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【 实验研究 】 

基于 PI3K/Akt 通路探讨返魂草多糖治疗哮喘大鼠的机制  

路  静，刘萌萌，裴  科，李禹墨，林  喆，张天柱*，律广富* 

长春中医药大学，吉林 长春  130117 

摘  要：目的  探究返魂草 Senecio cannabifolius Less.多糖对哮喘大鼠的治疗作用及机制。方法  60 只 SD 大鼠随机分为对

照组、模型组、地塞米松组和返魂草多糖高、中、低剂量（400、200、100 mg∙kg−1）组，采用 10%卵清蛋白（OVA）联合氢

氧化铝佐剂建立哮喘模型，对照组、模型组给予等体积蒸馏水，连续 ig 给药 14 d。记录大鼠体质量变化情况；苏木精-伊红

（HE）染色观察气管、肺组织病理情况；肺功能仪检测以 0、3.125、6.250、12.500、25.000、50.000 g·L−1 氯化乙酰甲胆碱

（Mch）雾化下大鼠的气道阻力最大值（Max Rrs）；对支气管肺泡灌洗液（BALF）中炎症细胞进行分类及计数；ELISA 法检

测大鼠血清白细胞介素 4（IL-4）、γ 干扰素（IFN-γ）、免疫球蛋白 E（IgE）、C-反应蛋白（CRP）、白细胞介素 2（IL-2）、肿

瘤坏死因子-α（TNF-α）含量；流式细胞术检测大鼠脾脏辅助性 T 细胞 1（Th1）/辅助性 T 细胞 2（Th2）的平衡状态；实

时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测大鼠肺组织中磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）、蛋白激酶 B（Akt）、核因子 κB p65（NF-

κB p65）mRNA 表达水平；Western blotting 法检测大鼠肺组织 PI3K/Akt 通路和 NF-κB p65 活化情况。结果  与模型组

相比，返魂草多糖高剂量组大鼠从实验第 15 天体质量显著增加（P＜0.01）；气管、肺组织病理变化显著改善；在 Mch

浓度为 0、3.125、12.500、25.000、50.000 g·L−1 时，Max Rrs 显著降低（P＜0.05、0.01）；BALF 中总细胞数、白细胞、中

性粒细胞数和嗜酸性粒细胞数均显著下降（P＜0.05、0.01）；血清 IL-4、IFN-γ、CRP、IL-2、TNF-α 水平显著下降（P＜0.01）；

脾脏 Th1 显著升高（P＜0.01），Th2 显著降低（P＜0.01）；肺组织 PI3K、Akt、NF-κB p65 mRNA 显著降低（P＜0.05、0.01），

肺组织 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-NF-κB p65/NF-κB p65 蛋白显著降低（P＜0.05、0.01）；且返魂草多糖作用均呈剂量相关

性。结论  返魂草多糖能缓解哮喘大鼠气管、肺组织病理损伤，降低血清炎症因子含量，改善哮喘症状，其机制可能与通过

抑制 NF-κB 磷酸化及其上游的 PI3K/Akt 信号通路，改善 Th1/Th2 平衡状态相关。 
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Exploring mechanism of Senecio cannabifolius polysaccharides in treatment of 

asthmatic rats based on PI3K/Akt pathway 
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Abstract: Objective  To investigate the therapeutic effects and the mechanism of action of Senecio cannabifolius polysaccharides in 

asthmatic rats. Methods  60 SD rats were randomly divided into control group, model group, dexamethasone group, and high, medium 

and low dosage groups (400, 200 and 100 mg∙kg−1) of Senecio cannabifolius polysaccharides, and the asthma model was established 

by using 10% ovalbumin (OVA) combined with aluminium hydroxide adjuvant, and equal volume of distilled water was given to the 

control group and the model group for ig 14 consecutive days. The changes in body mass of rats were recorded; Hematoxylin-eosin 

(HE) staining was used to observe the histopathology of airways and lungs; The maximum airway resistance (Max Rrs) of rats under 

nebulization with acetylcholine chloride (Mch) at concentrations of 0, 3.125, 6.250, 12.500, 25.000, and 50.000 g·L−1 was detected by 

the pulmonary function instrument; inflammatory cells in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were classified and counted; The 

contents of interleukin-4 (IL-4), interferon-γ (IFN-γ), immunoglobulin E (IgE), C-reactive protein (CRP), interleukin-2 (IL-2), and 
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tumor necrosis factor-α (TNF-α) in rat serum were detected by ELISA; The balance state of helper T cell 1 (Th1)/helper T cell 2 (Th2) 

in rat spleen was detected by flow cytometry; The mRNA expression levels of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), protein kinase B 

(Akt), and nuclear factor κB p65 (NF-κB p65) in rat lung tissue were detected by real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR); 

and the activation of PI3K/Akt pathway and NF-κB p65 in rat lung tissue was detected by Western blotting. Results  Compared with 

the model group, the high-dose group of Senecio cannabifolius polysaccharides significantly increased the body weight of rats from 

the 15th day of the experiment (P < 0.01); the pathological changes of trachea and lung tissues were significantly improved; when the 

concentration of Mch was 0, 3.125, 12.500, 25.000, and 50.000 g·L−1, Max Rrs was significantly reduced (P < 0.05, 0.01); the total 

cell count, white blood cells, neutrophils, and eosinophils in BALF were significantly decreased (P < 0.05, 0.01); the levels of IL-4, 

