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!基础研究!

银杏叶提取物对慢性阻塞性肺疾病大鼠

*

细胞亚群的影响

杨益宝#

#冯玉清!

#梁爱武#

#潘#玲#

#梁#炜#

#杨红梅#

#罗美群#

#谭玉萍#

摘要#目的#探讨银杏叶提取物"

F:<GH1 I:.1I9 7J;K9@;

#

FL7

$对慢性阻塞性肺疾病"

@>K1<:@ 1I

"

=;K-@;:M6 N-.81<9K/ O:=69=6

#

'BPA

$大鼠血清%肺泡灌洗液"

IK1<@>19.M61.9K .9M9H6 Q.-:O

#

LRST

$中
*

淋巴细胞亚群的影响& 方法#将
U"

只雄性
+:=;9K

大鼠按照随机数字表法分为正常对照组"

R

组$%

'BPA

对

照组"

L

组$%

FL7

早期干预组"

'

组$%

FL7

后期干预组"

A

组$%红霉素早期干预组"

7

组$及红霉素后期干预

组"

T

组$#每组
#5

只& 对
L

%

'

%

A

%

7

和
T

组采用烟雾吸入%冷空气刺激等复合因素对大鼠进行
!$ O 'BPA

造

模#

'

和
A

组分别在
#

$

#E O

和
!U

$

E! O

用
FL7

干预#

7

和
T

组分别在
#

$

#E O

和
!U

$

E! O

用红霉素干预#

检测各组血清%

LRST

前后
'AE

V

%

'A$

V 含量#并计算
'AE

V

C'A$

V 比值& 结果#

L

组血清与
LRST

中

'AE

V

%

'AE

V

C'A$

V比值明显低于
R

组"

P W"

!

"5

$#

'A$

V的含量明显高于
R

组"

P W"

!

"5

$&

'

%

A

两组血清

与
LRST

中
'AE

V

%

'AE

V

C'A$

V比值明显高于
L

组"

P W"

!

"5

$#

'A$

V含量明显低于
L

组"

P W"

!

"5

$'

'

%

A

%

7

和
T

组之间
'AE

V

%

'A$

V

%

'AE

V

C'A$

V比值进行两两比较#差异无统计学意义"

P X"

!

"5

$#

'

组
LRST

中

'AE

V的含量明显高于
7

%

T

组"

P W"

!

"5

$& 结论#

FL7

可通过增加
'BPA

大鼠血清及
LRST

中
'AE

V含量#

提高
'AE

V

C'A$

V比值#降低
'A$

V含量#实现对免疫功能的调节#从而增强机体免疫力&

关键词#银杏叶提取物' 慢性阻塞性肺疾病'
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##慢性阻塞性肺疾病 $

@>K1<:@ 1I=;K-@;:M6 N-.

"

81<9K/ O:=69=6

!

'BPA

%是一种以不完全可逆的气

流受限为特征的慢性肺部疾病!其气流受限呈进行性

加重!与反复吸入烟雾'烟草等有害颗粒或有害气体对

气道和肺组织的慢性炎症刺激有关!主要表现为肺功

能的进行性下降和肺组织的病理改变(

#

)

*

'BPA

的

形成与多种机制参与有关!其中促炎 %抗炎失衡'氧

化%抗氧化失衡'蛋白酶 %抗蛋白酶失衡以及免疫功

能失调为其主要发病机制!

'BPA

患者存在多种炎性

细胞因子的改变!免疫学机制在
'BPA

的发生和发展

中占有重要地位(

!

)

* 细胞免疫是人体免疫系统的重

要组成部分!细胞免疫以
*

淋巴细胞免疫为主*

'AE

V

C'A$

V表示诱导下
*

淋巴细胞与抑制性
*

淋巴

细胞之间的功能平衡状态!是机体免疫内环境稳定最

重要的指标* 通过对外周血及肺泡灌洗液的
*

淋巴细

胞亚群数目或比例的检测!判断机体的细胞免疫功能!

对临床认识疾病!探讨发病机制!判断预后等方面具有

重要意义(

&

)

*

银杏叶提取物$

F:<GH1 I:.1I9 7J;K9@;

!

FL7

%是

从银杏的干燥叶中提取的含有多种有效药用成分的混

合物!近年来的药理研究结果表明!

