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益肺化痰汤减轻哮喘脾虚证大鼠气道高黏状态的作用与机制

翟建宾，赵宏达，赵臣亮，于士昌，程志鸿，赵亮*

（河北省中医院，石家庄 050000）

［摘要］ 目的：探讨益肺化痰汤减轻哮喘脾虚证大鼠气道高黏状态的作用与机制。方法：将 55 只 8~9 周龄、清洁级 SD 大

鼠采用中医脾虚证复合西医哮喘动物建模方法制备哮喘脾虚证模型，造模成功后采用随机数字表法分为模型组、地塞米松组、

益肺化痰汤低、中、高剂量组，另取 11 只 SD 大鼠记为正常组。地塞米松组予 0.087 5 mg·kg-1醋酸地塞米松灌胃，益肺化痰汤

低、中、高剂量组分别予 0.8、1.6、3.2 g·kg-1益肺化痰汤流浸膏灌胃，模型组和正常组分别予 10 mL·kg-1蒸馏水灌胃。每日 1 次，

共 8 周。观察各组一般情况；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测各组大鼠支气管肺泡灌洗液（BALF）白细胞介素-4（IL-4）、白
细胞介素 -13（IL-13）、γ干扰素（IFN-γ）水平；苏木素 -伊红（HE）染色观察大鼠肺组织病理改变；阿尔辛蓝 -过碘酸雪夫（AB-

PAS）染色观察大鼠气道杯状细胞增生与黏液分泌状况；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测大鼠肺组织转化

生长因子 -β1（TGF-β1）、Smad2、Smad3、黏蛋白 5AC（MUC5AC）、黏蛋白 5B（MUC5B）mRNA 表达；蛋白免疫印迹法（Western

blot）检测大鼠肺组织 TGF-β1、Smad2、Smad3、MUC5AC、MUC5B 蛋白表达。结果：与正常组比较，模型组大鼠存在体质量下

降、肌肉消瘦、食量减少、饮水增多、肛温升高、倦怠少动及游泳耐力下降等脾虚证症状，同时伴随喘促、点头等呼吸困难症状。

与正常组比较，模型组大鼠 BALF 中 IL-4和 IL-13 水平显著上升，IFN-γ水平显著下降（P<0.01），气道黏膜层及黏膜下层见大量

炎性细胞浸润、气管平滑肌明显增厚、黏膜处存在大量上皮细胞增生、变形及脱落现象，肺组织病理评分显著上升（P<0.01），气
道可见大量杯状细胞增生、且形成大量黏液栓，气道阳性相对着色面积、TGF-β1、Smad2、Smad3、MUC5AC、MUC5B mRNA 和

蛋白质相对表达量显著上升（P<0.01）；与模型组比较，地塞米松组和益肺化痰汤各剂量组 BALF 中 IL-4、IL-13水平下降，IFN-γ

水平上升（P<0.05，P<0.01），气道黏膜层及黏膜下层炎性细胞浸润逐渐减少、气管平滑肌增厚现象逐渐减少、黏膜处上皮细胞

增生、变形及脱落现象逐渐减少，肺组织病理评分显著下降（P<0.01），气道杯状细胞增生逐渐减轻，气道阳性相对着色面积、

TGF-β1、Smad2、Smad3、MUC5AC、MUC5B mRNA 和蛋白表达下降（P<0.05，P<0.01）；与地塞米松组比较，益肺化痰汤低剂量

组上述指标差异无统计学意义，益肺化痰汤中、高剂量组改善更明显（P<0.05，P<0.01）；上述指标改善益肺化痰汤各剂量组呈

剂量依赖性。结论：益肺化痰汤可减轻哮喘脾虚证大鼠气道高黏状态，可能与抑制 TGF-β1、Smad2、Smad3、MUC5AC、MUC5B

表达，下调 IL-4和 IL-13水平，上调 IFN-γ水平相关。
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［［Abstract］］ Objective：： To explore the effect of Yifei Huatan decoction on relieving airway

hyperviscosity in asthmatic rats with spleen deficiency syndrome and its mechanism. Method：： Fifty-five SPF

level SD rats at 8-9 week of age were used to induce asthma with spleen deficiency syndrome by animal
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modeling of traditional Chinese medicine combined with asthma of western medicine. After successful

modeling，the rats were divided into model group，dexamethasone group，low，medium，and high-dose Yifei

Huatan decoction groups by random number table method，and 11 clean SD rats at 8-9 week of age were

recorded as a normal group. Rats in the dexamethasone group were given 0.087 5 mg kg-1 dexamethasone acetate

by gavage. Rats in the low，medium，and high-dose Yifei Huatan decoction groups were given 0.8，1.6，

3.2 g kg-1 Yifei Huatan decoction liquid extract by gavage，respectively. Rats in the model group and the normal

group were given 10 mL kg-1 distilled water. The medicine were given once per day for 8 w，and the general

situation of each group was observed. The levels of interleukin-4（IL-4），IL-13，and interferon-γ（IFN-γ）in

bronchoalveolar lavage fluid（BALF）were determined by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. The

pathological changes in lung tissues of rats were observed by hematoxylin-eosin（HE）staining. Alcian blue-

periodic acid Schiff（AB-PAS）staining was used to detect the hyperplasia of airway goblet cells and mucus

secretion in rats. The mRNA expressions of transforming growth factor-β1（TGF-β1），Smad2，Smad3，mucin

