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雷公藤甲素对哮喘动物模型气道反应性的作用及机理

王长征 部先健 (第三军医大学附属新桥医院呼吸内科研究所 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 7

提 要 用卵白蛋白致敏和激发豚鼠
,

形成哮喘动物模型 (哮喘组 )
.

用雷公藤甲素 (简称
“

雷公藤组
” )处

理哮喘棋型后
,

测定以上二组和正常对照组豚鼠对组织胺的气道反应性
、

支气管肺泡灌洗液 (B A L F ) 中的嗜

酸 性粒 细胞 ( E
o s )绝对计数

、

低密度 E o s ( H E o s ) 百分 比 以及 B A L F 中的嗜酸性粒 细胞活力增强活性

( E V E A )
。

发现哮喘组气道反应性非常显著高于正常组 ( 尸 < 。
.

0 0 1 )
、

雷公藤组 ( P < 。
.

0 1 )
,

雷公藤组显著高

于正常组 ( 尸 < 0
.

0 5 )
.

而且
,

哮喘组 E os 绝对计数和 H E o :
写均与气道反应值 (CP

20 值 )显著相关 (r ~ 一 0
.

76

和 一 0
.

88
,

P < 。
.

05 和 。
.

01 )
.

雷公藤甲素处理不能抑制哮喘模型肺内的 E os 聚集
,

但却降低 H E
o s

% 至正常

组水平
.

哮喘组 B A L F E V E A 显著高于对照组
、

雷公燕组
。

哮喘组 B A L F E V E A 与 H E 。 :
%呈显著的正相关

(r 一 。
.

75
,

P < 。
.

0 5 )
。

以上结果表明
,

雷公藤甲家具有降低哮喘动物模型气道反应性的作用
,

其机理可能与

减少
“
活化

”

的 H E
。 :

有关
.

雷公藤甲素可能有潜在的临床应用价值
.
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雷公藤属卫矛科植物
,

作为一种免疫抑制剂
,

已被

用于多种疾病的治疗
,

如肾病综合征
、

类风湿关节炎
、

系统性红斑狼疮等
.

支气管哮喘有明显的免疫功能失

调
,

包括 C D 4 / C D S T 细胞 比例升高
,

T h
:

细胞活化
,

T h Z

样的细胞因子
,

即 I L
一

4
、

I L
一

5
、

I L
一

3 和 G M
一

C S F 产

生增多
。

这些细胞 因子具有促进嗜酸性粒细胞 ( E os )

分化
、

成熟和活化的作用
,

是哮喘气道炎症和气道高反

应性 ( BH R ) 的重要原因
。

雷公藤甲素能抑制 T 细胞的

增殖和 C D 25 表达 l1[
。

国内也有用雷公藤治疗哮喘的

报道
〔幻

。

但雷公藤是否影响哮喘气道反应性尚不清楚
。

本文就雷公藤甲素对哮喘动物模型气道反应性的作用

及机理做初步研究
,

报道如下
。

材料与方法

1
.

1 动物处理

选健康豚鼠 27 只 (重量 4 00 ~ 50 0 9 )
,

雌雄不拘
,

随机分为

以下几组
:

1
.

1
.

1 哮喘组 (A G ) 在第 l 天和第 8 天
,

将 1 %卵白蛋白

(O A
,

溶于生理盐水
,

上海化学试剂采购站进 口分装 ) 10 m l 加

人 40 2 型超声雾化器 (上海合力医用器械厂 )
,

给豚鼠用简易面

罩吸入 1 0 m in (约 0
.

8 m l /m i
n )

.

在第 一6~ 1 8天
,

将豚鼠置密闭

容器 内
,

用 2% O A 气雾进行激发
,

使动物暴露在 O A 气雾中 15

~ 3 0 m in 直至 出现哮喘样发作为止
.

激发前 45 ~ 60 m in 给予

苯海拉明 10 m g / k g k w iP
,

预防O A 激发导致动物死亡
.

第 1 9
、

2 。天用 l 环O A激发
,

不用苯海拉明
。

在第21 夭测定气道反应性
。

L L Z 对照组 ( C G ) 按哮喘组的方法
,

用生理盐水代替

O A 处理动物
.

1
.

1
.

3 雷公藤甲紊组 (以下简称
“

雷公藤组
” ) ( T G ) 按哮

喘组方法处理动物
.

从第 14 夭开始
,

用胃管给动物灌服雷公藤

甲紊 8 拜g / ( k g
·

d )处理
,

连续一周
。

同时
,

按哮喘组的方法用

O A 激发动物
,

在第 21 天测定气道反应性
.

1
.

2 浏定气道反应性

按文献【3〕的方法测定
.

1
.

3 支气管肺泡灌洗

经颈总动脉放血处死动物后
,

立即用冰冷 H an k s
液灌洗 8

次
,

每次 s m l
.

