
"

!

通讯作者!

]/9A,3

%

d,A4_F:.3,A.

?

$%%!

%7

AF44*649*6.

"

"论
!!

著"

表没食子儿茶素没食子酸酯对哮喘小鼠呼吸道变应性炎症作用的研究

吴
!

奎!

"陈
!

章!

"毕玉田$

"肖贞良!

"

!

!*

中国人民解放军成都军区总医院呼吸内科"成都
'!%%#)

+

$*

第三军医大学大坪医院呼吸内科"重庆
&%%%&$

#

!!

摘
!

要!目的
!

探讨表没食子儿茶素没食子酸酯!

]a=a

#对尘螨卵清蛋白!

DV1

#致敏*激发小鼠呼吸道变应性炎症的作用'

方法
!

=0(JQ

*

'

小鼠以
DV1

致敏*激发"在其每日供水时加入
]a=a

+在最后一次激发
$&F

后"留取标本"检测支气管肺泡灌洗

液!

J1Q<

#中的细胞计数和分类"测定
J1Q<

$血浆中细胞因子水平以及外周血和
J1Q<

中
<4d

E

)

N

=M&

N

I

细胞的比例'结果
!

哮喘小鼠可见明显炎性细胞浸润"经
]a=a

治疗后肺部炎性细胞浸润显著减少+

J1Q<

中炎性细胞"特别是嗜酸性粒细胞计数较

对照组明显升高!

M

#

%*%!

#+白细胞介素!

HQ

#

/&

$

HQ/0

水平较对照组明显升高!

M

#

%*%!

#"

<4d

E

)

N

I

细胞比例显著下降!

M

#

%*%!

#"

IF!

细胞因子干扰素
/

)

!

H<K/

)

#无显著变化"治疗组与模型组相比细胞计数$

HQ/&

和
HQ/0

水平$

<4d

E

)

N

I

细胞比例显著增

加"与对照组相比无显著差异+

HQ/!%

水平显著升高'结论
!

]a=a

可有效抑制哮喘模型小鼠呼吸道变应性炎症"其作用途径可能

是通过诱导
<4d

E

)

N

I

细胞的产生和
HQ/!%

的分泌"进而抑制
IF$

型免疫反应"这提示
]a=a

也许可以应用于哮喘的辅助治疗'

关键词!模型"动物+

!
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支气管哮喘是由
IF$

细胞介导的#对变应原免疫耐受缺

陷的疾病/

!

0

"在其发生#发展过程中!由于调节性
I

细胞作用

的缺失!使得患者在接触变应原时!对
IF$

反应的调节作用减

弱!

IF$

细胞分泌大量白细胞介素'

HQ

(

/&

#

HQ/0

#

HQ/"

#

HQ/!)

等

IF$

型细胞因子!诱导产生呼吸道炎性反应!使呼吸道黏液分

泌增加#平滑肌痉挛!导致呼吸道狭窄!使患者出现喘息#呼吸

困难等症状/

$/)

0

"

哮喘全球防治创议'

aHK1

(对哮喘的治疗进行了规范!建

议长期规律使用吸入性皮质激素$长效
#

$

受体激动剂进行治

疗"但该治疗方案存在以下几个问题%其一是费用较高!部分

患者无法承受!笔者在临床中经常遇到因为费用较高而无法坚

持治疗的患者.其二是患者对长期使用激素存在着一定的顾

虑!这多见于有一定文化程度的患者.其三是使用期间出现了

不良反应!如声音嘶哑等.其四是使用方法比较复杂!不容易掌

握.另外还有一部分患者!虽然经过了正规治疗!仍然无法控制

病情"鉴于此!在哮喘的治疗中!仍然需要进一步寻找有效#方

便#廉价的治疗或辅助治疗方法"

茶叶的活性成分主要是茶多酚!而其中起主要作用的是表

没食子儿茶素没食子酸酯'

]a=a

("研究发现!

]a=a

具有抗

氧化#清除自由基#抑制多种细胞因子的分泌及信号转导#促进

细胞凋亡等作用/

&/!%

0

"最近研究发现!

]a=a

还具有诱导调节

性
I

细胞的作用/

!!

0

!因此笔者推测
]a=a

也可以在哮喘的治

疗中发挥一定的作用"笔者拟观察
]a=a

对哮喘模型小鼠肺

部变应性炎症及外周血辅助性
I

细胞'

IF

(亚型的影响!为研

究
]a=a

在哮喘中的作用打下基础"

B

!

材料与方法

B*B

!

材料

B*B*B

!

主要试剂
!

