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肺炎患者支气管肺泡洗液中激肽形成机制的探讨
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提　要　目的:探讨下呼吸道急性炎症时激肽生成途径。方法:测定肺炎患者(肺炎组)和健康志愿者(对

照组)支气管肺泡灌洗液(BALF)中激肽 ,激肽形成酶活性 , 血浆血管舒缓素(PK)和α2-巨球蛋白(α2-M),并鉴

定激肽形成酶活性分子来源。结果:肺炎组 BALF 中的各种检测指标均明显高于对照组(P<0.001);经凝胶

过滤和酶抑制试验鉴定 ,肺炎患者 BALF 中主要激肽形成酶活性位于高分子量部分 , PK抑制物能显著抑制此

活性。结论:肺炎患者激肽和激肽形成活性明显升高 , 其激肽形成酶活性主要来自 PK。
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Kinins generation pathway in bronchoalveolar lavage fluid from patients

with pneumonia
PENG Bo , QIAN Gui-sheng(Department of Respira tory Diseases , General Hospital of PLA A irforce , Beijing 100036 , China)

Abstract　Objective:To investigate the kinins generation pathw ay in acute airw ay inflam-

mation.Methods:The bronchoalveolar lavage fluid (BALF)f rom patients w ith pneumonia and

healthy individuals w as collected to determine kinins , plasma kallikrein , a2-macroglobulin and

kinins generation enzyme activity.Results:Kinins and kinins generation activi ty in the BALF

were significantly higher in patients w ith pneumonia than in the controls(P <0.001).Gel filt ra-

tion and enzyme activity inhibition test showed that the kinins generation activi ty in BALF from

patients w ith pneumonia was inhibited by plasma kallikrein.Conclusion:Kinins and kinins gener-

ation activi ty in acute airw ay inf lammation are significantly increased and kinins seems to be main-

ly generated by plasma kallikrein.
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　　激肽是重要的炎症介质 ,主要的激肽形成酶有

PK和组织血管舒缓素(TK), PK 存在于血浆 ,而 TK

由局部组织和腺体分泌。二者的分子量 ,免疫原性以

及抑制物不同。已知变应性鼻炎时约 75%的激肽生

成活性来自于 PK[ 1] 。有关下呼吸道急 、慢性炎症过

程中激肽生成途径和机制未见报道 。我们对肺炎患者

和健康志愿者的支气管肺泡灌洗液进行分析 ,探讨呼

吸道急性炎症时激肽生成机制 。

1　材料与方法

1.1　病例

肺炎组:经 X 线 ,纤维支气管镜及病理活检确诊为肺炎患

者 12 例 ,男 7例 , 女 5 例 , 平均年龄 68 岁。 8 例健康志愿者作

为对照组 ,男 4 例 ,女 4 例 , 平均年龄 60 岁。 所有受试者均除

外肝肾疾病 ,及其它免疫性或感染性疾病。

1.2　主要试剂

兔抗人 PK 和兔抗人α2-M 抗体及纯化人 PK 和α2-M 由

Medo r公司提供 , 山羊抗人血清白蛋白 、山羊抗人缓激肽 、人体

缓激肽由 Sigma 公司提供 , 苯甲酰胺 、大豆胰蛋白酶抑制剂

(SBT I)、牛血清白蛋白(BSA)、人血清白蛋白(HSA)、抗生物素
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链球亲合素-碱性磷酸酯 、3H-TAME 和125 I 、生物素标记试剂盒

