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表6  《临证指南医案·疮疡篇》2则瘰疬痰核案

患者 原文 用药

陈

躁急善怒，气火结瘿，烁
筋为痛。热郁化风，气阻
痹塞，则腹鸣脘胀。苟非
开怀欢畅，不能向安

夏枯草、山栀、土贝母、
瓜蒌皮、郁金、白芥子、
海藻、昆布

沈 肝气郁遏，宿痞乳痈
夏枯草、黑山栀、川楝
子、薄荷梗、丹皮、栝
蒌实、青橘叶、香附汁

分析表6，我们可以看出，陈姓患者病情较急骤，

“急则治其标”，处方以消痰散结清火之品为主，疏肝

解郁之品为辅；沈姓患者病情较缓，“缓则治其本”，故

处方以宣通肝经气血药物为主，而佐以一味栝蒌实以

祛痰。也反映出叶氏对此类病证的认识：急者以清除

病理产物去其标为主（标祛仍需调畅情志以治本），

缓者因患者不适感较轻，故以疏调肝经气血缓治为

主，也为我们临床治疗乳腺疾患提供了进退之剂。

综上所述，叶氏虽非疡医，但通过对《临证指南

医案·疮疡篇》中所载医案的分析，可以看出其对疮

疡的治疗理念已较为系统完备，从新发疮疡的辛凉

祛邪、升降阳明到疮疡变证的随证施治，血热久疮的

养血凉血，再到瘰疬、痰核的疏肝解郁、消痰散结，丰

富了疮疡的内治之法，体现了叶氏对疮疡疾病的辨

治和用药特色，值得我们进一步学习。
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支气管哮喘（哮喘）是常见的慢性气道炎症性变

态反应性疾病，其病变特征为嗜酸性粒细胞增多和2

型辅助性T细胞（type  2  helper  T  cells，Th2）细胞因

子（如白细胞介素-4、-5和-13）产生增加，进而促进

定喘汤对哮喘模型小鼠肺组织炎性病变及 Th2 细胞
相关炎性因子的影响

颜延凤 1 朱 佳 2

（1.南京中医药大学附属南京市中西医结合医院，江苏南京210014；  2.南京中医药大学附属医院，江苏南京210029）

摘 要 目的：研究定喘汤对哮喘模型小鼠气道炎症及气道阻力的干预作用及其可能的作用机制。方法：104只雄性

C56BL/6小鼠随机均分为生理盐水对照组、定喘汤对照组、哮喘模型组、定喘汤治疗组，每组26只。哮喘模型组与定喘汤治

疗组小鼠予卵蛋白（OVA）致敏和激发建立哮喘模型。末次激发24h后，每组取10只小鼠测定气道阻力；每组取8只小鼠右

下肺组织行HE染色及肿瘤坏死因子α（TNF-α）免疫组化观察肺组织炎性病变，同时取左上肺组织提取蛋白，行蛋白印迹

试验（western  blot）检测肺组织中GATA-3蛋白表达；每组取8只小鼠采用酶联免疫吸附（ELISA）法测定支气管肺泡灌洗

液（BALF）中白介素（IL）-4、IL-5、IL-13和TNF-α含量，计数BALF及外周血中炎性细胞。结果：与生理盐水对照组比较，

哮喘模型组小鼠气道阻力显著升高，肺组织出现炎性病变，TNF-α表达升高，BALF及外周血的炎性细胞比例上升，BALF中

IL-4、IL-5、IL-13和TNF-α含量升高，肺组织中GATA-3蛋白表达水平上升。与哮喘模型组比较，定喘汤治疗组小鼠气道

阻力显著降低，肺组织炎性病变缓解，TNF-α表达降低，BALF及外周血的炎性细胞比例下降，BALF中IL-4、IL-5、IL-13和
TNF-α含量降低，肺组织中GATA-3蛋白表达水平下降。上述指标在生理盐水对照组与定喘汤对照组间无显著性差异。结

论：定喘汤可减轻哮喘小鼠的气道炎性病变，降低气道高反应性，可能与经GATA-3介导抑制Th2细胞相关炎性因子有关。
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免疫球蛋白E（IgE）形成，促进Th2细胞和嗜酸性粒

