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杨玉洁，朱中博，张艳美，等． 急性肺损伤对大鼠脾 Ｔ 细胞凋亡的影响及益肺健脾方的干预作用研究 ［Ｊ］． 中国实验动物学报，
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［基金项目］甘肃省科技重大项目（２２ＺＤ１ＦＡ００１），国家自然科学基金（８２２６０８８９），第五批全国中医临床优秀人才研修项目（国中医药人教

函［２０２２］２３９ 号），甘肃省自然科学基金项目（２４ＪＲＲＤ００２）。
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ｔｈｅ Ｆｉｆｔｈ Ｂａｔｃｈ ｏｆ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｏｕｔｓｔａｎｄｉｎｇ Ｔａｌｅｎｔｓ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｐｒｏｇｒａｍ （Ｇｕｏｚｈｏｎｇ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｒｅｎ Ｊｉａｏｈａｎ ［２０２２］
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［作者简介］杨玉洁，在读硕士研究生，研究方向：方剂的临床应用及作用机理。 Ｅｍａｉｌ：ｙｙｊｗｓｒｙ＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］刘喜平，博士，教授，研究方向：方剂的临床应用及作用机理。 Ｅｍａｉｌ：Ｌｘｐｄ⁃２５７＠ １６３． ｃｏｍ；

张旭辉，硕士，主任医师，硕士生导师，研究方向：中西医结合呼吸病。 Ｅｍａｉｌ：８６３３０３５０９＠ ｑｑ． ｃｏｍ。
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急性肺损伤对大鼠脾 Ｔ 细胞凋亡的影响
及益肺健脾方的干预作用研究

杨玉洁１，朱中博１，张艳美１，刘喜平１∗，张旭辉２∗，张志明３

（１． 甘肃中医药大学，甘肃省中药新产品创制工程实验室，甘肃省中医方药挖掘与创新转化

重点实验室，兰州　 ７３００００；２． 甘肃中医药大学附属医院，肺病科　 兰州　 ７３００００；
３． 甘肃省中医院，兰州　 ７３００００）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察急性肺损伤（ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）大鼠脾 Ｔ 细胞凋亡及 Ｘ⁃连锁凋亡抑制蛋白相关因子

（ＸＩＡＰ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ １， ＸＡＦ１）、肿瘤坏死因子 α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃ａｌｐｈａ， ＴＮＦ⁃α）、死亡相关因子 （ ｆａｃｔｏｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｕｉｃｉｄｅ， ＦＡＳ）蛋白表达情况，探讨益肺健脾方治疗 ＡＬＩ 的机制是否与下调 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达，
抑制 Ｔ 细胞凋亡有关。 方法　 ６０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，随机分为空白组、模型组、阳性组、益肺健脾方高、中、低
剂量组。 阳性组给予地塞米松每天 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 灌胃，益肺健脾方高、中、低剂量组分别给予每天 １２、６、３ ｇ ／ ｋｇ 的益肺

健脾方灌胃，模型组与空白组均给予等量蒸馏水灌胃，每天给药 １ 次，连续 １４ ｄ。 动物肺功能检测系统检测各组大

鼠肺功能情况；观察各组大鼠肺部影像学特征及脏器指数和肺组织湿重 ／干重（Ｗ ／ Ｄ）变化；苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色

观察各组大鼠肺部组织的病理学变化；流式细胞术检测各组大鼠脾 Ｔ 细胞亚群（ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋）及脾 Ｔ 细胞的凋亡情

况，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测脾中 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达水平。 结果　 模型组大鼠肺功能降低，脾和胸腺脏器指数减

少，肺组织湿重 ／干重（Ｗ ／ Ｄ）显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肺部组织出现炎性渗出、肺泡破裂等现象，同时伴有肺纹理增粗

以及大片磨玻璃影，Ｔ 细胞亚群（ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋）显著减少，ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达及 Ｔ 细胞凋亡率显著升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）；经益肺健脾方干预后，大鼠肺组织湿重 ／干重（Ｗ ／ Ｄ）明显降低，胸腺的脏器指数显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１），Ｔ 细胞亚群（ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋）明显增加，ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达及 Ｔ 细胞凋亡率明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 ＡＬＩ 可诱发大鼠脾 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达上调及 Ｔ 细胞凋亡，益肺健脾方可能通过下调

ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达，抑制 ＡＬＩ 诱发的脾 Ｔ 细胞凋亡。
【关键词】 　 急性肺损伤；益肺健脾方；Ｔ 细胞凋亡；ＸＡＦ１；ＦＡＳ；ＴＮＦ⁃α
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ｈｉｇｈｅｒ Ｗ ／ Ｄ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅｙ ｈａｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｘｕｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｌｖｅｏｌａｒ ｒｕｐｔｕｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅ， ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｅｘｔｕｒｅ ａｎｄ ｌａｒｇｅ ａｒｅａｓ ｏｆ ｇｒｏｕｎｄ⁃ｇｌａｓｓ ｓｈａｄｏｗｓ， ｗｉｔｈ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ
ｉｎ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓ （ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋） ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｉｎ ＸＡＦ１， ＦＡＳ， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ Ｔ⁃ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｙｉｆｅｉ Ｊｉａｎｐｉ ｆｏｒｍｕｌａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ Ｗ ／ Ｄ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｔｈｙｍｕｓ ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ａｎｄ ｔｈｅ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ （ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＸＡＦ１， ＦＡＳ， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α， ａｎｄ ｔｈｅ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＡＬＩ ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＸＡＦ１， ＦＡＳ， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ
ｏｆ ｒａｔｓ， ａｎｄ Ｙｉｆｅｉ Ｊｉａｎｐｉ ｆｏｒｍｕｌａ ｍａｙ ｐｒｏｔｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ ＡＬＩ ｂｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅｓｅ ｆａｃｔｏｒｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ； Ｙｉｆｅｉ Ｊｉａｎｐｉ ｆｏｒｍｕｌａ； Ｔ⁃ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ＸＡＦ１； ＦＡＳ； ＴＮＦ⁃α
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 急性肺损伤（ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是由多种肺

内（肺炎、感染等）或肺外致病因素导致的急性弥漫

性炎性肺损伤，进而引起急性呼吸衰竭的临床综合

征［１］。 ＡＬＩ 以其显著的高发病率和死亡率对公共健

康产生重大影响，研究统计 ＡＬＩ 致死率已高达 ３０％
～ ５０％［２］。 机械通气、激素和抗炎药物是目前临床

上常用的治疗方法，但均存在明显缺点，难以广泛

推广，且激素和抗炎等药物副作用明显、预后差［３］。
故寻找安全有效的防治 ＡＬＩ 的药物显得尤为紧迫。

益肺健脾方是治疗多种肺部炎性损伤的常用

有效方剂，在促进肺部炎症吸收、保护肺组织损伤、
改善患者临床症状方面疗效显著［４］。 同时有研究

发现 Ｔ 细胞凋亡是机体正常免疫调节的一部分，它
有助于维持免疫平衡和清除异常或受损的细胞。
但 Ｔ 细胞凋亡也可导致免疫系统的失调和组织损

伤［５－６］。 Ｘ⁃连锁凋亡抑制蛋白相关因子 （ ＸＩＡＰ⁃

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ １，ＸＡＦ１）、肿瘤坏死因子 α（ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃ａｌｐｈａ，ＴＮＦ⁃α）、死亡相关因子（ ｆａｃｔｏｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｕｉｃｉｄｅ，ＦＡＳ） 是参与细胞凋亡的重要因

子。 ＸＡＦ１ 通过抑制 ＸＩＡＰ 的抗凋亡功能，从而促进

细胞凋亡［７］； ＦＡＳ 和凋亡相关因子配体 （ ｆａｃｔｏｒ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｌｉｇａｎｄ，ＦＡＳＬ）的结合可以触发细胞

凋亡信号通路［８］；ＴＮＦ⁃α 则通过激活凋亡信号通

路，诱导细胞凋亡的发生［９］。 这些因子相互作用，
共同参与调控细胞凋亡的发生发展。 但益肺健脾

方是否通过干预 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达抑制 Ｔ
细胞凋亡，进而保护肺部急性损伤，仍需进一步

验证。
本研究拟建立脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）

诱导的大鼠 ＡＬＩ 模型，观察益肺健脾方对 ＡＬＩ 大鼠

脾 Ｔ 细胞凋亡及 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达的影

响，阐明益肺健脾方对 ＡＬＩ 的治疗作用及作用机制，
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为探讨中医药防治 ＡＬＩ 提供科学依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠（８ 周龄，体重 ２００ ～
２２０ ｇ），购买于斯贝福（北京）生物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０】。 饲养于甘肃中医药大学

