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针刺对支气管哮喘大鼠肺组织 PI3K 蛋白表达的影响
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摘要: 目的: 探讨针刺对哮喘大鼠肺组织中 PI3K 蛋白表达的影响。方法: 将 40 只 SPF 级雄性 SD 大鼠按随机数字表法分为

空白组、模型组、针刺组和阻断剂组各 10 只，各组分别给予相应干预后用生理记录仪检测大鼠肺功能的变化，用 Western Blot 法和

免疫组织化学法检测大鼠肺组织 PI3K 蛋白的表达。结果: 呼吸功能测定显示模型组大鼠肺顺应性降低，肺弹性阻力升高，较空白

组、针刺组和阻断剂组改变明显; western Blot 和免疫组化法检测示模型组 PI3K 蛋白表达较空白组、针刺组、阻断剂组升高; 针刺后

PI3K 蛋白表达降低，阻断剂组与空白组比较差异无统计学意义。结论: 针刺可降低大鼠肺组织中 PI3K 蛋白表达以减轻气道重塑，

改善和恢复肺功能。
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Ｒegulation of Acupuncture on PI3K Expression in The Lung Tissues of Asthma Ｒats
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Abstract: Objective: To examine the mechanism of acupuncture on PI3K expression in the lung tissues of asthmatic
rats． Methods: 40 SPF male SD rats were randomly divided into 4 groups with 10 rats in each group． Groups were given
accordingly interventions． Physiological recorder is used to inspect the pulmonary function changes，western blot and
immunohistochemical method were employed to observe the protein expression of PI3K in the lung tissue of rats． Ｒesults:
The lung compliance of the asthma model group are decreased with the pulmonary elastic resistance increased comparing
with the blank group，acupuncture group and blocking group． Western Blot and immunohistochemical method，The protein
expression of PI3K was higher in asthmatic model group than other groups． but there was no statistical difference among the
blocking group，the acupuncture group and the blank group． Conclusion: Acupuncture can reduce the protein expression of
PI3K in lung tissue of rats to reduce airway remodeling and improve lung function．
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支气管哮喘( 简称哮喘) 是临床常见的疑难病
和多发病，其发病率和死亡率在全世界范围内呈逐
渐增长趋势［1］，是危害人类健康的常见疾病之一，

目前全球哮喘患者约有 3 亿人。西医认为，哮喘是
由多种细胞( 包括气道的炎性细胞和结构细胞) 和
多种细胞因子、炎性介质参与的气道慢性炎症性疾
病。中医认为，哮为痰鸣有声，喘为短气不足以息，

哮喘发病主因痰饮伏肺而引发，病机有寒饮伏肺、痰
热壅肺、肺脾气虚、肺肾阴虚、心肾阳虚。对哮喘的
治疗西医以糖皮质激素抗炎为主，中医多采用针灸、
中药等方法改善肺功能。大量研究证实，针灸能避
免因服用药物而出现的副作用，对治疗和预防哮喘
发作有重要意义，但是针灸疗法发挥治疗作用的机
制尚不明确。本实验采用 Western Blot 法和免疫组

化法观察针刺对哮喘大鼠肺组织 PI3K 蛋白表达的
影响，以及针刺对哮喘大鼠肺功能的影响，探讨针刺
治疗哮喘的机制。

1 实验材料
1. 1 主要试剂与仪器
卵蛋 白 粉 末，PV6000 通 用 性 试 剂 盒，兔 来 源

PI3K 第 一 抗 体，DAB 染 色 试 剂 盒，PVDF 膜，
LY294002 粉末，Western 及 IP 细胞裂解液、磷酸酶
抑制剂 ( 100 mmol /L)、BCA 蛋白浓度测定试剂盒
( 增强型)、SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒、彩色预染蛋
白 Marker，超 敏 ECL 化 学 发 光 试 剂 盒、兔 来 源
GAPDH 第一抗体，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔
二抗，Western 一抗二抗去除液( 强碱性)、一次性无
菌针灸针、切片机、光学显微镜、低温高速离心机
Ｒ134 A、电泳、电转仪; PＲO200 匀浆机、水平摇床、
雾化器、生理记录仪和自制雾化罩。

1. 2 实验动物
40 只雄性 SPF 级 SD 大鼠，体质量 100 ～ 130 g，

购自天津山川红实验动物公司，符合实验动物使用
标准( 许可证号 SYXK 2015-0038) ，饲养于华北理工
大学动物实验中心，环境温度 20 ～ 25 ℃，湿度 60%
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～ 70%，通 风 良 好。正 常 饲 料 喂 养 ( 饲 料 批 号
SCXK-( 军) 2014-0001 ) ，饮水为超滤系统处理的无
菌水，定期更换垫料。

