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摘要　目的：研究黄芩苷对支气管哮喘防治的作用及其可能的作用机制。方法：将５４只ＳＤ大鼠按体质量随机分为正常
组、哮喘模型组、地塞米松组及黄芩苷高、低剂量组。用卵清蛋白（ＯＶＡ）诱发致敏大鼠建立支气管哮喘的动物模型，给予
相应药物灌胃给药４周，１次／ｄ，其中正常组及哮喘模型组药物以等量生理盐水代替。用药物干预性治疗后，观察各组药
物对大鼠的哮喘程度及哮喘潜伏期的影响。实验结束后，２４ｈ内处死大鼠，取材，测定并比较支气管壁厚度、气道上皮下
胶原沉积程度；测定血中ＨＭＧＢ１浓度；免疫组织化学测定支气管平滑肌中αＳＭＡ和气道组织ＴＬＲ４的蛋白表达；ＲＴＰＣＲ
法测定肺组织ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ表达变化。结果：黄芩苷可明显改善病鼠的哮喘程度，延长哮喘潜伏期（Ｐ＜００５～００１）；
可有效减轻病鼠支气管管壁增厚及气道上皮下胶原沉积程度（Ｐ＜００５）；明显降低血浆中 ＨＭＧＢ１的含量，肺组织中的
ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ表达呈下降趋势，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；可明显降低气道组织中的 ＴＬＲ４，气管平滑肌中 αＳＭＡ
的蛋白表达及ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达水平（Ｐ＞００５）。结论：黄芩苷具有抗哮喘作用，其作用可能与其影响 ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４
通路的信号传导相关。
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　　黄芩苷（Ｂａｉｃａｌｉｎ）是植物黄芩的主要有效成分
之一，具有清热解毒、抗炎、抗变态反应等多方面的

药理作用［１］。近年来随着国内外对黄芩苷研究的不

断深入，其越来越多的作用如抗氧化、免疫调节、促

细胞凋亡等多作用被发现。高迁移族蛋白 Ｂ１（Ｈｉｇｈ

ＭｏｂｉｌｉｔｙＧｒｏｕｐＢｏｘ１，ＨＭＧＢ１）是一种高度保守的核
蛋白，为重要的内源性炎性反应递质，既是早期炎性

反应的触发因子，又是晚期炎性反应的启动因子［２］。

研究［３］已表明 Ｔｏｌｌ样受体４（ＴｏｌｌＬｉｋｅＲｅｃｅｐｔｏｒｓ４）
是ＨＭＧＢ１促炎过程中的重要受体之一。现已有大

·２０４１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｊｕｎｅ２０１９，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．６



量研究证实［４７］，ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４信号通路在哮喘的
发生发展过程中发挥着重要的作用，故对 ＨＭＧＢ１／
ＴＬＲ４通路表达进行调控有望成为防治哮喘的新手
段。本实验通过观察黄芩苷灌胃给药后对大鼠哮喘

的改善作用，并探讨其对气道重塑的抑制作用及与

ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４信号通路的相关性，为防治哮喘气道
重塑提供一个研究思路及新的干预方法。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　健康的ＳＰＦ级ＳＤ大鼠５４只，雌性，体
质量１５０～１８０ｇ，广东省医学实验动物中心购入，实
验动物生产许可证：ＳＣＸＫ（粤）２０１３０００２；暨南大学实
验动物中心饲养，实验动物使用许可证号：ＳＣＸＫ（粤）
２０１２０１１７。饲养条件为：温度２０～２６℃，湿度４０％～
７０％；给予常规饲料喂食，自由饮水。
１１２　药品　黄芩苷，西安藻露堂药业集团康复医
药有限公司，纯度８５％，批号：１１０７１５２０１０１６；卵清
蛋白（ＯＶＡ），Ｓｉｇｍａ公司生产，产品批号：Ａ５２５３）；醋
酸地塞米松片，浙江仙琚制药股份有限公司生产，批

号：１４０６９２。
１１３　试剂与仪器　ＴＬＲ４抗体，英国 Ａｂｃａｍ公司
生产，批号：ＧＲ１９９０９８６；ＨＭＧＢ１ＥＬＩＳＡ试剂盒，武
汉华美有限公司生产，批号：Ｕ１３０１１７７３；Ｍａｓｓｏｎ染
色试剂盒，武汉谷歌生物科技生产，批号：Ｇ１００５。超
声雾化器，鱼跃医疗设备股份有限公司产品，型号

