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  [ 摘要]  目的: 探讨滋阴补肾代表方六味地黄颗粒对过敏性大鼠哮喘模型气道炎症的作用及其对肺组织干扰素-γ( IFN-

γ)信使 RNA( mRNA)表达的影响。方法: 将 SPF级 SD雄性大鼠 160只均衡下随机分成 8组, 除生理盐水组和空白对照组外,

其余各组均以卵蛋白( OVA)辅以氢氧化铝凝胶为佐剂注射致敏, 2 周后雾化吸入 2% OVA激发哮喘, 建立哮喘模型。从实验

第 8d开始, 给药组地塞米松、布地奈德雾吸给药,六味地黄颗粒 ig给药, 生理盐水组予生理盐水替代 OVA进行 ip和雾吸。空

白对照组不予干预。造模时间为 28d, 取材后高倍镜下观察各组大鼠气道及肺组织的病理学改变,采用绝对荧光定量 RT-PCR

检测肺组织中 IFN-γmRNA表达。结果: 大鼠气道病理切片观察哮喘模型组的气道上皮细胞脱落较空白对照组和六味地黄颗

粒治疗组高( P < 0. 05) ; 哮喘模型组大鼠肺组织 IFN-γmRNA水平低于空白对照组( P < 0. 05) ; 六味地黄颗粒治疗组大鼠肺组

织 IFN-γmRNA水平均高于哮喘模型组、六味地黄颗粒辅助地塞米松组、地塞米松组、生理盐水组( P < 0. 05) ;六味地黄颗粒治

疗组大鼠肺组织 IFN-γmRNA水平与布地奈德组、六味地黄颗粒辅助布地奈德组相比无显著差异。结论: 过敏性大鼠哮喘模

型造模成功;六味地黄颗粒具有减轻哮喘气道慢性炎症的作用, 其治疗哮喘的作用机制之一可能是通过上调 IFN-γmRNA水

平, 抑制哮喘的炎症性病变。
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  支气管哮喘( 简称哮喘 ) 以气道慢性炎症、气道

高反应性及气道重塑为特征。近年来有逐年增加的

趋势,越来越受到人们关注。据报道
[ 1 ]

,在我国城区

儿童哮喘的患病率为 1. 97% ,较 10 年前明显增加。

我国传统医学在运用补肾法治疗哮喘方面颇有研

究
[ 2] ,笔者选择儿科鼻祖钱乙创制的滋阴补肾名方

六味地黄丸颗粒剂配合糖皮质激素气道吸入, 观察

其对哮喘大鼠气道炎症的作用及对肺组织中的干扰

素-γ( Interferon-γ, IFN-γ) mRNA表达的影响,旨在从

基因水平上探讨六味地黄颗粒治疗哮喘的作用机

制。

1 材料与方法

1.1 动物 选用 SPF级 SD雄性大鼠 160 只, 4 ～6

周龄,体重( 150 ±20) g。上海斯莱克动物实验中心

提供。动物许可证号 SCXK( 沪) 2007-0005。

1.2 药物与剂量 六味地黄颗粒:根据钱乙《小儿

药证直诀》中六味地黄丸的组方,即熟地黄、山茱萸、

山药、泽泻、牡丹皮、白茯苓,按 8∶4∶4∶3∶3∶3比例制

成免煎中药饮片颗粒剂,每包含生药 10 g。由江阴

天江药业有限公司生产( 批号 0903027) 。温开水调

制每毫升含生药 1 g。地塞米松磷酸钠注射液 400

mg/L,郑州羚锐制药股份有限公司生产 ( 批号

0807292) 。吸入用布地奈德混悬液 0. 5 g·L
- 1

,由

Astra Zeneca pty Ltd公司生产( 批号 305597) 。

1.3 试剂与仪器 卵清蛋白由恒因生物有限公司

提供( 批号 T2360 ) ;氢氧化铝凝胶( 分析纯) 由天津

市博迪 化工有 限公司 提供 ( 批号 08060940 ) ;

