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J在哮喘大鼠肺内的表达及布地奈德干预的作用

仓春霞!栾斌

"郑州大学第三附属医院儿内科!河南 郑州&H"$$"#$

&&!摘&要"&目的&探讨哮喘大鼠发病过程中碱性成纤维细胞生长因子%?RBMB&和核因子R

*

I%8BR

*

I&在气道

内表达的变化#及布地奈德的干预对其表达的影响) 方法&清洁级 E043JC.R>3]6.:雄性大鼠 H" 只#随机分为对照

组*哮喘组*干预组) 观察卵蛋白激发及用布地奈德干预后哮喘大鼠气道的病理变化$免疫组织化学染色观察 ?R

BMB和8BR

*

I蛋白表达的变化) 结果&布地奈德干预减轻了哮喘大鼠气道损伤) ?RBMB和 8BR

*

I在对照组中呈

弱阳性表达#在哮喘组中表达明显增加#使用布地奈德进行干预后 ?RBMB和8BR

*

I的表达明显降低%!!!7Y! b"7"#

=A!#Y7#! bY7HY$ !!$7Y" b@7G! =A!FH7!" b%7H#$ 0d$7$"&#且二者呈正相关性) 结论& ?RBMB和8BR

*

I可能与

哮喘大鼠气道重塑相关#布地奈德改善哮喘大鼠的气道重塑可能与降低 ?RBMB和8BR

*

I的表达有关)

!中国当代儿科杂志#@AAB#CC$D%&EBE FEBS"

!关&键&词"&哮喘$碱性成纤维细胞生长因子$核因子R

*

I$气道重塑$大鼠
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H"$$"## >A&+/ %)C/+ 2# GD/&?' ?C/+#$$@#$$@X7/A33O:+&

&&8+-'$%/'' 9+6)/'0:)&[,A-C2:-(..\04.AA),* ,N?3A)<N)?4,?63A-J4,]-( N3<-,4%?RBMB& 3*2 *C<6.34N3<-,4R

*

I%8BR

*

I& )* -(.3)4]3:3*2 -(..NN.<-,N?C2.A,*)2.,* -(.)4.\04.AA),* )* 43-A])-( 3A-(/37;)'3*4-&B,4-:RN)=.E043JC.R

>3]6.:/36.43-A].4.43*2,/6:2)=)2.2 )*-,-(4..J4,C0' 063<.?,<,*-4,6# C*-4.3-.2 3A-(/3# 3*2 ?C2.A,*)2.R-4.3-.2

3A-(/37LA-(/3]3A)*2C<.2 ?:)*-430.4)-,*.36)* .̂<-),* ,N!$c ,=36?C/)* %Z5L& ,* 23:A! 3*2 @ 3*2 -(.* <(366.*J.2

?:)*(363-),* ,N!c Z5L3.4,A,67[(.?C2.A,*)2.R-4.3-.2 3A-(/3J4,C0 4.<.)=.2 3* )*(363-),* ,N?C2.A,*)2.%! /J& F$

/)*C-.A3N-.4Z5L<(366.*J.7[(.03-(,6,J)<36<(3*J.A,N-(.3)4]3:].4.3AA.AA.2# 3*2 -(..\04.AA),* ,N?RBMB3*2 8BR

*

I)* -(.3)4]3:]3A3AA3:.2 ?:(./3-,\:6)* 3*2 .,A)* A-3)*)*J3*2 )//C*,()A-,<(./)A-4:7<)-7.'-&IC2.A,*)2.-4.3-/.*-

366.=)3-.2 3)4]3:)* Ĉ4).A7',/034.2 ])-( -(.<,*-4,6J4,C0# ?RBMB3*2 8BR

*

I.\04.AA),* )* -(.3)4]3:)* -(.C*-4.3-.2

3A-(/3J4,C0 )*<4.3A.2 A)J*)N)<3*-6:%0d$7$" &7[(.?C2.A,*)2.R-4.3-.2 3A-(/3J4,C0 2./,*A-43-.2 A)J*)N)<3*-6:

2.<4.3A.2 ?RBMB%!!!7Y! b"7"# =A!#Y7#! bY7HY$ 0d$7$"& 3*2 8BR

*

I.\04.AA),* %!!$7Y" b@7G! =A!FH7!"

