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　　[摘要]　目的:建立变应性气道炎症小鼠模型,探讨P物质在变应性气道炎症小鼠中的生物节律性表达。方

法:将84只BABL/c小鼠随机分为14个组,分别为实验组7组(0:00组,04:00组,08:00组,12:00组,16:00组,

20:00组,24:00组)和对照组7组(0:00组,04:00组,08:00组,12:00组,16:00组,20:00组,24:00组),每组6
只。采用卵清蛋白腹腔注射+鼻腔局部激发+雾化吸入的方法制备小鼠变应性气道炎症模型。对实验动物血液

进行ELISA法测量上清液P物质含量,采用 RT-PCR技术检测不同时间段内P物质在鼻腔组织、肺组织及支气

管组织中基因表达的分布及含量。取小鼠鼻腔组织、左肺组织及左主支气管组织行免疫组织化学染色,观察组织

切片中P物质阳性细胞的表达及分布。结果:实验组各时间段内血浆中P物质含量明显高于对照组(P<0.05),
其中,实验组中0:00组(321.99±28.93)pg/mL、04:00组(310.76±25.31)pg/mL 及 24:00组(335.62±
28.29)pg/mL的P物质含量明显高于实验组其他时间段(P<0.05)。实验组小鼠鼻腔组织、左肺组织及左主支

气管组织中P物质 mRNA表达明显高于对应的对照组(P<0.01)。实验组小鼠鼻腔组织、左肺及左主支气管免

疫组织化学切片中P物质表达显著高于对照组。结论:P物质在变应性气道炎症小鼠模型中呈现高表达,且在凌

晨及上午04:00~08:00表达出现峰值,这可能为治疗变应性气道炎症的给药时间提供新的依据。
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Abstract　Objective:Toestablishthemurinemodelsofallergicairwayinflammation,andtoinvestigatethe
biologicalrhythmexpressionofsubstancePinit.Method:Eighty-fourBALB/cmiceweredividedinto14groups,

whichwereairwayinflammationgroups(0:00group,04:00group,08:00group,12:00group,16:00group,

20:00group,24:00group)andnormalcontrolgroups(0:00group,04:00group,08:00group,12:00group,

16:00group,20:00group,24:00group).Theallergicairwayinflammationmodelsofmicewereestablishedby
intraperitonealinjectionofovalbumin(OVA),nasalchallengeandaerosolinhalationwithOVA.Theplasmasub-
stancePlevelsweremeasuredbyELISA.TheexpressionofsubstancePinnasalmucosa,leftlungtissueandleft
bronchialtissueduringdifferenttimeperiodswasobversedwithRT-PCRandimmunohistochemicaltechnique.
Result:Inallergicairwayinflammationgroups,theplasmasubstancePlevelswerehigherthaninnormalcontrol
groups(P<0.05),and0:00group(321.99±28.93)pg/mL,04:00group(310.76±25.31)pg/mLand24:00
group(335.62±28.29)pg/mLwerehigherthanotherexperimentalgroups(P<0.05).Theexpressionofsub-
stancePmRNAinnasalmucosa,leftlungtissueandleftbronchialtissuewashigherthancontrolgroups(P<
0.01).Byobservingimmunohistochemicalsections,theexpressionofsubstancePinallergicairwayinflammation
groupswashigerthancontrolgroups.Conclusion:TheexpressionofsubstancePishighinallergicairwayinflam-
mationmiceandthepeaksareduring04:00-08:00intheearlymorning,whichmayprovidenewbasisfortrea-
tingallergicairwayinflammation.
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　　变应性鼻炎(AR)和哮喘是发生在气道不同部

位的变态反应性疾病,两者在发病机制、诊断及治

疗方面有着广泛的一致性,即“同一气道,同一疾

病”〔1〕,其典型的病理过程为变应性气道炎症(al-
lergicairwayinflammation)。P 物 质 (substance
P)作为一种感觉活性肽,在变应性气道炎症的发病

