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麻黄水提物雾化吸入对哮喘小鼠气道炎症的影响
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　　摘　要：目的　观察麻黄水提物雾化吸入对哮喘小鼠气道炎症及白细胞介素１３（ＩＬ１３）、嗜酸性粒细胞趋化因子（Ｅｏｔａｘｉｎ）表

达的影响。方法　将２４只雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为３组：正常对照组、哮喘模型组、麻黄组，每组８只。除正常对照组用生理

盐水外，哮喘模型组、麻黄组用卵蛋白腹腔注射致敏及滴鼻激发建立哮喘模型，麻黄组每次激发前１ｈ予以麻黄水煎液雾化吸入

３０ｍｉｎ，２次／天，连续７ｄ。正常对照组、哮喘模型组用等量生理盐水代替麻黄水煎液雾化吸入，吸入方法和时间同麻黄组。小鼠

末次激发２４ｈ后，计数支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中白细胞（ＷＢＣ）和嗜酸性粒细胞（ＥＯＳ），ＨＥ染色观察支气管及其周围组织病

理改变，免疫组化法测定支气管肺组织中ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ的表达，ＥＬＩＳＡ法检测ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ的浓度。结果　与正常对照组比

较，哮喘模型组小鼠ＢＡＬＦ中 ＷＢＣ、ＥＯＳ计数，支气管肺组织中ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ蛋白表达明显增高，差异均有统计学意义（犘＜

０．０１）；与哮喘模型组比较，麻黄组小鼠以上各项指标均降低，支气管及其周围组织炎症细胞浸润减少，差异均有统计学意义（犘＜

０．０１）。结论　麻黄水提物雾化吸入能减轻哮喘小鼠气道炎症，抑制支气管肺组织中ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ蛋白的表达可能是其抗炎机

制之一。
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　　支气管哮喘（简称哮喘）是由多种细胞和细胞组份参与的

气道慢性炎症性疾病，糖皮质激素是目前治疗哮喘的主要方

法，可以多途径抑制哮喘气道炎症，但无法治愈，长期使用可产

生不良反应，寻求更安全、有效的哮喘防治方法是当前亟待解

决的重要课题。麻黄作为治疗咳喘病之要药，具有发汗解表、

宣肺平喘、利尿消肿之功效［１］，但有关麻黄水提物雾化吸入对

哮喘气道炎症的影响尚缺乏深入研究。本课题以哮喘小鼠模

型为研究对象，观察麻黄水提物雾化吸入对哮喘小鼠气道炎症

和白细胞介素１３（ＩＬ１３）与嗜酸性粒细胞趋化因子（Ｅｏｔａｘｉｎ）

表达的影响，为临床拓宽麻黄治疗哮喘的新途径提供实验和理

论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　２４只５～６周龄健康雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，

体质量１６～２０ｇ（购自重庆医科大学实验动物中心），在泸州医

学院附属医院中心实验室动物房饲养。
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 基金项目：四川省卫生厅科研项目（１１０３４１）。　作者简介：王娇（１９８５～），住院医师，硕士，主要从事支气管哮喘的基础与临床的研究。

　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３３７８２６５６２３；Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇ４８１６＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。



