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罗氟司特和齐留通对哮喘大鼠气道平滑肌收缩功能的影响 
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摘要：目的  通过观察磷酸二酯酶 4 抑制剂罗氟司特和 5-脂氧酶抑制剂齐留通对哮喘气道平滑肌收缩功能的影响，探讨

罗氟司特和齐留通对气道平滑肌的药理作用。方法  取正常及哮喘大鼠的气道平滑肌条，采用乙酰胆碱(acetylcholine，

Ach)梯度累积给药进行肌条收缩功能研究，并进行罗氟司特或齐留通梯度累积给药的肌条舒张功能研究，同时设置药物

预孵处理，利用张力换能器和计算机生物信号采集系统观察和记录各种方式处理下其收缩功能的变化。结果  采用累积剂

量给药法加入收缩剂 Ach(108~103 mol·L1)后，正常大鼠和哮喘模型大鼠气道平滑肌收缩无显著性差异。由 Ach 诱发平滑

肌条收缩达到最大程度，采用累积剂量给药法加入罗氟司特或齐留通(108~103 mol·L1)后，哮喘大鼠气道平滑肌对罗氟司

特的敏感性高于正常大鼠，而对齐留通的敏感性低于正常大鼠。使用罗氟司特预孵，并采用累积给药法加入收缩剂

Ach(108~103 mol·L1)，哮喘大鼠气道平滑肌和正常大鼠对 Ach 的反应性无明显差异，而齐留通预孵后，累积给药法加入

Ach(108~103 mol·L1)，哮喘大鼠平滑肌对 Ach 的反应性明显高于正常健康大鼠。结论  罗氟司特能抑制哮喘气道平滑肌的

收缩功能，同时不诱导气道的高反应性，而齐留通对哮喘气道平滑肌的收缩抑制作用不明显，且可能诱导气道高反应性。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To observe the effect of PDE4 inhibitor(roflumilast) and 5-lipoxygenase inhibitor(zileuton) on the 
contraction of airway smooth muscle of asthma rat, and try to discuss their pharmacologic action on airway smooth muscle. 
METHODS  Asthmatic and normal rats were executed for the airway smooth muscle strips. Gradual cumulative dose of 
acetylcholine(Ach) was used to study the contraction of muscle strips. Roflumilast or zileuton gradient cumulative administration 
or pre-incubation were used to study their diastolic and contractile function of muscle strips. Tension transducer, biological signal 

collecting system were used to record changes under various treatments. RESULTS  Ach(108103 mol·L1) could induce the 
contraction of airway smooth muscle of asthma rat and normal rat, there were no significant difference. The maximal contraction 
of smooth muscle was induced by Ach, and the sensitivity of airway smooth muscle to roflumilast in asthmatic rats after 
cumulative dose administration was higher than normal rats, while the sensitivity of airway smooth muscle to zileuton in 
asthmatic rats was less sensitive than that of normal rats. Using roflumilast pre-incubation and cumulative administration of the 

constrictor Ach(108103 mol·L1), there was no significant difference in the reactivity of airway smooth muscle for Ach 
between normal rats and asthmatic rats. But pre-incubated with zileuton, after the cumulative administration of Ach 

(108103 mol·L1), the reactivity of airway smooth muscle of asthmatic rats for Ach was more significant than that of normal 
rats. CONCLUSION  Roflumilast can inhibit the contraction of airway smooth muscle of asthma rats. However, zileuton has 
no obvious inhibitory effect on the contraction of asthmatic airway smooth muscle and may induce airway hyperresponsiveness. 
KEYWORDS: roflumilast; zileuton; asthma; rat; airway smooth muscle; contraction; Ach  
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支气管哮喘是一种常见、多发的慢性炎症性

肺疾病，表现为气道壁嗜酸性粒细胞、肥大细胞

等炎性细胞的浸润、气道高反应性以及结构重建。

全球哮喘患者约 3 亿人，中国哮喘患者约 3 000 万

人。哮喘在全球的发病率和致残率呈逐年增加趋

势[1]。罗氟司特为磷酸二酯酶 4(PDE4)选择性抑制



 

