
 

中国现代应用药学 2014 年 7 月第 31 卷第 7 期                          Chin J Mod Appl Pharm, 2014 July, Vol.31 No.7        ·805· 

 
图 1  各组小鼠卵巢 HE 染色切片(HE，400×)  
A空白组；B模型组；C海参花水提物低剂量组；D海参花水提物中剂量组；E海参花水提物高剂量组；F阳性对照组 

Fig. 1  Photographs on ovarian by H-E staining (HE, 400×)  
Acontrol group; Bmodel group; Clow dose of water extract of sea cucumber ovum group; Dmiddle dose of water extract of sea cucumber ovum 

group; Ehigh dose of water extract of sea cucumber ovum group; Fpositive drug group 

实验结果表明，海参花水提物能提高子宫、

卵巢脏器指数，增加子宫内膜厚度，同时也使卵

巢发育良好、卵泡数量增多，并且在一定程度上

提高了血清中雌二醇、孕酮含量。子宫、卵巢脏

器指数是评价受试物雌激素效应的常用指标，均

与体内雌激素水平呈正相关。通过卵巢切片发现

卵泡发育较模型组明显增强，提示海参花水提物

对减缓卵巢功能的衰退有一定作用。血清检测显

示，与模型组相比，海参花提取物能显著提高血

清中雌二醇及孕酮含量，也在一定程度上显示了

海参花水提物的雌激素样作用。 

在本次实验中，发现海参花水提物能改善雌性

小鼠 POF、保护小鼠生殖系统，但是关于海参花的

有效组分及其作用机制，有待于进一步的研究。 
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哮喘大鼠肺组织 Toll 样受体 3 和 9 的表达及布地奈德的影响 
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摘要：目的  观察哮喘大鼠肺组织中 Toll 样受体 3(TLR3)和 TLR9 的表达及对布地奈德的影响，探讨 TLRs 在哮喘炎症机

制中的作用。方法  建立大鼠哮喘模型, 随机分成哮喘组、对照组和布地奈德组，免疫组织化学法检测肺组织 TLR3 和
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TLR9 的表达。结果  哮喘组(OD 值：0.201±0.034)和布地奈德组(OD 值：0.195±0.043)肺组织 TLR3 的光密度值显著高于

对照组(OD 值：0.144±0.039)(P<0.05)，布地奈德组与哮喘组差异无统计学意义。哮喘组(OD 值：0.236±0.022)和布地奈德

组(OD 值：0.231±0.023)肺组织 TLR9 的光密度值均显著低于对照组(OD 值：0.271±0.025)(P<0.05)；布地奈德组与哮喘组

差异无统计学意义；肺组织 TLR3 和 TLR9 蛋白的表达水平无显著相关性(n=26，r=0.153)。结论  哮喘大鼠肺组织 TLR3

蛋白表达升高，TLR9 蛋白的表达则反之，TLRs 的表达过度或不足可能是哮喘气道炎症的重要原因之一。布地奈德的抗

炎作用可能主要不是通过 TLR3 和 TLR9 的途径实现。 

关键词：哮喘；Toll 样受体；糖皮质激素；免疫组织化学 
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Effect of Budesonide on Expression of Toll Like Receptor 3 and 9 in Rat Asthma Model 
 
FANG Li1, CHEN Peiying1, TONG Xiasheng2a, CHEN Qi3a, FAN Guangmin3b, WANG Enzhi2b(1.Department of 

Pediatrics, People’s Hospital of Zhuji, Shaoxing 311800, China; 2.Taizhou Integrated Traditional and Western Medicine 
Hospital, a.Department of Pediatrics, b.Department of Clinical Laboratory, Taizhou 317000, China; 3.Taizhou Central Hospital, 
a.Department of Clinical Laboratory, b.Department of Pathology, Taizhou 318000, China)  
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the potential roles of Toll like receptor(TLR) in pathogenesis of asthma 
inflammation, and the expression of TLR 3 and 9 in rat asthma model. METHODS  The rats were randomly and averagely 
divided into asthma, control and budesonide-treated group. Expressions of TLR3 and TLR9 protein were detected by 
immunohistochemical method. RESULTS  Expressions of TLR3 protein in lung tissure in asthma group(optical density: 
0.201±0.034) and in budesonide-treated group(optical density: 0.195±0.043) were significantly higher than that in control 
group(optical density: 0.144±0.039)(all P<0.05). While there was no significant difference of TLR3 protein expression between 
budesonide-treated and asthma group. Dramaticly, expressions of TLR9 protein in lung tissure in asthma group(0.236±0.022 
optical density) and budesonide-treated group(optical density: 0.231±0.023) were significantly lower than that in control 
group(optical density: 0.271±0.025)(all P<0.05). Moreover, there was no significant difference of TLR9 protein expression 
between in budesonide-treated and asthma group. Furthermore, there was no significant correlation between levels of TLR3 and 

