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ＴＧＦβ１、ＶＥＧＦ在哮喘小鼠的表达及细辛脑的
干预作用

邓鹏辉　黄传君　赵方正　宫晓丹　李春晓　张才擎

　　 【摘要】　目的　初步探索细辛脑对哮喘小鼠转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）、血管内皮生长因子
（ＶＥＧＦ）表达方面干预的影响，为细辛脑临床治疗哮喘提供理论指导。方法　将３０只ＢＡＬＢ／Ｃ雌性小
鼠按随机数字表法分为哮喘组、细辛脑组和对照组，每组各１０只。哮喘组和细辛脑组采用鸡卵白蛋
白（ＯＶＡ）诱导建立哮喘模型，对照组采用生理盐水替代，细辛脑组额外给予细辛脑雾化吸入干预。
苏木素伊红染色观察 ３组小鼠的肺组织病理变化，ＥＬＩＳＡ法检测 ３组小鼠肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中
ＴＧＦβ１及ＶＥＧＦ水平，显微镜下对ＢＡＬＦ沉淀物进行细胞计数和分类。结果　与对照组小鼠相比，哮
喘组小鼠肺组织有明显的气道周围炎症细胞浸润，气管管壁增厚和狭窄，细辛脑组小鼠也有前述哮喘

组的病理特点，但程度轻于哮喘组。细辛脑组 ＢＡＬＦ中 ＴＧＦβ１和 ＶＥＧＦ水平均高于对照组、低于哮
喘组（Ｐ均＜００１）。哮喘组的细胞总数及中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、淋巴细胞、巨噬细胞计数均多
于细辛脑组和对照组（Ｐ均＜００５），细辛脑组的中性粒细胞、嗜酸性粒细胞计数均多于对照组（Ｐ均
＜００１）。结论　ＴＧＦβ１和ＶＥＧＦ在哮喘小鼠ＢＡＬＦ中表达，并可能参与哮喘早期气道重塑，细辛脑
可降低哮喘小鼠ＴＧＦβ１和ＶＥＧＦ的水平，可能是其改善哮喘气道炎症和缓解气道重塑的机制之一。
　　 【关键词】　哮喘；转化生长因子β１；血管内皮生长因子；细辛脑
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　　支气管哮喘（哮喘）是以反复发作的呼气性呼
吸困难和可逆性气流受限为特点的慢性炎症性疾

病，其病理特征为气道慢性炎症、气道高反应和气

道重塑。有报道，气道重塑在哮喘早期就已出现并

呈现进行性发展，致使患者肺功能降低，严重影响

患者日常生活，同时气道重塑降低了哮喘患者对肾

上腺皮质激素（激素）的敏感性，这也是哮喘迁延

难愈的原因之一［１］。目前能够对抗和缓解哮喘气

道重塑的药物较少。迄今为止，多项研究表明转化

生长因子β１（ＴＧＦβ１）、血管内皮生长因子
（ＶＥＧＦ）参与哮喘早期气道重塑过程，同时两者也
参与炎症反应的调节并且相互促进，更进一步地刺

激气道重塑的形成［２３］。细辛脑是从传统中药石菖

蒲中提取的有效成分，目前在临床的哮喘治疗方面

应用比较广泛［４］。细辛脑具有缓解患者临床症状，

改善肺部通气功能，促进痰液排出，减轻气道黏膜

充血水肿并保护气道黏膜等作用，但是其具体作用

途径的探索国内外均少有涉及。所以，本研究目的

在于通过制备哮喘模型小鼠，并给予细辛脑干预以

探讨细辛脑是否能够影响ＴＧＦβ１和ＶＥＧＦ的水平而
起到治疗哮喘作用，为临床用药提供基础理论依据。

材料与方法

一、实验动物

ＢＡＬＢ／Ｃ雌性小鼠３０只，６～８周龄，体质量
１５～２０ｇ，购于山东大学动物实验中心，于室温２０
～２２℃条件下饲养，自由进食及饮水。
二、主要试剂

细辛脑雾化液由辽宁玉皇药业有限公司提供，

规格为１０ｍｌ∶２４ｍｇ、鸡清卵蛋白（ＯＶＡ），购于美
国Ｓｉｇｍａ公司；９８０超声雾化仪由上海新天缘医疗
设备有限公司提供；ＴＧＦβ１、ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ试剂盒
均购自上海心语生物科技有限公司；ＴＧＦβ１抗体、
ＶＥＧＦ抗体购自美国Ａｂｃａｍ公司。

