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淫羊藿苷对 RSV感染诱发哮喘小鼠体内 PGD2水平的影响 *
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摘要 目的：观察淫羊藿苷对 RSV感染诱发哮喘小鼠血清及支气管肺泡灌洗液中前列腺素 D2（Prostaglandin D2，PGD2）表达水平

的影响，以期为哮喘治疗寻找新的靶点。方法：30只 Balb/c小鼠随机均分为三组：即正常组，OVA/RSV-YYH组（即淫羊藿苷治疗

组）及OVA/RSV-非 YYH组（即未经淫羊藿苷治疗组）。卵蛋白致敏 RSV感染诱发小鼠哮喘模型成功建立后，予以淫羊藿苷 2.5 mg

连续腹腔注射治疗 2周，比较治疗前后肺功能检测结果、支气管肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage fluid，BALF）中细胞分类计数、

血清及 BALF中 PGD2表达水平、肺组织病理学变化。结果：淫羊藿苷治疗后，哮喘小鼠肺功能较治疗前明显改善，差异有统计学

意义（P<0.05）；PGD2水平较前明显下降，差异有统计学意义（P<0.05）；各分类白细胞计数较前明显减少，差异有统计学意义（P<0.
01），气道管壁增厚及管腔狭窄现象较前明显改善，肺组织炎症细胞浸润较前减少。结论：淫羊藿苷可有效降低 RSV感染诱发哮喘

小鼠体内炎性介质 PGD2水平，从而改善气道重塑，减轻小鼠的哮喘症状，它可能是以后哮喘治疗的一个新的靶点。
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The Effect of Icariin on the Prostaglandin D2 Level in Asthmatic Mice
Induced by Respiratory Syncytial Virus Infection*

To observe the effect of icariin on the expression of prostaglandin D2(PGD2) in serum and bronchoalveolar

lavage fluid(BALF) of asthmatic mice. We hoped to find a new target for the treatment of asthma. Thirty Balb/c mice were ran-

domly divided into three groups: normal group, OVA/RSV-YYH group (icariin treatment group) and OVA/RSV-non-YYH group (with-

out icariin treatment group). After establishing the mouse model of asthma which is sensitized by ovalbumin(OVA) and induced by respi-

ratory syncytial virus (RSV) infection, we treated the mice with an intraperitoneal injection of 2.5 mg icariin continually for two weeks.

The results of pulmonary function tests, cell classification and count in BALF, the PGD2 level in serum and BALF and pathologic

changes of lung tissues before and after the treatment were compared respectively. Compared with those without the treatment of

icariin, lung function of asthmatic mice was improved significantly, the difference was statistically significant (P<0.05); PGD2 level was
decreased, the difference was statistically significant(P<0.05); the leukocyte count was obviously decreased, the difference was statistically
significant(P<0.05); the thickened wall and narrow lumen of the airways were better, and infiltration of inflammatory cells in lung tissues

was evidently relieved. Icariin could effectively reduce PGD2 level of asthmatic mice which were induced by RSV infection,

hence relieve airway remodeling and asthmatic symptoms of mice. PGD2 might be a new target for asthma treatment in the future.
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前言

支气管哮喘 (bronchial asthma) 是一种慢性气道炎症性疾

病，其炎症过程由嗜酸性粒细胞、中性粒细胞、T淋巴细胞、气

道上皮细胞等多种细胞以及细胞组分参与。近 10余年来，英

国、美国等欧美国家的流行病学资料显示[1,2]，哮喘的患病率及
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其引起的死亡率在逐年上升。支气管哮喘已经成为严重威胁公