纯化尘螨卵蛋白'

DV1

(为美国
R,

?

9A

公

司产品!

HQ/&

#

HQ/0

#干扰素
)

'

H<K/

)

(#

HQ/!%]QHR1

检测试剂

盒购自美国
JM

公司!荧光标记的抗
<4d

E

)

#

=M&

#

=M$0

抗体及

同型对照抗体购自美国
:J,4-6,:.6:

公司!

]a=a

为瑞士罗氏

公司产品"

&

)('!

&

国际检验医学杂志
$%!!

年
"

月第
)$

卷第
!0

期
!

H.8TQAU>:@

!

R:

E

8:9U:;$%!!

!

V43*)$

!

K4*!0



B*B*C

!

哮喘动物模型的复制及分组
!

'

!

!%

周雄雌性不拘的

=0(JQ

$

'

小鼠!平均体质量
$%$

?

!由重庆医科大学动物中心

提供"动物分为正常对照组'对照组(#

DV1

致敏$激发组'模

型组(#

]a=a

治疗组'治疗组(!每组各
#

只"模型组及治疗组

分别于第
!

#

#

天注射腹腔
!O DV1/

生理盐水混悬液各
!9Q

!

于第
!0

!

$!

天每天定时雾化吸入
!O DV1/

生理盐水混悬液

)%9,.

!雾化器产雾量为
%*09Q

$

9,.

"对照组致敏及激发步

骤同模型组!每次注射相同体积的生理盐水!雾化吸入生理盐

水"治疗组每日饮水中加入
%*)O ]a=a

"

B*C

!

方法

B*C*B

!

支气管肺泡灌洗和取血
!

在第
$$

天'最后一次雾化吸

入激发后
$&F

(!以
%*)O

戊巴比妥
%*)9Q

腹腔注射麻醉!切

开气管!插管!

SJR%*$9Q

$次!灌洗
$

次!灌洗液回收率大于

#%O

"眼窝取血!滴入肝素至抗凝管内!

0%%%;

$

9,.

离心
0

9,.

!血清移至另一干净
]

EE

:.@4;2

管!

P$%g

保存待测"

B*C*C

!

支气管肺泡灌洗液'

J1Q<

(细胞总数和分类计数
!

取

J1Q<

!

!0%%;

$

9,.

离心
!%9,.

!收集上清液!

P(%g

保存!以

备测定
HQ/&

#

HQ/0

和
H<K/

)

!细胞沉淀用
%*!9QSJR

重悬!取

少许用于细胞计数!计算出每毫升的细胞数"其余细胞沉淀再

次离心后!弃上清液!用少许
SJR

重悬后!涂片!晾干后瑞氏染

色"光学显微镜下计数
0%%

个非鳞状上皮细胞!并进行嗜酸性

粒细胞#中性粒细胞#淋巴细胞#巨噬细胞分类计数!计算各自

所占的百分比"

B*C*D

!

细胞因子检测
!

J1Q<

和血细胞因子
HQ/&

#

HQ/0

#

HQ/!%

和
H<K/

)

的检测参照浆中
]QHR1

试剂盒说明书进行"

B*C*E

!

流式细胞检测
!

取肝素抗凝小鼠眼底血
!*09Q

"在

试管内加入淋巴细胞分离液
)9Q

"将外周血以等体积
CA.X-

液稀释后!轻轻加入淋巴细胞分离液上层"

$%%%

?

离心
$%

9,.

"取出试管后!轻轻吸取液相交界的单核细胞!加入
CA.X-

液
)9Q

!混匀后!

!0%%

?

离心
09,.

"弃去上清液!细胞加入

完全培养基调整淋巴细胞浓度为
$c!%

#

$

9Q

!根据说明书以流

式细胞仪检测
<4d

E

)

N

=M$0

N

I

细胞占
=M&

N

I

细胞的比例"

J1Q<

中细胞以完全培养基调整细胞浓度为
$c!%

#

$

9Q

!根据

说明书以流式细胞仪检测
<4d

E

)

N

=M$0

N

I

细胞占
=M&

N

I

细胞的比例"

B*D

!

统计学处理
!

采用
RSRR!)*%

进行统计分析"数据用

L 8̂

表示!各组间均数比较采用独立样本
9

检验"

M

#

%*%0

为

差异有统计学意义"

C

!

结
!!

果

C*B

!

J1Q<

细胞学改变
!

小鼠经
DV1

雾化吸入激发后!小鼠

呼吸道和周围肺组织出现包括淋巴细胞#嗜酸性粒细胞#中性

粒细胞和单核巨噬细胞在内的多种炎性细胞浸润!

