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　　［摘　要］　目的　观察布地奈德对哮喘大鼠血浆硫化氢（Ｈ２Ｓ）含量和胱硫醚γ裂解酶（ＣＳＥ）、胱硫醚β合
成酶（ＣＢＳ）ｍＲＮＡ的表达，探讨内源性Ｈ２Ｓ、ＣＳＥ、ＣＢＳ体系在哮喘发病机制中的作用。方法　ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠
３０只随机分成对照组、哮喘组、布地奈德组，每组１０只。用鸡卵白蛋白（ＯＶＡ）致敏与激发建立大鼠哮喘模型。分
光光度法测定血浆Ｈ２Ｓ的含量，ＲＴＰＣＲ法测定肺组织ＣＳＥ、ＣＢＳｍＲＮＡ的表达水平。结果　哮喘组血浆Ｈ２Ｓ的含
量（６１±１６μｍｏｌ／Ｌ）显著低于对照组（８４±１５μｍｏｌ／Ｌ）（Ｐ＜０．０１），布地奈德组（７１±１４μｍｏｌ／Ｌ）与哮喘组和对照
组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。哮喘组肺组织 ＣＳＥｍＲＮＡ和 ＣＢＳｍＲＮＡ的表达水平显著低于对照组
（Ｐ＜０．０１），布地奈德组ＣＳＥｍＲＮＡ和ＣＢＳｍＲＮＡ表达显著低于对照组但高于哮喘组（均Ｐ＜０．０１）。相关性分析
结果显示血浆 Ｈ２Ｓ含量和支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中炎症细胞总数表达呈显著负相关（ｎ＝３０，ｒ＝－０．５４９，
Ｐ＜０．０１）。结论　 哮喘大鼠Ｈ２Ｓ、ＣＳＥ、ＣＢＳ的表达下降，它们的表达下降可能促进了炎症细胞在气道中的聚集，
布地奈德改善哮喘炎症的机制可能部分通过内源性Ｈ２Ｓ、ＣＳＥ、ＣＢＳ体系起作用。
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　　硫化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ，Ｈ２Ｓ）是近年来新发
现的气体信号分子，它在生理状态下发挥着与一氧

化氮（ＮＯ）和一氧化碳（ＣＯ）极为相似而又独特的血
管舒张活性，是具有重要生物活性的内源性化学小

分子。已有实验证明 Ｈ２Ｓ在循环系统、神经系统、
呼吸系统、消化系统等均有重要的病理生理意

义［１］，被认为可能是第三个内源性气体信号分

子［２］，是目前研究热点之一。胱硫醚γ裂解酶
（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅγｌｙａｓｅ，ＣＳＥ）和胱硫醚β合成酶
（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅβｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＢＳ）被认为是合成内源
性Ｈ２Ｓ的主要限速酶，对Ｈ２Ｓ的合成起着非常重要
作用。但是Ｈ２Ｓ、ＣＳＥ和 ＣＢＳ体系如何参与哮喘的
发病机制至今尚不明确，尤其是糖皮质激素对它们

表达的影响知之甚少。因此，研究Ｈ２Ｓ、ＣＳＥ和 ＣＢＳ
体系在哮喘发病机制中的作用，可能对哮喘提供新

的治疗方法和评价疗效有一定的参考价值。本研究

旨在探讨内源性 Ｈ２Ｓ在哮喘炎症过程中可能的作
用机制。

１　材料与方法

１．１　试剂
卵白蛋白（ＯＶＡ）Ⅴ级购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，Ｔｒ

ｉｚｏｌ抽提试剂购自ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＵＳＡ，ＲＴＰＣＲ试剂盒购
自ＦｅｒｍｅｎｔａｓＵＳＡ，琼脂糖（ａｇａｒｏｓｅ）购自上海晶美生
物工程有限公司，溴化乙淀（ＥＢ）和 ＤＥＰＣ购自上
海生物工程有限公司。

１．２　实验动物及分组
清洁级健康雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠 ３０

只，５～７周龄，平均体重２３４±１９ｇ，由温州医学院
实验动物中心提供［动物批号：ＳＣＸＫ（浙）２００５
００１９］。随机分成３组，每组１０只，分别为对照组、
哮喘组、布地奈德组。

１．３　动物模型的复制
复制方法参照文献［３］。第１天和第８天腹腔注

射ＯＶＡ／Ａｌ（ＯＨ）３混合液 １ｍＬ［含 ＯＶＡ１ｍｇ和
Ａｌ（ＯＨ）３１００ｍｇ］致敏，各１次。第１５天开始喷雾
１％ＯＶＡ３０ｍｉｎ，每天１次连续激发７ｄ。对照组致
敏和激发均以生理盐水替代 ＯＶＡ／Ａｌ（ＯＨ）３。布地
奈德组处理基本同哮喘组，不同的是在首次激发前

