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论著·实验研究

孟鲁司特对幼年哮喘气道重塑大鼠感觉神经
肽受体 ＮＫ１Ｒ表达的影响

魏兵１　尚云晓２　李淼２　张晗２

（１．中国人民解放军第二０二医院儿科，辽宁 沈阳　１１０８１２；
２．中国医科大学附属盛京医院儿科，辽宁 沈阳　１１０００４）

　　［摘　要］　目的　探讨孟鲁司特对幼年哮喘气道重塑大鼠中感觉神经肽受体ＮＫ１Ｒ表达的影响。方法　２４只
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠随机分为对照组、哮喘组和孟鲁司特组，每组８只。应用卵白蛋白（ＯＶＡ）雾化吸入法建立哮
喘大鼠模型，对照组大鼠应用生理盐水代替致敏液和１％ＯＶＡ，孟鲁司特组于每次激发前２ｈ以孟鲁司特（１５ｍｇ／ｋｇ）
灌胃，共持续８周。采用免疫组化、ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法，从ｍＲＮＡ和蛋白水平动态观察ＮＫ１Ｒ在哮喘
大鼠气道重塑中的表达水平及孟鲁司特对其表达的影响。结果　哮喘组ＮＫ１ＲｍＲＮＡ及蛋白的表达水平均较对照
组明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；孟鲁司特干预后 ＮＫ１ＲｍＲＮＡ及蛋白表达水平较哮喘组减少（Ｐ
＜０．０５），但仍高于对照组（Ｐ＜０．０１）。结论　哮喘诱发大鼠气道ＮＫ１Ｒ的表达增加，孟鲁司特能够下调哮喘大鼠
气道重塑中ＮＫ１Ｒ的表达水平。 ［中国当代儿科杂志，２０１３，１５（４）：２９８－３０１］
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　　支气管哮喘（简称哮喘）是严重影响人体健康
的慢性呼吸道炎症性疾病，其患病率和病死率近年

有上升趋势。近年研究发现，哮喘不仅存在着气道

炎症，还包括气道结构的改变，即气道重塑（ａｉｒｗａｙ
ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ），其病理改变主要表现为平滑肌和基底

膜增厚，气道重塑是诱发气道高反应性和哮喘慢性

化的主要原因。因此，哮喘气道重塑的机制及治疗

已成为当前国内、外研究的重点［１］。

气道的神经调节系统比先前的认识复杂得多，

除了经典的肾上腺素能和胆碱能神经系统外，还存

·８９２·



第１５卷第４期
２０１３年４月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１５Ｎｏ．４
Ａｐｒ．２０１３

在一种非肾上腺素能非胆碱能（ＮＡＮＣ）神经系统，
现研究认为后者在控制人类气道功能上可能也起着

重要作用。非胆碱能兴奋性神经通道是由无髓鞘传

入迷走神经纤维构成，其递质是感觉神经肽，包括Ｐ
物质（ＳＰ）、神经激肽 Ａ（ＮＫＡ）、神经激肽 Ｂ（ＮＫＢ）
等，并通过相应的受体发挥作用。尚云晓等［２６］研究

表明，感觉神经肽与小儿哮喘的发作及缓解关系极

为密切，而且发现豚鼠哮喘模型急性期的支气管中

感觉神经肽受体ＮＫ１Ｒ表达增多。但其在哮喘气道
重塑各阶段的表达尚少见报道。

本实验应用卵白蛋白（ＯＶＡ）对 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
（ＳＤ）大鼠在不同时间进行激发，通过 ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ、免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法，动态观察感觉
神经肽受体ＮＫ１Ｒ在哮喘气道重塑中的表达及孟鲁
司特对其的影响，旨在探讨哮喘气道重塑的发生与

