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【摘要】目的:探讨参苓白术散对香烟诱导的慢性阻塞性肺疾病(COPD)小鼠模型的影响。方法:将24只BALB/c
 

雄

性小鼠随机分为对照组(Control
 

组)、模型组(COPD组)、低剂量参苓白术散组(L-SBP
 

组)和高剂量参苓白术散组(H-SBP
 

组)。采用脂多糖(LPS)联合香烟烟雾(CS)构建小鼠COPD模型。造模后,参苓白术散低、高剂量组分别给予参苓白术散1.72
 

g/kg、3.44
 

g/kg灌胃,对照组和模型组给予等体积生理盐水,共治疗8周。给药结束后使用苏木精-伊红(HE)染色、Masson
染色和免疫组化观察肺组织的病理改变;采用酶联免疫吸附测定法(ELISA)测定血清中肿瘤坏死因子α(TNF-α)、白细胞介

素1β(IL-1β)和白细胞介素6(IL-6)水平。通过转录组测序(RNA-seq)筛选差异表达基因(DEGs),并进行基因集富集分析

(GSEA
 

)、基因本体(GO)功能及京都基因与基因百科全书(KEGG)通路富集分析,采用蛋白印迹法(WB)对肺组织中目标通

路关键蛋白水平进行验证。结果:SBP显著改善了CS/LPS诱导的小鼠COPD的病理特征。此外,SBP降低了Caspase-3和

α-SMA蛋白的表达,并提高了Ki67蛋白水平。SBP治疗还降低了TNF-α、IL-1β和IL-6的水平,在高剂量时更为明显。转录

组测序显示SBP治疗显著影响了Rap1通路。SBP增加了Rap1通路关键蛋白(包括Rap1、HGF和Angpt2)的表达水平。结

论:SBP通过激活Rap1通路抑制了COPD中的炎症反应。
【关键词】慢性阻塞性肺疾病;参苓白术散;炎症反应;小鼠模型
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pulmonary
 

disease
 

based
 

on
 

transcriptomics
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【Abstract】Objective:To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Shenling
 

baizhu
 

powder
 

(SBP)
 

on
 

cigarette
 

smoke-induced
 

chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease
 

(COPD)
 

in
 

mice.Methods:24
 

male
 

BALB/c
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

four
 

groups:

control
 

group,COPD
 

group,low-dose
 

SBP
 

group
 

(L-SBP
 

group),and
 

high-doseSBP
 

group
 

(H-SBP
 

group).A
 

COPD
 

mouse
 

model
 

was
 

established
 

by
 

combined
 

exposure
 

to
 

lipopolysaccharide
 

(LPS)
 

and
 

cigarette
 

smoke
 

(CS).After
 

modeling,the
 

L-SBP
 

and
 

H-SBP
 

groups
 

were
 

administered
 

SBP
 

via
 

oral
 

gavage
 

at
 

doses
 

of
 

1.72
 

g/kg
 

and
 

3.44
 

g/kg,respectively,while
 

the
 

control
 

and
 

COPD
 

groups
 

received
 

equal
 

volumes
 

of
 

normal
 

saline.Treatment
 

continued
 

for
 

8
 

weeks.After
 

treatment,

hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining,Masson
 

staining,and
 

immunohistochemistry
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

pathological
 

changes
 

in
 

lung
 

tissue.Enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

serum
 

levels
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),interleukin-1β
 

(IL-1β),and
 

interleukin-6
 

(IL-6).Transcriptomic
 

sequencing
 

(RNA-seq)
 

was
 

performed
 

to
 

identify
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

(DEGs),followed
 

by
 

gene
 

set
 

enrichment
 

analysis
 

(GSEA),gene
 

ontology
 

(GO)
 

functional
 

analysis,and
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

(KEGG)
 

pathway
 

analysis.Western
 

blot
 

(WB)
 

