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芥子碱通过抑制 Ｎｏｔｃｈ２ ／ Ｎｏｔｃｈ３⁃Ｈｅｓ１ 信号通路
改善哮喘小鼠肺组织炎症和黏液高分泌
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摘要　 目的　 探讨芥子碱对哮喘小鼠肺组织炎症和黏液分泌的影响。 方法 　 ８ 周龄的雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为对照

（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、卵清蛋白（ＯＶＡ）组、芥子碱（Ｓｉｎａｐｉｎｅ）组和 Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ 组。 采用 ＯＶＡ ＋ 氢氧化铝［Ａｌ（ＯＨ） ３］混悬液腹腔注

射致敏和 ＯＶＡ 滴鼻激发制备哮喘小鼠模型；滴鼻前 １ ｈ 对 Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ 组和 Ｓｉｎａｐｉｎｅ 组小鼠腹腔注射 Ｓｉｎａｐｉｎｅ 溶液，ＯＶＡ
组和 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠给予等量 ０. ９％氯化钠溶液。 最后一次 ＯＶＡ 滴鼻激发 ２４ ｈ 后，ＨＥ 染色观察肺组织炎症情况；ＰＡＳ 染色评

估肺组织黏液分泌情况；荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）检测肺组织白细胞介素（ＩＬ）⁃４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１３、肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、黏蛋

白 ５ａｃ（Ｍｕｃ５ａｃ）以及 Ｎｏｔｃｈ 通路关键基因缺口受体（Ｎｏｔｃｈ）１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３ 和 ｈｅｓ 家族 ｂＨＬＨ 转录因子 １（Ｈｅｓ１） ｍＲＮＡ 表达

水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３ 和 Ｈｅｓ１ 蛋白表达水平。 结果　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＯＶＡ 组小鼠肺组织炎症评

分和 ＰＡＳ 评分升高（Ｐ ＜ ０. ００１），ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１３、ＴＮＦ⁃α 和 Ｍｕｃ５ａｃ ｍＲＮＡ 表达水平增加（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｎｏｔｃｈ 通路中 Ｎｏｔｃｈ２、
Ｎｏｔｃｈ３ 和 Ｈｅｓ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ００１），而 Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平差异无统计学意义；与 ＯＶＡ 组比

较，Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ 组小鼠肺组织炎症评分和 ＰＡＳ 评分降低（Ｐ ＜ ０. ００１），ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１３、ＴＮＦ⁃α 和 Ｍｕｃ５ａｃ ｍＲＮＡ 表达下降

（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｎｏｔｃｈ 通路中 Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３ 和 Ｈｅｓ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５），而 Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平差异

无统计学意义。 结论　 芥子碱可改善哮喘小鼠肺组织炎症和黏液高分泌，其作用机制可能与抑制 Ｎｏｔｃｈ２ ／ Ｎｏｔｃｈ３⁃Ｈｅｓ１ 信号通

路有关。
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　 　 哮喘的全球患病人数已超过 ３． ５８ 亿［１］，且呈不

断上升趋势，已严重威胁公众健康。 现有治疗药物

包括 β２ 受体激动剂、茶碱类、抗胆碱类和激素类，虽
能缓解症状，但存在不良反应和停药后易复发的问

题［２］。 因此，寻找安全有效的哮喘药物至关重要。
芥子碱是治疗哮喘不良反应较少的中药白芥子的主

要活性成分。 目前，芥子碱治疗哮喘的研究主要聚

焦于不同穴位给药方式的药效学研究，尚不清楚其

治疗哮喘的分子机制。 Ｎｏｔｃｈ 信号通路在调节哮喘

炎症和黏液分泌中起着关键作用，其抑制剂可降低

哮喘小鼠肺泡灌洗液中白细胞介素 （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，

ＩＬ）⁃４、ＩＬ⁃５ 和 ＩＬ⁃１３ 表达并减少肺组织黏液分泌［３］；
此外，研究［４］ 发现 Ｎｏｔｃｈ 通路下游基因 ｈｅｓ 家族

ｂＨＬＨ 转录因子 １ （ｈｅｓ ｆａｍｉｌｙ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ １， Ｈｅｓ１）也可直接调控黏蛋白 ５ａｃ （ｍｕｃｉｎ ５ａｃ，
Ｍｕｃ５ａｃ）的表达。 因此，该研究旨在探讨芥子碱是

否通过调控 Ｎｏｔｃｈ 信号通路改善哮喘小鼠肺组织炎

症和黏液高分泌，为哮喘的治疗提供新策略。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物　 ２４ 只体质量 １８ ～ ２２ ｇ 的 ８ 周龄

