
·论　　著·

热休克蛋白７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗与慢性哮喘气道重塑的影响


李　燕
１，史小玲１＃，夏晓群２，ＪｙｏｔｈｉＭａｒｇａｐｕｖｉ

３，李世宁２，钟　森
４，陈　庄

１△

（１．泸州医学院附属医院医学实验中心，四川泸州６４６０００；２．泸州医学院病理教研室，四川泸州６４６０００；

３．泸州医学院国际交流学院内科全科医学，四川泸州６４６０００；４．成都中医药大学，成都６１００７５）

　　摘　要：目的　观察热休克蛋白（ＨＳＰ）７０／ＣＤ８０嵌合ＤＮＡ疫苗对慢性哮喘小鼠气道重塑病理学改变的影响。方法　经肌

肉注射 ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗后，雌性健康ＢＡＬＢ／ｃ小鼠采用鸡卵清蛋白建立慢性哮喘小鼠模型。全身体积描记仪检测小鼠

气道反应性。苏木素伊红（ＨＥ）染色、过碘雪夫酸（ＰＡＳ）染色、马氏（Ｍａｓｓｏｎ）三色染色和免疫组化增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）染色

观察肺组织气道重塑病理学改变情况。酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）检测支气管肺泡灌洗液中细胞因子γ干扰素（ＩＦＮγ）和白细

胞介素４（ＩＬ４）含量。实时荧光定聚合酶链反应（ＰＣＲ）测定脾脏组织ＩＦＮγ和ＩＬ４基因表达水平。结果　与对照组比较，慢性

哮喘组小鼠表现为明显的气道高反应性（犘＜０．０５）和气道壁增厚（犘＜０．０５）等气道重塑改变。与慢性哮喘组比较，疫苗组小鼠气

道反应性降低（犘＜０．０５），气道重塑减轻；且疫苗组小鼠细胞因子ＩＦＮγ／ＩＬ４比值升高（犘＜０．０５），脾脏组织ＩＦＮγ／ＩＬ４基因表

达量比值升高（犘＜０．０５）。结论　ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗对慢性哮喘气道重塑存在抑制作用，表现为延缓气道病理学改变，降

低气道阻力。其机制可能与促进ＩＦＮγ的生成，增强Ｔｈ１型免疫反应，恢复Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡有关。
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　　气道重塑（ａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ）是哮喘长期慢性反复发作

导致的气道进行性损伤和结构改变。随着病程的发展，哮喘患

者肺功能逐步恶化，目前大多认为主要是气道重塑造成的。气

道重塑可在疾病的早期发生，随病情发展而加重，攻克气道重

塑是治疗哮喘的一个重要目标［１］。在临床上治疗哮喘的方法

众多，最常用的是吸入糖皮质激素，然而大多只能缓解症状减

轻炎症，并不能缓解气道重塑且有较多不良反应［２］。因此采用

新型免疫治疗方法———核酸疫苗，用以控制气道重塑的发生和

发展，已成为目前研究的热点［３］。本研究小组之前所进行的急

性哮喘实验结果表明，热休克蛋白（ＨＳＰ）７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗

能有效抑制气道、肺泡和血管周围的炎细胞浸润，降低气道阻

力，且小鼠肺泡洗脱液中γ干扰素（ＩＦＮγ）明显升高
［４］。在本

研究中以鸡卵清蛋白腹腔致敏和长期雾化吸入建立慢性哮喘

小鼠气道重塑模型，以观察 ＨＳＰ７０／ＣＤ８０嵌合ＤＮＡ疫苗对哮

喘小鼠气道重塑的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　无特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）级雌

性健康 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自第三军医大学。ＥｎｄｏｆｒｅｅＰｌａｓｍｉｄ

ＧｉｇａＫｉｔ（德国ＱＩＡＧＥＮ公司），鸡卵清蛋白（ＯＶＡ，美国Ｓｉｇｍａ

公司），兔抗小鼠ＰＣＮＡ多克隆抗体（北京博奥森公司），小鼠

７０６重庆医学２０１３年２月第４２卷第６期

 基金项目：四川省科技厅应用基础研究资助项目（２００９ＪＹ００７６）。　作者简介：李燕（１９８４～），研究实习员，硕士，主要从事免疫病理学研

究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０８３０）３１６５６２９；Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕａｎｇｃｈｅｎ＿９９＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ。　＃　共同第一作者。



