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［摘要］　目的　探讨白藜芦醇（ＲＥＳ）对哮喘小鼠气道炎症及肺组织高迁移率族蛋白Ｂ１（ＨＭＧＢ１）、
基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）９表达的影响。方法　将３６只 Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠随机分为对照组、哮喘
组和ＲＥＳ干预组，每组各１２只。采用卵清蛋白混合液腹腔注射致敏并雾化吸入激发建立哮喘小
鼠模型。采用苏木素伊红染色和过碘酸雪夫染色观察小鼠气道炎症及黏液分泌情况；酶联免疫
吸附试验检测肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中ＨＭＧＢ１和ＭＭＰ９蛋白表达水平；分别采用免疫组化染色、逆
转录聚合酶链反应检测肺组织中ＨＭＧＢ１和ＭＭＰ９蛋白、ｍＲＮＡ表达水平。结果　ＲＥＳ干预组小
鼠肺组织炎症病理学评分和基底膜周径标准化的ＰＡＳ＋杯状细胞面积（Ａｐａｓ＋／Ｐｂｍ）均明显低于哮
喘组（Ｐ＜０．０５）。哮喘组小鼠ＢＡＬＦ中炎症细胞总数、嗜酸性粒细胞计数、巨噬细胞计数、淋巴细
胞计数、ＨＭＧＢ１及ＭＭＰ９表达水平均高于对照组（Ｐ＜０．０５），而ＲＥＳ干预组小鼠上述指标均低于
哮喘组（Ｐ＜０．０５）。对照组小鼠肺组织中ＨＭＧＢ１和ＭＭＰ９蛋白及 ｍＲＮＡ的表达较少，而哮喘组
小鼠肺组织中的表达明显增多，但ＲＥＳ干预组小鼠肺组织中ＨＭＧＢ１和ＭＭＰ９蛋白及ｍＲＮＡ的表
达水平均明显低于哮喘组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＲＥＳ可减轻哮喘小鼠气道炎症和气道重塑，其可能
机制为通过调节肺组织ＨＭＧＢ１和ＭＭＰ９的表达。
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　　 哮喘是多种免疫活性细胞和细胞因子参与的一
种慢性非特异性气道炎症性疾病［１２］。既往研究结果

显示，辅助性Ｔ细胞（Ｔｈ）１／Ｔｈ２和 Ｔｈ１７／调节性 Ｔ细
胞（Ｔｒｅｇ）反应失衡是哮喘免疫失衡的主要机制，然而
其作用通路还不足以完全解释哮喘患者症状的持续存

在［３４］。白藜芦醇（ＲＥＳ）是植物在环境恶化及受到病
原攻击时产生的一种植物抗毒素。既往研究表明，

ＲＥＳ在哮喘［５］、慢性阻塞性肺疾病［６］、急性肺损伤［７］

及肺间质性病变［８］等呼吸系统疾病中发挥重要作用。

高迁移率族蛋白 Ｂ１（ＨＭＧＢ１）是一种晚期炎症因子，
已有研究证实其在维持哮喘气道炎症中发挥作用［９］。

基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）９通过促进细胞外基质
（ＥＣＭ）沉积和气道平滑肌细胞增殖、迁移，参与哮喘
的气道重塑过程［１０］。我们通过检测 ＲＥＳ对哮喘小鼠
模型气道炎症反应及肺组织 ＨＭＧＢ１和 ＭＭＰ９表达
的影响，探讨其影响哮喘气道炎症的机制，为支气管哮

喘患者的治疗提供新思路和理论基础。

材料与方法

１．材料：６～８周龄ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠３６只，
体重约２０ｇ，购于武汉大学动物实验中心。鸡卵清蛋
白（ＯＶＡ）购于 Ｓｉｇｍａ公司；免疫组化一抗购于美国
ＧｅｎｅＴｅｘ公司；二抗及显色剂购于北京博奥森生物技
术有限公司。逆转录试剂盒和聚合酶链反应（ＰＣＲ）试
剂盒购于 Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ公司；Ｔｒｉｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试剂盒、
ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购于碧云天生科有限公司；
ＥＣＬ发光液购于美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。实验仪
器包括超声雾化器、实时定量 ＰＣＲ仪（ＡＢＩ７５００型）、
光学显微镜等。

