Zmu-1：DHP和DHP两个品系豚鼠组胺

激发试验气道反应性的比较
卫 振，董新威，沈亮亮，刘迪文
（浙江大学实验动物中心，杭州，310058）
【摘要】 目的 研究Zmu-1：DHP和DHP豚鼠组胺激发试验气道反应性的差异，为哮喘研究提供具有较好反应性的动物模型。方法 通过活体气管插管及雾化组胺气体吸入，测定豚鼠气道阻力和肺动态顺应性；采用离体气管片组胺滴定法，通过气管片收缩测定气管平滑肌对组胺的敏感性；采用同位素标记药物配位法，测定豚鼠气道组织组胺H1受体的密度及平衡解离常数。结果 当豚鼠吸入大于0.5mg/mL雾化组胺时，Zmu-1：DHP豚鼠气道阻力上升率和肺动态顺应性下降率与DHP豚鼠相比，其速度有增大趋势，但未达到显著水平（P >0.05）；两个品系豚鼠雄性个体比雌性的敏感性显著增加（P <0.01）。当组胺浓度为10-5mol/L和10-4mol/L时，Zmu-1：DHP豚鼠气管片平滑肌的收缩率显著大于DHP豚鼠（P <0.01～0.05）。两个品系豚鼠气道组胺H1受体的密度及其平衡解离常数无显著差异（P >0.05）。结论 在一定的组胺浓度范围内，Zmu-1：DHP豚鼠气道平滑肌对组胺的敏感性大于DHP豚鼠，雄性豚鼠的敏感性大于雌性豚鼠。两个品系豚鼠气道组胺H1受体数量无差异，提示气道反应可能还受到平滑肌膜上其它受体和化学介质的作用。
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Airway responsiveness of Zmu-1：DHP and DHP guinea pigs following inhalation challenge with histamine
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【Abstract】 Objective To compare the airway responsiveness of Zmu-1：DHP and DHP guinea pigs following inhalation challenge with histamine. Methods Use the method of inhaling histamine and measure resistance of the airway and the dynamics of adaptation of lungs of guinea pig. In vitro，use histamine titration method and measure the contract of airway smooth muscle to the stimulation of histamine. Isotope labeling method is also used to measure the density and equilibrium dissociation constant of histamine H1 receptor. Results  The resistance of the airway and the decrease rate of dynamic adaptability of Zmu-1：DHP is sharper than DHP if the concentration is larger than 0.5mg/mL，but the diversity is not significanse（P>0.05）. However，the sensitivity of male increases signaficantly than female in both two strains（P<0.01）. The contract of smooth muscle of Zmu-1：DHP guinea pig is significantly stronger than DHP

（P<0.01～0.05）while the concentration of histamine is between 10-5～10-4mol/L. Amounts of H1 receptors in the two groups show no significant difference（P>0.05）Conclusion  The contract of smooth muscle of Zmu-1：DHP is stronger than DHP to a certain range of histamine
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concentrations and it is also relative to gender. The sensitivity to histamine in both strains，nevertheless，has no direct relationship to the amount of histamine receptor H1，which demonstrates that airway smooth muscle contraction might be caused by sensitivity of various receptors on the membrane of smooth muscle and the effect of mediums. 
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    豚鼠是常用于过敏性哮喘及抗过敏性哮喘药物研究的实验动物之一[1,2]。Zmu-1：DHP豚鼠是本校培育的豚鼠新品系。2002年曾报道[3]，该品系与英国种DHP豚鼠给予组胺雾化气体吸入后，发现低浓度时Zmu-1：DHP品系引喘的呼吸频率和每min通气量显著高于DHP豚鼠，说明Zmu-1：DHP品系豚鼠气道对外界化学介质的敏感性较高。为了进一步开发Zmu-1：DHP豚鼠，积累豚鼠哮喘研究的资料，我们进行了本研究。
1  材料与方法

1.1 材料
1.1.1 实验动物  Zmu-1:DHP和DHP豚鼠均由浙江大学实验动物中心提供，体重350~400g，普通级，动物生产许可证编号【SCXK（浙）2012-0052】，动物使用许可证编号【SYXK（浙）2012-0178】。

1.1.2 试剂和仪器  组胺：Sigma公司，批号：Lot# BCBC2083V；卡巴胆碱（Carbamylcholine）：美国Sigma公司，批号：Lot 111k1729；［3H］mepyramine：美国PerkinElmer 公司。原液浓度约50μmol/L，购入后用无水乙醇配制成51.2 nmol/L的母液，使用时用无水乙醇倍比稀释成8个梯度浓度：51.2、25.6、12.8、6.4、3.2、1.6、0.8、0.4nmol/L；缓冲液A：0.32mol/L蔗糖溶液，0.1mol/L Na2HPO4- NaH2PO4 pH 7.4；缓冲液B：0.05 mol/L Na2HPO4- NaH2PO4  pH 7.4；0.1 mmol/L 苯丙烯啶（triprolidine，Sigma）；甲苯闪烁液。 

