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地塞米松及雷公藤甲素对哮喘 CD4 、CD8细胞凋亡的影响

林科雄 ,王长征 ,钱桂生 (第三军医大学附属新桥医院全军呼吸内科研究所 ,重庆 400037)

提 要 目的:探讨地塞米松(DM)和雷公藤对哮喘 CD4、CD8细胞凋亡的作用。方法:采用卵蛋白致敏复制

哮喘豚鼠模型 。哮喘豚鼠经腹腔内注射 DM和雷公藤甲素(TP)后 ,用淋巴细胞分离液的密度梯度离心分离外周

血单个核细胞(PBMCs)。采用免疫细胞化学(ICC)与 3'末端转移酶介导的脱氧三磷酸尿苷(dUTP)缺口末端标记

(TUNEL)双标染色对 CD4 、CD8细胞凋亡进行检测 。结果:DM和 TP均能诱导哮喘外周血 CD4 、CD8细胞凋亡(P

<0.01);而 DM组与 TP组 CD4 、CD8细胞凋亡率无显著差别(P>0.05)。结论:TP和 DM均能诱导哮喘 CD4 、CD8

细胞凋亡 ,且其作用具有相似性 。
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Effects of desamethasone and triptolide on apoptosis of CD4 and CD8T cells

in asthmatic guinea pigs
LIN Ke-xiong , WANG Chang-zheng , QIAN Gui-sheng (Department of Respiratory Diseases , Xinqiao Hospital , Third Military Medical U-

niversity , Chongqing 400037)

Abstract Objective:To investigate the effects of desamethasone (DM)and triptolide (TP)on

apoptosis of CD4 and CD8T cells in asthma.Methods:After asthma was induced by ovalbumin in the

guinea pigs , the peripheral blood mononuclear cells(PBMCs)were isolated wi th gradient centrifugation.

The apoptotic CD4 or CD8T cells were detected by double staining with immunocyutochemistry(ICC)and

terminaldeoxynucleotidyl transferase-mediateddUTPnickandend labeling(TUNEL).Results:Administra-

tion of TP or DM to allergic guinea pigs significantly increased the apoptotic rates of CD4 and CD8T cells

(P<0.01) .However , there was no marked difference in apoptotic rate between TP-treated and

DM-treated animals.Conclusion:TP and DM can exert similar effects on induction of apoptosis of CD4

and CD8T cells in asthma.
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糖皮质激素具有广泛的抗炎作用 , 是目前治疗哮

喘的主要药物。雷公藤具有抗炎及免疫抑制作用 , 可

抑制 T细胞的增殖活化及 IL-3 、IL-5和 GM-CSF等细胞

因子表达 , 用于治疗哮喘有效[ 1 , 2] 。但二者能否诱导哮

喘 CD4 、CD8细胞凋亡尚不清楚 。本研究采用免疫细胞

化学(ICC)S-AP法与 3'末端转移酶介导的 dUTP缺口

末端标记(TUNEL)双标染色 ,对哮喘豚鼠外周血 CD4、

CD8细胞凋亡进行检测 , 了解雷公藤甲素(Triptolide ,

TP)及地塞米松(Desamethasone , DM)对哮喘 T细胞
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亚群的影响 。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

淋巴细胞分离液为上海试剂二厂产品 。小鼠抗人 CD4 、CD8

单克隆抗体及淋巴细胞亚群检测试剂盒购自北京中山公司 。卵

蛋白(OVA)购自上海生化试剂公司 。原位细胞凋亡试剂盒 、5-溴

-3-吲哚-磷酸盐(BCIP)、四唑氮蓝(NBT)为宝灵曼公司产品 。地

塞米松(DM)为重庆制药六厂产品 。雷公藤甲素(TP)为福建省中

医研究所产品 。

1.2 哮喘豚鼠模型的制备及外周血单个核细胞分离

采用 OVA致敏和激发建立豚鼠哮喘模型 。体重 400 ～ 500 g

豚鼠 18只 ,雌雄不分 。分为:哮喘组 、DM处理组、TP处理组 ,每

组 6只 。第 1天腹腔内注射 2%OVA氢氧化铝凝胶 1 ml致敏豚

鼠 , 第 8天重复注射加强致敏 , 第 21天吸入 2%OVA生理盐水
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激发哮喘发作 ,吸入前腹腔内注射苯海拉明 5 mg/kg体重 。DM 、

