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高脂饮食对小鼠呼吸道和背根神经节瞬时感受器
电位阳离子通道香草酸 -1 的影响

祝炼 1,2　徐之良 1

（1. 武汉大学人民医院儿科，湖北 武汉　430060；2. 孝感市妇幼保健院儿科，湖北 孝感　432000）

［摘要］　目的　探讨高脂饮食对瞬时感受器电位阳离子通道香草酸 -1（TRPV1）在小鼠呼吸系统和背根

神经节（DRG）上的表达变化，并研究其对感觉神经元兴奋性的影响。方法　将 C57BL/6 小鼠 20 只随机分成

普通饲料组和高脂饲料组，每组 10 只。分别喂养相应饲料并监测体重。喂养 7 周后取两组小鼠肺叶、支气管

组织，以及胸 3~4 段 DRG 行免疫组化染色检测 TRPV1 表达水平，并用膜片钳测量 DRG 动作电位和 TRPV1 电

流。结果　经 7 周饲养后，高脂饲料组平均增重（6.4±2.6 g）显著大于普通饲料组（2.3±0.5 g）（P<0.001）。

高脂饲料组支气管、肺泡和 DRG 上 TRPV1 的阳性表达均明显高于普通饲料组（P<0.05）。高脂饲料组 DRG 上

TRPV1 电流强度和动作电位激发数目较普通饲料组均明显升高（P<0.05）。结论　高脂饮食引起小鼠体重明显

增加，导致小鼠呼吸系统和外周感觉神经元中 TRPV1 呈现高表达和易激惹高兴奋性，提示 TRPV1 可能是导致

支气管超高反应病理生理机制中的一个重要因子。               ［中国当代儿科杂志，2017，19（7）：826-831］
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Abstract: Objective    To investigate the effect of high-fat diet on the expression of transient receptor potential 
vanilloid 1 (TRPV1) in the respiratory system and the dorsal root ganglion (DRG) of mice, as well as its effect on the 
excitability of sensory neurons. Methods    A total of 20 C57BL/6 mice were randomly divided into normal-diet (ND) 
group and high-fat diet (HFD) group, with 10 mice in each group. The mice were given corresponding diets and body 
weights were monitored. After 7 weeks of feeding, lung tissue, bronchial tissue, and DRG at thoracic segments 3-4 were 
collected and immunohistochemical staining was performed. A patch clamp was used to measure the number of action 
potentials and TRPV1 current intensity in the DRG. Results    After 7 weeks of feeding, the HFD group had significantly 
greater mean weight gain than the ND group (6.4±2.6 g vs 2.3±0.5 g; P<0.001). The HFD group had significantly higher 
expression of TRPV1 in the bronchus, pulmonary alveoli, and DRG than the ND group (P<0.05). Compared with the 
ND group, the HFD group had significant increases in the TRPV1 current intensity and number of action potentials in the 
DRG (P<0.05). Conclusions    High-fat diet induces a significant increase in body weight and leads to high expression 
of TRPV1 and high excitability in the respiratory system and the peripheral sensory neurons. This suggests that TRPV1 
may be an important factor in the physiopathological mechanisms of bronchial hyperresponsiveness.
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儿童肥胖和儿童支气管哮喘二者之间的关

