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变应性鼻炎豚鼠鼻黏膜组织中一氧化氮含量与组胺含量的相关研究
Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅａｎｄｈｉｓｔａｍｉｎｅｉｎｎａｓａｌｍｕｃｏｓａｏｆａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓｇｕｉｎｅａｐｉｇｓ

王素敏，郑宏良，章如新，张速勤，温　武，李兆基，周水淼 （第二军医大学长海医院耳鼻喉科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：检测变应性鼻炎豚鼠不同病程鼻黏膜组织中一氧化氮（ＮＯ）及组胺含量，并探讨二者的相关性。方法：６０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，采用ＮＯ检测试剂盒测定鼻黏

膜组织ＮＯ含量，改良荧光测定法测定鼻黏膜组织组胺含量，应用直线相关回归分析法分析 ＮＯ含量与组胺含量的相关性。

结果：致敏原激发前致敏组动物鼻黏膜中ＮＯ含量和组胺含量均明显高于正常对照组（Ｐ＜０．０１）；致敏原激发即刻迅速下降

至低于正常对照组，以后呈逐渐回升趋势，７２ｈ后基本接近于激发前水平。致敏组动物鼻黏膜中 ＮＯ含量和组胺含量呈正相

相关，相关性非常显著（ｒ＝０．９６７，Ｐ＜０．０１）。结论：变应性鼻炎模型豚鼠鼻黏膜组织中组胺含量和ＮＯ含量呈正相关。
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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，由一氧化氮合酶催化产生，是呼吸道内最重要的炎

性介质之一，参与呼吸道内气管和血管平滑肌的松弛作

用［１］。作为变应性鼻炎公认的炎症介质，组胺对呼吸道内的

气管和血管平滑肌也具有松弛作用。最近，有文献报道，在

人类冠状动脉硬化患者的内皮平滑肌细胞中，组胺通过调节

ＮＯ的含量来参与血管平滑肌的收缩［２］。本实验拟通过观察

变应性鼻炎豚鼠抗原激发前后不同时程鼻黏膜中 ＮＯ及组

胺含量的变化，并分析二者的相关性，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　二磷酸组胺，分析纯；邻苯二甲醛

（ＯＰＴ），瑞士Ｆｌｕｋａ厂出品。ＮＯ检测试剂盒、考马斯亮蓝蛋

白检测试剂盒、蛋白标准液均购自南京建成生物研究所；日

立７４０型荧光分光光度计，７２１型可见光分光光度计；组胺标

准液的制备：将二磷酸组胺置棕色瓶中减压干燥４ｈ，称取

２．７６３ｍｇ溶于０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ中稀释至１００ｍｌ。分装后冰

箱保存。用前取０．１ｍｌ稀释至１０ｍｌ（１００ｎｇ／ｍｌ）。

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。６０只豚鼠随机分成正常组（ｎ＝３０）和致敏

组（ｎ＝３０）。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进行取材和观察。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ＮＯ及组胺含量。

１．３　鼻黏膜组胺含量的测定　豚鼠断头处死，取双侧鼻黏膜

组织，置０．４ｍｏｌ／Ｌ高氯酸中，匀浆破细胞，３００００×ｇ低温离

心１５ｍｉｎ，取上清。采用Ｓｈｏｒｅ等［４］荧光测定法并加以改良。

　　步骤１：取１．６ｍｌ上清液置于已加１．５ｇＮａＣｌ带塞１０

ｍｌ试管中，再加４．０ｍｌ正丁醇和０．２ｍｌＮａＯＨ（２．５ｍｏｌ／

Ｌ），立即混匀，置康氏震荡器震荡５ｍｉｎ，静置后取出３．６ｍｌ

正丁醇相加到已加１．２ｍｌＨＣｌ（０．１ｍｏｌ／Ｌ）和２ｍｌ正庚烷

的１０ｍｌ带塞试管中，震荡５ｍｉｎ，弃有机相，取１ｍｌＨＣｌ相

置入１０ｍｌ带塞试管中。

　　步骤２：１ｍｌＨＣｌ相用三蒸水稀释１倍，加０．５ｍｌＮａＯＨ
（０．４ｍｏｌ／Ｌ）碱化，混匀并迅速加入０．１％的 ＯＰＴ甲醇液

０．１ｍｌ，立即混匀，并在２１～２２℃反应１０ｍｉｎ，加０．５ｍｌＨＣｌ
（０．５ｍｏｌ／Ｌ）酸化以终止缩合反应，并使荧光物质稳定，测定

荧光值（激发波长３５０ｎｍ，发射波长４４３ｎｍ）。空白对照以

三蒸水代替组织上清。组胺标准曲线：取１０μｇ／ｍｌ标准液，

用０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ稀释成１００ｎｇ／ｍｌ，分别取１．０、０．８、０．６、

０．４、０．２ｍｌ，并以０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ补足至１．０ｍｌ，空白用０．１

