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健儿乐颗粒对哮喘小鼠
)C#?B)1-D

失衡影响的实验研究

王?恩#

"周雪娜!

"杨"毅#

"刘竹云%

摘要"目的"观察支气管哮喘小鼠血清及支气管肺泡灌洗液!

013E.C3<4F-34<1 4<F<D- G4H=I

"

JKLM

#

上清中
)C#?

相关炎症因子
(L

#

#?

$

)1-D

相关炎症因子
(L

#

#"

水平"探讨健儿乐颗粒防治哮喘的作用机制%

方法"

8"

只
J<40B.

小鼠按体重采用随机数字表法分为正常对照组$哮喘组$激发后哮喘组和健儿乐颗粒加

哮喘组"共
8

组"每组
#"

只% 除正常对照组外"各组小鼠采用腹腔注射抗原混悬液后"

#N

鸡清白蛋白

!

A2K

"

D1<I- !

#溶液致敏和激发建立小鼠哮喘模型% 造模后健儿乐颗粒加哮喘组小鼠给予健儿乐颗粒

!

"

!

%$ DB/L

#药物干预"其余各组给予等量生理盐水灌胃"均持续
#8

天% 给药结束后"激发后哮喘组和健儿

乐颗粒加哮喘组再次用
#NA2K

!

D1<I-"

#溶液雾化吸入激发约
8" /=E

一次%

O;

染色评价小鼠肺部炎

症&酶联免疫吸附试验!

-EP>/- 4=EQ-I =//HE3R310-ES <RR<>

"

;L(TK

#检测血清及
JKLM

上清中
(L

#

#"

和
(L

#

#?

水平% 结果"正常对照组小鼠肺组织肺内支气管结构正常"未见炎症细胞浸润% 哮喘组及激发后

哮喘组小鼠支气管壁黏膜上皮细胞损伤"有炎症细胞浸润% 健儿乐颗粒加哮喘组小鼠支气管和血管周围炎

症明显减轻% 与正常对照组比较"哮喘组血清及
JKLM

中
(L

#

#?

水平升高"

(L

#

#"

水平降低"差异均有统计学

意义!

U V"

!

"#

#% 与哮喘组比较"激发后哮喘组血清及
JKLM

中
(L

#

#?

水平升高"

(L

#

#"

水平降低"差异均有

统计学意义!

U V"

!
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#&健儿乐颗粒加哮喘组
(L

#

#?

水平降低"

(L

#

#"

水平升高"差异均有统计学意义!

U V

"

!

"#

#% 与激发后哮喘组比较"血清及
JKLM

中健儿乐颗粒加哮喘组
(L

#

#?

水平降低"

(L

#

#"

水平升高"差异

均有统计学意义!

U V"

!

"#

#% 结论"健儿乐颗粒防治哮喘的作用机制"可能与其调节小鼠血清$

JKLM

中

)C#?B)1-D

细胞因子间的平衡有关%

关键词"健儿乐颗粒&哮喘&
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""支气管哮喘$

013E.C=<4 <RSC/<

"简称哮喘%是呼

吸系统的常见病'多发病"以慢性气道炎症及气道重塑

为特征"表现为多种炎性细胞$淋巴细胞'嗜酸粒细

胞'肥大细胞'上皮细胞等%和细胞因子浸润及气道高

反应性( 哮喘的主要病理改变是气道的慢性炎症"以

及由此引发的气道高反应性和气道结构的重构"其具

体发病机制目前仍不清楚( 新近研究显示
)C#?

细胞

及
)1-D

细胞功能失衡在哮喘的发生'发展中起重要

作用"可加剧肺部炎症发展"降低呼吸功能)

#

*

( 调节

)C#?B)1-D

之间的平衡可能成为治疗哮喘的新方法(

健儿乐颗粒"由烟台市中医医院制剂室制"以+卫出三

焦,理论组方)

!

*

"用于治疗小儿哮喘"经前期实验研究

中发现"可明显改善哮喘小鼠气道炎性反应"但
)C#B

)C!

