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基于 TLR4/MyD88/NF⁃κB 信号通路研究平喘颗粒对咳嗽变异性哮喘
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［摘要］ 目的：通过研究咳嗽变异性哮喘（CVA）模型小鼠肺组织的 TLR4、MyD88 和 NF-κB 表达来探讨

平喘颗粒减轻 CVA 气道炎症的作用机制。方法：将 60 只小鼠按照数字表法随机分成空白组、模型组、平喘

颗粒组以及阳性对照组（孟鲁司特钠组）。腹腔注射致敏液（鸡蛋清白蛋白 100 μg+氢氧化铝 20 μg）联合雾

化激发（1.5% 鸡蛋清白蛋白）制备 CVA 模型。在雾化激发的同时不同分组对应予以平喘颗粒、孟鲁司特

钠、生理盐水灌胃。采用 H&E 染色法对小鼠肺组织形态进行观察，酶联免疫吸附试验检测小鼠血清中 IL-

4、IL-13 含量，免疫组化染色法检测 TLR4 和 NF-κB 蛋白表达情况，免疫印迹法检测小鼠肺组织中 TLR4、

MyD88 以及 NF-κB 蛋白的表达量。结果：与空白组对比，模型组小鼠肺组织中可见炎性细胞浸润较多，支

气管壁结构不完整，上皮部位增厚，肺泡明显扩张；TLR4、MyD88、NF-κB 蛋白相对表达量在小鼠肺组织中

均显著升高（P<0.05，P<0.001）；IL-4、IL-13 含量在小鼠血清中明显升高（P<0.001）。与模型组对比，平喘

颗粒组和阳性对照组肺组织中可见炎性细胞浸润减少，上皮部位厚度减少，支气管壁结构形态完整；肺组织

中 NF-κB、MyD88 和 TLR4 的蛋白表达明显下调（P<0.05，P<0.01）；小鼠血清中炎症因子 IL-4 和 IL-13 水

平下调明显（P<0.05，P<0.001）。结论：平喘颗粒能下调小鼠肺组织中 TLR4、MyD88 和 NF-κB 的表达水

平，进而抑制 TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路的激活，有效缓解 CVA 小鼠的气道炎症。
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View from specialist: It is creative, and of certain scientific and educational value.
［Abstract］ Objective： To investigate the mechanism of Pingchuan Granules in reducing cough variant asthma （CVA） airway 

inflammation by exploring the expression of TLR4， MyD88， and NF-κB in lung tissue of mice with CVA. Methods： A total of 60 
mice were randomly divided into the blank group， model group， Pingchuan Granules group， and positive control group （montelu⁃
kast sodium group） using the number table method. Intraperitoneal injection of sensitization solution （100 μg OVA+20 μg alumi⁃

DOI：10.13210/j.cnki.jhmu.20240927.007
网络出版地址：https：//link.cnki.net/urlid/46.1049.R.20240927.1913.014

［基金项目］ 宁夏回族自治区卫生健康系统科研课题（2022-NWKY-030）
［作者简介］ 肖靖，副主任医师，E-mail：13995086471@163.com。

