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[摘要 ]　目的: 分析糖皮质激素对大鼠腹腔肥大细胞分泌组胺的快速抑制作用。方法: 采用荧光分光光度法测定邻苯二甲醛

与组胺在碱性条件下生成的荧光物质, 检测不同条件下大鼠腹腔肥大细胞分泌的组胺。结果: (1) 用 10- 7 mo löL 皮质酮预处

理细胞 7 m in 后, 肥大细胞分泌组胺即受到抑制 (P < 0. 05) ; (2) 牛血清白蛋白偶联的皮质酮 (B 2BSA ) 可以模拟皮质酮的快速

抑制作用; (3)糖皮质激素细胞内受体拮抗剂RU 38486对皮质酮的快速抑制作用无阻断效应; (4) 蛋白质合成抑制剂放线菌酮预

处理细胞 3 h 后, 皮质酮仍可快速抑制肥大细胞分泌组胺。结论: 皮质酮对大鼠腹腔肥大细胞分泌组胺具有快速抑制作用, 这

一作用不直接依赖于细胞内蛋白质合成, 也不依赖细胞内的糖皮质激素受体。此种快速抑制作用属非基因组机制。
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Rap id inh ib itory effects of glucocortico ids on h istam ine secretion from ra t per itonea l ma st cells

L IU Chong1, ZHOU J ian1, CU I R u i2Yao 2, KAN G Zh i2M in1, PEN G Zhao2Yun1, J IAN G Chun2L ei1 (1. D epartm en t of N au ti2
calM edicine, Facu lty of N avalM edicine, Second M ilitary M edical U n iversity, Shanghai 200433, Ch ina ; 2. D epartm en t of

Patho logy and Physio logy, M edical Co llege, Q ingdao U niversity, Q ingdao 266012)

[ABSTRACT ]　Objective: To invest igate the rap id inh ib ito ry effect of glucoco rt ico ids on h istam ine secret ion induced by oval2
bum in from rat peritoneal m ast cells (R PM C s). M ethods: F luo rom etric assay w as used to m easu re h istam ine secret ion from

R PM C under various condit ions. Results: W hen the cells w ere p reincubated at 37℃, 5% CO 2 fo r 7 m in in the p resence of

various concen trat ions of co rt ico sterone and st im u lated w ith ovalbum in, an inh ib ito ry effect on h istam ine secret ion w as ob2
served at 10- 7 mo löL co rt ico sterone. Bovine serum album in2con jugated co rt ico sterone (B 2BSA ) im itated the rap id inh ib ito ry

effect of co rt ico sterone on h istam ine secret ion. T he rap id inh ib ito ry effect of co rt ico sterone and B 2BSA w as no t an tagon ized

by RU 38486. A ctidione, a p ro tein syn thesis inh ib ito r, had no influence on the rap id inh ib ito ry effect of co rt ico sterone. Conclu2
sion: Co rt ico sterone has rap id inh ib ito ry effect on h istam ine secret ion in R PM C, and the effect neither direct ly depend on the

syn thesis of p ro tein no r on the recep to r of co rt ico sterone w ith in R PM C. It is suggested that co rt ico sterone inh ib its the h is2
tam ine secret ion from the R PM C th rough a nongenom ic m echan ism.

[KEY WORD S]　glucoco rt ico ids; co rt ico sterone; m ast cells; h istam ine; nongenom ic m echan ism

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (9) : 9742976 ]

