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也摘要页 目的 研究六味补气方对细胞自噬和肺泡上皮细胞衰老的影响及其治疗慢性阻塞性肺疾病渊COPD冤的机制遥方法 按照

随机数字表法将大鼠分为正常对照组渊N 组冤尧模型组渊M 组冤尧桂龙咳喘宁组渊GL 组冤和六味补气方低尧中尧高剂量组渊LL 组尧LM 组尧
LH 组冤袁每组 10 只遥 采用烟熏及气管滴入脂多糖渊LPS冤的方法建立 COPD 实验动物模型遥 药物干预后袁检测大鼠肺功能曰HE 染色观

察支气管肺组织形态学变化曰免疫组化检测肺组织中细胞周期蛋白依赖性激酶渊CDK冤4 和细胞周期蛋白 D1渊CyclinD1冤表达水平曰
ELISA检测血清和肺泡灌洗液渊BALF冤中 p21和 p53含量曰Western blot检测肺组织中 Beclin-1尧自噬相关基因渊ATG冤14和微管相关蛋

白 1 轻链 3渊LC3冤-域/LC3-玉蛋白表达水平遥 结果 与 N 组比较袁M 组大鼠肺活量渊FVC冤值尧第三秒用力呼气容积渊FEV3冤值尧FEV3/
FVC值和呼气峰流速渊PEF冤值均下降渊P约0.01冤曰肺组织出现慢性支气管炎及肺气肿的病理学变化曰肺组织中 CDK4 和 CyclinD1 阳性

面积比率以及组织化学评分渊H-score冤均降低渊P约0.01冤曰血清及 BALF 中 p21 和 p53 含量均升高渊P约0.01冤曰肺组织中 Beclin-1尧
ATG14 和 LC3-域/LC3-玉蛋白表达水平均降低渊P约0.01冤遥 与 M 组比较袁各药物干预组大鼠 FVC 值尧FEV3 值尧FEV3/FVC 值和 PEF
值均上升渊P约0.05袁P约0.01冤曰肺组织病理学变化减轻曰肺组织中 CDK4和 CyclinD1阳性面积比率以及H-score均增加渊P约0.01冤曰血清及

BALF中 p21和 p53 含量均下降渊P约0.01冤曰肺组织中 Beclin-1尧ATG14和 LC3-域/LC3-玉蛋白表达水平均上升渊P约0.01冤遥 与 GL组比

较袁LL组大鼠 FVC值尧FEV3值尧FEV3/FVC值和 PEF值均下降渊P约0.01冤袁肺组织中 CDK4 和 CyclinD1 阳性面积比率以及H-score均降

低渊P约0.01冤袁血清及 BALF 中 p21 和 p53 含量均升高渊P约0.01冤袁肺组织中 Beclin-1尧ATG14 和 LC3-域/LC3-玉蛋白表达水平均降低

渊P约0.01冤曰LH组大鼠 FVC值尧FEV3 值尧FEV3/FVC 值和 PEF值均上升渊P约0.05冤曰LH尧LM组肺组织中CDK4和CyclinD1阳性面积比率以

及H-score均上升渊P约0.01冤袁血清及 BALF中 p21和 p53含量均下降渊P约0.01冤袁肺组织中 Beclin-1尧ATG14 和 LC3-域/LC3-玉蛋白表达

水平均上升渊P约0.01冤遥 与 LH 组比较袁LL尧LM 组大鼠 FVC 值尧FEV3 值尧FEV3/FVC 值和 PEF 值均下降渊P约0.05冤曰肺组织中 CDK4 和

CyclinD1阳性面积比率以及H-score 均降低渊P约0.01冤曰血清及 BALF中 p21 和 p53 含量均升高渊P约0.01冤曰肺组织中 Beclin-1尧ATG14
和 LC3-域/LC3-玉蛋白表达水平均降低渊P约0.01冤遥结论 六味补气方可加速细胞自噬袁延缓肺组织损伤和肺泡上皮细胞的衰老尧减轻

