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　　［摘要］　目的　研究Ｔ细胞免疫球蛋白黏蛋白１（ＴＩＭ１）表达对哮喘小鼠气道 ＭＵＣ５ＡＣ及Ｔｈ２细胞因子的作用，探
讨气道黏液高分泌的机制。方法　３０只健康雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，按随机数字表法分为正常、哮喘模型组（哮喘组）和哮喘模
型＋ＴＩＭ１抗体处理组（ＴＩＭ１抗体组），每组１０只。检测小鼠外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）ＴＩＭ１＋细胞比例、气道 ＭＵＣ５ＡＣ

ｍＲＮＡ表达、肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中ＩＬ１３、ＩＬ４、ＩＬ５水平及黏液细胞数量和细胞体积的改变。结果　（１）哮喘组及ＴＩＭ１
抗体组小鼠外周血ＰＢＭＣｓ中ＴＩＭ１＋细胞比例（１１．２０％，５．１１％）均高于正常组（０．６４％，Ｐ＜０．０５），且ＴＩＭ１抗体组低于哮

喘组（Ｐ＜０．０５）。（２）哮喘组及 ＴＩＭ１抗体小鼠气道黏液细胞 ＭＵＣ５ＡＣｍＲＮＡ相对表达（１７．３±１．４，５．６±０．３）及ＩＬ１３
［（１６．８０±０．６３）ｎｇ／ｍｌ，（５．７０±０．６４）ｎｇ／ｍｌ］、ＩＬ４［（６１４．７２±１１７．３９）ｐｇ／ｍｌ，（３２５．７８±８６．５４）ｐｇ／ｍｌ］、ＩＬ５
［（１６８１．１３±６１３．５５）ｐｇ／ｍｌ，（５１３．４２±８６．８７）ｐｇ／ｍｌ］水平均高于正常组［１，（１．０９±０．２５）ｎｇ／ｍｌ，（１７．５６±３．０１）ｐｇ／ｍｌ，

（３０．７８±９．６７）ｐｇ／ｍｌ］，ＴＩＭ１抗体组小鼠上述指标低于哮喘组（Ｐ＜０．０５）。（３）气道 ＭＵＣ５ＡＣ及ＩＬ１３表达与ＴＩＭ１＋细胞

表达均呈正相关（ｒ１＝０．９４６，Ｐ１＝０．００４；ｒ２＝０．９８４，Ｐ２＝０．０００）。结论　哮喘小鼠外周血ＴＩＭ１＋细胞升高，可致气道黏液
过度分泌；抑制ＴＩＭ１表达可减少哮喘气道黏液高分泌。调节ＴＩＭ１表达有可能成为减少黏液高分泌及治疗哮喘的新途径。
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ｗｈｉｃｈｃａｎｒｅｓｕｌｔｉｎａｉｒｗａｙｍｕｃｏｕｓｃｅｌｌｍｅｔａｐｌａｓｉａａｎｄｍｕｃｕｓｈｙｐｅｒｓｅｃｒｅｔｉｏｎ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＴＩＭ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｎｒｅｄｕｃｅｍｕｃｕｓ

ｈｙｐｅｒｓｅｃｒｅｔｉｏｎ．ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＴＩＭ１ｍｉｇｈｔｂｅａｎｏｖｅｌａｐｐｒｏａｃｈｆｏｒａｓｔｈｍａｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＴｃｅｌｌＩｇａｎｄｍｕｃｉｎ１；ＭＵＣ５ＡＣ；Ｔｈ２ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ；ａｓｔｈｍａ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（６）：５８１５８４］

　　支气管哮喘（简称哮喘）是由环境因素和个体多
基因因素共同作用下的气道慢性炎症性疾病。哮喘
时的气道黏液高分泌是其重要的病理生理特征，也
常常是导致哮喘急性发病并致死的主要原因［１］。气
道黏液细胞（主要为杯状细胞）是合成和分泌黏液的
主要细胞；哮喘时的黏液细胞增殖和化生是哮喘气
道重塑的重要组成部分。黏液的主要成分是黏蛋
白，其中黏蛋白５ＡＣ（ＭＵＣ５ＡＣ）基因的过度表达是
哮喘时黏液细胞化生及黏液高分泌的主要原因［２］。
哮喘时 ＭＵＣ５ＡＣ表达水平明显上调［３］。Ｔ细胞免
疫球蛋白黏蛋白１（ＴｃｅｌｌＩｇａｎｄｍｕｃｉｎ１，ＴＩＭ１）
基因是近年新发现的哮喘易感基因，主要表达于活
化的ＣＤ４＋Ｔ细胞，并优势表达于 Ｔｈ２细胞，调节

