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［摘　要］　目的　观察温燥对小鼠肺组织超微结构及功能与肺黏液素基因表达的影响。 方法　７８只昆明种小鼠随机分为

常温常湿组、常温燥组、温燥组，每组２６只，采用“温度－相对湿度－风”综合条件刺激造模。造模后第６天、第１２天观察各组

肺呼吸膜与Ⅱ型肺泡细胞（ＡＴⅡ）超微结构，检测肺组织肺黏液素基因５ａｃ（Ｍｕｃ　５ａｃ）表达、核因子 ＮＦ－κＢ、肿瘤坏死因子
（ＴＮＦ－α）、二棕榈酰卵磷酯（ＤＰＰＣ）水平。 结果　与常温常湿组比较，常温燥组第１２天ＡＴⅡ内嗜锇板层小体（ＯＭＢ）数量减

少、线粒体（Ｍ）多呈肿胀。温燥组第６天Ⅰ型肺泡细胞（ＡＴⅠ）与ＡＴⅡ连接处肿胀，ＡＴⅡ微绒毛排列紊乱且胞内ＯＭＢ数量

减少；第１２天呼吸膜增厚，ＡＴⅡ内ＯＭＢ明显减少，Ｍ数量减少且明显肿胀；常温燥组、温燥组第６天、第１２天ＯＭＢ平均面

积减少，ＮＦ－κＢ活性下降（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），ＤＰＰＣ水平下降（Ｐ＜０．０１），Ｍｕｃ　５ａｃ　ｍＲＮＡ表达上调而ＴＮＦ－α下降（Ｐ＜
０．０５）。与常温燥组同时间比较，温燥组第６天、第１２天ＯＭＢ平均面积、ＤＰＰＣ、ＴＮＦ－α水平明显降低（Ｐ＜０．０５）。 结论　温

燥犯肺引起ＡＴⅡ能量代谢障碍与分泌肺表面活性物质功能受损，肺呼吸膜病理状态刺激 Ｍｕｃ　５ａｃ基因表达上调、抑制 ＮＦ－

κＢ活性与降低ＴＮＦ－α的调节作用，进而导致肺呼吸膜增厚而影响肺通气功能。ＮＦ－κＢ活性水平、ＴＮＦ－α和ＤＰＰＣ可作为温

燥伤肺分子机制的特征性指标。
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　　肺呼吸膜（肺泡－毛细血管膜）主要由Ⅰ型肺泡
细胞（ＡＴⅠ）和Ⅱ型肺泡细胞（ＡＴⅡ）组成，ＡＴⅡ的
重要功能是通过合成、分泌肺表面活性物质调节肺
泡表面张力以使肺泡保持相对“干燥”和维护肺泡的
稳定性，与中医“肺津”濡养功能相关。肺呼吸膜是
承担“肺通天气”功能的重要物质基础，且气体扩散
速率与肺呼吸膜的厚度呈反比。在发现外燥可致小
鼠肺部炎性病变基础上［１］，本实验动态研究温燥对
昆明种小鼠肺呼吸膜超微结构、肺黏液素基因５ａｃ
（Ｍｕｃ　５ａｃ）表达、核因子－κＢ（ＮＦ－κＢ）活性水平、肿瘤
坏死因子－α（ＴＮＦ－α）与二棕榈酰卵磷酯（ＤＰＰＣ）含
量的综合影响及相关性，为分析温燥伤肺分子病机
和筛选特异性病理指标提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物

７８只无特定病原体级（ＳＰＦ）昆明种小鼠，体重
（１７±１）ｇ，雌雄各半，湖北省实验动物研究中心提
供，许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）２００８－２００５。

１．２　主要仪器与试剂

ＬＲＨ－２５０人工智能气候箱，温度（３０～６５）℃±
１℃，相对湿度（３０％～９０％）±３％（广东医疗器械
厂）；ＨＩＴＡＣＨＩ－７５００透射电镜（日本日立公司），荧
光定 量 ＰＣＲ 系 统 （ＳＬＡＮ，ＨＯＮＧＳＨＩ，美 国），

