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［摘　要］　目的　观察防哮饮早期干预对哮喘气道炎症的防治作用机制。 方法　将５０只ＢＡＬＢ／ｃ健康小鼠随机分为正常
对照组、哮喘模型组、防哮饮小剂量组、防哮饮大剂量组、布地奈德（ＢＵＤ）组，每组１０只，用卵蛋白（ＯＶＡ）致敏激发造模。防
哮饮小剂量组、大剂量组从小鼠第１次致敏当天起分别灌胃给予防哮饮５００ｇ／Ｌ、２　５００ｇ／Ｌ，每天１次，每次０．４ｍｌ，共２６天。

正常对照组和哮喘模型组则以等量生理盐水灌胃。ＢＵＤ组于第２３天予ＢＵＤ溶液（０．５ｇ／Ｌ）０．０１ｍｌ／ｄ，滴鼻３天。最后１次
激发后４８ｈ处死小鼠，检测小鼠血清白细胞介素４（ＩＬ－４）、白细胞介素５（ＩＬ－５）、γ－干扰素（ＩＦＮ－γ）、白细胞介素１２（ＩＬ－１２）的含
量，光镜下观察肺部ＥＯＳ浸润和骨髓ＥＯＳ百分计数（ＥＯＳ％）。 结果　哮喘模型组小鼠肺组织 ＨＥ染色显示小鼠肺部出现
大量的炎症细胞浸润，以ＥＯＳ和中性粒细胞为主。哮喘模型组骨髓ＥＯＳ％、血清ＩＬ－４／ＩＦＮ－γ的比值、ＩＬ－５／ＩＬ－１２的比值较正
常对照组明显升高（Ｐ＜０．０１）；防哮饮大剂量组和ＢＵＤ组均能显著降低骨髓ＥＯＳ％、明显抑制气道及血管周围炎症浸润、降
低哮喘小鼠血清ＩＬ－４／ＩＦＮ－γ和ＩＬ－５／ＩＬ－１２的比值（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），两组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。 结论　
防哮饮能有效下调哮喘小鼠血清ＩＬ－４／ＩＦＮ－γ和ＩＬ－５／ＩＬ－１２的比值，降低骨髓ＥＯＳ％，抑制以ＥＯＳ浸润为主的气道炎症。
［关键词］　哮喘；小鼠；防哮饮；嗜酸性粒细胞；气道炎症
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　　哮喘是由多种细胞和细胞组分参与的气道慢性
炎症性疾患。哮喘患者气道炎症与嗜酸性粒细胞
（ＥＯＳ）的浸润存在密切联系，ＥＯＳ的浸润程度始终
与气道重塑、肺功能的衰退及威胁生命的发作性哮
喘的严重程度有关［１］，而辅助性Ｔ淋巴细胞亚群１／
辅助性Ｔ淋巴细胞亚群２（Ｔｈｌ／Ｔｈ２）平衡失调，Ｔｈ２
细胞活化亢进在哮喘发病机制中发挥重要作用［２］。
本研究旨在通过复制卵蛋白致敏的哮喘小鼠模型，
观察防哮饮早期干预对肺部ＥＯＳ浸润以及血清白
细胞介素４（ＩＬ－４）、白细胞介素５（ＩＬ－５）、γ－干扰素
（ＩＦＮ－γ）、白细胞介素１２（ＩＬ－１２）含量的影响，探讨
防哮饮早期干预对哮喘气道炎症的防治机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物与药物

６～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ健康雌性小鼠５０只，清洁
级，体重（２０±１）ｇ，由广西医科大学实验动物中心提
供，实验动物许可证号：ＳＣＸＫ桂２００３－０００３。防
哮饮中药配方颗粒（由黄芪、白术、防风、太子参、淫
羊藿、熟地黄、银杏叶、丹参、甘草等组成）由培力（南
宁）药业有限公司生产，每袋１８ｇ，批号：０５０３０１。布
地奈德混悬液（ＢＵＤ，阿斯利康制药有限公司生产，
批号：２２７４７３）。

