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目的
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观察麻黄碱对肿瘤坏死因子
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'诱导的人支气管上皮细胞"

$)[O7

'中嗜酸性粒细胞趋化因子"

<"A>L.
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'表达的影响!探讨中药麻黄治疗哮喘的机制(方法
!

将体外培养的
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细胞随机分为对照组)
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'!每组细胞均设
'

个复孔培养
$/6

&荧光定量
P34

检测各组

细胞
<"A>L#,94Z;

的表达&免疫细胞化学染色法和
c<+A<D,C?"A

检测各组细胞
<"A>L#,

蛋白的表达&双抗体夹心酶联免疫吸附法
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'测定各组细胞培养上清液中
<"A>L#,

的浓度(结果
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与对照组比较!

5ZI.
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刺激组上皮细胞
<"A>L#,94Z;

及蛋白表

达)细胞培养上清液中
<"A>L#,

的浓度明显增高!差异均有统计学意义"
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'&与
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刺激组比较!
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麻黄碱组以上

各项指标均明显降低!差异有统计学意义"
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'(结论
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麻黄碱能抑制前炎症因子
5ZI.

(

诱导的
$)[O7

中
<"A>L#,

的表达

及分泌!这可能是中药麻黄治疗哮喘的机制之一(
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中药麻黄是中医用于治疗咳喘病之要药#近年来人们对麻

黄所含成分*药理作用进行了深入研究#其中麻黄碱是其平喘

的主要成分#但其平喘机制尚未完全阐明'

$.1

(

)肿瘤坏死因子
.

(
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5ZI.
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&是一种前炎症因子#可刺激气道上皮细胞合成和释

放多种炎症介质和细胞因子#在哮喘的气道炎性反应和气道重

塑中起着重要作用'

'.0

(

)本研究以体外培养的人支气管上皮细

胞$

$)[O7

&为研究对象#加入含
5ZI.

(

的培养基#模拟哮喘气

道炎性反应条件#观察一定浓度的麻黄碱对
5ZI.

(

致敏的
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表达嗜酸性粒细胞趋化因子$

<"A>L#,

&的影响#探讨麻

黄治疗哮喘的机制)
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材料与方法
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材料
!

正常人支气管上皮细胞$
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&株购于上海复

祥生物科技有限公司)
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仪器与试剂
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胎牛血清购于杭州四季青生物工程公司#
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杉金桥生物公司#
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细胞培养与分组
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以
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1 细胞培养瓶中#用含
$%W

胎牛血清
KX7X

高糖完全培

养基置于
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#

2W 3Y
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培养箱中培养)待细胞长满
/%W
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)$%$
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以
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2 个"
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接种于
)

孔板培养#每孔体积
19:

#当细胞

长满
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左右时#随机分为
'

组)$

$

&对照组!无血清
KX7X

高糖培养基继续培养
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刺激组!无血清
KX7X

高糖培养基中加入
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麻黄碱组!无血清
KX7X

高糖培养基中加入
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&和麻黄碱$
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#每组均设
'

个复

孔#培养结束后收集培养上清液及细胞用于后续实验)
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荧光定量
P34

测定各组细胞
<"A>L#,94Z;

的表达

!

$
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&提取细胞总
4Z;

!收集各组细胞按
5D#_"?

说明书提取总

4Z;

#测量每组
4Z;

的浓度*纯度后#用
4Z>+<.FD<<!![1Y

将所有标本
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浓度调至
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逆转录反应体系#混

匀#

12f 29#,

#

01 f '%9#,

#

/2 f 29#,

#将反应产物置

于
R1%f

冰箱保存%$

'

&实时荧光定量
P34

!取逆转录反应产

物
1&%

$

:

为模板#以
M;PK[

$产物
1)'C
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&为内参#

<"A>L#,

对

应的
P34

引物进行荧光定量
P34

扩增)

<"A>L#,

上游引物!
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#下游引物
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#产物长度为
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个循环#
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#
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个循环#
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#
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#
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个循环)结果以
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35作为被测因子
94Z;

的相对表达量$
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免疫细胞化学染色法观察各组细胞
<"A>L#,

蛋白的表

达
!

