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Abstract. T�� ��� �� ���� ����� ��� �� ������������ ��� ����-T�� ��� �� ���� ����� ��� �� ������������ ��� ����-
�����l ������� �� ��r��� �p����l��l ��ll� ��� ���������r�� �� 
r�� ����l� �� �������� l��� ��� p�l��� bl��k��� ���b���� 
���� ����� ��r���� ������ (CVA). S�x���� Spr����-D��l�� 
r��� ��r� r�����l� ������� ���� ��� �r��p�: C���r�l ��� ����l 
�r��p, ���� 8 r��� �� ���� �r��p. O� ��� b���� �� ��� CVA r�� 
����l ������� ��� �������z�� b� ���lb���� ��� �l������ 
���r�x���, ��� r�� ����l� ���� �������� l��� ��� p�l��� 
bl��k��� ���b���� ���� CVA ��r� ����bl����� ��� ���k��� 
�����l�����. T�� r��� �� ��� ����r�l �r��p ��r� ��j����� ���� 
equivalent normal saline. All rats were sacrificed after the 
����l ��� ���������ll� pr�p�r��. T�� l��� �����p����l�����l 
�������� �� ��� ��� �r��p� �� r��� ��r� �b��r���, ��� r��p�r���r� 
����r�l r���� (RCR) �� ���������r�� ��� ���br��� p�������l 
������� ��r� ���p�r��. T�� r���l�� ������ ���� ��� r��� �� ��� 
����l �r��p ��� �r�����l ��r����r� �b��r������, �p����l��l ��ll 
�������, ��l�� ��r����r� �������, ��p�ll�r� ��j������, �l���l�r 
exudates, and inflammatory cells compared to those in the 
����r�l �r��p. RCR �� ���������r�� ��� ���br��� p�������l 
of rats in the model group were significantly lower than those 
�� r��� �� ��� ����r�l �r��p (P<0.05). D������ l��� ������ 
��� ���r����� ���������r��l �������� ��� ���br��� p�������l 
�r� �������� �� ��� r�� ����l� �� �������� l��� ��� p�l��� 
bl��k��� ���b���� ���� CVA.

Introduction

T�� ���� �l�����l �������������� �� ����� ��r���� ������ 
(CVA) ���l��� r���rr��� �p����� �� ��r���� ����� ���� �� 
�b����� ����z���, ���r����� �� br����, ��� ����r ��p���l ������ 
���p����, b�� ��� p����������� �� ��� ���� ���� ���� �� ������, 
and both show inflammation (1,2). According to the clinical 
�������������� �� CVA, �� �� ����� ‘����������� �����’ �� 
C������ �r��������l ��������. ‘W���’ ��� ����r��l ��� �x��r��l 
��������: E��������� ���� l��� �� l���r, ��� �x������� ���� 
l��� �� l��� (3). I� �� b�l����� �� �r��������l C������ �������� 
that the dispersing, purification and descending functions of 
l��� qi r���l��� ��� ����b�l��� ��r���� ��� ����l����� �� 
��� p������ �� ����r ����b�l��� �� ��� b���. T�� �������-
���� �� l��� qi ��ll ���p ��� ����r ����b�l��� �� ��� b���, 
����� ������l���� ��� ��r��� ���� p�l���, ��� �� � r���l� ��� 
�������� l��� ��� p�l��� bl��k��� ������ � ����� (4). T��� 
�����, b���� �� ��� ����bl������� �� r�� ����l� �� �������� 
l��� ��� p�l��� bl��k��� ���b���� ���� CVA, ������������ 
���������l ������� �� r�� ��r��� �p����l��l ��ll� ��� ��������-
�r��, �� �r��r �� �������r ��� p����������� �� CVA, pr������� 
scientific guidance for clinical treatment of CVA. 

