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荆防颗粒通过调控肺-肠轴及NOD-NF-κB信号通路改善哮喘模型小鼠气道
炎症和气道重塑  
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摘  要：目的  基于肺-肠轴探讨荆防颗粒对哮喘模型小鼠气道炎症和气道重塑的干预作用，并阐明其潜在分子机制。方法  将

BALB/c小鼠随机分为对照组、模型组及荆防颗粒低、中、高剂量（1、2、4 g/kg）组和地塞米松（1 mg/kg）组，通过 ip卵清蛋

白/氢氧化铝建立小鼠哮喘模型，给药干预后，检测血清中 γ干扰素（interferon-γ，IFN-γ）、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-

α，TNF-α）和肺组织中白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、IL-6水平；苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）、PAS和Masson

染色检测小鼠肺组织病理变化；免疫组化检测肺组织黏蛋白 5AC（mucin 5AC，MUC5AC）蛋白表达；Western blotting检测肺组

织转化生长因子-β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）/Smad2/3通路、NOD-核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）信号

通路和肠道屏障相关蛋白表达；结合 16S rRNA测序、非靶向代谢组学及蛋白质组学从多组学层面系统解析荆防颗粒干预哮喘的

潜在机制。结果  与模型组比较，荆防颗粒显著降低哮喘模型小鼠血清中 TNF-α和肺组织中 IL-1β、IL-6水平（P＜0.01），升高

血清中 IFN-γ水平（P＜0.01），明显减轻肺组织炎症细胞浸润，减少肺组织 MUC5AC表达，抑制 TGF-β1/Smad2/3信号通路激

活，从而减轻气道黏液分泌和气道重塑。多组学分析结果进一步表明，荆防颗粒可上调Occludin、Claudin1和 ZO-1的表达，促进

肠道屏障修复，并调节肠道菌群失衡及粪便代谢紊乱，同时抑制 NOD-NF-κB 信号通路异常激活。结论  荆防颗粒可能通过修复

肠道屏障功能、改善肠道菌群结构、纠正粪便代谢紊乱，并调控NOD-NF-κB信号通路，进而改善哮喘小鼠气道炎症与气道重塑。 
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Jingfang Granules alleviate airway inflammation and airway remodeling in 

asthmatic mice by regulating lung-gut axis and NOD-NF-κB signaling pathway 
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Abstract: Objective  To investigate the intervention effect of Jingfang Granules (荆防颗粒) on airway inflammation and airway 

remodeling in asthmatic mice based on lung-gut axis, and elucidate the underlying molecular mechanism. Methods  BALB/c mice were 

randomly divided into control group, model group, Jingfang Granules low-, medium-, high-dose (1, 2, 4 g/kg) groups and dexamethasone 

(1 mg/kg) group. A mouse asthma model was established by ip ovalbumin/aluminum hydroxide. After drug intervention, levels of 

interferon-γ (IFN-γ), tumor necrosis factor-α (TNF-α) in serum and interleukin-1β (IL-1β), IL-6 in lung tissue were detected. Hematoxylin-
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eosin (HE), PAS and Masson staining were used to detect pathological changes in lung tissue of mice. Immunohistochemistry was used to 

detect mucin 5AC (MUC5AC) protein expression in lung tissue. Western blotting was used to detect the expressions of transforming 

growth factor-β1 (TGF-β1)/Smad2/3 pathway, NOD nuclear factor-κB (NF-κB) signaling pathway in lung tissue and intestinal barrier 

related proteins. 16S rRNA sequencing, untargeted metabolomics and proteomics analyses were integrated to systematically explore the 

potential mechanism of Jingfang Granules in asthma intervention from a multi-omics perspective. Results  Compared with model group, 

Jingfang Granules significantly reduced the levels of TNF-α in serum and IL-1β, IL-6 in lung tissue of asthma model mice (P < 0.01), 

increased the level of IFN-γ in serum (P < 0.01), significantly reduced the infiltration of inflammatory cells in lung tissue, decreased the 

expression of MUC5AC in lung tissue, inhibited the activity of TGF-β1/Smad2/3 signaling pathway, thereby alleviating airway mucus 

secretion and airway remodeling. The results of multi-omics analysis further indicated that Jingfang Granules could upregulate the 

expressions of Occludin, Claudin1 and ZO-1, promote intestinal barrier repair, regulate gut microbiota imbalance and fecal metabolic 

disorders, and inhibit the abnormal activation of the NOD-NF-κB signaling pathway. Conclusion  Jingfang Granules may ameliorate 

airway inflammation and airway remodeling in asthmatic mice by repairing intestinal barrier function, improving gut microbiota structure, 

correcting fecal metabolic disorders, and modulating NOD-NF-κB signaling pathway. 

Key words: Jingfang Granules; asthma; gut microbiota; lung-gut axis; metabolomics; NOD-NF-κB signaling pathway 