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雌性小鼠购于重庆腾鑫生物有限

公司，动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（川）２０１８⁃０６５，饲养

于西南医科大学实验动物中心 ＳＰＦ 级动物房。 饲

养温度为（２５ ± ２）℃，湿度为 ４０％ ～ ６０％ ，人工照

明，光照和黑暗各 １２ ｈ 循环交替，并供给实验小鼠

充足的食物和水。 本研究已通过西南医科大学实验

动物伦理委员会审查批准（批准号：２０２３１０１７⁃０３１）。
１． １． ２ 　 主要试剂与仪器 　 芥子碱 （货号： ＨＹ⁃
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Ｎ５０７７）购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司，卵清蛋白

（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ） （货号：Ａ５５０３） 和氢氧化铝 ［ Ａｌ
（ＯＨ） ３］（货号：２３９１８６）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司，缺口

受体 １ （ ｎｏｔｃｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １， Ｎｏｔｃｈ１ ） 抗 体 （ 货 号：
３６０８Ｓ）、Ｎｏｔｃｈ２ 抗体（货号：５７３２Ｓ）、Ｈｅｓ１ 抗体（货
号：１１９８８Ｓ）和辣根过氧化物酶（ ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉ⁃
ｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗（货号：７０７４Ｓ）
购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，Ｎｏｔｃｈ３ 抗

体（货号： ５５１１４⁃１⁃ＡＰ） 和 ３⁃磷酸甘油醛脱氢酶

（ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＧＡＰ⁃
ＤＨ）抗体（货号：１０４９４⁃１⁃ＡＰ）购自武汉三鹰生物技

术有限公司， ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒 （货号：
Ｐ００１２Ｓ）、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝 胶 配 制 试 剂 盒 （ 货 号：
Ｐ００１２Ａ）和 ＲＮＡｅａｓｙＴＭ 动物 ＲＮＡ 抽提试剂盒 （货

号：Ｒ００２６）购自上海碧云天生物技术有限公司，高
敏型 ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒（货号：Ｅ４１２⁃０１）、
ＨｉＳｃｒｉｐｔ® ＩＩＩ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 试剂盒（货号：
Ｒ３２３⁃０１） 和 ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 试剂盒（货号：Ｑ７１１⁃０２）购自南京诺维赞生物技

术有 限 公 司。 梯 度 ＰＣＲ 仪 （ 型 号： Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ
Ｘ５０ａ）购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司，荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅ⁃
ａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） 仪

（型号：ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ® ４８０Ⅱ）购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司，电
泳仪（型号：ＤＹＣＰ⁃３１ＤＮ）、垂直电泳转印系统（型
号：Ｍｉｎｉ⁃Ｔｒａｎｓ Ｂｌｏｔ） 和化学发光成像系统 （型号：
ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ Ｔｏｕｃｈ）购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，全波长

酶标仪（型号：ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ® Ｐｌｕｓ３８４）购自美国 Ｍｏ⁃
ｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 实验分组与处理　 实验小鼠适应性饲养 １
周后，随机分为对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、ＯＶＡ 组、芥子碱

（Ｓｉｎａｐｉｎｅ）组和 Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ 组，每组 ６ 只。 ＯＶＡ
组和 Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ 组小鼠在实验第 １ 天和第 ８ 天

用 ５０ μｇ ＯＶＡ 联合 ２. ５ ｍｇ Ａｌ（ＯＨ） ３ 混悬液腹腔注

射致敏；从第 １５ 天到第 ２１ 天连续 ７ ｄ，ＯＶＡ 组和 Ｓｉ⁃
ｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ 组小鼠每天 １ 次用 ２０ μｇ ＯＶＡ 滴鼻激

发哮喘；Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 Ｓｉｎａｐｉｎｅ 组给予同等剂量的

０. ９％氯化钠溶液进行腹腔注射和滴鼻。 Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋
ＯＶＡ 组和 Ｓｉｎａｐｉｎｅ 组小鼠在每次滴鼻前 １ ｈ 腹腔注

射 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ Ｓｉｎａｐｉｎｅ 溶液，ＯＶＡ 组和 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组在

