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隐孔茵发酵物对脾虚证哮喘小鼠气道高反应性及炎症的影响
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摘 要：目的建立脾虚证哮喘小鼠模型，观察隐孑L菌发酵物(CVFS)对脾虚证哮喘小鼠气道高反应性及炎症的

影响。方法 以卵白蛋白(OVA)致敏+饮食不节+劳倦过度伤脾法建立脾虚证哮喘小鼠模型；测定小鼠的肺阻力

(R。)和支气管一肺泡灌洗液(BALF)中的炎症细胞，观察肺组织和免疫器官脾脏的病理变化。结果 脾虚证哮喘

小鼠的气道高反应性、BALF中的嗜酸性粒细胞数目，肺组织嗜酸性粒细胞炎性病理变化以及脾脏指数与单纯哮

喘小鼠比较有明显差异(P<0．05)。CVFS能明显改善单纯哮喘小鼠和脾虚证哮喘小鼠由乙酰甲胆碱(MCH)诱

导的气道高反应性，减少BALF中的嗜酸性粒细胞数目，以及改善肺组织嗜酸性粒细胞炎性病理变化，而对脾虚证

哮喘小鼠作用更为明显。CVFS能明显增加脾虚证哮喘小鼠脾脏指数，而对单纯哮喘小鼠的脾脏指数无明显影响。

结论()VA致敏+饮食不节+劳倦过度伤脾法可建立脾虚证哮喘小鼠模型；CVFS可明显改善脾虚症状，抑制脾

虚证哮喘小鼠的气道高反应性和炎症反应，提示CVFS可用于临床脾虚证哮喘的治疗。

关键词：隐孔菌发酵物；脾虚证；哮喘；气道高反应性
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Effects of Cryptoporus volvatus ferment substance on airway hyperresponsiveness

and inflammation in asthmatic mice with spleen—deficiency syndrome
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Abstract：Objective To establish a model of asthma mice with spleen—deficiency syndrome(asthma—

SDS)and to investigate the effects of Cryptoporus volvatus ferment substance(CVFS)on the airway hy—

perresponsiveness and inflammation in model mice．Methods An asthma—SDS model of mice was estab—

lished by ovalbumin(OVA)一sensitized plus over—eating and over—exerting．The changes of lung resistance

(RL)，inflammatory cells in bronchoalveolar lavage fluid(BALF)，lung tissue pathology，and spleen index

were observed．Results Compared with the simple asthma model of mice．the airway hyperrespon—

siveness，eosinophils number in the BAI。F，lung tissue pathology，and spleen index in the asthma—SDS

model of mice showed a significant difference(P<0．05)．CVFS could inhibit methacholine(MCH)一in—

duced airway hyperresponsiveness，decrease eosinophils number in BALF，and improve eosinophils inflam—

matory infiltration in the lung tissue of the simple asthma and the asthma—SDS model of mice．CVFS had

more potent effect in asthma—SDS model than simple

asthma—SDS model of mice，but not influenced spleen

ma—SDS model of mice could be established by oVA．

asthma model．CVFS also increased spleen index in

index in simple asthma model．Conclusion An asth—

sensitized plus over—eating and over～exerting．CVFS
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not only significantly improves spleen—deficiency syndrome in mice。but also inhibits the airway hyperre—

sponsiveness and inflammation in the asthma—SDS model of mice．Consequently，the results suggeste that

CVFS could be used for the clinical asthma patients with spleen—deficiency syndrome．

