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复方当归贝母苦参不同给药方式对早期慢性阻塞性肺病小鼠模型的药

效学评价 
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摘要：目的  观察复方当归贝母苦参气雾和灌胃给药方式对吸烟致慢阻肺模型小鼠的影响，对其药效进行评价，并对其

作用机制进行剖析讨论。方法  收集了肺泡灌洗液(BALF)和肺组织，BALF 进行细胞分类计数及细胞因子测定。取肺组

织做组织切片进行 HE 染色，观察炎症细胞状况。取左上肺提取 mRNA 进行 KC、Muc5AC 的检测。结果  与模型组对

比，复方灌胃和气雾组均能减轻肺组织病理切片上的炎性细胞浸润，其中气雾组较灌胃组缓减轻效果更明显；与模型组

相比，灌胃和气雾给药均能显著降低 KC、MIP-2 含量及 Muc5AC 的 mRNA 表达；另外气雾组还可显著降低 TNF-含量

及 KC 的 mRNA。结论  复方当归贝母苦参气雾给药较灌胃给药对吸烟模型小鼠的肺部炎症反应、黏液分泌具有更强的

抑制作用，其作用机制可能与气雾给药降低 TNF-a 的含量及 KC 的 mRNA 表达更明显有关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To evaluate the effect of different formulation (aerosol and oral) of Chinese classic formula 
Danggui-beimu-kushen on chronic obstructive pulmonary(COPD) murine model and to study its mechanisms. METHODS  
The bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and lung tissues were collected. Differential WBC count and content of cytokine(KC, 

MIP2, TNF-) in BALF, HE staining for lung biopsy, KC and Muc5AC mRNA expression of lung and content in BALF were 
determined. RESULTS  Both the gavage and aerosol groups decreased infiltration of the inflammatory cells than that of the 
control group, moreover, the aerosol group showed better effect than that of gavage group. The gavage and aerosol groups could 
further decrease the content of KC, MIP-2 and mRNA expression of Muc5AC. In addition, aerosol group could substantially 
suppress the content of TNF-a and inhibited mRNA expression of KC. CONCLUSION  Aerosol formula showed better effect 
on the pulmonary inflammation and mucus secretion in COPD murine model than that of gavage formula.The mechanism were 

involved in decreasing TNF- content, and mRNA expression of KC. 
KEY WORDS: formula Danggui-beimu-kushen; aerosol; chronic obstructive pulmonary disease 
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慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 (chronic obstructive 

pulmonary disease，COPD)是一种具有危害性的慢

性呼吸系统疾病，其特征在于持续存在的气流受

限，且呈进行性发展，常伴有气道和肺对有害颗

粒或气体所致慢性炎症反应的加重[1]。在欧洲，治

疗 COPD 的费用占所有呼吸系统疾病的 56%[2]。

据调查显示，COPD 在 40 岁以上人群中发病率为

8.2%，并逐年上升，2020 年将位居全球死亡缘由

的第 3 位[3]。2002 年起，世卫组织将每年 11 月第

3 周的周三定义为世界慢阻肺日。据统计，在我国，

40 岁及以上人群中，COPD 的患病率已达 9.9%[4]。

目前，虽然有多种化学药物应用于临床治疗[5-6]，

如糖皮质激素、支气管扩张剂、磷酸二酯酶-4 抑

制剂、黏液溶解剂、抗氧化剂等，但治疗效果有

限，COPD 仍被认为是不能够完全治愈的疾病[1]。

由于其病程长，化学药物昂贵且疗效有限，加上
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大多数药物具有一定不良反应，临床上迫切需要

