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淋巴细胞微粒诱导的小鼠气道炎症模型的建立及评价

杨再兴，邱　倩，焦　燕，但小苹，熊　玮　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院呼吸内科）

　　［摘要］　目的　利用Ｔ淋巴细胞微粒诱导建立小鼠气道炎症模型，探讨淋巴细胞微粒在气道炎症发生中的作用。
方法　 放线菌素Ｄ溶液处理６ＴＣＥＭ细胞２４ｈ，收集淋巴细胞微粒；５０μｇ／ｍＬ的淋巴细胞微粒灌注 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠气道，
２４ｈ后处死小鼠并取肺组织；ＨＥ染色检测肺组织的形态变化，ＥＬＩＳＡ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和荧光定量 ＰＣＲ法分别检测免疫相关
分子ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４、ＩＬ１８和ＩＬ１β的蛋白和ｍＲＮＡ表达水平。结果　 ＨＥ染色显示淋巴细胞微粒处理组小鼠肺泡细胞聚
集且伴随淋巴细胞浸润，ＥＬＩＳＡ结果显示淋巴细胞微粒处理组小鼠肺组织中ＩＬ１８和ＩＬ１β的蛋白分泌水平显著高于正常
组 （Ｐ＜０．０１），荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示处理组小鼠肺组织中ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４、ＩＬ１８和ＩＬ１β的ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平显著高于正常组 （Ｐ＜０．０１）。结论　 淋巴细胞微粒能够诱导小鼠气道炎症反应，其炎症反应与 ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４、
ＩＬ１８和ＩＬ１β等因子有关。
　　［关键词］　 淋巴细胞微粒；气道炎症；细胞因子
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　　慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是一种常见的慢性气道炎症性疾病，它
在导致患者死亡的重大疾病中排名第５位，并预计在

２０３０年会提升至第４位，仅次于缺血性心脏病、脑血
管疾病及艾滋病［１］。淋巴细胞微粒（ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ
ｄｅｒｉｖｅｄｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｅｌｓ，ＬＭＰｓ）具有炎症调节的生物学活
性。我们前期研究证实，淋巴细胞微粒在体外能导致

支气管上皮细胞内炎症介质明显增多，并能导致上皮

细胞凋亡［２］；临床研究发现 ＣＯＰＤ患者的支气管肺泡
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灌洗液（ＢＡＬＦ）中存在着病理性升高的ＬＭＰｓ，且ＬＭＰｓ
的量和疾病的严重程度密切相关。我们推测 ＬＭＰｓ与
ＣＯＰＤ气道炎症可能密切相关，但ＬＭＰｓ在体内能否诱
导气道炎症以及相关的炎症机制尚不清楚。本研究拟

通过分离Ｔ淋巴细胞微粒，建立 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠气道炎
症模型，并评价小鼠肺部炎症水平来探讨淋巴细胞微

