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［摘　要］　目的　观察麻杏芎葶合剂对哮喘大鼠气道炎症的作用及机制。 方法　ＳＤ大鼠１００只随机分为６组：正常对照

组、模型对照组各１６只；麻杏芎葶合剂低、中、高剂量组（低、中、高剂量组），地塞米松组各１７只。采用卵白蛋白溶液皮下注射

和超声雾化器激发建立哮喘大鼠模型，各组给予相应药物７天后处死，取肺组织进行ＨＥ染色观察病理变化；采用免疫组织化

学法和原位分子杂交（ＩＳＨ）法检测肺组织的神经生长因子（ＮＧＦ）及ＮＧＦ　ｍＲＮＡ水平；采用免疫组化学法检测肺组织蛋白激

酶Ｃ（ＰＫＣ）及基质金属蛋白酶－９（ＭＭＰ－９）水平；采用ＲＴ－ＰＣＲ法检测肺组织转录因子Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡ，ＧＡＴＡ－３ｍＲＮＡ；采用

ＥＬＩＳＡ法检测血清细胞因子白介素－４（ＩＬ－４）、干扰素－γ（ＩＦＮ－γ）表达。 结果　与模型对照组比较，低、中、高剂量组肺组织炎

性细胞浸润减少，支气管周围水肿减轻，气道上皮损伤减小。与模型对照组比较，中、低剂量组Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡ、ＧＡＴＡ－３ｍＲＮＡ
及Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡ／ＧＡＴＡ－３ｍＲＮＡ比值明显下降（Ｐ＜０．０１）；低、中、高剂量组及地塞米松组ＮＧＦ　ｍＲＮＡ和ＮＧＦ蛋白表达明

显低于模型对照组（Ｐ＜０．０１）；低、中、高剂量组ＣＧＲＰ表达低于模型对照组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），低、中、高剂量组与地塞

米松组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。与模型对照组比较，中、低剂量组ＩＦＮ－γ／ＩＬ－４比值明显下降（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１）。 结论　麻杏芎葶合剂能够减少炎性细胞在肺组织中的浸润，减轻哮喘气道炎症反应，缓解哮喘病情。

［关键词］　气道炎症；哮喘；麻杏芎葶合剂；转录因子；细胞因子
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　　麻杏芎葶合剂是由《太平惠民合剂局方》中的三
拗汤去甘草，加葶苈子、川芎组成，具有宣肺逐瘀化
痰功效，是我们临床治疗哮喘的经验方，前期临床研
究证实该方治疗支气管哮喘轻中度发作临床疗效良

好［１］。为了进一步明确其治疗哮喘的作用机理，本
实验观察了麻杏芎葶合剂对哮喘大鼠模型肺组织和

血液中相关炎性因子表达的调节作用，旨在揭示麻
杏芎葶合剂治疗哮喘的作用机理。

１　材料

１．１　动物
健康ＳＤ大鼠１００只，６～８周龄，体重（２００±

２０）ｇ，雌雄各半，实验动物合格证号ＳＣＸＫ（川）２００４
－１１。自由饮水和摄食，饲养于成都中医药大学

ＧＣＰ动物实验中心。

１．２　药物和试剂
麻杏芎葶合剂（药物组成：麻黄１０ｇ、杏仁１５ｇ、

川芎１５ｇ、葶苈子３０ｇ，每ｌｍｌ药液含生药２ｇ，批号：

２０１１０８１２），由成都中医药大学附属医院制剂室提
供；地塞米松针剂（５ｍｇ×１０支，批号：０６０２１７１１），
由天津药业焦作有限公司提供；鸡卵白蛋白（ＯＶＡ，

Ａ５５０３）由美国Ｓｉｇｍａ公司提供；氢氧化铝干粉（批
号：０５０１０６０２２）由河南万丰海科材料有限公司提供；
大鼠白介素－４（ＩＬ－４）ＥＬＩＳＡ试剂盒（ＥＫ０４０６）、神
经生 长 因 子 （ＮＧＦ）原 位 杂 交 检 测 试 剂 盒
（ＭＫ１１３８）、ＮＧＦⅠ抗（兔抗鼠，ＢＡ０６１１）、支气管肺
组织蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）及基质金属蛋白酶－９（ＭＭＰ－
９）免疫组化试剂盒（Ｂ０８７９）由武汉博士德生物工程
公司提供；大鼠干扰素－γ（ＩＦＮ－γ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒
（ＳＸＢ００１）由上海森雄科技实业有限公司提供；降钙
素基因相关肽（ＣＧＲＰ）Ⅰ抗（兔抗鼠，ｂｓ－０７９１Ｒ）由
北京博奥森生物技术有限公司提供。引物由北京三
博生物科技有限公司合成。

