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·论著·

清肺承气汤对严重腹腔感染大鼠 
肺组织细胞凋亡的影响
张艳敏 1，2，崔乃强 2，张淑坤 2

（1. 天津医科大学，天津  300070 ；2. 天津市南开医院，天津  300100）

【摘要】 目的 观察清肺承气汤对严重腹腔感染大鼠肺组织细胞凋亡、凋亡相关蛋白以及肿瘤坏死因
子-α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）水平的影响。方法 选择 30 只雄性 Wistar 大鼠，按随机数字表法分
为假手术组、模型组、中药组，每组 10 只。模拟临床上消化道穿孔病理生理过程建立严重腹腔感染模型；中
药组于制模前 1 d 予以中药清肺承气汤灌胃，每日 3 次，每次 2 mL ；假手术组以等量 10% 硫酸钡（BaSO4）营
养肉汤代替菌液注射。制模后 6 h 分别处死各组大鼠取全部肺组织，用原位末端缺刻标记法（TUNEL）检
测肺组织细胞凋亡率；蛋白质免疫印迹法（Western Blot）检测 Bax 和 Bcl-2 蛋白表达水平；酶联免疫吸附试
验（ELISA）检测肺组织匀浆中 TNF-α、IL-6 水平；光镜和电镜下观察肺组织病理学改变。结果 与假手
术组比较，模型组肺组织细胞凋亡率 〔（12.7±5.4）% 比 0〕、Bax 蛋白表达 〔吸光度（A）值：8 416.89±875.16
比 6 654.09±1 130.18〕、 TNF-α （ng/L ：3 132.56±457.96 比 1 948.55±269.32）、 IL-6（ng/L ：75.14±1.63
比 31.17±0.81）水平均明显增高（均 P＜0.05），Bcl-2 蛋白表达水平明显降低（A 值：7 490.59±200.34 比
12 289.02±535.93，P＜0.05）；与模型组比较，中药组肺组织细胞凋亡率〔（7.9±0.3）%〕、Bax 蛋白表达（A 值：
7 619.50±999.30）、 TNF-α（ng/L ：3 114.34±454.32）、 IL-6（ng/L ：52.46±0.96）均降低，Bcl-2 蛋白表达水平 

（A 值：11 155.07±1 018.87）增高（均 P＜0.05）。大体观察可见：假手术组肺组织颜色均匀，模型组肺组织明显
肿胀，部分表面可见片状的淤斑和出血；光镜下可见：假手术组肺血管、肺泡间质和肺泡上皮小叶间质均正常，
模型组肺间质水肿、出血，肺泡腔内可见炎性细胞浸润；电镜下可见：模型组肺组织Ⅱ型肺泡上皮细胞增多，并
且出现不同程度形态学改变，细胞体积缩小变圆，细胞核呈不规则形，中药组上述病理改变均较模型组减轻。
结论 清肺承气汤可减轻严重腹腔感染导致急性肺损伤（ALI）大鼠肺组织细胞凋亡，其机制可能与中药干预
后降低了炎症介质水平、提高 Bcl-2 表达有关。
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【Abstract】 Objective　To observe the effects of Qingfei Chengqi decoction on lung tissue cell apoptosis and 
its associated protein， tumor necrosis factor-α （TNF-α）， interleukin-6（IL-6） of lung tissues in rats with severe 
intra-peritoneal infection （SII）. Methods Thirty male Wistar rats were randomly divided into three groups ： sham 
operation group， model group and traditional Chinese medicine（TCM） group （each n＝10）. Simulating clinical 
pathophysiological process of digestive tract perforation， the rat model of SII was reproduced by injecting E. coli 
intraperitoneally. The TCM group was treated by gavage with Qingfei Chengqi decoction one day in advance of the 
study， 3 times per day， once 2 mL. The same amount of nutrient broth which contained 10% barium sulfate （BaSO4） 
to replace the bacteria solution was injected into the sham operation group. Six hours after model establishment， all 
rats were killed and lung tissues were harvested for pathohistological evaluation and for the determination of apoptosis 
rate with TdT-mediated dUTP nick-end labeling （TUNEL） method， of Bax， Bcl-2 protein expression with Western 
Blot method， and of the level of TNF-α， IL-6 with enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） method， and the 
pathological changes of lung tissues were observed under the light and electron microscopes. Results Compared with 
sham operation group， the apoptosis rate 〔（12.7±5.4）% vs. 0〕，the expression of Bax protein 〔absorbance（A） value：
8 416.89±875.16 vs. 6 654.09±1 130.18〕， the level of TNF-α（ng/L ：3 132.56±457.96 vs. 1 948.55±269.32），
the level of IL-6 （ng/L ：75.14±1.63 vs. 31.17±0.81）of lung tissues were significantly increased （all P＜0.05），
meanwhile Bcl-2 protein expression decreased observably （A value ：7 490.59±200.34 vs. 12 289.02±535.93，P＜
0.05） in model group induced by SII. After treatment with TCM， apoptosis rate 〔（7.9±0.3）%〕，the expression of Bax 
protein （A value ：7 619.50±999.30），the level of TNF-α（ng/L ：3 114.34±454.32） and IL-6 （ng/L ：52.46±0.96）
of lung tissues were decreased and Bcl-2 protein expression （A value ：11 155.07±1 018.87） increased（all P＜0.05） 
compared with model group. General observation ： the color of lung tissues was uniform in sham operation group ； the 
lung tissues of model group swelled obviously， and parts of lung tissues had patches of ecchymosis and hemorrhage. The 
light microscope showed ： the pulmonary vessels， the alveolar interstitium， alveolar epithelium and lobular interstitium 
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 急性肺损伤（ALI）是各种直接和间接致伤因