２４ｈ和每次激发前３０ｍｉｎ给予布地奈德溶液２ｍｇ
雾化（阿斯利康公司生产，生产批号：３０３３６３）。
１．４　血、支气管肺泡灌洗液及肺组织标本的制备

末次激发２４ｈ后，１０％水合氯醛（４００ｍｇ／ｋｇ）

腹腔注射麻醉，右心室抽血２ｍＬ（用于Ｈ２Ｓ含量的
测定）。处死后结扎右主支气管，气管插管后行左

肺灌洗（１０ｍＬ生理盐水分 ３次灌洗），支气管肺
泡灌洗液（ＢＡＬＦ）经 ２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，沉
渣经生理盐水重悬，行细胞总数计数（除上皮细胞

和红细胞外）和分类计数。取右肺门部位组织块，

４％多聚甲醛ＰＢＳ溶液固定，常规石蜡包埋、切片、
苏木精伊红染色，光镜观察肺组织病理变化。余
肺组织液氮速冻后 －８０℃冰箱保存，作 ＲＮＡ
抽提。

１．５　血浆Ｈ２Ｓ含量测定
采用亚甲蓝分光光度法。在试管中加入

０．５ｍＬ１％醋酸锌，然后加入 ０．１ｍＬ血浆标本混
匀，再加入０．５ｍＬ２０ｍｍｏｌ／Ｌ对苯二胺盐酸盐和
０．５ｍＬ３０ｍｍｏｌ／Ｌ三氯化铁，室温孵育２０ｍｉｎ。再
加入１ｍＬ１０％三氯醋酸沉淀蛋白，加２．５ｍＬ蒸馏
水补足体积至５ｍＬ。２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸出
上清液，在６７０ｎｍ处检测上清液的吸光度（Ａ）值。
根据标准曲线计算上清液中Ｈ２Ｓ含量

［４］。

１．６　ＲＴＰＣＲ法测定肺组织 ＣＳＥ、ＣＢＳｍＲＮＡ
的表达

测定方法参照文献［５］。采用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总
ＲＮＡ，逆转录为ｃＤＮＡ，以此为模板行ＰＣＲ扩增。目
的基因引物序列：ＣＳＥ（ＰＣＲ产物为３０５ｂｐ）上游引
物：５′ＣＣＡＧＣＡＣＴＴＴＧＣＣＡＣＴＣＡ３′，下 游 引 物：５′
ＴＧＣＣＴＣＣＡＴＡＣＡＣＴＴＣＡＴＣＣ３′，退火温度为 ５５℃。
ＣＢＳ（ＰＣＲ产物为３３８ｂｐ）上游引物：５′ＣＧＴＧＡＴＧＣ
ＣＴＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡＧＴ３′，下 游 引 物：５′ＣＡＣＣＧＡＴ
ＧＡＴＴＴＴＡＣＡＡＣＣＴＧＧ３′，退火温度５５．４℃。ＧＡＰＤＨ
（ＰＣＲ产物为１４０ｂｐ）上游引物：５′ＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧ
ＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡ３′，下游引物：５′ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣ
ＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣ３′，退火温度为５５℃。２％琼脂糖凝
胶电泳，ＳｍａｒｔＶｉｅｗ凝胶数字成像系统扫描分析扩增
产物条带，分别测定各扩增灰度值，以各自目的基因

扩增带灰度值与内参照 ＧＡＰＤＨ扩增带的灰度值
比，作为其 ｍＲＮＡ水平的指标。引物由上海基康生
物有限公司合成。

１．７　统计学分析
数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，应用ＳＰＳＳ统

计软件１１．５处理，多组样本均数比较采用 ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ方差分析，组间两两比较，方差齐者用 ＬＳＤ
法检验，方差不齐者用 Ｔａｍｈａｎｅ′ｓＴ２检验，两变量
的相关分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析法，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。
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２　结果