２　方法

２．１　动物分组与模型复制
采用随机数字表将１００只大鼠分为６组：正常

对照组（１６只）、模型对照组（１６只）、麻杏芎葶低、
中、高剂量组（各１７只）、地塞米松组（１７只），分笼
饲养，适应性喂养３天后进行实验。
模型复制参考文献［２－６］方法，除正常对照组

外的大鼠于第４天和第１１天，皮下注射１０％ ＯＶＡ
混合抗原液１ｍｌ（含 ＯＶＡ　１００ｍｇ和氢氧化铝干粉

１００ｍｇ）致敏１次，第１８～２４天将大鼠置于３０ｃｍ×
３０ｃｍ×５０ｃｍ密闭玻璃盒内，用超声雾化器喷入１％
ＯＶＡ溶液３０ｍｉｎ连续７天激发哮喘。正常对照组
大鼠同时用生理盐水皮下注射和超声雾化器激发。

２．２　模型评价
参照文献［７］标准对模型进行评价，大鼠经

ＯＶＡ溶液皮下注射和超声雾化器激发后出现呼吸
加快，严重者呼吸减慢或节律不齐，轻度紫绀，四肢
瘫痪，行动迟缓或俯伏不动；连续激发后大鼠体重减
轻毛色失去光泽，反应迟钝；取肺组织行 ＨＥ染色可
见支气管管壁和伴行动脉周围有较多嗜伊红白细

胞、浆细胞和淋巴细胞浸润；支气管黏膜皱襞增多延
长，杯状细胞增生明显，平滑肌肌层增厚，管腔缩窄，
内有黏液栓；伴行小动脉壁增厚缩窄，管腔闭塞；部
分肺泡壁变薄、断裂或融合。上述改变说明哮喘模
型制作成功。各组大鼠造模成功数：正常对照组１４
只，模型对照组１０只，麻杏芎葶低、中、高剂量组分
别为１１、１２、１０只，地塞米松组１１只。

２．３　给药方法
适应性喂养３天后，激发前１ｈ，正常对照组和

模型对照组予生理盐水１０ｍｌ／ｋｇ灌胃；麻杏芎葶
高、中、低剂量组分别以２０ｇ、１０ｇ、５ｇ生药／ｋｇ灌胃；
地塞米松组采用地塞米松注射液１ｍｇ／ｋｇ皮下注
射。各组每日１次，连续给药７天。

２．４　标本取材及样品处理
致敏大鼠末次 ＯＶＡ 抗原激发２４ｈ后（第２５

天），经皮下注射１％戊巴比妥钠溶液１．２ｍｌ（６ｍｌ／

ｋｇ）麻醉后，摘眼球取血２ｍｌ，血液静置３ｈ后，取血
清４℃保存备用。大鼠取血死亡后，无菌条件下开
胸，结扎左肺门，取左肺中下段肺组织置于１０％多
聚甲醛固定备用。

２．５　检测指标及方法

２．５．１　肺组织病理学观察　１０％多聚甲醛溶液固
定２４ｈ后，取适量肺组织进行石蜡包埋，切片，ＨＥ
染色后行肺组织病理观察。ＨＥ染色切片参考文献
［８－９］方法评定支气管／血管周围炎症细胞浸润
程度。
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２．５．２　肺组织炎症因子检测　标本采集处理后１
周内，采用免疫组织化学法和原位分子杂交（ＩＳＨ）
法检测肺组织的ＣＧ－ＲＰ、ＮＧＦ及 ＮＧＦ　ｍＲＮＡ水
平；支气管肺组织ＰＫＣ、ＭＭＰ－９水平采用免疫组织
化学方法检测。图像用Ｉｍａｇｅ　Ｐｒｏ　Ｐｌｕｓ　６．０图像分
析系统进行分析，计算出平均光密度值；采用 ＲＴ－
ＰＣＲ法检测肺组织转录因子Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡ，ＧＡＴＡ－
３ｍＲＮＡ；采用双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法检测血清细胞
因子ＩＬ－４、ＩＦＮ－γ表达水平。

