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外源性心钠素对小鼠过敏性哮喘气道炎症的影响及其机制分析#
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#摘要$

!

目的
!

探讨外源性心钠素对过敏性哮喘小鼠模型气道炎症的影响作用及其作用机制'方法
!

选取
8UL

级
X:7X+

小鼠
D#

只!采用随机数字表法分为对照组"等量生理盐水干预#$模型组"等量生理盐水干预#$实验组
:

"外源性心钠素
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#$实验组
X

"外源性心钠素
@A;
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e:$!"!;

#'模型组$实验组
:

$实验组
X

建模成功后给予对应处理措施!在最后一次激发实

验后
&D>

!采集各组血清$支气管肺泡灌洗液检查炎症因子!采用
\J

染色观察肺组织病理变化!采用
a./2.1*Q(32

技术检测肺组

织中锌指转录因子"

K:P:=

#蛋白的表达水平'结果
!

模型组小鼠的血液中
JN8

$淋巴细胞$中性粒细胞所占比例均高于对照组
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#!实验组
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的血液中
JN8

$淋巴细胞$中性粒细胞所占比例均高于模型组$实验组
X
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#)模型组小鼠的肺泡灌洗

液中
JN8

$淋巴细胞$中性粒细胞计数$
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水平均高于对照组"
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#!实验组
:

的肺泡灌洗液中
JN8

$淋巴细胞$中

性粒细胞计数$

97C<
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PSLC

&

水平均高于模型组$实验组
X
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#)模型组小鼠的肺组织中
K:P:=

蛋白表达水平均高于对照

组"
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#!实验组
:

肺组织中
K:P:=

蛋白表达水平高于模型组$实验组
X
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#'结论
!

外源性心钠素会进一步加剧

过敏性哮喘小鼠模型的气道炎症反应!与激活炎性细胞$炎症因子释放及增强肺组织中
K:P:=

蛋白表达有关'
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过敏性哮喘是一种常见的慢性气道疾病#具有持续存在的

气道炎症和气道高反应性等特征#多由嗜酸粒细胞%

P

淋巴细

胞%中性粒细胞%肥大细胞%气道上皮细胞等以及各种细胞组共

同参与#但其作用机制仍不完全清楚*

!C&

+

$有研究表明#心钠素

在肺脏免疫及炎症反应的调节过程发挥着重要作用#进而参与

了过敏性哮喘的发生和发展过程#但具体作用机制并不明

确*

=CD

+

$为此#本研究建立了过敏性哮喘小鼠模型#并分别给予

外源性心钠素
@A;

'

G

)

G

和等量生理盐水进行干预#检测了各

组小鼠炎症因子水平及肺组织中锌指转录因子!

K:P:=

"蛋白

表达情况#并观察了小鼠肺组织病理变化#进一步探讨了外源

性心钠素对过敏性哮喘小鼠模型气道炎症的影响作用及其作

用机制$

!

!

材料与方法

!A!

!

材料

<=@=

重庆医学
&@!$

年
#

月第
D<

卷第
&&

期

#

基金项目!天津市卫生局资助基金项目!

2

B

&@!;@#&=

"$

!

作者简介!刘振宽!

!"$<%

"#主治医师#硕士#主要从事过敏性哮喘的研究$
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(对照组-

X

(模型组-

'

(实验组
:

-

V

(实验组
X

图
!
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\J

染色观察各组小鼠的肺组织情况%

\J

染色'

m&@@

&

!A!A!

!

实验动物
!

选取
D#

只
8UL

级
X:7X+

小鼠#平均体质

量!

&@A@n!A#

"

G

#

<

!

#

周龄#购买自南京建成科技有限公司#

动物许可证号!

8'WE

"

&@!DC@@;

#所有动物喂养于光照
!&>

#室

温
&=

!

&;l

#相对湿度
D;R

!

<@R

的实验环境中$

!A!A"

!

药品与仪器
!

卵清蛋白!

N_:

"溶液%小鼠心钠素%小鼠

心钠素受体拮抗剂!

:$!"!;

"均购自美国
8)

G

F,

公司#小鼠
K:C

P:=

抗体购自美国
U132.)*2.+>

公司-白细胞介素
C<

!

97C<

"%肿瘤

坏死因子
C

&

!

PSLC

&

"以及心钠素检测试剂盒均购自北京中杉金

桥生物公司$酶标仪购自德国拜发仪器公司#型号为
##@

-显微

镜购自日本奥林巴斯生产#高速离心机购自德国
9E:

公司$

!A"

!

