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ＴＧＦβ１、ＭＭＰ９在哮喘大鼠气道重建模型中的
表达及丹参的干预作用

陈　静　赵文娟　李玉卿　夏永辉　袁嘉丽
（云南中医学院，昆明，６５０５００）

摘要　目的：观察ＴＧＦβ１、ＭＭＰ９在哮喘大鼠气道重建模型中的动态变化，探讨丹参干预气道重建的作用机制。方法：
ＳＰＦ级ＳＤ成年雄性大鼠７０只随机分为正常对照组、哮喘模型组（哮喘２周组、哮喘４周组、哮喘８周组）、丹参干预组（丹
参２周组、丹参４周组、丹参８周组）３个大组，７个小组。用卵蛋白（ＯＶＡ）氢氧化铝混悬液致敏与激发建立大鼠哮喘气
道重塑模型，激发２、４、８周后处死。观察哮喘大鼠肺组织病理变化，采用ＥＬＩＳＡ法检测大鼠肺组织ＴＧＦβ１、ＭＭＰ９水平。
结果：哮喘大鼠气道炎性细胞浸润及支气管平滑肌增厚，随着激发时间的延长逐渐加重；同时，哮喘大鼠肺组织 ＴＧＦβ１、
ＭＭＰ９水平逐渐升高，哮喘４周组、哮喘８周组较正常对照组显著升高（Ｐ＜００５、Ｐ＜０００１）；使用丹参干预后，丹参８周
组较哮喘８周组显著降低（Ｐ＜０００１）。结论：气道重建的程度随着哮喘发作及时间推移而发生动态变化；ＴＧＦβ１、ＭＭＰ
９参与哮喘气道重建过程；活血化瘀药丹参可通过抑制ＴＧＦβ１、ＭＭＰ９水平而干预阻断哮喘气道重建。
关键词　哮喘；气道重建；ＴＧＦβ１；ＭＭＰ９；丹参

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１、ＭＭＰ９ｉｎａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｉｎＡｓｔｈｍａＲａｔｓＭｏｄｅｌａｎｄＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳａｌｖｉａＭｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ
ＣｈｅｎＪｉｎｇ，ＺｈａｏＷｅｎｊｕａｎ，ＬｉＹｕｑｉｎｇ，ＸｉａＹｏｎｇｈｕｉ，ＹｕａｎＪｉａｌｉ
（ＹｕｎｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴＣＭ，Ｋｕｎｍｉｎｇ６５０５００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｄｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆＴＧＦβ１ａｎｄＭＭＰ９ｉｎｔｈｅａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｏｆａｓｔｈｍａｒａｔｍｏｄｅｌａｎｄ
ｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ（Ｄａｎｓｈｅｎ）ｉｎｉｎｔｅｒｖｅｎｉｎｇａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｓｅｖｅｎｔｙｈｅａｌｔｈｙａｄｕｌｔｍａｌｅ
ｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｓｔｈｍａｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ｓｕｂｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｗｏｗｅｅｋａｓｔｈｍａｔｉｃｇｒｏｕｐ，ｆｏｕｒ
ｗｅｅｋａｓｔｈｍａｔｉｃｇｒｏｕｐａｎｄｅｉｇｈｔｗｅｅｋａｓｔｈｍａｔｉｃｇｒｏｕｐ）ａｎｄｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｇｒｏｕｐ（ｓｕｂｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｗｏｗｅｅｋｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ
ｇｒｏｕｐ，ｆｏｕｒｗｅｅｋｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｇｒｏｕｐ，ａｎｄｅｉｇｈｔｗｅｅｋｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｇｒｏｕｐ）ｗｉｔｈａｔｏｔａｌｏｆｓｅｖｅｎｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈ１０ｒａｔｓｉｎ
ｅａｃｈ．ＡｓｔｈｍａｔｉｃａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｒａｔｓｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｗｉｔｈｏｖａｌｂｕｍｉｎａｎｄＡｌ（ＯＨ）３，ａｎｄｒａｔｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ２，４ａｎｄ８
ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｅｄｍｏｄｅｌｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆＴＧＦβ１ａｎｄ
ＭＭＰ９ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ａｉｒｗａｙｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄｉｎａｉｒｗａｙｔｉｓｓｕｅａｎｄｔｈｅｔｈｉｃｋｎｅｓｓｏｆ
ｂｒｏｎｃｈｉａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ．Ｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｔｉｍｅ，ＴＧＦβ１ａｎｄＭＭＰ９ｌｅｖｅｌｉｎｃｒｅａｓｅｄｇｒａｄｕａｌｌｙｉｎ
ｔｈｅａｓｔｈｍａｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１）ｉｎｔｈｅ
ｆｏｕｒｗｅｅｋａｓｔｈｍａｔｉｃｇｒｏｕｐａｎｄｅｉｇｈｔｗｅｅｋａｓｔｈｍａｔｉｃｇｒｏｕｐ．Ａｆｔｅｒｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｗａｓａｐｐｌｉｅｄ，ｔｈｅＴＧＦβ１ａｎｄＭＭＰ９ｌｅｖｅｌｄｅ
ｃｒｅａｓｅｄ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｉｇｈｔｗｅｅｋａｓｔｈｍａｔｉｃｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．００１）ｉｎｔｈｅｅｉｇｈｔｗｅｅｋｓａｌｖｉａ
ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｉｎａｓｔｈｍａａｒｅｄｙｎａｍｉｃｐｒｏｃｅｓｓａｎｄＴＧＦβ１ａｎｄＭＭＰ９ｍａｙｉｎ
ｔｅｒｖｅｎｅｉｎｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓ．Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｓｔａｔｅｏｆａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｉｎａｓｔｈｍａｔｉｃｒａｔｓｂｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＴＧＦβ１ａｎｄＭＭＰ９．
ＫｅｙＷｏｒｄｓ　Ａｓｔｈｍａ；Ａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ；ＴＧＦβ１；ＭＭＰ９；Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ
中图分类号：Ｒ２８５５ 文献标识码：Ａ ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－７２０２．２０１６．０３．０２９