１．２　试剂与仪器
卵蛋白（ＯＶＡ，上海伯奥生物有限公司生产，批

号：０６０９０）；小鼠ＩＬ－５、ＩＬ－１２（Ｐ７０）ＥＬＩＳＡ 试剂盒
（武汉博士德生物有限公司）；快速瑞氏染色液试剂
（成都迈克科技有限公司，批号：１００５０５１）。

ＰＡＲＩ　ＢＯＹ压缩空气喷雾器（德国百瑞公司生
产）；ＬＥＩＣＡ　ＲＭ２１３５型石蜡组织切片机；Ｏｌｙｍｐｕｓ
ＣＨ３０光学显微镜；８０－２离心机（上海手术器械厂
生产）；ＳＭ－３自动化酶免分析仪（北京天石医疗用
品有限公司生产）。

１．３　模型制备、分组及给药
参考文献［３］方法，于第１天和第１４天，分别腹

腔注射致敏液０．２ｍｌ（０．０８％ＯＶＡ　０．１ｍｌ与等体积
佐剂液态铝混合）。于第２４天、第２５天、第２６天将
小鼠置于密闭容器（２０ｃｍ×３０ｃｍ×４０ｃｍ）中，以２％
ＯＶＡ溶液１０ｍｌ雾化吸入进行抗原攻击，每天１
次。以小鼠出现烦躁不安、喷嚏频繁、抓鼻、呼吸急
促、安静少动、弓背、前肢缩抬、喘息等作为哮喘造模
成功的标准［４］。
将ＢＡＬＢ／ｃ小鼠以随机数字表法分为正常对

照组、哮喘模型组、防哮饮小剂量组、防哮饮大剂量

组、ＢＵＤ组，每组１０只。防哮饮小剂量组、防哮饮
大剂量组、ＢＵＤ组的致敏和激发同哮喘模型组，正
常对照组在同样时间以生理盐水致敏激发小鼠。防
哮饮小剂量组、大剂量组从小鼠第１次致敏当天起，
将防哮饮按小剂量（含生药５００ｇ／Ｌ）、大剂量（含生
药２　５００ｇ／Ｌ）以灌胃的方式给药，每天１次，每次

０．４ｍｌ，共２６天。正常对照组和哮喘模型组则以等
量生理盐水灌胃。ＢＵＤ组于第２３天在乙醚吸入麻
醉下予ＢＵＤ溶液（０．５ｇ／Ｌ）滴鼻，每天０．０１ｍｌ／只，
共３天。取材前各组小鼠均无死亡。

１．４　实验标本采集
血液取材：小鼠腹腔注射肝素钠抗凝，以２％戊

巴比妥０．２５ｍｌ腹腔注射麻醉后摘眼球取血约

１．０ｍｌ，４℃ ２　０００ｒ／ｍｉｎ 离 心 １５ｍｉｎ，取 上 清 液，

－２０℃保存待测。肺组织取材：取肺组织固定于

１０％中性甲醛溶液中，石蜡包埋切片，分别行 ＨＥ染
色和ＰＡＳ染色，光学显微镜下观察组织病理学变
化。骨髓取材：将取血后的小鼠行双下肢股骨截取
术，取股骨中段，用１．５ｍｌ　ＰＢＳ液反复冲洗骨髓腔
获得骨髓灌洗液，骨髓灌洗液原液涂片，瑞氏染色，
所有涂片染色后光学显微镜下计数２００个白细胞，
计算其中ＥＯＳ百分比。

１．５　观察指标与方法

１．５．１　小鼠打喷嚏、抓鼻次数及哮喘程度观察　参
照文献［５］方法记录小鼠打喷嚏、抓鼻次数及哮喘程
度，统计总体评分，自雾化激发开始观察３０ｍｉｎ。计
分方法：无喷嚏为０分，＜４次为１分，４～１０次为２
分，＞１０次为３分；无抓鼻为０分，轻度抓鼻为１
分，频繁抓鼻为２分，抓鼻不止为３分；无喘息为０
分，呼吸急促为１分，明显喘息为２分，喘息致死为

