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呼吸道合胞病毒感染加重哮喘模型小鼠气道炎症及气道阻力的观察
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!摘要"

!

目的
!

探讨呼吸道合胞病毒$

Z5>

%感染加重哮喘模型小鼠气道炎症及气道阻力变化的影响'

方法
!

&

"

E

周

龄雄性
T'QT

"

(

小鼠
%"

只#随机分为空白组(卵清蛋白$

@>'

%组$哮喘模型组%(

@>'

"

Z5>

组$

Z5>h

哮喘模型组%#每组
#"

只'

@>'

组用
@>'

致敏和激发&

@>'

"

Z5>

组在
@>'

致敏后隔日用
Z5>

滴鼻#连续
%

次#复制急性病毒感染哮喘模型&空

白组予等量
DT5

'末次激发
!CL

后#用小鼠动物呼吸机$

T0_(/ZK

系统%检测小鼠气道阻力&收集支气管肺泡灌洗液$

T'QJ

%

进行细胞学分析&留取肺组织进行
SFM

染色(

D'5

染色(

>R

染色#观察肺组织炎症反应'

结果
!

@>'

组小鼠肺组织有炎性

细胞浸润#气道可见黏液分泌物#气道周围可见胶原增生'

@>'

"

Z5>

组小鼠肺组织有明显炎性细胞浸润#肺泡腔明显狭窄#

毛细血管扩张充血#气道可见明显黏液分泌物#气道周围胶原增生明显'

@>'

组(

@>'

"

Z5>

组肺功能和
T'QJ

嗜酸粒细胞

比例$

M@5Y

%与空白组相比差异有统计学意义 $

7

$

"="$

#

7

$

"="#

%#

@>'

"

Z5>

组气道阻力及
T'QJ

中
M@5Y

与
@>'

组相

比差异有统计学意义$

7

$

"="$

%'

结论
!

Z5>

感染能明显加重哮喘模型小鼠肺部组织炎症反应#同时使小鼠气道阻力明显

增高'
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呼吸道合胞病毒感染加重哮喘模型小鼠气道炎症及气道阻力的观察

!!

呼吸道病毒感染是引起哮喘急性发作与加重的

主要原因#近
E"Y

的儿童哮喘急性发作或加重与呼吸

道病毒感染有关)

#

*

'呼吸道合胞病毒$

1+;

H

-1)7/1

8

;

8

2(

8

7-)3:-10;

#

Z5>

%是一种
Z?'

病毒#属于副黏病

毒科#是小儿呼吸道感染最重要的病原之一'

Z5>

感

染与哮喘的发作存在明显的相关性)

!

*

'流行病学研

究提示婴幼儿期
Z5>

感染不仅是哮喘发生的危险因

素#还是导致哮喘病情加重甚至死亡的重要原因'研

究表明
Z5>

感染对哮喘病理生理变化的影响受感染

的时间(量以及气道免疫炎症本身状态影响#但由于

缺乏标准化的疾病动物模型#目前有关
Z5>

参与哮

喘气道炎症的机制仍存在较多争议)

%F$

*

'本实验成功

建立了哮喘合并
Z5>

感染的
T'QT

"

(

小鼠模型#从

气道功能及炎症变化角度探讨了
Z5>

感染在哮喘病

理机制中的作用'

>

!

材料和方法

#=#

!

实验动物
!

&

"

E

周龄雄性
T'QT

"

(

小鼠$

5DJ

级%

%"

只#平均体质量$

!"X!

%

N

#由上海西普尔
F

必

凯实验动物有限公司提供)

5K[d

$沪%

!"#%F""#&

*#

实验在生物安全
!

级实验室进行'

#=!

!

主要试剂
!

卵清蛋白$

@>'

#

$

级%#美国

5-

N

,)

公司'氢氧化铝#分析纯#美国
5-

N

,)

公司#

批号!

"%"6#$CG

'

Z5> '!

株#

'OKK

&喉癌细胞

S+

H

F!

#中国科学院上海细胞库'戊巴比妥钠(乙酰

甲胆碱$

6(L

%#上海化学试剂公司&

SFM

(

D'5

(

>R

染色液#上海化学试剂公司'切片机#德国
Q+-()

公

司&超声雾化器#上海鱼跃医疗设备有限公司#型号!

C"!'A

&显微镜#德国
Q+-()

公司#型号!

<JK%!"

