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清热燥湿方对急性肺损伤大鼠中性粒细胞弹性蛋白酶
和肿瘤坏死因子一Q蛋白及mRNA的影响

杨爱东，汪东颖，李文雯，吴中华，郭永洁，庞慧芳，王利霞

(上海中医药大学，上海201203)

【摘要】 目的 探讨清热燥湿方对脂多糖(LPS)诱导的急性肺损伤(ALI)大鼠支气管肺泡灌洗液

(BALF)中中性粒细胞弹性蛋白酶(NE)和肺组织肿瘤坏死因子一a(TNF～a)蛋白及mRNA表达的影响。方法

将40只雄性Wistar大鼠随机分为对照组、模型组、地塞米松组、清热燥湿方组，每组再分为4 h和8 h两个亚

组，每个亚组5只。尾静脉注射LPS 10 mg／kg制备大鼠ALI模型。地塞米松组和清热澡湿方组分别于制模前

灌胃地塞米松0．45 mg／kg和清热燥湿方6．48 g／kg。分别采用酶联免疫吸附法、免疫组化法及实时荧光定量聚

合酶链反应(PCR)检测NE含量和TNF—a蛋白及mRNA的表达；同时进行肺组织病理观察。结果与模型组

相比，清热燥湿方组4 h、8 h BALF中NE含量均显著降低(均P<0．01)；地塞米松组和清热燥湿方组4 h时

TNF—ct蛋白表达及4 h、8 h时TNF—a mRNA表达均显著降低(P<0．05或P<o．01)。组织病理学观察显示，

模型组大鼠肺组织出现大片出血及坏死；清热燥湿方组大鼠肺组织病理损伤程度较模型组减轻。结论清热燥

湿方能减轻LPS致ALI大鼠肺组织损伤，其机制可能与清热燥湿方能降低LPS致ALI大鼠体内NE含量和

TNF一口的表达有关。
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Effects of Qingre Zaoshi decoction(清热燥湿方)on expressions of neutrophil elastase and tumor necrosis

factor-a protein and mRNA in rats with acute lung injury caused by lipopolysaccharide YANG Ai—dong，

WANG Dong—ying，L，肌，z一"wen，WU Zhong-hua，GUO Yong一丘e，PANG Hui—fang，WANG Li—xia．
Shanghai University of Traditional Chinese Medicine，Shan·ghai 201203，China

[Abstract]Objective To investigate the effects of Qingre Zaoshi decoction(清热燥湿方)on neutrophil

elastase(NE)in bronchial alveolar lavage fluid(BALF)and lung tissue expressions of tumor necrosis factor-a

(TNF—a)protein and mRNA in the rats with acute lung injury(ALI)caused by IipopoIysaccharide(LPS)．

Methods Forty male Wistar rats were randomly divided into four groups：control，model，dexamethasone
and Qingre Zaoshi decoction groups．Each group had two subgroups，4 hours and 8 hours after LPS were

injected．Each subgroup had 5 rats．The ALl rat model was established by intravenous injection of LPS

(10 mg／kg)through a tail vein．The rats in dexamethasone group or Qingre Zaoshi decoction group were

pretreated by gastric infusion of dexamethasone(0．45 mg／kg)or Qingre Zaoshi decoction(6．48 g／kg)

respectively for 3 days before ALI induced by LPS．Then the expression of NE was measured by enzyme—

labeled immunosorbent assay(ELISA)，the expressions of TNF—a protein and mRNA were measured by

immunohistochemistry ABC and real—time fluorescent polymerase chain reaction(PCR)，while the

histopathology of the lung injury was observed by light microscope．Results Compared with model group，

the expression of NE in BALF in Qingre Zaoshi decoction group was obviously decreased at 4 hours and

8 hours(both P<0．01)，and the expression of TNF—a protein positive area rate at 4 hours and TNF—a mRNA

at 4 hours and 8 hours were obviously decreased in dexamethasone group and Qingre Zaoshi decoction group

(P<0．05 or P<0．01)．Light microscope observation indicated that there were large areas of pulmonary

hemorrhage and necrosis in model group，while in the Qingre Zaoshi decoction group，the pathological

manifestations were much milder than those of the model group．C：onclusion Qingre Zaoshi decoction

ameliorates the injury of lung tissue in rats with ALI induced by LPS，thus it has protective effects on lung

injury l the mechanism is possibly related to the inhibition of the expressions of NE in BALF and TNF—a

protein and mRNA in injured lung tissue induced by LPS。
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中性粒细胞弹性蛋白酶(NE)是引起急性肺损

伤(ALI)炎症级联反应的最终效应因子，主要是通
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过损伤毛细血管内皮细胞和肺泡上皮细胞，消化和

降解细胞外基质以及上皮连接结构，参与和启动

ALI的发生[1]。肿瘤坏死因子一a(TNF—a)是ALI早

期重要的促炎因子，主要由细菌内毒素刺激肺泡巨

噬细胞产生[2]。本研究中观察了清热燥湿方对ALI

大鼠支气管肺泡灌洗液(BALF)中NE含量和肺组

织TNF—a蛋白及mRNA表达的影响，旨在寻求有

效的临床用药及探讨清热燥湿方的作用机制。
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1材料与方法

1．1主要试剂：大肠杆菌脂多糖(LPS，0111：B4)

