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基于 CXCL8-CXCR1/2 轴探讨二陈汤加味对
COPD 大鼠的抗炎机制
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［摘要］ 目的：观察二陈汤加味对慢性阻塞性肺疾病（COPD）大鼠肺组织 CXC 趋化因子配体（CXCL）8-CXC 趋化因子受

体（CXCR）1/2 表达的影响，探讨二陈汤加味对 COPD 抗炎作用的分子机制。方法：40 只 SD 大鼠随机分为正常组、模型组、二

陈汤加味组和急支糖浆组，每组 10 只。以香烟烟雾联合脂多糖（LPS）制备 COPD 大鼠模型。二陈汤加味组以 10 g·kg-1灌胃

（ig）给药，急支糖浆组以 10 g·kg-1剂量 ig，正常组、模型组 ig 等量生理盐水，连续干预 14 d。酶联免疫吸附测定（ELISA）检测大

鼠支气管肺泡灌洗液（BALF）中趋化因子（Chemokines）CXCL1，CXCL8 含量，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time

PCR），蛋白免疫印迹法（Western blot）分别检测肺组织匀浆中 CXCL8，CXCR1，CXCR2 mRNA 及蛋白表达，苏木素-伊红（HE）

染色观察肺组织的病例变化，免疫组织化学（IHC）检测肺组织中 CXCL8，CXCR1 和 CXCR2 的蛋白定位表达。结果：与正常组

比较，模型组大鼠 BALF 中 CXCL1，CXCL8 含量显著升高（P<0. 01），肺组织 CXCL8，CXCR1，CXCR2 mRNA 及蛋白表达均明

显升高（P<0. 05，P<0. 01）。与模型组比较，二陈汤加味组显著降低 CXCL1，CXCL8 含量（P<0. 01），明显降低 CXCL8，

CXCR1，CXCR2 mRNA 及蛋白表达（P<0. 05），且明显改善肺组织病理学损伤。结论：二陈汤加味对 COPD 有抗炎作用，其机

制可能与抑制 CXCL8，CXCR1，CXCR2 mRNA 及其蛋白的表达，减少趋化因子 CXCL1，CXCL8 的释放有关。
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Mechanism of Modified Erchentang on Expression of CXCL8-CXCR1/2 Axle Genes in Lung

Tissue of Rats with Chronic Obstructive Pulmonary Disease
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WANG Guo-qiang*，XIE Wen-ying*，XU Li-li
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［Abstract］ Objective： To observe the effect of modified Erchentang on the expression of CXC

chemokine ligand（CXCL）8-CXC chemotaxis factor receptor（CXCR）1/2 genes in the lung tissue of rats with

chronic obstructive pulmonary disease（COPD），，in order to explore the anti-inflammatory molecular mechanism

of Erchentang on COPD. Method：Forty SD rats were randomly divided into normal group，model group，Jizhi

syrup group and modified Erchentang group. COPD models in rats were prepared by cigarette smoke and

［收稿日期］ 20190826（001）

［基金项目］ 国家自然科学基金面上项目（81573881）；河南省高等学校重点科研项目 (15A360030)；河南省科重点技攻关项目

（182102311163）；河南省教育科学“十三五”规划一般课题（[2019]-JKGHYB-0101，[2019]-JKGHYB-0114）；国家级大学生创

新创业训练计划项目（S201810471013，S201910471010）；河南中医药大学生创新学习项目（CXXM[2017]0252，CXXM

[2019]0001）

［第一作者］ 尚立芝，硕士，教授，从事中医药作用机制研究，E-mail：lzshang2014@163. com

［通信作者］ *王国强，博士，助理研究员，从事中医药免疫药理研究，E-mail：biowgq@126. com；
*谢文英，教授，从事中医药治疗肺系疾病研究，E-mail：xiewenying1963. 163. com

·经典名方·

··40



第 26 卷第 11 期
2020 年 6 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 26，No. 11

Jun. ，2020

dripping lipopolysaccharide （LPS） in the trachea. After modeling， normal and model groups were

intragastrically given normal saline solution，Jizhi syrup group was given Jizhi syrup（10 g·kg-1），and modified

Erchentang group was given intragastrically corresponding herbal drugs（10 g·kg-1）for 14 days. The levels of

chemokines CXCL1，CXCL8 were detected by enzyme-linked immunosorbent assay in rat bronchoalveolar

lavage fluid（BALF）. The mRNA expressions of CXCL8，CXCR1 and CXCR2 were detected by quantitative

real time PCR（Real-time PCR）. Western blot was used to detect the levels of CXCL8，CXCR1 and CXCR2

protein， the pathological changes of lung tissues were observed by hematoxylin-eosin（HE） staining，and

immunohistochemistry （IHC） method was used to detect the expressions of CXCL8，CXCR1 and CXCR2

protein in the lung tissue of all the groups. Result： The levels of chemokines CXCL1， CXCL8 in rats

BALF were increased significantly （P<0. 01），the expressions of CXCL8，CXCR1 and CXCR2 mRNA and

protein were increased significantly （P<0. 05， P<0. 01） in model group compared with normal group.