哮喘是一种慢性气道炎症，发病原因极其复杂，

主要涉及遗传因素和环境因素。当前，哮喘的治疗主

要依靠吸入类固醇（单独或与长效支气管扩张剂联

合使用）、生物制剂和现代过敏原免疫疗法[1]，虽然

这些药物在哮喘发作期可以有效缓解哮喘的症状，

但是在治疗过程中常伴随不同程度的不良反应。研

究表明，长期使用皮质激素类药物如地塞米松可能

引起激素依赖和免疫抑制等不良反应[2-3]。因此，寻

求一种安全有效的治疗方案极为迫切。 

传统中医治疗哮喘历史悠久，对哮喘的防治具

有独特优势。荆防颗粒源自古代名方 摄生众妙方》，

由荆芥、防风、羌活、独活、柴胡、前胡、川芎、枳

壳、茯苓、桔梗、甘草 11味中药组成，常应用于治

疗风寒感冒。现代研究表明，荆防颗粒不仅可用于改

善急性肺炎、急性肺损伤等[4-5]，还可通过调节内质

网应激信号通路缓解卵清蛋白诱导的过敏性鼻炎[6]，

并通过调控肠道菌群及纠正代谢紊乱改善急性肺损

伤及低温高湿环境下小鼠的炎症与免疫异常[7-9]。以

上研究提示荆防颗粒具有多层次免疫调控作用，为

其在哮喘防治中的应用提供了理论依据。本研究采

用卵清蛋白/氢氧化铝诱导的哮喘小鼠模型，评估荆

防颗粒改善哮喘的药效及潜在作用机制。同时结合

多组学方法探讨荆防颗粒改善哮喘的关键通路及调

节肠道菌群及粪便代谢紊乱的关键代谢物和菌群，

基于肺-肠轴解析荆防颗粒改善哮喘的作用机制，并

为荆防颗粒治疗哮喘提供系统性的科学依据。 

1  材料 

1.1  动物 

120只 SPF级雌性 BALB/c小鼠，6周龄，体

质量 18～22 g，购自济南朋悦实验动物繁育有限公

司，许可证号 SCXK“（鲁）2022-0006。小鼠饲养于

鲁南制药集团股份有限公司新药药理中心屏障区

小鼠实验室，动物使用许可证号 SYXK（鲁）

20230023。饲养条件为室温 20～26 ℃，日温差≤

4 ℃，相对湿度 30%～70%，人工照明，12 h/12 h

明暗交替，喂养 SPF小鼠生长繁殖饲料，自由进食

饮水。动物实验经鲁南制药集团股份有限公司动物

伦理委员会批准（批准号 AN-IACUC-2024-119）。 

1.2  药品与试剂 

荆防颗粒（国药准字 Z37020357，批号

0012301078）由山东新时代药业有限公司提供；地

塞米松磷酸钠注射液“（国药准字 H37021969，批号

N24012511）由辰欣药业股份有限公司提供；卵清蛋

白“（批号 A5503）、氢氧化铝“（批号 239186）、黏蛋

白 5AC（mucin 5AC，MUC5AC）抗体（批号

ZMS1133）购自美国 Sigma公司；IκB激酶 α/β“（IκB 

kinase α/β，IKKα/β）抗体“（批号 ab194528）、Occludin

抗体（批号 ab216327）、Claudin1 抗体（批号

ab307692）、ZO-1抗体“（批号 ab276131）、转化生长

因子-β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）

抗体（批号 ab215715）购自英国 Abcam公司；核

因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）抗体（批号

8242S）、p-NF-κB 抗体（批号 3033S）、核因子-κB

抑制蛋白 α“（nuclear factor-κB inhibitor α，IKBα）抗

体“（批号 15595S）、p-IKBα抗体“（批号 2859S）、p-

IKKα/β 抗体（批号 2697S）、受体相互作用蛋白 2

“（receptor-interacting protein 2，RIP2）抗体（批号

4142S）、Smad2/3抗体“（批号 8685S）、p-Smad2/3抗

体“（批号 8828S）购自美国 CST公司；NOD2抗体

“（批号 14-5858-81）购自美国 Thermo Fisher Scientific
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公司；β-actin抗体“（批号 AF0003）、HRP标记的山

