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目的
!

探讨慢性应激对哮喘炎症水平的影响以及抗抑郁药物对合并焦虑(抑郁的哮喘小鼠的治

疗效果&方法
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组采用慢性束缚应激的方式构建应

激模型&
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组小鼠束缚前
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予以帕罗西汀溶液腹腔注射&在第
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天观察小

鼠糖水偏好指数变化情况!检测其气道反应性&第
1/

天称量小鼠体质量并分离双侧肾上腺称量湿重!收集肺

泡灌洗液进行细胞分类计数!肺组织切片进行
DV

染色和
7F6

染色!评价小鼠肺部炎症及气道黏液分泌情况&

结果
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组小鼠体质量减轻!糖水偏好指数降低!肾上腺(体质量比值增高!并且气道高

反应'气道炎症以及气道黏液高分泌表现均较
`̂ F

组小鼠加重#而在给予帕罗西汀治疗后!
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Ef7

组小

鼠的气道高反应'气道炎症以及气道黏液高分泌较
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组小鼠均有所缓解!体质量减轻程度及糖水偏好指

数改善&结论
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慢性应激导致的小鼠焦虑(抑郁状态会明显加重哮喘小鼠气道炎症水平!使用帕罗西汀抗抑郁

治疗后!哮喘小鼠气道炎症得到了有效缓解&
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支气管哮喘$简称哮喘&是由多种细胞及细胞组

分参与的气道慢性炎症性疾病)据统计#全世界约有

1&'2

亿哮喘患者#每年约有
$/

万人因哮喘死亡)其

逐渐升高的发病率以及严重影响患者生活质量和肺

功能的疾病状态带来了极大的社会*经济负担)城市

社区的哮喘负担最为严重#特别是存在有典型环境暴

露*缺乏医疗资源的低收入国家'

$

(

)哮喘除了典型的

气流受限症状外#常合并肥胖*胃食管反流性疾病*焦

虑症和抑郁症*过敏性疾病等)根据研究报道#焦虑

症和抑郁症在哮喘患者中已较为普遍)

既往研究认为精神应激与类风湿性关节炎*心血

管疾病*加速生物老化和过早死亡都有一定关系'

1

(

)

焦虑和抑郁与难治性哮喘*药物依赖以及哮喘相关生

活质量恶化关系密切'

'

(

#在很大程度上增加了哮喘患

者急性加重的风险和急诊就医的频率)目前国内外

针对哮喘合并焦虑"抑郁的相关研究认为可以从认知

行为*心理教育和生物反馈等方向进行心理干预治

疗#但研究结果具有较大争议)因此#本研究通过建

立经典小鼠哮喘模型探讨慢性应激导致的焦虑"抑郁

状态对哮喘的影响#同时#选择性
2.

羟色胺$

2.D3

&再

摄取抑制剂帕罗西汀$

7;G"U=9#,=

&在本实验中被用于

治疗慢性应激所致的焦虑"抑郁状态#以评估抗焦虑"

抑郁治疗对合并焦虑"抑郁状态的哮喘小鼠的治疗

效果)
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图
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动物模型制备操作流程

中限制其身体自由移动#离心管管壁开密集通风口保

持良好通气#离心管置于镂空的饲养架上#试验中远

离食物及水#避免各种噪音#以控制实验干预因素以

外的应激因素#每天
/

!

%%

#

$2

!

%%

束缚
1I

)对照组

同时禁食*禁水)束缚
1I

后将各组小鼠放回笼中自

由进食*饮水)

?&A&B

!

糖水偏好测试
!

糖水偏好测试分为适应期和

测试期)适应期内#将小鼠分别放在独立的笼子中#

同时给小鼠
$

瓶纯水和
$

瓶
1]

的蔗糖水#为避免位

置偏好#每隔
10I

交换两瓶水的位置#连续适应
'!

