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［摘要］ 目的 探讨补肺健脾方治疗慢性阻塞性肺疾病 ( COPD) 骨骼肌功能障碍的可能作用机制。 方法
50 只大鼠分为空白对照组、补肺健脾方组各 25 只。空白对照组大鼠给予生理盐水 2 ml /只灌胃，补肺健脾
方组给予补肺健脾方悬乳液 4. 51 g / ( kg·d) 的 10 倍剂量灌胃，每日 1 次。于第 7 日灌胃后 1 h腹主动脉取血
制备含药血清。正常培养的 L6 细胞分为正常组 ( 10%空白对照组血清) 、模型组 ［10%空白对照组血清 +
10%香烟烟雾提取物 ( CSE) ］、补肺健脾组 ( 10%补肺健脾方组血清 + 10% CSE) 、西药组 ［10%空白对照
组血清 + 10% CSE + 5 mmol /L 抗氧化剂 N-乙酰半胱氨酸 ( NAC) ］、补肺健脾 +西药组 ( 10%补肺健脾方组
血清 + 10% CSE +5 mmol /L NAC) 分别加入相应药物后，培养 24 h。检测各组细胞中活性氧 ( ＲOS) 水平及
锰超氧化物歧化酶 ( MnSOD) 、过氧化氢酶 ( CAT) mＲNA 和蛋白表达。 结果 模型组细胞中 ＲOS 水平、
MnSOD和 CAT mＲNA和蛋白表达较正常组明显升高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，补肺健脾组、西药组和补肺健
脾 +西药组 ＲOS水平、MnSOD mＲNA和蛋白及补肺健脾组 CAT mＲNA的表达较模型组降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) 。与补肺健脾组比较，西药组和补肺健脾 +西药组MnSOD和 CAT mＲNA表达下降更为明显 ( P ＜ 0. 05
或 P ＜ 0. 01) 。 结论 补肺健脾方和 NAC均能降低 L6 细胞中 ＲOS 水平，减轻氧化应激，且两者联合运用
效果更佳，这可能是其改善 COPD骨骼肌功能障碍的机制之一。
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慢性阻塞性肺疾病 ( chronic obstructive pulmo-
nary disease，COPD) 以持续性呼吸道症状和气流
受限为特点，常与有毒颗粒或气体的显著暴露引起

的气道和 /或肺泡异常有关［1］。骨骼肌功能障碍作
为 COPD最常见的肺外并发症之一，常发生在疾病
早期，约 1 /3 的 COPD 患者骨骼肌肌力可下降
25%［2］，呼吸肌功能障碍普遍存在［3］，这是导致
COPD患者呼吸困难，肺功能下降，活动受限，病
情恶化的重要因素之一。吸烟是 COPD的主要致病
因素，可导致吸烟者红细胞过氧化氢酶 ( CAT) 活
性和总抗氧化能力下降，骨骼肌出现氧化损伤和功

能障碍［4 － 6］。我们前期研究表明，中药补肺健脾方
能抑制 COPD 模型大鼠骨骼肌炎性反应和细胞凋
亡，改善骨骼肌萎缩［7 － 8］，增加肺组织超氧化物歧

化酶 3 ( SOD3 ) 的基因表达［9］。本研究以大鼠成
肌细胞 ( L6 ) 为研究对象，观察补肺健脾方对
10%香烟烟雾提取物 ( CSE) 诱导的 L6 细胞锰超
氧化物歧化酶 ( MnSOD) 和 CAT 的影响，探讨补
肺健脾方改善骨骼肌功能障碍的可能作用机制。

1 材料与方法

1. 1 动物和细胞
雄性 SPF级 SD 大鼠 50 只，鼠龄 6 ～ 8 周，体

质量 ( 200 ± 20 ) g，由河南省实验动物中心提
供，实验动物合格证号: SCXK ［豫］ 2015 － 0005。
大鼠成肌细胞 ( L6) ，购自中国科学院典型培养物
保藏委员会细胞库 ( 编号: 41603602) 。
1. 2 药物
补肺健脾方组成: 党参 15 g，黄芪 15 g，白术

