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调补肺肾三法对香烟烟雾提取物和脂多糖刺激
单核巨噬细胞ＴＨＰ－１分泌细胞因子的影响

陈玉龙　吴耀松　李建生＊　赫丽丽　田燕歌　李　亚

（河南中医学院，河南省郑州市金水路１号，４５０００８）

基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１１３００６２）；教育部新世纪优秀人才项目（ＮＣＥＴ－１１－０９４６）

＊通讯作者：ｌｉ＿ｊｓ８＠１６３．ｃｏｍ，（０３７１）６５６７６５６８

［摘　要］　目的　探讨调补肺肾三法治疗慢性阻塞性肺疾病的分子机理。 方法　用香烟烟雾提取物（ＣＳＥ）和脂多糖（ＬＰＳ）

及两者联合（ＬＣ）体外刺激单核巨噬细胞ＴＨＰ－１，每种刺激物下分为正常组（加入２０％正常大鼠血清）、刺激物组（加入２０％正

常大鼠血清和５％ＣＳＥ，或７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ，或５％ＣＳＥ和７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ）、补肺益肾组、补肺健脾组和益气滋肾组（加２０％相应方

药大鼠含药血清和５％ＣＳＥ，或７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ，或５％ＣＳＥ和７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ），检测各组肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）、白细胞介素－１β
（ＩＬ－１β）、白细胞介素－３（ＩＬ－３）、巨噬细胞－粒细胞集落刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、转化生长因子－β（ＴＧＦ－β）、基质金属蛋白酶－９
（ＭＭＰ－９）、金属蛋白酶组织抑制因子－１（ＴＩＭＰ－１）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、ＣＤ３６、磷脂酸磷酸酶２Ｂ（ＰＰＡＰ２Ｂ），应用网络工具

分析细胞因子的转录因子。 结果　与正常组比较，ＣＳＥ组、ＬＰＳ组和ＬＣ组分泌 ＭＭＰ－９增加，分泌ＴＮＦ－α和ＰＰＡＰ２Ｂ减少；

ＣＳＥ组分泌ＴＩＭＰ－１减少，ＬＰＳ组分泌ＴＧＦ－β增加，ＬＣ组ＧＭ－ＣＳＦ分泌增加（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。３个复方对细胞分泌的

各因子调节明显不同（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），其中补益肺肾方在各条件下，所调节分泌的因子和涉及转录因子较为广泛。 结

论　ＣＳＥ和ＬＰＳ对ＴＨＰ－１分泌细胞因子影响不同，调补肺肾三法在一定程度上都对ＣＳＥ和ＬＰＳ刺激下分泌细胞因子有调

控作用，补益肺肾方药作用最明显而广泛，补肺健脾方次之。
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　　慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃ　ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ　ｐｕｌｍｏ－
ｎａｒｙ　ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是一种具有气流受限特征的疾
病，气流受限不完全可逆、呈进行性发展，与肺部对
香烟烟雾等有害气体或有害颗粒的异常炎症反应有

关。反复气道感染是ＣＯＰＤ进展和肺功能下降的
关键因素，肺泡巨噬细胞在ＣＯＰＤ病理过程起中心
作用［１］。结合ＣＯＰＤ“正虚积损”的病机特点，制定
了以补益肺肾兼顾脾、佐以祛痰活血的调补肺肾法
则及其三法，即补肺健脾法、补肺益肾法、益气滋肾
法。研究发现其治疗肺功能Ⅰ～Ⅲ级的ＣＯＰＤ稳
定期具有明显效果［２］，机制可能为调节患者细胞免
疫功能、改善细胞外基质损伤、减低炎性细胞和炎性
因子及黏附分子水平等［３］。为了进一步研究调补肺
肾三法及其对应方药的作用机制，本研究以香烟烟
雾提取物（ＣＳＥ）和脂多糖（ＬＰＳ）作为刺激剂，以诱
导的单核巨噬细胞ＴＨＰ－１为研究对象，观察调补肺
肾三法相应方药对其分泌细胞因子的影响。

１　材料

１．１　药物及细胞株
补肺健脾方由党参１５ｇ，白术１２ｇ，茯苓１２ｇ，炙

甘草６ｇ等组成；补肺益肾方由人参９ｇ，山茱萸１２ｇ，
五味子９ｇ，陈皮９ｇ等组成；益气滋肾方由人参９ｇ，
枸杞子１２ｇ，麦冬１５ｇ，炙甘草６ｇ等组成。药物由河
南中医学院第一临床医学院中药制剂与剂型改革基

