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基于 ERK/p38 MAPK 信号通路探讨复方玄参利咽合剂对慢性咽炎模

型兔抗炎机制研究 
    

王利敏，朱滢涧，唐映红(浙江中医药大学附属湖州中医院，浙江 湖州 313000) 
 

摘要：目的  研究复方玄参利咽合剂减轻慢性咽炎模型兔炎症反应的作用机制。方法  利用彭氏造模法咽部喷 2.5%氨水

和咽部黏膜下注射 0.5 mL 松节油复合因素建立新西兰兔的慢性咽炎模型，随机分为模型对照组、金果饮组、复方玄参利

咽合剂组，另取正常新西兰兔为正常对照组。观察复方玄参利咽合剂对慢性咽炎兔咽喉黏膜病理改变的影响，ELISA 检

测血清中白细胞介素-1β(IL-1β)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和前列腺素 E2(PGE2)含量的变化，Western blotting 检测兔咽部

组织中 p38、P-p38、ERK1/2 及 P-ERK1/2 的表达。结果  与正常对照组比，慢性咽炎模型对照组病理表现黏膜层不平整，

部分细胞坏死、脱落，黏膜下层结构被破坏，血清中 IL-1β、TNF-α 和 PGE2 均极显著升高(P<0.01)，咽部组织中 P-p38
与 P-ERK1/2 蛋白表达水平极显著上升(P<0.01)，提示造模成功。与模型对照组相比，复方玄参利咽合剂组显示病理状态

有所好转，血清中炎性指标 IL-1β、TNF-α 和 PGE2 均显著降低(P<0.01)，咽部组织中 P-p38 与 P-ERK1/2 蛋白表达水平显

著降低(P<0.01)。结论  复方玄参利咽合剂可能通过降低 MAPK 信号通路中 P-p38 与 P-ERK1/2 蛋白表达水平减轻慢性咽

炎兔炎症反应。 
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Study on Anti-inflammatory Mechanism of Compound Xuanshen Liyan Mixture on Chronic Pharyngitis 
Model Rabbits Based on ERK/p38 MAPK Signaling Pathway 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the mechanism of Compound Xuanshen Liyan mixture in reducing the inflammatory 
response of chronic pharyngitis model rabbits. METHODS  The chronic pharyngitis model of New Zealand rabbits was 
established by using the combined factors of 2.5% ammonia injection in pharynx and 0.5 mL turpentine injection in submucosa 
of pharynx by Peng’s modeling method, which were divided into model control group, Jinguoyin group, Compound Xuanshen 
Liyan mixture group, normal New Zealand rabbits were taken as normal control group. Observed the effect of Compound 
Xuanshen Liyan mixture on the pathological changes of pharyngeal mucosa in rabbits with chronic pharyngitis, and detected the 
changes of serum IL-1β, TNF-α and PGE2 by ELISA, and detected the expressions of p38, P-p38, ERK1/2 and P-ERK1/2 in 
pharyngeal tissues by Western blotting. RESULTS  Compared with the normal control group, in the model control group of 
chronic pharyngitis, the mucosa was not smooth, some cells died and fell off, and the submucosal structure was destroyed, IL-1β, 
TNF-α and PGE2 in serum were significantly increased(P<0.01), the expression levels of P-p38 and P-ERK1/2 proteins in 
pharyngeal tissues were significantly increased(P<0.01), indicated a successful modeling. Compared with the model control 
group, in the Compound Xuanshen Liyan mixture group, the pathological state was improved, the inflammatory indicators IL-1β, 
TNF-α and PGE2 in serum were all significantly decreased(P<0.01), and the protein expression levels of P-p38 and P-ERK1/2 in 
pharyngeal tissues were significantly decreased(P<0.01). CONCLUSION  Compound Xuanshen Liyan mixture may reduce the 
inflammatory response of rabbits with chronic pharyngitis by reducing the expression levels of P-p38 and P-ERK1/2 proteins in 
the MAPK signaling pathway. 
KEYWORDS: Compound Xuanshen Liyan mixture; chronic pharyngitis; Peng’s modeling method; IL-1β; TNF-α; PGE2; rabbit 
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慢性咽炎为咽部黏膜、黏膜下及淋巴组织的

