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[摘要] 　 目的:探讨降气平喘方含药血清对哮喘大鼠气道平滑肌细胞(ASMC)中易感基因解整合素金属

蛋白酶
 

33(ADAM33)和 E26
 

转录因子-1(ETS-1)表达的影响及其作用机制。 方法:通过卵清蛋白(OVA)致敏

建立大鼠哮喘模型,另取 SD 雌性大鼠分组(降气平喘方组、孟鲁司特钠组)灌胃给药制备不同浓度的含药血清,
即降气平喘方组血清分别配制为浓度 5%、10%、15%的中药含药血清培养液,孟鲁司特钠组血清配制为 30%浓

度的西药含药血清培养液,分别对体外培养的 ASMC 进行同化干预 24h。 采用 CCK8 法测定不同含药血清对

ASMC 生长的抑制率,ELISA 法检测各组细胞培养上清液中转化生长因子-β1(TGF-β1)、白细胞介素-6(IL-6)
的浓度,Western

 

Blot 法检测各组细胞中 ADAM33、ETS-1 蛋白表达情况。 结果:培养出的细胞在细胞免疫荧光

检测下鉴定成功;5%和 10%中药血清组均能明显抑制 ASMC 的增殖(P<0. 05 或 P<0. 01);ASMC 培养上清液

中,10%中药血清组的 TGF-β1 和 IL-6 浓度较哮喘模型组明显降低(P<0. 05);与哮喘模型组比较,10%中药血

清组对 ADAM33 蛋白的高表达下调作用更显著(P<0. 01),10%、15%中药血清组及 30%西药血清组对 ETS-1
蛋白的高表达下调更显著(P<0. 01)。 结论:降气平喘方可通过调控 ADAM33 和转录因子 ETS-1 表达,减少炎

性细胞介质 TGF-β1 和 IL-6 释放以及改善气道重塑,达到干预和治疗哮喘的作用。
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[Abstract]　 Objective:To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

serum
 

containing
 

Jiangqi
 

Pingchuan
 

prescription
 

on
 

the
 

expres-
sion

 

of
 

the
 

susceptibility
 

genes
 

a
 

disintegrin
 

and
 

metalloprotease
 

33
 

( ADAM33)
 

and
 

E26
 

transformation - specific
 

1
 

(ETS-1)
 

in
 

airway
 

smooth
 

muscle
 

cells
 

(ASMCs)
 

of
 

rats
 

with
 

asthma
 

and
 

its
 

mechanism
 

of
 

action. Methods:Ovalbumin
 

sensitization
 

was
 

used
 

to
 

establish
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

asthma,and
 

female
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

Jiangqi
 

Ping-
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chuan
 

prescription
 

group
 

and
 

montelukast
 

sodium
 

group
 

and
 

were
 

given
 

drug - containing
 

serum
 

at
 

different
 

concentra-
tions. The

 

serum
 

containing
 

5%,10%,and
 

15%
 

Jiangqi
 

Pingchuan
 

prescription
 

was
 

prepared
 

for
 

the
 

Jiangqi
 

Pingchuan
 

prescription
 

group, and
 

the
 

serum
 

containing
 

30%
 

montelukast
 

sodium
 

was
 

prepared
 

for
 

the
 

montelukast
 

sodium
 

group. ASMCs
 

cultured
 

in
 

vitro
 

were
 

assimilated
 

and
 

intervened
 

using
 

the
 

drug-containing
 

serums
 

for
 

24
 

hours. CCK8
 

as-
say

 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

inhibition
 

rate
 

of
 

different
 

drug-containing
 

serums
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

ASMCs;ELISA
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

concentration
 

of
 

transforming
 

growth
 

factor-beta
 

1
 

(TGF-β1)
 

and
 

interleukin-6
 

(IL-6)
 

in
 

the
 

superna-
tant

 

of
 

each
 

group; Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

ADAM33
 

and
 

ETS - 1
 

in
 

cells. Results:The
 

cells
 

cultured
 

were
 

successfully
 

identified
 

by
 

cellular
 

immunofluorescence
 

technique. The
 

serum
 

contai-
ning

 

