

'A;?0G3F aOP c PMD

"

K;?

%'

%

#动物分组及模型制备#将
$"

只大鼠按体重

分层随机分为空白对照组(

6RP

模型组(芪冬活血饮

低(中(高剂量组"每组
#"

只' 参照文献+

&

,'

$"

只

雾化麻醉大鼠"将大鼠颈部除毛"消毒' 在距大鼠环

状软骨约
"

!

$ F?

处作大小约
"

!

& F?

切口"分离气

管' 除空白对照组外"其余
%

组将
6RP

配置成

& ?LI?6

溶液"用
# ?6

针筒吸取
6RP

溶液"按照

#

!

$ ?LINL

剂量"缓慢注射入大鼠气管中' 然后"迅

速将切口缝合"再次消毒"并将大鼠左右上下摇晃"

让
6RP

溶液均匀分布于
PG

大鼠肺组织中"约
# d

! ?0E

后"大鼠复苏' 空白对照组造模时采用等量生

理盐水气管内滴注' 造模过程顺利"其间无大鼠死

亡"造模大鼠出现呼吸急促"毛色(唇色及爪色改变"

解剖肺组织形态及病理出现
-6)

特征性表现证明造

模成功+

%

,

'

$

#给药方法#空白对照组及
6RP

模型组分别于

造模前
!%

(

#! A

及造模后
#! A

以
< ?6INL

生理盐水

灌胃' 芪冬活血饮低(中(高剂量组造模前
!%

(

#! A

及

造模后
#! A

分别给予
%

(

<

(

#: ?6INL

芪冬活血饮灌

胃"其中"芪冬活血饮中等剂量为临床等效剂量"低剂
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量为其
"

!

$

倍"高剂量为其
!

倍"按人与动物千克体

重剂量换算公式换算+

$

,

'

:

#观察指标及检测方法

:

!

#

#大鼠一般情况#观察各组大鼠的生长状

态"两眼神态"呼吸急促程度"毛色(唇色及爪色"活动

度等'

:

!

!

#肺组织形态变化#造模
!% A

后处死动物"

腹腔注射戊巴比妥溶液麻醉大鼠$剂量为
& ?6INL

%"

开胸取右肺"将右下肺置$

<"

&冰箱保存"

R'O

测定

用' 右肺余下肺叶中性缓冲福尔马林固定
!% A

后"石

蜡包埋切片后观察肺组织的形态变化'

:

!

&

#肺泡灌洗液细胞因子浓度#肺泡灌洗液的

方法"参照文献+

:

,' 打开大鼠双侧胸腔"暴露颈部气

管及肺组织"左肺用于肺泡灌洗液制备&结扎右主支气

管"经由颈部气管插入
$

!

$

号静脉注射针至左主支气

管"用无菌手术缝合线由气管食管间隙绑扎气管及静

脉注射针"使其固定并密封' 静脉注射针尾部接
$ ?6

针筒注入
& ?6

生理盐水可见左肺膨起"轻轻按摩左

肺
&" D

"再用
!" ?6

针筒缓慢回抽"反复
&

次"回收液

体"回收率在
$"e

以上' 回收液分装入离心管中"低

速离心机
& """ / I?0E

离心
#$ ?0E

"取上清液"置

$

<"

&冰箱保存备用' 采用商品化试剂盒"用
>6)P-

法检测大鼠肺泡灌洗液中
*5S

"

!

(

)6

"

#"

及
)6

"

#"

水平'

:

!

%

#肺组织
*6O% ?O5-

表达#采用
O;@1

K0?; R'O

检测法' 用
*/0\31

试剂一步法提取大鼠肺

组织总
O5-

"逆转录成互补脱氧核糖核酸$

FG5-

%"

以此为模板行
R'O

扩增' 引物采用
R/0?;/ $

!

"

引

物设计软件和引物设计原则进行
R'O

引物的设计"

然后由上海生物工程有限公司负责合成"扩增产物用

#

!

$e

琼脂糖凝胶电泳"结果用
]03

"

O@Q

凝胶成像分

析系统进行电泳条带分析"序列见表
#

' 内参采用

O@K

"

#<P

'

R'O

反应条件#

9$

&"

# ?0E

&

%"

个循环#

9$

&"

#" D

&

:%

&"

!$ D

$收集荧光%&熔点曲线分析

$$

& '

9$

&'

表
#

$目的基因引物序列

基因 引物序列
产物长度

$

^.

