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健脾补肺方对幼龄哮喘大鼠 cAMP/PKA/CREB
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［摘要］ 目的：观察健脾补肺方对卵蛋白（OVA）致敏并攻击复制的幼龄哮喘大鼠模型气道炎症、高反应性及环磷酸腺苷

（cAMP）信号通路活性的影响。方法：雄性 SD 大鼠 75 只，随机选取 15 只作为正常组，剩余大鼠随机分为哮喘模型组，健脾补

肺方组（8.37 g·kg-1·d-1），氨茶碱组（40 mg·kg-1·d-1）和地塞米松组（0.1 mg·kg-1·d-1），每组 15 只。用 0.2% OVA 的氢氧化铝凝胶

10 点致敏，并以 1% OVA 生理盐水溶液雾化攻击复制幼龄大鼠哮喘模型，并给予相应的药物处理。小动物肺功能仪观察大鼠

气道高反应（AHR）变化，支气管肺泡灌洗液（BALF）中白细胞计数及分类计数观察炎症细胞数量变化，苏木素-伊红（HE），马
松（Masson）和碘酸雪夫氏（PAS）染色观察肺组织病理学变化；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清中白细胞介素（IL）-4，

IL-5，IL-13，γ干扰素（IFN-γ），肿瘤坏死因子（TNF）-α和血浆中 cAMP 水平变化；免疫组化法观察肺组织蛋白激 A（PKA）蛋白

表达变化，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）和蛋白免疫印迹法（Western blot）观察肺组织环磷腺苷效应元件结

合蛋白（CREB）mRNA 和蛋白表达变化。结果：与正常组比较，模型组大鼠气道阻力（RL）明显增加而 Cdyn 明显降低（P<

0.05），BALF 中白细胞总数和嗜酸性粒细胞比例显著升高，外周血 IL-4，IL-5，IL-13，TNF-α水平显著升高而 IFN-γ水平显著降

低（P<0.01），肺组织病理改变明显；cAMP 水平显著下降，肺组织中 PKA 和 CREB 的表达显著下调（P<0.01）。与模型组比较，

健脾补肺方可以抑制 AHR，降低 BALF 中的白细胞总数和嗜酸性粒细胞比例及 RL（P<0.05），改善大鼠肺组织病理改变，增加

Cdyn（Cdyn），上调大鼠血清中 cAMP 水平和肺组织中 PKA 和 CREB 表达（P<0.01）。结论：健脾补肺方能够改善幼龄哮喘大鼠

的 AHR，抑制气道炎症，减轻肺组织损伤，其机制可能与上调 cAMP/PKA/CREB 通路活性相关。
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate the effect of Jianpi Bufei prescription（JPBFP） on airway

inflammation，airway hyperresponsiveness（AHR），and cyclic adenosine monophosphate（cAMP）signaling
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pathway activity in ovalbumin（OVA）-sensitized and challenged juvenile asthma rats. Method：： Seventy-five

male SD rats were randomly divided into a blank group（n=15）and an experimental group（n=60）. The rats in

the experimental group were sensitized by aluminum hydroxide gel containing 0.2% OVA and stimulated by

aerosol inhalation of normal saline containing 1% OVA to induce an asthma model，followed by assignment into

the following groups：a model group（n=15），a JPBFP group（n=15，8.37 g·kg-1·d-1），an aminophylline group

（n=15，40 mg·kg-1·d-1），and a dexamethasone group（n=15，0.1 mg·kg-1·d-1）. AHR was detected by the

pulmonary function analyzer，changes in inflammatory cells by white blood cell（WBC）count and differential

blood count in bronchoalveolar lavage fluid（BALF），and pathological changes of lung tissues by hematoxylin-

eosin（HE），Masson，and periodic acid-schiff（PAS）staining. The interleukin（IL）-4，IL-5，IL-13，interferon

（IFN）-γ，and tumor necrosis factor（TNF）-α levels in serum and the cAMP level in plasma were tested by the

enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. Protein kinase A（PKA）expression in lung tissues was detected

by immunohistochemistry. The cAMP-response element-binding protein（CREB）mRNA and protein expression

in lung tissues was detected by the real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction（Real-time

PCR）and Western blot. Result：： Compared with the blank group，the model group showed increased lung

resistance，decreased pulmonary compliance（P<0.05），elevated WBC count and proportion of eosinophils in

BALF（P<0.05），up-regulated levels of IL-4，IL-5，IL-13，and TNF-α in peripheral blood，declining IFN-γ

level（P<0.01），severe pathological changes of lung tissues，dwindled cAMP，and down-regulated PKA and

CREB expression（P<0.01）. Compared with the model group，JPBFP inhibited AHR，reduced WBC count and

proportion of eosinophils in BALF and lung resistance（P<0.05），improved pathological changes of lung

tissues，increased pulmonary compliance，and up-regulated cAMP in serum and PKA and CREB expression in

lung tissues（P<0.01）. Conclusion：： JPBFP can improve AHR，inhibit airway inflammation，and alleviate lung

injury in asthma rats. Its mechanism may be related to the up-regulation of the activity of the cAMP/PKA/CREB

signaling pathway.

