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　　提　要　目的: 探讨磷脂酶 A2 ( PLA2 )在哮喘和气道高反应发生中的作用及机理。 方法: 采用卵蛋白致

敏豚鼠哮喘模型 ,观察支气管肺泡灌洗液 ( BALF)中 PLA2活性变化及与气管平滑肌条最大收缩反应性 ( E-

max )的关系 ,以及 BALF中细胞数、 LPO、蛋白质含量的变化及 PLA2抑制剂的防治作用。 结果: 哮喘组

BALF中 PLA2活性及 Emax显著增高 , BALF中细胞计数及 LPO、蛋白质含量也显著升高 ; BALF中 PLA2

活性与 Emax显著相关 ,也与细胞总数和 LPO含量显著相关。 氯喹及地塞米松防治组 Emax及 BALF中

PLA2活性、细胞计数和 LPO含量显著降低。 结论: PLA2在哮喘豚鼠的气道炎细胞浸润和气道高反应性发

生中有重要作用。
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　　磷脂酶 A2 ( PLA2 )与支气管哮喘和气道高反应性

发生的关系已逐步受到重视 ,为探讨 PLA2在支气管

哮喘和气道高反应发生中的作用和机理 ,本实验采用

卵蛋白致敏豚鼠哮喘模型 ,在哮喘发作 24小时后检测

支气管肺泡灌洗液 ( BALF)和血浆中 PLA2活性变化 ,

检测 BALF中各种细胞计数、脂质过氧化物 ( LPO)、

蛋白质的含量及气管平滑肌条对组织胺的最大收缩反

应 ( Emax )。观察 PLA2抑制剂磷酸氯喹以臁地过时米

松预先腹腔用药两天的防治效果 ,从而探寻哮喘治疗

的新思路。

1　材料与方法
　　体重 250 g～ 300 g雄性豚鼠 ,随机分 4组 ,每组 9～ 10只。

哮喘组:参照 Hutson[1 ]法于 1、 4、 7 d面罩雾化吸入 1%卵蛋白

致敏 , 3周后诱发哮喘。诱发前 2 d用 0. 9% NaCl 0. 5 ml腹腔

注射 ,每日 2次 ,诱发前 30 min再注射 1次 ,同时加用苯海拉明

10 mg· kg- 1 ,诱发用 2%卵蛋白吸入 5 min,使动物出现典型

哮喘发作 ;正常对照组: 除致敏用 0. 9%的 NaCl外 ,其余均同

哮喘组 ;氯喹及地塞米松防治组: 除腹腔注射分别用氯喹 10

mg· kg- 1及地塞米松 1 mg· kg- 1外 ,其余各步均同哮喘组。诱

发哮喘 24 h后 ,清醒动物四肢固定 ,剪开股动脉取血 6 ml～ 7

ml,分离血浆 , - 20℃保存 ,盐酸微量滴定法 [2]测量 PLA2活

性。 放血毕行气管插管 , 37℃生理盐水支气管肺泡灌洗两次 ,

每次 5 ml(剔除回收率 < 50%者 ) ,合并两次 BALF,取 1 ml作

细胞分类计数 ,余 BALF离心 ,分取 1. 0、 0. 5、 0. 5 m l上清液用

于检测 PLA2活性及 LPO、蛋白质含量。 取 3 mm宽的中段气

管一段 ,前正中剪开其长度约 10 mm,一端固定于装有 10 ml

Kreb′s缓冲液的浴怀底部 ,另一端接张力传感器 ,浴液 37℃恒

温 ,持续通 95% O2+ 5% CO2混合气 ,调整肌条被动张力并稳定

于 1 g后 ,间隔 2 min～ 3 min依次加入 ( 10- 8～ 10- 3 ) mo l /L组

织胺进行刺激 ,连续记录肌条的张力变化 ,以肌条对组织胺的

最大收缩作为判定气道反应性的指标 [3 ]。

　　为了解氯喹及地塞米松对气道平滑肌有否直接作用 ,在肌

条处于基础张力或被组织胺收缩并达到稳定后在缓冲液中分

别加入终浓度为 62. 5、 100、 100μg /ml、的氨茶碱、地塞米松及

氯喹与肌条共同孵育10 min,记录每一种药物对肌条张力的影响。

　　 LPO含量测定用硫代巴比妥酸荧光微量法 ,蛋白质含量测

定用 Low ry法。 BALF中细胞分类计数采用血细胞分类计数法

　　统计学处理: 采用非配对计量资料 t检验和直线相关分析。

2　结果

2. 1　一般情况
　　用过敏原激发 ,正常对照组无哮喘发作 ;致敏豚鼠均在 5

min内出现典型哮喘发作 ;氯喹、地塞米松防治组诱发时只有

半数 ( 8 /15)的动物出现哮喘发作 ,且症状出现时间晚于哮喘

组 ,喘息症状也轻。

2. 2　 BALF中 PLA2活性、细胞计数和气管平滑肌的

反应性及氯喹 ,地塞米松的防治作用见表 1

表 1　哮喘豚鼠 BALF、血浆中 PLA2活性和气管平滑肌条

反应性及氯喹、地塞米松的防治作用 (x-± s)

