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支气管哮喘模型大鼠 IL24 IL210
IFN2γ的检测

李光 ,赵育莹 ,曲书强 ,逯晓辉 ,刘晨 ,唐建民 ,王丽群 ,张凤蕴

(哈尔滨医科大学免疫教研室 ,黑龙江 哈尔滨　150086)

　　[摘　要 ]　目的　哮喘的发病机理尚不完全清楚 ,近年来 ,细胞因子在哮喘中的作用引起人们的关注。本文

旨在探讨支气管哮喘的免疫学发病机理 ,研究细胞因子 IL24、IL210、IFN2γ与哮喘的关系。方法　建立大鼠支气管

哮喘模型。将 Wistar大鼠随机分为两组 :正常对照组 ( n = 11)及哮喘组 ( n = 11) ,以卵白蛋白 (OVA)腹腔注射致

敏大鼠 ,两周后雾化吸入 OVA发敏 ;发敏后杀鼠 ,取脾 ,制备单个核细胞悬液 ,体外培养 ,并以 OVA刺激 ,取不同时

间培养上清 ,应用 EL ISA双抗体夹心法测定其中 IL24、IL210 和 IFN2γ的水平。结果 　支气管哮喘组动物单个核

细胞培养上清中 IL24的水平明显高于正常对照组 (64. 56±5. 83 vs 24. 66±3. 68 pg/ ml , P < 0. 05) , IL210水平明

显低于正常对照组 (34. 13 ±0. 85 vs 85. 12 ±6. 13 , P < 0. 05) , IFN2γ水平明显低于正常对照组 (3. 87 ±0. 48 vs

14. 51±1. 32 pg/ ml , P < 0. 05)。结论　细胞因子 IL24、IL210和 IFN2γ可能参与了哮喘发病的病理生理过程。

[中国当代儿科杂志 ,2004 , 6 (6) : 474 - 476 ]

[关　键　词 ]　哮喘 ;白细胞介素 4 ;白细胞介素 10 ;干扰素γ;大鼠

[中图分类号 ]　R564. 2　　[文献标识码 ]　A　　[文章编号 ]　1008 - 8830 (2004) 06 - 0474 - 03

Levels of IL24 , IL210 and IFN2γ in rats with asthma

Guang L I , Y u2Ying ZHA O , S hu2Qiang QU , Xiao2Hui L V , Chen L IU , Jian2Min TA N G , et al . Depart ment of

Im m unology , Haerbin Medical U niversity , Haerbin 150086 , China ( Em ail : z hongf y 6272000 @yahoo. com . cn)

　　Abstract : Objective　The pathogenic mechanism of asthma has not yet been explained. This paper aims to study the

relationships between IL24 , IL210 and IFN2γ and asthma so as to explore the immunologic pathogenesis of asthma.

Methods　The Wistar rats were randomly assigned into 2 groups : a Normal group ( n = 11) and an Asthma group ( n

= 11) . Asthma was induced by intraperitoneal injection of OVA and fog inhalation of OVA. Five days after asthma

induction , the rats were sacrificed and their spleens were removed. Then the mononuclear cell suspension was prepared ,

cultured , and stimulated with OVA. The levels of IL24 , IL210 and IFN2γ in the supernatant were measured by enzyme

linked immunosorbent assay ( EL ISA) . Results　The IL24 level in the mononuclear cells of the Asthma group (64. 56±

5. 83 pg/ ml) was significantly higher than that of the Normal group (24. 66 ±3. 68 pg/ ml) ( P < 0. 05) , while the

levels of IL210 (34. 13±0. 85 pg/ ml) and IFN2γ (3. 87±0. 48 pg/ ml) were significantly lower than those of the Normal

group [ (85. 12±6. 13) and (14. 51±1. 32) pg/ ml , respectively ] ( P < 0. 05) . Conclusion　IL24 , IL210 and IFN2γ

might be involved in the pathogenesis of asthma. [ Chin J Contemp Pediatr , 2004 , 6( 6) : 474 - 476]
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　　哮喘 (asthma)主要表现为气道的高反应性炎

