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摘要 目的：通过观测各组慢性哮喘大鼠 Notch信号通路相关因子 Notch2、Jagged1、HES-1的变化，以及肺组织气道重塑的改善状

况，探讨平喘颗粒在哮喘的治疗方面所发挥的作用机制。方法：按随机法将 60只大鼠均分至空白组、模型组、地塞米松组、平喘颗

粒组中。除空白组外，剩余的 3组大鼠经卵蛋白 +氢氧化铝致敏，复制慢性哮喘大鼠模型，空白组用生理盐水代替致敏液。造模前

各组予相应的药物灌胃处理。6周后造模完成，处死大鼠并取其肺组织进行 HE染色，在光镜下观察病理变化。使用 Real-time PCR

法检测 Notch2、Jagged1 mRNA，Western blot法检测 HES-1蛋白的表达程度。结果：与空白组相比，其余各组肺组织均可观察到明

显气道重塑改变，Notch2、Jagged1 mRNA及 HES-1蛋白表达明显上升（P＜0.05）；与模型组相比，平喘颗粒和地塞米松可缓解气

道重塑，各因子表达情况显著下降（P＜0.05），两组间比较则无明显差异（P＞0.05）。结论：Notch2、Jagged1、HES-1表达程度与气道

重塑呈正相关，平喘颗粒通过降低 Notch2、Jagged1、HES-1表达改善气道重塑，可能是其防治哮喘发生发展的机制。
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Effects of Pingchuan Granules on Notch Pathway Related Factors
in Chronic Asthmatic Rats*

To investigate the mechanism of Pingchuan Granules in the treatment of asthma by observing the changes

of Notch2, Jagged1, HES-1 related factors of Notch signaling pathway in chronic asthma rats in each group, as well as the improvement

of lung tissue airway remodeling. On the basis of random number table method, 60 rats were divided into normal group, model

group, dexamethasone group and Pingchuan granules group on average. Except the normal group, the rest of 3 groups were sensitized by

intraperitoneal injection of ovalbumin (OVA) and Al (OH)3, and the asthmatic rat model was duplicated. The normal group was treated

with normal saline instead of sensitizing solution. Before modeling, each group was given the corresponding drug gavage treatment. Six

weeks later, the rats were killed and their lung tissues were stained with HE. The pathological changes were observed under light

microscope. Real-time PCR was used to detect Notch2 and Jagged1 mRNA, and Western blot was used to detect HES-1 protein.

Compared with the normal group, significant changes in airway remodeling were observed in the lung tissues of the other groups, and the

expressions of Notch2, Jagged1 mRNA and HES-1 protein were significantly increased (P<0.05). Compared with the model group,

pingchuan granules and dexamethasone could alleviate airway remodeling, and the expression of each factor was significantly decreased

(P<0.05), but there was no significant difference between the two groups (P>0.05). The expression levels of Notch2, Jagged1

and HES-1 are positively correlated with airway remodeling, and the improvement of airway remodeling by reducing the expression

levels of Notch2, Jagged1 and HES-1 may be the mechanism for the prevention and treatment of asthma.
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Detected genes GenBank ID Primer sequences Amplified fragment length

Notch2 M93661.1 3`-AAGGTGGCACGCAGGTCTCT-5' 248 bp

3`-ACAGCAACCGCAAGCAGATAGA-5'

Jagged1 NM_019147.1 3`-TGCTACAATCGTGCCAGTGACT-5' 218 bp

3`-TTGCCTCCTGACTCGCTCTTG-5'