２．６　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件，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，
经方差齐性检验，方差齐者采用ＬＳＤ及ＳＮＫ，方差
不齐采用Ｔａｍｈａｎｅ＇ｓ　Ｔ２。

３　结果

３．１　各组大鼠肺组织病理形态学观察
正常对照组大鼠支气管管壁完整，管腔圆整，管

壁和平滑肌厚度正常，血管腔、肺泡腔、肺间质偶见
炎性细胞的浸润；模型对照组大鼠支气管管腔狭窄，
皱襞增多，支气管管壁及平滑肌较正常对照组明显
增厚，气道壁和肺组织中可见以嗜酸性粒细胞、淋巴
细胞为主大量炎症细胞浸润；麻杏芎葶低剂量组大
鼠支气管管壁增厚、管腔狭窄，支气管管壁及平滑肌
增厚有所减轻，炎性细胞浸润减少；地塞米松组和麻
杏芎葶中、高剂量组大鼠支气管管腔较圆整，血管
腔、肺泡腔、肺间质偶见到嗜酸性粒细胞的浸润，并
可见少量淋巴细胞浸润，支气管管壁及平滑肌增厚

明显减轻。

３．２　各组大鼠肺组织Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡ、ＧＡＴＡ－３ｍＲ－
ＮＡ水平比较
表１示，与正常对照组比较，模型对照组、麻杏

芎葶中、低剂量组 Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡ 降低、ＧＡＴＡ－３
ｍＲＮＡ升高及 Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡ／ＧＡＴＡ－３ｍＲＮＡ 下
降，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。与模型对照
组比较，各给药组 Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡ 升高、ＧＡＴＡ－３
ｍＲＮＡ降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．０１）。与地塞米松组比较，麻杏芎葶高剂量组、中
剂量组Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡ／ＧＡＴＡ－３ｍＲＮＡ比值差异均
有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

３．３　各组大鼠血清细胞因子ＩＬ－４、ＩＦＮ－γ水平比较
表２示，与正常对照组比较，模型对照组大鼠

ＩＦＮ－γ明显降低、ＩＬ－４显著升高，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）；模型对照组、麻杏芎葶低、中剂量组

ＩＦＮ－γ／ＩＬ－４比值下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１）。与模型对照组比较，麻杏芎葶高、中
剂量组、地塞米松组ＩＦＮ－γ明显升高、ＩＬ－４明显降
低，ＩＦＮ－γ／ＩＬ－４比值升高，差异均有统计学意义（Ｐ
＜０．０１）。

３．４　各组大鼠肺组织 ＮＧＦ　ｍＲＮＡ、ＮＧＦ、ＣＧＲＰ
表达比较
表３示，模型对照组大鼠肺组织 ＮＧＦ、ＣＧＲＰ

水平及 ＮＧＦ　ｍＲＡＮ表达均高于正常对照组（Ｐ＜
０．０１）。麻杏芎葶低、中、高剂量组及地塞米松组

ＮＧＦ、ＣＧＲＰ、ＮＧＦ　ｍＲＡＮ均较模型对照组降低

表１　各组大鼠肺组织Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡ、ＧＡＴＡ－３ｍＲＮＡ水平比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡ　 ＧＡＴＡ－３ｍＲＮＡ　 Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡ／ＧＡＴＡ－３ｍＲＮＡ

正常对照组 １０　 １．０６±０．２９　 ２．６６±２．１３　 ０．５１±０．２４
模型对照组 １０　 ０．１５±０．０７＊ ５．８１±１．１４＊ ０．０２±０．０１＊

麻杏芎葶高剂量组 １０　 １．１０±０．１６△ ２．７６±０．４７△ ０．４１±０．０６△△△

麻杏芎葶中剂量组 １０　 ０．６２±０．１０＊△ ３．９２±０．７３＊△ ０．１７±０．０６＊△△△

麻杏芎葶低剂量组 １０　 ０．４１±０．１４＊△ ４．３７±０．５６＊△ ０．０９±０．０３＊△

地塞米松组 １０　 １．２０±０．２８△ ２．６５±０．５６△ ０．４７±０．１６△△

　　注：与正常对照组比较，﹡Ｐ＜０．０１；与模型对照组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１；与地塞米松组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１

表２　各组大鼠ＩＦＮ－γ、ＩＬ－４水平比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＩＦＮ－γ（ｐｇ／ｍｌ） ＩＬ－４（ｐｇ／ｍｌ） ＩＦＮ－γ／ＩＬ－４

