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穿心莲内酯对哮喘小鼠嗜酸性粒细胞
表达的影响及其作用机制
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　　［摘　要］　目的　穿心莲内酯是中药穿心莲的主要有效成分，在体内外均具有较强的抗炎作用。该研究观察
穿心莲内酯对哮喘小鼠支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中嗜酸性粒细胞、ｅｏｔａｘｉｎ及 ＩＬ５表达的影响。方法　３２只
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为对照组、哮喘组、布地奈德组、穿心莲内酯组，每组８只。以卵清蛋白（ＯＶＡ）致敏激发建立哮
喘小鼠模型。ＥＬＩＳＡ法检测ＢＡＬＦ及外周血中ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５的水平，实时荧光定量 ＰＣＲ法检测肺组织 ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５
ｍＲＮＡ的表达。结果　穿心莲内酯明显抑制哮喘小鼠ＢＡＬＦ中嗜酸性粒细胞（Ｐ＜０．０５）浸润，且作用强于布地奈
德（Ｐ＜０．０５）；与哮喘组相比，穿心莲内酯组小鼠ＢＡＬＦ中ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５，肺组织中ｅｏｔａｘｉｎｍＲＮＡ和外周血中ＩＬ５的
表达明显降低（Ｐ＜０．０５），但仍高于布地奈德组（Ｐ＜０．０５）；同时穿心莲内酯抑制哮喘小鼠外周血中ｅｏｔａｘｉｎ和肺组
织ＩＬ５ｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０５），作用与布地奈德比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　穿心莲内酯通过降
低哮喘小鼠ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５的表达，抑制哮喘气道嗜酸性粒细胞浸润。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（５）：３７１－３７４］
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［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１２，１４（５）：３７１－３７４］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ａｓｔｈｍａ；Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ；Ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ；Ｅｏｔａｘｉｎ；ＩＬ５；Ｍｉｃｅ

　　支气管哮喘（简称哮喘）是以嗜酸性粒细胞
（ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ，ＥＯＳ）浸润为特征的慢性气
道炎症，ＩＬ５、嗜酸性粒细胞趋化因子（ｅｏｔａｘｉｎ）介导

ＥＯＳ的趋化是哮喘气道炎症发生的重要机制［１］。

拮抗ＥＯＳ是哮喘药物治疗的重要措施。穿心莲内
酯具有解热、抗菌、抗病毒及调节免疫等多种药理作
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用，研究证实，穿心莲内酯可抑制 ＩＬ４的表达、刺激
ＩＦＮｇａｍａ的分泌，调节哮喘 Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡［２］，但对

ＥＯＳ的作用研究甚少，本实验旨在探索穿心莲内酯
对哮喘ＥＯＳ表达的影响及可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
ＳＰＦ级雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，６～８周龄，体重１８～

２０ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司，合格
证号：ｓｃｘｋ（沪）２００７－０００５，共３２只，饲养于ＳＰＦ级
实验室。

１．２　药品、试剂盒及化学试剂
穿心莲内酯（江西青峰药业有限公司，批号：

２０１０１１１５）；布地奈德（阿斯利康制药有限公司，批
号：１９９３７２）；卵清蛋白（ＯＶＡ，ＧｒａｄｅＶ，Ｓｉｇｍａ公
司）；氢氧化铝分析纯（上海山浦化工有限公司）；

ＩＬ５ＥＬＩＳＡ试剂盒、ＴＭＢ底物为 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司产
品；ｅｏｔａｘｉｎＥＬＩＳＡ试剂盒为 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司产品；瑞
氏吉姆萨染色试剂购自南京建成科技有限公司。

１．３　酶和引物
实时荧光定量ＰＣＲ检测的引物用ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｉｅｒ

５．０软件设计，由英潍捷基公司合成。引物序列见表１。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ检测用引物序列

