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地塞米松对呼吸道合胞病毒感染小鼠肺内蛋白

激酶 ,

"

表达的抑制作用

赵中秀!洪!璨!武!怡

摘!要!目的!探讨地塞米松对呼吸道合胞病毒感染小鼠肺内蛋白激酶 ]

$

" V̀ ]

$

#表达的抑制作用$ 方法!健康雌性

XNGS"7]小鼠 &# 只!随机分为 & 组!分别为磷酸盐缓冲液"VXC#对照组'呼吸道合胞病毒"(CU#组'地塞米松组$ 应用 :Y染色观

察病理变化!并计数支气管黏膜和黏膜下的细胞数'嗜酸性粒细胞数!应用 (>;V](方法检测肺组织 (CU病毒表达!免疫组化

方法检测肺内 V̀ ]

$

的表达$ 结果!正常组未检测到 (CU5(?+表达!(CU组'地塞米松组中 (CU5(?+可见表达$ (CU组肺

内 V̀ ]

$

平均光密度值明显高于对照组"!4#.#"#!而地塞米松组则明显低于 (CU组"!4#.#"#$ 结论!V̀ ]

$

可能参与 (CU

的发病过程!地塞米松抑制 V̀ ]

$

的表达可能是治疗 (CU感染性疾病的作用机制之一$

关键词!支气管哮喘!呼吸道合胞病毒!蛋白激酶 ]

$

!地塞米松

#中图分类号$! (*%).-!!!!#文献标识码$! +

S(0'>'4/;3 6991#4/9G12$-140$7/(1/(40162&;177'/(/9QD,!

"
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HEKLIAZWKAIIEBRIQAKAOAPAMPAO S[(>;V](NRO PFANGPAKNPEBRIBJV̀ ]

$

E55LRBKANMPEHEP[QAKAERHAIPE6NPAO S[e55LRBFEIPBMFA5EIPK[.

B17C%47!>FAAZWKAIIEBR BJ(CU5(?+QNIRBPOAPAMPAO ER RBK5NGNRO 6KBLWI! SLPAZWKAIIAO MGANKG[ER PFA(CU6KBLW NRO PFAOAZN5\

APFNIBRA6KBLW.>FANHAKN6ABWPEMOARIEP[BJV̀ ]

$

BJPFAKAIWEKNPBK[I[RM[PENGHEKLI6KBLW QNI5LMF FE6FAKPFNR PFNPBJPFAMBRPKBG6KBLW

"!4#.#"# NRO PFANHAKN6ABWPEMOARIEP[BJV̀ ]

$

BJPFAOAZN5APFNIBRA6KBLW QNI5LMF GBQAKPFNR PFNPBJPFAKAIWEKNPBK[I[RM[PENGHEKLI
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6KBLW"!4#.#"#.,/(#%C7'/(!>FAWKAIARPKAILGPIEROEMNPAPFNPPFABHAKAZWKAIIEBR BJV̀ ]

$

5E6FPSAERHBGHAO ER PFAWNPFB6ARAIEIBJKA\

IWEKNPBK[I[RM[PENGHEKLIERJAMPEBLIOEIANIA!NRO ERFESEPEBR BJPFAAZWKAIIEBR BJPFAV̀ ]

$

S[OAZN5APFNIBRA5N[SABRABJPFA5AMFNREI5I

ER PFAPKANP5ARPBJ(AIWEKNPBK[I[RM[PENGHEKLIERJAMPEBLIOEIANIA.

D13 E/;.7!(AIWEKNPBK[I[RM[PENGHEKLI- VKBPAER 8ERNIA]NGWFN- OAZN5APFNIBRA

!!呼吸道合胞病毒 " KAIWEKNPBK[I[RM[PENGHEKLI!

(CU#感染是引起儿童毛细支气管炎最常见病原体!

亦是婴幼儿住院的首要原因$ 目前 (CU感染后无

特殊治疗!临床工作中旨在对症处理$ 蛋白激酶

]

$

" WKBPAER 8ERNIA]NGWFN!V̀ ]

$

#是蛋白激酶 ]经

典亚型之一!V̀ ]

$

分布极其广泛!几乎所有组织中

都有表达$ 研究表明 V̀ ]

$

信号转导途径在气道炎

症及气道平滑肌增殖方面起重要作用!V̀ ]

$

;?̂

;

,

X信号转导途径参与哮喘患者气管平滑肌细胞

的增殖
)"*

$ 哮喘患者诱导痰液炎症细胞中 V̀ ]

$

表

达量显著增加!提示 V̀ ]