ＳＵＭＭＩＴ６８０ＨＰＬＣ系统（美国），自动酶免疫分析
仪（Ｄａｄｅ　Ｂｅｈｒｉｎｇ　ＢＥＰⅢ，法国）。ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅡ逆转
录试剂盒（ＦＳＫ－１００）与 ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　ｒｅａｌｔｉｍｅ　ＰＣＲ
ｍａｓｔｅｒ　ｍｉｘ－ｐｌｕｓ（ＱＰＫ２１２ｐｌｕｓ，ＴＯＹＯＢＯ公司）。抗
体 Ａｃｔｉｎ（Ｓｃ－１６１６ｒ）与 ＮＦ－κＢ（Ｓｃ－８００８，均为美 国

Ｐｉｅｒｃｅ公司），小鼠ＴＮＦ－α单克隆抗体ＥＬＩＳＡ试剂盒
（０９０１２６２，美 国 Ｒ＆Ｄ 公 司），ＤＰＰＣ 标 准 品
（０９７Ｋ１３６２，Ｓｉｇｍａ公司），其余试剂为分析纯。

１．３　方法

１．３．１　动物造模及分组　７８只小鼠采用随机数字
表法分为常温常湿组、常温燥组、温燥组，每组２６
只，分批置人工气候箱内常规饲养，按模拟温燥“温
度－相对湿度－风”综合条件刺激造模［２］。处理后
第６天、第１２天检测以下指标，小鼠剖检前４ｈ常规
禁食、禁水。取材前各组小鼠均无死亡。每组随机
选取３只行小鼠左肺中叶组织超微结构观察与ＤＰ－
ＰＣ含量检测；每组随机选取１０只检测肺组织 Ｍｕｃ
５ａｃ　ｍＲＮＡ、ＮＦ－κＢ、ＴＮＦ－α水平。

１．３．２　观察指标及检测方法　肺组织超微结构观
察：用ＪＥＤＡ　８０ＩＤ软件（江苏捷达公司）分析ＡＴⅡ

嗜锇板层小体（ＯＭＢ）与线粒体（Ｍ）的平均面积。

ＤＰＰＣ含量检测：取气管肺泡灌洗液［２］，采用常
规高效液相法检测。
小鼠肺 Ｍｕｃ　５ａｃ　ｍＲＮＡ水平检测：引物由上海

生工生物技术公司合成。Ｍｕｃ　５ａｃ引物序列：上游
引物 ５′－ＴＣＣＣＣＴＴＴＣＣＧＡＴＧＴＣＴＴＴＡ－３′，下游
引物５′－ＧＣＣＣＴＧＣＧＧＡＣＡＧＴＴＧＡＴ－３′（２８６ｂｐ）；

β－ａｃｔｉｏｎ内参照基因引物序列：上游引物５′－ＣＣＧＴ－
ＧＡＡＡＡＧＡＴＧＡＣＣＣＡＧ－３′，下游引物５′－ＴＡＧＣ－
ＣＡＣＧＣＴＣＧＧＴＣＡＧＧ－３′（２９４ｂｐ）；ＰＣＲ反应４０个
循环。以β－ａｃｔｉｏｎ为内参照基因，应用目的基因法，
比较目的基因与对照基因的比值，目的基因量＝２－
△Ｃｔ，其中Ｃｔ是荧光达到阈值的循环数，△Ｃｔ＝Ｃｔ
目的基因－Ｃｔ管家基因［３］。
肺组织ＮＦ－κＢ活性水平检测：取小鼠右肺组织

约１００ｍｇ，常规行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳、转膜、免疫
反应、显影、定影、扫描胶片，Ｂａｎｄ　Ｓｃａｎ凝胶图像处
理系统分析目标带分子量和计算平均光密度值

（ＯＤ）以表示相应核转录因子的活性。

ＴＮＦ－α水平检测：取气管肺泡灌洗液［２］，采用
单克隆抗体ＥＬＩＳＡ试剂盒按说明书操作。

１．４　统计学处理
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件进行数据处理，实验

数据以均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较用方差
分析（ＡＮＯＶＡ），两组间比较采用ｑ检验（Ｎｅｗｍａｎ－
Ｋｅｕｌｓ法）。

