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!基础研究!

穿山龙总皂苷对哮喘小鼠
6KL

#

7J

表达及

L'7MINM(

信号通路的影响

江立斌#

$戴金峰!!

摘要$目的$观察穿山龙总皂苷对哮喘小鼠乳腺回归蛋白"

6KL

#

7J

#表达及磷脂酰肌醇 "

7

"激酶
I

蛋

白激酶
6

"

L'7MINM(

#信号通路的影响$ 方法$采用卵白蛋白"

H0N

#注射%雾化吸入致敏
6NO6IF

小鼠复

制慢性哮喘模型&将造模成功的
8"

只小鼠随机分成空白组%模型组%穿山龙总皂苷组%醋酸泼尼松组和联合

治疗组&每组
#"

只$ 在实验第
#=

%

88

天&空白组和模型组以生理盐水灌胃&穿山龙总皂苷组予穿山龙总皂

苷
$" ?PI

"

BP

!

D

#灌胃&泼尼松组给醋酸泼尼松
8 ?PI

"

BP

!

D

#灌胃&联合治疗组予穿山龙总皂苷

!" ?PI

"
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!

D

#加醋酸泼尼松
!

!

8 ?PI

"

BP

!

D

#灌胃$ 采用
Q>

染色观察各组小鼠气道重塑情况'采用免

疫组化和
)<RS<., 621S

检测各组肺组织
6KL

#

7J

表达及
L'7MINM(

信号通路激活水平$ 结果$与空白组

比较& 模型组小鼠可见气道重塑改变&经穿山龙总皂苷或醋酸泼尼药物干预后各组均有改善$ 免疫组化和

)<RS1, 621S

检测显示(与空白组比较&模型组
6KL

#

7J

%

L'7M

%

NM(

蛋白表达均升高"

L T"

!

"#

#'与模型组

比较&各药物干预组
6KL

#

7J

%

L'7M

%

NM(

蛋白表达均降低"

L T"

!

"#

#&且联合治疗组较穿山龙总皂苷组和

泼尼松组降低更明显"

L T"

!

"8

#$ 结论$穿山龙总皂苷可通过抑制
6KL

#

7J

的表达%抑制
L'7MINM(

信号

通路&从而抑制哮喘小鼠气道重塑&其效果与醋酸泼尼松相当&同时与泼尼松联合治疗存在协同作用$
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$$支气管哮喘$简称为哮喘%是一种常见的慢性呼

吸系统疾病( 气道重构被认为是引起不可逆性气道阻

塞和难治性哮喘的病理基础和重要原因之一( 国内外

研究发现乳腺回归蛋白$

\.<+RS .<P.<RR@1, V.1S<@,

#

7J

!

6KL

#

7J

%在多种疾病关于
(Y!

诱导的炎症反应'

细胞因子调控和组织结构重塑等方面都有重要作

用!在哮喘气道重构中也起着重要作用)

#

!

!

*

( 穿山龙

具有抗炎!调节免疫!镇咳祛痰等作用!能够改善咳

喘患者的症状!并且不良反应小!其提取物穿山龙总

皂苷作为单药研究也受到越来越多学者的关注)

7

!

$

*

(

本实验应用卵白蛋白 $

1_+2\-?@,

!

H0N

% 致敏

6NO6IF

小鼠复制慢性哮喘模型!通过观察穿山龙总

皂苷对哮喘小鼠
6KL

#

7J

表达及磷脂酰肌醇
7

激酶

$

VY1RVY+S@D/2@,1R@S12 7

#
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!

L'7M
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蛋白激酶

6

$

V.1S<@, B@,+R< 6

!

NM(

%信号途径的影响来探讨

其作用机制(

材料与方法

#

$动物$清洁级雌性
6NO6IF

小鼠
8"

只!

;

%

=

周龄!体重$

#=

'

!

%

P

!由浙江中医药大学实验动

物中心提供!动物合格证号#

X%bM

$沪%

!""=

"

""#;

!实验室符合国家动物实验设施屏蔽环境标准!

动物实验条件合格证号#

X9bM

$浙%

!"#7

"

"#=$

!

小鼠在实验室饲养适应
#

周!自由饮水!温度#$

!$

'

#

%(!湿度#

8"`

%

:"`

( 动物实验参考+关于善待

实验动物的指导性意见,!本实验经浙江中医药大学

附属第一医院伦理委员会审查通过$

413 !"#$

#

MO

#

"=!

"

"#

%(

!