［［Keywords］］ Jianpi Bufei prescription；asthma；airway hyperresponsiveness（AHR）；cyclic adenosine

monophosphate（cAMP）；protein kinase A（PKA）；cAMP-response element-binding protein（CREB）

哮喘是儿童呼吸系统的常见疾病，其发生、发

展及恶化与遗传因素、环境因素、反复病毒或支原

体感染、慢性鼻炎、长期和（或）大剂量使用短效 β2

受体激动剂引起 β2 受体下调等因素引发的气道高

反应（AHR）有关［1］。中医学中哮喘属于“哮病”“喘

证”范畴，肺、脾、肾三脏功能不足，致痰饮留伏，外

邪引发，触动伏痰，痰阻气道，发为哮喘［2］。小儿“脾

常不足”“肺常虚”在哮喘缓解期表现尤为突出，基

于中医数据挖掘的方法探讨现代中医药治疗儿童

哮喘缓解期的用药规律和组方特点发现，治疗药物

基本以补气药，止咳平喘化痰药和理气健脾药物之

间相配伍研究者理论研究与临床实践基础上发现

小儿哮喘主要责之于伏痰难化、诱因难避和肺脾气

虚［3］；故以化痰、健脾、补肺为基本大法，由此提出基

于新安医学理论的难治性哮喘“益气健脾补肺，化

痰止咳定喘”观点，体现了“治痰先治气”的治疗方

法［1］，在临床上用于儿童哮喘缓解期取得了较好的

疗效，但目前还未见其对于哮喘治疗作用机制的深

入研究报道。

环磷酸腺苷（cAMP）是 β2肾上腺素受体的下游

信号，也是介导气道平滑肌松弛及抑制气道炎症的

重要信使，一直以来，cAMP 含量下降及 cAMP 与环

磷酸鸟苷（cGMP）比值降低被认为是促进哮喘发生

发展的重要原因之一。cAMP 能够调节多种目的基

因的转录，这一作用主要通过蛋白激酶 A（PKA）和
其下游的效应分子如 cAMP 反应元件结合蛋白

（CREB）发挥。无活性的 PKA 由 2 个调节蛋白亚基

R 和两个催化亚基 C 促成的四聚体，其功能是激发

底物磷酸化，以 cAMP 为第二信使的信号通路通过

活化 PKA 是下游靶蛋白磷酸化。CREB 是一段由

30 bp 左右的 DNA 片段构成的 cAMP 应答序列，能

够刺激基因转录，主要对 cAMP 信号发生应答反应。

cAMP/PKA/CREB 通路的活性变化与肿瘤、细胞分

化、免疫、炎症等多种生物效应，包括哮喘中的气道

炎症和气道重塑密切相关［4］。同时，cAMP/PKA/

CREB 通路也是众多哮喘治疗药物的共同作用靶
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点，CREB 还可能介导了哮喘中 β2 受体的下调，与

AHR 发生相关［5-9］。

健脾补肺方临床用于哮喘缓解期疗效确切，动

物实验研究发现其对于哮喘模型大鼠的气道炎症

和气道重塑具有抑制作用，并能够改善大鼠肺功能

及一定程度的调节机体免疫，对血管内皮生长因子

（VEGF），转化生长因子（TGF）-β，血小板衍生生长

因子（PDGF）等生长因子及细胞外调节蛋白激酶

（ERK）1/2 信号通路活性具有明显影响，但关于此方

对于气道炎症及其可能机制的深入研究还未见报

道［10-13］。本实验在建立幼大鼠龄哮喘模型的基础

上，研究健脾补肺方对幼龄哮喘大鼠的气道炎症，

AHR，炎症细胞数量以及 cAMP 信号通路活性的影

响，为明确健脾补肺方的抗哮喘作用及阐明其作用

机制提供理论依据。

1 材料

1.1 动 物 SD 大 鼠 ，SPF 级 ，雄 性 ，体 质 量 80~

100 g，3~4 周龄，购自上海西普尔 -必凯实验动物有

限公司，动物合格证号 SCXK（沪）2008-0016，由安

徽中医药大学动物实验动物中心饲养。环境为温

度（22±2）℃，湿度 50%～80%，自由摄食饮水，光照

每 12 h 明暗交替。动物实验设计经安徽中医药大

学伦理委员会论证，符合动物伦理学要求（动物伦

理编号 AHUCM-rats-008）。
1.2 药物与试剂 健脾补肺方（方剂组成为炙黄芪

10 g，太子参 8 g，炒白术 8 g，茯苓 6 g，陈皮 6 g，炙甘

草 6 g，葶苈子 6 g，薏苡仁 10 g，砂仁 5 g，桔梗 8 g，山

药 10 g，白扁豆 10 g），购自安徽中医药大学第一附

属医院中药房（药材均经安徽中医药大学第一附属

医院药学部张明生主任中药师鉴定，符合 2020 年版

《中华人民共和国药典》要求）；卵白蛋白（OVA），焦
碳 酸 二 乙 酯（DEPC），乙 酰 甲 胆 碱（Mch）（美 国

Sigma 公 司 ，批 号 分 别 为 A5253，20150802554，

79H1505）；氨茶碱片（天津力生制药股份有限公司，

批号 150522）；地塞米松磷酸钠注射液（芜湖康奇制

药有限公司，批号 150211）；大鼠 γ干扰素（IFN-γ），
白细胞介素 4（IL-4），IL-5，IL-13，肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α），大鼠 cAMP 酶联免疫吸附测定（ELISA）
检测试剂盒（上海源叶生物科技有限公司，批号分