TLR9 in lung tissue(n=26, r=0.153, P>0.05). CONCLUSION  Level of TLR3 increased in asthmatic asthma lung tissue group. 
On the other hand, level of TLR9 decreased. TLRs may act as an important role in asthma exacerbation, and the anti- 
inflammation function of TLRs may not mainly work through TLR3 and TLR9 path way. 
KEY WORDS: asthma; Toll like receptor; glucocorticoid; immunohistochemistry 

 

“卫生假说”认为，哮喘的发病机制与 Thl/Th2

失衡有关，如果年幼时期机体暴露于病原体的机

会减少，那么他们没有足够的刺激来激活 Thl 反

应，Thl/Th2 平衡则倾向于 Th2 反应，哮喘的发病

率就会升高[1]。Toll 样受体(Toll like receptor，TLR)

是 重要的模式识别受体，与 Thl/ Th2 失衡关系

密切，在哮喘的发病机制中起着非常重要的作用
[2]。但是不同亚型的 TLR 所起的作用不尽相同，

有些具有促炎作用，有些则反之[3]，其机制至今尚

未完全阐明。 近研究发现，TLR3 单核苷酸多态

性与哮喘相关，rs3775291(G/A)SNPs 与过敏性哮

喘易感性独立相关，并与哮喘夜间发作相关，但

与哮喘患者的外周血嗜酸性粒细胞、血浆总 IgE、

哮喘严重度分级无相关性[4]；TLR3 基因多态性还

与婴幼儿毛细支气管炎及以后的喘息发作有关[5]。

研究还发现 TLR9 基因多态性也与哮喘相关[6]。而

TLR3 和 TLR9 在哮喘肺组织中的表达水平如何，

国内报道甚少，本研究通过建立大鼠哮喘模型，

观察布地奈德对肺组织 TLR3 和 TLR9 表达的影

响，探讨 TLRs 在哮喘炎症机制中的作用，为哮喘

的防治提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  试剂   

兔抗大鼠 TLR3 和 9 抗体均购自美国 Imgenex

公司，Ⅴ级鸡卵白蛋白(OVA)购自美国Sigma公司。 

1.2  动物及分组   

27 只清洁级健康 SD 大鼠(上海斯莱克实验动

物有限责任公司 )，许可证号：SCXK(沪 )2007- 

0005，4~5 周龄，♂，体质量(121±7)g，在杭州

师范大学实验动物中心清洁级环境中饲养，自由

进食、水。随机分成哮喘组、对照组、布地奈德

组，每组 9 只。 
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1.3  动物模型复制 

哮喘组第 1 天和第 8 天腹腔注射 OVA/Al(OH)3

混合液(含 OVA 1 mg 和 Al(OH)3 100 mg)2 mL 致

敏，各 1 次。第 15 天开始每天向大鼠喷雾(PARI 

BOY-037G6000GERMANY 空气压缩雾化器)1% 

OVA 30 min，连续激发 7 d。对照组致敏和激发均

以生理盐水替代 OVA 和 Al(OH)3，布地奈德组致

敏和激发方法同哮喘组，不同的是在每次激发前

0.5 h 给予雾化布地奈德溶液 1 mg·组1(阿斯利康

公司，批号：309973)。 

1.4  肺组织 TLR 3 和 9 的检测   

末次激发 24 h 后，水合氯醛腹腔注射麻醉，

