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细菌脂多糖对哮喘小鼠血清 ＩＬ４、ＩＬ８及
肺组织 ＶＥＧＦ表达的影响

栾斌　冯梅晶　乔俊英

（郑州大学第三附属医院儿内科，河南 郑州　４５００５２）

　　［摘　要］　目的　观察细菌脂多糖（ＬＰＳ）对支气管哮喘小鼠血清 ＩＬ４、ＩＬ８及肺组织血管内皮生长因子
（ＶＥＧＦ）的影响，探讨ＬＰＳ在哮喘发生过程中的调节作用。方法　２７只 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为对照组、哮喘组和
ＬＰＳ干预组，每组９只。采用ＥＬＩＳＡ法检测哮喘小鼠血清 ＩＬ４、ＩＬ８的浓度，免疫组织化学染色法检测肺组织中
ＶＥＧＦ的表达。结果　哮喘组血清ＩＬ４和ＩＬ８水平明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）；而ＬＰＳ干预组ＩＬ４和ＩＬ８水平明
显低于哮喘组（Ｐ＜０．０５），但仍高于对照组（Ｐ＜０．０５）。哮喘组气道 ＶＥＧＦ表达显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＬＰＳ
干预组其表达明显低于哮喘组（Ｐ＜０．０５），但仍高于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＬＰＳ可能通过降低哮喘小鼠血清
ＩＬ４和ＩＬ８水平及气道ＶＥＧＦ表达，减轻气道炎症，减少气道血管重塑的发生。
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　　支气管哮喘是一种以气道炎症和高反应性为特
征的变态反应性疾病，发病机制较为复杂，目前仍未

完全明确，多种细胞因子和炎症介质参与其发生、发

展的调节，并在气道重塑过程中发挥重要的作用。

Ｔ辅助细胞可以定向分化为 Ｔｈ１、Ｔｈ２细胞，正常情

况下，Ｔｈ１、Ｔｈ２细胞保持相对平衡状态，哮喘发生
时，Ｔｈ２免疫应答增强，Ｔｈ１免疫应答减弱。近年
来，越来越多的研究表明儿童的过敏性特征及哮喘

发生率与其周围环境中细菌内毒素水平呈负相

关［１２］。适量细菌毒素的接触，有望减少儿童过敏性
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疾病及哮喘的发生率，从而为哮喘的辅助治疗寻求

新的靶点。脂多糖（ＬＰＳ）作为一种免疫调节剂，可
以调节 Ｔｈ２型免疫应答。ＩＬ４能诱导嗜酸性粒细
胞、肥大细胞释放 ＩｇＥ，在哮喘发生中起到正反馈的
作用，ＩＬ８与 ＩＬ４有协同作用，除趋化中性粒细胞
外，还可部分趋化嗜酸性粒细胞及活化的淋巴细胞，

促进 ＩｇＥ的分泌。部分研究表明，ＶＥＧＦ的表达与
ＩＬ４存在正相关［３］。糖皮质激素及 β２受体激动剂
已成为治疗哮喘的经典药物，长期应用糖皮质激素

具有潜在的不良反应，如肾上腺功能减退、骨质疏松

等，若长期大量应用 β２受体激动剂，对哮喘患儿同
样存在不利影响［４］。探寻新型治疗药物已经成为

研究热点，本研究从哮喘发生的免疫机制着手，通过

对哮喘小鼠和ＬＰＳ干预的哮喘小鼠血清中 ＩＬ４、ＩＬ
８及肺组织 ＶＥＧＦ表达的分析，探讨其相互之间的
作用，明确 ＬＰＳ在哮喘发生过程中的调节作用，希
望为哮喘的防治寻求新的治疗手段，从而改善哮喘

