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摘要# 目的!观察苜蓿素对低剂量脂多糖 "ÂC# 诱导的哮喘小鼠气道炎症的抑制作用& 方法!采用低剂量 ÂC q卵
白蛋白 "j_@# 建立[@A[I<小鼠哮喘气道炎症反应模型% 随机分为哮喘模型组’ 苜蓿素组’ 地塞米松 "阳性药#

组% 另设空白对照组& -ABC@法对小鼠支气管肺泡灌洗液 "[@AE# 炎症介质Dj’ 肿瘤坏死因子 ""9DE+"# 和白细
胞介素+"!"BA+"!# 水平进行检测( G-染色观察小鼠肺组织病理情况( ?9+̂S?法和 c7387R6 U1>8法对小鼠肺泡巨噬
细胞的9>11样受体 % "9A?%#’ 髓样分化因子 ’’ "FXo’’#’ 核因子 ’[T*) "DE+’[T*)# .?D@及蛋白表达进行检
测& 结果!苜蓿素可显著降低哮喘小鼠[@AE液中Dj’ 9DE+"’ BA+"!水平% 有效改善哮喘小鼠肺部炎症% 显著下调
肺泡巨噬细胞的9A?%’ FXo’’’ DE+’[T*) .?D@和蛋白相对表达量& 结论!苜蓿素对哮喘小鼠气道炎症有抑制作
用% 其机制可能与干预9A?%IFXo’’IDE+’[通路有关&

关键词! 苜蓿素( 哮喘( 气道炎症( 抗炎( 肺泡巨噬细胞( 9A?%IFXo’’IDE+’[通路
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<>6<768R/80>6 ÂC T1P3j_@&9M7R7:7R7=>PRNR>PT3! U1/6] <>68R>1NR>PT% /38M./.>V71NR>PT% 8R0<06 8R7/8.768
NR>PT /6V V7Z/.78M/3>67" T>3080W7VRPN# 8R7/8.768NR>PT&9M717W713>=06=1/../8>RX=/<8>R3% 06<1PV06NDj%
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:/3>U37RW7V UXG-38/0606N( 8M7.?D@/6V TR>8706 7ZTR7330>63>=9A?%% FXo’’ /6V DE+’[T*) 06 /1W7>1/R
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!!肺泡巨噬细胞 "/1W7>1/R./<R>TM/N73% @F# 是
一类重要的抗原提呈细胞% 其表面的 9>11样受体 %
"8>11+10]7R7<7T8>R%% 9A?%# 作为脂多糖 "10T>T>+
1X3/<<M/R0V7% ÂC# 的模式识别受体% 与 ÂC 模式
结合后引起 9A?%IFXo’’IDE+’[通路激活% 导致
@F活化% 引起炎症介质释放% 加重肺组织炎症损
伤% 放大炎症反应)"+#* % 这一过程在哮喘气道炎
症’ 气道高反应性和气道重塑的发生与发展过程中
起着重要作用& 苜蓿素 "8R0<06% %r% )% 4+三羟基
$r% )r+二甲氧基黄酮# 属于天然黄酮类化合物%
广泛分布于禾本科植物中% 现代药理研究表明% 苜
蓿素具有广泛的生物活性% 如抗炎’ 抗氧化’ 抗病
毒’ 抗肿瘤及免疫调节等% 尤其抗炎作用明
显)$+)* & 临床竹茹’ 竹根和淡竹叶等禾本类中草药
对哮喘的疗效已被肯定% 实验证实它们均含有苜蓿
素% 文献报道和本课题组前期研究成果表明% 苜蓿
素可能是这些药物的主要活性成分之一)*+,* % 但其
是否通过干预@F9A?%IFXo’’IDE+’[通路对气道
炎症产生抑制作用% 从而具有治疗哮喘的功效% 尚
未有深入探讨& 故本实验采用低剂量 ÂC q卵白蛋
白建立[@A[I<小鼠哮喘气道炎症反应模型% 基于
@F9A?%IFXo’’IDE+’[通路% 研究苜蓿素对哮喘
气道炎症的抑制作用及分子生物学机制&

