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木姜子和忍冬藤配伍醇提物影响哮喘小鼠

ASMC增殖与气道重塑的效果

窦玉玉,蓝凰齐,郭建宏,黄宝琳,李克明,唐汉庆,王露瑶

(右江民族医学院,广西 百色 533000)

摘 要:目的 观察木姜子和忍冬藤配伍醇提物减轻哮喘小鼠气道平滑肌细胞增殖的作用及探讨其可能的起效机制。

方法 将健康清洁级昆明种小鼠随机分为空白组,模型组,木姜子和忍冬藤配伍醇提物低、中、高剂量组5组,每组10
只。模型组,木姜子和忍冬藤配伍醇提物低、中、高剂量组采用卵清蛋白腹腔注射致敏+雾化吸入激发法建立哮喘小鼠

模型。木姜子和忍冬藤配伍低、中、高剂量组每天给予木姜子和忍冬藤的醇提物(剂量分别为5mg/kg、10mg/kg、20

mg/kg)灌胃,其余各组给予等量的生理盐水,均是每天1次,连续干预7d。干预结束后,ELISA法检测血清转化生长

因子-β1(TGF-β1)、白细胞介素-4(IL-4)、白细胞介素-13(IL-13)、血管内皮生长因子(VEGF)、血小板源生长因子(PDGF)

水平,HE染色观察肺组织形态学变化,Westernblot法检测细胞周期蛋白1(CyclinD1)、细胞外信号调节激酶(ERK1/

2)蛋白表达水平。结果 与空白组比较,模型组TGF-β1、IL-4、IL-13、VEGF、PDGF水平及CyclinD1、ERK1/2蛋白表

达水平均升高,差异均有统计学意义(P<0.05或P<0.01);与模型组比较,低、中、高各剂量组TGF-β1、IL-4、IL-13、

VEGF、PDGF水平及CyclinD1、ERK1/2蛋白表达水平均降低,差异均有统计学意义(P<0.05或P<0.01);肺组织形

态学变化显示各剂量组能够改善肺组织细胞炎性浸润病理变化。结论 木姜子和忍冬藤配伍醇提物可降低TGF-β1、

IL-4、IL-13、VEGF、PDGF水平及CyclinD1、ERK1/2蛋白表达水平,其起效机制与抑制气道平滑肌细胞的增殖有关。
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EffectofethanolextractsofLitseaandLonicerajaponicaThunbonASMC
proliferationandairwayremodelinginmicewithasthma

DouYuyu,LanHuangqi,GuoJianhong,HuangBaolin,LiKeming,TangHanqing,WangLuyao

(YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective ToobservetheeffectofethanolextractsofLitseaandLonicerajaponicaThunbon
proliferationofairwaysmoothmusclecells(ASMC)inmicewithasthmaandtodiscussthepossibleeffective
mechanism. Methods HealthyandcleanKunmingmicewererandomlydividedintoablankgroup,amodel
group,thelowdose,middledose,highdosegroupsofethanolextractsofLitseaandLonicerajaponicaThunb,

with10miceineachgroup.Theasthmaticmousemodelswereestablishedbyintraperitonealinjectionof
ovalbuminandbystimulationofinhalation.Themouseinthelow-dose,medium-doseandhigh-dosegroups
wereintragastricallyadministratedwithethanolextractsofLitseaandLonicerajaponicaThunb(5mg/kg,10
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mg/kg,20mg/kg,respectively),whiletheothergroupsweregiventhesameamountofnormalsalineoncea
dayforconsecutive7days.Aftertheintervention,ELISAwasadoptedtodetectthelevelsoftransforming
growthfactor-β1(TGF-β1),interleukin-4(IL-4),interleukin-13(IL-13),vascularendothelialgrowthfactor
(VEGF),platelet-derivedgrowthfactor(PDGF)inserum.HEstainingwasusedtoobservethemorphological
changesoflungtissue.TheproteinexpressionlevelsofCyclinD1andextracellularsignal-regulatedkinase
(ERK1/2)weredetectedbyWesternblot. Results Comparedwiththeblankgroup,themodelgrouphadin-
creasedlevelsofTGF-β1,IL-4,IL-13,VEGF,PDGFaswellastheproteinexpressionsofCyclinD1and
ERK1/2,andthedifferenceswerestatisticallysignificant(P<0.05orP<0.01).Comparedwiththemodel
group,thelow,mediumandhighdosegroupshaddecreasedlevelsofTGF-β1,IL-4,IL-13,VEGF,PDGF
andtheproteinexpressionsofCyclinD1andERK1/2,andthedifferenceswerestatisticallysignificant(P<
0.05orP<0.01).Themorphologicalchangesoflungtissueshowedthateachdosegroupcouldimprovethe
pathologicalchangesofinflammatoryinfiltrationoflungtissuecells. Conclusion EthanolextractsofLitsea
andLonicerajaponicaThunbcandecreasethelevelsofTGF-β1,IL-4,IL-13,VEGF,PDGFandtheprotein
expressionsofCyclinD1andERK1/2,andthemechanismisrelatedtotheinhibitionofproliferationofairway
smoothmusclecell.
  Keywords: asthma;airwaysmoothmusclecell;proliferation;ethanolextract;mechanism

