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［摘要］ 目的·观察孟鲁司特在哮喘治疗中对白三烯B4 （leukotriene B4，LTB4）代谢途径关键分子表达的影响，探讨哮喘

的潜在干预靶点。方法·卵清蛋白（ovalbumin，OVA） +Al（OH）3致敏激发小鼠，建立以过敏性气道疾病（allergic airway 

disease，AAD）为特点的小鼠急性、亚急性和慢性哮喘模型并予孟鲁司特灌胃干预，然后再予OVA激发慢性哮喘模型。无

约束全身体积描记仪测定小鼠肺功能，探究气道高反应性（airway hyperresponsiveness，AHR）的变化规律。苏木精-伊红

（hematoxylin-eosin，HE）染色观察肺组织嗜酸性粒细胞（eosinophil，EOS）浸润及杯状细胞（goblet cell，GCL）增生情

况，观察气道过敏性炎症的病理学特点。ELISA 和液相芯片多因子检测试剂盒检测支气管肺泡灌洗液 （bronchoalveolar 

lavage fluid，BALF） 和血清的免疫球蛋白 E （immunoglobulin E， IgE）、干扰素 γ （interferon γ， IFN-γ） 和白细胞介素

（interleukin，IL）表达水平，观察 2型辅助性T细胞（helper T cell type 2，Th2）炎症情况。RT-qPCR、Western blotting及免

疫组织化学检测小鼠 LTB4合成限速酶 5-脂氧合酶激活蛋白（5-lipoxygenase activating protein，ALOX5AP）和白三烯 A4水

解酶（leukotriene A4 hydrolase，LTA4H）及LTB4受体 1 （leukotriene B4 receptor 1，BLT1）基因及蛋白表达，探究LTB4的

代谢与哮喘的关系。结果·OVA+Al（OH）3 可建立以 AAD 为特征的小鼠哮喘模型，表现为以增强呼气间歇 （enhanced 

pause，Penh）值升高为肺功能特点的 AHR，以气道 EOS浸润和 GCL增生为病理学特点的嗜酸性炎症和黏液高分泌状态，

及以BALF和血清中 IgE、IL-4和 IL-13升高且 IFN-γ、IL-2和 IL-12降低为免疫学特点的Th2型炎症反应；孟鲁司特可有效

缓解AAD。ALOX5AP、LTA4H和BLT1基因及蛋白在哮喘中表达增强，孟鲁司特始终抑制ALOX5AP表达，但可促进LTA4H

和BLT1在慢性期的表达。OVA再次激发后，孟鲁司特可使LTA4H和BLT1表达增强。结论·孟鲁司特具有缓解哮喘小鼠过

敏性炎症的效应，但可刺激LTB4的生成和堆积并以慢性期显著；再次予OVA激发孟鲁司特持续干预的哮喘小鼠可使LTB4

与BLT1的表达增强；孟鲁司特可能存在激活LTB4及其受体BLT1进而加重哮喘发作的风险，LTB4代谢限速酶LTA4H及受

体BLT1可能是哮喘治疗的潜在靶点。
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[Abstract]  Objective·To observe the effect of montelukast on the expressions of key genes in LTB4 (leukotriene B4) metabolic 

pathway in treating asthma and investigate the candidate intervene targets of asthma. Methods·The acute, subacute, and chronic 

asthmatic mouse models characterizing by allergic airway disease (AAD) were set up by ovalbumin (OVA) and Al(OH)3 

sensitization and challenge and intervened by intragastric administration of montelukast and finally challenged by OVA for chronic 

asthma model. The pulmonary functions of mice were tested by unconstrained whole body plethysmograph, to quest the change 

patterns of airway hyperresponsiveness (AHR). The eosinophil (EOS) infiltration and goblet cell (GCL) hyperplasia in mouse lungs 

were detected by hematoxylin-eosin (HE) staining, to quest the pathologic features of airway allergic inflammation. The levels of 

immunoglobulin E (IgE), interferon γ (IFN-γ), and interleukin (IL) in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and serum were detected 

by ELISA and Milliplex kits, to quest the helper T cell type 2 (Th2) inflammation status. The transcription and protein levels of 5-

lipoxygenase activating protein (ALOX5AP), leukotriene A4 hydrolase (LTA4H), and leukotriene B4 receptor 1 (BLT1) genes, which 

encoded the rate-limiting enzymes in LTB4 synthesis pathway, were detected by RT-qPCR, Western blotting and 

immunohistochemistry (IHC). Results·The asthmatic mouse model could be set up by OVA and Al (OH)3 and was presented as 

AHR characterized by increasing enhanced pause (Penh) value, eosinophilic inflammation and high mucous secretion pathologically 

characterized by airway EOS infiltration and GCL hyperplasia, Th2 inflammation immunologically characterized by the increasing 

levels of IgE, IL-4, and IL-13 as well as decreasing levels of IFN- γ, IL-2, and IL-12 in BALF and serum. Montelukast could 

alleviate AAD effectively. The transcription and protein levels of ALOX5AP, LTA4H, and BLT1 genes increased in asthma. 

