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化痰祛瘀疏肝法预防性干预对哮喘小鼠

ＮＧＦ－ＴｒｋＡ信号通路的影响
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摘要　目的：探讨化痰祛瘀疏肝法预防性干预对哮喘小鼠 ＮＧＦ－ＴｒｋＡ信号通路的影响。方法：以１０％ＯＶＡ／ＡＬ（ＯＨ）３致敏、

５％ＯＶＡ激发复制支气管哮喘小鼠模型，于激发前开始给药，至激发结束取材。用 ＥＬＩＳＡ法检测 ＢＡＬＦ中 ＮＧＦ、ＴｒｋＡ浓度，
Ｗｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测肺组织匀浆中ＮＧＦ、ＴｒｋＡ蛋白表达。结果：模型组ＮＧＦ、ＴｒｋＡ浓度明显升高（Ｐ均＜００１），ＮＧＦ、ＴｒｋＡ蛋白表
达明显上调（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；各处理组ＮＧＦ、ＴｒｋＡ浓度均较模型明显降低（Ｐ均＜００１），两中药组ＮＧＦ蛋白表达均明显低
于模型组（Ｐ均＜００１），地米组与模型组无统计学意义（Ｐ＞００５），两中药组 ＴｒｋＡ蛋白表达均明显低于模型组（Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１）；两中药组ＮＧＦ、ＴｒｋＡ浓度下调不及地米组（Ｐ均＜００１）；ＰＣＦ组 ＮＧＦ、ＴｒｋＡ蛋白表达与地米组相似（Ｐ均 ＞００５），ＳＧ
ＰＣＦ组显著优于地米组（Ｐ均＜００５）；两中药组ＮＧＦ、ＴｒｋＡ浓度及蛋白表达均无统计学意义（Ｐ均＞００５）。结论：在发作期干
预方式下，化痰祛瘀疏肝法对哮喘小鼠升高的ＮＧＦ、ＴｒｋＡ浓度及上调的ＮＧＦ、ＴｒｋＡ蛋白表达均有降低作用，上述作用总体与化
痰祛瘀平喘法相似，优于地塞米松。提示化痰祛瘀疏肝法对哮喘小鼠神经源性炎症ＮＧＦ－ＴｒｋＡ信号通路有较为确切的干预作
用。
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　　神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）是一种多
功能的细胞生长和调节因子，除对神经系统的作用，尚

对免疫、生殖、细胞增殖、造血等具有广泛的作用［１－４］。

ＮＧＦ参与免疫炎症调控以及复杂的神经－免疫相互作
用机制，可认为是神经可塑性和免疫可塑性的双重调

控递质。支气管哮喘免疫失衡及神经源性炎症两大病

理环节之间已被证明存在较为密切的关系，Ｔｈ１／Ｔｈ２
免疫失衡可能通过调控 ＮＧＦ表达间接促进其诱导神
经源性炎症。

化痰祛瘀平喘中药在前期研究中经动物实验证明

对哮喘小鼠Ｔｈ１／Ｔｈ２相关细胞因子的表达及信号转导
通路有调节作用，对气道重建亦有显著的改善作

用［５－８］，并已被证实对哮喘有良好的临床疗效［９］。本

研究从肝失条达、肺失宣肃所致痰、气、瘀互结与神经

源性炎症的潜在关系入手，选择 ＮＧＦ、ＴｒｋＡ作为观察
指标，以地塞米松及化痰祛瘀平喘中药（平喘方）为对

照药物，旨在观察化痰祛瘀疏肝法对哮喘小鼠神经源

性炎症ＮＧＦ、ＴｒｋＡ信号通路的早期干预作用。
１　材料与方法
１１　试剂与仪器　卵清白蛋白（上海骏惠化工有限公
司，批号：２０１１０２０９），小鼠 ＮＧＦ、ＴｒｋＡＥＬＩＳＡ、试剂盒
（美国ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ进口分装），ＮＧＦ抗体（效价１∶５０）、
ＴｒｋＡ抗体（效价１∶１００）（ＡＢＣＡＭ）；芬兰雷勃酶标仪
（ＭＫ３），电泳仪（ｍｉｎｉｐｒｏｔｅａｎ３ｃｅｌｌ，ＢＩＯ－ＲＡＤ公司）
等。

