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支气管哮喘在全球所有人群均有发病，对健康
造成严重影响 [1]，虽然现在对支气管哮喘的研究逐
步深入，但是对疾病的控制并不理想。 本病的发病
与细菌、病毒感染和职业环境有关 [2-5]，其病理实质
是气道慢性炎症，抗感染治疗是治疗的核心 [4]。 中
医对于支气管哮喘的防治有着丰富的经验，诸多的
研究证明中药、中药复方和中药提取物对气道炎症
有抑制作用 [5-6]。 中药白僵蚕在临床常用于祛风化
痰，对过敏性鼻炎、支气管哮喘等具有疗效[7-9]。 本研
究观察白僵蚕有效成分白僵菌素（BEA）的抗炎和免
疫调节作用，以进一步明确其有效性和作用机制。
1 实验材料
1.1 药品与试剂、仪器 白僵菌素（BEA，Beauvericin，
MSS1033-1，青岛普瑞邦），鼠源白介素-12（IL-12）和肿
瘤坏死因子-α（TNF-α）试剂盒（Elabscience，上海童耀
生物 ），卵蛋白 （ovalbumin OVA，SRE0080，Sigma），
BCA 蛋白定量试剂盒（500/2500rxn，MERCK），Bax、
Bcl-2、Caspase-3 抗体（BioVision），地塞米松（DEX，
批号：1510271，山东新华制药股份有限公司），氢氧

化铝（Cat：vac-alu-250，Invivogen），雾化器（YS9801，
上海亿圣科技有限公司），SDS-PAGE电泳仪 （Mini-
PROTEAN Tetra C，Bio -Rad）， 紫外分光光度计
（UV-2600，日本岛津）。
1.2 实验动物 BALB/c 雌性小鼠，6～8 周龄， 体重
18～22g，由常州卡文斯实验动物有限公司提供，合格
证号：2015045569。 于 SPF 动物房内饲养，（21±2）℃
环境，正常饲料，自由饮水。 所有小鼠饲养 1 周后开
始实验。
2 实验方法
2.1 分组与造模、给药 小鼠随机分为 6 组：正常
组（Ctrl）、模型组（Model）、地塞米松组（DEX）和白僵
菌素（BEA）低、中、高剂量组，每组 8 只。

除正常组以外， 其余各组小鼠制作支气管哮喘
模型。 （1）致敏母液：取 OVA 1.6mg，用生理盐水20mL
完全溶解后分装，置于-20℃冰箱保存备用。 （2）致敏
液：称取 40mg 氢氧化铝，加入 10mL 生理盐水，混匀
制成氢氧化铝悬液。 每次致敏前，取等体积氢氧化铝
悬液加入 OVA 致敏母液，充分混匀。 （3）激发液：取
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摘 要 目的：观察白僵菌素对支气管哮喘模型小鼠气道炎症的抑制作用并探索其机制。 方法：以卵蛋白致敏建立
支气管哮喘小鼠模型，随机分为模型组、地塞米松组和白僵菌素低、中、高剂量组，另取正常小鼠作为正常组。在小鼠致敏

21d 后，进行激发，诱发哮喘，并予相应药物治疗 5d，正常组与模型组予生理盐水。治疗后所有小鼠取血留存，ELISA 法检
测肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白介素-12（IL-12）。 每组小鼠行左肺灌洗，收集灌洗液行细胞计数。 取右肺，行病理学和
Western Blot 检测 Bax、Bcl-2 和 Caspase-3 的表达。 结果：模型组病理学检查发现气道和肺泡炎细胞浸润，肺组织内成纤
维细胞浸润，肺泡灌洗液多种炎症细胞计数增加。白僵菌素能显著降低支气管哮喘模型小鼠肺泡灌洗液中的炎症细胞计
数，显著降低血清 TNF-α 和 IL-12 含量，且表现出剂量依赖性。 同时白僵菌素能明显减轻支气管哮喘模型小鼠肺组织的
炎性细胞浸润和肺气肿。 Western Blot 检测发现白僵菌素各剂量组小鼠肺组织中促凋亡因子 Bax 和 Caspase-3 表达增
加，而抑制凋亡的 Bcl-2 表达减少。 结论：白僵菌素对支气管哮喘模型小鼠的气道炎症有抑制作用，能减少炎症因子的表
达，并可能促进炎症细胞凋亡。
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OVA 1g，用生理盐水 100mL 完全溶解后，置于 4℃冰
箱备用。 致敏阶段：共 2 次，分别于第 1 日和第 8 日
进行， 正常组每只小鼠腹腔内注射生理盐水 0.5mL，
其余各组小鼠每次每只给予 0.5mL 致敏液腹腔注
射。激发阶段：于第 21 日开始，连续 5d，共 5 次，除正
常组以外，其余各组小鼠置于自制的密闭雾化箱中，
给予激发液雾化 30min， 正常组用生理盐水雾化
30min。

