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论著·实验研究

穿孔素和颗粒酶 Ｂ在哮喘大鼠肺组织中的
表达及重组人生长激素的干预作用

邹丽萍　杜文丽　张艳　王利霞

（郑州大学第三附属医院儿内科，河南 郑州　４５００５２）

　　［摘　要］　目的　探讨哮喘大鼠肺组织中穿孔素（ＰＦＰ）、颗粒酶 Ｂ（ＧｚｍＢ）的表达变化及重组人生长激素
（ｒｈＧＨ）的干预作用。方法　３０只雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为正常对照组、哮喘模型组及ｒｈＧＨ干预组。通
过苏木精伊红染色观察卵蛋白激发作用及ｒｈＧＨ干预后哮喘大鼠气道的病理变化。ＴＵＮＥＬ原位凋亡检测支气管
上皮细胞凋亡，ＲＴＰＣＲ方法检测肺组织中ＰＦＰ及ＧｚｍＢｍＲＮＡ的表达。结果　哮喘组支气管上皮细胞凋亡指数
明显增高，而ｒｈＧＨ干预组的凋亡指数则明显低于哮喘组（Ｐ＜０．０５）；ＰＦＰ和ＧｚｍＢｍＲＮＡ在对照组中呈低表达；在
哮喘组的表达明显强于对照组（Ｐ＜０．０５）；ｒｈＧＨ进行干预后，ＰＦＰ和 ＧｚｍＢｍＲＮＡ表达明显低于哮喘组（０．４８±
０．０８ｖｓ０．６３±０．０８；０．４４±０．１３ｖｓ０．７１±０．１５；均Ｐ＜０．０５）。ＰＦＰ和ＧｚｍＢｍＲＮＡ表达与支气管上皮细胞凋亡
率呈正相关（ｒ分别为 ０．８００和 ０．８０６，Ｐ＜０．０５）。结论　 ＰＦＰ和ＧｚｍＢ参与了哮喘发病过程中的重要环节；ｒｈＧＨ
可能通过降低ＰＦＰ和 ＧｚｍＢ的表达抑制支气管上皮细胞的凋亡从而抑制气道重塑。

［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（３）：２２３－２２６］
［关　键　词］　哮喘；重组人生长激素；穿孔素；颗粒酶Ｂ；大鼠
［中图分类号］　Ｒ－３３　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１００８－８８３０（２０１１）０３－０２２３－０４

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｅｒｆｏｒｉｎａｎｄｇｒａｎｚｙｍｅＢｉｎａｓｔｈｍａｔｉｃｒａｔｓａｎｄｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍ
ｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ
ＺＯＵＬＩＰｉｎｇ，ＤＵＷｅｎＬｉ，ＺＨＡＮＧＹａｎ，ＷＡＮＧＬＩＸｉａ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，ＴｈｉｒｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＺｈｅｎｇｚｈｏｕ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００５２，Ｃｈｉｎａ（Ｅｍａｉｌ：ｈｅｚｅｄｕｗｅｎｌｉ＠１６３．ｃｏｍ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｅｒｆｏｒｉｎａｎｄｇｒａｎｚｙｍｅＢ（ＧｚｍＢ）ｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓｏｆａｓｔｈｍａｔｉｃｒａｔｓａｎｄ
ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ（ｒｈＧＨ）ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｉｒｔｙＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙｍａｌｅｒａｔｓ
ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏａｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈａｎｄｗｉｔｈｏｕｔｒｈＧＨｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ａｎａｓｔｈｍａｍｏｄｅｌ
ｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｒｅｐｅａｔｅｄｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈｏｖａｌｂｕｍｉｎａｎｄａｌｕｍｉｎｉｕｍｈｙｄｒｏｘｉｄｅ．Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅａｉｒｗａｙ
ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ．ＴｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｂｉｎｔｉｎ
（ＴＵＮＬＥ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅａｉｒｗａｙ．ＲＴＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｍＲＮＡ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｏｆｐｅｒｆｏｒｉｎａｎｄＧｚｍＢｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓｗａｓｎｏｔｅｄｉｎｔｈｅｕｎｔｒｅａｔｅｄａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ．ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｕｄｕｃｅｄｉｎｔｈｅｒｈＧＨｔｒｅａｔｅｄａｓｔｈｍａ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｐｅｒｆｏｒｉｎａｎｄＧｚｍＢｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓｉｎｔｈｅｕｎｔｒｅａｔｅｄａｓｔｈｍａ
ｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．ＴｈｅｒｈＧＨｔｒｅａｔｅｄａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｐｅｒｆｏｒｉｎ（０．４８±０．０８
ｖｓ０．６３±０．０８；Ｐ＜０．０５）ａｎｄＧｚｍＢ（０．４４±０．１３ｖｓ０．７１±０．１５；Ｐ＜０．０５）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｔｈｅｕｎｔｒｅａｔｅｄａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ．ＢｏｔｈＰＦＰ（ｒ＝０．８００，Ｐ＜０．０５）ａｎｄＧｚｍＢ（ｒ＝０．８０６，Ｐ＜０．０１）ｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＰｅｒｆｏｒｉｎａｎｄＧｚｍＢｍａｙｐｌａｙｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｓｉｎｔｈｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆａｓｔｈｍａ．ｒｈＧＨｔｒｅａｔｍｅｎｔｃａｎｉｎｈｉｂｉｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｐｏｓｓｉｂｌｙ
ｔｈｒｏｕｇｈａｒｅｄｕｃｔｉｏｎｉｎｐｅｒｆｏｒｉｎａｎｄＧｚｍＢｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（３）：２２３－２２６］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ａｓｔｈｍａ；Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ；Ｐｅｒｆｏｒｉｎ；ＧｒａｎｚｙｍｅＢ；Ｒａｔｓ