新型的 COPD 药物。中药复方医治 COPD 具备疗

效确切、治疗时间短、不良反应小等特点[7-8]。 

COPD 的病因主要包括中心细胞炎症，小气道

的细支气管周围炎和纤维化引起气道重构，腺病

毒感染等[9]，与中性粒细胞、巨噬细胞、T 淋巴细

胞有关，其中炎性趋化因子在免疫炎症反应中意

义重大。目前广泛认为 COPD 是以气道、肺实质

和肺血管的慢性炎症为特征的，在肺的不同部位，

肺泡巨噬细胞、T 淋巴细胞和中性粒细胞会有所增

加，其释放的生物活性物质在不同环节可促进气

道慢性炎症的发生和发展，其中，肿瘤坏死因子- 

(tumor necrosis factor-alpha，TNF-)是一种广泛的

前炎症细胞因子，可促进炎症细胞趋化和活化，

破坏气道结构，它在 COPD 的发病过程中起着关

键作用，而黏蛋白 5AC(mucin5AC，Muc5AC)是一

种主要的黏蛋白基因，已证实在 COPD 患者气道

中是增加的 [10]。角蛋白趋化因子 (keratinocyte 

chemoattractant ， KC)和巨噬细胞炎症蛋白  2 

(macrophage-inflammatory protein 2 ， MIP-2) 是 

CXC 类趋化因子中的重要成员[11]。这些趋化因子

和蛋白基因的表达水平反映了机体炎症情况。 

中药复方由于多种成分的协同作用，可作用

于 COPD 发病的多个靶点或环节，较化学药物相

比具有明显的优势。“当归贝母苦参丸”方为《金

匮要略》所载经方，主治妇人产后小便不畅。现

代药理学研究表明，该方中的当归挥发油具有较

好的平喘、治疗支气管哮喘的作用[12]；贝母是国

家批准的止咳化痰保健食品[13]，其中的贝母生物

碱具备镇咳、祛痰、平喘等活性[14]；另外，苦参

生物碱具有平喘、抗肿瘤、免疫调节等药理功效[15]。

本课题组前期观察了中药复方当归贝母苦参提取

物对吸烟致小鼠 COPD 模型的影响，结果显示该

复方对 COPD 具备较好的疗效。基于前期的工作基

础[16-17]。本实验继续研究该复方不同给药方式的药

效结果，通过比较分析灌胃及气雾 2 种不同给药方

式对吸烟模型小鼠的炎症及趋化因子的影响，进而

评估复方对 COPD 的医治作用，为进一步将该复方

开发成治疗 COPD 的新型中药制剂提供参考。 

1  材料 

1.1  动物 

清洁级 (Grade II)C57BL/6 小鼠，体质量

(20±2)g，♂，由上海斯莱克实验动物有限责任公

司提供，实验动物质量合格证：SCXK(沪)2012- 

0002。本次实验中所有的操作和实验流程均符合

《实验动物管理条例》，日照周期由人工照明控

制，每天日照 12 h(早 8 点到晚 8 点)，夜照 12 h(晚

8 点到早 8 点)。 

1.2  药品与试剂 

当归油、贝母总生物碱和苦参总生物碱的复

方药物由本实验室制备，浓度为 10 mg·mL1；复

方气雾剂由本实验室自制，每揿平均含药量为

0.5 mg[16]，地塞米松注射液(浙江仙琚制药股份有

限公司，批号：061007，规格：5 mg·mL1)；香烟

(Marlboro，焦油 12 mg，烟碱 0.9 mg)；无水乙醇、

丙二醇(药用级，天津市永大化学试剂有限公司)；

吐温-80(药用级，上海凌峰化学试剂有限公司)；

TNF-、 KC、MIP-2 ELISA 试剂盒 (Duoset，

R&DSystems，批号分别为 840143， 840171，

840135)。 

1.3  仪器 

ELX800UV 酶标仪(美国 Bio-tek instrument 

INC)；BX51 型光学显微镜(日本 Olympus)；纯水

仪(美国 Labconco)；FA1104 型和 JY6001 型电子天

平(上海天平仪器厂)；AG245 型精密天平(瑞典

Mettler Toledo)；百瑞压缩雾化吸入机(PARI BOY 

N 085，德国百瑞有限公司)；低温冰箱(美国 Forma 

Scientific)。模型制备仪器为实验室自制，包括烟

室、真空泵、燃烟器。 

2  方法 

2.1  分组 

将 C57BL/6 小鼠分成 5 组，每组 10 只：①模

型组；②复方灌胃组(100 mg·kg1)；③复方气雾组

(100 mg·kg1) ；④地塞米松 组 ( 阳性对 照，

5 mg·kg1，ip)；⑤空白对照组。除空白对照组外

各组小鼠进行连续 4 d 的烟雾暴露，每一天暴露前

后 30 min 分别给药，模型组和空白对照组给予同

等剂量的生理盐水。 

2.2  小鼠吸烟模型的制备 

参照文献方法[18]，在自制的包括烟室、真空

泵、燃烟器的设备中，使用香烟使小鼠连续暴露

于烟雾中 4 d，温度维持在 25 ℃左右。第 l 天每

半天(4 h)各使用 2 包(40 支)万宝路香烟进行烟雾

暴露；第 2 天和第 3 天每半天各使用 3 包(60 支)

