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IOTP# 及 DKDC' 在哮喘小鼠肺组织中的
表达及布地奈德的干预作用

栾斌%黄先杰%乔俊英

!郑州大学第三附属医院儿内科"河南 郑州%<B$$B"$

%%!摘%要"%目的%探讨哮喘小鼠发病过程中基质细胞衍生因子V!(?>RV!)及其受体&A&C< 在肺内表达的变

化及布地奈德的干预影响% 方法%清洁级雄性XDLX[Q小鼠 #$ 只$随机分为对照组'干预组及哮喘组% 观察卵蛋

白激发及用布地奈德干预后哮喘小鼠气道的病理变化#免疫组织化学染色观察 ?>RV! 表达的变化#CFV0&C法观察

&A&C< .C7D表达的变化% 结果%?>RV! 及&A&C< .C7D在对照组中呈低表达$在哮喘组中表达明显增加$使用

布地奈德进行干预后 ?>RV! 及&A&C< .C7D的表达明显降低($6<"= f$6$B" OI$6#=! f$6$=B#$6;"9 f$6$"@ OI

$6@"# f$6$9<# Ee$6$B)$且二者表达量均与气道壁厚度呈正相关(=Z$6@<<$Ee$6$!#=Z$6BB#$ Ee$6$!)%

结论% ?>RV! 及其受体&A&C< 可能参与了哮喘小鼠气道重塑过程$布地奈德干预改善哮喘小鼠的气道重塑可能

与降低 ?>RV! 及&A&C的表达有关% !中国当代儿科杂志#!"#"##!$$%&!#M &!#N"

!关%键%词"%哮喘#气道重塑#基质细胞衍生因子V!#&A&趋化因子受体 <#小鼠

!中图分类号"%C:##%%!文献标识码"%D%%!文章编号"%!$$; :;;#$("$!$)$# :$"!B :$<
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0"#$O)*$ ."#$!7)/*'I)3$ J,#1I&*'%)*+893@/=AB3*A-KE3<)/A=)D?$ R6)=< #KK):)/A3< .-?@)A/:$ H63*+M6-& "*)L3=?)AC$

H63*+M6-& <B$$B"$ ;6)*/ (5B/):* :&/*U)*$B;;EA-B8D-B)

%%?=2-,1:-* @=A.:-);.%F+I,H1N,'--S/3-II(+) +PI,3+.25Q-551-3(O-1 P2Q,+3V!(?>RV!) 2)1 &A&Q'-.+T()-3-Q-/,+3

< (&A&C<) () ,'-2(3K2N2)1 ,'--PP-Q,+PJH1-I+)(1-+) ,'-(3-S/3-II(+) () .(Q-K(,' 2I,'.26B.-7+62%F'(3,NXDLX[Q

.25-.(Q-IK-3-32)1+.5N1(O(1-1 (),+,'3--M3+H/I* /52Q-J+Q+),3+5$ H),3-2,-1 2I,'.2$ 2)1 JH1-I+)(1-V,3-2,-1 2I,'.26

F'-2I,'.2M3+H/ K-3-()1HQ-1 JN(),32/-3(,+)-25()i-Q,(+) +P!$c +O25JH.() (U4D) +) 12NI!$ ; 2)1 !B$ 2)1 ,'-)

