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&&!摘&要"&目的&通过建立哮喘大鼠模型$观察气道结构改变$探讨促血管生成素T!(M*FT!)及其受体(I).T

$)在哮喘大鼠气道中的表达和意义以及地塞米松对其的影响% 方法&D043FP.Tc3U6.R大鼠 ># 只$随机分为对照

组$模型组和地塞米松干预组% 采用腹腔注射 !"K卵清蛋白致敏和 !K卵清蛋白雾化吸入激发复制哮喘模型$干

预组每次激发前给予地塞米松% 采用免疫组化检测 M*FT! 及其受体 I).T$ 在不同组间气道壁表达变化#采用计算

机病理图像分析系统分析各组气道壁厚度% 结果&
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/)较对照组增加(!L

"7"!)$但较模型组明显减轻(!L"7"!)%

"

模型组气道壁M*FT! 及其受体I).T$ 在气道上皮表达较对照组明显增

加(!"=7@>%? ]%7$@!> OS?<7"=$" ]=7??$%$@@7$="? ]%7!@!= OS?#7=!#= ]=7?=$!$!L"7"!)$干预组为(@"7<!%"

]#7$==@$%<7<<== ]=7?=$!)较对照组增加(!L"7"!)$但较模型组明显下降(!L"7"!)%

#

直线相关分析显示气

道壁M*FT! 及其受体I).T$ 的表达同气道壁厚度呈正相关$M*FT! 与其受体 I).T$ 间也呈明显正相关$均 !L"7"!%

结论& 哮喘模型大鼠气道壁中M*FT! 及其受体 I).T$ 表达上调$并与气道壁厚度呈正相关$提示 M*FT! 及其受体

I).T$ 可能参与哮喘气道重建过程% 地塞米松可下调M*FT! 与其受体 I).T$ 在气道壁的表达$并可减轻气道结构改

变% !中国当代儿科杂志#!""##$"$%%&PG! 'PGP"

!关&键&词"&哮喘#气道重塑#促血管生成素T!#受体I).T$#大鼠

!中图分类号"&C;==#C#<$7$
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&&研究发现$哮喘患者存在气道壁结构的改变$包

括气道平滑肌层增厚$杯状细胞增生$上皮细胞的损

伤修复$上皮下纤维化及其玻璃样变$并把该过程称

为气道重塑% A:c,*362

!!"报道长期哮喘患者存在

呼吸道黏膜血管扩张*微血管渗漏和血管生成等病

理变化$并称之为血管重塑% 血管重塑被认为是哮

喘气道重塑的一个方面$近年来引起了许多学者的

关注 !$ E<"

% 血管生成过程受体内多种血管生长因

子的调控$最常见的是血管内皮生长因子(5_̀ B)

与M*F家族% 在 M*F家族中$M*FT! 主要为同源多

聚体是 I).T$ 的激活剂$广泛表达于人体多种组织

中% I).是血管内皮细胞上特异的酪氨酸激酶型受

体$包括I).T!*I).T$ 两种$由于尚未发现 I).T! 受体

的配体$所以目前大多数研究都集中在 I).T$ 受体%

I).T$ 主要表达在血管内皮细胞和早期造血细胞$

M*FT! 及其受体 I).T$ 在血管新生过程中对新生血

管的形成*重塑*成熟等发挥重要的调节作用% 近年

研究发现哮喘大鼠气道存在 M*FT! 和 I).T$ 明显表

达$且与气道炎症和血管重塑有密切关系!? E!""

% 本

实验拟通过建立大鼠哮喘模型$观察哮喘大鼠气道

壁厚度的变化*M*FT! 及其受体 I).T$ 在正常组和哮

喘组气道中的表达$以及应用糖皮质激素后对二者

的影响$探索 M*FT! 及其受体I).T$ 在哮喘气道重建

中的表达和意义%

$E材料和方法

$7$E材料

健康雌性 D043FP.Tc3U6.R(Dc)大鼠由郑州大学

实验动物中心提供% 卵清蛋白(95M)购于美国 D)FT

/3公司% M*FT! 及其受体 I).T$ 购于武汉博士德有

限公司% DMb'二抗试剂盒及cMb显色剂购自北京

中山生物技术公司%

$7!E大鼠分组及哮喘模型的建立

将 ># 只大鼠(> E< 周龄$体重 !!" ]!" F)随机

分为以下 = 组%

!