众健康的一种慢性疾病，据测算我国的哮喘患者约在 1千万以

上。数十年来，虽然全球哮喘防治方案几经修订，各种治疗哮喘

的药物不断涌现，但哮喘患者的死亡率仍然随患病率的增加而

有所升高[3,4]。这充分说明目前的哮喘防治存在着某些不足，深

入探索原因，极有可能是我们对哮喘发病机制认识不足。

淫羊藿苷（icariin，ICA）是中药淫羊藿的主要活性成分，它

具有广泛的生理活性，具有平喘止咳、抗过敏、温阳补肾、调节

机体免疫功能等多种作用[5,6]。学者们研究发现[7-9]，淫羊藿苷能

够对 RSV感染诱发的支气管哮喘有疗效，可增强呼吸道免疫

力，改善哮喘症状，减少炎症介质的产生，提高机体内源性抗炎

能力，缩短哮喘持续时间，并减少发作次数。但是具体机制未明。

呼吸道合胞病毒（respiratory syncytial virus，RSV）感染是

引起哮喘的主要原因之一[10,11]，而 ICA对 RSV感染所诱发的支

气管哮喘有疗效，但具体机制未明。本研究中，我们将建立 RSV

感染诱发哮喘的小鼠模型，以 ICA腹腔注射治疗，通过肺功能

测定、ELISA、HE染色等方法，研究 ICA治疗 RSV感染诱发哮

喘的机制，为进一步研发针对感染 RSV后诱发哮喘的药物提

供新的靶点。

1 材料与方法

1.1 主要实验试剂和仪器

卵蛋白（ovalbumin,OVA）、乙酰甲胆碱、氢氧化铝（[AL

(OH)3]）购自美国 sigma公司，5%戊巴比妥钠购自中国医药集

团上海化学试剂公司，WBP全体积描记呼吸功能检测系统购

自美国 Buxco公司，4021型超声雾化器购自中国江苏鱼跃医

疗设备股份有限公司，RSV由武汉中科院病毒研究所提供，全

自动生化分析仪购自美国 DADE公司 Dimension RXL，生物光

学显微镜购自 Nikon日本。

1.2 实验动物、分组及实验方法

30 只健康雌性 BALB/C 小鼠，SPF 级，4 周龄，体重约

16~19 g，每笼 5只小鼠，自由饮食及饮水，经标准饲料适应性

喂养 2 周后随机均分为三组：即正常组 （12 只），O-

VA/RSV-YYH组（即淫羊藿苷治疗组，12只）及 OVA/RSV-非

YYH组（即未经淫羊藿苷治疗组，6只）。（注：YYH即淫羊藿苷）。

OVA/RSV组：D0、D7腹腔注射新鲜配制的卵蛋白氢氧化

铝溶液 0.2 mL（内含卵蛋白 20微克及氢氧化铝 2.25 mg）[12]，在

第 14-16天连续滴鼻 107 pfu的 RSV 25微升 /只，第 21天检测

肺功能验证哮喘模型成功建立，取 6只小鼠处死行相关检测。

剩余 12只小鼠分为 OVA/RSV-YYH组及 OVA/RSV-非 YYH

组，OVA/RSV-YYH 组小鼠予以每日腹腔注射淫羊藿苷溶液

0.2 mL(内含淫羊藿苷 2.5 mg)，连续 2周，其中 D22-24、D29-31

予以连续滴鼻 107 pfu的RSV25微升 /只。OVA/RSV-非 YYH组

小鼠予以每日腹腔注射无菌注射用水 0.2 mL，连续 2周，其中

D22-24、D29-31予以连续滴鼻 107 pfu的RSV25微升 /只。

正常组：D0、D7 腹腔注射 0.2 mL无菌注射用水，于第

14-16天连续滴鼻无菌注射用水 25微升 /只，在第 21天取 6

只小鼠处死行相关检测，剩余 6只小鼠于 D22-24、D29-31予以

连续滴鼻无菌注射用水 25微升 /只。

1.3 肺功能检测

采用全体积描记系统 （Whole Body Plethysmography,

WBP）检测小鼠呼吸功能，采用梯度浓度甲基乙酰胆碱（methy-

lacetylcholine，Mch）检测液（依次为 PBS、3.125、6.25、12.5、25、

50 mg/mL）依次雾化攻击并检测气道反应性，观察增强的呼吸

间歇（Enhanced Pause，Penh）。分别于第 21天及第 35天无创检

测肺功能。

