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　　提　要　目的: 研究哮喘时嗜酸性粒细胞 ( Eo s)凋亡与 Fas表达的关系及药物对它们的影响。方法:应用

地塞米松 ( DM )、雷公藤甲素 ( T riptolide, TP)及氨茶碱 ( AM )干预哮喘豚鼠 ,以 TUNEL法检测细胞凋亡 ,以

RT-PCR及原位杂交检测 Fas m RNA表达。结果: 哮喘组 Eos凋亡率较正常对照组显著降低 ( P < 0. 01) ,应

用 DM、 T P、 AM后均显著增加 ( P < 0. 01)。正常豚鼠 Eos可检测到 Fas mRN A表达 ,不同密度 Eos表达差

异不显著 ( P > 0. 05)。哮喘组 Fas m RN A明显减少 ,以低密度 Eos减少明显 ( P < 0. 05) ,应用 DM、 TP、 AM

后其表达明显增加。结论:凋亡调节的缺失是导致组织及血中 Eos增多的重要原因 , Fas抗原参与了哮喘 Eos

凋亡的调节 ,低密度 Eos更能反映哮喘的特征。 DM、 TP、 AM可促进哮喘肺组织中的 Eos表达 Fas抗原 ,进

而加强细胞凋亡。
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　　中图法分类号　 R329. 25; R562. 25

　　哮喘是一非特异的慢性炎症性疾病 ,嗜酸性粒细

胞 ( Eosinophils, Eos)聚集、活化及其高毒性阳离子蛋

白的释放在其发病过程中发挥着重要作用。以往人们

注意到 Eos的 渗出依赖 IL-5,但对 Eos炎症反应的控

制研究很少。 不断有证据表明细胞死亡是由细胞凋亡

引起 ,对炎症反应清除很重要。 近来发现 Eos凋亡减

少是哮喘 Eos增加的重要原因之一。在体外 , Eos存活

依赖抑制凋亡的细胞因子白介素 ( Interleukin, IL) -3、

IL-5、粒细胞 -巨噬细胞集落刺激因子 ( Granulocyte-

macrophage colony-stimula ting facto r, GM-CSF) ,是

否存在促进 Eos凋亡的因素仍不很清。细胞表面分子

Fas /apo-1( CD95)被认为是一促凋亡基因 ,能促进多

种细胞凋亡。Fas是一 45× 10
3
u蛋白 ,属于 TN F /N GF

受体家族成员。 Fas受体与其单抗或其配体交叉连接

可致淋巴细胞凋亡。本实验用地塞米松、雷公藤甲素及

氨茶碱干预 ,观察哮喘肺组织 Eos Fas表达与细胞凋

亡及细胞凋亡与炎症清除的关系。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂
　　原位细胞凋亡检测试剂盒 ( In Situ Cell Dea th De tec tion

Kit, POD) ,购自德国 Boehringe r Mannheim ( BM )公司。 总

RN A提取试剂盒 ( Tripure Iso la tion Regent) ,德国 BM公司。

寡核苷酸探针 3′末端标记试剂盒 ( Dig Olig onucleo tide 3′-end

Labeling Kit ) ,德国 BM公司 。 Percoll分离液 ,瑞典 Phamacia

公司。 M-MLV逆转转录酶 ,美国 Promega公司。 Taq DN A多

聚酶 ,加拿大 Sango公司。 Olig o d T ( 15) ,美国 Promega公司。

dNTP,德国 BM公司。 抗地高辛 ( Dig )抗体 ,德国 BM公司。
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1. 2　动物分组
　　健康豚鼠 30只 ,购自第三军医大学实验动物中心 ,体重

