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ＲＡＮＴＥＳ在哮喘大鼠肺组织中的
表达及维生素 Ｄ的干预作用

陈伟伟１　蔡栩栩１　田维敏２　尚云晓１

（１．中国医科大学附属盛京医院小儿呼吸内科，辽宁 沈阳　１１０００４；
２．厦门大学附属中山医院儿科，福建 厦门　３６１００４）

　　［摘　要］　目的　探讨维生素Ｄ对哮喘大鼠肺组织中调节正常Ｔ细胞表达和分泌的趋化因子（ＲＡＮＴＥＳ）表
达的影响及维生素Ｄ参与控制哮喘气道炎症及与激素协同作用的作用机制。方法　４０只雌性Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分
为正常对照组、哮喘组、维生素Ｄ干预组、布地奈德干预组、布地奈德联合维生素Ｄ干预组，每组８只。采用苏木精－
伊红染色观察肺组织病理改变；免疫组化方法测定肺组织ＲＡＮＴＥＳ蛋白的表达；ＥＬＩＳＡ检测肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中
ＲＡＮＴＥＳ的含量；实时定量ＰＣＲ测定ＲＡＮＴＥＳｍＲＮＡ的表达。结果　哮喘组大鼠气道炎症反应最明显，出现炎症
细胞浸润、气道狭窄变形及平滑肌的断裂，各个干预组较哮喘组有不同程度的缓解，其中布地奈德干预组的缓解程

度优于维生素干预Ｄ组；联合干预组的病理改变最轻，与正常对照组相近。哮喘组大鼠肺组织及ＢＡＬＦ中ＲＡＮＴＥＳ
蛋白的表达明显高于正常对照组（Ｐ＜０．０５），各干预组的表达较哮喘组有不同程度下降，除维生素 Ｄ干预组与哮
喘组ＢＡＬＦ中ＲＡＮＴＥＳ蛋白的表达差异无统计学意义外，其余各干预组与哮喘组之间的差异均有统计学意义（Ｐ
＜０．０５），且联合干预组肺组织及 ＢＡＬＦ中 ＲＡＮＴＥＳ蛋白表达量均低于单独使用布地奈德及维生素 Ｄ组（Ｐ
＜０．０５）；哮喘组ＲＡＮＴＥＳｍＲＮＡ的表达较正常对照组显著升高（Ｐ＜０．０５），各干预组较哮喘组有不同程度的下降
（Ｐ＜０．０５），但各干预组间差异无统计学意义，且联合干预组ＲＡＮＴＥＳｍＲＮＡ表达的下降幅度最大，与正常对照组
比较差异无统计学意义。结论　哮喘大鼠ＢＡＬＦ、肺组织中的ＲＡＮＴＥＳ蛋白及其ｍＲＮＡ的表达水平明显增高；维生
素Ｄ干预可以降低其表达水平，提示维生素Ｄ可以通过调节ＲＡＮＴＥＳ的表达来减轻气道炎症反应；且维生素Ｄ可
以协同布地奈德进一步降低ＲＡＮＴＥＳ蛋白及ｍＲＮＡ的表达水平。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（１１）：８６３－８６８］
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ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｉｔｗａｓｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｔｈａｎｉｎｔｈｅａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ，ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｅａｃｈｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）（ｅｘｃｅｐｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＲＡＮＴＥＳｉｎＢＡＬＦｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｖｉｔａｍｉｎＤｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎａｎｄａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐｓ）．Ｔｈｅｂｕｄｅｓｏｎｉｄｅ＋ｖｉｔａｍｉｎＤｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ
ｓｈｏｗｅｄｌｅｓｓｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＮＴＥＳｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅａｎｄＢＡＬＦｔｈａｎｂｏｔｈｔｈｅｂｕｄｅｓｏｎｉｄｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｖｉｔａｍｉｎＤ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＮＴＥＳｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎｔｈｅ
ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｉｔｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎｔｈｒｅｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｔｈａｎｉｎｔｈｅａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ（Ｐ
＜０．０５），ｈｏｗｅｖｅｒｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｆｏｕｎｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｉｎｔｈｉｓｒｅｇａｒｄ．Ｔｈｅｂｕｄｅｓｏｎｉｄｅ＋
ｖｉｔａｍｉｎＤｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｔｈｅｌｏｗｅｓｔｌｅｖｅｌｏｆＲＡＮＴＥＳｍＲＮＡ，ｗｉｔｈｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｆｒｏｍｔｈｅｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＮＴＥＳｉｎＢＡＬＦａｎｄｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｉｎｃｒｅａｓｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎａｓｔｈｍａｔｉｃｒａｔｓ．ＶｉｔａｍｉｎＤｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｃａｎｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＮＴＥＳ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｖｉｔａｍｉｎＤｃａｎｒｅｄｕｃｅ
ａｉｒｗａｙｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＮＴＥＳ．ＶｉｔａｍｉｎＤｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏｇｅｔｈｅｒｗｉｔｈｂｕｄｅｓｏｎｉｄｅｔｏｆｕｒｔｈｅｒ
ｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＮＴＥＳ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１２，１４（１１）：８６３－８６８］
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　　支气管哮喘是最常见的儿童慢性气道炎症性疾
病，发病率呈上升趋势，急性发作时甚至会导致死