Compared with model group， the expressions of CXCL8，CXCR1 and CXCR2 mRNA and protein were

decreased significantly（P<0. 05），and the levels of chemokines CXCL1，CXCL8 in rats BALF were decreased

significantly（P<0. 01） in modified Erchentang. Conclusion： Modified Erchentang has an anti-inflammatory

effect on COPD. The mechanism may be related to inhibiting the expressions of CXCL8，CXCR1，CXCR2

mRNA and protein，and reducing the release of chemokines CXCL1，CXCL8.

［Key words］ chronic obstructive pulmonary disease （COPD） ； inflammatory； Erchentang；

chemokines；receptor

慢性阻塞性肺疾病（COPD）是以气流受限不完

全可逆为特征的呼吸系统慢性炎症性疾病［1］。因其

高发病率、高复发率、高致残率成为公共卫生问题

而备受关注［2］。COPD 的主要病理基础是炎症［3］。

趋化因子及其受体促使炎细胞的趋化与激活，使炎

细胞向炎区迁移，直接加重 COPD 的进程［4］。近年

发现，CXC 趋化因子配体（CXCL1，CXCL8）与其受

体 CXCR1/2 轴的信号转导在 COPD 的发生、发展中

起 重 要 作 用［5-6］。 然 而 ，CXCL8-CXCR1/2 轴 在

COPD 中的作用及中医药对其影响却少见报道。。

本课题组基于 COPD 的病因病机，选用《太平惠

民和剂局方》中的二陈汤，加减成二陈汤加味方，前

期临床和实验研究发现二陈汤加味抑制氧化损伤，

通过多种信号通路发挥抗炎作用，保护气道和肺的

结构与功能［7-9］。但其对 COPD 涉及 CXCL8-CX ‐

CR1/2 轴的抗炎机制的研究较少［10］。本研究采用香

烟烟熏联合脂多糖（LPS）方法，制备 COPD 大鼠模

型，探讨二陈汤加味对 CXCL8-CXCR1/2 轴的作用

靶点，为中医药治疗 COPD 提供抗炎的分子机制。

1 材料

1. 1 动物 40 只 6 月龄 SD 雄性大鼠，SPF 级，体质

量（230～280）g，由河南省动物实验中心提供，合格

证号 SCXK（豫）2012-0001。实验动物经河南省动

物 质 量 监 督 监 测 站 检 验 质 量 合 格（合 格 证 号

NO. 41003100001905），本研究涉及的动物实验操作

均在河南中医药大学实验动物中心，实验动物使用

许可证号 SYXY（豫）2015-0005。实验动物伦理经

河 南 中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 批

（DWLL20130018）。

1. 2 药物与试剂 二陈汤加味方药组成：姜半夏

10 g，陈皮 10 g，蜜麻黄 6 g，杏仁 10 g，白术 10 g，茯

苓 10 g，地龙 10 g，葶苈子 10 g，党参 10 g，山药 10 g，

甘草片 5 g（均为华润三九医药的中药配方颗粒，批

号 分 别 为 1509001H， 1502001H， 1503125S，

1504002S， 1507001W， 1505002W， 1503001S，

1508001S，1507007W，1510007H，1502001S）；急支

糖浆（太极集团重庆涪陵制药有限公司，国药准字

Z50020615）；LPS，RIPA 组织/细胞裂解液（北京索莱

宝科技有限公司，批号分别为 701C036，20160928）；

大鼠 CXCL8 酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒（美

国 R＆D 公司，批号 446502）；大鼠 CXCL1 ELISA 试

剂 盒（苏 州 卡 尔 文 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号

E20190309A）；总 RNA 提取试剂盒，cDNA 反转录试

剂盒，苏木素染液（美国 Sigma 公司，批号分别为

086001，0000123564，H9627）；SYBR® Premix Ex

TaqTM Ⅱ试剂盒（日本 Takara 公司，批号 AKA403）；

兔抗大鼠 CXCL8 单克隆抗体、兔抗大鼠 CXCR1 多

克隆抗体（武汉博士德生物工程有限公司，批号分

别为 A00423-1，ZP575BP75）；兔抗大鼠 CXCR2 单

克隆抗体（美国 Santa Cruz 公司，批号 17095）；兔抗
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大鼠甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）一抗（美国

