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阿那其根醇提取物对咳嗽变异性哮喘模型大鼠的改善作用研究Δ
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摘 要 目的：观察阿那其根醇提取物（EEAP）对咳嗽变异性哮喘（CVA）模型大鼠的改善作用。方法：将雄性SD大鼠随机分为对

照组、模型组、醋酸泼尼松组（阳性对照，250 mg/kg）和EEAP低、中、高剂量组（160、320、640 mg/kg，按EEAP质量计），每组10只。

除对照组外，其余各组大鼠均皮下注射1 mg/mL卵清蛋白（OVA）-费氏完全佐剂溶液致敏，并雾化吸入1％OVA-生理盐水溶液（每

日1次、每次20 min，持续15 d）以激发哮喘。末次雾化后，对照组和模型组大鼠均灌胃等体积水，各给药组大鼠均灌胃相应药物，

每日1次，连续30 d。观察各组大鼠实验过程中的一般症状；采用辣椒素咳嗽激发实验考察各组大鼠的气道敏感性，记录其咳嗽

次数；采用酶联免疫吸附测定法检测其血清超氧化物歧化酶（SOD）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）含量；采用苏木精-伊红染色法观察其

肺组织形态学特征；采用瑞氏染色法记录其肺泡灌洗液中嗜酸性粒细胞及白细胞的数量。结果：对照组大鼠呼吸平稳，反应敏捷，

毛色光泽；其余各组大鼠经抗原激发后，均出现躁动不安、咳嗽、呼吸急促等症状。与对照组比较，模型组大鼠肺组织内可见支气

管壁充血、水肿，并伴有大量炎症细胞浸润，其咳嗽次数显著增加，血清TNF-α含量以及肺泡灌洗液中嗜酸性粒细胞、白细胞计数

均显著升高，血清SOD含量显著降低（P＜0.05）；经药物处理后，各给药组大鼠上述症状均有不同程度的改善，其咳嗽次数均显著

减少，血清TNF-α含量以及肺泡灌洗液中嗜酸性粒细胞、白细胞计数均显著降低，血清SOD含量均显著升高，但EEAP各剂量组大

鼠咳嗽次数均显著多于醋酸泼尼松组（P＜0.05）。结论：EEAP可能是通过抑制TNF-α分泌、增加SOD含量、抑制炎症细胞浸润等

途径来发挥对CVA模型大鼠的平喘、抗炎作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To observe the improvement effects of ethanol extract of the root of Anacyclus pyrethrum（EEAP）on

cough variant asthma（CVA）model rats. METHODS：Male SD rats were randomly divided into control group，model group，

prednisone acetate group（positive control，250 mg/kg），EEAP low-dose，medium-dose and high-dose groups（160，320，640

mg/kg，by the weight of EEAP），with 10 rats in each group. Except for control group，other group was given 1 mg/mL ovalbumin

（OVA）-Freunds adjuvant complete solution subcutaneously，and aerosol inhalation of 1％ OVA-normal saline（once a day，20 min

each time，15 d） to induce CVA. After last inhalation，control group and model group were given constant volume of water

intragastrically；administration groups were given relevant medicine intragastrically，once a day，for consecutive 30 d. General

symptoms of rats were observed in each group during experiment. The airway sensitivity of rats in each group was investigated by

capsaicin cough provocation test，and the cough times were recorded. The contents of SOD and TNF-α in serum were determined

by ELISA. The morphological characteristics of lung tissue were observed by HE staining. The number of eosinophils and

leucocytes in alveolar lavage fluid was recorded by Rayleigh staining. RESULTS：Rats in the control group breathed smoothly，

responded quickly and had glossy coat. The rest of the groups showed restlessness，cough，shortness of breath and other symptoms

after antigen stimulation. Compared with control group，the congestion and edema of bronchial wall and infiltration of inflammatory

cells in the lung tissue were observed in model group；the cough times increased significantly；serum content of TNF-α，eosinophil

and leukocyte counts in alveolar lavage fluid increased significantly，and serum content of SOD decreased significantly（P＜0.05）.