200～ 250 g ,雌雄不拘 ,随机分为 5组 (每组 6只 ): 正常对照组、

哮喘组、地塞米松 ( DM )组、雷公藤甲素 ( T riptolide, TP)组及氨

茶碱 ( AM )组。哮喘动物模型制备参照王长征 [1 ]略加修改。在第

1天和第 8天 ,将 2%卵蛋白 ( OA,溶于生理盐水 )与等量的氢

氧化铝凝胶混匀后 ,豚鼠腹腔内注入 0. 5 ml。 在第 21天 ,将豚

鼠置密闭容器内 , 2% OA气雾进行激发 ,把动物暴露在 O A中

至哮喘发作 30 min为止。激发前 30 min给予腹腔注射苯海拉

明 5 mg /kg,防止豚鼠严重哮喘发作而死亡。 48 h后行支气管

肺泡灌洗 ( Br onchoalv eo la r lav age, BAL )。 正常组:按哮喘组方

法 ,用苯海拉明预处理动物后 ,用生理盐水代替 2% OA进行激

发 , 48 h后行 BAL。各处理组: 按哮喘组方法处理动物。用卵蛋

白激发 24 h后 ,用地塞米松 10 mg /kg或雷公藤甲素 40μg /kg

或氨茶碱 100 mg /kg豚鼠腹腔注射 , 24 h后行 BAL。

1. 3　主要方法
1. 3. 1　支气管肺泡灌洗　　经颈动脉放血处死动物后 ,立即

用 Hanks液经气管注入 5 ml× 3次 ,轻轻按摩动物的胸部 20～

30 s后回收 BAL ,回收率大于 90%。

1. 3. 2　细胞计数及分类　　全部 BAL液 400× g , 4℃离心 10

min,收集沉淀的细胞 ,重悬于 Hanks液中。进行 Eos绝对计数。

取数滴 BAL液至玻片上 ,行细胞分类。

1. 3. 3　嗜酸细胞分离　　配制不同比重的 Percoll液。在 5 ml

离心管中依次加入 1. 105、 1. 090、 1. 080的 Percoll液各 1 ml,

最后加入上述细胞悬液 1 ml。用 960× g 20℃离心 15 min。离

心完毕后 ,分别回收不同比重交界面的细胞层。 用嗜酸细胞稀

释液计不同比重的嗜酸细胞绝对数。调整细胞数 5× 106 /ml,取

1 ml行 RT-PCR。 少许细胞涂片行原位杂交及凋亡检测。

1. 3. 4　引物合成　　由中国科学院上海细胞生物研究所合

成 , PAGE纯化 ,纯度> 99%。 扩增产物长度分别为 328、 587

bp。

　　 Fas: 同义链: 5′-C AA GGG ACT GAT AGC ATC TT T

321

第 21卷第 5期

1999年 5月
　

第　三　军　医　大　学　学　报

　 AC TA ACADEM IAE M EDICINAE M IL IT ARIS TERTIAE 　
　

Vol. 21, No. 5

May. 1999
DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1999. 05. 006



GAG G-3′

　　反义链: 5′-TGT GAA AGT CCA GAA CCC T AA GG-3′

　　β -ac tin:同义链: 5′-CCA AGG CCA ACC GCG AGA AGA

TGA C-3′

　　反义链: 5′-AGG GTA CAT GTG GTG CCG CCA GA-3′

1. 3. 5　寡核苷酸探针标记　　探针应用 Fas引物反义链 ,地

高辛 ( Dig )标记使用 3′末端转移法 ,其原理是利用 3′末端转移

酶将带有 Dig基团的 dd UTP掺入寡核苷酸探针 3′末端的游离

羟基上。 操作方法参照试剂盒说明进行 ,主要步骤如下:取 EP

管依次加入探针 100 pmo l、标记缓冲液 4μl、 CoCl2 4μl、 Dig-