表１　　乙酰甲胆碱激发后各组小鼠气道反应性改变（狓±狊，％）

组别 狀 １．５ｍｇ／ｍＬ ３．０ｍｇ／ｍＬ ６．０ｍｇ／ｍＬ １２ｍｇ／ｍＬ ２４ｍｇ／ｍＬ ４８ｍｇ／ｍＬ

Ａ组 １０ １２．４５±３．３７ １５．４４±３．１９ ３３．２７±３．８０△ ９７．６９±１１．６２△ １３７．６４±５．９４△ １８４．７６±９．７５△

Ｂ组 １０ ３９．５２±４．３３ ６７．７７±６．２３ １４９．６２±９．６５ ２８８．４６±１１．４１ ３３８．１１±９．８０ ３８０．７４±１０．５２

Ｃ组 １０ ３１．０８±５．０４ ５５．５０±６．００ １０７．４３±７．８７ ２５２．５６±１９．２９ ２８６．８２±１７．９２ ３８１．７３±２１．０９

Ｄ组 １０ ３．５１±２．３３ １４．４９±２．９５ ５９．２４±５．７７ １５０．８９±９．３６△ ２１７．０２±１１．１７△ ２３８．６５±９．２９△

犉 １．４３９ ２．４５０ ３．７３２ ３．２０２ ３．８６５ ４．０６６

犘 ＞０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　：犘＜０．０５，与Ａ组比较；△：犘＜０．０５，与Ｂ组比较。