羊抗小鼠抗体（批号 A0216）、HRP 标记的山羊抗

兔抗体（批号A0208）、蛋白定量试剂盒（批号 P0009）

购自上海碧云天生物技术有限公司；肿瘤坏死因子-α

（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、γ干扰素（interferon-

γ，IFN-γ）ELISA试剂盒（批号分别为 SEA133Mu、

HEA049Mu）购自武汉云克隆科技股份有限公司；BD 

CBA 小鼠/大鼠可溶性蛋白缓冲液试剂盒（批号

558266）购自美国BD Biosciences公司；苏木素-伊红

（hematoxylin-eosin，HE）染色试剂盒、PAS染色试剂

盒、Masson染色试剂盒（批号分别为G1120、G1281、

G1340）购自北京索莱宝科技有限公司。 

1.3  仪器 

ChemiScope 6200 型化学发光成像系统（上海

勤翔科学仪器有限公司）；DYY-6D 型电泳仪、

DYCZ-40D 型转移槽（北京六一生物科技有限公

司）；Multiskan FC型酶标仪、Hermo Scientific LTQ-

Oribtrap 高分辨率质谱联用仪、Vanquish 超高效液

相色谱仪（美国 Thermo Fisher Scientific公司）；倒

置荧光显微镜（意大利 OPTIKA公司）。 

2  方法 

2.1  动物分组、造模与给药 

BALB/c小鼠适应性饲养 7 d后，随机分为对照

组、模型组及荆防颗粒低、中、高剂量（1、2、4 g/kg，

ig给药）组和地塞米松（1 mg/kg，ip给药）组，每

组 20只。参考文献方法[10]建立哮喘模型，除对照组

ip生理盐水外，其余小鼠于第 1、8、15天 ip 0.2 mL

混合致敏液（含 1 mg/mL卵清蛋白和 5 mg/mL氢氧

化铝，使用生理盐水配制）。从第 22天开始，采用 1%

卵清蛋白混悬液（含 10 mg/mL卵清蛋白，使用生理

盐水配制）雾化激发，每天 30 min，持续 1周。在

雾化激发后小鼠出现腹式呼吸、呼吸频率加快、点头

样呼吸等哮喘典型症状，说明哮喘模型成功建立。每

日雾化前 1 h给药，第 29天麻醉小鼠，解剖取材。 

2.2  ELISA 检测小鼠血清中 TNF-α 和 IFN-γ 水平 

小鼠麻醉后解剖取血，离心取血清，按照

ELISA试剂盒说明书测定 TNF-α和 IFN-γ水平。 

2.3  肺组织中白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-

1β）和 IL-6 水平的检测 

取小鼠肺组织，加入组织裂解液，制备组织匀

浆。按照 CBA试剂盒说明书，将样品或标准品与包

被有特异性抗体的荧光微珠混合孵育，随后加入 PE

标记的检测抗体继续反应。洗涤去除未结合的抗体

后，采用流式细胞仪检测。 

2.4  Western blotting 检测结肠组织肠道屏障相关

蛋白及肺组织 TGF-β1/Smad2/3、NOD-NF-κB 通路

相关蛋白表达 

无菌取小鼠新鲜肺组织与结肠组织，用预冷

PBS缓冲液冲洗，用滤纸吸干水分，将组织剪成小

块，放入预冷离心管中，将预先配制好的试剂“（RIPA

裂解液-蛋白酶抑制剂-磷酸酶抑制剂 100∶1∶2）加

入离心管中，组织匀浆后于冰上裂解 30 min，离心

取上清液，用 BCA法定量。加入上样缓冲液，沸

水浴 10 min 使蛋白变性。蛋白样品经十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，5%脱

脂牛奶封闭，一抗孵育过夜；洗膜后，加入 HRP标

记的二抗，室温孵育 2 h；洗膜后，加入 ECL化学

发光试剂显影，利用 Image J软件分析条带灰度值。 

2.5  免疫组化检测肺组织 MUC5AC 的表达 

取小鼠肺组织，4%多聚甲醛固定，二甲苯透明，

梯度乙醇脱水，经石蜡包埋后制作组织石蜡切片。切

片脱蜡水化，加入抗原修复液微波煮沸进行抗原修

复，取出切片自然冷却。滴加 3% H2O2阻断内源性过

氧化物酶，5%牛血清白蛋白封闭非特异性结合。滴

加一抗，4 ℃孵育过夜。切片复温，PBST洗涤后滴

加二抗，37 ℃孵育 2 h。PBST洗涤后滴加 DAB显

色液，室温避光显色并于显微镜下观察，显色完成后

蒸馏水冲洗终止反应。苏木素复染细胞核、盐酸乙醇

分化、脱水，中性树胶封片，于显微镜下观察并拍照。 

2.6  HE、PAS 和 Masson 染色检测肺组织病理变化 

取小鼠肺组织，4%多聚甲醛固定 48 h，脱水后

石蜡包埋，并切成 4～5 μm厚的切片。肺组织切片

按照 HE、PAS、Masson 染色试剂盒操作步骤进行

染色，于显微镜下观察并拍照，根据炎症浸润程度、

胶原面积占比、杯状细胞数量等指标进行评分。 

2.7  肠道菌群 16S rRNA 测序分析 

无菌条件下分别收集对照组、模型组及荆防颗

粒高剂量组小鼠新鲜粪便样本，采用粪便 DNA 提

取试剂盒提取样本 DNA，分别检测 DNA浓度与纯

度，并通过琼脂糖凝胶电泳检测 DNA条带完整性；

随后针对细菌 16S rRNA基因 V3～V4高变区进行

PCR 扩增，扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳鉴定后

回收目的片段并纯化，对纯化产物进行定量检测；

将纯化后的 PCR 产物调整至适宜浓度构建双端测

序文库，于 Illumina高通量测序平台上机测序，并

对菌群结构和物种组成进行分析与可视化。 
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2.8  粪便代谢组学分析 