5AC（MUC5AC），and mucin 5B（MUC5B）in the lung tissues of rats were detected by real-time quantitative

polymerase chain reaction（Real-time PCR）. The protein expressions of TGF-β1，Smad2，Smad3，MUC5AC，

and MUC5B in the lung tissues of rats were detected by Western blot. Result：：As compared with the normal

group，rats in the model group showed the symptoms of spleen deficiency syndrome，such as decreased body

weight， muscle emaciation， decreased food intake， increased water intake， increased anal temperature，

tiredness，and decreased swimming endurance，accompanied by dyspnea symptoms such as wheezing and

nodding. As compared with the normal group，IL-4 and IL-13 levels in the BALF of the model group were

significantly increased（P<0.01），while the IFN- γ level was significantly decreased（P<0.01）. In the model

group，a large number of inflammatory cells were observed in the mucosa and submucosa of the airway，and the

smooth muscle of the trachea was significantly thickened. The hyperplasia，deformation，and exfoliation of

various epithelial cells were observed in the mucosa，and the pathological scores of lung tissue increased

significantly（P<0.01）in the model group. A large number of goblet cells were observed in the airway with the

formation of plenty of mucous thrombus in the model group，and the positive relative staining area of airway，

and mRNA and protein expressions of TGF- β1，Smad2，Smad3，MUC5AC，and MUC5B were significantly

increased（P<0.01）. As compared with the model group，IL-4 and IL-13 levels in BALF of the dexamethasone

group and the Yifei Huatan decoction groups decreased，while the IFN-γ level increased. The inflammatory cell

infiltration in airway mucosa and submucosa， the thickening of tracheal smooth muscle， the hyperplasia，

deformation，and exfoliation of epithelial cells in mucosa were gradually decreased，and the pathological scores

of lung tissues decreased significantly（P<0.01）in the dexamethasone group and the Yifei Huatan decoction

groups. Goblet cell proliferation gradually decreased，and the positive relative staining area of airway，and

mRNA and protein relative expressions of TGF- β1，Smad2，Smad3，MUC5AC，and MUC5B decreased with

statistically significant difference（P<0.05，P<0.01）. There was no significant difference in the above indexes in

the dexamethasone group and the Yifei Huatan decoction low-dose group. The above indexes were dose-

dependent in the low，medium，and high-dose Yifei Huatan decoction groups. Conclusion：： Yifei Huatan

decoction reduces airway hyperviscosity in asthmatic rats with spleen deficiency syndrome，which may be

related to the inhibition of TGF-β1，Smad2，Smad3，MUC5AC，and MUC5B expressions，down-regulation of

IL-4 and IL-13 levels，and up-regulation of IFN-γ level.

［［Keywords］］ Yifei Huatan decoction；asthma；spleen deficiency syndrome；airway mucus；transforming

growth factor-β1；mucin 5AC；mucin 5B

支气管哮喘（以下简称哮喘）是由多种炎性细

胞和细胞因子参与的呼吸系统常见且多发的慢性

炎症性疾病。据调查显示我国成人哮喘发病率为

1.81%，儿童发病率为 4.9%，且发病率逐年上升［1-2］。
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气道黏液高分泌是哮喘慢性炎症的重要临床病理