亡。其基础病变为气道炎症，继发可逆性气流受限、

气道高反应和气道重塑等。哮喘的气道炎症反应中

涉及多种炎症细胞及趋化因子，其中嗜酸性粒细胞

是主要的效应细胞。调节正常 Ｔ细胞表达和分泌
的趋化因子（ｒｅｇｕｌａｔｅｄｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，ｎｏｒｍａｌＴｃｅｌｌｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｎｄｓｅｃｒｅｔｅｄ，ＲＡＮＴＥＳ）是一种重要的嗜
酸性粒细胞相关的趋化因子，不仅对嗜酸性粒细胞

具有特异的趋化活性，而且也参与嗜酸性粒细胞的

活化过程。在哮喘的变态反应性炎症中，ＲＡＮＴＥＳ
一方面促使嗜酸性粒细胞从骨髓中释放；另一方面，

局部释放的 ＲＡＮＴＥＳ可以募集嗜酸性粒细胞迁移
至气道组织中，使嗜酸性粒细胞作为主要的效应细

胞形成气道的炎性病变；有研究证实 ＲＡＮＴＥＳ的表
达升高与气道炎症的严重程度相关［１２］。１，２５二羟
维生素Ｄ３［１，２５（ＯＨ）２Ｄ３］是维生素 Ｄ３的生物活
性代谢产物，属开环甾体类化合物激素，除调节骨钙

代谢外，还具有重要的免疫调节作用，被认为可以作

为一种新型的免疫调节剂运用到多种免疫相关性疾

病的治疗中。流行病学研究发现维生素 Ｄ缺乏在
哮喘儿童中的发生率相对正常儿童的发生率高，且

与哮喘的严重程度具有相关性［３］，提示维生素 Ｄ在
哮喘的防治中可能会发挥一定的作用［４６］，但维生素

Ｄ与哮喘气道炎症之间的关系尚不明确。本研究探
讨哮喘大鼠肺组织 ＲＡＮＴＥＳ在受到维生素 Ｄ干预
时的表达变化，从而进一步明确维生素 Ｄ对控制哮
喘气道炎症的可能作用机制。

１　材料与方法

１．１　动物模型与分组
４～６周龄 ＳＰＦ级的 Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠４０只，体

重１４０～１６０ｇ，由中国医科大学实验动物中心提供。

将所有大鼠随机分为正常对照组、哮喘组、维生素Ｄ
干预组、布地奈德干预组和联合干预组（即布地奈

德与维生素Ｄ联合干预组），每组８只。按照Ｗｉｓｔａｒ
大鼠哮喘模型制作方法制作哮喘模型［７］。各组大鼠

分别于第１天和第８天经腹腔注射含有０．１％ 卵清
蛋白（ＯＶＡ）１ｍｇ、氢氧化铝１００ｍｇ及６×１０９个灭活
的百日咳杆菌的混合液１ｍＬ进行致敏；第１５天至第
２１天，将各组大鼠置于密闭的玻璃容器内（２０ｃｍ×
２０ｃｍ×２０ｃｍ），以１％的ＯＶＡ进行雾化吸入激发，
每次３０ｍｉｎ；正常对照组用磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）代替 ＯＶＡ溶液；布地奈德干预
组在激发前１ｈ泵吸含０．５ｍｇ布地奈德混悬液，泵
吸１０ｍｉｎ；维生素Ｄ干预组在激发前腹腔注射１，２５
（ＯＨ）２Ｄ３（２．５μｇ／ｋｇ）；联合干预组在激发前１ｈ泵
吸布地奈德混悬液，并腹腔注射１，２５（ＯＨ）２Ｄ３，然
后进行激发。最后一次激发完成后 ２４ｈ内取材。
留取肺组织分装后于－８０℃冰箱保存。
１．２　主要药品与试剂

