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摘要： 目的　 探讨麻杏石甘汤及其拆方对肺炎链球菌致肺炎小鼠的影响。 方法　 小鼠随机分为正常对照组、 模型组、
阳性对照组 （头孢羟氨苄） 及麻杏石甘汤全方组、 拆方Ⅰ组 （杏仁、 石膏、 甘草）、 拆方Ⅱ组 （麻黄、 石膏、 甘草）、
拆方Ⅲ组 （麻黄、 杏仁、 甘草）、 拆方Ⅳ组 （麻黄、 杏仁、 石膏）， 除正常对照组外， 各组小鼠感染肺炎链球菌致肺

炎。 透射电镜观察肺组织超微结构和细胞凋亡， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免疫组化检测肺组织 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达，
实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测三者 ｍＲＮＡ 表达。 结果 　 与模型组比较， 麻杏石甘汤全方组、 拆方Ⅱ组、 拆方Ⅳ组 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达显著降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 全方组、 拆方Ⅲ组、 拆方Ⅳ组 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 显著升高 （Ｐ＜
０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 以全方组更明显， 各拆方组调控作用依次为Ⅳ＞Ⅱ＞Ⅲ＞Ⅰ； 全方组、 拆方Ⅳ组 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ
表达显著降低， Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达显著升高 （Ｐ＜０ ０１）。 结论　 麻杏石甘汤能有效抑制肺炎链球菌诱导的小鼠肺炎， 以

全方效果最佳， 方中麻黄、 石膏作用较大。
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　 　 肺炎链球菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 是引起儿

童社区获得性肺炎最常见主要的细菌病原体［１⁃３］，
以往临床治疗以抗生素为主， 但随着耐大环内酯

类、 万古霉素类细菌的出现［４］， 给治疗带来了严

峻考验。 麻杏石甘汤是 《伤寒论》 经典方剂［５］，
由麻黄 （去节） 四两 （９ ｇ）、 杏仁 （去皮尖） 五

十个 （９ ｇ）、 甘草 （灸） 二两 （６ ｇ）、 石膏 （碎、
绵裹） 半斤 （１８ ｇ） 组成， 加减结合中医定向透药

治疗小儿支气管肺炎疗效显著， 能显著改善肺炎喘

嗽风热犯肺证患儿临床症状， 优于阿奇霉素与利巴

韦林联合治疗［６］， 但尚无对其作用机制的研究。
近年来研究发现， 凋亡蛋白与肺炎小鼠肺组织炎

症、 肺泡壁增厚、 肺泡上皮细胞破坏、 细胞浸润等

特征的变化密切相关［７⁃９］， 故本实验考察不含麻

黄、 杏仁、 石膏、 甘草的麻杏石甘汤拆方及其全方

对肺炎链球菌致肺炎小鼠 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 凋

亡蛋白表达的影响， 研究该方作用机制， 并初步考

证其在治疗肺炎链球菌 Ｄ３９ 感染所致肺炎方面的

临床配伍是否科学合理。
１　 材料

１ １　 试药　 麻黄、 杏仁、 甘草、 石膏均由河南省中

医院门诊中药房提供， 经河南中医药大学生药教研

室董成明教授鉴定为正品。 肺炎链球菌标准株

（Ｄ３９） 购于中国医学细菌保藏管理中心， 经血平板

培养 １８ ｈ 后用无菌生理盐水稀释至 ６×１０８ＣＦＵ ／ ｍＬ
（２ 麦氏单位）。 头孢羟氨苄片 （清远华能制药有

限公司， ２５０ ｍｇ ／片， 国药准字 Ｈ４４０２３６７０， 批号

１７１００３）。 兔抗小鼠 Ｂｃｌ⁃２ 多抗 （批号 １９６５４２）、 兔
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抗小鼠 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 单抗 （批号 ＺＰ４１２６ＢＰ２６）、 兔免

疫球蛋白 （ ＩｇＧ） ⁃免疫组化试剂盒 （批号 １２Ｉ０９
Ａ）、 兔抗小鼠 Ｂａｘ 单抗 （批号 １３ＣＭ３９５ Ａ）、 ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒、 ＤＡＢ 试剂盒均购于武汉博士德

