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摘要院 目的 探讨 酌-氨基丁酸 A受体 渊GABAAR冤 拮抗剂荷包牡丹碱对于小鼠哮喘气道重构模型的干预作用遥 方法

BALB/C小鼠被随机分为 4组院空白对照组尧哮喘模型组尧激素治疗组和荷包牡丹碱干预组遥 除空白对照组外其他各组

小鼠在第 1尧7尧14天通过腹腔注射 10 滋g卵清蛋白渊OVA冤和 100 滋g Al(OH)3的 PBS液致敏袁从实验的第 15~81天小鼠

每天雾化吸入 5% OVA溶液 1 h遥 从第 15天开始袁激素治疗组每天雾化吸入 0.02%布地奈德溶液 0.5 h袁荷包牡丹碱组

每天鼻腔滴入 20%荷包牡丹碱悬浊液 50 滋l遥 于最后一次激发后 24 h放血处死小鼠袁检测 BALF中细胞总数尧嗜酸性粒

细胞和淋巴细胞袁肺组织标本切片 PAS染色检测粘蛋白糖原袁Masson染色检测上皮下胶原沉积面积袁免疫组织化学方

法检测 GABAAR茁2和血管内皮生长因子渊VEGF冤的表达水平遥 结果 渊1冤荷包牡丹碱干预组 BALF中细胞总数尧嗜酸

性粒细胞和淋巴细胞数分别为 渊20.50依2.40冤伊104尧渊8.30依0.23冤伊104和 渊4.20依0.05冤伊104袁 与对照组 咱渊2.43依2.10冤伊104尧

渊0.00依0.00冤伊104和渊0.90依0.05冤伊104暂和激素干预组咱渊5.50依1.90冤伊104尧渊3.60依0.25冤伊104和渊1.90依0.03冤伊104暂比较差异有

统计学意义渊均为 P<0.01冤袁与哮喘模型组咱渊20.40依1.80冤伊104尧渊8.80依0.14冤伊104和渊4.20依0.10冤伊104暂比较差异无统计学意

义渊P>0.05)遥渊2冤荷包牡丹碱干预组气道基底膜胶原沉积面积为渊0.34依0.17冤 滋m2/滋m袁与对照组咱渊0.27依0.02冤 滋m2/滋m暂和

激素干预组咱渊0.30依0.06冤滋m2/滋m暂比较差异无统计学意义渊均为 P>0.05)袁与哮喘模型组咱渊0.72依0.08冤滋m2/滋m暂比较差异

有统计学意义渊P<0.05冤遥 渊3冤荷包牡丹碱干预组 PAS阳性细胞百分数为渊19.00依2.08冤%袁与对照组咱渊0.00依0.0冤%暂尧激素

干预组咱渊30.00依1.66冤%暂和哮喘模型组咱渊58.00依1.57冤%暂比较差异有统计学意义渊均为 P<0.05冤遥 渊4冤荷包牡丹碱干预组

GABAA受体 茁2-亚基表达阳性率为渊11.30依2.7冤%袁与对照组咱渊2.00依0.7冤%暂和激素干预组咱渊7.3依1.58冤%暂比较差异有

统计学意义渊P<0.01和 P<0.05冤袁与哮喘模型组咱渊12.50依0.31冤%暂比较差异无统计学意义渊P>0.05)遥 渊5冤荷包牡丹碱干预

组肺血管周围细胞 VEGF表达阳性率为渊10.60依1.20冤%袁与对照组咱渊1.70依0.34冤%暂和激素干预组咱渊8.30依0.78冤%暂比较

差异有统计学意义渊P<0.01和 P<0.05冤袁与哮喘模型组咱渊18.30依0.80冤%暂比较差异无统计学意义渊P>0.05)遥 结论气道上

皮细胞和气道平滑肌细胞广泛表达 GABAAR茁2袁荷包牡丹碱吸入可以有效抑制粘液分泌和上皮下胶原沉积袁其抑制粘

液分泌的作用强于吸入激素袁但不能减轻气道炎症水平袁也不能抑制 GABAAR茁2和 VEGF的表达遥
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Abstract: Objective To investigate the effect of bicuculline, a selective GABAA receptor antagonist, on airway remodeling in