三、方　法
１动物分组及哮喘模型的制备
将上述３０只小鼠按照随机数字表法分为３组：

哮喘组、细辛脑组和对照组，每组各 １０只小鼠。

哮喘组和细辛脑组每只小鼠分别在第１、８日腹腔
注射ＯＶＡ致敏混悬液（０１ｍｇＯＶＡ加１ｍｇ氢氧化
铝溶于２ｍｌ生理盐水）０５ｍｌ，对照组每只小鼠给
予注射含有氢氧化铝凝胶的生理盐水 ０５ｍｌ。第
１５日起，将哮喘组和细辛脑组的小鼠置于自制箱
中（３０ｃｍ×２５ｃｍ×３０ｃｍ）雾化吸入２ｍｌ２５％ＯＶＡ溶
液，每日１次，连续１周，对照组给予等量（２ｍｌ）生
理盐水代替。细辛脑组分别在雾化ＯＶＡ溶液２ｈ前雾
化吸入５０％细辛脑雾化液１０ｍｌ［５］，雾化４０ｍｉｎ。对
照组在此同时给予等量生理盐水雾化吸入［６］。

２标本的采集
第２１日最后１次完成致敏后，用１０％水合氯

醛麻醉小鼠后，将小鼠固定在解剖台上，解剖胸颈

部组织，暴露气管并连接留置针，缓慢地将生理盐

水注入两肺，回收灌洗液，置于冰上保存，随后以

４℃、１５００转／分离心５ｍｉｎ，收集上清液。取出
支气管和肺组织，置于４％多聚甲醛中固定，用于
制片后苏木素伊红（ＨＥ）染色和图像采集。
３细胞计数
肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）离心后，取上清液并存于

－８０℃冰箱，ＥＬＩＳＡ检测备用；将沉淀物制作涂片
染色，在显微镜下观察细胞形态并进行细胞计数和

分类，排除上皮细胞及红细胞，记录细胞总数和中

性粒细胞、嗜酸性粒细胞（ＥＯＳ）、巨噬细胞和淋巴
细胞分类情况。

４肺脏组织ＨＥ染色和图像的采集
取各组小鼠４％多聚甲醛固定的肺组织，常规

脱水、包埋及石蜡切片，经染色、脱水、中性树胶

封片，然后于显微镜下观察各组小鼠气道管壁损伤

程度、炎症细胞的浸润情况和基底膜厚度。

５肺泡灌洗液中ＴＧＦβ１和ＶＥＧＦ的测定
使用 ＥＬＩＳＡ测定肺泡灌洗液中 ＴＧＦβ１和

ＶＥＧＦ的含量，严格按各试剂盒说明书操作，测出
各个样本指标的 ＯＤ值，再根据所测的 ＯＤ值换算
各自水平。

四、统计学处理

使用ＳＰＳＳ１７０处理所得数据。计量资料以 珋ｘ
±ｓ表示，多组比较行单因素方差分析，组间两两
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比较采用 ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

结　　果

一、制模结果

激发致敏后，哮喘组小鼠毛发干枯无泽，烦躁

不安，有气促、憋喘症状，饮食差，体质量下降；

细辛脑组小鼠生命体征平稳，毛发欠光泽，活动轻

度受限，未见明显气促、憋喘症状，饮食一般，体

质量无明显变化；对照组上述指标无明显变化。

二、３组小鼠的肺组织病理检查结果
对照组小鼠支气管黏膜下及管腔周围无炎性细

胞浸润，管腔规则完整，肺泡结构完整清晰，基底

膜无增厚、断裂情况，无新生血管形成。哮喘组小

鼠支气管管腔狭窄，管壁增厚，黏膜充血、水肿，

伴有炎症细胞浸润，基底膜增厚不规则，有新生血

管形成。细辛脑组小鼠也有前述哮喘组的病理特

点，但程度轻于较哮喘组，见图１。

图１　３组小鼠的肺组织病理检查结果 （ＨＥ染色，×２００）
Ａ：哮喘组；Ｂ：细辛脑组；Ｃ：对照组

　　三、３组小鼠 ＢＡＬＦ中 ＴＧＦβ１和 ＶＥＧＦ水平
比较

哮喘组小鼠 ＢＡＬＦ中 ＴＧＦβ１和 ＶＥＧＦ水平均
高于对照组（Ｐ均＜００１），细辛脑组小鼠ＢＡＬＦ中
ＴＧＦβ１和ＶＥＧＦ水平均低于哮喘组（Ｐ均＜００１），
见表１。
　　表１ ３组小鼠ＢＡＬＦ中ＴＧＦβ１和

