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基于转录组学的小青龙汤抑制中性粒细胞胞外诱捕网改善哮喘小鼠气道
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摘  要：目的  探讨小青龙汤通过抑制中性粒细胞胞外诱捕网（NETs）形成改善哮喘小鼠气道炎症的作用机制。方法  

BALB/c 小鼠随机分为对照组、模型组、小青龙汤（7.02 g·kg−1）组，除对照组外，采用卵清蛋白（OVA）和完全弗氏佐剂

（CFA）联合构建哮喘小鼠模型，造模 14～20 d每天使用 5% OVA进行雾化，每天进行 40 min，小青龙汤组雾化前 1 h ig小

青龙汤 7.02 g·kg−1，对照组和模型组 ig同等剂量的 0.9%氯化钠溶液。通过苏木素-伊红（HE）、Masson染色观察小鼠肺组织

气道炎症及胶原沉积；ELISA法检测血清免疫球蛋白 E（IgE）、肿瘤坏死因子（TNF）-α、髓过氧化物酶（MPO）水平；转

录组学测序结合 K-means聚类筛选核心通路及差异基因；免疫荧光、免疫组化和Western blotting验证肺组织 NETs形成。结

果  与模型组比较，小鼠肺组织病理状态明显改善，肺泡扩张与结构破坏减轻，气道及肺间质炎症浸润减少，HE分数显著

降低（P＜0.01）；气道纤维化病理改变有所缓解，表现为蓝染范围减小，胶原纤维沉积水平显著降低（P＜0.01）；血清中MPO、

IgE 和 TNF-α 含量明显降低（P＜0.001）；RNA-seq 结合 K-means 聚类分析提示，小青龙汤干预效应与中性粒细胞活化及

NETs相关通路密切相关，MPO、基质金属蛋白酶 9（MMP9）、环磷酸腺苷（CAMP）、纤维蛋白原 Α（FGA）等可能参与其

调控过程；小青龙汤可显著降低肺组织气道周围MPO、中性粒细胞弹性蛋白酶（NE）荧光信号（P＜0.01、0.001）；显著降

低肺组织气道周围MPO、肽基精氨酸脱亚氨酶 4（PADI4）阳性面积（P＜0.01、0.001）；显著降低肺组织中 NETs通路相关

的 NE、CAMP、MPO、PADI4、MMP9、FGA 蛋白相对表达量（P＜0.05、0.01、0.001）。结论 小青龙汤可通过抑制 NETs

相关炎症反应改善哮喘小鼠的气道炎症。 
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Abstract: Objective  To investigate the effect and molecular mechanism of Xiaoqinglong Decoction in improving airway 

inflammation in asthmatic mice by regulating the neutrophil extracellular traps (NETs) pathway. Methods  BALB/c mice were 

randomly divided into control, model, and Xiaoqinglong Decoction groups (7.02 g·kg−1). Except for the control group, asthma models 

were induced using ovalbumin (OVA) and complete Freund’s adjuvant (CFA). From day 14 to 20 after modeling, mice received daily 

nebulization with 5% OVA for 40 min. The Xiaoqinglong Decoction group was administered Xiaoqinglong Decoction orally at 

7.02 g·kg−1 one hour before nebulization, while the control and model groups received an equivalent volume of 0.9% saline solution. 

Lung tissue was stained with hematoxylin-eosin (HE) and Masson trichrome to evaluate airway inflammation and collagen deposition. 

Serum levels of immunoglobulin E (IgE), tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), and myeloperoxidase (MPO) were measured by ELISA. 

RNA sequencing combined with K-means clustering was used to identify key pathways and differentially expressed genes. 

Immunofluorescence, immunohistochemistry, and Western blotting were employed to validate NET formation in lung tissues. Results  

Compared with the model group, the pathological condition of lung tissue in the Xiaoqinglong Decoction group showed significant 

improvement, including reduced alveolar dilation and structural damage, decreased inflammatory infiltration in airways and 

interstitium, and significantly lower HE scores (P < 0.01). Pathological changes associated with airway fibrosis were alleviated, as 

indicated by reduced blue-stained areas and significantly decreased collagen fiber deposition (P < 0.01). Serum levels of MPO, IgE, 

and TNF-α were markedly reduced (P < 0.001). RNA-seq analysis combined with K-means clustering revealed that the therapeutic 

effect of Xiaoqinglong Decoction is closely related to pathways involving neutrophil activation and NET formation, with MPO, matrix 

metalloproteinase 9 (MMP9), cyclic AMP (CAMP), and fibrinogen alpha (FGA) potentially involved in its regulation. Xiaoqinglong 