$

$

&将
$)[O7

细胞制成浓度为
$^$%

' 个"
9:

的细胞悬

液#每孔
2%

$

:

接种于有盖玻片的
)

孔板中#加入完全培养基

培养#待细胞长满载玻片
-%W

左右时#如前所述方法将细胞随

机分为
'

组并更换为无血清培养基培养
$/6

%$

1

&取出细胞爬

片按照说明书进行漂洗*

0W

多聚甲醛室温固定
1%9#,

#

$%W

山

羊血清封闭液室温封闭
$29#,

#加入一抗$

<"A>L#,$g$%%

稀

释&

$%%

$

:0f

过夜$用
POS

液代替一抗作阴性对照&%加入
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荧光标记的二抗$

$g$%%

稀释&

$%%

$

:'-f

避光孵育
$
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#染色封片后荧光显微镜摄像)
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检测各组细胞
<"A>L#,

蛋白的表达
!

裂

解液
4NP;

裂解
$)[O7

细胞#离心后用蛋白浓度微量检测仪

检测裂解液总蛋白浓度#在总蛋白液中加入
2̂ SKS

凝胶上样

缓冲液
0%

$

:

#沸水煮
)

"

$%9#,

#

R/%f

保存)裂解液样品经

SKS.P;M7

电泳*转膜*

2W

牛血清清蛋白封闭*一抗孵育*洗

膜*

[4P

标记的二抗孵育等过程后#加入化学发光显色液显

色#成像保存)每组设置
'

个复孔#用增强化学发光法发光*显

影#凝胶图像分析系统对所得条带吸光度半定量#计算待测条

带的吸光度与内参照吸光度比值#得出相对表达量)

@&B&D

!

7:NS;

测定各组细胞上清液中
<"A>L#,

的含量
!

按照

7:NS;

试剂盒说明书操作测定各组细胞上清液中
<"A>L#,

蛋

白的含量#于酶标仪
02%,9

波长测定各孔样品的吸光度$

YK

&

值#按标准曲线计算出各样品中
<"A>L#,

的浓度)

@&C

!

统计学处理
!

采用
SPSS$-&%

统计软件包进行统计学处

理#计量资料以
M]@

表示#检验各组数据符合正态分布及方差

齐性后#应用单因素方差分析$

;ZYV;

&进行统计学分析#组

间比较采用
SZU

法#

!

%

%&%2

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

各组
$)[O7

的
<"A>L#,94Z;

表达
!

荧光定量
P34

显

示内参
M;KP[

和目的基因
<"A>L#,

融解曲线均为单峰曲线

$图
$

*

1

&#曲线峰值分别在
/)&)1f

*

/'&$(f

#融解温度均一#

峰的形状较为尖锐#表明无非特异性产物及引物二聚体生成#

引物特异性良好#退火温度适中)与对照组细胞的
<"A>L#,

94Z;

相对表达量$

%&((]%&%$

&比较#

5ZI.

(

刺激组$

'&%']

%&'1

&明显升高#差异有统计学意义$

!

%

%&%$

&%而
5ZI.

(

i

麻

黄碱组
<"A>L#,94Z;

相对表达量$

$&/1]%&1'

&明显低于

5ZI.

(

组#差异有统计学意义$

!

%

%&%$

&)

图
$

!!

M;PK[

融解曲线

图
1

!!

<"A>L#,

融解曲线
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!对照组%

O

!

5ZI.

(

刺激组%

3

!

5ZI.

(

i

麻黄碱组%

K

!阴性对照组)

图
'

!!

荧光显微镜观察各组
$)[O7

的
<"A>L#,

蛋白表达$

1̂%%

%

A&A

!

免疫细胞化学染色检测各组
$)[O7

的
<"A>L#,

蛋白表达

!

免疫细胞化学染色后荧光显微镜下观察
<"A>L#,

绿色荧光主

要表达在
$)[O7

的胞质中#对照组细胞
<"A>L#,

绿色荧光呈现

弱表达#

5ZI.

