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呼吸道合胞病毒感染相关性哮喘的发病机制初探
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　　摘　要：目的　探讨呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）感染大鼠相关性哮喘的可能相关机制。方法　ＳＤ大鼠３０只，随机分为对照组、

ＲＳＶ组和抗神经生长因子（ＮＧＦ）组，每组１０只。ＲＳＶ组采用每周１次ＲＳＶ滴鼻法复制ＲＳＶ感染模型。抗ＮＧＦ组先腹膜腔内

注射山羊抗大鼠βＮＧＦ抗体，３ｈ后按照ＲＳＶ组相同的方法进行ＲＳＶ感染。电镜观察肾上腺髓质细胞超微结构变化，ＥＬＩＳＡ检

测血清ＮＧＦ和肾上腺素浓度变化，免疫组织化学检测肾上腺髓质细胞ＮＧＦ表达变化，ＲＴＰＣＲ检测肾上腺髓质细胞ＮＦＬｍＲ

ＮＡ表达差异。结果　（１）电镜下ＲＳＶ组髓质细胞线粒体丰富，嗜铬颗粒浓度明显降低，细胞膜可见明显杵状突起生长现象。

（２）ＥＬＩＳＡ结果显示，ＲＳＶ组大鼠血清ＮＧＦ浓度明显高于对照组和抗ＮＧＦ组（犘＜０．０５），而对照组和抗 ＮＧＦ组大鼠血清 ＮＧＦ

浓度差异无统计学意义（犘＞０．０５）。与对照组相比，ＲＳＶ组和抗ＮＧＦ组血清肾上腺素浓度明显下降（犘＜０．０１）；与抗ＮＧＦ组相

比，ＲＳＶ组血清肾上腺素浓度明显下降（犘＜０．０５）。（３）免疫组织化学显示，与对照组和抗ＮＧＦ组相比，ＲＳＶ组肾上腺髓质细胞

ＮＧＦ阳性表达明显增强；与对照组相比，抗ＮＧＦ组肾上腺髓质细胞 ＮＧＦ阳性表达也明显增强。（４）ＲＴＰＣＲ结果显示，与对照

组相比，ＲＳＶ组和抗ＮＧＦ组肾上腺髓质细胞ＮＦＬｍＲＮＡ表达明显增强；与ＲＳＶ组相比，抗ＮＧＦ组肾上腺髓质细胞ＮＦＬｍＲ

ＮＡ表达明显减弱。结论　ＲＳＶ感染相关性哮喘的发生可能与ＮＧＦ诱导肾上腺髓质细胞向神经元细胞转化导致血清中肾上腺

素浓度下降有关。
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　　呼吸道合胞病毒（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓ，ＲＳＶ）感染是

婴幼儿呼吸道感染最常见的病原体之一［１］，大量的流行病学资

料显示反复感染ＲＳＶ的婴幼儿数年甚至十年后出现哮喘的风

险显著增高［２］。目前的研究认为神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈ
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ｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）介导的神经源性炎症在ＲＳＶ感染中占有重要地

位。ＲＳＶ感染后肺组织中ＮＧＦ及其受体水平明显增高
［３］，过

度表达的ＮＧＦ通过复杂的神经免疫机制诱导气道高反应性

以及哮喘发作，它可以解释ＲＳＶ感染后急性期出现的症状，但

仍无法解释ＲＳＶ感染和哮喘高发病率之间的内在联系。哮喘

发作的直接原因是由于支配气道的肾上腺素能、胆碱能神经或

其受体系统出现兴奋或抑制失衡［４］，气道的舒缩调节主要通过

肾上腺髓质细胞合成、分泌肾上腺素入循环血中，而拮抗支气

管收缩等哮喘病理生理反应。一定浓度的肾上腺素是维持气

道舒张的必要条件。研究发现肾上腺髓质嗜铬细胞在发生病

变的情况下（如肿瘤等）可出现肾上腺素合成、释放减少［５］。前

期的研究也证实支气管哮喘状态下［６］，循环血中肾上腺素浓度

明显下降，因此，推测肾上腺髓质细胞功能异常可能参与ＲＳＶ

感染相关性哮喘的发病，而ＮＧＦ可能在此过程发挥重要作用。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂　选择ＳＤ大鼠乳鼠１周龄３０只，体质

