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哮喘豚鼠淋巴细胞 各受体下调及酮替芬预防作用的实验研究

钡克方
.

凌培墓 宋平方 (第三军医大学大坪医院呼吸科 ) 63。。2 4

提 要 本实验采用
’ H 一 DH A放射配基结合法

,

以卵白蛋白致敏的哮喘豚鼠模型为研究对

象
.

观察了卜受体激动剂间轻舒喘灵和抗过敏药物酮替芬对豚鼠外周血淋巴细胞 卜受体的作用
。

结果表明
:

间轻舒喘灵治疗使淋巴细胞 卜受体密度显著降低 (下调 )
,

酮替芬对间羚舒喘灵诱发的

卜受体下调具有预防作用
,

这可能是酮替芬能够预防和治疗哮喘的一个机制
,

建议临床上两药联

用
,

防止可能出现的药物耐受现象
。

关键词 哮喘
;
淋巴细胞 .受体

,

肾上腺素能 日;
酮替芬

:
特普他林

近年来有愈来愈多的资料表明
,

持续给予

p
一

受体激动剂可使不同组织中的 件肾上腺素

能受体 密 度 及 反 应性 降低
,

即 件受体 下 调

( d o u t h r e g u l a t i o n )
。

这可能是部分哮喘患者

对 件受体激动剂疗效降低或药物耐受的一个

原因
` , ’ 。

因此
,

探讨能预防件受体下调的药物
,

对支气管哮喘的治疗
,

无疑具有重要的临床意

义
。

酮替芬是 70 年代末期问世的一种抗过敏

药物
,

具有 抑制过敏介质释放和提高细胞内

C A M P 水平的作用
,

对各种类型 的哮喘均有

一定的预防和治疗作用
,

特别是与 件受体激动

剂联用时疗效更佳
` , ’ 。

本文旨在研究酮替芬对

件受体是否具有调节作用及其可能的机制
。

材料与方法

1
.

1 材料和仅器
,
H

一
D H A ( 比放射性 3 7 e i /m m

o l
。

北京原子能研究

院 )
,

dl
一

心得安 ( is g m a
)

,

间经舒喘灵定量雾化剂 (无

锡华瑞制药公司 )
,

酮替芬 (上海第十六制药厂 )
,

玻璃

纤维滤膜 (海光 4 9
。

上海虹光造纸厂 )
.

仪器
:

多头细

胞抽撼器 (绍兴坡塘医疗器械厂 )
.

液体闪烁计数仪

( L K B
一
1 2 1 7 型

,

芬兰 )
。

1
.

2 实验动物及分组

本校动物室提供的健康雄性豚鼠
,

体重 3 00

~ 5 0 0 9
。

动物分组
:

( l ) 正常对照组 ( 。 = 9
:

腹胶内注

射生理盐水 1
.

oml
,

两周后以上述溶液雾化吸 入
.

1 周

后心脏抽血作分离淋 巴细胞用
。

以下各组取材相同
。

( 2) 哮喘对照组 ( n
~ 6 )

:

腹腔内注 射 10 %卵白蛋 白

生理盐水溶液 1
.

o m l
,

2 周后 以 1 。共卵白蛋白生 理盐

水溶液雾化吸入
.

诱发豚鼠哮喘发作
。

以下各组均在

哮喘的基础上用药时间 l 周
。

( 3 ) 间经舒喘灵洽疗组

( 、
~ 7 )

:

间粗舒喘灵 又又 c
.

2 5 0 9 d/
,

雾化吸 入 ( 4) 酮

替芬治疗组 (
n 一 5)

:

酮替芬 纵
、 g

·

k g
’ ·

川
、

灌肖

( 5) 联合用药组 又、 二 6 “ :

按
、

忿、 、

( j )班同祥丈法给 f

闪轻舒喘灵 和酮替芬
。

1
,

3 淋 巴细胞分离

心脏抽血 3ml
,

1 %肝素抗凝
,

用 H
a

砍
’ 。
掖将 血

液稀释 3 倍
,

按 2
:
1 的 比例使血液徐缓地加 在淋 巴

分离液上面 (用前将比重调至 1
.

0 9。 )
,

以 4( )。 , ` 的速

度 在 1。℃ 离心 15 m in
,

收集淋 巴 细 胞层
,

以 适 量

H
a n k

’ s
液悬浮洗涤两次

,

最后将淋巴细胞调至 5 一 7

又 l 。 ,

个细胞 / m l
。

立即用干结合试验
。

4 枚射配墓结合试验

取淋巴细胞悬液 10 。 闪与终浓度为 0
.

5 一 8 。

m m o l /L 的
’
H
一

D HA 反 应
,

总结合 管加 入 凡。 r n nr 创

T
r
i
s 一
H C I 缓冲液 ( pH 7

.

4 )
,

非特异结合管力日入浓度高

于标记配基 1。。。 倍的心得安
,

使反应总体积为 。
.

肠

m !
,

反应液在 25 ℃水浴中保温 15 im
: : ,

用冰冷缓冲液

终止反应
,

迅速以玻璃纤维滤膜行负压抽滤
,
, 侧 冰

冷缓冲液冲洗两次
。

滤膜烤干
,

置 于含有 0 4% 月
,

O

现在昆明总 医院呼吸科
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的甲苯闪烁液 中
,

用液闪计数仪测定其放射性
,

根据

S ca ct h ar d 法作图和计算
,

求出受体最大结合值 ( B 二二 )

和平衡解离常数 ( K d )
。

1
.

