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论著·实验研究

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对哮喘小鼠肺内
ＴＩＭ４表达的影响

栾斌　王亚哲　张艳丽　谷惠茹　李彦玲　赵杰

（郑州大学第三附属医院儿内科，河南 郑州　４５００５２）

　　［摘　要］　目的　建立小鼠哮喘气道重塑模型，观察１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对哮喘小鼠气道结构及Ｔ细胞免疫球蛋白
域粘蛋白域蛋白４（Ｔｃｅｌｌｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｍｕｃｉｎｐｒｏｔｅｉｎ４，ＴＩＭ４）表达的影响。方法　３０只ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠随机分
为对照组、哮喘组和１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预组，采用卵清蛋白致敏、激发建立哮喘模型。取小鼠肺组织，采用苏木精－伊
红染色观察气道重塑情况，并应用ＲＴＰＣＲ法和免疫组化法检测肺内ＴＩＭ４ｍＲＮＡ和蛋白的表达。结果　哮喘组发
生典型的气道重塑改变，与对照组比较，ＴＩＭ４表达水平升高（１０５±９ｖｓ４２±５，Ｐ＜０．０５）；１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预组
较哮喘组气道重塑有所改善，ＴＩＭ４表达降低（７８±６），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＩＭ４可能参与小鼠
气道重塑过程；新型免疫调节剂１，２５（ＯＨ）２Ｄ３可下调哮喘小鼠肺内ＴＩＭ４的表达，改善气道重塑。

［中国当代儿科杂志，２０１３，１５（１）：６７－７０］
［关　键　词］　哮喘；气道重塑；１，２５（ＯＨ）２Ｄ３；ＴＩＭ４；小鼠

Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＩＭ４ｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓｏｆａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅ
ＬＵＡＮＢｉｎ，ＷＡＮＧＹａＺｈｅ，ＺＨＡＮＧＹａｎＬｉ，ＧＵＨｕｉＲｕ，ＬＩＹａｎＬｉｎｇ，ＺＨＡＯＪｉｅ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，ＴｈｉｒｄＡｆｆｉｌｉａ
ｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００５２，Ｃｈｉｎａ（Ｅｍａｉｌ：ｌｕａｎｂｉｎ０５８８＠ｔｏｍ．ｃｏｍ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｏｆａｓｔｈｍａｔｉｃａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ１，
２５（ＯＨ）２Ｄ３ｏｎａｉｒｗａｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄＴｃｅｌｌｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｍｕｃｉｎｐｒｏｔｅｉｎ４（ＴＩＭ４）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｉｒｔｙｆｅｍａｌｅｍｉｃｅ（ＢＡＬＢ／ｃｓｔｒａｉｎ）ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌ，ａｓｔｈｍａａｎｄ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ．Ａｎａｓｔｈｍａｔｉｃｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｕｓｉｎｇｏｖａｌｂｕｍｉｎ．Ｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆｔｈｅｍｉｃｅｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄ，
ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＩＭ４ｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲａｎｄａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＩＭ４ｗｅｒｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｙｐｉｃａｌａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｗａｓｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅ
ａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ，ａｎｄＴＩＭ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｉｓｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（１０５±９ｖｓ４２±５；Ｐ
＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｉｎａｉｒｗａｙ
ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇａｎｄａｄｅｃｒｅａｓｅｉｎＴＩＭ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（７８±６）（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＴＩＭ４ｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅａｉｒｗａｙ
ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｏｆｍｉｃｅ．Ａｓａｎｅｗｔｙｐｅｏｆｉｍｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｏｒ，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ｃａｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＩＭ４ｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓ
ａｎｄｉｍｐｒｏｖｅａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｉｎａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１３，１５（１）：６７－７０］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ａｓｔｈｍａ；Ａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ；１，２５（ＯＨ）２Ｄ３；ＴＩＭ４；Ｍｉｃｅ

　　支气管哮喘是儿童呼吸系统最常见的疾病之
一，以气道慢性炎症、气道高反应性和气道重塑为基

本病理特征，其发病机制复杂，目前尚未完全阐明。

Ｔ细胞免疫球蛋白域粘蛋白域蛋白（Ｔｃｅｌｌｉｍｍｕｎｏ
ｇｌｏｂｕｌｉｎｍｕｃｉｎｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＩＭ）基因家族是新近发现的
基因家族。研究表明，ＴＩＭ蛋白家族在 Ｔｈ１／Ｔｈ２细
胞介导的免疫调节应答中，具有双向调节 Ｔ细胞活
化的作用。其中，ＴＩＭ４主要表达于活化的树突状
细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）及巨噬细胞表面，在肿瘤免
疫耐受和肾脏缺血再灌注损伤等方面发挥着重要作