别 为 20161108，20161108，20161108，20161108，

20161108，20161108）；苏木素，伊红（美国 Baso 公

司 ，批 号 分 别 为 BA4041，BA4022）；碘 酸 雪 夫 氏

（PAS，美 国 Solarbio 公 司 ，批 号 G1280）；马 松

（Masson，北 京 雷 根 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号

DC0033）；TRIzol（ 美 国 Invitrogen 公 司 ，批 号

135303）；三氯甲烷、无水乙醇、异丙醇（上海苏懿化

学试剂有限公司，批号均为 20151020）；QuantiFast

SYBR Green 聚合酶链式反应（PCR）试剂盒（德国

Qiagen 公司，批号 151033144）；逆转录试剂盒，预染

蛋白 Marker，ECL 超敏发光试剂盒（美国 Thermo 公

司，批号分别为 00330969，00495577，QF220648）；
RIPA 细胞裂解液，一抗二抗去除液（碧云天生物技

术研究所，批号分别为 P0013B，P0025）；兔抗 CREB

一抗（美国 Bioworld 公司，批号 CJ36131）；山羊抗兔

CREB 二抗，EDTA 修复液，磷酸盐缓冲液（PBS），
DAB 显色剂，小鼠抗 β-肌动蛋白（β-actin）一抗，山

羊抗小鼠 β-肌动蛋白（β-actin）二抗，通用型二抗试

剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司，批号分别

为 129256，WK163613-2，WK163307-1，K136821F，

17AV0303，127655，K136830B）；苏木素（珠海贝索

生物技术有限公司，批号 716092）；兔抗大鼠 PKA

（ 北 京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号

AD17852061）。
1.3 仪器 980 型雾化吸入器（上海新天缘医疗设

备有限公司）；V5.0 型动物肺功能仪（南京美易科技

有限公司）；JB-4 型磁力搅拌器（江苏省金坛市荣华

仪器制造有限公司）；Olympus BX51 型显微镜（日本

Olympus 公司）；TGL-18R 型冷冻离心机（珠海黑马

医学仪器有限公司）；TDL-40B 型低速离心机（上海

飞鸽离心机）；RT-6000 型酶标仪，RT-3100 型洗板机

（深圳市雷杜生命科学股份有限公司）；免疫组化分

析系统（江苏省捷达科技发展有限公司，JD801 系列

医学影像分析系统）；LX300 型微量离心机（海门市

其 林 贝 尔 仪 器 制 造 有 限 公 司）；PVDF 膜（美 国

Millipore 公司）；RM2135 型切片机（德国 Leica 公

司）；ZT-12M 型自动脱水机，YB-7B 型石蜡包埋（浙

江亚光科技股份有限公司）；JW-3021HR 型高速台

式冷冻离心机（安徽嘉文仪器装备有限公司）；K960

型普通 PCR 仪（杭州晶格科学仪器有限公司）；紫外

凝胶成像系统（北京科创锐新生物科技有限公司）；
PIKOREAL 96 型实时荧光定量聚合酶链式反应

（Real-time PCR）仪（美国 Thermo 公司）；EPS300 型

电泳仪，VE-180 型电泳槽，VE-186 型转膜仪（上海

天能科技有限公司）；X 胶片（美国 Kodak 公司）。
2 方法

2.1 动物分组、造模及给药 SD 大鼠适应性喂养

1 周后，分为正常组、哮喘模型组、健脾补肺方组、氨

茶碱组、地塞米松组，每组 15 只。哮喘模型采用
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0.2%OVA 的氢氧化铝凝胶 10 点致敏，并以 1% 的