２．方法
（１）动物分组和哮喘小鼠模型制作：将 ３６只

Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠随机分为对照组、哮喘组及 ＲＥＳ干
预组，每组各１２只。哮喘小鼠模型制作：①致敏：于第
１天、第１４天予每只小鼠分别腹腔注射致敏液０．２ｍｌ
（１ｍｇ／ｍｌＯＶＡ０．１ｍｌ与１０ｍｇ／ｍｌ佐剂液态铝０．１ｍｌ
混合制备）；②激发：于第２１～２７天将小鼠置于密闭容
器（２０ｃｍ×４０ｃｍ×５０ｃｍ）中，以１０ｍｇ／ｍｌ的 ＯＶＡ溶
液１０ｍｌ雾化吸入，每天１次，每次３０ｍｉｎ；同时，ＲＥＳ
干预组小鼠于激发前１ｈ，采用１００ｍｇ／ｋｇ的ＲＥＳ腹腔
注射进行干预；对照组和哮喘组小鼠腹腔注射等体积

的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）。末次激发２４ｈ后处死动物，
进行标本采集。

（２）肺组织标本制备：第 ２８天断椎处死各组小
鼠，并立即予 ＰＢＳ进行肺泡灌洗，收集１ｍｌ肺泡灌洗
液于ＥＰ管中，迅速取新鲜右肺组织置于１．５ｍｌ的ＥＰ

管中，置于－８０℃冰箱贮存。将取出的左肺组织置于
４％甲醛溶液中，石蜡包埋固定切片后，行苏木素伊红
（ＨＥ）染色、过碘酸雪夫（ＰＡＳ）染色及免疫组化染色。

（３）ＨＥ染色、ＰＡＳ染色及免疫组化染色：每只小
鼠分别随机选取３张肺组织石蜡切片行ＨＥ和ＰＡＳ染
色。评分方法：两位独立的观察者在２００倍显微镜下
对支气管壁炎症细胞浸润及杯状细胞的增殖情况进行

半定量评分，每张切片至少观察４个视野，评分标准：
０分：支气管壁及血管周围无炎症细胞浸润；１分：支气
管壁及血管周围有散在炎症细胞浸润；２分：支气管壁
及血管周围有１～５层炎症细胞浸润；３分：支气管壁
及血管周围有 ＞５层炎症细胞浸润。采用 ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ６．０软件分析气道上皮杯状细胞的数量及基底膜
周径标准化的ＰＡＳ＋杯状细胞面积（Ａｐａｓ＋／Ｐｂｍ）。每
张石蜡切片也均进行免疫组化染色，观察炎症细胞中

ＨＭＧＢ１和 ＭＭＰ９蛋白的表达，采用积分光密度
（ＩＯＤ）反映目标蛋白的表达水平。

（４）肺组织ＨＭＧＢ１和ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的逆转录聚
合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测：采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取右肺组
织总ＲＮＡ，采用逆转录试剂盒合成单链ｃＤＮＡ，并设计
目的基因引物。ＨＭＧＢ１序列上游引物：５’ＡＡＡ
ＧＡＡＧＴＴＣＡＡＧＧＡＣＣＣＣ３’，下游引物：５’ＧＣＴＣＴＧＴＡＧ
ＧＣＡＧＣＡＡＴＡＴ３’，产物长度２３４ｂｐ；ＭＭＰ９序列上游
引物：５’ＧＣＧＴＧＴＣＴＧＧＡＧＡＴＴＣＧＡＣＴ３’，下游引物：
５’ＴＴＴＧＧＡＡＡＣＴＣＡＣＡＣＧＣＣＡＧ３’，产物长度１６７ｂｐ；内
参ＧＡＰＤＨ上游引物：５’ＡＴＧＧＧＴＧＴＧＡＡＣＣＡＣＧＡＧＡ３’，
下游引物：５’ＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧＧＣＡ３’，产物
长度２２９ｂｐ；ＰＣＲ反应体系（２０μｌ）：模板 ｃＤＮＡ４μｌ，
ＰＣＲ上、下游引物（１００μＭ）各 ０．４μｌ，预混缓冲液
（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｎ／ＦｌｏｕｒｅｓｃｅｉｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ）１０μｌ，双蒸水
（ｄｄＨ２Ｏ）５．２μｌ。反应条件：５０℃２ｍｉｎ，９５℃１０ｍｉｎ；
９５℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环。每个样品重复３次，
记录每次测定的Ｃｔ值，以ＧＡＰＤＨ为内参，得出的数据
采用２－△△Ｃｔ进行分析。

（５）支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中 ＨＭＧＢ１和
ＭＭＰ９蛋白水平检测：将保存在 －８０℃冰箱中的
ＢＡＬＦ取出，于冰上复融后在４℃下以３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测 ＨＭＧＢ１
和ＭＭＰ９蛋白水平。
３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比
较采用两独立样本ｔ检验。以Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