Decoction significantly reduced fluorescent signals of MPO and neutrophil elastase (NE) around airways in lung tissue (P < 0.01, 

0.001), significantly decreased positive staining areas of MPO and peptidylarginine deiminase 4 (PADI4) (P < 0.01, 0.001), and 

significantly downregulated the relative protein expression levels of NE, CAMP, MPO, PADI4, MMP9, and FGA in lung tissue (P < 

0.05, 0.01, 0.001). Conclusion  Xiaoqinglong Decoction can alleviate airway inflammation in asthmatic mice by inhibiting NETs-

related inflammatory responses. 

Key words: Xiaoqinglong Decoction; neutrophil extracellular traps; asthma; airway inflammation; myeloperoxidase 

 

哮喘作为一种病因复杂的异质性呼吸道疾病，

其病理生理核心涉及气道慢性炎症反应、气道高反

应性状态及气道重塑等关键改变，过程涉及多种免

疫细胞、炎症因子及信号通路协同调控[1]。全球哮

喘防治倡议（（GINA）2025报告[2]显示，当前全球哮

喘患病人数约 2.62 亿，患病率达 4.2%，且呈逐年

上升趋势[3]，造成沉重的疾病负担与社会经济压力。 

中性粒细胞是机体固有免疫的主要效应细胞，

是抵御病原体入侵的第一道防线[4]，炎症状态下可

被募集至气道，通过吞噬、脱颗粒、释放活性氧及

形成中性粒细胞胞外诱捕网（（NETs）等方式参与免

疫应答[5]。NETs为 DNA-蛋白网状结构，可通过固

定捕获病原体参与宿主防御[6]，但其过度生成或未

及时清除可直接损害周围组织，促进抗原呈递并激

活免疫应答，引起体内炎症反应[7]。NETs还可以激

活单核吞噬细胞系统，促进白细胞介素（（IL）-1β分

泌[8]，进而募集更多中性粒细胞浸润肺组织，形成

炎症正反馈循环。研究证明，NETs生成与降解失衡

导致其在炎症部位异常蓄积[9]，与哮喘、慢性阻塞

性肺疾病、囊性纤维化等多种呼吸系统疾病密切相

关[10]，是调控哮喘气道炎症进展的关键靶点。 

小青龙汤出自（ 伤寒论》，以止咳平喘、温肺化

饮为主要功效，是中医临床治疗肺系疾病的经典方

剂[11]。现代药理研究发现，小青龙汤可通过抑制

LKB1/AMP依赖的蛋白激酶（（AMPK）通路改善过

敏性哮喘小鼠气道炎症[12]，且对中性粒细胞哮喘小

鼠具有保护作用[13]，提示其在不同哮喘模型中均具

有稳定改善效果。临床研究表明，小青龙汤在改善

哮喘患者肺通气功能、抑制气道黏液过度分泌方面

具有显著疗效[14]；体内动物实验证实，该方可降低

哮喘大鼠血清肿瘤坏死因子（（TNF）-α、IL-13等促

炎因子水平，升高干扰素（IFN）-γ 水平[15]，说明

其可通过抗炎、抑制气道重塑、降低气道高反应性

等途径减轻患者症状，然而小青龙汤是否能够通过
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调控中性粒细胞 NETs 形成改善哮喘气道炎症，目