［通讯作者］ 崔瑞琴，主任医师，E-mail：Cuirq99@sina.com。

［收稿日期］ 2024-06-21  ［修回日期］ 2024-09-19  网络出版时间：2024-09-29 15：17：58

833



海南医科大学学报  Vol. 31 No. 11 Jun. 2025

num hydroxide） combined with nebulization stimulation （1.5% OVA） was used to build a CVA model. At the same time， differ⁃
ent groups were given Pingchuan Granules， montelukast sodium， and physiological saline by gavage. H&E staining was used to 
observe the morphology of mice lung tissues； enzyme linked immunosorbent assay was used to detect the levels of IL-4 and IL-13 
in the serum of mice， immunohistochemical staining was used to detect TLR4 and NF-κB protein expression， and Western blot 
was used to detect TLR4， MyD88， and NF- κB protein expression levels. Results： Compared to the blank group， the model 
group mice showed more infiltration of inflammatory cells in the lung tissues， incomplete bronchial wall structure， thickening of ep⁃
ithelial areas， and significant expansion of alveoli； TLR4， MyD88， and NF-κB protein were significantly increased in mice lung 
tissues （P<0.05， P<0.001）； the levels of IL-4 and IL-13 were significantly increased in the serum of mice （P<0.001）. Com⁃
pared to the model group， the Pingchuan Granules group and the positive control group showed reduced infiltration of inflammato⁃
ry cells in lung tissues， reduced thickness of epithelial sites， and intact morphology of bronchial wall structure； the relative expres⁃
sion levels of TLR4， MyD88， and NF-κB proteins in the lung tissues of mice were significantly increased （P<0.05， P<0.001）； 
the levels of inflammatory factors IL-4 and IL-13 in the serum of mice were significantly downregulated （P<0.05， P<0.001）. 
Conclusion： Pingchuan Granules can down-regulate the expression levels of TLR4， MyD88， and NF-κB in mice lung tissues， fur⁃
ther inhibit the activation of TLR4/MyD88/NF-κB signaling pathway， and effectively improve airway inflammation in CVA mice.

［Key words］ TLR4/MyD88/NF-κB signaling pathway； Pingchuan Granules； Cough variant asthma； Airway inflammation