was
 

used
 

to
 

validate
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

key
 

pathway
 

proteins
 

in
 

lung
 

tissue.Results:SBP
 

significantly
 

alleviated
 

the
 

pathological
 

features
 

of
 

COPD
 

induced
 

by
 

CS/LPS
 

in
 

mice.Furthermore,SBP
 

treatment
 

reduced
 

the
 

expression
 

of
 

Caspase-3
 

and
 

α-SMA
 

proteins
 

and
 

increased
 

Ki67
 

protein
 

levels.SBP
 

also
 

decreased
 

serum
 

levels
 

of
 

TNF-α,IL-1β,and
 

IL-6,with
 

more
 

pronounced
 

effects
 

at
 

the
 

315
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high
 

dose.Transcriptomic
 

analysis
 

revealed
 

that
 

SBP
 

treatment
 

notably
 

influenced
 

the
 

Rap1
 

signaling
 

pathway.SBP
 

up-
regulated

 

the
 

expression
 

of
 

key
 

proteins
 

in
 

the
 

Rap1
 

pathway,including
 

Rap1,HGF,and
 

Angpt2.Conclusion:SBP
 

inhibits
 

the
 

inflammatory
 

response
 

in
 

COPD
 

by
 

activating
 

the
 

Rap1
 

signaling
 

pathway.
【Key

 

words】Chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease;Shenling
 

baizhu
 

powder;Inflammatory
 

response;Mouse
 

model

  慢性阻塞性肺疾病(chronic
 

obstructive
 

pul-
monary

 

disease,COPD)以进行性且部分可逆的气

流受限为主要特征[1]。COPD作为全球公共卫生的

重大挑战之一,在全球死亡原因排名中位列第四,世
界经济负担中位列第八,造成了巨大的社会负担和

经济负担[2]。
目前,支 气 管 扩 张 剂 和 糖 皮 质 激 素 是 治 疗

COPD的 主 要 药 物[3]。虽 然 这 些 药 物 可 以 改 善

COPD患者的症状,但它们具有许多副作用,仍不能

改善其预后[4]。因此,寻找有效的COPD治疗方案

至关重要。中医药用于治疗呼吸系统疾病已有数千

年历史。既往研究[5]表明,参苓白术散(Shenling
 

Baizhu
 

Powder,SBP)可改善稳定期COPD患者的

运动耐力和生活质量。然而,参苓白术散在COPD
中的具体作用及其潜在分子机制仍不清楚。Ras相

关蛋白-1(Ras-proximate-1,Rap1)是 Ras
 

GTPase
家族成员,以其直接激活内皮和上皮细胞对底物粘

附的能力而闻名。Rap1依赖性信号传导对呼吸机

相关性肺损伤具有保护作用,并能减轻肺内皮屏障

功能障碍[6]。此外,Rap1信号通路受Epac1和Ep-
ac2蛋白调节,这些蛋白可抑制肺纤维化和炎症[7]。
这些发现表明Rap1信号通路可能在COPD中发挥

作用。因此,探索SBP与Rap1信号通路在COPD
中的相关性具有重要意义。

在本研究拟探究SBP治疗在脂多糖(Lipopo-
lysaccharide,LPS)联合香烟烟雾(Cigarette

 

smoke,

CS)构建小鼠COPD模型中的作用,并探讨了SBP
治疗对Rap1信号通路的调节。

1 材料与方法

1.1 实验动物

由北京斯贝福生物技术有限公司购入24只
 

BALB/c
 

雄性小鼠(6-8周龄,18-20
 

g)。所有动物

均饲养在成都中医药大学SPF级动物房内,自然昼

夜节律光照环境,自由饮食饮水。本研究通过成都

中医药大学动物伦理委员会审批(2025053)。

1.2 药物与试剂

参苓白术散购自北京同仁堂股份有限公司;苏
木精-伊红(HE)染色试剂盒购自碧云天(C0107);

Masson染色试剂盒购自Solarbio(C0121);抗Ki67
和抗Caspase

 