购自美国Sigma公司，大鼠NE酶联免疫吸附法

(ELISA)检测试剂盒购自上海广实生物技术有限公

司，大鼠TNF—a免疫组化试剂盒购自武汉博士德生

物工程有限公司。大鼠TNF—a、三磷酸甘油醛脱

氢酶(GAPDH)引物和探针序列均由广州达辉生物

技术有限公司合成，TNF—a上游引物5'-GGCTGC

CCCGACTATGTG一3’，下游引物57一TGACTTTC

TCCTGGTATGAAATGG一3’，探针序列57一CTCA

CCCACACCGTCAGCCGATTT一37；GAPDH上游

引物5'-CCGAGGGCCCACTAAAGG一3’，下游引物

5'-GCTGTTGAAGTCACAGGAGACAA一37，探针

序列5’一CATCCTGGGCTACACTGAGGACCA一3’；

5’端FAM修饰，37端Tamra修饰。TRIzol总RNA

提取试剂、反转录和聚合酶链反应(PCR)扩增所需

酶及其他试剂均购自美国Invitrogen公司。清热燥

湿方由厚朴、黄芩、草果、槟榔等中药按一定比例组

成，浓缩成含生药1 g／ml的水煎液，高温高压灭菌，

4℃冷藏备用。

1．2动物制模及分组给药：40只Wistar雄性大

鼠，体重(220士20)g，由上海中医药大学实验动物

中心提供，动物合格证号：SCXK(沪)2007—005。将

大鼠按随机数字表法分为对照组、模型组、地塞米松

组、清热燥湿方组，各组再分为4 h和8 h两个亚组，

每个亚组5只。除对照组外，其余各组大鼠均经尾静

脉注射10 mg／kg LPS复制ALI模型[3q]，地塞米松

组、清热燥湿方组在制模前给予相应的药液灌胃，

每日2次，第3日灌胃后3 h经尾静脉注入LPS

(10 mg／kg)；对照组和模型组在相应时间点给予等

量生理盐水。各组动物用药量按人与动物的体表面

积换算[5]，地塞米松灌胃量为0．45 mg／kg，清热燥

湿方灌胃量为6．48 g／kg。

1．3观察指标及检测方法：于相应时间点腹腔注射

乌拉坦麻醉大鼠，取腹主动脉血用于动脉血气分析；

取BALF用于NE检测。开胸分离右肺上叶用甲醛

水溶液固定，用于病理及肺组织TNF—a蛋白表达免

疫组化检测；右肺下叶置于液氮罐中，用于TNF—a

mRNA表达检测。

1．3．1 BALF中NE含量检测：用ELISA检测，严

格按试剂盒说明书操作。

1．3．2肺组织TNF—a蛋白含量检测：用免疫组化

法检测，严格按试剂盒说明书操作。

1．3．3 实时荧光定量PCR检测肺组织TNF-a

mRNA表达：按TRIzol法提取总RNA后，逆转录

合成cDNA。PCR扩增：在反应体系中加入cDNA、

ddH。0水、PCR缓冲液、荧光探针、Taq DNA聚合

酶、dNTPs、TNF—a上下游引物，扩增条件：93℃

2 min、93℃45 s、55℃1 min，10个循环；93℃

30 s、55℃45 S，30个循环。进行扩增产物分析，

TNF—a mRNA表达水平以其与GAPDH的相对表

达量比值来计算。

1．3．4肺组织病理学观察：常规苏木素一伊红(HE)

染色，光镜下观察。

1．4统计学处理：采用SPSS 13．0统计软件，计量

资料以均数土标准差(z士s)表示，采用单因素方差

分析和t检验，P<O．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 各组动脉血气分析结果(表1)：与对照组相

比，模型组4 h、8 h时动脉血氧分压(PaO。)和动脉

血氧饱和度(Sa0。)显著降低，动脉血二氧化碳分压

(PaCO：)显著增高(P<o．05或P<0．01)；与模型

组相比，地塞米松组和清热燥湿方组4 h、8 h时

PaO。和SaO：均显著增高，PaCO：显著降低(均P<

0．01)。与地塞米松组相比，清热燥湿方组4 h时，

Pa02显著升高，PaC02显著降低(均P<0．01)；8 h时

PaC02和Sa0：显著降低(P<o．05和P<o．01)。

表1各组大鼠制模后4 h和8 h血气分析比较(；士s)