患者的生活质量。

１　材料与方法

１．１　材料
卵蛋白（ＯＶＡ）为美国 Ｓｉｇｍａ公司产品，ＩＬ４、

ＩＬ８ＥＬＩＳＡ试剂盒系美国 ＲＤ公司产品，免疫组化
兔抗小鼠ＶＥＧＦ多克隆抗体ＳＰ试剂盒及ＤＡＢ显色
剂购于北京博奥森公司。

１．２　实验方法
１．２．１　动物分组及哮喘模型的建立　　２７只清洁
级雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，购于河南省实验动物中心，于
恒温、安静、相对避光环境中适应性喂养１周后，按
照随机数字表法将其随机分为对照组、哮喘组和

ＬＰＳ干预组，每组９只。哮喘模型的建立参考本课
题组前期研究并加以改进［５］：哮喘组于实验第１天、
第８天和第１５天腹腔注射 ＯＶＡ＋氢氧化铝混合液
０．２ｍＬ（内含 ＯＶＡ２０μｇ，氢氧化铝１ｍｇ）致敏，第
２２天开始用２％ ＯＶＡ生理盐水雾化吸入激发，隔日
一次，每次３０ｍｉｎ，共激发７次。ＬＰＳ干预组在致敏
阶段每隔２ｄ腹腔注射１ｍＬ含１００μｇＬＰＳ溶液，激
发阶段在每次激发前１ｈ腹腔注射相同剂量浓度
ＬＰＳ。对照组致敏与激发均以生理盐水代替ＯＶＡ。
１．２．２　标本采集　　于末次雾化结束后２４ｈ内用
乙醚吸入麻醉小鼠，摘眼球法快速收集１ｍＬ全血，
离心５ｍｉｎ，取上清液待用。
１．２．３　肺组织标本制作　　取右肺中叶，垂直气道
取材，用４％多聚甲醛固定２４ｈ，酒精梯度脱水，石

蜡包埋，做厚度 ５μｍ切片，进行免疫组织化学染
色。

１．２．４　ＥＬＩＳＡ法检测小鼠血清 ＩＬ４、ＩＬ８含量　　
将稀释后的标准品及样品加入反应孔内；加入抗体，

盖上板膜，轻轻振荡混匀，３７℃温育１ｈ；洗涤液洗
去孔内液体，加入亲和链酶素ＨＲＰ，混匀，３７℃温
育３０ｍｉｎ；洗去孔内液体，加入底物 Ａ、Ｂ，３７℃温
育１０ｍｉｎ；加入终止液后于４５０ｎｍ波长的酶标仪
上测定各孔的 ＯＤ值。以吸光度 ＯＤ值为纵坐标，
相应的ＩＬ４和ＩＬ８标准品浓度为横坐标，做出标准
曲线，并根据标准曲线计算出各样本的 ＩＬ４（ＩＬ８）
含量。

１．２．５　免疫组织化学染色及结果观察　　切片脱
蜡至水，ＰＢＳ洗涤；抗原修复，ＰＢＳ浸泡；封闭内源性
过氧化物酶，ＰＢＳ浸泡；滴加山羊血清，封闭内源性
生物素，甩除；滴加一抗，４℃过夜，ＰＢＳ浸泡；滴加二
抗，ＰＢＳ浸泡；滴加辣根过氧化物酶标记卵霉链白
素，ＰＢＳ浸泡；ＤＢＡ显色，显微镜下控制，自来水中
止；苏木素复染，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性

树胶封片。阳性表达主要集中于气道上皮细胞、气

道平滑肌细胞，阳性细胞胞浆着色呈棕黄色。采用

彩色医学图像分析系统进行图像采集并数据分析。

每张切片随机选取 ５个支气管壁作图像分析，
４００倍光镜下测量阳性部位的吸光度值，取平均值
为该切片的代表值。

１．３　统计学分析
应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据分析。计量资

料用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，多个样本均数的
比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　各组小鼠血清ＩＬ４、ＩＬ８含量
本研究显示，哮喘组血清ＩＬ４和ＩＬ８水平明显

高于对照组，而ＬＰＳ干预组ＩＬ４和ＩＬ８水平明显低
于哮喘组，但仍高于对照组（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组小鼠血清ＩＬ４和ＩＬ８的含量　（ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别 鼠数 ＩＬ４ ＩＬ８