生物工程有限公司。
１ ２　 动物　 昆明种无特定病原体级（ＳＰＦ） 健康小

鼠 ３２０ 只， 雌雄各半， ５ ～ ６ 周龄， 体质量 １８ ～
２２ ｇ， 购于河南省动物实验中心， 生产许可证号

ＳＣＸＫ （ 豫 ） ２０１０⁃０００１， 动 物 质 量 合 格 证 号

４１００３１００００１５１９。 动物饲养于河南中医药大学动物

实验中心， 使用许可证编号 ＳＹＸＫ （豫） ２０１０⁃
０００１， 温度 ２０～２５ ℃， 相对湿度 ４０％ ～７０％ ， 自由

摄食进水。
１ ３　 仪器　 ＳＷ⁃ＣＪ⁃１Ｆ 超净工作台 （郑州宏朗仪器

设备有限公司）； Ｉｏｎ ＧｅｎｅＳｔｕｄｉｏ Ｓ５ Ｓｅｒｉｅｓ ＤＮＡ 测

序仪、 低温高速离心机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎ⁃
ｔｉｆｉｃ 公司）； ＤＵ⁃６００ 蛋白⁃核酸分析仪 （美国 Ｂｅｃｈ⁃
ｍａｎ 公司）； ＡＢＩ ２７２０ 型 ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公

司）； Ｈ⁃６００ 电子显微镜、 Ｈ⁃７６５０ 透射电镜 （日本

日立公司）； ＩＸ８３ 倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公

司）； ＵＣ７ 超薄切片 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； ＬＣⅡ实

时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国罗氏公司）； ｉＭａｒｋ 酶标

仪、 Ｅｘｐｅｒｉｏｎ 电泳仪、 全自动凝胶分析系统 （美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２ １　 供试品制备

２ １ １　 全方提取物　 按麻杏石甘汤全方组成比例

（麻黄 ９ ｇ、 杏仁 ９ ｇ、 石膏 １８ ｇ、 甘草 ６ ｇ） 混合药

材， 粉碎， 过 ２０ 目筛， 取 ２１０ ｇ （５ 倍处方量）， ８
倍量蒸馏水回流提取 ２ 次， 每次 ３ ｈ， 滤过， 合并

滤液， ５０ ℃下减压浓缩， 干燥， 即得， 蒸馏水配

制成生药量 １ ｇ ／ ｍＬ 的溶液。 提取物称定质量， 计

算出膏率， ＨＰＬＣ 法测定麻黄碱、 苦杏仁苷、 甘草

酸含有量， 化学滴定法测定 Ｃａ２＋含有量。
２ １ ２　 拆方提取物　 按杏仁 ９ ｇ、 石膏 １８ ｇ、 甘草

６ ｇ 的比例混合， 粉碎， 过 ２０ 目筛， 取 １６５ ｇ （５
倍拆方量）， 按 “２ １ １” 项下方法处理， 作为拆

方Ⅰ； 按麻黄 ９ ｇ、 石膏 １８ ｇ、 甘草 ６ ｇ 的比例混

合， 粉碎， 过 ２０ 目筛， 取 １６５ ｇ （５ 倍拆方量），
按 “２ １ １” 项下方法处理， 作为拆方Ⅱ； 按麻黄

９ ｇ、 杏仁 ９ ｇ、 甘草 ６ ｇ 的比例混合， 粉碎， 过 ２０
目筛， 取 １２０ ｇ （５ 倍拆方量）， 按 “２ １ １” 项下

方法处理， 作为拆方Ⅲ； 按麻黄 ９ ｇ、 杏仁 ９ ｇ、 石

膏 １８ ｇ 的比例混合， 粉碎， 过 ２０ 目筛， 取 １８０ ｇ

（５ 倍拆方量）， 按 “２ １ １” 项下方法处理， 作为

拆方Ⅳ。 蒸馏水配制成生药量 １ ｇ ／ ｍＬ 的溶液。
２ ２　 分组、 造模及给药　 ３２０ 只小鼠适应性喂养 １
周后， 随机分成正常对照组、 阳性对照组、 模型组

