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摘要!目的 探讨呼吸道合胞病毒!HEI"对哮喘小鼠胸腺基质淋巴细胞生成素!DEFG"分泌的影响#以探索 HEI 对哮喘

小鼠 D=%JD=! 免疫反应的调节作用& 方法 雌性 KLFKJ9 小鼠 ’! 只#随机分成 )0组#分别为磷酸盐缓冲液!GKE"对照

组’鸡卵白蛋白!MIL"组’HEI 组’MILJHEI 组%应用 MIL 腹腔注射致敏’MIL 气道雾化结合 HEI 滴鼻激发哮喘%无

创 肺 功 能 检 测 小 鼠 气 道 反 应 性 #*FNEL 法 检 测 小 鼠 血 清 NF$)’NOP$!’NF$<’NF$%’ 水 平 %*FNEL 法 检 测 气 管 灌 洗 液

!KLFO"DEFG 含量并进行细胞分类计数%小鼠肺组织病理观察炎症反应#免疫组化观察小鼠气管上皮细胞 DEFG 表达

水平& 结果 HEI 感染促进哮喘小鼠呼吸道分泌 DEFG 增加#MILJHEI 组小鼠 DEFG 浓度达!!8%’!"8"<" 7@J+.#高于其

他 组!!Q"8"%"%同 时 促 进 NF$)’NF$<’NF$%’ 等 D=! 型 细 胞 因 子 的 分 泌#并 增 加 NOP$! 分 泌%MILJHEI 组 KLFO 细 胞 总

数’嗜酸性粒细胞数’中性粒细胞数’淋巴细胞数与其他各组比较均明显增加%无创肺功能检测显示 MILJHEI 组小鼠

气道反应性明显增高#乙酰甲胆碱浓度达 ;8!<0+@J+. 时#G27= 值!’%#8;;!<"8#&"明显增加#与其他各组比较具有统计学

意义!!Q"8"%"%病理观察显示 HEI 感染明显加重哮喘小鼠气道炎症细胞浸润%免疫组化染色证实 HEIJMIL 组小鼠气

道上皮细胞 DEFG 表达量较高& 结论 HEI 感染可以增加小鼠气道上皮细胞表达 DEFG#促进 D=! 细胞因子的表达#加

重哮喘小鼠肺部 D=! 炎症反应&
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呼吸道病毒感染作为哮喘加重的最重要原因!已

经 被 广 泛 认 识 " 随 着 分 子 病 毒 学 技 术 的 发 展 和

!"#$%! 技术在临床研究中的应用!已经证实病毒诱

导的哮喘加重在学龄儿童 中 的 比 例 约 为 &’()&*(
#+$! 而在成人中约为 ,’()-*(#.$" 呼吸道合胞病毒

%!/0&作为呼吸道病毒的一种!是引起小儿呼吸道感

染的最常见病原体! 也是诱发婴幼儿哮喘的主要原

因!在哮喘的发展和加重中被认为是一个重要的危险

因子" 而且!针对 !/0 的免疫是不完全的和暂时的!
所 以 已 经 感 染 过 !/0 的 成 人 可 以 再 次 被 同 株 的

!/0 感染" 作为与呼吸道病毒直接接触的呼吸道上

皮细胞!在启动和增强宿主的气道防御机制中起重要

作用" 近期研究发现!主要由呼吸道上皮细胞分泌的

胸腺基质淋巴细胞生成素%"/12&是一个重要的细胞

因子!能诱导树突状细胞%34&调节初始 4356" 淋巴

细胞向 "7. 细胞分化!产生 8195’819:’819+; 等!但是

并不产生 819+’ 和 8<=9!#;$" 而在各种固有免疫受体

">?? 样受体%"1!&中双链 !=@%AB!=@&可以显著刺

激上皮细胞 "1!; 生成 "/12#5$" !/0 在上皮细胞中

复制过程中产生大量 AB!=@ 中间体! 故而可以刺激

上皮分泌 "/12 参与炎症过程" 本试验通过对 C0@
致敏激发哮喘并同时感染 !/0 的 D@1DEF 小鼠的观

察! 探讨 !/0 对过敏性哮喘小鼠 "7+E"7. 免疫反应

的调节作用!研究小鼠气道反应性的变化!并观察气

道局部 "/12 的分泌情况! 为明确 !/0 感染在哮喘

加重中的认识提供初步实验依据"

