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母牛分枝菌菌苗对哮喘豚鼠肺组织嗜酸粒细胞凋亡 

及Fas、bcl一2蛋白表达的影响 

陈 虹，赵云峰 ，罗永艾 

(重庆医科大学临床学院肺科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究母牛分枝杆菌菌苗对哮喘豚鼠肺组织嗜酸粒细胞凋亡及 、kl一2蛋白表达的影响。方法：30只豚鼠随 

机分为生理盐水组、哮喘组及母分枝杆菌菌苗组。应用卵白蛋白(OVA)建立哮喘模型，母牛分枝杆菌菌苗组每只豚鼠在 OVA 

致敏前 10天肌注22．5vg母牛分枝杆菌菌苗。最后一次激发后，TUNEL法检测肺组织嗜酸粒细胞凋亡，免疫组化法检测肺 

组织Fas、bel一2蛋白的表达。结果：母牛分枝杆菌菌苗组豚鼠肺组织嗜酸粒细胞凋亡指数(23．8±5．4)％显著高于哮喘组(4． 

6±0．7)％(P<0．O1)；肺组织Fas蛋白表达(0D值)(0．202±0．013)显著高于哮喘组(0．051±0．025)(P<0．O1)；肺组织 bd 

一 2蛋白表达(OD值)(0．054±0．032)显著低于哮喘组(0．181±0．041)(P<0．01)。结论：母牛分枝杆菌菌苗通过上调 Fas蛋 

白、下调 kl一2蛋白在哮喘豚鼠肺组织的表达而诱导哮喘豚鼠肺组织嗜酸粒细胞凋亡。 
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Effects of mycobacterium vaccae vaccine on eosinophil apoptosis， 

protein expression of Fas and bcl’——2 in lung tissues of asthmatic guinea pig 

CHEN Hong。et al 

(Department ofPulmonaryDiseases，College ofClinical Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study the effects of Mycobacterium vaccae vaccine on eosinophil apoptosis，protein expression of Fas and bd 
一 2 in lung tissues of asthmatic guinea pig．Methods：30 guinea pigs were randomly divided into NS，asthma and Mycobacterium vac— 

cae vaccine group．A guinea pig model of asthma Was estbalished with OVA(ovalbumin)．Each guinea pig of Mycobacterium vaccae 

vaccine group Was injected intramuscularly with 22．5pg of Mycobacterium vaccae vaccine i0 days before OVA immunization．After 

the last challenge，TdT—mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)technique Was used tO determine the apoptosis of eosinophils 

and immunohistoch~mfistry method Was used tO determine protein expression of Fas and bel一2 in lung tissue sections．Results：Guinea 

pigsofMycobacteriumvaccaevaccine group had ahigherAI(apoptosisindex)of eosinophilsinlungtissues[(23．8±5．4)％]thanthat 

0f asthmagm~E(4．6+0．7)％，P<O．01]，a№ expressionofFas protein(opticaldmsityvalue，ODvalue)inlung [(0．202±0．013)] 

than that of asthma group[(0．051±0．025)，P<O．01]，and a lower expression of bcl一2 protein(OD value)in lung tissues[0．054± 

0．032)]than that of asthma group[0．181±0．041)，P<O．01]．Conclus／on：Mycobacterium vaccae vaccine Gan induce the apoptosis 

of eosinophils in lung tissues of asthmatic guinea pigs by up——regulating the expression of Fas protein and down——regulating the ex— 

pression of bcl一2 protein in lung tissues． 

【Key words】Mycobacterium vaccae vaccine；Asthma；Eosinophil；Apoptosis；Fas；bcl一2 

支气管哮喘是一种慢性气道炎症性疾病，嗜酸 

粒细胞等炎症细胞在气道黏膜的大量浸润是引起气 

道慢性炎症的主要原因。减少嗜酸粒细胞数量有助 

于哮喘气道炎症的消退⋯1，而促进嗜酸粒细胞凋亡 

作者介绍：陈 虹(1967一 )，女，副教授，博士， 

主要研究方向：呼吸 系统疾病基础及临床研究。 

可以减少嗜酸粒细胞数量，是哮喘气道炎症消退的 

有效途径[2，3 J。Fas抗原是一种诱导凋亡作用很强 

的膜表面糖蛋白，可以引起哮喘患者外周血和肺组 

织中嗜酸粒细胞胞的凋亡 J。bcl一2原癌基因在嗜 

酸粒细胞凋亡中研究最多，bcl一2蛋白具有促进嗜 

酸粒细胞生长、抑制其凋亡的作用。母牛分枝杆菌 

菌苗(Mycobacterium vaccae vaccine，M．vaccae，国内 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报2005年第30卷第3期 (Joumal of Chongqi~Medi~l~iversiff 2005．Vo1．30№．3) 一 395 一 

