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"摘要#

!

目的
!

探讨哮喘小鼠雾化吸入抗神经生长因子"

<:;

$缓释微球"

<:;L

$对气道炎症的抑制作

用%方法
!

动物分为
0

组(对照组'哮喘组'抗
<:;

组和雾化抗
<:;L

组%卵蛋白诱导建立气道重塑模型#测

定并评估网状基底膜厚度'胶原蛋白厚度和肺组织的气道壁厚度#

=4

'

LF++",

和
2̂ .W2V

染色观察拮抗前'后

肺部病理变化!免疫组织化学方法及
8C.WS8

分别检测小鼠拮抗前'后的肺内的
<:;

蛋白及
A8<2

表达变

化%结果
!

病理严重程度评分结果依次为哮喘组
%

抗
<:;

组
%

抗
<:;L

组%各组肺功能的平均气道阻力值

依次为哮喘组
%

抗
<:;

组
%

抗
<:;L

组
%

对照组%

<:;

激发后的动态肺顺应值依次为对照组
%

抗
<:;L

组
%

抗
<:;

组
%

哮喘组%对气道平滑肌厚度'网状基底膜厚度'胶原蛋白厚度进行比较!抗
<:;L

组
$

抗

<:;

组
$

哮喘组'

<:;

蛋白和
A8<2

水平进行比较!对照组
$

哮喘组
$

抗
<:;

组
$

抗
<:;L

组间的差异均

有统计学意义"

!

$

%&%?

$%结论
!

雾化吸入抗
<:;

缓释微球对哮喘小鼠气道炎症有抑制作用!并能改善肺

功能%

"关键词#

!

神经生长因子#哮喘#气管炎#缓释微球
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!!

神经生长因子$

<:;

&与过敏性和炎性疾病有关#

在哮喘的病理生理学中起着重要的作用'

$

(

*已有文

献报道了抗
<:;

与支气管哮喘病理改变的关系#如

网状基底膜的厚度)胶原蛋白厚度)气道壁厚度和

<:;A8<2

表达的关系'

1.'

(

*然而#抗
<:;

在哮喘

患者中的应用仍存在一定的困难*例如#关于抗
<:;

的具体机制及其药理作用尚不清楚*此外#抗
<:;

的短静脉半衰期#用药后的快速稀释和代谢#体内

<:;

抗体的中和作用都会影响其疗效*肺部因与外

界相通且易于雾化吸入这一特殊的生理结构故常适

合于医学上将其作为局部用药的给药部位#但对肺内

雾化吸入缓释微球这一方法在肺部局部用药治疗疾

病方面优越性#这些目前尚缺乏更多的报道'

0

(

*因

此#本研究采用免疫组织化学法观察雾化吸入抗
<:;

缓释微球$

<:;L

&对哮喘小鼠
<:;

表达的影响#并

为哮喘的发病机制和治疗提供了新的实验数据*

=

!

材料与方法

=&=

!

实验动物
!

雌性体健的
/

$

$%

周龄
2̂5̂

"

H

小

鼠
0%

只#由桂林医学院实验动物中心提供*

=&>

!

仪器与试剂
!

牛血清清蛋白 $

V̂2

#杭州四季青

生物工程材料有限公司&%抗鼠
<:;

抗体$美国
V#

B

.

AF

&%

LF++",

染色试剂盒$福建迈新生物技术开发公

司&%羊抗鼠
>

B

:

)免疫组织化学染色$

V2̂ S

&试剂盒

及辣根过氧化物酶显色剂$武汉博士德生物工程有限

公司&%小鼠雾化吸入箱$自制&*

=&?

!

方法

=&?&=

!

抗
<:;L

的制备
!

用改进的高分子合金方

法'

?

(制备抗
<:;L

*

'%%

%

B

鼠抗
.<:;

抗体用
%&?

A5

含
$%A

B

的
V̂2

溶液混合*冷冻干燥条件!预冻

温度
?%Z

#以
1%Z

"

A#,

的速率降温#其次将
1%Z

孵

化
'3

和
1%Z

孵化
$13

冷冻干燥处理后的冻干抗

<:;

粉均匀地分散在
V̂2

矩阵中*将约
'%%A

B

的

聚乳酸$

W52

&)聚乳酸
.