(

刺激组表达明显增强#

5ZI.

(

i

麻黄碱组

<"A>L#,

绿色荧光表达较
5ZI.

(

刺激组明显减弱#而阴性对照

组细胞染色为阴性$图
'

&)
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年
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卷第
/
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A&B

!

c<+A<D,C?"A

检测各组
$)[O7

的
<"A>L#,

蛋白表达
!

c<+A<D,C?"A

法检测结果见图
0

#与对照组细胞的
<"A>L#,

蛋白

的相对表达量$

$&1-]%&12

&比较#

5ZI.

(

刺激组
<"A>L#,

蛋白

的相对表达量$

'&/-]%&)%

&明显升高#差异有统计学意义$

!

%

%&%2

&%而
5ZI.

(

i

麻黄碱组$

1&--]%&'2

&明显低于
5ZI.

(

组#差异有统计学意义$

!

%

%&%2

&)

!!

;

!对照组%

O

!

5ZI.

(

组%

3

!

5ZI.

(

i

麻黄碱组)

图
0

!!

c<+A<D,C?"A

检测各组
$)[O7

的
<"A>L#,

蛋白表达

A&C

!

各组
$)[O7

培养上清液中
<"A>L#,

的浓度
!

与对照组上

清液中
<"A>L#,

的浓度$

$&-1]%&$)

&

EH

"

9:

比较#

5ZI.

(

刺激

组
<"A>L#,

的浓度$

0&%2]%&1%

&

EH

"

9:

明显升高#差异有统计

学意义$

!

%

%&%$

&%而
5ZI.

(

i

麻黄碱组
<"A>L#,

的浓度

$

'&-%]%&1$

&

EH

"

9:

明显低于
5ZI.

(

刺激组#差异有统计学

意义$

!

%

%&%$

&)

B

!

讨
!!

论

支气管哮喘是由多种细胞和细胞组分参与的气道慢性炎

症'

/

(

)近年来的研究表明#气道上皮细胞在哮喘发病机制中起

着重要作用#气道上皮损伤与气道慢性炎症*气道高反应性和

气道重塑密切相关#当气道受到环境激发因子刺激时#气道上

皮细胞首先受累#可合成和释放多种炎症介质和细胞因

子'

(.$%

(

)嗜酸性粒细胞是哮喘气道炎性反应中的主要炎症细

胞#嗜酸性粒细胞释放的炎症介质可引起支气管平滑肌收缩#

微血管渗漏和黏液分泌增加'

2

(

)

<"A>L#,

在嗜酸性粒细胞的募

集和脱颗粒过程中发挥重要作用#在哮喘发病过程中#

<"A>L#,

可趋化嗜酸性粒细胞从血液募集到气道上皮并活化*释放各种

炎症介质导致气道上皮损伤'

$$

(

)而气道上皮细胞在受到各种

抗原和致炎因子刺激后释放
<"A>L#,

#促进气道炎性反应的发

生发展)本实验
5ZI.

(

刺激组气道上皮细胞表达和释放的

<"A>L#,

明显高于对照组#表明
5ZI.

(

作为一种促炎因子#可

刺激体外培养的人支气管上皮细胞表达并分泌
<"A>L#,

)

中药麻黄具有发汗解表*宣肺平喘之功效#是中医常用于

治疗咳喘病之要药'

$1

(

)其主要成分麻黄碱可直接兴奋支气管

平滑肌细胞的
&

受体#激活腺苷酸环化酶#升高细胞内和血浆

环磷酸腺苷$

G;XP

&水平#舒张支气管平滑肌'

$'

(

)近年来的研

究表明#含麻黄的中药汤剂具有抗炎作用和免疫调节作

用'

$0.$2

(

)本课题组前期研究也发现麻黄水提物雾化吸入能减

轻哮喘小鼠气道炎症#抑制支气管肺组织中
N:.$'

*

<"A>L#,

的

表达'

$)

(

)为了进一步阐明麻黄治疗哮喘的机制#本实验从细

胞水平进一步观察麻黄碱对促炎因子
5ZI.

