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基于树突状细胞介导的 Th2 免疫应答探讨平喘颗粒抑制哮喘气道炎症

的机制
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［摘要］ 目的：观察平喘颗粒对树突状细胞介导的 Th2 免疫应答的影响，从而阐明其抑制哮喘气道炎症

的机制。方法：C57BL/6J 小鼠随机分为空白组、模型组、平喘颗粒组和布地奈德组，除空白组外，余下各组

采用卵清蛋白致敏与激发构建哮喘模型。分别采用 H&E 染色和 PAS 染色观察气道炎症和杯状细胞增生，

ELISA 检测肺泡灌洗液（BALF）中 Th2 型细胞因子（IL⁃4、IL⁃5、IL⁃13）、OVA 特异性 IgE 水平及肺组织趋化

因子（CCL17，CCL22）与 FceRI 的含量，通过流式细胞术检测肺组织、引流淋巴结及纵膈淋巴结中树突状细

胞成熟标志物（CD80、CD86 和 MHC⁃Ⅱ）及 Th2 细胞的比例。结果：与模型组相比，平喘颗粒能明显降低气

道炎症评分及 PAS 评分，差异具有统计学意义（P<0.01）。同时，平喘颗粒能明显抑制 BALF 中 IL⁃4、IL⁃5、

IL⁃13 及 OVA 特异性 IgE 水平（P<0.01），并降低肺组织中 CCL17、CCL22 及 FceRI 的含量，差异具有统计学

意义（P<0.01）。此外，平喘颗粒可明显抑制肺组织、引流淋巴结及纵膈淋巴结中树突状细胞中 CD80、

CD86 和 MHC⁃Ⅱ的表达（P<0.01），并降低各组织中 Th2 细胞的比例，与模型组比较，差异具有统计学意义

（P<0.01）。结论：平喘颗粒能够有效缓解哮喘气道炎症，其机制可能与抑制树突状细胞的成熟活化，进而

阻断树突状细胞介导的 Th2 免疫应答有关。
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［Abstract］ Objective： To investigate the effect of Pingchuan granules on dendritic cells （DCs）⁃mediated Th2 immune re⁃
sponse and elucidate its mechanism in inhibiting airway inflammation in asthma. Methods： C57BL/6J mice were randomly divided 
into the control group， model group， Pingchuan granule group， and Budesonide group. Asthma models were established by sensiti⁃
zation and challenge with ovalbumin （OVA）. Airway inflammation and goblet cell hyperplasia were assessed using 
hematoxylin⁃eosin （H&E） staining and periodic acid⁃Schiff （PAS） staining， respectively. Levels of Th2 cytokines （IL⁃4，IL⁃5，
IL⁃13） and OVA⁃specific IgE in bronchoalveolar lavage fluid （BALF）， as well as the levels of chemokines （CCL17， CCL22） 
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and FceRI in lung tissue， were measured by enzyme⁃linked immunosorbent assay （ELISA）. Flow cytometry was employed to de⁃
tect the expression of DCs maturation markers （CD80， CD86， MHC⁃Ⅱ） and the proportion of Th2 cells in lung tissues， draining 
lymph nodes， and mediastinal lymph nodes. Results： Compared to the model group， Pingchuan granules significantly reduced air⁃
way inflammation scores and PAS scores （P<0.01）. Furthermore， Pingchuan granules markedly inhibited BALF levels of IL⁃4， 
IL⁃5， IL⁃13， and OVA⁃specific IgE （P<0.01）， and decreased the pulmonary contents of CCL17， CCL22， and FceRI （P<
0.01）. In addition， Pingchuan granules significantly suppressed the expression of CD80， CD86， and MHC⁃Ⅱ in DCs and reduced 
the proportion of Th2 cells in lung tissues， draining lymph nodes， and mediastinal lymph nodes when compared to the model 
group （P<0.01）. Conclusion： Pingchuan granules can effectively alleviate airway inflammation in asthma， and its mechanism 
may be associated with the inhibition of DCs maturation and activation， thereby blocking the DCs⁃mediated Th2 immune response. 

