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依他尼酸抑制小鼠气管平滑肌收缩

赵晓雪#，陈微微#，陈媛媛，柳梦苏，李孟悦，曹 磊，刘庆华*

中南民族大学医学生物研究所，武陵山区特色资源植物种质保护与利用湖北省重点实验室，生命科学学院，武汉 430074

摘  要：本研究旨在探讨依他尼酸(ethacrynic acid, EA)抑制气管平滑肌(airway smooth muscle, ASM)收缩的作用及其机制。利

用BL-420S系统测量小鼠气管环张力，用全细胞膜片钳技术记录ASM细胞通道电流，用钙成像系统测量ASM细胞内Ca2+浓

度。结果显示，EA剂量依赖性地抑制高-K+ (80 mmol/L)和乙酰胆碱(acetylcholine, ACh, 100 µmol/L)引起的小鼠气管环收缩，

最大舒张百分比分别为(97.02 ± 1.56)%和(85.21 ± 0.03)%，半数有效浓度(median effective concentration, EC50)分别为(40.28 ± 
2.20) µmol/L和(56.22 ± 7.62) µmol/L。EA分别降低高-K+ 和ACh诱导的细胞内Ca2+浓度，分别从0.40 ± 0.04降到0.16 ± 0.01，
0.50 ± 0.01降到0.39 ± 0.01。此外，EA抑制ASM细胞L-型电压依赖钙通道(L-type voltage-dependent calcium channel, LVDCC)
和钙库操纵的钙离子通道(store-operated calcium channel, SOCC)电流，以及高-K+和ACh引起的外Ca2+内流。同时，EA可以降

低小鼠呼吸系统阻力(resistance of the respiratory system, Rrs)。以上结果提示，EA通过抑制小鼠ASM细胞LVDCC 和SOCC，
抑制Ca2+的内流，降低细胞内Ca2+浓度，导致ASM舒张，提示EA是一种潜在的支气管扩张剂。
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Ethacrynic acid inhibits airway smooth muscle contraction in mice 
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Abstract: The aim of this study was to investigate the inhibitory effect and the underlying mechanism of ethacrynic acid (EA) on the 
contraction in mice. BL-420S force measuring system was used to measure the tension of mouse tracheal rings. The whole cell patch 
clamp technique was utilized to record the channel currents of airway smooth muscle (ASM) cells. The calcium imaging system was 
used to determine the intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i) in ASM cells. The results showed that EA significantly inhibited the 
high K+ (80 mmol/L) and acetylcholine (ACh, 100 µmol/L)-induced contraction of mouse tracheal rings in a dose-dependent manner. 
The maximal relaxation percentages were (97.02 ± 1.56)% and (85.21 ± 0.03)%, and the median effective concentrations were (40.28 ± 
2.20) μmol/L and (56.22 ± 7.62) μmol/L, respectively. EA decreased the K+ and ACh-induced elevation of [Ca2+]i from 0.40 ± 0.04 to 
0.16 ± 0.01 and from 0.50 ± 0.01 to 0.39 ± 0.01, respectively. In addition, EA inhibited L-type voltage-dependent calcium channel 
(LVDCC) and store-operated calcium channel (SOCC) currents in ASM cells, and Ca2+ influx. Moreover, EA decreased the resistance 
of the respiratory system (Rrs) in vivo in mice. These results indicated that EA inhibits LVDCC and SOCC, which results in termination 
of Ca2+ influx and decreases of [Ca2+]i, leading to relaxation of ASM. Taken together, EA might be a potential bronchodilator.
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据世界卫生组织统计，2015 年约有 3 亿哮喘患

者 [1]，25.5 万人死于哮喘 [2]，这极大地降低了相关

人群的生活质量，增加了患者家庭乃至整个社会的

负担。哮喘是一种以慢性气道炎症和气道高反应

(airway hyperresponsiveness, AHR) 为特征的异质性

疾病。AHR 指的是气道对非特性刺激 ( 例如：胆碱

能受体激动剂 ACh，冷空气等 ) 反应增强的状态或

表型 [3]。AHR的机制尚不清楚，但气管平滑肌 (airway 
smooth muscle, ASM) 是 AHR 的主要效应器，ASM
的收缩直接造成了气道狭窄 [4–6]。临床治疗 AHR 常

