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摘要 目的：进一步观察小青龙汤含药血清对ASMC ET．1分泌水平和ECE基因表达的影响。

方法：实验分6组，正常组(10％正常对照组血清)、模型组(组胺加10％正常对照组血清)、小青

龙汤高剂量组(组胺加10％小青龙汤高剂量组血清)、小青龙汤中剂量(组胺加10％小青龙汤中剂

量组血清)、小青龙汤低剂量组(组胺加10％小青龙汤低剂量组血清)、地塞米松组(组胺加10％地

塞米松组血清)，每组8孔。采用ELISA法测定小青龙汤含药血清对ASMC ET一1分泌水平；采用逆转

录一聚合酶链反应(RT．PCR)方法测定ASMC内皮素转换酶(ECE)的基因表达。结果：与模型组

比较，小青龙汤低剂量组含药血清对ASMCET一1分泌水平有显著性差异(P<0．05)；小青龙汤高、

中剂量组及地塞米松组均有极显著性差异(P<0．01)。与模型组比较，小青龙汤低剂量含药血清对

ASMC内皮素转换酶(ECE)基因表达有显著性差异(P<0．05)；小青龙汤高剂量组及地塞米松组

均有极显著性差异(P<0．01)。结论：小青龙汤抑制哮喘大鼠平滑肌分泌ET一1是小青龙汤影响哮喘

大鼠气道重建的途径之一。
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1 材料及方法

1．1 材料

1．1．1 实验动物雄性SD大鼠，30只，体重200～

2209，由南昌大学医学院动物中心提供。

1．1．2 药物小青龙汤颗粒(无糖型)购白吉林省

集安益盛药业股份有限公司，批号为040624；醋酸地
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塞米松片购自浙江仙琚制药股份有限公司，批号为

040353。

1．1．3 主要试剂DMEM培养基(Gibco，USA)；

胶原酶Ⅱ型(Gibco，USA)；胰蛋白酶(Sigma，

USA)；胎牛血清(杭州四季青)；多聚赖氨酸(sig—

ma，USA)；

抗生素(青霉素、链霉素，国产)；M1Tr(Am—

resco，USA)；二甲基亚砜(Amresco，USA)；组织

胺(上海)；d．SM ACTIN免疫组化试剂盒(Sigma，
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USA)；ET一1 ELISA试剂盒(Cayman，USA)；RNA

提取试剂盒由上海华舜生物工程有限公司提供；内皮

素转换酶ECE的RT—PCR试剂盒由广州中山达安基

因有限公司提供。

1．1．4 主要仪器 倒置显微镜：OLYMPUS公司产

品；显微镜：OLYMPUS公司产品；C02培养箱：

SANYO，MCV—B161S；超净工作台：SANYO，MCV—

B161S(T)；C02培养箱：SANYO，MCO一20AIC；离

心机：上海安亭科学仪器厂，800B；低温离心机：

Hettich，Mikro 22R；酶标仪：Thermo，Muhiskan

MK3；PCR仪：英国HYBID公司产品；DM IRB+

Q500IM LEICA图像分析系统：德国LEICA公司产品。

1．2方法

1．2．1 小青龙汤含药血清的制备

将25只雄性SD大鼠，随机分为5组：正常对照

组、小青龙汤高剂量组、小青龙汤中剂量组、小青龙

汤低剂量组、地塞米松组，每组5只；

给药：按体表面积折算后小青龙高、中、低组、

地塞米松组的每日给药剂量分别为4．59／kg、39／kg、

1．5∥kg，0．063mg／kg，正常组给予等体积蒸馏水，

一日2次，连续5次；

血清的制备¨o：末次给药1h后，乙醚麻醉，无

菌条件下，经腹主动脉采血，冷置1h，离心(4。C，

2500r／min，25min)，分离血清，一20。C冰箱保存备

用。所取血清分别为正常组血清、小青龙汤高剂量组

血清、小青龙汤中剂量组血清、小青龙汤低剂量组、

地塞米松组血清。

1．2．2 大鼠平滑肌细胞的培养及鉴定

1．2．2．1 大鼠气管平滑肌细胞的培养 采用酶消化

法心，3I，(1)原代培养：断颈法处死大鼠，70％酒精

清洗，无菌剥离气管组织置于盛有D—Hank’S抗菌素液

容器中，用含抗生素的D—Hank’S洗4遍，取平滑肌组

织移入盛有DMEM的无菌平皿中，用无菌手术剪剪成

碎片，加人30～50倍体积的0．2％的胶原酶1I，37。C

消化1～3h；然后加入0．25％胰蛋白酶，37。C消化

5～10min，即得到分离的平滑肌细胞；强力吹打使组

织分散，将悬液移入(刻度)离一tl,管中，用含10％

FCS—DMEM终止酶的作用，以1000r／rain离心5min；

弃上清，加入含抗菌素的20％FCS．DMEM重新悬浮细

胞，在显微镜下调节细胞密度为105／ml接种到培养

瓶中，在CO：培养箱中培养，每3d换液一次。(2)

