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红豆杉提取物对慢性阻塞性肺疾病小鼠的药效学评价 
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摘要：目的  观察红豆杉提取物灌胃给药对吸烟致慢性阻塞性肺病(COPD)模型小鼠的影响，对其药效进行评价，并对其

作用机制进行初步探讨。方法  C57BL/6 小鼠烟熏 3 个月后，收集肺泡灌洗液(BALF)和肺组织，对 BALF 进行白细胞分

类计数，取肺组织做组织切片进行 HE 染色和 AB/PAS 染色，观察炎症细胞浸润情况，并对超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱

甘肽(GSH)、髓过氧化物酶(MPO)活性和 TNF-、KC、MIP-2 表达量进行测定。结果  红豆杉提取物具有降低白细胞总

数的作用，可显著增加 SOD、GSH 含量，抑制 MPO 活性，且具有显著抑制 TNF-、KC 炎症因子的作用。结论  红豆

杉提取物对 COPD 动物模型有一定的治疗效果，其作用机制可能与抑制中性粒细胞迁移、抑制炎症细胞因子的产生、抑

制黏液分泌有一定关系。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To observe the effect of Taxus chinensis extract on chronic obstructive pulmonary disease(COPD) 
mice, evaluate its efficacy, and study its mechanisms. METHODS  Smoke mice model for COPD was established, and the 
broncho alveolar lavage fluid(BALF) and lung tissues were finally collected for total differential white blood cells counting and 
HE and AB/PAS staining. The SOD, GSH, MPO activity, as well as TNF-, KC and MIP-2 expression were determined to 
evaluate inflammatory infiltration. RESULTS  The extract of Taxus chinensis significantly decreased the content of WBC, 
increased the activity of SOD and GSH, and inhibited MPO activity and TNF- and KC inflammatory factors. CONCLUSION  
The extract of Taxus chinensis show effectiveness on COPD mice model, with its mechanism of action associated with inhibition 
of migration of neutrophil, the generation of inflammatory cytokines and mucus secretion of airway. 
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慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 (chronic obstructive 
pulmonary disease，COPD)是呼吸系统疾病中的常

见病和多发病，患病率和病死率均居高不下。调

查显示，我国 40 岁及以上人群 COPD 患病率高达

13.7%[1]，其病因可能是多种环境因素与机体自身

生长因素长期相互作用的结果。吸入刺激物(如香

烟等)可引起过度的炎症反应，逐渐导致气流受限。

目前广泛认为气道、肺实质及肺血管的慢性炎症

是 COPD 的特征性改变[2-3]。炎症反应使得巨噬细

胞、中性粒细胞和 T 细胞显著升高，进而引发氧

化应激反应，而氧化应激又可激活前炎基因的表

达，引发一系列的肺部炎症反应，从而导致气道

上皮损伤，气流受限，蛋白酶/抗蛋白酶失衡等，

使得 COPD 进程加速[4-5]。在炎症反应中，肿瘤坏

死因子-(TNF-)是首先产生的一种广泛的前炎

症细胞因子，在COPD的急性发作中常伴有TNF-
的急剧增高，其后果是促进炎症细胞趋化和活化，

破坏气道结构 [6-7]。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，这些趋化因子的

表达水平反映了机体炎症情况[8-9]。 
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红豆杉，也称紫杉，是一种常绿针叶乔木或

