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摘要 目的 探讨五味子乙素( Sch B) 对卵白蛋白( OVA)
诱导的哮喘小鼠肺部炎症的治疗效果，以高迁移率族蛋白

( HMGB1) 、Toll 样受体 4( TLＲ4) 和核因子-κB( NF-κB) 为中
心探讨其作用机制。方法 将雌性 BALB /c小鼠 60 只随机
分为空白对照组( Ctrl) 、模型组( Model) 、地塞米松组( Dex 2
mg /kg) 、Sch B 低剂量( Sch B 20 mg /kg) 组、Sch B 高剂量
( Sch B 40 mg /kg) 组，每组 12 只。除 Ctrl 组外，其他各组小
鼠于第 1、8 天腹腔、皮下分别注射 0. 1 ml 致敏液( 分别含
OVA 0. 1 ml，氢氧化铝 0. 02 mg) ，第 15 ～ 28 天再给予 5%的
OVA雾化，每次 20 min 复制小鼠哮喘模型。以地塞米松为
阳性对照，同时使用 Sch B，每次雾化前 30 min 给药，Ctrl 组
给予等体积生理盐水，观察小鼠血液中的嗜酸粒细胞( EOS)
数量，血清中超氧化物歧化酶( SOD) 活力和丙二醛( MDA)
水平，同时测定血清和肺组织中炎性细胞因子［( 白细胞介

素( IL) -1β、IL-6、肿瘤坏死因子( TNF) -α］的表达，并采用
HE染色观察肺组织的病理变化，Western blot实验检查小鼠
肺组织中 HMGB1、TLＲ4 和 NF-κB 的表达情况。结果 Sch
B可以降低血中 EOS数量，重塑血清中 SOD活力，降低MDA
水平，改善血清和肺组织炎性细胞因子( TNF-α、IL-1β、IL-6)
表达，并有效改善肺组织的病理损伤，其作用机制可能是通

过调控 HMGB1 /TLＲ4 /NF-κB信号通路。结论 Sch B 能有
效降低哮喘小鼠肺部炎症水平，改善其肺部病理损伤。
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支气管哮喘简称哮喘，是一种由多种细胞和细

胞组分参与的气道慢性炎症性疾病，是呼吸系统常

见疾病之一［1］。然而，当前哮喘的传统治疗药物仍
不能有效控制重度哮喘患者症状，因此，寻找哮喘治

疗的新靶点和治疗药物，成为临床哮喘治疗的新策

略［2 － 3］。

五味子乙素( Schisandrin B，Sch B) 具有上调细
胞抗氧化能力［4 － 5］，保护心肌细胞，保肝、抗炎以及
抗肿瘤等药理作用［6 － 7］。在应激状态下，高迁移率
族蛋白( high mobility group box-1 protein，HMGB1 )
可通过 Toll-样受体 4 ( Toll-like receptor 4，TLＲ4) 激
活先天免疫反应［8］。依赖性 HMGB1 转导途径最终
活化核因子-κB( nuclear factor-κB，NF-κB) ，引起炎
症因子的释放，在支气管哮喘的发生发展中起到重

要作用［9 － 10］。该实验探讨了 HMGB1 /TLＲ4 / NF-κB
信号通路其相关蛋白在支气管哮喘小鼠变应性气道

炎症中的表达变化，进一步阐明哮喘的发病机制，为

Sch B的临床应用提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂 Sch B 购自中国食品药品检定
研究院; 地塞米松( dexamethasone，Dex ) 购自美国
Sigma公司; 白细胞介素( interleukin，IL) -1β 、IL-6
和肿瘤坏死因子( tumor necrosis factor，TNF) -α 酶联
免疫试剂盒购自南京凯基生物科技有限责任公司;

HMGB1、TLＲ4、NF-κB p65 和磷酸化核因子( p-NF-
κB p65) 抗体购自英国 Abcam公司。超氧化物歧化
酶( superoxide dismutase，SOD) 和丙二醛( malondial-
dehyde，MDA) 测定试剂盒购自南京建成生物工程
研究所，胞质胞核分离试剂盒购自英文特生物技术