J1Q<

中细

胞总数及各类炎性细胞数量显著增加!其中尤以嗜酸性粒细胞

增加更为明显"

J1Q<

细胞总数和分类计数结果表明!与对照

组相比!模型组
J1Q<

中细胞总数显著增多!嗜酸性粒细胞#

淋巴细胞和中性粒细胞比例显著升高'

M

#

%*%!

("在治疗组

中!细胞总数#细胞分类计数均较模型组显著下降!与对照组无

明显差异"细胞总数和分类计数结果见表
!

"

C*D

!

J1Q<

和血浆中
HQ/&

#

HQ/0

#

HQ/!%

#

H<K/

)

的水平
!

小鼠

变态反应性炎症是由
IF$

反应所介导的!

=M&

N

I

细胞呈现典

型的
IF$

型反应!表现为
HQ/&

#

HQ/0

等
IF$

型细胞因子增高!

而
H<K/

)

等
IF!

型细胞因子降低"为判断
]a=a

对
IF$

型反

应的作用!笔者检测了
J1Q<

和血浆中
HQ/&

#

HQ/0

以及
IF!

型

细胞因子
H<K/

)

和调节性细胞因子
HQ/!%

的水平"结果表明%

模型组小鼠
J1Q<

中
HQ/&

#

HQ/0

水平较对照组明显升高'

M

#

%*%!

(!

H<K/

)

水平和对照组相比无显著差异!而
HQ/!%

水平较

对照组显著降低'

M

#

%*%!

(!经
]a=a

治疗后!

HQ/&

#

HQ/0

水平

显著下降!而
HQ/!%

水平显著升高!与对照组相比无显著差异.

各组
H<K/

)

水平均无显著差异"血浆中各细胞因子出现类似

表现"见表
$

!

)

"

表
!

!!

各组小鼠
J1Q<

中的细胞总数和分类计数的变化

组别
%

细胞总数

'

c!%

0

$

9Q

(

细胞分类计数'

O

(

中性粒细胞 淋巴细胞 嗜酸性粒细胞

对照组
# $*$0̂ %*#& 0*&0̂ !*&$ "*0&̂ $*)# %*)&̂ %*$!

模型组
# #*00̂ $*&$

$

!!*)0̂ $*%"

$

!"*00̂ 0*)'

$

))*'0̂ "*)

$

治疗组
# $*)(̂ !*%&

,

0*0(̂ !*&&

,

#*()̂ $*'$

,

$*%&̂ %*)(

,

!!

$

%

M

#

%*%!

!与对照组相比.

,

%

M

#

%*%!

!与模型组相比"

表
$

!!

小鼠
J1Q<

中
HQ/&

&

HQ/0

&

HQ/!%

&

H<K/

)

水平#

E?

%

9Q

$

组别
% HQ/& HQ/0 H<K/

)

HQ/!%

对照组
# !(#*%&̂ )'*$" !!)*0&̂ &(*$' )(%*"%̂ )0*%% )#$*&"̂ "&*")

模型组
# (%!*00̂ #&*($

$

'$(*"&̂ !$!*)"

$

))!*##̂ )'*!)

$

""*)0̂ $$*''

$

治疗组
# !0!*)'̂ &&*&"

,

!!(*"%̂ $$*&)

,

)&&*&)̂ &!*0#

,

)")*##̂ ("*#0

,

!!

$

%

M

#

%*%!

!与对照组相比.

,

%

M

#

%*%!

!与模型组相比"

表
)

!!

小鼠血浆中
HQ/&

&

HQ/0

&

HQ/!%

&

H<K/

)

水平#

E?

%

9Q

$

组别
% HQ/& HQ/0 H<K/

)

HQ/!%

对照组
# "(*0$̂ )0*$( #&*!&̂ !'*'% $&0*0&̂ )#*(' ))$*((̂ &0*)'

模型组
# )0&*&0̂ &)*&$

$

$#"*)%̂ )'*##

$

$)0*0(̂ $0*'0 #"*##̂ )%*%0

$

联合组
# "&*&'̂ $"*&&

,

("*))̂ !"*(#

,

$0"*0)̂ )0*0( )&'*($̂ '(*&$

,

!!

$

%

M

#

%*%!

!与对照组相比.

,

%

M

#

%*%!

!与模型组相比"

C*E

!

J1Q<

中
=M&

N

I

细胞亚型的变化
!

结果表明!哮喘组小 鼠外周血
=M&

N

I

细胞中!

<4d

E

)

N

I

细胞比例较对照组显著

&

&('!

