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　　提　要　目的: 探讨哮喘时嗜酸性粒细胞 ( Eo s)浸润与 IL-5 m RN A表达的关系以及糖皮质激素对其影

响。 方法: 采用孵蛋白 ( OA)吸入致敏制作豚鼠哮喘模型 ,在诱发哮喘 24 h后 ,检测支气管肺泡灌洗液

( BALF)中不同密度的 Eos的数量及其百分比 ,肺组织中原位 IL-5 mRN A的表达 ,以及地塞米松预防用药 6

d对其变化的影响。结果:①哮喘组 BALF中 Eos总数增加 ,低密度 Eos( HEo )增加尤为显著 ;肺组织中 IL-5

m RN A原位表达水平显著增加 ( P < 0. 01) ;②与哮喘组比 ,地塞米松预防用药后 Eos计数及 HEo百分比显

著减少 ( P < 0. 01) ;③相关分析发现 , IL-5 m RN A表达水平与 Eos总数 ( r= 0. 688, P < 0. 01)及 HEo百分

比显著正相关 ( r= 0. 582, , P < 0. 01)。结论: 哮喘豚鼠肺组织 IL-5 m RNA表达的增加与 BALF中 Eos数量

增多密切相关。抑制 IL-5 m RNA表达可能是糖皮质激素减少 Eos浸润及治疗支气管哮喘的重要机制之一。
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　　支气管哮喘是一种以嗜酸性粒细胞 ( Eos)、肥大