２．１　肺组织苏木精伊红染色病理学改变
对照组肺组织结构完整，支气管管腔规则，黏膜

上皮完整，较少见炎症细胞浸润。哮喘组肺内支气

管周围见大量炎性细胞浸润、黏膜下水肿、黏液腺增

生、气道上皮断裂和脱落、黏液栓形成等表现。布地

奈德组上述改变较哮喘组明显减轻（见图１）。
２．２　ＢＡＬＦ中细胞总数计数和分类计数

哮喘组ＢＡＬＦ中细胞总数计数、淋巴细胞（ＬＹＭ）、

中性粒细胞（ＮＥＵ）和嗜酸细胞（ＥＯＳ）的百分比均显
著高于对照组（Ｐ＜０．０１），而巨噬细胞（ＭФ）的百分
比显著低于对照组（Ｐ＜０．０１）。布地奈德组 ＢＡＬＦ
中细胞总数、ＥＯＳ的百分比均显著高于对照组
（Ｐ＜０．０５），但均低于哮喘组（Ｐ＜０．０１）；ＭФ的百
分比显著低于对照组但高于哮喘组（Ｐ＜０．０１）；
ＬＹＭ的百分比显著低于哮喘组（Ｐ＜０．０５）与对照组
相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＮＥＵ的百分比
显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），与哮喘组相比差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。

　　图１　各组大鼠肺组织苏木精伊红染色（×２００）　Ａ：对照组，支气管管腔规则，炎症细胞浸润不明显；Ｂ：哮喘组，支气管
周围见大量炎性细胞浸润；Ｃ：布地奈德组，支气管周围少量炎症细胞浸润。

表１　ＢＡＬＦ中细胞总数计数和分类计数　（ｘ±ｓ，％）

组别 鼠数 细胞总数（×１０６／Ｌ） ＭФ ＬＹＭ ＮＥＵ ＥＯＳ

对照组 １０ ２．８±０．４ ８３．０±２．６ ９．２±２．１ ６．６±１．８ １．２±０．９
哮喘组 １０ ７．３±１．２ｂ ６７．０±４．２ｂ １３．６±１．６ｂ １０．４±２．６ｂ ９．０±３．６ｂ

布地奈德组 １０ ３．７±０．４ａ，ｄ ７４．０±３．４ｂ，ｄ １０．４±２．５ｃ １２．０±３．５ｂ ３．６±１．３ａ，ｄ

Ｆ值 ９３．９８５ ５３．９４４ １１．７９７ １０．５５５ ３１．２２６
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　与对照组比较，ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１；与哮喘组比较，ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１

２．３　血浆Ｈ２Ｓ含量和肺组织ＣＳＥ、ＣＢＳｍＲＮＡ的
表达

哮喘组血浆中 Ｈ２Ｓ含量显著低于对照组
（Ｐ＜０．０１），布地奈德组与哮喘组和对照组相比差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。哮喘组肺组织 ＣＳＥ
ｍＲＮＡ的表达水平显著低于对照组（Ｐ＜０．０１），布
地奈德组低于对照组但高于哮喘组（Ｐ＜０．０１）。哮
喘组肺组织 ＣＢＳｍＲＮＡ表达水平低于对照组
（Ｐ＜０．０１），布地奈德组高于哮喘组，但仍低于对照
组（Ｐ＜０．０１）。见表２。
２．４　相关性分析

血浆Ｈ２Ｓ含量和ＢＡＬＦ中炎症细胞总数表达呈
显著负相关（ｎ＝３０，ｒ＝－０．５４９，Ｐ

#

０．０１）。

表２　血浆Ｈ２Ｓ含量及肺组织 ＣＳＥ和 ＣＢＳｍＲＮＡ表达　
（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 Ｈ２Ｓ（μｍｏｌ／Ｌ） ＣＳＥｍＲＮＡ ＣＢＳｍＲＮＡ
对照组 １０ ８４±１５ ０．４５８±０．０４９ ０．３４５±０．０４０
哮喘组 １０ 　６１±１６ａ ０．１３６±０．０１７ａ ０．０５６±０．０１８ａ

布地奈德组 １０ ７１±１４ ０．３３１±０．０４３ａ，ｂ ０．１６４±０．０２５ａ，ｂ

Ｆ值 ６．１７９ １７３．６４４ ２４６．７２
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

Ｈ２Ｓ一直被认为是一种有毒气体，长期接触这

种气体，可以导致许多组织器官的损害。常出现结

·６５６·



第１２卷第８期
２０１０年８月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１２Ｎｏ．８
Ａｕｇ．２０１０

膜炎、呼吸道黏膜刺激症状（咳嗽、咯痰等），甚至肺

水肿、肺纤维化等严重呼吸道疾病，还被认为是诱发

哮喘的一种危险因素，它可选择性地抑制呼吸链中

细胞色素氧化酶 Ｃ的活性，从而使组织缺氧，造成
组织的缺氧性损伤。最近发现，体内含硫氨基酸代

谢可以产生内源性 Ｈ２Ｓ，且 Ｈ２Ｓ具有重要的生理功
能。但内源性Ｈ２Ｓ在哮喘发病机制中的作用，目前
知之甚少。本研究通过检测哮喘大鼠模型血浆Ｈ２Ｓ
含量和肺组织ＣＳＥ、ＣＢＳｍＲＮＡ的表达，及布地奈德
对其的影响，探讨内源性 Ｈ２Ｓ参与哮喘的可能作用
机制。本研究结果显示，哮喘组 ＢＡＬＦ中细胞总数、
ＬＹＭ、ＮＥＵ和ＥＯＳ细胞计数显著高于对照组，结合
哮喘组支气管的病理改变，表明哮喘模型复制成功。

