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摘 要:目的 观察六味地黄颗粒干预下哮喘大鼠肺组织中TGF-β1的变化,为研究中医药防治小儿哮喘提供实验依

据。方法 以卵清白蛋白建立哮喘大鼠模型并分组,通过 HE染色观察大鼠肺组织变化;免疫组织化学法检测各组肺组

织TGF-β1蛋白表达量,并用ELISA法检测各组大鼠肺泡灌洗液TGF-β1含量。结果 HE染色显示哮喘模型对照

组肺组织炎症细胞浸润,支气管黏膜皱襞增多,气道平滑肌明显增厚。免疫组化结果显示,与空白对照组相比,哮喘模型

对照组TGF-β1蛋白表达明显升高。与哮喘模型对照组相比,六味地黄颗粒组和阳性对照地塞米松组TGF-β1均明

显降低,且六味地黄颗粒组的TGF-β1水平与空白对照组水平相比,差异无统计学意义。ELISA检测结果显示,各组大

鼠肺泡灌洗液中TGF-β1含量变化与免疫组化结果一致。结论 在六味地黄颗粒干预下,哮喘大鼠模型肺组织TGF-

β1的表达量下调。
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  Abstract: Objective TostudytheeffectsoftraditionalChinesemedicineLiuweiDihuangGranuleon
transforminggrowthfactorbeta1expressioninlungtissuesofratasthmaticmodelsandtoprovideexperimental
evidenceforChinesemedicineinpreventionandtreatmentofchildasthma. Methods Webuiltratasthmatic
modelsbyusingOVAandtheratsweregrouped.Thenanimmunohistochemistrywasusedtodetectthepro-
teinexpressionoftransforminggrowthfactorbeta1inlungtissuesandanELISAmethodwasusedtomeasure
thequantityoftransforminggrowthfactorbeta1inbronchoalveolarlavagefluid(BALF). Results There-
sultsofHEstainingpresentedobviouslyinflammatorycellinfiltrationoflungtissues,bronchialmucosalfolds
increasingandairwaysmoothmusclesthickeninginasthmaticmodelcontrolgroup.Immunohistochemistry
measurementsshowedthatthetransforminggrowthfactorbeta1proteinexpressionsofratasthmaticmodel
groupincreasedsignificantlybycomparingwithblankcontrolgroup.Comparedwithasthmaticmodelcontrol
group,allthequantityoftransforminggrowthfactorbeta1decreasedobviouslyinLiuweiDihuangGranule
groupandpositivecontroldexamethasonegroup.ButtherewasnostatisticaldifferencebetweenLiuweiDi-
huangGranulegroupandblankcontrolgroupintransforminggrowthfactorbeta1expression.TheELISAde-
tectionshowedthatthechangeoftransforminggrowthfactorbeta1contentinbronchoalveolarlavagefluidof
everygroupwasthesamewiththeexpressionsoftransforminggrowthfactorbeta1detectedbyimmunohisto-
chemistry. Conclusion TraditionalChinesemedicineLiuweiDihuangGranuleinterventioncanreducethe
transforminggrowthfactorbeta1expressioninlungtissuesofratasthmaticmodels.
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  自哮喘首次被描述到今天,已经有数百年历史。
对于这种古老且难治的疾病,人们的认识日渐深入。
已有的研究表明,哮喘以反复的气道炎症和气道重塑

为特征。其中对哮喘中气道重塑机制研究表明气道的

物理性扭曲变形可以促使上皮细胞产生转化生长因子

(transforminggrowthfactor,TGF),继而造成支气管

上皮-肌纤维母细胞转分化(epithelial-mesenchy-
maltransition,EMT),使得基底膜纤维物质沉淀、基
底膜增厚[1-3]。因此研究者提出上皮-间充质营养单