OVA 生理盐水溶液雾化攻击复制，用新鲜配制的

10% 氢氧化铝凝胶溶入 OVA，OVA 的终质量分数为

0.2%，对哮喘模型组和给药组动物进行 10 点致敏法

包括两前后足跖 4 点，两腹股沟 2 点，颈部 1 点，背部

左 、中 、右 3 点 ，每 点 皮 下 注 射 0.2%OVA 白 凝 胶

0.05 mL，腹腔注射 0.5 mL，共计 1 mL/只［14］。致敏

第 14 天开始用 1% 的 OVA 雾化（1～5 m partica1）吸
入 30 min 进行攻击，持续 7 d，同时每次攻击前 0.5 h

灌胃给予各治疗药物（地塞米松组为腹腔注射给

药），每天 1 次，持续 7 d，大鼠给药剂量以临床人用

量为依据，参考《药理实验方法学》［15］，按人和动物

间体表面积折算的等效剂量比值，健脾补肺方组给

予健脾补肺方（以临床人用量为依据，成人 1 剂/d，

约 合 生 药 1.55 g·kg-1·d-1，大 鼠 用 量 换 算 为

8.37 g·kg-1·d-1，取 10 剂中药，煎煮 2 次，合并浓缩至

约 1 100 mL，配 成 0.837 g·mL-1 的 药 液 ，每 天 按

10 mL·kg-1 给 药 ），氨 茶 碱 组 给 予 氨 茶 碱 片

40 mg·kg-1（每 片 含 氨 茶 碱 0.1 g，取 4 片 药 溶 于

100 mL 5% 的葡萄糖溶液中，配成 4 g·L-1的药液，每

天按 10 mL·kg-1给药），地塞米松组给予地塞米松注

射液 0.1 mg·kg-1（每 1 mL 含地塞米松 5 mg，取 1 mL

用 5% 的 葡 萄 糖 溶 液 配 成 500 mL 质 量 浓 度 为

0.01 g·L-1的药液，每天按 10 mL·kg-1给药）。
2.2 大鼠 AHR 测定 致敏大鼠末次攻击 24 h 后将

大鼠用 6% 水合氯醛 6 mL·kg-1 腹腔注射麻醉，行气

管插管后，置于密闭的自制身体容积描记器内。用

动物肺功能仪记录麻醉大鼠雾化吸入 Mch 前后的

气道阻力（RL）和肺顺应性（Cdyn）。实验时吸入的

Mch 由超声雾化器雾化，吸入质量浓度依次为 0.5，

1.0，2.0，4.0 g·L-1，每一质量浓度雾化吸入 20 s，间隔

5～10 min 后吸入下一个质量浓度，观察并记录吸入

后 5 min 内 RL 和 Cdyn 的变化。

2.3 大鼠支气管肺泡灌洗液（BALF）中炎症细胞数

量和比例的测定 致敏大鼠末次攻击后 24 h 股动

脉放血处死，放入 75% 乙醇浸泡消毒，剪开胸腔，结

扎右肺，行气管插管，用 D-Hank's 液 5 mL 分 3 次对

左肺进行支气管肺泡灌洗，回收 BALF，回收率达

90%。以 1∶3 比例加入白细胞计数液，用细胞计数

板计数白细胞总数，再以 1 500 r·min-1 离心 10 min

（离心半径 16 cm，下同）弃去上清液，取沉淀涂片

20 μL，苏木素 -伊红（HE）染色后进行白细胞分类

计数。

2.4 大鼠肺组织形态学改变观察 大鼠股动脉放

血处死，取肺组织，10% 甲醛固定，常规石蜡包埋，

HE，PAS，Masson 染色观察肺组织形态学变化。

2.5 大鼠血清及肺组织中 Th1，Th2 型细胞因子含

量的测定 致敏大鼠末次攻击后 24 h 股动脉放血

处死，留取血清按 ELISA 试剂盒说明书进行检测；
取肺组织，加入冷生理盐水匀浆后 1 500 r·min-1 离

心 15 min 取上清按 ELISA 试剂盒说明书检测，测定

的细胞因子包括 IL-4，IL-5，IL-13，IFN-γ，TNF-α。

2.6 大鼠血浆及肺组织中 cAMP 含量的测定 同

2.5 项方法取取血，血液经抗凝处理，1 500 r·min-1离

心 10 min 取上层血浆按 ELISA 试剂盒说明书检测

cAMP 含量。

2.7 大鼠肺组织中 PKA 蛋白表达测定 在组织上

滴加 3%H2O2，室温孵育 20 min，PBS 冲洗 3 遍，将切

片甩干，加 PKA 一抗（兔抗大鼠，1∶200），盖上孵育

盒盖子，37 ℃孵育 90 min。PBS 冲 3 遍，将片子甩

干，加二抗（即用型），盖上孵育盒盖子，37 ℃孵育

30 min，PBS 冲 3 遍，甩干，加 DAB 显色剂，显微镜下

观察，着色后即可终止显色。苏木素染色 1 min，自

来水冲洗干净，放入 1%HCL 中，后自来水冲洗，过 3

道无水乙醇，每道 3 min，苯酚 -二甲苯 3 min，3 道二

甲苯，每道 3 min，中性树胶封片。显微镜下观察拍

照，棕色为阳性表达的位置。利用数字扫描仪进行

整张片子扫描到电脑里，然后利用数字扫描的读片

软件对需要的图片进行截图，用捷达 JD801 系列医

学影像分析系统进行平均光密度分析。

2.8 Real-time PCR 法检测大鼠肺组织中 CREB

mRNA 表 达 量 取 各 组 大 鼠 肺 组 织 约 0.5 g 加

TRIzol 1 mL 冰浴中匀浆，冰上放置 5 min，使核蛋白

复合体完全分离；4 ℃ 12 000×g 离心 10 min，取上

清；加入三氯甲烷 0.2 mL，震荡 15 s 使其充分接触，

冰上放置 5 min；4 ℃ 12 000×g 离心 15 min，用移液

枪小心吸取上层液相溶液（约 0.5 mL）转移至洁净

离心管中；加入等体积（约 0.5 mL）异丙醇，震荡，放

置 10 min；4 ℃ 12 000×g 离 心 10 min，沉 淀 即 为

RNA；移去上清，加入 75% 乙醇 1 mL，涡旋后 4℃

7 500×g 离心 5 min，弃上清（洗 RNA 沉淀）；将 RNA

沉淀溶于 DEPC 水 50 μL 中，置于-80 ℃冰箱保存备

用；取 RNA 溶液 2 μL 溶于 DEPC 水溶液 98 μL 中，

混合均匀后，经核酸紫外分析仪检测，根据吸光度

A260/A280，确定样品中 RNA 纯度，比值介于 1.8~2.0 的

样品全部用双蒸水配制成 2 g·L-1 的 RNA 溶液保存

备用。二步法 Real-time PCR 检测 CREB mRNA 的

表 达 ，RT 反 应 体 系 为 Mix 1.0 μL，Gene Special
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Primer 1.0 μL（即 Primer），RNase Free dH2O 4.0 μL，