P3+.12NI"" ,+#<$ Q'255-)M-1 JN()'252,(+) +P"c U4D2-3+I+5-O-3N+,'-312N6F'-JH1-I+)(1-V,3-2,-1 2I,'.2M3+H/

3-Q-(O-1 2) ()'252,(+) +PJH1-I+)(1-(! .M) J-P+3-U4DQ'255-)M-6F'-/2,'+5+M(Q25Q'2)M-I+P,'-2(3K2NK-3-2II-II-1

JN'-.2,+SN5() 2)1 -+I() I,2()()M6F'-(..H)+'(I,+Q'-.(I,3NK2IHI-1 ,+-I,(.2,-,'--S/3-II(+) +P?>RV! () ,'-5H)M6

CFV0&CK2IHI-1 ,+-O25H2,-,'--S/3-II(+) +P&A&C< () ,'-5H)M6C.250-2%&+./23-1 K(,' ,'-Q+),3+5M3+H/$ ?>RV! 2)1

&A&C< -S/3-II(+) () ,'-5H)M() ,'-H),3-2,-1 2I,'.2M3+H/ ()Q3-2I-1 I(M)(P(Q2),5N(Ee$6$B)6F'-JH1-I+)(1-V,3-2,-1

2I,'.2M3+H/ 1-.+)I,32,-1 I(M)(P(Q2),5N1-Q3-2I-1 ?>RV! ($6<"= f$6$B" OI$6#=! f$6$=B#Ee$6$B) 2)1 &A&C<

($6;"9 f$6$"@ OI$6@"# f$6$9<# Ee$6$B) -S/3-II(+) () ,'-5H)M2IQ+./23-1 K(,' ,'-H),3-2,-1 2I,'.2M3+H/6X+,'

?>RV! (=Z$6@<<$Ee$6$!) 2)1 &A&C< (=Z$6BB#$ Ee$6$!) K-3-/+I(,(O-5NQ+33-52,-1 K(,' ,'-,'(QT)-II+P,'-

2(3K2NK2556D+/:052)+/2%?>RV! 2)1 &A&C< .2NJ-2II+Q(2,-1 K(,' 2(3K2N3-.+1-5()M() .(Q-K(,' 2I,'.26XH1-I+)(1-

Q2) (./3+O-2(3K2N3-.+1-5()M$ /+II(J5NJN1-Q3-2I()M,'--S/3-II(+) +P?>RV! 2)1 &A&C<6

!D7)/E D+/-.4*F.6)1-,$ !"#"$ #! ($)*!#M &!#N"

%%G.> <+,62*%DI,'.2# D(3K2N3-.+1-5()M# ?,3+.25Q-551-3(O-1 P2Q,+3V!# &A&Q'-.+T()-3-Q-/,+3<# 8(Q-

%%支气管哮喘是由多种细胞和细胞组分参与的气

道慢性炎症$以气道高反应性和气道重塑为特点%

而气道重塑的发生可能是哮喘难以完全治愈及肺功

能逐渐下降的重要原因之一$但目前对于气道重塑

的发生机制并没有完全阐明% 基质细胞衍生因子V!

(I,3+.25Q-551-3(O-1 P2Q,+3V!$?>RV!)及 &A&趋化因

子受体 <(&A&Q'-.+T()-3-Q-/,+3<$&A&C<)属于趋

化因子家族$两者共同作用参与了造血干细胞的迁

移及归巢'介导免疫及炎症反应'促进血管生成$在

肿瘤'类风湿性关节炎'血液系统疾病及 _Y4感染

中研究较为广泛$在哮喘气道重塑中的研究较少%

本研究通过建立小鼠哮喘模型$观察气道重塑的病

&B!"&
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理变化和 ?>RV! 及&A&C< 在小鼠肺内的表达情况$

以及布地奈德的干预对其表达的影响%

#H材料和方法

#6#H实验材料

卵蛋白(U4D)为美国 ?(M.2公司产品#布地奈

德混悬液由阿斯利康制药公司生产#CFV0&C试剂

盒购于北京全式金生物技术有限公司#0&C引物由

北京赛百盛基因技术有限公司合成#免疫组化兔抗

小鼠 ?>RV! 多克隆抗体购于 ?2),Q3Hd生物科技公

司#?0试剂盒及 >DX显色剂均购于北京中杉金桥

生物技术有限公司%

#6!H实验方法

!6"6!%动物分组和模型制作方法%%雄性清洁级

= W; 周龄XDLX[Q小鼠 #$ 只$由河北医科大学动物

实验中心提供$体重为 !B6" f!6$# M$应用随机数字

表法将其随机分为对照组'哮喘组和干预组$每组

!$ 只% 模型制作参照文献!!V""并加以改进% 哮喘组

小鼠于第 ! 天'第 ; 天和第 !B 天腹腔注射卵蛋白[

氢氧化铝混合液 $6" .L(内含卵蛋白 "$

!