症 ,儿童及成年人支气管哮喘的发病率均呈上升趋

势。哮喘的发病机理尚不完全清楚 ,研究表明 ,其关

键的效应细胞是 Th细胞和嗜酸性粒细胞[1 ]。近年

来 ,细胞因子在哮喘中的作用引起国内外学者的关

注 ,国内该方面的研究较少。为探讨哮喘的免疫学

发病机理 ,我们在建立大鼠哮喘动物模型的基础上 ,

检测了模型动物脾细胞培养上清中 IFN2γ, IL24 , IL2

10的水平 ,现报告如下。
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1　材料与方法

1 . 1　动物及分组

Wistar大鼠 22只 , 雌雄各半 ,体重 150±30 g ,购

自中国农科院哈尔滨兽医研究所。大鼠随机分为两

组 :正常对照组及支气管哮喘组(模型组) ,每组 11只。

1 . 2　试剂及试剂盒

卵白蛋白 (OVA)为 Sigma 公司产品 , Y99801

型雾化吸入器为上海亿圣科技有限公司产品。

大鼠 IFN2γ检测试剂 ,大鼠 IL210检测试剂盒 ,

大鼠 IL24检测试剂盒均购自大连泛帮生物工程有

限公司。

1 . 3　动物模型的建立[2 ,3 ]

模型组动物腹腔注射 OVA 10 mg ,Al (OH) 310

mg ,生理盐水 1 ml的混悬液 ,第 10天重复一次 ;对照

组动物腹腔仅注射 Al (OH) 310 mg ,生理盐水 1 ml。

第 14天开始连续 5 d两组动物均以 1 % OVA

雾化吸入发敏 ,每次 20 min ,观察临床症状。

1 . 4　脾淋巴细胞悬液的制备

发敏 5 d后杀鼠 ,取脾 ,分离淋巴细胞 ,制备单

个核细胞悬液 ,以含 10 % FCS的 RPM I 1640 调细

胞浓度为 2×106 个细胞/ ml ,加入 24 孔反应板中 ,

每孔 1 ml ,同时各孔加入 OVA刺激 (终浓度为 200

g/ L) 。将反应板置 37℃含 5 % CO2的培养箱中 ,取

不同时间培养上清分装 , - 20℃保存 ,备用。48 h

培养上清用于 IL24和 IL210的检测 ;72 h培养上清

用于 IFN2γ的检测。

1 . 5 　被动皮肤过敏反应试验 (passive cutaneous

anaphylaxis , PCA)

1. 5. 1　抗血清的制备 　于第一次免疫动物两周后

尾静脉采血分离血清 ,每组各大鼠抗血清混合。

1. 5. 2　PCA试验　另选大鼠 4 只 ,随机分为两组。

于鼠背皮内注射不同组别的 1∶10稀释的抗血清 ,每

只注射两个点 ,每点0. 1 ml。48 h后于尾静脉注射

5 % OVA2伊文思兰1. 5 ml ,30 min后杀鼠 ,翻转背部

皮肤 ,将兰斑皮片剪下 ,浸泡于丙酮 - 盐水中过夜 ,离

心后取上清液 ,在分光光度计上 610 nm处测 OD值。

1 . 6　细胞因子的检测

1. 6. 1　IFN2γ的检测 　采用 EL ISA双抗体夹心法

检测。简言之 ,加 100μl 标准品及待测样品至抗

IFN2γ单克隆抗体包被的 96孔反应板中 ,室温孵育

120 min ,洗板后加入生物素化的抗大鼠 IFN2γ及辣

根过氧化物酶 ( HRP)标记的链霉亲和素 ( streptoa2

vidin) ,洗板后加入 TBM显色 ,置反应板于酶标仪上

读取OD(450nm)值 ,制备标准曲线 ,求出 IFN2γ的量。

1. 6. 2 　IL24 的检测　取 48 h细胞培养上清 ,采用

EL ISA双抗体夹心法检测 ,其原理和步骤同 IFN2γ。

1. 6. 3　IL210的检测　取 48 h细胞培养上清 ,采用

EL ISA双抗体夹心法检测 ,其原理和步骤同 IFN2γ。

1 . 7　统计学处理

本文中实验数据以均数 ±标准差 ( �x ± s )表

示 ,采用两样本均数的双侧 t 检验进行统计学分析。

2　结果

2 . 1　模型动物临床症状

以 1 % OVA雾化吸入后 3～10 min内 ,模型组

动物出现不同程度的挠鼻 ,咳嗽 ,呼吸加快 ,重者可

闻及喘鸣音。

2 . 2　PCA试验结果

注射模型组动物抗血清的注射部位皮片浸液的

吸光度高于正常对照组。见表 1。

表 1　被动皮肤过敏反应试验结果

Table 1　Results of passive cutaneous anaphylaxis

( n = 2 , �x ± s )

抗血清组别 皮肤兰斑 OD值

对照组 0. 017±0. 003

模型组 0. 248±0. 032a

t 16. 7

P < 0. 05

2 . 3　细胞因子的检测结果

支气管哮喘组动物单个核细胞培养上清中 IL24

的水平明显高于正常对照组 , IL210水平明显低于正

常对照组 , IFN2γ水平明显低于正常对照组。见表 2。

表 2　两组细胞因子检测结果

Table 2　Levels of cytokines in the two groups

( n = 11 , �x ± s )