２　结果

２．１　各组小鼠肺组织超微结构观察结果
常温常湿组第６天、第１２天肺泡隔、ＡＴⅠ与

ＡＴⅡ界限清晰，ＡＴⅡ微绒毛多而规则，胞内ＯＭＢ
数量较多，Ｍ 结构典型且数量较多。常温燥组第６
天ＡＴⅠ与ＡＴⅡ连接处较清晰，ＡＴⅡ微绒毛尚规
则，第１２天则ＯＭＢ数量减少，Ｍ 数量减少但多见
肿胀。温燥组第６天 ＡＴⅠ与 ＡＴⅡ连接处肿胀，

ＡＴⅡ微绒毛排列紊乱，胞内ＯＭＢ数量减少；第１２
天可见肺呼吸膜增厚，ＡＴⅡ之ＯＭＢ数量减少且部
分融合成“多囊体”并脱落入肺泡腔，Ｍ 数量减少但
明显肿胀。

２．２　各组小鼠ＡＴⅡＯＭＢ、Ｍ与ＤＰＰＣ水平比较
表１示，与常温常湿组同时间比较，常温燥组第

６天、温燥组第６天、第１２天ＡＴⅡＯＭＢ平均面积
显著减小（Ｐ＜０．０５），两组第６天 Ｍ 平均面积增
加 ，提示早期代偿性增加能量代谢，但第１２天明显
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表１　各组小鼠ＡＴⅡＯＭＢ、Ｍ与ＤＰＰＣ水平比较（珚ｘ±ｓ）

组别 时间 鼠数 ＯＭＢ平均面积（μｍ２） Ｍ平均面积（μｍ２） ＤＰＰＣ（ｎｇ／ｍｌ）

常温常湿组 第６天 ３　 ４１０．３９±１１９．１５　 ２３８．８１±２５．１９　 ２６．３０±３．３９
第１２天 ３　 ３７８．６０±１０９．４０　 ２９９．２５±１１６．９９　 ２５．６０±１．２０

常温燥组 第６天 ３　 ２８９．２８±６１．４２＊ ２５７．４３±３８．２７＊ ２５．４２±４．１７＊

第１２天 ３　 ３３８．７２±５１．２４　 ２６４．２３±５５．４１＊ ２２．７５±０．４９＊

温燥组 第６天 ３　 ２５５．６７±５４．７５＊△ ２８４．４３±８０．６１＊ ２１．５０±０．２１＊△

第１２天 ３　 ２３７．１９±３１．３０＊△ ２３６．８２±２５．８０＊ １８．９０±１．３４＊＊△

　　注：与常温常湿组同时间比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与常温燥组同时间比较，△Ｐ＜０．０５

表２　各组小鼠肺组织 Ｍｕｃ　５ａｃ　ｍＲＮＡ、ＮＦ－κＢ与ＴＮＦ－α水平比较（珚ｘ±ｓ）

组别 时间 鼠数 Ｍｕｃ　５ａｃ　ｍＲＮＡ　 ＮＦ－κＢ水平（ＯＤ） ＴＮＦ－α（ｐｇ／ｍｌ）

常温常湿组 第６天 １０　 ０．９８±０．１３　 ０．３９±０．０５　 ５１．７７±６．８５
第１２天 １０　 ０．９２±０．１２　 ０．４５±０．０４　 ４１．６８±７．５３

常温燥组 第６天 １０　 １．１７±０．２１　 ０．４３±０．０２　 ４０．６２±１１．１７＊

第１２天 １０　 １．２９±０．３１　 ０．２８±０．０１＊＊ ４０．８０±７．１８＊

温燥组 第６天 １０　 １．２３±０．１３　 ０．２５±０．０３＊＊△ ３３．６５±１６．１４＊△

第１２天 １０　 １．３４±０．２３　 ０．２９±０．０３＊＊ ２４．８６±８．４８＊△

　　注：与常温常湿组同时间比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与常温燥组同时间比较，△Ｐ＜０．０１

减少（Ｐ＜０．０５）；两组第６天、第１２天ＤＰＰＣ显著
下降（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。与常温燥组同时间比
较，温燥组第６天、第１２天 ＯＭＢ平均面积、ＤＰＰＣ
水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。