传代：约7～10天可见培养瓶中形成致密细胞层时即

可传代培养。

1．2．2．2 大鼠气管平滑肌细胞的鉴定 (1)细胞形

态：培养第2d呈梭形，5～7d后，70～90％融合，可

见细胞呈梭形，密集与稀疏处相互交错呈典型的“峰

谷”状(见图1)；(2)仪．actin免疫细胞化学染色：

取第3代气管平滑肌细胞，经0．25％胰蛋白酶消化，

将细胞悬液以终浓度1×104／ml接种到培养皿中(预

置多聚赖氨酸处理的无菌盖玻片)，培养48h后取出

盖玻片，D—Hank’S冲洗3次，80％丙酮固定10rain，

室温晾干；下面按试剂盒说明完成。

图1 原代培养的大鼠气管平滑肌细胞(X 10)

1．2．3 小青龙汤含药血清的细胞毒作用

1．2．3．1 大鼠气管平滑肌细胞生长曲线测定_。 取

生长状态良好的细胞，采用一般传代方法进行消化，

制成细胞悬液。经记数后，精确地按1×104个／m1分

别接种于24孑L培养板内，每天取3孔细胞进行计数，

并计算均值。共记数8d，以培养时问为横轴，细胞数

为纵轴，描绘曲线。结果见图2。
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图2 ASMC细胞生长曲线
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1．2．3．2 MTr法测定空白血清和含药血清的细胞毒

作用。4
o

设5％、10％、15％的空白血清和含药血清，

共15组，每组6孔，另设无细胞的空白对照孑L 6孔，

用MTr法检测，结果表明各浓度血清培养液对细胞

生长均无毒性作用。

1．2．4 小青龙汤含药血清对ASMC培养液内皮素．1

(ET-1)水平的影响

实验分6组，正常组(10％正常对照组血清)、

模型组(组胺加10％正常对照组血清)、小青龙汤高

剂量组(组胺加10％小青龙汤高剂量组血清)、小青

龙汤中剂量(组胺加10％小青龙汤中剂量组血清)、

小青龙汤低剂量组(组胺加10％小青龙汤低剂量组

血清)、地塞米松组(组胺加10％地塞米松组血清)，

每组8孔。

操作步骤：将3代大鼠气管平滑肌细胞悬液按

105个／ml接种到6孔培养板中，37℃、5％CO：培养

箱中培养，当细胞基本长满时用于实验；用无血清培

养液清洗2遍后，加入含10“moL／L组胺至10％各组

血清的培养液(预试验证明该浓度组胺刺激ET一1分

泌作用最强)，继续培养24h，收集细胞培养液，于

4。C，3000r／min，离心10min，收集上清，一70℃保

存；以下操作按ELISA试剂盒说明完成。
1．2．5 小青龙汤含药血清对ASMC内皮素转换酶

(ECE)基因表达的影响

定哺]ASMC内皮素转换酶(ECE)的基因表达。实验

分5组，正常组(10％正常对照组血清)、模型组

(组胺加10％正常对照组血清)、小青龙汤高剂量组

(组胺加10％小青龙汤高剂量组血清)、小青龙汤低

剂量组(组胺加10％小青龙汤低剂量组血清)、地塞

米松组(组胺加10％地塞米松组血清)，每组4个。

操作步骤：(1)ASMC细胞的总RNA提取：据RNA

提取试剂盒说明操作；(2)逆转录一聚合酶链反应

(RT．PCR)：1)逆转录合成cDNA：据试剂盒说明操

作；2)PCR反应条件如下：94℃变性1min，59℃退

火1min，72。C延伸1min．共35个循环，72℃加强延

7min。PCR产物经1％琼脂糖凝胶电泳后在凝胶图像

分析仪上进行荧光亮度测定，计算ECE／13一actin值。

引物序列如下：ECE：上游：5’一AAGAACGCCTCCG—

GTATGTCT．3’；下游：5’．TGCTYAATGATGGCqTGGTr—

GT一3’；B—actin：上游：5’一GTGCCCATCTATGAGGGT-

TACG一3’；下游：5'-CGAAGTCTAGGGCAACATAGCA一

3’。

1．3统计学分析实验结果皆以均数±标准差(算±

S)表示，采用单因素方差分析(ANOVA)，各组与

模型组相比采用dunnet’t检验。

2 结 果

2．1 小青龙汤含药血清对ASMC培养液内皮素一1

采用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)方法测 (ET．1)水平的影响见表1。

表1各组ASMC培养液的ET一1的变化(戈±s，ng·L。)

注：与模型组比较，％P<0．05，$$P<0．01。

2．2小青龙汤含药血清对ASMC内皮素转换酶(ECE)基因表达的影响见表2。
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表2各组ASMC中ECE基因表达情况(∞4-s)

注：与模型组比较，}P<0．05，％$P<0．01。

3 讨 论

小青龙汤具有温肺化饮，止咳平喘之功效，在临

床上被广泛用于哮喘防治，疗效确切。我们采用细胞

培养的方法，从细胞分子水平，探讨了小青龙汤治疗

哮喘的作用机理，结果表明本方药物血清能有效降低

ASMC培养液中内皮素．1(ET一1)的水平、ASMC内

皮素转换酶(ECE)基因表达亦明显低于模型组，而

且与给药剂量呈正比关系，从而可见抑制哮喘大鼠平

滑肌分泌ET．1是小青龙汤影响哮喘大鼠气道重建的

途径之一。
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