  哮喘是严重威胁人们健康的常见变态反应性疾

病,气道重塑是哮喘主要病理特征之一[1]。气道重塑

是指气道壁结构的病理性改变,其中,气道平滑肌细胞

(airwaysmoothmusclecell,ASMC)病理改变是气道

壁增厚和结构异常的重要因素,ASMC病理改变在气

道重塑发生机制中具有重要作用。气道重塑的结果导

致慢性气道梗阻和持续性的气道高反应性,是哮喘进

展的重要原因。因此,从改善ASMC病理变化从而抑

制气道重塑为缓解哮喘进展提供了治疗思路。
木姜子和忍冬藤属于壮族医药中的常用药物,两

药相伍用乙醇浸泡民间用于减轻哮喘发作,对于木姜

子和忍冬藤配伍用于缓解哮喘,是否通过改善ASMC
的增殖、抑制气道重塑而起效,其分子生物学机制目前

研究不多。本研究工作通过建立哮喘小鼠模型,观察

木姜子和忍冬藤配伍醇提物减轻哮喘小鼠气道平滑肌

细胞增殖的作用及探讨其可能的起效机制,为其应用

进一步提供基础研究的相关依据。

1 材料与方法

1.1 仪器 AE160型电子天平(瑞士 Mettler公司生

产);DU530型紫外分光光度仪(美国Beckman公司

生产);MK3型酶标仪(美国ThermoLabsystem公司

生产);RM2245型切片机(上海莱卡显微系统有限公

司生产);402B型超声雾化器(上海鱼跃医疗设备有限

公司生产);PowerPacHC型电泳仪(美国伯乐公司生

产);chemidocXRS型凝胶成像系统(美国伯乐公司生

产);TEC2602型恒温烘片机(意大利 Histo-line公司

生产);CK41-32PH型显微镜(日本 Olympus公司生

产)。

1.2 药材 木姜子饮片(购于广西仁济堂中药饮片公

司,批号:151101);忍冬藤饮片(购于广西张益堂中药

饮片有限公司,批号:1602092);此2味药材是广西壮

族地区应用较久的壮药[2]。

1.3 药品与试剂 细胞周期蛋白D1(CyclinD1)检
测试剂盒(伊莱瑞特生物科技股份有限公司,批号:

HJ0021SDF202001);细胞外信号调节激酶(ERK1/2)
检测试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司生产,批
号:1913633237);转化生长因子-β1(TGF-β1)、白细胞

介素-4(IL-4)、白细胞介素-13(IL-13)、血管内皮生长

因子(VEGF)、血小板源生长因子(PDGF)检测试剂盒

(南京建成生物工程研究所生产,批号分别为190828、

191502、185426、185624、187985);卵清蛋白(OVA)
(美国Solarbio公司生产,批号:1218B031);氢氧化铝

(美国Thermo公司生产,批号:SG252318);苏木精、
伊 红 (上 海 蓝 季 科 技 发 展 有 限 公 司 生 产,批 号:

A10034、A10022)。

1.4 动物 健康清洁级昆明种小鼠50只,雌雄各半,

6~8周龄,体质量18~22g,由右江民族医学院实验

动物中心提供,动物使用许可证号:SYXK 桂2017-
0004。所有小鼠均分笼常规饲养。

1.5 木姜子和忍冬藤配伍醇提物的制备 将木姜子

和忍冬藤按照质量比1∶1比例,放到适量70%食用

乙醇里浸泡1周,再放入回流装置中,加热回流1h,过
滤,滤渣再加入适量的70%乙醇,再次加热回流1h,
过滤后合并两次滤液,用真空旋转蒸发仪回收乙醇并

浓缩,浓缩液放入真空干燥箱70℃干燥,得到乙醇提

取物粉末。使用时量取乙醇提取物粉末溶于蒸馏水,
配制成浓度2mg/ml。

1.6 分组、造模与给药 将小鼠随机分为空白组,模
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型组,木姜子和忍冬藤配伍醇提物低、中、高剂量组共

