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人参五味子汤预防小鼠哮喘的作用机制研究
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·论著·

【摘要】 目的 探讨中药人参五味子汤预防小鼠哮喘的作用及其机制。方法 40只小鼠被随机分为正常

对照组(A)、模型组(B)、布地奈德治疗组(C)、人参五味子汤治疗组(D)、人参五味子汤和布地奈德联合治疗组

(E)5组，每组8只。用卵白蛋白致敏建立哮喘小鼠模型；分别给予布地奈德、人参五味子汤对哮喘小鼠进行旱

期治疗4周。观察支气管肺泡灌洗液(BALF)中细胞学变化；采用酶联免疫吸附法(ELISA)测定BALF中白细

胞介索一4(IL一4)与■干扰素(IFN一7)；免疫组化测定肺组织中基质金属蛋白酶一9(MMP一9)和金属蛋白酶组织

抑制剂一1(TIMP_1)；原位杂交结合免疫组化测定骨髓细胞表达IL一5Re mRNA+的CD34+细胞。结果与B组

比较，C、D、E组BALF中细胞总数、中性粒细胞、淋巴细胞、嗜酸粒细胞比例及IL一4、IL一4／IFN一7比值均显著

降低，IFN一7升高；肺组织中MMP一9、TIMP一1、MMP一9／TIMP一1比值亦显著降低(P均<0．01)；C组和E组

IFN一7较D组升高，其余指标均较D组明显下降(P<o．05或P<o．01)，而c组与E组间差异无统计学意义。

与A组比较，B、C、D、E组小鼠骨髓CD34+细胞数和IL一5Ra mRNA+的CD34+细胞比例均明显升高(P<O．05

或Pd0．01)；C组与B组差异无统计学意义，D组和E组较B组显著降低(P均<O．01)。结论人参五味子汤

可通过影响小鼠骨髓CD34+造血细胞和IL一5Ra mRNA+的CD34+造血细胞向嗜酸粒细胞的转化和对气道炎

症过程等途径，影响小鼠哮喘的病理过程。

【关键词】哮喘；小鼠；白细胞介素；y-干扰素；基质金属蛋白酶；金属蛋白酶组织抑制剂；CD34+细胞
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A research on mechanism of Ginseng—Schisandrae decoction(人参五昧子汤)for prevention of asthma in mice
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Qingdao U住iversity#2 Qingdao Pediatric Hospital，Qingdao 266003，Shandong，China

[Abstract] Objective To study Ginseng—Schisandrae decoction(人参五味子汤)for prevention of

asthma in mouse and approach its mechanism．Methods Forty mice were randomly divided into five groups

(咒一8，in each group)：normal control(A)，model(B)，budesonide group(C)，Ginseng—Schisandrae decoction

group(D)，and Ginseng-Schisandrae decoction+budesonide group(E)．The mouse models of asthma were

made by the egg albumen sensitizdation method and were treated early with Ginseng-Schisandrae decoction，

budesonide or Ginseng—Schisandrae decoction+budesonide respectively for 4 weeks．Differential cells were

counted in bronchoalveolar lavage fluid(BALF)，interleukin一4(IL一4)and interferon一7(IFN一丫)in BALF were

assessed with enzyme—labeled immunosorbent assay(ELISA)．The expressions of matrix metalloproteinases一9

(MMP一9)and metalloproteinase tissue inhibitor一1(TIMP一1)in the lung tissue were examined with

immunohistoehemical method．In situ hybridization combined with immunohistochemistry was applied to detect

the expression of IL一5Ra tuRNA+CD34+cells in the bone marrow．Results The total cells。and the

percentages of eosinophils，neutrophils，and lymphocytes in BALF in group C，D and E were significantly

decreased compared with those in group B(all P<0．01)．IL一4 and IL．4／IFN一7 were decreased and IFN一7 was

elevated in BALF in groups C，D and E compared with those in group B(all P<0．01)．MMP一9，TIMP一1 and

their ratio MMP一9／TIMP一1 in lung tissue were decrease(all P<0．01)。in groups C and E were evidently less

than those of group D(P<O．05 or P<0．01)．Compared with group A。the number of CD34+cells and the

percentage of IL-SRa mRNA+CD34+cells in bone marrow were increased markedly in groups B，C，D and E

(户<0．05 01"P<0．01)，but there were no significant differences in C，D，E groups when compared with

group B respectively．There were significantly difference amonggroup D，E and B(all P<0·01)．Conclusion