方法

!A"A!

!

分组及造模方法
!

将
D#

只
8UL

级
X:7X+

小鼠随机

分作
D

组#即对照组%模型组%实验组
:

和实验组
X

#每组各
!&

只小鼠#其中模型组%实验组
:

和实验组
X

建立过敏性哮喘模

型#方法如下(第
@

%

!&

天分别腹腔注射
N_:

溶液#剂量为每

只
@A!F7

#并于第
!#

!

&;

天连续雾化吸入浓度为
;R

的
N_:

溶液进行激发#每次雾化
&@F)*

$对照组以磷酸盐缓冲液

!

UX8

"代替
N_:

溶液进行处理#其他与模型组相同$记录各

组小鼠的反应情况#若出现精神异常!烦躁不安%易惊或精神萎

靡%反应迟钝"%口唇发绀%呼吸急促或呼吸困难伴腹肌抽搐%大

小便失禁等任何一种情况则表示造模成功$实验组
:

小鼠在

每次雾化刺激前
=@F)*

经鼻滴入心钠素溶液!

@A;

'

G

)

G

"#其

余操作不变-而实验组
X

小鼠在经鼻滴入心钠素溶液之前
=@

F)*

经腹腔注射
:$!"!;

!

@A;

'

G

)

G

"#其他操作与实验组
:

小

鼠相同#模型组和对照组仅给予等量生理盐水进行干预$所有

小鼠均在最后一次雾化激发实验
&D>

后进行肺功能检测#并

收集支气管肺泡灌洗液和眼眶血约
;F7

$

!A"A"

!

\J

染色
!

将小鼠脱颈处死后取小鼠肺组织#以
DR

中性甲醛溶液固定后作连续切片#

\J

染色后进行病理检测$

!A"A#

!

a./2.1*Q(32

技术
!

取部分小鼠肺组织制备蛋白样#

并取约
$;

'

G

以
!@R 8V8CU:KJ

进行电泳#分离后转移至孔

径为
@AD;

'

F

的
U_VL

膜#置于
;R

脱脂奶粉中封闭
&>

-随

后加入一抗后
Dl

孵育过夜#以
@A;R PX8CP

溶液洗膜
=

次

后再加入辣根过氧化物酶!

\-U

"标记的二抗进行反应#再以

@A;R PX8CP

溶液洗膜
=

次后用化学发光底物试剂!

'.((8)

G

C

*,()*

G

#

X.T.1(

4

#

O:

"进行孵育#最后利用
W

射线片显出条带#

并采用软件进行吸光度值分析#计算
K:P:=

蛋白
(

C,+2)*

的

吸光度比值$

!A"A$

!

血液细胞学及肺泡灌洗液细胞学检查方法
!

检测并比

较血液中嗜酸性粒细胞!

JN8

"%淋巴细胞%中性粒细胞-检测并

比较各组肺泡灌洗液中
JN8

%淋巴细胞%中性粒细胞%

97C<

%

PSLC

&

$分别取
&@

'

7

灌洗液和血液与
@A=#F7JN8

计数液

混匀后在光学显微镜进行
JN8

计数$取灌洗液以
!@@@1

)

F)*

离心
!@F)*

后收集上清液#沉淀物涂片后固定#瑞姬染液

染色后在显微镜下读取
&@@

个白细胞#分别统计各类白细胞个

数并计算各类白细胞所占百分比-上清液利用酶标仪采用酶联

免疫吸附法测定
97C<

和
PSLC

&

水平#具体检测步骤严格按照

试剂盒说明书进行$取少量血液涂片后固定#瑞姬氏染液染色

后在显微镜下读取
&@@

个白细胞#分别统计各类白细胞个数并

计算各类白细胞所占百分比$

!A#

!

统计学处理
!

数据统计分析采用
8:8!@A@

进行处理#计

量资料采用
En#

进行统计描述#组间比较采用方差分析-

!

"

@A@;

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"A!

!

病理学观察
!

对照组小鼠支气管%肺泡结构清楚#未见炎

症细胞浸润!图
!:

"-模型组可见支气管黏膜充血水肿比较明

显#周围组织间隙充满脱落的上皮细胞%大量的炎症细胞浸润

在支气管组织周围!图
!X

"-实验组
:

炎症反应程度较模型组

更加严重!图
!'

"#实验组
X

炎症反应程度较实验组
:

有所减

轻!图
!V

"$

"A"

!

