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IL -13对小鼠气道平滑肌细胞的促增殖作用

曹卫军,李　强3 ,刘忠令 (第二军医大学长海医院呼吸内科,上海 200433)

[摘要 ]　目的: 探讨 IL 213对小鼠气道平滑肌细胞 (A SM C)的促增殖作用及其机制。方法: 将分离的小鼠A SM C 进行传代培

养,在培养液中分别加入 PBS、IL 213、IL 213+ A G1478、IL 213+ T GF2Α中和抗体、IL 213+ EGF 中和抗体、IL 213+ HB 2EGF 中

和抗体、IL 213+ 地塞米松;用M T T 比色法和3H 2T dR 掺入法测定A SM C 增殖,用 EL ISA 法测定上清液中 T GF2Α的浓度。结

果: IL 213组的M T T D 值和3H 2T dR 掺入量较对照组明显增加 (P < 0. 01) , IL 213+ A G1478组、IL 213+ T GF2Α中和抗体组、

IL 213+ 地塞米松组M T T D 值和3H 2T dR 掺入量均显著低于 IL 213组 (P < 0. 01) , IL 213组 1 h 和 3 h A SM C 分泌T GF2Α均显

著高于对照组 (P < 0. 01) , IL 213+ 地塞米松组显著低于 IL 213组 (P < 0. 01)。结论: IL 213能促进A SM C 的增殖,其可能机制

为 IL 213刺激A SM C 分泌 T GF2Α, T GF2Α与 EGFR 结合使之活化,引起细胞增殖。
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Prom oting effects of in terleuk in-13 on prol ifera tion of m ur ine a irway sm ooth m uscle cells

CAO W ei2Jun,L IQ iang3 ,L IU Zhong2L ing (D epartm en t of R esp irato ry D iseases, Changhai Ho sp ita l, Second M ilitary M edical

U n iversity, Shanghai 200433, Ch ina)

[ABSTRACT ]　Objective: To invest igate the p romo ting effects of in terleuk in213 ( IL 213) on the p ro liferat ion of airw ay smoo th

m uscle cells (A SM C) in m ice and its m echan ism. M ethods: M urine A SM C w ere iso lated and subcu ltu red. IL 213, IL 213 p lus

A G1478, IL 213 p lus neu tralizing an tibody to T GF2Α, IL 213 p lus neu tralizing an tibody to EGF, IL 213 p lus neu tralizing an tibody

to HB 2EGF, IL 213 p lus dexam ethasone w ere added to the m edia, respect ively. M T T and 3H 2T dR inco rpo rat ion assays w ere

used. A p ical m edia w ere analyzed fo r the p resence of so lub le T GF2Αusing EL ISA. Results: T he D 595 value of M T T assay and

the cpm value of 3H 2T dR inco rpo rat ion assay of IL 213 group w ere sign ifican tly h igher than tho se of con tro l group (P < 0. 01).

T he D 595 value and the cpm value in IL 213 p lus A G1478, IL 213 p lus neu tralizing an tibody to T GF2Α, and IL 213 p lus dexam 2
ethasone group w ere sign ifican tly low er than tho se of IL 213 group (P < 0. 01). T he concen trat ion of released so lub le T GF2Α

from A SM C expo sed to IL 213 fo r 1 h and 3 h w ere sign ifican tly h igher than that of con tro l group (P < 0. 01). T he concen tra2
t ions of released so lub le T GF2Αfrom A SM C expo sed to IL 213 p lus dexam ethasone fo r 1 h and 3 h w ere sign ifican tly low er

than that of IL 213 group (P < 0. 01). Conclusion: IL 213 induces release of so lub le T GF2Α,w h ich b inds to the ep iderm al grow th

facto r recep to r (EGFR ) in the A SM C s and in it ia tes p ro liferat ion. D exam ethasone inh ib its the release of so lub le T GF2Αexpo sed

to IL 213, and thus inh ib its IL 2132induced p ro liferat ion of A SM C.

