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·中文论著摘要·

大气污染颗粒物对卵蛋白诱导的哮喘小鼠

气道炎症的作用及其机制研究

刖 吾

大气污染是影响公众健康的首要环境危险因素之一。大气污染物是由诸多污

染物组成的复杂混合物，目前公认的各种大气污染物中，可吸入颗粒物(particulate

matter,PM)与人群健康效应各终点的流行病学联系最为密切，是定量评价大气污

染健康危害的标志性污染物。颗粒物，特别是空气动力学直径<10岬的可吸入颗

粒物(PMIo)是国内外许多大城市的首要污染物。大量流行病学调查研究表明，可

吸入颗粒物与人类呼吸系统疾病的发病率、死亡率密切相关，能引起哮喘、肺功

能下降、呼吸系统炎症，甚至累及心血管系统、神经系统、免疫系统、促进癌症

发生【1·51。对欧洲29个国家的调查研究表明，PMlo每升高10 gg／m3，呼吸系统疾病

的病死率提高0．58％161。德国科学家于1985．1994年对4757名妇女进行了调查研究，

结果显示慢性暴露于PMlo以及居住在主干道路附近的妇女肺功能受到了有害的影

响，慢性阻塞性肺炎的发病率上升【刀。在我国，对于中国现有的颗粒物暴露和死

亡率关系的剂量一反应关系资料的Meta分析表明，PMlo每增加10 Ixg／m3，急性死亡

率增；Ono．38％【81。对于太原市空气颗粒物与呼吸系统疾病每日住院率相关性研究发

现，PMlo每增iJIlO l,tg／m3，呼吸系统疾病每日住院率上升0．72％．2．15％N。据统计，

地球上每年PMlo的生成量约几十亿吨，一个成年人一昼夜会吸入约数万个甚至数

十万个大气颗粒物。因此，大气污染颗粒物对人群健康的影响已成为世界各地环

境、气象和医务工作者极为关注的前沿性课题。

支气管哮喘(简称哮喘)是一种以嗜酸性粒细胞为主的众多炎症细胞和炎症因

子参与的慢性气道炎症性疾病【lol。近年来，其患病率及死亡率均呈逐年上升趋势。

在一些发达国家，例如美国的儿童哮喘患病率从1980年的3．6％上升至112003年的5．8

％【11】；而我国儿童哮喘患病率也从1990年的2．03％上升到2000年的4．63蜊121。专

家警告：至1J2025年，如果全球人口的城市化比例从现有的45％升至59％，哮喘病

患者将有可能达到4亿人，每250例死亡病例中就有1例由哮喘病导致。哮喘已经成



为仅次于癌症的世界第二大致死和致残疾病，而中国已经成为全球哮喘死亡率最

高的国家之一【”】。既往流行病学调查研究表明，大气中可吸入颗粒物浓度升高与

哮喘患者数量增加密切相关【悼151；在亚洲沙尘暴发生的时段中，台湾和韩国地区

哮喘病的同就诊率明显增加【蛤17】；同时实验研究发现暴露于来源于美国洛杉矶高

速公路附近的PMIo能够导致卵蛋(ovalbumin，OVA)诱导的哮喘小鼠气道炎症反

应增强【18】。因此，研究大气污染颗粒物对哮喘小鼠的损伤作用机制对加强颗粒物

污染防治及敏感人群的健康保护具有重要的现实意义和指导意义。

呼吸道是可吸入颗粒物的靶器官，肺巨噬细胞是呼吸道内部重要的防御屏障。

在它吞噬颗粒物进行消化过程中，加速各种炎性因子的合成与释放，扰乱了细胞

因子网络平衡，从而启动了炎症过程，促进炎症发展，对肺部造成损伤【”】。Toll

样受体(Toll—like receptors，TLRs)是近年来备受关注的一种病原体识别受体，主要

表达于巨噬细胞和树突状细胞表面【20】。TLRs是跨膜蛋白，通过辨认识别生物体内

保守的病原相关分子模式(pathogens associated molecular paRems，PAMPs)，活化巨

噬细胞和树突状细胞，产生细胞因子和趋化性细胞因子，启动天然免疫应答，构

成机体免疫反应的第一道防线【211。PAMPs是广泛存在于病原体细胞表面的分子标

志，如酵母细胞壁上的甘露糖，以及脂多糖、肽糖、胞壁酸等各种细菌的细胞壁

成分【221。巨噬细胞可以通过其细胞表面表达的TLRs来识别和结合PAMPs，从而

激发细胞内的信号传导，而引起机体天然免疫反应【23】。同时TLRs与PAMP的结合

还可以刺激抗原递呈细胞产生致炎细胞因子激发被动免疫【241。然而，其他的模式

识别受体如Nod样受体(Nod．1ike receptors，NLRs)也参与天然免疫的介导【251。NLRs

家族的成员NALP3(NACHT-，LRR-and pyrin—domain containing protein 3)是细胞

质受体，被微生物配体肽聚糖和细胞损伤的内源性标记物(如ATP和尿酸结晶等)

激活【261。具有活性的NALP3与衔接蛋白如凋亡相关的斑点样蛋白

(apoptosis--associated speck--like protein containing caspase recruitment domain,ASC)

结合而形成NALP3炎症复合体【271。该复合体激活半胱氨酸蛋白酶．1(caspase．1)，

进而分泌白细胞介素．1p(Interleukin lp，IL．1p)，促进炎症反应【2引。本研究中应用

大气污染颗粒物对小鼠巨噬细胞进行染毒，通过检测细胞中TLRs和NALP3炎症

复合体的基因表达而探讨大气污染颗粒物对哮喘小鼠损伤作用的机制。
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在本研究中使用电子加热器将采集于我国北京空气中的城市空气颗粒物

(urban particulate matte，UPM)和采集于同本壹歧岛空气中的亚洲沙尘暴浮尘颗粒

物(air-bome Asian sand dust，AASD)的部分样本进行加热处理，以去除吸附于其表

面的微生物、S042。和N03-等成分。本实验中应用OVA致敏小鼠，采用气管灌注

的方法，分别将加热处理的UPM(heated UPM，H．UPM)、未加热处理的UPM、加

热处理的AASD(heated AASD，H-AASD)和未加热处理的AASD的悬浮液注入小

鼠体内，观察小鼠肺组织病理形态学变化，支气管肺泡灌洗液(bronchoalveolar

lavage fluid，BALF)d尸炎症细胞的分布变化，BALF中细胞因子和趋化性细胞因子

的蛋白表达改变，以及血清中OVA特异性IgE和IgGl抗体的表达变化。体外培

养小鼠巨噬细胞系(RAW264．7)观察TLRs和NALP3炎症复合体的基因表达变化，

从而探求北京城市空气颗粒物和亚洲沙尘暴浮尘对机体健康危害的机制。本研究

是关于北京城市空气颗粒物和亚洲沙尘暴浮尘对于OVA诱导哮喘小鼠气道炎症

作用的首次实验研究。

实验方法

1、样本处理

分别将采集到的UPM和AASD样本在电子加热器中经过360℃加热处理30

min，以除去吸附于颗粒物表面的微生物、S042。和N03-等成分。

2、真菌检测

应用荧光显微镜和真菌菌相Y荧光染料检测UPM和AASD样本中的真菌。参照

真菌菌相Y荧光染料的实验说明书，将2．5 pg的样本悬浮于40弘l荧光染料中，经过

5 min后制作成玻璃切片，于荧光显微镜下观察。激发波长为472．5 am，发射波长

为520．0 nnl。

3、水溶性成份、脂多糖及13．葡聚糖的检测

应用离子色谱和电感耦合等离子体．原子发射光谱分析UPM和AASD样本中

的水溶性成份如S042‘和N03-等。应用Endospec ES test MK检；澳UUPM和AASD样本

中的脂多糖(1ipopolysaccharide，LPS)含量，应用Fungitee G test MK检测UPM和

AASD样本中的p．葡聚糖含量。



4、实验动物及染毒

从Charles River公司(神奈川，日本)购入雄性ICRd、鼠，适应性喂养一周后

开始实验。每问隔一周，将小鼠在4％三氟溴氯乙烷作用下麻醉，经气管注入颗粒

物(O．1 ml／mouse)和／或OVA(0．1 ml／mouse)。最后一次染毒的第二天，经小鼠

腹腔注射戊巴比妥，将其深度麻醉，放血处死。

5、实验动物的病理检测

剖取小鼠肺部固定于10％中性福尔马林缓冲液中，肺叶分离后，将其切割成

2 mill大小的碎块，用石蜡包埋，制作成3 lam厚的切片。HE染色后观察呼吸道

由近端向远端嗜酸性粒细胞和淋巴细胞浸润情况。PAS染色后观察支气管上皮杯

状细胞的增殖情况。应用显微镜对每个切片的炎症细胞和上皮细胞进行观察分析。

6、采集支气管肺泡灌洗液和血液

小鼠深度麻醉，心脏采血，离心后取上清液，．800C的深度冰箱中保存，用于

检测血清中的OVA特异性抗体IgE和IgGl的表达；气管固定，用无菌生理盐水灌洗

小鼠肺部，收集灌洗液后离心取上清液，．800C的深度冰箱中保存，用于检；测BALF

中细胞因子和趋化性细胞因子的蛋白表达。

7、支气管肺泡灌洗液中的细胞计数

将支气管肺泡灌洗液离心后得到的沉淀溶于生理盐水中，制成细胞悬液，显

微镜下应用血细胞计数器直接计数总细胞数。细胞悬液应用细胞离心涂片机，应

用Diff-Quik染色，显微镜下观察计数嗜酸性粒细胞等炎性细胞。

8、肺泡灌洗液中的细胞因子和趋化性细胞因子的检测

应用酶联免疫反应检测BALF中细胞因子和趋化性细胞因子的蛋白表达。其中

细胞因子包括：白细胞介素(Interleukin，IL)-4、IL．5、IL-12、IL-13和干扰素(interferon,

IFN)吖；趋化性细胞因子包括：角质细胞趋化因子(Keratinocyte ehemoattractant，

KO、巨噬细胞炎症蛋I兰t(macrophage inflammatory protein,MIP)-la、单核细胞趋化

蛋t兰t(monocyte chemotactic proton,MCP)．1、MCP．3、调节激活正常T细胞表达和

分泌细胞因子(regulated on activation normal T cell expressed and presumably

secreted，RANTES)和嗜酸性粒细胞趋化因子(eotaxin)。
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9、OVA特异性IgE和IgGl抗体的检测

应用鼠0VA．IgE ELISA试剂盒和鼠OVA—IgGl ELIsA试剂盒检测血清中的

OVA特异性IgE和IgG 1抗体。

10、细胞培养及染毒

本研究中采用I妇BALB／c雄性小鼠中提取的巨噬细胞系RAW264．7。将加热、

未加热的UPM和AASD样本分别配置成DMEM；悬浮液，使其浓度均为3 mg／ml，观

察细胞生长状态良好。每个培养皿中加入40 pl的UPM或AASD悬浮液，使其终浓

度为30 I．tg／ml，在含5％C021均37"C培养箱中，培养3 h后提取RNA。

11、RT—PCR

ISOGEN提取RNA后，冰上操作反转录获得cDNA，进行RT-PCR分析TLRs和

NALP3炎症复合体的基因表达。

12、统计学分析

本研究应用SPSSl3．0统计学软件进行分析，统计结果表述为平均数4-标准差，

采用单因素方差分析比较不同染毒组的实验数据；当组间差异具有统计学意义时，

采用SNK法进行组间比较，p<O．05具有统计学意义。

实验结果

l、附着于颗粒物表面的真菌检测

在未加热的UPM和AASD表面明显呈现荧光，该现象表明未经过加热处理的

颗粒物表面吸附了真菌微生物。

2、颗粒物中化学成分、水溶性成分、脂多糖和B一葡聚糖的含量

UPM中的主要化学成分为二氧化硅(约占32％)和碳(约占12％)。AASD中

的主要化学成分为二氧化硅(约占60％)。UPM和AASD均含有一定量的S04厶、

N03’、cl‘、NH4+、LPS禾tll3．葡聚糖；而经过加热处理的UPM和AASD中上述水溶

性成分、LPS和p．葡聚糖的含量均未检测到。

3、颗粒物致小鼠肺部病理学改变的观察

OVA+UPM和OVA+AASD联合处理组的小鼠肺支气管上皮中杯状细胞显

著增殖，在PAS反应中呈现粉色，呼吸道周围结缔组织中有明显的嗜酸性粒细胞
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和淋巴细胞浸润，其病理学改变分别强于OVA+H．UPM和OVA+H．AASD联合

处理组。

4、颗粒物对小鼠支气管肺泡灌洗液中炎症细胞分布的影响

OVA+UPM和OVA+AASD联合处理组小鼠的支气管肺泡灌洗液中的中性

粒细胞、巨噬细胞、嗜酸性粒细胞以及淋巴细胞数量显著高于其他各处理组。

5、颗粒物对小鼠支气管肺泡灌沈液中细胞因子和趋化性细胞因子

表达的影响

与OVA单独处理组相比，OVA+UPM和OVA+AASD联合处理组小鼠的支气

管肺泡灌洗液中细胞因子IL_4、IL．5、IL．12和趋化性细胞因子MCP．1、MCP．3、

嗜酸性粒细胞趋化因子的蛋白表达显著增加。

6、颗粒物对小鼠血清中OVA特异性IgE和IgGl表达的影响

与OVA单独处理组相比，OVA+UPM和OVA+AASD联合处理组小鼠的

血清中OVA特异性IgE和IgGl抗体的表达明显增加。

7、颗粒物对鼠巨噬细胞中TLR2和TLR4 mRNA表达的影响

与对照组相比，AASD使小鼠巨噬细胞中TLR2表达mRNA显著增加，而TLR4

表达mRNA显著减少，H．AASD处理组的mRNA表达无显著变化。

8、亚洲沙尘暴浮尘颗粒物对小鼠巨噬细胞中NALP3炎症复合体

mRNA表达的影响

与对照组相比，AASD使小鼠巨噬细胞中NALP3炎症复合体的基因表达显著

增加，H．AASD处理组NALP3炎症复合体的基因表达无显著变化。

结论

1、北京城市空气颗粒物和亚洲沙尘暴浮尘颗粒物通过增加Th2反应相关的细

胞因子和趋化性细胞因子的表达而激活Th2免疫反应，进而加重OVA诱导哮喘小

鼠的气道炎症反应：城市空气颗粒物和亚洲沙尘暴浮尘中的二氧化硅成分以及吸

附于颗粒物表面的燃料燃烧产物、真菌、细菌可能在上述反应过程中发挥重要作用。

2、亚洲沙尘暴浮尘颗粒物导致小鼠巨噬细胞中TLR2和NALP3炎症复合体基

因表达增加。
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·英文论著摘要·

Atmospheric Pollutant Enhanced Ovalbumin-·Induced

Airway Inflammation in Asthmatic Murine

Preface

Air pollution is the primary environmental risk factor of public health．Air

pollutants are formed by a complex mixture of many pollutants，and the currently

accepted range of air pollutant is particulate matter，which closely connected with the

health effects of epidemiology and is a sign of health hazards pollutants．Particulate

matter(PM)，especially the aerodynamic diameter S 1 0 Brn(PMl0)is the primary

pollutant in many major cities at home and abroad．Previous epidemiologic studies

have indicated that exposure to ambient particulate matter in a metropolitan area

closely relates to increases in mortality and morbidity of cardiovascular and respiratory

diseases．A survey of 29 countries in European showed that，when PMIo increased 1 0

鹇per m3，the mortality of respiratory diseases increased 0．58％．German scientists

surveyed 4757 women in the year of 1 985-1 994，and the results showed that the women

living near the trunk roads and chronic exposed to PMm suffered harmful effects of

chronic obstructive pneumonia．In China，Meta—analysis of data of current dose·

response relationship between particulate matter exposure and mortality showed that，

when PMlo increased 10嵋per m3，acute mortality increased 0．38％．The study on the

relationship between Taiwan air particles and daily maintenance rate of respiratory

diseases found that，when PMIo increased 1 0 Ixg per m3，the daily hospitalization rate of

respiratory diseases increased by 0．72％-2．1 5％．It is reported that there are billions of

tons of PMlo on the earth about every year．An adult one day and night is exposed to

some tens of thousands or even hundreds of thousands of atmospheric particles．
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Therefore，the workers of environment，meteorology and medical are focus on the

health effects ofparticulate matter in the air pollution．

Asthma is a complex syndrome broadly defined by inflammation of the airways

associated with airway hyperresponsiveness and mucus hypersecretion．In recent years，

its prevalence and death rates showed a rising trend year by year．In some countries，

such as the United States，asthma prevalence increased from 3．6％in 1980 to 5．8％in

2003；the prevalence of asthma in children in China increased from 2．03％in 1 990 to

4．63％in 2000．Experts warn"by 2025，if the urbanization of global population

increased from 45％to 59％，asthma patients will reach 400 million people．One of 250

Cases of deaths caused by asthma．Asthma has become the world’S second largest

debilitating diseases following the death of cancer,while China has become the one of

the highest mortality of asthma．Epidemiological studies showed that atmospheric

concentration of particles increase the number of patients with asthma． Recent

epidemiologic studies have shown that Asian dust storm events coincided with all

increase in daily admissions and clinic visits for asthma and allergic rhinitis in Taipei，

Taiwan．Experimental studies have also reported that exposure to ambient PM near a

heavily trafficked Los Angeles freeway enhanced inflammatory and allergic responses

in ovalbumin(OVA)-sensitized BALB／c mice．Therefore，the study of injury

mechanisms of particulate matter on asthma in mice has important practical

significance for pollution prevention and protecting the health of sensifive populations．

Respiratory tract is the target organ of particulate matter,and the lung macrophage

is an important defensive barrier within the respiratory tract．Lung macrophages digest

phagocytic particles，induce the synthesis and release of all kinds of inflammatory

factors，disrupte the balance of cytokine network,which launched the inflammatory
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process，promote the development of inflammation and cause damage to the lungs．The

innate immunity is the frst barrier in the protection against ocular infections．The

