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桔梗皂苷对慢性支气管炎小鼠肺细胞中的IL-1β和
TNF-α表达的影响

贺立立　陈　勤*　彭申明　曹炎贵　李　杨　朱　敏

(安徽大学生命科学学院, 安徽省中药研究与开发重点实验室, 合肥 230039)

摘要      探讨炎性细胞因子在慢性支气管炎小鼠肺细胞中的表达及桔梗皂苷(kikyosaponin, 
KS)治疗慢性支气管炎的作用机制。将50只健康小鼠分成正常对照组、模型组和桔梗皂苷低、中、

高剂量组, 除正常对照组外, 其余四组动物均采用烟熏加浓氨水吸入法建立慢性支气管炎模型, 然
后分别用药物进行治疗。实验结束后, 取各组小鼠肺组织进行石蜡制片, HE染色光镜观察支气管

和肺组织病理形态的变化; 免疫组化分析肺细胞中IL-1β和TNF-α的表达。Western blot检测肺组织

中IL-1β和TNF-α的表达。免疫组化检测显示, 与正常对照组相比, 模型组小鼠肺组织细胞中IL-1β
和TNF-α的表达非常显著。在连续用药30天后, 与模型组相比, 各治疗组小鼠肺组织细胞中IL-1β和
TNF-α的表达显著降低(P<0.05, P<0.01)。蛋白印迹术检测显示, 模型组小鼠肺组织细胞中IL-1β和
TNF-α的表达水平明显增加, 与正常对照组比较, 差异十分显著(P<0.01)。而连续用药30天后, 各治

疗组小鼠肺组织细胞中IL-1β和TNF-α的表达量明显下降, 且呈较好的量效关系。结果表明, 桔梗皂

苷对慢性支气管炎小鼠肺组织中炎性细胞因子IL-1β和TNF-α的表达有明显的抑制作用。推测其作

用机制可能是通过抑制肺组织中炎性细胞因子和自由基的生成而达到抗炎、止咳平喘作用的。
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The Effect of Kikyosaponin on Expression of IL-1β and TNF-α from 
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Abstract        To research the expression of inflammatory cytokines of pneumonocyte of chronic bronchitis 
(CB) mice and study the mechanism of kikyosaponin on bronchitis treatment, fifty healthy mice were divided into 
five groups: normal control group, CB model group and treatment groups with low, middle and high doses of ki-
kyosaponin groups. Each group of mice inhaled dense smoke and stronger ammonia water to establish a model of 
chronic bronchitis except the normal control group, and then respectively were treated by kikyosaponin. After the 
experiment, the lung tissues of mice from each group were removed for paraffin section. Pathology of bronchus and 
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alveolar cells which stained by HE were observed under the light microscope. The expression of IL-1β and TNF-α 
of alveolar cells was analyzed by immunohistochemical method and Western blot. Immunohistochemical method 
showed that the expression of IL-1β and TNF-α in chronic bronchitis model group increased significantly compared 
with the normal group. After treatment for 30 days, the expression of IL-1β and TNF-α decreased significantly in 
each treated group compared with the model group. Western blot showed that the expression of IL-1β and TNF-α in 
the model group increased significantly compared with the normal group. After treatment for 30 days, the expres-
sion of IL-1β and TNF-α decreased obviously in each treated group with dose-effect relationship. Kikyosaponin can 
obviously inhibit the expression of IL-1β and TNF-α in mice lung tissue. We speculate that kikyosaponin plays an 
important role in anti-inflammation, suppressing cough and relieving asthma through inhibition of the generation of 
inflammatory cytokines and free radical.