量１２～１５ｇ，严格ＳＰＦ条件下饲养，由江西中医学院实验动物

中心提供。其中 ＨｅＬａ人宫颈癌细胞株由湘雅医学院药理教

研室提供，小鼠抗大鼠突触囊泡素单克隆抗体由美国ＮｅｏＭａｒ

ｋｅｒｓ公司提供，ＲＳＶＡ２标准株由中科院武汉病毒研究所提

供，纯化山羊ＩｇＧ由武汉博士德公司提供，山羊抗大鼠βＮＧＦ

抗体由美国Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍｓ公司提供，ＲＴＰＣＲ试剂盒和引物

由上海生物工程公司提供，ＳＡＢＣ免疫组化学试剂盒由武汉博

士德公司提供，ＮＧＦ检测ＥＬＩＳＡ试剂盒由美国Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍｓ

公司提供，肾上腺素检测ＥＬＩＳＡ试剂盒由美国ＢＰＢＢＩＯＭＥＤ

ＩＣＡＬＳ公司提供。

１．２　方法

１．２．１　ＲＳＶ病毒悬液制备及毒性检测

１．２．１．１　制备　选择铺满单层 ＨｅＬａ细胞的细胞培养瓶中，

将ＲＳＶ病毒株接种其中，吸附１ｈ，加入细胞培养维持液，在置

满ＣＯ２ 培养箱中培养，１００％时收获病毒。振荡细胞瓶，使细

胞从瓶壁脱落，反复冻融３次。

１．２．１．２　毒性检测　２～５ｄ后在显微镜下观察细胞病变，待病

变达１００％，离心１０ｍｉｎ（４℃，８００×ｇ），将细胞碎片除去，取病

毒悬液上清液，滴定稀释为终滴度５×１０４ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ备

用。选择无病毒的ＨｅＬａ单层细胞培养瓶中上清液做对照组。

１．２．２　动物分组
［３］
　将３０只ＳＤ大组随机分为３组。ＲＳＶ

组：接种ＲＳＶ病毒悬液，将０．４μＬ／ｇ滴度为５×１０
４ＴＣＩＤ５０／

０．１ｍＬ滴入一侧鼻孔内；接种后隔离饲养ＳＤ大鼠，３ｄ消毒１

次，１周换笼消毒１次。抗 ＮＧＦ组：接种ＲＳＶ病毒悬液联合

ＮＧＦ抗体，先将山羊抗大鼠βＮＧＦ抗体（稀释度１∶１０００，４

ｍＬ／ｋｇ）腹膜腔内注射，３ｈ后按照ＲＳＶ组同样方法接种ＲＳＶ

病毒。对照组：注射纯化山羊抗大鼠βＮＧＦ抗体（稀释度１∶

１０００，４ｍＬ／ｋｇ），然后将０．４μＬ／ｇ无病毒培养基鼻滴。１２周

后处死所有ＳＤ大鼠取材。

１．２．３　电镜观察　用２．５％戊二醛固定ＳＤ大鼠肾上腺组织，

以０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗，１％锇酸固定，再次用０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ漂洗，分别用５０％丙酮酸、７０％丙酮酸、９０％丙酮酸、

１００％丙酮酸逐级脱水，按照１∶１比例混合１００％丙酮与

ＥＰＯＮ８１２环氧树脂包埋剂，纯包埋剂浸泡、包埋肾上腺组织，

修块机修块，定位后采用超薄切片机切片，后用硝酸铅和醋酸

铀进行双重染色，选择 Ｈ７５０透视电镜，观察肾上腺髓质细胞

超微结构的改变。

１．２．４　ＥＬＩＳＡ检测血清ＮＧＦ和肾上腺素浓度变化　具体步

骤严格按照说明书进行操作。

１．２．５　免疫组化学检测肾上腺髓质细胞 ＮＧＦ表达　选择石

蜡切片５μｍ脱蜡后用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ，

常规石蜡切片（厚５μｍ）。切片脱蜡至水，吹干，０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，室温孵育１０ｍｉｎ，正常山羊血清室温

