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【摘 　要 】　目的 : 观察槐杞黄颗粒对哮喘模型肺组织转化生长因子 -β ( transform ing growth factor -β, TGF -β) 表达的

干预作用。方法 : 将 60只 BALB /c哮喘模型鼠随机分为空白对照组、哮喘模型组及槐杞黄颗粒干预组 (每组 20只 ) ; 除空白对

照组外其他各组小鼠在试验第 1天、第 7天和第 14天通过腹腔注射 012 m l混有 40 mg氢氧化铝和 10μg OVA的 pH 714的 PBS液

致敏 , 在试验第 15天用 5%的 OVA对小鼠进行雾化激发 , 连续一周 ; 槐杞黄颗粒干预组在致敏阶段即每日加用槐杞黄颗粒胃内

注入 5 g/d, 时间为 1个月 ; 所有小鼠在实验 1个月后杀死 , 分别用 EL ISA以及免疫组化方法检测血中 IgE、 IL - 4水平以及肺组

织 TGF -β的表达。结果 : 槐杞黄颗粒干预组 1个月后血中 IgE、 IL - 4水平及肺组织 TGF -β的表达明显低于哮喘模型组 , 血中

的 IFN -γ水平较哮喘模型组明显增多 , 差异均有统计学意义 ( P < 0105)。结论 : 槐杞黄颗粒长期使用可能会逆转过敏性炎症 ,

并且对哮喘模型肺组织 TGF -β的表达有明显的抑制作用。

【关键词 】　哮喘模型 　槐杞黄颗粒 　气道重塑

The in terven tion effect of Hua ier particles on expression of TGF -β in a sthma m od2
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〔Abstract〕　O bjective: To observe the intervention effect of Huaiqihuang particles on exp ression of pulmonary transform ing growth

factor -β ( TGF -β) in asthma model1M ethods: 60 BALB /c asthma model m ice were divided into blank control group, asthma model

group and Huaiqihuang particles intervention group, 20 m ice in each group; the m ice in asthma model group and Huaiqihuang particles inter2
vention group received intraperitoneal injection of 012 m l PBS solution of pH 714 m ixed with 40 mg alum inum hydroxide and 10μg OVA to

induce sensitization on the first, seventh and fourteenth day; on the fifteenth day, 5% OVA was used for atom ization and excitation fro one

week; in Huaiqihuang particles intervention group, at sensitization stage, the m ice were treated with Huaiqihuang particles, 5 g/d for one

month; all the m ice were killed after one month, then serum levels of IgE and IL - 4 and exp ression of pulmonary TGF -βwere detected by

EL ISA and immunohistochem ical method1Results: After one month, the serum levels of IgE and IL - 4 and exp ression of pulmonary TGF -

β in Huaiqihuang particles intervention group were significantly lower than those in asthma model group, while the serum IFN -γ level was

significantly higher than that in asthma model group ( P < 0105) 1Conclusion: Long - term use of Huaiqihuang particles may reverse aller2
gic inflammation and inhibit the exp ression of pulmonary TGF -β in asthma model significantly1

〔Key words〕　A sthma model; Huaiqihuang particles; A irway remodeling

　　哮喘是小儿最常见的呼吸系统疾病 , 发病率逐年增加。

在急性发作期可使用皮质激素和支气管扩张剂雾化吸入 , 作

用迅速、直接 , 但不能预防喘息的反复发作 , 长期应用糖皮

质激素还有一定的不良反应。槐杞黄颗粒可以通过诱导机体

产生 IFN -γ逆转哮喘患儿体内 TH1和 TH2细胞的免疫失衡

达到对哮喘的早期干预作用 , 根据这个原理该实验拟采用槐
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杞黄颗粒对哮喘模型进行干预 , 观察其对哮喘模型的免疫调