3购自Abcam(ab15580;ab13585);肿
瘤坏死因子α(TNF-α)、白细胞介素1β(IL-1β)和

IL-6
 

ELISA试剂盒均购自 Merck。

1.3 分组与给药

适应性喂养1周后,将小鼠随机分为对照组

(Control组)、慢性阻塞性肺疾病模型组(COPD
组)、低剂量参苓白术散治疗组(LSBP组)和高剂量

参苓白术散治疗组(HSBP组),每组各6只。参考

既往研究[8]设定高剂量为3.44
 

g/kg,低剂量为其

半量(1.72
 

g/kg)。除对照组外,其余各组小鼠均采

用CS暴露联合LPS气管滴注法构建COPD小鼠

模型[9]:在第1天和第14天采用气管内给药方式予

以LPS(2
 

mg/kg),给药当天不给予烟熏。其余每

天均将小鼠置于自制玻璃盒中,暴露于CS(产自中

国重庆烟草工业有限公司)中,2次/d,连续12周。
每次共点燃10支香烟,每支1

 

h。造模结束后,

HSBP组和LSBP组分别灌胃相应浓度的参苓白术

散溶液,Control组和COPD组灌胃等体积生理盐

水,1次/d,持续8周。

1.4 HE染色和 Masson染色

将小鼠用1%戊巴比妥钠(50
 

mg/kg)麻醉处死

后,立即取出左肺并固定于4%多聚甲醛中,进行脱

水透明,石蜡包埋后切片。使用HE染色和 Masson
染色进行病理学观察。

1.5 免疫组化染色

分 别 使 用 Caspase-3 和 Ki67 的 免 疫 组 化

(IHC)染色分析细胞凋亡率和增殖率。

1.6 酶联免疫吸附试验(ELISA)检测

采集小鼠眼眶血,离心取血清,根据试剂盒说明

书采用ELISA法检测各组小鼠血清中的促炎因子

的表达,包括TNF-α、IL-1β及IL-6。

1.7 转录组测序与富集分析

将液氮保存的 H-SBP组和COPD组的肺组织

委托上海欧意生物技术有限公司进行RNA提取及

转录组测序。使用mRNA-seq样本制备试剂盒(Il-
lumina,San

 

Diego,CA,USA)构 建 文 库,并 在

HiSeq
 

2000(Illumina)上进行单端测序。差异表达

基因(Differentiallyexpressed
 

genes,DEGs)的截断

标准设定为P<0.05和|logFC|>1.5。采用R语

言“ggplots2”软件包绘制 DEGs火山图,“pheat-
map”软 件 包 绘 制 双 向 聚 类 热 图。使 用 R 语 言

“cluster
 

profiler”软件包对 DEGs进基因本体论

(Gene
 

Ontology,GO)和京都基因与基因组百科全

书(Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes,

415
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KEGG)富集分析。使用 GSEA 平 台(www.gsea-
msigdb.org/gsea/index.jsp)进行GSEA

 

富集分析。

1.8 蛋白质印迹法(Western
 

blot,WB)
采用蛋白质印迹法检测肺组织中

 

Rap1
 

蛋白的

表达。

1.9 统计学分析

使用GraphPad
 

Prism软件8.0版进行数据分

析。计量资料采用(x-±s)进行描述,组间比较采用

独立样本t检验,多组间比较采用单因素方差分析,
进一步两两比较,采用SNK-q检验。P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 SBP对COPD小鼠肺组织病理变化的影响