[KEY WORD S]　airw ay smoo th m uscle cell; cell p ro liferat ion; in terleuk in213; ep iderm al grow th facto r recep to r
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〔1〕支气管哮喘是多种细胞及其细胞组分参与的气

道慢性炎症疾病,气道结构重建是哮喘的特征性病

理改变[ 1 ]。病理学和形态学研究发现哮喘气道结构

重建的重要特征包括平滑肌增生ö肥大、气道上皮下
纤维化、黏液化生、弹性蛋白破坏后细胞间质的重塑

和血管分布增多等[ 2, 3 ]。支气管哮喘气道结构重建在

哮喘早期即发生,并随病程而加重,参与了哮喘的整

个慢性炎症过程。而平滑肌增生ö肥大在气道结构重
建、不可逆气流阻塞、气道高反应 (A HR )的产生中

起着重要作用。 IL 213是参与支气管哮喘发病的一

种 T h2 类因子[ 4 ] ,尽管 IL 213在哮喘发病中的作用

已很受重视,但其是否影响气道平滑肌增生ö肥大、
参与气道结构重建的研究至今报道极少。本研究用

体外培养小鼠气道平滑肌细胞 (A SM C) ,观察了 IL 2
13 对A SM C 的促增殖作用及地塞米松的干预作

用,以探讨 IL 213在哮喘气道结构重建中的作用,寻

求防治哮喘气道结构重建的新思路。

1　材料和方法

1. 1　实验动物和试剂　新生 3 日龄BALB öc 小鼠

由第二军医大学实验动物中心提供; 小鼠 IL 213 蛋
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白为英国 Pep ro T ech Ec 公司产品; T GF2Α中和抗
体、EGF 中和抗体、HB 2EGF 中和抗体均为U p sta te

公司产品; 特异性 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂

A G1478 为 Calb iochem 公司产品; D EM E、胎牛血

清、胰蛋白酶购于 Gibco BRL 公司;M T T 为 Sigm a

公司产品; 3H 2T dR 由北京原子能研究所提供; 地塞

米松磷酸钠注射液由天津市氨基酸公司人民制药厂

生产,批号 20000929;余试剂均为国产分析纯。

1. 2　小鼠A SM C 的体外培养　 颈椎脱臼法处死

小鼠,无菌摘取气管, D 2H ank’s 液冲洗, 解剖显微

镜下仔细剥除内、外膜, 分离平滑肌条, 将其剪成

1 mm×1 mm碎块,用眼科镊子将小块组织移入 25

m l培养瓶中,等距排列,加入含 10%胎牛血清的培

养液 3 m l,将贴有组织块的一侧朝上, 使其不与培

养液接触,置于 37℃ 5% CO 2 孵箱中培养, 3 h 后轻

轻翻转培养瓶, 使植块浸入培养液中; 继续置于

37℃ 5% CO 2 孵箱中静止培养,每 3 d 换液 1次。约

7 d 长满后传代培养, 实验用第 4 代细胞。培养的

A SM C 经形态学和免疫组化方法鉴定。

1. 3　M T T 比色法和3H 2T dR 掺入法测定A SM C

增殖　取第 4代培养的小鼠A SM C, 0. 25%胰酶消

化, 锥虫蓝染色法计数, 细胞存活率大于 95%。按

5×10 3ö孔接种于 96孔板。培养 24 h,换无血清培

养液 (使细胞生长停滞于 G0 期)继续培养 24 h。换

用含 1%胎牛血清的培养液,随机分为 7组。 (1)对

照组: 每孔加入 PBS 20 Λl; (2) IL 213 组: 每孔加入

IL 213 20 Λl, 终浓度为 10- 5 göL ; ( 3 ) IL 213 +

A G1478组:每孔加入 IL 213 (终浓度为 10- 5 göL )和

A G1478 (终浓度为 10- 3 göL )共 20 Λl; (4) IL 213+

T GF2Α中和抗体组:每孔加入 IL 213 (终浓度为 10- 5

göL )和 T GF2Α中和抗体 (终浓度为 10- 3 göL )共 20

Λl; (5) IL 213+ EGF 中和抗体组: 每孔加入 IL 213

(终浓度为 10- 5 göL )和 EGF 中和抗体 (终浓度为

10- 3 göL )共 20 Λl; (6) IL 213+ HB 2EGF 中和抗体

组: 每孔加入 IL 213 (终浓度为 10- 5 göL ) 和 HB 2
EGF 中和抗体 (终浓度为 10- 3 göL )共 20 Λl; (7) IL 2
13 + 地塞米松组: 每孔同时加入 IL 213 (终浓度为

