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［摘要］ 目的 探讨固本防哮饮防治支气管哮喘的可能作用机制。 方法 将 70 只 BALB /c小鼠随机分为正
常组、模型组、孟鲁司特钠组和固本防哮饮低、中、高剂量组及固本防哮饮预防组，每组 10 只。除正常组
外，其余各组小鼠采用卵蛋白致敏和激发联合呼吸道合胞病毒感染的方法，建立支气管哮喘模型。孟鲁司特
钠组给予孟鲁司特钠片 1. 5 mg / ( kg·d) ，固本防哮饮低、中、高剂量组分别给予固本防哮饮 13. 5、27. 0、
54. 0 g / ( kg·d) ，以上各组均于造模第 56 天开始灌胃给予相应药物，每天 1 次，连续 28 天。固本防哮饮
预防组给予固本防哮饮 13. 5 g / ( kg·d) ，于造模第 1 天开始灌胃，连续 84 天。取各组小鼠右肺中叶进行
HE染色，检测肺组织白细胞介素 6 ( IL-6) 、白细胞介素 8 ( IL-8) 、肿瘤坏死因子 α ( TNF-α) mＲNA 的表
达及 STAT1 蛋白表达。 结果 HE染色结果显示，模型组可见肺小叶正常结构破坏，肺泡壁明显增厚、充
血、水肿及炎性细胞浸润，气道壁增厚，管腔狭窄; 各药物组小鼠肺组织仅有轻度的炎性病变，较模型组明
显减轻。与正常组比较，模型组小鼠肺组织 STAT1 蛋白及 IL-6、IL-8、TNF-α mＲNA 表达水平显著升高
( P ＜ 0. 05) ; 与模型组比较，孟鲁司特钠组和固本防哮饮低、中、高剂量组及预防组小鼠肺组织中 STAT1 蛋
白、IL-6、IL-8 mＲNA表达明显降低 ( P ＜ 0. 05) ，孟鲁司特钠组和固本防哮饮中、高剂量组及预防组小鼠肺
组织中 TNF-α mＲNA表达明显降低 ( P ＜ 0. 01) 。 结论 固本防哮饮防治支气管哮喘可能与抑制肺组织中
STAT1 蛋白的活化，降低 IL-6、IL-8、TNF-α mＲNA的表达有关。
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支气管哮喘 ( 简称哮喘) 是具有气道炎症、
气道高反应性和气流受限特征，但临床表现多样的

慢性气道疾病。调查资料显示，我国城市 0 ～ 14 岁
儿童哮喘的累计患病率已达 3. 02%［1］，提示目前
我国儿童哮喘正处于患病率快速上升的阶段。吸入
糖皮质激素是哮喘长期控制治疗的首选药物，但长

期使用糖皮质激素会出现骨骼生长延迟等不良反

应［2］。中医药防治哮喘有一定的优势，固本防哮
饮为我国著名儿科专家江育仁教授的经验方，具有

补肺固表、健脾化痰的功效，用于儿童哮喘缓解
期，在减少哮喘发作次数、减轻哮喘发作程度等方
面安全有效［3］。本研究建立哮喘小鼠模型并以固
本防哮饮进行干预，以探讨固本防哮饮防治哮喘的

可能作用机制。

1 材料与方法

1. 1 实验动物与病毒
清洁级雌性 BALB /c 小鼠，4 ～ 6 周龄，体重

18 ～ 20 g，购于北京维通利华实验动物技术有限公
司，实验动物许可证号: SCXK ( 京) 2012 － 0001。
呼吸道合胞病毒 A 亚型 ( Long 株) 来源于南京中
医药大学中医儿科研究所。
1. 2 实验药物
孟 鲁 司 特 钠 片: 10 mg /片，国 药 准 字:

J20070058，由杭州默沙东药业股份有限公司提供。
固本防哮饮由炙黄芪 15 g、党参 10 g、白术 10 g、
茯苓 10 g、煅牡蛎 15 g、蝉蜕 10 g、陈皮 6 g、防风
6 g、辛夷 6 g、五味子 6 g、甘草 3 g 组成，制备成
含生药 2. 16 g /ml的药液。
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1. 3 主要试剂及仪器
卵蛋白 ( OVA，批号: 326A058) ，美国 Sigma

