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呼吸道合胞病毒建立哮喘动物模型中气道胆碱能神经的分布 
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【Abstract】AIM：To study the neuromechanism of respiratory 

syncytial virus(RSV)infection-induced asthma by measuring 

airway responsiveness(AR)and cholinergic nerve distributions in 

airw ay smooth muscle in asthmatic guinea pigs produced by RSV． 

METHODS：Guinea pigs(n=34)were randomly divided into 4 

groups：Hep-2／NS group(n：9)，RSV／NS group(n=9)， 

Hep-2／OVA group(n=8)and RSV／OVA group (n=8)． 

Hep-2 and RSV were given in the form of nose drops and NS 

(normal saline)and OVA(ovalbumin)were inspired in gas．On 

day 21 after infection，we tested AR，counted eosinophils in 

tracheal mucosa and submucosa and positive cholinergic fibers in 

smooth muscle by immunochemistry． RESULTS：Intra．airway 

pressure(IP)ofRSV／NSgroup had no significant differencefrom 

that of Hep-2／NS group(P>0．05)，but IP of Hep-2／OVA 

group was much higher than those of Hep-2／NS and RSV／NS 

groups(both P<0．05)，and IP of RSV／OVA group was higher 

than that of Hep-2／OVA group(P<0．01)．Eosinophils：There 

was no sign ificant difference between Hep-2／NS an d RSV／NS 

groups(P>0．05)，but Hep-2／OVA groupwas much higherthan 

Hep-2／NS group and RSV／NS group(both P<0．05)，and 

RSV／OVA groupwas much higherthan Hep-2／OVA group(P< 

0．01)．Positive cholinergic fibers in smoot}I muscle：Th ere was 

no significan t difference between Hep-2／NS group an d RSV／NS 

group (P>O．05)，and Hep-2／OVA group was higher than Hep· 

2／NS group and RSV／NS group(both P<0．01)，but there was 

no significant difference between Hep-2／OVA group and RSV／ 

OVA group (P>O．05)．CONCLUSION：① RSV infection could 

enhance OVA-induced airway hyperresponsiveness；② OVA could 

increase the expression of positive cholinergic fibers in smooth 

muscle in airw ay，but RSV had no significant impact on it． 
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【摘 要】目的：用呼吸道合胞病毒(RSV)诱发豚鼠哮喘模 

型，通过检测气道反应性和气道平滑肌层胆碱能神经分布变 

化，研究神经机制在哮喘发病中的作用．方法：34只豚鼠随 

机分为 4组：Hep-2滴鼻 +生理盐水 (Ns)雾化 (Hep-2／NS) 