Primer Script Buffer2 4.0 μL，42 ℃，15 min；85 ℃

5 s 完成逆转录反应。 Real-time PCR 反应体系为

2×SYBR Green mixture 5 μL，正反向引物各 1 μL，

模板 cDNA 1 μL，RNase Free water 2 μL，95 ℃热失

活变性 1 min，95 ℃变性 20 s，60 ℃退火延伸 1 min，

共 40 个循环，得到每个样品的 Ct值，以 β-actin 作为

内参基因，计算各目的基因 2-ΔΔCt 值，以假手术组为

基线计算各组目的基因的相对表达水平。引物序

列 见 表 1，CREB，β -actin 的 PCR 引 物 均 由 美 国

Invitrogen 公司设计合成。

2.9 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠肺组

织中 CREB 的蛋白表达量 剪取组织，称质量，每个

样品质量在 100 mg 左右，加入 RIPA 细胞裂解液

1 mL（ 内 含 1 mmol·L-1 PMSF）进 行 裂 解 。

12 000 r·min-1，4 ℃离心 15 min。收集上清液，即含

有组织总蛋白。在收集的蛋白样品中按照 1∶4 加入

的 5×SDS-PAGE 蛋 白 上 样 缓 冲 液 。 沸 水 浴 加 热

10 min，以充分变性蛋白。待样品冷却到室温后，把

蛋白样品直接上样到 SDS-PAGE 胶加样孔内即可。

每孔加 5~15 μL。浓缩胶所用电压为 80 V，时间为

30 min；分离胶所用电压为 120 V，时间为 1 h。将预

先裁好与胶条同样大小的 PVDF 膜（预先在甲醇中

浸泡 3~5 min），浸入转膜缓冲液中 5 min。接通电

源，300 mA 恒流转膜。转膜完毕后，立即把蛋白膜

放置到预先准备好的 Western 洗涤液中，漂洗 5 min，

以洗去膜上的转膜液。加入 Western 封闭液（5% 脱

脂奶粉），在摇床上缓慢摇动，室温封闭 2 h。参考一

抗的说明书，按照合适的比例用一抗稀释液进行稀

释（CREB 抗体按 1∶500 稀释；β-actin 抗体按 1∶1 000

稀释；10% 的分离胶），4 ℃缓慢摇动孵育过夜。加

入洗涤液（PBST），每次洗涤 10 min，共洗涤 3 次。

参考二抗的说明书，按照 1∶1 万比例用二抗稀释液

稀释辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗。室温孵育

2 h。加入洗涤液（PBST），每次洗涤 10 min，共洗涤

3 次。化学发光法进行曝光显色，使用 ECL 发光试

剂盒来检测蛋白，成像后使用 Image J软件对结果进

行灰度分析。

2.10 统计学分析 采用 IBM SPSS 13.0 统计软件

进行重复测量的多因素方差分析，计量资料用 x̄± s

表示，每个时间点上多个分组之间的比较用多变量

方差分析，P<0.05 差异有统计学意义，对 CREB 数据

做 Shapiro-Wilk 检验，各指标数据符合正态分布，做

单因素方差分析，方差齐，组间比较用最小显著性

差异法（LSD）法，方差不齐，组间比较用 Games-

Howell（A）法。

3 结果

3.1 对幼龄哮喘大鼠肺功能及 AHR 性的影响 根

据实验所得数据，分别绘制 RL 变化趋势图和 Cdyn

变化趋势图，模型组大鼠 RL 较正常组明显升高，且

随着 Mch 刺激质量浓度的增加，模型组大鼠 RL 上

升更为明显，上升趋势大于其余各组，说明模型组

大鼠对 Mch 的敏感性高于其余各组；健脾补肺方和

氨茶碱组在 2.0，4.0 g∙L-1的 MCh 刺激浓度下能够明

显降低大鼠的 RL，和模型组大鼠比较差异显著（P<

0.05）。模型组大鼠 Cdyn 较正常组显著降低（P<

0.05），且随着 Mch 刺激质量浓度的增加降低越明

显，其趋势大于其余各组；健脾补肺方和氨茶碱组

在 2.0，4.0 g∙L-1的 MCh 刺激浓度下能够明显减轻模

型 大 鼠 Cdyn 的 降 低 ，差 异 具 有 统 计 学 意 义（P<

0.05）。见图 1。

3.2 对幼龄哮喘大鼠 BALF 中炎症细胞数量的影

响 与正常组比较，OVA 致敏并攻击后的模型组大

鼠 BALF 中的白细胞总数显著增加（P<0.01）；与模

