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的作用研究 *
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摘要 目的：观察甘氨酸偶联皮质醇（HG）对 Compound 48/80（C48/80）刺激大鼠急性过敏反应的影响，以期为后期深入探讨糖皮质

激素非基因组机制建立有效研究工具。方法：将 60只雄性 SD大鼠随机分为 4组：急性过敏模型组（腹腔注射 C48/80+对照溶剂，

n=15）、皮质醇（GC）干预组（腹腔注射 C48/80+GC，n=15）、HG干预组（腹腔注射 C48/80+HG，n=15）、空白对照组（腹腔注射等量

生理盐水，n=15）。造模组及各干预组分别在腹腔注射 C48/80 5 min后分别给予腹腔注射对照溶剂(等量无水乙醇，为 GC及 HG

的稀释溶剂)、GC或 HG，之后每 5 min监测大鼠肛温及平均动脉压（MAP），腹腔注射 C48/80后 30 min时处死大鼠，取大鼠咽喉

组织及肺组织，多聚甲醛固定切片后观察组织形态；同时摘眼球取血，分离血清，采用酶联免疫吸附实验（ELISA）测定血清中组胺

含量。结果：与空白对照组相比，造模组大鼠肛温及平均动脉压呈持续降低趋势，C48/80刺激可诱发大鼠咽喉及肺组织水肿、肺泡

损坏及炎性细胞浸润，大鼠血清中组胺水平较对照组显著升高（P<0.05）；较造模组各干预组均可减轻造模诱发的上述过敏反应

（P<0.05），但 HG干预组较 GC干预组促进大鼠肛温降低恢复起效时间快、复温效率高（P<0.05），HG干预组减弱大鼠平均动脉压

持续性降低趋势较 GC干预组效果明显（P<0.05）；HG干预组显著减轻 C48/80刺激导致的咽喉及肺组织水肿、肺泡损坏及炎性细

胞浸润；HG干预组能显著抑制 C48/80刺激导致的血清组胺升高水平（P<0.05），但 HG干预组与 GC干预组抑制效果无明显差异

（P>0.05）。结论：HG能够快速抑制 C48/80刺激诱导的大鼠急性过敏反应；能够显著抑制肥大细胞组胺的释放；HG可能通过非基

因组作用快速抑制肥大细胞的脱颗粒，抑制炎性介质组胺的释放，从而抑制免疫炎症反应，发挥抗过敏及抗炎症效应，从而为研

究糖皮质激素非基因组机制提供了有效的研究工具。
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Hydrocortisone-conjugated Glycine Protects the Mast Cells Against
Compound 48／80 Induced Asthma in Rats*

To observe the effect of Hydrocortisone-conjugated glycine (HG) on allergic reaction induced by

Compound 48/80 (C48/80) in rats. To establish an effective research tool for later in-depth study of glucocorticoid nongenomic

mechanism. 60 Male SD rats randomly divided into 4 groups: acute allergic group (intraperitoneal injection C48/80+vehicle

control, n=15), cortisol (GC)intervention group (intraperitoneal injection C48/80+GC, n=15), HG intervention group (intraperitoneal

injection C48/80+HG,n=15) and a normal control group(peritoneal injection with the same amount of normal sodium,n=15). Module and

intervention groups injected intraperitoneally with C48/80 were injected with vehicle control (Equal amount of anhydrous ethanol, diluted

solvent for GC and HG), GC or HG respectively 5 mins later. Rectal temperature and mean arterial pressure were monitored every 5

mins. After intraperitoneal injection of C48/80 30 mins rats were sacrificed, took the throat tissue and lung tissue of rats,

paraformaldehyde fixed and sliced to observe with morphology. At the same time rat serums were collected, serum histamine content was
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Groups Details

