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【摘+ 要】目的：观察咪喹莫特对小鼠哮喘模型气道炎症和

肺组织信号转导与转录激活因子 !（Z-L-!）和 Z-L-’ 表达的

影响, 方 法：建 立 哮 喘 模 型，自 !) G 时 雾 化 吸 入 WXL 前

", ( @，干预组分别雾化吸入咪喹莫特 0" 468 及 6B 地塞米松,
WXL 雾化结束后 $) @ 取左上叶肺组织做 M1 染色观察肺组

织炎症改变；收集肺泡灌洗液进行细胞计数和分类；用免疫组

化和 \.:3 J/=3 方法检测肺组织 Z-L-! 和 Z-L-’ 的表达；用逆

转录#聚合酶链反应半定量检测肺组织 Z-L-!，Z-L-’，UI#)，

.=35268 和 UKN#! 4ENL 表达水平, 结果：" M1 染色示地塞

米松组和咪喹莫特组小鼠肺组织炎症程度较哮喘小鼠减轻,

# 哮喘组小鼠 YLIK 中细胞总数及各种炎症细胞较正常组显

著增加，咪喹莫特治疗组嗜酸性粒细胞、淋巴细胞比哮喘组明

显减少（9 ] ", "!）, $ Z-L-! 和 Z-L-’ 均在气道上皮细胞表

达，哮喘组肺组织 Z-L-! 和 Z-L-’ 表达较正常组增强，咪喹

莫特组 Z-L-! 表达与哮喘组无明显区别，较正常组增加, %
哮喘组小鼠肺组织 Z-L-!，Z-L-’，.=35268，UI#) 4ENL 表达

较正常组增强（9 ] ", "!），UKN#! 4ENL 表达减少，咪喹莫特

组 Z-L-! 4ENL 表达与哮喘组无明显区别，Z-L-’，.=35268 和

UI#) 4ENL 的 表 达 较 哮 喘 组 降 低，较 正 常 组 增 加，UKN#!
4ENL表达较哮喘组增加，但低于正常组, 结论：雾化吸入咪

喹莫特可在一定程度上减轻哮喘小鼠的气道炎症，抑制肺组

织 Z-L-’ 蛋白和 4ENL 的过度表达,
【关键词】哮喘；信号转导与转录激活因子 !；信号转导与转录

激活因子 ’；咪喹莫特

【中图号】E(’$, $+ + + 【文献标识码】L

GH 引言

哮喘是一种由嗜酸性粒细胞，淋巴细胞以及肥大

细胞等多种炎症细胞参与的复杂气道炎症性疾病，在

这一炎症反应过程中 - 细胞是重要的启动与调节细

胞, 目前多项研究表明，哮喘是一种 -@$ 型细胞优势

反应的疾病，表现为 -@$ 型细胞因子的表达增多, 而
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转录信号转导子和激活子（!"#"）的激活，是细胞因

子发挥生物学作用的重要环节$ !"#"% 缺乏的小鼠

无法诱发气道高反应性和嗜酸性粒细胞性气道炎

症［& ’ (］，研究证实气道高反应性的发生需要 )*+, 介

导的信号传导通路和信号分子 !"#"% 的参与［-］$ 咪

喹莫特是一种免疫调节剂，它能促进培养的 " 淋巴

细胞 产 生 )*+&( 和 )./+!，抑 制 )*+, 和 )*+0 的 表

达［,］，使原始 "1 细胞向 "1& 细胞分化，提示咪喹莫

特可能对治疗以 "1( 反应为主的支气管哮喘有效$
鉴于 )*+, 及其信号传导通路中 !"#"% 的重要作用，

我们拟通过哮喘小鼠模型，研究咪喹莫特对 )*+, 及

!"#"% 的影响，并以糖皮质激素作对照比较，探讨其

能否改善哮喘气道炎症及可能的机制$

!" 材料和方法

!$ !" 材料" % 23 龄清洁级雄性 4567 8 9 纯系小鼠 ,:
只，体质量 (: ; (0 <，购自上海实验动物中心，南京医

科大学动物中心饲养（ 环境温度 (0=，湿度 >:?）$
聚合酶链反应（@AB）热循环仪（@"A+(:: CD EFGF5E91
)H9），勃林格殷格翰超声雾化器，4)I+B#J 电泳和湿