失衡并未得到纠正)

%

*

"显示该药的作用机制与其

他免疫调控方式有关( 因而本实验以
)C#?B)1-D

为

出发点"探讨健儿乐颗粒防治哮喘的其他可能机制"为

该方进一步推广和应用提供现代科学依据(

材料与方法

#

"动物"

8"

只健康雌性
J<40B.

小鼠"

TUM

级"

体重
#$ d!: D

"

$ d7

周龄"由山东大学实验动物中心

提供"动物合格证编号#

T&Zc

$鲁%

!"#%""":

( 实验

期间"饲养环境通风良好"室温
!#

&左右(

!

"药物"健儿乐颗粒$主要药物为山楂'鸡内

金'黄芪'党参'冬虫夏草'蜂胶'防风'陈皮'五味子'甘

草"按比例
#

'

#

'

%

'

!

'

"

!

$

'

#

'

#

'

#

'

#

'

"

!

9

配制"经混

合'水煎'浓缩'烘干"制粒装袋"每袋
#" D

%"由烟台市

中医医院制备(

%

"试剂与仪器"主要试剂#鸡清白蛋白$

A2K

%

购自
T=D/<

公司$批号#

#"""??:97"

%&

(L

#

#"

$批号#

!"#8"8

%'

(L

#

#? ;L(TK

试剂盒$批号#

!"#8"9

%"购自

美国
]<\=I0=3

公司( 主要仪器#

8"!

型超声雾化器"

上海天缘医用生物有限公司&

,+(%"""+

型光学显微

镜"德国
L-=.<

制造&

K1=34

型病理摄像及图像分析系

统"德国
L-=.<

制造(

8

"动物分组及模型的建立"将
8"

只健康雌性

J<40B.

小鼠按体重根据随机数字表法分为正常对照

组'哮喘组'激发后哮喘组和健儿乐颗粒加哮喘组"共

8

组"每组
#"

只( 除正常对照组外"其余
J<40B.

小鼠

按参考文献)

8

*开始造模"第
#

天一次性腹腔注射抗

原混悬液
"

!

% /L

$

A2K D1<I- 2

"

#" /D

'氢氧化铝

!" /D

'生理盐水
"

!

% /L

%"正常饲养至第
#8

天开始"

造模
J<40B.

小鼠用
#NA2K

$

D1<I-"

%溶液$

8"!

超声

雾化器%雾化吸入"隔天
#

次"每次约
8" /=E

"共
?

次(

末次吸入激发后正常饲养
!

周"小鼠出现明显的腹肌收

缩"呼吸困难或点头样呼吸"严重者出现动作迟缓或俯

伏不动'四肢瘫软"反应迟钝等反应时停止( 造模过程

中"

J<40B.

小鼠无死亡"哮喘缓解期模型造模成功( 造

模小鼠第
8

周开始给予药物干预"给药
!

周后"激发后

哮喘组'健儿乐颗粒加哮喘组再次用
#NA2K

$

D1<I-

"

%溶液雾化吸入激发约
8" /=E

一次(

9

"给药方法"用药剂量按施新萣)

9

*方法计算"

健儿乐颗粒加哮喘组组小鼠给予
"

!

8 /L

健儿乐颗粒

水煎液$健儿乐颗粒用蒸馏水溶解至
"

!

%$ DB/L

"给

药剂量按体重计算相当于临床儿童剂量的
:5#

倍%"连

续
#8

天"每天
#

次( 其他各组灌胃以等量的生理盐

水"持续
#8

天(

$

"检测指标及方法
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#

"小鼠行为学改变"观察各组小鼠行动'呼

吸'情绪等变化"尤其注意观察小鼠有否咳喘'点头样

呼吸等(

$

!

!

"病理学观察"剪取小鼠左侧肺叶置于
#"N

福尔马林溶液中( 常规取材'脱水'石蜡包埋'制备石

蜡切片'

O;

染色'中性树胶封片"光学显微镜下观察

肺部的炎症病理改变(

$

!