羟基乙酸共聚物$

W5:2

&按质

量比
$i'

添加到一个试管中#将所制备的冻干抗

<:;

粉取出*然后将聚合物溶解在
1A5

二氯甲烷

形成的油相中#

$%A51Y

的聚乙烯醇作为水相#水相

加入油相#

$-%%G

"

A#,

磁搅拌
'%+

#产生
V

"

X

"

]

型

乳液#

V

"

X

"

]

型乳液转移至
0%%A5$%Y

氯化钠去离

子水溶液中*室温下
$-%%G

"

A#,

磁搅拌
'%+

*制备

成
1?)&-A

B

抗
<:;L

#于
0Z

保存#用于后续实验*

=&?&>

!

动物建模和分组
!

小鼠分为
0

组!对照组)哮

喘组)抗
<:;

组和抗
<:;L

组#每组
$%

只*除对照

组外各组均于第
$

)

-

天腹腔注射含卵清蛋白$

X92

&

的致敏液
%&?A5

'含
?%

%

B

X92

和
1A

B

2M

$

X=

&

'

混合液(腹腔注射致敏*然后抗
<:;

组!第
$?

天起

小鼠采用
$Y X92

约
$%A5

进行反复雾化吸入激发

小鼠#每次雾化
'%A#,

#隔天
$

次#持续至第
-1

天#并

同时分别于以抗
<:;

抗体$

0A5

"

P

B

&腹腔内注射

$隔天
$

次&#观察小鼠症状#于最后一次腹腔注射抗

<:;

抗体后测定气道反应性*抗
<:;

微球组!于第

$?

天开始小鼠采用
$Y$%A5X92

进行反复雾化吸

入激发小鼠#每次雾化
'%A#,

#隔天
$

次#持续至第
-1

天#并同时分别于以抗
<:;L

雾化吸入治疗$每次雾

化
'%A#,

#隔天
$

次&*对照组则参照相同的方案第
$

和
-

天腹腔注射磷酸盐缓冲液$

Ŵ V

&#第
$?

天给予

Ŵ V

雾化#每次
'%A#,

#隔天
$

次#持续至第
-1

天*

以上各组在第
-1

天的
103

内处死小鼠#取肺组织作

后续分析*

=&?&?

!

肺功能测试
!

麻醉小鼠经腹腔注射
$%Y

水合

氯醛*采用全身体积描记系统$美国
ĴRH"

电子有限

公司&进行肺功能测试#先记录基线时的跨肺压)肺流

量)潮气量等#随后记录吸入各组胺浓度后的$组胺雾

化
1%+

以后&跨肺压)肺流量和潮气量等#计算出气道

肺阻力和动态肺顺应性#气道反应性是用气道肺阻力

和动态肺顺应性来表现*

=&?&@

!

组织学检查
!

对支气管网状基底膜厚度的组

织学检查#在切片距离
1%%

%

A

分隔处的两个位置分

别取出标体#在
$%%

%

A

区间内取
'

点作为样本并记

录其支气管黏膜网状基底膜厚度#以这
'

点样本的平

均值做为网状基底膜厚度*用千分尺放大$

[$%%%

&

并从基底的支气管上皮下的网状层的外边缘厚度测

量*使用计算机图像分析软件来测定平滑肌层)网状

基底膜层厚度和气道壁的内外径*

=&?&A

!

V2̂ S

免疫组织化学法检测
<:;

蛋白表达

!

将标本放入
0Y

多聚甲醛固定#石蜡包埋#

0

%

A

切

片#采用
V2̂ 2

免疫组织化学法#一抗稀释比为
$

!

?%

#显色后中性树胶封片#参照经典方法'

/.(

(

#记录

<:;

阳性反应区*

=&?&K

!

病理染色
!

从右侧主支气管开口和从中)下

支气管各取
'

个标本来进行活组织检查*经
$%%A

B

的苯巴比妥腹腔注射麻醉后#所有大鼠均行开胸手

术*

=4

染色!肺组织
?