１２　实验药物
１２１　化痰祛瘀疏肝中药／疏肝平喘方（ＳＧＰＣＦ）　由
炙麻黄、杏仁、甘草、苏子、莱菔子、地龙干、桃仁、椒目、

黄芩、柴胡、白芍、丹参组成。以１∶２∶２∶２∶２∶２∶１∶２∶２∶
２∶２∶１量，根据《动物实验方法学》［１０］中公式 ｄＢ＝ｄＡ
×ＲＢ／ＲＡ×（ＷＡ／ＷＢ）１／３（ｄＢ：Ｂ种动物的公斤体重
剂量，ｄＡ：Ａ种动物的公斤体重剂量，ＷＡ、ＷＢ：已知动
物体重，ＲＢ、ＲＡ：体型系数），计算实验剂量，用药量相
当于临床３０ｋｇ儿童用药量的１０倍。中药煎煮提取方
法参考李仪奎［１１］等的方法，第１次加６倍水旺火煮沸
后，温火煮１ｈ，保温２ｈ，将药液滤出。第２次加入５
倍水旺火煮沸后，温火煮１ｈ，保温２ｈ，将药液滤出。
煎煮２次后滤液合并浓缩，加入９５％乙醇（按公式Ｖ×
６０／（９５－６０）计算乙醇用量），冷藏静置２４ｈ后滤出，
将滤液浓缩至流浸膏样。具体由上海市中医医院中心

实验室制备。终浓度６９９ｇ生药／ｍＬ。
１２２　化痰祛瘀平喘中药／平喘方（ＰＣＦ）　由炙麻
黄、杏仁、甘草、苏子、莱菔子、地龙干、桃仁、椒目、黄芩

组成。以１∶２∶２∶２∶２∶２∶１∶２∶２量，煎煮提取方法如上

述，终浓度５３３ｇ生药／ｍＬ。
１２３　对照药物／地塞米松（ＤＸＭ）　醋酸地塞米松
片（０７５ｍｇ／片），上海信谊药厂有限公司提供。以蒸
馏水将地塞米松片剂配制成００７５ｍｇ／ｍＬ浓度溶液。
１３　实验动物分组及模型建立　清洁级雄性 Ｂａｌｂ／ｃ
小鼠（１８±２ｇ，３～５周龄）５０只。由上海中医药大学
医学实验动物室提供（上海西普尔 －必凯实验动物有
限公司，实验动物许可证号：ＳＣＸＫ２００８－００１６）。室温
２５℃、湿度６０％～７０％环境中饲养，自由饮水与进食。
５０只小鼠根据体重用随机数字表随机分为５组，每组
１０只：空白对照组；哮喘模型组；地米组；平喘方（ＰＣＦ）
组；疏肝平喘方（ＳＧＰＣＦ）组。

除空白对照组外，其余各组小鼠均以 １０％ＯＶＡ／
ＡＬ（ＯＨ）３混合液１ｍＬ于第１ｄ、第１５ｄ行小鼠腹腔注
射致敏２次。第２３ｄ至２９ｄ激发阶段，每天将各组小
鼠置于５Ｌ密闭容器中，以５％ＯＶＡ蒸馏水溶液超声
雾化吸入４０ｍｉｎ，１次／ｄ，共７ｄ。空白对照组均以等
量生理盐水行腹腔注射及雾化吸入。于首次腹腔注射