及麻杏石甘汤全方组、 拆方Ⅰ组、 拆方Ⅱ组、 拆方

Ⅲ组、 拆方Ⅳ组， 每组 ４０ 只。 除正常对照组外，
其余各组小鼠均在乙醚轻度麻醉下鼻内接种

６×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ肺炎链球菌 Ｄ３９ 标准菌株溶液， 每

只 ０ １ ｍＬ， 接种后呈 ４５°保持 ３０ ｓ 以利于溶液充分

吸入， 连续接种 ３ ｄ； 正常对照组小鼠与其他组隔

离饲养在同等条件下的房间， 接种等量生理盐水。
接种后， 观察各组小鼠大便、 体质量、 活动度、 进

食等情况。
滴鼻造模 １ ｈ 后开始给药， 根据小鼠体质量按

成人 １ ｄ 剂量折算， 麻杏石甘汤全方组为 ５ ５ ｇ ／ ｋｇ，
拆方Ⅰ、 Ⅱ、 Ⅲ、 Ⅳ组分别为 ４ ７１、 ３ １４、 ４ ３２、
４ ３２ ｇ ／ ｋｇ。 肺炎链球菌感染后 １ ｈ， 麻杏石甘汤全

方组小鼠按临床等效剂量的 ３ 倍 （１６ ５ ｇ ／ ｋｇ） 灌

胃给 药， 拆 方 Ⅰ、 Ⅱ、 Ⅲ、 Ⅳ 组 小 鼠 分 别 按

１４ １４、 ９ ４３、 １２ ９６、 １２ ９６ ｇ ／ ｋｇ 剂量灌胃， 每天 ２
次； 正常对照组、 模型组小鼠灌胃给予等剂量生理

盐水， 每天 ２ 次， 连续 １４ ｄ； 阳性对照组小鼠灌胃

给予头孢羟氨苄片药液 （１０ ｍｇ ／ ｍＬ） ０ １５ ｇ ／ ｋｇ， 每

天 １ 次， 连续 ３ ｄ， 之后停药 ４ ｄ， ２ 个循环， 停药

期间灌胃给予等量蒸馏水。
２ ３　 组织样本采集　 于给药后的第 ３、 ７、 １１、 １４
天采集 （最后 １ 次给药后先禁水禁食 ４ ｈ， 再采

集）。 各组随机取 １０ 只小鼠， 雌雄各半， 脱颈椎

处死， 取出肺脏， ４％ 多聚甲醛固定左肺， 常规石

蜡包埋， 连续切片， 厚度 ５ μｍ， 备用； 右肺保存

于－８０ ℃冰箱中， 备用。
２ ４　 小鼠肺组织超微结构观察　 取各组小鼠给药

第 ３、 ７、 １１、 １４ 天采集的右肺样本， 取其上叶组

织， ２ ５％ 戊二醛预固定， １％ 锇酸固定， 环氧树脂

浸透和包埋， 切片， 乙酸双氧铀、 枸橼酸铅双层染

色， 透射电镜观察超微结构变化。
２ ５　 小鼠肺组织 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达

检测　 取 “２ ３” 项下小鼠肺组织石蜡切片， 免疫

组化法检测 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达， 分别

滴加相应一抗 （１ ∶ ５００、 １ ∶ ３００、 １ ∶ ５００）， 以

ＰＢＳ 代替一抗作为阴性对照， ＤＡＢ 染色液显色，
测定平均吸光度， 进行半定量分析。

然后， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法继续检测三者蛋白表达。
称取 “２ ３” 项下各组小鼠肺组织， 提取总蛋白，

５８０２

２０１９ 年 ９ 月

第 ４１ 卷　 第 ９ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１９
Ｖｏｌ． ４１　 Ｎｏ． ９



ＢＣＡ 试剂盒进行定量。 各取 ２５ μｇ， 电泳分离， 半

干电转移至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 奶粉液封闭 ２ ｈ， 加入相

应一抗 （稀释倍数同免疫组化法）， ４ ℃冰箱中放

置过夜， 再加入相应二抗 （１ ∶ ５ ０００） 孵育 １ ｈ，
化学发光法显色。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ
软件对蛋白条带进行定量分析， 计算各组样品目的

蛋白条带与内参 ＧＡＰＤＨ 条带灰度的比值， 作为相

对表达量。
２ ６　 小鼠肺组织 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表

达检 测 　 实 时 定 量 ＰＣＲ 法 检 测 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达， 所用引物由北京六合华大基