IFN-γ, CRP, IL-2, and TNF-α in serum were significantly decreased (P < 0.01); Th1 in the spleen was significantly increased (P < 

0.01), and Th2 was significantly decreased (P < 0.01); the mRNA levels of PI3K, Akt, and NF-κB p65 in lung tissue were significantly 

decreased (P < 0.05, 0.01), and the protein levels of p-PI3K/PI3K, p-Akt/Akt, and p-NF-κB p65/NF-κB p65 in lung tissue were 

significantly decreased (P < 0.05, 0.01); and the effects of Senecio cannabifolius polysaccharides were dose-dependent. Conclusion  

Senecio cannabifolius polysaccharides can alleviate the pathological damage of trachea and lung tissues, reduce serum inflammatory 

factors and improve asthma symptoms in asthmatic rats, and it may play an anti-asthmatic role by inhibiting the phosphorylation of 

NF-κB and its upstream PI3K/Akt signalling pathway and improving the balance of Th1/Th2 cells. 

Key words: asthma; Senecio cannabifolius polysaccharides; inflammation; PI3K/Akt; NF-κB; Th1/Th2 
 

支气管哮喘是一种非传染性异质性疾病，以气

道重塑和慢性气道炎症反应为特征，主要表现为呼

吸短促、胸闷、咳嗽、可变气流受限，具有高发病

率和复发率、低控制率、高致残率的特点。发病

群体涉及世界各地所有年龄段人群，全球疾病负

担研究估算 2019 年全球范围内有 2.62 亿人受哮

喘影响[1-2]。目前治疗哮喘的基本药物是 β2 受体激

动剂、吸入性糖皮质激素及茶碱类，长期使用存在

不良反应大、控制率低等缺陷[3]。哮喘在中医上归

为“哮病”“哮证”范畴，治疗历史悠久，临床上应

充分发挥中医治疗哮喘的优势[4]。 

返魂草是菊科植物麻叶千里光 Senecio 

cannabifolius Less.的干燥地上部分，具有清热袪痰、

活血消肿、镇咳平喘之功效，在临床上用于治疗急

慢性支气管炎、喘息性支气管炎、肺虚久咳等症状，

但其具体机制尚未明确[5]。有研究表明核因子 κB

（（NF-κB）及其上游的磷脂酰肌醇-3-激酶（PI3K）/

蛋白激酶 B（（Akt）信号通路和丝裂原活化蛋白激酶

（（MAPK）信号通路在哮喘发病过程中被激活，与气

道炎症反应、气道重构、黏液高分泌状态和气道高

反应性等病理表现相关[6-8]。本研究通过卵清蛋白

（（OVA）联合氢氧化铝佐剂建立哮喘大鼠模型，观察

返魂草多糖是否通过上述信号通路发挥抗哮喘作

用，探究其相关作用机制，旨在为其临床应用提供

实验数据支持。 

1  材料 

1.1  实验动物 

健康雄性 SPF 级 6 周龄 SD 大鼠 60 只，体质

量 180～200 g，购于辽宁长生生物技术股份有限公

司，实验动物生产许可证号 SCXK（（辽）2020-0001。

本实验经长春中医药大学实验动物伦理委员会批

准并在其监督下进行（伦理号 2022673）。在整个

实验期间小鼠被饲养在温度在（23±2）℃、湿度

（55±10）%的无特定病原体环境下，光照/黑暗 12 h

循环，并允许摄入足量的饮用水和标准饲料。 

1.2  主要试剂 

返魂草购自抚松县露水河兴旺中草药种植专

业合作社，经长春中医药大学中药资源教研室张天

柱教授鉴定为麻叶千里光 Senecio cannabifolius 

Less.的干燥地上部分。醋酸地塞米松（遂成药业股

份有限公司，国药准字 H41021038，批号 231203）；

OVA（（号号 S12016-25G）、氢氧化铝（号号 S30353-

500G）、氯化乙酰甲胆碱（Mch，号号 S86008-25G），

上海源叶生物科技有限公司；氯化钠注射液（四川

科伦药业股份有限公司）；Trizol 试剂（天根生化科

技有限公司）；HiSeriPt l RT SuPerMix for qPCR 试

剂盒、Tag Pro Universal SYBR qPCR MasterMix 试

剂盒（南京诺唯赞医疗科技有限公司）；改良苏木

精-伊红（HE）染色试剂盒（北京索莱宝科技有限公

司）；γ 干扰素（（IFN-γ）、白细胞介素（IL）-2、C 反

应蛋白（CRP）试剂盒（BOSTER公司，号号 EK0374、

EK0399、EK0978）；IL-4、免疫球蛋白 E（（IgE）、肿

瘤坏死因子（TNF）-α 试剂盒（江苏酶免实业有限

公司，号号 MM-0191R1、MM-44916M1、MM-

0180R1）；PI3K、p-Akt（（Ser473）、Akt、NF-κB p65、

NF-κB p-p65（（Ser468）抗体（（武汉三鹰生物技术有
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限公司）；p-PI3K（Tyr607）抗体（abcam 公司）。 