Toll-like receptors(TLRs)，that belong to pattern recognition receptors(PRRs)family,

have been the molecules involved in the recognition of pathogen-associated molecular

patterns(PAMPs)that lead to ocular inflammatory process．Nevertheless，other PRRs

such as Nod—like receptor(NLR)could also be participating in this phenomenon．

NALP3(nacht domain-，leucine-rich repeat一，and pyrin domain—containing protein 3)of

NLR family members is cytyoplasmic receptor which is activated by microbial ligands

like peptidoglycan as well as endogenous markers of cellular damage(for example ATP

or uric acid crystals)．The activate NALP3 interacts with adaptor proteins like ASC

(apoptosis—associated speck-like protein containing a caspase activating and

recruitment domain)to form NALP3 inflammasome．The inflammasome activates

caspase一1．NALP3 inflammasome complex winl the active caspase-1 Can produce

active IL-I p with pro—IL一1 8．Recent research has shown that silica and asbestos are

sensed by NALP3 inflammasome,whose subsequent activation leads to IL一1 B

production．

In the present study,we used UPM collected from the atmosphere in Beijing and

AASD collected from the atmosphere from Iki-island in Japan．Comparison of allergic

inflammation between aggravating effects of UPNUAASD that had been excluded of

toxic materials(microbial materials，sulfate，etc．)by heating,and crude UPM／AASD

were performed in the murine lungs．In this／n vitro study,the gene expression of TLRs

and NALP3 inflammasome in RAW264．7 cells was measured in the presence of heat

UPM／AASD and crude UPM／AASD to investigate the role of TLRs and NALP3

inflammasome in the enhancement by UPM／AASD．This is the first experimental study

On biochemical and pathologic evidences of Beijing dust and airborne dust in Japan

exacerbating asthma caused by OVA．

Materials and methods



1．Preparation ofparticles

The samples were heated at 3600C for 30 min in all electric heater to exclude toxic

materials(microbiological materials，sulfate，nitrate，etc．)adhering to them．

2．Detection of fungi in particles

The fungi of the samples were detected by an all--in—-one fluorescence microscope
and fluorescent dye Fungiflora Y．According to the manufacture’S protocol，in brief,

approximately 2．5 pg of each particle sample was suspended in 40 pl Fungiflora Y，and

after 5 min slides of the particles were completed．Then the slides were observed with

the all-in·one fluorescence microscope when the excitation wavelength Was 472．5 nln，

and the emission wavelength Was 520．0 nlll．

3．Analysis of water soluble components，lipopolysaccharide(LPS)，

and 13-glucan in particles

ne concentration of water soluble components．such as sulfate(S042")and nitrate

(N039，in the samples Was determined using an ion chromatograph and ICP-AES．Each

particle sample Was measured by kinetic assay using Endospee ES test MK for LPS

activity and by Fungitec G test MK for p-glucan activity．

4．Animal and Study protocol

Male ICR mice(5 wk of age)were purchased from Charles River Japan，Inc．

(Kanagawa,Japan)．After 1 week of screening out sick mice，mice with abnormal body

weight and mice stressed from different environmental breeding,mice were used at 6

weeks of age．OVA and particles were dissolved in the same saline．The instillation

dose of particles WaS 0．1 mg per mouse．Mice were intratracheally instilled with these

particles through a polyethylene tube under anesthesia with 4％halothane 4 times at

2-week intervals．The control mice were instilled intratracheaUy witll O．1 ml of normal

saline per mouse．One day after the last intratracheal administration,the mice from all

groups were killed by exsanguination under deep anesthesia by i．p．injection of

pentobarbital at 1 2 weeks of age．

5．Pathological evaluation

The lungs were fixed by 1 0％neutral phosphate-buffered formalin．After

separation of the lobes，2-mm—thick blocks were taken for paraffin embedding．

Embedded blocks were sectioned at a thickness of 3哪，and then were stained with
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hematoxylin and eosin(H&E)to evaluate the degree of infiltration of eosinophils or

lymphocytes in the airway from proximal to distal．The sections were also stained with

periodic acid-Schiff(PAS)to evaluate the degree of proliferation of goblet cells in the

bronchial epithelium．A pathological analysis of the inflammatory cells and epithelial

cells in the airway of each lung lobe on the slides was performed using a Nikon

ECLIPSE light microscope．

6．Bronchoalveolar lavage fluid(BALF)and blood

In brief,the tracheas were carmulated after the collection of blood．The lungs were

lavaged with sterile saline by syringe．The lavaged fluid was harvested by gentle

aspiration．The total amount of the lavages collected from individual mice was

measured for calculating the protein levels of cytokines and chemokines in BALE The

fluids from the two lavages were combined，cooled to oC，and centrifuged at 1,500

rpm for 1 0 min．The BALF supernatants were stored at-800C until it Was analyzed for

cytokines and chemokines．

7．Cell profile in BALF

The total cell counts of a fresh fluid specimen were determined using a

hemocytometer．Differential cell counts were assessed on cytologic preparations．Slides

were prepared using a Cytospin and stained witll Diff-Quik to identify eosinophils with

red granules．A total of 300 cells were counted under oil immersion microscopy．

8．Quantitation of cytokines and chemokines in BALF

The protein levels of cytokine and chemokine in the BALF were determined using

enzyme-linked immunosorbent assays(ELISA)．Including：Interleukin(IL)一4，IL-5，

IL-12，IL-13，Interferon(IFN)w，IL一113，Keratinocyte chemoattractant(KC)，monocyte

chemotactic protein(MCP)-1，macrophage inflammatory protein(MIP)-l a，regulated

on activation normal T cell expressed and presumably secreted(KANTES)，eotaxin and

MCP．3．

9．OVA—specific IgE and IgG1 antibodies

OVA—specific IgE and IgG 1 antibodies were measured using a Mouse OVA-·IgE

ELISA kit and a Mouse OVA-IgG 1 ELISA kit．

1 0．Cell culture

RAW264．7 cells，which ale macrophage—like cells derived from BALB／c male



mice,were cultured at 370C in a humidified atmosphere of 5％C02--95％air and

maintained in Dulbecco’S modified Eagle’S medium with 10％heat inactivated fetal

bovine serum(FBS)．They were plated at a concentration of 4×1 05 cells per 60一nlln

dish，and then sample with or without heating treatment were added to cells to give a

final concentration of 3 lag／ml for 3 hr．

1 1．Gene expression analysis

Total RNA was extracted by standard procedures using 0．5 ml of Isogen(Nippon

Gene)per dish．After DNase treatment of the total RNA，eDNA Was synthesized by

reverse transcription using M·MLV．Quantitative PCR Was performed using an ABI

Prism 7000 Sequence Detection System(ABI)under the same conditions．Two wells

were used for each sample．The relative expression of each sample Was calculated as

the mean value divided by the mean value for GAPDH．

1 2．Statistical analysis

Statistical analyses on the pathologic evaluation in the airway,cytokine and

ehemokine proteins in BALF,and gene expression in RAW264．7 cells were conducted

using SPSS 13．0 software as statistically significant at a level ofp<O．05．Results were

expressed as mean±SD．Differences among groups were determined using one way

analysis of variance followed by Student—Newman-Keuls test when F Was significant．

Results

1．The detection of fungi in the particles

Bright fluorescence of particles after being stained with Fungiflora Y Was clearly

observed in crude samples．

2．Contents of chemical elements，water soluble components，LPS and

13-glucan in the particles

The oxide composition in this UPM sample was 32％Si02 and 1 2％total earbonin,

however,in this AASD sample Was 60％Si02．There were S042。，N03。，Cl-’NH4，LPS

and 13-glucan in crude samples but non-detected in the heated samples．

3．Enhancement of pathologic changes in the lung by theparticles

OVA+UPM and OVA+AASD caused marked accumulation of lymphocytes and

eosinophils infiltration in the airway compared with OVA group．The degree of the

accumulation Was higher in OVA+UPM and OVA+AASD than in OVA+H．UPM
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and OVA+H-AASD

4．Enhancement of cell numbers in BALF by the particles

OVA+UPM and OVA+AASD resulted in a remarkable elevation of neutrophils，

macrophages，eosinophils and lymphocytes compared with the control，OVA and the

single treatment．

5．Enhancement of cytokines and chemokines in BALF by the

particles

OVA+UPM and OVA+AASD enhanced the expression of IL-4，IL一5 and IL一1 2

compared with the contr01．OVA and the single treatment．OVA+UPM and OVA+

AASD synergistically increased protein levels of eosinophil relevant cytokines，such as

Eotaxin．MCP一1 and MCP一3 in BALF compared with the each single treatment．

6．Enhancement of OⅥ～一specific IgE and IgG 1 in serum by the

particles

OVA+UPM and OVA+AASD markedly elevated the production of

OVA-specific IgE and IgG 1 as compared with the control and OVA．

7．TLRs mRNA expression in RAW264．7 cells

UPM and AASD significantly increased the expression of TLR2 mRNA compared

with saline addition．And AASD decreased the expression of TLR4 mRNA．

8．NALP3 inflammasome mRNA expression in R AW264．7 cells

AASD significantly increased the expression of NALP3 inflammasome compared

with contr01．However,there was no significantly change of caspase-1．

Conclusion

1．Our findings suggest that UPM and AASD aggravate OVA—induced lung

inflammation，possibly by activation of the Th2一associated immune response via

cytokine and chemokine．111e chemical products from fossil fuel combustion,fungi，

bacteria,and silica-carrying contained in UPM and AD may be partly responsible for

allergen-induced lung inflammation．

2．TLR2 and NALP3 inflammasome may play an important role in this

phenomenon．

Key Words
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·论文一·

北京城市空气颗粒物对卵蛋白诱导的

哮喘小鼠气道炎症的作用

刖 吾

近年来，随着人口的增加，城市化扩展，车辆的增加和能源的消耗，北京的

空气污染程度越来越大。污染物主要来源于机动车排放物(柴油机烟碳等)、地

面扬尘、植物的花粉、孢子、燃料燃烧产物、工业生产排放物等，污染物的组成

也很复杂，形成了复合型污染，使得大气环境比较脆弱。由于北京东、西、北三

面环山，仅南面是平原，所以只有在冷空气带来的北风吹拂下，污染物向南面扩

散，空气质量才能转好。而如果是其它的风向，遇到了大山的阻拦，污染物依然

会漂浮在城区。根据2006年12月13．15日在印尼日惹召开的第5届空气质量研讨会

的报道，中国北京是亚洲国家当中空气污染问题最严重的城市，其每立方米空气

中威胁健康的可吸入颗粒物(particulate matter,PM)的含量达NT 142 gg，比世界卫

生组织规定的安全标准(20¨g)的高出了六倍。

北京的城市空气颗粒物(urban particle matter,UPM)以粒径在10／am以下的可

吸入颗粒物(PMlo)为主【29】。大量流行病学调查研究表明，在所有的空气污染物中

PMIo与肺炎、哮喘、肺动脉栓塞及慢性阻塞性肺病等肺部疾病的发病率和死亡率

密切相关，严重影响人们的呼吸系统健康【30-311。早在上个世纪七十年代就有研究

指出，空气qbPMlo浓度的增加导致慢性支气管炎的患病率升高【32】；近年来的研究

显示，长期吸入空气中的PMlo导致呼吸道疾病症状显著增加【331。Matthew等通过

对加利福尼亚儿童哮喘发病率与大气污染物的时间序列分析发现，1．18岁的儿童

哮喘发病与大气颗粒物暴露浓度密切相关瞰】。

城市空气颗粒物给人体的呼吸系统健康造成了巨大的危害，各国的科研学者

一直在对其作用的机制进行实验研究。既往研究表明，采集于美国洛杉矶高速公

路周围空气中的污染颗粒物能够加重BALB／c小鼠卵白蛋白(ovalbumin，OVA)诱导

哮喘的过敏反应和炎症反应，使小鼠体内炎症反应相关的细胞因子如白细胞介素

．5(interleukin 5，IL．5)和IL．13表达增加，OVA特异性相关的免疫球蛋白E



(immunoglobulin E，IgE)和IgGl表达升高㈣351；采集于东京空气中的悬浮污染颗

粒物能够使大鼠肺部内分泌细胞增型361。但是，来源于中国北京的城市空气颗粒

物对于哮喘小鼠气道炎症作用的实验研究，目前国内外尚无报导。

在本研究中，应用大气采样器由北京空气中采集UPM，将一部分UPM样品

在电子加热器中360。C力H热30 min，以去除吸附于UPM表面的微生物、S042。和

N03"等成分。将UPM和经过加热处理的UPM(heated UPM，H．UPM)经由气管注

入小鼠体内，观察小鼠肺组织病理形态学变化，计数小鼠支气管肺泡灌洗液

(bronchoalveolar lavage fluid，BALF)qb各种炎症细胞的数量，测定BALF中炎症相

关的细胞因子、趋化性细胞因子的蛋白表达以及血清中OVA特异性IgE和IgGl

的抗体表达。

材料与方法

一、主要试剂

真菌菌相Y荧光染料(Technicon International，Ine．，Tokyo)

Diff-Quik(International Reagents，Kobe，Japan)

IL-4、IL-13、角质细胞趋化因子(Keratinocyte chemoattractant，KC)、单核细胞趋化

蛋白一l(monocyte chemotactic protein，MCP)一1、巨噬细胞炎症蛋白-let(macrophage

inflammatory protein，MIP)-la、调节激活正常T细胞表达和分泌细胞因子(regulated

on activation normal T cell expressed and presumably secreted，RANTES)、嗜酸性粒

细胞趋化因子(eotaxin)(R&D Systems Inc．Minneapolis，MN)

IL一5、IL-12、干扰素吖(imerferon-7，IFN一丫)(Endogen，Inc．Cambridge，MA)MCP．3

(Bender MedSystems Inc．Burlingame，CA)

鼠OVA—IgE ELISA试剂盒和鼠OVA—IgGl ELISA试剂盒(Shibayagi Co．，Shibukawa,

Japan)

二、主要实验仪器

电子加热器(SSTR一25K Isuzu Seisakusho Co．，Ltd．Japan)

多合一荧光显微镜(BZ-9000，BIOREVO，Keyence，Japan)

超微针(UD-201 type，Tomy,Tokyo，Japan)

显微镜(Nikon Co．，Tokyo，Japan)
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细胞离心涂片机(Sakura，Tokyo，Japan)

酶标仪(Spectrafluor,Tecan，Salzburg,Austria)

real-time PCR仪(Applied Biosystem，USA)

三、实验动物

从Charles River公司(神奈川，日本)购入5周大的雄性ICRd、鼠，在温度为

230C，湿度为55—70％，昼夜(12 h／12 h)交替的房间里，采用商业饲料和自由给

水方式饲养。适应性喂养一周后，筛选出体重异常和／或病态的小鼠，开始实验。

四、UPM样本处理

本研究组既往研究已经报道北京UPM的样本采集与分析过程【29】：应用带有石

英纤维过滤器的大流量空气采样器(2500QT-UP,Pallflex)在中国北京采集空气中的

颗粒物；应用图像分析软件(OLS3500／SFT-3500，Olympus and Shimadzu)分析显微

图像得到颗粒物的粒径大小，该方法最低检出限为1 pm，99％的北京空气颗粒物

样本的粒径均小于10 pm，粒径分布峰值为7“m；应用电感耦合等离子体．原子发

射光谱(61E Trace and ICP．750，Thermo Jarrell．Ash，USA)i贝JJ定颗粒物中化学成分；

应用X射线衍射仪(R1NT 2000，Rigaku Corporation，Japan)分析颗粒物的矿物组成，

确切检测到石英、长石、黏土矿物和石膏成分的峰值；应用元素分析仪(FLUSH EA

1 l 12，Thermo，USA)确定颗粒物中碳元素的含量。将采集到的部分北京UPM样本在

电子加热器中经过3600can热处理30 min，以除去吸附于颗粒物表面的微生物。

五、UPM的真菌检测

应用荧光显微镜和真菌菌相Y荧光染料检测uPM样本中的真菌。真菌菌相Y

荧光染料能够特异性地与p一多糖类(如p．葡聚糖)结合，该方法是检测真菌细胞壁

成分最为有效的方法【371。参照真菌菌相Y荧光染料的实验说明书，将2．5 lagI拘UPM

或H．UPM样本悬浮于40 pl荧光染料中，经过5 min后制作成玻璃切片，于多合一荧

光显微镜下观察。激发波长为472．5 nm，发射波长为520．0 nnl。

六、UPM中水溶性成份、脂多糖及13一葡聚糖的检测

应用离子色谱(DX-100，Dionex，Sunnyvale，CA，USA)和电感耦合等离子体．原

子发射光谱(61E Trace and ICP．750，Thermo Jan'e11．Ash，USA)分析UPM样本中的水



溶性成份女ns042‘和N03-等。

参照实验说明书，将2．5 pg UPM样本悬浮于l ml水(LPS—free；Otuka Co．，Kyoto，

Japan)ee，室温l h后，应用Endospec ES test MK(Seikagaku Cop．，Tokyo，Japan)检

测UPM样本中的脂多糖(1ipopolysaccharide，LPS)含量，该方法最低检出限为0．001

EU／ml；将2．5 P．g UPM样本悬浮于1 ml的水(p-glucan-free；Otuka Co．，Kyoto，Japan)