'小

鼠动物呼吸机#

T0_(/ZK

系统#美国
T0_(/

公司'

#=%

!

病毒的细胞培养
!

S+

H

F!

细胞在含
#"Y

胎牛

血清的
<6M6

中培养#培养箱条件为
%Be

(

$Y

K@

!

#细胞铺满单层后#将
Z5>

接种于
S+

H

F!

细胞'

继续在原条件下的维持液中培养#

%

"

$*

即可出现细

胞病变#待病变达
#""Y

时收获病毒'参照臧娜等)

&

*

的方法#采用空斑试验测定病毒滴度#以空斑形成单

位$

DJ9

%表示#取
#g#"

&

DJ9

病毒冻存于
WE"e

冰

箱中#反复冻融
!

次#离心后取上清备用'

#=C

!

哮喘动物模型的建立及分组
!

%"

只
T'QT

"

(

小鼠随机分为
%

组#每组
#"

只'参照并改良
502

等)

B

*的方法建立哮喘模型!

@>'

"

Z5>

组分别于第

#

(

B

(

#C

天腹腔注射
@>'

致敏液
"=!,Q

)

@>'!"

#

N

h

氢氧化铝
!,

N

#溶于
DT5

#

H

SB=!

*#休息
#

周#

第
!#

天起将实验小鼠置于特制的容器中#以
#Y

@>'

$

$

级%溶液
%",Q

雾化吸入#每日
#

次#每次

%",-2

#连续雾化激发
B*

#雾化过程中出现了较明

显的头面抓痒(前肢缩抬(弓背(呼吸加深加快(安静

少动等哮喘急性发作症状&第
!G

(

%#

天隔日予相同

上述
@>'

雾化&第
!E

(

%"

(

%!

天隔日给予浓度
#g

#"

&

DJ9

(体积
$"

#

Q

"次#将
Z5>

鼻腔滴入#共
%

次'

@>'

组致敏(激发同
@>'

"

Z5>

组#

DT5

鼻腔

滴入#激发频次(时间同上'空白组以
DT5

代替

@>'

致敏(激发和
DT5

鼻腔滴入#激发频次(时间

同上'

#=$

!

支气管肺泡灌洗液#

T'QJ

$的细胞学变化
!

每

次注入
#,Q

预冷无菌
DT5

液#按
"=C

(

"=%

(

"=%,Q

反复灌洗
%

次#回收
T'QJ

#

!"""g

2

离心
$,-2

#细

胞沉淀用
#,QDT5

液重悬后进行检测'

#=&

!

小鼠肺组织病理学变化的观察
!

取各组小鼠

的肺组织#经固定(脱水(包埋(切片后#按操作常规

行
SFM

(

D'5

(

>R

染色#分别观察气道周围嗜酸粒

细胞(气道黏液分泌物及气道周围胶原增生的变化'

#=B

!

小鼠气道阻力测定
!

每只小鼠腹腔注射
"=$

"

"=E,Q#=$Y

戊巴比妥钠麻醉后#平放于试验台#以

]

型管作为气管插管#一端连接动物微型呼吸机#另

一端连接生理记录仪#记录气管内压力的变化'待

呼吸平稳后#以
"="C,

N

"

,Q

磷酸组胺溶液雾化吸

入#依次在
%"

(

&"

(

#!"

(

#!"

(

#!";

喷入后记录气管

内压力&在
&";

喷入生理盐水作为对照#作标准曲

线作为对照'在小鼠一侧静脉置入特制的静脉插

管#依次给予
%=#!$

(

&=!$

(

#!=$",

N

"

Q6(L

#每次间

隔
C,-2

#观察给药后小鼠气道阻力变化'

#=E

!

统计学处理
!

采用
5D55#E="

软件进行统计

学分析#计量资料以
#

4X(

表示#组间行
"

检验&计数

资料采用
!

!检验'检验水准$

%

%为
"="$

'

C

!

结
!

果

!=#

!

Z5>

与
S+

H

F!

细胞孵育后的变化
!

感染前

S+

H

F!

细胞贴壁生长#形成单层细胞时镜下可见细

胞铺满底壁#排列规则紧密#互相嵌合成多边形#呈

铺路石状&

Z5>'!

感染细胞后#出现典型的融合病

变#镜下可见细胞边界不清#病变细胞相互融合呈

,多核巨细胞-的合胞体$图
#

%'

+

$E!#

+
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细胞孵育后的变化

?'