5%
 

and
 

10%
 

Jiangqi
 

Pingchuan
 

prescription
 

significantly
 

inhibited
 

the
 

proliferation
 

of
 

ASMCs
 

( P < 0. 05
 

or
 

P<0. 01). In
 

the
 

supernatant
 

of
 

ASMCs,the
 

10%
 

Jiangqi
 

Pingchuan
 

prescription
 

group
 

had
 

significant
 

reductions
 

in
 

the
 

concentration
 

of
 

TGF-β1
 

and
 

IL-6
 

compared
 

with
 

the
 

asthma
 

model
 

group
 

(P<0. 05). Compared
 

with
 

the
 

asthma
 

model
 

group,the
 

10%
 

Jiangqi
 

Pingchuan
 

prescription
 

group
 

had
 

significantly
 

greater
 

downregulation
 

of
 

the
 

high
 

expression
 

level
 

of
 

ADAM33
 

protein
 

(P<0. 01),and
 

the
 

10%
 

and
 

15%
 

Jiangqi
 

Pingchuan
 

prescription
 

groups
 

and
 

the
 

30%
 

Western
 

medi-
cine

 

group
 

had
 

significantly
 

greater
 

downregulation
 

of
 

the
 

high
 

expression
 

level
 

of
 

ETS-1
 

protein
 

(P<0. 01). Conclusion:
Jiangqi

 

Pingchuan
 

prescription
 

can
 

reduce
 

the
 

release
 

of
 

the
 

inflammatory
 

cytokines
 

TGF-β1
 

and
 

IL-6
 

and
 

improve
 

airway
 

remodeling
 

by
 

regulating
 

the
 

expression
 

of
 

ADAM33
 

and
 

the
 

transcription
 

factor
 

ETS-1,thereby
 

exerting
 

an
 

interventional
 

and
 

therapeutic
 

effect
 

on
 

asthma.
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muscle
 

cells;susceptibility
 

gene;airway
 

re-
modeling
　 　 哮喘是一种常见的慢性呼吸道疾病,其发病率

逐年上升[1] 。 据统计,我国有半数哮喘患者是在儿

童期发病的[1-2] 。 哮喘患儿往往病程持续时间长,
可能对学习、生活及日常活动产生不同程度的影

响,严重危害儿童的身体和心理健康[3] 。 目前,现
代医学通常将激素作为长期控制儿童哮喘发作的

首选药物[4-5] ,虽能取得一定疗效,但由于儿童与成

人在药物新陈代谢水平上存在差异,加上患儿对激素

反应性的个体差异,儿童使用糖皮质激素类药物存在

一定风险且控制效果不佳[6] 。 与西医相比,中医注

重整体观念,强调未病先防、既病防变,可通过提高患

儿的免疫力以治疾病之本,且中医药治疗有着成本较

低、毒副作用小、耐受性好的优点,因此,中医药在儿

童哮喘的诊疗和管理方面独具优势[7-8] 。
湖南省名中医张涤教授在儿童哮喘诊疗方面

经验丰富,其自创的降气平喘方治疗小儿哮喘急性

发作期疗效显著[9-10] 。 本研究通过观察降气平喘

方含药血清对体外培养大鼠气道平滑肌细胞

(ASMC)的增殖及其转化生长因子-β1( TGF-β1)、
白细胞介素-6(IL-6)释放和易感基因解整合素金

属蛋白酶
 

33(ADAM33)、E26 转录因子-1(ETS-1)
表达的影响,从气道重塑、易感基因异常表达等角

度探讨降气平喘方治疗哮喘的作用机制。

1　 实验材料

1. 1　 动物 　 40 只 SPF 级 SD 雌性大鼠,体质量

180 ~ 220
 

g,购于湖南斯莱克景达实验动物有限公

司,许可证号 SCXK(湘)2019-0004,在 SPF 级动物

实验室分笼喂养,饲养环境温度:(23±3)℃ ,饲养环

境湿度:(55±15)%。 动物实验经湖南中医药大学

第一附属医院伦理委员会批准进行,实验动物符合

伦理委员会规定,伦理委员会编号:ZYFY20210408。
1. 2　 药物及试剂 　 降气平喘方:蜜麻黄 1

 