)

适应期结束后所得的糖水偏好指数用于筛选小鼠#以

确保每只小鼠对糖水的偏好基本正常#低于
)2]

的小

鼠不纳入实验)造模第
1)

天小鼠自由进食饮水后移

除所有笼子的水#禁水
$-I

后$需束缚的小鼠在第
1)

天禁水
$2I

后开始束缚
1I

#束缚后放回笼子&再同时

给予小鼠
$

瓶
1]

蔗糖水#

$

瓶纯水#测试
10I

#每隔

$1

小时将两瓶水的位置互换)结束后计算糖水偏好

指数#并称量束缚后体质量)糖水偏好指数
_

糖水消

耗$

O

&"总液体消耗$糖水
f

纯水&

c$%%]

)

?&A&C

!

气道反应检测
!

用
$c7[6

将乙酰
.

(

.

甲基氯

化胆碱配制成浓度梯度为
)&12

*

$1&2

*

12

*

2%L

O

"

L?

的溶液#分别对小鼠进行气道雾化#雾化同时用
[HU:"

小动物体积描记测试系统测试并记录每只小鼠从雾

化到反应结束期间的
7=,I

值)每组小鼠测试开始时

均适应
2L#,

#每种浓度分别雾化
$L#,

#反应
1L#,

#

恢复
$L#,

)

7=,I

气道缩窄指数
_

呼气峰压力$

7V7

&"吸气峰

压力$

7C7

&

c

呼气间歇$

7;H+=

&#其中
7;H+=_

$呼气相

时间
X

呼气相松弛时间&"呼气相松弛时间)

3=

表示

呼气相时间%

3G

表示呼气相松弛时间)

?&A&D

!

标本收集
!

$

$

&肾上腺湿重与体质量测量!第

1/

天处死实验小鼠#测量小鼠体质量后手术分离双侧

肾上腺并称量湿重#计算得出肾上腺"体质量$

L

O

"

O

&)

$

1

&肺泡灌洗及细胞分类计数!暴露气管#结扎气管近

端#将
$L?

在
0a

冰箱中提前预冷的生理盐水缓慢

注入气管并反复抽吸
'

次#收集总的肺泡灌洗液#

$2%%G

"

L#,0a

低温离心
$%L#,

#将离心后的细胞沉

淀用
$L?7[6

重悬#取
$%

$

?

用于细胞计数)剩余

的细胞悬液再次离心#留
2%

$

?

上清液重悬细胞#制

作细胞涂片)

DV

染色后用显微镜计数
1%%

个白细胞

并进行分类)$

'

&肺组织
DV

和
7F6

染色!将未行肺

泡灌洗的小鼠左肺用
0]

多聚甲醛固定后送病理科行

DV

及
7F6

染色#镜下观察并行肺组织炎症评分和中

型气道
7F6

阳性细胞丰度评分)

?&B

!

统计学处理
!

采用
6766$-&%

软件进行统计分

析)所有数据均进行正态性检验和方差齐性检验#根

据具体数据采用单因素方差分析$

,̀=.d;

8

FÀ .

F̂

&或配对样本
C

检验)正态分布的计量资料用
Kb

F

表示#检验水准
!

_%&%2

#以
J

$

%&%2

为差异有统计

学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

慢性应激导致小鼠体质量降低#糖水的摄取减

少和肾上腺"体质量比值显著升高
!

应用了慢性束缚

应激成功构建了焦虑"抑郁小鼠模型#小鼠在应激后

出现对糖水的兴趣缺失#体质量不增反降等表现#且

抑郁状态小鼠糖水偏好指数明显下降)在给予帕罗

西汀治疗后#小鼠的体质量下降以及糖水偏好变化有

所改善#肾上腺"体质量比值下降)同时#结果显示

`̂ F

"

E

组小鼠实验前后体质量变化和糖水偏好指数

变化较
`̂ F

组小鼠和
43E?

"

E

组小鼠更为明显#并

且肾上腺"体质量比值最高#验证了动物模型的成功

构建$图
1

*图
'F

&)

@&@

!

