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固本防哮饮对哮喘缓解期小鼠肺组织内质网应激

相关凋亡基因 ＣＲＴ和 ＥＤＥＭ的影响
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摘要　目的：探讨中药复方固本防哮饮对哮喘缓解期小鼠肺组织内质网应激相关的凋亡基因 ＣＲＴ和 ＥＤＥＭ的影响。方
法：结合前期研究采用卵蛋白（ＯＶＡ）致敏和ＯＶＡ呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）联合诱导激发ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠，建立哮喘缓解
期动物模型，随机分为正常组，模型组，固本防哮饮低、中、高剂量组，孟鲁司特钠组及地塞米松组。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测
肺组织中ＥＤＥＭ和ＣＲＴｍＲＮＡ表达水平。结果：模型组小鼠肺组织中ＣＲＴ表达显著高于正常组（Ｐ＜００５）；固本防哮饮
高、中剂量组，孟鲁司特钠组及地塞米松组小鼠肺组织中ＣＲＴｍＲＮＡ表达均显著低于模型组（Ｐ＜００５），而ＥＤＥＭ在各组
中表达无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：固本防哮饮防治哮喘减轻慢性气道炎性反应的作用机制可能是通过抑制蛋白质
未折叠反应相关的凋亡基因ＣＲＴ表达所致。
关键词　固本防哮饮；哮喘缓解期；蛋白质未折叠反应；ＣＲＴ；ＥＤＥＭ
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　　哮喘是以广泛多变的可逆性气道阻塞、非特异
性气道高反应、慢性气道炎性反应为特征的异质性

疾病，具有喘息、气促、胸闷和咳嗽的呼吸道症状，其

强度可随时间而变化［１］。慢性气道炎性反应贯穿于

哮喘的典型症状中，是研究哮喘有效治疗手段的主

要挑战。研究发现即使在没有典型临床症状或肺功

能正常的哮喘缓解期患者中，慢性气道炎性反应依

然普遍存在［２］。虽然近年来吸入性糖皮质激素等抗

炎药物已提升了哮喘症状的控制率，但糖皮质激素

存在的多种不良反应限制了其成为哮喘治愈药物的

可能，因此亟需更安全且有效的替代治疗药物。中

医药重视整体观念，祛除外邪的同时强调扶正固本，

是防治哮喘的理想疗法。固本防哮饮为我国著名中

医儿科专家江育仁教授的经验方，由玉屏风散合二

陈汤加减而来，具有益气固表，健脾化痰的作用，临

床运用多年治疗哮喘安全有效并可减少复发率［３］。

前期课题组发现固本防哮饮可显著抑制哮喘易感基

因ＯＲＭＤＬ３在哮喘缓解期小鼠模型中的表达［４］。

ＯＲＭＤＬ３作为内质网应激（ＥｎｄｏｐｌａｓｍｉｃＲｅｔｉｃｕｌｕｍ
ｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）下蛋白质未折叠反应（ＵｎｆｏｌｄｅｄＰｒｏｔｅｉｎ
Ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）的诱导因子，参与了由蛋白质未折叠
反应介导的哮喘慢性气道炎性反应和气道重塑的过
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程［５］。因此，本研究试图研究固本防哮饮对蛋白质

未折叠反应下游细胞凋亡相关基因—ＣＲＴ（Ｃａｌｒｅｔｉ
ｃｕｌｉｎ）和 ＥＤＥＭ（ＥＲｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｉｎｇｍａｎｎｏｓｉ
ｄａｓｅｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ）的影响，探讨固本防哮饮对抑制哮
喘缓解期慢性气道炎性反应的作用机制。

１　材料
１１　动物　清洁级雌性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，６～８周龄，
质量１８～２２ｇ，购于昭衍（苏州）新药研究中心有限
公司，动物许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１３０００３。
１２　药物　孟鲁司特钠片：１０ｍｇ／片，由杭州默沙
东药业股份有限公司提供，生产批号：Ｋ００４５６７。地
塞米松片：０７５ｍｇ／片，由辰饮药业股份有限公司提
供，生产批号：１２１２０３２０３。固本防哮饮：由炙黄芪、
党参、白术、茯苓、煅牡蛎、蝉蜕、陈皮、防风、辛夷、五