正常对照组 １０　 ５８．９３±１７．６１　 １３．１１±３．１７　 ４．７６±２．０８
模型对照组 １０　 ２８．６０±９．９３＊ ５３．１８±１３．６７＊ ０．５８±０．２７＊

麻杏芎葶高剂量组 １０　 ６４．８２±２５．６４△ １８．３２±６．０６△ ３．９２±２．１４△

麻杏芎葶中剂量组 １０　 ５４．６９±１９．３９△ １８．１２±５．１６△ ３．１０±０．９８＊＊△

麻杏芎葶低剂量组 １０　 ４４．３４±２０．５６　 ２３．９８±５．１５　 ２．０３±１．２７＊＊

地塞米松组 １０　 ５２．４５±１３．９６△ １５．５４±５．６３△ ３．７１±１．４１△

　　注：与正常对照组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型对照组比较，△Ｐ＜０．０１

·９４８１·２０１２年第２１期 中 医 杂 志



表３　各组大鼠肺组织ＮＧＦ、ＣＧＲＰ水平及ＮＧＦｍＲＮＡ表达比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＮＧＦｍＲＮＡ　 ＮＧＦ（ＯＤ值） ＣＧＲＰ（ＯＤ值）

正常对照组 １０　 ０．１４０±０．０３１　 ０．１２４±０．０２２　 ０．１１１±０．０２８
模型对照组 １０　 ０．４０６±０．０６１＊＊ ０．３８６±０．０４９＊＊ ０．２３２±０．０５５＊＊

麻杏芎葶低剂量组 １０　 ０．３４２±０．０５３＊＊△△▲▲ ０．３２３±０．０５６＊＊△△▲▲ ０．１９７±０．０４０＊＊△▲▲

麻杏芎葶中剂量组 １０　 ０．２２５±０．０２９＊＊△△ ０．２１８±０．０２７＊＊△△ ０．１８２±０．０３６＊＊△△▲

麻杏芎葶高剂量组 １０　 ０．２１３±０．０３０＊＊△△ ０．２０９±０．０３６＊＊△△ ０．２０９±０．０３６＊＊△△

地塞米松组 １０　 ０．１９０±０．０４２＊△△ ０．２０２±０．０３１＊＊△△ ０．１４６±０．０３０＊△△

　　注：与正常对照组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型对照组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１；与地塞米松组比较，▲Ｐ＜０．０５，

▲▲Ｐ＜０．０１

（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），麻杏芎葶低剂量组 ＮＧＦ、

ＣＧＲＰ、ＮＧＦ　ｍＲＡＮ 及麻杏芎葶中剂量组 ＣＧＲＰ
与地塞米松组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或
Ｐ＜０．０１）。

３．５　各组大鼠肺组织ＰＫＣ及 ＭＭＰ－９阳性反应产
物表达的比较
表４示，模型对照组ＰＫＣ及 ＭＭＰ－９表达明显

高于正常对照组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；麻杏芎葶
低、中、高剂量组及地塞米松组ＰＫＣ及 ＭＭＰ－９表
达明显弱于模型对照组（Ｐ＜０．０１），与地塞米松组
比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表４　各组大鼠肺组织ＰＫＣ及 ＭＭＰ－９阳性反应