Ξ 　 1942 年, Selye 等[ 1 ]在研究中发现某些类固醇

激素在应用后几分钟即可产生非基因组作用。此后,

研究者注意到类固醇激素的这种快速作用存在于机

体的多种组织与细胞, 并提出了膜受体假说。我们曾

报道吸入糖皮质激素可以快速抑制卵蛋白诱发的豚

鼠速发性哮喘反应[ 2, 3 ] , 但其快速抑制效应的机制还

不清楚。本研究以大鼠腹腔肥大细胞为实验模型, 观

察糖皮质激素可以通过非基因组机制快速抑制组胺

分泌, 为糖皮质激素快速抑制哮喘症状提供实验依

据。

1　材料和方法

1. 1 　试剂　皮质酮 ( co rt ico sterone 212su lfa te,

Co rt )、牛血清白蛋白耦联的皮质酮 (co rt ico sterone

212hem issuccina te, B 2BSA )、RU 38486 (RU )、卵蛋白

(ova lbum in, OVA , Grade Í )、组胺二磷酸盐均购

自 Sigm a 公司; 放线菌酮 (act id ione, A T I)、邻苯二

甲醛 (ph tha ld ia ldehyde)购自 F luka 公司; Perco ll 分

离液购自 Pharm acia 公司; H am F10 购自 Gibco 公

司; 氢氧化铝凝胶和百日咳杆菌疫苗购自上海生化

制品研究所, 其余试剂均为国产分析纯级。

1. 2　动物致敏　雄性 SD 大鼠, 体质量 180～ 200

g, 由上海西普尔必凯公司提供。大鼠颈背部皮下注

射卵蛋白氢氧化铝凝胶溶液 1 m lö只, 其中卵蛋白

5 m g 和氢氧化铝 3. 975 m g, 同时腹腔注射灭活百
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日咳杆菌 2×1010个, 10 d 后加强 1 次。致敏 25 d 后

