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SB239063通过抑制 TNF-琢和 p38MAPK，减轻香烟烟雾暴露
变应性鼻炎大鼠MKP-1的表达 *

左晶晶 陈金辉 明 伟 王 燕 陶泽璋 李紫荆
（武汉大学人民医院耳鼻咽喉头颈外科湖北武汉 430060）

摘要目的：探讨 p38MAPK抑制剂 SB239063对香烟烟雾暴露变应性鼻炎大鼠 p38MAPK信号通路、TNF-琢、MKP-1表达的影响。

方法：先构建变应性鼻炎（AR）大鼠模型，然后给予 AR 大鼠被动吸入香烟烟雾（CS），再行腹腔注射 AR 大鼠 SB239063（100

mg/kg），分为 AR组、AR+CS组、AR+CS+SB239063组。造模后对各组大鼠进行症状学评分；苏木精 -伊红（HE）染色法观察大鼠

鼻黏膜的形态学变化；实时荧光定量 PCR（RT-PCR）检测鼻黏膜 p38MAPK、MKP-1 mRNA的表达水平；酶联免疫吸附试验

(ELISA) 分析外周血、脾脏 TNF-琢的含量；Western blots检测鼻黏膜 p38MAPK、p-p38MAPK、MKP-1蛋白的表达水平。结果：与

AR组比较，AR+CS组大鼠的过敏症状（P<0.05）加重；鼻黏膜嗜酸性粒细胞（P<0.05）、中性粒细胞浸润（P<0.01）增多；MKP-1

mRNA及其蛋白的表达水平均升高（P<0.001）；外周血、脾脏 TNF-琢的表达水平升高（P<0.001）；p-p38MAPK蛋白的表达水平升

高（P<0.001）。与 AR+CS组比较，AR+CS+SB239063组大鼠过敏症状评分下降（P<0.01）；鼻黏膜中嗜酸性粒细胞、中性粒细胞计
数下降（P值均 < 0.05）；p38MAPK mRNA的表达水平降低（P<0.05），MKP-1 mRNA及其蛋白的表达水平下降（P<0.001）；外周血、
脾脏 TNF-琢的表达水平降低（P值均 < 0.001）；p38MAPK、p-p38MAPK蛋白的表达水平降低，差异均具有显著统计学意义（P值
均 < 0.001）。结论：SB239063通过抑制 TNF-琢、p38MAPK及其自磷酸化，减轻香烟烟雾暴露变应性鼻炎大鼠MKP-1的表达。

关键词：变应性鼻炎；香烟烟雾；p38有丝分裂原活化蛋白激酶；炎症；抑制剂

中图分类号：R-33；R765.21 文献标识码：A 文章编号：1673-6273(2022)24-4612-06

SB239063 Attenuates the Expression Level of MKP-1 Via Suppressing
TNF-琢 and p38MAPK in Rats

with Allergic Rhinitis Exposured to Cigarette Smoke*

To investigate the effects of p38 MAPK inhibitor SB239063 on p38 MAPK signal pathway, TNF-琢 and

MKP-1 in cigarette smoke exposed allergic rhinitis (AR) rats. The AR model of rats was firstly established, and then was given

passive inhalation of cigarette smoke (CS), and then was injected intraperitoneally with SB239063 (100 mg / kg). They were divided into

AR group, AR + CS group and AR + CS + SB 239063 group. After modeled, the rats in each group were scored by symptomatology; The

morphological changes in nasal mucosa of rats were observed by hematoxylin eosin (HE) staining; The expression levels of p38MAPK

and MKP-1 mRNA in nasal mucosa were detected by real-time fluorescence quantitative PCR (RT-PCR); TNF-琢 in peripheral blood and

spleen was analyzed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA); The expression levels of p38MAPK, p-p38MAPK and MKP-1

proteins in nasal mucosa were detected by Western blots. Compared with AR group, the allergic symptoms of AR + CS group

were aggravated (P<0.05); Eosinophils infiltration (P<0.05) and neutrophil infiltration (P<0.01) in nasal mucosa were increased; The
expression levels of MKP-1 mRNA and its protein were increased (P<0.001); The expression level of TNF-琢 in the peripheral blood and

spleen were increased (P<0.001); The expression level of P-P38MAPK protein was increased (P<0.001). Compared to AR + CS group,

the score of allergic symptoms in AR + CS + SB 239063 group was decreased (P<0.01); The counts of eosinophils and neutrophils in
nasal mucosa were decreased (P<0.05); The expression level of p38MAPK mRNA was decreased (P<0.05), and the expression level of
MKP-1 mRNA and its protein were decreased (P<0.001); The expression of TNF-琢 in the peripheral blood and spleen were decreased

