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［摘要］ 目的 观察寒喘舒治疗前后哮喘患者相关基因的变化，探讨其治疗哮喘的作用机制。 方法 从用
寒喘舒治疗的寒哮证 200 例患者中随机选择 3 例，治疗前后抽取静脉血分离提取 ＲNA 进行 ＲT2 Profiler PCＲ
Array实验，寻找差异基因，并对其治疗前后的变化进行比较。 结果 治疗后共检测到 4 个基因上调，但差
异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。下调的 1 个基因变化达到显著差异 ( P ＜ 0. 01) ，但未达到 3 倍; 下调基因变
化达到 3 倍以上并达到显著差异的有 ADAM33、IL4、LTB4 和 ＲNASE3 4 个基因。 结论 寒喘舒能改变部分
哮喘相关基因，可能是通过影响基因的变化来治疗哮喘。
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哮喘是常见的呼吸道疾病之一，严重威胁患

者的健康和生命。中医学将哮喘分为寒哮和热哮。
寒哮发作期病因病机多为寒痰伏肺，遇感引发，肺

气郁闭，壅塞气道，而发寒哮。我们根据多年的临
床经验，以温肺祛痰、平喘止咳法，研制了寒喘
舒，经临床近 20 年的观察，疗效确切［1 － 4］。有文
献曾报道超过 180 个与小儿哮喘相关的基因［5］。我
们利用 ＲT2 Profiler PCＲ Array方法研究经寒喘舒治
疗前后哮喘相关 84 个基因的变化，报告如下。

1 材料与方法

1. 1 临床资料
从 200 例在中国人民解放军第四五四医院用寒

喘舒治疗的寒哮患者中用抽签法随机选择 3 例作为
本项目的研究对象。3 例患者中男 1 例，女 2 例;
年龄 21 ～ 36 岁，年龄 ( 28. 1 ± 7. 9) 岁; 病程 3 ～
20 年，平均 ( 12. 3 ± 8. 7 ) 年。给予寒喘舒冲剂
( 中国人民解放军第四五四医院中药制剂室生产，

非标准制剂批准文号: FP54022，主要组成药物:
炙麻黄 3 g，干姜 3 g，紫苑 10 g，细辛 3 g，法半夏
10 g，旋覆花 10 g，赭石 10 g等) ，每次 10 g，每日
2 次，治疗 3 周。治疗后 3 个病例气喘、咯痰、胸
闷、怕冷症状消失。

1. 2 试剂、材料与仪器
PAXgene Blood ＲNA Kit ( 德国 Qiagen 公司，

批号 20131121) ，ＲNeasy Mini Kit ( 德国 Qiagen 公
司，批号 20131029 ) ，ＲT2 First Strand Kit ( 德国
Qiagen 公司，批号 20131123 ) ，ＲT2 SYBＲ Green
ＲOXTM qPCＲ Mastermix ( 德国 Qiagen 公司，批号
20131220) ，96-孔盘 ( 含冻干粉状态的引物，德国
Qiagen 公司) ，透光粘合膜 ( 德国 Qiagen 公司) ，
实时定量 PCＲ 仪 ( 7000S，美国 ABI 公司) ，紫外
分光光度计 ( UV-2401PC，日本岛津公司) 。
1. 3 哮喘相关基因检测
治疗前后抽取患者静脉血 5 ml， － 80℃冷冻保

存。本研究中选择 7 个功能基因组的 76 个基因和
8 个哮喘密切相关基因共 84 个基因进行检测。7 个
功能基因组为 Th2 细胞因子相关基因 33 个: AＲ-
EG，CCL11 ( Eotaxin ) ，CCL17 ( TAＲC ) ，CCL2
( MCP-1 ) ，CCL22 ( MDC ) ，CCL24 ( Eotaxin-2 ) ，
CCL26 ( Eotaxin-3 ) ， CCL5 ( ＲANTES ) ， CCL8
( MCP-2 ) ， CLC， CSF2 ( GM-CSF ) ， GPＲ44
( CＲTH2 ) ， ICOS， IFNG， IL10， IL12A， IL12B，
IL13，IL17A， IL18， IL21， IL25 ( IL17E ) ， IL3，
IL31，IL33，IL4，IL5，IL9，PDCD1，PMCH，TG-
FB1，TNFSF4 ( OX40L) ，TSLP。细胞因子和趋化因
子受体相关基因 16 个: CCＲ3，CCＲ4，CCＲ8，
CD40LG ( TNFSF5 ) ， CＲLF2 ( TSLPＲ ) ， CSF3Ｒ
( GM-CSFＲ ) ， IFNGＲ2， IL13ＲA1， IL13ＲA2，
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IL17ＲB，IL1ＲL1 ( ST2 ) ，IL2ＲA ( CD25 ) ，IL3ＲA，
IL4Ｒ ( CD124 ) ， IL5ＲA ( CD125 ) ， TNFＲSF4
( OX40 ) 。转录因子 10 个: BCL6，FOXP3，GA-
TA3，MAF， PPAＲG， ＲOＲC， SATB1， STAT5A，
STAT6，TBX21。肥大细胞和 IgE 相关基因 7 个:
CMA1，CPA3，FCEＲ1A，KIT ( CD117 ) ，KITLG，
MS4A2，TPSAB1。噬酸性粒细胞相关基因 5 个:
EPX，PＲG2，ＲNASE2，ＲNASE3，SIGLEC8。自然
杀伤细胞相关因子 7 个: IFNG，IL12A，IL12B，
IL13，IL18，IL21，IL33。替代性活化的巨噬细胞 5
个: AＲG1，CHI3L1，CHIA，MＲC1，ＲETNLB，共
计 76 个基因; 剩余 8 个为哮喘密切相关的基因:
ADAM33，ADＲB2， ALOX5， CLCA1， CYSLTＲ1，
LTB4Ｒ，MMP9 ( Gelatinase B) ，POSTN。
用 PAXgene Blood ＲNA Kit从全血样品中提取