12 g，茯苓 12 g，川贝母 9 g，地龙 12 g，陈皮 9 g
等，浸膏由河南中医药大学药学院药物分析实验室
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提供，1 g 提取物相当于生药量 2. 1 g，加水制成
1 g /ml的悬乳液。
1. 3 主要试剂和仪器
红旗渠牌过滤嘴香烟，由河南中烟工业有限责

任公司提供 ( 烤烟型，焦油量 14 mg，烟气烟碱量
1. 2 mg，烟气一氧化碳 15 mg) ; NaOH ( 天津市永
大化学试剂有限公司，批号: 20121029 ) ; 浓盐酸
( 双双化工有限公司，批号: 20121003 ) ; 抗氧化
剂 N-乙酰半胱氨酸 ( NAC，批号: S162301 ) ，
Selleck Chemicals 公司; DMEM 培养基 ( 批号:
20180816) 、活性氧 ( ＲOS) 检测试剂盒 ( 货号:
CA1410) 、总 ＲNA 提取试剂盒 ( 货号: Ｒ1200 ) 、
BCA蛋白浓度测定试剂盒 ( 货号: PC0020) 、细胞
裂解液 ( 批号: 20170622 ) 、SDS-PAGE 凝胶 ( 批
号: 20180613) ，均由北京索莱宝科技有限公司提
供; mＲNA 逆转录试剂盒 ( 货号: Ｒ211-01 /02 ) 、
扩增试剂盒 ( 货号: Q711-02 /03 ) ，由南京诺唯赞
生物科技有限公司提供; 一抗 ( 货号: 10494-1-
AP，Proteintech 公 司 ) ; MnSOD 二 抗 ( 货 号:
41801) 和 CAT二抗 ( 货号: 42795 ) ，由 GeneTex
公司提供。
紫外分光光度计 ( Thermo公司，1510 型) ; 激

光扫描共聚焦显微镜 ( ZEISS 公司，LSM 700 型) ;
7500 Ｒeal time PCＲ 仪器 ( ABI 公司，Massachusetts
型 ) ; 凝 胶 成 像 系 统 ( Bio-Ｒad 公 司，版 本
5. 2. 1. 62311) 。
1. 4 含药血清的制备
采用 Excel 2013 中 ＲAND函数生成随机数将大

鼠分为空白对照组、补肺健脾方组，每组 25 只。
空白对照组大鼠给予生理盐水 2 ml /只灌胃，补肺
健脾方组给予补肺健脾方悬乳液 4. 51 g / ( kg·d) 的
10 倍剂量连续灌胃 7 天，每天 1 次，于第 7 天灌
胃后 1 h，腹主动脉抽血，无菌分离血清，高温灭
活后， － 70 ℃保存备用。
1. 5 CSE的制备
根据 Sheridan 等［10］报道的方法，采用 1 支去

过滤嘴红旗渠香烟由负压吸引装置连续抽吸，烟雾

导入 20 ml无血清的 DMEM培养基中制成悬液，同
时用 1 mol /L NaOH 和 37. 5% 浓盐酸调 pH 值至
7. 4，紫外分光光度计测得 OD 值 ( 每次制备均需
重新测量，误差在 ± 0. 05 ) ，经 0. 22 pm 的滤器过
滤除菌，得到的悬液定义为 100% CSE，作用细胞
浓度为 10% CSE。
1. 6 实验分组与处理
正常培养的 L6 细胞按 2 × 105 个 /孔接种于 6

孔板，培养 24 h 后，细胞分为正常组 ( 10%空白
对照组血清) 、模型组 ( 10%空白对照组血清 +
10% CSE) 、补肺健脾组 ( 10%补肺健脾方组血清 +
10% CSE) 、西药组 ( 10%空白对照组血清 + 10%
CSE + 5 mmol /L NAC) 、补肺健脾 +西药组 ( 10%
补肺健脾方组血清 + 10% CSE + 5 mmol /L NAC) ，
每孔加入液体总体积为 2 ml，分别加入相应药物
后，余用 DMEM 培养液补充。37 ℃、5% CO2 培

