
作者简介%李小莉$

$(-([

%#副主任医师#本科#主要从事小儿内科方面的研究*

论著!基础研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$-&1$&%%)

阿奇霉素通过
9;Ib)

"

?b.

,

\

"

gGZb

信号通路抑制

哮喘大鼠气道平滑肌细胞增殖

李小莉$

!王
!

威$

!郭纪元1

!郭省香$

"

$&

西安市第三医院儿科
!

-$%%$/

)

1&

西安市儿童医院儿科
!

-$%%%1

$

!!

#摘要$

!

目的
!

探讨阿奇霉素"

I4̂

$抑制哮喘大鼠气道平滑肌细胞"

I5̂ 2+

$增殖的作用机制%方法
!

'%

只
57

大鼠分为
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哮喘是一种常见的气道慢性炎症性疾病#目前全球约有
'

亿哮喘患者&
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*气道重塑是哮喘的重要病理特征#其最显著的

特点是气道平滑肌细胞$
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增殖*哮喘患者
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的大量增殖可促使气道收缩力增加#

管壁增厚#导致明显的气道狭窄及气道高反应性&
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裂解液)二喹啉甲酸$
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%蛋

白定量试剂盒和电化学发光$

G2D

%试剂$上海碧云天公司%(聚

偏氟乙烯$

8g7b

%膜$美国
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"QJ

公司%(兔抗大鼠
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多克隆抗体)兔抗大鼠
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多克隆抗体)兔抗大鼠

9;Ib)

单克隆抗体)小鼠抗大鼠
(

.L@M#,

单克隆抗体)辣根过

氧化物酶标记的山羊抗兔)兔抗小鼠
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方法
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大鼠分为
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组$
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%!对照组)哮喘模型组和
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组*哮喘模型组和
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生理盐水溶液雾化吸入以激发气道#每次
1%B#,

#每

日
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次#共持续
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组#从第
$=

天开始于雾化激

发前
'%B#,

给予
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%腹腔注射*对照组小鼠在

致敏与激发时均以生理盐水代替
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*各组大鼠均于末次雾

化激发
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后处死#迅速取下肺组织#部分肺组织以
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多聚

甲醛固定后制成病理切片#部分肺组织用于
I5̂ 2+

分离#剩

余肺组织以液氮冻存待检*同时#分离出哮喘大鼠致敏血

清#
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保存备用*
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气道相关参数的测定
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取肺组织病理切片#选取完整

不含软骨的支气管横截面#用医学图像分析软件
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大鼠
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的培养及细胞增殖测定
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法#无菌条件下迅速分离各组大鼠的气道平滑肌组织#应用组织
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代*取
0

#

)

代各组
I5̂ 2+

#分别制成浓度为
=̀ $%
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培养液继续培养
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期#然后向对照组
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中加入含
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胎牛血清的培

养液#向哮喘模型组
I5̂ 2+

中加入含致敏大鼠血清的培养

液#向
I4̂

组
I5̂ 2+

中同时加入含致敏大鼠血清和不同终
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$%

!
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检测液#继

续培养
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后#酶联免疫检测仪检测
0=%,B
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度$
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中
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基因序列#采用软件
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计相应引物#用
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方法扩增获得目的基因*将测序正确的
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fJ+MJQ,WC"MM#,

R

%

检测蛋白表达情况#

22d./

试剂盒检测
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增殖情况*
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用
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裂解液分别裂解适

量各组大鼠肺组织及
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#离心提取总蛋白#
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大鼠
?b.

,

\8)=

多克隆抗体)兔抗大鼠
gGZb

多克隆抗体或

小鼠抗大鼠
(

.L@M#,

单克隆抗体#

0]

孵育过夜#漂洗后分别加

入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔)兔抗小鼠
<

R

Z

#室温孵育

$N

#洗膜后加入
G2D

发光试剂显影扫描*以
(

.L@M#,

作为内

参#用
<BL

R

J

*

软件对条带进行分析*

B&D

!

统计学处理
!

采用
5855$'&%

软件进行统计分析#计量

资料以
EH:

表示#组间比较采用
5

检验#以
!

$

%&%=

为差异有

统计学意义*

C

!

结
!!

果

C&B

!

I4̂

抑制哮喘大鼠气道重塑及
I5̂ 2+

增殖
!

大鼠肺

组织切片气道参数检测显示#哮喘模型组气道
fIM

"

8WB

)

fI#

"

8WB

)

fIB

"

8WB

均明显高于对照组$

!

