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苦味受体激动剂苦精对哮喘气道炎症及重塑的影响
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　　［摘要］　目的　观察苦精对哮喘小鼠α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）、气道上皮下胶原纤维及气道炎症的影响。方法　４５只

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分为３组，每组１５只。Ａ组：正常对照；Ｂ组：哮喘模型组；Ｃ组：哮喘加苦精干预１周。采用免疫组织化学方法观察

小鼠肺组织αＳＭＡ的沉积，用马松（Ｍａｓｓｏｎ）染色方法观察小鼠气道胶原纤维的沉积，苏木素伊红（ＨＥ）染色观察小鼠气道炎性

程度，并对其进行计算机图像半定量分析。结果　Ｃ组小鼠肺内细支气管壁αＳＭＡ、胶原纤维沉积、气道炎症程度较Ｂ组明显减

少，图像半定量分析结果与Ｂ组比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　苦精可以改善哮喘小鼠气道炎症及气道重塑。
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　　哮喘是一种以气道炎症、气道高反应性、气道重塑为特征

的慢性疾病［１］，哮喘时嗜酸性粒细胞、肥大细胞、Ｔ淋巴细胞增

多，这些细胞可以分泌炎性介质，进而加重气道阻塞、黏液分

泌，最终发生气道重塑［２］。

气道重塑加重了哮喘患者的病死率，包括上皮下胶原纤维

增生，黏液过度分泌，细胞外基质沉积，气道平滑肌增厚等［３４］。

糖皮质激素是临床上治疗哮喘的一线用药，可以改善气道炎

症，减缓气道重塑。但临床上一些患者对糖皮质激素不敏

感［５７］，而且糖皮质激素还可以引起高脂血症、高血糖、高血压、

骨质疏松症等不良反应［８９］，糖皮质激素类药物对于哮喘的治

疗有一定局限性，因此找到一种新型、有效的治疗哮喘的药物

很重要。

Ｄｅｓｈｐａｎｄｅ等
［１０］近 年 发 现 人 类 肺 部 存 在 苦 味 受 体

（ＴＡＳ２Ｒ），ＴＡＳ２Ｒ激活后可以引起气道高效舒张，显著降低

哮喘患者的气道阻力。但关于ＴＡＳ２Ｒ 是否可以改善哮喘气

道重塑的研究尚未见报道。α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）可反

映气道平滑肌数量及其收缩能力的改变［１１］，αＳＭＡ和胶原纤

维的沉积被认为是气道重塑的重要指标［１２］。

本实验通过制造卵清蛋白（ＯＶＡ）致敏和激发的哮喘小鼠

模型，用ＴＡＳ２Ｒ激动剂苦精干预，探究了苦精对于哮喘气道

炎症及气道重塑的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　ＢＡＢＬ／ｃ小鼠４５只，购自北京华阜康生物有

限公司，６～８周龄，平均体质量１６～２０ｇ，饲养于潍坊医学院

动物房，１２ｈ昼夜交替，标准饲料，自由取水。

１．２　主要试剂与仪器　雾化器（上海鱼跃公司），密闭雾化箱

（自制，２０ｃｍ×１５ｃｍ×１０ｃｍ），ＯＶＡ、氢氧化铝粉剂［Ａｌ

（ＯＨ）３］、苦精（美国Ｓｉｇｍａ公司），Ｓｏｌａｒｂｉｏ、αＡＳＭ、Ｍａｓｓｏｎ染

色试剂盒、ＨＥ染色试剂盒（北京Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）。

１．３　方法

１．３．１　哮喘模型的制备给药　４５只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分为３组，

每组１５只。Ａ组：正常对照组；Ｂ组：哮喘模型不干预组；Ｃ

组：哮喘加苦精干预１周组。Ｂ组、Ｃ组小鼠在第１天、第１５

天，每只鼠腹腔注射０．２ｍＬ［ＰＢＳ配置，含１００μｇＯＶＡ，１ｍｇ

Ａｌ（ＯＨ）３］ＯＶＡ混悬液致敏，从第２１天起，用１％ＯＶＡ进行

雾化，每周３次，连续８周。Ａ、Ｂ组小鼠用等量生理盐水做同

样处理。Ｃ组小鼠从第８周开始，每天雾化前３０ｍｉｎ每只小

鼠雾化吸入８００μｇ苦精（８００μｇ苦精溶解于５ｍＬＰＢＳ里）。

１．３．２　获取肺组织　最后一次雾化后，次日麻醉小鼠，剖开胸

部，心脏取血１ｍＬ后注入１ｍＬ生理盐水，以冲洗肺部红细

胞。用眼科剪剪取肺组织，放入４％多聚甲醛，４℃储存备用。

１．３．３　免疫组织化学　储存的肺组织石蜡包埋后，５μｍ厚切

片，一抗为抗小鼠抗体αＡＳＭ，用ＰＢＳ进行１∶２００稀释，二抗

为兔抗小鼠抗体，进行αＳＭＡ的免疫组织化学染色。用Ｉｍ

ａｇｅｐｒｏｐｌｕｓＩＰＰ测定各组肺组织αＳＭＡ相对水平（以免疫组

织化学染色静态灰度值表示）。

１．３．４　马松（Ｍａｓｓｏｎ）染色及苏木素伊红（ＨＥ）染色　储存的

肺组织石蜡包埋后，５μｍ 厚切片，按照试剂盒操作说明进行
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Ｍａｓｓｏｎ染色和 ＨＥ染色，分别显示胶原纤维的增生情况及炎

