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摘要# 目的!基于WV)#(探讨益气祛风( 宣痹化饮方治疗过敏性鼻炎)哮喘综合征的作用机制’ 方法!利用鸡卵白蛋白"Mb0#
抗原液腹腔注射致敏并以低浓度Mb0雾化吸入激发制作豚鼠哮喘模型$ 应用 A8染色方法检测益气祛风( 宣痹化饮
方对过敏性鼻炎)哮喘豚鼠模型的治疗效果$ 采用实时定量 KaB法& 分析其对 WV)#( 的转录水平的影响$ 利用酶联免
疫吸附实验及免疫印迹法& 测定WV)#( 的分泌和表达水平的影响’ 结果!模型组病理切片显示模型状态明显改变$ 药
物干预组各病理切片较模型组改善明显$ 通过实时定量KaB( G5R]5[O Z6@]和8VW.0检测方法发现药物干预组WV)#( 的
转录水平( 表达水平和分泌水平较模型组均明显降低’ 结论!益气祛风( 宣痹化饮方能够改善过敏性鼻炎)哮喘综合
征豚鼠模型鼻黏膜及肺组织病理进程$ 益气祛风( 宣痹化饮方可以通过抑制 WV)#( 的转录水平& 从而影响 WV)#( 表达
与分泌& 来达到控制过敏性鼻炎)哮喘综合征的目的’ 本实验初步阐明了益气祛风( 宣痹化饮方治疗过敏性鼻炎)哮喘
综合征的作用机制& 为其进一步应用奠定了基础’
关键词! 益气祛风( 宣痹化饮方$ 过敏性鼻炎)哮喘综合征$ WV)#($ 作用机制
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!!过敏性鼻炎)哮喘综合征 "a0B0.# 为最近几年提出的
新的病名& 是指过敏性鼻炎及支气管哮喘相合( 上下气道
同病的过敏性疾病’ 目前& 主要借助对激素( 抗组胺类药(

#受体激动剂的应用& 或者通过脱敏治疗& 改善该病患者
的各种症状’ 益气祛风( 宣痹化饮方 "由生黄芪( 防风(

麻黄( 瓜蒌皮( 薤白( 法半夏( 细辛( 干姜( 杏仁( 白芍(

生甘草( 炙甘草( 地龙组成#& 具有益气疏风散寒( 宣痹化
饮平喘等功效& 临床用治过敏性鼻炎)哮喘综合征疗效
满意)"* ’

本实验室前期对益气祛风( 宣痹化饮方治疗过敏性鼻
炎哮喘综合征 "a0B0.# 疗效进行了临床药效学研究)#* &

将 "#’ 例患者随机分为治疗组和空白组 # 组各 (% 例& 治疗
组运用益气祛风( 宣痹化饮方口服治$ 空白组运用沙美特
罗氟替卡松粉吸入剂& 吸入治疗$ 孟鲁司特钠片口服’ 治
疗 & 个月& 空白组的临床控制率 7<F<<!低于治疗组的
*<F’’! "!P’F’%# 而且空白组主要证候评分改善也低于
治疗组 "均 !P’F’% #’ 治疗组治疗 < 周( & 个月后
/8b"!( 8M.( WC8改善均优于空白组 "均 !P’F’%#’ 治
疗前后& # 组病人的肝脏功能均无大碍& 相关指标显示在
正常范围内’ 空白组中有 ## 位患者出现咽喉不适的症状&

占总组人数比重为 <*F*1!$ 并有 "% 位患者出现头晕症状&

占总组人数比重为 &&F&&!& 治疗组则没有人出现上述症
状’ 以上结果说明益气祛风( 宣痹化饮方治疗过敏性鼻炎
哮喘综合征疗效可靠& 安全性高’

为探讨该方的平喘机理& 本实验选择 WV)#( 作为观察
指标显示本方具有良好的调节作用’
IJ材料
"F"!动物!挑选出 # 个月大小& 体质量不小于 #’’ C且不
大于 &’’ C的健康豚鼠& 其中雄性 &’ 只& 雌性 &’ 只’ 这些
活体样本均由斯莱克实验动物责任有限公司所提供 )该批
豚鼠生产许可证 .a,H "沪# #’’&)’’’&*& 在江苏省中医院
药理实验室动物房饲养’
"F#!药品!益气祛风( 宣痹化饮方 "生药由江苏省中医院
中药药房提供& 煎剂由江苏省中医院药剂科煎制#$ 醋酸
地塞米松片 "每片的质量为 ’F(% 9C$ 天津天药药业股份
有限公司生产制药$ 生产批号 "<’&""’"#’

