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摘要: 目的 观察利金方对肺气虚证 COPD 大鼠 CD4 + 细胞向 Th17 细胞分化的影响。方法 通过烟熏法复制 COPD 大鼠

模型，以不同浓度利金方进行干预，给药 7d 后检测大鼠肺组织中 CD4 + T、Th7 细胞数量以及大鼠血清、BALF 中 IL － 6、IL
－ 21 的含量。结果 不同剂量的利金方均能提高大鼠肺组织中 CD4 + T 细胞数量并降低 Th17 细胞数量，同时降低大鼠血

清及 BALF 中 IL － 6、IL － 21 的含量，其中以高剂量利金方效果最佳。结论 利金方可抑制 CD4 + T 细胞向 Th17 细胞分析，

减少炎症因子的分泌而减轻免疫炎症反应，达到治疗 COPD 的目的。
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慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 ( chronic obstructive pulmonary disease，

COPD) 是一种常见的、可以预防和治疗的疾病，以持续的呼吸道

症状和气流受限为特征，通常是由于明显暴露于有毒颗粒或气体

引起的气道和 /或肺泡异常所导致［1］。COPD 的本质是多种免

疫、炎症细胞参与的慢性炎症性疾病。研究表明，T 细胞介导的

获得性免疫应答与 COPD 发病有关，Th17 细胞是近年来发现的
CD4 + T 细胞亚群，是目前公认的重要炎性细胞，其分泌的 IL － 6、
IL － 17 等多种炎性细胞因子在多种炎症和自身免疫病中发挥重

要作用［2，3］。因此通过干预 CD4 + T 细胞向 Th17 细胞分化，抑制

炎性细胞因子分泌，对 COPD 的免疫调节及抗炎治疗有重要意

义。近年来，中医药在干预肺部慢性疾病方面的优势日益凸显。
利金方为广西名中医陈斯宁教授通过总结前人经验，以四君子

汤、二陈汤等为基础加减而成，是治疗 COPD 肺气虚证患者的有

效经验方。前期研究证实利金方能提高 COPD 患者的免疫功能，

但利金方调控 COPD 免疫炎症反应的机制尚不明确。本实验研

究通过探讨利金方对 COPD 大鼠免疫炎症机制的的影响，为利金

方在临床治疗 COPD 提供实验依据。
1 材料与仪器

1． 1 实验动物 健康雄性 SPF 级 Wistar 大鼠 140 只，体重( 200 ±
20) g，长沙市天勤生物技术有限公司提供［SCXK ( 湘 ) 2014 －
0010］; 实验前 1 周将 140 只大鼠置于实验环境中饲养。室温 24
～ 28℃，空气流通好，颗粒麦麸喂养。饲养笼具、饲料、饮水均按
SPF 级实验动物的要求进行制备和消毒。
1． 2 实验药物 利金方( 由党参 10g，黄芪 15g，麦冬 10g，五味子
6g，紫菀 10g，川贝 6g，蛤蚧 10g，白术 10g，防风 10g，茯苓 10g，陈

皮 6g，甘草 6g 组成，由广西中医药大学附属瑞康医院药剂科提

供) ，水煎浓缩为每毫升含生药 1． 5g 的浓缩液。JAK2 抑制剂:

AG490( 上海雅吉生物科技有限公司，批号: S1509) 。STAT3 抑制

剂: WP1193( 上海熹垣生物提供，批号: XY －420151 － 10MG) 。

1． 3 实验试剂 脂多糖( LPS) ，美国 Sigma 公司提供，生产批号:

L8274; 真龙牌香烟: 广西中烟工业有限责任公司，烟气烟碱量 1．
2mg，焦油含量 11mg; IL － 6 ELISA 检测: 杭州联科生物技术股份

有限公司提供，批号: 70 － EK3062 /2; IL － 21 ELISA 检测: 上海江

莱生物科技有限公司提供，批号: JL018002; 大鼠 T 细胞亚群试剂

盒: 上海晶抗生物工程有限公司，批号: JKSK － 4246; Th17 试剂

盒: 上海江莱生物科技有限公司提供，批号: 0 － 020953。
1． 4 主要实验仪器 自制 0． 6m × 0． 8m × 1． 2m 透明亚克力材质

烟熏箱，箱顶部设置一直径 8cm 小孔; 高速台式冷冻离心机德国
Sigma 公司 Sigma 3 － 18KS; 台式低速离心机中国安亭科学仪器厂

飞鸽 KA1000C; 研究级显微镜日本 OLYMPUS 公司 BX53; 微孔板

恒温振荡器杭州奥盛公司 AS － 03030 － 00; 酶标仪美国热电公司
( THERMO) 51119000; 微量点动匀浆器美国 SCILOGEX 公司 MX
－ F; 逐级微量移液枪美国 Eppendorf 公司 2． 5、10、100、1000μl; 立

式压力蒸汽灭菌器上海博迅公司 BXM －30R; 雪花形制冰机上海

汗诺仪器设备厂 FM20; 4℃ 冰箱中国美的公司 BCD － 226WTM
( E) ; 万分之一精度电子天平德国 sartorius 公司 BSA224S; 全自动

石蜡切片机意大利 Diapath 公司 SDSGA9000; 石蜡包埋热台德国
LEICA EG1150H; 漩 涡 混 匀 振 荡 器 美 国 热 电 公 司 ( THERMO )

88880018。
2 方法

2． 1 动物分组及造模 140 只大鼠随机分为 7 组: 空白组 ( A
组) 、模型组( B 组) 、利金方低剂量组( C 组) 、利金方中剂量组( D
组) 、利金方高剂量组 ( E 组) 、JAK2 抑制剂组 ( F 组) 、STAT3 抑

制剂( G 组 ) ，每 组 20 只。采 用 烟 熏 复 合 因 素 造 模 方 法 建 立
COPD 大鼠模型，具体方法如下: 除 A 组外，其余各组在第 1 天、
14 天麻醉后后气管内注射脂多糖 200μg /200μl( 1mg /ml) 。分别

于第 2 ～ 13 天、15 ～ 28 天置大鼠于烟熏箱内被动吸烟 0． 5h，烟熏

后再次置大鼠于低于环境温度( 20℃ ) 5℃冷空气刺激 1h，造模期
28 天。28 天后各组各随机处死大鼠两只，以确认造摸成功( 参照

文献［4］大鼠肺气虚证模型成功具体表现: 造模过程逐渐出现蜷

伏少动，拱背蜷卧，撮毛，食量减少，毛失光泽、发黄、易脱落，体质

量较正常组减轻，呼吸急促; 造模 28 d 后，模型组呼吸频率明显

增高，呼吸道有分泌物从口鼻流出，偶可闻及咳嗽及气道痰鸣音，

随着造模时间的延长，上述症状逐渐加重，表明肺功能低下，运动

耐力下降，伴随体质量的降低和毛发的枯萎，符合中医肺气虚证
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的特点。并 进 行 肺 组 织 病 理 学 检 测 及 进 行 大 鼠 肺 功 能 测 定
( PEF) ，第 0． 3 秒用力呼气量( FEV0． 3) ，第 0． 3 秒用力呼气量与

用力肺活量比值 ( FEV0． 3 /FVC% ) 等指标确认建立大鼠慢性阻

塞性肺疾病模型成功［5］) 。
2． 2 给药方法 造模结束后第 2 天( 即第 29 天) 起各组开始灌胃

给药。A、B 两组给予生理盐水 10ml /kg 灌胃，1 次 /d; C、D、E 组

分别给予利金方药液 10． 5ml / ( kg·d) 、21ml / ( kg·d) 、42ml / ( kg
·d) 灌 胃，每 组 1 次 /d 灌 胃，连 续 灌 胃 7d; F 组: AG490 试 剂
8mg / ( kg·d) ，腹腔注射，连续 7 天; G 组: WP1193 试剂 8mg / ( kg
·d) ，腹腔注射，连续 7d。
2． 3 标本采集及制作 药物干预结束后，各组大鼠用 10% 的水

