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温阳汤对职业性哮喘模型大鼠
&E%;

I 分化的影响

贾仰民#

"胡祖应#

"王"丽!

"王淑娟#

"韩静茵#

"喻"婷#

"严伟伟#

摘要"目的"研究温阳汤对职业性哮喘模型大鼠
&E%;

I分化的影响! 方法"选择健康雄性
JE

大鼠

:"

只"随机分为模型组#空白组#中药组#西药组#结合组"每组
#"

只"其中西药组及中药组分别予泼尼松混

悬液$

#" =@HK@

%#温阳汤$

!" =@HK@

%灌胃&结合组予温阳汤加泼尼松混悬液灌胃&空白组及模型组予生理

盐水灌胃! 每日
#

次"共
#;

日! 观察模型大鼠一般情况"采用
<L(JM

法检测外周血
(L

#

:

#嗜酸细胞活化趋

化因子$

92N,O>-

%含量"采用瑞氏$吉姆萨染色计数骨髓悬液嗜酸粒细胞$

92P>-2QB>3P

"

<FJ

%"采用流式细

胞术计数
&E%;

I

#嗜酸性粒细胞趋化因子受体$

&& DB9=2K>-9 /9D9QN2/ %

"

&&R%

I

%! 结果"与空白组

比较"模型组大鼠外周血
(L

#

:

#

92N,O>-

表达升高$

S T"

!

"#

%"

<FJ

#

&E%;

I细胞计数及
&E%;

I

H&&R%

I升

高$

S T "

!

"#

%! 与模型组比较"各给药组
(L

#

:

#

92N,O>-

#

<FJ

#

&E%;

I细胞计数及
&E%;

I

H&&R%

I降低

$

S T"

!

"#

%!与西药组比较"结合组
<FJ

细胞计数及
&E%;

I

H&&R%

I降低$

S T"

!

"#

%! 与中药组比较"结合

组
<FJ

细胞计数降低$

S T"

!

"#

%! 结论"温阳汤可以降低职业性哮喘大鼠体内炎症因子水平"抑制
<FJ

的趋化#募集"从而减少
&E%;

I祖细胞向
<FJ

分化!

关键词"温阳汤&职业性哮喘&嗜酸粒细胞&白细胞介素$

:

&嗜酸细胞活化趋化因子&嗜酸性粒细胞趋化

因子受体
%
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""职业性哮喘$

2DD.Q,N>2-,3 ,PNB=,

!

FM

%由作业

环境中职业性致喘物引起!与一般哮喘的病理生理有

相似之处!然而
FM

病理变化更复杂!不同致病因素引

起的病理改变并不完全相同'

#

(

!不仅有符合抗原抗体

反应的变应性机制!还有直接刺激组织释放组胺的药

理机制!以及黏膜刺激使柱状纤毛上皮活动力减弱)坏

死)脱落的神经原炎症机制!并最终向不可逆的气道壁

纤维化发展!从而成为严重影响患者生活质量)大量消

耗医疗资源的疾病*

嗜酸粒细胞$

92P>-2QB>3P

!

<FJ

%在气道中的募

集!是导致哮喘发作的重要原因!其分化)成熟受骨髓

微环境中的细胞)调节因子和细胞外基质调节* 中医

学理论认为肾主骨)生髓!故应用相关中药调控骨髓微

环境!可能有调控
<FJ

生成的作用!从而控制
FM

*

本实验应用临床有效的温阳汤!对
FM

模型大鼠进行

干预!观察温阳汤的疗效!探讨其治疗
FM

的机制!为

临床治疗
FM

提供实验依据*

材料与方法

#

"实验动物"清洁级
#

!

:

个月龄雄性
JE

大鼠

:"

只!体重$

!""

%

#"

%

@

!购自浙江中医药大学动物实

验研究中心!合格证号#

JW`_

$浙%

!""8

$

"##:

!笼中

鼠颗粒饲料饲养!自由饮食!适应性饲养
#

周*

!

"药物)主要试剂及仪器"温阳汤由生地
#: @

)

熟地
#: @

)菟丝子
#: @

)补骨脂
#: @

)仙灵脾
#: @

)巴

戟天
#: @

组成!制成浓度
# @H=L

的溶液* 泼尼松片!

