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小青龙汤对哮喘小鼠气道变应性炎症作用的研究
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　　摘　要：目的　探讨小青龙汤对卵蛋白致敏／激发小鼠气道变应性炎症的作用。方法　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠以ＯＶＡ致敏／激发，在

其每日供水时加入小青龙汤；在最后一次激发２４ｈ后留取标本，检测肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中细胞计数和分类，测定支气管ＢＡＬＦ、

血清中细胞因子以及外周血和ＢＡＬＦ中Ｆｏｘｐ３
＋ＣＤ４＋ Ｔ细胞的比例。结果　哮喘组可见明显炎性细胞浸润，经小青龙汤干预后

肺部炎性细胞浸润显著减少；哮喘组ＢＡＬＦ中炎性细胞，特别是嗜酸性粒细胞计数较对照组明显升高（犘＜０．０１）；白细胞介素

（ＩＬ）４、ＩＬ５水平较对照组明显升高（犘＜０．０１），Ｆｏｘｐ３
＋Ｔ细胞比例显著下降（犘＜０．０１），Ｔｈ１细胞因子干扰素（ＩＦＮ）γ无显著变

化，治疗组与哮喘组比较，ＩＬ４、ＩＬ５水平、Ｆｏｘｐ３
＋Ｔ细胞比例增加，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＩＬ１０水平显著升高。结论　

小青龙汤可有效抑制哮喘模型小鼠气道变应性炎症，其作用途径可能是通过诱导Ｆｏｘｐ３
＋调节性Ｔ细胞产生、ＩＬ１０的分泌，进而

抑制了Ｔｈ２型免疫反应。
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　　支气管哮喘是一种常见的由Ｔｈ２细胞介导的、对变应原

免疫耐受缺陷的疾病。哮喘患者在接触变应原时，调节性 Ｔ

细胞对Ｔｈ２反应的调节作用减弱，使得ＣＤ４Ｔ发生 Ｔｈ２偏

移，从而分泌产生大量的白细胞介素（ＩＬ）４、ＩＬ５、ＩＬ９、ＩＬ１３

等Ｔｈ２型细胞因子，诱导产生气道变应性炎症、黏液分泌增

加、气道平滑肌痉挛，长期反复发作，甚至引起气道重建，导致

气道狭窄，使患者出现喘息、呼吸困难等症状［１２］。

哮喘的治疗主要是依据世界卫生组织制定的《哮喘全球创

议》与中华医学会呼吸病学分会制定的《支气管哮喘防治指南》

进行。这两份指南大同小异，其治疗的主要药物都是吸入的糖

皮质激素与长效β２ 肾上腺素受体激素的复方制剂。根据这两

份指南进行治疗，大部分患者可以得到较好的控制，然而，临床

应用中往往遇到各种问题，特别是在经济较不发达的地区。由

于经济问题，患者往往难以长期用药；且患者对吸入激素也存

在顾虑，使得我国的哮喘控制水平极低，大部分患者未能得到

很好的治疗。
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中医药是我国的传统医疗方法，很早就已经应用于哮喘的

治疗。中医传统理论认为，外寒内饮是哮喘的基本病因，患者

外感风寒之邪，内伤生冷，或素体阳虚，寒痰内伏，易引动伏邪

壅阻肺气，宣降失职，气道受阻，则咳嗽气喘。小青龙汤出自张

仲景《伤寒论》，由麻黄、桂枝、芍药、细辛、干姜、灸甘草、五味

子、半夏等８味中药组成。《伤寒论》：“伤寒表不解，心下有水

气，干呕，发热而咳，或渴，或利，或噎，或小便不利，少腹满，或

喘者，小青龙汤主之。……心下有水气，咳而微喘，发热不渴

者，小青龙汤主之。……小青龙汤，治咳逆倚息不得卧”。长期

以来，小青龙汤已经应用于支气管哮喘的治疗，并取得良好疗

效［３４］。然而，小青龙汤对哮喘过程中免疫学功能的影响仍不

清楚。本研究观察小青龙汤对哮喘小鼠模型肺部变应性炎症

的作用，并检测了此过程中 Ｔｈ１、Ｔｈ２与调节性 Ｔ细胞的变

化，旨在初步明确小青龙汤的作用，为深入探讨小青龙汤的作

用机制打下基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物　６～１０周雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，体质量２０．２ｇ，