Montelukast can inhibit the expression of ALOX5AP gene and promote the expressions of LTB4 and BLT1 genes in asthmatic 

chronic phase. When challenged by OVA once again, montelukast can induce the significantly high expressions of LTB4 and BLT1 

genes. Conclusion·Montelukast has the effect of relieving allergic inflammation in asthma mice, but it can stimulate the production 

and accumulation of LTB4 and is significant in chronic phase. When challenged by OVA a second time, LTB4 could be promoted to 

combine with BLT1 and attend in the pathogenesis of asthma. The results suggested that there was a potential risk of activation of 

LTB4 by montelukast. The rate-limiting enzyme LTA4H and its receptor BLT1 metabolism may be potential targets for asthma 

treatment.

[Key words] asthma; 5-lipoxygenase activating protein (ALOX5AP); leukotriene A4 hydrolase (LTA4H); leukotriene B4 receptor; 

montelukast

支气管哮喘是严重威胁人类健康的慢性呼吸系统

疾病，全球哮喘患者超过 3 亿人［1］。哮喘包括过敏

性、肥胖性、运动性和药物性等多种表型，其中过敏

性哮喘是哮喘的主要表型，多见特异性体质人群在接

触变应原后产生的以咳嗽、胸闷、气紧和呼吸困难为

主要表现的临床急症。哮喘的病理学特点为气道嗜酸

性炎症和黏液高分泌，并以可逆性气流受阻和气道高

反应性 （airway hyperresponsiveness，AHR） 为主要

病理生理学特征。过敏性哮喘的发病机制以免疫学改

变为特点，主要表现为变应原刺激特异性机体产生Ⅰ
型变态反应，导致 1 型辅助性 T 细胞 （helper T cell 

type 1，Th1） /Th2比例失衡，Th2增殖活跃并诱导产

生 大 量 细 胞 因 子 、 炎 症 介 质 和 免 疫 球 蛋 白 E

（immunoglobulin E，IgE），从而促使炎症细胞增殖活

化，最终诱发呼吸系统症状。炎症介质在哮喘发病中

起关键作用，但其种类繁多且具体作用机制尚不完全

清楚。因此，有必要深入探究炎症介质与哮喘发病的

潜在联系，拓展其临床治疗思路。

白三烯 （leukotriene，LT） 是重要的炎症介质，

其发现史可追溯到 1930 年代 Feldberg 和 Kellaway 在

猴和犬肺部观察到的“慢反应物质”，在 1970年代由

Samuelsson 正式命名并明确其化学结构及代谢途径。

LT 在生理状态下表达极低，但可在过敏性炎症反应

中 大 量 产 生［2］。 LT 的 产 生 源 于 花 生 四 烯 酸

（arachidonic acid，AA），AA 经 5-脂氧合酶激活蛋白

（5-lipoxygenase activating protein，ALOX5AP/FLAP）

催化产生极不稳定的 LTA4，LTA4 迅速经 LTA4 水解

酶 （leukotriene A4 hydrolase，LTA4H） 催化为 LTB4

或 经 LTC4 合 成 酶 （leukotriene C4 synthetase，

LTC4S）催化为LTC4，LTC4及其进一步催化产生的

LTD4 和 LTE4 统称为半胱氨酰白三烯 （cysteinyl 

leukotriene，CysLT）。LTB4和CysLT分别通过与特定

受体结合发挥生物学效应。孟鲁司特为CysLT受体 1

（CysLT1R） 特异性拮抗剂，广泛用于哮喘治疗，但

部分患者在使用后存在症状控制欠佳、停药后易反复

等现象［3］，且使用疗程无确切依据。故推测哮喘患

者在拮抗 CysLT1R 后并未完全阻断 LT 的致病效应，

LT 可能存在通过反馈性堆积或与其他受体结合的形

式继续发挥作用，提示仍有必要继续寻找 LT代谢通

路中潜在的干预靶点。

LTB4 是 一 种 促 炎 介 质 ， 通 过 与 其 受 体

（leukotriene B4 receptor，BLT）结合实现炎症细胞的

招募、激活和存活。BLT 包括 BLT1 和 BLT2 两种受

体，其中 BLT1 是 LTB4 特异的高亲和力受体。研究
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发现，哮喘患者支气管肺泡灌洗液（bronchoalveolar 