焦虑"抑郁状态导致哮喘模型小鼠气道高反应

加重
!

本实验采用小动物体积描记仪完成小鼠支气

管激发试验#动态观察并记录小鼠吸入支气管激发剂

乙酰胆碱后的气道反应性)

`̂ F

"

E

组小鼠较
`̂ F

组小鼠在吸入乙酰胆碱后气道高反应更为严重#但给

予了帕罗西汀的
`̂ F

"

Ef7

组小鼠气道高反应较

`̂ F

"

E

组小鼠有所缓解$图
'[

&)
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!!

F

!小鼠束缚前后体质量#

"

!

J

$

%&%2

#

)

!

J

%

%&%2

%

[

!小鼠束缚前

后糖水偏好指数#

"

!

J

$

%&%2

#

)

!

J

%

%&%2

图
1

!!

应激对小鼠体质量和糖水偏好指数的影响

@&A

!

焦虑"抑郁状态导致哮喘模型小鼠气道炎症加

重和炎症细胞浸润增加
!

本研究通过对小鼠肺组织

病理切片作
DV

染色后可见
`̂ F

组小鼠肺组织气

道*气道旁*血管旁及肺泡内有大量炎症细胞渗出#部

分区域肺泡间隔明显增宽#而
`̂ F

"

E

组小鼠上述表

现更为明显)按炎症评分标准$表
$

&评分可知#

`̂ F

"

E

组小鼠肺组织炎症较
`̂ F

组严重$图
0

&)

!!

通过肺泡灌洗液中炎症细胞计数和炎症细胞分

类分析发现#

`̂ F

"

E

组小鼠肺泡灌洗液中炎症细胞

显著增多#以嗜酸性粒细胞和中性粒细胞增加较为明

显$图
2

&)值得注意的是#使用了抗抑郁药的
`̂ F

"

Ef7

组小鼠与
`̂ F

"

E

组小鼠比较#其气道炎症评

分以及肺泡灌洗液中炎症细胞计数均降低)

!!

F

!小鼠肾上腺"体质量比#

"

!

J

$

%&%2

#

)

!

J

%

%&%2

%

[

!小鼠气道

反应
7=,I

值

图
'

!!

小鼠肾上腺+体质量质量比与气道反应
7=,I

值

!!

F

!肺组织切片
DV

染色%

[

!气道及气道旁炎症评分#

"

!

J

$

%&%2

%

4

!肺泡炎症评分#

"

!

J

$

%&%2

图
0

!!

肺组织
DV

染色及炎症评分
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!!

F

!肺泡灌洗液细胞涂片
DV

染色%

[

!

[F?B

炎症细胞计数%

4

!

[F?B

炎症细胞分类计数#

"

!

J

$

%&%2

%

@

!

[F?B

中性粒细胞计数#

"

!

J

$

%&%2

图
2

!!

[F?B

细胞分类计数

!!

F

!气道杯状细胞
7F6

染色%

[

!

7F6

阳性杯状细胞丰度评分标准%

4

!

7F6

评分#

"

!

J

$

%&%2

图
)

!!

气道
7F6

染色及杯状细胞丰度评分
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表
$

!!

炎症评分标准

分数 气道及气道旁炎症 肺泡炎症

%

没有炎症细胞 正常

$

有少量炎症细胞 肺泡壁正常#肺泡内有少许巨噬细胞

1

炎症细胞形成环状#层厚为
$

个细胞 肺泡壁轻度增厚#肺泡内巨噬细胞和嗜酸性粒细胞增多

'

炎症细胞形成环状#层厚为
1

#

0

个细胞 肺泡壁显著增厚#肺泡内
'%]

#

2%]

的区域出现多核巨细胞和嗜酸性粒细胞

0

炎症细胞形成环状#层厚超过
0

个细胞 肺泡壁显著增厚#但超过
2%]

的区域出现多核巨细胞和嗜酸性粒细胞

2 X

完全实变

@&B

!

