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　　［摘　要］　目的　研究氧化苦参碱（Ｏｘｙ）对哮喘小鼠气道炎症、肺和脾脏组织中树突状细胞（ＤＣ）分布变化
的影响。方法　５０只小鼠随机分为哮喘组、地塞米松治疗组、Ｏｘｙ２０、４０、８０ｍｇ／ｋｇ组等５组，每组１０只。苏木精伊
红染色观察肺组织病理形态改变，免疫组化检测肺及脾脏组织中 ＤＣ表面抗原３３Ｄ１的表达变化。结果　哮喘组
肺组织出现明显的炎症反应，在地塞米松、Ｏｘｙ干预后气道炎症反应均减轻。哮喘组肺和脾脏组织中３３Ｄ１抗原阳
性ＤＣ可见较多表达，在地塞米松干预后阳性表达明显降低（Ｐ＜０．０１），不同剂量Ｏｘｙ干预后，各组肺组织的３３Ｄ１
阳性表达的ＤＣ均较哮喘组降低（Ｐ＜０．０１），并呈剂量依赖性。在脾脏组织４０ｍｇ／ｋｇ和 ８０ｍｇ／ｋｇＯｘｙ可显著降低
３３Ｄ１的表达（Ｐ＜０．０１）。结论　Ｏｘｙ能减轻哮喘气道炎症，并可减少哮喘小鼠肺和脾脏组织ＤＣ的数量，这可能是
Ｏｘｙ治疗哮喘的重要机制。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（１）：４０－４３］
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ｗｅｒｅｌｅｓｓｓｅｖｅｒｅｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅａｓｔｈｍａｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．３３Ｄ１ａｎｔｉｇｅｎｗａｓｒｅｍａｒｋａｂｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｌｕｎｇａｎｄｓｐｌｅｅｎ
ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅａｓｔｈｍａｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．ＡｆｔｅｒＤｅｘｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ３３Ｄ１ａｎｔｉｇｅｎｉｎｔｈｅｌｕｎｇａｎｄｓｐｌｅｅｎｔｉｓｓｕｅｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０１）．３３Ｄ１ａｎｔｉｇｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｉｎａｌｌｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅ
Ｏｘｙｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｔｈｅａｓｔｈｍａｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＯｘｙｏｆ４０ａｎｄ８０ｍｇ／ｋｇｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｔｈｅ３３Ｄ１ａｎｔｉｇｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎｔｉｓｓｕｅｓ
（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＯｘｙｃａｎａｌｌｅｖｉａｔｅａｉｒｗａｙｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｒｅｄｕｃｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＤＣｉｎｌｕｎｇａｎｄｓｐｌｅｅｎｔｉｓｓｕｅｓ
ｏｆａｓｔｈｍａｍｉｃｅ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄｔｏｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＯｘｙｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆａｓｔｈｍａ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（１）：４０－４３］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ；Ａｉｒｗａｙｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；Ｓｐｌｅｅｎ；Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ；Ｍｉｃｅ

　　支气管哮喘是影响儿童健康最常见的疾病，近
年来随着我国经济的迅速发展和环境的改变，发病

率逐渐升高。支气管哮喘是由嗜酸性粒细胞、肥大

细胞、Ｔ淋巴细胞等多种炎性细胞参与的气道慢性

炎症，其中Ｔｈ１／Ｔｈ２功能失调是哮喘发病的关键环
节。树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣ）是抗原递呈功
能最强的抗原递呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌｓ，
ＡＰＣ），在诱导 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞反应的平衡和偏移过
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程中起关键作用，参与哮喘的发病机制［１］。氧化苦

参碱（ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ，Ｏｘｙ）是常用的清热燥湿中药，前
期研究发现，Ｏｘｙ能明显降低哮喘小鼠支气管肺泡
灌洗液（ＢＡＬＦ）中炎性细胞数量，影响细胞因子水
平变化，从而改善哮喘气道炎症［２］。为进一步探讨

