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摘要：目的　观察不同剂型玉屏风散对脂多糖诱导的小鼠肺巨噬细胞焦亡的影
响。方法　将ＲＡＷ２６４７巨噬细胞随机分为正常组、模型组、饮片组和颗粒组。
除正常组外，其余３组用脂多糖构建细胞炎症模型。正常组不给予任何药物，正
常培养；模型组给予１０μｇ·ｍＬ－１脂多糖处置；饮片组给予１０μｇ·ｍＬ－１脂多糖
＋饮片含药血清处置；颗粒组给予１０μｇ·ｍＬ－１脂多糖 ＋颗粒含药血清处置。
用酶联免疫吸附试验法检测炎症因子的含量，用实时荧光定量聚合酶链反应法

检测细胞焦亡通路ｍＲＮＡ的表达水平。结果　正常组、模型组、饮片组和颗粒
组细胞上清液中肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－α）含量分别为（４８１９±１２００）、
（１５４４８±３４８４）、（１２５８０±２９６６）和（１２５７３±２８８８）ｐｇ·ｍＬ－１，白细胞介素
（ＩＬ）－１８含量分别为（２１３６±４３６）、（７８３３±１４４１）、（４９７７±９５０）和
（４９２７±９４０）ｐｇ·ｍＬ－１，胱天蛋白酶 －１（Ｃａｓｐａｓｅ－１）含量分别为
（３９７２±１０５８）、（１４９４９±２０９２）、（９３２５±１６７３）和（９１９３±１６４５）
ｐｇ·ｍＬ－１，ＩＬ－１β含量分别为（１７１４±３４１）、（７４４３±１６０４）、（４５０１±９４０）
和（４３３４±８９６）ｐｇ·ｍＬ－１，ＴＮＦ－αｍＲＮＡ相对表达水平分别为１００±００５、
２１７±００７、１５０±０２０和１３５±００８，核因子κＢｍＲＮＡ相对表达水平分别为
１００±００１、２０２±００１、１５２±００１和１５０±００３，ＩＬ－１８ｍＲＮＡ相对表达水
平分别为 １００±００３、１４８±００４、１１８±００４和 １１３±０１０，Ｃａｓｐａｓｅ－１
ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±００４、１９０±００３、１５９±００４和
１４９±０１０，ＩＬ－１βｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±０１０、１７４±００８、
１２６±００６和１２３±０１３。颗粒组和饮片组的上述指标与模型组比较，在统计
学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；饮片组和颗粒组的上述指标比
较，在统计学上差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５）。结论　玉屏风散２种剂型
均能够降低细胞焦亡通路上蛋白的表达水平，抑制炎症反应。
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　　玉屏风散出自《究原方》，源自《医方类聚》，黄
芪、白术、防风为主要成分，其中黄芪具有益肺健脾之

功，白术健脾润肺，防风祛邪固表，全方益肺固表，是

治肺气虚的中药名方［１］。近些年来，随着社会的发展

和进步，中药配方颗粒是在中药理论指导下，将单一

中药饮片经水提取、浓缩、干燥和制粒等手段制成的，

供临床调剂直接使用［２］，具有易于调剂、携带及服用

方便等优点，逐渐被大众采纳［３］，但在方便患者服用

的同时，其作用机制和疗效是否与传统汤剂一致？本

研究旨在比较玉屏风散饮片与颗粒对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏ
ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的小鼠肺巨噬细胞焦亡的
影响。

材料与方法

１　材料
动物　ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠，鼠龄 ８周，体质量

２００～２２０ｇ，中国农业科学院兰州兽医研究所提供。
动物许可证号：ＳＣＸＫ（甘）２０２０－０００２。本实验经白
银市第一人民医院伦理委员会批准（伦理批号：ＹＬ－
ＫＹ－２０２３－０３０）。

