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综上所述，本实验在小儿退热合剂原质量标准

基础上建立了黄柏和钩藤的薄层色谱鉴别方法及大

黄中 5 种蒽醌类成分的HPLC含量测定方法。建立的

方法经 3 批样品验证考察，专属性强，阴性无干扰，

灵敏度高，重现性好。今后的研究将进一步建立黄

柏、钩藤等饮片成分同时测定的方法，可以更科学、

更合理、更全面地进行质量评价。
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支气管哮喘（哮喘）是由多种炎性细胞和炎性

介质参与的气道慢性炎症性疾病。调查显示，目前

全球哮喘人数已超过 5%，且患病率与病死率均有持

续上升的趋势，严重影响患者的身心健康[1]。吸入

性皮质类固醇激素和β-2 激动剂常作为哮喘患者的

一线治疗药物[2]，但存在价格较高、治疗周期长、副

作用明显或停药后症状加重等问题[3]。平喘汤为临

床经验方，是以三子养亲汤为基础，配合宣肺、平喘

等药物加减而成。既往的临床研究表明，本方可以

改善支气管哮喘患者急性发作期的肺功能[4]。本实

“平喘汤”对哮喘大鼠肺组织EOS凋亡及Bax蛋白
表达的影响研究
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摘 要 目的：观察平喘汤对哮喘大鼠肺组织嗜酸性粒细胞（EOS）凋亡及Bax蛋白表达的影响，探讨平喘汤治疗哮

喘的相关机制。方法：SD大鼠随机分为模型组、地塞米松组、正常组和平喘汤低、中、高剂量组。除正常组，其余各组大

鼠以卵清蛋白（OVA）致敏、激发制备哮喘大鼠模型。于第1次哮喘激发（造模第21天）开始各组连续灌胃给予相应药

物或生理盐水14d。观察各组大鼠一般状况、肺组织病理形态，DNA断裂的原位末端标记法（TUNEL）测定肺组织EOS

原位表达；免疫组化法（Western blot）检测Bax蛋白表达。结果：与正常组比较，模型组大鼠肺组织有明显的病理变化，

肺组织EOS呈强阳性表达（P<0.01），Bax蛋白表达量明显减少（P<0.01）。经药物干预后，各治疗组哮喘症状有所减轻，

肺组织病理变化呈不同程度的改善。各治疗组大鼠肺组织EOS表达明显低于模型组（P<0.01或P<0.05），Bax蛋白表达

明显高于模型组（P<0.01或P<0.05），其中平喘汤高剂量与地塞米松改善效果更为明显，且其改善效果相当。结论：平

喘汤能够通过促进Bax蛋白表达，诱导EOS凋亡以减少肺组织炎性细胞浸润，进而缓解哮喘气道炎症。
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验通过研究平喘汤对哮喘大鼠嗜酸性粒细胞（EOS）