对照组&腹腔注射 "7@K生理盐

水$并吸入 "7@K生理盐水#

"

模型组&制备哮喘模

型#

#

干预组&激发前 =" /)*$按 $ /FGHF腹腔注射

地塞米松溶液$其他同模型组%

$7FE哮喘模型建立方法

参照我们既往的方法!!!"

$并加以改进% 第 ! 天

每只大鼠腹腔注射 !"K95M混悬液 ! /a内含生理

盐水$!"" /F氢氧化铝$!"" /F95M)致敏$第 % 天*

第 !# 天各重复 ! 次$第 !< 天始用 95M激发$将大

鼠置于特制密闭玻璃容器中$用超声雾化器喷入

!K95M$隔日 ! 次$每次 $" /)*$激发 $" 次% 以大

鼠出现烦躁$呼吸加快$或俯伏不动$腹肌抽动为激

发成功标志%

$7GE取材和染色

各组大鼠分别于末次激发后 $> ( 内用苯巴比

妥钠腹腔麻醉(!"" /FG只)下开胸$经右心室插管

至肺动脉$用生理盐水快速冲洗后$取右肺中叶$置

于 !"K甲醛中固定$常规石蜡包埋$切片$片厚

#

&

/$分别做苏木精T伊红及免疫组化染色%

$7%E图像分析

组织切片采用上海山富科学仪器有限公司b),T

S.*Sc)F)-36Z/3F)*FDRS-./型高清晰度彩色医学图

文分析系统进行分析% 测量气道壁的厚度&苏木精T

伊红染色切片上$在显微镜下选取完整的气管横断

面$最大内径与最小内径之比
!

$ 者(被认为是斜切

的气道)除外% 每张切片找 $ 个直径在 ! E$ //完

整同级支气管$在低倍镜下(!" d!")分别测定支气

管基底膜周径(1\/)*总管壁面积(WM-)(仅测从黏

膜层到平滑肌层)$并用1\/将测量值标准化$分别

以WM-G1\/表示$代表相应管壁层的厚度%

测量大鼠肺组织 M*FT! 及其受体 I).T$ 阳性百

分数的表达&以肺内支气管为分析对象$ 阳性判断

标准是气道 M*FT! 及其受体 I).T$ 表达阳性者细胞

浆呈棕黄色% 由同一观察者在每张免疫组化切片中

随机选取 !" 个高倍视野(!" d>")$测定每个视野

M*FT! 及其受体I).T$ 表达阳性区染色细胞百分比$

计算其平均值作为该切片代表值%

$7PE统计学方法

应用统计分析软件包 D1DD !"7" 版本进行统计

学处理% 所有数据以平均数]标准差(N]H)表示$

各组资料均服从正态分布% 各组资料经方差齐性检

验后采用单因素方差分析(,*.TU3RM895M)$各因

素间的相关性采用直线相关分析$以
7

V"7"# 作为

检验标准%

!E结果

!7$E肺大体标本观察

各组肺脏切面均无肺实质出血和化脓性炎症$

模型组肺脏体积明显大于对照组$模型组肺脏间质

内偶尔可见有少量纤维样囊肿%

!7!EF 组大鼠肺组织苏木精T伊红染色形态学比较

哮喘组肺组织支气管上皮细胞脱落$黏膜中断*

皱襞增加$气道壁增厚$管腔变形狭窄$黏膜下及管

壁周围见大量炎症细胞(以嗜酸性粒细胞和淋巴细

'=><'
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胞为主)$可见血管增生和扩张% 干预组上皮细胞