滴鼻前 １ ｈ 腹腔注射等量 ０. ９％氯化钠溶液。
１． ２． ２ 　 ＨＥ 染色观察小鼠肺组织炎症情况 　 最后

一次 ＯＶＡ 激发 ２４ ｈ 后麻醉小鼠，取小鼠左肺组织

置于 ４％多聚甲醛中固定，依次进行乙醇梯度脱水、

石蜡包埋、切片（４ μｍ 厚）和 ＨＥ 染色，最后在显微

镜下观察肺组织炎症情况并进行炎症评分。 每只小

鼠的肺组织切片选取 ８ 个区域，进行炎症评分：０
分，无炎症细胞；１ 分，偶见炎症细胞；２ 分，支气管和

血管周围 １ ～ ３ 层炎症细胞；３ 分，支气管和血管周

围 ４ ～ ５ 层炎症细胞；４ 分，支气管和血管周围 ＞ ５ 层

炎症细胞。 计算每只小鼠的平均炎症评分。
１． ２． ３　 ＰＡＳ 染色评估小鼠肺组织黏液分泌情况　
制备 ４ μｍ 厚的小鼠肺组织石蜡切片，进行 ＰＡＳ 染

色，显微镜下观察黏液分泌情况。 每只小鼠的肺组

织切片选取 ８ 个区域进行 ＰＡＳ 评分，并计算平均得

分以评估黏液分泌情况。 ＰＡＳ 评分采用半定量法：０
分，无 ＰＡＳ 阳性杯状细胞；１ 分，ＰＡＳ 阳性杯状细胞

≤２５％ ；２ 分，ＰＡＳ 阳性杯状细胞占 ＞ ２５％ ～ ５０％ ；３
分，ＰＡＳ 阳性杯状细胞占 ＞ ５０％ ～ ７５％ ；４ 分，ＰＡＳ
阳性杯状细胞 ＞ ７５％ 。
１． ２． ４ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测小鼠肺组织中 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５、
ＩＬ⁃１３、肿瘤坏死因子 α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，
ＴＮＦ⁃α）、 Ｍｕｃ５ａｃ、 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｎｏｔｃｈ２、 Ｎｏｔｃｈ３ 和 Ｈｅｓ１
ｍＲＮＡ 表达水平　 用动物 ＲＮＡ 抽提试剂盒提取各

组小鼠肺组织中总 ＲＮＡ，测定总 ＲＮＡ 浓度。 以 ２
μｇ ＲＮＡ 为模板，采用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ® ＩＩＩ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ
ｑＰＣＲ 试剂盒进行逆转录，合成 ｃＤＮＡ。 将 ｃＤＮＡ 作

为模板，用 ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
试剂盒进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 反应。 反应条件：９５ ℃ 预变

性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １０ ｓ，５８ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸

１０ ｓ，共 ４０ 个循环。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参，采用 ２ － ΔΔＣＴ

法计算 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５、 ＩＬ⁃１３、 ＴＮＦ⁃α、 Ｍｕｃ５ａｃ、 Ｎｏｔｃｈ１、
Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３ 和 Ｈｅｓ１ ｍＲＮＡ 表达水平。 以上引物

序列均由上海捷瑞生物工程有限公司合成，引物序

列见表 １。
１． ２． ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测小鼠肺组织中 Ｎｏｔｃｈ１、
Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３ 和 Ｈｅｓ１ 蛋白表达水平　 将小鼠肺组

织置于已添加 １％ 磷酸酶抑制剂和 １％ 苯甲基磺酰

氟的 ＲＩＰＡ 裂解液中，低温下研磨裂解提取总蛋白，
ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 取 ２０ μｇ 样品用 １０％ 和

１２％的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶分离蛋白，电转至 ＰＶＤＦ 膜，
用 ５％ 脱脂奶粉室温封闭 １ ｈ。 封闭后分别用

Ｎｏｔｃｈ１ 抗体（１ ∶ １ ０００）、Ｎｏｔｃｈ２ 抗体（１ ∶ １ ０００）、
Ｎｏｔｃｈ３ 抗体（１ ∶ １ ０００）、Ｈｅｓ１ 抗体（１ ∶ １ ０００）和内