1.3  主要仪器 

CSW-2004 医用超声雾化器（汕头光电科技有

限公司）；JA2003B 千分之一电子天平（上海越平

科学仪器有限公司）；WP-40 纯水机（四川沃特尔

水处理设备有限公司）；Flexivent 动物肺功能测试

系统（上海赛睿克生物技术有限公司）；Centrifuge 

5810R 恒温离心机（EPPendorf 公司）；DY89-Ⅱ电

动玻璃匀浆机（宁波新芝生物科技股份有限公司）；

EPoch2 全波长酶标仪、HM340E 半自动轮转式石

蜡切片机（美国赛默飞世尔科技公司）；TS-12U 组

织脱水机、TB-718L 包埋机冷台、TK-212 恒温漂

片仪、TK-213 恒温烘片仪、TR-180Ⅱ全自动染色

机、电泳系统、转印槽、玻璃板（宏业医用仪器）；

Calibor 流式细胞仪（美国 BD 公司）；电泳仪（美

国伯乐公司）；Alliance Q9 荧光发光凝胶成像系统

（瑞士帝肯公司）；TB-718D 组织包埋机（泰维科技

有限公司）。 

2  方法 

2.1  返魂草多糖的制备 

取 400 g 药材，剪成长 1～2 cm 的小段，加 10

倍量纯化水浸泡 1 h，回流提取 1 h；提取 3 次，合

并药液，浓缩至约 200 mL。加入 95%乙醇调节乙醇

体积分数至 75%，静置过夜，取上清，3 000 r·min−1

离心 5 min，弃去上清，取沉淀，回收乙醇，将沉淀

溶解于纯化水，3 000 r·min−1 离心 8 min，取上清，

冷冻干燥，即得。分别应用苯酚-硫酸法、间羟基联

苯法、二喹啉甲酸（BCA）法对提取物中中性糖、

糖醛酸、总蛋白含量进行检测，质量分数分别为

（53.20±1.05）%、（9.90±0.19）%、（0.68±0.02）%。

1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（PMP）衍生化法检测显

示，返魂草多糖主要由甘露糖、葡萄糖醛酸、半乳

糖醛酸、鼠李糖、葡萄糖、木糖、阿拉伯糖和岩藻

糖组成。 

2.2  动物分组、造模与给药 

60 只 SD 大鼠随机分为对照组、模型组、地塞

米松（（ig 醋酸地塞米松，开始剂量为 1.08 mg·kg−1，

给药 3 d 后减至维持剂量 0.09 mg·kg−1）组和返魂草

多糖高、中、低剂量（（400、200、100 mg·kg−1）组，

除对照组外，各组大鼠在实验第 1 天 ip 1 mL 的 10% 

OVA 致敏液（100 mg OVA 和 100 mg 氢氧化铝的

混合液）进行致敏，在实验第 8 天再次致敏，从第

9 天开始每天雾化吸入 1% OVA 溶液 30 min（体积

流量 2 mL·min−1），连续激发 14 d，对照组大鼠致敏

和激发均采用 0.9%氯化钠溶液。各组大鼠在每次雾

化前 30 min 进行 ig 给药，对照组和模型组均 ig 给

予等体积蒸馏水，末次雾化后禁食不禁水 12 h，戊

巴比妥钠麻醉取材。 

2.3  体质量变化 

从第 1 次致敏开始，每 7 天对大鼠体质量进行

称量。 

2.4  气道高反应检测 

末次雾化 12 h 后检测大鼠气道反应性，麻醉后

在支气管中央切口并通过 Y 型插管连接肺功能仪，

Mch 以 0、3.125、6.250、12.500、25.000、50.000 g·L−1

的浓度梯度进行雾化，检测各浓度下气道阻力最大

值（Max Rrs），观察大鼠气道阻力变化情况。 

2.5  支气管肺泡灌洗液（BALF）炎症细胞计数及

分类 

大鼠麻醉后气管插管，结扎右侧主支气管，

0.9%氯化钠溶液反复灌洗左肺 3 次，收集灌洗液，

4 ℃、3 000 r·min−1离心 10 min 收集下层沉淀，0.9%

氯化钠溶液重悬后吸取少量悬液进行总细胞计数，

采用 Diff-Ouik 染色涂片，镜下观察，对炎症细胞分

类计数。 

2.6  血清炎症因子水平 

腹主动脉取血，4 ℃、3 000 r·min−1离心 15 min，

收集上清，液氮速冻，−80 ℃保存。严格依照 ELISA

试剂盒说明检测大鼠血清 IL-4、IFN-γ、IgE、CRP、

IL-2、TNF-α 含量并计算 IL-4/IFN-γ 值。 

2.7  气管组织 HE 染色观察 

剖开大鼠胸腔，暴露并完整取出气管、肺组织，

0.9%氯化钠溶液浸洗去除血液，采用 4%多聚甲醛

室温下固定 48 h，脱水、浸蜡、包埋、切片、脱蜡、

HE 染色，镜下观察结构和炎症细胞浸润情况。 

2.8  辅助性 T 细胞 1（Th1）、辅助性 T 细胞 2（Th2）

含量检测 

大鼠脾脏置于 200 目筛网研磨成单细胞悬液，

加入 2 mL 红细胞裂解液重悬，分离淋巴细胞，调

整成 1×107 个·mL−1 的淋巴细胞悬液，加入细胞刺

激剂[含有丙二醇甲醚醋酸酯（PMA）、布雷非德

菌素 A（BFA）、离子霉素]在细胞培养箱孵育 4 h，

APC-CD4+进行染色，然后加入破膜液，待细胞破

膜后加入 FITC-IL-4 和 PE-IFN-γ 进行染色，混匀

后磷酸盐缓冲液（PBS）重悬细胞，上机检测。以

CD4+IFN-γ T 细细胞代表 Th1，CD4+IL-4 T 细胞
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代表 Th2。 

