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三子养亲汤对支气管哮喘模型大鼠尿皮质素及肺表面活性蛋白-D表达的影响
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摘 要：目的 探讨三子养亲汤（SZ）对大鼠实验性支气管哮喘的保护作用及潜在机制。方法 以卵清蛋白（OVA）致敏和

激发诱发支气管哮喘，将大鼠随机分为 5组：对照组、模型组、地塞米松（阳性药，1 mg/kg）组、SZ治疗（200 mg/kg）

组和SZ单给药（不造模，200 mg/kg）组。试剂盒法检测血清免疫球蛋白E（IgE）水平。ELISA试剂盒法检测支气管肺泡

灌洗液（BALF）中的炎性生物标志物白细胞介素（IL）-4、IL-5、IL-13、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、γ-干扰素（IFN-γ）；

Dunger's稀释液染色法进行BALF中嗜酸性粒细胞计数；试剂盒法检测BALF中氧化氮应激生物标记物丙二醛（MDA）和

谷胱甘肽（GSH）水平、超氧化物歧化酶（SOD）的活性；实时荧光定量 PCR 法检测 BALF 中诱导型一氧化氮合

酶（iNOs）RNA水平。以Western blotting法检测肺匀浆中肺表面活性蛋白-D（SP-D）表达水平；免疫组化测定肺中尿皮质

素（UCN）的表达。HE染色法观察大鼠肺组织病理学变化。结果 与模型组比较，SZ治疗可显著降低血清 IgE水平（P＜

0.05）；显著降低BALF中MDA含量，同时显著提高 SOD活性和GSH含量（P＜0.05）；显著降低BALF中IL-4、IL-5、IL-13、

IFN-γ和TNF-α水平（P＜0.05）；显著降低肺组织中 SP-D和UCN的蛋白表达（P＜0.05）；HE染色结果表明，SZ显著改善

模型大鼠肺组织炎症病变。结论 SZ可通过下调SP-D和UCN表达改善OVA诱导的支气管哮喘。

关键词： 三子养亲汤；支气管哮喘；尿皮质素；肺表面活性蛋白-D；炎症；氧化应激

中图分类号：R965 文献标志码：A 文章编号： 1674-6376（2020）11-2187-06

DOI：10.7501/j.issn.1674-6376.2020.11.007

Effect of Sanzi Yangqin Decoction on urine corticosteroids and pulmonary

surfactant protein-D expression in bronchial asthma rats

YU Honggang1, FU Dahai1, SONG Chao1, TANG Junfeng2, MA Jingwei3

1. Department of Lung Diseases, Xi'an Hospital of Traditional Chinese Medicine, Xi'an 710012, China

2. Laboratory of Traditional Chinese Medicine Pharmacology, Shaanxi University of Traditional Chinese Medicine, Xianyang

712000, China

3. Department of Respiratory Medicine, Baoji Hospital of Traditional Chinese Medicine, Baoji 712000, China

Abstract: Objective Investigate the protective effect and mechanism of Sanziyangqin Decoction (SZ) on experimental bronchial

asthma in rats. Methods Bronchial asthma was sensitized and stimulated with ovalbumin (OVA). Rats were randomly divided into

five groups, including normal control group, model group, DEXA (positive drug, 1 mg/kg) group, SZ treatment (200 mg/kg) and SZ

control (200 mg/kg) group. The level of serum immunoglobulin E (IgE) was detected by kit method. Interleukin (IL)-4, IL-5, IL-13,

tumor necrosis factor - α (TNF-α) and interferon-γ (IFN-γ) in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were detected by ELISA kit;

Dunger's dilution staining method was used to count eosinophils in BALF; the levels of malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH)

and the activity of superoxide dismutase (SOD) in BALF were detected by kit method; the level of inducible nitric oxide synthase

(iNOS) RNA in BALF was detected by real-time quantitative PCR. The expression of pulmonary surfactant protein-D (SP-D) in

lung homogenate was detected by Western blotting, and the expression of urinary corticosteroids (UCN) was detected by

immunohistochemistry. He staining was used to observe the pathological changes of lung tissue. Results Compared with the model

group, SZ treatment significantly reduced the serum IgE level (P < 0.05), significantly reduced the MDA content in BALF,
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significantly increased the SOD activity and GSH content (P < 0.05), significantly reduced the levels of IL-4, IL-5, IL-13, IFN-γ and

TNF-α in BALF (P < 0.05), significantly reduced the protein expression of SP-D and UCN in lung tissue (P < 0.05); HE staining

showed that SZ significantly improved the model inflammatory changes of lung tissue in model rats. Conclusion SZ can improve

the bronchial asthma induced by ovalbumin by regulating the expression of SP-D and UCN.