１．１．２　主要试剂与仪器　卵清清蛋白（ＯＶＡ）购自美国Ｓｉｇｍａ

公司，免疫组化试剂盒、ＤＡＢ显色试剂购自武汉博士德生物工

程有限公司，小鼠ＩＬ１３、ＥｏｔａｘｉｎＥＬＩＳＡ试剂盒购自北京天根

生化科技有限公司，兔抗小鼠ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ多克隆抗体购自

上海天呈科技有限公司。超声雾化器：广东汕头光电医疗器械

厂产品，电子天平：上海民桥精密科学仪器有限公司，酶标仪：

美国Ｔｈｅｒｍｏ产品，低温高速离心机：上海安亭科学仪器厂产

品，电热恒温鼓风干燥箱：上海精宏实验设备有限公司产品，倒

置相差显微镜：日本Ｏｌｙｍｐｕｓ产品。

１．２　方法

１．２．１　麻黄水提物的制备　参照文献［２］将麻黄５０ｇ（购于泸

州圣杰药房）加入５００ｍＬ纯净水浸泡３０ｍｉｎ后，煎制１ｈ，浓

缩成浓度相当于含生药１ｇ／ｍＬ的水煎剂，贮存于４℃冰箱

备用。

１．２．２　动物分组及建立哮喘模型　按照随机数字表法将小鼠

随机分为３组：正常对照组、哮喘模型组、麻黄雾化吸入组（麻

黄组），每组８只。哮喘模型的建立参考文献方法
［３４］：除正常

对照组外，哮喘模型组和麻黄组小鼠在第０、７天腹腔注射卵蛋

白抗原液０．２ｍＬ（含１００μｇ卵蛋白和１ｍｇ氢氧化铝）致敏，

致敏后第１４天经鼻吸入２％卵蛋白生理盐水溶液激发，每次

３０ｍｉｎ，１次／天，连续７ｄ。正常对照组用等量生理盐水代替

卵蛋白抗原液进行腹腔注射和经鼻吸入致敏和激发。

１．２．３　给药方法　麻黄组小鼠在每次经鼻吸入卵蛋白抗原液

激发前１ｈ予以麻黄水提液雾化吸入３０ｍｉｎ，２次／天，连续７

ｄ。正常对照组和哮喘模型组小鼠用等量生理盐水代替麻黄水

提液雾化吸入，吸入方法和时间同麻黄组。

１．２．４　支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）细胞计数　各组小鼠末次

给药结束后２４ｈ内用戊巴比妥腹腔注射麻醉小鼠后，常规消

毒固定，暴露气管行气管插管，用ＰＢＳ缓冲液０．８ｍＬ灌洗双

肺，反复抽吸３次，回收灌洗液，回收率大于或等于８０％为合

格标本。ＢＡＬＦ经４℃１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，取细胞沉

淀用ＰＢＳ液重悬，细胞悬液注入计数池，在显微镜下计数细胞

数，再换算成每升ＢＡＬＦ的白细胞（ＷＢＣ）总数；另取细胞悬液

涂于载玻片上，经姬姆莎染液染色后计数嗜酸性粒细胞

（ＥＯＳ）。

１．２．５　支气管肺组织病理切片及 ＨＥ染色　取左肺组织于

４％多聚甲醛溶液固定，常规组织脱水、透明、浸蜡、包埋、切片，

厚度５μｍ、ＨＥ染色，光镜下观察支气管及其周围组织的病理

改变。

１．２．６　免疫组化法检测支气管肺组织ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ的表

达　支气管肺组织切片采用链霉菌抗生物素蛋白过氧化物酶

连结（ＳＰ）法行免疫组织化学染色，操作步骤按试剂盒说明书

进行，主要步骤如下：石蜡切片常规二甲苯脱蜡，梯度酒精脱

水，３％ Ｈ２Ｏ２３７℃孵育１０ｍｉｎ灭活内源性过氧化物酶，置

０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸缓冲液（ｐＨ６．０）中煮沸修复抗原，正常羊

血清工作液封闭，３７℃孵育１０ｍｉｎ，滴加１∶１００兔抗鼠多克隆

抗体（一抗）４℃孵育过夜（用ＰＢＳ液代替一抗作阴性对照），

ＰＢＳ冲洗３次，每次５ｍｉｎ，滴加生物素标记羊抗兔血清（二

抗），３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，每次５ｍｉｎ，滴加辣根过

氧化物酶标记链霉素卵白素工作液，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲

洗３次，每次５ｍｉｎ，二氨基联苯胺（ＤＡＢ）染色，自来水冲洗苏

木素复染，常规脱水、透明、干燥、封片。染色结果判断标准参

考文献［５］：在光镜下观察出现棕黄色或黄褐色染色的细胞判

定为阳性细胞，每张切片随机选取５个高倍视野（×４００）进行

平均光密度测定，取其平均值作为该片代表值，采用Ｉｍａｇｅｐｒｏ

ｐｌｕｓ６．０图像分析系统计算平均光密度值（ＡＯＤ）。

１．２．７　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法测定ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ的