素导致的肺泡上皮细胞及毛细血管内皮细胞损伤为

主要表现的临床综合征，其往往在多器官功能障碍

综合征（MODS）中最先出现，在 MODS 的整个发病

过程中居重要甚至是决定性的地位［1-4］。现代医学

主要采用气管插管、正压通气及对症处理等疗法，但

病死率仍较高［5］。因此我们对腹腔感染所致的 ALI
进行中药防治研究，采用清肺解毒、泻热通便的治

则，以自拟清肺承气汤治疗严重腹腔感染合并 ALI。
本实验在前期研究基础上，模拟临床消化道穿孔的

病理生理过程，建立严重腹腔感染模型，通过观察清

肺承气汤干预后肺组织细胞凋亡相关蛋白表达水平

的变化和炎症因子肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白

细胞介素-6（IL-6）浓度的改变，进一步探讨中药在

大鼠严重腹腔感染导致 ALI 发病过程中所发挥的作

用，报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物及主要试剂：选取 30 只健康雄性

Wistar 大鼠，由解放军军事医学科学院卫生学环境医

学研究所动物实验中心提供，动物合格证号：SCXK
（军）2009-003，体质量 250～300 g。取 10.5% 盐酸

16.4 mL，胃蛋白酶 10 g，加生理盐水至 1 000 mL，配
制成 pH 值 1.5 的人工胃液。大肠杆菌菌株来自临

床腹膜炎患者，经全自动微生物分析系统（VITEK-
AMS）鉴定为大肠杆菌；将大肠杆菌接种在营养

琼脂培养基上，37℃培养 18 h，生理盐水冲洗菌

苔，应用比浊法测定大肠杆菌浓度，配制成浓度为 
2×109 cfu/mL 的细菌悬浊液。

1.2 模型复制和分组：将大鼠按随机数字表法分为

假手术组、模型组和中药组，每组 10 只。大鼠适应

性饲养 1 周，实验前自由进食、饮水。采用腹腔内注

射人工胃液联合大肠杆菌的方法制备大鼠腹腔感染

模型［6］；假手术组以等量 10% 硫酸钡（BaSO4）营养

肉汤代替菌液注射；中药组于制模前 1 d 予以中药

清肺承气汤灌胃，每只大鼠每次 2 mL，每日 3 次；于

制模前 30 min 再给药 1 次。

 本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 检测指标及方法：制模后 6 h 分别处死各组大

鼠取全部肺组织，用 10% 中性甲醛水溶液固定右上

肺叶 , 进行石蜡切片，苏木素 - 伊红（HE）染色后

于光镜下观察肺组织病理学改变；以 2.5% 的戊二

醛溶液固定右中肺叶，进行透射电镜检查；其余组织

于 -80 ℃冻存备检。

1.3.1 原位末端缺刻标记法（TUNEL）检测细胞

凋亡情况：制备肺组织标本切片，按试剂盒说明书

操作，使用共聚焦显微镜观察凋亡细胞（绿色荧光

颗粒为阳性，即凋亡细胞）。每张切片在高倍镜下

（×400）随机选取 5 个视野，每个视野分别计算凋

亡率（凋亡细胞数 / 总细胞数 ×100%）。取 5 个视

野的平均值作为每张切片的实际凋亡率。

1.3.2 蛋白质免疫印迹法（Western Blot）检测肺组

织凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2 的表达变化：使用 RIPA
裂解液（购自武汉博士德生物工程有限公司）提取

肺组织总蛋白，Improved-Lowry 法定量蛋白浓度，

取样品经凝胶电泳、转膜、封闭后分别加入一抗和二

抗，室温孵育，洗膜后使用化学发光（ECL）试剂盒

显色。经电脑扫描成像并采用 Quantity one 软件分

析，记录相应蛋白条带的吸光度（A）值，以 3-磷酸

甘油醛脱氢酶（GAPDH）表达水平为内参照。

1.3.3 酶联免疫吸附试验（ELISA）检测肺组织 
匀浆中 TNF-α 及 IL-6 浓度：操作按试剂盒说明书 
进行。

1.3.4 肺组织病理学观察：制备肺组织切片标本，分

别在光镜和透射电镜下观察肺组织病理学变化。

1.4 统计学处理：应用 SPSS 17.0 统计软件，计量数

据以均数 ± 标准差（x±s）表示，采用单因素方差

