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论著·实验研究

槐杞黄对哮喘大鼠 Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７细胞因子
及肺泡巨噬细胞吞噬功能的影响

李红梅　何庆南　李晓燕　帅兰军　周频　易著文

（中南大学湘雅二医院儿科，湖南 长沙　４１００１１）

　　［摘　要］　目的　研究卵清蛋白（ＯＶＡ）致敏哮喘大鼠 Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７细胞因子及肺泡巨噬细胞吞噬功能的
变化以及槐杞黄的治疗效应。方法　４０只４～６周龄雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分成正常对照组、哮喘组、布地
奈德组、槐杞黄组和布地奈德＋槐杞黄组（ｎ＝８）。ＯＶＡ致敏和激发建立哮喘模型。酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）方
法测定血浆和支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）ＩＬ４、ＩＦＮγ、ＩＬ１７水平；分离、纯化ＢＡＬＦ的肺泡巨噬细胞，测定肺泡巨噬
细胞的吞噬功能。结果　与正常对照组比较，哮喘组血浆和ＢＡＬＦ中 ＩＬ４和 ＩＬ１７升高，ＩＦＮγ降低。与哮喘组相
比，槐杞黄组ＩＦＮγ升高。布地奈德＋槐杞黄组ＩＦＮγ升高及 ＩＬ１７降低较布地奈德组和槐杞黄组更显著。肺泡
巨噬细胞的吞噬功能：哮喘组较正常对照组降低，槐杞黄组和布地奈德＋槐杞黄组较正常对照组、哮喘组和布地奈
德组均升高。血浆和ＢＡＬＦＩＦＮγ水平与肺泡巨噬细胞的吞噬功能呈正相关。结论　哮喘大鼠血浆和 ＢＡＬＦＩＬ４
和ＩＬ１７表达升高、ＩＦＮγ表达降低，肺泡巨噬细胞吞噬功能下降。槐杞黄能明显提高哮喘大鼠血浆和ＢＡＬＦＩＦＮγ
表达和肺泡巨噬细胞的吞噬能力，且与吸入性糖皮质激素合用有协同作用。
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　　支气管哮喘是一种常见的气道慢性炎症性疾
病。经典的免疫学说认为哮喘发病与 Ｔｈ１／Ｔｈ２细
胞功能失衡密切相关，最近研究证实Ｔｈ细胞新亚群
Ｔｈ１７细胞及其分泌的 ＩＬ１７也参与哮喘发病机
制［１］。肺泡巨噬细胞是气道的主要细胞，参与异物

清除和组织损伤恢复［２］，其吞噬功能受损往往是导

致或加重呼吸系统疾病的原因之一。槐杞黄能激发

机体免疫系统，提高机体非特异性抗感染能力，但槐

杞黄对哮喘患儿 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞功能的影响较少见
报道。本研究通过观察槐杞黄对哮喘大鼠血浆和支

气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）ＩＬ４、ＩＦＮγ、ＩＬ１７水平以
及肺泡巨噬细胞吞噬功能的影响，探讨其对防治哮

喘的作用机制。

１　材料与方法

１．１　动物及试剂
ＳＰＦ级４～６周龄雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）

大鼠４０只，体重１１０～１３０ｇ，购自湖南农业大学
（许可证号 Ｎ００４２５６）。槐杞黄颗粒（国药准字
Ｂ２００２００７４，１０ｇ／袋，启东盖天力药业有限公
司），布地奈德雾化液（阿斯利康公司），卵蛋白

（ＯＶＡ，ＧｒａｄｅＶ，美国Ｓｉｇｍａ公司产品），台盼蓝为
美国 Ｓｉｇｍａ公司产品；大鼠 ＩＬ４、ＩＦＮγ、ＩＬ１７
ＥＬＩＳＡ试剂盒为美国Ｒ＆Ｄ公司产品，中性红为美
国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司产品；ＲＰＭＩ１６４０培养基、特优级
胎牛血清（ＦＢＳ）、胰蛋白酶（ｔｒｙｐｓｉｎ）、ＥＤＴＡ均为
美国 ＧＩＢＣＯ生物工程公司，余试剂为国产市售分
析纯。