联影响已得到流行病学和临床医学研究的一致认

同 [1-3]。近年来有关哮喘动物模型的实验研究取

得了长足的进展，人们对神经和神经因子在气道

高反应形成过程中所扮演的角色有了更清楚的认

识 [4-7]。 特 别 是 背 根 神 经 节（dorsal root ganglion, 

DRG）中感受咳喘 - 伤害感受器在哮喘链式反

应机制中的作用 [8-9]，揭示了瞬时感受器电位阳

离 子 通 道 香 草 酸 -1（transient receptor potential 1, 

TRPV1）受体不仅是对环境中各种有害致敏源的

感受器，也是将被激惹的信息通过脊髓 DRG 上传

至中枢的传感器和 / 或在气道局部直接兴奋平滑肌

的激发器。因此，为探讨高脂饮食导致的增重对

外周感觉神经元 TRPV1 的表达及对感觉神经元兴

奋性的影响，本课题组进行了如下实验。

1　材料与方法

1.1　动物分组及饲养

SPF 级 8 周龄健康雄性 C57BL/6 小鼠 20 只，

体重 21~25 g，购自湖北省疾病预防控制中心。将

小鼠随机分为高脂饲料组（n=10）和普通饲料组

（n=10），喂饲高脂饲料组小鼠的饲料中含 58.0%

脂肪、25.6% 碳水化合物和 16.4% 蛋白质；喂饲普

通饲料组小鼠的饲料中含 11.4% 脂肪、62.8% 碳水

化合物和 25.8% 蛋白质。两组饲料量和饮水摄入

无限制，定期更换垫料，保持小鼠生活环境通风

和清洁卫生。当高脂饲料组小鼠个体体重全部高

出普通饲料组后，即经过 7 周的喂养，取两组小

鼠肺叶、支气管组织，以及胸 3~4 段 DRG 测量各

项实验指标。

1.2　体重测定

每周日添加饲料前测量两组小鼠体重并记录。

1.3　TRPV1 抗体免疫组化染色

小鼠经头颈椎断臼后背侧向上，剪去背部皮

毛，剔除脊柱周边筋膜肌肉，暴露脊柱并游离出胸

段；沿脊突左右两侧纵向剪除椎骨后，从腹侧椎

骨中线剪切剖成两半，完整剔除脊髓并剪断与之

相连的神经和纤维；在显微镜下用解剖镊在双侧

锥孔内逐个取出 T2~5 共 4 对神经节，一部分置于

4% 多聚甲醛行免疫组化染色，一部分置于 DMEM

（4℃）培养基中备细胞培养。在清除脊柱等组织后，

取支气管和肺叶置于 DMEM（4℃）培养基中，在

显微镜下用解剖镊剔除残留的结缔组织等，DMEM

换液 2 次。上述所有组织经 4% 多聚甲醛固定约

30 min 后转入含 4% 多聚甲醛和 30% 蔗糖的溶液

中 4℃孵育过夜；于冰冻切片机内以 OTC 包埋行

10 µm 厚度冰冻切片，每个组织样本随机选取 3~5

张 切 片， 以 PBS 洗 3 min×2 次，1% Triton 和 3% 

H2O2 孵育约 10 min，再以 10%FBS 和 3%BSA 封闭

约 40 min； 加 入 兔 抗 鼠 TRPV1 抗 体（1 : 200） 于

4℃ 1%PBS 中孵育过夜，PBS 洗 10 min×3 次，加

入羊抗兔 Texas Red 荧光抗体（1 : 200）于室温孵

育约 1 h，后经 PBS 洗 10 min×3 次，载玻片封片。

在荧光显微镜下每张切片随机选取 5 个视野进行

图像采集，并用 Image J 图像软件计数比较 TRPV1

表达程度。抗体均购于 Thermo Scientific Hyclone 北

京代理，试剂购于北京沃比森科技有限公司，荧

光显微镜为 Olympus FV1000（Tokyo，Japan）。

1.4　DRG 神经细胞培养及电活动测定

每组从 DMEM 培养基内取出小鼠 DRG，分别

置于含 1% 胶元酶和 1% 消化酶的 2 mL 混合消化

液中 37℃消化 1 h，经过吹打成单个细胞后，用

DMEM 培养液稀释成 0.2×105 个细胞 /mL 密度的

细胞悬液，种植于经硫酸浸泡又 PBS 清洗过的培

养皿中，于 5%CO2 培养箱中培养 2 h（37℃），移

至膜片钳防震台显微镜下测试电活动。测试电极

拉制为 3~7 MΩ，膜片钳记录采用模式为全细胞电

压钳（v-Clamp）记录电流，记录模式转化为电流

钳（I-Clamp）经阶梯式电流注入细胞激发动作电

位。脉冲信号由 Pulse+Pulsefit 软件（Version 8.31，

HEKA，德国），经 EPC-9 放大器（HEKA，德国）

放大，Pulse 软件收集并存储。

1.5　统计学分析

采用 SPSS 13.0 统计软件对数据进行统计学分

析。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 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　两组小鼠体重变化情况