After treatment，above symptoms of rats were alleviated to varying degrees in administration groups，and the cough times were

significantly reduced；the serum contents of TNF-α as well as

eosinophil and leukocyte counts in alveolar lavage fluid were

significantly reduced； the serum contents of SOD was

increased significantly，but the cough times of EEAP groups

were significantly higher than that of prednisone acetate group
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阿那其根为菊科植物罗马除虫菊[Anacyclus pyre-

thrum（L）. DC]的干燥根，主要含有墙草碱、菊糖以及黄

酮、挥发油、鞣质、氨基酸类成分[1]。本课题组前期测得

阿那其根醇提取物（EEAP）主要含有绿原酸、菊糖、果

糖、葡萄糖以及黄酮、生物碱类成分。有研究指出，EE-

AP具有抗炎、镇痛作用，绿原酸和黄酮类可能是其主要

的效应成分[2]。同时本课题组前期研究还发现，阿那其

根原粉胶囊可缓解变异性咳嗽（CVA）患者的临床症状[3]，

但其抗炎、平喘作用的具体机制尚不清楚。为此，本研

究以CVA模型大鼠为对象，初步探讨EEAP对其的改善

作用，旨在为阿那其根的临床应用提供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

TY0608型全波长酶标仪[伯乐生命医学产品（上海）

有限公司]；DMI4000B 型荧光倒置显微镜[徕卡显微系

统（上海）贸易有限公司]；402A1型超声雾化器（江苏鱼

跃医疗设备股份有限公司）；R-2003型旋转蒸发仪、

R-2003型水浴锅（巩义市予华仪器有限责任公司）；

SHB-Ⅲ型循环水式多用真空泵（郑州长城科工贸有限公

司）；DZF-6090型真空干燥箱（上海一恒科学仪器有限

公司）；透明雾化盒（40 cm×20 cm×30 cm，实验室自制）。

1.2 药材、药品与试剂

阿那其根药材（批号：704025）购自新疆本草堂有限

公司，经新疆维吾尔自治区食品药品检验所主任药师沙

拉麦提·麦提鉴定为菊科植物罗马除虫菊[A. pyrethrum

（L）. DC]的根。

醋酸泼尼松片（阳性对照，天津天药药业股份有限

公司，批号：CP170620a2，规格：5 mg）；10％费氏完全佐

剂、卵清蛋白（OVA）（美国 Sigma 公司，批号分别为

1002551507、100263827）；超氧化物歧化酶（SOD）、肿瘤

坏死因子α（TNF-α）酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒

（南京建成生物工程研究所，批号分别为 2018012025、

2018012029）；水合氯醛（成都市科隆化学品有限公司，

批号：2018041601）；10％中性多聚甲醛（南昌雨露实验

器材有限公司，批号：170913-2）；辣椒素（大连美仑生物

科技有限公司，批号：TM1149；临用前称取 30.5 mg，加

聚山梨酯80和无水乙醇各 l mL溶解，加至生理盐水中，

得 10－2 mol/L 的辣椒素贮备液；经生理盐水稀释后，得

10－4 mol/L 的辣椒素溶液）；苏木精、伊红、瑞氏染色剂

（北京索莱宝科技有限公司）；其余试剂均为分析纯，水

为蒸馏水。

1.3 动物

清洁级 SD 大鼠 60只，雄性，2月龄，体质量 180～

220 g，由新疆医科大学动物实验中心提供[动物使用许

可证号：SYXK（新）2018-0003]。

2 方法
2.1 EEAP的制备

称取阿那其根药材适量，粉碎，用 6倍量（g/mL）

65％乙醇于 50 ℃回流提取 2 h，提取液滤过、浓缩，并冷

冻干燥，即得EEAP。将其置于4 ℃冰箱中保存，备用。

2.2 分组、造模与给药

所有大鼠均适应性饲养 7 d后，按随机数字表法分