凋亡及Bax蛋白表达的影响，探索本方防治哮喘的机

制。

1 实验材料

1.1 动物 健康SPF级SD大鼠 72 只，雌雄各半，6～8

周龄，体重（196.6±11.2）g，无鸡卵清蛋白饲料喂养，

饲养环境为温度 21～25℃，湿度 52.1% ～64.2%，饲

养于扬州大学实验动物中心。实验大鼠购买于南通

大学实验动物中心，许可证编号：SCXK（苏）2014-

0001。

1.2 药品 平喘汤由炙麻黄10g，杏仁10g，葶苈子

10g，苏子10g，莱菔子15g，白芥子10g，枳壳10g，桔

梗 6g，地龙 30g，僵蚕10g，五味子 6g组成。中药饮片

由张家港市中医医院中药房提供，经中药制剂室制

成灭菌浓煎密封制剂，置于 250mL盐水瓶中，4℃保

存备用。地塞米松片（0.75mg/片，辰欣药业股份有

限公司，国药准字H37021969）以生理盐水溶解备

用。

1.3 试剂与仪器  TUNEL凋亡试剂盒，美国罗氏，

POD货 号：11684817910 ；鸡 卵 清 蛋 白（OVA），美

国Sigma公司；氢氧化铝凝胶，遂成药业股份有限公

司；IL-5  ELISA试剂盒，MSK公司，批号：KT30409 ；

Anti-Bax  Antibody，武汉博士德生物工程有限公司，

货号：BA315 ；HRP标记的羊抗兔（Bio-world公司）；

切片石蜡，上海信然生化试剂有限公司；伊红染液，

武汉博士德生物工程有限公司；苏木素染液、中性树

胶，凯基生物公司。

超净工作台，苏州苏净集团安泰公司；电子天

平，上海第二天平仪器厂；显微镜NikonEclipse  E200，

日本尼康公司 ；黏附载玻片，江苏恒泰实验器材有

限公司 ；推拉式石蜡切片机，德国莱卡公司 ；超声

雾 化 器，403C型，YZB/苏 0024-2012 ；光 学 显 微

镜，日本，OLYMPUS ；全自动酶标仪，680 型，美国

BIO-RAD。

2 实验方法

2.1 分组与造模 随机将实验动物分为 6 组，每

组12 只，分别为模型组、正常组、地塞米松组和平

喘汤低、中、高剂量组，每组编号后单笼饲养。除

正常组外，其余各组大鼠均采用OVA制备哮喘模

型。分别于致敏过程的第 0、7、14 天腹腔注射含有

20μg  OVA和 20mg氢氧化铝凝胶的 0.9%氯化钠混

合液共 200μL进行致敏[5]，正常组腹腔注射相同体

积蒸馏水。哮喘组和治疗组从第 21天开始每日给予

雾化吸入 5%  OVA激发液诱发哮喘，持续 7d，每日1

次，每次持续约 0.5h，正常组行雾化吸入 0.9%NaCl。

造模大鼠出现抖毛、前肢挠鼻，同时有点头呼吸、呼

吸急促及站立不稳、腹肌抽搐等症状，提示哮喘大鼠

造模成功。

2.2 干预处理 各治疗组均从第 1 次哮喘激发开

始（造模第 21 天）每日雾化后予灌胃给药 ：平喘汤

低、中、高剂量组分别给予相当于生药量 4.8g/kg、

9.6g/kg、19.2g/kg的药液，地塞米松组给予地塞米

松 0.001g/kg，正常组及模型组给予等体积生理盐

水灌胃，1 次/d，连续 14d。末次给药 24h后，颈 椎

脱位法处死大鼠，打开胸腹腔，于无菌条件下取出

肺组织，肉眼观察其外观，沿矢状面切开成两片，

用预冷的无菌PBS液冲洗，除去血液，滤纸拭干，取

一半肺组织放在 10%福尔马林中固定，制备厚度

为 0.3cm左右的标本，组织固定时间为 24h以内，常

规脱水、石蜡包埋、切片，以便进行病理组织学分

析。

2.3 指标观察

2.3.1 各组大鼠一般情况 造模前后及末次给药结

束后，分别观察各组大鼠一般情况，包括精神、食欲、

体重、大便及行为改变等情况。

2.3.2 肺组织病理形态学观察 肺组织经切片后，