在施加饲料前，高脂饲料组和普通饲料组平

均体重分别为 23.6±1.3 g 和 23.2±1.0 g，两组间
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比较差异无统计学意义（t=0.63，P>0.05）。饲养

1 周后，高脂饲料组平均体重（25.8±1.6 g）明显

高于普通饲料组（22.9±0.8 g）（P<0.001）。实

验至第 7 周，高脂饲料组平均体重 30.0±2.7 g，

平 均 增 重 6.4±2.6 g， 而 普 通 饲 料 组 平 均 体 重

25.5±1.3 g，平均增重 2.3±0.5 g，两组小鼠平均

增重比较差异有统计学意义（t=4.34，P<0.001）。

见图 1，表 1。

2.2　TRPV1 在支气管、肺泡和 DRG 上的表达

在取样中观察到，所检测组织从外观、大

小、厚度、弹性和色泽等方面，两组无明显不同。

免疫组化结果显示，在肺泡组织上，高脂饲料组

TRPV1 呈明显阳性表达，而普通饲料组则未见或

仅见极弱荧光并被确认为非特异性反应。在支气

管组织上，两组均见 TRPV1 阳性表达，普通饲料

组小鼠支气管组织上平均 TRPV1 阳性细胞数目

图 2　两组小鼠肺泡和支气管组织中 TRPV1 的表达情

况（免疫荧光，×20）　　白色箭头指示荧光反衬下的肺泡，蓝

色箭头指示为 TRPV1 红色荧光染色阳性灶。

图 3　两组小鼠脊髓 DRG TRPV1 表达情况（免疫荧光，

×20）　　白色箭头指示染色阴性区域即结缔纤维组织，蓝色箭

头指示为 TRPV1 红色荧光染色阳性灶。

表 1　两组各时间点体重比较　（x±s，g）

组别 n 0 周 1 周 2 周 3 周 4 周 5 周 6 周 7 周

普通饲料组 10 23.2±1.0 22.9±0.8 23.4±1.1 23.9±0.8 24.3±0.9 24.7±1.0 25.1±1.1 25.5±1.3

高脂饲料组 10 23.6±1.3  25.8±1.6 26.5±1.9 27.2±2.2 28.6±2.6 29.2±2.7 29.6±2.6 30.0±2.7

t 值 0.63 5.14 4.46 4.45 4.90 5.04 4.91 4.69

P 值 0.5335 0.0002 0.0007 0.0016 0.0006 0.0010 0.0014 0.0023

图 1　高脂与普通饮食喂养对小鼠体重的影响 （n=10）

a 示与普通饲料组比较，P<0.05。

（28±15）低于高脂饲料组（41±16）（t=-3.23，

P<0.05）。即与普通饲料组相比，高脂饲养明显提

高小鼠支气管 TRPV1 的表达。见图 2。

肺泡

普通饲料组 高脂饲料组

支气管
去除背景前

普通饲料组 高脂饲料组

去除背景后

在呼吸道感觉神经即脊髓 DRG 胸段第 3 或第

4 对神经节上，高脂饲料组和普通饲料组皆可见大

量 TRPV1 阳性细胞。经图像处理剔除抗体非特异

性反应信号背景或噪音后，普通饲料组 TRPV1 抗

体反应阳性细胞数平均值（50±26）低于高脂饲

料组（65±33）（t=-2.08，P<0.05）。统计表明，

高脂饲料组提高了支配呼吸道 DRG TRPV1 的表

达。见图 3。
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2.3　辣椒素刺激后两组小鼠 DRG 上 TRPV1 电流