３分。

１．５．２　指标检测　采用酶联免疫吸附测定法
（ＥＬＩＳＡ法）检测血清ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＦＮ－γ和ＩＬ－１２；
用酶标仪在４５０ｎｍ测定 ＯＤ值。均按试剂盒说明
书进行。

１．６　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１０．０统计软件进行处理，计量资料

用均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，若符合正态分布和方
差齐性，则进行单因素方差分析和ｑ检验。多组间
比较用单因素方差分析，组间比较用ｑ检验。

２　结果

２．１　各组小鼠打喷嚏、抓鼻次数及哮喘程度
从实验第２４天雾化起，除正常对照组小鼠无异
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常表现外，哮喘模型组小鼠在吸入２％ＯＶＡ溶液后
数分钟开始出现不同程度的哮喘症状，表现为喷嚏、
频繁抓鼻、烦躁不安、呼吸急促、喘息、倚笼而立、腹
肌抽搐、大小便失禁等阳性反应，每只小鼠总体评分

５～８分；防哮饮小剂量组小鼠异常表现较哮喘模型
组轻，每只小鼠总体评分４～５分；防哮饮大剂量组、

ＢＵＤ组行为学观察无明显的异常表现，偶有喷嚏、
抓鼻，每只小鼠总分１～３分。

２．２　各组小鼠骨髓ＥＯＳ百分计数比较
表１示，与正常对照组比较，哮喘模型组、防哮

饮小剂量组小鼠骨髓 ＥＯＳ百分计数均明显升高
（Ｐ＜０．０１）；与哮喘模型组比较，防哮饮大剂量组和
ＢＵＤ组小鼠骨髓ＥＯＳ百分计数均显著降低（Ｐ＜
０．０１），两组间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；
与防哮饮小剂量组比较，防哮饮大剂量组、ＢＵＤ组
小鼠ＥＯＳ百分计数明显降低（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组小鼠骨髓ＥＯＳ百分计数比较（％，珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＥＯＳ（％）

正常对照组 １０　 ３．９０±０．９４
哮喘模型组 １０　 ８．５５±１．５５＊

防哮饮小剂量组 １０　 ８．４５±１．５０＊

防哮饮大剂量组 １０　 ５．００±０．９４＃△

ＢＵＤ组 １０　 ４．７０±１．１６＃△

　　注：与正常对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与哮喘模型组比较，＃Ｐ＜
０．０１；与防哮饮小剂量组比较，△Ｐ＜０．０５

２．３　各组小鼠血清ＩＬ－４、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－５、ＩＬ－１２含量
比较

表２示，与正常对照组比较，哮喘模型组小鼠血
清ＩＬ－４、ＩＬ－５含量明显升高，ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１２含量明显降
低（Ｐ＜０．０１）；与哮喘模型组比较，防哮饮大剂量组和

ＢＵＤ组小鼠血清ＩＬ－４、ＩＬ－５水平均显著降低，ＩＦＮ－γ、

ＩＬ－１２水平均显著升高（Ｐ＜０．０１）；与防哮饮小剂量组
比较，防哮饮大剂量组、ＢＵＤ组小鼠血清ＩＬ－４、ＩＬ－５
明显降低，ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１２含量明显升高（Ｐ＜０．０５）。

２．４　各组小鼠血清ＩＬ－４／ＩＦＮ－γ、ＩＬ－５／ＩＬ－１２比值
比较

表３示，与正常对照组比较，哮喘模型组及防哮

饮小剂量组小鼠血清ＩＬ－４／ＩＦＮ－γ、ＩＬ－５／ＩＬ－１２的比
值明显升高（Ｐ＜０．０１）。与哮喘模型组比较，防哮
饮大剂量组和ＢＵＤ组小鼠血清ＩＬ－４／ＩＦＮ－γ、ＩＬ－５／

ＩＬ－１２的比值均明显降低（Ｐ＜０．０１）。与防哮饮小
剂量组比较，防哮饮大剂量组和ＢＵＤ组均能降低
哮喘小鼠血清ＩＬ－４／ＩＦＮ－γ、ＩＬ－５／ＩＬ－１２的比值（Ｐ＜
０．０１），两组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表３　各组小鼠血清ＩＬ－４／ＩＦＮ－γ、