位(epithelial-mesenchymaltrophicunit,EMTU)假
说,认为在气道重塑过程里,EMTU中联系上皮细胞

和肌纤维母细胞的最重要细胞因子就是 TGF-β1。
在祖国传统医学中,医者认为小儿在体质上有“阴常不

足”、“肾常虚”的特点,因此,我们认为六味地黄方适合

哮喘患儿缓解期的治疗,并在临床实践中取得了较为

满意的疗效。故此,本研究观察六味地黄方干预哮喘

大鼠模型肺组织TGF-β1含量的变化,以探讨其对气

道重塑的作用机制。

1 材料和方法

1.1 实验动物 67只SPF级SD雄性大鼠随机分成

4组。具体分组情况如下:空白对照组(Z组)、哮喘模

型对照组(X组)、地塞米松组(A1组)、六味地黄颗粒

治疗组(A2组),各组具体动物数如表1、表2所示。

1.2 实验药物及试剂 六味地黄颗粒:遵钱乙《小儿

药证直诀》中六味地黄丸的组方,即熟地黄、山萸肉、干
山药、泽泻、牡丹皮、白茯苓,按8∶4∶4∶3∶3∶3比

例制成免煎中药饮片颗粒剂,每包含生药10g,由江阴

天江药业有限公司生产,温开水调制每毫升含生药1
g。地塞米松磷酸钠注射液(400mg/L),郑州羚锐制

药股份有限公司生产。卵清蛋白(OVA)(10克/瓶)
由恒因生物有限公司提供。氢氧化铝为天津市博迪化

工有限公司产品。TGF-β1免疫组织化学试剂盒由

北京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司 提 供。TGF-β1
ELISA试剂盒由武汉博士德生物工程有限公司提供。

1.3 方法

1.3.1 造模 第1d、8d除空白对照组外,其余各组

均以卵清蛋白(OVA)辅以氢氧化铝凝胶为佐剂注射

致敏,第15~21d每天雾化吸入2%OVA生理盐水混

悬液激发哮喘,建立哮喘模型。从实验第8d开始,各
给药组地塞米松雾吸给药,六味地黄颗粒灌胃给药,空
白对照组不予干预。造模时间共为28d。

1.3.2 取材 造模结束后24h内腹主动脉取血,然
后开胸结扎大鼠右支气管,取右肺中叶新鲜肺组织,用

10%甲醛溶液固定以进行后续病理实验。气管插管,
用生理盐水5ml注入左侧肺组织内,反复抽吸,使得

生理盐水回收率在85%以上。收集肺泡灌洗液,1500
r/min离心5min后取上清,-80℃保存待测。

1.4 指标检测

1.4.1 肺组织形态变化 用苏木精伊红(HE)染色,
光镜下观察肺组织形态。

1.4.2 肺泡灌洗液中TGF-β1含量的检测 采用

ELISA法检测,严格按照试剂盒说明书进行操作。

1.4.3 免疫组织化学法检测肺组织TGF-β1蛋白的

表达 使用免疫组织化学过氧化物酶标记的链霉卵白

素法进行检测。TGF-β1一抗1∶300稀释,4℃过

夜,磷酸盐缓冲液冲洗,加生物素标记的二抗,室温10
min,磷酸盐缓冲液冲洗。加链霉卵蛋白素标记的三

抗,室温10min,磷酸盐缓冲液冲洗,最后二氨基联苯

胺显色。每张切片随机选择4个高倍镜下支气管视

野,用图文分析系统测定阳性部位的平均吸光度,以代

表阳性部位的蛋白表达水平,并计算10个平均吸光度

的平均值作为该片的平均吸光度值。

1.5 统计学方法 实验数据通过SPSS17.0软件进

行统计学处理。计量资料经齐性分析后,采用单因素

方差分析。如齐性分析显示方差不齐,则采用 Dun-
netts'sC法。以P<0.05判定为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠病理检测结果 HE染色及光镜观察

Z组组织结构正常,支气管周围、肺间质和肺泡腔内几

乎没有炎性细胞浸润,各级支气管上皮基本完整;X组

可见支气管周围、肺间质和肺泡腔内大量炎症细胞浸

润,同时可见支气管黏膜下水肿,黏膜皱襞增多,黏膜

内杯状细胞明显增多,肺泡隔增厚,气道平滑肌明显增

厚。A1、A2组亦可见炎症细胞浸润,支气管皱襞增

多,气道平滑肌增厚,但相较于X组,这两组均有不同

程度的减轻,而相较于Z组均有不同程度的炎性表

现,见图1。

2.2 各组大鼠肺泡灌洗液TGF-β1的含量 各组大

鼠肺泡灌洗液TGF-β1含量ELISA检测结果显示,

X组肺泡灌洗液中 TGF-β1含量最高,明显高于Z
组。同时,X组肺泡灌洗液中TGF-β1含量也显著高

于A1组和A2组。Z组TGF-β1含量最低,与A2组

比较,并无统计学意义。而Z组与 A1组比较,则 A1
组中TGF-β1含量明显高于Z组。最后也发现 A1
组肺泡灌洗液中TGF-β1含量显著高于A2组,见表

1。
—041—

2016年             右江民族医学院学报              第2期



表1 各组大鼠肺泡灌洗液TGF-β1
含量比较 (췍x±s,ng/ml)

