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［摘　要］　目的　观察补脾益气方对支气管哮喘大鼠肺组织Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）的影响。 方法　将３６只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随

机分为对照组、哮喘组、治疗组，每组１２只。哮喘组使用卵蛋白致敏和激发制备支气管哮喘模型，对照组使用等量生理盐水代

替卵蛋白，治疗组在第１次致敏时以补脾益气方１０ｇ／ｋｇ灌胃治疗，每天１次，共２１天。观察各组大鼠嗜酸性粒细胞（ＥＯＳ）等

炎性细胞的计数，并采用ＲＴ－ＰＣＲ检测各组大鼠肺组织ＴＬＲ４的ｍＲＮＡ表达水平，采用免疫组化检测肺组织ＴＬＲ４的蛋白表

达水平。 结果　哮喘组大鼠肺组织ＴＬＲ４的ｍＲＮＡ及蛋白的表达均显著高于对照组和治疗组（Ｐ＜０．０１）；哮喘组大鼠血液

中ＥＯＳ计数及其他炎性细胞百分比均显著高于对照组和治疗组（Ｐ＜０．０１）。 结论　支气管哮喘大鼠肺组织ＴＬＲ４ｍＲＮＡ
和蛋白的表达显著增强，补脾益气方能有效抑制其表达，并同时降低血液中ＥＯＳ等炎性细胞的数量。
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　　支气管哮喘（简称哮喘）是一种由多种细胞包括
气道的炎性细胞和结构细胞及细胞组分参与的以气

道炎症、可逆性气流受限和气道高反应性为特征的
免疫变态反应性疾病，其中以气道炎症为最主要的
病理变化，并决定气流受限和气道高反应性的程度。

Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）是一种属于跨膜蛋白的免疫
模式识别受体，能够识别入侵的病原体，诱导一系列
炎性反应产生炎性因子。本实验通过研究哮喘大鼠
气道炎症与肺组织中ＴＬＲ４表达的改变，探讨补脾
益气方对ＴＬＲ４的调控作用及对炎性细胞含量的

影响，进而观察补脾益气方对哮喘炎症反应的抑制
作用，为临床上补脾益气方防治哮喘提供实验依据。

１　材料

１．１　动物
健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠３６只，ＳＰＦ级，体重（２００

±２０）ｇ，由北京通利华实验动物技术有限公司提供，
动物许可证号：ＳＣＸＫ（京）２００７－０００１。

１．２　药物
补脾益气方（由黄芪５０ｇ，白术１５ｇ，防风１５ｇ，

黄芩３０ｇ，大枣１００ｇ等组成），常规煎煮２次，过滤
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合并浓缩药液至浓度为生药１ｇ／ｍｌ。

１．３　试剂
卵蛋 白 （ＧｒａｄｅⅡ，美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司，批 号

Ａ５２５３）；ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒［ＤＲＲ０１９Ａ，宝生物工程
（大连）有限公司］；兔抗大鼠 ＴＬＲ４多克隆抗体
（ＢＡ１７１７，武汉博士德生物工程有限公司）；灭活百
日咳杆菌疫苗（武汉云达生物药业有限公司，批号

２００９０３１０）；氢氧化铝干粉（天津药业集团）。

２　方法

２．１　动物分组与处理方法
将３６只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠采用随机数字表法分为３

组：对照组、哮喘组、治疗组，每组１２只。哮喘组：参
考文献［３］的方法制备哮喘模型，分为致敏和激发２
个阶段。致敏：在实验的第１、３、５天，每天给大鼠腹
腔注射１ｍｌ抗原液（卵蛋白１００ｍｇ、灭活百日咳杆
菌疫苗５×１０９ 个、氢氧化铝干粉１００ｍｇ溶于１ｍｌ
生理盐水）；激发：从实验的第５天开始，以１％卵蛋
白溶液用超声雾化器喷雾，在封闭的雾化箱内大鼠
自然吸入雾气，激发成哮喘。雾化吸入每次３０ｍｉｎ，

连续７天。对照组：致敏时用等量生理盐水代替抗
原液腹腔注射，激发时以等量生理盐水代替卵蛋白
溶液进行雾化吸入。治疗组：在第１次致敏时开始
补脾益气方治疗，按照人鼠剂量转换，给予大鼠成人
等效量的１０倍即１０ｇ／ｋｇ灌胃治疗，每天１次，共