Medlab生物信号采集系统：型号MedLab－U/4C501H，南京美易科技有限公司；肌张力换能器：型号JZ100，高碑店市新航机电设备有限公司；麦氏浴槽：由浙江大学医学院呼吸药理实验室提供；数控超级恒温槽：型号SC-15，宁波市海曙天恒仪器厂；TruboBoy雾化吸入器：德国百瑞有限公司；电子天平：HR-120型，日本A&D公司；超速离心机：Optima TLX型，美国Beckman公司；液闪仪：Wallac WinSpectral 1414型，PerkinElmer 公司。
1.2 方法
1.2.1 豚鼠活体气道阻力和动态顺应性测定：参考文献[4]方法，用20%乌拉坦麻醉豚鼠。将豚鼠置于身体容积描记箱内，仰卧固定，行气管插管，用胸腔插管的钝针头插入豚鼠前胸第4~5肋间，待测胸内压（其标志为水检压计水柱为负值，且随豚鼠呼吸上下波动），见图1。待呼吸稳定后，利用信号采集仪记录组胺吸入前豚鼠的潮气量、气道流速和跨肺压值，作为基础值。然后让豚鼠依次吸入0.125、0.25、0.5、1.0、2.0mg/mL的组胺各10s，记录豚鼠气道流速、潮气量和跨肺压的变化。计算吸入组胺气雾后气道阻力Raw值增加百分率和肺动态顺应性Cdyn值下降百分率的变化。Raw和Cdyn计算公式分别为：
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1.2.2 豚鼠离体气管片对组胺的敏感性测定：用乌拉坦按1.5g/kg体重腹腔注射麻醉豚鼠，迅速取出喉与隆突之间气管，置于5％CO 2和95％O 2混合气的Krebs-Henseleit(K-H)溶液中。分离气管周围疏松结缔组织和脂肪，用手术剪分离成宽约3mm的气管片，用4～0号丝线结扎两端，放入含5mL K-H液的37 ℃恒温浴槽中(pH 7.4)，持续通含5％CO2和95％O2的混合气。上端接肌张力换能器，给予标本静息张力1.0 g，记录肌张力变化，每20 min换1次营养液，平衡80 min。待气管片稳定后，向浴槽中累积浓度加入10-8~10-2mol/L的组胺，用信号采集仪通过换能器记录气管片平滑肌的收缩程度，最后加入3×10-6mol/L的卡巴胆碱作为100%收缩。
1.2.3 组胺受体H1数量测定：参考《药学实验方法学》[5]。取两个品系各4只豚鼠，用4%戊巴比妥钠按50mg/kg体重腹腔注射麻醉，股动脉放血致死。取右侧肺叶约0.4g，剪碎，置冰浴试管中。按照1：10（W/V）比例加入缓冲液A，匀浆后1000×g离心10min。取上清液，再用49000×g，4℃，离心15min，保留沉淀。按照1：10比例，加入缓冲液B悬浮沉淀，39000×g离心20min。以上步骤重复两次，制备肺组织样本。用缓冲液B悬浮沉淀，lowry法测定蛋白浓度，调整溶液使其蛋白含量在2-5mg/mL。整个制备过程在4℃下进行。
取8支反应试管，加入200uL受体样品，每管分别加入100μL倍比稀释（见材料）的［3H］mepyramine，作为总结合管。另取8支试管加入200uL受体样品，100μL倍比稀释的［3H］mepyramine，及终浓度为10 μmol/L的苯丙烯啶，作为非特异性结合管。各管用缓冲液B加至终体积1mL。混匀样品，室温（25℃）孵育30min，进行受体-配体结合，然后冰上孵育5min终止反应。另再设8支只加200uL受体样品的点膜管，作为阴性对照管。将样品液加在抽滤漏斗内的玻璃纤维膜（光面向上，毛面向下）上，边抽滤边加样，再用缓冲液B洗涤2次，5mL/次，以除去游离［3H］mepyramine。然后将滤膜置于80℃下烘干30min，装进闪烁杯中，每杯加入20mL甲苯闪烁液浸泡过夜，次日用液闪仪测定液体的放射度。
根据测得每个样品8个［3H］mepyramine稀释度的同位素特异性结合值，计算出特异受体蛋白结合值和游离值，用Scatchard方程B/F＝Bmax/KD-B/KD制作饱和曲线，用直线回归求得斜率和截距，以斜率和截距求得每个样品的平衡解离常数k和受体密度B。其中某回归曲线见图2。
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1.2.4 统计分析： 结果以均数±标准差表示，用Sigma Stat统计软件包统计。数据采用方差分析，多个样本均数间比较采用Student-Newman-Keuls（SNK）检验。
2  结果
2.1 两个品系豚鼠对组胺诱导的肺功能的影响  
两个品系豚鼠分别气雾吸入0.125 ~2.0 mg/mL的组胺，可见气道阻力随组胺浓度的升高而明显增加，肺动态顺应性明显下降，见图3和表1、2。当组胺浓度大于0.5mg/mL时，两个品系的同性别比较，Zmu-1:DHP品系气道敏感性大于DHP品系，但P在0.05水平上未达到显著差异（P>0.05）。两个品系内雄性个体气道敏感性显著大于雌性个体（P<0.01）。
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表1  不同品系和性别豚鼠对组胺诱导的气道阻力增加百分率（%，Mean±Sem）