科研中心 ＳＰＦ 级实验室【 ＳＹＸＫ（甘） ２０２１－０００４】，
温度为（２３ ± ２）℃、相对湿度 ４５％ ～ ５５％，１２ ｈ 明

暗交替循环，饲养期间自由进食、进水，适应性饲养

５ ｄ 后进行实验。 所有程序均按照《甘肃省实验动

物护理与使用指南》执行，且动物伦理获得甘肃中

医药大学伦理委员会批准（２０２３⁃５８５）。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验药物

益肺健脾方（黄芪 １５ ｇ，党参 ６ ｇ，陈皮 ９ ｇ，当归

９ ｇ，柴胡 ６ ｇ，桔梗 ３ ｇ，麸炒白术 １５ ｇ，炒白芍 ９ ｇ，砂
仁 １３ ｇ，生麦芽 １５ ｇ，炙甘草 ６ ｇ）药材饮片由甘肃中

医药大学附属医院提供，经甘肃中医药大学药学院

景明教授鉴定符合 ２０２０ 年版《中华人民共和国药

典》规定。 取上述益肺健脾方药材饮片，加入 １０ 倍

量的蒸馏水浸泡药材，１ ｈ 后煎煮 ３０ ｍｉｎ，滤出药液

后再次加入 ８ 倍量水煎煮 ３０ ｍｉｎ，消毒纱布过滤，将
２ 次滤液合并，浓缩至含生药质量浓度为 ２􀆰 ０ ｇ ／ ｍＬ，
４ ℃保存备用。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＬＰＳ 购 自 于 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 有 限 公 司 （ 批 号：
３２３０９０７００１）；苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色试剂盒购自于

珠海贝索生物技术有限公司有限公司 （批号：
Ｃ２２０５０１）；流式检测抗体均购自于购自于联科生物

有限公司，Ａｎｔｉ⁃Ｒａｔ ＣＤ４ ＡＰＣ（批号：Ａ３１１１４３）、Ａｎｔｉ⁃
Ｒａｔ ＣＤ ＦＩＴＣ（批号：Ａ３１１１４２）、Ａｎｔｉ⁃Ｒａｔ ＣＤ２５ ＦＩＴＣ
（Ａ３０５３４）、Ａｎｔｉ⁃Ｒａｔ ＣＤ４ ＰＥ（批号：Ａ３０５３４）；凋亡

试剂盒购自于 ｍｅｉｌｕｎｂｉｏ 有限公司 （批号：ＭＡ０２２⁃
２）；蛋白免疫印记（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ）凝胶制备试剂盒购

自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 有限公司（批号：Ｐ１２００⁃１ ／ Ｐ１２００⁃２）；极
敏型 ＥＣＬ 化学发光试剂盒购自 ＮＣＭ 有限公司（批
号：Ｐ１００６０）；单克隆抗体 β⁃Ａｃｔｉｎ 购自于 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
有限公司（批号：２０５３６⁃１⁃ＡＰ）；单克隆兔源 ＴＮＦ⁃α
抗体购自于 Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ 有限公司（批号：ＹＴ４６８９）；
单克隆兔源 ＦＡＳ 抗体购自于 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 有限公司（批
号：ＡＦ５３４２）；单克隆兔源 ＸＡＦ１ 抗体购自于 Ａｂｍａｒｔ
有限公司（批号：ＴＤ１３６１４）；山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗购自

于 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 有限公司（批号：２００００２３９）；地塞米

松购自于天津信谊津津药业有限公司 （批号：
１５０８１５６）；ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自西安赫特生物

技术有限公司（批号：ＷＢ００３）。
动物 ＰＥＴ ／ ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ （ Ｌｎｌｉｖｅｗ⁃３０００Ｂ，美国），

肺功能检测系统（ＷＢＰ ＰＬＴ⁃ＵＮＲ⁃ＲＴ，美国），流式

细胞仪（ＢＤ ｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＦＡＣＳＶ ｅｒｓｅ，美国），电泳仪（北
京六一生物科技有限公司，ＤＹＣＺ⁃２４ＤＨ，中国），凝
胶成像系统 （广州柏鹭腾生物科技有限公司，
ＧｅＬｖｉｅｗ ６０００ ｐｌｕ，中国），台式高速离心机（可成仪

器有限公司，３⁃１８Ｒ，中国），ＹＢ⁃６ＬＦ 生物组织石蜡

包埋机（亚光科技股份有限公司，ＹＢ⁃６ＬＦ，中国），智
能感知石蜡切片机（上海珂淮仪器有限公司，ＫＤ⁃
３３９０，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及实验干预

６０ 只 ＳＤ 雄性大鼠，适应 １ 周后，使用完全随机

法选取 １０ 只大鼠作为空白组，剩余大鼠参考文

献［１０］方法，采用气管内注射 ＬＰＳ 建立 ＡＬＩ 模型，造
模结束后继续采用完全随机法将 ＡＬＩ 模型大鼠随机

分为模型组、阳性组、益肺健脾方高剂量组、益肺健

脾方中剂量组、益肺健脾方低剂量组，每组 １０ 只。
益肺健脾方高、中、低剂量组分别给予每天 １２、６（相
当于成人临床等效剂量）、３ ｇ ／ ｋｇ 的益肺健脾方实

