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变应性鼻炎大鼠鼻黏膜中补体调节蛋白 C12INH和 CD46 的表达
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[摘要 ] 　目的 :检测补体调节蛋白 C12IN H 和 CD46 在变应性鼻炎大鼠鼻黏膜中的表达水平 ,探讨其参与变应性鼻炎病理过

程的可能机制。方法 :9 只 SD 大鼠以 0. 1 %卵清蛋白辅以氢氧化铝佐剂进行基础致敏 ,继之鼻部激发建立大鼠变应性鼻炎模

型 (AR 组) ,另 9 只以生理盐水代替 0. 1 %卵清蛋白作为对照组 (N 组) 。取大鼠呼吸区鼻黏膜 ,采用 Western 印迹法检测组织

中补体调节蛋白 C12IN H 和 CD46 的表达含量 ,进行对比。结果 :Western 印迹结果显示两组大鼠 C12IN H 和 CD46 均阳性表

达 ,而 AR 组大鼠鼻黏膜中 C12IN H 表达低于 N 组 ( P < 0. 05) ,CD46 表达则高于 N 组 ,差异显著 ( P < 0. 01) 。结论 :补体调节

蛋白 CD46 和 C12IN H 可能参与了变应性鼻炎的病理过程 ,其调控作用可能与补体激活的经典途径有关。
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[ ABSTRACT] 　Objective :To determine the expression of complement regulatory proteins ( CRPs) C12IN H , MCP ( CD46) in

the nasal mucosa of allergic rhinitis rat s and to study the role of CRPs in the pathogenesis of allergic rhinitis. Methods : Nine

healthy SD rat s were sensitized and int ranasally challenged with ovalbumin and Al (O H) 3 (as supplement) to establish allergic

rhinitis models and another 9 SD rat s t reated with saline were taken as control. The nasal mucosa in respiratory area of both

groups was obtained. Then Western blotting was performed to investigate the expression levels of C12IN H and CD46. Results :

Western blotting showed that both C12IN H and CD46 had been detected in rat nasal mucosa. Expression level of CD46 in the na2
sal mucosa of allergic rhinitis was significantly higher than that in control rat s ( P < 0. 01) ; whereas the level of C12IN H was low2
er than that in control rat s ( P < 0. 05) . Conclusion : It is suggested that both C12IN H and CD46 may be involved in the pathogen2
esis of rat allergic rhinitis. The regulatory role of CRPs may be related to the classical pathway of complement activation.
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　　补体是机体免疫系统的重要组成部分 ,近年来 ,

许多文献[1 ,2 ]报道了补体活化产物 (过敏毒素 C3 a 和

C5 a)在 Ⅰ型变态反应的病理生理变化中起到了一定

作用。补体的活化受到补体调节蛋白 (complement

regulatory proteins , CRPs , 又称补体激活调节因

子)家族的调控 ,对补体调节蛋白是否参与变应性鼻

炎的病理过程国内外尚未见报道。本研究对变应性

鼻炎 (allergic rhinitis ,AR) 大鼠模型中补体调节蛋

白 C1抑制物 (C12IN H) 和 CD46 (膜辅蛋白 ,McP) 的

表达水平进行了分析 ,探讨其参与变应性鼻炎病理

过程的可能机制 ,现报告如下。

1 　材料和方法

1. 1 　动物模型建立及组织制备 　健康 SD 大鼠 18

只购于第二军医大学实验动物中心 ,雌雄各半 ,体质

量 140～180 g ,随机分为实验组 ( AR 组) 和对照组

(N 组) ,每组 9 只。A R 组大鼠参照章如新等[3 ] 的

方法建立变应性鼻炎模型 : 以 0. 1 %卵清蛋白

(OVA ,Sigma ,美国) 3 ml/ 只 ,辅以氢氧化铝佐剂 30

mg 基础致敏 ,隔日 1 次腹腔注射共 7 次 ,然后每日

1 次注射 7 次。末次注射后每日用 2 % OVA 滴鼻

做局部激发 ,50μl/ 侧 ,共 7 次。N 组大鼠以生理盐

水代替卵清蛋白 ,其余相同。末次激发后 10 min

内 ,以 1 %戊巴比妥钠 (50 mg/ kg) 腹腔注射麻醉 ,腹

主动脉放血致死 ,迅速打开鼻背 ,取鼻腔呼吸区黏
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膜 ,在 4 ℃生理盐水中漂洗 ,去除附带的骨片及肌肉

