
地预防(控制疫情及治疗做准备" 由于有些临床样品

病毒数量极少!浓度极低!难以直接检测!参考目前提

高环境水体中的病毒浓度的方法
,)-

!对样品中 D"="

流感病毒的浓集采取免疫学反应法和免疫吸附法"

其中免疫学方法#抗原抗体反应$其敏感性非常高(

特异性强(操作简便+免疫吸附法在免疫学方法的基

础上进一步浓集病毒!使检测的敏感性更高( 特异性

更强" 通过富集!增加了病毒量!浓缩并纯化了检测

的病毒样品!排除了干扰" 对用于 /?5方法检测的

样品!消除了抑制物的影响
,#-

" 在本实验中有两个

特异性选择过程!一是抗原 _抗体的特异性免疫结

合" 另一个是 /R:I3M8 F>-与抗原 _抗体免疫复合物

的又一次特异性结合!保证了抗原样品的纯度及灵敏

度!减少了非特异性!降低了检测结果的假阴性!提高

了 5@_/?5检测的灵敏度" 实验中选择 /R:I3M8 F>

-!是利用其特性来富集(浓缩病毒以提高检测的灵

敏度" /R:I3M8 F>-是使用 /R:I3M8 F与 /R:I3M8 -的

抗体结合结构域融合后的重组蛋白和树脂偶联制成"

由于 /R:I3M8 F>-连接所有人类 P̂-亚类(还有 P̂F(

P̂H( P̂2及少量的 P̂-!且连接不受环境条件 OD的影

响" /R:I3M8 F>-使用多位点交联技术!稳定性好(特

异性高并具有广谱结合力!每毫升基质可特异性结合

% 0"&KP抗体"

由结果可知!对样品直接 5@_/?5!其检测的稀

释度仅约 "&

_+

#"q*&&$!当采用 D"=" 特异性血清免

疫沉淀病毒后!其检测的稀释度提高至 "&

_*

!而用特

异性血清与 /R:I3M8 F>-联合使用!其检测的稀释度

达 "&

_%

!检测的灵敏度又提高 "& 倍!所采用的病毒

富集方法效果是显著的!说明通过用富集病毒的方

法!使检测灵敏度得到提高!有可能为 D"=" 病毒分

子检测提供新的思路和方法依据!同时也为其他

5=F病毒的分子检测提供新的模式"
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虎杖苷吸入剂对哮喘大鼠模型炎性细胞的影响
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摘!要!目的!分析虎杖苷吸入剂对支气管哮喘大鼠模型的干预效果" 方法!以 "&,的卵蛋白#U9F$和 $,的氢氧化铝

混合液腹腔注射实验大鼠 + 次致敏!然后以 +,的 U9F诱喘并进行虎杖苷和氨茶碱干预及生理盐水对照实验两周" 观察实验大

鼠诱喘和药物干预后的行为变化和肺组织切片(检测各组大鼠心室血中白细胞 #X]?$(嗜酸性粒细胞 #HUC$(嗜碱性粒细胞

#]FCU$(中性粒细胞#=HA@$和淋巴细胞#Lf2$的数量变化" 结果!在诱喘过程中!虎杖苷干预组大鼠的哮喘症状得到明显改

善!虎杖苷干预组大鼠 HUC(Lf2和 2U=U数量,#&<"$$# J&<&"'#($ n"&

#

>L!#%<*((& J&<(#*$&$ n"&

#

>L!#&<+"() J&<&)+)'$

n"&

#

>L-较哮喘对照组大鼠的 HUC(Lf2和 2U=U,#&<"#() J&<&+(*($ n"&

#

>L! #)<&&#& J&<'""%%$ n"&

#

>L! #&<+#(% J

&W"(+*'$ n"&

#

>L-有所下降#%l&<&*!%k&<&*!%k&<&*$!且与正常对照组水平#&<"+*' J&<&+(*(!%<#%"& J&<#'+($!&<"#'( J

)$')
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&<""'%*$接近" 结论!虎杖苷干预能够有效改善哮喘大鼠模型的哮喘症状"

关键词!支气管哮喘!虎杖苷!炎性细胞!干预
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!!支气管哮喘是具有高发病率和高病死率的常见

病!是一种以嗜酸性粒细胞#HUC$浸润为主的气道过

敏反应!其发病机制极为复杂!中医认为哮喘之证为

内伤和外感所致!西医指出该病大多是在遗传的基础

上受到某些体内外因素而激发!具体发病机制至今尚

未完全清楚!有限的治疗方法和疗效成为影响哮喘患

者生存质量和预后的重要因素" 中药虎杖性味苦寒!