ＯＶＡ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）、百日咳疫苗（北京生
物制品研究所）、１，２５（ＯＨ）２Ｄ３（美国Ｓｉｇｍａ公司）、
布地奈德混悬液（阿斯利康公司）、大鼠ＲＡＮＴＥＳ免
疫组化试剂盒（博士德公司）、大鼠ＥＬＩＳＡ试剂盒（美
国ＧＢＤ公司）、ＰＣＲ引物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ英骏生物技术有
限公司）、ＤＥＰＣ水（上海生工生物有限公司）、ｄＮＴＰ
（大连宝生物有限公司）、ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔｉｖｅＰＣＲ
（ＳＹＢＲＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ）试剂盒（大连宝生物工程
有限公司）、Ｔｒｉｚｏｌ试剂（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。
１．３　方法
１．３．１　肺泡灌洗液的收集　　每组大鼠于末次激
发２４ｈ内腹腔注射１０％水合氯醛（４０ｍｇ／ｋｇ）进行麻
醉，麻醉后将大鼠仰卧位固定，常规碘酒、酒精消毒颈

部及胸部，以无菌专用器械操作。打开胸腔，分离颈

部气管，结扎右主支气管，气管插管约０．５ｃｍ，分３次
从气管插管处缓慢注入４℃预冷的生理盐水，每次
·４６８·
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０．８ｍＬ，保留３０ｓ后缓慢回抽，收集全部肺泡灌洗液
（ＢＡＬＦ）（回收率 ＞８５％为合格），１５００ｒ／ｍｉｎ，４℃离
心１０ｍｉｎ，取上清于－８０℃冰箱冻存。
１．３．２　苏木精－伊红染色观察肺组织病理改变　
　制备好的石蜡切片常规脱蜡脱水（二甲苯
Ⅰ １０ｍｉｎ，二甲苯Ⅱ ２０ｍｉｎ，１００％、９５％、８５％、
７５％依次脱水各３ｍｉｎ，自来水冲洗１５ｍｉｎ），然后用
苏木精染色１０ｍｉｎ，伊红复染１ｍｉｎ，脱水，透明，中
性树胶封片，光镜下观察肺组织的病理改变。

１．３．３　免疫组化检测肺组织中 ＲＡＮＴＥＳ蛋白的表
达　　肺组织 ＲＡＮＴＥＳ蛋白表达检测步骤按 ＳＰ试
剂盒使用说明书进行。一抗为 ＲＡＮＴＥＳ兔抗大鼠
多克隆抗体，稀释度为１∶１６０；二抗及检测试剂盒为
ＳＰ工作液，３，３二氨基苯联胺（ＤＡＢ）显色，苏木精
复染。本实验 ＲＡＮＴＥＳ蛋白阳性表达主要集中于
各级支气管（细支气管、终末细支气管和呼吸性细

支气管）的气道平滑肌细胞，气道上皮细胞和肺泡

表皮细胞也有表达；显微镜（尼康）下观察组织着色

情况，细胞质清晰、胞浆染色呈棕黄色为阳性；对图

像进行采集（使用 ＮＩＳＥｌｅｍｅｎｔｓＦ３．０系统），采用
图像分析软件（ＮＩＳＥｌｅｍｅｎｔｓＢｒ３．０）对 ＲＡＮＴＥＳ阳
性部位进行原位定量检测，得到光密度值。