细胞株　ＲＡＷ２６４７小鼠单核肺巨噬细胞，购自
杭州诺扬生物技术有限公司。

药品与试剂　黄芪，批号：２３１２０４Ａ，产地：甘肃陇

西，白术，批号：２３０８０１Ａ，产地：甘肃岷县，防风，批号：
２２０７０２Ａ，产地：甘肃定西，均为甘肃陇脉药材企业生
产，分别经白银市第一人民医院中药房吴萍主任药师

鉴定为正品；玉屏风散颗粒，规格：每袋 ５ｇ，批号：
２００５２２，批准文号：国药准字 Ｚ１０９３００３６，国药集团广
东环球制药有限公司生产。酶联免疫吸附试验试剂

盒，江苏酶免实业有限公司提供；肿瘤坏死因子 －α
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ－α）、核因子 －κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ－κＢ，ＮＦ－κＢ）、胱天蛋白酶 －１（Ｃａｓｐａｓｅ－１）、
白细胞介素 －１８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１８，ＩＬ－１８）和 ＩＬ－１β
抗体，均由艾菲有限公司提供。引物，由上海生工生

物工程股份有限公司设计合成。

仪器　Ａ３００聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增仪，杭州朗基科学仪器有限公司产
品；ＨＢＳ－１０９６Ａ酶标仪，南京德铁实验设备有限公司
产品；１０００６９３８ＲｅｖＢ倒置光学显微镜，日本 Ｎｉｋｏｎ公
司产品。

２　实验方法
２１　溶液配制

玉屏风散饮片溶液　根据《中华人民共和国药
典》２０２０版，黄芪、防风、白术配比按２∶１∶２计算，称取
黄芪３０ｇ、防风 １５ｇ、白术 ３０ｇ，以 １倍量水量取，
１０倍量水浸泡，用武火煮开后文火煎煮３０ｍｉｎ，滤过，
残渣加８倍量水再煎煮２次，滤过，合并滤液，浓缩过
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滤药物至１５０ｍＬ，置于４℃下冷藏，备用。
玉屏风散颗粒溶液　取与饮片剂量相当的配方

颗粒 ７５袋（每袋装 ５ｇ相当于饮片 １０ｇ），加
８０～１００℃的水配制成相应的浓度。
２２　含药血清制备

适应性喂养３ｄ后，将２０只 ＳＤ大鼠随机分为饮
片组和颗粒组，每组１０只。从第４天每天上午９：００
开始，饮片组和颗粒组均按照０６ｇ·１００ｇ－１·ｄ－１的
剂量分别灌胃１次，连续灌胃 ７ｄ，期间正常饮食饮
水；在第７天行末次灌胃给药，等待２ｈ后行大鼠腹腔
剥离，充分暴露腹主动脉，用头皮针进行取血。室温

静置３０ｍｉｎ，以 ３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ｍｉｎ，取上清
液，水浴灭活，微孔滤膜过滤，分装，置于 －８０℃冰箱
保存，备用。

２３　细胞培养［４］

用移液枪吸出细胞废液，用磷酸盐缓冲液冲洗细

胞３次；加入预冷的磷酸盐缓冲液３～４ｍＬ到培养瓶
中，轻轻吹打形成单细胞悬液；以３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１５ｍｉｎ后，弃上清液，重新加入配制好的培养基混匀细
胞，接种合适密度到培养瓶中进行细胞传代，每

１～２ｄ更换１次培养液，置于恒温冰箱中。
２４　模型构建［５］

取生长至满足条件要求的巨噬细胞，接种到

９６孔板中，恒温箱培养２４ｈ后，每孔加入１００μＬ（约
８０００个细胞），建立正常组和造模组，模型组每孔分别
加入细胞计数试剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）
溶液１０μＬ，空白组加入相同体积的细胞培养液，造模
组加入１０μｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ培养２４ｈ建立炎症模型。
２５　细胞分组与处置方法

