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N-乙酰半胱氨酸对哮喘小鼠Clara 细胞及CC16的影响
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[摘要 ]　目的: 观察抗氧化剂N 2乙酰半胱氨酸 (NA C)干预对小鼠支气管哮喘模型C lara细胞数量及其分泌蛋白CC16表达的

影响。方法: 卵蛋白 (OVA )致敏、滴鼻激发建立BALB öc小鼠哮喘模型。将小鼠随机分为对照组、哮喘组、NA C 干预组,每组 10

只。应用免疫组化方法检测各组小鼠肺组织C lara 细胞数量及细胞内 CC16 含量。W estern 印迹法检测支气管肺泡灌洗液

(BAL F)中 CC16 含量。结果: 哮喘组小鼠终末及呼吸性细支气管上皮 C lara 细胞分别占上皮细胞的 (58. 05±3. 75) %及

(63. 70±1. 79) % , 与对照组的 (74. 54±5. 81) %及 (78. 46±1. 68) %相比差异有显著性 (P < 0. 01) ; NA C 干预组为 (62. 74±

1. 72 ) %和 (67. 47±3. 53) % ,与哮喘组相比有所增加 (P < 0105)。同时, 哮喘组C lara 细胞内 CC16 含量较对照组明显减少

(P < 0. 01) ; NA C 干预后,促进了CC16的合成 (P < 0. 05)。哮喘组小鼠BAL F 中CC16蛋白水平为 (35. 6±4. 0) ,与对照组的

( 54. 7±5. 0)比较差异有显著性 (P < 0. 01) ; NA C 干预组 CC16 蛋白水平为 (44. 1±3. 2) , 与哮喘组比较差异也有显著性

(P < 0. 05)。NA C 干预组BAL F 细胞总数及嗜酸粒细胞比例较哮喘组均下降,气道炎症较哮喘组减轻。结论: 哮喘小鼠的气道

炎症可导致C lara细胞数量及CC16的合成及分泌量减少,抗氧化剂NA C 可通过促进CC16的合成和分泌抑制气道炎症反应。
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Effects of N-acetylcyste ine on Clara cell and Clara cell 16 000 prote in in m ur ine a sthma m odel
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[ABSTRACT ]　Objective: To invest igate the effects of N 2acetylcysteine (NA C) on the num ber of C lara cells and secret ion of

C lara cell 16 000 (CC16) p ro tein in m urine asthm atic model. M ethods: T he m urine asthm atic modelw as estab lished by sensit iz2
ing and challenging BALBöc m ice w ith ovalbum in (OVA ). T h irty m ice w ere divided in to con tro l, asthm atic and NA C group s

(n= 10). T he num ber of C lara cells and syn thesis of CC16 w ere determ ined by imm unoh istochem istry. T he CC16 level in

b ronchoalveo lar lavage flu id (BAL F) w as determ ined by W estern b lo t. Results: T he p ropo rt ions of C lara cells in term inal and

resp irato ry b ronch io les w ere (58. 05±3. 75) % and (63. 70±1. 79) % in the asthm atic group , (74. 54±5. 81) % and (78. 46±

1. 68) % in the con tro l(P < 0. 01). NA C in terven tion did no t change the num ber of C lara cells in asthm atic m ice. T he exp res2
sion of CC16 in C lara cells of asthm atic group w as w eaker than that of con tro l group (P < 0. 01) and NA C group (P < 0. 05).

T he level of CC16 in the BAL F w as (54. 7±5. 0) in con tro l group , (35. 6±4. 0) in asthm atic group and (44. 1±3. 2) in NA C

group , respect ively (asthm a vs con tro l, P < 0. 01; NA C vs asthm a, P < 0. 05). NA C reduced the to tal num ber of w h ite cells and

the percen tage of eo sinoph ils in BAL F, and it a lso inh ib ited airw ay inflamm ation. Conclusion: T he num ber of C lara cells and

the secret ion of CC16 are reduced in a m urine model of asthm a. A n tiox idan ts can elevate the syn thesis and secret ion of CC16,

w h ich m ay be a m echan ism fo r their supp ression of airw ay inflamm ation.
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[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (7) : 7212724 ]

〔1〕　 C lara 细胞是排列在细支气管上的无纤毛上

皮细胞, CC16是其分泌的主要蛋白之一,因其相对

分子质量约为 16 000而得名。CC16能抑制磷脂酶

A 2 (pho spho lipase A 2, PLA 2)的活性[ 1 ] ,是重要的内

源性抗炎物质。已有研究[ 2, 3 ]提示, 气道炎症可使

C lara 细胞及 CC16 减少。本研究运用免疫组化和

W estern 印迹法,通过检测抗氧化剂N 2乙酰半胱氨
酸 (NA C)干预前后,哮喘小鼠肺组织中 C lara 细胞

数量及 CC16 表达的变化, 以研究 C lara 细胞及

CC16与哮喘发病的关系。

1　材料和方法

1. 1　实验动物和分组　6 周龄BALB öc 小鼠 30

只, 雌雄不限, 体质量15～ 20 g, 清洁级, 上海西普
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尔2必凯公司提供,随机分为对照组、哮喘组和NA C

