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TSLP
 

siRNA干预对哮喘模型大鼠气道重塑的
作用及对ERK信号通路的影响*

黄武锋,余常辉,赵海金,刘爱华,蔡绍曦△

(南方医科大学南方医院呼吸与危重症医学科,广州
 

510515)

  [摘要] 目的 分析胸腺基质淋巴细胞生成素(TSLP)小干扰RNA(siRNA)干预对哮喘模型大鼠气道重

塑的作用及对细胞外信号调节激酶(ERK)信号通路的影响。方法 选取清洁及健康的雄性大鼠56只,随机选

取14只为正常组,剩余42只建立哮喘模型,分为模型组、空白对照组和TSLP
 

siRNA干预组,各14只。Im-
age-Pro

 

Plus软件计算出大鼠的小气道支气管壁总管壁面积、小气道支气管壁内管壁面积和支气管壁平滑肌的

面积,生理记录仪记录大鼠的肺顺应性和肺弹性阻力,显微镜下观察大鼠白细胞数量、嗜酸性粒细胞(EOS)数

量,并计算出EOS/白细胞的值,Western
 

blot法检测细胞外信号调节激酶-1(ERK1)、伤害性信息与即刻早期

基因(C-FOS)、血小板衍生因子(PDGF)蛋白水平表达。结果 与模型组、空白对照组相比,TSLP
 

siRNA干预

组小气道支气管壁总管壁面积、小气道支气管壁内壁面积、支气管壁平滑肌面积均减小,差异有统计学意义

(P<0.05);与模型组、空白对照组相比,TSLP
 

siRNA干预组肺顺应性均升高,肺弹性阻力均降低,差异有统计

学意义(P<0.05);与模型组、空白对照组相比,TSLP
 

siRNA干预组白细胞、EOS/白细胞均降低,差异有统计

学意义(P<0.05);与模型组、空白对照组相比,TSLP
 

siRNA干预组ERK1、C-FOS、PDGF通路蛋白均降低,
差异有统计学意义(P<0.05)。结论 TSLP

 

siRNA干预通过调控ERK信号通路相关蛋白,改善气道重塑指

标,提高大鼠的肺顺应性,降低大鼠的肺弹性阻力,抑制炎性反应。
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  [Abstract] Objective To

 

analyze
 

the
 

effects
 

of
 

thymic
 

stromal
 

lymphopoietic
 

hormone
 

(TSLP)
 

small
 

interfering
 

RNA
 

(siRNA)
 

intervention
 

on
 

the
 

airway
 

remodeling
 

in
 

asthmatic
 

model
 

rats
 

and
 

its
 

effects
 

on
 

ex-
tracellular

 

signalling
 

regulated
 

kinase
 

(ERK)
 

signaling
 

pathway.Methods Fifty-six
 

clean
 

and
 

healthy
 

male
 

rats
 

were
 

selected.
 

Fourteen
 

cases
 

were
 

randomly
 

selected
 

as
 

the
 

normal
 

group.
 

The
 

remaining
 

42
 

cases
 

were
 

built
 

the
 

asthmatic
 

models
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

model
 

group,blank
 

control
 

group
 

and
 

TSLP
 

siRNA
 

interven-
tion

 

group,14
 

cases
 

in
 

each
 

group.The
 

Image-Pro
 

Plus
 

software
 

was
 

used
 

to
 

calculate
 

the
 

rat
 

small
 

airway
 

wall
 

total
 

area
 

of
 

bronchial
 

wall,small
 

airway
 

smooth
 

muscle
 

of
 

the
 

bronchial
 

wall
 

inside
 

tube
 

wall
 

area
 

and
 

the
 

bronchial
 

wall
 

area.The
 

rat
 

lung
 

compliance
 

and
 

pulmonary
 

elastic
 

resistance
 

were
 

recorded
 

by
 

the
 

physio-
logical

 

recorder.The
 

white
 

blood
 

cells
 

count
 

and
 

eosinophils
 

(
 

EOS)
 