味子和生甘草等１１味药组成，经南京中医药大学教
研室鉴定其均为正品，按５∶３３３∶３３３∶３３３∶５∶２∶２
∶１∶２∶２∶１的比例配伍，先取８倍量冷水浸药３０ｍｉｎ，
煎３０ｍｉｎ（沸后），滤过；第 ２煎加 ６倍量水煎 ３０
ｍｉｎ，将２次煎液过滤合并浓缩，分别调至含生药３
ｇ／ｍＬ的溶液，密封于无菌量瓶，４℃储存备用。卵
蛋白 （ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）购于美国 Ｓｉｇｍａ公司。
ＤＭＥＭ培养基，胎牛血清购于 Ｇｉｂｃｏ公司。人喉癌
上皮细胞（ＨＥＰ２）和呼吸道合胞病毒 Ａ２型（Ｌｏｎｇ
株）由江苏省儿童呼吸疾病（中医药）重点实验室提

供。

１３　试剂　Ｔｒｉｚｏｌ：美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＥＰＣ：南京
凯基生物科技发展有限公司；逆转录试剂盒：大连

Ｔａｋａｒａ公司；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ定量试剂盒：大连Ｔａｋａｒａ
公司。

２　方法
２１　呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）制备及病毒毒力测试

１）病毒制备：以人喉癌上皮细胞（Ｈｅｐ２）为宿
主扩增呼吸道合胞病毒 Ａ２型（Ｌｏｎｇ株），细胞培养
及ＲＳＶ扩增 Ｈｅｐ２采用含１０％小牛血清（ＦＢＳ）的
ＤＭＥＭ培养液，于３７℃、５％ ＣＯ２及饱和湿度下培
养。采用对数生长期细胞，Ｈｅｐ２以每孔１５～２×
１０５／Ｌ接种２孔板，汇合至单层后弃培养液，ＰＢＳ漂
洗２遍，接种病毒液２００μＬ，吸附１５ｈ。加入适量
含２％小牛血清的维持液继续培养３～５ｄ。待融合
病变达８０％以上，反复冻融３次，离心收集上清（即
病毒液），分装后于－７０℃保存备用。
２）病毒毒力测试：以细胞病变法测定 ＲＳＶ对　

Ｈｅｐ２的半数感染量（ＴＣＩＤ５０），Ｈｅｐ２接种于９６孔
板，待长成单层时，除正常细胞对照组外，接种各稀

释度的病毒液（用维持液１０倍梯度稀释８个浓度）。
吸附１５ｈ后，弃病毒液并换含２％胎牛血清的维持
液继续培养，逐日观察病变程度并记录，以最高稀释

度不再出现新病变时为终点。ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ公式计
算病毒 ＴＣＩＤ５０，本次实验中使用的 ＲＳＶ的毒力为
１０４１６７ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。
２２　造模、分组及给药　参照前期研究造模方
法［４］，加以改进制备哮喘缓解期动物模型。小鼠经

适应性饲养１周后，第１、８天将除正常组外的小鼠
给予腹腔注射０２ｍＬ致敏液（其中包含 ＯＶＡ１００
μｇ，硫酸铝钾１ｍｇ，溶解于生理盐水中）致敏，第１５
天时将小鼠放入雾化器的有机玻璃盒中，以２５％
ＯＶＡ溶解于生理盐水中雾化吸入３０ｍｉｎ激发，连续
雾化１４ｄ，１次／ｄ。第３２～５４天以同样的方法每隔
２ｄ雾化激发１次，每次均为３０ｍｉｎ共２２次，期间在
第２９、４２、５５天时分别以 ＲＳＶ５０μＬ／只滴鼻诱导激
发。正常组均以同体积生理盐水代替 ＯＶＡ溶液致
敏、ＲＳＶ滴鼻诱导激发。末次激发后（第５６天），将
除正常组外的小鼠分为模型组（蒸馏水２０ｍＬ／ｋｇ）、
孟鲁司特钠组（２６ｍｇ／ｋｇ）、地塞米松组（１ｍｇ／ｋｇ）、
固本防哮饮高剂量组（３６ｇ／ｋｇ）、固本防哮饮中剂量
组（２４ｇ／ｋｇ）、固本防哮饮低剂量组（１８ｇ／ｋｇ），灌胃
１次／ｄ，共３０ｄ，正常组以等体积蒸馏水灌胃。末次
给药后２４ｈ，麻醉脱颈椎处死小鼠，取肺组织放于液
氮中，备用。