总 ＲNA，进一步用 ＲNeasy Mini Kit 进行纯化，按
试剂盒说明操作。用紫外分光光度计通过吸光度来
测定 ＲNA的浓度和纯度比，用于测吸光度的 ＲNA
稀释在 10mM Tris-HCl，pH8. 0 溶液中。
解冻 ＲT2 First Strand Kit。用瞬时离心 ( 10 ～

15 s) 使管中的试剂沉至管底，按 25 ng ～ 5μg ＲNA
加入 2μl反应液 GE，最后加入无 ＲNA酶纯净水至
10μl，用加样枪进行上下轻微混匀，瞬时离心，
按下面方法进行每个 ＲNA样品的基因组 DNA去除
反应。
基因组 DNA去除反应在 42℃保温 5 min，接着

放在冰上至少 1 min，按要求准备逆转录反应混合
物。在每管 10μl 基因组 DNA 去除反应物中加
10μl逆转录反应混合物。用加样枪进行上下轻微
混匀。保持在 42℃ 15 min，立即放在 95℃ 保持
5 min中断反应。每个反应中加 91μl ＲNase-free 水
并用加样枪进行上下混匀数次。
将 cDNA与 ＲT2 SYBＲ Green ＲOXTMqPCＲ Mas-

terMix混合，再将混合物准确加入 96-孔盘中，包
括 84 个通路 /疾病 /功能相关基因和 5 个稳定表达
的基因的 PCＲ 检测引物、1 个基因组 DNA 污染质
控、3 个逆转录质控及 3 个 PCＲ反应质控。
进行实时定量 PCＲ 检测，结果采用相对定量

法 ( 2 －△△CT法) 表示。
1. 4 统计学方法
采用 SPSS 16. 1 统计软件进行分析，数据分析

采用 t检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 差异基因表达
本研究患者基因变化见散点图 ( 图 1) 和火山

图 ( 图 2) ，该可视化图用于评估两个样本的基因
表达的变异，两组散点分布图和火山图提示，大部

分基因位于回归线内，表明哮喘患者与正常人

( 回归线内为正常人基因表达) 大部分基因表达接

近，少部分基因表达存在差异。

图 1 寒喘舒治疗前后哮喘患者基因变化散点图

图 2 寒喘舒治疗前后哮喘患者基因变化火山图

2. 2 哮喘患者治疗前后下调基因表达比较
本实验检测的哮喘相关基因表达多数在 1 的水

平，即多数基因是正常水平，本次条件下共检测到

大多数基因下调，但下调达到 3 倍以上的有 AD-
AM33、IL4、LTB4Ｒ 和 ＲNASE3 4 个基因 ( 见表
1) 。其中哮喘密切相关的基因 2 个 ADAM33 和
LTB4Ｒ，1 个与 Th2 细胞因子相关基因 IL4，1 个基
因属于噬酸性粒细胞相关基因 ( ＲNASE3) 。另有 1
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个基因为 Th2 细胞因子相关基因 CCL26 ( Eotaxin-
3) ，虽然下调达到显著差异 ( P ＜ 0. 01 ) ，但未达
到 3 倍的变化，生物学意义有限。治疗前后仅 4 个
基因有上调，差异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 1 寒喘舒治疗前后哮喘患者下调基因

表达比较 ( 变化 ＞ 3 倍) ( 2 － ΔΔCt )

时间 ADAM33 IL4 LTB4Ｒ ＲNASE3

治疗前 1. 2 × 10 －1 9. 6 × 10 －5 1. 2 × 10 －1 3. 7 × 10 －1

治疗后 8. 8 × 10 －1 3. 8 × 10 －2 7. 4 × 10 －1 2. 20
治疗后 /
治疗前

7. 17 389. 31 6. 17 5. 99

P值 0. 000479 0. 016593 0. 000123 0. 036155

3 讨论

寒哮多为寒痰伏肺，遇寒引发，痰升气阻，肺

气郁闭而致呼吸急促，痰鸣有声，咳嗽咯痰。病因
于寒，阴盛于内，阳气不能宣达，故形寒肢冷，舌

质淡、舌苔白，脉弦紧，均为寒盛之象。治疗法则
为温肺散寒，祛痰平喘。寒喘舒以麻黄宣肺平喘为
主药，配干姜、细辛温肺化痰，法半夏、紫菀祛痰
止咳，旋覆花配赭石降气化痰平喘。诸药合用，共
奏温肺散寒祛痰、降气平喘止咳之功。
寒哮涉及多种炎性细胞及炎症介质相互作用，