count
 

were
 

observed
 

by
 

microscope,and
 

the
 

ratio
 

of
 

EOS/white
 

blood
 

cells
 

was
 

calculated.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

extracellular
 

signal
 

reg-
ulated

 

kinase-1
 

(ERK1),harmful
 

information,the
 

proteins
 

of
 

immediate
 

early
 

gene
 

(C-FOS)
 

and
 

platelet-de-
rived

 

factor
 

(PDGF)
 

protein
 

levels.Results Compared
 

with
 

the
 

model
 

group
 

and
 

blank
 

control
 

group,the
 

to-
tal

 

bronchial
 

wall
 

area,inner
 

wall
 

area
 

and
 

smooth
 

muscle
 

area
 

of
 

the
 

bronchial
 

wall
 

of
 

the
 

small
 

airway
 

in
 

the
 

TSLP
 

siRNA
 

intervention
 

group
 

were
 

all
 

reduced,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
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Compared
 

with
 

the
 

model
 

group
 

and
 

blank
 

control
 

group,the
 

lung
 

compliance
 

in
 

the
 

TSLP
 

siRNA
 

interven-
tion

 

group
 

was
 

increased
 

and
 

the
 

lung
 

elastic
 

resistance
 

was
 

decreased,showing
 

statistical
 

differences
 

(P<
0.05).Compared

 

with
 

the
 

model
 

group
 

and
 

blank
 

control
 

group,the
 

white
 

blood
 

cells
 

and
 

EOS/
 

white
 

blood
 

cells
 

in
 

the
 

TSLP
 

siRNA
 

intervention
 

group
 

were
 

all
 

decreased,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<
0.05).Compared

 

with
 

the
 

model
 

group
 

and
 

blank
 

control
 

group,the
 

levels
 

of
 

ERK1,C-FOS,PDGF
 

pathway
 

proteins
 

in
 

the
 

TSLP
 

siRNA
 

intervention
 

group
 

were
 

all
 

decreased,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).Conclusion TSLP
 

siRNA
 

intervention
 

can
 

improve
 

airway
 

remodeling
 

indexes
 

by
 

regulating
 

the
 

ERK
 

signaling
 

pathway
 

related
 

proteins,improve
 

the
 

rat
 

lung
 

compliance,reduce
 

the
 

pulmonary
 

elastic
 

resist-
ance

 

and
 

inhibit
 

the
 

inflammatory
 

response.
[Key

 

words] thymic
 

stroma;small
 

interfering
 

RNA;sthma;airway
 

remodeling;ERK
 

signaling
 

pathway

  支气管哮喘(简称哮喘)是由炎性细胞参与进而

产生气道慢性炎症的过程,这个过程会使患者出现喘

息、气急、咳嗽和胸闷的症状[1];若不及时的治疗会使

患者产生气道不可逆性的缩窄和气道重塑,严重危害

患者的生命健康[2-3]。气道炎症是气道重塑形成的基

础,它会在这个基础上出现大量黏膜、杯状细胞增生、
平滑肌细胞增生、黏膜下血管增生、细胞外基质沉淀,
气道重塑会使患者的气道顺行性下降、平滑肌增厚、
气道壁弹性减退,进而使患者的管腔变得狭窄,肺功

能持续下降,病情加重[4-5]。细胞外信号调节激酶

(ERK)是一种丝氨酸蛋白激酶,是 MAPK家族中的

成员之一,磷酸化的ERK具有修复损伤上皮细胞的

功能[6]。胸腺基质淋巴细胞生成素(TSLP)是一种由

气道上皮分泌的细胞因子,在哮喘患者中呈高表达。
小干扰RNA(siRNA)可以通过干扰靶 mRNA抑制

相关基因的表达来控制疾病的发生[7]。因此,本文主

要研究TSLP
 

siRNA干预对哮喘模型大鼠气道重塑

的作用及对ERK信号通路的影响。
1 资料与方法

1.1 研究动物

选取清洁及健康的雄性大鼠56只,鼠龄为6~12
周,平均周龄为(9.47±1.39)周;体重210~260

 