１．２　动物分组及哮喘模型的建立
随机数字表法将大鼠随机分为正常对照组、哮

喘组、布地奈德组、槐杞黄组、布地奈德＋槐杞黄组，
每组８只。参照文献［３４］采用Ｖ级ＯＶＡ制备哮喘模
型。哮喘组：实验的第１天和第８天腹腔注射 １ｍＬ
含ＯＶＡ１ｍｇ和氢氧化铝凝胶１００ｍｇ的抗原致敏
液；第 １５天开始雾化吸入 １％ ＯＶＡ激发，每次
８ｍＬ，隔日１次，连续激发４周。布地奈德组：致敏
和激发方法同哮喘组，第１５天开始，每次ＯＶＡ激发
前３０ｍｉｎ给予布地奈德２ｍｇ雾化。槐杞黄组：致
敏和激发方法同哮喘组，第１５天开始，每天给予槐
杞黄（０．４ｇ／１００ｇ体重）灌胃。布地奈德 ＋槐杞黄
组：致敏和激发方法同哮喘组，第１５天开始，每次
ＯＶＡ激发前３０ｍｉｎ给予布地奈德２ｍｇ雾化以及每
天给予槐杞黄（０．４ｇ／１００ｇ体重）灌胃。正常对照
组：腹腔注射、雾化、灌胃均用生理盐水。

１．３　实验方法
１．３．１　标本制备　　各组大鼠均在末次雾化激发
２４ｈ后，１０％水合氯醛３．５ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉。
收集血液于 ＥＤＴＡ抗凝管中，２０００ｒｐｍ／ｍｉｎ，离心
１５ｍｉｎ，取血浆于 －７０℃冰箱保存用于细胞因子检
测。行支气管肺泡灌洗，每次灌洗６ｍＬＰＢＳ。记录
每次灌洗的回收量，计算回收率，回收率均大于

８０％。收集灌洗液约 １０ｍＬ，离心后取上清于
－７０℃冰箱保存用于细胞因子检测。收集所有灌洗
液的细胞沉淀。采用贴壁法收集、分离、纯化肺泡巨

噬细胞。

１．３．２　ＥＬＩＳＡ法检测血浆和 ＢＡＬＦＩＬ４、ＩＦＮγ、
ＩＬ１７水平　　测定方法按试剂盒说明书进行。
１．３．３　中性红吞噬实验检测肺泡巨噬细胞吞噬功
能　　参考Ｙａｎｇ等［５］的方法，肺泡巨噬细胞以２×
１０６／ｍＬ细胞浓度接种到细胞培养板，培养２４ｈ后，
弃上清液，温 ＰＢＳ洗３次，吸出未贴壁细胞，获得巨
噬细胞单层。于每孔中加入 ０．１％的中性红溶液
２００μＬ，置ＣＯ２培养箱培养２ｈ，用温ＰＢＳ液冲洗未
被吞噬的中性红 ３次。于每孔中加入细胞裂解液
２００μＬ，４℃静置过夜，空白孔调零，用酶标仪在
４９０ｎｍ处测定吸光度ＯＤ值。
１．４　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件包进行统计分析。计
量资料结果以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组间比
较先行方差齐性检验（Ｆ检验），多方差齐样本均数
的比较采用单因素方差分析 ＬＳＤ检验，两变量的相
关分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　血浆ＩＬ４、ＩＦＮγ、ＩＬ１７水平
哮喘组和槐杞黄组的血浆 ＩＬ４水平较对照组

明显升高（Ｐ＜０．０５）；布地奈德组、布地奈德＋槐杞
黄组较哮喘组及槐杞黄组明显降低（Ｐ＜０．０５），而
与正常对照组的差别无统计学意义。

哮喘组血浆中ＩＦＮγ水平较正常对照组降低；布
地奈德组、槐杞黄组较哮喘组明显增高（Ｐ＜０．０５），
而与正常对照组比较差别无统计学意义；而布地奈德

＋槐杞黄组明显高于其余４组（均Ｐ＜０．０５）。
哮喘组和槐杞黄组血浆 ＩＬ１７水平较正常对照

组升高（Ｐ＜０．０５）；布地奈德组较哮喘组和槐杞黄
组降低（Ｐ＜０．０５），与正常对照组差别无统计学意
义；另外布地奈德 ＋槐杞黄组较哮喘组、布地奈德
·８４７·
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组、槐杞黄组均降低（均Ｐ＜０．０５），与正常对照组差
别无统计学意义，见表１。