Key words：Cryptoporus volvatus(Peck)Hubbard ferment substance(CVFS)；spleen—deficiency syn—

drome；asthma；airway hyperresponsiveness

中医学把支气管哮喘称为“哮证”或“哮病”。认

为哮喘缓解期以虚证为主，以肺、脾、肾三脏气虚、阳

虚为本。认为“脾为生痰之源，肺为贮痰之器”。若因

劳伤、食伤等伐脾，致使脾不健运，水湿停积与寒热

互结必生痰浊，故脾为生痰之源。中医认为哮证主治

在痰，根治在脾口]。隐孔菌为隐孔菌科隐孔菌Cryp—

toporus volvatus(Peck)Hubbard的子实体，有舒筋

活络、祛风除湿的功效[2j，在民间用于治疗支气管炎

和哮喘。本实验根据哮喘脾气虚的病机，探讨隐孔菌

发酵物(Cryptoporus volvatus ferment substance，

CVFS)对脾虚证哮喘模型小鼠的影响。

1 材料

1．1 药品与试剂：CVFS，由杭州泰士生物科技有限

公司提供，批号010702，临用时以生理盐水配成

25％和5％混悬液；卵白蛋白(OVA)和乙酰甲胆

碱(methacholine，MCH)购于美国Sigma公司；乌

拉坦(Urethane)，中国医药公司上海化学试剂公司。

1．2动物：NIH小鼠，体重(20±2)g，清洁级，雌

雄各半，购于浙江大学医学院实验动物中心，合格证

书：医动字第220010014号。

1．3 仪器：Pari Master压缩吸入机(Bari，Mas—

ter；德国)；系统显微镜(Olympus BX51，日本)；冷

冻离心机(Eppendorf 5804R，德国)。小鼠肺功能测

定仪(自制)，MedLab生物信号采集处理系统

5．0．1版(南京美易科技有限公司)。

2 方法

2．1 致敏小鼠：实验第1天，乙醚麻醉小鼠，以

OVA 1 mg溶于10％A1(OH)。凝胶1 ml。中，每只

小鼠两后足掌各SC 0．05 mL。实验第11天，每只小

鼠用上述OVA 0．1 mL ip给药以加强致敏。

2．2动物分组、给药途径和剂量：共分7组，每组

9～10只小鼠，雌雄各半。均ig给药。正常组：正常

小鼠，不经任何处理；模型组(单纯哮喘模型和脾虚

证哮喘模型)：ig生理盐水，每只0．5 mI。；CVFS

0．3、2．7 g／kg组：两种模型致敏第20天起ig给药，

每天1次，共10 d。

2．3脾虚证哮喘模型制备[3]：致敏的第12天起，给

被致敏的小鼠每天ig 30 mI。／kg 1次，而后将小鼠

放入温水中游泳，直至其无力游动或欲溺水为止。造

成所谓“饮食不节+过劳伤气”脾虚证模型。以上步

骤每天1次，连续10 d。

2．4抗原攻击：致敏第23天，将致敏小鼠放入4 L

玻璃钟罩内，用雾化吸入器雾化1“／／0 OVA(用生理

盐水配制)30 rain，每天1次，共7 d。

2．5 小鼠气道高反应性测定[4]：实验第30天，用

25％乌拉坦按4 mL／kg麻醉小鼠，仰卧位固定，剪

开颈部皮肤，①行气管插管，再行小鼠颈外静脉插管

和胸膜腔插管，置于小鼠体描记器内，接通气管插管

引伸于体描记器外，同时于体描记器的侧孔接上压

力换能器和MedLab生物信号采集处理系统，将所

有导管接通完毕，密闭体描记器，描记随小鼠呼吸而

引起的容积变化，即潮气量(yT)。②用一端塞入细

玻管造成气阻的“Y”型管行气管插管，另一端连上

压力换能器和MedI。ab生物信号采集处理系统，即

可记录阻力端内外(即气管内和大气压)之间的压

力差，可得气流速率(y)。实验前用标准气流计定标

