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表皮生长因子受体对哮喘小鼠气道重塑的影响及机制

李晓辉$栾斌

!郑州大学第三附属医院"河南 郑州$BC##C"$

$$!摘$要"$目的$探讨哮喘小鼠气道重塑与表皮生长因子受体$[W7H%)肝素结合性表皮生长因子$]V>

[W7%的关系以及[W7H酪氨酸激酶抑制剂$FW!B=;%对气道重塑的干预作用& 方法$建立哮喘小鼠气道重塑模

型'对肺组织切片行 1̂JJ*(和过碘酸雪夫$/FY%染色分别显示胶原沉积和气道黏膜杯状细胞增生情况& 应用免疫

组化和HR>/%H方法分别检测]V>[W7的蛋白和[W7H)]V>[W7-H6F表达的变化& 结果$哮喘组出现气道重塑

的特征性改变']V>[W7)[W7H表达水平增高& FW!B=; 干预组较哮喘组气道重塑有所改善'[W7H)]V>[W7表达降

低$Mb#5#C%& 结论$ [W7H参与哮喘小鼠气道重塑'其酪氨酸激酶抑制剂 FW!B=; 可缓解气道重塑过程&

FW!B=;可能通过下调[W7H及]V>[W7的表达以及抑制依赖于[W7H下游的细胞信号转导级联反应来缓解哮喘

气道重塑过程& !中国当代儿科杂志#!"#"##!$!%&#HY %#&""

!关$键$词"$表皮生长因子受体#肝素结合性表皮生长因子#哮喘#气道重塑#小鼠

!中图分类号"$HC<"5"
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R&,,j.2,JJ'*( *Q]V>[W71(0 [W7H'( +&,,.'+&,4'14K,44J*Q82*(K&''( +&,1J+&-1P2*M. O1JJ'P('Q'K1(+4N&'P&,2+&1(
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$$C*D E06=+*$[.'0,2-14P2*O+& Q1K+*22,K,.+*2# ],.12'(>8'(0'(P,.'0,2-14P2*O+& Q1K+*2>4'T,P2*O+& Q1K+*2# FJ+&-1#

F'2O1N2,-*0,4'(P# '̂K,

$$哮喘病人气道出现的特征性结构改变称为气道

重塑'包括气道上皮细胞的脱落'上皮下纤维化'杯

状细胞的超常增生'黏液过度分泌'气道平滑肌细胞

增殖等!!"

& 气道重塑与疾病的严重程度相关'引起

不可逆的气流阻塞和肺功能持续性下降& 有报道表

皮生长因子受体$[W7H%及其配体$]V>[W7'RW7>

"

%

在哮喘气道上皮表达增高!""

'参与哮喘气道结构改

变的多个环节'在气道重塑中发挥重要作用& 本研

究旨在探讨哮喘小鼠气道重塑与[W7H)]V>[W7的

关系以及[W7H酪氨酸激酶抑制剂$FW!B=;%的治

疗作用&
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#F材料与方法

#5#F实验材料

清洁级VFXVoK小鼠 "B 只'雄性'< G; 周龄'体

重$!C "̀%P'购于河北省实验动物中心'许可证号*

Y%_e$冀% "##;>!>##?& 鸡卵清蛋白 $*L148M-'('

Z3F%'购于 Y'P-1公司& FW!B=; 购于 %1N-1( 公

司& R2'f*4购于美国 @(L'+2*P,( 公司'反转录试剂盒

和 /%H试剂购于北京全式金生物技术有限公司&

山羊抗小鼠]V>[W7抗体购于 Y1(+1%2Mf公司&

#5!F实验方法

!5"5!$小鼠哮喘模型的建立$$按随机数字法将

"B 只动物分为正常对照组)哮喘模型组)FW!B=; 干

预组 ? 组'每组 ; 只& 小鼠适应性饲养 ! 周后'按照

参考文献!?"方法加以改进'哮喘组)FW!B=; 干预组小

鼠分别在第 !);)!C天腹腔内注射抗原混合液 #5" -X

$含氢氧化铝 ! -P和Z3F"#

$

P%致敏'第 ""天开始

雾化吸入 !D Z3F激发'隔日 !次'每次 ?# -'('持续

至第 ?C天'共计 = 次& FW!B=; 干预组每次激发前

! & 给予腹腔内注射FW!B=;$!C -PoTP%

!""

