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[摘要 ]  目的 :探讨核因子-κB( nuclear factor-kappa B, NF-κB)和环氧合酶-2 (cycloxygenase-2 , COX-2 )在

肺虚痰阻大鼠发病中的意义和化痰 1 号作用的机制。方法 :采用二氧化硫烟薰和寒冷刺激建立 SD 大鼠肺

虚痰阻模型 ,应用免疫组化法检测正常组、肺虚痰阻模型组及化痰 1 号治疗组大鼠支气管上皮细胞 N F-κB

的表达及 RT-PCR 检测肺组织 COX-2 mRNA 的表达。结果 :模型组 N F-κB 和 COX-2 mRN A 的表达高于

正常组 ( P < 0 .01 ) ,中药治疗后 , NF-κB 和 COX-2 mRNA 的表达明显降低 , 与模型组比较有显著性差异

( P < 0 .01)。结论 : N F-κB 和 COX-2 mRN A 的表达升高在痰邪致病中起着重要作用 ,化痰 1 号可能通过调节

N F-κB 和 COX-2 mRN A 的表达而起到化痰作用。
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ABSTRACT  Objective: To study the role of nuclear factor-kappa B (NF-κB) and cycloxygenase-2 (COX-2)

in the onset of phlegm obstruction due to lung-def iciency in rats and the therapeutic mechanism of Huatan

Recipe . Methods: Twenty-four SD rats were randomly divided into normal group , model group and treatment

group , with 8 rats in each group . The rats in the model group and treatment group were exposed to sulfur

dioxide and cold wind to establish the rat model of phlegm obstruction due to lung-def iciency , and the rats in

the treatment group were also treated with Huatan Recipe , a compound traditional Chinese medicine . The

expression of NF-κB in the bronchial epithelial cells of the rats was tested with the method of immunohisto-

chemistry , and the COX-2 mRNA in the lung tissues of the rats was measured by using reverse transcription-

polymerase chain reaction . Results: The expressions of NF-κB and COX-2 mRNA in rats of the model group were

higher than those of the normal group ( P < 0 .01) , and the expressions of NF-κB and COX-2 mRNA in rats of the

treatment group were obviously lower than those of the model group ( P < 0 .01) . Conclusion: The NF-κB and COX-2

play an important role in the onset of phlegm obstruction in rats . Huatan Recipe may prevent the development of

phlegm obstruction by down-regulating the expressions of NF-κB and COX-2 mRNA .
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  痰邪是水液代谢障碍所形成的病理产物 ,亦是重

要致病因素。但其致病机制复杂 ,目前尚未阐述清楚。

为此 ,笔者拟以有形之痰为突破口 ,建立了肺虚痰阻慢

性支气管炎模型 ,并从核因子-κB( nuclear factor-kappa

B, NF-κB)和环氧合酶-2( cycloxygenase-2 , COX-2)表

达来探讨痰邪致病机制 ,同时以临床观察化痰作用肯

定的中药化痰 1号方反证模型 ,并观察其作用机制。

1  材料与方法

1 .1  试剂、药物和仪器  (1 )试剂 : NF-κB p65 兔抗

鼠多克隆抗体、多聚甲醛液、DAB、SABC 试剂盒、山

羊血清、羊抗兔 IgG均购自武汉博士德生物工程有

限公司 ; Trizol和反转录 PCR 试剂盒购自 Gibco 公

司。 ( 2)药物 :化痰 1 号由党参 15 g ,黄芪 20 g ,陈皮

10 g ,法半夏 10 g , 茯苓 15 g , 杏仁 10 g , 白芥子

15 g ,制南星 6 g , 炙甘草 6 g 组成。生药由湖北中

医学院专家门诊部中药房提供 ,湖北中医学院中药

研究所协助煎煮成汤剂。硫磺粉 ,天津市河北区海

晶精细工厂生产 (批号 : 20010405 )。 ( 3 ) 仪器 :