Ｏｘｙ在哮喘气道炎症形成和免疫调节中的作用机
制，本研究通过建立卵蛋白（ＯＶＡ）致敏的小鼠哮喘
模型，观察 Ｏｘｙ对哮喘小鼠肺及脾脏 ＤＣ分布变化
的影响。

１　材料与方法

１．１　动物及分组
清洁级４周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠５０只，购于西安交

通大学医学院实验动物中心，体重３０．０±５．６ｇ，随
机分成哮喘、地塞米松组、Ｏｘｙ低（２０ｍｇ／ｋｇ）、中
（４０ｍｇ／ｋｇ）、高（８０ｍｇ／ｋｇ）剂量干预组，每组１０只。
１．２　试剂与仪器

ＯＶＡ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，抗小鼠 ＤＣ单克隆
抗体（３３Ｄ１）购自 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。雾化器为德国
百瑞Ｐａｒｉ２Ｍａｓｔｅｒ，雾化颗粒直径在０．５～５μｍ之
间。氧化苦参碱注射液（天津生物化学制药厂，

２００ｍｇ／２ｍＬ，国药准字 Ｈ１２０２０５０６）、计算机图像
分析系统。

１．３　方法
１．３．１　哮喘模型的建立　　哮喘模型的建立参照
文献［３］。小鼠适应性饲养２周后，于实验第１天和
第８天分别腹腔注射 ＯＶＡ抗原 ０．２ｍＬ（含卵蛋
１００μｇ和氧化铝１ｍｇ）致敏２次，于实验第１５天起
将小鼠置于密闭容器内，以３％的卵蛋白溶液６ｍＬ
雾化，每天１次，每次３０ｍｉｎ，连续７ｄ。
１．３．２　干预实验　　地塞米松组从第１５天起每次
雾化前１ｈ给予地塞米松０．２ｍｇ／ｋｇ腹腔注射，连
续７ｄ。而 Ｏｘｙ低、中、高剂量组分别给予 Ｏｘｙ注射
液２０ｍｇ／ｋｇ、４０ｍｇ／ｋｇ、８０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射，连续
７ｄ。
１．３．３　标本制备　　最后一次激发后２４ｈ各组小
鼠用盐酸氯胺酮腹腔麻醉后处死。取左肺下叶肺组

织，并行左上腹切口，暴露脾脏，分离周围组织取脾，

１０％甲醛固定组织２４ｈ。肺组织使用负压针管抽取
气体，酒精梯度脱水，石蜡包埋做５μｍ厚切片，分
别行苏木精伊红染色和免疫组化染色。
１．３．４　肺、脾脏组织３３Ｄ１表达的检测　　采用免

疫组织化学方法，主要步骤如下：常规脱腊、水化，

３％过氧化氢去除内源性过氧化物酶；抗原修复液
３７℃１０ｍｉｎ修复抗原，正常血清封闭；加小鼠ＤＣ单
抗（３３Ｄ１）３７℃ ２ｈ，加入生物素化二抗 ３７℃
２０ｍｉｎ，免疫组化染色３７℃ ２０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色；苏木
素复染、透明、封片，以胞浆染色呈棕黄色的细胞为

阳性细胞。

１．３．５　结果观察和测量　　苏木精伊红染色后镜
下观察每组气道炎症浸润，管腔狭窄黏液栓堵塞，气

道上皮细胞脱落情况。免疫组化染色后以计算机图

像分析系统测定平均吸光度值，用背景的吸光度值

减去阳性部位的吸光度值即为阳性部位的吸光度

值，每只动物取５个小气道，平均后作为该标本的吸
光度值。

１．４　统计学分析
用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，实验数据用

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，各组间比较用单因素方
差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　一般情况观察
哮喘组经激发后，出现呼吸急促，口唇发绀，腹

部煽动，易激惹，烦躁不安。地塞米松组、氧化苦参

碱组也出现哮喘组情况，但症状明显减轻。

２．２　病理学观察
肺组织切片的苏木精伊红染色，可见小鼠气道

黏膜固有层嗜酸性细胞浸润，单核细胞明显增生，上

皮增厚、破坏和脱落，纤毛细胞消失，炎性细胞大量

堆积，气管及血管周围炎性细胞浸润以嗜酸性粒细

胞、淋巴细胞和中性粒细胞为主，气道黏液分泌增

多。气道周围小血管壁不完整，血管结构紊乱，血管

壁也有不同程度增厚。地塞米松及Ｏｘｙ干预后肺组
织炎症反应明显减轻，不同剂量的 Ｏｘｙ之间病理改
变差别不明显，见图１。
２．３　小鼠肺组织中ＤＣ表面３３Ｄ１抗原的表达

