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　　提　要　目的: 探讨支气管哮喘肺内嗜酸性细胞 ( Eo s)增多与 Eos凋亡异常的关系。方法: 采用卵蛋白

致敏的豚鼠哮喘模型和原位细胞凋亡 DNA末端标记检测方法 ,动态观察肺组织 Eos浸润、支气管肺泡灌洗

液 ( BALF)细胞学和 Eos凋亡的变化。结果: 致敏豚鼠抗原激发后 , 血管周围 Eos迁移和浸润主要发生在 24

h以内 , 而支气管周围 Eos浸润和 BALF内 Eos增高持续 1周以上。哮喘豚鼠第 24 h, 48 h , 72 h Eos凋亡率

分别为 [ ( 2. 1± 1. 3)% , ( 3. 7± 2. 3)% , ( 4. 6± 2. 7)% ,显著低于正常豚鼠 ( 10. 1± 3. 4)% , P < 0. 05 ],至 168

h才接近于正常水平。结论:哮喘肺内 Eos凋亡受到抑制 ,生存时间延长 ,导致肺内 Eos增多持续存在 , 在哮

喘的发病中可能起着重要作用。
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　　支气管哮喘是种慢性炎症性疾病 ,涉及多种炎性

细胞 ,其中嗜酸性细胞 ( Eos)起着尤为关键的作用 ,无

论是哮喘急性期还是缓解期 ,肺组织内均有明显的

Eos浸润 ,并与病情严重程度相平行。哮喘肺内 Eos增

加和持续存在 ,除了与骨髓释放、局部粘附趋化作用增

强以外 ,推测还可能与 Eos在肺组织内生存时间延

长 , 即凋亡受到抑制有关 [1 ]。本研究采用原位细胞凋

亡检测方法 ,并结合支气管肺泡灌洗液 ( BALF)和肺

组织病理学检查 , 动态观察了哮喘豚鼠体内 Eos凋亡

的变化。

1　材料与方法

1. 1　哮喘豚鼠模型
　　 雄性豚鼠 400 g～ 500 g, 本校动物所提供。采用卵白蛋白

致敏和激发建立豚鼠哮喘模型 ,激发时吸入 2%卵白蛋白生理

盐水 1 h。动物分为正常对照组和哮喘激发组 ,后者再根据哮喘

发作后取材的时间进行分组。分别于哮喘激发后 1 h, 8 h, 24 h ,

48 h, 72 h, 168 h取材。

1. 2　支气管肺泡灌洗
　　 3%戊巴比妥 1 ml腹腔内注射处死动物。气管插管 , 5%小

牛血清的 Hanks液灌洗 ,每次 5 ml共 6次。灌洗液回收率达

80%以上。

1. 3　肺组织学检查
　　处死动物后 ,从右肺中叶和下叶固定部位切取肺组织块 ,

10%福尔马林固定 ,常规石包埋切片 , HE染色 ,光镜检查 ,肺组

织 Eos浸润 ,水肿和上皮损伤程度 ,参照 Underwood制定的标

准进行评分 [2]按等级资料作半定量。

1. 4　 Eos分离固定

　　 BALF离心 ,第 1管上清 - 70℃保存待测 ,细胞制成悬液 ,

取少许悬液用于白细胞总计数 , Eos绝对计数 ,分类计数。细胞

悬液加终浓度为 10 nmol /L的 f MLP ( Sigma ) , 37℃孵育 10

min,加于比重调为 1. 085的 Pe rcoll分离液 ( Pharmacia)上面 ,

底部为 1. 100 Perco ll, 1000× g离心 15 min。离心后取位于

1. 085和 1. 100介面之间的 Eos,纯度和活力均 > 97%。 Eos涂

片 ,玻片预先用 APES粘附剂 (中山公司 )处理以防脱落 , 4%多

聚甲醛固定 30 min,用于下述细胞凋亡检测。

1. 5　原位细胞凋亡检测
　　试剂盒购自宝灵曼公司 ,参照说明书略加修正操作。0. 1%

Triton 4℃通透 2 min, PBS漂洗。加入由末端脱氧核苷酸转移

酶 ( Td T ) , 脱氧三磷酸核苷 ( dN TP)和荧光素标记的脱氧三磷

酸尿苷 ( dU TP)组成的混合物 30μl, 37℃反应 60 min。PBS漂

洗 , 碱性磷酸酶 ( AP )连接的抗荧光素抗体 30μl 37℃反应 30

min,终止反应 , BCIP /NBT显色 , Eos特异性染色剂复染 ,光镜

下观察。

1. 6　统计分析
　　各组 BALF细胞数量和凋亡细胞百分率以 x-± s表示 ,采

用非配对资料 t检验。

2　结果

2. 1　 BALF细胞学变化 ,见表 1