前尚缺乏直接实验依据。本研究旨在探讨小青龙汤

通过调控 NETs 改善哮喘小鼠气道炎症的作用及靶

点机制，为临床应用提供参考。 

1  材料 

1.1  实验动物 

健康 SPF级雌性 BALB/c小鼠，6～8周龄，体

质量 20～22 g，购自浙江维通利华公司，实验动物

生产许可证号为 SCXK（（浙）2024-0001，饲养于广

州中医药大学三元里校区动物实验中心，室温控制

在 20～26 ℃，湿度维持 40%～70%；每天明暗各

12 h，饮水为纯净水。实验期间，允许动物自由摄

食饮水。 

本研究已通过广州中医药大学动物中心伦理

审查委员会的审批，伦理编号为 20250508009。 

1.2  药物及主要试剂 

甲醇（（色谱纯，德国Merck公司，货号 106002，

CAS号 67-56-1）；乙腈（（中国上海星可高纯溶剂有

限公司，货号 5011903，CAS号 75-05-8）；甲酸（（色

谱纯，中国上海 Aladdin公司，货号 F112032，CAS

号 64-18-6）；十六烷基-三甲基-溴化铵（（CTAB）法

试剂（ 生工生物工程（（上海）股份有限公司，货号

A600108-0 500］；pBIOZOL植物总 RNA提取试剂

（（博日科技股份有限公司，货号 BSC55M1）；DNase 

I（无 RNase）（货号 M0303S）、DNase I Reaction 

Buffer（货号 B0303S），美国 NEB 公司；VeZol 

Reagent（（货号 R411-02）、Equalbit RNA BR Assay Kit

（（货号 EQ212-02）、VAHTS mRNA Capture Beads 2.0

（（货号 N403-C4）、VAHTS Universal V10 RNA-seq 

Library Prep Kit for Illumina (Premixed version)（货

号 NR616-02）、VAHTS DNA Clean Beads（货号

N411-03）、Equalbit 1 x dsDNA HS Assay Kit（货号

EQ121-02），中国诺唯赞公司；DEPC处理水（（货号

AM9920）、无核酸酶水（货号 AM9930），美国

Thermo Fisher公司；苏木素-伊红（（HE）染色液（（货

号 GP1074）、Masson染色液（（货号 GP1032），中国

塞维尔公司；小鼠免疫球蛋白 E（IgE）、小鼠肿瘤

坏死因子（（TNF-α）酶联免疫吸附（（ELISA）检测试

剂盒（货号分别为 SYP-M0381、SYP-M0452），环

磷酸腺苷（cAMP）抗体、肽基精氨酸脱亚氨酶 4

（（PADI4）抗体、纤维蛋白原 Α（（FGA）抗体（（货号

分别为 YP-mAb-18545、YP-mAb-18313、YP-Ab-

06955），武汉优品有限公司；小鼠血清髓过氧化酶

（（MPO）抗体酶联免疫吸附（（ELISA）检测试剂盒（（中

国联科生物，货号 EK2133）；MPO抗体、GAPDH

抗体（（美国 Proteintech公司，货号分别为 22225-1-

AP、60004-1-Ig）；中性粒细胞弹性蛋白酶（（NE）抗

体（（美国 Affinity Biosciences公司，货号 AF0010）；

基质金属蛋白酶 9（MMP9）抗体（中国 PTM BIO

公司，货号 PTM-20061）；β-actin抗体（（中国 Abmart

公司，货号M20011S）。 

1.3  主要仪器 

MS105DM十万分之一电子天平（瑞士梅特勒

托利多仪器有限公司）；CentriVap 离心浓缩仪（美

国 LABCONCO公司）；VORTEX-5涡旋混合器（（中

国江苏 Kyllin-Bell公司）；KQ5200E超声清洗仪（（中

国昆山超声仪器有限公司）；RE-6000A 型、RE-

52AA型旋转蒸发器（中国上海亚荣生化仪器厂）；

基因测序仪（（美国因美纳公司）；Qsep400高通量核

酸蛋白分析系统（中国台湾光鼎生物公司）；

SpectraMaxM2多功能酶标仪（（美国美谷分子公司）；

Qubit4.0荧光定量仪（（美国赛默飞世尔公司）；扩增

仪（（美国伯乐公司）；自动化建库工作站（（中国华大

智造公司）；冷冻离心机（（德国艾本德公司）；球磨

仪（（德国莱驰公司）；研磨仪（（中国上海净信公司）；

恒温振荡金属浴（（中国天根生化科技公司）；病理扫

描仪（（中国江丰生物公司）；Western blotting凝胶电

泳系统、多功能成像系统、T100™ Thermal Cycler

型逆转录合成仪（美国伯乐公司）；Multiskan™ FC

型酶标仪、QuantStudio5 型实时荧光定量聚合酶链

式反应（（Real-time PCR）仪（（美国 Thermo Fisher公

司）；Pannoramic MIDI型数字病理切片扫描仪（（匈

牙利 3D Histech公司）；手持式高速匀浆机（（中国群

安科技公司）。 

2  方法 

2.1  制备中药复方浓缩药液 

小青龙汤参照全世健（ 方剂学》标准配伍：麻

黄 9 g、芍药 9 g、细辛 3 g、干姜 6 g、甘草 6 g、桂

枝 9 g、五味子 3 g、半夏 9 g，药品均购自广州中医

药大学第一附属医院，由医院药剂科出具合格报

告，全方总生药量为 54 g。70 kg成人临床每日用量

为 54 g，按小鼠体表面积换算系数 9.1计算，小鼠

临床等效剂量为 7.02 g·kg−1。本课题组前期已进行

剂量探索[13]，该剂量下小鼠安全耐受且药效稳定。

称取 4剂处方量药材，加水回流提取 2次：首次加

8倍量水回流提取 1.5 h并收集挥发油，药渣再加 6
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倍量水回流提取 1 h，提取液经离心机和滤纸滤过

