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过敏性哮喘豚鼠肺组织日受体和c A M P
一
P D E活力的变化

宋平方 凌培基性 毛宝龄竺 李天星
“ ( 第三军医大学大坪医院 呼吸内科 ) 6 3 0 04 2

握 要 本实验采取放射配基结合法
、

放 射酶测定法和放射免疫法观察了过敏性哮喘豚鼠肺

组织日受体
、 c A M P

一

P D E活 力和 c A M P 的变化
。

哮 喘组与对照组比较
:

肺 组 织细胞膜日受体减少

25 %
,

肺组织 c A M P下降 36 %
,

而 c A M P
一

P D E活 力上 升 35 %
,

相关分析表明肺组织
c A M P与日受体

呈正相关
,

与 c A M P
一

P D E呈 负 相关
。

关匆饲 哮喘 , 日受体 , 磷酸二醋酶 , 环磷酸腺普

支气管哮喘是一种常见病
,

其发病机理 尚未完全明确
。

本实验 旨在通过观察过敏性哮喘

豚鼠肺组织日受体和磷酸二醋酶 c( A M P
一

P D E ) 活力的变化
,

以探讨支气管哮喘的发病机制
。

1 材 料 和 方 法

1
。

l 材扦和 仪器

H , 一 D H A ( H , 一双氢心得舒
,

比放射性 4 s C i / m m o l
,

北京原子能研究院 )
,

H , 一 e A M P (比放射性 2 2 C i

/ m m ol
,

北京原子能研究院 )
.

玻璃纤维滤膜 (海光 49
,

上海 虹 光 造 纸 厂 )
, c A M P (S er va )

,

腺普

( B D H )
,

D o w ex
一

氯型 200 ~ 400 目 阴离子 交换树脂 (S e r va )
,

眼镜王蛇蛇毒 ( 广 西 医 学院蛇毒研究

所 )
,

心得安 ( S ig m a)
。

仪器
: L K B

一
1 2 1 7型液休闪烁计数仪 (芬兰 )

。

l
。
2 实验动物及分组

本院动物室提供的体重为 3 0 0 9左右的健康雄性豚鼠
,

共 20 只
,

随机分为 2 组
: ( 1 ) 正 常对照组

:

腹

腔注射生理盐水 l
.

o m l
,

两周后用生理盐水超声雾化任动物自行吸入
.

每日 l次
,

连续 8天
,

末次后 15 m in 内

处死供实验用
。

( 2 ) 哮喘发作组
:

用 10 %的卵白蛋白腹腔注射 1
.

o m l以致敏动物
,

两周后 1 %的卵白蛋白

超声雾化吸入
,

至哮喘发作出现咳嗽
、

呼吸困难和紫纷等
,

余同对照组
。

1
。

3 肺组 织 p受体测 定方法

1
.

3
.

1 肺组织细胞膜制剂的制备
:

豚鼠经断头处死后
,

立即取出双肺
,

洗去血污
,

除去大血管
、

气管
,

将

肺组织剪碎
,

加入冰冷的 s o m m o l T r i s
一

H C I / i o m m o l M g C 12缓冲 液 ( p H 7
.

4 )
,

在冰浴中2 0 o o o r / m i n 匀

浆 Z m汪
,

然后在 4 ℃以 40 0 x g离心 10 m in
,

上清以 40 00 0 x g在 4 ℃离心 20 m in
。

以缓冲浓稀释至蛋白质含

量为 Z m g / m l
,

L 。 , r y法蛋白定量
。

1
.

3
.

2 结合试验
:

参照 T a ik (1) 的方法
.

肺细胞膜制剂 100 司与最终浓度为抽 m ol ~ s o m ol 的 H , 一 D H A在 20

℃水浴中保温 15 m i n 。

非特异性结合管加入 1。 一 ` m ol 心得安 50 川
。

反 应 总体积为 2 5。川
。

反应结束后
,

加冰

冷缓冲液终止反应
,

以玻璃纤维滤膜迅速抽滤
,

6 m l冰冷缓冲液冲洗 2 次
。

膜片在 80 ℃烤干后置。
.

5% P P O

甲苯中测定其放射性
。

1
.

4 c A M P
一
P D E活性 的测 定

参照张华林 ( 2 ’的方法
,

酶反应休系含 有 s o m m o l T r i s
一

H C I / 6 m m o l M g s o 4 ( p H 7
.

。 )
、

7 5 m m o l日
-

疏基 乙醇
、

s n m o l e A M P ( H , 一 e A M P 4 x 1 0 ` e p m )
,

加 粗 酶 2 0 0乒g
。

酶 活 性以 p m o l
·

m i n
一 ’ ·

m g p r o -

t e i n 一 ’ 表示
。

1
.