４０２ＡＩ；凝胶电泳、电转仪，美国 ＢｉｏＲＡＤ公司产品；
高速冷冻离心机，美国 ＴｈｅｒｍｏＳｏｒｖａｌｌ公司产品，型
号ＳＴ１６Ｒ；显微镜，意大利 ＯＰＴＩＫＡ公司产品，型号
Ｍ１１４。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　按照体质量将５４只大鼠
随机分为正常组、哮喘模型组、地塞米松干预组

（２７×１０４ｍｇ／ｋｇ）和黄芩高、低剂量干预组（０３２、
００８ｇ／ｋｇ）。哮喘动物模型参照文献制备［８］：哮喘

模型组、药物干预组大鼠分别于第１、８和１５天腹腔
注射 ＯＶＡ致敏液 ０１ｍＬ／只［含 ＯＶＡ１００ｍｇ、Ａｌ
（ＯＨ）３干粉１００ｍｇ，ＮａＣｌ１ｍＬ］致敏，正常组用生
理盐水代替。

１２２　给药方法　第１５天开始，哮喘模型组、药物
干预组每只大鼠用超声雾化机雾化吸入 １％ ＯＶＡ
进行哮喘激发，０５ｈ／次，１次／ｄ，连续雾化激发 ２
周，共计１４次；正常组以等量生理盐水雾化吸入。
从致敏次日起，灌胃给予各组大鼠相应药物，自第

１５天起于雾化激发前０５ｈ给药（其中地塞米松组

隔天给药）。

１２３　检测指标与方法　１）哮喘引喘期及喘息程
度的测定：于激发的第１、８、１４天，末次给药后０５ｈ
按上法对大鼠进行引喘，记录大鼠从激发开始至出

现喘促、腹肌痉挛等症状的时间。从第１５天进行激
发哮喘开始，参照文献［９１０］根据大鼠喘息症状的程

度进行评分。

２）肺、气道组织标本制备和 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ及免疫
组化染色：末次雾化激发后，各组大鼠均在２４ｈ内
取材。每只大鼠腹腔注射给予戊巴比妥钠麻醉（剂

量为６０ｍｇ／ｋｇ），经腹主动脉采集约２～３ｍＬ血样，
注入肝素抗凝管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上
清液，－２０℃保存，用于 ＥＬＩＳＡ检测。取血后打开
大鼠胸腔，取左肺组织 －８０℃保存，用于实时定量
ＰＣＲ检测。取右肺上、中叶，石蜡包埋固定，常规切
片，分别进行ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ及免疫组织化学染色。对
ＨＥ及 Ｍａｓｓｏｎ染色切片进行显微图像采集分析，观
察大鼠支气管壁厚度和支气管上皮下胶原沉积情

况；对免疫组化染色肺组织，评估支气管平滑肌厚

度。再小心分离颈部气管，剪取咽至肺之间的气道

部分，每组随机选取３份常规石蜡包埋固定，用于免
疫组织化学染色，其余于－８０℃保存，待测。
３）免疫组织化学法测定气道组织中 ＴＬＲ４蛋白

表达水平：将已固定 ２４ｈ的大鼠气道组织进行包
埋、切片、脱蜡后依次滴加 ＴＬＲ４一抗、辣根过氧化
物酶标记的二抗、ＤＢＡ显色、苏木素复染、脱水封
片，然后进行免疫组化测定，观察大鼠气道组织阳性

细胞中ＴＬＲ４蛋白的表达。每张切片随机选取６个
高倍视野，用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０软件，测量 ＩＯＤ值，
以此代表阳性蛋白表达程度。

４）ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测 ＨＭＧＢ１及 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ
表达水平：按照 Ｔｒｉｚｏｌ方法分别测定肺及支气管组
织中的目标总 ＲＮＡ表达水平。引物序列见表 １。
ＰＣＲ反应条件：９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环。融
解曲线：６５℃ ３０ｓ。每个样品重复３次，扩增结束，
记录Ｃｔ值，按照２－△△Ｃｔ方法对检测结果进行统计分
析，结果用２－△△Ｃｔ均值±标准差（珋ｘ±ｓ）表达。
５）ＥＬＩＳＡ法测定大鼠血浆中ＨＭＧＢ１的含量：按