$

信号转导途径是气道炎

症发生的重要机制之一
)%*

$ 但有关 V̀ ]

$

在呼吸道

合胞病毒感染后是否发挥作用尚未报道$ 临床工

作中地塞米松已被应用于 (CU感染后的毛细支气

管炎!但具体作用机制尚不明确!本研究通过观察

(CU感染后肺组织的病理变化'检测 V̀ ]

$

肺组织

中的表达及地塞米松对 V̀ ]

$

的抑制作用!目的在

于探讨 V̀ ]

$

在 (CU感染发病机制中的作用及地

塞米松的抑制作用!为 (CU感染后的治疗提供新的

思路$

材料与方法

".试剂与器材((CU毒株"济南病毒研究所赠予#-CV̂ 级

雌性 X+DX7M小鼠 &# 只$ - 0$ 周龄!体质量为 %# <%6!购于

徐州医学院实验动物中心$ V̀ ]

$

兔抗小鼠单克隆抗体购买

自徐州康美生物科技有限公司!3+X试剂盒购买于北京中杉

金桥生物技术有限公司$

%.实验分组(X+DX7M小鼠随机分成 & 组!每组 "# 只$

!

磷酸盐缓冲液"VXC#对照组(以致敏'激发-

"

(CU组(在 VXC

致敏'激发的基础上气道内滴入 (CU-

#

地塞米松组(在 (CU

组的基础上腹部注射地塞米松$

&.动物模型制备(根据文献 )&*模型制作方法略予调整

(CU组于第 "'"/ 天小鼠腹腔注射 #.%5GVXC!第 ", 0%" 天用

(CU"#

-

V̂=75G"##

.

G鼻腔滴入!第 %" 0%) 天将小鼠置于透

明密闭容器中以 VXC 溶液 %#5G雾化吸人!每次 &#5ER!VXC 对

照组小鼠于上述时点用 VXC 代替 (CU鼻腔内分别滴入

"##

.

G$ 地塞米松组小鼠在 (CU组的基础上于 %" 0%) 天腹部

注射地塞米松 #.%56786$

/.(CU制备(病毒悬液制备方法见参考文献)/*!悬液制备

后 ;$#m冷冻保存!用于 CV̂ 级雌性 X+DX7M小鼠鼻内接种$

).(>;V](方法检测肺组织中 (CU的 5(?+水平(采用

>KEbBG试剂一步法提取总 (?+$ 取各组 (?+%

.

G!通过反转录

反应合成 M3?+!然后以反转录的 M3?+为模板进行 V](扩增

反应$ V](引物( CARIA()t;>]+>+9]]>]99]+++]]+];

&t!+RPEIARIA()t;99+>>]>999>9+99>+>9>>;&t!扩增产

物片段 "#/SW!退火温度()-m$ 电泳!用 TNK8AK作为分子质

量参照!

%

;NMPER 为内参照!应用图像分析软件对各条带平均

灰度值分析$

-.肺病理学观察(将小鼠在末次致敏后 %/ 0&-F 内处死!

取出右肺!甲醛固定!后脱水'包埋'切片用于苏木素 ;伊红

":Y#染色(/## 倍光镜下观察支气管黏膜炎性细胞浸润等病

理改变!并测定随机选取的 "# 个高倍视野下支气管黏膜和黏

膜下细胞数及嗜酸性粒细胞数"Y2C#$

*.免疫组化染色(采用 & 步法!一抗工作浓度均为 "p")#$

常规石蜡切片处理后!应用 #l&'过氧化氢阻断内源性过氧化

氢酶'正常山羊血清封闭后!滴加一抗" V̀ ]

$

抗体#!/m孵育

过夜!阴性对照用 VXC 代替一抗!生物素化羊抗 e69"北京中

杉金桥生物技术有限公司#孵育 ")5ER!辣根酶标记链霉卵白

素孵育 ")5ER!3+X显色!苏木精复染!常规脱水'透明'中性

树胶封固'光镜观察及采图$ 用 e5N6A;VKBVGLI-l# 图像分

析系统对实验结果进行图像分析!计算出平均光密度值$

$.统计学方法(所采用 CVCC "&l# 软件进行统计分析!资

料以均数 <标准差"H<2#表示!多组样本均数比较采用单因

素方差分析"\)";L$9;[\];#!方差齐者组间比较采用 '=D

检验!方差不齐者用 D3))"##TP 检验!!4#.#) 为差异有统计

学意义$

结!!果

".肺组织形态学光镜下观察及细胞计数(正常

组支气管'肺泡结构完整正常$ (CU组管壁增厚!