用，与其他免疫性疾病亦存在相关性［１５］，但对其发

挥生物学效应的具体机制尚未完全明确。１，２５
（ＯＨ）２Ｄ３是维生素Ｄ３的活性代谢产物。除调节骨
钙代谢外，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３还具有免疫调节作用，主
要通过活化 ＤＣ及单核细胞来影响免疫状态［６７］。

目前关于１，２５（ＯＨ）２Ｄ３是否对哮喘患者具有保护
效应，尚无明确定论。本研究通过建立小鼠哮喘气

道重塑模型，并应用１，２５（ＯＨ）２Ｄ３进行干预，观察
哮喘小鼠气道重塑及 ＴＩＭ４表达改变，探讨哮喘的
发病机制，以及寻找新的治疗靶点。

·７６·
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１　材料与方法

１．１　动物及主要试剂
３０只ＳＰＦ级 ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠，６～８周龄，体

重２０±２ｇ，购于华中科技大学同济医学院实验动物
中心，许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）２０１００００７。鸡卵清蛋白
（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）和１，２５（ＯＨ）２Ｄ３购于 Ｓｉｇｍａ公
司。Ｔｒｉｚｏｌ、反转录试剂盒和ＰＣＲ试剂购于北京全式
金生物技术有限公司。免疫组化一抗购于北京博奥

森生物技术有限公司；二抗及显色剂购于北京中杉

金桥生物技术有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　动物分组和哮喘小鼠模型的制备　　按随
机原则将３０只 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分为对照组、哮喘组和
１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预组，每组１０只。适应性饲养１周
后，参照文献［１，８］制备动物模型。哮喘组和 １，２５
（ＯＨ）２Ｄ３干预组小鼠分别在第１、８、１５天腹腔内注
射抗原混合液０．２ｍＬ（含 ＯＶＡ５０μｇ、１０％氢氧化
铝０．１５ｍＬ和生理盐水０．０５ｍＬ）致敏，第２２天开
始雾化吸入１％ ＯＶＡ激发，每日１次，每次３０ｍｉｎ，
持续至第３５天，共计１４次。１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预组
在每次激发前 ０．５ｈ给予腹腔内注射 １，２５
（ＯＨ）２Ｄ３混合液０．１ｍＬ（含１，２５（ＯＨ）２Ｄ３０．１μｇ、
无水乙醇２．５μＬ、生理盐水０．１ｍＬ）［２］；哮喘组以
生理盐水代替。对照组小鼠的致敏、雾化吸入及雾

化吸入前腹腔注射均采用生理盐水代替 １，２５
（ＯＨ）２Ｄ３混合液。
１．２．２　肺组织标本制备　　各组小鼠于末次雾化
结束后２４ｈ内以乙醚吸入麻醉，开胸，结扎左肺门，
取出左肺，冻存于液氮中，用于 ＲＴＰＣＲ检测；经右
心室插管至肺动脉，用生理盐水快速冲洗至无血液

流出，肺叶颜色呈白色后，换４％甲醛溶液冲洗，进
行内固定，取出右肺中叶，置于４％甲醛溶液中进行
外固定４８ｈ，酒精梯度脱水，石蜡包埋，３μｍ厚度切
片，用于苏木精 －伊红（ＨＥ）染色及免疫组织化学
染色。

