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麻黄细辛附子汤干预树突状细胞 ＩＬ４／ＳＴＡＴ６的研究
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（北京中医药大学中医学院，北京，１０００２９）

摘要　目的：研究麻黄细辛附子汤干预树突状细胞２４ｈ后，树突状细胞ＳＴＡＴ６磷酸化程度（ｐＳＴＡＴ６）及其ＳＴＡＴ６ｍＲＮＡ、
ＩＬ４ｍＲＮＡ、ＩＦＮγｍＲＮＡ表达的影响。方法：体外培养小鼠骨髓来源的树突状细胞，７ｄ后收集细胞，用麻黄细辛附子汤
干预２４ｈ，收集细胞，检测ＩＬ４、ＩＬ５和ＩＬ１３的含量，ｐＳＴＡＴ６的表达、检测ＩＬ４ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ６ｍＲＮＡ、ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ的表
达。结果：麻黄细辛附子汤干预树突状细胞后降低 ＩＬ４（Ｐ＜００５）、ＩＬ１３（Ｐ＜００１）的含量，对 ＩＬ５的分泌影响不大，
ｐＳＴＡＴ６的表达下降（Ｐ＜００１）；ＩＬ４ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ６ｍＲＮＡ，以及 ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ表达降低（Ｐ＜００１）结论：麻黄细辛附子
汤能调控ＩＬ４／ＳＴＡＴ６通路，调节Ｔｈ２调节Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡，减轻了变应性炎性反应的发生，可对过敏性鼻炎发挥治疗作用。
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　　麻黄细辛附子汤出自《伤寒论》，由麻黄、细辛、
附子３味药组成，临床上常用于过敏性鼻炎、哮喘等
疾病，收效显著［１３］。过敏性鼻炎为Ｔｈ２优势免疫应
答的炎性反应［４６］，其发生与Ｔｈ１／Ｔｈ２的偏移密切相
关。树突状细胞是重要的抗原提呈细胞，是免疫应

答的启动者，对Ｔｈ细胞的分化密切相关。本文通过
麻黄细辛附子汤对体外培养的小鼠骨髓来源的树突

状细胞的干预研究，探讨麻黄细辛附子汤治疗过敏

性鼻炎可能的机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠６周龄（２０±５）ｇ
购于斯贝福（北京）生物技术有限公司，全部小鼠在

实验前适应性饲养１周，饲养于北京中医药大学实
验动物中心三级实验室。实验室温度为（２２±２）℃，
湿度 ６０％ ±５％，正常光照昼夜节律，维持安静环
境。

１１２　药物　实验选用的麻黄细辛附子汤出自《伤
寒论》，麻黄、细辛、附子均购于北京中医药大学国医

堂。

１１３　试剂与仪器　ＣＯ２培养箱（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），ＦＣＳ、ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基为ＧＢＩＣＯ公司产品，ＧＭＣＳＦ、ＩＬ４来
自Ｒ＆Ｄ公司，ＳＴＡＴ６抗体购于 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈｇｒｏｕｐ公
司，ｐＳＴＡＴ６抗体来自 ａｂｃａｍ，Ａｉｍｐｌｅｘ流式高通量检
测试剂盒（北京旷博生物技术股份有限公司），ＩＬ４
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ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ６ｍＲＮＡ以及 ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ引物由生
工生物工程（上海）股份有限公司合成。

１２　方法
１２１　小鼠骨髓来源树突状细胞的分离培养　
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠分离培养方法参考文献［７８］具体过程

为：无菌条件下将小鼠股骨与胫骨分离，用１ｍＬ注
射器吸取ＲＰＭＩ１６４０培养液从打孔处将骨髓冲入到
干燥无菌培养皿中，收集骨髓细胞悬液，用红细胞裂

解液去除红细胞后，将细胞重悬于含 ＧＭＣＳＦ、ＩＬ４
的完全培养基中，密度为２×１０６个／ｍＬ，种于６孔板
中，３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养，隔天半换液，第６天
时收集细胞备用。

１２２　药物制备与筛选
１２２１　麻黄细辛附子汤水提液制备　麻黄细辛
附子汤，常用量为麻黄６ｇ、附子９ｇ、细辛３ｇ，用超
纯水按比例煎煮药物１ｈ，使药物终浓度达１ｇ／ｍＬ。
１２０００ｒ／ｍｉｎ高速离心２次，１０ｍｉｎ／次，收集上清，
用０２２μｍ的微孔滤器过滤除菌并分装，置 －２０℃
保存备用。

