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哮喘豚鼠肺组织 PKC的表达及对 TXA2释放的影响

吴　奎 ,杨肇亨　　 (第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所呼吸内科 ,重庆 400042)

　　【提要】　目的: 探讨蛋白激酶 C( PKC)在哮喘发病中的作用。方法:采用卵蛋白雾化吸入致敏哮喘模型 ,

在诱发哮喘 24 h后 ,放射性同位素标记方法测定哮喘豚鼠肺组织总 PKC活性及膜活性变化 ,采用免疫组织

化学的方法检测肺组织 PKC的表达 ,体外检测 PKC活化剂 PM A和抑制剂 H-7对肺组织血栓烷 A2 ( TX A2 )

释放的影响。 结果:①哮喘组肺组织 PKC活性显著增加 ; PKC呈强阳性表达 ;② PM A引起了肺组织 TXA2

的释放的增加 ,而 H-7则抑制了 PM A的效应 ;③相关分析表明 , PKC活性与 TXA2的释放量呈显著正相关。

结论: PKC的过度表达可能在哮喘发病中起着重要作用 ,抑制 PKC的活性可能是将来哮喘防治的另一条途径。

　　关键词　蛋白激酶 C;血栓烷 A2;哮喘

　　中图法分类号　 R394. 3; R562. 25 文献标识码　 A

　　蛋白激酶 C( Pro tein kinase C, PKC)是一个在组

织中广泛分布的磷酸化酶 ,静息状态下定位于细胞胞

浆中 ,受到刺激后 ,它可以转位至胞膜而活化 ,在细胞

分泌、增生、分化等功能中发挥着重要作用
[1 ]
。 支气管

哮喘是有多种炎性细胞参与的气道慢性炎症 [2 ] ,炎性

细胞释放多种炎性介质引起气道上皮损伤 ,神经末梢

暴露 ,支气管平滑肌增生肥厚 ,对刺激的反应性增加 ,

诱发气道高反应性。在以上过程中 , PKC起着重要信

号转导作用。哮喘时肺组织中多种炎性细胞 PKC的表

达及活化增加 ,但肺组织中 PKC的活化及其作用的研

究较少。本实验采用卵蛋白 ( OV A)雾化吸入致敏和诱

发豚鼠哮喘模型 ,哮喘发作 24 h后以放射性同位素标

记方法测定哮喘豚鼠肺组织 PKC活性的变化 ,测定

PKC活化剂 PM A、抑制剂 H-7对豚鼠肺组织炎性介

质血栓烷 A2 ( TX A2 )释放的影响 ,并采用免疫组织化

学方法 ,测定肺组织 PKC表达及分布 ,以探讨 PKC可

能在哮喘发病过程中所起的作用 ,为寻求哮喘治疗的

新途径提供一些可能有效的提示。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂
　　 PM A、 H-7、组蛋白 H-Ⅲ ss、 PS Sigma公司 ;γ-32 P-ATP (比

活度 > 5 000 Ci /mmo l)福瑞公司 ; APC试剂盒中山公司 ;抗

PKC抗体 Pharmigen公司 ; TXB2放免药盒苏州医学院。

1. 2　实验动物模型的制作及处理
1. 2. 1　哮喘动物模型的制作　　 20只雄性豚鼠 ,体重 250～
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300 g ,随机分为对照组 ( C)、哮喘组 ( A)。 A组:参照 Huston [3]

方法 ,第 1、 4、 7天将 1%的 OV A雾化吸入 3 min致敏琢鼠 ,第

21～ 27天用 2%的 OV A雾化吸入 5 min诱发其哮喘发作 ,诱

发后 24 h采集标本。 C组: 用生理盐水替代 OV A致敏 ,诱发同

A组。

1. 2. 2　标本采集　　实验豚鼠麻醉后 ,开胸暴露心脏 ,经左心

室→主动脉弓灌注生理盐水约 200 ml(至从左心房流出的液体

基本清亮为止 ) ,同时分离出气管 ,结扎左肺从根部剪下 ,置于

4%多聚甲醛-PBS缓冲液固定 ,修整、石蜡包埋后 ,切 5μm切

片。 右肺在 4°C条件下剪切成 1 mm× 1 mm大小的碎块 ,以备

PKC提取及 TXA2的测定。

1. 3　 PKC活性的测定
[4 ]

