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神经激肽 -1 受体拮抗剂 WIN62577 对哮喘气道
重塑大鼠气管平滑肌细胞迁移的影响

魏兵 1　刘亚丽 1　张超 1　尚云晓 2　张晗 2　李淼 2

（1. 沈阳军区总医院儿科，辽宁 沈阳　110016；2. 中国医科大学附属盛京医院儿科，辽宁 沈阳　110004）

［摘要］　目的　探讨哮喘气道重塑大鼠中气管平滑肌细胞迁移的变化及神经激肽 -1 受体（NK-1R）拮抗

剂 WIN62577 对其的影响。方法　将 Sprague-Dawley（SD）大鼠随机分为对照组和哮喘气道重塑组，应用卵清

蛋白对模型组大鼠激发 8 周，原代培养纯化气管平滑肌细胞（ASMC），通过免疫荧光、实时定量 PCR 等方法，

检测 ASMC 中 NK-1R 的表达，并给予不同剂量 WIN62577 干预，应用 transwell 小室检测 ASMC 迁移的变化。

结果　哮喘气道重塑组 ASMC 中 NK-1R 主要分布在细胞质和细胞膜，其 mRNA 的表达高于对照组（P<0.01）。

哮喘气道重塑组 ASMC 迁移数目较对照组明显增高（P<0.01），而分别给予不同浓度（10-11 mol/L、10-10 mol/L、

10-9 mol/L、10-8 mol/L）的 WIN62577 干预后 ASMC 迁移数目较哮喘气道重塑组明显减少（P<0.05）。结论　NK-1R

能通过促进 ASMC 迁移能力而影响哮喘气道重塑。        ［中国当代儿科杂志，2015，17（11）：1248-1252］
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Effects of NK-1R inhibitor WIN62577 on the migration of airway smooth muscle cells 
in asthmatic rats with airway remodeling
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Abstract: Objective    To study the changes in the migration of airway smooth muscle cells (ASMC) in asthmatic 
rats with airway remodeling and the effect of NK-1R inhibitor WIN62577 on the migration of ASMC. Methods    
Sprague-Dawley rats were randomly assigned into two groups: airway remodeling induced by asthma and normal 
control. ASMC from rats with asthma and airway remodeling induced by ovalbumin (OVA) inhalation for 8 weeks were 
primary cultured and purified. Immunofluorescence and real-time PCR were used to measure the expression of NK-
1R. With NK-1R inhibitor WIN62577 treatment, the changes in the migration of ASMC were measured by transwell 
chambers. Results    NK-1R in ASMC was expressed mainly in the cytoplasm and cell membrane in the airway 
remodeling group, and the mRNA expression of NK-1R was higher than the normal control group (P<0.01). The number 
of the migrated ASMC in the airway remodeling group was significantly higher than that in the normal control group 
(P<0.01). Various concentrations (10-11 mol/L, 10-10 mol/L, 10-9 mol/L and 10-8 mol/L) of WIN62577 treatment decreased 
the number of the migrated ASMC (P<0.05). Conclusions    NK-1R may affect airway remodeling possibly through 
promoting the migration ability of ASMC in rats with asthma.         [Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(11): 1248-1252]

Key words: Asthma; Airway remodeling; Cell migration; NK-1R inhibitor; Rats

论著·实验研究

                                                          
［收稿日期］2015-02-03；［接受日期］2015-03-30
［基金项目］辽宁省博士启动基金（20121115） 。
［作者简介］魏兵，女，博士，副主任医师。

doi: 10.7499/j.issn.1008-8830.2015.11.019

气道重塑是诱发气道高反应性和哮喘慢性

化的主要原因，传统观点认为，气道平滑肌细胞

（airway smooth muscle cell, ASMC）是一种被动的

细胞，在炎症介质的刺激下发挥调控气道舒缩的

功能。新近研究证据表明，ASMC 还能发生表型转

化，具有增殖、迁移、合成和分泌活性介质的能力，

参与哮喘气道炎症发生、发展的全过程，可加重

气道重塑进程 [1-3]。
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感觉神经肽 P 物质（substance P, SP）是非肾