1.4 BALF中细胞分类及 PGD2水平的测定

小鼠仰卧，剪开颈部和胸部皮肤，分离颈部肌肉，充分暴露

气管；打开胸腔，暴露肺组织，结扎左肺主支气管；颈前气管处

用 22G留置针行气管插管；用 PBS缓冲液行右肺支气管肺泡

灌洗，每次 0.5 mL，重复 3次，回收率在 80%以上[12]。

收集 BALF于 1.5 mL Eppendoff管中，离心（2000转 /分，

4℃）10 min，取上清 -20℃保存备用用于 ELISA法检测 PGD2

水平，并用 0.5 mL PBS重悬离心后的沉淀，之后进行细胞计数

和分类计数。

1.5 血清 PGD2水平的测定

最后一次雾化后 24 h，采取眼眶内取血法取血，常温下静

置 1小时后离心 10分钟（速度：3000 r/min），得到的血清保存

于 -20℃，用于 ELISA法检测 PGD2水平。

1.6 肺组织形态学观察

小鼠处死后取右肺中叶组织于 10%中性福尔马林溶液固

定至少 24小时，然后取出制成石蜡切片，常规苏木素一伊红染

色，光镜下病理组织观察[12]。

1.7 统计学分析

我们采用 SPSS19.0统计软件包处理数据，所有数据均以

均数标准差表示，组间比较采用 t检验。当 P<0.05时，差异具
有统计学意义，当 P<0.01时，差异具有显著性统计学意义。

2 结果

2.1 一般观察

卵蛋白致敏 RSV感染诱发小鼠支气管哮喘模型，于实验

第 21天各小鼠均出现明显竖毛、躁动不安、搔头挠背、点头样

呼吸、呼吸急促、腹肌抽搐等反应。经过淫羊藿苷 2周的治疗后

OVA/RSV-YYH组小鼠烦躁不安、呼吸急促等症状明显减轻；

OVA/RSV-非 YYH组症状未见明显改善。

2.2 肺功能检测

通过肺功能检测，我们发现 OVA/RSV组经淫羊藿苷治疗

2周后，在 Mch各个浓度 PENH值均明显低于治疗前即 OVA/

RSV-非 YYH组，差异具有统计学意义（P<0.05），但仍高于正
常组，差异具有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.3 血清及 BALF中前列腺素 D2的变化

OVA/RSV组经 ICA治疗后与治疗前相比，血清及 BALF

中前列腺素 D2水平明显下降，差异具有统计学意义（P<0.05），
但仍高于正常组。见表 2。

2.4 BALF中细胞分类计数

OVA/RSV- 非 YYH 组和 OVA/RSV-YYH 组白细胞总数

较正常组升高明显，有显著统计学意义（P<0.01），淫羊藿苷治
疗组白细胞总数较非淫羊藿苷治疗组明显减少，差异具有显著

统计学意义（P<0.01）。中性粒细胞、淋巴细胞及嗜酸性粒细胞
在 OVA/RSV-非 YYH组和 OVA/RSV-YYH组都较正常组有

明显增多（P<0.01）；治疗组较非治疗组相比，各分类白细胞计
数也均减少，差异具有显著性统计学差异（P<0.01）。见表 3。
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Note: ** OVA/RSV-YYH group compared with OVA/RSV-non YYH group, P<0.01;▲OVA/RSV-nonYYH compared with the normal group, P<0.01.

Note: ** OVA/RSV-YYH group compared with OVA/RSV-non YYH group, P<0.01; ▲OVA/RSV-nonYYH compared with the normal group, P<0.01.

Note: ** OVA/RSV-YYH group compared with OVA/RSV-non YYH group, P<0.01; ▲OVA/RSV-nonYYH compared with the normal group, P<0.01.