用药物是 β2 受体激动剂，但此类药物容易出现脱敏

现象，并有半数以上患者不能得到有效治疗 [7]。因

此，寻找更为安全有效的气管扩张药物是亟需的。

新药研发不仅难度大、周期漫长，还需要大量

的人力财力。老药因其药代动力学和安全性已知，

被认为是新药研发最快捷有效的方法之一。阿奇霉

素 (azithromycin, AZM) 为半合成大环内酯类抗生

素，可以与核糖核蛋白的 50S 亚单位结合，抑制肽

酰基转移酶的活性，影响核糖核蛋白的移位，从而

阻止细菌蛋白质的合成，合成初期主要用于治疗敏

感菌导致的皮肤软组织感染、呼吸道感染等。后来

有研究证明，AZM 对预收缩的兔和小鼠离体气管

有直接舒张作用，其原因可能是因为 AZM 降低了

细胞内 Ca2+ 浓度 [8, 9]。AZM 已用于哮喘的治疗 [10]。

因此，本研究致力于筛选能用于治疗哮喘的老药。

利尿剂是能通过不同机制使机体内的水、钠通

过肾脏排出体外而起到调节水、电解质平衡的一类

药物，临床上主要用于消除水肿、降血压、抑制高

血钾和高血钙等。其中某些利尿剂具有舒张血管的

功能，原因是其增强血管平滑肌细胞膜上的 Na+-
Ca2+ 交换，导致细胞内 Ca2+ 浓度降低 [11]。依他尼酸

(ethacrynic acid, EA) 属于 α，β 不饱和酮类，是一种

半合成的利尿剂，可以剂量依赖性地抑制由碳酰胆

碱和内皮素引起的的小梁网和睫状肌的预收缩，降

低食蟹猴的眼内压 [12, 13]，说明 EA 可以抑制肌肉组

织张力。有文献进一步报道，EA 可以舒张新生豚

鼠气道以及新生猪气管、支气管，并且对于偏亚硫

酸氢钠引起的哮喘具有抑制作用 [14, 15]。这些结果表

明，EA 能够抑制 ASM 收缩，但是其机理尚不清楚。

本研究旨在探讨EA抑制ASM收缩的作用及其机制。

1  材料与方法

1.1  实验动物　　SPF 级 5~6 周龄雄性昆明小鼠，

体重 (20 ± 2) g，购于华中农业大学实验动物中心，

合格证号：SCXK( 鄂 )2015-0018，饲养于中南民族

大学 SPF 级动物房。动物实验和处理遵照《中南民

族大学实验动物使用与福利指导手册》，并获得中

南民族大学伦理委员会批准 ( 编号：Q2017-3)。
1.2  主要试剂及溶液　　EA 购自中国食品药品检

定研究院 ( 生产批号：100259-201301) ；ACh、HEPES、
木瓜蛋白酶、胶原蛋白酶、牛血清白蛋白 (bovine 
serum albumin, BSA)、L- 型电压依赖钙通道 (L-type 
voltage-dependent calcium channel, LVDCC) 阻断剂硝苯

地平 (nifedipine)、钙库操纵的钙离子通道 (store- 
operated calcium channel, SOCC) 阻断剂 YM58483、Cl−

通道阻断剂尼氟酸 (niflumic acid) 以及 K+ 通道阻断

剂氯化四乙胺 (tetraethylammonium chloride, TEA)
均购自美国 Sigma 公司；Fura-2/AM 荧光染料购自

美国 Invitrogen 公司；其它分析纯度试剂购自国药

集团化学试剂有限公司。生理盐溶液 (in mmol/L) ：
135 NaCl，5 KCl，1 MgCl2，2 CaCl2，10 HEPES，
10 葡 萄 糖 (pH = 7.40)。0 Ca2+ 溶 液 (in mmol/L) ：
135 NaCl，5 KCl，0.5 EGTA，1 MgCl2，10 
HEPES，10 葡萄糖 (pH = 7.40)。气管平滑肌解离液

