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内容提要 目的：研究三氧化二砷（*+’,-）对哮喘豚鼠肺内嗜酸性粒细胞（.,/）凋亡的影响及其作用机

制。方法：豚鼠-)只随机分为-组，即对照组、哮喘组和*+’,-（’01／21）治疗组。采用末端脱氧核苷酸转移

酶介导的脱氧三磷酸尿嘧啶缺口末端标记（3435064789644:3;<7=26<4>8?6>>7<1，3:!.@）技术原位标记

细胞凋亡；计算机图像分析技术对气道壁.,/浸润和.,/凋亡进行定量测定。结果：对照组豚鼠气道壁

.,/计数（&A&B’AC）个／D;，.,/凋亡指数为（)A&’B)A)E）F；与对照组比较，哮喘组豚鼠气道壁.,/浸润

显著增加（!")A)(），.,/凋亡指数显著下降（!")A)(）；*+’,-治疗组，气道壁.,/浸润显著下降（!"
)A)(），.,/凋亡指数显著增加（!")A)(），并且气道壁.,/浸润数量与.,/凋亡指数之间呈显著性负相

关（"GH)A$&$，!")A)(）。结论：.,/凋亡异常是支气管哮喘的一个重要的发病机制；*+’,-通过促进肺

内.,/凋亡，下调.,/浸润数量，从而减轻了哮喘气道炎症；小剂量*+’,-治疗哮喘既有效又相对安全，具

有潜在的应用价值。
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支气管哮喘（简称哮喘）是一种以嗜酸性粒细胞

（.,/）浸润为主要病理特征的慢性气道变应性炎症，

3O’细胞是引起和维持这种炎症反应的重要因素（(）。

.,/是一种终末分化细胞，在哮喘气道炎症消长的过

程中成为关键的效应细胞，.,/凋亡受抑可能是肺组

织.,/浸润增加的一个重要机制（’）。

近年来，应用三氧化二砷（*+’,-）治疗急性早幼粒

细胞 白 血 病（*;@），取 得 了 令 人 瞩 目 的 进 展，诱 导

*;@细胞凋亡是其最重要的治疗机制（-）。据此，笔者

采用末端脱氧核苷酸转移酶介导的脱氧三磷酸尿嘧啶

缺口末端标记（3:!.@）技术和计算机图像分析技术，

研究*+’,-对哮喘豚鼠肺内.,/凋亡的作用，为阐明

*+’,-治疗哮喘的作用机制提供实验依据。

材料与方法

( 动物 选择清洁级健康雄性豚鼠-)只，体重

（-))BC)）1，由南京军区南京总医院实验动物中心提

供。
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! 药物 亚砷酸注射液每支含"#!$%&’()，哈尔

滨伊达药业有限公司生产，批号：&***’&*&。

% 试 剂 与 仪 器 试 剂：+,-./!鸡 卵 白 蛋 白

（$0"），美国12)(-公司产品；341为福州迈新生物

制品有限公司产品；氯胺酮注射液每支&’’()，江苏恒

瑞医 药 股 份 有 限 公 司 产 品；56789试 剂 盒，德 国

:;<=/公司产品。仪器：>8?@’&A&型超声波雾化吸入

器，德国4;/=,2B)/,>B)/C=/2(公司产品；!&%D型石蜡

切片机，德国9/2<-公司产品；7EFA&’’’型计算机彩

色图像分析系统，由南京医科大学和东南大学联合研

制。

G 实验方法

GH& 模型的建立、分组及给药方法 颗粒饲料辅

以新鲜蔬菜喂养，自由饮水，适应环境%天后，随机分

为%组，每组&’只，即对照组（第&组）、哮喘组（第!
组）和"#!$%治疗组（第%组）。第!组和第%组豚鼠

分别于实验第&天和第I天腹腔内注射&’J$0"溶

液&(C两次致敏，于实验第&D天起开始雾化吸入&J
$0"气溶胶诱喘，每天&次，每次%’#，连续&周，以出

现烦躁、呛咳、呼吸深快和点头运动等症状为激发成

功，其中第%组豚鼠每次在雾化吸入后’HD=，腹腔内

注射按!()／K)浓度配制的"#!$%溶液!(C；第&组豚

鼠则按上述各时间段分别于腹腔内注射或雾化吸入等

量生理盐水作为正常对照。

GH! 观察项目及检测方法 于实验第!D天每只

以氯胺酮!()腹腔内注射麻醉并处死豚鼠，取右肺中

下叶，&’J中性甲醛溶液固定!G=后，常规石蜡包埋和

切片，厚G"(，分 别 做 L8染 色 和 56789标 记。

56789法细胞凋亡原位检测，参照56789试剂盒

说明书进行操作，主要步骤如下：（&）石蜡切片经二甲

苯脱蜡及梯度酒精脱水，341（’H’&(;C／9，MLNHG）漂

洗D(2B，共!次；（!）蛋 白 酶K（!()／9）%NO消 化

&D(2B，341漂洗D(2B，共%次；（%）F7"平衡液平衡

阳性对照片!(2B后，加入F7-#/#，%NO反应&’(2B；

（G）实验组和阳性对照片分别加入56789工作液（&P
&*稀释）D’"C，%NO孵育GD(2B，341漂洗D(2B，共%
次；（D）加入碱性磷酸酶（"3）标记的抗荧光素抗体