为6组，即对照组、模型组、醋酸泼尼松组（250 mg/kg，以

水为溶剂；按成人临床日剂量的 7.5倍换算而得）和EE-

AP低、中、高剂量组[160、320、640 mg/kg，按EEAP质量

计，以水为溶剂；参考预实验结果按成人（60 kg）体表面

积换算而得]，每组10只。除对照组外，其余各组大鼠均

皮下注射新鲜配制的1 mg/mL OVA-费氏完全佐剂溶液

（OVA以生理盐水稀释后，与 10％费氏完全佐剂混合而

得）致敏[4]：在大鼠后足跖、腹股沟、腰、背、颈部共取 10

点，每点注射0.05 mL，同时腹腔注射0.5 mL，共计 l mL；

1周后重复 1次，增强致敏作用。造模后（即第 1次注射

后，下同）第 15天，将大鼠置于透明雾化盒内，以 400

mmHg（1 mmHg＝0.133 kPa）恒压喷入 1％OVA-生理盐

水溶液（OVA 以生理盐水稀释而得）每日 1次、每次 20

min、持续 15 d以激发哮喘（大鼠腹肌明显收缩，且出现

呼吸加深、加快等呼吸道痉挛症状，即表明造模成功）。

末次雾化后，对照组和模型组大鼠均灌胃等体积水，给

药组大鼠均灌胃相应药物；每日1次，连续30 d。

2.3 一般体征观察

分别于造模前后及给药前后观察各组大鼠的饮食、

活动、毛发、大小便、体质量等一般体征的变化情况。

2.4 咳嗽情况观察

采用辣椒素咳嗽激发实验考察各组大鼠的气道敏

感性。末次给药后，将各组大鼠放入透明雾化盒内，用

10－4 mol/L辣椒素溶液雾化60 s后，停止刺激，并在盒内

停留60 s，记录随后2 min内各组大鼠的咳嗽次数。

2.5 氧化应激指标及炎症因子含量检测

进行辣椒素咳嗽激发实验后，所有大鼠均禁食、不

禁水 12 h，腹腔注射 10％水合氯醛（0.3 mL/kg）进行麻

醉，将其用夹板固定，打开腹腔，于腹主动脉采血约 5

mL，以3 500 r/min离心10 min，取上清液置于1.5 mL EP

管中，置于－20 ℃冰箱中保存，备用。取上述血清样品

适量，采用ELISA法以酶标仪检测各组大鼠血清SOD、

TNF-α含量，严格按照相应试剂盒说明书操作。

2.6 肺组织形态学观察

取血后，快速结扎各组大鼠右侧肺门，取其右侧肺

下叶组织适量，用生理盐水冲洗后，置于 10％中性多聚

（P＜0.05）. CONCLUSIONS：EEAP may show the anti-inflammatory and antiasthmatic effects by inhibiting the secretion of

TNF-α，increasing the content of SOD and inhibiting inflammatory cell infiltration.

KEYWORDS Ethanol extract of the root of Anacyclus pyrethrum；Cough variant asthma；Oxidant stress；Inflammation reaction；

Rats
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甲醛中固定72 h，石蜡包埋、切片（厚度约4 μm），经苏木
精-伊红（HE）染色后，置于显微镜下观察其肺组织形态
学特征。

2.7 肺泡灌洗液炎症细胞计数

切开各组大鼠颈部皮肤，分离气管并切开一小口，

用灌洗针注入生理盐水2 mL，灌洗3次，回收、合并灌洗
液，以 1 500 r/min离心 10 min，沉淀用等量（g/mL）磷酸
盐缓冲液（PBS，pH 7.2）涂片，经瑞氏染色剂染色后，置
于显微镜下进行嗜酸性粒细胞及白细胞计数。染色结
果判断：正常细胞核呈紫红色；嗜酸性粒细胞呈偏红；白
细胞核呈浅兰色或不着色[5]。

2.8 统计学方法

采用SPSS 19.0软件对数据进行统计分析。计量资
料以 x±s 表示，采用 t 检验。P＜0.05为差异有统计学
意义。

3 结果
3.1 EEAP对CVA模型大鼠一般体征的影响

对照组大鼠呼吸平稳，行动灵活，反应敏捷，毛色光
泽，体质量增长稳定。在雾化吸入OVA前，其余各组大
鼠呼吸平稳，但毛色失去光泽，个别大鼠体质量增长缓
慢；在雾化吸入OVA后，上述大鼠均出现躁动不安、挠
鼻、咳嗽、打喷嚏、呼吸急促、饮水量和口鼻分泌物增多
等症状。经药物处理后，各给药组大鼠呼吸逐渐平稳，