由四川大学华西医学中心实验动物中心提供。动物分为正常

对照组（对照组）、ＯＶＡ致敏／激发组（哮喘组）、小青龙汤治疗

组（治疗组），各８只。

１．２　仪器与试剂　纯化尘卵蛋白（ＯＶＡ，ｇｒａｄｅＶ）购自美国

Ｓｉｇｍａ公司。ＩＬ４、ＩＬ５、干扰素（ＩＦＮ）γ、ＩＬ１０ＥＬＩＳＡ检测试

剂盒购自美国ＢＤ公司。荧光标记的Ｆｏｘｐ３、ＣＤ４、ＣＤ２５抗体

及同型对照抗体购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。

１．３　方法

１．３．１　致敏及激发步骤　分别于第１、１５天腹腔注射含有８０

μｇ卵蛋白的生理盐水溶液１００μＬ与等体积的铝佐剂的混合

物，于第２５～２７天每天定时雾化吸入１％卵蛋白生理盐水溶

液３０ｍｉｎ，雾化器产雾量为０．５ｍＬ／ｍｉｎ。对照组致敏及激发

步骤同哮喘组，每次注射相同体积的生理盐水，雾化吸入生理

盐水。在激发期间，治疗组小鼠以小青龙汤煎剂代替每日

饮水。

１．３．２　小青龙汤制备　参照许济群主编《方剂学》制备：麻黄

（去节）９ｇ，芍药９ｇ，细辛３ｇ，干姜３ｇ，炙甘草６ｇ，桂枝（去

皮）６ｇ，半夏９ｇ（洗），精确称取传统饮片，加水２００ｍＬ浸泡

１５ｍｉｎ，大火煎沸后小火煎３０ｍｉｎ，趁热过滤，药渣再加５００

ｍＬ水，煎２０ｍｉｎ，趁热过滤，合并两次煎液，浓缩至５００ｍＬ，４

℃保存备用。

１．３．３　支气管肺泡灌洗和取血　在第２８天（最后１次雾化吸

入激发后２４ｈ），小鼠以０．３％戊巴比妥０．３ｍＬ腹腔注射麻醉

后，眼眶取血，保存在肝素抗凝管内，常温下５０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，血清移至另一干净Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管，－２０℃保存待测。再

切开气管行气管插管，以０．２ｍＬＰＢＳ灌洗２次，灌洗液回收

率大于８０％。

１．３．４　支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）细胞总数和分类计数　常

温下１５００ｒ／ｍｉｎ离心ＢＡＬＦ１０ｍｉｎ，收集上清液，用以测定

ＩＬ４、ＩＬ５和干扰素（ＩＦＮ）γ。细胞沉淀用０．１ｍＬＰＢＳ重悬，

取少许进行细胞计数。其余细胞沉淀再次离心后，弃上清液，

用少许ＰＢＳ重悬后涂片，晾干后进行瑞氏染色。光学显微镜

下计数５００个非鳞状上皮细胞，并进行嗜酸性粒细胞、中性粒

细胞、淋巴细胞、巨噬细胞分类计数，计算所占的百分比。

１．３．５　细胞因子检测　ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ１０和ＩＦＮγ的检测方

法参照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行。

１．３．６　流式细胞学检测　将前分离所得的外周血沉淀部分以

１．５ｍＬＰＢＳ重悬，再以等体积 Ｈａｎｋｓ液稀释后，轻轻加入淋

巴细胞分离液，使之悬于细胞悬液的上层，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０

ｍｉｎ。取出试管，轻轻吸取液相交界的细胞，加入 Ｈａｎｋｓ液３

ｍＬ，混匀后１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。去上清液，细胞加入完全

培养基，将细胞浓度调整为２×１０６／ｍＬ，根据说明书将细胞以

相关抗体标记后，用流式细胞仪检测Ｆｏｘｐ３
＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞占

ＣＤ４＋Ｔ细胞的比例。ＢＡＬＦ细胞浓度调整为２×１０６／ｍＬ，根

据说明书将细胞以相关抗体标记后，用流式细胞仪检测

Ｆｏｘｐ３
＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞占ＣＤ４＋Ｔ细胞的比例。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计分析。计量资料