g,桔梗

3
 

g,苦杏仁 3
 

g,桑白皮 5
 

g,地骨皮 5
 

g、白果 2
 

g,紫
苏子 2

 

g,葶苈子 2
 

g,白前 3
 

g,百部 3
 

g,款冬花 3
 

g,
紫菀 3

 

g,甘草 2
 

g。 处方药物均购自湖南中医药大

学第一附属医院门诊中药房,经浸泡、煎煮、浓缩至

生药量为 1g / ml,置于 4℃ 冰箱中保存;孟鲁司特钠

咀嚼片(杭州默沙东药业股份有限公司,批准文号:
国药准字号 J20130054,规格:5

 

mg / 片)。 高纯卵清

蛋白(DVA,美国 Sigma 公司,批号:A8041-1g),氢
氧化铝 AR(批号:A800852 - 500g);DAPI 溶液(即

用型)10
 

μg / ml (批号: C0065 - 10ml), SDS (批号:
#S8010-500g),Tween

 

20(批号:#T8220) 均购自北

京索莱宝科技有限公司;1640(西安融智生物技术

有限公司,批号:C11875500BT),胎牛血清(批号:
FSP500),青霉素-链霉素溶液(双抗) 100×(批号:
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PB180120),胰蛋白酶-EDTA 消化液(0. 25%)含酚

红(批号:PB180226),无血清非程序冻存液(批号:
PB180438 ), 磷 酸 缓 冲 盐 溶 液 ( PBS ) ( 批 号:
PB180327)均购于武汉普诺赛生命科技有限公司;
BSA ( 广 州 赛 国 生 物 科 技 有 限 公 司, 批 号:
4240GR025); Anti - alpha

 

smooth
 

muscle
 

Actin 抗体

[1A4](ab7817) (英国 Abcam 公司,批号:ab7817);
Fluorescein(FITC) -conjugated

 

Affinipure
 

Goat
 

Anti -
MouseIgG(H+L) (武汉三鹰生物技术有限公司,批
号:SA00003-1);CCK8 试剂盒(兰杰柯科技有限公

司,批号:BS350B);Rat
 

IL-6
 

ELISA 试剂盒(批号:
E-EL-R0015c),TGF-β1

 

ELISA 试剂盒(批号:E-
EL-0162c)均购于武汉伊莱瑞特生物科技股份有限

公司;ADAM33
 

Rabbit
 

pAb(武汉爱博泰克生物科技

有限公司,批号:A8265);Anti-ETS1
 

antibody
 

(杭州

华 安 生 物 技 术 有 限 公 司, 批 号: HA500065 ),
PierceTM

 

Rapid
 

Gold
 

BCA
 

Protein
 

Assay
 

Kit(批号:
69107317);5×蛋白上样缓冲液(武汉四维加生物科

技有 限 公 司, 批 号: 8190011128 ); TRIS ( 批 号:
115KG001 - 1KG ), 甘 氨 酸 ( 批 号: 1275KG2P5 -
2. 5KG)均购自广州赛国生物科技有限公司;甲醇

(国药集团化学试剂有限公司,批号:10014118);
ECL 化学发光底物(美国 Bio-Rad 公司,批号:170-
5060),蛋白 Marker(美国 Thermo

 