Immuno Way 公司，批号 B4501）；辣根过氧化物标记

羊 抗 兔 免 疫 球 蛋 白（Ig）G 二 抗（北 京 Trans Gen

Biotech 公司，批号 K31105）；DAB 显色试剂盒（北京

Solarbio 有限公司，批号 20170628）；ECL 超敏发光

液试剂盒（北京普利来基因技术有限公司，批号

ZD310-6AC04D）；伊红染液（国药集团药业股份有

限公司，批号 71014544）；CXCL8，CXCR1，CXCR2，

GAPDH 的 PCR 引物由宝日医生物技术（北京）有限

公司合成，引物序列见表 1。

1. 3 仪器 Biofuge stratos 型多用途 4 ℃离心机

（美国热电公司）；Powerwave XS 型全波长扫描酶标

仪（美国 BioTek 公司）；1575 型全自动酶标洗板机

（美国伯乐公司）；StepOnePlus 型实时荧光定量聚合

酶链式反应（Real-time PCR）仪及其检测软件（美国

ABI 仪器有限公司）；EG1150 型自动包埋机，RM

2265 型全自动轮转切片机（德国 Leica 公司）；20486

型显微摄像仪（日本 Olympus 公司）；其他仪器由河

南中医药大学中医药科学院提供。

2 方法

2. 1 分组、模型制备与给药 40 只 SD 大鼠随机分

为 4 组，分别为正常、模型、二陈汤加味和急支糖浆

组。参照文献［11-12］及本课题组前期研究［13］，以香

烟烟熏联合 LPS 诱导 COPD 大鼠模型，于造模的第

1 天和第 14 天，正常组经气管注入生理盐水 200 μL，

其他各组经气管注入 LPS200 μL（LPS 按 1 g·L-1 溶

于生理盐水中）。正常组不做烟熏，第 2～30 天，第

14 天除外，其他各组大鼠于熏箱内行香烟烟熏，8 支

烟/次，30 min/次，2 次/d。以肺功能、肺组织病理学

改变作为判定造模成功的依据。造模成功后给药，

前期研究发现二陈汤加味 10 g·kg-1 剂量的效果最

好［13］，故本文以二陈汤加味 10 g·kg-1灌胃（ig），急支

糖浆组以 10 mg·kg-1 剂量 ig，正常及模型组 ig 同体

积的生理盐水。以上各组均连续干预 14 d。

2. 2 ELISA 法 检 测 大 鼠 支 气 管 肺 泡 灌 洗 液

（BALF）中 CXCL1 和 CXCL8 含量 BALF 的制备：

腹腔注射 10% 水合氯醛麻醉大鼠，用消毒手术器械

迅速打开腹腔。腹主动脉取血及放血后，迅速沿腹

部切口向上打开胸腔，充分暴露气管，摘取气管及

完整肺脏，用止血钳钳夹右主支气管，并剪下右侧

支气管和肺。用无菌套管针头连接注射器，抽取

2 mL 生理盐水经气管注入左肺，并迅速轻柔按摩

30 s 后将液体回抽，快速打入已标记的无菌离心管

中，以上述方法操作 3 次，收集 BALF。将离心管中

的 BALF 进行 2 000 r·min-1，4 ℃，离心 10 min，取上

清液置于高压蒸汽灭菌的离心管，−80 ℃冰箱储存。

采用双抗体夹心法 ELISA 检测 BALF 中 CXCL1 和

