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在哮喘小鼠的表达及影响的研究
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!!

摘
!

要"目的
!

观察子宫珠蛋白相关蛋白
(

!

aNLP0(

#基因在小鼠肺组织的表达及地塞米松对其的影响$方法
!

将
#+

只小

鼠随机分为哮喘模型组%地塞米松干预组%空白对照组$用实时荧光定量
PIL

法分别检测小鼠末次激发后
+5

和
1!5

肺组织

aNLP0(?LK2

的量+用
((

I9

法计算其相对值"作为标本的
aNLP(

基因在
?LK2

水平上的相对表达量"并用酶联免疫吸附法

!

C̀ XH2

#测肺泡灌洗液!

M2̀ \

#中
aNLP(

水平$结果
!

在末次激发后
+5

处死的哮喘模型组及地塞米松干预组间
aNLP0(?L0

K2

量比较差异无统计学意义!

@

$

")"3

#"但均显著低于空白对照组!

@

&

")"3

#(在
1!5

处死的哮喘模型组%地塞米松干预组和空

白对照组间肺组织
aNLP0(?LK2

含量两两间比较差异有统计学意义!

@

&

")"3

#"空白对照组表达最高"哮喘模型组最低$

+5

处死的小鼠
M2̀ \

中
aNLP0(

的量+地塞米松干预组和哮喘模型组差异无统计学意义!

@

$

")"3

#"空白对照组含量最高(

1!5

处

死的小鼠地塞米松干预组
aNLP0(

量较
+5

批有明显升高!

@

&

")"3

#"与空白对照组比较差异无统计学意义!

@

$

")"3

#"哮喘模

型组含量最低!

@

&

")"3

#$结论
!

哮喘小鼠肺组织
aNLP0(

及其基因表达在
+5

和
1!5

均较空白对照组明显降低(地塞米松能

促进
aNLP0(

基因的表达"并能维持其蛋白的稳定$
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子宫珠蛋白相关 蛋 白
(

(

<9>:&

8
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D
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!

aNLP0(

)为子宫珠蛋白%
;E6:6

细胞分泌蛋白(

aN

%

IIHP

)超家

族成员"人类
aNLP0(

基因定位于
3

Y

#1

!主要分布于肺组织!

甲状腺有少量表达!为一同型二聚体蛋白!含
*(

个氨基酸残

基"研究表明
aNLP0(

在肺部表达可抑制变态炎症反应&

(01

'

*

最近发现
aNLP0(

为一肺生长因子!在肺发育全过程均发挥

作用&

#

'

"哮喘小鼠中
aNLP0(

与
X̀0!

#

X̀03

#

X̀0*

#

X̀0(#

等

BV

1

细胞因子呈负相关!但
aNLP0(

基因的表达在哮喘小鼠

肺组织连续时间段的变化规律!国外文献报道有矛盾"有学者

报道哮喘小鼠的
aNLP0(

基因表达在
+5

和
1!5

均明显低于

空白对照组(

@

&

")"3

)!但随后实验又得到相反结论!即在
1!

5

后与空白组差异无统计学意义(

@

$

")"3

)

&

!0+

'

*地塞米松对气

道变态炎症反应有确切作用!但对
aNLP0(

表达的影响还未

见报道"本实验通过检测小鼠哮喘组#空白对照组#地塞米松

干预组在末次激发后
+5

和
1!5

肺组织
aNLP0(?LK2

及

M2̀ \

中
aNLP0(

的含量!了解它们之间相互关系!为哮喘的

发生寻找新的理论依据!为哮喘治疗探索新的途径"

!

!

材料与方法

!)!

!

试剂
!

天根
LK2-'?

D

E>B&96ELK2O'9

总
LK2

提取试

剂盒#日本
B&

F

&=&L>Q>:B:62;>0

#

0BJ

逆转录试剂盒#天根

L>6EJ6-9>:J'̂

(

HWMLN:>>.

)荧光定量试剂盒#美国
L%

公司

小鼠
aNLP0(C̀XH2

试剂盒"

!)"

!

实验动物
!

M2̀ M

%

;

小鼠(购于华西实验动物中心)鼠龄

+

周!雌性!体质量
($

8

左右!无特定病原体(

HP\

)级"

!)#

!

动物模型实验分组
!

#+

只
M2̀ M

%

;

小鼠随机分为
#

组!

(

(

)哮喘模型组$小鼠在第
(

天和第
$

天腹部注射抗原混悬液

(鸡卵清蛋白
4]23"

"

8

!氢氧化铝
1?

8

!生理盐水
")1?̀

)

致敏!第
(!

天开始乙醚麻醉后滴鼻激发!每只小鼠每次滴入

(""

"

`4]2

溶液(含
1"

"

8

4]2

)连续
/%

"(

1

)地塞米松干

预组$致敏同哮喘模型组!在激发前
#"?'.

腹部注射地塞米松

#3((

重庆医学
1"((

年
!

月第
!"