浓度　取右侧支气管肺组织１００ｍｇ加入１ｍＬＰＢＳ液研磨匀

浆后，３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后，取上清液，采用ＥＬＩＳＡ法测

定上清液中ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ蛋白的浓度。操作步骤按试剂盒说

明书进行，在４５０ｎｍ波长测量各孔样品的吸光度（ＯＤ）值，根

据ＯＤ值计算出各样品中ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ蛋白的浓度。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料采用狓±狊表示。组间均数比较采用单因素方差分析

（方差不齐采用ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ法，方差齐同采用ＬＳＤ法进行

两两比较），两变量的相关分析采用 Ｂｉｖａｒｉａｔｅ过程的等级

Ｐｅａｒｓｏｎ相关法。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　小鼠一般状况　哮喘模型组和麻黄组小鼠激发后可见其

烦躁不安，呼吸急促，抓鼻，打喷嚏，行动迟缓或俯卧不动，但麻

黄组症状较轻，正常对照组无上述表现。

２．２　ＢＡＬＦ中 ＷＢＣ和 ＥＯＳ计数　哮喘模型组和麻黄组

ＢＡＬＦ中 ＷＢＣ、ＥＯＳ计数明显高于正常对照组，差异有统计学

意义（犘＜０．０１）；但麻黄组ＢＡＬＦ中 ＷＢＣ、ＥＯＳ计数均低于哮

喘模型组，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表１。

表１　　３组小鼠ＢＡＬＦ中 ＷＢＣ及ＥＯＳ计数比较

　　　（狓±狊，×１０７／Ｌ，狀＝８）

组别 ＷＢＣ ＥＯＳ

正常对照组 ３．７５±０．４３ ０．０３±０．０１

哮喘模型组 １７．７４±０．７９▲ １．８１±０．０５▲

麻黄组 ８．５７±０．５１▲★ ０．５２±０．０３▲★

　　▲：犘＜０．０１，与正常对照组比较；★：犘＜０．０１，与哮喘模型组比较。

２．３　支气管肺组织病理形态学改变　正常对照组见气道上皮

完整，支气管、细支气管壁平滑肌层较薄，管腔规则，无明显分

泌物贮留，黏膜皱襞矮平，肺泡间隔正常，周围无明显炎症细胞

浸润；哮喘模型组支气管上皮有脱落不完整，气道上皮细胞增

生肥大，管腔有明显狭窄，平滑肌增厚，支气管周围大量炎症细

胞浸润，肺泡间隔增厚，管腔内可见黏液栓；麻黄组支气管周围

及肺泡区炎症细胞浸润及管腔黏液栓均较哮喘模型组减少，支

气管壁肺泡间隔增厚及管腔狭窄均较哮喘模型组减轻，见

图１。

２．４　支气管肺组织ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ免疫组化染色结果　ＩＬ

１３、Ｅｏｔａｘｉｎ阳性表达产物主要位于支气管上皮细胞及间质中

炎症细胞的细胞膜或细胞质，呈棕黄色或黄褐色颗粒样分布。

正常对照组可见气道黏膜、黏膜下层有少量呈棕黄色的阳性细

胞；哮喘模型组可见气道黏膜、黏膜下层、血管周围、肺泡区有

大量呈棕黄色的阳性细胞，以气道黏膜上皮细胞、血管内皮细

胞、平滑肌细胞、炎症细胞表达明显。通过分析比较 ＡＯＤ，哮

喘组表达均明显高于正常对照组（犘＜０．０１）；麻黄组表达相对

于哮喘模型组均有减轻，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见图

２、３，表２。
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　　Ａ：正常对照组；Ｂ哮喘模型组；Ｃ麻黄组。

