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基于“肺主行水”理论探究小青龙汤调节肺水转运蛋白的
作用机制
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［摘要］ 目的：观察小青龙汤及其方元对于肺水转运蛋白的调节作用，初步阐释“肺主行水”的生物学内涵，并从该角度探

索其作用机制。方法：根据经方的组方规律，将小青龙汤（11.22 g·kg-1）拆分为桂枝甘草（2.70 g·kg-1）、芍药甘草（2.70 g·kg-1）、
姜辛味（3.90 g·kg-1）、半夏麻黄（3.27 g·kg-1）4个方元。通过“形寒+饮冷+冷水浴”法建立寒饮蕴肺证大鼠病理模型，给予小青龙

汤及其方元进行干预。肺功能分析系统测定大鼠用力肺活量（FVC）、功能残气量（FRC）、平均呼气中期流量（MMEF）、吸气时间

（tI）和呼气时间（tE）等参数；苏木素-伊红（HE）染色观察大鼠肺组织病理形态学改变；免疫组化法（IHC）检测大鼠肺组织中水通

道蛋白（AQP）1、AQP5、上皮细胞钠通道 α亚单位（α-ENaC）和钠钾泵（Na+-K+-ATPase）表达；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测

肺组织中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）含量；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测肺组织中环磷酸腺苷（cAMP）、蛋白

激酶 A（PKA）和 cAMP 反应元件结合蛋白（CREB）mRNA 分子表达；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肺组织中 cAMP、PKA、

CREB 和磷酸化（p）-CREB 蛋白表达。结果：与正常组比较，模型组大鼠 FVC、FRC 和 MMEF 功能显著下降（P<0.01），tI 与 tE 时

间明显延长（P<0.05，P<0.01）；肺组织中 TNF-α含量显著升高（P<0.01）；肺组织中 cAMP、PKA、CREB mRNA 及蛋白表达显著

降低（P<0.01）；肺组织中 AQP5 及 α-ENaC 表达明显减少；大鼠肺泡腔内充满水肿液，周围组织充血，炎性细胞浸润，支气管黏

膜上皮黏连。与模型组比较，小青龙汤及其方元组可以明显增强模型大鼠 FVC、FRC 与 MMEF 功能（P<0.05，P<0.01），部分方

元组可缩短 tI 与 tE 时间（P<0.05，P<0.01）；小青龙汤组、桂枝甘草组及半夏麻黄组肺组织 TNF-α的含量显著下调（P<0.01）；小
青龙汤组 cAMP、PKA 和 CREB的 mRNA 的表达显著上调（P<0.01），桂枝甘草组、姜辛味组及半夏麻黄组显著上调 cAMP和 PKA

的 mRNA 表达（P<0.01）；小青龙汤组、桂枝甘草组、姜辛味组及半夏麻黄组显著上调 cAMP、PKA 和 CREB 的蛋白表达（P<0.01），
芍药甘草组明显上调 CREB 蛋白的表达（P<0.05）；小青龙汤可以上调 AQP5 和 α -ENaC 的阳性表达，桂枝甘草组可以上调

α-ENaC的阳性表达；小青龙汤及其方元各组可以减少模型大鼠肺组织水肿，炎性细胞浸润明显减少，支气管黏膜黏连程度减轻。

结论：小青龙汤及其方元可以通过提高肺水转运相关蛋白 AQP1、AQP5和 α-ENaC的表达，减轻寒饮蕴肺证大鼠病理模型中肺水

肿，抑制肺部炎症状态，改善大鼠肺功能，从而恢复肺脏的生理功能，cAMP/PKA 信号通路可能参与了该过程，Na+-K+-ATPase

在肺水转运调节中可能发挥了辅助作用，从肺水转运相关蛋白角度初步阐释“肺主行水”的内涵具有一定的客观依据。
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［［Abstract］］ Objective：：To observe the regulatory effect of Xiao Qinglongtang and its ingredients on lung

water transport-related proteins，and to explain the biological connotation of lung governing water movement，

based on which the regulatory mechanism of Xiao Qinglongtang will be explored. Method：：According to the

composition rules of classical formula，Xiao Qinglongtang（11.22 g·kg-1），Guizhi Gancao（2.70 g·kg-1），

Shaoyao Gancao（2.70 g·kg-1）， Jiangxinwei（3.90 g·kg-1）and Banxia Muahuang（0.032 7 g·kg-1）were

prepared. The pathological model of syndrome of cold fluid accumulated in lung of rats was established by the

"coldness of body + drinking cold + cold bath" method，and Xiao Qinglongtang and its ingredients were

administrated to intervene with the model rats. Lung function parameters of forced vital capacity（FVC），

functional residual capacity（FRC），mean mid-expiratory flow（MMEF），inspiratory time（tI），and inspiratory

time（tE）were determined by lung function analyzer. Hematoxylin and eosin（HE）staining was used to observe

the changes in pathological morphology. The expression of aquaporin（AQP）1，AQP5，epithelial sodium

channel α subunit（α -ENaC）and Na+-K+-ATPase in lung tissues of rats，the content of tumor necrosis factor -α

（TNF-α），the mRNA expression of cyclic adenosine monophosphate（cAMP），protein kinase A（PKA）and

cAMP-response element binding protein（CREB），and the protein expression of cAMP，PKA，CREB，and

phosphorylated-CREB （p-CREB） were detected by immunohistochemistry （IHC） ， enzyme-linked

immunosorbent assay（ELISA），Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction（Real-time

PCR），and Western blot，respectively. Result：： Compared with normal group，functions of FVC，FRC and

MMEF in model group were significantly decreased (P<0.01)，and the time of tI and tE was significantly

prolonged（P<0.05，P<0.01）. The content of TNF- α in lung tissue was significantly increased（P<0.01）. The

mRNA and protein expressions of cAMP，PKA and CREB in lung tissue were significantly decreased（P<0.01）.

