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ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

七叶亭调控Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡对过敏性哮喘小鼠的抗哮喘作用
李 镇 １，陈 亮 １，林敬明 １，卓 越 １，江朝娜 ２

（１．海南省第三人民医院呼吸内科，海南 三亚 ５７２０００； ２．海南医学院形态学实验室，海南 海口 ５７１１９９）
摘要：目的 探讨七叶亭通过调控 Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡对过敏性哮喘模型小鼠的抗哮喘作用。方法 采用卵白蛋白（ＯＶＡ）联合氢氧化铝凝胶
多次激发致敏法造模。造模成功后第１６～２９天（连续１４ｄ）七叶亭低、中、高剂量组小鼠腹腔注射七叶亭（１００，２００，４００ｍｇ／ｋｇ），地塞米
松组小鼠腹腔注射地塞米松（１．２５ｍｇ／ｋｇ），对照组和模型组小鼠腹腔注射生理盐水。末次给药 ２４ｈ后测定小鼠气道反应性，处死小
鼠，进行肺组织病理学检查，测定肺泡灌洗液中干扰素 γ（ＩＦＮ－γ）、白细胞介素４（ＩＬ－４）和免疫球蛋白 Ｅ牗ＩｇＥ牘含量，以及脾脏中 Ｔｈ１和
Ｔｈ２细胞。结果 地塞米松和不同剂量七叶亭干预均可降低气道阻力；对照组肺组织炎性细胞较少；模型组肺组织中炎性细胞明显浸润

支气管周和血管外周结缔组织；给予地塞米松和七叶亭后，炎性细胞浸润明显减弱；与对照组比较，模型组，地塞米松组和七叶亭低、

中、高剂量组小鼠 ＩＦＮ－γ含量和 ＣＤ４＋ＩＬ－４＋细胞百分率升高，ＩＬ－４和 ＩｇＥ含量及 ＣＤ４＋ＩＦＮ－γ＋细胞百分率和 Ｔｈ１／Ｔｈ２降低
（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，地塞米松组和七叶亭低、中、高剂量组小鼠 ＩＦＮ－γ含量和 ＣＤ４＋ＩＬ－４＋细胞百分率降低，ＩＬ－４和 ＩｇＥ含量
及 ＣＤ４＋ＩＦＮ－γ＋细胞百分率和 Ｔｈ１／Ｔｈ２升高（Ｐ＜０．０５）；七叶亭治疗效果呈剂量反应关系（Ｐ＜０．０５）；地塞米松组和七叶亭高剂量组
作用相似（Ｐ＞０．０５）。结论 七叶亭通过调控 Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡可有效改善小鼠过敏性哮喘的进展，可能有抗过敏性哮喘的作用。
关键词：七叶亭；Ｔｈ１／Ｔｈ２；小鼠；过敏性哮喘；作用机制
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过敏性哮喘是以气道炎症、气道高反应性（ＡＨＲ）和
可逆性气道阻塞为特征的气道慢性炎症性疾病，其病理

特征包括炎症细胞充盈、水肿，肥大细胞活化、气道上皮

细胞剥落和胶原沉积犤１犦。过敏性哮喘与ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞
亚群－辅助性Ｔ细胞１（Ｔｈ１）／Ｔｈ２及其特有的细胞因子
的失衡密切相关犤２犦。Ⅰ型过敏是由对过敏原的特异性免
疫反应引起的，主要由Ｔｈ２细胞介导犤３犦。Ｔｈ２细胞合成高
水平的白细胞介素 ４（ＩＬ－４）、ＩＬ－５和 ＩＬ－１３，导致过
敏原特异性免疫球蛋白Ｅ（ＩｇＥ）的释放和肥大细胞介质
的产生犤４犦。此外，诱导组胺和白三烯释放的 Ｔｈ２细胞因
子与 ＡＨＲ相关犤５犦。与 Ｔｈ２细胞相比，干扰素 γ（ＩＦＮ－γ）、
ＩＬ－１２等 Ｔｈ１细胞因子参与拮抗 Ｔｈ２细胞反应和 ＩｇＥ
合成，抑制过敏性哮喘的进展犤６犦。近年来，抑制 Ｔｈ２细胞
活化和调节Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡来预防和治疗哮喘受到关注犤７犦。

七叶亭是天然药物秦皮的有效活性成分，具有抗炎和

调节免疫等多种药理作用犤８犦。本研究中探讨了七叶亭

对过敏性哮喘小鼠的治疗作用及对 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因
子的影响，为其用于防治过敏性哮喘提供实验依据。现

