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变应性鼻炎豚鼠鼻黏膜组织中一氧化氮含量与血流量的相关研究
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［摘要］　目的：观察豚鼠变应性鼻炎不同病程中鼻黏膜组织一氧化氮合酶（ＮＯＳ）、一氧化氮（ＮＯ）含量及血流量的变化及其

相互关系，进一步探讨变应性鼻炎的可能发病机制。方法：１２０只豚鼠随机分为正常对照组和致敏组，致敏组注射卵清蛋白制

备变应性鼻炎豚鼠模型，正常对照组注射生理盐水替代卵清蛋白。分别于末次致敏前和末次致敏激发后即刻、激发后２４、４８、

７２ｈ处死豚鼠（ｎ＝６），取鼻黏膜组织，免疫组化染色测定其中内皮细胞型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）和诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）

的表达；采用ＮＯ检测试剂盒测定鼻黏膜组织ＮＯ含量；各组动物处死前检测鼻黏膜组织血流量。应用直线相关回归分析法

分析豚鼠鼻黏膜组织中ＮＯ含量与血流量间的相关性。结果：激发前及激发后各时间点，致敏组豚鼠黏膜组织中ｉＮＯＳ的表

达量明显高于正常对照组（Ｐ＜０．０１），而ｅＮＯＳ表达无显著差异。激发前致敏组豚鼠鼻黏膜组织中ＮＯ含量、鼻黏膜中血流量

均明显高于正常对照组（Ｐ＜０．０１），激发即刻迅速下降至低于正常对照组（Ｐ＜０．０１），以后呈逐渐回升趋势，７２ｈ基本接近激

发前水平；而正常对照组各时间点基本无显著差异。致敏组豚鼠鼻黏膜组织中ＮＯ含量与鼻黏膜血流量之间有良好的线性关

系（ｒ＝０．９９３５，Ｐ＜０．００１）。结论：变应性鼻炎豚鼠鼻黏膜组织ｉＮＯＳ蛋白过表达可能导致局部ＮＯ含量增多，从而增加局部

鼻黏膜组织血流量。
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　　一氧化氮（ＮＯ）是一种具有多种复杂生物学活
性的小分子物质，它参与体内的众多病理生理反应；
在呼吸系统内，ＮＯ可以维持血管平滑肌的张力和
气道平滑肌张力，参与局部免疫反应［１］。变应性鼻
炎即过敏性鼻炎是呼吸道最常见的变态反应性疾

病，ＮＯ在其发病机制中的作用不容忽视。有研
究［２］发现，变应性鼻炎时鼻腔呼出气中 ＮＯ含量显

著增高，且外源性 ＮＯ可以增加正常人鼻黏膜血流
量。但变应性鼻炎时鼻黏膜中ＮＯ含量的变化与鼻
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黏膜血流量的关系尚未见报道。本实验通过观察豚
鼠变应性鼻炎抗原激发前后不同时程鼻黏膜中一氧

化氮合酶（ＮＯＳ）的表达、ＮＯ含量及血流量的变化，
进一步探讨变应性鼻炎的发病机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和仪器　内皮细胞型一氧化氮合酶
（ｅＮＯＳ）兔抗鼠单克隆抗体、诱导型一氧化氮合酶
（ｉＮＯＳ）兔抗鼠单克隆抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ生物技
术公司）；ＮＯ检测试剂盒、考马斯亮蓝蛋白检测试
剂盒、蛋白标准液（南京建成生物研究所）；７２１型可
见光分光光度计（上海跃进医疗仪器厂）；ＬＤＦ１型
激光多谱勒血流仪（上海医用激光仪器厂出品）。

１．２　动物分组及处理　健康豚鼠，体质量２５０～
３５０ｇ，雌雄不拘，由第二军医大学实验动物中心提
供，许可证号ＳＣＸＫ（沪）２００２０００６。１２０只豚鼠随
机分成正常组（ｎ＝６０）和致敏组（ｎ＝６０）。变应性鼻
炎豚鼠模型制备参见章如新等［３］的抗原致敏法。模
型制备成功后，分别在末次卵清蛋白激发前和激发
后即刻、激发后２４、４８、７２ｈ进行观察和取材。正常
对照组豚鼠以生理盐水代替卵清蛋白，其他与致敏
组相同。检测以上各时间点豚鼠鼻黏膜中的 ＮＯＳ
（ｉＮＯＳ、ｅＮＯＳ）的表达、ＮＯ含量及血流量。