归肝胆肺经!对呼吸系统的影响在于镇咳和平喘作

用!虎杖提取物具有抑制肿瘤坏死因子 _

*

#I7K:R

83GR:6M6TNGI:R

*

!@=Y_

*

$基因表达的功效!而 @=Y_

*

作为一种前炎症因子是哮喘发生和发展的重要因

素
,"!+-

" 虎杖的主要化学成分虎杖苷具有止咳(平

喘(祛痰(抗菌(清除自由基(调血脂和降胆固醇等功

效!目前主要应用于心血管疾病(感染性炎症(休克治

疗(调控细胞生长以及抑制细胞内的过氧化!在动物

溶血(过敏和刺激试验均无不良反应
,$!(-

" 迄今为

止!尚无有关虎杖及其提取物对哮喘治疗作用机制的

报道" 本项研究采用虎杖苷吸入剂干预哮喘大鼠模

型!通过心室血炎性细胞分类计数方法探讨虎杖苷对

实验大鼠的影响!探讨虎杖苷对哮喘的疗效及其作用

机制"

材料与方法

"<药品和试剂'卵蛋白 #U9F! CMPKN!e&"&"&"$!虎杖苷

#西安和霖生物工程有限公司$!氨茶碱 #广州白云山明兴制

药有限公司 $!?3;;_.f=$*&& N84 $'&& CQ6I3K6试剂盒 #雅

培!CV3NIV %%$*""+!.M;738I%'**)"+!.3I3RP38I%$)*+"+!D-]>

X ?̂LfCH%(#*#"+$"

+<哮喘大鼠模型'清洁级雌性 C.大鼠 (& 只!体重 "(& 0

"%&P!由广东省医学实验动物中心提供" 实验大鼠分为 ( 组!

每组 "& 只!包括正常对照组(哮喘对照组(氨茶碱干预组和虎

杖苷干预组" 各组大鼠均以标准饲料喂养!自由饮食" 哮喘

对照组(虎杖苷干预组和氨茶碱干预组大鼠首日致敏采用 "

毫升>只剂量进行腹腔内和皮下注射 "&, U9F和 $,氢氧化

铝混合液!时隔 " 周后!在第 ) 天以相同剂量(相同方法加强

致敏 " 次" 正常对照组以等量生理盐水进行腹腔和皮下注

射"

$<药物干预和对照'致敏后第 "* 天!将大鼠置于雾化箱

内!采用雾化器#/5U=H]!/F5̂$'9&"%&$对虎杖苷干预组(氨

茶碱干预组和哮喘对照组大鼠分别进行虎杖苷 , *&KP>

#\P)4$-(氨茶碱 ,+*KP># \P) 4$-和生理盐水的雾化吸入

$&KM8!时隔 "V 后!再以 +, U9F雾化诱喘 $&KM8!正常对照组

则以生理盐水进行雾化吸入" 隔天 " 次!连续 ' 次!共 + 周"

以哮喘对照组大鼠出现呼吸加快(口唇发绀(腹肌痉挛(点头

呼吸及站立不稳等表现为激发成功"

(<标本采集和处理'各组大鼠均于末次激发 +(V 内!以

',水合氯醛进行腹腔注射麻醉!解剖!从左心室取血 "K;!注

入 H.@F抗凝管作炎性细胞计数用!切取部分左肺上叶以 (,

的甲醛固定作病理切片用!其余肺组织立即存放于 _)&p冰

箱保存!供 5@_/?5使用"

*<肺组织作 DH染色!在光学显微镜#LĤ?F!FCL2.$下

以 %$&c观察并摄影"

