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!摘!要" 目的!观察甲基丁香酚对变应性鼻炎大鼠鼻黏膜水通道蛋白!=i>=:7835",h[#( 表达的影响"并探讨其意

义+ 方法!g34?=8大鼠 "&- 只随机分为正常对照组"变应性鼻炎!=BB98<3E8@353?34",'#模型对照组"布地奈德阳性对

照组"甲基丁香酚 0# A<1F<组-$# A<1F<组-&# A<1F<组及 "# A<1F<组"每组 "0 只"除正常对照组外"其余组大鼠

经卵清蛋白!7̂=BD>A35"Y\,#致敏建立变应性鼻炎模型"造模成功后分别给予蓖麻油-布地奈德及对应剂量甲基丁

香酚干预"于给药 "-&-$ 周后应用免疫组织化学方法观察鼻黏膜,h[( 的分布"g94?985 DB7??35<比较各组鼻黏膜中

,h[( 的表达"'9=B%?3A9[6'比较,h[( A'P,的表达+ 结果!,h[( 主要位于鼻黏膜腺上皮及导管上皮细胞的胞

膜和胞质+ ,'模型对照组大鼠鼻黏膜的,h[( 及,h[( A'P,均较正常对照组表达减少!,j#+#(#+ 各给药组大

鼠鼻黏膜,h[( 及,h[( A'P,均较,'模型对照组有不同程度增高+ 药物干预 "-&-$ 周"布地奈德阳性对照组

,h[( 的表达与正常对照组比较"差异均无统计学意义!,均o#+#(#" 与,'模型对照组比较"差异均有统计学意

义!,均j#+#(#$布地奈德阳性对照组的,h[( A'P,分别与正常对照组及,'模型对照组比较"差异均有统计学

意义!,均j#+#(#+ 干预 & 周后"甲基丁香酚各剂量组,h[( 的表达即与布地奈德阳性对照组比较"差异无统计学

意义!,o#+#(#+ 干预 " 周" &# A<1F<组的,h[( A'P,与正常对照组比较"差异无统计学意义!,o#+#(#$与模

型对照组比较"差异有统计学意义!,j#+#(#+ 结论!甲基丁香酚可能通过上调,h[( 的表达减轻鼻黏膜腺体水肿

程度-减少腺体分泌"从而缓解变应性鼻炎鼻痒-喷嚏及流涕等症状+
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!!变应性鼻炎!=BB98<3E8@353?34",'#是G<L介导的

$

型超敏反应"病理改变以黏膜水肿-毛细血管扩张

及腺体增生为主"主要表现为鼻塞-鼻痒及大量清

涕+ 由组氨酸脱羧基而成的组胺是参与变应性鼻炎

发病机制的重要炎症介质之一(")

+ 甲基丁香酚作

为细辛挥发油的主要成分之一"能直接抑制肥大细

胞释放组氨酸和组氨酸脱羧酶的基因超表达"从而

发挥其抗过敏作用(&)

+ 水通道蛋白 !=i>:78354"