+GG材料和方法

+H+GG实验动物

雌性清洁级 , 周龄 D@1DGEGF 小鼠 ;. 只!购自中

山大学实验动物中心!小鼠体质量%.*!;& I!随机分

成 J 组!每组 & 只"
+H.GG主要仪器和试剂

卵清白蛋白 %C0@G0 级!/KILM&(!/0G@ 亚型原

型株 1>NI 株%广州华银医药科技公司惠赠&(乙酰甲

胆 碱%/KILM!美 国&(8195 和 8<=9! 的 O18/@ 检 测 试

剂盒%达科为生物公司!北京&(819:’819+; 和 "/12 的

O18/@ 检测试剂盒%@31 公司!美国&(小鼠 "/12 单

克隆抗体%/MNPMG4QRS&(O18/T 检测酶标仪为 DK>"UV
公司产品!分析软件为 IUNU: 软件(小鼠无创肺功能

检测仪为 WXY4C 无创肺功能检测仪"
+H;GG动物分组!模型制作

;. 只小鼠随机分成 5 组)T 组%对照组&)磷酸盐

缓冲液%2W/&代替卵清白蛋白致敏’激发(W 组%C0T
组&)分别于第 +’Z’+5 天腹腔注射 C0T 致敏液 .’’G"?
%.’’G"?G 2W/ 溶 解 +H:G LI 氢 氧 化 铝 凝 胶 [:’G"IG

C0T&!第 .+ 天起小鼠以 +(GC0TG+’GL? 雾化吸入激

发!每次 ;’GLKN!+ 次 EA!连续 :GA(4 组%!/0 组&)致

敏’激发同 T 组!于第 .+ 天以滴度为 +H’"+’\ 空斑形

成 单 位 %2<X& 的 !/0G:’G"? 小 鼠 鼻 腔 滴 入 (3 组

%C0@E!/0 模型组&)致敏’激发 同 D 组!并 于 第 .+
天 以 滴 度 为 +H’"+’\G2<X 的 !/0G:’G"? 小 鼠 鼻 腔 滴

入" @’D 组小鼠分别于第 .+ 天小鼠鼻腔滴入等体积

2D/G:’G"?"
+H5GG小鼠无创肺功能检测气道反应性

于实验第 .\ 天进行小鼠气道反应性检测! 乙酰

甲胆碱依次由低浓度开始激发%浓度分别为 ’’;H+.:’
\H.:’+.H:’.:’:’GLIEL?&!每个浓度雾化后检测 ;GLKN!
观察小鼠反应!DXY4C 无创肺功能检测仪记录小鼠

气道反应性监测指标 2UN7%UN7MNFUAG]MRBU&!结果表

达为(基线 2UN7 值! 计算公式)+’’"%检测 2UN7 值 9
基线 2UN7 值&E 基线 2UN7 值!各组小鼠进行比较"
+H:GG细胞因子检测

于实验第 .\ 天气道激发检测小鼠气道反应性

后!按 ;’GLIEVI 戊巴比妥钠腹腔麻醉小鼠!摘除小鼠

右侧眼球取血! 静置凝血后取血清用于 8195’8<=9!’
819:’819+; 细胞因子检测(分离暴露小鼠气管!聚乙

烯导管行小鼠气管插管! 固定导管!2D/G+GL? 灌洗 ;
次! 回收约 ’H&GL? 灌洗液!+.’’GQELKN’5G#离心 :GLKN!
上清保存在!.’G#冰箱中用于 "/12 细胞因子检测"
+H\GG支气管肺泡灌洗液"D@1<#中细胞分类计数

支气管灌洗液离心沉淀细胞用 ’H:GL?G2D/ 液重

悬!取 ’H+GL? 在血细胞计数器下计算细胞总数!其余

沉渣细胞涂片瑞氏 9 吉姆萨染色!按细胞形态进行分

类计数%计数 ;’’ 个细胞&"
+HZGG肺脏组织常规病理观察

行气管灌洗后! 自小鼠胸腔内取出左侧肺脏!用

+’(中性缓冲福尔马林液灌入!并置于相同的溶液中

固定过夜" 石蜡包埋肺组织!切片!常规 ^O 染色"
+H_GG"/12 免疫组织化学染色

小鼠肺组织切片用山羊抗小鼠 "/12 单克隆抗

体在室温下 2D/ 液中孵育 +G7! 生物素标记兔抗羊

8I‘二抗共孵育 ;’GLKN! 抗生物素蛋白 9 过氧化物酶

孵育 ;’GLKN!加入底物 3@D 孵育 +G7!阳性显示棕色"
+HaGGG统计学处理

采用 /2//+;H’ 统计软件处理!实验数据用均数!
标准差表示! 多样本均数比较采用单因素方差分析!
!b’H’: 为有统计学差异"