慢性炎症[1]。MAPK 信息通路中重要的细胞信号传

递者细胞外信号调节蛋白激酶(ERK)和 p38 是机体

炎症反应的主导，二者作为炎症反应的关键指标
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受到广泛研究[2-5]。目前临床上治疗慢性咽炎首选

抗菌药物和激素药物，但长期应用会对患者健康

产生不利影响。中医药治疗慢性咽炎有疗效确切

且不良反应小的优势[6-8]。浙江中医药大学附属湖

州中医院复方玄参利咽合剂(曾用名：咽炎浓煎剂)
在慢性咽炎治疗方面有良好的临床效果[9]。且有初

步试验表明其对多种致病菌均有明显的体外抗菌作

用[10]。本研究通过 ERK/p38 MAPK 信号通路对复

方玄参利咽治疗慢性咽炎的作用机制进行了初步

探讨，为该制剂的临床应用提供依据。 
1  材料与方法 
1.1  动物 

普 通 级 健 康♂新 西 兰 兔 24 只 ， 体 质 量

(2.0±0.03)kg，购于新昌大市聚镇欣健兔场，动物

许可证号：SYXK(浙)2018-0012。饲养条件：温度

(22±2)℃，湿度 50%~60%，14 h 光照和 10 h 黑暗

的环境明暗交替，换风次数每小时 15~20 次。由

浙江中医药大学动物实验研究中心饲养。 
1.2  药物、试剂与仪器 

复方玄参利咽合剂(浙江中医药大学附属湖州

中医院院内制剂，由玄参、麦冬、诃子、板蓝根、

甘草组成，制剂文号：浙药制字 Z20100170)；金果

饮(江西南昌济生制药厂，批号：100848)。 
白细胞介素-1β(IL-1β) ELISA 试剂盒(批号：

MM-0305O2)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α) ELISA 试剂

盒(批号：MM-0240O2)、前列腺素 E2(PGE2) ELISA
试剂盒(批号：MM-0267O2)均来自江苏酶免实业有

限公司；PVDF 膜(GE Healthcare Life，批号：

10600023)；GAPDH 抗体(华安生物，批号：60004- 
1-1g) ； p44/42 MAPK(ERK1/2) 抗 体 (批 号 ： bsm- 
33232M)、Anti-phospho-ERK1/2(Thr197+Thr202)抗
体(批号：bs-3292R)、Anti-p38 抗体(批号：bs-0637R)、
Phospho-p38 MAPK(Thr180/Tyr182) 抗 体 ( 批 号 ：

bs-5476R)均来自北京博奥森生物技术有限公司。 
N18105C 微量加样器 (Physiocare concept)；

DM3000 正置荧光显微镜(Leica)；LRH-150 生化培

养箱(上海齐欣科学仪器有限公司)；CMaxPlus 酶标

仪(美国 Molecular Devices 公司)；VE186 转膜仪(上
海天能科技有限公司)。 
1.3  兔慢性咽炎模型建立和给药 
1.3.1  模型建立  按文献方法[11]建立慢性咽炎动

物模型，第 1~15 天，每日用 2.5%氨水喷其咽部 2
次，每次用喷雾器喷 3 揿。第 8 日，用扁桃体注

射针将 0.5 mL 松节油注射于家兔咽部黏膜下。随

机从造模兔中选取 1 只做组织切片，若咽部黏膜

出现大量炎症细胞浸润现象表明造模成功。 
1.3.2  给药  24 只新西兰兔随机分为正常对照

组、模型对照组、金果饮组和复方玄参利咽合剂

组，每组 6 只。除正常对照组外，其余 3 组在造

模成功第 1 天 HE 染色观察病理改变。金果饮组给

予口服金果饮 1 mL·kg−1，复方玄参利咽合剂组给

予口服复方玄参利咽合剂 1.25 mL·kg−1，模型对照

组和正常对照组给予口服生理盐水 1 mL·kg−1，每

天 1 次，连续 10 d。 
1.4  检测 
1.4.1  HE 染色观察复方玄参利咽合剂对慢性咽

炎兔咽喉黏膜病理改变的影响  取慢性咽炎兔咽

喉黏膜组织样本置入 4%多聚甲醛溶液中固定 24 h
后，按程序脱水，包埋，切厚为 4 μm 的组织切片，

放入 60℃烘箱内烤片，直至水烤干蜡烤化后，取

出常温保存。HE 染色：①二甲苯脱蜡，各级乙醇

蒸馏水洗；②苏木素染色 5 min，水洗；③盐酸乙

醇分化 30 s，水洗；④伊红液染色 2 min，水洗；

⑤常规脱水，透明，封片。 
1.4.2  ELISA 检测咽喉黏膜组织中 IL-1β、TNF-α
和 PGE2 的含量  取咽部黏膜组织制成匀浆，严

格按照 ELISA 试剂盒说明书方法操作，在 450 nm
波长测定各孔的吸光度(OD)值。 
1.4.3  Western blotting 检测咽部组织中 p38 与