Control Normal + 0.9% N.S

Acute allergic group C48/80+ vehicle control

Cortisol intervention group C48/80+GC

HG intervention group C48/80+HG

表 1实验分组

Table1 Groups of the experiment

前言

糖皮质激素是经典的抗过敏性疾病的一线用药，一般认为

糖皮质激素的主要作用机制依赖于基因组机制[1]。糖皮质激素

的非基因组作用自从上世纪八十年代开始被人接受，最初的研

究者设想：该作用是通过与分布于细胞表面的糖皮质激素受体

相结合而实现的，然而截止目前尚未有相关实验数据证实该糖

皮质激素受体的存在[2-5]。大量研究结果提示糖皮质激素的非基

因组快速作用可能通过多种作用机制发挥作用，但是其具体的

作用机制尚待深入研究。

本课题组长期致力于糖皮质激素非基因组作用研究，前期

研究中为了研究糖皮质激素的非基因组作用机制，尝试将不同

氨基酸与皮质醇相偶联，合成了相应的工具药物并对其作用进

行了初步研究，结果发现 HG是较适合作为深入研究非基因组

作用机制的工具药[6]。由于 HG对过敏动物模型的研究较少，为

了确定其对整体动物的抗过敏作用，本研究通过 C48/80刺激

诱发大鼠急性过敏反应，研究发现急性过敏反应速发阶段可引

起血管通透性增加，心血管和胃肠道道等平滑肌收缩致血压降

低，而导致体温下降[7]，因此，本研究通过监测大鼠直肠温度及

平均动脉压变化来评价过敏反应程度，本研究观察对比 HG与

GC对 C48/80刺激诱发大鼠急性过敏反应的影响并报告如下。

1 材料与方法

1.1 材料及仪器设备

雄性 SD大鼠（上海第二军医大学实验动物中心，中国）；

Compound 48/80（sigma，美国）；皮质醇（sigma，美国）；组胺

ELISA试剂盒（上海西塘生物实验公司，中国），甘氨酸偶联皮

质酮（由第二军医大学药学院药盛春泉教授实验室合成，中

国）。电子体温计（天津九安公司，中国），MPA2000无创呼吸记

录分析系统（奥尔科特生物科技公司，中国）；无创血压计（北京

软隆生物技术有限公司，中国）；ELX800酶标仪（BIO-TEK公

司，美国）；正置 /倒置显微镜（OLYMPUS公司，日本）。

1.2 方法

1.2.1 实验分组 将 60只雄性 SD大鼠（体重 200± 10克），

随机分成 4 组，每组 15 只，急性过敏模型组（腹腔注射

C48/80+ 对照溶剂）、皮质醇 （GC）干预组 （腹腔注射

C48/80+GC）、HG 干预组（腹腔注射 C48/80+HG、空白对照组

（腹腔注射等量生理盐水）。本实验采用的皮质醇助溶剂为无水

乙醇，因此采用等量无水乙醇作为造模组对照溶剂，4组大鼠

全部自由饮食，适应性培养 3天后进行实验。所有动物处理遵

循并符合第二军医大学实验动物伦理委员会要求的实验动物

试验规范。

1.2.2 动物造模与处理 实验开始，每组取大鼠用 30%的水合

氯醛（10 滋L/100g体重）麻醉，依次连接 MPA2000无创呼吸记

录分析系统及无创血压计，待大鼠呼吸心率平稳时记为 0时

刻，测量并记录大鼠肛温及平均动脉压，造模组及干预组同时

给予注射 C48/80 (100 mg/g)，对照组给予等量 0.9%生理盐水，5

min后干预组大鼠腹腔注射相应干预溶剂：GC（200 滋L/100 g
体重，10-9M）或 HG（200 滋L/100 g体重 10-9M），造模组大鼠腹

腔注射等量对照溶剂无水乙醇，同时测量并记录大鼠肛温及平

均动脉压。此后每隔 5 min测定一次大鼠肛温及平均动脉压，

直至注射 C48/80后 30 min，将大鼠过量麻醉处死，摘眼球取血

并收集大鼠血清，取大鼠咽喉和肺组织标本甲醛固定后进行组

织形态学指标观察，观察动物经 C48/80刺激后肛温及平均动

脉压的下降程度，计算温差 Δ T(℃)及平均动脉压差 Δ MAP

（mmHg）。

1.2.3 HE染色及光镜观察组织病理形态改变 无菌切取部分

determined by ELISA Kit. Compared with the control group, the rectal temperature and mean arterial pressure of the rats in the

model group showed a decreasing trend, C48/80 stimulation can induce edema, alveolar damage and inflammatory cell infiltration in rat

throat and lung tissue, the histamine level in serum of rats was significantly higher than that of control group (P<0.05); Compared with the

model group, the above mentioned allergic reactions could be reduced by the intervention groups(P<0.05), but the HG intervention group

promotes rat rectal temperature reduce recovery, a faster onset time, higher efficiency compared with the GC intervention group (P<0.05);

HG intervention group significantly reduced the throat and lung edema, alveolar damage and inflammatory cell infiltration induced by

C48/80 stimulation; HG intervention group significantly attenuated the average arterial pressure decrease in rats than the GC intervention

group（P<0.05）; HG intervention group can significantly inhibit the increase of serum histamine level caused by C48/80 stimulation (P<0.