HI材料与方法
"H"!动物!清洁级健康雌性 [@A[I<小鼠% 体质
量 "#( d## N% 购买于湖南斯莱克景达实验动物
有限公司% 许可证号 CSab "湘# #(""+((($& 在
清洁级动物房适应性喂养 $ V 后开始实验% 实验期
间小鼠自由摄食饮水% 饲养室光照 "# M% 黑暗
"# M% 室温 ## ‘#% i% 湿度 %)!‘*)!&
"H#!试药!苜蓿素 "美国 SMR>./o7Z公司% 批号
(((#(*%(+"(,% 含有量 l,’!#( 地塞米松磷酸钠
注射液 "天津金耀集团湖北天药药业股份有限公
司% 批号 )")("#4"#( 脂多糖 "北京索莱宝科技有
限公司% 批号 ’"’-($4#( 卵白蛋白 "北京索莱宝
科技有限公司% 批号 4(,[()"#( Dj’ 肿瘤坏死因
子" "9DE+"# "上海西唐生物科技有限公司% 批
号A")(,#)"%,# 和白细胞介素+"! "BA+"!# 酶联
免疫检测试剂盒 "上海西唐生物科技有限公司%
批号A")(,(4"%$#( 9R02>1试剂 "美国 B6W08R>N76 公
司% 批号 ")),*+(#*#( <oD@第一链合成试剂盒
"美国 9M7R.>E03M7R公司#( ?7/180.7 Ŝ?F/387R
F0Z" Cp[?LR776 # 试剂盒 "日本 9jpj[j公
司#( 9A?%’ FXo’’’ DE+’[T*) 引物合成 "南京
金斯瑞科技有限公司#( 9A?% 一抗 "江苏凯基生
物科技发展有限公司% bL##4))+##( L@̂oG一抗
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"江苏凯基生物科技发展有限公司% bL@@((##(
羊抗兔 G?̂+BNL "江苏凯基生物科技发展有限公
司% bL@@$)#( FXo’’ 一抗 "武汉博士德生物工
程有限公司% [@#$#"#( DE+’[T*) 一抗 "北京博
奥森生物科技有限公司% U3+(%*)R#&
"H$!仪器!%(#@B超声雾化器 "江苏鱼跃医疗设
备股份有限公司#( A-BS@oFB$((( [显微镜 "德
国 A70</公司#( F>17<P1/Ro7W0<7C -̂S9-?@./Z
",( 酶标仪 "美国 F>17<P1/Ro7W0<73公司#( 自动
细胞计数仪 "美国 D7Z<71>.公司#( @VW768PR7R
jM/P3@?""%(IS型电子分析天平 "美国奥豪斯公
司#( C>60<3超声细胞破碎仪 "美国 CjDBSCnF
@9-?B@AC 公司#( 高速冷冻离心机 "德国 -̂+
-̂Doj?E公司#( 荧光定量 Ŝ?循环仪 "美国@[B
公司#( >̂:7R̂/<基础电泳仪 "美国[0>+?/V公司#(
凝胶成像分析系统 "英国 CpDL-D-公司#&
"H%!动物分组! 造模与给药方法!按体质量将小
鼠随机分为空白对照组’ 哮喘模型组’ 苜蓿素组’
地塞米松 "阳性药# 组&

致敏阶段! 除空白对照组外% 其余 $ 组于第
"’ ’ 天分别腹腔注射 j_@I@1"jG# $ 混悬液%
(H# .AI只% 以及于第 "’ %’ 4’ "(’ "$ 天分别腹
腔注射 " .A含 (H" (N"(H" .NIA# S"/+43"大肠
杆菌# ÂC& 激发阶段! 实验第 ") 天给予小鼠雾
化吸入 j_@ ""( NIA% j_@Î[C#% 每组 $( .06%
连续 " 周& 每次雾化前 " M% 除空白对照组外% 其
余 $ 组腹腔注射相同剂量S"/+43ÂC& 空白对照组
在致敏阶段与激发阶段均以生理盐水代替j_@&

从实验第 " 天开始% 各组小鼠腹腔注射相应药
物& 苜蓿素组小鼠给药剂量为 $ .NI]N体质量% 地
塞米松 "阳性药# 组小鼠给药剂量为 (H*#) .NI]N
体质量% 空白对照组和哮喘模型组注射相同体积的
生理盐水& 每日 " 次% 连续给药 #" V&
"H)![@AE标本收集及炎症介质检测!各组小鼠
在末次激发 #% M 后% 直接摘眼球处死& 处死后%
打开胸腔% 于小鼠左主支气管处结扎左肺% 用密闭
式留置针对小鼠行气管插管% 用 $ .A [̂C 缓冲液
分 $ 次灌洗右肺% 回收液量l’(!为合格% 回收液
放于离心管中% $ ((( RI.06 离心 ) .06% 上清保存
于g’( i冰箱& [@AE上清液的Dj’ 9DE+"和BA+
"!检测严格按照小鼠 -ABC@试剂盒说明书进行
操作&
"H*!肺组织病理学观察!小鼠处死后% 取未行支
气管肺泡灌洗的左肺% "(!福尔马林中固定 #% M%