5 肺组织
c A M P 的浏 定

c A M P的提取参照陈海鑫 (s) 的方法
,

具体操作照说明书
。

1
.

6 实验数据的 统计学处理

用我校数学教研室提供的医学数理统计程序包中的P D A
一

2 和 PD A
一
3对数据进行统计分析 (4 ’ `

.
指导教师 。 免疫窒
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2 结 果

2
。

1

2
。

1
.

1

正常豚 鼠肺组 织日受体及 。 A M P
一

E D P活 力的检 定

日受体

正常豚鼠肺细胞膜制利与标记的p受体配基 H, 一 D H A
,

在一定条件下进行结合实验
,

从 图 1可 见随 着

姗looǎu州召Zd省\工足妇à

悦日另荟。司=

1 2 3 4 5

H屯DĤ
(
枷 l)

图 1 月孚鼠肺细胞膜 中日受体 与H
“ 一

D H A 结

合 的饱和 曲线和 S e a t e h a r d 图

F i g
。

1
。

S a t u r a t i o n e u r v e s o f s p e e i f i e H a -

D H A b i n d i n g l u n g m e m b r a n e s .

I n s e r t :

S e a t e h a r d a n a l y s s i o f s p e e i f i e H
“ 一

D H A

b i n d i n g l u n g 一n e m b r a n e .

H 3 一

D H A浓度的递增
,

结合逐渐饱和
。

将所得数据按

S e at
o h ar d( ` ’

处理并 作图
,

求得最大 的结 合 容 量

( B m a x ) 为 2 1 7
.

5 5士 s o
.

3 2 f m o l / m g p r o t 。 i n ,

K d

(平衡解离常数 ) 为5
.

5了士 2
.

s 6 n m o l
。

2 一
,

2 e A M P
一

P D E

图 Z A 是酶量对
。 A M P

一

P D E 活性的影响
,

在酶

量 5。拌 g ~ 峨。。协g范围内
,

酶活性与酶 量呈直线关系
。

图 Z B是 c A M P
一

P D E的反应 进程曲 线
,

在 5 m i
n ~

20 m in 内
,

产物随时间递增呈直线 上升
。

正常豚鼠所

组织 e A M P
一

P D E活 力为2 0
.

2 5士 3
.

s z P m o l
·

m i
n

一 ’

m g P r o t e i n 一 l 。

2
.

2 过敏性哮喘豚 鼠肺组 织日受体
、

c A M P和 。 A M P
一

P D E活 力的 变化

2
.

2
.

1 日受体

在哮喘组动物
,

肺细胞膜对 H s 一 o H A结合的B m a x

为 1 6 2
.

4 0士 4 4
.

7 2 f m o l / m g p r o t e i n K d
了
: 4 0

.

2 n m 0 1

士 1
.

60 n m ol
,

与对照组比较
,

日受休 B ln a :

减少 25 %
,

统计分析相差具有显著意义 (尸` 。
.

0 5 )
.

如图 3A
、

图3B
。
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e t ( 卜 g )

图 Z A 酶量时 c A M P
一
P D E活 力的影 响

F 19
。

2 A D o s e 一
d e p e n d e n t h y d r o ly s i s o f

e A M P b y e A M P
一
P D E f r o m e r u d e e x -

t r a e t s P r e p a r e d f r o m g u i n e a P i g l u n g

万不于面 刃 40

T i触 ( m i n )

F i g
。

图 ZB 酶反应 进程 曲线

2 B T i m e e o u r s e o f t h e h y d r o l y s i s

o f e A M P b y e A M P
一
P D E f r o m e r u d

t r a e t s P r e P a r e d f r o m t h e g u i n e a

l u n g

e e X -

P 19

2
.

2
.

2 e A M P

对照组肺组织 c A M P为6
.

54 士 2
.

09 p m ol / nI g湿肺组织
。

哮喘组为4
,

13 士 2
.

07 p m ol / m g 湿肺组织
,

比

对照组减少 36 %
,

统计分析相差具有显著意义 ( P < 。
.

0 5)
。

2
.

2
.

3 e A M P
一

P D E

哮喘组 肺 组 织 e A M P
一

P D E 活 力为 2 7
.

4。土魂
.

5 5 p m o l
·

m i
n 一 `

m g p r o e i n 一 ’ ,

比 对照 组 升 高 3 5%
.

统计分析两者相差具有显著意义 ( P < 。 .

05 )
。

2
.