2.8.1  样本处理  精确称取小鼠粪便 50 mg，加入

20 倍体积的甲醇-水（3∶1）混合溶液，经充分研

磨、振荡及超声处理后，于−50 ℃冰箱静置 1 h，取

出涡旋混匀，在 4 ℃条件下离心 15 min，吸取上清

液转移至进样小瓶中，用于后续代谢组学分析，同

时设置组内质控与总质控样品，以保障实验重复性

及检测数据的可靠性。 

2.8.2  色谱条件  采用Vanquish超高效液相色谱仪，

Waters Acquity UPLC HSS T3 色谱柱（100 mm×2.1 

mm，1.8 μm），流动相为含5 mmol/L乙酸铵和5 mmol/L

乙酸的水溶液（A）-乙腈（B），梯度洗脱：0～0.7 min，

体积流量 0.35 mL/min，99% A；0.7～9.5 min，体积流

量 0.35 mL/min，99%～1% A；9.5～10.5 min，体积流

量 0.35～0.50 mL/min，1% A；10.5～11.0 min，体积流

量 0.5 mL/min，1% A；11.0～11.1 min，体积流量 0.50～

0.35 mL/min，1% A；11.1～12.0 min，体积流量 0.35 

mL/min，1%～99% A；12.0～15.0 min，体积流量 0.35 

mL/min，99% A。柱温 40 ℃；进样量 2 μL。 

2.8.3  质谱条件  采用 QE Orbitrap型串联质谱仪，

采用正、负离子模式检测，采集范围为 m/z 80～

1 200，采集时间为 0～15 min。质谱参数：加热电

喷雾离子源，离子源温度 350℃，辅助器加热温度

200 ℃；电离源正电压 4 kV，负电压 3.6 kV；鞘气

和辅助气均为高纯氮气“（体积分数＞99.99%）；鞘气

体积流量 40 arb，辅助气体积流量 20 arb。数据采

集采用傅里叶变换高分辨全扫方式、数据依赖性

DDA-MS2多种采集策略，碰撞诱导裂解条件。 

2.9  肺组织蛋白质组学分析 

取小鼠肺组织，加入适量蛋白裂解液，低温研

磨，冰上裂解，离心取上清，采用 BCA法测定蛋白

浓度。采用配备纳米电喷雾离子源的超高效液相色谱

系统联用高分辨质谱仪对蛋白质进行分离和分析。按

照 Sun等[11]的方法和参数进行蛋白质组学研究。 

2.10  肠道菌群、粪便代谢标志物与肺组织差异表

达蛋白的相关性分析 

为阐明肠道菌群、粪便代谢标志物与肺组织差

异表达蛋白之间的相互作用关系，基于筛选得到的

差异菌群、差异代谢物及肺组织差异表达蛋白，采

用 Pearson 相关分析进行相关性评估。随后利用

Cytoscape软件构建并可视化相关性网络，以揭示多

组学层面的潜在关联机制。 

2.11  统计学分析 

使用 GraphPad 软件进行统计学分析。数据结

果以 x s 表示，组间比较采用单因素方差分析。采

用 Pearson 相关性分析进行多组学相关性评估，随

后利用 Cytoscape软件构建并可视化相关性网络。 

3  结果 

3.1  荆防颗粒降低哮喘小鼠体内炎症水平 

哮喘作为一种慢性气道炎症性疾病，其发生及

发展过程中涉及多种细胞因子的协同作用，包括

TNF-α、IFN-γ、IL-1β和 IL-6等[12]，在哮喘的病理过

程和气道炎症及重塑中发挥重要作用[13-15]。如图 1所

示，与对照组比较，模型组小鼠血清中 IFN-γ水平显

著降低（P＜0.01），血清中 TNF-α 以及肺组织匀浆

中 IL-6、IL-1β水平显著升高（P＜0.01）；与模型组

比较，各给药组小鼠肺组织匀浆中 IL-6、IL-1β水平

显著降低（P＜0.01），荆防颗粒高剂量组和地塞米松

组小鼠血清中 IFN-γ水平显著升高（P＜0.05、0.01），

地塞米松组血清中 TNF-α水平显著降低（P＜0.05）。 

3.2  荆防颗粒对哮喘小鼠肺组织病理变化的影响 

HE染色结果“（图 2）显示，对照组小鼠肺泡结 

 

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

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, same as below figures. 

图 1  荆防颗粒对哮喘小鼠血清中 IFN-γ、TNF-α 及肺组织中 IL-6、IL-1β 水平的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 1  Effect of Jingfang Granules on levels of IFN-γ, TNF-α in serum and IL-6, IL-1β in lung tissue of asthmatic mice 

( x s , n = 6) 
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黑色箭头表示典型炎症浸润区域，绿色箭头表示典型基底膜增厚区域，红色箭头表示典型杯状细胞增生区域。 

Black arrows indicate typical inflammatory cell infiltration areas, green arrows indicate representative regions of basement membrane thickening, red 

arrows indicate typical goblet cell hyperplasia areas. 

图 2  荆防颗粒对哮喘小鼠肺组织病理变化的影响 (×40) 

Fig. 2  Effect of Jingfang Granules on pathological changes of lung tissue in asthmatic mice (× 40) 

构正常，气道黏膜上皮及支气管管腔完整，炎症细

胞浸润极少；模型组则表现为支气管管腔明显狭

窄、基底膜增厚及大量炎症细胞浸润，提示显著病

理损伤。各给药组较模型组病变程度均有不同程度

缓解，其中荆防颗粒高剂量组结构恢复最接近对照

组。与对照组比较，模型组 HE评分显著升高“（P＜

0.01）；与模型组比较，荆防颗粒各给药组 HE评分

显著降低（P＜0.01）。 

Masson染色结果“（图 2）显示，对照组小鼠肺

组织气道及血管周围结构完整、胶原纤维沉积少且

肺泡壁薄；模型组蓝染区域明显增多，伴肺泡结构

变形及纤维组织大量增生，提示显著纤维化。各给

药组小鼠肺组织胶原纤维沉积均较模型组减少，以

荆防颗粒高剂量组改善作用最为明显。与对照组比

较，模型组Masson评分显著升高“（P＜0.01）；与模

型组比较，荆防颗粒各给药组 Masson 评分显著降

低（P＜0.01）。 

PAS染色结果（图 2）显示，对照组杯状细胞

形态正常、黏液分泌少；模型组杯状细胞形态异常，

黏液大量分泌并阻塞气道，伴显著炎症细胞浸润。

与模型组比较，各给药组杯状细胞黏液分泌减少、

炎症浸润减轻，其中荆防颗粒高剂量组改善作用最

为明显。与对照组比较，模型组 PAS评分显著升高

“（P＜0.01）；与模型组比较，荆防颗粒中、高剂量组
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PAS评分显著降低（P＜0.01）。 