%

A

石蜡切片#

?( Z

烤箱熔

蜡#二甲苯透明
'%A#,

#梯度乙醇脱水约
$%A#,

#苏木

素染色约
$%A#,

#随后盐酸分化
1+

#给予快速伊红染

色#再梯度乙醇脱水#最后干燥行中性树胶并且封片*

LF++#",

染色!肺组织
?

%

A

石蜡切片#水洗后行苏木

素染色#盐酸乙醇分化#

$Y

酸性品红液染色#给予
$Y

磷铝酸水溶液浸染#再行冰乙酸分化%然后给予苯胺

蓝溶液染色#

$Y

冰醋酸液进行分色#随后用
(?Y

乙

醇)无水乙醇进行脱水%二甲苯透明#中性树胶进行封

片*

2̂ TŴ V

染色!肺组织
?

%

A

石蜡切片#常规脱

蜡至水#

'Y

乙酸液洗
1A#,

#加入
$Y

阿利新兰醋酸液

$%

$

1%A#,

#蒸馏水冲洗#

%&?Y

过碘酸水溶液浸染
?

A#,

%然后蒸馏水冲洗#

-%Y

乙醇冲洗%

VH3#II

液浸染

$?

$

'%A#,

%流水冲洗
$%A#,

%苏木素淡染
1

$

'A#,

#

水洗%常规脱水)封片*观察左侧主支气管及其周围
'

个大血管的炎性细胞浸润程度#并得到平均值*采用

光笔来描写平滑内外边界及气道基底膜的周长*检测

??/'

重庆医学
1%$/

年
$%

月第
0-

卷第
'%

期



图
$

!!

各组小鼠肺组织的病理图片%

[0%%

&

基底膜的周长$

L̂

&及平滑肌的面积$

2L

&#并计算平

滑肌的肌肉厚度为$

%

A

&*

=&?&L

!

8C.WS8

检测
!

从活检组织中分离出总

8<2

#并反向转录为
HU<2

*用
8C.WS8

检测
<:;

表达#以
:2WU=

作为内部控制*

<:;

正向引物
?h.

2CSS2SSS2SSS2:CSCCSS2S2C.'h

#反向

引物
?h.::S2:SSC:CCC:CS:CSC:CC:C.

'h

%

:2WU=

正向引物
?h.SSCSC::222:SC:C

::S :C.'h

#反向引物
?h.CC: :2: :SS 2C:

C2::SS2C.'h

#反应条件!

(?Z

变性
?A#,

%

(?Z

变性
?+

#

??Z

退火
?+

#

-1Z

扩展
$?+

#

0%

个循环*

=&@

!

统计学处理
!

采用
VWVV$(&%

软件进行统计分

析#计量资料采用
J@@

表示#进行方差齐性检验#多

组均数间比较用单因素方差分析$

",67F

N

2<X.

92

&#组间两两比较采用
2

检验*以
!

$

%&%?

为差异

有统计学意义*

>

!

结
!!

果

>&=

!

动物行为学及肺组织病理学
!

=4

染色!哮喘组

可见血管旁和呼吸道周围有许多的淋巴细胞)嗜酸性

粒细胞等炎性细胞浸润#并且平滑肌层和黏膜下层增

厚#气道的管腔明显狭窄%抗
<:;

组)抗
<:;L

组均

较哮喘组气道重塑情况有明显减轻*

LF++",

染色!

哮喘组的胶原沉积多存在于气道上皮下和血管壁处#

并有显著的增加现象#少量胶原沉积存在于肺泡间

隔)小叶间及血管周围的结缔组织中%抗
<:;

组和抗

<:;L

组均较哮喘组有显著的减弱*

2̂ .W2V

染色!

哮喘组可见
2̂ .W2V

阳性信号面积在气管上皮内有

显著的增加#黏液杯状细胞增生*抗
<:;

组)抗
<:.

;L

组均较哮喘组黏液细胞增生减轻#见图
$

*在哮

喘组#可见双侧鼻流鼻涕)呼吸急促和喘息*安静时#

抗
<:;

组和抗
<:;L

组出现了轻微的症状*根据

病理改变的程度#按严重程度依次为哮喘组
%

抗
<:;

组
%

抗
<:;L

组*

表
$

!!

