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自介素 一13(IL一13)和白介素 一18(IL一18)调节支气管哮喘大 

鼠神经生长因子 mRNA(NGF mRNA)的实验研究 
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【摘 要】目的：初步探讨IL一13和IL一18对支气管哮喘大鼠神经生长因子mRNA(NGF mRNA)表达的影响。方法：建立Wistar 

大鼠哮喘模型，分离脾淋巴细胞并培养，通过逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)半定量法测定 NGF mRNA的基础水平，并观察 

予以IL一18和 II，-13干预后 NGF mRNA表达的情况。结果：哮喘大鼠脾淋巴细胞在基础状态下具有表达 NGF mRNA的功能， 

并在 ConA刺激下呈时间依赖性增强。空白对照组培养脾淋巴细胞 0、12、24、48 h时基础 NGFmRNA表达量随着时间的延长逐 

渐升高，IL一13组随着时间的延长基础 NGF mRNA表达量逐渐升高。随着时间的延长，IL—l3组 NGF mRNA表达相对值逐渐升 

高，并且至 12 h后分别显著高于各时间点的空白对照组(尸l<0．O1)(表 1)。同时随着 IL一13干预浓度的依次增高，NGF mRNA表 

达相对值逐渐升高，并且分别与前一梯度低浓度处理组相比较有显著差异(P<O．05)；而随着 IL一18干预浓度的依次增高，NGF 

mRNA表达相对值却逐渐降低。结论：在哮喘中Th2类细胞因子 IL一13可上调淋巴细胞 NGFmRNA表达，Thl类细胞因子IL—l8 

可下调淋巴细胞 NGF mRNA表达，两者均呈时间和浓度依赖性；Thl／Th2类细胞因子免疫失衡可能通过调控 NGF mRNA表达 

间接促进其诱导神经源性炎症。 
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【Abstract]Objective：To investigate the effect of interleukin一1 3 and interleukin一1 8 on the expression of nerve growth factor mRNA in 

bronchial asthma model of rats．Methods：Four Wistar rats were sensitized and challenged with ovalbumin to establish an asthma model， 
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observed after the lymphocytes were exogenously added with IL一18 or IL一13．Results：The lymphocytes of the asthma model stimulated 

by ConA jn vitro expressed NGF mRNA jn a time—dependent manner．Atier the]ymphocytes had b∞n cultured with IL一13 for 12，24 h 

and 48 h，IL一1 3 upregulated the expressions of NGF mRNA in a time-dependent manner and all the NGF mRNA expressions were signif- 

icantly higherthanthe basal values atthe sametime(／9<0．05)．After0，10，50 g／L and 100 g／LIL-13 had been addedfor 24 h，II一一13 

upregulated the expressions of NGF mRNA in a dose-dependent manner and the NGF mRNA expressions were al1 significantly higher than 

the valnes ofthe lower dose IL一13 (P<0．05)．After山e lymphocytes had been cultured with 10ixg／L IL一18 for 0，12，24 h and 48 h， 

IL一18 downregulated the expressions of NGF mRNA in a time-dependent manner and all the NGF mRNA expressions were significantly 

lowerthanthe basal values atthe sametime(P<0．05)．After0，1，10，and 50 g／LIL一18 have been addedfor 24 h，II，-l8 downregulat— 

ed the expressions of NGF mRNA in a dose—dependent manner and al1 the NGF mRNA expressions were significantly lower than the val— 

nes ofthelowerIL一18 dose(allP<0．05)．Conclusion：Inthe asthmamodel of rats，IL一13，one oftheTh2 cytokines，can upregulatethe 

expressions of NGF；IL一18，one of the Thl cytokines，and downregulate the expressions of NGF，both in a time-dependent manner and 

dose—dependent manner．Th 1／Th2 cytokine immune imbalance may indirectlY induce the airway neurogenic inflammation by regulating the 