2 方法
2. 1 动物分组及造模
大鼠适应性喂养 3 d，按随机数字表法将 40 只

大鼠分为空白组、模型组、针刺组和阻断剂组 4 组各
10 只。

哮喘模型制备方法［2］: 模型组大鼠腹腔注射含
卵蛋白( OVA) 1 mg 和 Al( OH) 3 10 mg 的生理盐水 1
ml 致敏，1 周后再次腹腔注射相同成分生理盐水 1
ml 加强致敏，加强致敏后第 2 天用 1% OVA 混悬液
雾化吸入激发 30 min，隔天 1 次共 14 次; 空白组参
照上述方法，但致敏和激发时均以生理盐水代替; 针
刺组在模型组的基础上，激发雾化 1% OVA 混悬液
之前 30 min 进行针刺操作; 阻断剂组在模型组基础
上，激发雾化 1%OVA 混悬液之前 30 min 雾化阻断
剂治疗，1 mg /kg 以阻断 PI3K /AKT 通路。

2. 2 治疗方法
2． 2． 1 针刺操作 取穴: 取大椎、肺俞( 双)、

风门( 双)。针刺方法: 将大鼠置于高台上进行针
刺，平补平泻，每次留针 20 min，每隔 5 min 行针 1
次 ( 以 200 次 /min 捻 转 速 度 捻 针 20 次 为 行 针 1
次) ，隔日针刺 1 次，共针刺 14 次。

2． 2． 2 阻断剂干预 造模期间，阻断剂组大鼠
激发雾化 1% OVA 混悬液之前，先雾化 LY294002
混悬液 30 min，隔天 1 次共 14 次。LY294002 混悬
液配制方法: 取 2 mg LY294002 粉末溶解于 200ul
的 DMSO 中，生理盐水定容至 6 ml，震荡混匀。

2. 3 指标检测方法
2． 3． 1 气道阻力测定 末次雾化激发之后 24

h 内测定气道阻力，各组大鼠称重后，用 10%的水合
氯醛按 3. 5 ml /kg 腹腔注射麻醉。打开 ＲM6. 240 生
物信号采集处理系统，设置相应的指标包括频率、速
度等，将大鼠用胶布固定在鼠板上，剪开颈部皮肤，

钝性剥离皮下组织，充分暴露气管和食管上段，气管
食管插管并固定，气管测呼吸，食管接压力换能器，

记录气道阻力 Ｒ 和肺顺应性 C，共记录 30 min 保存
波形。每只大鼠图像截取 20 个波段，保存数据到
excel 表并进行统计。

2． 3． 2 免疫组化法检测肺组织 PI3K 表达水平
制作肺组织切片: 各组大鼠用生理记录仪记录完

毕后打开腹腔，腹主动脉取血后剪开胸腔，整体取出
心肺和气管，清除心脏、气管、大血管和肺门周围结
缔组织，剥离肺生理盐水漂洗干净，吸水纸拭干。右
肺中叶于 4%多聚甲醛固定，剩余右肺于液氮保存。
右肺中叶固定超过 48 h 后，常规石蜡包埋、切片，做
成组织切片，其余右肺提取蛋白备用。

免疫组化步骤: 65 ℃ 烤片 40 min，室温放置 5

min 做免疫组化。石蜡切片常规脱蜡至水，放入纯
水中 2 min; 微波修复抗原，修复液枸橼酸盐 ( 自
制) ，高火烧开后中火烧 7 min，冷水冷却，PBS 洗 3
× 5 min; 组织周围擦干，滴加过氧化氢，室温下孵育
15 min，PBS 洗 3 × 5 min; 滴加一抗( 兔抗大鼠 PI3K
单克隆抗体，工作浓度 1∶ 200) ，置湿盒内 4 ℃ 冰箱
过夜，PBS 洗 3 × 5 min; 滴加二抗( PV6000 试剂盒中
B 液) 置湿盒内，37 ℃恒温箱孵育 15 min，PBS 洗 3
× 5 min; 切片 DAB 显色 30 s( 显微镜下观察) ，流水

充分冲洗; 苏木素复染 2 min 泡水，盐酸酒精分化 13
s，自来水冲洗返蓝 30 min; 梯度酒精脱水，二甲苯透
明，中性树胶封固，光镜观察、扫图，使用 Image-pro
plus 6. 0 软件测图片 IOD 值，结果以平均光密度值
( mean density 简称 MD) IOD /AＲEA 表示。