转仪，低温高速离心机（FKKFHLMEN 9FHOEPNQ<F 0R&:B），

兔抗小鼠 !"#"& 和 !"#"% 多克 隆 抗 体（ 美 国 AF66
!P<H56PH< 公司），IHF+!OFK B"+@AB 试剂盒（ 美国 A6M+
OF91 公司），!@ 试剂盒（北京中山公司），"EPSM6（ )HTP+
TM<FH 公司），卵白蛋白（IU#）："级（ 美国 !P<V5 公

司）$ 小 鼠 !"#"& 引 物 序 列：上 游 0W+"XXX#X+
A#AXA"XAA"#"X#"X"A+-W，下 游 0W+AA""AXA""A+
A#A"AA#AX#XA"A+-W；!"#"% 引 物 序 列：上 游 0W+
"A"AA#AX#XA""A#A#""X+-W，下游 0W+A"X#XXA"+
X""X"AX""X##+-W；)*+, 引物序列 0W+A#X#XA"#"+
"X#"XXX"A"A+-W，下游 0W+""AA#XX##X"A"""A#+
X"X+-W；)./+!引物序列 0W+XX#"#"A"XX#XX##A"+
XXA+-W，下游 0W+""AA#XX##X"A"""A#X"X+-W；YMO+
5ZPH 引 物 序 列：上 游 0W+#X#XA"AA#A#XAXA""A+
"#""+-W，下 游 0W+XX"XA#"A"X""X""XX"X#""+-W；
X#@J[ 引物序列：上游 0W+#X"#"X#A"AA#A"A#A+
XXA##+-W，下 游 0W+"A"AXA"AA"XX##X#"XX"+-W$
由上海博亚生物技术有限公司合成$ @AB 产物图像

分析软件为 XF6+@EM #H56\SFE$
!$ #" 方法

&$ ($ &] 小鼠哮喘模型制作与分组] 采用随机表法将

小鼠随机等分成 , 组，每组 &: 只$ 哮喘组：小鼠 PK
:$ & V* 致敏液（ 含 IU# &:: #<，氢氧化铝凝胶 ,::
#<），> L 后再以相同的剂量和方法重复致敏 & 次，&,
L 后以 &: < 8 * IU# 溶液超声雾化激发，每日 -: VPH，

连续 > L$ 地塞米松组在雾化吸入前 -: VPH 按 ( V< 8
3<，PK 地塞米松溶液$ 咪喹莫特组在雾化吸入前 -:
VPH 预先吸入 &$ 0 < 8 * 咪喹莫特混悬液 -: VPH$ 正常

对照组：小鼠第 & 和第 > 日 PK 生理盐水 :$ & V*，&,
L 后以生理盐水溶液超声雾化，每天 -: VPH，连续

> L$
&$ ($ (] 支气管肺泡灌洗（4#*）及 4#*. 细胞分离与

计数] , 组小鼠眼球摘除采血后，在环状软骨上用血

管钳固定气管，其下作横行切口，置入连接注射器的

硅胶管，分 - 次缓慢注入生理盐水，每次注入量为:$ ,
V*，每次灌洗后立即回收置于离心管中，计量，于 ’
,=储存，( 1 内作细胞分离$ 4#*. 于 &0:: E 8 VPH 离