参 ＧＡＰＤＨ 抗体（１ ∶ １０ ０００）４ ℃孵育过夜，次日再

加入 ＨＲＰ 标记的 ＩｇＧ 抗体（１ ∶ ２ ０００）于室温孵育 ２
ｈ。 ＴＢＳＴ 洗涤膜后加入 ＥＣＬ 显影，用化学发光成像

系统采集蛋白条带图像，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析其灰度
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表 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′）
ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ： ＣＡＴＣＡＣＴＧＣＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＡＧ
ＩＬ⁃４ Ｆｏｒｗａｒｄ： ＡＴＣＡＴＣＧＧＣＡＴＴＴＴＧＡＡＣＧＡＧＧＴＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＡＣＣＴＴＧＧＡＡＧＣＣＣＴＡＣＡＧＡＣＧＡ
ＩＬ⁃５ Ｆｏｒｗａｒｄ： ＧＡＴＧＡＧＧＣＴＴＣＣＴＧＴＣＣＣＴＡＣＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＴＧＡＣＡＧＧＴＴＴＴＧＧＡＡＴＡＧＣＡＴＴＴＣＣ
ＩＬ⁃１３ Ｆｏｒｗａｒｄ： ＡＡＣＧＧＣＡＧＣＡＴＧＧＴＡＴＧＧＡＧＴＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＴＧＧＧＴＣＣＴＧＴＡＧＡＴＧＧＣＡＴＴＧＣ
ＴＮＦ⁃α Ｆｏｒｗａｒｄ： ＧＧＴＧＣＣＴＡＴＧＴＣＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＧＣＣＡＴＡＧＡＡＣＴＧＡＴＧＡＧＡＧＧＧＡＧ
Ｍｕｃ５ａｃ Ｆｏｒｗａｒｄ： ＣＣＡＣＴＴＴＣＴＣＣＴＴＣＴＣＣＡＣＡＣＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＧＧＴＴＧＴＣＧＡＴＧＣＡＧＣＣＴＴＧＣＴＴ
Ｎｏｔｃｈ１ Ｆｏｒｗａｒｄ： ＧＣＴＧＣＣＴＣＴＴＴＧＡＴＧＧＣＴＴＣＧＡ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＣＡＣＡＴＴＣＧＧＣＡＣＴＧＴＴＡＣＡＧＣＣ
Ｎｏｔｃｈ２ Ｆｏｒｗａｒｄ： ＣＣＡＣＣＴＧＣＡＡＴＧＡＣＴＴＣＡＴＣＧＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＴＣＧＡＴＧＣＡＧＧＴＧＣＣＴＣＣＡＴＴＣＴ
Ｎｏｔｃｈ３ Ｆｏｒｗａｒｄ： ＧＧＴＡＧＴＣＡＣＴＧＴＧＡＡＣＡＣＧＡＧＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＣＡＡＣＴＧＴＣＡＣＣＡＧＣＡＴＡＧＣＣＡＧ
Ｈｅｓ１ Ｆｏｒｗａｒｄ： ＧＧＡＡＡＴＧＡＣＴＧＴＧＡＡＧＣＡＣＣＴＣＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ： ＧＡＡＧＣＧＧＧＴＣＡＣＣＴＣＧＴＴＣＡＴＧ

值，并计算目的蛋白表达水平。 目的蛋白表达水平

＝目的蛋白条带灰度值 ／ ＧＡＰＤＨ 条带灰度值。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件进行统计

分析，多组间样本均数比较采用单因素方差分析，组
间两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ ＨＳＤ⁃ｔ 检验，所有数值均以
�ｘ ± ｓ 表示。 用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 进行统计图绘

制，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 小鼠肺组织炎症情况 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，
ＯＶＡ 组小鼠支气管壁增厚，气道和血管周围可见大

量炎症细胞浸润，炎症评分明显升高（Ｐ ＜ ０. ００１）。
与 ＯＶＡ 组比较，Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ 组小鼠肺组织气道

和血管周围炎症细胞浸润明显减少，炎症评分明显

降低（Ｐ ＜ ０. ００１）。 见图 １ 和表 ２。
２． ２　 小鼠肺组织黏液分泌情况 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较，ＯＶＡ 组小鼠黏液分泌明显增多，ＰＡＳ 评分明显

升高（Ｐ ＜ ０. ００１）。 与 ＯＶＡ 组比较，Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ
组小鼠黏液分泌明显减少，ＰＡＳ 评分明显降低（Ｐ ＜
０. ００１）。 见图 ２ 和表 ２。
２． ３　 小鼠肺组织中炎症因子和黏蛋白 ｍＲＮＡ 表达

水平　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＯＶＡ 组小鼠肺组织中炎

症因子 ＩＬ⁃４（Ｐ ＜ ０. ００１）、ＩＬ⁃５（Ｐ ＜ ０. ０１）、ＩＬ⁃１３（Ｐ
＜０. ０５）、ＴＮＦ⁃α（Ｐ ＜ ０. ００１）和黏蛋白 Ｍｕｃ５ａｃ（Ｐ ＜
０. ００１）ｍＲＮＡ 表达水平明显升高。 与 ＯＶＡ 组比较，