ＩＦＮγ和白细胞介素４（ＩＬ４）的酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试

剂盒（美国 ＡＤＬ公司），总 ＲＮＡ 提取试剂盒（北京天根），

ＴａＫａＲａＲＮＡＰＣＲＫｉｔ（大连宝生物），ＥｖａＧｒｅｅｎｓｕｐｅｒｍｉｘ（美

国ＢｉｏＲａｄ公司），微量核酸定量仪（美国 ＮａｎｏＤｒｏｐ公司），

ＷＢＰｓｙｓｔｅｍ全身体积描记仪（美国ＢＵＸＣＯ），ｉＣｙｃｌｅｒｉＱ实时

荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

１．２　方法

１．２．１　制备ＤＮＡ疫苗　ＨＳＰ７０／ＣＤ８０嵌合ＤＮＡ疫苗是结

核杆菌 ＨＳＰ７０和人ＣＤ８０基因由Ｌｉｎｋ连接后重组于载体质

粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）上
［５］。实验中质粒均按说明书用 ＱＩＡＧＥＮ

公司去内毒素级质粒大量提取试剂盒制备，溶于生理盐水，浓

度调整到１ｍｇ／ｍＬ，－２０℃存储备用。

１．２．２　慢性哮喘小鼠气道重塑模型的建立
［６］
　４０只ＢＡＬＢ／ｃ

小鼠随机分为４组，每组各１０只。对照组（Ａ组），慢性哮喘组

（Ｂ组），ｐｃＤＮＡ３．１载体组（Ｃ组）和 ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗

组（Ｄ组）。实验第０、１４、２８天分别于Ａ组和Ｂ组股四头肌肌

肉注射生理盐水１００μＬ＋７．５ｇ／Ｌ布比卡因２５μＬ，Ｃ组注射１

ｍｇ／ｍＬｐｃＤＮＡ３．１载体１００μＬ＋７．５ｇ／Ｌ布比卡因２５μＬ，Ｄ

组注射１ｍｇ／ｍＬＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ质粒１００μＬ＋７．５ｇ／Ｌ

布比卡因２５μＬ。布比卡因可作为免疫佐剂
［７］。第３５、４９天Ｂ

组、Ｃ组和Ｄ组用ＯＶＡ２０μｇ和氢氧化铝２００μＬ腹腔注射致

敏。第５６天开始Ｂ组，Ｃ组和Ｄ组小鼠用１％ＯＶＡ雾化吸入

激发，３０ｍｉｎ／次。于第５６～６１天，每天１次。于６３～１０５天，

每周３次，连续６周。小鼠出现明显口唇发绀、呼吸急促、腹肌

收缩等表现为激发成功。Ａ组以生理盐水代替 ＯＶＡ腹腔注

射和雾化吸入。

１．２．３　气道反应性测定　末次激发２４ｈ后，用全身体积描记

仪检测气道反应性。检测仪记录Ｐｅｎｈ（ｅｎｈａｎｃｅｄｐａｕｓｅ）指标，

结果用公式进行计算：１００×（检测Ｐｅｎｈ值－基线Ｐｅｎｈ值）／基

线Ｐｅｎｈ值，各组小鼠进行比较。

１．２．４　细胞因子ＩＦＮγ和ＩＬ４测定　回收支气管肺泡灌洗

液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）。用ＥＬＩＳＡ法作ＩＦＮ

γ和ＩＬ４细胞因子测定。

１．２．５　肺组织学 ＨＥ检查　摘取双肺中段于４％多聚甲醛固

定２０ｈ，常规制备病理切片，ＨＥ染色。每只小鼠于２００倍镜

下随机选取平滑肌完整的细支气管横截面８～１０个，并采集图

像。用ＩｍａｇｅＰｒｏ６．０专业图像分析系统测定气道内径（ｉｎｔｅｒ

ｎａｌｐｅｒｉｍｅｔｅｒ，Ｉｐ）、外径（ｏｕｔｅｒｐｅｒｉｍｅｔｅｒ，Ｏｐ）、气道壁厚度（ａｉｒ

ｗａｙｗａｌｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，Ａｗｔ）、气道基底膜周径（ａｉｒｗａｙｂａｓｅｍｅｎｔ

ｍｅｍｂｒａｎｅｐｅｒｉｍｅｔｅｒ，Ａｂｐ）和气道壁面积（ａｉｒｗａｙｗａｌｌａｒｅａ，

Ａｗａ）。计算Ｏｐ／Ｉｐ、Ａｗｔ／Ａｂｐ、Ａｗａ／Ａｂｐ，各组小鼠进行比较。

１．２．６　肺组织学ＰＡＳ染色及 Ｍａｓｓｏｎ三色染色检查　常规制

备病理切片，用ＰＡＳ染色。对肺组织杯状细胞增生情况评分

计算均数后各组小鼠进行比较［８］。Ｍａｓｓｏｎ三色染色观察上皮

下呈蓝色的胶原沉积情况。

１．２．７　免疫组化ＰＣＮＡ染色观察平滑肌增生情况　采用免

疫组化ＳＰ法。参照文献对细支气管平滑肌细胞胞核进行计

数［６］。

１．２．８　实时荧光定量ＰＣＲ测定脾脏组织ＩＦＮγ和ＩＬ４表达

　从冻存的脾脏组织中提取总 ＲＮＡ，反转录制备ｃＤＮＡ。进

行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应。引物序列为：ＩＦＮγ上游引物 ＡＡＣ

ＴＣＡＡＧＴＧＧＣＡＴＡ ＧＡＴ ＧＴＧ ＧＡＡ Ｇ，下游引物 ＧＡＣ

ＧＣＴＴＡＴＧＴＴＧＴＴＧＣＴＧＡＴＧＧ；ＩＬ４上游引物 ＴＴＴ

ＴＧＡ ＡＣＧ ＡＧＧ ＴＣＡＣＡＧ ＧＡＧ Ａ，下游引物 ＣＣＴ ＴＧＧ

ＡＡＧＣＣＣＴＡＣＡＧＡＣＧＡ Ｇ；βａｃｔｉｎ上游引物 ＡＧＧＧＴＧ

ＴＧＡＴＧＧ ＴＧＧ ＧＡＡ Ｔ，下游引物 ＣＴＣＧＧＴ ＧＡＧＣＡＧ

ＣＡＣＡＧＧ。反应完成后，用ＢｉｏＲａｄｉＱ５软件进行分析，按照

Ｐｆａｆｆｌ法计算相对表达量。

１．３　统计学处理　数据均以狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１６．０软件

进行分析。当样本方差齐时，用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ检验。样

本方差不齐时，用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ 检验和 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ

检验进行比较。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　激发过程中小鼠行为学　Ｂ组小鼠在雾化激发过程中出

