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  摘 要:目的 黄芩总黄酮对支气管哮喘大鼠的治疗作用及 miR-133a-3p/NOX4/NLRP3信号轴表达的

影响。方法 清洁级SD大鼠100只分为正常对照组、模型组、地塞米松组(200
 

mg/kg)、黄芩总黄酮低剂量组

(100
 

mg/kg)、黄芩总黄酮高剂量组(200
 

mg/kg),每组20只。除正常对照组外,模型组、地塞米松组、黄芩总黄

酮低高剂量组通过卵清蛋白(OVA)建立支气管哮喘模型,并予以相应药物干预。实验结束后,检测肺泡灌洗液

淋巴细胞百分比、中性粒细胞百分比、白细胞计数,以及肺/体比值、肺损伤评分、动脉血氧分压(PaO2)水平;反

逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)及蛋白印迹法检测肺支气管组织微小RNA-133a-3p(miR-133a-3p)、NADPH
 

氧化酶
 

4
 

(NOX4)
 

、NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3(NLRP3)水平。结果 与正常对照组比较,模型组

肺泡灌洗液淋巴细胞百分比、中性粒细胞百分比、白细胞计数、肺/体比值、肺损伤评分,以及支气管组织中

NOX4、NLRP3蛋白和mRNA表达水平升高,PaO2 水平、支气管组织中miR-133a-3p表达水平降低,差异有统

计学意义(P<0.05);与模型组比较,地塞米松组、黄芩总黄酮低剂量组和黄芩总黄酮高剂量组肺泡灌洗液淋巴

细胞百分比、中性粒细胞百分比、白细胞计数、肺/体比值、肺损伤评分,以及支气管组织中NOX4、NLRP3蛋白

和mRNA表达水平降低,PaO2 水平、支气管组织中 miR-133a-3p表达水平升高,差异有统计学意义(P<
0.05)。与地塞米松组比较,黄芩总黄酮低剂量组、黄芩总黄酮高剂量组肺泡灌洗液淋巴细胞百分比、中性粒细

胞百分比、白细胞计数、肺/体比值、肺损伤评分,以及支气管组织中NOX4、NLRP3蛋白和 mRNA表达水平升

高,PaO2 水平、支气管组织中miR-133a-3p表达水平降低,差异有统计学意义(P<0.05)。与黄芩总黄酮低剂

量组比较,黄芩总黄酮高剂量组肺泡灌洗液淋巴细胞百分比、中性粒细胞百分比、白细胞计数、肺/体比值、肺损

伤评分,支气管组织中NOX4、NLRP3蛋白和mRNA表达水平升高,PaO2 水平、支气管组织中miR-133a-3p表

达水平降低,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 黄芩总黄酮对大鼠支气管哮喘具有明显治疗作用,其机制

可能与黄芩总黄酮促进miR-133a-3p的表达进而抑制NOX4/NLRP3信号轴的激活相关。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

total
 

flavonoids
 

of
 

scutellaria
 

baicalensis
 

on
 

bron-
chial

 

asthma
 

rats
 

and
 

influence
 

on
 

expression
 

of
 

miR-133a-3p/
 

3P
 

/NLRP3
 

signal
 

axis.Methods A
 

total
 

of
 

100
 

clean
 

grade
 

SD
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

normal
 

control
 

group,model
 

group,dexamethasone
 

group
 

(200
 

mg/kg),total
 

flavonoids
 

of
 

scutellaria
 

baicalensis
 

low-dose
 

group
 

(100
 

mg/kg),total
 

flavonoids
 

of
 

scutellaria
 

baicalensis
 

high-dose
 

group
 

(200
 

mg/kg),with
 

20
 

rats
 

in
 

each
 

group.Except
 

for
 

the
 

normal
 

control
 

group,the
 

model
 

group,dexamethasone
 

group,total
 

flavonoids
 

of
 

scutellaria
 

baicalensis
 

low-dose
 

group
 

and
 

total
 

fla-
vonoids

 

of
 

scutellaria
 

baicalensis
 

high-dose
 

group
 

were
 

established
 

by
 

ovalbumin
 

(OVA),and
 

the
 

correspond-
ing

 

drug
 

intervention
 

was
 

given.At
 

the
 

end
 

of
 

the
 

experiment,the
 

lymphocytes
 

percentage,neutrophils
 

per-
centage,the

 