心 &: VPH，细胞沉淀用 :$ 0 V* @4! 液重悬，取 :$ &
V* 于血细胞计数台测定细胞总数，取 :$ ( V* 涂片，

^EP<1O+XPFVG5 染色，至少计数 (:: 个细胞作细胞分

类计数$
&$ ($ -] 小鼠肺组织病理改变及 !"#"&，!"#"% 蛋白

的表达] , 组小鼠末次激发后 (, 1 开胸，取左上叶肺

组织，,: < 8 * 中性福尔马林固定 (: 1，石腊切片后进

行 [Y 染色，显微镜下观察肺组织的炎症改变$ 免疫

组织化学方法检测肺组织 !"#"& 和 !"#"% 表达检测

步骤按 !@ 说明书进行，显微镜下观察组织着色情况，

细胞质被染成棕黄色为阳性$ ^FGO 76MO 方法检测肺

组织 !"#"& 和 !"#"% 的表达用组织裂解液提取小鼠

右肺总蛋白，取 0: #< 蛋白进行 !J!+@#XY 凝胶电泳

分离，将分离的蛋白转到 @UJ. 膜上，0: < 8 * 小牛血

清常温封闭 & 1，&_&::: 多克隆一抗 ,= 摇床上振荡

过夜，辣根过氧化物酶标记的二抗（& _ (0: 羊抗兔

)<X）常温孵育 & 1，二氨基苯联胺（J#4）显色 &: ; -:
VPH$ 结果扫描存入计算机，用 XF6+KEM 5H56\SFE 软件

对 !"#"&，!"#"% 蛋白表达水平进行分析$
&$ ($ , ] 小鼠肺组织 )*+,，)./+!，!"#"& 和 !"#"%
VB/# 表达的检测 ] , 组小鼠末次激发后 (, 1，开

胸，取右侧肺组织，置于 JY@A 处理高压灭菌过的冻

存管中，+>:=保存，待提取总 B/# 进行 B" ! @AB$
肺组织 B/# 提取按 "EPSM6 说明书进行操作，!"#"&，

!"#"%，X#@J[，YMO5ZPH B"! @AB 条件如下：0:=
B" & 1，‘,= 0 VPH 终止 B" 反应的同时进行扩增预

变性，‘,= 变性 -: G，%:= 退火 -: G，%R= 延 伸 &
VPH，循环 -0 次，最后 %R=延伸 ( VPH$ )./+! 退火温

度 0R=，)*+, 退火温度 %(=，其余条件与 !"#"& 相

同$ @AB 产物于 (: < 8 * 琼脂糖凝胶上，在 &:: U 8 9V
电压下电泳 -: VPH，立即置于紫外线透射检测仪下观

察，扫描输入计算机，然后使用 XF6+KEM 5H56\SFE 软件

进行光密度测量，!"#"&，!"#"%，)./+!，YMO5ZPH 和
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!"#$ 条带的光密度值分别与 %&’() 条带的光密度

值进行比较，以其比值表示 *+&+,，*+&+-，!./#!，

0123456 和 !"#$ 78/& 表达的相对强度9
统计学处理：采用统计学软件 *’** ,,9 : 统计

学软件，对样本先行方差齐性检验，方差齐时用 ;6<#
=3> &/;?& 检验9 方差不齐时，用 @ABCD3E#=3EE5C )
2<C2 比较总的差异，再用 F366#=G526<> H 进行两组

之间比较9 ! I :9 :J 认为差异有统计学意义9

!" 结果

!9 #" 肺组织病理变化" 正常小鼠气道上皮平整，无

纤毛脱落，肺泡腔内未见炎性渗出，黏膜下未见炎细

胞浸润，气管平滑肌无增厚9 哮喘小鼠 )0 染色可见

气道上皮不完整，粘膜下有大量的炎细胞浸润，以淋

巴细胞为主9 地塞米松组和咪喹莫特组炎症程度

减轻9
!$ !" %&’( 中细胞计数与分类" 哮喘组小鼠 K&".
中细胞 总 数 及 各 种 炎 症 细 胞 较 正 常 组 增 加（ ! I
:9 :,），哮喘组小鼠支气管肺泡灌洗液细胞主要由巨