干预组 3 组, 每组各 10 只。卵蛋白 (OVA , grade

Í )、DAB 购自美国 Sigm a 公司。M arker、NBT ö

BC IP 购自华舜生物工程有限公司。羊抗小鼠CC16

多克隆抗体购自美国 San ta C ruz公司。生物素标记

猪抗山羊抗体、碱性磷酸酶标记兔抗山羊抗体、辣根

过氧化物酶标记链酶卵白素均购自北京中山生物技

术有限公司。

1. 2　哮喘模型的建立及各组处理　除对照组外,其

余 2 组小鼠均在第 0、7、14 天腹腔注射OVA 混悬

液 0. 2 m l (含 20 Λg OVA , 2. 6 m g 氢氧化铝)致敏,

第 21～ 26天鼻腔滴入 50 Λl 2 m göm l OVA 生理盐

水溶液激发。对照组小鼠以生理盐水代替OVA ,分

别腹腔注射及鼻腔滴入。NA C 干预组在第 15～ 26

天予 230 m gökg NA C 灌胃,每天 1次,第 21～ 26天

在OVA 滴鼻前 1 h 进行[ 4 ]。

1. 3　处死及标本采集　全部小鼠于末次激发后 24

h 放血处死。经气管插管分 3次注入生理盐水进行

支气管肺泡灌洗,每次 1 m l。BAL F 离心后,细胞进

行计数及分类,上清液冻存于- 80℃备用。取整个肺

置于 10%中性缓冲甲醛中固定,用于H 2E 染色和免

疫组化。

1. 4　H 2E 染色及免疫组化　常规石蜡包埋切片,

H 2E 染色观察肺组织病理改变。免疫组化: 4 Λm 组

织切片,脱蜡至水, 0. 3% H 2O 2 抑制内源性过氧化

物酶活性,微波修复抗原, 10%猪血清封闭,山羊抗

小鼠CC16多克隆抗体 (1∶4 000) 37℃孵育 1 h,生

物素标记猪抗山羊抗体 (1∶200) 37℃孵育 30 m in,

辣根过氧化物酶标记链酶卵白素 (1∶200) 37℃孵育

30 m in,DAB 显色。光镜下观察,胞质内棕色颗粒为

阳性,计算阳性细胞数[ 5 ]。在每只小鼠的终末或呼吸

性细支气管上任取 50个免疫阳性细胞,每组共 500

个细胞,按如下标准计数不同阳性程度细胞的个数:

- , 细胞内无棕色颗粒沉淀; ±, 棕色颗粒少量、稀

疏; + ,胞质内 1ö2区域出现棕色颗粒沉淀; 6 ,胞质

内 3ö4区域出现棕色颗粒沉淀; 7 ,胞质内全部区域

出现棕色颗粒沉淀。

1. 5　BAL F 中 CC16 蛋白水平测定　将BAL F 冻

干浓缩, BCA 法测定总蛋白浓度,每个样品上样总

蛋白量均为 10 Λg,用W estern 法测定 CC16 水平,

一抗同免疫组化一抗,二抗为碱性磷酸酶标记的兔

抗羊二抗,NBT öBC IP 显色。使用 F lu ro2S图像自动

分析系统对结果进行分析。

1. 6　统计学处理　数据均以 xθ±s表示,采用 t 检

验进行组间比较。各组小鼠C lara 细胞免疫阳性程

度比较采用 SPSS统计软件进行 ς 2 检验。

2　结　果

2. 1　肺组织切片H 2E 染色　哮喘组小鼠支气管及
血管周围可见大量炎细胞浸润, 以嗜酸粒细胞

(EO S)、中性粒细胞、淋巴细胞为主。支气管上皮细

胞肿胀,且有部分脱落,部分杯状化生。管壁平滑肌

肥大,基底膜增厚。NA C 干预组上述炎症反应减轻。

2. 2　BAL F 细胞计数及分类　哮喘组小鼠BAL F

中细胞总数及 EO S 比例较对照组均明显增多 (P <

0. 01) ; NA C 干预后, 细胞总数及 EO S 比例较哮喘

组均减少 (P < 0. 05) ,见表 1。

表 1　各组小鼠 BAL F中白细胞计数及分类

Tab 1　W h ite blood cell coun t of each subpopula tion in BAL F m ice in d ifferen t groups
(n= 10, xθ±s)

Group To tal
(×107öL )

WBC subpopulation (×10- 2)