HE染色显示,COPD组支气管腔明显变形,上
皮细胞明显脱落,肺泡腔融合,支气管壁损伤,支气

管壁周围大量炎性细胞浸润。同时,与COPD组相

比,L-SBP组气道上皮排列更规则,肺泡受累减少,

炎性细胞浸润减少,而 H-SBP组的COPD病理特

征几乎消失,接近健康水平(图1)。Masson染色用

于评估肺纤维化。COPD组在气道上皮和粘膜下层

显示出明显的蓝色染色的胶原纤维。SBP治疗后,
胶原沉积显著减少,尤其是在H-SBP组(图2)。

2.2 SBP减少COPD小鼠肺组织细胞凋亡和增殖

与对照组相比,COPD组Ki67阳性染色的细胞

数量减少(P<0.05),而Caspase-3阳性染色的细胞

数量增加(P<0.05)(图3及图4)。

2.3 SBP降低了CS/LPS诱导的小鼠COPD模型

促炎因子的水平

COPD组小鼠血清中TNF-α、IL-1β和IL-6的

浓度高于对照组(P<0.05)。值得注意的是,与

COPD组相比,L-SBP组和H-SBP组的这些促炎因

子浓度均降低(P<0.05),且在 H-SBP组中观察到

的水平更低(图5)。这些结果表明SBP治疗抑制了

COPD中的炎症反应。

②

①

③

图 1 肺组织染色结果（HE×200）
A. 比例尺：100 μm；B. 以 Control 组为标准，相对炎性浸润面积统计结果。

①P＜0.001，与 Control 组比较；②P＜0.001，与 COPD 组比较;③P＜0.001, 与 COPD 组比较。
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图 2 肺组织 Masson 染色结果（HE×200）
A. 比例尺：100 μm；B. 以 Control 组为标准，相对胶原沉积面积统计结果。

①P＜0.001，与 Control 组比较；②P＜0.05，与 COPD 组比较；③P＜0.01，与 COPD 组比较。
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②

①

③

2.4 转录组测序鉴定 H-SBP组与COPD组之间

的差异表达基因(DEGs)
鉴于 H-SBP对COPD治疗效果最佳,故选择

其进行后续实验。选择COPD组和 H-SBP组小鼠

的肺组织样本进行转录组测序以鉴定DEGs。使用

FPKM值使表达水平标准化(图6A)。结果显示有

321个DEGs,包括168个上调基因和153个下调基

因,通过火山图进行可视化(图6B)。然后课题组筛

515
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选了前40个DEGs(表2、3)并绘制了热图(图6C)
以清晰展示DEGs的表达趋势。此外,对炎性细胞

因子和凋亡相关因子的RNA转录测序结果进行了

聚类分析。研究表明,在SBP组中,大多数炎性细

胞因子和凋亡相关因子的表达水平显著低于COPD
组。此外,SBP组中 TNF-α、IL-1β和IL-6的水平

降低,这与ELISA结果一致(图7)。

2.5 DEGs的GO和KEGG功能富集分析

将DEGs提交至DAVID进行GO和KEGG通

路富集分析。GO分析表明,上调基因主要与以下

方面相关:生物过程(BPs)方面,包括细胞粘附、神
经元投射发育、神经系统发育和多细胞生物发育;分
子功能(MFs)方面,包括钙离子结合、神经元分化和

神经元分化生成;细胞组分(CCs)方面,包括质膜、
细胞外周和细胞外基质(图8A)。下调基因主要参

与:生物过程(BPs)方面,包括晶状体发育、视觉感

知、光刺激的感觉感知和感觉系统发育;分子功能

(MFs)方面,包括晶状体结构成分、趋化因子活性和

CXCR趋化因子受体结合;细胞组分(CCs)方面,包

括超分子纤维、聚合物和复合物(图8B)。此外,

KEGG分 析 显 示,上 调 基 因 主 要 富 集 在 Rap1、

MAPK、TGF-β和 Wnt信号通路(图8C)。下调基

因主要涉及IL-17、TNF、p53和雌激素信号通路(图

8D)。此外,所有DEGs的GO注释主要富集在同

源细胞 粘 附 和 晶 状 体 结 构 成 分(图9A)。对 于

KEGG富集分析,总DEGs主要与酪氨酸代谢、非
洲锥虫病和IL-7信号通路相关(图9B)。

2.6 SBP在CS/LPS诱导的小鼠COPD模型中激

活了Rap1信号通路

GSEA显示,Rap1信号通路在SBP组增强,而
在COPD组受到抑制(图10A),表明SBP可能通过

激活Rap1信号通路对COPD发挥治疗作用。随

后,通过 Western
 

blot评估了Rap1信号通路相关

蛋白的表达水平。结果显示,与对照组相比,COPD
组中 Rap1、HGF 和 Angpt2 水 平 均 降 低 (P <
0.05)。低剂量和高剂量SBP治疗提高了这些蛋白

