
要作用$ 9(V*$ 是内质网应激的标志性蛋白!当细

胞存在内质网应激时!9(V*$ 的表达升高$ MNIWNIA

;"% 是特异性的内质网应激介导细胞凋亡的调节因

子!激活的 MNIWNIA;"% 切割并激活 MNIWNIA;,!后者

又激活 MNIWNIA;&!导致细胞凋亡$

本研究观察到 3T大鼠背根神经节 9(V*$ 蛋白

表达及坐骨神经 9(V*$ 的 5(?+表达均显著高于正

常大鼠!证实 3T大鼠周围神经组织中存在内质网应

激$ 不仅如此!本研究还观察到 3T大鼠背根神经节

MNIWNIA;"% 蛋白表达及坐骨神经 MNIWNIA;"% 的

5(?+表达均显著高于正常大鼠!证实 3T大鼠周围

神经中存在内质网应激导致的细胞凋亡途径的激活$

有研究证实 +D+对 3T大鼠心肌细胞 9(V*$ 蛋白过

高表达有抑制作用!提示具有抑制内质网应激的作

用!故本研究以 +D+作为阳性对照药物
)"#*

$ 本研究

以中药筋脉通胶囊大'中'小剂量分别干预治疗 3T

大鼠!结果显示各组均能显著降低背根神经节

9(V*$ 和 MNIWNIA;"% 蛋白表达及坐骨神经 9(V*$

和 MNIWNIA;"% 的 5(?+表达!与 +D+治疗组则无显

著区别!证实中药筋脉通胶囊具有改善周围神经组织

细胞内质网应激'抑制内质网应激导致的细胞凋亡途

径的激活的作用$ 本研究表明!中药筋脉通胶囊改善

3V?至少部分地与该药改善周围神经细胞内质网应

激及抑制内质网应激导致的细胞凋亡有关!其抑制内

质网应激相关细胞凋亡的详细机制!仍有待于今后进

一步深入研究$
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硝化花粉对哮喘小鼠气道反应及

炎性细胞因子水平的影响

杨!玲!田!烨!周!妍!康建强

摘!要!目的!观察硝化花粉对哮喘小鼠气道反应及炎性细胞因子水平的作用$ 方法!按免疫物及激发物的不同将 -# 只

小鼠分为 ) 组!建立哮喘模型!采用体积描记法检测气道反应性'检查支气管肺泡灌洗液 "X+D̂ # 细胞学']X+法测定血清和

X+D̂ 中 eD;"*+'eD;"# 和 >?̂ ;

$

的含量$ 结果!用硝化花粉免疫和激发哮喘组的气道反应性'X+D̂ 中 Y2C 及 ?Y=的数

量'血清和 X+D̂ 中 eD;"*+'eD;"# 和 >?̂ ;

$

的含量与其他哮喘模型组比较!差异有统计学意义"!4#&#)#$ 结论!硝化花粉

诱发的哮喘气道高反应更显著!释放更多炎性介质!造成更加严重的气道炎症$

关键词!尾气污染!花粉!哮喘!气道反应性!炎性介质

#中图分类号$! ()-%!!!!#文献标识码$! +
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=>74;$#4!?>@1#4'81!>BERHAIPE6NPAPFAAJJAMPBJREPKNPAO WBGGAR BR NGGAK6EMNEKQN[KAIWBRIEHARAIINRO GAHAGIBJERJGN55NPBK[M[PB\

8ERAIER NIPF5NPEM5EMA.A140/.7!>BPNGG[-# X+DX7]5EMAQAKAKNROB5G[OEHEOAO ERPB) 6KBLWINMMBKOER6PBPFAOEJJAKARPIARIEPEbNPEBR

NRO MFNGGAR6A.>FA5BLIANIPF5N5BOAGIQAKAAIPNSGEIFAO.+EKQN[KANMPEHEP[QNI5ANILKAO S[WGAPF[I5B6KNWF[.>FAPBPNGNRO OEJJAKARPENG

MAGGMBLRPIER SKBRMFBNGHABGNKGNHN6AJGLEO "X+D̂ # QAKA5ANILKAO.>FAGAHAGIBJeD;"#!eD;"*+NRO >?̂ ;