Tab 1　 The changes of PLA2 act ivity in BALF and plasma

and Emax of trachea smooth muscle strips and the

ef fects of chloroquine and dexamethasone on

asthmatic guinea pigs(x-± s)

PLA2 (u )
　　 Group n Emax( mg)

BALF Plasma

Cont rol 8 4. 17± 1. 72 1. 57± 0. 70 1600± 95

Asthmatic 8 6. 46± 1. 88* 2. 19± 0. 62 2006± 211**

Chlo roquine 8 4. 06± 1. 44 1. 36± 0. 88 1735± 187+

Dexamethasone 8 4. 27± 1. 80+ 1. 55± 0. 75 1673± 128 

1 u= 1 nmol· ml- 1· min- 1 ;

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

+ : P < 0. 05, : P < 0. 01v s asthmatic g roup。
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　　从表 1可见 ,与对照组比 ,哮喘组 BALF中 PLA2活性显

著增高 ,血浆中 PLA2活性也增高 ,但未达显著水平。哮喘组气

管平滑肌条对组织胺的反应性显著增高 ;将两组中 Emax与

BALF中 PLA2 活性进行相关分析 ,结果二者相关显著

( r= 0. 517, P < 0. 05)。

　　氯喹及地塞米松防治组 BALF中 PLA2活性及气管平滑

肌条对组织胺的反应性显著降低。

　　从表 2可见 ,哮喘组 BALF中细胞总数、嗜酸细胞、中性白

细胞及上皮细胞数较对照组分别升高 1. 1、 10. 1、 2. 3、 1. 9倍 ,

差别显著 ;单核细胞增加 25% ,但无显著差别。进行相关分析发

现 , BALF中 PLA2活性与细胞总数显著相关 ( r = 0. 614, P <

0. 05)。

　　与哮喘组比较 ,氯喹地塞米松治疗组治疗组细胞总数、嗜

酸细胞数均显著减少。

表 2　哮喘豚鼠 BALF中细胞计数 ( 108 /L)及氯喹 ,地塞米松的防治作用 ( x-± s )

Tab 2　 Number of cells( 108 /L) in BALF and eff ects of chloroquine and

dexamethasone on asthmatic guinea pigs(x-± s)

　　　 Group n To tal number Eosinophi l Neut rophi l M onoph ag e Epi th elial cell s

Cont rol 8 9. 41± 1. 74 0. 55± 0. 29 0. 88± 0. 63 7. 46± 1. 57 0. 286± 0. 156

Asthmatic 8 19. 84± 3. 02** 6. 13± 1. 95** 2. 92± 1. 52** 9. 32± 2. 46 0. 822± 0. 620*

Chlo roquine 8 13. 34± 1. 84**++ 3. 05± 1. 40**++ 2. 19± 1. 06 7. 58± 1. 19 0. 372± 0. 273

Dexamethasone 7 11. 07± 1. 96++ 1. 80± 0. 67**++ 2. 40± 2. 22 6. 27± 0. 84 0. 307± 0. 316

* : P < 0. 05;** : P < 0. 01 vs cont rol; + : P < 0. 05,++ : P < 0. 01v s asthmatic g roup

　　从表 3可见 ,哮喘组 BALF中 LPO及蛋白质含量与正常

对照组相比显著增加 ;氯喹及地塞米松防治疗组 LPO含量较

哮喘组显著减少。 相关分析 BALF中 PLA2活性与 LPO含量

显著相关 ( r = 0. 560, P < 0. 05)。

表 3　哮喘豚鼠 BALF中 LPO、蛋白质含量及氯喹、

地塞米松的防治作用 ( x-± s )

Tab 3　 The content s of LPO and prote in in BALF and eff ects

of chloroquine and dexamethasone on asthmatic

guinea pigs(x-± s )

　　　 Group n LPO(CB / lnmol· ml- 1) Protein (P B / lg· L- 1)

Cont rol 8 0. 465± 0. 056 0. 670± 0. 142

Asthmatic 8 0. 681± 0. 198* 0. 926± 0. 256*

Chlo roquine 8 0. 469± 0. 094+ 0. 665± 0. 401

Dexamethasone 7 0. 503± 0. 051+ 0. 674± 0. 236

* : P < 0. 05 vs contro l;

+ : P < 0. 05 vs a sthma tic g roup

2. 3　氯喹、地塞米松对离体气管肌条的作用
　　氨茶碱在 0. 5 min内使肌条张力迅速下降 , 3 min后达到

最大舒张并稳定在该水平 ;地塞米松在 5 min内使肌条逐渐舒

张 ;作用明显弱于氨茶碱 ;而氯喹 10 min内对肌条无舒张作

用 ,见表 4。

表 4　氯喹、地塞米松及氨茶碱对气管平滑肌条

张力的影响 ( x-± s )