$

%&%=

%(

I4̂

组气道
fIM

"

8WB

)

fI#

"

8WB

)

fIB

"

8WB

均明显低于哮喘模

型组$

!

$

%&%=

%#见表
$

*

22d./

检测各组大鼠
I5̂ 2+

增殖

的变化#结果显示!与对照组相比#哮喘模型组
I5̂ 2+

增殖明

显增加$

!

$

%&%=

%(与哮喘模型组相比#

I4̂

组
I5̂ 2+

增殖

明显减少$

!

$

%&%=

%#且具有一定的剂量依赖性#见图
$

*

表
$

!!

各组大鼠气道
fIM

"

8WB

)

fI#

"

8WB

及
fIB

"

8WB

!!!

比较&

$a$%

(

EH:

(

!

B

1

"

!

B

'

组别
fIM

"

8WB fI#

"

8WB fIB

"

8WB

对照组
1$&=(1H1&$'- $)&=(1H$&-'' '&/'=H$&%10

哮喘模型组
'/&)'=H'&=1)

"

'%&)'=H'&%//

"

(&)$'H$&$$)

"

I4̂

组
1(&%-0H1&=%(

%

11&/10H1&$0)

%

)&(01H$&%)'

%

!!

"

!

!

$

%&%=

#与对照组比较(

%

!

!

$

%&%=

#与哮喘模型组比较

!!

"

!

!

$

%&%=

#与对照组比较(

%

!

!

$

%&%=

#与哮喘模型组比较

图
$

!!

I4̂

对大鼠
I5̂ 2+

增殖的影响

C&C

!

I4̂

抑制哮喘大鼠
?b.

,

\

P

)=

和
gGZb

蛋白的表达
!

fJ+MJQ,WC"MM#,

R

检测显示!与对照组相比#哮喘模型组大鼠肺

组织及其
I5̂ 2+

中
?b.

,

\

P

)=

和
gGZb

蛋白表达均明显增

加$

!

$

%&%=

%#见图
1I

)

\

(与哮喘模型组相比#

I4̂

组大鼠肺

组织及其
I5̂ 2+

中
?b.

,

\

P

)=

和
gGZb

蛋白表达均明显减

少$

!

$

%&%=

%#见图
1I

)

\

*且
?b.

,

\

P

)=

和
gGZb

蛋白在

I5̂ 2+

中的表达呈
I4̂

剂量依赖性#见图
1\

*

C&D

!

过表达
gGZb

减弱
I4̂

对
I5̂ 2+

增殖的抑制作用
!

fJ+MJQ,WC"MM#,

R

检测显示!与对照组相比#

I4̂ AgGZb

过表

达组
gGZb

蛋白水平明显增加$

!

$

%&%=

%#见图
'I

*

22d./

检测显示!与
I4̂

组相比#

gGZb

过表达后
I4̂

对
I5̂ 2+

((/1

重庆医学
1%$-

年
-

月第
0)

卷第
1$

期



增殖的抑制效应明显减少$

!

$

%&%=

%#见图
'\

*

!!

I

!肺组织(

\

!

I5̂ 2+

(

"

!

!

$

%&%=

#与对照组比较(

%

!

!

$

%&%=

#与

哮喘模型组比较

图
1

!!

各组大鼠肺组织及
I5̂ 2+

中
?b.

,

\

P

)=

和

gGZb

蛋白的表达

C&E

!

过表达
9;Ib)

减弱
I4̂

对
?b.

,

\

P

)=

和
gGZb

蛋白

表达及
I5̂ 2+

增殖的抑制作用
!

fJ+MJQ,WC"MM#,

R

检测显示!

与对照组相比#哮喘模型组
I5̂ 2+

中
9;Ib)

蛋白表达明显

增加$

!

$

%&%=

%(与哮喘模型组相比#

I4̂

组
9;Ib)

蛋白表

达明显减少$

!

$

%&%=

%(与
I4̂

组相比#

9;Ib)

过表达后

I4̂

对
9;Ib)

)

gGZb

和
?b.

,

\

P

)=

蛋白表达的抑制效应明

显减少$

!

$

%&%=

%#见图
0I

*

22d./

检测显示!与
I4̂

组相

比#

9;Ib)

过表达后
I4̂

对
I5̂ 2+

增殖的抑制效应明显减

少$

!

$

%&%=

%#见图
0\

*

!!

I

!

gGZb

蛋白在
I4̂

组
I5̂ 2+

中的过表达(

\

!各组
I5̂ 2+

的

增殖(

"

!

!

$

%&%=

#与对照组比较(

%

!

!

$

%&%=

#与哮喘模型组比较(

#

!