Sigma 2 mk 型高速冷冻离心机 ; 德国 Eppendorf

5331 型 PCR 扩增仪 , DYY-3 型电泳仪 (北京六一科

学仪器厂 ) ,紫外反射透射成像系统 (上海天能科技

有限责任公司 )。

1 .2  动物分组与模型制备  健康 SD 大鼠 24 只 ,

体重 180～220 g。随机分为 3 组 :肺虚痰阻组 (模型

组 )、化痰 1 号组 (治疗组 )、生理盐水组 (正常组 ) ,每

组 8 只。

模型制备参照文献
[ 1 , 2 ]
。模型组予二氧化硫烟

薰和寒冷刺激 ,每次用 6 g 硫磺粉均匀洒布于清艾

条中点燃烟薰 ,薰 40 min 后再用低于大鼠生活环境

5 ℃的冷风刺激 10 min , 2 次/ d。治疗组在二氧化

硫烟薰和寒冷刺激的同时 ,每天 10 ml/ kg 灌胃“化

痰 1 号”;模型组和正常组每天灌胃同体积生理盐

水 ,连续 50 d。

1 .3  观察指标及检测方法

1 .3 .1  一般情况观察  每天观察记录大鼠咳嗽、气

喘、口鼻分泌物、呼吸、毛发、饮食等。

1 .3 .2  病理切片  取实验大鼠气管及左、右肺叶 ,

放入多聚甲醛中固定 ,切片观察镜下改变。

1 .3 .3  核转录因子检测  取下左、右肺叶浸泡于

4%多聚甲醛液中固定 12 h;取右肺常规石蜡包埋、

切片。N F-κB p65 的检测用免疫组织化学染色法 ,

按 SABC 试剂盒说明书将切片常规脱蜡至水后 ,用

新鲜 3% H 2 O2 灭活内源性酶 10 min , 蒸馏水洗

2 min×3 次 ;置于枸橼酸缓冲液中 ( p H 6 .0 )微波修

复抗原 5 min×2 次 ,蒸馏水洗 2 min×3 次 ;正常山

羊血清封闭 10 min ,37 ℃孵育 20 min , PBS洗2 min

×3 次 ;滴加一抗 (兔抗 N F-κB p65 亚单位的多克隆

抗体 ,经预实验定为稀释度 1∶ 100 ) , 冰箱 4 ℃过

夜 , PBS洗 2 min× 3 次 ;滴加二抗 (羊抗兔 IgG ) ,

37 ℃孵育 30 min , PBS洗 2 min×3 次 ;滴加 SABC

试剂30 min , PBS洗2 min×3 次 ; DAB 显色 ,显微镜

观察 ,自来水充分冲洗 ;苏木素轻度复染 ;梯度乙醇

脱水 ,中性树胶封片。

每张切片随机选取结构完整的 1 支主支气管和

直径在 100～200μm 之间的细支气管 5 支 ,计数每

支支气管上皮细胞中胞核染色阳性 (呈棕黄色 )的细

胞数 ,以其胞核阳性数占该支气管上皮细胞总数的

百分比作为该支气管上皮细胞 NF-κB 表达的阳性

率 ,取该主支气管和 5 支细支气管阳性率的平均值

分别作为该切片主、细支气管上皮细胞 NF-κB 表达

阳性率。

1 .3 .4  COX-2 mRNA 的检测  大鼠放血处死后 ,

取 100 mg 肺组织提取 RNA , RN A 的提取采用

Trizol一步法 ,参照试剂盒的说明进行。1%甲醛变

性琼脂糖凝胶电泳鉴定 ,紫外分光光度计测定纯度

并定量。

逆转录 PCR :采用逆转录试剂盒 ,取 3μg RN A

作 cDNA 的模板 , 以 Oligdt 为引物 , 按试剂盒操作

顺序依次加样 , 总反应体积为 20 μl , 反应复合物

42 ℃孵育 1 h。取 3μl cDNA 用于 PCR 扩增。引

物序列针对大鼠 COX-2 , 上游 CTGTAT CCCGC-

CCTGC TGGTG , 下游 ACT TGCGT TGA TGGTG-

GCTGT CT T ; 内 参 β-actin : 上 游 TGAG ACCT-

TCAACACCCCAG ,下游 GCCA TCTC TTGCTCG-

A AGTC。反应条件 :首轮 : 94 ℃变性1 min , 60 ℃

退火 1 min , 72 ℃延伸 1 min; 后续 : 94 ℃变性

1 min , 60 ℃退火 1 min , 72 ℃延伸 1 min; 末轮 :

94 ℃变性 1 min , 60 ℃退火 1 min , 72 ℃延伸

10 min ,共循环 35 次。取 10 μl 扩增产物在含 EB

的 1 .5%琼脂糖凝胶中电泳 ,溴化乙锭染色 ,紫外灯

下照相 , GIS凝胶电泳分析系统扫描分析 ,以COX-2

的净面积/β-actin净面积进行半定量分析。

1 .4  统计学方法  实验数据应用 SPSS 软件行方

差分析和 Q检验。

2  结  果

2 .1  造模后大鼠症状表现  正常组大鼠活泼好动 ,

强壮肥大 ,食欲旺盛 ,皮毛光泽发亮 ;模型组大鼠普

遍出现鼻部潮湿 ,咳嗽 ,气喘 , 逆毛 ,无光泽 ,拱背蜷

睡 ,反应迟钝 ,食少 ;中药治疗组偶有咳嗽 ,气喘 ,皮

毛有光泽 ,无逆毛 ,饮食基本正常。
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2 .2  病理组织学所见  正常组大鼠气管、支气管纤

