
Drug Evaluation Research第46卷 第2期  2023年2月 Vol. 46 No. 2 February 2023

肺热普清散对斑马鱼炎症模型的抗炎作用及机制研究
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摘 要：目的  探讨藏药肺热普清散对斑马鱼炎症模型的作用及机制。方法  挑选受精后 72 h斑马鱼随机移入 24孔板中，分

为对照组、模型组和肺热普清散低、中、高质量浓度（3、10、30 mg·L−1）组，对照组与模型组不加药，肺热普清散与斑

马鱼共孵育 1 h后，除对照组外，其余各组用 20 μmol·L−1硫酸铜处理 2 h制备炎症模型。在荧光显微镜下观察绿色荧光标记

中性粒细胞的Tg（Lyz：EGFP）系斑马鱼体内炎症细胞迁移情况；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测野生型斑马鱼核因子

κB2（NF-κB2）、白细胞介素（IL）-1b、肿瘤坏死因子（TNF）-α、IL-8 mRNA水平；Western blotting实验检测野生型斑马

鱼NF-κB、TNF-α蛋白表达水平；免疫荧光法检测各组鱼尾NF-κB表达。结果  对照组斑马鱼荧光细胞主要分布于头部和主

动脉部，躯干部位主动脉以上荧光细胞稀少；模型组荧光细胞在各区域均增加，显示出炎症细胞向血管外迁移的明显趋势，躯

干侧线以上荧光细胞计数较对照组显著增加（P＜0.001）；肺热普清散 10、30 mg·L−1组躯干部荧光细胞计数与模型组比较显著

降低（P＜0.01、0.001）。与模型组比较，肺热普清散 3、10、30 mg·L−1组 IL-1b、TNF-α、IL-8 的 mRNA 水平显著下调（P＜0.05、

0.01），10、30 mg·L−1组 NF-κB2 mRNA 水平显著下调（P＜0.01）；10、30 mg·L−1组 NF-κB、TNF-α 蛋白表达水平显著降低（P＜

0.01、0.001）。免疫荧光结果显示，模型组躯干部位和鱼鳍NF-κB白色荧光点较对照组明显增加，经 10 mg·L−1肺热普清散处理

后的相同部位荧光点减少。结论  肺热普清散对硫酸铜诱导的斑马鱼炎症模型具有抗炎作用，机制与抑制NF-κB、TNF-α表

达有关。
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Abstract: Objective To explore the effects of Feire Puqing Powder (FPP) on inflammation and its mechanism on zebrafish model. 

Methods Zebrafish 72 h after fertilization were randomly transferred into 24-well plates and divided into control group, model 

group and FPP low, medium and high concentration (3, 10, and 30 mg·L−1) groups. Control group and model group were not given 

any medicine. After FPP was co-incubated with zebrafish for one h, except the control group, the other groups were treated with 

20 μmol·L−1 copper sulfate for two h to prepare inflammation model. The number of inflammatory cells in the midline area of green 

fluorescence labeled neutrophils  transgenic strain Tg (Lyz: EGFP) zebrafish was observed and recorded by fluorescence microscope. 
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Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was used to detect mRNA levels of nuclear factor κB2 (NF-κB2), interleukin (IL-1b), tumor 

necrosis factor (TNF) -α and IL-8 in wild-type zebrafish. The expression levels of NF-κB and TNF-α in wild-type zebrafish were 

detected by Western blotting assay. The expression of NF-κB in fish tail of each group was detected by immunofluorescence method. 

Results In the control group, the fluorescent cells were mainly distributed in the head and the aorta, and the fluorescent cells above 

the aorta were rare in the trunk. The fluorescence cells in the model group were increased in all areas, showing an obvious trend of 

extravascular migration of inflammatory cells, and the fluorescence cell count above the lateral trunk line was significantly increased 

compared with the control group (P < 0.001). Compared with model group, the fluorescent cell count of trunk cadre in 10 and 30 mg·L−1 

groups was significantly decreased (P < 0.01, 0.001). Compared with model group, mRNA levels of IL-1b, TNF-α and IL-8 in FPP 3, 

10 and 30 mg·L−1 groups were significantly down-regulated (P < 0.05, 0.01), and NF-κB2 mRNA levels in 10 and 30 mg·L−1 groups 

were significantly down-regulated (P < 0.01). The expression levels of NF- κB and TNF- α in 10 and 30 mg·L−1 groups were 

significantly decreased (P < 0.01, 0.001). The white fluorescence spots of NF- κB in the trunk and fin of the model group were 

significantly increased compared with the control group, and the fluorescence spots in the same parts of the model group were 

decreased after 10 mg· L−1 FPP treatment. Conclusion Feirepuqing Powder had anti-inflammatory effect on zebrafish inflammation 

model induced by copper sulfate, and the mechanism was related to the inhibition of NF-κB and TNF-α expression.
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小儿肺炎是由细菌或病毒等病原体引起的小