Ginseng-Schisandrae decoction probably may influence the CD34+cells and IL一5Ra mRNA+CD34+cells in

the bone marrow to transform into eosinophils to interfere with the inflammatory pathologic process in the

respiratory tract in the asthmatic mice．

[Key words] asthma}mouse；interleukin，interferon一7 I matrix metalloproteinases，metalloproteinase

tissue inhibitor l CD34+hemopoietic cell
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支气管哮喘是由多种炎性细胞和细胞因子参与

的慢性气道炎症性疾病，吸入糖皮质激素是目前认

为最有效的对症治疗方案，但属非病因治疗。因此，

对有哮喘倾向的儿童，预防或延缓其哮喘的发生具

有重要意义。本研究中观察人参五味子汤对小鼠哮

喘的预防作用，并对其机制进行探讨，报告如下。

l材料与方法

1．1动物分组与模型制备：4～6周龄SPF级昆明

系小鼠40只，体重20～30 g。按随机数字表法分为

正常对照组(A组)、模型组(B组)、布地奈德治疗组

(C组)、人参五味子汤治疗组(D组)、人参五味子汤

和布地奈德联合治疗组(E组)5组，每组8只。参照

Dandurand等n1的方法复制小鼠哮喘模型。制模后

1 d起，C组每日用卵白蛋白(OVA)激发前1 h雾化

吸入布地奈德雾化溶液200弘g+生理盐水4 ml，

20 rain，共4周；A组以生理盐水替代激发液。自激

发1 d起，D组胃饲人参五味子汤0．6 ml(党参

15 g，白术12 g，茯苓12 g，炙甘草6 g，麦冬12 g，五

味子6 g)，所有药物经浸泡、煎熬、过滤及浓缩成

100 ml药汁，1 m1含0．63 g生药；E组采用C组和

D组联合方案。

1．2支气管肺泡灌洗液(BALF)、肺组织及骨髓标

本的留取：各组小鼠于末次激发24--+48 h内腹腔注

射体积分数为20％的水合氯醛0．1 ml，麻醉后开

胸，用磷酸盐缓冲液(PBS)进行右肺泡灌洗，BALF

回收率达70％"--80％，离心取上清液置于一80℃冰

箱中待测，沉渣于1 h内进行细胞计数。

肺泡灌洗后摘取结扎的右肺，置于体积分数为

4％的多聚甲醛水溶液中固定，留做免疫组化。取小

鼠后肢股骨，用肝素化生理盐水冲洗骨髓腔，将骨髓

标本抽打成细胞悬液，稀释为1×109／L，用细胞甩

片机制作细胞涂片，10％甲醛水溶液固定20 rain

后，一80℃冰箱保存备用。

1．3 BALF中细胞计数及分类方法：BALF离心去

上清液后留沉渣，加入1 ml PBS重悬，吹打均匀，取

10弘l加入血细胞计数板，高倍镜下进行细胞计数。

剩余细胞悬液再次离心，弃上清液，沉渣推片，用瑞

氏染液染色，镜下分类计算嗜酸粒细胞、中性粒细

胞、淋巴细胞、巨噬细胞的比例。

1．4 BALF中自细胞介素一4(IL-4)和7一干扰素
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(IFN一丫)的测定：用酶联免疫吸附法(ELISA)检测