咳嗽次数相对减少，毛色逐渐恢复光泽，口鼻分泌物减
少，反应变得灵敏。

3.2 EEAP对CVA模型大鼠咳嗽次数的影响

与对照组比较，模型组大鼠咳嗽次数显著增加，差
异有统计学意义（P＜0.05）；与模型组比较，各给药组大
鼠咳嗽次数均显著减少，但EEAP各剂量组显著多于醋
酸泼尼松组，差异均有统计学意义（P＜0.05），详见表1。

表 1 各组大鼠咳嗽次数以及血清SOD、TNF-α含量比

较（x±±s，n＝10）

Tab 1 Comparison of cough times and serum con-

tents of SOD and TNF-α of rats in each group

（x±±s，n＝10）

组别
对照组
模型组
醋酸泼尼松组
EEAP低剂量组
EEAP中剂量组
EEAP高剂量组

咳嗽次数
1.10±0.52

10.46±1.48＊

6.06±0.62#

7.86±0.79#Δ

7.35±0.93#Δ

6.79±0.87#Δ

SOD，U/mL

243.24±37.68

178.93±41.23＊

180.06±31.96#

227.31±45.47#

201.15±43.62#

188.61±31.47#

TNF-α，pg/mL

122.62±0.52

147.15±1.48＊

120.67±0.62#

132.75±0.79#

126.96±0.93#

122.18±0.87#

注：与对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与醋酸泼

尼松组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. control group，＊ P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05；vs.

prednisone acetate group，ΔP＜0.05

3.3 EEAP对CVA模型大鼠血清 SOD、TNF-α含量的

影响

与对照组比较，模型组大鼠血清 SOD 含量显著降
低，TNF-α含量显著升高，差异均有统计学意义（P＜

0.05）；与模型组比较，各给药组大鼠血清SOD含量均显

著升高，TNF-α含量均显著降低，差异均有统计学意义
（P＜0.05）；而各给药组上述指标组间比较差异均无统
计学意义（P＞0.05），详见表1。

3.4 EEAP对CVA模型大鼠肺组织形态学特征的影响

对照组大鼠肺内各级支气管结构正常，肺泡壁毛细
血管无充血、缺血，肺泡腔内清洁无渗出，未见炎症细胞
浸润；模型组大鼠肺内各级支气管壁黏膜上皮细胞损
伤，黏液分泌增多，支气管壁充血、水肿，可见大量炎症
细胞浸润；各给药组大鼠肺内各级支气管壁黏膜上皮细
胞损伤以及支气管壁充血、水肿，炎症细胞浸润程度均
较模型组明显减轻，详见图1。

3.5 EEAP对CVA模型大鼠肺泡灌洗液炎症细胞计数

的影响

与对照组比较，模型组大鼠肺泡灌洗液中嗜酸性粒
细胞、白细胞计数均显著升高，差异均有统计学意义
（P＜0.05）；与模型组比较，各给药组大鼠嗜酸性粒细
胞、白细胞计数均显著降低，差异均有统计学意义（P＜

0.05）；而各给药组上述指标组间比较差异均无统计学意
义（P＞0.05），详见表2。

4 讨论
CVA是以顽固性咳嗽为主要临床表现的一种特定

类型的哮喘，无明显喘息和气促等特征，其病理生理变
化与哮喘相同，即持续性慢性气道炎症反应，且具高反
应性[6]。CVA发病率较高，且可发生于任何年龄段，具有
病程长、并发症多、咳嗽明显、发作反复等特点[7]。目前，

CVA被认为是慢性咳嗽最常见的病因之一，其特点是夜

A. 对照组 B. 模型组

C. 醋酸泼尼松组 D. EEAP低剂量组

E. EEAP中剂量组 F. EEAP高剂量组

图 1 各组大鼠肺组织形态学观察（HE染色，×200）

Fig 1 Pathological observation of lung tissue of rats

in each group（HE staining，×200）
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间或清晨的刺激性咳嗽，严重影响患者的生活质量，并