前两次灌洗的支气管肺泡灌洗液 ( B A L F )回收

后
,

用 于计细胞总数
、

E o s
绝对计数和 细胞分类

。

将回收全部

B A L F 4 0 0 X 9 4℃ 离心 10 m in 收集沉淀的细胞
,

重悬于 比重

1
.

0 7 0 的 pe
r e e o

l l液 (含 1 0 %小牛血清 ) 1 m l
。

1
.

4 B A L F E o s 密度分布分析

在 2 0 m l离心管中依次加入 比重为 l 一 0 0
、

1
.

0 9 5
、
1

.

0 9 0
、

1
.

0 8 5
、

1
.

0 8 0 的 p e r e e o
l l液 (瑞典 P h

a r m a e i a

产品 )各 1
.

5 m l
,

最后加入上述细胞悬液
.

用 96 0 x 9 20 ℃离心 20 m in
。

离心完

毕用细塑料管插入离心管分别回收不同比重交界面的细胞层
。

用 E
o s
稀释液进行 E

o s
绝对计数

。

1
.

5 B A L F E o s 活 力增强活性 ( E V E A ) 汉
,

l定

按文献【4 ]的方法
,

从经多粘菌素 B 处理的豚 鼠腹腔渗出

液中分离 E o s ,

用 R P M I 1 6 4 。液 (含 10 % 的小牛血清 )调浓度为

1
.

s x l o` /m l
.

取 7 5 产 I E
o s
悬液和 7 5 拜 l无菌的 B A L F 加至 9 6

孔细胞培养板中
。

对照加入 7 5 拜1 1 6 4 0 液置 5 7 ,C
、

5% e o
:

孵

箱培养 48 h 后
,

用台盼蓝检查 E o s
活力

。

·
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2 结果

2
.

1 气道反应性 ,.l 定

哮喘组一 lgo CP
: 。

值 l(
.

50 土 1
.

80) 非常显著低于正 常组

( 0
.

5 4士 0
.

8 0
,

P < 0
.

0 0 1 ) 和雷公藤组 ( 0
.

7 0 士 0
.

9 2
,

P <

。
.

0 1 )
.

雷公藤组显著低于正常组 ( P < 0
.

0 5 )
.

2
.

2 B A L F 的细胞成分分析

B A L F 细胞成分分析表明哮喘组的细胞总数
、

E os 的比例

和绝对计数均非常显著地高于正常对照组 ( 尸 < 。
.

0 0 1 )
.

而雷

公藤组显著高于正常组 ( 尸 < 0
.

。。 1 )
,

与哮喘组差异不 明显 ( 尸

> 0
.

0 5 )
。

结果见表 1
。

表 1 哮喘组
、

正常组和治疗组 B A L F 的细胞成分比较

T a b 1 hT
e e e l l P r o f i l e 恤 b r o n e h o 一a l v

eo la r la v a g e f l u id

G or u P 丹
E o s e o u n t

( 1 0 , )

0
.

5 1士 1
.

9 0

T o t a l e e l l

( 1 0 .
)

0
.

5 6士 1
.

5 2

C
a t a l o g u e ( % )

A M E o s
L ym N

e u

8 5
.

4士 2
.

7 6
.

0士 1
.

8 2
.

6士 0
.

9 5
.

9士 1
.

0

2
.

0 1士 0
.

7 2减拭

2
.

0 6士 1
.

1 6 x 城

1
.

15士 0
.

1 9减城

1
.

12士 0
.

1 9炭炭

7 8
.

1士 5
.

7找

72
.

7士 4
.

6城

1 6
.

2士 6
.

3城 减

18
.

9士 5
.

9减减

1
.

1士 0
.

6 4
.

3士 1
.

1

2
.

2士 1
.

1 6
.

5士 2
.

0

1155cGGGAT

A M
: a lv e o l a r m a e r o p h a g e s .

L y m
:

l y m p h o e y t e s , N e u : n e u t r o p h il s .
汉

:

P < 0
.

0 5 v s C G
.
狱淡

:

P < 0
.

0 0 1 0 5 C G

2
.

3 B A L F H E o s

本文定义 E o s
比重》 1

.

0 9 5为正常密度 E o s (N E o s )
,

小于

此比重为低密度 H E o s 。

哮喘组 B A L F H E os %显著高于正常

组
、

雷公藤组 ( 尸 < 。
.

。。 1 )
.

正常组和雷公藤组之间差异显著

( 尸 < 0
.

0 5 )
.

结果见图 l
。

2
.

5

2
.

5

哮喘组
、

对照组和雷公藤组 B A L F E V E A 比较

哮喘组 B A L F E V E A 显著高于对照组和雷公藤组 ( 尸

< 0
.

0 5 )
。

结果见图 2
.

八巴ù七
J从,目0认以.0仪

哎目A国

云
门
工 e o n t r o l a s t h m a t r ip h o l id e

e o ll t r o ! a s t hm a t r i Ph o l id e
图 2 支气管肺泡灌洗液中嗜酸性粒细胞活力增强活性

F ig 2 hT
e e os i n o Ph i l v ia b i li t y e n b a n e i n g a e t i v it y i n B AL F

图 1 支气管肺泡灌洗液中低密度嗜酸性粒细胞 ( % )

F i g 1 T h e

eP
r e e n at g e o f h y户记 e n s e e o s in o Ph il s i n B A L F

2
.