$

ER X+D̂ NRO IAKL5QAKA

5ANILKAO S[]X+.B17C%47!>FASKBRMFENGWKBHBMNPEBR PAIPIFBQAO PFNPPFANHAKN6AGLR6KAIEIPNRMAERMKANIAO KA5NK8NSG[ER PFAREPKNPAO

WBGGAR 6KBLW MB5WNKAO QEPF PFABPFAKWBGGAR 6KBLWI.>FARL5SAKBJY2C NRO ?Y=ER X+D̂ !PFAGAHAGIBJeD;"#!eD;"*+NRO >?̂ ;

$

ER X+D̂ NRO IAKL5MFNR6AO IE6REJEMNRPG[ER 5EMAE55LREbAO NRO MFNGGAR6AO QEPF REPKNPAO WBGGAR MB5WNKAO QEPF PFABPFAKWBGGAR 6KBLWI.

,/(#%C7'/(!?EPKNPAO WBGGAR ;EROLMAO NEKQN[F[WAKKAIWBRIEHARAIIEI5BKAIE6REJEMNRPG[! KAGANIAI5BKAERJGN55NPBK[5AOENPBKI! NRO KA\

ILGPAIER 5BKAIAHAKANEKQN[ERJGN55NPEBR.

D13 E/;.7!YZFNLIPWBGGLPEBR-VBGGAR-+IPF5N- +EKQN[KANMPEHEP[-eRJGN55NPBK[5AOENPBKI

!!变态反应性"过敏性#疾病最常见的室外变应原

是花粉!空气污染"尤其汽车尾气#也是导致该疾病

发生率和病死率升高的重要因素$ 研究发现!空气中

的植物蛋白质分子可以被机动车尾气中的 ?2

%

和 2

&

硝化
)"*

$ 变应原通过硝化作用增强了致敏性!这是

城市中哮喘发生率增加的重要原因
)%*

!但其致病机

制尚不明确$ 本研究曾用汽车尾气作用于我国常见

的过敏花粉艾蒿花粉'玉米花粉'梧桐花粉'草花

粉!结果显示艾蒿花粉是硝化比例最高的花粉
)&*

$

艾蒿花粉的变应原性较复杂!与其他多种花粉"如豚

草花粉#的变应原有交叉$ 艾蒿的环境适应力和繁

殖力强!其野生资源分布广泛且范围不断扩张$ 到了

花粉季节!人们难免要接触到此花粉!因此艾蒿花粉

过敏的发生率不断提升
)/*

$ 故本研究制备艾蒿花粉

和机动车尾气硝化的艾蒿花粉所致的哮喘动物模型!

比较哮喘模型气道反应性及炎性细胞因子的水平$

材料与方法

".动物分组(-# 只 - 0$ 周龄的 CV̂ 级雄性 X+DX7M小鼠

随机平均分为 ) 组!具体分组情况见表 "$

表 )"各实验组分组情况

分组 免疫物 激发物

+ 花粉 花粉

X 花粉 尾气硝化花粉

] 尾气硝化花粉 花粉

3 尾气硝化花粉 尾气硝化花粉

Y 磷酸缓冲液 磷酸缓冲液

!!%.哮喘模型的建立(花粉免疫!小鼠腹腔注射艾蒿花粉提

取液 &##

.

6加氢氧化铝凝胶 %56致敏!尾气硝化花粉免疫!用

机动车尾气硝化的艾蒿花粉提取液作为致敏原!剂量与方法

同上!并在第 *'"/'%% 天加强致敏
)&*

$ 第 %, 天开始激发!每

天 " 次!共 * 天$ 正常对照组用无菌磷酸缓冲液 VXC 替代$

&.气道反应性检测(以气道阻力"(

D

#作为气道反应性的

指标$ 末次激发 %/F 后!体积描记法测定小鼠 (

D

基础值!然

后经尾静脉分次注射不同剂量的乙酰胆碱"&# 0%/#

.

6786#!