Eo sinoph ils N eutroph ils M acrophages L ymphocytes Ep ithelial cells

Contro l 2. 62±1. 36 1. 00±0. 41 9. 25±4. 21 68. 75±2. 33 12. 62±0. 25 8. 38±2. 29

A sthm a 7. 85±1. 463 3 61. 75±6. 483 3 13. 05±3. 07 14. 40±5. 38 7. 25±1. 36 3. 55±1. 12

NA C 5. 77±1. 243 3 △ 54. 00±3. 323 3 △ 23. 59±3. 04 3. 83±1. 37 12. 58±5. 03 6. 00±1. 84

　　3 3 P < 0. 01 vs contro l group; △ P < 0. 05 vs asthm a group

2. 3　免疫组化结果　所有切片的免疫组化阳性染

色均集中于细支气管上皮的无纤毛细胞 (C lara 细

胞)上,主要分布于终末及呼吸性细支气管。哮喘小

鼠终末及呼吸性细支气管上皮C lara 细胞占上皮细

胞的 (58. 05±3. 75) %和 (63. 70±1. 79) % ,明显少

于对照组的 (74. 54±5. 81) %和 (78. 46±1. 68) % ,

而 NA C 组则分别为 (62. 74±1. 72) %和 (67. 47±

3. 53) % , 较哮喘组有所增加 (P < 0. 05)。哮喘组

C lara 细胞免疫阳性强度与对照组有显著差异 (P <

0. 01) ,而NA C 组与哮喘组有显著差异 (P < 0. 05) ,

见表 2。这表明哮喘小鼠CC16含量较对照组明显减

少 (P < 0. 01) ,而NA C 组CC16含量较哮喘组明显
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增多 (P < 0. 05)。

表 2　各组小鼠Clara 细胞免疫阳性强度

Tab 2　Imm unosta in ing in ten sity

of Clara cells in d ifferen t group

Group
N um ber of C lara cells

- ± + 6 7

Contro l 111 39 42 153 155

A sthm a 186 56 63 85 110

NA C 162 44 52 93 149

2. 4　BAL F 中CC16分析　对照组CC16蛋白水平

为 (54. 7±5. 0) ,哮喘组为 (35. 6±4. 0) , NA C 干预

组为 (44. 1±3. 2) ,哮喘组CC16蛋白表达水平较对

照组明显下降 (P < 0. 01) , NA C 干预组 CC16 蛋白

表达水平较哮喘组升高 (P < 0. 05) ,见图 1。

图 1　BAL F中CC16蛋白水平

F ig 1　BAL F CC16 level in d ifferen t groups

1, 2: A sthm a group; 3, 4: Con tro l group;

527: NA C group; 8:M arker

3　讨　论

Sh ijubo 等[ 6 ]通过免疫组化研究发现,哮喘患者

CC16阳性细胞占小气道上皮细胞的比例较正常对照

明显下降。L en sm ar等[ 2 ]发现哮喘患者在低剂量抗原

刺激诱发气道炎症后, BAL F 中 CC16 减少; A r2
sa lane 等[ 3 ]发现L PS 诱发的急性气道炎症, 可使大

鼠BAL F 中CC16水平下降。本研究结果显示,哮喘

组小鼠终末及呼吸性细支气管上皮C lara 细胞数量

较对照组小鼠明显减少,细胞内免疫阳性强度 (反映

CC16含量)也明显减弱, BAL F 中CC16蛋白水平明

显降低。此结果与以上研究一致,都说明气道炎症是

导致C lara 细胞数量下降和CC16表达减少的原因。

研究[ 7 ]发现, CC16 启动子 5′2侧翼区有 IFN 2Χ
和肝细胞核因子HN F23Β的结合位点。 IFN 2Χ可直
接或通过干扰素调节因子 1诱导的HN F23Β升高来
间接促进 CC16 基因转录。而 TN F2Α可作用于
CC16 启动子 5′侧翼区, 抑制 CC16 基因的表达[ 8 ]。

