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翘芩清肺剂对哮喘大鼠气道平滑肌细胞外

信号调节激酶通路的影响

张秋玲１　韩　超１　徐　俊２　杨　柳２　梁慧玲１　杨洁颖１

（１广州市中医医院，广州，５１０１３０；２暨南大学药学院，广州，５１０６３２）

摘要　目的：探讨翘芩清肺剂在改善哮喘气道炎症及其可能的作用机制。方法：选取雌性ＳＤ大鼠５０只，制备哮喘大鼠模
型并随机分成５组，即正常组、模型组、地塞米松组和翘芩清肺剂低、高剂量组。分别采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）测
定支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中白细胞介素１（ＩＬ１）、ＩＬ５及干扰素γ（ＩＦＮγ）的含量，并观察肺组织病理学改变；用免疫
组织化学染色法观察细胞外信号调节蛋白激酶（ＥＲＫ）在肺组织内的表达，转化生长因子（ＴＧＦ）β１在支气管组织内的表
达；用实时定量聚合酶链反应（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）测定气道平滑肌组织中ＥＲＫｍＲＮＡ含量。结果：模型组中ＥＲＫ蛋白含量
及ｍＲＮＡ水平，ＴＧＦβ１蛋白表达较正常组有显著增加（Ｐ＜００５）；与模型组比较，各干预组均能明显降低 ＥＲＫｍＲＮＡ及
ＴＧＦβ１蛋白水平（Ｐ＜００５）。结论：翘芩清肺剂可明显改善哮喘大鼠的呼吸道症状，对气道具有保护作用，其作用机制可
能与调节ＩＬ４／ＩＦＮγ平衡失调、抑制ＥＲＫ通路的磷酸化，减轻气道炎症有关。
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　　支气管哮喘（哮喘）是由肥大细胞、嗜酸性粒细
胞等多种炎性反应细胞参与的以慢性气道炎性反应

和气道高反应性为特征的慢性呼吸道系统疾病。细

胞外信号调节激酶（ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌＲｅｇｕｌａｔｅｄＫｉ
ｎａｓｅ，ＥＲＫ）是丝裂原活化激酶（ＭＡＰＫｓ）家族中的重
要成员之一，广泛参与细胞增殖、分化、凋亡等多种

生理病理过程，作为一个重要的第二信号转导通路，

参与了哮喘气道慢性炎性反应、气道高反应性

（ＡＨＲ）和气道平滑肌的增殖等多种病理生理过
程［１２］。近年来国内外有关ＥＲＫ通路在哮喘发病机
制中作用已成为研究热点之一。翘芩清肺剂为我院

呼吸内科总结多年临床经验所拟的验方，并制成院

内制剂临床使用２０余年，治疗急慢性支气管炎临床
疗效显著，深受广大病患欢迎。研究发现，其在防治
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哮喘方面也有良好效果。本研究拟通过卵清蛋白

（ＯＶＡ）诱导大鼠制备哮喘的动物病理模型，观察翘
芩清肺剂对大鼠气道炎症的影响及初步探讨其可能

的作用机制，现报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选取ＳＰＦ级ＳＤ大鼠５０只，雌性，６～
８周龄，体重１５０～１８０ｇ，由广东省医学实验动物中
心提供（实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（粤）２０１３
０００２）。实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（粤）２０１２２０１７。
实验室常规饲养条件２０～２５℃室温，自由饮食。
１１２　药物　翘芩清肺剂（下简称翘芩，由广州市
中医医院制备，２５ｋｇ生药量／Ｌ）；地塞米松（浙江
仙琚制药股份有限公司，批号：１４０６９２）。
１１３　试剂与仪器　Ｓｉｇｍａ卵清鸡白蛋白（ＯＶＡ）
（ＵＳＡ，批号：Ａ５２５３）；生理盐水（常州兰陵制药有限
公司，批号：Ｈ５２０２００６９）；氢氧化铝干粉（广州化学
试剂厂，批号：２０１９１２０１２）；８％和１０％免疫印迹预
制胶（弗德生物有限公司，批号：２０１５０５０１）；ＴＧＦβ
抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ，批号：３７１１Ｓ）；ＢＣＡ蛋白定量试
剂盒（上海碧云天生物技术有限公司，批号：