每次连续 %5ER!测定 (

D

的值$

/.计数支气管肺泡灌洗液 "X+D̂ # 中的中性粒细胞

"?Y=# 和嗜酸性粒细胞"Y2C#(通过气管插管向小鼠肺部缓

慢注入 /m的 VXC 溶液 % 次!每次 #.)5G!回收液约 $#'$ 获

得的 X+D̂ 离心"")##K75ER# -5ER 后用 #.)5G生理盐水重悬

细胞!fKE6FP染色!计数并求出 ?Y=和 Y2C 的百分比$

).]X+法测定血清和 X+D̂ 中 eD;"*+'eD;"# 和 >?̂ ;

$

的含量(使用 X3公司 ][PB5APKEMXANO +KKN["]X+# ÈP!用

流式细胞仪 +̂]C ]NGESLK̂ GBQ][PB5APK[C[IPA5进行测定!X3

公司的 ]AGGkLAIP自动软件作为检测软件!采用 X3公司的

]X+软件进行数据分析$

-.统计学方法(用均数 <标准差"H<2#表示实验数据!用

CVCC "*.# 软件对各组均数进行独立样本 #检验!方差分析比

较数值!卡方检验比较百分比!!4#&#) 为差异有统计学

意义$

结!!果

".气道反应性测定(基础 (

D

值各组小鼠无明显差

异$ &#

.

6786乙酰胆碱激发时各模型组 (

D

值与对照

组比较差异无统计学意义$ -#'"%# 和 %/#

.

6786乙酰

胆碱激发时! 各模型组 (

D

值均明显高于对照组"!4

#l#"#$ "%# 和 %/#

.

6786乙酰胆碱激发时! 3组的 (

D

值较其他模型组明显升高"! 4#.#)#!详见表 %$

%.X+D̂ 中细胞数及其百分比(各模型组小鼠

X+D̂ 中 ?Y=及 Y2C 的数量和百分比'细胞总数均

显著高于对照组 "!4#.#" #-其中!3组 X+D̂ 中

?Y=及 Y2C 的数量比其他模型组更多"表 &#$

&.]X+法测定血清和 X+D̂ 中 eD;"*+'eD;"#

和 >?̂ ;

$

的含量(用流式细胞仪 ]X+方法检测的

标本量只需 )#

.

G!可同时测出几种细胞因子的含量!

% 倍标本量的YDeC+法只能检测一种细胞因子 $

.&&.
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表 M"不同剂量乙酰胆碱激发后各组小鼠 B

:

值比较)M5:

%

27"5G.I#!H<2*

分组 ) #

.

6786 &#

.

6786 -#

.

6786 "%#

.

6786 %/#

.

6786

+ "% ".&$ <#.&$ "./, <#./%

&.)% <#.,,

"

).*- <".**

"2

*."/ <%.%%

"2

X "% "./% <#./" ".)% <#./$

&.-) <"."%

"

)., <".$,

"2

*.&, <%.&)

"2

] "% ".&- <#.&* ".)" <#./&

&.)$ <".#,

"

-.#" <".,*

"2

*.)% <%.-)

"2

3 "% "./" <#.&) ".)$ <#.)"

/.#% <".&

"

*.)) <%.%)

"

,.*- <%.,$

"

Y "% ".&/ <#.&" ".&, <#.&* ".$ <#.)) %./% <#.-* %.*$ <#.*$

!!与 Y组比较!

"

!4#.#"-与 3组比较!

2

!4#.#)

表 P"各组 J=:I中细胞数及其百分比

分组 细胞总数" n"#

)

75G#

嗜酸细胞百分比"'# 嗜酸细胞数" n"#

)

75G#

中性细胞百分比"'# 中性细胞数" n"#

)

75G#

+

*.#) <%.)/

"2

-.&& <%."%

"

#./) <#."*

"%

"#.)" <&./%

"

#.*/ <#.%%

"%

X

,.#% <&.#-

"

-.," <%./$

"

#.-% <#.%"

"2

"".#" <&.-*

"

#.,, <#.&

"2

]

$.)& <%.,"

"

-.-, <%.&&

"

#.)* <#.",

"2

"#.$/ <&.),

"

#.,% <#.%,

"2

3

"%.#, </.#"

"

$.*$ <&.#"

"

".#- <#.&&

"

"&.&% </./"

"

".-" <#.)"

