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黏附分子 T4
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在哮喘气道炎症反应中的作用
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%%!摘%要"%目的%观察不同时段哮喘大鼠肺组织黏附分子&Q

WW

在哮喘气道炎症反应中的作用% 方法%A" 只

J/32LF-GQ2d5-I大鼠随机分成 W 组&哮喘模型组(激发 ! 周组*" 周组)与正常对照组(对照 ! 周组$对照 " 周组)$每

组 : 只% 以卵蛋白致敏制备大鼠哮喘模型$分别在激发后的 ! 周*" 周取肺组织$采用逆转录聚合酶链反应(?KG

0&?)和免疫组织化学 JG0方法研究肺组织&Q

WW

的表达#收集支气管肺泡灌洗液(N@X8)行细胞分类计数% 结果%

哮喘激发后 ! 周和 " 周后哮喘大鼠N@X8中淋巴细胞和嗜酸性粒细胞比例显著增加(!\#6#<)$巨噬细胞比例显

著降低(!\#6#<)$哮喘激发后 ! 周中性粒细胞比例也显著增加(!\#6#<)% &Q

WW

在 .?7@和蛋白水平的表达与

NX@8中淋巴细胞*嗜酸性粒细胞呈显著正相关(均 !\#6#<)$与激发 ! 周时的巨噬细胞百分比呈显著负相关

(!\#6#<)% 结论% 哮喘肺组织&Q

WW

的过度表达与炎性细胞向哮喘气道炎症组织趋化浸润密切相关$在哮喘气道

炎症反应过程中发挥着重要作用% !中国当代儿科杂志&#??@&!!$#%'!-# B!-."

!关%键%词"%哮喘#&Q

WW

#黏附分子#炎性细胞#大鼠

!中图分类号"%?;AA%%!文献标识码"%@%%!文章编号"%!##: ;::A#("##$)#" ;#!W" ;#W

&=K'=GT4

--

=FHECLHN EFGKHOOH(=CN C'D;=FD'EFCH(DLE(<HD(<OH

(<(*34$ %,01(*$ U,01#)34$ 2<0O&*>?)@6"AB)3A;CO)F@*"6A;"G$ 9&K*+/*HD")3PF#;F@*A6H$ 9&K*$ 2*634F& "!W#"A$

+/*36 ($B6*H& FGAAAW<lF*36>E;B)

%%$*D(CHJ(& R*S'J(EQ'%K+C,F1I,'-3+5-+PB-5521'-C(+) .+5-BF5-&Q

WW

() ,'-5F)L+) 2(3d2I()P52..2,+3I3-C/+)C-()

32,Cd(,' 2C,'.263'(<=ID%K'(3,IG,d+J/32LF-GQ2d5-I32,Cd-3-32)1+.5I1(H(1-1 (),+)+3.25B+),3+52)1 2C,'.2L3+F/C6

@C,'.2d2C()1FB-1 9I3-/-2,-1 ()'252,(+) +P+H259F5(F.6&Q

WW

-U/3-CC(+) () ,'-5F)Ld2C1-,-B,-1 9IC-.(GaF2),(,2,(H-5I

3-H-3C-,32)CB3(/,(+)G/+5I.-32C-B'2() 3-2B,(+) (?KG0&?) 2)1 (..F)+G'(C,+B'-.(B25C,2()()L! d--O 2)1 " d--OC2P,-3

+H259F5(F.B'255-)L-6Q(PP-3-),(255-FO+BI,-C(.+)+)FB5-23/'2L+BI,-C$ )-F,3+/'(5C$ -+C()+/'(5C$ 2)1 5I./'+BI,-C) ()

93+)B'+25H-+52352H2L-P5F(1 (N@X8) d-3-B+F),-16&'DMK(D% &Q

WW

-U/3-CC(+) () ,'-5F)L()B3-2C-1 ! d--O 2P,-3

+H259F5(F.B'255-)L-(!\#6#<) 2)1 ()B3-2C-1 .+3-C(L)(P(B2),5I" d--OC2P,-3+H259F5(F. B'255-)L-(!\#6#!)

