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维药神香草总黄酮对卵清白蛋白致大鼠维药神香草总黄酮对卵清白蛋白致大鼠
哮喘模型气道炎症的影响哮喘模型气道炎症的影响

摘要摘要 通过观察哮喘大鼠肺组织病理学改变、测定支气管肺泡灌洗液（BALF）细胞总数、淋巴细胞（Ly）、嗜酸性粒细胞（Eos）、中性粒

细胞（Neu）的百分比以及肺组织和BALF中的转化生长因子-β1（TGF-β1），以探讨神香草总黄酮对哮喘大鼠气道炎症的影响，阐明

维药神香草总黄酮抗哮喘的部分作用机制。试验中将大鼠随机分为正常对照组、哮喘模型组、氨茶碱阳性对照组、神香草总黄酮高、

中、低剂量治疗组。采用卵清白蛋白（OVA）、氢氧化铝及百白破疫苗联合致敏和OVA生理盐水雾化激发的方法制备哮喘模型。测定

BALF中细胞总数、Ly、Eos、Neu的百分比；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）法检测肺组织及BALF中TGF-β1水平。结果显示，与模

型组相比，各治疗组中，大鼠BALF中细胞总数、Ly、Eos、Neu的百分比、TGF-β1水平及肺组织中的TGF-β1水平均明显下降，差异

有统计学意义（P<0.05）；神香草总黄酮各剂量组之间相互比较，BALF及肺组织中的以上指标差异均有统计学意义（P<0.05），呈剂

量依赖性趋势。由此推测，维药神香草总黄酮可能通过抑制Ly、Eos、Neu等炎症细胞及细胞因子TGF-β1的分泌，减轻或改善哮喘

的气道炎症。
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AbstractAbstract The effect of the Uygur medicine Hyssopus officinalis L. total flavonoids on pathological changes in the lung tissue of asthmatic
rats is observed and the total number of cells and the percentage of lymphocytes (Ly), eosinophils (Eos), neutrophils (Neu) in BALF, the
level of TGF⁃β1 in BALF and the lung tissue are studied for the mechanism of its treatment of asthma. The rats were randomly divided into
the normal control group, the asthma model group, the aminophylline treatment group, the Hyssopus total flavonoids groups of high,
medium and low dose treatments. They were sensitized with OVA, Al(OH)3 and DPT vaccine and then were challenged with the inhalation
of aerosolized OVA solution for preparation of the asthma model. The level of the lung tissue and BALF TGF⁃ β1 were determined with
ELISA, the total number of cells and the percentage of Ly, Eos, Neu in BALF were determined by light microscope. The results show that
as compared with the asthma model group, the level of TGF⁃β1, the total number of cells and the percentage of Ly, Eos, Neu in BALF and
the level of the lung tissue TGF⁃β1 were significantly lower in those of treated groups (P<0.05); among different dose treatment groups , the
level of TGF⁃β1, the total number of cells and the percentage of Ly, Eos, Neu in BALF and the level of the lung tissue TGF⁃ β1 were
significantly reduced (P<0.05) with a dose⁃dependent trend in alleviating the airway inflammation of the asthma., Hyssopus officinalis L.
total flavonoids may inhibit the secretion of TGF⁃β1, Ly, Eos, Neu, reducing the airway inflammation of the asthma.
KeywordsKeywords Hyssopus officinalis L; ashtma; Ly, Eos, Neu, TGF⁃β1; airway inflammation
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0 引言