气道炎症尧增强肺功能曰其机制可能是六味补气方诱导 CDK4 和 CyclinD1 表达袁降低 p21尧p53 含量袁提升 Beclin-1尧ATG14 和

LC3-域/LC3-玉表达袁从而加速细胞自噬尧抑制细胞衰老所致遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the effects of Liuwei Buqi Formula (LWBQF) on cellular autophagy and alveolar epithelial
cell senescence, and its mechanism in treating chronic obstructive pulmonary disease (COPD). Methods Rats were randomized into
the following groups using a random number table (n=10 per group): normal control group (Group N), model group (Group M),
Guilong Kechuanning group (Group GL), and low-, medium-, and high-dose LWBQF groups (Groups LL, LM, LH). A COPD
experimental animal model was established using cigarette smoke exposure and intratracheal instillation of lipopolysaccharide (LPS).
After drug intervention, rat lung function was measured. Morphological changes in bronchial and lung tissues were observed by HE
staining. The expression levels of cyclin-dependent kinase (CDK) 4 and cyclin D1 (CyclinD1) in lung tissue was detected by immunohist鄄
ochemistry. The levels of p21 and p53 in serum and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were measured by ELISA. The protein
expression levels of Beclin-1, autophagy-related gene (ATG) 14, and microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3)-II/LC3-I
ratio in lung tissue were detected by Western blot analysis. Results Compared with Group N, Group M exhibited significant
decreases in forced vital capacity (FVC), forced expiratory volume at 3 seconds (FEV3), FEV3/FVC ratio, and peak expiratory flow
(PEF) (P<0.01). It also showed pathological changes of chronic bronchitis and emphysema, reduced positive area ratios and
histochemistry scores (H-scores) for CDK4 and CyclinD1 in lung tissue (P<0.01), increased levels of p21 and p53 in serum and BALF
(P<0.01), and downregulated protein expression levels of Beclin-1, ATG14, and LC3-II/LC3-I ratio in lung tissue (P<0.01). Compared
with Group M, all drug intervention groups exhibited increased FVC, FEV3, FEV3/FVC ratio, and PEF (P<0.05, P<0.01), alleviated
pathological changes in lung tissue, increased positive area ratios and H-scores for CDK4 and CyclinD1 in lung tissue (P<0.01),
decreased levels of p21 and p53 in serum and BALF (P<0.01), and upregulated protein expression levels of Beclin-1, ATG14, and
LC3-II/LC3-I ratio in lung tissue (P<0.01). Compared with Group GL, Group LL showed decreased FVC, FEV3, FEV3/FVC ratio, and
PEF (P<0.01), reduced positive area ratios and H-scores for CDK4 and CyclinD1 in lung tissue (P<0.01), increased levels of p21 and
p53 in serum and BALF (P<0.01), and downregulated protein expression levels of Beclin-1, ATG14, and LC3-II/LC3-I ratio in lung
tissue (P<0.01). Group LH showed increased FVC, FEV3, FEV3/FVC ratio, and PEF (P<0.05). Groups LH and LM showed increased
positive area ratios and H-scores for CDK4 and CyclinD1 in lung tissue (P<0.01), decreased levels of p21 and p53 in serum and
BALF (P<0.01), and upregulated protein expression levels of Beclin-1, ATG14, and LC3-II/LC3-I ratio in lung tissue (P<0.01).
Compared with Group LH, Groups LL and LM exhibited decreased FVC, FEV3, FEV3/FVC ratio, and PEF (P<0.05), reduced positive
area ratios and H-scores for CDK4 and CyclinD1 in lung tissue (P<0.01), increased levels of p21 and p53 in serum and BALF (P<
0.01), and downregulated protein expression levels of Beclin-1, ATG14, and LC3-II/LC3-I ratio in lung tissue (P<0.01). Conclusion
LWBQF can accelerate cellular autophagy, delay lung tissue damage and alveolar epithelial cell senescence, alleviate airway
inflammation, and enhance lung function. The mechanism may be that LWBQF induces the expression of CDK4 and CyclinD1,
reduces the levels of p21 and p53, and upregulates the expression of Beclin-1, ATG14, and LC3-II/LC3-I ratio, thereby promoting
autophagy and inhibiting cell senescence.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Liuwei Buqi Formula; chronic obstructive pulmonary disease; pulmonary function; autophagy; cell senescence;
cell cycle

慢性阻塞性肺疾病渊chronic obstructive pulmonary
disease, COPD冤是一种以持续性气流受限为特征的

慢性呼吸系统疾病袁其发病机制与气道和肺组织对

有害颗粒或气体的异常炎症反应有关袁临床表现包

括慢性咳嗽尧咳痰尧活动后呼吸困难等袁严重者可合

并肺心病和呼吸衰竭[1]遥 COPD 因其高患病率尧高死

亡率袁已成为 2021 年全球年龄标化死亡率的第四大

原因[2]遥 细胞衰老与 COPD 的发生尧发展有密切的关

系袁积累的衰老细胞主要通过增加衰老相关分泌表型

渊senescence-associated secretory phenotype, SASP冤袁
包括炎症因子尧趋化因子等相关细胞因子表达袁引起

慢性炎症尧破坏肺泡细胞及组织修复袁在 COPD 发病

机制中起着直接渊受损上皮细胞纤维化冤和间接渊炎
症介质释放增加冤作用袁进而促进气道重塑尧肺泡壁

破坏和肺功能进行性下降[3]遥 细胞自噬通过消除不

必要的细胞物质袁包括受损的细胞器和蛋白质聚集
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体袁在维持体内平衡和保护细胞方面发挥着关键作

