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摘 要:目的 探讨壮医针挑疗法对哮喘模型小鼠胸腺基质淋巴细胞生成素(TSLP)、协同刺激分子配体(OX40L)及辅

助性T细胞2(Th2)优势分化的影响和作用机制。方法 将50只6~8周龄SPF级BALB/c小鼠分为对照组、模型组、
针挑组、沙丁胺醇阳性对照组(阳性组)、假针挑组(假针组)5组(n=10)。应用卵清蛋白致敏及激发对模型组、针挑组、
阳性组、假针组进行造模。针挑组在模型基础上应用壮医针挑疗法干预。干预1个周期后检测 OX40LmRNA表达水

平,血清IL-4、IL-5、IL-10、IL-13、IL-12 水 平 以 及 TSLP 表 达。结 果  和 对 照 组 比 较,模 型 组 的 TSLP 蛋 白、

OX40LmRNA表达及IL-4、IL-5、IL-10、IL-13水平均升高而IL-12水平下降(P<0.05或P<0.01);和模型组比较,针
挑组的TSLP蛋白、OX40LmRNA表达及IL-4、IL-5、IL-10、IL-13水平均降低而IL-12水平升高(P <0.05或 P <
0.01)。结论 壮医针挑疗法能够降低TSLP蛋白和OX40LmRNA的过度表达、抑制Th2优势分化,减轻哮喘的炎症反

应,推测这是壮医针挑疗法临床治疗哮喘的起效环节之一。
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  Abstract: Objective Toexplorethechangesofthymicstromallymphopoietin(TSLP),costimulatory
moleculesligand(OX40L)andThelpercell2(Th2)-dominateddifferentiationinmousemodelsofasthmaafter
thetreatmentwithneedle-prickingofZhuangmedicineandtodiscussitstherapeuticmechanisms. Methods 
FiftyBALB/cmiceagedfromsixtoeightweeksoldwithSPFgradewererandomlydividedintofivegroups:a
controlgroup,amodelgroup,andaneedle-prickinggroup,salbutamolpositivegroupandshamneedle-prick-
inggroupwithtenmiceineachgroup.Themousemodelsofasthmaofthemodelgroup,oftheneedle-pricking
group,ofthepositivegroupandoftheshamneedle-prickinggroupwereestablishedbyovalbumin(OVA)sen-
sitizationandstimulating.Theneedle-prickinggroupwasaddedwithneedle-prickingtreatment.Afterathera-
peuticcoursewasfinished,theexpressionofOX40LmRNAwasdetectedbyRT-PCR,thelevelsofserumIL-
4,IL-5,IL-10,IL-13andIL-12weremeasuredbyELISA,andtheexpressionofTSLPproteinwasmeasured
byWesternblot. Results Comparedwiththecontrolgroup,inthemodelgroupboththeexpressionsof
TSLPproteinandOX40LmRNAandthelevelsofserumIL-4,IL-5,IL-10andIL-13increasedsignificantly
whilethelevelofserumIL-12reduced(P <0.05orP <0.01).TheexpressionsofTSLPproteinand
OX40LmRNAandthelevelsofserumIL-4,IL-5,IL-10andIL-13reducedsignificantlywhilethelevelofser-
umIL-12increasedintheneedle-prickinggroup,comparedwithmodelgroup,therewerestatisticallysignifi-
cantdifferences(P<0.05orP<0.01). Conclusion Needle-prickingtherapyofZhuangmedicinecanim-
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provesymptomsofasthmabyreducingtheoverexpressionofTSLPproteinandOX40LmRNAandbyinhibi-
tingTh2-dominateddifferentiation,whichwassupposedtobeoneofthepossibletherapeuticmechanismsfor
asthma.
  Keywords: Zhuangmedicine;needle-pricking;asthma;mechanism

  在哮喘炎症反应过程中,T细胞的激活及释放细

胞因子是哮喘炎症过程的关键环节,辅助性T细胞2
(Th2)及其释放的细胞因子白细胞介素(IL)-4、IL-13
等与炎症反应联系紧密[1],胸腺基质淋巴细胞生成素