后合并 2 次滤液，于 55～60 ℃减压浓缩后，加入

挥发油混匀，最终定容至 115 mL 后分装保存。将

储存原液充分涡旋混匀，精密移取少量原液，冷冻

干燥至恒重，称量干浸膏质量，计算得到小青龙汤

水提提取率为 15.63 %。 

2.2  小鼠哮喘模型的构建和药物干预 

BALB/c 小鼠随机分为对照组、模型组、小青

龙汤（（7.02 g·kg−1）组，除对照组外，根据前期团队

已发表文献报道[16]，制备 21 d哮喘小鼠模型，具体

方法如下：在第 0、7天对小鼠进行致敏，将卵清蛋

白（OVA）20 μg和完全弗氏佐剂（CFA）75 μL

混合后加盐水乳化，每只小鼠 ip 300 μL乳化液；

从第 14 天起至第 20 天每天使用 5% OVA 进行

雾化，每天进行 40 min，小青龙汤组雾化前 1 h 

ig小青龙汤 7.02 g·kg−1，对照组和模型组 ig同等

剂量的 0.9%氯化钠溶液。雾化结束 24 h 后取材，

收集血液和肺组织用于后续分析。 

2.3  小鼠样本处理 

实验结束后，小鼠禁食不禁水 12 h，眼球取血；

血液于 4 ℃、3 000 r·min−1离心 15 min，取上清液

分装后冻存于−80 ℃冰箱。采血后收集小鼠肺组

织，取右肺最大叶完全浸泡于 4%多聚甲醛溶液，

24 h后制备石蜡切片。 

2.4  苏木素-伊红（HE）和 Masson 染色 

取肺组织经包埋、切片制成石蜡切片，冲洗石蜡

后行 HE染色（含脱水、透明、封片步骤）。取石蜡

切片进行脱蜡至水处理后，置于重铬酸钾溶液中浸

泡过夜。次日，依次进行铁苏木素染色、丽春红酸性

品红染色、磷钼酸分化及苯胺蓝复染。上述染色流程

结束后，对切片进行梯度脱水处理与封片，镜检后在

江丰KFBIO数字切片扫描仪进行扫描分析。由 2名

经过培训的实验人员采用盲法独立阅片，每张切片

随机选取 3 个不重叠的气道视野，参照文献报道[17]