b%7H#$ 0d$7$"& )* -(.3)4]3:3A<,/034.2 ])-( -(.C*-4.3-.2 3A-(/3J4,C07?RBMB.\04.AA),* ]3A0,A)-)=.6:<,44.63-.2

-,8BR

*

I.\04.AA),* )* -(.?C2.A,*)2.R-4.3-.2 J4,C07=*"/.7-0*"-&?RBMB3*2 8BR

*

I/3:?.3AA,<)3-.2 ])-( 3)4]3:

4./,2.6)*J)* 43-A])-( 3A-(/37IC2.A,*)2.<3* )/04,=.3)4]3:4./,2.6)*J# 0,AA)?6:?:2.<4.3A)*J-(..\04.AA),* ,N?R

BMB3*2 8BR

*

I7 !=30"> =*"')(1?)40%'$# @AAB# CC %D&'EBE FEBS"

&&H)2 ,*$4-'&LA-(/3$ I3A)<N)?4,?63A-J4,]-( N3<-,4$ 8C<6.34N3<-,4R

*

I$ L4)]3:4./,2.6)*J$ ;3-A

&&支气管哮喘是以气道慢性炎症*气道高反应性

和气道重塑为基本病理特征的慢性疾病) 哮喘气道

重塑的发生机制比较复杂#目前尚未完全清楚) 碱

性成纤维细胞生长因子%?3A)<N)?4,?63A-J4,]-( N3<R

-,4#?RBMB&具有促进细胞的增殖*分化和黏附作用

等多种细胞生物活性#国内外在心脏*肝脏等疾病方

面的研究较多#而在哮喘气道重塑中的研究较少)

核因子R

*

I%*C<6.34N3<-,4R

*

I#8BR

*

I&作为多种细胞

的核转录因子#参与多种蛋白的基因转录#研究表明

其在哮喘气道重塑中发挥重要作用) 有研究发现#

?RBMB是较强的8BR

*

I激活剂!!"

) 而 ?RBMB和8BR

*

I在哮喘气道重塑中有无相关作用尚未见报道)

(F%F(
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为此#本实验建立大鼠哮喘模型#观察气道重塑的病

理变化和 ?RBMB及8BR

*

I在气道内的表达情况#以

及布地奈德的干预对其表达的影响)

CQ材料和方法

C7CQ实验材料

卵蛋白%Z5L&为美国 E)J/3公司产品$兔抗大

鼠 ?RBMB多克隆抗体*鼠抗大鼠 8BR

*

I单克隆抗

体*>LI显色剂*E1免疫组化试剂盒均购于北京中

杉金桥生物技术有限公司$布地奈德混悬液由阿斯

利康制药公司生产)

C7@Q实验方法

!7#7!&动物分组和模型制作方法&&清洁级雄性

E043JC.R>3]6.:大鼠 H" 只#由郑州大学动物实验中

心提供#体重为 #$$ b!$ J#按照随机化原则分为对

照组*哮喘组*干预组#每组各 !" 只)

模型制作参考文献!##F"并加以改进) 哮喘组大

鼠于第 ! 天和第 @ 天腹腔注射 !$c Z5L_L6%ZT&

F

混合液 ! /Q致敏#从第 !" 天开始用 !c Z5L生理

盐水雾化吸入激发#隔天一次##$ /)*_次#共激发 #!

次$干预组以相同方法致敏和激发#但是每次 Z5L

雾化激发 F$ /)*后用 ! /J布地奈德混悬液雾化治

疗$对照组使用生理盐水致敏和激发#方法同哮喘

组$在末次雾化结束后 #H (内处死 F 组大鼠)

!7#7#&肺组织标本制作&&各组大鼠腹腔注射

!$$ /J苯巴比妥处死#取右肺中叶#分别垂直*平行

气道取材#用 Hc多聚甲醛固定 #H (#酒精梯度脱

水#石蜡包埋#做厚度 "

!

/切片#分别做苏木精R伊

红染色和免疫组织化学染色)

!7#7F&形态学观察&&应用计算机病理图像分析

系统进行分析处理) 每张切片随机选两个同级的支

气管#在高倍镜%!$ gH$&下分别测定支气管上皮层

厚度#平滑肌厚度#最后取其平均值#单位
!