Materials and methods

Experimental animals. A total of 16 four-week-old specific 
p������� �r�� (SPF) r��� �������� 100±10 �r (��l� ��l�� 
��� ��l� ����l��) ��r� b����� ��� ���� ��� ���p����l� ���� 
��r��l ����. D�r��� ��� ������� pr�����, ��� �������� ��� 
���������� �� 50-65%, �l��r����� ��� ��� �����, �r��k ��� 
����r ��� ��� ��� ����. O�� ���k l���r, ���� ��r� ������� ���� 
��� �r��p� (����r�l ��� ����l �r��p) ����r���� �� ��� r����� 
���b�r ��bl�. T��r� ��r� 8 r��� �� ���� �r��p. T�� ����� 
��� �ppr���� b� ��� E����� C�������� �� X��j���� M�����l 
U����r���� (Ur��q�, C����).

Modeling methods and experimental methods. M���l �r��p: 
R��� �� ��� ����l �r��p ��r� ���� ���� CVA ����l� ��� 
��� �����l����� ��� �������z����� �� ���lb���� (OVA) �� 
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���p�r����� ���� �l������ ���r�x���. T��� ��r� ��j����� 
���r�p�r������ll� ���� 1 �l �������z�r (���������� 1 �� OVA 
��� 10 �� �l������ ���r�x���) ���r� ����r ���, 7 ����� �� 
����l. O� ���� b����, ��� r��� ��r� pl���� �� � ���k� ��b���� 
���� ��x� ������� (���������� 0.2 � �� ��l��r p����r). A���r 
2 � �� b�r����, ��� r��� ��r� r������. T��� �p�r����� ��� 
p�r��r��� ����� p�r ��� ��r 40 ����. J������ �r���r�� ��r ��� 
successful model: i) Τhe rats coughed or coughed with the 
b�zz��� ����� �b�����l�, ��) ��� �����l� ������ ������ �l��l�, 
��r� ���r� �� br���� ��� �l��-������, ��� ��� �r� ���r ��� ���) 
��� ���r����� �� p�l��� ��� ������ (5,6).

C���r�l �r��p: R��� �� ��� ����r�l �r��p ���p��� �r�� ���� 
������� ��� ����r������� �x��p� ��� ���l� ��j������ �� �q����-
l��� ��r��l ��l���.

W����� 24 � ����r ��� l��� �����l����� �xp�r�����, �ll r��� 
��r� ���������z�� ���� 3.5% ��l�r�l ���r��� (1 �l/100 �) ��� 
���r������ ��� ����r�l �r��r� bl���-l������. A���r ����, ��r, 
����l�, ��� ���r��� ��r� p��l�� ��� l���r b� l���r, ��� ��� 
�r�����, br������, ��� l���� ��r� r������ ��� pr���r��� �� 
-80˚C in liquid nitrogen.

Separation and cultivation of airway primary epithelia of rats. 
A p�r� �� ��� �r����� ��� ��k��, ��� ��� ������l ��br�� �� ��� 
��r���� ��� ��r���ll� r������. T���, ��� �r����� ��� pl���� 
�� p���p����-b����r�� ��l��� (PBS) ��������� j���� ���������� 
0.5 mg/ml protease, followed by digestion at 4˚C overnight 
and centrifugation at 180 x g for 5 min at 4˚C. After that, 
��� ��z���-���������� ��p�r������ ��� �����r���, ��� ��� 
��z��� r������� ��� ���pp��. A���r 2 �l �� PBS ��l����� ��� 
����� �� ���� �����, ��r��� �p����l��l ��ll� ��r� ���p�r��� �� 
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) containing 5% 
����l b����� ��r��, �����l���� ���� � 100 �l ��l��r� ����, ��� 
cultured at 37˚C and 5% CO2.

Observation indicators.
Pathological observation of lung tissue. H�����x�l�� ��� 
����� (HE) ��������: A���r ������r p�r� �� �r�����l ������ ��� 
put into 4% paraformaldehyde for 48 h of fixation, tissue was 
�����r���� ���� �r������ ������l (50, 70, 80, 90 ��� 100%), 
cleared in xylene, wax-infiltrated and embedded in paraffin. 
T���, ��� ���pl� ��� �r�z�� ��� �l���� ���� � p�r����� 
������� �����r, ��� pr���r��� ����r r��� ���p�r���r� ����r 
�r����. T�� �������� ��r� ����x�� ��r�� ����� ����������l� 