white
 

blood
 

cell
 

count
 

in
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid,the
 

lung/body
 

ratio,lung
 

injury
 

score
 

and
 

PaO2 level
 

were
 

detected.Reverse
 

transcription-polymerase
 

(RT-PCR)
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

miR-133a-3p,NOX4
 

and
 

NLRP3
 

in
 

lung
 

bronchial
 

tissues.Results Compared
 

with
 

the
 

normal
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control
 

group,lymphocytes
 

percentage
 

in
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid,neutrophils
 

percentage,the
 

white
 

blood
 

cell
 

count,the
 

lung/body
 

ratio,the
 

lung
 

injury
 

score,the
 

expression
 

levels
 

of
 

NOX4
 

and
 

NLRP3
 

protein
 

and
 

mRNA
 

in
 

the
 

bronchus
 

tissues
 

increased,the
 

PaO2 level
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-133a-3p
 

in
 

the
 

bron-
chus

 

tissues
 

decreased
 

in
 

the
 

model
 

group,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

lymphocytes
 

percentage,neutrophils
 

percentage,white
 

blood
 

cell
 

count,lung/body
 

ratio,lung
 

injury
 

score,the
 

expression
 

levels
 

of
 

NOX4
 

and
 

NLRP3
 

protein
 

and
 

mRNA
 

in
 

the
 

bronchus
 

tissues
 

decreased
 

in
 

the
 

total
 

flavonoids
 

of
 

scutellaria
 

baicalensis
 

low-dose
 

group
 

and
 

total
 

flavonoids
 

of
 

scutellaria
 

ba-
icalensis

 

high-dose
 

group,the
 

PaO2 level
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-133a-3p
 

in
 

the
 

bronchus
 

increased,
the

 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

dexamethasone
 

group,the
 

lym-
phocytes

 

percentage,neutrophils
 

percentage,white
 

blood
 

cell
 

count,lung/body
 

ratio,lung
 

injury
 

score,the
 

ex-
pression

 

of
 

NOX4
 

and
 

NLRP3
 

protein
 

and
 

mRNA
 

in
 

the
 

bronchus
 

tissues
 

increased
 

in
 

the
 

total
 

flavonoids
 

of
 

scutellaria
 

baicalensis
 

low-dose
 

group
 

and
 

total
 

flavonoids
 

of
 

scutellaria
 

baicalensis
 

high-dose
 

group,the
 

PaO2 level
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-133a-3p
 

in
 

the
 

bronchus
 

tissues
 

decreased
  

significantly,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

total
 

flavonoids
 

of
 

scutellaria
 

baicalensis
 

low-dose
 

group,the
 

percentage
 

of
 

lymphocytes,percentage
 

of
 

neutrophils,white
 

blood
 

cell
 

count,lung/body
 

ratio,lung
 

injury
 

score,and
 

the
 

expression
 

of
 

NOX4
 

and
 

NLRP3
 

protein
 

and
 

mRNA
 

in
 

bronchial
 

tissue
 

increased
 

in
 

the
  

total
 

flavonoids
 

of
 

scutellaria
 

baicalensis
 

high-dose
 

group,the
 

PaO2 level
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-133a-3p
 

in
 

bronchial
 

tissue
 

decreased,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Total
 

flavonoids
 

of
 

scutellaria
 

baicalensis
 

have
 

obvious
 

therapeutic
 

effect
 

on
 

bronchial
 

asthma
 

in
 

rats,and
 

the
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

promotion
 

of
 

miR-
133a-3p

 

expression
 

and
 

inhibition
 

of
 

NOX4/NLRP3
 

signal
 

axis.
Key
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signal
 

axis; bron-
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  支气管哮喘是一种慢性炎症性呼吸系统疾病,其
特征是炎症细胞浸润、可逆性支气管收缩,以及气道

炎症、阻塞和高反应性[1-2]。而 NADPH
 

氧化酶
 

4
 

(NOX4)/NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3(NL-
RP3)信号通路的激活在慢性阻塞性肺疾病和哮喘等