表 1 Notch2、Jagged1引物序列

Table 1 Notch2, Jagged1 primer sequence

前言

支气管哮喘（简称 "哮喘 "）的发病机制始终属于研究重

点，近年来气道重塑逐渐占据重要的地位。哮喘在发病之初以

可逆性的气流受限为特征，由于临床控制不佳导致患者反复进

入哮喘发作期，从而引起气道壁的结构发生变化。常见的变化

如上皮细胞改变及黏液腺增殖、上皮下纤维化、气道平滑肌细

胞不断增殖与迁移、气道壁血管再生等均囊括在内[1]。这一系列

的病理变化即气道重塑所经历的过程，该过程能使本病的气流

受限改变，从可逆逐渐转化为不可逆，从而在临床上增加治疗

的难度，使患者对于常规治疗药物的反应性降低[2]。研究表明

Notch信号通路均能对哮喘气道重塑发挥影响，这种影响可能

是促进、抑制或双重作用，哮喘的发生发展通过信号通路间的

作用不断被影响[3]。

平喘颗粒在临床治疗方面已取得了较好的疗效，前期研究

中已经证明平喘颗粒在炎症[4]、细胞自噬[5]、气道重塑[6]方面具

有较好效果。本研究中以哮喘大鼠为研究对象，以与气道重塑

有关的 Notch信号通路为中心，对平喘颗粒治疗的作用机制进

行研究。

1 材料与方法

1.1 动物

清洁级 Wistar大鼠 60只，体重：230依20 g，从延边大学购

入，许可证号 SCXK（吉）-2011-0007。

1.2 药物

鸡卵蛋白（OVA），美国 Sigma 公司；氢氧化铝、多聚甲醛

等，由我院病理科提供；地塞米松，天津药业集团新郑股份公

司；平喘颗粒（药物组成：淫羊藿、炙麻黄、太子参、黄芪、地龙、

五味子、罂粟壳、款冬花、知母）由我院制剂室制备提供[6]。

1.3 主要仪器与试剂

UNOⅡPCR 扩增仪（Biomatra，德国）；DYY-Ⅲ32 水平电

泳槽、P8D 垂直电泳槽（OWL Sepharation Systems，美国）等。

RT-PCR 试剂盒（Promega，美国）；HES-1 抗体（Santa-Cruz，美

国）；DNA Marker（由生工生物工程（上海）股份有限公司合

成）等。

1.4 方法

1.4.1 哮喘大鼠模型建立 将 60只大鼠按照随机法平均分配

至 4组。空白组（A组）采用生理盐水代替致敏液；模型组（B

组）、地塞米松组（C组）、平喘颗粒组（D组）做如下处置：各组

大鼠于实验第 0、12 天，各组中每只大鼠向腹腔中注入 10%

OVA致敏溶液（含 1 mg OVA和 100 mg Al(OH)3凝胶的悬浊

液）1 mL造成致敏，此后使用 5% OVA溶液以 30分钟 /天的

频率不断激发，共 5 天，再进行每隔 1 天的激发，过程持续 6

周，造成慢性大鼠哮喘模型。

1.4.2 干预方法 给药剂量参考同期实验[6]。A组不做任何处

理；B组予以生理盐水（10 mL/kg）灌胃；C组在激发阶段于激发

前 1 h予地塞米松（1 mg/ kg体重）灌胃；D组予平喘颗粒灌胃

（5 mL/kg），给药时间同 C组。各组均于末次激发 24 h后处死。

1.4.3 动物取材 于实验进行过程中密切监测各组大鼠体型

及重量、毛发颜色及光泽、日常活动精力和意识状态等一般情

况的变化。大鼠处死后，摘出大鼠左肺组织，随即放入提前配好

的 4%多聚甲醛中充分固定其形态，以备制作肺组织病理切片，

并在光镜下观察气道重塑改变；摘取右肺下叶，放置在液氮中

冻存，随后在 -80℃环境中保存，待检测相关因子 mRNA及蛋

白表达。

1.4.4 检测指标及方法 1）肺组织病理学改变 将大鼠左肺

组织从固定液中取出，进行脱水、包埋、切片、苏木精 - 伊红