���� x�l���, ���k�� �� �r������ ������l (��l��� r����: 100, 
90, 80, 70 ��� 50%) ��� ����r��� �� �����ll�� ����r ��r 
20 ���, ��ll���� b� ��������. N��l��r ��� ������� ���� ���  
������x�l�� ��r 30 ��� ��� r����� ��r�� ����� ���� ����r. 
A���r ��� ��l�r ��p�r����� ���� � ��x��r� �� ���r���l�r��� 
��� ������l ��r 5-10 ��� ��� ��� ���pl� bl���� ���� ����r ��r 
15 ���, �������� r���l�� ��r� �b��r��� b� ��k�� ���. E���� 
�������� ��� p�r��r��� ��r 6 ���, ��� ��� �������� ������ ��� 
�b��r��� ����r � ���r����p� (Ol��p�� C�rp�r�����, T�k��, 
J�p��). A���r ��� ������ ��� ���pl����, ��� ��x��r� ��� 
�����r���� ���� � �r������ ������l (50, 80, 90 ��� 100%) 
��� �l��r�� �� x�l���. F���ll�, ��� �������� ��r� ���l�� ���� 
����r�l r����. T�� ��rp��l��� �� ��� �������� ��� �b��r��� 
����r � ���r����p� (Ol��p�� C�rp�r�����).

Determination of mitochondrial respiratory control 
ratio (RCR) in airway epithelial cells. W��� �������� ���� �� 
��� r������� ��b��r���, b���� �� ��� r���l�� �� ��� pr������ �� 
��������� ��p���p���� (ADP) �� ���������r�� �������� b� � 
RCR q����������� ��������� k��, ��� �l�p�� �� ��� r��p�r���r�  
����� 3 ��� r��p�r���r� �� ����� 4 ��r� ����r�����. T�� r���� �� 
��� �l�p�� �� RCR.

Determination of mitochondrial membrane potential in 
airway epithelial cells. T�� ��p�r���� ��r��� �p����l��l ��ll� 
��r� ����� �� r�������� 123 ����k ��l����� (1 �/l), ����b���� 
at 37˚C in the dark for 45 min, and then fixed with 70% cold 
������l. T�� ������� �� ���������r��l ���br��� p�������l 
were measured by flow cytometer (FCM).

Statistical analysis. S���������l Pr����� ��� S�r���� 
S�l������ 17.0 ������r� (SPSS I��., C������, IL, USA) ��� 
���� �� ���l�z� ��� ����. M����r����� ���� ��r� ���p�r�� 
����� ��� �-���� ������ b������ ��� ��� �r��p� �� ����. T�� 
r���l�� ��r� �xpr����� �� ���� ± SD. E����r����� ���� ��r� 
���p�r�� ����� ��� C��-�q��r� ����. P<0.05 ��� �������r�� �� 
indicate a statistically significant difference.

Results

Pathology observation of lung tissue. T�� ��������� �� �r�����, 
�p����l��l ��ll ��rp��l���, ��l�� ������, ��p�ll�r���, ��� �l���l�r 
b������ ��� �r��p� �� r��� ��r� �b��r��� (F��. 1), ��� ��� 
l��� ������� b������ ��� �r��p� �� r��� ��r� �b��r��� ��� 
���p�r�� (T�bl� I).

Figure 1. HE staining of lung issue of rats. Both are observed under the microscope with the amplification of X200. HE, hematoxylin and eosin.



EXPERIMENTAL AND THERAPEUTIC MEDICINE  16:  5021-5024,  2018 5023

Results of mitochondrial RCR in airway epithelial cells. T�� 
RCR in the control group was 2.60±0.13, which was signifi-
����l� �����r ���� ���� �� ��� ����l �r��p 2.00±0.11 (P<0.05). 
T��r���r�, �� ��� b�l����� ���� ��� ���������r��l RCR �� r��� 
���� �������� l��� ��� p�l��� bl��k��� ���b���� ���� CVA 
was significantly decreased (Table II).