特征，黏液分泌过多可致哮喘病情恶化和死亡率上

升，然而当前抑制黏液分泌药物疗效甚微，因此急

需寻找新的药物以抑制哮喘患者气道黏液高分

泌［3］。中医认为哮喘病位在肺，与脾的生理病理情

况密切相关，脾气虚，气血生化不足，而至哮喘反复

发作［4］。益肺化痰汤是国家级名老中医米烈汉的经

验方，主治痰壅气逆、湿痰中阻、肺脾两虚证，已有

研究报道益肺化痰汤可减轻脾肺气虚证患者病症

严重程度、明显促进肺功能恢复［5］。哮喘可见气道

炎性细胞浸润，其中炎性细胞分泌的白细胞介素

（IL）-4、IL-13 和 γ干扰素（IFN-γ）可导致气道炎症

及气道黏液分泌增加［6］。但益肺化痰汤能否通过调

控哮喘患者机体 IL-4、IL-13 和 IFN-γ的分泌调节气

道炎症及黏液分泌未知。哮喘可见气道杯状细胞

明显增生和黏液分泌增多，转化生长因子（TGF）是
一类多功能细胞因子，可诱导上皮细胞层破坏、气

道炎症、平滑肌细胞增殖、杯状细胞增生等多种细

胞反应，Smad 是 TGF-β信号通路下游信号的关键传

导 分 子 ，限 制 性 Smad 蛋 白 Smad2 和 Smad3 介 导

TGF-β1胞内信号传导，在哮喘发病过程中发挥重要

作用，有报道证明抑制 TGF-β/Smad3 信号通路可减

轻哮喘大鼠气道炎症和气道重塑，从而缓解气道高

黏 状 态［7］。 黏 蛋 白 5AC（MUC5AC）和 黏 蛋 白 5B

（MUC5B）是促进气道分泌黏液的黏蛋白，两者表达

与气道杯状细胞增生、黏液分泌密切相关［8］。但益

肺化痰汤是否能够通过调控 TGF-β/Smad 信号通路

和黏蛋白表达减轻哮喘脾虚证气道高黏状态尚未

可知。因此，本研究选取成年 SD 大鼠进行动物学

实验，探究益肺化痰汤通过调控 TGF-β/Smad 信号

通路及黏蛋白表达调节哮喘（脾虚证）患者气道高

黏状态的作用与机制。

1 材料

1.1 动物 66 只 SD 大鼠，8~9 周龄，清洁级，雌雄

各半，体质量 180~220 g，购自广东至远生物医药科

技有限公司，实验动物生产许可证号 SCXK（粤）
2021-0057，使用许可证号 SYXK（粤）2021-0251，分

笼饲养。本研究已经过医院伦理委员会审批，医院

动物伦理号 2020-KY-017-05。

1.2 药物与试剂 益肺化痰汤组方为黄芪、丹参、

党参、炒白术、防风、茯苓、山药、陈皮、法半夏、川

芎、甘草（北京同仁堂，批号分别为 6927856089277、

6927856089185、 244004944、 3015684、 3014936、

244003096、 244001754、 244001166、 38711903、

NJD044、244002973，经河北省中医院苏奎国教授鉴

定，符合 2020 年版《中华人民共和国药典》［9］和部颁

药品质量标准），醋酸地塞米松（深圳振强生物技术

有限公司，批号 D0710000），卵蛋白（上海泽叶生物

科技有限公司，批号 ZY9000），灭活百日咳杆菌疫

苗［爱 必 信（ 上 海 ）生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号

abs03016］，氢氧化铝干粉（淄博诺达化工有限公司，

批号 h-wf-1）；大鼠 IL-4、IL-13、IFN-γ酶联免疫吸附

测定法（ELISA）试剂盒（武汉赛培生物科技有限公

司，批号分别为 SP12281、SP12290、SP12301），苏木

素 -伊红（HE）染色试剂盒、阿尔辛蓝 -过碘酸雪夫

（AB-PAS）染色试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，

批号分别为 G1285、G1120-3）；总 RNA 提取试剂盒

（ 瑞 士 罗 氏 公 司 ，批 号 12033674001）；TGF- β1、

Smad2、Smad3、MUC5AC、MUC5B 和甘油醛 -3-磷

酸脱氢酶（GAPDH）聚合酶链式反应（PCR）引物（由

北 京 博 尔 西 科 技 有 限 公 司 合 成）；二 喹 啉 甲 酸

（BCA）蛋白定量试剂盒（上海睿时生物科技有限公

司，批号 23227）；兔抗大鼠 TGF-β1、Smad2、Smad3、

MUC5AC、MUC5B 和 GAPDH 单克隆抗体（一抗），
羊抗兔 TGF-β1、Smad2、Smad3、MUC5AC、MUC5B

和甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）辣根过氧化物酶

（HRP）标记多克隆抗体（二抗）（深圳市豪地华拓生

物科技有限公司，批号分别为 YT763、ab228765、

P84022、 P98088、 Q9HC84、 5174S； P3718g-Rb、

ab205718、A0516、ab6721、ab97200、LS-C36500）。
1.3 仪器 AN-831 型超声雾化机（厦门安科瑞仪

器有限公司），1000L 型雾化箱（上海玉研科学仪器

有限公司），HBS-1096B 型酶标仪（北京合众博普科

技发展有限公司），UV752 型分光光度计（青岛路博

伟业环保科技有限公司），JZ-TGL16M 型低温高速

离心机（南京威美特科学仪器有限公司），BX46 型

光学显微镜（日本奥林巴斯公司），QTOWER2.2 型

聚合酶链式反应（PCR）仪（德国耶拿分析仪器股份

公司），BLYDYY-12型电泳仪（北京恒奥德仪器仪表

有限公司）。
2 方法

2.1 益肺化痰汤流浸膏制备 益肺化痰汤药材组

方［10］为黄芪 20 g，丹参、党参、炒白术、防风、茯苓、山

药各 10 g，陈皮、法半夏、川芎各 5 g，甘草 2 g，洗净

后加入药材总量的 6 倍体积冷水浸泡 30 min，加热，

水沸后改为文火煎 40 min，过滤药液，同法再次煎煮

取药液，混合 2 次药液，80 ℃水浴浓缩药液为流浸

膏，每 1 mL 流浸膏含 1 g生药，4 ℃恒温保存。
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2.2 造模、分组及给药 参照文献［11］构建脾虚动