商品名：微卡)是一种双向免疫调节剂，具有双向免 

疫调节作用，研究报道该菌苗可以明显减少哮喘小 

鼠支气管肺泡灌洗液中嗜酸粒细胞数量_5 J。末端 

脱氧枋苷酸转移酶(TdT)介导的脱氧三磷酸尿嘧啶 

(dUTP)末端标记法(TUNEL法)常用于检测组织 

中早期的凋亡细胞，我们应用此方法研究母牛分枝 

杆菌菌苗对哮喘豚鼠肺组织嗜酸粒细胞凋亡是否有 

影响，用免疫组化方法研究肺组织促凋亡蛋白 Fas 

及抑制凋亡蛋白bcl一2的表达。 

1 材料与方法 

1．1 药品、试剂及动物 

药品来源：母牛分枝杆菌菌苗每瓶 22 5旭，由安徽龙科 

马生物制药有限责任公司生产。 

试剂及仪器：卵白蛋白(()valbumin，OVA)(GradeⅡ，sig— 

ma公司)；TUNEL法原位细胞凋亡检测试剂盒购自北京鼎 

国生物技术有限公司；Fas、bc卜 2免疫组化试剂盒(武汉博 

士德生物工程有限公司)；GD一8型图像分析系统(成都电子 

科技大学金星多媒体技术有限公司生产)。 

动物来源：4周～5周龄普通级健康英国杂毛豚鼠30 

只，购于重庆 医科 大学实验动物 中心 (合格证 号：渝 

20020001)，体重 180g~200g，雌雄各半，分笼饲养。30只豚 

鼠按随机数字法分为生理盐水组、哮喘组及母牛分枝杆菌菌 

苗组，每组 10只。 

1．2 实验方法 

1．2 1 哮喘豚鼠的模型的建立及母牛分枝杆菌菌苗预防用 

药 

哮喘组及母牛分枝杆菌菌苗组每只豚鼠第 1天腹腔注 

射 10％卵白蛋白1 ml(用生理盐水配制)致敏，第 15天雾化 

吸入0．3％卵白蛋白激发，第次 10min，连续 10天；母牛分枝 

杆菌菌苗组每只豚鼠在卵白蛋白致敏 10天于股部肌肉注射 

22．5 母牛分枝杆菌菌苗(溶于 1 ml生理盐水中，每侧肌注 

0．5m1)，共肌注1次；而生理盐水组每只豚鼠第 1天腹腔注 

射 1 ml生理盐水，第 15天雾化吸人生理盐水，每次 10min， 

连续 10天。 

1．2．2 BALF中炎症细胞及嗜酸粒细胞计数 

最后一次激发后2h，用20％乌拉坦以7ml／kg的剂量腹 

腔麻醉豚鼠，行气管切开及气管插管(长6cm，内径宽2mm)， 

缝线牢固结扎，用pH值7．4的PBs液对支气管肺泡进行灌 

洗并收集BALF，每次注入 5mlP~ 液，冲洗 2次后吸出，共 

注入PBs液 3次，回收率80％以上。将收集的BALF摇匀， 

取200~IABLF，加入 200 白细胞稀释液l6 J，普能光镜下在 

血球计数板上计数白细胞，将其余BALF以1200~m的速度 

离心 10min，沉淀物涂片，HE染色后在 400倍放大倍数下， 

连续数 500个细胞并计数嗜酸粒细胞。 

1 2 3 肺组织标本处理 

支气管肺泡灌洗完毕后，无菌操作下切取部分肺组织， 

4％多聚甲醛固定，常规石蜡包埋、切片，分别进行HE 染色、 

TUNEL法检测嗜酸粒细胞凋亡和免疫组织化方法检测肺 

组织Fas蛋白及 bcI_2蛋白的表达。 

1．2．4 TUNEL法原位细胞凋亡检测及免疫组化方法检测 

Fas、bcI一2蛋白，严格按照试剂盒说明书进行操作。 

1．2．5 结果判定及图像处理 

镜下观察：凋亡的嗜酸粒细胞特点为蓝紫色双核或单 

核，胞浆不着色，分布于气道黏膜层、气道周围及肺泡。高倍 

镜下(×400)随机选取 5个视野，计数凋亡及未凋亡嗜酸粒 

细胞数量，计算嗜酸粒细胞凋亡指数(凋亡嗜酸粒细胞占所 