B+./23-1 d(,' ,'2,() ,'-B+),3+5L3+F/6K'-/-3B-),2L-C+P5I./'+BI,-C2)1 -+C()+/'(5C() N@X8()B3-2C-1$ d'(5-,'-

/-3B-),2L-+PN@X8.+)+)FB5-23/'2L+BI,-C1-B3-2C-1 C(L)(P(B2),5I! d--O 2)1 " d--OC2P,-3+H259F5(F.B'255-)L-() ,'-

2C,'.2L3+F/ B+./23-1 d(,' ,'+C-() ,'-B+),3+5L3+F/ (!\#6#<)6@) ()B3-2C-1 /-3B-),2L-+P)-F,3+/'(5Cd2CP+F)1 !

d--O 2P,-3+H259F5(F.B'255-)L-() ,'-2C,'.2L3+F/ B+./23-1 d(,' ,'-B+),3+5L3+F/ (!\#6#<)6&Q

WW

-U/3-CC(+) () ,'-

5F)Ld2C/+C(,(H-5IB+33-52,-1 d(,' ,'-/-3B-),2L-C+P5I./'+BI,-C2)1 -+C()+/'(5C() N@X8() ,'-2C,'.2L3+F/ ! d--O 2)1

" d--OC2P,-3+H259F5(F.B'255-)L-$ () B+),32C,$ 5F)L&Q

WW

-U/3-CC(+) d2C)-L2,(H-5IB+33-52,-1 d(,' ,'-/-3B-),2L-+P

.+)+)FB5-23/'2L+BI,-C() ,'-2C,'.2L3+F/ ! d--O 2P,-3+H259F5(F.B'255-)L-6T=FJKMDE=FD%&Q

WW

d2C+H-3G-U/3-CC-1 ()

,'-5F)L2)1 B5+C-5I3-52,-1 ,+()P52..2,+3I()P(5,32,(+) () 32,Cd(,' 2C,'.26&Q

WW

.2I/52I2) (./+3,2),3+5-() ,'-

1-H-5+/.-),+P2(3d2I()P52..2,+3I() 2C,'.26 !T<EFU T=F('O;/'IEH(C$ #??@$ !! (#)&!-# B!-."

%%V'N L=CID&%@C,'.2# &Q

WW

# &-5521'-C(+) .+5-BF5-# X-FO+BI,-# ?2,C

%%哮喘气道存在持续慢性炎症$在炎性细胞活化

浸润*炎性介质的释放*通透性增高及气道高反应性

等一系列慢性炎症过程中$炎性细胞黏附到气道内

皮是关键步骤% 黏附分子 &Q

WW

是细胞膜表面高度

糖基化跨膜糖蛋白$通过刺激多种细胞增殖和基质

合成*增高气道反应性*促进炎性细胞聚集和气道重

塑等在多个环节参与哮喘的发病!!"

% 本研究利用

不同时段哮喘大鼠模型$观察肺组织 &Q

WW

在 .?7@

和蛋白水平的表达与哮喘气道炎性细胞之间的关

系$旨在进一步阐明黏附分子 &Q

WW

在哮喘气道炎症

中的作用机制%

'"W!'
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!"材料与方法

!6!"材料

动物&健康雄性 J/32LF-GQ2d5-I大鼠 A" 只$体

重 ""# E"<# L(上海中科院实验动物中心提供)%

主要试剂及药品&鸡卵清蛋白(+H259F5(F.G]4@$J(LG

.2公司)$高温灭活百日咳杆菌 (上海生物研究

所)% K3(/F3-试剂(?+B'-公司)$&Q

WW

与 @̂0QM引

物由上海生工生物工程技术公司合成$?KG0&?试

剂盒(大连宝生物公司$K2O232)$T23O-3XQ"###(北

京天为时代科技生物公司)% 兔抗大鼠 &Q

WW

抗体

(武汉博士德生物工程有限公司)$J0免疫组化试剂

盒*Q@N显色试剂盒*0NJ 缓冲溶液粉剂*柠檬酸抗

原修复液*苏木素均购自北京中衫金桥生物技术有

限公司%

!6#"方法

!6"6!%大鼠哮喘模型制备%%参照文献!""%

!6"6"%实验分组与标本的收集制备%%A" 只大鼠

随机分为 W 组$每组 : 只% 激发哮喘 ! 周组&!Z

]4@吸入 ! 周% 激发哮喘 " 周组&!Z ]4@吸入 "