偶有脱落$黏膜相对完整$气道壁增厚及炎症细胞浸

润均明显轻于哮喘组% 对照组肺组织几乎无上述病

理改变(图 !)%

!7FEF 组大鼠气道壁厚度比较

与对照组比较$模型组气道壁厚度显著增加

(!L"7"!)% 干预组气道壁厚度相对轻度增加(!L

"7"!)% 但干预组气道壁厚度增加较模型组明显减

少(!L"7"!)$(表 !)%

!7GEM*FT$ 及其受体I).T! 在大鼠气道壁的表达

M*FT! 及其受体 I).T$ 均在胞质中着色% 在对

照组$M*FT! 及其受体I).T$ 相对弱表达于气道上皮

细胞*平滑肌细胞和血管内皮细胞等% 而在模型组

中$M*FT! 及其受体 I).T$ 则强表达于许多细胞$包

括气道上皮细胞*平滑肌细胞*血管内皮细胞*嗜酸

性粒细胞和间质细胞等% 与对照组比较$模型组

M*FT! 及其受体 I).T$ 在大鼠气道壁中的表达显著

增加(!L"7"!)% 干预组 M*FT! 及其受体 I).T$ 在

大鼠气道壁中的表达较对照组轻度增加$较模型组

显著减少(!L"7"!)$(表 !*图 $$=)%

表 $EF 组大鼠肺内(5LM$ 及其受体Y0-M! 阳性百分数表达'气道壁厚度的比较
(N]H)

组别 例数(只) M*FT! I).T$ 气道壁厚度(

&

/

$

G

&

/)

对照组 !# ?<7"=$" ]=7??$% ?#7=!#= ]=7?=$! $!7!=== ]$7??>"

模型组 !#

!"=7@>%? ]%7$@!>

3$\

@@7$="? ]%7!@!=

3$\

==7@=== ]%7=?@!

3$\

干预组 !#

@"7<!%" ]#7$==@

3

%<7<<== ]=7?=$!

3

$?7>""" ]>7<!"#

3

&&3与对照组比较$均!L"7"!#\与干预组比较$均!L"7"!

&&图 $EF 组大鼠肺组织苏木精M伊红染色$$" $̂"%蓝色箭头所指为气道平滑肌E

(&对照组形态正常#O&模型组支气管

上皮细胞脱落$气道壁增厚$管腔变形狭窄$黏膜下及管壁周围见大量炎症细胞$可见血管增生和扩张#A&干预组上皮细胞偶有脱落$

黏膜相对完整$气道壁增厚及炎症细胞浸润均明显轻于哮喘组%

&&图 !E(5LM$ 在 F 组大鼠气道壁的表达$$" Ĝ"%绿色箭头所指为 (5LM$ 阳性染色部位E

(&对照组M*FT! 在气道壁

表达较少# O&模型组明显增加#A&干预组明显减少%

&&图 FEY0-M! 在 F 组大鼠气道壁的表达$$" Ĝ"%蓝色箭头所指为Y0-M! 阳性染色部位E

(&I).T$ 在对照组气道壁表达

较少#O&模型组明显增加#A&干预组明显减少%

'>><'
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!H%E(5LM$ 及其受体Y0-M! 和气道壁厚度之间的相

关性分析

M*FT! 及其受体 I).T$ 的表达与气道壁厚度呈

明显正相关(B

M*FT!

V"7?!@$B

I).T$

V"7?><$!L"7"!)$

M*FT! 与其受体I).T$ 间也呈明显正相关(B

M*F!TI).T$

V

"7?>$$!L"7"!)%

FE讨论

支气管哮喘(以下简称哮喘)病理过程涉及许多

细胞因子*炎性介质*趋化因子和气道结构细胞$发生

机制十分复杂$严重威胁人类健康和生命安全!!$$!="

%

本实验选用雌性 Dc大鼠$> E< 周龄$其优点

是&品系纯*相关分子生物学试剂多$且对抗原反应

较为一致$易产生迟发相哮喘反应(?"K E%"K)$

生物学特点与人类相似$包括过敏反应由ZF_介导$

动物激发后发生速发性与迟发性双相反应时间更接

近(多为激发后 > E% ()$产生的气道高敏持续时间

长(可持续几天)等$并有_9D浸润和气道反应性增

加!!>"