中，室温2 h后，应用Fungitee G test MK(Seikagaku Cop．，Tokyo，Japan)检测UPM样

本中的B一葡聚糖(13-glucan)的含量，该方法最低检出限为2 pg／ml。

七、实验动物染毒

根据UPM种类的不同将实验动物分为6个组，每组16只，各实验组分别为：

Control组(生理盐水)、H．UPM组、UPM组、OVA组、OVA+H．UPM组和OVA+UPM

组。UPM样本悬浮于0．9％生理盐水中，浓度为1 mg／ml，在冷却条件下，应用超微

针超声粉碎5 mill。OVA溶解于相同的生理盐水中，浓度为10 pg／ml。每间隔一周，

将小鼠在4％三氟溴氯乙烷作用下麻醉，经气管注入UPM(O．1 IIll／mouse)和／或

OVA(O．1 ml／mouse)。最后一次染毒的第二天，经小鼠腹腔注射戊巴比妥，将其

深度麻醉，放血处死。

如果小鼠的体重为36 g，潮气量为0．15 ml，呼吸频率为200次／rain，吸入的颗

粒物100％沉积于肺部，则根据中国城市空气质量标准(总悬浮颗粒物不超过0．15

mg／m3) 2周中小鼠肺内沉积的空气颗粒物为90．72 pg

(O．15x200x0．15x2x7x24x60+103)，实验中经气管注入小鼠体内的UPM约为该剂量

的1．1倍。根据对于呼吸道模型的研究，粒径为6岬左右的空气颗粒物的肺沉积率

为3％【38】，则沉积于小鼠肺部的空气颗粒物量为2．72甥(90．72x3％)，实验中经气管

注入小鼠体内的UPM约为该剂量的36．8倍。根据本研究组既往的实验研究，每间

隔一周经小鼠气管注入1 P．g OVA能够导致小鼠肺部过敏性炎症【391。因此，本实验

选择UPM的染毒剂量为0．1 mg／mouse，OVA的染毒剂量为l}tg／mouse。

八、实验动物的病理检测

每个实验组随机选取8只小鼠用于病理分析。取小鼠肺部固定于10％中性福

尔马林缓冲液中，肺叶分离后，将其切割成2 mill大小的碎块，用石蜡包埋，制

作成3岫厚的切片。HE染色后观察呼吸道由近端向远端嗜酸性粒细胞和淋巴细

2l



胞浸润情况。PAS染色后观察支气管上皮杯状细胞的增殖情况。应用显微镜对每

个切片的呼吸道中的炎症细胞和上皮细胞进行观察分析。呼吸道中嗜酸性粒细胞

和淋巴细胞浸润的情况以及支气管上皮中杯状细胞的增殖情况，分级如下：0，没

有任何变化(not present)；1，细微变化(slight)；2，轻度变化(mild)；3，中度变化

(moderate)；4，中重度变化(moderate to marked)；5，重度变化(marked)。细微变

化指呼吸道中10％的嗜酸性粒细胞和淋巴细胞浸润或支气管上皮中10％杯状细胞

增殖；轻度变化指呼吸道中20．30％的嗜酸性粒细胞和淋巴细胞浸润或支气管上皮

中20．30％杯状细胞增殖；中度变化指呼吸道中40．50％的嗜酸性粒细胞和淋巴细

胞浸润或支气管上皮中40．50％杯状细胞增殖；中重度变化指呼吸道中60．70％的

嗜酸性粒细胞和淋巴细胞浸润或支气管上皮中60．70％杯状细胞增殖；重度变化指

呼吸道中80％以上的嗜酸性粒细胞和淋巴细胞浸润或支气管上皮中80％以上杯状

细胞增殖【391。所得到的数据计算其平均数和标准差(刀=8)。

九、采集血液和肺泡灌洗液

每个实验组的另外8只小鼠用于心脏采血和收集肺泡灌洗液。小鼠心脏采血，

1500 rpm离心10 min，取上清液，．800C的深度冰箱中保存，用于检测血清中的

OVA特异性抗体的表达。小鼠深度麻醉及心脏采血后，气管固定，用0．8 ml 370C

无菌生理盐水灌洗小鼠肺部2次，收集灌洗液(约1．6 m1)，40C 1500 rpm离心10

min。取上清液，一800C的深度冰箱中保存，用于检测肺泡灌洗液中细胞因子和趋

化性细胞因子的蛋白表达。

十、肺泡灌洗液中的细胞计数

将肺泡灌洗液离心后得到的沉淀悬浮于生理盐水中，制成细胞悬液，显微镜

下应用血细胞计数器直接计数总细胞数。细胞悬液应用细胞离心涂片机，1500 rpm

离一I二,10 min，制成细胞涂片。应用Diff-Quik染色后，显微镜下观察计数中性粒细

胞、巨噬细胞、嗜酸性粒细胞和淋巴细胞。

Diff-Quik染色具体步骤如下：

(1)细胞涂片制备完成后，水平放置，空气中自燃干燥；

(2)细胞涂片浸)k．Diff-Quikl司定液中6 s，将细胞涂片直立于吸水纸上以除去多

余的固定液；



(3)细胞涂片浸入Di仃-Quik染色液I中14 S，

多余的染色液I；

(4)细胞涂片浸入Diff-Quik染色液II中12 S，

多余的染色液II；

将细胞涂片直立于吸水纸上以除去

将细胞涂片直立于吸水纸上以除去

(5)超纯水浸洗细胞涂片10．15 s，以除去多余的染色液；

(6)将细胞涂片直立以去除水分，空气中自然干燥。

十一、支气管肺泡灌洗液中的细胞因子和趋化性细胞因子的检测

应用酶联免疫反应检钡I]BALF中细胞因子和趋化性细胞因子的蛋白表达。其中

细胞因子包括：IL．4、IL-5、IL．12、IL．13和IFN-7；趋化性细胞因子包括：KC、

MCP．1、MCP．3、MIP．1a、RANTES和eotaxin。

酶联免疫反应具体步骤如下：

(1)使用前，将所有试剂充分混匀，不使液体产生大量的泡沫，以免产生加样上

的误差；

(2)根据待测样品数量加上标准品的数量决定所需的板条数。每个标准品和空白

孔做复孔。每个样品根据自己的数量来定，使用复孔；

(3)加入稀释好后的标准品50 ul于反应孔、加入待测样品50 ul于反应孔内。盖上

膜板，轻轻振荡混匀，室温2 h；

(4)用洗板机洗涤5次，每孔加洗涤液400 ul；

(5)每孔加结合物100 ul，盖上新膜板，轻轻振荡混匀，室温2 h；

(6)用洗板机洗涤5次，每孔加洗涤液400 ul；

(7)每孔加底物溶液100 ul，室温暗室30 mira

(8)每孔加停止反应溶液100 ul，振荡混匀；

(9)30 min2_内用酶标仪在450nm波长处测定各孔的OD值。

十二、OVA特异性lgE和IgQl抗体的检测

鼠OV“IgE ELISA试剂盒和鼠OVA-IgGl ELISA试剂盒检测血清中的OVA特异性

IgE和IgGl抗体。

根据实验说明书，具体步骤如下：

(1)加样：分别设空白孔、标准孑L、待测样品孔。除空白孔外，余孔分别加标准



溶液或待测样品100 ul，注意不要有气泡，轻轻混匀，酶标板加上盖，37。C反应

120mira

(2)弃去液体，甩干，不用洗涤；

(3)每孔加检测溶液A工作液100 ul，37。C，60 min，洗板3次，350 ul／每孔；

(4)每孔加检测溶液B工作液100ul，37。C，60 min，洗板5次，350 ul／每孔；

(5)依序每孔加底物溶液90 ul，37℃避光显色30 min(此时肉眼可见标准品的

前3．4孔有明显的梯度兰色，后3．4孔梯度不明显)；

(6)依序每孔加终止溶液50 ul，终止反应(此时兰色立转黄色)。用酶联仪在450

nnl波长依序测量各孑L的光密度(OD值)。

根据试剂盒说明书，对于OVA-I班，lU为1．3 ng的OVA-IgE抗体；对于OVA—IgGl，

1U为160 ng的OVA·IgE抗体。

十三、统计学分析

本研究应用SPSSl3．0统计学软件进行分析，统计结果表述为平均数4-标准差，

采用单因素方差分析比较不同染毒组的实验数据；当组问差异具有统计学意义时，

采用SNK法进行组间比较，p<0．05具有统计学意义。

实验结果

一、附着于UPM表面的真菌检测结果

图1为进行真菌菌系Y染色后UPM表面的荧光检测结果。H．UPM表面没有荧光

出现(图lA和B)，而UPM表面明显呈现荧光(图lC和D)。该现象表明经过加热

处理去除了吸附于UPM表面的真菌微生物。



图1，真菌菌系Y染色后UPM表面的荧光检测结果

(A、B为H．UPM组；C、D为UPM组；A、C应用滤光片；B、D未应用滤光片)

二、UPM中的化学元素、水溶性成分、LPS和p．葡聚糖的含量

表l为UPM中各种化合物成分的含量。其中，Si02约占32％，A1203约占9．5％，

Fe203约占7．2％，Na20约占1．3％，CaO约占9．O％，MgO约占2．3％，Ti02约占0．5％，

K20约占1．7％，碳含量约为12％。表2为UPM中水溶性成分、LPS和p．葡聚糖的含

量。UPM中含有的S042。约为10000“g儋，N03。约为1900 pg儋，C1‘约为600．g／g，

NH4+约为100 p∥g，LPS约为O．03 EU／mg，p一葡聚糖约为2704 pg／mg；而经过加热

处理的UPM中水溶性成分、LPS和B．葡聚糖的含量均未检测到。



表l，UPM中各种化合物成分的含量

化合物成分 (％)

Si02

A1203

Fe203

Na20

CaO

MgO

Ti02

K20

Total carbon

Elemental carbon

Organic carbon

Benzo(b)fluoranthen

Benzo(e)pyrene

Benzo(a)pyrene

32

9．5

7．2

1．3

9．0

2．3

O．5

1．7

12

7．2

4．8

(10ppm)

(3 ppm)

(1 ppm)

UPM：从中国北京大气中采集到的城市空气颗粒物。

表2，UPM中各种水溶性成分、LPS及D．葡聚糖的含量

(p∥曲 (pggg) (pg／g) (“∥曲(EU／mg)(pg／mg)

UPM：从中国北京大气中采集到的城市空气颗粒物；

H．UPM：在电子加热器中经过3600C处理30rain的UPM：
ND(not d嗷ted)：未检测到。



三、UP8对小鼠肺部病理学改变的影响

图2和图3为UPM对小鼠肺呼吸道病理学改变的影响。表3为UPM对小鼠肺呼

吸道上皮中杯状细胞增殖作用以及周围组织中嗜酸性粒细胞和淋巴细胞的浸润情

况。结果显示，对照组的小鼠肺部无明显的病理学改变(图2 A和图3 A)；H．UPM

单独作用不能引起小鼠肺呼吸道上皮中杯状细胞增殖(图2 B)；H．UPM单独作用

引起小鼠肺呼吸道上皮细胞轻微增殖(图3 B)；UPM单独作用导致小鼠轻微的支

气管炎(图2 C)和肺泡细胞轻微增殖(图3 C)；OVA单独处理导致小鼠肺呼吸

道上皮的杯状细胞轻微增殖，在PAS染色中呈现粉色(图2 D)，并伴有粘膜下层

嗜酸性粒细胞轻微浸润(图3 D)；与对照组相比，OVA+H．UPM(图2 E)和OVA

+UPM(图2 F)联合处理引起小鼠肺呼吸道上皮中的杯状细胞显著增殖(p<

0．001)；与OVA单独作用组相比，OVA+H．UPM(p<0．05)和OVA+UPM(p<

0．001)联合处理均导致周围组织中大量嗜酸性粒细胞浸润，且OVA+UPM组中嗜

酸性粒细胞浸润程度大于OVA+H。UPM组；OVA+H．UPM(图3 E)和OVA+UPM

(图3 F)联合处理也能够引起周围组织中淋巴细胞浸润(p<0．001)，且OVA+

UPM组中淋巴细胞浸润程度大于OVA+H．UPM组。
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四、UPM对小鼠支气管肺泡灌洗液中炎症细胞分布的影响

图4为UPM对小鼠支气管肺泡灌洗液中炎症细胞分布的影响。与对照组相比，

UPM处理组小鼠的BALF中性粒细胞数量明显增加(p<0．001)，而H．UPM处理组

小鼠的BALF中性粒细胞数量与对照组相比无明显变化；OVA+UPM联合处理组

小鼠的BALF中性粒细胞数量显著高于对照组、OVA组以及UPM单独处理组(p<

0．001)，而OVA+H—UPM处理组小鼠的BALF中性粒细胞数量无此种变化。OVA

组、OVA+H．UPM处理组以及OVA+UPM处理组小鼠的BALF巨噬细胞数量显著

高于对照组(p<0．001)。与对照组相比，H．UPM、UPM以及OVA单独处理组小

鼠的BALF嗜酸性粒细胞数量无显著变化；OVA+H．UPM以及OVA+UPM联合处

理组的小鼠的BALF嗜酸性粒细胞数量显著高于对照组、OVA组以及UPM单独处

理组(p<0．001)；OVA+UPM处理组小鼠的BALF嗜酸性粒细胞数量显著高于

OVA+H．UPM处理组；与对照组、UPM以及OVA单独处理组相比，OVA+UPM

处理组小鼠的BALF淋巴细胞数量明显增加(p<0．001)。
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五、UP8对小鼠支气管肺泡灌洗液中细胞因子表达的影响

表4为UPM对小鼠支气管肺泡灌洗液中细胞因子表达的影响。与对照组相比，

H—UPM、UPM以及OVA单独处理组小鼠BALF中IL．4、IL．5和IL．13的表达无

显著变化；OVA+H．UPM与OVA+UPM联合处理组小鼠BALF中IL．4、IL．5

和IL．13的表达显著高于对照组以及各单独处理组(p<0．001)。OVA+UPM联

合处理组小鼠BALF中IL．12的表达显著高于对照组(p<0．001)，其他各个处理

组小鼠BALF中IL．12的表达无明显变化。OVA+H．UPM联合处理组小鼠BALF

中IFN-丫的表达显著低于对照组(p<0．001)，OVA+UPM联合处理组小鼠BALF

中IFN-7的表达显著低于对照组和UPM单独处理组(p<0．001)。
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六、UPM对小鼠支气管肺泡灌洗液中趋化性细胞因子表达的影响

表5为UPM对小鼠支气管肺泡灌洗液中细胞趋化因子表达的影响。OVA+

UPM联合处理组小鼠BALF中RANTES的表达显著高于对照组、OVA组和UPM单

独处理组(p<0．001)；其他处理组小鼠BALF中RANTES的表达无明显变化。

H．UPM和UPM处理组小鼠BALF中KC的表达显著高于对照组(p<0．001)；OVA+

H．UPM联合处理组小鼠BALF中KC的表达显著高于对照组和OVA组(p<0．001)；

OVA+UPM联合处理组小鼠BALF中KC的表达显著高于对照组、OVA组和UPM单

独处理组(p<0．001)。UPM单独处理组小鼠BALF中MIP．1a的表达显著高于对照

组(p<0．001)；OVA+UPM联合处理组小鼠BALF中MIP．1et的表达显著高于对照

组和OVA组(p<0．001)。OVA+UPM联合处理组小鼠BALF中Eotaxin、MCP．1和

MCP一3的表达显著高于对照组、OVA组和UPM单独处理组(p<0．001)；OVA+

H．UPM联合处理组小鼠BALF中MCP．1的表达显著高于对照组、OVA组和H．UPM

单独处理组(p<0．001)；OVA+H-UPM联合处理组小鼠BALF中MCP。3的表达显

著高于对照组(p<0．001)。
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七、UPM对小鼠血清中OVA特异性I gEnii l gGl表达的影响

图5为UPM对小鼠血清中OVA特异性[gE和IgGl表达的影响。OVA+

H．UPM与OVA-I-UPM联合处理组小鼠血清中OVA特异性IgE抗体表达显著高

于对照组和OVA单独处理组(p<0．001)；且OVA+UPM联合处理组小鼠血清

中OVA特异性IgE抗体表达高于OVA-t-H．UPM联合处理组。OVA 4-UPM联合

处理组小鼠血清中OVA特异性IgGl抗体表达高于对照组和OVA单独处理组(p<

0．001)。
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讨论

国内外许多城市的空气颗粒物浓度超标，成为城市的首要污染物。城市空气

颗粒物与人体健康的关系已成为世界各地环境、气象和医务工作者极为关注的前

沿性课题。国外的一些流行病学调查发现，工业化国家空气污染严重的地区过敏

性疾病的患病率升高，同时发现城市空气颗粒物可以使大鼠IgE抗体的产生增加，

人体鼻腔灌洗液中总IgE和特异性IgE的水平升高【删。Polosa认为随着城市化的

进程和交通运输的发展，由汽车尾气带来的交通污染是过敏性疾病的主要危险因

素，由汽车排出的颗粒物污染可以介导过敏性炎症、增强IgE应答和提高气道的

超敏反应【4¨。既往研究阐明城市空气颗粒物包含很多成分，如来源于空气污染物

的元素碳、有机碳(多环芳烃类)、S042。和N03"等给人体的呼吸系统健康带来严

重危害。尽管我国大都市的空气污染已经由过去的燃煤型污染转变为燃煤／机动车

排放混合型污染，但是采集于中国北京空气的城市空气颗粒物的化学组成成分与

欧美等国家的大都市空气污染物的成分并不相同【421。例如，北京城市空气颗粒物

中铅和铝的百分比含量低于美国城市空气颗粒物；而钠的百分比含量是美国城市

空气颗粒物的二至四斜291。另外，本研究中的北京城市空气颗粒物除了包含上述

来源于空气污染的成分以外，还含有二氧化硅(32％)、氧化铝(9．5％)以及微生

物如LPS和p．葡聚糖等，大约有一半的成分来源于土壤。因此，探讨北京城市空

气颗粒物对机体健康危害的影响及其机制具有特殊意义。

本研究中经过加热处理而除去吸附于其表面的微生物的H．UPM能够导致小

鼠肺部轻微的病理学改变。但是，未经过加热处理的UPM能引起小鼠支气管炎和

肺炎，使肺泡灌洗液中的中性粒细胞增加以及中性粒细胞相关趋化性细胞因子(如

KC、MIP．1a等)和Thl炎症反应相关细胞因子(如IL．12)表达增加。据报道

LPS或B．葡聚糖能够诱导上述中性粒细胞性炎症相关的细胞因子和细胞趋化因子

表达增加【43舶1；多环芳烃类也能够诱导上述炎性介质的表达【45】。该结果提示，吸

附于城市空气颗粒物表面的微生物或者城市空气颗粒物中的多环芳烃类成分通过

促进上述炎性介质的表达而导致小鼠中性粒细胞性炎症。

以往的研究显示，嗜酸性粒细胞是哮喘气道炎症的关键效应细胞，哮喘患者

有明显的嗜酸性粒细胞增多，嗜酸性粒细胞浸润的程度与哮喘的严重程度相关[46】。
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本研究表明：OVA能够导致小鼠气道中的杯状细胞轻度增殖以及嗜酸性粒细胞和