　　未致敏豚鼠 BALF细胞总数为 ( 77± 21)× 105 /ml, 抗原激

发 8 h后 ,细胞总数即显著增高 ,与正常对照组相比增高 300% ,

24 h～ 72 h处于高峰时期 ,至 168 h细胞总数仍显著高于正常
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(P < 0. 001)。豚鼠哮喘激发后 , Eo s增高的时间过程与细胞总

数的变化类似 , 72h Eos最高达 ( 246± 84)× 105 /ml为正常值

的约 50倍 , Eo s增高维持至少 168 h。

2. 2　肺组织病理学变化 ,见表 2

　　未致敏豚鼠病理学检查未发现明显异常 , 个别豚鼠可见

轻度 Eos浸润 ,但无明显炎性改变。致敏豚鼠抗原吸入 1 h即见

嗜酸性细胞在血管腔内聚集 ,血管周围 Eos浸润 48 h明显减

少 ,而支气管周围 Eos浸润持续存在 ,部分形成细胞粘液栓位

于管腔内 ,并有上皮脱落和水肿 ,见图 1。

表 1　哮喘豚鼠 BALF细胞学变化 ( x-± s )

Tab 1　 Time-course of the change in cell numbers in

BALF from sensitized guinea-pigs af ter challenge(x-± s )

Group n
Tim e af ter

challenge( t /h)
Total

(× 105 /m l)
Eos

(× 105 /ml )
MΥ

(× 105 /ml )

Cont rol 6 77± 21 5± 2 71± 18

Ant igen 6 8 231± 65* 99± 29* 112± 20*

24 373± 140* 108± 52* 201± 34*

48 353± 129* 124± 45* 191± 42*

72 582± 201* 246± 84* 303± 71*

168 282± 104* 87± 63* 172± 101*

* : P < 0. 001 vs cont rol; MΥ: Mac rophage

表 2　哮喘豚鼠肺组织炎性变化 (n= 4)

Tab 2　 Inf lammatory change in lung tissue f rom sensitized guinea-pigs af ter challenge (n= 4)

Time af ter challenge( t /h ) Periv as cular eosinophilia Peribronchiolar eosinophi lia Odema Epi th elial damag e

Cont rol 1( 0～ 1)* 0( 0～ 1)* 0( 0～ 1)* 0( 0～ 0)*

1 2( 1～ 2) 1( 0～ 1) 1( 0～ 1) 0( 0～ 1)

8 5( 4～ 5) 4( 3～ 5) 2( 2～ 2) 2( 2～ 3)

24 4( 3～ 5) 5( 5～ 5) 4( 4～ 5) 5( 4～ 5)

48 1( 1～ 3) 5( 5～ 5) 5( 4～ 5) 4( 5～ 5)

72 1( 1～ 2) 4( 4～ 5) 4( 3～ 4) 5( 5～ 5)

168 0( 0～ 1) 3( 2～ 5) 1( 1～ 2) 4( 3～ 5)

* : Grade acco rding to r eference 2; pr esented as median with the range in pa renthesis

2. 3　 Eos凋亡变化 ,见图 2

　　少数凋亡细胞染成紫蓝色 ,细胞体积缩小 ,其余正常细胞

呈淡红色 ,表明所分离细胞的高纯度性及本法检测凋亡的特异

性。对照组豚鼠 BALF的 Eos凋亡率为 ( 10. 1± 3. 4)% ,豚鼠哮

喘发作后第 24 h , 48 h, 72 h Eos凋亡率分别为 ( 2. 1± 1. 3)% ,

( 3. 7± 2. 3)% , ( 4. 6± 2. 7)% ,显著低于正常豚鼠 ( P < 0. 05) ,

至第 7天 , Eos凋亡率升至 ( 8. 5± 3. 1)% , 接近于正常组水平。

图 1　豚鼠哮喘发作 72 h后肺组织病理改变 ;大量 Eos聚集在支气管腔内　 ( HE× 200)