物模型，然后在脾虚动物模型基础上参照文献［12］

构建哮喘脾虚证［动物模型。①脾虚动物模型：饮食

不节，55 只大鼠单日喂甘蓝 15 g/只，双日以猪油

3 mL/只灌胃，共 8 d；疲劳过度，在上述处理当日使

大鼠游泳至力竭，驱赶仍无法继续游泳，且出现身

体向腹侧卷曲、发抖、欲溺水等征象，每日 1 次，共

8 d；大鼠体质量下降、肌肉消瘦、食量减少、饮水增

多、肛温升高、倦怠少动及游泳耐力下降等症状，符

合脾虚病标准，表明脾虚证模型构建成功。②哮喘

脾虚证动物模型：在脾虚动物模型成功构建基础

上，将大鼠于第 1、3、5 天腹腔注射抗原液 1 mL（卵

蛋白 100 mg、灭活百日咳杆菌疫苗 5×104个、氢氧化

铝干粉 100 mg）致敏；致敏后第 15天，超声雾化机对

1% 卵蛋白溶液进行喷雾，各组大鼠于雾化箱中自

行吸入激发，每次喷雾 10 min，隔日 1 次，共 3 次；大
鼠出现喘促、点头等呼吸困难症状表明哮喘脾虚证

动物模型构建成功。将建模成功大鼠采用随机数

字表分为模型组、地塞米松组、益肺化痰汤低、中、

高剂量组，另取 11 只成年 SD 大鼠记为正常组。地

塞米松组予 0.087 5 mg·kg-1 醋酸地塞米松灌胃；益
肺化痰汤低、中、高剂量组分别予 0.8、1.6、3.2 g·kg-1

益肺化痰汤流浸膏灌胃；模型组和正常组分别予

10 mL·kg-1蒸馏水灌胃。每天 1次，共 8周。

2.3 ELISA 检 测 各 组 大 鼠 支 气 管 肺 泡 灌 洗 液

（BALF）IL-4、IL-13、IFN-γ水平 末次给药 24 h 后，

脱颈处死大鼠，提取大鼠 BALF：暴露大鼠气管及肺

脏，一次性去针头注射器向气管和右侧肺中缓慢注

入生理盐水 6 mL，立即缓慢抽回，反复 3 次；获取抽

吸液，1 000 r·min-1离心 5 min（离心半径 6.2 cm），取
上清即为 BALF；在酶标包被板上加入待测样品，

37 ℃温育 30 min，洗涤，加入酶标试剂，37 ℃温育

30 min，洗涤，显色反应，测 450 nm 吸光度 A。

2.4 HE 染色观察各组大鼠肺组织病理改变与病理

评分 末次给药 24 h 后，取大鼠左肺门组织，多聚

甲醛固定，切片（5 μm）；HE染色，苏木素染色 30 min，

水洗，伊红复染 3 min，脱水脱透明中性树胶封片；光
学 显 微 镜 下 观 察 肺 组 织 的 病 理 改 变 。 按 照

UNDERWOOD等的［13］研究标准对肺组织炎症病变进

行评分，取平均值，肺组织炎症病变评分标准见表 1。

2.5 AB-PAS 染色检测各组大鼠气道杯状细胞增生

与黏液分泌 末次给药 24 h 后，取右肺近肺门处组

织，固定，常规石蜡包埋切片（5 μm）。常规脱蜡至

水，高碘酸染色 10 min，水洗；雪夫（Schiff）试剂染色

10 min，去 Schiff 试剂；滴加偏重亚硫酸钠 2 min，

2 次；流水洗 10 min，常规脱水、透明、封片。光学显

微镜下随机选取 5 个支气管腔大小视野进行观察。

气道上皮杯状细胞面积即气道阳性相对着色面积

可反映气道内黏液分泌程度。气道阳性相对着色

面 积 = 气 道 上 皮 杯 状 细 胞 面 积/总 细 胞 面 积 ×

100.00%。

2.6 实时荧光定量 PCR（Real-time PCR）检测各组

大 鼠 肺 组 织 TGF- β1、Smad2、Smad3、MUC5AC、

MUC5B mRNA 表达 末次给药 24 h，取右肺下叶

100 mg，提取总 RNA，核酸蛋白仪检测 RNA 纯度为

1.8~2.0 合格，逆转录合成互补脱氧核糖核酸，PCR

反应，引物序列见表 2。反应条件为 95 ℃预变性

5 min，95 ℃变性 10 s，60 ℃退火、延伸 30 s，循环

40 次。本研究选取 GAPDH 为内参基因，以 2-ΔΔCt［14］

表示待测基因 mRNA 相对表达量。

2.7 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测各组大鼠

肺组织 TGF-β1、Smad2、Smad3、MUC5AC、MUC5B

蛋 白 表 达 末 次 给 药 24 h 后 ，取 大 鼠 右 肺 中 叶

100 mg，于冰浴中用裂解液处理细胞 20 min，4 ℃、

12 000 r·min-1 离心 15 min（离心半径 6.2 cm），取上

清 液 ，BCA 法 检 测 蛋 白 浓 度 ，调 整 蛋 白 浓 度 为

4 g·L-1。每泳道上样 5 μL，电泳，转膜，封闭，加一

抗（1∶500）4 ℃孵育过夜，洗涤，加 HRP 标记二抗

表 1 肺组织炎症病变评分

Table 1 Score of pulmonary inflammation

组织病变分级

0

1

2

3

4

5

血管和支气管周围嗜酸性粒细胞

正常

轻度细胞浸润，未见组织损伤

轻到中度细胞浸润，轻度组织损伤

中度细胞浸润，轻度组织损伤

中到重度细胞浸润，明显组织损伤

重度细胞浸润，显著组织损伤改变

组织水肿

正常

轻度组织水肿

中度支气管水肿

区域性和灶性水肿

显著水肿

显著水肿

肺组织上皮损伤

正常

轻度细胞脱落

轻度细胞脱落

中度细胞脱落

中度细胞脱落

上皮细胞化生
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（1∶1 000），室温孵育 1 h，洗涤，显色 5 min，分析待