验用药灌胃；阳性组给予每天 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 的地塞米松

溶液灌胃；正常组给予等体积的蒸馏水灌胃。 各组

大鼠连续灌胃 １４ ｄ，每天 １ 次。
１􀆰 ２􀆰 ２　 大鼠肺功能检测

参考文献［１１］方法，将各组 ＳＤ 大鼠用戊巴比妥

钠（３ ｍｇ ／ ｋｇ）进行腹腔注射麻醉，待各组大鼠麻醉

后无创进行肺功能测定。 打开计算机 ｉｏｘ ２􀆰 ６􀆰 ０􀆰 ３
采集系统软件，按照大鼠分组及编号设置数据储存

路径，观察气道压力曲线、气道阻力曲线、肺容量曲

线变化与动物呼吸机同步且平滑对称，待曲线稳定

后收集呼吸数据。 检测指标包括：最大吸气流速

（ｐｅａｋ ｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｆｌｏｗ， ＰＩＦ）、最大呼气流速 （ ｐｅａｋ
ｅｘｐｉｒａｔｏｒｙ ｆｌｏｗ，ＰＥＦ）、潮气量（ ｔｉｄａｌ ｖｏｌｕｍｅ，ＴＶ）、呼
气量 （ ｅｘｐｉｒａｔｏｒｙ ｖｏｌｕｍｅ， ＥＶ ）、 ５０％ 呼 气 流 速

（ＥＦ５０）、被迫呼吸间隙（ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐａｕｓｅ，Ｐｅｎｈ）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 大鼠肺部影像学特征观察

参考文献［１２］ 方法，ＳＤ 大鼠 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 的用戊巴

比妥钠进行腹腔注射麻醉后，水平固定在 Ｍｉｃｒｏ ＣＴ
配套的动物支架上，保证肺部处在扫描范围内后进
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行扫描。 具体参数如下：扫描分辨率 ７８ μｍ，曝光时

间 ２０００ ｍｓ，电压 ８０ ｋＶ，电流 ５００ μＡ，扫描角度

３６０°；图形分辨率 ７８ μｍ，扫描时间 ２５ ｍｉｎ，扫描后

用 ｃｏｂｒａ 软件进行三维重构，将重构后的图像导入

软件 ａｍｉｄｅ １􀆰 ０􀆰 ４ 进行图像采集并观察肺组织炎性

改变情况。
１􀆰 ２􀆰 ４　 大鼠肺湿干质量比（Ｗ ／ Ｄ）和脏器指数的

变化

各组 ＳＤ 大鼠用戊巴比妥钠（３ ｍｇ ／ ｋｇ）进行腹

腔注射麻醉后处死，随后称取左肺为湿质量，将左

肺放入恒温干燥箱（１０５ ℃）烘干 ７２ ｈ，干燥至恒质

量，并称取记录为干质量，按下列公式计算：肺干湿

质量比 ＝ 肺干质量 ／肺湿质量；脏器指数 ＝ 脏器质

量 ／大鼠体质量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察大鼠肺组织病

理形态变化

各组大鼠按上述方法处死后，取左肺于 ４％多

聚甲醛固定过夜，随后经常规脱水包埋于石蜡中。
切片后，采用 ＨＥ 染色检测大鼠肺组织形态学改变。
最后于普通光镜下拍照，根据大鼠肺组织出血情

况，肺泡是否有充血，肺泡腔内炎症细胞包括中性

粒细胞、巨噬细胞浸润情况，肺泡间隔的厚度对肺

组织损伤量化评分［１３］。 ０ 分：正常肺组织；１ 分：轻
度肺损伤， ≤ ２５％肺部受累；２ 分：中度肺损伤， ＞
２５％ ～ ５０％肺部受累；３ 分：严重肺损伤， ＞ ５０％ ～
＜ ７５％肺部受累；４ 分：非常严重，几乎整肺受累。
１􀆰 ２􀆰 ６　 流式细胞术检测 Ｔ 细胞亚群比例及凋亡

各组大鼠按上述方法处死后取脾进行研磨，滤
网过滤，按细胞沉淀体积的 ５ 倍容积加入红细胞裂

解液，轻轻吹打混匀，裂解 ５ ｍｉｎ。 于 １２００ ｒ ／ ｍｉｎ，
４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ，弃去红色上清液。 加入 １５ ｍＬ
ＰＢＳ，吹打混匀后于 １２００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ），
弃上清，加入 ＰＢＳ 混匀后进行细胞计数，调整细胞

