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!"#参与支气管哮喘大鼠气道炎症的发生及作用机制

郑晓晶，张桂蓉( ( （重庆医科大学附属第二医院呼吸内科，重庆 %"""!"）

( ( 摘( 要：目的( 探讨神经生长因子（)*+,* -+./01 2340.+，567）对支气管哮喘大鼠气道炎症的影响及作用机制。方法
( &% 只雄性 89大鼠分为正常对照组（:组）、哮喘组（;组）和抗 567组（<组），每组 ’ 只。测定各组支气管肺泡灌洗液
（=+.)41.3>,*.>3+ >3,3-* 2>?@A，;:B7）总细胞及细胞分类计数；CD染色观察气道病理改变；EF#G<E 和 DBH8: 法检测各组大
鼠白细胞介素#%（ @)0*+>*?I@)#%，HB#%）、干扰素#!（ @)0*+2*+.)#!，H75#!）、567 JE5: 和蛋白表达水平。结果( ; 组与 : 组比
较，;:B7中细胞总数及细胞分类计数增多（! K "L "$）；HB#%、567 JE5:和蛋白表达增加（! K "L "!）；而 H75#! JE5:和蛋
白表达减少（! K "L "!）。<组与 ;组比较，;:B7中细胞总数及细胞分类计数减少（! K "L "$）；HB#%、567 JE5:和蛋白表达
减弱（! K"L "!）；而 H75#! JE5:和蛋白表达水平无显著差异。;组 ;:B7中 567含量与细胞总数、嗜酸性粒细胞、淋巴细
胞呈正相关（" M"L ’NN、"L O%%、"L O%O，! K"L "$）；与 HB#%含量呈正相关（" M"L O%%，! K "L "!），与 H75#!含量不相关（ " M"L !&&，
! P "L "$）；与肺组织中 HB#% JE5:表达水平呈正相关（ " M "L ’%’，! K "Q "$），与 H75#! JE5: 表达不相关（ " M "L R!!，! P
"Q "$）。结论( 567与哮喘大鼠气道炎症密切相关，它可以通过使 F1& 型细胞因子分泌亢进参与哮喘的发生。
( ( 关键词：哮喘；神经生长因子；气道炎症；白细胞介素类
( ( 中图法分类号：ENO&#NN；ENO&L N；E$R&L &$ ( ( ( 文献标识码：:
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( ( 支气管哮喘是一种气道慢性非特异性炎症性疾
病，其发病机制至今仍不完全清楚。目前研究认为，

F1& 细胞及其产生的细胞因子白细胞介素#%（ @)0*+>*?#
I@)#%，HB#%），HB#$ 等在支气管哮喘中表达增加对气道
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炎症起着关键性的调节作用。神经生长因子（ ’()*(
+),-./ 012.,)，$%&）是机体产生的能促进神经元存活、
生长、分化的一类多肽或蛋白质分子，最新研究表明，

它是参与支气管哮喘发病的重要介质。本实验拟对

$%&在哮喘气道炎症发病中的作用进行研究，并观察
$%&对大鼠哮喘模型中 3456 和干扰素5!（ 7’.()0(),’5!，
3&$5!）蛋白含量和基因表达的影响，探讨 $%&参与哮
喘炎症反应的作用机制，为开辟新的治疗途径提供理

论依据。

!" 材料与方法

!# !" 材料
!# !# !" 动物" " 89&级雄性 8:大鼠（大坪医院野战外科研究
所实验动物中心提供）;6 只，6 < = 周龄，体质量 ;>> < ;;> +。
分为对照组（?组）、哮喘组（@ 组）和抗 $%& 组（A 组），每组 B
只。