儿肺部炎症，世界卫生组织已将小儿肺炎列为全球

3种重要儿科疾病之一，我国政府也将其列为儿保

四病之一。目前我国城市医院儿科住院的 1/4～

1/2患儿，县医院儿科住院的 1/2以上患儿是肺炎病

例。据报道全世界每年 5岁以下儿童约 400万死于

肺炎，其中绝大多数是发展中国家儿童，有 2/3是婴

儿［1-2］。根 2020 年《中国儿童肺炎发表及疫苗普及

白皮书》表明肺炎是造成 5岁以下儿童死亡的主要

原因之一，我国每年约有 30万 5岁以下儿童死于肺

炎，因而治疗小儿肺炎药物的研发迫在眉睫。

藏药是我国重要的民族医药分支之一，是具有

长期实践特征的医药体系，虽然藏医药在我国拥有

千年临床应用历史，但是利用现代药学研究方法开

展系统性研究还远远不足，其作用机制和相关的药

效学缺乏针对性的研究方法和内容。斑马鱼是近

年公认的模式动物，在系统发育、器官功能评价和

疾病模型方面取得了瞩目的研究成果［3］，并且在化

合物高通量初筛方面具有独特优势，在炎症方面的

活性评价也有成熟的研究方法［4］，近年来在抗炎药

物发掘和机制研究方面都有广泛应用［5-6］。

肺热普清散收载于《中华人民共和国卫生部药

品标准·藏药：第一册》［7］中，为西藏神猴药业有限责

任公司独家生产的国药准字藏药复方制剂产品（批

准文号：国药准字号 Z54020045），由天竺黄、红花、

力嘎都、甘草、铁棒锤幼苗、诃子等 14味药味组方，

具有清肺泄热、消炎的作用，临床用于小儿肺炎、流

行性感冒、风热、疠热。本方已有 400多年的临床实

践应用历史，始载于公元 16世纪的《验方百编》，并

沿用至今。目前关于该复方的抗炎活性和机制缺

乏系统性研究，严重制约产品的临床推广，因而本

研究利用硫酸铜刺激的斑马鱼炎症模型，首次对肺

热普清散在炎症方面的药效及作用机制进行系统

评价，为本品的临床推广和二次开发提供实验依

据，同时也为藏药的药效和作用机制研究提供评价

方法参考。

1　材料

1.1　试剂和主要仪器

肺热普清散由西藏神猴药业有限公司提供（批

号 20210601，每袋装 1 g），取原药粉末 200 mg溶于

纯净水中，制成 100 g·L−1 母液，有少量沉淀，置于

4 ℃保存，用前混匀；脱膜剂（链霉蛋白酶E）和麻醉

剂（Tricaine，MS222）购自北京索莱宝公司；核因子-

κB（NF-κB，货号 SZ10-04）和肿瘤坏死因子-α（TNF-

α，货号NBP2-61611）一抗购自美国NOVUS公司；5

水硫酸铜［货号A603008，生工生物工程（上海）股份

有限公司］；总RNA提取试剂盒（货号RC112-01，江

苏诺维赞生物科技股份有限公司）。

Multiskan FC 型酶标仪购自美国 therom 公司；

超净工作台由苏州安泰净化消毒设备厂提供；IX51

倒置显微镜、DYY-6D 电泳仪和 DYZC-24C 转印电

泳仪均购自北京六一公司；体视荧光显微镜SZX 61

购自奥利巴斯（中国）有限公司；LightCycler@480实

时荧光定量 PCR（qRT-PCR）仪购自罗氏有限公

司（ 美 国 ）；Nanodrop 2000 超 微 量 分 光 光 度

计（genetech，USA）；斑马鱼养殖饲养系统（北京爱

生 科 技 公 司 ）；LiCOR-odyssey 400 化 学 成 像

仪（genetech，USA）。
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1.2　实验动物

野生型AB斑马鱼与绿色荧光标记中性粒细胞

的斑马鱼Tg（Lyz：EGFP）均由山东省科学院生物研

究所药物筛选平台提供，培养方法 10/14 h 明暗交

替，实验所用为斑马鱼 96 h胚胎，24 h使用 1.0 g·L−1 

Pronase E溶液脱去卵膜。在体视显微镜下挑选正

常的斑马鱼胚胎，移入24孔培养板中，每孔12～14枚。

2　方法

2.1　肺热普清散对硫酸铜引起的炎症细胞聚集的

影响

挑选受精后 72 h 健康并带有荧光的 Tg（Lyz：

EGFP）系斑马鱼，随机移入 24孔板中，分为 5组，每

组 2个重复孔，每孔 10条。设置对照组、模型组和

肺热普清散低、中、高质量浓度（3、10、30 mg·L−1）

组，对照组与模型组不加药，肺热普清散组用各剂