　　支气管哮喘（哮喘）是由多种细胞和细胞组分
参与的气道慢性炎性反应性疾病［１］。气道重建是哮

喘的一大重要病理学特征，其本质就是气道纤维化

和胶原沉积。气道重建可加重气道高反应性，导致

肺功能持续性与进行性损害，从而增加了临床上支

气管哮喘的难治性［２］。有效改善气道重建成为哮喘

防治的新方向。ＴＧＦβ１是迄今已知最强的致纤维
化因子之一，也是导致哮喘气道重建的主要调控因
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子［３］。ＭＭＰ９是降解细胞外基质的主要成分，在生
理和病理情况下有利于组织重构［４５］。中医学认为

气道纤维化虽有多种病机，但大多数医家都认同在

不同证型的纤维化中瘀血都成为了重要病理产物。

因此，活血化瘀是治疗器官纤维化的大法［６］。本实验

通过组织病理分析和ＥＬＩＳＡ法检测哮喘气道重建不
同阶段的病理特征及在气道重建的不同阶段给予丹

参干预后的大鼠气道ＴＧＦβ１、ＭＭＰ９的动态变化。
１　材料与方法
１１　实验动物　ＳＰＦ级ＳＤ雄性大鼠７０只，４～６周
龄，体重（１８０±２０）ｇ（购自四川省医学科学院实验
动物研究所，许可证编号：ＳＣＸＫ（川）２０１３２４，合格
证号００１８１６０）。
１２　试剂及仪器　鸡卵清蛋白（ＯＶＡ）、氢氧化铝凝
胶（Ｓｉｇｍａ公司，美国）；大鼠 ＴＧＦβ１ＥＬＩＳＡ试剂盒；
大鼠ＭＭＰ９ＥＬＩＳＡ试剂盒（苏州卡尔文生物科技有
限公司）；酶标仪（美国分子仪器公司）；压缩雾化器

（ＰａｒｉＴｕｒｂｏｂｏｙ，德国）；台式高速离心机（ＢＥＣＫＭＡＮ
公司，美国）；自备有机玻璃雾化箱（４５ｃｍ×３５ｃｍ×
２０ｃｍ）。
１３　实验药物　丹参，购于昆明福林堂药业有限公
司，以水煎法进行药液浓缩，每毫升药液含生药１ｇ，
根据成人（６０ｋｇ）临床一日用药量换算出大鼠（２００
ｇ）等效用药量，以上剂量均根据动物体表面积等效
剂量换算。

１４　实验方法
１４１　模型制备及分组　ＳＤ雄性大鼠７０只，随机
分为７组，每组１０只，第１天和第１４天腹腔注射
ＯＶＡ氢氧化铝混悬液２ｍＬ致敏（ＯＶＡ１ｍｇ，氢氧化
铝１００ｍｇ，加生理盐水至２ｍＬ），于实验第２１天起
将大鼠置于密闭容器内，予２％ＯＶＡ生理盐水雾化
激发，３０ｍｉｎ／次，隔天１次。正常对照组用生理盐
水代替ＯＶＡ致敏和激发［７］。实验中观察大鼠反应，