Ｔｈ２细胞因子生成，在哮喘发生发展中起重要作
用［４］。ＩＬ１３被认为是重要的 Ｔｈ２细胞因子，介导
黏蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ表达，对气道黏液过度分泌起关键
性作用［５］。本研究通过分析小鼠哮喘模型经鼻滴注

ＴＩＭ１抗体后外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）中ＴＩＭ
１表 达 对 分 泌 Ｔｈ２ 细 胞 因 子 水 平 及 肺 组 织

ＭＵＣ５ＡＣｍＲＮＡ表达的影响，探讨调节 ＴＩＭ１表
达对气道黏液高分泌及在哮喘治疗中的作用。

１　材料和方法

１．１　动物分组及处理　３０只６周龄清洁级健康雌
性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，购买并饲养于第二军医大学实验
动物中心，体质量（１８±２）ｇ，按随机数字表法分为３
组，即正常组、哮喘组和ＴＩＭ１抗体组，每组１０只。
哮喘模型建立参照文献［６］方法并加以改进。哮喘
组和ＴＩＭ１抗体组均在第１天和第８天分别腹腔注
射０．５ｍｌ含２０μｇ卵蛋白（ＯＶＡ，Ⅴ级，美国Ｓｉｇｍａ
公司）及２ｍｇ氢氧化铝凝胶（美国Ｐｉｅｒｃｅ公司）的磷
酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）进行致
敏。从第１５天起将小鼠置于４５ｃｍ×１６ｃｍ×１６ｃｍ
大小的雾化箱，通过超声雾化器（中国江苏，鱼跃

４０２ＡＩ）向雾化箱中注入２．５％的ＯＶＡ溶液雾化３０
ｍｉｎ进行激发，每天１次，连续３ｄ。正常组以ＰＢＳ
代替ＯＶＡ腹腔注射和雾化吸入。ＴＩＭ１抗体组在
末次激发后３ｄ（第２１天）经鼻腔滴注１００μｇ小鼠

ＴＩＭ１抗体（ｃｌｏｎｅ２２２４１４，Ｒ＆Ｄ）５０μｌ，哮喘组和
正常组分别滴注等容积１００μｇ同种对照大鼠ＩｇＧ２Ｂ
抗体（ｃｌｏｎｅ１４１９４５，Ｒ＆Ｄ）。

１．２　流式细胞仪检测外周血ＰＢＭＣｓ中ＴＩＭ１＋细胞
比例　经鼻滴注上述液体２４ｈ后，摘除小鼠眼球取
血，收集于枸橼酸钠抗凝管中。取离心管加０．５ｍｌ淋
巴细胞分离液；缓慢加入血样；２２４０×ｇ离心２０ｍｉｎ；
吸出白膜层，加入ＰＢＳ中，１０２８．８×ｇ离心５ｍｉｎ；弃
上清后加入生物素标记的抗小鼠 ＴＩＭ１抗体
（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）１μｌ，４℃孵育１ｈ；加１ｍｌＰＢＳ，２２４０×ｇ
离心３ｍｉｎ，重复２次；加入藻红蛋白抗生物素（ＰＥ）
结合的二抗（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）１μｌ，４℃孵育１ｈ；加１ｍｌ
ＰＢＳ，２２４０×ｇ离心３ｍｉｎ，重复２次；根据ＢＤＦＡＣＳ
Ｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢＤ公司）操作流程检测细胞
悬液中ＴＩＭ１＋细胞比例。

１．３　ＥＬＩＳＡ检测肺泡灌洗液中ＩＬ１３、ＩＬ４、ＩＬ５表
达　放血后的小鼠，固定于实验台，切开颈部皮肤，暴
露气管，进行气管切开、气管插管，将１．５ｍｌ冷生理盐
水分３次缓慢注入肺内，并缓慢回吸收，获得肺泡灌
洗液（ＢＡＬＦ），将其收集于１．５ｍｌＥＰ管中，经１０２９×

ｇ离心１０ｍｉｎ，收集上清液，ＥＬＩＳＡ法检测细胞因子的
表达水平。采用小鼠Ｑｕａｎｔｉｋｉｎｅ（美国Ｒ＆Ｄ）试剂盒
检测ＩＬ１３的表达；根据试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）操作说明，
分别检测ＩＬ４和ＩＬ５的表达水平。

１．４　阿尔辛蓝过碘酸雪夫（ＡＢＰＡＳ）染色分析气
道黏液细胞　分离肺组织，将右肺置于液氮中备用，
甲醛溶液固定左肺。固定好的左肺叶切成约０．３ｃｍ
厚组织切片，石蜡包埋后制成厚约５μｍ的组织切
片，脱蜡、脱水，ＡＢＰＡＳ染色，观察气道黏液细胞
（显示为蓝紫色）。