NGF mRNA expression． 

【Keywords】Asthma；Nerve growthfactor；Interleukin一13；Interleukin一18 

哮喘是严重威胁公众健康的疾病 ，目前哮喘的病因、发 

病机制还不十分清楚，相关研究已经证实在哮喘发病过程 

中，T细胞亚群(特别是 Thl／Th2)功能失调在哮喘发病中有 

重要作用。白介素 一l3(IL一13)和 IL一18分别是 Th2和 Thl效 

应细胞的细胞因子 ，在哮喘发病机制中，两者之间的不平衡 

是引起免疫球蛋 白一E(IgE)产生异常和哮喘发病的重要因 

素，即Th2细胞占优势的反应导致一系列由 IgE介导的变应 

性炎症I】1。然而，在 Th1／Th2失衡中占主导作用的免疫细胞与 

其他细胞，尤其是与神经元的相互作用十分复杂，其机制仍 

未清楚。 

神经生长因子(Nerve growth factor，NGF)是神经营养因 

子家族中的成员之一 ，其主要功能是调控神经元的生长与 

分化12I。研究表明，NGF作为神经可塑性调控因子，通过诱导 

神经源性炎症反应参与哮喘发病I 。本实验通过建立大鼠哮 

喘模型探讨大鼠体内Th1／Th2免疫失衡和神经源性炎症的 

之间的关系。 

1 材料与方法 

1．1 动 物 

4只雄性 Wistar大鼠由重庆医科大学实验动物中心提 

供，周龄 4～6周，质量 120—200 g，饲养 1周后建立大鼠哮 

喘模型。 

1．2 试剂及仪 器 

大鼠 IL一13和 IL一18(上海生工生物工程技术服务有限 

公司合成)；Ficoll—Hypaque分层液及刀豆素(ConA)购于美国 

Sigma公司；总RNA抽提试剂盒(华美生物工程有限公司)； 

逆转录试剂盒(Promega公 司)；Taq酶(TaKaRa公司)；Trizol 

试剂购于美国 Molecular Research Center；NGF的 ELISA试剂 

盒购于武汉博士德生物工程有限公司。PE4500 PCR热循环 

仪 系美国 Sigma公 司出 品 ；Avant 30低温 高速离 心机和 

Du一70全 自动紫外分光光度计系美国 Beckman公司出品。 

1．3 哮喘模型的建立 

每只大鼠腹腔内注射抗原液1 ml(其中含鸡卵蛋白100 mg， 

灭活百 日咳杆菌疫菌 5×10。个和氢氧化铝干粉 100 mg)致敏 ， 

2周后开始用超声雾化器每 13给予 1％鸡卵蛋白雾化吸入 

60 min激发哮喘，观察症状 ，连续 2周 ，建立哮喘模型[41。取肺 

组织行病理检测。 

1-4 细胞分 离、培 养及 干预 

1．4．1 脾淋巴细胞分离 以颈锥脱臼法处死大鼠，放入盛 

75％乙醇的烧杯 中浸泡 2～3 min后置超净工作台上 ，用无 

菌眼科剪和眼科组织弯钳取脾，并置于盛有冷 D—Hanks液 

(10 m1)培养皿中的筛网上，剪成 2 3段 ，用 2 ml注射针芯 

捻碎。将细胞悬液移入 10ml离心管中，离心(1 500 r／min×5 

min)，弃上清后加入 6 ml Tris—NH Cl破坏红细胞 ，用吸管吹 

打混匀后室温下放置 5 min，离心(1 500 r／min×5 min)，弃上 

清，D—Hanks液重悬细胞 ；取 5 ml Fieoll—Hypaque分层液(比 

重为 1．087)于另一离心管底部，将细胞悬液轻铺分层液表 

面，400 r／min x 20 min，吸取单核细胞层；D—Hanks液洗涤细 

胞 3次，加 RPMI1640培养液 10 ml悬浮细胞，将脾单核细胞 

悬液移入培养皿中，置 37℃培养箱中贴壁 1 h，使单核／巨噬 

细胞黏附于玻璃壁上，用毛细吸管吸出未贴壁的淋巴细胞悬 

液。取 100 g脾淋巴细胞悬液稀释后用 0_4％的台盼蓝染色， 

计数并观察细胞活力；调整脾细胞浓度为 5 x 10 个／ml。 

1．4．2 脾淋巴细胞培养孵育及干预 脾淋巴细胞以终浓度 

5 x 10 个 ／ml的密度接种于 24孑L培养板中，培养在含有10％ 

小牛血清、青霉素、链霉素各 100 U／ml、ConA为 10 g̈／ml的 

RPMI1640细胞培养基中，每孔细胞总体系均为 1 ml，置于 

37~C，5％CO 的培养箱中培养。不同时间干预实验：分为IL一13 

组(含 IL一13终浓度为 50 g，IJ)、IL一18组(IL一18终浓度为10 

)、空白对照组(仅含上述培基)，每组 20个复孔。分别于 

细胞培养 0、12、24、36、48 h时各留取 4孑L标本检测。不同浓 

度干预实验：IL一13干预组浓度分别为 10~g／L(低浓度亚组)，50 

g几(中浓度亚组)，100 g几(高浓度亚组 ) ；IL一18干预组浓 

度分别为 1 g，L(低浓度亚组 )，1O g，L(中浓度亚组 )，50 

g几(高浓度亚组 ) ；两组采用同一空 白对照组，即 IL一13和 

IFN一̂y浓度均为 0 g，L，每组设 4个复孑L，7组共 28孔，刺激 

24 h留取标本。标本离心后细胞沉淀用于半定量检测 NGF 
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1．4．3 RT—PCR方法检测脾淋巴细胞 NGF mRNA表达 按 

