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摘要% 目的!研究化痰活血方 "川芎( 当归( 白芍等# 对哮喘小鼠支气管肺泡灌洗液 "‘RIO# 中白细胞介素 ]I(
#)R( ]I(#/ 和肺组织血管内皮生长因子(" "A0WOQ"# 表达的影响’ 方法!小鼠用卵清蛋白 " ÂR# 腹腔注射致敏&

并予 "! ÂR雾化吸入激发的方式建立哮喘小鼠模型& K0染色观察肺组织病理炎症& YRH染色观察肺组织杯状细胞
增生情况& 酶联免疫法 "0I]HR# 测定‘RIO中细胞因子]I(#)R和]I(#/ 的量& 免疫印迹法 "j,Tb,B; 9-8b# 测定蛋白
A0WOQ" 在肺组织中的表达’ 结果!哮喘组肺部的炎症评分( 杯状细胞增生( ‘RIO中]I(#)R和]I(#/ 与蛋白A0WOQ"

的量均明显高于正常组 "!N&C&’& !N&C&##’ 与哮喘组比较& 化痰活血方组小鼠肺组织病理炎症和杯状细胞增生均
减轻& ‘RIO中]I(#)R和]I(#/ 的量降低 "!N&C&’& !N&C&##& 而肺组织中蛋白 A0WOQ" 的表达无明显变化 "!P
&C&’#’ 结论!化痰活血方可能通过调节]I(#)R和]I(#/ 途径来缓解哮喘小鼠症状’
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JD,KFAG?! K=2b2; K=8\=,J,787b38;$ 2TbF12$ ]I(#)R$ ]I(#/$ 9B8;7F82-a,8-2B-2a2<,d-=3c "‘RIO#$
8a2-9=13; " ÂR#

!!支气管哮喘是一种复杂的慢性气道炎症疾病&
特点主要有气道阻塞( 气道炎症细胞浸润和气道高
反应性等’ 研究资料表明& 支气管哮喘患者 ‘RIO
中]I(#) 和哮喘小鼠 ‘RIO中 ]I(#/ 含有量均显著
升高)#("* ’ 本课题组前期初步发现& 化痰活血方对
哮喘小鼠的治疗作用可能与调节其辅助性 +细胞
+F#D+F" 的失衡有关’ 文献研究报道& 哮喘的发病
除与+F#D+F" 失衡相关外& O8\>/ ?+B,<D+F#) 失衡
在哮喘病程中也发挥着重要作用)/* ’ 鉴于此& 为
了进一步研究化痰活血方治疗作用可能存在的机
制& 本实验测定哮喘小鼠 ‘RIO中 ]I(#)R( ]I(#/
含有量及肺组织中相关蛋白A0WOQ" 表达的变化’
LM材料和方法
#C#!动物!雌性 ‘2-9D7小鼠& 体质量 #% i"" <&
广东省医学实验动物中心提供& 许可证号 HLXM
"粤# "&&%(&&&"’
#C"!药物和试剂!化痰活血方由川芎( 当归( 白
芍( 桃仁( 红花( 熟地黄( "白# 芥子( 苏子( 莱
菔子组成& 购于广州林和药业连锁有限公司祥安药
店& 并由其代煎浓缩成每 # 1I含生药 / <& 置 * n
冰箱储存备用’ 醋酸地塞米松片购于浙江仙琚制药
股份有限公司’ ÂR "!级# 购于美国 H3<12公
司$ 小鼠]I(#)R0I]HR试剂盒购于联科生物技术
有限公司$ 小鼠 ]I(#/ 0I]HR试剂盒和 WRJYK抗
体购于武汉博士德生物工程有限公司$ A0WOQ" 抗
体购于美国L,--H3<;2-3;<+,7F;8-8<:公司’
NM方法
"C#!动物分组及模型复制!‘2-9D7小鼠 *% 只& 随
机分为 . 组& 即正常组& 模型组& 阳性药物 "地
塞米松# 组& 化痰活血方低( 中( 高剂量组& 每
组 % 只’ 造模参考文献)*(’*& 除正常组外& 实验
第 #( %( #’ 天给其余各组每只小鼠分别腹腔注射
由 &C" 1<̂ AR和 # 1<氢氧化铝粉末制成的混悬液
&C" 1I& 第 "# 天将小鼠分别放于密闭容器内& 予
"! ÂR超声雾化吸入激发& /& 13;D次& # 次Dc&
连续雾化 ) c’ 正常组小鼠腹腔注射和雾化等剂量
的生理盐水$ 阳性药物组( 化痰活血方组( 中( 高
剂量组于实验第 $ i") 天& 分别灌胃 &C&&# <DE<
地塞米松和 )C’( #’( /& <DE<化痰活血方& 在雾
化阶段于激发前 # F灌胃给药& 共 #$ c$ 于相同时
间& 正常组和模型组均胃饲生理盐水’ 初步判断哮