公司; ＲNAiso Plus ( 批号: 9109) 、逆转录试剂盒
( 批号: ＲＲ037A ) 、实时荧光定量 PCＲ 试剂盒
( 批号: ＲＲ820A ) ，TaKaＲa 宝生物工程 ( 大连)
公司; EnvisionTM super 免疫组化检测试剂盒 ( 批
号: Kit9902) ，福建迈新生物技术有限公司; 兔抗
小鼠 STAT1 多克隆抗体 ( 批号: SC-346 ) ，美国
Santa Cruz 公司; 山羊抗兔多克隆二抗 ( 批号:
ab6721 ) ，美国 Abcam 公司。ABI7500 荧光定量
PCＲ仪，美国 AB公司; 蛋白核酸分析仪，BioPho-
tometer型，德国 Eppendorf公司。
1. 4 造模方法
哮喘小鼠模型参照文献 ［4 － 5］造模方法加

以改进: 第 1 天给小鼠腹腔注射 OVA 致敏液
0. 2 ml致敏，第 8 天时再次腹腔注射致敏，第 15
天将小鼠放入雾化器的有机玻璃盒中，以 2. 5%
OVA的生理盐水溶液雾化吸入 30 min激发，每天 1
次，连续 14 天，之后在第 32、35、38、41、45、
48、51、54 天以同样的方法雾化激发，共激发 22
次，同时在第 29、42、55 天用 TCID50 = 10 －3. 425的

合胞病毒 50μl /只滴鼻。
1. 5 动物分组及给药
按随机数字表法将 70 只小鼠分为正常组、模

型组、孟鲁司特钠组 ( 1. 5 mg /kg) 、固本防哮饮低
剂量组 ( 13. 5 g /kg ) 、固本防 哮 饮 中 剂 量 组
( 27. 0 g /kg) 、固本防哮饮高剂量组 ( 54. 0 g /kg )
及固本防哮饮预防组 ( 13. 5 g /kg ) ，每组 10 只。
固本防哮饮预防组于造模第 1 天开始灌胃，连续
83 天; 其余组于第 56 天开始灌胃给予相应药物，
每日 1 次，连续 28 天。正常组、模型组不作任何
干预。
1. 6 观察指标及方法
1. 6. 1 肺组织病理学观察 正常组与模型组于末
次滴鼻 24 h 后，给药各组于末次灌胃 24 h 后，脱
颈椎处死小鼠，剪开胸腔，分离出气管，取出小鼠

的右肺中叶，4%多聚甲醛固定 24 h，脱水、包埋、
切片。苏木精 －伊红 ( HE) 染色，镜下观察病理
学炎症改变。取出剩余肺组织，放置冻存管中，保
存至 － 80℃冰箱，备用。
1. 6. 2 肺组织白细胞介素 6 ( IL-6) 、白细胞介素
8 ( IL-8) 、肿瘤坏死因子 α ( TNF-α) mＲNA 表达
检测 Trizol法从小鼠肺组织中提取总 ＲNA，用蛋
白核酸分析仪对 ＲNA 进行质量分析，按照试剂盒

说明书将总 ＲNA 反转录成 cDNA，SYBＲ GreenⅡ
实时荧光定量 PCＲ 法检测肺组织中 IL-6、IL-8、
TNF-α mＲNA的转录水平。实时荧光定量 PCＲ 反
应条件 ( 采用两步法) : 95℃预变性 15 s，95℃变
性 5 s，60℃退火 34 s，设置 40 个循环，同时做熔
解曲线。以上实验独立重复 3 次。所得实验数据采
用 2 － ΔΔCt方法进行计算，ΔΔCt = ( Ct 样本 － Ct 内
参) 实验组 － ( Ct 样本 － Ct 内参) 对照组。实时荧光定
量 PCＲ 引物序列见表 1，引物由生工生物工程
( 上海) 股份有限公司合成。

表 1 小鼠 GAPDH、IL-6、IL-8、TNF-α引物序列

基因 上游引物 ( 5' － 3') 下游引物 ( 5' － 3')