可能导致部分患者发展为典型哮喘[6]。近年来，CVA患

病人数不断增多，误诊率升高，故临床应予以重视，督促

患者及时治疗，以防止其发展成为咳嗽性哮喘[8-9]。CVA

的治疗方法较多，西医以肾上腺皮质激素、白三烯受体

拮抗药和β受体激动药为主，但长期应用具有副作用大

且停药后易复发等缺点[10]。中医药在治疗慢性疾病领

域具有多靶点、多途径的优势，故受到越来越多临床学

者的关注[11]。本课题组前期研究发现，阿那其根原粉胶

囊可改善 CVA 患者的临床症状[3]。故本研究在成分分

析的基础上，参照文献的方法[4]复制了大鼠CVA模型，

并以醋酸泼尼松（该药主要用于过敏性与自身免疫性炎

症性疾病，是临床治疗CVA等疾病的常用药物）为阳性

对照，初步探讨了EEAP对模型大鼠的改善作用。

有研究表明，CVA的发生除与气道高反应及神经调

节有关外，还与免疫学、遗传学、感染、环境等多种因素

有关，且氧化应激和炎症反应是其主要病理机制之一[12]。

SOD是机体内重要的抗氧化剂，其活性的强弱反映了体

内抗氧化能力的高低；TNF-α具有参与炎症反应、参与免

疫应答等多种生物学活性，与CVA的发生、发展密切相

关[13]。CVA作为一种变态反应性疾病，其发展的主要特

征为机体内白细胞数量的显著上升；同时，以嗜酸性粒

细胞介导的炎症反应在疾病发生、发展过程中起着重要

作用[14]。本研究结果显示，在接受抗原激发后，除对照

组外其余各组大鼠均出现躁动不安、挠鼻、咳嗽、打喷

嚏、呼吸急促、饮水量及口鼻分泌物增多等症状；与对照

组比较，模型组大鼠咳嗽次数显著增加，血清TNF-α含

量显著上升，血清SOD含量显著降低，气道管壁充血、水

肿且炎症细胞浸润明显，嗜酸性粒细胞及白细胞计数均

显著升高，提示模型复制成功。经药物干预后，各给药

组大鼠呼吸逐渐平稳，咳嗽次数相对减少，毛色逐渐恢

复光泽，口鼻分泌物减少，反应变得灵敏；与模型组比

较，各给药组大鼠咳嗽次数显著减少（但EEAP各剂量组

高于醋酸泼尼松组），血清 TNF-α含量显著降低，血清

SOD含量显著升高，气道管壁充血、水肿及炎症细胞浸

润等症状明显改善，且嗜酸性粒细胞及白细胞计数均显

著降低。这提示EEAP可明显减少大鼠咳嗽次数，缓解
气道炎症反应，减少炎症细胞浸润，并增强机体抗氧化
能力；此外，除减少大鼠咳嗽次数外，其余作用与阳性对
照药物相当，但仍待后续研究进一步确认。

综上所述，EEAP可能是通过抑制TNF-α分泌、提高
SOD含量、抑制炎症细胞浸润等途径来发挥对CVA模
型大鼠的平喘、抗炎作用。但本研究尚不深入，CVA相
关指标（如其他炎症因子、氧化应激指标以及免疫指标
等）及具体作用机制仍有待进一步探讨。
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表 2 各组大鼠肺泡灌洗液炎症细胞计数比较（x±±s，

n＝10，×109 L－1）

Tab 2 Comparison of inflammatory cell count in alve-

olar lavage fluid of rats in each group（x ±± s，

n＝10，×109 L－1）

组别
对照组
模型组
醋酸泼尼松组
EEAP低剂量组
EEAP中剂量组
EEAP高剂量组

嗜酸性粒细胞
1.74±0.41

10.40±0.41＊

7.43±0.44#

8.26±0.39#

7.59±0.57#

7.25±0.56#

白细胞
1.62±0.56

2.74±0.98＊

1.95±0.35#

2.46±1.19#

2.20±0.91#

2.09±1.07#

注：与对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05
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