
火把花根片对哮喘豚鼠肺泡灌洗液白细胞介素3受体mRNA的表达及嗜酸性粒细胞
浸润的影响  

    哮喘是一种以迟发性气道过敏反应为主的慢性气道炎症性疾病[1]。气道粘膜嗜酸性粒细胞(eosinophil， Eos)

等炎症细胞的大量聚集和脱颗粒是哮喘的主要病理改变之一。激素类药物是目前治疗哮喘的首选药，但是此类药物长期

服用，毒副作用明显且易复发。中药火把花根片又名六方藤，为卫茅科植物，味苦，辛，凉，功能祛风活络，散淤活血

[2]。临床观察表明，火把花根片具有良好的抗炎及免疫调节作用，对银屑病、慢性肾炎、类风湿性关节炎、结节性红

斑等[3][4][5][6]多种自身免疫性疾病有显著性疗效，且无激素的副作用，病人的依从性较好。本实验就经火把花根

片治疗的哮喘豚鼠肺泡灌洗液(BALF)的白细胞介素-3(IL-3)受体mRNA的表达，及其对哮喘豚鼠气道Eos浸润的影响进

行初步研究。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  动物  健康雄性豚鼠32只，体质量250~300 g，由第一军医大学实验动物中心提供。 

    1.1.2  试剂  卵蛋白(上海化学试剂采购站进口分装)，火把花根片(重庆中药研究院制药厂产品)，RT-PCR试剂

盒(瑞康生物技术有限公司产品)，DNA Marker：φ×174 HincⅡdigest(TaKaRa公司产品)。 

    1.1.3  仪器  “402”超声雾化吸入器(上海合力医用器械厂)，PCR仪(德国Eppendorf公司产品)，UVItec凝胶

分析仪(英格兰UVItec公司产品)。 

    1.2  方法 

    1.2.1  豚鼠哮喘模型的制备及分组 

    32只健康豚鼠随机分为4组：哮喘组、地塞米松治疗哮喘组、火把花根片治疗哮喘组和正常对照组。每组8只。 

    豚鼠哮喘模型的制备：在第1天用10%的卵蛋白生理盐水混悬液1 ml腹腔注射。第15天将致敏的豚鼠置于一30 cm

×20 cm×20 cm的半密闭有机玻璃罩内，将1%卵蛋白溶液用“402”超声雾化吸入器喷入激发，直至豚鼠出现呼吸急

促、点头运动及腹肌明显收缩等哮喘症状时停止。在激发前60 min给予苯海拉明10 mg/kg·b.w.腹腔注射，预防动物

因过敏反应而死亡。 

    哮喘组：第16~30天，隔日以1%卵蛋白生理盐水混悬液激发1次，共7次。 

    地塞米松治疗哮喘组：第16~30天，按1.6 mg/kg·b.w.予地塞米松片，将其研磨成粉末状溶于2 ml生理盐水，每

日通过自制的胃管灌服。同时隔日以1%卵蛋白生理盐水混悬液激发1次，共7次。地塞米松片为每次激发前1 h灌服。 

    火把花根片治疗哮喘组：第16~30天，按260 mg/kg·b.w.予火把花根片，将其研磨成粉末状溶于2 ml生理盐水，

每日通过自制的胃管灌服。同时隔日以1%卵蛋白生理盐水混悬液激发1次，共7次。火把花根片为每次激发前1 h灌服。 

    正常对照组：用生理盐水代替卵蛋白。在第1天用生理盐水1 ml腹腔注射。第15天将豚鼠置于一30 cm×20 cm×

20 cm的半密闭有机玻璃罩内，将生理盐水用“402”超声雾化吸入器喷入。第16~30天，隔日给予生理盐水用“402”

超声雾化吸入器喷入。 

    1.2.2  BALF的收集及细胞计数与分类 

    第30天，最后1次激发后，10%水合氯醛以3.5 ml/kg·b.w.腹腔注射麻醉豚鼠。切开气管，行气管插管，用3 ml 

Hanks液灌入支气管肺组织内，抽吸2~3次，轻按摩胸部后回收BALF。回收率为85%以上，共灌洗3~4次。BALF回收后用

双层无菌纱布过滤，除去粘液等，记录回收液体量。将BALF放入离心管中，1 000 r/min离心10 min，离心的细胞沉
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淀用含5%胎牛血清(FCS)的M-199培养液冲洗3次，调整培养液为1 ml，取少量于载玻片上涂片，进行细胞总数和细胞

分类。 

    1.2.3  肺组织病理切片 

    在每次肺泡灌洗后，切取豚鼠右侧肺，用3%甲醛固定，石蜡包埋，切片，HE染色。光镜下观察Eos的浸润及上皮细

胞脱落等病理学改变。 

    1.2.4  IL-3Rα引物和β-actin引物的合成 

    扩增鼠IL-3Rα引物及β-actin引物，参照McClanahan等[7]文献设计，由中国科学院上海细胞生物研究所合成。其

中β-actin作为内参。IL-3Rα ：扩增产物长度227 bp；SENSE 5'GAACAGATTCCACC ATGGCCTCCTTG3'；ANTISENSE 

3'GTCTCCACTAC GGACACTTCTGTC5'。β-actin：扩增产物长度587 bp；SENSE 5'CCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGAC3'；