地提供，用具有挥发油药物水蒸馏，收集挥发油，备
用；药渣与其他药物采用８０％乙醇回流、减压回收
乙醇、浓缩，备用；乙醇回流后的药渣水煎煮过滤减
压浓缩，混合２次浸膏和挥发油。用水制成１ｇ／ｍｌ
悬乳液。单核巨噬细胞ＴＨＰ－１购于中国科学院上
海生化与细胞所。

１．２　试剂

ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血清（Ｈｙ－
ｃｌｏｎｅ公司），ＭＴＴ、台盼蓝、ＬＰＳ（Ｓｉｇｍａ公司），二甲
基亚砜（ＤＭＳＯ）、聚丙烯酸甲酯（ＰＭＡ，Ａｍｒｅｓｃｏ公
司），肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α，批号：ＧＳ－Ｅ１００３１）、
白细胞介素－１β（ＩＬ－１β，批号：ＧＳ－Ｅ２０１２１）、白细胞介
素－３（ＩＬ－３，批号：ＧＳ－Ｅ１０１４３）、巨噬细胞－粒细胞集
落刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ，批号：ＧＳ－Ｅ１０３９３）、转化生
长因子－β（ＴＧＦ－β，批号：ＧＳ－Ｅ１００３１）、基质金属蛋白
酶－９（ＭＭＰ－９，批号：ＧＳ－Ｅ１０９３３）、金属蛋白酶组织
抑制因子－１（ＴＩＭＰ－１，批号：ＧＳ－Ｅ１０３１６）、超氧化物
歧化酶（ＳＯＤ，批号：ＧＳ－Ｅ１１０８６）、ＣＤ３６（批号：ＧＳ－
Ｅ１００４３）、磷脂酸磷酸酶２Ｂ（ＰＰＡＰ２Ｂ，批号：ＧＳ－

Ｅ２０１４５）ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海信然生物技术有限公
司）。

１．３　实验动物

ＳＤ大鼠４０只，ＳＰＦ级，雌雄各半，４月龄，体重

２００～２２０ｇ，由河北省实验动物中心提供，动物合格
证号：１１０４０７２。

１．４　主要仪器设备

Ｈｅｒａｅｕｓ细胞培养箱（Ｋｅｎｄｒｏ公司），倒置显微
镜（ＺＥＩＳＳ公司），紫外分光光度计（ＢｉｏＭａｔｅ公司），

ＳＧ－６０３生物安全柜（Ｂａｋｅｒ公司），ＥＬｘ８００型酶标
仪（ＢＩＯ－ＴＥＫ公司）。

２　方法

２．１　含药血清制备［４］

采用随机数字表法将大鼠分为正常组、补肺健
脾组、补肺益肾组、益气滋肾组，每组１０只。３个用
药组以１８ｇ／ｋｇ连续灌胃相应方药，每日２次，两次
相隔１２ｈ，连续灌胃７次；正常组灌胃等量生理盐
水。末次给药后２ｈ（灌药前禁食不禁水１２ｈ）腹主动
脉采血，３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，无菌分离血清，同
组血清相混合，经５６℃、３０ｍｉｎ灭活后，－２０℃保存
备用。

２．２　ＣＳＥ制备
根据文献［５］方法改良，１支去过滤嘴燃烧的香

烟（红旗渠牌，焦油含量 １３ｍｇ，烟气烟碱含量

１．１ｍｇ），由５０ｍｌ注射器负压吸引连续抽吸，每次抽
吸时间约１０ｓ，３００ｍｌ烟雾导入２５ｍｌ无血清的ＲＰ－
ＭＩ１６４０培养基中制成悬液，用ｌｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ 调

ｐＨ值至７．４，通过０．２２ｐｍ的滤器过滤除菌，得到
的悬液定义为１００％的ＣＳＥ。ＣＳＥ浓度用紫外分光
光度计在波长为３２０ｎｍ 进行检测，使不同批次的

ＣＳＥ溶液吸光值相差０．２左右。

２．３　细胞培养
单核巨噬细胞 ＴＨＰ－１培养于含１０％胎牛血

清，１００Ｕ／ｍｌ青霉素，１００Ｕ／ｍｌ链霉素，０．０５ｍｍｏｌ／

Ｌ的β－巯基乙醇的ＲＰＭＩ　１６４０完全培养基中，置于

３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养，每２天更换１次培养
液，约每３天按１∶３比例传代１次。