组，RSV滴鼻+Ns雾化 (RSV／NS)组，Hep-2滴鼻 +鸡卵白 

蛋白(OVA)雾化 (Hep-2／OVA)组和 RSV滴鼻 +OVA雾化 

(RSV／OVA)组，其中Hep-2／NS组和 RSV／NS组动物各 9只， 

Hep-2／OVA和 RSV／OVA组动物各 8只，以 Hep-2／NS组为对 

照组．电刺激迷走神经法检测气道反应性 ，计数气管粘膜和 

粘膜下嗜酸性粒细胞(Eos)，行胆碱能神经纤维免疫组化并计 

数阳性纤维数 目．结果：气道内压力(IP)：RSV／NS组与 Hep- 

2／NS组之间差异无统计学意义(P>0．05)，Hep-2／OVA组 IP 

明显高于 Hep-2／NS组和 RSV／NS组 (P均 <0．05)。RSV／ 

OVA组 IP明显高于 Hep-2／OVA组 (P<0．01)；Eos：Hep-2／ 

NS组与 RSV／NS组之间差异无统计学意义(P>0．05)，Hep． 

2／OVA组高于 Hep-2／NS组和 RSV／NS组 (P均 <0．05)， 

RSV／OVA组明显高于 Hep-2／OVA组 (P<0．01)；平滑肌层 

有胆碱能阳性纤维分布：RSV／NS组与 Hep-2／NS组之问差异 

无统计学意义(P>0．05)，Hep-2／OVA组 阳性纤维数 目明显 

高于 Hep-2／NS组和 RSV／NS组(P<0．01)，但 RSV／OVA组 

与 Hep-2／OVA组之间差异无统计学意义(P>0．05)．结论 ： 

① RSV感染可促进 OVA引起的豚鼠 AHR发生；② OVA可 

导致气道平滑肌层胆碱能阳性纤维分布增多，但 RSV对其增 

多无明显影响． 

【关键词】呼吸道合胞病毒；哮喘；支气管高反应性；嗜酸细 

胞 ；胆碱能纤维 

【中图号】R735．3 【文献标识码】A 

O 引言 

哮喘是困扰人类呼吸道健康的主要疾病之一，其 

发病机制错综复杂，至今尚未明确．目前，大量调查 

研究证实呼吸道合胞病毒(respiratory syncytial virus， 

RSV)感染可诱发哮喘⋯．动物实验中也发现，呼吸道 

RSV感染后给予鸡卵白蛋白(ovalbumin，OVA)雾化吸 

入，可导致小鼠发生明显的气道高反应性、肺泡灌洗液 

中嗜酸性粒细胞 (eosinophils，Eos)数 目增多等表 

现 ，气道反应性主要受气道胆碱能神经的支配．本 

实验中我们尝试以RSV感染结合 OVA雾化吸人，复 
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制哮喘豚鼠模型，通过研究气道胆碱能阳性神经纤维 

