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上海市重大传染病和生物安全研究院中医药疫病研究中心,上海　 200032)

　 　 【摘要】 　 目的　 探索痰瘀互结证哮喘大鼠模型的建立及评价方法。 方法　 60 只 SD 雄性大鼠随机分为 5 组

(正常组、哮喘模型组、病证结合组、地塞米松组、咳喘六味合剂组),每组 12 只。 通过卵清蛋白(ovalbumin,OVA)诱

导建立哮喘疾病模型;通过高脂饮食联合冰水浴法建立痰瘀互结证动物模型。 通过动物行为学观察、病理切片观

察、炎症指标检测、气道反应性测定评估哮喘疾病模型;通过体重测定,证候观察,血糖、血脂、凝血功能、血液流变

学指标检测,以及咳喘六味合剂干预后效果观察评估痰瘀互结证模型。 结果　 (1) OVA 诱导后哮喘模型组、病证

结合组大鼠均出现呼吸急促,张口喘息,腹部翕动,烦躁不安,易激惹等现象;苏木素-伊红( HE)染色见肺组织支气

管黏膜上皮排列紊乱,局部脱落,基底膜增厚,支气管管壁增厚,管腔狭窄,大量炎性细胞浸润,毛细血管充血;血清

中血清中白细胞介素 4( interleukin
 

4,IL-4)、白细胞介素 6( interleukin
 

6,IL-6)、转化生长因子-β1( transformating
 

growth
 

factor
 

betal,TGF-β1)较正常组均上升(P
  

<
  

0. 05);各浓度乙酰甲胆碱(methacholine,Mch)激发后较正常组均

表现出气道阻力(enhance
 

pause,Penh)值增高(P
  

<
  

0. 05)。 (2)造模结束后,病证结合组大鼠出现寒颤、蜷缩少动、
爪甲紫暗,尾部可见紫黑瘀斑、便溏,肛周不洁等证候表现;与哮喘模型组比较,病证结合组大鼠体重上升(P

  

<
  

0. 05);血糖、甘油三酯、总胆固醇含量升高(P
  

<
  

0. 05),凝血酶时间缩短(P
  

<
  

0. 05),纤维蛋白原含量增多(P
  

<
  

0. 05),低、中、高切变率下全血黏度均升高(P
  

<
  

0. 05);咳喘六味合剂组以上各项指标较病证结合组有改善。 结论
 

通过 OVA 诱导及高脂饮食联合冰水浴法建立痰瘀互结证哮喘大鼠模型,通过行为学观察、指标检测、以方测证综

合评价该病证结合模型具有可行性。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

explore
 

method
  

of
 

establishing
 

and
 

evaluating
 

an
 

asthma
 

rat
 

model
 

with
 

phlegm
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome.
 

Methods　 60
 

SD
 

male
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

5
 

groups,
 

a
 

normal
 

group,
 

asthma
 

group,
 

combination
 

of
 

disease
 

and
 

syndrome
 

( combination)
 

group,
 

DM
 

group,
 

and
 

KCLW
 

group,
 

with
 

12
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

Asthma
 

models
 

were
 

established
 

using
 

ovalbumin
 

( OVA).
 

A
 

syndrome
 

model
 

of
 

phlegm
 

and
 

blood
 

stasis
 

was
 

established
 

using
 

a
 

high-fat
 

diet
 

combined
 

with
 

the
 

ice
 

water
 

bath
 

method
 

.
 

We
 

evaluated
 

the
 

asthma
 

model
 

through
 

animal
 

behavior
 

observation,
 

pathological
 

section
 

observation,
 

inflammation
 

index
 

detection,
 

and
 

airway
 

reactivity
 

measurements.
 

The
 

phlegm
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome
 

model
 

was
 

evaluated
 

via
 

measurements
 

of
 

rat
 

body
 

mass,
 

blood
 

glucose,
 

blood
 

lipids,
 

coagulation
 

function,
 

and
 

hemorheological
 

indexes
 

and
 

by
 

observing
 

symptoms
 

and
 

syndrome
 

determination
 

by
 

Kechuan
 

Liuwei
 

mixture.
 