进行HE染色，封片后于光镜下观察病理形态，并以

吸光度（OD）值进行定量分析。

2.3.3 肺组织EOS原位表达检测 肺组织经切片后，

用DNA断裂的原位末端标记法（TUNEL）检测EOS

表达，检测方法按试剂盒中提供的操作说明严格进

行。封片后于光镜下观察EOS表达情况，并以OD值

进行定量分析。

2.3.4 肺组织Bax蛋白表达检测 肺组织经切片后，

用免疫组化法检测Bax蛋白表达，检测方法按试剂盒

中提供的操作说明严格进行。封片后于光镜下观察

Bax蛋白表达情况，并以OD值进行定量分析。

2.4 统计学分析 利用GraphPad  Prism5 软件包及

SPSS  16.0 系统软件分析数据，结果以（x-±s）表示，

组间比较采用单因素方差分析，P<0.05 可认为有统

计学差异。

3 实验结果

3.1 各组大鼠行为观察 正常组大鼠呼吸正常，体

温恒定，毛发光泽、紧贴皮肤，眼睛明亮，鼻、唇部湿

润清洁，行动敏捷，大便正常。模型组及各治疗组

大鼠经激发后行为改变明显，表现为精神差、烦躁

不安、抖毛、前肢挠鼻，同时有点头呼吸、呼吸急促

及站立不稳、腹肌抽搐、二便失禁等。经药物干预

后，各治疗组大鼠上述症状较模型组均有不同程度

减轻。
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3.2 各组大鼠肺组织病理形态比

较  正常组大鼠肺组织几乎无炎

性细胞浸润，气道黏膜上皮完整，

肺泡结构未见明显异常。模型组

细支气管管腔狭窄，管壁内有嗜

酸粒细胞、肥大细胞和淋巴细胞

浸润，红细胞和黏液在肺泡腔中

均可见。各治疗组大鼠病理程度

较模型组均有不同程度改善，其

中地塞米松组和平喘汤高、中剂

量组大鼠气道结构损伤明显恢

复，支气管管壁厚度、肺组织炎

性细胞浸润等病理较模型组明显

减轻，见图1。

3.3 各组大鼠EOS原位表达、Bax

蛋白表达比较 TUNEL法细胞检

测结果显示，正常组大鼠肺组织

固有细胞胞浆中可见EOS表达的

阳性颗粒表达量极少，接近无；

模型组EOS表达量明显增多，呈

强阳性表达，着色极深（棕黄色

颗 粒）；各 治疗 组EOS在上述 部

位表达较模型组均有不同程度

下调，但仍高于正常组。见图 2。

免 疫 组 化 显 示，正常 组大鼠 肺

组织固有细胞胞浆中可见Bax蛋

白表达的阳性颗粒表达量极多，

呈强阳性，着色极深（棕黄色颗

粒）；模型组Bax蛋白表达量明显

减少；各治疗组Bax蛋白在上述

部位表达较模型组均有不同程

度上调，但轻于正常组大鼠。见

图 3。各组大鼠肺组织EOS原位

表达、Bax蛋白表达OD值比较见

表 1。

4 讨论

哮喘是由多种炎性细胞和炎性介质共同参与并

相互作用而导致的气道慢性炎症性疾病。气道炎

症是哮喘的本质，是哮喘气道高反应性和反复发作

的重要原因之一。为了评估平喘汤的抗炎作用，本

课题组用光学显微镜检查了哮喘大鼠肺组织标本。

HE染色结果显示，正常组大鼠肺组织无或者极少

有炎症，OVA诱导的哮喘模型大鼠肺组织HE染色

显示强阳性，即肺组织中存在广泛的炎症以及严重

的支气管痉挛、嗜酸性粒细胞和淋巴细胞浸润，另

图1 各组大鼠肺组织病理形态（HE，40×）

注 ：A.正常组 ；B.模型组 ；C.地塞米松组 ；D.平喘汤高剂量组 ；E.平喘汤中剂量组 ；

F.平喘汤低剂量组

表1 各组大鼠肺组织EOS原位表达、Bax蛋白表达比较（x-±s）

组别
动物数
（只）

剂量
（g/kg）

EOS（OD 值） Bax（OD 值）

正常组 8 9.6 5837.7±708.2## 40690.1±2520.7##