% 本实验中观察到$激发后大鼠表现为呼吸急

促$严重者呼吸减慢或节律不整$皮肤发绀$四肢瘫

软$俯伏不动$激发 ! 周后$大鼠毛色失去光泽$反应

迟钝% 且染色也观察到哮喘组肺组织支气管上皮细

胞脱落$黏膜中断*皱襞增加$气道壁增厚$管腔变形

狭窄$黏膜下及管壁周围见大量炎症细胞$血管增生

和扩张$地塞米松干预后上述现象明显减轻$表明哮

喘模型激发成功% 哮喘大鼠中*小气道的重塑出现

得较早$激发 $ 周时即已出现$并随着时间的递增而

递增$到 < E% 周时$气道壁厚度增厚最明显$而且未

见厚度及面积的消减% 超高浓度的卵蛋白吸入$易

导致肺泡炎$所以本实验采用低浓度卵蛋白吸入$激

发 < 周$激发时间适宜%

研究发现在轻*中度哮喘*致命性哮喘和激素依

赖型哮喘中均可看到支气管微血管的重塑$表现为

气道黏膜下层和(或)黏膜固有层血管直径长度都

明显增加*单位面积内血管数目和所占面积均增加$

而且血管数目和密度增加程度与气道重塑程度呈正

相关!$$=$#"

$提示气道血管生成是哮喘气道结构改变

的一部分% 本实验发现模型组大鼠气道壁厚度较对

照组明显增加$黏膜下及管壁周围见大量血管增生

和扩张$尽管我们没有进行定量分析$仍能发现哮喘

大鼠存在微血管的重塑% W36S( 等!!#"推测$气道血

管生成可能从以下几方面参与哮喘气道重塑&

!

血

管体积增加$使气道壁厚度增加#

"

血管生成促进气

道平滑肌细胞*成纤维细胞增生G肥大和分泌功能#

#

血管黏附分子表达异常导致炎症细胞浸润增加#

$

血管生成还可能与气道上皮化生有关%

促血管生成素(M*F)家族有 > 个成员$分别为

M*FT!$M*FT$$M*FT=$M*FT>$被认为与血管形成有

关$目前研究较多为前两者% 研究表明$M*FT! 与

I).T$ 结合后参与调节血管内皮细胞(_'D)募集周

围基质细胞的能力以及维持血管完整性$抗 _'D 细

胞调亡的同时$ M*FT! 还能够下调与炎症发生相关

的_选择素(_TS.6.:-)*)基因表达$在保持血管内皮

层的稳定性$降低血管通透性的过程中起着重要的

作用!!<"

% M*FT! 还通过抑制细胞钙内流!!?"

$保护血

管免于因5_̀ B所引起的渗漏!!%"

$而哮喘发病的病

理生理改变$包括支气管痉挛*炎性细胞活化*介质

释放$黏液分泌亢进$以及炎性细胞趋化等$无不与

效应细胞内游离 '3

$ o离子浓度的升高密切相关%

所以任何有效的抗哮喘治疗均需通过降低与哮喘发

病有关的各类细胞内游离'3

$ o离子浓度始能实现%

M*FT! 也显示可以阻止血管渗漏和 5_̀ B引起的嗜

酸性粒细胞的趋化!@"

% M*FT! 及其受体 I).T$ 能抑

制炎症反应中的众多环节$进一步可能抑制气道高

反应性%

3̀/\6.等!!<"研究显示$ M*FT! 能加强内皮细

胞与细胞外基质$管周细胞间的连接$维持血管内皮

细胞单层紧密排列的形态$有效防止血浆外漏$并且

对血管生成发挥重要作用%

B.6-)S等!!""研究表明哮喘患者 M*FT! 在气道壁

免疫组化染色中的表达较正常人升高$且在调节炎

症和血管生成方面起重要作用$参与哮喘的气道重

塑和血管重塑过程!? E!""