型组比较，健脾补肺方、氨茶碱和地塞米松能够不

同程度地减少 BALF 中的白细胞数量（P<0.05），但
是健脾补肺方对 BALF 中的白细胞数量的影响较地

塞米松和氨茶碱组小。与正常组比较，OVA 致敏并

攻击后的模型组大鼠 BALF 中嗜酸性粒细胞、淋巴

细胞、中性粒细胞和单核细胞的数量显著高于正常

组（P<0.01）；与模型组比较，健脾补肺方、氨茶碱和

地塞米松能够明显减少嗜酸性粒细胞和中性粒细

胞的数量，健脾补肺方和地塞米松能够明显减少嗜

酸性粒细胞、淋巴细胞和中性粒细胞的数量（P<

0.01）。见表 2。

3.3 对幼龄哮喘大鼠肺组织形态学的影响 正常

组气道壁及肺泡结构正常，气管黏膜上皮完整，未

见炎症细胞浸润，OVA 致敏模型组可见气道周围及

肺间质有大量炎症细胞浸润（以嗜酸性粒细胞、淋

巴细胞为主），支气管管壁增厚、管腔狭窄，支气管

表 1 PCR引物序列

Table 1 Primer sequence of PCR

引物

CREB

β-actin

序列（5'-3'）
上游 GACAACCAGCAGAGTGGAG

下游 GCATGGATACCTGGGCTAAT

上游 CCCATCTATGAGGGTTACGC

下游 TTTAATGTCACGCACGATTTC

长度/bp

103

150
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管壁及平滑肌较正常组增厚。健脾补肺方组、氨茶

碱组、地塞米松组和模型组比较炎症细胞浸润明显

减少，支气管管壁及平滑肌较模型组变薄，其中健

脾补肺方组和氨茶碱组作用相当，地塞米松能够明

显抑制炎症细胞的数量，但对肺组织及支气管的形

态学改善作用不如健脾补肺方和氨茶碱组。见图

2。正常组气道黏液分泌较少，未见明显的杯状细

胞增生，OVA 致敏模型组可见气道内壁大量杯状细

胞增生，黏液分泌和正常正常组相比明显增加。健

脾补肺方组、氨茶碱组、地塞米松组和模型组相比

杯状细胞增生和黏液分泌明显减少，其中健脾补肺

方组和氨茶碱组和地塞米松组作用相当。见图 3。

正常组肺组织和气道周围纤维组织较少，未见纤维

增生情况，OVA 致敏模型组可见肺组织及气道周围

大量炎症细胞募集，并形成大量纤维组织，和正常

正常组相比纤维增生明显。健脾补肺方组、氨茶碱

组、地塞米松组和模型组相比纤维增生明显减少，

其中地塞米松组和氨茶碱组作用相当，健脾补肺方

组作用稍弱于前两者。见图 4。

3.4 对幼龄哮喘大鼠外周血中炎症因子的影响

与正常组比较，哮喘模型组大鼠血清及肺组织中

IL-4，IL-5，IL-13 及 TNF-α水平显著升高，而 IFN-γ

显著降低（P<0.01），差异有显著统计学意义；与模型

组比较，健脾补肺方和氨茶碱均能够显著降低哮喘

大鼠血清及肺组织中 IL-4，IL-5，IL-13 及 TNF-α水

平，升高 IFN-γ水平（P<0.01），差异有显著统计学意

义。见表 3。

3.5 对幼龄哮喘大鼠血浆中 cAMP 的影响 与正

常组比较，哮喘模型组大鼠血浆中 cAMP 水平显著

降低（P<0.01）；与模型组比较，健脾补肺方和氨茶碱

均能够显著升高哮喘大鼠血浆中 cAMP 水平（P<

0.01）。见表 4。

3.6 对幼龄哮喘大鼠肺组织中 PKA 蛋白表达影响

本研究验通过免疫组化（IHC）染色研究发现，哮

喘模型组大鼠肺组织中 PKA 的表达量和正常组相

与正常组比较 1）P<0. 05，2）P<0. 01；与模型组比较 3）P<0. 05，4）P<0. 01；
A. 正常组；B. 模型组；C. 健脾补肺方组；D. 氨茶碱组；E. 地塞米

松组

图 1 健脾补肺方对哮喘大鼠 RL和 Cdyn的影响（x̄± s，n=8）

Fig. 1 Effect of Jianpi Bufei prescription on RL and Cdyn of

asthmatic rats（x̄± s，n=8）

表 2 健脾补肺方对哮喘大鼠 BALF中白细胞总数及分类计数的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of Jianpi Bufei prescription on total WBC and ratio of WBC in BALF of asthmatic rats（x̄± s，n=6） ×108/L