１．３　豚鼠鼻黏膜中ｉＮＯＳ和ｅＮＯＳ蛋白的表达　
豚鼠用１％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉
后，打开胸腔，纵向切开心包膜，并用纱线在动脉弓
下打一松结，将自制的插管经左心室插入主动脉，随
手将纱线扎紧固定，再在右心房开一孔放血；先以生
理盐水冲洗直至流出的液体不见血时，用４％多聚甲
醛固定液灌注，３０ｍｉｎ内取出鼻黏膜组织，置入４％多
聚甲醛固定液中固定３ｈ；然后经修整组织块等步骤，
石蜡包埋并切片，进一步按照免疫组化试剂盒要求进
行免疫组化染色，显微镜下观察，连接计算机图象分

析处理系统，对染色结果进行分析。测量面积为

２２１４３μｍ
２，取５个不同部位采样，取平均值。

１．４　豚鼠鼻黏膜组织ＮＯ含量的测定　豚鼠断头
处死，取双侧鼻黏膜组织，以生理盐水配成１０％的
匀浆液，４０００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清。按 ＮＯ检测试
剂盒说明书的步骤进行测定，测定５５０ｎｍ光密度值
（Ｄ）以检测上清ＮＯ浓度；３９５ｎｍ测Ｄ 值以检验样
品蛋白浓度。按下列公式计算：蛋白含量（ｇ／Ｌ）＝
（测定管Ｄ３９５／标准管Ｄ３９５）×标准管浓度（ｇ／Ｌ）；ＮＯ
（μｍｏｌ／Ｌ）＝ （样品管Ｄ５５０－空白管Ｄ５５０）／（标准管

Ｄ５５０－空白管Ｄ５５０）×２０μｍｏｌ／Ｌ标准品浓度／样品
的蛋白含量（ｇ／Ｌ）。

１．５　豚鼠鼻黏膜血流量的测定　各组动物在处死
以前，均先测量鼻黏膜血流量。将激光多普勒血流
仪光纤探头垂直轻放于双侧下鼻甲前端黏膜表面

（应特别注意光纤探头应放置于有血管通过的位
点），探头以轻轻接触为度，记录血细胞流量读数
（ｍＶ／ｓ），每侧测３次，取平均值。

１．６　统计学处理　计量数据以珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１０．０软件ＡＮＯＶＡ分析差异的显著性；采用
直线相关回归分析法行相关性分析。

２　结　果

２．１　豚鼠鼻黏膜组织中ｅＮＯＳ和ｉＮＯＳ蛋白的表达

　正常对照组和致敏组豚鼠鼻黏膜上皮细胞内均有

ｅＮＯＳ中等量表达，两组间比较无显著差异；激发后
各时间点致敏组ｅＮＯＳ表达与正常对照组无显著差
异。正常对照组豚鼠鼻黏膜上皮细胞内有少量

ｉＮＯＳ表达，未激发状态下致敏组豚鼠鼻黏膜内

ｉＮＯＳ的表达量明显增多（Ｐ＜０．０１）；激发即刻、激发
后２４、４８、７２ｈ致敏组豚鼠鼻黏膜ｉＮＯＳ的表达量明
显高于正常对照组（Ｐ＜０．０１）。见图１、表１。

图１　正常对照组（Ａ、Ｃ）和致敏组（Ｂ、Ｄ）豚鼠鼻黏膜上皮细胞内ｅＮＯＳ（Ａ、Ｂ）、ｉＮＯＳ（Ｃ、Ｄ）的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅＮＯＳ（Ａ，Ｂ）ａｎｄｉＮＯＳ（Ｃ，Ｄ）ｉｎｎａｓａｌｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｍｕｃｏｓａｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄａｌｌｅｒｇｉｃｇｒｏｕｐ
Ａ，Ｃｗｅｒｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｄｗｅｒｅｉｎａｌｌｅｒｇｉｃｇｒｏｕｐ



·５１４　　 · 第二军医大学学报　２００７年５月，第２８卷

表１　激发前及激发后不同时间点致敏组豚鼠鼻黏膜ｅＮＯＳ与ｉＮＯＳ的相对表达量（与正常对照组相比）

Ｔａｂ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｅＮＯＳａｎｄｉＮＯＳｉｎｎａｓａｌｍｕｃｏｓａａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｃｈａｌｌｅｎｇｅ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，％）

Ｉｎｄｅｘ Ｂｅｆｏｒｅｃｈａｌｌｅｎｇｅ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｃｈａｌｌｅｎｇｅ（ｔ／ｈ）

０ ２４ ４８ ７２
ｅＮＯＳ １０２．７８±６．２４ １０４．１５±５．５４ １０３．５８±６．１８ １０６．４６±６．０２ １０１．２４±５．８９
ｉＮＯＳ ５９３．２８±３３．５８ ５８６．７８±２５．５５ ５９２．３２±３１．２７ ５８４．２１±２９．６１ ５８８．１９±３１．８２