报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与动物
仪器：ＧＹＤ－００３型大小鼠肺功能检测仪（法国

Ｅｍｋａ公司）；组织脱水机、包埋机、全自动轮转切片机等
病理配套设备（德国 Ｌｅｉｃａ公司）；Ｓｕｎｒｉｓｅ型全自动酶标
仪（瑞士Ｔｅｃａｎ公司）；流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。

试药：七叶亭（浙江省湖州市之江有限公司，纯度大

于９８％，批号为Ｚ５２５０）；地塞米松磷酸钠注射液 （河南
科伦药业有限公司，批号为 １３０１１９１１）；卵白蛋白
（ＯＶＡ）、氢氧化铝凝胶（美国 Ｓｉｇｍａ公司，批号分别为
１１８Ｋ７００２，ＭＫＢＣ０６２３）；醋甲胆碱（美国 Ｓｉｇｍａ公司，批
号为 １１８Ｋ７０２８）；苏木素染色液（上海碧云天生物技术
研究所，批号为Ｃ０１０７）；ＩＦＮ－γ，ＩＬ－４和ＩｇＥ酶联免疫
吸附试验牗ＥＬＩＳＡ牘试剂盒（上海酶联生物科技有限公
司，批号分别为 ｍＬ０６３１６０，ｍＬ０７６９４１，ｍＬ０５９７８４）；
ＣＤ３－ＡＰＣ，ＣＤ４－ＦＩＴＣ，ＩＦＮ－γ抗体和 ＩＬ－４抗体（美
国 ＢＤ公司，批号分别为 ＢＤ００３－１－２，ＢＤ００１－３－２，
ＢＤ００５－１－２，ＢＤ００４－１－１）。

动物：Ｃ５７ＢＬ／６小鼠购于河北医科大学实验动物
中心，许可证号为ＳＣＸＫ（冀）２０１２－０００２。
１．２ 动物分组、模型制备与给药

选 ６０只体质量 ２５～３０ｇ的雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，
在 ＳＰＦ环境中自由进食和饮水，适应性喂养１周后。根
据随机数字表法将小鼠均分为对照组牗Ａ组牘，模型组牗Ｂ
组牘，地塞米松组牗Ｃ组牘和七叶亭低、中、高剂量组牗Ｄ１，
Ｄ２，Ｄ３组牘，各 １０只。采用 ＯＶＡ联合氢氧化铝凝胶多次

激发致敏法造模犤９犦。致敏阶段：在实验第１，８，１５天对 Ｂ
组、Ｃ组和 Ｄ１，Ｄ２，Ｄ３组小鼠腹腔注射２％ ＯＶＡ１ｍＬ和
氢氧化铝凝胶（２００ｎｇ／ｍＬ）１ｍＬ；激发阶段：在实验第
２５～２９天用雾化器泵入 １％ ＯＶＡ溶液（０．２ｍＬ），每日
１次，持续 ５ｄ。Ａ组用生理盐水替代 ＯＶＡ和氢氧化铝
凝胶，其他操作相同。药物干预：在第 １６～２９天（连续
１４ｄ）Ｄ１，Ｄ２，Ｄ３组小鼠腹腔注射七叶亭（１００，２００，
４００ｍｇ／ｋｇ），Ｃ组小鼠腹腔注射地塞米松（１．２５ｍｇ／ｋｇ），
作为阳性对照，Ａ组和 Ｂ组小鼠腹腔注射生理盐水。末
次给药２４ｈ后，处死小鼠。
１．３ 观察指标

气道反应性测定：末次给药２４ｈ后，麻醉小鼠并固
定，暴露气管，在气管上剪 １个小口，插入插管并固定，
连接小鼠肺功能仪。给予不同浓度的醋甲胆碱，记录各

组小鼠气道阻力值。

病理学检查：气道反应性测定结束后，分离肺组织，

右肺上叶用甲醛固定，经脱水、包埋、切片（３μｍ），用苏
木精－伊红（ＨＥ）染色，观察肺组织的病理改变。

ＥＬＩＳＡ法检测 ＩＦＮ－γ，ＩＬ－４和 ＩｇＥ含量：结扎左
侧主支气管近端和气管远端，在气管结扎下端用０．３ｍＬ
预冷０．９％氯化钠注射液进行左肺灌洗，重复３次，回收
支气管肺泡灌洗液，离心，取上清液，根据试剂盒说明书