GAPDH TCCACTCACGGCAAAT-
TCAACG

TAGACTCCACGACATACT-
CAGC

IL-6 TGGACATTCCTCACTGTG-
GT

CCCAACATTCATATTGT-
CAGTTC

IL-8 CAAGGCTGGTCCAT-
GCTCC

TGCTATCACTTCCTTTCTGT-
TGC

TNF-α
TGGCCTCCCTCTCAT-
CAGTT

GCTACAGGCTTGT-
CACTCGAATT

1. 6. 3 肺组织 STAT1 蛋白表达检测 参照 Envi-
sion法进行免疫组化操作。STAT1 一抗，稀释
1 ∶ 100，在 200 倍光学显微镜下观察结果，拍片，
以淡黄色或棕黄色颗粒染色为阳性表达。每张切片
随机选取 5 个视野，采用 Image-Pro Plus 6. 0 图像
分析软件 ( 美国 Media Cybernetics 公司) 进行分
析，以平均光密度值 ( MD，MD = IOD /Area ) 表
示各组支气管肺组织中 STAT1 蛋白的相对表达量。
1. 7 统计学方法
采用 SPSS 17. 0 统计软件包分析结果，正态分

布计量资料采用均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，组间
比较采用单因素方差分析，多重比较采用 LSD 法
和 Dunett法; 偏态分布计量资料以中位数 ( M) 和
四分位数 ( Q1，Q3 ) 描述，采用 Mann-Whitney U
或 Kruskal-Wallis H 非参数检验，以 P ＜ 0. 05 为差
异有统计学意义。

2 结果

实验过程中各组小鼠均死亡一只，每组 10 只
小鼠纳入结果分析。
2. 1 各组小鼠肺组织病理变化

HE染色结果显示，正常组肺小叶结构正常，
肺泡上皮细胞未见明显变性﹑坏死和脱落，肺泡壁

无充血、水肿，肺泡腔及支气管腔内无渗出物，间
质未见炎细胞浸润; 支气管壁完整，平滑肌厚度正
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表 2 各组小鼠肺组织 IL-6、IL-8、TNF-α mＲNA表达比较 ( 2 － ΔΔCt，珋x ± s)

组别 鼠数 IL-6 IL-8 TNF-α

正常组 9 1 1 1
模型组 9 6. 06 ± 0. 1761* 2. 13 ± 0. 3472* 5. 45 ± 0. 2726*

孟鲁司特钠组 9 0. 83 ± 0. 0373△ 1. 03 ± 0. 0541△ 1. 12 ± 0. 0169△

固本防哮饮低剂量组 9 1. 01 ± 0. 0498△ 1. 11 ± 0. 0701△ 5. 11 ± 0. 2069▲

固本防哮饮中剂量组 9 0. 79 ± 0. 0311△ 0. 82 ± 0. 0439△ 3. 27 ± 0. 1489△▲

固本防哮饮高剂量组 9 0. 92 ± 0. 0283△ 1. 05 ± 0. 0768△ 1. 22 ± 0. 0445△

固本防哮饮预防组 9 1. 23 ± 0. 0830△▲ 0. 73 ± 0. 0956△▲ 2. 16 ± 0. 1855△▲

注: IL-6，白细胞介素 6; IL-8，白细胞介素 8; TNF-α，肿瘤坏死因子 α; 与正常组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05; 与孟

鲁司特钠组比较，▲P ＜ 0. 05

常，细胞排列规整，管腔内无脱落上皮细胞。模型
组可见肺小叶正常结构破坏，肺泡壁明显增厚、充
血、水肿及炎性细胞浸润，气道壁增厚，管腔狭
窄，血管及支气管周围有炎性细胞浸润，主要是淋

巴细胞、中性粒细胞及嗜酸性粒细胞，上皮细胞轻
度变性，纤维结缔组织轻度增生。各药物组小鼠肺
组织仅有轻度的炎性病变，较模型组明显减轻。
2. 2 各组小鼠肺组织 IL-6、IL-8、TNF-α mＲNA
表达比较