"

Y %.)- <#.," #.%$ <#."# #.#" <#.## &.*% <".%" #." <#.#&

!!与 Y组比较!

"

!4#.#"-与 3组比较!

2

!4#.#)!

%

!4#.#"

表 K"各组血清和 J=:I中 S:!)*=%S:!)L 及 RFI!

"

结果"W675G#

分组 eD;"*+X+D̂ eD;"*+血清 eD;"# X+D̂ eD;"# 血清 >?̂ ;

$

X+D̂ >?̂ ;

$

血清

+

/#.," <"%."/

"2

%-.,% <*.,%

"2

%).)" <).,*

"2

%#.,& <-.*"

"2

"&$.,* </#."&

"2

"*.,* <).$"

"2

X

/"./* <"&.//

"2

%$.#& <,.")

"2

%/.** <*.)/

"2

",.-) <-.-*

"2

"/-.%- </&.%/

"2

",.%- <-.&%

"2

]

/).#$ <"/.#*

"2

%,.*& <,.*/

"2

%"./& <-.$"

"2

"*.*/ <).-%

"2

")"."$ </).%%

"2

%#."$ <-.-"

"2

3

)$.* <"*.%/

"

/).$) <"&./&

"

"-.%" </.,%

"

"%.#- <&.*%

"

",$.$/ <),.#&

"

&%.$/ <"#.-&

"

Y "%.#% <&.*, ,.%* <&.#/ /$.#% <"%./* /".#$ <"#.)" -*.#" <%".#" ).$" <".$,

!!与 Y组比较!

"

!4#.#"-与 3组比较!

2

!4#.#)

]X+法不仅节约了宝贵的生物资源!而且细胞因子

网络间的可比性好$ ]X+法用流式细胞仪进行激光

检测!计算机分析!数据重复性好!精确性高!具备其

他实验方法无法比拟的敏感度与精确度
))*

$ 本实验

结果如表 / 显示!各模型组血清和 X+D̂ 中 >?̂ ;

$

和 eD;"*+的含量显著高于对照组"!4#.#"#-其中

3组比其他模型组更高"!4#.#)#$ 各模型组血清

和 X+D̂ 中 eD;"# 的量显著低于对照组"!4#.#"#!

其中 3组比其他模型组更低"!4#.#)#$

讨!!论

虽然花粉颗粒的活性在空气中只能维持数小时!

但失去活性的花粉仍具致敏性!故花粉是非常重要的

气喘变应原
)-*

$ 我国的研究数据显示空气中草及

艾蒿花粉的浓度与哮喘患者的严重程度显著相

关
)**

$ 机动车尾气中的臭氧"BbBRA!2

&

#和氮氧化物

"REPKB6AR BZEOAI! ?2Z#等污染物会降低人对花粉的

耐受阈值
)$*

$ 花粉的结构被某些污染物质改变!这

会加剧变应原对人免疫系统的刺激
),*

$ K̂NRbA等
)"#*

的研究显示!空气中某些植物蛋白质的化学结构受机

动车尾气的作用而改变!可造成更严重的过敏反应$

研究显示!在实验室烟雾作用下!花粉的硝化比例远

大于粉尘
)&!"#*

$ 柴油机尾气颗粒可作为佐剂诱导花粉

过敏!花粉变应原和尾气颗粒物的结合物在气道过敏

性疾病中起重要作用
)""*

$ 机动车尾气硝化作用加剧

过敏反应可以作为近年来城市哮喘患病率升高的重要

原因!然而其致病机制需要进一步的实验探索$ 本研

究结果显示!硝化花粉免疫和激发哮喘组的气道反应

性以及 X+D̂ 中 ?Y=及 Y2C 的数量比其他模型组明

显增高!表明硝化花粉引起的气道过敏性炎症更严重$

支气管哮喘是多种细胞因子及炎性细胞介导的

以慢性气道炎症和气道高反应性为特征的变态反应

性疾病$ >细胞诱导的炎性反应的早期启动因素是

eD;"*+!它对炎性细胞有强大的化学趋化作用!可以

明显增强气道内炎性细胞的募集和活化
)"%!"&*

$ 临床

研究发现!哮喘急性发作期患者 X+D̂ 和痰中的 eD;

