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#摘要$W目的'初步探讨支气管哮喘 D%

,

_D%

P

类细胞因子免疫失衡对脾淋巴细胞神经生长因子

!?MV"4STU表达的影响# 方法'采用鸡清卵蛋白建立 <+大鼠哮喘模型$分离脾淋巴细胞并培养$通过

逆转录9聚合酶链反应!SD91CS"半定量法测定细胞在刀豆素 U !C#/U"刺激下表达 ?MV4STU的基础

水平$并观察予
$

9干扰素!8RT9

$

"和白细胞介素9N !8]9N "干预后 ?MV4STU表达的改变# 结果 哮喘大

鼠脾淋巴细胞在基础状态下具有表达 ?MV4STU的功能$并在 C#/U刺激下呈时间依赖性增强# 2O

&

H_

]8]9N 干预 ,P %%PN %%K. % 及 NM % 时 ?MV4STU相对表达量随时间延长逐渐增高$并分别与同时间点

的基础值比较有统计学意义!均 3jO*O, " &O $,O $2O $,OO

&

H_]的 8]9N 干预 PN % 时 ?MV4STU表达量

依次增高$分别比前一梯度低浓度干预组有显著增高 !3jO*O2 " # ,O

&

H_]8RT9

$

干预 ,P %%PN %%K.

%%NM % 时 ?MV4STU相对表达量分别与同时间点的基础值相比有显著下降!均 3jO*O, " & O $, $,O $2O

&

H_]的 8RT9

$

干预 PN % 时 ?MV4STU表达量依次减低$分别比前一梯度低浓度干预组有显著降低!3j

O*O2"#结论'在哮喘中 D%

P

类细胞因子 8]9N 可上调淋巴细胞 ?MV4STU表达$D%

,

类细胞因子 8RT9

$

可下

调淋巴细胞 ?MV4STU表达$两者均呈时间和浓度依赖性&D%

,
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类细胞因子免疫失衡可能通过调控

?MV4STU表达间接促进其诱导神经源性炎症#

#关键词$W 哮喘&W神经生长因子&W白细胞介素9N &W

$

9干扰素&WD%

,

_D%
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细胞
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WW哮喘是一种由多种细胞和细胞组分参与的气

道慢性非特异性炎症- 许多研究已证实 D

,

亚群辅

助细胞_D

P

亚群辅助细胞 ! D%
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" 平衡失调.

D%

P

细胞活化亢进是哮喘发病机制中关键的中心

环节),*

#然而#在 D%

,

_D%

P

失衡中占主导作用的免

疫细胞与其他细胞#尤其是与神经元的相互作用

十分复杂#其机制仍未清楚-

神经生长因子 ! /;"B;H"#@$% 3&J$#"# T!R"是神

经营养因子家族中的成员之一#其主要功能是调

控神经元的生长与分化)P*

- 研究表明#T!R作为

神经可塑性调控因子#通过诱导神经源性炎症反

应参与哮喘发病)K#N*

- 那么#哮喘中 D%

,
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免疫

失衡和 T!R之间相互作用如何+ D淋巴细胞介导

的免疫失衡是否影响 T!R的表达+ 大鼠脾是含有

D淋巴细胞最丰富的器官#由此笔者以大鼠脾淋

巴细胞为实验对象进行了研究#以探讨大鼠哮喘

模型体内 D%

,
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P

免疫失衡和神经源性炎症的之

间的相互作用-

!"材料与方法

,*,W材料

,*,*,W动物WWN 只雄性 <+大鼠由中南大学湘

雅医学院动物室提供#周龄 N Q. 周#质量 ,PO Q

POO H#饲养 , 周后建立大鼠哮喘模型-

,*,*PW主要试剂WW大鼠白细胞介素9N !8]9N " .