ＶＥＧＦ水平比较 （珋ｘ±ｓ） ｎｇ／Ｌ

　组　别 ｎ ＴＧＦβ１ ＶＥＧＦ

哮喘组 １０ ４９３±４１ａ ４４３±８１ａ

细辛脑组 １０ ３１５±３４ｂ ２３４±３２ｂ

对照组 １０ ９０±１４ ２１３±６２

Ｆ值 １３４１５２１ ２１１３３２

Ｐ值 ＜０００１ ＜０００１

　　注：与对照组比较，ａＰ＜００１；与哮喘组比较，ｂＰ＜
００１

　　四、３组小鼠 ＢＡＬＦ中细胞总数及分类情况比
较

哮喘组的细胞总数及各类细胞计数均多于细辛

脑组和对照组（Ｐ均 ＜００１），细辛脑组的中性粒
细胞、ＥＯＳ计数均多于对照组（Ｐ均 ＜００１），见
表２。

讨　　论

哮喘是一种可逆性气流受限的慢性炎症性疾

病，由多种炎症细胞及细胞组分参与并分泌异常炎

性因子。在哮喘发生、发展过程中，其病理特征除

了表现为气道慢性炎症、气道高反应之外，同时伴

随有气道管壁结构的变化，即气道重塑。气道重塑

是哮喘病理发展的典型特征之一［７］。哮喘的反复

发作以及伴随的反复慢性炎症刺激，逐步使气道管

壁发生病理学改变，如上皮细胞增生、胶原沉积、

　　表２ ３组小鼠ＢＡＬＦ中细胞总数及分类情况 （珋ｘ±ｓ） ×１０４／Ｌ

　组　别 ｎ 细胞总数 中性粒细胞 ＥＯＳ 淋巴细胞 巨噬细胞

哮喘组　 １０ １７６７±３４ａ １３２±１５ａ ６９４±８１ａ ６６±１５ａ ６６２±５２ａ

细辛脑组 １０ ３８７±２３ｂ ５２±２２ａｂ １８３±１６ａｂ １５±０２ｂ ２８７±２２ｂ

对照组　 １０ １２５±２３ ０６±０３ ０６±０１ ０８±０１ １５１±３４

Ｆ值 １３６５５７ ６７５３２ １６３９２４ ４３７１３ １７２３８５

Ｐ值 ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１

　　注：与对照组比较，ａＰ＜００１；与哮喘组比较，ｂＰ＜００１
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基底膜增厚、气道平滑肌细胞以及血管增生等气道

重塑性改变［８］。既往研究认为，细胞网络因子失

衡是哮喘发生的重要节点［９１１］。有研究显示，ＴＧＦ
β１及ＶＥＧＦ在气道重塑方面占据重要地位，对炎
症反应的调节也有相应的影响［２３］。本研究也得到

类似的结论。

ＴＧＦβ１是辅助性 Ｔ细胞２型（Ｔｈ２）细胞分泌
的细胞因子，具有很强的致纤维化、抗炎及促炎的

三重作用，还可调节细胞的生长和分化，其在肝、

肺、肾等脏器的纤维化病理过程中扮演着重要角

色［１２］。在哮喘发病过程中，ＴＧＦβ１可一定程度地
抑制炎性细胞的活化及气道高反应，但是随着其水

平的升高，可引起管壁的纤维化，刺激平滑肌细胞

分裂和增殖，气道平滑肌增生肥厚，最终导致气道

炎症反应加重和气道重塑［１３］。另外，ＴＧＦβ１使
Ｔｈ２型细胞寿命延长，刺激 ＶＥＧＦ等相关炎症因子
释放过多，进一步加重炎症反应，进而促进气道重

塑的发生［１４］。ＶＥＧＦ又称血管渗透因子，能够刺
激血管增生，增加肺部血管的通透性，致使血浆蛋

白渗出，进一步导致基底膜变厚和上皮下组织纤维

化，并且促进气道平滑肌增殖肥大，加重气道重

塑［１５１６］。此外，ＶＥＧＦ对哮喘的炎症反应亦有影
响。Ｆｅｉｓｔｒｉｔｚｅｒ等（２００４年）研究发现，ＶＥＧＦ能够
刺激 ＥＯＳ的活化、趋化而增加气道炎症反应，
ＶＥＧＦ亦可自身分泌 ＶＥＧＦ而加重炎症反应。
ＬｏｐｏｚＧｕｉｓａ等［１７］研究发现，ＴＧＦβ和 ＶＥＧＦ在哮
喘儿童气道上皮细胞中增高明显，体外实验中

ＴＧＦβ可诱导ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达，而又有文献报道
ＶＥＧＦ能够活化Ｔｈ２型细胞，介导其释放 ＴＧＦβ１，
从而使哮喘病情进一步加重［３］。可见 ＴＧＦβ１、
ＶＥＧＦ两者在功能上相互促进，使炎症反应和气道
重塑不断地强化，这可能是哮喘反复发作、持久不