: =@H

片! 浙江仙琚制药股份有限公司! 批号#

X%%"!#!"G

! 每 次 使 用 前 用 生 理 盐 水 配 制 为

"

!

: =@H=L

浓度的混悬液* 以上药物及制作均由杭

州市红十字会制剂室提供*

抗鼠嗜酸性粒细胞趋化因子受体$

&& DB9=2

#

K>-9 /9D9QN2/ %

!

&&R%

I

%#

S<

试剂盒$货号#

#%"

$

#"!

$

%!:

%!抗鼠
&E%;

#

^()&

试剂盒$批号#

#%"

$

#":

$

8%#

%!

^()& R,N (@Z!, (P2N0Q9 &2-N/23

试剂

盒 $批号#

##

$

;%!#

%!

(@<

)

(L

#

:

及嗜酸细胞活化趋化

因子$

92N,O>-

%

<L(JM

试剂盒 $批号#

88

$

:";$"

$

88

)

<S`"#"

$

%"$#"

)

<S`"#"

$

%$""8

%均购自美国

97>2PD>9-D9

公司& 偏苯三酸酐 $

N/ >

#

=933>N>D

#

,-

#

B0V/>V9

!

)+M

%购自美国
J>@=,

#

M3V/>DB

公司$货号#

%!""$;

%* 高速台式离心机$

79DK=,- &J

#

#:R

%!美

国
79DK=,-

公司&光学倒置显微镜$

M`G"

%!日本
F

#

30=Q.P

公司&隔水式电热恒温培养箱$

`+)X

#

#;!

%!

上海博讯实业有限公司& 除热原超纯水系 统

$

+>33>Q2%#:"

%美国密理博公司&超低温冰箱$

J,-02

#

%8!M)

%!日本三洋电机株式会社&电热恒温水浴箱

$

E_

#

8E

%!上海右一仪器有限公司&旋涡振荡器$

aL

#

b"#

%!江苏省海门其林贝尔仪器制造有限公司&梯度

S&R

仪 $

<QQ9-V2/U +Z

%!德国艾本德公司&微量

E5MHR5M

定量仪 $

Z9-9Z.9-N S/2

%!美国热电公

司&电热恒温鼓风干燥箱$

Z6`

#

EX

"

:""

#

7J

#

!

%!上

海跃进医疗器械厂&流式细胞仪$

^M&J&,3>]./

%!美

国
7E

公司&酶标仪$

*E

#

!#"!M

型%!北京市六一仪

器厂*

%

"动物分组及模型制备"参照文献'

!

(制备模

型!致敏#第
#

天!大鼠背部两侧皮内注射含
:"c #

!

!

!

;

#苯三酸酐$

)+M

%的
MFF

$丙酮&橄榄油
;

&

#

体积

比%致敏剂各
"

!

#: =L

!每侧分
;

个点注射&第
8

天!

两耳背皮下注射含
!:c )+M

的
MFF

致敏剂各

"

!

"G: =L

* 激发#第
!!

天将动物置于雾化箱中!用

超声波雾化器雾化激发剂 $

!"" =@

牛血清白蛋白溶

于
!" =L

含
"

!

": =23HL

的四硼酸钠缓冲液!

QX b

!

;

!

;

'加入
%" =@ )+M

磁力搅拌
# B

再加入
%" =@

)+M

磁力搅拌
! B

%使雾化激发剂浓度保持在
)+M

%" =@H=

%

!向雾化箱中致敏大鼠喷雾激发
#: =>-

!连

续
#

周* 以大鼠出现呼吸频率加快!呼吸幅度增大*

哮喘发作时可伴有咳嗽)喷嚏!重者呼吸极度费力!挣

扎为激发成功* 本次激发成功率为
b;c

* 将造模成

功的小鼠随机分为模型组)西药组)中药组)结合组!每

组
#"

只* 另选择
#"

只正常大鼠作为空白组* 空白

组致敏剂与激发剂以生理盐水代替*

;

"干预方法"西药组予泼尼松混悬液$

#" =@HK@

!

根据等效剂量系数折算法换算%灌胃!每日
#

次!共

#;

日* 中药组予温阳汤$

!" @HK@

!相当于临床用量

$

!