粒在气道炎症发生中的作用。

１　材料与方法

１．１　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠来源与饲养
　　ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，雌性，５～６周龄，体质量１８～２０ｇ，第
三军医大学实验动物中心提供。饲养：温度２０～２５℃，日温差
＜３℃；相对湿度，４０％ ～７０％；换气次数１０～２０次／ｈ；气流速
度０．１～０．２ｍ／ｓ；压强梯度２０～５０Ｐａ；空气洁净度１００００级；
菌落数３个／皿；氨浓度１４ｍｇ／ｍ３；噪声６０ｄＢ工作照度１５０～
３００ｌｘ；动物照度１５～２０ｌｘ；昼夜明暗交替时间１２／１２ｈ。
１．２　主要试剂及仪器
　　ＤＭＥＭ培养基购于美国 ＩＢＣＯ公司；胎牛血清、胰蛋白酶、
Ｔｒｉｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔ
Ｋｉｔ购于大连 ＴａＫａＲａ公司；ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ购于日本 ＴＯＹＯＢＯ公
司；ＴＰｅｒＴｉｓｓｕｅＰｒｏｔｅｉｎＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ购于美国 Ｐｉｅｒｃｅ；
ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４、ＩＬ１８和 ＩＬ１β一抗购于美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，
ＧＡＰＤＨ购于天津三箭生物技术有限公司，辣根过氧化物酶标
记山羊抗小鼠ＩｇＧ抗体购于北京中杉金桥；ＳｕｐｅｒｓｉｇｎａｌＷｅｓｔＤｕｒａ
ＥｘｔｅｎｄｅｄＤｕｒａｔｉｏｎｓｕｂｓｔｒａｔｅｒｅａｇｅｎｔ购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；
６ＴＣＥＭ细胞株购于 ＡＴＣＣ细胞库；ＣＦＸＴＭ９６ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪
购于美国 ＢＩＯＲＡＤ公司；ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ＋购于美国 ＢＩＯ
ＲＡＤ公司。
１．３　方法
１．３．１　细胞培养　　人Ｔ淋巴细胞白血病细胞６ＴＣＥＭ用含
１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基在３７℃，５％ ＣＯ２条件下培养。
１．３．２　淋巴细胞微粒的制备　　培养６ＴＣＥＭ细胞，加入终
浓度为０．５μｇ／Ｌ的放线菌 Ｄ溶液处理２４ｈ，收集培养上清，
１２０００×ｇ低温离心５０ｍｉｎ，取沉淀，ＰＢＳ重悬，得到淋巴细胞
微粒重悬液。

１．３．３　模型建立　　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分为２组，即正常组和淋巴
微粒处理组，每组６只。分别将１００μＬ生理盐水灌注至正常
组小鼠；１００μＬ淋巴细胞微粒（５０μｇ／ｍＬ）灌注至小鼠气道，
２４ｈ后处死小鼠，支气管灌插管，加入１ｍＬ生理盐水灌洗支气
管及肺泡，收集灌洗液；取肺组织于福尔马林溶液中固定。

１．３．４　ＨＥ染色　　二甲苯中脱蜡５～１０ｍｉｎ，苏木精染色，盐
酸乙醇分化，置于伊红液２ｍｉｎ，常规脱水，透明，封片。
１．３．５　ＥＬＩＳＡ　　分别设空白孔、标准品孔和待测样品孔，每
孔上样１００μＬ，一抗３７℃反应２ｈ，生物素标记二抗反应１ｈ，
加入底物３７℃避光显色，加入终止液终止反应，于４５０ｎｍ波
长测量各孔光密度值。

１．３．６　蛋白提取　　按 ＴＰｅｒＴｉｓｓｕｅＰｒｏｔｅｉｎＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ
说明书加入溶液匀浆裂解肺组织样本，取４０μＬ裂解产物加入
１０μＬ１０×ｐｒｏｔｅｉｎｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混匀，在沸水浴中加热１０ｍｉｎ，
于４℃保存。

１．３．７　总ＲＮＡ提取　　肺组织从液氮取出后置于ＤＥＰＣ处理
过的匀浆器中，以５０ｍｇ／ｍＬ的比例加入ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ匀浆，按
照ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ操作说明提取组织总 ＲＮＡ并溶于 ３５μＬ
ＤＥＰＣ水中，分装冻存于 －７０℃。
　　孔上样１００μＬ，一抗３７℃反应２ｈ，生物素标记二抗反应
１ｈ，加入底物３７℃避光显色，加入终止液终止反应，于４５０ｎｍ
波长测量各孔光密度值。