１２２２　麻黄细辛附子汤干预浓度的筛选　为了
筛选适宜浓度的麻黄细辛附子汤干预树突状细胞，

收集分选的树突状细胞，调整细胞浓度为５×１０５，吹
打均匀，加入９６孔板，每孔１００μＬ，１０倍稀释等比
例稀释１ｇ／ｍＬ的麻黄附子细辛汤水提液，按顺序加
入９６空中，每个浓度的水提液设６个复孔，把细胞
培养板放置于３７℃、含５％ ＣＯ２、饱和湿度培养箱中
培养２４ｈ后，每孔加入１０μＬＣＣＫ８试剂，酶标仪测
试１次／０５ｈ，并记录数据。调整水提液浓度，重复
实验，发现１０ｍｇ／ｍＬ以内的麻黄细辛附子汤对树突
状细胞的毒性很小，实验选择麻黄细辛附子汤干预

浓度为２ｍｇ／ｍＬ。
１２３　分组与给药　本次实验设计空白对照组（Ｃ
组）与麻黄细辛附子汤干预组（Ｍ组）。其中，Ｍ组
用麻黄细辛附子汤（２ｍｇ／ｍＬ）干预２４ｈ，Ｃ组用完
全培养基对照培养２４ｈ。
１２４　检测指标与方法
１２４１　树突状细胞 ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ１３的检测　培
养树突状细胞，按２×１０５种于２４孔板，０５ｍＬ／孔。
各组分别干预 ２４ｈ后，收集各组细胞上清，按照
Ａｉｍｐｌｅｘ流式高通量多因子检测技术检测各组树突
状细胞上清中ＩＬ４、ＩＬ１３与ＩＬ５的含量。
１２４２　树突状细胞 ＳＴＡＴ６磷酸化的表达的检测
　　培养树突状细胞，按５×１０６种于６孔板，２ｍＬ／
孔。各组分别干预２４ｈ后，分别收集各组细胞，检

测ＳＴＡＴ６与ｐＳＴＡＴ６蛋白表达水平。
１２４３　树突状细胞表达 ＩＬ４ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ６ｍＲ
ＮＡ与ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ　制备并分选树突状细胞，按
２×１０５种于２４孔板，０５ｍＬ／孔。各组分别干预２４
ｈ后，分别收集各组细胞，荧光定量ＰＣＲ法检测各组
ＩＬ４ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ６ｍＲＮＡ与 ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ表达。
见表１。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件进行
数据分析，各种计量资料以（珋ｘ±ｓ）表示。多组采用
单因素方差分析，ＳＮＫ两两比较；２组比采用独立 ｔ
检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　ＧＭＣＳＦ、ＩＬ４成功诱导单核骨髓细胞成为树
突状细胞　小鼠骨髓单核细胞经过细胞因子 ＧＭ
ＣＳＦ、ＩＬ４的刺激下，成功诱导成为树突状细胞。显
微镜下观测可知，诱导的树突状细胞成葡萄串样生

长，细胞有毛刺样突起。见图１。

图１　骨髓单核细胞诱导的树突状细胞
（１０倍目镜×２０倍物镜）

２２　麻黄细辛附子汤干预树突状细胞分泌 ＩＬ４与
ＩＬ１３减少，而ＩＬ５的含量没有明显变化　ＩＬ４，ＩＬ５
以及ＩＬ１３均是典型的 Ｔｈ２型细胞因子。麻黄细辛
附子汤干预树突状细胞２４ｈ后，树突状细胞分泌ＩＬ
４的含量减少（Ｐ＜００５），分泌 ＩＬ１３的含量也显著
降低（Ｐ＜００１），而 ＩＬ５的的含量与空白对照组差
异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表２，图２。可见，
麻黄细辛附子汤可直接选择性降低Ｔｈ２相关的细胞
因子，起到抑制过敏性炎性反应的作用。