the murine model of chronic allergen-induced asthma. Methods Forty BALB/C mice were randomized into 4 groups, namely

the control group, asthmatic model (induced by ovalbumin sensitization and challenge) group, budesonide inhalation group

and bicuculline inhalation group. The mice were sacrificed 24 h after the last ovalbumin inhalation, and the lungs were

lavaged with PBS and the total cells, eosinophils and lymphocytes counts were examined. Periodic acid-Schiff (PAS) staining

was used for counting mucin-positive goblet cells in the lung tissue, and Masson Trichrome staining was used to evaluate

collagen deposition. GABAAR茁2 and VEGF were quantified by immunohistochemistry. Results The numbers of the total

cells, eosinophils and lymphocytes counts in BALF were significantly greater in the bicuculline group than in the control and

budesonide groups (P<0.01), but comparable to those in the asthmatic model group (P>0.05). The airway collagen deposition

in the bicuculline group was comparable to that in the control and budesonide group (P>0.05), but was significantly less than

that in the asthmatic model group (P<0.05). Significant differences were found in the airway histological mucus index between

the bicuculline group and the other 3 groups (P<0.05). The airway GABAAR茁2-positive cell percentage in the bicuculline

group was significantly greater that those in the control and budesonide (P<0.01 and 0.05), but similar with that in the

asthmatic model group (P>0.05). The percentage of pulmonary perivascular VEGF-positive cells in the bicuculline group was

significantly greater in the control and budesonide groups (P<0.01 and P<0.05), but comparable to that in the asthmatic model

group (P>0.05). Conclusion GABAAR茁2 is expressed in both the airway epithelium and smooth muscles. Bicuculline

inhalation can effectively suppress collagen deposition with a stronger inhibitory effect on mucus hypersecretion than

budesonide.
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气道重构是支气管哮喘重要的病理学特征袁是引