& 正常对

照组小鼠的腹腔内注射和雾化吸入均用生理盐水代

替'次数同前&

!5"5"$肺组织标本制备$$各组小鼠于末次雾化

结束后 "B &内用戊巴比妥钠腹腔内注射进行麻醉'

迅速开胸结扎左肺门'取下左肺'置于液氮冻存'留

作HR>/%H用'右肺生理盐水冲洗后取中叶'置于

!#D甲醛溶液固定 "B &'酒精梯度脱水'石蜡包埋'

做厚度 C

$

-切片'分别做 1̂JJ*(染色)过碘酸雪夫

$/FY%染色和免疫组织化学染色&

!5"5?$免疫组织化学观察 ]V>[W7蛋白的表达$

$使用免疫组织化学过氧化物酶标记的链霉卵白素

法进行检测&

!5"5B$HR>/%H测定 [W7H']V>[W7-H6F的表

达$$右肺组织用R2'f*4提取总H6F& 以逆转录试

剂盒合成S6F'而后进行/%H扩增& 目的基因引物

序列*]V>[W7$/%H产物为 !;# 8.%上游引物*Ch>

FRW%%R%FWWFFFRF%FFW>?h'下游引物*Ch>

WR%%%F %WF RWF %FF WFF>?h'退火温度为

C#n& [W7H$/%H产物为 ?#B 8.%上游引物*Ch>

R%FRRW%%%R%FF%F%%W>?h'下游引物*Ch>FRW

%%FR%RR%%F%RR%WR>?h'退火温度为 C"n& 内

参
!

>肌动蛋白$/%H产物为 B?" 8.%上游引物*Ch>

R%FWWR%FR%F%RFR%WW%FFR>?h'下游引物*

Ch>FFFWFFFWWWRWRFFFF%W%F>?h'退火温度

CCn& /%H产物用 "D琼脂糖凝胶电泳'在凝胶成

像系统中观察&

!5"5C$统计学处理$$采用 Y/YY !<5# 统计软件'

各种数据均以均数 标̀准差$R̀ D%表示'组间均数

比较采用单因素方差分析及 XYS>=检验'两变量的

相关性采用 /,12J*( 相关分析'以 Mb#5#C 为差异

有统计学意义&

!F结果

!5#F动物一般情况观察

哮喘组经过Z3F反复激发后'出现易激惹)烦

躁不安)呼吸急促)腹肌抽搐)大小便失禁症状& 正

常对照组无明显异常反应& FW!B=; 干预组也出现

哮喘组相似症状'但程度明显较轻&

!5!F病理形态学观察

普通光镜下$ q"##%观察'哮喘组小鼠气道壁

及气道平滑肌明显增厚'管腔狭窄'气道上皮受损)

脱落'上皮下胶原沉积明显'杯状细胞数量增加'黏

液分泌增多'气道周围有大量炎性细胞浸润&

FW!B=; 干预组改变与哮喘组相似'但程度明显较

轻& 正常对照组未见明显的病理形态学改变&

!GHF肺组织中V_Q>和[POV_Q3>R8的表达

应用HR>/%H检测显示'哮喘组 [W7H和 ]V>

[W7-H6F表达量分别为 #5=" #̀5!" 和 #5<" `

#5!!'明显高于正常对照组$#5"? #̀5#; 和 #5!9 `

#5#=%' FW!B=; 干预组表达量为 #5B" #̀5#9和

#5?B #̀5!#'较哮喘组明显降低'差异有统计学意义

$Mb#5#C%& 见图 !&
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FF图 #FH 组小鼠肺组织 V_Q>和 [POV_Q3>R8的表

达F

1* 与对照组比较' Mb#5#C# 8*与哮喘组比较' Mb#5#C&

!G&F肺组织 [POV_Q蛋白的表达'平均胶原沉积

面积和平均杯状细胞数

]V>[W7免疫组化染色阳性表达呈棕黄色'主

要表达于气管黏膜上皮细胞 $图 "%& 胶原沉积

(;?!(
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$ 1̂JJ*(染色%阳性部位为绿色$图 ?%& 上皮杯状

细胞$/FY 染色%阳性部位为紫红色$图 B%& 哮喘

组气道]V>[W7蛋白的表达)平均胶原沉积面积和

平均杯状细胞数均高于正常对照组和 FW!B=; 干预

组'FW!B=; 干预组与哮喘组相比差异有统计学意

义$Mb#5#C%&见表 !&

$$表 #FH 组小鼠肺组织[POV_Q蛋白表达量'平均胶原

沉积面积和平均杯状细胞

组别 鼠数 ]V>[W7 胶原面积 杯状细胞数

正常对照组 ; #5"# #̀5#C "5;! #̀5B= 95?9 !̀5CB

哮喘组 ;

#5C9 #̀5!!

1

<5;" #̀59C

1

!=5#< ?̀5!?