２３　麻黄细辛附子汤降低树突状细胞 ｐＳＴＡＴ６／
ＳＴＡＴ６比值　麻黄细辛附子汤干预树突状细胞２４ｈ
后，树突状细胞表达 ＳＴＡＴ６水平较空白对照组无差
异，而 ｐＳＴＡＴ６的表达明显降低 （Ｐ＜００１），
ｐＳＴＡＴ６／ＳＴＡＴ６比值降低（Ｐ＜００５）。见图３、图４。
可见麻黄细辛附子汤能抑制 ＳＴＡＴ６磷酸化的水平
从而阻止了 Ｔ细胞 Ｔｈ２方向分化，起到调节 Ｔｈ１／
Ｔｈ２的失衡的作用。
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表１　基因引物序列表

目标基因 上游引物 下游引物

ＩＬ４ｍＲＮＡ ＣＴＣＧＴＣＴＧＴＡＧＧＧＣＴＴＣＣＡＡ ＴＣＴＧＣＡＧＣＴＣＣＡＴＧＡＧＡＡＣＡ
ＳＴＡＴ６ｍＲＮＡ ＧＧＣＴＴＣＡＧＣＡＴＣＧＡＧＴＡＡＧＧ ＡＣＣＡＧＧＡＣＣＡＴＴＧＡＣＡＧＧＡＧ
ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ ＡＣＣＣＡＴＧＧＣＧＧＴＧＡＣＣＡＴＧＣ ＧＧＴＧＴＣＴＧＧＧＡＡＧＣＴＧＡＧＡＧ
βａｃｔｉｎ ＧＴＧＧＧＣＣＧＣＴＣＴＡＧＧＣＡＣＣＡ ＣＧＧＴＴＧＧＣＣＴＴＡＧＧＧＴＴＣＡＧＧＧＧＧ

表２　各组树突状细胞ＩＬ４、ＩＬ５以及ＩＬ１３的表达情况

组别 ＩＬ４ ＩＬ５ ＩＬ１３

Ｃ组 ５８７５０２９±５７３３９２４３ ４８２３１９９±０５７００７ １２７３７２７±０１０１７１
Ｍ组 ４３６１８５１±５０８４６９７５ ５２０２３３７±０１５６４２ ０７８６６２９±００５８１３

　　注：与Ｃ组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

表３　各组树突状细胞ＩＬ４ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ６ｍＲＮＡ与ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ的表达情况

组别 ＩＬ４ｍＲＮＡ ＳＴＡＴ６ｍＲＮＡ ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ

Ｃ组 １１８０４３７±０２９２７３ １２２９７８１±０１８８４１ １１５６８０９±００３３７４
Ｍ组 ０３６３９６３±００２８２９ ０５７５１７１±００４７７３ ０８１３７２３±００４２１０

　　注：与Ｃ组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

图２　各组树突状细胞ＩＬ４、ＩＬ５以及ＩＬ１３的表达情况
　　注：与Ｃ组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

图３　各组树突状细胞ＳＴＡＴ６与ｐＳＴＡＴ６的
　　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带比较，每组３个复孔

２４　麻黄细辛附子汤降低树突状细胞 ＩＬ４ｍＲＮＡ、
ＳＴＡＴ６ｍＲＮＡ与 ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ的表达　ＩＬ４／
ＳＴＡＴ６通路是经典的 Ｔｈ２激活通路，通过细胞因子

以及蛋白表达结果可知，麻黄细辛附子汤可降低ＩＬ
４水平，减少ＳＴＡＴ６的磷酸化表达，我们进一步通过
ｍＲＮＡ水平验证麻黄细辛附子汤在树突状细胞上的
抗炎机制。麻黄细辛附子汤干预树突状细胞２４ｈ
后，树突状细胞ＩＬ４ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ６ｍＲＮＡ以及ＧＡ
ＴＡ３ｍＲＮＡ的表达均较空白对照组明显降低（Ｐ＜
００１）。见表３，图５。可见，麻黄细辛附子汤可通过
调控ＩＬ４ｍＲＮＡ，ＳＴＡＴ６ｍＲＮＡ以及 ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ
发挥抗过敏的作用。

图４　各组树突状细胞ＳＴＡＴ６与ｐＳＴＡＴ６蛋白表达情况
　　注：与Ｃ组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１
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图５　各组树突状细胞ＩＬ４ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ６ｍＲＮＡ
与ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ表达比较