2.9  各组大鼠肺组织 PI3K、Akt、NF-κB p65 mRNA

表达水平测定 

大鼠肺组织使用 Trizol 试剂提取总 RNA，逆

转录试剂盒去除基因组 DNA，反转录合成 cDNA，

使用 PCR 试剂盒在荧光定量 PCR 仪上进行扩增。

以 β-actin 为内参基因，引物序列见表 1。PCR 扩

增条件如下：95 ℃持续 4 min，然后进行 40 个

95 ℃持续 10 s、60 ℃持续 27 s、71 ℃持续 19 s

的循环。使用 2−ΔΔCt 方法计算 PI3K、Akt、NF-κB 

p65 mRNA 的表达水平，用 β-actin 基因对结果进

行归一化处理。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 引物序列（5’→3’） 
产物长

度/bp 

PI3K 上游：ACCTGTGCCTTCTGCCTTAC 20 

下游：ATGTTGTCGTTGTGCCTGTC 20 

Akt 上游：AGACTGTGGCTGATGGACTC 20 

下游：TTGGCAACGATGACCTCCTT 20 

NF-κB 

 p65 

上游：AATCTATCTTCTCTGTGA 18 

下游：GTTGACATCCTTATACTT 18 

β-actin 上游：GCAGGAGTACGATGAGTCCG 20 

下游：ACGCAGCTCAGTAACAGTCC 20 

2.10  各组大鼠肺组织 p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、

NF-κB p65、NF-κB p-p65 蛋白表达检测 

将肺组织进行组织裂解，BCA 法测定总蛋白

含量，制备 SDS-PAGE 凝胶，上样，电泳，转膜，

5%脱脂奶粉封闭 2 h，一抗（p-PI3K、PI3K、p-Akt、

Akt、NF-κB p65、NF-κB p-p65、β-actin）4 ℃孵育

过夜，二抗室温孵育 2 h，ECL 发光试剂盒孵育，

凝胶成像系统曝光蛋白条带，Image J 分析条带灰

度值。 

2.11  统计学处理 

实验数据以 x s 表示，数据均采用 SPSS 22.0

统计分析，使用 GraPhPadPrism 8.0 作图，各组实验

指标均采用随机设计的单因素方差分析（one-way 

ANOVA）。 

3  结果 

3.1  各组大鼠体质量变化情况 

如表 2 所示，在实验期间，各组大鼠体质量均

有不同程度的升高，其中对照组升高趋势最大，模

型组最小，地塞米松组和返魂草多糖各剂量组在二

者之间。在实验第 8 天（第 2 次致敏），与对照组相

比，模型组大鼠体质量下降，差异不显著；与模型

组相比，地塞米松组和返魂草多糖高剂量组大鼠体

质量均有所回升，差异不显著。在实验第 15、22 

表 2  各组大鼠体质量变化情况 ( ±s，n＝10) 

Table 2  Changes in body mass of rats in each group ( ±s，n＝10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 
体质量/g 

第1天 第8天 第15天 第22天 

对照 — 214.04±7.53 243.34±7.50 281.76±7.69 327.13±8.53 

模型 — 214.15±4.60 240.53±4.64 264.15±8.60# 285.80±14.69## 

地塞米松 — 213.23±4.69 241.53±3.51 278.47±6.67** 316.48±9.21** 

返魂草多糖 400 214.05±7.19 241.65±7.95 279.00±7.89** 320.02±7.69** 

 200 213.89±8.15 239.34±7.81 272.79±10.02 315.07±6.48 

 100 214.76±5.37 239.11±9.65 273.13±5.37 305.65±10.24 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

天，与对照组相比，模型组体质量显著降低（P＜0.05、

0.01）；与模型组相比，地塞米松组和返魂草多糖高

剂量组大鼠体质量均显著增加（P＜0.01），返魂草多

糖中、低剂量组大鼠体质量增加，差异不显著。 

3.2  各组大鼠气道高反应性检测 

与对照组相比，模型组大鼠在各 Mch 浓度下

Max Rrs 显著增高（P＜0.01）；与模型组相比，地塞

米松组和返魂草多糖高剂量组大鼠在 Mch 浓度为

0、3.125、12.500、25.000、50.000 g·L−1时，Max Rrs

显著降低（P＜0.05、0.01）；返魂草多糖中剂量组在

Mch 浓度为 12.500、25.000、50.000 g·L−1时，Max 

Rrs 显著降低（P＜0.05、0.01）；返魂草多糖作用呈

明显量效关系。结果见表 3。 

3.3  BALF 细胞总数及炎症细胞分类计数 

与对照组相比，模型组大鼠 BALF 总细胞数、

白细胞、中性粒细胞数和嗜酸性粒细胞数均显著升 

x

x
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表 3  各组大鼠气道高反应 Max Rrs ( ±s，n＝10) 

Table 3  Airway hyperresponsiveness Max Rrs in rats of various group ( ±s，n＝10) 

组别 
剂量/ 

(mg·kg−1) 