!

$

%&%=

#与
I4̂

组比较

图
'

!!

gGZb

过表达及其对
I5̂ 2+

增殖的影响

!!

I

!

9;Ib)

)

gGZb

和
?b.

,

\

P

)=

蛋白在各组
I5̂ 2+

的表达(

\

!各组
I5̂ 2+

的增殖(

"

!

!

$

%&%=

#与对照组比较(

%

!

!

$

%&%=

#与哮喘模型组

比较(

#

!

!

$

%&%=

#与
I4̂

组比较

图
0

!!

9;Ib)

过表达及其对
?b.

,

\

P

)=

和
gGZb

蛋白表达及
I5̂ 2+

增殖的影响

D

!

讨
!!

论

I5̂ 2+

过度增殖是支气管哮喘气道重塑的一个重要因

素#也是许多趋化因子)细胞炎性因子的重要来源*增殖的

I5̂ 2+

能够导致气道管壁增厚)气道狭窄#加重哮喘气道炎

症#引起气道高反应性*因此#抑制
I5̂ 2+

的增殖对哮喘及

气道重塑的逆转和预防有着重要意义*本研究发现#哮喘模型

大鼠气道
fIM

"

8WB

)

fI#

"

8WB

和
fIB

"

8WB

较正常大鼠均

明显增加#哮喘模型组
I5̂ 2+

增殖也明显增加#而
I4̂

处理

后#气道
fIM

"

8WB

)

fI#

"

8WB

和
fIB

"

8WB

均明显减少#

I5̂ 2+

增殖也明显减少#证实
I4̂

能够抑制
I5̂ 2+

增殖#

减缓气道重塑#与以往的报道一致&

'

#

$-

'

*

有研究显示#哮喘大鼠
I5̂ 2+

的增殖与
gGZbB;?I

及蛋白表达水平呈正相关&

=

'

(

gGZb

的表达也与
?b.

,

\

信号

通路密切相关&

$%

'

#且研究表明
?b.

,

\

活化也参与哮喘
I5̂ 2+

的增殖&

$/

'

*因此#本研究分析了
?b.

,

\

"

gGZb

通路在
I4̂

抑制哮喘
I5̂ 2+

增殖中的作用#结果表明哮喘大鼠肺组织及

I5̂ 2+

中
?b.

,

\

P

)=

和
gGZb

蛋白表达水平较正常大鼠均

明显增加#证实
?b.

,

\

"

gGZb

信号通路参与了哮喘过程*

I4̂

处理后#

?b.

,

\

P

)=

和
gGZb

蛋白表达水平均明显减少#

这与郭彩霞&

$(

'报道的
I4̂

能够抑干预慢性阻塞性肺病中

?b.

,

\

通路的激活一致*同时#

gGZb

的过表达能够显著减弱

I4̂

对
I5̂ 2+

增殖的抑制效应#表明
I4̂

可能部分通过抑

制
?b.

,

\

"

gGZb

信号通路抑制哮喘大鼠
I5̂ 2+

的增殖*

9;Ib)

是
?b.

,

\

信号通路的重要调节因子#且
9;Ib)

与
gGZb

的表达存在相关性&

1%

'

*

I4̂

能够减少破骨细胞中

9;Ib)B;?I

的表达&

$'

'

#提示
I4̂

可能通过
9;Ib)

调控

?b.

,

\

"

gGZb

信号通路参与哮喘进程*因此#本研究分析了

9;Ib)

在
I4̂

抑制哮喘
I5̂ 25

中的作用#结果显示哮喘模

型组
I5̂ 2+

中
9;Ib)

蛋白表达较对照组明显增加#这与

;#WL

等&

/

'报道的
9;Ib)

高表达与支气管哮喘发作相关一

致&

/

'

*

I4̂

处理后#

9;Ib)

蛋白表达水平明显减少*同时#

9;Ib)

过表达能减弱
I4̂

对
gGZb

和
?b.

,

\

P

)=

蛋白表达

的抑制效应#也能逆转
I4̂

对
I5̂ 2+

增殖的抑制效应#表明

I4̂

对哮喘大鼠
I5̂ 2+

增殖的抑制作用可能部分是通过阻

断
9;Ib)

"

?b.

,

\

"

gGZb

信号通路而实现的#这可能也是

I4̂

延缓哮喘气道重塑的重要机制之一*

综上所述#

I4̂

能够抑制哮喘大鼠
I5̂ 2+

的增殖#其部

分机制可能是通过抑制
9;Ib)

"

?b.

,

\

"

gGZb

信号通路而实

现的*
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