准。③用一自制钝头带3个小孔的金属管由第5间

插入小鼠的胸膜腔内，该管用导管与差压换能器一

MedLab生物信号采集处理系统连接，差压换能器

的另一头与气管插管连接(口腔压)，即得跨肺压

(Ptp)。待体描记器内的小鼠状态完全稳定后，分别

用MCH 0．125、0．25、0．5、1．0、2．0 ptg／kg iv给药，

观察VT、V、Ptp变化，通过计算机处理得肺阻力值

(R-．一V／Ptp)，以MCH为零时R。值作为基线

100％，再换算成不同MCH剂量下R。增加值。

2．6支气管肺泡灌洗：小鼠致敏第22天，再经抗原

攻击7 d(每天1次)，第30天脱臼处死动物，气管

插管，用1％牛血清一生理盐水溶液1 mL灌洗支气

管肺泡，来回冲洗3次，收集支气管肺泡灌洗液

(BAI。F)。

2．7 BALF中自细胞计数和细胞分类计数：混匀收

集的BAI．F，取0．1 mL用白细胞稀释液1：1稀

释，用细胞计数板计数白细胞，涂片用酸性粒细胞特

殊染色后在显微镜下作白细胞分类计数。

2．8肺组织病理学切片检查：取肺置于10％福尔

马林固定液中固定，作病理切片，苏木素伊红染色后
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在显微镜下观察肺组织过敏性炎症表现。

2．9脾脏指数测定：小鼠处死后取脾脏，称质量，计

算脾脏指数。

2．10统计学处理：用计算机和Sigma Stat统计软

件(Sigma Stat 1．01 for Windows 95，1992，Jandel

Corporation，美国)。

3 结果

3．1 对MCH诱发的小鼠R。增加的影响：致敏小

鼠经抗原多次攻击后，以MCH iv诱发气道高反应

性。表I结果显示MCH呈剂量依赖性地增加小鼠

RL。与正常组比较，MCH在0．125、0．25、0．5、1．0

和2．0／-g／kg时，单纯哮喘模型组R。，值分别增加了

26．5％、28．3％、39．8％、68．3％和120．7 oA；脾虚

证哮喘模型组R。值分别增加了44．1％、90．5％、

79．7％、91．3％和139．3％。脾虚证哮喘模型组与

单纯哮喘模型组比较R。值分别增加了13．9％、

48．5％、28．5％、13．8％和8．4％。CVFS 2．7 g／kg

治疗的单纯哮喘组与单纯哮喘模型组比较，MCH

0．125、0．25、0．5、1．0和2．0 119／kg 5个剂量点的

抑制率分别为17．1％、14．o％、20．6％、29．7％和

46．3％，平均抑制率为25．5％。CVFS 2．7，g／kg治

疗的脾虚证哮喘组与脾虚证哮喘模型组比较，MCH

5个剂量点的抑制率分别为29．9％、47．o oA、

41．o％、44．0 oA和56．0％，平均抑制率为43．6％。

表1 CVFS对MCH诱发的哮喘小鼠R。的影响(；±s)

Table 1 Effect of CVFS on RL of asthma mice induced by MCH(；±s)

与正常组比较：+P<0．05 ～P<O．Ol ⋯P<O．001； 与单纯哮喘模型组比较

脾虚证哮喘模型组比较：aP<0．05△△P<0．01 zxZXAp<0．001；表2，表3同

‘P<0．05 一P<0．Ol ⋯P<0．001 v5 normal group； ”P<0．05 4。 P<0·01 ⋯j’<0．001 WS simple asthma model

group： △P<0．05 △△P<0．01 △△△P<0．001"US spleen—deficiency syndrome asthma model group；Tables 2 and 3 are same