症情况。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据处理，计量

资料采用狓±狊表示，比较采用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙ

ＮＡＯＶＡ）及ＬＳＤ检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组肺组织的αＡＳＭ免疫组织化学　αＳＭＡ免疫组织

化学半定量分析显示，Ｂ组肺组织中αＡＳＭ水平显著增加，免

疫组织化学染成棕黄色，苦精干预一周后，Ｃ组αＡＳＭ水平较

Ｂ组下降，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图１。

２．２　各组肺组织的 Ｍａｓｓｏｎ染色　Ｍａｓｓｏｎ染色显示，Ｂ组小

鼠气道上皮下胶原纤维沉积增多，染色呈淡蓝色，苦精干预１

周后，与Ｂ组比较，Ｃ组胶原纤维减少，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），见图２。

２．３　各组肺组织的 ＨＥ染色　肺组织 ＨＥ染色显示，Ａ组气

道黏膜光滑连续、无皱褶，气道管壁无明显增厚，肺泡大小一

致，壁薄均无增厚；Ｂ组气道黏膜皱褶明显增多，气道管壁、基

底膜增厚，血管及平滑肌增生，气道周围可见大量炎性细胞浸

润，肺泡间隔不均匀增厚；Ｃ组气道管壁、基底膜增厚，管腔狭

窄及气道周围炎性细胞浸润，以上病理改变均较Ｂ组减轻。

见图３。

　　Ａ：Ａ组（×２００）；Ｂ：Ｂ组（×２００）；Ｃ：Ｃ组（×２００）；Ｄ：定量分析图；ａ：犘＜０．０５，与Ａ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｂ组比较。

图１　　各组肺组织的αＡＳＭ表达（免疫组织化学）

　　 Ａ：正常组（×２００）；Ｂ：哮喘组（×２００）；Ｃ：苦精１周组（×２００）；Ｄ：定量分析图；ａ：犘＜０．０５，与正常组比较；ｂ：犘＜０．０５，与哮喘组比较。

图２　　各组肺组织的 Ｍａｓｓｏｎ染色

　　Ａ：Ａ组Ｂ：Ｂ组Ｃ：Ｃ组。

图３　　各组肺组织的 ＨＥ染色（×２００）

３　讨　　论

　　气道重塑是哮喘的重要病理特征。气道上皮细胞脱落，杯

状细胞增生，黏液腺过度分泌，上皮下胶原纤维增生，气道平滑

肌细胞增生肥大，气道高反应性增加，造成哮喘患者肺功能严

重降低［１３］。

在本实验中，笔者用 ＯＶＡ反复给小鼠雾化吸入，制造哮

喘小鼠模型。１１周后，ＯＶＡ致敏和激发的小鼠出现躁动不

安，搔抓、打喷嚏、呼吸急促等反应，ＨＥ染色显示，Ｂ组小鼠模

型气道壁明显增厚，杯状细胞增生，Ｍａｓｓｏｎ染色显示Ｂ组小鼠

气道下胶原纤维沉积，说明本实验成功制造出慢性哮喘小鼠模

型。Ｃ组用苦精连续给药１周后，与Ｂ组相比，气道上皮下胶

原纤维、气管周围炎性细胞、气道αＡＳＭ 的沉积量明显减少，

说明苦精可以改善哮喘气道的炎症及重塑。

苦精是一种苦味受体激动剂，可以作用于气道平滑肌上的

ＴＡＳＺＲ
［１０］，引起气道平滑肌细胞内钙离子增加，而使气道高效

舒张，其舒张效果是β２受体激动剂的３倍
［１０］。近年发现，

ＴＡＳＺＲ不仅存在于人类的味蕾中，在人体其他组织比如肾脏

中，也发现了ＴＡＳＺＲ，可以发挥调节血压的功能
［１４］。抗疟药

氯喹是另一种ＴＡＳＺＲ激动剂，研究表明，苦精、氯喹均可使哮

喘患者血液中ＴＮＦα、ＩＬ１３减少
［１５］，而ＴＮＦα、ＩＬ１３是与哮

喘炎症密切相关的炎性因子，ＩＬ１３还可以通过ＩＬ４受体上调

黏蛋白的表达，促使气道上皮细胞分化为杯状细胞，增加哮喘

患者气道黏液的分泌［１６］。目前国内外仍未见关于苦味受体激

动剂与哮喘气道炎症及重塑关系的报道，本实验对苦精干预后
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的肺组织进行 ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ染色、αＡＳＭ 免疫组织化学，

结果显示苦精干预后，气道上皮下胶原纤维减少，αＡＳＭ 水平

减少，气道周围炎性细胞减少，证明苦精可以减少气道的炎症

及重塑，苦味受体激动剂或许成为治疗哮喘的新型药剂，这为

哮喘治疗提供了新思路。
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