（HE）染色常规操作过程后，在光镜下观察肺组织病理变化。

2）肺组织病理图像分析 光镜下找出无缺损的支气管横

截面图像，使用图像分析软件，分别测量管腔的内周长（Pi）、管

壁面积（WA）、外周长（Pe）、支气管平滑肌的面积（S）、支气管平

滑肌细胞核数（N），将所测量到的数值用同图像管腔的内周长

进行标准化处理，分别以WA/Pi、S/Pi、N/Pi表示。

3）RT-PCR 法检测肺组织 Notch2、J agged1 mRNA 表达

萃取出总 RNA并测出其浓度及纯净度。根据 Genbank中提供

的大鼠基因序列，采用 Primer Premier 5.0软件分别设计，由生

工生物工程（上海）股份有限公司合成，序列如下（见表 1）。

RT-PCR反应体系 50 滋L，操作过程按 94℃预变性 5 min，94℃

30 s，58℃ 30 s，72℃ 50 s进行，共 40次循环。产物的鉴定分析

使用凝胶图像分析软件 Bandscan4.5测定条带灰度值，用目的

基因条带灰度值与内参条带灰度值的比值作为目的 mRNA相

对表达量，进行统计学分析。

4）Western blot法测定肺组织 HES-1蛋白的表达 抽提

总蛋白并测定样品浓度。分别上样、电泳分离蛋白、转膜、封闭、

孵育。用化学发光法检测。将图片扫描保存为电子文档，并用

GIS1000分析软件将图片上每个特异条带灰度值数字化，测出

目的蛋白相对含量。

1.5 统计学方法

计量资料以 x依s 表示，所得数据用 SPSS 16.0软件进行统

计学处理。组间比较用单因素方差分析（One-Way ANOVA），

P＜0.05有统计学意义。
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图 1各组大鼠肺组织病理学改变

Fig.1 Lung histopathological changes of rats in each group

Groups WA/Pi S/Pi N/Pi

Blank group 46.90依1.67 16.05依0.82 0.0253依0.0022

Model group 67.08依2.53* 24.05依2.37* 0.0537依0.0031*

Dexamethasone group 55.89依2.51*# 19.93依2.01*# 0.0355依0.0043*#

Pingchuan Granules group 54.54依1.97*#☆ 18.98依1.97*#☆ 0.0335依0.0045*#☆

表 2各组大鼠气道重塑改变

Table 2 Changes of airway remodeling in rats in each group

Note: Compared with the blank group, *P＜0.05; Compared with the model group, #P＜0.05; Compared with dexamethasone group, ☆ P＞0.05.

表 3各组大鼠肺组织 Notch2、Jagged1 mRNA表达

Table 3 mRNA expressions of Notch2 and Jagged1 in lung tissues of rats in each group

Note: Compared with the blank group, *P＜0.05; Compared with the model group, #P＜0.05; Compared with dexamethasone group, ☆ P＞0.05.