分析（one-way ANOVA）检验各组间差异，P＜0.05
为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 肺组织细胞凋亡率（表 1 ；图 1）：假手术组肺

of sham operation group were all normal， while in the model group， the pulmonary interstitium was edematous and 
hemorrhagic， and in the alveolar cavities there was infiltration of inflammatory cells. Under the electron microscope， 
the lung tissue type Ⅱ alveolar epithelial cells of model group were increased， and they had morphological changes 
in various degrees， such as cell shrinkage and change becoming round， and cell nucleus presenting irregular in 
shape. After treatment with TCM， the above pathological changes were all alleviated compared with those in the model 
group. Conclusions Qingfei Chengqi decoction can ameliorate the SII leading to acute lung injury， and reduce the 
cell apoptosis rate of lung tissues in SII rats. Its mechanism may be related to the intervention of above TCM which can 
lower the levels of inflammatory media and elevate the protein expression of Bcl-2.

【Key words】 Qingfei Chengqi decoction ； Severe intra-peritoneal infection ； Acute lung injury ； Cell 
apoptosis
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2.2 肺 组 织 凋 亡 相 关 蛋 白 Bax、Bcl-2 的 表 达 
（表 1 ；图 2）：模型组 Bax 蛋白表达较假手术组明显

增高（P＜0.05）；予以清肺承气汤干预后 Bax 表达水

平呈下降趋势，但与模型组比较差异无统计学意义

（P＞0.05）。模型组 Bcl-2 表达水平明显低于假手术

组（P＜0.05）；予以中药干预后 Bcl-2 表达水平较 
模型组明显升高，差异有统计学意义（P＜0.05）。

表 1 各组肺组织细胞凋亡率、凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bax 表达及细胞因子水平的变化（x±s）

组别
动物数

（只）

细胞凋亡率

（%）

Bax
（A 值）

Bcl-2
（A 值）

TNF-α
（ng/L）

IL-6
（ng/L）

假手术组 10 0 6 654.09±1 130.18 12 289.02±   535.93 1 948.55±269.32 31.17±0.81

模型组 10 12.7±5.4 a 8 416.89±   875.16 a 7 490.59±   200.34 a 3 132.56±457.96 a 75.14±1.63 a

中药组 10   7.9±0.3 b 7 619.50±   999.30 11 155.07±1 018.87 ab 3 114.34±454.32 52.46±0.96 ab