lavage fluid，BALF）中的嗜酸性粒细胞（eosinophil，

EOS）显著增多并分泌大量LTB4，且LTB4的水平与

哮喘严重程度正相关。BLT1主要表达于 EOS、中性

粒细胞（neutrophil，NEU）、巨噬细胞和单核细胞等

表面，而 EOS 上 BLT1 的表达有助于 IL-13 和过敏性

气道炎症的产生，且孟鲁司特不能阻断 LTB4与其受

体BLT1的结合，这提示LTB4可能通过与BLT1的结

合参与哮喘发病。故我们假设 LTB4在哮喘可能存在

如下效应：孟鲁司特阻断 CysLT1R 并反馈性抑制

LTA4 合成 LTC4，且 LTA4 会产生堆积并继续反馈抑

制其上游底物产生，过敏性炎症反应减弱；因 LTB4

合成通路未受影响，稳定性差的LTA4可通过LTA4H

转化为较稳定的 LTB4 并与 BLT1 结合 （LTB4-BLT1

通路），继续参与炎症反应；若CysLT1R长期被抑制，

则 LTA4 将主要代谢为 LTB4，LTB4 可能产生堆积或

LTB4-BLT1通路开放增加，当 LTB4堆积到阈值或机

体再次被过敏原等激发后，LTB4-BLT1 通路可迅速

大量开放，进而诱发哮喘等过敏性炎症反应加重。本

研究通过模拟以过敏性气道炎症 （allergic airway 

disease，AAD） 为特点的小鼠哮喘模型，并给予孟

鲁司特治疗干预，观察其在哮喘治疗中对 LTB4代谢

途径相关分子表达的影响，探究 LTB4在哮喘治疗中

的潜在前景。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1 实 验 动 物 Balb/c 雌 性 小 鼠 ［体 质 量 为

（17.88±1.41）  g］，购于成都达硕动物实验公司，2月

龄，SPF级。动物饲养于四川大学华西第二医院，实

验动物使用许可证号为：医学科研 2022 伦审批第

（039） 号。饲养环境光照周期 12 h 交替，小鼠自由

饮食。

1.1.2 主要试剂和仪器 卵清蛋白 （ovalbumin，

OVA；#A5503-5G）购自美国 Sigma公司，氯化乙酰

甲胆碱（methacholine chloride，Mch；#M0073）购自

日本东京化成工业株式会社，氢氧化铝 ［Al（OH）3；

#21645-51-2］购自中国上海生化科技股份有限公司，

孟鲁司特钠 （#685828-5G） 购自美国 Sigma 公司，

IgE ELISA 试剂盒（#BH1395）购自中国上海博湖生

物科技有限公司，液相芯片多因子检测试剂盒

（# HCYTOMAG-60K） 购自德国 Merck Millipore 公

司，Trizol 试剂盒 （#15596-018） 购自中国北京索莱

宝科技有限公司。压缩式雾化泵吸乳器 （#NE-

C900） 购自日本 OMRON 公司，无约束全身体积描

记仪（#WBP-8M）购自中国上海塔望智能科技有限

公司。

实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应 （real-time 

quantitative polymerase chain reaction，RT-qPCR） 所

用引物购自中国上海伯豪生物科技有限公司。

Western blotting及免疫组化所用抗体：兔抗小鼠单克

隆ALOX5AP抗体（#sab1300958）购自美国Sigma公

司，兔抗小鼠单克隆 LTA4H抗体（#ab133512）购自

美 国 Abcam 公 司 ， 兔 抗 小 鼠 单 克 隆 BLT1 抗 体

（#oabf 01059）购自美国 Avivasysbio公司，山羊抗兔

IgG （# A0208） 购自中国上海碧云天生物技术有限

公司。

1.2　实验方法

1.2.1　过敏性哮喘小鼠模型建立　参照NAILS［4］和

LOCKE［5］的方法建立以 AAD 为特点的小鼠哮喘模

型（图 1）。① 动物分组。Balb/c雌性小鼠 104只，随

机 分 为 空 白 对 照 组 （Control）（n=32）、 哮 喘 组

（AAD） （n=32）、 孟 鲁 司 特 干 预 组 （AAD+

montelukast）（n=32） 和 孟 鲁 司 特 干 预 对 照 组

（AAD+montelukast-NC）（n=8）。② 致敏激发。给予

AAD、AAD+montelukast 和 AAD+montelukast-NC 组

腹腔注射 40 μg OVA 和 2 mg Al（OH）3混合液 0.5 mL

致敏，然后第 14~17 天 （急性模型）、第 14~20 天

（亚急性模型）给予 3%OVA雾化，每日 1次；第 21~

62 天 （慢性模型） 给予 3%OVA 雾化，每周 3 次。

Control组用 0.5 mL 生理盐水和 2 mg Al（OH）3腹腔注

射致敏，给予生理盐水雾化。雾化方式为压缩雾化器

连接到通风塑料盒（50 cm×30 cm×20 cm），每次雾化

30 min。③ 药物干预。AAD+montelukast组每日给予

孟鲁司特钠溶液灌胃（3 mg/kg）至第 90天，Control

和AAD组给予等量生理盐水灌胃，各组分别于第18、

21、63天取样本。AAD+montelukast-NC组于第 63天

前的干预方式同 AAD+montelukast 组，从第 63 天起

改为生理盐水灌胃至第 90天。每组小鼠每次采集 8个

样本量。④ 再次激发。各组分别剩余的小鼠于第 91~

93天再次给予 3%OVA雾化激发（Control组给予生理

盐水雾化），连续雾化3 d后于第94天取样本。
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1.2.2　肺功能检测　小鼠末次雾化后 24 h 使用无约