%

溶解温度

$&%

*6O%

上游#

$

("

X-**X'*'-X-'-*XX'-X***'

"

&

(

下游#

$

("

'-'*'X-XX*-XX*X***'*X'*--

"

&

(

#&$ :&

#<P

上游#

$

("

X--**'''-X*--X*X'XXX*'-*-

"

&

(

下游#

$

("

'X-XXX''*'-'*---''-*'

"

&

(

#"$ :&

=

#统计学方法#采用
PRPP #=

!

"

软件包进行

统计' 计量资料以
V

%

D

表示"计量资料多组间比较采

用单因素方差分析"组间两两比较"方差齐性时用

6PG

"

K

检验"方差不齐时用
*@?A@E;

(

D *!

检验"

R T

"

!

"$

为差异有统计学意义'

结##果

#

#各组大鼠一般情况#空白对照组大鼠生长状

态良好"动物被毛紧密贴身"毛色光滑"两眼有神"活动

敏捷"唇及爪色淡红' 模型组大鼠造模后一般情况差"

两眼无神"活动迟钝"对刺激基本无反应"蜷缩成团状"

拱背喜扎堆"造模后约
# A

出现呼吸困难"伴唇及爪明

显紫绀' 芪冬活血饮低(中(高剂量组大鼠造模后一般

情况尚可"较
6RP

模型组为好"芪冬活血饮各剂量组

大鼠均不同程度出现精神不振"行动迟缓"对刺激反应

差&皮毛倒立蜷缩成团状"出现呼吸急促"伴唇及爪紫

绀' 其中"芪冬活血饮低剂量组最为严重"中剂量次

之"高剂量组较轻'

!

#各组大鼠肺组织形态变化$图
#

%#空白对照

组大鼠双肺质地柔软"呈均匀淡粉红色"包膜光滑"弹

性好"表面未见病损灶"切面均质"无液体溢出&光镜下

肺组织结构完整"肺泡结构清晰"肺泡壁薄肺泡间隔无

水肿"肺泡腔内未见水肿液"偶见肺间质白细胞少量增

加$图
#-

%'

6RP

模型组大鼠肺体积增大"呈暗红色"

包膜下普遍充血水肿"弹性降低"表面可见斑片出血"

切面可见较多泡沫状渗出液&光镜下肺泡结构破坏"肺

泡内广泛积液水肿"肺泡变小伴出血"肺泡间隔增厚"

肺实质间质内均见大量中性粒细胞及巨噬细胞等炎性

细胞浸润$图
#]

%'

芪冬活血饮高剂量组大鼠肺体积增大"轻度充血(

水肿"切面轻度肿胀(含水增加"少量点状出血灶&光镜

下肺泡结构尚可辨"但肺泡间隔增厚"有较少炎症细胞

浸润$图
#'

%' 芪冬活血饮中剂量组大鼠肺表面呈红

色"可见肺包膜下充血水肿"弹性降低"光镜下可见水

肿有所吸收"表面可见散在淤血&光镜下肺泡结构破

坏"肺泡壁增厚"较多炎症细胞浸润$图
#G

%' 芪冬活

血饮低剂量组大鼠肺表面呈红色"体积明显增大"可见

肺包膜下充血水肿"肺弹性降低"可见片状出血&光镜

下可见肺泡壁破坏"间质水肿明显"肺泡内出血"大量

炎症细胞浸润$图
#>

%'

&

#各组肺泡灌洗液炎症因子水平比较$表
!

%

与空白对照组比较"

6RP

模型组
*5S

"

!

(

)6

"

#"

及

)6

"

#"

含量均增高"差异有统计学意义$

R T "

!

"#

%&与

6RP

模型组比较"芪冬活血饮高(中剂量组
*5S

"

!

(

)6

"

#"

含量均降低"

)6

"

#"

含量均增高"差异有统计学意
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%
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义$

R T"

!

"$

"

R T"

!

"#

%"芪冬活血饮低剂量组差异均

无统计学意义$

R f"

!