养箱培养 24 h，开始检测指标。
1. 7 观察指标及方法
1. 7. 1 ＲOS水平检测 按照 ＲOS 检测试剂盒说明
书进行操作，采用激光共聚焦显微镜观察拍照，运

用 Image-ProPlus 6. 0 软件分析图片，以每组荧光强
度代表 ＲOS水平。
1. 7. 2 MnSOD和 CAT mＲNA表达 采用 qPCＲ技
术测定，mＲNA 提取严格按照总 ＲNA 提取试剂盒
说明进行。引物由安徽通用生物系统有限公司提
供，引物序列如下: MnSOD: 上游 GCCTCAGCAAT-
GTTGTGTCG， 下 游 ATTGTTCACGTAGGTCGCGT，
192bp; CAT: 上游 TCACCTGAAGGACCCTGACA，
下游 TCCATCTGGAATCCCTCGG，103bp; GAPDH:
上 游 ACAGCAACAGGGTGGTGGAC，下 游 TTT-
GAGGGTGCAGCGAACTT，253bp。参照第一链 cD-
NA合成、扩增试剂盒说明进行逆转录和扩增反
应。根据公式 2 －△△CT计算 mＲNA相对表达量。
1. 7. 3 MnSOD 和 CAT 蛋白表达 采用 Western
blot技术测定，每孔加入 150 μl细胞裂解液，摇床
摇晃 20 min，收集细胞和裂解液，离心后取上清，
BCA 法检测蛋白浓度。10% SDS-PAGE 凝胶进行
电泳分离后，半干转膜法转膜，5% 脱脂奶粉封闭
1 h，一抗 4℃孵育过夜，辣根过氧化物标记二抗孵
育 1 h，洗涤，ECL化学发光液孵育，凝胶成像系
统扫描并定量分析条带光密度值。
1. 8 统计学方法
采用 SPSS 22. 0 统计软件，计量数据以均值 ±

标准差 ( 珋x ± s) 表示，组间比较采用单因素方差分
析。检验水准 α = 0. 05。

2 结果

2. 1 各组细胞中 ＲOS水平比较
表 1 示，模型组 ＲOS 水平较正常组显著升高

( P ＜ 0. 01) ，补肺健脾组、西药组、补肺健脾 +西
药组 ＲOS水平较模型组明显减少 ( P ＜ 0. 01 ) ，而
各给药组组间比较差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。
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表 1 各组细胞 ＲOS水平比较 ( 积分光密度，珋x ± s)

组别 样本数 ＲOS

正常组 3 2170. 00 ± 716. 20
模型组 3 10999. 18 ± 1619. 47*

补肺健脾组 3 5186. 27 ± 613. 05△

西药组 3 3463. 87 ± 1802. 54△

补肺健脾 +西药组 3 3321. 92 ± 2008. 62△

注: ＲOS，活性氧; 与正常组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比

较，△P ＜ 0. 01.

2. 2 各组细胞中 MnSOD和 CAT mＲNA表达比较
表 2 示，与正常组比较，模型组 MnSOD 和

CAT mＲNA表达明显增加 ( P ＜ 0. 01 ) ; 补肺健脾
组、西药组、补肺健脾 + 西药组 MnSOD 和 CAT
mＲNA表达较模型组显著下降 ( P ＜ 0. 01 ) ，但补
肺健脾组 MnSOD和 CAT mＲNA仍高于正常组，西
药组和补肺健脾 +西药组 CAT mＲNA 仍高于正常
组 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 与补肺健脾组比较，
西药组和补肺健脾 +西药组 MnSOD 和 CAT mＲNA
表达下降更为明显 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。

表 2 各组细胞内 MnSOD和 CAT mＲNA表达比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数 MnSOD CAT

正常组 3 1. 00 ± 0. 00 1. 00 ± 0. 00
模型组 3 2. 33 ± 0. 21＊＊ 3. 47 ± 0. 18＊＊

补肺健脾组 3 1. 56 ± 0. 21＊＊△ 2. 80 ± 0. 28＊＊△

西药组 3 1. 12 ± 0. 11△▲ 1. 50 ± 0. 08＊△▲▲

补肺健脾 +西药组 3 0. 98 ± 0. 19△▲▲ 1. 44 ± 0. 12＊△▲▲

注: MnSOD，锰超氧化物歧化酶; CAT，过氧化氢酶; 与正常

组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 01;