细胞发育、成熟和激活，从而导致气道高反应性、黏液

产生和气道重塑[1-2]。中药汤剂定喘汤加减已广泛应

用于支气管哮喘的治疗，并取得了良好的疗效[3]，但至

今机制尚不明确。已有研究显示，定喘汤治疗哮喘可

能与其降低白介素（IL）-4、IL-5的表达[4-5]，或降低

嗜酸性粒细胞在气道的积聚[6]，从而减轻气道炎症，降

低气道高反应性有关。本实验通过建立哮喘小鼠模

型，研究定喘汤是否可通过抑制Th2细胞，从而有效抑

制气道炎症及气道高反应性，以进一步明确定喘汤治

疗哮喘的机制，为其临床应用提供实验依据。

1 实验材料

1.1  实验动物  104只8周龄SPF级C57BL/6雄性小

鼠，体重约18～22g，均由南京医科大学动物实验中心

提供，动物饲养、管理及使用均严格按照《南京医科

大学实验动物管理规范》的要求进行。动物合格证

号：SCXK（苏）2017-0002。

1.2  主 要 试 剂  卵 清 蛋 白（Ovalbumin，OVA，

grade  Ⅴ）购自Sigma公司，明矾佐剂（Imject  Alum）

购自Pierce公司，乙酰甲胆碱（Mch）购自Sigma公

司。定喘汤（Ding  Chuan  Tang，DCT）由南京市中

西医结合医院自制。根据《扶寿精方·痰门》，确

定药物组成为白果（去壳炒黄）9g、麻黄9g、苏子

6g、甘草3g、款冬花9g、杏仁9g、桑白皮9g、黄芩6g、

半夏9g。按处方精确称取传统饮片药材，每次加

水500mL，煎煮2次，每次1h，合并煎液，过滤，浓

缩至48mL。细胞因子IL-4、IL-5、IL-13和肿瘤坏

死因子α（TNF-α）的酶联免疫吸附（Elisa）检

测试剂盒均购自南京建成生物科技有限公司；免

疫 组 化 抗 体rabbit  anti-TNF-α购 自Abcam公 司；

Elite  ABC  Kit购自美国Vector公司；蛋白定量试剂盒

（BCA  protein  assay  kit）购自加拿大Bio-Rad公司，

大鼠抗GATA-3及小鼠抗β-actin抗体均购自美国

Santa  Cruz公司。

1.3  主 要 仪 器  Medlab生 物 信 号 采 集 系 统 及

换能器（南京美易科技有限公司）；流式细胞仪

（BD  FACSCalibur型，美国BD公司）；石 蜡 包 埋 及

切片机（德国Leica公司）；正置显微镜（德国Leica

公 司）；Image-Pro  Plus  6.0图 像 分 析 系 统（美 国

Media  Cybernetics公司）。

2 实验方法

2.1  分组、造模与给药  小鼠随机分为生理盐水

对照组（CTRL）、定喘汤对照组（NS+DCT）、哮喘

模型组（OVA+NS）和定喘汤治疗组（OVA+DCT），

每组26只。哮喘模型组与定喘汤治疗组小鼠参照

Zhang  G等[7]的方法制作哮喘模型，分别于第0、7天

腹腔注射由20µg卵清蛋白（OVA）乳化于100µL明

矾佐剂所制备的致敏液，再于第28、29、30天分别使

用由100µg  OVA溶于40µL生理盐水制备的激发液

滴鼻，每日1次，以激发小鼠哮喘发作。生理盐水对

照组、定喘汤对照组以生理盐水代替OVA行腹腔注

射及滴鼻。

定喘汤对照组及定喘汤治疗组小鼠于第24天

起予定喘汤10g生药/kg体重灌胃（1.43g/mL），每日1

次，持续7d。生理盐水对照组与哮喘模型组以生理

盐水代替DCT行灌胃。

2.2  呼气阻力测定  参考Yun  X等[8]方法行小鼠呼

气阻力测定。小鼠于末次OVA滴鼻激发24h后，3%

戊巴比妥钠（4mg/100g体重）腹腔注射麻醉，分离并

暴露气管与颈外静脉。采用内径2mm的塑料导管于

第2气管软骨环处行气管插管。呼吸机设置为：潮

气量6mL/kg，呼吸频率90次/min，呼吸比1∶1。激发

前先记录小鼠气道阻力作为基础值，继而颈外静脉

依次注射生理盐水和6.25、12.5、25、50mg/mL乙酰甲

胆碱，激发气道高反应性，每次注射0.2mL，记录气

道阻力值。待气道阻力降至正常后进行下一剂量试

验。连续记录波形与数据。

2.3  样本收集及处理  各组取8只小鼠，经3%

戊巴比妥钠（4mg/100g体重）腹腔注射麻醉后，

用1.0mL  PBS液行支气管灌洗并收集肺泡灌洗液

（BALF），4 ℃、1500r/min离 心5min，收 集 上 清，行

ELISA检测相关炎性因子；细胞沉淀重悬后，光镜下

行细胞计数，并行瑞氏染色后计数细胞总数及嗜酸

性粒细胞数。另取各组8只小鼠，同上方法麻醉后，

先行摘眼球取血，抗凝保存，血涂片行瑞氏染色及

细胞计数。取右下肺，经4%多聚甲醛固定后行组织

病理学观察。取左上肺提蛋白，行western  blot检测

GATA-3含量变化。

2.4  ELISA法 检 测BALF中细 胞 因子 含 量  采用

ELISA法检测BALF中细胞因子IL-4、IL-5、IL-13和

TNF-α含量，具体步骤按南京建成ELISA检测试剂

盒说明书操作。在酶标仪波长450nm上读取吸光度

值，通过标准曲线换算成相应浓度。

2.5  肺组织TNF-α表达的免疫组化检测  小鼠右

下肺组织经4%多聚甲醛固定后，行酒精梯度脱水，石

蜡包埋切片，片厚5µm。一套切片行HE染色，镜下

观察气道炎症浸润情况，参考AM.Khan等[9]方法，将炎

性浸润分为无、轻、中、重度，分别记为0、1、2、3分，

行半定量分析。另一套切片采用ABC法行TNF-α

免疫组织化学染色，观察TNF-α的表达变化。切
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片经脱蜡、煮沸法行抗原修复后，一抗rabbit  anti-