支气管哮喘（简称哮喘）是由多种细胞、细胞因子和炎性

介质参与的，以气道高反应性为特征的非特异性气道慢性炎

症性疾病[1]。哮喘的发病过程中，气道慢性炎症是哮喘发病

的关键，是气道高反应性和气道重建的基础。越来越多的证

据揭示了气道上皮细胞通过一系列炎症介质参与哮喘的慢性

气道炎症[2]。随着免疫学和分子生物学的快速发展，哮喘的研

究已进入细胞和分子水平。目前认为，气道炎症和气道重塑

是哮喘的两个重要特征，其中哮喘气道炎症是哮喘的主要病

理特征，也是近年来哮喘发病机制研究领域的重要进展。

维药神香草（Hyssopus officinalis L.）为唇形科（Labiatae）

多年生草本植物，在新疆维吾尔族自治区北部有野生分布。《维

吾尔药志》中记载：药用全草，全株主要含黄酮类、生物碱类、

挥发油等化学成分，常用于镇咳平喘、清热利湿。维吾尔医

用于治疗气管炎的咳嗽、气喘、感冒发烧和风湿等病证[3，4]。

近年在新疆维吾尔族自治区人工种植神香草获得成功，为

开发和利用神香草的食用价值和药用价值提供了充足的物

质资源。

进行了系统研究，发现神香草水提物、醇提物、乙酸乙酯

萃取物具有显著的抗炎、止咳、平喘作用，尤其是其乙酸乙酯

萃取部位作用更显著；对神香草乙酸乙酯萃取部位抗炎作用

机制的研究中，发现乙酸乙酯萃取部位通过抑制白介素-2
（IL-2）、白介素-6（IL-6）、内皮素-1（ET-1）、肿瘤坏死因子-ɑ
（TNF-ɑ）、淋巴细胞（Ly）、嗜酸性粒细胞（Eos）、中性粒细胞

（Neu）分泌等途径减轻哮喘的炎症反应[5]。进一步对神香草

乙酸乙酯萃取部位进行化学成分分析发现，神香草乙酸乙酯

萃取部位总黄酮含量达到46.5%，通过AB-8大孔树脂分离纯

化后可以使总黄酮含量达到 66.7%，并获得有关神香草总黄

酮的制备方法的发明专利[6]。因此，本研究按照已获得的一

种神香草总黄酮提取物及其制备方法和用途的发明专利方

法，制备神香草总黄酮提取物，通过观察哮喘大鼠肺组织病

理学改变、测定支气管肺泡灌洗液（BALF）中细胞总数及Ly、
Eos、Neu的百分比以及肺组织和BALF中的转化生长因子-β
1（TGF-β1），以探讨神香草总黄酮对哮喘大鼠气道炎症的影

响，阐明神香草治疗哮喘的物质基础及其部分作用机制，为

神香草的临床应用提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 药物和试剂

神香草全草由新疆维吾尔自治区维吾尔医院药房提供，

卵清白蛋白（OVA，美国 Sigma公司，批号：A8040）；氢氧化铝

干粉（西安化学试剂厂，批号：050912）；吸附百白破联合疫苗

（成都生物制品研究所，批号：2007126008-3）；大鼠转化生长

因子-β1（TGF-β1）ELISA检测试剂盒（上海联硕生物科技有

限公司，批号：YY-2856C）。

1.2 神香草总黄酮的制备

取神香草药材5kg，按照项目组发明的中华人民共和国

发明专利《一种神香草总黄酮提取物及其制备方法和用途》

（专利申请号：201210399112.X）中的方法制备 [6]，即：乙醇回

流法，以 8倍量的 70%的乙醇提取 3次，每次 1h的提取工艺，

提取神香草总黄酮，以AB-8大孔树脂吸附法，以样品液浓度

15mg/mL、乙醇浓度为70%、流速1.0mL/min，分离纯化神香草

总黄酮，最后制备含量高于50%的神香草总黄酮类化合物。

1.3 动物分组和实验模型制备

雄性健康 Wistar大鼠 40只，4～6周龄，体重 150～170g，
由新疆医科大学实验动物中心提供。随机分为 5组，每组 8
只，分别为正常对照组、哮喘模型组、氨茶碱阳性对照组和神