的分布状况，探索RSV感染诱发哮喘的神经机制． 

1 材料和方法 

1．1 材料 雌性豚鼠34只，体质量 250～300 g(由 

第四军医大学实验动物中心提供)；RSV Long株 A型 

和 Hep-2细胞 (西京医院儿科实验室惠赠)；RPMI 

1640(美国 GIBCO公司)；胎牛血清(甘肃民海生物 

工程有限公司)；OVA，II级 (美国 Sigma公 司)； 

ChAT试剂盒(美国 Chemicon公司)；超声波细胞粉 

碎机JY92一II(宁波新芝科技股份有限公司)；二道 

生理记录仪(甘肃国营永红器材厂)；动物呼吸机(浙 

江医科大学医学仪器实验厂)． 

1．2 方法 

1．2．1 病毒培养 RSV接种于 Hep-2单细胞层，以 

含 20 g／L胎牛血清的 RPMI 1640为培养液，37℃， 

50 mL／L CO 孵育、传代至75％以上的细胞发生病变． 

收集细胞，低温超声破碎细胞，4℃条件下离 I~,10 000 

g，10 min，收集上清，分成4份，-20~C冻存备用． 

1．2．2 动物分组及制模 34只豚鼠随机分为4组： 

Hep-2滴 鼻 +生理 盐水 (normal saline，NS)雾化 

(Hep-2／NS)组，RSV滴鼻 +NS雾化 (RSV／NS)组， 

Hep-2滴鼻 +OVA雾化 (Hep-2／OVA)组和 RSV滴 

鼻 +OVA雾化 (RSV／OVA)组，其中 Hep-2／NS和 

RSV／NS组动物各 9只，Hep-2／OVA和 RSV／OVA组 

动物各 8只，以Hep-2／NS组作为对照组．乙醚吸人 

麻醉下给予 Hep-2细胞培养液或 RSV悬液 250 mL 

滴鼻吸人，第 2日相同剂量加强 1次．第 7日开始给 

予 1 g／mL OVA或者 NS隔天雾化吸入，每次30 min， 

持续 2 wk．第4日各取 Hep-2／NS组和 RSV／NS组豚 

鼠 1只，心脏注射空气致死，无菌条件下取肺组织 ，均 

浆，接种于 Hep-2细胞，观察细胞变化情况． 

1．2．3 气道反应性检测 感染后第21日，豚鼠以乌 

拉坦 1．8 g／kg腹腔注射麻醉，气管插管，一侧侧孔接 

压力传感器 ，经二道生理记录仪记录气道内压力(in— 

tra—airway pressure，IP)(cmH2O，1 cmH2O =0．1 

kPa)，另一侧连接动物呼吸机．参数设置：潮气量 1O 

mE／ks，频率：60~／min，记录IP．用蚊式止血钳钝性 

分离双侧迷走神经约 1 cm，结扎，剪断，浸入石蜡油 

以免坏死，远端置于保护电极上，连接电刺激器．参 

数设置：频率 2～25 Hz，脉冲宽度 0．20 ms，幅度 1O 

V，每段刺激时间60 s，间歇时间 2 min．给予电刺激 

后记录 IP的变化． 

1．2．4 病理学观察 主动脉穿刺，同时剪开右心 

耳，生理盐水灌注冲洗，取主气管和左肺常规40 g／L 

甲醛溶液固定，24 h后以 300 g／L蔗糖缓冲液置换， 

冰冻包埋剂包埋，恒冷箱连续切片，片厚 16 ，冷风 

干燥后，进行 HE染色，400×光镜下随机选 1O个视 

野，计数支气管粘膜，粘膜下细胞总数和 Eos的数 目， 

计算每视野平均数(个／视野)． 

1．2．5 胆碱能神经免疫组化 免疫组化按 ChAT试 

剂盒中的操作步骤进行．切片以 PBS漂洗，100 g／L 

正常牛血清中室温孵育 15 min，羊抗 ChAT(1：1000) 

孵育，4~C过夜，再于驴抗羊血清中室温孵育4 h，然后 

于 1：200的A，B混合液孵育2 h，最后用 DAB进行成 

色反应 10 min，PBS漂洗，乙醇梯度脱水，二 甲苯透 

明，DPX封片．阴性对照组给予抗体稀释液代替一 

抗，其余同上．以气管分叉处气道为分析对象，400× 

光镜下图像分析，随机选取 10个视野，测量每个视野 

下阳性纤维数目(条／视野)． 

统计学处理 ：采用 SPSS 10．0统计软件进行数 

据分析，各组间比较采用单因素方差分析及 LSD—t检 

验，组间方差不齐时，采样秩和检验．P<0．05为差 

异有统计学意义． 

2 结果 

2．1 感染后症状 经 RSV滴鼻的豚鼠在第 3日出 

现打喷嚏，鼻腔有少量卡他样无色透明分泌物，其肺 

组织匀浆接种细胞后可观察到细胞发生融合性病变； 

而用 Hep-2滴鼻的豚鼠无明显呼吸道异常表现，肺组 

织匀浆接种细胞后观察细胞也无明显变化． 

2．2 气道反应性变化 给予电刺激后各组 IP均呈 

频率依赖型增高．Hep-2／NS组和 RSV／NS组之间差 

异无统计学意义(P>0．05)，Hep-2／OVA组 IP高于 

Hep-2／NS组和 RSV／NS组(P均 <0．05)，提示 OVA 

雾化吸入可导致气道反应性增高．RSV／OVA组 IP明 

显高于Hep-2／OVA组(P<O．01)，提示 RSV感染再给 

予 OVA雾化，可导致明显的气道高反应 (图 1)． 
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图 1 不同频率刺激下各组豚鼠气道内压力的变化 
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血液灌流加血液透析抢救重症有机磷 

农药中毒37例疗效观察 

黄洪涛 

(河南大学附属淮河医院透析室 ，河南 开封 475100) 

【关键词】血液灌流；血液透析；有机磷；中毒 
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1 对象和方法 

1．1 对象 我院 2000-05／2006—11采用血液灌流(HP)加血 

液透析(HD)治疗重症有机磷中毒患者共 37(男 11，女 26) 