Max Rrs/（cm H2O·mL−1·s−1） 

Mch 0 g·L−1 Mch 3.125 g·L−1 Mch 6.250 g·L−1 Mch 12.500 g·L−1 Mch 25.000 g·L−1 Mch 50.000 g·L−1 

对照 — 0.25±0.03 0.32±0.04 0.43±0.03 0.54±0.03 0.61±0.07 0.73±0.06 

模型 — 0.37±0.07## 0.48±0.08## 0.54±0.08## 0.71±0.11## 1.26±0.27## 2.26±0.24## 

地塞米松 — 0.24±0.07** 0.33±0.03** 0.41±0.07 0.52±0.06** 0.64±0.11** 1.11±0.27** 

返魂草 400 0.30±0.03* 0.34±0.06* 0.46±0.08 0.56±0.06** 0.68±0.03** 1.44±0.10** 

多糖 200 0.32±0.05 0.37±0.08 0.47±0.06 0.63±0.05* 1.06±0.15* 2.04±0.16** 

 100 0.35±0.05 0.46±0.05 0.54±0.07 0.65±0.07 1.18±0.10 2.21±0.13 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；1 cm H2O＝0.098 kPa。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group; 1 cm H2O = 0.098 kPa. 

高（P＜0.01）；与模型组相比，地塞米松组和返魂

草多糖高剂量组大鼠总细胞数、白细胞、中性粒细

胞数和嗜酸性粒细胞数均显著下降（P＜0.05、

0.01）；返魂草多糖中剂量组大鼠总细胞数和白细胞

数量显著下降（P＜0.05、0.01），中性粒细胞数和嗜

酸性粒细胞数下降，差异不显著；返魂草多糖低剂

量组大鼠总细胞数、白细胞、中性粒细胞数和嗜酸

性粒细胞数均下降，差异不显著。与对照组相比较，

模型组嗜碱性粒细胞稍有增高，治疗组有下降的趋

势，但差异不显著。见表 4。 

表 4  各组大鼠 BALF 总细胞数及分类细胞计数比较 ( ±s，n＝10) 

Table 4  Comparison of total cell counts and sorted cell counts in BALF of rats in various group ( ±s，n＝10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 
细胞计数/(×105个·mL−1) 

总细胞 白细胞 中性粒细胞 嗜酸性粒细胞 嗜碱性粒细胞 

对照 — 5.81±1.16 1.71±1.03 1.50±0.52 0.94±0.36 0.13±0.06 

模型 — 17.12±2.17## 8.21±1.68## 5.10±1.41## 3.34±1.35## 0.18±0.04 

地塞米松 — 8.10±1.41** 4.19±0.72** 2.15±0.62** 1.82±0.67** 0.15±0.04 

返魂草多糖 400 8.69±2.17** 5.27±0.96** 2.62±0.91** 1.99±0.76* 0.12±0.03 

 200 10.80±2.59** 6.04±1.18* 3.87±1.10 2.55±0.80 0.17±0.01 

 100 15.70±3.19 7.91±2.16 4.07±0.96 2.99±1.21 0.17±0.06 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

3.4  各组大鼠炎症因子水平 

与对照组相比，模型组大鼠血清 IL-4、IFN-γ、

CRP、IL-2、TNF-α 含量均显著升高（P＜0.01），IgE

含量、IL-4/IFN-γ 值均升高，但无显著差异；与模型

组相比，地塞米松组、返魂草多糖高剂量组大鼠血

清 IL-4、IFN-γ、CRP、IL-2、TNF-α 含量均显著下

降（P＜0.01），IgE 含量、IL-4/IFN-γ 值降低，但无

显著差异；返魂草多糖中剂量组大鼠血清 IL-2、IL-

4、CRP、TNF-α 含量均显著下降（P＜0.05、0.01），

IFN-γ、IgE 含量和 IL-4/IFN-γ 值降低，但无显著差

异；返魂草多糖低剂量组大鼠血清 CRP、TNF-α 含

量均显著降低（P＜0.05、0.01），IL-4、IFN-γ、IL-

2、TNF-α、IgE 含量和 IL-4/IFN-γ 值降低，但无显

著差异。见表 5。 

3.5  各组大鼠气管、肺组织 HE 染色结果观察 

如图 1所示，对照组大鼠肺组织细胞结构完整，

边界清晰，排列有序，无炎症细胞浸润；气管黏膜

结构完整，黏膜壁未见明显增厚，上皮细胞排列有

序。模型组大鼠肺组织细胞排列散乱，大量炎症细

胞浸润（黑色箭头），肺泡壁增厚，肺泡结构间隔增

大（黄色箭头）；气管黏膜壁明显增厚（红色箭头），

炎症细胞浸润（黑色箭头），上皮细胞广泛坏死脱落

（（色色箭头），胞核固缩染染、裂裂，管腔内多见坏

死细胞裂片，伴有嗜酸性黏液浸润（绿色箭头），固

有层结缔组织排列松散无序，腺体扩张，形状不规

则，炎症细胞高度浸润。地塞米松组和返魂草多糖

各剂量组肺组织细胞结构较完整，边界较清晰，支

气管黏膜上皮轻微脱落，气管黏膜固有层结缔组织 

x

x

x

x
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表 5  各组大鼠血清炎症因子水平 ( ±s，n＝10) 