(P<0.001); The expression of p38MAPK protein and p-p38MAPK protein were decreased, and the difference was statistically significant

(P<0.001). SB239063 reduced the expression level of MKP-1 via inhibiting TNF-琢, p38MAPK and its autophosphorylation

in rats with allergic rhinitis exposured to cigarette smoke.
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前言

变应性鼻炎（allergic rhinitis，AR）是主要由 IgE 介导特异

性个体，在接触变应原后出现发作性喷嚏、鼻塞和流清涕症状

的 I型变态反应性疾病，其发病率近年来出现增高的趋势[1]。气

源性致敏原在合并有吸烟的变应性鼻炎患者中发挥重要作用，

变应性致敏作用与烟草烟雾暴露具有复杂的关系[2]。研究表明

哮喘大鼠肺组织 p38 有丝分裂原活化蛋白激酶（p38 mito-

gen-activated protein kinase，p38MAPK） 活化增 强，抑制

p38MAPK的活性可抑制哮喘大鼠气道炎症反应[3]。肿瘤坏死

因子（TNF-琢）是一种具有促进炎症反应作用的细胞因子，可激
活 p38MAPK激酶，并与 NF-资B相互作用[4]。丝裂原活化蛋白

激酶磷酸酶 -1 (mitogen-activated protein kinase phosphatase-1，

MKP-1)可引起MAPKs去磷酸化，内源性MKP-1的表达，受到

转录及转录后等多个水平的调控[5]。

p38MAPK抑制剂不仅可用于一般的炎症性疾病，还可用

于 COPD和重度哮喘中糖皮质激素抵抗的治疗[6]。研究发现同

时予 p38MAPK抑制剂和皮质类固醇与单独使用糖皮质激素

相比，可明显减少由 LPS刺激肺泡巨噬细胞产生的细胞因子，

说明同时使用两者可增强抗炎效果，具有协同作用[7]。第一代代

表为 SB203580，因其副作用较大且抑制细胞色素 P450有潜在

致癌性而一直没有进入临床应用；第二代代表是 SB239063，其

副作用已经有所改善，是实验常用的特异性抑制剂[8]。本课题拟

研究：香烟烟雾暴露变应性鼻炎大鼠 p38MAPK信号通路、

TNF-琢、MKP-1的表达及经 p38MAPK抑制剂干预后的变化。

1 材料与方法

1.1 材料

红金龙牌过滤嘴香烟（每支香烟含尼古丁 0.6 mg，焦油

9 mg，一氧化碳 11 mg）购自于湖北省中烟工业有限责任公司，

无水乙醇、二甲苯、盐酸、氨水、中性树胶、三氯甲烷、异丙醇购

自于国药集团化学试剂有限公司。脱水机、包埋机、冻台、组织

摊片机购自于武汉俊杰电子有限公司。苏木素、伊红染液、PBS

溶液、生理盐水、SDS-PAGE凝胶制备试剂盒、RIPA总蛋白裂

解液、BCA蛋白质浓度测定试剂盒、ECL化学发光检测试剂

盒、Protease Inhibitor Cocktail、100*PMSF、磷酸化蛋白酶抑制

剂、5*蛋白上样缓冲液、丽春红染液、TBS（粉剂）、PBS（粉剂）、

电泳液（粉剂）、转膜液（粉剂）、一抗稀释液、二抗稀释液、抗体

洗脱液、显影定影液、Tween-20、脱脂奶粉、HRP-Goat anti Rab-

bit、HRP-Goat anti Mouse二抗购自于 ASPEN。蛋白 Marker购

自于美国 Thermo，0.45 滋m PVDF膜购自于 Millipore，柯达医

用 X射线胶片购自于 Kodak。卵清蛋白、SB239063购自于美国

Sigma 公司，氢氧化铝购自于美国 Pierce chemical 公司。

p38MAPK、P-p38MAPK 一抗 购 自 于 美 国 Cell Signaling、

MKP-1 一抗购自于 Absin、GAPDH 一抗购自于 Abcam。

TRIpure Total RNA Extraction Reagent、EntiLinkTM 1st Strand