照ＥＬＩＳＡ试剂盒操作方法说明书进行检测。

表１　测定ＨＭＧＢ１及ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平基因引物序列

目标基因 上游引物５′３′ 下游引物５′３′

βＡｃｔｉｎ ＧＡＴＴＡＣＴＧＣＴＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡＧＣ ＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣ
ＴＬＲ４ ＧＣＣＧＧＡＡＡＧＴＴＡＴＴＧＴＧＧＴＧＧＴＡＴＧＧＧＴＴＴＴＡＧＧＣＧＣＡＧＡＧＴＴＴ
ＨＭＧＢ１ ＧＡＡＧＣＣＧＡＧＡＧＧＣＡＡＡＡＴＧＴＣＣＴＡＧＣＴＣＴＧＴＡＧＧＣＡＧＣＡＡＴＡＣ
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１３　统计学方法　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６０统计软
件进行数据分析，计量数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，组间比较采用双尾不配对 ｔ检验（Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ
ｔｅｓｔ），各组间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　黄芩苷对哮喘大鼠引喘期及哮喘程度评分的
影响　大鼠用ＯＶＡ诱发哮喘后，哮喘模型组大鼠随

即表现出明显的哮喘症状，哮喘潜伏期随着激发天

数增加而逐渐缩短。结果显示，给药后地塞米松组，

黄芩苷高、低剂量组均可明显减轻病鼠的哮喘症状，

且随给药时间的延长，药物组大鼠的哮喘潜伏期也

随之延长。实验第１５ｄ，各药物组大鼠的哮喘潜伏
期均较哮喘模型组明显延长（Ｐ＜００５），且黄芩苷
组与地塞米松组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见表２。

表２　黄芩苷对哮喘大鼠引喘期及哮喘程度评分的影响（珋ｘ±ｓ）

组别
剂量

（ｇ／ｋｇ）
动物数

（只）

激发第１天
（分）

激发第８天
（分）

激发第１４天
（分）

哮喘评分（分）

－
（０）

＋
（１）

＋＋
（２）

＋＋＋
（３）

＋＋＋＋
（４）

正常组 － １０ 　　　－ 　－ 　－ １０ ０ ０ ０ ０
哮喘模型组 － １４ １０３００±１１３１ ９４６７±４７６７ ７５３３±１５１７ ０ ０ １ １０ ３
地塞米松组 ２７×１０－４ １０ １１０７１±９０５ １３９７１±２４４３ １６４４３±５５７１ ０ ９ １ ０ ０
黄芩苷高剂量组 ３２×１０－１ １０ １４１８６±５６５８ １３６２９±４２４１ １９４００±３１７０△ ０ ８ ２ ０ ０
黄芩苷低剂量组 ８×１０－２ １０ １５３６３±２２５５ １６１７５±３１９８△ １９９８８±６０６９△ ０ ８ １ １ ０

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与哮喘模型组比较，△Ｐ＜００５

图１　各组大鼠肺组织ＨＥ染色（×４００）

图２　各组大鼠肺组织ｍａｓｓｏｎ染色（×４００）
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图３　大鼠肺组织αＳＭＡ免疫组化染色（×４００）

表３　黄芩苷对哮喘大鼠气道平滑肌的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 剂量（ｇ／ｋｇ） 动物数（只） Ｗｃｏｌ／Ｐｂｍ（μｍ２／μｍ） Ｗａｔ／Ｐｂｍ（μｍ２／μｍ） αＳＭＡ（＋）ａｒｅａ／ｐｂｍ（μｍ２／μｍ）

正常组 　　－ ６ １９９７±１９３ ５１０３±１９１ １２３５±１６１
哮喘模型组 　　－ ６ ７７６９±３５９△ ８２０７±１５９△ ４８８５±１９３△

地塞米松组 ２７×１０－４ ６ ４７９３±３５８ ６２６８±２５３ １８１９±１６５

黄芩苷高剂量组 ３２×１０－１ ６ ５６５５±３１３ ６５９５±１８１ １５９３±０８１

黄芩苷低剂量组 ８×１０－２ ６ ５８３６±２９３ ６８９９±１３４ １８４７±１５５

　　注：Ｗｃｏｌ／Ｐｂｍ为支气管上皮细胞下胶原的沉积程度，Ｗａｔ／Ｐｂｍ为支气管管壁的厚度，αＳＭＡ（＋）ａｒｅａ／ｐｂｍ为平滑肌的厚度；与正常组比

较，△Ｐ＜００５；与哮喘模型组比较，Ｐ＜００５

表４　黄芩苷对哮喘大鼠血中ＨＭＧＢ１含量及肺、气道组织中ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 剂量（ｇ／ｋｇ） ＨＭＧＢ１（ｐｇ／ｍＬ） ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ２－△△Ｃｔ ＴＬＲ４ｍＲＮＡ２－△△Ｃｔ