Tab 4　 The ef fect of chloroquine, dethamethasone and

aminophylline to the tension of trachea

smooth muscle strips(x-± s )

　　　 Groups n Befo re challenge Af ter challenge

Cont rol 5 1670± 154 1667± 153

Aminoph yl lin challeng e 7 1630± 145 652± 112**

Chlo roquine challenge 6 1503± 141 1520± 141

Dexamethasone challenge 6 1556± 151 1408± 127*

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs befo re challenge

3　讨论

　　 PLA2是特异性水解甘油磷脂 2-酰基位上脂肪酸

的磷脂水解酶 ,是一种重要的炎症因子和启动脂介质

合成的关键酶。有文献报告哮喘患者 BALF、血清、白

细胞、以及哮喘豚鼠肺组织中 PLA2活性升高
[4～ 6 ]

,伴

花生四烯酸、 LTD4、 PGF2α和 TXB2水平增高 ,糖皮质

激素受体、组织胺 H2受体及 β 2受体下调 ,组织胺 H1

受体含量增加 [7 ] ,哮喘患者白细胞 PLA2活性与气道

反应性相关 [4 ] ,均提示 PLA2与支气管哮喘和气道高

反应性的发生有密切关系。 本实验结果表明 BGALF

中 PLA2活性显著增加 ,并与气管平滑肌条的反应性

及炎症细胞数量增加显著相关 ,用 PLA2抑制剂磷酸

氯喹和地塞米松防治不仅显著抑制 PLA2的活性 ,同
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时降低气管平滑肌的最大收缩反应性 ,减少 BALF中

炎细胞数 ,气道粘膜损伤和嗜酸细胞浸润减轻 ,证实

PLA2在哮喘豚鼠气道炎症和高反应性的发生中确实

起着重要的作用。

　　本研究血浆中 PLA2活性也有所升高 ,但未达到

显著水平 ,可能与支气管哮主要是气道炎症 ,机体能代

偿性分解入血的 PLA2 ,以及动物模型与临床实际可

能有一定差距等有关。

　　本研究还发现 BALF中 PLA2活性与细胞总数及

LPO含量显著相关 ;其他学者也发现在体外 PLA2与

狗的白细胞共同孵育后其粘附、聚集、趋化和游走功能

增加 , LPO生成增多 [8 ]。这表明 PLA2与炎症组织中的

炎细胞的聚集、激活及脂质过氧化损伤也有密切关系。

　　作为非特异性 PLA2拮抗剂 ,糖皮质激素的作用

有两个方面 ,一是抑制 PLA2的 mRNA表达 ;二是诱

导脂皮素 ( Lipoco rtin)生成。氯喹是常用的抗疟药 ,也

是较强的 PLA2抑制剂。本实验中氯喹对气管平滑肌

无直接舒张作用 ,提示其药理效应可能主要通过抑制

PLA2活性实现。本文的结果表明 PLA2抑制剂对豚鼠

过敏性哮喘确有疗效 ,也提示抑制 PLA2活性可能是

糖皮质激素治疗哮喘的重要机理之一。 深入探讨

PLA2在支气管哮喘发病中的作用及机理 ,可能对支

气管哮喘的防治有重要意义。
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Changes of phospholipase A2 activity and effects of its inhibitors in asth-

matic guinea pigs
Hong Xin, Yang Zhaoheng , Lu Songmin ( Depa rtment o f Respirato ry Disea ses, Daping Hospital, Third M ilitar y Medical

Univ ersity, Chongqing , 630042)

　　 Abstract　Objective: T o explo re the r ole of pho spho lipase A2 ( PLA2 ) in the occurr ence o f asthma and

airway hyper responsiv eness and its mechanism. Methods: After the asthmatic model wa s established with

ovalbumin aero so l in guinea pigs, the changes o f PLA2 activ ity in bronchoa lv eolar lav age fluid ( BALF) and

their r ela tion with the r esponsiv eness of strips o f tra cheal smoo th muscle ( Emax ) wer e observ ed. Mean-

while, the changes o f cell count and contents o f lipid pero xide ( LPO ) and pro tein in BALF and the effects of

PLA2 inhibito r s on asthma w ere also observ ed. Results: In asthma g roup, the PLA2 activity , Emax , cell

count and contents o f LPO and pro tein w ere significantly incr ea sed ( P < 0. 05) and the first index w as r e-

markably co r rela ted w ith the other s ( r = 0. 517, P < 0. 05) . In chlo roquine-pretr ea ted and dexamethasone-

pret reated g roups, all the fiv e indices we re significantly dec reased. Conclusion: PLA2 play an impo r tant ro le

in the infilt ration of inflammato r y cells into airway and occurr ence of airw ay hyper responsiv eness in the asth-

matic guinea pigs.

　　 Key words: ph ospho lipa se A2 ; asthma; airw ay hyper responsiv eness; chor oquine; dexametha sone;

guinea pig
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