图 １　 各组小鼠肺组织 ＨＥ 染色结果 × ２００
Ｆｉｇ． １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ

ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ × ２００
　 　 Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｓｉｎａｐｉｎｅ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｓｉｎａｐｉｎｅ
＋ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ．

图 ２　 各组小鼠肺组织 ＰＡＳ 染色结果 × ２００
Ｆｉｇ． ２　 ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ

ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ × ２００
　 　 Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｓｉｎａｐｉｎｅ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｓｉｎａｐｉｎｅ
＋ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ．

表 ２　 各组小鼠肺组织炎症评分和 ＰＡＳ 评分（ｎ ＝ ６，�ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ２　 Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ＰＡＳ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ

ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ６， �ｘ ± ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅ ＰＡＳ ｓｃｏｒｅ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ０． ９０ ± ０． １７ 　 　 　 ０． ０４ ± ０． ０６ 　 　 　

ＯＶＡ ３． ５８ ± ０． ２２∗∗∗ ３． ００ ± ０． ３４∗∗∗

Ｓｉｎａｐｉｎｅ ０． ９２ ± ０． １９ ０． ０２ ± ０． ０５
Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ １． ６７ ± ０． ５３＃＃＃ １． ０２ ± ０． ２７＃＃＃

Ｆ ｖａｌｕｅ ９８． ２５３ ２４６． ５９４
Ｐ ｖａｌｕｅ ＜ ０. ００１ ＜ ０. ００１

　 　 ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ．

Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ 组小鼠肺组织中 ＩＬ⁃４（Ｐ ＜ ０. ００１）、
ＩＬ⁃５（Ｐ ＜ ０. ０１）、ＩＬ⁃１３（Ｐ ＜ ０. ０５）、ＴＮＦ⁃α（Ｐ ＜ ０. ０５）
和 Ｍｕｃ５ａｃ（Ｐ ＜ ０. ００１） ｍＲＮＡ 表达水平显著降低。
见图 ３。
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图 ３　 各组小鼠肺组织中 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１３、ＴＮＦ⁃α和 Ｍｕｃ５ａｃ ｍＲＮＡ 表达水平

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃４， ＩＬ⁃５， ＩＬ⁃１３， ＴＮＦ⁃α， ａｎｄ Ｍｕｃ５ａｃ ｍＲＮＡ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃４ ｍＲＮＡ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃５ ｍＲＮＡ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１３ ｍＲＮＡ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｅ：Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｍｕｃ５ａｃ ｍＲＮＡ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ； ｃ： Ｓｉｎａｐｉｎｅ ｇｒｏｕｐ； ｄ：

Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ．

２． ４　 小鼠肺组织中 Ｎｏｔｃｈ 信号通路关键基因 ｍＲ⁃
ＮＡ 表达水平　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＯＶＡ 组小鼠肺组

织中 Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ 表达水平比较差异无统计学意

义，Ｎｏｔｃｈ２（Ｐ ＜ ０. ００１）、Ｎｏｔｃｈ３（Ｐ ＜ ０. ００１）和 Ｈｅｓ１
（Ｐ ＜ ０. ００１）ｍＲＮＡ 表达水平明显升高。 与 ＯＶＡ 组

比较，Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ 组小鼠肺组织中 Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲ⁃
ＮＡ 表达水平比较差异无统计学意义，Ｎｏｔｃｈ２（Ｐ ＜
０. ００１）、Ｎｏｔｃｈ３（Ｐ ＜ ０. ００１）和 Ｈｅｓ１（Ｐ ＜ ０. ０１）ｍＲ⁃
ＮＡ 表达水平明显降低。 见图 ４。
２． ５　 小鼠肺组织中 Ｎｏｔｃｈ 信号通路关键蛋白表达

水平 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较， ＯＶＡ 组小鼠肺组织中

Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白表达水平比较差异无统计学意义，而
Ｎｏｔｃｈ２（Ｐ ＜ ０. ００１）、Ｎｏｔｃｈ３（Ｐ ＜ ０. ００１）和 Ｈｅｓ１（Ｐ
＜ ０. ００１）蛋白表达水平明显升高。 与 ＯＶＡ 组比较，
Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ 组小鼠肺组织中 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白表达水

