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哮喘大鼠肺表面活性物质结合蛋白A 的变化及其意义
Changes of pulm onary surfactan t-a ssoc ia ted prote in s A in a sthma tic ra ts
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[摘要 ]　目的: 探讨哮喘大鼠肺表面活性物质结合蛋白A (SP2A )的变化及其在哮喘发病中的意义。方法: 26 只W istar 大鼠

随机分为正常对照组及哮喘组。卵白蛋白致敏、激发建立大鼠哮喘模型, 激发哮喘后, 行支气管肺泡灌洗,W estern 印迹法测定

支气管肺泡灌洗液 (BAL F) 中 SP2A 含量; 免疫组化方法观察肺组织及气道中 SP2A 的变化; 测定BAL F 中总磷脂 (T PL )、饱

和磷脂 (D SPC)和总蛋白质 (T P)含量; 膜天平测量BAL F 中 PS 表面活性。结果: W estern 印迹检测显示哮喘组BAL F 中 SP2
A 含量较对照组明显减少 (P < 0. 001) ; SP2A 免疫组化检测结果显示哮喘组大鼠肺及细支气管 SP2A 表达明显减弱 (P <

0. 01) ; 哮喘组BAL F 中 T PL 及D SPC 含量与对照组无明显差异, T P 含量显著增加 (P < 0. 05) ; 哮喘组BAL F 中 PS 表面活性

较对照组明显降低 (P < 0. 001) ,BAL F 中 PS 表面活性与D SPC 及 SP2A 含量呈显著正相关 (r= 0. 725, r= 0. 956, P < 0. 01) ,

与 T P 含量呈显著负相关 (r= - 0. 654, P < 0. 01)。结论: 哮喘大鼠 SP2A 表达明显下降, SP2A 下降可使哮喘时 PS 活性更易

被血浆蛋白抑制, 表面活性降低。
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Ξ 　 肺表面活性物质 (pu lmonary su rfactan t, PS)是一种磷脂

及特异性表面活性物质结合蛋白的混合体, 它附着于肺泡的

气液界面, 从而降低肺泡气液界面的表面张力, 维持肺泡的

稳定性。既往研究显示: PS 在小气道也有类似的作用。最近

发现, 肺表面活性物质结合蛋白 A ( su rfactan t2associated

p ro tein s A , SP2A ) 的变化, 是肺部对急性肺损伤的普遍反

应, 而 SP2A 在抗原诱导的气道过敏性炎症中的作用仍未知。

为此, 我们应用卵蛋白致敏, 建立哮喘大鼠实验模型, 观察哮

喘大鼠 SP2A 的变化并探讨其意义。

1　材料和方法

1. 1　主要试剂及仪器　SP2A (N 219) 多克隆抗体为美国

San ta C ruz B io techno logy 公司产品, 辣根过氧化物酶标记驴

抗山羊 IgG 为美国 Imm uclub 公司产品, SP2A 标准品由美国

辛辛那提大学D r. M cCo rm ack 惠赠, 过氧化物酶标记链霉卵

白素染色试剂盒为北京中山生物技术有限公司产品。B io2

R ad M in i P ro t ien 垂直电泳仪、B io2R ad 半干电转移仪、B io2
R ad F luo r2M ultiIm ager 多功能分析仪均为美国B io2R ad 公