试验药物制作过程! 中医益气祛风( 宣痹化饮方生黄
芪 #’ C( 防风 "’ C( 麻黄 % C( 瓜蒌皮 "’ C( 薤白 "’ C( 法
半夏 "’ C( 细辛 & C( 干姜 7 C( 杏仁 "’ C( 白芍 "# C( 生甘
草 1 C( 地龙 "% C( 炙甘草 1 C’ 参入一定量的水& 开高火
将其煮沸后将火调小& 然后再熬制 <% 9;O& 最后经过滤汲
取 &’’ 9V左右的药汁’ 豚鼠每 "’’ C体质量给药 # 9V& 超
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过此范围将每次剂量减半& 改为每日 # 次给药’ 实验用药
物由江苏省中医院药剂科煎制& 药物浓度经过AKVa监测&

以甘草酸为例& 质量浓度不低于 &F’ 9CD9V’
"F&!器材!超声雾化仪 "富林 G’’"#$ 包埋机( 手动切
片机( 全自动染色机 "德国_8NW48#$ 低温离心机 "美国
.@[\:66#$ 酶标仪 "德国_S6];RE:O .‘5?][S9_;?[@‘6:]5#$ 恒
温水浴箱 "美国 K@6U.?;5O?5#$ 水平电泳仪 "美国 JWM)
B0N#$ 超净工作台 "日本 0;[45?L#$ 分光光度仪 "上海
奥析科Tb"*’’#& 高倍光学显微镜 "德国0aa8..型#’
"F<!试剂!鸡卵清白蛋白 "Mb0& 上海#$ 氢氧化铝凝胶
)06"MA# && 美国 .;C9:公司*$ WV)#( 酶联免疫吸附试验
试剂盒 "南京诺唯赞生物科技有限公司#’
NJ方法
#F"!动物模型的复制!通过 & I时间的科学喂养& 以文献
)"& &* 作为重点参照& 进行合理的整改& 借此建立过敏
性鼻炎)哮喘模型’ 致敏! 在实验期间的第 " 天和第 * 天&
分别为除空白组的所有活体样本注射 " 9V的生理盐水& 其
中含有 " 9C的Mb0与 "’’ 9C的 06"MA# && 并对空白组
的活体样本注射 " 9V的生理盐水’ 激发! 在第 "% 天& 将
除空白组的所有活体样本置于准备好的雾化箱中& 采取
"! Mb0进行雾化处理& 时间大致维持在 % c"’ 9;O 之间&

具体以活体样本出现哮喘症状为准$ 空白组的活体样本则
接受 "’ 9;O的雾化处理’ 每两天进行 " 次& "< I 为一个周
期’ 建模之后& 分别向除空白组所有活体样本的鼻腔内滴
入 #!的Mb0& 以保证药物对鼻黏膜稳定( 持久的刺激效
果’ 在末次滴鼻发敏后即刻至 "( #( &( 7 L 观察豚鼠搔鼻
次数和鼻痒程度’ 记录方法为鼻涕! 流至前鼻孔得 " 分$
超过前鼻孔得 # 分$ 涕流满面得 & 分’ 喷嚏! < 个以内得 "