5组,每组10只。参考文献[3]造模方法。除空白组

外,其他各组分别在实验第1天、第8天腹腔注射

OVA致敏液0.5毫升/只(含5mgOVA和15mg氢

氧化铝)进行致敏;实验第15天开始激发,将小鼠放入

30cm×30cm×30cm自制透明雾化箱中,每日通过

雾化管向箱中喷入1% OVA30min,雾量控制为0.5
ml/min,连续7d。空白组的致敏液和激发均以生理

盐水代替;实验第23天起,低、中、高剂量组每天分别

按照5mg/kg、10mg/kg、20mg/kg给予木姜子和忍

冬藤的醇提物灌胃,空白组和模型组给予等量的生理

盐水。每天1次,连续干预7d,干预结束后取材检测

指标。

1.7 TGF-β1、IL-4、IL-13、VEGF、PDGF水平检测

 各组小鼠末次干预后2h,心脏取血,离心(4℃,

2000r/pm,10min),取上清液,置于-20℃低温保存,
待检。采 用 ELISA 法 检 测 TGF-β1、IL-4、IL-13、

VEGF、PDGF水平,严格按照试剂盒说明书进行操

作。

1.8 肺组织形态学变化观察 各组小鼠心脏取血后,
取左肺组织以生理盐水洗净,于4%多聚甲醛溶液中

固定24h,常规梯度乙醇脱水、二甲苯透明、石蜡包

埋、切片(厚度5μm),常规脱蜡复水后,进行苏木精-
伊红(HE)染色,梯度乙醇脱水,二甲苯透明,中性树胶

封片。显微镜下观察肺组织形态学变化。

1.9 CyclinD1、ERK1/2蛋白表达检测 各组小鼠

心脏取血后,取右肺组织,加入适量预冷生理盐水中,
匀浆,离心(4℃,4000r/pm,10min),取上清液,经过

蛋白定量、蛋白变性、制胶、SDS-PAGE电泳、转膜、封
闭,加入CyclinD1、ERK1/2一抗(1∶800),4℃孵育

过夜;再加入二抗(1∶2000),室温下孵育1h,West-
ernblot法检测,按照试剂盒说明书进行操作。采用

凝胶系统拍摄图像,用ImageJ1.48图像分析软件分

析所得蛋白条带的灰度值(条带面积×条带密度),并
以β-actin为内参对照,目的蛋白的灰度值与内参蛋白

的灰度值的比值即为目的蛋白的相对表达量,以相对

表达量表示各组CyclinD1、ERK1/2蛋白表达。

1.10 统计学方法 采用SPSS22.0统计软件进行数

据统计分析,计量资料以(췍x±s)表示,多组间比较采用

单 因 素 方 差 分 析,两 组 间 比 较 采 用 Tukey 或

Dunnett’sT3检验。P <0.05为差异具有统计学意

义。

2 结果

2.1 TGF-β1、IL-4、IL-13、VEGF、PDGF蛋白水平检

测结果 与空白组比较,模型组TGF-β1、IL-4、IL-13、

VEGF、PDGF蛋白水平均升高,差异均有统计学意义

(P<0.05或P<0.01);与模型组比较,低、中、高各

剂量组TGF-β1、IL-4、IL-13、VEGF、PDGF蛋白水平

均降低,差异均有统计学意义(P <0.05或 P <
0.01),见表1。

            表1 各组TGF-β1、IL-4、IL-13、VEGF、PDGF蛋白水平检测结果         单位:pg/ml

组别 n TGF-β1 IL-4 IL-13 VEGF PDGF
空白组 10 15.34±1.84 20.14±2.04 49.63±4.52 20.56±6.23 17.32±5.62
模型组 10 131.25±15.68b 90.58±14.54b 189.39±17.58b 78.34±11.87a 80.01±7.22a

低剂量组 10 71.25±10.25c 41.25±4.98c 66.52±7.58d 32.56±8.54c 36.36±6.91c

中剂量组 10 30.21±9.02d 27.42±3.01d 60.25±5.02d 30.02±8.41c 32.11±6.08c

高剂量组 10 20.58±4.66d 22.08±2.95d 56.01±5.62d 25.61±7.25c 21.36±5.98c

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白组比较:a:P<0.05,b:P<0.01;与模型组比较:c:P<0.05,d:P<0.01。

2.2 肺组织形态学变化观察 空白组肺组织、支气管

清晰,管壁连续均匀、内壁光滑,无血管充血及炎症细

胞浸润;模型组肺组织、支气管结构不清、管壁不光滑、
有大片炎症细胞浸润;低、中、高各剂量组肺泡间隔增

厚不明显,肺泡渗出物较少,黏膜下及肺间质炎症细胞

浸润程度较模型组减轻,见图1。

2.3 Westernblot法对CyclinD1、ERK1/2蛋白表达

检测结果 与空白组比较,模型组CyclinD1、ERK1/2
蛋白表达均升高,差异均有统计学意义(P <0.01);
与模型组比较,低、中、高各剂量组CyclinD1、ERK1/2
蛋白表达均降低,差异均有统计学意义(P <0.01),
见表2。