The expression of AQP5 and α-ENAC in lung tissue decreased significantly. The alveolar cavity of rats was filled

with edema fluid，surrounding tissue hyperemia，inflammatory cell infiltration, bronchial mucosa epithelial

adhesion. Compared with model group，Xiao Qinglongtang and its fangyuan group could significantly enhance

the FVC, FRC and MMEF functions of model rats（P<0.05，P<0.01），and tI and tE time were shortened（P<

0.05，P<0.01）. The content of TNF- α in lung tissues of Xiao Qinglongtang group，Guizhi Gancao group and

Banxia Mahuang group was significantly decreased（P<0.01）. The mRNA expressions of cAMP，PKA and

CREB in Xiao Qinglongtang group were significantly up-regulated（P<0.01），and the mRNA expressions of

cAMP and PKA in Guizhi Gancao，Jiangxinwei and Banxia Mahuang groups were significantly up-regulated（P<

0.01）. The protein expressions of cAMP，PKA and CREB in Xiao Qinglongtang group，Guizhi Gancao group，

Jiangxinwei group and Banxia Mahuang group were significantly up-regulated（P<0.01），and the protein

expression of CREB in Shaoyao Gancao group was significantly up-regulated（P<0.05）. Xiao Qinglongtang

could up-regulate the positive expression of AQP5 and α-ENAC，and Guizhi Gancao group could up-regulate the

positive expression of α -ENAC. Xiao Qinglongtang and its fangyuan can reduce the lung edema，inflammatory

cell infiltration and bronchial mucosal adhesion of model rats. Conclusion：： Xiao Qinglongtang and its

ingredients can reduce lung edema and inhibit inflammation by improving the expression of lung water transport-

related proteins AQP1，AQP5，and α -ENaC through cAMP/PKA pathway，thereby restoring the lung functions

in rats with syndrome of cold fluid accumulated in lung. Na+-K+-ATPase may play an auxiliary role in the

regulation of lung water transport. This provides a certain objective basis for preliminarily elucidating the

connotation of lung governing water movement from the perspective of lung water transport-related proteins.

［［Keywords］］ Xiao Qinglongtang； lung governing water movement； aquaporins； epithelial sodium

channel；Na+-K+-ATPase

中医学认为，“肺主通调水道”“肺主行水”，对

于某些水液代谢失常的疾病，常从肺论治。如中医

学常用“提壶揭盖法”论治小便不利、全身水肿等

证。“肺主行水”主要依赖于肺主气的功能，肺主宣
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发，则有助于脾气散精；肺主肃降，则有助于通调水