噬细胞和嗜酸性粒细胞组成（ 表 ,）9 咪喹莫特治疗

组嗜酸性粒细胞、巨噬细胞和淋巴细胞比哮喘组明显

减少（! I :9 :,）9

表 ,L $ 组小鼠 K&". 总细胞数及细胞分类

（ M ,:- N "，" O ,:）

组别 细胞总数
细胞分类

F " / 0

对照 ,9 -J ,9 -: :9 :$ :9 :P :9 :,Q

哮喘 R9 SP J9 R: :9 $T :9 P: P9 JJ

地塞米松 T9 UJQ T9 PP :9 PR :9 :R :9 P-Q

咪喹莫特 $9 TSQ T9 ,PQ :9 :SQ :9 $P :9 TUQ

Q! I :9 :, #$ 哮喘组9

!$ )" 肺组织 *+&+#，*+&+, 蛋白的表达 " *+&+,
和 *+&+-（图 ,#$）均在气道上皮细胞表达9 哮喘组小

鼠肺组织浸润的炎症细胞和肺泡巨噬细胞上也有

*+&+, 表达9 =<C2 QE12 结 果 显 示 哮 喘 组 *+&+, 和

*+&+- 表达明显高于正常（! I :9 :,），经咪喹莫特干

预后，*+&+- 表达减少（! I :9 :J），但 *+&+, 表达与

哮喘组无明显区别9 地塞米松能抑制两种转录因子

的表达（! I :9 :,，表 P）9
!$ - " 肺 组 织 *+&+#，*+&+,，.’/-，0123456 和

.(7/! 897& 的 表 达 " 各 小 鼠 肺 组 织 *+&+,，

*+&+-，!"#$，0123456 和 !./#! 78/& 表达强度见图

&：哮喘组；K：咪喹莫特组9

图 ,L 小鼠肺组织 *+&+- 表达L !+V M P::

&：哮喘组；K：咪喹莫特组9

图 PL 小鼠肺组织 *+&+, 表达L !+V M P::

,：对照；P：哮喘；T：咪喹莫特；$：地塞米松9

图 TL 小鼠肺组织 *+&+,（&）和 *+&+-（K）蛋白的表达

J，-9 其与小鼠肺组织 %&’() 78/& 表达的相对强

度见表T9 哮喘组小鼠肺组织 *+&+,，*+&+-，0123456，
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! !："#$%&$；’：地塞米松；(：咪喹莫特；)：哮喘；*：对照+ " !：

"#$%&$；’：对照；(：地塞米松；)：哮喘；*：咪喹莫特+

图 *, 小鼠肺组织 -./’（/）和 -./.0 "12/（3）的表达

表 (, 四组小鼠肺组织 -./.’ 和 -./.0 蛋白的表达（! 4 ’5）

组别 -./.’ -./.0

对照 (5 ()

哮喘 ** *)5

地塞米松 *) )*67

咪喹莫特 )’67 )(67

6" 8 5+ 5’ #$ 对照组，7" 8 5+ 5’ #$ 哮喘组+

9:;* "12/ 表达较正常组增强，9<2;# "12/ 表达减

少，咪喹莫特组 -./.’"12/ 表达与哮喘组无明显区

别，=>?#@AB，-./.0 和 9:;* "12/ 的表达较哮喘组降

低（" 8 5+ 5C），但仍高于正常组，9<2;# "12/ 表达

较哮喘组增加，但低于正常组+ 地塞米松组两种转录

因子的表达较哮喘组减弱，但较正常组仍增强+

!："#$%&$；’：地塞米松；(：咪喹莫特；)：对照；*：哮喘+

图 C, 小鼠肺组织 9:;*（/）和 9<2;# "12/（3）的表达

!："#$%&$；’：地塞米松；(：咪喹莫特；)：哮喘；*：对照+

图 0, 小鼠肺组织 =>?#@AB（/）（ 下一 条 带 为 =>?#@AB，上 为

D/EFG）和 D/EFG "12/（3）表达

表 ), 四组小鼠肺组织 -./.’，-./.0，9:;* 和 9<2;# "12/ 表达的相对强度 （! % ’5，& ’ $）

组别
-./.’ "12/ H
D/EFG "12/

-./.0 "12/ H
D/EFG "12/

9:;* "12/ H
D/EFG "12/

9<2;# "12/
H D/EFG "12/

=>?#@AB "12/ H
D/EFG "12/

对照 5+ IJ K 5+ (* 5+ *J K 5+ (5 5+ (’ K 5+ 5J 5+ C0 K 5+ 5I 5+ *C K 5+ 5L

哮喘 ’+ 0’ K 5+ (56 ’+ 0L K 5+ ’J6 5+ J’ K 5+ ’C6 5+ (* K 5+ 5L6 5+ LC K 5+ ’’6

地塞米松 ’+ *L K 5+ ()6 ’+ (( K 5+ C067 5+ *I K 5+ 5J67 5+ *5 K 5+ ’(67 5+ 0J K 5+ ’J7

咪喹莫特 ’+ ’L K 5+ )57 ’+ 5* K 5+ C’67 5+ )L K 5+ 5I67 5+ (I K 5+ 5J6 5+ 05 K 5+ 5I67

