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五宝胶囊通过调节Ⅱ型固有淋巴细胞上下游细胞因子抑制哮喘
模型小鼠气道炎症的研究 Δ
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摘 要 目的 研究五宝胶囊通过调节Ⅱ型固有淋巴细胞（ILC2s）上下游细胞因子对哮喘模型小鼠气道炎症的影响。方法 40只

雌性BALB/c小鼠随机分为正常组、模型组、阳性对照组（地塞米松1 mg/kg）和五宝胶囊低、高剂量组（0.5、1 g/kg），每组8只，通过

卵清蛋白（OVA）致敏、雾化激发的方法建立哮喘模型，并连续灌胃7 d生理盐水或药液。通过酶联免疫吸附试验检测血清中免疫

球蛋白E（IgE）、OVA-IgE含量，支气管肺泡灌洗液（BALF）中白细胞介素5（IL-5）、IL-9、IL-13、IL-25、IL-33、胸腺基质淋巴细胞生

成素（TSLP）、黏蛋白5AC（MUC5AC）含量；采用苏木精-伊红染色观察小鼠肺组织病理变化；采用过碘酸雪夫染色观察杯状细胞

增生变化；通过流式细胞术检测肺组织中 ILC2s的数量（除五宝胶囊低剂量组外）。结果 与模型组比较，五宝胶囊高、低剂量组小

鼠血清中 IgE、OVA-IgE含量和BALF中 IL-5、IL-9、IL-13、IL-25、IL-33、TSLP、MUC5AC含量均显著降低（P＜0.01），肺组织炎症细

胞浸润及基底膜增厚均有不同程度的缓解，杯状细胞增生被抑制；五宝胶囊高剂量组小鼠肺组织中 ILC2s 数量显著降低（P＜

0.01）。结论 五宝胶囊能有效减少哮喘模型小鼠肺组织中 ILC2s数量，降低小鼠BALF中 ILC2s上下游细胞因子的含量，从而抑制

气道炎症，改善哮喘。
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Study on inhibitory effects of Wubao capsule on airway inflammation in asthmatic model mice by 

regulating the upstream and downstream cytokines of type Ⅱ innate lymphoid cells
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the effects of Wubao capsule on airway inflammation in asthmatic model mice by regulating 

upstream and downstream cytokines of type Ⅱ innate lymphoid cells （ILC2s）. METHODS Totally 40 female BABL/c mice were 

randomly divided into normal group， model group， positive control group （dexamethasone 1 mg/kg）， Wubao capsule low-dose and 

high-dose groups （0.5， 1 g/kg）， with 8 mice in each group. Asthma models were induced by ovalbumin （OVA） sensitization and 

nebulization. Each group was given normal saline or drug intragastrically for 7 consecutive days. The contents of IgE and OVA-IgE 

in serum， the contents of interleukin 5 （IL-5）， IL-9， IL-13， IL-25， IL-33， thymic stromal lymphopoietin （TSLP） and mucin 5AC 

（MUC5AC） in bronchoalveolar lavage fluid （BALF） were determined by ELISA. HE staining was used to observe the pathological 

changes of lung tissues in mice. PAS staining was used to observe the changes of goblet cell proliferation in each group. The 

number of ILC2s in lung tissue was determined by flow cytometry （except for Wubao capsule low-dose group）. RESULTS 
Compared with model group， the contents of IgE and OVA-IgE in serum and the contents of IL-5， IL-9， IL-13， IL-25， IL-33， 

TSLP and MUC5AC in BALF were significantly reduced in Wubao capsule high-dose and low-dose groups （P＜0.01）. The 

infiltration of inflammatory cells and the thickening of 

basement membrane in lung tissue was alleviated to varying 

degrees， and the proliferation of goblet cells was inhibited； 

the number of ILC2s in lung tissues of mice in Wubao capsule 

high-dose group was significantly reduced （P＜0.01）. 
CONCLUSIONS Wubao capsule could effectively reduce the 

number of ILC2s in lung tissue， the contents of upstream and 
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downstream cytokines of ILC2s in BALF of asthmatic model mice， so as to inhibit the airway inflammation and improve asthma.