用狓±狊表示，各组间均数比较采用独立样本的狋检验。犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＢＡＬＦ细胞学改变　哮喘组的肺部表现以嗜酸性粒细胞

气道炎症为特征，同时有多种炎性细胞的浸润，经小青龙汤治

疗后，肺部炎性浸润明显减轻（图１）。结果表明，哮喘组小鼠

ＢＡＬＦ中嗜酸性粒细胞比例显著增加，同时细胞总数及各类炎

性细胞数量也显著增加，与对照组比较差异有统计学意义（犘

＜０．０１）。而治疗组小鼠ＢＡＬＦ中细胞总数、细胞分类计数均

较哮喘组显著下降，与对照组比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见表１。

　　Ａ：哮喘组；Ｂ：治疗组；Ｃ：对照组。

图１　　３组小鼠肺部病理切片
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表１　　小鼠ＢＡＬＦ中细胞总数和分类计数的

　　　变化（狓±狊）

组别 狀
细胞总数

（×１０５／ｍＬ）

细胞分类计数（％）

中性粒细胞 淋巴细胞 嗜酸性粒细胞

对照组 ８ １．９８±０．７６ ４．４９±１．３７ ８．６５±２．７２ ０．２９±０．１８

哮喘组 ８ ９．６７±３．０７ １２．４８±３．１６ １７．４１±５．２３ ３０．３７±１２．８

治疗组 ８ ２．５７±１．１１＃ ５．０４±１．２９＃ ７．９８±３．２５＃ ３．５４±１．４２＃

　　：犘＜０．０１，与对照组比较；＃：犘＜０．０１，与哮喘组比较。

２．３　ＢＡＬＦ和血浆中ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ１０和ＩＦＮγ的水平　为

判断小青龙汤对Ｔｈ２型偏移的作用，本研究检测了ＢＡＬＦ和

血浆中ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＦＮγ和ＩＬ１０的水平。结果表明：哮喘组

小鼠外周血血浆中ＩＬ４、ＩＬ５水平显著高于对照组 （犘＜

０．０１），ＩＦＮγ的水平与对照组比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），而ＩＬ１０水平显著低于对照组（犘＜０．０１），经小青龙汤

治疗后，ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ１０水平显著升高，与对照组比较差异无

统计学意义（犘＞０．０５）；各组ＩＦＮγ水平差异均无统计学意义

（犘＞０．０５）。ＢＡＬＦ中各细胞因子出现类似表现（表２、３）。

２．４　ＢＡＬＦ中ＣＤ４
＋ Ｔ细胞亚型的变化　流式细胞仪检测结

果表明，哮喘组小鼠外周血中Ｆｏｘｐ３
＋Ｔ细胞占ＣＤ４＋ Ｔ细胞

比例显著低于对照组，治疗组Ｆｏｘｐ３
＋Ｔ细胞比例与对照组水

平无显著差异；在ＢＡＬＦ中，哮喘组Ｆｏｘｐ３
＋ Ｔ细胞比例低于

对照组，而治疗组ＢＡＬＦ中的Ｆｏｘｐ３
＋ Ｔ细胞的比例显著高于

哮喘组，甚至高于对照组（表４）。

表２　　小鼠外周血的ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ１０和ＩＦＮγ水平（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＩＬ４ ＩＬ５ ＩＦＮγ ＩＬ１０

对照组 ８ ８９．６５±３６．４８ ８１．３６±２９．８６ ２１３．５８±５０．７１ ３４４．６７±６４．２８

哮喘组 ８ ３２６．０４±６４．５２ ２９７．６２±５１．３３ ２５９．３３±６０．８７ １０１．９５±３０．５５

治疗组 ８ ９５．５６±３２．１５＃ ９０．４６±２８．７３＃ ２３７．８４±４５．５３ ３６８．１５±６７．４９＃

　　：犘＜０．０１，与对照组比较；＃：犘＜０．０１，与哮喘组比较。

表３　　小鼠ＢＡＬＦ中ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ１０和ＩＦＮγ水平（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＩＬ４ ＩＬ５ ＩＦＮγ ＩＬ１０

