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参与了内毒素诱导气道黏液高分泌的发生&
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呼吸道过度分泌黏液和黏液成分改变所致的黏稠度增加

可引起气流阻塞和呼吸道反复感染)近年来研究证明#气道黏

液高分泌增加了慢性气道疾病的住院率及病死率#是影响病情

和预后的独立危险因素'

!
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)由于目前尚无治疗气道黏液高分

泌特异有效的药物#因此进一步阐明气道黏液高分泌的发生机

制#将有助于干预气道黏液调控的重要环节#有效控制气道黏

液高分泌)本研究以大鼠为研究对象#探讨过氧化物酶体增殖

物激活受体
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&在内毒素诱导气道黏液高分泌中的作用及其机制)
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动物模型制备及分组
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周#随机分为对照组和内毒素

组)对照组以
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戊巴比妥钠$
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&腹腔注射#麻醉生效

后切开颈部皮肤#暴露气管#向气管内注入生理盐水
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#

随后将大鼠直立#并轻轻晃动
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)内毒素组操作方法同
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(的方法#气管内注入浓度为
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标本收集
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气管注药后第
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麻醉大鼠#取其右中肺置于
%X

甲醛中固定#剪取

靠近中心气道的其余右肺组织置液氮中保存备用)
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气道上皮杯状细胞计数及黏液物质测定
!

采用
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及阿

辛蓝
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过碘酸雪夫$
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&染色进行杯状细胞计数及检测气

道黏液物质表达)于光镜$

Y"&&

&下采集
E

个完整的支气管横

断面图像#计算杯状细胞占所有上皮细胞的比例#并采用积分

法进行半定量分析#杯状细胞占上皮细胞比例!
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图像分析系统以相对

着色面积表示气道黏液物质的表达)
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气道及肺组织
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蛋白测定
!

用免疫组

化链 菌 素 过 氧 化 物 酶 连 接 $
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表达)用
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代替一抗作阴性对照)阳性

细胞呈棕黄色)高倍镜下观察
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为胞浆显色#
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为胞核显色)应用
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进行图像分析#以平

均积分光密度为指标对免疫组化染色进行定量分析)
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检测气道及肺组织
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表达)取靠近中心气道及右肺组织#用
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常规一步法

提取气道及肺组织总
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)按
HWRF

合成试剂盒说明配置反

应体系#在
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仪中进行反应#逆转录合成第
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#以

此为模板分别加入
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*甘油醛
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磷酸脱氢酶
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&引物及荧光染料在实时定量
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仪上进行扩增#
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预变性
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变性
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引物序列!上游引物
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#下游引物
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引物序列!上游引物
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#下游引物
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#扩增长度为
!%!J

P

)上述

引物由上海生物工程技术服务有限公司合成)将实时定量
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仪检测荧光强度的时相统一设定在扩增反应退火期#采

用
E&Z

*

#&0

作为退火期)测定各样品循环阈值$
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值&#并

与标准曲线进行比较#计算目的基因相对于管家基因的定量)
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统计学方法
!

采用
.?..!&$&

统计软件进行统计学分

析)数据以
Ng9

表示#多组间均数比较采用方差分析#均数两

两比较采用
@

检验)相关性分析采用
?I450@6

法)以
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为差异有统计学意义)
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结
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果
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气道上皮杯状细胞及黏液物质的变化
!

与对照组比较#

内毒素组气道上皮杯状细胞积分及气道黏液物质的表达明显

增加$表
!

&)

表
!

!!

两组大鼠气道上皮杯状细胞积分及黏液物质

!!!!!

变化#
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组别 杯状细胞积分$分&

F,>?F.

染色阳性相对着色面积$
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&

对照组
&$E&g&$!! %$!Dg&$C&

内毒素组
"$C#g&$##

"

E'$%AgA$EC
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!与对照组比较#
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气道及肺组织
- /̀EF/

*

??F<

,

蛋白及
8<RF

的表达

!

- /̀EF/

阳性染色颗粒主要见于支气管黏膜上皮#部分见

于黏膜下腺体$插页
&

图
!

*

"

&)与对照组比较#内毒素组气道

及肺组织
- /̀EF/

蛋白及
8<RF

表达明显增加)

??F<

,

阳

性染色颗粒主要见于气道上皮细胞*气道及肺泡周围浸润的炎

症细胞)与对照组比较#内毒素组气道及肺组织
??F<>

,

蛋白

及
8<RF

表达增加$表
"

&)

>$?

!

相关性分析
!

内毒素组气道及肺组织
??F<

,

蛋白表达

水平与气道及肺组织
- /̀EF/ 8<RF

表达水平呈负相关
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表
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两组大鼠气道及肺组织
- /̀EF/

'

??F<

,

蛋白及
8<RF

的表达#
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-h'

&

组别
- /̀EF/

平均积分光密度 相对拷贝数

??F<

,

平均积分光密度 相对拷贝数

对照组
!CDE$&&g"#'$&E "$%"g&$'D D"E$D%g!&C$&" "$"#g&$E#

内毒素组
#AAD$AEgE!#$!#

"

#A$&#gA$%#
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'$&&g!$%%
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!与对照组比较#
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讨
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气道黏液主要由气道上皮杯状细胞*黏膜下腺体分泌#适