将造模成功的巨噬细胞随机分为模型组、饮片组

和颗粒组。正常组和模型组不再加入任何药物，继续

正常培养；饮片组和颗粒组分别加入制备好的饮片和

颗粒含药血清，恒温培养箱培养２４ｈ。
２６　倒置显微镜观察细胞的形态改变［６］

在各组药物作用２４ｈ后，取生长状态好的细胞，
将细胞置于倒置显微镜下拍照记录各含药血清作用

后细胞形态的变化情况。

２７　试剂盒检测细胞上清液中炎性因子的水平［７］

将细胞培养基移至无菌离心管，以 １０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ后，取上清液，接种至４８孔板，培
养４８ｈ，每组设置３个复孔，按照相应试剂说明书分
别设定标准孔、调零孔和样本孔，加入样本或标准品

后，孵育、洗涤、加生物素化检测抗体、孵育、洗涤、加

酶结合物、孵育、洗涤、加底物显色及终止液。用酶标

仪在４５０ｎｍ下测定光密度值，并计算检测 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－１８、Ｃａｓｐａｓｅ－１和ＩＬ－１β含量。
２８　ＰＣＲ法检测细胞中ＴＮＦ－α、ＮＦ－κＢ、ＩＬ－１８、
Ｃａｓｐａｓｅ－１和ＩＬ－１βｍＲＮＡ的表达水平［８］

提取细胞总ＲＮＡ，按说明书进行反转录，加入靶
基因上下游引物进行扩增。反应条件：９５℃预变性
２０ｓ，９５℃变性１ｓ，６０℃退火２０ｓ，共４０个循环。以
Ａｃｔｉｎ为内参，用２－ΔΔＣｔ法计算ｍＲＮＡ相对表达量。
２９　蛋白质印迹法检测细胞中 ＴＮＦ－α、ＮＦ－κＢ、
Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１８和ＩＬ－１β蛋白的表达水平［９］

取对数生长期 ＲＡＷ２６４７细胞，收集细胞，加入
ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白，用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度。
上样，电泳，转膜，脱脂牛奶封闭后洗膜，分别加

ＴＮＦ－α（１∶１０００）、ＮＦ－κＢ（１∶２０００）、Ｃａｓｐａｓｅ－１
（１∶２０００）、ＩＬ－１８（１∶３０００）、Ａｃｔｉｎ（１∶３０００）和
ＩＬ－１β一抗（１∶１０００），４℃孵育过夜，次日洗膜后加
入二抗，室温孵育 ２ｈ，滴加化学发光液显影，用
ＩｍａｇｅＪ软件分析条带灰度值，以Ａｃｔｉｎ为内参，计算目
的蛋白相对表达水平。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，多组间用单因素方差分析，２组间比较用最
小显著差异ｔ检验。

结　　果

１　不同剂型含药血清对脂多糖诱导ＲＡＷ２６４７巨噬
细胞炎症的影响

饮片组给予１０μｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ＋饮片含药血清处
置；颗粒组给予１０μｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ＋颗粒含药血清处
置；模型组给予１０μｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ处置；正常组不给
予任何药物，正常培养。

模型组与正常组比较，细胞大量增殖，形态呈多

角形；饮片组和颗粒组与模型组比较，细胞增殖速度

降低。结果见图１。
２　各组细胞上清液炎症因子含量的影响

模型组与正常组比较，细胞上清液中 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－１８、Ｃａｓｐａｓｅ－１和 ＩＬ－１β含量均明显升高，在统
计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００１）；颗粒组和
饮片组细胞上清液中 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１８、Ｃａｓｐａｓｅ－１和
ＩＬ－１β含量均较模型组显著降低，在统计学上差异均
有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；饮片组和颗粒组
的上述指标比较，在统计学上差异均无统计学意义