因科技股份有限公司合成。 取各组小鼠肺组织， 制

成细胞悬液， 提取 ＲＮＡ， 分析其纯度及完整性，
质量合格后进行反转录， 以其产物为模板， 分别加

入相应引物， 以 ＧＡＰＨＤ 为内参进行实时定量 ＰＣＲ
检 测。 引 物 序 列： Ｂａｘ 正 向 ５′⁃ＧＴＧＡＧＧＡＴ⁃
ＡＧＡＣＧＴＣＡＣＡＣＡＧ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＴＡＴＡＧＡＧＡＧＴ⁃
ＧＡＡＧＴＧＧＣＡＣＧＡＧ⁃３′； Ｂｃｌ⁃２ 正 向 ５′⁃ＣＡＧＴＣＣＴ⁃
ＣＡＣＧＣＡＴＣＴＣＴＡＣ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＡＧＣＴＣＡＧＴ⁃
ＣＡＣＴＣＴＣＧＣＧＡＴＡ⁃３′； ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 正 向 ５′⁃ＴＣＴＣＴＡ⁃
ＧＡＣＧＴＡＣＧＧＧＣＧＴＧＧ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＡＧＡＧＡＣＣＧ⁃
ＧＣＧＧＴＡＧＡＡＴＧＣ⁃３′。
２ ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １７ ０ 软件进行处理，
计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间差异比较采用单因

素方差分析， 各时间点差异比较采用重复测量数据

方差分析。 Ｐ＜０ ０５ 表示差异有统计学意义。

３　 结果

３ １　 小鼠肺脏超微结构　 图 １ 显示， 正常对照组

小鼠肺泡壁完整， 游离面可见少量微绒毛， 细胞胞

质均匀， 核膜完整； 模型组小鼠细胞膜膨出， 异染

色体凝聚在膨出的细胞膜周边， Ⅱ型肺泡细胞突起

膨大， 出现凋亡特征； 麻杏石甘汤全方组小鼠Ⅱ型

肺泡细胞形态较正常， 细胞板层小体增多， 异质染

色体聚集， 肺泡细胞表面有微绒毛存在， 可见脱

落， 间质内可见胶原纤维少许； 拆方Ⅰ组小鼠Ⅱ型

肺泡细胞减少， 细胞核凸起， 细胞核内异质染色体

聚集为粗块， 细胞表面有少许微绒毛存在， 血管肿

胀， 可见细胞间堆积质胶原纤维； 拆方Ⅱ组小鼠Ⅱ
型肺泡细胞减少， 细胞核形状规则， 染色质聚集，
板层小体数量减少， 肺泡之间间隔较小， 有少许细

胞微绒毛存在， 有大量的血管肿胀可见； 拆方Ⅲ组

小鼠Ⅱ型肺泡细胞减少较多， 细胞核凸起严重， 染

色质聚集成块， 板层小体数量减少较多， 肺泡之间

有一定间隔， 有微量细胞微绒毛存在， 血管肿胀清

晰可见； 拆方Ⅳ组小鼠Ⅱ型肺泡细胞急剧减少， 细

胞核凸起变形， 染色质聚集成团块， 板层小体数量

大量减少， 肺泡之间间隔较大， 细胞微绒毛不易察

觉， 血管肿胀严重； 阳性对照组小鼠Ⅱ型肺泡细胞

有所增多， 细胞核及其核仁外形均完整， Ⅱ型肺泡

细胞内板层小体的形态规整， 细胞游离面微绒毛较

丰富， 细胞间质内有胶原纤维可见。

图 １　 各组小鼠肺组织超微结构变化

Ｆｉｇ １　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ

３ ２　 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达 　 首先， 采

用免疫组化法进行检测。 表 １ 显示， 与正常对照组

比较， 模型组 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达极显

著升高 （Ｐ＜０ ０１）， 在不同时间点的差异无统计学

意义 （Ｐ＞０ ０５）； 与模型组比较， 麻杏石甘汤全方

组第 ３ 天三者蛋白表达显著降低 （Ｐ＜０ ０５）， 第 ７
６８０２
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天 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达显著降低 （ Ｐ ＜ ０ ０５），
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达极显著降低 （Ｐ＜０ ０１）， 第 １１、
１４ 天三者蛋白表达极显著降低 （Ｐ＜０ ０１）； 拆方