炎症性肺病中起着重要作用,其基因表达上调在炎症

过程中会诱导肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和白细胞介素

(IL)-6等炎症因子水平升高[3]。微小 RNA(miR-
NA)调节许多生物过程,包括细胞生长和细胞炎症,
越来越多的报道揭示了哮喘患者气道上皮细胞中

miRNA的异常表达,且 miRNA可调节支气管上皮

细胞的生物学功能[3-4]。一项针对严重哮喘患者的研

究发现miR-19a在支气管上皮细胞中上调,并且通过

靶向转化生长因子β受体2(TGFβR2)加速细胞增

殖;上皮细胞中miR-181b-5p的减少与哮喘中气道嗜

酸性粒细胞的炎症有关;miR-135a参与哮喘支气管上

皮细胞损伤[5-7]。传统中药可以在哮喘炎症介质的调

节中发挥关键作用。中医理论中,支气管哮喘由寒湿

毒素引起,最容易累及脾脏,引起脾阳皲滞,发展为乏

力、恶心呕吐、胸闷、气短、四肢酸痛等症状。黄芩可

以解湿调理机体,清除瘟疫,诱导解毒。黄芩是传统

中药植物,其在多种疾病中显示出临床疗效,包括癌

症、心血管疾病和神经退行性疾病。黄芩总黄酮是一

种从黄芩中提取的活性黄酮,经鉴定具有抗氧化和抗

炎特性。研 究 发 现,黄 芩 总 黄 酮 可 以 减 轻 脂 多 糖

(LPS)诱导的慢性阻塞性肺疾病中的炎症;黄芩总黄

酮通过抑制过度炎症和氧化应激来减轻大鼠膝骨性

关节炎。目前,鲜有黄芩总黄酮对支气管哮喘的治疗

作用及机制研究报道。因此,本研究拟探讨黄芩总黄

酮对支气管哮喘大鼠的治疗作用及其对 miR-133a-
3p/NOX4/NLRP3信号轴表达的影响,以期为支气管

哮喘的治疗提供依据,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 动物喂养及分组 清洁级SD大鼠100只,体质

量300~320
 

g,14~20月龄,均由重庆第三军医大学

动物实验中心提供[许可证编号 SCXK(渝)2020-
0019];根据体质量将大鼠按照分层随机分组表法分

为正常对照组、模型组、地塞米松组(200
 

mg/kg)、黄
芩总黄酮低剂量组(100

 

mg/kg)、黄芩总黄酮高剂量

组(200
 

mg/kg),每组20只,均为雌鼠。大鼠饲养于

以下环境:温度19~24
 

℃;湿度55%~60%;昼夜循

环(12/12
 

h,6:00-18:00和
 

18:00-6:00)。本研究

已获得本院动物护理和医学伦理委员会批准(伦理审

批号:202103112)。
1.2 仪器与试剂 主要仪器包括希森美康IX-2000
全自动血细胞分析仪(日本希森美康公司)、GEM

 

Premier
 

3000血气分析仪(美国通用公司)、DF-41徕

卡共聚焦显微镜(德国索尔姆斯公司)、FX-97实时荧

光定量聚合酶链反应(PCR)仪(Thermo
 

Fisher
 

Scien-
tific公司)、Image

 

J软件(美国国立卫生研究院)。主

要试剂包括地塞米松(广东华南药业集团有限公司,
批号:BI-263659),黄芩总黄酮(上海朝晖药业有限公
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司,批号:63659),卵清蛋白(OVA,Sigma公司,Ⅱ级,
批号:514586),氢氧化铝[Al(OH)3,贵阳天利和化工

有限公司,批号:515966)],热灭活百日咳博德特氏杆

菌(中国国家药品检定所,批号:021596),磷酸盐缓冲

液(PBS,pH7.4,中国碧云天生物技术股份有限公司,
批号:20213215),苏木精-伊红(HE)染色试剂盒(上
海赛培森生物科技有限公司,批号:65985),RNAeasy

 

RNA
 

分离试剂盒(上海碧云天生物技术股份有限公

司,批号:102696),BeyoRT
 

第一链cDNA
 

合成试剂

盒
 

(上 海 碧 云 天 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司,批 号:
102696),放射免疫沉淀试剂盒(RIPA,美国赛默飞世

公司,批号:202636),双辛可宁酸试剂盒(上海碧云天

生物技术股份有限公司,批号:3659665),10%聚丙烯

酰胺凝胶、硝酸纤维素膜
 

(美国Bio-Rad公司,批号:
KH-56963、85475),小鼠NOX4、NLRP3、GAPDH一

抗(Cell
 

Signaling
 

Technology公 司,批 号:20269、
58954、20159),山羊抗兔、辣根过氧化物酶偶联的二

抗(Sigma公司,批号:59659455),增强化学发光试剂

(Millipore公司,MA,USA,批号:2012596),IL-4、IL-
12、TNF-α酶联免疫吸附试验试剂盒(上海恒远生物

科技有限公司,批号:3265、8541、9652)。
1.3 方法

1.3.1 各组模型的建立 正常对照组不做任何处

理,正常喂养。模型组、地塞米松组、黄芩总黄酮低剂

量组、黄芩总黄酮高剂量组通过 OVA建立支气管哮

喘模型。第1天大鼠腹膜内注射1
 

mL含100
 

mg
 

OVA及100
 

mg
 

Al(OH)3 的生理盐水,同时每只大

鼠腹腔注射1
 

mL含有
 

6×109
 

个热灭活的百日咳博德

特氏杆菌作为第2佐剂。7
 

d后进行加强致敏,第2次

腹膜内注射1
 

mL含
 

100
 

mg
 

OVA 及100
 

mg
 

Al(OH)3
的生理盐水。致敏后(第15天),连续7

 