受遗传和环境因素的双重影响，基因的作用越来越

受到重视。本研究结果显示，哮喘相关 84 个基因
中 4 个表达差异大于 3 倍的基因分别为哮喘密切相
关基因 2 个 ( ADAM33 和 LTB4Ｒ) ，Th2 细胞因子
相关基因 1 个 ( IL4) ，噬酸性粒细胞相关基因 1 个
( ＲNASE3) 。
哮喘治疗中最大的问题是气道重构，某些特殊

类型的哮喘，现有治疗手段不能奏效，可能与气道

重构有关［6 － 7］，目前还没有针对重构的有效治疗手

段。多个研究表明，ADAM33 很可能介导了气道重
构，针对 ADAM33 的治疗有可能是重要靶点，AD-
AM33 基因有助于进一步深入理解哮喘的发生和发
展过程［8 － 11］。本研究结果显示，寒喘舒能使哮喘
患者 ADAM33 表达下降，可能是通过影响该基因
的表达从而改变了哮喘患者气道的建构。

LTB4Ｒ基因表达产物为白三烯受体蛋白之一
的 LTB4Ｒ蛋白。白三烯包括白三烯 B4 ( LTB4) 与
半胱氨酰白三烯 ( CYsLTs) 两组介质，LTB4 是体
内产生的最强的白细胞趋化因子之一，参与了体内

多种免疫和炎症的发生发展过程［12］。王凌云等［13］

研究发现，支气管哮喘及咳嗽变异型哮喘组患者的

血清 LTB4 较健康对照组水平显著升高，显示出
LTB4 与哮喘有显著关联。本研究结果显示，寒喘
舒能使哮喘患者 LTB4Ｒ 基因表达下降，则 LTB4Ｒ
蛋白减少，白三烯缺少与之结合的受体，因而作用

减弱，使哮喘减轻。
IL4 基因编码产生白细胞介素 4 ( IL-4 ) ，IL4

基因与哮喘患者体内 IL-4 水平呈相关性［14］。IL-4
也是肥大细胞生长因子，能增强 B 细胞对 T 细胞
的抗原递呈作用，促进体液免疫应答，特别是促进

IgE介导的免疫反应［15］。本研究结果显示，寒喘舒
能使哮喘患者 IL4 基因表达显著下降，从而使 IL-4
产生减少，IgE下降，减轻免疫反应，使哮喘好转。

ＲNASE3 ( 核糖核酸酶、核糖核酸酶家族 3 )
是一个蛋白编码基因，编码嗜酸性粒细胞阳离子蛋

白 ( ECP) ，嗜酸性粒细胞脱颗粒时释放，在机体
感染和哮喘时 ECP 有所增高［16 － 17］。目前认为与
ＲNASE3 相关疾病以支气管炎和食物过敏为多见，
是过敏性疾病的候选基因［18］。本研究结果显示，
寒喘舒能使哮喘患者 ＲNASE3 基因表达显著下降，
使 ECP减少，缓解哮喘。
本研究结果显示，寒喘舒可抑制哮喘患者

ADAM33、IL-4、LTB4Ｒ、ＲNASE3 水平，使与这
些基因相关的白细胞趋化因子也下降，提示寒喘舒

可能是通过影响基因的变化起到平喘止咳作用，使

寒痰消除，气道畅通，从而控制哮喘症状。由于经
费所限，本研究仅进行了 3 例患者的基因分析，结
果还需要扩大样本量进行深入研究。
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Impact of Hanchuan Shu ( 寒喘舒) on Asthma-Ｒelated Genes
ZHANG Liling1，ZHANG Liping2，LIU Zhiyong3

( 1． The 454th Hospital of People' s Liberation Army，Nanjing，Jiangsu Province 210002; 2． Institute of Occupational Medicine of
Jiangxi; 3． Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine)
ABSTＲACT Objective To observe the changes of asthma related genes in patients before and after treatment with
Hanchuan Shu． Methods Three cases were randomly selected from 200 cases of cold asthma syndrome patients
cured by Hanchuan Shu． Venous blood samples were collected，ＲNA was isolated and extracted to do ＲT2 Profiler
PCＲ Array test before and after treatment． Different genes were looked for and changes before and after treatment were
compared． Ｒesults Four up-regulated genes were found after treatment，but there was not significant difference in
changes between before and after treatment ( P ＞ 0. 05 ) ． There was significant difference in the change of a down-
regulated gene between before and after treatment ( P ＜ 0. 01) ，but the change was less than 3 times． The changes of
4 down-regulated genes were more than 3 times and the difference was significant． These four genes were ADAM33，
IL4，LTB4 and ＲNASE3． Conclusion Hanchuan Shu could change part of genes related to asthma． It might treat
asthma by regulating genes changes．
Keywords asthma; Hanchuan Shu; gene
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