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哮喘作为一种慢性气道炎症，它的发生由多种细胞和细胞

组分介入[1]。该疾病易反复发作，并且伴随着发作次数的增加，

气道持续存在的变应性炎症和高反应性也将逐步加重，最终导

致气道重塑，形成不可逆的病理改变。研究发现[2]，在哮喘缓解

期亦存在Th1/Th2及其相关转录因子和细胞因子的异常，故而

哮喘缓解期的积极治疗就显得尤为必要。

中医学认为，哮喘的发作与肺、脾、肾三脏相关，且哮喘缓

解期患儿体质亦多存在肺、脾、肾三脏的亏虚，故而当以培正固

本为主，使正气复而外邪痰浊毋能再犯[3]。因此，调节哮喘缓

解期患儿的体质，以此减少哮喘的发作次数，是中医药治疗缓

解期哮喘的治疗原则之一。槐耳是一种药用真菌，对癌症患

者[4-5]及反复上呼吸道感染的儿童具 有免疫调节作用[6 ]，但

是关于槐耳调节缓解期哮喘免疫失衡机制的实验研究，尚未

见文献报道。

中药槐耳调节哮喘缓解期儿童外周血单个核    

细胞Th1/Th2平衡的基因及蛋白水平研究*
孙雯，俞建，时毓民，张皓，王莹，吴冰冰

（复旦大学附属儿科医院，上海  201102）

摘要：目的：从基因及蛋白水平探讨中药槐耳调节T辅助淋巴细胞（Th）平衡的机制，为槐耳在临床上治疗

缓解期哮喘提供理论依据。方法：将哮喘缓解期儿童外周血单个核细胞（PBMC）分为3组，即空白组、中剂量

组和大剂量组，分别与不同浓度的槐耳菌质配液（6g/L）及培养液作用48h；然后测定细胞培养沉淀中白细胞介

素-4（IL-4）及干扰素-γ（IFN-γ） mRNA的表达和细胞培养上清中IL-4及IFN-γ的量。结果：在中剂量组和大

剂量组中，IL-4mRNA表达明显低于空白组（P<0.05）；IFN-γ表达明显高于空白组（P<0.05）；IFN-γ/IL-4比

值的基因及蛋白水平表达均高于空白组；然而，对于以上4个指标的检测，大剂量组与中剂量组之间无明显差异

（P>0.05）。结论：槐耳菌质能够明显增加IFN-γ及减少IL-4mRNA的表达，可调节哮喘儿童缓解期IFN-γ/IL-4比

值的失衡，平衡Thl/Th2比值的漂移。
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Abstract: Objective: To explore the mechanism of Trametes Robinioplila on regulating the imbalance of Th1 and Th2 

ratio in gene and protein level,and to find the theoretical basis of the fungus for treating asthma in remission stage. Methods: The 

PBMC from asthmatic children were divided into three groups(blank group, middle-dose group,large-dose group), and then treated 

respectively with Trametes Robinioplila (0g/L,3g/L,6g/L) and culture medium for 48 hours respectively.The expression of IL-4 

and IFN-γ mRNA in cellular precipitation were measured, and the expression of IL-4 and IFN-γ in supernatant were measured 

too. Results:  After PBMC cultured with Trametes Robinioplila for 48 hours, the expressions of IL-4 mRNA, IFN-γ, IFN-γ/IL-4 

mRNA ratios and IFN-γ/IL-4 ratios  were significantly different(P<0.05) between drug intervention group and blank group, but 

there were no markedly differences (P>0.05) between large-dose group and middle-dose group.Conclusion: Trametes Robinioplila 

markedly increased the expression of IFN-γ and decreased the expression of IL-4 mRNA, then regulated the imbalance of 

IFN-γ/IL-4 and Thl/Th2 ratios in asthmatic children in remission stage.
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3.4 IL-4及IFN-γ的表达 收集细胞培养液上清，IL-4及

