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•论著 •

钠钾泵 Scr 复合体对幼年哮喘大鼠气道炎症和气道重塑的
影响及其机制研究

黄河清 1，白燕 2

【摘要】　背景　研究表明，Na+-K+-ATP 酶活性药物具有抑制哮喘的作用，但具体机制尚不清楚。目的　探究

钠钾泵 Scr 复合体对幼年哮喘大鼠气道炎症和气道重塑的影响及其机制。方法　本实验时间为 2019 年 7 月—2020 年 8
月。将 120 只 8 周龄 SD 雄性大鼠分为对照组（腹腔注射 5% 磷酸盐缓冲液）、哮喘组〔腹膜注射乳化的卵清蛋白（OVA，

Ⅴ级）致敏，造模成功后腹膜注射二甲亚砜〕及治疗组（腹膜注射乳化的 OVA 致敏，造模成功后腹膜注射钠钾泵 Scr
复合体药物），每组 40 只。采用实用荧光定量聚合酶链式反应（qPCR）检测肺组织 Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP 酶相

对表达量，采用蛋白质免疫印迹法检测肺组织 Scr、层粘连蛋白 α4（LAMα4）相对表达量，通过苏木素 - 伊红（HE）
染色检测气道炎性细胞浸润情况，通过高碘酸 - 席夫（PAS）染色检测杯状细胞，采用免疫组织化学法（IHC）检测

转化生长因子 β1（TGF-β1）和血管内皮生长因子（VEGF）表达量，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测肺组织

白介素 13（IL-13）和内皮素 1（ET-1）含量。结果　哮喘组和治疗组大鼠肺组织 Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP 酶、Scr
相对表达量低于对照组，LAMα4 相对表达量高于对照组（P ＜ 0.05）；治疗组大鼠肺组织 Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP 酶、