Measurement of mitochondrial membrane potential in airway 
epithelial cells. T�� ���������r��l ���br��� p�������l �� 

��r��� �p����l��l ��ll� �� ��� ����r�l �r��p ��� 67.63±3.20 �V, 
which was significantly higher than that in the model group 
56.38±2.33 �V (P<0.05). T��r���r�, �� ��� b�l����� ���� ��� 
���������r��l ���br��� p�������l �� ��� r�� ���� �������� 
lung and phlegm blocking combined with CVA was signifi-
����l� ���r����� (T�bl� III).

Discussion

The lung plays a significant role in the fluid balance of the 
����� b���. I� �� ������ �� ��� M�r����� T���r� ���� ‘T�� 
��j������� �� ��� ����r��� �� ����� b��� ��p���� �� ��� 
l���’. O��� ��� l��� ��������� �r� �����pl���, ��� b��� ��ll 
���� ��� ����r��r �� ����b�l��� �� �l���. A���� ����, 
phlegm is a pathological product of body fluid metabolism 
����r��r�. CVA �� ��� �� ��� �������� �� �x������� p��������, 
eating disorders, deficiency of lung and spleen (7), pulmonary 
l��� �� ���p�r���� ��� ���������� ���������, l�q��� ���pp�� 
��� ��r��� ���� p�l���, �������� l��� ��� p�l��� bl��k���. I� 
���� �����, r��� ��r� r�p�����l� �����l���� b� ���k��� �� ����� 
��r���� �����, l��� �� l��� qi, ����r ��b�l����, ��� ����r 
������ (8), ����� ��� ���������� ���� ��� �l�����l �������������� 
�� CVA p�������. T��r� �r� ��� ���� r������ ��r �������� 
��� CVA r�� ����l �� ���� �xp�r�����. O�� �� ���� r�� ������ 
����l �� ����l� r������z�� ��rl�����, ��� ��� ������ �� ���� 
��� r�� b����r r�pl������ ��� ���r����r������ �� ����� ������ 
�� ���p�r���� ���� ������ p���, ���� ��� ����r �xp�r������l 
�����l�. I� ���� �xp�r�����, � r�� ����l �� �������� l��� ��� 
p�l��� bl��k��� ���b���� ���� CVA ��� ����bl�����, ��� ��� 
������� �� ��r��� �p����l��l ��ll� ��� ���������r��l ��������� 
b������ ����l r��� ��� ��r��l r��� ��r� �b��r���, �� �r��r �� 
b� �bl� �� �l������� ��� p����������� �� CVA �� �� �� pr����� 
scientific guidance for clinical CVA treatment.

A� k����, ��� �����r��� �� ��� l��� ������ ��r����r� �� �� 
��p�r���� b���� ��r ��r��l r��p�r���r� ��������. T�� r���l�� 
�� ���� ����� ������ ���� ��� r��� �� ��� ����l �r��p ��� 
�b��r��l l��� ��r����r�, ����� ����l� ���l���� �b��r��l 
�r�����l ��r����r�, ������� �p����l��l ��ll�, ��������� ��l�� 
��r����r�, ��p�ll�r��� ����������, ��� �x����� �� ��� �l���l�. 
Ep����l��l ��ll ������ �� � ���r����r����� p����l�����l ������ 
in asthma, which may be caused by persistent chronic inflam-
������ (8,9). F�r���r��r�, ���l������r� ��ll� �r� ������ 
observed on lung histopathological sections. But the inflam-
������ ��� ��� �b��r��� �� ��� ����r�l r���. A�r��� �p����l��l 
��ll� ����l� ��� �� � ������� ������� ��� ��r��, ��� ������ �� 
�p����l��l ��ll� ������ �������� �� �x������� p�������� ���� 
��� b��� ��� ����rr���� �� �x����� �� ��� ��r����. A� pr�����, 
������� ���� ����� ���� ��������ll�, CVA �� � ������� ������ 
by airway inflammation, which involves inflammatory cells 
such as eosinophils, lymphocytes, and mast cells, inflamma-
��r� �������r�, ��� ����k����.