感觉神经肽受体表达的内在联系，为寻求哮喘气道

重塑的治疗提供新思路。

１　材料与方法

１．１　动物及分组
２４只周龄为４～６周的健康幼年雌性ＳＤ大鼠，

体重６０～８０ｇ，购于中国医科大学实验动物中心。
随机分为对照组、哮喘组和孟鲁司特组，每组８只。
１．２　动物模型建立

参照文献［７８］，分别于第１天、第８天向大鼠腹
腔注射抗原致敏液１ｍＬ（含ＯＶＡ１００ｍｇ、氢氧化铝
１００ｍｇ）（ＯＶＡ购自美国Ｓｉｇｍａ公司，氢氧化铝购自沈
阳化工三厂）。从第１５天开始进行激发，将大鼠置于
一自制密闭容器（２０ｃｍ×２０ｃｍ×２０ｃｍ）中，以１％
ＯＶＡ超声雾化吸入，每次３０ｍｉｎ，每周３次，共持续
８周。对照组大鼠应用生理盐水代替致敏液和１％
ＯＶＡ，孟鲁司特组大鼠在每次激发前２ｈ以孟鲁司
特（１５ｍｇ／ｋｇ）灌胃。
１．３　标本采集与保存

每组大鼠于末次激发２４ｈ内腹腔注射１％戊巴
比妥钠４０ｍｇ／ｋｇ麻醉，右肺中叶置于４％多聚甲醛中
用于免疫组化染色。剩余气管及肺组织于－８０℃冰
箱保存用于抽提总ＲＮＡ、蛋白。
１．４　免疫组化法检测支气管ＮＫ１Ｒ的表达

兔抗大鼠ＮＫ１Ｒ（购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）稀释度
１∶１００。按试剂盒说明书常规免疫组化染色，中性树
胶封片，显微镜下观察，阳性结果呈棕黄色。

１．５　ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ检测 ＮＫ１Ｒ的
ｍＲＮＡ表达

用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ荧光染料嵌合法，分别制作目
的基因（ＮＫ１Ｒ）和管家基因（ＧＡＰＤＨ）的标准曲线。
利用标准曲线对样品中的目的基因和管家基因分别

进行定量。待测基因ｍＲＮＡ的相对表达量＝待测基
因拷贝数／ＧＡＰＤＨ基因拷贝数。ＮＫ１Ｒ引物序列：上
游 ５′ＡＣＣＡＡＣＡＣＣＴＣＴＧＡＧＴＣＴＡＡ３′；下游 ５′ＴＧＧＴ
ＣＡＣＴＧＴＣＣＴＣＡＴＴＣＴ３′，片段长度１５４ｂｐ。ＧＡＰＤＨ引
物序列：上游５′ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ３′；下游
５′ＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴ３′，产物长度１４２ｂｐ。
反应条件：９５℃变性３０ｓ；９５℃６ｓ，６０℃２０ｓ，共４０个循
环。引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ英骏生物技术有限公司合成。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＫ１Ｒ蛋白的表达

大鼠肺组织匀浆离心取上清液即为肺组织总蛋

白溶液，采用 ＢＣＡ法进行蛋白定量，１０％ＳＤＳ聚丙
烯酰胺凝胶恒压电泳，电压积层胶 ８０Ｖ，分离胶
１２０Ｖ。用２８０ｍＡ恒流电转移５０ｍｉｎ。一抗兔抗大
鼠ＮＫ１Ｒ稀释倍数１∶４００，碱性磷酸酶标记的羊抗
兔二抗稀释倍数 １∶２０００，酶显法显色。采用
ＦｌｏｕｒＣｈｅｍＶ２．０凝胶成像分析软件（Ａｍｅｒｉｃａ）分
析，记录每条蛋白电泳带的灰度值，进行定量分析。

蛋白含量＝样本目的蛋白灰度值／同一样本 βａｃｔｉｎ
灰度值。

１．７　统计学分析
应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对数据进行统计学分

析，正态分布计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，
多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用ｑ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠支气管中ＮＫ１Ｒ的定位表达
免疫组化结果显示，哮喘组大鼠支气管上皮、平

