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肺舒灵对金黄地鼠肺泡巨噬细胞表达一氧化氮

合酶及产生一氧化氮的影响

张旭晨
‘
阮英茹

‘
韩晓 男

�

卢建秋
，

摘要 观察中药复方肺舒灵对金黄地鼠肺泡巨噬细胞

表达一氧化氮合酶及产生一氧化氮的影响
，

以探讨肺

舒灵防治慢性阻塞性肺疾病的作用机理
。

方法
�

经支气

管肺泡灌洗获得肺泡巨噬细胞并进行培养
。

在脂多糖

刺激同时或刺激 �小时后加入不同剂量的肺舒灵
，

应

用 比色法测定上清液中反映一氧化氮����含量的亚

硝酸盐含量
，

免疫组织化学技术检测细胞中诱生型一

氧化氮合酶������的表达情况
。

结果
�

应用肺舒灵后
，

上清液中 �� 含量和细胞中 ����表达均 明显低于脂

多糖刺激组�尸��
�

�� �
，

且呈剂量依赖关系
。

结论
�

减少

肺泡巨噬细胞表达 ����和产生 ��
，

减轻 �� 介导的

肺组织损伤
，

可能是肺舒灵防治慢性阻塞性肺疾病的

机理之一
。

主题词 巨噬细胞
，

肺泡�药物作用 一氧化氮�代谢

� 肺舒灵
、

内源性一氧化氮是由内皮细胞
、

神经细胞
、

巨噬

细胞等产生的一种多功能分子
，

在肺部炎症性疾病时
，

肺泡巨噬细胞�
�������� ������������诱生型一氧化氮

合酶��
�������� ������ ����� ��������

，
�����表达明显

增强
，

呼出气中一氧化氮����
��� �����

，
���含量明显

增加
。

此时
，
�� 作为一种前炎症因子

，

在介导炎症反应

和组织损伤中起重要作用
，

从而加重和维持气道及肺

内的炎症反应
，

导致肺组织破坏和病变加重
。

临床初

步观察表明
，

具有固本理气
、

化痰祛疲功效的中药复

方 肺 舒 灵 煎 剂 对 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 �。 �����
�

����������� ��������� �������
，
�����具有较好的防

治作用
，

但其详细作用机理尚不清楚
。

为了探讨肺舒

灵的作用机理
，

本研究应用肺泡巨噬细胞培养的方

法
，

观察了其对金黄地鼠肺泡巨噬细胞表达 ����及

产生 �� 的影响
。

� 材料与方法

�
�

� 肺泡巨噬细胞的分离与培养
�

用体重 ��。 士 �� 雄

� 中国医学科学院阜外心血管病医院中国协和医科

大学心血管病研究所
，

北京市西城区北礼士路���。 。 ���
‘� 礴匕京中医药大学中药学院

， 一

收稿 日期
�����一�� 一��

�
修回 日期

�����一��一��

性叙利亚金黄地鼠�购 自卫生部生物制品研究所�
，

进

行在体支气管肺泡灌洗
。

灌洗液在离心后弃掉上清
，

将

沉淀的细胞混悬于含 ���新生牛血清的 ��������培

养基 �����������中并调整细胞数为 �只 ���
。

将细胞

接种于内置盖玻片的 �� 孔培养板 ���������中
，

每孔

���
，

在 ���
、

�����
�

培养箱中培养 �小时后
，
洗去未

贴壁 细 胞
。

然 后 每孔 加 入 含 ��� 新 生牛血 清 的

�������� 培养基 ��工并分为以下各组进行细胞培

养
� � 组

�

脂 多 糖 ��
矛

��
，
����������� ��������

�
��

，

������刺激组��即������ 皿组
�

单纯培养基培养组
�皿

组
�������拜�����与肺舒灵�主要 由黄蔑

、

连翘
、

莱菜

子
、

淫羊茬
、

当归
、

桔梗等药组成
，

每 �� 含生药 ���共

孵 育小剂量 �������一�组
�� 组

�
������拌�����与肺

舒灵共孵育中剂量 �一��������组
� � 组

�
������拌��

���与肺舒灵共孵育大剂量����������组
�矶 组

����

���件�����刺激 � 小时后再加肺舒灵小剂量 ������

���组