２３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测肺组织 ＣＲＴ和 ＥＤＥＭ
ｍＲＮＡ表达　参照 ＲＮＡ抽提试剂盒说明书要求抽
提总ＲＮＡ。应用紫外分光光度仪测定 Ａ２６０／Ａ２８０
比值及浓度，Ａ２６０／Ａ２８０比值在１８～２０之间为符
合纯度要求。依据荧光定量 ＰＣＲ引物设计原则设
计引物［４］，引物由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成，序列分别为 ＣＲＴ：正向引物：５′ＧＡＣＴＧＧ
ＧＡＴＧＡＡＣＧＡＧＣＣＡＡ３′和反向引物：５′ＧＧＴＴＴＣ
ＣＡＣＴＣＧＣＣＣＴＴＧＴＡ３′，产物长度 １７９ｂｐ；ＥＤＥＭ：正
向引物：５′ＣＣＧＧＣＧＣＴＴＣＡＡＡＡＴＡＡＴＧＣＣ３′和反向
引物：５′ＣＣＧＡＡＧＡＣＣＡＡＣＣＡＧＡＧＣＡＣ３′，引物长度
１１２ｂｐ。参照逆转录试剂盒操作，对已提取的 ｍＲＮＡ
进行逆转录，所得 ｃＤＮＡ产物置于 －２０℃冰箱中保
存备用。按照试剂盒说明书进行操作扩增。采用

２△̄△ＣＴ对实时定量ＰＣＲ结果进行数据处理。
２４　统计学方法　计量资料采用 Ｍｅａｎ±ＳＥＭ表
示，数据处理和作图采用 Ｐｒｉｓｍ５０统计软件，多组
间比较采用单因素方差分析，多重比较采用 Ｄｕｎ
ｎｅｔｔ′ｓｐｏｓｔｈｏｃ法，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
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３　结果
固本防哮饮对小鼠肺组织中ＣＲＴ和ＥＤＥＭｍＲ

