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五虎汤抑制 STAT3 蛋白调控树突细胞自噬治疗
RSV 诱发哮喘小鼠
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［摘要］ 目的：探讨五虎汤对呼吸道合胞病毒（RSV）诱发哮喘小鼠模型的治疗作用机制、肺组织信号传导及转录激活因

子 3（STAT3）蛋白表达的影响。方法：100 只 SPF 级雌性 BALB/c 小鼠，用 RSV 复合鸡卵清蛋白（OVA）雾化吸入激发哮喘，造模

成功后随机分为正常组、模型组、阳性药组（地塞米松，1.82 mg·kg-1），STAT3 抑制剂组（STATTIC，3.75 mg·kg-1），STAT3 诱导剂

组（colivelin，1.0 mg·kg-1）及五虎汤低、中、高剂量组（1.6，3.2，6.4 g·kg-1），并给予相应药物干预 2 周。使用动物呼吸机检测小鼠

气道反应性值；采用苏木素-伊红（HE），过碘酸希夫（PAS）及马松（Masson）染色分别观察小鼠肺组织病理学改变、杯状细胞分

泌黏液和气道胶原沉积情况；酶联免疫吸附测定（ELISA）检测血清中白细胞介素 -6（IL-6），白细胞介素 -10（IL-10），白细胞介

素 -17（IL-17）含量；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）测定转化生长因子 -β1（TGF-β1），α -平滑肌肌动蛋白

（α-SMA）mRNA 在肺组织中的表达；透射电镜检查肺组织自噬体；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肺组织树突细胞（DC）
中自噬相关蛋白 5（ATG5），Sequestosome 1（SQSTM1）蛋白表达及肺组织中 STAT3，磷酸化（p）-STAT3 蛋白表达情况。结果：

与正常组比较，模型组小鼠气道反应性增高（P<0.01），肺组织周围炎性细胞浸润，杯状上皮细胞过度化生和气道胶原广泛沉

积，血清中 IL-6 和 IL-17 含量显著升高，IL-10 含量显著降低（P<0.01），肺组织中 TGF-β1，α-SMA mRNA 表达增加（P<0.01），肺
组织自噬体数量增加，肺组织 DC 中 ATG5 蛋白表达上升，SQSTM1 表达降低（P<0.01），肺组织中 STAT3，p-STAT 蛋白表达水平

显著升高（P<0.01）；与模型组比较，五虎汤和 STATTIC 均可明显降低哮喘小鼠气道高反应性（P<0.05，P<0.01），有效缓解 RSV

诱发哮喘小鼠肺组织病理情况，降低血清中 IL-6 和 IL-17 表达含量（P<0.01），升高哮喘保护细胞因子 IL-10 含量（P<0.01），降低

肺组织中 TGF-β1，α-SMA mRNA 水平（P<0.01），进一步增加自噬小体数量，显著增强肺组织 DC 中 ATG5 水平及下调 SQSTM1

水平（P<0.05，P<0.01），并可下调肺组织中 STAT3 及 p-STAT3 水平（P<0.01）。结论：五虎汤可能通过抑制 STAT3 蛋白，上调肺

组织 DC 自噬水平，从而有效改善 RSV 诱发哮喘小鼠气道炎症、气道重塑，降低气道高反应性。
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［Abstract］ Objective：To investigate the therapeutic mechanism of Wuhutang on respiratory syncytial

virus（RSV）-induced asthma in mice and its influence on the expression of signal transducer and activator of

transcription 3（STAT3） in lung tissue. Method： One hundred female BALB/c mice of SPF grade were

randomly divided into a normal group and an experimental group. After successful modeling via aerosol

inhalation of RSV and ovalbumin（OAV），the mice in the experimental group were further randomized into the

following seven groups：model，positive control（dexamethasone，1.82 mg·kg-1），STAT3 inhibitor（STATTIC，

3.75 mg·kg-1），STAT3 inducer（colivelin，1.0 mg·kg-1），and low-，medium-，and high-dose（1.6，3.2，and

6.4 g·kg-1， respectively）Wuhutang groups. The corresponding drugs were administered for two weeks，

followed by the detection of airway reactivity using a small animal ventilator，the pathological changes in lung

tissue，mucus secretion by goblet cells and collagen deposition in airway were observed by hematoxylin-eosin

（HE），periodic acid-Schiff（PAS）and Masson staining，the serum levels of interleukin-6（IL-6），IL-10，and

IL-17 were detected by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. The mRNA expression levels of TGF-β1

and α -SMA in lung tissue were detected by fluorescence-based real-time polymerase chain reaction（Real-time