愈的原因。细辛脑是中药石菖蒲中提炼出来的有效

成分之一，在临床上用于神经系统疾病的治疗，也

多与其他药物联合运用治疗哮喘，但其作用机制还

不清楚。ＴＧＦβ１、ＶＥＧＦ在哮喘发病和气道重塑中
起着重要作用，因此，我们推测细辛脑可能通过干

预两者的表达而影响哮喘的气道重塑，达到临床治

疗的目的。

多数学者的研究已表明，ＴＧＦβ１和 ＶＥＧＦ参
与了哮喘气道重塑。本研究中，哮喘组小鼠肺泡灌

洗液ＴＧＦβ１和ＶＥＧＦ的水平均高于对照组，这与
ＬｏｐｏｚＧｕｉｓａ等［１７］研究结果类似，同时 ＨＥ染色显
示哮喘组小鼠有明显的气道结构改变，细辛脑组气

道结构的变化较对照组有明显好转，ＴＧＦβ１和
ＶＥＧＦ水平均低于哮喘组，表明细辛脑干预可下调
ＴＧＦβ１、ＶＥＧＦ水平和抑制炎性细胞浸润，进而可
能在一定程度上抑制了气道重塑，缓解了哮喘病情

进展，为临床用药和其治疗作用机制的研究提供了

理论依据。

综上所述，细辛脑干预能够降低哮喘小鼠

ＴＧＦβ１和 ＶＥＧＦ的表达，并可能通过降低两者的
表达间接影响哮喘的气道重塑，从而达到治疗哮喘

的效果。但是鉴于研究条件的局限性，本研究还存

在很多不足之处，如 ＴＧＦβ１、ＶＥＧＦ的表达对气
道重塑情况的影响以及细辛脑干预后气道重塑的具

体病理改变在本研究尚未涉及和探索，研究结果尚

待进一步的研究和验证。
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ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｐｒｏｃｅｓｓｅｓＰｏｓｔｅｐｙＨｉｇＭｅｄ

Ｄｏｓｗ（Ｏｎｌｉｎｅ），２０１４，６８：５７６５

［１３］ ＹａｍａｄａＹ，ＭａｓｈｉｍａＨ，ＳａｋａｉＴ，ＭａｔｓｕｈａｓｈｉＴ，ＪｉｎＭ，Ｏｈｎｉｓｈｉ

ＨＦｕｎｃｔｉｏｎａｌｒｏｌｅｓｏｆＴＧＦβ１ｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

ｔｈｒｏｕｇｈＳｍａｄｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｄｎｏｎＳｍａｄｐａｔｈｗａｙｓＤｉｇＤｉｓＳｃｉ，

２０１３，５８（５）：１２０７１２１７

［１４］ ＹａｎｇＹＣ，ＺｈａｎｇＮ，ＶａｎＣｒｏｍｂｒｕｇｇｅｎＫ，ＨｕＧＨ，ＨｏｎｇＳＬ，

ＢａｃｈｅｒｔＣＴｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１ｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｉｒ

ｗａｙｄｉｓｅａｓｅ：ａｋｅｙｆｏｒｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｒｅｍｏｄｅ

ｌｉｎｇＡｌｌｅｒｇｙ，２０１２，６７（１０）：１１９３１２０２

［１５］ ＧｏｍｕｋａＫ，ＬｉｅｂｈａｒｔＪＶａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓｔｒｕｃ

ｔｕｒｅ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｒｏｌｅｉｎａｉｒｗａｙｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌ

ｃｏｕｒｓｅｏｆａｓｔｈｍａＰｎｅｕｍｏｎｏｌＡｌｅｒｇｏｌＰｏｌ，２００９，７７（６）：５４９

５５３

［１６］ ＳｍｉｔｈＲＩｓＶＥＧＦａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｉｎａｓｔｈｍａ？Ｐｎｅｕ

ｍｏｌｏｇｉａ，２０１４，６３（４）：１９４，１９７１９９

［１７］ ＬｏｐｅｚＧｕｉｓａＪＭ，ＰｏｗｅｒｓＣ，ＦｉｌｅＤ，ＣｏｃｈｒａｎｅＥ，ＪｉｍｅｎｅｚＮ，

ＤｅｂｌｅｙＪＳＡｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｆｒｏｍａｓｔｈｍａｔｉｃｃｈｉｌｄｒｅｎｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｐｒｏｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｆａｃｔｏｒｓＪＡｌｌｅｒｇｙＣｌｉｎＩｍｍｕｎｏｌ，

２０１２，１２９（４）：９９０９９７

（收稿日期：２０１７０８２６）

（本文编辑：林燕薇）
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