CXCL8 的含量。实验步骤严格按试剂盒说明书进

行操作。反应终止后，立即用酶标仪在 450 nm 波长

处测定每孔的吸光度 A，通过标准曲线，计算大鼠

BALF 中 CXCL1 和 CXCL8 的含量。

2. 3 Real-time PCR 法检测大鼠肺组织匀浆中 CX ‐

CL8，CXCR1，CXCR2 mRNA 的 表 达 按 照 总

RNA 提取试剂盒说明书，取大鼠右侧肺组织 50 mg

从中提取总 RNA，采用紫外分光光度仪 260，280 nm

处测定 A，根据 A260/A280 值，计算 RNA 纯度和浓度。

按逆转录试剂盒说明书配制 cDNA 合成所需反应

液，反应条件为 25 ℃ 5 min，42 ℃ 40 min，85 ℃

5 min，4 ℃ 10 min，在普通 PCR 仪中进行 cDNA 合

成反应。按 Real-time PCR 试剂盒说明配制反应体

系，Real-time PCR 仪进行扩增。每个 cDNA 样本分

别配制两种反应体系，一种加目的基因特异性扩增

引物；另一种加 GAPDH 特异性扩增引物。反应条

件为 95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 30 s，60 ℃退

火、延伸 1 min，重复 40 个循环。取得扩增曲线、熔

解曲线。用软件分析 CXCL8，CXCR1，CXCR2 和

GAPDH 基因的扩增曲线，得到各孔 Ct 值。以同一

样本中的 GAPDH 的 Ct 值作为内参，采用 2-ΔΔCt 计算

目的基因相对表达量。

2. 4 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠肺组

织中匀浆中 CXCL8，CXCR1，CXCR2 蛋白的表达

取右侧肺组织 50 mg，采用 RIPA 裂解液提取蛋白

质，用 BCA 法检测样品蛋白质浓度，4×SDS 上样缓

冲液与 100 μg 蛋白质按比例混合混合，煮沸 5 min

后，用 10% SDS-PAGE 凝胶电泳分离，电泳条件为

表 1 PCR引物序列

Table 1 Primer sequence of PCR

引物

CXCL8

CXCR1

CXCR2

GAPDH

序列

上游 5´-TTTCAGAGACAGCAGAGCACACAA-3´

下游 5´-CACACAGAGCTGCAGAAATCAGG-3´

上游 5´-CTGTAAGAGGGTTCCAATG-3´

下游 5´-AGGTTCAGCACGTAGACAT-3´

上游 5´-CCCCTCAGCGAACCTAGATA-3´

下游 5´-GAGCAGGTGCTTCGATTGTA-3´

上游 5´-GTAAGAAACCCTGGACCACC-3´

下游 5´-CTGGGATGGAATTGTGAGGG-3´

长度/

bp

145

153

126

128
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浓缩胶 80 V，30 min，分离胶 120 V，1 h；用甲醇活化