Results　 (1)
 

After
 

OVA
 

induction,
 

the
 

rats
 

in
 

the
 

asthma
 

model
 

group
 

and
 

combination
 

group
 

showed
 

symptoms
 

such
 

as
 

shortness
 

of
 

breath,
 

open
 

mouth
 

breathing,
 

abdominal
 

movement,
 

restlessness,
 

and
 

irritability.
 

HE
 

staining
 

showed
 

the
 

disordered
 

arrangement
 

of
 

the
 

bronchial
 

mucosa
 

in
 

lung
 

tissue,
 

local
 

detachment,
 

thickening
 

of
 

the
 

basement
 

membrane
 

and
 

the
 

bronchial
 

tube
 

wall,
 

narrowing
 

of
 

the
 

lumen,
 

extensive
 

infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

and
 

congestion
 

of
 

capillaries.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 

the
 

asthma
 

model
 

group
 

and
 

combination
 

group
 

(P
  

<
  

0. 05)
 

had
 

increased
 

serum
 

IL-4,
 

IL-6,
 

and
 

TGF-β1.
 

Penh
 

values
 

were
 

increased
 

after
 

stimulation
 

with
 

various
 

concentrations
 

of
 

Mch
 

( P
  

<
  

0. 05).
 

( 2)
 

Rats
 

in
 

the
 

combination
 

group
 

showed
 

symptoms
 

such
 

as
 

chills,
 

curling
 

up
 

with
 

minimal
 

movement,
 

purple
 

and
 

dark
 

claws,
 

purple
 

and
 

black
 

bruises
 

on
 

the
 

tail,
 

loose
 

stools,
 

and
 

unclean
 

perianal
 

area.
 

Compared
 

with
 

the
 

rats
 

in
 

the
 

asthma
 

model
 

group,
 

rats
 

in
 

the
 

combination
 

group
 

had
 

increased
 

body
 

mass
 

(P
  

<
  

0. 05)
 

and
 

blood
 

glucose,
 

triglyceride,
 

and
 

total
 

cholesterol
 

levels
 

(P
  

<
  

0. 05),
 

a
 

shortened
 

thrombin
 

time
 

( P
  

<
  

0. 05),
 

increased
 

fibrinogen
 

content
 

(P
  

<
  

0. 05),
 

and
 

significantly
 

increased
 

whole-blood
 

viscosity
 

at
 

low,
 

medium,
 

and
 

high
 

shear
 

rates
 

(P
  

<
  

0. 05).
 

The
 

indexes
 

were
 

significantly
 

improved
 

after
 

Kechuan
 

Liuwei
 

mixture
 

administration.
 

Conclusions　 The
 

asthma
 

rat
 

model
 

with
 

phlegm
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome
 

can
 

be
 

established
 

through
 

OVA
 

induction
 

and
 

high-fat
 

diet
 

combined
 

with
 

ice
 

water
 

bath.
 

The
 

model
 

can
 

be
 

evaluated
 

through
 

behavioral
 

observation,
 

index
 

measurements,
 

and
 

syndrome
 

determination
 

via
 

formulas.
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syndrome;
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models;
 

syndrome
 

determination
 

by
 

formulas
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　 　 支气管哮喘属中医学“哮病”范畴,“痰瘀”病机

与哮喘发病密切相关[1] 。 痰瘀既是哮喘的致病因

子,又是其发展过程中的病理产物,贯穿整个病

程[2] 。 中医学基于实践经验,强调“痰”在哮病中的

作用。 中医学认为痰的产生与肺布散津液、脾运输

精微、肾气化水湿功能失常密切相关,最终导致津

液代谢失常,凝聚成痰,伏藏于肺[3-6] ,成为哮喘发

病的重要病因。 同时由于“久病入络,久病必瘀”;
或因情志抑郁,肝气不舒,气滞而成瘀;或由外感寒

邪,损伤阳气,血行迟涩而成瘀。 痰瘀具有依存互

根、相互转化、共通消长的相关性。 痰阻气机,血行

不畅可致淤血;血脉壅塞,饮水积聚而不消散,亦可

成痰。 在病变过程中痰瘀互为因果发病,二者胶结

为患。 痰瘀互生互结,滞络损脉,胶结不解,渐成哮

喘发病宿根[7] 。 辨证论治是中医诊疗特色,且病证

结合的动物模型能够更加真实地反应哮喘状态痰

瘀互结的体内环境,在此基础上进行病机研究及药

物作用观察更具客观性[8-9] 。
本研究以经典的卵清蛋白(ovalbumin,

 