［Key words］ Pingchuan granules； Asthma； Dendritic cells； Th2 immune response； Airway inflammation

哮喘是一种由多种免疫细胞及结构细胞参与

的、以气道高反应性和可变的气流受限为主要特征

的慢性气道炎症性疾病［1］。目前全球哮喘患者高达

3.58 亿，已成为常见的慢性呼吸道疾病和导致死亡

的重要病因之一，其患病率呈逐年上升趋势［2］。2 型

辅助性 T 细胞（T helper 2 cell，Th2）型免疫应答在

哮喘的发病机制中发挥核心作用，由 Th2 细胞分泌

的白细胞介素⁃4（interleukin⁃4，IL⁃4）、IL⁃5、IL⁃13 等

细胞因子，驱动了免疫球蛋白 E（immunoglobulin E，

IgE）的产生、嗜酸性粒细胞活化、黏液过度分泌及

气道重塑等关键病理过程［3］。因此，有效控制初始

CD4 阳性（cluster of differentiation 4 positive，CD4+）

T 细胞的 Th2 分化在抑制哮喘气道炎症中具有重要

的意义。

树突状细胞（dendritic cells，DCs）作为功能最强

的专职抗原提呈细胞，是连接固有免疫与适应性免

疫的桥梁［4⁃6］。在哮喘环境中，气道上皮细胞损伤及

过敏原暴露可激活 DCs，使其高表达 CD80、CD86
及主要组织相容性复合体 Ⅱ 类分子（major histo⁃
compatibility complex class Ⅱ，MHC⁃Ⅱ）等共刺激

分子，分化为成熟 DCs［7］。活化的 DCs 迁移至引流

淋巴结，通过提呈抗原并诱导初始 CD4+ T 细胞分

化为 Th2 细胞，从而启动并放大 Th2 型免疫应答［8］。

因此，靶向 DCs 的成熟与功能，调控其介导的 Th2
免疫极化，被认为是干预哮喘病理进程的潜在关键

策略。

平喘颗粒是临床治疗哮喘的经验方，在缓解哮

喘患者临床症状方面疗效确切［9］。前期研究表明，

其具有抗炎、止咳、平喘的作用，但具体作用靶点与

免疫调控机制尚未完全阐明［10，11］。基于 DCs 在哮喘

Th2 免疫中的核心作用，本研究建立卵清蛋白诱导

的小鼠哮喘模型，通过观察平喘颗粒对肺组织及淋

巴器官中 DCs 成熟状态与 Th2 细胞分化的影响，从

而阐明其抑制气道炎症的分子机制。

1 材料与方法  
1.1　实验动物　

SPF 级健康雄性 C57BL/6J 小鼠，6~8 周龄，体

重 18~22 g，购于赛业（固安）生物科技有限公司（许

可证号：SCXK（冀）2021⁃003）。小鼠于 SPF 级动物

房中适应性饲养 1 周，保持恒温恒湿，12 h 明暗交

替，自由摄食饮水。

1.2　药物与试剂　

平喘颗粒由淫羊藿 200 g、炙麻黄 100 g、太子参

150 g、黄芪 150 g、五味子 150 g、款冬花 150 g、地龙

100 g、罂粟壳 40 g 与知母 100 g 组成，以上药物经水

煎煮、滤过、浓缩后，采用 50% 乙醇沉淀纯化，回收

乙醇后浓缩为稠膏。该稠膏加入辅料后制粒、干

燥，即得；临用前以纯水配制成含药量为 1.08 g/mL
的混悬液供灌胃使用。布地奈德（Budesonide）混悬

液 购 于 英 国 AstraZeneca 公 司（ 国 药 准 字

HJ20140474，2 mL∶1 mg）。卵清蛋白（Ovalbumin，
OVA）购自美国 Sigma⁃Aldrich 公司（货号：A5503）。

氢 氧 化 铝 佐 剂 购 自 美 国 InvivoGen 公 司（货 号 ：

vac⁃alu⁃250）。小鼠 IL⁃4、IL⁃5、IL⁃13、卵清蛋白特异

性 IgE、胸 腺 活 化 调 节 趋 化 因 子（thymus and 
activation⁃regulated chemokine，CCL17）及巨噬细胞

源 性 趋 化 因 子（macrophage⁃derived chemokine，
CCL22）酶联免疫吸附实验（Enzyme⁃linked immu⁃
nosorbent assay， ELISA）检测试剂盒购自江苏酶免