cDNA Synthesis Kit、EnTurboTM SYBR Green PCR SuperMix、

Rat TNF琢 ELISA Kit、Rat IL-1茁 ELISA kit购自于 ELK Biotech-

nology。电泳仪、转移电泳仪槽、垂直电泳槽、脱色摇床购自于

北京市六一仪器厂。水浴锅购自于金坛市江南仪器厂，石蜡购

自于上海华申康复器材有限公司，病理切片机购自于上海徕卡

仪器有限公司，烤箱购自于上海一恒科学仪器有限公司，载玻

片及盖玻片购自于江苏世泰实验器材有限公司，台式离心机购

自于上海安亭科学仪器厂，冷冻离心机购自于湖南湘仪实验室

仪器，制冰机购自于常熟市雪科电器有限公司，PCR仪购自于

杭州博日科技，荧光定量 PCR仪购自于 Life technologies，超净

工作台购自于苏净安泰公司，酶标仪购自于 Diatek公司，恒温

培养箱购自于上海精宏实验设备有限公司，扫描仪购自于

Canon，暗匣购自于广东粤华医疗器械厂有限公司。

1.2 实验动物

6-8周龄的 SPF清洁级 SD雄性大鼠 9只，体重 250-300 g，

购自于湖北省实验动物研究中心 [许可号：SCXK (鄂 )

2020-0018]，大鼠所在环境的室温为 18-22℃，湿度是 50%

-60%，自由饮食。所有实验程序均得到武汉大学人民医院动物

伦理委员会许可[伦理号：WDRY2018-K052]。实验动物使用得

到湖北省疾病预防控制中心许可 [许可号：SYXK (鄂 )

2017-0065]。

1.3 方法

1.3.1造模方法 变应性鼻炎组（AR组）：于第 1、3、5、7、9、11、

13天腹腔注射 1 mL含 300 滋g卵清蛋白（OVA）及 30 mg氢氧

化铝的生理盐水混悬液，自第 14天开始以 10% OVA生理盐

水滴鼻（每天一次、每侧 50 滋L/次）激发，连续 7天，造成 AR模

型后，第 28日处死大鼠、取材，采血，固定包埋、及冷冻标本。烟

雾暴露的 AR组（AR+CS组）：采用自制的有机玻璃烟熏箱

（69 cm伊47 cm伊38 cm），玻璃箱 1/2高度处置有机玻璃隔板（隔

板上有直径 1 cm圆形通风孔，排布密度：1个 / 6 cm2）将玻璃

箱分为上下两部分，有机玻璃箱顶及四侧面下 1 /2均有圆形通

气孔（箱顶：1个 / 100 cm2；侧面下 1 /2：1个 /250 cm2）。AR造

模成功后的第 1日开始，将 AR大鼠置于隔板上，于玻璃箱下

1 /2空间内点燃 1只香烟（客户自备香烟），至香烟燃烧完全、

烟雾基本消失，约 15 min；掀开箱盖休息 10 min，重复 4次烟雾

暴露。维持吸烟为 1支 /次、5支 /日，连续烟雾暴露 28日。烟

雾暴露期间重复 1次基础致敏及鼻部激发。p38MAPK抑制剂

SB239063干预烟雾暴露的 AR组（AR+CS+SB239063组）：前

期制备同烟雾暴露的 AR组，烟雾暴露前给予 AR大鼠 0. 2 mL

SB239063（100 mg/kg）腹腔注射，1次 /日，隔日 1次，共 14次。

1.3.2 造模后观察 末次鼻腔激发后 30分钟观察大鼠的生物

学行为，如鼻痒(挠鼻)、喷嚏、流清涕等行为表现，计分标准：A、

鼻痒：轻挠鼻几次计 1分，经常挠鼻面部计 2分，不断挠抓鼻面

部计 3分。B、喷嚏：1-3个计 1分，4-10个计 2分，11个以上计

3分。C、流清涕：流到前鼻孔计 1分，流过前鼻孔计 2分，流满

面部计 3分。以上各项指标均采用叠加量化计分法，总分大于

5分表示 AR模型造模成功。

1.3.3 症状评分 给予大鼠末次鼻腔激发 30分钟后，观察大

鼠的生物学行为包括挠鼻、打喷嚏、流清鼻涕等行为表现，做行

为学症状评分。

1.3.4 石蜡切片 HE染色实验步骤 每只大鼠按 200 mg/kg

腹腔注射 2%戊巴比妥钠溶液实施麻醉，固定于操作台，分离大

鼠头部皮肤，与硬腭垂直方向剪开鼻正中缝，取出鼻中隔和双

侧鼻腔外侧壁，避免损伤鼻黏膜。分离的鼻黏膜分为三份，一份
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鼻黏膜给予 4%多聚甲醛固定 24小时后，换用 10%EDTA脱钙