Fig 1　 Bronch ial lumen from a sensitized guinea pig 72 h af ter ant igen inhalat ion containing great many eosinophils　 ( HE× 200)

图 2　豚鼠哮喘发作 24h后 BALF分离的 Eos原位凋亡检测 ,碱性磷酸酶系统 BCIP /NBT显色 ,

chromotrope 2R复杂 ,呈紫蓝色者为凋亡细胞　 (× 400)

Fig 2　 Apoptosis detection of eosinophils isolated from BALF of a sent izied guinea-pig 24h af ter antigen inhalation by

in situ tailing. Stained with BCIP /NBT and chromotrope 2R. Only two cells are lablled by tailing　 (× 400)
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3　讨论

　　本研究观察了豚鼠哮喘模型肺内 Eos浸润及凋

亡的动态变化。抗原激发后 , 肺组织和 BALF内 Eos

迅速升高 , 72 h达到最高峰 , Eo s增高持续 1周以上。血

管周围 Eos浸润早于肺组织 ,抗原激发后 8 h～ 24 h最

为明显 , 此后迅速降低 ,肺内 Eos浸润过程与既往文

献 [2, 3 ]报道基本一致 , 本研究 BALF回收的 Eos和

白细胞的总计数要高于一般文献报道 1～ 2个数量级 ,

可能与抗原吸入时间较长有关。另外本研究发现肺血

管 Eos迁移主要发生在抗原激发后 24 h以内 ,较 Un-

derw ood等报道的时间 48 h要短。从 BALF细胞学变

化来看 , Eos 24 h未达到最高峰 ,至 72 h Eos进一步增

高 ,这可能是 Eos在肺内发生再分布的结果 ,即肺泡

间质和支气管壁粘膜浸润的 Eos进一步向肺泡和支

气管腔内迁移的结果。支气管周围 Eos浸润变化为这

一推测提供了佐证。既然肺血管 Eos迁移主要发生在

抗原激发后 24 h内 , Eos在肺内持续存在 1周以上的时

间 ,提示这些早期浸润的 Eos可在肺内存活 7 d以上

的时间。

　　既往限于方法学的限制 ,对哮喘体内 Eos凋亡变

化知之甚少。外周血 Eos存活时间大约为 25 h[ 4] , Eos

在体外只能存活 2 d～ 3 d,但加入细胞因子 IL-3, IL-5

或 GM-CSF时 , Eos存活时间显著延长 ,可以存活 1～

2周 [5, 6 ]。本研究发现哮喘豚鼠肺内 Eos凋亡率很低 ,抗

原激发后 1 d～ 3 d显著低于正常豚鼠 ,至第 7天 Eos凋

亡率升高接近于正常水平。结合肺组织学和 BALF细

胞学的变化 ,本研究结果表明 ,哮喘体内 Eos凋亡受

到抑制 , Eos在肺组织内存活时间延长。

　　细胞凋亡是生物体内存在的一种普遍现象 ,对维

持组织细胞的平衡起着重要作用。凋亡细胞在内切酶

作用下发生 DNA裂解 ,形成许多大约相差 200 bp的

DNA裂解片段 ,电泳时呈梯状改变 ,这是检测凋亡最

具特异性的方法 ,但此方法只能观察群体细胞的凋亡

现象 ,对个别细胞凋亡无法进行定量检测 , 除 DNA凝

胶胶电泳外 ,还有荧光染料染色和形态学观察等方法 ,

均有局限性。本研究采用 DNA末端标记法 ,可对个别

细胞凋亡进行检测 ,并有较好的特异性和敏感性
[7 ]
。

检测的基本原理为: 凋亡细胞 DNA裂解后 ,很多

DNA3-'O H末端暴露 ,通过 Td T作用 ,使 DNA裂解

片段延升并被标记。

　　肺内 Eos浸润增加是支气管哮喘的一个显著特

征 , 即使是缓解期哮喘 ,支气管膜亦可见了 Eos浸润。

Eos浸润程度与哮喘的病情严重程度如气道高反应性

和 FEV1. 0密切相关
[8 ]
。本研究发现支气管 Eos浸润

程度与气道上皮损害和组织水肿呈平行关系。激活的

Eos通过释放阳离子蛋白 , 主要碱基蛋白等多种毒性

产物 ,造成气道上皮损伤 ,引起气道高反应性。 Eos在

肺内存活时间延长 ,将进一步加重气道上皮的损伤 ,这

可能是慢性哮喘迁延不愈的一个重要原因 , 进一步探

讨诱导哮喘体内 Eos凋亡的方法 ,对指导临床治疗具

有重要意义。
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Dynamic changes in eosinophil infiltration and apoptosis in asthmatic

guinea pigs
 

Lai Kefang , Wang Chang zheng , Guo Xianjian, Qian Guisheng ( Depar tment of Respira to ry Disea ses, Xinqiao Hospital,