用曰且通过清除损伤信号袁抑制炎症小体的激活袁减
少 SASP 的释放袁达到抑制炎症尧维持代谢等多维度

抑制细胞衰老的目的[4]遥 Beclin-1尧自噬相关基因渊au鄄
toph鄄agy-related gene, ATG冤14 和微管相关蛋白 1 轻

链 3渊microtubule-associated protein 1 light chain 3,
LC3冤作为细胞自噬经典的检测指标袁广泛用于反映

自噬体的形成及成熟状态[5]遥 本实验通过检测不同

组大鼠肺组织中这 3 项指标的变化袁旨在探讨六味

补气方对肺泡上皮细胞衰老与自噬变化的影响遥 由

此袁本研究从细胞衰老和自噬的角度进行针对性治

疗袁可能成为将来治疗 COPD 的重要策略之一遥
六味补气方是安徽省中医院经验处方袁由生晒

参尧炙黄芪尧陈皮尧玉竹尧肉桂和益智仁 6 味中药组

成袁具有补气养阴尧清热解毒的功效遥 全方通过阴阳

平衡袁补通相济及寒温互调袁达到正邪兼顾的效果袁
在临床治疗 COPD 中取得了良好的疗效[6]遥 为确保

实验结果的客观性和可行性袁本实验选取桂龙咳喘

宁作为阳性对照药遥 桂龙咳喘宁是一种中成药袁具
有降气平喘尧止咳化痰的功效袁已广泛用于 COPD 及

支气管哮喘等疾病的临床治疗[7]遥 目前袁六味补气方

治疗 COPD 的具体分子生物学机制尚不清楚遥因此袁
本文旨在探讨其治疗 COPD 的潜在机制及其对细

胞自噬和肺泡上皮细胞衰老的影响遥
1 材料与方法

1.1 动物及饲养环境

SPF 级雄性 SD 大鼠 65 只袁鼠龄为 5~8 周龄袁
体质量 160~200 g袁购于河南斯克贝斯生物科技股

份有限公司袁动物许可证号院SCXK渊豫冤2020-0005遥
动物实验已由安徽中医药大学伦理委员会审核通

过袁伦理批准号院AHUCM-rats-2024002遥饲养环境

如下院温度 18耀26 益袁相对湿度 40%耀70%袁通风换气

8耀12 次/h遥
1.2 药物

六味补气方组方如下院炙黄芪 15 g尧生晒参 10 g尧
玉竹 10 g尧益智仁 6 g尧陈皮 6 g尧肉桂 3 g袁购于安徽

省中医院中药房遥 桂龙咳喘宁片渊大连天山药业有限

公司袁国药准字 Z20050149袁规格院340 mg伊60片/盒冤遥

1.3 试剂及仪器

脂多糖渊lipopolysaccharide袁LPS冤渊合肥白鲨生物

科技有限公司袁批号院BS904冤曰雄狮牌香烟渊浙江中

烟工业有限责任公司袁批号院ZJYC901028207881冤曰p21尧
p53 检测试剂盒渊上海爱萌优宁生物技术有限公司袁
批号院CCl2409202143尧CCl2409202265冤曰细胞周期蛋

白依赖性激酶渊cyclin-dependent kinase, CDK冤4抗
体尧细胞周期蛋白 D1渊CyclinD1冤抗体尧ATG14 抗体尧
LC3-玉抗体尧LC3-域抗体尧山羊抗兔 IgG 抗体渊美国

Abcam 公司袁批号院ab108335尧ab134175尧ab133528尧
ab192890尧ab137375尧ab6939冤曰Beclin-1 抗体尧茁-actin
抗体渊沈阳万类生物科技有限公司袁批号院WL05350尧
WL01362冤遥

烟熏箱渊自制冤曰动物肺功能检测仪渊北京贝兰博

公司袁型号院Ani Rws 2005冤曰石蜡切片机渊德国 Leica
公司袁型号院RM2016冤曰电泳仪尧转膜仪渊上海天能科

技有限公司袁型号院EPS300尧VE-186冤曰光学显微镜

渊日本 OLYMPUS 公司袁型号院BX53冤遥
1.4 动物分组尧造模

大鼠适应性喂养 1 周袁按照随机数字表法分为

正常对照组渊N 组冤尧模型组渊M 组冤尧桂龙咳喘宁组

渊GL 组冤及六味补气方低尧中尧高剂量组渊LL 组尧LM
组尧LH 组冤袁每组 10 只遥 根据宋一平等[8]的方法采用

气管内滴入 LPS 加烟熏双因素联合复制 COPD 实

验动物模型遥 除 N 组外袁其余各组大鼠分别于实验

的第 1 天和第 14 天袁以 3%戊巴比妥钠 30 mg/kg 腹

腔注射麻醉袁手术暴露气管后袁向气管内注入 1 mg/
mL 的 LPS 200 滋L遥除 LPS 滴入当日袁其余每日将大

鼠置于自制的烟熏箱中袁点燃 20 支香烟并混合 100 g
锯木屑袁每日烟熏 1 次袁每次 30 min袁持续 5 周袁以
肺功能下降以及支气管肺组织发生慢性支气管炎和

