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也摘要页 目的 探讨五虎汤通过调控miR-182-5p 表达靶向烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶 4渊NOX4冤/NOD 样受体热蛋白结

构域相关蛋白 3渊NLRP3冤/白细胞介素-1茁渊IL-1茁冤信号通路缓解哮喘小鼠气道炎症的作用机制遥方法 将 42 只 Balb/c小鼠随机分为

空白组渊A组袁6只冤和造模组渊36只冤遥通过腹腔注射屋尘螨诱导小鼠致敏袁并予聚肌胞苷酸模拟病毒感染诱发哮喘急性发作模型遥将
造模成功的 36只小鼠随机分为 6组[模型组渊B 组冤尧miR-182-5p agomir 组渊C 组冤尧MicroRNA Agomir negative control 组渊D组冤尧五虎

汤+miR-182-5p agomir组渊E组冤尧五虎汤+MicroRNA Agomir negative control组渊F组冤尧五虎汤组渊G组冤]袁每组 6 只遥 C尧D 组给予纯

水灌胃并分别予 miR-182-5p agomir尧 MicroRNA Agomir negative control 滴鼻袁E尧F尧G 组予以五虎汤灌胃并分别予 miR-182-5p
agomir尧 MicroRNA Agomir negative control尧DEPC水滴鼻袁A尧B组予等体积纯水灌胃和DEPC水滴鼻袁以上处理均 1次/d袁连续处理 7 d
后处死小鼠取材遥 观察小鼠一般行为学表现曰HE尧Masson染色法观察小鼠肺组织气道炎症细胞浸润尧气道胶原纤维沉积情况曰Western
blot法检测小鼠肺组织中 NOX4尧NLRP3尧IL-1茁 的蛋白表达水平曰qPCR 检测 miR-182-5p 含量遥 结果 与 A 组相比袁B组小鼠可见不

同程度的频繁抓鼻尧呼吸加快尧腹肌抽动袁甚至口唇青紫袁行为改变显著遥与B组相比袁C尧F尧G组行为改变好转袁偶有挠鼻尧呼吸频率减慢袁
无喘息尧缺氧表现曰E 组呼吸频率明显减慢袁呼吸平稳曰D 组行为学无明显改善袁呼吸频率快遥 与 A组相比袁B 组可见大量炎症细胞浸

润袁支气管间隙水肿曰气道及血管下胶原纤维明显沉积遥 与 B组相比袁C尧F尧G 组病理表现缓解袁炎症细胞浸润减少袁间质水肿不同程

度吸收袁胶原纤维沉积减少曰E 组改变更加明显袁仅有少量炎症细胞浸润袁无明显间质水肿袁支气管下方胶原纤维沉积明显减少曰D 组

HE 染色仍见较多炎症细胞袁胶原纤维沉积改善不明显遥 与 A 组相比袁B 组 miR-182-5p 含量下降渊P<0.05冤袁NOX4尧NLRP3尧IL-1茁蛋

白表达升高渊P<0.05冤遥 与B组相比袁C尧E尧F尧G组小鼠miR-182-5p含量上升渊P<0.05袁P约0.001冤袁NOX4尧NLRP3尧IL-1茁 蛋白表达下降渊P<
0.05袁P约0.001冤遥 与 C 组相比袁D 组miR-182-5p 含量下降渊P<0.05冤袁NOX4尧NLRP3尧IL-1茁蛋白表达升高渊P<0.05冤遥 与 E 组相比袁F尧G
组miR-182-5p含量下降渊P<0.05冤袁NOX4尧NLRP3尧IL-1茁 蛋白表达升高渊P<0.05冤遥 结论 五虎汤可以改善哮喘小鼠哮喘表现袁减轻气

道炎症袁可能与促进miR-182-5p高表达尧抑制 NOX4/NLRP3/IL-1茁通路激活有关遥
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支气管哮喘渊bronchial asthma, BA冤是儿童时期

最常见的慢性呼吸系统疾病之一袁近几年本病的发

病率在全球呈现逐年上升趋势[1]遥 BA 严重影响患儿

身心健康袁并会给家庭和社会造成沉重负担遥 近年

来袁我国儿童 BA 诊治取得巨大进展袁但治疗效果有

限[2]袁病毒感染导致的 BA 急性发作是造成儿童住院

1. The First Hospital of Hunan University of Chinese Medicine, Changsha, Hunan 410007, China;
2. Hunan University of Chinese Medicine, Changsha, Hunan 410208, China

也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the mechanism of action by which Wuhu Decoction alleviates airway inflammation in
asthmatic mice by regulating the expression of miR-182-5p to target the nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 4
(NOX4)/NOD-like receptor thermal protein domain associated protein 3 (NLRP3)/interleukin-1茁 (IL-1茁) signaling pathway. Methods
A total of 42 Balb/c mice were randomly divided into blank group (Group A, n=6) and modeling group (n=36). The mice were sensitized
by intraperitoneal injection of house dust mite, and acute asthma attack was induced by polyinosinic-polycytidylic acid to simulate
viral infection. Thirty-six successfully modeled mice were further randomized into six subgroups with six mice each: model group
(Group B), miR-182-5p agomir group (Group C), MicroRNA Agomir negative control group (Group D), Wuhu Decoction+miR-182-5p
agomir group (Group E), Wuhu Decoction+MicroRNA Agomir negative control group (Group F), and Wuhu Decoction group (Group G).
Mice in Groups C and D received pure water by gavage and were treated with miR-182-5p agomir or MicroRNA Agomir negative
control via intranasal instillation, respectively. Mice in Groups E, F, and G received Wuhu Decoction by gavage, followed by nasal
drip of miR-182-5p agomir, MicroRNA Agomir negative control, or diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated water, respectively. Mice in
Groups A and B were given pure water by gavage and DEPC-treated water via intranasal instillation. All treatments were performed
once daily for seven consecutive days, after which the mice were sacrificed for sample collection. General behavioral performance
of the mice were observed. HE and Masson staining were used to evaluate airway inflammatory cell infiltration and collagen fiber
deposition in mouse lung tissues. Western blot was employed to examine the protein expression levels of NOX4, NLRP3, and IL-1茁
in mouse lung tissues, and qPCR was used to measure the expression of miR-182-5p. Results Compared with Group A, mice in
Group B exhibited significant behavioral changes, including frequent nose scratching, accelerated respiration, abdominal muscle
twitching, and even cyanosis of the lips and mouth to varying degrees. In contrast to Group B, mice in Groups C, F, and G showed
improved behavioral performance, with occasional nose scratching, reduced respiratory rate, and no wheezing or hypoxia; mice in
Group E presented with a markedly decreased and stable respiratory rate; while mice in Group D showed no significant
improvement in behavior and maintained a high respiratory rate. Histopathologically, Group B displayed massive inflammatory cell
infiltration, bronchial interstitial edema, and obvious collagen fiber deposition around the airways and blood vessels compared with
Group A. Compared with Group B, Groups C, F, and G showed alleviated pathological manifestations, with reduced inflammatory
cell infiltration, partial resolution of interstitial edema and decreased collagen fiber deposition; these improvements were more
pronounced in Group E, with only a small amount of inflammatory cell infiltration, no obvious interstitial edema, and significantly
reduced collagen fiber deposition under the bronchi; Group D still had a large number of inflammatory cells observed by HE
staining, and the improvement of collagen fiber deposition was not obvious. At the molecular level, compared with Group A, Group
B had a significantly decreased expression of miR-182-5p (P<0.05) and increased protein expression levels of NOX4, NLRP3, and
IL-1茁 (P<0.05). Compared with Group B, Groups C, E, F, and G showed elevated expression of miR-182-5p (P<0.05, P<0.001) and
downregulated protein expression of NOX4, NLRP3, and IL-1茁 (P<0.05, P<0.001). In comparison with Group C, Group D had lower
expression of miR-182-5p (P<0.05) and higher protein expression levels of NOX4, NLRP3, and IL-1茁 (P<0.05). Moreover, compared
with Group E, Groups F and G exhibited decreased miR-182-5p expression (P<0.05) and upregulated protein expression of NOX4,
NLRP3, and IL-1茁 (P<0.05). Conclusion Wuhu Decoction can ameliorate asthmatic symptoms and reduce airway inflammation in
asthmatic mice, which may be associated with promoting the high expression of miR-182-5p and inhibiting the activation of the
NOX4/NLRP3/IL-1茁 signaling pathway.

也运藻赠憎燥则凿泽页 bronchial asthma; Wuhu Decoction; nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 4; miR-182-5p;
NOD-like receptor thermal protein domain associated protein 3; interleukin-1茁
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的主要原因[3]遥 BA 的病理特征为慢性气道炎症以及

气道高反应性渊airway hyper reactivity, AHR冤[2]遥 研

究发现袁BA 发病与氧化应激异常密切相关[4]遥烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶 4渊nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate oxidase, NOX4冤负责活性氧

渊reactive oxygen species, ROS冤的生成袁是加重氧化

应激的重要蛋白分子袁而 ROS 过度积累则会进一步

导致细胞功能紊乱[5]遥 NOD 样受体热蛋白结构域相

关蛋白 3渊NOD-like receptor thermal protein domain
associated protein 3, NLRP3冤炎症小体是引发气道

上皮细胞炎症反应的经典蛋白[6]遥 在细胞氧化应激

过程中袁ROS 失控性增加导致 NLRP3 小体激活[7-8]袁
激活的 NLRP3 将下游无活性的前体白细胞介素-
1茁渊pro-interleukin-1茁, pro-IL-1茁冤变为有活性的白细

胞介素渊interleukin, IL冤-1茁袁从而发挥炎症效应[8]遥 微

小 RNA渊microRNA, miRNA冤是一种内源性非编码

RNA[9]袁通过抑制靶点信使 RNA渊message RNA, mR鄄
NA冤介导的目的蛋白翻译过程发挥作用[10]遥 近期研

究表明袁miRNA 可参与细胞生命周期的多个阶段袁
对 BA 等慢性疾病的发生发展有重要作用[11]遥 miR-
182-5p 是与 NOX4 mRNA 密切相关的一类 miRNA袁
影响着呼吸系统相关疾病的发生发展[12]遥 目前袁吸入

性糖皮质激素和 茁2 受体激动剂是 BA 发作时常用的

缓解药物袁但对激素抵抗型患儿的治疗效果不佳[13]遥
中医治疗小儿 BA 历史悠久袁临床疗效确切且不

良反应较少袁在防治哮喘方面独具特色[14]遥名方五虎

汤可用于治疗小儿痰哮尧胎前咳嗽等多种疾病[15]遥前

期实验证明袁五虎汤及其加减方具有改善气道炎症尧
缓解气道重塑尧调控 miRNA 表达的诸多作用,并证

明其可能通过干预 miRNA21a-5p 介导的信号转导

及转录活化因子 3渊signal transducers and activators
of transcription 3, STAT3冤通路的变化改善哮喘小

鼠气道炎症[16-18]遥 目前袁针对 miR-182-5p 的研究仍

处于初始阶段袁中医药调控 miR-182-5p 的研究较

少遥 因此袁本研究基于既往实验成果袁旨在研究五虎

汤对 miR-182-5p 的调控作用袁进一步明确以NOX4/
NLRP3/IL-1茁 为代表的氧化应激-炎症反应通路在

BA 疾病中的重要作用袁揭示五虎汤治疗 BA 的可能

作用靶点袁补充中医药治疗 BA 的现代科学依据遥

1 材料与方法

1.1 动物

SPF 级雌性 Balb/c 小鼠 42 只袁6 周龄袁体质量

渊21.1依1.0冤 g袁购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司[动物许可证号院SCXK渊湘冤2021-0002]袁饲养于湖

南中医药大学第一附属医院实验动物中心院环境

湿度 40%~60%袁温度 19~23 益袁保持正常的明暗交

替及自由进食尧饮水遥 本实验已获湖南中医药大学

第一附属医院实验动物伦理委员会批准 渊编号院ZY
FY20220615-21冤遥
1.2 主要药品及试剂

屋尘螨渊北京博蕾德生物科技有限公司袁批号院
XPB91D3A2.5冤曰 聚肌胞苷酸尧mmu-miR-182-5p
agomir尧MicroRNA Agomir negative control渊美国Med-
ChemExpress 公司袁批号院HY-107202尧HY-R02701A尧
HY-R04602A冤曰山羊抗兔二抗尧NOX4兔多克隆抗体尧
IL-1茁 兔多克隆抗体尧NLRP3 兔多克隆抗体尧茁-
actin 兔多克隆抗体尧增强型 RIPA 裂解液尧超敏 ECL
化学发光即用型底物渊武汉博士德生物袁批号院BA1055尧
BM4135尧A00101尧BA3677尧BA2305尧AR0102 -100尧
AR1171冤曰预染标准蛋白尧PBS 缓冲液渊瑞典麦迪逊

加公司袁批号院N6616尧PBS-1050冤曰HE 染色试剂盒渊碧
云天生物技术有限公司袁 批号院C0105S冤曰Masson三
色染色试剂盒尧无菌无酶水渊北京兰杰科技有限公

司袁批号院BL1059B尧BL510B冤曰吐温-20渊北京索莱宝科

技有限公司袁批号院T8220冤曰超纯总 RNA 提取试剂盒

渊杭州新景生物试剂开发有限公司袁批号院5003050冤曰
NovoStart R茵SYBR 高灵敏度 SYBR 荧光定量 PCR 预

混液尧NovoScript R茵Plus 全能型第一链 cDNA 合成预

混液渊苏州近岸蛋白科技股份有限公司袁批号院E099-
01A尧E047-01B冤遥
1.3 主要仪器

台式高速冷冻离心机渊长沙湘锐离心机有限公

司袁型号院TGD-22MC冤曰电子分析天平渊美国奥豪斯

公司袁型号院AX223ZH冤曰化学发光系统渊美国伯乐生

命医学产品有限公司袁型号院CheemiDoc XRS+Imager冤曰
垂直电泳仪[韦克斯科技渊北京冤有限公司袁型号院
WIX-miniPRO4]曰酶标检测仪渊美国铂金埃尔默股份

有限公司袁型号院Enspire冤曰紫外可见分光光度计渊日
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本岛津公司袁型号院UV1800冤曰荧光定量 PCR 仪渊德国

艾本德股份公司袁型号院Realplex2冤遥
1.4 五虎汤的制备

根据前期相关实验的最佳疗效[19]袁得出药物剂

量为院麻黄 2.4 g袁苦杏仁 6.0 g袁生石膏 9.0 g袁生甘

草 2.4 g袁细茶叶 4.8 g渊处方为 5~6 岁儿童剂量冤遥根
据叶药理学实验方法曳[20]中记载的药物计算公式袁参
照 5~6 岁儿童临床剂量折合 20 g 小鼠等效剂量为

[渊24.6 g/20 kg冤伊9.1伊0.02=0.22 g/d]遥 取麻黄置于提

取罐中先煎煮袁药汁去沫后加入其他药物袁煎煮

0.5 h袁待药液浓缩至大约 20 mL 时滤出药液曰再
向药渣中加入纯水袁第二次煎煮 0.5 h袁待药液约 20 mL
时滤出袁合并 2 次滤液再次过滤后袁浓缩至约 20 mL袁
生药浓度 1.23 g/mL袁置于 4 益保存待用遥 五虎汤药材

均购自湖南中医药大学第一附属医院门诊中药房遥
1.5 其他药物的制备

致敏工作液院将屋尘螨制剂干粉溶于 PBS 液体

中袁再将溶液稀释到 0.5 mg/mL袁待其完全溶解后使

用遥 激发工作液院将聚肌胞苷酸制剂溶于 PBS 中袁
将混合液体按照 1 mg颐2 mL 进行稀释袁现配现用遥
miR-182-5p 干预试剂院根据试剂说明书要求袁将
mmu-miR-182-5p agomir尧MicroRNA Agomir negative
control 试剂干粉溶于 DEPC 水中袁配制成 5 pmol/滋L
的工作液袁分装后于-20 益冰箱中保存遥
2 方法

2.1 分组与给药方法

42 只小鼠适应性喂养 1 周袁根据体质量随机选

取 6 只作为空白组渊A 组冤袁余 36 只为造模组遥 根据

既往造模方法[21]袁制定急性 BA 小鼠模型院将造模组

小鼠适应性喂养结束后定为实验第 0 天袁分别于实

验第 0尧7尧14 天向造模组小鼠腹腔注射致敏工作液

0.1 mL渊0.5 mg/mL冤进行致敏遥自实验第 21 天起袁每
日在小鼠鼻腔内滴注聚肌胞苷酸激发工作液 40 滋L
渊0.5 mg/mL冤进行激发袁连续干预 3 d遥 当小鼠呈现

出烦躁不安尧频繁抓鼻袁呼吸加快尧程度加深袁或静伏

于一处尧弓背袁严重者出现颈部前伸尧胸部内缩袁呈现

类似喘息样动作袁可判定造模成功[22]遥 将造模成功后

的小鼠随机分为 6 组院模型组渊B 组冤尧miR-182-5p
agomir 组渊C 组冤尧MicroRNA Agomir negative con鄄
trol 组 渊D组冤尧 五虎汤+miR-182-5p agomir 组渊E
组冤尧五虎汤+MicroRNA Agomir negative control 组
渊F 组冤尧五虎汤组渊G 组冤袁每组 6 只遥

根据既往研究的给药方法 [23]袁自实验第 17 天

开始进行药物干预袁自实验第 21 天起调整给药时

间为激发开始前 3 h袁 干预方法如下院A尧B 组每日灌

胃纯水 0.4 mL+鼻腔滴注 DEPC 20 滋L曰C尧D 组

每日灌胃等体积纯水袁鼻腔分别滴注等量miR-182-5p
agomir尧MicroRNA Agomir negative con trol曰E尧F 组

每日灌胃等量五虎汤袁 鼻腔分别滴注等量 miR-
182-5p agomir尧MicroRNA Agomir negative control曰
G组每日灌胃等量五虎汤+鼻腔滴注等量 DEPC遥
以上干预 1 次/d袁连续干预 7 d遥最后一次激发/给
药 24 h 后处死小鼠并取材遥
2.2 肺组织标本提取及病理染色

造模给药并完成行为学观察后袁断颈处死小鼠袁
迅速提取小鼠肺组织袁置于多聚甲醛中固定袁包埋尧
切片尧脱蜡尧水化尧HE 染色/Masson 染色尧脱水尧封片

等处理后镜下观察遥
2.3 Western blot检测肺组织 NOX4尧NLRP3尧IL-1茁
蛋白的表达

称取适量肺组织袁配制裂解工作液袁按照100 mg颐
1 mL 的比例进行裂解袁随后离心取上清袁按照 BCA
蛋白定量试剂盒说明书要求进行蛋白定量袁随后加

入缓冲液进行蛋白变性曰配制好 10%电泳凝胶依次

上样袁以 80 V 电压电泳 30 min 后袁切换至120 V 电

泳直至结束曰取出电泳凝胶袁裁剪大小合适的PVDF
膜袁按照 300 mA恒定电流转膜 30 min遥转膜结束后袁
使用 5%脱脂奶粉封闭 1 h袁TBST清洗 1次袁10 min 后

加入配制好的一抗稀释液院兔多克隆抗体 NOX4渊1颐
1 000冤尧NLRP3渊1颐1 000冤尧兔多克隆抗体 IL-1茁渊1颐
1 000冤尧 兔多克隆抗体 茁-actin渊1颐10 000冤袁4 益缓慢

摇床孵育过夜遥 第二天袁TBST 清洗 3 次袁10 min/
次袁加入配制好的二抗稀释液袁室温孵育 1 h袁再次

TBST 清洗 3 次袁10 min/次遥 清洗完毕后袁使用 ECL
化学发光液袁在化学发光系统上曝光操作袁使用 Im鄄
ageJ 软件对图像进行灰度分析遥
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2.4 qPCR法检测小鼠肺组织 miR-182-5p表达

称取适量肺组织袁加入 RNA 提取液袁按照试剂

盒说明书进行 RNA 提取袁沉淀尧洗涤尧干燥后袁进行

浓度测定遥 根据逆转录试剂盒说明袁配制 20 滋L 反

应体系于 PCR 仪上进行逆转录遥 将 cDNA 根据试剂

盒说明袁配制反应体系袁并加入相应上下游引物袁于
荧光定量 PCR 仪上进行扩增遥 使用 U6 作为内参对

照袁使用相对定量法 2-荭荭Ct 计算表达量遥 引物序列详

见表 1遥
2.5 统计学分析

本研究采用 SPSS 26.0 软件进行统计分析遥 计

量资料符合正态分布且方差齐则以野曾依s冶描述袁所有

数据图表均采用 Prism 10.6.1 绘制而成遥 组间比较

采用单因素方差分析渊one-way ANOVA冤袁进一步两

两比较用 LSD 法袁若指标不符合正态分布或方差不

齐袁则采用 Kruskal-Wallis H 检验遥 以 P<0.05 为差

异具有统计学意义遥
3 结果

3.1 各组小鼠一般行为学表现比较

A 组小鼠干预前后行为学改变不明显袁饮水尧进
食正常袁呼吸平稳袁无挠鼻尧喘息等表现袁体质量增长

正常遥 与 A 组相比袁B 组小鼠可见频繁挠鼻尧喷嚏袁
部分存在喘息袁腹肌抽动袁甚至口唇青紫袁静卧不动

等提示为 BA 急性发作的表现袁随着干预时间增加袁
小鼠口唇发绀更为明显袁皮毛光泽度下降袁动作缓慢

等遥 与 B 组相比袁C尧F尧G 组小鼠行为学表现好转袁偶
有挠鼻尧呼吸频率减慢袁无喘息尧缺氧表现曰E 组小鼠

行为学表现改善更加明显袁呼吸频率明显减慢袁呼吸

尚平稳曰D 组行为无明显改善袁小鼠精神萎靡袁行动

迟缓袁呼吸频率快遥 与 C 组相比袁D 组小鼠行为学改

变明显加重遥 与 E 组相比袁F尧G 组小鼠行为学改变

加重袁偶有挠鼻袁呼吸频率轻度加快遥 与 F 组相比袁G
组小鼠行为学表现无明显差异遥
3.2 各组小鼠肺组织 HE 染色比较

A 组肺组织切片支气管及肺泡完整袁周围未见

炎症细胞浸润及肺间质水肿遥 与 A 组相比袁B 组支

气管周围广泛炎症细胞浸润袁有较广面的肺泡出血

和支气管间质水肿遥 与 B 组相比袁C尧F尧G 组小鼠的

肺组织炎症细胞浸润减少袁间质水肿不同程度吸

收曰E 组肺组织病理改变更加明显袁仅可见支气管周

围少量炎症细胞浸润曰D 组则未见以上变化袁仍见较

多炎症细胞遥 与 C 组相比袁D 组炎症细胞和支气管

间质水肿较严重遥 与 E 组相比袁F尧G 组小鼠支气管

周围可见部分混合性炎症细胞浸润袁支气管间质轻

度水肿遥与 F 组相比袁G 组小鼠病理表现未见明显差

异遥 详见图 1遥
3.3 各组小鼠肺组织 Masson 染色比较

A 组气道及血管下胶原沉积不明显遥 与 A 组相

比袁B 组中可见血管及支气管下方大量的胶原纤维

沉积遥 与 B 组相比袁C尧F尧G 组小鼠胶原纤维沉积明

显减少袁E 组改变则更为明显袁仅有少量胶原纤维沉

积表现曰D 组沉积范围则无明显减少袁仍有较多纤维

沉积遥 与 C 组相比袁D 组胶原纤维沉积面积较大遥 与

E 组相比袁F尧G 组小鼠沉积范围较大曰与 F 组相比袁
G 组小鼠胶原纤维沉积无明显差异遥 详见图 2遥
3.4 各组小鼠肺组织 NOX4尧NLRP3尧IL-1茁 蛋白表

达比较

与 A 组相比袁B 组 NOX4尧NLRP3尧IL-1茁 蛋白表

达水平均升高渊P<0.05冤曰与 B 组相比袁C尧E尧F尧G 组

NOX4尧NLRP3尧IL-1茁 蛋白表达水平均降低渊P<0.05袁
P<0.001冤遥 与 C 组相比袁D 组 NOX4尧NLRP3尧IL-1茁
蛋白表达水平升高渊P<0.05冤遥 与 E 组相比袁F尧G 组

NOX4尧NLRP3尧IL-1茁 蛋白表达水平升高渊P<0.05冤遥
表 1 qPCR引物序列

Table 1 Primer Sequences for qPCR
引物名称

U6

mmu-miR-182-5p

引物序列渊5'-3')
正向院CTCGCTTCGGCAGCACA
反向院AACGCTTCACGAATTTGCGT
正向院ACACTCCAGCTGGGTTTGGCAATGGTAGAACTC
反向院CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCGGTGTGA

长度/bp
75

69
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图 1 五虎汤对各组小鼠肺组织气道炎症的影响渊HE袁伊200冤
Fig.1 Effects of Wuhu Decoction on airway inflammation in lung tissues of mice in different groups (HE staining, 伊200)

A 组 B 组 C 组 D 组

E 组 F 组 G 组

图 2 五虎汤对 BA小鼠肺组织气道胶原纤维沉积的影响渊Masson袁伊200冤
Fig.2 Effects of Wuhu Decoction on airway collagen fiber deposition in lung tissues of mice in

different groups (Masson staining, 伊200)
注院蓝色部分为胶原纤维遥

A 组 B 组 C 组 D 组

E 组 F 组 G 组

与 F 组相比袁G 组 NOX4尧NLRP3尧IL-1茁 蛋白表达水

平差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥 详见图 3要4遥
3.5 各组小鼠肺组织 miR-182-5p 表达比较

与 A 组相比袁B 组 miR-182-5p 表达水平降低

渊P<0.05冤遥与 B 组相比袁C尧E尧F尧G 组 miR-182-5p 表

达水平上升 渊P<0.05袁P<0.001冤遥 与 C 组相比袁D 组

miR-182-5p 表达水平降低渊P<0.05冤遥 与 E 组相比袁
F尧G 组 miR-182-5p 表达水平降低渊P<0.05冤遥 与F
组相比袁G 组 miR-182-5p 表达水平差异无统计学

意义渊P跃0.05冤遥 详见图5遥

图 3 各组小鼠肺组织 NOX4尧NLRP3尧IL-1茁蛋白电泳图

Fig.3 Western blot analysis of NOX4, NLRP3, and IL-
1茁 protein expression in lung tissues of mice in

different groups

茁

茁
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4 讨论

BA 是儿童期常见的慢性呼吸系统炎症疾病袁
过敏原尧感染等刺激源易诱发其急性发作袁严重影响

患儿的生长发育尧学习及运动功能[24]遥 尘螨是儿童

BA 最主要的致敏原袁85%以上的过敏性哮喘与尘螨

过敏相关[25]袁而病毒感染是诱发其急性发作的重要

因素[26]遥 氧化应激-炎症反应通路是 BA 研究的核心袁
控制气道炎症为治疗关键遥 NOX4 作为 ROS 生成的

关键催化剂袁与 BA 上皮细胞纤毛运动尧平滑肌及成

纤维细胞分化密切相关袁 并参与 BA的气道重塑与炎

症进程[27]遥 BA 小鼠模型研究证实袁NOX4 与 IL-13尧
IL-4 等炎症因子表达趋势一致袁抑制 NOX4 可显著

改善气道重塑及炎症[28]遥
BA 上皮细胞炎症反应涉及多条信号通路袁研

究表明袁NLRP3 作为主要炎症小体之一袁在先天免

疫中发挥重要作用袁其过度激活可以导致组织损伤袁
并加重卵清蛋白诱导的过敏性哮喘小鼠模型的 2 型

免疫炎症反应袁加重气道炎症表现[29]遥 氧化应激过程

是 NLRP3 激活的关键驱动因素袁研究发现袁NOX4 与

NLRP3激活存在明确的相关性[30]遥 ROS 可诱导NL鄄
RP3 小体激活袁使其中的关键效应蛋白胱天蛋白

酶-1 活化袁从而将 pro-IL-1茁 剪切转化为有活性的

IL-1茁袁后者分泌至细胞外与白细胞介素-1受体 1型
渊interleukin-1 receptor type 1, IL-1 R1冤结合袁招募

IL-1R 辅助蛋白激活下游信号袁启动包括 Toll 样受

体介导的核因子 资B 通路在内的炎症基因表达袁放
大炎症反应[31]遥 同时袁IL-1茁 可激活嗜酸性粒细胞合

成主要碱性蛋白拮抗 M2 受体袁导致乙酰胆碱过量

产生袁诱导平滑肌收缩并加重 AHR[32]遥在激素抵抗的

重症 BA 患者中袁NLRP3尧IL-1茁 高表达会加剧气道

中性粒细胞炎症袁抑制 NLRP3 活化可明显缓解 BA
症状[33]遥

miRNA 作为非编码 RNA 家族成员袁可以通过

结合 mRNA 3' 端介导其翻译抑制袁是疾病调控的重

要靶点[34]遥 研究表明袁miR-182-5p 在 BA 体内外模

型中均存在差异表达袁外源性激活 miR-182-5p可
改善 BA 小鼠肺组织氧化应激及气道炎症袁显著降低

NOX4尧NLRP3尧IL-1茁 蛋白表达及 ROS 含量袁为 BA
的 miRNA 靶向治疗提供理论依据[35]遥 本研究基于真

实世界尘螨致敏背景袁采用屋尘螨致敏联合病毒类

似物聚肌胞苷酸激活小鼠 Toll 样受体 3 模拟呼吸

道病毒感染袁构建 BA 急性发作小鼠模型[36]遥 造模成

功后袁小鼠出现喘息尧腹肌抽动尧唇口发绀等典型表

现袁HE 染色显示炎症细胞浸润袁Masson 染色提示胶

原纤维沉积曰经 miR-182-5p 激动剂干预后袁上述症

状及病理改变均显著改善遥 MicroRNA Agomir nega鄄

图 5 五虎汤对 BA小鼠肺组织 miR-182-5p 表达的影响

渊曾依s袁n=6冤
Fig.5 Effects of Wuhu Decoction on miR-182-5p express鄄

ion in lung tissues of BA mice 渊曾依s, n=6冤
注院与 A 组相比袁*P<0.05曰与 B 组相比袁#P<0.05袁###P<0.001曰与 C 组

相比袁吟P<0.05曰与 E 组相比袁&P<0.05遥

图 4 五虎汤对 BA小鼠肺组织 NOX4尧NLRP3尧IL-1茁蛋白含量的影响渊曾依s袁n=6冤
Fig.4 Effects of Wuhu Decoction on NOX4, NLRP3, and IL-1茁 protein levels in lung tissues of BA mice 渊曾依s, n=6冤

注院与 A 组相比袁*P<0.05曰与 B 组相比袁#P<0.05袁###P<0.001曰与 C 组相比袁吟P<0.05曰与 E 组相比袁&P<0.05遥

A B C
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tive control 制剂是进行 miRNA 激动实验的标准对

照试剂袁通过随机非同源序列排除脂质载体及非特

异性结合干扰 [37]袁证实了 miR-182-5p 激动剂的特

异性作用遥
中医学对儿童 BA 的认识始于叶素问窑通评虚实

论篇曳野乳子中风热袁喘鸣肩息冶袁认为其发病为内外

因共同作用所致遥 因小儿特殊的生理病理特点袁故
BA 的发病及治疗与成人存在明显差异袁 历代治喘

名家高度重视夙根伏痰尧伏火尧伏风等内因在儿童

BA 中的作用袁并认为风尧寒尧火等外邪侵袭引动伏痰

为BA 急性发作的主要原因[38]遥 现代医家认为袁病毒

感染作为一种时行外邪侵袭人体后常迅速化热入

里袁BA 发作的急性期常表现为痰饮与邪热搏结于

肺及气道袁由内至外呈现一派热象[39]遥 五虎汤具有宣

肺平喘尧清热化痰的功效遥方中石膏为君袁清泄肺热袁
麻黄宣肺平喘袁苦杏仁宣降肺气助平喘袁细茶叶清热

解毒化痰袁甘草调和诸药遥 现代药理学证实袁五虎汤

具有抗炎尧降低气道反应性尧抑制气道重塑及调控

miRNA 表达的作用袁但其具体机制尚未完全明确[40]遥
本研究结果显示袁miR-182-5p 激动剂与五虎汤

均能有效缓解 BA 急性发作小鼠的行为学表现袁改
善气道炎症及重塑遥 与模型小鼠相比袁五虎汤干预

的小鼠肺组织 NOX4尧NLRP3尧IL-1茁 蛋白含量降低袁
miR-182-5p 表达升高袁提示五虎汤可能通过激活

miR-182-5p 抑制 NOX4/NLRP3/IL-1茁 通路发挥作

用曰且五虎汤+miR-182-5p agomir 联合干预效果更

显著遥
综上袁本实验证实 miR-182-5p 调控的NOX4/

NLRP3/IL-1茁 通路在 BA 小鼠中具有关键作用袁五
虎汤可能通过激活 miR-182-5p 减少肺组织炎症细

胞浸润及胶原纤维沉积袁 抑制 NOX4 介导的 NL鄄
RP3/IL-1茁 炎症通路激活袁降低相关蛋白表达袁从而

发挥治疗效果遥 本研究的局限性在于未开展体外实

验以排除体内其他因素干扰袁后续将通过细胞实验

进一步明确机制遥
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