PCR），autophagosomes present in lung tissue were examined by transmission electron microscopy，the protein

expression levels of ATG5 and SQSTM1 in dendritic cells（DCs）and STAT3 and p-STAT3 in lung tissue were

detected by Western blot. Result：The airway reactivity of the model group was enhanced in contrast to that in

the model group（P<0.01），manifested as inflammatory cell infiltration around the lung tissue，excessive

metaplasia of goblet cells，and extensive deposition of airway collagen，the expression levels of serum IL-6 and

IL-17 were increased（P<0.01），while that of IL-10 declined（P<0.01），the mRNA expression levels of TGF-β1

and α -SMA were elevated（P<0.01），the number of autophagosomes in the lung tissue increased. The protein

expression levels of ATG5，STAT3，and p-STAT were up-regulated，while that of SQSTM1 was down-regulated

（P<0.01）. Compared with the model group， Wuhutang and STATTIC significantly reduced the airway

hyperresponsiveness of asthmatic mice（P<0.05，P<0.01），alleviated RSV-induced pathological changes in lung

tissue，reduced the contents of serum IL-6 and IL-17（P<0.01），increased serum IL-10 and ATG5 in DCs（P<

0.01），down-regulated the mRNA expression levels of TGF- β1 and α -SMA as well as the protein expression

levels of SQSTM1，STAT3 and p-STAT3（P<0.05，P<0.01），and elevated the number of autophagosomes.

Conclusion： Wuhutang relieves airway inflammation， improves airway remodeling and reduces airway

hyperresponsiveness in RSV-induced asthmatic mice by inhibiting STAT3 protein and up-regulating DC

autophagy in lung tissue.

［Key words］ Wuhutang； asthma； respiratory syncytial virus； dendritic cells（DCs）； autophagy；
signal transducer and activator of transcription 3（STAT3）

支气管哮喘是以慢性气道炎症、气道重塑及气

道高反应性为主要病理特征的呼吸系统疾病。近

年来，儿童哮喘已成为呼吸系统最常见的慢性疾病

之一，并已成为全球公共卫生问题［1］。呼吸道合胞

病毒（RSV）感染与儿童哮喘急性发作或加重有

关［2］。目前，长期吸入皮质类固醇激素是儿童哮喘

的主要治疗方法，虽可大大减轻患儿病情，但长期

使用会引起激素抵抗或依赖，诱发相关并发症［3］。

因此，寻找有效安全的药物成为临床研究者的关注

热点。

自噬是为完成自身代谢及细胞器更新，利用溶

酶体消耗受损的细胞器和大分子蛋白的过程［4］。自

噬是哮喘发病机制中的关键调节剂，影响先天性免

疫反应，促进程序性细胞死亡，同时也是人体免受

病毒侵袭的重要途径，在病原体感染期间，宿主细

胞会通过自噬清除宿主病原体［5］，这提示自噬可能

成为防治哮喘的新靶点。树突细胞（DC）作为目前

已知功能最强的抗原递呈细胞，作用于哮喘的起始

阶段。在人体感染 RSV 后，自噬可能通过对病毒复

制，DC 激活等病理生理过程的影响，在哮喘的发生
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发展中发挥作用［6］。信号传导及转录激活因子 3