２．４　药物刺激

２．４．１　最佳ＣＳＥ和ＬＰＳ刺激浓度的筛选　实验
按照ＣＳＥ和ＬＰＳ的浓度梯度依次分为以下１０组：
空白对照组、５％ＣＳＥ 刺激组、１０％ＣＳＥ 刺激组、

２０％ＣＳＥ刺激组、４０％ＣＳＥ刺激组、１２．５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ
刺激组、２５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ刺激组、５０ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ刺激
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组、７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ刺激组、１５０ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ刺激组。
每孔１×１０４ 单核细胞ＴＨＰ－１接种９６板，培养２４ｈ
后，空白对照组换为无血清ＲＰＭＩ１６４０培养基，ＣＳＥ
刺激组分别换为含不同浓度的ＣＳＥ的无血清ＲＰ－
ＭＩ１６４０培养基，ＬＰＳ刺激组分别换为含不同浓度

ＬＰＳ的无血清ＲＰＭＩ１６４０培养基，３７℃、５％ＣＯ２ 培
养４８ｈ。每个浓度６个重复孔，重复３次实验。用

ＭＴＴ法测定细胞增殖情况，以对细胞生长没有明
显促进和抑制的的最高浓度确定为最佳浓度。研究
发现，５％ＣＳＥ和７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ对细胞株没有出现
明显抑制和促进生长作用。因此，选用５％ＣＳＥ和

７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ作为以下实验刺激浓度。

２．４．２　分组给药　每孔１×１０４ 单核巨噬细胞

ＴＨＰ－１接种９６板，同时加入２０μｍｏｌ／Ｌ 佛波酯
（ＰＨＡ）培养２４ｈ后，以孔为单位。①在ＣＳＥ刺激
下：正常组（加入含２００ｍｌ／Ｌ正常大鼠血清），ＣＳＥ
组（加入含２００ｍｌ／Ｌ正常大鼠血清和终浓度为５％
ＣＳＥ），补肺健脾组、补肺益肾组、益气滋肾组（加入
含２００ｍｌ／Ｌ 相应大鼠含药血清和终浓度为５％
ＣＳＥ）。②在ＬＰＳ刺激下：ＬＰＳ组（加入含２００ｍｌ／Ｌ
正常大鼠血清和终浓度为７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ），补肺健脾
组、补肺益肾组、益气滋肾组（加入含２００ｍｌ／Ｌ相应
大鼠含药血清和终浓度为７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ）。③在

ＬＰＳ联合ＣＳＥ刺激（ＬＣ）下：ＬＣ组（加入含２００ｍｌ／

Ｌ正常大鼠血清和终浓度为７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ＋５％
ＣＳＥ），补肺健脾组、补肺益肾组、益气滋肾组（加入
含２００ｍｌ／Ｌ相应大鼠含药血清和终浓度为７５ｐｇ／

ｍｌ　ＬＰＳ＋５％ＣＳＥ）。上述各组设４个复孔，３７℃，

５％ＣＯ２ 培养４８ｈ后收集细胞上清－８０℃保存备
用。重复３次实验。

２．５　ＥＬＩＳＡ法检测细胞因子
严格按照ＥＬＩＳＡ说明书，检测单核巨噬细胞

ＴＨＰ－１培养基上清中 ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－
３、ＭＭＰ－９、ＴＩＭＰ－１、ＴＧＦ－β、ＳＯＤ、ＣＤ３６、ＰＰＡＰ２Ｂ。

２．６　转录因子分析
采用 Ｅｓｓａｇｈｉｒ　Ａ＇ｓ法［６］在线进行转录因子

分析。

２．７　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１７．０软件进行统计，对数据进行正

态分布检验，符合正态分布者采用单因素方差分析
的ＳＮＫ法，结果以均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示。

３　结果

３．１　ＣＳＥ及ＬＰＳ刺激对ＴＨＰ－１细胞分泌细胞因
子的影响
表１示，与正常组比较，ＣＳＥ组、ＬＰＳ组和ＬＣ

组 ＴＨＰ－１ 分 泌 ＭＭＰ－９ 增 加，分 泌 ＴＮＦ－α 和

ＰＰＡＰ２Ｂ减少；ＣＳＥ组分泌 ＴＩＭＰ－１减少，ＬＰＳ组
分泌ＴＧＦ－β增加，ＬＣ组 ＧＭ－ＣＳＦ分泌增加（Ｐ＜
０．０５或 Ｐ＜０．０１）。ＬＰＳ 组 ＴＮＦ－α、ＴＧＦ－β 和

ＰＰＡＰ２Ｂ与ＣＳＥ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１）。ＬＣ组ＴＩＭＰ－１与ＣＳＥ组比较
差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０１）；ＬＣ 组 ＴＧＦ－β、

