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麻杏石甘汤对肺炎模型小鼠的疗效观察

及对共刺激分子 ＣＤ１３７水平的影响
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摘要　目的：观察麻杏石甘汤对肺炎模型小鼠的疗效，同时探讨其对共刺激分子ＣＤ１３７水平的影响。方法：选取６０只无
特定病原体（ＳＰＦ级）幼龄小鼠纳入研究，并随机分为空白组、模型组及中药组，每组２０只。其中模型组及中药组小鼠接
受肺炎克雷伯菌混悬液滴入鼻腔，空白组小鼠接受等剂量生理盐水滴鼻，２４ｈ中药组小鼠接受麻杏石甘汤灌胃，１剂／ｄ，
共干预７ｄ。比较３组小鼠一般活动情况、外周血中的白细胞计数、多核粒细胞激素（ＰＭＮ）、白细胞介素６（ＩＬ６）、白细胞
介素８（ＩＬ８）、肺组织病理改变以及外周血单核细胞中共刺激分子 ＣＤ１３７水平的变化。结果：空白组小鼠未出现任何阳
性体征，模型组及中药组小鼠出现精神萎靡、体质量下降、活动减少等相关阳性症状，其中中药组较模型组改善；模型组及

中药组小鼠外周血白细胞计数、ＰＭＮ、ＩＬ６及ＩＬ８均较空白组升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），其中中药组优于对照
组（Ｐ＜００５）。模型组及中药组小鼠肺组织细胞结构错乱、肺泡大小不一，各级支气管周围、小叶间及肺泡间隔等存在大
量炎性细胞浸润，部分有纤维增生。其中中药组较模型组病理明显改善。模型组及中药组小鼠外周血共刺激分子ＣＤ１３７
表达增高，与空白组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５），其中中药组水平低于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结
论：麻杏石甘汤加减对肺炎有明显临床效果，其作用机制可能与抑制共刺激分子ＣＤ１３７的分泌有关。
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　　细菌性肺炎是常见的肺炎类型，是临床常见的
感染性疾病之一，亦是导致我国儿童死亡的主要病

因，远超过因艾滋病、疟疾和麻疹死亡儿童人数的总

和，但由于病原体的变迁、抗生素滥用等因素导致临

床疗效差强人意。据目前已知研究［１３］，细菌性肺炎

的发生发展与多种炎性细胞及活性因子的级联效应

导致气道慢性炎性反应有关，在此病理环节中 Ｔ淋
巴细胞的活化具有重要作用，贯穿炎性级联反应始

终，而 Ｔ淋巴细胞的异常激活与与其表面共刺激分
子的活化关系密切。有研究发现，细菌性肺炎患儿

外周血 Ｔ淋巴细胞表面共刺激分子被明显活化，因
此我们设想，抑制 Ｔ淋巴细胞表面共刺激分子可能
是细菌性肺炎的靶向治疗。中医古籍并无“细菌性

肺炎”的病名记载，根据其临床症状将其归属于“咳

嗽”“喘证”等范畴，好发于儿童，中医认为小儿脏腑

娇嫩，形气未充，极易外感风邪，夹寒夹热入侵与肺，

影响肺气宣发肃降，最终致肺气郁遏，痰阻肺络而成

此病。麻杏石甘汤首载于《伤寒论》，有辛凉宣泄，

清肺平喘之功效，具有严谨的用药配伍，与细菌性肺

炎的病机一一对应，临床亦不乏麻杏石甘汤治疗细

菌性肺炎有效的临床报道［４６］，但对其作用机制尚无

统一定论，基于此，我们利用麻杏石甘汤对 ６０只
ＳＰＦ级小鼠进行研究，并对其作用机制进行探讨。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选取６０只无特定病原体（ＳＰＦ级）幼
龄小鼠，体质量３０～４０ｇ，平均体质量（３１±１１）ｇ。
鼠龄２～３个月，平均鼠龄（２１±０５）月。所有小鼠
均购自济南金丰实验动物有限公司，许可证号：