Key words: Sanziyangqin Decoction; bronchial asthma; urocortin; surfactant protein-D; inflammation; oxidative stress

支气管哮喘是普遍存在的严重健康问题，全球

有 3 亿不同年龄和种族的人患有哮喘，全球每 250

名哮喘患者中就有 1人死于哮喘，其发病率逐年上

升。其除受生活方式、环境因素和经济状况影响

外，遗传因素在哮喘中也起重要作用［1-2］。支气管哮

喘是气道的慢性炎症，其特征在于支气管反应过度

和气道重塑［3］，T淋巴细胞被激活，产生高水平的白

细胞介素（IL）、γ-干扰素（IFN-γ）和肿瘤坏死因子-α

（TNF-α），而嗜酸性粒细胞的激活则导致反应过度

和气道重塑［4-5］。目前临床常用疗法，如吸入皮质类

固醇和长效 β2激动剂等疗效不理想，同时可能加重

病情［6］，因此，急需具有新型作用机制的药物来治疗

哮喘。中药方剂三子养亲汤（SZ）临床治疗哮喘疗

效确切［7-8］，同时具有较高的安全性，然而其作用机

制尚不明确，本研究拟通过大鼠哮喘模型阐明SZ潜

在的作用机制，为其临床应用提供一定的理论基础。

1 材料

1.1 药物及主要试剂

SZ 制 备 ：莱 菔 子（Semen Raphani）、白 芥

子（Semen Sinapis）、紫苏子（Perillae Fructus）各12 g，由

陕西省中药材公司提供合格药材，并经陕西中医药

大学唐俊峰鉴定 ，分别为十字花科植物萝卜

Raphanus sativus L. 的干燥成熟种子，白芥 Sinapis

alba L. 的干燥成熟种子，唇形科植物紫苏 Perilla

frutescens（L.）Britt.的果实。将紫苏子、莱菔子、白

芥子 3味药按 1∶1∶1混合后加 10倍量水，煎煮 2次，

将 2次提取液过滤，加热浓缩成生药 1 g/mL，有效成

分芥子碱硫氰酸盐含量达到药典规定［9］，合格药液

于4 ℃保存备用。

卵清蛋白（OVA）（批号A5503，规格 1 g，质量分

数 62%～88%），氢氧化铝［Al（OH）3］（批号 239186，

规格 25 g，质量分数 99%）及地塞米松（批号D4902，

规格 25 mg，质量分数≥97%），美国 Sigma 公司。

TNF-α ELISA试剂盒（美国Ray Biotech）；免疫球蛋

白E（IgE）ELISA试剂盒（美国Express Biotech）；IL-5

ELISA 试剂盒（Cusabo Biotech Co.，LTD）；IL-4、IL-

13、IFN-γ和诱导型一氧化氮合酶（iNOs）ELISA 试

剂盒购自美国Sigma公司；丙二醛（MDA）比色试剂

盒购自 CliniLab公司；谷胱甘肽（GSH）和超氧化物

歧化酶（SOD）试剂盒购自 Biodiagnostic公司；肺表

面活性蛋白 -D（SP-D）蛋白一抗（Cell Signaling

Technology，Beverly，MA，USA）；二抗（Bio-Rad，

Hercules，CA，USA）；RNA 提 取 试 剂 盒（ 美 国

Qiagen）；cDNA逆转录试剂盒（美国Fermentas）。光

学显微镜（德国Leica Microsystems）

1.2 实验动物

雄性Wistar大鼠，体质量 160～170 g，购自上海

斯莱克公司，实验动物生产许可证号 SCXK（沪）

2017-0005。在实验开始前，于无病原体的稳定环境

条件下，温度为（25±2）℃，湿度为（60±10）%，光

照/黑暗周期为12 h/12 h，饲养2周。

2 方法

2.1 造模与分组

将 OVA 以 200 μg/mL 的质量浓度溶于生理盐

水中，然后以 1∶1的比例以 Al（OH）3（10 mg/mL）沉

淀。根据文献所述方法［10］，在第 1、2、3、11天向大鼠

腹膜内注射 1 mL 的 OVA/Al（OH）3悬浮液以致敏。

在第 20天用乙醚麻醉大鼠，然后在实验的第 20、21、

22天连续 3 d将溶解于 300 μL生理盐水中的 1.5 mg

OVA滴入鼻腔开口处诱发哮喘。对照组以生理盐

水代替OVA。

将大鼠随机分为 5组（每组 8只）：对照组（等体

积生理盐水）、模型组、地塞米松（阳性药，1 mg/kg）［11］

组、SZ 治疗（200 mg/kg，临床等效剂量［12］）组和 SZ

单给药（不进行造模，200 mg/kg）组。造模同时，每

天 ig给药1次。

2.2 血清收集及 IgE水平检测

在第 23天实验结束后，眼眶后静脉丛收集血液

样本，低温离心机中以 3 000 r/min离心 10 min，获得

血清样品，储存在−20 ℃。根据ELISA试剂盒说明

书检测血清 IgE水平。

2.3 支气管肺泡灌洗液（BALF）收集及指标检测

采血后，脱颈处死动物，通过将插管原位插入

气管中获得BALF样品，将 BALF 样品于 4 ℃下，

1 000 r/min 离心 15 min，回收率范围为 54.32%～

63.71%，将上清液保存在−80 ℃。通过ELISA试剂
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盒法检测 BALF 中 IL-4、IL-5、IL-13、TNF-α、IFN-γ