的哮喘小鼠病理 0～4分半定量标准进行评分。 

2.5  ELISA 检测血清细胞因子水平 

按照说明书，使用 ELISA试剂盒分别检测血清

中MPO、TNF-α和 IgE的表达水平，在多功能微孔

板检测系统上检测相应吸光度（（A）值，结合标准曲

线换算得出样本对应蛋白浓度。 

2.6  转录组测序 

2.6.1  总 RNA 提取、文库构建与高通量测序  提

取小鼠肺组织总 RNA 时，采用 Trizol 法进行样本

裂解与分离，所得 RNA 沉淀经 DEPC 处理水溶解

后，分别利用 Qubit荧光定量仪与 Qsep400高通量

生物片段分析仪对其浓度与完整性进行质控检测；

以 Oligo（dT）磁珠富集 mRNA，经片段化、链特

异性反转录、末端修复、dA-Tailing、接头连接与片

段筛选，构建插入片段 250～350 bp的测序文库，

文库经定量与片段大小检测合格后，按有效浓度

与数据量需求混合文库，采用 Illumina 平台完成

150 bp配对末端测序。 

2.6.2  生物信息学分析  原始数据经 fastp 质控滤

过获得 clean reads，通过HISAT比对至参考基因组，

featureCounts 计算 FPKM 表达量，利用 R 中

（ DESeq2”包进行差异表达分析。取组间差异基因

交 集 ， 使 用 Venny 2.1 在 线 工 具 （ https:// 

bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/）绘制韦恩图，并将

交集基因导入 String 数据库创建蛋白质-蛋白质相

互作用（PPI）网络，通过 Cytoscape 3.10.0 中的

Centiscape插件计算节点度值并可视化网络，依据度

值筛选核心靶点基因。通过 R中 clusterProfiler”包

进行京都基因与基因组百科全书（KEGG）功能分析

和基因本体（（GO）富集分析。使用 R软件 scale函

数对显著差异基因进行标准化处理，K-means 聚类

（（K＝9）筛选小青龙汤干预相关核心基因群。 

2.7  免疫荧光检测 NETs 标志物表达水平 

石蜡切片先脱蜡至水，细胞爬片与涂片经固

定、洗涤及破膜处理后，石蜡切片进行抗原修复。

所有样本均经血清封闭，加入MPO（（1∶500）和 NE

（（1∶200）一抗 4 ℃孵育过夜，再滴加对应荧光二

抗室温避光孵育，DAPI复染细胞核后，抗荧光淬灭

封片剂封片后镜检，随后在江丰 KFBIO 数字切片

扫描仪进行扫描分析。每张切片随机选取 3个互不

重叠的视野，使用 Image J 拆分荧光通道并设置阈

值，采用平均灰度值反映荧光信号强度，所得结果

用于统计分析。 

2.8  免疫组化检测 

样本前期处理同免疫荧光，所有样本均经内源

性过氧化物酶阻断、血清封闭，加入MPO抗体（（1∶

200）和 PADI4抗体（（1∶200）一抗 4 ℃孵育过夜，

再用对应二抗室温孵育，经 DAB 显色、苏木素复

染核后，按样本类型脱水封片后镜检，随后在江丰

KFBIO数字切片扫描仪进行扫描分析。 

2.9  Western blotting 检测 

使用 RIPA 蛋白裂解缓冲液、蛋白酶抑制剂、
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磷酸酶抑制剂对小鼠肺组织样品进行匀浆裂解，获

得组织蛋白提取液用于后续Western blotting检测。

采用 BCA 蛋白定量法检测样本浓度后按照标准方

案进行后续分析，一抗分别为：MPO（1∶3 500）、

CAMP（1∶1 000）、NE（1∶1 000）、PADI4（1∶

3 000）、GAPDH（1∶1 000）、MMP9（1∶1 000）、

FGA（1∶1 000）、β-actin（1∶3 000），以 GAPDH

（（1∶5 000）、β-actin（（1∶5 000）作为内参。孵育一

抗并洗涤结束后，加入辣根过氧化物酶（HRP）标

记的对应二抗（1∶5 000），室温避光孵育 1 h，充

分洗涤后采用 ECL化学发光试剂，置于化学凝胶成

像系统中显影成像。使用 Image J 软件计算蛋白相

对表达量。 

2.10  统计分析 

所有数据均以 x s （表示，并使用 GraphPad 

Prism进行分析。双尾 t检验用于比较两组之间的数

据，单因素方差分析（（one-way ANOVA）用于 3组

及以上组间比较，检验前已确认数据符合正态分布

与方差齐性。 

3  结果 

3.1  小青龙汤减轻哮喘肺组织气道炎症和气道重塑 

HE染色结果（（图 1-A）显示，对照组小鼠肺组

织结构完整，支气管与肺泡形态规则，炎性浸润呈

阴性状态；模型组肺组织出现显著病理改变，表现

为气道结构排列紊乱，肺泡间距明显增宽，气道壁

及血管旁见显著的炎症细胞灶性浸润，同时伴随肺

局部扩张充血与水肿改变，HE分数显著升高（（P＜

0.001）；经小青龙汤干预后，小鼠肺组织病理状态

明显改善，肺泡扩张与结构破坏减轻，气道及肺间

质炎症浸润减少，HE分数显著降低（P＜0.01）。 

Masson染色结果（（图 1-B）显示，对照组小鼠

气道壁形态规整，管壁周围几乎未见胶原纤维沉

积；与对照组比较，模型组小鼠气道结构出现显著

异常，管壁呈明显紊乱状态，镜下可见大面积蓝染

区域，胶原沉积量显著增多（（P＜0.001）；与模型组

比较，经小青龙汤干预后，气道纤维化病理改变有

所缓解，表现为蓝染范围减小，胶原纤维沉积水平

显著降低（P＜0.01）。 

 
**P＜0.01  ***P＜0.001. 

图 1  哮喘小鼠肺组织 HE (A)、Masson (B) 病理染色图 (×40、×100) 及评分 ( x±s，n＝3) 