实业有限公司（货号：MM⁃0165M1、MM⁃0164M1、
MM⁃0173M1、 MM⁃45931M1、 MM⁃0781M1 和

MM⁃0155M2）。 高 亲 和 力 免 疫 球 蛋 白 E 受 体

（High⁃affinity immunoglobulin E receptor） FceRI 
ELISA 检测试剂盒购自武汉艾美捷科技有限公司

（货号：RDR⁃FceRI⁃Mu）。4% 多聚甲醛、苏木精⁃伊
红（Hematoxylin and Eosin，H&E）染液套装及高碘

酸雪夫（Periodic Acid⁃Schiff stain，PAS）染色试剂盒

购 自 中 国 碧 云 天 生 物 技 术 公 司（货 号 ：P0099、
C0105S 和 G1281）。抗小鼠 CD16/32、APC 标记的
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CD80、PerCP/Cyanine5.5 标记的 MHC⁃Ⅱ、PE 标记

的 IL⁃4 抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司公司

（ 货 号 ： 98679⁃1⁃RR、 APC⁃FcA98158、 CPY5 
⁃FcA65663 和 PE⁃98360⁃2）。抗小鼠 FITC 标记的

CD11c、PE 标记的 CD86 抗体、FITC 标记的 CD4 抗

体购自英国 Abcam 公司（货号：ab210308、ab320067
和 ab210349）。

1.3　动物分组与药物干预　

小鼠随机分为 4 组（n=6）：空白组、模型组、平

喘颗粒组和布地奈德组。哮喘模型构建参考文献

［12］中方法进行，具体如下：于第 0、7、14 天，腹腔注

射 0.2 mL 致敏液（含 25 μg OVA 与 2.5 mg 氢氧化铝

佐剂）。空白组腹腔注射等体积生理盐水。第 21~
27 天，将小鼠置于自制雾化箱中，以 1% OVA 溶液

雾化激发 30 min/d，空白组以生理盐水雾化激发。

药物干预于每次雾化激发前 1 h 进行：平喘颗粒组

灌胃给予平喘颗粒混悬液（31.2 g·kg−1·d−1）；布地

奈德组雾化吸入布地奈德混悬液（1 mg·kg−1·d−1）；

空白组与模型组灌胃给予等体积生理盐水。

1.4　指标检测　

1.4.1　肺组织病理学　取部分左肺叶用 4% 多聚甲

醛固定，石蜡包埋，切片。分别进行 H&E 与 PAS 染

色。参照文献［13］中方法评估气道及肺组织炎症

细胞浸润程度（炎症评分）和气道杯状细胞增生与

黏液分泌水平（PAS 评分）。

1.4.2　酶联免疫吸附实验　取收集后的肺泡灌洗

液（bronchoalveolar lavage fluid， BALF），3 000×g
离心 15 min，取上清。肺组织则按重量体积比加入

预冷 PBS，匀浆后，于 4 ℃、12 000×g 条件下离心

20 min 取上清。在酶标仪 450 nm 波长下测定吸光

度，并根据标准曲线计算浓度。其中，BALF 上清用

于测定 IL⁃4、IL⁃5、IL⁃13 及 OVA 特异性 IgE 水平；

肺组织匀浆上清用于测定 CCL17、CCL22 与 FceRI
含量。实验步骤严格参照试剂盒说明书操作。

1.4.3　流式细胞术　将收集的肺及淋巴结组织分