ＰＰＡＰ２Ｂ与 ＬＰＳ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。

３．２　含药血清对５％ＣＳＥ刺激ＴＨＰ－１细胞分泌细
胞因子的影响
表２示，与ＣＳＥ组比较，补肺益肾组分泌ＧＭ－

ＣＳＦ减少（Ｐ＜０．０１），ＴＩＭＰ－１、ＰＰＡＰ２Ｂ、ＭＭＰ－９和

ＣＤ３６分泌增加（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；补肺健脾组
分泌 ＧＭ－ＣＳＦ、ＰＰＡＰ２Ｂ减少，ＴＩＭＰ－１、ＴＧＦ－β分
泌增加（Ｐ＜０．０１）；益气滋肾组分泌 ＭＭＰ－９和

ＣＤ３６增加（Ｐ＜０．０５）。补肺健脾组分泌 ＭＭＰ－９、

ＴＧＦ－β、ＰＰＡＰ２Ｂ、ＣＤ３６和益气滋肾组分泌 ＧＭ－
ＣＳＦ、ＭＭＰ－９、ＴＩＭＰ－１、ＰＰＡＰ２Ｂ与补肺益肾组比较

表１　ＣＳＥ和ＬＰＳ刺激对ＴＨＰ－１细胞分泌细胞因子的影响（珚ｘ±ｓ）

细胞因子 孔数 正常组 ＣＳＥ组 ＬＰＳ组 ＬＣ组

ＧＭ－ＣＳＦ（ｎｇ／Ｌ） ４　 １５．２２±１．１２　 １７．０８±１．２８　 １４．１２±１．３０　 １８．１７±２．１０＊

ＴＮＦ－α（ｎｇ／Ｌ） ４　 ７５．１１±８．１５　 ４９．５０±６．８６＊＊ ３８．７３±３．１２＊＊▲ ５０．６５±５．０２＊＊

ＩＬ－３（ｎｇ／Ｌ） ４　 ３．５７±０．５６　 ３．４５±０．４１　 ３．３０±０．２９　 ２．６４±０．４７
ＭＭＰ－９（μｇ／Ｌ） ４　 １０６．４１±１２．３６　 １５８．３０±１３．２５＊＊ １４０．１３±１３．７２＊ １４０．０２±１３．５２＊

ＴＩＭＰ－１（μｇ／Ｌ） ４　 １２．６０±１．２３　 ９．１７±１．４５＊ １１．１４±１．０２　 １３．８９±１．４４▲▲

ＩＬ－１β（ｐｇ／Ｌ） ４　 ３．４９±０．９８　 ３．８１±０．６６　 ３．８４±０．４２　 ３．０６±０．４２
ＳＯＤ（Ｕ／ｍｌ） ４　 ８．０４±１．２１　 ８．１１±１．３５　 ７．７４±０．６２　 ６．４５±０．４９
ＴＧＦ－β（ｎｇ／Ｌ） ４　 ７２．８４±６．５６　 ７６．４８±７．０２　 １１４．６５±１０．８９＊＊▲▲ ８５．７６±７．９５△

ＰＰＡＰ２Ｂ（ｐｇ／Ｌ） ４　 ２８．９１±２．３３　 ２０．６９±２．４５＊＊ １４．９９±１．０７＊＊▲▲ ２１．５２±１．４９＊＊△

ＣＤ３６（ｎｇ／Ｌ） ４　 １．４３±０．２４　 １．５８±０．１６　 １．４６±０．０９　 １．７２±０．２４

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与ＣＳＥ组比较，▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１；与ＬＰＳ组比较，△△Ｐ＜０．０１
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表２　含药血清对５％ＣＳＥ刺激ＴＨＰ－１细胞分泌细胞因子的影响（珚ｘ±ｓ）

细胞因子 孔数 ＣＳＥ组 补肺益肾组 补肺健脾组 益气滋肾组

ＧＭ－ＣＳＦ（ｎｇ／Ｌ） ４　 １７．０８±１．２８　 １１．１６±０．９８＊＊ １１．０８±０．８７＊＊ １８．１７±２．１２▲▲△△

ＴＮＦ－α（ｎｇ／Ｌ） ４　 ４９．５０±６．８６　 ６３．２５±７．４２　 ５３．８９±６．１２　 ４８．３８±６．４５
ＩＬ－３（ｎｇ／Ｌ） ４　 ３．４５±０．４１　 ３．２１±０．５８　 ４．１５±０．６４　 ２．６４±０．２５△