Key  words        kikyosaponin; chronic bronchitis(CB); bronchitis animal model; IL-1β; TNF-α

慢性支气管炎(chronic bronchitis, CB), 简称慢

支, 是指由于感染或非感染因素引起的气管、支气

管黏膜及其周围组织的慢性非特异性炎症, 是一种

常见的呼吸系统疾病。其主要临床表现为咳嗽、咯

痰并伴有喘息, 其病因至今尚未明了, 通常认为与大

气污染、吸烟、病原体感染、气候、环境某些过敏

因子和患者免疫功能低下等有关[1-5]。临床研究表明, 
慢支患者的支气管壁和气管黏膜中有多种炎性细胞

浸润、充血水肿和纤维增生, 不同程度地存在急性或

慢性炎症。进一步研究表明, 慢支患者支气管黏膜

上皮细胞中分泌大量诸如白细胞介素-1β(interleukin-
1β, IL-1β)和肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)等细胞因子, 后者进一步加重了炎症病理过

程, 因此, 抑制或减少肺组织中炎性细胞因子的生

成, 就可使慢支症状得到改善或治愈[6-7]。桔梗皂苷

(kikyosaponin, KS)是桔梗科植物桔梗(Platycodon 
grandiflorum(Jacq.)A. DC.)中的主要活性成分, 前期

实验中我们已经证明桔梗皂苷对慢支小鼠有较好的

止咳、化痰、平喘和清除自由基的作用[8-9], 但其机

制尚未清楚。本研究拟在前期实验的基础上通过建

立慢支小鼠模型, 观察桔梗皂苷对慢支小鼠肺组织

中细胞因子IL-1β和TNF-α生成的抑制作用, 并探讨

慢支肺组织细胞的病理形态改变与炎性细胞因子表

达的关系以及评价桔梗皂苷的抗炎作用机制。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1　动物        昆明种小鼠, 体重(20±2) g, 雌雄各半, 
由安徽医科大学实验动物中心提供, 合格证为皖医

动准第01号。实验所使用的动物均符合《中华人民

共和国动物保护法》(专家建议稿, 2010年)和美国国

家卫生研究院(NIH No.85-23出版, 1996年修订)之规

定。

1.1.2　药品与试剂        桔梗皂苷呈白色结晶粉末, 
由本实验室保存(批号20111027, 经HPLC测定, 纯度

≥98%); 兔抗β-actin、兔抗IL-1β多克隆抗体、鼠抗

TNF-α单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG均为北京博奥森生物技术有限公司产品; 生物素

标记的羊抗兔IgG和羊抗鼠IgG为江苏碧云天生物公

司产品; 正常山羊血清、SABC免疫组化试剂盒均

为武汉博士德生物工程有限公司产品; HRP-DAB底
物显色试剂盒、化学发光试剂盒均为天根生化科技

(北京)有限公司产品; 硝酸纤维素膜(NC)为美国Mil-
lipore公司产品; 其余试剂均为国产分析纯。

1.1.3　仪器        BX41荧光显微镜为日本Olympus公
司产品; Image-Pro Plus6.0图像分析软件为美国Media 
Cybernetics公司产品; 450型酶标仪购自美国BioRAD
公司; 5417型台式冷冻离心机购自德国Eppendorf公
司; RM2135石蜡切片机为德国Leica公司产品; DYCZ-
24DN型迷你双垂直电泳槽、DYCZ-40D型半干式转

移电泳槽均为北京市六一仪器厂产品。

1.2  方法

1.2.1　慢支小鼠模型建立方法、分组与用药        取
小鼠50只, 随机分为5组, 即正常对照组(即生理盐水

组)、慢支模型组、桔梗皂苷胶囊低、中、高剂量

组, 每组10只, 雌雄各半。观察3 d后, 除生理盐水组

外, 其余各组均进行熏烟+浓氨水法处理[8-9], 连续造

模型30 d。从第31 d起, 桔梗皂苷低、中、高剂量组

分别灌胃KS 12.5, 25.0, 50.0 mg/kg, 连续用药30 d。
1.2.2　石蜡制片与HE染色        (1)制片: 各实验组

小鼠末次用药2 h后, 采用10%水合氯醛腹腔注射麻

醉(340 mg/kg)进行麻醉, 剖开胸腔, 剖取适量肺叶, 
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用0.9%生理盐水清洗肺表面血污, 然后放入新鲜的