$药物$

H0N

$

0

级'纯度
cJ=`

!美国
X@P?+

公司!批号#

#""#$8";J7

%&硫酸铝钾$上海生物制

品研究所!批号#

##":"#

%&穿山龙总皂苷$杭州达文

生物有限公司!批号#

OG!"#7""!"]

%&醋酸泼尼松

片 $ 浙 江 仙 琚 制 药 股 份 有 限 公 司! 批 号#

Q77"!#!":

%(

7

$主要试剂及仪器$

6KL

#

7J

抗体$

KdG

公司!

批号#

bNQ"!#8"8

%&

NM(

抗体 $

%X(

公司!批号#

""!$

%&

L'7M

抗体$

%X(

公司!批号#

"""$

%( 超声雾

化仪!型号#

J="

#

N

型!上海医械专机厂& "

="

(低温

冰箱$

4N6'ON#:8

%!日本松下电器公司&电子秤!型

号#

]N#""$

!上海天平仪器厂&光学显微镜!

H2/?V-R

公司!日本&水平电泳槽!

6@1

#

K+D

公司!美国(

$

$动物分组及模型的建立$

8"

只小鼠随机分成

空白组'模型组'穿山龙总皂苷组'醋酸泼尼松组'联合

治疗组!每组
#"

只( 采用
H0N

注射雾化吸入致敏激

发法复制慢性哮喘小鼠模型)

8

*

( 造模过程中小鼠无

死亡( 除空白组外!所有小鼠在造模第
"

天和第
#!

天腹腔注射
"

!

"8 ?P H0N e #"`

硫酸铝钾混悬液

"

!

# ?O

以致敏!第
#=

%

!7

天连续每天予
8`H0N

生

理盐水溶液超声雾化激发!

7" ?@,I

次!每天
#

次!第

!;

天起!予
8` H0N

生理盐水溶液超声雾化激发!

7" ?@,I

次!每周
7

次!第
88

天处死小鼠( 空白组用等

量生理盐水替代进行腹腔注射和雾化吸入(

8

$干预方法$各组均于实验第
#=

天起灌胃给

药!每天
#

次!至第
88

天( 根据前期研究结果)

8

!

;

*

!以

相当于临床成人用量的
8

倍!穿山龙总皂苷组给予穿

山龙总皂苷
$" ?PI

$

BP

"

D

%灌胃!泼尼松组给醋酸泼

尼松
8 ?PI

$

BP

"

D

%灌胃&联合治疗组予穿山龙总皂

苷
!" ?PI

$

BP

"

D

%加醋酸泼尼松
!

!

8 ?PI

$

BP

"

D

%灌

胃&空白组和模型组给予相同体积的生理盐水灌胃(

各组均于雾化吸入后给药!每天
#

次!实验第
#=

天到

88

天连续给药(

;

$标本收集$每只小鼠最后
#

次雾化激发后

!$ Y

内用
7`

戊巴比妥
7 ?OIBP

腹腔注射麻醉开胸!

进行左侧支气管肺泡灌洗!冷
L6X

灌洗
"

!

7 ?OI

次!
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7

次!回吸率在
="`

以上!

$

(

="" . I?@,

离心!

8 ?@,

!收集上清液! "

!"

(保存备用( 用含
#`

肝素

的无菌生理盐水
#"" ?O

快速冲洗肺血管床后!取右

肺中叶肺组织$含亚段支气管%和中间支气管!置于

$`

多聚甲醛溶液固定(

:

$检测指标及方法

:

!

#

$气道壁厚度及平滑肌厚度测定$将经
$`

多聚甲醛固定后的右侧气道组织!石蜡包埋'切片!厚

约
8 !?

&石蜡切片进行常规苏木精 "伊红染色!观察

病理形态学改变&每只鼠随机选
7

张苏木精 "伊红染

色切片!每张切片中选直径为
!""

%

$"" !?

!长径
I

短

径
"#

!

!

!较规整的小支气管!选其中的
!

%

;

个支气

管横截面积(

:

!

!

$免疫组化检测
6KL

#

7J

'

L'7M

及
NM(

蛋白

表达$

6KL

#

7J

'

L'7M

及
NM(

免疫组织化学半定量

分析!石蜡切片常规脱蜡至水!

7"`

过氧化氢
#

份
e

蒸馏水
#"

份混合!室温
8

%

#" ?@,

以灭活内源性酶!

蒸馏水洗
7

次!每次
8 ?@,

&采用微波抗原修复&滴加

8` 6XN

封闭液!室温反应
!" ?@,

!甩去多余液体!