Fisher
 

Scientific 公

司,批号:26616)。
1. 3　 主要仪器 　 洁净工作台(苏州安泰空气技术

有限公司,型号:SW - CJ - 2FD)、二氧化碳培养箱

(德国
 

Eeppendorf 公司,型号:Galaxy170RCO2)、倒
置生物显微镜(广州粤显光学仪器有限责任公司,
型号:XDS-3)、激光共聚焦(德国

 

Carl
 

Zeiss
 

AG,型
号:LSM800)、倒置荧光显微镜(日本奥林巴斯公

司,型号:IX71)、H1850 高速离心机(湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司,型号:H1850)、多功能酶标仪

(美国
 

Molecular
 

Devices
 

公司,型号:FlexStation
 

3)、
电泳槽(北京六一生物科技有限公司,型号:DYY-
6C)、高速离心机(江苏科析仪器有限公司,型号:
TGL-16)、暗匣(广东粤华医疗器械厂有限公司,型
号:AX-Ⅱ)。
2　 实验方法

2. 1　 哮喘模型建立 　 取 10 只 SPF 级 SD 雌性大

鼠,按体质量随机分为正常组大鼠和哮喘模型组大

鼠 2 组,每组各 5 只。 模型组大鼠参照文献[11]报

道并加以改进复制哮喘模型,分别于第 0 天、第 7 天

予大鼠腹腔注射 0. 2
 

ml
 

OVA 致敏液致敏,第 14 天

将大鼠放入雾化器的有机玻璃盒中雾化吸入

30
 

min 激发,每天 1 次,连续雾化吸入 14
 

d,之后在

第 31、34、37、40、44、47、50、53 天以同样方法雾化激

发,共激发 22 次。
2. 2　 含药血清制备 　 取 30 只 SPF 级 SD 雌性大

鼠,按体质量随机分为验方组(降气平喘方,生药量

为 1
 

g / ml)、孟鲁司特钠组(用 0. 9%氯化钠注射液

配制成含药量为
 

0. 26
 

mg / ml
 

药液)、空白组(等量

0. 9%氯化钠注射液),每组各 10 只。 根据药物临床

等效剂量对各给药组进行灌胃干预,灌胃体积为

10
 

ml / kg,每天 1 次,连续灌胃 7
 

d。 在最后 1 次给

药 2
 

h 后,用 3%戊巴比妥钠腹腔注射对大鼠进行腹

腔麻醉,腹主动脉收集全血后离心分离血清,恒温

水浴灭活、分装、于-80℃冰箱中保存备用。
2. 3　 ASMC 分离培养 　 取造模成功的大鼠,用戊

巴比妥钠麻醉后,在无菌台上迅速分离大鼠的肺

组织以及气管支气管,随后将大鼠处死。 ASMC 分

离方法参照文献[12-13]中的有关内容并加以改

进。 在超净台内分离出支气管树,用眼科剪将组

织剪碎( ≤1
 

mm) ,消化、离心后转入 25
 

ml 培养瓶

并使组织块较均匀地铺满底部,置培养箱中半开放

式培养,3
 

d 后换液。 细胞长满后用差速贴壁法进

行细胞纯化, 经 2 次 差 速 贴 壁 后 得 到 较 纯 的

ASMCs[14] 。 待细胞生长密度至近满瓶底时,以 1 ∶2
进行传代接种在新的培养瓶中,细胞传代周期约

4 ~ 6
 

d。 此实验选用第 4 代细胞,此时细胞生长活

性更好,增长速度最佳,且更好地保留了造模后细

胞的主要特性。
2. 4　 细胞干预及实验分组 　 取第 3 代生长的

ASMC,经消化、离心、重悬、铺板,待细胞贴壁完全

并融合至 80%左右时进行换液。 参考相关文献进

行细胞干预及分组[15-17] ,用含有不同浓度的血清等

量培养基同步干预 24
 

h,分为以下 6 组:正常细胞

组、哮喘模型组、5%中药血清组、10%中药血清组、
15%中药血清组、30%西药血清组。 其中正常细胞

组:正常大鼠细胞+完全培养液,哮喘模型组:哮喘模

型细胞+完全培养液,5%中药血清组:哮喘模型细胞+
含 5%验方组大鼠血清的完全培养液,10%中药血清

组:哮喘模型细胞+含 10%验方组大鼠血清的完全培

养液,15%中药血清组:哮喘模型细胞+含 15%验方组
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大鼠血清的完全培养液,30%西药血清组:哮喘模型

