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　　提　要　目的:探讨细胞因子 GM -CSF、 IL-8、 TN F-α在哮喘发病中的作用及雷公藤对细胞因子产生的

影响。方法: 以卵蛋白雾化吸入诱导哮喘豚鼠实验模型 ,用雷公藤处理 ,斑点印迹杂交检测支气管肺组织

GM -CSF mRN A表达 , EL ISA测定血浆中 IL-8、 TN F-α含量。结果: 哮喘组豚鼠肺组织 GM -CSF mRN A表

达和血浆中 TNF-α水平明显增高 ,但血浆中 IL-8升高不明显。雷公藤处理后 GM -CSF m RN A表达及 TN F-

α水平降低。结论: GM -CSF等细胞因子产生增加 ,可能是导致哮喘气道炎症的原因。雷公藤能抑制细胞因子

的产生 ,可能在哮喘患者抗炎治疗中有潜在的应用价值。
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　　哮喘是多种炎细胞参与的一种气道炎症性疾病 ,

粒细胞 /巨噬细胞集落刺激因子 ( GM-CSF)等细胞因

子能调节炎细胞的功能 ,包括增加嗜酸性粒细胞

( Eos)在骨髓的生成 ,使其活化促使 Eos颗粒蛋白和

炎性介质的释放 ,损伤气道上皮 ,引起气道高反应性 ,

是导致哮喘发病的重要原因。雷公藤能抑制多种细胞

因子的表达 ,能降低实验性哮喘豚鼠的气道高反应性 ;

并抑制 Eos活化
[ 1]

,但作用机制尚不完全清楚。本实验

对哮喘豚鼠肺组织 GM-CSF m RN A表达和外周血

IL-8、 TN F-α水平进行检测及雷公藤对细胞因子的作

用做初步研究 ,报道如下。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂
　　含 m GM -CSF cDN A质粒 pEM BL8由澳大利亚 M etcalf教

授惠赠 ,内切酶 Bam HI为 Promage公司产品 ,地高辛标记试剂

盒为德国 Boehringer M annheims公司。雷藤内酯醇由福建省医

学研究所提供。IL-8、 TNF-αELISA试剂盒由第四军医大学免

疫学教研室提供。

1. 2　方法
1. 2. 1　动物处理　　实验性哮喘豚鼠模型建立及雷公藤的处

理参照文献 [1 ]方法进行。选体重 200 g～ 300 g健康豚鼠 24只 ,

随机分为: ①哮喘组:吸入卵蛋白致敏豚鼠 ; ②处理组:致敏的

豚鼠在 16 d～ 20 d激发前雷藤内酯醇 ( 100μg /kg )腹腔注射 ;③

对照组: 用生理盐水吸入。在第 21天采取颈动脉血。处理动物后

留取支气管周围的肺组织。

1. 2. 2　 m GM -CSF cDNA探针制备　　将 pEM BL8质粒转化

大肠杆菌 HB101,扩增后酶切 ,分离及纯化后的目的基因片段。

用地高辛随机引物法进行探针标记。

1. 2. 3　肺组织总 RN A提取　 　取 100 mg肺组织采用异硫氢

酸胍一步法提取总 RNA。

1. 2. 4　斑点印迹杂交　　按地高辛试剂盒说明进行。结果用

薄层色谱扫描定量。

1. 2. 5　 IL-8、 TN F-α测定　　按试剂盒说明进行。

1. 3　统计学方法
　　数据用 x- ± s表示 ,采用单因素方差分析。

2　结果

2. 1　 m GM-CSF酶切结果

　　酶切后的目的基因片段约 550 bp,见图 1。

图 1　 pEMBL8酶切电泳图

Fig 1　 The electrophoresis of pEMBL8 plasmids

digested by BamH I

A: λDNA / HindⅢ marker

B: pEM BL8+ Bam H I

C: pEM BL8

2. 2　 GM -CSF m RN A表达
　　斑点印迹杂交结果见图 2。支气管肺组织 GM -CSF m RN A

相对含量见表 1。表明哮喘组肺组织 GM -CSF m RNA表达明显

高于对照组和处理组 ( P < 0. 05) ,雷公藤处理组与对照组之间

m RN A表达差异不显著 ( P > 0. 05)。
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图 2　豚鼠肺组织 GM-CSF mRNA斑点印迹杂交