不洗&各组分别滴加
#

)

#""

的
"

抗$兔抗鼠
6KL

#

7J

'

L'7M

及
NM(

多克隆抗体%!

$

(过夜&

L6X

洗净后!

滴加生物素化的
#

抗 $羊抗兔
'P[

%!

7:

(反应

7" ?@,

!

L6X

洗
7

次!每次
! ?@,

&滴加链酶亲和素"

生物素"过氧化物酶复合液!

7:

(反应
7" ?@,

!

L6X

洗
$

次!每次
8 ?@,

&滴加
GN6

显色试剂盒中
N

'

6

'

%

液各
#

滴!室温下显色!镜下控制反应时间$

#" ?@,

左

右%!蒸馏水洗净!苏木精轻度复染!中性树胶封片观

察( 阴性对照以磷酸盐缓冲液代替一抗!其他条件均

相同( 染色判断标准#阴性为不着色!弱阳性呈淡黄

色!阳性呈黄色!强阳性呈棕黄色或棕色( 随机取

#"

个视野!采用计算机图像处理软件测定各组气道壁

6KL

#

7J

'

L'7M

及
NM(

含量$以免疫组织化学染色阳

性单位
NHG

值表示%(

:

!

7

$

)<RS<., 621S

检测
6KL

#

7J

'

L'7M

及
NM(

蛋白表达$取气道组织经液氮内研磨后放入
>VV<,

#

D1.U

管中!加人
!"" !O

的蛋白裂解液冰浴中机械匀

浆!

$

(过夜!

$

(

#! """

*

P

离心
$8 ?@,

!吸出上

清( 采用
]12@,

#酚试剂法进行蛋白定量后!取
$" !P

和蛋白质加载染料)含有
=`

十二烷基硫酸钠'

"

!

"$`

考马斯蓝
K

#

!8"

'

$"`

甘油'

!"" ??12IO

盐酸缓冲液

$

VQ;

!

=

%和
#"`!

"巯基乙醇*一起煮沸至
#""

(

#" ?@,

!然后进行
XGX

#聚丙烯酰胺凝胶电泳观测(

蛋白质加入上样孔中!电泳后湿转至聚偏二氟乙烯膜

上!加入主要抗体$

#

)

! """

稀释液%共同孵育过夜!次

日加入辣根过氧化物酶标记的二次抗体$

#

)

8 """

%!

洗膜后!加入化学发光试剂$

>%O

%显色'胶片曝光(

在凝胶成像分析系统上行摄像分析并计算出检测蛋白

灰度值(

=

$统计学方法$采用
XLXX !!

!

"

统计软件处

理( 实验数据用
W

'

R

表示!先对各组数据行正态性检

验和方差齐性分析!若符合正态性检验的两组间比较

采用
S

检验!若不符合正态分布!则行非参数多重秩和

检验!

L T"

!

"8

为差异有统计学意义(

结$$果

#

$各组行为学变化$空白组小鼠雾化吸入后无

明显异常反应!模型组小鼠雾化后!出现烦躁不安!易

惊!呼吸急促!抓耳挠腮!毛色失去光泽!二便失禁等症

状( 醋酸泼尼松组'穿山龙总皂苷组及联合组与模型

组症状相似!但程度明显减轻(

!

$各组
Q>

染色病理切片变化$图
#

%$空白组

小鼠气道上皮完整!无明显增厚!气道周围偶见极少

量炎性细胞!肺泡壁结构完整( 模型组小鼠气道壁

明显增厚!气道及血管周围有大量炎性细胞浸润!以

嗜酸性粒细胞'淋巴细胞'中性粒细胞为主!气道壁

增厚!管腔狭窄!气道平滑肌增厚( 穿山龙总皂苷

组'泼尼松组和联合组小鼠气道仍有炎性细胞浸润'

气道平滑肌增厚!气道壁增厚!官腔狭窄!但均有所

改善(

$$注#

N

为空白组&

6

为模型组&

%

为穿山龙总皂苷组&

G

为

泼尼松组&

>

为联合治疗组& 箭头所指为气道壁结构

图
#

#各组
Q>

染色病理切片变化$$

Q>

! *

#""

%

7

$各组
6KL

#

7J

'

L'7M

及
NM(

免疫组化结果比

较$表
#

!图
! f$

%$与空白组比较!模型组
6KL

#

7J

'

L'7M

'

NM(

阳性表达
NHG

值均增高$

L T"

!

"#

%( 与

模型组比较!各药物干预组
6KL

#

7J

'

L'7M

'

NM(

阳性

表达
NHG

值均降低$

L T"

!