毛柱状上皮细胞排列整齐 ,纤毛排列规则 ;模型组大

鼠杯状细胞增生 ,腺体肥大、增生 ,分泌旺盛 ,管腔内

充满大量中性粒细胞、肺泡巨噬细胞及黏液 ,纤毛稀

少 ;中药组大鼠气管、支气管纤毛柱状上皮细胞部分

剥脱 ,少量黏液腺肥大 ,杯状细胞增生较模型组明显

减少。

2 .3  NF-κB表达的变化  模型组与正常组比较有

非常显著性差异 ( P < 0 .01 ) ,治疗组与模型组有显

著性差异 ( P < 0 .01 )。见表 1。

表 1  各组大鼠气道上皮细胞 NF-κB检测结果

Tab 1  NF-κB level in bronchial epithelial cells

( x± s )

Group n NF-κB ( % )

Nor mal 8 å22±5 * *

Mod el 8 å53±4 Ü

T reat ment 8 å27±5 * *

  * * P < 0 .01 , vs model group

2 .4  COX-2 mRNA 表达的变化  模型组大鼠

COX-2 mRN A 的表达与正常组比较有非常显著性

差异 ( P < 0 .01 ) ;治疗组 COX-2 mRNA 表达与模

型组有显著性差异 ( P < 0 .01 )。见表 2、图 1。

表 2  各组大鼠肺组织 COX-2 mRNA 相对表达量

Tab 2  Relative expression of COX-2 mRNA in lung tissue

( x± s )

Group n COX-2 mR NA

Nor mal 8 å0 Ô.91±0 .11 * *

Mod el 8 å2 Ô.22±0 .28

T reat ment 8 å1 Ô.22±0 .16 * *

  * * P < 0 .01 , vs model group

图 1  各组大鼠肺组织 COX-2 基因表达的 RT-PCR电泳图

Fig 1  RT-PCR of COX-2 mRNA in lung tissue

3  讨  论

二氧化硫是一种有毒的刺激性气体 ,近年来 ,采

用其烟薰复制肺气虚模型 ,已被中医研究工作者所

公认。本实验发现模型组出现了咳嗽、气急、逆毛、

鼻部潮湿、拱背蜷睡 ,反应迟钝等肺虚的表现。痰液

主要是由杯状细胞和腺体分泌的黏液所组成 ,其排

出主要通过纤毛的运动。病理切片发现模型组杯状

细胞和腺体增生 ,说明了痰液生成增加。痰液的排

出依靠纤毛的协调运动 ,纤毛稀少 ,造成纤毛黏附能

力下降及纤毛摆动能力降低 ,导致清除功能障碍
[ 3 ]

,

痰液排出受阻 ,致痰液蓄积 ,因此病理切片是衡量痰

阻的客观指标。由此 , 可以看出通过薰吸二氧化硫

可建立肺虚痰阻模型。

关于 N F-κB的检测 ,传统上采用凝胶电泳迁移

实验 ( elect rop horetic mobility shift assay , EMSA)