10- 5 göL )和地塞米松 (终浓度 10- 6 m o löL )共 20

Λl。用M T T 比色法 (595 nm 处)和3H 2T dR 掺入法

测定A SM C 增殖。

1. 4　 IL 213刺激A SM C 释放 T GF2Α及地塞米松的
干预作用　取第 4代培养的小鼠A SM C, 0. 25%胰

酶消化,按 105ö孔接种于 24孔板。培养 24 h,换无血

清培养液 (使细胞生长停滞于 G0 期)继续培养 24

h。换用含 1%胎牛血清的培养液, 随机分为 3 组。

(1)对照组:每孔加入 PBS 20 Λl; (2) IL 213组: 每孔

加入 IL 213 20 Λl (终浓度为 10- 5 göL ) ; (3) IL 213+

地塞米松组: 每孔同时加入 IL 213 (终浓度为 10- 5

göL )和地塞米松 (终浓度 10- 6 m o löL )共 20 Λl。1、

3 h后用 EL ISA 法分别测定上清液中 T GF2Α的浓
度。

1. 5　统计学处理　数据用 xθ±s表示,结果进行方

差分析和组间 t检验。

2　结　果

2. 1　A SM C 鉴定　倒置相差显微镜下, 培养的

A SM C 长成梭形,平行生长,束状排列,密集与稀疏

处相互交错呈“峰谷”状。免疫组化检测法表明,抗平

滑肌 Α2肌动蛋白抗体呈阳性染色。
2. 2　 IL 213 刺激小鼠 A SM C 增殖　 IL 213 组的

M T T D 值为 (0. 763±0. 018) , 3H 2T dR 掺入量为

(7 547±127) cpm , 均明显高于对照组 [ (0. 516±

0. 012)和 (6 401±196) cpm , P < 0. 01) ]。

2. 3　A G1478抑制 IL 213促小鼠A SM C 增殖　 IL 2
13+ A G1478组M T T D 值为 (0. 523±0. 011) , 3H 2
T dR 掺入量为 (6 341±143) cpm , 均分别低于 IL 2
13 组的 (0. 761±0. 015) 和 (7 542±158) cpm (P <

0101)。

2. 4　T GF2Α参与 IL 213促小鼠A SM C 增殖的作用

　 IL 213+ T GF2Α中和抗体组M T T 测定D 值为

(0. 520±0. 012) , 3H 2T dR 掺入量为 (6 329±211)

cpm , 均分别低于 IL 213 组的 ( 0. 758±0. 013) 和

(7 498±231) cpm (P < 0. 01)。而 EGF 中和抗体

组、HB 2EGF 中和抗体组D 值及3H 2T dR 掺入量与

IL 213 组相比无差别。EL ISA 示 1 h 后 IL 213 组

A SM C 分泌 T GF2Α (359. 6±8. 3) pgöm l,比对照组

的 (118. 8±9. 6) pgöm l增加了 2. 03倍 (P < 0. 01) ;