5 实验数据的统计学处理

采用非配对资料 l 检验
。

2 结果

根据 cS at hc ar d 法作图
,

获得各组外周血淋巴细

胞件受体与
,

H
-
D H A 最大结合值如下表

:

附表 间轻舒喘灵和酮替芬对淋巴细胞 卜受体的作用

实 验 分 组

正 常 对 照 组

哮 喘 对 照 组

间 经 舒 喘 灵 组

酮 替 芬 组

联 合 用 药 组

动物数 氏
一 、

( f m o l / 1 0 7
e e l l )

2 0 98
.

3 7士 6 2 5
.

5 3△

1 9 6 3
.

0 7士 6 8 8
.

7 9

1 0 5 5
.

7 4士 2 9 6
.

8 2
.

1 8 6 6
.

7 1士 3 9 2
.

3 1△

1 8 0 5
.

1 3士 3 4 8
.

4 5△

k d ( n M )

1 2
.

4 5士 3
.

4 0

9
.

9 8士 5
.

0 2

8
.

6 6士 4
.

4 6

1 0
.

0 5士 2
.

1 1

9
.

9 3士 2
.

5 0

与哮 喘对照组比较
, ’

P < 0 01
, △ P > 0

.

05

如附表所示
:

哮喘对照组与正常对照组相比
,

B
二“

值相差无显著意义
。

间短舒喘灵治疗使淋巴细胞卜受

体密度显著降低
,

与对照组相 比
.

乒受体约减少 50 %
;

酮替芬与间羚舒喘灵联 用则防止了卜受体下调
,

单独

使用酮替芬组
.

件受体无明显变化
。

各组 dk 值无显著

性差异
。

3 讨论

既往研究多采用淋巴细胞膜制剂
,

但有证

据显示
,

膜制备过程 中
,

日
一

受体的性 质可能发

生变化
` 3) 。

为此
,

本实验采用完整淋巴细胞为

研究材料
。

与肺组织类似
,

淋巴细胞以 民
一

受体

为主
,

其变化可反映肺组织 民
一

受体的变化
。

支气管哮喘是一种反复发作
,

需长期治疗

的慢性疾病
。

件受体激动剂为常用治疗药物之

一
,

特别是雾化型 份受体激动剂
,

由于给药方

便
,

疗效迅速
,

应用 日趋普遍
,

同时亦造成某些

患者长期过量使用
。

临床观察发现
,

部分患者

长期使用 各受体激动剂导致疗效降低
,

甚至病

情进一步恶化
。

目前对其机制仍不清楚
。

本实验采用问轻舒喘灵雾化给药
.

导致淋

巴细胞 p
一

受体密度显著降低
。

p
一

受体密度降低

必然导致受体功能低下
,

这已为国内外的研究

所证实
“

·

5 、 。

动物实验表明
,

p
一

受体
一

『调表现在

气道平滑肌上就是对异丙肾上腺素刺激反应

减弱
,

即异丙 肾上腺素松驰平滑肌的能 力减

弱 “ , 。

因此
,

p
一

受体激动剂治疗导致 p
一

受体密

度降低
,

这可能是部分患者对 p
一

受体激动剂产

生药物耐受的原因
。

本实验不仅观察到间经舒喘灵治疗导致

价受体下调
,

更有实际意义的是
,

酮替芬与间

轻舒喘灵联用可抑制后者诱发的 p
一

受体下调
,

这可能是酮替芬能够预防和治疗哮喘的一个

机制
。

临床上观察到酮替芬与 p
一

受体激动剂合

用治疗 哮喘时
,

可使后者的用量减少
,

疗效增

强
` , , ,

可能与酮替芬能够预防 p
一

受体下调有

关
。

酮替芬作为一种抗过敏药物
,

何以具有预

防 件受体下调的作用 ? 其机理尚不明确
。

与 T

琳 巴细胞相 比
,

B 淋 巴细胞 件受体密度较高
,

由此推测
,

酮替芬可能通过增加 B 淋巴细胞数

量来防止 件受体下调
。

但本实验并未观察到单

用酮替芬有增加淋 巴细胞 p
一

受体的作用
,

因而

可排除酮替芬有增加 B 淋巴细胞数量的作用
。

既然单用酮替芬对 件受体密度无影响
,

酮替芬

使淋巴细胞 件受体合成增加的可能性也可排

除
。

分子生物学研究表明
,

激动剂诱发的 件受
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体下调与受体内移和磷酸化有关
` ,

,

8) 。

内移就

是受体离开细胞膜表面进入细胞内
,

并与腺昔

酸环化酶脱偶联
。

酮替芬是否具有抑制受体内

移和磷酸化的作用值得进一步研究
。

尽管酮替芬调节 件受体的作用机制尚不

清楚
,

但在临床上
,

我们可以利用酮替芬防止

p
一

受体下调的作用
,

将酮替芬与间轻舒喘灵联

用治疗哮喘
,

可使 后者的疗效增加和用量减

少
。

防止可能出现的药物耐受现象
。
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