�呱组

�
������拜�����刺激 �小时后再加肺舒灵

中剂量 ����������组 �姗组
�������拜�����刺激 �小

时后再加肺舒灵大剂量���������� 组
。

�
�

� 上清液收集及盖玻片贮存
�

以上各实验组细胞在

培养 �� 小时后
，
吸取上清液至微量离心管中

，
每管中

加蛋 白酶抑制剂苯 甲基氟磷酸������至 ��������
，

以防蛋白酶的降解作用
。

上清液及保留于 �� 孔培养板

中的上有肺泡巨噬细胞贴壁生长的盖玻片均于一��℃

保存备用
。

�
�

� 比色法测定上清液中亚硝酸盐含量
�

按 �� 比色

检测试剂盒 �军事医学科学院�说明书要求
，

建立亚硝

酸盐标准曲线
，

分别将各实验组上清液用 ��� 分光光

度计在 ����� 波长处测定亚硝酸盐含量年����
。

�
�

� 免疫组织化学技术检测 ����表达情况
�

将有肺

泡巨噬细胞贴壁生长的盖玻片取出
，

经 ��多聚甲醛固

定
，
���

���

阻断内源性过氧化物酶
，

经稀释的兔抗

����多克隆抗体 ��
���� ����� 公司�

、

稀释的通用型

生物素化第二抗体���� 公司�
、

稀释的链酶亲合素�过

氧化物酶复合物���� 公司�分别孵育
。
���显色

、

苏木

素复染
、

逐级酒精脱水
、

二 甲苯透明后封片
，
显微镜下

观察并对����阳性细胞进行定量
。

每实验组中各计数
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�张盖玻片
，

每张中计数 ���个细胞
，

结果以阳性细胞

所占百分率表示
。

�
�

� 统计学分析
�

采用 ������� ����
��� �

�

�进行方

差分析及组间 �检验
，

结果以 �又士��表示
。

� 结果

�
�

� 肺舒灵对上清液中亚硝酸盐含量的影响
�

当向培

养基加入 ���进行刺激后
，

上清液中反映 �� 含量的

亚硝酸盐含量明显高于单纯培养基培养组 ����
�

����

当向培养基中加入小剂量中药肺舒灵后
，

上清液中亚

硝酸盐含量明显低于 ���刺激组�尸� �
�

�� �
，

但与单

纯培养基培养组相比仍有明显差异��� 。
�

����当同时

加入中或大剂量肺舒灵后
，

亚硝酸盐含量与单纯培养

基培养组相比无明显差异��� 。
�

���
。

当预先应用 ���

刺激 �小时再加入小或中剂量肺舒灵后
，

上清液中亚

硝酸盐含量明显低于 ���刺激组 ��� �
�

�� 或 ��

。
�

���
，

但与单纯培养基培养组相比仍有明显差异�尸�

�� �� 或沪� 。
�

����当加人大剂量肺舒灵后
，

亚硝酸盐

含量与单纯培养基培养组相比无明显差异�尹� 〔� ���，

见附表
。

�
�

� 肺舒灵对肺泡巨噬细胞 ����表达的影响
�

单纯

用培养基对巨噬细胞进行培养时
，

即可见少量巨噬细

胞胞浆中有 ����表达
，

阳性细胞胞浆呈棕黄色
。

当向

培养基中加人 ���进行刺激后
，

巨噬细胞 ����表达

阳性细胞数明显高于单纯培养基培养组�尸�� ���
。

当

向培养基中同时加入中药肺舒灵后
，
巨噬细胞����表

达阳性细胞数明显低于 ���刺激组�尸��
�

���
，

但小
、

中剂量组阳性细胞数仍明显高于单纯培养基培养组��

��
�

���
，

而大剂量组与单纯培养基培养组相比无明显

差异�尸��
�

���
。

当预先应用 ���刺激 �小时再加入

中药肺舒灵后
，
巨噬细胞 ���� 阳性细胞数明显低于

���刺激组�尸��
�

���
，

而大剂量组与之相比则无明显

差异�尸��
�

���
，

见附表
。

附表 肺舒灵对肺泡巨噬细胞

����表达 �� 产生的影响�又士��

组别 亚硝酸盐含量印���� ����表达���

� �� ��士��
�

��
“ 畏

��
�

��士�
�

��
番 呀

� ��
�

��士 �
�

��△△ ��
�

��士�
，

��△ ‘玉

班 ��
�

��士 ��
�

��△。 “ ��
�

��士�
�

��△ 飞“

�� ��
�

��士�
�

��△△ ��
�

��士�
�

��△ ‘
玉 母 衬

� ��
�

��士�
�

��△△ ��
�

��士� ��△ 玉

矶 ��
�

��士 ��
�

��△二 ��
�

��士�
�

��△ 么二

姗 ��
�

��士��
�

��△△ 否

��
�

��士�
�

��△ 么 份 付

姐 ��
�

��士 �
�

��△乙 �么
�

��士 �
�

��△ ‘
么

与第 �组相 比
，△尸� �

�

��
，△△尸� �

�

�� �
与第 �组相

比
， ， ���

�

��
， � � ���

�

��

� 讨论

最初
，
�� 仅被认为是存在于烟雾中的一种有毒分

子
，

近年来研究发现
，
�� 在机体的许多生理病理过程

中起着重要的调节作用
。

内源性 �� 来源广泛
，

可由气

道和肺泡上皮
、

血管平滑肌细胞和内皮细胞
、

神经细

胞及巨噬细胞等从左旋精氨酸 ��一���������经一氧

化氮合酶 ������� ����� ��������
，
����作用而生成

。

��� 包 括原 生 型 �。 �����������
， �����和 诱 生 型

����������
，
�����两大类

。

前者主要存在于神经细胞

和内皮细胞
，
其生物活性依赖于钙离子和钙调蛋白存

在
。

后者主要存在于血管平滑肌细胞和巨噬细胞
，
其生

物活性不依赖于钙离子和钙调蛋白的存在
。

正常情况

下
，����有生物活性

，

维持机体内一定数量的 �� 产

生
，

此对于机体调节血管紧张度
、

松弛气道平滑肌
、

抗

炎防御功能有重要作用
。

����一般不表达
，

但可被某

些细胞因子�如 ���一�
、

��一 ��
、
���一��和 ���等诱

导激活
，

激活后产生的高浓度的 �� 可诱发多种炎症

性疾病
，
引起组织损伤���

。

炎症性肺部疾病时
，

呼出气中 �� 含量明显增加
。

�������� 等认为呼出气中 �� 含量的升高
，

可以作为

气道及肺部炎症存在的标志山
。

�� 作为前炎症因子
，

在介导炎症反应和组织损伤中起重要作用
。

当给大鼠

静脉注射 ���后
，

肺内反映 �� 含量的亚硝酸盐含量

及反映炎症程度的髓过氧化物酶活性明显升高川
。

给

大鼠气管内注人 ��� 后
，

亦观察到肺内中性白细胞和

巨噬细胞明显增多
，

肺泡巨噬细胞 ���� ���� 表达

明显增强闭
。
���激活 ����后产生的 �� 还可以作用

于肺内血管床
，
破坏内皮细胞的完整性

，
使血管壁通透

性增加
，

引起肺部水肿和炎细胞浸润��，�〕 。

浸润的炎细

胞可释放中性白细胞弹性蛋白酶和基质金属蛋白酶
，

对肺组织的弹性纤维
、

胶原纤维等进行破坏
。

此外
，
��

作为含氮自由基
，

可与肺内的超氧阴离子反应生成过

氧亚硝酸离子和过氧亚硝酸盐
，

前者为强氧化剂
，

后者

有细胞毒作用
。

两者可以诱导产生脂质过氧化物
，

干扰

多种酶的作用途径
，

也可以与铁及铁蛋白酶反应生成

毒性亚硝基化合物
，

从而造成肺部损伤
。

���� 是一常见病
、

多发病
，

其发病机理 尚不清

楚
。

目前认为
，

弹性蛋白酶�抗弹性蛋白酶系统失衡
、

肺

及气道内炎症等是 ���� 的主要发病因素山
。

研究表

明
，
���� 患者肺和气道内以及肺泡灌洗液中有多量

的中性白细胞
、

巨噬细胞等炎细胞存在
，

呼出气中 ��

含量明显增高���
。
���

�
等观察到

，

应用 ����抑制剂

后
，

可明显降低肺组织的 ����表达和 �� 的产生
，

减

少肺内炎细胞的浸润
，

减轻肺组织损伤闭
。

在急性胰腺

炎时
，

常常伴有肺组织的损伤
。

研究表明
，

胰腺炎时的

肺组织损伤是由于肺内巨噬细胞 ����活性增强味产生
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过量 �� 所致
。