"*+显著增加!并与嗜酸性粒细胞相关
)"/*

$ eD;"*+

还激活成纤维细胞'巨噬细胞与上皮细胞!并释放

>?̂ ;

$

'V9Y

%

'9T;]C '̂eD;$'eD;-'eD;" 等细胞

因子$ 这些细胞因子不仅加剧了气道炎症!还参与了

气道重构!而气道重构和气道炎症是哮喘的两个主要

病理特征
)")*

$

eD;"# 在哮喘中起保护作用$ eD;"# 能抑制

>F% 型过敏性免疫应答!并抑制气道内 Y2C 的浸

润
)"-!"**

$ 最重要的是 eD;"# 通过抑制抗原递呈细

./&.
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胞!使 ]3/

i

>细胞不应答!从而实现免疫耐受
)"$!",*

$

B̀RB等
)%#*

发现中和小鼠体内的 eD;"# 会增加肺部

各种炎性细胞因子的分泌$ VKAIIAK等
)%"*

的研究也显

示 eD;"# 是调节性 >细胞抑制气道高反应的必需因

子!在哮喘发生时!其含量明显下降$

>?̂ ;

$

属于
*

型膜蛋白!主要由激活的单核 ;

吞噬细胞分泌!具有多种生物效应$ 它与细胞膜上特

异性的受体结合!实现促进细胞凋亡'分化'生长及诱

发炎症等生物学效应$ >?̂ ;

$

是哮喘炎症中的重

要启动因子!>?̂ ;

$

升高会引起炎性介质的瀑布样

连锁反应!诱发和加重哮喘$ 研究证明 >?̂ ;

$

可通

过转录因子"+V;"#引起与炎性反应有关的细胞因

子'受体及酶的基因表达!使气道上皮细胞脱落!诱发

或加重哮喘$ >?̂ ;

$

不仅刺激气道平滑肌细胞分

泌内皮素 ;""AROBPFAGERI;"!Y>;"#!还促进内皮细

胞与 Y2C 之间的黏附!前者会加剧平滑肌的收缩!引

发气道高反应性$ >?̂ ;

$

还能增强局部血管通透

性!促进支气管活性物质的释放$ XLIIA等报道!抗

>?̂ ;

$

抗体能明显减轻哮喘小鼠的气道炎症和病

理变化$ CEGHAIPKE等研究显示!哮喘发作期患者的

>?̂ ;

$

明显高于缓解期和对照组! 而且血清 >?̂ ;

$

浓度与哮喘的病情'持续时间呈正比$ >NR 等也报

道!过敏性支气管哮喘重症患者的 >?̂ ;

$

显著高于

轻中度患者!而且病情越严重!>?̂ ;

$

越高$

本实验通过检测硝化花粉免疫和激发的 X+DX7

M小鼠 X+D̂ 及血清中 eD;"#'eD;"*+和 >?̂ ;

$

水平! 进一步研究机动车尾气硝化花粉在哮喘炎性

反应中的作用$ 实验结果显示!各哮喘模型组血清和

X+D̂ 中 eD;"*+和 >?̂ ;

$

的含量明显高于对照

组!其中用硝化花粉免疫和激发的哮喘组比其他模型

组更高$ 各模型组小鼠血清和 X+D̂ 中 eD;"# 的量

显著低于对照组!其中硝化花粉免疫和激发的哮喘组

比其他模型组更低$ 本实验结果显示!机动车尾气作

用后的花粉可引起更严重的气道高反应及气道炎性

细胞浸润!且这些变化与炎性细胞因子 eD;"#'eD;

"*+和 >?̂ ;

$

水平相关$
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