1. 3. 1　组织样品的制备　　胞液和膜性酶液的制备:将剪碎

的肺组织 ,称取 0. 25 g ,进行下列操作: ( 1)以 1∶ 5(W∶ V)的

缓冲液 (内含 20 mmol /L p H 7. 5 Tris-HCl、 0. 25 mo l / L蔗糖、

0. 5 m mol / L PM SF、 2 mmol /L EDTA、 10 mmo l / L EGTA)在

冰浴中高速匀浆 ; ( 2) 700× g离心去核 ( 4°C、 15 min) ,超声粉

碎 ; ( 3)上清液经 ( 100 000× g ) 4°C离心 1 h,上清液即为胞液

PKC酶液 ; ( 4)①沉淀部分溶解于含有 0. 5% TritonX-100的上

述缓冲液中 ;②冰浴中搅拌抽提 1 h;③ 100 000× g、 4°C离心

1 h ,上清液为 PKC膜性组分。

1. 3. 2　 PKC活性的测定　　采用标记的放射性同位素法进

行 ,总反应体积 50μl,内含终浓度 25 mmo l /L T ris-HCl ( pH

7. 5)、 10 mmol / L MgCl2、 0. 5 mol /L CaCl2、 10μg PS、 10μg组

蛋白 H-Ⅲ ss、 10μl酶制剂、 1μg PM A、加入γ-32 P-ATP 0. 2μCi

起动反应 ; 对照组用 2. 5 mmo l / L EGT A代替 PS、 PM A和

CaCl2。 37°C水浴中准确温育 5 min,立即移入 2°C～ 4°C冰浴

中 ,随后加入 10μl 2 m mo l / L EDTA终止反应、将液体移于微

孔滤膜上 , 10%三氯乙酸抽滤 2 ml× 5,烤干后放入装有 5 ml

闪烁液 ( ppo 5 g、 popop 0. 2 g /1 000 ml甲苯 )的液闪瓶内 ,于液
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闪仪测 cpm,酶的活力单位以 37°C时每分钟每毫克酶蛋白转

移 1μmol磷酸根来表示 ,其表示单位为 fmol /mg· min- 1。

1. 3. 3　蛋白定量　　采用 Fo lin-酚法进行。

1. 4　 TX A2的放免测定
1. 4. 1　样品制备　 　将剪碎的肺组织每只动物称取

0. 25 g× 3,分别放入装有 2 ml台氏液 ( NaCl 8. 0 g / L, KCl 0. 2

g / L, CaCl2 0. 2 g /L, NaHCO3 1. 0 g /L , MgCl2 0. 1 g /L ,

NaH2PO4 0. 05 g / L, Gluco se 1. 0 g /L )的 A、 B、 C 3只试管中 ,

其中 A管中含有 100 ng /ml H-7,先 37°C孵育 5 min,然后 A、 B

2管加 PM A至 10 ng /ml, 3管同时 37°C孵育 30 min,吸取上清

进行放射免疫测定 (由于 TXA2代谢迅速 ,半衰期短 ,因此测定

其稳定的代谢产物 TXB2以代替 )。

1. 4. 2　放免测定根据试剂盒说明书进行。

1. 5　 PKC免疫组织化学染色
　　参照文献 [ 5]进行。

　　观察方法及判断标准:阳性染色显示肺组织细胞及浸润的

炎性细胞中出现黄色染色。 每张切片由 2位观察者独立计数 ,

随机取染色区域 4个高倍视野 (× 400)的阳性细胞平均数 ,用

半定量计分 ,染色强度用 0～ 3级计分: 0: 无染色 ; 1: 轻度阳性

染色 ; 2: 中度阳性染色 ; 3: 强阳性染色 ;染色范围根据细胞阳性

染色的百分数而分为 0～ 4级 ; 0: 无染色 ; 1: < 25%细胞染色 ;