细胞反应为主的气道慢性炎症 [1 ]。 Eos通过释放颗粒

蛋白导致上皮损伤 , Eo s也可产生白三烯、 PAF,导致

支气管痉挛、粘液分泌增多 ,从而导致哮喘的发生
[2 ]
。

IL-5是主要由 Th2类淋巴细胞产生的特异作用于

Eos的细胞因子 ,被认为是抑制 Eos凋亡的细胞因

子
[3 ]
。抗 IL-5抗体可阻止抗原诱发的哮喘 Eos浸润和

气道高反应性 [4 ]。 糖皮质激素治疗哮喘的重要机制之
一即为抑制 IL-5的产生 [5 ]。本研究采用卵蛋白吸入诱

发豚鼠哮喘模型 ,分析支气管肺泡灌洗液 ( BALF) Eos

细胞数目改变。 检测不同密度 Eos数目及比例改变 ,

并采用原位杂交技术检测肺组织 IL-5 m RN A表达 ,

以及地塞米松对其表达的影响 ,为临床治疗哮喘提供

新的理论依据。

1　材料和方法

1. 1　哮喘动物模型的制作
　　 36只豚鼠 (第三军医大学动物所提供 ) ,雌雄不限 ,体重

300～ 400 g ,随机分为正常对照组 ( C组 )、哮喘组 ( A组 )、地塞

米松治疗组 ( D组 )。 A组: 参照 Hutson方法 [6] ,复制哮喘模型 ,

诱发后 24 h采集标本。 C组: 用生理盐水替代 OA致敏 ,诱发同

A组。 D组: 致敏和诱发同 A组 ,在第 16 d用 0. 5 mg· kg- 1·

d- 1地塞米松腹腔注射。 连续 6 d,诱发前 12 h停药。

1. 2　标本采集
　　实验豚鼠麻醉后 ,开胸暴露心脏 ,经左心室→主动脉弓灌

注生理盐水约 200 ml(至从左心房流出的液体基本清亮为止 ) ,

同时分离出气管 ,轻夹右下肺 ,剪开气管 ,气管插管 ,行支气管

肺泡灌洗 ,收集 BALF用于分离细胞。松开右下肺 ,经心脏灌注

4%多聚甲醛 -PBS缓冲液 300 m l,同时向气管内灌注 10 ml。灌

注固定后 30 min取出支气管肺组织 ,投入相同的固定液置于

4℃冰箱继续固定 ,取部分右下肺修整 ,按文献 [ 7 ]制作原位杂

交组织切片。

　　嗜酸细胞的分离: 制成密度为 1. 090 kg /L和 1. 080 kg /L

的 Perco ll液 ,各 2 ml先后加入 15 m l锥形玻璃试管 ,然后轻轻

沿管壁加 BALF于其上 , 2 000 r /min离心 20 min,离心完毕

后 ,分别收集第一层、中间层及沉淀细胞 ,对这三层 Eos行绝对

计数 ,中间层及沉淀细胞 Eos纯度达 95%以上 ,细胞活力 (台盼

蓝染色检查 ) > 95%。

1. 3　探针的制备及标记
　　按常规行鼠 IL-5 cDNA质粒 pSP6K-m TRF23 ( Akira

Tominaga教授惠赠 )的转化、扩增、抽提和纯化 , Bam HI酶切、

目的片段回收 ,片段约 1. 5 kb。按宝灵曼公司试剂盒说明操作。

用地高辛配基随机引物法标记 IL-5 cDN A探针。

1. 4　原位杂交
　　参照文献 [7 ]进行 ,略有改进。 阴性对照:肺组织切片预先

经 RN A酶处理后再行原位杂交。图像分析:每一玻片任选 5个

视野 ,自动检测阳性细胞面密度 ,取其平均值 ,进行统计分析。

1. 5　统计学处理
　　数据用 x-± s表示。 组间比较及相关分析全部用非配对计

量资料检验和直线相关分析。

2　结果

2. 1　支气管肺泡灌洗液中 Eos分类计数

　　将从三组实验动物获得的 BALF以 Percoll处理后 ,可见

细胞按不同比重分为三层 ,第一层细胞比重≤ 1. 080。第二层细
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胞比重在 1. 080～ 1. 090之间 ( 1. 080 < d≤ 1. 090) ,第三层细胞

比重> 1. 090。由表 1可见 , A组在三种密度分层细胞中 Eos计

数均显著高于 C组及 D组 ,特别是在第一层细胞中 , C组 Eos

分布极少 ,但 A组 Eos显著增加 ,达总数的 30%。 D组较 C组

各层的细胞数目显著增高 ,但与 A组相比明显减少。

　　计数第Ⅰ 、Ⅱ层 Eos总和 ,定义为低密度 Eos ( HEo , d≤

1. 090) ,而比重大于 1. 090的 Eos 定义为正常密度的 Eos

( NEo )。结果表明 , A组 BALF中 Eos总数显著增加 ,与 C组及

D组相比 , A组 BALF中 HEo%增加特别明显 ( P < 0. 01)。而

经地塞米松处理后 BALF中 Eos总数及 HEo%明显下降 ( P

< 0. 01) ,但仍高于 C组 ( P < 0. 01)。

表 1　 BALF中不同密度 Eos计数 ( 1× 108 /L)及百分比 (% )

Tab 1　 Count( 1× 108 /L) and percentage (% ) of Eos with dif f erent density in BALF

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
Group n

Number % Number % Numb er %

C 7 0. 031± 0. 010 6. 5± 2. 2 0. 105± 0. 042 21. 4± 6. 7 0. 361± 0. 123 72. 1± 6. 9

A 8 1. 880± 0. 331** 30. 8± 4. 8** 1. 217± 0. 299** 19. 8± 3. 9 3. 015± 0. 445** 49. 5± 7. 1**

D 8 0. 083± 0. 011▲ 7. 2± 1. 2▲ 0. 352± 0. 046▲ 30. 7± 5. 0*▲ 0. 721± 0. 128**▲ 62. 1± 6. 1**▲

Ⅰ : d≤ 1. 080;Ⅱ : 1. 080 < d≤ 1. 090;Ⅲ : d> 1. 090;** : P < 0. 01 vs C;▲: P < 0. 01 vs A

2. 2　实验动物肺组织 IL-5 m RN A的表达水平

　　实验动物肺组织 IL-5原位杂交结果镜下显示 ,哮喘时肺

组织见较广泛阳性染色细胞 ,主要分布于气管粘膜下、肺泡间、

甚至肺泡腔内。高倍镜下见阳性染色 IL-5 m RNA定位于胞浆 ,

呈紫蓝色 ,见图 1。 而 D组与 C组实验动物肺组织可见少许阳

性染色细胞 ,见图 2, 3。 表 2示图像分析结果 , A组肺组织 IL-5

m RN A水平明显高于 C组及 D组 ( P < 0. 01) ,而 D组 IL-5

m RN A水平与 C组相比差异不明显 ( P > 0. 05)。

图 1　哮喘豚鼠肺组织 IL-5 mRNA表达　　 A: ISH× 100; B: IS H× 400

Fig 1　 IL-5 mRNA expression in lung tissue of asthmatic guinea pigs　　 A: IS H× 100; B: IS H× 400

图 2　正常豚鼠肺组织 IL-5 mRNA表达　 ( IS H× 100)

Fig 2　 IL-5 mRNA expression in lung tissue of normal guinea pigs　 ( I SH× 100)