道，下输膀胱。若宣发肃降失常，不仅会出现或咳、

或喘，也会发生水液代谢异常，表现为或利、或噎、

或小便不利等症。因此中医学认为，肺在人体水液

代谢中占有重要地位。现代医学认为，肺水转运主

要存在两种机制，一种为被动转运，一种为主动转

运。前者所借助的 Starling 力（毛细血管静力压与血

浆胶体渗透压）被认为是维持肺泡腔内无液体的主

要因素，这是一种依靠肺组织内各方面压力与张力

作用的不消耗能量的水转运过程［1-2］。肺水主动转

运的过程中需要借助一些相关蛋白的参与，根据目

前研究已知主要为上皮钠通道（ENaC）、钠钾泵

（Na+-K+-ATPase）及水通道蛋白（AQPs）等［3-4］。从肺

水转运相关蛋白角度进行解读，有助于辅助阐释

“肺主行水”的内涵。

寒饮蕴肺证是由于素体肺阳虚衰，导致肺主行

水的功能减弱，水液不能正常输布运行，而聚水成

饮，伏于肺中所致的一种与呼吸功能相关的证候［5］。

小青龙汤作为著名的散寒蠲饮经方。根据方元的

组方规律［6-7］，可以将其拆分为 4 组方元：温阳化饮

的桂枝甘草汤，滋阴利水的芍药甘草汤，肺脾双调、

止咳止利的姜辛味组合，以及既可用于饮蓄中焦的

心下悸，也是平喘首选方元的半夏麻黄丸，四者涉

及与水液代谢相关的阴阳、脏腑、表里等理论，生动

体现了张仲景的治饮大法。因此本研究通过建立

寒饮蕴肺证大鼠模型，从方元角度来探索小青龙汤

调节肺水转运的作用机制，从现代分子生物学角度

解读张仲景的治饮思路，同时进一步辅助阐释“肺

主行水”的内涵。

1 材料

1.1 动物 56 只 SPF 级 Wistar 雄性大鼠，体质量

160~180 g，购于北京斯贝福生物技术有限公司，合

格证号 SCXK（京）2019-0010。动物饲养于北京中

医药大学 SPF 级动物房，室温 24~26 ℃，湿度 40%~

60%。本研究由北京中医药大学实验动物伦理委员

会审批通过，批号 BUCM-4-2019092901-3080。

1.2 试剂 BCA 蛋白浓度测定试剂盒（北京索莱宝

科技有限公司，批号 PC0020）；大鼠肿瘤坏死因子-α

（TNF-α）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（上

海科艾博生物公司，批号 CK-E30635R）；AQP5 抗

体、环磷酸腺苷（cAMP）反应元件结合蛋白（CREB）
抗体（南京 Bioworld 公司，批号分别为 BS-3477、

BS-6230）；AQP1 抗体、上皮细胞钠通道 α亚单位

（α -ENaC）抗体、ATP1A1 抗体、cAMP、蛋白激酶 A

（PKA）抗体、磷酸化（p）-CREB 抗体（北京 BIOSS 生

物技术有限公司，批号分别为 bs-1506R、bs-2957R、

bs-7232R、bs-12707R、bs-12707R、bs-0036R）；生 物

素化羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G、甘油醛 -3-磷酸脱氢

酶（GAPDH）抗体（英国 Abcam 公司，批号分别为

ab6721、ab181602）；总 RNA 提取试剂盒、cDNA 合

成试剂盒、实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-

time PCR）试剂盒（北京基谱生物科技有限公司，批

号分别为 GPQ1801、GPQ1803、GPQ1808）；苏木素

染色液、伊红染色液（武汉赛维尔生物科技有限公

司，批号分别为 G1004、G1001）。
1.3 仪器 NHRHG6005 型四季气候模拟系统（重

庆虹瑞试验仪器有限公司）；Forced Maneuvers 型动

物肺功能检测系统（英国 EMMS 公司）；Nikon Ci-S

型倒置显微镜、DS-U3 型成像系统（日本 Nikon 公

司）；186-1096 型 酶 标 仪（美 国 Bio-Rad 公 司）；
PP-1150 型电泳仪（北京凯元信瑞仪器有限公司）；
Line Gene 9600 Plus 型 Real-time PCR 仪（杭州博日

科技股份有限公司）。
1.4 中药溶液配制 小青龙汤组方：桂枝、麻黄、干

姜、赤芍、甘草、细辛各 15 g、清半夏 21.33 g、五味子

13.33 g［8］，均为免煎颗粒，购于北京华夏蓝筹生物

科技有限公司，批号分别为 1907002W、1908002S、

1908001W、 1808001C、 1908007C、 1908001W、

1905001C、1909001W。参照《药理实验方法学》中

人与大鼠等效剂量分别换算求得大鼠所用桂枝、麻

黄、干姜、赤芍、甘草、细辛、清半夏和五味子分别为

1.35、1.35、1.35、1.35、1.35、1.35、1.92、1.20 g·kg-1。

分别配置成大鼠所用药液：小青龙汤组、桂枝甘草

组（桂枝 1.35 g·kg-1，甘草 1.35 g·kg-1）、芍药甘草组

（赤芍 1.35 g·kg-1，甘草 1.35 g·kg-1）、姜辛味组（干姜

1.35 g·kg-1，细辛 1.35 g·kg-1，五味子 1.20 g·kg-1）和
半夏麻黄组（清半夏 1.92 g·kg-1，麻黄 1.35 g·kg-1），
含生药量分别为 11.22、2.70、2.70、3.90、3.27 g·kg-1，

以蒸馏水混匀相应药物，煮沸，磁力搅拌器不断搅

拌至完全溶解，浓缩为含生药质量浓度为 11.22、

2.70、2.70、3.90、3.27 g·mL-1的溶液，4 ℃保存备用。

2 方法

2.1 模型建立及药物干预 将 56 只大鼠随机抽取

8 只作为正常组，其余大鼠采用四季气候模拟系统，

每日 9：00~11：00，14：00~16：00，设置温度为 4 ℃对

大鼠施加“形寒”刺激；再对大鼠进行灌胃 0 ℃冰水

施加“饮冷”因素；随后令大鼠在（12±2）℃水中游泳

30 min 增加“劳则气耗”损伤因素［9］，连续干预 5 周。
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造模后大鼠出现体质量减轻、体温降低、被毛脱落、