ERK1/2 及 P-p38 与 P-ERK1/2 蛋白表达  咽部组

织蛋白制备后，采用 BCA 法测定样品的总蛋白浓

度。SDS-PAGE 电泳和转膜，转膜结束后，取出

PVDF 膜并作好标记，用 TBST 洗膜 10 min×3 次。

将 PVDF 膜放入孵育盒中，加入含 5%脱脂奶粉的

封闭液，摇床振荡 1.5~2 h；封闭结束后，用 TBST
洗膜 10 min×3 次；将膜放入含一抗稀释液(1∶500)
的孵育盒中，4 ℃摇床振荡孵育过夜；室温振荡

30 min，吸弃一抗，TBST 洗 10 min×3 次；用 5%
脱脂奶粉封闭液稀释二抗(1∶3 000），室温摇床振

荡反应 1~2 h；然后用 TBST 洗膜 5~10 min×3 次。

在暗室中用 X 胶片感光、显影、定影。 
1.5  统计学处理 

采用 SPSS 16.0 统计软件进行数据分析，所有

数据以 sx ± 表示，组间两两比较，方差齐性者采

用两独立样本 t 检验，方差不齐者采用 Kruskal- 
Wallis，P<0.05 为差异有统计学意义。 
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2  结果 
2.1  HE 染色观察复方玄参利咽合剂对慢性咽炎

兔咽喉黏膜病理改变的影响 
正常对照组兔咽部组织各层分界清晰，黏膜

层光滑，无细胞坏死及黏膜脱落现象，无炎性细

胞浸润现象，黏膜下层为疏松结缔组织。模型对

照组相较于正常对照组，黏膜层不平整，部分细

胞坏死、脱落，黏膜下层结构被破坏。给药组在

给予药物治疗后，有所好转，病理改变程度由低

到高依次为正常对照组、复方玄参利咽合剂组、

金果饮组、模型对照组。结果见图 1。 

 
图 1  慢性咽炎兔咽喉黏膜病理改变(HE，400×) 
Fig. 1  Pathological changes of throat mucosa in rabbits with 
chronic pharyngitis(HE, 400×) 
 

2.2  ELISA 检测黏膜组织 IL-1β、TNF-α 和 PGE2
含量 

与正常对照组相比，模型对照组兔咽喉黏膜组

织中 IL-1β、TNF-α 和 PGE2 均极显著升高(P<0.01)。
与模型对照组相比，给药组咽喉黏膜组织中 IL-1β、

TNF-α 和 PGE2 均有降低趋势，其中仅金果饮组咽

喉黏膜组织中的 TNF-α 无显著性变化，其余均显著

降低(P<0.05 或 P<0.01)。结果见表 1。 
2.3  Western blotting 检测咽部组织中 p38、P-p38、

ERK1/2 及 P-ERK1/2 的表达情况 
与正常对照组相比，模型对照组兔咽部组织

中 P-p38 与 P-ERK1/2 蛋白表达水平极显著上升

(P<0.01)，p38 与 ERK1/2 蛋白表达水平无显著性

变化。与模型对照组相比，金果饮组与复方玄参

利咽合剂组兔咽部组织中 P-p38 和 P-ERK1/2 蛋白

表达水平显著降低(P<0.05 或 P<0.01)，p38 与

ERK1/2 蛋白表达水平无显著性变化。结果见图 2。 

表 1  黏膜组织 IL-1β、TNF-α和PGE2含量变化( sx ± ，n=6) 
Tab. 1  Changes of the contents of IL-1β, TNF-α and PGE2 
in mucosal tissues( sx ± , n=6)             pg·mL−1 

组别 IL-1β TNF-α PGE2 
正常对照组 25.64±2.67 28.30±3.38 260.78±30.68 
模型对照组 127.42±14.491) 93.90±13.671) 600.50±76.401)