%

"血清及支气管肺泡灌洗液$

013E.C3<4F-3

#

4<1 4<F<D- G4H=Ie JKLM

%的制备"给药结束后"激发

后哮喘组'健儿乐颗粒加哮喘组再次用
#N A2K

$

D1<I-"

%溶液$

8"!

超声雾化器%雾化吸入激发约

8" /=E

( 末次激发后
!8 C

内"所有小鼠摘眼球法从

眶动'静脉采血"即行离心 $

8

&"

! """ 1 B/=E

"

#" /=E

%取血清约
"

!

% d"

!

9 /L

"标本标号后置于 (

7"

&冰箱保存"待测细胞因子( 颈椎脱臼处死
J<40B.

小鼠后"逐层分离气管'插管'结扎左肺"立即将留置针

插入气管"用
# /L

注射器抽取生理盐水
# /L

后"接

于留置针后缓慢注入"同时稍微用力按摩胸部"以便灌

洗充分"然后再缓慢抽出"连续
%

次对右肺叶进行灌

洗"可回收约
! /L

肺泡灌洗液"随后将其置于
9 /L

的离心管中离心
#" /=E

$

8

&"

! """ 1 B/=E

%"留取上

清液
# /L

"标本编号后置于(

!"

&冰箱中保存"待测

细胞因子(

$

!

8

"

;L(TK

法检测小鼠
JKLM

及血清
(L

#

#"

和

(L

#

#?

水平"检测步骤严格按
;L(TK

试剂盒要求

进行(

?

"统计学方法"采用
TUTT #?

!

"

软件包进行

统计"数据均以
_

)

R

表示( 均符合正态分布和方差

齐性的资料"多组间比较采用单因素方差分析

$

K2A6K

%"两两比较采用
LT,

#

S

检验"

U V "

!

"9

为

差异有统计学意义(

结""果

#

"各组小鼠行为学改变"正常对照组小鼠毛发

光泽"活动灵活( 哮喘组'激发后哮喘组'健儿乐颗粒

加哮喘组小鼠予
A2K

气道吸入后出现呼吸增快'躁

动不安'咳嗽喘息'抓耳挠痒以及明显的腹肌收缩"呼

吸困难或点头样呼吸"严重者出现动作迟缓"反应迟钝

等"随着吸入次数增多"上述症状表现日益明显"造模

成功后"哮喘组和激发后哮喘组上述症状无改善&健儿

乐颗粒组小鼠则日益减轻(

!

"各组小鼠肺组织病理学变化$图
#

%"正常对

照组小鼠肺组织肺内支气管结构正常"柱状上皮细胞

排列整齐"纤毛无倒伏'缺失等异常"肺泡壁毛细血管

无充血'缺血"肺泡腔内清洁无渗出"未见炎症细胞浸

润( 哮喘组及激发后哮喘组小鼠支气管壁黏膜上皮细

胞损伤"纤毛倒伏'缺失"支气管壁充血'水肿"可见以

淋巴细胞'嗜酸性粒细胞和单核细胞为主的炎细胞浸

润"伴有支气管平滑肌层肥大'增生"周围肺泡间隔增

宽"伴炎细胞浸润( 健儿乐颗粒加哮喘组小鼠支气管

和血管周围炎症明显减轻"可见少量的淋巴细胞'嗜酸

性粒细胞浸润"偶见中性粒细胞"毛细血管轻度扩张"

其病变程度较哮喘组及激发后哮喘组有所减轻"肺泡

亦出现充血'水肿(

""注#

K

为正常对照组&

J

为哮喘组&

&

为激发后哮喘组&

,

为

健儿乐颗粒加哮喘组&黄色箭头表示嗜酸性粒细胞增多为主&黑

色箭头表示支气管黏膜增厚

图
#

$各组小鼠肺病理比较$$

O;

染色" *

8""

%

%

"各组小鼠血清中炎症因子
(L

#

#?