( 北京) 有限公司。
1． 2 动物 雌性 BALB /c 小鼠，60 只，18 ～ 22 g，
SPF级，由上海西普尔 －必凯实验动物有限公司提
供，合格证编号: 2008001672875。所有动物于安徽
医科大学实验动物中心 SPF 级动物房饲养，室温
( 22 ± 1) ℃，空气湿度 40% ～ 50%，昼夜交替时间
12 h条件下普通饲料喂养，自由饮水。
1． 3 实验过程 BALB /c 小鼠随机分为 5 组，每组
12 只: 空白对照组( Ctrl) 、模型组( Model) 、地塞米松
组( Dex 2 mg /kg) 、Sch B 低剂量( Sch B 20 mg /kg)
组、Sch B 高剂量( Sch B 40 mg /kg) 组。除 Ctrl 组
外，其他各组小鼠于第 1、8 天腹腔、皮下分别注射
0. 1 ml致敏液，0. 2 ml 致敏液含卵蛋白( ovalbumin，
OVA) 0. 1 ml，氢氧化铝 0. 02 mg，第 15 ～ 28 天再给
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予 5%的 OVA雾化，每次 20 min。Ctrl 组以等体积
生理盐水代替致敏液，并用生理盐水雾化。Dex 2
mg /kg组、Sch B 20 mg /kg 组和 Sch B 40 mg /kg 组
分别于每次雾化前 30 min 给予 2 mg /kg 的 Dex、20
mg /kg和 40 mg /kg 的 Sch B 灌胃，Ctrl 组和 Model
组给予等体积生理盐水。
1． 4 血液细胞学检查 动物在最后一次激发 24 h
后，眼眶取血 20 μl置于 0. 38 ml嗜酸粒细胞( eosin-
ophil，EOS) 计数液中混匀，光学显微镜下进行嗜酸
粒细胞计数。
1. 5 血清中 SOD、MDA 含量测定 小鼠眼眶取
血，4 500 r /min离心 15 min 后取上清液于 － 80 ℃
冻存待测。按照试剂盒的说明书测定 SOD、MDA的
含量。
1． 6 血清和肺组织中炎症因子的测定 肺组织于
预冷生理盐水中匀浆后，4 ℃、12 000 r /min 离心 10
min后取上清液于 － 80 ℃冻存备用。依照 ELISA
试剂盒说明书操作方法检测血清和肺组织中 IL-
1β、IL-6、TNF-α的含量。
1． 7 组织病理学检查 小鼠眼眶取血后处死，将左
侧肺组织于 10%的中性福尔马林溶液中固定 24 h，
随后包埋于石蜡并切成 4 mm厚的切片进行苏木精
－伊红染色( HE染色) 用于观察肺组织病理学改变
情况。
1． 8 Western blot 分析 将冻存的肺组织分成两
份，一份按照胞质胞核分离试剂盒说明书操作，用于
NF-κB 的蛋白提取; 一份常规提取蛋白，用于
HMGB1 和 TLＲ4 的蛋白提取，即在加入预冷的蛋白
裂解液及 PMSF 匀浆后，12 000 r /min 离心 12 min
后收集上清液。BCA 试剂盒测定蛋白浓度后，蛋白
样品置于 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后将其转
移到 PVDF膜上。转膜完毕后，TBST洗 3 次; 5%脱
脂奶粉室温封闭 2 h。封闭结束后将 PVDF 膜分别
浸入一抗中，于 4 ℃ 孵育过夜。第 2 天弃一抗，加
入二抗于摇床室温孵育 2 h。二抗孵育结束后，弃抗
体，取出 PVDF膜用 TBST清洗 3 次。使用天能曝光
仪曝光，凝胶分析软件 Quantity one( 美国 Bio-Ｒad公
司) 测定主带的光密度值用于计算相关蛋白表达水

平。
1． 9 统计学处理 所有数据以 珋x ± s 表示，采用
Graphpad Prism进行单因素方差分析，P ＜ 0. 05 为差
异有统计学意义。

2 结果

2． 1 Sch B 对哮喘小鼠血液 EOS 数的影响 与

Ctrl组相比，Model 组小鼠血液中 EOS 显著升高( P
＜ 0. 01) 。与 Model组相比，Sch B 20 mg /kg组( F =
3. 05，P ＜ 0. 05) 和 Sch B 40 mg /kg组( F = 7. 22，P ＜
0. 01) 能显著降低 EOS含量。见图 1。