的 PVDF 进行转膜，转膜条件为 120 V，1. 5 h，转膜

结束后，37 ℃ 5%BSA 封闭 2 h；按说明书用封闭液

稀释一抗（1∶1 000），加入稀释的兔抗大鼠 CXCL8，

CXCR1，CXCR2 一抗，4 ℃孵育过夜；洗膜后加入稀

释 后 的 二 抗 ，用 封 闭 液 稀 释 羊 抗 兔 IgG 二 抗

（1∶2 000），37 ℃轻摇室温孵育 2 h；洗膜后，用 ECL

发光试剂盒发光显影。凝胶成像分析系统扫描，测

定各目的条带及内参的灰度值，计算比值求得目的

蛋白的相对表达含量。

2. 5 取材与常规病理标本制备 取余下的新鲜右肺

组织，4% 多聚甲醛固定 24 h，常规石蜡包埋、切片厚

5～6 μm，用于苏木素-伊红（HE）染色和免疫组化检测。

2. 6 免疫组化检测 CXCL8，CXCR1，CXCR2 在肺

组织中的定位表达 烤片，常规脱蜡至水，3%H2O2

阻断过氧化物酶，微波热修复抗原，加兔抗大鼠一

抗，4 ℃过夜，加生物素化山羊抗兔 IgG，加 SABC 工

作液，DAB 显色，苏木素复染，冲洗、烤干、封片。阴

性对照以 PBS 代替一抗，以已知阳性片作阳性对

照。以棕黄色颗粒为阳性表达，采用显微图像分析

系统，每张切片选取 10 个不重叠高倍（×400）视野，

计算每张切片阳性着色积分吸光度 IA 的平均值。

2. 7 HE 染色观察大鼠肺组织结构的变化 取肺

组织切片，行 HE 染色，中性树胶封片后，光学显微

镜下进行组织病理学观察。

2. 8 统计学处理 数据采用统计软件 SPSS 18. 0

处理，定量资料采用 x̄ ± s，多组间比较采用方差分

析，以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

3 结果

3. 1 大鼠一般状况 实验结束时，正常组无死亡，

体质量增加，毛白光亮，鼻腔无分泌物流出；模型组

死亡 2 只，存活大鼠体质量减轻，毛色暗黄，有的大

鼠咳、喘，有的伴有呼吸哮鸣音，有的鼻腔有脓性分

泌物等呼吸系统症状；二陈汤加味组死亡 2 只，急支

糖浆组死亡 1 只，二陈汤加味组和急支糖浆组存活

大鼠的体质量增加，毛色光亮，咳、喘等呼吸系统症

状明显减轻。

3. 2 对 COPD 大鼠 BALF 中 CXCL1 和 CXCL8 含

量 的 影 响 与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 CXCL1 和

CXCL8 含量显著升高（P<0. 01）；与模型组比较，二

陈汤加味组显著降低 CXCL1 和 CXCL8 含量（P<

0. 01）。见表 2。

3. 3 对 COPD 大鼠肺组织中 CXCL8，CXCR1 和

CXCR2 mRNA 表达的影响 与正常组比较，模型

组 肺 组 织 CXCL8 显 著 升 高（P<0. 01），CXCR1，

CXCR2 mRNA 表达量明显升高（P<0. 05）；与模型

组 比 较 ，二 陈 汤 加 味 组 均 明 显 降 低 CXCL8，

CXCR1，CXCR2 mRNA 表达（P<0. 05）。见表 3。

3. 4 对 COPD 大 鼠 肺 组 织 中 CXCL8，CXCR1，

CXCR2 蛋白表达水平的影响 与正常组比较，模型

组 肺 组 织 CXCL8 显 著 升 高（P<0. 01），CXCR1，

CXCR2 蛋白表达量明显升高（P<0. 05）；与模型组

比较，二陈汤加味组均显著降低 CXCL8，CXCR1，

CXCR2 蛋白的表达量（P<0. 05）。见图 1，表 4。

A.正常组；B.模型组；C.二陈汤加味组；D.急支糖浆组（图 2~5 同）

图 1 各组肺匀浆中 CXCL8，CXCR1和 CXCR2蛋白表达电泳

Fig. 1 Electrophoresis of CXCL8, CXCR1 and CXCR2 protein

expression in lung homogenate of COPD rats

表 2 二陈汤加味对 COPD 大鼠 BALF 中 CXCL1 和 CXCL8 含量

的影响（x̄ ± s）

Table 2 Effect of modified Erchentang on BALF levels of CXCL1

and CXCL8 in COPD rats（x̄ ± s） μg·L-1
组别

正常

模型

二陈汤加味

急支糖浆

n

10

8

8

9

剂量/g·kg-1

-

-

10

10

CXCL1

42.47±2.71

154.68±5.242）

73.31±3.784）

86.72±4.254）

CXCL8

58.22±4.32

138.17±2.842）

81.55±5.164）

75.34±3.714）

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 3～5 同）。

表 3 二陈汤加味对大鼠肺组织中 CXCL8，CXCR1 和 CXCR2

mRNA表达的影响（x̄ ± s，n=3）

Table 3 Effect of modified Erchentang on expression of CXCL8,

CXCR1 and CXCR2 mRNA in lung tissue of COPD rats（x̄ ± s，

n=3）

组别

正常

模型

二陈汤加味

急支糖浆

剂量/g·kg-1

-

-

10

10

CXCL8

3.87±0.45

8.67±0.222)

5.34±0.223)

4.31±0.133)

CXCR1

4.58±0.55

8.98±0.351)

5.76±0.173)

4.43±0.263)

CXCR2

3.64±0.18

7.03±0.341)

3.29±0.153)

4.15±0.333)
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3. 5 对 COPD 大鼠肺组织结构的影响 光镜下观