1

>

!

:8%)

1

#2(.H#

$

0C/#,,2%.&#"&"#%&A#)&='&89IV

'

!

S+

H

F!(+33;

&

T

!

5

8

2(

8

7-0,=Z5>

!

Z+;

H

-1)7/1

8

;

8

2(

8

7-)3:-10;=

@1-

N

-2)3,)

N

2-4-()7-/2

!

g#""

!=!

!

T'QJ

的炎症细胞变化
!

与空白组相比#

@>'

组和
@>'

"

Z5>

组小鼠
T'QJ

中嗜酸粒细胞

比例$

M@5Y

%升高$

7

$

"="$
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$

7

$

"="$

%'见表
#

'

!=%

!

肺组织病理变化
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窄#炎性细胞浸润明显#毛细血管扩张充血#气道可

见明显黏液分泌物#气道周围胶原增生明显$图
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呼吸道合胞病毒感染加重哮喘模型小鼠气道炎症及气道阻力的观察
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组与
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组相比亦升高#差

异有统计学意义$
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哮喘是一种以慢性气道炎症为特征的异质性疾

病#具有喘息(气促(胸闷和咳嗽等呼吸道症状#伴有

可变的呼气气流受限#呼吸道症状和强度可随时间

变化)

E

*

'近年来#世界各国儿童哮喘的患病率总体

上仍在上升#尤其是年幼儿童)

GF#"

*

'我国流行病学

调查研究结果显示#儿童哮喘的患病率呈显著上升

趋势)

##F#C

*

#严重威胁儿童的健康'

Z5>

是引起全球

婴幼儿下呼吸道感染的首要病毒#几乎所有儿童在

!

岁之前均至少感染过
#

次
Z5>

)

#$

*

&儿童年龄越

小#感染
Z5>

后的病情越重#且容易再次感染)

#&

*

'

也有研究表明#

Z5>

可以导致哮喘急性发作且发生

严重喘息并发症)

#B

*

'

研究
Z5>

导致哮喘急性发作并加重喘息的病

理机制关键环节之一是如何成功复制
Z5>

感染的

哮喘动物模型'哮喘是一种以嗜酸粒细胞浸润为特

征的气道炎症性疾病#既往主要以肺组织中嗜酸粒

细胞明显浸润来判断哮喘模型建立成功#但嗜酸粒

细胞性支气管炎却无气道高反应性)

$

*

#所以
T'QJ

中嗜酸粒细胞比例的增加并不能完全判断哮喘模型

建立#气道高反应性是判断哮喘模型建立的重要指

标#鼠肺功能仪是目前检测小鼠气道高反应性的金

指标)

#E

*

'本实验采用
T0_(/ZK

系统测定气道阻

力)

#GF!"

*

#该系统为有创小鼠肺功能检测仪#通过定量

组胺类药物进行小鼠气道激发#其气道压力和气流

信号经
T0_(/

应用软件处理后输出数据#该检测的

小鼠气道高反应性结果可靠'

用
@>'

致敏和雾化激发可以成功建立哮喘模

型)

B

#

!#F!!

*

'

@>'

致敏剂量及级别各不相同!大多剂

量
#"

"

#""

#

N

#级别为
&"$

级'本实验采用
@>'

$

$

级%

!"

#

N

致敏和
#Y @>'

$

$

级%雾化激发#结

果显示小鼠肺部组织
M@5Y

较空白组增加$

7

$

"="$

%#小鼠气道阻力也较空白组增加$

7

$

"="$

%#

表明哮喘模型建立成功#同时该组小鼠肺间质有炎

性细胞浸润#气道可见黏液分泌物#气道周围可见胶

原增生'本研究还发现#用
Z5>

感染后的哮喘小鼠

与
@>'

组比较#小鼠肺部
M@5Y

(气道阻力差异均

有统计学意义$

7

$

"="$

%'

@>'

"

Z5>

组小鼠肺部

病理学变化较
@>'

组更加显著!肺泡腔明显狭窄#

炎性细胞浸润明显#毛细血管扩张充血#气道可见明

显黏液分泌物#气道周围胶原增生明显'

综上所述#本实验成功建立了在病理机制上高

度符合哮喘合并
Z5>

感染的生理病理状态的动物

模型&并证实了
Z5>

急性感染诱发的哮喘急性发作

的病理改变以气道高反应性增高及炎症反应加重为

+

BE!#

+
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