细胞+含 30%孟鲁司特钠组大鼠血清的完全培养液。
其中完全培养液由 10%胎牛血清,1%青霉素、链霉素

混合液和 RPMI
 

1640 培养基组成。
2. 5　 观察指标

2. 5. 1　 ASMC 鉴定 　 经纯化后的 ASMC 分别通过

细胞形态学观察和细胞免疫荧光检测 α-肌动蛋白

的表达。
2. 5. 2　 测定不同含药血清对 ASMC 生长的抑制率

　 采用 CCK8 法检测,根据不同血清及浓度分组、种
板,每组设置 6 个复孔,含药血清同步干预 24

 

h,避
光条件下加入含 10%

 

CCK-8 溶液的培养基,放入

培养箱内避光继续孵育 2
 

h,再在酶标仪上选取
 

450
 

nm 波长测定每孔的吸光度值并记录结果。
2. 5. 3　 检测各组细胞培养上清中 TGF-β1、IL-6 的

含量　 采用 ELISA 法检测,根据不同血清及浓度分

组、种板,每组设置 2 个复孔。 含药血清同步干预

24
 

h 后收集细胞上清液,离心 20
 

min 以除去杂质和

细胞碎片,取上清液检测,接种于酶标板内,每个样

本设置 3 个复孔。 按照 ELISA 说明书的具体步骤

进行操作,反应终止后立即用酶标仪在 450
 

nm 波

长下测量各孔的光密度(OD 值)。 根据标准孔的浓

度及 OD 值绘制出标准曲线,再计算出每个待测样

本所对应的浓度,进行统计学分析。
2. 5. 4　 检测各组细胞中 ADAM33、ETS-1 蛋白的

表达情况　 采用 Western
 

Blot 法检测,将细胞分组

后,接种于培养瓶中,至细胞密度为 1 × 106 以上,
含药血清干预 24

 

h 后裂解细胞提取蛋白,离心、收
集上清,即为总蛋白溶液。 每个样品总蛋白溶液

加入 5×loading
 

buffer,涡旋混匀,98℃ 加热 10
 

min,
后进行电泳、转膜、封闭,加入一抗 4℃ 孵育过夜,
用 TBST 洗 5 次,加入二抗孵育 1

 

h,用 TBST 洗 5
次,滴加新鲜配制的 ECL 混合溶液到膜的蛋白面

侧,发光检测。 经 AlphaEaseFC 软件处理系统分析

目标带的光密度值,所测的目的蛋白灰度值和内

参条带的灰度值之间比值即为所测目的蛋白的相

对表达量。
2. 6　 统计学方法 　 采用 SPSS

 

Statistics
 

25. 0 统计

软件进行数据分析,实验结果以均数±标准差(x±s)
表示。 若统计数据符合正态分布和方差齐性,采用

单因素方差分析;如不符合正态分布,采用非参数

检验。 以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

3　 结　 　 果

3. 1　 ASMC 鉴定　 1)细胞形态学观察。 通过倒置

显微镜观察,培养的 ASMC 汇合后形成长条状梭形

细胞,以平行方式生长,细胞排列呈束状。 在细胞

集中与分散区域,纵横交错呈现“峰谷”状的结构。
2)细胞免疫荧光检测。 通过细胞免疫荧光检测,在
共聚焦显微镜下观察则可见抗平滑肌 α-actin 抗体

呈阳性染色,大量绿色荧光和平行于细胞纵轴的平

滑肌 α 肌动蛋白丝在胞浆内清晰可见,细胞核在

DAPI 染色下为蓝色。 (见图 1 ~ 2)