察，正常组细支气管管腔、肺泡腔内未见渗出液、透

明膜、纤维素及炎细胞，肺泡壁Ⅰ型，Ⅱ型上皮细胞

结构完整，排列整齐，肺泡间隔未见水肿、出血及炎

细胞浸润及间质增厚，未见肺大泡。模型组细支气

管及肺泡内可见渗出液、脱落的上皮细胞，有大量

中性粒细胞、巨噬细胞、淋巴细胞浸润，肺间质明显

增厚，炎细胞浸润明显，远端肺泡可见局部肺不张

及周围肺大泡。与模型组比较，二陈汤加味组肺组

织炎细胞浸润明显减少，部分肺间质的组织结构趋

向正常，部分肺泡轻度扩张。见图 2。

3. 6 对 COPD 大鼠肺组织中 CXCL8，CXCR1 和

CXCR2 蛋白定位表达的影响

3. 6. 1 对 CXCL8 在 肺 组 织 中 定 位 表 达 的 影 响

CXCL8 阳性信号呈黄色，阳性表达于细支气管上皮

细胞和平滑肌细胞、中性粒细胞、肺巨噬细胞、血管

内皮细胞和平滑肌细胞的胞浆，见图 3。与正常组

比较，模型组大鼠肺组织中 CXCL8 蛋白的表达显著

升高（P<0. 01）；与模型组比较，二陈汤加味组显著

降低 CXCL8 蛋白的表达（P<0. 01）。见表 5。

图 3 二陈汤加味对 COPD 大鼠肺组织 CXCL8 蛋白表达的影响

（IHC，×400）

Fig. 3 Effect of modified Erchentang on expression of CXCL8

protein in lung tissue of COPD rats（IHC，×400）

3. 6. 2 对 CXCR1 在 肺 组 织 中 定 位 表 达 的 影 响

CXCR1 阳性显色呈黄色或棕色，阳性表达于中性粒

细胞、肺巨噬细胞和肺泡Ⅱ型上皮细胞的胞膜和胞

浆，见图 4。与正常组比较，模型组大鼠肺组织中

CXCR1 蛋白的表达显著升高（P<0. 01）；与模型组

比较，二陈汤加味组显著降低 CXCR1 蛋白的表达

（P<0. 01）。见表 5。

3. 6. 3 对 CXCR2 在 肺 组 织 中 定 位 表 达 的 影 响

CXCR2 阳性呈黄色，阳性表达于肺巨噬细胞和肺泡

Ⅰ型，Ⅱ型上皮细胞的胞膜和胞浆，见图 5。与正常

组比较，模型组大鼠肺组织中 CXCR2 蛋白的表达

显著升高（P<0. 01）；与模型组比较，二陈汤加味组

显著降低 CXCR2 蛋白的表达（P<0. 01）。见表 5。

4 讨论

COPD 属中医学“咳嗽”“肺胀”“喘证”等范畴。

COPD 临床主要表现咳、痰、喘。传统中医认为，长

图 2 二陈汤加味对 COPD大鼠肺组织结构的影响（HE，×400）

Fig. 2 Effect of modified Erchentang on lung tissue of COPD rats

（HE，×400）

表 4 二陈汤加味对大鼠肺组织中 CXCL8，CXCR1 和 CXCR2 蛋

白表达的影响（x̄ ± s，n=3）

Table 4 Effect of modified Erchentang on expression of CXCL8,

CXCR1 and CXCR2 protein levels in lung tissue of COPD rats

（x̄ ± s，n=3）

组别

正常

模型

二陈汤加味

急支糖浆

剂量/g·kg-1

-

-

10

10

CXCL8

4.12±0.18

8.55±0.162)

4.51±0.133)

3.83±0.213)

CXCR1

3.47±0.19

7.92±0.231)

4.46±0.113)

4.35±0.123)

CXCR2

3.54±0.12

6.89±0.111)

4.02±0.153)

4.42±0.143)

表 5 二陈汤加味对大鼠肺组织 CXCL8，CXCR1和 CXCR2蛋白表达的影响（x̄ ± s，n=3）

Table 5 Effect of modified Erchentang on expression of CXCL8,CXCR1 and CXCR2 protein in lung tissue of COPD rats（x̄ ± s，n=3）

组别

正常

模型

二陈汤加味

急支糖浆

剂量/g·kg-1

-

-

10

10

CXCL8

37.39±12.35

88.32±16.252)

62.31±13.114)

50.04±11.124)

CXCR1

45.85±17.05

96.12±15.112)

56.86±14.134)

52.15±12.094)

CXCR2

43.88±13.52

85.47±16.172)

55.55±11.644)

75.52±14.213)
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期慢性肺系疾病反复迁延，久咳肺虚，宣降不足，肺