图 3　地塞米松治疗组豚鼠肺组织 IL-5 mRNA表达　 ( ISH× 100)

Fig 3　 IL-5 mRNA expression in lung t issue of dexamethasone-treated guinea pigs　 ( IS H× 100)
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表 2　肺组织 IL-5 mRNA的表达水平 (面密度 10- 3 )

Tab 2　 IL-5 mRNA expression in lung tissue( 10- 3 )

Group n IL-5 m RNA

C 7 7. 86± 2. 48

A 8 27. 18± 13. 8**

D 8 8. 73± 3. 98▲

** : P < 0. 01v s C; ▲: P < 0. 01 vs A

2. 3　肺组织 IL-5 m RN A表达水平与 Eos有关参数

的相关分析

　　相关分析表明 , IL-5 m RNA水平与 Eos总数及 HEo%非

常显著正相关 ( r分别为 0. 688、 0. 582)。

3　讨论

3. 1　 IL-5 m RN A表达与哮喘嗜酸性粒细胞增多的关系

　　本实验以原位杂交技术证实哮喘豚鼠肺组织 IL-

5 m RN A表达水平增高。已知 IL-5为 Eos分化、发育

及功能调节的重要分子 , IL-5过度表达与 Eos增多相

关
[8 ]
。在体外 NEo与 IL-5共育后变为 HEo,并可自发

地分泌其中的多种碱性蛋白。在本实验中 ,致敏豚鼠以

O A诱发哮喘 24 h后收集 BALF,可见 BALF中 Eos

总数及 HEo均较正常组显著升高 ,表明哮喘时活化的

Eos增多。哮喘豚鼠 Eos特别是 HEo升高 ,与肺组织

IL-5 m RN A水平增加密切相关。 IL-5可能通过直接、

间接趋化、粘附作用募集 Eos到达肺组织局部。 肺组

织局部高浓度 IL-5进一步活化 Eos,促进炎性介质释

放而造成损伤效应及气道高反应性 [ 9]。

3. 2　地塞米松对哮喘豚鼠肺组织 IL-5 m RN A及 Eos

浸润的影响

　　由于本实验 D组是在 O A激发前 6 d对致敏动物

持续给予地塞米松 ,地塞米松在体内的作用持续较久 ,

对 IL-5 m RN A的表达抑制作用较强 ,因此当以 OA

激发后实验动物肺组织 IL-5 m RN A水平显著受抑 ,

并与哮喘症状减轻相一致。 Eos为哮喘主要炎症浸润

细胞及效应细胞 , D组肺组织不同密度 Eos均较 A组

下降 ,特别是地塞米松处理后 d≤ 1. 080的 HEo%下

降最为明显 ,几乎降至 C组水平。图像分析表明 D组

肺组织 IL-5 m RN A水平较 A组显著降低 ,与 C组相

比无统计学差别。 表明地塞米松对 IL-5 m RN A表达

的抑制作用极为明显。已知 Eos不同密度代表细胞处

于不同功能活化状态 , d≤ 1. 080的 HEo更可能为一

种过活化状态。在本研究中 ,我们定义比重小于 1. 090

的 Eos为 HEo。 相关分析表明 , IL-5 m RN A水平与

HEo%正相关 ,推测地塞米松通过下调 IL-5而抑制

Eos。其机制可能在于肺组织局部 IL-5水平下降 ,使外

周血 Eos在组织局部的聚集减少 [10 ] ,因此表现为 D组

BALF中 Eos总数下降 ;另一原因可能在于通过抑制

IL-5,减轻 IL-5对 Eos的活化作用 ,这主要表现在 D

组较 A组 HEo%的明显降低。
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Effects of glucocorticoid on interleukin 5 mRNA expression and

eosinophil inf iltration in the lung tissue of asthmatic guinea pigs
Bi Yutian, Yang Zhaoheng , Wang Chang zheng ( Depar tment o f Respira tor y Diseases, Daping Hospital, Third M ilitar y

M edical Univ e rsity , Chongqing , 400042)

　　 Abstract　Objecti ve: To explo re the relationship betw een interleukin 5 ( IL-5) mRN A expression and

eosinophil ( Eo s) infiltr ation in the lung tissue of asthmatic guinea pig s and the effects of glucocor ticoid on it.