图 1　 ASMC 胞浆中平滑肌 α 肌动蛋白丝

(免疫荧光,×200)

图 2　 ASMC 染色胞浆细胞核(免疫荧光,×200)
3. 2　 不同含药血清对增殖 ASMC 的 抑 制 率 及

ASMC 上清液中 TGF-β1、IL-6 含量比较 　 与哮喘

模型组比较,不同含药血清组对 ASMC 的增殖均有

不同程度的抑制,但仅 5%中药血清组和 10%中药血

清组能明显抑制 ASMC 的增殖(P<0. 05 或P<0. 01)。
与正常细胞组比较,哮喘模型组细胞培养上清

液中 TGF-β1 和 IL-6 的浓度均升高(P<0. 01);与
哮喘模型组比较,仅 10%中药血清组干预后的上清

液中 TGF-β1 和 IL-6 的浓度明显降低(P<0. 05)。
(见表 1)
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表 1　 不同含药血清对增殖 ASMC 的抑制率及

ASMC 上清液中 TGF-β1、IL-6 含量比较(x±s)
组别 只数 抑制率 / % TGF-β1( ng / ml) IL-6( pg / ml)
正常细胞组 30 - 0. 19±0. 13 16. 22±0. 40
哮喘模型组 30 0 6. 31±1. 99a 36. 15±12. 81a

5%中药血清组 30 0. 20±0. 03b 2. 39±0. 76 18. 59±1. 18
10%中药血清组 30 0. 29±0. 06c 0. 32±0. 08b 18. 28±1. 19b

15%中药血清组 30 0. 16±0. 02 2. 72±0. 33 19. 15±0. 46
30%西药血清组 30 0. 10±0. 11 3. 27±0. 33 20. 93±1. 18

　 　 注:与正常细胞组比较,aP < 0. 01;与哮喘模型组比

较,bP<0. 05,cP<0. 01。

3. 3　 各组含药血清对 ASMC 中 ADAM33、ETS-1 蛋

白的表达情况比较　 与正常细胞组比较,哮喘模型

组中细胞 ADAM33 和 ETS-1 蛋白的相对表达量均

有所上调(P<0. 05)。 与哮喘模型组比较,10%中药

血清组中细胞的 ADAM33 蛋白表达水平显著降低

(P<0. 01),5%中药血清组中细胞的 ADAM33 蛋白

表达水平上调(P<0. 05);10%、15%中药血清组及

30%西药血清组中细胞的 ETS-1 蛋白表达水平降

低(P<0. 01)。 (见表 2、图 3)
表 2　 各组含药血清对 ASMC 中 ADAM33、

ETS-1 蛋白的表达情况比较(x±s)
组别 只数 ADAM33 ETS-1
正常细胞组 30 1. 602±0. 133 1. 537±0. 122
哮喘模型组 30 1. 678±0. 142a 1. 837±0. 128a

5%中药血清组 30 1. 993±0. 153b 1. 969±0. 118
10%中药血清组 30 1. 279±0. 096c 1. 305±0. 083c