注：与假手术组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

图 1 各组大鼠肺组织细胞凋亡情况（TUNEL  高倍放大）

1a 1b 1c

a ：假手术组； b ：模型组； c ：中药组

组织细胞凋亡率为

0 ；模型组细胞凋

亡率较假手术组明

显增高；中药组肺

组织细胞凋亡率显

著低于模型组（均

P＜0.05）。

3a 3b 3c

a ：假手术组； b ：模型组； c ：中药组

图 3 光镜下观察各组大鼠肺组织病理学变化
（HE 染色  中倍放大）

4a 4b 4c

a ：假手术组； b ：模型组； c ：中药组

图 4 透射电镜下观察各组大鼠肺组织变化

有断裂、融合，肺泡腔内可见炎性细胞浸润；中药组

肺泡间质水肿、出血、炎性细胞浸润及肺泡壁纤维组

织增生等病理损伤均有所减轻。

图 2 各组大鼠肺组织中 Bax、Bcl-2 蛋白表达水平

Bax

Bcl-2

GAPDH

模型组 中药组假手术组

2.3 肺组织匀浆 TNF-α、IL-6 水平的变化（表 1）：
模型组 TNF-α 及 IL-6 水平均明显高于假手术组

（P＜0.05）；予以清肺承气汤干预后 TNF-α 水平较

模型组无明显下降（P＞0.05），IL-6 水平较模型组

明显降低，差异有统计学意义（P＜0.05）。
2.4 肺组织病理学分析

2.4.1 大体观察：假手术组肺组织颜色均匀，包膜光

滑，略呈粉红色，组织柔软弹性好，模型组肺组织明

显肿胀，呈暗红色，部分表面可见片状淤斑和出血。

中药组肺组织略肿胀，表面散在点状淤斑。

2.4.2 光镜观察（图 3）：光镜下可见，假手术组大

鼠肺血管、肺泡间质和肺泡上皮小叶间质均正常；模

型组肺间质水肿、出血，肺泡壁纤维组织增生变宽、

2.4.3 电镜观察（图 4）：透射电镜下可见，模型组

肺组织Ⅱ型肺泡上皮细胞增多，并且出现不同程度

形态学改变，细胞体积缩小变圆，细胞核呈不规则

形，核被膜外折或内陷，核固缩并边集在核膜下呈月

牙状或腰带状，胞质浓缩，胞质内嗜锇性板层体减

少，排空增多。中药组较模型组明显改善。

3 讨 论

 细胞凋亡是指细胞受内在遗传机制的控制自

动结束生命的过程。细胞凋亡与细胞坏死不同，它

不是一个被动的过程，而是主动过程，它涉及一系列

基因的激活、表达以及调控等的作用［7-8］。凋亡过

程的紊乱可能与许多疾病的发生有直接或间接的关 
系［9-14］。肺泡上皮细胞的凋亡在 ALI 的病理过程中

起到重要作用［15］。肺泡上皮细胞的过度凋亡可导
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致肺组织结构的破坏，分泌表面活性物质减少，肺泡

萎陷，加重肺损伤；抑制肺组织细胞凋亡可有效防治

肺损伤［16-20］。

 另有研究表明，肺纤维化即为细胞凋亡紊乱而

引起的，肺上皮细胞具有抑制成纤维细胞增殖的功

能，其过度凋亡导致成纤维细胞过度增生，加之肺

巨噬细胞凋亡增多而引发肺纤维化［21］，其中肺泡上

皮细胞的凋亡起到尤其重要的作用［22］。研究发现 ,
肺纤维化时细胞凋亡与多种基因及其表达产物如

p53、人细胞色素 C（Cyt-c）、Bcl-2 家族、Fas/FasL、
天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶（caspase）等密切