Table 1  Increased airway Raw percentage of histamine-induced guinea pigs unde different strain and sex 

	品系和性别
	数量
	组胺浓度Histamine concentrations（mg/ml）

	Strain and sex
	number
	0.125
	0.25
	0.5
	1
	2

	Zmu-1：DHP-Female
	6
	14.41±7.02
	30.06±14.19
	40.64±18.62
	92.51±30.37
	227.47±94.74

	Zmu-1：DHP-Male
	6
	11.40±2.37
	25.73±5.14
	96.01±34.23*
	322.59±99.11*
	515.69±100.428*

	DHP-Female
	7
	2.63±1.05
	12.91±3.19
	17.60±7.74
	41.24±9.55
	101.82±41.07

	DHP-Male
	7
	7.99±2.93
	26.75±7.44
	59.94±12.31**
	204.98±57.48**
	340.76±90.41**


注：与同品系雌性比较，*P<0.01，**P<0.01。

Note：Compared with the female guinea pigs of different strain，*P <0.01，** P<0.01. 

表2  不同品系和性别豚鼠对组胺诱导的肺动态顺应性下降百分率（%，Mean±Sem）
Table 2  Reduced lung Cdyn percentage of histamine-induced guinea pigs under different strain and sex
	品系和性别
	数量
	组胺浓度Histamine concentrations（mg/ml）

	Strain and sex
	 number
	0.125
	0.25
	0.5
	1
	2

	Zmu-1：DHP-Female
	6
	17.87±6.36
	31.15±7.61
	34.89±5.37
	54.97±8.21
	65.13±7.28

	Zmu-1：DHP-Male
	6
	18.35±4.11
	26.52±5.66
	49.32±6.65*
	74.42±3.70*
	86.28±2.25*

	DHP-Female
	7
	7.28±1.47
	11.97±3.02
	15.68±4.64
	30.93±5.19
	51.79±7.93

	DHP-Male
	7
	9.61±2.18
	22.83±5.02
	40.82±6.58**
	65.44±7.26**
	75.45±5.34**


注：与同品系雌性比较，*P<0.01，**P<0.01。

Note：Compared with the female guinea pig of different strain，*P<0.01，**P<0.01. 
2.2 两个品系豚鼠对组胺诱导的气管平滑肌收缩的作用  
豚鼠气管平滑肌中依次加入10-8~10-2mol/L的组胺。当组胺浓度达到10-6mol/L时，两个品系豚鼠气道平滑肌均明显开始收缩；当组胺浓度达到10-2mol/L时，两个品系豚鼠气道平滑肌均达最大收缩。当组胺浓度为10-5mol/L和10-4mol/L时，Zmu-1：DHP品系豚鼠气道平滑肌收缩率明显高于DHP品系豚鼠（P<0.01~0.05）。平滑肌收缩曲线结果见图4和表3。
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表3  不同品系豚鼠对组胺引起的气道平滑肌收缩反应的差异（气道收缩%）

Table 3  Histamine-induced trachea contractions response of different guinea-pig strain

（shrunken percentage of trachea）
	品系
	数量
	组胺浓度Histamine concentrations –LogC（mol/L）

	Strain 
	number
	8
	7
	6
	    5
	    4
	    3
	    2

	Zmu-1：DHP
	13
	1.19±0.48
	2.36±0.61
	8.74±1.70
	27.71±2.15**
	73.23±3.16*
	86.86±3.05
	91.03±2.15

	DHP
	15
	0.86±0.29
	2.19±0.68
	5.73±1.54
	15.56±2.35
	59.25±4.07
	78.44±3.53
	88.40±2.92


注：与DHP豚鼠比较，* P <0.05，** P <0.01。

Note：Compared with DHP guinea pig strain，* P <0.05，** P <0.01.