应用 ����抑制剂 �一���� 后
，

可通

过抑制 ����
，

减少 �� 产生
，

阻止胰腺炎时发生的肺

组织损伤���〕 。

因此
，
抑制肺组织特别是肺泡巨噬细胞

����活性
，

减少过量的 �� 产生
，

可以减轻肺内炎症

程度
，
减少中性白细胞弹性蛋白酶和基质金属蛋 白酶

的含量
，

抑制肺基质的降解和破坏
，

从而对肺组织起到

保护作用
，

阻止和减轻 ���� 的发生和发展
。

中 医学将 ���� 归之于
“
咳嗽

” 、 “
痰饮

” 、 “
喘症

” 、

“
肺胀

”
等范畴

，

其病机以正气虚弱为本
，

痰饮
、

血疲
、

气

滞等邪实为标
，

其治则宜固本理气
、

化痰祛密
。

肺舒灵

主要由黄蔑
、

当归
、

连翘
、

莱服子
、

淫羊霍
、

桔梗等药组

成
，

方中黄蔑补益脾肺
，

淫羊蕾补肾壮阳
、

助黄蔑扶正

固本
，

二者合用
，

使正盛则足以制邪 �桔梗开宣肺气
、

祛

痰利咽
，

莱服子消食导滞
、

降气化痰
，

二者一升一降
，

理

气开胸化痰 �当归善活血化疲
，

与桔梗
、

莱旅子相伍
，

一

入血分
，

一入气分
，
并行不悖

，

气血同调
�
连翘清热解毒

散结
，

助桔梗
、

当归涤除顽疾痰察
。

诸药合用
�

补其虚
，

祛其痰
，

行其滞
，

调其血
，

使脾肾强健
，

肺治节有权
，

则

诸症自除
。

临床初步观察发现
，

肺舒灵对 ���� 有较好

的防治作用
，

但其作用机理尚不清楚
。

前已述及
，
肺泡

巨噬细胞在受到 ���等刺激后 ����表达明显增强
，

�� 含量明显增加
。

本实验中应用 ���对支气管肺泡

灌洗液中肺泡巨噬细胞进行刺激后发现
，

细胞中����

表达明显增强
，

培养液上清中反映 �� 含量的亚硝酸

盐含量明显升高
。

本实验通过比色法检测亚硝酸盐含

量及免疫组织化学技术检测 ����表达和 �� 含量明

显下降且呈剂量依赖关系
�当应用 ���刺激 �小时后

再向培养基中加入不同剂量的肺舒灵时
，

亦可见到

����表达和 �� 含量有较明显的下降
，

并有剂量依赖

关系
。

以上结果提示
，

降低肺内 �� 含量
，

减轻 �� 介

导的肺组织损伤
，

可能是肺舒灵对 ���� 发挥防治作

用的机理之一
。
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科技攻关课题�课题号 ��一���

一 ��一 ���

北京明驰医药信息中心经销下列商品风湿骨质增生治疗仪 ���� 元�台 韩氏治疗仪���。 。�型 ��吕元�台 多头火针�� 元�支 无烟艾条 �元�合
��

，

一 电子痔疮治疗仪 ����� 元�台 �������型�离子导人����元�台 可调多头火针�� 元�支 头针模型�� 元�个

��一 �型脑瘫治疗仪 ��� 元�台 �������型�� 路输出����� 元�台 弹簧火针�� 元�支 手针模型 ” 元�个