肺气肿病理学改变判定为造模成功[6]遥
1.5 药物干预

干预药物以 60 kg 体重成人每日 1 剂常规临床

用量计算[9]袁LL 组尧LM 组尧LH 组大鼠分别按照成人常

规临床用量的 5尧10尧15 倍计算袁配制成浓度为0.26尧
0.53尧1.06 g/kg 的低尧中尧高剂量的六味补气方混悬

液遥 GL 组的剂量按照成人常规临床用量的 10 倍计

算[6]袁将桂龙咳喘宁片研磨成粉末袁用生理盐水配制

成 0.82 g/kg 的混悬液遥 造模成功后开始灌胃给药袁
N 组和 M 组大鼠按照成人等效剂量 10 倍计算袁给
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予 0.9%氯化钠溶液 10 mL/渊kg窑d冤灌胃曰GL 组尧LL
组尧LM 组尧LH 组分别给予相应剂量药物灌胃袁每日

1 次袁持续给药 30 d遥
1.6 取材与标本处理

以 3%戊巴比妥钠 30 mg/kg 腹腔注射麻醉大

鼠袁检测肺功能后袁腹主动脉取血离心 10 min袁取上

清曰收集肺泡灌洗液渊bronchoalveolar lavage fluid袁
BALF冤袁离心取上清曰取出左肺袁部分组织置于 4%的

多聚甲醛中固定遥 将剩余右肺组织于液氮罐保存袁
用于 Western blot 检测遥
1.7 检测指标

1.7.1 肺功能检测 采用小动物肺功能仪检测大鼠肺

活量渊forced vital capacity, FVC冤值尧第三秒用力呼

气容积渊forced expiratory volume at 3 seconds, FEV3冤
值尧FEV3 /FVC 值和呼气峰流速渊peak expiratory flow,
PEF冤值遥
1.7.2 HE染色检测支气管肺组织形态学变化 将固

定后的肺组织常规乙醇梯度脱水尧二甲苯透明袁石蜡

包埋袁连续 5 滋m 厚切片袁HE 染色尧封固袁光镜下观

察支气管肺组织形态学变化遥
1.7.3 免疫组化检测肺组织 CDK4尧CyclinD1 蛋白

表达水平 将石蜡切片常规脱蜡尧抗原修复尧3%H2O2
孵育尧10%山羊血清封闭曰滴加 CDK4 一抗和 Cy鄄
clinD1 一抗 37 益孵育 1 h渊稀释比均为 1颐100冤袁4 益
冰箱过夜曰生物素标记的二抗 37 益孵育 1 h曰辣根

酶标记链霉卵白素 37 益孵育 30 min曰DAB 显色曰
苏木精复染尧脱水尧透明尧封固遥 光镜下观察袁每张切

片随机选取 5 个高倍视野摄片袁采用 GraphPad Prism
10.1 软件进行分析袁计算阳性细胞比率渊阳性细胞

数/细胞总数冤 [10]遥 计算组织化学评分渊histochem
istryscore, H-score冤袁 将每张切片内阳性细胞比率及

其染色强度转化为相应的数值袁达到对组织免疫染

色阳性深浅和阳性多少两方面进行综合半定量分

析的目的[11]遥
1.7.4 ELISA 检测大鼠血清及 BALF 中 p21 和 p53
含量 按照 ELISA 试剂盒检测方法检测血清及

BALF 中 p21 和 p53 含量袁 酶标仪 450 nm 测定 OD
值袁以标准品浓度渊X冤和 OD 值渊Y冤拟合四参数方

程袁计算样本浓度时需将方程结果乘以稀释系数遥
1.7.5 Western blot 检测肺组织中 Beclin-1尧ATG14
和 LC3-域/LC3-玉蛋白表达水平 将收集的各组肺

组织进行裂解袁于 4 益下离心后取上清液袁完成蛋

白提取遥 用 BCA 对提取的蛋白进行定量遥 总蛋白溶

液变性尧电泳尧转膜尧封闭袁孵育相应的一抗 Beclin-
1渊1颐1 000冤尧ATG14渊1颐1 000冤尧LC3-玉渊1颐1 000冤尧LC3-域
渊1颐100冤袁4 益摇床过夜遥 加入稀释后的二抗渊1颐10 000冤袁
室温孵育 2 h遥 增强型化学发光试剂显影遥 使用 Im
ageJ 软件分析条带灰度值袁以目的蛋白灰度值/内参