2: 25～ 50%细胞染色 ; 3: 50～ 75%细胞染色 ; 4: > 75%细胞染

色。 染色总评分为染色强度+ 染色范围。

1. 6　数据统计学分析
　　本实验数据采用均数±标准差表示 (x-± s)。组间比较及相

关分析全部用非配对计量资料检验和直线相关分析。 P < 0. 05

表示相差或相关显著 , P < 0. 01表示相差或相关非常显著。

2　结果

2. 1　实验动物肺组织中 PKC活性的变化

　　结果表明 ,哮喘组动物总 PKC活性明显高于对照组 ,且膜

PKC活性及所占比例亦较对照组明显上升 ,见表 1。

表 1　各组肺组织总 PKC及膜 PKC活性

( fmol /mg· min- 1 ,n= 10)

Tab 1　 The activity of total and membrane PKC in lung

tissue ( fmol /mg· min- 1 ,n= 10)

Group t PKC m PKC m PKC(% )

Con trol 101. 88± 13. 55 26. 46± 5. 86 26. 41± 4. 17

Asthma 466. 37± 110. 96* 155. 97± 40. 82* 33. 29± 3. 97#

# : P < 0. 05,* : P < 0. 01 vs contro l

2. 2　实验动物肺组织 PKC的表达水平
　　实验动物肺组织 PKC免疫组化结果镜下显示 ,哮喘组肺

组织见较广泛阳性染色细胞 ,主要分布于支气管粘膜上皮、粘

膜下、气管平滑肌 ,见图 1,肺泡间、甚至肺泡腔内 ,见图 2。高倍

镜下见阳性染色 PKC定位于胞浆及胞膜 ,呈棕黄色。正常组实

验动物肺组织可见少许染色较浅细胞 ,见图 3,气道粘膜光滑 ,

染色较浅 ,见图 4。 肺组织 PKC表达的半定量计分结果 ,见表 2。

表 2　肺组织 PKC的表达 (n= 10)

Tab 2　 The expression of PKC in lung tissue (n= 10)

Group Expres sion

Cont rol 1. 73± 0. 50　

As thma 4. 65± 0. 59*

* : P < 0. 01 vs contro l

图 1　哮喘豚鼠支气管腔嗜酸性细胞浸润 ,浸润细胞及支气管粘膜、气道平滑肌 PKC呈强阳性表达　 ( DAB显

色 ,苏木素复染 ,× 400)

Fig 1　 Inf iltrat ion of Eos in bronchial cavity, expression of PKC is strongly positive in inf iltrated cells,

bronch ial mucosa and airway smooth muscle in bronchus of asthmatic guinea pig　 ( DAB stain,

Hemato xy lin restain,× 400)

图 2　哮喘豚鼠肺泡内大量炎性细胞浸润 , PKC呈阳性表达　 ( DAB显色 ,苏木素复染 ,× 400)

Fig 2　 Massive inf iltration of inf lammatory cells in alveolar, positive expression of PKC in alveolus of

asthmatic guinea pig　 ( DAB stain, Hema toxylin r estain,× 400)
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图 3　正常豚鼠肺泡内无炎性细胞浸润 , PKC表达呈弱阳性　 ( DAB显色 ,苏木素复染 ,× 400)

Fig 3　 No inf lammatory cells inf iltration, PKC expression weak positive in alveolar of normal guinea pig　
( DAB stain, Hema toxylin r estain,× 400)

图 4　正常豚鼠支气管粘膜光滑 ,无炎性细胞浸润 , PKC表达呈弱阳性　 ( DAB显色 ,苏木素复染 ,× 400)