（STAT3）可被上游生长因子激酶、细胞因子受体和

非受体酪氨酸激酶等激活，具有多种生物学效应，

包括调控细胞增殖、存活及凋亡［7］。体外 T，B 及 DC

分化成熟需要依赖 STAT3 的转导，从而提示 STAT3

在炎性反应和维持机体正常免疫反应中起重要作

用［8］。STAT3 通过转录信号通路调控自噬相关基因

发挥抗自噬作用［9］。同时，STAT3 蛋白的激活参与

Th2 和 Th17 细胞因子的产生，与哮喘的发生关系

密切［10］。

传统古方五虎汤出自《幼科发挥》，防治哮喘历

史悠久，该方由麻黄、杏仁、石膏、甘草、细茶叶等组

成，具有清肺涤痰平喘作用。朱丹溪谓此方为“发

散之剂，一服神效”（《医部全录·小儿嗽喘门》）。笔

者前期临床研究已证实五虎汤能明显减少 RSV 毛

细支气管炎发展成为典型哮喘［11］；实验研究已证明

五虎汤改善 RSV 诱发哮喘小鼠发生发展的作用可

能与其上调哮喘小鼠肺组织中 DC 自噬水平有

关［12］，但其分子机制目前尚不明确，因此，本研究建

立 RSV 复合鸡卵清蛋白（OVA）哮喘小鼠模型，旨在

探讨五虎汤对 RSV 诱发哮喘小鼠模型的治疗作用

及机制，为五虎汤治疗哮喘提供理论依据。

1 材料

1.1 动物 SPF 级雌性 BALB/c 小鼠 100 只，4~6 周

龄，体质量 15~18 g，购自湖南斯莱克景达实验动物

有限公司，动物合格证号 SCXK（湘）2019-0004。实

验方案经湖南中医药大学第一附属医院动物实验

伦理委员会批准，伦理审批号 ZYFY20200712。

1.2 药物 五虎汤组成为麻黄（不去节）2.4 g，杏仁

（去尖皮）6.0 g，生石膏 9.0 g，生甘草 2.4 g，细茶叶

4.8 g，所有药材由湖南中医药大学第一附属医院张

裕民教授鉴定合格。将所有药物混合加入 5 倍量的

蒸馏水，先浸泡 30 min，再回流提取 40 min，滤净煎

煮液后再加入 5 倍量蒸馏水，回流提取 40 min，将

2 次煎液混匀，用旋转蒸发仪浓缩成 2.46 kg·L-1，将

药 液 按 100 mL 密 封 分 装 ，保 存 于 -20 ℃的 冰 箱

保存。

1.3 试剂 RSV Long 株及人喉癌上皮细胞（Hep-

2），由武汉大学医学部病毒学研究所提供。地塞米

松（美国 Sigma 公司，批号 D1756）；STAT3 抑制剂

（STATTIC），STAT3 诱导剂（colivelin）（美国 MCE 公

司，批号分别为 HY-13818，HY-P1061A）；OVA，马松

（Masson）和过碘酸希夫（PAS）染色液（北京 Solarbio

公司，批号分别为 9006-59-1，G1285，G1243）；氯化

乙酰胆碱（美国 Selleck 公司，批号 2260-50-6）；苏木

素 -伊 红（HE）染 色 液（湖 南 Auragene 公 司 ，批 号

P032IH）；白细胞介素 -6（IL-6），IL-10，IL-17 酶联免

疫吸附测定（ELISA）试剂盒（上海晶天生物科技有

限公司，批号分别为 E20191109022，E20191109027，

E20190713021）；β-肌动蛋白（β -actin）抗体，山羊抗

兔二抗（美国 Proteintech 公司，批号分别为 10253-2-

AP，SA00001-2）；自 噬 相 关 蛋 白 5（ATG5），

Sequestosome 1（SQSTM1），STAT3，磷 酸 化（p）-

STAT3 抗 体（ 美 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为

ab108327，ab56416，ab119352，ab76315）；trizol 试剂

（美国 Ambion 公司，批号 15596026）；逆转录试剂盒

（美国 Thermo 公司，批号 K1622）；实时荧光定量聚

合酶链反应（Real-time PCR）试剂盒（上海近岸生物

科技有限公司，批号 PA0025）。
1.4 仪器 S888E 型超声雾化器（南京道芬电子有

限公司）；DHX-50 型小动物呼吸机与 WESTERN

BLOTP 型气道阻力和肺顺应性分析软件（美国

Buxco 公司）；HT7700 型透射电子显微镜（日立高新

技术公司）；12008007 型台式离心机（金坛市大地自

动化仪器厂）；CFX 型 Real-time PCR 仪（美国 Bio-

Rad 公司）；DYY-6C 型电泳仪及 DYCZ-40D 型转膜

仪（北京六一生物科技有限公司）。
2 方法

2.1 造模及动物分组 SPF 级雌性 BALB/c 小鼠

100 只，随机分 20 只为正常组，其余 80 只为模型组。

参照前期文献制备模型［13］，实验前 2 d，模型组每只

小鼠鼻腔滴入 RSV 0.05 mL 和腹腔注射 1%OVA

0.25 mL，正常组予以等容积 Hep-2 细胞滴鼻，同时

皮下注射等体积生理盐水。自实验第 9 天起，将模

型组小鼠放入自制不完全封闭的雾化吸入箱中予

1%OVA 雾化 30 min，正常组予同样体积生理盐水雾

化，隔天 1 次，持续 2 周。雾化结束后，模型组小鼠

呈现气短、喘息，腹肌紧张，甚至站立不稳而扑倒，

提示造模成功，并从正常组和模型组小鼠中分别随

机抽取 10 只进行气道反应性测定，见表 1，观察到造

模后小鼠气道反应性值显著高于正常组，提示造模

成功。将正常组及造模成功后的小鼠按随机分成 8

组，每组 10 只，分别为正常组，模型组，五虎汤低、

中、高剂量组，阳性药组（地塞米松），STAT3 抑制剂

组（STATTIC），STAT3 诱导剂组（colivelin）。
2.2 给药 根据课题组前期实验研究及参照《药理

实验方法学》［14］换算小鼠用药量，拟定五虎汤高、

中 、低 剂 量 组 小 鼠 灌 胃 剂 量 分 别 为 6.4，3.2，
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1.6 g·kg-1，并腹腔注射 0.9% 生理盐水 10 mL·kg-1；
地塞米松组腹腔注射地塞米松 1.82 mg·kg-1，并灌胃

