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的表达机制!探
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促进合成和释放
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可能是
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参与哮喘气道神经源性炎性反应的机制
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干预能够有效地将其抑制&
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支气管哮喘与细胞信号传导的研究一直备受国内外学者

的普遍关注#有必要从基因水平研究神经生长因子$

/*c

%调

控免疫细胞因子表达的机制(

/*c

不仅是神经系统营养因

子)

F

*

#由于其能够高效地调控炎症细胞因子的作用而受到国内

外学者的关注(肿瘤坏死因子
:

'

$

C/c:

'

%是一种具有广泛生

物学活性的前炎症细胞因子#

C/c:

'

能诱导血管内皮细胞表

达黏附分子#促进炎症细胞的浸润与活化#刺激血小板活化因

子'白三烯等炎症介质的合成#从而导致气道高反应性(本研

究拟通过建立大鼠哮喘模型来研究
/*c

与
C/c:

'

的关系及

各自在哮喘气道炎症中的作用#并探讨其可能的机制(
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!

材料与方法

AGA

!

实验动物
!

9

周龄清洁级雌性
+-

大鼠
%$

只#按随机数

字表法将大鼠随机分为正常对照组$

'

组%'哮喘组$

;

组%'

/*c

干预组$

!

组%#每组
F$

只(

AGB

!

哮喘模型的建立及抗
/*c

干预
!

'

组!致敏过程以磷酸

盐缓冲液$

(;+

%代替卵清蛋白$

.U'

%注射#激发过程以盐水雾

化吸入#相关参数与
;

组相同&

;

组哮喘模型的构建方法于实

验第
F

天'第
F#

天致敏#即
.U'&$

"

L

由
F1

L

氢氧化铝乳化

后#腹腔注射
&$$

"

0

(第
&F

(

&J

天#将大鼠置于密闭容器内#

以超声雾化器雾化
%̂ .U'

盐水气溶胶并对其进行吸入激

发#每天
F

次#每次
%$148

(

!

组哮喘模型建立同
;

组#但于每

次激发前
%M

#先经鼻滴入抗大鼠
#

:/*c

抗体$稀释
FdD$

%

D$

"

0

#每日
F

次#连续
JE

(各组大鼠均于末次激发后
&#M

处

死#取组织标本进行相关检测(并通过肺功能检测'

AV

染色

观察肺组织病理变化'

;'0c

炎症细胞计数等多方面来证实模

型的成功建立(

AGC

!

肺组织病理标本制作)

&

*

!

灌洗后经气管向右肺注入
#̂

多聚甲醛使胸膜展平后#置
#̂

多聚甲醛中固定#常规石蜡包

埋#切片#厚度约
D

"

1

#

AV

染色#显微镜下观察支气管'肺组织

病理特征(
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重庆医学
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月第
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!

免疫组织化学
!

石蜡切片经常规处理后#滴加正常山羊

血清室温封闭
&$148

#然后按亲和素
:

生物素
:

过氧化物酶复合

物$

';!

%法进行免疫组织化学反应(阴性对照组用
(;+

代替

上述抗体(

AGE

!

原位分子杂交
!

石蜡切片经常规处理后#按经典方法进

行原位分子杂交(阴性对照用
(;+

代替上述抗体(用原位分

子杂交比较
%

组
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水平#
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半定量法测定大鼠肺

组织
/*c1Y/'

表达#
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法检测
%

组
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蛋白水

平变化(
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结果判定
!

观察
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及
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'
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'
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在肺组织的表达#并用显微图像分析系统测定
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个视

野的阳性系数和灰度值(阳性系数的计算参照文献)
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*的方

法(
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及其
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阳性细胞

均以胞质着色为主#阳性颗粒呈棕褐色或棕黄色(
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统计学处理
!

结果以
HZ;

表示#采用
+(++FFGD

统计软

件进行分析#计量资料采用单因素方差分析#两样本的多重比

较采用
0+-:8

检验&等级资料采用秩转换的非参数检验

$
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法#以
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$G$D

为差异有统计学意义(
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结
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果

BGA
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蛋白及
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的表达
!

;

组大鼠肺组织及其

周围可见大量的
/*c

蛋白及
/*c1Y/'

阳性细胞#而
!