3.3  荆防颗粒改善哮喘小鼠气道重塑并抑制黏液

分泌 

气道重塑和黏液分泌过度被认为是哮喘发生

与发展的关键病理特征。在哮喘的慢性炎症过程

中，TGF-β1通过激活 Smad信号通路调控下游基因

转录，从而促进气道重塑，因此 TGF-β1/Smad2/3通

路被认为是介导气道重塑的重要分子机制之一[16]。

如图 3-A所示，与对照组比较，模型组小鼠肺组织

中 TGF-β1 蛋白表达水平显著升高（P＜0.01），p-

Smad2/3/Smad2/3值呈升高趋势；与模型组比较，荆

防颗粒低、高剂量组小鼠肺组织中 TGF-β1 蛋白表

达水平显著降低（P＜0.05），各给药组肺组织中 p-

Smad2/3/Smad2/3 值呈降低趋势，提示荆防颗粒可

能通过抑制 TGF-β1/Smad2/3 信号通路改善哮喘小

鼠的气道重塑。MUC5AC作为主要黏蛋白，在哮喘

中参与炎症驱动的黏液高分泌，导致气道阻塞和气

道功能损伤，并与气道重塑密切相关。如图 3-B所

示，与对照组比较，模型组小鼠肺组织MUC5AC表

达增加；与模型组比较，各给药组肺组织MUC5AC

表达减少，提示荆防颗粒能降低 MUC5AC 的异常

表达，从而缓解黏液分泌过多。 

3.4  荆防颗粒改善哮喘小鼠肠道屏障功能 

肠黏膜屏障功能在维持宿主与肠道微生物组

的稳态中起关键作用[17-18]。如图 4所示，与对照组

比较，模型组小鼠结肠组织肠道屏障蛋白 Claudin1、

Occludin、ZO-1的表达水平显著降低（P＜0.01）；

与模型组比较，荆防颗粒高剂量组小鼠结肠组织

Occludin、ZO-1蛋白表达水平显著升高（P＜0.05、

0.01），荆防颗粒低剂量组 ZO-1蛋白表达水平显著

升高“（P＜0.05），荆防颗粒各剂量组 Claudin1蛋白

表达水平呈升高趋势，提示荆防颗粒能够改善哮喘

小鼠肠道屏障功能。 

3.5  荆防颗粒调节哮喘小鼠的肠道菌群失调 

研究表明，哮喘小鼠肠道屏障功能和肠道微生

物群稳态遭到破坏[19]。采用 16S rRNA高通量测序

技术对小鼠粪便微生物群落结构及组成特征进行

检测。主坐标分析（principal coordinate analysis，

PCoA）结果“（图 5-A）显示，对照组样本紧密聚集，

而模型组样本与对照组存在显著偏离，荆防颗粒高 

 

A-Western blotting检测肺组织 TGF-β1/Smad2/3通路相关蛋白表达；B-免疫组化检测肺组织MUC5AC表达（×40）。 

A-expressions of TGF-β1/Smad2/3 pathway related proteins in lung tissue detected by Western blotting; B-MUC5AC expression in lung tissue detected 

by immunohistochemistry (× 40). 

图 3  荆防颗粒改善哮喘小鼠气道重塑并抑制黏液分泌 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Jingfang Granules improve airway remodeling and inhibit mucus secretion in asthmatic mice ( x s , n = 3) 
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图 4  荆防颗粒对哮喘小鼠结肠组织 Claudin1、Occludin 和 ZO-1 蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of Jingfang Granules on expressions of Claudin1, Occludin and ZO-1 proteins in colon tissue of asthmatic mice 

( x s , n = 3) 

 

A-PCoA图；B～F-α多样性分析；G-粪便微生物群落在属水平的相对丰度；H-粪便微生物群落在门水平的相对丰度。 

A-PCoA diagram; B—F-α-diversity analysis; G-relative abundance of fecal microbiota at genus level; H-relative abundance of fecal microbiota at 

phylum level. 

图 5  肠道菌群 α 多样性、β 多样性及物种组成分析 

Fig. 5  α-Diversity, β-diversity and species composition of gut microbiota 
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剂量组样本位于两者之间且更接近对照组，表明肠

道微生物结构已部分恢复。α多样性结果（图 5-B～

F）显示，与对照组比较，模型组 Ace指数、Chao1

指数和 Sobs 指数降低，Simpson 指数升高；与模

型组比较，荆防颗粒高剂量组 Ace指数、Chao1指

数和 Sobs 指数升高，Simpson 指数降低。各组

Coverage 指数均大于 0.99 且无显著差异，表明测

序覆盖度较高，结果具有可靠性。然而除 Chao1指

数外，其余指数均无显著性差异，这可能与实验粪

便样本量有限及个体间差异有关。为深入评估菌群

组成变化，在门水平和属水平进行群落柱状图分

析，如图 5-H和图 6-A所示，在门水平上，与对照

组比较，模型组拟杆菌门（Bacteroidota）丰度增加，

厚壁菌门（Firmicutes）丰度减少，进而引起厚壁菌

门 / 拟 杆 菌 门 （ F/B ） 值 下 降 ， 且 模 型 组

Paeudomonadota 丰度降低，表明模型组小鼠菌群

失调；经荆防颗粒治疗后菌群失调得到改善。如图

5-G和图 6-B所示，在属水平上，与对照组比较，

模型组炎症相关菌群 Prevotellaceae_UCG-001、

norank_o_Rhodospirillales 、 [Eubacterium]_ 

xylanophilum_group等丰度升高，有益菌属如乳杆

菌属 Lactobacillus、GCA-900066575丰度降低；经

荆防颗粒治疗后，肠道菌群紊乱得到改善，有益菌

群丰度升高，促炎菌群丰度降低。以上结果表明，

卵清蛋白诱发的哮喘严重破坏了肠道微生物结构，

表现为益生菌减少、炎症相关菌群增加以及门和属

水平的菌群丰度异常，而荆防颗粒治疗则部分恢复

了肠道微生物稳态。 

 

图 6  门 (A) 和属 (B) 水平关键菌群的相对丰度 ( x s , n = 6) 

Fig. 6  Relative abundance of key microbial communities at phylum (A) and genus (B) levels ( x s , n = 6) 