等 容 积 生 理 盐 水 ；STAT3 抑 制 剂 组 腹 腔 注 射

STATTIC 3.75 mg·kg-1，并灌胃等容积生理盐水；
STAT3 诱导剂组腹腔注射 colivelin 1.0 mg·kg-1，并

灌胃等容积生理盐水；正常组及模型组均灌胃并腹

腔 注 射 相 同 体 积 生 理 盐 水 ，每 日 1 次 ，连 续 给

药 2 周。

2.3 气道反应性测定 小鼠末次给药后 24 h，麻醉

行气管插管后，把小鼠放入体描箱中，连接呼吸机，

调 整 呼 吸 机 参 数 ，频 率 为 75 次/min，潮 气 量 为

8 mL·kg-1记录初始的气道压力、流速以及潮气量变

化，待小鼠气道压力平稳后，雾化吸入 0.1 mL 不同

质量分的乙酰胆碱 0，6.25，12.5，25，50 μg·kg-1，每

次吸入乙酰胆碱后，收集吸入后 5 s~1 min 的数据，

并计算最大肺阻力（RL）。
2.4 HE，PAS 及 Masson 染色检测 实验结束后取

小鼠右肺组织浸入多聚甲醛中固定，常规石蜡包

埋，切片，分别进行 HE，PAS 及 Masson 染色，各梯度

脱水，透明切片滴上树胶，盖破片盖上并进行镜检，

并拍照。

2.5 ELISA 检测小鼠血清中 IL-6，IL-10，IL-17 含

量 加样设置空白孔、阴性孔及阳性孔，置 37 ℃温

培 60 min，洗涤。于各反应孔中，加入新鲜稀释的酶

标抗体 0.1 mL，37 ℃孵育 30~60 min，洗涤。加入临

时配制的 TMB 底物溶液 0.1 mL 显色，混匀，37 ℃避

光显色 10 min。加入 2 mol·L-1 硫酸 0.05 mL，终止

反应。使用酶标比色仪测定，将空白孔调零后于波

长 450 nm 处，测量各孔吸光度，测定需在加终止液

10 min 内进行，最后计算出标准曲线的直线回归方

程及对应的样品浓度。

2.6 Real-time PCR 检测 TGF-β1 和 α -SMA mRNA

表达 采用 trizol 法提取肺组织总 RNA，取测定样

品的浓度 1 μL，以 20 μL 体系将 1 μg RNA 反转录

成 cDNA，并以此为模板，设定程序为两步法 Real-

time RCR 定量，预变性 95 ℃ 10 min，之后每一步变

性 95 ℃ 15 s，60 ℃退火延伸 60 s，共进行 40 次循

环，每次在延伸阶段读取荧光值。通过观察溶解曲

线和扩增曲线衡量结果，并以 β -actin 为内参，用

2-ΔΔCt法方法来对结果进行分析。引物由长沙维世尔

生物科技有限公司合成，见表 1。

2.7 透射电镜观察肺组织自噬体 取肺组织，用

2.5% 戊二醛，0.22 mmol·L-1 蔗糖的磷酸盐缓冲液

（PBS）电镜固定 4 h，使用 0.1 mol·L-1 PBS 进行 3 次

漂洗，每次 10~15 min，1% 锇酸后稳固 2 h，逐级乙醇

脱水、环氧树脂包埋，30 ℃烘箱过夜，60 ℃烘箱内

烘 12 h，使用超薄切片机切片，厚度为 50~100 nm，

使用醋酸铀以及硝酸铅双染色后，采用透射电镜进

行肺组织自噬体检查。

2.8 磁珠分选法分离肺组织 DC 使用 MACS 小鼠

肺脏解离盒中的 Buffer S，Enzyme D 和 Enzyme A 制

备成混合酶悬液。通过右心室灌注肺脏以去除红

细胞，将小鼠肺脏剪成小块，使用 PBS 冲洗肺叶，将

肺叶加入混合酶悬液中，37 ℃摇床中孵育 40 min，

短暂离心后，重悬样本使用滤器过滤，收集细胞悬

液，冲洗后弃去滤器，将细胞悬液 300×g 离心 5 min，

彻底弃去上清，重悬获得单细胞悬液，以 300×g 离心

细胞悬浮液 10 min，完全吸出上清液，每 1×10⁸总细

胞在 400 μL 缓冲液中重悬细胞沉淀。每 1×10⁸总细

胞加入 CD11c MicroBeads UltraPure 100 μL。充分

混合并在黑暗中于冰箱中（2~8 ℃）孵育 10 min。每

1×10⁸细胞加入缓冲液 10 mL 洗涤细胞，以 300×g 离

心 10 min 后，完全吸出上清液，使用 500 μL 缓冲液

重悬后备用。随后将色谱柱放在 MACS 分离器磁

场中，用适量缓冲液冲洗液相色谱柱后，将细胞悬

浮液注入柱中，待液体流净，用适量缓冲液洗涤柱

子 3 次，从分离器中取出色谱柱并将其放在合适的

收集管上。移取缓冲液 5 mL 到色谱柱中，并立即将

柱塞牢固地推入柱中，冲洗磁性标记的细胞。使用

新色谱柱重复上述磁分离步骤 2 次，获得 DC。

2.9 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 STAT3，

p-STAT3，SQSTM1，ATG5 蛋白表达 在肺组织中

提取总蛋白，BAC 法进行蛋白定量，每组取 50 μg 的

总蛋白，按 1∶4 将 SDS 上样缓冲液加入，加热 5 min

后加入样本，进行电泳、转膜，封闭 1 h，分别加入

STAT3（1∶2 000），p-STAT3（1∶1 000），SQSTM1（1∶

1 000），ATG5 兔抗多克隆抗体（1∶1 000）和内参

β -actin（1∶5 000）孵育过夜，TBST 进行洗涤 3 次，每

表 1 PCR引物序列

Table 1 Primer sequencce for PCR

引物

TGF-β1

α-SMA

β-actin

序列（5′-3′）