2.5 肺组织病理学变化

OVA/RSV-非 YYH组(B图)小鼠与正常组（A图）相比，气

道管壁明显增厚，管腔狭窄明显，管壁及其周围可见大量炎性

细胞浸润，且以中性粒细胞、单核细胞和淋巴细胞为主，还可见

少量嗜酸性粒细胞。OVA/RSV-YYH组（C图）经过淫羊藿苷 2

周治疗后，管壁增厚及管腔狭窄较前有所改善，肺组织炎症细

胞浸润较前减少。见图 1。

表 1 三组小鼠在甲基乙酰胆碱各个浓度的 PENH值（x± s）
Table 1 PENH values of three groups of mice at various concentrations of methyl acetylcholine（x± s）

Group/Mch concentration

（mg/mL）
PBS 3.125 6.25 12.5 25 50

Normal group 75.37± 5.60 79.49± 8.56 112.32± 9.23 121.81± 7.96 171.36± 9.52 205.37± 10.10

OVA/RSV-nonYYH group 134.92± 10.55▲ 195.35± 11.75▲ 260.66± 9.98▲ 300.04± 15.23▲ 369.41± 18.22▲ 787.22± 20.21▲

OVA/RSV-YYH group 72.15± 4.90** 78.79± 8.50** 103.73± 8.96** 123.10± 10.20** 163.06± 12.21** 466.38± 16.62**

表 2 三组小鼠血清及支气管肺泡灌洗液中前列腺素 D2水平（x± s）
Table 2 Prostaglandin D2 in serum and bronchoalveolar lavage fluid of three groups (x± s)

Group/specimen type Serum BALF

normal group 367.84± 10.11 24.50± 2.31

OVA/RSV-nonYYH 463.89± 11.85▲ 36.33± 3.01▲

OVA/RSV- YYH 178.52± 5.65** 26.30± 1.95**

表 3 三组小鼠支气管肺泡灌洗液中细胞分类计数（x± s）
Table 3 Cell Classification and Counting in Bronchial alveolar lavage fluid of three Groups of Mice（x± s）

Groups n
total white blood

cells（107/mL）

white blood cell count（107/mL）

neutrophil lymphocytes monocytes eosinophils

normal group 12 1.95± 0.50 0.62± 0.25 0.84± 0.23 0.57± 0.15 0.04± 0.06

OVA/RSV-nonYYH 6 7.58± 0.41** 3.21± 0.31** 4.86± 0.62** 1.03± 0.31** 1.05± 0.15**

OVA/RSV- YYH 12 4.19± 0.38**▲ 1.91± 0.18**▲ 2.04± 0.26**▲ 0.65± 0.19**▲ 0.33± 0.08**▲

图 1 三组小鼠的肺组织病理学变化

Fig.1 Pulmonary histopathological changes in three groups of mice

Note: A: normal group; B: OVA/RSV-non YYH group; C: OVA/RSV- YYH group.

3 讨论

哮喘的病因和发病机制一直都是研究的热点问题。呼吸道

病毒感染是支气管哮喘急性加重的重要原因之一，RSV感染可

能导致难治性哮喘。呼吸道合胞病毒属于副粘病毒科，肺炎病

毒属，是一种单股负链的非节段性 RNA病毒，具有包膜，中等
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大小(120-300 nm)[13,14]。RSV感染是全世界范围内下呼吸道感染