!:

倍%灌胃!每日
#

次!共
#;

日* 结合组予温阳

汤$

!" @HK@

%加泼尼松混悬液$

#" =@HK@

%灌胃!每

日
#

次!共
#;

日* 空白组及模型组予生理盐水
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%灌胃!每日
#

次!共
#;

日*

:

"检测指标及方法

:

!

#

"一般情况"观察各组大鼠活动状态)呼吸

频率)口唇色泽)毛发光泽度)体重变化及饮食等*

:

!

!

"外周血
(L

#

:

)

92N,O>-

表达检测"干预结束

后!腹腔注射
!c

戊巴比妥钠麻醉大鼠!腹主动脉取

血!收集至离心管中!放置
;

'冰箱过夜*

;

'!

#" """ / H=>-

离心
#" =>-

!取上清液! $

8"

'冰箱保

存!

<L(JM

法检测
(L

#

:

)

92N,O>-

含量*

:

!

%

"骨髓悬液检测"干预结束后!取大鼠后肢

股骨!用肝素化生理盐水$

# """ (YH=L

%冲洗骨髓腔!

直至骨髓腔呈白色!轻轻吹散细胞后过
;""

目滤网使

成单细胞悬液!待作细胞计数及流式细胞仪分析* 通

过瑞氏$姬姆萨染色计数骨髓
<FJ

数量!采用流式细

胞术计数
&E%;

I细胞及
&E%;

I

H&&R%

I

*

$

"统计学方法"采用
JSJJ #%

!

"

统计软件处

理* 数据处理计量资料用
O

%

P

表示!单因素方差分

析!组间两两比较!方差齐性采用
LJE

检验!方差不齐

采用
E.--9NN )%

检验*

S T "

!

":

为差异有统计学

意义*

结""果

#

"各组大鼠一般情况比较"各造模组大鼠激发

不久即出现不同程度的烦躁!毛发竖直!打喷嚏!点头

呼吸!逐渐出现口唇发绀!活动迟缓* 随着干预的进

行!模型组大鼠饮食少!精神萎靡!形体消瘦!毛发枯

槁!体温低&各给药组大鼠诸症较模型组减轻!其中西

药组相对易激惹!饮食少!皮毛无华!中药组)结合组毛

色润泽!反应较灵敏&空白组大鼠饮食正常!呼吸平稳!

活泼好动!反应灵敏!毛色光洁* 造模期间各组动物均

无死亡!药物干预期间西药组及结合组均有
!

只死亡!

考虑为灌胃方法不当所致*

!

"各组大鼠外周血
(L

#

:

)

92N,O>-

表达比较$表
#

%

与空白组比较!模型组大鼠外周血
(L

#

:

)

92N,O>-

表达

升高 $

S T "

!

"#

%* 与模型组比较!各给药组
(L

#

:

)

92N,O>-

表达降低 $

S T "

!

"#

%* 各给药组间
(L

#

:

)

92N,O>-

表达比较!差异无统计学意义$

S d"

!

":

%*

表
#

#各组大鼠外周血
(L

#

:

)

92N,O>-

表达比较"$

-@H=L

!

O

%

P

%

组别
- (L

#

: 92N,O>-

空白
#"

:

(

!

%

!

(

#

!

;

(

"

%

!

(

%

!

模型
#" :b

(

;

%

;

(

8 $%

(

b

%

$

(

;

西药
8

%:

(

"

%

#"

(

G

!

%%

(

$

%

#8

(

8

!

中药
#"

%8

(

G

%

b

(

8

!

%%

(

"

%

#G

(

:

!

结合
8

%:

(

"

%

b

(

$

!

%#

(

!

%

#G

(

;

!

""注#与模型组比较!

!

S

)

"

(

"#

""

%

"各组骨髓悬液
<FJ

)

&E%;

I 细胞计数及

&E%;

I

H&&R%

I比较$表
!

!图
#

%"与空白组比较!模

型组大鼠
<FJ

)

&E%;

I细胞计数及
&E%;

I

H&&R%

I

升高$

S T"

!

"#

%* 与模型组比较!各给药组各指标降

低$

S T"

!

"#

%* 与西药组比较!结合组
<FJ

细胞计数

及
&E%;

I

H&&R%

I降低$

S T"

!

"#

%* 与中药组比较!

结合组
<FJ

细胞计数降低$

S T"

!

"#

%*

表
!

#各组骨髓悬液
<FJ

)

&E%;

I细胞计数及

&E%;

I

H&&R%

I比较"$

O

%

P

%

组别
-

<FJ

$ *

#"

; 个
H=L

%

&E%;

I

$ *

#"

; 个
H=L

%

&E%;

I

H&&R%

I

空白
#"

#

(

!

%

"

(

;

!

$

(

"

%

#

(

$

!

#

(

$

%

"

(

%

!

模型
#" #"

(

;

%

#

(

! ##

(

G

%

%

(

; G

(

:

%

#

(

"

西药
8

$

(

$

%

#

(

"

!"

G

(

b

%

!

(

!

!

;

(

G

%

#

(

b

!"

中药
#"

G

(

!

%

!

(

#

!"

8

(

G

%

%

(

"

!

;

(

%

%

#

(

:

!

结合
8

;

(

$

%

#

(

!

!

G

(

;

%

;

(

"

!

%

(

%

%

#

(

%

!

""注#与模型组比较!

!

S

)

"

(

"#

&与结合组比较!

"

S

)

"

(

"#

讨""论

FM

是一种肺系发作性疾病!其特点与中医学+哮

证,相符!临床治疗原则是+发时治肺!平时治肾,!+在

肺为实!在肾为虚,!临床上
FM

往往经年累月!故其治

疗必须治肺!更要治肾!责其因在于肺)脾)肾不足*

肺)脾)肾三脏在生理上相互协同!互相促进* 肺主宣

发肃降和通调水道!有助于脾的运化水液功能!从而防

止内湿的产生!脾属土!为金之母!脾的转输津液!不仅

是肺通调水道的前提!也为肺的生理活动提供了必要

的营养基础&脾为后天之本!肾为先天之本!脾之健运!

化生精微!须借助于肾阳的温煦!故有+脾阳根于肾

阳,之说!肾中精气亦有赖于水谷精微的培育和充养!

才能不断充盈和成熟&肾为主水之脏!肺为水之上源!

肺的宣发肃降和通调水道!有赖于肾的蒸腾气化!肾主

水的功能亦有赖于肺的宣发肃降和通调水道的功能!

另一方面!肺主呼气!肾主纳气!肺的呼吸功能需要肾

的纳气作用来协助!正如-类证治裁.云+肺为气之主!

肾为气之根!肺主出气!肾主纳气!阴阳相交!呼吸乃

和,

'

%

(

*

现代研究发现温补肾阳法能对抗哮喘气道炎症!

改善气道痉挛!如#张炜等'

;

(发现喘可治$巴戟天)仙

灵脾等%可降低患者
<FJ

绝对计数)

(@<

水平!消除气

道炎症* 张惠勇等'

:

(发现喘可治$巴戟天)仙灵脾等%

雾化吸入能通过影响
(^5

#

#

和
(L

#

;

的含量来调节

)B#H)B!

细胞比例!纠正免疫失衡!抑制气道炎症* 许

建华等'

$

(研究发现补肾阳$鹿角片)肉苁蓉)巴戟天)

鹅管石)熟附片)肉桂%可使哮喘大鼠
$

!

肾上腺素能受
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年
#

月第
%$

卷第
#

期
&'()*+

!
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!

1234 %$

!
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!

#

""注#

M

为空白组&

7

为模型组&

&

西药组&

E

为中药组&

<

为结合组

图
#

#各组骨髓悬液
&E%;

I及
&&R%

I流式细胞术结果

体
=R5M

明显上升* 贾仰民等'

#8

!

#b

(研究发现应用温

阳汤治疗过敏性哮喘可以抑制气道炎症!抑制
<FJ

聚

集及趋附*

研究亦表明生地黄中地黄苷
M

有增强体液免疫

和细胞免疫功能'

G

(

!地黄寡糖能通过多种途径激活机

体组织!特别是造血微环境中的某些细胞!促进其分泌

多种造血增长因子而增强造血祖细胞的增殖'

8

(

* 而

且地黄不同的炮制品及不同的分离提取物有着不同的

药理作用!熟地黄多糖能够使免疫抑制小鼠腹腔巨噬

细胞的吞噬功能显著提高!可使吞噬百分率)吞噬指数

显著升高!可显著促进溶血素和溶血空斑的形成!促进

淋巴细胞的转化'

b

(

!地黄低聚糖能够增强小鼠骨髓造

血祖细胞的增殖能力!熟地黄多糖对小鼠造血干细胞

具有促进增殖)分化作用'

#"

(

* 众多现代研究表明菟丝

子提取物化学成分中!重要的主要活性成分之一为黄

酮!能促进下丘脑/垂体促性腺功能!具有生殖保护作

用!可以改善生殖内分泌的功能'

##

(

* 补骨脂对由组胺

引起的气管收缩有明显舒张作用!以加药后
#: =>-

作用最强'

#!