淋巴细胞轻度浸润，该现象与哮喘患者病理检查的结果相一致。UPM能够加重

OVA诱导的哮喘小鼠的气道炎症并导致呼吸道上皮中的杯状细胞增殖，该结果与

肺泡灌洗液中各种炎症细胞分布变化和肺组织病理检查结果相一致。OVA相关的

气道炎症加剧伴随着支气管肺泡灌洗液中炎症分子(如嗜酸性粒细胞趋化因子、

IL．5和MCP．3)的蛋白表达增加以及血清中OVA特异性抗体表达增加。OVA+UPM

联合处理组的哮喘小鼠气道炎症加重程度高于OVA+H．UPM组。该结果提示经过

加热处理而除去的吸附于UPM表面的各种微生物和有机物成分可能在上述反应中

发挥重要作用。

Th细胞可分为Thl和Th2两种类型，均由Th0分化而来。正常情况下，Th0按一

定比例向Thl、Th2分化，两者处于相对平衡状态，维持着机体正常的细胞免疫和

体液免疫功能。哮喘被认为是机体针对外在抗原产生了不恰当的Th2型炎症反应所

导致的肺部炎症【47】。Moverare R等人认为，过敏原对支气管哮喘患者T细胞的活化

具有选择性，使特应性个体对外界抗原倾向于表现Th2优势应答。特应性个体受到

过敏原刺激对，可促进Th2细胞优势分化，上述平衡被打破，使免疫系统Thl／Th2

平衡向Th2漂移，通过分泌大量的Th2型细胞因子介导哮喘炎症反应【48】。目前认为，

ThVFh2失衡和Th2细胞功能亢进是哮喘发病的主要免疫学机制。

IL．4是参与哮喘变态反应性炎症的特征性Th2型细胞因子。支气管哮喘患者急

性发作期体内IL．4浓度较正常人明显升剐491。目前认为，IL．4是原始111细胞向Th2

细胞发育的主要诱导因子，使机体对外来抗原的免疫反应向Th2型发展；而且，IL．4

能促进抗原特异性IgE的分泌，通过多种途径介导哮喘炎症反应[50l。IL．5是参与哮

喘变态反应的另一重要的Th2型细胞因子，支气管哮喘患者急性发作期体内IL．5浓

度较正常人显著升高，支气管活检组织中IL．5 mRNA的表达升耐491。IL．5在哮喘

炎症反应中的作用和嗜酸性粒细胞密切相关，哮喘患者雾化吸入IL．5后血清中的

嗜酸性粒细胞数目显著升高【51】。IL．5对于嗜酸性粒细胞的产生、成熟、活化和存

活至关重要，并趋化嗜酸性粒细胞聚集到气道局部，参与哮喘患者肺部的变态反

应，最终导致气道高反应性的形成【52】。IL．13也是一种新发现的Th2细胞因子，它

在哮喘中发病中起重要作用。哮喘小鼠肺泡灌洗液中可见IL．13的表达增高，IL．13



可通过信号传导途径诱导气道反应性和杯状细胞增生【53】。本研究中H．UPM和UPM

单独处理组小鼠的肺泡灌洗液中哮喘相关的细胞因子的表达并没有增加。但是，

与OVA处理组相比，OVA+H．UPM和OVA+UPM联合处理组小鼠肺泡灌洗液中

Th2型细胞因子的表达显著增加。OVA+H—UPM和OVA+UPM联合处理组小鼠支

气管肺泡灌洗液中嗜酸性粒细胞相关的趋化性细胞因子女lJMCP．1、MCP．3和

RANTES的表达显著增加。嗜酸性粒细胞趋化因子是嗜酸性粒细胞最主要的趋化

蛋白，只有在OVA+UPM联合处理中表达增加。OVA+UPM联合处理组的小鼠肺

泡灌洗液中上述细胞因子和趋化性细胞因子的表达均高于OVA+H．UPM联合处

理组，该结果提示经过加热处理而除去的吸附于UPM表面的各种微生物和有机物

成分通过释放上述化学介质而加重哮喘小鼠气道炎症和肺泡嗜酸性粒细胞募集，

而且小鼠肺泡灌洗液中炎症介质的表达变化与其肺部的病理改变相一致。

另一方面，IFN-7主要由Thl细胞分泌，是特征性Thl细胞因子，能诱导Th0细

胞向Thl分化和抑制Th2型细胞因子的分泌；同时Th2淋巴细胞释放的IL．4、IL．5、

和IL广13能够抑制IFN—Y的表达【州。哮喘患者或动物肺泡灌洗液中均有IFN．7水平的

降低，且其降低程度与哮喘发病的严重程度相判55】。本研究中OVA+H．UPM和

OVA+UPM联合处理能够抑制小鼠肺泡灌洗液q了IFN．丫的表达，可能是由于Th2细

胞因子分泌增加而引起的。

本研究中的城市空气颗粒物中含有大量的来自于空气污染物S02的S042。，而

经过加热处理被完全清除。既往研究报道，亚洲沙尘颗粒(Asian sand dust，ASD)

和ASD+S042‘均能加重肺泡和呼吸道黏膜下层qbOVA诱导的嗜酸性粒细胞募集

反应；但是增jJHS042。的作用剂量并没有观察到嗜酸性粒细胞募集反应加重【56】。该

结果提示S042+并不能使呼吸道和肺泡灌洗液中的嗜酸性粒细胞增加。因此，来源

于空气污染物的S042‘不能加重哮喘小鼠气道过敏性炎症。另一方面，有机毒物如

LPS和B．葡聚糖吸附于城市空气颗粒物表面。LPS是革兰氏阴性菌细胞外壁的主要

成分，是该细菌引起炎症反应的最主要成分【571。B．葡聚糖是真菌细胞壁的特有的

组成成分【5引。H．UPM处理组只能够引起小鼠肺部轻微的病理学改变，可能是由于

H．切?M经过加热处理除去了吸附于其表面的LPS和B．葡聚糖。因此，我们认为吸

附于UPM表面的微生物能够加重小鼠支气管炎和肺泡炎。
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本研究中UPM的主要无机成分是来自于石英的二氧化硅和碳【29】。据报道石

英、无定形硅或晶体硅均能够导致大鼠肺部炎症反应并伴有炎症介质表达增纠591。

既往研究报道即使在1 ggOVA抗原作用下，硅晶体(粒径小于5 gm的标准石英

DQl2)或无定形硅就能够诱导小鼠产生抗原相关的IgE和IgGl抗体【601。另～方面，

碳元素如炭黑(粒径为14 nlTl和50 nm)和柴油颗粒物，能够加重肺嗜酸性粒细胞

增多症并伴有促炎介质表达增加和OVA特异性的IgE和IgGl抗体表达增加【611。因

此，在H．UPM处理组小鼠过敏性炎症加重并伴有OVA特异性的IgE抗体表达增加

可能是由于H．UPM中含有二氧化硅和碳元素的原因。

结论

本研究发现UPM可能通过激活Th2免疫反应而加重OVA诱导的哮喘小鼠肺部

气道炎症反应。微生物和来源于空气污染的化学物在上述反应中发挥重要作用。

空气暴露于来源于燃料燃烧的化学污染物、细菌、真菌和硅颗粒物等可能通过产

生呼吸系统过敏反应而直接影响人类健康。
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·论文二·

亚洲沙尘暴浮尘颗粒物对卵蛋白

诱导的哮喘小鼠气道炎症的作用

刖 吾

沙尘暴是我国北方地区出现的强灾害性天气，近半个世纪以来强沙尘暴发生

频率越来越高并且波及的范围越来越广，给国民经济建设和人民生命财产安全造

成严重损失和极大的危害【62】。起源于我国中部和西北部干旱地区(戈壁沙漠和黄

土塬区)的亚洲沙尘暴，不仅造成我国北方地区严重的空气污染，而且沙尘暴气

溶胶颗粒能够进行长距离的传播，影响朝鲜半岛、日本甚至飘过太平洋到达美国

[63】。研究显示，亚洲地区沙尘暴50％以上的粒径在源地分布在30．10 lam范围内，

但经过远距离输送后，则演变成尘暴或浮尘，粒径在10岬以下的颗粒di55％以上

【删，由于其吸附性强，可携带重金属、硫酸盐、有机物、病毒等进入呼吸道和肺

部，主要沉积在气管和支气管；粒径小于2．5 pm的可吸入颗粒物可达到肺泡，危

害更为严重。

最近流行病调查研究发现在亚洲沙尘暴发生的时段中，台湾地区浮尘天气的发

生情况与哮喘病的每日入院率及门诊就诊率明显增加；日本花粉症患者的过敏性

鼻炎的症状显著加重；韩国的哮喘病患者(特别是儿童患者)症状明显加重【65删。

本研究组既往的动物实验研究也发现，直接采集于中国宁夏沙坡头沙漠的亚洲沙

尘暴颗粒(Asian sand dust，ASD)可以加重卵蛋I兰I(ovalbumin，OVA)诱导的哮喘小鼠

的气道炎症反应，并且加重花粉导致的小鼠过敏性鼻炎【39～71。但是，到目前为止

经过长距离传播的亚洲沙尘暴浮尘颗粒物(air-borne Asian sand dust，AASD)对于机

体影响的实验研究还未见报道。

在本研究中，应用大气采样器由日本壹歧岛空气中采集AASD，将一部分

AASD样品在电子加热器中360℃加热30 min，以去除吸附于AASD表面的微生

物、S042。和N03-等成分。将AASD和经过加热处理的AASD(heated AASD．

H-AASD)经由气管注入小鼠体内，观察小鼠肺组织病理形态学变化，计数小鼠支

气管肺泡灌洗液(bronchoalveolar lavage fluid，BALF)中各种炎症细胞的数量，测定
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BALF中炎症相关的细胞因子、趋化性细胞因子的蛋白表达以及OVA特异性IgE

和IgGl的抗体表达，从而探求经过长距离传播的AASD对机体健康危害的机制。

材料与方法

一、主要试剂

真菌菌相Y荧光染料(Technicon International，Inc．，Tokyo)

Diff-Quik(International Reagents，Kobe，Japan)

IL-4、IL．13、角质细胞趋化因子(Keratinoeyte chemoattractant，KC)、单核细胞趋化

蛋白一1(monocyte chemotactic protein，MCP)-1、巨噬细胞炎症蛋白-la(macrophage

inflammatory protein，MIP)．1a、调节激活正常T细胞表达和分泌细胞因子(regulated

on activation normal T cell expressed and presumably secreted，RANTES)、嗜酸性粒

细胞趋化因子(eotaxin)(R&D Systems Ine。Minneapolis，MN)

11．,-5、IL．12、干扰素吖(interferon-丫，IFN-7)(Endogen，Inc．Cambridge，MA)MCP一3

(Bender MedSystems Inc．Burlingame，CA)

鼠OVA—IgE ELISA试剂盒和鼠OVA—IgGl ELISA试剂盒(Shibayagi Co．，Shibukawa，

Japan)

二、主要实验仪器

电子加热器(SSTR一25K，Isuzu Seisakusho Co．，Ltd．Japan)

荧光显微镜(BZ一9000，BIOREVO，Keyence，Japan)

超微针(UD一201 type，Tomy,Tokyo，Japan)

显微镜(Nikon Co．，Tokyo，Japan)

细胞离心涂片机(Sakura，Tokyo，Japan)

酶标仪(Spectrafluor,Tecan，Salzburg,Austria)

real·time PCR仪(Applied Biosystem，USA)

三、实验动物

从Charles River公司(神奈川，日本)购入5周大的雄性ICRd、鼠，在温度为230C，

湿度为55-70％，昼夜(12 h／12 h)交替的房间里，采用商业饲料和自由给水方式

饲养。适应性喂养一周后，筛选出体重异常和／或病态的小鼠，开始实验。



四、AASD样本采集与处理

在2002年3月22R即中国发生大规模的沙尘暴之后的第三天，应用带有石英纤

维过滤器的大流量空气采样器(2500QT-UP,Pallflex)在日本壹歧岛采集空气中的

AASD；应用电子扫描显微镜(JSM一5800 JEOL Ltd．，Tokyo，Japan)分析AASD的粒径

大小，粒径分布峰值为6 lam；应用电感耦合等离子体．原子发射光谱(61E Trace and

ICP．750，Thermo Jan-e11．Ash，USA)测定颗粒物中化学成分。将采集到的部分AASD

样本在电子加热器中经过3600C加热处理30 min，以除去吸附于颗粒物表面的物

质。

五、AASD的真菌检测

应用荧光显微镜和真菌菌相Y荧光染料检测AAsD样本中的真菌。真菌菌相Y

荧光染料能够特异性地与p．多糖类(如p．葡聚糖)结合，该方法是检测真菌细胞壁

成分最为有效的方法【371。参照真菌菌相Y荧光染料的实验说明书，将2．5¨g的AASD

或H．AASD样本悬浮于40“1荧光染料中，经过5 min后制作成玻璃切片，于荧光显

微镜下观察。激发波长为472．5 nnl，发射波长为520．0 nlll。

六、AASD中水溶性成份、脂多糖及B一葡聚糖的检测

应用离子色谱(DX-100，Dionex，Sunnyvale，CA，USA)和电感耦合等离子体．原

子发射光谱(61E Trace and ICP．750，Thermo Jarrell．Ash，USA)分析AASD样本中的

水溶性成份如S042-和N03’等。

参照实验说明书，将2．5 lag AASD样本悬浮于1 ml水(LPS-flee；Otuka Co．，

Kyoto，Japan)中，室温l h后，应用Endospec ES test MK(Sdkagaku Cop．，Tokyo，Japan)

检测AASD样本中的脂多糖(1ipopolysaccharide，LPS)含量，该方法最低检出限为

0．001 EU／ml；将2．5 lag AASD样本悬浮于1 ml的水(p—glucan-free；Otuka Co．，Kyoto，

Japan)中，室温2 h后，应用Fungitec G test MK(Seikagaku Cop．，Tokyo，Japan)检测

AASD样本中的p一葡聚糖(13-glucan)的含量，该方法最低检出限为2 pg／ml。

七、实验动物染毒

根据AASD种类的不同将实验动物分为6个组，每组16只，各实验组分别为：

Control(生理盐水)、H．AASD组、AASD组、OVA组、OVA+H．AASD组和OVA+
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AASD组。AASD样本悬浮于0．9％生理盐水中，浓度为1 mg／ml，在冷却条件下，

应用超微针超声粉碎5 min。OVA溶解于相同的生理盐水中，浓度为10 pg／ml。每

间隔一周，将小鼠在4％三氟溴氯乙烷作用下麻醉，经气管注入AASD(0．1 ml／

mouse)和／或OVA(O．1 m1／mouse)。最后一次染毒的第二天，经小鼠腹腔注射戊巴

比妥，将其深度麻醉，放血处死。

如果小鼠的体重为36 g，潮气量为0．15 ml，呼吸频率为200次／rain，吸入的颗

粒物100％沉积于肺部，则根据日本城市空气质量标准(总悬浮颗粒物不超过0．1

mg／m3) 2周中小鼠肺内沉积的空气颗粒物为60．48 嵋

(O．15x200x0．1x2x7x24x60+103)，实验中经气管注入小鼠体内的AASD约为该剂量

的1．65倍。根据对于呼吸道模型的研究，粒径为6岬左右的空气颗粒物的肺沉积

率为3％【38】，则沉积于小鼠肺部的空气颗粒物量为1．81 P．g(60．48x3％)，实验中经气

管注入小鼠体内的AASD约为该剂量的55．2倍。根据本科研组既往的实验研究，每

间隔一周经小鼠气管注入1 lag OVA能够导致小鼠肺部过敏性炎症【”】。因此，本实

验选择AASD的染毒剂量为0．1 mg／mouse，OVA的染毒剂量为1 pg／mouse。

八、实验动物的病理检测

每个实验组随机选取8只小鼠用于病理分析。取小鼠肺部固定于10％中性福

尔马林缓冲液中，肺叶分离后，将其切割成2 nun大小的碎块，用石蜡包埋，制

作成3¨m厚的切片。PAS染色后观察支气管上皮杯状细胞的增殖情况。应用显微

镜对每个切片的呼吸道中的炎症细胞和上皮细胞进行观察分析。呼吸道中嗜酸性

粒细胞和淋巴细胞浸润的情况以及支气管上皮中杯状细胞的增殖情况，分级如下：

O，没有任何变化(not present)：l，细微变化(slight)；2，轻度变化(mild)；3，中度

变化(moderate)；4，中重度变化(moderate to marked)；5，重度变化(marked)。细

微变化指呼吸道中10％的嗜酸性粒细胞和淋巴细胞浸润或支气管上皮中10％杯状

细胞增殖；轻度变化指呼吸道中20．30％的嗜酸性粒细胞和淋巴细胞浸润或支气管

上皮中20．30％杯状细胞增殖；中度变化指呼吸道中40．50％的嗜酸性粒细胞和淋

巴细胞浸润或支气管上皮中40．50％杯状细胞增殖；中重度变化指呼吸道中60．70％

的嗜酸性粒细胞和淋巴细胞浸润或支气管上皮中60．70％杯状细胞增殖；重度变化

指呼吸道中80％以上的嗜酸性粒细胞和淋巴细胞浸润或支气管上皮中80％以上杯



状细胞增殖【391。所得到的数据计算其平均数和标准差0=8)。

九、采集血液和支气管肺泡灌洗液

每个实验组的另外8只小鼠用于心脏采血和收集肺泡灌洗液。小鼠心脏采血，

1500 rpm离心10 min，取上清液，．800C的深度冰箱中保存，用于检测血清中的

OVA特异性抗体的表达。小鼠深度麻醉及心脏采血后，气管固定，用0．8 ml 370C

无菌生理盐水灌洗小鼠肺部2次，收集灌洗液(约1．6 m1)，40c 1500 rpm离d二,10

min。取上清液，．800C的深度冰箱中保存，用于检测肺泡灌洗液中细胞因子和趋

化性细胞因子的蛋白表达。

十、支气管肺泡灌洗液中的细胞计数

将肺泡灌洗液离心后得到的沉淀悬浮于生理盐水中，制成细胞悬液，显微镜

下应用血细胞计数器直接计数总细胞数。细胞悬液应用细胞离心涂片机，1500 rpm

离,tM0 min，制成细胞涂片。应用Diff-Quik染色后，显微镜下观察计数中性粒细

胞、巨噬细胞、嗜酸性粒细胞和淋巴细胞。

Diff-Quik染色具体步骤如下：

(1)细胞涂片制备完成后，水平放置，空气中自燃干燥；

(2)细胞涂片浸入Diff-Quik固定液中6 s，将细胞涂片直立于吸水纸上以除去多

余的固定液；

(3)细胞涂片浸入Diff-Quik染色液I中14 s，将细胞涂片直立于吸水纸上以除去

多余的染色液I；

(4)细胞涂片浸入Diff-Quik染色液II中12 s，将细胞涂片直立于吸水纸上以除去

多余的染色液II；

(5)超纯水浸洗细胞涂片10．15 S，以除去多余的染色液；

(6)将细胞涂片直立以去除水分，空气中自然干燥。

十一、支气管肺泡灌洗液中的细胞因子和趋化性细胞因子的检测

应用酶联免疫反应检测BALF中细胞因子和趋化性细胞因子的蛋白表达。其中

细胞因子包括：IL．1p、IL-4、IL．5、IL-12、IL．13和IFN吖；趋化性细胞因子包括：

KC、MCP．1、MCP．3、M口．1 0t、RANTES和eotaxin。

酶联免疫反应具体步骤如下：
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(1)使用前，将所有试剂充分混匀，不使液体产生大量的泡沫，以免产生加样上