便溏、口鼻分泌物增加、呼吸节律紊乱等症状，表明

造模成功［10］，将造模大鼠随机分为模型组、小青龙

汤组、桂枝甘草组、芍药甘草组、姜辛味组和半夏麻

黄组，每组 8 只。各药物干预组从造模结束后 24 h

开始，每日 1 次给予相应药液灌胃（10 mL·kg-1）；
正常组、模型组给予等体积蒸馏水，连续干预 2 周。

2.2 Forced Maneuvers 系统检测大鼠肺功能 将

系统参数设定为呼吸频率为 75 次/min，呼吸比设定

为 15∶10。各组大鼠腹腔注射 7% 水合氯醛麻醉

（5 mL·kg-1）后，背位固定于鼠板，颈部皮肤消毒后

纵行切开 2~3 cm，暴露气管，于 3、4 气管环中间施行

“倒 T”切口，施行气管插管。将大鼠置入体描器，气

管插管与体描器内接口相连，体描器连接生物信号

采集系统传感器。校准调试结束后立即点击计算

机软件功能区的“Read Volume”按钮，开始测定功能

残气量（FRC）、用力肺活量（FVC）、平均呼气中期流

量（MMEF）、吸气时间（tI）、呼气时间（tE）等指标。

2.3 苏木素-伊红（HE）染色观察大鼠肺组织病理形

态学改变 肺功能测定结束后，迅速摘取大鼠的右

肺组织。固定、脱水、透明、包埋、切片、HE 染色、封

片。每组选取 3 张切片，每张切片选取 5 个高倍视

野（×400）于光镜下进行观察、拍照、分析。

2.4 ELISA 检测大鼠肺组织 TNF-α含量 各组取

右肺组织 100 mg，与磷酸盐缓冲液（PBS）0.9 mL 充

分匀浆后取上清；BCA 法测定肺组织总蛋白浓度；
按照 ELISA 试剂盒说明书，测定肺组织 TNF-α含

量。绘制标准品线性回归曲线，计算各样品浓度。

2.5 免疫组化法检测大鼠肺组织 AQP5、AQP1、

α-ENaC 和 Na+-K+-ATPase蛋白的表达 肺组织常规

固定、脱水、透明、浸蜡、包埋、切片等处理；柠檬酸

钠/EDTA 进行抗原修复；3% H2O2阻断过氧化酶；封
闭 ；孵 育 一 抗（AQP5、ATP1A1，1∶100；AQP1、

α-ENaC，1∶500），另设一组以 PBS 代替一抗做空白

对照；二抗孵育（1∶500）；加链霉亲和素、DAB 显色、

复染、脱水、封片。光镜下观察各组大鼠肺组织中

AQP5、AQP1、α-ENaC、Na+-K+-ATPase 的表达情况，

每组选择 3 张切片，每张切片随机选取 5 个高倍视

野（×400）进行拍照、记录。应用 Image Pro Plus 6.0

图文分析软件对图像进行分析，统计每个视野下棕

黄色颗粒的积分吸光度 IA，IA/有效目标分布区域的

面积（Area）得到平均积分吸光度 AA，取平均值［11］。

2.6 Real-time PCR 检 测 肺 组 织 cAMP、PKA 和

CREB mRNA 表 达 各 组 称 取 大 鼠 右 肺 组 织

100 mg，按试剂盒说明书提取总 RNA，进行 RNA 纯

度鉴定；反转录后，以 cDNA 为模板进行 PCR 反应，

配制反应体系，设置扩增程序：95 ℃预变性 15 s，

40 个循环；95 ℃变性 10 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延

伸 20 s；以 GAPDH 作为内参照，每个样品设置 3 个

复孔，取均值；通过 2-ΔΔCt法进行均一化处理后，再进

行统计分析。引物设计由北京基谱生物科技公司

完成，cAMP 引物：上游 5′-CCGTGCTGTGGATGA

CTTCA-3′， 下 游 5′-TAACTGCTGTGATGCC

TTGCTA-3′，长 度 160 bp；PKA 引 物 ：上 游 5′-

CTTGTTCGGCTGGAGTATTCTT-3′，下游 5′-AAT

CTGTGACCTGGATGTAACC-3′，长 度 247 bp；
CREB 引 物 ：上 游 5′-AGTTGTTATGGCGTCCTC-

3′，下 游 5′-GCTTCCCTGTTCTTCATT3′，长 度

93 bp；GAPDH 引物：上游 5′-TGGAGTCTACTGG

CGTCTT-3′，下 游 5′-TGTCATATTTCTCGTGGTT

CA-3′，长度 138 bp。

2.7 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肺组织

cAMP、PKA、CREB 和 p-CREB 蛋白表达 各组称

取大鼠右肺组织 100 mg，按 1∶9 比例进行裂解，

4 ℃、12 000 r·min-1 离心 20 min（离心半径 10 cm），
取上清；BCA 法测定蛋白浓度；蛋白样品置于沸水

中煮 10 min 使其变性；配制 SDS-PAGE 凝胶，每孔

总量 60 μg 进行湿转转膜，封闭，一抗 cAMP、PKA、

CREB 和 p-CREB（1∶500），内参 GAPDH（1∶5 000）；
4 ℃孵育过夜，洗膜；二抗（1∶5 000）室温孵育 2 h，洗

膜；ECL 显色，化学发光成像系统成像、拍照。采用

Quantity One v.4.6.2 软件读取条带灰度值，以目的

蛋白与内参灰度值比值表示蛋白的相对表达量。

2.8 统计学处理 采用 SPSS 25.0 软件进行统计学

分析。服从正态分布的计量数据用 x̄ ± s 表示，多组

间比较采用单因素方差分析。若方差齐，两两比较

用最小显著性差异法（LSD）-t 法；若方差不齐，两两

比较用非参数检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对大鼠肺功能的影响 与正常组比较，模型组

FVC、FRC 与 MMEF 功能显著下降（P<0.01），tI与 tE