表１　各组大鼠血浆 ＩＬ４、ＩＦＮγ、ＩＬ１７水平　（ｘ±ｓ，ｎｇ／Ｌ）

组别 ｎ ＩＬ４ ＩＦＮγ ＩＬ１７

正常对照组 ８ １６６±１９ 　９９０±１０８ 　３２２±２４
哮喘组 ８ ２１９±１２ａ 　７７６±７１ａ 　３７８±３０ａ

布地奈德组 ８ １７０±１７ｂ 　９５７±１０５ｂ 　３３６±２２ｂ

槐杞黄组 ８ ２０４±４２ａ １０１１±１６１ｂ 　３７３±３２ａ，ｃ

布地奈德＋槐杞黄组 ８ １６６±３ｂ，ｄ １２８４±５２ａ，ｂ，ｃ，ｄ　２９７±１８ｂ，ｃ，ｄ

Ｆ值 ４．７７９ １１．８３０ １０．８２０
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：
与布地奈德组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与槐杞黄组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　ＢＡＬＦＩＬ４、ＩＦＮγ、ＩＬ１７水平
哮喘组和槐杞黄组的ＢＡＬＦＩＬ４水平较正常对

照组明显升高（Ｐ＜０．０５）；布地奈德组、布地奈德 ＋
槐杞黄组较哮喘组及槐杞黄组明显降低（Ｐ＜０．０５），
与正常对照组的差别无统计学意义。

哮喘组 ＢＡＬＦＩＦＮγ水平较正常对照组降低
（Ｐ＜０．０５）；布地奈德组、槐杞黄组较哮喘组明显
增高（Ｐ＜０．０５），与正常对照组比较差别无统计学
意义；布地奈德 ＋槐杞黄组明显高于其余４组（均
Ｐ＜０．０５）。

哮喘组和槐杞黄组 ＢＡＬＦＩＬ１７水平较正常对
照组升高（Ｐ＜０．０５）；布地奈德组较哮喘组和槐杞
黄组降低（Ｐ＜０．０５），与正常对照组差别无统计学
意义；布地奈德 ＋槐杞黄组较其余４组均降低（均
Ｐ＜０．０５），见表２。

表２　各组大鼠ＢＡＬＦＩＬ４、ＩＦＮγ、ＩＬ１７水平　 （ｘ±ｓ，ｎｇ／Ｌ）
组别 ｎ ＩＬ４ ＩＦＮγ ＩＬ１７
正常对照组 ８１８２±７ １１９７±４１ ３４４±４１
哮喘组 ８２３８±２０ａ ９９８±７３ａ ３９２±２１ａ

布地奈德组 ８２０３±１６ｂ １１５０±６７ｂ ３４１±２５ｂ

槐杞黄组 ８２３４±１３ａ，ｃ １２８３±１０３ｂ，ｃ ３７９±１９ａ，ｃ

布地奈德＋槐杞黄组 ８１８８±９ｂ，ｄ １４４０±９２ａ，ｂ，ｃ，ｄ　３０６±３９ａ，ｂ，ｃ，ｄ

Ｆ值 １４．２０３ １７．４００ １０．３４８０
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０５；
ｃ：与布地奈德组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与槐杞黄组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　肺泡巨噬细胞吞噬功能
哮喘组肺泡巨噬细胞吞噬功能较正常对照组降

低，布地奈德组较正常对照组和哮喘组降低，槐杞黄

组、布地奈德＋槐杞黄组较哮喘组、布地奈德组和正
常对照组明显升高（均Ｐ＜０．０５）。布地奈德＋槐杞
黄组与槐杞黄组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

见表３。
２．４　相关性分析

血浆和ＢＡＬＦ中ＩＦＮγ浓度与肺泡巨噬细胞吞
噬功能呈正相关（ｒ＝０．７９６，０．７９３；均Ｐ＜０．０５）。

表３　肺泡巨噬细胞中性红吞噬实验结果　（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＯＤ（４９０ｎｍ）
正常对照组 ８ ０．３９±０．０２
哮喘组 ８ ０．２４±０．０２ａ