与补肺健脾组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01

2. 3 各组细胞中 MnSOD和 CAT蛋白表达比较
表 3 示，模型组 MnSOD和 CAT蛋白表达较正

常组明显增加 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 补肺健脾
组、西药组、补肺健脾 +西药组 MnSOD 蛋白表达
较模型组下降，西药组和补肺健脾 +西药组 CAT
蛋白表达较模型组下降 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。

表 3 各组细胞内 MnSOD和 CAT蛋白
表达比较 ( /GAPDH，珋x ± s)

组别 样本数 MnSOD CAT

正常组 3 0. 38 ± 0. 04 0. 27 ± 0. 05
模型组 3 1. 12 ± 0. 12＊＊ 0. 61 ± 0. 08*

补肺健脾组 3 0. 69 ± 0. 11＊△△ 0. 45 ± 0. 18
西药组 3 0. 61 ± 0. 16△△ 0. 35 ± 0. 13△

补肺健脾 +西药组 3 0. 50 ± 0. 09△△ 0. 31 ± 0. 04△

注: MnSOD，锰超氧化物歧化酶; CAT，过氧化氢酶; 与正常

组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05，

△△P ＜ 0. 01

补肺健脾组 MnSOD 蛋白表达亦高于正常组 ( P ＜
0. 05) 。各组细胞中 MnSOD 和 CAT 蛋白电泳图见
图 1。

注: MnSOD，锰超氧化物歧化酶; CAT，过氧化氢酶
图 1 各组细胞中 MnSOD和 CAT蛋白电泳图

3 讨论

骨骼肌萎缩属中医学“痿证”的范畴，《医宗
金鉴》曰 “五痿皆因肺热生，阳明无病不能成”，
可见骨骼肌萎缩的发生多与肺脾有关。COPD 属肺
系疾病，肺属金，脾属土，土可生金，肺脾本为母

子，则肺病可及脾，又因脾主肌肉，则脾病而肌肉

痿。论其之治，当补肺健脾。本研究所用补肺健脾
方有补肺健脾、培土生金、化痰止咳、降气平喘的
功效。团队前期临床研究表明，补肺健脾方能明显
改善Ⅰ ～Ⅲ级的 COPD稳定期患者肺功能，提高患
者运动能力［11］。动物实验也表明，补肺健脾方能
减少细胞凋亡，改善 COPD 模型大鼠骨骼肌萎
缩［7 － 8］。
在香烟烟雾中含有高浓度的 ＲOS，可作为外

源性 ＲOS 引起细胞氧化应激，使线粒体复合物Ⅰ
和Ⅲ活性下降，氧化磷酸化反应受到抑制，内源性
ＲOS大量产生，继而损伤线粒体 DNA、蛋白质、
脂质，造成线粒体功能障碍、形成恶性循环［12］。
ＲOS不仅可以导致骨骼肌细胞线粒体功能障碍、
肌肉收缩力下降［13 － 14］，还能引起骨骼肌细胞胰岛

素抵抗［15］，损伤骨骼肌细胞的 DNA、蛋白质、脂
质，造成氧化损伤［16］。NAC 是一种应用广泛的抗
氧化剂，能有效清除 ＲOS，抑制氧化应激［17］。本
研究结果显示，10% CSE 可诱导 L6 细胞产生大量
的 ＲOS，而补肺健脾方和 NAC 均能减少细胞内
ＲOS含量，且两者联合运用效果最好，表明补肺
健脾方能降低细胞内 ＲOS水平，抑制氧化应激。

MnSOD和 CAT是两个重要的抗氧化酶。Jiang
等［18］用大豆球蛋白诱导幼建鲤氧化应激，随着氧

化产物的增加，MnSOD 的 mＲNA 表达升高。Lu
等［19］对 COPD患者进行随机双盲临床研究，发现
服用抗氧化药物的患者 SOD 浓度及 CAT 活性较服