２．２　豚鼠鼻黏膜组织中 ＮＯ含量的测定　如表２
所示，激发前致敏组豚鼠鼻黏膜中 ＮＯ含量明显高
于正常对照组（Ｐ＜０．０１）；致敏原激发即刻迅速下
降，明显低于正常对照组（Ｐ＜０．０１）；以后呈逐渐回

升趋势，２４ｈ后即高于正常对照组（Ｐ＜０．０１），但仍
低于激发前（Ｐ＜０．０１）；７２ｈ回升至激发前水平。
而激发前后，正常对照组豚鼠鼻黏膜中 ＮＯ含量则
无明显变化。

表２　激发后不同时间点豚鼠鼻黏膜组织中ＮＯ含量的测定

Ｔａｂ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＮＯｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｎａｓａｌｍｕｃｏｓａａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｃｈａｌｌｅｎｇｅ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ｃＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ Ｂｅｆｏｒｅｃｈａｌｌｅｎｇｅ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｃｈａｌｌｅｎｇｅ（ｔ／ｈ）

０ ２４ ４８ ７２
Ｃｏｎｔｒｏｌ ２９．８６±１．０５ ３０．３６±１．１５ ３１．０２±１．３１ ３０．９１±１．２８ ３０．３４±１．６４
Ａｌｌｅｒｇｉｃ ５５．８１±３．０１ ２５．４３±２．１２△△ ３８．４５±２．４５△△ ４３．６８±２．７４△△ ５４．０１±２．８９

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｂｅｆｏｒｅｃｈａｌｌｅｎｇｅｇｒｏｕｐ

２．３　豚鼠鼻黏膜组织中血流量的变化　如表３所
示，激发前致敏组豚鼠鼻黏膜组织中血流量明显高
于正常对照组 （Ｐ＜０．０１）；致敏原激发即刻迅速下
降，低于正常对照组（Ｐ＜０．０１），仅为激发前的６０％
（Ｐ＜０．０１）；以后呈逐渐回升趋势，２４、４８ｈ高于正

常对照组（Ｐ＜０．０１），但仍低于激发前（Ｐ＜０．０１）；

７２ｈ后回升至激发前的９５％，与激发前无显著差
异。而激发前后，正常对照组豚鼠鼻黏膜中血流量
无明显变化。

表３　激发后不同时间点豚鼠鼻黏膜组织血流量的变化

Ｔａｂ３　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｌｏｏｄｆｌｏｗｉｎｎａｓａｌｍｕｃｏｓａａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｃｈａｌｌｅｎｇｅ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ｍＶ／ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｂｅｆｏｒｅｃｈａｌｌｅｎｇｅ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｃｈａｌｌｅｎｇｅ（ｔ／ｈ）

０ ２４ ４８ ７２
Ｃｏｎｔｒｏｌ ４．３４±０．５５ ４．１２±０．６３ ４．２７±０．５１ ４．３２±０．５８ ４．２３±０．６４
Ａｌｌｅｒｇｉｃ ６．３７±１．０３ ３．７８±０．８１△△ ５．１３±０．９３△△ ５．５１±１．０２△△ ６．０２±０．９８

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｂｅｆｏｒｅｃｈａｌｌｅｎｇｅｇｒｏｕｐ

２．４　致敏组豚鼠鼻黏膜组织中ＮＯ含量与血流量
的关系　相关性分析结果表明，致敏组豚鼠鼻黏膜
组织中ＮＯ含量与血流量之间有良好的线性关系，
相关方程为ｙ＝１．３０４７＋０．０９７３ｘ（ｒ＝０．９９３５，

Ｐ＜０．００１）。

３　讨　论

　　国外研究［４］表明在正常人的鼻黏膜内主要是以

内皮细胞为主的各种细胞表达ｅＮＯＳ，而在鼻炎患
者的鼻黏膜内则主要是以上皮细胞为主的各种细胞

表达ｉＮＯＳ。Ｌｕｎｄｂｅｒｇ等［５］研究发现正常人上颌窦

上皮细胞内有ｉＮＯＳ的表达。本实验用免疫组织化
学方法，观察正常豚鼠和变应性鼻炎豚鼠鼻黏膜中

ｅＮＯＳ和ｉＮＯＳ的分布特征。结果表明，正常对照组
和致敏组豚鼠鼻黏膜组织黏膜上皮细胞内均有

ｅＮＯＳ中等量阳性染色，两者无明显差异；而ｉＮＯＳ在
正常对照组豚鼠鼻黏膜中，只有黏膜上皮细胞内有
轻度阳性染色，而在致敏组豚鼠鼻黏膜呈阳性染色。
这说明在正常豚鼠鼻黏膜组织内主要为ｅＮＯＳ阳性
表达，而在变应性鼻炎豚鼠鼻黏膜组织内则主要为