ＭＭＰ－９（μｇ／Ｌ） ４　 １５８．３０±１３．２５　 ３３８．９０±２１．７８＊＊ １３７．６７±１２．９７▲▲ ２００．５８±１８．６８＊▲▲△△

ＴＩＭＰ－１（μｇ／Ｌ） ４　 ９．１７±１．４５　 １７．５６±２．３２＊＊ １９．３４±２．７１＊＊ １１．３４±２．１０▲▲△△

ＩＬ１β（ｐｇ／Ｌ） ４　 ３．８１±０．６６　 ２．３９±０．６２　 ３．６９±０．６９　 ３．１９±０．４６
ＳＯＤ（Ｕ／ｍｌ） ４　 ８．１１±１．３５　 ６．４９±１．５６　 ６．７８±１．２７　 ６．５８±１．４８
ＴＧＦ－β（ｎｇ／Ｌ） ４　 ７６．４８±７．０２　 ８２．０７±６．８７　 １０４．３９±８．６９＊＊▲▲ ８１．９３±７．２１△

ＰＰＡＰ２Ｂ（ｐｇ／Ｌ） ４　 ２０．６９±２．４５　 ３５．５９±３．１６＊＊ １０．９８±２．７５＊＊▲▲ １５．６４±３．５６▲▲

ＣＤ３６（ｎｇ／Ｌ） ４　 １．５８±０．１６　 ２．３９±０．３２＊ １．８０±０．２５▲ ２．５５±０．４１＊△

　　注：与ＣＳＥ组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与补肺益肾组比较，▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１；与补肺健脾组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１

表３　含药血清对７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ刺激ＴＨＰ－１细胞分泌细胞因子的影响（珚ｘ±ｓ）

细胞因子 孔数 ＬＰＳ组 补肺益肾组 补肺健脾组 益气滋肾组

ＧＭ－ＣＳＦ（ｎｇ／Ｌ） ４　 １４．１２±１．３０　 １７．１１±１．３７＊ １５．７２±１．５０　 １０．２０±０．９１＊＊▲▲△△

ＴＮＦ－α（ｎｇ／Ｌ） ４　 ３８．７３±３．１２　 ６１．２５±６．０３＊＊ ４５．８８±４．０８▲ １００．６９±９．３７＊＊▲▲△△

ＩＬ－３（ｎｇ／Ｌ） ４　 ３．３０±０．２９　 ３．８１±０．３４　 ３．６０±２．８９　 ３．１９±３．０１
ＭＭＰ－９（μｇ／Ｌ） ４　 １４０．１３±１３．７２　 ２５５．１０±２５．１０＊＊ １９０．７２±１８．８８＊▲▲ ２２７．７３±２０．２６＊＊△

ＴＩＭＰ－１（μｇ／Ｌ） ４　 １１．１４±１．０２　 ２０．４２±２．１１＊＊ １４．６２±１．７５▲▲ １３．１２±１．８１▲▲

ＩＬ－１β（ｐｇ／Ｌ） ４　 ３．８４±０．４２　 ２．９５±０．２５　 ２．５９±０．４６＊ ３．６９±０．４９▲△

ＳＯＤ（Ｕ／ｍｌ） ４　 ７．７４±０．６２　 １０．６６±１．４５＊＊ ６．４８±０．７３▲▲ ６．４８±０．４９▲▲

ＴＧＦ－β（ｎｇ／Ｌ） ４　 １１４．６５±１０．８９　 ６４．２４±６．７２＊＊ ６７．４５±５．８６＊＊ ７９．５８±７．３２＊＊

ＰＰＡＰ２Ｂ（ｐｇ／Ｌ） ４　 １４．９９±１．０７　 ２３．４２±２．７３＊＊ １６．９３±０．８４▲▲ １８．６３±１．４２▲▲

ＣＤ３６（ｎｇ／Ｌ） ４　 １．４６±０．０９　 １．９０±０．２４＊ ２．０５±０．１２＊ ２．１９±０．４２＊

　　注：与ＣＳＥ组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与补肺益肾组比较，▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１；与补肺健脾组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１

表４　含药血清对５％ＣＳＥ联合７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ刺激ＴＨＰ－１细胞分泌细胞因子的影响（珚ｘ±ｓ）