前、末次激发后分别对各组小鼠呼吸频率、体重、烦躁

不安、腹肌抽搐、二便失禁、毛发竖起、活动减少、饮食

减少、口鼻发绀等行为学表现进行观察并记录。用光

镜观察各组肺组织形态学改变，包括肺内细支气管壁

黏膜上皮、管腔内炎性渗出物及脱落的黏膜上皮细胞、

管周炎性细胞浸润等情况，确认模型建立。

造模成功标准：呼吸频率增快：与空白组比较，呼

吸频率增加幅度在２０％以上；体重减轻：与空白组比
较，体重减轻幅度在１０％以上；其他症状：出现烦躁不
安、腹肌抽搐、二便失禁、毛发竖起、活动减少、饮食减

少、口鼻发绀等；后期取材肺泡灌洗液中总 ＩｇＥ升高；
沉渣嗜酸性粒细胞计数（ＥＯＳ）增多；所见肺组织病理
表现符合哮喘表现。

１４　干预方法
１４１　给药　于第１６ｄ至第２９ｄ给药。各处理组以
对应药物０４ｍＬ／２０ｇ灌胃，１次／ｄ。空白对照组、哮
喘模型组以等量生理盐水灌胃，１次／ｄ。
１４２　取材　于第 ３０ｄ取材。留取小鼠右肺肺组
织：每只小鼠收集完左肺 ＢＡＬＦ后，取右肺上２叶于冻
存管置－８０℃冰箱冻存，制肺组织匀浆。余下右肺下
２叶以１０％甲醛固定，采用 ＨＥ染色制肺组织病理切
片，用光镜观察各组肺组织形态学改变；制１０ｃｍ×
１０ｃｍ×０２ｃｍ组织切片。
１４３　检测指标　ＥＬＩＳＡ法检测哮喘小鼠 ＢＡＬＦ中
ＮＧＦ、ＴｒｋＡ浓度，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测哮喘小鼠肺组织
ＮＧＦ、ＴｒｋＡ蛋白表达。
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２　结果
２１　ＮＧＦ在哮喘小鼠肺组织的表达
２１１　ＮＧＦ在哮喘小鼠 ＢＡＬＦ中的浓度（ＥＬＩＳＡ法）
　与空白组比较：模型组 ＮＧＦ浓度明显升高（Ｐ＜
００１）；与模型组比较：地米组、ＰＣＦ组及 ＳＧＰＣＦ组
ＮＧＦ浓度均明显降低（Ｐ均 ＜００１）；与地米组比较：２
中药组ＮＧＦ浓度均显著高于地米组（Ｐ均 ＜００１）；２
中药组间比较：２中药组 ＮＧＦ浓度无统计学意义（Ｐ＞
００５）。

表１　各组小鼠ＢＡＬＦ中ＮＧＦ浓度（ｎｇ／ｌ）

组别 Ｎ ＮＧＦ浓度（ｎｇ／ｌ）（珋ｘ±ｓ） Ｆ值 Ｐ值

空白 １０ ４２９６±２５５ ２１９８１５ ００００
模型 ８ １６９２６±６４７

地米（ＤＸＭ） ９ ９０６５±５１８△△

平喘方（ＰＣＦ） ９ １１６４１±１３９７△△

疏肝平喘方（ＳＧＰＣＦ） ８ １１５２７±１３１６△△

　　注：方差不齐，用Ｇａｍｅｓ－Ｈｏｗｅｌｌ程序两两比较：与空白组比较，

Ｐ＜００１；与模型组比较，△△Ｐ＜００１。

２１２　ＮＧＦ蛋白在哮喘小鼠肺组织中的表达（Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ法）　与空白组比较：模型组 ＮＧＦ蛋白表达显
著升高（Ｐ＜００５）；与模型组比较：ＰＣＦ组及ＳＧＰＣＦ组
ＮＧＦ蛋白表达均显著降低（Ｐ均 ＜００５），地米组 ＮＧＦ
蛋白表达与模型组无统计学意义（Ｐ＞００５）；与地米
组比较：ＰＣＦ组ＮＧＦ蛋白表达与地米组无统计学意义
（Ｐ＞００５），ＳＧＰＣＦ组显著低于地米组（Ｐ＜００５）；２
中药组间比较：２中药组间 ＮＧＦ蛋白表达无统计学意
义（Ｐ＞００５）。

表２　各组小鼠肺组织中ＮＧＦ蛋白表达（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｎ ＮＧＦ（ｎｇ／ｌ）（珋ｘ±ｓ） Ｆ值 Ｐ值