茁-actin 灰度值比值做为最终结果遥
1.8 统计学分析

用 SPSS 22.0 软件进行统计分析袁计量资料用

野曾依s冶表示遥 符合正态分布且方差齐袁多组间比较采

用 One-way ANOVA 检验袁两两比较采用 LSD 法检

验曰不符合正态分布袁采用非参数检验袁以 P约0.05 为

差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 检测各组大鼠肺功能变化

与 N 组比较袁M 组大鼠肺功能参数 FVC 值尧
FEV3 值尧FEV3/FVC 值和 PEF 值均下降渊P约0.01冤曰与
M 组比较袁LL尧LM尧LH尧GL 组大鼠肺功能参数 FVC
值尧FEV3 值尧FEV3/FVC 值和 PEF 值均上升渊P约0.05袁
P约0.01冤曰与 GL组比较袁LH组大鼠肺功能参数 FVC值尧
FEV3 值尧FEV3/FVC 值和 PEF 值均增高渊P约0.05冤袁LL

表 1 各组大鼠肺功能参数比较渊曾依s冤
Table 1 Comparison of rat pulmonary function parameters among different groups 渊曾依s冤

组别

N 组

M 组

LL 组

LM 组

LH 组

GL 组

n
10
10
10
10
10
10

FVC/mL
13.28依2.14
4.41依0.91**
7.02依0.34**吟银银茵

9.12依0.76**吟吟茵

9.70依1.02*吟吟银

7.80依0.33**吟吟

FEV3/mL
12.15依1.81
2.08依0.51**
4.12依0.16**吟银银茵

6.79依1.00**吟吟茵

8.16依0.96*吟吟银

5.44依0.31**吟吟

FEV3/FVC/%
91.74依4.26
47.02依5.11**
58.89依5.04**吟银银茵

74.15依4.77**吟吟茵

84.08依3.05*吟吟银

69.90依4.47**吟吟

PEF/渊mL/s冤
48.93依5.96
16.89依1.81**
26.73依2.87**吟银银茵

31.98依1.83**吟吟茵

39.36依3.75*吟吟银

30.43依2.64**吟吟

注院与 N 组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与 M 组比较袁吟P约0.05袁吟吟P约0.01曰与 GL 组比较袁银P约0.05袁银银P约0.01曰与 LH 组比较袁茵P约0.05遥

1855



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn 圆园25 年第 45 卷

组大鼠肺功能参数FVC 值尧FEV3 值尧FEV3 /FVC 值和

PEF 值均下降渊P约0.01冤曰与 LH 组比较袁LL 组和 LM
组大鼠肺功能参数 FVC 值尧FEV3 值尧FEV3/FVC 值和

PEF 值均下降渊P约0.05冤遥 详见表 1遥
2.2 HE染色检测各组大鼠支气管肺组织形态学变化

N 组大鼠支气管壁结构完整袁管腔内未见渗出

物袁周围肺组织完整袁未见炎症细胞浸润袁肺泡间隔

未见异常遥 与 N 组比较袁M 组大鼠支气管腔变狭窄袁
肺泡壁粒细胞散在浸润袁肺泡壁增厚袁肺泡间隔增

宽袁少量肺泡代偿性扩张曰少量细支气管黏膜上皮细

胞水肿袁细胞质疏松尧淡染袁较多管腔内可见炎症细

胞袁少见炎症细胞小灶性或灶性浸润袁肺泡破裂融合

成肺大疱袁上述改变符合慢性支气管炎及肺气肿的

病理学特征遥与 M 组比较袁LL尧LM尧LH 组和 GL 组大

鼠支气管和肺组织周围炎症浸润减轻袁肺泡壁增厚袁

肺泡间隔增宽的程度与范围变小曰细支气管黏膜上

皮细胞水肿程度减轻袁炎症细胞减少袁肺泡代偿性

扩张程度降低袁肺组织病理学得到了不同程度的改

善袁其中以 LH 组改善最为明显遥 详见图 1遥
2.3 免疫组化检测各组大鼠肺组织中 CDK4尧Cy鄄
clinD1蛋白表达水平

与 N 组比较袁M 组大鼠肺组织中 CDK4尧Cy鄄
clinD1 的阳性面积比率和 H-score 均下降渊P约0.01冤曰
与 M 组比较袁各药物干预组大鼠肺组织中 CDK4尧
CyclinD1的阳性面积比率和H-score均上升渊P约0.01冤曰
与 GL 组比较袁LL 组大鼠肺组织中 CDK4尧CyclinD1
的阳性面积比率和 H-score均下降渊P约0.01冤袁LH尧
LM 组 CDK4尧CyclinD1 的阳性面积比率和 H-score
均上升渊P约0.01冤曰与 LH 组比较袁LL 组尧LM 组大鼠