,h[#是一组与细胞内外水转运有关的小分子跨膜

蛋白+ 目前在鼻腔黏膜中发现有 ,h["-,h[*-

,h[$ 和,h[(" 其中,h[( 在人类鼻黏膜组织中表

达相当广泛"是黏膜下层浆液性腺体分泌的限速屏

障+ 本研究旨在通过探讨甲基丁香酚对 ,'大鼠鼻

部症状和鼻黏膜 ,h[( 的影响"了解甲基丁香酚对

于 ,'大鼠鼻黏膜的黏液代谢及水代谢的影响+

&'材料与方法

&+&!实验动物及分组

g34?=8大鼠 "&- 只"$ n- 周龄""-# n".# <"由

兰州大学基础医学院动物实验中心提供+ 利用随机

数字表法将实验动物随机分为正常对照组 "0 只"模

型组 "#0 只+ 模型组大鼠造模成功后"用随机数字

表法将其随机分为 ,'模型对照组"布地奈德阳性

对照组"甲基丁香酚 0# A<1F<组-$# A<1F<组-

&# A<1F<组及 "# A<1F<组"每组 "0 只+

&+"!主要试剂及仪器

卵清蛋白!7̂=BD>A35"Y\,#购自美国 K3<A=公

司"氢氧化铝(,B!YW#

*

)购自天津市致远化学试剂

有限公司"布地奈德! D>;94753;9#购自澳大利亚阿

斯利康有限公司"甲基丁香酚购自上海生物科技有

限公司"兔抗鼠 ,h[( 多克隆抗体购自美国 K3<A=

公司"二抗试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限

公司"免疫组化N,c染色试剂盒购自北京中杉金桥

生物技术有限公司",h[( 及V,[NW引物购自宝生

物工程 !大连#有限公司"'P,347[B>4购自日本

I=F=8=公司"[83A9KE83:?

Ì

9'I89=<95?Q3?U3?@ <NP,

L8=498购自日本的 I=F=8=公司"K]c'

+

[89A3SLS

I=i

Ì

'

购自日本 I=F=8=公司"罗氏 H3<@?6JEB98$0#

实时定量[6'仪购自美国'7E@9公司+

&+*!,'模型的建立

变应性鼻炎大鼠模型的建立分基础致敏及鼻腔

激发两阶段+ 首先基础致敏阶段"即将 #+* A<Y\,

和 *# A<,B!YW#

*

中加生理盐水配置成 " AH混悬

液给予大鼠腹腔注射"隔日 " 次"共 . 次""$ ;+ 然

后进入鼻腔激发阶段"即在末次基础致敏后隔日开

始"用 &e!质量分数#Y\,溶液对实验组大鼠双侧

鼻腔滴鼻"(#

%

H1侧"每日 " 次"共 . ;+ 每次鼻腔激

发后即刻至 *# A35内"观察并记录大鼠搔鼻动作次

数-喷嚏个数及流涕情况"进行症状学评分+ 正常对

照组大鼠以生理盐水代替 Y\,"其余方法和步骤与

模型组相同+ 造模成功后"为了维持动物模型",'

模型对照组"布地奈德阳性对照组"甲基丁香酚 0#

A<1F<组-$# A<1F<组-&# A<1F<组及 "# A<1F<组

大鼠继续给予 &e Y\,滴鼻"(#

%

H1侧"隔日 " 次"

正常对照组大鼠以等量生理盐水替代+

&++!变应性鼻炎大鼠行为学评分标准

依据鼻痒-喷嚏-流涕等出现的时间长短-轻重程

度-次数多少为评分标准(*)

+ 鼻痒程度%轻擦鼻几次"

记" 分$抓挠鼻-面不止"到处摩擦记& 分+ 喷嚏%" n

* 个为 " 分" $ n"# 个为 & 分" ""个以上为 * 分+ 流

涕%流至前鼻孔为 " 分" 超过前鼻孔为 & 分" 流涕满

面为 * 分+ 各症状记分叠加"总分数 ( 分者为模型建

立成功+ 症状观察时间为每次给致敏物后 *# A35+

&+L!给药干预

建模完成后"根据动物体表面积转换计算公式"