Scr 相对表达量高于哮喘组，肺组织 LAMα4 相对表达量低于哮喘组（P ＜ 0.05）。哮喘组和治疗组大鼠肺组织炎症

评分高于对照组，PAS 阳性面积占比大于对照组（P ＜ 0.05）；治疗组大鼠肺组织炎症评分低于哮喘组，PAS 阳性面

积占比小于哮喘组（P ＜ 0.05）。哮喘组和治疗组大鼠肺组织 TGF-β1 和 VEGF 表达高于对照组，治疗组大鼠肺组织

TGF-β1 和 VEGF 表达低于哮喘组（P ＜ 0.05）。哮喘组和治疗组大鼠肺组织 IL-13 和 ET-1 高于对照组，治疗组大

鼠肺组织 IL-13 和 ET-1 低于哮喘组（P ＜ 0.05）。结论　钠钾泵 Scr 复合体可抑制幼年哮喘大鼠气道炎症及气道重塑，

其机制可能与调控 LAMα4 表达及抑制 TGF-β1、VEGF、IL-13 和 ET-1 的释放有关。
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【Abstract】　Background　Studies have shown that Na+-K+-ATPase active drugs can inhibit asthma，but the specific 
mechanism is unclear.Objective　To explore the effect and mechanism of sodium-potassium pump Scr complex on airway 
inflammation and airway remodeling in juvenile asthmatic rats.Methods　The experiment is from July 2019 to August 2020.
One hundred and twenty 8-week-old SD male rats were divided into 3 groups：control group（intraperitoneal injection of 5% 
phosphate buffer），asthma group〔sensitization with intraperitoneal injection of emulsified ovalbumin（OVA，grade Ⅴ），
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and then intraperitoneal injection of DMSO after successful modeling〕，and treatment group（sensitization with intraperitoneal 
injection of OVA，and then intraperitoneal injection of sodium-potassium pump Scr complex）.The relative expression 
levels of Na+-K+-ATPase and Ca2+- ATPase in lung tissue was detected by quantitative polymerase chain reaction（qPCR）.
The expression of Scr and LAMα4 was detected by Western blotting.HE staining was used to detect airway inflammatory cell 
infiltration，and PAS staining was used to detect goblet cells.The expression levels of transforming growth factor β1（TGF-β1） 
and vascular endothelial growth factor（VEGF） were detected by immunohistochemistry（IHC）.The contents of interleukin-13
（IL-13） and endothelin-1（ET-1） in lung tissue were detected by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. 
Results　The Na+-K+-ATPase，Ca2+-ATPase and Scr relative expression levels in the lung tissue of asthma group and treatment 
group were lower than those of control group，and the LAMα4 relative expression level was higher than that of control group
（P ＜ 0.05）.The Na+-K+-ATPase，Ca2+-ATPase and Scr relative expression levels in lung tissue of treatment group were 
higher than those of asthma group，and LAMα4 relative expression level in lung tissue was lower than that of asthma group 
（P ＜ 0.05）.The pulmonary inflammation score of asthma group and treatment group was higher than that of control group，
and the positive area of PAS was larger than that of control group（P ＜ 0.05）.The pulmonary inflammation score of treatment 
group was lower than that of asthma group，and the positive area of PAS was smaller than that of asthma group （P ＜ 0.05）.
The relative expression levels of TGF-β1 and VEGF in lung tissue of asthma group and treatment group were higher than those of 
control group，and the relative expression levels of TGF-β1 and VEGF in lung tissue of treatment group were lower than those 
of asthma group（P ＜ 0.05）.The IL-13 expression and ET-1 expression in lung tissue of asthma group and treatment group 
were higher than those of control group，while the IL-13 expression and ET-1 expression in lung tissue of treatment group were 
lower those of than asthma group（P ＜ 0.05）.Conclusion　The sodium-potassium pump Scr complex can inhibit the airway 
inflammation and airway remodeling in juvenile asthmatic rats by regulating the LAMα 4  expression and inhibiting the release of 
TGF-β1，VEGF，IL-13 and ET-1.

【Key words】　Asthma；Sodium-potassium pump Scr complex；Laminin α4；Airway remodeling；Inflammation