Ｐ００１２Ｓ）；ＲＩＰＡ蛋白裂解液（武汉博士德生物技术有
限公司，批号：１０Ｃ０９Ａ０５）；ＩＦＮγ、ＩＬ４、ＩＬ５检测试
剂盒（南京建成生物工程研究所）；ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ
ＬｕｍｉｎｏｌＲｅａｇｅｎｔ（ＰＩＥＲＣＥ）；预染蛋白质Ｍａｒｋｅｒ（Ｆｅｒ
ｍｅｎｔａｓ）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ、ＳＹＢＲＲ Ｐｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ）；ＰＶＤＦ膜（ＢｉｏＲａｄ）；ＲＮＡｉｓｏ
Ｐｌｕｓ（Ｔａｋａｒａ宝生物工程（大连）有限公司，批号：
ＡＡ１６０７１）；曝光胶片（富士）；蛋白酶抑制剂混合物
（Ｃｏｃｋｔａｉｌ，１００×）；ＡＰＳ、ＴＥＭＥＤ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）；
Ｔｗｅｅｎ２０（Ａｒｅｓｃｏ）；其余试剂均为国产分析纯以上。
ＪＪ１２Ｊ型脱水机（武汉俊杰电子有限公司）；４０２ＡＩ型
超声雾化器（鱼跃股份有限公司）；ＲＭ２０１６型病理
切片机（上海徕卡仪器有限公司）；ＪＢＰ５型包埋机
（武汉俊杰电子有限公司）；ＫＤＰ型组织摊片机（浙
江省金华市科迪仪器设备有限公司）；ＪＢＬ５型冻台
（武汉俊杰电子有限公司）；ＩＳＲＤＤ３型恒温振荡器
（美国 ＣｒｙｓｔａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；Ｍ１１４型显微镜
（ＯＰＴＩＫＡ）；ＳＴ１６Ｒ型高速冷冻离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｏｒｖａｌｌ公司）；凝胶电泳、电转仪（美国 ＢｉｏＲＡＤ公
司）；ＰＢ６０２Ｌ型电子分析天平（瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲ公
司）；ＵＶ７５０４型单光束紫外可见分光光度计（上海
欣茂仪器有限公司）；Ｓａｆｉｒｅ２型全波长多功能酶标仪
（瑞士Ｔｅｃａｎ公司）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　随机选取５０只大鼠，经７
ｄ适应性饲养后，采用文献［３４］方法制备哮喘模型。

适应性饲养１周后，按大鼠体重随机分成５组：对照
组、模型组、地塞米松组、翘芩高剂量组和低剂量组，

每组１０只。模型及药物组大鼠在实验第１、８天分
别腹腔注射 １０％卵清蛋白（ＯＶＡ）混悬液 １ｍＬ致
敏，正常组给予生理盐水腹腔注射 １ｍＬ。从第 １５
天起，将大鼠置于密闭有机玻璃箱中用超声雾化器

喷雾，任大鼠自行吸入，进行激发造模。每次喷雾

１％ ＯＶＡ混悬液（正常组用生理盐水代替）。１次／
ｄ，３０ｍｉｎ／次，连续２周。
１２２　给药方法　自大鼠首次致敏第２天开始，各
组动物均以相应药物灌胃。第１５天开始在给药３０
ｍｉｎ后进行激发，（地塞米松组自第１５天后，隔天给
药）；１次／ｄ，共４周：正常组：生理盐水５ｍＬ／（ｋｇ·
ｄ）；模型组：生理盐水５ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）；地塞米松组：
０２７ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）；翘芩高剂量组：２６ｇ／（ｋｇ·ｄ）；翘
芩低剂量：６５ｇ／（ｋｇ·ｄ）。
１２３　标本采集及相关检测　连续给药２周后，于
末次激发后２４ｈ内进行腹腔麻醉（４％戊巴妥钠，１
ｍＬ／ｋｇ体重）取材：１）肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）：打开大
鼠胸腔后，选取右肺进行支气管肺泡灌洗术，把

０９％氯化钠注射液 ５ｍＬ，以 ２５ｍＬ／次注入气管
内，缓慢反复抽吸，将灌洗液留取３～４ｍＬ，于４℃、
２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液用于白细胞介素
４（ＩＬ４）、白细胞介素５（ＩＬ５）及干扰素γ（ＩＦＮγ）的
含量测定，具体步骤按酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）
试剂盒说明操作。２）肺组织：迅速打开大鼠胸腔，分
离肺组织，以１０％甲醛固定２４ｈ，常规脱水，石蜡包
埋切片。３）气道组织：打开颈部皮肤，分离气管，切
取气管至支气管段，冰冻切片，以１０％甲醛内固定
２４ｈ，常规石蜡切片。
１２３１　肺组织病理观察　左上叶肺组织切片，苏
木精伊红（ＨＥ）染色后于镜下观察肺部病理变化。
１２３２　免疫组织化学技术检测肺中 ＥＲＫ１／２及
气道中转化生长因子（ＴＧＦ）β蛋白的表达　检测步
骤按说明书进行，依次为肺组织石蜡切片常规脱蜡