(

致敏的
$)[O7

表达
<"A>L#,

的影响#结果显示
5ZI.

(

i

麻黄碱组气道上皮细

胞
<"A>L#,

蛋白表达较
5ZI.

(

刺激组弱#

<"A>L#,94Z;

相对

表达量明显低于
5ZI.

(

刺激组#细胞培养上清液中
<"A>L#,

的

浓度亦明显低于
5ZI.

(

刺激组#差异均有统计学意义$

!

%

%&%$

&)本研究结果表明#麻黄碱能抑制前炎症因子
5ZI.

(

诱

导的
$)[O7

中
<"A>L#,

的表达及分泌#这些研究结果为临床上

使用中药麻黄治疗哮喘提供了新的理论依据)

参考文献

'

$

(

:<<X4&56<6#+A"D

B

"F7

E

6<!D>

$

9>.6@>,

H

&'

`

(

&̀43"??

P6

B

+#G#>,+7!#,C

#

1%$$

#

0$

$

$

&!

-/./0&

'

1

(

c<#P

#

[@"[:

#

X>h[

#

<A>?&P6>D9>G"Q#,<A#GG"9

E

>D#.

+",+"FF#=<<

E

6<!D#,<>?Q>?"#!+F"??"J#,

H

"D>?>!9#,#+AD>.

A#","FF"@D!#FF<D<,AX>6@>,

H

.M@#_6#6<DC.

E

>#D>

b

@<"@+

<LAD>GA+D>A#"+#,D>A+

'

`

(

&̀ 7A6,"

E

6>D9>G"?

#

1%$0

#

$22

$

$

&!

)01.)0/&

'

'

(

[>D!

B

9>,X;

#

c#?Q#,+",7

#

X>DA#,7

#

<A>?&5ZI.

(

.9<.

!#>A<!CD",G6#>?C>DD#<D!#+D@

E

A#",>,!D<

H

@?>A#",C

B

+DG.

F>9#?

B

Q#,>+<>GA#=>A#",

'

`

(

&̀ ;??<D

HB

3?#,N99@,"?

#

1%$'

#

$'1

$

'

&!

))2.)-2&

'

0

(

P>

E

?#j+Q>.M"D

B

G>X

#

Z<

*

9>,.MD

B

_P

#

36>_>,4

#

<A>?&56<

<L

E

D<++#","FA6<<"A>L#,+N:.)>,!3T3:/#,6@9>,<

E

#.

A6<?#>?G<??+FD"9=>D#"@+?<=<?+"FA6<D<+

E

#D>A"D

B

AD>GA

'

`

(

&3<??X"?O#"?:<AA

#

1%$'

#

$/

$

0

&!

)$1.)'%&

'

2

(

M",

H

[̀

#

S6#,K

#

[>,Sa

#

<A>?&U><9

E

F<D"?+@

EE

D<++<+

<"+#",

E

6#?#,F#?AD>A#",>,!>#DJ>

B

#,F?>99>A#",#,>#DJ>

B

<

E

#A6<?#>?G<??+>,!#,9#G<J#A6>??<D

H

#G>+A69>

'

`

(

&̀ Z@.

AD

#

1%$1

#

$01

$

$

&!

0-.2)&

'

)

(

P>

E

?#,+Q> X

#

36>_>,4

#

MD@C<Q.̀>J"D+Q> [&7FF<GA"F

E

6"+6

E

"!#<+A<D>+<0

$

PK70

&

#,6#C#CA"D+",<"A>L#,<L.

E

D<++#",#,6@9<,CD",G6#>?<

E

#A6<?#>?G<??+

'

`

(

&̀ P6

B

+#"?

P6>D9>G"?

#

1%$$

#

)1

$

'

&!

'%'.'$$&

'

-

( 景红娟#汪长东#宋苏#等
&

麻黄碱对支气管平滑肌细胞增

殖的影响'

`

(

&

生物学杂志#

1%%/

#

12

$

'

&!

1-.1(&

'

/

(

@̀,G>!<??>Ǹ
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