·270·      Chin J Mod Appl Pharm, 2019 February, Vol.36 No.3                         中国现代应用药学 2019 年 2 月第 36 卷第 3 期 

剂，能选择性抑制 PDE4，从而特异性抑制腺苷

-3’,5’-环化一磷酸(cyclic adenosine monophosphate，

cAMP)水解生成相应的无活性的 5’核苷酸[2]，通过

调节细胞内 cAMP 水平，阻断炎症反应信号传递，

进而抑制如慢性阻塞性肺疾病(chronic obstructive 

pulmonary disease，COPD)和哮喘等呼吸道疾病对

肺组织造成的损伤，是近年来上市的治疗 COPD

的一类新型药物。在多数情况下，平滑肌中 cAMP

含量升高可使其张力下降，反之则张力升高。其

影响机制可能为：①导致膜的超极化[3]；②影响平

滑肌细胞中 Ca2+浓度[4]；③影响肌肉收缩蛋白的磷

酸化作用[5]。因此 PDE4 抑制剂罗氟司特可能具有

抑制气道平滑肌收缩的功能从而起到缓解哮喘症

状的作用，但其对于哮喘和正常状态下的气道平

滑肌功能的影响尚无明确报道。齐留通作为 5-脂

氧酶抑制剂，通过抑制半胱氨酰白三烯的合成，

可有效控制哮喘炎症发展过程[6]。因此，本实验以

哮喘和正常大鼠气道平滑肌为研究对象，旨在比

较选择性 PDE4 抑制剂罗氟司特与齐留通对哮喘

气道平滑肌收缩功能的影响，进一步了解 PED4

抑制剂在哮喘治疗中的价值。 

1  材料和方法 

1.1  动物 

SD 大鼠 12 只，♂，由浙江大学动物实验中心

提供，合格证号：SCXK(浙)2008-0033，清洁级。 

1.2  药品试剂及仪器 

卵 白 蛋 白 ( 批 号 ： A5503) 、 乙 酰 胆 碱

(acetylcholine，Ach，批号：A2661)、齐留通(批号：

Z4277)均购自美国 Sigma；罗氟司特(济南诺康医

药科技有限公司，批号：20120201)。试剂配制：

Krebs-Henseleit buffer(K-H)液(NaCl 118 mmol·L1，

CaCl2 2.5 mmol·L1，MgSO4 1.2 mmol·L1，NaHCO3 

24.9 mmol·L1 ， KH2PO4 1.2 mmol·L1 ， KCl 

4.7 mmol·L1 ， glucose 5.6 mmol·L1 ， HEPEs 

12.6 mmol·L1)；Ach 用生理盐水配制，浓度为

106~101 mol·L1；罗氟司特用 DMSO 配制，浓度

为 106~101 mol·L1。齐留通以无水乙醇溶解，浓

度为 106~101 mol·L1。JZJ01 型张力换能器、

HSS-1(B)恒温水浴箱、RM 6240 生物信号采集处

理系统均购自成都仪器厂。 

1.3  方法 

1.3.1  哮喘大鼠模型的制备  采用十点法，用新

鲜配制的 0.2%卵白蛋白(10%新鲜制备的氢氧化铝

凝胶为佐剂)作皮下注射致敏，共 1 mL。从致敏后

第 14 天起每天上午以 1%卵白蛋白溶液超声雾化

20~30 min 激发哮喘，连续激发 7 d。 

1.3.2  大鼠离体气管片的制备  处死大鼠后，分

离气管，置含氧的 K-H 液中，将气管软骨从正中

剪开，横行剪成 3 mm 宽的气管片。将 3 个气管片

缝合成 1 个样本待用，操作时必须保持气管片始

终在含氧 K-H 液中。 

1.3.3  仪器连接和参数设置  通过张力换能器连

接 RM 6240 多道生理信号采集处理系统，采样参

数：频率(800 Hz)，时间常数(直流)，滤波(30 Hz)，

灵敏度(1.5 g)，扫描速度(10 s·div1)。在麦氏浴槽

中加入 37 ℃恒温的 K-H 液 20 mL，并通入混合气

体(95% O2/5% CO2)，每秒 4~6 个气泡，将气管片

样本一端连于金属挂钩，另一端连接张力换能器

与生物信号采集处理系统，调节仪器，使气管片

静息张力为 0.5 g，在浴槽内稳定 30 min 后开始

实验。 

1.3.4  实验内容 

1.3.4.1  Ach 对气管片的收缩作用  采用累计给

药法，向浴槽中分别加入 200 µL Ach(106 mol·L1)、

180 µL Ach(105 mol·L1)、180 µL Ach(104 mol·L1)、

180 µL Ach(103 mol·L1)、180 µL Ach(102 mol·L1)、

180 µL Ach(101 mol·L1)，即 Ach 的终浓度为

108~103 mol·L1，每次待收缩张力曲线稳定后再

加药，记录不同浓度 Ach 下气管片的收缩张力幅

度。以给药前的收缩张力为基线 0，103 mol·L1Ach

终浓度时的收缩张力为 100%。 

1.3.4.2  齐留通或罗氟司特对气管片的舒张作用  

由 103 mol·L1 Ach 诱发气管片收缩达到 大程

度，采用累积剂量给药法向浴槽中分别加入 200 µL

齐留通(106 mol·L1)、180 µL 齐留通(105 mol·L1)、

180 µL 齐留通 (104 mol·L1)、 180 µL 齐留通

(103 mol·L1)、180 µL 齐留通(102 mol·L1)、180 µL

齐留通(101 mol·L1)，每次待收缩张力曲线稳定后

再加药，记录不同浓度齐留通下气管片的舒张幅

度。同上累积剂量给药法加入罗氟司特(终浓度

108~103 mol·L1)，分别记录各浓度水平下气管片

舒张活动的变化。 

1.3.4.3  齐留通或罗氟司特预孵后 Ach 对气管片

收缩作用的影响  用预热的 K-H 液清洗浴槽数

次，至气管片张力恢复至实验前，加入 20 mL K-H

液 稳 定 10 min 。 再 加 入 200 µL 齐 留 通
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(102 mol·L1，终浓度 104 mol·L1)或 200 µL 罗氟