别研磨并通过细胞筛，制备单细胞悬液。红细胞裂

解后，用含 10% FBS 的 RPMI⁃1640 培养基重悬。

DCs 表面染色：：取适量细胞，加入抗 CD16/32 抗体

封 闭 Fc 受 体 后 ，分 别 加 入 荧 光 标 记 的 抗 小 鼠

CD11c、CD80、CD86、MHC⁃Ⅱ抗体，避光孵育，洗

涤后上机检测。Th2 细胞内染色：取适量细胞，用含

刺激剂和蛋白转运抑制剂的培养基重悬，37 ℃、5% 
CO2 培养箱中刺激 4~6 h。收集细胞，进行表面

CD4 染色，固定破膜后，进行细胞内 IL⁃4 染色。所

有样本使用流式细胞仪采集数据，FlowJo V10 软件

进行分析。

1.5　统计学处理　

数据以 SPSS 27.0 软件分析，结果以 x̄ ± s 形式

呈现。多组间比较采用单因素方差分析，组间两两

的比较采用 LSD⁃t 检验。P<0.05 为差异具有统计

学意义。

2 结果  
2.1　平喘颗粒对哮喘气道炎症的影响　

与空白组相比，模型组炎症评分和 PAS 评分明

显增加，差异具有统计学意义（P<0.01）。与模型组

相比，平喘颗粒组和布地奈德组气道炎症评分和

PAS评分明显降低，差异具有统计学意义（P<0.01）。

见图1A、B。

与空白组相比 ，模型组 BALF 中 IL⁃4、IL⁃5、
IL⁃13 和 OVA 特异性 IgE 的含量明显增加，差异具

有统计学意义（P<0.01）。与模型组相比，平喘颗粒

组和布地奈德组 BALF 中 IL⁃4、IL⁃5、IL⁃13 和 OVA
特异性 IgE 的含量明显降低，差异具有统计学意义

（P<0.01）。见图 1C、D。

2.2　平喘颗粒对肺组织趋化因子和 FceRI的影响　

与 空 白 组 相 比 ，模 型 组 肺 组 织 中 CCL17、
CCL22 和 FceRI 的含量明显增加，差异具有统计学

意义（P<0.01）。与模型组相比，平喘颗粒组和布地

奈德组肺组织中 CCL17、CCL22 和 FceRI 的含量明

显降低，差异具有统计学意义（P<0.01）。见图

1E、F。

2.3　平喘颗粒对肺组织树突状细胞成熟与 Th2 分

化的影响　

与空白组相比，模型组小鼠肺组织中 CD11c+

树突状细胞 CD80、CD86 和 MHC⁃Ⅱ的表达明显增

加，差异具有统计学意义（P<0.01）。与模型组相

比 ，平 喘 颗 粒 组 和 布 地 奈 德 组 小 鼠 肺 组 织 中

CD11c+树突状细胞 CD80、CD86 和 MHC⁃Ⅱ的表达

明显降低，差异具有统计学意义（P<0.01）。见

图 2A。

此外，与空白组相比，模型组小鼠肺组织中

CD4+IL4+细胞的比例明显增加，差异具有统计学意

义（P<0.01）。与模型组相比，平喘颗粒组和布地奈

德组小鼠肺组织中 CD4+IL4+ 细胞的比例明显降

低，差异具有统计学意义（P<0.01）。见图 2B。

2.4　平喘颗粒对引流淋巴结内树突状细胞成熟与

Th2 分化的影响　

与 空 白 组 相 比 ，模 型 组 小 鼠 引 流 淋 巴 结 中

CD11c+树突状细胞 CD80、CD86 和 MHC⁃Ⅱ的表达

明显增加，差异具有统计学意义（P<0.01）。与模型
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组相比，平喘颗粒组和布地奈德组小鼠引流淋巴结