·995·中医杂志 2019 年 4 月第 60 卷第 7 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2019，Vol． 60，No． 7



用安慰剂的患者明显降低。本研究结果显示，10%
CSE可引起 L6 细胞内抗氧化酶MnSOD和 CAT mＲ-
NA和蛋白表达升高，这可能是细胞在应激状态下
启动的一种适应性机制以抵抗氧化应激。而在补肺
健脾方和抗氧化剂 NAC 的作用下，MnSOD 和 CAT
mＲNA和蛋白表达也随之下降。
因此，补肺健脾方能降低细胞内 ＲOS 水平，

抑制氧化应激，这可能是其改善 COPD骨骼肌功能
障碍的机制之一。
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Effects of Serum Containing Bufei Jianpi Ｒecipe ( 补肺健脾方) on Expression of ＲOS，MnSOD and CAT in L6
Cells Induced by Cigarette Smoke Extract
HU Yuanyuan1，LI Ya1，2，LI Suyun1，2，FENG Suxiang1，LIU Xuefang1，DONG Haoran1

( 1． Collaborative Innovation Center for Ｒespiratory Diseases and New Drug Development in Henan Province，Zhengzhou 450046;
2． First Affiliated Hospital of Henan University of Traditional Chinese Medicine)

ABSTＲACT Objective To investigate the possible mechanism of Bufei Jianpi Ｒecipe ( 补肺健脾方) in the treat-
ment of skeletal muscle dysfunction in chronic obstructive pulmonary disease ( COPD) ． Methods Fifty rats were
divided into blank control group and Bufei Jianpi Ｒecipe group，with 25 rats in each group． Ｒats in the blank control
group were given normal saline 2 ml / rat by gavage，and the Bufei Jianpi Ｒecipe group was given 10 times Bufei Jianpi
Ｒecipe suspension 4. 51 g / ( kg·d) by gavage，once a day． On the 7th day，1 hour after intragastric administration，
blood was taken from the abdominal aorta to prepare drug-containing serum． Normal cultured L6 cells were divided in-
to normal group ( 10% blank control serum) ，model group［10% blank control group serum + 10% cigarette smoke
extract ( CSE) ］，the Bufei Jianpi Ｒecipe group ( 10% Bufei Jianpi Ｒecipe serum + 10% CSE) ，the western medi-
cine group［10% blank control group serum + 10% CSE + 5 mmol /L antioxidant N-acetylcysteine ( NAC) ］，the
Bufei Jianpi Ｒecipe + western medicine group ( 10% Bufei Jianpi Ｒecipe serum + 10% CSE + 5 mmol /L NAC)
were added to the corresponding drugs and cultured for 24 h． The levels of reactive oxygen species ( ＲOS) ，manga-
nese superoxide dismutase ( MnSOD) and catalase ( CAT) mＲNA and protein were detected in each group． Ｒesults

The levels of ＲOS，MnSOD and CAT mＲNA and protein in the model group were significantly higher than those in
the normal group ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． The levels of ＲOS，MnSOD mＲNA and protein in the Bufei Jianpi Ｒecipe
group，the western medicine group and Bufei Jianpi Ｒecipe + western medicine group，and the expression of CAT
mＲNA in the Bufei Jianpi Ｒecipe group were decreased than those in the model group ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Com-
pared with the Bufei Jianpi Ｒecipe group，the expression of MnSOD and CAT mＲNA in the western medicine group
and the Bufei Jianpi Ｒecipe + western medicine group decreased more significantly ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Con-
clusion Bufei Jianpi ＲecipeBoth Bufei Jianpi Ｒecipe and NAC can reduce ＲOS levels in L6 cells and reduce oxidative
stress，and the combined use achieves better effects，which may be one of the mechanisms to improve skeletal muscle
dysfunction in COPD．
Keywords chronic obstructive pulmonary disease; Bufei Jianpi Ｒecipe ( 补肺健脾方) ; skeletal muscle dysfunction;
oxidative stress; reactive oxygen species; manganese superoxide dismutase; catalase
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