焦虑"抑郁状态促进哮喘小鼠气道上皮杯状细

胞增生和黏液高分泌
!

本研究在对小鼠肺组织进行

7F6

染色观察气道上皮杯状细胞增生情况的发现#

`̂ F

"

E

组小鼠
7F6

评分较
`̂ F

组小鼠明显增加#

帕罗西汀治疗后的
`̂ F

"

Ef7

组小鼠
7F6

评分则

较
`̂ F

"

E

组小鼠有所降低$图
)

&)

A

!

讨
!!

论

!!

哮喘是一种以慢性气道炎症为特征的异质性疾

病)它常伴有随着时间和强度变化的呼吸道症状#如

喘息*呼吸急促*胸闷和咳嗽及可变的呼气气流受限)

据世界卫生组织报道#全世界大约有
1&'2

亿哮喘患

者#约占总人口的
0&']

#其中亚洲患者约占总人口的

1&(]

#据估计#在未来十年里全球哮喘患病人数将增

加一亿人#超过
/%]

的哮喘死亡病例发生在低收入和

中下收入国家#仅
1%$2

年全球就有
''&/

万人死于哮

喘'

0

(

)心理精神障碍中的焦虑症和抑郁症是哮喘患

者的常见并发症#既往曾用+心因哮喘,来描述因心理

和情绪因素而加重疾病严重程度的哮喘病例)哮喘

患者比普通人更易患焦虑症和抑郁症#与此同时#如

果早期$如青少年期&受到心理精神问题的困扰#则成

年后哮喘发作的风险将显著增加'

2

(

)

炎症通常被认为是机体对物理损伤和感染的主

要反应#心理应激可以提高免疫系统中参与炎性反应

的成分#从而使炎症成为与多种疾病状态相联系的一

种潜在共同途径)有研究报道#应激不仅可引起血浆

炎症标志物的增加#还可增强哮喘患者对致敏源的反

应#有
1%]

#

'2]

的哮喘患者在应激期间出现病情加

重)虽然有研究报道称急性应激通过激活
D7F

轴升

高内源性皮质激素水平#从而降低气道
B=À

水平)

但慢性或者长期持续的应激可导致
D7F

轴对应激的

适应#出现糖皮质激素受体表达下调#下丘脑和垂体

分泌促皮质激素释放因子和促肾上腺皮质激素的负

反馈消失#皮质类固醇反应的减弱)此外#连续
-!

的

应激$长期应激&表现出与糖皮质激素反应无关的炎

细胞数量增加)而促肾上腺皮质激素释放激素$

:"G.

9#:"9G"

<

#,.G=K=;+#,

O

I"GL",=

#

4ED

&敲除的小鼠也表

现出气道炎性反应的增强和杯状细胞的增生'

).-

(

)说

明慢性应激可使炎性反应对糖皮质激素抵抗#导致促

皮质激素释放因子负反馈的消失#由此可促进炎性反

应)这或许能解释为何伴有焦虑"抑郁的哮喘患者对

激素治疗不敏感)

慢性应激能引起
D7F

轴的激活#导致相应腺体

增生#通过减弱皮质类固醇反应加重气道炎性反应)

实验中发现应激导致小鼠肾上腺增生#肾上腺与体质

量之比也较非应激小鼠增高#同时加重了哮喘小鼠气

道对乙酰胆碱的反应#表现出明显的气道高反应性)

而且#无论是
[F?B

炎细胞的分类计数#肺组织
DV

染色炎症评分还是气道
7F6

阳性杯状细胞丰度评分

均表明应激可加重肺组织炎症细胞的浸润#促进气道

杯状细胞增生和黏液高分泌)与既往研究报道的早

期应激可加重成年小鼠气道炎性反应和气道高反应

一致'

/

(

)

据报道#应激产生的激素可通过多种途径调节免

疫反应#如糖皮质激素和儿茶酚胺通过抑制抗原提呈

细胞和
3I$

细胞的产生#同时上调
3I1

细胞因子的

分泌介导
3I1

转化#而哮喘正是一个以
3I1

细胞因

子$

C?.0

*

C?.2

*

C?.$'