组别
细胞因子水平 (pg/ ml)

IFN2γ IL24 IL210

对照组 14. 51±1. 32 24. 66±3. 68 85. 12±6. 13

模型组 3. 87±0. 48 64. 56±5. 83 34. 13±0. 85

t 2. 48 2. 61 2. 52

P < 0. 05 < 0. 05 < 0. 05

3　讨论

　　1966年 ,日本学者 Ishiaka发现 ,Ⅰ型超敏反应
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是由血清 IgE介导的 ,且 IgE可通过血清被动转移

使人及动物发生过敏反应。我们采用了抗 OVA血

清注入正常大鼠皮内 ,再以溶于伊文氏蓝的抗原攻

击 ,抗原 - 抗体 - 伊文氏蓝在注射局部结合出现蓝

斑 ,比较动物皮片浸液的吸光度 ,推测 IgE抗体的

量。从表 1中可以看出 ,皮内注射模型组动物抗血

清的注射部位皮片浸液的吸光度高于注射正常对照

组血清者。根据临床症状及 PCA 试验结果表明哮

喘模型建立成功。

支气管哮喘属Ⅰ型超敏反应 ,需 Th细胞参与 ,

才能激发体液免疫应答。根据 Th细胞产生的细胞

因子谱不同 ,主要可分为 Th1和 Th2两种极化 (po2

larization)形式 , Th1/ Th2极化是免疫应答调节中的

关键环节 , Th1/ Th2 极化异常或缺陷可导致疾

病[4 ]。Th1 细胞主要分泌 IL22 , IFN2γ, TNF2α等 ,

而 Th2 细胞主要分泌 IL24 , IL25 , IL29 , IL213 等。

Th1和 Th2 彼此相互抑制 ,在机体维持动态平衡 ,

如果这一平衡被打破 ,则会形成疾病。哮喘时变应

原启动 Th2 极化应答[5 ] ,因此 IL24 水平增高 ,而

IFN2γ水平降低。IL210 的主要生物学活性表现为

多种抑制功能与免疫刺激作用 ,包括抑制 Th 细胞

增生 ,抑制 Th1型细胞因子的合成及其活性。在实

验性自身免疫性葡萄膜炎 (experimental autoimmune

uveoretinitis , EAU)中发现 , IL210 对 EAU 的自然

恢复有重要作用 ,若在 EAU 发病的早期中和体内

IL210 ,则明显加重病情[6 ]。我们的结果证明哮喘动

物脾细胞培养上清中 IL24 水平明显升高、IL210 和

IFN2γ明显降低 ,说明哮喘中细胞因子紊乱 ,其实质

是 Th0向 Th1/ Th2功能性极化失衡的结果。有学

者用抗原特异性免疫疗法治疗花粉引起的过敏症 ,

发现治疗后症状明显减轻 ,血清中 IFN2γ水平升

高 , IL24水平明显降低 ,说明 Th1极化应答增强 ,抑

制了 Th2极化应答 ,提示某些细胞因子的水平变化

可以反映治疗的效果[7 ]。

我们的检测结果证明 ,细胞因子 IL24 , IL210和

IFN2γ参与哮喘的发病 ,这对儿童及成年人支气管

哮喘的临床诊断 ,病情观察及治疗有一定指导意义。
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新生儿专业继续教育学习班通知

　　为提高围产新生儿专业医务人员业务水平 ,北京大学第一医院儿科按计划于 2005年 3月 22日至 4月 1

日举办新生儿专业继续教育学习班。本班已列入国家继续教育计划 ,授课教师包括虞人杰、周丛乐、鲍秀兰、

徐景蓁、吴婉芳、姜毅等本院及北京市著名专家教授。主要授课内容包括 :新生儿特有疾病的诊治及国内外

研究进展、新生儿早产儿喂养新进展、新生儿脑损伤的诊断治疗进展、宫内感染、新生儿 N EC和静脉营养、危

重新生儿急救医学、高危妊娠对胎儿的影响、新生儿康复治疗、护理新概念、临床科研设计等。

学习结束考试合格者将获得北京大学结业证书及 25学分。学费和讲义费共 850元 ,学习班负责安排住

宿 , (床位费约 30、50、80元/天) ,食宿费自理。报到时请带 ,1寸免冠照片 1张及学分册、身份证。欲参加本

班者请与我们联系 ,联系人 :于果、姜毅。地址 :西安门大街 1号 ,北京大学第一医院儿科 ,邮编 100034。电

话 :66551122 - 3213。E - mail :xsexxb1122 @126. com。

北京大学第一医院儿科

·674·

© 1995-2005 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.