!# !# ;" 主要试剂" " 鸡卵蛋白（CD?）购于美国 87+E1 公司；
抗 $%&抗体购于美国 FG: 8HI.(EI 公司；J)7K,L 试剂购于美国
3’*7.),+(’公司；FJ59AF 试剂盒购于 J1M1F1 公司；大鼠 3456、
3&$5! N438?试剂盒购于北京晶美生物工程公司；大鼠 $%&
N438?试剂盒购于美国 FG: 8HI.(EI公司。
!# !# O" 仪器" " 85BBBN型超声波雾化器（南京道芬电子有限
公司）；9AF热循环仪（美国 @7,5F1P 公司）；酶标仪（美国 @7,5
F1P公司）；低温高速离心机（美国 @NAMQ?$公司）；紫外光分
光光度计（美国 @7,5F1P 公司）；光学显微镜（日本CLHERSI公
司）。

!# ;" 方法
!# ;# !" 哮喘模型的建立及抗 $%& 干预 " " 参照朱锦琪等［!］

大鼠哮喘模型的建立及抗 $%&的处理方法。
!# ;# ;" 支气管肺组织病理学观察" " 取大鼠右上叶肺组织置
于 6T多聚甲醛中固定 !; /，常规石蜡包埋切片，苏木精5伊红
（UN）染色后观察病理学改变。
!# ;# O" @?4&中细胞计数" " 夹闭右主支气管，从气管注入无
菌磷酸盐生理盐水缓冲液（ R/,IR/1.( VS00()(P I1L7’( I,LS.7,’，
9@8）; EL灌洗左肺，反复 O 次，回收率 W>T < X>T，将收集到
的全部支气管肺泡灌洗液（V),’2/,1L*(,L1) L1*1+( 0LS7P，@?4&）
离心（O >>> ) Y E7’，!> E7’），取上清液置于 Z ;> [低温冰箱保
存，准备用于测定 3456，3&$5!，$%&。细胞沉淀用 ! EL 9@8 重
悬，取少许计数细胞总数。余液用 UN 染色涂片，高倍镜下计
数 6>> 个细胞行细胞分类计数。
!# ;# 6" @?4&中 3456，3&$5!，$%&的测定" " 用 N438?法分别
测定 @?4&上清液中 3456、3&$5!、$%& 的含量。具体步骤按试
剂盒说明书进行，在酶标仪波长 6W> ’E（ 3456、3&$5!），6X; ’E
（$%&）上读取吸光度值，绘制标准曲线，查出标本浓度
（R+ Y EL）。
!# ;# W" FJ59AF法检测肺组织中 3456，3&$5!，$%& EF$? 表达
水平" " 使用 J)7K,L试剂从肺组织中匀浆抽提总 F$?，随后以

两步法行 FJ59AF。用逆转录试剂盒逆转录为 2:$?，以此为模
板行 9AF扩增。目的基因引物序列，3456 上游引物：W\5%AJ?J5
J%?J%%%JAJA?%AA5O\，下游引物：W\5A?%%?A%JA??%%J?5
A?%%?5O\，扩增片段 66B VR，退火温度为 => [。3&$5! 上游引
物：W\5?JAA?J%?%J%AJ?A?A%AA5O\，下游引物：W\5%?AAJA5
AJJ%?AA%JJJJAA5O\，扩增片段 !B6 VR，退火温度为 =! [。
$%& 上游引物：W\5JAJ?JAAJ%%AA?AJAJ%?%5O\，下游引物：
W\5AJ?JJ%%JJA?%A?%%%%A?5 O\，扩增片段 ;>X VR，退火温度
为 =! [。 "512.7’ 上 游 引 物：W\5%?AAA?%?JA?J%JJJ5
%?%?AA5O\，下游引物：W\5%AA?%%?J?%?%AA?AA??J5O\，扩
增片段 =W> VR，退火温度 =! [。9AF 反应条件：X6 [预变性
W E7’，X6 [变性 O> I，=! [退火 O> I，]; [延伸 O> I，共 OW 个
循环，]; [再延伸 ] E7’。扩增产物用 !# WT琼脂糖凝胶电泳，
比较 3456、3&$5!、$%&与 "512.7’ 的相对 ? 值并进行半定量分
析。