气逆行向上，致咳、痰，宿痰着肺，肺失布津；脾气

虚，水液运化减弱，聚湿成痰，痰湿阻肺。该病其表

在肺，而本在脾、肾。基于痰湿阻肺病机，治疗以补

肺健脾、化痰平喘为主。二陈汤加味方由二陈汤与

四君子汤加减而成，方中麻黄、杏仁、陈皮宣降肺

气，祛痰、止咳、平喘；姜半夏、葶苈子燥湿化痰；党

参、白术补肺健脾；茯苓、山药、甘草片、地龙温肺健

脾，益气活血、固肾化湿、逐瘀通络；甘草片和中健

脾。诸药合用，补泄兼顾、祛痰逐水，共奏补肺益

脾，宣肺降气、活血化瘀之功。前期研究发现其疗

效稳定，通过多途径对 COPD 发挥抗炎作用［7-10］，但

其作用的分子机制仍有待研究。急支糖浆由鱼腥

草、金荞麦、麻黄、四季青、前胡、紫菀、枳壳、甘草片

组成，该方药符合 COPD 的发病机制，方中金荞麦、

鱼腥草为君药，化痰止咳，清降肺热。麻黄、四季

青、前胡为臣药，宣肺平喘，化痰止咳，以增强君药

止咳之力。紫菀、枳壳为佐药，理气祛痰。甘草片

为使药，调和诸药并止咳。诸药共奏清热化痰、宣

肺止咳之功效。对 COPD 患者有良好的临床治疗效

果［14］。药理研究显示，急支糖浆有较强的抑菌、抗

病毒、消炎、止咳化痰作用，且抗菌和消炎作用优于

阿莫西林［15］。临床常选用抗生素抗菌、用糖皮质激

素抗炎。中药治疗 COPD 具有多途径、多靶点的优

势，且疗效可靠、安全性高，受到越来越多临床医生

和患者的重视。受此启发，为避免抗生素与激素的

滥用，为选择替代药物提供依据，本研究侧重于二

陈汤加味对参与 COPD 炎症过程中的趋化因子及其

受体的研究，揭示二陈汤加味抗炎的分子机制。

COPD 的主要病理机制是炎症，趋化因子及其

受体直接参与肺部的炎症进程［16］。趋化因子是由

免疫或非免疫细胞分泌的、具有趋化作用的一类结

构和功能相似的小分子蛋白质；趋化因子受体属 G

蛋白偶联受体。CXCR1，CXCR2 是 CXCR 家族中

的两个重要成员，CXCR1 和 CXCR2 主要表达于中

性粒细胞，单核细胞，肥大细胞，NK 细胞，巨噬细

胞，淋巴细胞等炎症细胞和上皮细胞、成纤维细胞

等细胞表面［17-18］。CXCR1 和 CXCR2 可与配体 CX ‐

CL1，CXCL2，CXCL3，CXCL5，CXCL6，CXCL7，

CXCL8 结合，形成复杂的网络系统［19］。趋化因子信

号通路为趋化因子配体 -膜受体 -G 蛋白 -效应蛋白 -

第二信使。趋化因子（第一信使）与靶细胞膜上的

受体结合后，使 CXCR1/2 胞浆区构象发生改变，G

蛋白与二磷酸鸟苷（GDP）解离，结合三磷酸鸟苷

（GTP），激活效应蛋白腺苷酸环化酶（AC），磷酸二

酯酶（PDE），磷脂酶 C（PLC）和磷脂酶 A2（PLA2）等，

活 化 的 效 应 蛋 白 提 高 第 二 信 使 环 磷 酸 腺 苷

（cAMP），三磷酸肌醇（IP3），二酰甘油（DG）及细胞

内 Ca2+浓度，激活钙调蛋白激酶，提升蛋白质磷酸化

水平，使效应细胞发生附壁、定向迁移，脱颗粒分泌

活性产物，进而参与炎症、血管形成、肿瘤转移等

过程［20］。

由肺泡上皮细胞、巨噬细胞释放的高水平趋化

因 子 CXCL1，CXCL8 等 及 其 受 体 CXCR1/2 在

COPD 炎症过程中起关键作用［21-22］。。然而，CXC 趋

化因子配体 CXCL1，CXCL8 及其受体在 COPD 患

者中的临床意义却知之甚少［23］。由多种细胞产生

的 CXCL1 和 CXCL8 与其受体 CXCR1/2 结合，调节

下游信号通路，诱导、趋化并激活中性粒细胞、淋巴

细胞、单核细胞、巨噬细胞、树突状细胞发生迁移、

活化和吞噬，诱发和加重 COPD 的炎症反应［24］。研

究证明 LPS，细胞因子如白细胞介素 1-β（IL-1β）等，

图 4 二陈汤加味对 COPD 大鼠肺组织 CXCR1 蛋白表达的影响

（IHC，×400）

Fig. 4 Effect of modified Erchentang on expression of CXCR1

protein in lung tissue of COPD rats（IHC，×400）

图 5 二陈汤加味对 COPD 大鼠肺组织 CXCR2 蛋白表达的影响

（IHC，×400）

Fig. 5 Effect of modified Erchentang on expression of CXCR2

protein in lung tissue of COPD rats（IHC，×400）
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通过核转录因子（NF）-κB 和丝裂原活化的蛋白激酶