测基因与内参基因蛋白条带比值。

2.8 统计学分析 采用 SPSS 23.0 软件进行统计学

分析，多样本计量资料以 x̄± s表示，组间以单因素方

差分析和 SNK-q检验。P<0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对大鼠一般情况的影响 正常组大鼠体质量

增加、肌肉、食量、饮水、肛温、精神及游泳耐力均正

常，且未见喘促、点头等呼吸困难症状；与正常组比

较，建模大鼠存在体质量下降、肌肉消瘦、食量减

少、饮水增多、肛温升高、倦怠少动及游泳耐力下降

等符合脾虚证的症状，同时伴随喘促、点头等呼吸

困难症状。造模过程中有 1 只大鼠死亡，将造模成

功大鼠采用随机数字表分为模型组、地塞米松组、

益肺化痰汤低、中、高剂量组，除模型组 10 只外其余

每组 11只。

3.2 对各组大鼠 BALF 中 IL-4、IL-13、IFN-γ水平的

影响 与正常组比较，模型组 IL-4、IL-13 水平显著

上升，IFN-γ水平显著下降（P<0.01）。与模型组比

较，地塞米松组和益肺化痰汤各剂量组 IL-4、IL-13

水平下降，IFN-γ水平上升（P<0.05，P<0.01）。与地

塞米松组比较，益肺化痰汤低剂量组上述指标差异

无统计学意义，益肺化痰汤中、高剂量组 IL-4、IL-13

水平下降，IFN-γ水平上升（P<0.05，P<0.01），益肺

化痰汤各剂量组呈剂量依赖性。见表 3。

3.3 对各组大鼠肺组织病理改变及病理评分的

影响 研究结果显示，正常组大鼠肺组织形态完

整，气道周围无炎细胞浸润，黏膜无增生、变形。与

正常组比较，模型组大鼠气道黏膜层及黏膜下层见

大量炎性细胞浸润，气管平滑肌明显增厚，黏膜处

存在大量上皮细胞增生、变形及脱落现象。与模型

组比较，地塞米松组和益肺化痰汤低剂量组大鼠气

道黏膜层及黏膜下层炎性细胞浸润、气管平滑肌增

厚现象、黏膜处上皮细胞增生、变形及脱落现象均

减少；益肺化痰汤中剂量组大鼠气道黏膜层及黏膜

下层炎性细胞浸润进一步减少、气管平滑肌增厚现

象和黏膜处上皮细胞增生、变形及脱落现象更少；

益肺化痰汤高剂量组大鼠气管周围仅存在少量炎

细胞浸润、气管平滑肌增厚程度不明显、黏膜处上

皮细胞增生不明显。与正常组比较，模型组大鼠肺

组织病理评分显著上升（P<0.01）。与模型组比较，

地塞米松组和益肺化痰汤各剂量组肺组织病理评

分显著下降（P<0.01）。与地塞米松组比较，益肺化

痰汤低剂量组肺组织病理评分差异无统计学意义，

益肺化痰汤中、高剂量组肺组织病理评分显著下降

（P<0.01），益肺化痰汤各剂量组呈剂量依赖性。见

图 1和表 4。

3.4 对各组大鼠气道杯状细胞增生与黏液分泌的

影响 正常组大鼠气道气管及支气管可见极少杯

表 2 引物序列

Table 2 Primer sequence

引物

TGF-β1

Smad2

Smad3

MUC5AC

MUC5B

GAPDH

序列（5'-3'）
上游 TACAGGGCTTTCGCTTCAGT

下游 TGGTTGTAGAGGGCAAGGAC

上游 GCTCAAGCATGTCCTAAAGTCC

下游 ACTGTCTTATGCCCAAACACGAAAC

上游 GCAGTGGCAATCACAGAGAA

下游 AACAGCCTGGGAGAGACTCA

上游 TCAACGGAGACTGCGAGTACAC

下游 TCTTGATGGCCTTGGAGCA

上游 CTGCGAGACCGAGGTCAACATC

下游 TGGGCAGCAGGAGCACGGAG

上游 ATGACATCAAGAAGGTGGTG

下游 CATACCAGGAAATGAGCTTG

长度/bp

394

276

386

135

415

177

表 3 益肺化痰汤对各组大鼠 BALF中 IL-4、IL-13、IFN-γ水平的影响（x̄± s）

Table 3 Effect of Yifei Huatan decoction on IL-4，IL-13 and IFN-γ levels in BALF of rats in each group（x̄± s） ng·L-1