OVA)诱

导方法建立哮喘疾病模型,并以高脂饮食联合冰水

浴的方法建立痰瘀互结证大鼠模型,结合微观量化

指标、以方测证等方法,综合建立评价痰瘀互结证

哮喘动物模型,以期为中医药防治哮喘作用机理等

相关研究提供前期基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级雄性 6 周龄 SD 大鼠 60 只,体重 160
  

~
  

180
 

g,购于上海必凯科翼生物科技有限公司【SCXK
(沪)2018-0006】,饲养于上海中医药大学动物实验

中心【SYXK(沪) 2020-0009】,室温 22
  

~
  

25
 

℃ ,湿
度 40%

  

~
  

70%,12
 

h 明暗交替,自由饮水,并按实验

需要自由取食普通饲料及高脂饲料。 本研究实施

过程中符合动物伦理要求,获上海中医药大学伦理

委员会审批(PZSHUTCM2308220001)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

OVA,Sigma 公司 ( 批号: 102435202);氢氧化
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铝,Thermo 公司(批号:VG304133);大鼠白细胞介

素-4(interleukin-4,IL-4)、白细胞介素-6( interleukin-
6, IL-6 )、 转 化 生 长 因 子-β1 ( transforming

 

growth
 

factor-β1,TGF-β1)酶联免疫试剂盒,上海联科生物

科技有限公司 ( 批号: A30480435、 A206H10155、
A201B01241);二甲苯、乙醇,国药集团化学试剂有

限公司(批号:10023418、10009128);苏木素-伊红

(HE)染液,北京鼎国生物技术有限责任公司(批

号:20220803);地塞米松,上海上药信谊药厂有限

公司(批号:H31020793),使用时用蒸馏水溶解,配
成 0. 32

 

g / L 混悬液备用;咳喘六味合剂(组成成分

为麻黄、附子、细辛、桃仁、黄芩和虎耳草),上海中

医药大学附属龙华医院(批号:Z04170941)。
倒置光学显微镜,日本 Olympus;402AI 超声雾

化器,江苏鱼跃医疗设备有限公司;RM2145 切片

机,德国 Leica;HI1210 展片机,德国 Leica;HI1220
烤片机,德国 Leica;医学图象分析软件 IMS 细胞图

象分 析 系 统, 上 海 申 腾 信 息 技 术 有 限 公 司;
KUBOTA5200 离心机,日本久保田株式会社;电热恒

温鼓风干燥箱,上海精宏实验设备有限公司;Sysmex
 

CS5100 全自动凝血分析仪,希森美康医用电子(上

海)有限公司;MEN-C100 全自动血流变仪,山东医

美林电子仪器有限公司;小动物呼吸肺功能检测系

统,美国 Buxco。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 分组及造模

60 只 SD 雄性大鼠完全随机分为 5 组:正常组

(normal
 

group)、哮喘模型组(asthma
 

group)、病证结

合组(combination
 

group)、地塞米松组( DM
 

group)、
咳喘六味合剂组( KCLW

 