ＳＣＸＸ（沪）２０１１００２４１。所有动物饲养于本院动物
实验中心，饲养条件：温度（２３５±０５）℃，湿度（５２
±１５）％，以１２／１２ｈ为光暗周期。
１１２　药物　麻杏石甘汤由本院中药研究院提供，
中药组成：麻黄６ｇ、杏仁９ｇ、生石膏２４ｇ、甘草６ｇ。
１１３　试剂与仪器　肺炎克雷伯菌株（本院检验科
细菌室提供）；ＩＬ６ＥＬＩＳＡ试剂盒（货号 ｋｔ３７６８７，购
自武汉默沙克生物科技有限公司）；ＩＬ８ＥＬＩＳＡ试剂
盒（货号ｋｔ３２３７７，购自武汉默沙克生物科技有限公
司）；全自动生化仪（ＡＵ５８００，购自美国贝克曼库尔
特公司）；酶标仪（购自美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公
司）；ＣＤ１３７抗体（货号 ａｂ９８２２，购自 Ａｂｃａｎ公司）；
βａｃｔｉｎ抗体（货号２８３４１，购自ＣＳＴ公司）；二抗羊抗
小鼠ＩｇＨＲＰ（货号３９２８３４７，购自北京中衫生物技术
有限公司）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　选取只无特定病原体
（ＳＰＦ级）幼龄小鼠纳入研究，随机分为空白组（２０
只）、模型组（模型制备２０只）及中药组（２０只）。３
组小鼠体质量、鼠龄比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），具有可比性。本研究方案经过本院伦理委员
会批准。

模型制备参照参考文献［７８］中的模型制备方法：

将小鼠充分麻醉后置于手术台上，颈部备皮后消毒，

将气管充分暴露于操作者视野，用１ｍＬ注射器刺入
气管滴入克雷伯菌悬浊液０１５ｍＬ（用生理盐水稀
释成１２×１０１１ｃｆｕ／Ｌ），空白组小鼠注入等剂量的生
理盐水，造模后缝合小鼠皮肤、常规消毒后使小鼠保

持竖立状态２０ｓ。
１２２　干预方法　根据小鼠与人体间等效剂量换
算０６６ｇ／ｍＬ对中药组小鼠进行灌胃，每日灌胃１
次，空白组及模型组大鼠接受等剂量的生理盐水灌

胃，３组均连续灌胃７ｄ，麻杏石甘汤：麻黄３ｇ、苦杏
仁３ｇ、石膏９ｇ、甘草２ｇ。
１２３　检测指标与方法　１）一般状况评分：对３组
小鼠精神状况、体质量、活动量、皮毛光泽度进行观

察比较。２）血细胞计数比较：对３组小鼠外周血白
细胞计数、多核粒细胞激素（ＰＭＮ）计数进行比较。
白细胞介素６（ＩＬ６）、白细胞介素８（ＩＬ８）水平比
较：干预后从３组随机选取３只小鼠，充分麻醉后抽
取腹主动脉血１０ｍＬ，置于４℃，２０００ｒ／ｍｉｎ条件下
充分离心１５ｍｉｎ，抽取上清液，采用酶联免疫吸附试
验法（ＥＬＩＳＡ）进行检测，将 ＩＬ６及 ＩＬ８抗体用碳酸
盐包被缓冲液稀释后适量浓度后加至反应孔中，每

孔加入 ０１ｍＬ，将反应板置于 ４℃条件下孵育过
夜，随后用００１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）反复冲
洗３次，１ｍｉｎ／次，随后加入３组样本，室温下静置１
ｈ，随后往各反应孔中加入ＴＭＢ底物溶液０１ｍＬ，室
温下充分反应１ｈ后加入硫酸００５ｍＬ显色，将反
应孔板置于酶标仪内读取Ａ值。整个过程严格按照
说明书进行。３）肺组织病理改变：干预后从３组随
机选取３只小鼠，充分麻醉后取肺部组织，采用苏木
精伊红（ＨＥ）染色对３组小鼠肺组织的病理形态学
进行观察，具体操作如下：将肺组织取出后置于多聚

甲醛内固定２４ｈ，二甲苯（Ⅰ）１５ｍｉｎ→二甲苯（Ⅱ）
１５ｍｉｎ→９５％乙醇（Ⅰ）５ｍｉｎ→９５％乙醇（Ⅱ）５ｍｉｎ
→８０％乙醇３ｍｉｎ→７０％乙醇３ｍｉｎ→蒸馏水（Ⅰ）３
ｍｉｎ→蒸馏水（Ⅱ）３ｍｉｎ过程进行脱水，随后将３组
样本进行石蜡包埋，切片后捞片，用苏木精染色后将
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表１　３组血细胞及ＩＬ６、ＩＬ８水平变化（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 白细胞计数（×１０９／Ｌ） ＰＭＮ（×１０９／Ｌ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ８（ｐｇ／ｍＬ）

空白组 ６０２±０２８ ２２４±１０２ ３８２８±９３８ ６８２８±１０９
模型组 ７８７±０７１ ７３８±２０１ １３９３１±１７４４ ５９３１±１７８

中药组 ６７８±０５７△ ２５２２±９７６△ ５７２８±５１２△ ５８９４±２１２△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