１．３．４　ＥＬＩＳＡ检测 ＢＡＬＦ中 ＲＡＮＴＥＳ含量　　按
照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行操作，最后使用ＢｉｏＴｅｋ
酶标仪测量４５０ｎｍ波长处的吸光度值（Ａ）。
１．３．５　实时定量 ＰＣＲ法检测肺组织中 ＲＡＮＴＥＳ
ｍＲＮＡ的表达　　采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取右肺总 ＲＮＡ，
并反转录成 ｃＤＮＡ，设计引物扩增目的片段。ＲＡＮ
ＴＥＳ的正义链引物序列为５′ＣＣＧＴＣＡＴＣＣＴＣＧＴＴＧ
３′，反义链引物序列为 ５′ＴＴＧＧＣＧＧＴＴＣＣＴＴＣＧ３′，
片段长度为 １８８ｂｐ；内参 ＧＡＤＰＨ正义链为 ５′
ＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡ３′，反义链为 ５′ＣＡＴＴＴ
ＧＡＴＧＴＴＡＧＣＧＧＧＡＴ３′，片段长度为 １００ｂｐ。反应
条件均为９５℃预变性３０ｓ；９５℃变性５ｓ，６０℃退火
３４ｓ，共４０个循环。得出标准曲线，荧光定量 ＰＣＲ
仪自动分析并计算结果，待测基因 ｍＲＮＡ的相对表
达量应用２△△ＣＴ方法得出相对倍数。
１．４　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行统计学分析。计
量资料采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，各组间比较
采用单因素方差分析，组间两两比较在方差齐时采

用ＬＳＤ检验，方差不齐时采用 ＤｕｎｎｅｔｔＴ３检验。Ｐ
＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠激发后表现
哮喘组大鼠激发时，均出现不同程度的烦躁不

安、呼吸加快、腹肌抽搐、打喷嚏、搔抓口鼻或俯卧不

动等症状；维生素Ｄ干预组的表现较哮喘组大鼠的
表现减轻，布地奈德干预组的表现进一步缓解，联合

干预组的表现最轻，正常对照组无上述异常改变。

２．２　肺组织病理学改变
在光学显微镜下观察，对照组大鼠的肺组织形

态学正常。哮喘组大鼠肺组织内可见支气管管腔中

有黏液栓形成，支气管上皮结构不规则、细胞脱落；

气道平滑肌细胞增多，局部出现断裂，管腔变形；气

道壁及肺间质中有大量炎性细胞浸润。各干预组较

哮喘组有不同程度的改善，其中布地奈德干预组比

维生素Ｄ干预组明显减轻，联合干预组的肺组织结
构完整，气管及肺泡形态规则，官腔内分泌物少，炎

性细胞浸润不明显，气道平滑肌没有明显的变化，与

对照组最为接近。见图１。
２．３　免疫组化检测肺组织中ＲＡＮＴＥＳ蛋白的表达

各组均有ＲＡＮＴＥＳ蛋白表达，且差异有统计学
意义（Ｆ＝６７．２３２，Ｐ＜０．０５）。主要表达在气道平滑
肌细胞、气道上皮细胞的胞浆中，其中正常对照组表

达最少，光密度值为０．１２４±０．０２０；哮喘组表达最
强，光密度值为０．４３５±０．０８７；维生素 Ｄ干预组的
阳性表达较哮喘组减轻，光密度值为０．３００±０．０４８
（Ｐ＜０．０５）；布地奈德干预组阳性表达低于维生素
Ｄ干预组，光密度值为０．２４８±０．０２１（Ｐ＜０．０５）；联
合干预组与维生素 Ｄ和布地奈德干预组相比阳性
表达进一步下降，光密度值为０．１６５±０．０２２（分别
Ｐ＜０．０５），与正常对照组相比差异无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）。见图２。
２．４　ＥＬＩＳＡ法检测ＢＡＬＦ中ＲＡＮＴＥＳ的含量

正常对照组ＢＡＬＦ中ＲＡＮＴＥＳ的含量最低，哮喘
组明显升高（Ｐ＜０．０５），经维生素Ｄ干预后ＲＡＮＴＥＳ
含量降低，但与哮喘组的差异无统计学意义（Ｐ＝
０．９９４）；布地奈德干预组较哮喘组下降明显（Ｐ
＜０．０５），但与维生素 Ｄ干预组相比差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）；联合干预组 ＲＡＮＴＥＳ下降最为显
著，与哮喘组、维生素 Ｄ干预组及布地奈德干预组
相比差异均有统计学意义（均Ｐ＜０．０５）。见图３。
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　　图１　肺组织病理形态学改变（苏木精－伊红染色，×２００）　 Ａ：正常对照组；Ｂ：哮喘组；Ｃ：维生素Ｄ干预组；Ｄ：布地奈德干
预组；Ｅ：联合干预组。正常对照组肺组织形态学正常；哮喘组肺组织内可见支气管上皮结构不规则、细胞脱落，气道平滑肌细胞增