IFN-γ采用双抗夹心ELISA试剂盒检测。酶标仪为Wellscan 

MK3，芬兰Labsystems公司。

4. 统计学方法 应用SPSS15.0统计软件进行分析，数据以

x-±s表示，两组间数据比较采用配对样本t检验。当P<0.05时，

认为差异具有显著统计学意义。

结果

1. 细胞毒性检测结果 药物浓度为0至6mg/L之间时，细

胞存活率均>90%；浓度为7至10mg/L之间时，细胞存活率均

<90%。故而，最大药物浓度为6mg/L，中等药物浓度为最大药

物浓度的一半。

2. IL-4及IFN-γmRNA的表达比较 IL-4及IFN-γ均以

β-actin为参照，后取对数进行统计。中、大剂量组分别与空

白组比较，IL-4 mRNA和IFN-γ/IL-4mRNA比值的表达均有

显著差异（P<0.05）；但是，IFN-γmRNA的表达无显著差异

（P>0.05）。此外，以上3个指标在中、大剂量组之间无显著差

异（P>0.05）。见表2。

3. IL-4及IFN-γ的表达比较 大、中剂量组分别与空白组

比较， IFN-γ和IFN-γ/IL-4比值的表达显著增加（P<0.05）；

但是，IL-4无显著差异表达（P>0.05）。此外，以上3个指标在

中、大剂量组之间无显著差异（P>0.05）。见表2。

讨论

槐耳作为一种药用真菌，《本草纲目》载其“味苦、辛、平，

无毒”；《药性论》记录“能治风，破血，益力”。其主要成分蛋

白多糖具有活性很高的生物反应调节剂作用，能激发肌体免疫

系统的诸多环节。研究[9]发现，槐耳可以诱导正常ICR小鼠分泌

干扰素；对于反复呼吸道感染的儿童，治疗前后其免疫球蛋白

和CD4
＋T细胞明显增加[6]；对于化疗患者，NK和CD4

＋/CD8
+细胞

的提高率均高于对照组[4]；对于癌症术后患者，Thl 相关细胞因

检测基因

β-actin

IL-4

IFN-γ

上下游引物序列5’→3’