卷第
(1

期



表
(

!

aNLP0(

基因扩增的
((

I9

值及
M2̀ \

中
aNLP0(

含量%

FA5

&

组别 小鼠(只)

##

IB

(相对值)

+5 1!5

aNLP0(

(

"

8

%

?̀

)

+5 1!5

空白对照组
+ ()"""A")""" ()"""A")"""

;

")$""A")1(" ")/*!A")(*3

;

哮喘模型组
+ ")#/*A")1(+

6

")("/A")(#$

6=;

")#+"A")(#3

6

")1#1A")(($

6;

地塞米松干预组
+ ")33!A")($*

6

")!"1A")(1#

6;

")#3$A")(1*

6

")/!/A")1#*

=

K 11)!($ ("$)!+! (!)/3! (+)"($

@

&

")"(

&

")"(

&

")"(

&

")"(

!!

6

$

@

&

")"3

!与空白对照组比较*

=

$

@

&

")"3

!与
+5

组比较*

;

$

@

&

")"3

!两两间比较*.

b

/表示无此项"

溶液
")1?̀

(

#?

8

%

Z

8

)"(

#

)空白对照组$致敏同哮喘模型组!

麻醉后滴鼻
(""

"

`

生理盐水"

!)B

!

肺泡灌洗液获取
!

每组取
+

只小鼠于末次激发后
+5

挖

眼取血后断颈处死!气管插管取肺泡灌洗液!每次取
")3?̀

PMH

缓慢推入!每只小鼠取
M2̀ \()3?̀

左右!低温
!e (

3"":

%

?'.

!离心
3?'.

!上清液吸入另一
CP

管!记录体积并迅

速冻于
b$" e

保存"每组余下小鼠于激发后
1!5

依前法

处理"

!)E

!

肺
aNLP0(?LK2

的表达
!

(

(

)肺组织总
LK2

的提取$

按
LK2-'?

D

E>B4B2̀ LK2OXB

总
LK2

提取试剂盒说明进

行提取!最后得到
(""

"

`

总
LK2

溶液!紫外光分光光度计测

LK2

含量及纯度"(

1

)

LK2

的逆转录$

;[K2

反应体系共
1"

"

`

!

4E'

8

&

(

%B

)

1"(

"

`

#

B&96ELK21

"

`

#

3LBMa\\CL!

"

`

#

%

KBP?'̂9<:>1

"

`

#

LK6->'.5'='9&:(

"

`

#

L>Q>:9:62;>(

"

`

#

LK6->V

1

4*

"

`

!反应条件$

#"e("?'.

#

!1e1"?'.

#

**

e3?'.

#

!e3?'.

"(

#

)实时荧光定量
PIL

(

2MX/3""

荧光

定量
PIL

仪)$

aNLP0(

上游引物
30III BI2 BBB NB2

IIIBB

8

0#

!下游引物
302BN NN2 NNB BNB BI2 INB

2N0#

*内参照
&

06;9'.

上游引物
302IIBIB2BNII22I2

I2N0#

!下游引物
30NN2IBI2BINB2IBIIBNIB0#

"

每一份
;[K2

标本分
1

管进行扩增(目的基因
aNLP0(

和内

参照基因
&

06;9'.

)!设置空白对照并进行稳定性及重复性实验"

毛细管中加入下列反应体系$

1)3gL>6EJ6-9>:J'̂

%

1"gHWML

-&E<9'&.(1)3

"

`

#

;[K21)3

"

`

#上下游引物各
(

"

`

#

LK6->

V

1

4$

"

`

!反应条件$

*!e(?'.

#

*3e(3-

#

3/)(e(3-

#

/(

e!3-

#熔链温度
*3e (3-

!

!"

个循环"取空白对照组
O

1

;[K2

依次稀释
("

倍至
(""""

倍!以此绘制标准曲线!计算各

标本
aNLP0(

和
&

06;9'.

基因扩增的
IB

值!用
((

I9

法计算各

基因表达的相对值"

!)F

!

肺泡灌洗液
aNLP0(

测定
!

用酶联免疫吸附法(

C̀ XH2

)

测定其含量"

!)I

!

统计学处理
!

用
HPHH(#)"

软件统计处理数据!同时间

段不同组间行单因素方差分析和同模型组不同时间段行
1

个

随机样本的
0

检验!以
@

&

")"3

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

")!

!

1!5

处死的不同组别肺组织病理切片
!

哮喘模型组小

鼠可见小气管及小血管周围有大量炎细胞浸润!肺泡腔可见嗜

酸性粒细胞!个别可见肺泡间隔破坏!红细胞漏出*地塞米松干

预组肺组织有少量炎细胞浸润及少量炎性渗出物!有较明显炎

症吸收情况*空白对照组小血管#小气管周围无炎细胞浸润!肺

泡腔及肺间隔无渗出物"

")"

!

各组小鼠肺组织中
aNLP0(?LK2

的含量
!