常规石蜡包埋% 苏木素伊红 "G-# 染色% 观察小
鼠肺组织和气道上皮的炎症浸润&
"H4!@F的分离与培养![@AE离心后沉淀用生理
盐水 $ .A重悬’ 再离心% 反复洗涤 $ 次% ?̂+
FB"*%( 培养液 "含 # ..>1IA谷胺酰氨% "(( .AIA
胎牛血清% "(( QIA青霉素% "(( QIA链霉素#
% .A混悬细胞% 于孵箱中 $4 i’ )( .AIASj# 孵
育 # M后% 轻轻吸出上清% 去除非贴壁细胞& 用含
"(( .AIA胎牛血清的 ?̂FB"*%( 培养液重悬% 调
整细胞密度为 "(’IA% 培养 #% M% 以 L07.3/染色
法鉴定@F% 台盼蓝染色检测其活性&
"H’!?9+̂S?检测!细胞样本完全弃去培养基%
用9R02>1法提取总?D@% 定量后按<oD@第一链合
成试剂盒说明书步骤合成 <oD@& Ŝ?反应条件!
,) i ) .06起始模板( ,) i ") 3% Ŝ?循环中模
板变性% *( i退火 #( 3% 4# i延伸 %( 3% 进行 %(
个循环& 每份标本重复 $ 次% 取其循环阈值 "<X+
<178MR73M>1V% S8# 均值% 以 # g))S8表示实验结果&
引物序列见表 "&

表 HI引物序列
$(1OHI:&Z*&0,&."-)’#3&’.

引物名称 序列")r#$r#

X&%6. 正向 9@9L9SL9LL@L9S9@S9LL9

反向 L@L99L9S@9@999S9SL9LL

54’J 正向 @@@9LS@S9L@LS999@L9LL9

反向 9LLS@S9S@9@@9L@9LLS@S

806AA 正向 L@SSL9L@LL@9@9@S9L@@LL@

反向 LLSS@SS9L9@@@LLS99S9S

M,VO%YH 正向 @S9LSSLLL@9LLS9@S9@9

! 反向 9S9LL@99SLS9LLS9@@9LL

"H,!c7387R6 U1>8检测!提取 @F细胞总蛋白% 采
用考马斯亮蓝法定量& 灌胶’ 上样进行聚丙烯酰胺
凝胶电泳% 参照 F/R]7R位置% 待目的条带进入凝
胶最佳分离区后停止电泳% 取出电泳凝胶进行转
膜& 转膜结束后% 取出DS膜 "硝酸纤维素膜# 并
作好标记% 洗膜 $ 次% "( .06I次& 将DS膜放入平
皿中% 加入含 )!脱脂奶粉的封闭液% 摇床振荡
"H) M% 进行封闭& 封闭结束后% 洗膜 $ 次%
"( .06I次& 将膜放入已按说明书稀释过的含一抗
溶液的平皿中% % i摇床振荡孵育过夜& 第 # 天取
出% 室温振荡 $( .06% 吸弃一抗% 洗膜 $ 次%
"( .06I次& 用 )!脱脂奶粉封闭液稀释二抗% 室温
摇床振荡反应 " M& 二抗反应结束后% 洗膜 $ 次%
) .06I次& 按照 -SA试剂盒的说明进行显影% 使

#)%
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用L71+̂R>$# 软件对结果进行灰度分析&
"H"(!数据处理!采用 C ĈC "4H( 统计分析软件处
理& 实验数据以均数d标准差 "Ld2# 表示% 多组
间计量资料比较采用单因素方差分析 "@Dj_@#%
-k(H() 为差异有统计学意义&
JI结果
#H"!对小鼠 [@AE炎症介质的影响!从表 # 可以
看出% 与空白对照组相比% 哮喘模型组小鼠 Dj’
9DE+"’ BA+"!水平显著升高 "-k(H("#( 与模型
组相比% 苜蓿素组和地塞米松组小鼠炎症介质水平
显著下降 "-k(H()% -k(H("#&
表 JI各组 98C2中 D@’ $D27"及 =C7H!水平 $ ! L"%

#MHN&
$(1OJID@% $D27"(0!=C7H!4&6&4.#098C2#0&(,%

Q’"*)$!L"% #MHN&

组别
DjI

"(.>1..Ag"#

9DE+"I!