封闭３０ｍｉｎ，滴加１∶２５０的抗 ＮＧＦ抗体，４℃下放置过夜，

ＰＢＳ液０．０１ｍｏｌ／Ｌ洗涤３次，每次５ｍｉｎ，将ＰＢＳ加入标本中，

常温下孵育２ｈ，ＰＢＳ液０．０１ｍｏｌ／Ｌ洗涤３次，每次５ｍｉｎ，

ＤＡＢ显色，脱水，封片。对照组采用ＰＢＳ液体代替抗一抗，其

余无区别。

１．２．６　ＲＴＰＣＲ检测肾上腺髓质细胞神经丝蛋白（ＮＦＬｍＲ

ＮＡ）表达　采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取大鼠肾上腺髓质同一部位细胞

总ＲＮＡ，将总ＲＮＡ２μｇ，ＭＭＬＶ逆转录酶１μＬ，ｏｌｉｇｏ（ＤＴ）

１８１μＬ，ＮＴＰｓ１μＬ，ＲＮＡ酶抑制剂０．５μＬ，加入０．１％ＤＥＰＣ

蒸馏水直到２０μＬ。４２℃后孵育１ｈ，温度在９４℃使样品变

形，５ｍｉｎ后，取２μＬｃＤＮＡ做ＰＣＲ。ＮＦＬ上游引物：５′ＡＴＧ

ＣＴＣＡＧＡＴＣＴＣＣＧＴＧＧＡＧＡＴＧ３′，下游引物：５′ＧＣＴ

ＴＣＧＣＡＧＣＴＣＡＴＴＣＴＣＣＡＧＴＴ３′，产物３６５ｂｐ；βａｃｔｉｎ

作为内参照，上游引物：５′ＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡ

３′，下游引物：５′ＧＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧ３′，产物

１８３ｂｐ。每２５μＬ反应体系中含引物２μＬ，ＴａｑＤＮＡ０．５μＬ，

ｄＮＴＰｓ１μＬ，ＭｇＣｌ２２．５μＬ。反应条件：ＳＹＮ／βａｃｔｉｎ为９４℃

５ｍｉｎ预变性，分别采用９４℃６０ｓ，７２℃６０ｓ，５８℃６０ｓ，３５

个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物，琼脂糖凝

胶进行电泳，选择紫外透射仪检测产物并进行半定量分析，选

择ＥａｇｌｅＥｙｅⅡ凝胶成像分析系统。

１．３　统计学处理　数据均采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行统计

学处理，采用图像分析系统，测定肾上腺髓质细胞中ＮＧＦ阳性

反应物的灰度（Ａ）值，Ａ值以狓±狊表示，计量资料采用狋检验，

计数资料采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　电镜结果　电镜下对照组胞浆内嗜铬颗粒分布均匀，髓

质细胞线粒体清晰，细胞核膜清晰，细胞膜光滑；ＲＳＶ组电镜

下可见细胞膜呈杵状突起生长，临近细胞膜部分髓质细胞出可

见囊泡形成，髓质细胞线粒体丰富，脂质增多，嗜铬颗粒浓度明

显降低；抗ＮＧＦ组电镜下髓质细胞细胞膜和细胞核结构清晰，

线粒体丰富，嗜铬颗粒浓度降低，细胞膜未见明显突起生长和

囊泡形成。见图１。

２．２　肾上腺髓质细胞 ＮＧＦ免疫反应　３组大鼠肾上腺髓质

中可见ＮＧＦ阳性反应的细胞，阳性反应物呈棕黄色，位于细胞

质，见图２。与对照组和抗ＮＧＦ组比较，ＲＳＶ组肾上腺髓质细

胞中ＮＧＦ阳性表达明显增强；与对照组相比，抗 ＮＧＦ组肾上

腺髓质细胞中ＮＧＦ阳性表达明显增强。显微图像分析显示对

照组肾上腺髓质细胞 ＮＧＦ平均 Ａ值为１４１±１２，与 ＲＳＶ组

（１１６±１５）和抗 ＮＧＦ组（１３２±１４）比较，差异有统计学意义

（狋＝１４．０２、１３．５２，犘＜０．０５）。ＲＳＶ组和抗 ＮＧＦ组比较，差异

有统计学意义（狋＝１２．４２，犘＜０．０５）。

２．３　血清肾上腺素浓度变化　ＥＬＩＳＡ结果显示，与对照组相

比，ＲＳＶ 组和抗 ＮＧＦ组血清肾上腺素浓度明显下降（犘＜

０．０１）。与抗ＮＧＦ组相比，ＲＳＶ组血清肾上腺素浓度明显下
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降（犘＜０．０５）。见图３。

２．４　血清 ＮＧＦ浓度变化　ＥＬＩＳＡ 结果显示：对照组血清

ＮＧＦ浓度为（８７±７．７）ｐｇ／ｍＬ，抗 ＮＧＦ组血清 ＮＧＦ浓度为

（８６±９．２）ｐｇ／ｍＬ，ＲＳＶ组血清 ＮＧＦ浓度为（９９±１０．６）ｐｇ／

ｍＬ。ＲＳＶ 组血清 ＮＧＦ浓度明显高于对照组和抗 ＮＧＦ组

（犘＜０．０５），而对照组和抗ＮＧＦ组之间血清 ＮＧＦ浓度差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。