成分 ,冲净。随机将一侧鼻黏膜放入无菌 Eppen2
dorf 管中 , - 196 ℃液氮中冻存 ,另一侧鼻黏膜置于

10 %甲醛溶液中固定行常规 H2E 染色。

1. 2 　Western 印迹法检测 CRPs 表达 　组织放于

圆底管中 ,加入含蛋白酶抑制剂的 Brij 液 ,打碎匀

浆。搅拌充分后 ,离心 10 min (4 ℃,16 000 r/ min) 。

将含蛋白的上清液移入冰浴的新管中 ,进行蛋白质

浓度测定 (细胞及组织总蛋白抽提试剂盒及生物素

标记蛋白分子量标准试剂盒购自康成公司) 。制备

好分离胶 (p H 8. 8) 和积层胶 (p H 6. 8) ,将样品液和

标准液分别上样。使用 Bio Rad 电泳装置 , SDS2
PA GE 30 mA 4°C 过夜 ,使蛋白转移于 PVDF 膜上。

PVDF 膜在 5 %脱脂奶粉水溶液中室温孵育 1 h 以

封闭膜上的非特异结合。TBS/ T 洗膜 3 次。封闭

过的膜加入一抗 (CD46 为人抗鼠 , M r : (52～58) ×

103 ,1 ζ250 , NeoMarkers ; C12IN H 为羊抗鼠 , M r :

104 ×103 , 1 ζ 500 , Biodesing) 室温孵育 1. 5 h ,

TBS/ T 洗膜 3 次。加入 HRP 标记的二抗[ CD46 二

抗为 Anti2Mouse Ig G ( H + L )2HRP , 1 ζ 5 000 ,康

成 ;C12IN H 二抗 Anti2Sheep Ig G( H + L)2HRP ,1 ζ

1 500 ,RockLand ] 以结合一抗及 HRP 标记的抗生

物素抗体 ,室温孵育膜 1 h。TBS/ T 洗膜 3 次。将

膜置 SuperSignal West Pico 化学发光试剂盒 ( P. B. ,

Rockford , U SA)中室温孵育 5 min ,显影 ,成像。图

片扫描保存 ,用 Tanon 软件分析灰度值。

1. 3 　统计学处理 　应用 SPSS 12. 0 对结果进行 t

检验。

2 　结 　果

2. 1 　模型的制备情况 　AR 组 9 只动物均出现了

典型的变应性鼻炎症状 ,表现为频繁抓鼻、喷嚏 ,大

量清水涕等 ,症状在滴鼻后持续 3 h 左右逐渐减轻 ;

N 组大鼠仅在滴鼻后出现短暂抓鼻动作。按照安云

芳等[ 4 ]对变应性鼻炎模型的评分 ,AR 组平均积分

为 6. 4 ,明显高于 N 组 (积分 1. 0 , P < 0. 01) 。另外 ,

AR 组动物鼻黏膜 H2E 染色显示不同程度组织水

肿 ,血管扩张 ,肥大细胞和嗜酸性粒细胞在黏膜下和

血管周围浸润 ;N 组无嗜酸性粒细胞浸润 (图 1) 。

2. 2 　补体调节蛋白的 Western 印迹检测 　AR 组和

N 组大鼠鼻黏膜组织中 C12IN H 和 CD46 经 Western

免疫印迹法检测均呈阳性表达 (图 2) 。AR 大鼠鼻黏

膜中 C12IN H 表达低于对照组大鼠 [ (0. 39 ±0. 23) vs

(0. 76 ±0. 33) , P < 0. 05 ] ,CD46 表达则高于对照组大

鼠[ (1. 71 ±0. 53) vs (0. 52 ±0. 33) , P < 0. 01) ]。

图 1 　大鼠鼻黏膜组织 H2E染色

Fig 1 　Nasal mucosal histology of rats ( H2E, ×200)
A : Allergic rhinitis group ,arrows indicate t he edema of mucosa and