Third M ili ta ry Medica l Univ er sity , Chongqing , 400037)

　　 Abstract　Objecti ve: To investig ate the r elationship betw een pulmonar y eosinophil ( Eos) infiltra tion

and apopto tic dysr egula tion in asthma tic guinea pig s. Methods: Af ter the model o f asthma w as establish ed

with ovalbumin sensitiza tion in guinea pig s, th e dynamic changes of pulmonar y Eo s infiltr ation, cy tolog y of

braonchoalv eolar lav age fluid ( BALF) and apopto sis w ere obse rv ed with in situ DNA tailing tech nique. Re -

sults: Th e increa se in Eo s infiltr ation ar ound the blood vessels occurr ed within 24 h w hile tha t a round the

bronchi and inc rease o f Eos number in BALF per sisted for a t lea st 7 d after the sensitiza tion. The ra tes of

Eos apopto sis in a sth ma tic guinea pig s at th e 24th , 48th and 72nd h afte r the sensitization w ere respectiv ely

( 2. 1± 1. 3)% , ( 3. 7± 2. 3)% and ( 4. 6± 2. 7)% , which w ere significantly low er than those in the no rma l

guinea pig s ( P < 0. 05) . Conclusion: The Eos infiltr ation in the lung s is inhibited to result in pro longed in-

crease of Eo s, which may pla y an impo rtant r ole in the pathogenesis o f asthma.

　　 Key words　 asthma; apoptosis; eosinophil; br onchoalv eo la r lav age fluid; guinea pig

　 　 This pr oject w as suppo rted by the Nationa l Natura l Science Foundation of China, No . 39670337

　　 (上接 197页 )

色 ,吻合口通畅 ,病理见胃窦浆肌层纤维化 ,未见肌间神经丛及

神经节细胞 ,吻合口周围炎明显。胆酸明显升高。C组: 十二指

肠肌电图几乎呈一条直线 ,胃体、底与正常无明显差异 ,有轻、

中度胃潴溜 ,及胆汁返流。吻合口周围炎性反应明显 ,胆酸明显

升高。

3　讨论

　　传统胃大部切除治疗消化性溃疡已有 100多年的历史 ,虽

然效果肯定 ,但是并发症多 ,尤其是切除幽门后致返流性胃炎

进一步可发展成残胃癌 ,越来越受到重视。1969年 Johnston [1]

开始用高选迷切治疗十二指肠球部溃疡 ,其主要优点是: 保留

了胃窦、幽门的神经 ,同时保留了幽门 -十二指肠的解剖完整

性 ,不需附加引流 ,不但能达到一定的降酸效果 ,而且不会发生

胆汁返流和胃大部切除术的一些并发症。但是该术式常因迷切

不完全以及术后因胃窦 G细胞分泌过多的胃泌素导致复发率

增高 (一般报道 10% ～ 45% ) [2] ,为了克服胃大部切除和 HSV

两术式的缺点 ,我科于 1988年设计了 HSV+ HG治疗消化性溃

疡 [3]。为了解该术式对预防胆汁返流和对胃功能的影响 ,我们

于 1992年开始进行动物实验研究 ,从胃肌电图、胆酸测定、病理

及术中肉眼观察结果显示 , HSV+ HG由于保留了胃窦浆肌层

的功能 ,在其带动下胃及幽门的功能不受影响。HSV+ HG不

但能防止胆汁返流 ,而且 ,对胃及幽门的功能无影响 ,在高选迷

切的基础上加作含胃窦粘膜在内的半胃切除 ,可以减少溃疡复

发。保留了胃十二指肠解剖完整性 ,不会发生胃大部切除的一

些并发症 ,认为是目前治疗溃疡病较理想的术式 ,值得临床推

广应用。

　　关键词　胃疾病 /外科手术 ;高选迷切加半胃切除

　　中图法分类号　 R656. 6
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