多、局部出现断裂、管腔变形，气道壁及肺间质中有大量炎性细胞浸润；３个干预组的改变较哮喘组减轻，其中联合干预组与正常对照

组最接近。箭头所示为气道平滑肌细胞及周围炎症细胞的浸润。

　　图２　ＲＡＮＴＥＳ蛋白在肺组织中的表达（ＤＡＢ显色，×２００）　Ａ：正常对照组；Ｂ：哮喘组；Ｃ：维生素Ｄ干预组；Ｄ：布地奈德
干预组；Ｅ：联合干预组。正常对照组ＲＡＮＴＥＳ表达较弱；哮喘组表达最强；３个干预组的表达较哮喘组减少，其中联合干预组的表达

最少。图中棕黄色颗粒为ＲＡＮＴＥＳ阳性表达。
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　　图３　不同组大鼠ＢＡＬＦ中ＲＡＮＴＥＳ含量比较（ｎ＝８）　
ａ：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与维
生素Ｄ干预组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与布地奈德干预组比较，Ｐ＜０．０５。

２．５　实时定量ＰＣＲ检测肺组织中ＲＡＮＴＥＳｍＲＮＡ
的表达

正常对照组大鼠肺组织中ＲＡＮＴＥＳｍＲＮＡ的表
达最弱，哮喘组 ＲＡＮＴＥＳｍＲＮＡ的表达明显高于正
常对照组（Ｐ＜０．０５）；各干预组与哮喘组相比差异
均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），但３个干预组间的差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；联合干预组下降最明
显，与正常对照组相比差异无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）。图４。
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　　图４　各组肺组织中ＲＡＮＴＥＳｍＲＮＡ表达比较（ｎ＝８）
　ａ：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨论

气道炎症是支气管哮喘最基础的病理改变，气

道高反应、可逆性气流受限及气道重塑往往是气道

炎症所引起的级联反应。气道慢性炎症学说认为尽

管哮喘在缓解期可以没有任何症状和体征，但气道

炎症始终存在。因此不管是在哮喘的急性发作期还

是在慢性缓解期，控制气道炎症都是治疗哮喘的关

键。哮喘气道炎症反应中的主要效应细胞是嗜酸性

粒细胞，其活化后能够释放多种毒性蛋白、细胞因子

以及脂类介质等，这些物质对于气道局部的组织结

构都具有直接或间接的损害作用。ＲＡＮＴＥＳ和
ｅｏｔａｘｉｎ是重要的嗜酸性粒细胞趋化因子，可以直接
动员嗜酸性粒细胞迁移至气道管腔内以扩大炎症反

应；同时，活化的嗜酸性粒细胞具有激发Ｔｈ２反应的
能力，因此阻断嗜酸性粒细胞生成及活化过程可能

是哮喘治疗的另一种途径。本课题组前期的研究证

实维生素Ｄ可以使ｅｏｔａｘｉｎ的表达下调［８］，本实验进

一步研究维生素 Ｄ对哮喘大鼠肺组织中 ＲＡＮＴＥＳ
表达的影响。

Ｍｅｔａ分析认为 ＲＡＮＴＥＳ基因多态性与哮喘的
发病有关［９１０］。以往的研究发现，在哮喘患者的

ＢＡＬＦ中，ＲＡＮＴＥＳ的含量显著升高［１１］。动物实验

也证实，使用 ＲＡＮＴＥＳ的抑制剂后，随着 ＲＡＮＴＥＳ
分泌量的下降，哮喘的气道炎症也有所缓解［１］。本

实验中哮喘组大鼠肺组织炎症反应最重，其 ＢＡＬＦ
中 ＲＡＮＴＥＳ的浓度及肺组织中 ＲＡＮＴＥＳ蛋白及
ｍＲＮＡ的表达较正常对照组均显著升高。提示哮喘
大鼠肺组织生成 ＲＡＮＴＥＳ的量较正常对照组增多，
证实ＲＡＮＴＥＳ与哮喘气道炎症有一定的关系，这与
以往的研究一致［１］。

维生素Ｄ是一种第二类固醇激素，除了经典的
调节骨钙平衡的作用外，还可以影响肺组织结构和功

能的发育［１２１３］，并且在肺的微环境中发挥免疫调节作

用［１４１７］。本研究采用苏木精－伊红染色、免疫组化、
ＥＬＩＳＡ、实时ＰＣＲ的方法检测哮喘大鼠肺组织的气
道炎症改变、ＲＡＮＴＥＳ在蛋白及基因水平的表达和

维生素Ｄ的调控作用。结果表明，哮喘大鼠肺组织
的炎症反应最重，且 ＲＡＮＴＥＳ在蛋白和基因水平上
的表达较正常对照组显著升高，经维生素 Ｄ干预
后，肺组织病理改变较哮喘组有改善，同时 ＲＡＮＴＥＳ
蛋白及其ｍＲＮＡ的表达也有下调；布地奈德干预组
中ＲＡＮＴＥＳ蛋白及其 ｍＲＮＡ的表达较维生素 Ｄ干
预组进一步下降；联合干预组的下降最明显，优于单