咳嗽变异性哮喘（cough variant asthma，CVA）

是以反复咳嗽为主要临床症状的儿科呼吸系统疾

病，其发病率受环境、饮食等因素影响，呈上升趋

势［1］。反复咳嗽是 CVA 的主要症状，患儿虽然没有

喘息、哮鸣等典型哮喘的症状，但具有气道高反应

性的表现，若家长未及时发现、及时治疗会导致病

情缠绵难愈，最终发展为典型哮喘［2］。CVA 的发病

机制尚未完全明确，现代研究认为与气道炎症、过

敏、环境因素等相关［3］。核因子 -κB（NF-κB）信号通

路通常在免疫、炎症、代谢等疾病中起到重要作用，

研究表明，中药复方能够调控 NF-κB 信号通路的激

活，抑制气道炎症，从而起到医治 CVA 的作用［4］。

西医治疗 CVA 多选用支气管扩张剂、吸入糖

皮质激素及白三烯受体拮抗剂等，但用药周期长，

一旦停药可能会使病情反复，还存在产生药物副作

用的风险［5］，在临床上患儿与家长往往不能遵医嘱

坚持服药。赵颖主任基于钱乙“五脏理论”，根据

CVA 的病因病机，结合西北地区气候特点，辨证施

治，创立平喘颗粒，该方具有祛风润燥，消痰止咳的

功效，在临床应用过程中，能有效缓解患儿咳嗽、咳

痰、气急等症状［6］，但其作用机理仍不明确。本课题

以 CVA 小鼠模型为载体，研究平喘颗粒和孟鲁司

特钠分别干预治疗后，检测 NF-κB 通路相关蛋白在

各组小鼠肺组织中的表达情况，进而验证假说—平

喘颗粒可能通过抑制 CVA 小鼠肺组织中 NF-κB 信

号通路的激活，减少炎症细胞浸润和炎性介质释

放，从而改善气道炎症，旨在为临床治疗 CVA 提供

新的中医药理论，同时为平喘颗粒的临床应用提供

深入研究的理论依据。

1 材料与方法  
1.1　材料　

1.1.1　 实 验 动 物　 60 只 SPF 级 20~25 g 雌 性

BALA/c 小鼠，均购买于宁夏医科大学实验动物中

心。BALA/c 小鼠在标准实验室条件下适应性喂养

7 d 后开始实验。所有的动物实验均严格按照国家

健康协会公布的实验动物护理和使用指南来执

行［7］。本研究通过了宁夏医科大学实验动物福利伦

理审查（伦理批号：LACUC-2023-246）。

1.1.2　实验药物　平喘颗粒主要组成：桑白皮、紫

菀、炒僵蚕各 18 g，地龙、紫苏子、紫石英、防己各

16 g，地骨皮 17 g 及炒苦杏仁 18 g。将以上药物煎

煮并浓缩成 1 g/mL（相当于每毫升溶液中 1 g 生

药），在使用前，用蒸馏水配制以获得所需的药物浓

度。药物由宁夏回族自治区中医医院暨中医研究

院制剂中心制备。孟鲁司特钠咀嚼片由杭州默沙

东制药有限公司生产，药品批准文号：J20130054。
1.1.3　实验试剂　鸡蛋清白蛋白（批号：S12015，上
海 源 叶 生 物 科 技 公 司）；氢 氧 化 铝（批 号 ：HY-

B1521，MCE）；白细胞介素 -4（IL-4）、白细胞介素

-13（IL-13）试剂盒（批号：JL20266-96T，上海江莱生

物公司）；Toll 样受体 4（TLR4）、髓样分化因子 88
（Myd88）、核转录因子 κB（NF-κB）p65 抗体购自武

汉 三 营 生 物 技 术 有 限 公 司（货 号 ：19811-1-AP、

67969-1-Ig、10745-1-AP）；全蛋白提取试剂盒、BCA
蛋白含量检测试剂盒（批号：KGP250、KGB2101-

50，江苏凯基生物）。致敏液的配置：将 100 μg 鸡蛋

清白蛋白与 20 μg 氢氧化铝混合在 200 μL 生理盐水

溶液中溶解。

1.1.4　实验仪器　实验所用仪器包括德国 Leica 公
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司切片刀和切片机；浙江金华益迪医疗设备有限公

司脱水机、包埋机、组织摊片机；日本 Olympus 公司

倒 置 显 微 镜 ；1510 全 波 长 酶 标 仪 ；美 国 Thermo 
Fisher Scientific 公司多功能成像仪；美国 BIO-RAD
公司凝胶电泳仪等。