喘模型造模成功的标准为激发时& 小鼠出现点头呼
吸( 呛咳( 抓耳挠腮( 俯卧少动( 腹部节律性收缩
等呼吸困难症状’
"C"!标本及病理切片制备!末次激发 "* F 后腹腔
注射 #&!水合氯醛 "/C’ 1IDE<# 麻醉小鼠& 开
胸( 暴露双肺& 用动脉夹关闭右主支气管& 气管插
管并固定& 用 # 1I注射器取 &C/ 1I生理盐水& 慢
慢注入左肺& 反复抽吸 / 遍& 吸出生理盐水于 0Y
管中’ 重复上述步骤 " 次& 共得 ‘RIO约 &C* 1I&
混匀& %&& m&( * n离心 #’ 13;& 上清液分装于
0Y管中& 置 @%& n冰箱保存& 用于细胞因子 ]I(
#)R( ]I(#/ 含有量的测定’

灌洗左肺完毕后& 取右肺中叶& 磷酸缓冲液冲
洗& 滤纸吸干后置 #&!中性福尔马林固定液中固
定& 制成厚 ’ #1的石蜡切片& 分别进行 K0和气
道阿尔辛蓝 @过碘酸雪夫氏 "R‘(YRH# 染色& 观
察肺组织病理学变化和肺气道上皮杯状细胞增生情
况& 剩下右肺 @%& n冰箱保存& 用于蛋白 A0W(
OQ" 表达的测定’

参考文献 ).*& 对哮喘小鼠K0染色中的肺间
质( 血管周围和细小气管周围炎症进行评分和半定
量分析’ R‘(YRH 染色步骤及判断标准参考文献
))(%*& 并做相应调整’ 切片常规脱蜡& 高碘酸氧
化 #& 13;& 蒸馏水浸洗$ H7F3dd氏液作用 #& i"&
13;& 偏重亚硫酸钠作用 # 13;& 共 " 次$ 苏木精染
色 /& i.& T$ 饱和 V2"KŶ * 作用 " 13;& 使其返
蓝$ 流水冲洗后常规乙醇脱水& 二甲苯透明$ 中性
树胶封固后 I0]LR(JfQR" 显微镜采集每组切片&
并用]12<,(>B8>-=T软件测定阳性面积’ 结果& 酸
性黏液物质或细胞呈蓝色& 中性黏液物质或细胞呈
红色& 混合黏液物质或细胞呈紫红色’
"C/!‘RIO中]I(#)R# ]I(#/ 含有量的检测!按照
试剂盒说明书操作& 酶标仪波长 *’& ;1处读取各
孔吸光度 "N# 值& 以标准品N值为纵坐标& 质量
浓度为横坐标作标准曲线& 由回归方程可得样品
]I(#)R( ]I(#/ 的含有量’
"C*!肺组织蛋白 A0WOQ" 表达的检测!肺组织称
重 #&& 1<& 加 # 1IQ]YR裂解液& 冰上制成匀浆&
#& &&& m&( * n离心 #& 13;& 取上清液测蛋白浓
度& 制样’ 各组小鼠肺组织以 WRJYK为内参& 分
别取等量样品 *& #<进行电泳& 然后转至聚偏氟乙
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烯 "YAJO# 膜& ’!脱脂牛奶室温封闭 " F& * n
一抗 A0WOQ" "# l# &&&#( WRJYK抗体 "# l
" &&&# 孵育过夜& +‘H+洗脱& 二抗 "# l" &&&#
室温孵育 " F& 加0LI发光液后暗室曝光( 显影’
"C’!统计分析!所有结果均以均数 k标准差
"Ek’# 表示& 根据方差齐性检验& 采用相应的单
因素方差分析’ 本实验数据采用 ‘8;d,BB8;3+T分析
法& !N&C&’ 表示差异有统计学意义’
OM结果
/C#!小鼠激发后行为学变化!雾化激发前各组小
鼠状态良好’ 雾化吸入 ÂR后& 模型组小鼠出现
头( 鼻部瘙痒& 呼吸急促& 毛发竖起& 活动量减少
等表现& 多次激发后& 小鼠出现体质量下降& 毛发
杂乱无光泽等症状$ 正常组小鼠无上述变化$ 化痰
活血方和地塞米松组小鼠上述哮喘症状均减轻’
/C"!肺组织病理学改变!K0染色病理图片和病
理评分结果显示& 正常组小鼠气道上皮平整& 血管
周围有少量的炎性细胞浸润 "图 #R#$ 模型组小
鼠血管周围和细小气管周围有大量的炎性细胞浸
润& 管壁增厚和上皮增生 "图 #‘#& 病理评分显著
增高 "!N&C&##$ 与模型组比较& 化痰活血方高(
中剂量组和地塞米松组小鼠肺组织炎性浸润明显减
轻 "图 #LiO#& 且病理评分结果显著降低 "!N
!!!