TNF-α（1∶100），4℃孵育过夜；生物素标记的羊抗

兔IgG（1∶200）室温孵育1h，滴加Elite  ABC混合液

室温孵育30min，DAB底物室温5min显色，常规梯度

酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。镜下观察

摄片，采用双盲法利用Image  Pro  Plus行半定量分析

单位面积内IL-1β及TNF-α阳性产物的总灰度值

（summary  total  gray，STG）。

2.6  蛋 白印 迹 试 验（Western  blot）检 测 肺 组 织

GATA-3表达  小鼠左肺组织提取蛋白采用BCA

试剂盒测定蛋白浓度后，行10%  SDS-PAGE电泳，

转膜，洗膜。样本经3%  BSA封闭后，加大鼠抗

GATA-3（1∶200），小 鼠 抗β-actin（1∶2000），4 ℃

孵育过夜，随后加相应二抗（1∶2000）室温孵育

1h，ECL发光显影，定影。特异性条带采用Image-

Pro  Plus  6.0软件行光密度值测定，结合β-actin对

照，计算GATA-3的光密度相对值，相同试验重复3

次。

2.7  统计学方法  所有数据以（x-±s）表示，使用

SPSS  13.0统计软件行方差分析。各组间差异采用

单因素方差分析（ANOVA），两两比较采用Neuman-

Keuls检验，P<0.05表示差异具有

统计学意义。

3 实验结果

3.1  各组小鼠气道高反应指标比

较  4组小鼠的基础气道阻力相

似，介于0.40～0.50cmH2O/（mL·s），

生理盐水对照刺激各组间气道阻

力无明显差异。不同剂量Mch激

发后，平均气道阻力在生理盐水

对照组与定喘汤对照组间均无显

著性差异，其他组间比较见表1。

3.2  各组小鼠血液及BALF中炎

性细胞计数比较  血液和BALF

中的炎性细胞在生理盐水对照组

与定喘汤对照组间无显著性差

异，其他组间比较见表2、表3。

3.3  各组小鼠肺组织炎性反应比

较  HE染色结果显示，生理盐水

对照组及定喘汤对照组小鼠肺组

织均无炎症细胞浸润；哮喘模型

组小鼠气道上皮不完整，气道黏

膜层、黏膜下层及血管周围可见

大量炎性细胞浸润；定喘汤治疗

组小鼠气道上皮明显改善，炎性

细胞浸润显著减少（见图1-A）。

肺组织炎性指数比较结果：与生理盐水对照组

（0.30±0.03）相比，哮喘模型组（0.95±0.07）及定喘

汤治疗组（0.48±0.02）肺组织炎性指数均显著升高

（P<0.001，P<0.01），定喘汤对照组（0.30±0.02）无显

著性差异；而与哮喘模型组比较，定喘汤治疗组小鼠

炎性指数显著降低（P<0.01）。见图1-B。

炎性因子TNF-α免疫组织化学染色结果显示：

与生理盐水对照组（2.04±0.14）相比，哮喘模型组

小鼠TNF-α在气道上皮、黏膜及周围肺组织的表达

均显著增高（20.51±1.18）（P<0.001），定喘汤治疗

组TNF-α表达仍上调（5.42±0.41）（P<0.05），定喘

汤对照组TNF-α表达无显著性差异（2.13±0.20）；

与哮喘模型组比较，定喘汤治疗组小鼠TNF-α表达

显著下调（P<0.01）。见图1-A、图1-C。

3.4  各组小鼠BALF中炎性因子比较  生理盐水对