由 Amersham 公司提供 , 聚丙烯酰胺-葡聚糖 S-300 凝胶 、

DEAE-葡聚糖凝胶 G-100 和凝胶层析柱由 Pharmacia 公司提

供。

1.3　BALF 采集

BALF是在纤支镜检查时获得。将 60 ml灭菌生理盐水分

3 次注入患侧病变支气管肺泡 , 13.3 kPa(100 mmHg)负压吸

引 ,将 EDTA(0.01 mol/ L)加入 BALF , 4 000 r/ min 4°C 离心 10

min , 上清液置-70℃冰箱待用。

1.4　激肽和 TAME-ea测定

激肽用 Baumgar ten 等建立的放射免疫法 , 可测最低浓度为

40 ng/ L。 TAME-ea(甲苯二氧硫基精氨酸甲酯-酯酶活性)用

Baumgarten 等[ 1]建立的放射化学分析法测定。

1.5　检测 PK和α2-M 的 ELISA方法

在本研究中我们建立了测定 PK 和α2-M 的 ELISA 方法。

分别用浓度为 2 mg/ L 的兔抗 PK 或兔抗α2-M 抗体 100 μl/孔

包被酶标板。 纯化 PK 或α2-M 作为标准 , 生物素标记 PK 或

α2-M 抗体作为检测抗体。其测定最低浓度分别为 20 μg/ L 和

40 μg/ L。

1.6　凝胶过滤层析

同 Baumgar ten 等[ 1]所述方法。

1.7　TAME-ea抑制试验

将最终浓度分别为 10 -5mol/ L 苯甲酰胺 、10 -5mol/ L

SBTI和 2×10-5mol/ L 抑肽酶等抑制物加入 TAME-ea峰值的

各管液中 ,培养 30 min 后测定 TAME-ea。

1.8　统计学处理

文章和图表中的数字如无特殊说明均采用  x±s。整个统

计工作均采用 STATGRAPHICS 软件程序。用 Wilcoxon 设计

的 u检验进行不同组间的比较。

2　结果

2.1　BALF 测定结果

肺炎组患者 BALF 中激肽 , PK , α2-M , TAME-ea测定值均

明显高于对照组 ,见表 1。

表 1　BALF 检测结果

Tab 1　Results in BALF

2.2 BALF 凝胶过滤后结果

肺炎组患者 BALF 经凝胶过滤后 , 其 TAM E-ea最高峰位

于～ 800 000(峰 Ⅰ), 与第一个α2-M 高峰重叠(～ 800 000)。

100 000～ 400 000(峰Ⅱ)以及 60 000 ～ 25 000(峰Ⅲ)的 TAME-

ea峰都低。 PK 免疫反应峰在约 100 000 分子量部分。对照组

的 BALF凝胶过滤后未能测到任何曲线 ,见图 1。

　图 1　肺炎组患者凝胶过滤后 TAME-ea(A),α2-M(B),

PK(C)测定结果

Fig 1　TAME-ea(A),α2-M(B), PK(C)in BALF after gel f iltra-

tion in pneumonic patients

2.3　TAME-ea抑制试验
TAME-ea峰Ⅰ不能被 SBT I抑制 , 但能被苯甲酰胺明显抑

制(93%), 峰Ⅲ被抑肽酶部分抑制(64%), 见表 2。

表 2　肺炎组 BALF 凝胶过滤后 TAME-ea 抑制试验结果

Fig 2　Results of TAME-ea activity inhibition test after gel

filtration in pneumonic group
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2.4　相关分析

将可测到激肽值的 BALF 用以进行相关分析。激肽水平

与 TAME-ea(r=0.48 , P< 0.05 , n =12)明显相关 , 与α2-M(r

=0.60 , P < 0.001 , n=12), PK(r=0.51 , P < 0.01 , n =12)

显著相关 ,α2-M 与 PK 相关性尤其显著(r=0.92 , P< 0.0001 ,

n =12)。

3　讨论

缓激肽(Bradykinin)以及内源性相关肽 Lys-

bradykinin 、Met-Lys-bradykinin 统称为激肽(Kinins)。

激肽具有降低血压 、收缩支气管平滑肌 、增加血管通透

性 、引起疼痛和痛觉敏感 、促进第二代炎症介质合成释

放等多种生物活性。速激肽是由呼吸道的 C-感觉神

经纤维分泌 ,导致神经源性炎症。有人推测 ,激肽的某

些作用如支气管作用可能是由速激肽介导的[ 2] 。大

量资料表明 ,激肽在许多急 、慢性炎症疾病的发生发展

中起着重要作用[ 3 ,4] 。抑制激肽的生成能抑制和减轻

病情发展[ 4 ,5] ,因此探讨激肽的不同生成途径具有重

要意义。

α2-M 既作为血浆渗透的标志 ,又是 PK 的一种主

要抑制物[ 6] 。当其与 PK 结合后 ,通过空间占位阻碍

激肽原与 PK 酶活性中心结合。此时酶活性中心并未

被破坏 , 仍能分解一些小分子底物如 TAME , 即

TAME-酯酶活性(TAME-ea)[ 7] ,因此人们用体液中的

TAME-

ea作为激肽生成活性的间接标志 。合成物苯甲

酰胺和 SBT1是 PK的有力抑制物。但当 PK 与α2-M

结合后 , PK 的 TAME-ea 只被小分子物苯甲酰胺

(157)抑制 ,却不被 SBT1(20 000)抑制 ,这是因为后者

分子大 ,不能与复合物酶活性中心接触 。在体内 , TK

主要被 TK结合蛋白(KBP)和α1-抗胰蛋白酶抑制[ 8] 。

而抑肽酶是 TK在体外的有力抑制物。

本研究结果表明 ,在呼吸道急性炎症时 ,激肽生成

明显增强 。对凝胶过滤后 BALF 分析显示 ,肺炎组

TAME-ea高峰恰与该处的高α2-M 高峰重叠;相关分

析显示激肽与 PK 及α2-M 呈高度相关性。表明肺炎

组时大量 PK 和α2-M 渗出至支气管肺组织 , 激活的

PK与α2-M 形成复合物 ,峰 Ⅰ中 TAME-ea 是由复合

物中的 PK 产生 。TAME-ea 活性抑制试验也证实了

这一点 。因此我们至少可以认为 ,在呼吸道急性炎症

时激肽生成增强 。激肽形成活性主要来源于血浆渗出

的 PK 。
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