检测分离细胞和组织的 N F-κB 活性 ,此方法不能提

供表达 N F-κB活化的细胞起源及其数量 ,以及 p65

在细胞内的分布情况
[ 4 ]
。免疫组化染色的方法可以

弥补其不足 ,通常将细胞核染色阳性作为 NF-κB 活

化的标志
[ 5 ]
。因 N F-κB 成分 p65 ( NF-κB p65)在肺

组织中表达 ,尤其是 p65 在细胞核内的表达可间接

反映 NF-κB活性 ,故检测了肺组织中 N F-κB p65 的

表达。研究发现模型组大鼠 NF-κB p65 表达水平

明显升高 ,且核表达阳性细胞也增加。这说明痰证

模型中存在 NF-κB的活化 , N F-κB 活化可能参与了

痰证病理损害的发生发展。

环氧合酶 ( cycloxygenase , COX ) 是前列腺素

( prostaglandin , PG)合成的限速酶 ,它在肺疾病的

发生发展过程中起着很重要的病理生理作用。

COX有两种同工酶 , 即 COX-1 和 COX-2。COX-1

主要存在于血管、肾、胃等组织中 ,在细胞中持续表

达 ,对维持正常生理功能起重要作用 , 而目前发现

COX-2 主要与炎症反应有关 [ 6 ]。虽然多数细胞

COX-2 为诱导性表达 ,但是有实验显示 ,气道上皮、

肺泡上皮细胞可结构性表达 COX-2 mRN A[ 7 , 8 ]。故

本实验采用逆转录聚合酶链反应法 ( reverse t ran-

scrip tion-polymerase chain reaction , R T-PCR ) , 同

时测定了三组 COX-2 mRN A 在肺组织中的表达。

结果表明 ,模型组 COX-2 mRN A 表达水平升高 ,说

明 COX-2 参与了痰证的发生过程。已经发现在

COX-2 基因的 5’端 flanking 区域存在两处 N F-κB

结合位点
[ 9 ]
。我们推测 COX-2 基因的表达受多功

能核转录因子κB 的调控。因此 ,通过激活 N F-κB

进而促进 COX-2 表达可能是痰邪作用的中间环节 ,

其具体机制及 N F-κB 的激活信号传导途径值得进

一步探讨。

本模型痰之形成责之于肺虚 ,针对气虚痰阻 ,治

疗以化痰 1 号方益气化痰、标本兼治。化痰 1 号是

由经典化痰中药二陈汤加味而成 ,主要成分为陈皮、

法半夏、茯苓、炙甘草、党参、黄芪、杏仁、白芥子、制
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南星。方中党参、黄芪 ,性味甘平 ,有补中益气之功 ,

为治疗肺脾气虚的要药 ;半夏辛温而燥 ,为燥湿化痰

之要药 ,善治各种痰湿病证 ;陈皮辛散苦燥 , 有较好

的行气、燥湿化痰之效 ;茯苓味甘淡、性平 ,为利水除

湿之要药 ;制南星燥湿化痰 ;杏仁味苦、性微温 ,有化

痰降气止咳平喘作用 ;白芥子辛温 ,能温肺去痰 ,利

气散结 ;甘草具有良好的镇咳去痰作用 ,且能“和诸

药 ,解百毒”。临床大量病例观察表明 , 此方化痰作

用肯定。从本实验中药组大鼠出现的临床表现较

模型组明显减轻 , 可以看出诸药合用达到了益气

化痰 ,止咳平喘之效。同时中药组病理切片仅见

少量黏液腺肥大 , 杯状细胞增生较模型组明显减

少 ,因而客观证实了中药具有化痰作用。同时治

疗效果是检验模型是否正确的一个重要参数。通

过对实验大鼠各项指标的综合分析 , 证明了化痰 1

号对各项指标改善明显。通过治疗反证 , 使模型

的可行性得到进一步验证。同时本研究发现模型

组肺组织 NF-κB p65、COX-2 mRNA 表达升高 ,而

中药治疗则下调 N F-κB p65、COX-2 mRNA 表达。

提示 NF-κB 活化参与了痰证的发生、发展 , 而中药

则抑制 N F-κB 活化 , 部分阻断 COX-2 mRNA 产

生 ,从而减轻痰证的病理损害。NF-κB 活化可能

是痰证发展的关键点 ,这也许为从转录水平作为

靶点治疗痰证提供了理论依据。
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博士后招聘启事

上海中医药大学肝病研究所位于上海市浦东张江高科技园区 ,是我国中西医结合肝病研究的重要基地。

研究所长期致力于中西医结合防治慢性肝病与抗器官纤维化的基础研究 ,曾获得国家科技进步二等奖与省

部级多项奖励。目前承担国家自然科学基金重点项目与面上项目、国家科委攻关项目、上海市科委重大基础

项目、上海市教委重点项目等多项课题 ,主要研究方向包括肝硬化中医治疗基本方剂的方证病态蛋白质组生

物信息模式的探索性研究、中医药抗器官纤维化作用机制、中药影响细胞信号转导的抗肝纤维化作用机制、

酒精性肝病与脂肪肝的中医药防治机制等。博士后协作导师刘平教授现任中国中西医结合学会肝病专业委

员会主任委员、中华医学会肝病分会副主任委员、国家中医药管理局中医肝病重点研究室主任、上海高校中

医内科学 E-研究院首席研究员。研究所现有实验室面积 500 m
2

,仪器设备价值 1 000 余万元 ,并可共享使

用上海中医药大学科技中心多项大型设备。现拟招聘博士后研究人员 2 名。应聘者请将详细工作简历与博

士学位论文 (如果已有 )寄至上海中医药大学肝病研究所。联系人 :徐列明所长。邮政编码 : 201203; E-mail:

xulieming@chinatcm .net。

上海中医药大学肝病研究所
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