(in mmol/L) ：120 NaCl，5.2 KCl，1.2 MgCl2，0.1 
CaCl2，10 HEPES，11 葡 萄 糖，0.6 KH2PO4，25 
NaHCO3 (pH = 7.10)。LVDCC 电流记录细胞内液 (in 
mmol/L) ：130 CsCl，10 EGTA，4 MgCl2，10 
HEPES，4 Mg-ATP (pH = 7.30)；细胞外液 (in mmol/L)：
107 NaCl，27.5 BaCl2，1 MgCl2，10 HEPES，11 葡
萄糖 (pH = 7.30)。细胞外液在使用时加入 10 mmol/L 
TEA。SOCC 电流记录细胞内液 (in mmol/L) ：1 CaCl2，
1.2 MgCl2，108 乙酸铯 (cesium acetate)，3 EGTA，18 
CsCl，10 HEPES (pH = 7.20)；细胞外液 (in mmol/L)：
11 葡萄糖，1.5 CaCl2，126 NaCl，10 HEPES (pH = 7.20)。
1.3  气管环张力测量　　参照本研究组以前发表文

章的方法测量气管环张力 [16]。腹腔注射物戊巴比妥

钠 (150 mg/kg) 处死小鼠，取其气管和肺置于预冷

生理盐溶液，分离气管，从其下端剪取约 5 mm 的

气管环，固定于离体组织灌流槽，其中一端连接张

力换能器，前负荷设为 300 mg。灌流槽内为生理盐

溶液，恒温 37 °C 并通氧。气管环张力变化由 BL-
420S 系统 ( 泰盟，四川成都 ) 采集和分析。气管环

平衡 1 h，期间每 15 min 换液一次，并重置气管环

前负荷为 300 mg。之后利用高 -K+ 溶液 (80 mmol/L 
K+) 或 ACh (100 µmol/L) 预收缩 2 次，然后用移液
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器往灌流槽中加入 EA 进行气管张力测量实验。研

究上皮作用时，标本上皮被去除 [17]，实验结束后，

将其切片并采用苏木精 - 伊红染色，然后镜下观察

确认上皮是否被去除。

1.4  ASM 单细胞的分离　　按照本研究组以前使用

的两步酶解法分离单个小鼠 ASM 细胞 [18]，第一步：

将分离得到的肌条在含有二硫苏糖醇 (0.1 mg/mL)
的 2.5 mg/mL 木瓜蛋白酶中处理约 20 min，第二步：

在 1 mg/mL 胶原蛋白酶中继续消化 6 min，最后将

肌条转移到含有 1 mg/mL BSA 的解离液中，洗涤

后机械振荡获得单个 ASM 细胞，4 °C 保存备用。

木瓜蛋白酶和胶原蛋白酶用含有 1 mg/mL BSA 的

解离液溶解，两步酶解均在 37 °C 水浴条件下进行。

1.5  LVDCC 和 SOCC 电流记录　　根据本研究组

以前的方法 [19] 记录电流，将细胞钳制在 −70 mV，

并从 −70 mV 开始，以每步阶 10 mV 跃到 + 40 mV，

每步脉冲持续 50 ms，记录 LVDCC 电流。将细胞

钳制在 −60 mV，500 ms 内完成 −80 mV 到 + 60 mV
的 ramp，记录 ramp 电流，−70 mV 下电流值代表

SOCC 电流。运用 EPC-10 放大器 (HEKA，德国 )
进行记录，通过 Patchmaster 软件分析电流大小。

1.6  细胞内 Ca2+ 浓度测定　　采用本研究组以前

的方法 [20] 测量细胞内 Ca2+ 浓度。细胞在细胞槽内

用 Fura-2/AM (2 μmol/L) 孵育 15 min。然后用生理

盐溶液灌流，去除多余染料。利用 Polychrome V 钙

成像系统 (TILL，德国 ) 动态检测荧光强度，激发

波长设置为 340 nm 和 380 nm，两波长的曝光时间

均为 100 ms，成像间隔为 1 s。340 nm 和 380 nm

图  1. EA对高-K+预收缩的小鼠气管环的舒张作用

Fig. 1. EA relaxes high K+-induced precontraction of mouse tracheal rings. A: EA inhibited high K+-evoked contraction in a tracheal 
ring in a dose-dependent manner. B: A representative of control experiments. C: The dose-relaxation curve of EA. D: Nifedipine inhibited 
the contraction induced by high K+. E: The relaxations induced by EA and nifedipine were similar. NS: P > 0.05. ***P < 0.001. Mean ± 
SEM. For each experiment, n = 6–7 tracheal rings.
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的荧光比值 (Ratio) 代表细胞内 Ca2+ 水平。