的误差；

(2)根据待测样品数量加上标准品的数量决定所需的板条数。每个标准品和空白

孔做复孔。每个样品根据自己的数量来定，使用复孑L；

(3)加入稀释好后的标准品50 ul于反应孔、加入待测样品50 ul于反应孔内。盖上

膜板，轻轻振荡混匀，室温2 h；

(4)用洗板机洗涤5次，每孔加洗涤液400 ul：

(5)每孔加结合物100 ul，盖上新膜板，轻轻振荡混匀，室温2 llr；

(6)用洗板机洗涤5次，每孔加洗涤液400 ul；

(7)每孔加底物溶液1 00 ul，室温暗室30 mira

(8)每孔加停止反应溶液100 ul，振荡混匀；

(9)30 min之内用酶标仪在450nm波长处测定各孔的OD值。

十二、OVA特异性l gE和I gGl抗体的检测

鼠OⅥ～一I班ELISA试剂盒和鼠OVA-IgGl ELISA试剂盒检测血清中的OVA特

异性IgE和IgGl抗体。具体步骤如下：

(1)加样：分别设空白孔、标准孔、待测样品孔。除空白孔外，余孔分别加标准

溶液或待测样品100 ul，注意不要有气泡，轻轻混匀，酶标板加上盖，37℃反应

120mira

(2)弃去液体，甩干，不用洗涤；

(3)每孔加检测溶液A工作液100 ul，37℃，60 min，洗板3次，350 ul／每孔；

(4)每孔加检测溶液B工作液100ul，37℃，60 min，洗板5次，350 ul／每孔；

(5)依序每孔加底物溶液90 ul，37℃避光显色30 min(此时肉眼可见标准品的

前3．4孔有明显的梯度兰色，后3．4孔梯度不明显)；

(6)依序每孔加终止溶液50 ul，终止反应(此时兰色立转黄色)。用酶联仪在450

hill波长依序测量各孔的光密度(OD值)。

根据试剂盒说明书，对于OVA．IgE，1U为1．3 ng的OVA—IgE抗体；对于

OVA—IgGl，1u为160 ng的OVA—IgE抗体。应用酶标仪在450 IlIn吸收波长出检澳lJIgE

和IgGl的抗体表达。
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十三、统计学分析

本研究应用SPSSl3．0统计学软件进行分析，统计结果表述为平均数士标准差，

采用单因素方差分析比较不同染毒组的实验数据；当组间差异具有统计学意义时，

采用SNK法进行组间比较，p<O．05具有统计学意义。

实验结果

一、附着于AASD表面的真菌检测结果

图1为进行真菌菌系Y染色后AASD表面的荧光检测结果。未经过加热处理的

AASD表面呈现明显的绿色荧光，该现象表明AASD表面吸附了大量的真菌微生物。

图6，真菌菌系Y染色后AASD表面的荧光检测结果。Bar=5Ilm

二、从sD中化学元素、水溶性成分、LPS和B一葡聚糖的含量

表6为AASD中各种化合物成分的含量。其中，Si02约占61．8％，A1203约占

13．6％，Fe203约占5．7％，Na20约占1．2％，CaO约占5．4％，MgO约占3．3％，Ti02

约占0．01％，K20约占2．6％。其化学组成成分与由沙尘暴源地直接采集的沙尘成分

相似。表7为AASD中水溶性成分、LPS和B．葡聚糖的含量。AASD@含有的S042。

约为15000¨g儋，N03。约为5000“g儋，C1‘约为7000“∥g，LPS约为1．06 EU／mg，p．

葡聚糖约为76 p∥mg：而经过加热处理的AASD中水溶性成分、LPS和D．葡聚糖的
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(¨∥曲 (p∥曲 (p∥曲 (EU／mg)(pg／mg)

AASD：从日本壹歧岛大气中采集到的亚洲沙尘暴浮尘颗粒物；

H．AASD：在电子加热器中经过3600C处理30 min的AASD；

ND(not detected)：未检测到。

三、AASD对小鼠肺部病理学改变的影响

图7和表8为AASD对小鼠肺部病理学改变的影响。对照组的小鼠肺部无病理

学改变(图2 A)；H．AASD处理组的小鼠呼吸道上皮细胞轻微增殖(图2 B)；

AASD处理组的小鼠肺泡细胞增殖引起支气管和肺泡炎并有中性粒细胞性炎症

(图2 C)；OVA处理组的小鼠呼吸道粘膜下层嗜酸性粒细胞轻微增殖以及呼吸道



上皮中的杯状细胞轻微增殖，在PAS染色中呈现粉色(图2 D)；OVA+H．AASD

(图2 E)和OVA+AASD(图2 F)联合处理引起小鼠呼吸道上皮中的杯状细胞显

著增殖，与对照组相比具有统计学差异(p<0．001)，且OVA+AASD处理组的增

殖程度大于OVA+H．AASD处理组；OVA+H．AASD(图2 E)和OVA+AASD(图

2 F)联合处理引起小鼠呼吸道结缔组织中的嗜酸性粒细胞浸润，与OVA组相比具

有统计学差异(p≤0．001)，且OVA+AASD处理组的浸润程度大于OVA+

H．AASD处理组；OVA+H．AASD(图2 E)和OVA+AASD(图2 F)联合处理引

起小鼠呼吸道中淋巴细胞中重度聚集，且OVA+AASD处理组的聚集程度大于

OVA+H．AASD处理组。
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四、从SD对小鼠支气管肺泡灌洗液中炎症细胞分布的影响

图8为AASD对小鼠支气管肺泡灌洗液中炎症细胞分布的影响。与对照组相

比，AASD单独处理组小鼠的BALF中巨噬细胞和中性粒细胞数量明显增加(p<

O．05)；而H．AASD处理组小鼠的BALF中巨噬细胞和中性粒细胞数量与对照组相比

无明显变化；OVA单独处理不能够引起小鼠的BALF中的炎症细胞数量变化；OVA

+H．AASD联合处理组小鼠的BALF中巨噬细胞、中性粒细胞、嗜酸性粒细胞和淋

巴细胞数量显著高于对照组、OVA组以及H—AASD单独处理组；OVA+AASD联

合处理进一步导致小鼠的BALF中巨噬细胞、嗜酸性粒细胞和淋巴细胞数量显著高

于对照组、OVA组以及AASD单独处理组(p<0．001)；OVA+AASD联合处理也

能够引起中性粒细胞数量显著高于对照组和OVA组，但是与AASD单独处理组相

比无统计学意义。
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五、从SD对小鼠支气管肺泡灌洗液中细胞因子表达的影响

表9为AASD对小鼠支气管肺泡灌洗液中细胞因子表达的影响。与对照组相

比，AASD单独作用组的小鼠BALF中IL—113(p<0．001)、IL一12(p<O．01)和IFN一丫

(p<0．001)的表达显著增加，而H．AASD单独作用组的小鼠BALF中IL．1p、IL．12

和IFN-1,的表达无变化；OVA+H．AASD和OVA+AASD联合处理引起小鼠BALF

中IL．1p显著高于对照组和OVA单独处理组，但是分别与H．AASD和AASD相

比，无显著增加；OVA+AASD联合处理引起小鼠BALF中IL．12的表达显著高

于对照组和OVA处理组(p<0．001)；OVA+AASD联合处理引起小鼠BALF中

劂吖的表达显著高于AASD单独处理组(p<0．01)。OVA+AASD联合处理有
使BALF中Th2细胞因子IL．4表达增加的趋势，OVA+AASD联合处理导致BALF

中Th2细胞因子IL．13表达显著高于任何单独处理组；OVA+H-AASD和OVA+

AASD联合处理引起小鼠BALF中嗜酸性粒细胞相关的细胞因子IL．13的表达高

于任何单独处理组； OVA+AASD联合处理引起小鼠BALF中IL．5和IL-13的

表达增加程度高于OVA+H．AASD组，分别为OVA+H．AASD组的1．8和1．44

倍。
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六、AASD对小鼠支气管肺泡灌洗液中趋化性细胞因子表达的影

晌

表10为AASD对小鼠肺泡灌洗液中趋化性细胞因子表达的影响。H．AASD和

AASD单独处理引起小鼠BALF中KC和MIP．1仅的表达显著高于对照组(p<

0．001)；OVA+H．AASD和OVA+AASD联合处理引起小鼠BALF中KC的表达

显著高于对照组和OVA处理组(p<0．001)，但是KC的表达增加程度分别与

H．AASD和AASD单独处理组相似；与对照组相比，AASD单独作用组的小鼠

BALF中RANRES的表达显著增加(p<O．01)，但是与AASD单独作用组相比，

OVA+AASD联合处理组的小鼠BALF中RANRES的表达并没有进一步增加；

OVA+H．AASD和OVA+AASD联合处理引起小鼠BALF中嗜酸性粒细胞相关

的趋化性细胞因子MCP．1的表达高于任何单独处理组；OVA+AASD联合处理引

起小鼠BALF中嗜酸性粒细胞相关的趋化性细胞因子Eotaxin和MCP．3的表达高

于任何单独处理组；OVA+AASD联合处理引起小鼠BALF中Eotaxin、MCP．1

和MCP．3的表达增加程度高于OVA+H．AASD组，分别为OVA+H．AASD组的

3．83、1．56和2．56倍。
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七、AASD对小鼠血清中OVA特异性IgE和IgG|表达的影响

图9为AASD对小鼠血清中OVA特异性IgE和|gGl的表达的影响。与对照

组相比，OVA+H．AASD有使OVA特异性IgE表达增加的趋势；OVA和AASD

导致OVA特异性IgE表达显著高于对照组、OVA组合AASD单独作用组(p<

0．05)。OVA+H．AASD和OVA+AASD联合处理引起小鼠OVA特异性IgGl表

达显著高于对照组和单独处理组，OVA+AASD联合处理的OVA特异性IgGl表

达高于OVA+H．AASD联合处理组。
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讨论

随着科技进步和社会生产力的极大提高、人口剧增、资源过度消耗、环境污

染和生态破坏等问题也愈演愈烈。尤其是沙尘暴，近半个世纪以来强沙尘暴发生

强度和次数在我国呈明显上升趋势。起源于我国中部和西北部干旱地区(戈壁沙

漠和黄土塬区)的亚洲沙尘暴，在西北风带的推动下，横穿我国华北和华东地区，

飞越黄海、朝鲜和日本，被传输到北太平洋西部。有时还可以被送到美国的阿拉

斯加乃至北极圈，波及大半个北半球【681。强沙尘暴将其颗粒物长途传输而进入人

口密集的城镇和大都市，恶化环境，影响广大居民的健康。据报道2002年3月20

日，既中国北京出现沙尘暴后，韩国发生了强烈的沙尘风暴，航班停飞，学校停

课，呼吸系统疾病及哮喘疾病患者数量显著增加，从而给韩国各领域造成了一系

列损害[691。

进行长距离传播的亚洲沙尘暴浮尘颗粒物中含有来源于空气污染物的S042’、

N03-以及微生物成分(如LPS和p．葡聚糖等)。本研究组既往研究发现直接采集于

中国沙坡头沙漠的沙尘中S04}、N03‘、LPS和p一葡聚糖的含量分别为：900 p∥g、

500 pg儋、1．9 EU／mg和12．0 pg／mg，明显低于本研究中采集于日本壹歧岛的亚洲沙

尘暴浮尘颗粒物。另一方面，本研究中的亚洲沙尘暴浮尘颗粒物与采集于中国沙

坡头沙漠的沙尘在矿物质组成成分上基本相同。该现象提示沙尘暴颗粒物在经过

长距离传播的过程中吸附了大量空气污染物、细菌微生物等成分，给人体呼吸系

统带来严重危害。因此，研究长距离传播的亚洲沙尘暴浮尘颗粒物对OVA诱导的

哮喘小鼠气道炎症的作用可能为人类呼吸系统疾病防治提供理论依据。

本研究中经过加热处理而除去吸附于其表面微生物的H．AASD能够导致小鼠

肺部轻微的病理学改变。但是，未经过加热处理的AASD能引起小鼠支气管炎和

肺炎，使支气管肺泡灌洗液中的中性粒细胞增加以及中性粒细胞相关趋化性细胞

因子(如KC、MIP．1a等)和Th．1炎症反应相关细胞因子(如IL．12)表达增加。

据报道LPS或p．葡聚糖能够诱导上述中性粒细胞性炎症相关的细胞因子和细胞趋

化因子表达增加【43删。该结果提示，吸附于城市空气颗粒物表面的微生物可能通

过促进上述炎性介质的表达而导致小鼠中性粒细胞性炎症。

以往的研究显示，嗜酸性粒细胞是哮喘气道炎症的关键效应细胞，哮喘患者
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有明显的嗜酸性粒细胞增多，嗜酸性粒细胞浸润的程度与哮喘的严重程度相关m】。