Fig. 1  HE (A) and Masson (B) staining images (×40, ×100) and scores of lung tissues in asthmatic mice ( x±s，n＝3) 
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3.2  小青龙汤减轻哮喘小鼠细胞炎症因子分泌 

病理损伤改善直观反映药物疗效，为进一

步评价小青龙汤对哮喘肺部炎症微环境的调控

作用，对炎症相关指标进行检测（图 2）。与对

照组比较，模型组小鼠血清中 MPO、IgE和 TNF-

α 含量明显升高（P＜0.001）；与模型组比较，

小青龙汤干预后可显著降低上述指标水平（P＜

0.001）。  

 

***P＜0.001。 

图 2  哮喘小鼠血清炎症因子分析 ( x±s，n＝5) 

Fig. 2  Analysis of serum inflammatory factors in asthmatic mice ( x±s，n＝5) 

3.3  转录组测序揭示小青龙汤缓解气道炎症作用

机制与 NETs 有关 

3.3.1  差异基因筛选与富集分析揭示小青龙汤调

控 NETs 通路改善气道炎症  为探究小青龙汤改善

哮喘气道炎症的生物学机制，对肺组织进行 RNA-

seq。对基因表达量标准化处理后计算 FPKM值，分

析基因表达分布及差异基因聚类，热图显示各组样

本中差异表达基因（（DEGs）的表达情况；与对照组

相比，模型组有 2 421个 DEGs，与模型组比，小青

龙汤组共筛选得到 581个 DEGs，其中上调基因 105

个、下调基因 476个，其余 23 761个基因表达无显

著差异（图 3）。 

对 3组之间的 DEGs进行两两取交集分析，通

过韦恩图筛选获得 3组间共有 65个 DEGs。对上述

核心靶点构建 PPI网络（（图 4-A、B、C），根据节点

连接度排序并筛选出 MPO、MMP9、MMP12、

CD8A、CD19、基序趋化因子受体 2（（CXCR2）、肽

聚糖识别蛋白 1（（PGLYRP1）、恶性脑肿瘤缺失蛋白

1（（DMBT1）等分子为关键靶点。GO富集显示，小

青龙汤可调控（ lymphocyte differentiation” cytokine-

mediated signaling pathway” antibacterial humoral 

response”等生物学过程（图 4-D）；KEGG 富集提

示其主要通过 NETs通路、细胞因子-受体相互作用

等通路改善哮喘气道炎症（图 4-F），其中 MPO、

CAMP、纤维蛋白原 Α（（FGA）为 NETs通路中的关

键靶点。结果提示，小青龙汤对哮喘肺组织炎症微

环境的调控可能与中性粒细胞活化及 NETs 形成密

切相关，后续进一步围绕 NETs 相关标志物进行实

验验证。 

3.3.2  K-means 聚类核心基因亚群并验证 NETs 相

关功能通路  为进一步解析小青龙汤对差异基因的

调控模式，采用 K-means 聚类将其分为 9个亚类，

其中 Subclass 2、4、7表达趋势与药物干预作用高度

契合：模型组显著下调，给药后明显回升，提示该亚

类基因为介导小青龙汤改善哮喘气道炎症的核心亚

群（图 5-A）。GO富集分析结果显示，Subclass 2主

要富集于抗氧化活性、过氧化物酶活性等 NETs相关

生物学过程（图 5-B）；KEGG通路富集分析结果表

明，Subclass 4显著富集于 NETs通路、细胞因子-受

体相互作用及 NF-κB信号通路等哮喘炎症关键通路

（图 5-C）。综合转录制分析结果提示，小青龙汤缓解

气道炎症作用机制可能与 NETs有关。 
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A、B-小青龙汤组和模型组差异基因火山图与聚类图；C、D-对照组和模型组差异基因火山图与聚类图。 

A, B-volcano and cluster plots between Xiaoqinglong group and model group; C, D-volcano and cluster plots between control group and model group. 

