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也摘要页 目的 建立 C57BL/6 小鼠哮喘肝郁证病证结合模型并进行评价遥方法 50只C57BL/6小鼠随机分为空白组尧哮喘组尧哮喘

肝郁组尧布地奈德组尧柴朴汤组遥 除空白组外袁其余 4组小鼠均采用屋尘螨渊HDM冤25 滋g滴鼻袁1次/d袁5 d/周袁持续 4周进行哮喘造模袁其
中哮喘肝郁组尧布地奈德组和柴朴汤组同期联合予以慢性不可预知性温和刺激渊CUMS冤袁1次/d袁持续 28 d制备哮喘肝郁证模型遥 布地奈

德组渊吸入用布地奈德混悬液 0.5 g/L雾化吸入冤和柴朴汤组渊柴朴汤 12.48 g/kg灌胃冤于造模第 15耀28天接受治疗遥 观察各组小鼠一般状

况尧体质量袁并进行糖水偏好实验尧强迫游泳实验袁检测肺功能及血清促肾上腺皮质激素渊ACTH冤尧白细胞介素-6渊IL-6冤水平袁HE染色及Mas鄄
son染色观察肺组织病理情况遥结果 第 28天实验结束后袁与空白组比较袁哮喘组与哮喘肝郁组一般状况评分尧肺阻力渊RL冤尧ACTH及 IL-
6均显著升高渊P<0.01冤袁用力肺活量渊FVC冤及呼气峰流量渊PEF冤均明显减少渊P<0.01冤袁HE染色及Masson染色示气道周围炎症细胞浸润及

胶原纤维沉积明显曰哮喘肝郁组体质量尧糖水偏好指数明显下降渊P<0.01冤袁游泳不动时间明显增加渊P<0.01冤遥与哮喘组比较袁哮喘肝郁组体

质量尧糖水偏好指数尧FVC及 PEF均明显下降渊P约0.01冤袁游泳不动时间尧ACTH及 IL-6均显著升高渊P约0.01冤袁HE染色及Masson染色示气

道周围炎症细胞浸润及胶原纤维沉积更严重遥与哮喘肝郁组比较袁布地奈德组及柴朴汤组一般状况评分尧游泳不动时间尧RL及 IL-6均明

显下降渊P<0.01冤袁体质量尧FVC及 PEF均明显升高渊P<0.01冤袁HE染色及Masson染色示气道周围炎症细胞浸润及胶原纤维沉积减轻曰柴朴

汤组糖水偏好指数明显升高渊P<0.01冤袁ACTH明显下降渊P约0.01冤遥与布地奈德组比较袁柴朴汤组体质量及糖水偏好指数均升高渊P<0.05冤袁游
泳不动时间减少渊P<0.05冤袁HE染色及Masson染色示气道周围炎症细胞浸润及胶原纤维沉积程度更轻遥 结论 采用 HDM 25 滋g 滴鼻袁

1次/d袁5 d/周袁持续 4周袁同时联用 28 d CUMS能够成功构建小鼠哮喘肝郁证病证结合模型遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To establish and evaluate a model combining asthma with liver qi stagnation pattern in C57BL/6 mice.
Methods Fifty C57BL/6 mice were randomized into blank group, asthma group, asthma with liver qi stagnation group, budesonide
group, and Chaipo Decoction (CPD) group. Except for the blank group, the other four groups of mice were intranasally administered
with 25滋g of house dust mite (HDM) once a day, five days a week, for four weeks to induce the asthma model. Among them, the
asthma with liver qi stagnation group, budesonide group, and CPD group were simultaneously subjected to chronic unpredictable
mild stress (CUMS) once a day for 28 days to establish the asthma with liver qi stagnation pattern model. The budesonide group
(receiving nebulized inhalation of budesonide suspension at 0.5 g/L) and the CPD group (receiving gastric gavage of CPD at 12.48 g/
kg) were treated from day 15 to day 28 of modeling. The general condition and body weight of mice in each group were observed,
sucrose preference test and forced swimming test were conducted, and lung function and serum levels of adrenocorticotropic
hormone (ACTH) and interleukin-6 (IL-6) were measured. Additionally, pathological conditions of lung tissue were observed via HE
staining and Masson staining. Results At the end of the 28-day experiment, compared with the blank group, the asthma group and
the asthma with liver qi stagnation group showed significant increases in general condition scores, pulmonary resistance (RL), and
levels of ACTH and IL-6 (P<0.01), as well as significant decreases in forced vital capacity (FVC) and peak expiratory flow (PEF) (P<
0.01). HE staining and Masson staining revealed marked infiltration of inflammatory cells and deposition of collagen fibers around
the airways. Additionally, the asthma with liver qi stagnation group exhibited significant decreases in body weight and sucrose
preference index (P<0.01), along with a significant increase in immobility time during swimming (P<0.01). Compared with the asthma
group, the asthma with liver qi stagnation group showed significant decreases in body weight, sucrose preference index, FVC, and
PEF (P<0.01). Furthermore, there were significant increases in immobility time during swimming, ACTH, and IL-6 levels (P<0.01).
HE staining and Masson staining revealed more severe inflammatory cell infiltration and collagen fiber deposition around the
airways. Compared with the asthma with liver qi stagnation group, the budesonide group and the CPD group showed significant
decreases in general condition score, immobility time during swimming, RL, and IL-6 levels (P<0.01), and significant increases in
body weight, FVC, and PEF (P<0.01). HE staining and Masson staining revealed reduced inflammatory cell infiltration and collagen
fiber deposition around the airways. Furthermore, the CPD group showed a significant increase in sucrose preference index (P<0.01)
and a significant decrease in ACTH level (P<0.01). Compared with the budesonide group, the CPD group showed significant increases
in body weight and sucrose preference index (P<0.05), as well as a decrease in immobility time during swimming (P<0.05). HE
staining and Masson staining revealed milder inflammatory cell infiltration and collagen fiber deposition around the airways.
Conclusion A mouse model combining asthma with liver qi stagnation pattern can be successfully established by intranasal
administration of HDM 25 滋g, once daily, five days a week for four weeks, combined with 28 days of CUMS.

也运藻赠憎燥则凿泽页 asthma; liver qi stagnation pattern; animal model; combination of disease and pattern; Chaipo Decoction

哮喘是一种由慢性气道炎症引起的影响全球 3
亿多人的呼吸系统疾病袁其临床症状包括喘鸣尧气
促尧胸闷尧咳嗽等反复发作袁严重影响患者的生活质

量[1]遥 随着现代社会工作和生活节奏的加快袁因压力

过大尧情志不遂而表现为肝郁证的人日益增多袁在哮

喘患者群体中经中医辨证为肝郁证者颇为常见遥 此

类患者往往因哮喘难以根治尧症状反复发作尧需要长

期用药治疗而深感困扰袁情志不遂日久成肝郁遥哮喘

肝郁证患者较多袁但其发病机制尚不清楚袁且哮喘

肝郁证的病证结合动物模型的制备尚未形成公认

的标准遥各课题组根据自身对哮喘肝郁证的理解袁选
用相应的动物模型制备方法及评价指标袁实验结论

的可靠性受到质疑袁也不利于科研成果的评价遥 因

此袁亟须建立规范的哮喘肝郁证病证结合动物模型遥

本课题组在前期研究[2-3]的基础上进行优化袁建立哮

喘肝郁证病证结合小鼠模型袁并对其一般状况尧体质

量尧糖水偏好指数尧游泳不动时间尧肺功能尧肺组织病

理学等指标进行综合评价遥 同时袁应用具有疏肝行

气解郁尧理肺化痰平喘功效的中药复方柴朴汤野以
方测证冶确认模型构建成功袁以期为中医药防治哮喘

肝郁证的动物实验提供较为理想的模型袁从而推动

哮喘肝郁证的发病机制研究及相关药物开发遥
1 材料

1.1 动物

50只 6周龄 SPF级C57BL/6雌性小鼠均由湖南斯

莱克景达实验动物有限公司提供[动物许可证号院SC鄄
XK渊湘冤2021-0002袁合格证号院430727241102164147]袁
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在湖南中医药大学 SPF 级实验动物中心饲养袁实验

单位许可证编号为 SYXK渊湘冤2019-0009袁饲养条件

包括 12 h 光暗周期渊日光灯照射冤袁室温渊25依1.5冤 益袁
湿度 45%依10%遥 在无特殊实验要求的情况下袁小鼠

可以自由饮水和进食遥 本实验已获得湖南中医药大

学动物伦理委员会的批准袁批准编号为 HNUCM21-
2407-17遥
1.2 药物

柴朴汤颗粒由柴胡尧法半夏尧厚朴尧黄芩尧人参尧
茯苓尧大枣尧紫苏叶尧炙甘草尧生姜按照配伍比例 7颐5颐
3颐3颐3颐3颐3颐2颐2颐1 组成袁为全成分中药配方颗粒遥中药均

购于广东一方制药有限公司袁批号分别为院A2070263尧
A2101473尧A2073144尧A2033693尧A2090353尧A208A
163尧A2081403尧A2121543尧A2111503尧A2121483遥 吸

入用布地奈德混悬液渊商品名院天晴速畅曰批准文号院
国药准字 H20203063曰规格院2 mL颐1 mg曰正大天晴

药业集团股份有限公司袁批号院240510497冤遥
1.3 主要试剂

屋尘螨渊house dust mite, HDM冤提取物渊GREER
公司袁货号院XPB91D3A25冤曰促肾上腺皮质激素渊adre鄄
nocorticotropic hormone, ACTH冤尧 白细胞介素渊inter
leukin,IL冤-6 ELISA 检测试剂盒渊江苏菲亚生物科技

有限公司袁批号院2409M12尧2409M09冤曰HE 染色试剂

盒尧Masson 染色试剂盒渊中国碧云天有限公司袁批
号院C0105S尧C0189S冤遥
1.4 主要仪器

小动物肺功能检测仪渊北京普升科技有限公司袁
型号院DSI Buxco-PFT冤曰压缩式雾化器渊北京欧姆龙

医疗器械有限公司袁型号院NE-C28冤曰透明动物雾化

箱渊自制冤曰高速台式冷冻离心机渊湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司袁型号院H1750R冤曰BioTek 吸收光

酶标仪渊北京质研科技有限公司袁型号院800 TS冤遥
2 方法

2.1 动物模型制备及处理

50 只 SPF 级 C57BL/6 雌性小鼠袁按体质量分层

随机分为 5 组袁即空白组尧哮喘组尧哮喘肝郁组尧布地

奈德组尧柴朴汤组袁每组 10 只遥 适应性喂养 1 周后

开始实验遥 哮喘组参照文献[4]制备模型袁采用 HDM
25 滋g渊溶于 35 滋L 生理盐水中冤滴鼻袁1 次/d袁5 d/周袁

持续 4 周遥 小鼠出现呼吸急促尧点头样呼吸尧腹肌明

显收缩尧背部弓起尧频繁搔鼻和抓耳等症状袁表明哮

喘模型构建成功遥 哮喘肝郁证组尧布地奈德组尧柴朴

汤组在此基础上同时予以 28 d 慢性不可预知性温

和刺激渊chronic unpredictable mild stress, CUMS冤进
行干预遥 刺激方式参照前期研究[2-3]及文献报道[5]并

进行优化院4 益冷水游泳 5 min曰悬尾刺激 5 min曰夹
尾刺激 5 min曰束缚 2 h曰去除垫料 6 h曰45毅倾斜鼠

笼 6 h曰潮湿垫料 24 h遥 上述刺激方式每日 1 种袁
1次/d袁每种刺激方式均使用 4 次袁且每周每种刺激

方式只使用 1 次袁随机安排袁使动物不能预知次日的

刺激方式袁并且确保连续 2 d不出现同样的刺激方式遥
柴朴汤组根据叶药理实验方法学曳[6]中人体和动物的

药物量效剂量表袁以临床等效剂量作为小鼠的给药剂

量袁从实验第 15 天起给予柴朴汤 0.2 mL渊12.48 g/kg冤
灌胃袁1 次/d袁连续 14 d遥 布地奈德组从实验第15 天

起参照文献[7]予吸入用布地奈德混悬液 0.5 g/L 雾

化吸入袁1 次/d袁30 min/次袁连续 14 d遥
2.2 评价指标与检测方法

2.2.1 小鼠一般状况评估 观察各组小鼠造模前后

的精神尧皮毛尧行为及呼吸等表现遥 参照文献[8]进行

一般状况评分院精神状况渊正常为 1 分曰稍差为 2 分曰
较差为 3 分曰明显变差为 4 分曰精神萎靡为 5 分冤曰皮
毛状态渊柔顺有光泽为 1 分曰稍微杂乱袁略微失去光

泽为 2 分曰杂乱少光泽为 3 分曰皮毛干燥明显尧较为

枯槁袁基本无光泽为 4 分曰严重枯槁袁无光泽为 5
分冤曰活动度渊活动灵巧为 1 分曰活动略显迟缓为 2
分曰反应明显缓慢为 3 分曰活动减少袁行动迟钝袁仅在

受到较强刺激时才有轻微移动为 4 分曰扎堆不动袁几
乎无活动袁完全缺乏对外界刺激的反应为 5 分冤曰抓
取反抗程度渊反抗明显为 1 分曰反抗一般为 2 分曰轻
微反抗为 3 分曰反抗极少为 4 分曰基本无反抗为 5
分冤曰呼吸情况渊呼吸平稳为 1 分曰呼吸稍急促为 2
分曰呼吸较急促为 3 分曰呼吸明显急促为 4 分曰呼吸

极度急促袁点头样浅表呼吸为 5 分冤遥 评分越高代表

小鼠的一般状况越差遥
2.2.2 小鼠体质量监测 于第 1 天造模开始前及第

28 天实验结束后测定各组小鼠当日的体质量遥
2.2.3 糖水偏好实验 参照前期研究 [2]袁各组小鼠

在正式实验前禁水 24 h 以提高其对糖水的渴望度遥
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测试于第 1 天造模开始前和第 28 天实验结束后袁分
别在同一时间渊12:00冤进行遥每只小鼠被放入独立笼

中袁同时提供 50 mL 纯水和 50 mL 的 1%蔗糖水袁
并记录 2 h 内糖水和纯水消耗量遥 糖水偏好指数计

算公式院 糖水偏好指数=渊糖水消耗量/总液体消耗

量冤伊100%袁该指数用于评估小鼠的抑郁状态[2]遥
2.2.4 强迫游泳实验 实验前24 h 进行 15 min 的

游泳训练袁以帮助小鼠适应水环境遥 在第 1 天造模

开始前和第 28 天实验结束后袁同一时间渊15:00冤袁在
直径为 18 cm尧高度为 20 cm 的透明玻璃杯中加入

水袁水深调整为 10 cm渊即玻璃杯的半高度冤袁水温控

制在 23耀25 益遥将小鼠放入水中游泳 6 min袁记录最

后 4 min 内小鼠的游泳不动时间遥 游泳不动时间较

长为抑郁样行为的标志袁表明动物的野绝望行为冶
增加[9]遥
2.2.5 肺功能检测 第 28 天实验结束后袁每组随机

选取 5 只小鼠袁麻醉后行气管插管袁采用小动物肺功

能仪测量各组小鼠用力肺活量渊forced vital capaci鄄
ty, FVC冤尧呼气峰流量渊peak expiratory flow, PEF冤
及肺阻力渊lung resistance, RL冤袁以评估造模和不同

处理对小鼠肺功能的影响遥
2.2.6 ACTH 及 IL-6 测定 每组剩下的 5 只小鼠

麻醉后摘眼球取血袁离心机 4 益尧3 000 r窑min-1袁离
心 15 min渊离心半径 8 cm冤后提取血清袁对血清进

行 ELISA 检测遥 按照试剂盒说明书袁用标准品配制

标准曲线袁以便后续定量分析遥 血清样品平衡至室

温后按要求稀释袁分别加入酶标板中袁与标准品一起

进行检测遥 加入特异性抗体后袁样品孵育并洗涤袁去
除未结合物遥 加入酶标二抗和 TMB 显色剂袁通过酶

促反应显色后袁用终止液停止反应袁并用酶标仪在

450 nm 波长下读取各孔的吸光度遥 通过标准曲线

计算各组样品中 ACTH 及 IL-6 的浓度袁并进行统计

分析遥
2.2.7 肺组织病理学观察 在第 28 天实验结束后袁
将小鼠肺组织固定于 4%多聚甲醛溶液中 24 h袁随
后经梯度乙醇脱水尧二甲苯透明和石蜡包埋遥 将包

埋的组织切片渊厚度约为 4 滋m冤进行常规 HE 和

Masson 染色处理遥 具体步骤为院脱蜡尧苏木素染色尧
分化尧返蓝尧伊红染色或磷钨酸-磷钼酸处理和苯胺

蓝染色尧脱水尧透明和封片遥 染色后在显微镜下观察

各组小鼠肺组织的结构变化袁并拍照记录袁用于评估

不同处理对肺组织病理结构的影响遥
2.3 统计学分析

数据使用 SPSS 25.0 软件进行分析袁计量数据

均符合正态分布用野曾依s冶描述遥各组间的均数比较采

用单因素方差分析渊One-Way ANOVA冤袁如方差齐

则进一步采用 LSD 法或 Dunnett T3 法进行多重比

较袁如方差不齐则采用 Kruskal-Wallis 非参数检验遥
P约0.05 表示差异具有统计学意义遥 所有统计检验均

为双侧检验遥
3 结果

3.1 各组小鼠一般状况评估

第 1 天造模开始前袁各组小鼠的一般状态无差

异袁皮毛光亮顺滑袁活动灵巧袁抓取反抗明显袁呼吸平

稳袁一般状况评分比较袁差异均无统计学意义渊P跃
0.05冤遥 第 28 天实验结束后袁空白组与第 1 天造模开

始前的一般状态无差异遥哮喘组小鼠皮毛缺少光泽袁
活动反应缓慢袁抓取反抗一般袁呼吸明显急促伴有哮

鸣音袁与空白组比较一般状况评分显著升高渊P约
0.01冤遥 哮喘肝郁组皮毛枯槁无光泽袁精神萎靡袁喜扎

堆不动袁抓取无反抗袁点头样浅表呼吸袁与空白组比

较一般状况评分显著升高渊P约0.01冤曰与哮喘组比较

一般状况评分有所升高袁但差异无统计学意义渊P跃
0.05冤遥 与哮喘肝郁组比较袁布地奈德组及柴朴汤组

小鼠一般状况均显著改善袁一般状况评分均降低

渊P约0.01冤遥与布地奈德组比较袁柴朴汤组一般状况评

分有所下降袁但差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥 详见

表1遥
表 1 各组小鼠一般状况评分比较渊曾依s袁分冤

Table 1 Comparison of general condition scores
among different groups of mice (曾依s, points)

组别

空白组

哮喘组

哮喘肝郁组

布地奈德组

柴朴汤组

n
10
10
10
10
10

第 1 天

5.50依0.71
5.60依0.84
5.40依0.70
5.70依0.67
5.50依0.97

第 28 天

5.60依0.70
16.20依1.48**
21.90依1.85**
10.80依1.75##

9.00依1.56##

注院与空白组比较袁**P约0.01曰与哮喘肝郁组比较袁##P约0.01遥
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表 2 各组小鼠体质量比较渊曾依s袁g冤
Table 2 Comparison of body weight among

different groups of mice (曾依s, g)
组别

空白组

哮喘组

哮喘肝郁组

布地奈德组

柴朴汤组

n

10
10
10
10
10

第 1 天

17.14依0.25
17.11依0.21
17.17依0.25
17.23依0.17
17.18依0.23

第 28 天

21.53依0.80
20.91依0.60
18.25依0.75**翌翌

19.50依0.54##

20.48依0.59##吟

注院与空白组比较袁**P约0.01曰与哮喘组比较袁翌翌P约0.01曰与哮喘肝

郁组比较袁##P约0.01曰与布地奈德组比较袁吟P约0.05遥

3.2 各组小鼠体质量比较

第 1 天造模开始前袁各组小鼠的体质量比较袁差
异均无统计学意义渊P跃0.05冤遥 第 28 天实验结束后袁
与空白组比较袁哮喘组体质量稍有下降袁但差异无统

计学意义渊P跃0.05冤遥与空白组及哮喘组比较袁哮喘肝

郁组体质量明显下降渊P约0.01冤遥与哮喘肝郁组比较袁
布地奈德组尧柴朴汤组体质量显著增加渊P约0.01冤遥与
布地奈德组比较袁柴朴汤组体质量增加渊P约0.05冤遥
详见表2遥

3.3 各组小鼠糖水偏好指数比较

第 1 天造模开始前袁各组小鼠的糖水偏好指数

比较袁差异均无统计学意义渊P跃0.05冤遥 第 28 天实验

结束后袁与空白组比较袁哮喘组糖水偏好指数稍下

降袁但差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥与空白组及哮喘

组比较袁 哮喘肝郁组糖水偏好指数明显下降 渊P约
0.01冤遥 与哮喘肝郁组比较袁柴朴汤组糖水偏好指

数明显增加渊P约0.01冤遥 与布地奈德组比较袁柴朴汤

组糖水偏好指数增加渊P约0.05冤遥 详见表 3遥

3.4 各组小鼠游泳不动时间比较

第 1 天造模开始前袁各组小鼠的游泳不动时间

比较袁差异均无统计学意义渊P跃0.05冤遥 第 28 天实验

结束后袁与空白组比较袁哮喘组游泳不动时间稍增

加袁但差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥 与空白组及哮喘组

比较袁哮喘肝郁组游泳不动时间明显增加渊P约0.01冤遥
与哮喘肝郁组比较袁布地奈德组及柴朴汤组游泳不

动时间均明显降低渊P约0.01冤遥与布地奈德组比较袁柴
朴汤组游泳不动时间降低渊P约0.05冤遥 详见表 4遥

3.5 各组小鼠肺功能指标比较

与空白组比较袁哮喘组与哮喘肝郁组小鼠 FVC
及 PEF 显著下降渊P约0.01冤袁RL 显著升高渊P约0.01冤曰
与哮喘组比较袁哮喘肝郁组 FVC 及 PEF 显著下降

渊P约0.01冤曰与哮喘肝郁组比较袁布地奈德组及柴朴汤

组 FVC 及 PEF 明显增加渊P约0.01冤袁RL 明显下降渊P约
0.01冤遥 详见表 5遥

3.6 各组小鼠血清 ACTH尧IL-6比较

与空白组比较袁哮喘组和哮喘肝郁组 ACTH 及

表 3 各组小鼠糖水偏好指数比较渊曾依s袁%冤
Table 3 Comparison of sucrose preference index

among different groups of mice (曾依s, %)
组别

空白组

哮喘组

哮喘肝郁组

布地奈德组

柴朴汤组

n

10
10
10
10
10

第 1 天

64.61依4.65
65.07依5.01
64.12依4.76
64.98依4.74
65.28依4.69

第 28 天

65.18依4.83
64.04依4.92
39.23依5.13**翌翌

42.10依3.53
62.90依4.32##吟

注院与空白组比较袁**P约0.01曰与哮喘组比较袁翌翌P约0.01曰与哮喘肝

郁组比较袁##P约0.01曰与布地奈德组比较袁吟P约0.05遥

表 4 各组小鼠游泳不动时间比较渊曾依s袁s冤
Table 4 Comparison of swimming immobility time among

different groups of mice (曾依s, s)
组别

空白组

哮喘组

哮喘肝郁组

布地奈德组

柴朴汤组

n
10
10
10
10
10

第 1 天

58.20依5.47
59.40依5.02
57.80依5.22
58.90依6.26
58.50依6.14

第 28 天

58.40依4.84
60.50依5.74
83.00依6.15**翌翌

73.60依6.19##

65.48依5.41##吟

注院与空白组比较袁**P约0.01曰与哮喘组比较袁翌翌P约0.01曰与哮喘肝

郁组比较袁##P约0.01曰与布地奈德组比较袁吟P约0.05遥

表 5 各组小鼠肺功能指标比较渊曾依s冤
Table 5 Comparison of pulmonary function indices

among different groups of mice (曾依s)
组别

空白组

哮喘组

哮喘肝郁组

布地奈德组

柴朴汤组

n
5
5
5
5
5

FVC/mL
0.75依0.04
0.59依0.06**
0.48依0.06**翌翌

0.66依0.04##

0.63依0.04##

PEF/渊mL/s冤
14.87依1.74
11.47依1.08**
8.79依0.86**翌翌

12.25依1.29##

13.18依1.50##

RL/渊cmH2O窑s/mL冤
1.36依0.24
2.43依0.31**
2.79依0.20**
2.04依0.19##

2.01依0.22##

注院与空白组比较袁**P约0.01曰与哮喘组比较袁翌翌P约0.01曰与哮喘肝

郁组比较袁##P约0.01遥
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表 6 各组小鼠血清 ACTH尧IL-6 比较渊曾依s冤
Table 6 Comparison of serum ACTH and IL-6 levels

among different groups of mice (曾依s)
组别

空白组

哮喘组

哮喘肝郁组

布地奈德组

柴朴汤组

n
5
5
5
5
5

ACTH/渊ng/L冤
51.73依6.84
71.14依7.49**

116.40依6.84**翌翌

105.43依4.67
88.84依7.19##

IL-6/渊ng/L冤
70.90依8.29
93.17依4.67**

119.06依5.45**翌翌

87.03依6.99##

78.56依5.59##

注院与空白组比较袁**P约0.01曰与哮喘组比较袁翌翌P约0.01曰与哮喘肝

郁组比较袁##P约0.01遥

IL-6 均显著升高渊P约0.01冤曰与哮喘组比较袁哮喘肝

郁组 ACTH 及 IL-6 均显著升高渊P约0.01冤曰与哮喘肝

郁组比较袁布地奈德组 IL-6 明显下降渊P约0.01冤袁柴
朴汤组 ACTH 及 IL-6 均明显下降渊P约0.01冤遥 详见

表6遥

3.7 各组小鼠病理学观察结果

小鼠 HE 染色结果显示院空白组小鼠肺组织中

肺泡结构完整袁肺泡间隔较薄袁肺组织形态正常袁无
明显炎症细胞浸润袁组织结构清晰袁未见明显病理性

改变曰哮喘组小鼠肺组织可见明显的气道壁增厚尧平
滑肌层增生袁伴随大量炎症细胞浸润袁肺泡腔缩小袁
部分区域出现炎性浸润和黏液堆积曰与哮喘组相比袁
哮喘肝郁组的气道壁增厚更加明显袁平滑肌层显著

增生袁炎症细胞浸润更加严重袁伴有明显的黏液堆

积袁肺组织结构受损袁表现出更为严重的病理改变曰

布地奈德组小鼠气道壁增厚和平滑肌增生有所减

轻袁炎症细胞浸润减少袁肺泡结构较为完整袁病理性

损伤较哮喘组和哮喘肝郁组有所改善曰与布地奈德

组比较袁柴朴汤组气道壁和平滑肌层增生明显减轻袁
炎症细胞浸润减少遥 详见图 1遥

小鼠 Masson 染色结果显示院空白组小鼠肺组织

肺泡结构完整袁气道壁薄袁肺泡间隔无明显胶原纤维

沉积袁组织结构正常曰哮喘组小鼠肺组织中气道壁增

厚袁周围有较明显的胶原纤维沉积袁表现为蓝色染色

加深袁尤其是在气道周围和平滑肌层袁肺组织出现纤

维化特征袁提示气道重塑和纤维化曰与哮喘组相比袁
哮喘肝郁组的气道壁增厚更显著袁平滑肌增生更加

严重袁气道周围的胶原纤维沉积显著增加袁蓝色染色

区域扩展袁纤维化程度加重袁显示出更明显的病理改

变曰与哮喘肝郁组相比袁布地奈德组气道壁厚度有所

降低袁胶原纤维沉积减少袁气道平滑肌增生有所缓

解袁蓝色染色区域缩小袁纤维化程度得到一定改善曰
与布地奈德组相比袁柴朴汤组的肺组织结构进一步

改善袁气道壁厚度显著降低袁胶原纤维沉积显著减

少袁蓝色染色区域较少遥 详见图 2遥
4 讨论

哮喘是一个全球范围内的公共卫生问题袁 其患

病率逐年上升袁严重影响患者的生活质量[10]遥 随着现

代社会生活节奏的加快和工作压力的增加袁情志因

图 1 各组小鼠肺组织 HE染色结果渊伊200袁标尺院50 滋m冤
Fig.1 HE staining results of lung tissue among different groups of mice (伊200, scale: 50 滋m)

图 2 各组小鼠肺组织 Masson 染色结果渊伊200袁标尺院50 滋m冤
Fig.2 Masson staining results of lung tissue among different groups of mice (伊200, scale: 50 滋m)
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素在哮喘发病中的作用逐渐受到关注遥 研究表明袁
心理压力可通过神经内分泌和免疫系统的变化袁影
响哮喘的发展并加重哮喘症状[11-12]遥 中医学认为袁肝
主疏泄袁调畅情志袁性喜条达而恶抑郁遥 肝失条达袁
疏泄失司袁则气机郁滞袁津液输布不利袁凝聚成痰袁使
肺气宣降失司袁肺气上逆袁发为哮喘遥 临床上哮喘患

者经中医辨证为肝郁证的比例较高袁如一项对 305
例哮喘急性发作患者的研究中袁辨证为肝郁证的

患者占68.2%[13]遥 在另一项对 110 例哮喘患儿的研

究中袁肝郁证患儿的比例达 33.64%[14]遥 然而袁目前尚

无公认的哮喘肝郁证动物模型制备方案袁且缺乏

标准化的造模评价指标袁限制了对该病证结合机制

的深入研究遥
国内外研究中常使用小鼠尧大鼠和豚鼠来建立

哮喘模型袁其中小鼠袁尤其是 C57BL/6 小鼠袁由于其

免疫遗传背景清楚尧品系单纯尧对致敏因子敏感袁被
广泛应用于哮喘研究[15]遥 此外袁C57BL/6 小鼠对CUMS
反应敏感[16]袁是肝郁证模型研究的首选品系遥 肝郁证

以情志抑郁为主要表现袁临床上常以女性为主遥 既

往研究显示袁雌性小鼠更容易出现抑郁样的负面情

绪袁对慢性应激比雄性小鼠更敏感[17]遥 因此袁本实验

选择 C57BL/6 雌性小鼠作为研究对象遥 在既往研究

中袁哮喘动物模型通常通过卵清蛋白与氢氧化铝联

合使用进行致敏袁但这种方法与临床哮喘发病的实

际情况并不一致遥HDM 是哮喘患者中最常见的过敏

原之一袁约 85%的患者对其过敏[18-19]遥 因此袁在哮喘

动物造模中使用 HDM 能够更好地模拟临床哮喘的

过敏性反应遥 在哮喘模型基础上袁为更好地模拟肝

郁证状态袁通常采用慢性束缚法[20]或 CUMS 法[2-3]进

行肝郁证造模遥 肝郁证多因情志抑郁袁所思不遂而

引起袁在制作肝郁证动物模型时袁采用慢性束缚限

制动物活动是有效的造模手段[21]遥 但是袁连续使用单

一的慢性束缚方法会导致小鼠产生耐受性[20]遥 相比

之下袁CUMS 方法更为合适袁因为其应激因子强度较

低袁能够长期应用袁更加符合肝郁证的发病机制[22]遥
本研究通过联合使用 HDM 滴鼻和 CUMS 构建哮喘

肝郁证病证结合的小鼠模型袁成功模拟了哮喘肝郁

证的病理状态遥 哮喘组表现出皮毛无光泽尧活动减

弱和呼吸急促等典型哮喘症状袁而哮喘肝郁组小鼠

表现出更为明显的情绪抑郁尧活动减少等肝郁症状遥

与空白组和哮喘组相比袁哮喘肝郁组小鼠一般状况

评分显著增加袁说明本研究所采用的造模方法可以

有效模拟哮喘肝郁证的病理特征袁为后续干预措施

的效果评价提供了可靠的动物模型遥
柴朴汤是本课题组长期研究用于治疗哮喘的中

药复方袁由小柴胡汤渊出自叶伤寒论窑辨太阳病脉证并

治曳冤和半夏厚朴汤渊出自叶金匮要略窑妇人杂病脉

证并治第二十二曳冤组成袁其功效为疏肝行气解郁尧
理肺化痰平喘袁从中医野以方测证冶的角度分析袁柴朴

汤适用于哮喘肝郁证遥本研究结果表明袁与哮喘组比

较袁哮喘肝郁组一般状态尧肺功能及肺组织病理形态

更差袁体质量及糖水偏好指数均减少袁游泳不动时

间延长袁血清ACTH 及 IL-6 均增加遥 柴朴汤干预可

有效改善构建的哮喘肝郁证模型小鼠的一般状况尧
体质量尧糖水偏好指数尧游泳不动时间尧肺功能及肺

组织病理损伤袁血清 ACTH 及 IL-6 明显下降遥 且柴

朴汤组在改善小鼠体质量尧糖水偏好指数及游泳不

动时间方面均优于布地奈德组遥 从中医证候治疗方

面反证小鼠哮喘肝郁证动物模型构建成功遥 本研究

采用 HE 和 Masson 染色对小鼠肺组织进行病理学

观察袁结果显示袁哮喘和哮喘肝郁小鼠的气道壁增

厚尧平滑肌层增生袁并伴随大量炎症细胞浸润及胶原

纤维沉积袁提示存在显著的哮喘样病变遥而柴朴汤组

小鼠的肺组织结构接近正常袁气道壁和平滑肌层增

生显著减轻袁炎症细胞浸润及胶原纤维沉积减少袁
提示柴朴汤对哮喘肝郁证小鼠的气道炎症及气道

重塑具有显著的改善作用遥
综上所述袁本研究构建的哮喘肝郁证模型具备

野病冶野证冶特点袁通过对小鼠一般状况的观察袁同时结

合体质量尧糖水偏好指数尧游泳不动时间尧肺功能指

标尧血清 ACTH 及 IL-6尧小鼠肺组织病理形态袁以及

以方测证多方面评价哮喘肝郁证模型构建成功遥但

是本研究也存在不足袁对于哮喘肝郁证有代表性的检

测指标仅考虑了文献报道相关的 ACTH[23]与 IL-6[24]袁
这两个指标是否是哮喘肝郁证有别于哮喘其他证

型的典型指标尚不清楚袁仍需要进一步研究遥 基因

组学尧转录组学尧蛋白质组学及代谢组学等技术袁为
研究哮喘肝郁证有别于其他证型的典型指标提供

了更多手段和方法袁希冀通过继续研究不断优化造

模方案及评价指标袁构建更加符合中西医临床病证

特点的哮喘肝郁证动物模型遥
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