1.7  小鼠呼吸系统阻力 (resistance of the respiratory 
system, Rrs) 测定　　采用文献报道的方法 [21] 对小

鼠 Rrs 进行测定。小鼠用 1% 的戊巴比妥钠进行麻

醉，钝性注射器针头插入小鼠气管，然后连接于

flexiVent 系统 (SCIREQ Inc.，加拿大 )。呼吸速率

150 次 /min，潮气量 10 mL/kg，每个浓度药物雾化

时间为 10 s，然后测量 Rrs。
1.8  统计学处理　　采用Origin 8.0软件 (OriginLab，
美国 ) 对数据进行统计分析，实验数据以 mean ± 
SEM 表示，采用 t 检验进行组间比较，统计学显著

性设为 P < 0.05。

2  结果

2.1  EA抑制小鼠ASM收缩

为了研究 EA 对于小鼠 ASM 收缩的影响，本研

究利用高 -K+ (80 mmol/L)[22] 和 ACh (100 µmol/L) [23]

诱导小鼠离体气管环预收缩。高 -K+ 诱发的收缩到

达平台期后加入 EA，气管收缩被剂量依赖性地抑

制，当 EA 浓度为 100 µmol/L 时，达最大舒张 [(97.02 ± 
1.56)%]，与硝苯地平 (10 µmol/L) 引起的舒张 [(98.69 ± 
0.01)%] 相似，EC50 为 (40.28 ± 2.20) μmol/L，在对

照实验中，气管收缩无明显变化 ( 图 1)。此外，EA
也能抑制 ACh 所引发的气管环收缩，100 µmol/L 
EA 对 ACh 诱发的小鼠气管环收缩的抑制作用为

(85.21 ± 0.03)%，EC50 为 (56.22 ± 7.62) μmol/L ( 图
2A~C)。然而在静息状态下加入 EA，气管环基础张

力没有变化 ( 图 2D)。
为了研究 EA 对 ASM 的舒张作用是否依赖于

上皮，我们在上皮剥离的气管环上进行了实验，发

现 EA 仍然可以舒张高 -K+ 和 ACh 引起的气管环收

缩，100 µmol/L EA的舒张百分比分别为 (89.84 ± 4.69)% 

图  2. EA对ACh预收缩的小鼠气管环的舒张作用

Fig. 2. EA relaxes ACh-precontracted mouse tracheal rings. A: EA inhibited the contraction induced by ACh in a dose-dependent 
manner. B: A control experiment. C: The dose-relaxtion curve of EA. D: The effect of EA on a resting tracheal ring. *** P < 0.001. For 
each experiment, n = 6 tracheal rings.
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( 图 3A~C) 和 (80.02 ± 0.03)% ( 图 3D~F)，与正常

组 ( 上皮未剥离 ) 相比差异不具有统计学意义 (P > 
0.05)，说明 EA 对 ASM 的收缩不依赖于上皮细胞。

2.2  EA降低ASM细胞内Ca2+浓度

图 4 显示：高 -K+ 和 ACh 诱发 ASM 细胞内 Ca2+

浓度快速升高，达平稳后加入 EA，使细胞内 Ca2+

图  3. EA对预收缩的小鼠气管环的舒张作用不依赖于上皮

Fig. 3. EA epithelium-independently relaxes precontracted mouse tracheal rings. A: EA inhibited the contraction induced by high-K+ 
in epithelium-removed tracheal rings . B: A control experiment. C: The summary results from similar experiments shown in A, B and 
those performed in epithelium-removed tracheal rings. D–F: Similar experiments and analysis as shown in A–C, except that high-K+ 
was replaced by ACh. ***P < 0.001. NS: P > 0.05. G, H: Hematoxylin and eosin staining showed that the epithelium was removed 
from tracheal rings. Scale bar, 50 μm. Epi-intact: epithelium is unremoved; Epi-denuded: epithelium is removed. Mean ± SEM. For 
each experiment, n = 5 tracheal rings.
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浓度降低。高 -K+ 诱发细胞内 Ca2+ 升高的稳态水