香烟进行暴露；第 4 天每半天各使用 4 包(80 支)

香烟进行暴露。每包香烟烟雾暴露持续 20 min，
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同时进行通风。香烟的具体暴露情况为每次 1 支，

由燃烟器自动吸，中间无间隔，小鼠每笼 5 只放在

吸烟室(体积约 200 cm×200 cm×50 cm)，烟全部吸

完再放置 20 min，烟雾暴露期间小鼠活动减少，

身体蜷缩。最后一次香烟烟雾暴露 15 h 后对实验

动物进行处理。空白组使用空气进行暴露。 

2.3  对吸烟模型小鼠的影响 

最后一次给药结束 15 h 后，取左下肺做组织

切片进行苏木精-伊红染色(HE 染色)，观察炎症细

胞情况。取肺泡灌洗液(BALF)进行相关表达量检

测。取左上肺提取信使 RNA(mRNA)进行 KC、

Muc5AC 的检测。 

2.3.1  石蜡切片制作及 HE 染色  取置于 10%的

福尔马林溶液中进行固定的部分左肺组织，常规

脱水、透明、浸蜡、包埋。切片厚度 5 m，常规

脱蜡、脱水、透明，苏木精染色 30 s，自来水冲洗

1 min，伊红着色 l0 s，再进行常规脱水、透明，

最后滴加中性树胶封片。光学显微镜下观察吸烟

引起的巨噬细胞、中性粒细胞聚集的影响。 

2.3.2  BALF 中 TNF-、KC、MIP-2 的表达量测

定  采用 ELISA 法测定。采用 Duoset 试剂盒

(R&DSystems)，按说明书操作。采用全自动酶标

仪在 450 nm 波长下进行测定(操作时间控制在

5 min 以内)，记录测量结果并进行分析。 

2.3.3  总 RNA 的提取和 RT-PCR  采用 Trizol 试

剂一步法提取左上肺组织总 RNA。取左上肺组织

在 l mL Trizol 裂解液，使蛋白和 RNA 分离，离心，

取上清加入氯仿，振荡，4 ℃离心，小心取出无色

上清，加入异丙醇沉淀 RNA，离心。小心去上清，

沿壁加入 75%乙醇 l mL， 4 ℃，7 500 r·min1离心，

弃去上清室温干燥沉淀，加 RNAase 水溶解 RNA

沉淀。取 RNA 样品稀释 100 倍，在 260 nm 和

280 nm 测 OD260/OD280 比值以判断 RNA 的纯度和

浓度。半定量 PCR 中，取 4 µg RNA 逆转录成互

补脱氧核糖核酸(cDNA)，以此为模板进行荧光定

量 PCR 扩增，将目的基因与内参照-actin 的比值

作为其 mRNA 表达水平的指标；定量 PCR 中，检

测 CT 值，将目的基因与内参照-actin 的比值作为

其 mRNA 表达水平的指标，引物详见表 l(引物均

由上海生工生物技术有限公司合成)。 

2.4  统计学处理 

数据均用 Graphpad prism V5.0 处理，结果用

sx  表示，组间和组内差异比较选用 t 检验，

P<0.05 为差异有统计学意义。 

表 1  -actin 和 Muc5AC 引物序列 

Tab. 1  Primer sequences of -actin and Muc5AC 

名 称 序 列 
Muc5AC-F AAAGACACCAGTAGTCACTCAGCAA 
Muc5AC-R CTGGGAAGTCAGTGTCAAACCA 
-actin-F-F CTGTCCCTGTATGCCTCTG 
-actinR-R ATGTCACGCACGATTTCC  
KC-F CACCCTCTGTCACCTGCTCAA 
KC-R ATGGCGCTGAGAAGACTTGGT 