束全身体积描记法测定气道反应性。将小鼠置于密闭

体积描记器内，打开偏流通气 30 min，待其适应环境

并安静后连接传感器获取基础数据 5 min。依次给予

0、3.125、6.25、12.5、25、50 和 100 mg/mL 的 Mch

气溶胶雾化激发 5 min后连续记录呼吸道阻力参数增

强呼气间歇（enhanced pause，Penh）值5 min。

1.2.3　IgE 和炎症介质检测　1% 戊巴比妥腹腔注射

麻醉小鼠，从尾静脉采血取样，分离血清−80 ℃保

存。处死小鼠，将预冷的 PBS （0.5 mL）灌洗右肺 3

次，收集BALF离心，上清液−80 ℃保存。将血清和

BALF 上清液用 ELISA 试剂盒检测 IgE 水平，液相芯

片多因子检测试剂盒检测 IFN-γ、IL-2、IL-4、IL-12

水平。

1.2.4　苏木精 - 伊红 （hematoxylin-eosin， HE） 染

色　采集BALF后，将左肺组织固定在 10%的中性缓

冲福尔马林中 48 h后嵌入石蜡固定。将石蜡包埋的切

片（4 μm厚，每个样本 3片）用HE染色来评估肺部

嗜酸性炎症水平。肺部炎症评分采用盲法［6］，炎症

分级：0 级 （未观察到 EOS），1 级 （偶尔观察到

EOS），2 级 （支气管被 1~3 层 EOS 包围），3 级 （支

气管或血管被 4~5 层 EOS 包围），4 级 （大多数支气

管或血管被 5 层以上的 EOS 包围）。使用 Padrid 等人

描述的方法评估杯状细胞 （goblet cell，GCL） 增生

情况，根据五分制评分系统［7］（0~4级）对病理变化

进行量化。该评分系统基于上皮细胞的百分比：0级

（无 GCL），1 级 （<25%），2 级 （25%~50%），3 级 

（51%~75%），和 4级（>75%）。每张玻片计数 8个支

气管被，计算平均EOS浸润和GCL增生评分。

1.2.5　 RT-qPCR　使用 Trizol 试剂盒提取组织总

RNA，使用逆转录试剂盒逆转录为互补 DNA。合成

引物见表 1，实时 PCR 用 All-in-one™ qPCR Mix 在

CFX96™实时系统中进行。根据甘油醛 3-磷酸脱氢酶

水平进行基因表达标准化。2-ΔΔCT 为目的基因在实验

组和对照组的表达比例。计算公式为：实验组 ΔΔCT

=实验组ΔCT - 对照组ΔCT， 其 中 ΔCT=靶基因CT -
对照基因CT。

1.2.6　Western blotting和免疫组织化学　使用免疫沉

淀分析缓冲液提取组织中总蛋白并定量，经十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离的蛋白转移到聚偏

表1　引物列表

Tab 1　List of primers

Primer Name

ALOX5AP

ALOX5AP

LTA4H

LTA4H

BLT1

BLT1

Actin

Actin

Direction

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Sequence (5′→3′)

TGTCGGCTATCTGGGAGAGAGA

ATCCGCTTGCCGAAGATGTA

TTGATTGGAACACCTGGCTCTA

TGTCAGAGTCACGTCGTAATTGG

GGCACTAAGACAGATTCAAGGATT

ACATGCCACCAGGAGAAGAAG

TGGCTCCTAGCACCATGAAGA

GCCACCGATCCACACAGAGT

Day

Day

Day
0 7 14 17 18 0 7 14 20 21

Acute model

Chronic model

Subacute model

Sensitization

Sensitization

Challenge

Challenge

OVA +Al (OH)3 ip(×2)

OVA +Al (OH)3 ip(×2)

OVA inh qd OVA inh qd

OVA inh qdOVA inh 3d/wk

Montelukast ig qn

Montelukast ig qn Montelukast/Saline ig qn

Sacrifice

Sacrifice Sacrifice

Sensitization Challenge

OVA+Al (OH)3 ip(×2)

Montelukast ig qn

Sacrifice

0 7 14 21 28 35 42 49 56 62 63 70 77 84 90 91 93 94

----------------- -

- - - - - - - - - -

Note： AAD was induced by intraperitoneal sensitization of Balb/c mice with 40 μg grade V OVA and 2 mg aluminum hydroxide in saline. Sensitization was 

delivered on Day 0 and 14 (acute and subacute models) or on Day 0, 7 and 14 (chronic model). Mice were then challenged by nebulization of 3% OVA in 

saline for 30 min on four consecutive days (acute), seven consecutive days (subacute), or 3 d/week for 6 weeks (chronic). Control mice were sensitized with 

2 mg of aluminum hydroxide in 0.5 mL and challenged by nebulized saline. Treated AAD mice to montelukast by means of gavage every night on challenging 

days or Day 63 to 90 (chronic). Control mice were treated to gavage saline. AAD mice were challenged by nebulization of 3% OVA in saline for 30 min on 

three consecutive days by Day 91 to 93.