"$

%&与芪冬活血饮高剂量组比

较"芪冬活血饮中(低剂量组
*5S

"

!

(

)6

"

#"

含量增高"

而芪冬活血饮低剂量组
)6

"

#"

水平降低"差异均有统

计学意义$

R T"

!

"$

%&与芪冬活血饮中剂量组比较"芪

冬活血饮低剂量组
)6

"

#"

水平亦降低"差异有统计学

意义$

R T"

!

"$

%'

##

图
#

$各组大鼠肺组织病理图$$

8>

" )

#""

%

表
!

$各组大鼠肺泡灌洗液炎症因子比较$$

ELI6

"

V

%

D

%

组别
E *5S

"

! )6

"

#" )6

"

#"

空白对照
#" =

*

$<

%

#

*

== <

*

!$

%

#

*

!= =

*

=#

%

#

*

==

6RP

模型
#"

$!

*

$9

%

#!

*

=<

!

%!

*

&9

%

##

*

#$

!

#$

*

:&

%

!

*

#&

!

芪冬活血饮高剂量
#"

!=

*

=<

%

#"

*

99

""

!%

*

9"

%

=

*

":

""

!!

*

&&

%

!

*

&#

""

#####中剂量
#"

&9

*

<=

%

<

*

#%

"#

&&

*

<&

%

<

*

&<

"#

!"

*

9<

%

!

*

#=

""

#####低剂量
#"

%&

*

&&

%

9

*

:!

#

&9

*

&:

%

=

*

#=

#

#:

*

"#

%

!

*

&&

#$

##注#与空白对照组比较"

!

R T "

*

"#

&与
6RP

模型组比较"

"

R T

"

*

"$

"

""

R T"

*

"#

&与芪冬活血饮高剂量组比较"

#

R T"

*

"$

&与芪冬活

血饮中剂量组比较"

$

R T"

*

"$

%

#各组大鼠
*6O% ?O5-

表达比较$表
&

"图
!

%

与空白对照组比较"

6RP

模型组
*6O% ?O5-

表达增

高"差异有统计学意义$

R T"

!

"#

%&与
6RP

模型组比

较"芪冬活血饮高(中剂量组
*6O% ?O5-

表达均降

低"差异有统计学意义$

R T"

!

"#

%"芪冬活血饮低剂量

组差异无统计学意义$

R f"

!

"$

%&与芪冬活血饮高(中

剂量组比较"芪冬活血饮低剂量组
*6O% ?O5-

表达

均增高$

R T"

!

"$

%"差异有统计学意义$

R T"

!

"$

%'

表
&

$各组大鼠
*6O% ?O5-

相对表达量比较

$

!

"'K

)

#"

%

"

V

%

D

%

组别
E *6O%

空白对照
#" :

*

"!

%

#

*

9!

6RP

模型
#"

#!

*

%#

%

!

*

"=

!

芪冬活血饮高剂量
#"

<

*

<=

%

#

*

:<

"

#####中剂量
#"

9

*

$$

%

#

*

=!

"

#####低剂量
#"

#!

*

&"

%

#

*

%&

#$

##注#与空白对照组比较"

!

R T "

*

"#

&与
6RP

模型组比较"

"

R T

"

!

"#

&与芪冬活血饮高剂量组比较"

#

R T"

*

"$

&与芪冬活血饮中剂量组

比较"

$

R T"

*

"$

##注#

#

为空白对照组&

!

为
6RP

模型组&

&

为芪冬活血饮高

剂量组&

%

为芪冬活血饮中剂量组&

$

为芪冬活血饮低剂量组

图
!

$芪冬活血饮对
*6O% ?O5-

表达影响比较图

讨##论

-6)

是指由心源性以外的各种肺内外致病因素导

致的急性(进行性缺氧性呼吸衰竭' 目前认为是多种

效应细胞及其分泌释放大量如
*5S

"

!