10%中性甲醛溶液中固定, 固定5~7 d, 其间更换新鲜

固定液3次。取出固定的肺组织, 流水冲洗6 h。分

别 经70%, 80%, 90%, 95%乙 醇(I、II)、100%乙 醇

(I、II)脱水各0.5 h, 二甲苯(I、II)透明各0.5 h、熔蜡

(I、II)处理各1.5 h, 然后包埋。将包埋好的蜡块进行

冠状切片, 片厚4 µm, 42 ºC温水中展片与捞片, 37 ºC
烘片24 h, 用于常规病理染色与免疫组化; (2)HE染
色: 将切片分别经二甲苯(I、II)透明10 min, 100%(I、
II), 95%, 90%, 80%, 70%乙醇脱水3 min, 蒸馏水冲洗

3 min, 然后苏木精复染10 min, 自来水浸洗返蓝, 然
后经70%, 80%, 90%乙醇脱水5 min, 经95%伊红醇液

染色3 s, 经95%, 100%乙醇(I、II)脱水3 min, 二甲苯

(I、II)透明各3 min, 中性树胶封片与镜检。

1.2.3　免疫组织化学检测        实验时将已脱蜡和复

水后的切片序列随机分为2批(分别用于检测IL-1β
和TNF-α)。(1)清除内源性H2O2酶: 滴加0.3% H2O2

液于切片上, 室温静置10 min。用PBS液洗5 min×3
次; (2)细胞打孔: 滴加1% Triton X-100于切片上, 室
温静置10 min, PBS洗5 min×3次; (3)热修复抗原: 将
石蜡切片置于铜架上, 浸入0.01 mol/L柠檬酸缓冲液

(pH6.0), 电炉上加热至沸后断电, 间隔10 min后, 反
复2次, 冷却后PBS液洗5 min×2次; (4)封闭: 于切片

上滴加5%山羊血清封闭, 在37 ºC湿盒中温育20 min, 
然后吸去封闭液(勿洗); (5)加一抗: 于切片上加入兔

抗IL-1β或鼠抗TNF-α一抗工作液(1:100) 50 μL, 4 ºC
湿盒中反应过夜; PBS洗5 min×3次; (6)加二抗: 于
切片上滴入羊抗兔IgG(1:100)或羊抗鼠IgG(1:100) 1
滴, 于37 ºC温室中温育1 h, PBS洗5 min×3次; (7)加
SABC: 于切片上滴加SABC(1:100辣根过氧化物酶

标记的链霉卵白素) 1滴, 在湿盒中温育45 min, PBS
洗5 min×3次; (8)显色: 于切片上滴加DAB显色应用

液50 μL, 染色10 min, PBS洗5 min×3次; (9)苏木精复

染: 滴加苏木精染液复染10 min, 用自来水冲洗返蓝, 
若颜色过深, 可用0.1%盐酸酒精分化3~5 s, 自来水冲

洗返蓝; (10)脱水、透明与封片: 将切片依次按70%, 
80%, 90%, 95%, 100%乙醇(I、II)脱水3 min, 二甲苯(I、
II)透明3 min, 中性树胶封片后镜检。以PBS置换一