$

9干扰素!8RT9

$

"购于英国 1;I"#$;J% 公司'R(J#669

L?I&>:;分层液及刀豆素 ! C#/U" 购于美国 <(H4&

公司'D"(F#6试剂购于美国 )#6;J:6&"S;';&"J% C;/9

$;"'逆转录试剂盒及 D&> +TU聚合酶试剂均购于

R;"4;/$&'公司- T!R的 E]8<U试剂盒购于武汉博

士德生物工程有限公司-

,*,*K W仪器WW1EN2OO 1CS热循环仪系美国

<(H4&公司出品'UB&/$KO 低温高速离心机和 +:9GO

全自动紫外分光光度计系美国c;J74&/公司出品-

,*PW方法

,*P*,W哮喘模型的建立WW每只大鼠腹腔内注

射抗原液 , 4]!其中含鸡卵蛋白 ,OO 4H#灭活百

日咳杆菌疫菌 2 k,O

-个和氢氧化铝干粉 ,OO 4H"

致敏#P 周后开始用超声雾化器每日给予 ,f鸡卵

蛋白雾化吸入 .O 4(/ 激发哮喘#观察症状#连续 P

周#建立哮喘模型)2*

- 取肺组织行病理检测-

,*P*PW细胞分离%培养及干预

,*P*P*,W脾淋巴细胞分离WW以颈锥脱臼法处

死大鼠#放入盛 G2f乙醇的烧杯中浸泡 P QK 4(/

后置超净工作台上#用无菌眼科剪和眼科组织弯

钳取脾#并置于盛有冷 A9L&/7'液! ,O 4]"培养皿

中的筛网上#剪成 P QK 段#用 P 4]注射针芯捻

碎- 将细 胞 悬 液 移 入 ,O 4]离 心 管 中# 离 心

!, 2OO "_4(/ k2 4(/" #弃上清后加入 . 4]D"('9TL

N

C6破坏红细胞#用吸管吹打混匀后室温下放置 2

4(/#离心! , 2OO "_4(/ k2 4(/ " #弃上清#A9L&/7'

液重悬细胞'取 2 4]R(J#669L?I&>:;分层液 !比重

为 ,*OMG "于另一离心管底部#将细胞悬液轻铺分

OP,
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类细胞因子免疫失衡对神经生长因子表达的影响W欧阳若芸#等

层液表面#NOO "_4(/ kPO 4(/#吸取单核细胞层'

A9L&/7'液洗涤细胞 K 次#加 S1)89,.NO 培养液

,O 4]悬浮细胞#将脾单核细胞悬液移入培养皿

中# 置 KG i培养箱中贴壁 , %# 使单核_巨噬细胞

黏附于玻璃壁上#用毛细吸管吸出未贴壁的淋巴

细胞悬液- 取 ,OO

&

H脾淋巴细胞悬液稀释后用

O*Nf的台盼蓝染色#计数并观察细胞活力'调整

脾细胞浓度为 2 k,O

G

_4]-

,*P*P*PW脾淋巴细胞培养孵育及干预WW脾淋

巴细胞以终浓度 2 k,O

.

_4]的密度接种于 PN 孔

培养板中#培养在含有 ,Of小牛血清.青霉素.链

霉素各 ,OO A_4].C#/U为 ,O

&

H_4]的 ,.NO 细胞

培养基中#每孔细胞总体系均为 , 4]#置于 KG i#

2f C̀

P

的培养箱中培养 - 不同时间干预实验(分

为 8]9N 组 !含 8]9N 终浓度为 2O

&

H_]" .8RT9

$

组

!8RT9

$

终浓度为 ,O

&

H_]" .空白对照组 !仅含上

述培基" #每组 PO 个复孔- 分别于细胞培养 O %#

,P %# PN %#K. %#NM % 时各留取 N 孔标本检测- 不

同浓度干预实验(8]9N 干预组浓度分别为 ,O

&

H_]

!低浓度亚组" #2O

&

H_]!中浓度亚组 " #,OO

&

H_]

!高浓度亚组"

).*

'8RT9

$

干预组浓度分别为 ,

&

H_

]!低浓度亚组" #,O

&

H_]!中浓度亚组" #2O

&

H_]

!高浓度亚组 "

)G*

'两组采用同一空白对照组#即

8]9N 和 8RT9

$

浓度均为 O

&

H_]#每组设 N 个复孔#

G 组共 PM 孔#刺激 PN % 留取标本- 标本离心后细

胞沉淀用于半定量检测 ?MV4STU-

,*P*KWSD91CS方法检测脾淋巴细胞 ?MV4STU

表达WW按照 !;/c&/7 序列设计引物(T!R上游

引 物# 2o9DCCU!!D!CUDU!C!DUUD!9Ko# 下 游 引

物#2o9CDCC!!D!U!DCCD!DD!UU9Ko#扩增片段为

KG. =I'