组别

正常

模型

健脾补肺方

氨茶碱

地塞米松

剂量/g·kg-1

8.37

0.04

0.000 1

白细胞总数

50.00±11.88

152.67±33.421）

114.33±11.202）

95.33±13.563）

57.00±12.393）

嗜酸性粒细胞

0.27±0.09

23.17±5.791）

18.94±4.773）

14.72±5.323）

8.06±3.303）

淋巴细胞

34.51±10.61

70.84±9.901）

57.58±9.76

106.00±13.46

37.28±10.863）

中性粒细胞

1.86±0.42

29.83±6.031）

19.81±5.763）

11.62±4.753）

5.44±1.683）

单核细胞

1.72±0.40

16.59±2.691）

11.50±4.11

10.09±2.05

5.56±2.463）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01。

A. 正常组；B. 模型组；C. 健脾补肺方组；D. 氨茶碱组；E. 地塞米松组（图 3，4 同）
图 2 健脾补肺方对哮喘大鼠肺组织病理学的影响（HE，×200）
Fig. 2 Effect of Jianpi Bufei prescription on lung tissue of asthmatic rats（HE，×200）
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比有明显减少（P<0.01），而健脾补肺方和氨茶碱均

能不同程度的升高大鼠肺组织 PKA 的表达量（P<

0.01），增加 cAMP 信号通路的活性。见图 5，表 5。

3.7 对幼龄哮喘大鼠肺组织中 CREB mRNA 表达

影响 与正常组比较，哮喘模型组大鼠肺组织中

CREB mRNA 表达水平显著降低（P<0.01）；与模型

组比较，健脾补肺方和氨茶碱均能够明显升高哮喘

模型组 CREB mRNA 表达（P<0.05，P<0.01），且健脾

补肺的改善效果优于氨茶碱组。见表 6。

3.8 对幼龄哮喘大鼠肺组织中 CREB 蛋白表达影

响 与 正 常 组 比 较 ，哮 喘 模 型 组 大 鼠 肺 组 织 中

CREB 表达水平显著降低（P<0.01）；与模型组比较，

健脾补肺方和氨茶碱均能够明显增加模型大鼠

图 4 健脾补肺方对哮喘大鼠肺组织纤维增生的影响（Masson，×200）
Fig. 4 Effect of Jianpi Bufei prescription on fibroplasia of of asthmatic rats（Masson，×200）

表 3 健脾补肺方对哮喘大鼠外周血 IL-4，IL-5，IL-13，IFN-γ，TNF-α水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of Jianpi Bufei prescription on IL-4，IL-5，IL-13，IFN-γ and TNF-α levels in serum of asthmatic rats（x̄± s，n=6） ng·L-1

组别

正常

模型

健脾补肺方

氨茶碱

地塞米松

剂量/g·kg-1

8.37

0.04

0.000 1

IL-4

42.38±5.16

97.69±9.731）

57.04±5.792）

63.25±4.712）

48.90±5.992）

IL-5

35.94±7.11

109.91±13.751）

50.30±4.162）

51.99±7.512）

51.19±5.332）

IL-13

22.94±3.57

57.23±14.031）

28.56±4.492）

28.25±4.472）

28.58±3.962）

IFN-γ

45.99±12.18

114.22±17.111）

71.39±3.042）

63.60±10.512）

58.18±10.972）

TNF-α

124.86±12.16

306.84±36.531）

163.74±20.252）

174.74±13.142）

151.13±19.122）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01（表 4，5 同）。

图 3 健脾补肺方对哮喘大鼠肺组织杯状细胞增生和黏液分泌的影响（PAS，×200）
Fig. 3 Effect of Jianpi Bufei prescription on goblet cell hyperplasia and mucus secretion of asthmatic rats（PAS，×200）

表 4 健脾补肺方对哮喘大鼠外周血 cAMP水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of Jianpi Bufei prescription on cAMP level in

plasma of asthmatic rats（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

健脾补肺方

氨茶碱

剂量/g·kg-1

8.37

0.04

cAMP/ng·L-1

45.73±4.30

21.30±3.211）

30.53±3.532）

34.13±4.812）

A. 正常组；B. 模型组；C. 健脾补肺方组；D. 氨茶碱组（图 5，6 同）
图 5 健脾补肺方对哮喘大鼠肺组织 PKA表达的影响（IHC，×200）
Fig. 5 Effect of Jianpi Bufei prescription on PKA expression of

asthmatic rats（IHC，×200）

表 5 健脾补肺方对哮喘大鼠肺组织 PKA表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 5 Effect of Jianpi Bufei prescription on PKA expression in

lung tissue of asthmatic rats（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

健脾补肺方

氨茶碱

剂量/g·kg-1

8.37

0.04

PKA

0.69±0.01

0.22±0.021）

0.38±0.032）

0.46±0.042）
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CREB 的表达（P<0.05，P<0.01），而且健脾补肺的改