司特(103 mol·L1，终浓度 105 mol·L1)预孵 5 min

后累计给药，向浴槽中分别加入 200 µL Ach 

(106 mol·L1)、180 µL Ach(105 mol·L1)、180 µL Ach 

(104 mol·L1)、180 µL Ach(103 mol·L1)、180 µL Ach 

(102 mol·L1)、180 µL Ach(101 mol·L1)，每次待收缩

张力曲线稳定后再加药，记录齐留通和罗氟司特

预孵后加不同浓度 Ach 气管片的收缩张力幅度，

以给药前的收缩张力为基线 0，103 mol·L1Ach 终

浓度时的收缩张力为 100%。 

1.4  数据采集与统计 

所有数据经 Excel 软件处理，经 GraphPad 

Prism 5 作图，实验结果以 sx  表示，n 代表实验

组数统计分析，行 t 检验，P<0.05 为差异具有统

计学意义。 

2  结果 

2.1  哮喘大鼠和正常大鼠对 Ach 收缩反应的比较 

采用累积剂量给药法加入收缩剂 Ach(108~ 

103 mol·L1)后，以给药前的收缩张力为基线 0，

103 mol·L1 Ach 时的收缩张力为 100%。正常大鼠

平滑肌收缩百分比(108~104 mol·L1 Ach)分别为

(0.125±0.337)%， (1.20±2.02)%， (1.79±2.77)%，

(17.83±12.75)%，(59.77±9.72)%，与给药前相比，

107 mol·L1 Ach 起收缩百分比即有显著性差异

(P<0.05) ；哮喘模型大鼠平滑肌收缩百分比

(108~104 mol·L1 Ach) 分 别 为 (0.03±0.05)% ，

(0.44±0.86)%， (1.75±2.59)%， (19.93±13.35)%，

(59.95±11.28)%，与给药前相比，106 mol·L1 Ach

起收缩百分比即有显著性差异(P<0.05)。在 Ach 刺

激下，正常大鼠的 ED50(以 10 的负对数计)为

(4.31±0.24)mol·L1，而哮喘大鼠的 ED50(以 10 的负

对数计)为(4.24± 0.18)mol·L1，两者比较虽无显著

性差异，但在低剂量 Ach 刺激时，哮喘大鼠的气

道平滑肌的反应性较正常大鼠弱，可能与大鼠在

哮喘状态时对 Ach 的反应障碍有关。结果见图 1。 

2.2  药物干预实验 

由 Ach 诱发平滑肌条收缩达到 大程度，采

用累积剂量给药法加入 PDE4 抑制剂罗氟司特

(108~103 mol·L1)后，正常大鼠平滑肌舒张百分

比 分 别 为 (4.77±9.54)% ， (29.76±25.49)% ，

(50.14±42.44)%，(61.73±45.34)%，(77.96±36.67)%，

(106.25±5.21)%，与给药前相比，105 mol·L1 罗氟

司特起舒张百分比即有高度显著性差异(P<0.01)；

哮 喘 模 型 大 鼠 平 滑 肌 舒 张 百 分 比 分 别 为

(9.39±9.83)%，(38.96±21.82)%，(86.49±13.60)%，

(104.85±7.89)%，(111.21±7.92)%，(111.21±7.92)%，

与给药前相比，106 mol·L1 起舒张百分比即有显

著性差异(P<0.05)。另外组间比较有显著性差异，

提示哮喘大鼠气道平滑肌对罗氟司特的敏感性优

于正常组。结果见图 2。 

累积剂量法给予齐留通，也出现明显的抑制

效应。在齐留通(106~104 mol·L1)时，正常大鼠

的舒张百分比分别为 (60.39±15.41)%， (84.39± 

12.9)%，(95.31±6.04)%，而哮喘大鼠舒张百分比

分别为 (44.01±9.81)%， (69.68±9.08)%， (83.37± 

10.93)%。对正常大鼠，齐留通的 ED50 为(6.54± 

0.72)mol·L1(以 10 的负对数计)，而对哮喘大鼠，

齐留通的 ED50 为(5.64±0.61)mol·L1(以 10 的负对

数计)，两者比较有显著性差异(P<0.05)。提示哮喘

大鼠气道平滑肌对齐留通的敏感性不如正常组。

结果见图 2。 

 
图 1  不同浓度 Ach 对大鼠气道平滑肌收缩的影响(n=6) 

Fig. 1  Effect of different concentrations of Ach on the 
contraction of airway smooth muscle in rats(n=6) 

 
图 2  罗氟司特及齐留通对 Ach 诱导大鼠气道平滑肌收缩

的舒张作用(n=6) 
与正常组比，1)P<0.05。 

Fig. 2  Diastolic function of roflumilast and zileuton on Ach 
induced contraction of airway smooth muscle in rats(n=6) 
Compared with the normal group, 1)P<0.05. 

2.3  药物预孵实验 

使用罗氟司特 105 mol·L1 预孵，并采用累积
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剂量给药法加入收缩剂 Ach(108~103 mol·L1)后，