组

则明显减少#

'

组大鼠仅见少量阳性细胞#见封
&

图
F

(

;

组大

鼠肺组织
/*c

蛋白'

/*c1Y/'

的平均灰度值$待测物质灰

度值越高#表明其在细胞中表达的量越低#反之#灰度值越低表

明其在细胞中表达的量越高%分别为
F#DZJ

'

F&9ZJ

&

'

组分

别为
F9BZJ

'

FBFZH

&
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组分别为
FDHZH

'

F%BZ9

#

%

组比较差

异有统计学意义$

8]FBGD$

'

I

$

$G$F

&

8]FDGB$

'

I

$

$G$F

&

8]

F#G9B

'

I

$

$G$F

%&各组大鼠肺组织
/*c

蛋白平均阳性系数
;

组大于
'

组#且
!

组小于
;

组#

%

组比较差异有统计学意义$
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]FG&B
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8]%G9D

'

I
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8]&GFB
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I

$

$G$F

%&其

/*c1Y/'

平均阳性系数为
;

组小于
'

组#且
!

组大于
;

组#

%

组比较差异有统计学意义$

8]FG&#

'

I

$

$G$F

&

8]%GHD

'

I

$

$G$F
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8]&GF#
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I

$

$G$F

%#见封
&

图
&

(其阳性产物平均灰

度值#见表
F

(

表
F

!!

各组大鼠肺组织
/*c

蛋白及
/*c1Y/'

平均阳性

!!!!

系数&平均秩'及平均灰度值比较

组别
#

/*c

蛋白

阳性系数 灰度值$

HZ;

%

/*c1Y/'

阳性系数 灰度值$

HZ;

%

'

组
F$ FG&B

"

F9BZJ

"

FG&#

"

FBFZH

"

;

组
F$ %G9D F#DZJ

!

%GHD F&9ZJ

!

!

组
F$ &GFB

"

FDHZH

"

&GF#

"

F%BZ9

"

A5 [ %FG%& F$%G&D

%

&BGJF &DJG%H

%

I [

$

$G$F

$

$G$F

$

$G$F

$

$G$F

!!

"

!

I

$

$G$F

#与
;

组比&

%

!

O

值&

[

!表示无此项(
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C/c:

'

蛋白及
C/c:

'

1Y/'

的表达
!

;

组大鼠
C/c:

'

蛋白及
C/c:

'

1Y/'

的灰度值分别为
F#FZJ

'

F&JZJ

&

'

组

分别为
FJDZ9

'

FJBZB

&

!

组分别为
FH#Z9

'

FDDZH

&

%

组比较

差异有统计学意义$

8]&9G#$

'

I

$

$G$F

&

8]&&G&&
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I

$

$G$F
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各组大鼠肺组织中
C/c:

'

蛋白平均阳性系数为
;

组大于
'

组#且
!

组小于
;

组#

%

组比较差异有统计学意义$

8]FGHF

'

I

$

$G$F

&

8]%G9$

'

I

$

$G$F

&

8]&G%D

'

I

$

$G$F

%&其
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1Y:

/'

平均灰度值为
;

组大于
'

组#且
!

组小于
;

组#

%

组比较

差异有统计学意义$

8]FG#J

'

I

$

$G$F

&

8]%G9F

'

I

$

$G$F

&

8]

&GFB

'

I

$

$G$F

%#见表
&

(

;

'

!

组血清
C/c:

'

水平明显高于
'

组$

I

$

$G$D

%&

!

组血清
C/c:

'

水平低于
;

组$

I

$

$G$D

%(见

封
&

图
%
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表
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各组大鼠肺组织
C/c:

'

蛋白及
C/c:

'

1Y/'

!!

平均阳性系数&平均秩'及平均灰度值比较

组别
#

C/c:

'

蛋白

阳性系数 灰度值$

HZ;

%

C/c:

'

1Y/'

阳性系数 灰度值$

HZ;

%

'

组
F$ FGHF

"

FJDZ9

"

FG#J

"

FJBZB

"

;

组
F$ %G9$ F#FZJ

!

%G9F F&JZJ

!

!

组
F$ &G%D

"

FH#Z9

"

&GFB

"

FDDZH

"

A5 [ %$G%& F&FGD%

%

%FGF# &%FGDD

%

I [

$

$G$F

$

$G$F

$

$G$F

$

$G$F

!!

"

!