检测支气管肺泡灌洗液中ＩＦＮ－γ，ＩＬ－４，ＩｇＥ的含量。
流式细胞术检测 Ｔｈ１和 Ｔｈ２细胞：无菌取出脾脏，

置含 ＲＰＭＩ－１６４０培养基的 ＥＰＰ管中，制备单细胞悬浮
液，接种于９６孔板中，每孔２００μＬ，与乙酸肉豆蔻佛波
醇（ＰＭＡ，５０ｎｇ／ｍＬ）和离子霉素（１ｇ／Ｌ）在５％ＣＯ２培
养箱中孵育５ｈ。然后用抗小鼠ＣＤ３和ＣＤ４抗体，在４℃下
标记细胞３０ｍｉｎ。将细胞固定在Ｐｅｒｍ／Ｗａｓｈ缓冲液中，
在黑暗中透化２０ｍｉｎ，加入 ＩＦＮ－γ和 ＩＬ－４抗体，４℃
孵育３０ｍｉｎ，采用流式细胞仪检测染色的细胞。
１．４ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ表
示，行单因素方差分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

结果见表１至表３和图１至图３。小鼠肺组织病理
学检查显示，Ａ组肺组织炎性细胞较少；Ｂ组肺组织中
炎性细胞明显浸润支气管周和血管周结缔组织，主要为

白细胞浸润，且大多数白细胞是嗜酸性粒细胞；给予地

塞米松和七叶亭后，与 Ｂ组相比，炎性细胞浸润明显减
弱；Ｃ组和Ｄ３组作用相似牗见图１牘。
３ 讨论

过敏性哮喘是儿童和成人最常见的慢性呼吸道疾

病，迄今已有多种治疗过敏性哮喘的药物如地塞米松、

白三烯抑制剂、肥大细胞稳定剂和 β２肾上腺素能受体

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ
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组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ１组

Ｄ２组

Ｄ３组

ＩＦＮ－γ
６８．３８±４．５９
２４．４７±５．２８ａ

５２．６３±６．１４ａｂ

３０．７３±３．９１ａｂｃ

４１．８２±４．３４ａｂｃｄ

５１．７８±５．６９ａｂｄｅ

ＩＬ－４
５８．５０±６．６４
９４．５７±７．３６ａ

６２．２６±３．９０ａｂ

８８．８５±４．０７ａｂｃ

７５．８７±３．９４ａｂｃｄ

６３．８４±５．１５ａｂｄｅ

ＩｇＥ
０．０７±０．０２
０．３２±０．０６ａ

０．１３±０．０３ａｂ

０．２５±０．０５ａｂｃ

０．１９±０．０４ａｂｃｄ

０．１４±０．０２ａｂｄｅ

组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ１组

Ｄ２组

Ｄ３组

ＣＤ４＋ＩＦＮ－γ＋（％）

２．４２±０．１６
０．９８±０．１０ａ

１．７４±０．１４ａｂ

１．１２±０．０８ａｂｃ

１．４６±０．１１ａｂｃｄ

１．７６±０．５１ａｂｄｅ

ＣＤ４＋ＩＬ－４＋（％）

２．２１±０．２１
５．４６±０．３２ａ

２．７１±０．４０ａｂ

４．２５±０．５３ａｂｃ

３．９４±０．４６ａｂｃｄ

２．７８±０．６８ａｂｄｅ

Ｔｈ１／Ｔｈ２
１．１５±０．１８
０．１８±０．０．０４ａ

０．６５±０．０８ａｂ

０．２４±００４ａｂｃ

０．３７±０．０４ａｂｃｄ

０．６２±０．１７ａｂｄｅ

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ１组

Ｄ２组

Ｄ３组

０
１．８２±０．３１
１．９８±０．４２
１．７５±０．４８
１．９０±０．６３
１．７９±０．５２
１．９８±０．２７

３．１２５
２．５０±０．６４
２．７７±０．９９
２．９６±１．３４
２．９６±０．４８
２．８３±０．６０
２．７９±０．９２

６．２５
５．７３±０．４２
６．７１±１．１０
６．１６±０．６８
６．６２±０．７４
６．３７±１．８９
６．２５±１．２５

１２．５
８．３６±０．３７
１４．５１±１．０２ａ

１０．４２±１．７４ａｂ

１３．８９±２．８９ａｃ

１２．６３±０．３７ａｂｃｄ

１０．３３±１．８５ａｂｄｅ

２５
１１．８４±１．４０
１６．９２±２．７２ａ

１３．２２±１．６３ａｂ

１５．２７±０．４７ａｂｃ

１４．４２±０．８４ａｂｃｄ

１３．２８±０．２５ａｂｄｅ

表１ 不同醋甲胆碱质量浓度下各组小鼠气道阻力值变化比较

犤Ｘ±ｓ，ｃｍＨ２Ｏ／牗ｓ·ｍＬ牘犦

表２ 各组小鼠肺泡灌洗液中ＩＦＮ－γ，ＩＬ－４，ＩｇＥ含量比较
（Ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