２１天。

２．２　炎性细胞计数分类测定

在给药２１天后取材。血液样本：２０％乌拉坦腹

腔注射麻醉大鼠，眶静脉取血０．５ｍｌ，ＥＤＴＡ·Ｎａ２
抗凝，混匀。全自动五分类动物血液分析仪器测定

嗜酸性粒细胞（ＥＯＳ）计数及ＥＯＳ、中性粒细胞、淋

巴细胞的百分比。组织标本：开胸从固定部位切取

右肺中叶，４％多聚甲醛固定。

２．３　ＴＬＲ４ｍＲＮＡ检测

采用 Ｔｒｉｚｏｌ进行肺组织总 ＲＮＡ 提取；采用

ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒分两步进行ＲＴ－ＰＣＲ反应：以β－ａｃ－
ｔｉｎ为内参照，参考文献［２］选取大鼠 ＴＬＲ４引物，

ＴＬＲ４引物序列：上游５＇－ＧＣＡＴＴＧＴＡＴＣＧＣＣＴ－
ＴＣＴＴＡＧＣＡ－３＇，下 游 ５＇－ＣＣＴＧＴＧＡＧＧＴＣＧＴＴ－
ＧＡＧＧＴＴＡＧ－３＇，扩增片段长度２９３ｂｐ。β－ａｃｔｉｎ引

物序 列：上 游 ５＇－ＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴＧＧＴＣＧＴＡＣ－
ＣＡＣ－３＇，下 游 ５＇－ＡＣＡＧＡＧＴＡＣＴＴＧＣＧＣＴＣＡＧ－
ＧＡＧ－３＇，扩增片段长度５９２ｂｐ，由宝生物工程（大连）

有限公司合成。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性２ｍｉｎ，

９４℃变性３０ｓ，６５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０
个循环，最后７２℃加时延伸５ｍｉｎ，４℃冷却终止反
应；琼脂糖凝胶电泳；利用 ＷＤ－９４１３Ｂ凝胶成像分
析仪进行图像分析；用Ｇｅｌｐｒｏ３２软件测量目的基因
和内参照的平均光密度值，并计算两者的比值，以该
比值反应目的基因的ｍＲＮＡ表达水平。

２．４　ＴＬＲ４的蛋白表达
载玻片防脱片处理，切片常规脱蜡至水，按照试

剂说明书的步骤进行操作；苏木素轻度复染，脱水，

透明，封片；显微镜观察，拍照；采用ＢＩ２０００医学图
像分析系统进行图像分析，选取２００倍图像，观察肺
内支气管部位，细胞质呈棕黄色为ＴＬＲ４阳性表达
细胞，每张切片随机选取至少５个高倍视野进行积
分光密度测定，取其平均值作为该切片的代表值。

２．５　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件处理，计量资料以均

数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因素方差
分析。

３　结果
在饲养、造模和治疗过程中各组大鼠均有死亡，

实验结束时各组均剩余大鼠１０只，全部大鼠进行炎
性细胞计数分类，每组取８只进行ＲＴ－ＰＣＲ和免疫
组化实验。

３．１　各组大鼠肺组织ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达比较
表１示，哮喘组大鼠ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达量显

著高于对照组（Ｐ＜０．０１），治疗组显著低于哮喘组
（Ｐ＜０．０１）。

表１　各组大鼠肺组织ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＴＬＲ４平均光密度／β－ａｃｔｉｎ平均光密度

对照组 ８　 ０．２７７±０．０６７＊

哮喘组 ８　 ０．６８１±０．１０７
治疗组 ８　 ０．３６２±０．０７８＊

　　注：与哮喘组比较，＊Ｐ＜０．０１

３．２　各组大鼠肺组织ＴＬＲ４蛋白表达比较
表２、图１示，哮喘组大鼠肺组织ＴＬＲ４蛋白阳

表２　各组大鼠肺组织ＴＬＲ４蛋白表达比较（珚ｘ±ｓ）

组别 大鼠 ＴＬＲ４积分光密度

对照组 ８　 ３２３２．６０６±３３．９８７＊

哮喘组 ８　 ４１１３．３６７±６２．３８２
治疗组 ８　 ３８８４．３７２±７８．０２３＊

　　注：与哮喘组比较，＊Ｐ＜０．０１
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对照组（×２００） 哮喘组（×２００） 治疗组（×２００）