1

FW!B=; 干预组 ;

#5?? #̀5#;

1'8

B5#! #̀5;!

1'8

!?5?? "̀5#;

1'8

M值 b#5#C b#5#C b#5#C

$$1*与对照组比较'Mb#5#C# 8*与哮喘组比较'Mb#5#C

FF图 !$上排%F各组小鼠气道上皮[POV_Q的表达$免疫组化# &̂""%F

8*正常对照组'呈弱阳性表达# P*哮喘组'上

皮细胞增厚'呈强阳性表达# ?*FW!B=; 干预组'表达较哮喘组减弱& 阳性细胞为棕黄色&

FF图 H$中排%F气道上皮胶原沉积$</++0(# &̂""%F

8*正常对照组'上皮细胞下少见胶原# P*哮喘组'上皮细胞下胶原

沉积明显增多# ?*FW!B=; 干预组'胶原沉积较哮喘组明显减少& 胶原沉积部位为绿色&

FF图 &$下排%F气道上皮杯状细胞$B8S# &̂""%F

8*正常对照组'少见杯状细胞# P*哮喘组'上皮细胞上杯状细胞明显增

多# ?*FW!B=; 干预组'杯状细胞数较哮喘组明显减少& 紫红色为杯状细胞&

!5IF相关性分析结果

[W7H与胶原沉积面积和杯状细胞数的相关系

数<分别为 #5<C= 和 #5C""'Mb#5#!'说明[W7H与

两者呈正相关&

HF讨论

[W7H通过结合其配体$[W7)]V>[W7)RW7>

"

)

FH等%调节上皮细胞的迁移)增殖)分化及存活'在

支气管上皮组织修复过程中发挥重要作用& 哮喘气

道上皮[W7H持续的高表达水平可导致上皮细胞一

直保持-修复.表现型!B"

'此表型增强了炎症介质和

细胞因子的表达和释放!C"

& [W7H的表达量主要在

结构性损伤区域增高'且增高程度与哮喘的严重性

相关!<"

& 其配体中]V>[W7是多种细胞的促有丝分

裂原'与[W7H结合后激活酪氨酸激酶及其下游的

[̂e>̂F/e细胞信号转导途径促进气道平滑肌细

胞和纤维母细胞的分裂增殖和迁移'参与上皮下纤

维化的过程!""

& 气道壁的增厚和平滑肌的收缩最

终导致气道不可逆的缩窄'这也是引起哮喘症状和

(9?!(
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生理变化的基础& 本实验结果显示 [W7H)]V>[W7

在哮喘小鼠肺组织表达明显增高'与上皮下胶原沉

积面积和杯状细胞数量呈正相关'表明两者促进气

道结构细胞的分裂增殖和黏液的过度分泌'参与哮

喘气道重塑过程&

FW!B=; 是人工合成的小分子蛋白酪氨酸激酶

$.2*+,'( +N2*J'(,T'(1J,%抑制剂'对 [W7H具有高度

选择性'体外实验表明'FW!B=; 通过阻断 [W7H介

导的信号转导通路'使多种效应细胞$包括气道上

皮细胞'气道平滑肌细胞及血管平滑肌细胞等%的

增殖受到抑制'并诱发细胞凋亡!="

& 本实验观察了

FW!B=; 对哮喘气道重塑的治疗作用'结果显示

FW!B=; 干预组 [W7H)]V>[W7表达量较哮喘组明

显降低'上皮下胶原沉积面积'杯状细胞数量及气道

平滑肌增厚程度较哮喘组明显减轻& 提示 FW!B=;

可能通过下调[W7H)]V>[W7的表达以及抑制依赖

于[W7H下游的细胞信号转导级联反应来缓解哮喘

气道重塑过程&

临床上广泛使用糖皮质激素类缓解哮喘发作症

状'有报道激素的抗炎治疗未能明显地降低哮喘气

道上皮细胞[W7H的表达!B"

'从这一方面来看'激素

治疗对其的不显效性可以用来解释那些已经接受了

规律的皮质激素治疗的哮喘患者仍然出现了气道重

塑的现象&

另外'VMJJ,等!;"研究证实FW!B=; 能够抑制白

三烯类诱发的哮喘样综合症状'减少气道胶原沉积

和黏液积聚'有利于重症哮喘气道的变态反应性和

组织重塑的缓解& 由此可见'多种分子效应集中于

[W7H途径'促进哮喘气道高反应性)炎症及重塑的

发展!9"

'抑制其活性可在一定程度上减缓哮喘气道

重塑的发生'为寻找新的治疗方法提供思路&

!参$考$文$献"
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