/)

!7#7H&免疫组织化学染色结果观察&&应用计算

机病理图像分析系统在高倍镜%!$ gH$&视野下进

行观察及分析处理) 每张切片随机选 " 个支气管

腔#高倍镜下测量阳性部位的灰度值#取其平均值为

该大鼠的代表值)

C7EQ统计学方法

应用 E1EE !$7$ 进行数据分析) 计量资料用均

数b标准差%Hb<&表示#多个样本均数的比较采用

单因素方差分析#两变量的相关程度用 0.34A,*相关

分析#0d$7$" 为差异有显著性)

@Q结果

@7CQ一般情况

哮喘组大鼠经过Z5L激发后#均出现不同程度

的烦躁不安*张口喘息*腹部扇动*饮水量增加等现

象#这些表现作为模型成功的标志) 对照组无以上

异常改变)

@7@Q病理学改变

在 !$ gH$ 倍镜下观察#哮喘组大鼠气道内可见

不同程度的嗜酸性粒细胞*单核细胞等炎症细胞浸

润#气道腔内上皮不完整#黏液分泌增多#黏膜水肿#

黏膜皱褶增多#杯状细胞明显增生#胶原明显沉积#

气道外成纤维组织明显增多$使用布地奈德干预后#

可见嗜酸性粒细胞明显减少#胶原沉积减轻#气道上

皮完整性增加#杯状细胞增生不如哮喘组明显$而生

理盐水对照组无明显改变)

@7EQ气道壁形态学指标测定结果

哮喘组气道上皮厚度和平滑肌厚度均高于正常

对照组和干预组%0d$7$"&#布地奈德干预组气道

上皮厚度和平滑肌层厚度与哮喘组相比差异有显著

性%0d$7$"&#见表 !)

&&表 CQ各组大鼠气道上皮厚度和平滑肌层厚度

%Hb<#

!

/&

组别 鼠数 上皮厚度 平滑肌层厚度

对照组 !" "#7#! bG7G" FY7GG b@7@G

哮喘组 !"

!$!7G# b!#7"Y

3

G!7GY bY7Y$

3

干预组 !"

G$7!# b!$7%@

3#?

"#7@$ b@7HY

3#?

E值 @F7"Y G!7#$

0值 d$7$" d$7$"

&&3'与对照组比较# 0d$7$"$ ?'与哮喘组比较# 0d$7$"

@7WQ免疫组化结果

?RBMB及 8BR

*

I在对照组大鼠气道中表达呈

弱阳性#在哮喘组大鼠气道中表达明显增加#使用布

地奈德干预后表达明显降低#但与对照组比较仍有

差异%0d$7$"#表 #&) ?RBMB及8BR

*

I在气道上皮

细胞内表达#见图 !##)

&&表 @Q各组大鼠肺组织+5NXN和YN5

#

J的表达

%Hb<&

组别 鼠数 ?RBMB 8BR

*

I

对照组 !" !$Y7$" bG7YG !$#7"! bY7GG

哮喘组 !"

!#Y7#! bY7HY

3

!FH7!" b%7H#

3

干预组 !"

!!!7Y! b"7"#

3#?

!!$7Y" b@7G!

3#?

E值 !!7%$ "G7G#

0值 d$7$" d$7$"

&&3'与对照组比较# 0d$7$"$ ?'与哮喘组比较# 0d$7$"

(H%F(
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QQ图 CQ各组哮喘大鼠气道上皮+5NXN表达$免疫组化# VWAA%Q

8'对照组#呈弱阳性表达#可见气道上皮呈棕黄色$

J'哮喘组#气道上皮结构紊乱#肌层增厚#呈强阳性表达$='干预组#布地奈德干预后表达明显减弱)

QQ图 @Q各组哮喘大鼠气道上皮YN5

#

J表达$免疫组化# VWAA%Q

8'对照组#气道上皮细胞呈棕黄色#呈弱阳性表达$

J'哮喘组#气道上皮结构紊乱#杯状细胞增多#呈深棕黄色强阳性表达$ ='干预组#布地奈德干预后表达明显减弱#结构较整齐)

@7DQ相关性分析结果

?RBMB和 8BR

*

I表达的相关系数 5k$7"F!#

0d$7$!#说明二者之间呈正相关) ?RBMB及8BR

*

I

表达与气管上皮的厚度呈正相关 %5k$7Y$!#

0d$7$!$ 5k$7GF$#0d$7$!&#与平滑肌厚度呈正

相关%5k$7"GH#0d$7$!$5k$7G!!#0d$7$!&)

EQ讨论

?RBMB是一种多效能的细胞生长因子#具有促

进细胞分裂增殖和促血管生成及参与细胞外基质形

成等作用!H"

) 有研究认为哮喘模型在变应原的刺

激后 ?RBMB表达持续升高#与转化生长因子R!