浓度到 １ × １０６ ／ ｍＬ。 Ｔ 细胞计数：各组细胞混悬液

中分别加入抗体 ＣＤ８ １􀆰 ２５ μＬ、ＣＤ３ ４􀆰 ５ μＬ、ＣＤ４
４􀆰 ５ μＬ，通过流式细胞仪对各组细胞混悬液中的 Ｔ
淋巴细胞进行计数。 Ｔ 细胞凋亡检测：加入 ＣＤ３
４􀆰 ５ μＬ 对 Ｔ 细胞进行标记；染色：加入 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 ＰＩ 染色液，轻轻混匀；孵育：避光、室温孵

育 １５ ｍｉｎ，随后置于冰上使用流式细胞仪检测。
１􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测脾 ＸＡＦ１、ＦＡＳ 和 ＴＮＦ⁃α 蛋

白表达

各组大鼠按上述方法处死后取脾组织，将脾组

织冷冻研磨，取部分研磨后的组织，加入蛋白酶抑

制剂和裂解液，于组织研磨机中破碎研磨，离心，取
上清。 按照 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。
根据目的蛋白分子量配置分离胶和浓缩胶。 上样、
电泳、并将其转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 用 ５％脱脂牛奶完

全浸没 ＰＶＤＦ 膜来封闭非特异性抗原（室温下静置

２ ｈ），随后 １ × ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 用相

应的一抗（１ ∶ １０００）完全浸没 ＰＶＤＦ 膜，在 ４ ℃下

孵育过夜。 次日洗膜后，将山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗

（１ ∶ ５０００）在室温下孵育 １ ｈ。 洗膜 ３ 次后使用化

学发光试剂显示，采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ８􀆰 ０ 软件分析计算

凋亡标志蛋白 ＸＡＦ１、ＦＡＳ 和 ＴＮＦ⁃α 的灰度值，并以

β⁃ａｃｔｉｎ 作为参照蛋白。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件与 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 １
进行统计学分析，符合正态分布的计量资料以平均

值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，多组间比较采用单因素方

差分析，两两间比较采用独立 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具

有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠肺功能的变化

与空白组相比，模型组 ＰＥＦ、ＰＩＦ、ＴＶ、ＥＶ、ＥＦ５０
均显著降低，而 Ｐｅｎｈ 显著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型

组相比，益肺健脾方高、中剂量组中的 ＰＥＦ、ＰＩＦ、ＴＶ、
ＥＶ、ＥＦ５０ 显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而 Ｐｅｎｈ 显著降低（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），且趋势呈现剂量⁃效应关系（见表 １）。
２􀆰 ２　 各组大鼠肺部影像学的变化

与空白组相比，模型组肺纹理增粗，可见大片

磨玻璃阴影。 与模型组相比，益肺健脾方高、中、低
剂量组的磨玻璃阴影均有所改善，其中益肺健脾方

高剂量组改善情况明显优于中低剂量组（见图 １）。
２􀆰 ３　 各组大鼠肺干湿质量比和脏器指数的变化

与空白组比较，模型组大鼠肺干湿质量比显著

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肺水肿严重，大鼠胸腺和脾指数均

显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组比较，益肺健脾方高

剂量组大鼠胸腺指数明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、益肺健

脾方高、中剂量组脾指数显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 益

肺健脾方高、中剂量组大鼠肺干湿质量比显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见表 ２）。
２􀆰 ４　 各组大鼠肺组织病理形态的变化

空白组大鼠肺组织未见明显异常，肺泡内无渗

出物，肺泡大小均匀且排列整齐。 与空白组相比，
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　 　 　 　 　 　 表 １　 各组大鼠肺功能的变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量 ／
（ｇ ／ ｋｇ）
Ｄｏｓａｇｅｓ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

ＰＩＦ ／ （ｍＬ ／ ｓ） ＰＥＦ ／ （ｍＬ ／ ｓ） ＴＶ ／ ｍＬ ＥＶ ／ ｍＬ ＥＦ５０ ／ ｍＬ Ｐｅｎｈ

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ

－ ５０􀆰 １３ ± ０􀆰 ８９ ４６􀆰 ８７ ± １􀆰 ９２ ３􀆰 ００ ± ０􀆰 １８ ４􀆰 ３０ ± ０􀆰 ３２ ４７􀆰 ３４ ± ３􀆰 ３３ ０􀆰 ５３ ± ０􀆰 １７

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

－ １７􀆰 ２１ ± ２􀆰 １８∗∗ １６􀆰 ８６ ± ３􀆰 ４５∗∗ ０􀆰 ７５ ± ０􀆰 ４８∗∗ １􀆰 ０２ ± ０􀆰 ２４∗∗ １４􀆰 ７１ ± ３􀆰 ８３∗∗ ３􀆰 １８ ± ０􀆰 ３９∗∗