有嗜酸粒细胞的百分比，AI)，5个视野均值作为该豚鼠代表 

值。以细胞膜、细胞浆着色呈棕黄色的细胞为 Fas及 bcI_2 

表达的面积积分光密度值(OD值)，以5个视野的均值作为 

该豚鼠的代表值。OD值越大，表示 及 bcl_2蛋白表达 

量越多。 

1．3 统计学处理 

各组实验数据用 SPSS统计软件处理，实验结果以均数 

±标准差( ±S)表示，组间均数比较进行 q检验。以P< 

0．05为对比组之间的差别有显著性意义，P<0．01为差别 

有非常显著性意义。 

2 结 果 

2．1 豚鼠肺组织病理学改变 

HE染色肺组织切片光镜可见生理盐水组支气 

管管腔光滑、上皮完整、气道黏膜无水肿，肺泡间隔 

正常，气道及血管周围有少量嗜酸粒细胞。哮喘组 

气道黏膜明显水肿，黏膜基底层增厚，杯状细胞增 

多，支气管管腔缩小，部分可见黏液栓，气道周围血 

管扩张充血，气道黏膜层、黏膜下层、血管周围组织、 

肺泡壁及肺泡腔内有大量炎性细胞浸润，以嗜酸粒 

细胞为主，嗜酸粒细胞核可见分叶和单核等形态，肺 

泡腔巨噬细胞也增多，肺泡隔增厚，肺泡腔呈过度充 

气状态(见图 1)。母牛分支杆菌菌苗组气道黏膜无 

明显水肿，管腔无缩小，气道黏膜有少量嗜酸粒细胞 

浸润，数量较哮喘组明显减少，肺泡间隔未见异常。 

2．2 豚鼠BALF中白细胞总数及嗜酸粒细胞的比较 

哮喘组豚鼠 BALF中白细胞总数、嗜酸粒细胞 

及嗜酸粒细胞占白细胞总数百分比均显著高于生理 

盐水组 (P均<0．01)；母牛分支杆菌菌苗组豚鼠 

BALF中该三项指标均显著低于哮喘组(P均<0．01)。 

结果见表 1。 
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胞、淋巴细胞和单核细胞上表达l_1 。bcl一2基因是 

调节细胞凋亡基因家族中的基本成员，bcl一2蛋白 

高表达可明显延长细胞的生存期l_1 ，能够抑制嗜酸 

粒细胞的凋亡。 

实验结果显示：生理盐水组豚鼠组织有 Fas、bcl 

一 2蛋白适量表达及嗜酸粒细胞凋亡，也有少量嗜 

酸粒细胞浸润，说明该组豚鼠肺组织嗜酸粒细胞适 

度凋亡是维持嗜酸粒细胞数量平衡的一种方式。哮 

喘组豚鼠肺组织 Fas蛋白表达及嗜酸粒细胞凋亡指 

数显著低于生理盐水组、而 bcl一2蛋白表达显著高 

于生理盐水组，说明该组豚鼠肺组织由于Fas蛋白 

低表达及bcl一2蛋白高表达使嗜酸粒细胞凋亡受 

抑，OVA激发后，引起肺组织大量嗜酸粒细胞浸润 

并释放许多炎症介质，从而造成肺组织严重哮喘炎 

症反应。母牛分枝杆菌菌苗组豚鼠肺组织 Fas蛋白 

表达及嗜酸粒细胞凋亡指数显著高于哮喘组、而 bcl 
一 2蛋白表达显著低于哮喘组，说明母牛分枝杆菌 

菌苗能够通过上调哮喘豚鼠肺组织 Fas蛋白表达、 

下调bcl一2蛋白表达从而诱导嗜酸粒细胞凋亡，造 

成该组豚鼠肺组织嗜酸粒细胞数量显著低于哮喘 

组，嗜酸粒细胞释放的炎症介质也明显减少，因此肺 

组织哮喘炎症反应明显轻于哮喘组。 

综上所述，母牛分枝杆菌菌苗通过上调哮喘豚 

鼠肺组织 Fas蛋白表达、下调 bcl一2蛋白表达从而 

诱导哮喘豚鼠肺组织浸润的嗜酸粒细胞凋亡，使支 

气管肺泡灌洗液及肺组织中嗜酸粒细胞数量明显减 

少、肺组织哮喘炎症后应明显减轻，表明OVA致敏 

豚鼠前注母牛分枝杆菌菌苗对哮喘豚鼠模型的形成 

有一定的预防作用。 
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