2.3 两个品系豚鼠气道组胺H1受体含量  
通过对两个品系豚鼠呼吸道组胺H1受体测定及换算，得到各品系H1受体的密度k及其与［3H］mepyramine结合的平衡解离常数B，见表4。从表比较可见，两个品系间的k值和B值均无显著差异（p>0.05）。
表4  两个品系豚鼠组胺受体H1的密度（Bmax）和平衡解离常数(KD)（%，Mean±Sem）

Table 4  Histamine receptor H1 Density（Bmax） and Equilibrium dissociation constant (KD)

of two guinea pig strains

	品系
	数量
	 解离常数
	      密度

	Strain
	number
	     k
	       B

	Zmu-1：DHP
	4
	39.24±17.37
	 9759.12±5264.39

	DHP
	4
	 42.1±16.87
	17932.71±10475.69


注：两品系比较，Bmax差异不显著（P >0.05），KD差异不显著(P >0.05)。

Note：Compared with two strains. Bmax is not significant different（P >0.05）；and KD is not significant different(P>0.05).

3  讨论
呼吸道的平滑肌通过收缩或舒张来增加或减低气道阻力进而影响和调节肺通气。组织胺可以引起平滑肌收缩。平滑肌细胞膜表面有许多对化学介质敏感的受体蛋白，其中包括调节平滑肌收缩的H1受体和调节舒张的H2受体[6,7]。在正常情况下，这两种受体处于平衡状态，而H1受体起主要作用，由此共同维持呼吸正常进行。但由于某种原因，使这两种受体处于不平衡状态，气道敏感性就增加，受刺激收缩后变得狭窄，导致出现呼吸频率加快、气道阻力增加等异常变化[8]。本研究表明，豚鼠整体或气管片受到组胺刺激后，呼吸频率加快，平滑肌收缩及气道阻力加大，产生明显的哮喘反应。然而，不同品系和性别动物的反应性不一致。本实验中，通过整体动物相同性别个体间比较，Zmu-1：DHP品系对组胺的敏感性比DHP品系有增高趋势，但无统计学意义（P>0.05）。该现象的原因可能与远交系豚鼠遗传背景差异较大、活体动物所处实验环境影响等因素有关。实验还发现，同一品系的雄性个体显著大于雌性（P<0.01）。Zmu-1：DHP品系豚鼠离体气管平滑肌在一定组胺浓度范围内，对组胺的敏感性显著大于DHP品系（P<0.01～0.05），浓度过大或过小则无差异。可见整体与离体气管对组胺敏感性的变化也不一致，说明整体的情况较复杂，受到神经、体液等影响因素较多。在今后进行类似实验时，必须根据组胺浓度、动物品系和性别等条件，选择不同品系豚鼠进行实验，另外，进行此类实验时动物数量应该加大。作者发现，戊巴比妥麻醉豚鼠比乌拉坦麻醉时，豚鼠气管内会产生更多的分泌物，然而干扰呼吸甚至致死，必须引起注意。

    组胺受体H1蛋白数量由动物基因表达决定，不同品系豚鼠遗传结构差异可能引起组胺受体数量差异[9]，从而导致机体对组胺的敏感性不同，当H1受体数量增加，平滑肌收缩的敏感性增加，机体表现哮喘的可能性增加。实验证明Zmu-1：DHP豚鼠的许多生物学特性和遗传组成与经典的DHP品系豚鼠形成不同特点，本研究在两个品系豚鼠对组胺吸入敏感性差异的基础上，拟进一步研究其组胺受体H1数量。但结果可见，品系间组胺受体H1的数量并无显著差异，说明豚鼠对组胺吸入呼吸频率增快的现象与组胺H1受体数量可能不存在直接关系，或是其他受体作用或多因素共同作用的结果，例如组织胺对肺功能的影响不是仅仅通过平滑肌收缩一个环节实现的，还可通过引起气道粘膜水肿、分泌增加等来使气道阻力增加。作者认为，同位素配位法测定方法较繁琐，环节多，任何一步都可能引起结果产生很大变化，这也可能是造成品系间组胺受体数量差异不显著的原因。另外，本次测定的是正常豚鼠的组胺H1受体，而豚鼠受组胺刺激后H1受体是否增加，品系间是否呈现差异变化有待进一步探讨。
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图1 豚鼠气道高反应性实验中测定Raw 和Cdyn装置示意图


Fig.1  Diagram of Raw and Cdyn testing instrument in guinea pig airway responsiveness trial
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图2  Scatchard作图


Fig.2  Scatchard plotting
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图3  不同品系和性别豚鼠对组胺引起的Raw和Cdyn变化（Mean±Sem，n=6~7）


Fig.3  Raw and Cdyn change curves of histamine-induced guinea pigs under different strain and sex


（Mean±Sem，n=6~7）
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图4 不同品系豚鼠对组胺引起的气道收缩反应的差异（Mean±Sem，n=13~15）


Fig.4. Histamine-induced trachea contractions response of different guinea-pig strains


（Mean±Sem，n=13~15） 
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