（均Ｐ＞００５）。结果见表１。
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２９）

图 １　不同剂型含药血清下巨噬细胞的形态（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓａｇｅｆｏｒｍｓｏｆｓｅｒｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｄｒｕｇｓ（×２００）
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｗｉｔｈｏｕｔａｎｙｄｒｕｇ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）；Ｃ：Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅｇｒｏｕｐ，ＬＰＳ＋ｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅｍｅｄｉｃａｔｅｄ

ｓｅｒｕｍ；Ｄ：Ｇｒａｎｕｌｅｇｒｏｕｐ，ＬＰＳ＋ｇｒａｎｕｌａｒｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍ

表１　各组细胞上清液中肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）、胱天蛋白酶－１（Ｃａｓｐａｓｅ－１）、白细胞介素（ＩＬ）－１８和ＩＬ－１β含量的比较
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α（ＴＮＦ－α），Ｃａｓｐａｓｅ－１，ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ＩＬ）－１βａｎｄＩＬ－１８ｌｅｖｅｌｓｉｎｓｅｒｕｍｏｆｃｅｌｌｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｃａｓｐａｓｅ－１（ｐｇ·ｍＬ－１） ＴＮＦ－α（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－１８（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－１β（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｎｏｒｍａｌ ９ ３９７２±１０５８ ４８１９±１２００ ２１３６±４３６ １７１４±３４１
Ｍｏｄｅｌ ９ １４９４９±２０９２ １５４４８±３４８４ ７８３３±１４４１ ７４４３±１６０４

Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅ ９ ９３２５±１６７３＃＃ １２５８０±２９６６＃ ４９７７±９５０＃＃ ４５０１±９４０＃＃

Ｇｒａｎｕｌｅ ９ ９１９３±１６４５＃＃ １２５７３±２８８８＃ ４９２７±９４０＃＃ ４３３４±８９６＃＃

Ｄｏｓｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１

３　各组细胞中ｍＲＮＡ相对表达水平的比较
模型组与正常组比较，ＴＮＦ－α、ＮＦ－κＢ、

Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１８和 ＩＬ－１βｍＲＮＡ相对表达水平均
显著升高（均Ｐ＜００１）；颗粒组和饮片组中ＴＮＦ－α、
ＮＦ－κＢ、Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１８和ＩＬ－１βｍＲＮＡ相对表
达水平均较模型组显著降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；饮
片组与颗粒组的上述ｍＲＮＡ相对表达水平比较，在统
计学上差异均无统计学意义（均Ｐ＞００５）。结果
见表２。

４　各组细胞蛋白相对表达水平的比较
模型组与正常组比较，ＴＮＦ－α、ＮＦ－κＢ、

Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１８和ＩＬ－１β蛋白相对表达水平均显
著升高（均Ｐ＜００１）；颗粒组和饮片组中 ＴＮＦ－α、
ＮＦ－κＢ、Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１８和 ＩＬ－１β蛋白相对
表达水平均较模型组显著降低（均 Ｐ＜００１）；饮
片组与颗粒组的上述蛋白相对表达水平比较，在统

计学上差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５）。结果
见表２和图２。

表２　各组细胞中ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ｍＲＮＡ

ＴＮＦ－α ＮＦ－κＢ Ｃａｓｐａｓｅ－１ ＩＬ－１８ ＩＬ－１β

Ｎｏｒｍａｌ １００±００５ １００±００１ １００±００４ １００±００３ １００±０１０
Ｍｏｄｅｌ ２１７±００７ ２０２±００１ １９０±００３ １４８±００４ １７４±００８

Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅ １５０±０２０＃＃ １５２±００１＃ １５９±００４＃＃ １１８±００４＃＃ １２６±００６＃＃

Ｇｒａｎｕｌｅ １３５±００８＃＃ １５０±００３＃ １４９±０１０＃＃ １１３±０１０＃＃ １２３±０１３＃＃

Ｇｒｏｕｐ
Ｐｒｏｔｅｉｎ

ＴＮＦ－α ＮＦ－κＢ Ｃａｓｐａｓｅ－１ ＩＬ－１８ ＩＬ－１β

Ｎｏｒｍａｌ １００±００９ １００±００２ １００±００６ １００±００５ １００±００３
Ｍｏｄｅｌ ２６８±００７ １２９±００１ ２５６±００３ １９９±００３ ２３７±００７

Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅ １６２±００３＃＃ １１９±００２＃＃ １４７±００５＃＃ １５３±００４＃＃ １５７±００１＃＃

Ｇｒａｎｕｌｅ １５５±００３＃＃ １１６±００２＃＃ １４０±００３＃＃ １４８±００２＃＃ １５３±００２＃＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ＮＦ－κＢ：Ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－κＢ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，
＃＃Ｐ＜００１
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图 ２　用蛋白质印迹法检测各组细胞中焦亡通路相关蛋白的
表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｕｓｉｎｇＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
Ａ－Ｄｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

讨　　论

肺泡巨噬细胞是人体抵御 ＳｉＯ２粉尘的主要免疫

屏障，可以吞噬 ＳｉＯ２尘埃颗粒，生成“尘细胞”，激活
ＮＦ－κＢ、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８和核苷酸结合寡核苷酸，该
受体家族包含焦亡前体物质，如 Ｐｙｒｉｎ结构域 ３
（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＮＬＲ ｆａｍｉｌｙ，ｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３），进而发生细胞焦亡。细胞焦亡是
一种与炎症小体有关的细胞程序性死亡方式。研究

发现，ＴＮＦ－α可以激活ＮＦ－κＢ信号通路，使炎症小
体ＮＬＲＰ３呈现高表达［１０］，促进 Ｃａｓｐａｓｅ－１平台激活，
从而水解前体ＩＬ－１β和ＩＬ－１８，底物蛋白 Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ
Ｄ可以在细胞膜上破膜打孔，可以使剪切后成熟的炎
症因子释放到细胞膜外诱发炎症因子风暴。其中，

ＧａｓｄｅｒｍｉｎＤ的Ｎ－末端诱导焦亡，最终细胞发生肿胀
破裂溶解性死亡，而Ｃ－末端可与Ｎ－末端结合，抑制
细胞焦亡。玉屏风散在临床上运用广泛，其可以提高

患者的免疫功能，抑制多种炎症因子，从而改善患者

肺部气道炎症反应。本研究发现，经玉屏风散处理

后，ＬＰＳ诱导的小鼠肺巨噬细胞Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＴＮＦ－α、
ＩＬ－１８、ＩＬ－１β和 ＮＦ－κＢ蛋白均呈现低表达，证实
细胞焦亡与玉屏风散之间存在联系。

玉屏风散有２种剂型，而中药饮片汤剂有口味不
佳、保存携带困难、熬药时间较长，其本身有时候会存

在质量差异等缺点。随着《结束中药配方颗粒试点工

作的公告》的颁布，标志着中药配方颗粒产业的发展

步入了一个崭新的发展时期。按单味量装，由药师按

　　

照处方及规定的剂量配制，直接让患者冲水服用［１１］，

同时也有患者提出了一些疑问，比如中药颗粒在萃取

的时候，会不会出现药物不良反应、功效与饮片是否

一致等［１２］。本研究发现，模型组的ＴＮＦ－α、ＮＦ－κＢ、
ＩＬ－１８、Ｃａｓｐａｓｅ－１和 ＩＬ－１β均呈现高表达，２种剂
型玉屏风散均可不同程度地下调 ＴＮＦ－α、ＮＦ－κＢ、
ＩＬ－１８、Ｃａｓｐａｓｅ－１和 ＩＬ－１β表达水平，且玉屏风散
饮片和颗粒２种剂型对上述指标的改变均无显著性
差异。

本研究提示：玉屏风散２种剂型均能够降低细胞
焦亡通路上蛋白的表达水平，抑制炎症反应，从而提

升机体对疾病的免疫能力，临床上可以根据患者需求

选择不同剂型。
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