周% 对照组&又分为对照 ! 周组及对照 " 周组$在第

# 天腹腔注射 #6$Z生理盐水 " .X$" 周后用生理盐

水吸入$余同哮喘组% 对照 ! 周组*激发哮喘 ! 周组

于激发后 ! 周$对照 " 周组*激发哮喘 " 周组于激发

后 " 周处死大鼠$收集支气管肺泡灌洗液(N@X8)后

取右肺中叶 :# .L置 ;>#m冰箱中$! 月内行总

?7@抽提% 大鼠处死后立即经气管插管取N@X8沉

淀行细胞涂片$瑞氏染色$镜下行炎性细胞分类计数%

!6"6A%&Q

WW

.?7@的检测%%

!

肺组织总?7@提

取与定量&采用K3(/F3-G氯仿一步法提取 :# .L大鼠

肺组织总 ?7@$紫外分光光度计测定 ?7@含量%

"

?KG0&?&根据试剂盒说明逐一加入试剂及!

*

L总

?7@$反应体积 <#

*

X% &Q

WW

和 @̂0QM的引物如表

!%

#

&Q

WW

.?7@的半定量检测&取 &Q

WW

与 @̂0QM

扩增产物 <

*

X在 "Z琼脂糖凝胶中$:# 4电压电泳

<# .()$以 Q7@T23O-3QX"### 同时电泳作为 Q7@

片段分子量标准$推测0&?扩增产物正确与否% 用

D.2L-e2C,-3K+,25X29 分析软件以 @̂0QM为内参

照分别计算产物&Q

WW

的表达量%

!6"6W%&Q

WW

免疫组织化学半定量分析%%对所有

切片采用免疫组化 JG0法$实验步骤按试剂盒说明

进行% 采用MTD@JG"### 高清晰度彩色医学图文分

析系统测定各组气道黏膜&Q

WW

含量(以免疫组织化

学染色静态灰度值表示)%

%%表 !"/T&引物的碱基序列及扩增片段长度

目的基因 引物序列(<o

$

Ao) 位置 扩增片段

&Q

WW

上游 @&&@@̂ @@̂ @&@K&̂ @K̂&& =!<G=AW "W! 9/

下游 K̂K&&@̂ &K@@KK&̂ @̂K&& :<<G:A=

@̂0QM 上游 @&&@&@̂ K&&@K̂&&@K&@& <=>G<:> W<"9/

下游 K&&@&&@&&&K̂KK̂&K̂K@ $<:G$A:

!6,"统计学方法

所有数据结果以均数 _标准差(K_F)表示$采

用 J0JJ !!6< 统计软件处理数据$两组间采用 A检

验% 相关性分析采用 J/-23.2) 等级相关分析%

!\#6#< 时表示差异有显著性意义%

#"结果

#%!"]$7+中嗜酸性粒细胞的数目

大鼠N@X8中嗜酸性粒细胞(S]J)的数目在激

发哮喘 ! 周组与对照 ! 周组比较*激发哮喘 " 周组

与对照 " 周组比较*激发哮喘 " 周组与激发哮喘 !

周组比较差异均有显著性(!\#6#<$表 ")%

%%表 #"肺泡灌洗液中嗜酸性粒细胞的数目
(K_F)

组别 鼠数
S]J计数( [!#

>

YX)

! 周 " 周

对照组 : #6=< _#6"= #6>A _#6A"

哮喘组 :

=6:: _"6"A

2

!!6=" _W6"W

2$9

%%2&与对照组比较$!\#6#<# 9&与哮喘组 !周比较$ !\#6#<

#%#"]$7+中炎性细胞分类比例

大鼠N@X8中巨噬细胞比例在激发哮喘 ! 周组

比对照 ! 周组*激发哮喘 " 周组比对照 " 周组有显

著减少$但激发哮喘 " 周组与激发哮喘 ! 周组比较

差异无显著性(! #̀6#<)*嗜酸性粒细胞和淋巴细

胞的比例在激发哮喘 ! 周组比对照 ! 周组*激发哮

喘 " 周组比对照 " 周组*激发哮喘 " 周组比激发哮

喘 ! 周组均有显著性增加(!\#6#<)#激发哮喘 !