模型组 8 9.6 30213.4±1203.8** 3051.7±250.7**

地塞米松组 8 1×10-3 10253.9±643.0*## 19669.9±691.3**##

平喘汤高剂量组 8 19.2 19670.0±1345.6**## 7013.9±574.5**##

平喘汤中剂量组 8 9.6 23389.8±1206.8**#△ 5352.8±852.7**#△

平喘汤低剂量组 8 4.8 24306.0±1016.3**#△ 4944.1±135.4**#△

  注 ： 与正常组比较，*P<0.05，**P<0.01；与哮喘模型组比较，#P<0.05，##P<0.01；

与地塞米松组比较，△P<0.05。

 
图2  TUNEL法测定各组大鼠肺组织EOS原位表达（40×）

注 ：A.正常组 ；B.模型组 ；C.地塞米松组 ；D.平喘汤高剂量组 ；E.平喘汤中剂量组 ；

F.平喘汤低剂量组

外红细胞和黏液在肺泡腔中均可见。经平喘汤干

预后，各剂量组大鼠肺组织炎症较模型组均有不同

程度的改善，肺泡毛细血管中炎性细胞浸润和红细

胞及分泌物均有不同程度的减少，以平喘汤高剂量

组尤为明显，其治疗效果与地塞米松相当，而平喘

汤中、低剂量疗效逊于高剂量及地塞米松。本实验

组织学结果表明，足剂量的平喘汤疗效近似于西药

地塞米松，具备一定的抗炎、降低气道高反应的作

用。
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一般认为，EOS是哮喘患者

肺组织中主要参与炎症反应的细

胞[6]，且EOS在气道的浸润程度与

哮喘病情的严重程度相关，因此，

减少肺内嗜酸粒细胞浸润及促

进 嗜 酸 粒 细 胞 凋 亡 是 缓 解 支

气 管 哮 喘 气 道 炎 症 的 重 要 方

式[7]。本实验结果显示，模型组

大鼠肺组织中EOS浸润明显高于

正常组（P<0.01）；各治疗组EOS

浸润均明显低于模型组（P<0.01，

P<0.05），尤以地塞米松及中药高

剂量组效果更为明显，提示减少

炎症反应中EOS的浸润能缓解炎

症反应。哮喘发作时存在EOS凋

亡受抑或EOS凋亡缺陷。细胞凋亡是多方面调控机

制的共同结果，若干基因以及细胞因子有着重要的

调控作用。其中Bax是Bcl-2 家族中促进细胞凋亡的

一个重要成员，当Bax大量表达时，细胞出现凋亡增

多。EOS的凋亡是由Bax解聚并从胞核或胞质中移至

线粒体，线粒体随后释放细胞色素（cytochrome）C，

扰乱线粒体膜电位，从而激活半胱天冬酶（caspase），

导致EOS凋亡[8]。本实验结果显示，模型组大鼠肺组

织中Bax蛋白表达明显下调，各治疗组Bax蛋白表达

明显高于模型组，且以平喘汤高剂量和地塞米松改

善作用更为明显。

一般而言，地塞米松所代表的糖皮质激素可直

接或间接作用于哮喘发病的多个环节，发挥抗炎抗

过敏作用，从而改善哮喘发作的症状[9]。本实验结果

推测，平喘汤可能通过上调Bax蛋白表达，诱导EOS凋

亡，从而发挥抗炎平喘的作用，其高剂量的平喘效果

近似于地塞米松，而低、中剂量的平喘效果显著低于

地塞米松，这可能与中药的剂量过小及（或）量效关

系未达到最大效应有关。可见，平喘汤能减轻哮喘

模型大鼠气道高反应性，改善肺部病理学，其足剂量

的药效可能相当于治疗气道炎性疾病的抗炎剂，其

基于分子水平的作用机制尚需进一步研究。
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图3  免疫组化法检测大鼠肺组织Bax蛋白表达（40×）

注 ：A.正常组 ；B.模型组 ；C.地塞米松组 ；D.平喘汤高剂量组 ；E.平喘汤中剂量组 ；

F.平喘汤低剂量组