２．３　各组小鼠肺组织 Ｍｕｃ　５ａｃ　ｍＲＮＡ、ＮＦ－κＢ与

ＴＮＦ－α水平比较
表２示，与常温常湿组同时间比较，常温燥组、

温燥组第６天、第１２天肺 Ｍｕｃ　５ａｃ　ｍＲＮＡ表达升
高但无统计学意义（Ｐ＞０．０５），常温燥组第１２天与
温燥组第６天、第１２天 ＮＦ－κＢ活性水平下降（Ｐ＜
０．０１）；常温燥组、温燥组第６天、第１２天ＴＮＦ－α水
平明显下降（Ｐ＜０．０５）。与常温燥组同时间比较，
温燥组第６天 ＮＦ－κＢ活性水平，第６天、第１２天

ＴＮＦ－α水平显著降低（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论
多功能细胞ＡＴⅡ具有合成和分泌肺表面活性

物质、维持肺泡内外液体平衡和参与局部免疫调节
作用，在细胞损伤修复过程中 ＡＴⅡ可以分化为Ⅰ
型细胞［４］。开放性的气道易受微生物、尘埃、毒性气
体侵袭，血液中毒素与炎性介质等可滞留在肺泡毛
细血管床并造成 ＡＴⅡ损伤和功能改变。“肺通天
气”且司“输布津液”之职，但燥邪清冷肃降且易伤
“华盖”，在温燥可致小鼠气道与肺泡瘀血水肿等病
变基础上，超微病理观察显示，常温燥组、温燥组肺
呼吸膜增厚与微绒毛减少，ＡＴⅠ与ＡＴⅡ连接处肿
胀伴间质胶原纤维沉积；提供ＡＴⅡ能量的“动力工

厂”Ｍ肿胀而其平均面积增大，提示温燥早期为缓
冲“燥邪”影响代偿性能量增加，但随处理时间的延
长则出现ＡＴⅡ能量供应障碍，同期ＯＭＢ平均面积
减少与功能受损，必然导致作为肺表面活性物质重
要组分的ＤＰＰＣ含量下降而失有效调节肺泡表面
张力之功，提示与濡养肺组织的“肺津”生成障碍
相关。

已发现２１种黏蛋白基因（Ｍｕｃ）编码高度糖基
化的大分子黏蛋白，主要由气道杯状细胞 Ｍｕｃ　５ａｃ
分泌的黏蛋白５ａｃ（Ｍｕｃ　５ａｃ）具有保护和润滑气道、

吸附粉尘异物、运输细胞产物等功能［５］。文献报道，

在致敏源致敏和暴露于致敏源时，小鼠气道表面上
皮细胞的 Ｍｕｃ　５ａｃ　ｍＲＮＡ表达上调［６］，表达增高的

Ｍｕｃ　５ａｃ　ｍＲＮＡ及其蛋白也是致敏源诱导的杯状
细胞所分泌［７］。本研究结果显示，温燥犯肺可使肺
组织Ｍｕｃ　５ａｃ基因表达增高并导致气道高分泌的黏
液，可加重呼吸道气流阻塞与痰量增多，黏液潴留易
诱发细菌感染，局部大量聚集的黏性 Ｍｕｃ　５ａｃ与炎
性细胞和非细胞成分等炎性介质聚集于肺泡外间质

而致肺水肿、肺瘀血等，具有黏液高分泌的气道炎症
疾病的重要病理特征，为外燥之“干咳少痰，可痰液
胶黏难咳”之症提供实验证据。存在于多种组织细
胞的ＮＦ－κＢ被激活后，通过调控多种基因的表达，

在感染、炎症反应、细胞凋亡、细胞因子诱导的基因
表达中起关键性调控作用。主要由活化的单核－巨
噬细胞和Ｔ细胞等产生的ＴＮＦ－α可刺激血管内皮
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细胞表达黏附分子、刺激单核－巨噬细胞分泌趋化
因子等，是启动抗菌炎症反应的重要细胞因子之一。
温燥组ＮＦ－κＢ活性水平与ＴＮＦ－α持续下降而失去
固有免疫反应和诱导适应性免疫的免疫调节作用，
表明与温燥致肺部炎性反应相关。
本实验结果提示，温燥伤肺的分子机制是温燥