每次雾化前 30min，正常组、模型组小鼠腹腔内
注射生理盐水 0.5mL/只，地塞米松组予腹腔注射地
塞米松（每只 10mg/kg），白僵菌素低、中、高剂量分
别腹腔注射 1、3、5mg/kg 白僵菌素。
2.2 标本采集 于实验第 26 日处死小鼠， 按步骤
采集标本。
2.2.1 血清采集 小鼠眼眶取血，将血液放于离心
管中，室温静置 2h 后，3000r/min，4℃离心 10min，收
集血清，弃沉淀，-80℃冰箱储存备用。
2.2.2 肺泡灌洗液（BALF）收集 将小鼠固定在手
术板上，暴露颈部气管，插入特制的钝头针，并把针
头和气管一起固定结扎，开胸结扎右主支气管。 用
1mL 注射器向气管内缓慢注入生理盐水 1mL，迅速
回抽灌洗液，行左肺灌洗，注入回抽反复 3 次，收取
BALF，离心，去上清，沉淀物涂片，进行细胞计数及
分类。
2.2.3 肺组织标本 开胸取右肺组织， 一半置于
10%中性甲醛溶液中固定 24h 以上， 常规取材、脱
水、石蜡包埋、石蜡切片，进行 HE 及 Masson 染色等
操作； 另一半肺组织取匀浆， 用于提取蛋白测定
Bax、Bcl-2 和 Caspase-3 的表达。
2.3 Western Blot 测定 Bax、Bcl-2 和 Caspase-3 含
量 将小鼠肺组织放入玻璃匀浆器中匀浆， 加入
100μL RIPA裂解液，置于冰上抽吸裂解，12000r/min、
4℃离心 10min， 将上清转移至干净的 EP 管中，用
BCA 蛋白定量试剂盒对细胞进
行定量。每个样品加入 20μg 蛋
白，跑胶，将胶上的蛋白转移至
PVDF 膜上，湿转，将 PVDF 膜
放入 5%脱脂牛奶中封闭 1h，
去除牛奶， 加入 3mL 5%脱脂
牛奶，4℃孵育过夜。 加入 TBST
洗膜，每次 10min，洗 4 次；去除
TBST，加入 3mL 5%脱脂牛奶，
并加入 1μL 二抗 ， 室温孵育
1h； 加入 TBST 洗膜 ， 每次

10min，洗 4 次；加入 HRP 显色液，曝光。
2.4 ELISA 法检测血清中 TNF-α、IL-12 的表达水
平 实验开始前各试剂均应平衡至室温，试剂或样
品配置时，均需充分混匀，并尽量避免起泡。 分别设
空白孔、标准孔、待测样品孔。 空白孔加标准品或样
品稀释液 100μL， 余孔分别加标准品或待测样品
100μL，给酶标板覆膜，37℃孵育 90min。弃去孔内液
体，甩干，不用洗涤。 每个孔中加入生物素化抗体工
作液 100μL（在使用前 15min 内配制），酶标板加上
覆膜，37℃温育 1h。 弃去孔内液体，甩干，洗板 3 次，
每次浸泡 1～2min，大约 350μL/每孔，甩干并在吸水
纸上轻拍将孔内液体拍干。 每孔加酶结合物工作液
（临用前 15min 内配制 ）100μL， 覆膜 ，37℃温育
30min。 弃去孔内液体，甩干，洗板 5 次，方法同前。
每孔加底物溶液（TMB）90μL，酶标板加上覆膜 37℃
避光孵育 15min 左右。 每孔加终止液 50μL，终止反
应，此时蓝色立转黄色。 立即用酶标仪在 450nm 波
长测量各孔的光密度值（OD 值）。
2.5 统计学方法 检测数据以（x±s）表示，组间比
较以双尾单因素方差分析（two-way ANOVA）进行。
白僵菌素不同剂量组之间两两比较采用 Post Hoc
分析（事后检验），P＜0.05 为差异有显著性。 统计分
析由 SPSS 22.0 软件完成。
3 实验结果
3.1 各组小鼠 BALF 细胞计数比较 与正常组比
较，模型组小鼠肺泡灌洗液中细胞总数和嗜酸性粒
细胞、淋巴细胞、巨噬细胞、中性粒细胞数均明显高
于正常组（P＜0.01，P＜0.001）；地塞米松组小鼠肺泡
灌洗液中细胞总数和各类细胞数均明显低于模型
组（P＜0.01，P＜0.001）；白僵菌素各剂量组小鼠细胞
总数和部分细胞计数不同程度低于模型组，且呈剂
量依赖性，以白僵菌素高剂量组小鼠细胞总数和各
类细胞数最低。 见表 1。