表３ 各组小鼠脾脏ＣＤ４＋Ｔ细胞中Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞百分率比较（Ｘ±ｓ）

Ａ Ｂ Ｃ

Ｄ Ｅ Ｆ
Ａ．Ａ组 Ｂ．Ｂ组 Ｃ．Ｃ组 Ｄ．Ｄ１组 Ｅ．Ｄ２组 Ｆ．Ｄ３组

图１ 各组小鼠肺组织病理变化

激动剂，但仅能对症治疗，长期服用可能产生较严重的

不良反应犤１０犦。亚洲许多国家常用中草药来治疗过敏性

哮喘，但尚不清楚其治疗功效和作用方式犤１１犦。本研究

中，七叶亭作用于过敏性哮喘小鼠模型有效。

气道炎性细胞浸润和 ＡＨＲ是过敏性哮喘的特征，
ＡＨＲ是通常在哮喘患者中观察到的支气管收缩的量
度，由于气道平滑肌（ＡＳＭ）收缩或肥大引起的支气管收
缩和气道炎症可导致肺功能下降犤１２犦。在给予醋甲胆碱

质量浓度为 １２．５ｍｇ／ｍＬ和 ２５ｍｇ／ｍＬ时，Ｂ组小鼠气
道阻力高于 Ａ组，用地塞米松和不同剂量的七叶亭干
预可降低气道阻力，且 Ｃ组和 Ｄ３组降低气道阻力的效
果相当。结果表明，吸入醋甲胆碱后七叶亭可抑制 ＯＶＡ
诱导的ＡＨＲ。

炎性细胞及细胞因子参与过敏性哮喘的发生，特别

是嗜酸性粒细胞和淋巴细胞向肺的迁移是过敏性气道

炎症发生的主要原因犤１３犦。组织病理学研究结果显示，七

叶亭治疗显著减少了肺组织中白细胞浸润和嗜酸性粒

细胞浸润。嗜酸性粒细胞调节树突状细胞和Ｔ淋巴细胞
介导的依赖过敏原的Ｔｈ２免疫应答，并减弱Ｔｈ１应答犤１４犦。

在生理条件下，Ｔｈ０细胞按比例分化为 Ｔｈ１和 Ｔｈ２细胞，
且数量保持相对动态平衡。这种平衡一旦被打破，疾病

就会发生。据报道，过敏性哮喘患者存在 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞
失衡犤１５犦。Ｔｈ１／Ｔｈ２比值的变化被证实是哮喘增加气道炎
症的一个初始因素，如能逆转Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞的不平衡状
态，就有可能成为哮喘治疗的潜在有益药物。Ｔｈ２细胞合
成高水平的 ＩＬ－４，ＩＬ－５，ＩＬ－１３，导致 ＩｇＥ的产生和肥
大细胞释放介质，诱导气道炎性反应，如炎性细胞浸润、

嗜酸性粒细胞活化、黏液高分泌犤１６犦。ＩＦＮ－γ和ＩＬ－１２参与
拮抗 Ｔｈ２细胞反应和 ＩｇＥ合成，抑制哮喘的进展 犤１７犦。

ＩｇＥ是影响制订抗哮喘策略的关键靶点，是引起过敏反
应进展的重要因素之一。既往研究表明，抗 ＩｇＥ治疗可
能对过敏性疾病有效犤１８犦，故推测 ＩｇＥ的产生和 Ｔｈ１／Ｔｈ２

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

注：与Ａ组比较，ａＰ＜０．０５；与Ｂ组比较，ｂＰ＜０．０５；与Ｃ组比较，
ｃＰ＜０．０５；与Ｄ１组比较，ｄＰ＜０．０５；与Ｄ２组比较，ｅＰ＜０．０５。下表同。

醋甲胆碱牗ｍｇ／ｍＬ牘
组别
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Ａ．Ａ组 Ｂ．Ｂ组 Ｃ．Ｃ组 Ｄ．Ｄ１组 Ｅ．Ｄ２组 Ｆ．Ｄ３组
图２ 各组小鼠脾脏中 ＣＤ４＋ＩＦＮ－γ＋细胞百分率比较