分$ % c"’ 个得 # 分$ "’ 个以上得 & 分’ 鼻痒! 轻度抓鼻
得 " 分$ 频繁抓鼻得 # 分$ 抓鼻不止得 & 分’ 使用叠加法
记分& 总分超过 % 分提示动物造模成功’ 向空白组活体样
本的鼻腔内滴入适量的生理盐水’
#F#!动物模型的给药! -#F". 项操作完成后& 进入灌胃
给药阶段’ 每天坚持灌胃 " 次& "< I 为一个实验周期’ 黄
继汉等)<*对药物的具体用量作出了明确规定& 以人与动物
的换算公式为准& 从而推算出精确的给药量& 即 7’ EC体
质量的人类每天合理用药量为 #F"% CDEC& 对于中剂量组来
说& ’F< EC的豚鼠每天合理用药量为 1F1% CDEC& 对于低剂
量组来说& 每天合理用药量为 <F<* CDEC& 对于高剂量组来
说& 每天合理用药量则为 "1F1’ CDEC& 地塞米松每天的用
量标准在为 ’F% 9CDEC’ 给药之前需要对活体样本进行周期
性称量& < I为一个周期& 在结合参考体质量变化情况并分
析其规律后& 灵活调整换算公式’ 每 "’’ C豚鼠体质量给
药# 9V& 超过此范围将每次剂量减半& 改为每日 # 次给药’
#F&!标本的留取!血清标本! 在最后一次诱喘操作结束的
#< L时后& 运用 "’!水合氯醛对活体样本进行麻醉& 用量
为 & 9VDEC& 然后取其腹部主动脉的适量血液& # ’’’D9;O
离心 % 9;O& 收集血液上层 f#’ p冻存& 利用 8VW.0法测

定WV)#( 的分泌水平’ G5R]5[O Z6@]与实时定量 KaB标本!
等取完血& 豚鼠死亡后& 立即剖开其胸腔& 并从中取出右
肺& 再放置于f*’ p的环境中’ 肺部病理标本! 参考文献
)"& &* 取下豚鼠左上肺或者左下肺 "右肺用于肺泡灌
洗#& 中性甲醛固定并于 < p保存& 待做肺组织A8染色切
片’ 鼻部病理标本! 将豚鼠的鼻黏膜组织从口腔处进行剥
离& 并利用甲醛溶液进行固定& 然后放置于 < p的环境下&
以备后期用于鼻组织A8染色切片实验’
#F<!指标检测
#F<F"!肺组织( 鼻黏膜组织A8染色!将固定于甲醛溶液
中的左肺部分组织( 鼻黏膜组织取出& 再依次对其实行脱
水( 包埋工作& 然后运用专业的切片机切成 < c% "9的厚
度& 最后利用 A8染色法进行染色& 最后用显微镜观察
组织’
#F<F#!8VW.0法检测血清 WV)#( 分泌水平!本次实验采用
南京诺唯赞生物科技有限公司的 8VW.0检测试剂盒& 具体
操作参见说明书’
#F<F&!G5R]5[O Z6@]法检测肺组织WV)#( 表达水平!在各组
豚鼠肺组织里加入组织蛋白裂解液& 放在球磨仪上充分震
荡裂解& 置冰上 &’ 9;O& 然后 < p "& ’’’ [D9;O离心&’ 9;O
收取上清液& Ja0法测定蛋白浓度& 上样蛋白的质量浓度
设定为 # "CD"V& 依据蛋白浓度计算上样体积& 和上样缓
冲液 " d" 混匀& 煮沸且变性 % 9;O$ 接着配取分离胶与积
层胶& 遵照 ." *’ b&’ 9;O和 .# ""’ b" L进行电泳’ 电泳
结束后& 使用半干法进行转膜& #% b&’ 9;O’ 转膜完毕后&
用 %!脱脂奶粉在摇床上封闭 # L& " s4J.4洗膜结束后&
分别添加 " d%’’( " d" ’’’( " d" ’’’ 稀释的兔抗豚鼠 WV)
#(( #)0?];O一抗& 于 < p过夜& " s4J.4洗膜共 & 次& 每
次 % 9;O& 接着用 " d" ’’’ 稀释的羊抗兔WC+ABK二抗常温
下在摇床上孵育 # L& 接着 " s4J.4洗膜 & 次& 依然每次
% 9;O& 均匀添加8aV发光液& 上机曝光检测’ 使用 W9:C5
V:Z软件处理各个条带的灰度值& 把目的蛋白和 #)0?];O 的
灰度比值当作目的蛋白的相对含有量’
#F<F<!实时定量 KaB法检测 WV)#( 的转录水平!>KaB反
应体系配制& 将 0?5ll‘?[.3JB+[55O _:R]5[_;Y"V@X
BM,K[59;Y5I# "’ "V& K[;95[" ""’ "9@6DV# ’F< "V&
K[;95[# ""’ "9@6DV# ’F< "V& ?N-0# "V& 灭菌蒸馏水
#’ "V在管中配置’ 进行 KaB反应& 1% p预变性 % 9;O&
1% p变性 "’ R& 7’ p退火 &’ R’