量黏液分泌对保持黏膜湿润*防御病原微生物和有害物质的侵

入及维持黏液纤毛清除功能具有重要作用)黏蛋白$

8GH26

#

- /̀

&质和量的变化对黏液的黏弹性起主要作用#其中由杯状

细胞产生的
- /̀EF/

不管是在健康个体还是气道疾病患者

都是气道分泌黏液中最主要的黏蛋白成分'

#

(

)

- /̀

过度表

达*气道上皮杯状细胞*黏液分泌细胞增生与化生以及贮存的

黏蛋白分泌增多是气道黏液高分泌发生的主要病理机制)许

多因素#如空气污染物*细菌成分*细胞因子*炎症介质等都可

增加气道上皮细胞
- /̀

表达#导致气道黏液高分泌)由于细

菌感染是慢性气道疾病发生*发展和反复加重的重要因素#尤

其革兰阴性菌是最主要的致病菌之一#因此感染对
- /̀

表达

信号通路的调控倍受关注)

??F<

,

于
!AA&

年由
_00I8466

和
*5II6

'

%

(首先从小鼠肝

脏克隆出来#是一类由致密分子构成依赖配体激活的核转录因

子#主要功能是与配体结合后通过对靶基因转录的调节引起蛋

白合成和使生物学效应发生改变)早期研究认为#

??F<

,

的

功能仅限于调控脂肪细胞分化*脂质和糖代谢)近年来研究发

现#

??F<

,

除具有调节脂肪代谢*糖代谢*细胞分化凋亡等生

物学效应外#还可能参与炎症控制并具有免疫调节作用'

E

(

)对

呼吸系统的研究发现#气道上皮*支气管黏膜下层和气道平滑

肌均有
??F<

,

表达#可能与慢性气道炎症有关'

'>C

(

)

,255IN

等'

D

(对大鼠预先给予
??F<

,

激动剂...罗格列酮处理#能明

显减少内毒素$

9?.

&刺激引起的气道中性粒细胞聚集和多种

细胞因子的释放)在哮喘的动物模型中#雾化吸入罗格列酮后

可使
_9>"

*

_9>%

和
_+R>

,

等细胞因子产生减少#肺部炎症减

轻#黏液分泌减少'

A

(

)本研究结果显示#在正常大鼠气道及肺

组织有少量
??F<

,

蛋白及
8<RF

表达#气管内注射
9?.

后

气道上皮杯状细胞*气道黏液物质*气道及肺组织
- /̀EF/

蛋白及
8<RF

表达明显增加#机体出现气道黏液高分泌改变#

同时气道
??F<

,

蛋白及
8<RF

表达亦有所增加)表明
9?.

作为革兰阴性细菌细胞壁外膜的主要结构成分#侵入机体后可

刺激气道上皮杯状细胞数目增多#上调气道上皮细胞
- /̀

基

因
- /̀EF/

的表达#促进
- /̀

的合成#而
??F<

,

参与了细

菌诱导气道黏液高分泌的发生)进一步的相关性分析显示#气

道及肺组织
??F<

,

蛋白表达水平与气道及肺组织
- /̀EF/

8<RF

表达呈负相关#提示
??F<

,

对
9?.

诱导的气道黏液

高分泌可能存在负性调控作用#但具体的调控机制是否与

??F<

,

的抗炎作用有关尚待深入研究)
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管通透性促进腹水形成)

免疫组化结果表明#

?(9

组大鼠肠系膜
()*+

染色呈强

阳性#而
.U

组则呈弱阳性#两组主要在血管内皮细胞胞浆中

表达)由于在预实验中#作者观察到术后第
#

天大鼠腹水形成

总量和腹水
()*+

含量最高#故只选择术后第
#

天大鼠肠系

膜作
()*+8<RF

分析)结果表明#术后第
#

天
?(9

组大鼠

肠系膜组织
()*+ 8<RF

表达明显高于
.U

组#与
*II530

等'

%

(研究结果一致)国外学者通过复制门静脉高压小鼠模型

也得出了同样结果'

E>'

(

)业已证实#

()*+

是强有力的血管生

成因子#可以引起血管内皮细胞分裂增生并形成新生血管#减

少细胞凋亡#促进细胞增生#对不同器官损伤均起到一定保护

作用'

C>D

(

)但研究发现
()*+

促血管再生的同时亦可使血管

通透性增高#导致液体渗出增加)

有资料表明#沙利度安通过降低
=R+

"

"

而下调
()*+

表

达#通过产生氢氧基等发挥抗血管新生作用'

A>!!

(

)本研究结果

显示#采用沙利度安腹腔注射
#:

后大鼠腹水形成总量与
?(9

组相比明显减少%同时肠系膜组织
()*+8<RF

表达亦明显

降低)作者推测沙利度安可能通过下调
()*+

表达来减少腹

水形成)

9@

P

Id>=4N4;I54

等'

!"

(研究显示沙利度安可改善门静

脉高压大鼠高动力内脏循环状态#并可降低门静脉压力)

综上所述#门静脉高压可增加由于渗透性改变所致大鼠

腹水形成#

()*+

高表达可能与大鼠腹水形成有关#抑制

()*+

的活性可能是治疗肝硬化患者顽固性腹水的一种新的

治疗策略)

"衷心感谢日本福冈大学医学部消化内科向坂彰太郎教授

对本文的大力支持和帮助%
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