　　支气管哮喘是以反复发作性气急、胸闷、咳嗽等
为主要症状，若长期反复发作可导致阻塞性肺气肿。

有研究表明支气管上皮细胞凋亡是哮喘发病过程中

的始发因素［１］，因此抑制支气管上皮细胞的凋亡是

治疗哮喘的关键环节。穿孔素（ｐｅｒｆｏｒｉｎ，ＰＦＰ）与颗
粒酶 Ｂ（ｇｒａｎｚｙｍｅＢ，ＧｚｍＢ）是由细胞毒性 Ｔ细胞
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（ＣＴＬ细胞）和自然杀伤细胞（ＮＫ细胞）分泌的介导
细胞凋亡的重要因子，其在病毒性心肌炎小鼠模型

中可以诱导心肌细胞的凋亡，但二者是否能诱导支

气管上皮细胞凋亡，参与哮喘的发病过程至今尚无

报道。重组人生长激素（ｒｈＧＨ）是人工合成的一种
多肽，其可通过抑制相应细胞的凋亡治疗扩张型心

肌病、缺血性心肌损伤等疾病。本研究通过建立大

鼠哮喘模型观察ＰＦＰ与ＧｚｍＢ的表达变化及其与上
皮细胞凋亡的关系，以及 ｒｈＧＨ的干预对其表达的
影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物
健康雄性 ４～６周龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠 ３０

只，体重１１０～１５０ｇ，由河南省动物实验中心提供。
随机分为正常对照组、哮喘模型组和 ｒｈＧＨ干预组，
每组１０只。
１．２　主要仪器和试剂

２７００型 ＲＴＰＣＲ仪（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ），
原位凋亡试剂盒（美国 Ｓｉｇｍａ公司），鸡卵清白蛋白
（ＯＶＡ，美国Ｓｉｇｍａ公司），重组人生长激素（安科生
物高科技有限公司）。

１．３　实验方法
１．３．１　哮喘模型制作　　第１、８及１５天哮喘组和
干预组大鼠分别应用新鲜配制的１０％ＯＶＡ氢氧化
铝混悬液１ｍＬ（ＯＶＡ１００ｍｇ＋氢氧化铝１００ｍｇ）腹
腔注射，致敏３次，对照组应用生理盐水１ｍＬ行腹
腔注射。第１６天开始，哮喘组和干预组大鼠分别应
用１％ ＯＶＡ氢氧化铝混悬液５ｍＬ雾化吸入３０ｍｉｎ，
隔日１次，共雾化２０次；干预组大鼠在第１１次雾化
吸入混悬液前３０ｍｉｎ皮下注射ｒｈＧＨ（１．３３ＫＵ／ｋｇ），
共注射１０次；对照组每次生理盐水５ｍＬ雾化吸入
３０ｍｉｎ，隔日１次，共２０次。
１．３．２　标本制作　　各组大鼠在最后一次雾化吸
入后腹腔注射苯巴比妥１００ｍｇ处死，取右肺置于液
氮中保存，留作 ＲＴＰＣＲ分析。应用无菌生理盐水
和４％ 甲醛对左肺进行灌注和冲洗，甲醛固定，石蜡
包埋。分别于垂直和平行气道方向取材切片，作苏

木精伊红（ＨＥ）染色。
１．３．３　原位细胞凋亡检测　　采用ＴＵＮＥＬ原位凋
亡检测技术，具体操作方法按ＴＵＮＬＥ原位末端凋亡
检测试剂盒说明书进行，高倍镜视野下细胞核呈棕