(

)6

"

#"

等前炎

症因子"随即导致瀑布式炎症级联放大效应"使促炎细

胞因子与抗炎细胞因子严重失衡而导致机体生理内环

境严重紊乱"体内促炎因子
I

抗炎因子比例失衡是
-6)

发病的关键+

=

,

' 而机体在释放炎症因子的同时"亦可

分泌抗炎性细胞因子以维持机体内环境的稳定"

)6

"

#"

是重要的抗炎性因子+

<

,

' 中医学认为
-6)

的病机关

键在于正气不足(热毒内陷(瘀热互结"虚(热(瘀是其

发生发展的主要病理基础"属虚实夹杂之证' 治疗必

须标本兼顾"扶正祛邪相互结合"以益气养阴(清热祛

瘀为治疗大法' 由黄芪(麦冬(当归(虎杖
%

药组成的

芪冬活血饮是全国名老中医王会仍的经验方"具有益

气养阴(活血祛瘀(清热解毒的功效"方中黄芪补气"麦

冬养阴"当归活血祛瘀"虎杖清热解毒' 益气养阴可扶

助正气"使正旺而邪去&清热祛瘀可消除体内瘀滞"改

善肺循环"从而使肺血流量增加"改善通气血流比例"

提高肺的通气(换气功能'

本研究结果表明"

-6)

时
*5S

"

!

(

)6

"

#"

产生增加同

时伴有
)6

"

#"

产生增加"提示在炎性反应增强时"机体的
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%

抗炎反应也有所增强' 芪冬活血饮既能减少
*5S

"

!

产

生抑制炎性反应"又能增加
)6

"

#"

加强抗炎反应减轻肺

组织损伤' 而
6RP

模型组
*5S

"

!

(

)6

"

#"

(

)6

"

#"

含量与

芪冬活血饮低剂量组比较"差异均无统计学意义$

R f

"

!

"$

%&与芪冬活血饮中(高剂量组比较"差异均有统计

学意义$

R T"

!

"$

%"芪冬活血饮低剂量不能有效抑制炎

症因子的分泌或增加抗炎因子的分泌'

目前的研究表明"

*6O%

是介导
6RP

信号跨膜转导

的重要受体"通过
*6O%

基因突变或缺失小鼠的研究"

明确了
*6O%

是识别
6RP

并介导炎症反应的主要受

体"

*6O%

在
-6)

中的中性粒细胞和内皮细胞都有表达"

其识别相关内源性抗原和病原微生物抗原如
6RP

后"

诱导了多种细胞因子(化学因子的生成与释放"最终引

起以中性粒细胞浸润和肺微血管损害为中心的失控性

炎症反应+

9

,

'

*6O%

"

5S

"

#]

通路是启动的细胞内炎症

信号传导的经典通路"在
6RP

所致的急性肺损伤中起

着重要作用+

#"

$

#%

,

' 激活后的
5S

"

#]

迅速转移至细胞

核内"大量上调
)6

"

#!

和
)6

"

#"

(

*5S

"

!

(

)6

"

:

(

)6

"

<

等促

炎细胞因子的表达导致炎症失衡+

#$

,

' 本实验表明"

*6O% ?O5-

相对表达量空白对照最低"

6RP

模型组

最高' 芪冬活血饮低(中(高剂量组
*6O% ?O5-

相对

表达量低剂量组最高"高剂量组最低' 与空白对照组比

较"

6RP

模型组
*6O% ?O5-

表达增高$

R T"

!

"#

%"提

示
6RP

可 明 显 刺 激 急 性 肺 损 伤 大 鼠
*6O%

?O5-

表达'

6RP

模型组与芪冬活血饮中(高剂量

组比较"差异有统计学意义$

R T "

!

"#

%"与芪冬活血

饮低剂量组比较"差异无统计学意义$

R f"

!

"$

%"提示

芪冬活血饮中(高剂量可有效抑制肺损伤大鼠
*6O%

?O5-

表达' 芪冬活血饮治疗组间比较"低剂量组与

其余两组比较"差异有统计学意义$

R T"

!

"$

%"而高(

中剂量组间差异无统计学意义$

R f"

!

"$

%' 表明中等

剂量以后进一步增加剂量"其抑制
*6O% ?O5-

表达

的作用并未进一步有效增强'

综上所述"芪冬活血饮对
6RP

导致的大鼠
-6)

有

保护作用"其机制与抑制
*6O% ?O5-

表达"进而导

致促炎细胞因子
*5S

"

!

(

)6

"

#"

水平下降(抗炎细胞因

子
)6

"

#"

水平升高"纠正炎症失衡有关'
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