M$氢氧化

铝 ! .M)致敏$从第 "" 天开始用 "c U4D生理盐水

雾化吸入激发$隔天一次$每次 #$ .()$共激发 @ 次#

干预组以相同方法致敏和激发$每次U4D雾化激发

#$ .()前用 ! .M布地奈德混悬液雾化治疗#对照组

使用生理盐水致敏和激发$方法同哮喘组%

!6"6"%肺组织标本处理%%各组小鼠于末次雾化

结束后 "< '内用戊巴比妥钠 <B .M[TM腹腔注射麻

醉$迅速开胸取左肺$置于液氮冻存$留作 CFV0&C

用$然后经右心室插管至肺动脉$用生理盐水快速冲

洗后取右肺中叶$置于 <c甲醛溶液固定 "< '$酒精

梯度脱水$石蜡包埋$做厚度 B

!

.切片$分别做 _\

染色和免疫组织化学染色%

!6"6#%免疫组化及苏木精V伊红染色%%石蜡切片

常规脱蜡至水$抗原修复$#c过氧化氢阻断内源性

过氧化物酶$山羊血清封闭$滴加一抗'二抗及链霉

素抗生物素蛋白V过氧化物酶复合物$>DX显色$苏

木素复染$脱水封片$阳性表达为胞浆内呈棕黄色%

?>RV! 抗体稀释浓度为 !r!$$% 苏木精V伊红于石蜡

切片脱蜡后直接行苏木精V伊红染色$脱水封片% 结

果分析采用Y.2M-03+05HI=6$ 图像分析软件$对苏

木精V伊红染色图片测定相同级别的完整的支气管

横断面的支气管壁面积(

!

.

"

)'气道上皮黏膜层面

积(

!

.

"

)'气道平滑肌面积(

!

.

"

)$并将其与基底膜

周径(

!

.)的比值代表气道壁厚度(

!

.

"

[

!

.)'上皮

黏膜层厚度(

!

.

"

[

!

.)'平滑肌层厚度(

!

.

"

[

!

.)%

对于免疫组化图片测定阳性区平均光密度值$每张

切片选择至少 B 个高倍镜视野$取其平均值作为该

切片的代表值%

!6"6<%CFV0&C%%将冻存左肺用 F3(d+5法提取总

C7D$并逆转录为 Q>7D$设计引物扩增目的片段%

&A&C< 上游引物为 B V̂]]&F]D &&F&&F&FF

F]FV# $̂下游引物为 B V̂]FFF&&FF] ]&&FFF

]D&V# %̂

%

V2Q,()上游引物为 B V̂]D]D&&FF&DD&

D&&&&]&V# $̂下游引物为 B V̂&&D&D]]DFF&&

DF&&&DDV# %̂ 扩增后进行琼脂糖凝胶电泳$用

X2)1 ?Q2) B6$ 凝胶分析软件分别测定 &A&C< 与

%

V2Q,()的灰度值$并以&A&C< 与
%

V2Q,()的比值作为

该小鼠的代表值%

#6$H统计学方法

应用 ?0?? !=6$ 进行数据分析% 计量资料用均

数f标准差(Ff?)表示% 各组样本均数比较采用单

因素方差分析$两两比较采用 L?>检验$各因素之

间的相关性采用 /-23I+)相关分析$Ee$6$B 为差异

具有统计学意义%

!H结果

!6#H一般情况

哮喘组小鼠经过U4D激发后$均出现不同程度

的呼吸急促'腹部扇动'烦躁不安'饮水量增多等现

象$干预组上述表现较其轻微$对照组无上述异常

改变%

!6!H病理学改变

在高倍镜下观察$哮喘组小鼠气道壁增厚$管腔

变形狭窄$气道上皮细胞脱落$杯状细胞化生$黏液

分泌增多$平滑肌层明显增厚$黏膜下及管壁周围炎

性细胞浸润明显% 干预组上皮细胞偶有脱落$黏膜

相对完整$气道壁增厚及炎症细胞浸润均明显轻于

哮喘组% 对照组肺组织几乎无上述病理改变% 见图

!'表 !%

!6$H免疫组化结果

?>RV! 在对照组中呈弱阳性表达$在哮喘组表

达明显增多$经布地奈德干预其表达量有所减少$但

仍较对照组多(Ee$6$B)% 见图 !'表 "%

!X'HCVPFDC结果

对照组&A&C< .C7D表达量较少$哮喘组表达

量明显增多$布地奈德干预组其表达量有所减少$但

仍较对照组多(Ee$6$B)% 见表 "%

&=!"&
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HH图 #H各组小鼠气道结构$苏木精P伊红染色_'""#上排%和IOTP# 免疫组化染色$ _'""#下排%H上排示对照组气