的表达水平(P<0.05)(图10B)。总之,SBP治疗

激活了COPD中的Rap1信号通路。

图 3 肺组织 Caspase-3 的 IHC 染色结果（×200）
A. 比例尺：100 μm；B. 以 Control 组为标准，相对阳性表达量统计结果。

①P＜0.001，与 Control 组比较；②P＜0.05，与 COPD 组比较；③P＜0.01，与 COPD 组比较。

Control COPO

L-SBP H-SBP

C
as
pa
se
-3

相
对

阳
性

表
达

量
统

计
图 2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
Control COPO H-SBPL-SBP

②

①

③

图 4 肺组织 Ki67 的 IHC 染色结果（×200）
A. 比例尺：100 μm；B. 以 Control 组为标准，相对阳性表达量统计结果。

①P＜0.01，与 Control 组比较；nsP＞0.05，与 COPD 组比较；②P＜0.01，与 COPD 组比较。
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图 5 血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 水平
①P＜0.001，与 Control 组比较；②P＜0.05，与 COPD 组比较；③P＜0.001，与 COPD 组比较。

COPO L-SBP H-SBPControl

800

600

400

200

0
COPOL-SBPH-SBPControl

150

100

50

0
COPOL-SBPH-SBPControl

60

40

20

0

A B C

②

①

③③

③

③

①
②

①

TN
F-

α
表

达
水

平
（ p
g/
m
L）

IL
-1

β
表

达
水

平
（ p
g/
m
L）

IL
-6

表
达

水
平

（ p
g/
m
L）

图 6 COPD 组和 H-SBP 组的 top40 的 DEGs
A. FPKM 算法进行归一化处理；B. DEGs 火山图；C. top4 的 DEGs 热图。

A B C

图 7 ELISA 检测血清炎症因子的表达
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图 8 DEGs 的 GO 和 KEGG 功能富集分析-上调基因与下调基因

A B

C D

A Bup down

图 9 DEGs 的 GO 和 KEGG 功能富集分析-所有基因

A B
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图 10 参苓白术散可激活 COPD 小鼠的 Rap1 信号通路
A. DEGs 的 GSEA 富集分析；B. Rap1 蛋白表达水平的 Western blot 结果。

①P＜0.001，与 Control 组比较；②P＜0.001，与 COPD 组比较。
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3 讨论

COPD是一种以进行性且部分可逆的气流受限

为特征的慢性炎症性疾病[10]。既往研究[11]已证明

多种中药对COPD具有治疗益处。在本研究中,课
题组发现SBP改善了CS/LPS诱导的小鼠COPD
模型的病理特征,并降低了凋亡相关因子和炎性因

子的水平。转录组测序分析揭示,SBP可能通过调

节Rap1通路抑制COPD的发展。除此之外,West-
ern

 