Ⅰ组各时间点三者蛋白表达无显著差异 （ Ｐ ＞
０ ０５）； 拆方Ⅱ组第 ７、 １１、 １４ 天 Ｂａｘ 蛋白表达显

著降低 （Ｐ＜０ ０５）， 第 １４ 天 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达显著降

低 （Ｐ＜０ ０５）， 第 １１、 １４ 天 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达显

著降低 （ Ｐ ＜ ０ ０５）； 拆方 Ⅲ 组各时间点 Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达无显著差异 （Ｐ＞０ ０５）， 第 ７、
１１、 １４ 天 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达显著降低 （Ｐ＜０ ０５）； 拆

方Ⅳ组各时间点 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达显著降低

（Ｐ＜０ ０５）， 第 １１、 １４ 天 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达显著

降低 （Ｐ＜０ ０５）。

表 １　 各组 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达比较 （免疫组化， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ｘ±ｓ，

ｎ＝１０）
组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） 时间 Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３

正常对照组 — 第 ３ 天 ０ １６３±０ ００３ ０ １７８±０ ００４ ０ １７４±０ ００１
第 ７ 天 ０ １６５±０ ００４ ０ １７７±０ ００３ ０ １７５±０ ００２
第 １１ 天 ０ １６４±０ ００３ ０ １７８±０ ００４ ０ １７４±０ ００１
第 １４ 天 ０ １６７±０ ００４ ０ １７６±０ ００３ ０ １７４±０ ００２

模型组 — 第 ３ 天 ０ １９６±０ ００５∗∗ ０ ２０４±０ ００３∗∗ ０ １９９±０ ００２∗∗

第 ７ 天 ０ １９７±０ ００６∗∗ ０ ２０２±０ ００３∗∗ ０ １９８±０ ００１∗∗

第 １１ 天 ０ １９５±０ ００５∗∗ ０ ２０３±０ ００２∗∗ ０ １９９±０ ００２∗∗

第 １４ 天 ０ １９４±０ ００４∗∗ ０ ２０２±０ ００２∗∗ ０ １９９±０ ００１∗∗

麻杏石甘汤全方组 １６ ５ 第 ３ 天 ０ １８４±０ ００３△ ０ １８５±０ ００２△ ０ １８６±０ ００２△

第 ７ 天 ０ １８１±０ ００４△ ０ １８４±０ ００２△ ０ １７５±０ ００１△△

第 １１ 天 ０ １７５±０ ００３△△ ０ １７５±０ ００３△△ ０ １７６±０ ００２△△

第 １４ 天 ０ １７５±０ ００４△△ ０ １７４±０ ００２△△ ０ １７５±０ ００１△△

麻杏石甘汤拆方Ⅰ组 １４ １４ 第 ３ 天 ０ １９２±０ ００６＃ ０ ２０１±０ ００２＃＃ ０ １９７±０ ００２
第 ７ 天 ０ １９１±０ ００５＃ ０ ２０１±０ ００１＃＃ ０ １９６±０ ００３＃