起气道不可逆性气流阻塞和导致严重哮喘和致死性

哮喘的主要因素咱1-2暂遥 气道重构主要是指慢性哮喘导

致的上皮下胶原沉积尧基底膜增厚尧杯状细胞化生尧粘

液高分泌和气道平滑肌细胞的肥大尧增生咱3-4暂遥 近来有

研究发现 酌-氨基丁酸 A型受体渊GABAAR冤可能参

与哮喘的发病过程特别是气道重构的过程咱1-2暂遥GABA

是一种抑制性神经递质袁 其广泛合成于神经细胞遥

GABA由 L- 谷氨酸在谷氨酸脱羧酶渊GAD冤催化下

脱羧形成遥 GAD有 GAD65和 GAD67两种同工酶袁

它们是合成 GABA的标志酶遥 GABA合成后储存在

突触囊泡内袁且胞质内 GABA的浓度也很高遥囊泡内

GABA的释放主要依赖 Ca++的内流遥 当 GABA释放

后大部分是通过重摄取的方式失活遥 GABA可以和 3

种受体结合院GABAAR尧GABABR和 GABACR遥其中

GABAAR 和 GABACR 为化学门控离子通道型受

体袁GABABR为代谢型受体遥 GABAAR为一种 5亚

基的聚合受体袁 可构成 GABAAR的亚基共有 7种袁

表达在气道的受体主要为 2琢2茁酌遥 其中 茁2和 茁3是

配体结合部位也是受体最重要的标志遥 有研究发现

GABAAR作为一种离子通道在被激活后引起 Cl-的

内流袁 从而导致神经细胞发生超极化现象 咱5-6暂遥 而

Xiang等却发现当 GABAAR激活后气道上皮细胞出

现 Cl-外流袁与神经元的 Cl-内流相反袁使纤毛柱状上

皮出现除极化袁 研究发现在哮喘时由于 GABA的高

表达和高分泌使得纤毛柱状上皮的除极化状态持续

发生袁 并诱发纤毛柱状上皮的杯状上皮细胞化生袁从

而引起气道的重构咱1-2暂遥 但迄今国内外还没有关于阻

断 GABAAR干预慢性哮喘气道重构的研究报道遥 本

实验通过建立小鼠慢性哮喘模型袁观察 GABAAR拮

抗剂荷包牡丹碱和糖皮质激素布地奈德对气道炎症尧

粘蛋白糖原表达 尧 气道上皮基底膜胶原沉积 尧

GABAAR茁2和肺血管周围细胞 VEGF表达水平的影

响袁并对两种方法进行比较遥

1 对象和方法

1.1 材料

SPF级健康雄性 BALB/C小鼠 40只袁6~8周龄袁

体质量 18~22 g 渊四川大学药学院实验动物中心提

供冤遥分为 4组袁即空白对照组尧哮喘模型组尧激素治疗

组和荷包牡丹碱干预组袁每组 10只袁分笼饲养遥 卵清

蛋白渊ovalbumin袁OVA冤购于美国 Sigma 公司遥 兔抗

GABAAR茁2抗体及兔抗 VEGF抗体购于美国 Santa

Cruz公司遥 荷包牡丹碱购于百灵威科技有限公司遥

1.2 方法

1.2.1 动物模型的建立 在实验的第 1尧7尧14天通过

腹腔注射 10 滋g OVA和 100 滋g Al(OH)3配制成的溶

液致敏遥 从第 15~81天将小鼠置于特制塑料容器内袁

用超声雾化器喷入 5% OVA生理盐水 10 ml激发 1

h遥OVA激发后小鼠出现烦躁尧呛咳尧呼吸加快及轻度

紫绀等哮喘发作症状咱7暂遥

1.2.2 动物分组 实验小鼠分为 4组院渊1冤 空白对照

组院注射等量 0.9%生理盐水代替 OVA袁并吸入 0.9%

生理盐水 10 ml袁余同哮喘组遥 渊2冤哮喘模型组院按上