　　产物表达比较（Ａ，珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 ＰＫＣ　 ＭＭＰ－９

正常对照组 １０　 ０．０９８±０．０１９　 ０．１０６±０．０２２
模型对照组 １０　 ０．３９６±０．０２５＊＊ ０．３７５±０．０２６＊＊

麻杏芎葶低剂量组 １０　 ０．３１９±０．０２０＊＊△ ０．２９２±０．０２７＊＊△

麻杏芎葶中剂量组 １０　 ０．１６１±０．０２３＊＊△ ０．１５１±０．０２３＊＊△

麻杏芎葶高剂量组 １０　 ０．１５３±０．０２４＊＊△ ０．１４２±０．０２５＊＊△

地塞米松组 １０　 ０．１４３±０．０２２＊＊△ ０．１３４±０．０２２＊△

　　注：与正常对照组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型对照

组比较，△Ｐ＜０．０１

４　讨论
哮喘是由多种细胞（如嗜酸性粒细胞、肥大细胞

等）和细胞组分参与的气道慢性炎症性疾患。通常
出现广泛多变的可逆性气流受限，并引起反复发作
性的喘息、气急、胸闷或咳嗽等症状［１０］。哮喘的急
性发作（或加重）是间歇的，但气道的炎症却是慢性
持续的。中医认为哮喘之所以难以根治，是因为有
宿根的存在，宿根的本质为“痰气饮瘀互结，宿根留
伏”，哮病的病机为“痰气饮瘀互结、宿根留伏—肺失
宣肃、气机不畅—痰气搏结，气道挛急”［１１］。虽然
“气道慢性炎症”与“痰气饮瘀互结，宿根留伏”为不
同医学体系对同一病症的诠释，但两者对哮喘的病
因病机的认识趋于一致，中医祛除宿根与西医消除

气道炎症的治法有着异曲同工之妙。因此我们将气
道炎症及与此相关的炎症介质和细胞因子统归于中

医学宿根痰瘀概念之中。

Ｔｈ１和Ｔｈ２的失衡也是哮喘发病的重要机制，
在整个炎症过程，乃至气道重塑过程中，都起着非常
重要的作用［１２］。本实验结果显示，麻杏芎葶合剂能
够提高大鼠肺组织中Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡ的表达和 ＧＡ－
ＴＡ－３ｍＲＮＡ转录因子的活性，通过升高哮喘大鼠
血清ＩＦＮ－γ／ＩＬ－４比值及肺组织中转录因子 Ｔ－ｂｅｔ
ｍＲＮＡ／ＧＡＴＡ－３ｍＲＮＡ比值，纠正Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞
失衡，抑制哮喘大鼠气道炎症，为治疗哮喘的作用机
制之一；该合剂还可调节细胞因子ＩＦＮ－γ和ＩＬ－４的
失衡表达，即抑制Ｔｈ２细胞因子活化、促进Ｔｈ１细
胞因子分化，从而纠正Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞平衡失调。以
上可能就是麻杏芎葶合剂减轻哮喘气道免疫炎症的

作用机制。
除了免疫源性炎症调节机制外，近年来“神经源

性炎症”这一概念的提出，为研究哮喘发病机制开辟
了一个新的领域。ＣＧＲＰ是３７个氨基酸组成的神
经肽，呼吸道内分布有丰富的含ＣＧＲＰ的神经。研
究发现［１３］，ＣＧＲＰ增多与哮喘发病可能存在密切联
系，同时血浆ＣＧＲＰ水平的升高与哮喘病情严重程
度呈平行关系。本实验中，麻杏芎葶合剂高、中、低
剂量组大鼠肺组织ＣＧＲＰ的表达较模型对照组均
明显降低，提示该合剂能通过影响神经肽类物质的
表达来减轻哮喘气道神经源性炎症反应，从而发挥
平喘作用。
研究发现ＮＧＦ参与哮喘免疫炎症调控以及复

杂的神经－免疫相互作用机制，被认为是神经可塑
性和免疫可塑性的双重调控介质，是连接神经系统
和免疫系统的纽带［１４］，可能是哮喘神经—免疫炎症
机制的启动因子；而在细胞因子和炎性介质释放过
程中，ＰＫＣ信号转导通路起着十分重要的作用，

ＰＫＣ的活化可促进淋巴细胞等炎症细胞释放炎性
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介质、促进气道黏液分泌并导致支气管平滑肌收
缩［１５］，ＭＭＰ－９则通过参与炎症细胞的跨膜迁移在
气道炎症及气道重塑中发挥重要作［１６］，麻杏芎葶合
剂调整Ｔｈｌ／Ｔｈ２细胞因子平衡失调和降低感觉神
经肽类物质的表达，可能与其通过降低ＮＧＦ、ＰＫＣ、

ＭＭＰ－９的表达有关，减轻炎性细胞浸润，调控ＰＫＣ
信号转导通路，从而减轻气道炎症，并在一定程度上
改善气道的重塑，从而达到治疗支气管哮喘的目的。
本研究表明，中药麻杏芎葶合剂能够对产生炎

症反应机制的效应细胞有很好的抑制作用，从而减
少炎性细胞在肺组织中的浸润，减轻哮喘气道炎症
反应；并能从不同的病理环节调控Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因
子失衡，减轻气道炎症，干预气道重塑，缓解哮喘病
情，为宣肺逐瘀化痰法治疗哮喘提供了依据。
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