玻片置于显微镜镜检，图像采集分析。４）肺组织
ＣＤ１３７检测：干预后从３组随机选取３只小鼠，充分
麻醉后取肺部组织，采用免疫蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ）对肺组织内 ＣＤ１３７水平进行检测，具体过
程如下：将３组样本中加入裂解液对组织进行充分
裂解，随后将充分裂解的样本在４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ
条件下进行离心后，吸取上清液，用 ＢＣＡ试剂盒进
行蛋白水平测定，将样本加入事先配制好的电泳凝

胶内，进行电泳、转膜、封闭、孵育 ＣＤ１３７及 βａｃｔｉｎ
一抗、孵育二抗后取出聚偏氟乙烯（ＰＤＶＦ）膜，加入
ＥＣＬ显影液进行显影，在凝胶成像系统中对显影结
果进行采集及分析。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
研究数据统计分析。计量资料用均数 ±标准差（Ｘ
±Ｓ）表示，组间比较采用秩和检验；组内比较采用
配对秩和检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　３组小鼠一般情况比较　模型组及中药组小
鼠接受造模当天即出现烦躁活动增强，造模第２天、
第３天后小鼠逐渐出现活动量减少，食欲减退，第４
天小鼠逐渐出现精神萎靡，体质量下降，部分小鼠出

现明显的呼吸喘鸣音，第５天、第６天部分小鼠出现
呼吸急促、颜面部、四肢发绀。与模型组比较，中药

组小鼠症状明显改善。空白组小鼠未出现明显阳性

症状体征。

２２　３组小鼠外周血白细胞计数、ＰＭＮ计数、ＩＬ６、
ＩＬ８比较　模型组及中药组小鼠外周血白细胞计
数、ＰＭＮ计数、ＩＬ６、ＩＬ８均较空白组升高，差异有统
计学意义（Ｐ＜００５），其中中药组优于对照组（Ｐ＜
００５）。见表１。
２３　２组小鼠肺组织病理学比较　模型组及中药
组小鼠肺组织细胞结构错乱、肺泡大小不一，各级支

气管周围、小叶间及肺泡间隔等存在大量炎性细胞

浸润，部分有纤维增生。其中中药组较模型组病理

明显改善。见图１。
２４　３组小鼠肺组织 ＣＤ１３７比较　模型组及中药
组小鼠外周血共刺激分子 ＣＤ１３７表达增高，与空白
组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５），其中中药组

水平低于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
见表２及图２。

图１　３组肺病理组织学比较（ＨＥ染色，×２００）

图２　３组大鼠肺组织ＣＤ１３７蛋白表达比较

表２　３组ＣＤ１３７／内参（Ａ比值）比较

组别 ＣＤ１３７／内参（Ａ比值）

空白组（ｎ＝３） ２３８±０２８
模型组（ｎ＝３） １１４６±０５７

中药组（ｎ＝３） ７１６±００２９△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
细菌性肺炎属于中医“咳嗽”“喘证”范畴，多由