道壁较薄# 哮喘组可见气道壁明显增厚$并见炎性细胞浸润#干预组经布地奈德干预后$气道壁增厚及炎性细胞浸润减轻% 下排示对

照组气道上皮细胞呈棕黄色$呈弱阳性表达#哮喘组气道上皮细胞呈深棕黄色$强阳性表达#干预组经布地奈德干预后$表达明显

减弱%

%%表 #H各组小鼠气道壁厚度'上皮层厚度和平滑肌厚度

的比较
%(Ff?$

!

.

"

[

!

.)

组别 鼠数 气道壁厚度 上皮黏膜层厚度 平滑肌层厚度

对照组 !$ !=6B f#6$ ;6" f!6B B6@ f!6$

哮喘组 !$

"96" f<6<

2

!<6= f"6!

2

969 f!6B

2

干预组 !$

"$6= f#6#

2$J

!$6$ f!6@

2$J

=69 f!6"

2$J

2值 #"6$;; #<699B #$6<="

E值 e$6$B e$6$B e$6$B

%%2*与对照组比较$ Ee$6$B# J*与哮喘组比较$ Ee$6$B

表 !H各组小鼠IOTP# 和DKDC' 表达量的比较H

(Ff?)

组别 鼠数 ?>RV! &A&C< .C7D

对照组 !$ $6"@ f$6$< $6=! f$6!"

哮喘组 !$

$6<@ f$6$B

2

$6;# f$6$#

2

干预组 !$

$6#= f$6$@

2$J

$6@" f$6$9

2$J

2值 ""6=$< !!6=9;

E值 e$6$B e$6$B

%%2*与对照组比较$ Ee$6$B# J*与哮喘组比较$ Ee$6$B

!6MH相关性分析结果

?>RV! 表达量与气道壁厚度呈正相关 (=Z

$6@<<$ Ee$6$!)#&A&C< .C7D表达量与气道壁

厚度呈正相关(=Z$6BB#$Ee$6$!)%

$H讨论

尽管哮喘一直被认为是气流可逆性受阻的疾

病$但在许多哮喘患者中都发现了不完全可逆气流

受阻的证据$这种不可逆性气流受阻与气道结构的

改变即气道重塑有着密切的关系% 本研究通过建立

小鼠哮喘模型$探讨 ?>RV! 及&A&C< 在哮喘气道重

塑中的作用%

L+QT-等!#"对 # 种常见的卵蛋白雾化激发哮喘

模型进行了对比$包括连续 < 1 的急性哮喘模型'连

续 @ 1的亚急性哮喘模型及每周 # 次连续 = 周的慢

性哮喘模型$发现短时间暴露于卵蛋白足以引起重

塑的早期改变% 杯状细胞增生及上皮层增厚在雾化

< 1 后已经发生$在慢性哮喘中$这些改变持续发

展$另外$上皮下胶原沉积明显增加% 急性和亚急性

哮喘模型表现出明显的气道炎症$但在慢性哮喘模

型中气道炎症却并不明显% 气道高反应性在 # 种哮

喘模式型中都存在$但是在慢性哮喘模型中最显著%

本研究对亚急性模型进行了改进$将连续雾化 @ 1

改为隔日一次$这样使气道结构的改变更明显$而不

需要更长的时间% 在本研究中$可见哮喘组小鼠呼

吸急促'腹部扇动'烦躁不安'饮水量增多等现象%

肺组织切片可见上皮层增生$炎症细胞浸润$平滑肌

层增厚$说明模型制作是成功的%

炎性细胞浸润是哮喘气道的一个特点$并且参

与了哮喘的发病过程!<"

% 在这些炎症细胞中$以淋

巴细胞及嗜酸性粒细胞为主% 基质细胞衍生因子V!