抗作为阴性对照。阳性细胞表现为在胞质中出现棕

黄色斑块或斑点。在400倍显微镜下, 对五组进行选

片, 每组选10张, 在每张片上任意选取5个视野互相

不重叠的范围, 在每个视野范围内, 计算阳性细胞占

总细胞的百分率。

1.2.4　Western blot检测        提取各组小鼠肺组织中

的蛋白样品, 用BCA试剂盒进行蛋白定量。取适量

样品, 加入等体积的2×上样缓冲液混匀, 在100 ºC水
中煮5 min, 各组取15 μg样品进行SDS-聚丙烯酰胺

凝胶(5%浓缩胶、12%分离胶)电泳分离, 先用100 V
电泳, 待溴酚蓝至浓缩胶底后改用120 V电泳, 当溴

酚蓝距离分离胶底1 cm时停止电泳。分离的蛋白在

250 mA条件下转膜150 min, 将目的蛋白转移到NC
膜上, 用TBST洗膜, 室温下用新鲜的5%脱脂奶粉封

闭作用3 h, TBST洗膜后分别加入TBST稀释的一抗

[β-actin(1:1 000)和 IL-1β或TNF-α(1:400)]4 ºC过夜; 
TBST洗涤20 min×3次, 加入TBST稀释的辣根过氧

化物酶标记的二抗(1:3 000)室温孵育2 h, TBST洗涤

20 min×3次, 化学发光反应2 min, 在暗室中感光。以

β-actin作为内参, 统计各组蛋白与β-actin吸光度的比

值。

1.2.5　统计学分析        实验结果以x－±s表示。应用

SPSS17.0进行统计分析, 采用单因素方差(One-way 
ANOVA)分析。组间两两比较采用LSD检验, P<0.05
为具有显著差异, P<0.01为具有极显著差异。

2   结果
2.1  桔梗皂苷对慢性支气管炎小鼠肺组织病理形

态的影响  
从图1可知, 正常对照组小鼠的肺泡形态正常, 

排列有序, 肺泡间隔无增宽和水肿, 肺泡腔中未见渗

出液、出血等异常改变, 气管黏膜上皮完整, 细胞排

列整齐, 支气管壁平滑、无增厚, 支气管内腔直径较

大, 腔内无炎性浸润; 而模型组小鼠肺组织有明显

渗出、水肿及出血, 肺泡壁增厚明显, 肺泡腔内和肺

泡间有炎性细胞浸润, 支气管管壁增厚, 管径明显变

小。管壁及管腔内炎性细胞浸润。经桔梗皂苷治疗

30 d后, 三个剂量组小鼠肺组织中支气管壁明显变

薄, 腔直径逐渐增大, 炎性细胞浸润明显减轻, 以中、

高剂量组的作用最佳。

2.2  桔梗皂苷对慢性支气管炎小鼠肺细胞中IL-1β
和TNF-α表达的影响

由图2-图4可以看出, 模型组支气管和肺泡细胞

中IL-1β和TNF-α的表达显著升高, 与正常组比较, 可
见胞质中出现大量的棕黄色斑块, 主要分布在支气管

内壁、支气管腔内和肺泡中, 同时伴有支气管管壁
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明显增厚、管腔变狭窄, 肺泡细胞可见弥散性棕黄

色斑块, 局部有些肺泡细胞出现破损和缺失, 说明支

气管和肺泡细胞由于受到烟雾和浓氨水刺激后炎性

细胞因子表达异常增多。当慢支小鼠连续用药30 d 

后, IL-1β和TNF-α的阳性细胞百分率均明显减少, 与
模型组相比差异十分显著(P<0.05, P<0.01), 提示桔梗

皂苷能显著降低慢支小鼠肺组织中炎性细胞因子的

表达。

A: 正常对照组; B: 模型组; C-E: 桔梗皂苷低剂量组(12.5 mg/kg)、中剂量组(25.0 mg/kg)和高剂量组(50.0 mg/kg)。箭头表示炎性细胞浸润。

A: normal control group; B: model group; C-E: KS 12.5 mg/kg, 25.0 mg/kg and 50.0 mg/kg groups. Arrows indicate inflammatory cell infiltration.
图1　桔梗皂苷对慢支小鼠肺组织病理形态的影响(400×)

  Fig.1　Effect of kikyosaponin on the pathomorphology of lung tissue cells in CB mice(400×)

A: 正常对照组; B: 模型组; C-E: 桔梗皂苷低剂量组(12.5 mg/kg)、中剂量组(25.0 mg/kg)和高剂量组(50.0 mg/kg)。箭头表示阳性细胞。

A: normal control group; B: model group; C-E: KS 12.5 mg/kg, 25.0 mg/kg and 50.0 mg/kg groups. Arrows indicate positive cells.
图2　桔梗皂苷对慢支小鼠肺组织细胞中IL-1β表达的影响(免疫组织化学法, 400×)