变化

如前所叙，高脂饮食增加了 TRPV1 在小鼠呼

吸系统和外周感觉神经元上的表达，于是，本实验

采用膜片钳技术对 TRPV1 功能进行测定。当设置

膜片钳模式为 v-Clamp，电压钳制在膜电位 -60 mV 

时，加入辣椒素（Simga，美国） 1 µmol/L（TRPV1

受体激动剂）观察到，在部分高脂饲料组小鼠感

觉神经元中可出现节律型内向性电流，而在普通

饲料组小鼠感觉神经元中却未能发现类似电流。

在辣椒素作用下，两组 DRG 中大部分细胞均能产

生单个波峰的内向电流。由于对物理因子如感受

温度（冷）和化学因子如卵白蛋白产生敏感性反

应的 TRPV1 主要表达在小型 DRG 神经细胞，因此

本研究只对 DRG 细胞中的小型细胞电活动的检测

结果进行分析。结果显示高脂饲料组辣椒素激动

TRPV1 通道所产生的内向电流（94±64 pA/pF，

n=49）明显高于普通饲料组（64±37 pA/pF，n=40）

（t=2.7，P<0.05）， 其 中 n 为 两 组 各 8 只 小 鼠

DRG 细胞培养皿中，每个培养皿分别随机选取 10

个细胞进行检测，共获得的对辣椒素产生电流反

应的神经细胞个数。见图 4。

图 4　TRPV1 电流　　A：膜电位电压钳住 -60 mV 时，辣椒素（1 µmol/L）引起高脂饲料组小鼠感觉神经元产生节律

性周期性内向电流，其频率为 20±4 次 /min。B：膜电位电压钳住 -60 mV 时，辣椒素（1 µmol/L）引起代表性单个内向电流。

普通饲料组 高脂饲料组

A

B

1 nA

5 s

1 nA

20 s

2.4　动作电位

在膜片钳模式为 I-Clamp 时，注入阶梯式电

流以每 0.03 nA 递增从 -0.14 nA 到 +0.14 nA、区间

为 500 ms。电流钳住膜电位由超级化到除极化，

当达到细胞动作电位阈值即可激发动作电位。注

入细胞引起动作电位所需的最低电流和 / 或同一

强度的电流刺激引发动作电位的数目可评价该细

胞电兴奋性高低。普通饲料组 DRG 神经细胞在电

流强度为 0.11 nA 和 0.14 nA 时分别产生 1~2 个动

作电位（图 5 左），而高脂饲料组 DRG 神经细胞

在电流强度为 0.02 nA 即产生 2 个动作电位，当达

到 0.14 nA 时则增加到 6 个动作电位（图 5 右）。

在动作电位所需最低电流强度的检测中，普通饲

料组 DRG 神经细胞的平均阈值为 0.36±0.17 nA

（n=11），而高脂饲料组为 0.18±0.10 nA（n=11），

两组比较差异有统计学意义（t=2.9，P<0.05），

即阈值越低越容易激动兴奋，故高脂饮食易于激

惹神经兴奋。在同等电流刺激强度即 0.14 nA 时

所产生的动作电位数目的比较中，普通饲料组为

2.1±1.4（n=8），而高脂饲料组为 3.7±1.7（n=11）。

两组比较差异有统计学意义（t=-2.2，P<0.05）。

其中 n 为两组各 10 只小鼠 DRG 细胞培养皿中，

每个培养皿分别随机选取 4 个细胞进行检测，共

获得的产生动作电位的细胞个数。
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3　讨论

肥胖和哮喘是儿童人群中的常见病，大量研

究证实体重指数越大，越容易出现气道高反应 [1]。

过多的脂肪细胞可以直接分泌瘦素、纤溶酶原激

活物抑制剂 -1、脂联素等来聚集嗜酸性细胞和淋

巴细胞等，从而导致炎症的形成；同时，过多的

脂肪细胞也可以作用于神经细胞产生神经因子从

而介入哮喘。Bonini 等 [6] 发现哮喘患者血清神经

生长因子（NGF）蛋白异常增高，NGF 可以诱导

嗜酸性粒细胞的形成和肥大细胞增殖分化，促进

组胺等炎性介质释放。Olgart Höglund 等 [7] 用变应

原反复刺激哮喘患者后，发现肥大细胞的数量随

着 NGF 的增加而不断增加。这印证了 NGF 除提高

神经兴奋性外，还具有聚集炎症细胞和炎性因子

浸润等作用，进一步说明肥胖或体重过重导致机