对照组 ９ １９．２±０．６ ７２．１±２．６
哮喘组 ９ ３６１．２±８．１ａ ２８９．９±９．４ａ

ＬＰＳ干预组 ９ １９１．０±３．４ａ，ｂ １４２．０±６．６ａ，ｂ

Ｆ值 １１２３．１ ２６７．２
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０５
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２．２　各组小鼠肺组织ＶＥＧＦ表达
哮喘组小鼠气道 ＶＥＧＦ表达显著高于对照组

（Ｐ＜０．０５）；ＬＰＳ干预组其表达明显低于哮喘组（Ｐ
＜０．０５），但仍高于对照组（Ｐ＜０．０５）。见表 ２，
图１。

表２　各组小鼠肺组织ＶＥＧＦ表达　（ｘ±ｓ，ＯＤ值）

组别 鼠数 ＶＥＧＦ

对照组 ９ ０．０４２０±０．００１３
哮喘组 ９ ０．０８３０±０．００１６ａ

ＬＰＳ干预组 ９ ０．０５５０±０．０００１ａ，ｂ

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０５

　　图１　各组小鼠肺组织ＶＥＧＦ表达的免疫组织化学染色（ＤＡＢ×４００）　Ａ：对照组：气道ＶＥＧＦ呈弱阳性表达；Ｂ：哮喘
组：气道ＶＥＧＦ呈强阳性表达，表达量显著高于对照组和ＬＰＳ干预组；Ｃ：ＬＰＳ干预组：气道ＶＥＧＦ阳性表达较哮喘组显著降低，但仍

高于对照组。箭头所指为ＶＥＧＦ阳性表达，呈褐色。

３　讨论

支气管哮喘是一种气道慢性炎症性疾病，多种

炎症细胞和炎症因子参与其发生、发展过程。其中

最重要的Ｔｈ２型细胞因子 ＩＬ４在哮喘的调节和发
作过程中起重要作用，一方面可以诱导ＩｇＥ生成，导
致ＩｇＥ介导的速发相哮喘反应，加重哮喘发作的严
重程度，促进 Ｔｈ０细胞向 Ｔｈ２细胞分化，从而促进
ＩＬ４、ＩＬ５和 ＩＬ１３等细胞因子的分泌，形成一个正
反馈的调节，加重哮喘的发生［６］。另一方面 ＩＬ４能
抑制Ｔｈ１细胞产生细胞因子，并抑制 ＩＬ２诱导的外
周淋巴细胞和 Ｔ细胞的增殖，从而抑制细胞免
疫［７］。ＩＬ４还能促进血管内皮细胞黏附分子的表
达从而导致嗜酸粒细胞在炎症部位的选择性聚集，

导致气道炎症。

目前，越来越多的学者认为，重型哮喘患者气道

中性粒细胞比例显著升高，且认为其与病变程度呈

正相关。ＩＬ８对中性粒细胞具有很强的趋化和激活
作用。ＩＬ８可诱导中性粒细胞变形、激活，使其定向
游走；促使细胞内游离钙离子浓度一过性升高，诱导

中性粒细胞脱颗粒，释放蛋白水解酶、氧自由基和花

生四烯酸等一系列炎性介质，诱导黏附分子的表达，

引起呼吸爆发［８］，从而促进炎症反应。同时，ＩＬ８
对嗜碱性粒细胞、嗜酸性粒细胞亦有较弱的趋化活

性，能趋化并激活嗜酸性粒细胞合成与释放阳离子

蛋白，并能引起气道黏膜下微血管通透性增加、腺体

分泌亢进、平滑肌收缩及气道上皮细胞脱落，参与哮

喘发作期和非急性发作期的炎症反应，属调节哮喘

气道炎症的上调因子，ＩＬ８可促使嗜碱性粒细胞趋
化，并在 ＩＬ３存在情况下引起嗜碱性粒细胞脱颗
粒，释放组胺及白三烯，介导不依赖于ＩｇＥ的变态反
应，从而引起迟发性哮喘。同时，聚集至气道的嗜酸