TP处理组分别在激发 24 h后腹腔内分别注射 DM 10 mg/kg或

TP 40μg/kg。哮喘组豚鼠激发 48 h后 ,DM处理组 、TP处理组用

药 24 h后 , 用 3%戊巴比妥钠 1 ml/kg体重腹腔内注射麻醉豚

鼠 , 然后从颈动脉插管抽取外周血 , 用肝素抗凝 , 以淋巴细胞分

离液的密度梯度离心分离单个核细胞 (Peripheral blood mononu-

clear cells ,PBMCs)并涂片 , 4%多聚甲醛固定 30min。

1.3 CD4、CD8细胞凋亡检测
采用 CD4或 CD8 ICC与 TUNEL双标染色进行检测 。主要步

骤如下:PBS(pH 7.2)漂洗 。加入小鼠抗人 CD4或 CD8单克隆抗

体 20μl/片 ,37°C ,1 h。PBS漂洗 。加入二抗37°C , 1 h。PBS漂洗 。

加入三抗 37°C , 1 h。PBS漂洗 。0.1%Triton X-100 , 4°C通透 2min 。

PBS漂洗 。0.03%H2O2/0.01%NaN3 封闭 30 min。PBS漂洗 。加入

由末端脱氧核苷酸转移酶 、脱氧三磷酸核苷和荧光素标记的

dUTP组成的 TUNEL反应混合液 20μl/片 , 37°C反应 1 h。PBS漂

洗 。加入过氧化物酶标记的抗荧光素抗体 20μl/片 , 37°C反应 30

min。PBS漂洗 。0.05%DAB/0.01%H2O2显色 ,光镜下控制显色深

浅 。PBS漂洗 。NBT/BCIP显色 。

计数:高倍光镜下计数双染细胞 , 随意选择视野 , 至少观察

200个细胞以上 ,分别计数 CD4 、CD8细胞凋亡率 。

1.4 统计学分析

CD4 、CD8 T细胞凋亡率以(x±s)%表示 ,采用非配对 t检

验进行组间比较 , P<0.05为相差显著。

2 结果

在光学显微镜下观察 , 单纯凋亡阳性细胞胞核被染成黄色

或棕黄色 , ICC阳性细胞膜被染成紫蓝色 。ICC和 TUNEL双染阳

性细胞可见胞核被染成黄色或棕黄色 , 胞膜被染成紫蓝色 。DM

处理组及 TP处理组 CD4、 CD8细胞凋亡率显著高于哮喘组 (P

<0.01)。而 DM组与 TP组凋亡率无显著差别(P>0.05),结果

见图 1。

图 1 DM和 TP对哮喘豚鼠 CD4 、CD8细胞凋亡的影响

*:P<0.01与哮喘组比较

Fig 1 The effects of DM and TP on apoptosis of

CD4 ,CD8 cells

*:P<0.01 vs asthmatic group

3 讨论

支气管哮喘是由嗜酸性粒细胞(Eos)、肥大细胞和

T细胞等多种炎症细胞参与的气道慢性炎症 。CD4细

胞分泌的细胞因子 IL-3、GM-CSF和 IL-5促进 Eos的分

化 、成熟 、活化和存活延长;IL-4能促进 IgE的产生
[3] 。

无论是哮喘患者支气管肺泡灌洗液 (BALF)还是外周

血中 CD25+ CD4细胞均增多 , 表达 IL-3 、IL-4、GM-CSF

和 IL-5增加 ,而且与哮喘严重程度相关
[ 4 , 5]

。所以 ,CD4

细胞在哮喘发病机制中起重要的调控作用 。

CD8细胞在一定条件下也能分泌 IL-4 、IL-5等 Th2

细胞因子[ 6] 。从特应性患者 BALF 制备的 CD8细胞系

分泌的 IL-5显著高于非特应性哮喘患者 , 而且特应性

患者 CD8T细胞产生 IL-4增加
[ 7]
。因此 ,CD8细胞也可

能参与哮喘的发病。

本文实验结果表明 DM和 TP 均能诱导哮喘豚鼠

外周血 CD4细胞凋亡 , 这可能是其减少外周血 CD25+

CD4细胞数量的机制之一 。同时 , DM和 TP也能诱导

CD8细胞凋亡 , 提示 DM和 TP对 T细胞凋亡的作用不

具特异性。另一方面 ,DM和 TP诱导哮喘 CD4、CD8细

胞的作用无显著差别 , 说明二者的作用具有相似性 。

但糖皮质激素长期应用可抑制下丘脑-垂体-肾上腺

皮质轴 ,而雷公藤对该轴无抑制作用 ,同时雷公藤与糖

皮质激素的药理作用存在互补性[8] 。因此 ,雷公藤与糖

皮质激素交替应用或两者合用能较好地发挥两药的互

补性 ,减少副作用 。对激素依赖型 、激素抵抗型或其他

不宜应用激素治疗的哮喘 , 雷公藤可能是较好的替代

药物之一。
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解 ,随后改为 5Gy/次 ,未再发生腹痛 。