ｉＮＯＳ阳性表达。国内张辉等［６］利用原位杂交方法

发现，ｉＮＯＳｍＲＮＡ在变应性鼻炎患者黏膜上皮、腺
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体及毛细血管均有中度表达，在ｍＲＮＡ水平证实在
变应性鼻炎患者黏膜上皮主要表达ｉＮＯＳ。

　　本实验用还原酶法检测正常豚鼠和变应性鼻炎
豚鼠鼻黏膜组织中的 ＮＯ含量及其动态变化规律，
结果发现激发前致敏组豚鼠鼻黏膜中ＮＯ含量明显
高于正常对照组；致敏原激发即刻迅速下降，低于正
常对照组，以后呈逐渐回升趋势，２４ｈ后即高于正常
对照组；７２ｈ后回升基本接近于激发前水平。这提
示鼻黏膜中ＮＯ含量在变应性鼻炎时因病情不同而
不同，当未受到变应原刺激时鼻黏膜中 ＮＯ含量明
显高于正常水平，在遇到变应原刺激时鼻黏膜中

ＮＯ含量急剧下降。Ｂｏｏｔ等［７］研究表明，在变应性
鼻炎患者中，鼻内 ＮＯ含量随着疾病发展呈动态变
化，但其变化周期较本研究长。最近Ｕｎａｌ等［８］发现

变应性鼻炎患者血浆中ＮＯ和精氨酸含量的变化也
与变应性鼻炎的症状相关。

　　变应性鼻炎时鼻黏膜血流量是增加还是减少，
目前仍有争议。有研究［９１０］认为，变应原能刺激变应
性鼻炎患者裸露在鼻黏膜表面的Ｃ类无髓鞘感觉神
经末梢，释放神经肽，从而引起鼻黏膜血流量增加。
也有不少学者［１１］认为，变应性鼻炎发作时毛细血管内
血细胞聚集导致周围血流量减少；同时由于血管通透
性增加导致鼻黏膜水肿，使静脉血回流受阻，从而使
血流量减少。本研究结果发现，变应性鼻炎豚鼠在未
受致敏原激发时鼻黏膜血流量明显高于正常对照组，
但受致敏原激发后其鼻黏膜中血流量则迅速下降，以
后再逐渐升高，直至激发后７２ｈ达到激发前水平。这
说明在致敏原激发前后，变应性鼻炎豚鼠鼻黏膜血流
量是一个动态变化过程，提示变应性鼻炎时鼻黏膜血
流量随着病情的变化而变化。

　　Ｒｕｎｅｒ等［２］对６名正常志愿者鼻腔内应用 ＮＯ
供体（硝普钠）后，发现鼻腔内ＮＯ浓度增加（５０．１±
１０．０）％；鼻黏膜血流量也增加了（６７．３±１５．５）％，
分析认为ＮＯ可能对鼻黏膜血流量有一定的调节作
用。本实验采用统计学方法分析致敏组豚鼠鼻黏膜
组织中ＮＯ含量与血流量的关系，结果发现血流量
变化与鼻黏膜中 ＮＯ 含量的变化呈正相关，表明

ＮＯ可能参与了变应性鼻炎豚鼠鼻黏膜血流量的调
节过程。这提示变应性鼻炎时鼻黏膜血流量的变化
与鼻黏膜中 ＮＯ含量有关，ＮＯ可能通过调节鼻黏
膜血流量的变化来参与变应性鼻炎的发病过程，与

Ｒｕｎｅｒ等［２］的研究结果一致。

　　本研究结果表明，变应性鼻炎豚鼠鼻黏膜中

ｅＮＯＳ表达无明显变化，ｉＮＯＳ表达明显增多，与

Ｃｈｉｂａ等［１２］的研究结果类似，提示鼻黏膜中 ＮＯ含
量增多可能与ｉＮＯＳ过表达有关。变应性鼻炎豚鼠
鼻黏膜组织ｉＮＯＳ蛋白过表达可能导致局部 ＮＯ含
量增多，从而增加局部鼻黏膜组织血流量。而 ＮＯ
与ｉＮＯＳ的具体相关性有待进一步研究证实。
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［１２］ＣｈｉｂａＹ，ＭａｔｓｕｏＫ，ＳａｋａｉＨ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅｉｎｎａｓａｌｍｕｃｏｓａｅｏｆｇｕｉｎｅａｐｉｇｓ

ｗｉｔｈｉｎｄｕｃｅｄａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ［Ｊ］．ＡｍＪＲｈｉｎｏｌ，２００６，２０：３３６

３４１．
［收稿日期］　２００７０３１０　　 ［修回日期］　２００７０４２９
［本文编辑］　贾泽军