和
(L

#

#"

水平

比较 $表
#

%"与正常对照组比较"哮喘组
(L

#

#?

水平升

高"

(L

#

#"

水平降低$

U V"

!

"#

%( 与哮喘组比较"激发后

哮喘组
(L

#

#?

水平升高"

(L

#

#"

水平降低$

U V"

!

"#

%&健

儿乐颗粒加哮喘组
(L

#

#?

水平降低"

(L

#
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水平升高

$
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%(与激发后哮喘组比较"健儿乐颗粒加哮喘

组
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#
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#

#"

水平升高$
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表
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"
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!

$?

)

#

!
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!
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)

"

!

:%

!

激发后哮喘
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!
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#
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#
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"

健儿乐颗粒加哮喘
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!
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#
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!

"#
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"各组小鼠
JKLM

中炎症因子
(L

#

#"

和
(L

#

#?

水

平比较$表
!

%"与正常对照组比较"哮喘组
(L

#

#?

水平

升高"

(L

#

#"

水平降低$

U V"

!

"#

%( 与哮喘组比较"激发
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后哮喘组
(L

#

#?

水平升高"

(L

#

#"

水平降低$

U V"

!

"#
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健儿乐颗粒加哮喘组
(L

#

#?

水平降低"

(L

#
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水平升高

$

U V"
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%( 与激发后哮喘组比较"健儿乐颗粒加哮喘

组
(L

#

#?

水平降低"

(L

#

#"

水平升高$

U V"

!

"#

%(
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$各组小鼠
JKLM

上清液
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和
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水平比较$
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讨""论

免疫失衡是哮喘免疫易感体质形成的本质"在各

种因素的作用下"

)C

细胞出现漂移现象"每类
)C

亚群

通过分泌独特的细胞因子对哮喘气道炎症的形成施加

影响)

$

*

( 所以"使用药物对
)

细胞漂移所造成免疫失

衡进行干涉是逆转哮喘免疫易感体质的重要途径(

有研究认为"辅助性
)

淋巴细胞$

C-4\ ) .-44R

"

)C

%中的
)C#

和
)C!

亚群免疫应答失衡"是哮喘发生

的关键因素)

?

*

( 但近年来逐渐多的研究显示"单独的

)C#B)C!

免疫失衡难以全面解释哮喘患者的免疫体

质)

7

"

:

*

(

)C#?

和调节性
)

淋巴细胞 $

1-DH4<S31> )

.-44R

"

)1-D

%被发现是
)C

细胞的两类新亚群"并与哮

喘等自身免疫性疾病的发生密切相关( 由于
)C#?

和

)1-D

相互拮抗的作用"它们成为评价免疫平衡的新标

尺( 已有实验研究证明"哮喘患者体内
(L

#

#?

水平增

高且与疾病的严重程度成正相关)

#"

(

#!

*

( 这些都将哮

喘发病过程中免疫学机制指向一种新的学说#

)C#?B)1-D

免疫平衡)

#%

*

"近期的相关研究也进一步证

明了这个问题)

#8

"

#9

*

(

对于作为哮喘结的机体免疫紊乱"发作期的治

疗主要着眼于气道炎症的消退"并不能解决免疫紊乱"

基于哮喘的易复发性及由于反复发作而导致病情发展

的危害"缓解期预防性治疗是哮喘治疗的核心部分"这

与中医治未病的理念一致( 目前多数医家认为哮喘缓

解期以正虚为主"正虚可以表现为肺虚'脾虚'肾虚"所

以从补肺固卫)

#$

*

'健运脾胃)

#?

*

'补肾培元)

#7

*治疗者

居多"也有联合几种方法论治者)

#:

*

(

中医学理论认为"卫气是抵御外邪的重要物质(

既往关于缓解期的治疗理论"多强调脏腑功能不足"而

忽视脏腑与卫气相互作用的问题( 鉴于此"本课题组

提出"+卫出三焦,"肺脾肾三脏作为统一协调的整体"

在卫气生成和功能发挥中起关键作用&缓解期扶正固

本要把三者作为一个整体来思考)

!