中 CD11c+ 树突状细胞 CD80、CD86 和 MHC⁃Ⅱ 的

表达明显降低，差异具有统计学意义（P<0.01）。见

图 3A。

此外，与空白组相比，模型组小鼠引流淋巴结

中 CD4+IL4+细胞的比例明显增加，差异具有统计

学意义（P<0.01）。与模型组相比，平喘颗粒组和布

地奈德组小鼠引流淋巴结中 CD4+IL4+细胞的比例

明显降低，差异具有统计学意义（P<0.01）。见

图 3B。

2.5　平喘颗粒对纵膈淋巴结内树突状细胞成熟与

Th2 分化的影响　

与 空 白 组 相 比 ，模 型 组 小 鼠 纵 膈 淋 巴 结 中

CD11c+树突状细胞 CD80、CD86 和 MHC⁃Ⅱ的表达

明显增加，差异具有统计学意义（P<0.01）。与模型

组相比，平喘颗粒组和布地奈德组小鼠纵膈淋巴结

与空白组比较，**P<0.01；与模型组比较，##P<0.01
图 1　平喘颗粒对哮喘气道炎症的影响

Fig 1　Effect of Pingchuan granules on airway inflammation in asthma
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中 CD11c+ 树突状细胞 CD80、CD86 和 MHC⁃Ⅱ 的

表达明显降低，差异具有统计学意义（P<0.01）。见

图 4A。

此外，与空白组相比，模型组小鼠纵膈淋巴结

与空白组比较，**P<0.01；与模型组比较，##P<0.01
图 2　平喘颗粒对肺组织树突状细胞成熟与 Th2 分化的影响

Fig 2　Effect of Pingchuan granules on dendritic cell maturation and Th2 differentiation in lung tissue

与空白组比较，**P<0.01；与模型组比较，##P<0.01
图 3　平喘颗粒对引流淋巴结内树突状细胞成熟与 Th2 分化的影响

Fig 3　Effect of Pingchuan granules on dendritic cell maturation and Th2 differentiation in draining lymph nodes
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中 CD4+IL4+细胞的比例明显增加，差异具有统计