Fig 4　Mucosa of bronchus smooth , no inf lammatory cell inf iltrat ion, PKC expression weak positive in normal

guinea pig　 ( DAB stain, Hema toxy lin restain,× 400)

2. 3　 PKC对肺组织释放 TX A2的作用

　　放免结果显示 , PKC活化剂 PMA可以刺激肺组织释放

TX A2 ,而其抑制剂 H-7则显著抑制 PM A的作用 ,见表 3。

表 3　 PKC活化剂和抑制剂对 TXA2释放的作用 ( pg /ml,n= 10)

Tab 3　 The release of TXA2 induced by activator and

inhibitor of PKC( pg /ml,n= 10)

Group PM A H-7+ PM A Blank con trol

Con trol 228. 45± 53. 42# 33. 75± 4. 69** 34. 30± 5. 19

Asthma 391. 63± 52. 43#* 63. 34± 14. 21** 60. 60± 19. 47

* : P < 0. 01 vs contro l; # : P < 0. 01 vs H-7+

PM A;** : P > 0. 05 vs w ithout medicine

2. 4　相关分析
　　相关分析表明 , PKC活性 PM A诱导的 TXA2释放量呈显

著正相关 (γ= 0. 702; P < 0. 01)。

3　讨论

　　本研究采用了同位素标记 γ-
32
P-ATP测定哮喘

豚鼠肺组织中 PKC活性的变化及其在细胞中定位比

例的变化 ;采用免疫组织化学的方法 ,检测 PKC在肺

组织中的表达和分布 ;并且分别采用 PKC活化剂

PM A以及抑制剂 H-7加 PMA处理肺组织 ,检测对炎

症介质 TX A2释放的影响。结果表明 ,哮喘豚鼠肺组织

中总 PKC活性较正常组显著增高 ,膜 PKC活性所占

比例与正常组相比亦显著增高 ,提示哮喘时 PKC活性

增加及活化。免疫组化结果表明 ,正常豚鼠肺组织中见

PKC呈弱阳性表达 ,而哮喘组豚鼠肺组织中支气管粘

膜、肺泡、毛细血管、以及肺泡内浸润的炎性细胞中均

见 PKC呈强阳性表达。 PM A导致肺组织释放 TX A2

增加 ,而先用 H-7预处理后再加 PM A则未引起

TXA2的释放。

　　研究表明 ,在哮喘发病过程中 ,炎性细胞出现了

PKC活性变化 ,以及 PKC分布比例的变化。 Bansal
[6 ]

研究发现 ,哮喘患者淋巴细胞总 PKC活性增加 ,膜

PKC活性所占比例亦显著增加 ,且患者的一秒钟用力

呼气量 ( FEV 1)与总 PKC活性显著负相关。Bates等
[7 ]

的研究表明 ,哮喘病人的血和 BALF低密度嗜酸性粒

细胞 PKC活性显著增加。 本实验结果和 Bansal
[6 ]
、

Bates等 [7 ]的结果相符 ,表明哮喘动物不仅出现 PKC

含量增加 ,同时发生 PKC的转位活化。

　　已知 PMA是 PKC的高效活化剂 ,而 H-7是

PKC的特异性抑制剂 ,说明是 PKC的活化引起了

TXA2的释放增加 ,而 PKC的抑制剂则阻抑了 TX A2

的合成及释放。相关分析表明 PKC活性与 TXA2的释

放量呈显著正相关。 PKC活化引起 TX A2释放增加的

作用的可能机制是促使 TXA2的合成增加。 因为

TXA2的半衰期极短 ,生成后迅速代谢成为 TXB2而

灭活。据报道 , PKC的活化还可引起 cPLA2
[8 ]、 COX

[9 ]