"TN..Ag"#!

BA+"!I

"TN..Ag"#

空白对照组 (H4(( d(H"(# )4H’4( d%H%%$ 4H$$4 d"H%%,

哮喘模型组 #H*4* d(H$’#!! #$%H’%’ d"%H#()!! ’$H*(" d4H%$#!!

苜蓿素组 "H%’# d(H"$#!$$ "(4H%)" d$H4*#!!$$ #’H$", d%H("%!!$$

地塞米松组 "H"** d(H(,*$$ "$(H")$ d$H),$!!$$ "*H"#$ d"H’)($$

!!注! 与空白对照组比较%!-k(H()%!!-k(H("( 与哮喘模型组比较%
$$-k(H("

#H#!对小鼠肺组织病理学改变的影响!空白对
照组肺泡腔清晰% 肺泡壁正常% 支气管黏膜无明
显炎细胞浸润% 柱状上皮细胞排列整齐( 哮喘模
型组肺间质大量炎细胞浸润% 肺泡壁增厚% 伴部
分肺泡融合% 柱状上皮细胞排列紊乱且增多( 苜
蓿素组和地塞米松组肺间质有少量炎细胞浸润%
肺泡腔’ 肺泡壁均较正常% 柱状上皮细胞排列整
齐& 见图 "&
#H$!对 @F54’J! 806AA! M,VO%YH .?D@表达的
影响!从表 $ 可以看出% 与空白对照组相比% 其余
$ 组小鼠@F54’J’ 806AA’ M,VO%YH .?D@相对表
达量显著升高 "-k(H("#( 与哮喘模型组相比%
苜蓿素组和地塞米松组@F54’J’ 806AA’ M,VO%YH
.?D@相对表达量显著下降 "-k(H("#&
#H%!对 @F9A?%! FXo’’! DE+’[T*) 蛋白表达
的影响!从图 # 和表 % 可以看出% 与空白对照组相
比% 哮喘模型组小鼠 @F 9A?%’ FXo’’’ DE+’[
T*) 蛋白表达增强% 有显著性差异 "-k(H("#(
与哮喘模型组相比% 苜蓿素组和地塞米松组 @F
9A?%’ FXo’’’ DE+’[T*) 蛋白表达减弱 "-k
(H()% -k(H("#&

图 HI小鼠肺组织病理学变化 $/?% UHNN&
2#QOHI[(+%"4"Q#,(4,%(0Q&."-4*0Q +#..*&#03#,&

$/?% UHNN&
表 KI各组8>$%&’’ ()*++’ ,-./ 012 3;D8的相对表达

$!L"% #M\&
$(1OKI;&4(+#6&&R)’&..#"0."-$%&’% ()*++ (0!,-./ 012

3;D8"-8> #0&(,%Q’"*)$!L"% #M\&

组别 54’J 806AA M,VO%YH
空白对照组 "H(%) d(H(%* "H(%, d(H($% "H(#4 d(H())
哮喘模型组 #H)$) d(H($(!! $H(*% d(H(%)!! %H(%( d(H(%"!!

苜蓿素组 "H)() d(H(#$!!$$ #H($# d(H($,!!$$ "H),’ d(H(",!!$$

地塞米松组 "H’(’ d(H(",!!$$ "H)", d(H(%(!!$$ #H(#" d(H(%"!!$$

!!注!与空白对照组比较%!!-k(&("(与哮喘模型组比较%$$-k(&("

图 JI各组8> $C;S% >TAYY% D27#9)\V 蛋白的表达
2#QOJI?R)’&..#"0."-$C;S% >TAYY (0!D27#9)\V

)’"+&#0"-8> #0&(,%Q’"*)

表 SI各组8> $C;S’ >TAYY’ D27#9)\V 蛋白的相对表
达 $!L"% #M\&

$(1OSI;&4(+#6&&R)’&..#"0."-$C;S% >TAYY (0!D27#9
)\V )’"+&#0"-8> #0&(,%Q’"*)$!L"% #M\&

组别 9A?%IL@̂oG FXo’’IL@̂oG DE+’[T*)IL@̂oG

空白对照组 (H$"( d(H("% (H#4) d(H(#( (H(’’ d(H("%
哮喘模型组 (H4)( d(H(%4!! (H)’, d(H(%#!! (H’"" d(H(#(!!