"

9&J$(/ 上游引物# 2o9UCCCUCUCD!D!C9

CCUDCDUD9Ko'下游引物# 2o9!!UCDCUDC!DUCDC9

CD!CDD!9Ko#扩增片段为 .,M =I- 使用 D"(F#6试剂

从脾淋巴细胞中抽提总 STU- P

&

HSTU经 6̀(H#

! 0D"引物和 U)X逆转录酶合成 J+TU- P

&

]J+9

TU样品加入 ,O k1CS标准缓冲液 P*2

&

]# ,O

44#6_]的 0TD1'O*2 ]#,O

&

4#6_]上下游引物各

,

&

]# P2 44#6_]氯化镁 ! )HC6

P

" P

&

]# , A_

&

]

D&>+TU聚合酶 ,

&

]#加 +E1C至总反应体系 P2

&

]- 1CS反应条件(-N i 2 4(/#-N i KO '#2P i

N2 '#GP i , 4(/# 共 K2 个循环#GP i延伸 ,O 4(/-

扩增产物在 ,*2f琼脂糖凝胶中电泳后#将凝胶

在 E&H6;E?;

)

图像处理系统上分析出每个 1CS

扩增产物 +TU带的吸光度 !U"值#以
"

9&J$(/ 1CS

产物的 U值为内对照#T!R产物与
"

9&J$(/ 的 U值

的比值百分比!f"对 ?MV4STU的含量行半定量

分析-

,*KW统计学处理WW所有数据用 <1<<,P*O 统计

软件处理- 结果用
#

Um7表示#多个样本均数比较

采用方差分析#多样本均数间两两比较采用 [检

验#%检验#检验水准
#

nO*O2 -

#"结""果

P*,W哮喘大鼠模型建立W W大鼠在抗原激发

KO Q.O 4(/ 后则可出现呼吸急促.腹肌收缩.轻度

发绀.行动迟缓及反应迟钝等'肺组织病理示大鼠

支气管管壁周围有较多淋巴细胞浸润#有嗜酸性

粒细胞浸润#还可见支气管气道上皮脱落#杯状细

胞增生#黏液栓增多等变化-

P*PW哮喘大鼠脾淋巴细胞表达 ?MV4STU的基

础水平WW空白对照组培养脾淋巴细胞 O %#,P

%#PN %#K. %#NM % 时基础 ?MV4STU表达量随着

时间的延长逐渐升高#至 NM % 略有减低#但与前

一时间点无显著差异!表 , " -

P*KW8]9N 对哮喘大鼠脾淋巴细胞 ?MV4STU表

达的影响WW随着时间的延长#8]9N 组 ?MV4S9

TU表达相对值逐渐升高#并且至 ,P % 后分别显

著高于各时间点的空白对照组 !均 3jO*O, " !表

, #图 , " - 同时随着 8]9N 干预浓度的依次增高#

?MV4STU表达相对值逐渐升高#并且分别与前

一梯度低浓度处理组相比较有显著差异 !均 3j

O*O2 " !表 P #图 P " -

表!"不同时间8]9N 组和8RT9

$

组?MV4STU

表达相对值比较!

#

Um7#f"

干预时间!%" 空白对照组 8]9N 组 8RT9

$

组

O ,,*K m,*G ,,*O m,*N ,O*M m,*O

,P

KG*2 mP*-

pp

NN*2 m,*G

""

P-*O mN*G

""

PN

NP*K mP*-

p

2.*2 m.*O

""

K,*M mP*N

""

K. N,*M mO*K

.-*O mG*O

""

P-*O mP*P

""

NM K-*M mP*P

M,*O mN*K

""

P.*2 mK*O

""

WW与空白对照组同时间点比较#

""

3jO*O,'与空白对照组前一

时间点比较#p 3jO*O2#pp 3jO*OO,

表#"不同浓度8]9N 和8RT9

$

干预组?MV4STU

表达相对值变化!