（MAPK）p38 可诱导中性粒细胞、巨噬细胞等产生

CXCL1，CXCL8，CCL3，CCL4，IL-6，IL-10 和肿瘤坏

死因子 -α（TNF-α），参与 COPD 的进展过程［25］。香

烟烟雾（CS）使气道上皮细胞分泌的 CXCL8 增加，

诱导中性粒细胞和巨噬细胞，诱发气道炎症，反复

复 发 的 炎 症 导 致 的 气 流 受 限 ，促 进 COPD 的 发

展［26-28］。本实验以香烟烟雾联合 LPS 制备 COPD 大

鼠模型，模拟患者因空气污染或吸烟、细菌感染因

素诱发的 COPD。结果显示，与正常组比较，模型组

CXCL8，CXCR1，CXCR2 mRNA 和蛋白表达均显著

增强。与文献报道一致［26-28］，提示香烟烟雾，LPS 诱

导 CXCL8，CXCR1 和 CXCR2 基因的转录增强。本

研究经 Western blot 和免疫组化检测，发现模型组

CXCL8，CXCR1 和 CXCR2 蛋白表达显著高于正常

组 ，提 示 COPD 模 型 中 存 在 CXCL8，CXCR1 和

CXCR2 基因翻译增强，可能是香烟烟雾，LPS 通过

诱导嗜中性粒细胞、单核细胞合成和释放 CXCL8 增

加。本研究经 ELISA 检测支气管肺泡灌洗液，模型

组支气管肺泡灌洗液中 CXCL1，CXCL8 含量显著

高于正常组，与文献报道一致［21，29］，说明模型组

CXCL1，CXCL8 从炎症细胞分泌到胞外的量增加，

使靶细胞趋化因子受体 CXCR1 和 CXCR2 因响应

CXCL1，CXCL8 而表达增强。CXCR1 和 CXCR2 的

共同配体是 CXCL1，CXCL8，当过表达的 CXCL1，

CXCL8 与其受体 CXCR1 和 CXCR2 特异性结合后，

通过 G 蛋白偶联受体介导信号通路，诱导中性粒细

胞、单核细胞、巨噬细胞、淋巴细胞、成纤维细胞等

大量细胞趋化游走至感染部位，介导细胞在炎症部

位的聚集、活化，引起炎症反应及肺组织损伤。本

实验模型组细支气管及肺泡内中有渗出液和大量

中性粒细胞、巨噬细胞、淋巴细胞浸润，肺泡间质明

显增厚，间质中炎细胞浸润明显，募集至感染灶中

的中性粒细胞、单核细胞因吞噬大量细菌脱颗粒，

释放的多种水解酶，溶解、破坏周围肺组织［30-32］，合

并局部肺不张及周围代偿性肺大泡，促进 COPD 的

恶化进展［33］。

趋化因子及其受体作为 COPD 新的治疗靶点，

二陈汤加味可能通过阻断趋化因子信号转导，抑制

炎症反应。CXCR1 及 CXCR2 的拮抗剂能够有效抑

制 LPS 诱导小鼠肺炎模型的炎性反应，降低死亡

率［34-35］ 。 CXCR1/CXCR2 的 双 重 拮 抗 剂（SCH-

527123），拮抗 CXCL1 和 CXCL8，可逆性结合受体

CXCR1 和 CXCR2，并具有饱和性，阻断 CXCL1 和

CXCL8 与 CXCR1/CXCR2 结合，从而失去生物学活

性。动物实验和临床观察显示，CXCR1/CXCR2 的

拮抗剂可减少血液及痰液中的中性粒细胞计数，抑

制中性粒细胞释放 CXCL8 和过氧化物酶，未见严重

不 良 反 应［36-37］。 CXCR2 拮 抗 剂（SB656933，SCH-

527123）已被用于多种免疫疾病治疗（抑制 CXCR2

作用强，对 CXCR1 作用弱），选择性抑制 CXCR2，减

轻气道炎症，可有效抑制 COPD 的局部及全身炎症

反应，为 COPD 治疗提供了新的思路［38］。本研究发

现，与模型组比较，二陈汤加味组 CXCL8，CXCR1

和 CXCR2 mRNA 和蛋白表达均显著降低，提示二

陈汤加味可抑制 CXCL8，CXCR1 和 CXCR2 基因的

表达。使肺组织中的巨噬细胞、成纤维细胞、上皮

细胞、平滑肌细胞以及炎细胞趋化减少，以致肺匀

浆中的 CXCL1，CXCL8 分泌与释放减少，从而减轻

炎症反应。与模型组相比，二陈汤加味组肺组织炎

细胞浸润减少，肺组织结构趋向正常，以此予以佐

证 。 提 示 二 陈 汤 加 味 可 能 通 过 抑 制 CXCL8-

CXCR1/2 轴而起到抗炎作用。

综上所述，二陈汤加味能有效抑制 COPD 炎症

反应。其机制可能与其抑制 CXCL8，CXCR1 和

CXCR2 基因表达，下调趋化因子 CXCL1，CXCL8 的

合成与分泌有关，从而致使炎细胞趋化被控制，进

而延缓或阻滞 COPD 的炎症进程。
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