明显延长（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，各给药

组可明显提高 FVC、FRC 与 MMEF 功能（P<0.05，P<

0.01）。见表 1。

3.2 对大鼠肺组织病理形态学的影响 光镜下显

示，正常组大鼠肺组织肺泡腔呈空泡状薄壁结构，

结构清晰、完整，微量炎性细胞浸润。支气管为单

层纤毛柱状上皮结构，支气管黏膜上皮细胞排列整

··4
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齐，内无渗出物，纤毛无异常脱落；模型组大鼠肺组

织肺泡腔内充满淡红色较均匀的水肿液。部分肺

泡断裂、融合成大气腔，部分间隔增宽，间隔中可见

大量炎性细胞浸润。支气管黏膜上皮坏死、黏连，

伴有上皮细胞脱落。肺主动脉壁明显增厚，血管平

滑肌增生；各药物干预组与模型组比较，大鼠肺组

织肺泡扩张、断裂情况有所改善，肺泡腔水肿液减

少，黏膜黏连程度减轻，毛细血管扩张充血程度减

轻，肺泡腔、支气管及炎性细胞浸润明显减少。

见图 1。

3.3 对大鼠肺组织 TNF-α含量表达的影响 与正

常组比较，模型组大鼠肺组织中 TNF-α含量表达显

著升高（P<0.01）；与模型组比较，小青龙汤、桂枝甘

草组及半夏麻黄组的干预可以显著下调 TNF-α的

含量（P<0.01）。见表 2。

3.4 对大鼠肺组织中肺水转运相关蛋白表达的影

响 免疫组化染色结果显示，阴性细胞呈蓝色，底

物为白色；阳性细胞呈棕黄色，在胞浆及胞膜均有

一定表达，以胞浆为主。AQP1 与 AQP5 阳性颗粒分

别分布于肺微血管内皮细胞与Ⅰ型肺泡上皮细胞

中，α-ENaC 与 Na+-K+-ATPase 在Ⅱ型肺泡上皮细胞

表 1 小青龙汤及其方元对大鼠肺功能的影响（x̄± s，n=8）

Table 1 Effect of Xiao Qinglongtang and its Fangyuan on pulmonary function in rats（x̄± s，n=8）

组别

正常组

模型组

小青龙汤组

桂枝甘草组

芍药甘草组

姜辛味组

半夏麻黄组

剂量/g·kg-1

11.22

2.70

2.70

3.90

3.27

FVC/mL

15.80±0.56

11.45±0.342）

16.13±0.554）

17.38±0.904）

16.47±0.734）

16.90±0.354）

14.45±0.334）

FRC/mL

3.89±0.35

2.18±0.322）

4.31±0.654）

3.54±0.674）

3.66±0.554）

4.11±0.284）

3.49±0.254）

MMEF/mL·s-1

90.38±1.13

53.00±9.482）

85.86±3.053）

91.24±6.154）

85.74±3.733）

88.74±3.764）

93.40±1.844）

tI/s

0.25±0.01

0.34±0.031）

0.25±0.013）

0.22±0.014）

0.26±0.01

0.24±0.014）

0.22±0.014）

tE/s

0.24±0.01

0.39±0.032）

0.24±0.014）

0.25±0.034）

0.28±0.023）

0.21±0.014）

0.30±0.01

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 2-表 5 同）

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 小青龙汤组；D. 桂枝甘草组；E. 芍药甘草组；F. 姜辛味组；G. 半夏麻黄组（图 4 同）
图 1 小青龙汤及其方元对大鼠肺组织病理学的影响（HE，×400）
Fig. 1 Effect of Xiao Qinglongtang and its Fangyuan on lung pathological change in rats（HE，×400）

表 2 小青龙汤及其方元对大鼠肺组织 TNF-α含量表达的影响（x̄±

s，n=8）

Table 2 Effect of Xiao Qinglongtang and its Fangyuan on TNF-α

expression in lung tissue of rats（x̄± s，n=8）

组别

正常组

模型组

小青龙汤组

桂枝甘草组

芍药甘草组

姜辛味组

半夏麻黄组

剂量/g·kg-1

11.22

2.70

2.70

3.90

3.27

TNF-α/ng·g-1

7.25±0.34

13.17±1.372）

6.05±0.754）

9.94±0.814）

11.81±0.66

10.07±1.19

9.54±0.704）
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中广泛表达。与正常组比较，模型组大鼠肺组织

AQP5 和 α -ENaC 蛋白表达明显减低，与模型组比

较，小青龙汤的干预能够显著提高 AQP5 和 α-ENaC

的阳性表达，桂枝甘草组能够提高 α-ENaC 的阳性

表达。与正常组比较，模型组大鼠肺组织 AQP1 表

达减低，各药物组干预后可以上调其表达；与正常组

比较，模型组大鼠肺组织 Na+-K+-ATPase 的表达增

多，小青龙汤亦能提高其阳性表达。见图 2-图 5。

图 4 小青龙汤及其方元对大鼠肺组织中 α-ENaC表达的影响（免疫组化，×400）
Fig. 4 Effect of Xiao Qinglongtang and its Fangyuan on α-ENaC expression in lung tissue of rats（IHC，×400）