KEYWORDS Wubao capsule； type Ⅱ innate lymphoid cells； asthma； airway inflammation

哮喘是世界范围内严重危害人类健康的一种气道

慢性炎症性疾病[1―2]。2019年《柳叶刀》报道，我国哮喘

患病率呈逐年增长的趋势，其中20岁以上人群哮喘患病

率为 4.2%，涉及人口超过了 4 500万[3]。研究表明，除了

获得性免疫外，固有免疫也被认为与哮喘有关[4]。在固

有免疫细胞中，Ⅱ型固有淋巴细胞（type Ⅱ innate lym‐

phoid cells，ILC2s）被认为是通过释放辅助性 T 细胞

（helper T cell，Th）因子而导致嗜酸性气道炎症的关

键[5―6]。过敏原可诱导气道上皮细胞产生白细胞介素25

（interleukin 25，IL-25）、IL-33和胸腺基质淋巴细胞生成

素（thymic stromal lymphopoietin，TSLP）。这些细胞因

子可激活 ILC2s而产生 IL-4、IL-5、IL-9、IL-13等炎症因

子，并引起气道炎症[7―10]。

五宝胶囊又名“五宝散”（或“雅叫哈顿散”），为傣医

传统解药名方，自 1977年以来被历版《中国药典》所收

载。五宝胶囊由小百部、藤苦参、苦冬瓜、箭根薯、蔓荆

子茎叶以及羊耳菊根6味药等量组成，具有清热解毒、止

血止痛以及调平“风、火、水、土”四塔和“色、识、受、想、

行”五蕴的功效，临床用来治疗寒热感冒、咽喉肿痛、虚

劳心悸、咳嗽咯血、月经不调、气血不足、产后诸风、胸腹

胀痛和产后流血不止等症[11]。本课题组前期研究发现，

五宝胶囊能够改善气道炎症，可能通过调节Th1/Th2和

Th17/调节性T细胞（Treg）的平衡来发挥防治哮喘的作

用[12]。本研究进一步探索了五宝胶囊对哮喘模型小鼠

气道炎症及 ILC2s上下游细胞因子的影响，以期为傣药

五宝胶囊更广泛的临床应用和开发提供科学依据。

1　材料
1.1　仪器

本研究所用主要仪器包括 INQUA NEB plus型超声

雾化仪（德国PARI公司）、AR224CN型分析天平[奥豪斯

仪器（上海）有限公司]、Spectra Max Plus 384型多功能酶

标仪（美国 Molecular Devices 公司）、1706型离心机（德

国 Hettich 公司）、8920 型超低温冰箱（美国 Thermo 

Fisher Scientific公司）。

1.2　主要药品与试剂

五宝胶囊（批号170703，每粒含生药量0.2 g）购自云

南西双版纳药业有限公司；卵清蛋白（ovalbumin，OVA；

批号 A5253）和地塞米松原料药（货号 D1756，纯度≥

98%）均购自美国 Sigma 公司；纳米氢氧化铝（批号

37801）购自阿拉丁科技（中国）有限公司；苏木精-伊红

（hematoxylin and eosin，HE）染色液（货号G1005）和过碘

酸雪夫（PAS）染色液（货号G1008）均购自武汉赛维尔生

物科技有限公司；IL-5、IL-9、IL-13、IL-33、TSLP、免疫球

蛋白 E（immunoglobulin E，IgE）酶联免疫吸附试验

（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）检测试剂