上腺素能非胆碱能（NANC）神经系统重要的神经

递质，通过相应的神经激肽 -1 受体（neurokinin 1 

receptor, NK-1R）发挥作用 [4]。本课题组前期研究

结果表明，SP 可促进哮喘大鼠 ASMC 的迁移，另

外哮喘气道重塑时气道 NK-1R 的 mRNA、蛋白也

表达增加，因此推测哮喘气道重塑时感觉神经肽

SP 的作用可能是通过与受体 NK-1R 结合影响平滑

肌迁移实现的 [5-6]，但 NK-1R 在体外 ASMC 的表达

及对 ASMC 迁移的作用尚未见报道。

本研究拟通过原代培养 Sprague-Dawley（SD）

大鼠 ASMC，并给予 NK-1R 拮抗剂 WIN62577 干预，

探讨 NK-1R 在哮喘气道重塑大鼠 ASMC 迁移中的

作用。

1　材料与方法

1.1　实验材料

羟脯氨酸碱水解法试剂盒购自南京建成生物

工程研究所第一分所；DMEM/ FBS 培养基购自美

国 Hyclone 公司；胎牛血清购自美国 Hyclone 公司；

Ⅳ型胶原酶、4,6- 乙酰基 -2- 苯基吲哚（DAPI）、

WIN62577 购自美国 Sigma 公司；兔抗大鼠 α-SMA

抗 体、NK-1R 抗 体 购 自 Santa Cruz 公 司；PCR 引

物 由 Invitrogen 英 骏 生 物 技 术 有 限 公 司 合 成，

TRIzol 总 RNA 提取液购自上海生工生物工程有限

公 司，Real time quantitive PCR（SYBRRPremix Ex 

TaqTM）试剂盒购自 TaKaRa 大连宝生物工程有限

公司。transwell 小室购自美国 Corning 公司。

1.2　哮喘气道重塑大鼠模型制作

SPF 级雌性 SD 大鼠，体重 60~80 g，购于中

国医科大学实验动物中心。随机分为：哮喘气道

重塑组和正常对照组，每组 8 只大鼠。参考文献 [7-10]