照组与定喘汤对照组小鼠BALF中炎性因子含量比较

无显著性差异，其他组间比较结果见表4。

3.5  各组小鼠肺组织内GATA-3表达比较  结果见

图2。Western  blot检测结果显示，与生理盐水对照

组（0.30±0.03）相比，定喘汤对照组小鼠肺组织的

表 1  各组小鼠不同剂量 Mch 激发后平均气道阻力比较（x-±s）    cmH2O/（mL·s）

组别
动物数
（只）

Baseline NS 6.25 12.5 25 50

生理盐水对照组 10 0.37±0.03 0.47±0.02 0.62±0.02 0.87±0.05 1.35±0.08 2.71±0.22

定喘汤对照组 10 0.42±0.02 0.45±0.02 0.60±0.02 0.79±0.03 1.15±0.06 2.38±0.13

哮喘模型组 10 0.47±0.03 0.52±0.02 1.47±0.04# 3.17±0.22## 4.89±0.23### 8.09±0.36###

定喘汤治疗组 10 0.50±0.01 0.44±0.02 0.79±0.02# 1.61±0.08#* 2.63±0.10##* 3.98±0.21###***

注： 与生理盐水对照组比较，#P<0.05，##P<0.01，###P<0.001；与哮喘模型组

比较，*P<0.05，***P<0.001。

表 2  各组小鼠血液中细胞总数及分类计数比较（x-±s） ×104 个 /mL

组别 动物数（只） 白细胞总数 中性粒细胞数 淋巴细胞数

生理盐水对照组 8 220.00±21.13 127.50±18.40 87.50±10.82

定喘汤对照组 8 252.50±23.13 125.00±12.68 105.00±10.52

哮喘模型组 8 401.25±38.97### 156.25±15.58 285.00±15.21###

定喘汤治疗组 8 250.00±20.07#*** 121.25±13.03 126.25±12.41#***

注： 与生理盐水对照组比较，#P<0.05，###P<0.001；与哮喘模型组比较，

***P<0.001。

表 3  各组小鼠 BALF 白细胞总数及分类计数比较（x-±s）  ×104 个 /mL

组别 动物数（只） 白细胞总数 巨噬细胞数 嗜酸性粒细胞数 淋巴细胞数 中性粒细胞数

生理盐水对照组 8 12.00±0.85 11.00±0.78 0.38±0.18 0.50±0.19 0.63±0.18

定喘汤对照组 8 11.50±1.05 10.50±0.75 0.50±0.19 0.50±0.19 0.75±0.25

哮喘模型组 8 92.63±5.12### 20.50±1.02 38.25±1.87### 18.75±1.18### 12.63±1.54###

定喘汤治疗组 8 36.25±3.12###*** 10.88±1.01* 14.40±0.65###*** 6.88±0.72* 6.50±0.76

注： 与生理盐水对照组比较，###P<0.001；与哮喘模型组比较，*P<0.05，
***P<0.001。
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GATA-3蛋白表达（0.32±0.04）无显著性差异，而哮