3.6  荆防颗粒改善哮喘小鼠粪便代谢紊乱 

采用代谢组学技术分析荆防颗粒对哮喘小鼠肠

道代谢功能紊乱的影响。在正、负离子模式下，分别

进行主成分分析（principal component analysis，PCA）

和正交偏最小二乘判别分析（orthogonal partial least 

squares-discriminant analysis，OPLS-DA）。如图 7所

示，PCA 结果显示各组间存在明显分离，模型组与

对照组差异显著，而荆防颗粒高剂量组聚类更接近

对照组。OPLS-DA进一步表明对照组与荆防颗粒高

剂量组的代谢谱更为相似。置换检验显示，R2 值趋

近 1且Q2截距小于零，提示无过拟合，表明模型稳

定可靠。采用变量重要性投影（variable importance in 

projection，VIP）＞1且 P＜0.05作为筛选标准，共

鉴定出 34种差异代谢物，其中 26种在模型组 vs对

照组中显著升高（图 8-A）。通过MetaboAnalyst 6.0平

台进行通路富集分析，发现富集通路包括不饱和脂肪

酸生物合成、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸生物合成及

花生四烯酸代谢，其中不饱和脂肪酸生物合成的富集

程度最为显著（图 8-B）。以上结果表明荆防颗粒可能

通过缓解哮喘相关的代谢紊乱发挥治疗作用。 
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a、d-PCA图；b、e-OPLS-SA图；c、f-模型置换检验图（200次）。 

a, d-PCA plot; b, e-OPLS-DA plot; c, f-permutation test plot (200 times). 

图 7  正 (A)、负 (B) 离子模式下血清代谢物的 PCA、OPLS-DA 和置换检验 

Fig. 7  PCA, OPLS-DA and permutation test analyses of serum metabolites in positive (A) and negative (B) ion modes 

 

图 8  粪便差异代谢物的热图 (A) 及 KEGG 代谢通路富集分析气泡图 (B) 

Fig. 8  Heatmap of differential fecal metabolites (A) and bubble plot of KEGG pathway enrichment analysis (B) 

3.7  荆防颗粒对哮喘小鼠肺组织蛋白质组学特征

的调控作用 

采用蛋白质组学技术分析肺组织中的蛋白表

达，在小鼠肺组织中分离出 9 177个蛋白，以差异

倍数“（fold change，FC）＞1.2或＜0.83和 P＜0.05

为条件，筛选差异表达蛋白。如图 9-A所示，与对

照组比较，模型组有 2 989个蛋白表达发生变化；

与模型组比较，荆防颗粒高剂量组有 217个蛋白表

达发生变化。模型组 vs对照组与荆防颗粒高剂量组

vs模型组有 67个差异表达蛋白重叠（图 9-B）。对 
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A-差异表达蛋白的火山图；B-差异表达蛋白的韦恩图；C-差异表达蛋白的热图；D-差异表达蛋白的 KEGG通路分析。 

A-volcanic diagram of differentially expressed proteins; B-Venn diagram of differentially expressed proteins; C-heatmap of differentially expressed 

proteins; D-KEGG pathway analysis of differentially expressed proteins. 

图 9  荆防颗粒对哮喘小鼠肺组织蛋白质组学特征的影响 

Fig. 9  Effect of Jingfang Granules on proteomic features of lung tissue in asthmatic mice 

照组、模型组和荆防颗粒高剂量组之间的差异表达

蛋白以热图的形式呈现（图 9-C）。将这些差异表达

蛋白导入 KOBAS数据库（https://kobas.cbi.pku.edu. 

cn/kobas3）进行 KEGG通路富集分析，高富集的 17

条通路见图 9-D，涉及坏死性凋亡、NOD样受体信

号通路、RIG-I样受体信号通路等通路。NOD样受

体信号通路通过激活 NF-κB和炎症小体，在气道炎

症、重塑及高反应性中发挥重要作用，被认为是哮

喘发病和进展的关键分子机制[20]。此外，越来越多

的证据表明，NOD 样受体信号通路通过免疫-炎症

交互作用与肠道菌群存在复杂关联[21]。本研究通过

Western blotting 验证蛋白质组学鉴定的 NOD 相关

信号通路改变，特别聚焦于 NOD-NF-κB 级联反应

的核心组分，以阐明其在哮喘发病机制中的作用。

如图 10所示，与对照组比较，模型组小鼠肺组织中

NOD2、RIP2、p-IKKα/β/IKKα/β、p-IκBα/IκBα、NF-

κB及 p-NF-κB表达水平均显著升高（P＜0.01）；经

荆防颗粒治疗后能有效逆转以上指标的变化，表明

荆防颗粒可能通过抑制 NOD-NF-κB 信号通路的过

度激活来改善哮喘。 
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图 10  荆防颗粒对哮喘小鼠肺组织 NOD-NF-κB 信号通路相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 10  Effect of Jingfang Granules on expressions of NOD-NF-κB signaling pathway related proteins in lung tissue of 

asthmatic mice ( x s , n = 3) 

3.8  肠道菌群、粪便代谢物与蛋白质之间的相关性

分析 

为探讨肠道菌群、粪便代谢物与蛋白质之间的

相互关系，基于 8 个差异菌群、4种差异代谢物及

3 个差异表达蛋白进行相关性分析，并构建整合相

关网络“（图 11）。结果显示，3个组学之间存在高度

关联的交互结构。在蛋白节点中，受体相互作用蛋

白激酶 3（ receptor interacting protein kinase 3，

RIPK3）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-12（cystein-

asparate protease-12，Caspase-12）和肿瘤坏死因子

受体相关因子 2（ tumor necrosis factor receptor-

associated factor 2，Traf2）连接度较高，位于网络中

心位置，且与多种差异菌群及脂质相关代谢物呈显

著相关。菌属如 Lactobacillus及 Firmicutes与炎症 

 