平为 0.40 ± 0.04，加入 EA 后细胞内的 Ca2+ 水平下

降到 0.16 ± 0.01 ( 图 4A–C)，两者差异达到明显的

统计学意义 (P < 0.001)。ACh 诱发的细胞内 Ca2+

升高的稳态水平为 0.50 ± 0.01，EA 处理后下降到

0.39 ± 0.01 ( 图 4D–F)，两者差异达到明显的统计

学意义 (P < 0.001)。该结果说明 EA 抑制高 -K+ 和

ACh 诱导的 ASM 细胞内 Ca2+ 浓度升高。

2.3  EA抑制LVDCC电流

利用膜片钳全细胞技术记录 ASM 细胞 LVDCC
电流，图 5 结果显示电流被硝苯地平 (LVDCC 特异

阻断剂 ) 和 EA 完全阻断 (P < 0.05)，说明 EA 抑制

ASM 细胞 LVDCC 电流。

2.4  EA抑制SOCC电流

图 6 实验结果表明，在外液中加入尼氟酸、TEA
和硝苯地平分别阻断 Cl− 电流、K+ 电流和 Ca2+ 电流，

从而分离出非选择性阳离子通道 (non-selective cation 
channel, NSCC) 介导的电流。在 −70 mV 下，ACh
引起的 NSCC 电流峰值为 (−8.64 ± 1.50) pA，加入

YM58483 (SOCC 特异阻断剂 ) 后电流被完全阻断

( 图 6B)，提示该 NSCC 电流是由 SOCC 介导。这

种电流也可被 EA 阻断 ( 图 6C)，说明 EA 可以抑制

SOCC 电流。

2.5  EA抑制Ca2+内流

在 0 Ca2+ 条件下 (0 mmol/L Ca2+, 0.5 mmol/L EGTA)，
高 -K+ 未引起气管环收缩，但是，当 Ca2+ 恢复为 2 
mmol/L 时，气管环立即收缩，加入 EA 后，气管舒

张 ( 图 7A)。然而在 0 Ca2+ 条件下，ACh 可以引起

气管环一个收缩，当 Ca2+ 恢复为 2 mmol/L 时，气

管环再次收缩，加入 EA 后，气管舒张 ( 图 7B)。
结合前面 2.2 节得到的结果，说明 EA 通过抑制 Ca2+

内流来抑制两者引起的收缩。

图   4. EA抑制气管平滑肌细胞内Ca2+升高

Fig. 4. EA inhibits Ca2+ increases in single airway smooth muscle cells. A, B, C: EA inhibited high K+-induced Ca2+ increases. The 
vehicle failed. The summary results are shown. D, E, F: Similar experiments and analysis for EA-induced inhibition on ACh-induced 
Ca2+ increases. ***P < 0.001. Mean ± SEM. For each experiment, n = 13–17 cells.
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2.6  EA降低小鼠Rrs
我们进一步研究了 EA 对活体小鼠 Rrs 的影响。