g,平
均(247.37±0.37)g。选取的大鼠是由本校动物所提

供的,大鼠的饲养标准为:25
 

℃的环境,60%的湿度,
每小时通风10次,及时添加水和饲料。
1.2 方法

1.2.1 哮喘模型的建立

选取清洁及健康的雄性大鼠56只,14只分为正

常组,剩余42只建立哮喘模型。参考文献[8]建立哮

喘模型,将新鲜配制的1
 

mg的卵蛋白和100
 

mg的氢

氧化铝混合,在第1、8天将其注射在大鼠的腹部致

敏,从第9天开始,将1%的卵蛋白和10
 

mL生理盐

水混合液进行雾化,诱导大鼠哮喘发作,当大鼠表现

为呼吸加快、喘息、皮毛无光泽、打喷嚏时代表哮喘模

型建立成功。
1.2.2 气道高反应性测量

建模成功后测量大鼠的气道高反应性,使用1%
戊巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠,然后进行气管插管处

理,将其置于密闭体扫描箱中并将气管插管连接至呼

吸机上,呼吸机的参数设置为:呼吸频率140~150
次/min,流量调定以大鼠潮气量达到0.13~0.15

 

mL
时为准,然后分别给予浓度为3.125、6.250、12.500、
25.000、50.000

 

mg/mL的醋甲胆碱,每次需要雾化

0.5
 

min,反应记录时间为3.0
 

min,恢复至基线时间

为4.0
 

min,使用气道阻力指数评价气道高反应性。
1.2.3 分组

将42只哮喘模型大鼠随机分为模型组、空白对

照组和 TSLP
 

siRNA干预组,各14只。TSLP
 

siR-
NA干预组给予注射125

 

μL
 

TSLP
 

siRNA进行干预,
模型组给予等体积的无菌生理盐水进行干预,空白对

照组给予siRNA-control工作液干预,所有大鼠连续

干预3周。
1.2.4 白细胞、嗜酸性粒细胞(EOS)/白细胞检测

白细胞计数用移液枪抽取1
 

040
 

μL的血液,放入

EP管中,另外取出40
 

μL的血液放入新的EP管中,
用浓度为75%的乙醇将细胞计数板清洗3次,然后用

滤纸将计数板周围的水吸干,将盖玻片平铺在细胞计

数板上,在显微镜下数4个方格白细胞数,得出白细

胞数量。EOS计数将剩余的1
 

000
 

μL血液与100
 

μL
 

PBS充分混匀,抽取50
 

μL放在载玻片上,用吸管滴

入3滴无水乙醇并固定,让瑞士蓝液覆盖在涂片上,
放置2.0

 

min,玻片晾干以后再滴入无水乙醇进行脱

水,然后滴加一滴中性树胶,封片,晾干,在显微镜下

得出EOS的数量,最后计算EOS/白细胞的值。
1.2.5 病理学观察

大鼠在干预3周后断头处死,将取出的右侧支气

管组织固定以后用石蜡包埋,然后制成厚度为4
 

μm
的切片,将切片放置在70

 

℃的烤箱中,待30
 

min后

取出,用二甲苯进行脱蜡,分别用无水乙醇,95%的乙

醇、80%的乙醇清洗1
 

min,最后用蒸馏水清洗2
 

min,
用HE染色6

 

min,着色以后再用自来水清洗2
 

min,
然后再用1%的稀氨水返蓝2

 

min,脱水、封片、晾干、
中性树脂封闭,在显微镜下观察组织的病理学状态。
1.2.6 气道重塑参数、肺顺应性、肺弹性阻力的测量

取出经过染色的大鼠右侧支气管组织切片,用
Image-Pro

 

Plus软件计算出大鼠的小气道支气管壁

总管壁面积、小气道支气管壁内管壁面积和支气管壁

平滑肌的面积。称取大鼠体重后,将3.5
 

mL/kg浓度
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为10%的水合氯醛注射在大鼠的腹腔中,进行麻醉处