#

Um7#f"

不同浓度亚组 8]9N 干预组 8RT9

$

干预组

空白对照组 NP*2 m,*K NP*2 m,*K

低浓度亚组
N-*M mO*2

pp

K.*2 mP*,

pp

中浓度亚组
2.*K mP*P

"

K,*2 mP*,

"

高浓度亚组
GG*K mG*N

"

PK*M m,*G

"

WW与前一低浓度处理组比较#

"

3jO*O2'与空白对照组比较#pp

3jO*O,

,P,
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P*N W8RT9

$

对哮喘大鼠脾淋巴细胞 ?MV4STU

表达的影响WW随着时间的延长#8RT9

$

组 ?MV

4STU表达相对值分别与同时间点的基础值相比

有显著下降!均 3jO*O2 " !表 , #图 K " - 同时随

着 8RT9

$

干预浓度的依次增高#?MV4STU表达相

对值逐渐减低#?MV4STU表达量逐渐降低#并且

分别比前一梯度低浓度干预组有显著降低 ! 3j

O*O2 " !表 P #图 N " -

!""""""""""""""""#"""""""""""""""$"""""""""""""%""""""""""""""&

!""""""""""""#""""""""""""$""""""""""""%"""""""""""&""""""""""""'

()*

&**

%**

$**

(**

&**

%**

$**

+,-./01!'!2345"

678!$('345"

9,-./01!'!2345"

678!$('345"

图!"不同时间8]9N 干预对脾淋巴细胞?MV4STU表达的影

响W,(分子质量标记'P Q.(分别为 8]9N 干预 O %# ,P

%# PN %# K. %# NM %后的1CS产物电泳结果

?,-&!E33;J$#38]9N #/ ?MV4STU#3'I6;/(J6?4I%#J?$;'&$

0(33;";/$$(4;W]&/;,( ,OO =I +TU4&"7;"' ]&/;P Q.(

1CSI"#0:J$'#3T!R;33;J$;0 =?8]9N 3#"O %# ,P %#PN %#

K. %# &/0 NM %# ";'I;J$(B;6?

图#"不同浓度8]9N 干预对脾淋巴细胞表达?MV4STU的影

响W,(分子质量标记'P Q2(分别为 O

&

H_]#,O

&

H_]#2O

&

H_]#,OO

&

H_]8]9N 干预 PN %后的1CS产物

?,-&#E33;J$#38]9N #/ ?MV4STU#3'I6;/(J6?4I%#J?$;'&$0(39

3;";/$0#'&H;W]&/;,( ,OO =I +TU4&"7;"' ]&/;P Q2(

1CSI"#0:J$'#3T!R;33;J$;0 =?8]9N @($% O

&

H_]# ,O

&

H_]#2O

&

H_]&/0 ,OO

&

H_]# ";'I;J$(B;6?

!""""""""""""""""#"""""""""""""""$"""""""""""""%""""""""""""""&

!""""""""""""#""""""""""""$""""""""""""%"""""""""""&""""""""""""'

()*

&**

%**

$**

'**

&**

%**

$**

+,-./01!'!2345"

678!$('345"

9,-./01!'!2345"

678!$('345"

图$"不同时间8RT9

$

干预对脾淋巴细胞?MV4STU表达的

影响W,(分子质量标记'P Q.(分别为 8RT9

$

干预 O %#

,P %# PN %# K. %# NM % 后的1CS产物

?,-&$E33;J$#38RT9

$

#/ ?MV4STU#3'I6;/(J6?4I%#J?$;'&$

0(33;";/$$(4;W]&/;,( ,OO =I +TU4&"7;"' ]&/;P Q.(

1CSI"#0:J$'#3T!R;33;J$;0 =?8RT9

$

3#"O %#,P %#PN

%#K. %# &/0 NM %# ";'I;J$(B;6?

图&"不同浓度8RT9

$

干预对脾淋巴细胞表达?MV4STU的

影响W,(分子质量标记'P Q2(分别为对照组!O

&

H_

]"#,

&

H_]#,O

&

H_]#2O

&

H_]8RT9

$

干预 PN %后的1CS

产物

?,-&&E33;J$#38RT9

$

#/ ?MV4STU#3'I6;/(J6?4I%#J?$;'&$

0(33;";/$0#'&H;W]&/;,( ,OO =I +TU4&"7;"' ]&/;P Q

2( 1CSI"#0:J$'#3T!R;33;J$;0 =?8RT9

$

@($% O

&

H_]#,

&

H_]#,O

&

H_]#&/0 2O

&

H_]# ";'I;J$(B;6?

