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１，２５二羟维生素Ｄ３对哮喘豚鼠肥大细胞类胰蛋白酶释放的影响
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　　摘　要：目的　探讨１，２５二羟维生素Ｄ３对哮喘豚鼠肥大细胞类胰蛋白酶释放的影响。方法　用卵清蛋白（ＯＶＡ）腹腔注射

致敏和雾化吸入激发建立哮喘豚鼠模型。将３０只健康豚鼠分为对照组（Ａ组）、哮喘组（Ｂ组）、１，２５二羟维生素Ｄ３组（Ｃ组），每

组１０只。Ａ、Ｂ组予花生油灌胃；Ｃ组予１，２５二羟维生素Ｄ３融入花生油灌胃。测定哮喘豚鼠呼气相气道阻力（Ｒｅ），收集支气管

肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）进行细胞计数；肺组织 ＨＥ染色和免疫组化观察肺组织病理变化及肥大细胞类胰蛋白酶分布情况。结果　Ｃ

组Ｒｅ较Ｂ组明显降低（犘＜０．０５）。Ｂ组ＢＡＬＦ细胞总数、嗜酸性粒细胞比例较Ａ组增高（犘＜０．０５），肺组织炎性病变明显；Ｃ组

ＢＡＬＦ细胞总数、嗜酸性粒细胞比例较Ｂ组明显降低（犘＜０．０５），肺组织炎性病变减轻。Ｂ组Ｔｒｙｐｔａｓｅ阳性细胞较Ａ组明显增多

（犘＜０．０５），主要分布在气道黏膜下，肺泡间隔及血管周围；Ｃ组Ｔｒｙｐｔａｓｅ阳性细胞较Ｂ组显著减少。结论　１，２５二羟维生素Ｄ３

可降低哮喘豚鼠气道阻力，减轻肺组织炎症反应，并可抑制肥大细胞释放类胰蛋白酶。

关键词：１，２５二羟维生素Ｄ３；哮喘豚鼠；呼气相气道阻力；肥大细胞类胰蛋白酶
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　　１，２５二羟维生素Ｄ３是维生素Ｄ的活性形式，除了调节

钙和骨代谢外，还发挥其他生物活性，如通过多种途径参与免

疫调节活动。近期大量研究表明，１，２５二羟维生素Ｄ３与哮喘

慢性气道炎症呈明显的负相关［１４］，可通过多种途径影响哮喘

免疫机制［５６］。哮喘的发病机制与Ⅰ型变态反应密切相关，而

类胰蛋白酶是肥大细胞最多的炎症介质，具有多种生物活性，

是肥大细胞激活和介导疾病的标志［７８］。本研究拟通过１，２５

二羟维生素Ｄ３对哮喘豚鼠干预治疗后，观察哮喘豚鼠气道反

应性及肺组织病理、类胰蛋白酶分布的变化，探讨１，２５二羟维

生素Ｄ３对哮喘变态反应方面的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）实验动物及分组：健康豚鼠３０只，雌雄不限，

体质量２６４～３６２ｇ，由重庆医科大学动物实验中心提供。将

３０只豚鼠分为对照组（Ａ组）、哮喘组（Ｂ组）、１，２５二羟维生素

Ｄ３组（Ｃ组），每组１０只。（２）主要试剂：卵清蛋白（ＯＶＡ）、１，

２５二羟维生素Ｄ３、氯化乙酰胆碱（Ａｃｈ）均购自美国ｓｉｇｍａ公

司；速眠新由第三军医大学提供；４０２型超声雾化器购自上海

四菱医疗器械厂；自制密闭有机玻璃箱６Ｌ（２０ｃｍ×２０ｃｍ×２０

ｃｍ）；抗Ｔｒｙｐｔａｓｅ单克隆抗体ＡＡ１（一抗）与ＳＰ工作试剂盒均

由福建迈新公司提供。

１．２　方法

１．２．１　造模及给药方法　哮喘模型的建立：Ｂ、Ｃ组每只豚鼠

腹腔内注射１０％ ＯＶＡ溶液１ｍＬ致敏，２周后将豚鼠置于密

闭有机玻璃箱内，用超声雾化器喷入１％ ＯＶＡ溶液１５～３０
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ｍｉｎ。观察豚鼠反应，以出现烦躁、呛咳、呼吸加快等典型的哮