本研究中，OVA能够导致小鼠气道中的杯状细胞轻度增殖以及嗜酸性粒细胞和淋

巴细胞轻度浸润，该现象与哮喘患者病理检查的结果相一致。AASDfig够加重OVA

诱导的哮喘小鼠的气道炎症并导致呼吸道上皮中的杯状细胞增殖，该结果与肺泡

灌洗液中各种炎症细胞分布变化和肺组织病理检查结果相一致。OVA相关的气道

炎症加剧伴随着支气管肺泡灌洗液中炎症分子(如嗜酸性粒细胞趋化因子、IL．5

和MCP．3)的蛋白表达增加以及血清中OVA特异性抗体表达增加。OVA+AASD

联合处理组的哮喘小鼠气道炎症加重程度高于OVA+H-AASD组。该结果提示可

能是吸附于AASD表面的有机成分、细菌及真菌微生物引起上述炎症反应。

本研究中的AASD中含有大量的来自于空气污染物S02的S042。，而经过加热处

理被清除。既往研究报道，ASD和ASD+S042一均能加重肺泡和呼吸道黏膜下层中

OVA诱导的嗜酸性粒细胞募集反应；但是增2ns042‘的作用剂量并没有观察到嗜酸

性粒细胞募集反应加重【561。该结果提示S042。并不能使呼吸道和肺泡灌洗液中的嗜

酸性粒细胞增加。因此，来源于空气污染物的S042"不能加重肺嗜酸性粒细胞增多

症和0vA引起的气道炎症。另一方面，有机毒物如LPS和D．葡聚糖吸附于AASD表

面。LPS是革兰氏阴性菌细胞外壁的主要成分，是该细菌引起炎症反应的最主要

成分57。B．葡聚糖是真菌细胞壁的特有的组成成分【58】。H．AASD处理组只能够引起

小鼠肺部轻微的病理学改变，可能是由于H．AASD经过加热处理除去了吸附于其

表面的LPS和B．葡聚糖。因此，我们认为吸附于AASD表面的微生物能够加重小鼠

支气管炎和肺泡炎症。

哮喘是一种以气道高反应性、肺部嗜酸粒细胞浸润、支气管上皮增生，以及支

气管粘液过度分泌等为主要特征的慢性变态反应性疾病【_701。目前对于哮喘研究较

多，广泛接受的发病机制学说认为：机体在过敏原初次接触后致敏T细胞，再次

接触过敏原时，致敏T细胞通过各种机制使嗜酸性粒细胞迁移至肺中并活化释放

各种炎症介质而导致哮喘的发作。嗜酸性粒细胞被认为是哮喘气道炎症的标记，

是哮喘发病机制中最重要的炎症效应细胞【711。哮喘发生时，嗜酸粒细胞在各种趋

化剂的作用下，被募集到炎症部位，通过脱颗粒释放多种生物活性物质如血小板激

活因子、活性氧自由基、白三烯和嗜酸粒细胞阳离子蛋白、主要碱性蛋白和嗜酸



粒细胞过氧化物酶等使气道处于高反应状态，并引支气管粘膜损伤f72】，在哮喘中嗜

酸性粒细胞也导致支气管平滑肌细胞死亡r73】。OVA+H．AASD处理组和OVA+

AASD处理组中OVA诱导的呼吸道上皮细胞转化为杯状细胞的情况与黏膜下层的

嗜酸性粒细胞浸润程度相一致。因此，激活嗜酸性粒细胞可能导致呼吸道上皮细

胞损伤以及杯状细胞细胞增殖。AASD处理组的损伤情况比H．AASD处理组严重。

哮喘的发病机制较为复杂，研究表明：哮喘的本质是气道慢性炎症，其中

Thl／Th2失衡起着重要作用。气道中所有的炎症细胞和结构细胞均参与该炎症过

程，包括T淋巴细胞和嗜酸性粒细胞等，它们通过释放多种炎性介质和细胞因子来

发挥效应，引起血管渗漏、粘液过度分泌、平滑肌收缩、上皮脱落、杯状细胞增

生以及气道高反应性等改变【74】。其中T细胞又可以进一步分为Thl和Th2亚群淋巴

细胞。Th2淋巴细胞通过释放IL．4、IL．5和IL-13等细胞因子，促进支气管粘膜嗜酸

性粒细胞的聚集以及血清IgE的产生【75】。而Thl淋巴细胞分泌细胞因子IFN吖，Th2

细胞释放IL．4、IL．5和IL．13等细胞因子能对抗Thl细胞的作用，抑制Thl细胞增殖、

分化和抑制Thl细胞释放IFN．丫【761。本研究中H．AASD和AASD单独处理组小鼠的肺

泡灌洗液中的哮喘相关的炎症介质的表达并没有增加。但是，与OVA，H．AASD

或AASD单独处理组相比，OVA+H．AASD和OVA+AASD联合处理组小鼠肺泡灌

洗液中嗜酸性粒细胞相关的趋化性细胞因子如MCP．1、MCP．3和RANTES等以及

眦细胞因子IL-4、IL．5和IL．13的表达显著增加。嗜酸性粒细胞趋化因子是嗜酸性
粒细胞最主要的趋化蛋白，只有在OVA+AASD联合处理中表达增加。OVA+

AASD联合处理组的小鼠支气管肺泡灌沈液中各种细胞因子和细胞趋化因子的表

达均高于OVA+H．AASD联合处理组，提示经过加热处理而除去的吸附于AASD表

面的各种微生物和有机物成分通过释放上述化学介质而加重小鼠呼吸道和肺泡嗜

酸性粒细胞募集。而且小鼠肺泡灌洗液中的生物成分的变化与其肺部的病理变化

相一致。另一方面，OVA与H．AASD或AASD联合处理能够抑制小鼠肺泡灌洗液中

Thl炎症介质如IFN-7的表达。Th2淋巴细胞释放的IL_4、IL．5、和IL-13能够抑制

IFN吖的表达。因此，IFN-y的抑制作用可能是由于Th2细胞因子分泌增加而引起的。

论文一中UPM的主要无机成分为二氧化硅(约32％)和碳(约12％)，而本实

验中AASD的主要成分为二氧化硅(约60％)，但是经过加热处理的H．UPM和



H．AASD均能导致小鼠肺部轻微的炎症反应并使OVA特异性fl向IgE和IgGl抗体表

达增加。据报道石英、无定形硅或晶体硅均能够导致大鼠肺部炎症反应并伴有炎

症介质表达增岁591。既往研究报道即使在l ggOVA抗原作用下，硅晶体(粒径小

于5 pm的标准石英DQl2)或无定形硅就能够诱导小鼠产生抗原相关的IgE和IgGl

抗体【60】。因此，在H．AASD处理组小鼠气道炎症加重并伴有OVA特异性的IgE和

IgGl抗体表达增加可能是由于H．AASD中含有二氧化硅的原因。UPM和AASD在

漂浮过程中其表面均吸附大量空气污染物、细菌以及真菌微生物。OVA+UPM和

OVA+AASD联合作用均能够加重OVA诱导的哮喘小鼠气道炎症、使其肺部嗜酸

粒细胞浸润，支气管上皮增生，可能是吸附于UPM和AASD表面的微生物在上述

炎症反应中发挥作用。

结 论

本研究发现AASD通过激活Th2免疫反应，促进Th2细胞释放炎症相关的细胞

因子进而使OVA诱导的哮喘小鼠气道炎症反应加重，微生物和来源于空气污染的

化学物在上述反应中发挥重要作用。空气暴露于来源于燃料燃烧的化学污染物、

细菌、真菌和硅颗粒物等可能通过产生呼吸系统过敏反应而直接影响人类健康。



·论文三·

亚洲沙尘暴浮尘颗粒物对小鼠巨噬细胞中

To ll样受体禾I：INALP3炎症复合体表达的影响
,hn-J-

刖 吾

Toll样受体(Toll．1ike receptors，TLRs)是新近发现的细胞跨膜受体，作为连接天

然免疫与特异性免疫的关键元件，在免疫抑制、急性炎症反应、细胞信号转导方

面起重要作用，其表达异常在哮喘发生发展中起重要作用。哺乳动物TLRs是一类

与天然免疫关系密切的模式识别受体(pattern recognition receptors，PRRs)，通过识

别病原微生物特定的病原体相关分子模式(Pathogen—associated molecular patterns，

PAMPs)启动天然免疫应答并激活获得性免疫【251。其共同特点是胞外段有富含亮氨

酸的重复结构域(1eucine rich repeated,LRR)，胞内段与白细胞介素一l受体

(interleukin．1 receptor，IL．1R)具有同源性；其信号转导主要经IL-1R相关激酶，导

致NF．v．B(nuclear factor kappa B)激活，继而产生细胞因子【771。

然而，其他的模式识别受体如Nod样受体(Nod．1ike receptor,NLR)也参与天然

免疫的介导。既往研究表明哺乳动物NLR家族包括20多个成员，均23个结构域构

成：碳末端的LRR区域，中间的NACHT结构域，以及可能是热蛋白样结构域(pyrin

domain，PYD)，聚集半胱氨酸蛋白酶募集域(caspase recruitment domain，CARD)或

者较为保守的凋亡蛋白重复序列(baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat，

BIR)结构域的效应性氨基末端【271。

NLR家族成员NALP3(NACHT一，LRR—and pyrin-domain containing protein 3)又

被称为NLRP3('Nucleotide-binding domain，leucine rich repeated and pyrin domain

containing protein 3)，其最主要的特征就是能够通过PYD—PYDI拘相互作用而与凋

亡相关的斑点样蛋白(apoptosis—associated speck—like protein containing caspase

recruitment domain．ASC)相互作用。ASC是一种含CARD．和PYD一的蛋白质，被认

为是包含PYD．和CARD．的蛋白的转接分子。ASC与NALP3相互作用时，ASC的

PYD．和NALP3的PYD．相互作用，而ASC的CARD．招募半胱氨酸蛋白酶l原酶

(pro．caspase．1)而激活半胱氨酸蛋白酶．1(caspase．1)‘73-79]。在活化的巨噬细胞和单



核细胞中激活的caspase．1能够激活并分泌白细胞介素．1 J3(interleukin．1p，IL．1p)【80】。

当NALP3与ASC相互作用激活caspase-1时，形成细胞内复合物即为NALP3炎症复

合体(NALP3 Inflammasome)t25’271。研究表明在病原菌提取分子、无菌炎症诱导物

及无病原微生物的成孔毒素等多种前炎症因子刺激的反应中NALP3炎症复合体被

激活并持续表达【8l-821。

图lO，巨噬细胞中Toll样受体和NALP3炎症复合体表达

本研究论文二中的实验结果表明采集于日本南部靠近中国的壹歧岛的亚洲沙

尘暴浮尘颗粒物能够加重哮喘小鼠的气道炎症，使其肺泡灌洗液中的中性粒细胞

和嗜酸性粒细胞增多，并伴有与炎症相关的细胞因子和趋化性细胞因子蛋白表达

增加(如IL-5、单核细胞趋化因子．3和角质细胞趋化因子等)，而TLRs和NALP3

炎症复合体可能参与上述的炎症反应。在本试验中，体外培养小鼠巨噬细胞系

RAW264．7，以日本南部壹歧岛采集的亚洲沙尘暴浮尘颗粒物样本染毒，同时应用

TLR2抗体(TLR2 antibody，TLR2ab)和TLR4抗体(TLR4 antibody,TLR4ab)，检测细

胞中TLR2、TLR4、NALP3、ASC、caspase-1和IL．1p的基因表达，进而探明TLRs

和NALP3炎症复合体在大气污染颗粒物加重哮喘的气道炎症中的作用机制。
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real-time PCR仪(Applied Biosystem，USA)

三、细胞培养

本试验中采用f13BALB／c雌性小鼠中提取的巨噬细胞系RAW264．7。具体细胞

复苏及培养步骤如下：

(1)从液氮中取出冻存管，迅速置于温水浴(37℃)中并不断搅动，使冻存管中的

冻存细胞迅速融化。

(2)打开冻存管，将细胞悬液吸到离心管中。

(3)1000 rpm离一I二,10分钟，弃去上清液。

(4)沉淀中加入10 m1含10％血清的DMEM培养液，吹打均匀，再1000 rpm离-I二,10

min，弃上清液。

(5)N适当培养液后，调整细胞浓度为4x105／ml，以每个培养／1114 ml，接种到60 ITl／n

的培养皿中，于含5％C02的培养箱中，37"C培养，第二天观察生长情况并进行染

毒。

四、浮尘颗粒物样本处理

将一部分从日本南部的壹歧岛采集的AASD于360。C电子加热器中加热30

rain，以去除吸附在AASD表面的细菌及微生物。分别应用加热和未加热的沙尘样



本染毒。

五、细胞染毒

将加热和未加热的沙尘样本分别溶于DMEM培养液中，使其浓度均为3

mg／ml。观察细胞生长状态良好，每个培养nllq日))H／X,40“1的沙尘样本溶液，使其

终浓度为30 I．tg／ml。细胞于含5％C02的37。C培养箱中，培养3 h后提取RNA。

六、基因表达检测

(1)RNA提取

①每个培养皿中加入0．5 ml ISOGEN RNA提取液，室温放置5 min后吸取到EP管

中；

②加入0．1 ml氯仿，涡旋15 s，室温放置5 min；

⑨15000 rpm，4"C离一I],10 min，取上清液于1．5 ml EP管中；

④加入0．25 ml异丙醇，涡旋2．3 s，室温放置10 min；

⑤15000 rpm，4"C离一I】,10 min，弃去上清液；

⑥加入0．7 ml 4。C冷藏的75％乙醇，涡旋15 s；

⑦15000 rpm，4"C离一I二,10 min，弃去上清液；

⑧倒扣于桌面上，室温干燥20．120 min；

⑨每管中加入35“l 4"C冷藏无RNase的DDW，于．80"C冰箱中冷藏保存。

(2)RNA反转录获得eDNA

①整个反转录过程尽量在冰上操作。

②应用10xDNase Buffer、无RNase的DDW、RNasin和DNase配置DNase处理液。

③应用Stop Sol和无RNase的DDW配带lJDNase失活液。

④从．80℃冰箱中取出RNA，涡旋10 s。

⑤每个样品取5 p垤幢P管中。

⑥向每个样品中加入15 plDNase处理液，37"C放置60 min。

⑦向每个样品中加入5 glDNase失活液，65"C放置10 min，冰上放置5．20 min。

⑧应用Random Primer、5xBuffer、dNTP、无RNase的DDW和M．MLV RTase配制

反转录反应液。

⑨向每个样品中加入75 pl反转录反应液，37"(2反应60 min，95"C反应10 min，于



．30℃冰箱中冷藏保存。

(3)PCR

①按照比例配制反应体系：TaqMan混合液1 2．5“l，TaqMan荧光探针250 nM， 各

种引物300 nM，cDNA5 pl，水7．5 pl，总体积共25¨l。

②设定real．time定量检测程序为：95℃，10 min，之后每一步变性95℃15 S，退火

延t,60℃60 S，共进行40个循环，每次在延伸阶段读取吸光值。

③制作熔解曲线：PCR结束后，在95℃变性1 min，然后冷却至55℃，使DNA双

链充分结合；从55℃开始到95℃，每一步增加0．5℃，保持30 S，同时读取吸光值。

(4)分析数据：以GAPDH作为内参照，计算每个样品相对于GAPDH表达的

平均值。本实验中引物和探针序列如表11。

表ll，引物和探针序列

Primers&probes Gene Sequence

GAPDH sense TGCACCACCAACTGCTTAG

GAPDH antisense GGATGCAGGGATGATGTTC

GAPDH probe CAGAAGACTGTGGATGGCCCCTC

TLI也sense GAATrGCATCAC CGGTCAGAA

TLI也antisense CTGAGCAGAACAGCGTITGC

TLI匕probe CGTCAAATCTCAGAGGATGCTACGAGC

TLR4 SenSe AGGACTCTGATCA TGGCACTGTT

TLI己4 antisense GAGTlTCTGATC CATGCATTGG

TLR4 probe CCAGGAAGCTTGAATCCCTGCATAGAGG

IL．1 13 SenSe TCCTGAACTCAACTGTGAAATGC

IL．1 B antisense AGCCCAGGTCAAAGGl’1TGG

IL．1 B probe AGCAGCCCTTCATCTrTTGGGGTCCG

Nalp3 sense TGGAGAAAATGCCTTGGGAGAC

Nalp3antisense GGTCAGAGCTGAACAACAGATTG

Nalp3 probe AGGCCGGAA订CACCAACCCCAGCT
CARD sense AGCTGCAAACGACTA A AGAAGAG

CARD antisense ACCCTGGCAATGAGTGCTl’G

CARD probe CCACAAAGTGTCCTGTTCTGGCTGTACTCT

Caspl sense TCACGCCCTGrrGGAAAGG

Caspl antisense CTCACTGAG盯G觚A AATTGCTTCC

Casp l probe CT兀GCCCTCAGGATCTTGTCAGCCATG



七、统计学分析

本研究应用SPSSl3．0统计学软件进行分析，统计结果表述为平均数4-标准差，

采用单因素方差分析比较不同染毒组的实验数据；当组间差异具有统计学意义时，

采用SNK法进行组问比较，p<O．05具有统计学意义。

实验结果

一、AASD对小鼠巨噬细胞中TLR2和TLR4 mRNA表达的影响

AASD处理组小鼠巨噬细胞中TLR2 mRNA表达显著高于对照组(p<0．001)；

TLR2ab处理组小鼠巨噬细胞中TLR2 mRNA表达明显低于AASD处理组(P<

0．001)，TLR2ab有效抑制TLR2 mRNA表达。AASD处理组小鼠巨噬细胞中TLR4

mRNA表达显著低于对照组(p<0．001)；TLR4ab不能有效抑制TLIH mRNA表达。

7l
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图12，小鼠巨噬细胞中NALP3 mRNA表达

印<0．00 1 vs．Control，H-AASD

AASD

三、AASD对小鼠巨噬细胞中ASO mRNA表达的影响

AASD导致小鼠巨噬细胞dPASC基因表达明显高于对照组和H．AASD组(p<

0．001)；而经过加热处理的H．AASD对于小鼠巨噬细胞中ASC基因表达无明显作

用。
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图13，小鼠巨噬细胞中ASC mRNA表达

印<0．00 1 vs．Control，H—AASD

AASD

四、AASD对小鼠巨噬细胞中oaspase-1 mRNA表达的影响

AASD使小鼠巨噬细胞q]caspase-l基因表达略微高于对照组和H—AASD缍[，但

是不具有统计学意义(p>0．001)。
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五、AASD对小鼠巨噬细胞中I L-1 jfI mRNA表达的影响

AASD-导致4、鼠巨噬细胞中IL一1p基因表达明显高于对照组和H．AASD组(p<

0．001)；而经过加热处理的H-AASD对于小鼠巨噬细胞中IL．1D基因表达无明显作

用。AASD+TLR2ab处理组IL—lp基因表达明显高于对照组但是低于AAsD组晒<

0．001)。

Control H-AA∞

图15，小鼠巨噬细胞中IL．1p mRNA表达

tp<0．001 vs．control，H—AASD；辜p<0．001 VS．AASD

讨论

TLRs介导着绝大部分哺乳动物、昆虫及植物的宿主防御，主要负责识别致病

性真菌和细菌，它们在识别微生物保守分子成分，预警机体天然免疫系统抵御外

来人侵病原体过程中发挥重要作用【831。TLR2和TLR4 mRNA在巨噬细胞内的含量

最高，这可能与它们主要参与机体天然免疫有判踟。当病原体及其产物与TLRs结

合后，巨噬细胞即活化并释放大量细胞因子或炎症介质，参与天然和获得性免疫

的炎症反应【851。TLR2是酵母多糖(p．葡聚糖)和革兰氏阳性菌的主要成分肽聚糖

的受体【861，TLR4是革兰氏阴性菌细胞外壁的主要成分脂多糖(1ipopolysaccharide，

LPS)的受体【871。TLR2I配体能够激活OVA相关的Tll2型免疫反应，诱导产生Th2

免疫反应相关的细胞因子如IL-13和IL-5以及o、，A特异性I旺和IgGl抗体产生。

TLR2配体能够促进Th2免疫反应相关疾病(如哮喘)的病情进剧8引。TLR4结合LPS
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等病原体相关分子模式后通过释放细胞因子可促进炎症反应，但目前尚没有足够