学意义（P<0.01）。与模型组相比，平喘颗粒组和布

地奈德组小鼠纵膈淋巴结中 CD4+IL4+细胞的比例

明显降低，差异具有统计学意义（P<0.01）。见

图 4B。

3 讨论  
CD4+ T 淋巴细胞是适应性免疫的核心细胞，

在特定细胞因子诱导下可分化为不同的效应亚群，

其中 Th2 细胞在哮喘的发病过程中处于中心地

位［14］。Th2 细胞的分化主要由 IL⁃4 通过激活转录

因子 STAT6 来驱动［15］。随后，成熟的 Th2 细胞通

过分泌其特征性细胞因子如 IL⁃4、IL⁃5 和 IL⁃13 参

与哮喘的病理过程。 IL⁃4 不仅是 Th2 分化的关键

诱导因子和维持因子，还可驱动 B 细胞发生抗体类

别转换，产生大量过敏原特异性 IgE［16］。 IL⁃5 是嗜

酸性粒细胞生成、活化和存活的关键因子，直接导

致气道嗜酸性炎症［17］。 IL⁃13 则主要作用于气道上

皮细胞和平滑肌细胞，诱导黏液高分泌、气道高反

应性和组织重塑［18］。本研究中，模型组小鼠 BALF
中 IL⁃4、IL⁃5、IL⁃13 及 OVA 特异性 IgE 水平明显升

高，提示 Th2 免疫应答的激活。而平喘颗粒治疗

后，这些关键效应分子被明显抑制，进一步证实了

平喘颗粒可通过调控 Th2 免疫改善哮喘气道炎症。

Th2 免疫应答的建立不仅依赖于细胞分化，还

涉及效应细胞向炎症部位的定向募集。趋化因子

CCL17 和 CCL22 主要由活化的 DCs、巨噬细胞及气

道上皮细胞产生 ，可特异性结合于表面高表达

CCR4 的活化 Th2 细胞，从而将引流淋巴结等肺外

组织中已分化的 Th2 细胞及循环中的 Th2 前体细

胞持续招募到气道炎症部位，扩大并维持 Th2 型炎

症［19］。另一方面，FceRI 主要高表达于肥大细胞和

嗜碱性粒细胞表面，当过敏原再次进入机体并与

FceRI 上的特异性 IgE 交联后，初发效应细胞脱颗

粒，释放组胺、白三烯等炎症介质，导致支气管痉

挛［20］。同时，活化的肥大细胞还可合成并释放包括

CCL17、CCL22 在内的多种细胞因子与趋化因子，

进一步募集循环中的 Th2 细胞，形成正反馈环路，

与空白组比较，**P<0.01；与模型组比较，##P<0.01
图 4　平喘颗粒对纵膈淋巴结内树突状细胞成熟与 Th2 分化的影响

Fig 4　Effect of Pingchuan granules on dendritic cell maturation and Th2 differentiation in mediastinal lymph nodes
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从而放大与维持慢性炎症［21］。本研究显示，平喘颗

粒能明显降低肺组织中 CCL17、CCL22 及 FceRI 的
表达水平，提示其可能通过抑制该趋化与激活环

路，阻断肺部炎症的局部放大。

DCs 是启动初始 T 细胞应答的首要环节。未

成熟 DCs 具有较强的抗原摄取能力，但免疫激活能

力相对较弱［22］。当 DCs 通过模式识别受体识别过

敏原或感知危险信号后，可转化为成熟状态［23］。成

熟的 DCs 高表达 MHC⁃Ⅱ 和共刺激分子 CD80 与

CD86。其中 MHC⁃Ⅱ⁃抗原肽复合物为 T 细胞受体

提供第一信号，确保抗原识别的特异性，而 CD80 与

CD86 则通过与 T 细胞表面的 CD28 结合，提供第二

共刺激信号。只在同时接收上述 2 种信号，初始

CD4+ T 细胞才能被充分活化并分化为效应细胞。

因此，CD80、CD86 和 MHC⁃Ⅱ的表达水平是衡量

DCs 成熟状态和免疫激活潜能的重要标志［24］。本

研究结果显示，平喘颗粒能够明显抑制肺组织、引

流 淋 巴 结 和 纵 膈 淋 巴 结 组 织 中 CD80、CD86 和

MHC⁃Ⅱ的表达，提示其可通过抑制 DCs 成熟进而

调控下游免疫应答。

中医认为，哮喘的发生主要与肺、脾、肾三脏功

能失调有关，其基本病机可概括为“阳气不足，痰饮

内伏” ［25］。肺气虚弱则卫外不固，易受外邪侵袭；脾

气不足则运化失职，水湿聚而成痰；肾阳亏虚则气

化无权，纳气失常。痰饮作为病理产物留伏于肺，

成为哮喘反复发作的内在基础。平喘颗粒的配伍

正是针对这一病机特点而设立，治法上以“温阳益

气治其本，化痰平喘治其标”为原则。方中君药选

用淫羊藿与炙麻黄，前者温补肾阳以助纳气，后者

温宣肺气以平喘，两者协同共奏温阳平喘之效。臣

药中黄芪与太子参益气健脾、固表生津，在辅助君

药增强温补作用的同时，兼能防止温燥药物伤及阴

液；地龙与款冬花则加强化痰、通络、止咳之力。佐

药部分，五味子与罂粟壳收敛肺气、止咳定喘，既可

增强止咳效果，又能制约麻黄等药物的辛散之性，

防止正气耗散；知母滋阴清热，既能润肺止咳，又可

平衡全方的温燥之偏。全方结构严谨，温补与清润

相合，辛散与收敛并用，既注重温养肺、脾、肾之阳

气以扶助正气，又侧重化痰降逆、宣通肺气以祛除

病邪。

综上所述，本研究证实平喘颗粒能有效缓解

OVA 诱导的小鼠哮喘气道炎症，其作用机制与调控

DCs 介导的 Th2 型免疫应答密切相关。具体而言，

平喘颗粒能够抑制肺组织、引流淋巴结及纵膈淋巴

结中 DCs 的成熟，从而减少 Th2 细胞的分化，最终

改善哮喘气道炎症。
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