dd UTP 1μl、 TdT 1μl、 dd H2O 5μl, 37℃孵育 10 min, 4℃过夜。

加 2μl糖原终止反应。以 2. 5μl 4 mo l / L LiCl及 75μl预冷的

乙醇充分混匀 , - 20℃ 2 h。 12 000× g离心 10 min,弃上清 ,

70%乙醇 50μl漂洗 ,空干 ,加双蒸水 20μl, - 20℃保存。 标记

效率大于 90%。

1. 3. 6　原位凋亡细胞检测　　 TUNEL( Td T-media ted d UTP

nick end labeling )法。参照试剂盒说明书进行。荧光显微镜下观

察摄影。

1. 3. 7　原位杂交　　参照蔡文琴 [2 ]的方法进行。

1. 3. 8　逆转录 PCR法

1. 3. 8. 1　总 RN A提取　　应用 Tripure提取药盒 ( Tripure

iso la tion reagent, T IR)依说明书进行。选取 5× 106细胞悬液提

取 RNA,细胞入 EP管离心、弃上清。室温直接加 T IR: 1 ml对

( 5～ 10)× 106 ,吹打、混匀以溶解上述样品。 在室温放 5 min以

确保完全溶解。加 0. 2 ml氯仿。混匀 15 s,室温 2～ 15 min。 12

000× g 4℃离心 15 min。 将无色上清转入新 EP管。加 0. 5 ml

异丙醇。充分混匀 ,室温 5～ 10 min,沉淀 RN A。 12 000× g 4℃

离心 10 min。弃上清。加 1 ml( 4℃预冷 ) 75%乙醇。洗 RN A-重

悬混匀。7 500× g 4℃离心 5 min。弃上清后空气干燥。用 DEPC

水 20μl重悬 RNA。 吹吸几次溶液以助溶解 , 55℃～ 60℃温育

10～ 15 min。测量 D260、D280。所有样本 D260 /D280> 1. 8,以 D260

计算 RNA量 ,用 2μg RN A进行 cDN A合成。

1. 3. 8. 2　逆转录应用 MM LV,引物应用 Olig o( d T ) 15,逆转录

为 42℃ 90 min。

1. 3. 8. 3　 PCR反应条件　　 96℃ 6 min。冰浴后加 Taq酶 ( 2.

5 u) 0. 7μl, 94℃ 45 s, 55℃ 45 s, 72℃ 1 min。 35个循环 , 72℃

10 min。 PCR产物检测:采用 1. 5%琼脂糖凝胶 ,加 10μl Fas及

相应的 β -ac tin PC R产物进行电泳 ,电压 5～ 10 V /cm2 ,电泳 40

min,于紫外透射仪下观察并拍照。 电泳图扫描后用 PHOT-

SHOP进行分析。 以积分光密度 ( IOD) ( Fas) /IOD(βact in)之比进行

统计学分析。

1. 4　统计学分析
　　所有数据以 SPSS( Sta tistics package fo r so cial science )统

计学分析。 各组结果以 x-± s表示 ,采用非配对 t检验。

2　结果

2. 1　 DM、 TP、 AM对哮喘豚鼠 Eos细胞凋亡的影响
　　哮喘组 Eos凋亡率较正常对照组明显降低 ( P < 0. 01) ,应

用 DM、 TP、 AM后均显著增加 ( P < 0. 05) ,低密度 Eos与正常

密度 Eos比较差异不显著 ( P > 0. 05) ,见表 1。

表 1　 DM、 TP、AM对哮喘豚鼠 BALF中 Eos细胞凋亡的作用 (% ,n= 6,x-± s)

Tab 1　 Effects of DM , TP and AM on the apoptosis of eosinophils in BALF of asthmatic guinea pig(% , n= 6,x-± s )