ANTISENSE 3'AGACCGCCGTGGTGTACATGGGA 5'。 

    1.2.5  RT-PCR及半定量分析 

    采用半定量逆转录-多聚酶反应技术(SqRT-PCR)，通过设立β-actin阳性对照作基因转录的mRNA半定量测定。 

    RNA提取：用RT-PCR试剂盒提取。从液氮中取出每组样品标本，提取方法参照试剂盒说明书进行。逆转录及第1次

PCR步骤：置PCR仪中42 ℃反应90 min，95 ℃变性5 min。第1次PCR条件：94 ℃变性45 s，55 ℃退火45 s，72 ℃

延伸1 min，扩增30个循环，最后72 ℃延伸10 min。 

    第2次PCR步骤：建立50 μl反应体系，94 ℃变性45 s，59 ℃退火45 s，72 ℃延伸1 min，扩增30个循环，最后

72 ℃延伸10 min。 

    PCR产物检测：采用2%琼脂糖凝胶电泳，以β-actin为阳性对照，用UVItec凝胶分析仪将电泳图扫描后进行分析。

以积分光密度之比进行半定量分析。1.2.6  统计学处理   用SPSS10.0软件行One-Way ANOVA统计分析，各组间比较

采用SNK法。 

    

2  结果 

    2.1 BALF中细胞总数及细胞分类(表1) 

    哮喘豚鼠经过火把花根片治疗后，BALF中细胞总数和Eos的百分比均有显著性下降，与正常组比较有显著差异。地

塞米松组与火把花跟片组比较，BALF中细胞总数和细胞分类均无明显差异。 

    2.2  肺组织病理切片 

    2.2.1  正常组  支气管和肺组织均未见明显病理变化(图1A)。 

    2.2.2  哮喘组  支气管粘膜及粘膜下层组织有大量Eos浸润，Eos脱颗粒，支气管壁增厚，管腔狭窄，腔内有大

量的上皮细胞脱落，还可发现粘液栓，有组织粘膜充血水肿等典型的气道炎症表现(图1B)。 

    2.2.3 地塞米松治疗组  组织粘膜仍有比较明显的充血水肿等，但Eos浸润较哮喘组豚鼠明显减轻，可见到淋巴细

胞和浆细胞等(图1C)。 

    2.2.4  火把花跟片治疗组 



    与地塞米松治疗组相似，Eos浸润较哮喘组豚鼠明显减轻，可见淋巴细胞和浆细胞等，组织仍有充血水肿(图1D)。 

    图1  各组肺组织病理切片(HE染色，×400) 
    Fig.1  Histopathological examination of the lung tissues in different groups (HE staining, ×

400)
    A: Control group; B: Asthmatic group; C: Dexamethasone therapy group; D: Huobahuagen tablet 

therapy group

    2.3  BALF中Eos IL-3RαmRNA表达相对含量(表2) 

    RT-PCR检测显示，正常豚鼠BALF中Eos有一定量IL-3Rα mRNA的表达，哮喘豚鼠经过火把花根片治疗后，IL-3Rα 

mRNA的表达显著增加。地塞米松治疗组与火把花根片治疗组比较无显著性差异。 

    2.4  各组RNA电泳结果 

    各标本总RNA琼脂糖凝胶电泳结果(图2A~D)显示，RNA有部分降解，但IL-3Rα和β-actin两条带显示清晰，符合

RT-PCR要求。 





    图2  各组的RT-PCR结果 
    Fig.2  Result of RT-PCR in different groups

    A: Control group; B: Asthmatic group; C: Dexamethasone therapy group; D: Huobahuagen tablet 
therapy group

    Lane 1: DNA marker; Lane 2: Induced by β-actin; Lane 3: Induced by IL-3

    

3  讨论 

    目前研究表明，哮喘是一种由Eos、肥大细胞及T淋巴细胞等多种炎症细胞参与的气道慢性炎症性疾病，它导致气

道上皮损伤、微血管渗透性增高及气道神经功能紊乱，诱发和加重气道高反应性。气道的慢性炎症是哮喘的病理基础

[8]。目前公认，在所有这些细胞中，Eos可能是产生气道炎症最重要、作用强度最大的细胞。活化的T细胞通过分泌

IL-3、白介素-5(IL-5)、粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF)促进Eos的分化，活化存活延长及气道内的募集



[9]。细胞因子IL-3、IL-5、GM-CSF通过与Eos上的各自受体α亚单位结合而起作用。它们具有共同的β亚单位，β亚单

位是信号传递的关键部位，因此，这些细胞因子的许多作用相似或者相同[10][11][12]。在哮喘中，它们共同促进Eos

分化、成熟、内皮粘附、趋化、激活和脱颗粒。Eos活化浸润释放是引起哮喘特征性病理改变和气道高反应性的主要原

因。IL-3可延长Eos的存活，增强Eos对趋化因子的反应，促使Eos跨内皮移行，还能促进肥大细胞分化成熟。有研究表

明，哮喘患者BALF表达的IL-3增加与哮喘严重程度相关[13]。 

    Kurata等[14]发现人的CD34+细胞中IL-3Rα mRNA可被IL-3、IL-5、GM-CSF下调，反之当这些细胞因子减少时，

对受体的抑制减少，IL-3Rα mRNA表达就增加。本实验利用火把花根片后，IL-3Rα mRNA表达增加，说明IL-3减少。同

时利用地塞米松这种临床上最常用的治疗哮喘药与之进行比较，清楚地表明在这两组BALF中Eos及细胞总数差异均无显

著性，肺组织病理切片HE染色后通过光镜观察也表明这两组的差异不大，BALF的Eos IL-3Rα mRNA表达相对含量差异也

无显著性。本实验表明，火把花根片能显著抑制哮喘豚鼠的气道炎症，其机制可能与火把花根片作为一种抗变态反应性

的中药，具有抗炎、降低毛细血管通透性、减轻组织水肿等作用有关。本研究为火把花根片临床应用于哮喘治疗提供了

初步的实验基础，但还有待于进一步研究其抗哮喘炎症的分子机制。 
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