$"讨""论

研究证实#D%

,

_D%

P

免疫失衡参与哮喘的发生

发展需要 D%

,

_D%

P

细胞因子的功能活性来实现),*

-

8]9N 在哮喘炎症过程中被认为是起主导作用的

D%

P

淋巴细胞因子' 8RT9

$

则被认为是一种非常重

要的抗支气管哮喘的 D%

,

淋巴细胞因子)M# -*

- 而笔

者前期的研究证实#T!R可上调速激肽受体的表

达),O*

'研究还发现 T!R增加产生速激肽的神经元

的数目#以及降低神经反应的阈值),,*

#通过上述分

子及细胞机制#诱发神经源性炎症而参与哮喘的

发病)N*

- D%

,

_D%

P

免疫平衡失调和 T!R介导的气

道神经源性炎症是目前备受关注的哮喘的主要发

病机制#但上述两种不同发病机制之间的内在联

系和相互影响的研究则少见报道- 笔者同期的另

一组研究发现 T!R可上调哮喘大鼠肺组织 :OLP

4STU表达# 下调 :V?L

#

4STU表达),P*

# 这表明

T!R可能通过双重途径参与哮喘的发病(一方面

通过改变神经可塑性#诱发神经源性炎症'另一方

面通过调控 D%

,

_D%

P

类细胞因子的表达#改变免

疫可塑性- 而哮喘中 D%

,

_D%

P

免疫失衡反过来是

否间接调控 T!R介导的神经源性炎症#则是本组

研究的目的-

PP,



哮喘中D%

,

_D%

P

类细胞因子免疫失衡对神经生长因子表达的影响W欧阳若芸#等

本研究成功建立大鼠哮喘模型后#笔者发现(

在无外源性 8]9N 和 8RT9

$

的干预下#哮喘大鼠脾

淋巴细胞在基础状态下可表达 ?MV4STU#并在

C#/U刺激下呈时间依赖性递增表达 T!R#证实哮

喘体内淋巴细胞不仅是体现 T!R功能活性的靶细

胞之一#也是 T!R重要的细胞来源之一- 有关

D%

,

_D%

P

相关细胞因子对淋巴细胞 T!R的表达的

影响尚未见报道#笔者将 8RT9

$

和 8]9N 分别作为

D%

,

和 D%

P

细胞的特征性细胞因子#分别干预致敏

哮喘大鼠的脾淋巴细胞#通过检测细胞的 ?MV

4STU表达的变化来间接反映 D%

,

_D%

P

的免疫应答

失衡对 T!R的影响- 结果发现#除了参与 D%

,

_

D%

P

免疫失衡外#D%

P

细胞因子 8]9N 可显著促进哮

喘大鼠脾淋巴细胞 T!R的表达并呈浓度和时间依

赖性'而 D%

,

细胞因子 8RT9

$

明显下调 T!R的表达

也呈浓度和时间依赖性- 该结果强烈提示(哮喘

中 D%

P

免疫活性增强#产量增多和功能增强的 8]9N

促进淋巴细胞自身 ?MV4STU表达的效应也可能

增强'与之相反# D%

,

免疫活性减弱# 8RT9

$

下调

T!R的表达也可能被阻抑#D%

,

_D%

P

免疫失衡最终

会导致淋巴细胞中 T!R的表达增强- 由此可以推

测#通过增强 T!R的表达#D%

,

_D%

P

类细胞因子免

疫失衡可能间接放大由 T!R诱导的哮喘另一发病

机制(气道神经源性炎症-

综上所述#T!R可通过以上正反馈的模式促

进和放大哮喘的 D%

,

_D%

P

免疫失衡#D%

,

_D%

P

类细

胞因子免疫失衡也以正反馈的模式调控 T!R的表

达#进而可促进 T!R介导的神经源性炎症- 故

D%

,

_D%

P

免疫失衡和神经源性炎症作为哮喘两个

重要的发病机制#在哮喘发生发展中#不仅互为因

果#相辅相存'而且更有相互促进和放大的功能效

应#在这种相互作用过程中#T!R起着极为重要的

桥梁作用-
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