司产品,M PT 2Ê 膜天平为华东师范大学科教仪器厂生产。

1. 2　动物模型的制备及处理　雄性W istar 大鼠 26 只, 体质

量 (250±50) g, 由本校实验动物中心提供, 随机分为正常对

照组及哮喘组, 每组各 13 只。正常大鼠予生理盐水胸前皮下

注射及腹腔注射, 第 15 天起予生理盐水超声雾化吸入, 每天

20 m in, 连续 7 d。哮喘组参照文献[1 ]稍加改变复制哮喘大

鼠模型: 予免疫原液 1 m l (含卵蛋白 100 m g、氢氧化铝 100

m g) 胸前皮下注射致敏, 同时腹腔注射气管炎疫苗 (含 5×

1012个灭活菌) , 第 15 天起予 10 m göm l 卵蛋白溶液 (浓度 10

m göm l)超声雾化吸入, 每天 20 m in, 连续 7 d。末次激发后,

各组大鼠随机取 5 只行病理检查, 其余大鼠经颈动脉放血处

死, 气管插管, 注入生理盐水 4 m l, 保留 3 m in 后吸出, 反复 4

次, 收集支气管肺泡灌洗液 (b ronch ial alveo lar lavage flu id,

BAL F) , 记录回收量, 最大回收量为 14. 0 m l, 最小回收量为

12. 8 m l, 平均 (13. 33±0. 34) m l。因各样本BAL F 回收率基

本一致, 且两组间回收率经 ς2 检验无统计学差异, 故BAL F

所测各项目结果不再用灌洗液回收率进行校正。将BAL F 分

成 2 份, 取 12 m l 4℃离心 (2 500 röm in, 8 m in) , 吸取上清液

待测磷脂、总蛋白及表面张力, 其余BAL F 4℃离心 (1 100 rö

m in, 4 m in) , 吸取上清液待测 SP2A。

1. 3　W estern 印迹检测BAL F 中 SP2A 的变化　取待测大

鼠 BAL F 样品 10 Λl 及 SP2A 标准品 10 Λl (浓度为 1 Λgö

m l) , 12% SD S2PA GE 电泳分离后, 半干转移, T TBS 封闭液

封闭 1 h, 加入抗大鼠 SP2A 多克隆抗体 (1∶500) , 4℃结合过

夜, 加入二抗 (1∶1 000)后孵育 1 h, ECL R eagen t 试剂显影,

对显影结果用B io2R ad F luo r2M ultiIm ager 多功能分析仪对

各 SP2A 蛋白条带进行光密度扫描。

1. 4　免疫组化检测肺组织、气道 SP2A 表达变化　石蜡切片

脱蜡至水, 3% 过氧化氢封闭, 正常兔血清封闭 10 m in, 一抗

4℃孵育过夜, 生物素化二抗及辣根酶标记链霉卵白素工作

液依次作用 15 m in, DAB2H 2O 2 染色。结果以出现棕黄色颗

粒为阳性染色, 并按下列标准判断: (- ) 为不着色或呈背景

颜色; (+ ) 为弱阳性, 细小显色颗粒, 数稀少; (7 ) 为强阳性,

粗大显色颗粒, 数密多; (6 )表现介于 (+ )和 (7 )之间。

1. 5　BAL F 中总磷脂 (T PL )、饱和磷脂 (D SPC)、总蛋白质

(T P) 含量测定　T PL 测定采用Bart let t 法,D SPC 测定采用

M anson 法, T P 的测定采用L ow ry 法。

1. 6　BAL F 中 PS 表面活性测定　采用M T P2Ê 膜天平测

定, 记录样品吸附平衡后表面张力的变化。根据最大表面张
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力 (m ax im um surface tension, STm ax ) 和最小表面张力 (m in i2
m um surface tension, STm in ) , 计算出稳定系数 ( stab ility in2
dex, S I)。S I = 2 (STm ax- STm in) ö(STm ax+ STm in)。STm in反映

了 PS 降低表面张力的能力, S I 反映了 PS 分子膜压缩时的

稳定性。

1. 7　统计学处理　数据用 xθ±s 表示, 应用 SPSS 10. 0 软件

包进行统计学处理, 采用完全随机设计资料 t 检验作均数的

显著性检验, 等级资料采用W ilcoxon 等级资料秩和检验, 对

BAL F 中 PS 的表面活性指标与 SP2A、D SPC、T P 3 项指标

进行多元相关分析。

2　结　果

2. 1　W estern 印迹检测BAL F 中 SP2A 的变化　W estern

印迹检测结果见图 1。正常对照组大鼠BAL F 中 SP2A 光密

度值为 30. 26±3. 89, 哮喘组 SP2A 光密度值为 17. 01±

4. 53, 两组差异显著 ( t= 6. 28, P < 0. 001)。

图 1　大鼠 BAL F 中 SP-A 的W estern 印迹法测定

1: SP2A 标准品; 2, 3: 哮喘组; 4, 5: 对照组

2. 2　免疫组化检测肺组织、气道 SP2A 表达变化　正常对照

组大鼠肺内 SP2A 表达丰富, 分布于肺泡Ê 型细胞及部分肺

泡巨噬细胞内, 呈棕黄色颗粒, 肺泡及细支气管腔内也有一

薄层棕黄色物; 哮喘组大鼠肺内 SP2A 表达明显减弱 (图 2)。

按前述判断标准进行评判, 对照组 (6 ) 3 只, (7 ) 2 只, 哮喘

组 (- ) 1 只, (+ ) 4 只, 两组差异显著 (uc= 2. 629, P < 0. 01)。

图 2　各组大鼠 SP-A 免疫组化染色

A : 正常对照组大鼠免疫染色阳性肺泡上皮细胞较多, 染色强,

肺泡腔内也有一薄层免疫染色阳性物 (×400) ; B: 哮喘组大鼠免疫

染色阳性肺泡上皮细胞较正常对照组减少, 肺泡腔及终末细支气管腔

内免疫染色阳性物染色较弱 (×200)