%<炎性细胞分类和计数'采用 ?3;;_.f=$*&& N84 $'&&

CQ6I3K6试剂盒并按使用说明处理血液标本!以全自动血球计

数仪#雅培 ?.$'&&$进行血细胞分类(计数!分析结果自动记

录和输出"

'<数据的统计分析'采用成对双样本平均值分析的 "检

验方法!比较各组数据间的差异!当 %l&<&* 时!可认为具有

显著的统计差异"

结!!果

根据实验大鼠诱喘反应及行为观察!哮喘对照

)(')

!!论!!著!
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组(虎杖苷干预组和氨茶碱干预组实验大鼠经 "&,

的卵蛋白和 "&,的氢氧化铝致敏的 "( 天内!形态行

为正常" 其后用 +,的卵蛋白喷雾激发大鼠哮喘发

作期间!可明显观察到哮喘对照组大鼠呼吸急促(腹

肌痉挛(点头和站立不稳等症状!间歇听闻大鼠的哮

鸣音" 氨茶碱干预组大鼠则哮喘症状较轻!偶有呼吸

急促" 未见虎杖苷干预组大鼠呼吸困难得症状" 正常

对照组大鼠行为正常" 全自动血球计数仪自动输出的

炎性细胞分类数据显示#表 " 和表 +$!哮喘对照组的

白细胞 #X]?$(嗜酸性粒细胞 #HUC$(中性粒细胞

#=HA@$(淋巴细胞#Lf2$和单核细胞#2U=U$数均比

正常对照组增高!其中 HUC 数量显著增加#%l&W&*$"

虎杖苷干预对比于氨茶碱更能有效降低 HUC #%l

&W&*$和 Lf2#%k&<&*$的数量" 哮喘对照组的嗜碱

性粒细胞#]FCU$低于正常对照组!虎杖苷和氨茶碱干

预使得 ]FCU进一步下降#%k&<&*!%k&<&*$"

表 I6各组实验大鼠炎性细胞的分类计数结果# n"&

#

>L! J̀/$

项目 虎杖苷干预组 氨茶碱干预组 哮喘对照组 正常对照组

X]? )<+)*& J&<%(&"+ %<'$%+ J&<#%"*& "&<'('& J"<&(#+* #<'($& J"<$##)(

HUC &<"$$# J&<&"'#( &<"$'" J&<&$$#) &<"#() J&<&+(*( &<"+*' J&<&+(*(

]FCU &<$#$) J&<"('*# &<+$)( J&<"&*"# &<*+&$ J&<+*&$# "<'((& J&<*'"%&

=HA@ &<###* J&<+%%') &<%+$# J&<"(&$& "<'$*) J&<$'$&' &<%$(% J&<$&)#)

Lf2 %<*((& J&<(#*$& "+<)$"% J'<""%"+ )<&&#& J&<'""%% %<#%"& J&<#'+($

2U=U &<+"() J&<&)+)' &<&$)% J&<&"&() &<+#(% J&<"(+*' &<"#'( J&<""'%*

表 !6各组实验大鼠炎性细胞计数的 !检验结果

项目 正常对照组q哮喘对照组 氨茶碱干预组q哮喘对照组 虎杖苷干预组q哮喘对照组

" % " % " %

X]? &<*$+ &<%&) $<"*" &<&"+ +<"#" &<&*%

HUC +<$"+ &<&(% "<*(& &<"*) +<$*$ &<&($

]FCU "<'(% &<""* &<#+) &<$'' &<('' &<%((

=HA@ +<+"$ &<&*( $<&+) &<&"( "<*+* &<"%"

Lf2 &<'*& &<('+ &<%## &<*&+ "<'$# &<""%

2U=U &<*") &<%"' "<''& "<""" &<*"' &<*)+

!!各组实验大鼠肺组织病理切片观察结果显示

#封三彩图 "* 0彩图 ")$!哮喘对照组肺组织出现明

显的各种炎症细胞浸润!虎杖苷和氨茶碱干预使得实

验大鼠肺组织的炎症细胞浸润状况有所改善"

讨!!论

支气管哮喘的发作是气道综合性的病理变化的

结果!HUC(=HA@(Lf2(]FCU(肥大细胞(巨噬细胞(

@淋巴细胞(气道上皮细胞等多种细胞和细胞组分参

与气道变态炎症的发生和发展过程!其中以 HUC 浸

润为主
,*-

!HUC 在支气管黏膜中的浸润和哮喘的严

重程度密切相关" 免疫炎性细胞作为某一发病阶段

的效应细胞!又作为下一阶段的起始细胞!彼此相互

作用和相互制约!导致大量的细胞因子的产生并作用

于效应器官!从而引起哮喘发作
,%-

" 其他研究显示!