注：与对照组同期比较，·P<O．05，6P<0．01I与模型组同期比

较，6P<O．01，与地塞米松组同期比较，。P<0．05，‘P<O．01}

1 nlmHg=O．133 kPa

2．2各组BALF中NE含量比较(表2)：模型组和

地塞米松组4 h、8 h NE含量较对照组显著增高(均

P<0．01)；清热燥湿方组4 h、8 h NE含量较模型

组和地塞米松组显著降低(均P<0．01)。

2．3各组肺组织TNF—a蛋白及mRNA表达比较

(表2)：模型组4 h和8 h TNF—a蛋白及mRNA表

达较对照组显著增高(均尸<0．01)；地塞米松组和

清热燥湿方组4 h TNF—a蛋白表达及4 h和8 h

TNF—a mRNA表达较模型组显著降低(P<O．05或

尸<O．01)。
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表2各组大鼠BALF中NE含量及肺组织

TNF．a蛋白和mRNA表达比较(i士s)

组别时问艺／。g能／L) 焉嘉尹裘：嚣鬻

注：与对照组同期比较，。P<O．01，与模型组同期比较，。P<

0．05，8P<O．01；与地塞米松组同期比较，‘P<O．01；括号内

为动物数

2．4各组肺组织病理变化：光镜下观察，对照组大

鼠肺泡结构清晰，肺泡壁薄，肺泡内未见水肿液，肺

间质无炎性细胞浸润；模型组大鼠肺泡腔内充满炎

性渗出物和出血，肺泡壁毛细血管扩张充血，细支气

管黏膜上皮损伤部分脱落，管壁上大量淋巴细胞浸

润，管壁增厚，可见肺不张、肺气肿；清热燥湿方组和

地塞米松组局部肺泡壁毛细血管扩张充血，肺泡腔

内见红细胞和少量渗出物。

3讨论

ALI的病理特征是大量活化的中性粒细胞

(PMN)在肺血管和问质聚集，活化的PMN释放

NE和氧自由基口]，而NE可通过水解肺弹性蛋白、

蛋白多糖和胶原直接损伤肺血管内皮细胞和血管基

底膜，并有可能是全身炎症反应综合征(SIRS)时各

种原因导致ALI的共同通路[1’7]。活化的PMN还可

诱导血管内皮细胞和肺泡巨噬细胞释放TNF—a、白

细胞介素一8及■干扰素，促使更多PMN活化和跨

内皮细胞转移，触发NE的“瀑布样”级联释放，加重

肺损伤口_9]。TNF—a在ALI的发生发展过程中起着

非常重要的作用。异常升高的TNF—a与肺组织

TNF—a受体结合，使溶酶体受损，直接损伤肺血管

内皮细胞；还能刺激血管内皮细胞，使肺血管内皮细

胞间黏附分子一1表达上调，导致内皮细胞和白细胞

黏附，白细胞迁移、粒细胞脱颗粒和毛细血管通透性

增强，并迁移至炎症部位，引起肺损伤[1 0|。

本实验结果表明，模型组大鼠肺组织出现大片

出血及坏死，提示制模成功。用清热燥湿方预处理大

鼠，能使LPS诱导的ALI肺组织水肿、出血等损伤

程度明显减轻。与模型组相比，清热燥湿方组4 h和

8 h PaC02显著降低，Pa02和Sa02明显增高，

BALF中NE含量显著降低，且明显优于地塞米松

组；4 h时TNF—a蛋白表达明显降低，4 h和8 h时

TNF—a mRNA表达显著降低。提示清热燥湿方能

减轻内毒素致ALI大鼠肺组织损伤，其机制可能与

其降低内毒素致ALI大鼠BALF中NE和肺组织

TNF—a蛋白及mRNA的表达有关。
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《中国中西医结合急救杂志》对医学名词及术语的一般要求

医学名词应使用全国科学技术名词审定委员会公布的名词。尚未通过审定的学科名词，可选用最新版《医学主题词表

(MeSH)》、《医学主题词注释字顺表》、《中医药主题词表》中的主题词。对于没有通用译名的名词术语，在文内第一次出现时应
注明原词。中西药名以最新版《中华人民共和国药典》和《中国药品通用名称》(均由中国药典委员会编写)为准。英文药物名称

则采用国际非专利药名。在题名及正文中，药名一般不得使用商品名，确需使用商品名时应先注明其通用名称。中医名词术语
按GB／T 16751．1-1997《中医临床诊疗术语疾病部分、证候部分、治法部分》执行，经络针灸学名词术语按GB／T 16751．2-1997
《经穴部位》和GB／T 16751．3-1997《耳穴名称与部位》执行。中药应采用正名，药典未收录者应附注拉丁文。冠以外国人名的体
征、病名、试验、综合征等，人名可以用中译文，但人名后不加“氏”(单字名除外，例如福氏杆菌)；也可以用外文，但人名后不
加⋯S”。文中应尽量少用缩略语。已被公知公认的缩略语可以不加注释直接使用，例如：DNA、RNA、HBsAg、CT、MRI等。不常
用的、尚未被公知公认的缩略语以及原词过长在文中多次出现者，若为中文可于文中第一次出现时写出全称，在圆括号内写
出缩略语；若为外文可于文中第一次出现时写出中文全称，在圆括号内写出外文全称及其缩略语。不超过4个汉字的名词不宜
使用缩略语，以免影响论文的可读性。
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