即大鼠给药剂量 !A<1F<# d人的给药剂量 !A<1

A

&

#1大鼠的体质量!F<# r大鼠的体表面积!A

&

#+

布地奈德阳性对照组大鼠给予布地奈德混悬液

#+#( AH每侧鼻腔"每日 * 次$甲基丁香酚因其脂溶

性故以蓖麻油作为溶剂"各组按照设定剂量即 0#

A<1F<-$# A<1F<-&# A<1F<及 "# A<1F<配置滴鼻

剂"滴鼻剂量同布地奈德组即 #+#( AH每侧鼻腔"每

日 * 次$正常对照组和模型对照组以等量蓖麻油替

代"每日 * 次+ 分别于给药干预 "-&-$ 周的末次给

药 &$ @后"随机选择每组 - 只大鼠"给予 "#e!质量

分数#水合氯醛!* AH1F<#腹腔注射麻醉"迅速取双

'.*#"'武!楠"等!甲基丁香酚对变应性鼻炎大鼠鼻黏膜水通道蛋白 ( 的影响



侧鼻中隔黏膜+ 每周每组随机选择 * 只大鼠的一侧

鼻黏膜放入 $ l的 $e!体积分数#多聚甲醛溶液中

固定"用于免疫组织化学检测"另一侧于 M0# l保

存"用于实时荧光定量 [6'!'9=B%?3A9[6'#检测$

其余 * 只大鼠鼻黏膜保存于M0# l冰箱"用于蛋白

免疫印迹!g94?985 DB7??35<#检测+

&+N!免疫组织化学检测

取出经 $e多聚甲醛溶液固定的鼻黏膜"进行

梯度酒精脱水"常规石蜡包埋"$

%

A厚度连续切片+

常规脱蜡-水化+ 采用链霉菌抗生物素蛋白%过氧化

物酶连结!4?89:?=̂3;35%:98743;=49"K[#法染色"柠檬

酸修复"其余步骤按照 K[试剂盒说明书进行+

,h[( 一抗按照 " q$## 稀释+ 利用已知阳性片作为

阳性对照"[cK代替一抗作为阴性对照+ 经 *"*z%二

氨基联苯胺!*"*z%;3=A357D95b3;359"N,c#显色-苏

木精复染-梯度乙醇溶液!酒精#"脱水-二甲苯透

明-中性树胶封片"光学显微镜下观察+

&+O!g94?985 DB7??35<检测

用裂解液提取各组大鼠鼻黏膜中总蛋白"c6,

法测蛋白浓度+ 按照g94?985 DB7??35<实验步骤进行

上样"KNK%聚丙烯酰胺凝胶电泳! KNK%[,VL#" 转

膜"封闭"孵育一抗-二抗"显影"扫描获取图像+ 选

取
"

%=E?35 作为内参"其中 ,h[( 的一抗为兔抗

,h[( G<V抗体!" q( ####" 二抗为 RGI6标记的羊

抗兔G<V抗体!" q"# ####$

"

%=E?35的一抗为小鼠抗

"