合氯醛( 3ml /kg) 麻醉，肺动脉采血 4ml，－ 20℃ 保存; 切开胸部，

暴露气管及肺部。结扎右主支气管，在隆突上用套管针穿刺至左

主支气管，以 2 ml 生理盐水灌洗左肺，每次回收约 1． 5 ml( 回收

率 75% ) ，反复灌洗 2 次，总回收量约为 3 ml。将收集到的 BALF
离心( 3000 r /min，5min) ，吸取上清液保存于 － 20℃ 的冰箱中待

检。取右肺下叶用 10%甲醛固定，取距离肺门 3mm 处的肺组织

做连续切片及超薄切片机常规切片，并分别进行苏木精 － 伊红
( HE) 染色、醋酸铅及枸橼酸铅双重染色。另外: 处死大鼠后最短

时间内打开胸腔使心肺充分暴露，用针挑破左心耳，从右心室进

输液针缓慢灌注生理盐水，待准备灌注完毕时小心剪下心脏防止

体循环血液回流回肺脏。然后用胰酶、胶原酶经气管灌注到肺组

织内 37℃消化 30min，然后剪碎过滤，细胞离心，制备成肺组织细

胞悬液。
2． 4 检测方法 光镜下观察肺组织炎症反应及组织改变等; 流式

细胞技术检测肺组织 CD4 + T 细胞、Th17 细胞数量; ELISA 检测

大鼠血清及 BALF 中 IL － 6、IL － 21 的含量。
2． 5 统计学方法 应用 SPSS22． 0 统计处理各项指标的结果，多

组间均数比较采用 One － Way ANOVA 法分析，P ＜ 0． 05 为差异

有统计学意义。
3 结果

3． 1 大鼠一般情况 实验结束时，除确认造模时各组大鼠各处死

两只外，A、C、E 组各死亡 1 只; B、D、F、G 组大鼠各死亡 2 只。
3． 2 各组大鼠肺组织病理改变比较 A 组大鼠肺结构完整，未见

炎症细胞浸润。B 组大鼠肺泡扩大，肺泡间隔破裂合成肺大泡，

大量炎症细胞浸润，气道内可见大量炎性分泌物。C、D 组大鼠肺

泡腔扩大、破裂，慢性炎症细胞浸润，气道内可见炎性分泌物，其

镜下改变较 B 组减轻。E、F、G 组见大鼠肺泡腔扩大、破裂，气道

内见少量分泌物，镜下病理改变较 C、D 组减轻。结果见图 1。
3． 3 各组大鼠肺组织 CD4 + T、Th17 细胞含量比较 B 组大鼠肺

组织中 CD4 + T 细胞数量与 A 组比较明显降低( P ＜ 0． 05) ; C、D、
E、F、G 组大鼠肺组织中 CD4 + T 细胞与 B 组比较均有明显上升
( P ＜ 0． 05) ，但与 A 组相比较明显降低 ( P ＜ 0． 05 ) ; E、F、G 组与
C、D 组相比较，大鼠肺组织中 CD4 + T 细胞数量升高更明显( P ＜
0． 05) ; C、D 两组比较，E、F、G 三组比较，大鼠肺组织中 CD4 + T
细胞数量无明显差异( P ＞ 0． 05) 。B 组大鼠肺组织中 Th17 细胞

与 A 组比较明显升高; C、D、E、F、G 组大鼠肺组织中 Th17 细胞与
B 组比较均有明显下降( P ＜ 0． 05) ，但与 A 组相比较明显升高( P
＜ 0． 05) ; C、D 两组比较，E、F、G 三组比较，大鼠肺组织中 Th17

细胞无明显差异( P ＞ 0． 05) ; E、F、G 组与 C、D 组相比较，大鼠肺

组织中 Th17 细胞含量更低( P ＜ 0． 05) 。结果见表 1。
3． 4 各组大鼠血清及 BALF 中 IL － 6、IL － 21 的水平相比较 与
A 组相比较，B、C、D、E、F、G 组中大鼠血清及 BALF 的 IL － 6、IL
－ 21 含量明显升高 ( P ＜ 0． 05 ) ; C、D、E、F、G 组中大鼠血清及
BALF 的 IL － 6、IL － 21 含量低于 B 组( P ＜ 0． 05) ; E、F、G 组中大