照 GenBank序列设计引物171：NGF上游引物 ，5’一TCCAGGTG 

CATAGCGTAATG一3’，下游引物 ，5’一CTCCGGTGAGTCCTG 

TFGAA一3’，扩增片段为 376 bp；B—actin上游引物，5’一ACC 

CACAcTGTGCCCATCTAT一3’；—F游弓i物，5’一GGACTCATCG 

TACTCCTGCrrrG一3’，扩增片段为 618 bp。使用 Trizol试剂从 

脾淋巴细胞中抽提总 RNA。2 g RNA经 Oligo(dT)引物和 

AMV逆转录酶合成 cDNA。2 l cDNA样品加入 10×PCR 

标准缓 冲液 2．5 1，10 mmo]／l的 dNTPs 0．5 L，10 mol／L上 

下游引物各 1 l，25 mmol／L氯化镁 (MgC1 )2 l，1 U／ l 

TaqDNA聚合酶 1 l，加 DEPC至总反应体系25 l。PCR反 

应条件：94℃5 min，94oC 30 s，52oC45 S，72oC 1 min，共 35个 

循环，72℃延伸 10 rain。扩增产物在 1．5％琼脂糖凝胶中电 

泳后 ，将凝胶在 Eagle Eye II图像处理系统上分析出每个 

PCR扩增产物 DNA带的吸光度(A)值，以 13一actin PCR产物 

的 A值为内对照，NGF产物与 B—actin的 A值的比值百分 

比(％)对 NGF mRNA的含量行半定量分析。 

1．5 统计掌处理 

所有数据用 SPSS11．5统计软件处理。结果用 ±s表示， 

多个样本均数比较采用方差分析，多样本均数问两两比较采 

用 q检验，t检验，检验水准 P=-0．05。 

2 结 果 

2．1 哮喘大鼠模型建立 

大鼠在抗原激发 30～60 min后则可出现呼吸急促、腹肌 

收缩、轻度发绀、行动迟缓及反应迟钝等；肺组织病理示大鼠 

支气管管壁周围有较多淋巴细胞 、嗜酸性粒细胞浸润，还可 

见支气管气道上皮脱落，杯状细胞增生，黏液栓增多等改变。 

2．2 IL一13和 IL一18对哮喘大鼠脾淋巴细胞 NGF mRNA表 

达的影响 

空白对照组培养脾淋巴细胞基础 NGF mRNA表达量随 

着时间的延长逐渐升高；IL一13组随着时间的延长基础 NGF 

mRNA表达量逐渐升高，并且至 12 h后分别显著高于各时间 

点的空白对照组(均 19<0．(】1)；IL一18组随着时间的延长基础 

NGF mRNA表达量逐渐升高至 24 h达峰值，后有下降趋势， 

具体见表 1。 

同时随着 IL—l3干预浓度的依次增高，NGF mRNA表达 

相对值逐渐升高，并且分别与前一梯度低浓度处理组相比较 

有显著差异 (均 P<O．05)；而随着 IL一18干预浓度的依次增 

高，NGFmRNA表达相对值却逐渐降低，具体见表 2。 

表 1 不同时间lL一13组和 IL一18组 NGFmRNA表达相对值比较 ±S，％) 

与空白对照组同时间点比较 ， 0．O1；与空白对照组前一时间点比较，hp<O．05 

表 2 不同浓度 IL一13和 lL一18干预组NGFmRNA表达相对值变化 ±s，％) 