香草总黄酮高、中、低剂量治疗组。除正常组外，各组大鼠于

实验第1天腹腔注射1mL抗原液（含10mg OVA，100mg Al（OH）3，

5×109个百白破疫苗）以初次致敏，实验第8天重复1次以加强

致敏。正常对照组以等量灭菌生理盐水代替。从实验第 15
天开始，每天 1次将大鼠置于密闭玻璃钟罩，以 10% OVA生

理盐水雾化吸入 20min以激发引喘（正常对照组以生理盐水

代替），待出现皮肤瘙痒、烦躁不安、点头呼吸、张口呼吸、呼吸

急促、腹式呼吸明显等症状，最后反应迟钝时，表明引喘成功。

1.4 药物治疗

各组大鼠于每次雾化吸入前30min给予灌胃。正常对照

组给予灌胃生理盐水1mL，模型组给予灌胃生理盐水1mL，氨
茶碱阳性对照组给予灌胃氨茶碱0.1g/kg，高、中、低给药组分

别给予灌胃神香草总黄酮0.8、0.4、0.2g/kg；
1.5 标本采集

实验第 22天，最后一次雾化吸入后 24h内，各组大鼠腹

腔注射10%的水合氯醛0.3mL/100g麻醉。迅速开胸，暴露气

管和双肺，从甲状软骨处上方剪开一V形缺口，插入磨平的

针头，用备好的丝线结扎固定。再用注射器吸取冷藏 5%生

理盐水 3mL，立即回抽，收集灌洗液，灌洗 3次，回收的BALF
以 4℃，2000r/min离心 10min，分离上清液及沉淀物，分别放

于-4℃冰箱内保存，上清液，用于测定BALF中的TFG-β1水
平。离心后沉淀物用于炎症细胞计数和分类。取左肺组织

放于液氮中保存，用于测定肺组织中的TFG-β1水平。

1.6 哮喘大鼠BALF中的细胞总数计数及分类

将BALF离心后沉淀物，用 100μL10%小牛血清-PBS重

悬细胞，吸取0.1mL置于细胞计数板上，在显微镜下计数细胞

总数。吸取0.01mL涂片，制作3张涂片，瑞氏染色后，进行细

胞分类计数，测定细胞总数及Ly、Eos、Neu的百分比。

1.7 哮喘大鼠BALF及肺组织水平TFG-β1检测

将肺组织和 BALF离心上清液，严格按照大鼠 TFG-β1
ELISA试剂盒说明，分别检测各组哮喘大鼠肺组织和肺泡灌

洗液中的TFG-β1水平。用酶标仪在450nm波长下测定吸光

度（OD值），通过标准曲线计算样各组大鼠肺组织和肺泡灌

洗液中TFG-β1浓度。
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1.8 统计学分析

采用 SPSS 17.0软件进行统计学处理，数据以（x±S）形式

表示，采用单因素方差分析，以P<0.05为显著性差异。

2 结果

2.1 哮喘大鼠的一般状态

大鼠经10%的OVA激发后，哮喘模型组在雾化激发过程

中均出现烦躁不安、呼吸加快、四肢瘫软，行动迟滞或俯伏

不动等症状；严重者可见呼吸急促，呼吸节律不整，紫绀，

痉挛，抽搐，甚至死亡；长期激发后体重减轻，反应迟钝。

服用神香草总黄酮给药组后，上述症状均可获得不同程度

地改善。

2.2 肺组织病理变化

正常对照组:支气管管腔规则完整；上皮细胞无脱落，肺

泡腔完整，无支气管收缩征像，未见炎症细胞浸润（图1）。哮

喘模型组:上皮细胞脱落并有黏液栓形成，支气管管腔基底膜

明显增厚，血管壁增厚周围有炎性细胞浸润，支气管黏膜下

层及黏膜外层有大量的炎细胞浸润，主要有淋巴细胞、浆细

胞、嗜酸性粒细胞，以淋巴细胞为主。肺间质及肺泡腔充血

水肿，肺泡壁断裂有肥大泡形成（图2）。氨茶碱阳性对照组：

支气管上皮完整，管壁周围有少量炎性细胞浸润（图 3）。神

香草总黄酮治疗组:低剂量组黏膜层有部分脱落，仍有一定量

的炎性细胞浸润，中高剂量组与哮喘模型组相比，炎症现象

明显缓解（图4、图5、图6）。

图1 正常对照组大鼠肺组织切片

（HE×400）
Fig. 1 Lung tissue slice of normal

control group rats (HE×400)

图2 哮喘模型组大鼠肺组织切片

（HE×400）
Fig. 2 Lung tissue slice of asthmatic

group rats (HE×400)

图3 氨茶碱阳性对照组大鼠肺组织切片

（HE×400）
Fig. 3 Lung tissue slice of

Aminophylline group rats (HE×400)

图4 神香草总黄酮高剂量组大鼠肺组织

切片（HE×400）
Fig. 4 Lung tissue slice of Hyssopus
total flavonoids of high⁃dose treatment

group rats (HE×400)

图5 神香草总黄酮中剂量组大鼠肺组织

切片（HE×400）
Fig. 5 Lung tissue slice of Hyssopus

total flavonoids of medium⁃dose
treatment group rats (HE×400)