述方法制备哮喘模型遥 渊3冤激素治疗组院每次激发前

30 min超声雾化吸入 0.02%布地奈德 0.5 h袁 余同哮

喘模型组遥 渊4冤 荷包牡丹碱干预组院 每次激发前 30

min鼻腔滴入 20%荷包牡丹碱悬浊液 50 滋l咱1暂袁余同

哮喘模型组遥 在实验的第 81天腹腔注射戊巴比妥

渊50 mg/kg冤麻醉小鼠袁下腔静脉放血处死袁并将生理

盐水注入右心室冲洗两次以洗尽肺内残留血液遥

1.2.3 支气管肺泡灌洗液渊BALF冤细胞计数 末次雾

化吸入 24 h后袁以 1%戊巴比妥钠渊50 mg/kg冤腹腔注

射麻醉后袁以静脉留置导管作气管插管遥 以 1尧0.8 ml

磷酸盐缓冲液渊PBS冤分 2次作支气管肺泡灌洗袁并收

集 BALF 1 ml遥 BALF在 4 益下以 400 r/min离心 5

min袁沉渣以 100 滋l PBS液重悬遥 使用Wright-Giemsa

染色后袁在血细胞计数器下至少计数 200个细胞做细

胞分类计数咱8-9暂遥 下腔静脉放血处死小鼠袁打开胸腔袁

结扎右总支气管袁于远端切下袁放于 10%中性甲醛中

保存遥

1.2.4 Masson染色检测肺组织胶原沉积面积 石蜡

切片 3~4 滋m 常规脱蜡至水后袁Masson 三原染色法

染胶原纤维袁 其主要步骤为院渊1冤Masson复合染色液

染 5 min曰渊2冤0.2%醋酸水溶液稍洗曰渊3冤5%磷钨酸溶

液 5~10 min曰渊4冤0.2%醋酸水溶液浸洗 2次曰渊5冤亮绿

染色液 5 min曰渊6冤0.2%醋酸水溶液浸洗 2 次曰渊7冤脱

水袁透明袁封固遥 结果为胶原纤维呈蓝色袁肌纤维胞质

呈红色袁细胞核呈蓝褐色遥 肺组织Masson染色后袁对

每只小鼠随机取至少 10个直径在 100~200 滋m支气

管进行气道基底膜下胶原面积测量袁并以气道基底膜

下胶原沉积面积与视野下气道基底膜周长比值

渊滋m2/滋m冤 来表示 咱10-11暂遥 切片采用 Image-ProPlus

渊Media Cybernetics袁Silver Spring袁Md冤图像分析系统

进行分析遥

1.2.5 PAS染色法检测肺组织粘蛋白糖原表达情况

粘蛋白糖原呈 PAS阳性染色袁气道 PAS阳性细胞主

要为杯状细胞和粘液腺细胞袁其定量分析可代表气道

粘液表达水平遥肺组织 PAS染色后袁对每只小鼠随机

取至少 10个直径在 100~200 滋m支气管进行 PAS阳

性细胞和 PAS阴性细胞计数袁并使用 PAS阳性细胞

/ 支气管总细胞的百分比来表示 咱12暂遥 切片采用
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与正常对照组比较袁bP<0.05曰与哮喘模型组比较袁dP<0.05

表 2 小鼠气道基底膜胶原沉积情况(n=10, x依s, 滋m2/滋m)

组别 面积比值

正常对照组 0.27依0.02

哮喘模型组 0.72依0.08b

激素干预组 0.30依0.06d

荷包牡丹碱干预组 0.34依0.17d

与正常对照组比较袁aP<0.01曰与哮喘模型组比较袁cP<0.01曰与激

素干预组比较袁eP<0.01

表 1 小鼠支气管肺泡灌洗液细胞计数(n=10, x依s)