No rmal As thma Dexamethas one Triptolide Aminophyl line

Hypodensity Eos 8± 2 4± 2# # 24± 5** 17± 9* 15± 5**

Normal densi ty Eos 7± 2 3± 2## 22± 4** 16± 8* 14± 4**

# # : P < 0. 01 vs no rmal;* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 v s a sthma

2. 2　 DM、 TP、 AM对哮喘豚鼠肺组织及 BALF Eos

Fas表达的影响
　　原位杂交显示: 正常组可检测到 Fas m RNA表达 ,哮喘组

明显减少 ( P < 0. 05) ,以低密度 Eos明显 ( P < 0. 05) ,应用

DM、 TP后其表达明显增加 ( P < 0. 05, P < 0. 01)。 AM可使低

密度 Eos Fas表达增强 ( P < 0. 05) ,对正常密度 Eos Fa s表达

无显著影响 ( P > 0. 05) ,见表 2。

2. 3　 DM、 TP、 AM对 Eos Fas mRNA表达相对含量

的影响
　　 RT-PCR检测显示: 正常组 Eos可检测到 Fas m RNA表

达 ,哮喘组明显减少 ( P < 0. 05) ,应用 DM、 TP、 AM后其表达

明显增加 ,以低密度 Eos明显。AM组低密度 Eos Fas表达增强

( P < 0. 05) ,正常密度 Eos Fas表达增加不明显 ( P > 0. 05) ,

见表 3。

表 2　 DM、 TP、AM对哮喘豚鼠肺 BALF Eos Fas mRNA表达的影响 [原位杂交强阳性率 (% ) ,n= 6,x-± s ]

Tab 2　 Effects of DM , TP and AM on Fas mRNA expression in eosinophils of asthmatic guinea pig BALF(% , n= 6,x-± s )

No rmal As thma Dexamethas one Triptolide Aminophyl line

Hypodensity Eos 35± 8 25± 3# 37± 5** 36± 9* 36± 8*

Normal densi ty Eos 43± 6 33± 7# 43± 6* 43± 8* 37± 17

# : P < 0. 05 vs no rmal;* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 v s a sthma
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表 3　 DM、 TP、 AM对 Eos Fas mRNA表达相对含量的影响 ( IOD(Fas) /IOD(βactin) ,n= 6, x-± s)

Tab 3　 Ef fects of DM , TP and AM on Fas mRNA expression in eosinoph ils of asthmatic

guinea pig BALF( IOD( Fas) /IOD(β actin) , n= 6,x-± s )

No rmal As thma Dexamethas one Triptolide Aminoph yline

Hypodensity Eos 2. 09± 0. 14 1. 25± 0. 11# # 1. 89± 0. 20** 1. 69± 0. 21** 1. 63± 0. 24**

Normal densi ty Eos 1. 91± 0. 45 1. 29± 0. 19# 1. 89± 0. 24** 1. 64± 0. 21* 1. 60± 0. 39