在
+5

时

间段小鼠哮喘模型组及地塞米松干预组间
aNLP0(?LK2

量

比较差异无统计学意义(

@

$

")"3

)!但均显著低于空白对照组

(

@

&

")"3

)*在
1!5

时间段哮喘模型组#地塞米松干预组和空

白对照组小鼠间肺组织
aNLP0(?LK2

含量两两间比较差异

有统计学意义(

@

&

")"3

)!空白对照组含量最高!哮喘模型组

最低*在同模型组不同时间段中!哮喘模型组在
1!5

的

aNLP0(?LK2

含量显著低于
+5

组(

@

&

")"3

)!地塞米松干

预组及空白对照组两个时间段比较差异无统计学意义(

@

$

")"3

)!见表
(

"

")#

!

肺泡灌洗液(

M2̀ \

)中
aNLP0(

含量
!

在
+5

时间段地

塞米松干预组和哮喘模型组间比较差异无统计学意义(

@

$

")"3

)!但均显著低于空白对照组(

@

&

")"3

)*在
1!5

时间段地

塞米松干预组含量与空白对照组比较差异无统计学意义(

@

$

")"3

)!哮喘模型组含量明显低于另两组(

@

&

")"3

)"在同模

型组不同时间段中!地塞米松干预组
1!5aNLP0(

量较
+5

组

有明显提高(

@

&

")"3

)*哮喘模型组表达降低!空白对照组差

异无统计学意义(

@

$

")"3

)!见表
(

"

#

!

讨
!!

论

支气管哮喘是气道慢性炎性疾病!其发病机制涉及多种炎

性细胞#气道结构细胞#多种细胞因子与炎性因子之间复杂的

相互作用"

aNLP0(

作为一主要表达于肺组织的细胞因子为

近年来研究热点"人类
aNLP0(

基因定位于
3

Y

#1

!此区域已

被证明含哮喘易感位点并且编码多种
BV1

细胞因子!如
X̀03

#

X̀0*

#

X̀0(#

以及
BK\

#

X\K

等!同时也包含皮质醇抵抗#难治

性巨细胞贫血和
3

Y

综合征等疾病的易感位点"

aNLP0(

与

aN

%

IIHP

有明显的氨基酸相似序列!而
aN

%

IIHP

被证明有

抗炎#调节免疫#抗肿瘤等作用&

/0("

'

"有学者通过腺病毒重组

体(

2[0aNLP0(

)转染小鼠的方法!发现哮喘小鼠气道炎症有

明显吸收!嗜酸性粒细胞聚集受抑制!直接证明
aNLP0(

有抑

制气道变态反应作用&

((0(1

'

"

实验结果表明哮喘模型组小鼠在连续时间段(

+

#

1!5

)其

肺组织表达的
aNLP0(

及
?LK2

比空白对照组明显降低!随

着时间推移其
aNLP0(

及
?LK2

含量愈发减少!并未出现

I5'=6

等&

!

'报道的
1!5

后
aNLP0(

含量接近正常的现象"

I5'=6

等&

!

'得出的结论理论上与其后续实验
aNLP0(

抑制肺

部变态炎症反应相矛盾$因为若
1!5

后哮喘组
aNLP0(

含量

与对照组无差异!那就不能说明
aNLP0(

的抗炎作用!而这一

结论恰是
I5'=6

等&

!

'实验证实了的"地塞米松干预组
1

个时

间段的
aNLP0(?LK2

变化不明显!但对比哮喘组在
1!5

aNLP0(?LK2

含量较
+5

组明显降低现象!说明地塞米松有

!3((
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期



维持其
?LK2

在胞液中稳定!抑制其降解的作用"有趣的是

地塞米松干预组
1!5

批
M2̀ \

中
aNLP0(

含量较
+5

组有明

显升高!但其
?LK2

含量并无明显升高!说明地塞米松能促进

aNLP0(

翻译#维持
aNLP0(

稳定并抑制其降解!从而提高

aNLP0(

含量!提示类固醇类激素除已知的胞核内促进基因转

录的作用外!还能在胞浆中促进基因的翻译"

从目前研究来看
aNLP0(

似乎有抑制整个
B51

细胞因子

分泌的作用!而
B5(

%

B51

比例失衡恰是哮喘发生的关键"

aNLP0(

与
B51

细胞因子相似的基因定位及其独特的抗炎作

用!提示了一条前者从基因水平干预后者分泌的途径"地塞米

松除有已知的直接抑制炎性细胞聚集#抑制其分泌炎性介质如

X̀0!

#

(3

&

(#

'

!促进炎细胞(嗜酸性粒细胞)凋亡作用外!还可促

进
aNLP0(

基因的表达并维持其
?LK2

及蛋白的稳定而发挥

抑制气道变态反应炎症作用"目前已证明
aNLP0(

为一抗炎

因子!巨嗜细胞清除受体(

J2IL4

)为该蛋白受体&

(!0(3

'

!但其

通过何种胞内信号转导途径发挥抗炎作用!地塞米松通过胞内

受体结合于
aNLP0(

基因何位点促进其转录!如何维持胞浆

中
?LK2

及蛋白的稳定!仍需进一步研究"
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