<:;

激发前(后小鼠平均气道阻力

!!!

%

J@@

)

HA=

1

X

&

组别
/

激发前 激发后

对照组
$% %&$/@%&%%1 %&$/@%&%%1

哮喘组
$% %&1/@%&%%$

%&'-@%&%'$

F

抗
<:;

组
$% %&1?@%&%%'

%&'$@%&%$

FK

抗
<:;L

组
$% %&1$@%&%%1

%&10@%&%1

FH

!!

F

!

!

$

%&%?

#与激发前比较%

K

!

!

$

%&%?

#与哮喘组比较%

H

!

!

$

%&%?

#与抗
<:;

组比较

>&>

!

小鼠肺功能测试显示
!

<:;

激发后在平均气

道阻力方面#哮喘组
%

抗
<:;

组
%

抗
<:;L

组
%

对

照组#差异均有统计学意义$

!

$

%&%?

&#见表
$

*在肺

顺应性方面#对照组的动态肺顺应性值在激发前)后

无明显差异*在
<:;

激发后对照组
%

抗
<:;L

组
%

抗
<:;

组
%

哮喘组#差异有统计学意义$

!

$

%&%?

&*

见表
1

*

)?/'

重庆医学
1%$/

年
$%

月第
0-

卷第
'%

期



表
1

!!

<:;

激发前(后小鼠的平均动态肺顺应性

!!!

%

J@@

)

HA=

1

X

&

组别
/

激发前 激发后

对照组
$% %&(%@%&%$ %&(%@%&%1

哮喘组
$% %&0'@%&%$

%&'-@%&%1

F

抗
<:;

组
$% %&?/@%&%$

%&0$@%&%1

FK

抗
<:;L

组
$% %&-$@%&%$

%&)(@%&%1

FKH

!!

F

!

!

$

%&%?

#与激发前比较%

K

!

!

$

%&%?

#与哮喘组比较%

H

!

!

$

%&%?

#与抗
<:;

组比较

>&?

!

网状基底膜厚度)胶原蛋白厚度及气道壁厚度

!

各组在小鼠肺组织网状基底膜厚度)胶原蛋白厚度

及气道壁厚度比较可见抗
<:;L

组
$

抗
<:;

组
$

哮喘组#差异有统计学意义$

!

$

%&%?

&#见表
'

*

表
'

!!

网状基底膜厚度(胶原蛋白厚度(气道壁厚

!!!

的比较%

J@@

)

%

A

&

组别
/

网状基底膜厚度 胶原蛋白厚度 小鼠气道壁厚

对照组
$% 0&'1@%&?/ ))&%-@$?&?) $-&$'@1&%?

哮喘组
$%

/&%1@$&11

F

/)&%-@$/&?/

F

'%&)'@1&$%

F

抗
<:;

组
$%

)&('@%&)/

FH

-/&1-@$)&?/

FH

11&$$@1&$1

FH

抗
<:;L

组
$%

0&)/@%&?(

KH

-1&$/@11&)%

KH

$-&%1@1&%1

KH

!!

F

!

!

$

%&%?

#与对照组比较%

K

!

!

$

%&%?

#与抗
.<:;

组比较%

H

!

!

$

%&%?

#与哮喘组比较

>&@

!

肺组织中
<:;

蛋白及
A8<2

的表达
!

表
0

显

示了各组肺组织中
<:;

蛋白和
<:;A8<2

的平均

灰度值*

<:;

蛋白及
A8<2

均为哮喘组
%

抗
.<:;

组
%

抗
.<:;L

组
%

对照组#两两比较差异有统计学

意义$

!

$

%&%?

&*

表
0

!!

0

组小鼠的
<:;

蛋白表达与
<:;A8<2

的平均

!!!

灰度值比较%

J@@

&

组别
/ <:;

灰度值
<:;A8<2

灰度值

对照组
$% -1&01@1&?) %&/-@%&$-

哮喘组
$%

$%/&1?@$&)(

F

$&(-@%&$'

F

抗
<:;

组
$%

(1&1?@1&1$

FK

$&--@%&0)

FK

抗
<:;L

组
$%

/'&%$@1&%$

FKH

$&0'@%&'/

FKH

!!