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 小青龙汤组；D. 桂枝甘草组；E. 芍药甘草组；F. 姜辛味组；G. 半夏麻黄组；H. PBS 正常组（图 3-图 5 同）
图 2 小青龙汤及其方元对大鼠肺组织中 AQP1表达的影响（免疫组化，×400）
Fig. 2 Effect of Xiao Qinglongtang and its Fangyuan on AQP1 expression in lung tissue of rats（IHC，×400）

图 3 小青龙汤及其方元对大鼠肺组织中 AQP5表达的影响（免疫组化，×400）
Fig. 3 Effect of Xiao Qinglongtang and its Fangyuan on AQP5 expression in lung tissue of rats（IHC，×400）

··6
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3.5 对大鼠肺组织 cAMP，PKA，CREB mRNA 表

达的影响 与正常组比较，模型组大鼠肺组织中

cAMP，PKA 及 CREB 的 mRNA 表达显著减低（P<

0.01）；与模型组比较，小青龙汤、桂枝甘草组、姜辛

味组及半夏麻黄组的干预可以显著上调 cAMP 与

PKA 的 mRNA 表达（P<0.01），小青龙汤可以显著上

调 CREB 的 mRNA 表达（P<0.01）；桂枝甘草组、姜辛

味组及半夏麻黄组 CERB 的 mRNA 表达有上升趋

势，芍药甘草组 PKA 的 mRNA 表达有上升趋势，但

差 异 无 统 计 学 意 义 。 皮 尔 森 相 关 系 数（Pearson

correlation coefficient）分析，该条通路的各分子间表

达具有显著相关性（P<0.01）。见表 3。

3.6 对大鼠肺组织 cAMP、PKA、p-CREB，CREB 蛋

白表达的影响 与正常组比较，模型组大鼠肺组织

中 cAMP、PKA 及 CREB 的蛋白表达显著降低（P<

0.01）；与模型组比较，小青龙汤、桂枝甘草组、姜辛

味组及半夏麻黄组的干预可以显著上调 cAMP、

PKA 及 CREB 的蛋白表达（P<0.01），芍药甘草组可

以明显上调 CREB 的蛋白表达（P<0.05）。与正常组

比较，模型组大鼠肺组织中 p-CREB 的表达下调，各

药物组干预后可以上调其表达，但组间差异无统计

学意义。见表 4、图 6。

4 讨论

小青龙汤作为寒饮蕴肺证治疗的经典方剂，其

组方井然有序：“辛甘化阳”以温阳化饮的桂枝甘草

组合，“酸甘化阴”以滋阴利水的芍药甘草组合，调

肺以助通调水道、运脾以助运化水液的姜辛味组合

和发越表里、长于去表里之水的半夏麻黄组合，全

方主治明确，其作用机制有待进一步深入研究。

AQPs 作为一种普遍存在的膜结合通道，表达

于多种参与液体运输的上皮细胞和内皮细胞中，不

仅可以高度选择水的通过，还可以促进其他小溶质

的跨膜转运，包括气体（CO2 和 NH3）［12-14］，过氧化

氢［15］，以及砷、硼和硅等金属［16］。到目前为止，13 种

AQPs 广泛分布于各种器官和组织中的特定细胞类

型中，已在人类中得到表征，并根据 AQPs 的主要序

图 5 小青龙汤及其方元对大鼠肺组织中 Na+-K+-ATPase表达的影响（免疫组化，×400）
Fig. 5 Effect of Xiao Qinglongtang and its Fangyuan on Na+-K+-ATPase expression in lung tissue of rats（IHC，×400）

表 3 小青龙汤及其方元对大鼠肺组织 cAMP、PKA、CREB mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of Xiao Qinglongtang and its Fangyuan on cAMP，PKA，and CREB mRNA expression in lung tissue of rats（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

小青龙汤组

桂枝甘草组

芍药甘草组

姜辛味组

半夏麻黄组

剂量/g·kg-1

11.22

2.70

2.70

3.90

3.27

cAMP

0.99±0.08

0.28±0.022）

0.91±0.034）

0.43±0.024）

0.28±0.01

0.47±0.024）

0.45±0.044）

PKA

0.93±0.10

0.18±0.082）

1.00±0.064）

0.46±0.044）

0.22±0.05

0.60±0.064）

0.47±0.034）

CREB

1.04±0.06

0.33±0.092）

1.08±0.084）

0.70±0.02

0.33±0.01

0.67±0.02

0.67±0.10
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列可被分为 3 个亚组：水选择性通道蛋白（AQP0、1、