(

* 仙灵脾即淫羊藿!淫羊藿总黄酮是从淫

羊藿茎叶中提取的淫羊藿苷和淫羊藿次苷等多种黄酮

类成分的总称!具有促进免疫功能)参与骨代谢)抗肿

瘤)增强心血管活动)补肾壮阳)延缓衰老等多方面的

药理作用* 巴戟天可增强精子活力!并对精子膜有一

定的保护作用!可增加大鼠附睾精子总数)活精子率!

降低畸形精子率!从而发挥补肾助阳作用'

#%

(

*

本研究采用临床有效的温阳汤!由生地)熟地)补骨

脂)仙灵脾)菟丝子)巴戟天组成!本方以熟地黄甘温补血

滋阴!益精填髓为君&生地黄)菟丝子补肾养阴为臣!意在

阴中求阳&加以补骨脂)仙灵脾)巴戟天之温热!以助命门

之火!君臣相伍!共复补肾填精!温肾助阳之功!一方面以

温阳药为主药!一方面用滋阴药以阴中求阳!共奏温肾助

阳!填精纳气之功* 即如-景岳全书.云#+善补阳者!必于

阴中求阳!则阳得阴助而生化无穷,*

本实验采用
)+M

多点注射及雾化吸入的方式

进行
FM

模型的制作!具有引喘潜伏期短!炎症反应

快!血清及气道炎症均相对较高的特点及优势* 研

究发现气道炎症是诱发哮喘类疾病的关键环节!也

可以直接驱动气道高反应并导致气流阻塞!

<FJ

是

气道炎症关键的效应细胞'

#;

!

#:

(

!气道高反应的严重

程度取决于
<FJ

的浸润与活化!导致气道黏膜损伤

和肺生理功能紊乱* 此外!

<FJ

还能促使肥大细胞

释放相关因子!建立+自身维持环,导致更多
<FJ

浸

润至炎症部位!引起持续的气道炎症!

(L

#

:

和
92N,O

#

>-

对于
<FJ

的最终成熟和释放起到最主要的调节
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作用'

#$

(

* 作为
<FJ

选择性细胞生成素!

(L

#

:

是调

控
<FJ

浸润最重要的细胞因子之一!它几乎参与了

<FJH7

祖细胞分化)成熟及成熟
<FJ

的趋化与活化

的全过程!而
92N,O>-

对
<FJ

有高度选择性!通过与

&&R%

结合!募集
<FJ

!诱导
<FJ

向特定组织迁移!

在
(L

#

:

作用下活化
<FJ

!动员
<FJ

及其祖细胞从

骨髓池向血循环迁移!继而进入炎症部位'

#G

(

* 既往

实验表明利用中药治疗可降低血液中
<FJ

!减轻肺

部病变!改善哮喘症状'

#8

$

!"

(

*

本研究结果表明!各给药组动物均表现出明显的

治疗效果!外周血
(L

#

:

)

92N,O>-

!以及骨髓中
<FJ

)

&E%;

I

)

&E%;

I

H&&R%

I均受明显抑制!其中经中药

干预过的大鼠一般情况较单用激素大鼠更加优异!说

明温阳汤可以有效改善模型动物的症状&温阳汤联合

泼尼松治疗后大鼠骨髓悬液中
<FJ

)

&E%;

I

)

&E%;

I

H&&R%

I比单用泼尼松效果更好* 本实验周期

尚短!没能完全模拟临床发病及实际用药情况!且激发

及治疗阶段对于
FM

模型哮喘发作时的病理分期的诊

断仍显不足!需要在今后进一步的实验中结合病理分

期的基础上对实验过程加以完善* 综上可以认为!温

阳汤可以协同激素的治疗作用!减轻激素的不良反应!

抑制气道炎症反应!改善
FM

临床症状*
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