FL7

中主要含有

黄酮类'萜类内酯'有机酸'氨基酸'微量元素等多种化

学成分* 研究表明!

FL7

不仅可以增强正常机体的免

疫功能! 还可调节异常机体的免疫功能(

E

)

* 本实验旨

在观察
FL7

对
'BPA

大鼠血清'肺泡灌洗液中
*

淋

巴细胞亚群的影响!比较
FL7

及红霉素的干预效果!

探索
FL7

对
'BPA

气道'肺血管重塑作用及其机制!

为防治
'BPA

带来新思路!为
FL7

防治
'BPA

提供

实验依据*

材料与方法

#

#动物#

U"

只健康
YPT

级
%

周龄雄性
+:=;9K

大鼠!体重$

!&E

!

5"

&

!"

!

E!

%

H

!由广西医科大学动物

实验中心提供(使用许可证编号#

Y\a`

$桂%

!"#"

%

"""#

!动物编号#

Y'a`!""U"""!

)!实验期间饲养于

广西中医药大学动物实验中心!饲养间恒温恒湿!定期

清洁!通风良好* 本实验通过广西医科大学理论委员

会核准同意(许可证号#

Y'a`

$桂%

!"#E

%

"""!

)*

!

#试剂及药物#脂多糖$

.:N1N1./=9@@>9K:O6

!

SPY

%由美国
Y:H89

公司提供!

#" 8HC

支!

!

$

$

'冷

藏保存!批号#

#"#"R"&!

&过滤嘴香烟为南宁卷烟厂

生产真龙牌香烟$焦油含量
#U 8H

!尼古丁
#

!

! 8H

%&

'AE

'

'A$

单克隆抗体为
6L:1=@:6<@6

公司产品&银

杏叶提取物选用舒血宁注射液$规格
5 8SC

支!银杏叶

提取物
#%

!

5 8HC

支!含总黄酮醇苷
E

!

! 8HC

支!银杏

内酯
"

!

%" 8HC

支!河北神威药业有限责任公司生产!

批号#

#5"!!%'#

%* 注射用乳糖酸红霉素$

"

!

& HC

瓶!

批号#

^!#"!#4%U

!大连美罗大药厂生产%*

&

#动物分组#

U"

只健康
YPT

级同龄$

%

周龄%

雄性
+:=;9K

大鼠称取体重后!随机分为
R

'

L

'

'

'

A

'

7

'

T

组!每组
#5

只!

R

组为正常对照组!

L

'

'

'

A

'

7

'

T

4

组进行
'BPA

造模!

L

组为
'BPA

对照组!

'

组为

银杏叶提取物早期干预组!

A

组为银杏叶提取物后期

干预组!

7

组为红霉素早期干预组!

T

组为红霉素后期

干预组*

E

#

'BPA

模型的建立#参照汪珊珊等(

5

)方法烟

雾吸入'

SPY

气管内注入'冷空气刺激复合因素对大

鼠进行
'BPA

造模* 在造模的第
#

天!第
#E

天向大

鼠气管内注入
SPY #"" _

$

# 8HC8S

%!第
!

$

#&

天!

#5

$

!$

天!每天在有机玻璃密闭箱持续吸入新鲜的香

烟雾
&" 8:<

!

#5

支
C

天!每天熏烟后立刻用低于环境温

度$

!"

'%

5

'冷空气刺激
# >

!造模
!$

天结束*

!$

天后
L

'

'

'

A

'

7

'

T

各组随机处死大鼠
!

只!取肺组织

行光镜下病理学检查!符合
'BPA

病理特征#炎症细

胞浸润各级支气管周围!有气道重塑表现!肺泡融合!

部分形成肺大泡* 支气管纤毛柱状上皮细胞胞浆肿

大!呈大泡样突起!纤毛部分脱落&

!

型肺泡上皮细胞

变性明显!结构不清!核膜破坏!核染色质边聚!板层小

体减少!线粒体肿胀'空泡化'嵴破坏甚至消失!内质网

扩张* 血管内皮细胞肿胀变形!见大量成纤维细胞!提

示
'BPA

模型复制成功*

5

#药物干预#根据分组为腹腔注射给药!疗程#
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#E

天!用药量#

'

'

A

组银杏叶提取物用药量为每天

"

!

E 8SCGH

$按照成人标准量
"

!