group),每组 12 只。 除正

常组外各组进行哮喘疾病造模:分别于第 1 和 8 天

对大鼠进行致敏,操作方法为腹腔注射由 100
 

mg
 

OVA、100
 

mg 氢氧化铝与 1
 

mL 生理盐水混合而成

的悬浊液;2 周后进行引喘:配置 2%
 

OVA,对各组

大鼠进行雾化,每次 30
 

min,隔天 1 次,引喘两周(正
常组以生理盐水雾化进行对照) [10] 。 病证结合组、
地塞米松组、咳喘六味合剂在进行哮喘疾病造模同

时进行痰瘀互结证造模[11-12] :以高脂饮食联合冰水

浴法建立痰瘀互结动物模型。 予高脂饲料喂饲 4
周,高脂饲料配方:6%蔗糖,1%谷氨酸钠,5%蛋黄

粉,8%花生油,1. 5%胆固醇,0. 4%甲基硫氧嘧啶,
78. 1%基础饲料。 第 15 天开始大鼠分别放置在

0
  

~
  

1
 

℃冰水中每天 20
 

min,连续进行 2 周冰水浴。
造模方法见图 1。

图 1　 痰瘀互结证哮喘大鼠造模方法示意图

Figure
 

1　 Model
 

building
 

diagram
 

of
 

asthma
 

rat
 

model
 

with
 

phlegm
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome

1. 2. 2　 给药方法

引喘开始后,正常组及哮喘模型组灌服生理盐

水(10
 

mL / kg),地塞米松组及咳喘六味合剂组分别

经口灌胃给予地塞米松混悬液(0. 32
 

mg / kg) 和咳

喘六味合剂(10
 

mL / kg)。 各组给药从引喘开始后

进行,每天给药 1 次,共给药两周。 地塞米松组及咳

喘六味合剂组大鼠给药量参考徐叔云主编的《药理

实验方法学》 [13] ,其中人和大鼠的体表面积折算等

效剂量比值为 0. 018,大鼠体重按 170
 

g 计,人体重

按 60
 

kg 计,则大鼠较人单位体重等效剂量折算系

数为 6. 3。 大 鼠 给 药 量 分 别 为 0. 32
 

mg / kg 及

10
 

mL / kg。
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1. 2. 3　 样本处理

禁食 12
 

h 后经腹腔注射 3%的戊巴比妥钠 50
 

mg / kg 进行麻醉。 经大鼠腹主动脉取血,供炎症因

子、血糖、血脂、凝血功能、全血粘度检测。 动物安

乐死后取右肺上叶组织置于 4%多聚甲醛中固定,
备病理组织学检测。
1. 2. 4　 血清炎症因子检测

采用酶联免疫吸附法(ELISA)试剂盒检测血清

IL-4、IL-6、TGF-β1 的含量。
1. 2. 5　 肺部病理形态观察

肺组织脱水,石蜡包埋,切成 5
 

μm 石蜡切片。
HE 染色后在显微镜下找到完整肺内支气管横断

面,进行肺组织病理学观察。
1. 2. 6　 气道反应性测定

大鼠气道反应性通过 Buxco 公司 WBP 系统进

行测定。 末次激发后,将大鼠依次放在密封的体

积描记器内,适应稳定 5 min,随后用乙酰甲胆碱

(methacholine, Mch) 激发, 浓度依次为 0、 3. 125、
6. 25、12. 5、25 和 50

 

mg / mL,记录各浓度下的气道

阻力(enhance
 

pause,Penh)值。
1. 2. 7　 血液生化及凝血功能、全血粘度指标检测

腹主动脉取血 4
 

mL,3500
 

r / min、4
 

℃ 条件下低

温离心 20
 

min,移取上清入离心管,进行血糖、血脂

检测。 另取 2
 

mL 血于枸橼酸钠抗凝采血管中,供凝

血功能指标检测。 取血 3
 

mL 于肝素钠抗凝采血管

中,供全血黏度( whole
 

blood
 

viscosity,WBV) 测定。
以上指标由上海中医药大学药物安全评价研究中

心进行检测。
1. 3　 统计学方法

采用 SPSS
 

26.
 

0
 

统计软件作单因素方差分析,
各组数据先进行方差齐性检验,不满足方差齐性的

多组比较选择 Tamhane’ s
 

T2 检验。 以 P
  

<
  

0. 05 为

具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 动物一般情况及行为学观察

与正常组大鼠相比,哮喘模型组大鼠造模后体

重无明显差异;病证结合组大鼠体重较正常组、哮
喘模型组升高(P

  

<
  

0. 05);地塞米松组大鼠体重较

其余各组均下降(P
  

<
  

0. 05);咳喘六味合剂组大鼠

体重较病证结合组下降(P
  

<
  

0. 05)。 见图 2。
哮喘模型组、病证结合组大鼠经 OVA 雾化激发

后,出现呼吸急促、张口喘息、腹部翕动、烦躁不安、

易激惹等现象;病证结合组大鼠在造模后出现畏寒

肢颤、蜷缩、活动减少、大便溏薄,肛周不洁的表现,
同时尾部出现紫色瘀斑、爪甲颜色紫暗;咳喘六味

合剂组与病证结合组大鼠相比,上述行为学改变及

痰瘀表现均有减轻。

注:与正常组相比,△P
  

<
  

0. 05;与哮喘模型组相比,∗P
  

<
  

0. 05;

与病证结合组相比,# P
  

<
  

0. 05; 与地塞米松组相比,◇P
  

<
  

0. 05。 (下图同)

图 2　 各组大鼠造模后体重变化图(n
  

=
  

12)
Note.

