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益气温阳护卫法对哮喘大鼠

ＩＬ－１２／ＳＴＡＴ４信号途径的影响※
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　　摘　要　目的：探讨益气温阳护卫法对哮喘大鼠白细胞介素１２／信号传导子及转录激活子４（ＩＬ－
１２／ＳＴＡＴ４）信号途径的调节作用。方法：５０只 ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠随机分为正常对照组、哮喘模型组、
益气温阳护卫组、地塞米松组和卡介菌多糖核酸组，每组１０只。采用 ＴａｑＭａｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ测定哮喘
大鼠Ｔｈ细胞ＩＬ－１２和ＳＴＡＴ４的ｍＲＮＡ表达变化。结果：哮喘模型组 ＩＬ－１２和 ＳＴＡＴ４的 ｍＲＮＡ表达
显著低于正常对照组（Ｐ＜００１），益气温阳护卫组、地塞米松组和卡介菌多糖核酸组 ＰＢＭＣ中 ＩＬ－１２
和ＳＴＡＴ４的ｍＲＮＡ表达显著高于哮喘模型组（Ｐ＜００１）且与正常对照组ＩＬ－１２和ＳＴＡＴ４的ｍＲＮＡ表
达相当。结论：益气温阳护卫法调节哮喘大鼠 Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡的作用可能是通过上调 ＩＬ－１２／ＳＴＡＴ４信
号途径的基因表达实现。

　　关键词　益气温阳护卫法　哮喘　ＩＬ－１２　ＳＴＡＴ４

　　哮喘为一种气道的慢性炎症性疾病，许多细胞和
细胞组分参与此过程的发生。这种慢性炎症引起气

道高反应性，导致喘息、呼吸困难、胸闷和咳嗽反复发

作，常发生在夜间和清晨。其发生与广泛多变的可逆

性气流受限有关，常可自行缓解或通过治疗缓解。研

究指出哮喘的临床表现，包括喘息症状、睡眠受到干

扰、日间活动受限、肺功能受损以及急救药物的使用，

均可通过正确治疗得以控制，一旦哮喘被控制，复发

的情况和重症哮喘将减少［１］。近年，随着分子免疫学

和分子生物学的发展，越来越多的事实表明，Ｔｈ１／Ｔｈ２
在细胞数量、活化及功能方面的比例失衡可能是哮喘

气道炎症发病机制中的重要环节。中医学防治哮喘

有着较丰富的经验，洪广祥教授认为哮喘发病的内因

是“气阳虚弱，卫气不固”［２］，由此提出了益气温阳护

卫法防治哮喘的观点。

本研究通过采集哮喘大鼠外周血单个核细胞

（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣ），抽提Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ，检测调节 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞发育的 ＩＬ－１２／ＳＴＡＴ４
信号途径的基因表达水平，设立对照并以益气温阳护

卫中药进行干预，拟从基因转录水平探讨该治法调节

Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡的作用，进而探讨其治疗哮喘的机制，
为科学指导用药提供依据。

１　材料与方法
１１　实验动物　ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠４０只，４－５周
龄，体重１２０－１７０ｇ，购置南方医科大学实验动物中
心。按照随机原则分为５组，每组１０只，自由进水与
饮食，常规饲养一周后建立哮喘模型。动物合格证

号：ＳＣＸＫ（粤）２００６－００１５。
１２　实验用药　（１）实验用益气温阳护卫汤的制备：
益气温阳护卫汤药材购自江西中医学院附属医院。

将生黄芪、白术、防风、桂枝、白芍、生姜、大枣、炙甘

草、仙茅、仙灵脾等１０味药按比例２∶１５∶１５∶１∶１∶１
∶１∶０５∶１∶１５配伍，取上述生药１２００ｇ。然后取８倍
量冷水浸药０５ｈ，第１煎１ｈ（沸后）；第２煎加６倍量
水煎４０ｍｉｎ，将两次煎液，过滤合并浓缩，将提取物混
合成合剂（其中白术、防风、桂枝、白芍、生姜提取挥发

油），调至含生药２ｇ／ｍｌ，浓度溶液６００ｍｌ密封于无菌
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量瓶，存放于４℃冰箱。（２）地塞米松片，０７５ｍｇ／片，
仙居制药股份有限公司。（３）斯奇康（卡介菌多糖核
酸）注射液，湖南九芝堂制药有限公司。（４）用药剂量
依据２０００年版《中国药典》，根据人和动物体表面积
折算的等效剂量比率表计算，用药量相当于临床等效