管腔狭窄!管壁周围嗜酸性粒细胞等炎性细胞浸

润$ 地塞米松组炎症变化较以上两组明显减轻!管

腔狭窄不明显!管壁周围有少量嗜酸性粒细胞等炎

症细胞浸润"图 "# $ 各组支气管黏膜和黏膜下细胞

总数"个7视野#分别为(正常组 "$.* <%.$&! (CU组

&*.& <%.&-!地塞米松组 %*.% <%.%)-嗜酸性粒细胞

数 "个7视野#分别为(正常组 "." <#.,,! (CU组

""l* <%.%"! 地塞米松组 $.% <".$"-地塞米松组与

哮喘组'(CU组两两比较差异均有统计学意义"!4

#.#"!!4#.#)#$

.-"".
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图 )"各组小鼠肺组织病理变化":Y! n/###

+.正常对照组-X.(CU组-].地塞米松组

!

!!%.小鼠肺组织中 (CU检测结果(正常对照组未

检测(CU!而(CU组'地塞米松组可见(CU表达明显

"图 %#$

&.免疫组化染色(正常对照组和地塞米松肺内

V̀ ]

$

的表达均较少!但两者比较!差异有统计学意

义"!4#.#"#$ (CU组气道上皮细胞及嗜酸性细胞

等炎性细胞 V̀ ]

$

均有表达!阳性颗粒分布较多!染

色较强"图 &X#!其表达量明显高于对照组'地塞米松

组"!4#.#"!图 &#$

图 M"各组小鼠肺组织中 BW_检测结果

T.TNK8AK-+.正常对照组-X.(CU组-].地塞米松组

!

图 P"各组小鼠肺组织变化"CV! n/###

+.正常对照组-X.(CU组-].地塞米松组

!

讨!!论

(CU感染是婴幼儿下呼吸道感染中的常见原

因! (CU感染患儿常出现的临床症状是喘息发作!婴

幼儿急性 (CU下呼吸道感染后常发生反应性气道疾

病!在急性期过后的相当一段时间内可出现反复喘息

症状!部分患儿可迁延发展为持续性哮喘$ 因此推

测!在儿童早期 (CU感染后诱发急性喘息的同时有

可能启动气道重塑过程!为哮喘的发生提供病理生理

学基础$ (CU感染相关喘息的临床表现与支气管哮

喘相似!目前临床工作中针对治疗 (CU感染后相关

喘息的治疗以对症治疗为主!主要药物有糖皮质激

素'支气管扩张剂等$ 地塞米松作为一种长效糖皮质

激素!其作用广泛!具有抗炎'抗过敏'免疫抑制作用!

临床上应用此类药物治疗哮喘及 (CU感染后引起的

喘息症状$

本实验病理学观察显示哮喘小鼠及 (CU感染小

鼠肺组织中嗜酸性粒细胞'淋巴细胞等炎症细胞增

多!气管壁增厚!管腔狭窄!而应用地塞米松后的小鼠

病理变化明显改善!免疫组化结果可见 V̀ ]

$

在 (CU

感染小鼠肺组织中有较多表达!但地塞米松组表达量

较少$ V̀ ]

$

参与信号转导途径'细胞增殖'分化和

凋亡等多种重要的生理及病理过程
))*

$ 有研究表

.*"".
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明!活化后的 V̀ ]可以引起多种炎症细胞及组织细

胞如中性粒细胞'肥大细胞'>淋巴细胞'嗜酸性粒细

胞'巨噬细胞'嗜碱性粒细胞等释放大量炎症介质

"组织胺'白三烯和白介素#

)-*

$ V̀ ]

$

能够刺激气道

平滑肌增殖!导致气道重塑
)* 0,*

$ 由此推测!(CU感

染后应用地塞米松治疗喘息症状!其作用机制可能是

地塞米松通过抑制肺组织中 V̀ ]

$

的表达!达到平喘

消炎效果$

本实验结果表明!(CU感染后 V̀ ]

$

表达量增

加!应用地塞米松可抑制 V̀ ]

$

表达!提示 V̀ ]

$

可

能参与 (CU的发病过程!地塞米松抑制 V̀ ]

$

的表

达可能是治疗 (CU感染性疾病的作用机制之一$ 糖

皮质激素是目前最有效的抗气道炎症药物!但目前有

对照研究对其疗效提出质疑!而此研究结果在一定程

度上揭示了 (CU发病过程的分子生物学机制!为其

进一步预防和治疗提供了新的思路和启示
)"#*

$
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