 

Compared
 

with
 

normal
 

group,△P
  

<
  

0. 05.
 

Compared
 

with
 

asthma
 

group,∗P
  

<
  

0. 05.
 

Compared
 

with
 

combination
 

group,#P
  

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

DM
 

group,◇P
  

<
  

0. 05. ( The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

2　 Body
 

weight
 

of
 

rats
 

in
 

different
 

groups(n
  

=
  

12)

2. 2　 病理形态观察

正常组支气管黏膜上皮排列整齐完整,管壁无

明显增厚,管腔无收缩,未见明显炎性细胞浸润;哮
喘模型组支气管黏膜上皮排列欠整齐,管壁增厚,
气道挛缩明显,气道周围炎症细胞浸润增多;病证

结合组支气管黏膜上皮排列紊乱,局部脱落,基底

膜增厚,管腔狭窄,大量炎性细胞浸润,毛细血管充

血;地塞米松组管腔挛缩和炎症细胞浸润较模型组

明显减轻;咳喘六味合剂组管壁增厚、炎症细胞浸

润较病证结合组减轻,腔内有少量上皮细胞和炎性

细胞。 见图 3。
2. 3　 炎症指标检测

哮喘模型组、 病证结合组血清中 IL-4、 IL-6、
TGF-β1 较正常组均上升(P

  

<
  

0. 05);地塞米松组、
咳喘六味合剂组 IL-4、IL-6、TGF-β1 较哮喘模型组、
病证结合组均有下降(P

  

<
  

0. 05);咳喘六味合剂组

各炎症因子水平与地塞米松组比较无明显差异(P
  

>
  

0. 05)。 见图 4。
2. 4　 气道高反应性测定

与正常组相比,哮喘模型组及病证结合组在不

同浓度 Mch 激发后均表现出 Penh 值增高 ( P
  

<
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注:黑色箭头:管腔狭窄情况;蓝色箭头:管壁增厚情况;红色箭头:炎症浸润情况。

图 3　 各组大鼠肺组织病理形态观察

Note.
 

Black
 

arrow.
 

Narrowing
 

of
 

the
 

bronchial
 

lumen.
 

Blue
 

arrow.
 

Thickening
 

of
 

the
 

bronchial
 

wall.
 

Red
 

arrow.
 

Iinfiltration
 

of
 

inflammation.

Figure
 

3　 Observation
 

of
 

pathological
 

morphology
 

of
 

rat
 

lung
 

tissue
 

in
 

different
 

groups

图 4　 各组大鼠血清炎症因子含量比较(n
  

=
  

12)
Figure

 

4　 Comparison
 

of
 

serum
 

inflammatory
 

factor
 

levels
 

in
 

different
 

groups(n
  

=
  

12)

0. 05);地塞米松组、咳喘六味合剂组在 Mch 激发浓

度大于等于 6. 25
 

mg / mL 时,Penh 值较哮喘模型组、
病证结合组降低(P

  

<
  

0. 05);与地塞米松组比较,咳
喘六味合剂组在各浓度 Mch 激发后 Penh 值无明显

差异(P
  

>
  

0. 05)。 见图 5。
2. 5　 血糖检测

造模后哮喘模型组与正常组比较,血糖无明显

差异(P
  

>
  

0. 05);病证结合组较正常组、哮喘模型组

血糖升高(P
  

<
  

0. 05),说明该造模方法可提高哮喘

大鼠血糖水平,结合大鼠体重上升、便溏、肛周不洁

等表现,表明痰湿证模型建立成功;地塞米松组血

糖较病证结合组没有明显差异(P
  

>
  

0. 05);咳喘六

味合剂组血糖较病证结合组下降(P
  

<
  

0. 05)。 见

图 6。

Mch 浓度 / (mg / mL)
Mch

 

concentration / (mg / mL)