��一 型脑瘫治疗仪���� 元�台 智能型关节炎治疗仪 ��� 元�台 新九针包 ��� 元�套 足针模型��元�个
���〕��� �全能脉冲电疗仪��� 元�台 ��� 理疗枪式拔罐�� 元�套�� 只� 大号氧气袋�� 元�只 耳针模型��������元�个

韩氏穴位神经刺激仪 ��� 理疗枪式拔罐�� 元�套�精装� 太极保健笔�� 元�只 耳针模型��������元�个

��一��� 型 ‘�� 元�台 ���神灯治疗仪�单头���。 元�台 王不留行贴 �。 元�包 耳穴挂图此 元�套

高性能针灸治疗仪 ���� 元�台 ���神灯治疗仪�双头����元�台 磁珠贴�� 元�包 女性人体穴位挂图 ��元�套

���一�手穴诊疗仪��� 元�台 海华治疗仪��� 元�台 医用耳穴定向磁珠�� 元� 男性人体穴位挂图 �。 元�套
���一�� 多功能艾灸仪���� 元�台 五星磁吸针 工�� 元�套 袋 颈椎牵引器 �“ 元�个
���一�多功能艾灸仪��� 元�台 奇罐 ��� 元�台 耳穴板 �� 元�片 腰椎牵引器 ��。 元�个

精尿病治疗仪���元�台 橡胶火罐��元�套 耳穴板 �� 元�片〔新型� 颈推牵引器�充气���元�个

三特针灸按康仪 ��� 元�台 医用定时钟���元�台 中国温灸器�� 元�套 骨骼模型 ��。 元�套

程控针灸按摩治疗仪 ��� 元�台 昊氏�八罐 ��� 元�套 微烟艾灸器 ��元�套 人体解剖模型�男性���。�套

多用电子穴位侧定治疗仪 ��� 元�台 汉章小针刀 �切元�套 新型灸架 �� 元刃只 人体解剖模型�女性�����套

中风治疗仪 ��� 元�台 小针刀疗法 �� 元�册 制艾柱模具 路 元�套 ���� 人体穴位模型 ��� 元�个

超低波理疗仪 ���元�台 大针包��元 微烟药条〔福建��元�合 ���� 男性穴位模型 ��元�个
������型��� 元�台 小针包��元�套 温灸纯艾条 �元�盒 ���� 男性穴位模型 ��元�个
������型�青岛产����元�台 单头火针 �元�支 大乙药艾条�元�盒 ���� 女性穴位模型��元�个

��的胳忆入型�上海产����元�台 可调单头火针�� 元�支 念盈药艾条 �元�盒 磁圆梅针 ��元�只�带教材盒

装�

师怀堂九针包 ��� 元�套�带教

材�

太极平衡刮疹用具�� 元�套

各种规格针灸针

中医药图书医学录像带详细目

录备索

以上商品 �� 元以上

办 理 邮寄
，

另加 ���由卜

费
。

救到 �日内必发货
，

对

所曹商品实行三包
。

在汇

欲单附官内写清所购商品

名称和数，
。

邮政编码
�

������
，

地址
�

北京市东直

门 内南小街 ��号
，
联 系

人
�

李维明
。

电话 �传真�
�

�������������
，

手机
����

����������
。
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