喘模型组小鼠肺组织GATA-3蛋白表达（0.95±0.07）

显著升高（P<0.001）。与哮喘模型组比较，定喘汤

治疗组GATA-3蛋白表 达（0.48±0.02）显著降 低

（P<0.01），但仍高于生理盐水对照组（P<0.05）。

图 2  定喘汤对哮喘小鼠肺组织 GATA-3表达的影响

4 讨论

中医学认为，哮喘发作往往

与患者素体痰多又感风寒，肺气

壅闭，不得宣降，郁而化热，故见

哮喘咳嗽、痰多色黄、痰稠不易

咯出，治当宣肺以祛外邪，祛痰

以平喘。定喘汤由白果、麻黄、

桑白皮、款冬花、半夏、杏仁、苏

子、黄芩、甘草9味药组成，长期

以来应用于支气管哮喘的临床

治疗，取得较好疗效，但其作用

机制不详[10-11]。已有部分国内研

究报道提示定喘汤治疗哮喘可

能与下调血浆和BALF中IL-4[4]、

IL-5，抑 制BALF中NO、ET-1的

合成和释放，从而减轻哮喘气道

炎症及气道上皮重建，降低气道

高反应性有关[5]。其中，IL-4、

IL-5均为Th2细胞因子。

目前认为，在哮喘的发病机

制中，Th1与Th2细胞亚群的比例

或功能失衡，Th2细胞数目增加

与功能亢进是重要的免疫学异常

因素，发挥着关键作用[12]。Th2细

胞主要分泌IL-4、IL-5、IL-13等

细胞因子，通过多条途径介导哮

喘发生，如高效募集、激活嗜酸性

粒细胞，刺激免疫球蛋白类转换，

产生IgE等[13]。而TNF-α为一种

促炎细胞因子，参与免疫及炎症

反应，可介导多种炎性细胞如嗜酸性粒细胞与中性

粒细胞的聚集，生成多种炎性介质，加重炎性反应；

同时也可刺激内皮细胞与巨噬细胞释放IL-6等炎性

介质；可引起气道炎症及破坏胶原网络，参与气道重

塑等。在哮喘状态下，TNF-α在气道与肺的表达明

显增高，促进炎症反应的发生与发展。

本实验中，我们首先检测各组动物气道阻力的

变化，以观察各组动物气道反应性的变化；采用HE

染色观察肺组织的病理学改变；采用免疫组化检测

肺组织炎性因子TNF-α表达变化；采用ELISA检测

Th2细胞因子IL-4、IL-5、IL-13的变化。结果显示，

OVA诱导的哮喘组小鼠气道阻力增加，肺组织出现

明显炎性病变，炎性因子TNF-α表达显著上调，外周

血及BALF中炎性细胞均增高，说明OVA处理已成功

诱导出小鼠哮喘发作，且哮喘小鼠IL-4、IL-5、IL-13

图 1  各组小鼠肺组织病理学情况（400×，bar=100µm）

注： A.HE染色及TNF-α免疫组织化学染色示意图；B.各组小鼠炎性指数统

计结果；C.各组小鼠肺组织TNF-α免疫组化总灰度值统计结果。与生理

盐水对照组比较，#P<0.05，##P<0.01，###P<0.001；与哮喘模型组比较，

**P<0.01。

表4  各组小鼠BALF中炎性因子含量比较（x-±s）  pg/mL

组别
动物数
（只）

TNF-α IL-4 IL-5 IL-13

生理盐水对照组 8 44.88±3.55 47.53±3.95 9.50±1.05 23.50±2.39

定喘汤对照组 8 42.38±3.48 51.00±4.12 8.63±1.15 22.00±2.43

哮喘模型组 8 132.30±4.15### 179.3±10.12### 28.30±2.00### 80.00±3.59###

定喘汤治疗组 8 67.50±3.96#** 94.20±5.25##** 15.50±0.95#*** 52.70±2.53##*

注： 与生理盐水对照组比较，#P<0.05，##P<0.01，###P<0.001；与哮喘模型组

比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。
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表达显著增高，出现Th1/Th2的失衡。而经定喘汤干

预的哮喘小鼠IL-4、IL-5、IL-13表达显著下降，气道

阻力降低，肺组织炎性改变改善，炎性因子TNF-α

表达下调。说明定喘汤可能通过降低Th2细胞相关

的炎性因子表达，缓解哮喘症状。本实验结果同时

也显示定喘汤对照组小鼠与生理盐水对照组小鼠在

气道阻力、肺组织形态与外周血及BALF中的炎性细

胞、炎性因子等方面均无显著性差异，提示定喘汤处

理对于正常生理状态下小鼠的肺通气功能及Th2细

胞相关因子并无明显影响。

已有研究显示GATA-3在介导Th2细胞相关

因子降低哮喘炎性反应中起重要作用[14-15]。转录

因子GATA-3是GATA锌指家族重要成员之一，

其选择性表达于Th2细胞，是Th2细胞的特异性

转录因子，可促进Th2细胞分化和IL-4表达，增

强Th2型免疫效应，是Th2 分化中的一个关键

信号分子[16]。故为进一步探讨定喘汤抑制Th2

细胞相关炎性因子表达的可能机制，我们采用

western  blot检测定喘汤治疗前后哮喘小鼠肺组织

内GATA-3的表达变化。结果显示定喘汤治疗可

显著降低哮喘小鼠肺组织的GATA-3的表达。提

示GATA-3可能介导了定喘汤降低哮喘小鼠Th2

细胞相关炎性因子的表达。

另外，本研究主要集中于探索中药古方“定喘

汤”治疗哮喘的作用机制，在组方上没有突破性的改

良。后续实验中，我们拟根据相关中医药理论对该

方进行折方研究，或结合药物物质基础研究，探讨和

分析方中关键单味药的组分，进一步深入探讨中药

抑制哮喘的作用与机制。
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