O hkaw ara 等[ 9 ]发现, OVA 致敏及激发建立的

BALB öc小鼠哮喘模型, IFN 2Χ较对照组小鼠降低,

而 TN F2Α水平升高。综合上述研究,推测哮喘气道

炎症时 T h1 型细胞因子 IFN 2Χ水平降低及炎性因
子 TN F2Α水平升高,抑制了哮喘小鼠CC16基因的

表达,导致C lara 细胞中CC16含量减少。CC16减少

后削弱了对 PLA 2 的抑制作用,使类花生四烯酸类

促炎细胞因子生成增多,导致炎细胞迁移聚集,分泌

炎性因子,使CC16进一步下降。CC16合成减少导

致BAL F 中CC16的含量减少。体外实验中, CC16

可抑制 PLA 2 介导的成纤维细胞趋化[ 10 ]。因而推测

CC16 缺乏使成纤维细胞聚集, 对气道重塑有一定

作用,气道重塑后C lara细胞减少。

哮喘气道中的致炎因子使炎细胞分泌活性氧自

由基增多。活性氧自由基可通过氧化脂质和蛋白质

启动氧化过程,进一步加重炎症反应。本实验应用抗

氧化剂NA C 干预后,发现小鼠 C lara 细胞内 CC16

含量及BAL F 中CC16水平均较哮喘组升高。已有

许多实验证实NA C 可抑制氧化还原敏感转录因子

——核因子 ϑB (N F2ϑB )的合成, N F2ϑB 控制着许多
炎性基因 (如 IL 21Β、TN F2Α、IL 26 等) 的表达[ 11 ]。

NA C 可能通过减少炎性因子 TN F2Α等的生成促进
CC16基因表达, CC16增多后抑制了 PLA 2 的活性,

减轻了肺组织的炎症反应。因而NA C 干预组BAL F

细胞总数和 EO S比例较哮喘组明显减少, H 2E 染色

显示肺组织炎症反应也明显减轻。我们认为NA C

对哮喘的治疗作用,除了清除哮喘发病过程中增多

的氧自由基外,还可能通过促进 CC16 的合成及分

泌来实现。

综上所述, 哮喘气道炎症使 C lara 细胞数量及

CC16的合成及分泌量减少,抗氧化剂NA C 可通过

促进CC16的合成和分泌抑制气道炎症反应。由于

氧化总是与炎症过程并存,因此抗氧化剂可能会成

为哮喘治疗的一个新方向,其确切治疗机制尚待进

一步阐明。
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〔1〕1　临床资料　患者,女, 71岁。因面包车撞击致左胫腓骨开

放性粉碎性骨折,右三踝骨折伴腓骨上端骨折,第8～ 10双侧

多发性肋骨骨折,硬膜下血肿。急诊以多发伤收住入院,左胫

骨中段内侧有一 5 cm 皮肤破口,经清创缝合及相关科室协

助处理,病情稳定。入院后 5 d,经积极术前准备,对左胫骨多

段粉碎性骨折在全麻下行AO 微创内固定系统 ( less invasive

stab ilizat ion system , L ISS)钢板内固定术, 术中患者置于骨

科牵引床上,左跟骨骨牵引状态下,通过手法复位维持左小

腿力线,取左胫骨近段前外侧 S 形微创切口, 切开皮肤约 5

cm , 通过此切口在左胫骨外侧皮下经胫前骨筋膜室插入长

29 cm、13孔L ISS胫骨近端钢板,插入过程中以拇指置于胫

骨嵴,以确保钢板与胫骨接触与服贴,并通过C 臂监测,获得

骨折复位。以 2 mm 克氏针通过定位系统放置在钢板的远近

端, 确定定位系统和胫骨的对应关系, 分别在骨折近端、上

1ö3、下 1ö3、远端通过定位系统各钻入 3、2、1、2枚自攻自钻

型锁定螺钉并与钢板锁定。C 臂X 线机透视下见左胫骨多段

粉碎骨折对位对线满意, 腓骨骨折也同时获得较满意的复

位,切口缝合后左下肢伸膝位石膏托外固定。术后切口一期

愈合, X 线正侧位片复查,骨折对位对线良好 (图 1)。嘱患者

左股四头肌主动收缩, 3周后拆除石膏外固定,并逐步行左膝

关节伸屈功能锻炼,术后 5周左膝关节屈伸可达 105°。

2　讨　论　胫骨多节段粉碎性骨折的治疗较为棘手,普通

加压钢板虽然可以在开放复位后给予良好的固定,但对软组

织的过度破坏,使本身缺少血供的骨块更加缺血,骨不连的

发生率大大增加、如使用交锁髓内钉治疗,由于胫骨近端的

图 1　胫骨多段粉碎性骨折L ISS治疗前 (左)、

后 (右)正侧位 X线片

骨折线距髓内钉开口太近而使髓内钉插入或近端锁钉锁定

困难,常导致固定失败、外固定支架可在此类骨折中运用,但

固定的可靠性令人担忧,且有针道感染之虞。而运用AO 的

微创内固定系统治疗此类骨折,有较为独特的优势。

　　L ISS钢板包括股骨远端 (L ISS2D F )和胫骨近端 (L ISS2

PT )两类接骨板, 1999年由国际内固定研究会 (AO öA S IF )

推荐使用。经全球范围内 4年的临床应用,对股骨远端、胫骨

近端骨折的治疗取得了较为满意的疗效,L ISS2PT 与胫骨的

解剖形态一致, 骨折固定的稳定性是通过自攻自钻型螺钉

于钢板螺孔锁定后的成角稳定性来维持, 而普通加压钢板
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