5
.

2 哮喘组 B A L F E V E A 与 H E
o s

%呈显著的正相关 ( r 一

0
.

7 5
,

P ( 0
.

0 5 )
。

2
.

4 B A L F E os
、

H E os 与气道反应性的相关性

哮喘组 BA L F 中 E
o s
绝对计数和 H E

o s

的比例均与气道

反应性 CP
oZ值呈显著负相关 ( r 二 一 。

.

76 和一 。
.

88
,

P < 。
.

05

和 < 0
.

01 )
.

正常组和雷公藤组 B A L F 中 E
o s
计数及 H E

o s
比

例均与 CP
Z。

值无显著的相关性
.

结果见表 2
。

表 2 B A L F E os 和 H E o s 与 P C
: .

的相关系数 ( r )

T a b 2 T h e e o r r e l a t io n e oe f f i e ie n t o f P C
: 。

w i th t h e n u m be
r o f

eo
s i n o P h i l s

an d t h e P e r e e n at g e o f h y Pdo
e n s e

eo s in o Ph il s i n B A L F

G r o u P B A L F E os B A L F H E os

C G 0
.

3 3 一 0
.

4 7

T G 一 0
.

4 5 一 0
.

5 6

一 0
.

7 6城 一 0
.

8 8洲 减

T e s t fo r e o r r e la t i o n e o e f f ie ie n t ,

狱
:

P < 0
.

0 5 ,
灭试

P < 0
.

0 1

3 讨论

气道高反应性是支气管哮喘的重要病理生理特

征
。

气道炎症可造成气道反应性升高
,

是哮喘难治的重

要原因
。

激素是 目前有效的治疗药物
,

但因其副作用而

不宜长期使用
。

近年国外用免疫抑制剂
,

如环胞素 A
、

氨甲喋咤治疗哮喘
,

尤其是难治性哮喘取得一定的疗

效
。

但这些药物有效剂量大
,

副作用多
,

使用受限
。

国

内来茶云等
〔 , 3用雷公藤治疗哮喘可 明显改善中一重度

哮喘患者的症状和最大呼气流速 ( P E F R )
。

雷公藤甲

素是从雷公藤中提取的三环二菇类雷公藤内醋
,

具有

抑制淋巴细胞增殖和 I L
一

2 受体表达的作用 〔`」。

本研究

表明
,

雷公藤甲素显著地降低豚 鼠哮喘模型的气道反

应性
,

为雷公藤治疗哮喘提供了理论依据
。
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E o s 是哮喘气道炎症的关键效应细胞
,

但 E o s
与

气道反应性相关性 尚有争议
。

I s h ida 等 5j[ 发现
,

用血小

板活化因子拮抗剂处理哮喘模型可显著降低气道反应
J

性
,

却不能清除肺内的 E os 增多
。

同样
,

本研究表明雷

公 藤甲素能降低 哮喘气道反应性
,

但不能抑制肺内

E o S

聚集
。

虽然雷公藤组 B A L F E os 绝对计数与哮喘

组差异不显著
,

但 H E o s 百分比却显著低于哮喘组
,

与

正常组差异不显著
。

提示雷公藤甲素减少 H E o s
的产

生
,

可能是降低气道反应性的重要机理
。

H E o s 是沉淀 密度低于正常 E os 的一组 细胞亚

群
。

H E os 在代谢
、

功能上比 N E os 有更明显的活化倾

向
[ `〕 。

一般认为 H E o s 是
“
活化

”
状态的 E o s 。

在体 内

I L
一

5
、

I L
一

3
、

G M
一

C S F 等细胞 因子是 E o s 的活化剂
,

能

刺激 N E os 转变为 H E 0 s 。

哮喘组 B A L F 中 E V E A 显

著高于对照组和雷公藤组
。

哮喘 B A L F 的 E V E A 主要

成 分 是 I L
一

5川
。

哮 喘 组 B A L F E V E A 与 B A L F

H E o s %呈显著正相关
,

提示 E V E A 是 H E os 产生的重

要原因
。

实验动物用 IL
一

5 处理
,

能显著升高气道反应

性
,

而致敏豚鼠用抗 I L
一

5 抗体处理后可显著降低气道

反应性 〔日〕
,

表明 IL
一

5 是参与气道反应性形成的重要细

胞因子
。

雷公藤组的 H E o s 和 B A L F E V E A 均有显著

降低
,

提示雷藤组 甲素可能通过抑制
“

I L
一

5 样
”
的活性

和 E os 的活化
,

降低气道反应性
。

本实验为临床防治哮喘提供了一条新 的可能途

径
。

临床使用的疗效仍有待实践的检验
。
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