d用1%
 

OVA
气溶胶对致敏大鼠进行30

 

min的暴露。暴露程序结束

后,地塞米松组、黄芩总黄酮低剂量组、黄芩总黄酮高剂

量组给予相应剂量药物灌胃,治疗周期为4周。
1.3.2 肺泡灌洗液(BALF)血细胞检测 在全身麻

醉下,结扎大鼠右肺并将气管导管插入气管。
 

通过气

管导管将PBS轻轻滴入左肺,灌洗左肺。以5
 

mL
 

PBS为总体积重复该过程3次。收集支气管BALF
后,采用希森美康IX-2000全自动血细胞分析仪对

BALF中的淋巴细胞百分比、中性粒细胞百分比、白
细胞计数进行检测。

 

1.3.3 动脉血氧分压(PaO2)检测及肺/体比值计算、
肺损伤评分 处死大鼠前6

 

h从5组大鼠收集外周动

脉血液标本。使用GEM
 

Premier
 

3000分析血液标本

的PaO2。处死大鼠,取右肺组织,测定湿肺/体质量;
随后取右侧部分肺支气管组织进行常规染色切片,镜
下阅片,对肺支气管间质水肿、肺支气管泡水肿、中性

粒细胞浸润和肺支气管泡内充血情况进行评分,无改

变或非常轻微为0分,轻度改变为1分,中度改变为2

分,重度改变为3分,极重度改变为4分,累计4项的

总分即为肺支气管损伤评分。
1.3.4 各组大鼠肺支气管组织 HE染色比较 将肺

支气管组织标本用PBS洗涤,并用10%甲醛固定过

夜。将标本包埋在石蜡中,切成4
 

μm的切片。肺支

气管组织用HE染色15
 

min,并使用DF-41徕卡共聚

焦显微镜放大200倍检查组织病变。
1.3.5 肺支气管组织 miR-133a-3p及 NOX4、NL-
RP3基因表达水平检测 反转录聚合酶链反应(RT-
PCR)检测 miR-133a-3p及NOX4、NLRP3基因表达

水平,使用带有旋转柱的
 

RNAeasy
 

RNA分离试剂盒

提取肺支气管组织的总RNA并检测。使用分光光度

计在280
 

nm处测量RNA的浓度和纯度。使用Bey-
oRT第一链cDNA合成试剂盒将RNA反转录为互

补DNA(cDNA)。所有cDNA 样品均配备PCR系

统。将制备好的PCR反应液用实时荧光定量PCR进

行扩增,反应条件:93
 

℃
 

1
 

min,55
 

℃
 

1
 

min,72
 

℃
 

1
 

min,共40个循环。PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳

检测。miR-133a-3p、NOX4、NLRP3、GAPDH引物由

上海生工生物有限公司合成,序列如下,miR-133a-
3p:5'-TCGGCGCTAGCTAGGCTAGCTAGCTAGT

 

CGACTGTCGCTC-3'和5'-GGGGT
 

CGT
 

CGT
 

CGT
 

AGCTGATCGATGCTAGTCGTCC-3';NOX4:5'-
GGGGCGTAGCTAGTCGGGCTAGTCGATGCTG

 

ATGCTCA-3' 和 5'-GGGTGTGTCGTAGCTGATCG
 

ATGCTAGCTGATGCAC-3';NLRP3:5'-GTGTGT-
GCTGATCGTAGCTAGTCGATGCTAGTCGC

 

A-3'
和5'-G

 

TGTGTCGTAGCTAGTCGATGCT
 

AGTC
 

GTGTGCA-3';GAPDH:5'-GTGTGTAGCTGAT
 

CGATGCTGTAGTGAC-3'和5'-GTGTAGT
 

CGAT-
GCTAGTCGTAGCTGATCGTAGCC-3'。GAPDH 作

为内参基因,miR-133a-3p、NOX4、NLRP3
 

mRNA表达

水平通过2-ΔΔCt法定量。
1.3.6 肺支气管组织中NOX4、NLRP3蛋白表达水

平检测 在冰上使用放射免疫沉淀法裂解缓冲液提

取总蛋白质30
 

min,并使用双辛可宁酸试剂盒估算蛋

白质的浓度。在10%聚丙烯酰胺凝胶上分离出60
 

μg
的总蛋白质,并转移到硝酸纤维素膜上。膜在室温下

用
 

TBST缓冲液(含有0.1%
 

Tween-20的Tris缓冲

液)中的1%牛血清清蛋白封闭1
 

h,随后与针对

NOX4、NLRP3、GAPDH的抗体孵育,并在4
 

℃下过

夜。用TBST缓冲液彻底洗涤后,将印迹与山羊抗

兔、辣根过氧化物酶偶联的二抗在室温下孵育1
 

h。
通过增强化学发光法检测蛋白质条带,并使用Image

 