RNAstore样本保存液由天根生物 ( 北京) 科技有限

公司生产; TIANScript cDNA第一链合成试剂盒由天

根生物 ( 北京 ) 科技有限公司生产。压缩雾化吸入

机由德国百瑞有限公司生产 ( 型号 ARI-1205) ;核酸

扩增实时荧光检测系统由中山大学达安基因股份有

限公司提供 ( 型号 DA7600) ;荧光定量 PCR 检测系

统由北京东胜创新生物科技有限公司提供 ( 型号

CFD-3200) 由冷冻高速离心机,德国 Eppendorf 生产
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(型号 5417R) ;显微镜由梧州光学仪器厂生产( 型号

XSZ-8D)。

1.4 动物分组及处理 将大鼠 160 只按均衡下的

随机法( 按体重先行均衡地分档,然后在每一档中随

机取出等量动物分配到各组)分为 8 组,每组 20 只。

分别为六味地黄颗粒治疗组 ( A 组) 、六味地黄颗粒

辅助地塞米松组( B组) 、地塞米松组( C组) 、六味地

黄颗粒辅助布地奈德组 ( D 组 )、布地奈德组 ( E

组)、哮喘模型组 ( F 组) 、生理盐水组 ( G组 ) 、空白

对照组( H组) 。

制作大鼠哮喘模型,方法如下:除 G组、H组外,

各组分别于第 1, 8 天用新鲜配制的 OVA100 mg辅

以氢氧化铝凝胶 200 mg及生理盐水 1 mL的混悬液

在大鼠两腹股沟、后足跖, 共 4 点 sc,每点 0. 2 mL,

同时 ip 0. 2 mL。G 组以 ip 1 mL 生理盐水代替

OVA。于实验第 8 天即第 2 次致敏的同 1 d开始,

A, B, D组大鼠 ig 六味地黄颗粒剂 20 g· kg
- 1
·

d - 1 , C, E, F, G组大鼠均 ig等量生理盐水,第 15 ～28

天每天喂药后除 G, H 组外分组将致敏的大鼠置于

密闭容器内用超声雾化器雾化吸入 2% OVA 生理盐

水悬液,每天 30 min,进行激发。同时每次激发前 1

h, B组及 C组分别预先吸入 400 mg·L
- 1
地塞米松

20 min, D组及 E组分别吸入 0. 333 g·L
- 1
布地奈

德混悬液 15 min, A组、F组及 G组以雾化吸入生理

盐水代替,方法同上。H组不做任何处理,各组除施

加以上药物因素处理外, 其日常饲养方法均相同。

可以自由进食常规饲料和水。第 29 天处死大鼠。

1.5 大鼠表观行为学观察  对致敏结束后 ( 第 8

天) ,激发 1 周后( 21 d) ,激发结束后 ( 28 d) 大鼠表

观行为进行观察。自拟大鼠表观及行为学评分标准

如下:活动如常、毛色光洁、反应灵敏、体重逐步增

长、呼吸平稳,为 0 级( 计 0 ～1 分) ;头部轻度瘙痒、

焦虑不宁为 1 级 ( 计 2 ～3 分) ;全身瘙痒明显、烦躁

不安、打喷嚏、流鼻涕、倚笼而立、伏卧不动、呼吸急

促、毛色粗糙晦暗为 2 级( 计 4 ～5 分) ;有 2 级症状

并有瘙痒处皮肤破溃、弓背呼吸、大小便失禁等为 3

级( 计 6 ～7 分 ) ;有 3 级症状表现基础上出现死亡

(除外操作失误) 为 4 级( 计 8 分) 。

1.6 标本采集  从实验大鼠中每组随机抽取 10

只,最后 1 次激发后 12 h,称体重, 20% 乌拉坦 5 mL

·kg - 1
麻醉下处死。取血后置超净台上快速打开胸

腔,取其右肺中叶予 RNAstore 样本保存液保存, -

80 ℃冻存待测 IFN-γ的 mRNA表达。再取气管 0. 5