滑肌及其周围组织可见大量的 ＮＫ１Ｒ阳性细胞，以
胞浆及胞膜着色为主。见图１。
２．２　各组大鼠气管中ＮＫ１ＲｍＲＮＡ及蛋白表达的
动态变化

哮喘组ＮＫ１ＲｍＲＮＡ及蛋白表达均高于对照组
（Ｐ＜０．０１），孟鲁司特干预后 ＮＫ１ＲｍＲＮＡ、蛋白表
达较哮喘组明显减少（Ｐ＜０．０５），但仍高于对照组
（Ｐ＜０．０１）。见表１、图２。
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　　图１　各组大鼠支气管ＮＫ１Ｒ免疫组化染色（×４００）　Ａ为对照组，ＮＫ１Ｒ免疫组化染色呈阴性；Ｂ为哮喘气道重塑组，
ＮＫ１Ｒ主要表达在支气管上皮、平滑肌及肺泡；Ｃ为孟鲁斯特治疗组，ＮＫ１Ｒ呈弱阳性表达。细胞膜及胞浆内棕褐色颗粒为 ＮＫ１Ｒ阳

性细胞。

　　表 １　各组大鼠气管中 ＮＫ１Ｒ的 ｍＲＮＡ、蛋白表达的
动态变化　（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＮＫ１ＲｍＲＮＡ ＮＫ１Ｒ蛋白

对照组 ８ ０．０１９９±０．０００２ ０．３４０１±０．００１２
哮喘组 ８ ０．０３３６±０．０００３ａ ０．６４２４±０．００４９ａ

孟鲁司特组 ８ ０．０２９９±０．０００２ａ，ｂ ０．６０４１±０．００３８ａ，ｂ

Ｆ值 ８．６９ １０．８２
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１，ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０５
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　　图 ２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠气管中 ＮＫ１Ｒ蛋白
的表达　１．对照组；２．哮喘组；３．孟鲁司特组。

３　讨论

本研究前期应用ＯＶＡ作为致敏原，以氢氧化铝为
免疫佐剂，反复激发，于雾化８周后处死大鼠，支气管
的病理图像分析及羟脯氨酸测定结果显示，哮喘各组

大鼠支气管壁、平滑肌层均较对照组明显增厚，羟脯氨

酸含量增高，尤以８周表现最为明显，表明哮喘气道重
塑模型制作成功，吸入布地奈德或胃管注入孟鲁司特

对于气道重塑的病理表现有明显的抑制作用［９１０］。

感觉神经肽与哮喘发病密切相关，它可引起神经

源性气道炎症。目前认为与哮喘关系较为密切的感

觉神经肽有 ＳＰ、ＮＫＡ、ＮＫＢ及降钙素基因相关肽
（ＣＧＲＰ）。而ＳＰ、ＮＫＡ、ＮＫＢ又被称为速激肽。根据
各种速激肽对其受体的亲和力不同，将受体分为

ＮＫ１，ＮＫ２，ＮＫ３三种亚型，这三种受体蛋白已分离和
克隆成功。各型受体与速激肽亲和性的顺序是，ＮＫ１

受体：ＳＰ＞ＮＫＡ＞ＮＫＢ，ＮＫ２受体：ＮＫＡ＞ＮＫＢ＞ＳＰ，
ＮＫ３受体：ＮＫＢ＞ＮＫＡ＞ＳＰ，速激肽家族的三种受体
都能和ＳＰ相结合，每一种速激肽受体都有其特异的
亲和力，并对其它的速激肽也有一定的亲和性。大鼠

和人的ＳＰ受体由４０７个残基组成，具有高度同源性，
仅有２２个残基不同。ＮＫ１Ｒ分布在中枢神经系统和
外周组织，ＮＫ２Ｒ分布于外周组织、ＮＫ３Ｒ分布于中枢
神经系统。在呼吸道，ＮＫ１Ｒ可见于气道平滑肌、黏
膜下腺、血管内皮，一些炎性细胞也表达ＮＫ１Ｒ。