金果饮组 93.04±9.102) 74.03±9.98 434.98±45.392)

复方玄参利咽合剂组 66.38±7.273) 53.46±5.753) 367.62±44.133)

注：与正常对照组比较，1)P<0.01；与模型对照组相比，2)P<0.05，
3)P<0.01。 
Note: Compared with the normal control group, 1)P<0.01; compared with 
the model control group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

 
3  讨论 

慢性咽炎主要表现为咽干、咽痒、咽灼热感、

咽痛及咽喉部异物感等，且症状顽固，易反复发

作[12]。中医认为慢性咽炎的病因以肺肾阴虚导致

的虚火上升、咽喉失养为主，多因肺脾肾虚损，

喉窍失养而致[13-14]。而湖州当地百姓的体质本以

阴虚为主，与湖州地处杭嘉湖平原，地理位置特

殊，环境、气候潮湿及饮食习惯等息息相关。因

此，笔者所在医院以“湖州西阳喉科”的经典方，

取玄参、麦冬、诃子、板蓝根、甘草等中药材，遵

循“药有个性之特长，方有合群之妙用”的配伍原

则制成复方玄参利咽合剂可有效调理阴虚体质。 
调控炎症基因表达的 MAPK 信号通路中有三

大类亚族在 MAPK 级联反应中发挥重要作用：细

胞外信号调节蛋白激酶(ERK)，c-Jun 氨基末端激

酶(JNK)和 p38[15-17]。活化的 MAPK 能够使细胞核、

细胞质中的转录因子发生磷酸化而激活，从而调

控目标基因的表达，产生不同的生理反应，炎症

反应就是其中一种由 MAPK 通路调控的[18]。有研

究表明 ERK 受上游特异性刺激分子 MEK 双磷酸

化激活，活化的 P-ERK 形成二聚体，从细胞质移

位到细胞核，通过调控一系列转录因子，引起炎

症反应[19]，而 p38 MAPK 主要调节炎症与细胞凋

亡等应激反应。ERK 和 p38 是 MAPK 中占重要地

位的信号通路，与炎症反应的活化有密切的联系。

通过 p38 MAPK 的活化，许多参与炎症反应的细胞

因子(TNF-α、IL-1β)、炎症介质的基因表达被上调，

并且这种调控能够在转录过程中和转录后发生。在

活化的巨噬细胞中，上调 iNOS 的表达和 NO 的合

成及 终浓度，都受到 p38 MAPK 的控制[20]。Guan
等[21]报道，一种能选择性抑制系膜细胞内 p38 通

路的药物 SC68376，能抑制肾小球系膜细胞内

IL-1β 对 p38 的激活，从而增加 NO 的合成并抑制

PGE2 的释放。  
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图 2  咽部组织中 p38、P-p38、ERK1/2 及 P-ERK1/2 的表达( sx ± ，n=6) 
与正常对照组比较，1)P<0.01；与模型对照组相比，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Fig. 2  Expression of p38, P-p38, ERK1/2 and P-ERK1/2 in pharyngeal tissues( sx ± , n=6)  
Compared with the normal control group, 1)P<0.01; compared with the model control group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 
 

彭氏造模法造模后兔咽部出现黏膜层不平整，

部分细胞坏死、脱落，黏膜下层结构被破坏，表明

造模成功。本研究显示，复方玄参利咽合剂可明显

改善慢性咽炎兔咽喉黏膜病理形态。咽炎发病时，

作为炎症反应主要介质的 IL-1β、TNF-α 增多[22-23]，

PGE2 含量增加[24]，炎症因子可通过诱导巨噬细胞

活化，进而促进组织细胞的凋亡，激活 p38 MAPK
信号通路发挥作用。而在多种生长因子、炎症因子

和应激反应作用下 p38 MAPK 可被激活为其活化

形式即 P-p38 MAPK[25-26]。本研究结果显示复方玄

参利咽合剂能降低兔咽喉黏膜组织中 IL-1β、

TNF-α 和 PGE2 含 量 ， 咽 部 组 织 中 P-p38 与

P-ERK1/2 蛋白表达水平降低。表明复方玄参利咽

合剂抗炎作用与降低 IL-1β、TNF-α 和 PGE2 等炎

症因子相关，其作用可能与 MAPK 信号通路中对

ERK/p38 蛋白表达水平的调节作用有关。 
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