目的基因
Ｇｅｎｂａｎｋ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

引物序列（５′３′）
产物长度

（ｂｐ）

ＩＬ５ ＮＭ０１０５５８．１ 上游 ＡＧＧＣＴＴＣＣＴＧＴＣＣＣＴＡＣＴＣＡＴＡ １７４
下游 ＣＴＣＣＴＣＧＣＣＡＣＡＣＴＴＣＴＣＴＴＴＴ

Ｅｏｔａｘｉｎ ＮＭ０１１３３０．３ 上游 ＣＴＴＣＴＡＴＴＣＣＴＧＣＴＧＣＴＣＡＣＧ １２６
下游ＴＴＧＴＡＧＣＴＣＴＴＣＡＧＴＡＧＴＧＴＧＴＴＧＧ

βａｃｔｉｎ ＢＣ１３８６１４．１ 上游 ＧＴＣＣＣＴＣＡＣＣＣＴＣＣＣＡＡＡＡＧ ２６６
下游 ＧＣＴＧＣＣＴＣＡＡＣＡＣＣＴＣＡＡＣＣＣ

１．４　实验方法
１．４．１　模型建立　　参照以往实验略作变化［３］，

实验动物随机分４组，每组８只。哮喘组：将 ＯＶＡ
１０μｇ和氢氧化铝１．６ｍｇ溶于４００μＬ磷酸缓冲液
（ＰＢＳ）中，于实验第１天、１４天每只小鼠予腹腔注
射致敏，第２１天起予１％ ＯＶＡ雾化吸入诱喘，每次
３０ｍｉｎ，１次／ｄ，连续 ７ｄ；对照组接受等量 ＰＢＳ处
理；在哮喘模型建立基础上，穿心莲内酯干预组（简称

穿心莲内酯组）于每次诱喘前１ｈ腹腔注射穿心莲内
酯０．０６ｍｇ／ｇ；布地奈德干预组（简称布地奈德组）于
每次诱喘前１ｈ，予０．５ｍｇ／ｍＬ布地奈德雾化３０ｍｉｎ。
１．４．２　标本采集与处理　　最后一次诱喘后２４ｈ，
处死小鼠，暴露气管，气管切口插管，予生理盐水灌

洗，每次０．４ｍＬ，共４次，支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）
总回收量约１．２ｍＬ。４０００ｒ／ｍｉｎ低温离心，取上清置
－８０℃冻存待测。沉淀重悬涂片于瑞氏吉姆萨染色
镜下行ＥＯＳ计数。眼眶采血１ｍＬ／只，静置，待血细
胞凝固后，４０００ｒ／ｍｉｎ低温离心，取上清置－８０℃冻
存待测。取右肺中叶置于１ｍＬＲＮＡｆｉｘｅｒ中冻存，用
以抽提总 ＲＮＡ。左下叶用多聚甲醛固定以行苏木
精－伊红（ＨＥ）染色。
１．４．３　ＥＬＩＳＡ双抗夹心法测定 ＢＡＬＦ中的 ｅｏｔａｘｉｎ
和ＩＬ５　　按双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ法操作规程进行，
于酶标仪４５０ｎｍ波长测定吸光值，按标准曲线换算
各待测指标浓度。

１．４．４　实时荧光定量 ＰＣＲ　　Ｔｒｉｚｏｌ法抽提总
ＲＮＡ后取２００ｎｇ加入１０μＬ逆转录反应体系中，按
逆转录试剂盒说明书操作，进行逆转录以获得

ｃＤＮＡ。以小鼠 ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５及 βａｃｔｉｎ对应的 ＰＣＲ
引物进行荧光定量ＰＣＲ扩增，反应条件为９５℃预变
性１０ｍｉｎ→（９５℃变性１５ｓ→５５℃退火１５ｓ→７２℃
延伸３０ｓ）×４０循环，后接溶解曲线。结果以２△△ＣＴ

作为被测因子初始ｍＲＮＡ的相对表达量。
１．５　统计学分析

以 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析。数据符合
正态分布且方差齐者，多组间比较采用 ＡＮＯＶＡ检
验，组间两两比较采用 ＬＳＤ法；数据不符合正态分
布者，多组间比较采用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验，组间两
两比较采用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验；Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　ＢＡＬＦ中ＥＯＳ数量变化
哮喘小鼠ＢＡＬＦ中 ＥＯＳ较对照组明显升高（Ｐ

＜０．０５），穿心莲内酯组、布地奈德组较哮喘组均显
著下降（Ｐ＜０．０５），但仍高于对照组（Ｐ＜０．０５）；穿
心莲内酯组 ＥＯＳ计数低于布地奈德组（Ｐ＜０．０５）。
见表２，图１。
２．２　ＢＡＬＦ中ｅｏｔａｘｉｎ和ＩＬ５的表达