分别于第 1 天、第 8 天腹腔注射抗原致敏液 1 mL

（含卵蛋白 100 mg、氢氧化铝 100 mg、灭活的百

日咳杆菌 5×109 个）。对照组注射等体积生理盐

水。从第 15 天开始，将大鼠置于一自制密闭容器

（20 cm×20 cm×20 cm） 中， 以 1% 卵 蛋 白 超 声

雾化吸入，每次 30 min，每周 3 次，激发 8 周后处死。

正常对照组用生理盐水代替卵蛋白。

1.3　大鼠支气管的病理图像分析

采用图像采集系统（MetaMorph/BX41，日本）

采集图像，测定支气管基底膜周径（Pbm）、总

管壁面积（Wat）及平滑肌面积（Wam），分别以

Wat/ Pbm 及 Wam/ Pbm 代表相应管壁层的厚度。

1.4　大鼠支气管羟脯氨酸测定

应用碱水解法按试剂盒说明书（购自南京建

成生物工程研究所第一分所）测定羟脯氨酸含量。

1.5　大鼠 ASMC原代培养及纯化

常规消毒麻醉后，左心室取血处死大鼠。无

菌分离大鼠气管，剥离外膜，去除内膜。将气管

平滑肌剪下，将组织剪碎，加 0.1% 胰酶于 37℃水

浴振荡 10 min，1 000 rpm/min 离心 5 min，去上清。

再加 0.1% IV 型胶原酶，37℃水浴振荡 30 min，

1 000 rpm/min 离 心 5 min， 去 上 清。 加 入 10% 胎

牛血清（FBS）的 DMEM 终止反应，轻轻吹打，

100 目细胞筛过滤，接种至 50 mL 培养瓶，37℃

孵箱培养，利用成纤维细胞贴壁较快的特点纯化

ASMC。待细胞铺满瓶底后按 1 : 2 传代，收集第 3

代细胞用于实验。

1.6　免疫荧光染色检测 ASMC中 NK-1R 的表达

取对数生长期的细胞，消化制备单细胞悬

液，适当调整密度后接种于六孔板中的盖玻片上。

37℃ CO2 孵箱内培养过夜，待细胞贴壁伸展后，

取 出 用 4% 多 聚 甲 醛 固 定。3M H2O2 室 温 下 处 理

10 min，3 g/L Triton100 在 37 ℃ 作 用 10 min， 用 3%

羊血清室温下封闭 15 min。加兔抗大鼠 NK-1R 抗体

（1 : 100），置湿盒内 4℃过夜。加入 FITC 标记的山

羊抗兔 IgG 于 37℃作用 30 min。加 DAPI 5 μg/mL，

室温 5 min。50% 甘油封片。每步之间用 PBS 洗片。

实验中以 PBS 代替一抗设立阴性对照。

1.7　 实 时 定 量 PCR 检 测 ASMC 中 NK-1R 的

mRNA表达

用 SYBR Green I 荧光染料嵌合法，分别制作

目的基因（NK-1R）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 =

待测基因基因拷贝数 /GAPDH 基因拷贝数。NK-1R

引物序列：上游 5'-ACCAACACCTCTGAGTCTAA-3'；

下 游 5'-TGGTCACTGTCCTCATTCT-3'。GAPDH 引

物序列：上游 5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3'；

下 游 5'-ATGGTGGTGAAGACGCCAGT-3'。 引 物 由

Invitrogen 英骏生物技术有限公司合成。
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1.8　Transwell 小室检测 ASMC迁移

分别取哮喘气道重塑组及正常对照组第 3~5

代 ASMC 生长至 80% 融合时，0.25% 的胰酶消化

细 胞， 计 数， 用 10% FBS 的 DMEM 调 整 细 胞 密

度至 1×105/mL，transwell 上室加入各组细胞悬液

100 µL，下室加入 10% FBS 的 DMEM 600 µL。其

中哮喘气道重塑组按随机化分配原则分别分为下

列 5 个亚组：（1）空白组：不加任何干预剂；

（2）WIN62577 10-11 mol/L 组；（3）WIN62577 

10-10 mol/L 组；（4）WIN62577 10-9 mol/L 组；

（5）WIN62577 10-8 mol/L 组。每小组 5 个复孔。

进行迁移实验前，上室细胞预先用不同浓度的

WIN62577 预处理细胞 30 min。将各组小室置 37℃

孵箱，24 h 后取出小室，小心取出滤膜，棉签轻

轻擦去微孔膜朝上一面未穿膜的细胞。膜下面

的 ASMC4% 多 聚 甲 醛 固 定 20 min， 苏 木 素 染 色

10 min，二甲苯透明 1 min，中性树胶封片，倒置

显微镜（×400）下随机计数 5 个视野的细胞数，

取均值。重复 3 次。

1.9　统计学分析

应用 SPSS 13.0 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，两组间

比较采用 t 检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　各组大鼠支气管的病理图像分析及羟脯氨酸

测定结果

支气管的病理图像分析及羟脯氨酸测定结果

显示，哮喘气道重塑组 Wat/Pbm、Wam/Pbm、羟

脯氨酸含量均较对照组增加（P<0.01），表明哮喘

气道重塑模型制作成功。见表 1。

表 1　各组大鼠气道壁厚度、平滑肌厚度和羟脯氨酸含量

的比较　（x±s）

组别 鼠数
Wat/Pbm

(μm)
Wam/Pbm

(μm)
羟脯氨酸含量

(μg/g 肺组织湿重 )