BALF中IL一4、IFN一丫的含量。

1．5肺组织中基质金属蛋白酶一9(MMP一9)、金属

蛋白酶组织抑制剂一1(TIMP一1)的测定：采用通用型

二步法非生物素检测法(PV)检测TIMP一1；采用过

氧化物酶标记的链霉卵白素法(SP)检测MMP一9。

免疫组化图像分析：MMP一9、TIMP一1的阳性表达

为胞质内呈棕黄色颗粒样改变，主要表达在支气管

上皮细胞、肺泡巨噬细胞、肺泡上皮细胞、肺间质中

各种炎性细胞上。每张切片随机选取4个视野，分别

测定MMP一9、TIMP一1阳性染色面积及其占所选视

野面积的百分比(即相对染色面积)，以此代表支气

管肺组织中MMP一9、TIMP一1的相对含量。

1．6骨髓组织CD34+细胞数测定：流式细胞仪检

测骨髓组织中CD34+细胞数。

1．7骨髓细胞表达IL一5受体a(IL一5Ra)mRNA+

的CD34+细胞测定：采用原位杂交结合免疫组化的

方法检测。

1．8统计学方法：采用SPSS 11．5统计软件包进行

统计处理，计量资料以均数±标准差(z士s)表示，组

间比较用方差分析，两两比较用LSD法，P<0．05

为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 BALF中细胞学改变(表1)：B组小鼠BALF

中细胞总数及中性粒细胞、淋巴细胞、嗜酸粒细胞的

比例均较A组高；C组和E组以上各种细胞均较

B组降低；D组上述指标较B组均有所降低，但较

C组、E组和A组增高(P均<o．01)；C、E和A组

间比较差异无统计学意义(P均>0．05)。

2．2 BALF中IL一4和IFN一7含量及其比值变化

(表1)：B组较A组IL-4升高、IFN一7降低、IL一4／

IFN一7比值升高(P均<0．01)；C、E组较B组IL一4

降低、IFN一7升高、IL一4／IFN一7比值降低(P均<

0．01)，与A组无明显差异(P均>0．05)；D组较

B组IL-4降低、IFN-7升高、IL一4／IFN一7比值降低

(P均<o．01)，但较C、E和A组IL一4升高、IFN一7

降低、IL一4／IFN一7比值升高(P均<0．05)。

2．3肺组织MMP-9、TIMP一1及MMP一9／TIMP一1

比值的变化(表2)：B组较A组MMP一9、TIMP一1、

MMP一9／TIMP一1比值均升高(P均<0．01)；C、E

组与B组比较，MMP一9、TIMP一1、MMP一9／TIMP一1

比值均降低(P均<O．01)，与A组比较差异无统计

学意义(P均>0．05)；与B组比较，D组MMP一9、

TIMP-1、MMP一9／TIMP一1比值均明显降低(P均<
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注：与A组比较，aP<O．05，bp<0．01}与B组比较，。P<0．01，与D组比较，8P<O．05，‘P<0．01

0．01)，但MMP一9和TIMP一1较C、E和A组升高

(P<o．05或P<0．01)，而MMP一9／TIMP一1比值

差异无统计学意义(P均>O．05)。

表2各组小鼠肺组织MMP一9、TIMP一1的表达

及MMP．9／TIMP．1比值的比较(x-／-s)

组别动物数MMP一9(％)TIMP一1(％)MMP一9／TIMP一1比值

注：与A组比较，。P<0．05，6尸<o．01；与B组比较，。P<0．01f

与D组比较，4P<0．05，‘P<0．01

2．4 骨髓CD34+造血细胞数和IL一5Ra mRNA+的

CD34+造血细胞比例(表3)：B组、C组较A组骨髓

CD34+造血细胞数以及IL一5Ra mRNA+的CD34+

造血细胞比例均明显升高(P均<O．01)；而C组与

B组间比较差异无统计学意义(P均>0．05)；D、

E组与A、B组比较差异有统计学意义(P<O．05或

P<0．01)。

裹3各组小■骨奠CD34+造血细胞数

和IL一5Ra mRNA+的CD34+造血细胞比例比较(；士$)