１．２．３　ＨＥ及免疫组化染色观察　　石蜡切片脱
蜡后，行 ＨＥ染色，观察支气管壁的形态学改变，测
定相同级别支气管横断面气道壁厚度；于脱蜡切片

上依次滴加山羊抗小鼠一抗、二抗、辣根酶标记的链

霉卵白素，ＤＢＡ显色、苏木素复染，盐酸分化，而后
脱水封片，进行免疫组化操作。应用计算机病理图

像分析系统在高倍镜视野（１０×４０）下观察阳性细
胞中蛋白的表达及分析处理。每张切片随机选取

５个以上高倍镜视野，取平均值作为该片的蛋白半
定量结果。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测 ＴＩＭ４ｍＲＮＡ表达　　采用
Ｔｒｉｚｏｌ提取左肺组织总 ＲＮＡ，使用逆转录试剂盒合
成单链 ｃＤＮＡ，再设计引物，扩增目的基因。ＴＩＭ４
上游引物为：５′ＣＡＡＴＣＧＡＧＧＴＧＡＣＡＧＴＧＧＧ３′，下
游引物为：５′ＡＡＧＧＡＧＣＣＡＧＧＴＧＴＴＧＴＴＧ３′，产物大
小为２９１ｂｐ。内参 ＧＡＰＤＨ上游引物：５′ＡＴＣＡＣＴ
ＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＣ３′，下游引物：５′ＡＴＣＡＴＡＣＴＴＧ
ＧＣＡＧＧＴＴＴＣＴ３′，产物大小为 ５４９ｂｐ。反应条件：
９４℃预变性 ３ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，５８℃（ＴＩＭ４）／
５２℃（ＧＡＰＤＨ）退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个
循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物在１．５％琼脂糖
凝胶上进行电泳，并采用凝胶电泳成像系统观察目

的基因。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对数据进行统计学分

析，各组数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组资料
间比较采用单因素方差分析，组间数据两两比较采

用ＬＳＤ法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　３组小鼠的一般情况
对照组小鼠无明显不适。哮喘组小鼠在雾化激

发１０ｍｉｎ左右时出现搔抓颜面部，而后出现少动、
弓背姿势、颜面部发绀（以口鼻周为重）、呼吸急促、

喘息、腹肌收缩频繁、部分小鼠出现大小便失禁等情

况；多次激发后，小鼠体重明显下降、进食减少、毛色

暗淡。１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预组小鼠亦出现上述症
状，但较哮喘组小鼠轻。

２．２　３组小鼠肺组织病理形态学改变
在普通光学高倍显微镜（１０×４０）下观察：对照

组小鼠支气管壁结构完整光滑，上皮细胞排列整齐，

无杯状细胞化生，气道壁厚度正常（４８±４μｍ）。哮
喘组小鼠支气管壁增厚（１４１±６μｍ）、受损，部分上
皮细胞脱落，杯状细胞增多，平滑肌层增厚，支气管

周围炎性细胞浸润增多。１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预组小
鼠亦出现上述变化，但较哮喘组有所减轻，支气管壁

厚度较哮喘组明显减少（７６±６μｍ），差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。见图１、表１。

·８６·
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　　图１　３组小鼠肺组织病理形态学改变（苏木精－伊红染色，×４００）　Ａ：对照组气道壁厚度基本正常，细胞排列规则，未见
明显炎症细胞浸润；Ｂ：哮喘组气道壁厚度明显增加，细胞排列紊乱，炎症细胞浸润增多；Ｃ：１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预组气道壁厚度较哮喘

组明显减轻，细胞排列稍规则，炎症细胞有所减少。

表１　３组小鼠气道壁厚度、ＴＩＭ４ｍＲＮＡ及蛋白表达

组别 鼠数气道壁厚度（μｍ） ＴＩＭ４ｍＲＮＡ ＴＩＭ４蛋白

对照组 １０ ４８±４ ０．１０５±０．０１１ ４２±５
哮喘组 １０ １４１±６ａ ０．６５０±０．０２３ａ １０５±９ａ

干预组 １０ ７６±６ａ，ｂ ０．４３５±０．０２０ａ，ｂ ７８±６ａ，ｂ

Ｆ值 ８４．９４ ２０７５．３０ ２１．２６
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　３组小鼠ＴＩＭ４免疫组化结果
ＴＩＭ４主要表达于肺泡间质、支气管壁及血管周

围的抗原提呈细胞上。对照组小鼠ＴＩＭ４蛋白表达较
弱，哮喘组小鼠ＴＩＭ４呈强阳性表达，与对照组相比差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预组小
鼠ＴＩＭ４蛋白的表达明显低于哮喘组，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。见图２、表１。

　　图２　３组小鼠肺组织ＴＩＭ４表达情况（ＤＡＢ显色，×４００）　Ａ：对照组 ＴＩＭ４表达较弱，炎性细胞浸润较轻；Ｂ：哮喘组
ＴＩＭ４呈强阳性表达，炎性细胞浸润明显增多；Ｃ：１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预组 ＴＩＭ４表达及炎症细胞浸润均较哮喘组减少。深棕黄色为