(?>RV!)又称 &A&趋化因子配体 !"(&A&L!")$属

于&A&趋化因子家族$是目前已知最强的F淋巴细

胞趋化物质!B"

$对于单核细胞'嗜酸性粒细胞也有

很强的趋化作用% ]+)d25+等!="在小鼠变应性气道

&@!"&
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疾病模型中用特异性抗体中和 ?>RV! 可明显降低小

鼠肺部嗜酸性粒细胞数目及气道高反应性% 本研究

采用免疫组化的方法检测到在哮喘小鼠肺部 ?>RV!

表达明显增多$与文献报道!@"一致$增多的 ?>RV!

会趋化更多的炎症细胞到达肺部$加重肺部的炎症

损伤$损伤的气道结构细胞会产生及释放多种生长

因子及炎性介质$参与并加重气道重塑的发生发展%

另外 ?>RV! 在哮喘气道血管生成中也发挥重要作

用$_+I'()+等!@"研究发现哮喘患者气道黏膜下血

管的增多与肺部 ?>RV! 阳性细胞数目呈正相关% 另

有报道在小鼠黏膜下注射 ?>RV! 明显诱导局部小血

管的生成并伴有白细胞的浸润!;"

% 已有研究表明气

道血管生成及血管重塑介导了气道黏膜白细胞浸润

及血浆蛋白的渗出!9"

$从而参与气道重塑的发生%

&A&趋化因子受体 <(&A&C<)是一种七次跨

膜的糖蛋白受体$也属于 &A&趋化因子家族$是

?>RV! 的特异性受体$主要表达于造血细胞'大部分

F淋巴细胞'所有的 X淋巴细胞'单核细胞'嗜酸性

粒细胞$并在机体的多数组织中有构成性表达% 本

研究用 CFV0&C的方法检测到哮喘小鼠肺内

&A&C< .C7D表达增多$可以从两个方面解释*

"

支

气管上皮细胞表达&A&C<增多% \115-I,+) 等!!$"曾

对正常人支气管上皮细胞进行培养$发现支气管上

皮细胞有&A&C< 表达$且缓激肽及 YLV!

%

能明显增

加&A&C< 的表达$利用 ?>RV! 与上皮细胞表达的

&A&C< 结合$能够激活下游的胞外信号调节激酶'

应激活化蛋白激酶'QV*H) 氨基酸末端激酶信号途

径#

#

表达&A&C< 的炎症细胞在肺内增多及炎症细

胞表面表达 &A&C< 增多% 有研究表明 Y7RV

(

'

F7RV

&

及 F]RV

%

能上调嗜酸性粒细胞表面 &A&C<

的表达!!!"

$而YLV<能诱导 F淋巴细胞表面表达

&A&C<增多!!""

% ]+)d25+等!="对卵蛋白激发的气道

过敏性疾病(2(3K2N255-3M(Q1(I-2I-$DD>)小鼠模型

研究$发现&A&C<

k的单核细胞'F淋巴细胞在DD>

小鼠肺内浸润增多$且发现这些肺内的这些炎症细

胞与外周血中细胞相比$表面表达 &A&C< 增多% 同

时他们利用逆转录病毒将&A&C< Q>7D导入到小鼠

的白细胞$再用卵蛋白激发制作过敏性疾病模型$肺

部炎症反应明显强于正常小鼠% 而 LHT2QI等!!#"利

用&A&C<特异性抗体D8>#!$$ 对哮喘小鼠进行干

预$发现其能明显减轻气道炎症'降低气道高反应性%

研究证实$吸入糖皮质激素能有效减轻哮喘症

状'改善生活质量'改善肺功能$降低气道高反应性$

控制气道炎症$减少哮喘发作频次和程度$并且能降

低哮喘死亡率% 布地奈德混悬液是一种非卤代化的

糖皮质激素$具有局部抗炎作用强'作用时间长'全

身副作用小等特点$临床应用较为广泛% 本研究应

用吸入布地奈德干预哮喘小鼠$干预组 ?>RV! 及

&A&C< 的表达与哮喘组比较明显下降$气道重塑也

得到改善$表明布地奈德改善哮喘小鼠的气道重塑

可能与降低 ?>RV! 和 &A&C< 的表达有关% 其机制

可能与细胞因子的相互调节有关$有待进一步研究%
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