图１　各组大鼠肺组织ＴＬＲ４蛋白表达的比较

性主要表达于各级支气管上皮细胞、肺泡巨噬细胞、
中性粒细胞、ＥＯＳ及淋巴细胞等，哮喘组 ＴＬＲ４蛋
白表达显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），治疗组显著低
于哮喘组（Ｐ＜０．０１）。

３．３　各组大鼠血液中炎性细胞比较
表３示，哮喘组大鼠ＥＯＳ计数及ＥＯＳ、淋巴细

胞和中性粒细胞百分比显著高于对照组（Ｐ＜
０．０１），而治疗组以上指标均显著低于哮喘组（Ｐ＜
０．０１）。

表３　各组大鼠血液炎性细胞比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数
ＥＯＳ计数
（×１０９／Ｌ）

ＥＯＳ
（％）

淋巴细胞

（％）
中性粒细胞

（％）

对照组 １０　０．０２±０．０１＊ ０．２４±０．１５＊ ４９．８２±１２．７９＊ １５．３４±４．３０＊

哮喘组 １０　０．１３±０．１２　 ０．７１±０．５８　 ７２．４５±５．６２　 ２３．３２±４．５８

治疗组 １０　０．０４±０．０３＊ ０．２９±０．１９＊ ６２．５６±５．２５＊ １６．０４±３．４９＊

　　注：与哮喘组比较，＊Ｐ＜０．０１

４　讨论
哮喘已经成为威胁公众健康的最常见慢性呼吸

道疾病之一，近２０多年来其患病率和病死率急剧上
升［３］。医学界从病因、发病机制、药物治疗等各个方
面对哮喘进行了研究，而哮喘发病的免疫学机制已

成为研究的热点。

气道的慢性炎症是哮喘病理变化的最主要特

征，气道炎症反应涉及很多炎性相关细胞因子和炎
症蛋白的参与。Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）是一类模式识
别受体（ＰＲＲ），主要存在于巨噬细胞、中性粒细胞、

ＥＯＳ、淋巴细胞等免疫相关的细胞表面，能调节先天

免疫与获得性免疫，其介导的信号通路在炎症的发
生、发展和变化中具有重要意义，说明ＴＬＲ在炎症
相关疾病如哮喘的发生机制和防治方面具有重要的

研究价值，其中 ＴＬＲ４承担了主要作用，已有实验
证实在肺组织中ＴＬＲ４主要分布于气道上皮细胞、

肺泡巨噬细胞等［４］，ＴＬＲ４识别入侵的病原体，诱导
炎性反应和促进炎性细胞的转录、表达及释放，从而
可能参与哮喘炎症的发生和发展。通过抑制ＴＬＲ４
的激活，可以阻止或者降低哮喘炎症表达，本实验验
证了这个理论的可行性。对 ＴＬＲ４在哮喘过程中

信号转导的深入研究，可进一步揭示哮喘的发病机
制，为临床防治哮喘提供理论依据。

抗炎、对症、免疫治疗被认为是哮喘最基本的治
疗方法［５］，补脾益气方已被证实具有明显的免疫调
节作用，杨月妍等［６］研究表明，补脾益气中药可以显
著降低哮喘大鼠肺泡灌洗液中白细胞介素－５（ＩＬ－
５）、粒细胞－巨噬细胞集落刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）和肿
瘤坏死因子α（ＴＮＦ－α）的含量，改善气道炎症的状
况。本实验结果显示，哮喘组大鼠肺组织 ＴＬＲ４
ｍＲＮＡ和蛋白的表达显著升高，且血液中炎性细胞
的计数也升高，说明哮喘时炎症反应可通过 ＴＬＲ４
信号转导机制进一步增加炎症细胞如ＥＯＳ的释放；

治疗组大鼠肺组织中ＴＬＲ４ｍＲＮＡ和蛋白的表达
明显低于哮喘组，血液中炎性细胞的计数如ＥＯＳ也
明显减少，提示补脾益气方可通过抑制ＴＬＲ４的活
化间接地阻止或降低哮喘气道的炎症反应，从而达
到防治哮喘的目的。
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