量肺热普清散与斑马鱼共孵育 1 h后，除对照组外，

其余组别用 20 μmol·L−1硫酸铜处理 2 h制备炎症模

型［8］。随后用 4% 多聚甲醛处理斑马鱼 1 h，清除

多聚甲醛并使用磷酸盐缓冲液（PBS）清洗斑马鱼，

逐一在荧光显微镜下拍照。用 Image pro-plus软件

计算躯干部荧光炎症粒细胞迁移个数。

2.2　qRT-PCR实验［［9］］

采用给药且硫酸铜造模后的野生型斑马鱼，给

药及造模操作同“2.1”项。每组 20条进行 qRT-PCR

检测，RNA 的提取参照试剂盒说明书，利用 super-

nano 分光光度计测定提取的 RNA 浓度，A260/A280应

在 2.0～2.5；RNA 反转录为 cDNA 参照反转录试剂

盒说明书进行；qRT-PCR参照 qRT-PCR仪说明书进

行。PCR 扩增结束后输出对照组和给药组目的基

因 Ct及内参基因 β-actin 的 Ct值，以相对定量法用

2−ΔΔCt计算各组基因的相对表达量。斑马鱼源相关

引物序列见表1，由上海博尚公司提供。

2.3　Western blotting实验［［10］］

采用给药且硫酸铜造模后的野生型斑马鱼，给

药及造模操作同“2.1”项。取各组斑马鱼幼鱼麻醉

后进行匀浆，用裂解液提取蛋白，使用SDS-PAGE电

泳进行蛋白分离，随后转至 NC 膜，一抗（NF-κB 或

TNF-α）和二抗分别进行 1∶1 000和 1∶10 000的稀释

孵育，LiCOR-odyssey 400化学成像仪显影，利用机

带软件进行灰度分析。

2.4　免疫荧光实验

采用给药且硫酸铜造模后的野生型斑马鱼，给

药及造模操作见“2.1”项。斑马鱼用 PBS清洗 2次，

放置于冰上处死，加 4%多聚甲醛过夜，用 PBST/乙

醇多次脱水，然后用冷丙酮处理 10 min，3%马血清

封闭 2 h，更换封闭液，加入NF-κB一抗 4 ℃过夜，换

为荧光二抗（Alexa Fluor@488）4 ℃过夜，荧光显微

镜下观察拍照，利用image J软件将照片改为灰色背景。

2.5　统计学方法

数据均以 x
—
±s 表示，应用 SPSS 13.0 对数据两

组间比较采用成对样本 t检验。

3　结果

3.1　肺热普清散对硫酸铜引起的炎症细胞聚集的

影响

如图 1所示，对照组的胚胎荧光细胞主要分布

于头部和主动脉部，躯干部位主动脉以上荧光细胞

稀少，平均值在 2.56；模型组荧光细胞在各区域均有

增加，显示出炎症细胞向血管外迁移的明显趋势，

在躯干侧线以上部位荧光细胞增加，平均值在

26.67，较对照组显著增加（P＜0.001）；肺热普清散

中、高质量浓度组头部和躯干部的炎症细胞迁

移明显被抑制 ，躯干部荧光细胞计数均值降

低 ，与模型组比较具有显著性差异（P＜0.01、

0.001）。

3.2　肺热普清散对斑马鱼炎症模型NF-κB2、IL-1b、

TNF-α、IL-8 mRNA水平的影响

如图 2所示，与对照组比较，模型组中NF-κB2、

IL-1b、TNF-α、IL-8 mRNA 水平显著上调（P＜0.05、

0.01、0.001）；与模型组比较，肺热普清散3、10、30 mg·L−1

组 IL-1b、TNF-α、IL-8 的 mRNA 水平明显下调且具

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequence

基因

TNF-α

白细胞介素（IL）-1b

IL-8

NF-κB2

β-actin

正向引物序列（5′→3′）

TGACTGAGGAACAAGTGCTTATGAG

ATGGCAGAAGTACCTAAGCTC

CAAGAACCATTGGGATGAAGGAC

ACAAGACGCAAGGAGCCCAG

AGAGCTATGAGCTGCCTGACG

反向引物序列（5′→3′）

GCAGCGCCGAGGTAAATAGTG

TTAGGAAGACACAAATTGCATGGTGAACTCAGT

CCTTCAGTAGCCTCTGTCCTTGT

AACTGTCTCTTGCACAAAGGGCTCA

CCGCAAGATTCCATACCCA
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有统计学意义（P＜0.05、0.01）；10、30 mg·L−1组NF-κB2 