ｍｏｌ／ＬＨＣｌ１．０ｍｌ，另向各管加三蒸水０．５ｍｌ，２５％三氯乙

酸０．１ｍｌ。

　　经上述方法步骤１与２，即为组胺内标准曲线，仅通过方

法步骤２为组胺外标准曲线。

１．４　鼻黏膜ＮＯ含量的测定　参照文献［５］方法进行。

１．５　统计学处理　不同组之间的比较分别采用ｔ检验、Ｆ检

验和直线相关与回归分析。

２　结　果

２．１　鼻黏膜中组胺含量的变化　致敏组动物在致敏原激发

前鼻黏膜中组胺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，低于正常对照组，仅为激发前的４６％，

差异非常显著（Ｐ＜０．０１）；以后呈逐渐回升趋势，２４ｈ以后即

高于正常对照组；７２ｈ后回升为激发前的９９％，基本接近于

激发前水平。而正常对照组动物鼻黏膜中组胺含量则始终

无明显变化。详见表１。
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表１　激发前后不同时间鼻黏膜组织中组胺含量的变化
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，μｇ·ｇ－１）

组别 激发前
激发后（ｔ／ｈ）

０ ２４ ４８ ７２
对照组 １１３．２１±１１．２５ １１２．９３±１０．１２ １０９．２３±１１．３５ １１１．０２±１０．４９ １１２．１４±１０．３２
致敏组 ２０６．４２±２５．１８ ９４．９７±１５．３６△△ １３２．７６±１８．３４△△ １５１．９４±１９．２６△△ ２０４．６８±２２．４５

　Ｐ＜０．０１与对照组比较；△△Ｐ＜０．０１与激发前比较

２．２　鼻黏膜中ＮＯ含量的变化　激发前致敏组动物鼻黏膜

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，仅为激发前的５３％，低于正常对照组；以后呈逐

渐回升趋势，２４ｈ以后即高于正常对照组；７２ｈ后回升为激

发前的９７％，基本接近于激发前水平。而正常对照组动物鼻

黏膜中ＮＯ含量则无明显变化。详见表２。

表２　激发前后不同时间鼻黏膜组织中ＮＯ含量的变化
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ｃＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１）

组别 激发前
激发后（ｔ／ｈ）

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

　Ｐ＜０．０１与对照组相比；△△Ｐ＜０．０１与激发前相比

２．３　致敏组豚鼠鼻黏膜组织中ＮＯ含量与组胺含量的关系　
经相关和回归分析提示致敏组豚鼠鼻黏膜组织中ＮＯ含量与

组胺含量两者之间具有良好的线性关系，线性方程为ｙ＝

１．８６６８＋０．２６１７ｘ，相关性非常显著（ｒ＝０．９９１７，Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　组胺是参与变应性鼻炎发病机制的一种重要的炎性介

质，作用于 Ｈ１受体可引起血管扩张，渗透性增高及腺体分泌

以及神经反射等。本实验采用Ｓｈｏｒｅ等［４］的荧光测定法并加

以改良，测定鼻黏膜中的组胺含量。结果表明，激发前致敏

组动物鼻黏膜中组胺含量明显高于正常对照组；致敏原激发

即刻迅速下降，仅为激发前的４６％；以后呈逐渐回升，２４ｈ以

后即高于正常对照组；７２ｈ后回升为激发前的９９％，基本接

近于激发前水平。提示变应性鼻炎发病过程有着动态的变

化。

　　ＮＯ是一种较小的生物信使分子，尽管化学结构简单，却

以相对特异性的方式控制多种细胞功能，参与机体的多种病

理生理过程。缓激肽、ＡＤＰ、ＬＴＣ４和ＳＰ等多种生物活性物

质对微循环渗透性的调节作用都是通过 ＮＯ介导的。本实

验用还原酶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动

物鼻黏膜中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，仅为激发前的５３％；以后呈逐渐

回升趋势，２４ｈ以后即高于正常对照组；７２ｈ后回升为激发

前的９７％，基本接近于激发前水平。而正常对照组动物鼻黏

膜中组胺含量则无明显变化。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。

　　组胺作为一种重要的炎性介质，其多种生物活性是由

ＮＯ介导的。有研究［６］发现，在冠状血管中，组胺通过 Ｈ１受

体和ＮＦκＢ信号转导途径诱发诱导型一氧化氮合酶表达，合

成和释放ＮＯ，从而诱导产生血管平滑肌松弛反应。Ｌｅｇｕｉａ
等［７］研究发现，在最原始的生殖和发育过程中（低等动物海

胆卵的受精过程），组胺仍然通过 ＮＯ介导而发挥其调节作

用。本研究证实，变应性鼻炎豚鼠鼻黏膜中组胺含量与 ＮＯ
含量呈正相关，且相关性非常显著。所以，推测组胺在变应

性鼻炎发病过程中的作用可能是通过 ＮＯ介导的，但其确切

机制还有待于进一步研究。
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Ｈ１７３４Ｈ１７３９．
［７］　ＬｅｇｕｉａＭ，ＷｅｓｓｅｌＧ Ｍ．ＴｈｅｈｉｓｔａｍｉｎｅＨ１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｓ

ｔｈｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｐａｔｈｗａｙａｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌＲｅｐｒｏｄＤｅｖ，

２００６，７３：１５５０１５６３．
［收稿日期］　２００７０４０６　　 ［修回日期］　２００７０６０７
［本文编辑］　贾泽军