3 h 后 IL 213 组 A SM C 分泌 T GF2Α (212. 4±

8. 7) pgöm l,比对照组增加了 1. 62倍 (P < 0. 01)。

2. 5　地塞米松对 IL 213 促A SM C 增殖的干预作

用　 IL 23 + 地塞米松组M T T D 值为 (0. 532±

0. 011) , 3H 2T dR 掺入量为 (6 468±154) cpm ,均分

别低于 IL 213组的 (0. 756±0. 014)和 (7 528±138)

cpm (P < 0101) , 而与对照组的 (0. 522±0. 012)和

(6 441±186) cpm 相比无显著差异。EL ISA 结果显

示, IL 213+ 地塞米松组 1、3 h 分泌 T GF2Α量分别
为 (119. 5±718)和 (89. 3±3. 8) pgöm l,均显著低于

IL 213 组的 (360. 6±8. 2)和 (213. 1±10. 0) pgöm l

(P < 0. 01) ,而与对照组的 (118. 8±8. 5)和 (82. 2±
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6. 0) pgöm l相比无显著差异。

3　讨　论

IL 213在哮喘的发病机制中起着重要作用。哮

喘患者肺泡灌洗液中 IL 213 水平增高[ 5 ]; 在哮喘小

鼠模型中发现, IL 213 与气道高反应、炎症、嗜酸粒

细胞增多、杯状细胞肥大、上皮下纤维化有关[ 6, 7 ]。它

通过激活嗜酸粒细胞,减少其凋亡,促进 IgE 分泌,

参与支气管哮喘炎症的维持,诱导气道高反应性。其

生物活性的发挥是通过与细胞表面相应受体 IL 24R

或 IL 213R 结合, 继而激活细胞内多种非受体型蛋

白质酪氨酸激酶 (PT K)而完成。但在对哮喘发生发

展起重要作用的气道平滑肌增殖中是否有 IL 213参

与,尚无定论。本实验用M T T 法和3H 2T dR 掺入法

测定A SM C 增殖情况,结果显示 IL 213对体外培养

的小鼠A SM C 有促增殖作用。

本实验还对 IL 213促A SM C 增殖作用机制进行

了探讨。特异性 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂A G1478

可以抑制 IL 213 对A SM C 促增殖作用, 提示 EGFR

的活化参与 IL 213对A SM C 的促增殖作用。

EGFR 是第一个被发现并克隆的受体酪氨酸激

酶 ( recep to r tyro sine k inase, R T K) ,是细胞生长、分

化和存活的重要调节因子。近年来对 EGFR 的研究

取得了一些重要进展,其所介导的信号转导效应具

有多向性,包括细胞增殖、迁移、分化和内环境的稳

定等。EGFR 在内毒素诱导的气道损伤的修复中起

重要作用[ 8 ]。此外, EGFR 活化在气道粘蛋白合成中

发挥中心调节作用, EGFR 抑制剂能够阻断粘蛋白

的合成[ 9, 10 ]。EGFR 的配体有 EGF、T GF2Α、HB 2
EGF 等,配体与 EGFR 结合后,活化 EGFR , EGFR

激活众多的下游信号路径,包括 PL C Χ、P I232K、小

G 蛋白、P21ras、rasGT P 酶激活蛋白 (GA P )、生长

因子受体结合蛋白 2 (grb2)和 src激酶家族等,导致

细胞增殖。哮喘患者 EGFR 及其配体均增高,且与

杯状细胞增生有关[ 11, 12 ]。本实验观察到 IL 213诱导

A SM C 分泌 T GF2Α, T GF2Α中和抗体可以抑制 IL 2
13 对A SM C 的促增殖作用, 而 EGF 中和抗体组、

HB 2EGF 中和抗体不能抑制 IL 213 对A SM C 促增

殖作用, 提示 T GF2Α在 IL 213 对A SM C 促增殖作

用中起作用。推测 IL 213促气道平滑肌增殖的可能

机制为: IL 213刺激气道平滑肌分泌 T GF2Α, T GF2Α
与 EGFR 结合, EGFR 活化,引起细胞增殖。地塞米

松通过抑制 T GF2Α的分泌, 干预 IL 213 对A SM C

的促增殖作用。

综上所述, IL 213促进气道平滑肌增殖,参与气

道结构重建。其中 EGFR 的活化起着重要作用,抑

制EGFR 的活化可以阻止 IL 213促进气道平滑肌增

殖作用,为哮喘气道结构重建的防治提供了一种新

思路。
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