!# O" 统计学处理
" " 所有统计数据用 8988 !O# > 统计软件处理。数据以 !! ^ "
表示，多样本均数比较采用 # 检验。相关性检验采用 9(1)I,’
直线相关分析。

#" 结果

;# !" 各组大鼠 @?4&中细胞总数及分类计数
" " @组大鼠 @?4&中细胞总数、嗜酸性粒细胞数、中性粒细胞
数和淋巴细胞数明显高于 ? 组，两组比较差异有统计学意义
（$ _ ># >W），A 组大鼠 @?4& 中细胞总数、嗜酸性粒细胞数、中
性粒细胞数和淋巴细胞数明显低于 @组，两组比较差异有统计
学意义（$ _ ># >W，表 !）。

表 !" $组大鼠 %&’(中细胞总数及细胞分类计数（ )!*+ , ’，! -+，"" . #）

组别 细胞总数 嗜酸性粒细胞 中性粒细胞 淋巴细胞 巨噬细胞

?组（正常对照组） X# ; ^># X > ># >;! ^># >!B ># >6W ^># >;] ># =6; ^># >WX

@组（哮喘组） ;;# > ^!# W1 ># !!B ^># >BX1 ># !>X ^># >=W1 ># !>; ^># >6O1 ># =!B ^># >O!1

A组（抗 $%&组） !># = ^!# OV >V ># >!6 ^># >>OV ># >WO ^># >O>V ># =>> ^># >O;V

1：$ _ ># >W，与 ?组比较；V：$ _ ># >W，与 @组比较

;# ;" 各组大鼠支气管肺组织病理学改变
" " ?组大鼠气道上皮完整，支气管管壁和周围肺组织无明显
炎性细胞浸润（图 !?）；@组大鼠支气管和周围肺组织有大量炎
性细胞浸润，以嗜酸性粒细胞，淋巴细胞为主，黏膜皱襞加深，气

道上皮脱落，支气管管腔缩小，黏液栓增多（图 !@）。A组大鼠支
气管及周围肺组织病理改变较 @组大鼠明显减轻（图 !A）。

;# O" @?4&中 3456、3&$5!和 $%&的含量
" " @组大鼠 @?4& 中 3456、3&$5! 和 $%& 含量分别为（=W# W ^
W# !）R+ Y EL、（!OO# > ^!6# ;）R+ Y EL、（]=# > ^ ]# ]）R+ Y EL，?组分别
为（;]# O ^!# X）R+ Y EL、（;6;# > ^!B# O）R+ Y EL、（WW# > ^ 6# O）R+ Y EL，
两组比较差异有统计学意义（$ _ ># >!）；A组大鼠 @?4&中 3456
含量为（;B# W ^ ;# !）R+ Y EL，A 组与 @ 组比较差异有统计学意义
（$ _># >!），而 A组大鼠 3&$5!的含量为（!O!# ; ^ !;# O）R+ Y EL，A
组与 @组比较差异无统计学意义（$ ‘># >W）。

XW>!



!! !" !#
!：!组（正常对照组）；"："组（哮喘组）；#：#组（抗 $%&组）

图 !" 各组大鼠支气管肺组织的病理表现"（’( )*++）

*, -. 肺组织中 /01-、/&$1!和 $%& 23$!表达的比较
. . "组大鼠肺组织中 /01-、/&$1!和 $%& 23$!相对表达量为
（4+, - 54, 6）7、（8+, * 5*, *）7、（9+, : 5 9, 4）7，!组大鼠分别
为（;9, ; 56, 6）7、（68, - 5 ;, 9）7、（;4, < 5 6, 6）7，两组比较差
异有统计学意义（! =+, +8）；#组大鼠 /01- 23$!相对表达量为
（-*, 4 58, :）7，#组与 "组比较差异有统计学意义（! = +, +8），
#组大鼠 /&$1! 23$!相对表达量为（8*, ; 5 8> 4），# 组与 " 组
比较差异无统计学意义（! ?+, +6）（图 * @-）。

! " # $
# %%% &’!
" %%% &’!()% &’!
)%% &’!