组别 细胞总数渊伊104冤嗜酸性粒细胞渊伊104冤淋巴细胞渊伊104冤

正常对照组 2.43依2.10 0.00依0.00 0.90依0.05

哮喘模型组 20.40依1.80a 8.80依0.14a 4.20依0.10a

激素干预组 5.50依1.90c 3.60依0.25c 1.90依0.03c

荷包牡丹碱
干预组

20.50依2.40e 8.30依0.23e 4.20依0.05e

Image-ProPlus渊Md冤图像分析系统进行分析遥

1.2.6 免疫组织化学染色检测气道 GABAAR茁2表达

情况 肺组织以 10%中性甲醛固定后袁常规脱水包埋

切片袁厚度 6 滋m遥 参照说明书用 SABC法进行免疫

组织化学染色遥以 PBS代替一抗作为空白对照袁兔抗

鼠抗体工作浓度为 1颐100遥DAB显色阳性结果显棕黄

色袁观察 GABAAR茁2的表达位置和定量分析遥 在显

色后袁 对每只小鼠随机取至少 10个直径在 100~200

滋m支气管进行 GABAAR茁2阳性细胞和 GABAAR茁2

阴性细胞计数袁 并使用 GABAAR茁2阳性细胞 /支气

管总细胞的百分比来表示 咱1, 13暂遥 切片采用 Image-

ProPlus渊Md冤图像分析系统进行分析遥

1.2.7 免疫组织化学染色检测肺血管周围细胞 VEGF

的表达情况 染色方法和表达 分析方法 同

GABAAR茁2遥 在对肺血管周围细胞 VEGF表达定量

分析时选用 100~200 滋m直径血管进行计数咱13暂遥

1.3 统计学处理

计量资料以均数依标准差表示遥采用 SPSS11.0进

行单因素方差分析袁 两样本均数多重比较采用 LSD

法进行两两比较袁并进行直线相关分析遥 P<0.05为差

异有统计学意义遥

2 结果

2.1 BALF细胞计数

荷包牡丹碱干预组 BALF中的细胞总数尧嗜酸性

粒细胞和淋巴细胞数均较对照组和激素干预组增多袁

与哮喘模型组相同袁见表 1遥

2.2 胶原沉积情况

荷包牡丹碱干预组和激素干预组的气道基底膜

胶原沉积水平相同袁哮喘模型组气道基底膜胶原沉积

明显增加袁对照组几乎未见胶原沉积袁见图 1尧表 2遥

图 1 各组气道基底膜胶原沉积情况渊Masson袁伊400冤

A院对照组曰B院哮喘模型组曰C院激素干预组曰D院荷包牡丹碱干预组

A B C D

2.3 粘蛋白糖原表达情况

哮喘模型组表达水平最高袁 激素干预组其次袁荷

包牡丹碱干预组表达最少袁而对照组几乎未见粘蛋白

糖原表达袁见图 2尧表 3遥

2.4 各组小鼠肺部 GABAA受体 茁2-亚基表达情况

荷包牡丹碱干预组 GABAA受体 茁2- 亚基表达

阳性率较对照组和激素干预组增高袁与哮喘模型组相

同袁见图 3尧表 4遥

2.5 肺血管周围细胞 VEGF表达情况比较

荷包牡丹碱干预组肺血管周围细胞 VEGF表达

阳性率较对照组和激素干预组增高袁与哮喘模型组相

同袁见图 4尧表 5遥

3 讨论

酌-氨基丁酸渊GABA冤是存在于哺乳动物中枢神

经系统内的一种重要的抑制性神经递质遥GABA的 A

型受体渊GABAAR冤是一种离子通道性受体袁在神经

系统广泛表达遥 最近发现 GABAAR还广泛表达于包

括支气管上皮在内的多种外周组织咱1, 3暂遥 近期有研究

证实袁阻断 GABAAR后能够抑制哮喘急性发作期的

粘液分泌和杯状细胞增生咱1暂袁提示 GABAAR参与哮
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与正常对照组比较袁aP<0.01袁bP<0.05曰与哮喘模型组比较袁dP<0.05曰

与激素干预组比较袁fP<0.05

表 4 小鼠肺部 GABAA受体 茁2-亚基表达情况(n=10, x依s,%)

组别 小鼠肺部 GABAA受体 茁2-亚基表达阳性率

正常对照组 2.00依0.70

哮喘模型组 12.50依0.31a

激素干预组 7.30依1.58bd

荷包牡丹碱干预组 11.30依2.70af

与正常对照组比较袁aP<0.01袁bP<0.05曰与哮喘模型组比较袁dP<0.05曰

与激素干预组比较袁fP<0.05

表 5 小鼠肺血管周围细胞 VEGF表达情况(n=10, x依s, %)

组别 小鼠肺血管周围细胞 VEGF表达阳性率

正常对照组 1.70依0.34

哮喘模型组 18.30依0.80a

激素干预组 8.30依0.78b,d

荷包牡丹碱干预组 10.60依1.20a,f

与正常对照组比较袁aP<0.01曰与哮喘模型组比较袁dP<0.05曰与激

素干预组比较袁fP<0.05

表 3 各组小鼠气道糖原表达 PAS染色对比(n=10, x依s, %)