理,然后使大鼠仰卧在木板上,暴露出胸部,剥离大鼠

的支气管皮下组织,清除心脏和周围的血管,将气管

和食管切开以后插入插管并固定,然后连接生理记录

仪,记录大鼠的肺顺应性和肺弹性阻力。
1.2.7 ERK1、C-FOS、PDGF通路蛋白检测

将采集到的大鼠支气管组织提取液,通过1
 

000
 

r/min离心处理后提取沉淀,滴加裂解液,反复冰融

后,12
 

000
 

r/min离心处理,提取上清液,采用酶标仪

检测 ERK1、C-FOS、PDGF蛋白浓 度,保 存。滴 加

10%的分离胶,封闭,吸干水分,给予5%的浓缩胶灌

注,凝固后,将其在电泳槽中固定,加5
 

μL
 

Marker,变
性蛋白样品,电泳干预30

 

min,待蛋白分离胶底,结束

电泳;转膜成功后将硝酸纤维素膜(NC)在5%的脱脂

奶粉中封闭固定1
 

h,加一抗(ERK1、C-FOS、PDGF
 

1∶1
 

000)孵育,经过振荡洗膜后加二抗(ERK1、C-
FOS、PDGF

  

1∶10
 

000)孵育,再次振荡洗膜,使用红

外荧光成像系统对结果给予分析。以甘油醛-3-磷酸

脱氢酶(GAPDH)为内参蛋白。
1.3 统计学处理

采用SPSS20.0统计软件进行分析,其中计量资

料采用x±s进行描述,四组间比较采用方差检验,两

组间比较采用独立样本t检验,以P<0.05为差异有

统计学意义。
2 结  果

2.1 TSLP
 

siRNA干预对哮喘模型大鼠气道重塑指

标的影响

与正常组相比,模型组、空白对照组、TSLP
 

siR-
NA干预组小气道支气管壁总管壁面积、小气道支气

管壁内壁面积、支气管壁平滑肌面积均较大,差异有

统计学意义(P<0.05);与模型组相比,空白对照组

TSLP
 

siRNA干预组小气道支气管壁总管壁面积、小
气道支气管壁内壁面积、支气管壁平滑肌面积均减

小,差异有统计学意义(P<0.05);与空白对照组相

比,TSLP
 

siRNA 干预组小气道支气管壁总管壁面

积、小气道支气管壁内壁面积、支气管壁平滑肌面积

均减小,差异有统计学意义(P<0.05),见表1。
正常组大鼠右侧支气管组织形态完整,右侧支气

管纤维排列整齐,间隙分布均匀;模型组大鼠右侧支

气管组织有明显的吸收陷窝,纤维排列紊乱;空白对

照组右侧支气管组织伴有吸收陷窝的现象,且组织破

坏明显;TSLP
 

siRNA干预组大鼠右侧支气管组织形

态、纤维排列逐渐恢复,见图1。

表1  TSLP
 

siRNA干预对哮喘模型大鼠气道重塑指标的影响(x±s)

组别 n
小气道支气管壁总管壁面积

(μm
2/m)

小气道支气管壁内壁面积

(μm
2/μm)

支气管壁平滑肌面积

(μm
2/m)

正常组 14 26.89±2.35 21.57±3.25 4.59±2.58

模型组 14 45.87±2.15a 32.69±2.85a 11.42±2.14a

空白对照组 14 40.58±1.47ab 29.67±2.41ab 8.54±1.12ab

TSLP
 

siRNA干预组 14 31.57±0.87abc 25.88±1.99abc 5.64±0.58abc

F 42.510 16.377 14.496

P 0.001 0.001 0.001

  a:P<0.05,与正常组相比;b:P<0.05,与模型组相比;c:P<0.05,与空白对照组相比。

图1  4组大鼠病理学观察(HE染色,×200)