布地奈德组 ８ ０．１８±０．０３ａ，ｂ

槐杞黄组 ８ ０．４８±０．０３ａ，ｂ，ｃ

布地奈德＋槐杞黄组 ８ ０．４７±０．０４ａ，ｂ，ｃ

Ｆ值 ３４４．６０１
Ｐ值 ＜０．００１

　　ａ：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０５；

ｃ：与布地奈德组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

经典的免疫学说认为Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫失衡是支气
管哮喘的重要发病机制。ＩＦＮγ、ＩＬ４分别是 Ｔｈ１、
Ｔｈ２细胞产生的特征性细胞因子。表达 ＩＬ１７的
Ｔｈ１７细胞是分化机制和功能特征不同于Ｔｈ１／Ｔｈ２的
ＣＤ４＋细胞细胞群［６７］。研究发现哮喘患者的外周血、

鼻咽分泌物等ＩＬ１７表达增加［８９］。免疫学上通过检

测ＩＬ４、ＩＦＮγ和ＩＬ１７变化间接反映Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７
免疫应答状态。

本研究结果显示：哮喘组与正常对照组相比，血

清和ＢＡＬＦ中 ＩＬ４、ＩＬ１７升高，ＩＦＮγ降低，布地奈
德干预后ＩＬ４和 ＩＬ１７明显降低、ＩＦＮγ明显升高，
提示吸入性糖皮质激素能够明显改善哮喘大鼠的

Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７失衡；槐杞黄干预后 ＩＦＮγ水平显著
升高。布地奈德联用槐杞黄干预后 ＩＦＮγ水平升高
及 ＩＬ１７降低，均较单用布地奈德显著。提示槐杞
黄具有增强哮喘大鼠 Ｔｈ１细胞功能、提高 ＩＦＮγ表
达的作用，与糖皮质激素有协同作用。

研究发现哮喘患者肺泡巨噬细胞吞噬功能障

碍［１０］。本研究结果显示哮喘组大鼠肺泡巨噬细胞

吞噬能力较正常对照组显著降低。哮喘病人肺泡巨

噬细胞吞噬能力降低可能是反复呼吸道感染的重要

原因之一。本研究结果提示布地奈德干预并不能提

升哮喘大鼠肺泡巨噬细胞的吞噬能力。槐杞黄组以

及布地奈德＋槐杞黄组大鼠的肺泡巨噬细胞吞噬能
力显著高于哮喘组、布地奈德组和正常对照组，提示

槐杞黄具有显著提高肺泡巨噬细胞吞噬能力的功

效。鉴于槐杞黄具有显著提高 ＩＦＮγ表达的能力，
·９４７·



第１３卷第９期
２０１１年９月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．９
Ｓｅｐ．２０１１

而ＩＦＮγ可以活化巨噬细胞，增强吞噬细胞的吞噬
和杀伤能力，本实验进一步分析了血浆和 ＢＡＬＦ的
ＩＦＮγ水平与肺泡巨噬细胞吞噬能力的相关性，发
现血浆和ＢＡＬＦＩＦＮγ水平与肺泡巨噬细胞吞噬能
力呈正相关关系。因此推测槐杞黄提高肺泡巨噬细

胞吞噬能力可能与其升高ＩＦＮγ有直接关系。布地
奈德组虽然ＩＦＮγ也较哮喘组升高，但是肺泡巨噬
细胞的吞噬能力较哮喘组降低，其原因可能是糖皮

质激素直接抑制巨噬细胞吞噬功能的作用更明显。

长期应用糖皮质激素治疗，无论是吸入、还是静脉注

射，其均会在一定程度上降低全身或呼吸道局部抵

抗力，导致肺泡巨噬细胞清除异物的能力降低，容易

导致呼吸道感染；而呼吸道感染又可以诱发哮喘的

发作。而本研究发现，联合应用槐杞黄辅佐吸入性

糖皮质激素治疗哮喘，具有显著增强肺泡巨噬细胞

吞噬能力的功效。

综上所述，槐杞黄具有明显提高哮喘大鼠ＩＦＮγ
表达以及明显提高肺泡巨噬细胞的吞噬能力的功

效；联合应用槐杞黄辅佐吸入性糖皮质激素治疗哮

喘，不仅能够显著提高吸入性糖皮质激素纠正哮喘

大鼠Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７失衡，而且还显著增强肺泡巨
噬细胞吞噬能力。
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