&C&’& !N&C&##& 见表 #’

图 LM化痰活血方对哮喘小鼠肺组织病理学改变的影响
# XNYY$

.#PQLMD**’(&"*E/1&19E/"^/’G’("(&#"9"9(519P’"*41T
&5"6"P3 "*6/9P &#++/’#91+&501&#(0#(’# XNYY$

表 LM化痰活血方对哮喘小鼠肺组织炎症评分的影响 #!Z"& #[_$
@1SQLMD**’(&"*E/1&19E/"^/’G’("(&#"9"9&5’+("%’"*#9*61001&#"9#96/9P &#++/’"*1+&501&#(0#(’#!Z"& #[_$

组别 剂量D"</E<@## 肺间质炎症 血管周围炎症 细小气管周围炎症 总分

正常组 @ &C#/ k&C/’ &C/% k&C’" &C"’ k&C*. &C)’ k&C)#

模型组 @ #C/% k&C)*oo "C#/ k&C%/oo #C’& k&C’/oo *C./ k#C/&oo

地塞米松组 &C&&# &C./ k&C’" &C’& k&C’/!! &C"’ k&C*.!! #C"’ k&C*.!!

化痰活血方低剂量组 )C’ #C#/ k&C.*o #C’& k&C’/o #C&& k&C). *C#/ k&C%/oo

化痰活血方中剂量组 #’ &C%% k&C.* #C#/ k&C%/! &C./ k&C’"! "C./ k&C$"oo!!

化痰活血组高剂量组 /& &C./ k&C’" &C./ k&C’"! &C’& k&C’/!! #C)’ k&C)#oo!!

!!注! 与正常组比较&o!N&C&’&o o!N&C&#$ 与模型组比较&!!N&C&’&!!!N&C&#

/C/!气道上皮杯状细胞增生!R‘(YRH 染色显示&
正常组小鼠无杯状细胞增生 "图 "R#’ 与正常组
小鼠比较& 模型组小鼠气道上皮出现大量杯状细胞
增生 "图 "‘#& 且阳性面积明显高于正常组 "!N
&C&##$ 化痰活血方和地塞米松组小鼠气道杯状细
胞增生均减轻 "图 "LiO#& 与模型组比较& 其阳
性面积均显著降低& 差异有统计学意义 "!N
&C&##& 见表 "’
/C*!‘RIO中细胞因子 ]I(#)R与 ]I(#/ 含有量的
变化!0I]HR结果显示& 哮喘组小鼠 ‘RIO中 ]I(