液处理，组织经脱水、石蜡包埋、制片，切片厚 4 滋m。进行苏木
精 -伊红（HE）染色：石蜡切片经二甲苯、梯度递减浓度的乙醇

脱蜡至水，切片入 Harris苏木素染 3-8 min，自来水洗、盐酸酒

精分化，再次水洗、氨水返蓝，伊红染细胞质，梯度递增浓度的

乙醇、二甲苯脱水透明，中性树胶封片。在正置显微镜下见嗜酸

性粒细胞胞质呈红色或粉红色，细胞核呈蓝色。任意取 5个高

倍（HP）视野（伊400）下做嗜酸粒性细胞、中性粒细胞计数并取
平均值。

1.3.5 RT-PCR检测 取出液氮中保存的大鼠鼻黏膜组织，

用已消毒的工具于冰上取约 20 mg 组织，于 1 mL 预冷的

TRIpure中充分研磨，匀浆液小心倒入 1.5 mL EP管中，加入

250 滋L三氯甲烷，充分混匀，冰上静置 5 min。混合液 4℃，

10000伊g，10 min离心。小心吸取上清 500 滋L于 1.5 mL EP管

中，加入等体积 4℃预冷的异丙醇，颠倒混匀，-20℃静置 15 min。

溶液 4℃，10000伊g，10 min离心，小心倒掉液体，加入 1 mL 4℃

预冷的 75%乙醇，颠倒数次，清洗 RNA 沉淀，4℃，10000伊g，
5 min离心，倒掉液体干燥数分钟，将乙醇充分挥发干净，加入

100 滋L RNase-Free Water，充分溶解 RNA。第一链 cDNA的合

成采用 EntiLinkTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit 试剂盒进行

（ELK Biotechnology，EQ003）。引物 R-p38MAPK的正义序列

为 ：AGATGCCGAAGATGAACTTCG， 反 义 序 列 为 ：

GGTCAGGCTCTTCCATTCGT。引物 R-MKP1的正义序列为：

CAGAGGCGGAGTATTATCTCCC， 反 义 序 列 为 ：GGA-

GACAGGGAAGTTGAAGACC。引物 R-GAPDH 的正义序列

为 ：AACAGCAACTCCCATTCTTCC， 反 义 序 列 为 ：TG-

GTCCAGGGTTTCTTACTCC。实时荧光定量 PCR 是在 Life

technologies公司的 StepOneTMReal-Time PCR仪上完成，每个

样品均作 3个复孔，使用 EnTurboTM SYBR Green PCR Super-

Mix试剂盒进行（ELK Biotechnology，EQ001）。反应程序为：

95℃预变性 3 min，然后在 95℃下作用 10 s、58℃下作用 30 s、

72℃下作用 30 s，重复 40次。分析鼻黏膜组织中目的基因

mRNA的表达水平。

1.3.6 ELISA检测分析 TNF-琢的水平 将新鲜脾脏剪成小

的组织块置于 300目尼龙网上，并将尼龙网固定于组织培养皿

上，滴少许生理盐水，用 5 mL注射器针栓截面研磨组织。开胸

行心脏采血，每只大鼠取血约 4 mL，用乙二胺四乙酸（EDTA）

抗凝。取 2 mL采用 3000 r/min离心 15 min，根据标本的采集情

况可适当增加离心时间，见上层清亮液体即为血清，取血清在

-80℃冻存备用。按照酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒说明书

操作，检测分析脾脏、血清 TNF-琢表达水平。
1.3.7 Western blots检测 鼻黏膜组织块用预冷的 PBS缓冲

液漂洗 2-3次，去除血污，剪成小块置于匀浆器中。加入 10倍

于组织体积的组织蛋白提取试剂（使用前数分钟内加入蛋白酶

抑制剂，使其工作浓度为 1*即可），冰浴彻底匀浆。将匀浆液转

移至离心管中，振荡。冰浴 30 min，期间用移液器反复吹打，确

保匀浆液完全裂解。4℃12000 rpm离心 5 min，收集上清，即为