性粒细胞及中性粒细胞又能分泌 ＩＬ８，形成循环通
路，导致和加重哮喘的发作［９］。

ＬＰＳ是革兰阴性杆菌细胞壁的主要成分，通过
Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）信号途径来促
进树突状细胞 ＤＣ（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣ）的发育成
熟［１０］。ＤＣ作为体内最强的抗原呈递细胞，而且也
是唯一能在体内直接激活初始 Ｔ细胞的 ＡＰＣ（ａｎｔｉ
ｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌｓ，ＡＰＣ），具有调节 Ｔｈ１／Ｔｈ２之间
的平衡作用，成熟的ＤＣ可以正向调节免疫应答，而
未成熟的ＤＣ则具有负向调节免疫应答和维持免疫
耐受的作用。冯琳琳等［１１］研究发现适量的 ＬＰＳ在
ＤＣ分化晚期可以刺激其成熟，使其具有更高生物学
活性，从而对免疫起正向调节作用。亦有研究显示

ＬＰＳ具有对Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡的双向调节作用，高剂量
ＬＰＳ使 Ｔｈ１反应增强，Ｔｈ２反应减弱，Ｔｈ１类因子
ＩＦＮγ表达增加，Ｔｈ２类因子 ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ１３表达
减少；低剂量ＬＰＳ使Ｔｈ２反应增强，Ｔｈ２类因子ＩＬ４、
ＩＬ５、ＩＬ１３表达增加［１２］。本研究中ＬＰＳ干预组小鼠
血清ＩＬ４、ＩＬ８较哮喘组明显减低，与文献报道一致。

气道重塑包括平滑肌细胞的肥大和增生、黏膜

腺体增多、基底膜增厚、成纤维细胞增生、气道血管

·９９２·
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重塑及气道壁细胞外基质的异常沉积等，是支气管

哮喘的重要特征之一［１３］。血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）属于血小板源生长因子家族，是作用于血
管内皮细胞最有力的生长因子，它具有强大的促进

内皮细胞增殖、增加微血管通透性、诱导血管生成等

多种功能［１３１４］。而且ＶＥＧＦ还能够促进哮喘气道重
塑、炎症以及增强哮喘的抗原敏感性，在 Ｔｈ２细胞
介导的炎症中发挥重要作用［１５１６］。本研究中，与对

照组相比，哮喘小鼠 ＶＥＧＦ表达量显著上升，经过
ＬＰＳ干预后，表达量明显降低。由此可以推断，适量
的ＬＰＳ对哮喘起正向调节作用，能减轻气道炎症，
降低发作程度，并在哮喘气道血管重塑中发挥一定

作用。
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危重新生儿早期干预技术新进展学习班通知

为了促进国内外同行的学术交流及合作，提高危重新生儿早期干预技术的规范使用，深圳市宝安区妇幼保健院计

划于２０１２年５月１８日至２０日在深圳宝安举办危重新生儿早期干预技术新进展学习班。本班系国家级继续医学教育
项目，授课老师为美国、英国、香港及国内著名专家教授。学习结束后授予学分７分。主要内容包括：新生儿 ＮＩＣＵ安
全及超低出生体重儿的管理、早产儿微生态建立与长期发育结局的相关研究、呼吸机治疗及无创血气监测技术、新生

儿感染标记物进展及院内感染防治策略、新生儿坏死性小肠结肠炎诊治进展等。

招收学员对象：儿科、新生儿科医务人员。学费５００元，资料费１００元。联系方式：深圳市宝安３０区裕安路２１号，
深圳市宝安区妇幼保健院新生儿科：吴志军（邮政编码 ５１８１３３），联系电话：１３５３７８６１７８１，（０７５５）２７８００９２０，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｉ
ｊｕｎｗｕ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　深圳市宝安区妇幼保健院
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