cm及剩余的右肺部分组织, 10% 甲醛溶液固定,常

规脱水,石蜡包埋, HE染色,观察气道及肺组织病理

学改变。

1.6.1 肺组织病理学观察 观察方法:观察每张切

片至少 5 个具有代表性的高倍视野, 以每个视野中

气道上皮细胞的脱落及肺组织炎症细胞所占的比

例,可得出气道上皮细胞和肺组织的炎症程度,每个

视野中气道脱落的上皮细胞及肺组织炎症细胞所占

比例小于 15%为正常范围,属 0 级; 16% ～30%为轻

度,属 1 级; 31% ～60%为中度,属 2 级,大于 60%为

重度,属 3 级。

1.6.2 IFN-γmRNA 的检测  荧光 PCR 试剂盒及

逆转录试剂盒由中山大学达安基因股份有限公司提

供,严格依照试剂盒说明书操作。按照 TRIzol-三氯

甲烷抽提法提取肺组织总 RNA, 逆转录,标准品委

托广东中山大学达安基因公司经克隆技术获得,运

用绝对定量研究进行荧光 PCR,对肺组织内 IFN-γ

细胞因子 mRNA表达进行研究( 条件:首先 93 ℃, 2

min;然后 93 ℃, 30 s; 55 ℃, 1 min;共 40 个循环 ) 。

引物序列见表 1。
表 1 引物序列

品名 Sequence( 5’-3’)

R-IFN gamma F 5’-TCATCGAATCGCACCTGATC-3’

R-IFN gamma R 5’-CCTCGAACTTGGCGATGCT-3’

R-IFN gamma probe 5 ’-FAM-CAGCAACAGTAAAGCAAAAAAGGATGCAT-

TAMRA-3’

1.7 统计学分析 通过 SPSS17. 0 软件进行统计学

处理,各组间比较用单因素方差分析, 等级资料用

Ridit分析,以P < 0. 05判定结果有显著性差异。

2 结果

2.1 各组大鼠造模过程中的表现及行为学评价:

哮喘模型组喘息症状较其他各组明显, 地塞米松组

表现明显的毛色晦暗,体重不增,行动迟缓;六味地

黄颗粒治疗组及其辅助糖皮质激素组生长状态稳

定,喘息症状轻微,具体结果见表 2。

2.2 气管、肺组织病理学切片观察及分级结果

高倍镜下观察气道上皮细胞脱落情况可见:空

白对照组大鼠的 HE染色支气管结构未见异常改

变,支气管黏膜上皮完整,属于正常范围。哮喘模型

组的 HE染色切片中支气管上皮细胞肿胀、脱落,支

气管平滑肌收缩,管腔狭窄,程度较重, 与空白对照
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   表 2 六味地黄颗粒对大鼠过敏性哮喘造模过程中的行为学评分的影响 ( 珔x±s, n = 10)

组 别 致敏结束后评分 激发 1 周后评分 激发结束后评分

六味地黄 0. 30 ±0. 481) 1. 60 ±0. 521) 2. 30 ±0. 68 1)

六味地黄 +地塞米松 0. 70 ±0. 681) 1. 80 ±0. 421) 2. 60 ±0. 97 1)

地塞米松 1. 30 ±0. 481, 2) 2. 80 ±0. 791, 2) 3. 50 ±0. 53 1, 2)

六味地黄 +布地奈德 0. 30 ±0. 481) 1. 40 ±0. 521) 2. 30 ±0. 48 1)

布地奈德 0. 40 ±0. 521) 1. 60 ±0. 521) 2. 50 ±0. 71 1)

哮喘模型 2. 30 ±0. 482) 4. 70 ±0. 822) 6. 40 ±0. 70 2)

生理盐水 0. 20 ±0. 421) 0. 70 ±0. 481, 2) 1. 60 ±0. 52 1, 2)