Methods: Guinea pig s w ere randomized into the contr ol g r oup ( CG) , asthmatic g roup ( AG) and dexametha-

sone-pretr eated g roup ( DPG) . The animals in AG w ere sensitized by exposure to aero solized ovalbumin to

establish th e model of asthma and tho se in DPG w ere tr ea ted likew ise except fo r intraperitoneal injection of

dexame tha sone 6 h befo r e the expo sur e. Tw enty-four hours la ter, the counts of to tal Eo s, h ypodense

eisinophil ( HEo ) and no rmal dense eosinophil ( N Eo ) in the br onchoalv eo la r lav age ( BALF) w ere measured.

The changes in the per centag e of HEo and NEo , IL-5 m RNA in situ expression and the effects o f dexametha-

sone on them w ere determined. Results: ① The counts of to tal Eos and the pe rcenta ge o f HEo in BALF and

IL-5 m RN A expression in th e lung tissue in AG w ere significantly incr ea sed ( P < 0. 01) as compa red with

CG. ② The th ree parameters in DPG we re significantly reduced in DPG as compa red with AG ( P < 0. 01) .

③ IL-5 m RNA expression was significantly co r rela ted with the counts of to ta l Eos (r= 0. 688, P < 0. 01) and

percentag e of HEo (r= 0. 582, P < 0. 01) in BALF. Conclusion: The enhancement of IL-5 mRNA in the lung

tissue is closely a ssociated with the inc rease in to ta l counts of Eos. Inhibition o f IL-5 m RNA expression in

the lung tissue migh t be one of the impo rtant mechanisms o f using g lucoco rticoid to r educe infiltra tion of Eos

in the lung tissue to t reat asthma.

　　 Key words　 asthma; eosinophil; inter leukin 5; in situ hybridization; dexam etha sone; guinea pig

个案与短篇

青少年淋巴瘤 28例临床分析

A clinical analysis of 28 teenagers lymphoma patients

王　劲 　张书模　　 (第三军医大学附属大坪医院血液科 )重庆 , 400042

　　我院自 1986～ 1996年收治了 28例青少年淋巴瘤患者 ,其

临床特点及治疗效果观察报告如下。

1　临床资料

　　男 23例 ,女 5例 ,年龄 13～ 25岁 ,中位年龄 21岁 ,平均年

龄 20. 5岁。

　　临床特点: 28例患者中 , 26例以浅表淋巴结无痛性肿大为

主要症状 ; 2例以胸腔积液、呼吸困难首诊 ,浅表淋巴结不大 , X

线片示“纵膈淋巴瘤” ,予联合化疗有效。 全部患者中 , 14例有

肝、脾肿大 ; 23例有低热、盗汗消瘦等全身症状 ; 16例伴不同程

度胸腔和 /或腹腔积液 ; 4例有颅内浸润: 脑背液压力增高 ,离心

涂片染色发现淋巴肉瘤细胞 ; 3例有椎骨浸润: 表现为骨痛 ,其

中 1例发展为截瘫 ; 4例有骨髓浸润 ,淋巴肉瘤细胞 3. 0% ～

29. 5% ; 1例扁桃腺浸润 ; 1例骨髓纤维化。 根据 Arbo r分期

法 [1] ,Ⅰ ～ Ⅱ期患者 5例 ,占 17. 86% ,Ⅲ ～ Ⅳ期患者 23例 ,占

82. 14%。

　　病程分型: 非何杰金淋巴瘤 ( NHL) 20例 ,占 71. 43% ;何杰

金病 ( HD ) 6例 ,占 21. 43% ; 2例无病理资料 ,根据病情分析行

化疗有效 ,占 7. 14%。 在 NHL患者中 , B细胞源型 15例 ,占

75. 0% (其中小淋巴细胞型 11例 ,占 55. 0% ,滤泡中心细胞小

裂细胞型 3例 ,占 15. 0% ,混合细胞型 1例 ,占 5. 0% ) ; T细胞

源型 3例 ,占 15. 0% ;组织细胞型 1例 ,占 5. 0% ; Burkitt淋巴

瘤 1例 ,占 5. 0%。

　　治疗:Ⅰ ～ Ⅱ期患者放疗为主 ,Ⅲ ～ Ⅳ期患者化疗为主 ;

HD患者予 COPP方案化疗 , N HL患者于 COP-T HP、 C HOP、

CEOP、 COP-ACR等方案联合化疗 ,颅内浸润者辅以鞘内注射

氨甲喋呤 ( M TX ) 10 mg及地塞米松 ( Dex ) 5 mg ,每周 1～ 2次。

　　疗效: 3例诊断后自动出院未治 ; 4例因病情重在第 1疗程

治疗中即因感染、衰竭等原因死亡 ; 3例化疗中有效 ,但未达完
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