图 1 Sch B对哮喘小鼠血液 EOS数的影响

与 Ctrl组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 Model组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

2． 2 Sch B 对哮喘小鼠血清中 SOD 和 MDA 含量
的影响 与 Ctrl 组相比，Model 组小鼠血清中 SOD
活性显著降低( P ＜ 0. 01 ) 。与 Model 组比较，Dex 2
mg /kg组、Sch B( 40 mg /kg) 治疗组小鼠血清中 SOD
活性明显升高( P ＜ 0. 01) 。与 Ctrl组比较，Model组
小鼠血清中 MDA 水平显著升高，而与 Model 组相
比，Dex 2 mg /kg 组、Sch B( 20、40 mg /kg) 治疗组小
鼠血清中 MDA水平明显降低( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) 。
见图 2。说明 Sch B 可能通过抗氧化作用对哮喘小
鼠肺组织具有一定的保护作用。

图 2 Sch B对哮喘小鼠血清中 SOD、MDA含量的影响

与 Ctrl组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 Model组比较: ##P ＜ 0. 01
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2． 3 Sch B 对哮喘小鼠血清和肺组织中炎性细胞
因子表达的影响 与 Ctrl 组相比，Model 组小鼠血
清( 图 3A) 和肺组织( 图 3B) 中 IL-1β、IL-6 和 TNF-
α等炎性细胞因子含量显著增加( P ＜ 0. 01 ) 。与
Model组比较，Dex 2 mg /kg 组、Sch B ( 20、40 mg /
kg) 治疗组的小鼠血清和肺组织中 IL-1β、IL-6 和
TNF-α等炎性细胞因子含量显著降低( P ＜ 0. 05，P
＜ 0. 01) 。见图 3。表明 Sch B可以通过减少炎症因
子的表达缓解哮喘小鼠变应性气道炎症的症状。说
明 Sch B可能通过抑制炎症反应对哮喘小鼠肺组织
具有一定的保护作用。
2． 4 Sch B对哮喘小鼠肺组织病理的影响 Ctrl组
小鼠肺泡组织形态均匀，无炎症细胞浸润。Model
组小鼠肺组织周围可见中度炎细胞浸润，以嗜酸性

粒细胞、中性粒细胞和淋巴细胞为主，同时肺壁增
厚，说明模型复制成功。与 Model 组比较，Dex 2
mg /kg组、Sch B ( 20、40 mg /kg) 治疗组病变都有不
同程度的减轻。见图 4。说明 Sch B 对哮喘小鼠肺
损伤具有一定的保护作用。

2． 5 Sch B 对哮喘小鼠 HMGB1 /TLＲ4 /NF-κB 信
号通路蛋白表达的影响 与 Ctrl 组比较，Model 组
小鼠 HMGB1、TLＲ4、p-NF-κB蛋白水平显著上升( P
＜ 0. 01) ，与 Model 组比较，Sch B 和阳性药 Dex 均
能下调这些蛋白的表达( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) 。见图
5。说明 Sch B可通过 HMGB1 /TLＲ4 /NF-κB信号通
路改善哮喘小鼠肺部炎症。

3 讨论

哮喘是一种容易复发的慢性呼吸道疾病，其病

因十分繁多、发病机制复杂但其本质是气道慢性炎
症。多项临床研究［11］证明糖皮质激素在哮喘治疗
中是最有效的抗炎药物，其抗炎作用机制是由气道

细胞质内的糖皮质激素受体所介导主要通过抑制细

胞因子产生，减少 T 淋巴细胞活化，从而减轻气道
炎症反应，但仍不能全面改善哮喘患者的症状。有
大量研究［5 － 7］表明，Sch B 有抗炎、抗氧化、抗肿瘤
等多种药理学活性，本实验旨在探究 Sch B 对哮喘
是否有治疗效果。