#)% &’!

"%% &’!

"*)% &’

""+, &’

8："组（哮喘组）；*：#组（抗 $%&组）；;：! 组（正常对照组）；

A：标准

图 #" 各组大鼠肺组织 $%&’! ()&*的表达

! " # $
# %%% &’!
" %%% &’!()% &’!
)%% &’!

#)% &’!

"%% &’!

"*)% &’
"++, &’

8："组（哮喘组）；*：#组（抗 $%&组）；;：! 组（正常对照组）；

A：标准

图 +" 各组大鼠肺组织 $,’- ()&*的表达

! " #
# $$$ %&!
" $$$ %&!’($ %&!
($$ %&!

#($ %&!

"$$ %&!

")($ %&

"#$* %&

8："组（哮喘组）；*：!组（正常对照组）；A：标准
图 -" .组与 *组大鼠肺组织 &/% ()&*的表达

*, 6. 相关性分析
. . "!0&中 $%&含量与细胞总数、嗜酸性粒细胞、淋巴细胞
数呈正相关（ " B +, <;;、+, :--、+, :-:，! = +, +6）；与 "!0&中 /01

- 含量呈正相关（ " B +, :--，! = +, +8）；与 "!0& 中 /&$1! 含量
不相关（ " B +, 8**，! ? +, +6）；与肺组织中细胞因子 /01- 23$!
表达呈正相关（ " B +, <-<，! = +, +6）；与 /&$1! 23$! 表达不相
关（ " B +, 488，! ? +, +6）。

+" 讨论

. . 支气管哮喘是一种气道非特异性炎症性疾病，
#C- D E 淋巴细胞的两个功能性亚群 EF8 G EF* 及其产
生的细胞因子在支气管哮喘气道炎症中起着关键性的

调节作用，EF8 细胞主要分泌 /&$1!，EF* 细胞主要分
泌 /01-，正常情况下 EF8 G EF* 应处于一种平衡状态，哮
喘发病时存在 EF* 细胞异常增加，产生 /01- 等细胞因
子增加［*，;］。/01- 在哮喘炎症过程中被认为是起主导
作用的因子。它可以刺激 " 淋巴细胞的增殖和分化，
诱导 /H(的产生；促进肥大细胞的生长；提高血管内皮
细胞表面黏附分子（IJKLMNJO PQRSTFPNUJN JRFPKUSQ 2SNP1
LMNP，V#!A18）的表达，诱导淋巴细胞及嗜酸性粒细胞
对内皮细胞的黏附作用。而 /&$1!被认为是一种抗哮
喘的因子，它具有抑制 EF* 细胞分泌 /01-、/016 等，降
低气道反应性等作用［-］。近来的研究表明，$%& 在支
气管哮喘中有着重要的病理生理意义。但目前 $%&
参与哮喘发病的作用机制仍未明了。"SQUQU等［6］首次
提出 $%&蛋白水平在过敏性哮喘患者血清中明显高
于正常对照组及非过敏性哮喘患者。VUOLFSW 等［4］发
现，在参与变应原激发实验患者的肺泡灌洗液中，$%&
产生同样是增加的。以往的研究结果提示，在用卵蛋

白致敏的高度表达 $%& 的转基因小鼠的肺泡灌洗液
中，嗜酸性粒细胞和淋巴细胞的数量多于对照组［9］。

XJKKPN等［<］证实在用变应原反复刺激哮喘患者后，肥
大细胞的数量随着 $%& 的增加而不断增加。体外实
验还显示，$%&可使肥大细胞和成纤维细胞发生定向
迁移［:］。