Table 5  Serum levels of inflammatory factors in rats of various group ( ±s，n＝10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) IL-4/(pg·mL−1) IL-2/(pg·mL−1) IFN-γ/(pg·mL−1) IL-4/IFN-γ 

对照 — 155.82±23.95 645.23±209.88 241.79±26.19 0.64±0.13 

模型 — 294.73±30.31## 1 691.44±242.63## 415.35±36.08## 0.71±0.12 

地塞米松 — 165.82±14.99** 950.91±59.70** 263.78±7.25** 0.62±0.21 

返魂草多糖 400 177.73±21.06** 1 014.55±64.70** 306.78±28.88** 0.58±0.13 

 200 189.27±27.13* 1 287.65±183.44* 370.14±20.65 0.51±0.25 

 100 229.91±24.04 1 370.23±236.86 388.92±14.51 0.59±0.17 

组别 剂量/(mg·kg−1) IgE/(μg·mL−1) CRP/(ng·mL−1) TNF-α/(ng·L−1)  

对照 — 0.72±0.56 1.63±0.05 60.14±28.40  

模型 — 1.10±0.30 2.91±0.14## 185.29±44.12##  

地塞米松 — 0.74±0.24 1.70±0.14** 61.17±37.24**  

返魂草多糖 400 0.66±0.42 1.84±0.49** 92.35±38.33**  

 200 0.89±0.28 1.97±0.13** 122.94±28.90*  

 100 0.97±0.28 2.41±0.22** 130.29±16.55*  

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

 

黑色箭头-炎症细胞浸润；黄色箭头-肺泡壁增厚，肺泡结构间隔增大；红色箭头-气管黏膜壁明显增厚；色色箭头-上皮细胞广泛坏死脱落；绿

色箭头-嗜酸性黏液浸润。 

Black arrow-inflammatory cell infiltration; Yellow arrow-thickened alveolar walls and increased alveolar structural intervals; Red arrow-tracheal 

mucosal wall is significantly thickened; Blue arrow-extensive necrosis and shedding of epithelial cells; Green arrow-eosinophilic mucus infiltration. 

图 1  各组大鼠气管（A）、肺（B）组织病理变化（×200） 

Fig. 1  Histopathological changes in trachea (A) and lungs (B) of rats in various group (×200) 

炎症减轻，少量腺体扩张，炎症细胞浸润情况得到

不同程度的改善。 

3.6  各组大鼠脾脏 Th1、Th2 含量 

如图 2、表 6 所示，与对照组相比，模型组大

鼠 Th1 含量显著降低，Th2 含量显著升高（P＜

0.01）；与模型组相比，地塞米松组和返魂草多糖高、

中剂量组大鼠脾脏 Th1 含量显著升高，Th2 含量显

著降低（P＜0.01）；返魂草多糖低剂量组大鼠脾脏 

 

图 2  各组大鼠脾脏 Th1、Th2 含量 

Fig. 2  Splenic Th1 and Th2 cell contents in rats of various group 

x
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表 6  各组大鼠脾脏 Th1、Th2 含量 ( ±s，n＝10) 

Table 6  Splenic Th1 and Th2 cell contents in rats of 

various group ( ±s，n＝10) 

组别 
剂量/ 

(mg·kg−1) 
Th1/% Th2/% 

对照 — 3.96±0.57 1.40±0.55 

模型 — 0.99±0.17## 4.96±0.53## 

地塞米松 — 3.12±0.54** 2.10±0.54** 

返魂草多糖 400 2.94±0.41** 2.80±0.23** 

 200 1.94±0.45** 3.40±0.53** 

 100 1.52±0.50 4.52±0.77 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

Th1 含量有所升高，Th2 含量有所降低，但无显著

性差异，返魂草多糖对哮喘大鼠脾脏 Th1、Th2 含

量的作用具有剂量相关性。 

3.7  各组大鼠肺组织 PI3K、Akt、NF-κB p65 mRNA

表达情况 

与对照组相比，模型组大鼠肺组织 PI3K、Akt、

NF-κB p65 mRNA 表达均显著升高（P＜0.01）；与

模型组相比，地塞米松组和返魂草多糖高剂量组大

鼠肺组织 PI3K、Akt、NF-κB p65 mRNA 显著降低

（P＜0.05、0.01）；返魂草多糖中、低剂量组大鼠肺组

织 PI3K、Akt mRNA 显著降低（P＜0.05、0.01），NF-

κB p65 mRNA 均有所降低，但差异不显著。见表 7。 

表 7  各组大鼠肺组织 PI3K、Akt、NF-κB p65 mRNA 含量( ±s，n＝3) 

Table 7  PI3K, Akt, and NF-κB p65 mRNA content in rat lung tissues of each group ( ±s，n＝3) 

组别 剂量/(mg·kg−1) PI3K/β-actin Akt/β-actin NF-κB p65/β-actin 

对照 — 1.02±0.07 1.05±0.14 1.16±0.12 

模型 — 3.17±0.27## 2.75±0.34## 3.16±0.55## 

地塞米松 — 1.28±0.35** 1.11±0.17** 1.69±0.31** 

返魂草多糖 400 2.32±0.54** 1.29±0.25** 2.82±0.33* 

 200 2.53±0.46* 1.68±0.37** 2.88±0.36 

 100 2.71±0.46* 1.83±0.29* 3.15±0.51 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