2.2 TSLP
 

siRNA干预对哮喘模型大鼠肺顺应性、
肺弹性阻力的影响

与正常组相比,模型组、空白对照组、TSLP
 

siR-
NA干预组肺顺应性均降低,肺弹性阻力均升高,差异
有统计学意义(P<0.05);与模型组相比,空白对照
组、TSLP

 

siRNA干预组肺顺应性均升高,肺弹性阻
力均降低,差异有统计学意义(P<0.05);与空白对照

组相比,TSLP
 

siRNA干预组肺顺应性升高,肺弹性
阻力降低,差异有统计学意义(P<0.05),见表2。
2.3 TSLP

 

siRNA 干 预 对 哮 喘 模 型 大 鼠 白 细 胞、
EOS/白细胞的影响

与正常对照组相比,模型组、空白对照组、TSLP
 

siRNA干预组白细胞、EOS/白细胞均升高,差异有统
计学意义(P<0.05);与模型组相比,空白对照组、
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TSLP
 

siRNA干预组白细胞、EOS/白细胞均降低,差
异有统计学意义(P<0.05);与空白对照组相比,

TSLP
 

siRNA干预组白细胞、EOS/白细胞均降低,差
异有统计学意义(P<0.05),见表3。

表2  TSLP
 

siRNA干预对哮喘模型大鼠肺顺应性、

  肺弹性阻力的影响(x±s)

组别 n
肺顺应性

(mL/H2O)
肺弹性阻力

(CO2 H2O/mL)
正常组 14 25.97±5.21 0.66±0.12
模型组 14 8.54±2.57a 2.75±0.97a

空白对照组 14 12.89±3.25ab 2.05±0.14ab

TSLP
 

siRNA干预组 14 22.48±3.69abc 1.24±0.67abc

F 16.839 10.968
P 0.001 0.001

  a:P<0.05,与正常组相比;b:P<0.05,与模型组相比;c:P<

0.05,与空白对照组相比。

表3  TSLP
 

siRNA干预对哮喘模型大鼠白细胞、EOS/

   白细胞的影响(x±s)

组别 n 白细胞(109/L) EOS/白细胞(%)

正常组 14 5.02±1.02 2.58±0.25

模型组 14 15.69±3.58a 5.97±1.57a

空白对照组 14 12.58±2.25ab 4.02±1.26ab

TSLP
 

siRNA干预组 14 8.54±1.87abc 3.21±0.85abc

F 16.087 11.968

P 0.001 0.001

  a:P<0.05,与正常组相比;b:P<0.05,与模型组相比;c:P<

0.05,与空白对照组相比。

2.4 TSLP
 

siRNA干预对哮喘模型大鼠ERK1、C-
FOS、PDGF通路蛋白的影响

与正常组相比,模型组、空白对照组、TSLP
 

siR-
NA干预组ERK1、C-FOS、PDGF通路蛋白均升高,
差异有统计学意义(P<0.05);与模型组相比,空白对

照组、TSLP
 

siRNA干预组ERK1、C-FOS、PDGF通

路蛋白均降低,差异有统计学意义(P<0.05);与空白

对照组相比,TSLP
 

siRNA 干预组 ERK1、C-FOS、

PDGF通路蛋白均降低,差异有统计学意义(P<
0.05),见表4、图2。

表4  TSLP
 

siRNA干预对哮喘模型大鼠ERK1、C-
   FOS、PDGF通路蛋白的影响(x±s

 

)