2. 3　BAL F 中 T PL、D SPC、T P 含量的测定及 PS 表面活性

检测　两组大鼠BAL F 中 T PL 与D SPC 含量无显著差异,

但哮喘组BAL F 中 T P 含量比正常对照组明显增高 (P <

0. 05)。哮喘组大鼠BAL F 表面活性较对照组明显下降, 表现

为 STm in升高 (P < 0. 001) , S I 降低 (P < 0. 001) , STm ax无明显

变化, 各组大鼠BAL F 中 T PL、D SPC、T P 含量及BAL F 中

PS 表面活性见表 1。

表 1　各组肺泡灌洗液中 TPL、D SPC、TP 含量及 PS 表面活性变化
(n= 8, xθ±s)

组别 T PL
(ΘB öΛg·m l- 1)

D SPC
(ΘB öΛg·m l- 1)

T P
(ΘBöΛg·m l- 1)

STm ax

(F ömN ·m - 1)
STm in

(F ömN ·m - 1) S I

对照组 116. 05±10. 20 48. 64±26. 50 85. 41±21. 18 59. 13±2. 75 13. 38±5. 63 1. 28±0. 25

哮喘组 117. 17±10. 22 28. 12±10. 81 172. 67±74. 533 60. 13±3. 48 33. 13±4. 823 3 0. 56±0. 113 3

　3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 与对照组比较

2. 4　BAL F 中 PS 表面活性指标与 SP2A、D SPC 及D SPCö

T P、T P 的多元相关分析　对BAL F 的表面活性指标 (Y ) 与

SP2A (X 1)、D SPC (X 2) 及 T P (X 3) 等 3 项指标进行多元相关

分析, 发现BAL F 的 PS 表面活性高低与 SP2A、D SPC 含量呈

显著正相关, 与BAL F 中 T P 含量呈显著负相关, 详见表 2。

表 2　BAL F 中 PS 表面活性指标与 SP-A、

D SPC 及D SPCöTP、TP 的多元相关分析

测定项目
SP2A

r P

D SPC

r P

T P

r P

S I 0. 956 < 0. 01 0. 725 < 0. 01 - 0. 654 < 0. 01

STm in - 0. 960 < 0. 01 - 0. 647 < 0. 01 0. 731 < 0. 01

STm ax - 0. 306 > 0. 05 - 0. 402 > 0. 05 0. 095 > 0. 05

3　讨　论

PS 可以降低气道气液界面的表面张力, 在保持气道结

构及维持气道处于最佳开放状态中起重要作用。哮喘时气道

内蛋白渗出增加, 而多种蛋白 (如清蛋白、纤维蛋白) 均可抑

制 PS 功能, 使得 PS 活性下降[2 ]。以往有关 PS 在哮喘发病机

制中的研究大多局限于 PS 脂质成分, 而有关 SP 的研究很

少, 作为 PS 中最主要的蛋白成分, SP2A 在哮喘时究竟有何

变化, 目前尚不清楚。

本研究利用大鼠哮喘模型来进行研究, 结果表明哮喘组

BAL F 中 SP2A 含量较对照组明显下降, 哮喘组大鼠肺及细

支气管腔内 SP2A 表达明显降低。SP2A 的重要生理功能之

一是增强 PS 对于抑制因子如血浆蛋白等的抵抗能力, SP2A
基因缺失小鼠肺功能基本正常, 但 PS 比野生型小鼠更易被

血浆蛋白抑制[3 ] , SP2A 的这种作用在某些病理状态显得尤

为重要。

哮喘时由于气道变态反应性炎症, 血管内皮和上皮的通

透性增加, 血浆成分及蛋白渗出, 本研究也发现哮喘大鼠
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BAL F 中 T P 含量明显增高, BAL F 表面活性明显降低。