袭肺，致ＡＴⅡ之 Ｍ 代谢障碍和 ＯＭＢ超微结构受
损，导致ＡＴⅡ合成与分泌ＤＰＰＣ减少而使肺表面
活性物质含量下降，受邪部位津液骤伤而无以泽肺
与调节肺泡表面张力之功；肺组织炎性病理状态刺
激肺 Ｍｕｃ　５ａｃ基因表达上调，具有气道炎症疾病的
重要病理特征的高分泌的黏液可影响肺泡通气，肺
泡黏液潴留易诱发细菌感染产与加重损害局部防御

功能，而肺组织炎性病理信号可显著抑制ＮＦ－κＢ与

ＴＮＦ－α等重要免疫分子的活性而减弱调节肺部免
疫病理反应之功，以致损害肺呼吸膜与加重气道炎
症而损伤“肺通天气”之功。
值得注意的是，温燥伤肺之时，ＮＦ－κＢ活性水

平、ＴＮＦ－α和ＤＰＰＣ三种量化指标具有客观性、相
关性、可重复性、可用常规仪器检测和易于质量控制
等特点，并在“组织—细胞—分子”层次反应物质结
构及功能变化的相关性，而为研究温燥伤肺分子病
机的特征性指标提供重要基础资料［８］。
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第二届岐黄男科论坛暨全国中西医治疗男科疾病临床经验研修班征文通知
第二届岐黄男科论坛暨全国中西医治疗男科疾病临床经验研修班拟于２０１２年８月３１日至９月２日在北京召开。

本次论坛由中华中医药学会、中医杂志社主办，中华中医药学会外科分会、中国性学会中医性学专业委员会、北京东方
中医药培训中心协办、北京中医药学会男科专业委员会、北京东方岐黄科技服务中心承办。

本次论坛延续首届岐黄男科论坛的主题思想：提升男性健康水平，规范男科疾病诊疗为目的，为广大医务工作者学
习交流临床经验搭建平台、共同探讨，促进中西医男科领域的发展与进步。论坛将充分发挥主办单位的桥梁及纽带作
用，整合专家资源，扩展会议内容，涉及男科学科建设与发展、男科心理学、男科疾病临床诊疗心得、ＥＤ、名老中医学术
经验思想，男性不育、早泄，前列腺疾病研究，学术论文写作与发表等多个方面。此次会议授予国家Ｉ类继续教育学分

１０分（项目编号：２０１２３３０２１３０４０）。论坛由著名中医外科、男科专家、中华中医药学会外科分会主委李曰庆教授任大会
主席、中华中医药学会男科分会副主委李海松教授任大会执行主席，届时将邀请相关单位领导及著名专家学者（拟请北
京中医药大学王琦教授、贾玉森教授、北京大学第三医院姜辉教授、中国中医科学院广安门医院张亚强教授、北京协和
医院李宏军教授、北京大学第一医院贺占举教授、张志超教授，卫生部中日友好医院王传航教授、解放军总医院何学酉
教授、云南省中医医院秦国政教授等）出席并传授临床诊疗经验。

会议征文：１．男科学科建设与发展；２．男科疾病临床诊疗心得；３．前列腺疾病研究；４．中西医治疗男科疾病临床经
验；５．中西医治疗不孕不育症经验；６．名老中医临床经验体会；７．ＥＤ的个性化治疗等。会议将编辑优秀论文集。论文
符合条件者将推荐给《亚洲男科学杂志》《中医杂志》《中华泌尿外科杂志》《中国中医药信息杂志》、《中国男科学杂志》
《中国性科学杂志》《中国实验方剂学杂志》等期刊。

投稿邮箱：ｈｕａｎｇｚｂ１２３４＠１２６．ｃｏｍ。征稿截止日期：２０１２年８月１０日。注：欢迎相关医务工作者提前注册、未提
交论文者也可参加论坛。注册费用：１０００元／人（含餐费、注册费、资料费、会场租用费等）统一安排住宿，费用自理。联
系人：张博（０１０）６４０１４４１１－３００６，王彬（０１０）８４０１５６１１，丛杰（０１０）８２９００３１２。短信报名：１３９１０１６２４２５，１３３６６５２９４０５，传
真：０１０－５９４５１６８０。联系地址：北京市东直门内南小街１６号中医杂志社１３３室会务组，邮编：１００７００。

·５５９·２０１２年第１１期 丁建中等　温燥伤肺的分子机制实验研究