和哮喘加重的主要原因之一 [15]。RSV主要感染婴儿和低龄儿

童，但是在老年人和免疫缺陷者当中 RSV感染也是一项重要

的健康问题[16-19]。暴露于 RSV，尤其是在儿童，被认为是哮喘发

生的一个重要原因[20]。对于那些具有哮喘易患因素的人来说，

暴露于 RSV能够直接导致哮喘的发生，或者至少引起肺部的

病理生理性改变。而 RSV感染过程中导致的免疫反应的激活

能够增加对哮喘的易感性[21]。本研究通过卵蛋白致敏 RSV感

染诱发成功建立哮喘模型（如表 1肺功能检查结果）。

国内外多项研究表明[22,23]，在哮喘患者肺泡灌洗液中脂质

体前列腺素 D2及其代谢产物增高，过敏原激发后 PGD2分泌

增多，导致各种 PGD2(如 CRTH2)受体的活化，进而导致各种

细胞因子和化学趋化物的产生，从而引起嗜酸性粒细胞、淋巴

细胞聚集于抗原激发物的部位，产生一系列过敏反应。作为一

个重要的炎症介质，PGD2在哮喘的发病过程中发挥着重要的

作用，它主要来源于肥大细胞的活化，尚有少量来源于血小板、

活化的巨噬细胞等[24]。PGD2可以诱发支气管的强烈收缩、增加

血管的通透性，同时可以通过调节成纤维细胞的形成和转化，

参与气道重构[25]。这充分说明了 PGD2在哮喘的发病机制起着

重要的作用。

本研究通过卵蛋白致敏 RSV感染诱发成功建立哮喘模

型，予以淫羊藿苷治疗后，哮喘小鼠肺功能较治疗前明显改善

（如表 1），哮喘小鼠血清及 BALF中 PGD2水平明显下降，与

治疗前相比差异具有统计学意义（P<0.05），（如表 2）。哮喘小鼠

的 BALF中白细胞总数较正常组升高明显，有显著统计学意义

（P<0.01），淫羊藿苷治疗组白细胞总数较非淫羊藿苷治疗组明
显减少，差异具有显著统计学意义（P<0.01）。中性粒细胞、淋巴
细胞及嗜酸性粒细胞在 OVA/RSV- 非 YYH 组和 OVA/

RSV-YYH组都较正常组有明显增多（P<0.01）；治疗组较非治
疗组相比，各分类白细胞计数也均减少，差异具有显著性统计

学差异（P<0.01）。（如表 3）。经过淫羊藿苷治疗后，OVA/

RSV-YYH组（C图）管壁增厚及管腔狭窄较前明显改善，肺组

织炎症细胞浸润较前明显减少，而 OVA/RSV-非 YYH组小鼠

(B图)与正常组（A图）相比，气道管壁明显增厚，管腔狭窄明

显，管壁及其周围可见大量炎性细胞浸润，且以中性粒细胞、单

核细胞和淋巴细胞为主，还可见少量嗜酸性粒细胞（如图1）。

通过本研究，我们发现淫羊藿苷（ICA）能够对 RSV感染诱

发的支气管哮喘有较好的疗效，可以显著改善哮喘症状及肺功

能。因为 ICA可使得哮喘小鼠血清及 BALF中炎性介质 PGD2

生成减少，从而显著减低炎性细胞的产生，进而显著改善哮喘

小鼠管壁增厚以及管腔狭窄的现象。PGD2在引起哮喘小鼠的

支气管收缩、嗜酸性粒细胞浸润和血管通透性上等方面起着关

键的作用。许多实验表明 PGD2参与哮喘的炎症反应过程，其

在哮喘发病过程中充当着炎症介质作用。多项研究表明[26-29]，

PGD2通过与多种受体作用而引起生物学效应，但主要是通过

DP受体以及 CRTH2这两种受体起作用。各种原因产生的内源

性 PGD2，可能通过增强嗜酸性粒细胞上的 CRTH2受体表达，

产生炎症反应，PGD2可以增强 Eos的趋化作用，使得 Eos向

气道内浸润，导致哮喘病理上 Eos浸润特征[30]。

哮喘会导致患者的气道阻塞以及气道重塑，甚至可导致肺

功能的不可逆性损害。哮喘的防治已经成为亟待解决的热点问

题。本研究证实，淫羊藿苷可使得炎性介质 PGD2的生成明显

减少，从而显著改善哮喘小鼠的哮喘症状及气道重塑，为以后

哮喘治疗提供新的思路和新的靶点。但本研究仍存在不足之

处，比如 PGD2如何与其相应的受体作用，尚需进一步的研究。
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