　　注：与Ｃ组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

３　讨论
过敏性鼻炎作为 ＴＨ２优势免疫应答的炎性反

应，其临床特点为鼻痒、喷嚏、流涕、多遇寒而犯、迁

延时长、反复发作，过敏性鼻炎貌似“外感”，实为

“内伤”，通过传统中医思维的辨证分析，可以看出

气虚阳衰而外感寒邪是过敏性鼻炎关键病机［９１０］。

麻黄细辛附子汤配伍严谨，将扶阳，散阳，通阳３个
方面结合在一起，能扶正祛表，表里兼治，具有治疗

过敏性鼻炎的理论基础［１１１２］。

树突状细胞是抗原提呈细胞中摄取提呈抗原能

力最强的成员，处于启动、调控、并维持免疫应答的

中心环节。树突状细胞能活化 Ｔ细胞，分泌各种细
胞因子，诱导并促进活化的 Ｔ细胞分化，对 Ｔｈ分化
起着重要的调控作用［１３１４］。其中，树突状细胞分泌

Ｔｈ１型细胞因子如ＩＬ１２及ＩＦＮγ等，诱导Ｔ细胞向
Ｔ细胞向Ｔｈ１方向分化［１５］。同时，树突状细胞也可

ＩＬ４及ＩＬ１３等Ｔｈ２型细胞因子，诱导Ｔ细胞向Ｔｈ２
方向偏移，造成过敏性疾病的发生［１６］。麻黄细辛附

子汤干预树突状细胞之后，引起 ＩＬ４与 ＩＬ１３的分
泌的减少，可起到调节Ｔｈ２分化，改善过敏性疾病的
潜质。但麻黄细辛附子汤对 ＩＬ５的含量影响不大，
说明麻黄细辛附子汤可选择性的影响Ｔｈ２型细胞因
子，对细胞因子上游具有特殊的调节作用。

信号传导及转录激活因子（ＳｉｇｎａｌＴｒａｎｓｄｕｃｅｒｓ
ａｎｄＡｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ）是一类具有信

号传导和转录活化的胞质蛋白家族，其家庭成员包

括 ＳＴＡＴ１、 ＳＴＡＴ２、 ＳＴＡＴ３、 ＳＴＡＴ４、 ＳＴＡＴ５、
ＳＴＡＴ６［１７１８］。ＳＴＡＴ６可被 ＩＬ４、ＩＬ１３激活，活化后
的ＳＴＡＴ６进一步诱导 ＩＬ４、ＩＬ１３等转录因子表达，
促进ＩＬ４、ＩＬ１３等 ＴＨ２型细胞因子的分泌，加重了
ＴＨ２型炎性反应的发生［１５１６，１９２２］。因此，ＳＴＡＴ６作
为诱导Ｔｈ２型变应性炎性反应关键转录因子，增加
了变应性炎性反应的易感性，在许多过敏性疾病中

都引起了研究者们重视。麻黄细辛附子汤干预树突

状细胞后，ＳＴＡＴ６磷酸化水平减少，从而阻止了Ｔ细
胞Ｔｈ２方向偏移，调节 Ｔｈ１／Ｔｈ２的失衡，起到治疗
过敏性鼻炎的作用。

ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ是 Ｔｈ２的特异性转录因子［２３］，

作为 ＳＴＡＴ６的上游［２４］，激活后指导 Ｔ细胞向 Ｔｈ２
方向分化。麻黄细辛附子汤干预后树突状细胞ＩＬ４
ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ６ｍＲＮＡ以及ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ的表达均
下降，说明麻黄细辛附子汤对 Ｔｈ２经典通路 ＩＬ４／
ＳＴＡＴ６具有调控作用，可发挥调节过敏性鼻炎的作
用。

总之，麻黄细辛附子汤减少ＩＬ４、ＩＬ１３分泌，降
低ｐＳＴＡＴ６水平，降低 ＩＬ４ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ６ｍＲＮＡ及
ＧＡＴＡＴ３ｍＲＮＡ含量，负反馈树突状细胞 ＩＬ４／
ＳＴＡＴ６通路，使树突状细胞抑制 Ｔ细胞 Ｔｈ２方向分
化，调节 Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡，从而发挥治疗过敏性鼻炎
的作用。
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