3.8  各组大鼠肺组织 p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、

NF-κB p65、NF-κB p-p65 蛋白表达情况 

如图 3 所示，与对照组相比，模型组大鼠肺

组织 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-p65/p65 均显著

升高（P＜0.01）；与模型组相比，地塞米松组和返

魂草多糖高剂量组大鼠肺组织 p-PI3K/PI3K、p-

Akt/Akt、NF-κB p-p65/NF-κB p65 均显著降低（P＜

0.05、0.01）；返魂草多糖中、低剂量组大鼠 p-

PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 显著降低（P＜0.05、0.01），

NF-κB p-p65/NF-κB p65 降低，但差异不显著。 

4  讨论 

支气管哮喘是以气道高反应性、气道重塑为主

要病理改变的慢性炎症性呼吸系统异质性疾病，疾

病主要病理特征为气道慢性炎症损伤和黏液腺增

生。哮喘发作时，嗜酸性粒细胞、中性粒细胞、肥

大细胞、淋巴细胞等炎症细胞活化并向气道募集，

随后释放 IL-2、IL-4、TNF-α 等，与炎症细胞在气

道及周围组织相互作用，形成炎症网络，反复刺激

引发上皮细胞坏死脱落，气道平滑肌细胞异常增

殖，基底膜增厚，支气管弹性损伤等气道组织结构

改变，导致气道重塑、气道炎症反应和气道高反应

性等病理损伤表现[9-12]。国内外关于支气管哮喘治

疗的最新指南将糖皮质激素作为一线药物，对哮喘

症状加以控制，但对其是否能够缓解气道炎症损

伤，逆转气道重塑尚存在争议，其需要长期应用且

不良反应难以控制，用药安全无法保障，基于此，

关于对哮喘气道炎症发病机制以及相关干预药物

的开发尤为重要[13-15]。 

哮喘在中医上被归纳为“哮病”“喘证”的范畴，

其病机在于肺失宣肃，当外邪犯肺，致痰湿阻塞气

道，肺失宣降而上逆，痰瘀互结而肺气不畅，本着

（“治痰治治气”的理念，提出宣肺降气、化痰平喘的

治疗原则[16]。返魂草为菊科千里光属植物包括麻叶

千里光（宽叶返魂草）及其变种单叶返魂草，传

统中药研究发现返魂草具有清热袪痰、活血消肿、

镇咳平喘等功效，在民间被广泛应用于急慢性支

气管炎、喘息性支气管炎、急性呼吸道感染、肺

内感染、病毒性感冒等疾病，具有抗炎、止痛、

散瘀等疗效[17-18]。有研究报道返魂草多糖可提高机

体免疫功能[19]。目前，以返魂草单一药材为原料制

成的肺宁颗粒在治疗咳喘等方面效果显著，销量足

年攀升。但目前肺宁颗粒治疗咳喘的具体机制尚不 

x

x

x

x
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与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 3  各组大鼠肺组织 p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、NF-κB p65、NF-κB p-p65 蛋白表达情况( ±s，n＝3) 

Fig. 3  Protein expression of p-PI3K, PI3K, p-Akt, Akt, NF-κB p65, NF-κB p-p65 in rat lung tissues of each 

group ( ±s，n＝3) 

清晰，因此本研究对返魂草多糖对哮喘模型大鼠的

治疗作用及具体作用机制进行了研究，为返魂草及

中药制剂肺宁颗粒在治疗呼吸系统疾病上的应用

提供理论参考。  

本研究通过 OVA 联合氢氧化铝佐剂复制大鼠

哮喘模型，收集肺泡灌洗液进行炎症细胞分类，发

现模型组大鼠嗜酸性粒细胞和中性粒细胞数量均

增加，说明模型大鼠气道及其周围肺组织有大量炎

症细胞浸润，伴随炎症反应发生。HE 染色观察到模

型组大鼠气管组织炎症细胞大量浸润，气管壁增

厚，气管黏膜上皮细胞坏死，脱落，固有层结缔组

织排列松散无序，部分分泌腺增生，由此推测模型

组大鼠气管存在炎症损伤情况，气管形态结构出现

改变。CRP 是急性时相反应蛋白，当机体出现感染

或炎症损伤，CRP 会在短时间内快速升高，促进巨

噬细胞吞噬，激活补体，在临床上也作为哮喘病程

中常见的非特异性炎症指标，当患者机体存在炎症

损伤，血清 CRP 含量会异常升高，导致患者气道高

反应性，加重夜间喘咳、胸闷气短等哮喘临床表现，

因而 CRP 可以直观的反映哮喘的严重程度[20-21]。在

本次研究中，哮喘大鼠血清 CRP 含量升高，与以往

研究结果一致[22]。基于上述结果，模型组大鼠气道

反应性升高，气道表现出支气管哮喘的病理改变，

血清中炎症指标升高，表明模型建立成功，给予地

塞米松和返魂草多糖进行干预，大鼠气道反应性降

低、BALF 嗜酸性粒细胞、中性粒细胞数量下降，

气管形态结构得到改善，淋巴细胞浸润面积减小，

血清 CRP 含量下降，且治疗效果与返魂草多糖给药

剂量表现出明显相关性，表明返魂草多糖可能通过

降低气道高反应性、改善气道组织结构、减少炎症

细胞募集、减少哮喘大鼠炎症损伤，改善哮喘症状。 

大量文献表明免疫系统失调是支气管哮喘主

x

x
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要发病因素之一，其主要特征是 Th1/Th2 的失衡及