对照组 ８ ２２６．７５±３４．５８ １３７．７９±５４．６７ ３５５．４１±４２．０９ ３７７．５４±６７．１５

哮喘组 ８ ６９４．２３±８８．６５ ６３５．８４±１２３．９５ ３６１．０８±５４．２８ １２５．２４±３１．６４

治疗组 ８ ２９７．５２±５７．１５＃ １４９．８３±６１．３７＃ ４００．９９±５９．６８＃ ４３８．７３±６７．４５＃

　　：犘＜０．０１，与对照组比较；＃：犘＜０．０１，与哮喘组比较。

表４　　小鼠外周血与ＢＡＬＦ中ＣＤ４
＋Ｔ细胞中Ｆｏｘｐ３

＋

　　　　Ｔ细胞比例的变化（狓±狊，％）

组别 狀 外周血 肺泡灌洗液

对照组 ８ １０．５４±３．３７ ７．４２±２．９７

哮喘组 ８ ３．５７±２．１２ ５．３４±２．４５

治疗组 ８ １１．９３±４．３５＃ １５．５４±５．４１＃

　　：犘＜０．０１，与对照组比较；＃：犘＜０．０１，与哮喘组比较。

３　讨　　论

在本研究中，作者发现小青龙汤可以有效抑制卵蛋白诱导

的肺部变应性炎症，减少炎性细胞在肺部的募集，降低肺泡灌

洗中Ｔｈ２型细胞因子水平，升高调节性细胞因子ＩＬ１０的水

平，并且诱导Ｆｏｘｐ３
＋调节性Ｔ细胞产生。

调节性Ｔ细胞可以分为天然调节性Ｔ细胞（ｎａｔｕｒｅｏｃｃｕｒ

ｒｉｎｇｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ，ｎＴｒｅｇｓ）和诱导性调节性Ｔ细胞（ｉｎｄｕｃ

ｉｂｌｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ，ｉＴｒｅｇｓ），而ＩＬ１０是这两种细胞发挥作

用的重要介质。调节性Ｔ细胞数量减少及功能低下时对Ｔｈ２

偏移的调控减弱，是哮喘发生、发展的重要机制［５７］；而哮喘的

自然缓解也依赖于调节性 Ｔ细胞的产生及ＩＬ１０的分泌
［８］。

作为治疗哮喘的经典抗炎药物，吸入性糖皮质激素也是通过诱

导调节性Ｔ细胞的增加而发挥作用
［９］。过敏原特异性免疫治

疗（脱敏疗法）作为惟一有可能改变哮喘患者免疫反应并根治

哮喘的方法，诱导调节性Ｔ细胞的产生及功能恢复，也是其作

用机制之一［１０］。而 Ｍａｙｓ等
［１１］的研究表明，在肺部通过外源

性的方法使Ｆｏｘｐ３表达增强，可以抑制变应原诱导的Ｔｈ２型

免疫反应。

小青龙汤已经应用于支气管哮喘的治疗，主要用于表寒里

饮，寒象较重者。日本学者对本方在治疗哮喘方面的作用非常

重视，对其作用机制的研究极为深入。体外研究表明，小青龙

汤能抑制组胺释放和肥大细胞脱颗粒、Ｅｏｓ增殖、嗜碱性粒细

胞的生长和分化、外周血单个核细胞中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦ

α）的合成，以及支气管平滑肌收缩。动物模型表明，小青龙汤

可以降低气道高反应性［１２］。进一步研究表明，小青龙汤降低

了Ｔｈ２细胞相关的细胞因子ＩＬ４和ＩＬ５的产生
［１３］；在ＯＶＡ

诱发的哮喘模型中，小青龙汤还使得ＯＶＡ特异性ＩｇＥ抗体水

平下降［１４］。

本研究发现，小青龙汤可以有效地抑制哮喘小鼠肺部变应

性炎症，降低Ｔｈ２型细胞因子的分泌，还可以诱导调节性细胞

因子ＩＬ１０的分泌增加，升高Ｆｏｘｐ３
＋ ＣＤ４＋ Ｔ细胞的比例，这

与调节性Ｔ细胞及ＩＬ１０在哮喘发病机制中的重要作用相符。

因此，作者推测，小青龙汤可能是通过诱导ＩＬ１０和Ｆｏｘｐ３的

表达，进而诱导分泌ＩＬ１０的Ｔｈ１和表达Ｆｏｘｐ３的Ｔｒｅｇ细胞

产生，进而抑制变应原诱导的Ｔｈ２型免疫反应。
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