图１　　３组支气管肺组织病理形态学改变（ＨＥ×２００）

　　Ａ：正常对照组；Ｂ哮喘模型组；Ｃ麻黄组。

图２　　３组支气管肺组织ＩＬ１３蛋白表达（ＳＰ×２００）

　　Ａ：正常对照组；Ｂ哮喘模型组；Ｃ麻黄组。

图３　　３组支气管肺组织Ｅｏｔａｘｉｎ蛋白表达（ＳＰ×２００）

表２　　３组支气管肺组织ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ蛋白表达

　　　比较（狓±狊，ＡＯＤ，狀＝８）

组别 ＩＬ１３ Ｅｏｔａｘｉｎ

正常对照组 ０．１９８±０．０９１ ０．１８８±０．０６８

哮喘模型组 ０．４４８±０．１４１▲ ０．４１９±０．１０３▲

麻黄组 ０．２２６±０．０８８★ ０．２１８±０．０５７★

　　▲：犘＜０．０１，与正常对照组比较；★：犘＜０．０１，与哮喘模型组比较。

２．５　ＥＬＩＳＡ法测定ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ浓度结果比较　哮喘模型

组和麻黄组支气管肺组织匀浆上清液中ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ浓度明

显高于正常对照组（犘＜０．０１），但麻黄组上清液中ＩＬ１３、

Ｅｏｔａｘｉｎ的浓度低于哮喘模型组，差异有统计学意义（犘＜

０．０１），见表３。

表３　　３组支气管肺组织匀浆上清液中ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ

　　　浓度比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ，狀＝８）

组别 ＩＬ１３ Ｅｏｔａｘｉｎ

正常对照组 １１４５．９９３±１３４．６６９ ７１７．３５５±６０．４９１

哮喘模型组 ３４８９．９０９±２３５．９２５▲ １２６２．７０９±１１４．５１６▲

麻黄组 ２４７０．６１０±１３８．８８２▲★ ９１８．６０８±５８．１２７▲★

　　▲：犘＜０．０１，与正常对照组比较；★：犘＜０．０１，与哮喘模型组比较。

２．６　相关性分析　直线相关分析显示，哮喘模型组ＥＯＳ计数

与ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ表达呈正相关（狉＝０．７４６、０．７１２，犘＝０．０３３、

０．０４８）；麻黄组 ＥＯＳ计数与ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ表达也呈正相关
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（狉＝０．７２９、０．７３４，犘＝０．０４０、０．０３８）；ＩＬ１３与Ｅｏｔａｘｉｎ在哮喘