组别

正常组

模型组

地塞米松组

益肺化痰汤低剂量组

益肺化痰汤中剂量组

益肺化痰汤高剂量组

n

11

10

11

11

11

11

剂量/mg·kg-1

0.087 5

800

1 600

3 200

IL-4

7.322±1.443

18.594±3.6152）

14.212±2.7434）

13.931±2.6914）

11.363±2.1904，5，7）

8.951±1.7114，6，8，10）

IL-13

20.161±3.832

41.572±7.6442）

34.911±6.0723）

34.473±6.0413）

29.344±5.1934，5，7）

24.521±4.4814，6，8，9）

IFN-γ

61.082±12.031

28.934±5.6432）

36.165±7.0313）

37.252±7.1134）

44.591±8.7164，5，7）

53.310±10.0634，6，8，9）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与地塞米松组比较 5）P<0.05，6）P<0.01；与益肺化痰汤低剂量组比

较 7）P<0.05，8）P<0.01；与益肺化痰汤中剂量组比较 9）P<0.05，10）P<0.01（表 4-表 7同）
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状细胞存在，气道内无明显黏液分泌。与正常组比

较，模型组大鼠气道可见大量杯状细胞增生，且形

成大量黏液栓，气道黏液分泌显著增加（P<0.01）。
与模型组比较，地塞米松组和益肺化痰汤低剂量组

大鼠杯状细胞增生减轻、黏液分泌减少（P<0.01），益
肺化痰汤中剂量组大鼠杯状细胞增生进一步减轻、

黏液分泌进一步减少（P<0.01），益肺化痰汤高剂量

组大鼠杯状细胞增生极少、黏液分泌程度显著下降

（P<0.01），基本趋于正常。见图 2和表 5。

3.5 对各组大鼠肺组织 TGF- β1、Smad2、Smad3、

MUC5AC、MUC5B mRNA 表达的影响 研究结果

显 示 ，与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 TGF- β1、Smad2、

Smad3、MUC5AC、MUC5B mRNA 表达显著上升，

差异具有统计学意义（P<0.01）。与模型组比较，地

塞米松组和益肺化痰汤各剂量组 TGF-β1、Smad2、

Smad3、MUC5AC、MUC5B mRNA 表 达 明 显 降 低

（P<0.05，P<0.01）。与地塞米松组比较，益肺化痰汤

低剂量组上述指标差异无统计学意义，益肺化痰汤

中 、高 剂 量 组 TGF-β1、Smad2、Smad3、MUC5AC、

MUC5B mRNA 表达明显降低，差异具有统计学意

义（P<0.05，P<0.01），益肺化痰汤各剂量组呈剂量依

赖性。见表 6。

表 5 益肺化痰汤对各组大鼠气道组织 AB-PAS阳性相对着色面积

的影响（x̄± s）

Table 5 Effect of Yifei Huatan decoction on AB-PAS positive relative

staining area in airway tissue of rats in each group（x̄± s） %

组别

正常组

模型组

地塞米松组

益肺化痰汤低剂量组

益肺化痰汤中剂量组

益肺化痰汤高剂量组

n

11

10

11

11

11

11

剂量/mg·kg-1

0.087 5

800

1 600

3 200

气道组织 AB-PAS 阳

性相对着色面积

1.061±0.201

17.153±3.0362）

12.553±2.4014）

11.973±2.2964）

7.871±1.4214，6，8）

5.203±1.0044，6，8，10）

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 地塞米松组；D~F. 益肺化痰汤低、

中、高剂量组（图 2和图 3同）
图 1 益肺化痰汤对各组大鼠肺组织病理的影响（HE，×200）
Fig. 1 Effect of Yifei Huatan decoction on lung tissue pathology

of rats in each group（HE，×200）
表 4 益肺化痰汤对各组大鼠肺组织病理评分的影响（x̄± s）

Table 4 Effect of Yifei Huatan decoction on pathological score of

lung tissue in rats of each group（x̄± s） 分

组别

正常组

模型组

地塞米松组

益肺化痰汤低剂量组

益肺化痰汤中剂量组

益肺化痰汤高剂量组

n

11

10

11

11

11

11

剂量/mg·kg-1

0.087 5

800

1 600

3 200

肺组织病理评分

0

4.40±0.522）

2.55±0.824）

2.64±0.674）

1.73±0.654，6，8）

0.91±0.544，6，8，10）

图 2 益 肺 化 痰 汤 对 各 组 大 鼠 气 道 黏 液 分 泌 的 影 响（AB-

PAS，×200）
Fig. 2 Effect of Yifei Huatan decoction on airway mucus

secretion of rats in each group（AB-PAS，×200）
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3.6 对各组大鼠肺组织 TGF- β1、Smad2、Smad3、