&产生为主的炎性反应#能促进嗜

酸性粒细胞在气道炎症部位和外周血中的聚集'

(

(

)

实验发现哮喘小鼠
[F?B

分类计数中除嗜酸性粒细

胞升高以外还伴随中性粒细胞的增多#且哮喘应激小

鼠这两种细胞增多更显著#其机制尚不清楚)已知

C?.$-

是由
3I$-

细胞*中性粒细胞*巨噬细胞等细胞

分泌的细胞因子#是重症哮喘的独立危险因素)近年

来发现高水平的
C?.$-

$尤其是
C?.$-F

和
C?.$-B

&与

中性粒细胞在肺组织的过度聚集*气道高反应*气道

重塑有关)

C?.$-F

还能增加乙酰胆碱引起的气道平

滑肌收缩#并诱导气道平滑肌的迁移'

$%.$$

(

)在致敏阶

段#肺源性
3I$-

细胞不仅增强了中性粒细胞气道炎

症#还增强了
3I1

细胞介导的嗜酸性气道炎症)并且

54YCA?VM

等'

$'

(发现#

3I$-

细胞介导的气道炎症

和气道高反应在小鼠体内表现出激素抵抗性#提示

3I$-

细胞在激素抵抗哮喘中的潜在作用'

$1.$'

(

)笔者

猜想#应激或许能促进
3I$-

细胞分泌
C?.$-

#从而诱

导哮喘应激小鼠中性粒细胞升高#这有待进一步的研

究证实)

2.D3

是一种主要在胃肠道和中枢神经系统合成

的单胺类神经递质#除了对胃肠道和神经系统的影响

外#非神经元性
2.D3

还调节包括炎症在内的其他生
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理过程)帕罗西汀是近年来应用较多的
2.D3

再摄

取拮抗剂#它通过阻碍突触前神经元表面的
2.D3

转

运体的表达来抑制
2.D3

再摄取#在治疗焦虑症和抑

郁症方面疗效显著)研究发现#中枢和外周组织中促

炎因子$

C?.)

和
3AB.

!

&水平的升高促进了抑郁症的

发展#而帕罗西汀能促进巨噬细胞产生
3AB.

!

同时

抑制
C?.)

的生成#并且在神经元和非神经元细胞中均

具有抗炎作用)此外#帕罗西汀能减轻
3

淋巴细胞的

活化#减少该细胞向胶原诱导性关节炎关节的浸

润'

$0

(

)正常情况下#肺泡灌洗液以单核巨噬细胞和淋

巴细胞为主)在实验中#经帕罗西汀治疗后小鼠的气

道反应与哮喘应激小鼠相比明显减轻#且嗜酸性粒细

胞和中性粒细胞数量较哮喘应激小鼠下降#单核细胞

和淋巴细胞数量有所升高#但仍较对照组减少)有研

究发现#束缚应激小鼠气道炎症的增加与
3I1

细胞因

子水平升高有关#并证明了中枢神经系统的
$

.

阿片受

体$

$

."

<

#"#!G=:=

<

9"G

#

5 È

&参与应激性哮喘的发作)

5 È

也在炎细胞中表达#包括
3

细胞*

[

细胞*单核

巨噬细胞*多核白细胞和树突状细胞#淋巴细胞表面

的
5 È

的激活能诱导
3I1

细胞分化及
3I$

细胞向

3I1

细胞的转化)慢性心理应激可通过激活
5 È

刺激
D7F

轴和交感
.

肾上腺髓质系统$

6F5

&分别释

放皮质醇和儿茶酚胺#从而加重过敏性气道炎

症'

$2.$)

(

)由此猜测帕罗西汀或许能通过抑制淋巴细

胞和单核细胞表面
5 È

的表达从而减轻哮喘应激小

鼠气道炎症#具体机制有待进一步研究)
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