blot结果显示,与对照组相比
 

SBP干预不仅逆

转了COPD小鼠肺组织中Rap1蛋白的低表达,还
显著上调HGF和 Angpt的水平,且三者表达均高

于正常对照,既往研究[12-14]表明,HGF与 Angpt2
本身即是Rap1信号通路的上游激活因子,据此课

题组推测,SBP可能首先激活了Rap1信号通路,进
而通过某种未知的负反馈或旁分泌机制,诱导了

HGF与Angpt2的表达升高;而后者又可进一步反

哺并放大Rap1的激活,从而形成一个潜在的正向

反馈回路,导致三者在修复过程中出现协同性过度

表达。这一推测尚需后续实验加以验证。
吸烟是COPD首要且最普遍的危险因素。CS

中的有害物质可诱导自噬损伤、肺屏障功能障碍、上
皮-间质转化、组织重塑、肺血管内皮细胞凋亡和炎

症反应[15]。在本研究中,课题组通过让小鼠暴露于

CS和LPS建立小鼠COPD模型。SBP治疗有效减

轻了肺纤维化和细胞凋亡,这是COPD的特征性病

理变化。此外,凋亡和纤维化与炎症反应相关[16]。
在正常情况下,NF-κB与 NF-κB抑制剂(IκBs)结
合,以无活性的胞质形式存在[17]CS刺激导致IκBα

磷酸化和降解,从而激活 NF-κB,促进多种炎症介

质(如IL-1β、IL-6和TNF-α)的转录[18]。CS诱导的

促炎细胞因子(如TNF-α、IL-1β和IL-6)的释放导

致气道的多种改变,包括上皮脱落、杯状细胞化生、
血管生成和纤维化[19]。既往研究表明CS会加剧炎

症反应和细胞凋亡[20-21]。课题组的研究结果显示,
在CS/LPS诱导的小鼠COPD模型中凋亡率增加。
促炎因子(包括TNF-α、IL-1β和IL-6)的水平与健

康对照组相比显著升高,这与先前研究的结果一致。
中医药可以通过调节多种信号通路发挥其抗

COPD作用。六味补气胶囊通过调节JAK/STAT
通路减轻COPD进展[22]。调补肺肾方在COPD相

关气管支气管软化症的细胞模型中抑制caveolin
 

1-
p38

 

MAPK 信 号 通 路[23]。青 蒿 琥 酯 通 过 调 节

PPAR-γ/TGF-β1/Smad2/3信号通路有效减轻CS
引起的气道重塑[24]。本研究发现SBP治疗影响了

PI3K/Akt、Wnt、Rap1和 TNF信号通路。此外,

GSEA揭示了SBP与 Rap1通路在COPD中存在

显著的正相关性。SBP提高了 Rap1、Angpt2和

HGF的蛋白表达水平,这些是Rap1信号通路的关

键蛋白。Rap1参与肺纤维化[25]。
 

通过调节Rap1,
前列环素后处理可改善LPS诱导的急性肺损伤和

内皮屏障恢复[26]。Angpt2是一种糖蛋白,在肺的

血管发育、血管生成和血管通透性调节中具有重要

功能[27]。HGF参与维持肺泡稳态,增强的 HGF信

号可改善肺气肿小鼠的气腔形态[28]。此外,HGF
信号促进肺切除术后肺生长,刺激分支形态发生,并
减轻炎症性肺损伤[29-30]。这表明SBP通过调节

Rap1信号通路改善COPD。
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本研究存在一定局限性。首先,对高通量测序

鉴定出的DEGs进行的 KEGG富集分析表明,H-
SBP可能与Rap1、MAPK、TGF-β和 Wnt信号通路

存在显著的潜在相关性,提示SBP可能通过多靶

点、多通路协同调控COPD进程。然而,本研究仅

对其中Rap1信号通路进行了初步验证,其余相关

通路的作用机制有待后续深入探究。其次,本研究

采用香烟烟雾诱导的小鼠COPD模型开展,尚未设

置阳性药物对照,且 RNA-seq分析中每组样本量

(n=3)相对有限。尽管上述结果初步揭示了SBP
治疗COPD的潜在作用机制,其可靠性与普适性仍

需通过扩大样本量、增设对照及开展多模型验证进

一步确认。
综上,课题组揭示了在CS诱导的COPD模型

中,SBP通过激活Rap1通路介导,抑制了细胞凋亡

并降低了促炎因子TNF-α、IL-1β和IL-6的水平。
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