J软件分析条带的强度。
1.3.7 肺支气管组织中IL-4、IL-12、TNF-α蛋白表

达水平检测 采用酶联免疫吸附试验检测肺支气管

组织中IL-4、IL-12、TNF-α蛋白表达水平。
1.4 统计学处理 采用SPSS

 

25.0统计软件进行数
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据处理及统计分析。呈正态分布的计量资料以x±s
表示,多组间比较采用方差分析,多组间中的两两组

间比较采用SNK-q检验。以P<0.05表示差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 各组大鼠BALF血细胞比较 与正常对照组比

较,模型组BALF淋巴细胞百分比、中性粒细胞百分

比、白细胞计数明显升高,差异有统计学意义(P<
0.05);与模型组比较,地塞米松组、黄芩总黄酮低剂

量组和黄芩总黄酮高剂量组BALF淋巴细胞百分比、
中性粒细胞百分比、白细胞计数明显降低,差异有统

计学意义(P<0.05);与地塞米松组比较,黄芩总黄酮

低剂量组和黄芩总黄酮高剂量组BALF淋巴细胞百

分比、中性粒细胞百分比、白细胞计数明显升高,差异

有统计学意义(P<0.05),与黄芩总黄酮低剂量组比

较,黄芩总黄酮高剂量组BALF淋巴细胞百分比、中
性粒细胞百分比、白细胞计数明显降低,差异有统计

学意义(P<0.05)。见表1。

2.2 各组对PaO2、肺/体比值、肺损伤评分比较 与

正常对照组比较,模型组肺/体比值、肺损伤评分升

高,PaO2 水平降低,差异有统计学意义(P<0.05);与
模型组比较,地塞米松组、黄芩总黄酮低剂量组和黄

芩总黄酮高剂量组肺/体比值、肺损伤评分降低,PaO2
水平升高,差异有统计学意义(P<0.05);与地塞米松

组比较,黄芩总黄酮低剂量组、黄芩总黄酮高剂量组

肺/体比值、肺损伤评分升高,PaO2 水平明显降低,差
异有统计学意义(P<0.05),与黄芩总黄酮低剂量组

比较,黄芩总黄酮高剂量组肺/体比值、肺损伤评分降

低,PaO2 水平升高,差异有统计学意义(P<0.05)。
见表2。
2.3 地塞米松、黄芩总黄酮对大鼠肺支气管病理组

织的影响 正常对照组肺支气管组织未见异常;模型

组肺支气管组织中肺泡水肿、增厚、破裂,可见明显中

性粒细胞浸润,有胶原蛋白沉淀;地塞米松及黄芩总

黄酮干预治疗后,肺泡壁变薄,中性粒细胞浸润减轻,
肺支气管组织中肺泡结构趋于正常。见图1。

表1  各组大鼠BALF血细胞比较(x±s)

组别 n 淋巴细胞百分比(%) 中性粒细胞百分比(%) 白细胞计数(×107/L)

正常对照组 20 3.60±0.63 1.52±0.26 1.82±0.31

模型组 20 10.25±1.25a 31.36±5.12a 10.05±1.55a

地塞米松组 20 4.29±0.72b 6.58±1.05b 2.99±0.48b

黄芩总黄酮低剂量组 20 6.88±0.98bc 15.25±2.35bc 6.56±1.08bc

黄芩总黄酮高剂量组 20 5.81±0.92bcd 10.32±1.53bcd 4.12±0.61bcd

F 53.373 69.042 39.128

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与正常对照组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与地塞米松组比较,cP<0.05;与黄芩总黄酮低剂量组比较,dP<0.05。

表2  各组PaO2、大鼠肺/体比值、肺损伤评分比较(x±s)

组别 n 肺/体比值 肺损伤评分(分) PaO2(mmHg)