和 iNOs水平。

将细胞沉淀重悬于 100 μL磷酸盐缓冲液中，使

用Dunger's稀释液将嗜酸性颗粒染色，从而裂解白

细胞（WBCs）和红细胞（RBCs）后，使用血细胞计数

器测定沉淀中的嗜酸性粒细胞［13］。

2.4 肺组织匀浆制备及氧化应激指标检测

分离肺，并用 5 mL预冷生理盐水洗净，然后压

在 2张滤纸之间。右肺用于制备组织匀浆，而左肺

用于组织病理学研究。使用均质器在预冷生理盐

水中制备肺匀浆，并在4℃下2 000 r/min离心20 min，将

得到的上清液保存在−80 ℃。试剂盒法检测GSH、

MDA含量和SOD活性。

2.5 Western blotting检测SP-D蛋白表达

使用 RIBA 裂解缓冲液裂解匀浆肺组织（50

mg），4 ℃下离心 20 min 后，收集上清。将样品于

95 ℃下煮 5 min使蛋白变性，然后以 20 mg上样量

加至 7% SDS-PAGE 凝胶中，转移至硝酸纤维素膜

上。使用 5% BSA将膜在室温下封闭 1 h，4 ℃与稀

释度为 1∶1 000的一抗孵育过夜。洗涤后与二抗室

温下孵育 1 h，TBST洗涤 3次。BCA 法显色曝光，

Image J软件进行灰度分析。

2.6 qRT-PCR法检测 iNOS表达

使用 RNA 提取试剂盒从细胞沉淀中分离总

RNA，然后根据说明通过 cDNA逆转录试剂盒转录

为 cDNA，并 扩 增（iNOS 上 游 引 物 5’-

GACCAGAAACTGTCTCACCTG-3’，下游引物 5’-

CGAACATCGAACGTCTCACA-3’；β -actin 上游引

物 GGCTGTATTCCCCTCCATCG，下 游 引 物

CCAGTTGGTAACAATGCCATGT）。使用比较阈

值循环法（CT），分析mRNA表达水平。

2.7 免疫组织化学法分析尿皮质素（UCN）

参照文献方法［14］，将包埋在石蜡中的组织样品

重新水化，并在 4 ℃下与抗UCN一抗孵育过夜，洗

涤载玻片后与二抗孵育。在光学显微镜下观察，对

染色强度进行评估。

2.8 组织病理学研究

大鼠脱颈后，解剖左肺，用等渗生理盐水洗涤

并压在两张滤纸之间。干燥的肺保存于 10% 盐水

溶液中，使用梯度浓度的乙醇进行脱水后，包埋在

石蜡中。按文献所述方法使用苏木精-伊红（HE）

染色［15］。

2.9 统计分析

应用软件 SPSS 22.0 进行统计学分析，结果以

x
—
±s 表示，使用方差单向分析（ANOVA）进行统计

分析。

3 结果

3.1 SZ对血清 IgE及肺组织氧化应激指标的影响

与对照组比较，模型组血清中 IgE水平显著增

加（P＜0.05）；与模型组比较，地塞米松治疗的大鼠

血清 IgE水平显著降低（P＜0.05）；同样，SZ治疗可

显著降低 IgE水平（P＜0.05）。与对照组比较，SZ单

给药组无显著性差异。

与对照组比较，OVA激发后 MDA的肺组织含

量显著增加，而SOD活性和GSH含量显著下降（P＜

0.05）。与模型组比较，地塞米松和SZ治疗后，可显

著降低MDA含量，同时显著提高 SOD活性和GSH

含量（P＜0.05）。SZ单给药组与对照组之间无显著

性差异。结果见图1。

3.2 SZ对BALF中细胞因子水平的影响

与对照组比较，模型组 BALF 中 Th2 细胞因

子（IL4、IL-5和 IL-13）、Th1细胞因子（IFN-γ和TNF-

α）水平显著增加（P＜0.05）；地塞米松或 SZ治疗后，

IL-4、IL-5、IL-13、IFN-γ和TNF-α水平显著降低（P＜

0.05）。与对照组比较，SZ 单给药组中各细胞因子

表达水平无明显差异。结果见表1。

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group

图1 SZ对 IgE及氧化应激指标的影响（x
—
±s，n=8）

Fig. 1 Effect of SZ on IgE and oxidative stress index(x
—
±s，n=8)
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3.3 SZ对SP-D蛋白表达的影响

与对照组比较，模型组中SP-D的蛋白表达显著

增加（P＜0.05）；与模型组比较，地塞米松或 SZ治疗

后大鼠SP-D表达显著降低（P＜0.05）。SZ单给药组

与对照组比较无显著差异。结果见图2。

3.4 SZ对BALF中iNOS及嗜酸性粒细胞水平的影响