中起着重要作用,参与气道功能的调节和变应性气

道炎症的病理生理过程〔2〕。研究表明,免疫系统与

生物钟系统具有紧密的联系〔3-4〕,变态反应本质上

也在生物钟的控制之下。许多疾病,包括免疫性疾

病都表现出症状的昼夜节律变化,例如 AR患者的

症状常在夜间和清晨加重〔5〕,哮喘的症状经常在夜

间发作〔6〕。有研究表明一些炎性细胞如肥大细胞、
外周血单核细胞、NK细胞等在免疫性疾病中表现

出昼夜节律性变化〔7〕,然而,P物质在参与变应性

气道炎症发病过程中的生物节律性并不清楚,因
此,我们设计了本实验,以探讨P物质在变应性气

道炎症小鼠中的生物节律性表达,从而为临床用药

时间提供新的依据。
1　材料与方法

1.1　材料

6周龄SPF级雄性BABL/c小鼠84只,体重

20~25g,购于东部战区总医院比较医学科,由东

部战区总医院比较医学科动物实验中心代为饲养,
所有实验步骤均符合东部战区总医院伦理委员会

要求。84只小鼠按每隔4h时间段随机分为14个

组,分别为实验组7组(0:00组、04:00组、08:00
组、12:00组、16:00组、20:00组、24:00组)和对照

组7组(0:00组、04:00组、08:00组、12:00组、
16:00组、20:00组、24:00组),每组6只。OVA、
Al(OH)3 佐剂、抑肽酶购自 Sigma公司,P 物质

ELISA试剂盒购自CLOUD-CLONECORP公司,
Anti-P物质抗体购自 Abcam 公司。
1.2　方法

1.2.1　变应性气道炎症小鼠模型制备　我们参考

了部分文献〔8-9〕并对造模方法做出了改进,具体步

骤如下:将40μgOVA+200mgAl(OH)3 佐剂溶

于200μLPBS溶液中,于早晨08:00腹腔右侧注

射,隔日1次,共7次,观察1周;然后以5%OVA
雾化30min,500μgOVA溶于20μLPBS溶液中

滴鼻激发,每侧鼻腔10μL,每天1次,共7次。对

照组以0.9%生理盐水代替 OVA。见图1。

图1　造模周期图

1.2.2　行为学观察　末次激发后观察每只小鼠

10min内打喷嚏次数、抓鼻次数、鼻腔分泌物及肺

部症状,用相机记录分析其症状并用叠加法计

分〔10〕,总分超过5分即为造模成功。
1.2.3　标本取材　参照文献〔11〕小鼠处理过程,
实验组和对照组于最后一次激发后第2天的0:00、
04:00、08:00、12:00、16:00、20:00、24:00分别进

行小鼠心脏取血,血液标本中加入 EDTA 抗凝及

抑肽酶抑制神经肽分解,4℃4000g∗5min离心,
上清液放入-80℃冰箱待测。小心取出少许鼻腔

组织、左肺组织、左主支气管组织放入-80℃冰箱

待测。将连同鼻腔的上颌骨置入 EDTA 脱钙液中

脱钙,制备小鼠鼻、左肺及左主支气管石蜡切片。
1.2.4　ELISA 法测量血液中 P物质含量　将离

心后血液上清液取出,室温融化后进行P物质含量

检测,操作步骤严格按照说明书要求,操作结束后

将酶标板放入酶标仪中自动绘出标准曲线,并自动

生成浓度数据。
1.2.5　组织中P物质 mRNA 表达　将预先冻存

的组织取出,室温溶解后以 RT-PCR 技术检测不

同时间段内组织中P物质 mRNA 表达,操作步骤

严格按照说明书要求。
1.2.6　病理学检查　组织取出后常规脱水、透明、
浸蜡、包埋、切片、烘干。将切片脱蜡至水,苏木精-
伊红染色,中性树胶封片。采用SABC法进行免疫

组织化学染色,操作步骤严格按照说明书要求,将
组织标本与一抗P物质鼠抗单克隆抗体血清孵育,
4℃过夜,HRP 标 记 免 疫 组 织 化 学 二 抗 室 温 孵

育30min,滴加试剂 SABC,DAB显色,苏木精复

染,脱水,中性树胶封片,显微镜观察并拍照。
1.3　统计学分析

实验结果以■x±s表示,同一时间点的组间比

较采用t检验,组内比较采用单因素方差分析,所
有数据均使用SPSS22.0进行统计学处理及分析,
P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　症状学表现

实验组42只小鼠叠加评分均大于5分,OVA
雾化及滴鼻激发后出现打喷嚏、双鼻流涕、抓鼻、全
身瘙痒、呼吸急促等症状,对照组小鼠偶有抓鼻症

状,变应性气道炎症模型建立成功。
2.2　外周血P物质含量比较

各时间点实验组血浆中P物质表达量均明显

高于对照组(P<0.01);实验组内各时间点比较,
0:00、04:00、24:00组血浆中P物质表达较08:00、
12:00、16:00、20:00组均差异有统计学意义(P<
0.05),而0:00、04:00、24:00组血浆中P物质表达