2 结果

2.1 大鼠一般状态

A组大鼠未见明显异常，抓取时能迅速逃避；B组大鼠呼

吸短促，频率加快，喘促时可见腹肌抽搐，呈易激惹状态，毛发

稀疏无光泽，竖起，肢端轻度发绀；其他治疗两组大鼠在初期时

表现与 B组类似，但随药物治疗时间延长，动物在活动及躲避

程度，毛发色泽及光彩程度与 B组相比均有改善，每分钟呼吸

次数较 B组减慢，与 A组相比则呈现略微增快的水平。说明平

喘颗粒在改善慢性哮喘大鼠的一般状态方面具有较好的效果。

2.2 各组大鼠肺组织 HE染色情况

A组：肺组织轮廓边缘清晰可见，支气管结构无缺损，未出

现明显炎性细胞。B组：支气管平滑肌增生肥厚状况较为突出，

血管出现扩大膨胀的情况；上皮细胞剥脱，粘膜水肿清楚可见；

管腔直径缩窄，腔内可见较多渗出物，肺组织中可有面积范围

较大的炎性细胞浸润灶显露，完整肺泡结构仅少量存在，腔中

可见明显的尘细胞。C组及 D组肺组织结构、渗出、血管扩张等

病理状况的存在与模型组相比有不同水平改善，少许炎性细胞

环绕支气管浸润，管腔内无大量的渗出物显露存在；D组支气

管粘膜上皮细胞结构大体上保持完整，管腔直径未显著变窄，

优于 C组。说明平喘颗粒能够减轻哮喘大鼠肺组织的炎症浸

润，（见图 1）。

Groups Notch2 Jagged1

Blank group 0.394依0.015 1.085依0.022

Model group 0.509依0.018* 1.368依0.017*

Dexamethasone group 0.421依0.018*# 1.167依0.015*#

Pingchuan Granules group 0.434依0.012*#☆ 1.176依0.025*#☆

2.4 各组大鼠肺组织 Notch2、Jagged1 mRNA表达情况

与造模各组相比，Notch2、Jagged1 mRNA 在 A组中极少

量表达（P＜0.05）；在三组造模组中，B 组呈强阳性表达（P＜

0.05）；C组与 D组之间，则无明显差异（P＞0.05）。结果表明，

Notch2、Jagged1 mRNA均在哮喘大鼠肺组织中大量表达，平喘

颗粒能够降低其表达水平，（见表 3）。

2.3 各组大鼠肺组织气道重塑情况

B组气道重塑改变最为明显，变化包括但不限于支气管内

膜皱襞数量增多，部分则出现断裂情况，大范围的炎症细胞环

绕着粘膜下及管壁为中心相互附着存在，少量支气管的管腔内

可有粘液聚集形成的栓塞存在。气道壁及气道平滑肌层明显增

厚。图像分析结果表明，B组管壁厚度、管壁平滑肌厚度、平滑

肌细胞核数量显著多于 A组，而各治疗组上述比值则明显小

于 B组(P<0.05)。说明平喘颗粒能够改善哮喘大鼠肺组织的气
道重塑，（见表 2）。
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图 2各组大鼠肺组织中 HES-1蛋白表达

Fig.2 Expression of HES-1 protein in lung tissues of rats in each group

Groups HES-1 gray value（/GAPDH）

Blank group 0.0387依0.0016

Model group 0.0842依0.0043*

Dexamethasone group 0.0420依0.0016*#

Pingchuan Granules group 0.0422依0.0019*#☆

表 4各组大鼠肺组织中 HES-1蛋白表达

Table 4 Expression of HES-1 protein in lung tissues of rats in each group

2.5 各组大鼠肺组织中 HES-1蛋白表达情况

与造模各组相比，HES-1蛋白在 A组中极少量表达（P＜
0.05）；在三组造模组中，B组蛋白呈强阳性表达（P＜0.05）；C

组与 D组之间，则无明显差异（P＞0.05）。结果表明，HES-1蛋

白在哮喘大鼠肺组织中大量表达，平喘颗粒能够降低其表达水

平，（见表 4、图 2）。

Note: Compared with the blank group, *P＜0.05; Compared with the model group, #P＜0.05; Compared with dexamethasone group, ☆ P＞0.05.