动物乙醚麻醉, 无菌操作进行股动脉取血, 收集血

液, 室温放置 4 h, 移入 4℃冰箱过夜, 待血清充分析

出后吸取上清, 4 000 röm in, 离心 10 m in, 收集上

清, 过滤除菌后立即使用或- 70℃冰箱保存备用。

1. 3　大鼠腹腔肥大细胞 ( ra t peritonea l m ast cells,

R PM C ) 的收集与分离　采用A nna 等[ 4 ]的方法略

加修改, 正常动物断头放血处死, 用预冷的 PBS (含

1% FCS) 15 m l 腹腔注射, 轻轻按摩腹部 2 m in, 打

开腹腔, 吸取腹腔冲洗液入 8 孔细胞培养板, 置于

37℃温箱静置 30 m in, 待巨噬细胞附壁后轻轻吸取

细胞悬液, 4℃, 1 500 röm in 离心 10 m in, 调节细胞

悬液约 0. 5 m l。 7 m l P2F10 (Perco ll2H am F10) 在

4℃, 17 000×g , 离心 20 m in 形成梯度, 将浓缩的

细胞悬液轻轻铺入梯度之上, 4℃, 450×g 水平转

头离心 15 m in 分离细胞, 收集界面下 1ö3 细胞, 用

PBS 洗涤 2 次 (1 000 röm in, 离心 10 m in) 后重悬,

锥虫蓝染色细胞活力大于 90% , 甲苯胺蓝染色细胞

纯度 95% 以上, 调节细胞密度约 106öm l, 置于含 1%

FCS 的 PBS 中待用。

1. 4　R PM C 的体外致敏与激发　将肥大细胞与含

IgE 的抗血清混合 (1∶1) , 置于 37℃, 5% CO 2 孵箱

中孵育 3 h, 每管约含 R PM C s 5×104 个, 用含 1%

FCS 的 PBS 轻轻洗涤 2 次, 去除未结合的血清。PBS

重悬后反应组加入各种浓度的Co rt 或B 2BSA , 置入

37℃温箱孵育 7 m in, 取出后立即加入卵蛋白 (0. 2

m göm l)反应 8 m in, 置入冰水浴中 5 m in 终止反应,

对照组以 PBS 取代药物, 将各管以 4℃, 400×g 离

心 10 m in, 分别测定上清和细胞内的组胺。

1. 5　组胺分泌率的测定　采用 Sho re 等的荧光法

略加修改[ 5 ] , 将上清与细胞内分别加入 25% 三氯乙

酸, 离心取上清 1 m l 加入 0. 5 m l N aOH (0. 4 m o lö

L ) , 立即加入 0. 1% 邻苯二甲醛 0. 1 m l, 混匀, 25℃

反应 9 m in, 加入 0. 5 m l HC l (0. 1 m o löL ) 终止反

应。在荧光分光光度计比色 (激发波长 Κex 360 nm ,

发射波长 Κem 460 nm ) , 细胞用 1 m l PBS 重悬, 加热

煮沸 1 m in, 测定细胞裂解液的组胺含量[组胺释放

率= 上清内组胺ö(细胞内组胺+ 上清内组胺) ×

100% ]。配制组胺标准溶液, 做出标准曲线。组胺自

发释放率不到 3% , 计算时均减去。

1. 6　统计学处理　数据用 xθ±s 表示, 应用 t 检验。

2　结　果

2. 1　皮质酮和B 2BSA 对OVA 激发大鼠 R PM C s

分泌组胺的影响　使用皮质酮处理细胞 7 m in, 然

后给予OVA 激发, 在皮质酮与OVA 共同作用 8

m in 后测定组胺分泌率, 结果在 10- 7 m o löL 时皮质

酮即可抑制组胺分泌[ (23. 01±1. 11) vs (25. 38±

1. 15) , P < 0. 05 ], 抑制率为 9. 34% ; 当浓度为

10- 6 m o löL 时[ (22. 00±1. 02) vs (25. 38±1. 15) ,

P < 0. 01 ], 抑制率为 13. 32% ; 浓度≤10- 8 m o löL
时, 皮质酮则不抑制R PM C s 分泌组胺。

　　用B 2BSA 处理细胞 7 m in 后给予OVA 激发,

B 2BSA 可以模拟皮质酮对组胺分泌的快速抑制作

用。10- 7 m o löL 时抑制率为 9. 37% [ (22. 53±1. 01)

vs (24. 86±1. 02) , P < 0. 05 ], 当浓度为 10- 6 m o lö

L 时抑制率为 13. 52% [ (21. 50±1. 20) vs (24. 86±

1. 02) , P < 0. 01 ]; 浓度≤10- 8 m o löL 时, B 2BSA 不

抑制R PM C s 分泌组胺。

2. 2　RU 38486和A T I 对皮质酮和B 2BSA 快速抑制

作用的影响　细胞先用RU 38486 (10- 6 m o löL ) 处理 5

m in, 再用皮质酮或 B 2BSA (10- 7 m o löL ) 处理 7

m in, 然后给予OVA 激发。RU 38486不能阻断皮质酮

和 B 2BSA 对组胺分泌的快速抑制作用。用 10- 6

m o löL A T I预孵育细胞 3 h, 再用皮质酮或B 2BSA

(10- 7 m o löL ) 处理细胞 7 m in, 然后给予OVA 激

发, 使用A T I 预处理细胞 3 h 后, 皮质酮和B 2BSA

仍可抑制组胺分泌 (表 1)。

表 1　RU38486、ATI对皮质酮及 B-BSA

对OVA 诱导的 RPM Cs 分泌组胺的影响

Tab 1　Inf luence of RU38486 and ATI on

inh ib itory effects of Cort and B-BSA on

h istam ine release from RPM C induced by OVA

(n= 6, xθ±s, % )

D rug H istam ine release

Contro l 25. 38±1. 15

Co rt (10- 7 mo löL ) 23. 01±1. 113

RU (10- 6 mo löL ) 24. 70±1. 02

Co rt (10- 7 mo löL ) + RU (10- 6 mo löL ) 23. 53±1. 263

B2BSA (10- 7 mo löL ) + RU (10- 6 mo löL ) 22. 73±1. 023

A T I(10- 6 mo löL ) 24. 86±1. 01

Co rt (10- 7 mo löL ) + A T I(10- 6 mo löL ) 23. 59±1. 213

B2BSA (10- 7 mo löL ) + A T I(10- 6 mo löL ) 22. 77±1. 243

　 3 P < 0. 05 vs contro l group; Co rt: Co rtico sterone 212su lfate;

RU : RU 38486; B2BSA : Co rtico sterone 212hem issuccinate; A T I: A c2

t id ione

3　讨　论

由于不同批次的细胞活性、纯度等因素可能对

组胺分泌带来影响, 每批细胞在实验时都设有自发

分泌组和卵蛋白激发组作对照。乙醇具有脂溶性, 当
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它嵌入膜脂双分子层中时可能非特异地干扰细胞膜