ＮＡ表达的影响。由图１可知，模型组小鼠肺组织中
ＣＲＴ表达显著高于正常组（Ｐ＜００５）；固本防哮饮
高、中剂量组，孟鲁司特钠组和地塞米松组小鼠肺组

织中 ＣＲＴｍＲＮＡ表达均显著低于模型组（Ｐ＜
００５），而ＥＤＥＭ在各组中 ｍＲＮＡ表达无统计学意
义（Ｐ＞００５）。

图１　（ａｂ）各组小鼠ＣＲＴ和ＥＤＥＭｍＲＮＡ相对

表达量（Ｍｅａｎ±ＳＥＭ）

　　注：Ａ正常组；Ｂ模型组；Ｃ固本防哮饮高剂量组；Ｄ固

本防哮饮中剂量组；Ｅ固本防哮饮低剂量组；Ｆ孟鲁司特钠

组；Ｇ地塞米松组。

４　讨论
哮喘患病率呈逐年上升趋势，据 ＷＨＯ调查报

道显示全球范围内已有超过３亿的哮喘患者。目前
西医控制和预防哮喘发作的一线用药为雾化吸入糖

皮质激素联合长效 β２受体激动剂。糖皮质激素可
通过抑制上皮来源的多种细胞因子和化学趋化因子

减轻慢性气道炎性反应，但约有１０％患者属于以中
性粒细胞占主导的难治性哮喘［６］，该类患者对吸入

性糖皮质激素并不敏感，同时长期吸入糖皮质激素

的远期疗效并不优于安慰剂，而且会降低儿童骨骼

中矿物质含量［２３］。

内质网是负责细胞中多种蛋白质折叠、合成、转

运的主要细胞器，其理化性质和分子转运功能的稳

定是正确合成蛋白质的重要条件。当各种因素刺激

下使蛋白质正常折叠量超过内质网负荷时，内质网

会处于应激状态并启动一种名为蛋白质未折叠反应

的适应性反应，从而产生并累积错误折叠的蛋白

质［７］。内质网内分泌和降解相关通道功能和结构的

完整性使分子转运处于正常状态，内质网自身适应

能力的失调或在各种干扰条件下，均能损害内质网

正常生理功能，导致内质网应激的出现。近年来，多

项研究证实内质网应激参与了多种慢性疾病的病理

机制［８］，以呼吸系统疾病为例，环境中烟雾、汽车尾

气和多种吸入性抗原被认为是内质网应激和失平衡

的重要诱因，研究证实支气管哮喘中慢性气道炎性

反应与长期存在的内质网应激下蛋白质未折叠反应

密切相关［９］。同时，气道上皮细胞以及炎性细胞中

内质网应激和蛋白质未折叠反应的启动是糖皮质激

素抵抗型哮喘等重症哮喘的重要病理机制［１０］。

真核生物包括从酵母到人类的种族跨度在内，

典型的蛋白质未折叠反应由位于内质网膜上的３种
跨膜受体蛋白所调控［１１］：需肌醇酶１（ＩｎｏｓｉｔｏｌＲｅｑｕｉ
ｒｉｎｇＥｎｚｙｍｅ１，ＩＲＥ１α），转录激活因子 ６（Ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＦａｃｔｏｒ６，ＡＴＦ６），蛋白激酶 Ｒ样内质网
激酶（ＤｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡａｃｔｉｖａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅ
ｌｉｋｅＥＲＫｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）。静息状态下，分子伴侣蛋白
又称为结合免疫球蛋白（ＢｉｎｄｉｎｇＩｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ
Ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＩＰ）／葡萄糖调节蛋白７８（Ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄ
Ｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８），与以上３种跨膜受体蛋白相结
合，使其处于失活状态［１２］。内质网中错误折叠蛋白

质或蛋白质残片的增加，会使 ＢＩＰ从３种跨膜受体
蛋白上分离，引发内质网应激。ＩＲＥ１α和 ＰＥＲＫ受
体的激活使其结构发生二聚化和自身磷酸化，而

ＡＴＦ６需要被转运至高尔基体中才可被激活［７］。目

前在不同的细胞内条件环境下，蛋白质未折叠反应

中不同通路所扮演的角色并未明确。呼吸系统中诱

发蛋白质未折叠反应以及内质网应激的主要外源性

物质有香烟、空降颗粒物、细菌感染、病毒、屋尘螨、

卵清蛋白等［９］。１）近期研究显示支气管哮喘中蛋白
质未折叠反应以及内质网应激与主要产生活性氧簇

（ＲｅａｃｔｉｖｅＯｘｙｇｅｎＳｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）、一氧化氮的炎性反
应信号通路网络紧密联系［１３１４］。三条传统蛋白质未

折叠反应通路与 ＮＦκＢ经典炎性反应通路密切相
关，ＡＴＦ６与 ＮＦκＢＩＫＫ信号通路相连［１５］，ＰＥＲＫ
ｅＩＦ２α通过抑制ＩκＢ的翻译促进炎性反应因子表达
并同时让过多游离的 ＮＦκＢ进入细胞核，激活的
ＩＲＥ１α可重新聚集 ＩＫＫ并促进 ＮＦκＢ调控的炎性
反应。中性粒细胞占主导的哮喘存在不同程度的糖
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皮质激素抵抗，糖皮质激素对该类哮喘气道上皮细

胞和炎性反应细胞中 ＮＦκＢ炎性反应通路无效，而
利用 ＥＲＳ或 ＵＰＲ阻断剂可能具有对糖皮质激素抵
抗的反转作用［１６］。２）过敏原暴露下，ＩＲＥ１β可通过
ＸＢＰ１提高粘蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ表达［１７］，另可诱导与杯

状细胞分化和蛋白糖基化基因，促进杯状细胞表型

分化，提示ＩＲＥ１β的激活可能参与了哮喘气道高分
泌的过程。３）哮喘易感基因 ＯＲＭＤＬ３可调控蛋白
质未折叠反应，主要通过内质网钙泵（Ｓａｒｃｏｅｎｄｏｐｌａｓ
ｍｉｃＲｅｔｉｃｕｌｕｍＣａ２＋ＡＴＰａｓｅＰｕｍｐ，ＳＥＲＣＡ）调节钙离
子平衡，减少磷酸化ｅＩＦ２Ａ的表达，导致内质网负荷
增加［５］。ＯＲＭＤＬ３还可通过激活 ＡＴＦ６调控 ＳＥＲ
ＣＡ，而ＳＥＲＣＡ表达的减少与哮喘气道重塑密切相
关［１８］。４）内质网应激在免疫中也具有重要作用，研
究证实ＸＢＰ１是血浆 Ｂ细胞的起始转录因子［１９］，蛋