以给药前的收缩张力为基线 0，103 mol·L1 时的

收缩张力为 100%。正常大鼠平滑肌收缩百分比

(108~104 mol·L1 Ach)分别为 (3.87±10.94)%，

(3.87±10.31)%，(5.64±9.31)%，(27.36±14.92)%，

(72.60±14.72)%，与给药前相比，105 mol·L1 起收

缩百分比有高度显著性差异(P<0.01)；哮喘模型大

鼠平滑肌收缩百分比(108~104 mol·L1 Ach)分别

为(5.00±15.81)%，(7.50±23.72)%，(11.74±23.48)%，

(37.13±28.09)%，(76.55±20.90)%，与给药前相比，

105 mol·L1 起收缩百分比有高度显著性差异

(P<0.01)，提示罗氟司特预孵并不明显影响气道平

滑肌对 Ach 的反应性。结果见图 3。 

使用齐留通 104 mol·L1 预孵后，Ach 再次刺

激，在 Ach 浓度为 104 mol·L1 时正常大鼠的收缩

百分比为(25.79±24.12)%，哮喘大鼠收缩百分比为

(52.03±13.93)%，两者比较有显著性差异(P<0.05)。

正常大鼠的 ED50(以 10 的负对数计 )为 (2.41± 

1.96)mol·L1，而哮喘大鼠的 ED50(以 10 的负对数

计)为(4.11±0.41)mol·L1，两者比较有显著性差异

(P<0.05)。提示齐留通预孵会上调气道平滑肌对

Ach 的反应性。结果见图 3。 

 
图 3  齐留通及罗氟司特预孵对 Ach 诱导的大鼠气道平滑

肌收缩功能的影响(n=6) 
与正常组比，1)P<0.05。 

Fig. 3  Effect of zileuton and roflumilast pretreatment on 
Ach induced rat airway smooth muscle contractile function 
(n=6) 
Compared with the normal group, 1)P<0.05. 