心脏抽血致死。取右肺内侧带肺组织，4%多聚甲

醛-PBS 溶液固定，常规石蜡包埋、切片，采用免

疫组化 SP 法测定 TLR 3 和 9 的表达[7]。每张切片

随机选择 5 个细支气管，Image-pro Plus 5.1 免疫组

化图像分析系统对阳性细胞进行灰度扫描，取其

平均值代表该片的光密度值(OD 值)。 

1.5  统计学方法  

数据以 sx  表示，应用 SPSS16.0 统计软件，

多组间均数比较采用单因素方差分析，方差齐性

者采用 LSD 法，方差不齐者采用 Tamhame's T2 检

验，两因素的相关分析采用直线相关分析法，P< 

0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  布地奈德对大鼠哮喘的影响   

OVA 激发后大鼠表现为烦躁不安、搔痒、喘鸣、

气促、腹肌抽搐等症状。哮喘组肺组织见支气管、

肺间质及血管周围炎性细胞浸润，支气管黏膜水肿、

黏液腺增生、黏液栓形成及部分黏膜上皮细胞脱落；

布地奈德组较哮喘组明显减轻；对照组肺组织结构

完整，仅见少量炎症细胞。结果见图 1。 

 
图 1  肺组织病理变化(HE，200×) 
A对照组；B哮喘组；C布地奈德组 

Fig. 1  Pathological change in lung tissue(HE, 200×) 
Acontrol group; Basthma group; Cbudesonide group 

2.2  肺组织 TLR3 的表达   

阳性细胞胞浆呈棕黄色表达，结构清晰，着

色明显高于背景。阳性细胞主要为支气管上皮细

胞、肺泡上皮细胞及淋巴细胞。哮喘组和布地奈

德组肺组织 TLR3 的光密度值均显著高于对照组

(P<0.05)；布地奈德组与哮喘组差异无统计学意义

(P>0.05)。结果见表 1 和图 2。 

 
图 2  大鼠肺组织 TLR3 蛋白表达(DAB 显色，200×) 
A对照组；B哮喘组；C布地奈德组 

Fig. 2  The expression of TLR3 protein in rat lung tissue(DAB staining, 200×) 
Acontrol group; Basthma group; Cbudesonide group 

2.3  肺组织 TLR9 的表达   

阳性细胞主要为支气管上皮细胞和肺泡上皮

细胞。哮喘组和布地奈德组肺组织 TLR9 的光密

度值均显著低于对照组(P<0.05)；布地奈德组与

哮喘组差异无统计学意义(P>0.05)。结果见图 3

和表 1。 
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图 3  大鼠肺组织 TLR9 蛋白表达(DAB 显色，200×)  
A对照组；B哮喘组；C布地奈德组 

Fig. 3  The expression of TLR9 protein in rat lung tissue(DAB staining, 200×) 
Acontrol group; Basthma group; Cbudesonide group 

表 1  肺组织 TLR3 和 TLR9 蛋白表达水平( sx  ) 

Tab. 1  The expressions of TLR3 and TLR9 protein in rat 
lung tissue( sx  ) 

组别 大鼠只数 TLR3 的 OD 值 TLR9 的 OD 值

对照组 9 0.144±0.039 0.271±0.025 

哮喘组 9 0.201±0.034 1) 0.236±0.0221)

布地奈德组 8 0.196±0.0331) 0.231±0.0231)