哮喘组３３Ｄ１阳性表达明显增多。干预后地
塞米松组、不同剂量 Ｏｘｙ组 ３３Ｄ１表达均明显减
少，与哮喘组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），
其中低剂量 Ｏｘｙ干预组与中、高剂量组之间３３Ｄ１
表达差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而中剂量与高
剂量组之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见
图２，图３。
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　　图１　肺组织病理学改变（苏木精伊红染色×４０）　Ａ：哮喘组，支气管周围间质增宽，大量炎性细胞浸润；Ｂ：地塞米松组，
肺组织病理改变较哮喘组减轻；Ｃ～Ｅ：分别为低、中、高剂量Ｏｘｙ干预组，支气管周围炎性细胞浸润较哮喘组减少。
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　　图２　肺组织中３３Ｄ１表达（免疫组化ＡＢＣ法染色×１０）　哮喘组肺组织３３Ｄ１表达高，地塞米松组３３Ｄ１表达较哮喘组减
少，低、中、高剂量Ｏｘｙ干预组肺组织３３Ｄ１表达较哮喘组减少。
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　　图 ３　肺组织中 ３３Ｄ１的表达　ａ：与哮喘组比较，
Ｐ＜０．０１；ｂ：与低剂量Ｏｘｙ组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　小鼠脾脏组织中ＤＣ表面３３Ｄ１抗原表达
本研究发现，小鼠脾脏组织３３Ｄ１抗原表达在

各组间差异有统计学意义（Ｆ＝８．３４，Ｐ＜０．０１）。
哮喘组３３Ｄ１阳性表达明显增多。地塞米松干预
后３３Ｄ１表达明显减少（Ｐ＜０．０１）。低剂量 Ｏｘｙ干
预后３３Ｄ１表达与对照组比较，差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），中、高剂量 Ｏｘｙ干预后 ３３Ｄ１表达较
对照组和低剂量 Ｏｘｙ组明显减少（Ｐ＜０．０１），其中
不同剂量 Ｏｘｙ干预组之间 ３３Ｄ１表达差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５），见图４。
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　　图４　脾脏组织中 ３３Ｄ１的表达　ａ：与哮喘组比较，
Ｐ＜０．０１；ｂ：与低剂量Ｏｘｙ组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与中剂量Ｏｘｙ组比

较，Ｐ＜０．０５。

３　讨论

ＤＣ是目前已知的功能最强的抗原提呈细胞，参
与抗原的识别、加工处理与提呈，是机体免疫反应的

首要环节，也是免疫反应中识别自我与非我的关键

环节。支气管哮喘主要表现为气道慢性炎症，抗原

特异性Ｔｈ２细胞在哮喘气道炎症形成及发展中起重
要作用，气道ＤＣ在诱导初始型 Ｔ细胞对吸入抗原
的初级免疫反应和过敏反应的发展中起重要作用，

ＤＣ为始动气道变态反应之必需［４］。未成熟 ＤＣ在
初级免疫应答中捕捉吸入性抗原后分化成熟并迁移

至局部淋巴结，呈递抗原至 Ｔ细胞，激活 Ｔ细胞。
有研究表明，ＤＣ在哮喘发病中除可自分泌细胞因
·２４·
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子，还能有效激活Ｔｈ２细胞分泌细胞因子，在哮喘发
病机制中起重要的作用。

目前哮喘的治疗是以糖皮质激素抗炎为主，它

可作用于大多数炎症细胞和结构细胞，由于长期使

用糖皮质激素可产生一定的副作用，虽然有较好的

疗效，但并不能从根本上解决疾病的发病和进展，因

此积极寻找新的治疗药物和手段十分重要。研究发

现Ｏｘｙ能有效对抗哮喘大鼠气道的慢性炎症，减轻
肺组织局部炎性浸润和气道壁增生、肥厚，可以显著

降低致敏大鼠的气道高反应性，但其抗哮喘炎症的

具体机制尚不完全清楚［５］。推测 ＤＣ可能通过诱导
Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞分化在哮喘发作时起重要作用［６］。脾