哮喘是一种常见疾病，可严重降低人们的生活质

量并影响人类健康［1］，其发生、发展机制目前尚未完

全阐明。研究表明，除炎症和气道高反应外，哮喘患

者支气管气道结构也会发生改变，即气道重塑［2］。

转化生长因子 β1（transforming growth factor beta 1，
TGF-β1）作为调节气道重塑的主要因子之一，可促进

成纤维细胞前体分化为成肌纤维细胞并促使其增殖［3］。

血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，
VEGF）是一种多功能血管生成调节剂，在哮喘患者

中呈过表达，且其表达水平与疾病活动度呈正相关，

与支气管直径和气道高反应性呈负相关［4］。VEGF 和

TGF-β1 均是气道重塑的经典标志物。气道结构细胞

中气道上皮细胞、平滑肌细胞及成纤维细胞均是白介素

13（interleukin 13，IL-13）的靶细胞，故 IL-13 在气道

重塑中起关键作用［5］。内皮素 1（endothelin1，ET-1）
作为一种具有促进生长特性的有效支气管收缩剂和内

源性血管收缩剂肽，可参与香烟烟雾引起的血管和气

道高反应［6］。有动物实验表明，ET-1 会影响鼠哮喘模

型的气道重塑［7］。三磷腺苷（adenosine triphosphate，
ATP）水解后钠泵会将 3 个胞内钠离子交换两个胞外钾

离子［8］。研究表明，许多与 Na+-K+-ATP 酶相互作用

的化合物可缓解急性或慢性哮喘患者的临床症状［9］。

层粘连蛋白 α4（LAMα4）普遍存在于内皮基底膜中。

T 淋巴细胞、嗜中性粒细胞和单核细胞的外渗主要发生

在高表达 LAMα4 的部位，表明 LAMα4 可能会促进外

渗。钠钾泵 Scr 复合体亦称琥珀酸 - 细胞色素 c 氧化还

原酶，其是由复合体Ⅱ和复合体Ⅲ组成。本研究旨在探

究钠钾泵 Scr 复合体对幼年哮喘大鼠气道炎症和气道重

塑的影响及其机制，现报道如下。

1　材料与方法

1.1　实验动物　本实验时间为 2019 年 7 月—2020 年 8
月。从军事医学科学院实验动物中心购买 120 只 8 周龄

SD 雄性大鼠，体质量为 110~130 g，放置在没有特定病

原体、温度和湿度可控的环境中，大鼠可随意进水和 
食物。

1.2　实验分组及干预方法　将 120 只 SD 雄性大鼠随机

分为对照组、哮喘组和治疗组，每组 40 只。对照组大

鼠于实验第 1 天腹腔注射 5% 磷酸盐缓冲液（phosphate 
buffer saline，PBS）1 μl+ 氯化钠溶液 100 μl。哮喘

组大鼠先制备哮喘模型［10］，具体如下：实验第 1 天

和第 14 天，腹膜注射乳化的卵清蛋白（OVA，Ⅴ级） 
100 μg 致敏；实验第 25~27 天，通过大鼠鼻内递送

OVA 100 μg+PBS 50 μl。造模成功后，腹腔注射二甲

亚 砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）1 μl+ 氯 化 钠 溶 液

100 μl。治疗组大鼠先制备哮喘模型，方法同哮喘组，

造模成功后给予钠钾泵 Scr 复合体药物（Sigma 公司生

产），具体用法：钠钾泵 Scr 复合体药物 0.3 mg/kg 溶

解在 20 mg/ml 的 DMSO 中，并采用 PBS 稀释至 1 ml，
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腹腔注射。实验结束后（即实验第 28 天）检测三组大

鼠相关指标。本实验已通过武汉市东西湖区人民医院动

物伦理委员会审核批准。

1.3　检测方法　

1.3.1　实时荧光定量聚合酶链式反应（qPCR）　使用

TRIzol 试剂（上海碧云天生物技术有限公司生产，生

产批号：20190258A）从肺组织中提取总 RNA，并采

用 ReverTra Ace qPCR RT Master Mix 合成 cDNA。使用

SYBR Premix Ex Taq ™一式三份进行 qPCR。热循环条件：

95 ℃变性 1 min，60 ℃退火 10 s，72 ℃延伸 10 s，共

40 个循环。内参基因为 GAPDH，采用 2-ΔΔCt 方法计算

Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP 酶相对表达量。

1.3.2　蛋白质印迹法　使用放射免疫沉淀测定法

（RIPA）裂解缓冲液（上海碧云天生物技术有限公司

生产，生产批号：201801102D）从肺组织中提取蛋白质。

在十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）
凝胶上通过电泳分离总蛋白 60 μg，转移到聚偏氟乙烯

（PVDF）膜上（Millipor 公司，美国），在室温下用含

TBST 的 5% 脱脂奶粉封闭 1 h。膜与一抗在 4 ℃环境下

孵育过夜，与辣根过氧化物酶（上海碧云天生物技术有

限公司生产，生产批号：20180112D）偶联的抗兔二抗

〔1 ∶ 5 000；安诺伦（北京）生物科技有限公司生产〕

在室温下孵育 1 h。使用 Fusion Fx7 图像采集系统（Vilber 
Lourmat 公司，法国），通过 ECL 化学发光试剂（Beyotime
生物技术研究所）捕获化学发光图像，使用 Image J 软