2． 3． 3 Western Blot 法检测肺组织 PI3K 表达
水平 ( 1) 提取肺组织蛋白: 取 100 mg 肺组织放于
5 ml EP 管内，手术剪剪碎并用生理盐水清洗肺组织
内残留 血 渍，移 液 枪 吸 走 生 理 盐 水，加 入 500 μl
Western 及 IP 细胞裂解液和 50 μl 磷酸酶抑制剂裂
解组织，匀浆后 4 ℃ 12000 r /min 离心 10 min，取 15
μl 上清用于 BCA 法测定蛋白浓度，剩余上清液取
出 － 80 ℃保存备用。

Western Blot 法步骤: 按照 SDS-PAGE 凝胶配制
试剂盒说明书制备 10% 的分离胶和 5% 的浓缩胶，

注入安装好的电泳仪内，每组各取 100 μl 蛋白与 25
μl 的 5 × 上样缓冲液混合制备样品，上样到 SDS-聚
丙烯酰胺凝胶进行电泳，电泳时设置电压为 80V，等
到 Maker 跑开后将电压调到 120 V，待检测因子相
应分子量的位置都完全分开后停止电泳，小心取出
凝胶放入转膜缓冲液中进行转膜，电压调至 90 V，

转膜 50 min。5%的脱脂奶粉封闭 1 h 后，将膜清洗
干净，分别用兔来源 GAPDH ( 1 ∶ 5000 )、PI3K ( 1 ∶
1000) 第一抗体孵育，4 ℃过夜。洗膜后孵育辣根过
氧化物酶( HＲP) 标记的山羊抗兔第二抗体，室温 1
h。ECL 染色，保存图像条带。

约在 110 kD 分子量位置上出现阳性条带，即为
PI3K 蛋白条带; 约在 37 kD 分子量位置上出现阳性
条带，即为 GAPDH 蛋白条带。使用 Image-Pro Plus
6. 0 软件 处 理 条 带 IOD 值，结 果 以 PI3K 与 内 参
GAPDH 灰度值的比值表示。

2. 4 统计学方法
采用 SPSS 17. 0 统计软件进行统计分析，实验

数据以均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表示，采用单因素方差
分析检验其差异性，先进行正态性及方差齐性检验，

若数据满足正态分布和方差齐性时，采用 LSD 法进
行多组 间 两 两 比 较，若 数 据 方 差 不 齐 时 则 采 用
Dunnett’T3 法进行两两比较，P ＜ 0. 05 为差异有统
计学意义。

3 结果
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3. 1 气道阻力测定结果
表 1 显示，模型组大鼠肺弹性阻力明显高于空

白组、针刺组和阻断剂组，3 组比较差异有统计学意
义( 均为 P ＜ 0. 05) ，而空白组和针刺组、雾化阻断剂
组比较差异无统计学意义( 均为 P ＞ 0. 05) ; 模型组

大鼠肺顺应性明显低于空白组、针刺组和阻断剂组
3 组比较差异有统计学意义( 均为 P ＜ 0. 05 ) ，而空
白组和针刺组、阻断剂组比较差异无统计学意义
( 均为 P ＞ 0. 05)。

表 1 大鼠气道阻力、肺组织 PI3K 表达结果(珔x ± s)

组 别 肺弹性阻力( cmH2O /ml) 肺顺应性( ml /cmH2O) PI3K ( MD 值) PI3K /GAPDH( IOD 值)

空 白 组 0. 00996 ± 0. 01545 117. 2729 ± 31. 11167 0. 00292 ± 0. 00053 0. 3925 ± 0. 19594
模 型 组 0. 03114 ± 0. 01328▲ 36. 7261 ± 11. 64861▲ 0. 00976 ± 0. 00428▲ 0. 8166 ± 0. 28610▲

针 刺 组 0. 01326 ± 0. 00286△ 83. 8385 ± 24. 08422△ 0. 00308 ± 0. 00105△ 0. 4945 ± 0. 11079△

阻 断 剂 组 0. 01188 ± 0. 00294△ 112. 6915 ± 53. 71237△ 0. 00467 ± 0. 00297△ 0. 3606 ± 0. 13338△

F 组 12. 603 6. 171 10. 034 11. 549
P 组 0. 000 0. 001 0. 000 0. 000

注: 与空白组比较: ▲P ＜ 0. 05; 与模型组比较: △P ＜ 0. 05

3. 2 免疫组化法检测肺组织 PI3K 蛋白表达结
果

图 1 表 1 显示，空白组、模型组、针刺组与阻断
剂组各组图片平均光密度值 MD 比较显示，哮喘模
型组平均光密度值明显高于空白组、针刺组和阻断
剂组，差异有统计学意义 ( P = 0. 000 ＜ 0. 05，P =
0. 000 ＜ 0. 05，P = 0. 002 ＜ 0. 05) ，而针刺组、空白组
和阻断剂组 3 组比较差异无统计学意义( P = 0. 841
＞ 0. 05，P = 0. 272 ＞ 0. 05，P = 0. 197 ＞ 0. 05)。