% 本实验通过建立哮喘动

物模型$发现正常组大鼠气道壁M*FT! 和I).T$ 表达

很少$主要分布在气道上皮细胞*平滑肌细胞和血管

内皮细胞#而模型组M*FT! 及其受体I).T$ 广泛表达

在哮喘大鼠气道中$不仅气道上皮细胞*平滑肌细胞

和血管内皮细胞$嗜酸性粒细胞和间质细胞等也能

看到明显表达$并与气道壁厚度呈正相关$应用地塞

米松处理后表达减少% 我们认为 M*FT! 和 I).T$ 激

活具有抗炎效应$而哮喘时炎症状态明显% 哮喘时

两者表达增加是对气道内炎症反应的应答$作用在

于阻止炎性细胞进一步激活而控制炎症和重塑% 这

和其他病理过程是一致的% 与正常组相比$哮喘组

大鼠的黏膜下及管壁周围见大量炎症细胞$血管增

生和扩张$气道壁厚度增加也比较明显$M*FT! 和

I).T$ 表达呈正相关*明显增加$并与气道壁厚度呈

正相关$地塞米松治疗后炎症减轻$血管增生和扩张

程度下降$气道壁厚度减少$M*FT! 和 I).T$ 表达明

'#><'
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显下降$提示M*FT! 和I).T$ 可以作为反映哮喘气道

炎症及重塑的一个指标% 炎症反应中一个重要环节

就是血浆成分漏出和淋巴细胞迁徙$血管结构改变

和某些粘附分子表达在这一环节中发挥了重要的作

用% 抑制炎症反应可能会抑制血管生成$同样抑制

血管生成也可能减轻炎症反应而恢复组织的正常结

构和功能!!@"

% 因此抑制气道内血管生成或血管重

建$有可能改变哮喘治疗的现状$而M*FT! 可能对与

炎症所致的微血管渗漏有治疗意义%

研究证实!%"

$地塞米松可通过减轻气道炎症$

减少胶原沉积$对哮喘和气道重塑有较明显的治疗

作用$近年发现该激素还可通过下调 M*FT! 和

5_̀ B的表达$减轻哮喘中的血管重塑% 本实验观

察到应用糖皮质激素后气道 M*FT! 及其受体 I).T$

的表达下降$且同气道壁的厚度呈正相关$提示通过

下调 M*FT! 和 5_̀ B在哮喘气道中的表达$可能是

糖皮质激素治疗哮喘和气道重塑的机制之一%

目前$在全球范围内虽然已经推行了哮喘防治

指南$治疗的着眼点仍集中于炎症的控制% 对于血

管重建在哮喘中的重大意义$糖皮质激素是否能够

减少气道血管密度及面积$尚无明确结论% 鉴于

M*FT! 及其受体 I).T$ 可抑制钙内流$抑制黏附分

子$抑制嗜酸性粒细胞的趋化$抑制血管的渗漏$分

析M*FT! 及其受体 I).T$ 可能在哮喘发展中起一定

的抑制作用% 但B.)S-4)-j.4等!$""研究发现$M*FT! 可

明显刺激嗜酸性粒细胞的趋化$这个作用可通过

I).T$ 受体拮抗剂和 M*FT$ 所逆转$提示 M*FT! 可促

进炎症发生发展% 目前$关于 M*FT! 及其受体 I).T$

在肿瘤方面的研究较多$而在哮喘中的作用国外研

究不多$国内尚无报道$本实验观察到哮喘大鼠气道

炎症浸润*血管生成增加*气道壁明显增厚$ 且与

M*FT! 及I).T$ 表达增加呈正相关$提示 M*FT! 及其

受体I).T$ 参与气道重塑过程$但该过程机制复杂$

涉及许多正向和负向调节因子$进一步研究哮喘

气道重塑及M*FT! 和其受体I).T$ 与其他因子间的

关系对于哮喘的防治和新药物的开发应用具有重

要意义%
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