出现烦躁不安、呼吸急促深快、腹肌抽搐、烦躁呛咳

及点头运动等症状表明建立哮喘模型成功［８］。实验

动物随机分成正常对照组、哮喘模型组（分为哮喘２
周组、哮喘４周组、哮喘８周组）、丹参干预组（分为
丹参２周组、丹参４周组、丹参８周组）共计３大组，
７个小组。
１４２　制备组织病理切片　各组大鼠末次激发后
２４ｈ，打开胸腔取下左肺组织，中性甲醛固定，石蜡
包埋后切片，ＨＥ染色光学显微镜下观察细支气管、
血管及肺泡的病理改变。

１４３　指标检测　采用酶联免疫吸附试验法

（ＥＬＩＳＡ）检测各组大鼠肺组织匀浆上清液 ＴＧＦβ１、
ＭＭＰ９含量。参照试剂盒说明书进行，通过标准品
吸光度（Ａ）值绘制标准曲线，然后计算各样本的值。
１５　数据收集和统计学处理　实验数据采用 ＳＰＳＳ
软件１６０进行统计分析处理，结果以均数±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示。各组数据服从正态分布，方差齐；方差
分析Ｐ＜０００１，组间有差异，采用ＬＳＤ法检验，进行
多组间均数的多重比较。

图１正常对照组（ＨＥ×２００）　图２哮喘２周组（ＨＥ×２００）

图３哮喘４周组（ＨＥ×２００）　图４哮喘８周组（ＨＥ×２００）

图５丹参２周组（ＨＥ×２００）　图６丹参４周组（ＨＥ×２００）

图７　丹参８周组（ＨＥ×２００）

２　结果
２１　组织病理学改变　正常对照组：气道周围无炎
性细胞浸润，支气管管腔规则，气道黏膜上皮及肺泡

结构完整，肺泡间隔窄，气道平滑肌薄，肺泡腔透亮，

无上皮脱落损伤，黏膜无水肿。（图１）。哮喘模型
组：２周组支气管可见黏液栓，气道有损伤，肺泡间
隔不同程度增宽，部分断裂，气管与血管周围有炎性

细胞浸润（图２）；４周组可见杯状细胞增生，基底膜
增厚，肺泡间隔不同程度增宽，轻度充血水肿，气管

周围炎性细胞浸润（图３）；８周组大量密集炎性细胞
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浸润，可见黏液栓，肺泡融合、不同程度断裂，平滑肌

增生（图４）。丹参干预组：２周组大鼠支气管壁周围
有少量炎性细胞浸润，气道平滑肌增厚不明显，伴黏

液分泌，基底膜稍增厚（图５）；４周组增生细胞减少，
肺泡大小相似，充血、水肿减轻，少量炎性细胞浸润

（图６）；８周组支气管管壁趋于正常，上皮结构较完
整，管壁未见增厚，浸润的炎性细胞减少，无明显炎

性渗出（图７）。
２２　大鼠肺组织匀浆 ＴＧＦβ１及 ＭＭＰ９含量测定
　检测结果显示，哮喘 ４周组、哮喘 ８周组肺组织
ＴＧＦβ１及ＭＭＰ９与正常对照组比较均有显著升高
（Ｐ＜００５），其中哮喘 ８周组升高最明显（Ｐ＜
０００１）；随着激发时间的延长，哮喘８周组 ＴＧＦβ１
及ＭＭＰ９含量显著高于哮喘２周组、哮喘４周组（Ｐ
＜００５）；使用丹参干预后，丹参２周组、丹参４周组
肺组织ＴＧＦβ１及ＭＭＰ９含量较对应时间的哮喘组
有所降低，但差异统计学意义（Ｐ＞００５），丹参８周
组肺组织ＴＧＦβ１及ＭＭＰ９含量与哮喘８周组比较
显著降低（Ｐ＜０００１）。

表１　各组大鼠肺组织匀浆ＴＧＦβ１及ＭＭＰ９含量（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＴＧＦβ１（ｎｇ／ｍＬ） ＭＭＰ９（ｎｇ／ｍＬ）