平比较差异无统计学意义，而 Ｎｏｔｃｈ２ （Ｐ ＜ ０. ０１）、
Ｎｏｔｃｈ３（Ｐ ＜ ０. ０５）和 Ｈｅｓ１（Ｐ ＜ ０. ００１）蛋白表达水

平明显降低。 见图 ５。

３　 讨论

　 　 哮喘的典型特征为 Ｔｈ２ 细胞因子介导的炎症反

应、黏液高分泌、气道高反应等。 本研究中 ＯＶＡ 组

小鼠在 ＯＶＡ 滴鼻后出现抓眼、挠鼻、打喷嚏等行为，
并且日常活动减少，皮毛趋于粗糙。 此外，病理切片

显示 ＯＶＡ 组小鼠气道和血管周围有大量炎症细胞

浸润，且气道黏液分泌增加，表明哮喘模型建模成

功。 药效学研究显示，芥子碱可减轻哮喘大鼠的肺

组织炎症细胞浸润［５］。 本研究也发现，芥子碱可明

显减少哮喘小鼠肺组织中炎症细胞浸润和黏液分

泌，提示芥子碱可改善哮喘小鼠肺组织炎症反应和

黏液高分泌，但其具体作用机制尚不清楚。
　 　 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５ 和 ＩＬ⁃１３ 均为促炎性 Ｔｈ２ 细胞因子，
在哮喘炎症反应中起着关键作用。 研究［６］ 显示，哮
喘小鼠肺泡灌洗液中细胞因子 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５ 和 ＩＬ⁃１３
含量升高，且支气管周围炎性细胞浸润严重。 此外，
ＴＮＦ⁃α 作为嗜酸性粒细胞和中性粒细胞趋化因子，
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图 ４　 各组小鼠肺组织中 Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３ 和 Ｈｅｓ１ ｍＲＮＡ 表达水平

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１， Ｎｏｔｃｈ２， Ｎｏｔｃｈ３， ａｎｄ Ｈｅｓ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ２ ｍＲＮＡ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ３ ｍＲＮＡ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｈｅｓ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ； ｃ： Ｓｉｎａｐｉｎｅ ｇｒｏｕｐ； ｄ： Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ； ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，
＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 各组小鼠肺组织中 Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３ 和 Ｈｅｓ１ 蛋白表达水平

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１， Ｎｏｔｃｈ２， Ｎｏｔｃｈ３， ａｎｄ Ｈｅｓ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
　 　 Ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ； Ｂ： Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１， Ｎｏｔｃｈ２， Ｎｏｔｃｈ３， ａｎｄ Ｈｅｓ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ； ｃ： Ｓｉｎａｐｉｎｅ ｇｒｏｕｐ； ｄ： Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ； ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＯＶＡ
ｇｒｏｕｐ．

其增加也将导致哮喘气道炎症加重［７］。 但是，目前

尚不明确芥子碱对上述促炎因子的影响。 本研究结

果显示，芥子碱干预可降低哮喘小鼠肺组织中 ＩＬ⁃４、
ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１３ 和 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达水平，表明芥子碱
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可通过减少哮喘小鼠肺组织中 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１３ 和

ＴＮＦ⁃α 的表达减轻炎症反应。 Ｍｕｃ５ａｃ 是哮喘发作

时气道黏液中的主要黏蛋白，其高表达将导致哮喘

黏液高分泌。 本研究结果显示，ＯＶＡ 组小鼠肺组织

中Ｍｕｃ５ａｃ ｍＲＮＡ 表达水平明显升高，芥子碱干预后

哮喘小鼠肺组织中 Ｍｕｃ５ａｃ ｍＲＮＡ 表达水平显著降

低，提示芥子碱可通过减少哮喘小鼠肺组织中

Ｍｕｃ５ａｃ 表达减轻气道黏液高分泌。 然而，芥子碱改

善哮喘肺组织炎症反应和黏液高分泌的机制尚不清

楚。
　 　 Ｎｏｔｃｈ 通路可调控免疫细胞的分化、增殖和发

育，参与免疫信号的传递，在先天免疫和炎症中起着

重要的作用。 研究发现，哮喘小鼠肺组织中 Ｎｏｔｃｈ２
表达水平增加而 Ｎｏｔｃｈ１ 表达水平无差异［８］，Ｎｏｔｃｈ
通路下游靶基因 Ｈｅｓ１ 表达水平也升高［９］。 此外，
研究［１０］显示 Ｎｏｔｃｈ３ 可通过促进气道上皮杯状细胞

的分化来增加气道黏液分泌。 因此推测，Ｎｏｔｃｈ２、
Ｎｏｔｃｈ３ 和 Ｈｅｓ１ 可能在哮喘肺组织炎症和黏液高分

泌中起着关键作用。 另有文献［１１］ 报道，同时敲除

Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｎｏｔｃｈ２ 基因可明显降低哮喘小鼠中 ＩＬ⁃４、
ＩＬ⁃５ 和 ＩＬ⁃１３ 的表达，减轻肺组织炎症反应。 并且，
单独抑制 Ｎｏｔｃｈ２ 表达可降低哮喘小鼠肺组织中