表 IJ<&5.4(#+&S=<引物

引物 正向 "&0 ’%0# 反向 "%0 ’&0#
$F&80*’ +aa44a040a04a00+44 004a44a+aa440040a4
@HF#( 4+000+++a4+00+0+4a 04+4+4a0a4+0aa44aa

#F%!统计学方法!利用 .K.. "(F’ 软件来统计实验的相关
数据信息’ 计量资料以 -均值e标准差. ")e/# 表示& 所
有组别先予正态性检验’ 符合正态分布采用方差齐性检验&
方差齐者两两比较采用V.N法& 方差不齐者采用 4:9:L:O5
4#检验& !P’F’% 表示有统计学差异’ 不符合正态分布
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者& 运用多个独立样本的非参数检验& 如果 H[SRE:6)G:66;R
检验& !P’F’"& 表明各组总体分布不全相同& 各组之间比
较有统计学意义)%* ’ 再采用各组数据经秩转换后的两两比
较 "采用V.N和 .-H方法#& !P’F’% 表示有统计学意义’
OJ实验结果
&F"!益气祛风! 宣痹化饮方治药效学评价!造模过程采用
腹腔注射 -Mb0g氢氧化铝凝胶 g灭活百日咳杆菌混悬
液. 致敏和鼻部滴注 Mb0攻击造模法造模 "方法如前#’
实验过程中& 大鼠出现了典型的支气管哮喘症状& 如张口
呼吸( 呼吸急促( 喘鸣以及腹部翕动等$ 鼻部症状& 如搔

鼻( 喷嚏( 鼻涕等& 甚者出现口唇紫绀& 口角流涎& 精神

萎靡不振& 活动明显减少& 食量下降( 易激惹等& 与实验

前行为活动明显改变’ 造模各组豚鼠鼻炎症状累计积分平

均达到 % 分以上& 与空白组比较有统计学意义 "!P

’F’"#’ 综上& 本实验所采用的实验造模方法& 成功制备出

满足以上模型特点的动物模型’
建模后分别使用中药高剂量( 中剂量( 低剂量及地塞

米松进行干预& 相关症状得到了不同程度的缓解& 积分经
统计对比& 结果见表 #’

表 NJ鼻炎症状积分比较 $分&

组别 ’ 症状积分
空白组 "’ #F’& e’F#1!!

模型组 "’ <’F’1 e’F"7
地塞米松组 "’ "’F&" e’F%<!

中药低剂量组 "’ &’F&< e’F%#
中药中剂量组 "’ 1F"" e’F##!

中药高剂量组 "’ "1F*1 e’F<"

!!注! 与模型组比较&!!P’F’%&!!!P’F’"

&F#!A8染色评价效果
&F#F"!肺组织切片!通过观察模型组可以发现支气管肺泡
有被破坏的状况& 同时支气管壁有增厚( 渗出现象& 其黏
膜下层( 肌层以及肺间质都能看出有炎细胞浸润的情况&
具体炎细胞包括嗜酸性粒细胞( 淋巴细胞等$ 其中& 中药
高( 中( 低剂量组与地塞米松组肺组织都出现了上述情况’
见图 "’

图 IJ肺组织@$染色 $ [NQQ&

&F#F#!鼻黏膜组织切片!通过观察模型组可以发现& 鼻黏
膜的上皮细胞有被破坏( 损伤的痕迹& 纤毛也出现了坏死(

脱落的情况& 而下层则有炎细胞浸润的现象$ 查看中药高(

中( 低剂量组与塞米松组能够得知& 其上皮细胞与纤毛都
存在破坏的情况’ 只有空白组没有发现损坏现象& 不论是
上皮细胞& 还是纤毛都较为正常& 也没有炎细胞浸润的情
况发生’ 见图 #’
&F&!酶联免疫吸附法 &8VW.0’ 测定血清 WV)#( 的分泌水
平!结果 "图 &# 显示& 四组治疗组与模型组相比& 血清
WV)#( 的分泌水平均有明显降低 "!P’F’"#$ 中药低剂量组
和地塞米松组比较有区别 "!P’F’"#$ 中药中剂量组与中
药高剂量组( 地塞米松组比较未见区别 "!m’F’%#’
&F<!G5R]5[O Z6@]检测肺组织WV)#( 表达水平!结果 "图 <#