正常对照组 １０ １０５±０２５ １９９±０２９
哮喘２周组 ９ １４１±０４７△ ２２９±０５１
哮喘４周组 ７ １４５９±０３２△ ２４３±０４０△

哮喘８周组 ７ １９９±０１８□◇☆ ３０１±０３１□◇☆

丹参２周组 ８ １３１±０３６▲ １９３±０３０▲

丹参４周组 ７ １３３±０１９■ ２０６±０４９■

丹参８周组 ７ １３７±０３０◆ ２１０±０２０★

Ｆ ５３９４ ７０３７
Ｐ ＜０００１ ＜０００１

　　注：△与正常对照组比较，Ｐ＜００５；□与正常对照组比较，Ｐ＜

０００１；◇与哮喘 ２周组比较，Ｐ＜００５；☆与哮喘 ４周组比较，Ｐ＜

００５；▲与哮喘 ２周组比较，Ｐ＞００５；■与哮喘 ４周组比较，Ｐ＞

００５；◆与哮喘 ８周组比较，Ｐ＜００５；★与哮喘 ８周组比较，Ｐ＜

０００１。

３　讨论
气道重塑是哮喘的重要病理特征，是哮喘发展

到一定阶段气道出现的不可逆改变，也是哮喘难治

的重要原因。目前，哮喘治疗主要是控制症状、抗

炎、免疫疗法，从改善气道重建的角度进行哮喘治疗

的药物很少，作用也不理想，因此，从气道重建的调

控因子入手，用药物控制细胞因子的含量从而干预

气道重建，是治疗难治性哮喘的一个新思路。

ＴＧＦβ是哮喘气道重建的主要调控因子，其中
以ＴＧＦβ１活性最强，作为促纤维化的关键因子，
ＴＧＦβ１促进平滑肌细胞和杯状细胞肥大增生，增加

胶原和纤连蛋白合成并促进气道胶原沉积和基底膜

增厚，促进结缔组织蛋白合成从而导致官腔狭窄和

和不可逆的肺功能改变［９１０］。ＭＭＰ９是特异性降解
ＥＣＭ的锌依赖性蛋白酶家族，作为与哮喘气道重塑
关系最为密切的基质金属蛋白酶，ＭＭＰ９主要负责
降解 ＥＣＭ，哮喘状态下，ＭＭＰ９的过度表达不仅能
导致ＥＣＭ结构重建，而且还能诱导嗜酸粒细胞迁移
并影响气道平滑肌细胞增殖与迁移，进而诱发哮喘

气道重建［１１１２］。因此，抑制 ＴＧＦβ１和 ＭＭＰ９表达
可减轻哮喘气道重建［１３１４］。

哮喘在中医属“哮病”范畴，传统上认为，宿痰

伏肺是哮喘的夙根，但现代中医从痰的产生机制和

临床实践分析，认为痰瘀密切相关，相互影响。各种

原因导致血停成瘀，津聚为痰，产生瘀血、痰浊等病

理产物，痰浊、瘀血有形之邪阻滞肺络，搜逐不易，致

肺管狭窄，使无形之气不能宣降，痰瘀互结，气道狭

窄，更致津血运行受碍，使病情迁延，缠绵难愈［１５１６］。

曹世宏认为，肺燥阴伤和肺气虚冷是哮喘的主要病

机，但两者均可导致瘀血，瘀血一旦形成又可影响气

机的宣畅，阴津阳气难以布达，使肺纤维化形成加

重。因此，活血化瘀是治疗器官纤维化的重要方法。

本研究在深入探讨哮喘气道重建中医病因病机

的基础上，利用中药多靶点、多调控途径的特点和优

势，选择活血化瘀药丹参对哮喘气道重建进行干预。

药理作用研究表明丹参可活血化瘀，对抗氧自由基，

改善微循环［１７］，有利于及时清除气道上的炎性因子

及免疫复合物；同时丹参可抑制成纤维细胞增殖或

诱导成纤维细胞凋亡，减少胶原合成和分泌的作用。

本研究检测哮喘气道重建不同阶段的病理特征及在

气道重建的不同阶段给予丹参干预后的大鼠肺组织

ＴＧＦβ１、ＭＭＰ９的动态变化。实验结果提示，随着
激发时间延长和哮喘发作次数的增加，炎性反应反

复刺激，肺组织ＴＧＦβ１、ＭＭＰ９的分泌逐渐升高，大
鼠肺组织病理变化趋于严重，气道重建越明显；经丹

参干预后，肺组织 ＴＧＦβ１、ＭＭＰ９随着干预时间的
延长逐渐下降；大鼠肺组织炎性细胞浸润减少，支气

管管壁和平滑肌增生程度减轻，气道重建逐渐改善；

这表明ＴＧＦβ１、ＭＭＰ９是哮喘气道重建的重要调控
因子，监测ＴＧＦβ１、ＭＭＰ９的表达可帮助我们了解
气道重建的发生时间及发展程度；另一方面，活血化

瘀药丹参干预或阻断哮喘气道重建的机制可能是通

过抑制ＴＧＦβ１、ＭＭＰ９表达而实现的。
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