图１　　各组大鼠肾上腺髓质细胞超微结构变化（×１００００）

图２　　各组大鼠肾上腺髓质细胞ＮＧＦ表达变化（×４００）

图３　　各组大鼠血清肾上腺素浓度比较

图４　　各组大鼠肾上腺髓质ＮＦＬｍＲＮＡ电泳分析图

２．５　ＲＴＰＣＲ 检测肾上腺髓质细胞 ＮＦＬｍＲＮＡ 的表达　

ＲＴＰＣＲ结果显示，与对照组相比，ＲＳＶ组和抗 ＮＧＦ组肾上

腺髓质细胞 ＮＦＬｍＲＮＡ表达明显增强，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。与ＲＳＶ组相比，抗 ＮＧＦ组肾上腺髓质细胞 ＮＦ

ＬｍＲＮＡ表达明显减弱，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表

１、图４。

表１　　各组大鼠肾上腺髓质ＮＦＬｍＲＮＡ表达

　　　水平比较（狓±狊）

组别 狀 ＮＦＬｍＲＮＡ（Ａ值） ＮＦＬｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎｍＲＮＡ

对照组 １０ １３１．３５±７．４２ ０．３４±０．１２

ＲＳＶ组 １０ ７４．９８±４．５８ ０．４９±０．１１

抗ＮＧＦ组 １０ １１２．２８±８．３７ ０．４１±０．１４

３　讨　　论

ＮＧＦ是一种对神经细胞起到特殊营养作用的多肽因子，

在调节神经元存活、增殖、分化、神经突起生长以及神经传递等

多方面发挥重要作用［７］。有研究显示，哮喘状态下肺结构细胞

和炎症细胞均高表达ＮＧＦ的细胞
［８］，作者前期的研究发现支

气管哮喘状态下肾上腺髓质细胞中 ＮＧＦ表达增强，提示病理

状态下肾上腺髓质细胞可能也是ＮＧＦ来源之一
［９１０］。本研究

发现反复ＲＳＶ感染后大鼠血清中 ＮＧＦ浓度升高的同时肾上

腺髓质细胞中ＮＧＦ表达明显增强，而抗ＮＧＦ抗体能明显降低

肾上腺髓质细胞中ＮＧＦ的表达，提示反复感染ＲＳＶ可诱导肾

上腺髓质细胞ＮＧＦ的过度表达，而肾上腺髓质细胞可能也是

ＮＧＦ来源之一。

肾上腺髓质嗜铬细胞具有内分泌和神经细胞两种表

型［１１］，在生理状态下表现为内分泌表型，可分泌一定浓度的肾
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上腺素维持气道的舒张，同时由于和神经细胞起源相同，这些

细胞不仅具有内分泌功能，还有向神经细胞转潜在分化能力。

给孕鼠持续注射 ＮＧＦ可以使肾上腺髓质嗜铬细胞向交感神

经元转化，而引起其结构和功能的改变［１２］，同时原代培养的外

源性ＮＧＦ作用下，大鼠肾上腺嗜铬细胞可以长出突起，表现出

神经细胞表型［１３］。本研究ＲＳＶ组大鼠超微结构结果显示肾

上腺髓质细胞细胞膜可见杵状和绒毛状突起，其中线粒体增

多，间隙增宽，嗜铬颗粒浓度降低，同时血清中肾上腺素水平明

显低于抗ＮＧＦ组和对照组，说明 ＮＧＦ可以使血清中肾上腺

素的表达下降。

神经丝（ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＦ）是构成神经元胞体和

神经轴突细胞骨架的主要成分［１４］，存在于神经细胞、外周神

经以及交感神经节中。本研究显示，反复ＲＳＶ感染后肾上腺

髓质中ＮＦＬｍＲＮＡ表达明显增强，而抗 ＮＧＦ抗体干预后

ＮＦＬｍＲＮＡ表达下降，说明反复ＲＳＶ感染后能促进肾上腺髓

质细胞突触数量的增加和成熟，提示肾上腺髓质细胞有向神经

元细胞转化的倾向，而ＮＧＦ可能是诱导肾上腺髓质细胞向神

经元转化的重要因素。再次验证了过度表达的ＮＧＦ可能诱导

具有内分泌功能的肾上腺髓质细胞向神经元细胞转化，同时可

能伴有内分泌功能的改变。

因此，作者推测ＲＳＶ反复感染后过度表达的ＮＧＦ可能通

过诱导肾上腺髓质细胞向神经元转化导致循环血中肾上腺素

浓度下降，难以维持气道舒张，从而参与哮喘的发生和发展。
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