灌木，散生于林中，是经过了第四纪冰川遗留下

来的古老树种，在地球上已有 250 万年的历史，是

世界上公认的濒临灭绝的天然珍稀抗肿瘤植物[10]，红

豆杉属植物具有突出的广谱抗肿瘤活性，其中主

要的活性成分是紫杉醇[11]。近年来，随着研究的

深入，发现红豆杉属植物还具有抗老年痴呆、降

血糖、免疫调节、减轻缺血再灌注导致的心肌损

伤、保肝等多方面的药理作用[12-15]。然而红豆杉

具有一定的毒性，在很大程度上限制了其临床应

用。本研究通过对红豆杉的叶、干、根、皮按一

定比例在 55~65白酒进行浸渍减毒处理[16]，获得

了红豆杉无毒提取物，并首次采用经典的烟熏小

鼠模型[17]，对该提取物进行 COPD 动物药效学评

价研究。 
1  材料 
1.1  材料 

清洁级 C57BL/6 小鼠 60 只，♀♂各半，♀体质

量为(20±2) g，♂体质量为(25±2) g，4~8 周龄，购

买于南京生物医药研究院，实验动物生产许可证

号：SCXK(苏)2015-0001；质量合格证：201705990。
所有操作和实验流程均遵守《实验动物管理条例》，

每天人工控制日照 12 h(8: 00—20: 00)，夜照

12 h(20: 00—8: 00)，动物在实验前均自由进食和进水。 
1.2  药品与试剂 

红豆杉提取物(东阳市杰迩威生物科技有限公

司，原东阳市成杰红豆杉开发有限公司，批号：

20170913)；噻托溴铵喷雾剂[思力华能倍乐，上海

勃林格殷格翰药业有限公司，批号：国 J20120047；
规格：0.226 34 mg·L1(以噻托溴铵计)，每揿含噻

托溴铵 2.5 g，每瓶 60 揿]；白沙烟(湖南中烟工

业有限责任公司，焦油 10 mg，烟碱 1.0 mg，一氧

化 碳 13 mg) ； BSA( 德 国 Sigma Aldrich) ；
30%H2O2(国药集团化学试剂有限公司)；超氧化物

歧化酶 (SOD)试剂盒 (批号：20171208；规格：

100T/96 样 )、谷胱甘肽 (GSH)试剂盒 (批号：

20171205；规格：100T/96 样)、髓过氧化物酶(MPO)
试剂盒(批号：20171219；规格：100T/48 样)均来

自南京建成生物工程研究所；小鼠 TNF-、KC、
MIP-2 ELISA 试剂盒(Duoset，R&D Systems，批号

分别为 840143，840171，840135)；磷酸缓冲盐溶

液、无水乙醇、氯化钠、磷酸盐(市售分析纯试剂，

国药集团化学试剂有限公司)。 

1.3  仪器 
TE-10 型香烟烟雾暴露装置(Teague Enterprises，

美国)；立式压力蒸汽灭菌器(上海博迅实业有限公

司医疗设备厂)；N 085 Pari Boy 雾化吸入器(德国

百瑞有限公司)；AG 245 型电子天平(瑞典 Mettler 
Toledo)； 905-ULTS 型低温冰箱 (美国 Thermo 
Scientific)； F6/10 型匀浆机 (德国 FLUKO) ；
HH-W-420 型数显恒温三用水箱(国旺实验仪器

厂)；D3024R 型冷冻离心机(美国 SLICOGEM)；
AF100 型制冰机(美国 Scontman)；EG1150H 型石

蜡包埋机、RM2135 型轮转式石蜡切片机均来自德

国 Leica；CX31 型光学显微镜(日本 Olympus)；
ELX800UX Bio-tek 酶标仪 (美国 instrument)；
NanoDrop 2000 微量紫外分光光度计(美国 Thermo)；
涡旋混合器(其林贝尔制造有限公司)。 
2  方法 
2.1  分组   