第 １１ 天 ０ １９１±０ ００５＃＃ ０ １９９±０ ００２＃＃ ０ １９６±０ ００２＃＃

第 １４ 天 ０ １９０±０ ００６＃＃ ０ １９８±０ ００１＃＃ ０ １９５±０ ００３＃＃

麻杏石甘汤拆方Ⅱ组 ９ ４３ 第 ３ 天 ０ １８６±０ ００３ ０ １９６±０ ００１＃ ０ １９３±０ ００２＃

第 ７ 天 ０ １８５±０ ００４△ ０ １９５±０ ００１＃ ０ １９０±０ ００１＃＃

第 １１ 天 ０ １８４±０ ００５△＃ ０ １９３±０ ００１＃＃ ０ １８３±０ ００３△＃

第 １４ 天 ０ １８５±０ ００３△＃ ０ １９２±０ ０００△＃＃ ０ １８１±０ ００１△＃

麻杏石甘汤拆方Ⅲ组 １２ ９６ 第 ３ 天 ０ １８８±０ ００５ ０ １９４±０ ００２＃ ０ １９４±０ ００２＃

第 ７ 天 ０ １８７±０ ００４ ０ １９１±０ ００１△＃ ０ １９１±０ ００１＃＃

第 １１ 天 ０ １８７±０ ００５＃ ０ １８７±０ ００１△＃ ０ １８９±０ ００３＃＃

第 １４ 天 ０ １８６±０ ００４＃ ０ １８８±０ ００２△＃ ０ １９０±０ ００２＃＃

麻杏石甘汤拆方Ⅳ组 １２ ９６ 第 ３ 天 ０ １８４±０ ００５△ ０ １９０±０ ００２△＃ ０ １９１±０ ００１＃

第 ７ 天 ０ １８２±０ ００４△ ０ １９２±０ ００１△＃ ０ １９０±０ ００２＃＃

第 １１ 天 ０ １７８±０ ００３△ ０ １８７±０ ００１△＃ ０ １８５±０ ００１△＃

第 １４ 天 ０ １７８±０ ００４△ ０ １８６±０ ００１△＃ ０ １８２±０ ００２△＃

阳性对照组 ０ １５ 第 ３ 天 ０ １８５±０ ００３△ ０ １８８±０ ００２△ ０ １８３±０ ００２△

第 ７ 天 ０ １６９±０ ００４△△＃ ０ １７９±０ ００１△△ ０ １７７±０ ００１△△

第 １１ 天 ０ １６８±０ ００３△△＃ ０ １７６±０ ００２△△ ０ １７６±０ ００３△△

第 １４ 天 ０ １６８±０ ００３△△＃ ０ １７６±０ ００１△△ ０ １７６±０ ００２△△

　 　 注：与正常对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１；与模型组比较，△Ｐ＜０ ０５，△△Ｐ＜０ ０１；与麻杏石甘汤全方组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１

　 　 然后， 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法进行检测第 ７ 天肺

组织蛋白表达。 表 ２ 显示， 与正常对照组比较， 模

型组 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达极显著升高

（Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 麻杏石甘汤全方组三

者蛋白表达极显著降低 （Ｐ＜０ ０１）， 拆方Ⅱ组、 Ⅳ
组三者蛋白表达显著降低 （Ｐ＜０ ０５）， 拆方Ⅲ组

Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达显著降低 （Ｐ＜０ ０５）。 与全方组比

较， 拆方Ⅰ组、 Ⅱ组、 Ⅲ组、 Ⅳ组 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３
蛋白表达极显著升高 （Ｐ＜０ ０１）； Ⅲ组、 Ⅳ组 Ｂｃｌ⁃
２ 蛋白表达极显著升高 （Ｐ＜０ ０１）， 而Ⅰ组、 Ⅱ组

其蛋白表达显著升高 （Ｐ＜０ ０５）。
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表 ２　 各组 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 蛋白表达比较 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２， ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｘ±ｓ，

ｎ＝１０）
组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ

正常对照组 — ０ ６１±０ ０４ ０ ７６±０ ０５ ０ ６８±０ ０４ １ ２５±０ ０６
模型组 — １ ２１±０ ０６∗∗ １ ０３±０ ０７∗∗ １ １９±０ ０５∗∗ ０ ８５±０ ０４∗∗

麻杏石甘汤全方组 １６ ５ ０ ５７±０ ０４△△ ０ ７５±０ ０６△△ ０ ６２±０ ０５△△ １ ３２±０ ０６△△

麻杏石甘汤拆方Ⅰ组 １４ １４ １ １６±０ ０５＃＃ ０ ９４±０ ０６＃ １ １３±０ ０４＃＃ ０ ８１±０ ０５＃＃

麻杏石甘汤拆方Ⅱ组 ９ ４３ １ ０３±０ ０４△＃＃ ０ ８６±０ ０５△＃ ０ ９１±０ ０５△＃＃ ０ ８３±０ ０５＃＃

麻杏石甘汤拆方Ⅲ组 １２ ９６ １ ０５±０ ０６＃＃ １ ０１±０ ０６△＃＃ １ ０２±０ ０４＃＃ ０ ９６±０ ０５△＃＃

麻杏石甘汤拆方Ⅳ组 １２ ９６ ０ ９３±０ ０５△＃＃ ０ ９５±０ ０４△＃＃ ０ ８９±０ ０４△＃＃ １ ０３±０ ０５△△＃

阳性对照组 ０ １５ ０ ５３±０ ０４△△ ０ ６９±０ ０４△△ ０ ５８±０ ０３△△ １ ３０±０ ０４△△

　 　 注：与正常对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１；与模型组比较，△Ｐ＜０ ０５，△△Ｐ＜０ ０１；与麻杏石甘汤全方组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１