肺组织中 CDK4尧CyclinD1 的阳性面积比率和 H-

图 1 各组大鼠支气管肺组织形态学变化渊HE袁伊200袁标尺=50 滋m冤
Fig.1 Morphological changes of rat bronchial and lung tissues in each group (HE袁伊200, scale bar=50 滋m)

注:A.N 组曰B.M 组曰C.GL 组曰D.LL 组曰E.LM 组曰F.LH 组遥

图 2 各组大鼠肺泡上皮细胞 CDK4 表达渊免疫组化袁伊200袁标尺=50 滋m冤
Fig.2 Expression of CDK4 in rat alveolar epithelial cells in each group (Immunohistochemistry, 伊200, scale bar=50 滋m)

注:A.N 组曰B.M 组曰C.GL 组曰D.LL 组曰E.LM 组曰F.LH 组遥
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score 均下降渊P约0.01冤遥 详见图 2要3袁表 2遥
2.4 ELISA 检测各组大鼠血清及 BALF 中 p21尧p53
的含量

2.4.1 各组大鼠血清中 p21尧p53 的含量 与 N 组

比较袁M 组大鼠血清中 p21尧p53 的水平含量均上升

渊P约0.01冤曰与 M 组比较袁各药物干预组大鼠血清中

p21尧p53 的含量均下降渊P约0.01冤曰与 GL 组比较袁LL
组大鼠血清中 p21尧p53 的含量均上升渊P约0.01冤袁LH组

和 LM 组大鼠血清中 p21尧p53的含量均下降渊P约0.01冤曰
与 LH 组比较袁LL 组尧LM 组大鼠血清中 p21尧p53 的

含量均上升渊P约0.01冤遥 详见表 3遥
2.4.2 各组大鼠 BALF 中 p21尧p53 的含量 与 N
组比较袁M 组大鼠 BALF 中 p21尧p53 的水平含量均上

升渊P约0.01冤曰与M 组比较袁各药物干预组大鼠BALF 中

p21尧p53 的含量均下降渊P约0.01冤曰与 GL 组比较袁LL组
大鼠BALF中 p21尧p53的含量均上升渊P约0.01冤袁LH 组

和LM组大鼠BALF中 p21尧p53的含量均下降渊P约0.01冤曰
与 LH 组比较袁LL 组尧LM 组大鼠 BALF 中 p21尧p53
的含量均上升渊P约0.01冤遥 详见表 4遥
2.5 Western blot 检测各组肺组织中 Beclin -1尧
ATG14 和 LC3-域/LC3-玉蛋白表达水平

与 N 组比较袁M 组大鼠肺组织中 Beclin -1尧

图 3 各组大鼠肺泡上皮细胞 CyclinD1 表达渊免疫组化袁伊200袁标尺=50 滋m冤
Fig.3 Expression of CyclinD1 in rat alveolar epithelial cells in each group (Immunohistochemistry, 伊200, scale bar=50 滋m)

注:A.N 组曰B.M 组曰C.GL 组曰D.LL 组曰E.LM 组曰F.LH 组遥

表 2 各组大鼠肺组织中 CDK4尧CyclinD1的阳性面积比率和 H-score渊曾依s冤
Table 2 The positive area ratios and H-scores of CDK4 and CyclinD1 in rat lung tissue of

each group 渊曾依s冤
组别

N 组

M 组

LL 组

LM 组

LH 组

GL 组

n
10
10
10
10
10
10

注院与 N 组比较袁**P约0.01曰与 M 组比较袁吟吟P约0.01曰与 GL 组比较袁银银P约0.01曰与 LH 组比较袁茵茵P约0.01遥

CDK4 阳性面积比率/%
13.43依0.36
3.66依0.15**
7.26依0.29**吟吟银银茵茵

10.78依0.11**吟吟银银茵茵

11.66依0.17**吟吟银银

9.12依0.23**吟吟

CDK4 H-score/分
22.93依1.51
4.87依0.15**

15.61依1.16**吟吟银银茵茵

18.55依0.58**吟吟银银茵茵

20.02依0.70**吟吟银银

17.19依0.32**吟吟

CyclinD1 阳性面积比率/%
7.26依0.69
0.88依0.01**
2.50依0.06**吟吟银银茵茵

3.84依0.20**吟吟银银茵茵

5.16依0.52**吟吟银银

3.32依0.28**吟吟

CyclinD1 H-score/分
23.27依1.99
4.87依0.15**

14.40依1.07**吟吟银银茵茵

18.55依0.59**吟吟银银茵茵

20.02依0.70**吟吟银银

17.17依0.34**吟吟

表 3 各组大鼠血清中 p21和 p53 的含量比较渊pg/mL袁曾依s冤
Table 3 Comparison of the levels of p21 and p53 in the

rat serum in each group (pg/mL, 曾依s)