的结构和功能[ 6 ]。本实验设立了乙醇溶剂对照组未

见其有抑制作用, 提示皮质酮的这种快速作用并不

是由溶剂引起的。

传统的基因组理论在解释类固醇激素的某些快

速作用时遇到了困难, 研究者结合已取得的实验数

据提出了糖皮质激素膜受体假说, 并引入了非基因

组机制这一术语[ 7, 8 ]。判断类固醇激素引起的生物

效应是否通过非基因组机制, 一般有如下几个方面:

( 1) 起效时间短, 激素应用后数秒至数分钟出现效

应; (2) 作用不能被转录和蛋白合成抑制剂阻断 (如

放线菌素D 和放线菌酮) , 也不能被糖皮质激素胞

内受体拮抗剂阻断; (3) 激素与大分子物质 (如

BSA ) 偶联后不能进入细胞, 但仍能发挥其快速作

用。

研究发现, 皮质酮在 15 m in 内可以抑制肥大细

胞分泌组胺, 在这么短时间内引起的生物效应用基

因组机制是无法解释的, 因而可能是通过非基因组

机制实现的。此外, B 2BSA 可以模拟皮质酮的抑制

效应, 将BSA 用荧光物质标记后孵育细胞, 30 m in

后在细胞内检测不到荧光, 表明BSA 没有进入细胞

而被阻在细胞膜外面[ 9 ]。利用这一现象, 在进行类固

醇激素快速效应的研究时一般都认为与BSA 结合

后在几分钟内仍能发挥作用的类固醇激素, 是通过

细胞膜介导产生的生物效应[ 6, 10 ]。因此, B 2BSA 可

以在 15 m in 内抑制肥大细胞分泌组胺, 提示皮质酮

的快速作用是由细胞膜介导, 也表明皮质酮的快速

抑制效应为非基因组机制。

RU 38486为糖皮质激素的细胞内受体拮抗剂, 单

独用RU 38486处理细胞 5 m in 后给予卵蛋白激发, 并

不影响组胺的分泌; 当加入皮质酮或B 2BSA , 然后

给予卵蛋白激发, 15 m in 内组胺分泌和不使用

RU 38486无统计学差异, 说明RU 38486对皮质酮快速抑

制组胺分泌的作用没有阻断效应。

类固醇激素基因组机制的主要特征之一是通过

调节基因表达影响蛋白质合成进而发挥生理效应。

当单独使用蛋白质合成抑制剂A T I 处理细胞 3 h

后给予卵蛋白激发, 组胺分泌与不给A T I时相比并

无差别; 在加入皮质酮或B 2BSA 后给予卵蛋白激

发, 皮质酮仍能产生快速抑制作用, 说明此过程不直

接依赖蛋白质的合成, 从另一个角度说明皮质酮快

速抑制大鼠腹腔肥大细胞分泌组胺的生物效应属非

基因组机制。

综上所述, 本实验从不同侧面提示糖皮质激素

快速抑制组胺分泌的生物效应属非基因组机制, 可

以解释糖皮质激素为何能够快速抑制哮喘反应的症

状。此外, 大鼠在应激状态下血浆游离皮质酮浓度可

达 7. 5×10- 7 m o löL [ 11 ] , 在本实验中当皮质酮浓度

在 10- 7 m o löL 时, 即可对大鼠腹腔肥大细胞分泌组

胺产生抑制作用, 所以本实验结果是具有生理意义

的。
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