3  结果 

3.1  病理切片 

吸烟模型组小鼠肺组织的病理切片结果表明

肺部有明显炎症细胞浸润，可见大量的淋巴细胞、

单核细胞及中性粒细胞。复方灌胃组的肺组织中

炎症细胞数量有所减少，复方气雾组减少效果更

为明显，与地塞米松组相当。提示气雾给药较灌

胃给药能更有效减轻肺部炎症。见图 1。 

3.2  复方气雾给药对 COPD 小鼠模型 BALF 液中

细胞因子的影响 

COPD 模型组肺泡灌洗液的 KC、MIP-2 及

TNF-含量上升，与空白对照组相比，差异极显著

(P<0.001)。与模型组比较，复方气雾组 KC、MIP-2

和 TNF-含量均显著下降，差异具有统计学意义。

复方灌胃组 KC 和 MIP-2 含量也显著降低

(P<0.05)，但对 TNF-的含量影响不明显。在

TNF-的分泌上，复方气雾组的抑制作用甚至优于

灌胃组(P<0.001)。结果见图 2。提示复方气雾给药

可能产生更好的抗炎作用。 

 
图 1  小鼠肺组织炎症程度比较(400×) 

Fig. 1  The changes of inflammation in the lung among groups with aerosol and gavage administration(400×)  
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图 2  复方气雾及灌胃给药对吸烟模型小鼠 BALF 液中细胞因子分泌影响 
与模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01，3)P<0.001；与复方灌胃组比较，4)P<0.001。 

Fig. 2  Effect of compound aerosol and gavage on cytokine secretion of mice with smoking 

Compared with model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01, 3)P<0.001; compared with gavage and aerosol group, 4)P<0.001.  

3.3  肺组织 Muc5AC、KC 的 mRNA 表达 

模型组的 Muc5AC、KC 表达明显上调，复方

灌胃组和气雾组对 Muc5AC 的 mRNA 表达均有抑

制作用，效果相当；复方气雾组 KC 的 mRNA 表

达明显降低，而复方灌胃组和地塞米松组变化不

明显，气雾组和灌胃组比较有显著性差异

(P<0.05)。结果见图 3。 

 
图 3  复方气雾及灌胃给药对急性吸烟模型小鼠 Muc5AC、KC 的 mRNA 表达的影响 
与模型组比较，1)P<0.05；与复方灌胃组比较，2)P<0.05。 

Fig. 3  Effect of compound aerosol and gavage on mRNA expression of Muc5AC and KC in mice with acute model of smoking 
Compared with model group, 1)P<0.05; compared with gavage and aerosol group, 2)P<0.05. 

4  讨论 

COPD 的发病机制与肺部的中粒细胞、巨噬细

胞、T 淋巴细胞等密切相关，这些是 COPD 发生、

发展过程中的重要参数[19]。其中，TNF-是肺部

炎症反应过程中产生的重要前炎症因子，它可以

刺激肺内的其他细胞产生更多的炎症因子，如

MIP-2、KC，它们对中性粒细胞又具有显著的趋

化和活化作用，从而放大局部的炎症反应[20-22]。 

本实验中使用了 4 d 吸烟制备早期 COPD 模

型，该模型的优点是造模周期短、效率高，又具

有早期 COPD 病变特征，如 Muc5AC 的增加、趋

化因子 KC 分泌增加、中性粒细胞增加等；缺点是

因为造模时间短，肺部晚期病变如肺气肿、肺纤

维化等无法体现[18]。 

本实验结果显示，通过对吸烟模型组小鼠进

行复方不同方式的给药，病理切片显示气雾给药

对炎性细胞浸润的减轻作用更为显著，另复方气

雾组能显著降低 KC、MIP-2 和 TNF-的含量，特

别是前炎症因子 TNF-的分泌，气雾给药的抑制

作用甚至优于灌胃组。此外，该复方灌胃组和复

方气雾组对 Muc5AC 的 mRNA 表达均有抑制作

用；比较而言，复方气雾组的抑制作用更加明显，

本实验设定剂量下的复方气雾组的作用与地塞米

松组相当。提示复方气雾给药可有效抑制 COPD

炎症的发生和发展。 

综上所述，复方当归贝母苦参灌胃和气雾给

药对吸烟模型小鼠的肺部炎症反应均具有一定的

抑制作用，其作用机制可能与复方降低了细胞因

子 KC、MIP-2、TNF-的含量及 Muc5AC、KC 的

mRNA 的表达有关。 
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除此之外，气雾给药治疗炎症的效果比灌胃

给药更好，能够降低 TNF-的含量及 KC 的 mRNA

表达，可能与减弱巨噬细胞和上皮细胞的炎症反

应有关。曾有研究报道[23]，以中药雾化吸入的方

式可改善稳定期重度 COPD 患者的肺功能，有效

控制气道炎症反应，提高患者生活品质。因此，

将该复方制成气雾剂，用于临床治疗 COPD 可能

具有较好的前景。 
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