空白 ８ ０５１±０２８ ６０４９ ０００１
模型 ８ ０９４±０２０

地米（ＤＸＭ） ８ ０７４±０１６
平喘方（ＰＣＦ） ８ ０６６±０１１△

疏肝平喘方（ＳＧＰＣＦ） ８ ０５９±０１５△

　　注：方差不齐，用Ｇａｍｅｓ－Ｈｏｗｅｌｌ程序两两比较：与空白组比较，Ｐ

＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５。

图１　各组小鼠肺组织中ＮＧＦ蛋白表达

２２　ＴｒｋＡ在哮喘小鼠肺组织的表达
２２１　ＴｒｋＡ在哮喘小鼠 ＢＡＬＦ中的浓度（ＥＬＩＳＡ法）
　与空白组比较：模型组 ＴｒｋＡ浓度明显升高（Ｐ＜
００１）；与模型组比较：地米组、ＰＣＦ组及 ＳＧＰＣＦ组 Ｔｒ
ｋＡ浓度均明显降低（Ｐ均 ＜００１）；与地米组比较：２

中药组ＴｒｋＡ浓度均显著高于地米组（Ｐ均 ＜００１）；２
中药组间比较：２中药组间ＴｒｋＡ浓度无统计学意义（Ｐ
＞００５）。

表３　各组小鼠ＢＡＬＦ中ＴｒｋＡ浓度（ｎｇ／Ｌ）

组别 Ｎ ＴｒｋＡ（ｎｇ／ｌ）（珋ｘ±ｓ） Ｆ值 Ｐ值

空白 １０ ８７６±０５５ ２３４００５ ００００
模型 ８ ３１１０±１３０

地米（ＤＸＭ） ９ １４４７±１４３△△

平喘方（ＰＣＦ） ９ ２１１３±２２６△△

疏肝平喘方（ＳＧＰＣＦ） ８ ２０９３±２１２△△

　　注：方差不齐，用Ｇａｍｅｓ－Ｈｏｗｅｌｌ程序两两比较：与空白组比较，

Ｐ＜００１；与模型组比较，△△Ｐ＜００１。

图２　各组小鼠肺组织中ＴｒｋＡ蛋白表达

２２２　ＴｒｋＡ蛋白在哮喘小鼠肺组织中的表达（Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ法）　与空白组比较：模型组ＴｒｋＡ蛋白表达显
著升高（Ｐ＜００１）；与模型组比较：地米组、ＰＣＦ组及
ＳＧＰＣＦ组 ＴｒｋＡ蛋白表达均显著低于模型组（Ｐ均 ＜
００１）；与地米组比较：ＰＣＦ组ＴｒｋＡ蛋白表达与地米组
无统计学意义（Ｐ＞００５），ＳＧＰＣＦ组显著低于地米组
（Ｐ＜００５）；２中药组间比较：２中药组 ＴｒｋＡ蛋白表达
无统计学意义（Ｐ＞００５）。

表４　各组小鼠肺组织中ＴｒｋＡ蛋白表达（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｎ ＴｒｋＡ（珋ｘ±ｓ） Ｆ值 Ｐ值

空白 ８ ０６１±０２４ １２６５３ ００００
模型 ８ １１１±０１３

地米（ＤＸＭ） ８ ０８０±００８△△

平喘方（ＰＣＦ） ８ ０７６±０１３△△

疏肝平喘方（ＳＧＰＣＦ） ８ ０６６±０１５△△

　　注：方差齐，用ＬＳＤ程序两两比较：与空白组比较，Ｐ＜００５，Ｐ

＜００１；与模型组比较，△△Ｐ＜００１。

３　结论
上述结果表明，在预防性干预方式下，化痰祛瘀疏

肝法对哮喘小鼠升高的 ＮＧＦ、ＴｒｋＡ浓度及上调的
ＮＧＦ、ＴｒｋＡ蛋白表达均有降低作用，上述作用总体与化
痰祛瘀平喘法相似，在蛋白表达水平上疏肝平喘方显

著优于地塞米松。提示化痰祛瘀疏肝法预防性干预哮

喘小鼠神经源性炎症 ＮＧＦ－ＴｒｋＡ信号通路有较为确
切的作用。

４　讨论
历代医家对儿童哮喘病因病机的共识，五脏之中，

以肺、脾、肾三脏与其关系最为密切。通常儿童发病，

受内伤七情影响较为少见。肝主疏泄，疏通气机，调畅
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情志；助脾胃运化；推动血液及津液代谢。若肝气失于