3  讨论 

支气管哮喘的病因大多认为与多基因遗传有

关，并与环境因素相互作用。环境因素中主要为

某些激发因素，包括各种吸入物(尘螨、花粉、真

菌、二氧化硫等)、多种病原体所致的感染、食物、

药物、气候变化、妊娠等[7]。多数学者认为哮喘主

要与变态反应、气道炎症、气道高反应性及神经

因素等相互作用有关。其中，气道炎症被认为是

哮喘的本质。过敏原经呼吸道或其他途径进入机

体后，可激活 T 淋巴细胞并使其分化为 Th1、Th2，

同时释放多种白细胞介素，Th2 可释放 IL-4、IL-5。

IL-4 可促进 B 细胞增殖、分化，形成浆细胞，产

生 IgE，IgE 与肥大细胞、嗜酸性粒细胞表面的高

亲和性 IgE 受体结合。IL-5 可选择性促进嗜酸性

粒细胞分化，并使其激活，参与过敏反应。当过

敏原再次进入体内，可与肥大细胞、嗜碱性粒细

胞表面的 IgE 相结合，并使该细胞合成释放多种炎

症介质导致平滑肌收缩，黏液分泌增加，血管通

透性增强[1]。 

在哮喘中，气管与支气管的剧烈收缩往往是

由于气道平滑肌细胞(airway smooth muscle cells，

ASMCs)对多种刺激因素的敏感性升高，也表现为

支气管收缩剂引起的 ASMCs 收缩程度升高。

ASMCs 除具有维持通气，增加肺泡通气量，保护

肺泡免受有害气体损害等生理功能外，它的增生

和肥大可引起气道结构重建，直接影响哮喘患者

气道高反应性的产生[8]。本次实验中，在 Ach 刺

激下，哮喘模型大鼠与正常大鼠相比，ED50 没有

显著性差异，即哮喘大鼠与正常大鼠对于收缩剂

Ach 的敏感度没有明显差异，但从两者的张力曲线

趋势中，可以看出对于同一浓度的 Ach，哮喘大鼠

对低剂量 Ach 反应性较正常大鼠稍弱，见图 1。支

气管平滑肌受副交感神经与交感神经双重神经支

配，根据所释放递质的不同，将副交感神经与交

感神经分为胆碱能神经和去甲肾上腺素能神经 2

大类。Ach 吸入后直接与 ASMCs 上的 M 胆碱受

体结合而使平滑肌收缩，同时 Ach 还作用于腺体、

血管，使黏液分泌增加，血管扩张。传统观点认

为 Ach 主要引起大气道的收缩，从而改变气道管

径。很多研究对此提出了质疑。Brown 等[9]利用高

分辨 CT 技术证明雾化吸入 Ach 引起狗的大、小气

道收缩的程度没有明显差别。另外，过敏原诱发

的支气管动物模型中 M2 mAchR 发生了功能障

碍。在过敏原诱发支气管哮喘的豚鼠模型中，嗜

酸性粒细胞造成了 M2 mAchR 丧失功能。因为发

现在这种豚鼠模型中，嗜酸性粒细胞可以通过自

身表面的 CD11/18 和神经纤维上表达的细胞间黏

附分子(ICAM-1)和血管黏附分子(VCAM-1)相互

作用，聚集到气道神经节周围和沿着神经纤维周

围，影响 M2 受体的功能[10]。这可部分解释哮喘

大鼠气管片对低剂量 Ach 反应性比正常大鼠稍弱

的实验结果。 