图 11  关键肠道菌群、差异代谢物与差异表达蛋白的相关性网络 

Fig. 11  Correlation network of key gut microbiota, differential metabolites and differentially expressed proteins 
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相关蛋白及脂肪酸类代谢物“（包括花生四烯酸）表

现出较强相关性。此外，不饱和脂肪酸“（如花生四

烯酸和二十碳五烯酸）作为重要代谢节点，与多种

微生物类群及免疫相关蛋白之间存在广泛联系。上

述结果提示，在哮喘模型中存在多层级的相互作用

网络，肠道菌群组成的改变可能与代谢紊乱及免疫

相关蛋白的响应密切相关。 

4  讨论 

哮喘是一种异质性呼吸系统疾病，其核心病理

机制涉及多种炎症细胞“（包括嗜酸性粒细胞、肥大

细胞和 T淋巴细胞）以及细胞因子（如 IL-1β、IL-

6、TNF-α和 IFN-γ），共同驱动持续性免疫激活[22]，

长期炎症可导致基底膜增厚、平滑肌增生及胶原沉

积等气道重塑改变，进而引起气流受限和肺功能下

降[23]。荆防颗粒源自经典方剂“ 荆防败毒散”，具有

解表散风、祛湿的功效。相比之下，糖皮质激素如

地塞米松虽能有效控制炎症，但长期应用易产生不

良反应[24-25]。近年来研究表明，哮喘的发生发展不

仅涉及免疫炎症，还与气道重塑及肺-肠轴失衡密切

相关[26]。既往研究显示，荆防颗粒还可改善肠道炎

症、恢复微生态稳态并调节代谢紊乱，从而缓解全

身炎症反应，提示其可能通过多靶点机制发挥调控

作用[8,27]。 

肠道菌群稳态失衡与先天免疫信号通路的异

常激活密切相关，这些通路可促进气道炎症。蛋白

质组学通路富集分析显示，差异表达蛋白主要涉及

RIG-I 样受体信号通路、B 细胞受体信号通路及坏

死性凋亡等，均与固有免疫激活和炎症级联放大有

关，其中 NOD-NF-κB 信号通路尤为显著。研究证

实，在哮喘模型中 NOD-NF-κB 信号通路被显著激

活[28]。当感知到微生物或内源性危险相关分子模式

时，NOD1/2 会激活 RIP2 及下游 IKK 复合体，导

致 IκB降解和 NF-κB核转位，进而诱导促炎细胞因

子“（包括 IL-1β、IL-6和 TNF-α）的转录[29-30]。在卵

清蛋白诱导的哮喘小鼠模型中，上述细胞因子水平

显著升高，并与肺部炎症密切相关[31]；升高的炎症

介质进一步激活气道上皮细胞、成纤维细胞和平滑

肌细胞，加剧气道炎症和高反应性[32]。同时，这些

促炎因子可刺激上皮细胞和巨噬细胞释放 TGF-

β1，促进血管生成、胶原沉积及肌成纤维细胞活化，

从而推动气道重塑[33-34]。TGF-β1可诱导成纤维细

胞活化和细胞外基质积聚，导致气道壁增厚和弹性

下降[35]，并通过促进 Smad2/3磷酸化增强 α-平滑肌

肌动蛋白（α-smooth muscle actin，a-SMA）表达，

驱动纤维化进程[36]。此外，TGF-β1/Smad信号通路

与 NOD-NF-κB 信号通路相互作用形成正反馈，加

速疾病进展。气道杯状细胞分泌的主要黏蛋白

MUC5AC在哮喘中的表达显著上调，导致黏液过度

分泌和纤毛清除功能受损[37-38]。综上，本研究表明

荆防颗粒可能通过协同抑制 TGF-β1/Smad2/3 及

NOD-NF-κB 信号通路的异常激活，有效缓解气道

炎症与重塑。 

中医早在千年前就提出了 肺与大肠相表里”

的整体观念。战国至秦汉时期，中医在功能上将肺

与肠相联系，首次提出肺-肠轴概念[39]。中医认为，

肺和大肠相表里，现代研究也证实肺与肠之间有密

切联系，特别在免疫方面[40]。近年来随着微生物组

学的发展，人们也清楚认识到肠道微生物群可能会

通过肺-肠轴调控炎症和免疫，进而参与哮喘等呼吸

系统疾病的病理进程[41-43]。肠道菌群组成的改变被

认为在哮喘的发病和进展中起关键作用，其中乳酸

杆菌属与免疫相关疾病密切相关。研究报道小鼠结

肠中乳酸杆菌的丰度在过敏性腹泻发展过程中降

低[44]。乳酸杆菌或其代谢产物（如乳酸）可通过增强

上皮屏障完整性及降低过敏原特异性免疫球蛋白 E

（immunoglobulin E，IgE）来缓解过敏性炎症[45-48]。

在 呼 吸道 合胞 病毒加 重 的哮 喘模 型中 ，

Prevotellaceae_UCG-001丰度与 IgE、IL-13和 IL-33

水平呈正相关[49]。此外，哮喘患者气道中通常表现

为厚壁菌门丰度减少和假单胞菌门丰度增加[50]。本

研究结果与以上发现一致，表明荆防颗粒可能通过

恢复肠道微生物平衡改善哮喘。 

粪便代谢组学分析显示，哮喘小鼠存在显著的

代谢紊乱特征，包括甘油磷脂类和不饱和脂肪酸水

平升高，同时氨基酸及其衍生物水平下降。KEGG

通路富集分析进一步显示，不饱和脂肪酸生物合

成、甘油磷脂代谢、支链氨基酸生物合成以及维生

素 B6 代谢等通路显著受到影响。这些代谢变化提

示，肠道代谢异常可能通过调控炎症介质、能量代

谢等通路，参与哮喘的免疫与炎症过程。部分氨基

酸及其衍生物水平下降，提示氨基酸代谢异常。多

不饱和脂肪酸是炎症和组织重塑过程中的关键免

疫调节因子[51-52]，其生物合成依赖于去饱和酶和延

长酶。多不饱和脂肪酸是生物活性脂质介质“（包括

白三烯和前列腺素）的前体，这些介质可促进嗜酸

性粒细胞浸润、肥大细胞脱颗粒及 Th2细胞因子释
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放[53-55]。花生四烯酸作为关键多不饱和脂肪酸，通