1.2　方法　

1.2.1　动物模型建立及分组　在实验室条件下，将

60 只雌性 BALA/c 小鼠进行了为期 7 d 的适应性饲

养，其中室温维持在 22~26 ℃ 、相对湿度保持在

50%~60% 的环境下，分组方法采用数字表法，随

机分为空白组、模型组、平喘颗粒组以及阳性对照

组（孟鲁司特钠组）4 组，每组 15 只。CVA 小鼠模型

制备方法参考文献所述［8，9］：除空白组以外，其余 3
组小鼠均在第 1、7、14 d 接受 200 μL 致敏液的腹腔

注射；空白组腹腔注射生理盐水 200 μL。从第 21 d
起，除空白组外，其他各组小鼠均给予 1.5% OVA
溶液超声雾化激发，空白组用生理盐水雾化激发，

30 min/d，共激发 14 d。当小鼠出现明显的腹部肌

肉收缩、呼吸频率加快、呼吸加深等典型气道痉挛

症状及打喷嚏、抓耳挠鼻等过敏症状时，表明 CVA
小鼠造模成功。对小鼠进行麻醉处死，剖取肺组

织，进行 H&E 染色验证模型建立是否成功。

1.2.2　给药方式　参照实验动物和人体临床用药

剂量换算公式对小鼠灌胃剂量进行换算，平喘颗粒

组按照 3 g/kg的剂量进行灌胃，阳性对照组予以孟鲁

司特钠咀嚼片捣碎、研末并配制成溶液，按照 1 mg/kg
的剂量灌胃，空白组和模型组分别按照 10 mL/kg的剂

量给予等剂量生理盐水灌胃，连续灌胃 7 d。
1.2.3　相关指标检测及方法　每组小鼠在最后 1 次

给药24 h后用异氟烷麻醉，并用镊子将小鼠眼球摘除取

血。将血液在室温下静置2 h，离心机离心（3 000 r/min，
15 min），小心吸取上层血清，标记，置于−80 ℃冰箱中

储存，待检。从小鼠体内提取双侧肺组织，一侧的肺

组织被浸泡在 4% 的多聚甲醛溶液中以进行固定，

此部分用于进行 H&E 染色和免疫组化染色分析；

而另一侧的肺组织则快速冷冻于液氮中，用于后续

的免疫印迹检测。

1.2.3.1　 H&E 染色法肺组织的病理变化进行观

察　将各组小鼠肺组织切成大小合适的组织块，并

进行包埋和切片。使用二甲苯脱蜡、烤片处理后，

再根据操作步骤利用苏木精、伊红染液对切片进行

染色。染色过程中包含切片脱水，二甲苯透明以及

中性树胶封片的操作。最后在显微镜下对切片组

织中的病理特征进行观察。

1.2.3.2　ELISA 法检测小鼠血清中 IL⁃4、IL⁃13 的水

平　在使用 ELISA 试剂盒处理样本时，需严格遵循

说明书的操作步骤。反应终止后，应用酶标仪检测

各实验孔 450 nm 处光密度值（OD 值），根据所得数

据绘制标准曲线，代入计算小鼠血清中 IL-4、IL-13
含量。这一过程确保了实验结果的准确性和可重

复性。

1.2.3.3　免疫组化法检测小鼠肺组织中 NF⁃κB 和

TLR4 的表达　按免疫组化试剂盒操作步骤处理各

组小鼠肺组织切片，按照组织大小依次进行脱蜡水

化、抗原修复、完成阻断内源性过氧化物酶，按组织

大小滴加适量一抗，滴加反应增强液，滴加适量加

强酶标 IgG 聚合物，加入适量新鲜配制的 DAB 显色

液体显色，复染，脱水，透明，封片。

1.2.3.4　Western blot 检测肺组织中 NF⁃κB、MyD88
及 TLR4 的蛋白表达水平　每组取大小合适的小鼠

肺组织，每 50 mg 肺组织中加入 500 μL 裂解液进行

匀浆，以裂解液 12 000 r/min 离心 15 min，然后取上

清。蛋白质定量之后，将 30 μg 蛋白上样进行凝胶

电泳分离，然后转于 PVDF 膜上 4 ℃封闭过夜，再依

次添加稀释后的 TLR4 抗体、MyD88 抗体、NF-κB
抗体（稀释倍数均为 1∶1 000），室温孵育 1 h。加入

二抗，室温孵育 1 h［10］。洗膜后置于法学发光仪下检

测条带。

1.3　统计学处理　

实验数据以（x̄ ± s）表示，采用 SPSS 23.0 统计

软件析结果。多组间比较采用 one-way ANOVA 分

析，P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果  
2.1　H&E 染色法观察肺组织的病理变化　

H&E 染色结果显示空白组小鼠肺组织支气管

壁结构保持完整，管腔内上皮细胞呈现出整齐的排

列，肺泡未见扩张情况；与空白组相比，模型组支气

管管腔内上皮部位增厚，可见炎性细胞大量浸润，

肺泡扩张明显，肺泡壁显著增厚。与模型组相比，

平喘颗粒组及阳性对照组支气管壁结构均有改善，

管腔上皮部位增厚不明显，炎性细胞浸润减少，肺

泡无明显扩张，肺泡壁无明显增厚，见图 1。
2.2　小鼠血清中 IL⁃4、IL⁃13的含量变化检测结果　

与空白组相比，模型组小鼠血清中 IL-4、IL-17
表达量显著升高（P<0.001），与模型组相比，平喘颗

粒组和阳性对照组血清中小鼠 IL-4 表达量明显降

低（P<0.05，P<0.001），（F 值：IL-4：52.27、IL-17：
73.87），见图 2。
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2.3　免疫组化法染色观察小鼠肺组织变化　