I

$

$G$F

#与
;

组比&

%

!

O

值&

[

!表示无此项(

C

!

讨
!!

论

支气管哮喘是一种气道炎症性疾病#其炎症发生与调控气

道的神经系统之间存在复杂的相互作用(气道神经激活和气

道上皮的相互作用在其中起着重要作用)

%

*

(已有研究表明#支

配气道的感觉神经及其相关营养因子可能与气道炎症的形成

密切相关#并提出了气道神经源性炎症学说)

#:D

*

(众多的实验

证明哮喘状态下
/*c

及其受体表达升高)

H:J

*

#在哮喘患者血清

和支气管肺泡灌洗液中
/*c

的水平明显升高)

9

*

#同时#国内外

有许多资料均已证实
C/c:

'

对气道炎症具有促进作用)

B:F$

*

(

哮喘组大鼠血清'

C/c:

'

浓度较正常对照组增高#通过趋化激

活中性粒细胞等炎性细胞共同参与气道炎症的形成#在气道炎

症的持续和放大中起到重要作用#说明其在气道炎症发病中具

有重要意义(在炎症情况下#

C/c:

'

和
/*c

相互之间有何影

响+ 正是本实验要探讨的症结所在(本实验测定了哮喘大鼠

肺组织
C/c:

'

1Y/'

的表达#并观察了拮抗
/*c

作用后哮

喘大鼠
C/c:

'

表达的变化(发现哮喘大鼠肺组织
C/c:

'

1Y:

/'

的表达及血清
C/c:

'

水平均较正常对照组增高#而应用

了抗
/*c

抗体拮抗了
/*c

作用后
C/c:

'

表达水平下降(由

此#可判断哮喘大鼠炎症发作可能是由于肺组织
C/c:

'

1Y:

/'

表达增加#

C/c:

'

生成增多所致(阻断内源性
/*c

可降

低哮喘大鼠肺组织
C/c:

'

1Y/'

的表达#提示
/*c

可能通

过调节
C/c:

'

的表达参与哮喘发病(

/*c

可能通过增进肺

组织
C/c:

'

1Y/'

的表达作为参与哮喘的发病机制之一(

本实验结果显示#与正常大鼠比较#哮喘大鼠肺组织$主要为免

疫炎性细胞和气道结构细胞%中
/*c

蛋白及
/*c1Y/'

表

达显著增加#说明哮喘状态下
/*c

增高主要是由于支气管'肺

组织细胞合成增加所致#同时还发现#拮抗
/*c

生物活性则能

够有效抑制
C/c:

'

的合成和分泌(从本研究结果可推测#哮

喘气道神经源性炎症发病机制中可能存在一个循环作用链!气

道上皮'支气管'肺组织炎性细胞$嗜酸性粒细胞等%合成
/*c

增加#合成的
/*c

刺激细胞合成
C/c:

'

增多#

C/c:

'

再作用

于气道效应细胞$上皮细胞'平滑肌细胞等%而触发气道神经源

性炎性反应#反过来#炎性反应又可以显著上调肺组织
/*c

的

表达#从而形成恶性循环#拮抗
/*c

生物活性则能够有效抑制

C/c:

'

的合成和分泌#达到减轻哮喘气道高反应等病理生理
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期



改变的目的(在国外研究中#

+4OK6<734

等)

FF

*报道哮喘发作期患

者
C/c:

'

水平明显高于缓解期及对照组患者#而且哮喘病情

越严重#持续时间越长#血清
C/c:

'

浓度越高&反之#病情越

轻#持续时间越短#血清
C/c:

'

浓度越低(

;?8484

等)

F&

*在其研

究中发现#哮喘患者血清
/*c

水平增高#且过敏性哮喘患者血

清
/*c

水平比非过敏性哮喘患者高(对过敏性哮喘小鼠进行

抗
/*c

处理#可明显减轻哮喘引起的气道高反应性(

综上所述#

/*c

可以通过调节合成和分泌
C/c:

'

表达参

与哮喘神经源性炎性反应而在哮喘气道炎症中发挥作用&同时

抗
/*c

干预可下调
C/c:

'

1Y/'

表达和蛋白分泌水平#减

轻哮喘气道炎症#参与哮喘的整个病理生理过程#从而有利于

对于哮喘气道炎症的控制#因而能为哮喘防治提供新的思路(
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