脏是机体重要的外周免疫器官，含有大量的免疫细

胞，包括Ｂ细胞、Ｔ细胞、巨噬细胞及 ＤＣ等。脾脏
中的ＤＣ含量很少，但因ＤＣ是唯一能激活初始型Ｔ
细胞的抗原提呈细胞，使其在体内抗原提呈细胞中

起主导作用［７］。正常情况下绝大多数体内 ＤＣ处于
非成熟状态，未成熟的 ＤＣ表达低水平的协同刺激
分子和黏附分子（ＩＣＡＭ１），体外激发混合淋巴细胞
反应（ｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒｅａｃｔｉｏｎ，ＭＬＲ）的能力较弱，
但具有极强的摄取和加工处理抗原的能力。在外源

性抗原、炎症刺激因素等共同影响下，它们能从非淋

巴组织进入次级淋巴组织并逐渐成熟［８］。成熟的

ＤＣ能够吸引、活化幼稚 Ｔ细胞并与之相互作用，从
而启动初级免疫反应［９］。由于 ＤＣ分布广泛，但是
数量极少，仅占外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）的１％以
下，占小鼠脾脏的０．２％ ～０．５％。目前尚无能够用
于ＤＣ鉴定的特异性分子标志，在鉴定所得到的细
胞是否为ＤＣ时，常常要通过形态、组合性细胞表面
标志、ＭＬＲ中刺激初始型Ｔ细胞增殖等几方面综合
判断。在试验研究中 ＤＣ相对特异性标志小鼠为
３３Ｄ１和 ＮＬＤＣ１４５，大鼠为 ＯＸ６２，人类为 ＤＣ的
ＣＤ１ａ和ＣＤ８３。

本研究显示，地塞米松可以明显减轻气道炎症，

减少炎性细胞的浸润。Ｏｘｙ与地塞米松一样也能有
效对抗哮喘小鼠的气道炎症，减轻肺组织局部炎性

浸润和气道壁增生、肥厚。不同剂量的 Ｏｘｙ均有这
种效果，且之间的病理形态上变化差异不显著。有

研究发现在过敏性气道炎症时，炎症持续进行必须

有一定数目的ＤＣ不断地增补到肺组织中而维持气
道炎症，通过干预 ＤＣ而干预哮喘炎症瀑布效应可
能成为治疗哮喘的新方法。本研究显示，哮喘小鼠

的肺及脾脏组织中 ＤＣ有较广泛的３３Ｄ１抗原免疫
染色阳性分布，主要在气管、支气管、肺泡以及气管

周围相关淋巴组织、血管周围，表明肺、脾脏组织中

ＤＣ数量、分布变化与哮喘发病机制有密切的关系。
给予地塞米松治疗后肺及脾脏组织中 ３３Ｄ１阳性
ＤＣ显著减少，肺组织在不同剂量 Ｏｘｙ干预治疗后，
各组的３３Ｄ１阳性ＤＣ均较哮喘组降低，其中中等和
高剂量组３３Ｄ１阳性 ＤＣ减少更显著。而在脾脏组
织小剂量Ｏｘｙ对３３Ｄ１抗原阳性ＤＣ无影响，而中等
和高剂量Ｏｘｙ可显著降低３３Ｄ１的阳性ＤＣ分布，结
果表明Ｏｘｙ在哮喘免疫治疗中已显示出良好的疗效。

ＤＣ在气道上皮构成一个免疫调节网络，是机体
预防吸入性抗原侵袭的第一道防线［１０］。本研究发

现，哮喘小鼠气道及脾脏组织中ＤＣ数量增多，表明
ＤＣ参与哮喘发病机制，Ｏｘｙ可明显减轻气道变应性
炎症，抑制肺及脾脏组织中ＤＣ数量，可以改善哮喘
气道炎症的程度，这可能是 Ｏｘｙ治疗支气管哮喘的
重要机制。
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