喘发作症状为成功动物模型。Ａ组以等量生理盐水进行腹腔

注射和雾化，方法同前，上午花生油１ｍＬ灌胃，连续１５ｄ。Ｂ

组上午花生油１ｍＬ灌胃；Ｃ组１，２５二羟维生素Ｄ３以２．５μｇ

·ｋｇ
－１·ｄ－１融入１ｍＬ花生油后进行灌胃，均持续１５ｄ。第

３０天按计划取材。

１．２．２　气道反应性测定　豚鼠速眠新麻醉后将其仰卧固定于

手术台上，分离暴露出颈内静脉和气管，分别行颈内静脉及气

管插管，置于动物肺功能检测分析系统的密闭体积描记箱内，

通过动物呼吸机辅助通气，设置呼吸机潮气量６ｍＬ／ｋｇ，呼吸

频率为每分钟７０次。先给予生理盐水静脉注射，记录呼气相

气道阻力（Ｒｅ）并作为基础值。而后分次按浓度倍增法依次静

脉注射Ａｃｈ，连续记录Ａｃｈ注射前、后Ｒｅ，每次待Ｒｅ降至正常

后再开始下一个剂量，所有动物均给予以下４个剂量：４０、８０、

１６０、３２０μｇ／ｋｇ。结果以 Ｒｅ增高率（Ｒｅ的实测值／基础值×

１００％）表示。

１．２．３　肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）细胞计数　结扎豚鼠右主支气

管，插入连接有注射器的硅胶管，行肺泡灌洗２次，每次４～６

ｍＬ，回收率大于８０％为成功。回收的ＢＡＬＦ予离心机离心（１

５００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，细胞残渣经稀释滴于血细胞计数板上，４０

倍光镜下计数细胞总数，ＨＥ染色，行细胞分类。

１．２．４　肺组织 ＨＥ染色及类胰蛋白酶免疫组化染色　取右侧

上叶肺组织标本，制成４μｍ厚的切片，作ＨＥ及类胰蛋白酶免

疫组化染色，观察气道肺组织的病理改变及肥大细胞类胰蛋白

酶颗粒分布情况。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，数据

用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析。以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　３组豚鼠一般情况比较　Ａ组豚鼠雾化吸入生理盐水后

呼吸无任何变化，豚鼠行动敏捷，实验过程中无死亡。Ｂ组豚

鼠雾化吸入ＯＶＡ后出现呼吸急促，腹式呼吸明显，部分豚鼠

可听到哮鸣音，重者出现跌倒，抽搐，实验第１天超敏死亡１

只。Ｃ组灌胃时误入气管死亡豚鼠１只，豚鼠初期雾化吸入

ＯＶＡ出现哮喘样反应，后期经１，２５二羟维生素Ｄ３灌胃后精

神饮食逐渐好转，但较Ａ组差。

２．２　气道反应性测定　３组豚鼠气道内阻力基础值比较，差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。随着 Ａｃｈ浓度的增加，Ｂ组 Ｒｅ