周组中性粒细胞比例升高 (和对照 ! 周组相比$

!\#6#<)$而在激发哮喘 " 周组中趋于减低$与对

照组比较差异无显著性(表 A)%

#%,"肺组织T4

--

O&0$和蛋白水平的表达

对照 !周组*对照 " 周组肺组织 &Q

WW

的无论在

.?7@还是蛋白水平均有少量表达#与对照 ! 周组比

较$激发哮喘 ! 周组肺组织 &Q

WW

.?7@和蛋白水平

的表达显著增加(均!\#6#<)% 与对照 ! 周组*激发

哮喘 !周组比较$激发哮喘 "周组肺组织&Q

WW

.?7@

和蛋白水平的表达增加更加显著(!\#6#!$表 W)%

'AW!'
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#%-"T4

--

O&0$和蛋白水平和 ]$7+中炎性细

胞相关性分析

哮喘大鼠气道 &Q

WW

在 .?7@与蛋白水平的表

达与NX@8中淋巴细胞*嗜酸性粒细胞的比例呈显

著正相关(均!\#6#<)#与激发哮喘 ! 周 NX@8中

巨噬细胞的比例呈负相关(!\#6#<)#与中性粒细

胞及激发哮喘 " 周时NX@8中巨噬细胞的比例之间

无统计学相关关系(表 <)%

表 ,"]$7+中炎性细胞分类比例$a%

(K_F)

细胞种类 鼠数
巨噬细胞

! 周 " 周

淋巴细胞

! 周 " 周

嗜酸性粒细胞

! 周 " 周

中性粒细胞

! 周 " 周

对照组 : $#6"< _"6!" $#6A: _!6$A A6>< _#6:$ A6:> _!6": #6=A _#6<" #6W: _#6<" <6<# _!6<! <6## _!6!#

哮喘组 : ="6A: _!6W! <:6!" _W6#$ !A6:: _!6A=

"#6>< _"6W$

2

:6>< _!6#A

!=6=" _"6"#

2

!<6## _!6A! W6=A _!6W!

A ;$6>= ;!W6A" !A6#! ""6!A A#6": !=6< :6"= "6#<

! \#6#< \#6#< \#6#< \#6#< \#6#< \#6#< \#6#< #̀6#<

%%2&与哮喘 ! 周组比较$!\#6#<

表 -"肺组织T4

--

O&0$和蛋白水平的表达

肺组织

&Q

WW

.?7@水平

! 周 " 周

免疫组化Q@N染色 (静态灰度值)

! 周% " 周

对照组 #6WW _#6#W #6WA _#6#< !A"6>A _>6#= !":6>< _!!6!

哮喘组 #6=A _#6#=

#6>> _#6#A

2

$W6<A _A6:!

:W6W# _W6<=

2

A >6W< A6W# ;:6!A ;$6W>

! \#6#! \#6#! \#6#! \#6#!

%%2&与哮喘 ! 周组比较$!\#6#<

表 ."T4

--

O&0$和蛋白水平和]$7+中炎性细胞相关性分析

巨噬细胞

! 周 " 周

淋巴细胞

! 周 " 周

嗜酸性粒细胞

! 周 " 周

中性粒细胞

! 周 " 周

&Q

WW

.?7@

" ;#6=:" #6!<= #6:!= #6:A< #6:<" #6:A! #6!W> #6AA<

A A6W! #6A<! A6<"> A6>< W6#= A6=> #6A> #6:=>

! \#6#< #̀6#< \#6#< \#6#< \#6#< \#6#< #̀6#< #̀6#<

&Q

WW

免疫组化
" ;#6>=$ #6!W" #6:A> #6>$! #6>:< #6:!W #6"W= #6!<=

静态灰度值 A W6A! #6:WA A6<> W6A: W6#6: W6!: !6#> #6:<>

! \#6#< #̀6#< \#6#< \#6#< \#6#< \#6#< #̀6#< #̀6#<

,"讨论

细胞黏附是细胞间信息交流的一种方式$是多

细胞生物维持本身形态结构和功能的重要生物学现

象% 细胞黏附分子糖蛋白及其黏附机制可能是介导

和参与哮喘时细胞浸润*增殖乃至间质纤维化的分

子基础!A"

%

&Q

WW

是细胞黏附分子中的重要成员$又称吞噬

细胞糖蛋白D*DDD型细胞外基质受体!W"

$它是哮喘发

生的一种重要的前炎症因子$主要通过介导细胞与

细胞*细胞与基质之间的特异性黏连$刺激多种细胞

增殖和基质的合成*参与并介导多种炎症细胞的黏

附和跨内皮转移$尤其在促使嗜酸粒细胞和淋巴细

胞聚集于肺部发挥重要作用!!"