节作用。

1　材料和方法

111　主要试剂 　槐杞黄颗粒 (启东盖天力药业有限公司提

供 )、鸡卵白蛋白 (OVA, GradeV, Sigma)、氢氧化铝干粉

(北京化工厂 )、小鼠血清 OVA特异性 IgE检测试剂盒 (购自

美国 B iokey公司 )、 IFN -γ、 IL - 4的 EL ISA试剂盒 (购自深

圳晶美公司 )、羊抗小鼠 TGF -β多克隆抗体 (购自深圳晶美

公司 )、S - P超敏试剂盒 (迈新生物公司 )。

112　实验动物 　BALB /c小鼠 (吉林省长春市高新技术开发

区医学动物中心提供 ) 60只 , 清洁级 , 6～8周龄 , 雌性 , 体

重 20～25 g。

113　方法

11311　哮喘模型建立 　鸡卵白蛋白 (OVA ) 10μg加 40 mg

氢氧化铝溶于 pH 714的 PBS液 012 m l中 , 分别于实验第 0

天、7天、14天 OVA抗原液注射于小鼠腹腔致敏。第 15～21

天为激发阶段 , 将小鼠放入 20 cm ×20 cm ×20 cm玻璃缸中 ,

通过空气压缩泵雾化吸入器雾化吸入含 5%OVA生理盐水液 ,

每天 1次 , 每次 20 m in, 连续激发 7天 , 在激发开始 1个月后

眼球取血 , 处死动物 , 留取标本。空白对照组用 0101 M pH

714的 PBS 012 m l连续腹腔注射 3次 , 激发与模型组相同 , 在

激发开始 1个月后眼球取血 , 处死动物 , 留取标本。

11312　动物分组 　实验动物共 60只 , 随机分为空白对照组、

哮喘模型组以及槐杞黄颗粒干预组 , 每组 20只 , 槐杞黄颗粒

干预组在哮喘模型激发开始同时给予加用槐杞黄颗粒 5 g/d,

连用 1个月后眼球放血取血后处死 , 留取标本同前。

11313　标本留取 　实验小鼠用眼球放血的方法杀死 , 血标本

静止 1 h后 4 ℃ 1 800 rpm离心 15 m in, 获得血清 - 20 ℃保

存 , 待测血清 IgE。分离主支气管 , 打开胸腔 , 结扎左侧支气

管 , 通过主支气管下管约 1 cm进行右肺肺泡灌洗 , 每次注入

37 ℃生理盐水 016 m l, 缓慢注入后再缓慢回抽共 3次 , 收集

1135～1155 m l液体为合格 , 4 ℃ 1 500 rpm离心 10 m in, 上清

于 - 20 ℃保存以备相关细胞因子检测。左肺经 10%的中性福

尔马林固定和石蜡包埋后病理分析并进行 TGF -β免疫组化

检测 , 在 400倍的高倍显微镜下计数各组小鼠肺组织 TGF -β

阳性表达的细胞。计数方法为每个视野计数 200个细胞 , 共

20个视野 , 每个视野计数 TGF -β阳性表达细胞的比率 , 取

平均值。

114　统计学方法 　所有数据以均数 ±标准差 ( x ±s) 表示 ,

应用 SPSS 1210统计软件进行分析 , 多组比较采用方差分析 ,

多组间两两比较采用 q检验 , P < 0105为差异有统计学意义。

2　结果

211　哮喘模型肺组织过敏性炎症的鉴定 　与空白对照组相比

哮喘模型组可见肺组织、细小支气管壁及伴行的动脉周围有

明显的炎性细胞浸润 , 以 EOS和浆细胞浸润为主 , 支气管黏

膜皱襞增厚 , 杯状细胞增生。见图 1。

212　各组小鼠血 IgE、 IL - 4以及 IFN -γ水平分析 　结果显

示干预组血 IgE、 IL - 4水平较哮喘模型组明显降低 ( P <

0105) , 而 IFN -γ水平较哮喘模型组明显增高 ( P < 0105) ,

差异均有统计学意义。见表 1。

注 : A为正常对照组 , B为哮喘模型组。

图 1　哮喘模型组和正常对照组的肺组织用甲醛固定、石蜡

包埋切片后 HE染色在高倍镜下观察病理改变 ( ×100)

表 1　各组小鼠血清 IgE含量及 BAL F中

IL - 4和 IFN -γ水平

组别 鼠数 IgE ( IU /m l) IL - 4 (pg/m l) IFN -γ(pg/m l)

空白对照组 20 1410 ±2173 13116 ±2144 262136 ±12199

哮喘模型组 20 136118 ±14193 62116 ±8146 149155 ±19160

干预组 20 58182 ±8185 32109 ±5157 442109 ±5914

F 167181 72183 78132

P值 < 0105 < 0105 < 0105

213　各组小鼠肺组织 TGF -β阳性表达细胞的比率 　干预组

小鼠肺组织 TGF -β的表达较哮喘模型组明显减少 , 差异有

统计学意义 ( P < 0105)。见表 2、图 2。

表 2　各组小鼠肺组织 TGF -β阳性表达的细胞的比率

组别 鼠数 比率 ( % )