盒（批号分别为 A20580821、A20980513、A21381132、

A23380314、A26580933、A27581115）均购自杭州联科生

物技术股份有限公司；IL-25（IL-17E）ELISA检测试剂盒

（批号M201211-007a）购自深圳欣博盛生物科技有限公

司；黏蛋白 5AC（MUC5AC）ELISA 检测试剂盒（批号

ZKVBMELGV3）购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限

公司；OVA-IgE ELISA检测试剂盒（批号544983）购自美

国 Cayman 公司；脱氧核糖核酸酶Ⅰ（deoxyribonuclease 

Ⅰ ，DNase Ⅰ ；批 号 35027800）和 LiberaseTM（批 号

35537400）均购自瑞士Roche公司；水为超纯水。

1.3　动物

SPF级雌性6～8周龄的BALB/c健康小鼠40只，体

质量为 18～20 g，购自辽宁长生生物技术股份有限公

司，动物生产许可证号为SCXK（辽）2020-0001。小鼠适

应性饲养 1周后开始实验，饲养温度 22～24 ℃，环境相

对湿度50%～60%。本实验经云南中医学院动物实验伦

理审查委员会批准，批准号为R-06201910。

2　方法
2.1　试剂的制备

2.1.1　地塞米松药液　准确称取地塞米松粉末3.0 mg，

用 30 μL乙醇溶解后用生理盐水定容至 30 mL，配制成

0.1 mg/mL的溶液，置于4 ℃冰箱保存，使用前用涡旋仪

混匀。

2.1.2　五宝胶囊溶液　称取五宝胶囊粉末 5.0 g，加入

50 mL的生理盐水溶解，制备成100 mg/mL的母液，再用

生理盐水稀释为 50 mg/mL的溶液，于 4 ℃冰箱中保存

备用。

2.2　分组、造模和给药

40只小鼠随机分为正常组、模型组、阳性对照组和

五宝胶囊低、高剂量组，每组8只。参考相关文献[12]建立

哮喘模型：模型组和给药组小鼠分别于第1、8、15天腹腔

注射 0.2 mL含氢氧化铝的OVA致敏液（OVA 1 mg/mL、

氢氧化铝5 mg/mL、生理盐水0.2 mL）；正常组小鼠腹腔

注射 0.2 mL生理盐水。从实验第 21天开始，阳性对照

组小鼠每天灌胃1 mg/kg地塞米松药液，五宝胶囊低、高

剂量组小鼠每天分别灌胃 0.5、1 g/kg 五宝胶囊溶液[12]，

正常组和模型组小鼠每天灌胃10 mL/kg生理盐水，连续

7 d。每次灌胃1 h后，将模型组和给药组小鼠置于雾化

器内，予2%OVA溶液6 mL雾化激发，每天1次，每次30 

min；正常组小鼠予生理盐水雾化激发。

2.3　血清中 IgE、OVA-IgE含量的检测

最后一次雾化激发小鼠24 h后，各组小鼠腹腔注射

1%的戊巴比妥钠（0.01 mL/g）麻醉，剪除小鼠眼睛周围

毛发后，用 75%的乙醇消毒，摘除眼球取血，血液静置 1 

h，于 4 ℃下以 3 000 r/min 离心 10 min，取上清液保存
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于－80 ℃冰箱中待测。按ELISA检测试剂盒说明书检