D’"C，%NO孵育%’(2B，341漂洗D(2B，共%次；（@）经

4QRR/,$平衡后，745／4?>3显色，室温下暗处显色至

阳性对照显色良好时终止呈色反应；（N）缓 冲 甘 油

（341P甘油S&P%）封片和观察。计算机图像分析以肺

内支气管为分析对象，由同一观察者在每张切片中随

机选取D个 高 倍 视 野（TG’’），分 别 测 定 支 气 管 壁

8$1浸润计数（L8染色）和8$1凋亡指数（56789

标记），计算其平均值作为该切片的代表值。

D 统计学方法 采用1"1软件进行统计分析，

各组间均数的比较采用!检验，1311软件对支气管

壁8$1浸润计数和8$1凋亡指数进行3/-,#;B相关

性分析。

结 果

& 对照组豚鼠肺内支气管壁8$1浸润计数和

8$1凋亡的形态学特点 见图&。以胞核染成紫蓝色

的细胞为阳性凋亡细胞，结合肺组织内8$1浸润和细

胞凋亡的动态变化判断阳性8$1凋亡细胞，8$1凋亡

细胞占相应8$1的百分比即为其凋亡指数。对照组

豚鼠支气管壁8$1计数为（GHGU!HD）个／L3，8$1凋

亡指数为（’HG!U’H’I）J。

! 哮喘组豚鼠肺内支气管壁8$1浸润计数和

8$1凋亡的特点 见图!。与对照组比较，哮喘组豚

鼠支气管壁8$1计数为（NIH@U*H!）个／L3，呈显著

增加（"!’H’&），8$1凋亡指数为（’H!%U’H’D）J，呈

显著下降（"!’H’&）。

% "#!$%对哮喘豚鼠肺内支气管壁8$1浸润计

数和8$1凋亡的影响 见图%。与哮喘组比较，哮喘

豚鼠经"#!$%处理后，支气管壁8$1计数为（%!HIU
NH!）个／L3，呈显著下降（"!’H’&），8$1凋亡指数为

（!H*IU’H@!）J，呈显著增加（"!’H’&），并且支气管

壁8$1浸润计数和8$1凋亡指数经1311软件3/-,A
#;B相 关 性 分 析 后，呈 显 著 性 负 相 关 关 系（#SV
’H*G*，"!’H’&）。

讨 论

哮喘是一种以8$1浸润为主要病理特征的慢性

气道变应性炎症，8$1激活后释放胞浆内毒性物质和

炎性介质造成组织损伤和炎症反应，而减少肺内8$1
浸润有助于促进哮喘气道炎症的消退（G）。目前研究认

为，下调肺内8$1数量可能是通过下列途径（D）：外周

血8$1肺内募集减少；肺内8$1发生迁移；8$1坏

死；8$1凋亡，巨噬细胞及时清除。

8$1是一种终末分化细胞，死亡时以细胞凋亡的

形式被清除（@）。近年来研究发现，巨噬细胞能够迅速

识别和吞噬发生凋亡的各期8$1（N，I），其中对凋亡后期

粒细胞的吞噬可能是机体防止炎症细胞坏死进而损伤

组织的最后一条防线（*）。我们研究发现，与对照组比

较，哮喘组豚鼠肺内8$1凋亡显著下降而8$1浸润

显著增加，提示8$1凋亡减少可能是哮喘气道8$1
浸润增加的一个重要机制。
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图! 对 照 组 豚 鼠 支 气 管 壁!"#凋 亡 的 形 态 学 特 点

$%&!’标记()**

图" 哮 喘 组 豚 鼠 支 气 管 壁!"#凋 亡 的 形 态 学 特 点

$%&!’标记()**

图# +,-". 对 哮 喘 豚 鼠 支 气 管 壁 !"#凋 亡 的 影 响

$%&!’标记()**

+,-".是中药砒霜的有效提取成分，是一种能与

含巯基蛋白高度结合的原浆毒，在体内存在蓄积倾向，

具有致癌、致畸、致突变的协同作用（/*）。我国学者研

究发现，+,-".治疗+0’的有效剂量为/*12／3
（//），我

们采用-12／42浓度+,-".溶液治疗后，哮喘豚鼠肺

内!"#凋亡显著增加而!"#浸润显著下降，并且两

者呈显著性负相关，提示促进肺内!"#凋亡，下调肺

内!"#浸润数量，在整个实验过程中，我们还观察到

哮喘豚鼠经+,-".治疗后，每次诱喘时间较哮喘组豚

鼠明显延长，同时没有出现任何厌食、消瘦或呆滞的症

状，这说明利用小剂量+,-".可以相对安全而有效地

达到治疗哮喘之目的。

进一步研究小剂量+,-".诱导!"#凋亡的信号

传导途径，而且据此研究和开发诱导!"#凋亡的特异

性分子药物，无疑将为哮喘的防治带来新的前景。
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