独使用布地奈德和维生素 Ｄ组，提示布地奈德与维
生素Ｄ联合应用时可以增强布地奈德抑制ＲＡＮＴＥＳ
表达的作用，进一步降低哮喘的气道炎症反应。

维生素Ｄ可以通过多种途径影响ＲＡＮＴＥＳ的表
达和分泌，已知ＲＡＮＴＥＳ的启动子区域包含数个重要
的反应元件，包括２个激活子蛋白１（ａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ
１，ＡＰ１）结合位点，ＳＴＡＴ结合蛋白及 ＮＦκＢ结合元
件。本实验中，维生素Ｄ抑制ＲＡＮＴＥＳ的表达，可能
是通过以下途径实现的：（１）ＮＦκＢ途径，ＮＦκＢ是
一种转录调节因子，激活后可以转位入核与靶基因

启动子或增强子上的特异性ＤＮＡ序列结合，可诱导
多种因子的转录，包括细胞因子、趋化因子、急性期

蛋白、补体、生长因子等的表达。已知人类ＲＡＮＴＥＳ
基因启动区的上游区域含有 ４个 ＮＦκＢ结合位
点［１８］，提示 ＮＦκＢ可能在维生素 Ｄ调节 ＲＡＮＴＥＳ
的表达和分泌中起到一定作用。体外实验也已证实

维生素Ｄ能够抑制ＮＦκＢ向核内易位，最终导致炎
性趋化因子分泌的减少［１６，１９］。（２）ＳＴＡＴ途径，
ＲＡＮＴＥＳ的启动子区域包含数个重要的反应元件，
其中包括ＳＴＡＴ结合蛋白，ＳＴＡＴ转位入核后可以结
合到靶基因启动子区的９ｂｐ回文结构序列而调节
基因转录，已有研究证实 ＳＴＡＴ在气道上皮细胞中
参与ＲＡＮＴＥＳ分泌的调节［２０］，有学者认为糖皮质激

素治疗哮喘的机制与其抑制 ＳＴＡＴ６的表达密切相
关［２１］，但关于维生素Ｄ对 ＳＴＡＴ途径的影响还缺乏
足够的证据，尚需要继续深入研究。

目前预防哮喘发作的最有效措施是进行持久的

抗炎治疗，而吸入糖皮质激素是首选的一线治疗药

物。如何能够提高糖皮质激素的作用，以更好地控

制哮喘尤其是难治性哮喘患者的气道炎症反应是人

们一直关心的问题。有研究发现，维生素 Ｄ可以通
过对Ｔｒｅｇ发挥调节作用进而影响对激素耐受的患
者的治疗效果，一旦哮喘患儿Ｔｒｅｇ的调节性功能受
损，维生素Ｄ便可以恢复Ｔｒｅｇ的调节能力，促进ＩＬ
１０的分泌，进而抑制Ｔｈ２的免疫应答［２２］。另外，在

体外培养的 ＣＤ４＋Ｔ细胞中，维生素 Ｄ虽然不能增
加糖皮质激素受体（ＧＲ）的表达，但可以防止地塞米
松造成的ＧＲ表达的下调［２２］。而且，目前已有研究

·７６８·
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认为，血清维生素Ｄ的水平降低与糖皮质激素治疗
的反应性下降有关，研究认为维生素 Ｄ能够促进地
塞米松发挥作用［２３２４］。本实验中给予哮喘大鼠使

用布地奈德联合维生素 Ｄ后，ＲＡＮＴＥＳｍＲＮＡ及蛋
白的表达下降更明显，优于单独使用布地奈德和维

生素 Ｄ。结果表明，布地奈德可部分阻断、抑制
ＲＡＮＴＥＳ的表达和分泌，降低哮喘气道的炎症反应，
在这个过程中，维生素 Ｄ可以发挥一定的协同作
用。

尽管目前还缺乏临床试验，但联合应用布地奈

德和维生素 Ｄ可能是一种积极的控制哮喘气道炎
症的有效措施。
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