!U 8SCGH

!采用体表面

积比值法#成人量(

%"C54

)大鼠用药量来换算%&

7

'

T

组红霉素用药量根据体表面积换算方法为
#" 8HCGH

!

&

R

'

L

组用生理盐水$

# 8SC

只!

#

次
C

天%* 用药分两阶段

给药* 第一阶段为早期干预组#在实验第
#

$

#E

天!

'

组用银杏叶提取物干预!

7

组用红霉素干预&

R

'

L

'

A

'

T

组用生理盐水对照* 第二阶段为后期干预组#在实验第

!U

$

E!

天!

A

组用银杏叶提取物干预!

T

组用红霉素干

预&

R

'

L

'

'

'

7

组用生理盐水对照*

4

#取材#各组于全部实验结束后即第
E&

天!各

组大鼠用
#"b

乌拉坦麻醉!肺动脉采血
5 8S

! %

!"

'保存&切开胸部!暴露气管及肺部* 结扎右主支气

管!在隆突上用套管针穿刺至左主支气管!以
! 8S

生

理盐水灌洗左肺!每次回收约
#

!

5 8S

$回收率

%5

*%!反复灌洗
&

次!总回收量约为
E

!

5 8S

!将收集

到的肺泡灌洗液 $

IK1<@>19.M61.9K .9M9H6 Q.-:O

!

LRST

%离心$

!""" K

+

8:<

!

#" 8:<

%!吸取上清液保存

于%

!"

'的冰箱中待检*

%

#血浆和肺泡灌洗液
'AE

V

'

'A$

V

'

'AE

V

C

'A$

V检测#应用
7S)YR

法进行检测*

$

#统计学方法#采用
YPYY #%

!

"

统计软件进

行数据分析!计量资料以
J

&

=

表示!采用单因素方差

分析!并进一步用
SYA

法进行两两比较*

P W"

!

"5

为

差异有统计学意义*

结##果

#

#各组大鼠血清中
'AE

V

'

'A$

V

'

'AE

V

C'A$

V

比较$表
#

%#

L

组血清中
'AE

V

'

'AE

V

C'A$

V明显

低于
R

组$

P W"

!

"5

%!

'A$

V含量明显高于
R

组$

P W

"

!

"5

%&

'

'

A

两组血清中
'AE

V

'

'AE

V

C'A$

V明显高

于
L

组$

P W "

!

"5

%!

'A$

V含量明显低于
L

组$

P W

"

!

"5

%&

7

'

T

组大鼠血清中
'AE

V

'

'AE

V

C'A$

V明显高于

L

组$

P W"

!

"5

%!

'A$

V含量无统计学意义$

P X"

!

"5

%&

'

'

A

'

7

和
T

组之间进行两两比较!各组大鼠血清中

表
#

$各组大鼠血清
'AE

V

'

'A$

V

'

'AE

V

C'A$

V

比较#$

J

&

=

%

组别
<

'AE

V

$

"HCS

%

'A$

V

$

<HCS

%

'AE

V

C'A$

V

R #&
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&
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,
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!
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,
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&
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,
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,
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,
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!
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,
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&

$

,

4$ #!5

,

&E

&
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,

4$ "

,
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&
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,
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' #&

#4

,

5E

&

&

,
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!

##U

,
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&
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,
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!
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,
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&
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,

"E

!

A #&

#5

,
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&

E

,

#E
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#!"

,

$!

&

!E

,

E#

!

"

,

#5

&

"

,

"5

!

7 #&

#5

,

4U

&

E

,

4#

!

#!!

,

%#

&

&4

,

EE

"

,

#&

&

"

,

"4

!

T #&

#4

,
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&
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,

"&

!

#!E

,

4%

&

!$

,
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"
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#&

&

"

,
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##注#与
L

组比较!

c

P W"

!

"5

'AE

V

'

'A$

V

'

'AE

V

C'A$

V 差异均无 统 计 学 意

义$

P X"

!

"5

%*

!

#各组大鼠
LRST

中
'AE

V

'

'A$

V

'

'AE

V

C

'A$

V比较 $表
!

% #

L

组
LRST

中
'AE

V

'

'AE

V

C

'A$

V明显低于
R

组$

P W "

!

"5

%!

'A$

V含量明显高

于
R

组 $

P W "

!