表 1 各组小鼠 BALF 细胞计数比较（x±s） ×104/mL

正常组
组 别

45.16±7.74***

中性粒细胞
8.27±1.33** 41.38±6.89***

淋巴细胞 巨噬细胞
133.33±22.45***

嗜酸性粒细胞
222.31±0.57***

细胞总数

模型组 877.78±80.0 18.33±5.0 467.59±48.28 219.35±18.062013.64±1.70
地塞米松组 522.33±0.78** 300.01±60.43** 7.93±1.27** 136.55±13.79*** 90.32±9.68**

白僵菌素低剂量组 1217.42±1.39## 777.87±55.67## 22.67±4.33## 344.83±40.0*## 167.74±25.16##

白僵菌素中剂量组 1078.32±0.96**## 622.24±33.3**##△ 15.67±3.27##△ 304.83±16.55**## 154.84±26.45##

白僵菌素高剂量组 578.75±0.96**△△▲▲ 355.56±57.78***△△△▲▲▲ 11.67±2.0*＃△△▲▲ 164.14±20.69***△△△▲▲▲ 95.48±10.97**△△▲▲

注：与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001；与地塞米松组比较，#P＜0.05，
##P＜0.01；与白僵菌素低剂量组比较，△P＜0.05，△△P＜0.01，△△△P＜0.001；
与白僵菌素中剂量组比较，▲▲P＜0.01，▲▲▲P＜0.001。
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3.2 各组小鼠肺组织病理学观察 见图 1、图 2。经
HE 染色显示：正常组小鼠肺泡壁轻度充血，间质
无明显炎细胞浸润； 模型组小鼠肺组织中炎细胞
浸润明显，肺泡腔结构不清 ，气道黏膜水肿；地塞
米松组小鼠肺组织炎细胞浸润和气道水肿明显减
轻； 白僵菌素各剂量组随着治疗剂量增加炎细胞
浸润程度减轻，肺组织结构接近正常。 Masson 染色
显示： 正常组小鼠肺内支气管和血管分支周围有
薄层蓝色的胶原纤维， 为正常支气管和血管壁基
底膜的染色反应； 模型组小鼠肺组织成纤维细胞
增生，并产生胶原纤维；地塞米松组小鼠肺内支气
管、血管分支周围蓝色的染色反应轻微增多，为增
生的成纤维细胞产生的胶原纤维； 白僵菌素各剂
量组随剂量增加， 增生的成纤维细胞产生的胶原
纤维减少。

图 1 各组小鼠肺组织病理（HE 染色，×200）

图 2 各组小鼠肺组织病理（Masson 染色，×200）

3.3 各组小鼠肺组织中 Bax、Bcl-2、Caspase3 蛋白
表达比较 见图 3。 与正常组比较，模型组 Bcl-2
表达量增加，BaX 和 Caspase-3 表达减少；地塞米
松组较模型组 Bcl-2 表达降低，BaX 和 Caspase-3
表达增加 ；白僵菌素可以剂量依赖性地促进 Bax
和 Caspase-3 蛋白表达 ， 且抑制 Bcl -2 蛋白表
达 。

图 3 Western Blot测定各组小鼠肺组织 Bax、Bcl-2和 Caspase-3含量

3.4 各组小鼠血清 TNF-α、IL-12 含量比较 与正
常组比较， 模型组小鼠血清 TNF-α、IL-12 含量
均明显升高 （P＜0.01）。 与模型组比较，地塞米松
组与白僵菌素各剂量组小鼠血清 TNF-α 明显下
降（P＜0.01，P＜0.001），地塞米松组与白僵菌素中、高
剂量组血清 IL-12 含量明显下降（P＜0.01，P＜0.001）。
地塞米松降低上述指标的效果明显优于白僵菌
素，白僵菌素各剂量对上述指标的改善效果呈剂
量依赖性。 见表2。