件通过光密度测定法定量测定肺组织 Scr 及 LAMα4 相

对表达量。

1.3.3　肺组织病理学检查　支气管肺泡灌洗后获得完整

的左肺，并在 4% 的低聚甲醛中固定 24 h。将样品脱水

并包埋在石蜡中，切成 4 μm 的组织切片。分别采用苏

木素 - 伊红（HE）（上海碧云天生物技术有限公司生

产，生产批号：20180560M）、高碘酸 - 席夫（PAS）
（上海碧云天生物技术有限公司生产，生产批号：

20190956X）染色并分析切片。HE 染色用于评估支气

管周围和血管周围炎性细胞浸润情况，PAS 染色用于评

估杯状细胞增殖情况。由两名对实验不知情的观察员评

估肺组织炎症病变程度，肺组织炎症病变程度由轻到重

分为 4 级，分别记为 0~3 分［11］，其中无炎症为 0 级（记

为 0 分），偶有炎性细胞套扎为 1 级（记为 1 分），大多

数支气管或血管被薄层包围为 2 级（记为 2 分），大多数

支气管或血管有一层较厚的炎性细胞为 3 级（记为 3 分）。

如果炎症病变程度为 2~3 级，则增加 0.5 分，支气管周

围和血管周围肺组织炎症评分之和为肺组织炎症评分。

使用 Image Pro Plus 6.0 软件测量 PAS 阳性面积占比。

1.3.4　免疫组织化学法（immunohistochemistry，IHC）
　采用免疫组织化学 EnVision 二步法染色，每个载玻

片随机选择 3 个视野（×250），使用具有 Image-pro 
Plus医学图像分析系统的Olympus Cx31显微镜（Olympus
公 司， 日 本） 定 量 测 定 TGF-β1（ 抗 TGF-β1，
1 ∶ 100 稀释；上海碧云天生物技术有限公司生产，生

产批号：20190523B）和 VEGF（抗 VEGF，1 ∶ 100 稀

释；上海碧云天生物技术有限公司生产，生产批号：

20190630K）表达量。

1.3.5　酶联免疫吸附试验（ELISA）　采用 ELISA 试

剂盒（eBioscience 公司，美国）定量检测肺组织中 IL-
13、ET-1 含量，并严格按照试剂盒说明书进行操作。

1.4　统计学方法　采用 SPSS 20.0 统计学软件（美国

IBM 公司）进行数据处理。符合正态分布的计量资料以

（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用 LSD-t 检验。以 P ＜ 0.05 为差异有统计

学意义。

2　结果

2.1　 肺 组 织 Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP 酶、Scr、
LAMα4相对表达量　三组大鼠肺组织Na+-K+-ATP酶、

Ca2+-ATP 酶、Scr 及 LAMα4 相对表达量比较，差异有

统计学意义（P ＜ 0.05）；哮喘组和治疗组大鼠肺组织

Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP 酶、Scr 相对表达量低于对

照组，LAMα4 相对表达量高于对照组，差异有统计学

意义（P ＜ 0.05）；治疗组大鼠肺组织 Na+-K+-ATP 酶、

Ca2+-ATP 酶、Scr 相对表达量高于哮喘组，LAMα4 相

对表达量低于哮喘组，差异有统计学意义（P ＜ 0.05），

见表 1。

表 1　三组大鼠肺组织 Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP 酶、Scr 及 LAMα4
相对表达量比较（x±s）
Table 1　Comparison of relative expression levels of Na+-K+-ATPase，
Ca2+-ATPase，Scr and LAMα4 in lung tissue among the three groups

组别 只数 Na+-K+

-ATP 酶 Ca2+-ATP 酶 Scr LAMα4

对照组 40 1.83±0.14 2.55±0.24 4.78±0.32 1.89±0.14

哮喘组 40 0.66±0.12a 0.89±0.13a 1.55±0.13a 8.47±0.26a

治疗组 40 1.64±0.13ab 2.18±0.24ab 3.47±0.28ab 4.11±0.36ab

F 值 17.292 13.171 13.907 13.748

P 值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

注：ATP= 三磷酸腺苷，LAMα4= 层粘连蛋白α4；与对照组比较，
aP ＜ 0.05；与哮喘组比较，bP ＜ 0.05

2.2　肺组织炎症评分和 PAS 阳性面积占比　三组大鼠

肺组织炎症评分和 PAS 阳性面积占比比较，差异有统

计学意义（P ＜ 0.05）；哮喘组和治疗组大鼠肺组织炎

症评分高于对照组，PAS 阳性面积占比大于对照组，差

异有统计学意义（P ＜ 0.05）；治疗组大鼠肺组织炎症

评分低于哮喘组，PAS 阳性面积占比小于哮喘组，差异

有统计学意义（P ＜ 0.05），见表 2。与对照组大鼠相比，
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哮喘组大鼠细支气管周围和血管周围存在更多的炎性细