相比 较,差 异 无 统 计 学 意 义 (P >0.05),见 表

1。24h表达趋势见图2a。
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2.3　鼻腔组织、左肺组织及左主支气管组织中 P
物质 mRNA表达

各时间点实验组和对照组小鼠鼻腔组织、左肺

组织及左主支气管组织中P物质 mRNA表达量见

表2、3、4,结果显示,实验组小鼠组织中 P 物质

mRNA表达量均明显高 于 对 照 组 (P <0.01)。
24hP物质 mRNA表达趋势见图2b、2c、2d。
2.4　各组小鼠鼻、肺、气管组织病理形态学观察

苏木精-伊红染色切片可见对照组小鼠鼻腔组

织黏膜完整,纤毛整齐,未见明显炎性细胞浸润;实
验组小鼠鼻腔黏膜下组织间质水肿,大量嗜酸粒细

胞、中性粒细胞、浆细胞等炎性细胞浸润,基膜部分

缺失,纤毛倒错、紊乱,部分可见柱状上皮鳞化。对

照组左肺组织肺泡结构清晰,未见明显炎性细胞浸

润;实验组小鼠左肺组织可见黏膜及黏膜下水肿,
血管及支气管周围大量嗜酸粒细胞、中性粒细胞等

炎性细胞浸润。对照组小鼠左主支气管组织未见

明显水肿及炎性细胞浸润;实验组小鼠左主支气管

组织可见黏膜水肿,纤毛紊乱。见图3a~3f。免疫

组织化学切片可见P物质阳性物质呈颗粒状,主要

分布在胞质或胞核中,在鼻腔组织中主要分布在纤

毛柱状上皮细胞、上皮下、血管内皮细胞及腺体周

围;左肺组织中阳性细胞主要分布在支气管上皮、
肺泡上皮细胞、血管外皮细胞及肺间质细胞中;左
主支气管组织中阳性细胞主要分布在黏膜下、血管

内皮细胞及部分淋巴细胞中。见图3g~3l。

表1　各时间点小鼠血浆P物质含量 pg/mL,■x±s

时间点 只数 实验组 对照组 t P
0:00 6 321.99±28.931)2) 166.25±11.91 12.19 <0.01

04:00 6 310.76±25.311)2) 140.33±22.74 12.27 <0.01
08:00 6 261.17±25.281) 111.14±8.42 13.79 <0.01
12:00 6 238.76±23.911) 114.86±12.57 11.24 <0.01
16:00 6 251.19±26.831) 109.33±9.42 12.22 <0.01
20:00 6 240.91±25.911) 101.30±7.37 12.69 <0.01
24:00 6 335.62±28.291)2) 141.04±9.40 15.99 <0.01

　　与对照组比较,1)P<0.01;与08:00、12:00、16:00、20:00比较,2)P<0.05。

表2　各时间点小鼠鼻腔组织中P物质 mRNA表达

时间点 只数 实验组 对照组 t P
0:00 6 0.553±0.073 0.160±0.021 12.718 <0.01

04:00 6 0.519±0.082 0.164±0.029 9.964 <0.01
08:00 6 0.498±0.094 0.158±0.029 8.495 <0.01
12:00 6 0.410±0.033 0.128±0.019 18.347 <0.01
16:00 6 0.414±0.113 0.129±0.026 6.023 <0.01
20:00 6 0.413±0.063 0.134±0.029 9.782 <0.01
24:00 6 0.544±0.038 0.165±0.015 22.877 <0.01

表3　各时间点小鼠左肺组织中P物质 mRNA表达

时间点 只数 实验组 对照组 t P
0:00 6 0.618±0.067 0.170±0.038 14.254 <0.01

04:00 6 0.479±0.085 0.140±0.018 9.603 <0.01
08:00 6 0.363±0.312 0.157±0.026 12.193 <0.01
12:00 6 0.395±0.064 0.146±0.018 9.149 <0.01
16:00 6 0.382±0.061 0.138±0.021 9.241 <0.01
20:00 6 0.388±0.088 0.146±0.030 6.344 <0.01
24:00 6 0.611±0.056 0.171±0.021 18.122 <0.01