图 3  转录组差异基因分析结果 

Fig. 3  Results of transcriptomic differential gene analysis 

3.4  免疫荧光、免疫组化提示小青龙汤抑制哮喘小

鼠肺组织 NETs 标志物表达水平 

为进一步验证小青龙汤对哮喘 NETs的调控作

用，对肺组织进行免疫荧光和免疫组化分析。研究

结果显示，与对照组相比，模型组小鼠肺组织气道

周围MPO（（图 6-A，P＜0.001）、NE（（图 6-B，P＜ 
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A、B、C-PPI筛选关键基因；D-GO富集分析；E-KEGG富集分析。 

A, B, and C-Key genes screened by PPI; D-GO enrichment; E-KEGG enrichment. 

图 4  3 组差异基因交集及富集分析结果 

Fig. 4  Intersection and enrichment analysis of differentially expressed genes among three groups 

0.001）荧光信号显著增强，MPO和 NE均定位在胞

浆；与模型组相比，小青龙汤可显著降低上述分子

荧光强度（P＜0.01、0.001）。免疫组化结果表明，

与对照组相比，模型组小鼠肺组织气道周围 MPO

（（图 6-C，P＜0.01）、PADI4（（图 6-D，P＜0.001）阳

性面积显著增加，小青龙汤干预后上述分子表达水

平显著下调（（P＜0.01、0.001），进一步验证了小青

龙汤通过抑制 NETs 相关炎症细胞的浸润，从而减

轻哮喘小鼠气道炎症反应的分子机制。 

3.5  Western blotting 揭示小青龙汤对哮喘小鼠肺

组织 NETs 相关标志物表达的抑制作用 

采用Western blotting法检测各组小鼠肺组织中

NETs 相关蛋白的表达水平。结果显示（图 7），相

较于对照组，哮喘模型组小鼠肺组织中 NETs 通路

相关的 NE、CAMP、MPO、PADI4、MMP9、FGA

蛋白相对表达量均显著上调（（P＜0.01、0.001）；与

模型组比较，给予小青龙汤治疗后，上述指标的异

常高表达得到了有效抑制（（P＜0.05、0.01、0.001），

提示小青龙汤能够显著降低哮喘小鼠肺组织 NETs

通路相关蛋白表达，其可能通过抑制 NETs 通路活

性改善气道炎症。 

4  讨论 

哮喘是一类高度异质性的复杂气道疾病，其

高发病率、高病死率已成为全球性重大公共卫生

问题[18]。多数患者经吸入性糖皮质激素联合 β2 受

体激动剂治疗可获得较好疗效[19]，但长期使用存在

激素抵抗[20]、骨质疏松[21]等问题，且中重度患者临

床控制率偏低[22]，停药后症状易复发，亟须寻找安

全有效的新型治疗策略。已有证据表明，小青龙汤

干预支气管哮喘急性发作期优势明确，疗效显著且 
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A-Kmeans聚类趋势；B-Subclass 2的 GO功能富集；C-Subclass 4的 KEGG通路富集。 

A-Kmeans clustering trend; B-GO functional enrichment of Subclass 2; C-KEGG pathway enrichment of Subclass 4. 