阳性组
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５ ４６􀆰 ８７ ± １􀆰 ５３＃＃ ３８􀆰 ０９ ± １􀆰 １６＃＃ ２􀆰 ７０ ± ０􀆰 ２８＃＃ ３􀆰 ９８ ± ０􀆰 ４７＃＃ ３７􀆰 ７９ ± ４􀆰 １４＃＃ ０􀆰 ８５ ± ０􀆰 ２５＃＃

益肺健脾方高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １２ ３５􀆰 ６２ ± ３􀆰 ０９＃＃ ３６􀆰 ２３ ± ０􀆰 ８５＃＃ ２􀆰 ３４ ± ０􀆰 ４５＃＃ ３􀆰 ３５ ± ０􀆰 ７１＃＃ ３４􀆰 ５７ ± ３􀆰 ４３＃＃ ０􀆰 ９８ ± ０􀆰 １８＃＃

益肺健脾方中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ６ ３０􀆰 ４１ ± １􀆰 ２５＃＃ ３１􀆰 ０１ ± ０􀆰 ８５＃＃ １􀆰 ４３ ± ０􀆰 ２４＃ ２􀆰 ９９ ± １􀆰 ０５＃ ２８􀆰 ５７ ± ４􀆰 ２２＃＃ １􀆰 ２１ ± ０􀆰 ２２＃＃

益肺健脾方低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ３ ２２􀆰 ００ ± ２􀆰 ０８＃ ２５􀆰 ５１ ± ３􀆰 ７５＃＃ ０􀆰 ８３ ± ０􀆰 １３ １􀆰 ５５ ± ０􀆰 ４９ １８􀆰 ９０ ± １􀆰 ６３ １􀆰 ８１ ± ０􀆰 ２２＃＃

注：与空白组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ
ｔａｂｌｅｓ）

图 １　 各组大鼠肺部影像学的变化

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

模型组中大鼠肺组织严重受损，肺间质水肿、充血、
肺泡壁增厚、肺泡间隙增宽、并见大量炎症细胞浸

润，肺组织损伤评分显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 益肺健

脾方高、中、低剂量组的肺组织损伤情况均有不同

程度地减轻，并伴有炎性细胞浸润减少，其中益肺

健脾方高、中剂量组肺组织损伤评分显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）（见图 ２）
２􀆰 ５　 各组大鼠脾组织中 Ｔ 细胞凋亡情况

与空白组比较，模型组大鼠脾组织中 ＣＤ４＋ ／
ＣＤ８＋显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｔ 细胞总凋亡率显著升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型组比较，益肺健脾方高、中剂

量组大鼠脾组织中 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ 明显升高 （ Ｐ ＜

０􀆰 ０５）、Ｔ 细胞凋亡率则显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），以益

肺健脾方高剂量组最为显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （见图 ３，
图 ４）
２􀆰 ６　 各组大鼠脾组织中 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α蛋白

表达

与空白组比较，模型组大鼠脾组织中 ＸＡＦ１、
ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白的表达水平均呈现上调趋势（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与模型组比较，益肺健脾方高、中剂量组大

鼠脾组织中 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白的表达水平均

显著下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而益肺健脾方低剂量组上述

蛋白表达水平有降低，但无统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
（见图 ５）。
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表 ２　 各组大鼠脏器指数及肺湿干质量比（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｗｅｔ ｔｏ ｄｒｙ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量 ／ （ｇ ／ ｋｇ）
Ｄｏｓａｇｅｓ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

胸腺指数
Ｔｈｙｍｕｓ ｉｎｄｅｘ

脾指数
Ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ

肺干湿质量比 ／ ％
Ｌｕｎｇ ｗｅｔ ／ ｄｒｙ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ／ ％

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ － ２􀆰 ５４ ± ０􀆰 ４０ ２􀆰 ９６ ± ０􀆰 ３３ ３􀆰 ９７ ± ０􀆰 ２５

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ － １􀆰 ３５ ± ０􀆰 ２８∗∗ １􀆰 ７０ ± ０􀆰 ２８∗∗ ５􀆰 ５０ ± ０􀆰 ２３∗∗

阳性组
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５ ２􀆰 １２ ± ０􀆰 １８＃ ２􀆰 ８４ ± ０􀆰 ５６＃＃ ４􀆰 ３７ ± ０􀆰 ３６＃＃

益肺健脾方高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １２ ２􀆰 １０ ± ０􀆰 ３０＃ ２􀆰 ７７ ± ０􀆰 ８１＃＃ ４􀆰 ５２ ± ０􀆰 ３１＃＃