哮喘小鼠 ＢＡＬＦ中 ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５表达较对照组
均明显升高（Ｐ＜０．０５），穿心莲内酯、布地奈德均可
下调其表达（Ｐ＜０．０５），但两组 ｅｏｔａｘｉｎ的表达仍高
于对照组（Ｐ＜０．０５）。穿心莲内酯组ＩＬ５的表达高
于对照组（Ｐ＜０．０５），而布地奈德组 ＩＬ５的表达略
高于对照组但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；穿心
莲内酯组ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５的表达均高于布地奈德组（Ｐ
＜０．０５）。见表２。
·２７３·
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表２　ＢＡＬＦ中ＥＯＳ计数及ＢＡＬＦ、外周血中ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５的表达　（ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＥＯＳ计数
（×１０４／ｍＬ）

ＢＡＬＦ（ｐｇ／ｍＬ） 外周血 （ｐｇ／ｍＬ）

ｅｏｔａｘｉｎ ＩＬ５ ｅｏｔａｘｉｎ 　　ＩＬ５

对照组 ８ 　　０．４７±０．０３ ３４０±４２ 　７２±９ 　８８６±１７４ 　６６．２±０．５
哮喘组 ８ １６３．００±２４．５５ａ １１１８±１９３ａ １９２±２８ａ 　１０９６±６７ａ 　７０．１±０．８ａ

布地奈德组 ８ 　 ９０．６９±９．６０ａ，ｂ 　５５１±５８ａ，ｂ 　７３±１３ｂ 　 ９０３±１２６ｂ 　６６．７±０．７ｂ

穿心莲内酯组 ８ 　 ３３．７５±４．０６ａ，ｂ，ｃ 　 ８８２±８５ａ，ｂ，ｃ 　９７±２２ａ，ｂ，ｃ 　 ９１６±１３４ｂ 　６７．８±１．２ａ，ｂ，ｃ

Ｆ值 ２３０．５２ ７７．００ ６７．１３ ４．５８ ３５．３６
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与对照组比较，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

　　图１　肺组织苏木精－伊红染色 （×４００）　与对照组（图Ａ）比较，哮喘组（图Ｂ）可见气道壁增厚，ＥＯＳ浸润明显增加；穿

心莲内酯组（图Ｄ）及布地奈德组（图Ｃ）气道周围ＥＯＳ浸润明显减少，但仍多于对照组。箭头所指为ＥＯＳ浸润。

２．３　外周血中ｅｏｔａｘｉｎ和ＩＬ５的表达

哮喘小鼠外周血中 ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５表达较对照组

均明显升高（Ｐ＜０．０５），穿心莲内酯、布地奈德均下

调其表达（Ｐ＜０．０５），且两组 ｅｏｔａｘｉｎ的表达与对照

组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。穿心莲内

酯组ＩＬ５的表达高于对照组（Ｐ＜０．０５），而布地奈

德组ＩＬ５的表达略高于对照组但差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）；穿心莲内酯组 ＩＬ５的表达高于布地奈

德组（Ｐ＜０．０５），但 ｅｏｔａｘｉｎ的表达与布地奈德组的

差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表２。

２．４　肺组织ｅｏｔａｘｉｎ和ＩＬ５ｍＲＮＡ的表达

哮喘小鼠肺组织 ｅｏｔａｘｉｎ和 ＩＬ５ｍＲＮＡ表达较

对照组均明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），

穿心莲内酯、布地奈德均显著降低其表达（Ｐ＜０．０５），

但两个干预组ｅｏｔａｘｉｎｍＲＮＡ的表达高于对照组，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而 ＩＬ５ｍＲＮＡ表达与对

照组的差异均无统计学意义。穿心莲内酯组ｅｏｔａｘｉｎ

ｍＲＮＡ表达高于布地奈德组，差异有统计学意义（Ｐ

＜０．０５），而 ＩＬ５ｍＲＮＡ表达与布地奈德组比较差

异无统计学意义。见表３，图２。
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表３　肺组织ｅｏｔａｘｉｎ和ＩＬ５ｍＲＮＡ的表达　
　　　　　　　［中位数（四分位间距）］