图 5　 不同浓度 Mch 对各组大鼠 Penh 值的影响(n
  

=
  

12)
Figure

 

5　 Effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

Mch
 

on
 

the
 

Penh
 

values
 

in
 

different
 

groups(n
  

=
  

12)
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2. 6　 血脂检测

造模后哮喘模型组大鼠与正常组大鼠比较,总
胆 固 醇 ( total

 

cholesterol, TC )、 甘 油 三 酯

(triglyceride,TG)无明显差异(P
  

>
  

0. 05)。 病证结

合组 TC、 TG 较正常组、 哮喘模型组升高 ( P
  

<
  

0. 05)。 地塞米松组 TC、TG 与病证结合组比较无明

显差异(P
  

>
  

0. 05)。 咳喘六味合剂组 TC、TG 较病

证结合组均下降(P
  

<
  

0. 05)。 提示该造模方法可提

高哮喘大鼠 TC、TG 水平。 见图 7。

图 6　 各组大鼠血糖比较(n
  

=
  

12)
Figure

 

6　 Comparison
 

of
 

blood
 

glucose
 

in
 

different
 

groups(n
  

=
  

12)

图 8　 各组大鼠凝血功能指标比较(n
  

=
  

12)
Figure

 

8　 Comparison
 

indexes
 

in
 

different
 

groups(n
  

=
  

12)

2. 7　 凝血功能指标检测

各组大鼠在凝血酶原时间
 

( prothrombin
 

time,
PT)、 活 化 部 分 凝 血 活 酶 时 间 ( activated

 

partial
 

thromboplastin
 

time,APTT) 指标上与正常组大鼠相

比无明显差异。 病证结合组凝血酶时间( thrombin
 

time,TT)较正常组、哮喘模型组缩短(P
  

<
  

0. 05),地
塞米松组 TT 与病证结合组比较未见明显差异(P

  

>
  

0. 05
 

),咳喘六味合剂组 TT 较病证结合组下降(P
  

<
  

0. 05)。 病证结合组纤维蛋白原含量( fibrinogen,
　 　 　 　 　 　

图 7　 各组大鼠血脂比较(n
  

=
  

12)
Figure

 

7　 Comparison
 

of
 

TC
 

and
 

TG
 

in
 

different
 

groups(n
  

=
  

12)
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FIB)较正常组、哮喘模型组升高(P
  

<
  

0. 05),地塞

米松组 FIB 与病证结合组比较未见明显差异(P
  

>
  

0. 05)。 咳喘六味合剂组 FIB 较病证结合组下降(P
  

<
 

0. 05)。 表明痰瘀互结组哮喘大鼠凝血时间缩短,
凝血功能异常增强,处于血凝血瘀状态。 见图 8。
2. 8　 血液流变学指标检测

与正常组大鼠比较,哮喘模型组在低、中、高切

变率下 WBV 无明显变化(P
  

>
  

0. 05
 

);病证结合组

大鼠在低、中、高切变率下 WBV 均较正常组升高(P
  

<
  

0. 05
 

),表明病证结合组大鼠出现了血液黏滞,微
循环功能障碍等表现,结合畏寒肢颤、蜷缩、活动减

少、尾部出现紫色瘀斑、爪甲颜色紫暗等现象,表明

血瘀模型复制成功。 地塞米松组在低、中、高切变

率下 WBV 较病证结合组无明显变化(P
  

>
  

0. 05);
咳喘六味合剂组在低、中、高切变率下 WBV 较病证

结合组下降(P
  

<
  

0. 05)。 见图 9。

图 9　 各组大鼠全血黏度比较(n
  

=
  

12)
Figure

 

9　 Comparison
 

of
 

hemorheology
 

indexes
 

in
 

different
 

groups(n
  

=
  

12)

3　 讨论

病证结合的动物模型能更好的反应不同证型

下疾病的真实状态,更加符合中医药研究特点,因
此成为中医实验动物模型发展的新方向[14] 。 在中

医学病因理论指导下复制证候模型,结合现代医学

理论与实验动物知识复制疾病模型,因此得到的动

物模型同时具备疾病和证候特征。
哮喘分为过敏性哮喘、感染性哮喘

 