Th2 免疫优势，Th1、Th2 均由 Th0 分化而来，Th1

通过介导巨噬细胞上人类相关组织抗原Ⅱ表达，介

导细胞免疫，促进细胞毒性 T 细胞分离，参与迟发

型超敏反应的发生；Th2 参与体液免疫，促进嗜酸

性粒细胞募集，刺激 B 细胞分泌 IgG 和 IgE。Th1、

Th2 之间相互抑制，防止单方面过度激活，而哮喘

患者 Th0 向 Th2 优势转化，导致 Th1/Th2 失衡，炎

症因子大量释放，最终在气道引起以嗜酸性粒细胞

浸润为主的迟发型超敏反应发生[23-25]。IL-4 由 Th2

特异性分泌，介导 B 细胞产生 IgE 抗体，导致嗜酸

性粒细胞数量增多，并诱导肥大细胞释放组胺、白

三烯等炎症介质，抑制 Th1 激活的同时维持 Th2 增

殖。IFN-γ 是 Th1 的特征性细胞因子，促进 Th0 向

Th1 转化，与 IL-4 相互拮抗，抑制嗜酸性粒细胞向

炎症部位募集。以往研究表明哮喘患者 Th1 功能处

于抑制状态，而 Th2 过度活化，由此引发气道炎症

反应加重[26-28]。本次研究中哮喘模型大鼠脾脏 Th1

含量降低，Th2 含量升高，且血清 IgE、IL-4 含量及

IL-4/IFN-γ 均高于正常大鼠，血清 IFN-γ 低于正常

大鼠，表明哮喘大鼠体内 Th1/Th2 失衡。Th2 过度

活化，介导 IgE 抗体大量分泌，血清 IgE 含量升高，

而 Th1 被抑制，导致血清中 IFN-γ 含量降低。IL-2

由 Th1 释放入血，刺激 T 细胞分泌 IFN-γ、TNF-α

等细胞因子，TNF-α 作为多效性细胞因子，通过激

活淋巴细胞和中性粒细胞，引发炎症因子的大量分

泌，与此同时 IL-2 还会刺激 B 细胞增殖并分泌抗

体，发挥 Th2 型细胞因子效应，因此 IL-2 对 Th1/Th2

平衡状态的调节发挥重要作用。有研究表明，哮喘

患者外周血 IL-2 含量明显高于正常水平，而本次实

验哮喘模型大鼠血清 IL-2 含量明显升高，与以往文

献报道一致[29]。本实验中返魂草多糖降低哮喘大鼠

血清 IL-2、TNF-α 含量，表明返魂草多糖可能通过

抑制 Th1 向外周血释放 IL-2，减少对 T 细胞的刺

激，进而抑制 TNF-α 分泌，结合流式分析结果，返

魂草多糖通过改善大鼠脾脏 Th1/Th2 平衡状态，以

此发挥抗哮喘作用。 

以往研究表明哮喘患者气道炎症反应涉及

PI3K 和 MAPKs 信号传导途径[30]。PI3K/Akt 通路及

其下游相关蛋白与气道炎症反应发生发展密切相

关，该通路能促进 Th2 过度活化，进而引发气道炎

症反应。NF-κB作为炎症基因转录的重要促进因子，

受到上游 PI3K/Akt 信号通路的调控，磷酸化 Akt 可

激活下游 p50-p65（（NF-κB）转录入核，随后 NF-κB

主要以 p65 形式入核启动炎症相关基因的转录，进

一步产生 IL-4、TNF-α 等促炎因子，激活炎症细胞，

引发气道炎症，通过抑制 PI3K/Akt 信号通路可以减

少肺组织炎症细胞的浸润、胶原的大量沉积以及气

道高反应性，缓解气道重塑[31-32]。本实验结果表明

哮喘大鼠气管组织出现炎症细胞浸润，肺组织中

PI3K、Akt、NF-κB p65 mRNA 以及 p-PI3K/PI3K、

p-Akt/Akt、 p-p65/p65 蛋白表达均升高，提示

PI3K/Akt/NF-κB 通路相关蛋白在哮喘大鼠肺组织

活化，引发大鼠肺组织炎症损伤，而地塞米松、返

魂草多糖组相比模型组大鼠肺组织 PI3K、p65 

mRNA 表达降低，PI3K、Akt、p65 蛋白磷酸化程度

降低，且返魂草多糖组的抑制作用表现出剂量相关

性，表明返魂草多糖可能抑制 PI3K/Akt/NF-κB 通

路，减轻哮喘大鼠肺组织炎症反应。 

返魂草多糖可能通过抑制 PI3K/Akt 通路和

MAPKs 信号通路 mRNA 表达和相关蛋白的磷酸化

激活，进而阻止 NF-κB 磷酸化，抑制炎症相关细胞

因子的释放，从而调整 Th1/Th2 平衡状态，抑制气

道炎症反应和气道重塑，发挥抗哮喘作用。本研究

通过炎症因子水平及其相关蛋白通路的表达在整

体水平对返魂草多糖治疗支气管哮喘的药效加以

研究，但并未在体外通过分子生物学相应手段对其

Th1/Th2 平衡状态进行进一步探索，有待染入研究。 
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