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小鼠呼吸道合胞病毒感染肺 TLR4表达与气道高反应性 

李 睿，刘恩梅，杨锡强，王莉佳 

(重庆医科大学附属儿童医院免疫室，重庆 400014) 

【摘 要 】目的：研究小鼠呼吸道合胞病毒(RSV)感染对肺TLR4表达与气道高反应性的影响。方法：生后6周 16只清洁级 

BALB／cd~鼠被同等分成 RSV感染组和对照组，感染后 1周两组经吸人相同递增浓度乙酰甲胆碱检测气道高反应性，使用 

RT—PCR方法测定肺组织TLR4mRNA表达，并对二者的相关性进行了分析。结果：在吸入乙酰甲胆碱浓度为 3．2g／L时两组气道 

阻力差异有显著性 (P<0．01)。TLR4／p—actin的值分别为对照组 0．239±0．055，RSV感染组 0．361±0．102，两组问有显著性差 

异(P<0．05)；TLR4 mRNA表达与吸人 3．2g／L乙酰甲胆碱时的气道反应性呈正相关，相关系数为 0．721(P<0．05)。结论：小鼠 

RSV感染后肺 TLR4表达增强并呈气道高反应性，二者之间有显著正相关。 
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【Abstract】Objective：To study the lung tissue TLR4 expression and airway hyperresponsiveness(AHR)in the mice infected by mspirato— 

ry syncytial virus(RSV)．Methods：16 clean，6 weeks old BALB~mice were divided into two groups equally(RSV group and contro1)．One 

week after RSV infection，AHR was detected by inhaling the increased concentration of methacholine，TLR4 mRNA expression Was mea— 

sured by RT—PCR methods，and the correlation between AHR and TLR4 expression was also analyzed．Resu／ts：An important difference 

was detected in two groups’airway resistance when the inhaled concentration of methacholine Was 3．2g／L(尸<0．01)．The TLR4／p—actin 

Was 0．361土0．102 and 0．239土0．055 respectively in RSV group and control group and there Was a statistically significance(P<0．05)．The 

expression of TLR4 mRNA Was po sitively correlated with the airway hyperresponsiveness when the inhaled methacholine concentration 

reached 3．2gCL(r=O．721．P<0．05)．Conclusion：Th e lungtissue expression ofTLR4 mRNA and AHR were increa．~d in the mice infected 

by RSV and they were positively correlated． 
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呼吸道合胞病毒(RSV)是婴幼儿急性下呼吸 

道感染的最主要病毒病原之一 ，流行病学研究显 

示 ，RSV感染引起的毛细支气管炎和d,JL反复喘 

息 、哮 喘间 有着 密切 的关 系 。Toll样 受 体 4 

(Toll—like receptor 4，TLR4)属于信号传导型识别 

受体(pattern—recognition receptor，PRR)成员之一 ，表 

达在各种免疫活性细胞和气道、肺泡上皮细胞 ，其 

信号传递能够活化炎症转录因子 NF—K B，使炎症 

性细胞因子表达上调。我们应用小鼠模型研究了 
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RSV感染对TLR4表达与气道高反应性的影响。 

1 材料与方法 

1．1 病毒培养 

呼吸道合胞病毒 A2标准株接种于 Hep2细胞株 ，33℃ 

条件下培养于含 2％胎牛血清的 DMEM细胞培养液中，细胞 

出现 80％以上病变时收获上清，空斑形成实验进行病毒滴度 

滴定 ，病毒液液氮冻存备用。未接种病毒的含 2％胎牛血清的 

DMEM细胞培养液作为病毒对照液。 

1．2 动物分组及处理 

清洁级 BALB／c小 鼠购于重庆医科大学实验动物中心， 

饲养于专用消毒饲养盒内，恒定室温，过滤空气 ，饲料 、水皆 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 2006年第 31卷第 4期 (Journal of Chongqing Medical University 2006．Vo1．31 No．4) 一 51 9 一  