#)R( ]I(#/ 的含有量均明显高于正常组& 差异有
统计学意义 "!N&C&##$ 化痰活血方和地塞米松
组小鼠‘RIO中 ]I(#)R( ]I(#/ 的含有量均低于模
型组& 差异有统计学意义 "!N&C&’& !N&C&##’
见表 /’
/C’!肺组织蛋白A0WOQ" 表达的变化!由j,Tb,B;
9-8b结果可知& 正常组小鼠肺组织A0WOQ" 有少量
表达& 哮喘组小鼠肺组织 A0WOQ" 的表达较正常
组明显增加$ 地塞米松组小鼠肺组织 A0WOQ" 的
表达明显低于哮喘组$ 化痰活血方组小鼠肺组织
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图 NM化痰活血方对哮喘小鼠气道杯状细胞增生的影响
# XNYY$

.#PQNMD**’(&"*E/1&19E/"^/’G’("(&#"9"9534’%461+#1
"*1#%;13 P"S6’&(’66+#91+&501&#(0#(’# XNYY$

A0WOQ" 的表达与模型组无明显差异 "图 /#’
表 NM化痰活血方对哮喘小鼠气道杯状细胞增生阳性面积

表达的影响 #!Z"& #[_$

@1SQNMD**’(&"*E/1&19E/"^/’G’("(&#"9"94"+#&#)’1%’1

’̂4%’++#"9"*534’%461+#1 "*1#%;13 P"S6’&(’66+#9

1+&501&#(0#(’#!Z"& #[_$

组别 剂量D"</E<@## 阳性面积D!
正常组 @ #C&. k&C#)
模型组 @ #*C.# k"C’"oo

地塞米松组 &C&&# "C%# k&C.’!!

化痰活血方低剂量组 )C’ )C*" k"C/.oo!!

化痰活血方中剂量组 #’ *C$. k&C$$o!!

化痰活血方高剂量组 /& "C.$ k&C)’!!

!!注! 与正常组比较&o!N&C&’&o o!N&C&#$ 与模型组比较&
!!!N&C&#

UM讨论
支气管哮喘是以炎性细胞浸润( +F" 细胞群异

常活化和气道重塑为特征的慢性气道炎症疾病’
]I(#) 由+F#) 细胞产生& 与哮喘气道炎症( 气道高
反应( 气道重塑等密切相关’ ]I(#) 可增强 +F" 介
导的气道炎症& 并可加速嗜中性粒细胞聚集在气道
诱导并激发嗜中性粒细胞性慢性炎症’ 在气道中&

!!表 OM化痰活血方对哮喘小鼠 >=2.中 82TLa=和 82TLO 含
有量的影响 #!Z"& #[_$

@1SQOMD**’(&"*E/1&19E/"^/’G’("(&#"9"982TLa=19!
82TLO ("9&’9&+#9>=2."*1+&501&#(0#(’#!Z"&
#[_$

组别
剂量D

"</E<@##

]I(#)RD

";</I@##

]I(#/D

";</I@##
正常组 % .C/’ k#C)* *)C") k$C.&
模型组 % .$C/* k#"C)&oo ##.C&’ k#"C’.oo

地塞米松组 &C&&# #*C") k/C))!! *.C". k#*C//!!

化痰活血方低剂量组 )C’ ’.C’. k)C.$oo! $$C"# k#)C/#oo!

化痰活血方中剂量组 #’ *&C’’ k)C"’oo!! )*C$# k$C)$oo!!

化痰活血方高剂量组 /& ".C.’ k)C$$oo!! ’#C#% k#/C).!!

!!注! 与正常组比较&o o!N&C&#$ 与模型组比较&!!N&C&’&
!!!N&C&#

#6正常组!"6模型组!/6地塞米松组!*6化痰活血方低剂量

组!’6化痰活血方中剂量组!.6化痰活血方高剂量组
#6;8B12-<B8=>!"618c,-<B8=>!/6J,\21,bF2T8;,<B8=>!*6K=2b2;

K=8\=,J,787b38; -8gc8T,<B8=>!’6K=2b2; K=8\=,J,787b38; 1,c3(

=1c8T,<B8=>!.6K=2b2; K=8\=,J,787b38; F3<F c8T,<B8=>

图 OM化痰活血方对哮喘模型小鼠肺组织 bDW.AN 表达
的影响

.#PQOMD**’(&"*E/1&19E/"^/’G’("(&#"9"9’̂4%’++#"9
"*bDW.AN #96/9P &#++/’"*1+&501&#(0#(’