# : P < 0. 05, # # : P < 0. 01 v s no rma l;* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 v s asthma

3　讨论

　　嗜酸性粒细胞在血中聚集及活化是许多过敏疾病

的特征。 活化的 Eos细胞毒产物引起的细胞损伤 ,致

组织炎症 ,炎症的清除一部分是通过巨噬细胞 ,它可完

整吞噬凋亡细胞。 炎症细胞活动则通过选择性加强它

们自我损伤而加速在组织中的清除。 最近 Fas抗原研

究给控制凋亡复杂网络带来一些希望。在多种细胞类

型中起凋亡作用 Fas( Apo-1 /CD95) ,是一种 45× 103 u

的跨膜蛋白 ,与 TN F-α、 CD40等同属肿瘤坏死因子

( TN F)受体超家族。 Fas可在胸腺细胞、 T细胞、单核

细胞、 B细胞、质化细胞、上皮细胞及内皮细胞等多种

细胞中表达。 Fas抗原与它的天然配体 ( FasL )或其抗

体结合后 ,诱导细胞内的酪氨酸和丝氨酸 /苏氨酸磷酸

化以及引起细胞内 Ca
2+ 浓度升高 ,促进细胞凋亡。 这

是一种 Fas依赖的清除体内多余细胞的重要方式。 在

体外 , Fas配体及特异的单抗可致许多类型的细胞凋

亡。最近发现 Eos可表达低但恒定的 Fas抗原水平。抗

Fas单抗在体外应用可加速 Eos凋亡 ,在体内可通过

降低组织 Eos炎症治疗鼻息肉 [3 ]。本研究发现 ,正常豚

鼠的 Eos存在一定量的 Fas mRNA表达 ,而在哮喘时

Eos表达 Fas明显下降 ,同时细胞凋亡减少 ,表明 Fas

依赖的 Eos凋亡是哮喘 Eos的特征。 不同密度的 Eos

细胞活性不同 ,低密度 Eos具有高细胞活性 ,本研究

结果显示正常豚鼠肺中不同密度 Eos Fas表达无差

异 ,而哮喘组低密度 Eos较正常密度 Eos Fas表达明

显下降 ,表明它是哮喘组织炎症产生的主要原因 ,其调

节凋亡的 Fas通路在哮喘时受限更加明显 ,同时对各

种药物反应也更敏感。 是 Eos炎症及其清除的焦点。

有研究表明抗 Fas抗体在 24 h内几乎可完全缓解 Eos

肺炎 [4 ]。凋亡细胞很快被巨噬细胞吞噬 ,并不引起第二

次炎症 ,更重要的是 Fas介导的细胞死亡不能被外加

IL-3、 IL-5或 GM-CSF救活。表明:① Fas介导死亡不

易被这类因子通过 bcl-2信号救活 ,②在严重的激素

不敏感哮喘时 ,这些因子逃避了抑制 ,针对 Fas的治疗

也许很有用。缺乏 Fas介导的 Eos死亡可能是哮喘时

慢性气道炎症的重要因素 [4, 5 ]。

　　糖皮质激素通过不同机制抑制炎症细胞中细胞因

子基因转录来降低组织中的炎症 ,在治疗多种 Eos相

关疾病包括哮喘中有显著作用。 地塞米松能引起体内

Eos显著降低。虽然激素作用的确切机理仍需研究 ,体

内外实验均表明激素可促进凋亡的产生 ,本研究也证

明了这一点。地塞米松结合 Eos上的糖皮质激素受

体 ,相互作用 ,加速凋亡 ,促进炎症的清除 [6 ]。 Wallen

等 [7 ]发现 IL-5、 IL-3及 GM-CS F介导的 Eos存活可被

皮质激素阻止。表明激素竞争性阻滞 Eos活动性细胞

因子的作用。激素调整 Eos的死亡通过影响不同的凋

亡信号 ,包括 Fas抗原的活动
[8 ]
。本研究发现哮喘豚鼠

Eos Fas抗原表达下降 ,应用 DM、 T P、 AM后 ,其 Fas

抗原表达增加 ,表明它们均可影响了 Fas /FasL通路 ,

促进细胞凋亡 ,利于肺组织炎症的清除 ,以 DM明显。

AM也促进了 Eos凋亡 ,与地塞米松组无明显差异 ,但

对 Eos Fa s的表达不如 DM及 TP强 ,表明其作用机

制不完全一样。其详细机制有待进一步研究。

　　凋亡调节的缺失是导致组织及血中 Eos增多的

重要原因 , Fas抗原也参与了哮喘豚鼠 Eos凋亡的调

节 , DM、 T P、 AM可促进哮喘肺组织中的 Eos表达

Fas抗原 ,进而加强细胞凋亡。发现选择性的促进 Fas

表达过程的制剂对清除炎症及过敏反应具有诱人的前景。
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Fas expression on eosinophils in lungs and its changes af ter treatment in

asthmatic guinea pigs
 

Li Zhikui , Wang Chang zheng , Qian Guisheng ( Depa rtment o f Respira to r y Diseases, Xinqia o Hospital, Third M ilitar y

Medical Univ e rsity , Chongqing , 400037)

　　 Abstract　Objective: To determine the r elationship betw een the apoptosis o f asthmatic eo sinophils and

Fa s expr ession and its changes aft er trea ted with drug s. Methods: Af ter the asthma tic guinea pig s w ere tr ea t-

ed with dexamethasone ( DM ) , tripto lide ( TP) and aminophylline ( AM ) , apoptosis o f th e eo sinophils was

detec ted by Td T-media ted d UTP nick end labeling and Fas m RN A expression measured by RT-PCR and in

situ hybridi zation.Results: The number of the apoptotic eosinophils was significantly lower in asthmatic g roup

than in the contro l (P < 0. 01) and markedly inc reased after tr ea ted with DM , TP and AM (P < 0. 01) . Fas

m RN A o f the eosinophils w as moderately expr essed in no rma l guinea pigs, dec reased in asthma tic ones and

significantly increased after t reatment with the 3 agents (P < 0. 05) .Conclusion: Fas may be one of the impor-

tant fa ctor s r egula ting apopto sis of eosinophils in asthma. DM , T P and AM can up-regulate the Fa s expression

to pr omo te apopto sis o f eosinophils in the lung s of guinea pig s after asthma.