%=E?35 G<V抗体!" q$ ####"二抗为RGI6标记的大

鼠抗小鼠G<V抗体!" q( ####+

&+S!'9=B%?3A9[6'检测

根据 'P,347[B>4试剂说明书提取各组大鼠鼻

黏膜中总A'P,"琼脂糖凝胶电泳法检测 A'P,质

量"将其中 *

%

HA'P,逆转录合成 ENP," 并取 &

%

H进行扩增"获得目的产物" 选取 V,[NW作为内

参"在相同反应条件下进行扩增+ 使用引物序列如

下%!"# V,[NW%上游 (z%6VV,VI6,,6VV,IIIV%

VI6VI,I%*z" 下游 (z%,V66II6I66,IVVIVVI%

V,,V,6%*z$ !& # ,h[(%上游 (z%66,IVVIVVIV%

V,VII,,I6IIV,%*z"下游 (z%6,IVV,,6,V66V%

VIV,,VI,V%*z+ 对所得6I值进行相对定量"获得

&

M

,,

6?值+

&+T!统计学分析

采用 K[KK &#+# 软件"计量资料以使用均数 m

标准差表示"使用 (检验进行正常对照组与模型组

两组间行为学评分比较$使用单因素方差分析进行

多组间 ,h[( 及 ,h[( A'P,表达量的比较" ,j

#+#( 认为差异有统计学意义+

"'结果

"+&!行为学评分

致敏 "( ;后" 模型组动物开始鼻腔激发" 行为

学评分均超过 ( 分" 造模成功$ 正常对照组仅少数

动物出现轻抓鼻+ 正常对照组行为学评分为

!#+(- m#+".#分" 模型组为!-+.# m#+#)#分" 采用

(检验"差异有统计学意义!,j#+#"#+

"+"!,h[( 在大鼠鼻黏膜的分布及表达

光学显微镜下鼻黏膜组织中 ,h[( 阳性表达呈

棕黄色或棕褐色!图 "#" ,h[( 在各组的分布基本

一致"主要位于鼻黏膜腺上皮及导管上皮细胞的胞

膜和胞质+

g94?985 DB7??35<检测各组大鼠鼻黏膜中 ,h[(

的表达量!图 &#发现"模型对照组大鼠鼻黏膜的

,h[( 较正常对照组表达减少!,j#+#(#+ 各甲基

丁香酚组大鼠鼻黏膜,h[( 的表达均较模型对照组

有不同程度增高+ 药物干预 "-&-$ 周"布地奈德阳

性对照组与正常对照组比较"差异均无统计学意义

!,均 o#+#(#$与模型对照组比较"差异均有统计

学意义!,均j#+#(#+ 干预 & 周后"甲基丁香酚各

剂量组与布地奈德阳性对照组比较"差异无统计学

意义!,o#+#(#+

"+*!各组大鼠鼻黏膜中,h[( A'P,的表达

'9=B%?3A9[6' 检 测 各 组 大 鼠 鼻 黏 膜 中

,h[( A'P,!图 *#发现",'模型对照组大鼠鼻黏

膜的 ,h[( A'P,较正常对照组表达减少 !,j

#+#(#+ 各甲基丁香酚组大鼠鼻黏膜 ,h[( A'P,

均较,'模型对照组有不同程度增高+ 药物干预 "-

&-$ 周"布地奈德阳性对照组分别与正常对照组及

,'模型对照组比较"差异均有统计学意义!,均 j

#+#(#+ 比较各甲基丁香酚组,h[( A'P,发现"甲

基丁香酚干预 " 周"&# A<1F<组与正常对照组比

较"差异无统计学意义!,o#+#(#"与 ,'模型对照

组比较"差异有统计学意义!,j#+#(#+

*'讨论

变应性鼻炎是特应性个体接触变应原后由 G<L

介导的鼻黏膜变态反应性疾病"其病理生理改变包

括鼻黏膜腺体的过度分泌"肥大细胞-嗜碱和嗜酸性

粒细胞脱颗粒"炎性介质释放($)等"引起鼻黏膜的

高反应和高分泌"从而产生以鼻痒-喷嚏-流涕为主

的鼻部症状+ 高分泌即腺体分泌过度"其发生机制

多样"如各种炎症介质-细胞因子和神经递质通过不

同途径直接或间接作用于鼻黏膜的腺细胞(( M-)

$[

'0*#"'
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物质受体的参与(.)

$细胞内钙代谢异常(0)等+ 以往

,'治疗上多使用以糖皮质激素为主的非特异性治

疗"但因其作用机制复杂())

"故,'的特异性治疗研

究进展尚不是很理想+

,=5; c" LS:8944375 7T,h[( 35 578A=BE75?87B<87>: 7T8=?5=4=BA>E74=$ 6=5; N" 9S:8944375 7T,h[( 35 5=4=BA>E74=7T8=?435 ,'A7;9BE75?87B

<87>:+

图 &',h[( 在大鼠鼻黏膜的分布!K[r$###

M%7<80&'I@9;34?83D>?375 7T,h[( 35 ?@95=4=BA>E74=7T8=?4!K[r$###

!

6" E75?87B<87>:$ ," ,'A7;9BE75?87B<87>:$ c" D>;94753;9:743?3̂9E75?87B<87>:$ 0#" 0# A<1F<<87>:$ $#" $# A<1F<<87>:$ &#" &# A<1F<<87>:$

"#" "# A<1F<<87>:$ g" U99F!4#+

%

,j#+#(" E7A:=83475 U3?@ 578A=BE75?87B<87>:$

(

,j#+#(" E7A:=83475 U3?@ ,'A7;9BE75?87B<87>:$

)

,j#+#(" E7A:=83475 U3?@ D>;94753;9:743?3̂9E75?87B<87>:+

图 "'大鼠鼻黏膜,h[( 的表达

M%7<80"'I@99S:8944375 7T,h[( 35 ?@95=4=BA>E74=7T8=?4

!