注：布地奈德组死亡 1 只；与对照组比较，1)P <0.05 

Note: One of budesonide group died; compared with control group, 
1)P<0.05 

2.4  相关性分析  

肺组织 TLR3和 TLR9蛋白的表达水平无显著

相关性(n=26，r=0.153，P>0.05)。 

3  讨论 

哮喘是一种气道慢性炎症性疾病，其发病机

制十分复杂。目前认为哮喘患者存在 Thl/Th2 失

衡，Thl 炎症因子的表达不足和 Th2 炎症因子的表

达增强是哮喘炎症机制的重要原因之一[8]。TLRs

属于一种 I 型跨膜膜式识别受体，能将细胞外信号

传递到细胞内，参与天然免疫反应和适应性免疫

反应，在感染、哮喘及肿瘤等疾病的发生和发展中

起着重要的作用，还与哮喘的 Thl/Th2 失衡有关[9]。

不同亚型的 TLRs 在哮喘中所起的作用不同，在屋

尘螨致敏的小鼠模型中发现，TLR4 在支气管上皮

细胞和肺泡巨噬细胞上表达增加，认为它具为促

炎的作用[10]。在 TLR7 基因敲除的小鼠哮喘模型

中发现，气道上皮细胞的病毒载量增加，认为年

幼时期 TLR7 的低表达与儿童期病毒诱发的哮喘

有关[11]。 

本研究发现，哮喘组肺组织 TLR3 的表达水平

显著增高，提示 TLR3 可能具有促炎的作用。TLR3

在支气管上皮细胞、肺泡上皮细胞、淋巴细胞中

均有表达，提示它可能通过这些细胞起作用。在

培养后的支气管上皮细胞上，能表达 TLR2、TLR3、

TLR4 和 TLR7；并在给予相应的激动剂后，炎症

因子 IL-6、IL-8 和集落刺激因子等分泌增加，认

为它们具有致炎的作用，阻断它们的表达可能是

治疗哮喘的有效方法[12]。本研究还发现，哮喘组

肺组织 TLR9 的表达水平显著下降，它可能起着抑

炎的作用，推测 TLR9 的表达不足与哮喘的气道炎

症有关。在急性发作期的哮喘儿童外周血 Treg 淋

巴细胞中发现，TLR1/2、4 和 7/8 的表达升高，而

TLR9 则呈低表达，提示 TLR9 与 TLR1/2、4 和 7/8

功能不同，起着相反的作用[13]。其作用机制可通

过增强 Th1 和减少 Th2 反应[14]，还能抑制树突状

细胞向肺组织迁徙[15]。它的激动剂(CpG DNA)具

有能够减轻哮喘气道炎症的作用[16]，其机制存在

TLR9 依赖和非 TLR9 依赖途经[17]。相关分析发现，

肺组织 TLR3 和 TLR9 蛋白的表达水平无显著相

关，表明两者在肺组织中的表达水平没有密切的

内在关系。糖皮质激素是目前治疗哮喘的首选药

物，它通过“经典途经”和“非经典途经”起作

用，但其机制尚未完全阐明。本研究采用布地奈

德进行干预，发现它不能影响 TLR3 和 TLR9 的表

达，推测布地奈德的抗炎作用不是主要通过 TLR3

和 TLR9 的途径。提示对那些接受布地奈德雾化吸

入疗效欠佳的哮喘患者，不能只考虑增加布地奈

德的剂量，应考虑加用其他类别的药物。以 TLR3

或 TLR9 为调节靶点的药物可能成为治疗哮喘新

的研究方向之一。 

据上结果所述，哮喘大鼠肺组织 TLR3 蛋白的

表达升高，TLR9 蛋白的表达则反之，TLRs 的表

达过度或不足可能是哮喘气道炎症的重要原因之

一。布地奈德的抗炎作用可能主要不是通过 TLR3

和 TLR9 的途径实现。 
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精制冠心颗粒复方中 4 味药材 HPLC 指纹图谱研究 

  

胡燕 1，宋力飞 2*，李曼莎 2，周绍春 2，肖俊勇 2
(1.广州白云山奇星药业有限公司，广州 510310；2.广州泽力医药科技有限公

司，广州 510663) 
 

摘要：目的  利用 HPLC 建立精制冠心颗粒复方中 4 味药材指纹图谱。方法  运用 Agilent 1100 DAD-HPLC 高效液相色

谱仪，采用 Inertsil ODS-3(4.6 mm×250 mm，5 µm)色谱柱，乙腈-0.1%磷酸梯度洗脱，流速 1.0 mL·min1，检测波长 270 nm，

柱温 30 ℃，进样量：10 μL，对精制冠心颗粒复方四味药材进行试验。结果  10 批精制冠心颗粒复方中 4 味药材中共获

得 22 个共有峰，不同批次样品相似度均>0.90，方法精密度、稳定性和重复性良好。结论  采用 HPLC 建立的精制冠心

颗粒复方中 4 味药材指纹图谱，方法稳定、可靠、简便，色谱图展现的各峰分离度较好，特征明显，可做为精制冠心颗

粒复方真伪鉴别标准。 
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