相关［23］。其中 Bcl-2 基因家族是最受重视的凋亡因

子之一，其高表达表示细胞能够耐受多种毒性因子

的杀伤作用，从而延迟细胞凋亡。目前已经发现的

Bcl-2 蛋白家族按功能可分为两类，一类是像 Bcl-2
一样具有抑制凋亡作用，如 Bcl-XL、Bcl-W 等，而

另一类具有促进凋亡作用，如 Bax、Bcl-Xs、Bak 等。

有研究表明 , Bcl-2 可与 Bcl-2 家族具有促进凋亡

作用的 Bcl-Xs、Bax、Bak 等形成同源蛋白二聚体，

而特定的蛋白二聚体可作为在细胞死亡信号通路

上的分子开关，从而调控细胞凋亡［24］，细胞是否凋

亡可由 Bax/Bcl-2 两蛋白间的比例关系决定［25-27］。 
Kuwano 等［23］也发现，细胞凋亡失衡，促凋亡基因

Bax 表达增强，可能是引起肺纤维化的重要因素。

 本课题组前期的临床及动物实验已证实，清肺

承气汤可清肺解毒、泻热通便。在防治肠屏障损伤

方面有着重要的作用，同时对肺脏可以起到保护作

用。主要包括以下几方面机制［6］： ① 提高肠上皮细

胞功能、改善肠屏障功能和维持肠黏膜正常通透性； 
② 促进肠蠕动，缩小内毒素细菌池； ③ 降低肠道缺

血 / 再灌注（I/R）损伤，减轻氧自由基损害； ④ 促进 
血液循环。为了探讨清肺承气汤在严重腹腔感染大

鼠导致 ALI 发病过程中的作用，本研究观察了其对

肺组织细胞凋亡及凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bax 表达的

影响。通过 TUNEL 法定量观察到模型组肺组织凋

亡率明显增加，而予以中药干预后肺组织细胞凋亡

率显著降低，提示清肺承气汤可以减轻肺组织细胞

凋亡，从而减轻肺损伤。此结果与病理学观察结果

相一致。

 严重腹腔感染大鼠肺组织细胞的促凋亡基因

Bax 表达增强，而抑凋亡基因 Bcl-2 表达明显降低。

Bax 表达的上调，在拮抗 Bcl-2 的抑凋亡作用的同

时，还可以直接促进细胞的凋亡［28-29］。清肺承气汤

干预后，Bax 蛋白表达较模型组降低虽差异无统计

学意义，但呈减弱趋势；Bcl-2 蛋白表达明显增强。

由于 Bcl-2 是一种重要凋亡调控蛋白，其抗凋亡机

制目前认为主要有拮抗促凋亡基因 Bax、抑制促凋

亡的蛋白质细胞色素 C 自线粒体释放到胞质、阻止

胞质中的细胞色素 C 激活 caspase、抗氧化及维持细

胞内钙稳态等作用，从而降低细胞凋亡率。提示清

肺承气汤可能通过调节 Bax/Bcl-2 比值从而降低了

肺组织的细胞凋亡。

 严重腹腔感染时最重要的并发症即器官功能

障碍，而肺组织为最早受累的器官之一。在严重腹

腔感染所致 ALI 中，细胞凋亡的作用机制可能为： 
① 肺泡弥散功能下降：肺毛细血管内皮细胞和肺

泡上皮细胞过度凋亡，导致血管壁及肺泡壁通透性

增高，渗出增加［30］； ② 促炎与抗炎反应失衡：淋巴

细胞大量凋亡，使机体免疫功能紊乱［31］。还有研

究表明，炎症细胞因子如 TNF-α、白细胞介素-1β 
（IL-1β）均可增加体内外细胞的凋亡［32-33］。

 故本实验通过检测促炎因子 TNF-α、IL-6 水

平，进一步观察炎症因子与细胞凋亡间的关系［34］。

结果显示，中药作用后严重腹腔感染大鼠肺组织中

炎症介质 TNF-α 呈下降趋势，而 IL-6 含量则明显

下降，提示中药可降低炎症因子的运输和释放。可

能的作用机制为： ① TNF-α 及 IL-6 等多种炎症

因子可通过神经酰胺等多种信号转导途径启动细

胞凋亡程序 , 促进细胞凋亡［35-37］，故肺组织细胞凋

亡的严重程度与炎症因子释放的多少有直接关系。

② TNF-α 等多种细胞因子可调节凋亡抑制基因

Bcl-2 的表达［38］, 通过提高抑凋亡基因的表达，降低

促凋亡基因的表达 , 调节二者之间的相对平衡而使

细胞凋亡减轻 。
 通过本实验我们观察到严重腹腔感染时肺组

织内大量细胞发生凋亡 , 予以清肺承气汤干预后，

肺组织细胞凋亡减轻，提示中药可通过调控细胞凋

亡而有助于防治严重腹腔感染时所导致的远隔器官

（尤其是肺组织）损伤。
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