细胞因子 孔数 ＬＣ组 补肺益肾组 补肺健脾组 益气滋肾组

ＧＭ－ＣＳＦ（ｎｇ／Ｌ） ４　 １８．１７±２．１０　 １４．８４±１．０１＊＊ １２．９７±０．８７＊＊ １２．００±０．２５＊＊▲

ＴＮＦ－α（ｎｇ／Ｌ） ４　 ５０．６５±５．０２　 ４１．９９±３．８２　 ８０．７７±７．５２＊＊▲▲ ７１．２２±６．９９＊＊▲▲

ＩＬ－３（ｎｇ／Ｌ） ４　 ２．６４±０．４７　 ３．６１±０．３４＊ ３．９１±０．１９＊＊ ２．７４±０．２５▲▲△

ＭＭＰ－９（μｇ／Ｌ） ４　 １４０．０２±１３．５２　 ２０２．５１±２１．０１＊＊ １６７．６９±１５．７６＊▲ １０６．７９±１０．１２＊▲▲△

ＴＩＭＰ－１（μｇ／Ｌ） ４　 １３．８９±１．４４　 １６．４６±１．１０　 １５．４５±１．７８　 １２．７０±１．１４▲

ＩＬ－１β（ｐｇ／Ｌ） ４　 ３．０６±０．４２　 ２．４１±０．４８　 ２．６９±０．１３　 ２．９６±０．４５
ＳＯＤ（Ｕ／ｍｌ） ４　 ６．４５±０．４９　 ９．５４±０．７５＊＊ ７．６２±０．７５＊▲▲ ４．７３±０．４６＊＊▲▲△

ＴＧＦ－β（ｎｇ／Ｌ） ４　 ８５．７６±７．９５　 ６５．８９±５．９７＊ ８３．２０±８．０１▲ ９４．２２±９．１２▲▲

ＰＰＡＰ２Ｂ（ｐｇ／Ｌ） ４　 ２１．５２±１．４９　 １２．７５±１．２１＊＊ １５．２９±１．１５＊＊▲ ２４．３５±１．８２＊▲▲△

ＣＤ３６（ｎｇ／Ｌ） ４　 １．７２±０．２４　 １．９１±０．２４　 １．６０±０．１３　 １．８７±０．２１

　　注：与ＣＳＥ组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与补肺益肾组比较，▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１；与补肺健脾组比较，△Ｐ＜０．０１

差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。益肾
滋肾组分泌 ＧＭ－ＣＳＦ、ＭＭＰ－９、ＴＩＭＰ－１、ＴＧＦ－β、

ＣＤ３６、ＩＬ－３与补肺健脾组比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

３．３　含药血清对７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ刺激 ＴＨＰ－１细胞
分泌细胞因子的影响
表３示，与ＬＰＳ比较，补肺益肾组分泌ＴＮＦ－α、

ＰＰＡＰ２Ｂ、ＴＩＭＰ－１、ＳＯＤ、ＭＭＰ－９ 和 ＧＭ－ＣＳＦ、

ＣＤ３６增加，ＴＧＦ－β分泌减少（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜

０．０１）；补肺健脾组分泌 ＭＭＰ－９和 ＣＤ３６增加，

ＴＧＦ－β和ＩＬ１－β分泌减少（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；
益气滋肾组分泌 ＴＧＦ－β、ＧＭ－ＣＳＦ减少，ＴＮＦ－α、

ＭＭＰ－９和ＣＤ３６分泌增加（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。
补肺 健 脾 分 泌 ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－９、ＴＩＭＰ－１、ＳＯＤ、

ＰＰＡＰ２Ｂ 和益气滋肾组分泌 ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＮＦ－α、

ＴＩＭＰ－１、ＩＬ－１β、ＳＯＤ、ＰＰＡＰ２Ｂ与补益肺肾组比较差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。益肾滋
肾组分泌ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－９、ＩＬ－１β与补肺健
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脾组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

３．４　含药血清对５％ＣＳＥ联合７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ刺激

ＴＨＰ－１细胞分泌细胞因子的影响
表４示，与ＬＣ组比较，补肺益肾组分泌 ＧＭ－

ＣＳＦ、ＰＰＡＰ２Ｂ和ＴＧＦ－β减少，ＳＯＤ、ＭＭＰ－９和ＩＬ－
３分泌增加（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；补肺健脾组分
泌的ＧＭ－ＣＳＦ减少，ＴＮＦ－α、ＩＬ－３、ＰＰＡＰ２Ｂ、ＭＭＰ－
９分泌增加（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；益气滋肾组分
泌ＧＭ－ＣＳＦ、ＳＯＤ和 ＭＭＰ－９减少，ＴＮＦ－α、ＴＧＦ－β
分泌增加（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。补肺健脾组分泌

ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－９、ＳＯＤ、ＴＧＦ－β、ＰＰＡＰ２Ｂ和益气滋
肾组分泌ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－３、ＭＭＰ－９、ＴＩＭＰ－１、