3 讨论

气道重塑与气道炎症、气道高反应协同作用，参与并影响

哮喘的发病过程。气道重塑的发生与多种细胞通路参与相关，

其中 Notch通路的配体在肺组织中表达最为丰富，因此其信号

调节的异常表达和失调与各类型肺脏部分疾病的产生关系密

切[7]。Notch/Jagged信号通路是在维持平衡，管理和调节细胞复

制增长、分化、凋亡等一系列过程发挥重要作用的信号转导系

统，参与肺纤维化，肺动脉高压和哮喘气道重塑等的发病过

程[8，9]。平喘颗粒具有温阳益气，化痰平喘之效，方中所包含的活

性成分如淫羊藿苷能够抑制支气管平滑肌增厚[10]；五味子木脂

素[11]、麻黄生物碱[12]具有抑制病原微生物作用，此外麻黄水提物

已被证明能够缓解哮喘的气道炎症[13]；太子参多糖[14]、黄芪甲

苷[15]、知母总多糖[16]具有调节免疫、抗炎作用；地龙所包含的成

分如蚓激酶、纤溶酶能够发挥纤维溶解作用，且效果较强，猜测

其可能抑制气道上皮下纤维化，缓解气道重塑[17]；此外，唐秋凤

等人的研究也证明了地龙能够在一定程度上改善哮喘所引起

的气道重塑改变[18]；款冬花中的多种化合物如生物碱、皂苷类

等具有止咳祛痰功效，此外款冬酮能够发挥抗炎作用[19]；上述

药理学表明平喘颗粒单药在一定程度上具有改善气道重塑的

作用，且复方颗粒在临床应用中有较好疗效，前期实验研究证

实平喘颗粒复方在哮喘气道炎症、气道高反应及气道重塑方面

均可发挥作用[20]，本研究旨在深入挖掘该方的作用机制。

国内一项实验中，通过比较 4种 Notch配体（Jagged1、2，

Dll 1、4）分别与 Notch1、2受体分子结合的功能活性，发现 4种

配体与 Notch2作用后的反应强于 Notch1[21]。研究表明，Notch

配体具有重叠的受体结合能力，在哺乳动物中，Notch配体可以

非选择性的结合到 Notch 家族成员中，如 Jagged1、2都能与

Notch1、2、3结合，这表明哺乳动物在保持 Notch活性方面具有

较高的冗余度。而不同配体系统性缺失可以表现出不同的表

型，表明这些配体不完全由其激活的受体介导功能，可以通过

激活不同的靶基因产生特异性作用[22]。Notch通路各受体、配体

的分布在肺组织不完全重叠，Notch2的表达范围大致匀称地分

散在上皮细胞、血管内皮及间质细胞中；Jagged1的表达范围则

主要分布于成纤维细胞及肺泡腔、间质中[23]。Jagged配体由于

其独特的时间和空间分布，在呼吸道的不同区域可表现出共同

但不完全重叠的功能。通过探讨 Jagged1、2的表达分布，发现

Jagged1是肺内气道的主要配体，在祖细胞分化过程中可以介

导分泌细胞对多纤毛细胞的影响；Jagged2主要维持基底细胞

与腔细胞的平衡[7]。Notch2-Jagged1信号能够协调气道上其他

细胞的命运发展方向的选择，并且在形成俱乐部细胞和纤毛细

胞的镶嵌模式中发挥主要作用[24]。由于 Notch信号转导主要是

短距离的细胞间传导途径，这种直接结合的方式是通过将

Notch细胞内结构域被 酌-分泌酶从 Notch受体上切割下来并

转移到细胞核中从而发挥功效，而 HES家族中的 bHLH转录

因子 1（Hairy enhancer of split 1, HES-1）可以作用于靶向位点，

通过特定的 DNA结合蛋白参与 Notch通路的表达[25]。研究表

明，Jagged1 通过 HES-1调节靶基因的转录 [26]，同时 HES-1 也

是存在于 Notch通路下游的靶基因，可以介入哮喘气道重塑的

过程中，且表达水平与气道平滑肌的厚度呈正相关[27]。

国外研究表明，使用 5-氟尿嘧啶损伤大鼠气管上皮细胞，

将原有的损伤刺激因素撤去后，Jagged1表达程度逐渐增长，随

着时间延长，损伤的气管上皮细胞由少量逐渐增加，最后几乎

完全恢复，表明 Jagged1可能在大鼠气管干细胞的增殖和分化

中起作用[28]。董广通等人的研究中发现，经过射线处理后的大

鼠，肺组织可观察到大范围的炎性细胞浸润灶，且呈现重度纤

维化，Jagged1 mRNA及蛋白水平明显高于正常大鼠，推测与放

射性肺损伤的产生、发展及预后有密切的关系，通过阻断这一

通路，可有效抑制纤维细胞的分化和减轻细胞外基质的沉

积 [29]。黄仁发等人的实验研究发现，肾缺血 -再灌注损伤（Is

chemia-reperfusion injury, IRI）诱导的炎症中，肾组织 Notch2和

Hes-1蛋白表达升高的幅度非常显著，提示 Notch通路可能参

与了肾 IRI相关炎症中[30]。本研究中，通过病理学观察发现，与

空白组比较，其余各组大鼠肺脏病理学均有明显的变化，其中

模型组表现出了极为明显的炎症及气道重塑的病理改变。本实

验从 Notch/Jagged信号通路的角度，观察了平喘颗粒对哮喘大

鼠肺脏病理形态、气道重塑情况、Notch2、Jagged1及 HES-1的
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影响。发现平喘颗粒能显著改善哮喘大鼠的炎症和气道重塑情

况。结果显示，空白组中 Notch2、Jagged1、HES-1仅少量表达，

模型组明显增多（P<0.05），说明在哮喘大鼠肺组织中，Notch通
路被激活。地塞米松组、平喘颗粒组中的表达明显低于模型组，

两组间比较则无明显差异。提示平喘颗粒防治哮喘的机制可能

与干预 Notch信号的表达相关，从一定程度上可以作为治疗气

道重塑的作用方向，具有一定的临床参考意义。
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