苜蓿素组 (H%)% d(H(#"!$$ (H%*( d(H("4!!$ (H$** d(H()(!!$$

地塞米松组 (H)’4 d(H(##!!$$ (H$%( d(H("$$$ (H%’( d(H($"!!$$

!!注!与空白对照组比较%!-k(&()%!!-k(&("(与哮喘模型组比较%$-k

(&()%$$-k(&("

$)%
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KI讨论
哮喘是一种常见的以气道慢性变态反应性炎症和

气道高反应性为特征的呼吸系统疾病% 世界卫生组织
估计% 目前全球有 #H$) 亿人罹患支气管哮喘% 半数
在 "#岁以前发病% 是儿童中最常见的慢性病& 周期
性哮喘症状往往导致患者失眠’ 日间疲劳’ 减少活动
量% 不能上学和工作% 严重影响健康& 临床治疗以抗
炎解痉为主% 多使用皮质类固醇’ !受体激动剂和茶
碱类等药物% 效果不甚理想% 且副作用较多& 在中医
理论指导下% 以天然药物去预防和治疗哮喘% 疗效肯
定’ 使用安全% 越来越得到人们的认可&

ÂC是革兰氏阴性细菌一类重要的病原体微生
物成分% 是一种强烈的免疫调节物质& 研究发现%
低水平 ÂC 可使哮喘气道炎症症状加重% 肺部以
嗜酸性粒细胞和中性粒细胞浸润为主% 黏液分泌增
加% BA+%’ BA+) 和BA+"$ 等炎症因子明显增加)"(+"#* &
在哮喘气道炎症过程中% Dj生成增多% 加剧气道
炎症反应% 同时也反映出炎症程度( 9DE+"和 BA+
"!参与放大炎症过程& 本实验通过低剂量 ÂC q
j_@建立 [@A[I<小鼠哮喘气道炎症模型% 以此
观察苜蓿素对气道炎症的抑制作用& 结果表明% 哮
喘模型组小鼠[@AE炎症介质Dj’ 9DE+"及BA+"!
水平均显著高于空白对照组% 肺部病理改变明显%
这与文献报道一致& 分别经过苜蓿素或地塞米松治
疗后的小鼠 [@AE中上述炎症介质水平明显下降(
肺间质仅有少许的炎症浸润% 肺泡腔’ 肺泡壁结构
均较正常% 肺部炎症得以改善% 说明苜蓿素对哮喘
小鼠气道炎症有明显的抑制作用&

肺泡巨噬细胞9A?%IFXo’’IDE+’[通路在哮喘
气道炎症的发生与发展过程中起着重要作用& 9A?%
是9>11+10]7受体 "9A?# 家族中第一个被克隆的人
类天然免疫受体% 广泛分布于肺和肠道内表面的上
皮细胞% 以及接触抗原第一线的吞噬细胞的细胞表
面% 如巨噬细胞’ 中性粒细胞和树突状细胞& 作为
识别 ÂC的主要受体% 9A?%介导天然免疫% 并连接
获得性免疫% 与哮喘密切相关)"+#%"$+"%* & FXo’’ 是
9A?%通路中的一个关键衔接分子% 而DE+’[作为重
要的’ 多向性的核转录因子% 位于9A?%下游通路的
枢纽位置参与免疫反应及细胞增殖与分化等过程&

在低剂量 ÂC qj_@的诱导下% 哮喘组小鼠
@F9A?%’ FXo’’’ DE+’[T*) 表达显著上调& 而
苜蓿素与地塞米松均能明显下调哮喘小鼠 @F
9A?%’ FXo’’’ DE+’[T*) 表达% 这与治疗后小鼠
[@AE炎症介质水平下降’ 肺部炎症改善结果一

致% 提示苜蓿素可能通过干预 @F9A?%IFXo’’I
DE+’[通路来抑制哮喘气道炎症&

苜蓿素广泛存在于人们生活不可或缺的大麦’
稻米’ 小麦和玉米等谷物类里% 而且在临床常用于
治疗哮喘的竹茹’ 竹根和淡竹叶等禾本类中草药里
含有量也十分丰富% 被认为是一种健康无害的营养
物质& 目前苜蓿素还未开发为药品% 尚无直接用于
临床治疗哮喘的报道& 研究结果显示% 苜蓿素具有
抑制低剂量 ÂC诱导的哮喘小鼠气道炎症的作用%
具有开发成新的治疗哮喘药物的潜力&
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