上游 GCCTTTCCTGCTTCTCATGG

下游 TCCTTGCGGAAGTCAATGTAC

上游 CCCAGACATCAGGGAGTAATGG

下游 TCTATCGGATACTTCAGCGTCA

上游 ACTGGAACGGTGAAGGTGACA

下游 TCGGCCACATTGCAGAACT

长度/bp

101

143

93
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次 10 min，加入二抗（1∶6 000），孵育 1 h，再进行

TBST 洗涤 3 次，每次 10 min。扫描后用 Quantity

One 灰度分析软件，相应目的蛋白表达量指标为目

的蛋白条带与内参 β-actin 的比值。

2.10 统计学分析 应用 SPSS 20.0 进行数据统计

分析，计量资料采用 x̄± s 表示，并进行正态分布检

验，若满足正态分布，采用单因素方差分析进行任

意两组均数的比较，方差齐者采用 LSD 检验，P<

0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对哮喘小鼠气道反应性的影响 与正常组比

较，随着乙酰胆碱浓度的增加，模型组的 RL 值显著

上升（P<0.01）；与模型组比较，五虎汤中、高剂量组、

地塞米松组及 STATTIC 组的小鼠 RL 值均显著降低

（P<0.01），colivelin 组与模型组比较差异无统计学

意义。见表 2，3。

3.2 对哮喘小鼠肺组织病理学形态的影响 正常

组小鼠支气管、血管形态规则，无明显炎性细胞浸

润；模型组支气管管腔狭窄，上皮细胞肿胀或脱落，

血管和支气管周围出现大量炎性细胞浸润，上皮杯

状细胞明显增生，气道增厚；与模型组比较，五虎汤

低、中、高剂量组、地塞米松组和 STATTIC 组肺组织

损伤情况及炎性细胞浸润情况均有改善，以五虎汤

中剂量组效果最佳。见图 1。

表 2 两组小鼠气道高反应性比较（x̄± s，n=10）

Table 2 Comparison of airway hyperresponsiveness in two

groups of mice（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

RL/cmH2O/mL·s

0

2.07±0.18

2.33±0.20

6.25 mg·L-1

4.38±0.44

11.96±1.451）

12.5 mg·L-1

7.31±0.36

15.46±1.801）

25 mg·L-1

9.51±0.94

21.27±1.241）

50 mg·L-1

12.73±0.86

27.41±0.511）

注：与正常组比较 1）P<0.01。

表 3 五虎汤对不同浓度乙酰胆碱激发下的气道反应性的影响（x̄± s，n=10）

Table 3 Effect of Wuhutang on airway reactivity induced by different concentrations of acetylcholine（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

五虎汤

地塞米松

STATTIC

colivelin

剂量

/g·kg-1

1.6

3.2

6.4

0.001 82

0.003 75

0.001

RL/cmH2O/mL·s

0

1.14±0.12

1.28±0.04

1.10±0.11

1.12±0.12

1.12±0.11

1.18±0.08

1.19±0.09

1.24±0.05

6.25 mg·L-1

1.41±0.03

4.18±0.301）

3.37±0.322）

2.43±0.113）

3.09±0.133）

2.18±0.173）

2.39±0.533）

4.23±0.25

12.5 mg·L-1

1.62±0.02

5.23±0.211）

3.62±0.023）

2.51±0.013）

3.60±0.483）

2.70±0.053）

2.87±0.213）

4.93±0.90

25 mg·L-1

1.81±0.01

6.17±0.151）

4.10±0.103）

3.16±0.143）

4.30±0.263）

3.40±0.163）

4.10±0.173）

5.63±0.55

50 mg·L-1

3.30±0.26

9.15±0.161）

5.38±0.493）

4.65±0.393）

5.13±0.153）

4.23±0.253）

5.51±0.373）

9.07±0.06

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 4~7 同）。

A.正常组；B.模型组；C~E.五虎汤低、中、高剂量组；F.地塞米松组；G.STATTIC 组；H.colivelin 组（图 2~6 同）
图 1 五虎汤对哮喘小鼠肺组织形态的影响（HE，×100）
Fig. 1 Effect of Wuhutang on lung tissue morphology of asthmatic mice（HE,×100）
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3.3 对哮喘小鼠血清中 IL-6，IL-10，IL-17 含量的影