图 1　哮喘小鼠模型建立
Fig 1　Setup of mice model with asthma

583



2023, 43（5）上海交通大学学报（医学版）

Vol.43 No.5 May 2023JOURNAL OF SHANGHAI JIAO TONG UNIVERSITY (MEDICAL SCIENCE)

氟乙烯膜上。用含 5% 脱脂奶粉的 tris 缓冲盐水

Tween-20 缓冲液封闭膜 1 h，然后在 4 ℃下分别用兔

抗小鼠单克隆抗体 ALOX5AP （φ=1∶50）、LTA4H

（φ=1∶50） 和 BLT1 （φ=1∶50） 封闭过夜后用生物素

标记的山羊抗兔 IgG （φ=1∶2 000）室温孵育 1 h。最

后使用增强化学发光试剂对膜上的蛋白质进行可视化

后，用Gene Tools系统对条带强度进行量化，以靶蛋

白带强度与β-肌动蛋白的比值计算蛋白表达相对量。

将石蜡包埋的小鼠左肺组织切片用正常山羊血清

工作液室温封闭 20 min，分别用兔抗小鼠单克隆抗体

ALOX5AP （φ=1∶100）、LTA4H （φ=1∶100）和BLT1

（φ=1∶100） 作为检测蛋白过夜。然后切片再用生物

素标记的山羊抗兔免疫球蛋白 G （φ=1∶1000） 孵育

30 min，在链霉亲和素-生物素复合物中 37 °C 孵育 

30 min。随后用二氨基联苯胺工作液孵育切片 6 min，

用苏木精反染 30 s，梯度乙醇和无水乙醇分别脱水

2 min。最后用二甲苯浸泡 2次，每次 5 min，中性树

脂封片、镜检，细胞质呈棕黄色为阳性。切片采用

Olympus细胞感觉统计软件进行计数，阳性信号用平

均集成光密度（integrated optical density，IOD）值表

示，平均 IOD值=IOD值/面积（400×视野面积）。

1.3　统计学分析

采用 SPSS 21.0软件进行实验数据分析。经过正

态分布和方差齐性检验，定量资料用 x±s表示。方差

齐的正态分布数据使用非配对 t 检验进行组间比较，

方差不齐的正态分布数据则使用韦尔奇 t检验。重复

测量方差分析用于比较不同时间点的数据。多组之间

的数据用方差分析，然后用Tukey多重比较检验。不

符合正态分布的数据采用秩和检验进行组间比较。

P<0.05为差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　OVA+Al（OH）3 致敏激发小鼠构建以 AAD 为

特征的哮喘模型

Penh值是反映AHR的敏感指标，AHR是哮喘主

要的病理生理学特点。通过模拟小鼠哮喘模型发现，

随着 Mch 激发浓度的升高，Penh 值也相应增加 （图

2A~C）。与 Control 组相比，当 Mch 激发浓度为

25  mg/mL 时，AAD 组 Penh 值在急性、亚急性和慢

性期分别增加 1.42、1.43和 1.58倍（图 2D），结果表

明OVA和Al（OH）3可诱导明显的AHR。
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Note： A−C. The Penh values of acute (A), subacute (B) and chronic (C) models of control and AAD mice (n=8). D. The Penh values of each model of control 
and AAD mice at the concentration of Mch is 25 mg/mL (n=8). ①P=0.000.

图 2　小鼠肺功能 Penh 值
Fig 2　Penh values of different mice groups
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EOS 浸润和 GLC 增生是哮喘在肺组织典型的病