测血清中的 IgE、OVA-IgE含量。

2.4　BALF中相关细胞因子和黏蛋白含量的检测

各组小鼠取血后，脱颈椎处死，固定于小鼠解剖板

上，用 75%乙醇消毒小鼠胸腹腔，进行气管内插管。右

肺用血管夹夹闭，左肺用0.6 mL磷酸盐缓冲液分2次灌

洗，每次冲洗 3遍；回收并合并 2次支气管肺泡灌洗液

（bronchoalveolar lavage fluid，BALF），于 4 ℃下以 1 000 

r/min离心10 min，取上清液按ELISA检测试剂盒说明书

检 测 BALF 中 IL-5、IL-9、IL-13、IL-25、IL-33、TSLP、

MUC5AC的含量。

2.5　肺组织病理变化和杯状细胞增生的观察

收集完小鼠 BALF 后，取各组小鼠右肺中叶，用磷

酸盐缓冲液冲洗后，滤纸吸干，置于4%多聚甲醛固定液

中 24 h后，将组织切片并包埋于石蜡中，制备 5～8 μm

切片。用HE染色并评估分析小鼠肺组织炎性浸润情况

和气管增厚情况；通过PAS染色观察各组小鼠气道杯状

细胞的分布。

2.6　肺组织中 ILC2s数量的检测

收集完小鼠 BALF 后，分离除五宝胶囊低剂量组

（由于在预实验中发现低剂量五宝胶囊没有药效，所以

本实验没有分离五宝胶囊低剂量组）以外各组小鼠右肺

上叶及下叶，并研磨成碎片，加入DNase Ⅰ和LiberaseTM，

在37 ℃下消化20 min，用红细胞裂解液去除红细胞，制

成单细胞悬液后通过流式细胞术检测肺组织中 ILC2s

的 数量。流式配色方案为 7AAD－CD45+LIN－KLRG

1+ST2+。

2.7　统计学方法

采用GraphPad Prism 8统计软件对数据进行分析，

检测结果以 x±s表示。多组间比较采用单因素方差分

析 ，两 两 比 较 采 用 Bonferroni 法 检 验 。 检 验 水 准

α＝0.05。

3　结果

3.1　五宝胶囊对哮喘小鼠血清中 IgE、OVA-IgE的影响

如表 1所示，与正常组比较，模型组小鼠血清中

IgE、OVA-IgE 含量均显著升高（P＜0.01）；与模型组比

较，五宝胶囊高、低剂量组和阳性对照组小鼠血清中

IgE、OVA-IgE含量均显著降低（P＜0.01）。

3.2　五宝胶囊对小鼠 BALF 中 ILC2s 上游细胞因子 IL-

25、IL-33、TSLP的影响

如表 2所示，与正常组比较，模型组小鼠 BALF 中

ILC2s上游细胞因子 IL-25、IL-33、TSLP含量均显著升高

（P＜0.01）；与模型组比较，五宝胶囊高、低剂量组和阳

性对照组小鼠 BALF 中 IL-25、IL-33、TSLP 含量均显著

降低（P＜0.01）。

3.3　五宝胶囊对小鼠 BALF 中 ILC2s 下游细胞因子 IL-

5、IL-9、IL-13的影响

如表 2所示，与正常组比较，模型组小鼠 BALF 中

ILC2s 下游细胞因子 IL-5、IL-9、IL-13含量均显著升高

（P＜0.01）；与模型组比较，五宝胶囊高、低剂量组和阳

性对照组小鼠 BALF 中 IL-5、IL-9、IL-13含量均显著降

低（P＜0.01）。

3.4　五宝胶囊对小鼠肺组织病理变化的影响

如图1所示，正常组小鼠的肺组织结构完整，黏膜上

皮完整，气管平滑肌和基底膜正常，无明显增厚现象；模

型组小鼠气管、肺泡以及肺间质周围有大量炎症细胞浸

润，基底膜增厚严重，上皮增生；与模型组比较，五宝胶

囊高、低剂量组和阳性对照组小鼠的炎症细胞浸润及基

底膜增厚均有不同程度的缓解。

3.5　五宝胶囊对小鼠肺组织杯状细胞增生的影响

气道内的杯状细胞可分泌黏液，黏液中黏蛋白糖原

部分可被PAS染为蓝紫色。如图 2所示，正常组小鼠气

道完整，无杯状细胞增生，未见黏液；模型组小鼠气道见

大量蓝紫色，说明黏液较多，杯状细胞增生明显；五宝胶

囊高、低剂量组和阳性对照组小鼠气道内蓝紫色均有所

减少，可见杯状细胞增生和黏液分泌被抑制。如表2所

示，与正常组比较，模型组小鼠BALF中MUC5AC含量

显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，五宝胶囊高、低剂

量组和阳性对照组小鼠BALF中MUC5AC含量均显著

降低（P＜0.01）。

表1　各组小鼠血清中 IgE、OVA-IgE 含量检测结果

（x±s，n＝8，pg/mL）

组别
正常组
模型组
阳性对照组
五宝胶囊低剂量组
五宝胶囊高剂量组

IgE

104.77±4.70

177.14±7.17a

114.45±6.26b

142.06±5.82b

129.64±5.46b

OVA-IgE

0.78±0.49

5.91±0.45a

2.08±0.64b

2.79±0.62b

1.55±0.31b

a：与正常组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.01

表2　各组小鼠BALF中 ILC2s上下游细胞因子和黏蛋白含量检测结果（x±s，n＝8，pg/mL）

组别
正常组
模型组
阳性对照组
五宝胶囊低剂量组
五宝胶囊高剂量组

IL-25

534.49±74.36

1 690.39±117.78a

794.71±66.47b

1 060.21±141.32b

991.19±136.17b

IL-33

288.74±35.61

692.64±40.34a

332.88±36.35b

449.83±25.12b

373.68±24.72b

TSLP

203.56±13.62

357.98±24.63a

230.99±9.27b

268.38±14.93b

246.28±11.69b

IL-5

77.38±5.22

164.69±9.64a

91.94±6.94b

113.72±9.15b

86.23±11.82b

IL-9

626.78±47.55

1 713.96±68.11a

1 083.38±72.59b

1 420.93±80.22b

1 295.73±50.99b

IL-13

129.10±28.50

299.83±34.33a

150.25±40.11b

193.41±42.96b

169.35±22.18b

MUC5AC

0.81±0.14

1.92±0.14a

0.99±0.08b

1.10±0.35b

1.04±0.09b

a：与正常组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.01
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3.6　五宝胶囊对小鼠肺组织中 ILC2s数量的影响