体呈系统性炎症倾向。脂肪细胞还可以释放细胞

因子对神经细胞致敏，还可激活和促进神经细胞

分泌释放 NGF、P 物质、速激肽、降钙素基因相关肽，

而这些物质可分别或共同作用于支气管平滑肌，

形成支气管气道高反应。值得注意的是，在一项

哮喘模型实验中发现肺组织 TRPV1 mRNA、IL-8（神

经源性炎症细胞因子）及 IL-13（免疫源性炎症细

胞因子）的表达比较中，哮喘组明显高于正常对

照组 [8]，这不仅从另一个角度支持了本研究关于

TRPV1 增高是高脂饮食导致哮喘发病机制中的一

个环节，而且强调了 TRPV1 在哮喘病理机制中具

有激发神经源性炎症和免疫源性炎症的双重作用。

DRG 伤感器学说即沉默 TRPV1 导致尘螨卵不

能引起哮喘是近年来最有影响的研究 [9-11]，它在终

端反应机制上揭示了 TRPV1 在支气管哮喘气道高

反应中的关键作用，为哮喘病的临床转化医学提

出了一个新的研究课题和治疗靶向路径。本课题

在高脂饲养中可以有效获得体重增重效果，与大

多文献相同 [12-13]。在联系高脂饮食 -TRPV1- 气道

高反应的过程中，本研究发现无论是呼吸道组织

还是脊髓胸段 DRG，免疫组化实验都证明 TRPV1

在高脂饲料组中都有极高的表达。这与 McGarvey

等 [14] 的研究结果极为相似，他们在支气管黏膜和

管壁上也发现哮喘病人的 TRPV1 表达比对照组有

明显增高；而 Baker 等 [15] 也从不同角度支持本研

究结果，他们的研究发现 OVA 导致的哮喘具有

TRPV1 高表达，而 TRPV1 抑制剂（XEN-D0501）

的干预是通过调节 CD4+ T 细胞，进而特异性的降

低 IgE 水平控制哮喘。本研究旨在观察高脂饲养对

体重及 TRPV1 表达的影响以及 TRPV1 高表达对神

经兴奋功能方面的作用。本研究结果表明高脂饲

养导致体重增加进而 TRPV1 在呼吸道和 DRG 表达

增加，从而出现神经电流活动的增强。正是这种

电流的高表达，使得 DRG 更容易激活并出现高频

率、集束式、节律性放电 [16]。众所周知，神经的

兴奋可以直接导致平滑肌细胞兴奋性收缩并痉挛。

同时，还可以引起局部炎症细胞浸润和神经化学

及细胞因子释放，加重气道哮喘和炎症。综上所述，

高脂饲料喂养小鼠不仅导致体重增加或肥胖，而

且还提高伴有 TRPV1 在气道组织和支配气道组织

感觉神经元的高表达，而 TRPV1 激活剂辣椒素对

高脂饲养鼠感觉神经元可以产生电活动的高反应，

提示外周感觉神经元咳喘伤感器对外来刺激敏感

性增高是呼吸道超高反应中的关键，因而交感神

经在哮喘中的作用应该受到更多的重视。虽然本

研究尚未对两组小鼠做气道高反应性和哮喘的评

图 5　两组小鼠脊髓 DRG 兴奋性比较　　动作电位激发以阶梯式电流刺激模式即从 -0.14 nA 起，梯度为 0.03 nA，

逐级提高至 +0.14 nA，时程为 500 ms；普通饲料组在刺激强度为 0.11 nA 和 0.14 nA 时各激发 1 个动作电位；高脂饲料组在

刺激强度为 0.05、0.08、0.11 、0.14 nA 时分别可激发 2~6 个动作电位。

普通饲料组 高脂饲料组

0.14 nA

-0.14 nA

0.14 nA

-0.14 nA
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估，没有直接观察高脂饲养小鼠是否更可能在尘

螨卵的作用下发展为哮喘，以及干预 TRPV1 是否

可以影响气道高反应性和哮喘，但是，如果结合

本研究和其他研究团队的研究成果，我们可以逻

辑上地推测 TRPV1 是在高脂饮食 -DRG- 哮喘路

径中的一个中间环节或哮喘发生发展信号通路中

的一个路径。无疑在今后的研究中，制作和应用

肥胖模型评价气道高反应性和气道激发试验等将

对肥胖与哮喘的病理关联机制评估提供实质性的

直接证据，从而确立是否 TRPV1 将成为阻断肥胖

导致哮喘和控制哮喘的新靶点。
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