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哮喘发病中，许多炎症介质参与气管炎症变

化，但仅有白三烯类调节药物有较好的抗哮喘作

用。白三烯类是花生四烯酸经 5-脂氧合酶代谢后

的产物，其中 LTB4 与炎症细胞趋化有关；半胱氨

酰白三烯类与产生炎症效应有关。目前，作用于

临床的本类药物有半胱氨酰白三烯受体 1 拮抗药

和 5-LOX 抑制药两类，统称为白三烯调节药。齐

留通为 5-脂氧酶抑制药，除了具有抑制半胱氨酰

白三烯类作用外，还能抑制 LTB4[6]。齐留通通过

抑制脂氧酶而拮抗白三烯合成。白三烯是四烯酸

经脂氧酶途径合成的高活性炎性物质，在哮喘发

病过程中起重要作用。齐留通的作用机制是通过

抑制白三烯的合成来有效控制哮喘炎症的发展过

程，作为抗哮喘病的全新类别药物，齐留通具有

一定的气管保护、气管扩张和抗炎作用，与本次

实验结果相符。但本次实验中发现，齐留通预孵

后下，哮喘模型大鼠与正常大鼠的 ED50 相比，有

显著性差异(P<0.05)，哮喘大鼠对于 Ach 的敏感性

强于正常大鼠，提示有可能诱导气道高反应。 

罗氟司特为 PDE4 选择性抑制剂，能特异性抑

制 cAMP 和 cGMP 水解生成相应的无活性的 5’核

苷酸，从而调节细胞内 cAMP 和 cGMP 水平，抑

制气管收缩。除了抗炎作用，PDE4 抑制剂的药理

机制还包括气道平滑肌的松弛和抗增殖作用，体

外实验中 PDE4 抑制剂可以逆转人气道平滑肌的

张力，可能的机制有：①直接升高细胞内 cAMP

含量；②与肾上腺素 β2 受体激动剂协同；③调

节气道壁内非胆碱能非肾上腺能神经元的活性；

④抑制 IgE/IgG 依赖的介质释放。在动物实验中，

PDE4 抑制剂还可逆转 5-羟酪氨酸或组胺诱导的

支气管收缩[11]。本次实验中，罗氟司特能够有效

抑制 Ach 刺激的正常大鼠平滑肌和哮喘大鼠组平

滑肌的收缩，而且对哮喘大鼠平滑肌作用显著。

在罗氟司特预孵实验，正常大鼠和哮喘大鼠组平

滑肌的收缩百分比与给药前的收缩百分比相比都

显著性升高，Ach 的 ED50 均无显著性差异，说

明对 Ach 的敏感性相当。在预孵实验中，哮喘大

鼠的平滑肌产生显著性收缩的 Ach 浓度均为

105 mol·L1，高于没有预孵时的 106 mol·L1，在

一定程度上说明使用罗氟司特药物预孵后，哮喘

小鼠的平滑肌细胞对收缩诱导因素的反应都是敏

感度有所下降，提示罗氟司特在哮喘的预防有一

定的作用。 

综上，本实验结果发现罗氟司特能抑制哮喘

气管平滑肌的收缩功能，同时不诱导气道的高反

应性，而齐留通对哮喘气道平滑肌的收缩抑制作

用不明显，且可能诱导气道高反应性。这一结果

可为 PDE4 抑制剂罗氟司特临床治疗和预防哮喘

提供一定参考依据。 
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