　 　 综上所述， 麻杏石甘汤全方组可极显著下调

Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达 （Ｐ＜０ ０１）， 而各

拆方组的调节作用明显较弱， 依次为Ⅳ＞Ⅱ＞Ⅲ＞
Ⅰ。 由此推定， 麻杏石甘汤中 ４ 味药材在方中的作

用程度依次为麻黄＞石膏＞杏仁＞甘草。

３ ３　 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达 　 表 ３ 显

示， 与正常对照组比较， 模型组 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３
ｍＲＮＡ 表达极显著升高 （Ｐ＜ ０ ０１）， Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ
表达极显著降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 麻杏

石甘汤全方组第 ７ 天 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达极
表 ３　 各组 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

Ｔａｂ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＭＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） 时间 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ Ｂｃｌ⁃２ Ｂａｘ

正常对照组 — 第 ３ 天 １ ００±０ ００ １ ００±０ ００ １ ００±０ ００
第 ７ 天 ０ ９９±０ ０２ １ ０１±０ ０１ １ ００±０ ０２
第 １１ 天 １ ０１±０ ０１ １ ００±０ ０２ １ ０１±０ ０１
第 １４ 天 １ ００±０ ０１ ０ ９８±０ ０３ ０ ９９±０ ０２

模型组 — 第 ３ 天 ７ ３１±０ １１∗∗ ４ ６１±０ ０７∗∗ ６ １２±０ １１∗∗

第 ７ 天 ７ ８４±０ １２∗∗ ４ ４２±０ ０８∗∗ ６ １４±０ １２∗∗

第 １１ 天 ７ ５３±０ １０∗∗ ４ ４３±０ ０８∗∗ ６ １７±０ １５∗∗

第 １４ 天 ７ ４６±０ ０９∗∗ ４ ４５±０ ０９∗∗ ６ １５±０ １２∗∗

麻杏石甘汤全方组 １６ ５ 第 ３ 天 ６ １７±０ ０７ ３ ５３±０ １１ ５ ３６±０ １２
第 ７ 天 ４ ４４±０ ０６△ １ ５７±０ ０８△ １ ６７±０ ０５△△

第 １１ 天 ３ ７９±０ ０５△△ １ ３７±０ ０７△△ １ ６２±０ ０４△△

第 １４ 天 ３ ５２±０ ０５△△ １ ２４±０ ０６△△ １ ６１±０ ０６△△

麻杏石甘汤拆方Ⅰ组 １４ １４ 第 ３ 天 ７ １３±０ １３＃ ４ １３±０ １０＃ ５ ６４±０ １３
第 ７ 天 ７ ０２±０ １０＃ ４ ２９±０ １１＃＃ ５ ２８±０ １２＃＃

第 １１ 天 ６ ８４±０ ０８＃＃ ４ ３３±０ １２＃＃ ５ ３５±０ １２＃＃

第 １４ 天 ６ ６９±０ ０９＃＃ ４ ３６±０ １４＃＃ ５ ４２±０ １４＃＃

麻杏石甘汤拆方Ⅱ组 ９ ４３ 第 ３ 天 ７ ０５±０ １２ ４ ０１±０ １１＃ ４ ６８±０ １１＃

第 ７ 天 ６ ７６±０ １３△ ４ １２±０ １１＃ ４ ３６±０ ０９＃＃

第 １１ 天 ６ ４１±０ １３△＃＃ ４ ２１±０ １２＃＃ ４ ２７±０ １３△＃＃

第 １４ 天 ６ ４６±０ １４△＃＃ ４ ２４±０ １０△＃＃ ４ ２８±０ １１△＃＃

麻杏石甘汤拆方Ⅲ组 １２ ９６ 第 ３ 天 ７ ０８±０ １２ ３ ５２±０ ０８＃ ５ ３５±０ １２
第 ７ 天 ６ ９５±０ １４＃＃ ２ ９１±０ ０７△＃＃ ５ ２１±０ １２＃＃