风邪外感而导致。风邪性分寒热二类，风热侵表，表

邪不解入里，或风寒之邪从口鼻或皮毛入侵后寒随

化热，肺经被壅束，肺失宣降，郁而化热，最终里热大

盛，炼液为痰，壅堵气道，最终加剧肺气宣降无权之

势。病情轻者者仅有发热咳嗽，病情重者则里热大

盛，故患儿出现壮热不退，咳嗽喘憋，呼吸困难等一

·７４３·世界中医药　２０１９年２月第１４卷第２期



系列临床症状［９１１］。基于上述病机，中医治疗喘息

性肺炎以宣肺散邪、清泻肺热为主。麻杏石甘汤首

载于《伤寒论》，是治疗外感风邪、邪热壅肺之方，方

中麻黄有开宣肺气平喘之功，亦可开腠理以散表邪；

石膏辛甘大寒，可清泻肺热及生津止渴，还可透邪解

表。麻黄、石膏合用，一温一寒，即可宣肺又可清肺，

且均可祛邪外出，二药合用相辅相成，即可清除致病

之因，又可恢复肺气宣发肃降之功。杏仁味苦，可降

利肺气，助肺气肃降之功而平喘，此药与麻黄合用则

宣降相因，与石膏共用则清肃协同。炙甘草有益气

和中之功，与石膏合用可增强君药生津之功，更可调

和于寒温宣降之间。麻黄、石膏、杏仁、炙甘草四药

合用，共奏解表、宣肺、降气之功［１２１４］。故本研究发

现，模型组及中药组小鼠在接种克雷伯菌后出现出

现咳喘、呼吸急促等肺部相关症状，与此同时小鼠在

接受麻杏石甘汤干预后阳性症状明显缓解，这提示

麻杏石甘汤对细菌性肺炎确有理想疗效，同时我们

对３组小鼠的肺脏进行ＨＥ染色，观察其病理变化，
发现接受克雷伯菌接种的小鼠出现肺组织细胞结构

错乱、肺泡大小不一，各级支气管周围、小叶间及肺

泡间隔等存在大量炎性细胞浸润，部分有纤维增生，

这提示本研究造模是成功的，我们对中药组小鼠进

行麻杏石甘汤灌胃后显示小鼠肺脏组织的病理较模

型组有明显改善，这与相关研究结果相似［１５１７］。

细菌性肺炎是婴幼儿常见的临床疾病，目前研

究资料显示 Ｔ淋巴细胞异常激活是细菌性肺炎发
生的触发点，其活化过程需要共刺激信号的诱发，而

信号由 Ｔ淋巴细胞膜表面共刺激分子与抗原提呈
细胞（ＡＰＣ）表面相应配体结合后产生［１８１９］。近年

来体内外实验结果显示，多种共刺激分子在 Ｔ淋巴
细胞活化、增殖、凋亡等不同阶段均有中药的介导效

应。ＣＤ１３７是近年来新发现的 Ｔ淋巴细胞共刺激
分子，属于肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）家族的重要因子，
ＣＤ１３７在Ｔ淋巴细胞内存在磷酸化位点，正常整理
状态下该位点处于稳定状态，从而使ＣＤ１３７在 Ｔ淋
巴细胞表面处于静止状态，不进行表达，一旦

ＣＤ４＋、ＣＤ８＋等 Ｔ淋巴细胞被异常活化，则 ＣＤ１３７
磷酸化位点被激活出现了高表达。ＣＤ１３７高表达可
进一步促进Ｔ淋巴细胞异常活化，从而进一步影响
Ｔ淋巴细胞介导的免疫功能，加重病情发展，因此抑
制ＣＤ１３７的表达被认为是细菌性肺炎的治疗新靶
向。在本研究中我们发现模型组及中药组小鼠肺组

织ＣＤ１３７水平明显高于空白组小鼠，经过麻杏石甘
汤干预后中药组小鼠肺组织 ＣＤ１３７水平明显下调，

这提示麻杏石甘汤有效抑制细菌性肺炎机体ＣＤ１３７
的活化，从而纠正Ｔ淋巴细胞的功能［２０２２］。

总之，麻杏石甘汤治疗细菌性肺炎疗效理想，其

作用机制可能与抑制共刺激分子 ＣＤ１３７的分泌，从
而改善了患者的免疫系统功能有关。
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ＦＯＸＯ１蛋白的磷酸化水平却升高明显。这说明降
糖消渴颗粒含药血清促进了 ＦＯＸＯ１高表达 ＩＮＳ１
细胞中ＦＯＸＯ１的磷酸化，造成ＦＯＸＯ１核输出，降低
了其转录活性。而这很可能是通过激活了 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ途径，达到保护胰岛 Ｂ细胞的作用［１２］。基于

此，我们为进一步证实降糖消渴颗粒是否通过激活

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＦＯＸＯ１信号通路而发挥作用，本实验对
细胞用或不用ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２干预后细胞中
总 ＦＯＸＯ１、ｐＦＯＸＯ１、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ和细胞核内外的
ＦＯＸＯ１、ｐＦＯＸＯ１的蛋白表达以及 ＦＯＸＯ１、Ａｋｔ的
ｍＲＮＡ含量进行检测。结果表明在总蛋白中，含药
血清对ＦＯＸＯ１和Ａｋｔ表达影响较少，而磷酸化的表
达升高；在胞质和胞核中，含药血清使 ＦＯＸＯ１的表
达降低，磷酸化表达升高，抑制剂 ＬＹ２９４００２使
ＦＯＸＯ１和 ｐＦＯＸＯ１表达均降低。在基因检测中发
现含药血清使Ａｋｔ表达升高，ＦＯＸＯ１表达降低，抑制
剂使ＦＯＸＯ１表达降低，结果与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果
相似。这提示降糖消渴颗粒含药血清可通过 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ／ＦＯＸＯ１通路促进 ＦＯＸＯ１磷酸化出核以抑制
ＦＯＸＯ１核转录，实现保护胰岛Ｂ细胞的作用。
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