(thymicstromallymphopoietin,TSLP)与 Th2细胞

优势分化免疫应答密切相关[2],协同刺激分子配体

(OX40L)在Th2细胞优势分化免疫应答中也起着重

要作用,TSLP与OX40L的异常表达与哮喘的发生发

展密切相关。本研究探讨壮医针挑疗法对 TSLP、
OX40L及相关细胞因子的影响及起效的可能机制。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 50只SPF级BALB/c6~8周龄小鼠,
体重(24±6)g,由本院动物实验中心购买并提供,合格

证编号SCXK(京)2015-0002。
1.1.2 主要试剂和仪器 IL-4、IL-5、IL-10、IL-13、
IL-12ELISA试剂盒(R&B公司,USA);兔抗 TSLP
多克隆抗体、β-actin多克隆抗体(Sigma,USA);羊抗

兔IgG(武汉博士德公司);电泳仪;酶标仪;PCR仪;
紫外分光光度仪。
1.2 方法

1.2.1 动物分组处理 小鼠按数字随机法分5组,即
空白对照组(对照组)、假针挑组(假针组)、沙丁胺醇阳

性对照组(阳性组)、模型组、针挑组,每组10只。应用

卵清蛋白致敏及激发对模型组、针挑组、阳性组、假针

组进行造模,该4个组第1d、4d、7d、10d、13d,每天

1次腹腔注射卵清蛋白混悬液(含氢氧化铝400μg和

卵清蛋白100μg)基础致敏,第14d雾化吸入卵清蛋

白激发30min,连续l周激发。对照组以生理盐水注

射和雾化。针挑组第14d起,激发后1h,取大椎 、肺
俞、定喘、风门、肾俞、脾俞穴位,将这些穴位作为针挑

点,应用壮医针挑疗法,挑出皮下部分纤维组织;假针

组用针按压挑刺点但不挑刺;阳性组以沙丁胺醇(沙丁

胺醇以生理盐水稀释至0.5%浓度),按10ml/kg雾

化吸入,均是每天1次,7d为1个疗程,共进行1个疗

程干预治疗;模型组只连续2周激发但不做特殊处理;
对照组则以生理盐水雾化吸入。
1.2.2 取材 疗程结束后第1d,收集血清于-70℃
保存。取肺组织滤纸吸干,-70℃ 保存,用于检测肺

组织OX40LmRNA表达和TSLP蛋白表达。
1.2.3 IL-4、IL-5、IL-10、IL-13、IL-12指标检测 
ELISA法检测。严格按照ELISA试剂盒说明书步骤

进行操作。
1.2.4 OX40LmRNA表达检测 RT-PCR法检测。
PCR扩增反应产物经过凝胶电泳分析系统,得到目的

基因灰度值,目的基因 mRNA的相对表达量=目的

基因灰度值/β-actin基因灰度值。
1.2.5 TSLP蛋白表达检测 采用 WesternBlot法

检测。以软件分析条带灰度,目标蛋白相对表达量=
目标蛋白条带灰度值/内参蛋白灰度值。
1.2.6 统计学方法 全部数据采用SPSS17.0统计

软件分析处理,计量资料以(췍x±s)表示。组间比较,方
差齐时采用t检验,若方差不齐时采用校正t检验。以

P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 IL-4、IL-5、IL-10、IL-13及IL-12检测结果 和

对照组比较,模型组以及假针组的IL-4、IL-5、IL-10、
IL-13水平均升高而IL-12水平降低,差异均有统计学

意义(P<0.05或P<0.01);和模型组比较,针挑组

以及阳性组的IL-4、IL-5、IL-10、IL-13水平均降低而

IL-12水平升高,差异均有统计学意义(P<0.05或P
<0.01)。见表1。
2.2 TSLP蛋白表达和OX40LmRNA表达检测结果

 和对照组比较,模型组以及假针组的TSLP蛋白表

达和 OX40LmRNA 表 达 升 高(P <0.05或 P <
0.01);和模型组比较,针挑组以及阳性组的TSLP蛋

白表达和OX40LmRNA表达均降低(P<0.05或P
<0.01)。见图1、图2。

表1 各组IL-4、IL-5、IL-10、IL-13及IL-12水平比较 (췍x±s,pg/mL)