免疫组化结果显示：与空白组比较，模型组小

鼠肺组织中 TLR4 和 NF-κB 抗体在气道周围及肺

泡壁有阳性表达；与模型组比较，平喘颗粒组和阳

性对照组小鼠肺组织中 TLR4 和 NF-κB 阳性表达

减轻，见图 3。
2.4　 平 喘 颗 粒 对 CVA 小 鼠 肺 组 织 中 NF⁃κB、

MyD88 及 TLR4 蛋白表达的影响　

与空白组相比，模型组 CVA 小鼠肺组织中 NF-

κB、MyD88 及 TLR4 蛋 白 表 达 量 显 著 上 升（P<
0.05，P<0.001）；对比模型组，平喘颗粒组及阳性对

照组 NF-κB、MyD88 和 TLR4 表达明显下调（P<
0.05，P<0.01），（F 值 ：NF- κB：6.794、MyD88：
5.187、TLR4：15.77），见图 4。

与空白对照组相比，***P<0.001；与模型组相比，#P<0.05，###P<
0.001

图 2　ELISA 法检测小鼠血清中 IL⁃4、IL⁃13 的水平

Fig 2　Serum levels of IL‑4 and IL‑13 in mice detected by 
ELISA

图 3　小鼠肺组织 NF⁃κB、TLR4 蛋白表达（×200）
Fig 3　Expression of NF‑κB and TLR4 protein in mice lung tissues （×200）

图 1　小鼠肺组织病理学改变（×200）
Fig 1　Lung histopathological changes in mice （×200）
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3 讨论  
传统中医古籍中未见有咳嗽变异性哮喘的记