至水，抗原修复，冷却后用磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）
（ｐＨ７４）洗涤，置于 Ｈ２Ｏ２溶液（３％）中避光室温孵
育，用ＰＢＳ洗涤以消除内源性过氧化物酶活性。切
片甩干，滴加牛血清白蛋白（ＢＳＡ）（３％）后室温封闭
１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，滴加一抗，孵育后再滴加二抗，
ＰＢＳ洗涤，洗涤，显色，复染细胞核，ＤＷ洗涤后脱
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水封片。

１２３３　气道组织 ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ表达的检测　
用于实时ＰＣＲ实验的引物序列如下表１所示。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ引物

基因 Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ５′３′ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ５′３′

ＥＲＫ１／２ ＴＴＣＣＡＣＧＧＣＡＣＣＴＴＡＴＴＴ ＣＴＣＡＡＧＣＣＴＴＣＣＡＡＣＣＴＣ
βＡｃｔｉｎ ＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣ ＧＡＴＴＡＣＴＧＣＴＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡＧＣ

　　取样品（剪取每组肺组织约３０ｍｇ）剪碎，冷冻
研磨，用Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取总ＲＮＡ，按相应试剂盒操
作说明书进行逆转录。逆转录反应（３７℃，３０
ｍｉｎ）；令逆转录酶失活（８５℃，１０ｓ）；９５℃，３０ｓ（预
变性）；ＰＣＲ反应（９５℃，５ｓ，６０℃，３０ｓ，共４０个循
环）；解离（９５℃，１５ｓ；６０℃，６０ｓ）；溶解曲线（６５℃
下３０ｓ）。

实时ＰＣＲ扩增后，确认融解及扩增曲线良好，
运用△△ｃｔ法对数据进行统计分析。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１３０统计软件进行
分析，所有实验数据均以（珋ｘ±ｓ）表示，组间差异比较
采用单因素方差分析，以 Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

２　结果
２１　翘芩清肺剂对气道炎症及肺部病理变化的影
响　模型组肺泡间质明显增厚并伴随大量淋巴细胞
浸润，支气管杯状细胞明显增殖，部分见脱落，固有

层明显增厚并淋巴浸润明显，黏膜层明显增厚并纤

维化，可见部分黏液腺增生；血管黏膜层纤维性增

生；血管支气管管腔中可见黏液渗出形成黏液栓。

各药物干预组固有层增厚程度较轻，黏膜层增厚较

模型组减轻。其中，地塞米松组支气管结构完整，管

径正常，管壁细胞排列紊乱，管周有少量炎性反应细

胞浸润，上皮细胞及杯状细胞增殖减少；翘芩清肺剂

组支气管黏膜上皮细胞及杯状细胞的增殖减少，支

气管稍变形，炎性反应细胞浸润明显减少，管壁及平

滑肌厚度明显减小，以上改变随翘芩清肺剂剂量的

加大而减轻。对照组肺组织形态结构清晰完整，气

管杯状细胞无明显增殖及脱落，血管结构完整，周围

无明显炎性反应细胞浸润。见图１ＡＥ。
２２　翘芩清肺剂对支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中
ＩＬ４、ＩＬ５及ＩＦＮγ水平的影响　与对照组比较，模
型组ＢＡＬＦ中ＩＬ４、ＩＬ５的表达水平明显增加，ＩＦＮγ
表达水平明显下降（Ｐ＜００５）。与模型组比较，经
药物干预后，各药物组均能显著降低 ＩＬ４的表达及
ＩＬ４／ＩＦＮγ的比值（Ｐ＜００５）。其中，翘芩清肺剂
降低ＩＬ４表达的作用随着剂量加大而增强。翘芩

清肺剂高剂量组及地塞米松组均可明显降低 ＩＬ５
水平（Ｐ＜００５），ＩＦＮγ水平增加（Ｐ＜００５），但翘
芩清肺剂低剂量组则对其无明显影响（Ｐ＞００５）。
见表２。