善效果优于氨茶碱组。见图 6，表 7。

4 讨论

cAMP 是细胞内重要的第二信使，其上下游与

多条信号通路相联系，调控着细胞的炎症、免疫等

多种生理和病理效应［16］。哮喘的诱发因素包括免

疫球蛋白（Ig）E，病毒和环境污染等，这些刺激因素

通过抗原识别受体（PAR）和钟状受体（TLR）激活气

道上皮细胞，刺激 2 型 T 辅助细胞（Th2）和 2 型固有

淋巴细胞（ILC2），启动和介导 2 型免疫应答，从而产

生更多以 IL-4，IL-5，IL-9 和 IL-13 为代表的 Th2 细

胞因子，促进嗜酸性粒细胞和肥大细胞的激活和募

集、杯状细胞增生和黏液分泌，最终引起气道重塑

和 AHR［11，17］，哮喘的一线治疗药物包括 β2肾上腺素

受体激动剂和糖皮质激素，其作用的发挥均与影响

cAMP 信号通路的活性密切相关［18］。cAMP 主要通

过 PKA 和 Epac 2 条通路引起信号级联反应，其中关

于 PKA 的研究较多，cAMP/PKA 通路不仅和炎症免

疫相关，与组织增生和气道重塑也有密切的关系［4］。

近年来，也有研究将用于具有血管舒张作用的钙通

道拮抗剂治疗哮喘，亦见到较好疗效，并认为阻断

钙通道后引起支气管平滑肌松弛的作用是由 cAMP

介导的［19-20］。在 cAMP/PKA 这一途径中，膜受体与

其相应的第一信使分子结合后，激活 CREB 转录因

子，继而激活膜上的 Gq 蛋白（一种 G 蛋白），然后由

Gq 蛋白激活磷酸酯酶 CβPLC），将膜上的脂酰肌醇

4，5-二磷酸（PIP2）分解为细胞内的第二信使：三磷

酸肌醇（IP3），通过 IP3 受体激活蛋白激酶 C（PKC），
引起肌球蛋白轻链激酶（MLCK）激活，最后通过激

动 β2 受体引起气道平滑肌（ASM）松弛［21-22］。CREB

是 cAMP/PKA 通路下游重要的信号蛋白，也是多种

影响气道炎症和气道重塑的信号通路的重要下游

信号，在哮喘的病理过程中发挥中重要的作用。

cAMP/PKA 通路活性的下降会使 CREB 下调，这可

能是哮喘中气道炎症和气道重塑发生的重要基础，

也进一步介导了气道炎症和气道重塑［23-24］。因此，

cAMP/PKA/CREB 信号通路的下调是介导哮喘中的

气道慢性炎症和 AHR 的关键因素。

哮喘为儿科常见的顽固性病证，是病因繁多、

发病机制复杂的慢性呼吸道疾病，近年来由于环境

污染和饮食生活习惯的改变，哮喘在儿童及未成年

人群中有逐年上升的趋势［25-26］。哮喘患儿大多年幼

起病，常反复发作，严重危害小儿生长发育和健康，

尤其哮喘持续状态若得不到及时处理常可危及生

命，因此如何有效地控制和防止哮喘发生已成为中

西医研究的重要课题。健脾补肺方在前期的临床

研究中显示出对于小儿哮喘的较好疗效［1，11，13］。本

实验结果显示健脾补肺方对幼龄哮喘大鼠具有较

好的干预作用，可以减轻大鼠的 AHR，在高浓度的

乙酰甲胆碱刺激下，可以明显降低 RL 并增加 Cdyn；
肺组织病理染色显示健脾补肺方能够改善哮喘大

鼠肺组织的病理状态，抑制炎症细胞浸润，减少杯

状细胞增生和黏液分泌，并降低纤维增生，对 BALF

中的白细胞计数和分类计数也验证了健脾补肺方

对肺组织炎症的抑制作用。研究显示，健脾补肺方

能够改善哮喘大鼠炎症细胞数量，增加 IFN-γ水平

并抑制 IL-4，IL-5 和 IL-13 水平，并降低 TNF-α水平，

提示健脾补肺方能够改善哮喘大鼠的免疫失衡和

炎症反应。进一步的机制研究中，考虑到地塞米松

虽然是临床一线治疗药物，但其作用机制并不与

cAMP 激活直接相关，因此选用作用机制与 cAMP

表 6 健脾补肺方对哮喘大鼠肺组织 CREB mRNA 表达的影响

（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of Jianpi Bufei prescription on CREB mRNA

expression in lung tissue of asthmatic rats（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

健脾补肺方

氨茶碱

剂量/g·kg-1

8.37

0.04

CREB

1.00±0.05

0.10±0.011）

0.66±0.043）

0.24±0.022）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

（表 7 同）。

图 6 各组大鼠肺组织 CREB基因表达电泳

Fig. 6 Electrophoresis of CREB mRNA expression of asthmatic

rats

表 7 健脾补肺方对大鼠肺组织 CREB 蛋白相对表达量的影响

（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of Jianpi Bufei prescription on relative expression

of CREB protein in lung tissue of asthmatic rats（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

健脾补肺方

氨茶碱

剂量/g·kg-1

8.37

0.04

CREB/β-actin

1.24±0.05

0.53±0.091）

1.00±0.043）

0.69±0.082）
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信号通路激活密切相关的氨茶碱作为阳性药物，结

果发现，健脾补肺方能够明显上调下游信号蛋白 PKA

和 CREB 的表达，增加 cAMP/PKA/CREB 信号通路的

活性，这可能是其治疗哮喘的重要机制。cAMP信号

通路是多种哮喘治疗药物的共同作用靶点，本研究为

阐明健脾补肺方治疗哮喘的作用和机制提供了理论

依据，对其关键作用环节还需要进一步探讨。
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