将 60 只小鼠随机分为正常组、模型组、噻托

溴铵组和红豆杉高、低剂量组。正常组正常饲养，

使用空气暴露；模型组用生理盐水灌胃；噻托溴

铵组给予噻托溴铵雾化剂 5 μg·kg1；红豆杉高、

低剂量组分别灌胃给予红豆杉 100，300 mg·kg1。 
2.2  小鼠吸烟模型的制备和给药方法   

参考文献[17-18]，除空白组外，各组小鼠均在

给药结束 0.5 h 后进行烟雾暴露。每个循环 10 支

烟，每天 10 个循环，烟全部吸完再闷 1 h 后取出

小鼠，共造模 93 d。暴露装置中，总悬浮颗粒物

的含量为 0.16~0.18 mg·L1，CO 浓度为 400~ 
500 ppm。 
2.3  对吸烟模型小鼠的影响   

小鼠末次攻击后 24 h 眼球采血处死。结扎右

肺，暴露气管行气管插管，用生理盐水 0.5 mL 分

2 次进行支气管肺泡灌洗，混匀后进行细胞总数计

数，以 250×g 离心 10 min，取细胞沉淀涂片，晾

干后行 HE 染色，每个标本计数白细胞、中性粒细

胞、淋巴细胞和单个核细胞(巨噬细胞)的比例，记

录各自的百分比，并计算得到各类细胞绝对值。

取右下肺叶用中性福尔马林液固定，做石蜡切片，

进行 HE 染色和 AB/PAS 染色；取右肺中、下叶，

放入80 ℃保存，用于 SOD、GSH、MPO 活性和

TNF-、KC、MIP-2 表达量的测定。 
2.3.1  白细胞计数及白细胞分类计数  取 50 μL 
支气管肺泡灌洗液(bronchoalveolar lavage fluid，
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BALF)加入 450 μL 白细胞计数液，用低倍镜计数

4 个大格白细胞数量，根据“白细胞总数/mL=4 个

大格白细胞总和/4×20×104”计算白细胞总数。用

高倍镜观察瑞氏吉姆萨染片，计数 200 个白细胞

中中性粒细胞、巨噬细胞和淋巴细胞的数目。 
2.3.2  石蜡切片制作及 HE 染色  取置于 4%甲醛

溶液中进行固定的右下肺组织，常规脱水、透明、

浸蜡、包埋。切片厚度 4 m，常规脱蜡、脱水、

透明，苏木素染色 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。对每只小鼠 HE 染色的切片进行分析。

染色切片按相似气管和血管周围炎症细胞浸润数

目进行评分。 
2.3.3  AB/PAS 染色  切片脱蜡至水、水洗、高碘

酸染色、水洗 Schiff 液染色、偏重亚硫酸钠作用、

流水冲洗，苏木精复染，水洗，蓝化，透明，最

后滴加中性树胶封片。以染色观察气道的黏液分

泌，蓝色提示为酸性黏液，紫红色提示为中性黏

液。黏液评分以阳性的杯状细胞数占整个气道上

皮细胞数的百分比表示。评分标准如下：0 分，<5%；

1 分，5%~25%；2 分，25%~50%；3 分，50%~75%；

4 分，>75%。这些炎症以及黏液的评分均在不知

情的研究人员单独完成，即采取单盲法。 
2.3.4  肺组织匀浆制备及 SOD和GSH活性、MDA
含量的测定  从80 ℃冰箱中取出右肺中下叶样

本，置于冰上，称重(mg)并记录，匀浆后离心，取

上清液，按各试剂盒要求检测 SOD、GSH 活性和

MDA 含量。 
2.3.5  肺组织中 TNF-、KC、MIP-2 的表达  采
用 ELISA 法测定，按说明书操作。用酶标仪在

450 nm 下测定(室温；20 min)，记录测量结果并进

行分析。 
2.3.6  MPO 酶学动力测定法   依次新鲜配置

Homogenate Buffer 和 Assay Buffer，配完置于冰

中，现配现用。每个 EP 管加 30 µL Homogenate 
Buffer，充分混匀，12 000 r·min离心 10 min。取

上清于排管，冰上按每孔 5 µL 加入 96 孔酶标板，

每样本 3 个复孔。开启酶标仪，于酶标仪边上，

按每孔 250 µL 加入 Assay Buffer，迅速(15 min 内)
在 460 nm 下测定 OD 值。 
2.4  统计学处理   

所有数据用 SPSS 10.0 统计软件处理，实验数

据用 sx  表示，各组均数先行方差齐性检验，各

样本均数的比较采用方差分析和两样本 t 检验，

P<0.05 为差异有统计学意义。 
3  结果 
3.1  红豆杉提取物对小鼠的影响 

熏烟小鼠的 BALF 白细胞总数较正常组明显

升高，红豆杉提取物有一定降低白细胞总数的作

用，但没有明显的量效关系。同时阳性对照药物

噻托溴铵也有一定抑制白细胞渗出的作用。红豆

杉低剂量组作用强度与噻托溴铵雾化组相当。结

果见图 1。 

 
图 1  红豆杉提取物对 COPD 小鼠支气管肺泡灌洗液中白细

胞总数的影响 

与模型组比较，1)P<0.05。 
Fig. 1  Effect of Taxus chinensis extract on the total number 
of WBC in BALF of mouse with COPD 
Compared with model group, 1)P<0.05. 