理学表现。HE 染色显示：与 Control 组相比，AAD

组气道炎症加重 （图 3A），EOS 浸润评分在急性、

亚急性和慢性期分别增加 2.53、 17.44 和 11.75 倍

（图 3B），GCL 评分在急性期增加不明显，但在亚

急性和慢性期分别增加 1.47 和 10.88 倍（图 3C）。结

果表明小鼠气道存在嗜酸性炎症和黏液高分泌

状态。

Th1/Th2 失衡所致的 Th2 功能增强是哮喘发病

的免疫学特点。ELISA 检测显示：与 Control 组相

比，AAD 组 BALF 和血清中的 IgE 在所有模型的表

达均增强 （图 4A），提示存在过敏反应。液相芯片

多因子检测显示：在 BALF 和血清中，与 Control

组相比，AAD 组 IFN-γ在亚急性和慢性期表达均

下降 （图 4B）；Th1 类细胞因子 （IL-2 和 IL-12） 的

表达以减弱为主 （图 4C/D），而 Th2 类细胞因子

（IL-4 和 IL-13） 的表达以增强为主 （图 4E/F）。结

果表明成功诱导了 Th2 功能亢进的过敏性炎症

反应。

2.2　孟鲁司特可抑制哮喘小鼠 ALOX5AP 并增强

LTA4H和BLT1的表达

LTB4 代 谢 调 节 的 关 键 分 子 包 括 ALOX5AP、

LTA4H 和 BLT1，它们分别发挥限速酶和受体功能

调控的作用。RT-qPCR 和免疫组织化学显示：与

AAD 组相比，AAD+montelukast 组 ALOX5AP mRNA

在亚急性和慢性期的表达分别下降 60.2% 和 58.1%

（图 5B），蛋白染色变浅 （图 5A），IOD 值分别下降

47.3% 和 36.5% （图 5C），结果表明哮喘可增强

ALOX5AP 的表达而孟鲁司特则对其产生抑制效应。

LTA4H 和 BLT1 在慢性期的变化趋势相似，与 AAD

组相比，AAD+ montelukast 组 LTA4H mRNA 表达上

升 19.8% （图 6B），蛋白染色变深 （图 6A）， IOD

值上升 22.3% （图 6C）；同样，BLT1 mRNA 表达上

升 38.6% （图 7B），蛋白染色变深 （图 7A）， IOD

值上升 16.5% （图 7C）；结果表明孟鲁司特在用于

长期控制哮喘时可增加 LTB4 的产生及其受体的

表达。
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Note： A. The HE staining of acute, subacute and chronic models of control and AAD mice lung samples (×400). B. The EOS scores of control and AAD mice 

lung samples (n=8). C. The GCL scores of control and AAD mice lung samples (n=8). ①P=0.001, ②P=0.000, ③P=0.003.

图 3　小鼠肺组织 HE 染色及评分
Fig 3　HE staining and scores of mice lung samples
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图 5　ALOX5AP 基因及蛋白表达

Fig 5　Transcription and protein levels of ALOX5AP gene
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图 4　小鼠 BALF 及血清 IgE 和细胞因子表达
Fig 4　Expression levels of IgE and cytokines in BALF and serum of mice
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2.3　OVA再激发哮喘小鼠后孟鲁司特可较长时间抑制

ALOX5AP表达并对促进LTA4H和BLT1的表

达具有时效性

小鼠完成慢性期哮喘建模，继续给予孟鲁司特灌

胃 4周后，给予OVA再次雾化激发。RT-qPCR、免疫

组织化学和 Western blotting 显示 （图 8A~C）：与

AAD 组相比，AAD+montelukast 组 ALOX5AP mRNA

表达下降 39.2%，蛋白染色变浅，IOD值下降 50.4%，

蛋白电泳条带曝光度变浅，Ratio值下降 64.5%，结果

显示在 OVA 再激发后的哮喘小鼠中，孟鲁司特对

ALOX5AP 同样存在抑制作用且作用持续时间较长；

与 AAD 组相比，AAD+montelukast 组 LTA4H mRNA

表达上升 18.1%，蛋白染色变深，IOD 值上升 9.8%，

蛋白电泳条带曝光度变深，Ratio值上升 113.4%，同

样，LTA4H mRNA 表达上升 33.4%，蛋白染色变深，

IOD值上升 25.7%，蛋白电泳条带曝光度变深，Ratio

值上升 98.3%；与 AAD+montelukast 组相比，AAD+ 

montelukast-NC 组 LTA4H 和 BLT1 的基因和蛋白的表

达均有下降。结果显示 OVA 再激发后，孟鲁司特可

通过反馈性抑制 ALOX5AP 的表达而减轻炎症反应，

但仍具有促进LTA4H和BLT1表达的效应，且孟鲁司

特对LTA4H和BLT1促表达效应可在停药后消失。
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图 6　LTA4H 基因及蛋白表达
Fig 6　Transcription and protein levels of LTA4H gene
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Note： A. Immunohistochemical staining of BLT1 protein of control, AAD and AAD+montelukast mice lung samples (×400). B. RT-qPCR transcription levels 

of BLT1 gene (n=4). C.IOD values of BLT1 protein in immunohistochemical staining (n=8). ①P=0.000, ②P=0.003.