黄色为凋亡阳性细胞。在光镜下分析结果：随机选

取５个高倍镜野（×４００并含有同等级别支气管）的

支气管上皮总数及阳性染色上皮细胞数，按公式：阳

性细胞数／细胞总数 ×１００％ 计算上皮细胞凋亡指
数。

１．３．４　ＲＴＰＣＲ分析　　ＰＦＰ上游引物：５ＴＧＴＣＴ
ＣＡＡＧＣＧＡＡＴＡＣＡＡＡＧＣ３，下 游 引 物：５ＧＧＧＴＣ
ＣＧＡＧＴＣＴＴＣＣＡＧＴＡＧ３，扩增产物：２５２ｂｐ；ＧｚｍＢ上
游引物：５ＡＧＣＴＣＣＴＣＴＴＧＣＴＣＣＴＧＣ３，下游引物：５
ＣＡＣＡＴＣＴＣＣＴＧＧＴＴＴＣＡＣＴ３，扩增产物：４２２ｂｐ。取
约２００ｇ肺组织边加液氮边研磨至组织完全研碎，
依次加入Ｔｒｉｏｌ、氯仿、７５％ 无水冷乙醇，依次离心弃
上清后加入１０μＬＤＥＰＣ水充分溶解沉淀。取８μＬ
ＲＮＡ提取液进行ｃＤＮＡ的合成，采用的为２０μＬ体
系。ＲＴＰＣＲ采用５０μＬ体系进行。应用 ＤＥＰＣ水
及ＴＢＥ、琼脂糖配制成２％的凝胶，加５μＬＲＴＰＣＲ
产物行电泳，紫外线灯观察产物条带并拍照。

１．４　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件包对数据进行统计学

分析，实验数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多个样
本均数的比较采用单因素方差分析，变量之间采用

直线回归进行相关性分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　ＨＥ染色检测肺组织病理变化
对照组肺组织形态学正常。哮喘模型组大鼠肺

组织可见支气管管腔中有黏液栓形成，支气管上皮

水肿、脱落、结构不规则；杯状细胞增加，黏膜下层和

平滑肌增厚；气道壁及肺间质有大量炎性细胞浸润，

以嗜酸性粒细胞和淋巴细胞为主；ｒｈＧＨ干预组炎
症反应较哮喘组减轻，杯状细胞减少，黏膜下层和平

滑肌增厚较哮喘组减轻。见图１。
２．２　上皮细胞凋亡的变化

对照组支气管上皮凋亡较少；哮喘组支气管上

皮凋亡指数较多，高于对照组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；ｒｈＧＨ干预组支气管上皮细胞凋亡指数
高于对照组，但较哮喘组明显减少，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）。见表１和图２，３。

表１　各组支气管上皮细胞原位凋亡指数的比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 凋亡指数

对照组 １０ １４±４
哮喘组 １０ ３５±６ａ

干预组 １０ ２６±４ａ，ｂ

Ｆ值 ４２．５９６
Ｐ值 ＜０．０５

　　ａ与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ与哮喘组比较，Ｐ＜０．０５

·４２２·
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　　图１　各组大鼠气道壁结构改变（ＨＥ染色，×４００）　Ａ：对照组，较少炎症细胞浸润，支气管管壁中等厚度；Ｂ：哮喘组，较多
炎症细胞浸润（以嗜酸性粒细胞和淋巴细胞为主），平滑肌层增厚，支气管管壁较对照组增厚。Ｃ：干预组，炎症细胞浸润较哮喘组减
少，支气管管壁厚度较哮喘组薄。

　　图２　各组大鼠支气管上皮细胞凋亡变化（ＴＵＮＥＬ染色，×４００）　Ａ：对照组，支气管上皮细胞较少凋亡；Ｂ：哮喘组，支气
管上皮凋亡较对照组增多；Ｃ：ｒｈＧＨ干预组，上皮细胞凋亡较哮喘组减少。箭头所指为凋亡细胞。
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　　图３　支气管上皮细胞凋亡指数（ｎ＝１０）　ａ：与对照组比
较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　支气管肺组织中的 ＰＦＰ及 ＧｚｍＢｍＲＮＡ的
表达

哮喘组、干预组的 ＰＦＰ及 ＧｚｍＢ表达量均较对
照组增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ｒｈＧＨ干
预组的两者表达均较哮喘组减少，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）。见表２，图４。

表２　各组ＰＦＰ和ＧｚｍＢｍＲＮＡ的表达　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＰＦＰ ＧｚｍＢ

对照组 １０ ０．３３±０．１２ ０．２１±０．０９
哮喘组 １０ ０．６３±０．０８ａ ０．７１±０．１５ａ

干预组 １０ ０．４８±０．０８ａ，ｂ ０．４４±０．１３ａ，ｂ

Ｆ值 ２６．４３９ ３７．４０２
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５

　　ａ与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ与干预组比较，Ｐ＜０．０５
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　　图４　肺组织中ＰＦＰ和ＧｚｍＢｍＲＮＡ的表达（ｎ＝１０）　
ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　相关性分析
ＰＦＰ表达量与支气管上皮细胞凋亡指数呈正相