现不同程度头面部搔痒、呼吸急促、烦躁不安、腹肌抽搐、大小

便失禁等。

２．２　气道反应性改变　与Ａ组比较，Ｂ组和Ｃ组小鼠在不同

浓度乙酰甲胆碱的激发下气道反应性明显增高，当乙酰甲胆碱

激发浓度达６ｍｇ／ｍＬ以后，气道反应性增高且差异有统计学

意义（犘＜０．０５）；与Ｂ组比较，Ｄ组小鼠乙酰甲胆碱激发浓度

达１２ｍｇ／ｍＬ以后气道反应性降低且差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表１。

２．３　肺组织气道重塑病理学改变　与Ａ组相比，Ｂ组和Ｃ组

小鼠气道壁增厚（犘＜０．０５），黏膜下及气管壁周围可见大量炎

细胞浸润，ＰＡＳ染色阳性的杯状细胞数明显增多（犘＜０．０５），

上皮下着蓝色的胶原纤维增厚较明显，ＰＣＮＡ阳性的平滑肌细

胞数和总平滑肌细胞数明显增多（犘＜０．０５）。与Ｂ组相比，Ｄ

组能有效改善气道重塑，各指标明显降低（犘＜０．０５），见表２、

图１。

２．４　细胞因子ＩＦＮγ和ＩＬ４的含量变化　Ｂ组ＩＦＮγ含量

为 ［（３７９．６５３±９２．４３７）ｐｇ／ｍＬ］，ＩＦＮγ／ＩＬ４ 比 值 为

（６３８．８３５±１７０．２６４）；Ｃ组ＩＦＮγ含量为［（３１４．１３１±８１．４８２）

ｐｇ／ｍＬ］，ＩＦＮγ／ＩＬ４比值为（９２６．５１１±２６１．８１４），均明显低于

Ａ组［（５９１．０１５±１５１．５７１）ｐｇ／ｍＬ］及（１２１７．１８８±４３５．３８１）。

Ｄ组ＩＦＮγ含量为［（５３１．９３３±１３２．３１７）ｐｇ／ｍＬ］，ＩＦＮγ／ＩＬ４
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表２　　各组小鼠气道重塑病理学参数比较（狓±狊）

组别 狀 Ｏｐ／Ｉｐ Ａｗｔ／Ａｂｐ Ａｗａ／Ａｂｐ
ＰＡＳ染色阳性的

杯状细胞

ＰＣＮＡ阳性的

平滑肌细胞数

总平滑肌

细胞数（个）

Ａ组 １０ １．０６±０．１２△ ０．０１４±０．００２４△ １５．４０±２．２７△ ０．２０±０．１０△ ０．１２±０．１８△ ９．５２±１．２４△

Ｂ组 １０ １．３６±０．１２ ０．０４８４±０．０１５５ ４９．０６±６．７１ １．５０±０．１０ １１．２８±０．９２ ２５．３２±３．７２

Ｃ组 １０ １．２４±０．０６ ０．０３６７±０．００８１ ４３．５２±６．５５ ０．８０±０．０５ ８．１６±１．８２ １９．１６±１．８２

Ｄ组 １０ １．０６±０．０６△ ０．０１９６±０．００５２△ ２０．４５±３．１７△ ０．４０±０．１０△ ６．０２±４．４５△ １０．４４±３．３８△

犉 ２５．７３２ ３０．２８０ ３１．２２０ １８．８２２ ６０．９２４ ３７．５８７

犘 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　：犘＜０．０５，与Ａ组比较；△：犘＜０．０５，与Ｂ组比较。

比值为（１１４７．４２６±３００．７９３）较Ｂ组明显增高（犘＜０．０５）。

ＩＬ４含量在各组小鼠ＢＡＬＦ中差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．５　脾脏组织ＩＦＮγ和ＩＬ４基因表达变化　Ｂ组基因表达