空白对照 0. 10 ±0. 321) 0. 30 ±0. 481, 2) 0. 40 ±0. 52 1, 2)

  注 :致敏结束后评分组间比较 ( P < 0. 01) ; 激发 1 周后评分组间比较 ( P < 0. 01 ) ; 激发结束后评分组间比较 ( P < 0. 01) ; 与哮喘模型组比

较1) P < 0. 05; 与六味地黄颗粒组比较 2) P < 0. 05( 表 3 , 4 同 ) 。

组比较, ( P < 0. 05) ; 六味地黄颗粒组、六味地黄颗

粒辅助地塞米松组、六味地黄颗粒辅助布地奈德组、

布地 奈 德 组 脱 落 程 度 较 哮 喘 模 型 组 减 轻

( P <0. 05) 。

高倍镜下观察肺组织炎症细胞浸润情况可见:

空白对照组大鼠的肺组织 HE染色见肺泡结构未见

异常改变,炎症浸润小于 15% , 属于正常范围。建

立哮喘模型组的各组大鼠肺组织 HE染色切片中炎

症细 胞 浸 润 程 度 与 空 白 对 照 组 相 比 较 重,

( P < 0. 05) 。经 Ridit分析六味地黄颗粒治疗组肺

组织炎症浸润程度趋向较轻。( R值小于 R总 ) ( 见

图 1 及表 3) 可以看出,经六味地黄颗粒或其辅助治

疗后的哮喘大鼠气道上皮细胞脱落程度较哮喘模型

组减轻( P < 0. 05) 。
表 3 六味地黄颗粒治疗 2周后各组大鼠肺组织 HE 染色切片炎症程度分级比较 ( n = 10) n( % )

组别
气道上皮细胞脱落程度 肺组织炎症细胞浸润程度

0 级 1 级 2 级 3 级 R 值 0 级 1 级 2 级 3 级 R值

六味地黄 2 ( 20 ) 3 ( 30 ) 5 ( 50 ) 0( 0 ) 0. 55691, 2 ) 2( 20) 6( 60) 2( 20) 0( 0) 0. 44382)

六味地黄 +地塞米松 1 ( 10 ) 5 ( 50 ) 4 ( 40 ) 0( 0 ) 0. 55251, 2 ) 1( 10) 8( 80) 1( 10) 0( 0) 0. 43752)

地塞米松 1 ( 10 ) 4 ( 40 ) 4 ( 40 ) 1 ( 10) 0. 60692) 0 ( 0) 3( 30 ) 7 ( 70 ) 0( 0) 0. 68502)

六味地黄 +布地奈德 0( 0) 8 ( 80 ) 2 ( 20 ) 0( 0 ) 0. 51131, 2 ) 0( 0 ) 3( 30) 7( 70) 0( 0) 0. 68502)

布地奈德 2 ( 20 ) 6 ( 60 ) 2 ( 20 ) 0( 0 ) 0. 44631, 2 ) 3( 30) 0( 0 ) 6( 60) 0( 0) 0. 61502)

哮喘模型 0( 0) 2 ( 20 ) 6 ( 60 ) 2 ( 20) 0. 76752) 1( 10 ) 3( 30 ) 6 ( 60 ) 0( 0) 0. 61882)

生理盐水 3 ( 30 ) 5 ( 50 ) 2 ( 20 ) 0( 0 ) 0. 41381, 2 ) 5( 50) 3( 30) 2( 20) 0( 0) 0. 35381)

空白对照 9 ( 90 ) 1 ( 10 ) 0( 0 ) 0( 0 ) 0. 14501) 9( 90 ) 1( 10 ) 0( 0) 0( 0) 0. 16131)