响 与正常组比较，模型组小鼠血清中 IL-6，IL-17

显著增加（P<0.01），IL-10 显著下降（P<0.01）；与模

型 组 比 较 ，五 虎 汤 各 剂 量 组 、地 塞 米 松 组 和

STATTIC 组 IL-6 和 IL-17 表达含量显著降低（P<

0.01），IL-10 表达含量显著升高（P<0.01），colivelin

组对 IL-6，IL-10 和 IL-17 表达含量无明显统计学意

义。见表 4。

3.4 对哮喘小鼠肺组织气道黏液储备和胶原沉积

情况的影响 与正常组比较，模型组小鼠出现气道

杯状上皮细胞过度化生和气道胶原广泛沉积；与模

型组比较，五虎汤及 STATTIC 治疗可减轻哮喘小鼠

气道黏液分泌和改善气道上皮细胞下胶原沉积情

况，而 colivelin 组无明显改善。见图 2，3。

3.5 对哮喘小鼠肺组织中 TGF-β1，α-SMA mRNA

表达水平的影响 与正常组比较，模型组小鼠肺组

织中 TGF-β1，α-SMA mRNA 表达水平显著上升（P<

0.01）；与 模 型 组 比 较 ，经 五 虎 汤 、地 塞 米 松 、

STATTIC 治疗后，肺组织中 TGF-β1，α-SMA mRNA

表达显著降低（P<0.01），colivelin 组无明显统计学

意义。见表 5。

3.6 对 RSV 诱导的哮喘小鼠 DC 自噬水平的影响

正常组小鼠肺组织 DC 自噬小体数量较少，与正

常组比较，模型组肺组织 DC 自噬小体数量明显增

多；与 模 型 组 比 较 ，五 虎 汤 低 、中 、高 剂 量 组 和

STATTIC 组肺组织 DC 自噬小体显著增加，colivelin

则几乎无自噬小体。见图 4。

正常组肺组织 DC 中 ATG5，SQSTM1 自噬水平

较低，与正常组比较，模型组 DC 中 ATG5 水平显著

升高（P<0.01），SQSTM1 水平显著下降（P<0.01）；与
模型组比较，五虎汤低、中、高剂量组和 STATTIC 组

ATG5 蛋白表达水平明显上升（P<0.05，P<0.01），
SQSTM1 水平明显下降（P<0.05，P<0.01），地塞米松

组 ATG5，SQSTM1 水 平 无 明 显 差 异 ，colivelin 组

ATG5 水平显著下降（P<0.01），SQSTM1 水平显著

上升（P<0.01）。见图 5，表 6。

3.7 对哮喘小鼠肺组织中 STAT3 蛋白水平表达的

影 响 与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 小 鼠 肺 组 织 中

表 4 五虎汤对小鼠血清中 IL-6，IL-10，IL-17含量的影响（x̄± s，n=10）

Table 4 Effect of Wuhutang on contents of IL-6, IL-10 and IL-17 in serum of mice（x̄± s，n=10） ng·L-1

组别

正常

模型

五虎汤

地塞米松

STATTIC

colivelin

剂量/g·kg-1

1.6

3.2

6.4

0.001 82

0.003 75

0.001

IL-6

15.14±0.67

35.70±0.501）

27.61±0.713）

20.41±0.723）

25.26±0.363）

18.96±0.823）

19.58±1.353）

34.96±0.95

IL-10

56.73±2.50

32.99±1.571）

39.06±2.063）

45.19±1.053）

42.67±1.863）

38.31±0.583）

39.50±1.283）

32.60±1.06

IL-17

22.95±1.84

66.85±4.321）

53.40±1.123）

35.78±2.163）

42.07±0.883）

35.74±2.103）

34.07±3.073）

65.51±5.40

图 2 五虎汤对小鼠气道黏液贮备情况的影响（PAS，×100）
Fig. 2 Effect of Wuhutang on airway mucus reserve in mice（PAS,×100）
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p-STAT3/STAT3 表达水平显著上升（P<0.01）；与模