Fig 2　 The dot blotting hybridizat ion for GM-CSF mRNA

in lung tissue from guinea pigs

表 1　 GM-CSF mRNA表达 ( x-± s )

Tab 1　 The expression of GM-CSF mRNA ( x-± s )

　 Group n GM-CSF m RN A( pg /mg ti ssue)

Cont rol 8 20. 10± 5. 65

Triph olide-t reated 8 23. 48± 3. 54

Asthmatic 8 37. 22± 13. 70*

* : P < 0. 05 vs contro l

2. 3　 IL-8、 TN F-α血浆含量
　　外周血 TNF-α、 IL-8含量见表 2, TNF-α水平哮喘组明显

高于对照组和处理组 ( P < 0. 01)。 哮喘组 IL-8水平与对照组

和雷公藤处理组间差异无统计学意义 ( P > 0. 05)。

表 2　 IL-8、 TNF-α含量 (x-± s )

Tab 2　 The contents of IL-8 and TNF-α(x-± s)

　 Group n IL-8 [ρB / ( ng ml- 1 ) ] TN F-α[ρB /( pg m l- 1) ]

Cont rol 8 3. 091± 0. 099 201. 1± 8. 3　

Triph olide-t reated 8 3. 077± 0. 067 202. 3± 10. 3　

Asthmatic 8 3. 165± 0. 177 221. 7± 12. 2**

** : P < 0. 01v s contr ol

3　讨论

　　在哮喘发作期的支气管组织内 ,有多种炎细胞聚

集 ,包括活化的 T淋巴细胞 ( CD
+
4 CD

+
25 ) ,活化的 Eos

( EG+ ) ,单核细胞及肥大细胞等 ,这些炎细胞和支气管

上皮细胞均能产生 GM-CSF、 TN F等细胞因子。而正

常人支气管粘膜则未检测到炎细胞浸润及 GM-CSF、

TN F-α
[ 2]。实验结果表明哮喘组豚鼠肺组织 GM-CSF

m RN A表达明显增高 ,提示 GM-CSF可能参与哮喘

气道炎症的形成。但本实验中 GM -CSF m RN A的细

胞来源尚不能确定。 Woo lley等
[3 ]
发现:哮喘支气管上

皮、支气管肺泡灌洗液 ( BALF)细胞表达 GM -CSF明显

增高 ,并与支气管粘膜、 BALF中 Eos数量、活化及气

道高反应性关系密切。吸入激素治疗哮喘后 ,支气管上

皮细胞表达 GM -CSF减少 ,而且与 Eos数量和活化减

少相一致 [ 4]。可见 GM -CSF可能促进 Eos在哮喘支气

管肺组织聚集 ,活化而参与哮喘气道炎症反应。哮喘豚

鼠肺组织 GM -CSF m RN A表达增加可能是导致哮喘

气道炎症的原因之一。

　　 IL-8和 GM -CSF均能促进 Eos的趋化反应 ,跨内

皮移行 [5 ]。使 Eos在气道内聚集。 GM -CSF还能调节

Eos对 IL-8的趋化反应。 TN F-α是多功能细胞因子 ,

能调节炎性反应 ,并增强 Eos的细胞毒作用。 在抗原

对哮喘患者进行支气管局部激发后 , BALF中 GM-

CSF、 IL-8、 TN F-α等细胞因子明显增加 [6 ]。 在哮喘发

作期外周血中 IL-8明显高于缓解期和正常人 [7 ]。我们

测定结果 IL-8虽无统计学意义 ,但 IL-8水平有升高

趋势。

　　雷公藤具有抗炎 ,免疫抑制等活性 ,能抑制淋巴细

胞增殖及多种细胞因子的生成。 哮喘实验豚鼠模型用

雷公藤处理后 ,能降低卵蛋白激发导致的气道高反应

性 ,并能抑制 BALF中嗜酸性粒细胞活力增强活性

( EV EA)
[1 ]