  注 :上皮细胞脱落程度组间比较 ( P < 0. 01 ) ; 肺组织炎症浸润程度组间比较 ( P < 0. 01 )。

2.3 大鼠肺组织 IFN-γmRNA 检测  结果见表 4。

哮喘模型组与空白对照组相比, 肺组织内 IFN-γ

mRNA表达降低, P <0. 05;六味地黄颗粒治疗组、布

地奈德组肺组织内 IFN-γmRNA表达高于哮喘模型

组, P <0. 05; 六味地黄颗粒治疗组肺组织内 IFN-γ

mRNA表达高于六味地黄颗粒辅助地塞米松组、地

塞米松组, P < 0. 05;六味地黄颗粒辅助布地奈德组、

布地奈德组肺组织内 IFN-γmRNA表达与六味地黄

颗粒治疗组相比无差异。

3 讨论

哮喘
[ 3 ]
是一种气道慢性炎症性疾病,以反复发

作的喘息、咳嗽、气促、胸闷等症状为主要临床表现,

多与接触变应原、冷空气、物理、化学性刺激、呼吸道

感染以及运动等有关,常在夜间和( 或 ) 清晨发作或

加剧,现代医学对哮喘的治疗已经有比较明确的方

案,具体使用药物有吸入糖皮质激素、β2 -受体激动

剂,口服白三烯受体拮抗剂、氨茶碱,抗 IgE治疗,变

应原特异性免疫疗法等。但是由于长期使用糖皮质
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图 1 各组气管、肺组织病理学切片 ( HE染色 ×100)

A. 空白对照组 ; B. 生理盐水组 ; C. 六味地黄颗粒 20 g·kg - 1组 ;

D. 哮喘模型组 ; E. 六味地黄颗粒 20 g·kg - 1 +地塞米松组 ;

F. 地塞米松组 ; G. 六味地黄 +布地奈德组 ; H. 布地奈德组

激素有副作用或因为治疗过程繁琐、漫长而使患者

依从性较差
[ 4]
。六味地黄颗粒制剂作为滋阴补肾法

的代表方剂,因滋补三阴之功卓著而被誉为“补阴方

药之祖”。该方是北宋太医丞钱乙依据汉代医圣张

仲景《金匮要略》中的组方而变化,为“肾主虚”的小

儿而设,记载于《小儿药证直诀》。由熟地、山茱萸、

山药、泽泻、丹皮、茯苓组成,具有补肾纳气、培本固

元、使气有所归的作用, 即所谓“未发扶正,已发祛

邪”。婴幼儿免疫系统发育尚未成熟,易遭到病原微

生物侵袭发生呼吸道感染而诱发哮喘, 因此发作频

繁。我国证论治原则。周晓棉等
[ 6]
对小鼠低免疫功

能模型予六味地黄软胶囊进行治疗,发现六味地黄

软胶囊对环磷酰胺致成年及幼年小鼠特异性免疫功

能低下有显著改善作用。可见,六味地黄在提高免

疫力低下方面具有优势,可改变患儿肾阴两虚的体

质状况,提高患儿生存质量, 而且颗粒制剂服用方

便,口感好,再加上其价格经济,可以减轻家庭经济

负担,能被广大患者所接收。我们的前期研究表明

六味地黄颗粒协同辅舒酮吸入具有减轻哮喘气道慢

性炎症的作用,而该药对哮喘缓解期长期使用糖皮

质激素气道吸入的大鼠具有良好的作用,其对哮喘

大鼠体内 IFN-γ有明显调节作用, 通过调节 Th1 /

Th2 失衡而减轻哮喘气道慢性炎症 [ 7 , 8]
。

表 4 六味地黄颗粒对哮喘大鼠 IFN-γmRNA 表达的

影响 (珔x±s, n = 10)

组 别 IFN-γ拷贝数 ×105

六味地黄 3. 74 ±2. 771)

六味地黄 +地塞米松 2. 12 ±2. 12)

地塞米松 1. 09 ±0. 812)

六味地黄 +布地奈德 2. 55 ±1. 13

布地奈德 4. 48 ±2. 161)

哮喘模型 1. 69 ±1. 022)