Fig.2　Effect of kikyosaponin on the expression of IL-1β of lung tissue cells in CB mice(immunohistochemical staining, 400×)



贺立立等: 桔梗皂苷对慢性支气管炎小鼠肺细胞中的IL-1β和TNF-α表达的影响 21

2.3  桔梗皂苷对慢性支气管炎小鼠肺细胞中IL-1β
和TNF-α表达水平的影响

正常对照组中, 小鼠肺组织细胞中IL-1β/β-actin 

吸光度比值为1.052±0.06, TNF-α/β-actin吸光度比值

为1.13±0.12。模型组中, 小鼠肺组织细胞中IL-1β/
β-actin吸光度比值为2.23±0.08, TNF-α/β-actin吸光度

比值为3.81±0.16; 与正常组相比, IL-1β和TNF-α的表

达量均显著升高(P<0.01)。经连续给药30 d后, 三个

剂量组小鼠肺细胞中的IL-1β和TNF-α表达量显著降

低, 与模型组相比差异十分明显(P<0.01), 且呈明显

的量效关系。提示桔梗皂苷对慢支小鼠肺组织中细

胞因子表达水平有明显的抑制作用(图5)。

A: 正常对照组; B: 模型组; C-E: 桔梗皂苷低剂量组(12.5 mg/kg)、中剂量组(25.0 mg/kg)和高剂量组(50.0 mg/kg)。箭头表示阳性细胞。

A: normal control group; B: model group; C-E: KS 12.5 mg/kg, 25.0 mg/kg and 50.0 mg/kg groups. Arrows indicate positive cells.
图3　桔梗皂苷对慢支小鼠肺组织细胞中TNF-α表达的影响(免疫组织化学法, 400×)

 Fig.3　Effect of kikyosaponin on the expression of TNF-α of lung tissue cells in CB mice(immunohistochemical staining, 400×)

1: 正常对照组; 2: 模型组; 3-5: 桔梗皂苷低剂量组(12.5 mg/kg)、中剂量组(25.0 mg/kg)和高剂量组(50.0 mg/kg)。*P<0.05, **P<0.01与模型组比较(x－±s, 
n=10)。
1: normal control group; 2: model group; 3-5: KS 12.5 mg/kg, 25.0 mg/kg and 50.0 mg/kg groups. *P<0.05, **P<0.01, compared with model group(x－±s, 
n=10).

图4　桔梗皂苷对慢支小鼠肺组织细胞中IL-1β和TNF-α表达的影响

Fig.4　Effect of kikyosaponin on the expression of IL-1β and TNF-α of lung tissue cells in CB mice
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3   讨论
大量的临床资料研究表明, 吸烟是慢性支气管