型组比较，五虎汤低、中、高剂量组、地塞米松组及

STATTIC 组 p-STAT3/STAT3 表达水平显著下降（P<

0.01），colivelin 组显著上升（P<0.01），差异有显著统

计学意义。见图 6，表 7。

4 讨论

支气管哮喘是由多种细胞，包括炎性细胞、结

构细胞及细胞组分参与的气道慢性炎症性疾病［15］。

慢性炎症导致气道高反应性，形成可逆性气流受

限，引起反复喘息、呼吸急促、胸闷或咳嗽等症

状［16］。治哮名方五虎汤临床疗效显著，方中麻黄为

君药，宣肺气、平咳喘；杏仁，肃降兼宣发肺气，助麻

黄止咳平喘，石膏降气平喘，清泻肺热，均为臣药；
佐以细茶清肺化痰，健脾消食；甘草为使药，可补气

健脾，祛痰止咳，调和诸药。故全方具有清泻肺热、

止咳平喘之功，但目前现代药理机制尚不明确，故

本研究采用 RSV 复合 OVA 雾化吸入的方法构建哮

喘小鼠模型，观察五虎汤能否通过抑制 STAT3 蛋白

上调 DC 自噬对 RSV 诱发哮喘小鼠产生干预作用。

本实验结果显示模型组小鼠气道反应性增高，

肺组织血管及支气管周围炎性细胞浸润，证明造模

成功。同时，五虎汤、地塞米松及 STATTIC 均可降

低哮喘小鼠气道高反应性，减轻肺组织损伤。Th17

细胞可以促进 T 细胞的激活、刺激免疫细胞产生多

图 3 五虎汤对气道胶原沉积情况的影响（Masson，×100）
Fig. 3 Effect of Wuhutang on collagen deposition in airway（Masson,×100）
表 5 五虎汤对小鼠肺组织中 TGF-β1，α-SMA mRNA 表达含量的

影响（x̄± s，n=10）

Table 5 Effect of Wuhutang on expression of TGF-β1 and α-SMA

mRNA in lung tissue of mice（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

五虎汤

地塞米松

STATTIC

colivelin

剂量

/g·kg-1

1.6

3.2

6.4

0.001 82

0.003 75

0.001

TGF-β1

2.32±0.68

9.87±0.491）

7.83±1.103）

4.80±0.593）

7.77±0.593）

6.07±0.493）

5.70±1.073）

9.00±0.59

α-SMA

1.10±0.05

3.49±0.041）

2.77±0.203）

1.91±0.143）

2.53±0.103）

1.86±0.153）

2.03±0.053）

3.50±0.10

图 4 五虎汤小鼠肺组织树突细胞自噬小体数量的影响（电镜扫描，×2 000）

Fig. 4 Effect of Wuhutang on number of autophagy bodies in dendritic cells of lung tissue of mice（电镜扫描，×2 000）
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种细胞因子，标志性细胞因子 IL-17 和 IL-6 与哮喘