关（ｒ＝０．８００，Ｐ＜０．０５）。ＧｚｍＢ表达量亦与支气管
上皮细胞凋亡指数呈正相关（ｒ＝０．８０６，Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

炎症细胞的募集及气道重塑参与了哮喘的发生

与发展，目前对于引起炎症反应及气道重塑的始发

机制较少阐述。支气管上皮是接触外界环境的第一

·５２２·
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道防线，它的凋亡变化启动了哮喘发生的后续环节。

ＰＦＰ和ＧｚｍＢ是由 ＣＴＬ细胞分泌的细胞因子，
也是免疫应答和免疫防御过程中重要效应分子之

一，具有诱导细胞凋亡的作用［２３］。毛海英等［４］研

究发现哮喘患儿 ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞 ＰＦＰ与 ＧｚｍＢ的
表达较正常儿童明显增加；Ｂｒａｔｋｅ等［５］的研究亦发

现哮喘患者血液中ＧｚｍＢ的表达明显增加。本研究
发现哮喘模型组肺组织中ＰＦＰ和ＧｚｍＢｍＲＮＡ表达
明显升高，支气管上皮细胞凋亡指数增加，气道壁周

围大量炎性细胞浸润，平滑肌增生肥厚，杯状细胞和

黏膜下腺体增生，胶原沉积明显，这与既往报道相

符［６］。干预组 ＰＦＰ和 ＧｚｍＢ表达较少，支气管上皮
凋亡指数下降，气道壁周围较少炎症细胞浸润，气道

壁各层厚度减少，胶原沉积减少，与 Ｂｅｎａｙｏｕｎ等［７］

的研究一致。哮喘大鼠肺组织中高表达 ＰＦＰ及
ＧｚｍＢ，支气管凋亡率增加，二者诱导细胞凋亡的可
能机制为［８］：①ＣＴＬ细胞在ＭＨＣⅠ类抗原（主要组
织相容性复合体Ⅰ类抗原）制约下识别靶细胞，通
过抗原受体与原紧密结合，从胞浆颗粒中释放出穿

孔素。在Ｃａ２＋存在的条件下穿孔素单体可迅速附
着于靶细胞膜，嵌入靶细胞膜的双层磷脂中，多个单

体聚合形成打孔聚合物，在靶细胞膜上形成跨膜通

道，使 ＧｚｍＢ等进入到细胞浆和细胞核中。颗粒酶
裂解特异性细胞核蛋白质后激活自溶性内切酶，使

ＤＮＡ断裂降解、细胞凋亡。②跨膜孔道形成后靶细
胞膜去极化使细胞内环境紊乱，引起渗透压的改变，

导致细胞溶解。

ｒｈＧＨ是人工合成的多肽，可用于治疗扩张型心
肌病、缺血性心肌损伤等，其机理均为抑制了相应细

胞的凋亡。烟雾吸入致肺损伤时，经皮下注入外源

性ｒｈＧＨ能有效抑制细胞凋亡［９］。本研究表明哮喘

模型组及ｒｈＧＨ干预组上皮细胞凋亡指数均高于正
常对照组，且 ｒｈＧＨ干预组上皮细胞凋亡指数低于
哮喘模型组，进一步证实了上皮细胞的过度凋亡参

与了哮喘发病的病理过程。目前哮喘治疗为国际上

通用的激素治疗方案，但吸入糖皮质激素不能减少

支气管上皮细胞的凋亡，不能阻止哮喘的始发环节。

郑仰明等［１０］的研究发现布地奈德虽能明显减轻淋

巴细胞和嗜酸粒细胞的浸润，但对上皮细胞的凋亡

却无抑制作用。吸入糖皮质激素可通过一定途径抑

制支气管上皮细胞的增殖，并不能抑制哮喘大鼠支

气管上皮细胞的凋亡［１１］。本研究采用ｒｈＧＨ干预后
ＰＦＰ、ＧｚｍＢ表达减少，支气管上皮细胞的凋亡减少，
淋巴细胞和嗜酸性粒的浸润减少，气道重塑得到改

观，可部分逆转哮喘的发病过程。

本研究证实了支气管上皮细胞参与了哮喘发生

发展的病理过程，这种损伤机制可能与 ＰＦＰ和
ＧｚｍＢ的表达增加有关。通过应用 ｒｈＧＨ干预可抑
制支气管上皮细胞的凋亡从而阻止哮喘发生的后续

环节进而抑制气道重塑，为哮喘的治疗提供新的思

路。但是导致支气管上皮细胞凋亡的具体机制及

ＰＦＰ及ＧｚｍＢ的作用机制仍有待进一步研究。
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