图１　肺组织（ＨＥ染色×２０）
　　注：Ａ对照组；Ｂ模型组；Ｃ地塞米松组；Ｄ翘芩低剂量组；Ｅ翘芩

高剂量组

图２　免疫组织化学染色法检测气道组织中
　　ＴＧＦβ１蛋白表达（×２０）

　　注：Ａ对照组；Ｂ模型对照组；Ｃ地塞米松组；Ｄ翘芩低剂量组；Ｅ

翘芩高剂量组

２３　翘芩清肺剂对气道中ＴＧＦβ１及肺中ｐＥＲＫ１／
２蛋白表达的影响　与对照组比较，模型组大鼠肺
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表２　翘芩清肺剂对哮喘大鼠ＢＡＬＦ中ＩＬ４、ＩＬ５及ＩＦＮγ水平的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 剂量［ｇ／（ｋｇ·ｄ）］ ＩＬ４（ｎｇ／Ｌ） ＩＬ５（ｎｇ／Ｌ） ＩＦＮγ（μｇ／Ｌ） ＩＬ４／ＩＦＮγ

对照组 — １６１４９±６４７ ４４０８±３３５ ２９５±００２３ ００５５±０００３
模型组 — ２０２０６±１４３ ４７６７±３６７ ２６２±００４２ ００７７±０００１

地塞米松组 ２７×１０－４ １７６６９±１６３６△ ４４６７±２０５△ ２８０±０１１０△ ００６３±０００６△

翘芩清肺剂高剂量组 ２６ １６８７２±１４５０△ ４４１７±２１９△ ２７９±０１１０△ ００６１±０００６△

翘芩清肺剂低剂量组 ６５ １８３９８±２２３１△ ４７０９±２８５△□ ２６７±００８６□ ００６８±０００８△

　　注：—为无数据；与对照组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５；与地塞米松组比较，□Ｐ＜００５

表３　翘芩清肺剂对气道组织中ＴＧＦβ１及肺组织中ｐＥＲＫ１／２免疫组化染色切片的阳性表达ＩＯＤ／总ＩＯＤ比值

组别
剂量

［ｇ／（ｋｇ·ｄ）］
气道ＴＧＦβ１阳性表达ＩＯＤ／总ＩＯＤ

（珋ｘ±ｓ）
ｐＥＲＫ１／２阳性表达ＩＯＤ／总ＩＯＤ

（珋ｘ±ｓ）
对照组 — ０２４±００１２ ０３４２±００９２
模型组 — ０６３４±００３６ ０７１４±００８６

地塞米松组 ２７×１０－４ ０４２５±００４１△ ０４４９±００３１△

翘芩清肺剂高剂量组 ６５ ０４１３±００５３△ ０６４１±０００８
翘芩清肺剂低剂量组 ２６ ０３５９±００６６△ ０６３２±００９９

　　注：—为无数据；与对照组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

图３　免疫组化染色法检测肺组织中ｐＥＲＫ１／２
蛋白表达情况（×２０）

　　注：Ａ对照组；Ｂ模型对照组；Ｃ地塞米松组；Ｄ翘芩低剂量组；Ｅ

翘芩高剂量组

组织中的 ｐＥＲＫ１／２及气道组织中 ＴＧＦβ１的蛋白
表达明显增高（Ｐ＜００５）；地塞米松组相对于模型
组肺组织中 ｐＥＲＫ１／２的蛋白表达显著下降（Ｐ＜
０００５）；翘芩组相对于模型组 ｐＥＲＫ１／２蛋白表达
均有下降趋势，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
药物组中的 ＴＧＦβ１蛋白表达均有明显降低（Ｐ＜
００５）；翘芩组降低 ＴＧＦβ１蛋白表达的作用略优于
地塞米松组，且随剂量的增加作用有所增大，但药物

组间差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见图２、３（Ａ
Ｅ）、表３。

３４　翘芩清肺剂对气道组织中 ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ表
达的影响　与对照组比较，模型组的 ＥＲＫ１／２ｍＲ
ＮＡ含量显著增多（Ｐ＜００５）；与模型组比较，各药
物组均能明显降差异低 ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ的表达（Ｐ
＜００５）；其中以翘芩高剂量组作用为最优，与翘芩
低剂量组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见
图４。

图４　翘芩清肺剂对气道组织中ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ影响的
ＣＴ值△△ＣＴ法结果柱状图