mRNA水平显著下调（P＜0.01）。结果表明肺热普

清散能够逆转由硫酸铜刺激造成的炎症基因异常

表达。

3.3　肺热普清散对斑马鱼炎症模型NF-κB、TNF-α

蛋白表达的影响

如图 3 所示，与对照组比较，模型组 NF-κB、

TNF-α 蛋白表达显著升高（P＜0.05、0.01）；与模型

组比较，肺热普清散 10、30 mg·L−1组NF-κB、TNF-α

蛋白表达水平显著降低（P＜0.01、0.001），作用呈剂

量相关性。

3.4　斑马鱼NF-κB免疫荧光结果

免疫荧光处理后的斑马鱼全身都有荧光点分

布，本研究以鱼尾部位作为观察部位，对照组仅能

见到少量白色荧光小点，而硫酸铜处理后无论是躯干部

位还是鱼鳍白色荧光点明显增加；经过 10 mg·L−1肺热

普清散处理后的相同部位荧光点减少，表明经过肺

热普清散处理可减少炎症条件下的 NF-κB 表达水

平。结果见图4。

4　讨论

由于幼儿的自身免疫屏障不成熟以及肺部感

染的病因复杂、病情发展迅速，小儿肺炎在临床是

高发病，另一方面多种致病原的交叉感染也增加了

临床治疗的难度，进而造成抗生素的盲目滥用，导

致耐药菌问题的涌现。近 5年来，小儿肺炎的诱导

病毒病原比例逐步增加，使得中成药在其治疗中有

较高频率的运用。藏药肺热普清散在小儿肺炎的

临床治疗上有明显的优势，开展其抗炎活性以及作

用机制相关研究，不仅可以利用现代医学手段研究

其药用活性和机制，而且为该类药物二次开发积累

必要的药理学数据。

巨噬细胞迁移到炎症或损伤部位，消除组织损

伤引起的炎症诱导信号，并修复组织。斑马鱼作为

模式动物之一，其侧线毛细胞的结构、功能与人毛

细胞相似，利用硫酸铜对神经的蓄积毒性特点诱发

侧线系统的神经细胞损伤，诱发应激反应和炎症反

应［11-12］。侧线神经损伤诱导巨噬细胞等炎症细胞的

趋近迁移，可以作为炎症的一个可观察表型［13］。利

用该模型在中药抗炎活性筛选和炎症机理研究都

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比

较：*P＜0.05  **P＜0.01
#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group； *P < 0.05  **P < 

0.01 vs model group

图 2　肺热普清散对斑马鱼炎症模型中炎症相关基因的抑

制作用（x
—

±s，n=30）

Fig. 2　Inhibition of inflammation-related genes in a ze‐

brafish inflammation model by FPP （x
—

±s，n=30）

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001
###P < 0.001 vs control group； **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group

图 1　肺热普清散对斑马鱼炎症模型中炎性细胞迁移的抑制作用（x
—

±s，n=9）

Fig. 1　Inhibition of inflammatory cell migration in a zebrafish inflammation model by FPP （x
—

±s，n=9）
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有较多报道［14-19］。在本研究中可以观察到硫酸铜处

理组躯干部侧线上荧光巨噬细胞的显著增多，而经

过肺热普清散处理后，侧线上的巨噬细胞迁移的现

象得到明显的逆转，说明硫酸铜引起的急性炎症情

况得到了改善，提示肺热普清散具有抗炎活性。

NF-κB在所有的动物细胞中普遍存在，在微生

物（尤其是细菌和病毒）和免疫引起的炎症反应中

起关键介导作用，是感染和非感染性炎症的关键性

蛋白之一。研究表明病毒蛋白直接介导的炎症往

往与NF-κB信号通路的激活重叠，而致病菌虽然通

过 toll样受体-NF-κB通路激活体内炎症反应，其中

炎症因子和 NF-κB 都是必不可少的下游执行信号

通路［20-21］。从已有研究来看，斑马鱼炎症模型无论

是脂多糖还是病原菌诱导，在炎症细胞迁移、toll样

受体信号通路和免疫因子的反应方面都与哺乳动

物的反应类似［22-24］。本实验的结果提示，在硫酸铜

诱导的斑马鱼炎症模型中，肺热普清散具有显著的

抑制炎症因子表达的作用 ，降低 IL-1b 和 IL-8 

mRNA 水平，并且在转录水平和蛋白表达水平对

NF-κB/TNF-α的升高有逆转的作用，提示肺热普清

散的抗炎作用与抑制NF-κB和TNF-α的表达有关。

本研究首次开展传统藏药名方肺热普清散的

药效和作用机制实验研究，基于斑马鱼炎症模型和

分子药理学的结果分析提示：肺热普清散具有显著

的抗炎活性，其抗炎作用与抑制NF-κB、TNF-α表达

有关。
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