鼠血清及 BALF 的 IL － 6、IL － 21 含量低于 C、D 组( P ＜ 0． 05) ; C、
D 两组中大鼠血清及 BALF 的 IL － 6、IL － 21 含量进行两两比较
( P ＞ 0． 05) ; E、F、G 三组中大鼠血清及 BALF 的 IL － 6、IL － 21 含

量相比较( P ＞ 0． 05) 。结果见表 2。

图 1 各组大鼠肺组织病理改变情况( HE，200 × )

表 1 各组大鼠肺组织 CD4 + T 细胞、Th17 细胞的数量( 珋x ± s)

组别 n CD4 + T 细胞 Th17 细胞
A 组 17 6． 11 ± 0． 15 4． 13 ± 0． 24
B 组 16 2． 32 ± 0． 16a 9． 02 ± 0． 21a
C 组 17 3． 55 ± 0． 23ab 7． 51 ± 0． 17ab
D 组 16 3． 47 ± 0． 21abd 7． 44 ± 0． 19abd
E 组 17 4． 49 ± 0． 22abc 5． 39 ± 0． 22abc
F 组 16 4． 62 ± 0． 19abce 5． 35 ± 0． 14abce
G 组 16 4． 51 ± 0． 17abce 5． 33 ± 0． 22abce

与 A 组比较，aP ＜0． 05; 与 B 组比较，bP ＜0． 05; 与 C、D 组比较，cP ＜ 0． 05; 与 C
组比较，dP ＞0． 05，与 E 比较，eP ＞0． 05

4 讨论

COPD 是一种气道和肺部慢性持续炎症性疾病，其发生发展

与 T 淋巴细胞介导的炎症免疫反应密切相关［6］，以往研究发现，

在发生肺气肿的肺实质中存在大量 CD4 + T 及 CD8 + T 淋巴细胞

的浸润［7］。CD4 + T 细胞通过分泌等方式辅助其它淋巴细胞发挥

免疫调节作用，Th17 为近年来发现的 CD4 + T 细胞活化亚群，在

炎症免疫调节中有重要作用［2］。吸烟是导致 COPD 发病的主要

原因，烟草烟雾刺激所产生的炎症因子如 IL － 6、TNF － β 可刺激
CD4 + T 细胞向 Th17 细胞分化并分泌大量的炎症介质如 IL － 17、
IL － 21 等，产生持续的免疫炎症反应。研究发现，CD8 + T 细胞依

赖 CD4 + T 细 胞 的 帮 助 发 挥 长 效 的 免 疫 反 应，IL － 21 能 刺 激
CD4 + T 细胞向 Th17 细胞的分化，Th17 细胞分泌的 IL － 21 通过
IL － 21 /IL － 21R 系统来调节 CD8 + T 细胞，CD8 + T 又可导致肺的
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损伤，其细胞数量与气流受限及肺气肿的严重程度呈正相关［8］。
金松等［9］抽取 COPD 急性加重期患者 COPD 稳定期患者、健康吸

烟者、健康不吸烟者，流式细胞术检测外周血中 Th17 细胞、Treg

细胞的比例，结果显示: COPD 患者外周血中 Th17 细胞比例和细

胞因子 IL － 1β、IL － 6、IL － 17A 水平明显高。因此，从炎症免疫

角度对 COPD 的治疗具有重要意义。

表 2 各组大鼠血清及 BALF 中 IL － 6、IL － 21 的水平( 珋x ± s) ng·L －1

组别 n 血清 IL － 6 BALF IL － 6 血清 IL － 21 BALF IL － 21
A 组 17 131． 76 ± 65． 23 70． 68 ± 31． 22 113． 38 ± 12． 32 189． 42 ± 21． 34
B 组 16 320． 32 ± 48． 11a 284． 84 ± 45． 31a 189． 26 ± 24． 56a 380． 67 ± 26． 66a
C 组 17 275． 87 ± 57． 34ab 213． 59 ± 29． 44ab 160． 59 ± 11． 38ab 267． 35 ± 31． 83ab
D 组 16 262． 65 ± 40． 28abd 209． 18 ± 25． 09abd 158． 38 ± 19． 91abd 250． 14 ± 18． 46abd
E 组 17 238． 21 ± 35． 57abc 169． 35 ± 45． 56abc 143． 47 ± 18． 54abc 232． 34 ± 13． 12abc
F 组 16 224． 37 ± 36． 46abce 170． 17 ± 50． 36abce 140． 72 ± 13． 21abce 234． 57 ± 19． 18abce
G 组 16 227． 90 ± 38． 37abce 163． 39 ± 45． 16abce 137． 75 ± 16． 10abce 233． 44 ± 20． 21abce