正常对照组 20 4.28±0.70 0.00±0.00 126.52±20.32

模型组 20 10.75±1.25a 8.75±1.02a 59.25±9.25a

地塞米松组 20 4.86±0.85b 2.35±0.42b 109.42±14.25b

黄芩总黄酮低剂量组 20 7.39±0.98bc 6.58±1.05bc 75.25±11.47bc

黄芩总黄酮高剂量组 20 6.25±0.87bcd 3.96±0.52bcd 96.47±13.57bcd

F 37.102 41.229 53.921

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与正常对照组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与地塞米松组比较,cP<0.05;与黄芩总黄酮低剂量组比较,dP<0.05。

  注:A为正常对照组;B为模型组;C为地塞米松组;D为黄芩总黄酮低剂量组;E为黄芩总黄酮高剂量组。

图1  地塞米松、黄芩总黄酮对大鼠肺病理组织的影响(HE,×200)

2.4 各组大鼠肺支气管 miR-133a-3p、NOX4、NL- RP3
 

mRNA表达水平比较 与正常对照组比较,模
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型组 miR-133a-3p 表 达 水 平 降 低,NOX4、NLRP3
 

mRNA表 达 水 平 升 高,差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.05);与模型组比较,地塞米松组、黄芩总黄酮低剂

量组和黄芩总黄酮高剂量组 miR-133a-3p表达水平

升高,NOX4
 

mRNA、NLRP3
 

mRNA表达水平降低,
差异有统计学意义(P<0.05);与地塞米松组比较,黄
芩总黄酮低剂量组、黄芩总黄酮高剂量组 miR-133a-
3p表达水平降低,NOX4

 

mRNA、NLRP3
 

mRNA表

达水平升高,差异有统计学意义(P<0.05);与黄芩总

黄酮低剂量组比较,黄芩总黄酮高剂量组 miR-133a-
3p表达水平降低,NOX4

 

mRNA、NLRP3
 

mRNA表

达水平升高,差异有统计学意义(P<0.05)。见表3。

2.5 各组大鼠肺支气管组织中NOX4、NLRP3蛋白

表达水平比较 与正常对照组比较,模型组 NOX4、
NLRP3蛋白表达水平升高,差异有统计学意义(P<
0.05);与模型组比较,地塞米松组、黄芩总黄酮低剂

量组和黄芩总黄酮高剂量组 NOX4、NLRP3蛋白表

达水平降低,差异有统计学意义(P<0.05);与地塞米

松组比较,黄芩总黄酮低剂量组、黄芩总黄酮高剂量

组NOX4、NLRP3蛋白表达水平升高,差异有统计学

意义(P<0.05),与黄芩总黄酮低剂量组比较,黄芩总

黄酮高剂量组NOX4、NLRP3
 

蛋白表达水平降低,差
异有统计学意义(P<0.05)。见表4、图2。

表3  各组大鼠肺支气管 miR-133a-3p、NOX4、NLRP3
 

mRNA表达水平比较(x±s)

组别 n miR-133a-3p NOX4
 

mRNA NLRP3
 

mRNA

正常对照组 20 5.25±0.85 0.38±0.06 0.89±0.13

模型组 20 0.83±0.12a 5.71±0.89a 4.94±0.81a

地塞米松组 20 3.39±0.51b 1.43±0.24b 1.39±0.21b

黄芩总黄酮低剂量组 20 2.75±0.42bc 2.43±0.40bc 2.49±0.45bc

黄芩总黄酮高剂量组 20 1.55±0.20bcd 3.15±0.50bcd 3.29±0.51bcd

F 21.023 18.327 15.177

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与正常对照组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与地塞米松组比较,cP<0.05;与黄芩总黄酮低剂量组比较,dP<0.05。

表4  各组大鼠肺支气管组织中NOX4、NLRP3蛋白表达

   水平比较(x±s)
 

组别 n NOX4 NLRP3

正常对照组 20 0.16±0.03 0.19±0.03

模型组 20 1.09±0.16a 1.12±0.17a

地塞米松组 20 0.32±0.05b 0.33±0.06b

黄芩总黄酮低剂量组 20 0.69±0.12bc 0.72±0.13bc

黄芩总黄酮高剂量组 20 0.43±0.07bcd 0.41±0.07cd

F 33.281 27.056

P <0.001 <0.001

  注:与正常对照组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与地

塞米松组比较,cP<0.05;与黄芩总黄酮低剂量组比较,dP<0.05。

2.7 各组大鼠肺支气管IL-4、IL-12、TNF-α蛋白表

达水平比较 与正常对照组比较,模型组肺支气管组

织中IL-4、IL-12、TNF-α蛋白表达水平升高,差异有

统计学意义(P<0.05);与模型组比较,地塞米松组、

黄芩总黄酮低剂量组和黄芩总黄酮高剂量组肺支气

管组织中IL-4、IL-12、TNF-α蛋白表达水平降低,差
异有统计学意义(P<0.05);与地塞米松组比较,黄芩

总黄酮低剂量组、黄芩总黄酮高剂量组肺支气管组织

中IL-4、IL-12、TNF-α蛋白表达水平升高,差异有统

计学意义(P<0.05);与黄芩总黄酮低剂量组比较,黄
芩总 黄 酮 高 剂 量 组 肺 支 气 管 组 织 中IL-4、IL-12、
TNF-α蛋白表达水平降低,差异有统计学意义(P<
0.05)。见表5。

  注:A为正常对照组;B为模型组;C为地塞米松组;D为黄芩总黄

酮低剂量组;E为黄芩总黄酮高剂量组。

图2  各组大鼠肺支气管NOX4、NLRP3蛋白免疫印迹图

表5  各组大鼠肺支气管IL-4、IL-12、TNF-α蛋白表达水平比较(x±s,ng/g)

组别 n IL-4 IL-12 TNF-α

正常对照组 20 166.89±38.69 142.47±34.25 159.85±32.25

模型组 20 654.38±126.36a 788.85±165.82a 614.88±122.32a

地塞米松组 20 288.85±55.89b 265.99±50.81b 228.96±42.75b

黄芩总黄酮低剂量组 20 485.85±98.39bc 598.25±119.69bc 550.32±102.29bc
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续表5  各组大鼠肺支气管IL-4、IL-12、TNF-α蛋白表达水平比较(x±s,ng/g)

组别 n IL-4 IL-12 TNF-α

黄芩总黄酮高剂量组 20 358.89±72.42bcd 352.65±74.56bcd 352.36±71.58bcd

F 78.482 89.163 81.046

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与正常对照组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与地塞米松组比较,cP<0.05;与黄芩总黄酮低剂量组比较,dP<0.05。

3 讨  论

  支气管哮喘是一种慢性气道疾病,涉及多种细胞

和炎症因子,其长期复发会损伤患者的气道壁,并导

致气道结构和功能改变,以及不可逆的气道气流受

限。目前,普遍认为炎症细胞参与了哮喘患者的气道

重塑,气道重塑是一个渐进的过程,是气道慢性炎症

反复损伤和修复的结果,包括肺组织黏膜下部或支气

管周围大量炎症细胞(中性粒细胞、嗜酸性粒细胞和

白细胞)滤过血管、上皮细胞化生、杯状细胞增生、上
皮下组织纤维化、黏膜下细胞外基质(ECM)沉积、基
底膜不规则增厚、成纤维细胞增生肥大、肌成纤维细

胞和平滑肌增生肥大、血管增生。根据《黄帝内经》,
十二经络贯穿人体,对于维持免疫系统平衡和身体健

康起着举足轻重的作用。根据中医表里相关理论,肺
经与大肠功能相通,是控制津液(水)的最重要的经

络。肺经与大肠经相通,使两脏腑之间形成表里关

系。大肠被称为“交通之官”,其控制消化废物从液态

到固态的转变,并将其运输至直肠向外排泄,它在体

液平衡中发挥着重要作用,并通过控制皮肤的毛孔和

排汗来协助肺部的呼吸功能。这种古老的中医理论

可以用人体生理学来解释,其中水分子在肺细胞进行

氧气和二氧化碳交换时充当润滑剂,而大肠则充当人

体的水库。祛痰通便是治疗肺部疾病的常用方法。
因此,保持通道的畅通是肺经线的重要功能。既往研

究表明,黄芩总黄酮不仅能有效改善支气管哮喘患者

的肠梗阻,还能有效改善呼吸困难和气体交换功能。
因此,治疗支气管哮喘的首要指导理论是排出上呼吸

系统的湿毒。本研究中,哮喘大鼠BALF中淋巴细胞

百分比、中性粒细胞百分比、白细胞计数增加,气道壁

和气道平滑肌明显增厚,支气管周围有大量炎症细胞

浸润,表明大鼠哮喘模型建立成功。与模型大鼠相

比,不同剂量黄芩总黄酮干预后淋巴细胞百分比、中
性粒细胞百分比、白细胞计数明显降低。同时,随着

黄芩总黄酮剂量的增加,肺组织气道壁增厚呈下降趋

势,相关炎症细胞浸润明显减轻。以上结果表明,黄
芩总黄酮对大鼠支气管哮喘具有明显治疗作用,其机

制可能与黄芩总黄酮抑制炎症细胞浸润有关。
本研究结果显示,与正常对照组比较,模型组

miR-133a-3p表达水平降低,NOX4
 

mRNA、NLRP3
 

mRNA 表 达 水 平 升 高,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05);与模型组比较,地塞米松组、黄芩总黄酮低剂