图6 神香草总黄酮低剂量组大鼠肺组织

切片（HE×400）
Fig. 6 Lung tissue slice of Hyssopus
total flavonoids of low⁃dose treatment

group rats (HE×400)

2.3 大鼠BALF中的细胞总数及Ly、Eos、Neu百分比比较

比较各组哮喘大鼠BALF中的细胞总数及 Ly、Eos、Neu
百分比发现，其差异均有统计学意义（P<0.05）；与正常对照

组相比，哮喘模型组大鼠BALF中的细胞总数及Ly、Eos、Neu

百分率明显升高，差异有统计学意义（P<0.05）。与模型组相

比，各治疗组大鼠BALF中的细胞总数及Ly、Eos、Neu百分率

明显降低，差异有统计学意义（P<0.05），并呈剂量依赖性趋

势，见表1。
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注：与正常对照组比较，*，P<0.05；与哮喘模型组比较，#，P<0.05；与各

剂量组之间组比较，△，P<0.05。
Notes: *，P<0.05 as compared with the normal control group; #，P<0.05 as
compared with the asthmatic group; △, P<0.05 as compared with the
Hyssoups officinalis L. different dose treatment group.

注：与正常对照组比较，*，P<0.05；与哮喘模型组比较，#，P<0.05；与各剂量组之间组比较，△，P<0.05。
Notes: *，P<0.05 as compared with the normal group; #，P<0.05 as compared with the asthmatic group; △，P<0.05 as compared with the Hyssoups
officinalis L. different dose treatment group.