MUC5AC、MUC5B 蛋白表达的影响 与正常组比

较，模型组大鼠 TGF-β1、Smad2、Smad3、MUC5AC、

MUC5B 蛋白表达显著升高（P<0.01）。与模型组比

较，地塞米松组和益肺化痰汤各剂量组 TGF-β1、

Smad2、Smad3、MUC5AC、MUC5B 蛋白表达明显

降低（P<0.05，P<0.01）。与地塞米松组比较，益肺

化痰汤低剂量组上述指标差异无统计学意义，益肺

化 痰 汤 中 、高 剂 量 组 TGF- β1、Smad2、Smad3、

MUC5AC、MUC5B 蛋白表达明显降低（P<0.05，P<

0.01），益肺化痰汤各剂量组呈剂量依赖性。见

表 7 和图 3。

4 讨论

哮喘是一种多基因遗传病，有明确的家族性；

各种特异性和非特异性吸入物，如感染、食物、药

物、气候变化等环境因素影响易感个体，也会加速

哮喘恶化或持续发病，故哮喘的发生是基因和环境

等多种因素共同作用的结果，而气道黏液高分泌为

哮喘主要病理学表现之一［15］。目前治疗哮喘的常

用药如地塞米松等糖皮质激素、茶碱类药物和白三

烯受体阻滞剂等均有抑制气道黏液高分泌的作

用［16］，尽管具有一定疗效，但存在不能根治、治疗周

期长、不良反应等问题，因此急需寻找更加高效的

药物以解决这些问题。

哮喘属中医“哮病”“喘证”范畴，缓解期常见于

肺脾气虚证。《诸病源候论》曰：“肺病令人上气，兼

胸膈痰满，气行壅滞，喘息不调，至咽喉有如水鸡之

鸣也。”又如《王旭高医案》曰：“痰恋不化，气机阻

滞，一触风寒，喘即举发。”肺主气，肺气虚则至津液

无气推行而停聚于内，凝结成痰；脾为气血生化之

表 6 益肺化痰汤对各组大鼠肺组织 TGF-β1、Smad2、Smad3、MUC5AC、MUC5B mRNA相对表达量的影响（x̄± s）

Table 6 Effect of Yifei Huatan decoction on mRNA relative expression of TGF-β1，Smad2，Smad3，MUC5AC and MUC5B in lung tissue

of rats in each group（x̄± s）

组别

正常组

模型组

地塞米松组

益肺化痰汤低剂量组

益肺化痰汤中剂量组

益肺化痰汤高剂量组

n

11

10

11

11

11

11

剂量

/mg·kg-1

0.087 5

800

1 600

3 200

TGF-β1

1.003±0.196

2.942±0.5582）

2.403±0.4513）

2.397±0.4293）

1.902±0.3544，6，8）

1.523±0.2864，6，8，9）

Smad2

1.108±0.216

2.607±0.5142）

2.184±0.4023）

2.181±0.4063）

1.754±0.3084，5，7）

1.416±0.2324，6，8，10）

Smad3

1.012±0.194

2.125±0.3982）

1.802±0.2943）

1.793±0.3013）

1.521±0.2874，5，7）

1.226±0.2324，6，8，9）

MUC5AC

1.061±0.192

5.032±0.9642）

4.007±0.7813）

3.893±0.7564）

2.904±0.5584，6，8）

1.945±0.3594，6，8，10）

MUC5B

1.110±0.201

3.723±0.7362）

3.019±0.5873）

3.021±0.5833）

2.497±0.4954，5，7）

1.835±0.3614，6，8，10）

表 7 益肺化痰汤对各组大鼠肺组织 TGF-β1、Smad2、Smad3、MUC5AC、MUC5B蛋白表达的影响（x̄± s）

Table 7 Effect of Yifei Huatan decoction on expression of TGF-β1，Smad2，Smad3，MUC5AC and MUC5B in lung tissue of rats in each

group（x̄± s）

组别

正常组

模型组

地塞米松组

益肺化痰汤低剂量组

益肺化痰汤中剂量组

益肺化痰汤高剂量组

n

11

10

11

11

11

11

剂量

/mg·kg-1

0.087 5

800

1 600

3 200

TGF-β1/GAPDH

0.082±0.014

0.756±0.1422）

0.573±0.1124）

0.565±0.1014）

0.387±0.0744，6，8）

0.168±0.0314，6，8，10）

Smad2/GAPDH
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0.305±0.0574，6，8）

0.149±0.0244，6，8，10）

Smad3/GAPDH
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0.703±0.1384）
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0.482±0.0944，6，8）

0.217±0.0414，6，8，10）

MUC5AC/GAPDH

0.146±0.025
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0.302±0.0544，6，8）
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图 3 各组大鼠肺组织 TGF-β1、Smad2、Smad3、MUC5AC、MUC5B

蛋白电泳

Fig. 3 Electrophoresis of TGF- β1，Smad2，Smad3，MUC5AC

and MUC5B protein in lung tissue of rats in each group
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源，脾气虚则运化失职，水湿停聚，凝结成痰；肺与