3．2 对脾虚证哮喘小鼠BAI。F中炎症细胞的影 胞和中性粒细胞数目，但作用强度不及其对脾虚证

响：致敏小鼠经抗原多次攻击后，BALF中的白细胞 哮喘小鼠，而且其对单纯哮喘小鼠白细胞总数增加

总数、嗜酸性粒细胞和中性粒细胞数目明显增多。与 无明显影响，见表2。

正常组比较，单纯哮喘模型组分别增加了2．93、73 3．3对抗原攻击后小鼠支气管肺组织病理学的影

和13．0倍；脾虚证哮喘模型组分别增加了2．88、 响：镜检可观察到单纯哮喘模型组和脾虚证哮喘模

114和11．6倍。脾虚证哮喘模型组的嗜酸性粒细胞 型组的小鼠肺组织血管周围和支气管周围有嗜酸性

比单纯哮喘模型组增加更为明显，两者比较差异显 粒细胞浸润，与正常组小鼠比较有明显差异。脾虚证

著(P<0．05)。CVFS 0．3和2．7 g／kg组能明显减 哮喘模型组又较单纯哮喘模型组病理变化严重，经

少脾虚证哮喘小鼠BAI。F中的自细胞总数、嗜酸性 CVFS 0．3和2．7 g／kg治疗后，嗜酸性粒细胞浸润

粒细胞和中性粒细胞数目。虽然CVFS 0．3和2．7 程度均明显减轻，见图1。

g／kg组也能显著抑制单纯哮喘小鼠的嗜酸性粒细 3．4对脾虚证哮喘小鼠脾脏指数的影响：小鼠经抗

表2 CVFS对脾虚证哮喘小鼠BALF中炎症细胞的影响(i±s)

Table 2 Effect of CVFS Oil inflammatory cells in BALF of asthmatic mice with spleen—deficiency syndrome(；±s)
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A-正常组 B-单纯哮喘模型组 c一脾虚证哮喘模型组D-单纯哮喘+cVFs 2．79／kg E-脾虚证哮喘+cvFs 2．79／kg

图1 CVFS对哮喘小鼠支气管一肺组织噌酸性粒细胞浸润的影响(X400)

Fig．1 Effect of CVFS on eosinophils infiltration of bronchus—pulmonary tissue in asthma mice(×400)

原致敏后，脾脏指数明显增大，单纯哮喘模型组与正 本实验结果表明：脾虚证哮喘小鼠的气道高反

常组和脾虚证哮喘模型组比较差异均显著(P< 应性，BALF中的嗜酸性粒细胞数目，肺组织嗜酸性

0．01)，见表3。脾虚证哮喘模型小鼠给予CVFS 0．3 粒细胞炎性病理变化以及脾脏指数与单纯哮喘小鼠

和2．7 g／kg治疗，与脾虚证哮喘模型组比较，脾脏 比较有明显差异(P<0．05)。CVFS能明显改善单

指数明显增加(P<o．05)。而单纯哮喘模型小鼠给 纯哮喘小鼠和脾虚证哮喘小鼠由MCH诱导的气道

予CVFS 0．3和2．7 g／kg治疗后，与单纯哮喘模型 高反应性，减少BAI。F中的嗜酸性粒细胞数目，以

组比较无明显差异(P>o．05)。 及改善肺组织嗜酸性粒细胞炎性病理变化，而对脾

表3 CVFS对哮喘小鼠脾脏指数的影响(卫±s) 虚证哮喘小鼠作用更为明显。CVFS能明显增加脾

Table 3 Effect of CVFS on spleen index

of asthma mice(；±s)

组别 动物／只脾脏指数／(mg·g_1)