表 2 示，与正常组比较，模型组小鼠肺组织
IL-6、IL-8、TNF-α mＲNA 表达水平显著升高( P ＜
0. 05) ; 与模型组比较，孟鲁司特钠组和固本防哮
饮中、高剂量组及预防组小鼠肺组织中 IL-6、IL-
8、TNF-α mＲNA表达明显降低，固本防哮饮低剂
量组仅 IL-6、 IL-8 mＲNA 表达水平降低 ( P ＜
0. 05) 。固本防哮饮低、中剂量组肺组织中 TNF-α
mＲNA的表达高于孟鲁司特钠组 ( P ＜ 0. 05 ) ，固
本防哮饮预防组肺组织中 IL-6、TNF-α mＲNA表达
亦高于孟鲁司特钠组 ( P ＜ 0. 05 ) ，IL-8 mＲNA 表
达比孟鲁司特钠组低 ( P ＜ 0. 05) 。
2. 3 各组小鼠肺组织 STAT1 蛋白表达比较
表 3 示，与正常组比较，模型组小鼠肺组织

STAT1 蛋白表达水平显著升高 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与模
型组比较，孟鲁司特钠组和固本防哮饮低、中、高
剂量组及预防组小鼠肺组织中 STAT1 蛋白表达明
显降低 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与孟鲁司特钠组比较，固本
防哮饮高剂量组 STAT1 蛋白水平差异无统计学意
义 ( P ＞ 0. 05 ) ，而固本防哮饮低、中剂量组及预
防组 STAT1 蛋白水平均高于孟鲁司特钠组 ( P ＜
0. 05) 。

3 讨论

支气管哮喘是一种以慢性气道炎症为特征的异

质性疾病，气道炎症、气道高反应性和气道重塑是

表 3 各组小鼠肺组织 STAT1 蛋白表达比较 ( MD，珋x ± s)

组别 鼠数 STAT1

正常组 9 0. 112 ± 0. 1065
模型组 9 0. 168 ± 0. 0150*

孟鲁司特钠组 9 0. 131 ± 0. 0109△

固本防哮饮低剂量组 9 0. 144 ± 0. 0139△▲

固本防哮饮中剂量组 9 0. 145 ± 0. 0133△▲

固本防哮饮高剂量组 9 0. 141 ± 0. 0172△

固本防哮饮预防组 9 0. 148 ± 0. 0152△▲

注: 与正常组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05;

与孟鲁司特钠组比较，▲P ＜ 0. 05

其主要病理学特征。慢性气道炎症在哮喘的发生、
发展中发挥重要作用，而目前国内外通用的哮喘诊

治方案均强调对气道炎症的控制［6］。IL-6 主要来源
于单核-巨噬细胞，参与炎症损伤，同时也是机体
免疫-神经-内分泌调控的重要因子。体外实验已证
明，IL-6 与新分离的人类 T淋巴细胞共培养，可促
进 T淋巴细胞增殖［7］。IL-8 对中性粒细胞有强烈
的趋化作用，在严重哮喘患者中，IL-8 介导的中性
粒细胞跨膜迁移可以导致嗜酸性粒细胞在气道募

集［8］。TNF-α是主要由单核-巨噬细胞产生的炎性
因子，正常机体内 TNF-α 浓度较低，但慢性持续
释放的 TNF-α 则会引起组织免疫病理性损伤，可
刺激气道内皮细胞产生 IL-6、IL-8 及细胞黏附分
子，导致炎症反应［9］。STAT1 是 STAT 家族中最早
被发现并克隆的成员，与哮喘密切相关，在细胞因

子调节网络中起着重要作用［10］。研究发现，在气
道炎症时支气管上皮细胞存在 STAT1 的选择性活
化及过度表达，诱导其合成和分泌许多细胞因子，

如 IL-6、IL-8、TNF-α，而这些细胞因子又可以反
过来活化炎症细胞，促进炎症细胞的合成及释放炎

性介质［11 － 12］。
中医学认为哮喘难于根治的原因在于伏痰难

祛、外邪难防、异物难明等多方面，而这些又与素
体肺脾肾不足的体质状态密切相关。前期研究发
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现，固本防哮饮在改善小儿体质，增强抗病能力，

防治哮喘方面有一定的优势，且无明显毒副作

用［3］。方中黄芪为君药，入肺脾二经，一则补肺
实卫，固表止汗，二则合党参、白术益气健脾; 茯
苓、陈皮健脾渗湿化痰; 煅牡蛎、五味子敛肺止咳
定喘; 防风、辛夷、蝉蜕祛风解表。全方具有补肺
固表、健脾化痰的功效。本研究发现，模型组小鼠
肺组织 HE 染色显示肺泡壁明显增厚、充血、水
肿，血管周围及支气管周围有炎性细胞浸润，说明