.GG结果

.H+GG试验小鼠状态

D 组和 3 组小鼠在 C0T 雾化时先出现躁动不
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图 !""各组小鼠乙酰甲胆碱气道激发后 #$%& 值
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安#后出现口唇微紫#聚集喘息症状$无创肺功能检测

时随着乙酰甲胆碱浓度增加小鼠出现口唇明显青紫#
呼吸困难#口鼻流涎%
*4*..各组小鼠气道反应性测定结果

经无创肺功能测定小鼠气道反应性#发现 F 组小

鼠随着乙酰甲胆碱浓度上升# 气道反应性检测指标

#$%& 值均出现上升趋势#CBDEA>B 组小鼠的气道反

应性最高#依次为 CBD 组&A>B 组&对照组% 当乙酰

甲 胆 碱 激 发 浓 度 为 -4!*’.6;E61 时#CBDEA>B 组 小

鼠 气 道 反 应 性 #$%& 值 !!*G4F*!!G4(’" 和 CBD 组

!!!F4H-!!H4,H"与对照组!!!4’+!-4!-"比较即出现明

显 升 高 # 当 浓 度 达 到 ,4*’.6;E61 时 #CBDEA>B 组

#$%& 值!-!G4,,!’(4GH"与 CBD 组!!GH4+’!-G4H-"比

较明显升高!!I(4(!"!图 !"%

*4-..各组小鼠细胞因子检测结果

*4-4!..血清检测 JKLF 结果 与 对 照 组 小 鼠 血 清 JKLF
!!-4F,!)4F-.@;E61"相比#发现 A>B 组小鼠血清 JKLF
!!,4+F!!4*H.@;E61"无明显升高#而 CBD 组小鼠血清

JKLF !+F4!G!*,4F.@;E61" 和 CBDEA>B 组 小 鼠 血 清

JKLF!*HF4*F!!)-4,H.@;E61"均明显增高#后者升高更

加显著#大于其余各组!!I)4)!"%
*4-4*..血清检测 JKL’ 结果 与 对 照 组 小 鼠 血 清 JKL’
!!!)4+H!*)4!’.@;E61" 相比# 发现 A>B 组小鼠血清

JKL’ !!,,4)-!*H4H’. @;E61"&CBD 组 小 鼠 血 清 JKL’
!*-+4’H!--4GF.@;E61" 和 CBDEA>B 组小鼠血清 JKL’
!*+-4*’!F,4!-.@;E61"均明显增 高#后 两 者 升 高 更 加

显著!!I)4)!"%
*4-4-..血清检测 JKL!- 结果 与对照组小鼠血清 JKL!-
!G+4GH!F+4-*.@;E61" 相 比# 发 现 A>B 组 小 鼠 血 清

JKL!- !!,!4-,!-H4,.@;E61"&CBD 组 小 鼠 血 清 JKL!-
!!GH4)F!,*4,,.@;E61"和 CBDEA>B 组小鼠血清 JKL!-
!--)!+-4’.@;E61"明显增高#后者升高更加显著#大于

其余各组!!I)4)!"%
*4-4F..血 清 检 测 JMNL! 结 果 与 对 照 组 小 鼠 血 清

JMNL!!!!4H’!*4++O@;E61"相比#发现 A>B 组小鼠血清

JMNL!!’F4H,!+4-,.@;E61"为 F 组中表达最高#CBD 组

小鼠血清 JMNL! !G4F,!*4G,.@;E61" 表达量低于对照

组 # 而 CBDEA>B 组 小 鼠 血 清 JMNL! !-)4)G!’4H-.
@;E61"较之 CBD 组明显增高!!I)4)!"#但与 A>B 组

比较相对表达量较少!!I)4)!"%
*4-4’..气管灌洗液检测 P>K# 结果 与对照组小鼠气

管灌洗液 P>K#!!4FG!)4)*.%;E61"相比#发现 A>B 组

小鼠气管灌洗液 P>K#!!4’G!)4)H.%;E61"&CBD 组小

鼠 气 管 灌 洗 液 P>K#!!4++!)4)’.%;E61"和 CBDEA>B
组小鼠气管灌洗液 P>K# !*4!-!)4)’.%;E61" 明显增

高#后者升高更加显著#大于其余各组!!I)4)!"%
*4F..=DKM 中细胞分类计数

与 对 照 组 细 胞 总 数 !’4--!)4*F""!)’E61 比 较#
CBD 组 !!!4HF!)4F*""!)’E61&A>B 组 !G4+F!)4F-""
!)’E61 和 CBDEA>B.组 !*!4*-!)4’F""!)’E61 均有不