对照组 8 52±5 10.0±1.5 787±79

哮喘气道重塑组 8 73±6 24.6±2.5 1 225±100

t 值 3.22 3.06 3.13

P 值 <0.01 <0.01 <0.01

注：Wat：总管壁面积；Wam：平滑肌面积；Pbm：基底膜周经。

2.2　ASMC形态学观察

倒置相差显微镜下观察细胞形态，未贴壁前

细胞呈圆形或椭圆形，胞质密度高，不透明，培

养 1 d 后，大部分细胞已贴壁，开始伸展，培养

3 d，贴壁细胞完全伸展，呈梭形或多边形，内有

1~2 个细胞核，细胞核位于细胞中央，有一至数个

足突，部分区域细胞束状排列，呈“峰谷”状态

学特征。培养 7~9 d，细胞铺满瓶底。培养细胞达

铺满状态所需时间与细胞活力和细胞接种密度有

关，细胞活力愈大，接种密度愈大，达到铺满状

态所需时间愈短。见图 1。

图 1　ASMC形态观察（×100）　　培养 3 d，倒置相差

显微镜下观察细胞形态，贴壁细胞完全伸展，呈梭形或多边形，

内有 1~2 个细胞核，细胞核位于细胞中央，有一至数个足突，部

分区域细胞束状排列，呈“峰谷”状态学特征。

图 2　α-SMA 免疫荧光染色细胞鉴定 ASMC（×400）

标记 α-SMA 的 FITC 发绿光，主要均匀分布在细胞质；DAPI 标记

的是细胞核，发蓝色光。

2.3　α-SMA免疫荧光染色细胞鉴定 ASMC

对平滑肌细胞特异的 α-SMA 进行免疫荧光染

色，在荧光显微镜下观察并成相，在 488 nm 波长

激光下，标记 α-SMA 的 FITC 发绿光，主要均匀分

布在胞质。DAPI 标记胞核，其在 356 nm 波长激

光下发出蓝色荧光。见图 2。



 第 17 卷 第 11 期

  2015 年 11 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.17 No.11

Nov. 2015

·1251·

2.4　 ASMC中 NK-1R 及其mRNA的表达

荧光显微镜下观察 NK-1R 主要分布在细胞质

和细胞膜。哮喘气道重塑组灰度值明显高于对照

组（P<0.01）。哮喘气道重塑组 ASMC 中 NK-1R

的 mRNA 相 对 表 达 量 较 正 常 对 照 组 明 显 增 高

（P<0.01）。见表 2，图 3。

2.5　 各组 ASMC迁移结果

对照组 ASMC 迁移数量较少，与对照组相比，

哮喘气道重塑组细胞迁移数量明显增多（P<0.01）。

各浓度 NK-1R 拮抗剂组细胞迁移数目较对照组

增多，但较哮喘气道重塑组明显减少，而且随着

WIN62577 浓 度 增 高，ASMC 迁 移 数 量 逐 渐 减 少

（P<0.05）。见表 3，图 4。

表 3　各组大鼠 ASMC 迁移数量比较　（x±s）

组别 鼠数 ASMC 迁移数量

正常对照组 8 12.2±1.9 

哮喘气道重塑组 8 32.1±3.7a

WIN62577 10-11 mol/L 组 8 28.5±2.3a,b

WIN62577 10-10 mol/L 组 8 22.7±3.0a,b,c

WIN62577 10-9 mol/L 组 8 17.7±1.6a,b,c,d

WIN62577 10-8 mol/L 组 8 14.1±1.4a,b,c,d,e

F 值 35.26

P 值                               <0.05

注：a 示与正常对照组比较，P<0.01；b 示与哮喘气道重塑
组比较，P<0.05；c 示与 WIN62577 10-11 mol/L 组比较，P<0.05；
d 示 与 WIN62577 10-10 mol/L 组 比 较，P<0.05；e 示 与 WIN62577 
10-9 mol/L 组比较，P<0.05。