经消毒处理 ，更换饲料等操作在超净台内进行。生后 6周的 

雌性小鼠随机分 2组，每组 8只，0．3％戊巴比妥钠轻度麻醉 

后 RSV感染组给以病毒对照液 50 l(含 5×106pFU)滴鼻 ， 

对照组给以50 l病毒对照液滴鼻。感染后第 7天进行气道 

高反应性检测，并取肺组织检测 TLR4的表达。 

1．3 气道反应性测定 

采用 AniRes实验动物肺功能检测分析系统 (北京航天 

新概念软件有限公司)进行小鼠气道反应性测定。20％乌拉坦 

(Urethane)0．2ml腹腔注射麻醉小鼠，仰卧位固定体位后分 

离颈部皮肤暴露气管 ，插入留置针后扎线固定 ，连接 1个 

5ml注射器针筒，依次雾化吸人 0．2、0．4、0．8、1．6、3．2g／L的乙 

酰甲胆碱(Acetyl—B—methacholine)，每一浓度吸 1．5min，吸人 

前后接气道压力传感器，放人并密闭体描箱后进行气道压 

力、肺容积变化 、吸气气道阻力、呼气气道阻力的测量。通气 

时呼吸频率为 120次／min，潮气量为 0．2ml。以呼气气道阻力 

表示气道反应性。 

1．4 RT—PCR 

Trizol提取肺脏总 RNA，定量后取 1 g RNA，逆转录后 

取 cDNA产物 5 l进行 PCR。TLR4的引物正义链为 5 

一 CAAGAACATAGATCTGAGC 【TCAACCC一3 ，反义链为 5 

一 GCTGTCCAATAGGGAAGCT1TCTAGAG一3 ，产 物 长 度 

278bp，退火温度为 62℃；内参照 B—actin的引物正义链为 

5 一ACCAACTGGGACGACATGGAGAAGATC一3 ， 反义链 

为 5 一TAGCCACGCTCGGTCAGGATC 兀'CAT一3 ，产物长 

度 366bp，退火温度为59％。所有 PCR反应条件均为 94。c变 

性 30s，退火 30s，72cc延伸 30s，30个循环。产物 2％琼脂糖 

电泳，凝胶成像系统扫描。 

1．5 统计学处理 

数据以 x±s表示 ，应用 SPSS1 1,0统计软件进行数据分 

析，两组间比较采用 t检验，相关性分析应用 Spearman’s分 

析。 

2 结 果 

2．1 气道反应性 

测定小鼠感染 RSV后第 7天时的气道反应性， 

吸人乙酰甲胆碱后两组小鼠气道阻力都有所升高， 

但感染 RSV组升高更明显，在乙酰甲胆碱浓度为 
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图 1两组小鼠气道高反应性比较 每组n=8， P<0．0l 

3．2g／L时两组气道阻力差异有显著性 (P<0．01)(图 

1)。 

2．2 TLR4 mRNA在小鼠肺脏的表达 

以 B—actin为内参照，检测 TLR4mRNA表达 

量(图 2)。TIR4／ 一actin的值分别为对照组 0 239 4-_ 

0，055，RSV感染组 0．361 4-_0．102，两组比较 t=2．981， 

P<0．05。表明 RSV感染使肺部 TLR4mRNA表达增 

强 。 
M̂ rker1 2 3 4 5 

图 2 其中 5只小鼠TLR4和 13一actin的表达 

1，3，5为 RSV感染组，2，4为对照组 

2．3 TLR4 mRNA表达与气道反应性的相关性 

我们对 TLR4 mRNA表达与气道反应性的相 

关性进行了分析 ，发现 TLR4 mRNA表达与吸人 

3．2g／L乙酰甲胆碱时的气道反应性呈正相关，相关 

系数为0．721，P<0．05(图3)。 
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图 3 TLR4mRNA表达与气道反应性的相关性吸入 

乙酰甲胆碱浓度为3．2g／L，相关系数为0．721，P<0．05 

3 讨 论 

RSV是婴幼儿下呼吸道感染的主要病原体之 
一

，与儿童哮喘的发生密切相关，但 RSV促发儿童 

哮喘的机制尚不清楚。已有研究表明 RSV下呼吸道 

感染与反复喘息、反应性气道疾病和肺功能异常有 

关【11 21。气道高反应性是支气管哮喘的特征之一，也 

是气道炎症变化的间接证据，临床工作中在支气管 

哮喘的诊断、疗效评价上得到广泛的应用。本研究 

中RSV感染后第 7天(在无免疫缺陷的小鼠此时绝 

=：  ̈  ̈  ̈ ：。 

；̂{毒o 善 啊爿r 

—u "＼ ／0～署u—R匠 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 52O一  重庆医科大学学报 2006年第31卷第4期 (Journal of Chongqing Medical University 2006．Vo1．31 No．4) 

大多数病毒已被清除)所测的气道反应性明显高于 

对照组 ，说明单独 RSV感染可以使气道反应性增 

高，这与Jafri等[]1的研究结果相一致。 

呼吸道上皮细胞是 RSV的主要感染细胞，除病 

毒本身对气道上皮的直接损伤免疫反应也在 RSV 

感染后炎症中扮演重要作用_41。Toll样受体是固有免 

疫防御系统的重要成分，目前已发现 TLR1～TLR10， 

它们可表达于各类免疫细胞，其中TLR4在正常呼 

吸道上皮细胞有低水平表达。已知 TLR4是细菌脂 

多糖(LPS)的配体，其信号传递能够活化炎症转录因 

子 NF—K B，使炎症性细胞因子表达上调[51。本研究 

中 RSV感染使小鼠肺组织 TLR4表达水平明显升 

高，后者可能在 RSV感染后炎症发生发展中起到重 

要作用。 

TLR4表达与气道反应性的相关性分析表明 

TLR4表达与吸入 3．2g／L乙酰甲胆碱时的气道反应 

性呈正相关，提示 TLR4在 RSV感染导致的气道反 

应性增高中可能发挥一定作用。其机制可能为 RSV 

感染通过上调TLR4的表达增强了气道局部的免疫 

性炎症，进而加重了气道上皮的损伤。Haeberle等[61 

发现 RSV感染对炎症性转录因子 NF—K B的早期 

活化是依赖于TLR4的，这为上述机制的推测提供 

了一定的依据。总之，TLR4在 RSV感染后气道炎 

症、气道高反应性的形成中可能起到一定作用，有 

待进行更深入的研究。 
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本实验通过多个时段的取材，了解采用 CZF—II 

型超声治疗仪，在 5W×5s和 5W×10s的 HIFU剂 

量作用下所造成脑组织损伤灶的病理变化过程。在 

此过程中，早期大体和光镜下观察未见明显不同， 

而电镜下两者差异明显；晚期则分别表现为胶质瘢 

痕形成和损伤完全修复。因此，用适当HIFU剂量治 

疗脑肿瘤是安全和可行的。这为将来应用 HIFU临 

床治疗脑肿瘤提供了实验依据。 
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