１．５　实时ＲＴＰＣＲ检测 ＭＵＣ５ＡＣｍＲＮＡ表达　取
液氮保存的肺组织，采用ＴＲＩｚｏｌ试剂（美国Ｇｉｂｃｏ公
司）提取各组小鼠肺组织总ＲＮＡ。取２μｇＲＮＡ反转
录合 成 ｃＤＮＡ，其 中 ４μｌｃＤＮＡ 为 模 板，扩 增

ＭＵＣ５ＡＣ。反应条件：９４℃预变性２ｍｉｎ后，９４℃变性

４５ｓ、５２℃退火４５ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环，最后

７２℃延伸７ｍｉｎ。取３μｌ扩增产物用２％琼脂糖凝胶
电泳，溴化乙啶（ＥＢ）显色，以β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）为内
参照，ＭＵＣ５ＡＣ 与 βａｃｔｉｎ 光 密 度 的 比 值 作 为

ＭＵＣ５ＡＣｍＲＮＡ 的相对含量进行半定量分析。

ＭＵＣ５ＡＣ引物序列：正义５′ＣＡＧＣＡＴ ＣＡＴ ＣＡＡ
ＣＡＧＣＧＡＡＡＣ３′，反义５′ＴＡＧ ＴＣＡＣＡＧＡＡＣ
ＡＧＴＧＧＧＣＡＧＡ３′；βａｃｔｉｎ引物序列：正义５′
ＣＡＴＴＧＴＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＧＧＡＧＡＣＧＧ３′，反义
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５′ＣＡＴＣＴＣＣＴＧＣＴＣＧＡＡＧＴＣＴＡＧＡＧＣ３′。引
物均由上海科医联创生物科技有限公司合成。

１．６　统计学处理　所有数据均以珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１６．０统计软件处理数据，各组计数资料采用

χ
２检验，计量数据采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），
组间两两比较采用ＬＳＤ法。两变量的相关性分析
采用等级Ｐｅａｒｓｏｎ相关法。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　外周血ＰＢＭＣｓ中ＴＩＭ１＋细胞比例　流式细
胞术检测结果显示，哮喘组小鼠ＰＢＭＣｓＴＩＭ１＋细
胞比例（１１．２０％）高于正常组小鼠（０．６４％），ＴＩＭ１
抗体组小鼠ＰＢＭＣｓ中ＴＩＭ１＋细胞比例为５．１１％，
低于哮喘组（Ｐ＜０．０５，图１）。

图１　小鼠ＴＩＭ１抗体对外周血单个核细胞ＴＩＭ１＋细胞比例的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｏｕｓｅＴＩＭ１ａｎｔｉｂｏｄｙｏｎＴＩＭ１＋ｃｅｌｌｒａｔｉｏｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｍｏｕｓｅ；Ｂ：Ａｓｔｈｍａｔｉｃｍｏｕｓｅ；Ｃ：ＴＩＭ１ｍＡｂｔｒｅａｔｅｄｍｏｕｓｅ

２．２　ＢＡＬＦ中ＩＬ１３、ＩＬ４和ＩＬ５的表达　哮喘小
鼠ＢＡＬＦ 中ＩＬ１３、ＩＬ４ 和ＩＬ５ 的表达分别为
（１６．８０±０．６３）ｎｇ／ｍｌ、（６１４．７２±１１７．３９）ｐｇ／ｍｌ、
（１６８１．１３±６１３．５５）ｐｇ／ｍｌ，较正常组［（１．０９±
０．２５）ｎｇ／ｍｌ、（１７．５６±３．０１）ｐｇ／ｍｌ、（３０．７８±
９．６７）ｐｇ／ｍｌ］升高（Ｐ＜０．０５）；滴入 ＴＩＭ１抗体组
小鼠ＢＡＬＦ中ＩＬ１３、ＩＬ４和ＩＬ５的表达分别下降
为（５．７０±０．６４）ｎｇ／ｍｌ、（３２５．７８±８６．５４）ｐｇ／ｍｌ、

（５１３．４２±８６．８７）ｐｇ／ｍｌ，与哮喘组比较差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．３　气道上皮黏液细胞改变　如图２所示，正常小
鼠气道上皮细胞极少被染成蓝紫色，说明黏液细胞
极少（图２Ａ）；哮喘组小鼠气道可见大量上皮细胞被
染成蓝紫色 （图２Ｂ，箭头所示），且细胞体积较大；