生理盐水 1. 98 ±1. 152)

空白对照 3. 40 ±1. 961)

  IFN-γ又称免疫干扰素, 是由活化 T 细胞、NK

细胞分泌的一种具有激活巨噬细胞、抗病毒和抑制

Th2 细胞作用的细胞因子, 其免疫调节功能较强。

IFN-γ的主要生物学活性为: 抑制由 IL-4 诱导的 B

细胞增值和分泌 IgE、诱导单核细胞、巨噬细胞、树突

状细胞、血管内皮细胞等表面 MIqC类抗原的表达,

从而调节这些细胞参与抗原提成和特异性免疫识别

过程。在哮喘疾病中, IFN-γ可促进 Thl 细胞分化,

抑制 Th2 细胞反应
[ 9]

; IFN-γ抑制气道黏膜中 EOS

聚集及血中 IgE产生。

该实验选用与六味地黄颗粒有相近正反馈调节

作用的细胞因子 IFN-γ,探讨六味地黄颗粒治疗哮喘

的作用机制,成功的诱发了大鼠气道过敏性哮喘,实

验结果显示,从行为学评分上看,哮喘模型组大鼠出

现喘息时间较早,程度较重,与空白对照组比较有显

著差异;六味地黄颗粒治疗组大鼠出现喘息时间较

晚,程度较轻,而且体重稳步增长,皮毛不粗糙,与哮

喘模型组比较差异显著。造模成功后的大鼠哮喘模

型组的气管病理切片中特异性的致敏原诱发的炎症

和组织损伤改变多见,表现出明显的气道炎症,而六

味地黄颗粒治疗组支气管、肺组织病理切片中上皮

水肿脱落、炎症细胞浸润等程度较轻, 气道炎症改

善。大鼠哮喘模型组肺组织 IFN-γmRNA水平明显

降低,而用六味地黄颗粒治疗后的哮喘大鼠肺组织

IFN-γmRNA水平明显升高,与布地奈德组吸入效果

没有明显差异。现今的支气管哮喘造模实验一般采

取生理盐水作为对照组, 但该实验在严格操作过程
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后发现予生理盐水雾化吸入后的大鼠虽然在行为学

上与正常对照组大鼠无显著差异,但其病理切片结

果示支气管上皮细胞脱落与空白对照组有显著差异

( P <0. 05) ,提示吸入生理盐水可能会引起气道高

反应性有关,或雾化吸入生理盐水后气道湿化分泌

物排出增多而引发,但其具体引发原因还有待于进

一步探讨。

综上所述,笔者认为,采用滋阴补肾方六味地黄

颗粒剂可以使哮喘患者的 IFN-γmRNA 水平上调,

从而使气道炎症得到控制,也可避免长期吸入糖皮

质激素引起的体重不增、免疫力下降等副作用。
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以为君;萆薢利湿而助土茯苓分清泄浊, 兼有祛风,

舒筋通络之效,用以为臣;王不留行活血祛瘀, 推陈

致新,兼有利尿作用,山慈菇清热解毒,泄浊利尿,化

痰散结,牛膝补肝肾, 活血祛瘀, 利尿通淋, 引药下

行,共为佐药。诸药相伍,使浊毒得以泄化,瘀结得

以清除。我们在临床上曾将 77 例原发性痛风高尿

酸血症患者随机分为两组,分别用处方 1 及处方 2

治疗,结果处方 1 及处方 2 治疗高尿酸血症的疗效

基本相同
[ 5]
。本实验结果表明泄浊除痹汤原方及精

简方均能显著地降低高尿酸血症动物模型血清尿酸

水平,两种处方相应剂量组间比较无显著性差异,说

明两组中药处方均有明显的降低血尿酸作用。精简

方既保持了泄浊除痹汤原方组方的核心思想及基本

功效,又减少了组成药味,相对于原方更经济, 便于

作为降尿酸纯中药制剂的进一步开发研究。
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