F

!

!

$

%&%?

#与对照组比较%

K

!

!

$

%&%?

#与哮喘组比较%

H

!

!

$

%&%?

#抗
<:;

组比较

?

!

讨
!!

论

!!

最近的研究表明#抗
<:;

可能会拮抗过敏性哮

喘的气道高反应性*哮喘可以诱导肺组织的
<:;

过

度表达'

'

#

)

(

#

<:;

过度表达可能与哮喘发病机制中涉

及的其他致病因素协同配合#诱发关键性肺损伤'

1

(

*

<:;

在哮喘'

-

(中起着+粘结,作用#合理的抗
<:;

调

节可以有效地减少气道哮喘及肺组织的
<:;

过度表

达'

)

(

#抑制气道重塑和炎症'

'

(

#从而延缓甚至逆转哮

喘的进程*在本研究中#雾化吸入后的抗
<:;L

能

附着在受损气道内的内皮外露神经末梢#导致神经末

梢和神经递质释放的持续抑制#从而达到控制哮喘气

道炎症的目的*

在肺功能测试中发现#气道流速的大小)气道阻

力程度)动态肺顺应性值在抗
<:;L

组中均有明显

抑制#提示抗
<:;L

可降低气道流速#改善气道阻力

及动态顺应性#局部雾化吸入抗
<:;L

是较好的药

物管理途径*本研究中在网状基底膜厚度)胶原厚度

和气道壁厚度方面抗
.<:;L

和抗
.<:;

之间的差异

明显#表明雾化吸入抗
.<:;L

可以显著抑制网状基

底膜厚度)胶原蛋白沉积)哮喘气道炎症和气道壁厚

度*抗
<:;

组与抗
<:;L

组之间的差异有统计学

意义#提示腹腔内注射不能集中药物于肺内#可能会

拮抗
<:;

在神经系统和其他器官的正常功能需要*

本研究显示
<:; A8<2

和
<:;

蛋白质在抗

<:;L

组中的表达明显低于抗
<:;

组#这提示与腹

腔注射比较#雾化吸入治疗可更有效地减少
<:;

表

达*基于以往的研究'

'

#

/.(

(

#抗
<:;

干预可拮抗气道

高反应性和气道炎症#从而减少
<:;

的分泌#当抗

<:;

药物制成微球后#其对肺组织有亲和力#并选择

性地将药物直接靶向相应部位*微球可以准确地递

送到所需的部位#以连续或脉冲的方式释放活性蛋

白#避免由于重复使用生物半衰期短的药物而给患者

带来不便'

$%

(

*美国食品和药物管理局已批准微球配

方作为人体的载体材料'

$$

(

*王世寿等'

$1

(提出!肺部

微球因载体材料的释药性能而具有缓释性#并因常用

的材料有淀粉)聚乳酸等#具有生物可降解性)生物相

容性和生物黏附性#故具有安全性#同时因微球在肺

内局部作用故具有良好肺内靶向性#可提高药物的疗

效*因此#如果抗
<:;L

可用于临床治疗哮喘#其可

能会提供更好的治疗效果*然而#抗
<:;L

在人类

身上的安全性和有效性还需要进一步研究*

总之#雾化吸入抗
<:;L

的治疗改善了哮喘小

鼠肺的行为和病理变化#提示该药给予雾化吸入可能

优于腹腔注射*这可能是因为雾化吸入给药可以增

加局部血液的药物浓度并超过药物治疗的阈值浓度#

此外#缓释微球是一种有效的控释制剂#能提高稳定

性#降低机体损伤程度#具有良好的生物耐受性#使药

物集中在靶区*这些特点可以改善药物治疗的疗效*
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2PE

有望降低顺铂抗三阴性乳腺癌治疗的有效浓度#

从而减少顺铂的毒副作用和化疗耐药的发生*

综上所述#

Le.11%)

通过抑制
2PE

激酶促进顺

铂诱导的线粒体途径细胞凋亡#并与顺铂通过药物协

同作用抑制
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖*上述研究表

明#

Le.11%)

与顺铂联合应用具有潜在的抗三阴性乳

腺癌临床应用价值*
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