各组小鼠血液炎症细胞学检查水平比较
!

模型组小鼠的

血液中
JN8

%淋巴细胞%中性粒细胞所占比例均高于对照组

!

!

"

@A@;

"-实验组
:

的血液中
JN8

%淋巴细胞%中性粒细胞所

占比例均高于模型组%实验组
X

!

!

"

@A@;

"-实验组
X

血液中

JN8

%淋巴细胞%中性粒细胞所占比例与模型组比较#差异无统

计学意义!

!

&

@A@;

"#见表
!

$

表
!

!!

各组小鼠血液炎症细胞学检查水平

!!!

比较%

En#

'

R

&

组别
* JN8

淋巴细胞 中性粒细胞

对照组
!& &A&Dn@A"# D!A<$n;A=" &$A==n&A!D

模型组
!&

!DA$<n=A#<

,

;DA@#n<A&$

,

==A<&n&A;@

,

实验组
:!&

&@A=!nDA@"

,Q

<;A;"n<AD@

,Q

=#A!;n=A=@

,Q

实验组
X !&

!DA"@n=A$;

,

;;A!&n;A"=

,

=DA@#n&A$<

,

!!

,

(

!

"
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#与对照组比较-

Q

(

!

"

@A@;

#与模型组和实验组
X

比

较$血液白细胞分类因为比较少#用百分比方便统计

"A#

!

各组小鼠肺泡灌洗液中炎症细胞%细胞因子水平比较
!

模型组小鼠的肺泡灌洗液中
JN8

%淋巴细胞%中性粒细胞计

数%

97C<

%

PSLC

&

水平均高于对照组!

!

"

@A@;

"-实验组
:

的肺

泡灌洗液中
JN8

%淋巴细胞%中性粒细胞计数%

97C<

%

PSLC

&

水

平均高于模型组%实验组
X

!

!

"

@A@;

"-实验组
X

肺泡灌洗液中

JN8

%淋巴细胞%中性粒细胞计数%

97C<

%

PSLC

&

水平与模型组

比较差异无统计学意义!

!

&

@A@;

"#见表
&

$

$=@=

重庆医学
&@!$

年
#

月第
D<

卷第
&&

期



表
&

!!

各组小鼠肺泡灌洗液中炎症细胞(细胞因子水平比较%

En#

&

组别
* JN8

!

m!@

<

)

7

" 淋巴细胞!

m!@

<

)

7

" 中性粒细胞!

!@

<

)

7

"

97C<

!

*

G

)

7

"

PSLC

&

!

*

G

)

7

"

对照组
!& @A@"n@A@& &A&#n@A;D !A;;n@AD# &=AD"nDAD! D$A!;n=A!!

模型组
!& =A&#n@A#D

,

<A&&n!AD"

,

=AD!n@A$&

,

<!A;@n#A"<

,

$<A;@n"A$#

,

实验组
: !& DA!"n@A"@

,Q

#A;=n!A#@

,Q

;A&@n@A#"

,Q

#$A<&n"A<;

,Q

!&&A!#n!&A<&

,Q

实验组
X !& =A==n@A#@

,

<A;!n!AD@

,

=A<=n@A#;

,

<DA@@n"A&@

,

$#A@=n$A=D

,

!!

,

(

!

"

@A@;

#与对照组比较-

Q

(

!

"

@A@;

#与模型组和实验组
X

比较$灌洗液
97C<

%

PSLC

&

必须用计量单位表示#为单位一致#白细胞分类也用

计量单位表示

"A$

!

各组小鼠肺组织中
K:P:=

蛋白表达水平比较
!

模型组

小鼠的肺组织中
K:P:=

蛋白表达水平!

@AD&&n@A!!;

"均高

于对照组!

@A&D!n@A@";

"#差异有统计学意义!

!

"

@A@;

"-实

验组
:

肺组织中
K:P:=

蛋白表达水平!

@A<@"n@A!D<

"高于

模型组%实验组
X

!

@AD=!n@A@"$

"#差异有统计学意义!

!

"

@A@;

"#实验组
X

肺组织中
K:P:=

蛋白表达水平与模型组比

较差异无统计学意义!

!

&

@A@;

"#各组间
K:P:=

蛋白水平比

较差异有统计学意义!

@ ;̂!A&@"

#

!

"

@A@!

"#见图
&

$

!!

!

(对照组-

&

(模型组-

=

(实验组
:

-

D

(实验组
X

图
&

!!

a./2.1*Q(32

检测结果

#

!