　　ＩＬ－５／ＩＬ－１２比值比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＩＬ－４／ＩＦＮ－γ ＩＬ－５／ＩＬ－１２

正常对照组 １０　 ０．２８±０．０２　 ０．２１±０．０２
哮喘模型组 １０　 ０．６５±０．０３＊ ０．３９±０．０３＊

防哮饮小剂量组 １０　 ０．５２±０．０３＊ ０．３６±０．０２＊

防哮饮大剂量组 １０　 ０．３１±０．０２＃△ ０．２３±０．０１＃△

ＢＵＤ组 １０　 ０．３２±０．０２＃△ ０．２２±０．０２＃△

　　注：与正常对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与哮喘模型组比较，＃Ｐ＜

０．０１；与防哮饮小剂量组比较，△Ｐ＜０．０１

２．５　各组小鼠骨髓ＥＯＳ染色图片观察
图１示，经瑞氏染色后，小鼠骨髓ＥＯＳ细胞浆

被特异性染成橘红色，正常对照组骨髓ＥＯＳ占比很
少，哮喘模型组骨髓ＥＯＳ占比明显升高。经过防哮
饮大剂量和ＢＵＤ治疗以后小鼠骨髓ＥＯＳ占比明显
减少，防哮饮小剂量组小鼠骨髓ＥＯＳ占比减少不
明显。

２．６　各组小鼠肺组织病理学观察
图２示，哮喘模型组小鼠肺组织 ＨＥ染色小鼠

肺部出现变态反应性炎症，表现为气道和血管周围
出现大量的炎症细胞浸润，以ＥＯＳ和中性粒细胞为
主，ＰＡＳ染色示杯状细胞增生、黏液分泌增加。经
过ＢＵＤ处理的小鼠，其肺组织中支气管和微血管
周围基本未见炎症细胞浸润，气道炎症基本得到了
抑制，和正常小鼠肺组织切片基本一致。防哮饮大
剂量组小鼠支气管黏膜修复得较完整，气道及血管
周围炎症浸润及气道黏液分泌得到明显抑制。防哮
饮小剂量组小鼠支气管黏膜修复得较完整，气管周
围仍有较多炎症细胞。

表２　各组小鼠血清ＩＬ－４、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－５、ＩＬ－１２含量比较（ｎｇ／Ｌ，珚ｘ±ｓ））

组别 鼠数 ＩＬ－４ ＩＦＮ－γ ＩＬ－５ ＩＬ－１２

正常对照组 １０　 １５．８０±１．３８　 ５６．１５±４．１３　 １７．５０±４．７１　 ８１．６０±９．４０
哮喘模型组 １０　 ２２．５５±２．１５＊ ３４．６５±２．８４＊ ２５．６９±４．７５＊ ６５．７２±８．９０＊

防哮饮小剂量组 １０　 １８．８１±２．０６　 ３６．２０±１．６２　 ２４．６１±７．３８　 ６９．２２±１２．７４
防哮饮大剂量组 １０　 １４．８７±１．４２＃△ ４７．０５±１．７２＃△ １８．４６±５．６７＃△ ８０．１１±９．９４＃△

ＢＵＤ组 １０　 １４．９８±１．０９＃△ ４６．９２±２．２６＃△ １８．００±６．１１＃△ ８０．５０±１１．４４＃△

　　注：与正常对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与哮喘模型组比较，＃Ｐ＜０．０１；与防哮饮小剂量组比较，△Ｐ＜０．０５
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图１　各组小鼠骨髓ＥＯＳ染色图片（瑞氏染色×１０００）

图２　各组小鼠肺组织切片图

３　讨论
支气管哮喘发病机制非常复杂，在哮喘的气道

炎症发生、发展过程中有许多机制参与，其中免疫机
制的参与获得广泛的共识。根据分泌细胞因子、表
达膜蛋白分子及功能不同，将Ｔｈ细胞分成Ｔｈ１和

Ｔｈ２两种亚型，Ｔｈｌ细胞主要分泌ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１２、ＩＬ－
２等细胞因子，Ｔｈ２细胞主要分泌ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、

ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１３ 等。ＩＦＮ－γ 和ＩＬ－４ 分别作为

Ｔｈｌ、Ｔｈ２类细胞的特征性细胞因子，在哮喘的发病
机制中起重要作用。哮喘患者体内ＩＦＮ－γ生成不
足，ＩＬ－４、ＩＬ－５分泌增多，ＩｇＥ、ＩｇＧ４重链同型转换，
促进ＥＯＳ、肥大细胞生长和分化，最终形成以ＩｇＥ
依赖为特征的速发型变态反应以及ＥＯＳ浸润为主
的慢性气道炎症。有研究表明，在哮喘发作期患者
血清中ＩＬ－４水平与ＩｇＥ含量呈显著正相关，ＩＦＮ－γ
水平与ＩｇＥ呈显著负相关［６］。ＩＬ－５是ＥＯＳ活化、成
熟、趋化、存活和募集至气道不可缺少的细胞因子，
有研究证实在支气管肺泡灌洗液中发现ＩＬ－５明显
升高，ＩＬ－５可反映ＥＯＳ的活化程度，对ＥＯＳ有调控
作用［７－８］。ＩＬ－１２是目前已知特异性最强的诱导

Ｔｈ０向Ｔｈ１分化的细胞因子，特应症体质个体的树
突状细胞分泌ＩＬ－１２不足，导致了Ｔｈ２优势应答，促
进特异性ＩｇＥ抗体产生，介导肥大细胞脱颗粒，诱导
皮肤、黏膜和气道速发型变态反应。因此，ＩＬ－１２在
哮喘发生的起动过程中起到关键的先导调控作用。

ＥＯＳ是一种在变态反应的起始阶段和效应阶段都
起重要作用的炎性细胞，无论在体内还是体外均能
摄取和处理抗原，激发Ｔｈ２反应，严重支气管哮喘
患者痰中ＥＯＳ明显高于中度哮喘患者，减少肺内

ＥＯＳ浸润有助于促进哮喘气道炎症的消退［９－１１］。

虽然吸入糖皮质激素控制哮喘有一定疗效，对小儿
喘息进行早期吸入激素治疗并不能降低哮喘发生的

机会［１２－１４］。
中医学认为哮喘有“夙根”，哮喘病在肺，源在

脾，根在肾。“肾主骨生髓，肾主纳气”，“脾主运化，

脾为气血生化之源”，“肺主气，肺为贮痰之器”，形象
说明了三个脏器的生理功能，它们之间关系密切又

互相影响。肺、脾、肾三脏功能不足和失调是形成哮

喘的内因，而肺虚不固易于外感是引触哮喘发作的
主要原因。根据中医哮喘发病学理论，我们在经方

玉屏风散基础上创立了具有益气健脾、补肺强肾功

效的中药复方防哮饮，经多年临床观察应用于儿童
哮喘早期干预治疗，疗效肯定。本实验研究提示，防

哮饮能显著降低骨髓ＥＯＳ百分计数，明显抑制哮喘

小鼠气道及血管周围以ＥＯＳ为主的炎症浸润，降低

哮喘小鼠血清ＩＬ－４／ＩＦＮ－γ和ＩＬ－５／ＩＬ－１２的比值，

具有与吸入糖皮质激素ＢＵＤ相似的作用。提示防

哮饮早期干预防治哮喘的机制可能是：①通过培补

肾气抑制了骨髓ＥＯＳ的产生；②通过益气健脾促进
气血化生同时调节和控制ＥＯＳ释放入血；③通过益

气补肺，减轻靶器官肺部气道ＥＯＳ浸润；④通过益

气健脾补肺强肾，对ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１２等细
胞因子进行调控，下调ＩＬ－４和ＩＬ－５、上调ＩＦＮ－γ和