. . 本实验中哮喘大鼠 "!0& 中的 $%& 含量与气道
炎性指标密切相关，表现为 "!0& 中 $%& 含量越多，
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嗜酸性粒细胞、淋巴细胞浸润数越多，’()&中 *)+, 的
含量越高，肺组织中 *)+, -.$( 的表达越高；在阻断
内源性 $%&哮喘模型的 ’()& 中嗜酸性粒细胞及淋
巴细胞的浸润减少，’()&中 *)+, 的含量减少，肺组织
中 *)+, -.$(的表达也减少。这从分子生物学的角
度进一步说明了 $%& 与哮喘气道炎症的发生密切相
关。本研究显示哮喘组大鼠 ’()&中 *)+, 的蛋白含量
及肺组织 *)+, -.$( 表达均高于正常对照组，并且
’()&中 $%&的蛋白含量与肺组织 *)+, -.$( 表达
及 ’()&中 *)+, 的蛋白含量成正相关，与 *&$+! 不相
关，抗 $%&组大鼠肺组织 *)+, -.$(表达及 ’()&中
*)+, 的蛋白含量低于哮喘组，而 *&$+! 变化不明显。
由此推断 $%&可能通过调节 *)+,、*&$+!的失衡表达，
引起 /01 型细胞因子分泌亢进，使其产生 *)+, 增加，
而对 /0! 型细胞因子的分泌无明显作用，进一步加剧
了 /0! 2 /01 的偏移状态，诱导支气管哮喘的发生，这
对于解释支气管哮喘的发病机制可能具有重要意义。

" " 另外，本研究表明，抗 $%& 可以减轻气道炎症的
发生，并减轻 / 细胞亚群向 /01 转化能力，使哮喘中
34, 5 /淋巴细胞 /01 优势表达受到抑制，故 ’()& 中
*)+, 的水平下降，其 /0! 2 /01 类因子表达的偏移状态
被逆转。因此，影响 /0! 2 /01 类细胞因子表达的因素
虽然很多，其中调节 $%&水平可以从基因水平影响 /
细胞激活状态，影响哮喘的气道炎症。这为探索新的

治疗途径提供了实验依据。目前普遍认为气道炎症能

够导致气道高反应性，因此推断以 $%& 为靶点，通过
阻断 $%&的分泌或使用抗 $%& 的药物可以减轻哮喘
气道高反应性的发生，从而减轻哮喘发作时的症状。

但目前这种物质对人体的安全性及有效性有待进一步

探索。
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中华医学会第十五次全国放射学学术会议通知

" " 中华医学会定于 177= 年 !7 月 !8 < 17 日在重庆国际会议展览中心召开第十五次全国放射学学术会议。
这是放射界的全国盛会首次选择在西部地区召开。届时将有众多国际、国内著名专家到会作专题学术报告，

并进行多种形式的学术交流。凡未在正式出版物上公开发表的以下有关内容均可投稿参会：常规 _线及数字
_线成像的临床应用；3/、N.*及其新技术临床应用与基础研究；介入放射学诊疗技术应用及研究；W(3C 系统
的应用经验；放射学设备管理、维修、维护以及放射技术学；放射学护理。详情请登陆网址：0EEV：2 2 UUU# J0B+
A?K?IB>L>@D# >K@ 2 JJK!P 2。本次会议在学术交流方面得到了《第三军医大学学报》和《重庆医科大学学报》的鼎
力支持。大会组委会将选出部分优秀论文在《第三军医大学学报》（3C34核心库）177= 年第 17 期、《重庆医科大
学学报》（3C34扩展库）177= 年第 !7 期刊出。有意者请按杂志稿约要求将论文全文投至邮箱 MH]01778‘ HBA?#
J>-，并在主题中注明“__学报 5作者名”。《第三军医大学学报》稿约可登陆 0EEV：2 2 ??--E# E--O# J>-# JA 查看。
投稿截止日期：177= 年 8 月 :7 日。
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