% 因此$进一步探讨

如何阻断哮喘变态反应性炎症中 &Q

WW

的过度表达$

对防止哮喘的发生发展具有重要意义%

本实验从基因转录和蛋白水平探讨不同时段哮

喘大鼠模型气道黏附分子 &Q

WW

的表达$结果显示正

常大鼠肺组织&Q

WW

的在.?7@水平有少量表达$激

发哮喘后肺组织&Q

WW

表达上调$随着激发时间的延

长至两周升高更加显著% 免疫组织化学结果证实$

&Q

WW

主要表达在气道黏膜上皮细胞膜$同时表明哮

喘模型组不论在代表大气道的段支气管或细支气管

肺泡区$&Q

WW

的蛋白表达均较正常对照组显著升高$

且随着哮喘持续时间的延长$肺组织 &Q

WW

的表达亦

随之增高$提示黏附分子 &Q

WW

与哮喘病变程度有

关$在早期即发挥重要作用$这种作用随着哮喘的进

展而增强%

外周血中的白细胞通过血管内皮屏障渗入局部

'WW!'
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组织的过程包括白细胞在血管内皮表面的滚动*黏

附和通过变形运动穿过内皮这三个相互联系的步

骤% 黏附分子&Q

WW

在其中发挥着不可忽视的作用%

血管内皮细胞表面存在透明质酸('I25F3+)2)$M@)$

&Q

WW

主要通过与 M@相连而固定于细胞表面$K淋

巴细胞*中性粒细胞和单核细胞表面含有 &Q

WW

$当

这些细胞被激活后$&Q

WW

与内皮细胞表面的 M@结

合能力增强$从而在白细胞*内皮细胞表面滚动和黏

附阶段发挥作用!W"

$阻断 &Q

WW

与 M@的结合$可以

明显抑制外周血炎症细胞向哮喘气道的聚集!<"

%

因此$&Q

WW

是气道变应性炎症疾病的一个潜在治疗

靶点%

S]J为主的炎症细胞浸润是变应性炎症的主要

特征$S]J是哮喘气道炎症的中心细胞% S]J 主要

分布于组织内$其特有功能的表达要求它直接进入*

聚集在特异性组织反应部位并被激活% e2,+' 等!="

研究发现哮喘豚鼠 N@X8中的 S]J 和淋巴细胞显

著增加$在哮喘豚鼠腹腔内注射 &Q

WW

单克隆抗体

后$发现N@X8中原来显著增加的 S]J 和淋巴细胞

明显减少$而这两类细胞在骨髓中的计数并未发生

改变$证明S]J 和淋巴细胞从外周血渗入呼吸道$

向肺部炎症组织浸润有赖于 &Q

WW

分子的作用% 本

研究结果显示哮喘肺组织 &Q

WW

在 .?7@和蛋白水

平的表达无论是在发病的早期还是随着疾病的发展

均与N@X8中嗜酸性粒细胞*淋巴细胞的增加密切

相关$证实黏附分子&Q

WW

在促使嗜酸粒细胞和淋巴

细胞聚集于哮喘气道炎症部位的过程中发挥了重要

作用$是导致哮喘气道慢性炎症的重要因素$与

e2,+'等!="报道结论一致% 国外亦有临床报道!>"黏

附分子&Q

WW

在哮喘患儿气道炎症形成过程中发挥

了重要作用% 因此$在病理状态下$通过药物抑制

&Q

WW

的过度表达是抑制细胞黏附和炎症反应的重要

途径$有利于在早期控制哮喘的发展%

此外$实验中还观察到哮喘肺组织 &Q

WW

在

.?7@和蛋白水平的表达与激发 ! 周时的巨噬细胞

百分比密切相关$与 NX@8中性粒细胞及激发 " 周

时的巨噬细胞百分比无相关性$这也提示在哮喘气

道炎症形成过程中$各类炎性细胞的作用机制不尽

相同!:$$"

%
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