例，年龄 18～53(平均 35)岁．均符合我国卫生部职业性急性 

有机磷农药中毒诊断标准．患者由基层医院转入 28例，直接 

人院9例，均为口服中毒，服毒至就诊时间为2～48 h．其中辛 

硫磷中毒9例，甲胺磷 13例，氧化乐果8例，敌敌畏 2例，混 

合有机磷中毒5例．中毒表现：深昏迷26例，脑水肿21例，呼 

吸衰竭 12例，抽搐 17例，肌震颤 17例 ，消化道出血 2例，血压 

偏低 29例，心衰 4例，肾衰竭 5例，血清胆碱酯酶活力测定 

10～342．／L． 

1．2 方法 患者人院后按重度急性有机磷农药中毒治疗常 

规给予彻底洗胃、导泻，吸氧，氯磷啶，阿托品及充分输液 (转 

入者在首诊医院已处理者除外)，视患者病情行气管插管呼吸 

机给氧和心电监护等综合治疗．之后经家属同意对患者进行 

HP+HD的血液净化方法治疗．使用碳肾为 Y 一160，透析器 

为 FB一130A，透析机为金宝 AK一100型．取桡动脉和肘正中静 

脉穿刺或股静脉留置双腔导管建立血管通路后进行治疗 1．5 

～ 2 h，普通肝素首剂量 1～2 mg／kg，维持剂量 8～10 mg／h。血 

流量控制在 150～200 mL／min．根据病情进行超滤，在灌流和 

透析过程中缩短阿托品治疗时间，同时增加特异性拮抗药物 

用量，治疗次数依病情而定． 

2 结果 37例重症患者 中2例因服药量太大，耽误时间过 

长，终因深度 昏迷合并脑水肿中枢性呼吸衰竭 ，于血液净化后 
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2 h后死亡．1例因家属不同意第二次净化治疗抢救无效死 

亡，其余 34例均成功救治 ，随诊无反跳及后遗症．在治疗过 

程中，2例患者血钙轻度下降，1例消化道出血(有溃疡病史 ) 

经调整肝素剂量并用鱼精蛋白对症处理解决．呕吐4例 ，皮 

下瘀斑3例，鼻衄1例，血尿 1例，经对症治疗后症状均缓解， 

未见其他明显副作用． 

3 讨 论 

3．1 血液净化的时机和特点 我们的体会是：对于① 经保 

守治疗，但病情进行行恶化者；② 先天性或后天性肝、肾功能 

异常者；③ 服用毒物或药物超过 自身清除能力的30％的患 

者 ，均应早期进行血液净化治疗．此外 ，HD适用于分子量 < 

5000道尔顿、水溶性、分布体积 <1 mL／kg，低血浆蛋白结合力 

的毒物或药物中毒者，如并发急性肾衰者尤以 HD为佳．HP 

适用于脂溶性高、分布体积大、易与血浆蛋白结合的毒物或药 

物中毒者．对于有机磷中毒者多采用活性碳罐做 HP而不宜 

使用树脂罐．HD+HP适用于所服毒物或药物不明者，特别 

是针对中毒在 8 h以内的治疗效果显著⋯． 

3．2 血液净化的并发症 ① 血小板减少是血液灌流最典型 

的副作用 ，在灌流开始后 0．5～1 h最为显著．此外 ，活性炭也 

会吸附纤维蛋白原，这都是造成出血倾 向的原因，应特别注 

意．② 血液灌流能够清除如抗生素、升压药等，治疗时应及时 

补充被吸附的部分．③ 若患者在灌流后 0．5—1 h左右出现 

寒战、发热、胸闷、呼吸困难等症状，提示吸附剂生物相容性差 

而出现炭肾过敏反应，故在每次灌流前加用地塞米松 5～10 

mg静脉推注可以预防 J． 

3．3 对症处理 血液净化治疗后 ，仍需依据药物或毒物对人 

体不同脏器的损害，继续给予相应的支持治疗，对 中毒严重， 

持续深昏迷 ，原有肝肾功能不全或发生反跳严重者，应视病情 

适当问隔时间，24 h内进行重复治疗 ，对病情恢 复很有必 

要 [引． 
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