05), however, there was no significant difference between the HG and the GC intervention group on the total level of histamine inhibition

in 30min. HG can inhibit acute allergic reaction induced by C48/80 in rats rapidly; Can inhibit the release of histamine in

mast cells significantly; HG may inhibit the degranulation of mast cells and inhibit the release of histamine in inflammatory mediators

through nongenomic mechanism, thereby inhibiting immune inflammatory response and exert anti-allergic and anti-inflammatory effects,

thus provides an effective research tool for studying the nongenomic mechanism of glucocorticoids.

Glucocorticoids; Hydrocortisone-conjugated glycine; asthma; Mast cells
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图 1不同干预条件下各间点大鼠 a)肛温降低程度变化; b)平均动脉压降低程度变化

Fig.1 Changes of a) rectal temperature b) mean arterial pressure(MAP) between different time point under different intervention conditions in rats; * P <

0.05 vs control, # P < 0.05 C48/80+GC vs C48/80+HG.

大鼠咽喉及肺组织，4%多聚甲醛固定，常规石蜡包埋、切片 5

滋m，常规组织脱蜡后按照常规方法进行 HE染色，观察拍照。

1.2.4 ELISA技术检测血清组胺含量变化 分离大鼠血清，使

用商购的大鼠血清组胺 ELISA试剂盒，按照说明书要求进行

血清组胺含量检测，酶标仪 450 nm测定吸光度值。

1.3 数据统计

数据采用 SPSS19.0 软件进行统计处理，计量资料以均

数± 标准差（SD）表示，多组间比较采用方差分析，两两比较采

用 q检验，P<0.05认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 甘氨酸偶联的皮质醇减弱 C48/80注射导致的大鼠肛温及

平均动脉压降低程度

注射 C48/80可致大鼠肛温开始迅速降低而后逐渐恢复，

注射后 10 min肛温降低达到最大值 6.3± 0.4℃，注射后 30 min

肛温较对照组降低 4.5± 0.2℃，注射 C48/80后 5 min腹腔注射

GC或 HG可以促进大鼠降低肛温的回升，同时我们发现 GC

起效时间较 HG存在明显延迟（P<0.05），较造模组 HG腹腔注

射 10 min后大鼠肛温开始迅速回升（P<0.05）见图 1（Fig.1a）。

注射 C48/80导致大鼠平均动脉压持续性降低，30 min内降低

约 60± 13.5 mmHg,注射 C48/80后 5 min腹腔注射 GC或 HG

可以减弱大鼠平均动脉压持续降低趋势见图 1（Fig.1b）。

2.2 甘氨酸偶联的皮质醇减轻 C48/80注射导致的大鼠咽喉组

织和肺组织炎症反应

各组大鼠咽喉及肺组织 HE染色后于光学显微镜下筛查

有无炎性病变的发生，结果显示：空白对照组大鼠咽喉组织黏

膜上皮完整，无炎性细胞浸润，肺泡较完整，较少炎性细胞浸

润，见图 2（Fig.2a）；造模组可见咽喉组织和肺组织水肿，大量

炎性细胞浸润，肺泡明显损坏，肺泡间隔、平滑肌和基膜增厚，

见图 2（Fig.2b）；而 HG干预组及 GC干预组炎性细胞浸润减

少、肺泡损坏程度减轻。由此说明，HG及 GC干预后可以明显

减轻注射 C48/80导致的大鼠咽喉组织和肺组织水肿，炎性细

胞浸润及肺泡损坏，见图 2（Fig.2c, Fig.2d）。

2.3 甘氨酸偶联的皮质醇减弱 C48/80注射导致的大鼠血清组

胺水平升高

血清组胺含量测定结果显示，腹腔注射 C48/80后大鼠血

清中组胺水平较空白对照组显著增高（P<0.01）,GC及 HG干预

组大鼠血清组胺水平较造模组显著降低（P<0.05），而 GC及

HG干预组间无明显差异（P>0.05）, 提示 HG可以显著抑制

C48/80刺激导致的大鼠血清组胺水平的升高，考虑 HG拮抗

C48/80刺激诱发的急性过敏反应可能是通过抑制肥大细胞脱

颗粒发挥作用的，见图 3（Fig.3）。

3 讨论

图 2大鼠咽喉及肺组织 HE染色(× 200)

Fig.2 HE staining of rat trachea and lung tissue(× 200)

a) Control；b） C48/80+ vehicle control ; c) C48/80+ GC d)

C48/80+HG
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图 3 ELISA方法检测不同干预条件下大鼠血清组胺含量变化