、职业性哮

喘、肥胖哮喘、中性粒细胞性哮喘、难治性哮喘、激
素抵抗性哮喘等不同类型,模拟不同的病因所采用

的哮喘造模常用试剂有 OVA、屋尘螨、血小板活性

因子、呼吸道合胞病毒、脂多糖、直径小于 2. 5
 

μm
的细颗粒物(PM2. 5)等[15-22] 。 目前对过敏性哮喘的

研究最为广泛,在过敏性哮喘模型建立中应用 OVA

作为过敏原诱导哮喘的方法[23-24] 最为成熟,该模型

的制备分为致敏和激发两个步骤,首先通过腹腔注

射 OVA 和佐剂(氢氧化铝)使动物对 OVA 产生免

疫应答,继而通过雾化或鼻腔滴注诱发过敏反应,
模拟哮喘的病理特征。 本次研究采用 OVA 对 SD
大鼠进行腹腔注射致敏并通过 OVA 雾化激发,来复

制哮喘大鼠模型。 造模后动物在行为学上出现哮

喘样改变,另外通过血清炎症指标检测、气道高反

应测定、肺部病理形态观察分别评价哮喘模型的气

道炎症、气道高反应性、气道重塑等情况,结果提示

哮喘疾病模型建立成功。
在痰瘀互结证的造模过程中,通过“过食肥甘”

成痰的造模方法目前得到广泛采用[25] ,本次造模过

程中以高脂饲料喂养大鼠 2 周模拟饮食不节,通过

过食肥甘厚味导致动物脾胃失健、聚湿成痰;本实

验中采取对大鼠进行冰水浴的方法建立血瘀模型,
因寒邪侵袭机体可引起体内血行不畅、血脉不通、
血液瘀滞。 同时,痰、瘀病理产物又可成为新的致

病因素,彼此互为因果,加重痰瘀状态。 造模后大

鼠出现寒颤、蜷缩少动、爪甲紫暗,尾部可见紫黑瘀

斑、体重上升、便溏,肛周不洁等表现,表明痰瘀互

结证形成,结合检测指标中血糖、血脂升高,凝血功

能及血黏度异常,从微观层面[26-28] 证实了痰瘀互结

证形成的客观性。
“有是证,用是方”。 以方测证就是依据方剂产

生的实际功效来反证方药所对应治疗证候的属

性[29] 。 本研究中采用龙华医院院内制剂咳喘六味

合剂作为以方测证关键药物。 咳喘六味合剂遵循

哮病痰瘀病机,临床疗效显著[30] 。 方中麻黄、附子、
细辛均为温热性质药物,可以散太阳表寒,又可温

少阴真阳,三药合用达到温肾补火、温化寒痰、宣肺

平喘之功;方中取桃仁活血祛瘀,止咳平喘之功效,
以解哮喘痰瘀之宿根;另用虎耳草、黄芩平衡药性,
防止病机转化;诸药合用起到化痰祛瘀、解痉平喘

的作用。 因此本方能够有效针对实验中的痰瘀病

因进行对症治疗。 本次实验中观察到咳喘六味合

剂可以有效改善大鼠哮喘及痰瘀互结症状,且在血

糖、血脂、凝血功能、血液流变学的部分指标( TG、
TC、TT、FIB、WBV)的改善方面优于地塞米松组,从
中医证候治疗方面反证痰瘀互结证哮喘大鼠模型

成立。
本实验通过 OVA 诱导及高脂饮食联合冰水浴

法建立痰瘀互结证哮喘大鼠模型,通过行为学观
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察、指标检测、以方测证的方法综合评价该病证结

合模型,该模型建立及评价方法符合中医对证候的

认识特点,为研究哮喘痰瘀互结证的本质及药物治

疗干预机制提供了一种实用动物模型。 但本次造

模过程所模拟的极端病因条件下形成的病证结合

模型与人体长期暴露在致病条件下所发生的中医

疾病的证候表现仍有一定区别[31] 。 只有贴近临床,
不断挖掘完善模型的干预因素、指标评价体系,才
能建立更加接近中医临床实际的病证结合动物

模型[32] 。
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