')*#"'武!楠"等!甲基丁香酚对变应性鼻炎大鼠鼻黏膜水通道蛋白 ( 的影响



6" E75?87B<87>:$ ," ,'A7;9BE75?87B<87>:$ c" D>;94753;9:743?3̂9E75?87B<87>:$ 0#" 0# A<1F<<87>:$ $#" $# A<1F<<87>:$ &#" &# A<1F<<87>:$

"#" "# A<1F<<87>:$ g" U99F!4#+

%

,j#+#(" E7A:=83475 U3?@ 578A=BE75?87B<87>:$

(

,j#+#(" E7A:=83475 U3?@ ,'A7;9BE75?87B<87>:$

)

,j#+#(" E7A:=83475 U3?@ D>;94753;9:743?3̂9E75?87B<87>:+

图 *'大鼠鼻黏膜,h[( A'P,的表达

M%7<80*'I@99S:8944375 7T,h[( A'P,35 ?@95=4=BA>E74=7T8=?4

!

!!细辛为多年生草本马兜铃科植物北细辛-汉城

细辛或华细辛的干燥根和根茎("#)

+ 细辛挥发油具

有抗炎-抑菌-解热镇痛-中枢抑制-催眠镇静及抗过

敏等作用("" M"*)

"其主要成分包括甲基丁香酚-细辛

酮-桉油酚-黄樟素-柠檬烯及优香芹烷等("$)

"其中"

甲基丁香酚为细辛给药后血液和脑脊液吸收的主要

成分之一("()

+ 杨华等("-)研究发现"甲基丁香酚可

激活
#

%氨基丁酸 ,型!V,c,,#受体"通过抑制一

氧化氮!PY#释放而发挥抗炎镇痛作用+ K@35 等(&)

研究发现"甲基丁香酚可通过抑制肥大细胞释放组

氨酸"从而抑制大鼠皮肤的过敏反应+

,h[是一组与水分子转运相关的细胞膜蛋白"

在液体转运平衡及某些腺体的分泌方面具有重要的

作用+ 迄今为止"哺乳动物体内已发现了 "* 种

,h[亚型"即 ,h[# n,h["&+ ,h[能促进水肿液

的吸收"选择性地吸收渗透水和某些非极性溶剂

!如甘油和尿素等#"其机制可能与 P=%Q%,I[酶的

协调定位相关"通过跨膜离子的转运"从而在膜两侧

形成渗透梯度"推动水分子的转运+ ,h[广泛分布

于多种组织细胞的质膜中"属于选择性水通道的主

要内在膜蛋白!A=27835?83543E:87?935" G̀[#家族"能

快速且选择性地促进水分子的跨膜转运"从而达到

相应的渗透梯度+ ,h[( 在部分腺体的分泌中起着

关键的作用"]=4>3等(".)研究发现"新生大鼠 ,h[(

的表达量可持续增加至其成年"从而保证肺泡内液

体的正常转运+ K@95 等("0)发现",h[( 野生型小鼠

肺组织中 I@& 细胞浸润"黏蛋白过度分泌"而在

,h[( 基因敲除小鼠无该现象"提示 ,h[( 可能参

与哮喘中气道炎症及黏液过度分泌的过程+ P924>A

等("))研究发现",h[( 基因敲除小鼠汗腺体量减少"

汗液分泌也较对照组明显减少"且黏稠度增高+ 鼻

腔黏膜中腺体含量丰富"其分泌液对保持气道表面

液体平衡-抵抗细菌的入侵起着重要的作用+ ,h[(

与黏膜下浆液性腺体的分泌密切相关(&#)