炎、肺气肿、慢性气道阻塞性肺病(chronic obstruc-
tive pulmonary disease, COPD)和肺癌的主要诱因之

一[10-13]。香烟中含有4 000多种有害成分和致癌物质, 
长期吸烟可损伤支气管黏膜上皮细胞和纤毛结构, 
影响纤毛的清除功能和降低局部抵抗力, 削弱肺泡

吞噬细胞对病原微生物的吞噬作用。同时, 会造成

黏膜下腺体增生与肥大, 引起黏液分泌增多, 容易

阻塞细支气管, 并能引起支气管痉挛, 增加气道阻

力[14-15]。本实验采用熏烟和浓氨水吸入法建立慢支

模型, 发现慢支小鼠出现精神萎靡、体重下降、呼

吸道分泌物增多、咳嗽和肺部干锣音明显、腹式呼

吸频率加快等一系列典型的慢支症状。通过HE染
色观察到, 慢支小鼠肺组织有明显渗出、水肿及出

血现象, 肺泡壁和支气管管壁增厚, 管壁及管腔内炎

性细胞浸润。经桔梗皂苷治疗30 d后, 上述各种症

状得到明显改善。

近年来的研究发现, 慢支患者支气管炎症等病

理变化与其黏膜上皮细胞中分泌的大量的细胞因子

和自由基有关[16-17]。炎症时, 肺支气管上皮细胞和肺

泡中可分泌细胞因子IL-1β和TNF-α, 两者在肺脏炎

症中起级联放大作用。IL-1β是单核细胞产生的参与

机体免疫反应的一种细胞因子, 在慢支时可由炎性

细胞大量合成, 加重炎症反应。TNF-α是一种主要由

单核–巨噬细胞产生的前炎症细胞因子, 它能刺激单

核–巨噬细胞合成IL-1β、IL-6、IL-8等细胞因子及

TNF本身, 同时TNF-α具有巨噬细胞和中性粒细胞的

趋化作用, 诱导中性粒细胞的局部浸润, 促使白细胞

黏附于血管内皮细胞, 导致白细胞游出血管内壁进

入气道。此外, TNF-α又能激活巨噬细胞和中性粒细

胞, 使其细胞毒性增加, 生成更多的促炎症基因以及

A: Western blot检测肺组织细胞中IL-1β和TNF-α表达的条带; B: 各实验组肺组织细胞中IL-1β和TNF-α的表达分析。1: 正常对照组; 2: 模型组; 
3-5: 桔梗皂苷低剂量组(12.5 mg/kg)、中剂量组(25.0 mg/kg)和高剂量组(50.0 mg/kg)。*P<0.05, **P<0.01与模型组比较(x－±s, n=10)。
A: the expressive banding of IL-1β and TNF-α of lung tissue cells in CB mice; B: the expression analysis of IL-1β and TNF-α of lung tissue cells in the 
experimental group. 1: normal control group; 2: model group; 3-5: KS 12.5 mg/kg, 25.0 mg/kg and 50.0 mg/kg groups. *P<0.05, **P<0.01, compared 

with model group(x－±s, n=10).

图5　桔梗皂苷对慢支小鼠肺组织细胞中IL-1β和TNF-α表达水平的影响

Fig.5　Effect of kikyosaponin on the expression level of  IL-1β and TNF-α of lung tissue cells in CB mice
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IL-1β等细胞因子, 从而介导肺组织炎症反应等许多

病理过程, 诱发或加重支气管炎症[18-19]。本实验通过

免疫组化技术证实, 慢支小鼠的支气管周围IL-1β和
TNF-α的表达显著增多, 同时伴有支气管管壁增厚、

管腔变狭窄, 肺泡细胞可见弥散性IL-1β和TNF-α阳
性斑块。Western blot实验显示, 模型组小鼠肺组织

中IL-1β和TNF-α的表达水平明显升高, 与正常对照

组比较, 差异有显著的统计学意义, 说明慢支时肺部

炎症反应与细胞因子分泌异常增高有关。

桔梗皂苷是桔梗中的主要有效成分, 在前文中

我们已经证实桔梗皂苷能显著降低慢支小鼠肺泡灌

洗液(BALF)中白细胞总数及中性粒细胞、淋巴细

胞比例和提高巨噬细胞比例, 并有明显的抗炎和抗

氧化作用[8]。本实验证实, 连续给慢支小鼠用药30 d, 
可以使慢支小鼠肺组织病理形态明显得到改善, 表
现在支气管管径增宽、管壁纤维厚度明显减少、管

腔和肺胞中的炎性浸润得到控制, 同时对肺组织中

的IL-1β和TNF-α的表达有显著的抑制作用。与模

型组相比, 中、高剂量组小鼠肺组织中的炎性因子

IL-1β和TNF-α含量已趋于正常水平。由此我们认为, 
桔梗皂苷可能是通过提高肺细胞中抗氧化酶的活性

来减少脂质过氧化对细胞膜的攻击, 抑制肺组织中

的白细胞、中性粒细胞、巨噬细胞等分泌细胞因子

和炎症介质(未发表数据), 从而达到清除肺组织细

胞中的炎症、改善慢支小鼠的病理形态的治疗效果。
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