证据证明TLR4能直接参与Tll2型免疫应答【891。在本科研组前期的实验中AsD能够

加重OVA诱导的小鼠肺嗜酸性粒细胞增多症，我们认为吸附于ASD表面的微生物

成分通过TLR2(而不是TLR4)激活Th2免疫反应，进而加重小鼠肺嗜酸性粒细胞

增多症【391。本研究中的AASD能够增)bNTLR2的基因表达，但是TLR4的基因表达降

低。因此，可能是吸附于AASD表面的微生物成分通过TLR2信号转导加重了OVA

诱导的哮喘小鼠的气道炎症，而不是TLR4。

NLR家族的成员NALP3是细胞质受体，被微生物配体肽聚糖和细胞损伤的内

源性标记物(如ATP和尿酸结晶等)激活。具有活性的NALP3与衔接蛋白女HASC

结合而形成NALP3炎症复合体。该复合体激活caspase-1，进而将pro．IL．1D激活使

之成为IL．113。NALP3主要由单核细胞，粒细胞和关节软骨细胞表达190]。最初在小

鼠外周血淋巴细胞中发现NALP3的mRNA表达，与假定的炎症反应相对应【9l】。既

往体内实验研究指出，LPS诱导的小鼠炎症中肺部表达NALP3[叼；体外实验研究

表明，脂磷壁酸(1ipoteichoic acid，LTA)和LPS能够诱发人原代单核细胞持续表达

NALP3[93】。ASC是一种含CARD和PYD的蛋白质，PYD和CARD是同源的蛋白．蛋

白相互作用结构域，并在ASC的寡聚化中起着非常重要的作用。ASC的表达可以

被IL．1a、IL．1p和LPS等暂时性地上调，参与多条信号转导途径，可与多种因子发

生相互作用。ASC可以利用其特定的结构域在细胞凋亡、炎症介导、免疫调节以

及肿瘤形成等方面均发挥重要作用。ASC主要在淋巴细胞、上皮细胞、毛囊、外

周血淋巴细胞以及严重局部炎症反应中的中性粒细胞中充分表达【94】。既往体外实

验研究表明，任何TLRs激活剂和细菌都不能使ASC缺陷的巨噬细胞分泌IL．113t951；

体内实验研究表明，ASC缺陷的小鼠对于LPS攻击后内毒素耐受反应增强；并且与

NALP3缺陷的小鼠相比，ASC缺陷的小鼠能够耐受更高剂量的LPS攻击【％971。这

些实验结果证明ASC是NALP3下游的转接分子，可能起作用与NALP3炎症复合体

并不重合。C唧aSe．1对于大量的病原菌来说是重要的宿主防御，沙门氏菌、志贺

氏菌、军团菌以及假单胞菌均能感染巨噬细胞，激活c唧ase．1，释放IL．1 B，进而

细胞快速死亡【981。easp鹤e-1是NALP3炎症复合体的另一个组成分子，对于激活

IL-l J3发挥重要作用。LPS作用于caspase．1缺陷的小鼠后不能诱导其产生IL．1B，而



且caspaSe．1缺陷的小鼠耐受LPS诱导的内毒素反应【99】。细菌RNA能够通过NALP3

炎症复合体产生IL一1p‘1删。IL．1p是体内非常重要的促炎症细胞因子，在病原微生

物PAMPs即细胞膜上TLRs和NALP3炎症复合体对天然免疫受体的刺激作用下，单

核细胞分泌IL．1 p‘1011。PAMPs激活TLR后通过MyD88／NF．1cB途径上调pro．IL．1 p；

NALP3和ASC通过PYD．PYD相互作用结合，而ASC的CARD．招募pro．caspase。1激

活caspase．1，继而caspase．1介导切割pro．IL．1p而释放出活性分子IL．1p‘1 021。

本研究中，AASD能够使NALP3、ASC和IL．1 D的基因表达显著增加，而

caspase．1的基因表达并无明显的变化，但是由于AASD处理组中IL-113的基因表达

显著增加，该现象提示事实上caspase．1确实被激活了。而与对照组相比，H．AASD

处理组NALP3、ASC和IL．1D的基因表达无显著变化。因此，在本研究中可能吸附

于AASD表面的LPS或肽聚糖刺激激活NALP3炎症复合体的表达，进而释放出

IL—lp。

在本研究论文二体内实验部分，H．AASD和AASD处理组的小鼠肺泡灌洗液中

IL．1B的蛋白表达增加，并心SD处理组的小鼠肺泡灌洗液@IL-113的蛋白表达高
于H．AASD处理组。H．AASD处理组的小鼠肺泡灌洗液中IL-11300蛋白表达增加可

能是由于活性氧等危险信号触发激活NALP3炎症复合体的表达。据既往研究报道，

NADPH氧化酶对于二氧化硅的吞噬作用产生的活性氧能够激活NALP3炎症复合

体【1031。而在AASD处理组中除了活性氧以外，吸附于AASD表面的肽聚糖或LPS

通过病原体相关分子模式进一步激活NALP3炎症复合体的表达。由H．AASD或

AASD诱导释放的IL．1 B进一步导致产生炎症反应。事实上，H．AASD或AASD单独

处理组导致小鼠中性粒细胞性肺泡炎症，AASD处理组的严重程度大于H．AASD处

理组。迟发超敏反应中IL．1p参与激活抗原特异性T细胞以及产生局部炎症【1渊。本

研究中，OVA存在的条件下，AASD诱导产生的IL．1D可能激活Th2细胞，导致与过

敏性炎症相关的Th2细胞因子IL一4、IL·5、IL一13以及IgE、IgGl抗体表达。

结论皇口 ’匕

亚洲沙尘暴浮尘颗粒物在漂浮传播的过程中吸附空气中大量的污染物以及微

生物，如p．葡聚糖和LPS等，这些微生物能够有效地促进小鼠巨噬细胞中TLR2和

NALP3炎症复合体的基因表达，进而释放IL-1 13，加重炎症反应。 ．



·本研究创新性的自我评价·

本研究采用动物体内实验与体外细胞培养相结合的实验方法，首次报道北京

城市污染颗粒物能够加重卵蛋白诱导的哮喘小鼠气道过敏性炎症；同时本研究还

报道了沙尘暴过后其颗粒物进行远距离漂浮而形成的浮尘也能够引起卵蛋白诱导

的哮喘小鼠气道炎症反应加重；Toll样受体和NALP3炎症复合体在上述反应中基

因表达增加，可能发挥重要作用。本研究探求大气污染颗粒物对哮喘小鼠的损伤

作用机制对加强颗粒物污染防治及敏感人群的健康保护具有重要的现实意义和指

导意义。
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·综述·

肺部炎症疾病中的细胞因子作用研究进展

细胞因子(cytokine)是由多种结构细胞(包括上皮细胞、内皮细胞、平滑肌细

胞、成纤维细胞和炎性细胞等)分泌的小分子蛋白，它们与各自的穿膜受体结合发

挥作用，调节炎性细胞的移动和活性。目前已经确认大约有50多种细胞因子在肺

部炎症中发挥作用，根据其结构和功能将这些细胞因子分为6类：①淋巴因子

(1ymphokine)是由淋巴细胞产生且调节免疫反应的细胞因子；②干扰素

(interferon，IFN)是最早发现的细胞因子，因其具有干扰病毒感染和复制的能

力故称干扰素；⑧肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor，TNF)是Garwell等

在1975年发现的一种能使肿瘤发生出血坏死的物质；④集落刺激因子(colony

stimulating factor，CSF)是指能够刺激多能造血干细胞和不同发育分化阶段的

造血祖细胞增殖分化，在半固体培养基中形成相应细胞集落的细胞因子；⑤生长

因子(growth factor)是具有刺激细胞生长作用的细胞因子；⑥趋化性细胞因子

(chemokine)是招募血液中的单核细胞、中性粒细胞、淋巴细胞等进入感染发生的

部位，导致炎症细胞出现趋化现象的细胞因子。

哮喘(asthma)是由多种细胞特别是肥大细胞、嗜酸性粒细胞和T淋巴细胞参与

的慢性气道炎症，在易感者中此种炎症可引起反复发作的喘息气促、胸闷和(或)

咳嗽等症状，气道对多种刺激因子反应性增高。慢性阻塞性肺疾病(COPD)是一种

具有气流受限特征的疾病，气流受限不完全可逆，呈进行性发展，与肺部对有害

气体或有害颗粒的异常炎症反应有关。COPD是一种累及全部气道、肺泡壁和肺部

血管的慢性炎症。本文以哮喘和COPD为例对细胞因子的国内外最新的研究进展作

一综述。

一、淋巴因子

淋巴因子主要包括由T淋巴细胞释放的细胞因子，在哮喘炎症的调节上发挥

重要的作用，而且是COPD患者炎症中观察到的主要的细胞因子。在哮喘和COPD

患者的呼吸道中检测到浸润的T淋巴细胞分泌不同种类的细胞因子，这些细胞因

子通过募集不同种类的炎症细胞和对呼吸道结构细胞的不同调节作用而与这两种



疾病中不同种类的炎症相关。

0 Th2细胞因子

Th2细胞因子是由初始CD4+T细胞分化的Th2细胞所分泌的细胞因子。哮喘

患者的呼吸道中CD4+T细胞增加，而且主要是Th2细胞1。Th2细胞主要分泌白细

胞介素(Interleukin，IL)-4、IL-5、IL-9和IL-13。转录因子GATA结合蛋白3(GATA3)