剂量。

１３　主要仪器和试剂　（１）主要仪器：ＰＣＲ仪
（ＡＢＩ９７００），Ｍｘ３０００ＰＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公
司）；台式高速低温离心机（ＢＥＣＫＭＡＮ公司）；－７０℃
超低温冰箱（８５２５型，ＵＳＡ）；核酸蛋白分析仪（Ｄｕ５３０
型，ＢＥＣＫＭＡＮ）；紫外凝胶扫描仪（ＵＮＩＴＥＤＫＩＮＧ
ＤＯＭ）；Ａｇｉｌｅｎｔ２１００生物分析仪；（２）主要试剂：卵白
蛋白（ＯＶＡ，Ｓｉｇｍａ公司）、ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ（５０）、ＲＮＡ
ｌａｔｅｒＲＮＡＳｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ（５０ｍｌ）、ＱＩＡｓｈｒｅｄｄｅｒ
（５０）、Ｒｎａｓｅ－ＦｒｅｅＤｎａｓｅＳｅｔ、ＳＳⅢ ２－ＳＴＥＰＱＲＴ－
ＰＣＲ。
１４　哮喘模型　参照文献［３］方法并加以改进，制作
大鼠哮喘模型：第１天将实验大鼠分别腹腔注射抗原
液１ｍｌ（含卵蛋白（ＯＶＡ）１００ｍｇ和氢氧化铝［Ａｌ（ＯＨ）
３］１００ｍｇ）致敏，第８ｄ重复注射１次加强，第１５ｄ将大
鼠置于特制透明玻璃容器内，以超声雾化器雾化１％
ＯＶＡ，使之吸人雾化液２０ｍｉｎ激发哮喘。
１５　实验动物分组及给药　根据随机原则，将大鼠
分为：（１）正常对照组：用生理盐水代替致敏和诱发的
不同浓度卵蛋白。（２）哮喘模型组：同哮喘模型制备。
（３）益气温阳护卫汤组：致敏和诱发哮喘组，第９天开
始按每 １２ｈ用温阳益气护卫汤 ５ｍＬ／ｋｇ灌服大鼠。
（４）地塞米松组：致敏和诱发哮喘组，第９天开始按每
１２ｈ用地塞米松０５ｍｇ／ｋｇ灌服大鼠。（５）卡介菌多
糖核酸（ＢＣＧ－ＰＳＮ）组：致敏和诱发哮喘组，第９天开
始每次给以卡介菌多糖核酸注射液６２５ｍｇ／ｋｇ腹腔
注射，隔日一次。各组连续给药 ４周，每组大鼠 １０
只，每组标本采集，均于诱发后２４ｈ内。
１６　ＲＮＡ抽提及ＴａｑＭａｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测　从外
周血单个核细胞用 ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ（ＱＡＩＧＥＮ公司）
试剂盒抽提 ＴｏｔａｌＲＮＡ。获得的 ＲＮＡ保存于 －７０℃
超低温冰箱中。在 Ｒｅａ１ｔｉｍｅＰＣＲ仪（Ｍｘ３０００ＰＲｅａｌ

ＴｉｍｅＰＣＲ仪）上，用 ＴａｑＭａｎ法进行实时定量 ＰＣＲ。
引物及探针序列（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成）：

ＧＡＰＤＨ：ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ：５－ＴＣＴＡＣＡＴＧＴＴＣＣＡＧ
ＴＡＴＧＡＣＴＣＴＡＣＣ－３，ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ：５－ＡＣＡＴＡＣＴ
ＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡ－３，ＴａｑＭａｎＰｒｏｂｅ：５－ＣＧ
ＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣ－３；ＩＬ－１２：
ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ：５－ＴＧＣＣＡＡＧＴＧＴＣＴＴＡＡＣＣＡＧＴＣＣ－
３，ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ：５－ＧＴＴＴＴＧＴＣＣＣＧＴＧＴＧＡＴＧＴＣＴ
ＴＣ－３，ＴａｑＭａｎＰｒｏｂｅ：５－ＡＡＣＣＴＧＣＴＧＡＡＧＡＣ
ＣＡＣＧＧＡＣＧＡＣＡＴ－３；ＳＴＡＴ４：ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ：５－ＧＣ
ＣＴＣＡＡＧＴＧＧＧＴＧＧＡＧＡＡＡＴＧ－３，ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ：５
－ＣＴＣＴＣＴＣＣＧＴＣＣＡＧＧＣＡＧＴＧ－３，ＴａｑＭａｎＰｒｏｂｅ：５
－ＣＣＣＴＡＧＴＧＧＣＡＴＧＧＣＧＴＣＡＧＣＡＧＣ－３。反应体
系：（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司试剂盒）ＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ－ＵＤＧ
２５μｌ，ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（１０μＭ）１μｌ，ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ
（１０μＭ）１μｌ，Ｆｌｕｒｏｒｇｅｎｉｃｐｒｏｂｅ（１０μＭ）０５μｌ，ＲＯＸ
ＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ１μｌ，ｃＤＮＡ５μｌ，ＤＥＰＣ－ｔｒｅａｔｅｄｗａｔｅｒｔｏ
５０μｌ。ＰＣＲ反应条件：５０℃ ２ｍｉｎ（ＵＤＧｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ），
９５℃ ２ｍｉｎ，４０ｃｙｃｌｅｓｏｆ９５℃ ３ｓｅｃａｎｄ６０℃ ３０ｓｅｃ，
７２℃ ２０ｓｅｃ。在延伸的过程中搜集荧光信号，用软件
记录数据并分析，选取管家基因ＧＡＰＤＨ为内参照，以
ＧＡＰＤＨ和目的基因扩增的Ｃｔ值（每个反应管内荧光
强度达到系统认为有目的 ＤＮＡ合成时的循环数）之
差（△Ｃｔ值）表示目的基因 ｍＲＮＡ表达的相对丰度。
待测样品的相对值越大，表达量越低。