组别 ｎ ｅｏｔａｘｉｎ ＩＬ５

对照组 ８ ０．９４（０．８０～１．３７） ０．５９（０．４６～０．６４）
哮喘组 ８ ９．４３（７．９９～１１．７６）ａ ３．２８（２．０７～４．９８）ａ

布地奈德组 ８ ４．０３（３．４５～４．６５）ａ，ｂ １．８３（１．１４～２．５７）ｂ

穿心莲内酯组 ８ ５．８７（５．１７～６．２７）ａ，ｂ，ｃ ０．９３（０．４０～１．３６）ｂ

χ２值 ２７．９７ １３．１７
Ｐ值 ＜０．０１ ０．０５

　　ａ：与对照组比较，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

　　图２　ＲＴＰＣＲ检测肺组织中 ｅｏｔａｘｉｎｍＲＮＡ和 ＩＬ５
ｍＲＮＡ的表达

·３７３·
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３　讨论

支气管哮喘是以 ＥＯＳ浸润为主要特征，气道
ＥＯＳ的过量表达与气道炎症呈正相关。ＥＯＳ的募
集机制尚未完全清楚，但与ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５的表达有密
切关系［１］。ｅｏｔａｘｉｎ属于趋化因子 ＣＣ家族，又为
ＣＣＬ１１，研究发现 ｅｏｔａｘｉｎ产生于多种细胞，对 ＥＯＳ、
Ｔ细胞有趋化作用，通过 ＣＣＲ３受体使 ＥＯＳ由外周
血向局部肺组织迁移［４］。ＩＬ５是具有多种生物活性
的细胞因子，主要由 Ｔｈ２型细胞合成，可刺激受体
ＣＣＲ３的表达［５］，刺激 ＥＯＳ的增殖分化，介导 ＥＯＳ
由骨髓池向外周血及肺组织局部趋化［６］。ｅｏｔａｘｉｎ、
ＩＬ５均对ＥＯＳ有明显的趋化作用，而成熟的ＥＯＳ又
可分泌ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５等炎症介质，互相刺激诱导增
殖、分化、表达，形成循环效应，加重气道炎症反

应［７］。因此，抑制 ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５的表达，对于降低过
敏性哮喘ＥＯＳ浸润，拮抗过敏性气道炎症有十分重
要的意义。

近年来，以中药调节免疫反应治疗哮喘的研究

颇受关注，黄芪因含黄芪苷类、黄酮类等多种化学成

分，具有免疫调节作用；香菇多糖也有增强免疫的功

能，二者均可调节 Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡［８９］。穿心莲内酯

是中药穿心莲的主要作用成分，在体内外均具有较

强的抗炎作用，可抑制肿瘤坏死因子ＴＮＦα、集落刺
激因子 ＧＭＣＳＦ合成［１０］。而且穿心莲内酯可有效

抑制炎症细胞合成白三烯 ＬＴＢ４、前列腺素 ＰＧＥ２及
血栓素ＴＸＢ２［１１］。本研究结果显示穿心莲内酯可

显著减少哮喘小鼠 ＢＡＬＦ中 ＥＯＳ浸润，降低 ＢＡＬＦ
及外周血中 ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５水平，同时降低肺组织
ｅｏｔａｘｉｎｍＲＮＡ、ＩＬ５ｍＲＮＡ的表达，且与ＥＯＳ下降一
致。表明穿心莲内酯可通过抑制气道中ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５
的表达，减少 ＥＯＳ的增殖、分化及聚集，达到减轻气
道炎性损伤的目的。

糖皮质激素是国际、国内公认的治疗哮喘的一

线用药，通过抑制炎症因子、降低抗体合成、减少炎

性细胞浸润而发挥作用，布地奈德是具有高效局部

抗炎作用的糖皮质激素，雾化吸入对哮喘急性发作

及长期控制均有良好疗效［１２］。本研究证实布地奈

德可减少ＥＯＳ浸润，抑制 ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＬ５的表达，与穿
心莲内酯结果相似，但布地奈德减少 ＥＯＳ浸润作用
弱于穿心莲内酯，可能与穿心莲内酯抑制 ＩＬ１３、
ＲＡＮＴＥＳ表达等机制有关［２］，而减少细胞因子表达

作用强于穿心莲内酯，可能与其多环节抑制炎性因

子表达有关［１２］。穿心莲内酯降低 ＩＬ５表达在分子
水平弱于布地奈德，在基因水平强于布地奈德，这可

能与检测时间差异有关，ｍＲＮＡ翻译后迅速降解，也
可能与样本量有关。

本研究显示，穿心莲内酯具有与激素相似的拮

抗气道ＥＯＳ浸润及相关因子表达的作用，且其清热
解毒、抗病毒作用更有利于缓解病毒诱发的哮喘。

因此，穿心莲内酯应用于哮喘临床治疗具有一定的

适应症，但临床疗效尚需大量临床试验验证和支持。
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