4讨论

本实验以OVA为抗原，以A1(OH)。凝胶为佐

剂，SC和ip致敏，再气雾吸人OVA进行攻击，建立

了小鼠哮喘模型，结果表明：模型小鼠BALF中白

细胞总数比正常小鼠明显增加，嗜酸性粒细胞数量

也显著提高，肺部病理学切片检查可见嗜酸性粒细

胞浸润，而且在小鼠肺功能测定中也发现同一剂量

的MCH激发时，模型组R。增高程度明显高于正常

组小鼠，与文献报道一致[5“]。根据中医“劳伤、食伤

等伐脾，致使脾不健运”的原理，复制了脾虚证哮喘

模型，即在哮喘模型的基础上累加脾虚证，造成脾虚

证哮喘模型小鼠体重显著下降，体毛疏松粗糙，毛色

无光泽，表现乏力、倦怠、喜扎堆，便溏等症状，与文

献报道一致[7]。本实验还观察到小鼠用OVA致敏

经抗原攻击后脾脏指数与正常小鼠比较明显升高，

而脾虚证哮喘模型组小鼠采用同样方法致敏和抗原

攻击却未观察到脾脏指数明显升高，提示脾虚证可

影响小鼠免疫器官脾脏的质量，但其免疫功能并未

被抑制，这在本实验的其他功能指标上可反映出来。

这些结果提示本实验中采用的造模方法是成功的。

虚证哮喘小鼠脾脏指数，而对单纯哮喘小鼠的脾脏

指数无明显影响，提示CVFS可能不是一个免疫抑

制剂，而可能通过免疫调节起作用。

目前临床治疗哮喘首选药物为免疫抑制剂糖皮

质激素，但长期使用会有许多不良反应。为了避免激

素的副作用，人们设法采用其他抗炎药物来替代激

素。根据中医药治疗的整体调治，扶正固本，在治疗

疑难杂证所具有独特的优势，开发中草药新药源来

治疗哮喘就具有十分重要的意义。早在15世纪《滇

南本草》就有关于隐孑L菌的记载。隐孑L菌在民间用于

治疗气管炎和哮喘。因该菌为腐生真菌，生态环境严

格，以致蕴藏量少，资源紧缺，故对隐孔菌发酵培养

来作为新药源的开发。通过与野生隐孔菌比较，发酵

培养隐孑L菌化学成分基本上与野生隐孑L菌相似[8]。

最近研究证明：人工发酵的虫草菌粉对致敏豚鼠抗

原攻击引起的R。。升高和动态肺顺应性下降以及大

鼠气道嗜酸性粒细胞炎性浸润有明显抑制作用[9]。

同样，CVFS对大鼠多形核粒细胞生成和释放炎症

介质白三烯(LTB。、LTC。和LTD。)有明显抑制作

用Do]。从隐孔菌发酵物中提取的多糖成分能明显减

少抗原攻击致敏豚鼠肺组织释放白三烯，抑制致敏

豚鼠气管Schultz—Dale反应[1叼；抑制致敏豚鼠抗原

攻击的气道炎症和气道高反应性，也明显抑制血小

板活化因子(PAF)诱导的嗜酸性粒细胞趋化作

用[1 2|。隐孔菌发酵物平喘和抗变态反应作用机制可

能与其抑制白三烯生成和释放，调节Thl和Th2

细胞平衡有关(未发表)。

综合上述结果表明，CVFS可明显改善脾虚
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症状，抑制脾虚证哮喘小鼠的气道高反应性和炎症

反应，从而提示了CVFS可用于临床脾虚证哮喘的

治疗。
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注射用熊胆粉对大鼠脑血栓的影响

张庆镐1，徐惠波2，朴惠善p

(1．延边大学医学院，吉林延边 133000；2．吉林省中医中药研究院，吉林长春130000)

摘要：目的观察注射用熊胆粉对脑血栓、脑缺血动物模型的影响。方法观察注射用熊胆粉iv给药后对大鼠

大脑中动脉血栓模型、不完全性脑缺血、血小板、血栓形成、血瘀大鼠血液流变性的影响。结果 注射用熊胆粉可明

显抑制大鼠体内外血栓的形成，降低血液黏度，改善血液流变性，抑制血小板聚集，降低血小板黏附性，改善血栓性

缺血脑组织病变程度，降低毛细血管通透性，且可降低损伤脑组织中丙二醛(MDA)水平，保护超氧化物歧化酶

(sOD)活性。结论 注射用熊胆粉对脑缺血有保护和治疗作用。

关键词：注射用熊胆粉；脑血栓；脑缺血；血液流变学；毛细血管通透性
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Effect of F以Ursi powder for injection on cerebral thrombosis in rats

ZHANG Qing—ga01，XU Hui_b02，PIAO Hui—shanl

(1．Medical School of Yanbian University，Yanbian 133000，China；2．Jilin Research Institute of

Traditional Chinese Medicine，Changchun 1 30000，China)．

Key words：Fel Ursi powder injection；cerebral thrombosis；cerebral—ischemia；hemorrheology；

permeability of blood capillary
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