2、4、5、6、8），水甘油通道蛋白（AQP3、7、9、10）和超

水通道蛋白（AQP11、12）［17］。在人体内，每个器官

系统至少存在一种 AQPs 并参与维持细胞内外液体

稳态［18］。中医学认为人体内水液代谢是由多脏腑

多环节共同配合完成的，正如《黄帝内经》言：“饮入

于胃，游溢精气，上输于脾。脾气散精，上归于肺，

通调水道，下输膀胱。水精四布，五经并行……”，

与现代医学中 AQPs 参与多器官水液代谢调节的认

识具有相似之处。因此，对 AQPs 生物学的进一步

了解，不仅有助于为探究临床水液代谢障碍疾病的

防治提供新思路，也对于开发新的治疗靶点或可靠

的诊断及预后生物标志物具有重要意义。“肺为水

之 上 源 ”，目 前 已 知 肺 组 织 中 主 要 表 达 AQP1、

AQP3、AQP4、AQP5、AQP8 及 AQP9 等几种水通道

蛋白，肺泡上皮主要由Ⅰ型细胞组成，其顶膜表达

AQP5，微血管内皮细胞表达 AQP1［19］，二者发挥着

主要的肺水转运作用，帮助清除肺泡内多余液体，

实现水分子的跨膜转运［20-21］。根据基因敲除小鼠肺

部 AQPs 的实验结果显示，水分子主要通过 AQPs 依

赖的跨细胞方式穿过肺微血管内皮和上皮，而不是

通过紧密连接的细胞内途径扩散，敲除 AQP1 及

AQP5 后，可导致经上皮的水渗透性降低，且肺通透

性指数与二者的基因表达负相关［22-25］。体内外研究

表明，在肺损伤包括缺氧条件下所致的肺水代谢障

碍中，以 AQPs 中的 AQP1 和 AQP5 表达改变更为显

著［26-28］，其表达减低时，肺水转运能力下降，积聚于

肺泡腔内，渗出液吸收障碍，致肺泡内水转出异常。

上调 AQP1 和 AQP5 的表达，促进水泡内水的吸收，

减轻肺水肿，提高肺功能［29-30］。促炎因子 TNF-α的

过度分泌也会加剧肺水肿状态，且与 AQP1 和 AQP5

表达负相关，抑制其过表达，可以改善肺水肿状态，

减轻炎性细胞浸润，进而增强呼吸功能［31-33］。

肺泡上皮细胞内的钠水转运是肺泡内液体清

除的关键环节，该过程中需要借助 ENaC 和 Na+-K+-

ATPase 等蛋白分子的参与，协调肺水主动转运。人

体细胞内外液体的渗透平衡是维持细胞正常生理

功能的基础，其中 Na+是维持细胞外液渗透压的主

要决定因素［34］。肺 ENaC 是肺泡内 Na+转运过程的

重要组成部分，为肺泡间隙液体的清除提供了动

力。肺 ENaC 是一种异源三聚体蛋白通道，表达于

气道上皮细胞的顶端表面［35］。ENaC 通常由 3 个同

源亚基（α、β和 γ亚基）组成，其中 α亚基不仅在肺泡

上皮细胞中含量最高，也是维持水-钠转运及肺水清

除的关键亚基［36］。研究发现，α -ENaC 表达减低会

抑制肺泡液体主动清除功能，引起气道表面液体稳

态失衡，导致肺损伤，引发相关呼吸系统疾病，提高

α -ENaC 的表达不仅能够加速肺泡液体清除率，并

能够改善呼吸系统疾病的肺功能表现，二者具有显

著相关性［37-39］。Na+-K+-ATPase 是 P 型 ATPase 超家

族的成员，位于肺泡上皮细胞的基底外侧表面［40-42］，

生理情况下，ENaC 协同 Na⁺-K⁺-ATPase，主动将 Na+

图 6 大鼠肺组织 cAMP、PKA、p-CREB及 CREB蛋白表达电泳

Fig. 6 Electrophoresis of cAMP，PKA，CREB，and p-CREB

protein expression in lung tissue of rats

表 4 小青龙汤及其方元对大鼠肺组织 cAMP、PKA、p-CREB、CREB蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Xiao Qinglongtang and its Fangyuan on cAMP，PKA，p-CREB，and CREB mRNA expression in lung tissue of rats

（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

小青龙汤组

桂枝甘草组

芍药甘草组

姜辛味组

半夏麻黄组

剂量/g·kg-1

11.22

2.70

2.70

3.90

3.27

cAMP/GAPDH

0.54±0.04

0.17±0.062）

0.50±0.034）

0.35±0.034）

0.19±0.04

0.31±0.064）

0.32±0.064）

PKA/GAPDH

0.60±0.12

0.13±0.052）

0.59±0.104）

0.42±0.124）

0.30±0.07

0.43±0.114）

0.42±0.134）

p-CREB/GAPDH

0.50±0.08

0.11±0.03

0.51±0.05

0.31±0.06

0.22±0.03

0.32±0.02

0.31±0.01

CREB/GAPDH

0.62±0.06

0.17±0.122）

0.64±0.044）

0.46±0.074）

0.29±0.063）

0.44±0.024）

0.43±0.034）
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排出细胞，发挥肺泡液体清除功能，提高肺泡上皮