表 2 各组小鼠血清 TNF-α、IL-12 含量比较（x±s）

正常组
组别

875.3±25.4**

TNF-α（pg/mL）
379.3±25.4**

IL-12（pg/mL）

模型组 1750.6±75.7 746.37±29.7

白僵菌素高剂量组 575.3±22.7***＃△△▲ 325.5±22.8***＃＃△△▲

地塞米松组 400.6±30.4*** 181.4±28.4***

白僵菌素低剂量组 920.4±37.5**＃＃＃ 700.4±40.3＃＃＃

白僵菌素中剂量组 825.7±32.7**＃＃＃ 542.3±15.3**＃＃＃△

注：与模型组比较，**P＜0.01，***P＜0.001；与地塞米松组

比较，#P＜0.05，##P＜0.01，###P＜0.001；与白僵菌素低

剂量组比较，△P＜0.05，△△P＜0.01；与白僵菌素中剂

量组比较，▲P＜0.05。

4 讨论
支气管哮喘是由嗜酸性粒细胞、 肥大细胞和 T淋

巴细胞等多种炎性细胞参与的气道慢性炎症， 其中嗜
酸性粒细胞处于核心位置[10]。 既往的研究表明，TNF-α
参与了哮喘的气道炎性反应。 TNF-α 可引起气道高
反应性， 且能诱导肺内炎症细胞如中性粒细胞、嗜
酸性粒细胞等聚集生成多种炎症递质。 TNF-α 可通
过介导血管内皮细胞黏附中性粒细胞、 嗜酸性粒细
胞、淋巴细胞等在炎症部位聚集，刺激细胞生成 IL-
1、IL-6、IL-8 等细胞因子， 诱导血管内皮合成纤维
细胞合成集落刺激因子，导致嗜酸性粒细胞、肥大
细胞等聚集并活化， 抑制嗜酸性粒细胞的凋亡，使
气道炎症迅速放大并持续存在 [11]。 IL-12 作为 Th1
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细胞因子，是多活性的细胞因子，行使多种生物学
功能，既可调节 Th1/Th2 介导的免疫应答平衡，也能
诱导多种细胞因子的产生，可能通过各个免疫环节
参与哮喘的发病[12]。 糖皮质激素可抑制多种免疫细
胞的功能，有效抑制炎症反应的产生及放大，是目
前已知抗哮喘气道炎症作用最强的药物。

本研究利用 VOA 激发建立支气管哮喘小鼠模
型， 模型组小鼠 BALF 细胞总数和嗜酸粒细胞数明
显高于正常组，血清 TNF-α 和 IL-12 含量也显著高
于正常组， 肺组织病理显示出现严重的炎性反应，
大量的炎症细胞浸润，伴有胶原组织的增生，提示
造模成功。

本研究结果表明，BEA 可以减轻卵蛋白诱发的
支气管哮喘模型小鼠的炎症反应，肺组织病理显示
随着 BEA 剂量增加，炎细胞浸润减少，胶原增生也
减轻，BEA 各剂量组小鼠血清中的炎症因子 TNF-α
和 IL-12 含量也明显低于模型组。研究还发现，BEA
对支气管哮喘模型小鼠肺组织中 Bax 和 Caspase-3
的表达有促进作用， 而对 Bcl-2 蛋白的表达有抑制
作用， 因此推测 BEA 还有促进细胞凋亡的作用。
BEA 还可减少支气管哮喘模型小鼠肺泡灌洗液中
嗜酸性粒细胞和淋巴细胞的含量，显示 BEA 在抗嗜
酸性粒细胞相关炎症方面具有疗效。 淋巴细胞在支
气管哮喘的发病过程中起着重要的作用，研究发现
T 辅助淋巴细胞分化的 Th1/Th2 型比例失衡是导致
气道高反应性和支气管哮喘气道炎症形成的基础，
而从 Th0 分化为 Th1 和 Th2 的过程中，IL-12 的水
平起到了关键的作用 [13]。 本研究发现，经过 BEA 治
疗的模型小鼠肺泡灌洗液中淋巴细胞数降低，同时
肺组织中 IL-12 的表达量降低，说明 BEA 对 T 淋巴
细胞介导的免疫反应有一定的抑制作用。 BEA 各剂
量组的组间分析显示， 组间疗效存在差异，BEA 高
剂量组 BALF 细胞计数（细胞总数和细胞组分）和血
清 TNF-α、IL-12 的含量与中、低剂量组间存在显著
性差异，BEA 中剂量组在 BALF 嗜酸性粒细胞计数
和血清 IL-12 含量方面与低剂量组有显著性差异，
提示 BEA 高剂量给药抑制哮喘模型小鼠气道炎症
疗效更好。

综上，白僵菌素可能是白僵蚕发挥抗炎作用的
有效成分， 但对于其抗炎机制的研究还很不足，是
否还存在其他的作用机制有待进一步探讨。 另外，
本研究主要是着眼于气道炎症，而对涉及哮喘疗效
的肺功能等指标没有进行观察，这也是后续研究的
重点。
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