１．３．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　采用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取３０μｇ
蛋白经８％～１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ胶分离后，半干转印至 ＰＶＤＦ膜
上，根据 Ｍａｒｋｅｒ标示切下 ＮＬＲＰ３（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）、ＴＬＲ４（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ）、ＩＬ１８（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）、ＩＬ１β（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）和ＧＡＰＤＨ（天津
三箭生物）条带区域，５％脱脂奶粉封闭，分别用抗上述蛋白的
一抗（１∶５００稀释），抗ＧＡＰＤＨ的一抗（１∶５０００稀释）孵育过
夜，再与辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠ＩｇＧ抗体孵育１ｈ，用
ＳｕｐｅｒｓｉｇｎａｌＷｅｓｔＤｕｒａＥｘｔｅｎｄｅｄＤｕｒａｔｉｏｎｓｕｂｓｔｒａｔｅｒｅａｇｅｎｔ处理
并曝光显色。

１．３．９　ＱｕａｎｔｉｔｙＲＴＰＣＲ　　按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
说明书推荐体系加入逆转录反应所需试剂，逆转录总ＲＮＡ。逆
转录条件：４２℃，１５ｍｉｎ；８５℃，１５ｓ。合成的ｃＤＮＡ作为模板进
行ｑＰＣＲ扩增，根据 ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ试剂说明加入ＰＣＲ试剂及ＮＬ
ＲＰ３、ＴＬＲ４、ＩＬ１８、ＩＬ１β和 βａｃｔｉｎ扩增引物。ｑＰＣＲ条件：
９５℃，２ｍｉｎ；４０次循环于９５℃，１５ｓ；６０℃，３０ｓ；７２℃，２０ｓ。
７２℃采集荧光。２０μＬ反应体系，βａｃｔｉｎ作为内参。

１．４　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，对ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４、ＩＬ１８和ＩＬ１β
的蛋白和ｍＲＮＡ表达均采用非配对ｔ检验。

２　结果

２．１　淋巴细胞微粒处理 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠后支气管和肺
组织的变化

　　ＨＥ染色显示：淋巴细胞微粒处理组小鼠支气管发生管腔
纤维化、闭塞，肺组织中淋巴细胞显著聚集，提示淋巴细胞微粒

可能导致气道炎症。见图１。
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图１　各组小鼠支气管和肺组织的病理变化　（ＨＥ×３００）
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２．２　检测气道灌洗液中ＩＬ１８和ＩＬ１β的蛋白分泌水平
　　ＥＬＩＳＡ法检测表明：淋巴细胞微粒处理组中的 ＩＬ１８
（６４７４６±１９．２４）和ＩＬ１β（４６．２８±２．５７）蛋白分泌水平显著高
于正常组（４５．０７±４．１０，１．７７±０．２６）（Ｐ＜０．０１），提示淋巴细胞
微粒诱导的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠气道炎症模型具有较强的炎症反应。

２．３　相对定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织中
ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４、ＩＬ１８和 ＩＬ１β的 ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平

　　淋巴细胞微粒处理组的 ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４、ＩＬ１８和 ＩＬ１β的
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著高于正常组（Ｐ＜０．０１），进一步证
实淋巴细胞微粒诱导的 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠气道炎症模型具有较强
的炎症反应。见图２、３。
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１～４：分别为ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４、ＩＬ１８、ＩＬ１βｍＲＮＡ表达
ａ：Ｐ＜０．０１，与正常组比较

图２　荧光定量ＰＣＲ检测２组小鼠肺组织中ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４、ＩＬ１８和
ＩＬ１β的ｍＲＮＡ表达水平
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１：正常组；２：淋巴细胞微粒处理组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组小鼠肺组织中ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４、ＩＬ１８和