Ａ Ｂ Ｃ

ＩＦＮ－γＡＰＣ－Ａ

１０５

１０４

１０３

０

－１．４４２
１０２ １０３ １０４ １０５
ＣＤ４ＰＥ－Ｃｙ７－Ａ

ＩＦＮ－γＡＰＣ－Ａ

１０５

１０４

１０３

０

－２．４０９
１０２ １０３ １０４ １０５
ＣＤ４ＰＥ－Ｃｙ７－Ａ

ＩＦＮ－γＡＰＣ－Ａ

１０５

１０４

１０３

０

－１．４４９
１０２ １０３ １０４ １０５
ＣＤ４ＰＥ－Ｃｙ７－Ａ
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细胞因子平衡是评价抗过敏性哮喘作用的重要指标。

Ｒｂ１显著抑制细胞因子 ＩＬ－４和ＩｇＥ水平，增加ＩＦＮ－γ
水平，恢复 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值接近正常水平，提示七叶亭可
恢复哮喘患者Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞的平衡。

气道炎症是由复杂的相互连接的信号网络调控的，

与哮喘相关的气道炎症的确切分子机制仍有待阐明。已

经证实信号传导及转录激活蛋白 ４（ＳＴＡＴ４）和 ＳＴＡＴ６
的活化在Ｔｈ０细胞沿Ｔｈ１和Ｔｈ２通路的分化中起关键作
用犤１９犦。ＳＴＡＴ６信号通路主要由 ＩＬ－４诱导，ＩＬ－４诱导
ＳＴＡＴ６转位至细胞核，快速诱导 ＧＡＴＡ－３的表达。

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ
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ＧＡＴＡ－３的表达是诱导转录因子 ｃ－ＭＡＦ，是一种有
效的 ＩＬ－４基因特异性激活剂。这形成了 ＩＬ－４诱导
ＧＡＴＡ转录因子３（ＧＡＴＡ３）和Ｔｈ２分化的正反馈回路犤２０犦。

而 ＳＴＡＴ４信号通路主要由 ＩＬ－１２诱导，ＳＴＡＴ４的激
活诱导 Ｔ－ｂｅｔ表达，Ｔ－ｂｅｔ通过染色质重构激活
ＩＦＮ－γ基因，分泌 ＩＦＮ－γ，增加 ＩＬ１２Ｒｂ２链的表达，进
一步增强 ＩＬ－１２信号犤２１犦。ＳＴＡＴ４／６信号通路的失调参
与变应性哮喘的发生，在变应性哮喘进展的控制中有重

要作用，具有作为治疗干预靶点的潜力。但本研究中未

对七叶亭治疗过敏性哮喘具体分子机制进行研究，将在

后续研究中完善。

综上所述，七叶亭能减轻过敏性哮喘小鼠气道阻力和

气道炎症，通过抑制ＩＬ－４、改善ＩＦＮ－γ来调控Ｔｈ１／Ｔｈ２
失衡，进而改善过敏性哮喘的进展，可作为过敏性哮喘

患者的潜在免疫治疗药物，但仍需进一步研究七叶亭治

疗过敏性哮喘的分子机制。
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犤２０犦ＺＨＵＹ，ＱＩＵＹ，ＹＵＨ，ｅｔａｌ．ＡｂｅｒｒａｎｔＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＧＡＴＡ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３（ＧＡＴＡ３），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－４（ＩＬ－４），ａｎｄｔｒａｎｓ

ｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β（ＴＧＦ－β）ｐｒｏｍｏｔｅｒｓｉｎｂｅｈｃｅｔ′ｓ

ｄｉｓｅａｓｅ犤Ｊ犦．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１７，８（３８）：６４２６３－６４２７２．
犤２１犦ＨＡＧＢＥＲＧ Ｎ，ＪＯＥＬＳＳＯＮ Ｍ，ＬＥＯＮＡＲＤ Ｄ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ

ＳＴＡＴ４ＳＬＥ ｒｉｓｋａｌｌｅｌｅｒｓ７５７４８６５犤Ｔ犦ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈ

ｉｎｃｒｅａｓｅｄＩＬ－１２－ｉｎｄｕｃｅｄＩＦＮ－γｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎＴｃｅｌｌｓｆｒｏｍ

ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＳＬＥ犤Ｊ犦．ＡｎｎａｌｓｏｆｔｈｅＲｈｅｕｍａｔｉｃＤｉｓｅａｓｅｓ，２０１８，

７７（７）：１０７０－１０７７．
牗收稿日期：２０１９－０９－２３；二次修回日期：２０１９－１１－２７牘

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ


