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三七总皂苷对支气管哮喘小鼠气道炎症及气道重建的影响 *
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摘要 目的：探讨三七总皂苷对支气管哮喘小鼠气道炎症及气道重建的影响。方法：选择昆明种小鼠 24只，将其随机分为三七总
皂苷(PNS)治疗组、阳性对照组(哮喘组)和阴性对照组，每组 8只。小鼠腹腔内注射氢氧化铝 -卵清蛋白悬浊液(OVA-Al(OH)3)进行
致敏，致敏完成后用 2%卵清蛋白溶液(OVA)雾化激发，在激发前 30分钟给药治疗，雾化激发 6周。建模完成后，做心肺组织灌流，
取左肺固定做 H&E染色，镜下观察评估气道病理学改变(气道狭窄阻塞率、气道上皮坏死糜烂率、上皮细胞杯状化生率、炎性细胞
浸润率及平滑肌增生率)；行免疫组织化学染色，用图像分析软件半定量测量转化生长因子 -beta1(TGF-茁1)的含量；行特殊染色，
用图像分析软件测量基底膜厚度；取右肺组织，利用酶联免疫吸附法(ELISA)测定肺组织匀浆白介素 -17(IL-17)因子的水平。结果：
①各组小鼠经心肺组织灌流后，与哮喘组比较，三七治疗组小鼠的肺部红肿减轻，肺表颜色较正常组略微泛红。②三七治疗组气

道狭窄率、上皮细胞坏死率、炎细胞浸润率、平滑肌增生率均显著低于哮喘组(P<0.05)，但与正常组比较无显著性差异(P>0.05)。③
三七治疗组气道上皮细胞 TGF-茁1含量显著低于哮喘组(P<0.001)，肺组织白介素 -17含量降低至哮喘组一半以下(P>0.05)，与对
照组相比均无显著性差异 (P=0.94，P=0.23)。④哮喘组、三七组和对照组小鼠的支气管基底膜厚度分别为 (0.7893± 0.014)、
(0.7216± 0.016)、(0.5655± 0.012) 滋m，哮喘组显著高于三七组和对照组，均具有显著性差异(P<0.05)。结论：三七总皂苷可以有效
改善支气管哮喘小鼠的气道重建，并抑制其气道炎性。
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The Effects of Panax Notoginseng Saponins on Airway Inflammation and
Remodeling in a Mouse Model of Bronchial Asthma*

To explore the effects of Panax notoginseng saponins on the airway inflammation and remodeling in a
mouse model of bronchial asthma. Twenty-four Kunming mice were selected and randomly divided into Panax notoginseng
saponins treatment (PNS) group, positive control group (asthma group) and control group. Each group was fed eight mice. Mice were
sensitized by intraperitoneal (i.p.) injections of OVA-AL(OH)3 suspension and exposed to 2% OVA solution for challenge after sensitiza-
tion. 0.5 h before challenge for 6 weeks. After the completion of modeling, the cardiopulmonary tissues were removed for tissue perfu-
sion. The left lung was removed for stainning by hematoxylin and eosin (H&E) to assess airway pathological alteration under a light mi-
croscopy (the ratio of airway stenosis, the ratio of erosion and necrosis of airway epithelial cells, the ratio of goblet cell metaplasia, the ra-
tio of inflammatory cell infiltration and the ratio of smooth muscle hyperplasia). The levels of TGF-茁1 was detected by immunohisto-
chemical staining, and analyzed using a Leica imaging system and computerized image analysis software to semi-quantified. The levels
of IL-17 in right lung tissue supernatants were measured by ELISA. ①After cardiopulmonary perfusion, in PNS group, the red
and swollen in lung tissue was alleviated in comparison with the asthma group, and a little red in comparison with the control group. ② In
PNS group, the ratio of airway stenosis, the ratio of erosion and necrosis of airway epithelial cells, the ratio of goblet cell metaplasia, the
ratio of inflammatory cell infiltration and the ratio of smooth muscle hyperplasia were significantly lower than those of the asthma group
(P<0.05). But no significant difference was observed between PNS group and control group (P>0.05). ③ The expression of TGF-茁1 in
PNS group was significantly lower than that of the asthma group (P<0.001). The level of IL-17 in PNS group decreased to less than a half
of asthma group (P>0.05). No significant difference was found when compared with the control group (p=0.94, p=0.23). ④ The thickness
of airway basement membrane of asthma group, PNS group and control group were (0.7893± 0.014), (0.7216± 0.016), and (0.5655±
0.012)滋m respectively, which was significantly higher in the Asthma group than those of the PNS group and control group (P<0.05).

PNS could effectively alleviate the process of airway reconstruction and inhibit the airway inflammation in a mouse model of
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前言

气道炎症是各型各期支气管哮喘(简称哮喘)的主要病理学
特征之一。慢性炎症导致支气管周及血管周出现各种炎性细

胞，炎性细胞、损坏的上皮细胞及肥大的腺体产生多种炎症介

质、细胞因子、粘液及痰液。当哮喘患者受到过敏原或其他刺激

后，气道管腔出现明显过强或过早的收缩反应，致使气道内气

流阻力增大，即气道高反应性[1]。气道炎症及气道高反应性长期

反复发作，导致气道组织病变而发生重建。IL-17是由 Th17细
胞和先天免疫细胞产生，可刺激多种促炎介质的产生[2]，从而募

集中性粒细胞等多种免疫细胞到达气道炎症部位，加剧自身过

敏炎症反应。此外，IL-17也参与诱导MUC粘蛋白基因的表达[3]，

使气道上皮杯状细胞及肥大细胞黏液分泌量增加。TGF-茁1是
一种多功能的细胞因子，在多种细胞内均可表达分泌，在气道

重建的过程中起主导作用，不仅直接促进成纤维细胞的生长与

分化，诱导平滑肌增生，而且间接抑制蛋白激酶网络中的一些

蛋白因子，使平滑肌细胞分泌蛋白的降解减少，导致网状基底

膜下胶原沉积、气道壁增厚[4]。

目前，治疗哮喘有抗过敏炎症疗法和抗 TGF-茁1抗体疗
法，糖皮质激素是目前治疗哮喘最有效的抗炎药之一，但大剂

量或者长期使用不仅会使基底膜增厚，而且会引起严重的副作

用[5]。研究发现，使用抗 TGF-茁1抗体治疗在气道重建的进程中
会增强气道高反应性，也会增加肺部成纤维细胞外基质胶原沉

积[6]。中医学认为，宿痰伏肺是哮喘的夙根[7]。痰浊阻滞气机，阻

碍血液流通，则血郁为淤；瘀血阻滞，痰瘀互结，则气道狭窄，脉

络不通，肺气郁滞；日久更致津血运行受碍，肺气亏虚，缠绵难

愈。从现代医学角度而言，在哮喘气道重塑过程中，大量炎性介

质的产生、细胞外基质的沉积可以理解为中医所谓的“宿痰”之

邪的形成。因此，中医祛瘀化痰疗法与现代医学抗炎、调节细胞

免疫治疗哮喘不谋而合。

三七根 Panax notoginseng (Burk.) F.H.Chen(五茄科 ,人参
属)是我国名贵的中药材，其有效的生物活性成分三七总皂苷
能促进血液循环、活血化瘀、抗血栓、抗炎、抗肿瘤和提高免疫

力等[8]。目前，尚未有文献报道三七总皂苷用于治疗哮喘。本研

究通过观察和分析三七总皂苷对支气管哮喘小鼠气道炎症、气

道重建、气道内 TGF-茁1、IL-17表达和气道基底膜厚度的影响，
旨在探讨三七总皂苷用于治疗支气管哮喘的价值。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂
选定昆明种雌性小鼠 24只为实验动物，6～ 8周龄，体质

量(20.0± 2) g，由昆明医科大学实验动物学部提供；地塞米松磷
酸钠注射液 5 mg/mL，由山东新华制药股份有限公司提供；鸡
卵清蛋白(OVA)、氢氧化铝 AL(OH)3由 Sigma公司提供；变性
裂解液由上海生工公司提供(产品号 PL014)；白介素 -17 细胞
因子(IL-17)ELISA试剂盒由武汉博士德公司提供；蛋白定量试
剂盒由美国 BIO-RAD 公司提供；转化生长因子 -beta 1
(TGF-茁1) 抗体由美国 R&D公司提供；链霉菌抗生物素蛋白 -
过氧化物酶由丹麦 DaKo公司提供；基底膜六胺银染色试剂盒

由北京世济合力公司提供。

1.2 实验方法和步骤
1.2.1 动物分组和模型的制备 将 24 只小鼠随机分为三七总
皂苷(PNS)治疗组、阳性对照组(哮喘组)和阴性对照组，每组 8
只。三七总皂苷治疗组和哮喘组在第 1天和第 15天腹腔注射
0.5 mL卵清蛋白 -氢氧化铝混悬液(OVA-AL(OH)3(含 15 滋g O-
VA，40 mg AL(OH)3)致敏，第 22天用 2%卵清蛋白 -生理盐水
雾化激发。三七总皂苷治疗组雾化吸入激发前 30 min腹腔注
射 PNS 0.5 mL(100 mg/kg/d)，哮喘组雾化吸入前 30 min腹腔注
射 0.5 mL生理盐水。隔天雾化一次，每次 45 min，一共激发 6周。
正常对照组致敏和激发的过程相同，均用生理盐水代替 OVA[9]。

1.2.2 标本采集和处理 建模完成后麻醉小鼠，剪开胸腔，将心

肺组织连同一起取出，做灌流冲洗。用注射器将生理盐水注入

左心室，一定力度按压注射器，待渗出清液肺组织灌洗干净后，

取左肺，用 10 %中性福尔马林固定液固定 24 小时，进行组织
脱水、透明、浸蜡、包埋、切片，做常规 H&E染色。取右肺组织冻
存于液氮中备用。

1.2.3 免疫组织化学检测 TGF-茁1 的表达水平 石蜡切片 (3
滋m)脱蜡和水化后，用蒸馏水冲洗三次，每次 3分钟。沸水浴 20
分钟，对组织抗原进行修复。每张切片加 50 滋L双氧水室温避
光孵育 10分钟。加入 50 滋L一抗(TGF-茁1)室温下孵育 30分
钟。逐滴滴加 50 滋L链霉菌抗生物素蛋白 -过氧化物酶溶液，
常温下蕴育 30分钟。滴加新鲜配制的 DAB显色剂，苏木素复
染，1:100盐酸酒精分化，TBST液冲洗返蓝。直接吹干，二甲苯
透明，中性树胶封固，显微镜下观察结果。

1.2.4 特殊染色测定基底膜厚度 切片(3 滋m)脱蜡至水，操作
步骤按照基底膜六胺银染色试剂盒说明书进行。

1.2.5 图像的采集及数据的获得 使用德国 Leica成像系统采
集图像。HE染色切片，在光学显微镜下观察气道病理学改变，
利用病理学评分方法[10]统计气道阻塞发生率，气道坏死率，气

道上皮细胞杯状化生率，炎性细胞浸润率，平滑肌增生率。用计

算机图像处理软件 Image-Pro Plus 6.0 半定量测定 TGF-茁1 含
量，测定每张切片上观察到的的支气管上皮细胞，其染色吸光

度 (AOD) 平均值表示其含量 (n=8)。用计算机图像处理软件
Image-Pro Plus 6.0测定基底膜厚度，沿着每个支气管周的基底
膜进行测量，测量每张切片上的所有观察到的支气管基底膜，

其平均值表示基底膜的厚度(n=8)。
1.2.6 ELISA法测定肺组织中 IL-17因子水平 在液氮罐中取

出冻存的肺组织，融化后吸去水分，加液氮充分研磨，待匀浆中

没有明显的组织块，滴加裂解液继续研磨 2分钟。将研磨液在
冰上进行超声破碎，超声 2 s，孵化 8 s，共 5 min。将破碎液涡旋
1 min，冰上冷却 2 min，重复 5次，随后在冰上振荡一小时。
4℃，12000× g离心一小时，取上清，-80℃保存[11]。全蛋白的定

量测定按照 DIO-RAD蛋白定量试剂盒说明书进行，随后取等
质量的蛋白质溶液，IL-17因子水平的测定按照 ELISA试剂盒
说明书进行。

1.3 统计学分析
各组数据采用均数± 标准差 (x± s) 表示，用 Graphpad

prism 5软件处理数据，两组间均数比较用 t检验，以 P<0.05为
差异有统计学意义。

bronchial asthma.
Bronchial asthma; TGF-茁1; IL-17; Thickness of basement membrane
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2 结果

2.1 三组小鼠肺大体观的比较
做心肺组织灌流前，肺部成均一深红色(图 1A)。灌流完成

后，哮喘组肺部组织有明显的红肿、血块和血点(图 1B)；三七总
皂苷治疗组肺部呈微红色，有细微的红血丝(图 1C)；对照组肺
部组织干净，清晰，呈白色(图 1D)。这表明 PNS对肺部组织有
一定的活血化瘀的效果。

2.2 三组小鼠肺 H&E染色结果的比较
H&E染色后行镜下观察，哮喘组小鼠气道周围有大量炎

性细胞浸润，包括嗜酸性粒细胞、淋巴细胞、中性粒细胞、巨噬

细胞；气道上皮细胞发生杯状化生、坏死糜烂，肥大细胞产生粘

液；气道壁增厚，平滑肌增生明显(图 2A)。三七总皂苷治疗组小
鼠气道及血管周围有少量炎性细胞浸润，气道上皮细胞完整，

气道轮廓清晰(图 2B)。对照组小鼠整个肺部组织结构完整，清

晰(图 2C)。由病理学计分方法统计得出：与哮喘组相比较，三七

组气道狭窄率、气道上皮细胞坏死率、炎性细胞浸润率及平滑

肌增生率均显著降低，差异均具有统计学意义(P<0.05)(图 3)，而其

与正常组比较差异均无统计学意义(P>0.05)，这表明三七总皂苷对
哮喘小鼠的气道炎症及结构变化有一定的抑制或改善作用。

图 1 各组小鼠心肺组织灌流前后的肺大体观的对比图(A-未灌流，B-哮喘组，C-三七组，D-正常组)

Fig. 1 Comparison of the lung gross appearance of mice in different groups before and after cardiopulmonary perfusion (A-untreated, B-Asthma group,

C-PNS group, D-Control group)

图 2 各组小鼠肺部组织切片 H&E染色图比较(绿色箭头指示炎性细胞浸润；黑色箭头指示气道上皮细胞坏死、杯状化生；

蓝色箭头指示平滑肌增生)(A-哮喘组，B-三七组，C-正常组)

Fig. 2 Comparison of the HE staining results of lung of mice in each group (Green arrow expressed inflammatory cells infiltration; Black arrow expressed

airway epithelial cell necrosis, goblet cell metaplasia; Blue arrow expressed smooth muscle hyperplasia) (A-Asthma group, B-PNS group, C-Control group)
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图 5 各组小鼠气道基底膜厚度对比图及其厚度散点分布图比较

(400× )

Fig. 5 Comparison of airway basement membrane thickness and the

scatter distribution of mice in each group (400× )

(A-哮喘组，B-三七组，C-正常组)注：**P<0.01，***P<0.001，与三七组

比较，n=8。

(A-Asthma group, B-PNS group, C-Control group)

Note: **P<0.01, ***P<0.001, compared with PNS group, n=8.

2.3 各组小鼠气道上皮细胞中 TGF-茁1含量的比较

免疫组织化学染色后观察到哮喘组气道上皮细胞大面积

染成棕色(AOD=0.1564± 0.004)，三七组少量气道上皮细胞染

成棕黄色(AOD=0.0983± 0.005)，正常对照组气道上皮细胞染

色较浅(AOD=0.0979± 0.0039)。从散点分布图比较哮喘组与三
七治疗组气道上皮细胞 TGF-茁1含量比较有显著性差异，三七

组显著低于哮喘组(P<0.001)，而三七组与对照组相比没有显著

性差异(P=0.94)，这表明三七总皂苷能显著降低哮喘小鼠支气

管上皮细胞 TGF-茁1的含量，可达正常水平。

2.4 各组小鼠肺基底膜厚度的比较

小鼠肺部组织经特殊染色后，在 400× 光镜下观察，可见
气道支气管基底膜被染成金属丝状(绿色方框内)，用软件测定

哮喘组基底膜厚度为(0.7893± 0.014) 滋m，三七组为(0.7216±
0.016) 滋m，对照组为(0.5655± 0.012) 滋m，三七组显著高于哮喘

组和对照组，均具有显著性差异(P<0.05)。这表明三七总皂苷可

以有效抑制哮喘小鼠气道支气管基底膜的增厚(图 5)。

图 3 各组小鼠气道病理学改变结果的比较

Fig. 3 Comparison of the changes of airway pathological of mice in each group

Note: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001, n=8.

图 4 各组小鼠肺组织 TGF-茁1免疫组织化学染色图片

及散点分布图比较(400× )(A-哮喘组，B-三七组，C-正常组)

Fig. 4 Comparison of the TGF-茁1 expression of lung detected by

immunohistochemical staining and the scatter distribution of mice

in each group (400× ) (A-Asthma group, B-PNS group, C-Control group)
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图 6 各组小鼠肺组织 IL-17水平的比较, n=8

Fig. 6 Comparison of the IL-17 level of lung in each group mice, n=8

2.5 各组小鼠肺组织白介素 -17水平的比较

经 ELISA 测得哮喘组肺组织 IL-17 的水平为 4.381±
1.316 pg/mg× 100，三七组为 2.082± 0.243 pg/mg× 100，正常组

为 1.719± 0.160 pg/mg× 100，各组之间比较均无显著性差异
(P>0.05)，但三七组 IL-17 水平接近哮喘组 1/2，接近正常对照

组含量水平，表明三七总皂苷对哮喘肺组织 IL-17的表达有一

定的抑制作用(图 6)。

3 讨论

三七总皂苷含有的四种主要生物活性成分是人参皂苷

Rg1，Rb1，Rd和三七皂苷 R1[12]，其主要的药理功效是具有抗炎

和活血化瘀作用。根据近年来国内外的研究报道，推测其可能

的作用机制是对抗肺部血管内游离的自由基，清除气道上皮的

炎症细胞，减缓组织细胞凋亡[13]。在本实验中，三七治疗组肺部

组织 IL-17水平明显降低，炎性细胞浸润率显著减少，也印证

了其具有的抗炎作用。另外三七总皂苷还可以抑制血小板的凝

聚[14]，防止微血栓的形成，从我们对肺部灌流的结果可以清楚

地看到三七能改善肺组织红肿。三七总皂苷的清淤作用表现在

其能抑制成纤维细胞的增殖[15]，避免了因气道结构组织增生而

产生的胶原蛋白沉积在网状基底膜内，从而抑制了气道壁的增

厚。用三七治疗哮喘小鼠可使气道上皮细胞转化生长因子

-beta1水平控制在正常水平内，其结果是气道平滑肌增生不明

显，对网状基底膜厚度也有显著的降低作用。

慢性支气管哮喘患者的气道结构逐渐发生病理学改变，最

终导致气道重建。气道重建包括四个方面：气道上皮细胞杯状

化生、气道腺体增生导致气道内产生大量粘液、痰液[16]；气道上

皮细胞坏死糜烂导致大量细胞核崩解、胞浆聚集[17]；气管及血

管周围炎性细胞浸润，产生大量炎性因子导致粘膜水肿[18]；气

道平滑肌增生肥大、肌成纤维细胞大量产生导致胶原蛋白沉

积、基底膜增厚，其共同作用导致气道狭窄、气流受阻，结果产

生持续性的气道高反应性。本研究结果显示，三七总皂苷处理

的哮喘小鼠肺部组织淤青明显改善，无大面积红肿出现，炎性

细胞数量减少，气道上皮细胞结构完整，无大面积坏死细胞聚

集，平滑肌细胞无明显增生现象；气道狭窄率、气道上皮细胞坏

死率、炎性细胞浸润率及平滑肌增生率以及气道支气管基底膜

均较对照哮喘哮喘明显降低，这表明三七总皂苷能有效改善哮

喘小鼠的气道重建。

Th17 细胞是近来发现的独立于 Th1、Th2 细胞免疫的
CD4+T细胞新亚型[19]，IL-17是由 Th17细胞和先天免疫细胞产

生的可刺激多种促炎介质的产生[2]，从而募集中性粒细胞等多

种免疫细胞到达气道炎症部位，加剧自身过敏炎症反应的细胞

因子。当哮喘发生时，IL-17表达增加，可引起炎症因子和趋化

因子的高表达，从而扩大机体免疫应答，过高的免疫效应使哮

喘患者的病情恶化。哮喘患者的气道上皮长期处于损伤破坏状

态，IL-17效应机制会诱导组织修复因子的表达[20]，使气道壁得

到持续反复修复，加速了气道壁的增厚。本研究也表明哮喘小

鼠肺组织中 IL-17的表达显著升高，而三七总皂苷对哮喘肺组

织 IL-17的表达有一定的抑制作用。

国外研究报道 TGF-茁1的表达与气道基底膜厚度、成纤维

细胞数及哮喘发作的严重程度呈正相关[21]。TGF-茁1由损坏的

上皮细胞分泌，通过 TGF-茁受体激活的 Smad途径，TGF-茁1可

以促使成纤维细胞转变成肌成纤维细胞[22]，并进一步诱导平滑

肌分裂素和内皮素 -1的产生[23]，进而使肌成纤维细胞表型发生

转化，生成平滑肌细胞。活化的肌成纤维细胞和平滑肌细胞产

生Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白，致使基底膜网状结构改变，包括胶原

Ⅲ、Ⅴ型以及少量的胶原Ⅰ型和纤维连接蛋白的增加[24]。本研

究结果显示经三七总皂苷处理的哮喘小鼠TGF-茁1含量显著低

于哮喘小鼠(P<0.001)，且接近正常小鼠。

目前，临床上使用三七注射液治疗消化道出血、眼前房出

血，三七皂苷冻干粉针治疗冠心病、脑血栓、高胆固醇血症[25]等

都表现出优异的疗效。许多研究表明，活血化瘀药物能有效阻

止纤维母细胞合成胶原蛋白，软化和吸收增生性病变组织[26]。

而气道重建表现为平滑肌增殖和基底膜增厚，这符合中医学微

观辨证意义上“瘀”的特征，中医上祛除“宿痰”治疗哮喘也显示

出较好的疗效。本研究提示三七总皂苷可以抑制气道炎症，改

善气道上皮细胞及其周围平滑肌细胞结构的紊乱，同时对与哮

喘相关的细胞因子及胞外蛋白的分泌有良好的抑制作用。
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