图 3 Sch B对哮喘小鼠血清( A) 和肺组织( B) 中炎性细胞因子表达的影响

与 Ctrl组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 Model组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01
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图 4 Sch B对哮喘小鼠肺组织病理的影响
HE ×200 A: Ctrl 组; B: Model 组; C: Dex 2

mg /kg组; D: Sch B 20 mg /kg 组; E: Sch B 40

mg /kg组; 黑色箭头: 炎性浸润，主要为中性粒

细胞; 红色箭头: 肺壁增厚明显

图 5 Sch B对哮喘小鼠 HMGB1 /TLＲ4 /NF-κB信号通路蛋白表达的影响

与 Ctrl组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 Model组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

本实验选用卵蛋白( OVA) 配合免疫佐剂氢氧
化铝构建哮喘模型，该模型是一个十分经典的动物

模型，能有效模拟人在哮喘疾病状态下的病理变化，

是比较理想的动物模型［12］。肺组织 HE 染色结果
显示，哮喘组小鼠气道和血管周围产生大量炎性细

胞浸润，以 EOS、中性粒细胞和淋巴细胞为主，肺间
质有明显的 EOS 和淋巴细胞浸润，支气管管壁增
厚，支气管上皮细胞脱落。另外，哮喘组小鼠血液中

的 EOS数量显著上升，SOD 活力明显降低，MDA 含
量显著升高，同时血清和肺组织中炎性细胞因子

( IL-1β、IL-6、TNF-α) 的表达也显著升高。说明本实
验成功建立哮喘小鼠模型。与 Model 组比较，Dex 2
mg /kg组、Sch B ( 20、40 mg /kg) 治疗组的炎症反应
都有不同程度的减轻，说明 Sch B 对哮喘有一定的
治疗作用，其中 Sch B 高剂量组治疗效果与 Dex 2
mg /kg 组相差不大，且优于低剂量组。为了进一步
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探究 Sch B对哮喘的作用机制，本实验采用 Western
blot方法来检查小鼠肺组织中 HMGB1、TLＲ4 和 NF-
κB的表达情况。作为哮喘发作时一个重要信号因
子，近期大量研究［13］表明 NF-κB参与哮喘的炎症反
应、气道重塑、细胞凋亡和增生等过程。在静息状态
下，NF-κB存在细胞质中，许多炎症的刺激导致 NF-
κB的激活，诱导各种生长因子、细胞因子、趋化因子
和转录因子的表达，在机体炎症反应、免疫应答、细
胞生长发育、细胞凋亡等方面起着重要作用，进一步
参与支气管哮喘的发生发展。HMGB1 最初发现时
是一种在真核细胞内结构性表达的多功能蛋白，主

要存在于细胞核内，而当细胞被激活后，它能促使细

胞发生多种复制的信号反应。研究［14 － 15］表明，

HMGB1 可作为 TLＲ4 的内源性配体，增强 NF-κB 的
活性，从而产生大量的细胞因子。Western blot 结果
显示，与 Model 组相比，低、高 Sch B 剂量组、Dex 2
mg /kg组均能明显降低肺组织中 HMGB1、TLＲ4 和
p-NF-κB 水平。这提示 Sch B 可能通过调节
HMGB1 /TLＲ4 /NF-κB 信号通路来达到改善哮喘的
治疗效果。
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Effect of Schisandrin B on lung inflammation
in asthmatic mice and its mechanism

Wang Dingrong1，2，Wang Yating1，Hua Shan2，et al
( 1Dept of Pediatrics，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University ，Hefei 230022;

2Dept of Ｒespiratory，Anhui Provincial Children's Hospital，Hefei 230051)

Abstract Objective To observe the therapeutic effect of Schisandrin B( Sch B) on pulmonary inflammation in-
duced by ovalbumin( OVA) in asthmatic mice，taking high mobility group box-1 protein( HMGB1 ) ，Toll like re-
ceptor 4( TLＲ4) and nuclear factor( NF) -κB as the center to discuss the mechanism of its action． Methods 60
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female BALB /c mice were randomly divided into blank control group，model group，dexamethasone group( 2 mg /
kg) ，low does schisandrin B group( 20 mg /kg) and high does group( 40 mg /kg) ，with 12 rats in each group． Ex-
cept for the blank control group，mice in each group were intraperitoneal and hypodermic injected with 0. 1 ml sen-
sitizing fluid( includes ovalbumin OVA 0. 1 ml，Al ( OH) 3 0. 02 mg) on day 1 and day 8． On day 15 － 28，the