组别 n TGF-β1 F P

X 16 224.21±6.15a 939.47 <0.001
Z 19 121.59±4.42b

A1 15 200.14±11.75ab

A2 17 125.48±3.62b

  注:与Z组比较,a:P <0.05;与X组比较,b:P <0.05;

Z:空白对照组;X:哮喘模型对照组;A1:地塞米松组;A2:六味

地黄颗粒治疗组

2.3 各组大鼠肺组织TGF-β1蛋白表达 各组大鼠

肺组织TGF-β1蛋白表达结果,免疫组织化学染色阳

性结果呈棕黄色。TGF-β1蛋白均表达定位于细胞

质,在分布上主要表达于支气管上皮细胞、平滑肌细胞

及黏膜下,见图2。统计结果显示X组TGF-β1蛋白

表达明显高于Z组,X组TGF-β1蛋白表达也分别高

于A1组和 A2组,且差异都有统计学意义。Z组

TGF-β1表达量最低,明显低于A1,但与A2差异无

统计学意义。此外,A1组与 A2组比较发现 A2组

TGF-β1蛋白表达显著低于A1组,见表2。

表2 各组大鼠肺组织TGF-β1免疫组织化学

平均吸光度值比较 (췍x±s,ng/ml)

组别 n TGF-β1 F P

X 16 137.84±3.52a 77.68 <0.001
Z 19 120.47±2.57b

A1 15 127.14±3.90ab

A2 17 120.89±4.81b

  注:与Z组比较,a:P <0.05;与X组比较,b:P <0.05;

Z:空白对照组;X:哮喘模型对照组;A1:地塞米松组;A2:六味

地黄颗粒治疗组

图1 各组大鼠光镜观察结果(HE染色,×400)

注:Z:空白对照组;X:哮喘模型对照组;A1:地塞米松组;A2:六味地黄颗粒治疗组

图2 各组大鼠TGF-β1蛋白表达结果(DAB染色,×400)

注:Z:空白对照组;X:哮喘模型对照组;A1:地塞米松组;A2:六味地黄颗粒治疗组

4 讨论

气道重塑是支气管哮喘难以根治的重要原因,哮
喘过程中气道上皮表型改变与网状层胶原沉积密切关

联,提示气道上皮细胞不仅仅是炎症损伤的对象,也是

哮喘发生发展的积极推动者,由此,研究者由此提出

EMTU假说,认为在气道重塑过程中居于核心位置的

是EMTU。同时研究者也发现了EMTU中最重要的

细胞因子,即TGF-β1。在本研究组的前期临床实践

中,我们就哮喘大鼠模型中六味地黄颗粒的抗炎机制,
进行了研究,并取得了一定的进展[4-6]。本实验则以

哮喘大鼠模型气道重塑为切入点,进一步探讨六味地

黄颗粒对哮喘的作用机制。
本实验研究发现X组TGF-β1的蛋白表达水平、

肺泡灌洗液TGF-β1含量明显高于Z组,有明显的气

道重塑表现,提示TGF-β1参与了哮喘大鼠模型的气

道重塑。A2组,即六味地黄颗粒组肺组织的普通病理
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检测与Z组较为接近,较少的炎性细胞浸润,气道皱

襞、黏膜下平滑肌增厚均不明显。同时,A2组TGF-

β1的蛋白表达量与Z组无异,而显著低于 X组。Z
组、A2组、X组三组实验动物的肺泡灌洗液中TGF-

β1的含量变化也与免疫组织化学中TGF-β1的表达

量变化趋势一致,即X组均最高,而Z组最低,A2组

居中。此外,两个用药组,即地塞米松组和六味地黄颗

粒组相比,六味地黄颗粒能够更显著地降低哮喘大鼠

模型肺组织的TGF-β1表达量。这表明,六味地黄颗

粒能够促使哮喘大鼠模型的气道上皮细胞进行正常修

复,减轻气道黏膜下平滑肌的增厚,进而防止哮喘大鼠

模型的气道重塑。
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调,两者呈显著性正相关,其变化在时间上的特征较为

一致。特异性上调脊髓 GLT-1的表达,增强其摄取

谷氨酸的能力可能成为临床治疗和预防神经病理性痛

的一个研究靶点。
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