图 1 各组大鼠肺组织免疫组化 PI3K 表达结果( IHC ×400)

3. 3 Western Blot 法检测肺组织 PI3K 蛋白表
达结果

图 2 表 1 显示，PI3K 蛋白条带 IOD 值与内参条
带的 IOD 比值显示，模型组明显高于空白组、针刺
组和阻断剂组，差异有统计学意义( 均为 P ＜ 0. 05) ;

而针刺组与空白组、阻断剂组比较差异无统计学意
义( 均为 P ＞ 0. 05)。

4 讨论
哮喘是由多种细胞和细胞因子参与的慢性气道

炎症性疾病，属于中医学“哮病”“喘证”范畴，以反
复发作的喘息、气促、胸闷或咳嗽等为主要症状，其

图 2 PI3K 在大鼠肺组织中的表达( Western Blot)

主要病理特征有慢性气道炎症、气道高反应性、黏液
分泌过多和气道重塑［3-4］。其中，气道重塑是哮喘
的典型病症，指气道组织结构的病理生理改变，以上
皮分离、上皮下纤维化、胶原沉积、气道平滑肌细胞
和杯状细胞增生肥大为典型特征，是造成气道不可
逆阻塞和气道高反应性的重要原因，也是临床症状
加重以及肺功能障碍的重要原因，是顽固性哮喘的
重要病理生理基础［5］。

气道重塑是哮喘发病的重要机制，而其主要原
因是气道平滑肌细胞 ASMC 增殖引起的气道平滑肌
和气道壁增厚，在哮喘患者和实验动物哮喘模型中
普遍 存 在 ASMC 增 殖。研 究 表 明，PI3K 通 路 在
ASMC 增殖中起主要正向调节作用，PI3K 可以通过
调节 ASMC 和气道上皮细胞的增殖参与调节气道重
塑［6-7］。Scott 等［8］在研究中培养牛的 ASMC，探讨
PI3K 活性与 ASMC 增殖的关系，运用 PI3K 抑制剂
wortmannin 抑制 PI3K 的活性，同时发现 ASMC 的
DNA 有丝分裂也受到抑制，结果表明 PI3K 的活性
越高越能促进气道平滑肌细胞的增殖。莫碧文［9］

等研究 PI3K 在支气管哮喘大鼠气道重塑中的作
用，发现哮喘组大鼠气道上皮细胞、气道平滑肌细胞
内 PI3K P85α 的 表 达 明 显 高 于 正 常 对 照 组，且
ASMC 数量、气道壁厚度明显增加，表明 PI3K 信号
通路可能通过促进 ASMC 增殖参与哮喘气道高反应
性及气道重构的发病过程。Krymskaya 等研究 PI3K
对 AMSC 增殖的影响，运用显微注射法把活化的Ⅰ
A 型 PI3K 导入到 ASMC 内，结果发现气道平滑肌细

( 下转第 1614 页)
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胞的 DNA 合成明显增加，表明 PI3K 能单独刺激
ASMC DNA 的合成，从而促进 ASMC 的增殖［10］。

本实验在造模干预完成后，取右肺中叶固定包
埋后制作石蜡切片，取右肺下叶提取肺组织蛋白，分
别用免疫组织化学法和免疫印迹法( Western Blot)
检测大鼠肺组织 PI3K 的表达量。结果显示，哮喘
组大鼠肺组织内 PI3K 蛋白的表达较高，明显高于
正常对照组、针刺组和阻断剂组。同时，哮喘组大鼠
的肺弹性阻力较高，肺顺应性较低，提示哮喘组大鼠
出现气流受限的症状，针刺和阻断剂干预后，PI3K
蛋白的表达降低，肺弹性阻力降低，肺顺应性升高，
肺功能有所改善。由于 PI3K 调节 ASMC 的增殖参
与气道重塑，气道的结构发生病理性改变，气道壁增
厚，官腔变窄，故气流受限的症状与 PI3K 蛋白的含
量和活性有关，抑制 PI3K 的表达可以减轻哮喘的
症状。LY294002 是 PI3K 通 路 的 抑 制 剂，作 用 于
PI3K Pll0β 催化亚单位，可抑制 PI3K 的表达，也可
以通过竞争与 AT P 结合区的结合抑制 PI3K 途径，
且能明显抑制磷脂酞肌醇转换，阻断 PI3K 途径。
从本实验结果分析，针刺组 PI3K 的表达明显降低
接近阻断剂组，针刺组大鼠的肺功能接近正常组，可
见针刺能阻断 PI3K 通路，从而改善哮喘患者的肺
功能，减轻哮喘症状。
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