ＴＩＭ４表达阳性细胞。

２．４　３组小鼠肺内ＴＩＭ４ｍＲＮＡ检测结果
ＲＴＰＣＲ检测结果显示，哮喘组小鼠肺内 ＴＩＭ４

ｍＲＮＡ相对表达量较对照组显著增高（Ｐ＜０．０５）；
１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预组小鼠ＴＩＭ４ｍＲＮＡ相对表达量
较哮喘组明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
见图３、表１。
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　　图 ３　小鼠肺组织 ＴＩＭ４ｍＲＮＡ表达量的变化　
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：对照组；２：哮喘组；３：１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预组。

３　讨论

ＴＩＭ蛋白家族是一个保守的跨膜磷脂酰丝氨酸
受体家族［９１１］，调控着固有和适应性免疫应答过程。

ＴＩＭ蛋白的高度可变区域，能特异性识别表达于不
同免疫细胞表面的磷脂酰丝氨酸，从而调节着包括

过敏、哮喘、器官移植免疫耐受和对抗病毒感染等的

免疫过程。与其他家族成员不同，ＴＩＭ４仅表达于
抗原提呈细胞表面，如 ＤＣ、巨噬细胞等，与其受体
ＴＩＭ１结合，作为 Ｔ细胞活化强有力的免疫共刺激
分子，调控 Ｔｈ２细胞的分化增殖。研究表明，阻断
ＤＣ上ＴＩＭ４／ＴＩＭ１的相互作用，能抑制Ｔｈ２细胞的
分化增殖［３，１０］，该功能已在过敏性肠炎、肾缺血再

灌注损伤中得到证实［４５］，但在哮喘中的作用尚未明

确。本研究结果显示，哮喘组小鼠支气管及血管周

围ＴＩＭ４的表达量显著增多，主要表达于支气管、血
·９６·
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管及肺泡周围的巨噬细胞及 ＤＣ中，提示 ＴＩＭ４大
量形成与哮喘气道重塑相关，可能与促进 Ｔｈ１／Ｔｈ２
分化的失衡相关。

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３即活性维生素Ｄ，除了具有经典
的调节骨钙及磷的代谢外，还发现具有强大的免疫

调节作用［１２１３］。其免疫调节的途径多样，不同的研

究结论尚不完全一致。１，２５（ＯＨ）２Ｄ３处理的 ＤＣ
能够起到抑制过敏性气道炎症中的免疫反应，同时，

能够通过抑制 ＣＤ４０、ＣＤ８６／８０等共刺激分子抑制
ＤＣ的活化［１４］；肺泡上皮细胞能高表达１α羟化酶，
可合成活性维生素Ｄ，它可通过抑制趋化因子、血小
板源性生长因子、基质金属蛋白酶类等细胞因子的

分泌，从而抑制炎症反应［１５］；另外１α羟化酶还表达
于支气管黏膜上皮细胞、ＤＣ、肺泡巨噬细胞及淋巴
结内［１４］，提示这些组织也可产生活性维生素 Ｄ。体
内活性维生素Ｄ含量正常，能降低很多疾病的发生
风险，这与其调节着许多基因的表达密切相关，这些

被调控的基因主要存在于皮肤黏膜系统及免疫系统

中［１６］。流行病学调查显示：维生素 Ｄ缺乏，可能是
疾病和免疫紊乱的潜在原因，维生素 Ｄ与固有和适
应性免疫应答均有密切关系［１７］。本实验在哮喘造

模过程中，给予 １，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预治疗后发现，
１，２５（ＯＨ）２Ｄ３不仅能有效缓解哮喘的发作程度，
而且使干预组气道壁厚度、炎症细胞浸润程度明显

改善，提示１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预治疗后能有效降低
哮喘气道炎症，改善气道重塑。ＲＴＰＣＲ及免疫组
化结果显示，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预组中ＴＩＭ４蛋白及
ｍＲＮＡ水平均明显低于哮喘组，提示１，２５（ＯＨ）２Ｄ３
可能通过调节巨噬细胞、ＤＣ上 ＴＩＭ４ｍＲＮＡ的表
达，改变ＴＩＭ４蛋白的表达量，进而调节Ｔｈ２细胞的
分化增殖，最终达到缓解哮喘的发作。

本实验首次测定１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预后哮喘小
鼠中 ＴＩＭ４的表达量，推断１，２５（ＯＨ）２Ｄ３可能由
巨噬细胞及ＤＣ进行介导，降低 ＴＩＭ４的表达量，从
而降低气道炎症、改善气道重塑，期望为哮喘的治疗

提供新的思路。
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