的发生有关［17］。 IL-10 通过直接抑制炎性细胞活化

和增殖、细胞因子分泌，抑制 T 细胞应答和特异性

IgE 分泌从而抑制气道炎症［18］，本研究显示五虎汤、

STATTIC 显著降低 IL-6 和 IL-17 表达含量，升高哮

喘保护因子 IL-10 表达水平。反复气道炎症引起气

道壁结构变化，包括气道上皮细胞损伤脱落、杯状

细胞化生、气道壁增厚等病理变化，最终导致气道

重塑［19］。TGF-β和 α-SMA 是公认的致纤维化关键

因子［20-21］，TGF-β1 可抑制上皮细胞增殖并诱导其凋

亡和上皮间质转化［22］。α-SMA 促进胶原沉积、纤维

化，诱导肺成纤维细胞聚集导致细胞外基质过度沉

积，加速气道重塑的形成［23］。本研究发现经五虎

汤、STATTIC 治疗后哮喘小鼠肺组织中 TGF-β1，α -

SMA mRNA 水平下降，提示五虎汤及 STATTIC 可

能通过调节肺组织中 TGF-β1及 α-SMA 水平发挥治

疗作用。以上研究结果均证明五虎汤，STATTIC 可

以缓解 RSV 诱发哮喘小鼠气道炎症、气道重塑，降

低气道高反应性。

自噬调节病毒在宿主细胞中的复制与增殖，支

持病毒感染过程中抗原呈递细胞与 T 细胞之间的相

互作用，促进 DC 活化和成熟，同时也是人体免受病

毒侵袭的重要途径，这种矛盾的生物学效应可能与

被感染病毒的特异性有关，也与人体自身所处的免

疫微环境有关［242］。相关研究证明许多基因参与并

调节了哮喘的发病机制，包括一些自噬相关基因，

如 ATG5，SQSTM1［25］。 本 实 验 中 透 射 电 镜 和

Western blot 结果显示，RSV 感染小鼠后肺组织 DC

中 ATG5 水平上升，SQSTM1 水平下降，提示 DC 自

噬在 RSV 诱发哮喘小鼠中水平提高，参与哮喘发生

过程，同时，经五虎汤，STATTIC 灌胃治疗后，DC 自

噬水平进一步上升，表明五虎汤及 STATTIC 治疗

RSV 诱发哮喘机制可能与增强肺组织中 DC 自噬水

平相关。

STAT3 可被 IL-10，IL-6 等细胞因子介导，是 T

细胞分化通路上的关键因子，也是 Th17 细胞的基本

调解者，调节不同类型的炎症反应和免疫应答［26］。

STAT3 结合启动子，转录启动靶基因，依据胞内炎症

基因编码蛋白质后释放至细胞外，从而扩增炎性反

应，是哮喘炎症基因表达的基础，在哮喘气道炎症

及气道重塑中发挥重要作用［27］。在模型小鼠肺组

织中 STAT3，p-STAT3 蛋白表达水平明显上升，提示

STAT3 蛋白的过度表达和持续激活。GAVINO 等［28］

证明 STAT3 抑制剂可以通过阻断 Th2 和 Th17 淋巴

表 7 五虎汤对小鼠肺组织中 STAT3蛋白表达的影响（x̄± s，n=10）

Table 7 Effect of Wuhutang on STAT3 protein expression in lung

tissue of mice（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

五虎汤

地塞米松

STATTIC

colivelin

剂量

/g·kg-1

1.6

3.2

6.4

0.001 82

0.003 75

0.001

STAT3

/β-actin

0.36±0.03

0.94±0.051）

0.66±0.033）

0.51±0.063）

0.64±0.063）

0.52±0.033）

0.46±0.093）

1.24±0.043）

p-STAT3

/β-actin

0.13±0.00

0.49±0.011）

0.22±0.023）

0.14±0.013）

0.20±0.023）

0.19±0.013）

0.14±0.013）

0.97±0.043）

p-STAT3

/STAT3

0.36±0.03

0.52±0.031）

0.34±0.023）

0.27±0.043）

0.31±0.063）

0.36±0.023）

0.30±0.033）

0.79±0.043）

表 6 五虎汤对小鼠肺组织中 DC中自噬相关 ATG5，SQSTM1蛋白

表达的影响（x̄± s，n=10）

Table 6 Effect of Wuhutang on expression of autophagy related

ATG5 and SQSTM1 proteins in DC of mice（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

五虎汤

地塞米松

STATTIC

colivelin

剂量

/g·kg-1

1.6

3.2

6.4

0.001 82

0.003 75

0.001

ATG5/β-actin

0.10±0.03

0.29±0.041）

0.45±0.082）

0.65±0.063）

0.64±0.103）

0.28±0.06

0.59±0.043）

0.14±0.013）

SQSTM1/β-actin

0.39±0.01

0.26±0.041）

0.19±0.012）

0.15±0.003）

0.16±0.003）

0.30±0.03

0.16±0.013）

0.48±0.103）

图 6 各组小鼠肺组织中 STAT3蛋白表达电泳

Fig. 6 Expression and electrophoresis of STAT3 protein in lung

tissue of each groups mice

图 5 各组小鼠肺组织 DC 中自噬相关 ATG5，SQSTM1 蛋白表达

电泳

Fig. 5 Electrophoretic analysis of autophagy related ATG5 and

SQSTM1 protein expression in lung DC of each groups mice
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细胞的积聚和细胞因子的产生来阻止小鼠哮喘模

型中气道炎症和重塑的发展，与本实验的研究结果

一致。STAT3 蛋白主要存在于细胞质中，在细胞质

中发生自噬过程，STAT3 抑制剂被鉴定为自噬的有

效激活剂［9］。MELILLO 等［29］证实了 STAT3 在 DC

中内在的负调节作用，可以抑制细胞因子的产生和

气道炎症。本研究中五虎汤及 STATTIC 抑制了肺

组织中 STAT3 的活化与磷酸化，促进了肺组织 DC

自噬，降低了气道高反应性，减轻了气道炎症和气

道重塑，提示抑制 STAT3 表达可能是五虎汤调节

DC 自噬对 RSV 诱发哮喘治疗作用的重要靶点。

本研究成功建立了 RSV 诱导哮喘小鼠模型，本

研究结果显示五虎汤降低气道反应性，减轻肺组织

损伤，改善气道炎症，降低肺组织中 α-SMA 和 TGF-

β1，延缓气道重塑，可能与抑制 STAT3 蛋白从而负向

调节 DC 自噬有关。但本实验尚有不足，针对五虎

汤在哮喘小鼠的治疗作用机制尚浅，后续将继续从

分子水平进一步对其进行深入研究。
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