显示& 四组治疗组与模型组相比& WV)#( 表达水平均有明显

降低 "!P’F’"#$ 中药中剂量组( 中药高剂量组( 地塞米
松组 & 组未见明显区别 "!m’F’"#$ 中药低剂量组与中药
高剂量组( 地塞米松组比较存在明显区别 "!P’F’"#’
&F%!益气祛风! 宣痹化饮方对 @HF=P 基因表达水平影响!

结果 "图 %# 显示& 四组治疗组与模型组相比& @HF=P 基因
表达水平均较为低下 "!P’F’"#’ 其中& 低剂量组和高剂
量组( 中剂量组和地塞米松组之间都存有极大的差距 "!P
’F’%#’
VJ讨论

过敏性鼻炎 "0B# 和支气管哮喘 "J0# 属于同一气
道& 同一疾病& 它们不论是病因( 疾病机理& 还是变化等
多个方面都极为相像)7* ’ 最近几年& 这两种疾病的普及范
围愈加广泛& 是目前急需解决的病症)(* ’ 史锁芳)**教授认
为气虚风袭& 风痰阻于肺( 胸阳痹阻乃是本病的基本病机&
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图 NJ鼻黏膜@$染色 $ [NQQ&

注! 与模型组比较&!!P’F’"

图 OJ益气祛风’ 宣痹化饮方对血清>D4N\ 分泌水平的影响

治疗上应当肺鼻同治& 临床上选用益气祛风& 宣痹化饮方
取得了满意的疗效’ 而且通过早期动物实验研究发现)1* &
该复方可以有效下调支气管哮喘豚鼠的肺组织内 ‘&*_0KH
磷酸化蛋白的表达等机制& 从而起到平喘之功’ 同时该复
方可以有效降低支气管哮喘大鼠模型肺组织的嗜酸性粒细
胞水平和上调 4VB)1 的表达& 充分显示出本方的临床有
效性)"’* ’

白细胞介素)#( ";O]5[65SE;O)#(& WV)#( # 是由 K̂6:Oh
等)""*在 #’’# 年所发现& 其是由两条多肽链 8J"& 和螺旋
亚基 ‘#* 通过二硫键组成’ 它通过不同的作用机制参与自
身免疫性疾病( 炎症及肿瘤等多种疾病的发生( 发展及
转归’

哮喘的发病机制与辅助性4细胞 "4L# 亚群 4L"D4L#
细胞免疫应答失衡密切相关& 4细胞及其细胞因子在哮喘
病理过程中起着至关重要的作用’ 现阶段& 专家普遍认
为& 引发哮喘疾病的部分原因在于 4L"D4L# 的失衡& 这类
病患通常会出现以下两种现象& 4L# 型细胞功能超出正常
情况$ 4L" 细胞功能有下降趋势’ 在健康的人类外周血

中& WV)#( 可以让aN< g4细胞增殖& 并加速向4L" 细胞分
化& 从而起到防范哮喘的作用$ 不过这对患有哮喘疾病的
病人作用却不大& 他们的身体对 WV)#( 的反应性会降低&
而引发这种状况的因素有可能是分化环境或是基因致使其
对WV)#( 出现耐受的现象& 耐受在本质上源自于 .404" 的
磷酸化障碍& 这使得4L" 型细胞分化遭受限制& 最终平衡
向4L# 倾斜)"#* ’

在本实验中& 实验首先进行益气祛风( 宣痹化饮方的
药效学评价& 实验数据表明& 中等剂量的药物制剂具有很
好的治疗效果& 可以显著的改善动物模型的临床症状’ 进
一步利用8VW.0( G5R]5[O Z6@]及实时定量 KaB检测均提示
模型组WV)#( 高于空白组& 这提示WV)#( 在过敏性鼻炎)哮喘
综合征中的效应显著增高’ 而在药物干预组中& WV)#( 降
低& 其原因可能是益气祛风( 宣痹化饮方能够抑制 4L# 型
细胞分化& 促进4L" 细胞分化& 从而导致WV)#( 的降低& 这
或许是WV)#( 和4L" 型细胞之间负反馈调节的表现’ 通过一
系列研究可以知晓)"&)"%* & WV)#( 未来很可能成为治疗哮喘的
一个关键切入点’ 然而如何利用WV)#( 来防治过敏性鼻炎或
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注! 与模型组比较&!!P’F’"