第 １１ 天 ６ ６８±０ １４＃＃ ２ ９５±０ ０９△＃＃ ５ １２±０ １１＃＃

第 １４ 天 ６ ５４±０ １５＃＃ ２ ９８±００８△＃＃ ５ １４±０ １０＃＃

麻杏石甘汤拆方Ⅳ组 １２ ９６ 第 ３ 天 ７ ０１±０ ００５ ２ ２２±０ ０７△＃ ３ ６６±０ ０７△△＃

第 ７ 天 ６ ３９±０ ００４△ ２ ５３±０ ０９△＃ ３ ３２±０ ０９△△＃＃

第 １１ 天 ５ ８４±０ ００３△＃ ２ ７４±０ ０６△＃ ３ ２９±０ ０８△△＃

第 １４ 天 ５ ６１±０ ００４△＃ ２ ７６±０ １０△＃ ３ ４１±０ １０△△＃

阳性对照组 ０ １５ 第 ３ 天 ５ ４９±０ ００３△＃ １ ３４±０ ０５△△＃＃ １ ６７±０ ０９△△＃＃

第 ７ 天 ５ ０７±０ ００４△△＃ １ ６３±０ ０８△△ １ ３３±０ ０６△△

第 １１ 天 ４ ７３±０ ００３△△＃ １ ７１±０ ０９△△＃ １ ３４±０ ０７△△

第 １４ 天 ４ ６７±０ ００３△△＃ １ ８２±０ ０９△△＃ １ ３３±０ ０８△△

　 　 注：与正常对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１；与模型组比较，△Ｐ＜０ ０５，△△Ｐ＜０ ０１；与麻杏石甘汤全方组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１
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显著降低 （Ｐ＜０ ０１）， Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达极显著升

高 （Ｐ＜０ ０１）， 第 １１、 １４ 天 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ
表达极显著降低 （Ｐ＜０ ０１）， Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达极

显著升高 （ Ｐ ＜ ０ ０１）； 拆方 Ⅳ 组第 ７ 天 Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达极显著降低 （Ｐ＜０ ０１）， Ｂｃｌ⁃２
ｍＲＮＡ 表达极显著升高 （Ｐ＜０ ０１）； 拆方Ⅰ组、 Ⅱ
组、 Ⅲ组各时间点三者 ｍＲＮＡ 表达无显著差异

（Ｐ＞０ ０５）。
４　 讨论

肺炎链球菌是引起肺炎的首要病原菌［１０］， 而

小儿肺炎是临床上常见的呼吸系统疾病， 严重时伴

有心力衰竭、 呼吸衰竭等感染并发症， 危及生

命［１１］， 该细菌引起肺炎感染后， 可直接或间接诱

导体内细胞凋亡， 也可能是生物机体利用细胞凋亡

的方式清除病原微生物， 是一种牺牲少数细胞而保

护机体的重要防卫机制［１２］。
凋亡主要受细胞内凋亡蛋白的调控， 机体内调

节细胞凋亡的蛋白分为抗凋亡蛋、 促凋亡两类，
Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 为同源相关蛋白， 其水平与细胞凋亡调

控密切相关， 其中前者为促凋亡蛋白， 后者为抗凋

亡蛋白， 并且 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 异二聚体也起到抗凋亡作

用。 两者在正常细胞内的比例相对恒定， 但当细胞

受到外界凋亡信号刺激后， 各蛋白表达发生变化，
从而影响细胞周期［１３］。 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是 ｃａｓｐａｓｅ 家族中

最重要的效应型， 其表达与肺炎小鼠肺泡上皮细胞

凋亡有关， 也是细胞凋亡的执行者， 文献 ［１４］
报道支原体肺炎与 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达关系密切。

本实验发现， 小鼠感染肺炎链球菌后肺泡上皮

细胞遭到破坏， 细胞有增生情况， 血管及毛细血管

内皮细胞有肿胀向管腔突出， 肺泡细胞核质脱落，
板层小体排空， 空泡化， 有凋亡特征结构特征发

生， 肺组织中 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达明显

升高， 而 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 下降明显； 与模型组比较， 麻

杏石甘汤全方组、 拆方Ⅱ组、 拆方Ⅳ组 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃
２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达均有所下降， 以全方组更明

显， 而且 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达明显降低，
Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达明显升高。

另外， 对麻杏石甘汤拆方进行研究时发现， 各

药材作用强度由大到小依次为麻黄、 石膏、 杏仁、
甘草， 方中麻黄为君药， 开泻肺热， 取 “火郁发

之” 之意； 石膏味辛、 甘， 性大寒， 清泻肺热；
杏仁降肺气， 佐麻黄、 石膏清肺平喘； 炙甘草益气

和中， 调和诸药［１５］。 由此推测， 这些清除肺热的

药材在麻杏石甘汤治疗肺炎链球菌所致肺炎小鼠中

可能起到了主要作用。
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