量ＩＦＮγ／ＩＬ４ 比 值 为 （０．６７４±０．０８４），明 显 低 于 Ａ 组

（１．０９０±０．９２１，犘＜０．０５）。Ｄ组基因表达量ＩＦＮγ／ＩＬ４比值

为（２．３６５±０．４１８），明显高于Ｂ组（犘＜０．０５）。

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组。

图１　　各组小鼠肺组织切片（ＨＥ×１００）

３　讨　　论

本实验通过使用卵清蛋白致敏和长期激发建立慢性哮喘

气道重塑小鼠模型，结果发现慢性哮喘组小鼠气道反应性增

高，气道形态学上表现为气道内径缩小，气道壁增厚；细支气管

上皮中ＰＡＳ染色阳性的杯状细胞明显增多；细支气管上皮下

呈蓝色的胶原纤维明显增厚；细支气管上皮下肌层增生明显。

这些均属于慢性哮喘气道重塑的典型改变。建立慢性哮喘模

型是有争议的，因为长期的抗原挑战往往导致气道高反应性，

最终引发广泛的肺部炎症。作者在实验诱导建立慢性哮喘模

型是在 ＭｃＭｉｌｌａｎ的基础上作出一定的修改。实验中ＢＡＬＢ／ｃ

小鼠置于大小为２０ｃｍ×１６ｃｍ×１５ｃｍ密闭容器中，１％ＯＶＡ

雾化致敏，每次３０ｍｉｎ，每周３次持续８周。从而减少肺部炎

症的扩散，使人类哮喘气道重塑的改变最大化的在小鼠模型上

展现。

ＨＳＰ是机体在应激条件下产生的一种高效的非特异性蛋

白。其中 ＨＳＰ７０，含有多个Ｂ细胞和Ｔ细胞表位，具有诱发机

体产生特异性免疫应答的特点［９］；ＣＤ８０，又称Ｂ７１，是细胞毒

性Ｔ 细胞活化抗原４（ＣＴＬａｃｔｉｖｉｔｙａｎｔｉｇｅｎ４，ＣＴＬＡ４）和

ＣＤ２８的配体
［１０］。当它与ＣＴＬＡ４和（或）ＣＤ２８结合时，可产

生免疫活化所必需的第二信号，从而对机体细胞免疫和体液免

疫起到全面活化的作用［１１］。本实验中的 ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ

疫苗是将分枝杆菌 ＨＳＰ７０与人ＣＤ８０的编码基因由Ｌｉｎｋ连

接后重组于载体质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）而成。以期通过动物实

验观察该嵌合质粒在急性哮喘和慢性哮喘模型中的免疫调节

作用［４］。实验结果显示，ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗免疫过的小

鼠气道高反应性减低，气道重塑减轻。但是，作者发现ｐｃＤ

ＮＡ３．１质粒免疫小鼠后，也对气道重塑有一定的作用。其原

因可能是载体中的ＣＰＧ序列可以刺激机体产生免疫应答
［１２］，

发挥与弗氏免疫佐剂相似的效果。

哮喘的发生机制涉及多方面的因素，如遗传因素、环境因

素、免疫因素等。其中辅助性Ｔ淋巴细胞的两种亚型Ｔｈ１和

Ｔｈ２平衡失调是其重要的发病机制
［１３］。Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞是调

控机体免疫功能的一对重要调节细胞。Ｔｈ０细胞在正常情况

下定向分化为Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞。他们有不同的生理功能，调

节机体的免疫应答。当遗传因素和环境因素发生变化时，可能

导致Ｔｈ１／Ｔｈ２极化发生异常，从而使与Ｔｈ１或Ｔｈ２有关的疾

病发生，如变态反应、自身免疫性疾病、慢性感染等。哮喘气道

黏膜ＣＤ４＋Ｔｈ２细胞，通过分泌多种细胞因子主导哮喘炎症反

应［１４］。由于Ｔｈ１反应减弱而Ｔｈ２反应增强，使得Ｔｈ１／Ｔｈ２失

衡，Ｔｈ１型细胞因子ＩＦＮγ、ＩＬ１２等产生减少，而Ｔｈ２型细胞

因子ＩＬ４、ＩＬ１３等分泌亢进，从而导致嗜酸性粒细胞浸润、气

道高反应性和气道重塑的发生［１５］。本实验中，ＨＳＰ７０／ＣＤ８０

ＤＮＡ疫苗免疫过的小鼠ＢＬＡＦ中ＩＦＮγ、ＩＦＮγ／ＩＬ４升高，脾

脏组织ＩＦＮγ／ＩＬ４比率升高，可能说明ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫

苗通过调节ＩＦＮγ的生成上调 Ｔｈｌ型免疫反应，促进 Ｔｈ１／

Ｔｈ２恢复平衡。为早期阻止气道重塑，进一步改善肺功能提供

新的策略。
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ＡＣＬ的患者，主要考虑异体骨髌腱骨及跟腱骨均是骨与肌

腱的复合移植物，为了保留肌腱的力学强度，通常只采用低温

冷冻的方法去其抗原性，因此骨组织的抗原物相对较强所引起

的。所有的患者术后未出现感染和疾病传播的情况，终末随访

时复查膝关节Ｘ线片提示无明显的退变性改变。因此，采用

同种异体韧带移植重建ＡＣＬ的临床应用是安全的。

综上所述，关节镜下采用同种异体韧带移植重建 ＡＣＬ不

但临床疗效满意，而且有手术时间缩短、切口小、创伤小、无供

区并发症、股四头肌肌力恢复快等优点。但是不能忽略异体韧

带重建存在传播疾病、局部排斥反应、延迟愈合等风险，另外手

术过程中骨隧道的精确定位、牢固的隧道固定、等长重建、术后

良好的关节康复训练也是手术成功的关键因素。
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