过环氧化酶和脂质氧合酶通路代谢生成前列腺素

和白三烯，这些物质通过 TGF-β/Smad 信号通路参

与急性炎症和气道重塑[56-57]。本研究发现哮喘小鼠

粪便中花生四烯酸和长链脂肪酸水平降低。类似花

生四烯酸减少现象在变应性鼻炎模型粪便样本中

已有报道[58]，但哮喘状态下血清或肺组织中花生四

烯酸水平可能升高[59]，这可能是由于组织特异性代

谢重分配所致。 

肠道屏障在维持免疫稳态中具有重要作用。紧

密连接由 Occludin、Claudin1及 ZO-1等蛋白构成，

是先天免疫系统的重要组成部分[60]。当肠道通透性

被破坏，细菌代谢物及炎症介质可进入体循环并影

响肺部免疫环境，加重气道炎症与重塑，促进哮喘

进展 [18,61]。本研究发现，哮喘模型小鼠肠道

Occludin、Claudin1和 ZO-1表达显著降低，提示屏

障功能受损；经荆防颗粒干预后，上述蛋白表达明

显上调，肠道屏障完整性得到明显改善。基于以上

发现，进一步对哮喘模型小鼠的肠道菌群、粪便代

谢物和差异蛋白进行相关性分析。多组学整合网络

分析进一步证实了肠道菌群失调、粪便代谢物改变

与哮喘模型中免疫-炎症反应之间的相互作用。

RIPK3、Caspase-12和 Traf2被证实是与关键细菌类

群和脂质代谢物高度关联的节点，提示沿肺-肠轴的

协同性改变，以上结果均表明微生物菌群失调与代

谢紊乱共同影响哮喘中 NOD-NF-κB 相关炎症信号

传导。 

肠道菌群及其代谢产物能够通过系统性免疫

调节影响肺部炎症，从而维持肺部免疫稳态。肠道

菌如唾液乳杆菌和粪杆菌属通过肺-肠轴影响肺部

炎症反应，并可能调控肺部 NOD-NF-κB 通路。首

先，乳酸菌减少会削弱调节性 T细胞产生和免疫平

衡，使免疫系统对环境刺激反应过度，从而增加哮

喘和其他过敏性疾病的风险[62]。再者，已有研究表

明，粪杆菌属的丰度与粪便短链脂肪酸水平显著相

关，益生菌如唾液乳杆菌发酵膳食成分产生短链脂

肪酸等代谢物，这些代谢物进入循环后可通过激活

受体，间接下调 NF-κB介导的 IL-6、TNF-α等炎性

因子表达，从而缓解炎症[63-64]。短链脂肪酸还可以

增强肠屏障和促进紧密连接蛋白表达，减轻炎症反

应[65]。肠道菌群组成改变也会影响系统性炎性状态

和免疫细胞分布，间接影响肺部免疫稳态[26]。有研

究表明在体外炎症模型中，菌群干预能够调节 TGF-

β/Smad信号通路[66]。以上研究提示肠道菌群的改变

可能影响气道重塑和炎症的重要下游通路 TGF-

β1/Smad2/3信号通路。因此，调控肠道菌群及其代

谢功能可能成为干预哮喘炎症及气道重塑的关键

策略，也为荆防颗粒通过肺-肠轴发挥多靶点免疫调

节作用提供了潜在机制依据。 

本研究结合 16S rRNA测序技术、非靶向代谢

组学及蛋白质组学，系统评估了荆防颗粒对卵清蛋

白诱导的哮喘小鼠的保护作用及其潜在机制。结果

表明，荆防颗粒可显著减轻气道炎症和气道重塑，

降低 IL-1β、IL-6和 TNF-α等炎症因子水平，并抑

制 TGF-β1/Smad2/3 信号通路及 NOD-NF-κB 信号

通路的异常激活。同时，荆防颗粒上调哮喘小鼠

Occludin、Claudin1和 ZO-1的表达，改善肠道屏障

功能，并在一定程度上纠正哮喘相关的肠道菌群失

调。代谢组学分析显示，哮喘小鼠存在不饱和脂肪

酸代谢紊乱，而荆防颗粒干预可显著逆转上述异

常。综合多组学分析结果提示，荆防颗粒可能通过

调节肠道菌群组成、改善粪便代谢紊乱发挥抗哮喘

作用，为传统中药复方干预哮喘提供了新的依据。

然而，本研究仍存在一定局限性。尽管本研究结果

提示荆防颗粒可在一定程度上改善肠道菌群结构

和肠道屏障功能，但其在抗哮喘作用中的直接因果

关系仍有待进一步明确。后续研究将结合抗生素诱

导的肠道菌群耗竭模型，采用粪菌移植等方法进一

步阐明肠道微生物群在荆防颗粒改善哮喘过程中

的因果作用，也将结合通路抑制剂及体外细胞模型

实验，从分子和细胞水平明确其调控机制。 
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