白质未折叠反应对树突细胞分化和生存起到重要作

用［２０］。以上研究表明，内质网应激下蛋白质未折叠

反应与哮喘气道炎性反应、高分泌、重塑以及自身免

疫等多方面均密切相关。

内质网应激下蛋白质未折叠反应也是内质网降

解和细胞凋亡的重要途径。１）ＩＲＥ１α是进化意义上
最古老以及最保守的蛋白质未折叠反应分支通路，

拥有２个活跃的激酶和核糖核酸内切酶，而其核糖
核酸内切酶促使 ｍＲＮＡ编码转录因子 Ｘ箱式结合
蛋白１（ＸｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇＰｒｏｔｅｉｎ１，ＸＢＰ１）翻译为活化
的形式 ＸＢＰ１ｓ。ＸＢＰ１ｓ可调节内质网蛋白合成、磷
脂合成和凋亡位点 ＥＤＥＭ涉及的内质网降解过程
（ＥＲａｓｓｏｃｉａｔｅｄＤｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，ＥＲＡＤ）。２）活化后的
ＡＴＦ６属于从高尔基体释放的胞质内转录因子，可提
高对ＥＲＡＤ和ＸＢＰ１基因编码转录［２１］。３）ＰＥＲＫ可
使真核起始转录因子２α（ＥｕｋａｒｙｏｔｉｃＴｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌＩｎ
ｉｔｉａｔｉｏｎＦａｃｔｏｒ２α，ｅＩＦ２α）磷酸化为 ｅＩＦ２β，减少高尔
基体蛋白质合成从而降低内质网负荷［２１］。此外，

ＰＥＲＫ还可通过ＡＴＦ４等重要转录因子，调节细胞凋
亡［２２］。虽然，蛋白质未折叠反应是细胞的一种适应

性反应，但内质网本身并非每次均能从应激状态恢

复至正常，持续和严重的内质网应激状态可通过以

上三条传统蛋白质未折叠反应通路诱导细胞凋亡的

发生。ＣＲＴ可通过ＰＥＲＫ受体蛋白调控免疫原性细
胞死亡［２３２５］，树突细胞可通过识别迁移至细胞膜表

面ＣＲＴ而对已死亡的细胞进行处理［２６］。

本研究发现固本防哮饮对蛋白质未折叠反应中

凋亡相关基因ＣＲＴ存在抑制作用，可能是其减轻哮
喘慢性气道炎性反应的作用机制。然而，ＣＲＴ和

ＥＤＥＭ对于内质网应激下蛋白质未折叠反应参与的
哮喘病理生理过程，以及对固本防哮饮防治哮喘作

用机制中扮演的具体地位仍然需要更多深入研究进

行验证。
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的抗炎作用，发现尽管各中药口服液都具有抗炎作

用，但改善炎性反应的程度可能有所不同，其中双黄

连口服液抗炎作用最强，蒲地蓝消炎口服液、蓝芩口

服液、胆木糖浆抗炎作用较强，其余两药抗炎作用相

比稍弱。冰醋酸刺激致小鼠疼痛实验发现蓝芩口服

液、双黄连口服液及胆木糖浆有较好的镇痛作用，其

余三药可能镇痛作用相比稍弱。干酵母致大鼠发热

实验发现，柴桂口服液解热效果最优，给药３０ｍｉｎ
即有明显的解热作用，其次是双黄连口服液及胆木

糖浆给药６０ｍｉｎ后有明显的解热作用，其余三药可
能解热作用起效较慢，蓝芩口服液、银黄口服液解热

作用相比可能也稍弱一些。本研究通过对６种感冒
常用中药口服液的抗炎、镇痛、解热作用的初步观察

并进行效应对比分析，为这些药物在临床更合理的

应用提供了一定的实验依据，但中药治疗感冒所发

挥的效应途径较多，如其直接抗菌抗病毒作用、免疫

调节作用等［１０］，对各口服液间治疗作用效果比较分

析还有待进一步研究。
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