%[MBR!&协同促进气管平滑肌的增生肥大!""

) 这与

本实验中哮喘组病理形态方面表现为气道炎症细胞

浸润*气道上皮增厚并完整性破坏*平滑肌细胞肥大

增生相一致#且 ?RBMB的表达与平滑肌厚度呈正相

关) T,6J3-.等!Y"认为#支气管上皮细胞是启动哮喘

气道慢性炎症和气道重塑过程的关键因素) 本实验

用免疫组化法检测到哮喘大鼠气道上皮细胞内

?RBMB的表达明显增加#表明气道上皮受到刺激活

化后可释放多种炎症细胞因子引起气道炎症*气道

上皮损伤而释放大量的 ?RBMB#以促进气道的结构

细胞分裂增殖#参与气道的损伤修复)

8BR

*

I是细胞内信号转导途径中的一种重要转

录因子#可被一些细胞因子*蛋白激酶*氧化剂等刺

激激活) 在本实验中 8BR

*

I在哮喘大鼠气道内的

表达明显高于对照组#且与气道平滑肌厚度及气道

上皮厚度呈正相关#说明 8BR

*

I与气道重塑相关#

在气道重塑过程中发挥作用) 研究发现 8BR

*

I参

与哮喘气道重塑过程#并且在哮喘气道慢性炎症的

维持中发挥重要作用) 研究认为 8BR

*

I对多种生

长因子*细胞因子*炎症介质*嗜酸性粒细胞趋化因

子等都有调节作用!G#@"

) 而气道重塑是多种细胞因

子*炎性介质*黏附因子等共同作用的结果#说明

8BR

*

I在气道重塑的过程中具有重要作用)

目前尚未提出关于 ?RBMB完整的信号传导机

制#研究推测可能是通过一系列细胞内蛋白质级联

反应传递给细胞核) 吕威力等!%"研究表明# ?RBMB

促进内皮细胞增生的机制可能是通过激活 8BR

*

I#

("%F(
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使细胞由静止期进入增殖期#促进>8L合成和细胞

分裂增生) 有研究用 ?RBMB处理人主动脉血管平

滑肌 %=3A<C634A/,,-( /CA<6.<.66#5E9'& Y$ /)*#

VQDEL检测细胞核内未结合的总8BR

*

I0Y" 蛋白增

加 @ 倍#而细胞中增加 H 倍!!$"

) 以上研究都表明 ?R

BMB诱导细胞增殖受 8BR

*

I调控) 在本研究的哮

喘模型中 ?RBMB和8BR

*

I的表达均增加#而在布地

奈德干预组中二者的表达均降低#相关分析示二者

的表达与气道上皮及平滑肌的厚度均呈正相关#提

示 ?RBMB的变化趋势和8BR

*

I的变化趋势一致#说

明 ?RBMB及8BR

*

I可能与哮喘大鼠气道重塑相关#

并且 ?RBMB和8BR

*

I之间存在相关作用)

临床上已经广泛使用糖皮质激素来改善和减轻

哮喘发作的症状) 布地奈德的气雾剂是一种非卤代

化的糖皮质激素#具有局部抗炎作用强*作用时间长

等特点) 在动物与患者的诱发实验中显示#布地奈

德具有抗过敏抗炎作用#能缓解对即刻及迟发过敏

反应所引起的支气管阻塞) 在高反应性病人#布地

奈德具有降低气道对组胺和乙酰甲胆碱的反应#还

可以有效地预防运动性哮喘的发作) 研究发现早期

应用布地奈德可以抑制气道炎症反应而改善气道重

塑!!!#!#"

#但是晚期应用布地奈德只能部分逆转气道

重塑!!F"

) 本实验应用吸入布地奈德治疗哮喘大鼠#

干预组 ?RBMB和 8BR

*

I的表达与哮喘组比较明显

下降#气道重塑也得到改善#表明布地奈德改善哮喘

大鼠的气道重塑可能与降低 ?RBMB和 8BR
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