组别 n ERK1 C-FOS PDGF

正常组 14 0.38±0.25 0.39±0.13 0.56±0.75

模型组 14 2.56±0.87a 2.03±0.54a 2.04±0.23a

空白对照组 14 1.60±0.14ab 1.32±0.41ab 1.45±0.42ab

TSLP
 

siRNA干预组 14 0.99±0.23abc 0.75±0.54abc 0.99±0.47abc

F 13.885 16.572 10.446

P 0.001 0.001 0.001

  a:P<0.05,与正常组相比;b:P<0.05,与模型组相比;c:P<

0.05,与空白对照组相比。
 

图2  4组大鼠ERK1、C-FOS、PDGF通路蛋白

Western
 

blot检测

3 讨  论

  哮喘患病率在全球范围内有逐年增加的趋势,严
重危害人类健康。随着哮喘病情反复发作,会出现不

可逆的气流阻塞[8],导致肺功能下降,目前认为气道

重塑是造成不可逆性气流阻塞和肺功能下降的主要

原因,也被认为是引发哮喘发展为顽固性、难治性疾

病的主要因素。气道重塑是一种炎性反应的结果。
在哮喘发生过程中,多种细胞会通过释放炎症因子而

促使患者的气道平滑肌细胞增生,支气管上皮细胞增

殖倒伏,炎症细胞浸润,进而导致基底膜增厚和上皮

下胶原纤维沉积[9-10]。有研究表明,气道重塑是由于

长期的气道慢性炎症及支气管痉挛发生的损伤-修复

循环所导致的气道结构改变[11]。在哮喘发病早期会

出现成纤细胞增殖和上皮下胶原沉积等一系列气道

重塑的现象,进而促进哮喘的发生和发展[12]。本研究

结果显示,TSLP
 

siRNA干预可改善哮喘模型大鼠的

气道重塑指标,因此,进一步明确气道重塑的机制和

寻找有效的治疗方法是哮喘防治的焦点。
TSLP具有调节上皮细胞功能、诱导免疫应答的

作用,可通过激活髓系树突状细胞来促进炎性细胞因

子的释放,进而加重哮喘的病情[13-14]。进一步研究显

示:TSLP可以活化平滑肌细胞及成纤维细胞,加重气

道重塑。已有相关研究表明,靶向上皮来源因子如

TSLP可减少难治性哮喘患者急性加重。Tezepe-
lumab是一种抗TSLP单克隆抗体,可明显减轻哮喘

症状,防止病情的进一步恶化。已有相关研究证明,
Tezepelumab在3期实验中成功,与其他抗体干预相

比,Tezepelumab效 果 更 好[15]。本 研 究 结 果 显 示,
siRNA干预TSLP基因表达可有效降低哮喘大鼠气

道上皮TSLP水平,提示TSLP
 

siRNA干预可改善大

鼠气道炎症,控制哮喘进一步发展。
肺顺应性可以反映出胸腔压力改变时对肺容积

的改变[16-17]。肺弹性阻力与肺的顺应性呈负相关,在
外力作用下当肺的弹性组织扩张时,肺顺应性越小,
肺弹性阻力越大[18]。本研究结果中,TSLP

 

siRNA干

预可改善哮喘模型大鼠的肺顺应性和肺弹性阻力,控
制大鼠病情的进一步发展。EOS是白细胞的组成部

分之一,可损伤机体气道上皮细胞,加重气道炎性反

应,当白细胞数量和EOS数量减少时,可降低大鼠气
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道炎性反应[19-20]。本研究结果表明,TSLP
 

siRNA干

预可减少哮喘模型大鼠白细胞数量和EOS数量,进
而降低EOS/白细胞的值。
ERK是丝裂原活化蛋白激酶的信号传导途径,

外界的抗原成分可以激活支气管上皮细胞上的ERK
信号通路,其在哮喘的发病机制中发挥着重要作用,
但活化的ERK可增强哮喘患者气道平滑肌细胞上的

细胞周期素D1的表达,进而调节患者气道平滑肌的

增殖[21]。C-FOS属于转录因 子 家 族 中 的 成 员,C-
FOS基因功能的实现是通过核蛋白FOS来完成的,
ERK信号通路可以通过酶联反应增加上皮组织中C-
FOS基因的表达,进而产生气道重塑导致哮喘的发

生,当C-FOS基因表达增高时会调节炎性反应,损伤

支气管上皮细胞,阻止糖皮质激素对某些基因转录的

诱导,继而导致哮喘的发生和加重[22]。机体中的多种

细胞都可以产生PDGF,当PDGF增多时,会促进胶

原蛋白的合成。有研究表明,当PDGF与靶细胞膜上

的受体结合时,会立刻激活受体上的酪氨酸激酶,继
而参与哮喘气道的重构[23]。本研究结果显示,TSLP

 

siRNA干预可通过激活ERK信号通路调控ERK1、
C-FOS、PDGF通路蛋白的水平来缓解病情的发展。

综上所述,TSLP
 

siRNA干预通过调控ERK信

号通路相关蛋白,可改善大鼠的气道重塑指标,提高

大鼠的肺顺应性,降低大鼠的肺弹性阻力,抑制炎性

反应,为临床上治疗哮喘提供了新的方向。
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