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
哮喘是由多种炎性反应递质和多种炎性反应细

胞参与的慢性气道炎症，有研究者认为，气道重塑可

能与气道炎症并存，并进一步导致慢性炎症的发生

和持续存在［５］，其中气道平滑肌细胞增殖肥大占有

重要地位。ＴＧＦβ１是目前发现的活性最强的促气
道纤维化因子，气道平滑肌在 ＴＧＦβ１的刺激下，可
诱发细胞炎性反应递质高分泌及收缩蛋白合成增加

等，进而出现气道重塑、气道高反应性等一系列表

现［６７］。在哮喘发病过程中，以 ＴＧＦβ为代表的细
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胞因子表达紊乱，从而激活相关信号通路，影响细胞

的屏障功能是哮喘重要的病理机制之一，也是导致

随后发生的气道高反应性、气道重塑的一个重要环

节。

目前发现ＥＲＫ在气道平滑肌上广泛分布并主
要以ＥＲＫ１、ＥＲＫ２２种亚型存在。ＥＲＫ１／２的磷酸
化表示ＥＲＫ信号通路被激活，其磷酸化的一系列底
物可激活多种效应蛋白，并广泛参与细胞增殖、分

化、凋亡等多种生理病理过程。研究结果表明 ＥＲＫ
通路与哮喘发病机制过程密切相关，并参与了哮喘

气道高反应性、气道慢性炎症等的发生、发展［１２］。

据此，本实验我们观察了翘芩清肺剂对ＥＲＫ通路的
影响，以期探讨翘芩清肺剂改善哮喘气道炎性反应

可能的作用机制。

翘芩清肺剂为我院临床应用２０余年的院内纯
中药复方制剂，疗效确切，无明显不良反应。方中主

要成分为连翘、黄芩、板蓝根、荆芥、杏仁等，全方清

肺化痰，疏风清热。目前我们研究已证实，翘芩清肺

剂对ＯＶＡ诱导的大鼠哮喘发作具有抑制作用，可与
临床疗效相印证。研究结果显示，翘芩清肺剂可明

显地改善气道炎性反应，减轻支气管细胞增殖及平

滑肌增厚，其作用机制可能与降低哮喘时过高的

ＰＡＦ与ＥＴ表达，纠正了Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡有关［６７］。

从本实验结果可见，相对于对照组，ＥＲＫ１／２、
ＴＧＦβ１蛋白的表达、ＢＡＬＦ液中的ＩＬ４、ＩＬ５表达在
模型组中显著增高，ＩＦＮγ表达则明显降低；用药
后，各药物组均能明显降低病鼠肺中 ＥＲＫ１／２ｍＲ
ＮＡ及气道中ＴＧＦβ１的表达水平；其中翘芩清肺剂
高剂量组、翘芩清肺剂低剂量组降低 ＥＲＫ１／２ｍＲ
ＮＡ及ＴＧＦβ１表达的作用与地塞米松组相当；翘芩
清肺剂低剂量组降低 ＴＧＦβ１的蛋白表达效果与高
剂量组相当。各药物组均能降低 ＩＬ４的含量及 ＩＬ
４／ＩＦＮγ的比值。其中地塞米松组及翘芩清肺剂高

剂量组可明显降低 ＩＬ５的表达，增加 ＩＦＮγ的表
达，而翘芩清肺剂低剂量组对其则无明显作用。

其中，ＥＲＫ的气道表达的放免及 ＰＣＲ结果表
明，翘芩清肺剂可明显降低 ＥＲＫｍＲＮＡ的表达，而
放免结果虽ＥＲＫ的蛋白表达均有所下降，但比较无
统计学意义。由此推测，翘芩清肺剂可显著抑制

ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ复制和（或）ＤＮＡ转录，而ＥＲＫ的蛋
白合成因迟于 ＲＮＡ和 ＤＮＡ的复制和转录，故未见
ＥＲＫ蛋白表达的差异显著性。由此说明，拟观察翘
芩清肺剂对哮喘ＥＲＫ蛋白变化的影响，需要更长的
时间。

综上所述，我们认为，翘芩清肺剂防治哮喘的作

用可能是通过降低 ＴＧＦβ１的表达，下调 ｐＥＲＫ１／２
ｍＲＮＡ水平，调节 ＥＲＫ信号通路的传导，减轻气道
纤维化及气道平滑肌细胞的增殖，减缓炎性反应的

发生发展等而实现的。
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因子失衡的影响［Ｊ］．中国现代应用药学杂志，２０１３，３０（１１）：

１１７８１１８２．

［７］韩超，齐春丽，潘竞锵，等．翘芩清肺剂对哮喘大鼠平喘作用与变

态及血管活性因子关系的研究［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，２０１２，

１８（４）：１７６１７９．

（２０１８－０４－１８收稿　责任编辑：杨觉雄）
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