图 5  核心亚群基因富集分析结果 

Fig. 5  Enrichment analysis of core subgroup genes 

安全性良好[23]。本研究造模通过 OVA/CFA 致敏联

合 OVA 雾化激发构建哮喘小鼠模型，结合病理染

色、血清 ELISA、RNA-seq、Western blotting以及

免疫荧光、免疫组化等多种手段进行研究。 

中医药治疗哮喘历史悠久，中医学将哮喘归于

（ 哮病” 喘证” 咳嗽”范畴，临床常以小青龙汤加

减治疗寒哮证[24]。现代药理研究表明，小青龙汤可

通过多通路发挥抗炎效应：转录组学与分子对接整

合分析证实，其能协同抑制巨噬细胞介导的炎症及

辣椒素受体（（TRPV1）依赖的神经源性通路，从而

缓解过敏性鼻炎症状[25]；网络药理学与蛋白质组学

整合研究亦发现，该方可通过抑制铁死亡途径改善

中性粒细胞型哮喘[13]。本研究 HE染色结果显示，

小青龙汤干预后小鼠肺组织炎症细胞浸润明显减

少，Masson染色证实气道胶原沉积降低，ELISA结

果显示血清 IgE、TNF-α等促炎因子水平显著下调，

提示小青龙汤可减轻哮喘气道结构损伤与重塑进

程。在此基础上，通过转录组学筛选差异基因并进

行 K-means聚类分析，锁定 NETs为核心调控通路，

并进一步开展动物实验验证，与已有研究形成互

补，丰富了小青龙汤干预哮喘多途径、多靶点的作

用机制。 

近年研究表明，NETs 的过度生成是哮喘病理

进展的关键驱动因素，且循环 NETs 水平与哮喘严

重程度强相关[26]。本研究采用免疫荧光、免疫组化

及Western blotting多种技术检测哮喘模型小鼠肺组

织，模型组小鼠肺组织中 NETs标志物MPO、NE、

PADI4、MMP9、FGA、CAMP 的表达水平显著升

高；小青龙汤干预后上述指标均明显下调，提示小

青龙汤可有效抑制肺组织 NETs 的形成进而改善气

道炎症。NETs的形成受多分子精密调控，依赖组蛋

白、MPO的酶促作用[27]，NE可在 NETs形成早期 
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A、B-MPO、NE免疫荧光染色及相对荧光强度统计(×50、×400)；C、D-MPO、PADI4免疫组化染色及阳性面积统计(×40、×200)；

**P＜0.01  ***P＜0.001。 

A, B-Immunofluorescence staining and relative fluorescence intensity of MPO and NE (×50, ×400); C, D- Immunohistochemical staining and positive 

area of MPO and PADI4 (×40, ×200); **P < 0.01  ***P < 0.001. 

图 6  小青龙汤抑制哮喘小鼠 NETs 标志物表达水平 ( x±s，n＝3) 

Fig. 6  Effects of Xiaoqinglong Decoction on NETs markers in asthmatic mice ( x±s，n＝3) 

特异性切割组蛋白，打破染色质致密结构；MPO则

结合组蛋白并协同 NE进一步促进染色质解聚[28]。

既往研究显示，MPO和 NE缺乏均会导致染色质解

聚障碍、NETs释放受阻[29]，提示二者为 NETs形成
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**P＜0.01  ***P＜0.001。 

图 7  各组小鼠肺组织 NETs 通路相关蛋白表达水平比较 ( x±s，n＝3) 

Fig. 7  Comparison of NETs pathway-related proteins in mouse lung tissues ( x±s，n＝3) 

的重要调控分子。组蛋白瓜氨酸化水平增高同样参

与 NETs 形成过程中的染色质解缩，组蛋白精氨酸

或单甲基化精氨酸转化为瓜氨酸残基的过程由

PADI4催化，PADI4敲除可使中性粒细胞无法发生

组蛋白 H3 瓜氨酸化，阻碍染色质解缩进而显著抑

制 NETs释放[30]。已有研究还发现，人类和小鼠中

性粒细胞的 NETs 释放均受 NOD 样受体热蛋白结

构域相关蛋白 3（NLRP3）炎症小体调控[31-32]，

NLRP3 在中性粒细胞中的激活与嗜天青颗粒及明

胶酶颗粒的释放密切相关，后者含有MMP-9[33]，后

续动物实验进一步证实MMP-9释放与NLRP3活化

存在关联[34]，敲低或抑制MMP-9可显著减少 NETs

形成[35]。CAMP是一类重要的抗菌肽，其在人体内

的成熟活性肽为 LL‑37[36]。研究表明，哮喘患者体

内该分子表达显著异常[37]，在 NETs 微环境中可

介导炎症小体 NLRP3 活化，进一步促进炎症和

NETs释放[38]。FGA编码纤维蛋白原 Aα链，是纤

维蛋白原的重要组成部分，在离子霉素刺激下可

在中性粒细胞表面聚集，进而显著抑制 NETs 相

关炎症反应[39]。上述分子共同参与调控 NETs形成

与中性粒细胞活化，在哮喘气道炎症的发生发展中

发挥关键作用。 

本研究将小青龙汤改善哮喘气道炎症的机制

聚焦于 NETs形成，证实其可靶向调控MPO、MMP-

9、CAMP、FGA、PADI4及 NE等关键分子表达，

为小青龙汤的临床应用及相关机制研究提供了实

验依据与理论支撑。同时，本研究也存在一定局限

性：仅采用临床等效剂量进行干预，未设置低、中、

高剂量梯度以探讨量效关系；受实验条件限制，未

开展小鼠肺功能检测，缺少功能学层面的疗效评

价。后续可通过增设不同剂量梯度及完善肺功能检

测等方式，系统开展量效关系研究并完善机制验

证，进一步明确小青龙汤调控 NETs 通路的物质基

础与作用规律，完善本研究的不足之处。 
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