外部相通，易受外界侵袭，使肺、脾二脏虚损，脾失

运化、肺失宣降，聚而成痰，故痰瘀互结为哮喘病机

关键，肺脾肾不足为病机根本，治疗上以益肺健脾、

化痰逐瘀为主要原则。

本研究结果显示，造模大鼠体质量下降、肌肉

消瘦、食量减少、饮水增多、肛温升高、倦怠少动及

游泳耐力下降、喘促、点头、呼吸困难等症状，与既

往研究中哮喘脾虚证模型病理情况一致，证明本研

究哮喘（脾虚证）模型制备成功［17］。地塞米松是治

疗哮喘的关键药物，因此本研究选取地塞米松为阳

性药物，与益肺化痰汤治疗形成对照，确保研究的

准确性和严谨性［18］。本研究结果表明，益肺化痰汤

可有效抑制气道杯状细胞增生，抑制炎性细胞浸

润，抑制上皮细胞增生、变性及脱落，抑制黏液分

泌，减轻哮喘脾虚证大鼠气道高黏状态。益肺化痰

汤中黄芪为君药，补益肺脾、益气固表；党参、山药、

茯苓健脾润肺、补中益气以扶正，防风、白术祛风

邪、益气固表，陈皮、法半夏理气燥湿、化痰祛瘀，共

为臣药；丹参、川芎活血化瘀，共为佐药；甘草补脾

益气、祛痰止咳，调和诸药，为使药，众药配伍，共奏

补肺健脾、化痰逐瘀之功。有研究指出黄芪多糖可

有效改善哮喘大鼠气道和肺组织炎症，减少气道血

管重塑，发挥抗哮喘作用［19-20］。故而益肺化痰汤可

能通过缓解哮喘大鼠（脾虚证）气道和肺组织炎症

状态减轻气道高黏状态。

本研究结果发现益肺化痰汤可下调 IL-4、IL-13

水平，上调 IFN-γ水平，抑制 TGF-β1、Smad2、Smad3、

MUC5AC、MUC5B 表达，发挥减轻气道高黏状态作

用。哮喘为气道慢性炎症性疾病，机体接触变应原

后，T 辅助细胞（Th）亚群释放的 IL-4、IL-13、IFN-γ

等细胞因子，在炎症级联反应中发挥关键的调节作

用，MOLITORISOVA 等［21］发现下调 IL-4、IL-13 水

平，上调 IFN-γ水平，可减轻气道炎症反应；胡蔚

等［22］发现下调 IL-4 和 IL-13 水平，可抑制哮喘小鼠

肺组织炎症细胞浸润和黏液的分泌。气道黏液大

量分泌是哮喘气道炎症的特征性改变，杯状细胞是

黏液产生和分泌的主要细胞，杯状细胞脱颗粒释放

黏蛋白可加重哮喘恶化程度。TGF-β1 在细胞生长

分化、免疫调节、炎性反应中发挥关键的调节作用，

可促进炎性细胞增殖、分化，促进气道炎症反应，促

进哮喘患者气道杯状细胞增生导致气道内黏液分

泌增多［23-24］。TGF-β/Smad 信号通路在哮喘发病过

程中发挥重要作用，Smad2 和 Smad3 是 TGF-β/Smad

信号通路下游第一信号分子，张鹤等［25］发现抑制

TGF-β1、Smad2、Smad3 表达，可抑制炎性细胞浸润、

黏液分泌、上皮下胶原沉积，发挥调节气道重塑的

作用；DONG 等［26］指出抑制 TGF-β1、Smad2、Smad3

表达，下调 IL-4 和 IL-13 水平可减轻哮喘小鼠气道

炎症和气道重塑。黏蛋白 MUC5AC 和 MUC5B 是

气道黏蛋白的主要成分，位于气道上皮杯状细胞

内，两者表达水平反应出气道杯状细胞增生程度及

气道黏液的分泌状态［27］。程丹等［28］发现 IL-13 可促

进 MUC5AC 高表达引起哮喘气道黏液的高分泌。

本研究结果与上述研究结果一致，提示益肺化痰汤

可能通过抑制 TGF-β1、Smad2、Smad3、MUC5AC、

MUC5B 表达，下调 IL-4、IL-13 水平，上调 IFN-γ水

平发挥减轻哮喘气道高黏状态的作用。有报道指

明黄芪多糖和黄芪甲苷可下调 BALF 或痰液中

IL-4、IL-13水平、上调 INF-γ水平改善哮喘小鼠肺组

织炎症浸润，减轻气道炎症，从而发挥抗哮喘作

用［29-30］；隐丹参酮可通过调节 TGF-β1/smad信号通路

调节小鼠气道炎症［31］。因此，益肺化痰汤方药可抑

制气道炎症反应，减轻哮喘气道高黏状态。

综上所述，益肺化痰汤可减轻哮喘脾虚证气道

高黏状态，可能通过抑制 TGF-β1、Smad2、Smad3、

MUC5AC、MUC5B 表达，下调 IL-4、IL-13 水平，上

调 IFN-γ水平，缓解气道炎症状态，抑制气道杯状细

胞增生，抑制黏液分泌；益肺化痰汤呈剂量依赖性。

本研究首次提出益肺化痰汤可通过调节炎性因子

分泌及 TGF-β1/Smad 信号通路减轻哮喘脾虚证机体

气道炎症和气道黏液分泌状态。
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