总蛋白溶液。使用 BCA蛋白质浓度测定试剂盒测定样品蛋白

浓度。根据样品浓度确定上样量，保证每个样品总蛋白上样量

均为 40 滋g。在蛋白样品中加入适当量的 5伊蛋白上样缓冲液，

95-100℃沸水浴 5 min。将电泳架放入电泳槽中，加入电泳缓冲

液，将样品加入点样孔中。按浓缩胶 80V、分离胶 120V进行恒

压电泳，至溴酚蓝到达胶板下沿。准备转膜滤纸和 PVDF膜，

PVDF膜在使用之前先用甲醇活化，活化时间 3 min。按照正负

极的方向摆放转膜 "三明治 "结构，从正极到负极依次为转膜

海绵、3层滤纸、PVDF膜、胶、3层滤纸、转膜海绵，摆放过程中

要除尽各层中气泡。按 300 mA恒流转膜，转膜时间根据目的

蛋白分子量大小调整。将转好的膜加入封闭液室温封闭 1h。除

去封闭液，加入用一抗稀释液稀释好的一抗（按照 1:3000的体

积比稀释 p38MAPK一抗，1:500的体积比稀释 p-p38MAPK和

MKP-1，1:10000的体积比稀释作为内参的 GAPDH 一抗）4℃

过夜。用 TBST洗三次，每次 5 min。加入二抗稀释液稀释好的

二抗，室温孵育 30 min，用 TBST在室温下摇床上洗四次，每次

5 min。滴加新鲜配制的 ECL混合溶液（A:B=1:1）到膜的蛋白面

侧，暗室中曝光。根据不同的光强度调整曝光条件，显影、定影。

将胶片进行扫描存档，AlphaEaseFC软件处理系统分析目标带

的光密度值。

1.4 统计学分析

实验数据采用均数依标准差表示，利用 GraphPad Prism 5

统计软件对实验数据做统计学分析，两组间的差异分析采用

非配对 t检验，三个及以上组间的差异采用单因素方差分析。

P<0.05认为组间的差异性有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠鼻黏膜的形态学变化

与 AR组比较，AR+CS组大鼠的鼻黏膜可见嗜酸性粒细

胞、中性粒细胞浸润增多，鼻黏膜水肿、见纤维素性渗出物，纤

维组织增生，血管明显扩张(见图 1)。嗜酸性粒细胞计数升高，

差异具有统计学意义（P<0.05）。中性粒细胞计数升高，差异具
有显著统计学意义（P<0.01）。由图 1可知，与 AR+CS组比较，

AR+CS+SB239063组大鼠鼻黏膜嗜酸性粒细胞、中性粒细胞的

浸润数量明显减少，纤维素性渗出物及纤维组织增生被吸收。

嗜酸性粒细胞计数降低，差异具有统计学意义（P<0.05）。中性
粒细胞计数下降，差异具有统计学意义（P<0.05）。
2.2 各实验组大鼠的症状评分

由图 2可知，与 AR组比较，AR+CS组的大鼠症状评分显

著升高，评分差异具有统计学意义（P<0.05），说明香烟烟雾暴
露加重 AR 大鼠的过敏症状。与 AR+CS 组比较，AR+CS+

SB239063组的大鼠症状评分显著降低，二者的评分差异具有

显著统计学意义（P<0.01），提示 SB239063减轻烟雾暴露 AR

大鼠的过敏症状。

2.3 p38MAPK、MKP-1 mRNA表达的比较

与 AR组比较，AR+CS组大鼠鼻黏膜 MKP-1 mRNA的表

达水平升高，差异具有显著统计学意义（P<0.001，见图 3），两组

间 p38MAPK mRNA的表达水平未见明显差异。与 AR+CS组

比较，AR+CS+SB239063组大鼠鼻黏膜 p38MAPK mRNA的表

达水平降低，差异具有统计学意义（P<0.05），MKP-1 mRNA的

表达水平下降，差异具有显著统计学意义（P<0.001）。
2.4 外周血、脾脏 TNF-琢含量的比较

由图 4可知，与 AR组比较，AR+CS组大鼠外周血 TNF-琢
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图 1大鼠鼻黏膜的形态学变化（伊400,苏木精 -伊红染色）