ＴＩＭ１抗体组小鼠气道上皮被染成蓝紫色的细胞较
哮喘组小鼠明显减少（图２Ｃ）。

图２　气道上皮黏液细胞病理图片

Ｆｉｇ２　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓｏｆａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｕｃｕｓｃｅｌｌｓ（ＡＢＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ，ａ：Ｎｏｒｍａｌｍｏｕｓｅ；Ｂ，ｂ：Ａｓｔｈｍａｔｉｃｍｏｕｓｅ．Ｍｕｃｏｕｓｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｔｏａｍｅｔｈｙｓｔｗｉｔｈｌａｒｇｅｖｏｌｕｍｅ（ａｒｒｏｗｈｅａｄ）；Ｃ，ｃ：ＴＩＭ１ｍＡｂｍｏｕｓｅ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（Ａ，Ｂ，Ｃ）；×４００（ａ，ｂ，ｃ）

２．４　ＭＵＣ５ＡＣｍＲＮＡ表达　结果显示，哮喘组和

ＴＩＭ１抗体组的小鼠肺组织 ＭＵＣ５ＡＣｍＲＮＡ 水
平均高于正常组（１７．２６±１．４３，５．５７±０．２６ｖｓ１．０，

Ｐ＜０．０５），且ＴＩＭ１抗体组低于哮喘组，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．５　相关性分析　实验结果显示，哮喘组小鼠ＰＢ
ＭＣｓ中ＴＩＭ１＋细胞比例与ＢＡＬＦ中ＩＬ１３水平及
肺组织中 ＭＵＣ５ＡＣ表达水平呈正相关性（ｒ１＝
０．９４６，Ｐ１＝０．００４；ｒ２＝０．９８４，Ｐ２＝０．０００）。
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３　讨　论

　　气道黏液高分泌是哮喘的主要病理生理特征之
一。黏液分泌过度不仅阻塞气道、加重呼吸道感染，
更易致病情恶化，甚至导致哮喘患者死亡［１］。黏液
的主要组分是黏蛋白、水、离子和脂类。黏蛋白的含
量决定了黏液的黏稠度。黏蛋白的合成由黏蛋白基
因调控，目前已识别出的黏蛋白基因有２０余种，气
道黏蛋白的合成主要由 ＭＵＣ５ＡＣ和 ＭＵＣ５Ｂ调
控，尤以 ＭＵＣ５ＡＣ为主［７８］，甚至有研究显示，在哮
喘小鼠模型，ＭＵＣ５ＡＣ是唯一明显增高的黏蛋白基
因［９］。Ｔｈ２细胞因子可引起气道炎症、黏液过度分
泌及黏蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ表达增高等改变，在哮喘发
生发展中起关键性作用［１０］，构成了哮喘时的气道重
塑组分［１１］。

　　ＴＩＭ１最初发现于甲型肝炎和肾脏损伤者，是

ＴＩＭ家族中最先被鉴定出的成员。尽管已经确认，

ＴＩＭ１是哮喘的易感基因之一［２］，与哮喘的发病密
切相关，但其与哮喘时黏液高分泌的相关性尚不清
楚。本研究应用经鼻滴注抗体方式对哮喘小鼠进行
干预，观察 ＴＩＭ１抗体对 Ｔｈ２细胞因子、黏蛋白

ＭＵＣ５ＡＣ表达及黏液细胞的影响。结果显示，抗原
诱导的哮喘小鼠模型ＰＢＭＣｓ中 ＴＩＭ１＋细胞比例
较正常小鼠明显升高，ＢＡＬＦ中Ｔｈ２细胞因子、肺
组织 ＭＵＣ５ＡＣｍＲＮＡ表达及气道黏液细胞明显升
高。经鼻滴入ＴＩＭ１特异抗体２４ｈ后，上述指标均
显著下降。本实验结果与国外实验结果相似［１３］，

Ｅｎｃｉｎａｓ等［１３］研究小组发现通过腹腔注射小鼠

ＴＩＭ１抗体可降低哮喘小鼠气道 Ｔｈ２炎症反应。
本实验不仅证实了ＴＩＭ１抗体可抑制Ｔｈ２细胞因
子生成、黏蛋白基因表达，且改变了传统腹腔注射的
方式，采用鼻腔滴注局部给药方式，作用快、用量少。

　　本实验与以往基因治疗研究不同，着眼于Ｔｈ２
细胞分化上游，通过ＴＩＭ１抗体抑制ＴＩＭ１＋表达，
直接抑制ＣＤ４＋Ｔ细胞向Ｔｈ２细胞分化，减少Ｔｈ２
细胞因子的形成，减轻气道的炎症反应；并通过抑制

ＭＵＣ５ＡＣ表达减少气道黏液细胞化生，减轻哮喘气
道重塑，对哮喘的治疗尤其对减少黏液高分泌具有
更优越的意义。
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