录，但根据其症状和特点可归纳至“风咳”范畴。《诸

病源候论·咳嗽病诸候》云：“风咳，语因咳言不得竟

是也”，指出风咳的主要症状为咽痒，气急呛咳［11］。

《黄帝内经》中阐述了“风咳”的影响：“久咳不已，则

三焦受之，三焦咳状，咳而腹满，不欲食饮，此皆聚

于胃，关于肺，使人多涕唾而面浮肿气逆也”［12］，说

明长期咳嗽会影响三焦，引起腹部胀满，食欲不振，

这些症状与胃和肺的功能障碍有关，并可能导致面

部浮肿和气逆。咳嗽变异性哮喘的致病外因，通常

归咎于风、痰、热、瘀等外来的邪气，尤其是风邪；内

因则是由于肺、脾、肾、肝四脏功能紊乱失调，尤以

肺、脾、肾虚更为明显。小儿脏腑娇嫩，脏腑功能尚

未完善，风邪善行数变，是故小儿易受风邪侵袭。

鼻咽为“肺之门户”，邪气由此入里，正如沈金鳌《幼

科释谜·卷四》所述：“卫气虚，元府不闭，腠理常疏，

虚邪贼风，卫阳受摅”，咽喉不利，肺气失宣，发为

此病。

CVA 具有病程长，迁延不愈的特点，本课题组

致力于小儿肺系疾病的研究，认为本病由外感风邪

引动内藏之伏风，伏风化燥，耗伤肺津，肺失濡养，

导致肺宣降失调，而致肺气上逆，痰随气上。平喘

颗粒是宁夏中医医院暨中医研究院儿科专家赵颖

主任总结多年临床经验的自拟方剂，治疗上以祛风

润燥，消痰止咳为法，在临床使用中疗效颇佳［13］。

全方由 9 味药物组成，具体药物如下：炒紫苏子、蜜

紫菀、地龙、炒僵蚕、炒苦杏仁、桑白皮、地骨皮、紫

石英、防己。方中炒紫苏子性辛温，入肺、大肠经，

具备降气化痰，止咳平喘的功能，为君药；蜜紫菀性

辛温苦，入肺经，擅润肺下气，化痰止咳；炒苦杏仁

擅长降肺气，止咳平喘之功尤其显著，与炒紫苏子

同用，可助炒紫苏子行气止咳之功，为臣药。桑白

皮味甘性寒，能清肺泻火，泻肺平喘，地骨皮同为甘

寒之品，入肺经，桑白皮质润，擅清肺中邪热，地骨

皮质轻，能降肺中伏火，两药同用，可助清肺止咳平

喘之功。紫石英性温味甘，可温肾助阳平喘。地龙

性寒，清肺平喘，祛风止痉；僵蚕性温味咸、辛，《本

草纲目》中记载：“僵蚕，散风痰结核，疔肿风痔”，僵

蚕与地龙同用，可增其祛风之效。防己性寒味苦

辛，擅祛风除湿。诸药相合，共奏祛风润燥、消痰止

咳之功。

CVA 与典型哮喘的发病因素极其相似，总的来

说与环境、遗传、炎症与免疫调节相关。在免疫系

统的复杂调节网络中，Th1/Th2 的平衡对于 CVA
的发病发挥重要的作用。研究表明［14］，以 Th2 型细

胞为主的Ⅱ型免疫应答，具有产生高水平的抗体和

嗜酸性粒细胞增加的特点，Ⅱ型免疫应答往往与过

敏反应、哮喘等紧密相关。细胞因子 IL-4 和 IL-13
均由 Th2 细胞分泌，能够介导气道黏膜的炎症反

应，加剧 CVA 的症状，并有可能推动其向哮喘的转

变［15］。本研究中，CVA 小鼠血清中 IL-4 和 IL-13 水

平显著增高（P<0.001），结果与陈秋玲［16］等的研究

报道一致，经平喘颗粒及孟鲁司特钠治疗后，小鼠

血清中 IL-4 和 IL-13 水平下调（P<0.05），据此推测

平喘颗粒可通过抑制炎症因子 IL-4 和 IL-13 的释

放，缓解小鼠气道炎症。

前期研究结果表明［17］，CVA 气道炎症的形成可

能与 TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路有关。TLR4
是一种分布于免疫细胞和某些体细胞表面的模式

识别受体，它能够识别病原相关分子模式并启动免

疫反应。MyD88 是 TLR4/MyD88/NF-κB 信号通

路的衔接蛋白，在 CVA 的发生、发展中起重要作

用 。 当 机 体 受 到 病 原 体 侵 袭 时 ，TLR4 能 够 与

MyD88 蛋白结合，并通过 MyD88 依赖的途径激活

NF-κB，导致多种炎症因子，如 IL-3、IL-4、IL-5 等的

与空白对照组相比，*P<0.05，***P<0.001；与模型组相比，#P<0.05，##P<0.01
图 4　Western blot 检测各组小鼠肺组织中 NF⁃κB、MyD88 及 TLR4 蛋白表达水平

Fig 4　Expression levels of NF‑κB， MyD88， and TLR4 protein in mice lung tissues of all groups detected by Western blot
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聚集。NF-κB 是一个在众多细胞类型中都有广泛

表达的蛋白质，当 NF-κB 被激活后，其转录因子进

入细胞核，产生各种细胞因子和趋化因子，如 TNF-

α、IL-6、IL-10、IL-1β 等［18-20］。这些因子进一步加剧

了哮喘气道炎症的形成，因此，NF-κB 在调节炎症

反应中起着至关重要的作用。本研究结果显示经

平喘颗粒治疗后，CVA 小鼠肺组织炎性细胞浸润显

著减少，支气管壁结构相对完整，肺泡扩张改善，肺

泡壁由增厚变为正常；肺组织中 NF-κB、MyD88 及

TLR4 的蛋白表达明显下调（P<0.05，P<0.01）；小

鼠血清中炎症因子 IL-4 和 IL-13 水平明显下调（P<
0.05，P<0.001）。 推 测 平 喘 颗 粒 能 下 调 TLR4/
MyD88/NF-κB 信号通路表达，减少炎症因子释放，

减轻炎症反应。

综上所述，平喘颗粒改善 CVA 小鼠气道炎症

的作用机制可能与 TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路

的调节有关。本研究为平喘颗粒在临床治疗 CVA
提供了中医药理论依据和实验数据支持。但本次

实验仅从炎症和免疫调节等方面进行探索，未能进

一步研究平喘颗粒与变态反应之间的关系，在以后

的研究中，本课题组会进一步完善与改进。
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