t he dilation of submucosal gland ;B :Normal saline cont rl group ,t here

was no significant dilation of submucosal gland

3 　讨 　论

　　CRPs 家族是补体活化的重要调节因子 ,通过对

补体活化的调控而影响补体级联反应的进行。本研

究通过对变应性鼻炎大鼠 CRPs 的表达测定 ,探讨

CRPs 是否通过调控补体活化而参与变应性鼻炎的

病理过程。CRPs 家族分为可溶性补体调节蛋白和

膜结合补体调节蛋白两类 ,前者包括 C1 抑制物 ( C12
IN H) 、C4结合蛋白 (C4 bp) 、H 因子、I 因子、S 蛋白

及备解素 ( P) 等 ,后者主要有 : I 型补体受体 ( CR1 ,

CD35) 、补体第二型受体 ( CR2 ,CD21) ,衰变加速因

子 (DA F ,CD55) 、CD59、C8bp/ 同源限制因子、CD46

等。补体激活主要有三条途径 :补体经典激活途径、

替代途径和凝集素途径。关于补体参与变应性疾病

究竟通过哪种途径目前尚无定论。本研究选取了分

别作用于不同激活途径的两种补体调节蛋白 CD46

和 C12IN H 进行检测。

　　已有研究[ 5 ]证实 CD46 在新鲜鼻黏膜及培养的

上皮细胞有表达。本研究发现 CD46 在 AR 大鼠鼻

黏膜中的表达水平明显高于对照组 ( P < 0. 01) ,C12
IN H 的表达则低于对照组 ( P < 0. 05) 。CD46 主要

作用于替代途径 ,它具有 I 因子的辅因子活性 ,可阻

断 C3 b/ C4 b 在细胞膜上的沉积 ,还可降解 C3 b 和

C4 b ,从而使 C3 b/ C4 b 形成 C3 转化酶的能力消

失[ 6 ,7 ] 。现有的研究[8 ]显示 ,C3 a 及 C5 a 作为过敏毒

素在变应性疾病中具有激活肥大细胞以及炎症细胞

趋化等多种作用 ,而 C3 转化酶则是由 C3 裂解形成

C3 a 的重要调控蛋白 ,CD46 的表达增强可能对 C3 a

的产生过程起到抑制效应。这种抑制是否是变应性

鼻炎 C3 a 表达增强的负反馈作用尚需进一步研

究。　　　　　　　
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图 2 　Western 印迹检测 C12INH和 CD46

Fig 2 　Western blotting of C12INHand CD46

N129 : Normal saline cont rol group ;AR129 : Allergic rhinitis group ; M :Molecular marker

　　C12IN H 在 C1 q 与靶分子结合时裂解 C1复合物

分子而阻止补体级联反应 , C12IN H 缺陷最显著的

表现是遗传性血管神经性水肿 ,可发生上呼吸道的

血管高渗透性[9 ] 。有报道[10 ] 显示在呼吸道变态反

应性疾病患者的血清中 C12IN H 水平明显降低 ,但

尚未见补体成分 C1参与变应性疾病的报道。AR 大

鼠鼻黏膜 C12IN H 的表达降低 ,是否与调控 C1 复合

物裂解有关尚无法定论 ,但这一结果提示 C12IN H

很可能通过某种方式直接或间接参与了变应性鼻炎

的病理过程。

　　本研究发现 CD46 与 C12IN H 可能参与了大鼠

变应性鼻炎的过程 ,提示补体活性成分参与变应性

鼻炎的病理过程很可能存在有补体调节蛋白的调控

机制 ,而且 CRPs 的调控作用可能与经典途径关系

密切 ,可能为变应性鼻炎治疗提供新的思路。
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