ＩＬ１β的蛋白表达水平

３　讨论

　　微粒是细胞激活、损伤或凋亡后从细胞膜脱落的
直径小于１μｍ的小囊泡，它具有调节信号传导、免疫
功能、血管生成、组织修复等生物学活性，与疾病的发

生、发展密切相关。新近研究发现循环微粒的数量在

肺性高血压患者中显著增加，促凝肺泡微粒的数量在

肺损伤、急性呼吸窘迫综合征以及 ＣＯＰＤ的患者肺泡
水肿组织或支气管肺泡灌洗液中显著增加［３］。迄今，

有关ＬＭＰｓ与ＣＯＰＤ患者气道炎症以及免疫调节的关
系在国内外尚少见报道。本课题组前期体外实验证实

ＬＭＰｓ能够引起支气管上皮细胞炎症反应，与ＩＬ１β和

ＩＬ１８这２个因子有关；我们还发现高剂量 ＬＭＰｓ能够
诱导支气管上皮细胞凋亡［４］。ＩＬ１β和 ＩＬ１８作为一
种促炎因子，在宿主防御和多种炎症疾病中发挥重要

作用［５－８］。为了验证 ＬＭＰｓ在体内能否诱导气道炎
症，本研究在体观察了淋巴细胞微粒对小鼠气道的影

响，发现经淋巴细胞微粒处理后，小鼠支气管发生管腔

纤维化、闭塞，肺组织中淋巴细胞显著聚集；检测小鼠

模型中ＩＬ１８、ＩＬ１β的分泌水平发现，淋巴细胞微粒处
理组的蛋白分泌水平显著高于正常组（Ｐ＜０．０１），ＨＥ
染色显示肺泡细胞水肿聚集并伴随淋巴细胞的浸润，

提示淋巴细胞微粒可能导致气道炎症，在诱导小鼠气

道炎症过程中发挥着促炎的作用，说明它作为一种抗

原引起了肺组织的免疫反应，但引起气道炎症反应具

体机制尚不明确。

　　ＮＬＲＰ３是 ＮＯＤ样受体家族的成员，是天然免疫
系统中关键的炎性小体，与人类多种疾病的发生密切

相关，如矽肺［９］、动脉粥样硬化［１０］等。ＴＬＲ４是Ｔｏｌｌ样
受体家族成员之一，在病原体识别和天然免疫激活中

发挥十分重要的作用［１１］。微粒是一种亚微米大小的

膜囊泡，其从细胞脱出而形成，含有细胞膜蛋白和部分

细胞质成分，如细胞表面抗原、ｍＲＮＡ、ｍｉｃｒｏＲＮＡ、细胞
因子和生长因子等，可在细胞间传递重要的生物学信

息［１２］。研究已经证实细胞微粒中含有 ＩＬ１β和
ＮＬＲＰ３蛋白［１３－１４］，我们推测淋巴细胞微粒中包含的

蛋白质、脂类以及核酸等物质可能参与了炎症反应的

调控。因此，我们检测了 ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ和蛋白
的表达水平，本研究检测淋巴细胞微粒处理小鼠肺组

织ＮＬＲＰ３和 ＴＬＲ４的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著
升高（Ｐ＜０．０１），提示淋巴细胞微粒可能通过转移自
身蛋白或分子进入细胞，从而使小鼠肺组织中ＮＬＲＰ３、
ＴＬＲ４的表达上调，导致炎症的发生，为后续的机制研
究提供了新的线索。

　　本部分体内实验研究初步证实了 ＬＭＰｓ能够引起
小鼠气道炎症反应，能够引起炎症因子ＩＬ１８、ＩＬ１β的
表达升高，可能通过 ＮＬＲＰ３和 ＴＬＲ４的调节实现这一
途径，为后续研究提供新的作用点。同时为进一步探

讨 ＬＭＰｓ与气道炎症的关系提供新的基础研究和线
索，进而为临床防治气道炎症尤其是 ＣＯＰＤ、哮喘等慢
性气道炎症提供新的干预靶点和方向。
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１　临床资料

　　患者，女性，７３岁，以“口渴多饮８年，加重伴发热、尿痛
１周”为主诉入院。入院１周前因吹空调着凉后出现发热，体
温波动在３７．５～３９．４℃，伴有尿痛症状，查体温３９．０℃，尿常
规：白细胞＞４０／ＨＰ，血常规：ＷＢＣ１７．５×１０９／Ｌ，ＧＲ８８．５％，静
滴喹诺酮类药物３ｄ症状未见明显好转入院治疗。入院时：口
渴多饮，尿频量多，乏力，发热，咽痛，尿痛，手足麻凉，无恶心、