结　　果

１．３组小鼠肺组织病理形态学比较：对照组小鼠
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肺组织ＨＥ染色下见支气管结构排列规律，未见炎症
胞浸润（图１Ａ）；ＰＡＳ染色下见支气管上皮细胞中几乎
无杯状细胞（ＰＡＳ＋细胞）和黏液分泌（图１Ｂ）。哮喘
组小鼠肺组织ＨＥ染色下见气道壁明显增厚，肺泡融
合，支气管壁和血管周围有大量炎症细胞浸润，以嗜酸

性粒细胞为主（图１Ｃ）；ＰＡＳ染色下见支气管上皮细胞
中杯状细胞（ＰＡＳ＋细胞）增殖及黏液分泌明显增多
（图１Ｄ）。与哮喘组比较，ＲＥＳ干预组小鼠肺组织 ＨＥ
染色下见气道壁明显变薄、肺泡融合明显减少，支气管

壁和血管周围炎症细胞明显减少（图１Ｅ）；ＰＡＳ染色下
见支气管上皮细胞中杯状细胞（ＰＡＳ＋细胞）数量和黏
液分泌明显减少（图１Ｆ）。对照组、哮喘组和 ＲＥＳ干
预组小数肺组织炎症病理学评分分别为０．３３±０．１８、
２．６８±０．３９、１．５１±０．５４，Ａｐａｓ＋／Ｐｂｍ分别为０．４１±０．４４、
６．０１±１．２８、３．５４±１．５９。ＲＥＳ干预组小鼠肺组织炎症病
理学评分和Ａｐａｓ＋／Ｐｂｍ均明显低于哮喘组（Ｐ＜０．０５）。

　　２．３组小鼠肺组织中ＨＭＧＢ１和ＭＭＰ９蛋白免疫
组化及 ｍＲＮＡ检测结果比较：对照组小鼠肺组织中
ＨＭＧＢ１和ＭＭＰ９蛋白及 ｍＲＮＡ的表达较少，而哮喘
组小鼠肺组织中的表达明显增多，但 ＲＥＳ干预组
ＨＭＧＢ１和ＭＭＰ９蛋白及ｍＲＮＡ的表达水平均明显低
于哮喘组（Ｐ＜０．０５）。见图２和表１。

表１　３组小鼠肺组织中ＨＭＧＢ１和ＭＭＰ９ｍＲＮＡ及
蛋白表达水平比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数
ＨＭＧＢ１
ｍＲＮＡ

ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ

ＨＭＧＢ１
蛋白

ＨＭＧＢ１
蛋白

ＭＭＰ９
蛋白

对照组 １２ ０．９５±０．０６ １．０９±０．１８ １３．７３±１．５０１３．７３±１．５０ １５．２０±０．８５
哮喘组 １２ ２．４７±０．２１ａ １．８４±０．１８ａ ９７．５３±９．１８ａ９７．５３±９．１８ａ７９．５７±７．７６ａ

ＲＥＳ干预组 １２ １．８４±０．４１ｂ １．４７±０．１０ｂ ４７．１５±３．０９ｂ４７．１５±３．０９ｂ３２．８４±４．２４ｂ

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与哮喘组比较，ｂＰ＜０．０５

　　３．３组小鼠ＢＡＬＦ中炎症细胞计数、ＨＭＧＢ１及ＭＭＰ９
蛋白表达水平比较：哮喘组小鼠 ＢＡＬＦ中炎症细胞总
数、嗜酸性粒细胞计数、巨噬细胞计数、淋巴细胞计数、

图１　３组小鼠肺组织病理形态学比较（×２００，Ａ：对照组，ＨＥ染色；Ｂ：对照组，ＰＡＳ染色；Ｃ：哮喘组，ＨＥ染

色；Ｄ：哮喘组，ＰＡＳ染色；Ｅ：ＲＥＳ干预组，ＨＥ染色；Ｆ：ＲＥＳ干预组，ＰＡＳ染色）

图２　３组小鼠肺组织中ＨＭＧＢ１和ＭＭＰ９蛋白免疫组化结果（×２００，Ａ、Ｄ：对照组；Ｂ、Ｅ：哮喘组；Ｃ、Ｆ：ＲＥＳ干预组）
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表２　３组小鼠ＢＡＬＦ中炎症细胞计数、ＨＭＧＢ１及ＭＭＰ９蛋白表达水平比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 炎症细胞总数 嗜酸性粒细胞计数 巨噬细胞计数 淋巴细胞计数 中性粒细胞计数 ＨＭＧＢ１蛋白 ＭＭＰ９蛋白