3.2  红豆杉提取物对肺组织病理改变的影响 
熏烟后肺组织病理切片可见明显炎症改变，

气道、血管周围及组织间隙均可见炎症细胞围绕；

红豆杉提取物对肺大泡的形成及气道、血管周围

及组织间隙的炎症细胞有一定抑制作用。噻托溴

铵组也有一定抑制作用，与低剂量红豆杉提取物

相当。结果见图 2~3。 
3.3  红豆杉提取物对肺组织匀浆中 SOD 活性的影响 

与正常组相比，模型组 SOD 含量显著降低

(P<0.05)；与模型组相比，红豆杉提取物低、高剂

量均具有明显增加 SOD 含量的作用(P<0.05)，作

用强度与噻托溴铵相当。结果见图 4。 
3.4  红豆杉提取物对肺组织匀浆中 MPO 活性的

影响 
测定 10%的肺组织匀浆中 MPO 的活性，结果

表明，与正常组相比，吸烟诱导的 COPD 模型肺

组织匀浆中 MPO 活性明显上升(P<0.05)，低剂量

红豆杉提取物具有抑制 MPO 活性的作用

(P<0.05)，噻托溴铵的作用与低剂量红豆杉提取物

相当。结果见图 5。 
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3.5  红豆杉提取物对肺组织匀浆中 GSH 活性的影响 
与模型组相比，高、低剂量红豆杉提取物均有

增加 GSH 含量的作用(P<0.05)，作用强度优于噻

托溴铵组。结果见图 6。 
3.6  红豆杉提取物对肺组织匀浆中细胞因子含量

的影响 
与正常组相比，吸烟诱导的 COPD 肺组织匀

浆中细胞因子含量明显上升；与模型组比较，红

豆杉提取物能降低 MIP-2 的含量，但作用强度较

弱，未见统计学差异，而噻托溴铵组作用不明显。

高剂量红豆杉提取物能够显著抑制 KC 炎症因子

的分泌(P<0.05)；高、低剂量红豆杉提取物均可显

著抑制 TNF- 的表达(P<0.05)，作用强度均优于噻

托溴铵。结果见图 7。 

4  讨论 
COPD 属于全身性的炎症反应性疾病。在

COPD 病情发展过程中，体内炎性细胞因子可逐渐

在气道内以及肺部组织中积聚，其中 TNF-主要

由活化后的巨噬细胞产生，属于前炎症因子，其

激活后还可以刺激肺内的其他细胞产生更多的细

胞因子，如 MIP-2、KC 的产生，从而放大局部的

炎症反应，而炎症细胞的激活又能反过来增加内

源性氧化物释放、加剧氧化应激反应，破坏氧化

与抗氧化能力的平衡，造成患者的肺部结构破坏，

致肺血管发生重构。因此炎性因子含量的显著增

高、机体抗氧化能力下降可能是导致 COPD 患者

出现肺动脉高压、慢性肺损害以及肺部功能减退

等严重并发症的主要原因[19-23]。 

 
图 2  组织病理图 
Fig. 2  Histopathology 
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图 3  红豆杉提取物对 COPD 小鼠肺组织中炎症病理变化

的影响 
与模型组比较，1)P<0.05。 
Fig. 3  Effect of Taxus chinensis extract on the pathological 
changes of inflammation in lung tissues of mouse with COPD 
Compared with model group, 1)P<0.05. 