在EA存在的条件下，ACh诱发的Rrs升高明显减低，

说明 EA 降低 Rrs ( 图 8)。

3  讨论

AHR 是哮喘的典型特征之一，表现为气管对各

种刺激的过度敏感，是 ASM 过度收缩所致，因此，

ASM 是治疗哮喘的重要靶点 [24]。本研究证实 EA
以非上皮依赖性舒张高 -K+ 和 ACh 诱发的小鼠气管

环预收缩，阻断 LVDCC 和 SOCC 电流，降低细胞

内 Ca2+ 浓度，抑制 Ca2+ 内流诱发的收缩，并减弱

小鼠 Rrs 增加。这些实验结果提示 EA 通过阻断

LVDCC 和 SOCC，导致细胞内 Ca2+ 浓度降低，诱

发小鼠 ASM 细胞舒张。ASM 细胞外给予高 -K+，

可导致细胞内外 K+ 浓度梯度减小，细胞膜电位发

生去极化，激活 LVDCC，介导细胞外 Ca2+ 内流，

触发 ASM 细胞收缩。ACh 是一种 M 受体激动剂，

与 ASM 上的 M3 受体结合，激活兴奋性 G 蛋白后

活化磷脂酶 C，通过双信使系统使内质网中的 Ca2+

释放和细胞外 Ca2+ 内流，细胞内 Ca2+ 浓度增加，

导致 ASM 细胞收缩。因此，本研究采用高 -K+ 和

ACh 刺激 ASM 收缩，然后研究 EA 的影响。结果

显示，EA 可剂量依赖性地抑制高 -K+ 和 ACh 引起

的收缩 ( 图 1，2)。有研究表明，EA 可以完全舒张

组胺诱发的新生豚鼠的气道收缩 [25]。在本研究中，

EA对高-K+诱发的预收缩舒张效果为(97.02 ± 1.56)%，

对 ACh 引发的收缩舒张效果为 (85.21 ± 0.03)%，说

明EA抑制收缩的作用可能与阻断外Ca2+ 内流相关。

EA 可以舒张气管，那可能的机理是什么呢？

ASM 收缩与细胞内游离的 Ca2+ 浓度相关 [26]， 

Takebayashi 等人 [27] 报道 EA 可以减小 γ 氨基丁酸

(γ-aminobutyric acid, GABA) 引起的急性分离的原代

皮层细胞内 Ca2+ 浓度上升，Hattori 等人 [28] 的研究

也证实 EA 显著降低高渗引起的 PC12 细胞内 Ca2+

浓度升高，但 Li 等人 [29] 的实验证明 EA 增加醛固

酮的分泌是因为其增加了 H295R 细胞的 Ca2+ 内流。

因此本研究利用 Polychrome V 钙成像系统检测了

EA 对细胞内 Ca2+ 浓度的影响，结果显示 EA 可以

降低 ASM 细胞内的 Ca2+ 水平 ( 图 4)，说明 EA 是通

图   5. EA阻断气管平滑肌细胞LVDCC电流

Fig. 5. EA inhibits LVDCC currents in airway smooth muscle cells. A: The protocol for the recording of LVDCC currents. B: EA (bot-
tom) and nifedipine (top) completely blocked LVDCC currents. C: The voltage-current curves based on the results obtained from the 
experiments shown in B. *P < 0.05, **P < 0.01. Mean ± SEM. For each experiment, n = 6 cells from 3 mice.
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过降低 ASM 细胞内的 Ca2+ 水平来舒张气管。EA 抑

制 LVDCC 和 SOCC 电流，这些通道介导 Ca2+ 流入

以维持 ASM 的收缩 [30–32]，与 AHR 具有直接联系 [33]，

是治疗哮喘的靶标。因此，本研究记录了 LVDCC
和 SOCC 电流并观察了其特异性阻断剂 ( 硝苯地平

和 YM58483) 以及 EA 的影响，结果证实 EA 阻断

LVDCC 和 SOCC 介导的电流 ( 图 5，6)。本研究进

一步证明，EA 阻断 LVDCC 和 SOCC 后，Ca2+ 内

流停止，细胞内 Ca2+ 浓度降低，导致舒张 ( 图 7)。

此外，在活体水平，EA 降低小鼠 Rrs ( 图 8)。

总之，本研究结果证明EA抑制LVDCC和 SOCC，

降低细胞内 Ca2+ 浓度，导致 ASM 舒张，提示 EA

是一种潜在的支气管舒张剂。目前使用的气管扩张

剂存在脱敏和其他副作用，本研究结果对于解决这

些问题可能会有帮助。

图  6. EA阻断SOCC电流

Fig. 6. EA blocks ACh-induced SOCC currents. A: A ramp for recording SOCC currents. B: YM58483 blocked the currents at −70 
mV. C: The same currents were blocked by EA. NS: P > 0.05. a: the baseline of SOCC currents; b: the currents after adding ACh; c: 
the currents were blocked by YM58483 or EA. Mean ± SEM. For each experiment, n = 6 cells from 3 mice.
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