CAC CAA CTG GGA CGA CAT

ATC TGG GTC ATC TTC TCG C

ACC GAG TTG ACC GTA ACA GAC

TGT GGA ACT GCT GTG CAG T

CCA ACG CAA AGC AAT ACA

CAG GCA GGA CAA CCA TTA

产物长度

138 bp

151 bp

133 bp

退火温度

55℃

57℃

55℃

表1 各检测基因的引物序列和退火温度本研究拟通过用槐耳菌质干预哮喘缓解期儿童外周血单

个核细胞(PBMC)的培养，观察槐耳对Th1/Th2相关细胞因子的

影响，从基因和蛋白水平研究槐耳治疗缓解期哮喘的部分机

制，同时为哮喘缓解期的治疗探求更为有效及完善的方法。

材料和方法

1. 临床资料 15例患儿均选取自复旦大学附属儿科医院

2008年5月-6月的门诊患儿，男8例，女7例，年龄3-12.1岁，平均

（5.1±2.6）岁。入选标准按照中华医学会儿科呼吸学组2003年

修订《儿童支气管哮喘防治常规（试行）》[7]诊断为哮喘，其中

儿童期哮喘12例，咳嗽变异性哮喘3例，均处于临床缓解期，病

程1-7.6年，平均（2.8±1.9）年。所有受试者均排除急性感染，无

严重心、肝、肾疾病及肿瘤病史。

2 .  试剂 无菌采集患儿外周血3ml；胎牛血清，批号

0712013，杭州四季青生物工程公司；槐耳菌质提取物，启东盖

天力药业有限公司，批号：20070620，纯度为31.25g菌质提取1g

菌质提取物；Trizol液，批号1382739，美国invitrogen公司；Real-

Time PCR Master Mix，批号75660M3，日本TOYOBO公司；人

IL-4/IFN-γ酶联免疫吸附（enzyme linked immunosorbent assay, 

ELISA）试剂盒，批号20080711，北京晶美生物工程有限公司。

3. 方法  

3.1 细胞毒性判断 Ficoll法分离PBMC，定容细胞数至5

×105个/ml，加入药物浓度上限为10μg/ml，其浓度梯度为：0、

0.5、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10μg/ml。37℃、5％CO2的细胞培

养箱中培养48h[8]，后将细胞悬液与0.4%台盼蓝按4:1混匀，显微

镜下计数500个细胞，并记下其中的着色细胞，根据以下公式计

算单个核细胞的存活率。细胞存活率（％）＝（总细胞数－着色

细胞数）÷总细胞数×100％。

3.2 分组 空白组：以培养液代替中药；中剂量组：加入药

量3mg/L；大剂量组：加入药量6mg/L。根据细胞毒性检测结果

确定浓度。

3.3 IL-4及IFN-γ mRNA的表达

3.3.1 RNA的抽提及逆转录  离心细胞培养液，得到沉淀。

Trizol法抽提RNA，并将其逆转录为cDNA，-20℃保存。

3.3.2 实时荧光定量 PCR(Real-Time PCR)  用SybrGreen

染料法。引物采用primer premier 5.0辅助设计，由上海生工

生物工程有限公司合成。检测基因的上下游引物序列及退

火温度见表1。所用Real-Time PCR扩增仪为MX3000P，美国

Stratagene公司。

组别

空白组

中剂量组

大剂量组

n

15

15

15

IFN-γ

2.21±0.27

2.10±0.28

2.07±0.31

IL-4

1.28±0.44

0.96±0.28*

0.98±0.38*

IFN-γ/ IL-4

1.87±0.48

2.31±0.56*

2.30±0.63*

表2 IL-4及IFN-γ mRNA表达比较（x-±s）

注：与空白组比较，*P<0.05。

IFN-γ

337.43±59.06

425.94±32.00*

453.84±15.62*

IL-4

20.45±1.36

15.57±1.28

18.87±1.58

IFN-γ/ IL-4

20.82±9.52

32.34±8.70*

30.92±7.32*

mRNA(拷贝、数对数) 表达（ng/L）
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子IFN-γ和IL-2显著增高[5]。临床证实，哮喘患儿服用槐杞黄颗

粒后，体质增强，哮喘发作减少，但具体机制不清楚，推测可能

与槐耳对免疫系统的调节有关。

Thl/Th2之间的失衡使Th2占优势，是哮喘发病的免疫学

机制之一。Thl主要分泌IL-2、IFN-γ和TNF-β；Th2主要分泌

IL-4、IL-5、IL-6和IL-13，其中，IFN-γ、IL-4是Thl和Th2的特

征性细胞因子，也是一对相互拮抗的细胞因子，可间接反映

Thl/Th2免疫应答的情况。IFN-γ可抑制Th2的活性，减少Th2细

胞产生IL-4，抑制B细胞CD23的表达和IL-4 mRNA的转录，从

而抑制IgE的合成及释放。IL-4在促进B细胞的生长、分化、增

生和分泌IgE 及FcεRII（IgE高亲和力受体）[10]中起关键作用。

IL-4和IFN-γ比例失衡，是哮喘患者体内IgE合成过多的主要原

因，促进了哮喘患儿气道炎症的发展进程。

本研究结果表明，IFN-γ mRNA的表达在药物干预组与空

白组间无明显差异，由于mRNA 水平12h后，蛋白水平36h即已

表达，提示槐耳对IFN-γ mRNA的表达无影响，或者是IFN-γ 

mRNA在下一步的蛋白合成中已经消耗；此外，药物干预组IL-4 

mRNA的表达明显低于空白组。综上推测，槐耳可能并非直接

调节IL-4 mRNA表达，而是在影响IFN-γ的表达之后，由IFN-γ

对IL-4产生间接影响，这与IFN-γ可抑制Th2的活性，减少Th2

产生IL-4的经典理论相符。

本研究中，IFN-γ的表达在药物干预组明显高于空白组，

但是大剂量组与中剂量组之间无明显差异。结果提示，槐耳

可能在调节IFN-γ时不需大剂量而只需达到有效剂量即可。同

时，细胞培养上清液中IL-4的表达在药物干预组与空白组中无

明显差异，提示药物干预后，IL-4可能只是达到了基因水平，蛋

白合成尚未进行，与基因表达结果之间的关系是合理的。

通过对IFN-γ/IL-4比值的分析，发现IFN-γ/IL-4的表达药

物干预组明显高于空白组，提示药物可能在调节IFN-γ/IL-4的

比值失衡方面起到了一定的作用。

本实验说明，槐耳菌质可能对哮喘缓解期的IFN-γ和IL-4

均具有调节作用，而对IL -4的调节是通过IFN-γ来间接实现

的，因此通过上调IFN-γ及下调IL-4的表达，达到调节IFN-γ/

IL-4失衡的目的，从而进一步平衡Thl/Th2的漂移；其次，大、

中剂量组之间并无明显差异，也提示在服用槐耳药物时不需

要大剂量即可实现治疗目的，但是此观点仍然需要进一步的临

床佐证。
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