BAL F 的表面活性不仅与 T P、D SPC 含量相关, 还与 SP2A
的含量呈显著正相关, 提示哮喘时 SP2A 下降可使 PS 活性

更易被血浆蛋白抑制, 而表面活性降低, 间接导致气道阻力

增加。

此外, SP2A 属于胶原凝集素家族, 胶原样凝集素能够与

细菌或病毒等病原表面的特异性碳水化合物结合, 起调理素

的作用。完整的 SP2A 是由 6 个三聚体亚基共 18 条肽链组成

的巨分子, 是天然免疫的重要成分。研究发现SP2A 可与各种

病原, 如病毒、细菌、真菌结合[4 ] , SP2A 还可调节肺局部的炎

症或免疫反应。有关 SP2A 对免疫细胞的调节作用的研究逐

渐增多, SP2A 可在抗原结合及抗原提呈、调节过敏效应细胞

释放炎症介质等多环节抑制过敏性炎症[5 ]。很可能哮喘时

SP2A 的减少可进一步使哮喘时的炎症反应放大, 尤其是在

重症哮喘。但体内 SP2A 在过敏性炎症中起何作用还不明确,

仍需深入研究和探讨。此外, 研究已证实 SP2A 在肺部的防御

功能, 哮喘时 SP2A 的下降会使呼吸道感染易感性增加, 这可

能是哮喘患者易患呼吸道感染的原因之一。

哮喘时引起 SP2A 表达下降的机制可能与以下几方面

有关: 哮喘时肺泡Ê 型细胞受损, 功能下降, 导致 SP2A 分泌

减少。本研究免疫组化结果也显示哮喘组大鼠肺内 SP2A 表

达明显降低, 不仅细胞内的免疫阳性染色明显减弱, 而且阳

性Ê 型细胞数明显减少。此外, 哮喘时明显增加的炎症介质

也可抑制 SP2A 的合成。也有学者[6 ]认为哮喘发作时气道及

肺泡腔内渗出的血浆蛋白, 使局部区域的蛋白含量升高, 可

以抑制 SP2A 的合成与分泌。SP2A 在哮喘过敏性炎症中的

作用究竟如何, 还有待于今后进一步探索。
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·实验研究·
西罗莫司和 FTY 720 对大鼠胰岛细胞体外分泌功能的影响
Effects of FTY 720 and sirol im us on in vitro in sul in secretion of ra t islet cells

蔡锦全1, 谭建明1, 董维平2, 王煜菲2, 王鉴波2
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[摘要 ]　目的: 探讨西罗莫司 (siro lim us)和 FT Y720 对大鼠胰岛细胞体外分泌胰岛素功能的影响。方法: 将大鼠胰岛细胞分

别与西罗莫司和 FT Y720 共培养后进行糖刺激胰岛素释放试验, 用 EL ISA 方法检测培养液中胰岛素含量并进行比较研究。

结果: FT Y720 和西罗莫司对大鼠胰岛细胞胰岛素分泌无明显影响。结论: FT Y720 和西罗莫司对大鼠胰岛细胞及分泌功能

无明显影响, FT Y720 和西罗莫司有可能作为临床胰岛细胞移植的主要免疫抑制剂使用。

[关键词 ]　胰岛; 细胞移植; 免疫抑制剂
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Ξ 　 胰岛细胞移植是治疗 1 型糖尿病的一种有效方法, 移植

的胰岛细胞可提供内分泌的胰岛素, 维持机体糖代谢稳定,

防止糖尿病严重并发症的发生和发展。然而, 临床成人胰岛

细胞移植效果并不理想, 其主要原因包括: 移植的胰岛细胞

无功能; 移植部位的炎症反应造成胰岛细胞破坏; 同种异体

排斥反应、自身免疫性疾病再发引起胰岛细胞的破坏; 免疫

抑制剂对胰岛细胞的毒性作用等[1～ 4 ]。近年来, 新型无激素

免疫抑制剂方案成功应用于成人胰岛细胞移植, 取得了令人

满意的治疗效果, 亦说明免疫抑制剂的毒性作用是导致胰岛

细胞移植失败的主要原因之一[5 ]。本研究通过大鼠胰岛细胞

分别与不同浓度的 FT Y720 和西罗莫司 (siro lim us) 共培养,

旨在探讨免疫抑制剂对胰岛细胞的毒性作用及对胰岛素分

泌功能的影响。

1　材料和方法

1. 1 　 材 料 与 试 剂 　 胶 原 酶 P (Roche ) ; F ico ll 400

(Pharm acia) ; R PM I 1640 (Gibco) ; FT Y720 (华东制药有限

公司) ; 西罗莫司 (惠氏2白宫制药有限公司) ; 超敏大鼠胰岛

素检测试剂盒 (M ercodia) ; 成年雄性 SD 大鼠 2 只 (8～ 10 周
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