注:箭头代表肺间隔增厚。
图1 各组肺组织形态学变化图(HE染色,×200)
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表2 各组CyclinD1、ERK1/2蛋白表达比较

组别 n CyclinD1 ERK1/2

空白组 10 12.06±1.14 25.02±4.54
模型组 10 132.24±10.25a 157.03±15.25a

低剂量组 10 40.11±6.21b 45.23±8.54b

中剂量组 10 30.25±5.02b 33.21±7.24b

高剂量组 10 20.24±3.24b 28.14±5.26b

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白组比较:a:

P<0.01;与模型组比较:b:P<0.01。

3 讨论

气道重塑在一些肺病变如哮喘、慢性阻塞性肺疾

病中常见,作为哮喘的特征性病理改变之一,其主要表

现为气道壁增厚、黏液高分泌状态、杯状细胞化生及增

生、网状基底膜增厚、基质沉积、上皮间质转化等[4]。
气道重塑是引起哮喘反复发作、病程迁延的重要

原因,气道重塑的持续发展,导致患者的病情恶化,引
发治疗的复杂和困难[5],其中,气道壁增厚是气道重塑

的主要表现之一,是引起不可逆性通气功能障碍[6]、气
道反应性持续增高[7]、肺功能进行性降低[8]的重要因

素。ASMC病理改变是气道壁增厚和结构异常的结

构基础[9]。因此,ASMC病理变化在气道重塑的发生

机制中扮演重要角色,靶向干预ASMC病理变化从而

抑制气道重塑成为潜在的治疗哮喘的策略。
近来研究表明 ASMC增殖是引起气管狭窄和气

道重塑的显著因素[10]。细胞外信号调节激酶(extra-
cellularsignal-regulatedkinases1and2,ERK1/2)通
路是引起 ASMC 增 殖 的 重 要 通 路,哮 喘 体 内 处 于

DNA合成期和有丝分裂期的 ASMC比例显著增加,
表明 ASMC 处于过度增殖状态,最终导致气道壁增

厚、气道平滑肌收缩力增强,是引起哮喘气道重塑及气

道反应性增高的重要原因,与CyclinD1表达有关。研

究显示IL-4、IL-13炎症因子通过 ERK1/2 通路与

ASMC上的相应受体结合,促进ASMC的增殖,是与

气道重塑相关值得关注的重要细胞因子[11]。研究结

果证明通过抑制IL-4、IL-13炎症因子以及CyclinD1
功能,可缓解气道炎症,减轻PDGF诱导的 ASMC增

殖,因而IL-4、IL-13、PDGF因子水平及表达可以反映

ASMC增殖程度,为哮喘治疗提供分子靶点[12]。
气道重塑进程中,ASMC 处于过度增殖的活跃

期,具有旺盛的合成、分泌多种因子的功能[13],ERK1/

2通路影响TGF-β1、VEGF的合成和分泌,参与调控

ASMC过度增殖。研究[14]提示其中的 TGF-β1参与

了哮喘的气道重塑,另外研究[15]表明PDGF是一种重

要的促有丝分裂因子,刺激哮喘ASMC增殖。
木姜子和忍冬藤是常用的壮药,现代药理学认为

木姜子具有止咳平喘、解痉镇挛等作用,在抗炎[16]、提

高机体免疫功能方面[17]有较好作用。忍冬藤具有抗

炎[18]、抗氧化[19]、提高免疫功能[20]、舒张平滑肌作

用[21-22]。木姜子和忍冬藤配伍可以加强抗炎、止咳平

喘、解痉镇挛的功效。在本实验工作中,观察到哮喘模

型组CyclinD1、ERK1/2蛋白表达以及TGF-β1、IL-4、

IL-13、VEGF、PDGF水平均升高,表明哮喘ASMC的

增殖处于活跃状态,是气道重塑的进展表现;同时,肺
组织形态学观察到模型组有大片炎症细胞浸润,因此,
需要抑制ASMC的增殖和抗炎,从而缓解气道重塑的

进展。本实验采用木姜子和忍冬藤配伍醇提物进行干

预后,注意到CyclinD1、ERK1/2蛋白表达以及TGF-

β1、IL-4、IL-13、VEGF、PDGF水平较模型组均有不同

程度的降低,同时肺组织形态学观察到炎症细胞浸润

较模型组减轻,显示了较好地降低ASMC增殖相关因

子水平和抗炎作用。
本实验工作显示,木姜子和忍冬藤配伍醇提物可

降低IL-4、IL-13炎症因子水平,抑制ERK1/2通路中

的CyclinD1、ERK1/2表达,进而降低TGF-β1、VEGF
、PDGF水平从而抑制ASMC的增殖缓解哮喘气道重

塑进程,推测可能是其起效的环节之一。
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