2
.

堪 日受体
、 e A M P和 e A M P

一

P D E 的相关分析

哮喘组肺组织 c A M P与日受 体 B m ax 呈 正 相关
, r = 。

.

35
.

统计分析具有极显 著 意 义 ( P < 。
.

。。 01 )
,
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图 3 A 饱和 曲线

100 入洲)

B ( f润 l / 吨 p or et l n )

F i g
.

s A S a t u r a t i o n e u r v e s

·

一
e o n t r o l g r o u p

▲一▲ a s t h m a g r o u p

图 3 B S e a t e h a r d 图

F i g
.

3 B S e a t e h a r d a n a l y s s

.

一
e o n t r o l g r o u p

▲一▲ a s t h m a g r o u p

。 A M P百 c A M P
一

P D E活力呈负相关
, r = 一 。

.

40
,

统计分析相关有极 显 著 意义 ( P < 。
.

。。。 l)
。

附 表 过敏性哮喘豚 鼠日受体
、 c A M P

一
P D E活 力和 c A M P的 变化

T a b
.

T h e C h a n g e s o f B e t a 一 a d r e n o e e p t o r s , e A M P
一
P D E A e t i v i t y a n d e A M P

A l l
e r g i e A s t h m a t i e G u i n e a P i g s

2 6 3

i n t h e

日
一 a d r e n o e e P t o r

G r o u P 衬 B m a x K d

( f m o l / m g P
r o t e i n ) ( n m o l )

C o n t r o l 1 0 2 1 7
.

3 5士 5 0
.

3 2 5
.

5 7士 2
.

3 6

A s t h m
a 1 0 16 2

.

10上叹4
.

7 2△ 4
。

0 2土 1
.

6 0

e AM P
一

P D E
( p m o l

·

m i n 一 1 ·

m g

P r o t e i n
一 1 )

e A M P
( P m o l

一

m g w
e t l u n g

t i s s u e 一 l )

2 0
。
2 8士 3

。
8 1

2 7
。
4 9士4

.

5 5也

6
。
5 4士 2

。
0 9

魂
。
1 3士 2

。
0 7八

公 P < 0
。
0 5 V e r s u s e o n t r o l

3 讨 论

过放性哮喘主 要是由于待 异比杭原 进入体内与肥大绷咆漠的 Ig E 结合
,

使其脱颗粒释 放

过敏介质如组按
、

白三烯等
,

引起支气管平滑叽收缩所致
。

因此
,

肥大细 咆过敏介质释放和

支气 管平滑肌收缩是哮喘发病 的两个重要环节
。

近年来对核昔酸在细胞内生物效应 的研究表

明
: 。 A M P是调节细咆内代谢

、

传递铂泡仆言息
、

教舌绷 泡内主成合成的第二信 使
。 c A M P

为日受体兴奋后活 化腺昔酸环化晦崔化 A T P 分解而成
。

通过 c A M P
一

P D E的作用
, c A M P转 变

为 5 产 一

A M P夫舌
。

因此
,

日受沐租
: A M P

一

P D E对维待绷咆内
。 A M P 的相对 稳定起重要作用

。

目前一 致认为
。 A M P松弛支气管平滑肌

,

并抑制肥大细胞过敏介质的释放
。

本实验结果表明
,

过敏性哮喘豚鼠肺组织仔受体 Bm a x
减少

,

比正常 下降 25 %
,

K d值无

明显变化
,

这与 T a
ik ( ` )及吕宝璋 (6) 等人 的研究结论一致

。

由于肺细咆膜日受体减少
,

对内源

性儿茶酚按反应性减弱
,

使
c A M P生成不足

,

导致支气管平滑肌收缩等
。

因此
,

日受体减少

可能是过 敏性哮喘的发病因素之一
。

本实验结果还表明过敏性哮喘豚鼠肺组织组织
。 A M P

一

P D E活力上升
,

比正常增加 35 %
,

本结果 与 C h an (7) 的报道一致
。

由于
c A M P

一
P D E活力上升

,

肺组织细 胞内
C A M P 分解加速

,

因此
,

也可能成为过敏性哮喘发病参与因素之一
。
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综上所述
,

本实验证实了
c A M P 的减少系由于肺组织 日受体减少及

。 A M P
一
P D E 活力上

升
,

使 c A M P生成减少而降解增加
,

从而 导致肥大细胞释放过敏介质和支气管平滑肌收缩
,

这可能是过敏性哮喘发病的一个重要环节
。

(本实验得到呼吸内科陈摩端
、

杨肇亨主任的支持
,

谨致谢意
。

)
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