如图3和图4所示，与正常组比较，模型组小鼠肺组

织中 ILC2s数量显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，五

宝胶囊高剂量组和阳性对照组小鼠肺组织中 ILC2s数量

均显著降低（P＜0.01）。

4　讨论
傣医学认为，“四塔”“五蕴”在人体内的动态平衡是

维持人体正常生命活动的基础。哮喘主要因体内四塔、

五蕴功能失调，加之冷风寒邪、痰湿不化、上犯于肺，阻

塞肺气而发。其传统经方五宝胶囊具有“调平四塔、清

火解毒”等功效，在临床上可用于治疗咳喘、咳痰[11]。但

目前国内对该复方的研究报道相对较少。

肺部病理改变是哮喘的表征。在哮喘病理组织切

片上可观察到气道、肺泡及肺间质周围有大量炎性细

胞、上皮增生、黏蛋白增多、气道壁增厚、气道管腔狭窄。

而这些病理变化以气道炎症为基础产生，炎症是哮喘发

病机制的中心[13]。ILC2s 通过介导 2型细胞因子（包括

IL-4、IL-5、IL-9和 IL-13）的产生从而激活 2型炎症性疾

病（过敏性哮喘、过敏性鼻炎、过敏性皮炎等）中的嗜酸

性粒细胞、B细胞、肥大细胞、巨噬细胞、成纤维细胞和上

皮细胞来启动和放大气道炎症[9]。IL-5可激活嗜酸性粒

细胞，并将其募集到肺部；IL-9可参与肥大细胞增殖，并

在 ILC2s 存 活 中 发 挥 关 键 作 用[9―10]；IL-13 是 诱 导

MUC5AC分泌过多和导致炎症的重要因素，IL-13还可

通过介导单核细胞和嗜酸性粒细胞引起炎症反应，进而

引起黏液细胞化生、气道纤维化和气道阻塞[14]。IL-25，

也称为 IL-17E，是 IL-17细胞因子家族的成员。IL-17家

族的大多数成员可导致中性粒细胞浸润，诱发Th1型炎

症，而 IL-25可导致嗜酸性粒细胞增多，诱导 Th2型炎

症，并引起 IL-4、IL-5和 IL-13的过度产生[15―16]。IL-33是
IL-1细胞因子家族的成员，在许多炎症过程和疾病中起
着至关重要的作用。IL-33与其受体ST2结合可增强体
外和体内Th2细胞因子 IL-4、IL-5和 IL-13的产生[17]。有
文献表明，上皮来源的 IL-33是诱导 IL-13产生 ILC2s的
有效刺激剂[18]。上皮细胞来源的细胞因子TSLP与哮喘
炎症途径的启动和持续有关，其参与了炎症性气道疾病
的发病机制，包括变应性鼻炎、慢性鼻窦炎、哮喘和慢性
阻塞性肺病等[19]。哮喘的各种致病因素，包括气道高反
应性、黏液过度产生和气道重塑，被认为至少部分是由
TSLP通过其下游促炎作用驱动的，涉及的细胞因子包
括 IL-4、IL-5和 IL-13等[20]。因此，ILC2s的积累和激活被
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图3　各组小鼠肺组织中 ILC2s的流式图

A.正常组 B.模型组 C.阳性对照组 D.五宝胶囊低剂量组 E.五宝胶囊高剂量组

图1　各组小鼠肺组织的病理学显微图（HE染色，×200）

A.正常组 B.模型组 C.阳性对照组 D.五宝胶囊低剂量组 E.五宝胶囊高剂量组

图2　各组小鼠肺组织杯状细胞增生显微图（PAS染色，×200）
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图4　各组小鼠肺组织中 ILC2s数量的检测结果（n＝8）
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认为是哮喘炎症的关键因素[7]。

本研究采用经典的哮喘小鼠模型建立方法，选取
BALB/c 雌性小鼠，多次腹腔注射 OVA 致敏，雾化吸入
OVA后激发，建立哮喘模型。病理组织切片HE染色显
示，模型组小鼠肺组织气管周围炎症显著增加，气道黏
液及炎症细胞浸润增多，气管平滑肌和气道基底膜增
厚，提示哮喘模型建立成功[12，21]。本研究结果显示，与正
常组比较，模型组小鼠BALF中的 IL-25、IL-33、IL-5、IL-

9、IL-13、TSLP 含量和肺组织中的 ILC2s 数量均显著升
高；经五宝胶囊干预后，上述细胞因子和 ILC2s数量均不
同程度降低，说明五宝胶囊可能通过调节 ILC2s上下游
细胞因子来缓解哮喘模型小鼠的炎症反应。

IgE是由B细胞响应细胞介导的免疫反应的过敏原
激活而产生的。过敏原特异性 IgE与免疫效应细胞上表
达的FcεRI受体具有高亲和力，二者结合会导致效应细
胞立即激活，最终导致细胞脱颗粒及促炎介质的释
放[22]。本研究表明，五宝胶囊可以降低哮喘模型小鼠血
清中OVA-IgE和 IgE的含量，减少炎症因子的释放，改善
杯状细胞增生，减少杯状细胞分泌的MUC5AC，从而改
善气道炎症，进而缓解哮喘。

综上所述，五宝胶囊可通过调节 ILC2s上下游细胞
因子改善哮喘模型小鼠的气道炎症反应和病理变化，减
少哮喘模型小鼠黏蛋白分泌和炎症细胞对肺组织的浸
润，减轻哮喘模型小鼠的呼吸道损伤。
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