Fig.1 Morphological changes in nasal mucosa of rats（伊400, HE staining）. * P<0.05

图 2各实验组大鼠的症状评分

Fig.2 The symptom scores of rats in each experimental group. * P<0.05

的表达水平升高，差异具有显著统计学意义（P< 0.001），脾脏

TNF-琢的表达水平升高，差异具有显著统计学意义（P<0.001）。
与 AR+CS组比较，AR+CS+SB239063组大鼠血清 TNF-琢的表
达水平下降，差异具有显著统计学意义（P<0.001），脾脏 TNF-琢
的表达水平降低，差异具有显著统计学意义（P<0.001）。
2.5 p38MAPK、p-p38MAPK、MKP-1蛋白表达的比较

与 AR组比较，AR+CS组大鼠鼻黏膜 p38MAPK蛋白的表

达水平升高(见图 5)，差异具有统计学意义（P<0.01），由图 5、6

可知，p-p38MAPK、MKP-1蛋白的表达水平升高，差异均具有

显著统计学意义（P<0.001）。与 AR+CS 组比较，AR+CS+

SB239063组大鼠鼻黏膜 p38MAPK、p-p38MAPK、MKP-1蛋白

的表达水平降低，差异均具有显著统计学意义（P<0.001）。

3 讨论

p38MAPK参与了肥大细胞、嗜酸性粒细胞的定位迁移、炎

症介质释放及淋巴细胞的发育分化、成熟和活化的全过程。上

游的激酶活化 p38MAPK之后，活化的 p38MAPK能够引起自

身的磷酸化，并激活下游的底物[9]。与不吸烟变应性鼻炎患者比

较，合并吸烟的 AR患者易受吸烟的有害影响[10]。例如吸烟是

成人 AR患者新发生哮喘的一个重要独立危险因素[11]。

AR患者中还存在糖皮质激素（CS）治疗抵抗现象，香烟烟

雾暴露是否改变 AR激素抵抗尚不清楚[12]。香烟烟雾暴露增加

COPD中 p38MAPK的表达，香烟烟雾可增加 COPD和哮喘患

者肺炎的中性粒细胞数量[13]。烟雾暴露的哮喘大鼠支气管腔内

及周围可见大量嗜酸性粒细胞及中性粒细胞浸润[14]。本研究的

结果提示：香烟烟雾暴露引起 AR大鼠鼻黏膜嗜酸性粒细胞、

中性粒细胞浸润增多，鼻黏膜水肿及出现纤维素性渗出物，纤

维组织增生，血管明显扩张，香烟烟雾暴露加重 AR大鼠的过

敏症状。分子机制研究表明：香烟烟雾促进 AR大鼠鼻黏膜

p38MAPK、p-p38MAPK蛋白的表达水平升高。

已有实验证实 AR患者血清中 TNF-琢含量增多，能通过诱
导抗原特异性 IgE产生以及 Th2类细胞因子的表达，在 AR的

发生中起着不可替代的作用[15]。实验提示 p38MAPK通过激活

IL6及 TNF-琢参与炎症反应，从而激发 AR[16]。香烟烟雾协同 P

物质的分泌，并结合神经激肽 1受体（neurokinin 1 receptor，

NK1R）激活 NF-kB，进而增强巨噬细胞分泌 TNF-琢[17]。TNF-琢

图 3 p38MAPK基因、MKP-1基因在大鼠鼻黏膜中的表达

Fig.3 Expression of p38MAPK gene and MKP-1 gene in nasal mucosa of

rats. * P<0.05

图 4 TNF-琢在外周血、脾脏中的表达水平
Fig.4 Expression of TNF-琢 in the peripheral serum and spleen. * P<0.05
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图 6 MKP-1蛋白在大鼠鼻黏膜组织中的表达

Fig.6 Expression of MKP-1 protein in the tissue of nasal mucosa in rats. * P<0.05

图 5 p38MAPK蛋白、p-p38MAPK蛋白在大鼠鼻黏膜组织中的表达

Fig.5 Expression of p38MAPK protein and MKP-1 protein in the tissue of nasal mucosa in rats. * P<0.05

联合香烟烟雾可调节 p38MAPK信号，增加 GR茁/GR琢比值，导
致糖皮质激素抵抗[18]。本研究的结果也提示：香烟烟雾暴露促

进 AR大鼠血清及脾脏 TNF-琢的表达。香烟烟雾可诱导肺部发
生活性氧应激，中性粒细胞增多及促炎因子（IL8、IL4、TNF-琢）
的释放，引起激素抵抗，人呼吸道平滑肌细胞中 TNF-琢可诱导
MKP-1的表达[19]。