正常组 　　－ ３１４３３±３８６８ １±０ １００±０００
哮喘模型组 　　－ ７７２６６±４６０１ １４７２±５６１ ９１７８±１１１８

地塞米松组 ２７×１０－４ ５２３２７±２４３５△ ３４２±０８２ ５２８±０３１△△

黄芩苷高剂量组 ３２×１０－１ ２７８９９±４０７０△ １１４５±１０４１ ６４３±０２０△△

黄芩苷低剂量组 ８×１０－２ ２９４３０±３２４７△ ２４０±１１８ ２７１７±０８６△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与哮喘模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１；与地塞米松组相较，Ｐ＜００５

图４　各组大鼠气道组织ＴＬＲ４免疫组化染色（×１００）
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２２　黄芩苷对哮喘大鼠气道平滑肌的影响　大鼠
肺组织ＨＥ染色结果显示，哮喘模型组支气管壁厚
度较正常组明显增厚。Ｍａｓｓｏｎ染色结果显示，气道
上皮下胶原沉积明显增多，支气管平滑肌厚度明显

增加（Ｐ＜００５）；与哮喘模型组比较，黄芩苷高、低
剂量组均可减轻支气管管壁增厚和气道上皮下胶原

沉积程度及减缓大鼠气道平滑肌增生（Ｐ＜００５）。
见图１３、表３。
２３　黄芩苷对哮喘大鼠血中 ＨＭＧＢ１含量及肺、气
道组织中 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平的
影响　哮喘模型组血中 ＨＭＧＢ１含量明显比正常组
升高（Ｐ＜００５）；与哮喘模型组比较，地塞米松、黄
芩苷高剂量组、低剂量组均可明显降低血浆ＨＭＧＢ１
含量（Ｐ＜００５）。哮喘模型组气道组织中的 ＴＬＲ４
蛋白阳性表达，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ及肺组织中的 ＨＭＧＢ１
ｍＲＮＡ表达量比正常组升高（Ｐ＜００５）；与哮喘模
型组比较，地塞米松组、黄芩苷高、低剂量组的

ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ较哮喘模型组均有一定下降趋势，但
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。气道组织 ＴＬＲ４蛋
白表达水平和 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ水平则明显降低（Ｐ＜
００５）。见图４、表４。
３　讨论

支气管哮喘是一种以气道炎性反应细胞浸润、

炎性反应细胞增多、气道重塑（ＡｉｒｗａｙＲｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，
ＡＲ）为重要特征的常见呼吸道慢性炎症性疾病，有
学者［１１］认为 ＡＲ与气道炎性反应可能并行存在，并
导致慢性炎性反应的发生及持续。众所周知，ＡＲ
是哮喘的重要病理特征之一。研究表明［１２］，ＡＲ不
仅在哮喘的晚期出现，也出现在哮喘的早期，对 ＡＲ
的研究将有利于早期防治哮喘的发生、发展，但目前

临床通用的哮喘诊治方案，重点均放在气道炎性反

应的控制方面，而对ＡＲ的防治不够重视，因此目前
对加强防治哮喘 ＡＲ药物的研究的呼声也越来
越大。

黄芩为我国传统中药，临床应用历史悠久。黄

芩苷是其主要活性成分之一，经研究证实有着抗炎、

调节免疫、抗病毒等多种药理活性［１］。近年来，关

于黄芩苷在哮喘防治方面的作用已引起学者们的关

注，相关研究也不断增加，但其对哮喘作用机制尚不

明确。目前已有研究证实，黄芩苷可明显减轻哮喘

豚鼠的肺部炎性反应及减缓和阻止哮喘大鼠的

ＡＲ［１３１４］，对过敏性哮喘小鼠失衡的Ｔｈ１／Ｔｈ２也有着
有良好的调节作用［１５１６］。本研究发现，大鼠经 ＯＶＡ
雾化激发后，哮喘模型组大鼠即出现明显的哮喘症