图 7　BLT1 基因及蛋白表达
Fig 7　Transcription and protein levels of BLT1 gene
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3　讨论

LT 是由肥大细胞 （mast cells，MC）、EOS、巨

噬细胞、血小板和血管平滑肌细胞等多种细胞合成的

二十烷类脂性化合物［8］。LT 的产生始于细胞质膜，

生理状态下产生极少，变应原等外界刺激可诱导其大

量合成和释放。LTs的产生途径包括膜磷脂在磷脂酶

A2（phospholipase，PLA2）的作用下转化为AA并在

AOLX5AP 的催化下合成为极不稳定的 LTA4，LTA4

分别经 LTC4S 和 LTA4H 两个通路的限速酶转化为

LTC4（CysLT）和LTB4并产生效应［8］。

许多研究表明 LT 是促使过敏性哮喘发病的重要

炎症介质，可诱导炎症细胞向气道趋化聚集，促进支

气管收缩、黏液分泌、气道血管渗漏增加、黏膜水肿

加剧、GCL 增多、纤毛清除功能减弱、气道平滑肌

和上皮细胞增殖、肺间质胶原增多等病理过程［9］。

我们在OVA诱导的小鼠AAD模型中观察到当小鼠肺

LT代谢的AOLX5AP基因及蛋白表达增加时，其肺功

能 Penh 值增加，气道阻力增加，AHR 增强；同时，

肺组织出现 EOS 浸润、GCL 增生为特点的嗜酸性气
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图 8　OVA 再次激发哮喘小鼠后 ALOX5AP、LTA4H 和 BLT1 基因及蛋白表达
Fig 8　Transcription and protein levels of ALOX5AP, LTA4H and BLT1 genes after re-challenged by OVA in asthma mice models
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道炎症和黏液高分泌的病理学现象，且与 AOLX5AP