卵蛋白反复刺激会使小鼠出现明显的气道炎症。免
疫组化结果，模型组小鼠肺组织中 STAT1 蛋白的
表达明显高于正常组，说明支气管上皮细胞 STAT1
的活化及过度表达。PCＲ 结果显示，模型小鼠肺
组织中 IL-6、IL-8、TNF-α mＲNA 的表达升高。而
固本防哮饮各剂量组及预防组在一定程度上能显著

改善小鼠肺组织中炎性细胞的浸润，降低 STAT1
蛋白及 IL-6、IL-8、TNF-α mＲNA 的表达，从实验
角度证实固本防哮饮能减轻气道炎症，从而为固本

防哮饮预防或减轻哮喘的发作提供理论依据。
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The Effect of Guben Fangxiao Yin ( 固本防哮饮) on the Expression of Inflammatory Factor and STAT1
Protein in Lung Tissue of Bronchial Asthma Mouse Model
WANG Aihua，YAO Jun，DONG Yingmei，LIU Liwei，LING Hao，ZHAO Xia
( Pediatrics Institution of Chinese Medicine，Nanjing University of Chinese Medicine /Key Laboratory of Children Ｒespiratory Diseases

( Chinese medicine) of Jiangsu Province，Nanjing 210023)

ABSTＲACT Objective To research the possible mechanism of Guben Fangxiao Yin in preventing and treating
bronchial asthma． Methods Ｒandomly divided 70 BALB /c mice into normal group，model group，Montelukast
group，Guben Fangxiao Yin low，middle，high dose group，and the Guben Fangxiao Yin prevention group，with 10 in
each． Mice in other groups except the normal group adopted ovum albumin sensitization and stimulation with respiratory
syncytial virus infections method to established bronchial asthma model． The Montelukast group was given Montelukast
Sodium Tablets 1. 5 mg / ( kg·d) ． The Guben Fangxiao Yin low，middle，high dose group were respectively given
Guben Fangxiao Yin 13. 5，27. 0，54. 0 g / ( kg·d) ． Above groups were all given corresponding medicine from the
56th day after starting to make model，once per day，for 28 days continuously． The Guben Fangxiao Yin prevention
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group was given Guben Fangxiao Yin 13. 5 g / ( kg·d) ． Began to gavage from the first day of modelling，for 84 days．
Used the middle lobe in the mice＇s right lungs in each group for HE dye． Examined the expression of lung tissue
interleukin6 ( IL-6) ，interleukin8 ( IL-8) ，tumor necrosis factor α ( TNF-α) mＲNA and the expression of STAT1
protein． Ｒesults HE dye results showed that normal structure of pulmonary lobule in the model group broke，the
alveolar wall remarkably thickened，with hyperemia，edema and inflammatory cell infiltration，the airway wall
thickened and lumen narrowed． Lung tissue of the mice in each medical groups only had slight inflammation lesion，
remarkably decreasing compared with that of the model group． Compared with the normal group，the expression level
of STAT1 protein and IL-6，IL-8，TNF-α mＲNA of mouse lung tissue in the model group remarkably increased ( P ＜
0. 05) ; Compared with the model group，the expression of STAT1 protein and IL-6，IL-8，TNF-α mＲNA of mice
lung tissue in the Montelukast group，the Guben Fangxiao Yin low，middle，high dose group，and the Guben Fangxiao
Yin prevention group remarkably decreased ( P ＜ 0. 05) ; The expression of TNF-α mＲNA of mice lung tissue in the
Montelukast group，the Guben Fangxiao Yin middle，high dose group，and the Guben Fangxiao Yin prevention group
remarkably decreased ( P ＜ 0. 01 ) ． Conclusion Guben Fangxiao Yin could prevent and treat bronchial asthma，
which may be related with inhibiting activating STAT1 protein in lung tissue and decreasing the expression of IL-6，
IL-8，and TNF-α mＲNA．
Keywords bronchial asthma; Guben Fangxiao Yin ( 固本防哮饮) ; STAT1 protein; airway inflammation
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