注院与 N 组比较袁**P约0.01曰与 M 组比较袁吟吟P约0.01曰与 GL 组比较袁
银银P约0.01曰与 LH 组比较袁茵茵P约0.01遥

组别

N 组

M 组

LL 组

LM 组

LH 组

GL 组

n
10
10
10
10
10
10

p21
457.00依29.12
785.70依31.88**
720.10依11.71**吟吟银银茵茵

537.20依12.07**吟吟银银茵茵

508.40依5.66**吟吟银银

663.50依14.61**吟吟

p53
1 565.00依55.67
2 198.00依100.10**
2 063.00依37.81**吟吟银银茵茵

1 924.00依30.93**吟吟银银茵茵

1 771.00依101.50**吟吟银银

1 947.00依23.79**吟吟
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ATG14 和 LC3-域/LC3-玉表达水平均下降渊P约0.01冤曰
与 M 组比较袁各药物干预组大鼠肺组织中 Beclin-
1尧ATG14 和 LC3-域/LC3-玉表达水平均上升渊P约
0.01冤曰与 GL 组比较袁LH 组和 LM 组大鼠肺组织中

Beclin-1尧ATG14 和 LC3-域/LC3-玉表达水平均上升

渊P约0.01冤袁LL 组肺组织中 Beclin-1尧ATG14和 LC3-
域/LC3-玉表达水平均下降渊P约0.01冤遥 与 LH 组比

较袁LL 组尧LM 组大鼠肺组织中 Beclin-1尧ATG14 和

LC3-域/LC3-玉表达水平均下降渊P约0.01冤遥 详见图

4要5遥

3 讨论

细胞衰老是 COPD 和特发性肺纤维化等慢性肺

部疾病的重要驱动机制袁其发生机制涉及自噬受损尧
端粒缩短等[12]遥 当细胞自噬被激活时袁其水平与LC3-
域/LC3-玉比值成正比袁且 Beclin-1 的表达亦同步

增加[13]遥研究发现袁包括 COPD 肺泡上皮细胞在内的

多种细胞均显示出细胞自噬效率下降袁细胞衰老增

加袁提示细胞自噬及衰老在 COPD 的发病机制中起

到至关重要的作用[14]遥 COPD 发病机制主要与氧化

应激袁细胞自噬和细胞衰老等有关袁这些过程会放

大慢性炎症袁导致 DNA 损伤袁加速肺衰老袁刺激肺

纤维化和肺气肿[15-16]遥 烟草暴露是 COPD 发生的最

重要原因遥 据统计袁在 COPD 患者中袁有过吸烟史的

患者比例大于 70%袁香烟烟雾中含有大量有害物质袁
会诱发细胞衰老[17]遥

COPD 归属于中医学野喘息病冶野肺胀冶范畴袁其
发病机制为痰阻尧痰浊等[18]遥 中医学认为肺脾肾气虚

证交错发生是 COPD 的根本袁临床通过野补宗气袁调
脾气冶可减轻 COPD 气道炎症尧阻抑气道重塑袁改善

肺功能[19]遥 野六味补气方冶由炙黄芪尧生晒参尧益智仁尧
玉竹尧陈皮尧肉桂组成袁全方共奏补气固本尧理气化痰

之效袁适用于肺脾皆虚所致久咳气短之证[20]遥 有研究

证实袁每天服用 200 mg 人参提取物 G115袁持续 3
个月袁可改善 COPD 患者的肺功能[21]遥 黄芪甲苷作为

黄芪的主要成分袁具有抗氧化尧抗炎尧抗衰老等多种

注院与 N 组比较袁**P约0.01曰与 M 组比较袁吟吟P约0.01曰与 GL 组比较袁
银银P约0.01曰与 LH 组比较袁茵茵P约0.01遥

组别

N 组

M 组

LL 组

LM 组

LH 组

GL 组

n
10
10
10
10
10
10

p21
269.10依33.70
703.60依16.15**
652.40依14.67**吟吟银银茵茵

466.30依37.15**吟吟银银茵茵

327.90依32.34**吟吟银银

563.00依28.15**吟吟

p53
500.30依47.43

1 437.00依85.91**
1 145.00依65.60**吟吟银银茵茵

806.40依74.60**吟吟银银茵茵

674.90依78.08**吟吟银银

952.00依50.93**吟吟

表 4 各组大鼠 BALF中 p21 和 p53 的含量比较

渊pg/mL袁曾依s冤
Table 4 Comparison of the levels of p21 and p53

in rat BALF in each group (pg/mL, 曾依s)