图 VJ益气祛风’ 宣痹化饮方对>D4N\ 表达水平的影响

注! 与模型组比较&!!P’F’"

图 XJ益气祛风’ 宣痹化饮方对<C.KL 基因表达水平的影响

支气管哮喘仍需进一步探讨& 中药是否可以通过调节自身
免疫来调控WV)#( 从而发挥预防或治疗过敏性鼻炎或支气管
哮喘仍待进一步发掘’
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地黄花对秀丽线虫寿命的影响
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摘要# 目的!探讨地黄花对秀丽线虫寿命的干预效果与机制’ 方法!将秀丽线虫分为对照组和地黄花脂肪油( 地黄花
多糖及地黄花水提醇沉上清液各药物干预组& 观察在各组药物干预下秀丽线虫在急行热应激和慢性氧化应激条件下&
其生存时间的变化& 并比较各组药物对秀丽线虫生殖能力和延缓寿命的作用效果& 同时对抗氧化相关指标超氧化物歧
化酶 ".MN# 进行检测’ 结果!与空白对照组相比地黄花各部位均能延长秀丽线虫在热应激和氧化应激条件下生存时
间& 延长正常培养条件下秀丽线虫平均生存时间及提高秀丽线虫体内 .MN活性& 其中地黄花水提醇沉上清液部位效
果最为显著’ 地黄花各部位对线虫生殖能力均无明显影响’ 结论!地黄花能延长秀丽线虫的寿命& 地黄花水提醇沉上
清液部位效果最佳& 其作用机制可能与提高机体 .MN活性& 增强应激能力有关’
关键词! 秀丽线虫$ 地黄花$ 寿命
中图分类号! B#*%F%!!!!!文献标志码! J!!!!!文章编号! "’’")"%#*"#’"*#’#)’<%#)’<
!"#!"’F&171DQ$;RRO$"’’")"%#*F#’"*F’#F’<#

!!中药地黄为玄参科 ".?[@‘LS6:[;:?5:5# 多年生草本植
物地黄 "O-5G&’’*& (B%0*’2/& V;Z@R?L$# 的新鲜或干燥块
根)"* ’ 现代药理学研究发现地黄具有抗氧化( 护肝( 抗衰
老( 抗抑郁( 止血( 增强记忆力( 降血糖( 保护胃黏膜等
多种药理作用)#)"’* ’ +本草纲目, 记载! 地黄花研末服用&
功同地黄& 如肾虚腰脊疼痛& 将其研为末& 用酒送服)""* ’
但是目前地黄花在临床上的应用较少& 关于地黄花的基础
研究也较少& 对地黄花药理作用进行研究有利于开发地黄
新的药用部位& 保证地黄资源的有效利用’

秀丽隐杆线虫 "4&-’2.5&D7*0*/VB-(&’/& 简称线虫# 是
存在土壤中的一种低等生物’ 由于其易于饲养和保存( 生

长周期短( 进化中高度保守( 遗传信息清晰等优点& 使得
秀丽线虫成为抗衰老药物( 功能因子研究的理想模
型)"#)"&* ’ 衰老是多种因素导致的身体机能的下降& 同时伴
随着生化和生理功能的衰弱& 因此对外界环境( 压力( 挑
战等反应会有所降低& 更易患上年龄相关的疾病而死
亡)"<* ’ 故本实验以国际公认的模式生物秀丽线虫为研究对
象& 测定了地黄花不同部位对秀丽线虫抵抗急行热应激和
慢性氧化应激的能力& 生殖能力& 寿命的长短及以 .MN为
代表的抗氧化指标的影响& 探讨地黄花不同部位对秀丽线
虫寿命的影响及其可能的机制& 为地黄花的开发利用奠定
基础’
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