哮喘发作时!患者的外周血及气道内 HUC 均明显增

多!当病情改善!随着 HUC 凋亡!其数量便明显下降!

HUC 在气道局部的聚集与特异性 HUC 趋化因子

H:IǸM8!5F=@HC 及 L̂_(( L̂_*( L̂_) 等有关
,' 0#-

"

=HA@与变应性炎症有关!=HA@可释放白三烯(前列

腺素和血小板激活因子等!并引起肥大细胞再次释放

炎性介质
,%-

"

本研究对实验大鼠的哮喘行为观察结果表明!以

"&,卵蛋白和 $,氢氧化铝致敏大鼠!再以 +,U9F

喷雾最能有效诱喘!其间!哮喘对照组实验大鼠出现

呼吸加快(口唇发绀(腹肌痉挛(点头呼吸及站立不稳

等哮喘症状!静息期间可听闻哮喘大鼠有明显的哮鸣

音" 炎性细胞分类计数的结果显示!致敏大鼠经

U9F致敏和诱喘后 HUC(=HA@(Lf2和 2U=U数目

均比正常对照组增高!其中!HUC 显著增加" 这表明!

HUC(=HA@(Lf2和 2U=U等炎性细胞的增加与哮

喘的发作有着密切关系!其中 HUC 数量显著变化可

视为判定哮喘模型制造和药物平喘效用成功与否的

一个重要指标" 在药物干预实验中!虎杖苷对比于氨

茶碱更能有效地使哮喘大鼠血中的 HUC(Lf2和

2U=U数量下降到接近正常对照组的水平!而且!虎

杖苷干预组大鼠肺组织切片所观察到 HUC 的数量也
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较氨茶碱干预组的为少" 诱喘后!虎杖苷干预组大鼠

相比于氨茶碱干预组大鼠相应的症状轻微!不见其呼

吸困难!静息期间也无哮鸣音" 研究结果显示!虎杖

苷吸入剂具有平喘疗效!能够有效改善大鼠模型的哮

喘症状"
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尿液中转化生长因子
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和层粘连蛋白

含量与乳腺癌的相关性研究
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摘!要!目的!探讨尿液中转化生长因子
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$和层粘连蛋白#L=$与乳腺浸润性导管癌的相关性" 方法!采用夹

心法酶联免疫吸附技术#HL̂CF$分别检测 %& 例乳腺癌患者($+ 例乳腺良性疾病患者及 $+ 例健康对照者尿液 @-Y_

)
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及 L=的

含量" 结果!乳腺癌组尿液 L=含量高于良性病变组和对照组!差异均有显著性#%l&W&*$!乳腺癌组尿液 @-Y_
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含量与良性

病变组和对照组相比!差异无显著性#%k&<&*$" 但在乳腺癌进展期患者尿液 @-Y_

)
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含量均明显升高!差异有统计学意义#%

l&<&*$" 等级相关分析'尿液 @-Y_

)
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和 L=含量与临床分期和淋巴结转移状况呈显著性正相关#7m&<*#)>&<*%&!%m&<&&"+

7m&<%('>&<%&+!%m&<&&&>&<&&&$+与雌激素受体(?_3RE]_+ 呈负相关#7m_&<+%$>_&<$""!%m&<&(+>&<&"%+7m_&<+))>

_&<$$&!%m&<&+%>&<&"&$" 结论!乳腺癌患者尿液中 @-Y_

)
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及 L=含量与临床分期和淋巴结转移状况呈正相关!提示 @-Y

_

)

"

和 L=与乳腺癌的病理机制及浸润(转移等生物学行为有密切关系"
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