组别 PAS染色百分数

正常对照组 0.00依0.00

哮喘模型组 58.00依1.57a

激素干预组 30.00依1.66ad

荷包牡丹碱干预组 19.00依2.08adf

图 2 各组粘蛋白糖原表达情况渊PAS袁伊400冤

A院对照组曰B院哮喘模型组曰C院激素干预组曰D院荷包牡丹碱干预组

A B C D

喘病理生理过程的调节袁但相关研究并不深入袁有诸

多环节尚未阐明袁如气道平滑肌是否表达 GABAAR曰

GABAAR诱导粘液分泌增加和杯状上皮化生的具体

机制是什么曰GABAAR与肌成纤维细胞的关系又是

如何等咱3暂遥 本研究在 OVA雾化吸入建立动物慢性哮

喘模型的基础上观察 GABAAR拮抗剂荷包牡丹碱

对于哮喘气道炎症和重构的影响袁结果发现在气道反

图 3 各组小鼠肺部 GABAA受体 茁2-亚基表达情况渊DAB袁伊400冤

A院对照组曰B院哮喘模型组曰C院激素干预组曰D院荷包牡丹碱干预组

A B C D

图 4 各组肺血管周围细胞 VEGF表达情况比较渊DAB袁伊400冤

A院对照组曰B院哮喘模型组曰C院激素干预组曰D院荷包牡丹碱干预组

A B C D

朱 涛,等.酌-氨基丁酸 A型受体调节哮喘动物模型气道重构的实验研究第 4期 845窑 窑



复雾化吸入 OVA 81 d后小鼠气道和肺组织内存在

明显的炎症反应和结构改变袁 如 BALF中细胞总数尧

嗜酸性粒细胞和淋巴细胞分类计数增高袁粘液分泌增

加以及上皮下胶原沉积增多等袁提示动物模型发生了

哮喘特异性的气道炎症反应和气道重构遥 本研究发

现袁哮喘动物模型气道上皮细胞和 ASM均可广泛表

达 GABAAR茁2袁吸入激素可以有效抑制 GABAAR茁2

和肺血管周围细胞 VEGF的表达遥应用 GABAAR拮

抗剂荷包牡丹碱干预可以明显抑制气道重构特别是

粘液分泌现象袁其作用较激素更明显袁但并不能减轻

气道炎症袁 亦不能降低肺血管周围细胞 VEGF的表

达水平遥

有研究表明在气道上皮 GABAAR兴奋引起 Cl-

外流袁与神经元的 Cl-内流相反袁其结果是纤毛柱状

上皮除极化咱1-2暂遥 有实验表明在哮喘时由于 GABA的

高表达和高分泌使得纤毛柱状上皮的除极化状态持

续发生袁并最终诱导纤毛柱状上皮的杯状上皮细胞化

生袁而这正是气道重构的重要特征之一咱1-2暂遥Cl-外流细

胞除极化后发生的具体分子生物学机制还并不清楚袁

但是可以明确的是 GABAAR与气道上皮重构粘液

高分泌间有着重要的联系遥 Xiang等咱1暂发现在小鼠哮

喘模型和哮喘病人的气道上皮 GABAAR表达明显

增加 袁 而且对小鼠哮喘模型使用印防己毒素

渊GABAAR的通道阻断剂冤或荷包牡丹碱后可以减轻

杯状上皮化生和粘液高分泌遥我们发现荷包牡丹碱干

预后的小鼠气道粘液分泌明显低于哮喘组和激素干

预组袁与 Xiang等咱1暂的研究结果相似遥 此前多个研究

提示 GABAAR 主要受到 Th2 细胞因子袁 特别是

IL-13的调节咱1, 3, 14-15暂遥 我们发现激素干预组的炎症水

平和 GABAAR茁2水平明显低于哮喘组和荷包牡丹

碱干预组袁 提示炎症水平可能上调 GABAAR的表

达袁而吸入激素可能通过抑制 IL-13在内的多种炎症

因子的释放袁从而降低 GABAAR茁2的表达遥 我们还

发现袁GABAAR茁2表达水平除与气道粘液分泌有关

外袁与上皮下胶原沉积也有关系袁由于在相关研究中

发现 IL-13单抗可以有效抑制上皮下胶原沉积袁故推

测 IL-13可能是通过上调肌成纤维细胞 GABAAR表

达来促进上皮下胶原沉积的咱14-15暂袁但是 GABAAR与

肌成纤维细胞的胶原分泌的具体关系还不清楚袁需要

进一步探讨遥

本研究初步探讨了 GABAAR 在哮喘气道炎症

和气道重构中的作用袁发现 GABAAR茁2广泛表达于

ASM和气道上皮袁 阻断 GABAAR可以抑制气道粘

液分泌和上皮下胶原沉积袁但对于气道炎症和肺血管

周围细胞 VEGF的过度表达并无明显的抑制作用遥

关于 GABAAR与气道炎症和重构的关系袁以下问题

值得进一步研究院气道上皮广泛表达 GABAAR袁而为

什么仅有部分纤毛柱状上皮发生了杯状上化生钥是否

存在与 GABAAR通路相拮抗的机制抑制杯状上皮

化生的发生和胶原的沉积钥神经内分泌系统是否参与

了哮喘的发生钥 对 GABAAR参与哮喘发病机制的进

一步研究有可能开发一个新的治疗靶点遥
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