ＳＯＤ、ＴＧＦ－β、ＰＰＡＰ２Ｂ与补肺益肾组比较差异均有
统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。益气滋肾组分
泌ＩＬ－３、ＭＭＰ－９、ＳＯＤ、ＰＰＡＰ２Ｂ与补肺健脾组比较
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

３．５　含药血清对细胞因子的转录因子影响
把含药血清对它有影响的细胞因子输入在线工

具（ｗｗｗ．ｔｆａｃｔｓ．ｏｒｇ），条件是：Ｐ 值＜０．０５，Ｅ 值

０．０５，Ｑ值＜０．０５，假阳性率＜０．０５。补益肺肾组

５％ＣＳＥ 刺 激 下 细 胞 因 子 ＮＦＫＢ１、ＳＴＡＴ３ 和

ＰＰＡＲＧ，７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ 刺 激 下 细 胞 因 子 ＡＰ１、

ＮＦＫＢ１、ＳＴＡＴ３、ＳＭＡＤ３和ＰＰＡＲＧ，５％ＣＳＥ联合

７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ刺激下细胞 ＡＰ１、ＮＦＫＢ１、ＳＴＡＴ３、

ＳＭＡＤ３符合以上条件。补肺健脾组５％ＣＳＥ刺激
下细胞ＳＭＡＤ３、ＳＴＡＴ　３，７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ刺激下细胞

ＮＦＫＢ１和ＰＰＡＲＧ，５％ＣＳＥ联合７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ刺激
下细胞的ＡＰ１符合以上条件。益气滋肾组５％ＣＳＥ
刺激下细胞ＰＰＡＲＧ，７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ及５％ＣＳＥ联合

７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ刺激下细胞ＮＦＫＢ１符合以上条件。

４　讨论
吸烟是导致ＣＯＰＤ主要的危险因素，香烟烟雾

中所含的多种有害物质可损伤肺上皮细胞，激发炎
症反应。气道中持续的炎症和氧化应激及肺基质破
坏是其病理特点，而ＣＯＰＤ患者又常易感染细菌和
病毒而加重病情。小气道炎症主要以巨噬细胞、Ｔ
淋巴细胞和中性粒细胞聚集为特点，与ＣＯＰＤ的急
性加重密切相关，其中肺泡巨噬细胞在ＣＯＰＤ病理
过程起中心作用，它可以分泌多种细胞因子和蛋白
酶，无论对炎性细胞趋化、活化，还是对气道重塑都
起到关键作用［７－１０］。本实验结果表明，一定浓度香
烟烟雾提取物和ＬＰＳ对单核巨噬细胞株ＴＨＰ－１有
一定促进增殖作用，在ＣＳＥ１０％～４０％浓度范围内

有剂量依赖性。而４８ｈ内５％ＣＳＥ或７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ
浓度的细胞生长影响很小。为了排除由于细胞数目
的变化对检测分泌因子的干扰，本研究选择了５％
ＣＳＥ和７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ作为刺激剂量。
巨噬细胞可以通过自分泌和旁分泌活化自身和

其他炎症细胞，使其产生其他多种细胞因子［１１］。

ＴＮＦ－α和ＩＬ－１β是其重要的炎症因子，ＧＭ－ＣＳＦ对
气道中巨噬细胞和中性粒细胞的不断成熟有重要作

用。在ＣＯＰＤ患者中支气管肺泡灌洗液中，ＧＭ－
ＣＳＦ的浓度增加，尤其是在急性加重期。ＴＧＦ－β不
但参与了成纤维细胞及气道平滑肌细胞的增殖、细
胞外基质的沉积以及上皮的修复，还参与了免疫调
节作用［１２－１３］。本结果表明，经ＰＭＡ诱导的ＴＨＰ－１
能够分泌 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＧＭ－ＣＳＦ和 ＴＧＦ－β，但在

５％ＣＳＥ、７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ及５％ＣＳＥ 联合７５ｐｇ／ｍｌ
ＬＰＳ刺激下，分泌的多少有所不同，而３个复方对
它们调解下作用也有很大差别。说明ＣＳＥ和ＬＰＳ
对巨噬细胞作用机制不同，在病理过程中又有交互
作用，在临床上吸烟和细菌感染对ＣＯＰＤ作用可以
相互影响，同时也说明３个复方中药作用靶点有别。
从整体结果看，补肺益肾方纠正ＣＳＥ和ＬＰＳ刺激
所引起分泌变化的细胞因子数目最多，补肺健脾方
作用次之，益气滋肾方作用最少；但对于ＣＳＥ联合