表 2　两组大鼠 ASMC 中 NK-1R 灰度值及mRNA比较

（x±s）

组别 鼠数 NK-1R 灰度值 NK-1R mRNA

对照组 8 90±8 0.0104±0.0002

哮喘气道重塑组 8 130±13 0.0171±0.0003

t 值 3.85 3.97

P 值 <0.01 <0.01

图 3　ASMC 中 NK-1R 的免疫荧光染色（×400）　　

NK-1R 主要分布在细胞质和细胞膜，发绿色荧光；A：对照组，

NK-1R 光灰度值较低；B：哮喘气道重塑组，NK-1R 光灰度值较高。

A B

图 4　Transwell 小室检测大鼠 ASMC 的迁移（ 苏 木

素染色，×100）　　A：正常对照组，ASMC 的迁移数量最少；

B： 哮 喘 气 道 重 塑 组，ASMC 的 迁 移 数 量 最 多；C：WIN62577 

10-11 mol/L 组，ASMC 的 迁 移 数 量 较 哮 喘 气 道 重 塑 组 少；

D：WIN62577 10-10 mol/L 组，ASMC 的迁移数量较 WIN62577 10-

11 mol/L 组少；E：WIN62577 10-9 mol/L 组，ASMC 的迁移数量较

WIN62577 10-10 mol/L 组少；F：WIN62577 10-8 mol/L 组，ASMC 的

迁移数量较 WIN62577 10-9 mol/L 组少。

A B

C D

E F

3　讨论

在持续哮喘的病例中，ASMC 会出现向气道

内膜定向移动并出现分泌功能，这一现象称为气

道平滑肌的迁移性生长 [9]。Gizycki 等 [10] 发现在哮

喘急性发作后 24 h，气道网状部内的肌成纤维细

胞数量显著增加，同时肌成纤维细胞呈现出不规

则的细胞轮廓，细胞内有大量的高浓度肌丝样结

构，并且有些细胞紧贴平滑肌细胞层，提示这种

肌成纤维细胞很有可能是来源于平滑肌细胞，这

一迁移过程可能和哮喘气道病理变化有着密切的

联系，因为有证据显示，肌成纤维细胞能够分泌

大量的胶原物质，使网状部增厚，并且参与调控

内皮细胞与间叶细胞的相互作用、影响内皮细胞

的调亡、诱导平滑肌细胞增生及气道壁的重塑 [11]。

本研究结果显示，哮喘气道重塑组 ASMC 迁

移数量明显增多，也提示 ASMC 迁移可能是哮喘

气道重构的重要促成因素。感觉神经肽 SP 广泛

分布于中枢和周围神经系统，在受到伤害性刺激

时，SP 可逆向释放入损伤局部组织中，参与对修
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复细胞增殖、迁移、分化的调控 [12-14]。以往未见

有关 NK-1R 在 ASMC 中的表达的报道，本研究发

现，NK-1R 在大鼠 ASMC 的细胞膜及细胞质中均

有表达，并且哮喘气道重塑大鼠 ASMC 中 NK-1R

的 mRNA 和蛋白的表达均较对照组明显增多，这

是 SP 作用于 ASMC 的基础和前提。

研究发现，运用 NK-1R 激动剂可以显著刺

激 T 淋巴细胞、单核细胞的化学趋向性，当用

NK-1R 的选择性的拮抗剂 LY303870 时，两种细

胞的化学趋向作用被显著抑制 [15-16]。国内研究发

现，WIN62577 可通过降低细胞内钙离子浓度改善

哮喘气道高反应性 [17]，但是 NK-1R 对气道重塑的

影响未见报道。本研究显示，给予 WIN62577 阻断

NK-1R 后可以抑制 ASMC 的迁移，表明 NK-1R 在

ASMC 迁移中起着重要作用，推断感觉神经肽 SP

通过与其受体（NK-1R）结合，加速 ASMC 的迁移，

从而促进气道重塑的发生、发展，从新的角度探

讨了气道重塑的发生机制，应用 NK-1R 拮抗剂从

而抑制 ASMC 的迁移可能是防治哮喘气道重塑的

新途径，值得进一步深入研究。
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