益肺健脾方中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ６ １􀆰 ８８ ± ０􀆰 ３２ ２􀆰 ５８ ± ０􀆰 ２９＃＃ ４􀆰 ６４ ± ０􀆰 １９＃＃

益肺健脾方低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ３ １􀆰 ４５ ± ０􀆰 ４１ ２􀆰 １２ ± ０􀆰 ７８＃ ５􀆰 １０ ± ０􀆰 ３１＃

图 ２　 各组大鼠肺组织 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 各组大鼠脾组织中 Ｔ 细胞亚群（ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋）的变化

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓ （ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋） ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｆｒｏｍ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ
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图 ４　 各组大鼠脾组织中 Ｔ 细胞凋亡的情况

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔ⁃ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与空白组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ５　 各组大鼠脾组织中 ＸＡＦ１、ＦＡＳ 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白表达变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＸＡＦ１、ＦＡＳ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨论

ＡＬＩ 是一种先天性与适应性免疫反应相关的急

性炎症性疾病［１４］。 研究表明，Ｔ 细胞凋亡在急性肺

损伤的发展中起着一定的作用，减少 Ｔ 细胞凋亡可

能有助于减轻肺部组织损伤和炎症反应，从而改善

急性肺损伤的预后［１５］。 然而，目前对于如何调控 Ｔ
细胞凋亡以及其在急性肺损伤中的具体作用机制

还需要进一步研究，因此深入了解 Ｔ 细胞凋亡的调

控机制与急性肺损伤发展的关系，有助于寻找潜在

的治疗策略和改善患者的预后。
现代研究发现肺部损伤与炎症反应会累及全

身多个组织和器官，尤其是对胃肠道和免疫系

统［１６］。 改善胃肠道症状，保护脾胃功能，能够促进

肺部炎症的吸收，减少粘连，改善肺损伤，提高其免

疫功能，及早截断病势，防止疾病的进一步发展［１７］。
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中医学认为肺属金，脾胃属土，二者母子相生，在生

理和病理上具有相关性。 生理上肺气充足依赖脾

气生化，脾运输水谷精微则依赖肺气的宣发肃降，
两脏共同输布津液并维持人体全身气机的调

畅［１８－１９］；病理上则易出现母病及子，子病及母，肺脾

同病的特点［２０］。 在治疗上《医宗必读·虚劳》 指

出：“脾有生肺之能…土旺而生金，勿拘于保肺”。
因此，培土生金、益肺健脾在肺系疾病治疗中具有

重要意义［２１］。 课题组前期研究表明具有益气健脾、
培土生金作用的参苓白术散能显著改善 ＬＰＳ 诱导

的肺部炎症反应，提高肺部免疫功能［２２］。 许爱

英［２３］和韩冰阁等［２４］也证实了“培土生金”有利于肺

炎后炎症的吸收和呼吸功能的修复，从而增强机体

免疫功能。 另外作为培土生金代表方的补中益气

汤也被证实具有消除炎症、调节免疫、缓解咳嗽、肺
损伤等症状，保护肺组织的作用［２５］。 基于以上理论

背景，本研究所采用方剂益肺健脾方是由经典方补

中益气汤化裁而来，由炙黄芪、党参、陈皮、当归、柴
胡、桔梗、麸炒白术、炒白芍、砂仁、生麦芽、炙甘草

组成。 全方以“益肺健脾”立法，兼顾止咳、化痰、平
喘，在促进肺部炎症吸收、缩短病程、改善患者症状

方面具有良好的临床疗效。 基于该方的临床反馈

及文献回顾，本研究通过 ＬＰＳ 来构建大鼠急性肺损

伤模型。 ＬＰＳ 作为革兰氏阴性菌细胞壁的一种成

分，可通过破坏肺泡上皮屏障并诱导细胞凋亡以及

肺组织中氧化水平的不平衡直接引起 ＡＬＩ［２６－２７］。
研究结果表明，益肺健脾方能够有效改善大鼠肺功

能、肺组织损伤及肺部炎症。 肺水肿是 ＡＬＩ 最主要

的病理特征之一［２８］；胸腺和脾指数通常是评估宿主

免疫能力的重要指标［２９］，本研究结果发现益肺健脾

方不但能够降低 Ｗ／ Ｄ 比率，显著抑制肺水肿，同时

还能提高脾与胸腺的脏器指数，增加大鼠免疫

力［３０］。 可见，益肺健脾方对于大鼠 ＡＬＩ 模型的肺部

组织损伤具有较好的改善作用。
Ｔ 细胞是对肺部炎症保护性免疫的核心成

分［３１］。 根据细胞表面标志物和特化功能，经典二分

法将 Ｔ 细胞分为 ＣＤ４＋ 和 ＣＤ８＋。 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞也称

为 Ｔ 辅助细胞，根据他们的表型、特征细胞因子和

指定转录因子的能力，ＣＤ４＋ Ｔ 细胞分为 ５ 个经典亚

群：ＴＨ１ 细胞（ＴＨ１ ｃｅｌｌ， ＴＨ１）、辅助性 Ｔ 细胞 ２（Ｔ
ｈｅｌｐｅｒ ２ ｃｅｌｌ， Ｔｈ２）、辅助性 Ｔ 细胞 １７（Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ
１７， ＴＨ１７）、滤泡辅助性 Ｔ 细胞（ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ Ｔ
ｃｅｌｌ， Ｔｆｈ）和调节性 Ｔ 细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ， Ｔｒｅｇ）