注l与A组比较，‘P<0．05，‘P<0．01；与B组比较，。P<O．01，

与D组比较，。P<0．01

3讨论

3．1布地奈德吸入对哮喘小鼠的作用：布地奈德治

疗组小鼠反映气道炎症的BALF炎性细胞数及嗜

酸粒细胞数、气道重塑的肺组织MMP-9、TIMP一1

系统。柏3均较正常对照组明显好转，反映Thl和

Th2细胞平衡的BALF中IL一4和IFN一7含量及其

比值“嘞明显好转。研究证实，骨髓CD34+造血细胞

可定向分化为嗜酸粒细胞，表达IL一5Ra的CD34+

造血细胞可能就是嗜酸粒细胞的祖细胞。叶’，本组中

骨髓细胞的CD34+细胞数和IL一5Ra mRNA+的

CD34+细胞比例较正常对照组明显升高，但与模型

组比较无明显差异，提示吸人性糖皮质激素仅在局

部发挥抗炎作用，对骨髓系统无明显的影响。

3．2人参五味子汤预防小鼠哮喘的作用：中医辨证

理论强调“痰”在哮病中的作用，并认为气虚、血瘀、

伏痰蕴结肺窍成为发病之“夙根”。有人认为哮喘发

作期应以祛邪为先，治其标；缓解期要补虚为主，固

其本cs，。陈文利等。，则提出哮喘的病因，内因当责之

于伏痰，与素体肺、脾、肾三脏功能失调有关，外因责

之于感受外邪而诱发，是本虚标实之证，支气管哮喘

无论在发作期或缓解期都存在虚证。因此我们认为

发作期不可拘泥于攻邪，当虚实兼顾，缓解期则以扶

正培本为主，发作期和缓解期都要补虚。

人参五味子汤是扶正补虚的方剂，出自《幼幼集

成》，药物组成：党参15 g，白术12 g，茯苓12 g，炙甘

草6 g，麦冬12 g，五味子6 g。方中党参、白术、茯苓、

炙甘草四药合用为名方四君子汤，能益气健脾，补益

中气。脾健胃和，气血生化有源，机体才能抗御外邪，

即使遭遇外邪，体力也能迅速恢复，亦即“正气存内，

邪不可干”。麦冬养阴润肺，益胃生津，五味子上能敛

肺气，下能滋肾阴。全方肺、脾、肾同治，气血同调，使

肺有主，肾有所纳，痰无由生，升降有序，哮喘自平。

早在1990年肖美珍等n∞就报道用人参五味子汤治

疗儿童哮喘，并取得了较好的疗效。刘克兰n”曾用

人参五味子汤治疗小儿虚咳40例，疗效显著，总治

愈率为95％。近期王荣忠等n23报道中药雾化吸入治

疗哮喘的组方中以人参五味子汤为基本方；宋立强

等n33报道的易喘平胶囊主要组分为此方。本研究结

果显示在小鼠哮喘致敏期给予干预发现，单独使用

该方即可使哮喘小鼠的喘息症状减轻，反映气道炎

症的BALF炎性细胞数及嗜酸粒细胞数，反映气道

 万方数据



·204·

重塑的肺组织MMP一9、TIMP一1表达，以及反映

Thl和Th2细胞平衡的IL一4和IFN一7含量及其比

值均明显好转；但效果较单纯吸人布地奈德差；而

将布地奈德和人参五味子汤联用的效果与单纯布地

耐德组相似，而骨髓细胞的CD34+造血细胞数和

IL一5Re mRNA+的CD34十细胞比例与单纯人参五

味子组相似，提示人参五味子汤可能通过影响小鼠

骨髓CD34+造血细胞和IL一5Re mRNA+的CD34+

细胞向嗜酸粒细胞转化和对气道炎症过程等途径，

影响小鼠哮喘的病理过程。对临床上哮喘或早期哮

喘患儿可能有预防发作或减轻其病情进展的作用。
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高渗盐治疗大鼠腹膜炎引起的脓毒性休克并发多器官功能障碍综合征

多器官功能障碍综合征(MODS)是导致脓毒症患者高病死率的重要原因。以往研究表明，应用小容量的质量分数为

7．5％氯化钠复苏可以改善失血性休克引起的血流动力学紊乱。因此台湾学者假设高张盐溶液复苏也能减缓盲肠结扎穿孔所

致脓毒症时MODS的发展，并通过随机前瞻性动物实验进行了研究。将雄性Wistar大鼠随机分为假手术组、假手术+高张盐

组、盲肠结扎穿刺+生理盐水组、盲肠结扎穿刺+高张盐水组；观察伤后18 h血流动力学和脏器功能指标，病理学改变，以及

伤后9 h和18 h的动物死亡率。结果显示：盲肠结扎穿孔能导致循环衰竭、MODS以及18 h内高死亡率；而高张盐复苏可以改

善血流动力学的恶化，减轻肝、肺组织白细胞浸润程度，降低9 h及18 h的死亡率；同时能降低血浆一氧化氮(N0)和白细胞

介素一1口水平。因此研究者认为，高渗盐是一种潜在的治疗早期脓毒症有效且廉价的治疗手段。

侯经元，周国勇，编译自((Crit Care Med》，2008，36(6)：1864-1872}胡森，审校

根据凝血酶Ⅲ活性指导抗凝血酶in治疗严重外科脓毒症的有效性和安全性

当前评价抗凝血酶I(AT I)作用的对照研究均应用固定剂量的AT I，难以满足严重脓毒症患者个体治疗的需要。德国

研究人员假设根据AT I活性指导其对严重外科脓毒症的治疗能产生更好的效果。他们使用某重症加强治疗病房(ICU)数据

库的资料进行了一项回顾性分析研究。研究中共纳入545例术后脓毒症患者，通过多参数综合累积模型、Cox累积风险模型以

及倾向性评分调整法，观察AT_治疗对患者输血次数和预后的影响。其中230例患者持续调整AT II剂量使其活性达到

100％以上，315例患者使用固定AT I剂量，治疗终点为不给予外源性AT I时血浆AT I活性能达到正常并维持正常水平。

结果显示：采用急性生理学与慢性健康状况评分系统I发现，AT I剂量调整组病情和病程明显重于或长于固定剂量组。28 d

病死率和ICU停留时同均显著高于或长于固定剂量组。因此他们得出结论，与固定剂量组比较，根据活性调整ATII剂量对严

重外科脓毒症的治疗不能产生有益影响，其输血次数反而增加。

侯经元，周国勇，编译自((Shock》，2008一05—26(电子版)，胡森，审校
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