ＩＬ－１２，纠正Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡，达到抑制哮喘气道炎症

的目的。免疫功能紊乱在哮喘发病机制中起着重要
作用。扶正固本、调整机体内环境和免疫功能是中

医药的特色和优势，中医药防治哮喘病有其独到之

处，值得进一步研究。
（下转第６７页）

·１５·２０１２年第１期 宾博平等　防哮饮早期干预对哮喘小鼠嗜酸性粒细胞和气道炎症的影响



石斛、天冬、麦冬、天花粉养阴生津；胃气上逆证：多
以恶心、呕吐、呃逆为主，可以（姜）半夏、竹茹、旋覆
花降逆止呕；胃气郁滞证：可见胃脘堵闷或疼痛，可
酌情加延胡索、乌药、佛手、理气活血止痛。

２．２　方不在大，效不更方
王老师认为，大肠癌既有邪实瘀毒内聚，又有正

虚气血阴阳不足，临床治疗不能一味施以重剂“以毒
攻毒”或解毒散瘀。临床应根据患者的吸收、耐受情
况以及药物本身的毒副作用和胃肠反应来斟酌用

药。一些患者常因药味多、剂量大导致用药效果并
不理想。同时王老师始终坚持“效不更方”，认为肿
瘤患者的调理是一个长期的过程，需要长期稳定的
治疗，才能达到“阴平阳秘”的效果。

３　病案举例
患者，男，４９岁，２００９年０８月３１日初诊。患者

２００９年０７月１３日因腹痛查ＣＴ示：乙状结肠癌可
能。遂行手术治疗，术后病理示：乙状结肠溃疡性管
状腺癌，中分化，侵及全层达浆膜外脂肪组织，脉管
内见癌栓，周围浆膜脓肿形成，肠系膜淋巴结（２／１０）
见癌转移。术后行ＦＯＬＦＯＸ４方案化疗４个周期
后，开始接受中医药抗癌治疗。时症见：全身乏力，
面色偏黄，胃纳欠佳，纳谷不香，夜难入寐，二便尚
调，舌质胖、苔厚，脉细沉稍涩。辨证脾胃虚弱，痰瘀

内生。处方：太子参１５ｇ，山药２０ｇ，薏苡仁３０ｇ，茯
苓１０ｇ，仙鹤草１５ｇ，石见穿１５ｇ，丹参１５ｇ，绿萼梅

１５ｇ，（炒）白扁豆１５ｇ，（炙）鸡内金１５ｇ，（焦）山楂、
（焦）神曲各１５ｇ，（焦）谷芽、（焦）麦芽各１５ｇ，合欢皮

１０ｇ，夜交藤２０ｇ，佛手１０ｇ，刀豆壳１５ｇ。３０剂，水煎
服。药后，患者诸症有减。后患者长期中药调理，且
持续复查各项肿瘤指标均未见异常。王老师以上方
为基础方，每周根据患者症状适当调整方药。患者

２０１０年６月２１日就诊时，出现多汗，全身酸楚，舌
质暗，脉细涩等，王老师以上方为基础，减薏苡仁、佛
手、夜交藤、（焦）谷芽、（焦）麦芽、（炙）鸡内金等，酌
加芡实、碧桃干、穞豆衣、海风藤、络石藤、重楼等继
续巩固治疗。药后诸症有减。患者仍持续监测病
情，未现异常。患者于２０１１年３月２２日来诊，未诉
特殊不适，王老师遵循效不更方的原则，处方：太子
参１５ｇ，山药２０ｇ，薏苡仁３０ｇ，仙鹤草１５ｇ，石见穿

１５ｇ，重楼１５ｇ，半枝莲１５ｇ，丹参１５ｇ，绿萼梅１５ｇ，合
欢皮１０ｇ，百合１５ｇ，（炒）白扁豆１５ｇ，刀豆壳１５ｇ，
（炙）鸡内金１５ｇ，（焦）山楂、（焦）神曲各１５ｇ，（焦）谷
芽、（焦）麦芽各１５ｇ。服用１４剂后患者例行常规检
查，未发现特殊情况。

（收稿日期：２０１１－０３－２８；修回日期：２０１１－０５－３０）
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