M��������r�� ��� pr����� ���������� r������� �x���� 
��� ���r�� ��� �r� �l���l� r�l���� �� ������. I� ��� b��� 
r�p�r��� �� ��� l���r���r� ���� ����������� �� ���������r��l 
�������� �� �p����l��l ��ll� ��� ���r���� ��� ��������� �� ��r��� 
���l�������� (10). W��� ��� pr������ �� r������� �x����, 
���������r�� �����r� �l����� �� ��� b��� ���� ���r�� ��r���� 
��� �r���rb�x�l�� ���� ���l�. I� ���� pr�����, RCR r��l���� 
��� �����r���� �� ��� ��l�b�l��� �� l����� ���������r�� �� ��� 
presence of ADP, which reflects the integrity of mitochondrial 

T�bl� I. Ob��r������ ��� ���p�r���� �� l��� ������ �� ��� 
�r��p� �� r���.
 
Gr��p� C���r�l M���l
 
Tr�����l ��r����r� N�r��l Ab��r��l
Ep����l��l ��ll Arr����� �� l��� I�j�r��
��rp��l���
C�l�� ������ N� l������ W��� l������
 ��� ��l����� ��� ��l�����
C�p�ll�r��� N� ��p�r���� H�p�r����
 ��� �������� ��� ��������
Al���l�r N� �x����� W��� �x�����
Other No inflammatory Accompanied by
 cell infiltration inflammatory
  cell infiltration
 

T�bl� II. C��p�r���� �� ��� �����r����� �� ���������r��l 
RCR �� ��r��� �p����l��l ��ll� �� ��� �r��p�.

Gr��p� RCR

C���r�l 2.60±0.13
M���l  2.00±0.11
� 10.040
P-��l�� 0.001�

�P<0.05, ���p�r�� �� ��� ����r�l �r��p. RCR, r��p�r���r� ����r�l 
r����.

T�bl� III. C��p�r���� �� ��� �����r����� �� ���������r��l 
���br��� p�������l �� ��r��� �p����l��l ��ll� b������ ��� 
�r��p�.

 M��������r��l ���br���
Gr��p� p�������l (�V)

C���r�l 67.63±3.20
M���l 56.38±2.33
� 8.036
P-��l�� 0.001�

�P<0.05, ���p�r�� �� ��� ����r�l �r��p.
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��r����r� ��� ��������, �� ��ll �� �x������� p���p��r�l����� 
���������� (11). T�� �����r ��� RCR ��, ��� ��r����r ��� 
���������r��l �������� ��. T�� �xp�r������l r���l�� ��������� 
���� ��� ���������r��l �������� �� ��� ����l �r��p r��� ��� 
�l��rl� ���r����� ���p�r�� ���� ���� �� ��� ����r�l �r��p. 
T�� pr���� p��p �� ��� ����r ���������r��l ���br��� 
p��p� ��� pr����� �� ��� ���r�x ���� ��� ����r������l �p���. A 
l�r�� ���b�r �� pr����� �r� ������l���� �� ��� ����r������l 
�p���, ��� � pr���� �r������ �� ��r���. T��r���r�, ���r� �r� 
� l�r�� ���b�r �� p������� ���r��� ������� ��� ���������r��l 
����r ���br���, ��� � l�r�� ���b�r �� �������� ���r���, 
����� ��r� ���� p������� ���br��� p�������l ������� ��� 
�������� ������ (12,13). T�� ��r��l ���br��� p�������l �� 
��� pr�r�q������ ��r ����������� ���������r��l �x������� 
p���p��r�l����� ��� ATP ��r������ (14). T�� r���l�� ���� 
���� ��� ���������r��l ���br��� p�������l �� ��� ����l �r��p 
rats is significantly decreased, and it can be proven that the 
���������r��l �������� �� r�� ���� �������� l��� ��� p�l��� 
bl��k��� ���b���� ���� CVA ���r�����.

I� ����l�����, ���p�r�� �� ��r��l r���, r�� ����l� �� 
�������� l��� ��� p�l��� bl��k��� ���b���� ���� CVA ���� 
�b��r��l l��� ������ ��� �p����l��l ��ll ������. T��� �� ��� 
pathogenesis of chronic inflammation and exudative fluid in 
��� l��� ������. I� ��������, ������ ��� b� �r����� b� ����� 
�r��� ���� ��� ��pr��� ���������r��l ��r����r� �r �������� 
��� �� ��� �l��� r�l����� ���� ���������r��l �����������.
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