MKP是双重特异性(苏氨酸 /酪氨酸)磷酸酶基因家族，是

蛋白酪氨酸磷酸酶基因超家族的亚型，它们可对 MAPK活化

的 2个关键性氨基酸残基，磷酸化苏氨酸及磷酸化酪氨酸残基

选择性的去磷酸化[20]。内源性MKP-1的表达，受到转录及转录

后等多个水平的调控。处于磷酸化的MKP-1是稳定状态，非磷

酸化的MKP-1容易被降解、它是短暂存在的[21]。MKP-1对 JNK

和 p38MAPK的特异性可能优于 ERKs[22]。MKP-1对MAPK的

调节作用因组织与细胞类型的不同而改变[23]。MKP-1的蛋白、

mRNA在空气暴露哮喘小鼠中的表达均是升高的，而臭氧暴露

哮喘小鼠中 MKP-1的 mRNA表达是升高的，而MKP-1蛋白

水平未见升高[24]。本研究的结果提示：香烟烟雾暴露引起 AR

大鼠鼻黏膜MKP-1 mRNA及MKP-1蛋白的表达水平升高，可

能的机制是：香烟烟雾暴露激活 AR大鼠鼻黏膜 p38MAPK，并

发生 p38MAPK自磷酸化，二者正反馈参与 TNF-琢的合成，进
而诱导MKP-1基因的转录及蛋白表达[25]。

p38MAPK的抑制剂是一类吡啶咪唑类复合物，可以与

ATP竞争性结合 p38MAPK一级结构的 T106位点，减少 ATP

与 p38MAPK的结合，阻断 ATP的磷酸基团转移到底物上，从

而阻断整个信号通路的传递[26]。多数 p38MAPK抑制剂通过竞

争性结合 ATP口袋而抑制 p38MAPK的催化活性，可在转录、

转录后、翻译，翻译后调节细胞因子和炎症介质，还可激活凋亡

通路促进炎性细胞的凋亡 [27]。Jung等的研究报告，通过抑制

p38MAPK信号的磷酸化可减少炎性递质的产生及释放，减轻

鼻黏膜的损害、黏膜下炎性细胞的浸润，改善鼻黏膜的变态反

应[28]。SB239063能通过抑制嗜酸性粒细胞的趋化作用，并促进

嗜酸粒细胞的凋亡，降低气道疾病中嗜酸性粒细胞的数量[6]。本

研究的结果也提示：SB239063可减少香烟烟雾暴露 AR大鼠

鼻黏膜嗜酸性粒细胞、中性粒细胞的浸润数量，减轻烟雾暴露

AR大鼠的过敏症状，同时观察到纤维素性渗出物及纤维组织

增生被吸收，与 SB239063能降低大鼠博莱霉素引起的肺纤维

化这一结果类似[29]。SB239063能抑制经脂多糖刺激的人外周

血单核细胞产生 TNF-琢和 IL-1[30]。在脂多糖诱导的小鼠慢性炎

症反应中，SB239063也能抑制 TNF-琢的产生[31]。既往的研究报

道 SB239063可抑制 p38MAPK的磷酸化、减轻气道中性白细

胞增多症，部分逆转被臭氧损害的地塞米松的效应 [32]。

SB239063能够减少臭氧暴露哮喘小鼠中 p38MAPK的磷酸化

比例，但不能改变MKP-1的 mRNA、蛋白水平[33]。本研究的结

果也提示：SB239063 抑制了烟雾暴露 AR 大鼠鼻黏膜
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p38MAPK、MKP-1基因及目的蛋白、p-p38MAPK蛋白、血清及

脾脏 TNF-琢的表达，作者推测：SB239063通过抑制 p38MAPK

的激活及自身的磷酸化，后者正反馈促进 TNF-琢合成的作用
下降，其诱导MKP-1蛋白的表达降低[34]。

综上所述，本研究表明，SB239063 可能通过抑制

p38MAPK及其自磷酸化，减轻香烟烟雾暴露变应性鼻炎中

MKP-1 的表达。香烟烟雾暴露是否引起糖皮质激素受体

GR茁/GR琢比值异常或其他糖皮质激素治疗抵抗现象，是本课
题组进一步的研究方向。
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