Fig.3 Changes of serum histamine content in rats between different

intervention conditions groups

糖皮质激素的非基因组作用已被广泛认可，大量研究结果

认为糖皮质激素的非基因组作用可能主要通过以下三种作用

机制发挥作用：1糖皮质激素与细胞膜的生物化学相互作用介

导；2由细胞质内的糖皮质激素受体介导；3由细胞膜结合的糖

皮质激素受体介导[8-11]。然而，目前尚无研究结果证实细胞膜糖

皮质激素受体的存在，糖皮质激素与细胞膜的生物化学相互作

用属于非特异性作用[12]，不可避免会存在组织细胞特异性进而

导致结果的不可确定性。因此，糖皮质激素非基因组作用机制

有待于深入研究。

为了有效研究糖皮质激素的非基因组作用机制，本课题组

合成了甘氨酸偶联皮质醇，初步证实了其对豚鼠过敏反应的快

速抑制作用，为其可以作为深入研究糖皮质激素非基因组作用

机制的工具药提供了一定实验基础[6,13]。此外，本课题组前期证

实了糖皮质激素可能通过非基因组机制快速抑制肥大细胞脱

颗粒[13-15]，而肥大细胞通过脱颗粒、释放递质参与炎症过程[16]。

活化的肥大细胞可分泌三种生物活性介质：位于胞质颗粒中预

先合成的介质，如组胺、蛋白酶等；合成脂类介质，如前列腺素、

白三烯、血小板活化因子等；合成并分泌大量细胞因子，如

IL-1、IL-2等[17,18]；前两种类型的介质主要参与速发型过敏反应。

C48/80是一种肥大细胞刺激药物，可导致肥大细胞快速脱颗粒

引起急性反应[19,20]。本实验通过观察 HG对 C48/80诱导大鼠急

性过敏反应的影响，以期为后期深入探讨糖皮质激素非基因组

机制建立有效研究工具。

实验研究结果显示，腹腔注射 HG可以有效抑制 C48/80

注射后导致的大鼠肛温降低，我们发现 HG干预后立刻产生了

明显的促肛温回升效果，而 GC干预组第 10 min后起效并逐渐

达到 HG组相同的促进肛温回升效果。既往研究认为，糖皮质

激素经典的基因组机制是在与细胞内部的糖皮质激素反应原

件（GRE）结合后，启动并调控相关基因的表达及蛋白质合成
[21]，其特点是起效较慢[22]，近年来研究发现糖皮质激素还可以通

过非基因组途径对多种组织和细胞产生快速作用[15]。非基因组

作用机制具有起效时间快的特点，数秒到几分钟内即可发生，

本研究结果提示 HG可能通过非基因组机制机制发挥快速抗

过敏效应。通过组织切片 HE染色观察对比，我们发现 HG干

预后可以显著减轻注射 C48/80 大鼠的咽喉和肺组织水肿程

度，炎性细胞浸润及肺泡损坏情况也得到显著缓解；与 GC干

预组相比，HG组大鼠咽喉组织基质增生水肿得到有效控制，肺

组织炎性细胞浸润较 GC组少，肺泡完整性也优于 GC干预

组，因此 HG抗炎抗过敏效果作用更加确切,见图 2（Fig.2c, Fig.

2d）。组胺在肥大细胞内由组氨酸经组氨酸脱羧酶的作用脱羧

而成[23]，贮存于颗粒，其作用使微血管壁通透性增高、支气管平

滑肌收缩、血管平滑肌弛缓、腺体分泌亢等 [24]，本实验采用

ELISA方法检测了不同干预条件下大鼠血清中组胺含量变化，

结果发现 C48/80刺激可导致大鼠血清组胺升高，HG干预后可

以显著抑制组胺的升高水平，抑制程度与 GC组无明显差异，

考虑本次实验组胺检测时间为刺激后 30 min，进一步研究将分

不同时间梯度检测大鼠血清组胺含量变化，探讨非基因组机制

快速作用对组胺分泌的影响。以上结果提示，HG可能通过抑制

肥大细胞脱颗粒而发挥抗炎抗过敏作用。那么，HG抑制肥大细

胞脱颗粒具体机制如何，这些问题需要并正在深入探讨中。

总之，本实验结果初步显示 HG干预组较 GC干预组抑制

急性过敏反应引起的大鼠肛温、平均动脉压降低的趋势更加明

显，起效快于 GC干预组，能有效抑制大鼠咽喉及肺组织水肿，

显著降低大鼠血清组胺水平，HG可能通过抑制肥大细胞脱颗

粒而发挥减轻 C48/80刺激大鼠过敏反应的作用，本实验为后

期将 HG作为工具药深入探讨糖皮质激素非基因组机制提供

了一定实验基础。
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