]I(#)R还可聚集活化的炎症细胞& 从而增加哮喘
相关的病理因素)$* ’ 研究表明& 抑制 +F#) 的表达
可显著降低+F" 细胞因子的表达& 并可明显缓解气
道炎症与气道高反应性)#&(##* ’ ]I(#)R可通过上调
肝素结合表皮生长因子的过表达和破坏某些组织因
子的产生加重气道重构相关的病理变化& 如黏液分
泌增多( 基底膜细胞增殖等’

血管内皮生长因子 "A0WO# 是一种前炎症细
胞因子& 主要介导血管增殖和渗漏& 有 A0WOQ#
和A0WOQ" 两种活化受体& 但A0WOQ" 是人A0WO
信号转导的主要受体’ ]I(#)R可促进 A0WO的分
泌& 而A0WO可与A0WOQ" 结合& 促使下游相关信
号通路被激活& 导致胶原蛋白在气道内沉积量增
加& 细胞外基质分解被抑制& 促进纤维结缔组织形
成及气道平滑肌的增生& 从而加速气道重塑)#"(#/* ’
A0WO及其受体可介导+F" 细胞炎症& 加速血管和
血管外炎症的发生& 导致大量炎症细胞迁徙浸润到
气道壁& 从而加重哮喘气道炎症& 故治疗哮喘新途
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径之一可能是抑制A0WOQ的产生)#*(#’* ’
]I(#/是+F"细胞分泌的生物活性介质& 自然杀

伤细胞( 嗜酸性粒细胞在一定环境中也可生成 ]I(
#/’ ]I(#/可导致气道反应性增加与嗜酸粒细胞浸润
和黏液分泌增多& 对炎症介质有直接作用’ 嗜酸性
粒细胞 "0̂ H# 增多和气道高反应性由+F" 细胞介
导& 嗜碱性粒细胞的募集和生长分化及肥大细胞(
嗜碱性粒细胞的增多主要通过调节免疫球蛋白 ]<0
产生& 而诱导 ]<0合成的主要因子是 ]I(#/& 因此&
]I(#/与哮喘炎症的启动和维持密切相关’ 有研究表
明& ]I(#/表达量高的支气管上皮细胞中杯状上皮细
胞增生较明显& YRH 染色阳性细胞明显增多& 且上
皮下层胶原蛋白沉积增多’ ]I(#) 和]I(#/ 与哮喘疾
病的发作和恶化有协同作用& ]I(#) 是强促炎因子&
可促进]I(#/的分泌& 从而加重哮喘炎症反应’

历代不少医学家认为& ,痰- 和 ,瘀- 在哮喘
病程中可相互影响& 在临床治疗时主张 ,痰瘀同
治-& 已取得较好疗效)#.* ’ 为研究其作用机制& 本
实验 ,化痰- 方采用经典方剂三子养亲汤为代表&
而 ,活血- 方采用经典方剂桃红四物汤为代表进
行研究’ 结果显示& 化痰活血方能有效缓解哮喘小
鼠肺组织炎性细胞浸润和上皮细胞增生并降低病理
评分& 控制炎症的发展& YRH染色结果说明化痰活
血方可明显减轻气道上皮杯状细胞增生和降低阳性
面积的表达& 0I]HR结果显示化痰活血方可减少
]I(#)R和]I(#/ 在哮喘小鼠 ‘RIO中的量& 其作用
与模型组相比有显著性差异’ j,Tb,B; 9-8b结果显
示& 化痰活血方对 A0WOQ" 在哮喘小鼠肺组织中
的表达无明显抑制作用& 故推测化痰活血方可能通
过调节]I(#)R和]I(#/ 途径而不是 A0WOQ途径来
缓解哮喘症状’

综上所述& 化痰活血方对哮喘小鼠有一定的治
疗作用& 从而在一定程度上可以缓解哮喘气道炎
症’ 除了上述的致炎因子外& 在哮喘病理变化中也
存在负向调控因素& 如调节性 +细胞 "LJ* ?
LJ"’ ?+B,<7,--#( ]I(#& 及转化生长因子 +WO(%&
其是否能通过这些因素发挥作用值得进一步深入
研究’
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