对照组 １２ １．９３２±０．２７１ ０．３００±０．１６７ ０．８６７±０．１０８ ０．１８８±０．０１８ ０．０２６±０．００８ ９．８５６±２．２０８ ２５．６２３±６．７０７
哮喘组 １２ ５．６２０±０．２９０ａ ０．８２０±０．０５１ａ ３．９００±０．２９０ａ １．０１３±０．０７７ａ ０．１８７±０．０２６ ５３．１７２±１７．２２１ａ ３６５．１４２±８１．０５７ａ

ＲＥＳ干预组 １２ ３．１５０±０．３５６ｂ ０．５２２±０．３１３ｂ ２．７５０±０．１６５ｂ ０．５３０±０．０５４ｂ ０．０７８±０．０１５ ４１．１３２±１０．９１０ｂ ２２１．３３２±６５．４８１ｂ

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与哮喘组比较，ｂＰ＜０．０５

ＨＭＧＢ１及ＭＭＰ９表达水平均高于对照组（Ｐ＜０．０５）；
ＲＥＳ干预组小鼠肺泡灌洗液中炎症细胞总数、嗜酸性
粒细胞计数、巨噬细胞计数、淋巴细胞计数、ＨＭＧＢ１及
ＭＭＰ９表达水平均低于哮喘组（Ｐ＜０．０５）。见表２。

讨　　论

既往研究结果显示，ＲＥＳ可减轻慢性哮喘小鼠气
道炎症，并改善其气道重塑、降低气道高反应性、改善

肺功能［１１］。Ｌｅｅ等［１２］的研究表明，ＲＥＳ干预哮喘小鼠
模型组血清和ＢＡＬＦ中Ｔｈ２相关细胞因子分泌明显减
少，气道炎症细胞数量及气道黏液分泌明显减少。本

研究结果显示，与哮喘组比较，ＲＥＳ干预组小鼠支气管
壁明显变薄，支气管壁及血管周围炎症细胞也明显减

少，ＢＡＬＦ中炎症细胞、支气管上皮杯状细胞数量及分
泌的黏液也明显减少。因此，从肺组织炎症病理学评

分和Ａｐａｓ＋／Ｐｂｍ角度而言，ＲＥＳ明显减轻哮喘小鼠气
道炎症，但其具体机制尚未明确。

ＨＭＧＢ１广泛存在于哺乳动物细胞内，当机体免疫
炎症反应被激活时，细胞内的ＨＭＧＢ１释放到细胞外［１３］。

Ｍａ等［１４］的研究表明，细胞外ＨＭＧＢ１参与Ｔｈ２为主导
的免疫炎症反应，诱导哮喘小鼠模型ＢＡＬＦ中炎症细胞
数量明显增加，同时细胞外ＨＭＧＢ１水平与哮喘的严重
程度呈正相关，且该研究还认为ＨＭＧＢ１是激素抵抗型
哮喘的潜在病因之一。Ｈｏｕ等［１５］的研究也表明，哮喘

患者肺活检标本及诱导痰液中ＨＭＧＢ１水平明显升高，
且与ＢＡＬＦ中性粒细胞数量呈正相关，与肺功能呈负
相关。有研究表明，给予抗 ＨＭＧＢ１功能性抗体干预
后哮喘小鼠模型ＨＭＧＢ１的表达明显减少，哮喘症状明
显减轻［１６］。本研究结果显示，与对照组比较，哮喘组小

鼠ＢＡＬＦ中 ＨＭＧＢ１蛋白及肺组织中 ＨＭＧＢ１蛋白和
ｍＲＮＡ表达水平明显升高；而 ＲＥＳ干预组小鼠 ＢＡＬＦ
中ＨＭＧＢ１蛋白及肺组织中 ＨＭＧＢ１蛋白和 ｍＲＮＡ表
达水平明显低于哮喘组。因此，我们推测 ＲＥＳ可能通
过降低ＨＭＧＢ１的表达抑制哮喘气道炎症的发生。

ＭＭＰ９是与哮喘气道重塑关系最密切的 ＭＭＰｓ
成员。Ｒｏｙｃｅ等［１７］的研究发现，ＲＥＳ可通过抑制上皮
下胶原沉积减轻慢性哮喘小鼠气道重塑。本研究结果

显示，与哮喘组比较，ＲＥＳ干预组小鼠ＢＡＬＦ中ＭＭＰ９
蛋白及肺组织中ＭＭＰ９蛋白和 ｍＲＮＡ表达水平明显

低于哮喘组。因此，我们推测 ＲＥＳ可能通过调节
ＭＭＰ９表达抑制哮喘小鼠气道重塑。

综上所述，ＲＥＳ可减轻哮喘小鼠气道炎症和气道重
塑，其可能机制为通过调节ＨＭＧＢ１和ＭＭＰ９的表达。
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