状。给予药物干预后，各药物组大鼠的哮喘症状均

得到显著改善；哮喘潜伏期亦随着给药时间的延长

而明显延长，至给药第２周末，黄芩组对哮喘引喘期
的效果已与地塞米松组相当。由此可证明，黄芩苷

对由 ＯＶＡ诱发的大鼠哮喘模型气道痉挛具有良好
的保护作用。

αＳＭＡ是气道平滑肌的主要标志物，具有很强
的胶原合成和收缩能力，观察αＳＭＡ的表达水平可
评估平滑肌细胞的数量及其收缩功能的变化，气道

平滑肌收缩时可致支气管管腔狭窄而诱发哮喘。α
ＳＭＡ表达水平的增加，与哮喘的发作及哮喘 ＡＲ可
能有着密切的关系。我们实验中病鼠的肺组织

ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色及 αＳＭＡ免疫组化染色分析结果
均显示，黄芩苷组均可有效减轻气道炎性反应，改善

气道管壁增厚和上皮下胶原沉积程度，减缓病鼠气

道平滑肌增生。

ＨＭＧＢ１作为一种免疫调节因子和炎性因子参
与了气道炎性反应的发生和发展。ＴＬＲ４已被证实
是一种重要的免疫识别受体，可连接天然和获得性

免疫，在引起和调节支气管气道炎性反应过程中发

挥了重要作用。研究［１７１８］已证实：ＴＬＲ４是 ＨＭＧＢ１
促炎过程中的重要受体，并在 ＨＭＧＢ１的信号传导
过程中发挥了重要作用。ＨＭＧＢ１在与 ＴＬＲ４结合
过程中相互作用，并由此引起下游炎性反应递质的

释放，炎性反应递质与 ＨＭＧＢ１又相互诱导激活，从
而形成恶性循环，引发炎性反应的级联效应，使炎性

反应逐级放大［１７］。已有动物研究证实，哮喘时支气

管气道上皮细胞和炎性细胞中的 ＨＭＧＢ１呈高表
达，哮喘小鼠肺组织中的ＨＭＧＢ１和ＴＬＲ４从基因及
蛋白水平的表达均呈显著增加［１９］。在本实验中，我

们通过 ＯＶＡ诱导制备了哮喘大鼠模型，通过
ＥＬＩＳＡ、免疫组化染色、ＰＣＲ等方法，得出的结果与
文献报道基本一致：哮喘模型组大鼠血浆中的

ＨＭＧＢ１含量、肺组织中的ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ、气道组织
中的ＴＬＲ４蛋白及 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达均显著升高。
用药干预后，各药物组均可明显降低病鼠血浆中的

ＨＭＧＢ１含量，气道组织细胞中的 ＴＬＲ４蛋白表达和
ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平也明显下降，但肺组织中的
ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ的表达水平虽较哮喘模型组下降，但
差异无统计学意义。

本实验结果进一步确认了 ＨＭＢＧ１／ＴＬＲ４信号
传导通路可能与哮喘气道炎性反应及 ＡＲ的发生、
过程密切相关，与研究文献报道一致。黄芩苷的干

预性治疗可有效减轻哮喘大鼠气道炎性反应，还可
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改善哮喘大鼠的ＡＲ，这一作用可能与其对ＨＭＢＧ１／
ＴＬＲ４信号通路的调控相关。黄芩苷可能作用于
ＨＭＧＢ１ＴＬＲ４信号通路，影响其信号传导，抑制下
游炎性反应递质的释放，阻断炎性反应的级联效应，

从而发挥抗哮喘的作用。同时，我们也发现，除黄芩

苷高剂量组外，其他药物组均能明显下调 ＨＭＧＢ１
ｍＲＮＡ的表达量，但与哮喘模型组比较，差异均无统
计学意义，这一结果可能因检测的标品量不足够大、

数据标准差大、结果分布离散所导致。此外，从本实

验结果可以发现，黄芩苷高、低剂量组在对哮喘大鼠

的指标改善作用方面并无明显差异，我们推断黄芩

苷治疗哮喘的作用与剂量可能并无依赖关系，提示

以后在做相关研究时，须注意黄芩苷的有效浓度的

选择。
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