与 A 组比较，aP ＜ 0． 05; 与 B 组比较，bP ＜0． 05; 与 C、D 组比较，cP ＜ 0． 05; 与 C 组比较，dP ＞0． 05，与 E 比较，eP ＞ 0． 05

根据 COPD 的慢性咳嗽、咳痰、气喘的临床表现，可将其归属

于中医“咳嗽”“肺胀”等病范畴，《金匮要略》:“咳而上气，此为肺

胀，其人喘，目如脱状”。其病机特点是本虚标实，本虚以肺脾肾

虚损为主，标实以痰瘀为主，根据 COPD 症候特点，可分多个证

型，其中肺气虚证是 COPD 早期最常见的证型［10］。《素问·四气

调神大论》中说:“圣人不治已病治未病; 不治已乱治未乱。……
夫病已成而后药之，乱已成而后治之，譬如渴而穿井，斗而铸锥，

不亦晚乎”。因此，在 COPD 早期进行积极干预，对其疾病的进展

及预后具有重要意义。利金方由党参、黄芪、麦冬、五味子、紫菀、
川贝、蛤蚧、白术、防风、茯苓、陈皮、甘草组成，方中党参、黄芪、蛤
蚧补益脾肺、纳气平喘; 麦冬养阴润肺，善于补肺阴; 五味子益气

生津、收敛肺气; 白术、茯苓、陈皮健脾化痰; 川贝、紫菀润肺化痰

止咳; 防风祛风解表; 甘草补脾益气，调和诸药。全方既兼二陈汤

的燥湿化痰，又兼四君子汤的补气健脾及玉屏风散的益气固表，

共奏补肺固卫、健脾化痰之功。前期临床及实验研究均显示利金

方疗效显著［11，12］

本实验结果显示，采用复合造模方法建立 COPD 模型大鼠，B
组大鼠精神差，活动性下降，被毛灰黄，脱落稀疏，饮食减少、呼吸

急促，咳嗽，符合 COPD 肺气虚证的表现; 其肺组织病理改变可见

肺泡扩张，肺泡间隔变窄并断裂，部分相邻肺泡融合成较大囊腔

等改变，符合 COPD 形态学诊断指标，因此，COPD 造模是成功的。
在各组大鼠分析中，B 组大鼠肺组织中 CD4 + T 细胞明显降低，

Th17 细胞明显升高，结合 CD4 + T 细胞与 Th17 关系特点，说明烟

雾刺激后大鼠肺组织中的 CD4 + T 细胞可向 Th17 转化。经药物

治疗后，各组大鼠肺组织中 CD4 + T 细胞均升高，Th17 细胞均下

降，其中 E、F、G 组基本一致，但较 C、D 组大鼠更明显，已有证实
JAK2 抑制剂 AG490 可以通过抑制 JAK2 － STAT3 途径从而抑制
IL － 6 介导的 CD4 + T 细胞向 Th17 细胞分化的过程［13］，说明利金

方与 JAK2 抑制剂具有同样作用，其中以高剂量的利金方效果更

优。另外从大鼠血清与 BALF 中 IL － 6、IL － 21 含量的表达同样

发现，使用利金方干预后均能能降低 IL － 6、IL － 21 的含量，效果

仍以高剂量利金方组明显，与使用 AG490 及 WP1193 试剂干预效

果保持一致。
综上可知，利金方可抑制 CD4 + T 细胞向 Th17 细胞分化，减

少炎性细胞因子的分泌，进而减轻免疫炎症反应，从而达到治疗
COPD 的目的，为中医药多靶点治疗 COPD 患者提供新思路。且

中草药来源广泛、药费用相对廉价、副作用少，更易于临床推广。
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