ＬＰＳ刺激，补肺健脾方所纠正的变化细胞因子数最
多，补肺益肾和益气滋肾方作用相当。

ＣＯＰＤ存在蛋白酶－抗蛋白酶失衡，主要表现
为蛋白酶量的增多和抗蛋白酶不足，导致肺组织受
损和气道重塑。中性粒细胞、巨噬细胞和气道上皮
细胞所产生基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）可降解所有肺
实质中细胞外基质成分，金属蛋白酶组织抑制物
（ＴＩＭＰｓ）具有对抗 ＭＭＰｓ的效应［１４］。本研究结果
显示，３个复方对细胞分泌的ＴＩＭＰ－１和 ＭＭＰ－９调
节明显不同，值得注意的是，除益气补肾法对５％
ＣＳＥ联合７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ联合刺激下分泌 ＭＭＰ－９
和ＴＩＭＰ－１负调节外，５％ＣＳＥ、７５ｐｇ／ｍｌ　ＬＰＳ刺激
条件下，３个复方对分泌ＴＩＭＰ－１和 ＭＭＰ－９都是正
调节作用，其原因可能两者都受到ＡＰ１转录因子的
调节。
为了进一步分析含药血清调控细胞分泌细胞因

子的机理，我们利用网络数据库和工具对其有所调
控作用的细胞因子进行了转录因子分析。有较多方
法可以通过多个分子表达的量对其转录因子进行富

集分析［１５］，本研究采用 Ａｈｍｅｄ　Ｅｓｓａｇｈｉｒ＇ｓ的方法，
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所利用的转录因子靶基因数据库是经过高质量实验

验证，用 Ｈｙｐｅｒｇｅｏｍｅｔｒｉｃ公式进行Ｆｉｓｈｅｒ＇ｓ　ｔｅｓｔ计
算Ｐ值。结果发现，３个复方中补益肺肾方在各条
件下，所调节分泌的因子和涉及转录因子较为广泛，
这些转录因子都参与了炎症反应。

ＣＳＥ和ＬＰＳ在刺激单核巨噬细胞ＴＨＰ－１分泌
细胞因子作用不同，但两者有交互作用。３个调补
肺肾方药在一定程度上都对ＣＳＥ和ＬＰＳ刺激下分
泌细胞因子和转录因子有一定调控作用，补益肺肾
方药作用最明显而广泛，补肺健脾方次之，其调控分
泌细胞因子的机制尚需进一步研究。
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基层医生手穴诊疗培训班招生通知
为了发掘民族瑰宝、弘扬中医精粹，满足广大基层学员对中医特色诊疗的需求，世界针联世针针灸交流中心拟于

２０１２年１２月在北京举办２０１２年国家中医药继续教育项目“基层医生手穴诊疗培训班”。由中国人体健康科技促进
会医药科技专业委员会副主任委员、中国老年教授协会医药专业委员会手诊分会副会长、江苏省常州市手穴诊疗研
究所所长刘浩兴主讲、传授“望诊、触诊、压诊”的手穴诊疗方法。该法以中医整体观念为基石，融西医组织解剖理论，
结合中医“四诊”察病智慧与经络腧穴治病经验，创造性的将中医整体理论运用于手诊，数分钟即可概知家族遗传性
疾病和自身健康状况，鉴别诊断多种疑难病症，方法独特，在临床有较高的实用价值。该法还能根据掌、指的各种特征
预测部分隐患。该手诊方法直观明了、易学易用，为广大医务工作者诊病寻根、治病求本、治未病提供了新思路、新方
法，尤其适用于基层。
每人学费１　２００元（含培训费、资料费等），学期３天，交通、食宿费用自理，会务组可协助安排食宿事宜。每班４０

人开班。学习经考核合格予以结业，颁发中英文对照的结业证书和国家继续教育学分证书Ⅰ类继续教育学分１２分。
凡参加学习者的优秀论文，《世界中医药》杂志将优先发表。欲参加学习者请先交报名费５０元，并附个人简况、身份证
复印件（注明通讯地址、邮政编码、联系电话、邮箱以及职业等）。会务组收到报名函后即做安排。经审查合格，在开班
前１个月内发入学通知。
报名地址与联系方式：北京市朝阳区小营路１９号财富嘉园Ａ座３０２室，《世界中医药》杂志社。邮编：１００１０１。电

话：（０１０）６２１４３６７２。邮箱：１３９０１３１８４０３＠１３９．ｃｏｍ。手机：１３９０１３１８４０３。传真：（０１０）５８２３９０６６。联系人：徐晖、赵和爱。
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