与对照组比较，OVA 诱发哮喘后 iNOS和嗜酸

性粒细胞水平显著升高（P＜0.05）；地塞米松或 SZ

治疗后，BALF中 iNOS和嗜酸性粒细胞水平均显著

降低（P＜0.05）。SZ单给药组与对照组比较无显著

差异。结果表2。

3.5 SZ对肺组织UCN表达的影响

用UCN抗体免疫染色后，与对照组比较，模型

组棕色染色强度明显增加，表明蛋白表达高于对照

组。与模型组比较，地塞米松和 SZ治疗后，其染色

强度明显降低。结果见图3。
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与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group

图2 SZ对OVA诱导的支气管哮喘大鼠BALF中SP-D蛋白

表达的影响（x
—
±s，n=8）

Fig. 2 Effect of SZ on SP-D protein expression in BALF of

rats with OVA induced bronchial asthma (x
—
±s，n=8)

表2 SZ对OVA诱导的支气管哮喘大鼠BALF中 iNOS和

嗜酸性粒细胞水平的影响（x
—
±s，n=8）

Table 2 Effects of SZ on iNOS and AEC levels in BALF of

rats with OVA induced bronchial asthma (x
—
±s，n=8)

组别

对照

模型

地塞米松

SZ单给药

SZ治疗

剂量/（mg·kg−1）

—

—

1

200

200

iNOS/β-actin

1.03±0.01

18.90±1.89*

5.05±0.55#

1.22±0.12#

5.87±0.55#

嗜酸性粒细胞计数

1.16±0.12

76.48±6.93*

11.46±1.13#

0.78±0.06#

4.88±0.49#

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group

 

 

 

对照                          模型                          地塞米松                     SZ 200 mg∙kg−1治疗 

图3 免疫组化分析SZ对OVA诱导的支气管哮喘大鼠UCN的影响
Fig. 3 Immunohistochemical analysis of effect of SZ on OVA induced UCN in asthmatic rats

表1 SZ对OVA诱发的支气管哮喘大鼠BALF中细胞因子表达水平的影响（x
—
±s，n=8）

Table 1 Effect of SZ on expression of cytokines in BALF of rats with OVA induced bronchial asthma (x
—
±s，n=8)

组别

对照

模型

地塞米松

SZ单给药

SZ治疗

剂量/

（mg·kg−1）

—

—

1

200

200

Th2细胞因子/（pg·mL−1）

IL-4

17.26±0.89

191.04±8.08*

62.60±3.20#

22.70±1.70#

74.85±6.30#

IL-5

15.08±0.70

121.66±4.30*

61.91±3.71#

15.96±1.36#

62.92±5.90#

IL-13

34.50±1.62

208.30±1.60*

80.40±6.13#

36.25±2.04#

75.76±4.04#

Th1细胞因子/（pg·mL−1）

TNF-α

24.04±1.03

127.09±5.28*

64.40±5.16#

32.96±1.22#

70.72±5.16#

IFN-γ

24.04±1.03

127.09±5.28*

64.40±5.16#

32.96±1.22#

70.72±5.16#

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05
*P < 0.01 vs control group；#P < 0.05 vs model group
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3.6 SZ在组织病理学改变中的作用