同程度升高#各组间比较有统计学意义Q!I)4))!R$与

对 照 组 嗜 酸 性 粒 细 胞 数 !)4)’!)4)*""!)’E61 比 较#
CBD 组 !-4)H!)4!!""!)’E61&A>B 组 !)4)G!)4)*""
!)’E61 和 CBDEA>B.组!F4GH!)4-H""!)’E61 均有不同

程度升高# 比较有统计学意义 !!I)4))!"# 各组中

CBDEA>B 组升高最为明显#与其他各组比较有统计

学意义Q!I)4))!R$与对照 组 淋 巴 细 胞 数!)4H!)4!!""
!)’E61 比 较 #CBD 组 !*4G+ !)4)’" "!)’E61&A>B 组

!-4* !)4!*" "!)’E61 和 CBDEA>B 组 !’4F’ !)4!," "
!)’E61 均有不同程度升高#有统计学意义!!I)4))!"#
各组中 CBDEA>B 组升高最为明显#与其他各组比较

有统计学意义 !!I)4))!"$ 与对照组中性粒细胞数

!)4F-!)4),""!)’E61 比较#CBD 组!!4F’!)4),""!)’E61
无明显升高!!S)4+H-"#A>B 组!!4HG!)4-""!)’E61 和

CBDEA>B.组 !*4F,!)4*’""!)’E61 均有较大程度升高

!!I)4))!"#各组中 CBDEA>B 组升高最为明显#与其

他各组比较有统计学意义!!I)4)!"%
*4’..各组小鼠肺脏病理改变

常规 TU 染色’CBD 组气道上皮增厚# 管腔狭

窄# 管壁及其周围炎症细胞浸润较 CBDEA>B 组减

轻$A>B 组肺泡充血&增厚&断裂$细支气管血管周围

较多炎症细胞浸润# 主要是淋巴细胞$CBDEA>B 组

气道上皮增厚#管腔明显狭窄#管壁及其周围大量淋

巴细胞浸润!图 *"%
*4,..各组小鼠肺脏 P>K# 免疫组化结果

各组小鼠免疫组化观察呼吸道上皮细胞 P>K#
表达情况显示’ 正常支气管上皮 P>K# 表达量很低#
CBD 组和 A>B 组小鼠气道上皮 P>K# 表达上升#但

以 CBDEA>B 表达最为明显!图 -"% 结果与气管灌洗

液检测 P>K# 浓度基本相符合%
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图 !""各组小鼠肺组织病理变化
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E&&讨论