较Ａ组明显增高（犘＜０．０５），尤其在１６０～３２０ｍｇ／ｍＬ时；Ｃ

组与Ａ组比较有类似变化。Ｃ组 Ｒｅ较Ｂ组明显降低（犘＜

０．０５），见表１。

２．３　支气管ＢＡＬＦ细胞计数及分类　Ｂ组ＢＡＬＦ细胞总数高

于Ａ组，其中以嗜酸性粒细胞增高最为明显（犘＜０．０５）。Ｃ组

ＢＡＬＦ细胞总数及嗜酸性粒细胞比例较Ｂ组明显下降（犘＜

０．０５），见表２。

２．４　肺组织 ＨＥ染色　Ｂ组气管黏膜组织中大量炎症细胞浸

润，以嗜酸性粒细胞为主，其次为中性粒细胞、淋巴细胞等；支

气管管腔缩窄，内有大量黏液栓形成，部分气道上皮脱落。气

道平滑肌细胞明显增生、肥大，导致平滑肌层增厚。Ｃ组气道

黏膜非特异性炎症明显减轻，Ａ组则无此病理改变。

表１　　３组豚鼠Ｒｅ比较（狓±狊，ｃｍＨ２Ｏ／ｍＬ·ｓ）

药品 Ａ组（狀＝１０） Ｂ组（狀＝９） Ｃ组（狀＝９）

生理盐水 ４．８４±０．１７ ５．０６±０．２０ ４．９２±０．１７

Ａｃｈ４０μｇ／ｍＬ ７．１２±０．２８ ９．５４±０．８５▲ ８．０９±０．７０△

Ａｃｈ８０μｇ／ｍＬ ７．９１±０．７５ １１．１４±０．９３▲ ９．０８±０．８１△

Ａｃｈ１６０μｇ／ｍＬ ８．５１±０．７９ １９．０４±１．４９▲ １６．３８±１．１９△

Ａｃｈ３２０μｇ／ｍＬ ８．７１±０．８７ ３３．１４±３．４０▲ ２１．０８±１．８０△

　　▲：犘＜０．０５，与Ａ组比较；△：犘＜０．０５，与Ｂ组比较。

表２　　３组豚鼠ＢＡＬＦ细胞计数及分类（狓±狊）

组别 狀 细胞总数（×１０８／Ｌ） 嗜酸性粒细胞 中性粒细胞 单核细胞 淋巴细胞

Ａ组 １０ ９．１０±１．５４ ０．０３３±０．０２７ ０．０５３±０．０３７ ０．６９９±０．０８３ ０．２１５±０．０２７

Ｂ组 ９ ２１．９０±２．４４★ ０．１１８±０．０３０★ ０．０４２±０．０２４ ０．６１３±０．０２７ ０．２２７±０．０４４

Ｃ组 ９ １７．５０±２．４１▲ ０．０７１±０．０１９▲ ０．０６０±０．０２１ ０．６１１±０．０６５ ０．２５８±０．０４５

　　★：犘＜０．０５，与Ａ组比较；▲：犘＜０．０５，与Ｂ组比较。

　　Ａ：气道黏膜下；Ｂ：肺泡间隔。

图１　　Ａ组Ｔｒｙｐｔａｓｅ阳性细胞表达（×４００）

２．５　肺组织类胰蛋白酶免疫组化染色　Ａ组Ｔｒｙｐｔａｓｅ阳性

细胞表达很少，主要散布在黏膜下、肺泡间隔，见图１。Ｂ、Ｃ组

Ｔｒｙｐｔａｓｅ阳性细胞表达则明显增多，主要聚集在气管黏膜下、

肺泡间隔、血管周围，一些 Ｔｒｙｐｔａｓｅ阳性颗粒散布在细胞外，

见图２、３。Ｂ组 Ｔｒｙｐｔａｓｅ阳性细胞为（１７．３±１．１９）与 Ａ组

（３．２±０．９８）比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；Ｃ组Ｔｒｙｐｔａｓｅ

阳性细胞（１３．９±１．８７）较Ｂ组（１７．３±１．１９）明显减少，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。

　　Ａ：气道黏膜下；Ｂ：肺泡间隔及血管周围。

图２　　Ｂ组Ｔｒｙｐｔａｓｅ阳性细胞表达（×４００）
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　　Ａ：血管周围；Ｂ：气管黏膜下。

图３　　Ｃ组Ｔｒｙｐｔａｓｅ阳性细胞表达（×４００）

３　讨　　论

哮喘的本质是由多种细胞（如嗜酸性粒细胞、肥大细胞、Ｔ

淋巴细胞等）和细胞组分参与的慢性气道炎症，这种慢性炎症

与气道高反应性密切相关，常表现为 Ｒｅ增高。本实验采用

ＯＶＡ注射致敏、雾化吸入方式诱导复制哮喘动物模型。Ｂ组

豚鼠在雾化吸入 ＯＶＡ后出现典型的哮喘样反应，Ｒｅ增高，

ＢＡＬＦ细胞总数及嗜酸性粒细胞比例增高，肺组织气管上皮细

胞肿胀、脱落，管腔变窄，管壁及管腔内有大量炎症细胞浸润，

而Ａ组则无上述改变，说明本实验哮喘模型制作成功。

近年来，大量研究表明维生素Ｄ与支气管哮喘发病密切

相关，可能通过多种途径参与了哮喘的病因学［６］。Ｂｒｅｈｍ等
［９］

在拉丁美洲哥斯达黎加地区进行横断面调查，回归分析显示

１，２５二羟维生素Ｄ３缺乏与哮喘发病之间存在明显相关性，且

１，２５二羟维生素Ｄ３水平越低，哮喘症状越严重。Ｓｕｔｈｅｒｌａｎｄ

等［１０］研究发现，在哮喘患者中，维生素Ｄ水平与气道反应性、

肺功能及糖皮质激素受体密切相关，即患者血清１，２５二羟维

生素Ｄ３越低，其气道反应性越高（表现为Ｒｅ增高），糖皮质激

素受体敏感越低，肺功能越差。Ｍａｊａｋ等
［１１］在给哮喘患者补

充维生素Ｄ后，发现能明显减低气道炎症反应，从而减少哮喘

的急性发作。Ｂｏｏｎｓｔｒ等
［１２］研究发现，１，２５二羟维生素Ｄ３能

增加辅助性 Ｔ淋巴细胞（Ｔｈ）向 Ｔｈ分化的趋势，Ｔｈ１下调，

Ｔｈ２上调。在本实验中，Ｃ组经１，２５二羟维生素Ｄ３处理后，

哮喘豚鼠ＢＡＬＦ、气管及肺组织中的炎症细胞浸润均明显减

轻，Ｒｅ降低，提示１，２５二羟维生素Ｄ３确能减轻哮喘豚鼠的气

道炎症反应，降低Ｒｅ。

在哮喘的变态反应中，肥大细胞的激活至关重要，那么１，

２５二羟维生素Ｄ３能否对肥大细胞的激活产生影响呢？类胰

蛋白酶是一种相对分子质量为１３４×１０３ 的中性丝氨酸蛋白酶

四聚体，它高度选择表达于肥大细胞，是肥大细胞激活的产物。

在本实验中，Ｂ组豚鼠肥大细胞数量及类胰蛋白酶颗粒明显较

Ａ组增多，证实类胰蛋白酶参与了哮喘发病过程
［１３１５］。经１，

２５二羟维生素Ｄ３处理后，哮喘豚鼠肥大细胞数量及释放的类

胰蛋白酶颗粒均明显减少，说明维生素Ｄ可能有抑制肥大细

胞激活及释放类胰蛋白酶颗粒的作用。
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