对照组 HE 切片的显微镜检查显示，支气管和

肺泡的组织学结构正常；而模型组的切片显示，支

气管和肺泡结构发生改变，支气管周围和血管周围

的囊中有大量炎症细胞，支气管内部存在炎症细胞

浸润。使用地塞米松和SZ预处理后，肺部结构显著

改善，炎症细胞明显减少。SZ单给药组的切片显示

正常的肺部结构，轻度的血管周围炎症，支气管周

围单核细胞，未发现局灶性气肿且未检测到支气管

内浸润（图4）。

4 讨论

在本研究中，以抗哮喘参考药物地塞米松作为

对比，在大鼠中研究了 SZ对 OVA诱导的支气管哮

喘的可能保护作用。OVA是诱导支气管哮喘的金

标准，其通过增加血清 IgE的水平［16］，而 IgE是通过

炎症细胞脱粒引起哮喘的。IgE与其受体结合后，

会导致支气管收缩和炎症介质的释放［3］。本研究

中，与对照组比较，模型组的血清 IgE显著升高，地

塞米松显著降低了血清 IgE 水平，与 Huang 等［17］报

道一致。同时，与模型组比较，SZ 显著降低血清

IgE，验证SZ抗哮喘的作用。

除此之外，OVA还可诱导 Th1和 Th2细胞。有

研究显示，Th2细胞除可通过诱导细胞因子 IL-4、IL-

5和 IL-13收缩平滑肌外，还可通过诱导 IgE的产生、

嗜酸性粒细胞的激活和黏液分泌，促进气道高反应

性和气道炎症［5，18］。Th1 细胞被认为可诱导 TNF-α

和 IFN-γ表达，在哮喘的发病过程中发挥作用［4］。其

中TNF-α被认为是气道炎症中的关键细胞因子，通

过诱导促炎性介质以及吸引中性粒细胞和嗜酸性

粒细胞来刺激炎症反应［4］。本研究发现，OVA刺激

显著增加BALF中 IL-4、IL-5、IL-13、TNF-α和 IFN-γ

的水平，而SZ处理后，可显著降低上述指标水平，进

一步验证SZ的抗哮喘作用。

氧化应激在哮喘的发病机制中同样起着至关

重要的作用。氧化应激指标的检测表明，OVA显著

增加了 MDA 含量，这是严重氧化应激和脂质过氧

化的结果。此外，肺中 GSH 含量和 SOD 活性显著

下降，这可能归因于脂质过氧化作用。OVA刺激可

改变氧化还原稳态、降低抗氧化防御机制、诱导高

反应性羟基自由基的产生、脂质过氧化的刺激和细

胞损伤［19-20］。SZ在该研究中亦表现出抗氧化潜力，

其可促进 MDA 含量降低以及 SOD 活性和 GSH 水

平的提高。

SP-D的表达依赖于 IL-4/IL-13，IL-4/IL-13缺陷

小鼠在变应原攻击后 SP-D的表达没有增加［21］。本

研究发现，地塞米松或 SZ治疗后 SP-D表达显著降

低，这可能与地塞米松和 SZ 均可显著抑制 IL-4 和

IL-13有关。硝化应激通过上调 iNOS在气道炎症和

反应过度中起作用［22］，OVA 可显著增加 BALF 中

iNOS 的水平。地塞米松或 SZ 治疗可显著降低

BALF中的 iNOS水平。此结果与Korhonen等［23］一

致，后者将其归因于 NF-KB介导的 iNOS转录的抑

制。OVA 刺激可增加肺中 UCN 的表达，该蛋白通

过肥大细胞脱粒以及T和B淋巴细胞的增殖而导致

肺部炎症［24］。地塞米松可显著降低肺组织中 UCN

的表达［25］，本研究首次发现SZ可调控UCN表达，与

图4 组织病理学观察SZ对支气管哮喘的作用

Fig. 4 Histopathological observation of effect of SZ on bronchial asthma
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模型组比较，SZ显著降低 UCN表达。并通过组织

病理学检查验证发现，SZ可显著改善支气管哮喘肺

部结构。

SZ在支气管哮喘治疗方面具有重要价值，其可

能是通过调控UCN及 SP-D发挥抗哮喘作用，本研

究可为SZ的临床应用提供一定的参考。
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