本研究结果显示哮喘各组均较同期对照组

ＮＫ１Ｒ的 ｍＲＮＡ、蛋白表达明显增加，并且哮喘组随
抗原激发时间的延长 ＮＫ１Ｒ的 ｍＲＮＡ、蛋白表达也
增加，提示感觉神经肽受体可能在哮喘气道重塑的

发生中起着重要的作用，哮喘组对感觉神经肽的敏

感性较对照组高。

白三烯（ＬＴｓ）是花生四烯酸的代谢产物，与受体
结合可导致气道平滑肌痉挛、血浆渗出、黏液分泌和

炎性细胞活化，其促支气管收缩作用是组织胺的

１０００倍，在哮喘发病中起着重要作用。除此之外，白
三烯还能促进人的气道结构细胞如上皮细胞、支气管

平滑肌细胞的有效分裂，促进杯状细胞增生、胶原沉

积、上皮下层纤维化，从而促进慢性哮喘患者的气道

重塑。在过敏原致敏的动物模型，这种作用能被ＬＴｓ
受体拮抗剂所抑制［１１１６］。孟鲁司特是新一代强效的

选择性白三烯Ｄ４（ＬＴＤ４）受体拮抗剂，可阻断白三烯
与受体的结合，从而阻断器官对白三烯的反应。本研

究显示，孟鲁司特组ＮＫ１Ｒ的 ｍＲＮＡ、蛋白表达均减
少，提示ＬＴｓ受体拮抗剂下调ＮＫ１Ｒ的 ｍＲＮＡ、蛋白
表达可能是其改善气道重塑的作用机制之一。

因此，调控感觉神经肽受体从而使感觉神经肽

导致的神经源性气道炎症作用降至最低，可能有助

于哮喘气道重塑的防治，深入研究感觉神经肽及其

受体在哮喘气道重塑发生中的机制可为选择更有效

的针对性防治措施提供新的理论依据。

·００３·
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２０１３“心心相系”心血管高级研修班招生简章

为贯彻实施国家关于“开展先天性心脏病医疗保障试点”的新农合战略，上海交通大学医学院附属上海儿童医学

中心秉承医院 “培训－培训者”理念，特设立“心心相系－心血管高级研修班”，从而使得现代医学技术能更快、更广地
辐射广大边远地区，为更多的先心病患儿提供优质的医疗服务。

招生要求：

进修医师：曾有我院心胸外科专业进修经历者优先考虑。

心胸外科———三级医院，本科及以上学历，主治医生，４５岁以下，从事心胸外科专业工作５年以上。
术后监护———三级医院，本科及以上学历，主治医生，４５岁以下，从事心胸外科或重症监护专业工作５
年以上。

体外循环———三级医院，本科及以上学历，４０岁以下，从事医师工作３年以上。研究生学历者，上述条件可
酌情放宽。

进修护士：三级医院，大专及以上学历，从事心血管护理专业工作３年以上。曾有我院心胸外科专业进修经历者
优先考虑。

培训科目：①心胸外科医生：手术、体外循环、术后监护；②心胸外科护士：术后护理
培训时间：２０１３年８月至２０１４年７月（一年）
奖 学 金：一旦被录取，均属获得奖学金者，将享有免收进修费、住宿费并给予生活津贴（医生１００００元／年，护士

８０００元／年）。
报名办法：请报名者将个人简历、申请表、一位正高级职称医师推荐信、盖有单位公章的介绍信于２０１３年５月１日

前寄联系人。２０１３年６月中旬举行面试（面试地点及时间另行通知）
联系地址：上海东方路１６７８号（２００１２７）上海儿童医学中心科教部
电　　话：０２１－３８６２６１６１×８３０８２／８３１８１传真：０２１－５０９０４６１２。申请表可从医院网站下载：ｗｗｗ．ｓｃｍｃ．ｃｏｍ．ｃｎ
联 系 人：陆老师／王老师

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　上海交通大学医学院附属上海儿童医学中心
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１３年３月
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