空白对照组 20 16127 ±2166

哮喘模型组 20 82136 ±19112

干预组 20 46190 ±8145

F 104143

P值 < 0105
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　　注 : A为空白对照组 , 肺组织有可见较少的 TGF -β表达 ; B为干预组 , 肺组织可见一定量 TGF -β的表达 , 但较哮喘模型组表达明显减少 ;

C为哮喘模型组 , 肺组织可见大量 TGF -β的表达。

图 2　各组小鼠的肺组织用 10%的中性福尔马林固定和石蜡包埋后进行 TGF -β免疫组化检测 , 在 400倍的高倍显微镜下观察

3　讨论

最近的研究发现 , 哮喘患者体内存在异常的 Th1 /Th2型

细胞应答反应。Th1细胞通过分泌 IFN -γ抑制 Th2型细胞的

分化 , 而 Th2细胞又通过分泌 IL - 4、 IL - 5等细胞因子抑制

Th1细胞的发育。当 Th1 /Th2出现失平衡时 , 偏离的 Th2促进

IgE的产生和 I型超敏反应的发生。资料显示哮喘急性发作期

患者体内 IgE水平明显高于正常人 , 血清 IL - 12、 IFN -γ显

著降低 , 两者呈负相关性 ; 而血清 IL - 4较正常对照组高 ,

与 IgE呈正相关性。鉴于此 , 在哮喘临床治疗中 , 尤其对控

制不佳、临床频繁发作的患者 , 应考虑采用纠正机体偏离

Th1 /Th2应答反应的治疗方法 , 从根本上改善患者机体的免

疫病理状态〔1〕。Th1细胞分泌的 IFN -γ能强肺泡吞噬细胞的

活性 , 抑制 IL - 4诱导产生 IgE, 并且促使 IgE转换成 IgG1、

IgG2, 使血清总 IgE显著降低 , 从而有效的阻止气道的 Ⅰ型变

态反应 , 因此具有很好的预防各种类型的支气管哮喘的作

用〔2〕。研究还显示 TGF -β在气道重塑中起重要作用 , 无论

重症哮喘 , 还是轻症哮喘患者血嗜酸性粒细胞和成纤维细胞

产生的 TGF -β均增加 , Th2产生的细胞因子 IL - 4、 IL - 13

调节着转化生长因子 ( TGF -β) 的产生 , 而来自 Th1的 IFN

-α可抵抗 IL - 4、 IL - 13的作用〔3〕。

槐杞黄颗粒其成分包括槐耳菌质、枸杞子、黄精 , 槐耳

属于菌物界 , 槐耳是我国民间重要的药用真菌 (学名 :

trametes robiniophila murr) , 中药名为槐栓菌 , 真菌门 , 担子菌

亚门 , 层菌纲 , 非褶菌目 , 多孔菌科 , 栓菌属 , 经查新证实

它是一种未正式报导过的药用真菌。野生槐耳因其寄主日益

稀少 , 以致药源紧缺 , 必需人工培育。它对细胞吞噬功能有

非常显著的促进作用 , 可以增强溶菌酶活性 , 同时能够诱生

IFN -α、 IFN -γ。 IFN -α干扰素可以促 NK细胞活性 , 提高

特异性抗体产生 , IFN - γ能够抑制哮喘患儿 Th2细胞的分

化 , 逆转哮喘过敏性炎症的免疫进程〔4〕。正常机体的 Th1 /

Th2型细胞因子处于动态平衡 , 当这个平衡失调并向 Th1或

Th2转化时 , 称为 Th1 /Th2的偏移。胃内注入槐耳颗粒一个

月可促使哮喘模型鼠 Th1型细胞因子表达 , 使 Th1 /Th2偏向

Th1状态。

哮喘患者气道中 TGF -β水平明显增高 , EOS以及气道

上皮细胞是 TGF -β的主要来源 , 如果 TGF -β持续过度表达

就可以引起气道纤维化和气道重建〔5〕。

该实验通过 1个月的观察研究结果显示 , 槐耳颗粒对哮

喘模型小鼠有明显的免疫调节作用 , 这与其诱导α、γ干扰素

生成的作用密切相关 ; 同时该实验提示槐耳颗粒还能够抑制

TGF -β, 长时间服用可以逆转哮喘模型的气道重塑。
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