讨
!!

论

!!

过敏性哮喘是一种常见的顽固性慢性呼吸道疾病#多是由

反复的呼吸道感染后吸入花粉%动物毛发等过敏原#或是食用

引起过敏的食物或药物后诱发#具有气道炎症%气道高反应性

和气道重塑等特征*

;C$

+

$研究表明#气道炎症是导致气道高反

应性和气道重塑的基础#而多种炎性细胞特别是
JN8

%肥大细

胞和
P

淋巴细胞的浸润与气道炎症的发生和发展有着密切关

系#但是对于过敏性哮喘的具体发病机制目前仍不完全清

楚*

#C"

+

$

心钠素又称心房利钠肽#是由心房肌细胞合成并释放的肽

类激素#主要由
&#

个氨基酸残基组成#其受体是细胞膜上的一

种鸟甘酸环化酶*

!@C!!

+

$心钠素是一种血管活性肽#其主要作

用是使血管平滑肌舒张和促进肾脏排钠%排水#并且能调节细

胞增殖和缩血管作用*

!&

+

$有研究发现#心钠素信号在呼吸系

统中也广泛分布#并且发挥着重要的调节作用#如影响肺表面

活性物质的产生和功能等*

!=

+

$也有研究表明#哮喘患者血浆

中的心钠素水平较缓解期明显升高#但其与哮喘发病和发展的

关系及具体机制目前尚不清楚*

!D

+

$为此#本研究建立了过敏

性哮喘小鼠模型#并分别给予外源性心钠素
@A;

'

G

)

G

%外源性

心钠素
@A;

'

G

)

G

e:$!"!;

%等量生理盐水进行干预$研究发

现#实验组
:

小鼠的炎症反应较模型组更为严重#而实验组
X

小鼠在添加外源性心钠素拮抗剂后炎症反应明显较实验组
:

较轻#提示外源性心钠素与过敏性哮喘的发病和发展有着密切

关系$

进一步观察发现#模型组小鼠的血液中
JN8

%淋巴细胞%

中性粒细胞所占比例均高于对照组#而实验组
:

的血液中

JN8

%淋巴细胞%中性粒细胞所占比例均高于模型组%实验组

X

$提示心钠素能激活过敏性哮喘小鼠血液中炎症细胞#且能

提高淋巴细胞的中性粒细胞的比例#进而促进炎症反应的发

展$模型组小鼠的肺泡灌洗液中
JN8

%淋巴细胞%中性粒细胞

计数%

97C<

%

PSLC

&

水平均高于对照组#而实验组
:

的肺泡灌

洗液中各项水平均高于模型组%实验组
X

#提示心钠素能激活

过敏性哮喘小鼠肺组织中炎症细胞#且能提高淋巴细胞的中性

粒细胞的比例#进而促进炎症反应的发展#其机制可能是提升

97C<

%

PSLC

&

等促炎症因子的水平$

有研究表明#特异性转录因子
K:P:=

的表达与
P>&

细胞

分化及功能成熟有着密切关系#其能促进局部
97CD

细胞因子

的合成分泌#并能形成有利于
P>&

细胞分化和成熟的微环

境*

!;

+

$

K:P:=

还能调节
97C;

%

97C!=

等过敏相关性细胞因子

的表达#并能诱导导嗜酸细胞在气道的趋化浸润#从而参与过

敏性气道炎症反应的调节$本研究发现#模型组小鼠的肺组织

中
K:P:=

蛋白表达水平均高于对照组#而实验组
:

肺组织

中
K:P:=

蛋白表达水平高于模型组%实验组
X

#提示心钠素

能促进肺组织中特异性转录因子
K:P:=

的表达#这可能也是

心钠素参与过敏性哮喘发生和发展的机制之一$

本研究通过对过敏性哮喘小鼠添加心钠素干预后发现#心

钠素确实能通过提升炎症细胞数量$促进
K:P:=

的表达等

机制来加剧过敏性气道炎症反应的发生和发展#而通过调节心

钠素拮抗剂后可明显减轻此类反应#这也许能为寻找过敏性哮

喘的新靶点提供一定的依据$但本研究限于研究样本的#对于

心钠素在哮喘治疗中的潜能仍需作进一步的深入研究$

综上所述#外源性心钠素会进一步加剧过敏性哮喘小鼠模

型的气道炎症反应#与激活炎性细胞%炎症因子释放及增强肺

组织中
K:P:=

蛋白表达有关$
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