组别 n IL-4 IL-5 IL-10 IL-13 IL-12

对照组 10 16.32±0.78 118.53±21.32 76.33±26.18 98.65±36.55 54.84±23.13
模型组 10 116.35±15.22b 301.27±36.14b 192.12±38.02a 186.15±46.85a 16.25±8.65a

针挑组 10 18.23±1.26d 130.01±28.65d 96.26±33.16c 113.11±31.23c 43.05±18.12c

假针组 10 126.11±14.51b 291.03±30.55b 206.02±40.36a 180.22±40.25a 15.32±8.89a

阳性组 10 26.23±3.68c 136.25±32.11d 86.05±30.23c 120.02±33.68c 48.22±18.92c

 注:与对照组比较,a:P<0.05,b:P<0.01;与模型组比较,c:P<0.05,d:P<0.01
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        图1 各组TSLP蛋白表达比较           图2 各组OX40LmRNA表达比较

       注:与对照组比较,**:P<0.01;           注:与对照组比较,*:P<0.05;

         与模型组比较,△△:P<0.01             与模型组比较,△:P<0.05

3 讨论

哮喘是以DC介导的 Th2优势分化免疫应答为

特征的慢性气道变应性疾病,其中来源于上皮细胞的

TSLP可以激活人骨髓源性 DC,促进 T 细胞向Th2
分化及增殖[3]。TSLP此种作用的发挥有赖于OX40L
的介导,OX40L在外界因素刺激下,促进 T 细胞向

Th2分化及增殖,刺激Th2产生免疫应答[4],从而引

起Th2型细胞因子如IL-4、IL-5、IL-10、IL-13等水平

显著升高,促使哮喘炎症反应。
在本实验工作中观察到,模型组的TSLP蛋白表

达及OX40LmRNA表达均高于对照组,提示 TSLP、
OX40L与哮喘的发病关系紧密,此外,在Th2优势分

化应答中的最重要细胞因子IL-4、IL-5、IL-10、IL-13
[5],其水平在模型组中也均升高,而Th1型细胞因子

IL-12水平降低,表明TSLP可能通过 OX40L对Th2
优势分化应答进行调控。因此,如果能抑制或降低

TSLP和OX40L的过度表达,使之保持在正常状态,
可能为哮喘治疗找到新的切入点。

针挑疗法是壮医颇具特色的医技疗法,在壮族地

区应用较久,但对于针挑疗法治病的机制研究仍未广

泛开展。报道认为针挑疗法的作用机理与疏通经络、
促进免疫功能发挥有关,认为效果是值得肯定的[6-8]。
研究[9]认为针挑疗法对常见病如哮喘或一些症状如头

痛、失眠等有较好的治疗或调理作用。中医学认为哮

喘和肺、脾、肾关系较密切,肺主气,脾为气机枢纽,肾
为气之根。肺俞、肾俞、脾俞三俞穴在气机中的调节作

用值得重视,三俞穴相配伍,有调畅气机、扶正固本的

作用。大椎 、定喘、风门在临床报道中常作为哮喘治

疗的经验穴位[10],肺俞、肾俞、脾俞和大椎、定喘、风门

相配,可有增强纳气平喘的作用。
本实验结果表明,针挑组小鼠应用针挑疗法治疗

后,和 模 型 组 比 较,针 挑 组 的 TSLP 蛋 白 表 达 和

OX40LmRNA表达均下降,同时,Th2型细胞因子IL-
4、IL-5、IL-10、IL-13水平下降而Th1型细胞因子IL-

12水平升高,显示针挑疗法能降低 TSLP和 OX40L
的过度表达,抑制 Th2优势分化和哮喘炎症反应,可
能是壮医针挑疗法起效的一个环节。
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