组（狉＝０．８０３，犘＝０．０２８）或麻黄组（狉＝０．７６１，犘＝０．０１６）的表

达均呈正相关。

３　讨　　论

哮喘是由多种细胞参与的气道炎症和气道高反应性为特

征的慢性炎症性疾病［６］。ＥＯＳ是参与气道炎症的主要细胞，

ＥＯＳ合成、释放的各种炎症介质导致支气管平滑肌收缩，微血

管渗漏和黏液分泌增加［７８］。Ｅｏｔａｘｉｎ可趋化ＥＯＳ聚集到气道

上皮并活化、释放各种炎症介质导致气道上皮损伤［９１０］。ＩＬ

１３是与哮喘发病直接相关的Ｔｈ２细胞因子，与气道黏液高分

泌和气道高反应性密切相关［１１１２］，ＩＬ１３与Ｅｏｔａｘｉｎ相互作用，

共同调节ＥＯＳ在气道的募集、活化，使气道炎症的持续时间

延长［１３１４］。

麻黄具有发汗解表、宣肺平喘、利尿消肿之功效。麻黄碱

是其平喘的主要成分，可直接兴奋支气管平滑肌细胞的β受

体，舒张支气管平滑肌。我们先前的研究结果表明，给予麻黄

水提物灌胃预处理哮喘豚鼠，气道上皮损伤、脱落及炎症细胞

浸润明显减轻，提示麻黄灌胃具有抑制哮喘豚鼠气道炎症的作

用［１４］，但麻黄口服给药虽对支气管平滑肌有舒张作用，但同时

对横纹肌也有兴奋作用，使心率加快，外周血管收缩，血压升

高，剂量过大可导致失眠，心烦不安和颤抖［１５］。吸入疗法是治

疗呼吸系统疾病的常用方法，与口服给药相比，雾化吸入给药

具有局部药物浓度高、起效迅速、所需剂量小、全身不良反应少

等优点［１６］。

本研究中观察到哮喘小鼠ＢＡＬＦ中 ＷＢＣ、ＥＯＳ计数较正

常对照组明显增高，气道上皮细胞增生肥大，大量炎症细胞浸

润，管腔内可见黏液栓，支气管肺组织中ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ的表达

量明显高于正常对照组（犘＜０．０１），与文献报道一致
［１７］。给予

麻黄水提物雾化吸入干预后，结果显示ＢＡＬＦ中 ＷＢＣ、ＥＯＳ

计数较哮喘模型组小鼠明显减少（犘＜０．０１），气道上皮炎症程

度减轻，支气管及周围炎症细胞浸润减少，支气管肺组织中ＩＬ

１３、Ｅｏｔａｘｉｎ蛋白表达减弱，其表达量明显低于哮喘模型组小鼠

（犘＜０．０１），相关性分析显示，ＢＡＬＦ中ＥＯＳ计数与支气管肺

组织中ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ的表达量呈正相关。本研究结果表明，

哮喘小鼠支气管肺组织中存在ＩＬ１３、Ｅｏｔａｘｉｎ蛋白表达上调，

麻黄水提取物经雾化吸入途径给药可抑制哮喘小鼠的气道炎

症和ＥＯＳ浸润，抑制ＩＬ１３与Ｅｏｔａｘｉｎ蛋白的表达，这可能是

其治疗支气管哮喘的作用机制之一。
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３９５．

［１２］ＭｉｔｃｈｅｌｌＪ，ＤｉｍｏｖＶ，ＴｏｗｎｌｅｙＲＧ．ＩＬ１３ａｎｄｔｈｅＩＬ１３

ｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｓｆｏｒａｓｔｈｍａａｎｄａｌｌｅｒｇｉｃ

ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＩｎｖｅｓｔｉｇＤｒｕｇｓ，２０１０，１１（５）：５２７

５３４．

［１３］ＮｇｕｙｅｎＴＨ，ＣａｓａｌｅＴＢ．Ｉｍｍｕｎｅｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｆｏｒｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔｏｆａｌｌｅｒｇｉｃｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＩｍｍｕｎｏｌＲｅｖ，２０１１，２４２（１）：

２５８２７１．

［１４］熊瑛，熊彬，王宋平，等．麻黄水提物对哮喘豚鼠气道炎症

和气道上皮细胞ＳＴＡＴ１信号传导影响［Ｊ］．西部医学，

２００８，２０（５）：９１３９１６．

［１５］ＬｅｅＭＲ．ＴｈｅｈｉｓｔｏｒｙｏｆＥｐｈｅｄｒａ（ｍａｈｕａｎｇ）［Ｊ］．ＪＲＣｏｌｌ

ＰｈｙｓｉｃｉａｎｓＥｄｉｎｂ，２０１１，４１（１）：７８８４．

［１６］苏远力，郑劲平，高怡．我国医院使用雾化吸入治疗状况

的问卷调查和分析［Ｊ］．中华结核和呼吸杂志，２０１０，３３

（２）：１４０１４１．

［１７］ＹｕｋＪＥ，ＬｅｅＭＹ，ＫｗｏｎＯＫ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｓｔｉｌｂｉｃａｃｉｄ

ｏｎａｉｒｗａｙｈｙｐｅｒｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎａ

ｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｏｆａｌｌｅｒｇｉｃａｓｔｈｍａ［Ｊ］．ＩｎｔＩｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａ

ｃｏｌ，２０１１，１１（２）：２６６２７３．

（收稿日期：２０１２１０１２　修回日期：２０１２１２０９）
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