2.4 各组哮喘大鼠肺组织和BALF中TFG-β1水平比较

比较各组哮喘大鼠肺组织和BLAF中的TFG-β1水平，发

现其差异均有统计学意义（P<0.05）；阳性对照组和 3个不同

剂量的神香草总黄酮给药组能明显降低哮喘大鼠肺组织及

BALF中的TFG-β1的水平（P<0.05），3个不同剂量的神香草

总黄酮给药组降低哮喘大鼠肺组织及BALF中的TFG-β1的
水平呈明显的剂量依赖关系（P<0.05），见表2。

3 讨论

哮喘的发病机制十分复杂，尚不明确。变态反应、气道

炎症、气道反应性增高及神经等因素及其相互作用被认为与

哮喘的发病关系密切。随着现代免疫学、分子病理学和分子

生物学的进步，哮喘的研究己进入细胞和分子水平，人们逐

渐认识到气道慢性炎症才是哮喘发病的关键，是气道高反应

性和气道重建的基础，是哮喘反复发作、肺功能下降的主要

原因[7]。

在哮喘的发病过程中，多种炎症细胞在气道浸润和聚

集。炎症细胞、炎症介质、细胞因子相互作用构成引起、加重

炎症的复杂网络。Ly、Eos、Neu是哮喘发作时最主要的炎症

细胞，Eos的浸润是气道炎症发生的中心环节，通过释放已经

生成并储存于细胞内的炎症介质和新生炎症介质起作用，损

伤气道上皮，是哮喘急性发作时的主要病理特征之一[8]。近

年来，生长因子与哮喘的关系引起越来越多学者们的关注，

其中 TFG-β1在哮喘的发病过程中具有重要作用。研究表

明，气道中 TGF- β1 表达增高，能刺激气道平滑肌细胞

（Airway Smooth Muscle Cell，ASMC）释放 IL-8，诱导环氧化酶

（cyclooxygenase，COX）-2和前列腺素（PG）E2的产生，从而参

与气道的炎症反应[9]。此外，部分学者发现，在哮喘患者中，

某些细胞因子刺激可使Eos产生大量的TFG-β1，参与呼吸道

的炎症反应。另外，TFG-β1诱导成纤维细胞向肌成纤维细

胞转化、促进气道胶原沉积和基底膜增厚，参与哮喘的气道

重塑过程[10，11]。氨茶碱在哮喘治疗中疗效确切，是目前治疗

支气管哮喘最常用的药物。近年发现茶碱具有抗炎和免疫

调节作用，能稳定肥大细胞、嗜酸性粒细胞膜。小剂量氨茶

碱（5～10mg/L-1）可抑制支气管黏膜的嗜酸性粒细胞侵润，抑

制肥大细胞释放炎症递质，减轻气道平滑肌收缩[12]。因此本

文以氨茶碱作为阳性对照药，主要通过检测Eos个数及TFG-
β1的水平，推测神香草总黄酮的部分作用机制，为今后研究

奠定基础。本研究结果显示，神香草总黄酮与模型组相比，

各剂量组大鼠血清及BALF中细胞总数及 Ly、Eos、Neu的百

分比、TFG-β1水平及肺组织TFG-β1水平均明显下降，差异

有统计学意义（P<0.05）；BALF及肺组织中的以上指标差异

均有统计学意义（P<0.05），呈剂量依赖性趋势。由此推测，

维药神香草总黄酮可能通过抑制Ly、Eos、Neu等炎症细胞及

表1 各组哮喘大鼠BALF中的细胞总数及各种炎症细胞的百分率比较（x±S）
Table 1 Total number of cells and counts of inflammatory cells in BALF of asthmatic rats（x±S）

组别

正常对照组

哮喘模型组

氨茶碱阳性对照组

神香草总黄酮高剂量组

神香草总黄酮中剂量组

神香草总黄酮低剂量组

细胞总数/108L
1.61±0.33

12.504±1.52*

2.96±0.63#△

1.83±0.13#△

2.89±0.14#△

4.34±0.33#

淋巴细胞/%
1.35±0.42
6.33±0.36*

2.12±0.42#△

2.09±0.55#△

2.16±0.81#△

3.06±0.33#

嗜酸性粒细胞/%
0.79±0.66
11.69±1.84*

2.23±0.36#△

1.94±0.42#△

2.19±0.33#△

3.15±0.76#

中性粒细胞/%
1.06±0.79
4.23±1.19*

2.08±0.55#△

2.07±1.10#

2.66±0.82#

3.01±0.65#

表2 神香草总黄酮对肺组织和BLAF中的TFG-β1水平的

影响（x±S）
Table 2 Level of TFG-β1 in BALF and lung tissue serum of

asthmatic rats（x±S）

组别

正常对照组

哮喘模型组

氨茶碱

阳性对照组

神香草总黄酮

高剂量组

神香草总黄酮

中剂量组

神香草总黄酮

低剂量组

只数

10
10
10

10

10

10

剂量/
（g · kg-1）

—

—

0.1

0.8

0.4

0.2

TGF-β1含量/（pg · mL-1）

肺组织

68.17±7.06
193.14±10.41
126.82±9.79#△

105.54±11.26#△

121.35±15.04#△

157.08±13.25#

BALF
24.64±4.3
77.85±6.3

45.64±6.01#△

33.61±4.18#△

48.45±5.97#△

57.95±3.34#

研究论文（Papers）

74



科技导报 2013，31（36）

细胞因子TGF-β1的分泌，减轻或改善哮喘的气道炎症。

4 结论

揭示了神香草总黄酮抗哮喘的部分作用机制，即神香

草总黄酮可能通过抑制Eos等炎症细胞及细胞因子TGF-β1
的分泌，消除气道炎症，成为其发挥抗哮喘的重要环节。
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第35期“科学家与媒体面对面”聚焦“探月梦 中国梦”

探月工程二期“嫦娥三号”于 2013年 12月 2日 1∶30由长征三号乙运载火箭从西昌卫星发射中心发射，运载火箭准确进

入预定轨道。12月 14日 21∶30，“嫦娥三号”在月球虹湾地区实现软着陆，着陆器开展就位探测，月球车开展巡视探测，完成

月表形貌与地质构造调查、月表物质成分和可利用资源调查、地球等离子体层探测和月基光学天文观测等科学任务。

2013年 12月 17日召开的第 35期“科学家与媒体面对面”，围绕“探月梦 中国梦”主题，邀请探月工程总设计师吴伟仁，

探月工程高级顾问、中国科学院院士欧阳自远，运载火箭系统副总设计师刘建忠，探测器系统总设计师孙泽洲，地面应用系统

副总设计师、国家天文台研究员苏彦，围绕探月工程的工程目标及极大技术创新、“嫦娥三号”新材料和新技术的民用前景、

探月工程的科学目标、探月工程的未来发展等一系列公众感兴趣的话题进行科普，帮助大家更好的了解探月工程。

详见中国科协网在线直播 http://www.cast.org.cn/n35081/n35473/n35518/15271260.html。
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