抵抗肺损伤的能力［43-44］。研究发现，在肺损伤模型

中观察到了 Na+-K+-ATPase 的表达下调，其所致的

肺泡液清除障碍可以通过增加 Na+-K+-ATPase 表达

逆转，并增强肺泡上皮细胞通透性，促进液体吸

收［45-47］。许多肺系疾病中均存在着肺泡缺氧（通气

与换气功能障碍），缺氧条件下，肺 ENaC 及 Na+-K+-

ATPase的表达亦减低、活性减弱［48］。

本研究发现，寒饮蕴肺证模型大鼠肺组织中

AQP1、AQP5 与 α-ENaC 表达减低，在小青龙汤及各

组方元药物的干预作用下，能够不同程度地上调其

蛋白的数值表达；寒饮阻于肺内，因而导致肺功能

下降，经过药物的干预，肺通气与换气障碍也得到

了不同程度地缓解，说明小青龙汤及其方元均发挥

了一定的肺水调节作用，其生物学机制之一可能是

通过调节肺水转运蛋白来实现的。光镜下观察模

型组大鼠肺组织的病理表现，发现有肺水肿状态伴

随炎性细胞浸润；测定肺组织内 TNF-α的含量，模

型组大鼠 TNF-α的含量呈现升高趋势，经过各组药

物的干预，TNF-α含量减低，镜下肺内组织水肿减轻

且炎性症状得到改善，说明肺内水肿液的清除有助

于肺脏恢复正常的生理功能，同时减轻炎症刺激，

有利于水肿液的吸收，改善肺功能，二者具有一定

的相关性。在本研究中观察到，Na+-K+-ATPase 在模

型组大鼠的肺组织中表达上调，与既往文献的报道

结果不一致，合理推测在造模过程中，大鼠肺组织

为了加速肺内异常液体的清除与吸收，出现了过度

防御而发生的代偿性负性调节，结合病理观察结

果，这种代偿性调节并没有帮助肺内水肿液的清除

与吸收，肺水肿及炎症表现仍然存在，应该进行相

应的动态观察，这也是本研究的不足之一。不过，

经过小青龙汤的干预，Na+-K+-ATPase 的表达增加，

结合该组大鼠的其他指标表现，认为 Na+-K+-ATPase

可能发挥了辅助作用，但这种修复机制是多种生物

学机制共同参与的结果，协同调节肺脏的水液代

谢，从而改善肺组织的生理功能。

cAMP 作为机体内重要的第二信使之一，其发

挥功能主要是通过激活 PKA 系统来实现，被激活的

PKA 在细胞核内主要的靶蛋白为 CREB，CREB 被

磷酸化后，进一步发挥生物学功能［49］。研究表明，

cAMP/PKA/CREB 通路参与了 AQPs 的表达、运输、

门控及分布等生物学过程［50］，其中，在肺上皮细胞

AQP5 的表达上，cAMP 从基因转录到蛋白翻译环节

均有参与，人与大鼠的 AQP5 只有一个 PKA 序列［51］

且 PKA 是调节 AQP5 基因转录环节不可或缺的元

件，同时 cAMP 还能够对细胞膜上 AQP5 的分子转

移数目进行调控［52］，在 AQP5 的开放阅读框（ORF）
的上游还表达有 CREB 的转录起始位点［53］，说明

AQP5 蛋白存在 cAMP/PKA/CREB 通路的调控机

制。对寒饮伏肺证型模型大鼠进行药物干预前后

比较，cAMP、PKA、CREB 及 AQP5 基因和蛋白的表

达上调有助于恢复气道内液体平衡，改善呼吸功

能［54］。体外研究发现，cAMP 还可以增加 α-ENaC 的

表达，加入 PKA 抑制剂后，α -EnaC 的表达明显下

降，应用药物减弱 cAMP 诱导的 CREB 磷酸化后，

α -ENaC 水平也呈下降趋势［55］，表明 cAMP/PKA/

CREB 通 路 可 能 也 参 与 了 α -ENaC 表 达 的 调 节 。

Na+-K+-ATPase作为肺泡上皮细胞 Na+转运系统的另

一关键元件，cAMP 可以增强其酶活性，调节肺内液

体平衡，发挥肺水转运功能［56］。

在本研究中，寒饮蕴肺证模型大鼠肺功能表现

下降、肺组织水肿伴有炎性表现，相关肺水转运蛋

白 如 AQP1、AQP5、α -ENaC 等 表 达 下 调 ，肺 组 织

cAMP/PKA/CREB 通路分子表达被抑制，经过小青

龙汤及其方元的干预治疗，不同程度地上调了模型

大鼠肺组织中 cAMP、PKA、CREB、p-CREB mRNA

及蛋白表达，上调肺水转运蛋白的含量，说明小青

龙汤及其方元可能通过 cAMP/PKA/CREB 通路调

节寒饮蕴肺证大鼠肺组织中肺水转运相关蛋白的

表达，从而改善肺组织的水肿状态，减轻炎症反应，

纠正肺水转运失衡，保护大鼠肺脏，恢复其生理功

能。综上，通过调节肺水转运蛋白，小青龙汤及各

方元组均发挥了一定的肺水调节作用，初步阐释了

“肺主行水”内涵，为下一步探索其生物学机制奠定

了基础。
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