基因表达水平正相关，提示 LT参与了过敏性哮喘的

发病［10］。这和LOCKE［5］等诱导的小鼠AAD模型病

理表现相似。为进一步验证哮喘模型的免疫学改变，

本研究观察到在AAD小鼠的血清和BALF中 IgE升高

及 IFN-γ降低，提示存在过敏性炎症；同时检测到

Th1型细胞因子（IL-2、IL-12）的降低和 Th2型细胞

因子 （IL-4、IL-13） 的升高与 AOLX5AP 基因 mRNA

和蛋白的表达正相关。这同已有研究发现 LTB4 与

BLT1结合后可诱导 Th2细胞产生 IL-13［11］，LTD4和

LTE4 可诱导 2 型固有淋巴样细胞产生 IL-5、IL-13 和

IL-4［12］以及 THIVIERGE 发现 IL-4 和 IL-13 可上调人

外周血单核细胞 CysLT1R的表达和功能等［13］结果一

致。本研究结果提示 LT参与了 OVA诱导的以 Th2型

细胞因子增高和气道嗜酸性炎症为特点的过敏性哮喘

反应。

研究证实孟鲁司特有助于缓解哮喘患者支气管痉

挛和抑制气道黏液分泌，减少炎性细胞渗出和介质产

生，减轻AHR和逆转部分气道重构［14］。本研究显示

孟鲁司特可明显改善哮喘小鼠肺功能，其 Penh 值和

对照组无差异，推测其原因可能为小鼠呼吸道炎症反

应被控制后 AHR 明显缓解。我们从肺组织切片中观

察到持续给予哮喘小鼠孟鲁司特可使其肺部 EOS

浸润、气道黏液高分泌的表现显著减轻，这与

DEBELLEIX 等［15］研究发现的孟鲁司特可预防和逆

转 OVA 诱导的哮喘小鼠气道重塑及 WANG 等［16］发

现孟鲁司特可减轻哮喘小鼠 AHR 的结论一致，进一

步证实孟鲁司特在本模型中可显著减轻肺部嗜酸性炎

症病变。本研究发现孟鲁司特可使哮喘小鼠血清及

BALF 中的 IgE 和炎症介质表达趋于正常，与对照组

无显著差异，这同SUN等［17］研究观察到孟鲁司特可

降低咳嗽变异性哮喘患儿血清 IL-6水平并改善临床症

状，证实其可比较理想地控制气道过敏性炎症的结论

类似。同时，IgE的表达在血清及BALF中明显下调，

证实孟鲁司特通过有效阻断CysLT与CysLT1R的结合

从而抑制 MC 等细胞的脱颗粒释放炎症介质的现象，

进而减轻过敏性炎症反应［18-19］。

我们进一步探讨了 LTB4代谢中关键分子在孟鲁

司特干预下的表达变化。ALOX5AP 基因编码的蛋白

产物在同 5-脂氧合酶（5-lipoxygenase，5-LOX）一起

催化 AA 转化为 LTA4 的过程中发挥限速酶的作

用［20］。我们观察到过敏原刺激后 ALOX5AP 表达显

著增强，提示有大量 AA通过 ALOX5AP和 5-LOX的

催化合成 LTA4H。这一现象也被相关研究发现，如

脂多糖可降低胸静态顺应性而加重肺水肿、增加

NEU浸润和PLA2G5（+/+）小鼠的中性粒细胞髓过氧化

物酶活性从而导致肺损伤［21］；分泌型 PLA2 主要负

责催化膜磷脂转化为AA，其在炎症性疾病中表达增

加；胞浆 PLA2在肺组织参加Ⅰ型超敏反应，可诱导

LT产生而增强过敏性哮喘［22］，其抑制剂可减少过敏

原攻击的哮喘反应如支气管收缩和AHR等［23］；在人

类哮喘中分泌型PLA2有助于AA释放［24］；在OVA诱

导的哮喘模型中，胞浆 PLA2基因敲除的小鼠肺损伤

程度较低［25］。另有研究发现 5-LOX抑制剂可减轻哮

喘的发生［26］。同时我们采用孟鲁司特拮抗 CysLT1R

后发现ALOX5AP的表达也明显下调，分析其原因可

能是CysLT1R被阻断后CysLT不能及时结合受体而产

生堆积现象，进而反馈性地抑制了上游底物 LTA4和

AA 的生成， ALOX5AP 的表达下降。故可推测

CysLT1R是CysLT的主要效应受体，其阻断剂孟鲁司

特可抑制CysLT大部分病理效应。

研究［27］ 发现，LTB4 合成代谢中的关键分子

LTA4H和BLT1在过敏性疾病中起重要作用。本研究

观察到它们在哮喘小鼠肺中表达增强，提示LTs可经

此通路产生效应。LTA4 在 LTA4H 的催化下转变为

LTB4。研究表明，哮喘患者 BALF 中的 EOS 能表达

大量 LTA4H 并催化产生 LTB4，且 EOS 来源的 LTB4

与哮喘严重程度有关［28］；LTB4被认为是一种促炎介

质，负责白细胞的招募、激活和存活，包括 EOS 和

NEU［29］。有研究发现，在哮喘及过敏性气道炎症患

者或动物模型的痰、呼出气冷凝液［30］、BALF［31］、

血浆［32］和尿液［33］中均检测到LTB4水平升高，故推

测我们在研究中给予小鼠 OVA激发可促进 LTA4H催

化 LTA4转化为 LTB4，并参与气道嗜酸性炎症反应。

BLT1 主 要 表 达 于 EOS、 NEU、 树 突 状 细 胞

（dendritic cell，DC）、巨噬细胞和单核细胞表面，我

们发现 BLT1基因和蛋白在慢性期表达显著增强，这

与在病理切片中观察到的 EOS 等炎症细胞渗出现象

一致，提示 LTB4 和 BLT1 结合后可促进气道炎症细

胞趋化。另有研究在敲除小鼠 BLT1 基因可使其对

OVA 诱导的 AHR 具有抵抗力，并显示出淋巴细胞、

EOS 和 DC 在肺部聚集减少的迹象［34］；对哮喘患者

使用BLT1受体拮抗剂LY293111的临床试验表明它可

导致 BALF中 NEU 等炎症细胞数量减少［35］。这些结
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果均提示LTB4-BLT1通路是哮喘的重要致病因素。

给予孟鲁司特干预后，LTA4H和BLT1的表达功

能进一步增强，推测此时当 LTC4的下游通路被阻断

后，反馈性抑制 LTA4的生成；这可解释我们观察到

ALOX5AP 表达下降的现象。但 LTA4 的代谢通路并

未完全阻断，可在LTA4H的催化下产生LTB4并出现

堆积或激活 BLT1继续发挥致病效应。但此时在病理

切片中并未观察到大量 EOS 渗出或 GCL 增生，推测

可能为CysLT1R被阻断后，Th2型炎症介质生成减少

和对炎症细胞的刺激功能减弱所致，提示炎症细胞存

在多条激活路径［36］。孟鲁司特对 BLT1 无拮抗效

应［37］，故间接促进了LTB4的生成和与BLT1的结合。

当 OVA 再次激发哮喘小鼠后，炎症反应被启动，

ALOX5AP 表 达 增 强 ， LTA4 生 成 增 加 。 若 未 将

CysLT1R 阻断，则 CysLT 将大量产生并加重炎症反

应，但在孟鲁司特继续干预的情况下，LTA4的下游

途径以合成 LTB4 为主，故再激发后 LTA4H 和 BLT1

的表达活性会增强。这和本研究中观察到的现象一

致，提示孟鲁司特对 LTB4的促进存在长期效应，并

有在机体再次受到变应原激发后进一步加重炎症反应

的可能。

综上所述，我们在研究中通过孟鲁司特干预哮喘

小鼠模型发现其具有缓解小鼠 AHR、嗜酸性气道炎

症和Ⅰ型超敏反应等作用，同时它可促进 LTA4H 和

BLT1基因和蛋白表达。进一步证实LT参与了小鼠过

敏性哮喘的发病过程且孟鲁司特可有效缓解气道过敏

性炎症。孟鲁司特可刺激哮喘小鼠肺 LTB4生成并产

生堆积现象，当小鼠再次受到变应原激发后，堆积的

LTB4 可通过 LTB4-BLT1 通路的开放参与哮喘发病。

提示孟鲁司特可能存在激活 LTB4而诱发哮喘的潜在

风险，LTB4 代谢限速酶 LTA4H 及受体 BLT1 可能是

哮喘治疗的潜在干预靶点。
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