 
图 4  红豆杉提取物对COPD小鼠肺组织匀浆中 SOD含量

的影响 
与模型组比较，1)P<0.05。 
Fig. 4  Effect of Taxus chinensis extract on the content of 
SOD in the lung tissues homogenate of mouse with COPD 
Compared with model group, 1)P<0.05. 

 
图 5  红豆杉提取物对 COPD 小鼠肺组织匀浆中 MPO 活性

的影响 
与模型组比较，1)P<0.05。 
Fig. 5  Effect of Taxus chinensis extract on the activity of 
MPO in the lung tissues of mouse with COPD 
Compared with model group, 1)P<0.05. 

 
图 6  红豆杉提取物对COPD小鼠肺组织匀浆中GSH含量

的影响 
与模型组比较，1)P<0.05。 
Fig. 6  Effect of Taxus chinensis extract on the content of 
GSH in the lung tissues of mouse with COPD 
Compared with model group, 1)P<0.05. 

 
图 7  红豆杉提取物对 COPD 动物模型肺组织匀浆中细胞因子含量的影响 
与模型组比较，1)P<0.05。 
Fig. 7  Effect of Taxus chinensis extract on the content of Cytokine in the lung tissues of mouse with COPD 
Compared with model group, 1)P<0.05. 

本研究结果发现，对烟雾诱导的 COPD 小鼠，

其肺组织病理切片可见明显炎症改变，气道周围、

血管周围及组织间隙均可见炎症细胞围绕，而红

豆杉提取物能降低炎性细胞因子 MIP-2 的含量，

显著抑制 KC 炎症因子的分泌和 TNF- 的表达，

对于肺大泡的形成及气道周围、血管周围及组织

间隙的炎症细胞均有一定抑制作用，提示该提取

物对 COPD 患者可能具有良好的抗炎作用。 
氧化应激是已经被公认的 COPD 的发病机制

之一，针对氧化应激这一发病机制使用药理抗氧

化剂或促进内源性抗氧化剂水平，被认为是治疗

COPD 的有效方法。目前认为 GSH 是肺部和全身

抵抗氧化应激的关键抗氧化剂，SOD 是重要的肺

部抗氧化酶。而 MPO 氧化应激损伤后中性粒细胞
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聚集释放的产物，可引发气道黏液高分泌和肺气

肿。本研究中，吸烟诱导的 COPD 模型小鼠肺组

织匀浆中 GSH 含量及 SOD 活性均显著降低，MPO
活性明显升高。给药后，GSH 含量及 SOD 活性均

显著升高，而 MPO 活性被明显抑制，表明红豆杉

提取物具有提高 SOD 活性，增加 GSH 含量，抑

制 MPO 的作用。 
本研究采用经典的香烟烟雾 3 个月暴露模型，

基本上反映了 COPD 的病理特征，相当于 COPD
Ⅰ期或Ⅱ期水平，而晚期病变如肺气肿、肺纤维

化等则需要更长时间建模[24-25]。本研究通过对模

型小鼠肺组织病理切片及肺组织匀浆中多种炎症

趋化因子 TNF-、MIP-2、KC 等的检测，以及氧

化应激时 SOD、GSH、MPO 活力的测定，较全面

地评价了减毒红豆杉提取物的药效，初步探讨了

其作用机制，为进一步开发红豆杉提供了理论依据。 
综上所述，红豆杉提取物对 COPD 动物模型

有一定的治疗效果。红豆杉提取物能抑制 COPD
动物肺大泡的形成，对于气道周围、血管周围及

组织间隙的炎症细胞以及肺组织中黏液分泌也有

一定抑制作用。红豆杉提取物能明显增加 GSH、

SOD 等含量，显著降低 TNF-、KC 等炎症因子

以及肺组织 MPO 活性的作用，作用强度优于或相

当于阳性药噻托溴铵雾化剂。 
以上结果表明红豆杉提取物对 COPD 动物模

型的作用机制可能与抑制中性粒细胞迁移、抑制

炎症细胞因子的产生、抑制黏液分泌及抗氧化应

激损伤有一定关系。 
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