哮 喘 免 疫 学 研 究 证 实! 在 哮 喘 患 者 的 气 道 内

AC5FG 淋巴细胞增高!尤其是 GH! 淋巴细胞"而在正

常气道内却是 GHI 细胞为主#J$% GH! 淋巴细胞通过分

泌 KLM5 和 KLMIE 驱使 : 细胞分泌 K,%!KLMJ 影响骨髓

内嗜酸粒细胞的分化!KLMN 吸引和驱使肥大细胞的分

化% GH! 细胞在变态反应性炎症中起到关键性作用!
因此对他们的调节成为广泛研究的领域%呼吸道上皮

细胞不仅调节和激活固有免疫反应! 而且能通过与

CA!G 细胞和 : 细胞的相互作用来调节继发性免疫

反应%在针对吸入性外来变应原和病原微生物的继发

性免疫反应的起始中!局部浸润的 CA 起到关键性作

用% 而气道上皮细胞影响 CA 可以通过 CA 激活因子

G;L9 的产生来控制 GH 细胞的局部分化#OMN$%
G;L9 是一种类似 KLMP 的细胞因子!首先从小鼠

胸腺间质细胞培养中分离出来的!并被证明能支持 :
细胞的发育#I6$% G;L9 主要在上皮细胞表达!如呼吸

道上皮细胞和皮肤角质化细胞% 最新研究发现!G;L9
能诱导 CA 调节初始 AC5FG 淋巴细胞向 GH! 细胞分

化! 产生 KLM5&KLMJ&KLMIE 和 GQRM!! 但是并不产生

KLMI6 和 KRQM"%有证据显示 G;L9 参与到炎症性气道

疾病的发病机制中#N$% G;L9 也被发现在哮喘患者的

气道中增加#II$%在小鼠哮喘模型的气道灌洗液中和肺

特异性表达 G;L9 的转基因小鼠中!都发现了高剂量

的 G;L9!并诱导出明显的气道炎症&杯状细胞增生

和气道高反应性的发生% 而缺乏 G;L9 受体的小鼠表

现出强的 GHI 反应! 不能产生变应原引起的肺部炎

症性反应#I!MIE$%
在对气道上皮细胞生成 G;L9 的刺激因子的研

究 中 发 现 !GLB’ 的 配 体 中 只 有 GLBE 的 配 体 双 链

图 E""各组小鼠肺组织 G;L9 免疫组织化学染色

:")$; <=&> "55’(.-"2,.0-15"0+/ 2,+"("() .8 ,-1 /’() 2*10"51(2 "( ?"88191(, )9.’*2 S?/*,*+)0"1),+*2*3)(*.+4"!5667
84"9:;",/.<=>":4"?@8",/.<=>"A4"B;@",/.<=>"C4"?@8DB;@",/.<=
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!"# !$%!"#" 与 &’!( 受 体 结 合 才 产 生 大 量 的

&)’*+!"#!升高 ,,-. 倍"#/$% 近期国内涂海燕等 #01$

通 过 构 建 !)2 病 毒 3 蛋 白 真 核 表 达 载 体

456"7(89& 转 染 体 外 培 养 的 人 气 管 上 皮 细 胞 株

:!;8<1.(&证明可以促进其 &);* 的分泌&但是并没

有从病毒核酸的复制角度阐明病毒感染对气道上皮

细 胞 分 泌 &);* 的 影 响 % 另 外 &=;81 能 协 同 增 加

$%!"7 刺激气道上皮细胞 &);* 的生成%这提示在已

有激活的 &>? 细胞因子生成细胞存在的情况下&通

过 &);* 的诱导&可以加重 &>? 炎症反应&从而进一

步加重哮喘患者气道粘膜炎症%这个发现可以解释为

什么呼吸道病毒感染加重变态反应性炎症&而从免疫

学理论上来讲&病毒诱导的 &>0 免疫反应能拮抗 &>?
调节的炎症反应%

本试验研究结果证实 !)2 在哮喘发作的过程中

起到加重病情的作用&这主要体现在小鼠肺组织病理

显示气道周围大量淋巴细胞浸润& 粘液分泌明显增

加&同时 @;=)7 检测发现 !)2 在引起 =9"8! 生成增

加的同时& 可以促进 =;81’=;8/’=;80( 等大量 &>? 炎

症细胞因子的分泌&!)2AB27 组明显高于其他组%
气道反应性检测亦发现 !)2CB27 组小鼠 *DE> 值与

B27 组和 !)2 组小鼠相比有明显升高% 为进一步证

实 !)2 感染对 &);* 分泌的影响& 我们应用 @;=)7
定量检测小鼠气管灌洗液中 &);* 表达的方法&发现

同时合并有 !)2 感染可以增加 &);* 分泌% 小鼠肺

组织免疫组化染色观察显示 !)2CB27 组小鼠肺内

气管上皮细胞表达 &);* 明显增加%
鉴于呼吸道病毒感染是支气管哮喘急性发作甚

至加重的重要原因&由此推测&在由病毒引起的支气

管哮喘急性发作及急性加重中 &);* 的生成增加可

能发挥较重要的作用% 由于 &);* 能经 6F 使初始

F61G 淋巴细胞向 &>? 转化& 加重哮喘患者的肺 部

&>? 炎症反应% 由此进一步推测&病毒相关性哮喘与

花粉’尘螨等单纯过敏原引起的哮喘急性发作的发病

机制可能存在一定的差异%由于临床上病毒诱导哮喘

发作十分频繁&进一步研究 &>HC&>? 失衡与病毒诱发

哮喘加重的关系&可能有助于为哮喘的临床治疗提供

一种新思路%
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