mice were given nebulization with 5% OVA for 20 minutes each time to duplicate the asthma model in mice． With
dexamethasone as the positive control，while Sch B was used 30 minutes early before the nebulization，the blank
control group was given equal volume of normal saline，then observer the amount of eosinophil ( EOS ) in mice
blood，the activity of superoxide dismutase( SOD) and the level of malondialdehyde( MDA) in serum，ELISA assay
was employed to detect the expression of inflammatory cytokines( IL-1β，IL-6，TNF-α) in serum and lung tissues
at the same time，HE staining was used to observe the pathological changes of lung tissues，Western blot was used
to examine the expression of HMGB1，TLＲ4 and NF-κB expression in mice lung tissues． Ｒesults This experiment
showed that schisandrin B could reduce the eosinophil count( EOS) in blood，reserve the activity of superoxide dis-
mutase( SOD) in serum，reduce the level of malondialdehyde( MDA) ，improve the expression of inflammatory cyto-
kines( IL-1β，IL-6，TNF-α) in serum and lung tissue． Moreover，the result of HE staining showed that schisandrin
B effectively improved the pathological damage of lung tissues，and its mechanism may be related to regulating
HMGB1 /TLＲ4 /NF-κB signal pathway． Conclusion Schisandrin B can effectively reduce lung inflammation level
and improve lung pathological damage in asthmatic mice．
Key words Schisandrin B; asthma; lung inflammation
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miＲ-200a通过调控 HIF-1α与 VEGF通路调节
鼻息肉上皮细胞增殖及凋亡作用研究

雍 军，哈再古丽·贾汉，李林格，张 华，冯 娟，赵 琦，尼力帕尔·阿力木

摘要 目的 探讨 miＲ-200a 通过调控低氧诱导因子-1α
( HIF-1α) 与血管内皮生长因子( VEGF) 通路调节鼻息肉上
皮细胞的增殖及凋亡作用。方法 鼻息肉上皮 CNE 细胞分
别转染 miＲ-200a 模拟物及对照模拟物，采用 qＲT-PCＲ 法检
测 miＲ-200a表达水平，采用 MTT 法与 Tunel 试验测定细胞
增殖及凋亡作用，采用 Western blot 法测定 HIF-1α 与 VEGF
表达水平。结果 qＲT-PCＲ 检测显示经过转染，在 miＲ-
200a表达水平上，实验组较对照组、空白组升高约 37． 82 倍。
转染 48 h后，实验组的活细胞显著低于对照组与空白组; 细
胞凋亡率方面，实验组和对照组以及空白组对比差异均有统

计学意义( P ＜ 0. 05) ; 转染 48 h后，经过 Western blot检测得
出，在 HIF-1α 和 VEGF 表达水平方面，实验组比对照组、空
白组明显降低( P ＜ 0. 05 ) 。结论 miＲ-200a 可通过激活
HIF-1α与 VEGF通路，限制鼻息肉上皮细胞的增殖能力，提
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升凋亡能力，进而影响鼻息肉细胞生物行为。
关键词 miＲ-200a; 低氧诱导因子-1α; 血管内皮生长因子;
鼻息肉; 细胞增殖
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鼻息肉( nasal polyps，NP) 是在鼻腔中形成的一
种良性肿物，尽管不是致命性疾病，可是发病率极

高，表现出的症状为头痛、鼻塞等，能够对患者的生
活与工作造成严重困扰［1 － 2］。这几年，研究［3］显示，
鼻息肉是不同细胞因子共同参与、具有延续性的炎
症反应产物，通过在患者鼻腔内使用糖皮质激素，能

够减少分泌的炎性细胞因子; 其中鼻息肉上皮细胞

不断增殖，对组织损伤进行修复，确保上皮细胞保持

完整的屏障结构，并且让鼻息肉组织的环境保持稳

态［4 － 5］。微小 ＲNA( microＲNA，miＲ) 作为一类新型
基因调控分子，与鼻息肉的发生发展密切相关。微
小 ＲNA( miＲ) -200 家族包括 5 个成员，即 miＲ-141、
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