胞浸润及大量的杯状细胞，治疗组较哮喘组大鼠炎性细

胞浸润及杯状细胞减少，见图 1。
2.3　肺组织 TGF-β1 和 VEGF 表达情况　三组大鼠肺

组织 TGF-β1 和 VEGF 表达比较，差异有统计学意义 
（P ＜ 0.05）；哮喘组和治疗组大鼠肺组织中 TGF-β1
和 VEGF 表达高于对照组，治疗组大鼠肺组织 TGF-β1
和VEGF表达低于哮喘组，差异有统计学意义（P＜0.05）， 
见表 3、图 2。
2.4　肺组织 IL-13 和 ET-1　三组大鼠肺组织 IL-13 和

ET-1 比较，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；哮喘组

和治疗组肺组织大鼠 IL-13 和 ET-1 高于对照组，治疗

组大鼠肺组织 IL-13 和 ET-1 低于哮喘组，差异有统计

学意义（P ＜ 0.05），见表 4。

HE 染色

PAS 染色

对照组 哮喘组 治疗组
注：HE= 苏木素 - 伊红，PAS= 高碘酸 - 席夫；箭头所指处为杯状细胞

图 1　三组大鼠肺组织病理学检查结果（×200）
Figure 1　Pathological examination results in lung tissue of the three groups

表 2　三组大鼠肺组织炎症评分和 PAS 阳性面积占比比较（x±s）
Table 2　Comparison of inflammation score and PAS positive area in lung 
tissue among the three groups

组别 只数 炎症评分（分） PAS 阳性面积占比（%）

对照组 40 0.53±0.06 0.88±0.21

哮喘组 40 2.87±0.12a 6.78±0.34a

治疗组 40 1.35±0.17ab 4.23±0.26ab

F 值 12.738 12.738

P 值 ＜ 0.001 ＜ 0.001

注：PAS=高碘酸-席夫；与对照组比较，aP＜ 0.05；与哮喘组比较，
bP ＜ 0.05

表 3　三组大鼠肺组织 TGF-β1 和 VEGF 表达比较（x±s）
Table 3　Comparison of expression level of TGF-β1 and VEGF in lung 
tissue among the three groups

组别 只数 TGF-β1 VEGF

对照组 40 3.47±0.32 2.78±0.11

哮喘组 40 11.57±1.13a 8.98±0.23a

治疗组 40 6.34±0.18ab 4.67±0.22ab

F 值 14.829 16.289

P 值 0.013 0.008

注：TGF-β1= 转化生长因子 β1，VEGF= 血管内皮生长因子；

与对照组比较，aP ＜ 0.05；与哮喘组比较，bP ＜ 0.05

表 4　三组大鼠肺组织 IL-13 和 ET-1 比较（x±s，pg/mg）
Table 4　Comparison of IL-13 and ET-1 in lung tissue among the three groups

组别 只数 IL-13 ET-1

对照组 40 130.27±8.29 15.33±1.45

哮喘组 40 324.66±14.82a 42.92±1.48a

治疗组 40 189.07±12.03ab 26.82±2.93ab

F 值 18.927 13.930

P 值 0.016 0.007

注：IL-13=白介素 13，ET-1=内皮素 1；与对照组比较，aP＜ 0.05；
与哮喘组比较，bP ＜ 0.05
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3　讨论

哮喘是一种慢性气道炎性疾病，与气道炎症和气道

结构改变有关，而气道炎症和气道重塑均可导致气道高

反应。目前，支气管哮喘的常见治疗方法是吸入长效

β2- 肾上腺素激动剂和糖皮质激素，以迅速缓解急性哮

喘症状，减轻支气管收缩和气道炎症，但部分患者对联

合用药依从性较差或存在不良反应。因此，寻找补充疗

法（尤其是植物疗法）及有效控制气道重塑的药物已成

为哮喘新的研究方向。

既往研究表明，Na+-K+-ATP 酶活性药物具有抑制

哮喘的作用［12］，质子泵抑制剂能有效缓解咳嗽症状［13］。

体液和轴突的钠泵会调节膜电位，而抑制其调节作用将

会抑制动作电位的产生。研究表明，钠泵调节剂会选择

性作用于同工酶［14］。本研究结果显示，哮喘组和治疗

组大鼠肺组织 Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP 酶相对表达量

低于对照组，治疗组大鼠肺组织 Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-
ATP 酶相对表达量高于哮喘组，提示 Na+-K+-ATP 酶和