呕吐等症状。既往史：冠心病史３０年。无家族遗传病史。入
院时查：体温 ３７．８℃，脉搏 ７２次／ｍｉｎ，呼吸 １８次／ｍｉｎ，血压
９０／５０ｍｍＨｇ。患者神清语明，形体肥胖，气息平稳。全身皮肤
黏膜无黄染及出血点，面、颈、躯干及四肢散在红色斑丘疹，以

胸背部及双侧大腿为甚，全身浅表淋巴结无肿大。咽红，扁桃

体无肿大。心肺未见明显异常。肝脾肋下未触及。辅助检查：

随机血糖：血糖仪未测出数值。入院诊断：２型糖尿病、尿路感
染。治疗予胰岛素泵控制血糖，后据血糖情况改为基础甘精胰

岛素配合三餐前门冬胰岛素的治疗方案。继续静滴乳酸左氧

氟沙星０．３ｇ，每天２次，静滴控制感染。入院后完善血生化检
查：糖化血红蛋白１０．４％，ＣＲＰ６３ｍｇ／Ｌ，总蛋白５９．９ｇ／Ｌ，白蛋
白３１ｇ／Ｌ。肺ＣＴ：右肺间质性改变。彩超：右肾囊肿，肝内胆
管结石，轻度脂肪肝，甲状腺多发结节。患者静滴５ｄ乳酸左氧
氟沙星，尿路刺激症状明显缓解，但发热、斑疹情况无明显改

善，改用氨曲南１．０ｇ，每天２次静滴抗感染。多次外周血培养
及尿培养均为阴性。进一步检查 ＡＮＡ谱示 ＡＮＡ（＋），抗 ＳＳＡ
抗体（±），ＡＮＣＡ抗体阴性，类风湿检测示ＲＦ（－），ＡＳＯ正常，
血清铁蛋白 ＞１５００ｎｇ／ｍＬ。多次复查血常规 ＷＢＣ在１６．６×
１０９／Ｌ以上。结合患者目前间断性发热，热型为弛张热，无热期
一般状态尚可，白细胞总数持续升高，血清铁蛋白增高，伴有全

身皮疹，足量应用抗生素效果不明显，暂不考虑其它自身免疫

性疾病或脓毒血症，确诊为成人 Ｓｔｉｌｌ病，予甲泼尼松片３２ｍｇ，
每天１次口服抗炎，配合甲氨蝶呤片１０ｍｇ，每周１次口服抑制
免疫。用药当天体温缓解，出院前１周体温最高为 ３８．４℃。
出院３ｄ后退热，随访２周无发热，无咽痛及关节痛等症状。现
甲泼尼松片已减至２０ｍｇ，每天１次口服。

２　讨论

　　成人Ｓｔｉｌｌ病（ａｄｕｌｔｏｎｓｅｔｓｔｉｌｌ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＯＳＤ）是一种病因
及发病机制不清的临床综合征，临床以高热、一过性多形性皮

疹、关节炎（痛）和白细胞升高为主要表现。好发于青壮年，老

年患者少见。本例患者为老年女性，２型糖尿病史８年，持续发
热后开始出现皮疹，热型为弛张热，多次查血常规白细胞计数

增高，无热期一般状态较好。合理应用抗生素无效，结合其他

生化检查，明确诊断为成人 Ｓｔｉｌｌ病，应用激素配合免疫抑制剂
效果确切，预后较好。现将我们的诊治体会总结如下。

　　糖尿病患者不明原因的发热不能仅局限于感染因素。２型
糖尿病患者细胞和体液免疫功能低下，且受血糖因素的影响，

随着血糖升高而免疫功能降低，随着血糖的恢复，一些免疫学

指标可以得到改善。同时感染、病情的严重程度、高血糖等因素
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