&
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下降!经
]a=a

治疗后
<4d

E

)

N

I

细胞比例显著上升!与对照

组水平无显著差异.在对照组
J1Q<

中!

<4d

E

)

N

I

细胞比例显

著低于外周血!模型组
<4d

E

)

N

I

细胞比例较对照组有所下

降!而
]a=a

治疗后!

J1Q<

中
<4d

E

)

N

I

细胞的比例显著升

高!见表
&

"

表
&

!!

小鼠外周血
=M&

N

I

细胞中
<4d

E

)

N

I

细胞

!!!

比例的变化#

O

$

组别
%

外周血 肺泡灌洗液

对照组
# !!*')̂ )*'# (*#&̂ $*%'

模型组
# )*&"̂ !*"$

$

0*0!̂ $*)0

$

联合组
# !%*"$̂ &*$(

,

!0*(&̂ &*&(

$,

!!

$

%

M

#

%*%!

!与对照组相比.

,

%

M

#

%*%!

!与模型组相比"

D

!

讨
!!

论

在本研究中!笔者发现!

]a=a

可以有效抑制
DV1

诱导

的肺部变应性炎症!减少炎性细胞在肺部的募集!降低
J1Q<

中
IF$

型细胞因子水平!升高调节性细胞因子
HQ/!%

的水平!

并且诱导
<4d

E

)

N

I

细胞产生"

支气管哮喘是一种
IF$

型
=M&

N

I

细胞介导的呼吸道慢

性炎症性疾病!

IF$

细胞通过分泌
HQ/&

#

HQ/0

和
HQ/!)

等细胞

因子介导一系列变应性炎症/

!/$

0

"

IF!

型反应也通过加重后期

的炎症!使炎症慢性化而参与了哮喘炎性反应!而调节性
I

细

胞减少及其功能的降低在哮喘炎性反应中起着重要的作

用/

&/0

0

.哮喘的自然缓解也依赖于调节性
I

细胞的产生及
HQ/

!%

的分泌/

!$

0

"

调节性
I

细胞有
$

个主要亚型!即
=M&

N

=M$0

N

<4d

E

)

N

调节性
I

细胞和分泌
HQ/!%

的
$

型调节性
I

细胞'

I;!

(!虽然

第
!

种调节性
I

细胞在体外实验中主要依靠细胞接触而发挥

作用!但体内实验却证明
HQ/!%

的分泌起着重要的作用.对于

第
$

种调节性
I

细胞而言!其功能的发挥主要依靠分泌
HQ/

!%

!使用
HQ/!%

拮抗性抗体阻断后可以完全抑制
I;!

细胞的调

节功能"由此可知!

HQ/!%

是一种重要的调节性细胞因子!在调

节性
I

细胞功能中发挥着重要的作用!对哮喘的发病也起着

重要的调节作用"

研究发现!

]a=a

可以有效抑制哮喘豚鼠肺部去氧自由基

'

YDR

(的产生!并抑制
KD

合成酶的活性/

!)

0

"

]a=a

通过抑

制基质金属蛋白酶
/"

'

>>S/"

(的产生和
YDR

形成而调节炎性

细胞的迁移!进而抑制哮喘的肺部炎症/

!&

0

"

]a=a

还可以通

过抑制
MK1

甲基转移酶而诱导
<4d

E

)

和
HQ/!%

的表达/

!!

!

!0

0

"

与以往的研究相符!本研究发现!

]a=a

可以有效地抑制哮喘

小鼠肺部变应性炎症!降低
IF$

型细胞因子的分泌!并增加调

节性细胞因子
HQ/!%

的分泌!升高
<4d

E

)

N

I

细胞的比例"在

本研究中!笔者还发现!在正常小鼠
J1Q<

中!虽然
<4d

E

)

N

I

细胞的比例较对照组高!但考虑到对照组小鼠
J1Q<

中细胞

总数显著低于模型组!因此其
<4d

E

)

N

I

细胞的总数是显著少

于模型组的!这可能反应了对照组小鼠并未对
DV1

致敏!在

接触到
DV1

时!反应仍以正常的免疫耐受为主!因此不需要

产生较多的调节性
I

细胞来调节过度的
IF$

免疫反应"因此

可以推测!

]a=a

能通过诱导
HQ/!%

和
<4d

E

)

的表达!而诱导

分泌
HQ/!%

的
I;!

和表达
<4d

E

)

的调节性
I

细胞产生!进而抑

制变应原诱导的
IF$

型免疫反应"本研究结果提示!

]a=a

也许可以应用于哮喘的辅助治疗"
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