Key words　 asthma; eosinophil; a poptosis; Fas; guinea pig
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低分子右旋糖酐 40引起过敏反应 1例

Report of one case of hypersensitivity induced by dextran-40

孟小明
*
　李　军　杨宗才　司良毅　　 (第三军医大学附属西南医院特诊科 )重庆 , 400038

　　患者女性 , 53岁 ,因头晕、视物模糊 2年 ,右下肢跛行 1年

于 1998年 11月 18日入院。经检查后诊断为颈椎病、椎 -基底动

脉供血不足型 ;给予低分子右旋糖酐 40注射液 500 ml静滴。第

1日感头胀、耳鸣 (如闪电样 ,几秒钟后消失 ) ,平卧加重 ,无恶心

呕吐 ,无发热心悸 ,观察 ,未予特殊处理 ;次日静滴完同样液体

后 ,患者出现恶心、呕吐 2次 ,为胃内容物 ,每次约 60 ml;头胀

如裂 ,不能平卧 ,无胸闷气促 ,左眼胀 ,视物模糊 ;无发热寒战 ,

呕吐不呈喷射状。查体:生命征平稳 ,意识清楚 ,皮肤稍湿 ,左咽

腭弓粘膜下直径约 1 cm出血斑 ,颈软 ,心肺无特殊发现 ,腹平

软。以后两日 ,仍有恶心呕吐 2次 ,但较轻 ;皮肤奇痒 ,以洗澡后

加重。 血及输液瓶剩余液细菌培养为阴性 , 4次血常规均正常。

治疗以抗过敏 ,对症 ,改善心脑循环。第 5日症状完全缓解。行

低分子右旋糖酐 40皮试: 在患者左前臂内侧用低分子右旋糖

酐 40注射液 0. 1 ml(约 5 mg )皮内注射 [1] , 15 min时观察皮丘

发红 ,形成高出皮丘的红斑 ,判为阳性。

* 　孟小时 ,男 , 40岁 ,副教授 ,硕士

讨论

　　低分子右旋糖酐 40注射液系用蔗糖经肠膜状明串球菌 -

1226( Leucono stoc mesenteroides)发酵后生成的高分子葡聚糖

聚合物 ,经精制处理而得 ,其本身具有一定抗原性。 我科对 10

名正常人行皮试有 3人呈阳性 ;这种过敏反应有逐渐加重的特

点。 因此 ,在使用时应注意及时发现和处理 ;有条件时 ,应尽量

把低分子右旋糖酐 40皮试作为常规 ,以避免更严重过敏反应

发生 [2]。

关键词　低分子右旋糖酐 40;过敏

中图法分类号　 R593. 1; R973. 5

参考文献

1 牛家祺 ,袁伟晋 ,王英秀 ,等 .低分子右旋糖酐引起不良反应 57例分

析 .中华外科杂志 , 1991, 29( 10): 599

2 Hedin H, Ljungs t rom H G. Prev en tion of dext ran anaphylaxis: ten

years experience wi th hapten dex t ran. In t Arch Allergy lmmunol ,

1997, 113( 1～ 3): 358

(收稿: 1998-12-21;修回: 1999-04-14)

(编辑　王　红 )

324

第 21卷第 5期

1999年 5月
　

第　三　军　医　大　学　学　报

　 AC TA ACADEM IAE M EDICINAE M IL IT ARIS TERTIAE 　
　

Vol. 21, No. 5

May. 1999