调节初始T细胞分化为Th2细胞和Th2细胞因子的分泌2。缓解期哮喘患者的呼吸

道中GATA3 T细胞数量明显增加3。经由抗原提呈细胞与T细胞抗原受体和T细胞

辅助受体相连接后，GATA3被p38 MAPK磷酸化激活，导致细胞质及细胞核移位，

激活Th2细胞特征性的转录基因4。活化T细胞的核因子是T细胞特异性的转录因

子，通过GATA3提高启动子朋掣的转录活性2。最后，IL-33，IL一1家族细胞因子

之一，通过核转位及染色质结构而调节转录，促进Th2细胞分化5；但是同时也选

择性趋化Th2细胞6。尽管COPD被认为是I型免疫疾病1，但是在COPD患者中也

能检测到Th2细胞因子增加；例如，IL-4表达增加被认为是来自于支气管肺泡灌

洗液的CD8+T(Tc2)细胞7。

IL-4在未分化的ThO细胞向Th2细胞分化的过程中至关重要，可能在抗原初

始致敏中发挥重要作用。在B细胞由产生IgG向产生IgE的同型转换中也发挥重

要作用。IL-13模拟IL-4诱导IgE分泌并且导致呼吸道结构改变，但是在促进Th2

细胞分化的过程中并不发挥作用8。IL一13通过由IL-4受体Q链(IL一4R Q)和特

殊的IL-13结合链(IL-13R Q)组成的异源二聚体进行信号传导；IL一4R Q的使用

取决于IL-4R Q和IL-13R Q的共用作用且受STAT6的激活作用调节。IL-13也与

不出现在信号转导中且被认为是诱骗受体的IL一13R Q 2结合。在哮喘病的治疗中

IL-13作为治疗靶项备受关注，在哮喘的动物模型中IL-13不仅能诱导气道高反

应性而且产生在慢性哮喘中常见的几种结构变化，如高脚杯细胞增殖，呼吸道平

滑肌增生和上皮下纤维化80 IL-13通过刺激多种趋化性细胞因子的表达而诱导炎

症，如来自于呼吸道结构细胞(上皮细胞)的嗜酸性粒细胞活化趋化性细胞因子

(CCLl 1)。IL—13在呼吸道上皮通过激活STAT6而诱导气道高反应性和粘液高分泌

9，增加酸性哺乳动物几丁酶表达加。实际上，酸性哺乳动物几丁酶的中和作用抑

制IL一13介导的气道高反应性和Th2炎症反应。除了Th2细胞外，其他类型的T



细胞(包括Thl细胞，Tc2细胞和NKT细胞)和炎症细胞(肥大细胞，嗜碱性粒

细胞和嗜酸性粒细胞)也产生IL一13。在哮喘患者呼吸道中IL-13的表达增加，

而严重的COPD患者中IL-13的表达减少H。抗原激发后，肺泡灌洗液中IL一4表

达瞬间增加，而IL-13的表达持续且与呼吸道中嗜酸性粒细胞的数目相关馏。哮

喘患者的血清和肺中几丁酶样蛋白水平增加，可能反应IL-13表达增加13。

Pitrakinra重组白介素IL一4的变异体通过阻断IL一4和IL-13与IL-4 Q受体复

合物的结合来抑制哮喘患者皮下注射抗原或吸入抗原后的Th2介导的变应性炎症

IL-5在嗜酸性粒细胞介导的炎症反应中发挥重要作用，IL-5与骨髓前体细胞

向嗜酸性粒细胞的分化密切相关且能延长嗜酸性粒细胞的存活。哮喘患者全身注

射IL-5后导致循环中嗜酸性粒细胞和CD34+嗜酸性粒细胞前体数明显增多15。在

实验动物中，IL-5的特殊封闭抗体能够减少肺部的嗜酸性粒细胞并且抑制抗原反

应。在哮喘患者中人的IL一5特殊封闭抗体(mepolizumab)能显著减少循环中和痰

液中的嗜酸性粒细胞数但是对于抗原反应或气道高反应性没有抑制作用。哮喘发

作期患者中，mepolizumab尽管能显著减少循环中的嗜酸性粒细胞数但没有没有

临床效应16。但是，mepolizumab并不能完全消除呼吸道中的嗜酸性粒细胞，这可

能说明了为什么mepolizumab没有临床作用17。

IL一9在小鼠中过度表达引起嗜酸性粒细胞介导的炎症，粘液增生，肥大细胞

增多症，气道高反应性且增加其他Th2细胞因子和IgE的表达18。抗原激发后的

敏感小鼠中IL-9阻滞能够抑制肺部嗜酸性粒细胞增多症，粘液过度分泌和气道高

反应性。哮喘患者呼吸道中IL-9及其受体表达增多埽。小鼠中许多IL-9的效应

(嗜酸性粒细胞炎症和粘液过度分泌)通过IL一13的释放所介导，其对于肥大细

胞扩张和B细胞的作用更直接挎。IL一9在肥大细胞的分化和增殖及与SCF的交互

作用中具有重要作用。

㈢Thl和Tcl细胞因子

转录因子T-bet在Thl细胞分化和分泌Thl细胞因子IFN-Y的过程中有重要

作用。在哮喘病中T-bet与Th2细胞的显著作用相一致，与未患哮喘的人相比哮

喘患者呼吸道T细胞中T-bet表达减少20。T-bet磷酸化后，与GATA3结合通过阻



止GATA3与DNA靶序列结合而抑制其功能21。接下来GATA3通过抑制STAT4而抑

制Thl细胞因子的产生，STAT4是由IL-12产生的T-bet所激活的主要的转录因

子22。Thl细胞主要是CD4+T细胞，在肺COPD患者中主要表达的CD8+T细胞是Tcl

细胞23，但是它们在COPD的发病过程中的作用并不清楚。

IFN-Y是由Thl细胞和Tcl细胞分泌的主要的细胞因子，通过释放趋化因子

在COPD患者炎症中发挥重要作用。相反，尽管在疾病危重症和急性加重期患者中

IFN—Y表达水平提高，但是在哮喘患者中其表达减少240 IFN-Y通过STATl激活

T-bet而导致编码Thl细胞因子的基因表达而编码Th2细胞因子的基因受到抑制

250 IFN-Y通过上调Thl细胞和Tcl细胞的趋化因子受体CXCR3和释放CXCR3激

活细胞因子CCL9(也称作Wig)，CCLIO(也称作IP-IO)和CCLll(也称作I—TAC)，

在COPD患者肺部Thl细胞和Tcl细胞浸润中也有重要作用船。与此相一致，在COPD

患者呼吸道中分泌IFN—Y的T细胞数目增加26。

㈢IL-12和相关细胞因子

IL-12由巨噬细胞，树突状细胞和呼吸道上皮细胞产生，在Thl细胞分化和

激活过程中有重要作用27。IL—12诱导T细胞分泌IFN-Y，调节IL-12R B 2的表

达因而维护Thl细胞分化，但是IL一4抑制IL-12R B 2的表达因而对抗Thl细胞分

化。在哮喘患者中有全血细胞释放的IL—12水平很低，表明可能IL-12的分泌降

低嬲。轻度哮喘患者中重组IL—12导致循环中的嗜酸性粒细胞进行性减少但是在

抗原反应和气道高反应性中并不减少29。IL-12是由p40和p35亚单位组成的异二

聚体，p40也是组成IL一23的亚单位。p40亚单位也形成IL-12 p80同源二聚体，

且p40和IL-12 p80单体通过与IL-12R 0 1结合成为IL-12和IL一23的功能拮抗

剂∞。但是通过激活IL一12R B l它们具有促炎症作用，导致例如巨噬细胞趋化作

用∞。IL-12的大部分作用均由STAT4的激活所介导，STAT4在COPD患者呼吸道

和肺泡灌洗液的淋巴细胞中被磷酸化∞。

IL—18原来被认为是IFN—Y释放因子，具有与IL-12不同的激活机制，可能

不依赖于IL-12而增强Thl反应310 IL-12和IL-18在诱导IFN-Y释放和抑制依

赖于IL一4的IgE产生及AHR方面具有协同作用。在COPD患者中，IL-18在肺泡

巨噬细胞中和呼吸道CD8+T细胞中表达增加，且与病情相关托。



IL一27是IL-12家族成员之一，通过依赖于STATl而不依赖于IL—12的机制

促进Thl细胞分化33。它由激活的抗原呈递细胞产生，通过下调GATA3的表达及

上调T-bet的表达而增强Thl反应，从而促进Thl细胞因子的表达，而进一步抑

制GATA3的表达34 o IL-27在哮喘和COPD中的作用正在研究中。

㈣IL-17细胞因子

Thl7细胞是CD4+T细胞的亚群，在炎症疾病中发挥重要作用，被转录因子维

甲酸孤立受体(ROR Y t)调节35。在人Thl7细胞的分化中包括IL-6，IL-1 B，TGF-D

和IL-233536。Thl7细胞在哮喘和COPD中的作用还不清楚，但是在哮喘患者痰中

IL-17A(Thl7细胞的主要产物)增加37，呼吸道中Thl7细胞增加期。通过诱导呼

吸道上皮细胞和呼吸道平滑肌细胞释放中性粒细胞趋化因子CXCLl和CXCL8，

IL-17A及与其紧密相关的IL-17F与中性粒细胞介导的炎症相关联39，因此可能在

哮喘和COPD中性粒细胞炎症发挥作用40。在人呼吸道上皮细胞中IL-17增加粘蛋

白编码基因(MUC5AC和MUC5B)的表达41。但是IL一17在哮喘中的功能性作用还

不清楚，在变应原致敏的动物模型中包括IL一17，但是抑制过敏动物的嗜酸性粒

细胞炎症40。

Thl7细胞也产生IL-21，对于Thl7细胞分化具有重要作用因而是一种积极的

自身调节因子420 IL-21也抑制叉头样转录因子P3(FOXP3)的表达因而影响调节

性T细胞的进程420 IL-22也是由Thl7细胞产生，刺激IL-IO和急性时相蛋白的

产生。我们还需要进一步研究证明Thl7细胞在哮喘和COPD中的作用及其调节，

在未来的治疗中它们可能是新的重要的靶目标。

IL-25(也叫TL-17E)是IL一17超级家族的另外一个成员，由Th2细胞，肥

大细胞和上皮细胞分泌。IL-25诱导IL-4，IL-5和IL-13的表达，导致由嗜酸性

粒细胞介导的炎症，增加IgE的表达和小鼠的气道高反应性43。它也促进人类Th2

细胞分泌Th2细胞因子440 IL-25特异性封闭抗体抑制小鼠抗原反应中的气道高反

应性的进展和临床上哮喘的进展45。

㈤致炎性细胞因子

在哮喘患者的呼吸道中IL-1 13表达增加，且激活许多在哮喘中表达的炎症基

因。小鼠IL一1受体拮抗剂(IL-1Ra)给药能够减少抗原诱导的气道高反应性，但

9l



是人重组的IL-1Ra(Anakinra)对于哮喘的治疗没有作用46。COPD患者中IL一1 B

显著激活巨噬细胞分泌炎症细胞因子，趋化性细胞因子和基质金属蛋白酶47，目

前封闭COPD患者中IL-1 B的抗体的疗效正在研究之中。

通常IL一6和其他细胞因子共同作用，为机体天然免疫和获得性免疫提供关

联。哮喘患者肥大细胞激活后痰中的IL-6含量增加48。可能在Th2和Thl7细胞

扩增中发挥作用，因此在哮喘中具有导致炎症作用。COPD患者，特别是加重期患

者的痰，呼出气和血浆中IL-6含量增加49。肝脏中IL-6释放c反应蛋白，可能

与COPD患者的全身症状如肌无力和内皮功能障碍相关。

人胸腺基质淋巴细胞生成素(TSLP)是属于IL-7家族的细胞因子，在哮喘病患

者呼吸道上皮和肥大细胞中的表达明显增加50。呼吸道上皮细胞释放TSLP，它与

IL-1 B和TNF—a协同相互作用导致肥大细胞不依赖于T细胞独立释放Th2细胞

因子瓢。TSLP在气道树突状细胞的形成的过程中发挥重要作用，释放CCLl7和CCL22

细胞趋化因子，对于Th2细胞在呼吸道中的募集很重要520 TSLP也直接刺激CD4+T

细胞释放Th2细胞因子。OX40配体在介导TSLP诱导变态反应性炎症中发挥重要

作用，非人灵长类和小鼠中就像该受体的特异性封闭抗体一样完全抑制TSLP诱导

的Th2细胞激活53。

二、干扰素

根据来源和理化性质，干扰素分为Ⅱ、B、Y和入四种类型。IFN—Q有十几

种亚型。IFN—a和IFN—B主要由浆细胞样树突状细胞及病毒感染的细胞产生，合

称为I型干扰素。IFN-Y主要由活化T细胞和NK细胞产生，也称为II型干扰素。

IFN一入为III型干扰素。

I型IFNs(IFN—a和工FN—B)和III型IFNs(IFN-入)在对抗病毒感染的天然

免疫中发挥重要作用，但是在哮喘患者上皮细胞中IFN—B和IFN一入表达减少且

与鼻病毒复制增加相关，可能是哮喘患者病毒性加重的先兆54弱。天然免疫中这些

缺陷的分子机制还不清楚。在严重糖皮质激素抵抗的哮喘患者中低剂量的IFN-Q

有明显的效用，但是机制不清楚辅。

三、肿瘤坏死因子

包括单核细胞，肥大细胞，T细胞，上皮细胞和呼吸道平滑肌细胞在内的许



多细胞都能够分泌肿瘤坏死因子。在哮喘，COPD和炎症反应加剧的患者的痰和肺

泡灌洗液中发现致炎性细胞因子如TNF—Q，IL—l B及IL～6的含量增加，可能他

们通过激活NF-K B，导致多种炎症基因表达增加。在其他慢性炎症疾病如类风湿

关节炎和炎症性肠病中，封闭这些细胞因子证明具有临床效应，在呼吸道炎症疾

病中证明同样的方法是否有用具有极大的价值。正常个体吸入TNF-a诱导气道高

反应性和中性粒细胞介导的呼吸道炎症570 TNF—Q直接作用于呼吸道平滑肌增强

缩气管的收缩反应且可能在哮喘的气道高反应性中发挥重要作用。过敏性哮喘患

者气道中多种细胞，特别是肥大细胞表达TNF—Q，可能在通过激活NF—K B而放

大过敏性哮喘炎症中发挥重要作用硇。在难治性哮喘病人的小型研究中用依那西

普(一种融合蛋白包括人sTNFR与人IgGl的Fc组件相关)封闭TNF—Q能够减少

AHR和提高肺功能的。另外，用英利昔(人TNF-Q特异性嵌合抗体)封闭TNF-Q

能够缩短中度哮喘患者的加重期∞。COPD患者雾化吸入高渗盐水诱导痰液中

TNF-Q水平增加，特别是在加重期61。而且，体重减少的COPD患者循环细胞释放

的TNF-Q增加。但是，当英利昔的摄入量与治疗类风湿关节炎有效的剂量相一致

时，对于COPD患者的症状，肺功能和运动能力并没有缓解作用62。对于有恶病质

的严重的COPD患者也没有任何作用∞。这些惊人的发现提示可能药物的剂量不能

充分中和局部TNF-Q的浓度，或者有其他的细胞因子更重要。在应用闭锁TNF—Q

功能的药物治疗的COPD患者中，肺部感染和癌症的发病率增加，可能抑制TNF—Q

对于已经患有肺部细菌感染和癌症的COPD患者有害的。

四、集落刺激因子

目前发现的集落刺激因子有粒细胞一巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF)、粒细胞

集落刺激因子。此外，红细胞生成素、干细胞生长因子、血小板生成素和IL一11

也是重要的造血刺激因子。

GM—CSF在中性粒细胞，嗜酸性粒细胞和巨噬细胞的分化与存活中发挥作用，

而且与哮喘和COPD相关。它的受体由一个Q链和一个B链组成，Q链是GM-CSF

特异性受体，B链也是IL一3和IL-5的受体组成部分。GM—CSF主要由炎症刺激反

应中的巨噬细胞，表皮细胞和T细胞分泌。哮喘患者的呼吸道表皮细胞主要表达

GM-CSF，可能在树突状细胞的条件下知道Th2免疫且延长嗜酸性粒细胞存活卅。



在COPD中肺泡巨噬细胞释放GM-CSF，对于增加呼吸道中的中性粒细胞和巨噬细

胞的存活很重要晡。特别是在加重期的COPD患者的肺泡灌洗液中GM—CSF的浓度

增加，与中性粒细胞的数目增加相关∞

五、生长因子

呼吸道炎症相关的细胞因子能够促进炎症细胞的分化和存活，或者导致结构

细胞的增殖和激活，在气道重塑中发挥重要作用。由于这些作用的结果，在本综

述中归结为生长因子。

干细胞因子(stem cell factor，SCF)是c—kit酪氨酸激酶受体的配体，由呼

吸道的结构细胞和炎症细胞所表达670 SCF由表皮细胞，呼吸道平滑肌细胞，内皮

细胞，成纤维细胞，肥大细胞和嗜酸性粒细胞所产生。它是肥大细胞的关键生长

因子，促进其有CD34+祖细胞产生。SCF诱导肥大细胞的存活，黏附，趋化性和脱

颗粒，分泌组胺和类胰蛋白酶，合成致炎性细胞因子和趋化因子。炎症刺激上调

SCF且哮喘患者中呼吸道表皮细胞表达增加67。小鼠中SCF诱导气道高反应性，SCF

的特异性闭锁抗体抑制抗原暴露后嗜酸性粒细胞介导的炎症和气道高反应性鲳。

伊马替尼，c-kit的小分子抑制剂，在致敏小鼠中抑制抗原诱导的肺部炎症和气

道高反应性∞。目前报道了哮喘患者中的为阻断研究，但是SCF特异性封闭抗体

在体外减少哮喘患者的肺泡灌洗液中肥大细胞的趋化活性70。

神经营养素是对于自主神经的功能，增殖和存活具有重要作用的细胞因子。

在感觉神经中，神经营养素增加速激肽的反应性和表达。神经生长因子(NGF)可能

由肥大细胞，淋巴细胞，巨噬细胞，嗜酸性粒细胞以及结构细胞如上皮细胞，成

纤维细胞和呼吸道平滑肌细胞等产生。尽管神经营养素主要对于神经细胞起作用，

但是它们也可以作为炎症细胞的生长因子，如增加肥大细胞的趋化性和嗜酸性粒

细胞的存活7L 72。在各种哮喘的动物模型如豚鼠，大鼠和小鼠中，神经营养素诱

导气道高反应性，NGF的特异性抗体或其受体TrkA均能抑制该诱导作用71。哮喘

患者进一步抗原激发后肺泡灌洗液中NGF水平增加。

转化生长因子D(TGF-B)是一组细胞外分泌型信号多肽，通过控制细胞的生

长、增殖、分化、凋亡、移行等对机体的生理功能起到重要的调节作用，在哮喘和

COPD中具有重要作用。TGF-D是多功能生长因子，促进成纤维细胞和呼吸道平



滑肌细胞增殖，细胞外基质(extracellular matrix，ECM)沉积，上皮修复。通过

氧化应激和蛋白酶作用由其前体产生TGF-B。TGF—B也有免疫调节作用，大部分

通过Tregs诱导FOXP3，导致Thl和Th2细胞受抑制730特别是在过敏性哮喘患者

气道的嗜酸性粒细胞中，TGF-B 1的表达增加，与上皮下纤维化相关联74。据报重

症哮喘患者TGF-B 2的表达增加750 COPD患者中小气道的呼吸道上皮细胞和巨噬

细胞中TGF-B表达增加76’770 COPD患者小气道的基因阵列法研究表明与TGF-B

活性相关的分子包括血小板反应素(thrombospondin，TSP)和尿激酶型纤溶酶原

激活物表达增加780 TGF—D的许多纤维化作用通过增加结缔组织生长因子分泌而

介导，COPD患者肺的基因芯片分析中表达增加79。

表皮生长因子激活表皮生长因子受体酪氨酸激酶，酪氨酸激酶也被TGF-Q活

化，在哮喘和COPD患者的粘液分泌调节中发挥重要作用。人呼吸道上皮细胞中酪

氨酸激酶被氧化应激激活，而活化THF-Q转换酶(TACE，也叫作ADAM一17)。TACE

酶切与细胞膜结合的TGF—Q而释放可溶性细胞因子，导致表皮生长因子受体磷酸

化，从而表达粘蛋白基因(MUC5AC and MUC5B)800哮喘病患者呼吸道上皮细胞中表

皮生长因子受体表达增加，与MUC5A／C表达增加相关81。COPD患者的呼吸道中表皮

生长因子和表皮生长因子受体表达增加，呼吸道上皮细胞中相关细胞因子

heregul in表达增加。

血管内皮生长因子在调节哮喘呼吸道中新血管的生长和血管外渗发挥重要作

用82。哮喘呼吸道中血管增加与血管内皮生长因子及其受体表达增加相关船。但是

在COPD患者的痰和肺中血管内皮生长因子的浓度降低84。阻断血管内皮生长因子

受体诱导肺内皮细胞凋亡和肺气肿的形成踮。

六、趋化性细胞因子

趋化性细胞因子对于哮喘和COPD患者从呼吸道循环招募炎症细胞具有重要作

用部。目前在哮喘和COPD中趋化因子的作用很受关注，因为它们通过GRCPs的信号

传导，相对来讲研发小分子拮抗剂很容易87。根据它们结合不同的受体，分为3类：

①CC趋化性细胞因子的近氨基端存在两个相邻的半胱氨酸(CC)，其受体被命名

为CC趋化性细胞因子受体(CCRs)：②CXC趋化性细胞因子的近氨基端存在CXC(半

胱氨酸一其他氨基酸一半胱氨酸)基序，其受体被命名为CXC趋化性细胞因子受体



(CXCRs)；@cx3c趋化性细胞因子的近氨基端存在CXXXC(半胱氨酸一3个其他氨

基酸一半胱氨酸)基序，其受体被命名为CX3C趋化性细胞因子受体(CX3CRs)。

(一)CC趋化性细胞因子受体

CCL2(也叫做单核细胞化学趋向蛋白一1，monocyte chemoattractant

protein-1，MCP-I)在单核细胞和T细胞激活CCR。在COPD患者的痰，肺泡灌洗液

和肺中CCL2的水平增加，CCL2在肺泡巨噬细胞，T细胞和表皮细胞中也表达‰的。

CCL2是单核细胞有力的趋化因子，因此可能与COPD患者肺中巨噬细胞聚集相关。

CCR3主要在嗜酸性粒细胞中表达，介导几种细胞趋化因子的趋化反应，包括

CCLll，CCL24(也叫做eotaxin-2)，CCL26(也叫做eotaxin-3)，CCLl3(也叫

做MCP-4)和CCL5(也叫做RANTES)，在哮喘病患者中这些细胞因子的表达均增加

鲫。CCR3的小分子拮抗剂有效抑制暴露于抗原CCR3的小鼠肺部嗜酸性粒细胞炎症，

可能对于嗜酸性粒细胞从骨髓细胞释放及其分化很重要91。而且，人Th2细胞和肥

大细胞也表达CCR3。尽管CCLI 1十分受关注，但是CCL24和CCL26对于抗原暴露后延

长嗜酸性粒细胞存活具有重要作用92。慢性支气管炎加重期患者的呼吸道中CCR3

和CCLll的表达上调，可能导致观察到这些患者中一些人痰嗜酸性粒细胞增多93。

尽管目前毒理学机制不清楚，但是已经研发出几种CCR3拮抗剂在临床上治疗哮喘。

抗原吸入刺激后，Th2细胞选择性表达CCR4，被哮喘呼吸道中的呼吸道表皮细

胞和树突状细胞释放出来的CCL22和CCLl7激活∞，进而在肺泡灌洗液中表达增加，

与Th2细胞因子增加相关94。Th2细胞也表达CCL8，但是在哮喘气道中CCL8及其配体

CCLl(也叫做1-309)表达均不增加∞。

CCR5被CCL3(也叫做巨噬细胞炎性蛋白一1 Q，MIP一1 Q)CCL4(也叫做巨噬细

胞炎性蛋白一l 13，MIP-I B)和CCL5激活，它们在COPD患者肺中表达均增高。轻至

中度COPD患者呼吸道和痰中T细胞表达CCR5增加鲇一。Thl细胞和Tc细胞选择性表达

CCR5，在COPD患者中有助于这些细胞向呼吸道募集23。加重期COPD患者呼吸道和痰

中CCL5表达增加，提示CCR5在加重期对于T细胞，嗜酸性粒细胞和巨噬细胞的募集

具有一定作用97。在哮喘呼吸道特别是呼吸道上皮和呼吸道平滑肌细胞中CCL5表达

也增加孵。

㈢CXC趋化性细胞因子受体



CXCL8激活CXCRl，且对于该细胞因子具有特异性，CXCR2也被几种相关的CXC

趋化因子激活，包括CXCLl(也叫做GRo_Q)和CXCL5(也叫做ENA一78)。COPD患

者的痰中CXCLl和CXCL8的表达水平显著增加，且与中性粒细胞所占增大相关明。

COPD力H重期的患者CXCL8的表达进一步增加99，COPD)Jfl重期的患者呼吸道表皮表达

CXCL5显著增加100。动物体内试验中CXCR2的小分子抑制剂SB225002阻断CXCL8和

CXCLl对于中性粒细胞和单核细胞的趋化反应101。加重期哮喘患者的痰和呼吸道中

CXCL8表达增加102，感染导致哮喘加重103，与痰中中性粒细胞增多相关。

COPD患者外周气道的T细胞中CXCR3表达增加23，其被IFN-Y产生的CXCL9，

CXCLIO和CXCLll激活。COPD患者痰中这些CXCR3细胞趋化因子表达增加且与疾病严

重程度相关96。COPD患者小呼吸道中支气管上皮细胞和平滑肌细胞中CXCLIO表达增

加104。由于COPD患者Thl细胞和Tcl细胞产生IFN—Y，就提供了潜在的放大的循环

加重肺部T细胞蓄积。哮喘中CXCR3细胞趋化因子的作用并不是十分清楚，但是呼

吸道平滑肌细胞产生的CXCLIO吸引肥大细胞，表达CXCR3，可能使哮喘呼吸道平滑

肌中的肥大细胞数目增加105。CXCR3可能在抗原刺激后T细胞募集中发挥作用啪。另

一方面，CXCR3配体拮抗剂CCR3提示它们可能抑制嗜酸性粒细胞炎症107。

Th2细胞优先表达CXCR4并被CXCLl2(也叫做SDF一1 Q)激活。CXCR4dx分子抑制

剂(AMD3100)减轻抗原吸入暴露致敏小鼠的炎症和AHR，而这些反应与Th2细胞因子

减少相关108。CCLl2可能与来源于骨髓的嗜酸性粒细胞祖细胞的活化相关，因为嗜

酸性粒细胞表达CXCR491。

㈢CX3C趋化性细胞因子受体

CX3CLl(也叫做fractalkine)是CX3C细胞趋化因子第三家族唯一的成员，由

TNF-Q，IL-1 13和IFN—Y刺激后的呼吸道上皮细胞所产生109。CX3CLl趋化单核细

胞，T细胞和肥大细胞，以细胞膜结合的方式发挥黏附分子的功能¨o。哮喘患者抗

原刺激后肺泡灌洗液中的CX3CLl表达增加且表皮细胞和内皮细胞也增加¨1。

综上所述，多种细胞因子及炎症介质介导了肺炎症疾病，这些细胞因子在炎

症细胞向气道聚集、活化中起重要作用。并且这些细胞因子在体内的作用与细胞

因子、化学因子和介质的网络密切相关；细胞因子之间有许多生物学效应相互重

叠，相互促进或相互抑制，细胞因子在体内的效应是这些相互作用的总和。研究
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