Ｍｕｃ５ａｃ 的含量［８］，抑制 Ｎｏｔｃｈ３ 可减少哮喘患者肺

上皮细胞中 Ｍｕｃ５ａｃ 的产生［１２］。 最新研究［４］ 也发

现，Ｈｅｓ１ 可通过结合 Ｍｕｃ５ａｃ 的启动子区域直接调

控 Ｍｕｃ５ａｃ 的表达。 上述研究提示，抑制 Ｎｏｔｃｈ 通路

的 Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３ 和 Ｈｅｓ１ 均有可能会改善

哮喘肺组织炎症和黏液高分泌。 本研究结果显示，
ＯＶＡ 组小鼠肺组织中 Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３ 和 Ｈｅｓ１ ｍＲＮＡ
与蛋白表达水平明显升高，Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ 与蛋白表

达水平差异无统计学意义；芥子碱干预后明显抑制

哮喘小鼠肺组织中 Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３ 和 Ｈｅｓ１ 的表达，
而对 Ｎｏｔｃｈ１ 表达无影响。 提示芥子碱可能通过抑

制 Ｎｏｔｃｈ２ ／ Ｎｏｔｃｈ３⁃Ｈｅｓ１ 信号通路改善哮喘肺组织炎

症反应和黏液高分泌。
　 　 综上所述，芥子碱能减轻哮喘小鼠肺组织中炎

症细胞浸润和黏液分泌，减少促炎因子 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５、
ＩＬ⁃１３ 和 ＴＮＦ⁃α 以及黏蛋白 Ｍｕｃ５ａｃ ｍＲＮＡ 的表达，
并降低 Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３ 和 Ｈｅｓ１ ｍＲＮＡ 以及蛋白的表

达。 表明，芥子碱可以改善哮喘小鼠肺组织炎症和

黏液高分泌，其机制可能与抑制 Ｎｏｔｃｈ２ ／ Ｎｏｔｃｈ３⁃
Ｈｅｓ１ 信号通路有关。 本研究为哮喘的治疗提供了

新思路，但具体作用机制需进一步结合细胞和临床

实验进行探讨。
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１５４２５２． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｐｈｙｍｅｄ． ２０２２． １５４２５２．

［９］ Ｗａｎｇ Ｚ， Ｌｉ Ｌ， Ｗａｎｇ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ａｉｒｗａｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙ⁃
ｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴＧＦβ１ ａｎｄ Ｎｏｔｃｈ１
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０２０， １１：
５５９４７０． ｄｏｉ：１０． ３３８９ ／ ｆｐｈｙｓ． ２０２０． ５５９４７０．

［１０］ Ｌｉｕ Ｙ， Ｚｈｏｕ Ｌ， Ｗｕ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
Ｍｕｃ５ａｃ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ＰＭ２． ５ ｉｎ ｒａｔｓ［Ｊ］ ． Ｅｃｏ⁃
ｔｏｘｉｃｏｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｓａｆ， ２０２２， ２２９： １１３０５２． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｅｃｏ⁃
ｅｎｖ． ２０２１． １１３０５２．

·１９２·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｆｅｂ；６０（２）



［１１］ Ｔｉｎｄｅｍａｎｓ Ｉ， Ｖａｎ Ｓｃｈｏｏｎｈｏｖｅｎ Ａ， ＫｌｅｉｎＪａｎ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇ⁃
ｎａｌｉｎｇ ｌｉｃｅｎｓｅｓ ａｌｌｅｒｇｉｃ ａｉｒｗａｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ Ｔｈ２ ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｅｇｒｅｓｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ， ２０２０， １３０（７）： ３５７６ － ９１．
ｄｏｉ：１０． １１７２ ／ ＪＣＩ１２８３１０．

［１２］ Ｒｅｉｄ Ａ Ｔ， Ｎｉｃｈｏｌ Ｋ Ｓ， Ｖｅｅｒａｔｉ Ｐ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｂｌｏｃｋｉｎｇ Ｎｏｔｃｈ３ ｓｉｇｎａ⁃
ｌｉｎｇ ａｂｏｌｉｓｈｅｓ Ｍｕｃ５ａｃ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ａｉｒｗａｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｉｎ⁃
ｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｗｉｔｈ ａｓｔｈｍａ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２０２０， ６２
（４）： ５１３ － ２３． ｄｏｉ：１０． １１６５ ／ ｒｃｍｂ． ２０１９ － ００６９ＯＣ．

Ｓｉｎａｐｉｎｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｕｃｕｓ ｈｙｐｅｒｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
ｉｎ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｎｏｔｃｈ２ ／ Ｎｏｔｃｈ３⁃Ｈｅｓ１ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ

Ｔａｎｇ Ｈｏｎｇｍｅｉ１， Ｗａｎｇ Ｘｉａｏｙｕｎ１， Ｗａｎｇ Ｊｉａｎ２， Ｚｈａｎｇ Ｙｕｎ１，３， Ｗａｎｇ Ｚｈｉｂｉｎ１，
Ｙｕａｎ Ｘｉｅｆａｎｇ１， Ｗａｎｇ Ｘｉｎｇ１， Ｘｕ Ｇｕｏｆｅｎｇ１， Ｑｉｎ Ｇａｎｇ４， Ｌｉ Ｙｕｅｊｉａｏ１

（ １ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ Ａｌｌｅｒｇｉｃ Ｄｉｓｅａｓｅｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｕｎｉｔ，２Ｈｅａｌｔｈ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ Ｃｅｎｔｅｒ，
３Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｄ Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｃａｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，４Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ⁃Ｈｅａｄ ａｎｄ

Ｎｅｃｋ Ｓｕｒｇｅｒｙ， Ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｌｕｚｈｏｕ　 ６４６０００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎａｐｉｎｅ ｏｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｕｃｕｓ ｈｙｐｅｒｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
ｉｎ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｅｉｇｈｔ⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ｆｅｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
ｏｖａｌｂｕｍｉｎ （ＯＶＡ） ｇｒｏｕｐ， Ｓｉｎａｐｉｎｅ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ
ｂｙ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＯＶＡ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ［Ａｌ（ＯＨ） ３ ］ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ＯＶＡ ｎａｓａｌ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ． Ｏｎｅ ｈｏｕｒ ｂｅｆｏｒｅ ＯＶＡ ｎａｓａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｓｉｎａｐｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉｎａｐｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｄｏｓｅ ｏｆ ０． ９％ ｓｏｄｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ． ２４ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ＯＶＡ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ； ｔｈｅ ｍｕｃｕｓ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ； ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃４ （ＩＬ⁃４）， Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃５ （ＩＬ⁃５）， Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１３ （ＩＬ⁃１３）， ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃ａｌｐｈａ
（ＴＮＦ⁃α）， Ｍｕｃｉｎ ５ａｃ （Ｍｕｃ５ａｃ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｏｆ ｔｈｅ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ ｐａｔｈｗａｙ ｓｕｃｈ ａｓ Ｎｏｔｃｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １
（Ｎｏｔｃｈ１）， Ｎｏｔｃｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ （Ｎｏｔｃｈ２）， Ｎｏｔｃｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３ （Ｎｏｔｃｈ３）， ａｎｄ ｈｅｓ ｆａｍｉｌｙ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １
（Ｈｅｓ１） ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ （ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）； ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１， Ｎｏｔｃｈ２， Ｎｏｔｃｈ３ ａｎｄ Ｈｅｓ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ＰＡＳ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ００１）； ｔｈｅ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃４， ＩＬ⁃５， ＩＬ⁃１３， ＴＮＦ⁃α， ａｎｄ Ｍｕｃ５ａｃ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ（Ｐ ＜
０. ０５）； ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ２， Ｎｏｔｃｈ３， ａｎｄ Ｈｅｓ１ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ００１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
Ｎｏｔｃｈ１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ＰＡＳ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋
ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ００１）； ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃４， ＩＬ⁃５， ＩＬ⁃１３， ＴＮＦ⁃α， ａｎｄ Ｍｕｃ５ａｃ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｎ Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ ＜ ０. ０５）； ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ２，
Ｎｏｔｃｈ３， ａｎｄ Ｈｅｓ１ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ Ｓｉｎａｐｉｎｅ ＋ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｓｉｎａｐｉｎｅ ｃａｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｕｃｕｓ ｈｙｐｅｒｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｏｆ Ｎｏｔｃｈ２ ／ Ｎｏｔｃｈ３⁃Ｈｅｓ１ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｓｉｎａｐｉｎｅ； ａｓｔｈｍａ； Ｎｏｔｃｈ ｐａｔｈｗａｙ； ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ； Ｍｕｃ５ａｃ； ａｉｒｗａｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ； ｍｕｃｕｓ
ｈｙｐｅｒｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ８２１０００２１）； Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ
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