内源性的Ｈ２Ｓ主要是半胱氨酸代谢产生，而半
胱氨酸是由蛋氨酸代谢生成，ＣＳＥ、ＣＢＳ和半胱氨酸
转移酶是半胱氨酸的主要调节酶，对合成内源性

Ｈ２Ｓ起着非常重要的作用。Ｈ２Ｓ在体内可能有两种
存在形式，其中１／３以气体Ｈ２Ｓ形式，另外２／３则以
ＮａＨＳ形式存在。ＮａＨＳ在体内可解离成钠离子
（Ｎａ＋）和硫氢根离子（ＨＳ－），后者与体内氢离子
（Ｈ＋）结合生成Ｈ２Ｓ，Ｈ２Ｓ和ＮａＨＳ形成一种动态的
平衡。ＣＳＥ不仅在平滑肌细胞中有表达，而且在肺
动脉内皮细胞也有表达，肺动脉中内源性 Ｈ２Ｓ主要
通过ＣＳＥ的催化产生；而ＣＢＳ主要存在于神经系统
内，具有组织特异性分布 ［６７］。但生理情况下，肺、

支气管中也有ＣＢＳ的存在［８］。

本研究发现，哮喘组大鼠血浆 Ｈ２Ｓ含量和肺组
织ＣＳＥ、ＣＢＳｍＲＮＡ的表达水平显著性低于对照组。
推测血浆 Ｈ２Ｓ和肺组织 ＣＳＥｍＲＮＡ的表达降低可
能是导致哮喘炎症形成和进展的重要原因之一。血

浆Ｈ２Ｓ含量和 ＢＡＬＦ中细胞总数呈显著负相关，推
测内源性Ｈ２Ｓ含量的减少可能与哮喘气道炎症细
胞聚集有关。相似的研究表明，哮喘大鼠肺组织及

血浆中Ｈ２Ｓ和肺组织ＣＳＥ、ＣＢＳ的 ｍＲＮＡ表达水平
显著低于对照组，给予外源性硫氢化钠（ＮａＨＳ）后，
ＣＳＥ、ＣＢＳ的 ｍＲＮＡ的表达水平在哮喘组均显著升
高，认为内源性 Ｈ２Ｓ不仅参与哮喘的发病过程，而
且还可作为一种监测哮喘严重程度的指标［９］。目

前，哮喘首选的治疗方法是吸入糖皮质激素，但其作

用机制十分复杂，至今尚未完全阐明。本研究采用

布地奈德干预，观察其对Ｈ２Ｓ、ＣＳＥ和ＣＢＳ体系的影
响，结果发现经布地奈德治疗后，血浆Ｈ２Ｓ和肺组织

ＣＳＥ、ＣＢＳｍＲＮＡ表达水平回升。推测糖皮质激素有
效治疗哮喘的机制可能部分通过Ｈ２Ｓ、ＣＳＥ、ＣＢＳ体系
起作用。但糖皮质激素通过何种途径影响ＣＳＥ、ＣＢＳ
的表达，目前仍然未明确，有待进一步探索。

在一项对大鼠肺动脉平滑肌细胞离体培养的实

验中发现，低氧对肺动脉平滑肌细胞中 ＣＳＥ的基因
表达有抑制作用，表现为平滑肌细胞中 ＣＳＥｍＲＮＡ
含量明显减少；无论是在常氧培养还是低氧培养情

况下，ＮａＨＳ对大鼠肺动脉平滑肌细胞增殖均有抑
制作用。提出低氧时 Ｈ２Ｓ体系下调可能是低氧诱
导肺动脉平滑肌细胞增殖的机制之一［１０］。哮喘急

性发作时常伴有机体低氧过程，推测内源性 Ｈ２Ｓ体
系下调可能还与哮喘气道平滑肌增殖有关，有待于

进一步研究。

上述结果表明，哮喘大鼠 Ｈ２Ｓ、ＣＳＥ、ＣＢＳ的表
达下降，它们的表达下降可能促进了炎症细胞在气

道中的聚集，布地奈德改善哮喘炎症的机制可能部

分通过内源性Ｈ２Ｓ、ＣＳＥ、ＣＢＳ体系起作用。
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