Ca2+-ATP 酶表达下调可能与哮喘发生有关。

层粘连蛋白（LAM）是一组异源三聚体蛋白质，

由 5 个 α、3 个 β、3 个 γ 链组成，其与胶原蛋白

Ⅳ、尼古丁和蛋白聚糖一起构成了基底膜的主要功能

成分。在健康肺组织中，LAMα2、α3、α5、β1、
β2、β3、γ1 及 γ2 存在于气道上皮下的基底膜中，

而 LAMα4、β1、β2 和 γ1 存在于气道平滑肌基底膜

中［15-16］。研究表明，气道平滑肌质量增加可能与气道

平滑肌细胞在增生和收缩表型之间转换有关，暴露于增

生刺激会诱导增生的气道平滑肌表型［17］。本研究结果

显示，哮喘组和治疗组大鼠肺组织 LAMα4 相对表达量

高于对照组，治疗组大鼠肺组织 LAMα4 相对表达量低

于哮喘组。本研究结果还显示，哮喘组和治疗组大鼠肺

组织炎症评分高于对照组，PAS 阳性面积大于对照组；

治疗组大鼠肺组织炎症评分低于哮喘组，PAS 阳性面积

小于哮喘组，提示钠钾泵 Scr 复合体可有效减轻幼年哮

喘大鼠气道炎症。

目前，钠钾泵在分子层面如何抵抗气道重塑及涉及

哪些下游分子和信号传导途径仍不清楚。气道重塑的主

要改变包括气道上皮完整性破坏、细胞外基质沉积、新

血管形成、血管重塑及黏液腺增生，尤其是气道平滑肌

细胞增生和肥大。研究表明，哮喘患者气道平滑肌细胞

数量异常增多，且其数量与哮喘持续时间及严重程度

有关［18］。VEGF 和 TGF-β1 均是气道重塑的经典标志

物。理论上讲，气道平滑肌质量增加可通过细胞增殖、

细胞肥大或两者实现。IL-13 是由活化的 T 细胞、嗜碱

粒细胞或肥大细胞产生的 Th2 型细胞因子［19］，其是变

应原诱导的气道高反应的重要递质，可直接或单独调节

气道平滑肌细胞，而不依赖于炎性反应，其在气道平滑

肌细胞、成纤维细胞、内皮和上皮细胞诱导的气道重塑

中起关键作用。ET-1 是气道平滑肌细胞的促分裂原和

注：TGF-β1= 转化生长因子 β1，VEGF= 血管内皮生长因子

图 2　三组大鼠肺组织免疫组织化学染色结果（SP 染色，×200）
Figure 2　Immunohistochemical results in lung tissue of the three groups

对照组

VEGF

TGF-β1

哮喘组 治疗组
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收缩激动剂，支气管肺泡液中 ET-1 水平升高与气道高

反应和哮喘严重程度有关。机械压缩支气管上皮细胞有

助于气道平滑肌细胞的增殖和基础收缩，而增强的增

殖和收缩取决于上皮细胞衍生的 ET-1。本研究结果显

示，哮喘组和治疗组大鼠肺组织 TGF-β1 和 VEGF 表

达高于对照组，治疗组大鼠肺组织 TGF-β1 和 VEGF
表达低于哮喘组；哮喘组和治疗组大鼠肺组织 IL-13 和

ET-1 高于对照组，治疗组大鼠肺组织 IL-13 和 ET-1
低于哮喘组，提示钠钾泵 Scr 复合体可抑制 TGF-β1、
VEGF、IL-13、ET-1 释放，进而抑制气道重塑。

综上所述，钠钾泵 Scr 复合体可抑制幼年哮喘大鼠

气道炎症及气道重塑，其机制可能与调控 LAMα4 表达

及抑制 TGF-β1、VEGF、IL-13 和 ET-1 的释放有关。
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