6" 8 5+ 5’ #$ 对照组，7" 8 5+ 5C #$ 哮喘组+

!" 讨论

本结果显示，哮喘小鼠肺组织炎症细胞浸润，气

道上皮呈嵴状增生或部分脱落；支气管肺泡灌洗中大

量炎细胞浸润，各种细胞如单核巨噬细胞、淋巴细胞、

嗜酸性粒细胞、中性粒细胞均明显增加，提示模型制

备是 成 功 和 稳 定 的+ 哮 喘 小 鼠 9:;*，=>?#@AB 和

-./.0 "12/ 表达较正常小鼠增加，从而进一步证实

9:;* H -./.0 信号传导途径在哮喘的发病机制中起重

要作用，9:;* 激活 -./.0，活化的 -./.0 形成二聚体

由胞质进入核内，与目的基因的启动子区域结合，激

活相应基因的转录与表达+ 目前发现 -./.0 的目的

基因包括 =>?#@AB，9:;C，9:;* 和 9:;’) 等［* M C］，它们表

达增加后反过来促进 9:;* 表达和 -./.0 活化，形成

炎症级联反应，导致气道炎症和气道高反应的发生和

发展+ D>N7"#B 等［0］研究发现，用 9:;* 和 9:;’) 刺激

培养的上皮细胞、内皮细胞和纤维母细胞后，不仅能

检测到活化的 -./.0，活化的 -./.’ 的表达也大大

增加+ 我们也发现肺组织 -./.’ 蛋白和 "12/ 表达

较正常组增加，-./.’ 可增加其目的基因 9O/!;’ 表

达，促进炎性细胞从血管内募集到炎症部位+
咪喹莫特是一种免疫调节剂，它由单核细胞、巨

噬细胞、3 细胞和树突状细胞等抗原递呈细胞识别，

通过与这些细胞表面受体如 .>NN $&P&Q?>$ J（.:1J）结

合，诱导产生前炎症细胞因子 9<2;$，.2<;$ 和 9:;
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!"，这些局部产生的细胞因子促使 #$! 反应优势的产

生［%］& 体外实验证实它还能促进培养的 # 淋巴细胞

产生 ’()!" 和 ’*+)!，抑制 ’(), 和 ’()-［,］，使原始 #$
细胞向 #$! 细胞分化，提示咪喹莫特可能对治疗以

#$" 反应为主的支气管哮喘有效& 我们以前的研究

表明雾化吸入咪喹莫特能减轻哮喘大鼠的炎症反应，

咪喹莫特治疗组大鼠支气管肺泡灌洗液中 ’(), 和

’()- 水平较哮喘组降低，’*+)!水平增高［.］&
本结果 显 示，咪 喹 莫 特 组 小 鼠 肺 组 织 /#0#1、

2345678 和 ’(), 表达较哮喘组减少，提示其可以抑制

#$" 细胞 表 达 ’(),，并 降 低 /#0#1 的 活 性& ’*+)!
9:+0 表达较哮喘组增加，有利于 #$! 优势的形成&
组织病理学提示咪喹莫特组小鼠气道周围炎细胞浸

润及气道上皮组织增生较哮喘组明显减轻，;0(* 中

嗜酸性粒细胞，淋巴细胞和中性粒细胞数量较哮喘组

显著下降，提示该药可在一定程度上控制哮喘气道炎

症& 可能的机制为：" 通过下调 ’(),，/#0#1 的表达

抑制 #$" 反应；# 增加 ’*+)! 表达，促进 #$! 反应；

$ 降低 2345678 表达，使嗜酸性粒细胞、肥大细胞及

#$" 细胞趋化到炎症部位受阻& 以往有研究发现，咪

喹莫特处理 /#0#!) < )小鼠，循环 ’*+ 水平下降 =" 倍，

提示 /#0#! 在咪喹莫特引起的基因活化机制中占重

要作用［>］& 而本研究发现咪喹莫特对哮喘小鼠肺组

织 /#0#! 蛋白和 9:+0 表达无明显影响，推测其主

要通过抑制 ’(), < /#0#1 传导通路来减轻气道炎症&
而地塞米松可能通过抑制 /#0#!，/#0#1 和 ’(), 的

表达来实现这一目的&

? ? 咪喹莫特作为一种干扰素诱导新型免疫调节剂

目前主要用于治疗皮肤性疾病，由于它能诱导 ’*+)

!，抑制 ’(), 的产生，抑制 ’(), < /#0#1 信号传导通

路，使 # 淋巴细胞分化偏离 #$" 反应方向，能在一定

程度上减轻哮喘的气道炎症&
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