。雷公藤用于治疗哮喘 ,能明显改善中- 重

度小儿哮喘的症状和气道阻塞 [8 ]。 本实验结果提示雷

公藤能抑制哮喘豚鼠肺组织 GM-CSF m RN A表达及

血浆 TN F-α水平 ,可能为雷公藤消除哮喘气道炎症 ,

降低气道高反应性 ,缓解临床症状的作用机制之一。
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Expression of cytokines and ef fects of triphol ide on it in asthmatic guinea

pigs
 

Jin Yuanlin, Wang Chang zheng , Wang Chunxia , Qian Guisheng ( Depar tment o f Respira tor y Diseases, Xinqiao Hospi-

tal, Third M ilita ry M edical Univ er sity , Chongqing , 400037)

　　 Abstract　Objective: T o explo re the ro le of cy tokines GM -CSF, IL-8, TN F-αin the occur rence of airway

inflammation and effects o f tripho lide on cytokine expression af ter asthma. Methods: Guinea pig s w ere ran-

domized into thr ee g roups: ① Asthma tic g roup ( AG) ; ② Asthma tic and tripho lide-tr ea ted g roup ( ATTG) ;

③ Th e cont rol g r oup ( CG) . Th e model o f asthma was established w ith ovalbumin sero so liza tion. Th e expres-

sion of GM -CSF m RN A in airw ay and pulmona ry tissues w as detected with do t blot hybridiza tion and the

contents o f IL-8 and TNF-αin the pla sma w ere de termined w ith ELISA. Results: The expression of GM -

CSG m RNA in airw ay and pulmonary tissues and content of TN F-αin the plasma were significantly higher in

AG than in ATTG and CG. As fo r the content o f IL-8 in the pla sma , no rema rkable differ ence w as found a-

mong the three g roups. Conclusion: The incr ease of the production o f the cy tokines migh t play an impo rtant

ro le in the occur rence o f airway inflamma tion afte r a sth ma and tripho lide is of po tential v alue fo r anti-inflam-

mato ry therapy in a sthma.

　　 Key words　 asthma; cytokine; t ripholide; guinea pig

　 　 This project w as suppor ted by the National Nat rual Science Found at ion of China, No. 39470326

干髓牙折裂后全冠修复疗效观察

Clinical observation of coronal restoration for fractured teeth af ter pulp

mummif ied treatment

汪志德  　 林景春　 周正贵　　 (第三军医大学附属新桥医院口腔科 )重庆 , 400037

　　干髓牙术后一旦发生完全折裂 ,以往常规拔除 ,但多数病

人拒绝。因此 ,近 3年来对此种情况 ,我们采用全冠修复 ,观察 52

例 ,获得良好效果 ,报道如下。

1　一般资料

　　 52例共 63只牙 ,男 41例 ,女 11例。年龄 22岁～ 51岁。干髓术

后至牙折时间 6个月至 3年。牙折后至治疗时间 3 d～ 18 d。折裂

部位及方向: 63只牙均为冠折 ,其中纵折 48只 ,横折 15只。折裂

原因: 食硬物或咬砂粒、小石子致牙折 32例 ( 44只牙 ) ;义齿支托

过高及创伤性咬 致牙折裂 20例 ( 22只牙 )。X线片根尖骨质吸

收 20只牙具中伴牙龈瘘管 9只牙。63只牙中 ,重做干髓术 43只 ,

根管治疗 20只。牙位见附表。

附表　 63只牙的牙位分布

牙位
4 4

4 4
5 5

5 5
6 6

6 6
7 7

7 7

牙数 1　 1　 1　 1　 2　 3　 3　 4　 5　 6　 7　 9　 6　 4　 5　 5　

　　方法: 患牙拍 X线片 ,发现根尖区骨质吸收 ,牙周膜改变或

临床检查牙龈有瘘管者 ,则行根管治疗 ;根类正常者仍按干髓

术处理。用 500号裂钻围绕牙颈部制备宽 1 mm、深 0. 5 m m环形

沟槽 ,用 3%双氧水清洗隐裂及牙周后 ,取 32号结扎钢丝在沟槽

(下转 210页 )

　  　汪志德 ,男 , 45岁 ,副主任技师
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