图 5 各组大鼠肺组织中 Beclin-1尧ATG14 和 LC3-域/LC3-玉蛋白表达水平比较

Fig.5 Comparison of the protein expression levels of Beclin-1, ATG14, and LC3-II/LC3-I ratio in
rat lung tissue among different groups

注院与 N 组比较袁**P约0.01曰与 M 组比较袁吟吟P约0.01曰与 GL 组比较袁银银P约0.01曰与 LH 组比较袁茵茵P约0.01遥

图 4 各组大鼠肺组织中 Beclin-1尧ATG14尧LC3-I和 LC3-
II蛋白条带图

Fig.4 Protein band images of Beclin-1, ATG14, LC3-I,
and LC3-II in rat lung tissue in each group

16 kDa

14 kDa

52 kDa

55 kDa

42 kDa
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功效[22]遥 有研究表明袁陈皮黄酮尧肉桂酸及玉竹提取

物皆有抗氧化尧抗炎和保护心血管等生理作用[23-25]遥
p53 和 p21 是细胞衰老过程中的重要调控因

子袁p53 通过激活 p21 来诱导细胞周期停滞袁从而防

止受损细胞的增殖袁p53-p21-视网膜母细胞瘤蛋白

渊retinoblastoma protein, Rb冤信号通路是重要的细胞

衰老信号传导通路[26]遥 p53 是一种细胞周期调节剂袁
细胞衰老状态下袁它可以激活下游的 p21 分子袁而p21
又能抑制 CDK2 细胞/周期蛋白 E 复合体袁使得磷

酸化 Rb 蛋白转变为去磷酸化 Rb 蛋白[27]袁去磷酸化

的 Rb 蛋白结合转录因子 E2F袁抑制了 E2F 下游的基

因转录袁从而使阻滞细胞进入 S 期并退出细胞周期袁
启动了细胞衰老过程[28]遥 本研究显示袁与 N 组相比

较袁M 组大鼠肺组织中 p21尧p53 含量增加袁而六味补

气方可降低 COPD 大鼠肺组织中 p21尧p53 的含量袁
从而延缓细胞衰老遥

细胞周期蛋白是细胞周期调控中的重要因子袁
其作用是促进细胞的分裂增殖遥 衰老细胞通常表现

为 CyclinD1 降解和 CDK4 活性降低袁导致 Rb持续

去磷酸化袁细胞周期阻滞在 G1 期袁G1 期是唯一能

从外界接受增殖或抑制信号的时期袁G1 期的推进主

要靠 CyclinD1-CDK6/CDK4尧CyclinD1-CDK2 复合

体调控袁CDK4尧CyclinD1 的表达量升高可使 G1 期变

短袁在细胞周期 G1 期发挥作用的主要是 CyclinD1
及其结合分子 CDK4 和 CDK6[29]遥 G1 期中袁CyclinD1
在此阶段激活 CDK4 或 CDK6袁并与之结合袁启动细

胞周期袁使 G1 周期抑制蛋白渊Rb冤被磷酸化袁推动细

胞从 G1 期进入 S 期[30]袁从而促进肺部组织细胞增殖遥
本次研究发现袁M组大鼠肺组织中 CDK4尧CyclinD1 的

表达低于 N 组袁而六味补气方干预后袁各用药组大

鼠肺组织中 CDK4尧CyclinD1的表达较 M 组升高袁提
示六味补气方对细胞衰老有一定程度的缓解作用遥

Beclin-1 是自噬启动的重要开关袁可招集 LC3袁
促使 LC3-玉加工形成 LC3-域袁形成自噬体袁进而调

控自噬体的形成及成熟[31]遥LC3 为酵母ATG8 的同源

体袁一般以可溶性 LC3-玉的形式存在曰当自噬发生

时袁LC3 和自噬泡膜表面的磷脂酰乙醇胺结合袁转变

为脂溶性的 LC3-域曰且 LC3-域的表达与自噬活性成

正比[32]遥 本研究结果显示袁M 组大鼠肺组织中 Beclin-
1尧LC3-域/LC3-玉尧ATG14蛋白表达低于 N组袁而六味

补气方干预后袁大鼠肺组织中 Beclin-1尧LC3-域/LC3-

玉尧ATG14 蛋白表达升高袁提示细胞自噬活动增强遥
此结果表明六味补气方能够提高肺泡上皮细胞自噬

活性袁促进细胞自噬遥
本研究结果显示袁六味补气方可提升 COPD 大

鼠 CDK4 和 CyclinD1 表达袁降低 p21尧p53 水平含量袁
提高 Beclin-1尧LC3-域/LC3-玉尧ATG14 表达袁从而促

进细胞自噬袁延缓肺组织细胞衰老袁改善肺组织病

理学变化袁增强肺功能遥
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