"#

!

L T"

!

"8

%&分别与穿

山龙总皂苷组'泼尼松组比较!联合治疗组
6KL

#

7J

'

L'7M

及
NM(

阳性表达
NHG

值有明显降低 $

L T

"

!

"8

%(
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#

表
#

#各组小鼠
6KL

#

7J

'

L'7M

及
NM(

免疫组化结构

比较$$

W

'

R

%

组别
, 6KL

#

7J L'7M NM(

空白
#" $

&

$=

'

"

&

J8 8

&

#=

'

"

&

=! $

&

J=

'

"

&

=J

模型
#"

##

&

J!

'

#

&

;J

#

#"

&

";

'

#

&

8"

#

##

&

"!

'

#

&

=J

#

穿山龙总皂苷
#"

:

&

$$

'

"

&

:;

!!$

:

&

:=

'

#

&

#;

!$

=

&

""

'

#

&

#:

!$

泼尼松
#"

=

&

7=

'

#

&

#;

!!$

:

&

8"

'

"

&

=;

!$

:

&

:$

'

"

&

;#

!!$

联合治疗
#"

;

&

##

'

"

&

;!

!!

;

&

7;

'

"

&

:"

!!

;

&

8;

'

"

&

=#

!!

$$注# 表内所有数据需*

#"

"

!

&与空白组比较!

#

L T"

!

"#

&与模型对组比较!

!

L T"

!

"8

!

!!

L T"

!

"#

&与联合治疗组比较!

$

L T"

!

"8

$$注#

N

为空白组&

6

为模型组&

%

为穿山龙总皂苷组&

G

为

泼尼松组&

>

为联合治疗组& 箭头指
6KL

#

7J

阳性表达

图
!

#各组小鼠肺组织
6KL

#

7J

免疫组化结果

$

GN6

显色! *

!""

%

$$注#

N

为空白组&

6

为模型组&

%

为穿山龙总皂苷组&

G

为泼尼松组&

>

为联合治疗组& 箭头指
L'7M

阳性表达

图
7

#各组小鼠肺组织
L'7M

免疫组化结果

$

GN6

显色! *

!""

%

$$注#

N

为空白组&

6

为模型组&

%

为穿山龙总皂苷组&

G

为

泼尼松组&

>

为联合治疗组&箭头指
NM(

阳性表达

图
$

#各组小鼠肺组织
NM(

免疫组化结果

$

GN6

显色! *

!""

%

$$

$

$各组
6KL

#

7J

'

L'7M

及
NM(

表达灰度值比较

$表
!

!图
8

%$与空白组比较!模型组
6KL

#

7J

'

L'7M

'

NM(

蛋白表达均有升高$

L T"

!

"#

%( 与模型组比较!

各药物干预组
6KL

#

7J

'

L'7M

'

NM(

蛋白表达均降低

$

L T"

!

"#

!

L T"

!

"8

%&分别与穿山龙总皂苷'泼尼松

组比较!联合治疗组
6KL

#

7J

'

L'7M

'

NM(

表达均有明

显降低 $

L T"

!

"8

%(

表
!

#各组
6KL

#

7J

'

L'7M

'

NM(

表达灰度值比较$$

W

'

R

%

组别
, 6KL

#

7J L'7M NM(

空白
#" "

&

$8

'

"

&

":7 "

&

8$

'

"

&

";! !:

&

#;

'

$

&

J:!

模型
#"

"

&

J7

'

"

&

##7

#

"

&

J!

'

"

&

"J8

#

8;

&

88

'

:

&

!!:

#

穿山龙总皂苷
#"

"

&

;:

'

"

&

";$

!!$

"

&

:=

'

"

&

"J7

!$

$;

&

##

'

8

&

:#8

!$

泼尼松
#"

"

&

;;

'

"

&

"8$

!!$

"

&

::

'

"

&

"==

!$

$8

&

$J

'

;

&

=;$

!$

联合治疗
#"

"

&

8:

'

"

&

"$J

!!

"

&

;$

'

"

&

"$J

!!

7$

&

:$

'

$

&

"$!

!!

$$注#表内所有数据需*

#"

"

!

&与空白组比较!

#

L T"

!

"#

&与模型组

比较!

!

L T"

!

"8

!

!!

L T"

!

"#

&与联合治疗组比较!

$

L T"

!