表4　各时间点小鼠左主支气管组织中P物质 mRNA表达

时间点 只数 实验组 对照组 t P
0:00 6 0.553±0.085 0.176±0.020 10.552 <0.01

04:00 6 0.509±0.050 0.178±0.011 15.736 <0.01
08:00 6 0.488±0.091 0.152±0.021 8.834 <0.01
12:00 6 0.374±0.036 0.125±0.006 16.953 <0.01
16:00 6 0.395±0.059 0.124±0.017 10.903 <0.01
20:00 6 0.366±0.049 0.134±0.008 11.541 <0.01
24:00 6 0.552±0.102 0.178±0.015 8.883 <0.01
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2a:24h小鼠血浆中P物质表达趋势;2b:24h小鼠鼻腔组织 P物质 mRNA 表达趋势;2c:24h小鼠左肺组织 P物质

mRNA表达趋势;2d:24h小鼠左主支气管组织P物质 mRNA表达趋势;实验组夜间P物质表达较高。
图2　血液与组织中P物质表达趋势

3a~3f:苏木精-伊红染色(×400),可见实验组小鼠黏膜下水肿,炎性细胞浸润;图3g~3l:免疫组织化学染色(×400),
实验组小鼠组织可见P物质阳性细胞分布。

图3　病理形态学观察

3　讨论

昼夜节律是正常生理功能的重要组成部分,人
体所有的生理功能均表现出稳定的昼夜节律变化,
包括体温、代谢、内分泌等〔12〕。因此,衍生了一门

重要的学科即时间生物学,已经成为生命科学最有

发展前景的学科之一。而关于变应性气道炎症的

时间生物学研究很早就引起了广泛的关注,1973
年,Nicholson等〔13〕通过对264例 AR患者一天中

不同症状的研究发现,大多数患者夜间及早晨的症

状发作明显比中午或其他时间段频繁且严重,部分

合并支气管哮喘的患者在夜间及清晨出现了较为

严重的喘息及咳嗽症状。其后,相当多的研究证实

了 AR和支气管哮喘症状在夜间或清晨醒来时最

重〔6〕。生物钟是调节神经元活动、新陈代谢以及免

疫细胞功能的多模式系统,目前神经元活动和新陈

代谢被认为是免疫功能的强大影响因素〔14-15〕,已知
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的与变应性反应相关的外周时钟(如肥大细胞钟)
可能是节律性变应性反应的主要驱动因素〔16〕,交
感神经活动在参与免疫系统生物钟调控的同时,作
为感觉神经末梢释放的神经肽可能也在变应性反

应的生物节律中起重要作用,类似于肥大细胞钟,
可能是一个重要的调控因素。

神经肽介导了变应性气道炎症的发病,参与其

病理生理学过程和症状变化。目前已知的变应性

气道炎症的生物节律由生物钟基因控制,但其症状

的昼夜变化还受到肥大细胞、嗜酸粒细胞等炎性细

胞的影响〔17〕,作为参与变应性气道炎症发病的炎

性递质之一———神经肽是否同样有昼夜节律的变

化呢? 我们选取了神经肽家族中最具代表性的 P
物质作为研究对象,不同时间段内模型小鼠血液中

P物质表达量表现出明显的差异性,且凌晨及夜间

04:00左右出现表达的峰值;同时,组织中 P物质

mRNA的表达同样也出现相似的结果,鼻腔组织、
左肺组织及左主支气管组织在不同时间段P物质

mRNA表达出现较为相似的昼夜节律波动。因

此,我们猜测P物质在变应性气道炎症中的昼夜节

律性表达影响了该病症状的节律性表现。当然,本
实验的样本量相对较少,可能会出现一定的差异,
但我们可以肯定的是,P物质的表达在凌晨或夜间

的表达量相对白天其他时间段高,与变应性气道炎

症的昼夜节律性具有一致性,提示神经肽在变应性

气道炎症中的昼夜节律性表达参与了该病昼夜节

律波动的调控。
早前的研究表明,与早晨给药相比,抗组胺药

美喹他嗪在夜间给药更能控制 AR的症状〔18〕。另

一项研究发现,相比于早晨09:00给药,夜间21:00
给药能更好地降低哮喘豚鼠血浆内皮素浓度,控制

哮喘的发作〔19〕。本研究首次报道了P物质在变应

性气道炎症中生物节律性表达及其昼夜节律的变

化,为进一步研究变应性气道炎症的生物节律提供

了参考方向,同时为临床针对性给药时间提供了理

论依据,即在凌晨或晨起给药或选择具有合适半衰

期的药物在夜间或凌晨释放,有可能更好地减少神

经肽的表达,控制变应性气道炎症的症状。当然,
结合临床的具体情况及患者的个体差异,依据生物

节律性的不同而针对的给药时间仍然需要进一步

及大样本的研究。
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