量组和黄芩总黄酮高剂量组 miR-133a-3p表达水平

升高,NOX4
 

mRNA、NLRP3
 

mRNA表达水平降低,
差异有统计学意义(P<0.05);与地塞米松组比较,黄
芩总黄酮低剂量组、黄芩总黄酮高剂量组 miR-133a-
3p表达水平降低,NOX4

 

mRNA、NLRP3
 

mRNA表

达水平升高,差异有统计学意义(P<0.05),与黄芩总

黄酮低剂量组比较,黄芩总黄酮高剂量组 miR-133a-
3p表达水平降低,NOX4

 

mRNA、NLRP3
 

mRNA表

达水平升高,差异有统计学意义(P<0.05)。这说明,
黄芩总黄酮可促进 miR-133a-3p的表达进而抑制

NOX4/NLRP3。miR-133a-3p与细胞周期、增殖和分

化有关,相关研究已经描述了 miR-133a-3p细胞类型

和靶标特异性效应[8]。在胃腺癌细胞中,miR-133a-
3p通过降低干扰素调节因子1的表达来促进其增殖,
而在血管平滑肌细胞中,它会改变表型并抑制其增

殖[9]。从哮喘患者获得的外周血CD4+T淋巴细胞中

发现 miR-133a-3p下调[10]。在缺乏 miR-133a-3p的

小鼠中,T淋巴细胞水平明显升高[12]。本研究结果显

示,miR-133a-3p 可 能 对 哮 喘 有 一 定 抑 制 作 用。
NOX4、NLRP3是 miR-133a-3p下游调控的细胞因

子,同时也是细胞炎症小体的重要调控器[13]。
细胞炎症小体是感知到病原微生物感染后启动

的一种免疫防御反应,对拮抗和清除病原微生物感染

及内源性危险信号具有重要作用。炎症小体是一种

聚集在细胞质中的多蛋白复合物,由模式识别受体

(PRRs)、pro-Caspase-1 和 凋 亡 相 关 斑 点 样 蛋 白

(ASC)组成,NOX4蛋白是一类由N端和C端结构域

组成的双链体蛋白效应分子。Caspase-1和Caspase-
4/-5/-11可以通过切割,激活NOX4蛋白的N端。后

者可聚集在磷脂膜上形成直径为12~24
 

nm的孔隙,
为IL-1β和IL-18的释放提供条件。细胞炎症小体过

度激活免疫反应会导致细胞和组织损伤,并引发疾

病。现有研究表明,细胞炎症小体参与多种肺部疾

病,如肺纤维化、急性肺损伤、支气管发育不良、慢性

阻塞性肺疾病和哮喘[14-15]。炎症小体介导反应的过

度激活可能导致肺部炎症和哮喘症状明显恶化[16]。
这些研究表明,细胞炎症小体引起的NOX4激活与哮

喘的发展有关。NOX4的干预可以改善哮喘的发展。
NLRP3炎症小体可以识别真菌、细菌和病毒等病原

体相关分子模式和损伤相关分子模式[17]。以革兰阴

性杆菌的脂肪酶(LPS)为例,LPS作为第一信号,通
过NOX4被巨噬细胞特异识别,结合第二信号ATP,
LPS诱导 NLRP3炎性体的组装,然后激活Caspase-
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1,后者进一步切割并激活其他下游Caspase执行蛋

白(小鼠的Caspase-11)以促进
 

IL-1β和IL-18加工,
同时,更 多 的 Caspase-1被 激 活,实 现 级 联 放 大 效

应[18-20]。本研究发现模型组支气管哮喘大鼠 miR-
133a-3p低表达,而NOX4、NLRP3表达上调;黄芩总

黄酮处理后,逆转了上述情况。说明黄芩总黄酮促进

miR-133a-3p的表达进而抑制NOX4/NLRP3信号轴

的激活。本研究还发现黄芩总黄酮处理后,NOX4/
NLRP3信号轴下游细胞炎症因子IL-4、IL-12、TNF-α
水平也明显降低,这归因于黄芩总黄酮对NOX4/NL-
RP3信号轴的抑制。

 

在 OVA致敏和攻击模型(模型

组)中,大鼠的肺总提取物表现出增强的 NLRP3活

性。
综上所述,黄芩总黄酮对大鼠支气管哮喘具有明

显治疗作用,其机制可能与黄芩总黄酮促进 miR-
133a-3p的表达进而抑制NOX4/NLRP3信号轴的激

活相关。
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