"5

%&

'

'

A

两组
LRST

中
'AE

V

'

'AE

V

C'A$

V明显高于
L

组$

P W "

!

"5

%!

'A$

V含量

明显低于
L

组 $

P W "

!

"5

%&

7

'

T

组与
L

组比较!

'AE

V含量差异无统计学意义 $

P X "

!

"5

%!

7

'

T

组

LRST

中
'A$

V 明显低于
L

组 $

P W "

!

"5

%!

'AE

V

C

'A$

V明显高于
L

组 $

P W "

!

"5

%&

'

组
LRST

中

'AE

V含量明显高于
7

'

T

组$

P W "

!

"5

%!而各组间

'A$

V

'

'AE

V

C'A$

V 相比较!差异均无统计学意义

$

P X"

!

"5

%&

A

'

7

和
T

组之间进行两两比较!各组大

鼠
LRST

中
'AE

V

'

'A$

V

'

'AE

V

C'A$

V的含量差异

均无统计学意义$

P X"

!

"5

%*

表
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V

'
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V

'
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"
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L

组比较!

c

P W"

!

"5

& 与
'

组比较!

"

P W"

!

"5

讨##论

'BPA

的病理特征主要包括不可逆的肺组织损

伤'气道重塑'黏液分泌过多和多种炎症细胞浸润(

4

)

*

而免疫功能低下是造成
'BPA

病理损伤的主要原因!

其中由
*

淋巴细胞介导的细胞免疫在全身和肺组织局

部的免疫功能中均发挥重要作用(

%

)

* 成熟的
*

淋巴细

胞根据识别抗原肽与主要组织相容性复合体分子能力

的不同可分
'A&

V

'AE

V

'A$

%和
'A&

V

'AE

%

'A$

V

两大亚群!简称为
'AE

V淋巴细胞和
'A$

V淋巴细胞*

'AE

V淋巴细胞又被称为辅助性
*

淋巴细胞!若含量降

低则会使其功能相应减弱!进而导致机体免疫功能下

降&

'A$

V淋巴细胞又被称为抑制性
*

淋巴细胞!可利

用其细胞毒性分子杀死被病原体或已分化为肿瘤细胞

的宿主细胞!若含量增高则会使其功能强化!反而会对

机体造成损伤* 淋巴细胞亚群
'AE

V

C'A$

V是反映机

体免疫功能的一项敏感指标!而且
'AE

V

C'A$

V比值降

低往往提示机体免疫功能的下降!且下降程度与疾病严

重程度和预后不良呈正相关性(

$

)

*
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%

吸烟是引起
'BPA

的主要发病因素!环境暴露或

有机粉尘$活性成分是脂多糖% 也是
'BPA

的重要致

病因素* 动物模型烟熏法和人类
'BPA

的疾病特征

最为接近!吸烟模型的动物可以建立起诸多病理特征!

如慢性炎症肺气肿肺动脉高压及气道重塑等(

U

)

* 动

物实验也表明脂多糖的慢性暴露可复制出符合
'BPA

相同的病理生理学改变的大鼠模型(

#"

)

* 本研究采用

气管内注入
SPY

'烟雾吸入'冷空气刺激等复合因素

对大鼠进行
'BPA

造模!实验结束后取各组大鼠肺动

脉血及
LRST

!并检测各组血清'

LRST

中
'AE

V

'

'A$

V的含量!计算
'AE

V与
'A$

V的比值*

本次实验结果发现
FL7

可提高
'BPA

大鼠血清

及
LRST

中
'AE

V含量!提高
'AE

V

C'A$

V比值!降低

'A$

V含量&

FL7

干预组与红霉素组比较!对大鼠血

清及
LRST

中
'A$

V含量及
'AE

V

C'A$

V比值的影响

无明显差异!而早期
FL7

干预组在提高
LRST

中

'AE

V含量上优于早期和后期红霉素干预组* 说明

FL7

可通过增加
'BPA

大鼠血清及
LRST

中
'AE

V

含量!提高
'AE

V

C'A$

V比值!降低
'A$

V含量!实现

对免疫功能的调节!从而增强机体免疫力!以期延缓

'BPA

大鼠的疾病进展* 希望本研究能为临床中应

用
FL7

防治
'BPA

提供一定的实验理论依据*
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