*

( 这与临床调查

所揭示的哮喘发病内因一致)

!"

*

( 健儿乐颗粒即基于

以上研究并结合临床用药经验所拟方剂(

前期研究中发现"健儿乐颗粒能减少哮喘发作"进

而逐步改善呼吸道功能)

!#

*

&并可明显改善哮喘小鼠气

道炎性反应"但
)C#B)C!

失衡并未得到纠正)

!!

*

"显示

该药的作用机制与其他免疫调控方式有关( 另有研究

表明"本方中所用药物黄芪具有提高免疫抑制小鼠

&,8

a

&,!9

a

)1-D

细胞数的比例'降低
&,8

a

)

细胞

的数量及抑制
(L

#

#?

分泌活性的作用)

!%

*

&方中冬虫夏

草提取物能够明显促进
+L&

体系细胞中
)1-D

细胞

增殖"抑制
)C#?

细胞增殖"降低
)C#?B)1-D

细胞比

值"改变
)C#?B)1-D

轴的平衡"同时增加
(L

#

!

分泌'减

少
(L

#

$

'

(L

#

#?

'

(L

#

!%

分泌"有利于诱导免疫耐受)

!8

*

(

表明本方可能对
)C#?B)1-D

的失衡有调控作用(

(L

#

#?

是
)C#?

细胞独特分泌的效应细胞因子"可

以诱导多种细胞分泌和释放多种中性粒细胞趋化因

子"进而导致大量的中性粒细胞募集"加重哮喘气道炎

症( 另一方面"可以促使气道黏液腺分泌大量黏液"增

加气道的高反应性"从而在哮喘气道重塑的过程中发

挥重要的作用(

(L

#

#"

是
&,8

a

&,!9

a

)1-D

分泌的

抑制性细胞因子"在哮喘发病机制中具有负调节作用"

对哮喘炎症启动过程中
)

细胞的活化'细胞因子分泌

$如
(L

#

8

'

)6M

等%及炎性细胞在气道内积聚'激活及

分泌细胞因子都有抑制作用"也可阻止
&,

a

)

细胞受

体介导的
)

细胞的活化"抑制嗜酸粒细胞表达"加速嗜

酸粒细胞加速凋亡"而发挥抗过敏作用(

在本实验研究中发现哮喘小鼠
JKLM

'血清中
(L

#

#"

水平在哮喘组较正常对照组明显下降"表明在哮喘

中
)1-D

细胞功能较正常对照组明显下降"提示
)1-D

细胞在哮喘中对机体起到保护作用"

)1-D

细胞功能的

降低与哮喘的发生'发展有着密切的联系( 哮喘组中

)C#?

相关细胞因子
(L

#

#?

在
JKLM

'血清中水平亦较

正常对照组明显升高"表明
)C#?

参与了哮喘的发病

过程( 健儿乐颗粒加哮喘组小鼠的
JKLM

及血清中"

(L

#

#?

水平均较哮喘模型组小鼠明显降低$

U V"

!

"#

%&

而
(L

#

#"

水平均较哮喘模型组升高$

U V"

!

"#

%( 提示

经过健儿乐颗粒干预后"哮喘小鼠体内促炎细胞因子

和抑制炎症细胞因子的变化趋势向疾病好转方向发

展"说明健儿乐颗粒对
)C#?B)1-D

相关细胞因子具有

良性调节作用(

综上所述"健儿乐颗粒能有效缓解哮喘小鼠的症

状表现"抑制气道炎症反应"其作用机制可能是通过下
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调
)C#?

及其细胞因子"上调
)1-D

及其细胞因子"从

而纠正
)C#?B)1-D

平衡"使之向
)1-D

倾斜"有效抑制

)C#?

的过度免疫反应(
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