+ 本研究

也发现"大鼠鼻黏膜腺上皮及导管上皮细胞的胞膜

和胞质中均分布有 ,h[("且变应性鼻炎大鼠较正

常大鼠鼻黏膜 ,h[( 的表达减少"推测 ,h[( 可能

在限制鼻黏膜腺体的分泌-控制腺上皮细胞腔侧膜

对水分子的转运中起着重要作用+

环磷酸腺苷%蛋白激酶 , !EJEB3E=;9574359

A757:@74:@=?9%:87?935 F35=49," E,̀ [%[Q,#信号通

路通过[Q,使其特异性磷酸底物 E,̀ [反应元件

结合蛋白 !E,̀ [89=E?375 9B9A95?D35;35<:87?935"

6'Lc#丝氨酸在 "** 位点!K98"**#磷酸化"参与鼻

黏膜 ,h[( 的表达调控(&" M&*)

+ 变应性鼻炎时" PR%

F=::=c!PR%

-

c#信号通路被激活" 大量PR%

-

c:-(

从胞浆进入细胞核"诱导肿瘤坏死因子
!

!?>A78

59E87434T=E?78%

!

" IPR%

!

#-白介素 "

"

!35?98B9=F35%

"

"

" GH%"

"

#等基因转录"产生大量 IPR%

!

-GH%"

"

等

炎症因子 (&$)

"这些炎症因子可通过抑制 6'Lc磷

'#$#"'
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酸化途径" 下调E,̀ [1[Q,%6'Lc依赖性,h[( 的

表达+ I7U59等(&()通过 IPR%

!

干预小鼠肺上皮细

胞后发现",h[( 在 A'P,和蛋白水平上分别减少

了 (#e和 )#e"其作用机制可能通过 IPR%

!

激活

IPR%

!

受体 "!IPR%'"#实现+ 小鼠肺部急性病毒

感染后",h[( 表达的下调可能由于感染后炎症因

子IPR%

!

-GH%" 和GH%- 等表达增多引起(&- M&.)

+ 本研

究也发现"变应性鼻炎大鼠较正常大鼠鼻黏膜

,h[( 表达减少"可能正是与 PR%

-

c信号通路被激

活相关"下调 E,̀ [%[Q,%6'Lc信号通路上的基因

表达"同时上调 IPR%

!

-GH%"

"

等炎症因子的基因转

录"从而使得 ,h[( 及 ,h[( A'P,的表达减少"鼻

黏膜水肿-鼻黏膜腺体分泌亢进"进而产生鼻痒-喷

嚏-流涕等鼻部症状+

本研究发现"变应性鼻炎大鼠鼻黏膜中 ,h[(

及,h[( A'P,的表达趋势基本一致"甲基丁香酚

干预 "-&-$ 周后"大鼠鼻黏膜,h[( 及,h[( A'P,

的表达均较模型对照组增加$甲基丁香酚 &# A<1F<

组在干预 " 周后",h[( A'P,的表达与正常对照组

比较差异无统计学意义$甲基丁香酚各剂量组干预

& 周后",h[( 的表达与布地奈德阳性对照组比较差

异无统计学意义"推测甲基丁香酚可能通过抑制

PR%

-

c信号通路"一方面引起 E,̀ [%[Q,信号传导

途径下游磷酸化的 6'Lc竞争性结合转录辅助因

子6'Lc结合蛋白!6c[#"上调包括 ,h[( 在内的

E,̀ [%[Q,%6'Lc信号通路上的基因表达$另一方

面进入细胞核的 PR%

-

c:-( 减少"下调 IPR%

!

-GH%

"

"

等炎症因子基因转录"从而在蛋白及A'P,水平

上促进,h[( 的表达"使得变应性鼻炎大鼠鼻黏膜

腺体水肿程度减轻-腺体分泌减少"对变应性鼻炎起

到治疗作用"但其具体作用机制尚需进一步探讨+

综上所述"甲基丁香酚可通过促进大鼠鼻黏膜

,h[( 的表达"调节变应性鼻炎大鼠鼻黏膜腺体的

分泌"减轻其鼻部症状+
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