3 讨论

对于不适合手术治疗和复发的直肠癌 , 放射治疗是主要的

治疗方法 , 由于盆腔内其他正常组织器官如膀胱及小肠对放射

线耐受性较低 ,限制了照射剂量提高 ,而且直肠腺癌对放射线相

对不敏感 ,故常难以达到根治 ,晚期肿瘤常规放疗减症效果也不

佳 , 严重影响患者生存质量 。立体定向放射治疗具有定位治疗

精确 、靶区剂量集中 、周围正常组织受照剂量低的特点[ 1] 。采用

SRT单独或结合全盆腔照射 ,则能够给予肿瘤高剂量照射 ,同时

对周围结构给予最大保护 ,而不出现严重并发症 。本组采用 SRT

治疗 15例晚期和复发的直肠癌取得了较好近期疗效。

不适合手术的早期直肠癌患者可采用全盆腔照射+腔内放

疗的方法争取根治[ 2] ,对于晚期病例则以外照射减症为主 。本组

治疗的 4例均为年老体弱并伴有严重合并症的晚期患者 , SRT

治疗后控制血便 、肛门坠胀等症状有效率达 100%, 排便困难缓

解率达 50%。已随访 3 ～ 7月患者病情均稳定 。初步结果提示对

于不适合手术治疗的晚期直肠癌患者 , SRT能够取得良好近期

疗效 ,且无明显并发症发生 ,其远期疗效有待观察 。

尽管手术方法有所改进及与放化疗综合应用 , 但直肠癌术

后盆腔复发率仍高达 10%～ 25%[3 ] , 这部分患者再手术治疗难

度大且预后差 。主要采用放化疗给予姑息治疗 , 经选择的少部

分患者可行手术挽救治疗[4 ] 。直肠癌术后盆腔复发的突出症状

为会阴部坠胀 、疼痛 ,严重者剧烈疼痛 。晚期患者特别是肿块巨

大者 ,常规放疗效果较差 。本组患者多数肿瘤侵犯范围广 ,CT显

示 5例患者肿瘤侵犯膀胱等周围结构 , 3例既往曾行术后放射

治疗 , 1例伴有远处转移 。SRT治疗取得了较好效果 , 止痛有效

率达 90.9%。有 1例根治术后 5年骶前复发患者 ,肿块较大并侵

犯膀胱后壁 , 先给予全盆腔照射 40 Gy后行 SRT治疗 , 每次 25

Gy , 共 5次 , 治疗后患者会阴部坠胀疼痛等症状完全消失 , 目前

已随访 11月未见复发 。3例死亡的复发患者均为晚期 ,1例已有

远处转移 ,另 2例肿块巨大 、浸润广泛 ,治疗后症状虽有缓解 ,其

中 1例治疗后 1月复查 CT示盆腔肿块略有缩小 ,但未能进一步

延长患者生存 。从本组病例的结果分析显示直肠癌术后盆腔复

发 SRT治疗后预后较好的因素有:手术与复发间隔时间较长 、

肿块较小周围组织浸润较轻 、无远处转移 、患者一般情况较好者

治疗效果好 。反之效果相对较差 ,生存期短 。

本组 2例直肠癌手术+放疗后骶前复发患者 , 分别于治疗

后 1月和 8月出现会阴部 、大腿内侧感觉麻木 ,可能是由于累积

照射剂量过高导致骶前神经损伤所致 。其术后盆腔照射的剂量

分别为 60 Gy和 50Gy ,SRT的剂量分别为 30Gy和 25Gy ,隔天 1

次 ,共 5次 。另有 2例术后放疗后复发患者 SRT过程中出现呕吐

和腹痛等胃肠道反应 。由此看出 , 既往曾接受较高剂量盆腔照

射的患者 , SRT后发生胃肠道反应和神经损伤的概率是较高的 ,

应特别给予重视 。设计治疗计划时应尽量设法避开小肠减少盆

腔内小肠受照体积 , 减低每次分割剂量 , 增加照射次数 , 可能会

减少并发症发生 ,我们正在观察中 。

关于直肠癌 SRT的体位固定方法 , 本组均采用俯卧位真空

固定袋固定 ,因为肿瘤距骶部距离近 ,俯卧位方便治疗。本组肿

瘤体积较大 ,长径 4.0 ～ 7.5 cm ,平均 5.5 cm ,故较多采用多靶点

照射技术 9例 ,单靶点照射 6例 。多靶点照射技术除能使高剂量

区充分包括较大肿瘤体积外 , 并能使高剂量区分布与不规则之

肿瘤相对适应 。多靶点治疗中应避免照射区内剂量分布冷点和

热点 ,否则造成照射量的超量或不足而影响疗效 。

综上所述 ,从本组结果可以得出以下初步结论 , SRT是晚期

不适合手术治疗的直肠癌和手术后盆腔复发患者的有效治疗方

法 , 具有疗效高 、疗程短等优点 , 能取得较好缓解症状的近期疗

效 , 对部分患者可能取得根治效果 。对于术后高剂量全盆腔常

规放疗后复发患者发生胃肠道反应和神经损伤并发症的概率较

高 。降低每次照射剂量 ,可能有助于减少并发症发生 。
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