细胞［３２］。 以上亚群的功能可协调宿主对病原体的

防御。 细胞毒性 ＣＤ８＋ Ｔ（ＣＴＬ）细胞是早期抗肿瘤、
抗感染的细胞，可介导直接杀伤受感染的靶细胞，
赋予肺部感染保护性免疫［３３］；ＣＤ４＋ Ｔ ／ ＣＤ８＋ Ｔ 表示

诱导性 Ｔ 淋巴细胞与抑制性 Ｔ 淋巴细胞之间的平

衡状态，是机体免疫内环境稳定的最重要指标［３４］；
总之，Ｔ 细胞对肺部炎症反应保护起着重要作用，且
不同的 Ｔ 细胞亚群可协调先天性和适应性免疫反

应，促进病原体清除、组织修复以及对呼吸道细菌

感染的持久记忆的建立［３５］。 有研究表明，肺部炎症

期间，Ｔ 细胞凋亡可能会影响 Ｔ 细胞亚群的比

例［３６］。 同时 Ｔ 细胞作为机体免疫防御中的关键角

色，是免疫系统中重要的组成部分，其凋亡增加，可
加剧急性肺损伤的发生［３７］。 细胞凋亡在许多生理

与病理过程中发挥重要作用，特别是在发育和免疫

系统中［３８］。 研究表明，ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α、ＸＡＦ１ 是通过外

在（死亡受体途径）和内在（线粒体途径）启动细胞

凋亡的重要分子［３９］，同时 ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 和 ＸＡＦ１ 在

维持免疫系统平衡中也扮演着重要角色。 其中，
ＦＡＳ 通过参与调节 Ｔ 细胞、Ｂ 细胞和自然杀伤细胞

等免疫细胞的活化、增殖和凋亡过程，从而维持免

疫平衡［４０］；ＴＮＦ⁃α 则是一种多功能的细胞因子，诱
导细胞凋亡的同时广泛参与炎症反应和免疫调节，
在免疫系统中发挥重要作用［４１］；ＸＡＦ１ 在免疫细胞

中表达较高，可参与调节免疫细胞的凋亡过程，从
而影响免疫功能的发挥［４２］。 另有研究报道显示，
ＴＮＦ 和 ＸＡＦ１ 是参与 Ｔ 细胞凋亡的重要通路［４３］；同
时有临床性研究证实，在肺部炎症明显的患者外周

血中发现 ＸＡＦ１、ＴＮＦ⁃α、ＦＡＳ 等凋亡通路相关基因

特异性上调，且 Ｔ 细胞的数量也随之明显减少［４４］。
与上述研究结果相似，本研究利用流式细胞术检测

大鼠脾组织中 Ｔ 细胞亚群（ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋）与 Ｔ 细胞

的凋亡情况，其结果显示，益肺健脾方高、中剂量组

显著增加大鼠脾中 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ 比例的同时明显降

低了大鼠脾中 Ｔ 细胞的凋亡率。 随后利用蛋白免

疫印迹法对大鼠脾组织中 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白

表达水平变化进行检测，结果显示与空白组相比，
模型组大鼠脾组织中 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白的相

对表达水平均显著性升高，而与模型组相比，益肺

健脾方高、中剂量组明显降低了脾组织中 ＸＡＦ１、
ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白的相对表达水平。 总之这些结果

表明益肺健脾方可能也是通过降低大鼠脾组织中

ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白的表达量来减少急性肺损伤
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中的 Ｔ 细胞凋亡数量。 综上，益肺健脾方对大鼠

ＡＬＩ 模型的肺功能、肺纹理以及肺部损伤均有一定

的改善作用，提高脾中的 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋的同时还能减

少了 Ｔ 细胞的凋亡数量，其机制可能与下调大鼠脾

组织中 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白的表达水平有关。
本研究不仅为后续进一步探讨益肺健脾方改善 ＡＬＩ
的相关分子机制提供了实验基础，也为益肺健脾方

临床防治 ＡＬＩ 提供了科学依据。
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