与前一低浓度处理组比较，vJ<O．05；与空白对照组比较，hp<O．O1 

3 讨 论 

支气管哮喘(下称哮喘)是世界范围内严重威胁公众健 

康的一种主要慢性呼吸道炎症性疾病，全世界大约有 1．5亿 

人患哮喘。现代哮喘理论认为，体内Thl／Th2比例失调是导 

致哮喘发病的重要原因㈣。而 Thl／Th2免疫失衡参与哮喘的 

发生发展需要 Thl／Th2细胞因子的功能活性来实现的 。 

细胞因子白细胞介素 13(IL一13)是由多种炎症细胞产 

生，调节 T淋巴细胞的增殖和分化，肺内 IL一13被认为是关 

键的细胞因子调节哮喘发病时异常的免疫过程 。越来越多 

的研究表明 IL一13在哮喘的发生发展中起重要作用。邢爱萍 

等㈣通过对正常志愿者、哮喘急性发作期和哮喘缓解期患者 

抽取外周静脉血，用ELISA方法测定血清中IL一13的水平， 

结果急性发作期显著高于缓解期 ，且两组均显著高于正常对 

照组 ，结论认为 II 一1 3参与了哮喘慢性炎症的形成。动物实 

验⋯ 1结果表明哮喘组较对照组气道上皮杯状细胞明显增 

多，黏液生成增多，血清及肺泡灌洗液中 IL一13表达水平显 

著增高。本试验结果表明 IL一13组随着时间的延长基础 

NGF mRNA表达量逐渐升高 ，并且至 12 h后分别显著高于 

各时间点的空白对照组 ；同时随着 IL一13浓度的升高，NGF 

mRNA表达相对值逐渐升高 ，并且分别与前一梯度低浓度处 

理组相比较有显著差异。这表明IL一13可能上调 NGF mRNA 

的表达。 

IL一18是 1995年 Okamura等㈣首次从痊疮丙酸杆菌脂 

多糖诱发的中毒性休克小鼠肝脏组织提取液中分离的一种 
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前炎症因子，具有强大的IFN一-,／诱生能力，1996年 Ushid 将 

其重新命名为 IL—l8。既往研究发现，IL—I8促进 ThO细胞向 

Th1分化 ，产生 IFN一-y、肿瘤坏死因子、粒 一巨噬细胞集落 

刺激因子，是 Th1分化的重要因子，IL一18是宿主抵抗严重 

感染所必需的因素，参与了有效的细胞免疫 ，主要表现在参 

与宿主的抗感染反应l】51。Ho等【t61通过比较哮喘患者 、肺结节 

病患者和健康人的支气管肺泡灌洗液中 IL一18水平，结果发 

现哮喘患者 IL一18水平显著地低于其他两组，因此推测机体 

固有 的 IL一18水平低 下可能是哮喘气道炎症发生机制 。 

Hofstra0 用吸人卵白蛋白致敏小鼠建立哮喘模型，然后将小 

鼠分为 IL一18治疗组 、IL—l2治疗组和 IL—l8联合 IL一12治 

疗组，连续治疗 3周 ，结果单用 IL一18和 IL一12对小鼠的血 

清 IgE、气道高反应性和气道嗜酸l生粒细胞浸润等过敏表现 

无显著影响，联合治疗则对上述过敏表现产生明显抑制作 

用 ，尤其是血 IgE水平完全恢复到正常对照组水平。这表明 

IL一12，IL一18在体内协同作用阻止 Th2细胞分化 ，从而抑制 

变应性哮喘的发生。有研究表明l】81，在鼠的哮喘模型中IL一18 

能抑制哮喘的气道炎症，其机制归于 IL一18阻止了 NF_K B 

活性。本试验中 IL～t8组随着时间的延长 NGF mRNA表达 

量逐渐升高至 24 h达峰值，而随着 IL一18干预浓度的依次增 

高，NGF mRNA表达相对值却逐渐降低。这表明IL一18可能 

下调 NGFmRNA的表达。 

IL一18和IL一13分别作为 Thl和 Th2细胞的特征性细胞 

因子，分别干预致敏哮喘大鼠的脾淋巴细胞 ，通过检测细胞 

的 NGF mRNA表达的变化来间接反映 Thl／Th2的免疫应答 

失衡对 NGF的影响。结果发现，Th2细胞因子 IL—l3可显著 

促进哮喘大鼠脾淋巴细胞 NGF的表达并呈浓度和时间依赖 

性 ；而Thl细胞因子 IL一18明显下调 NGF的表达也呈浓度 

和时间依赖性。这似乎表明在哮喘中Th2免疫活性增强，产 

量增多和功能增强的 IL一13促进淋巴细胞 自身 NGF mRNA 

表达的效应也可能增强 ；相反 ，Thl免疫活性减弱，IL一18下 

调 NGF的表达也可能被阻抑 ，Thl／Th2免疫失衡最终会导致 

淋巴细胞中NGF的表达增强。因此，通过增强 NGF的表达 ， 

Thl／Th2类细胞因子免疫失衡可能间接放大由 NGF诱导的 

哮喘另一发病机制：气道神经源性炎症。 

NGF可通过 以上正反馈 的模式促进 和放大哮 喘的 

Thl／Th2免疫失衡，Th1／Th2类细胞因子免疫失衡也以正反馈 

的模式调控 NGF的表达，进而可促进 NGF介导的神经源性 

炎症。故 Th1／Th2免疫失衡和神经源性炎症作为哮喘两个重 

要的发病机制 ，在哮喘发生发展中，相辅相存表现为相互作 

用的过程。 
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