活性增加。 cPLA2活性增加引起花生四烯酸 ( AA)的

生成增加 , COX活性增加则促使 AA向 TXA2转变。
既往研究证实 , PKC活化可以引起肥大细胞、 T淋巴

细胞、 Eos、中性粒细胞、巨噬细胞、嗜碱性粒细胞等释
放组织胺、白三烯、 TX A2 ,诱发 IL-2、 IL-4、 IL-5、 IL-6、

IL-8、 IL-16、 IN F-α等的表达、分泌增加 ,诱发炎性细

胞脱颗粒、粘附、呼吸暴发。
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　　本实验表明 ,在哮喘豚鼠肺组织中 ,组织细胞中

PKC表达增加 ,伴 PKC的转位活化。PKC的活化进一

步引起炎性介质释放增加 ,而 PKC特异性抑制剂 H-7

阻抑炎性介质的释放 ,说明 PKC在哮喘炎性介质的释

放中起着重要作用。
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The expression of protein kinase C in lung tissues and its ef fects on TXA2

release in asthmatic guinea pigs
WU Kui , Y ANG Zhao-heng ( Depa rtment o f Respirato ry Disea se , Daping Hospital, Third M ilitar y Medical Univ er sity ,

Chongqing 400042)

　　 Abstract　Objective: To study the r ole of pro tein kinase C ( PKC) in the pa thogenesis o f a sthma.

Methods: Guinea pigs w ere sensiti zed by exposing to ae roso lized ovalbumin. 24 hour s after expo sure, the

activity o f PKC in lung tissues w as determined, the expression of PKC in the lung s w as identified and the

quantity of TX A2 release induced by PM A, a PKC activ a to r , and H-7, a specific inhibito r of PKC, was

measured. Results: ① The activity and expression o f PKC in th e asthmatic lung tissues w ere significantly

increa sed and they were po sitiv ely cor related to th e relea se o f TXA2. ② PM A af ter incuba ted w ith lung

tissues, pr omo ted the release o f TX A2 and H-7 w as able to antag onize the effec ts of PM A aft er preincuba ted

with lung tissues. Conclusion: Overexpression o f PKC may pla y an impo r tant role in th e development of

asthma. Consequently the inhibition of the activ ity o f PKC may exer t therapeutic effects on asthma.

　　 Key words　 protein kinase C; a sthma; thr omboxane A2; g uinea pig

　　 (上接 918页 )

　　由于异丙酚清除半衰期短 ,用于全麻的维持需采取持续滴

入法。过去规定异丙酚只能与 5%葡萄糖液配用 ,临床使用十分

不便。我们以往的研究结果显示异丙酚能与普鲁卡因注射液配

用 [1]。在 2%普鲁卡因注射液中 ,异丙酚至少能稳定保存 2 h。以

0. 5～ 1. 5 ml /kg· h- 1的速率输注复合液 ,血液中异丙酚浓度

有效和稳定。说明异丙酚与普鲁卡因、芬太尼配伍合理有效 ,而

用该方法配制简单 ,使用方便。

　　普鲁卡因 -异丙酚 -芬太尼三者伍用 ,异丙酚维持剂量与其

它报道相比明显降低 ,有效减少了药物副作用的发生 [2 ]。 异丙

酚突出的缺点是循环抑制 ,其抑制作用呈现剂量依赖性。 异丙

酚血药浓度与心血管效应关系研究表明 ,当血中异丙酚浓度大

于 2. 0 μg /ml时 ,循环处于明显抑制状态 [3 ]。 我们采用

IPPFBA,当平均滴速为 1. 2 ml /kg· h- 1 (异丙酚剂量为 2. 4

ml /kg· h- 1 )时 ,异丙酚血药浓度平均为 1. 1μg /ml,血压和心

率保持于基础水平 ,既获得了理想的麻醉效果 ,又维持了血流

动力学的稳定。 显示出此种复合方法的优越性 ,是一较理想的

T IV A方法。

　　关键词　全凭静脉麻醉 ;异丙酚 ;普鲁卡因 ;芬太尼
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