15%中药血清组 30 1. 643±0. 107 1. 288±0. 098c

30%西药血清组 30 1. 473±0. 091 1. 103±0. 111c

　 　 注:与正常细胞组比较,aP < 0. 05;与哮喘模型组比

较,bP<0. 05,cP<0. 01。

　 　 注:a—正常细胞组;b—哮喘模型组;c—5%中药血

清组;d—10%中药血清组;e—15% 中药血清组; f—30%
西药血清组。

图 3　 各组含药血清处理后 ASMC 中

ADAM33、ETS-1 蛋白的表达情况

4　 讨　 　 论

　 　 哮喘是一种复杂的多基因疾病,很难指出某单

一的病因,一般与变应原、气候变化、遗传、精神等

方面相关[18-19] ,非特定性刺激是诱发哮喘急性发作

的直接原因,但对于不同个体而言,遗传因素则决

定了哮喘易感性的差异。
中医治疗疾病强调整体观念,以“治病求本”为

原则进行辨证论治。 张教授认为,儿童哮喘多发为外

寒肺热之证,小儿肺常不足又乃纯阳之体,多因外感

风寒邪气,后郁而化热,或伏痰内宿,积久热化,痰热

胶着蕴结而壅塞气道。 其在治疗原则上遵循三因制

宜、辨证论治,临床常运用自拟降气平喘方治疗[20] 。
降气平喘方是根据《摄生众妙方》中的定喘汤化裁而

来,该方由蜜麻黄、桔梗、苦杏仁、桑白皮、地骨皮、白
果、紫苏子、葶苈子、白前、百部、款冬花、紫菀、甘草等

组成,具有化痰止咳、降气平喘的作用。 通过临床实

践证明降气平喘方治疗小儿哮喘具有疗效显著、不良

反应小、愈后良好、不易复发等特点[10] 。
大量临床研究证据表明,以气道平滑肌层肥厚

为特征的气道重塑,是造成支气管哮喘患儿肺功能

进行性减低和气道高反应持续状态的病理学基

础[21-22] 。 ADAM33 主要在 ASMC 中表达,其活性影

响 ASMC 的功能,与细胞增殖和受损相关[23] 。 气道

平滑肌增殖也与分裂素的参与有关,这是一类能促

进细胞裂解和有丝分裂的化学物质总称,其中就包

括 TGF-β、IL-6 等,它们通过与细胞因子受体、络
氨酸激酶受体( RTK)、G 蛋白偶联受体( GPCR)结

合,激活 ERK 及 PI3K 通路,活化下游转录因子,磷
酸化细胞周期导致气道平滑肌增殖[24-25] 。 接触过

敏原后,上皮细胞释放各种细胞因子和生长因子,
如胰岛素样生长因子 IGF-1、转化生长因子 TGF-
β1、炎症因子白细胞介素-1β(IL-1β)等,其参与炎

症反应并促进平滑肌细胞的增殖[26-27] 。
近些年,随着分子和基因水平的研究发展,研

究发现哮喘和很多基因的表达活性等密切相关[28] ,
ADAM33 是通过定位克隆发现的第一个哮喘特异

性基 因[29] , 通 过 编 码 一 种 基 质 金 属 蛋 白 酶

(MMPs),可以降解细胞外基质(ECM),相关研究表

明 ECM 的过度产生和堆积是哮喘气道重塑最重要

的病理变化之一[30] 。 转录因子 ETS-1 是 ETS 家族

的一员,与多种自身免疫性疾病有关[31] ,可调节许

多与哮喘有关的细胞因子和趋化因子的表达来参

与哮喘的发病,其中就包括通过调节 MMPs 的转录

来刺激表达,进而调节 ECM 的合成和降解。 此外,
许多参与气道炎症和气道重塑过程的基因表达也
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受到 ETS-1 的调控[32] 。
本实验通过建立哮喘模型、制备含药血清干预体

外培养的哮喘 ASMC,结果显示,降气平喘方含药血清

能明显抑制异常的 ASMC 增殖;不同浓度的含药血清

均可减少哮喘模型中 TGF-β1 和 IL-6 释放;10%中药

血清组可抑制 ADAM33 蛋白表达,10%、15%中药血清

组及 30%西药血清组可抑制 ETS-1 蛋白表达,其作用

程度还可能与药物的剂量和浓度有关。
因此,通过实验可推测降气平喘方治疗哮喘的

作用机制是通过抑制易感基因的蛋白表达,进而减少

相关炎症因子的释放、改善气道重塑以达到治疗哮

喘、缓解症状的目的。 综上所述,易感基因 ADAM33、
ETS-1 可能为降气平喘方的作用靶点,为指导降气平

喘方的临床应用及产业开发提供实验依据,也为中医

药治疗小儿哮喘的研究提供思路。
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