"8

$$注#

N

为空白组&

6

为模型组&

%

为穿山龙总皂苷组&

G

为泼

尼松组&

>

为联合治疗组

图
8

#各组小鼠
)<RS1, 621S

检测后显影效果图

讨$$论

中药穿山龙是薯蓣科薯蓣属植物穿龙薯蓣的根

茎!主要含薯蓣皂苷'薯蓣皂苷元'

!8

#

!

#螺旋甾#

7

!

8

#

二烯'纤细薯蓣皂苷'穗菝葜甾苷'

!8

#

G

#螺甾#

7

!

8

#二

烯及对羟基苄基酒石酸)

:

!

=

*

( 穿山龙总皂苷水解产生

薯蓣皂苷元( 薯蓣皂苷元与甾体激素类药物结构相

近( 穿山龙总皂苷经口给药后在胃肠道中能较快地被

吸收!药"时曲线下面积较大!利用程度较高)

J

*

( 本

课题组前期研究发现穿山龙总皂苷可以调节
**L

#

J

'

('*L

#

#

的表达'抑制白介素#

#:N

的表达!抑制气道平

滑肌增殖!抑制慢性哮喘小鼠气道重塑!并能上调哮喘

小鼠糖皮质激素受体
$

的表达)

8

!

;

!

#"

!

##

*

(

*1UU+SS *]

)

#!

*回顾了世界范围内针对哮喘发病相

关基因的全基因组关联性研究!最终确定了
%Q'7O#

基因

和
HK*GO7

基因与哮喘的发病关系最为密切(

%Q'7O#

基因编码的产物是壳质酶样蛋白$

9MO

#

$"

%(

9MO

#

$"

是

存在于哺乳动物的一种壳质酶类似物蛋白$

FY@S@,+R<

#

2@B< V.1S<@,

!

%OL

%!被认为是
%OL

在哺乳动物中的一种
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" !(###"

表型!其小鼠同源体称为
6KL

#

7J

( 近年来研究发现

6KL

#

7JI9MO

#

$"

在多种疾病
(Y!

诱导的炎症反应'细胞

因子调控和组织结构重塑等方面都有重要作用!是
(Y!

介导的疾病的治疗性靶点!在哮喘气道重构中也起着重

要作用)

#7

*

(

6+.+ '

等)

#$

*研究发现
9MO

#

$"

能增加
NX*

细胞的增殖与迁移能力!提示
9MO

#

$"

在哮喘气道重构'

尤其在哮喘气道
NX*

增殖迁移中扮演重要的角色(

6KL

#

7JI9MO

#

$"

刺激
NX*

细胞的增殖和迁移!依赖于

激活
L'7M

'

NM(ILM6

信号途径)

!

*

( 抑制
L'7MINM(

信

号通路能减轻卵白蛋白激发哮喘模型的气道重构)

#8

*

(

本实验应用
H0N

致敏
6NO6IF

小鼠复制慢性哮

喘模型!观察穿山龙总皂苷对哮喘小鼠
6KL

#

7J

表达

及
L'7MINM(

信号途径活化的影响( 结果显示模型组

6KL

#

7J

'

L'7M

'

NM(

蛋白的表达要明显高于空白组!

并差异有统计学意义!说明
6KL

#

7J

'

L'7MINM(

信号

通路在哮喘气道重塑中起着重要作用( 各药物干预组

与模型组比较!差异均有统计学意义!说明各治疗组可

以通过抑制
6KL

#

7J

的表达!抑制
L'7MINM(

信号通

路!从而抑制慢性哮喘小鼠的气道重塑!达到治疗哮喘

的目的( 与泼尼松组比较!穿山龙总皂苷组
6KL

#

7J

'

L'7M

'

NM(

蛋白表达均无差异!说明穿山龙总皂苷抑制

6KL

#

7J

表达及
L'7MINM(

信号通路与醋酸泼尼松效

果相当( 与穿山龙总皂苷'泼尼松组相比!联合治疗组

6KL

#

7J

'

L'7M

'

NM(

表达均有明显降低!提示穿山龙总

皂苷与泼尼松联合治疗存在协同作用!其机制可能与本

课题组前期研究发现穿山龙总皂苷能上调哮喘小鼠糖

皮质激素受体
$

表达相关)

##

*

( 通过本实验发现穿山龙

总皂苷能抑制
6KL

#

7J

的表达'抑制
L'7MINM(

信号通

路'抑制哮喘小鼠气道重塑!

L'7MINM(

信号通路极有

可能是
6KL

#

7J

下游的一条极其重要的信号通路(

利益冲突! 所有作者均声明不存在利益冲突(
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