１７　数据统计　所有数据用均数±标准差（ｘ±ｓ）表
示。用 ＳＰＳＳ１３０统计软件进行统计处理，组间比较
用单因素方差分析，检验以 Ｐ＜００５为有统计学意
义。

２　结果
哮喘模型组ＩＬ－１２和ＳＴＡＴ４的ｍＲＮＡ表达明显

低于正常对照组，差异有显著性（Ｐ＜００１），益气温阳
护卫组、地塞米松组和卡介菌多糖核酸组 ＩＬ－１２和
ＳＴＡＴ４的ｍＲＮＡ表达明显高于哮喘模型组，差异有显
著性（Ｐ＜００１），且与正常对照组 ＩＬ－１２和 ＳＴＡＴ４
的ｍＲＮＡ的表达相当。结果见表１。
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表１　ＩＬ－１２＿ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ４＿ｍＲＮＡ各组表达水平（ｘ±ｓ）

组　别 ｎ ＩＬ－１２　△Ｃｔ ＳＴＡＴ４△Ｃｔ

正常对照组 １０ １３９８４０±０７０３１９ ７９１８０±１０８０１０

哮喘模型组 １０ ２５３０５０±０９０９０６ １２５８７０±０７０６３７
益气温阳护卫组 １０ １３６６２０±０７１６３３ ８０１１０±１００３２７

地塞米松组 １０ １４１５２０±１０３４６２ ８６５５０±１０２４８８

卡介菌多糖核酸组 １０ １３２９９０±０９２１０４ ８７０９０±０９６６３３

Ｔｏｔａｌ ５０ １６０８０４±４７４１６８ ９１７６０±１９８２３１

　　　　　　　　注：与哮喘模型组比较，Ｐ＜００１。

３　讨论
以往的研究已证实益气温阳护卫汤具有降低哮

喘豚鼠及哮喘患者气道反应及明显延长哮喘发作的

潜伏期的作用。降低哮喘豚鼠支气管肺泡灌洗液

（ＢＡＬＦ）嗜酸性细胞阳离子蛋白（ＥＣＰ）的水平及减轻
气道炎症，且明显优于玉屏风散组［４－７］。至于该法调

节Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡的机制尚不明确。
Ｔｈ１和 Ｔｈ２细胞分泌的细胞因子能够促进自身

亚型的生长、分化，相反对另一细胞亚型则起着抑制

作用。影响 Ｔｈ细胞分化的胞外信号分子中最关键
的是细胞因子，细胞因子在抗原刺激的早期产生，并

在抗原活化的 Ｔ细胞分化过程中影响其向不同亚型
分化。目前研究发现 ＳＴＡＴｓ家族作为转录因子与启
动子区域相结合，启动靶基因从 ＤＮＡ向 ｍＲＮＡ转
录，并在细胞内根据 ｍＲＮＡ所携带的炎症基因编码
复制出大量的炎症蛋白，再释放出去来扩增炎症反

应。这构成了哮喘炎症基因表达的分子学机制及哮

喘发病机制的基础［８］。许多的研究证实，在正常细

胞，ＩＬ－１２发挥生物学作用可通过 ＳＴＡＴ４途径实
现，并且 ＳＴＡＴ４只有 ＩＬ－１２才能激活［９］。ＩＬ－１２
与受体结合，后者二聚体化，促使 ＪＡＫ激酶活化酪
氨酸激酶，导致受体发生酪氨酸磷酸化；再通过 ＪＡＫ
活化 ＳＴＡＴ４，使后者与受体解离，转位到核内，结合
于特异基因的启动子序列上［１０，１１］，促进基因表达，

发挥生物学作用。当 ＩＬ－１２通过 ＳＴＡＴ４的信号途
径可使 ＣＤ４＋细胞的分化为 Ｔｈ１细胞。在支气管哮
喘的发病过程中，诱导 Ｔｈ１分化的关键细胞因子是
ＩＬ－１２，它是通过其家族成员 ＳＴＡＴ４发挥作用
的［１２］，因此，ＩＬ－１２／ＳＴＡＴ４信号途径是哮喘发病的
重要环节。本研究显示：在哮喘大鼠模型上，采用益

气温阳护卫法干预能上调 ＩＬ－１２、ＳＴＡＴ４等 Ｔｈ１细
胞因子 ｍＲＮＡ表达的水平，表明其可增强 Ｔｈ１亚群
功能，纠正 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子的比值失衡，这个结果

预示益气温阳护卫法调节 Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡的作用不仅
在调控胞外信号分子基因的表达，而且对于细胞内

信号转导子和转录激活子也发挥作用，这可能对恢

复 Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡更有意义，推测这可能是其防治哮
喘的机制之一。
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