条达，周身气机不畅、重者致血液循行涩滞而不通，此

与失于宣降之肺气、伏留气道之痰瘀、外感六淫之邪气

相互为因，加重哮喘之顽固、反复发作。自２０世纪８０
年代以来，随着我国社会发展，“四 －二 －一”家庭结
构逐步成为社会主流，独生子女受到过多宠爱和关注，

其骄恣任性的问题逐步显露，七情致病的重要性日益

被儿科医师所关注。从中医理论的角度可以理解为肝

失疏泄，气机失常，重者影响血液代谢和循行。

“痰”与气道慢性炎症、“瘀”与气道重构存在相似

病理基础，我们认为痰瘀同病、痰瘀交阻是哮喘反复发

作之主要病理基础；治疗上，应痰瘀并重，治痰须兼活

血，血活则易化痰。临床上哮喘与反复呼吸道感染亦

常互为因果，痰瘀互结因而加重［１２］。化痰逐瘀平喘中

药（平喘方）以宣肺、化痰、平喘为主要功效，兼顾祛

瘀。前期研究中已取得较为确切的效果，在防治哮喘

的机理上，与糖皮质激素的作用途径相似，对于哮喘

Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫失衡、气道重建、气道慢性炎症、气道高
反应性等病理环节均有调节作用，且随用药时间延长，

有累加效应，其疗效与地塞米松相近，但作用环节更为

广泛。

近年有多项研究发现，神经生长因子通过诱导神

经源性炎症反应参与哮喘发病。Ｔｈ２类细胞因子 ＩＬ－
１３可上调哮喘大鼠淋巴细胞神经生长因子 ｍＲＮＡ的
表达，Ｔｈ１类细胞因子ＩＬ－１８可下调淋巴细胞 ＮＧＦｍ
ＲＮＡ表达，两者均呈时间和浓度依赖性，Ｔｈ１／Ｔｈ２类细
胞因子免疫失衡可能通过调控ＮＧＦｍＲＮＡ表达间接促
进其诱导神经源性炎症；而同时有证据显示，ＮＧＦ通过
诱导Ｔｈ１型向Ｔｈ２型免疫应答偏移来参与特应性皮炎
Ｔｈ１／Ｔｈ２类细胞因子免疫失衡效应［１３］；而这一过程可

能通过对ＧＡＴＡ－３表达的上调进行［１４］。

本研究根据前期结论，在平喘方的基础上，增强疏

肝理气活血组成，选择柴胡、白芍、丹参等功效显著且

性味温和的儿科常用疏肝、活血药加入原方组成疏肝

平喘方，以期对痰、气、瘀互结的病理环节有新的干预

作用。前期实验已证明本法对哮喘小鼠气道 Ｔｈ１／Ｔｈ２
免疫失衡相关因子有较好的调节作用［１５］。研究选取

ＮＧＦ、ＴｒｋＡ作为观察指标，目的是发现化痰祛瘀疏肝法
对哮喘小鼠Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫失衡相关的神经源性炎症的
干预作用，为进一步深入研究中医药对哮喘神经源性

炎症的干预机制提供前期基础。在进一步研究中，我

们考虑将 Ｔｈ１／Ｔｈ２类细胞因子 ＩＬ－１３、ＩＬ－１８以及
ＮＧＦ、ＴｒｋＡ共同作为观察指标，研究化痰祛瘀疏肝法对
哮喘小鼠Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫失衡和神经源性炎症干预作用
的相关性，以期发现中医药临床治疗哮喘的新机理。
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