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隐孔菌多糖对致敏小鼠肺组织趋化因子mRNA

和CX一肿瘤坏死因子mRNA表达的影响

陈 黎1，谢诒诚1，柯传奎2，谢强敏p

(1．浙江大学药学院浙江大学城市学院，浙江杭州 310058；2．杭州赐富生物技术有限公司，浙江杭州 310053)

摘要：目的观察致敏小鼠抗原攻击后肺组织趋化因子(eotaxin)mRNA、*肿瘤坏死因子(TNF一)mRNA表

达的时程关系以及隐孔菌多糖(Cryptoporus Polysaccharide，CP)对表达的影响。方法 采用半定量RT—PCR法

测定肺组织eotaxin mRNA和TNF—a mRNA表达，并通过观察支气管肺灌洗液(BALF)中自细胞总数和嗜酸性

粒细胞的数目验证eotaxin mRNA和TNF—a mRNA表达增多的功能。结果致敏小鼠抗原攻击8 h后肺组织

TNF-a mRNA表达和24 h后eotaxin mRNA表达达到高峰，与对照小鼠比较明显增多，BALF中自细胞总数和嗜

酸性粒细胞数目相应增加。CP 3、10、30 mg／kg呈剂量依赖抑制TNF—a mRNA和eotaxin mRNA表达以及炎症细

胞在气道的聚集。结论CP抑制肺组织TNF—a mRNA和eotaxin mRNA表达可能是其抗过敏性炎症的作用机制。
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Effect of Cryptoporus polysaccharide on eotaxin mRNA and TNF—a mRNA expression

in lung tissue of sensitized mice
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Abstract：Objective To study the time—course relationship of eotaxin mRNA and TNF—a mRNA

expression in the lung tissue of sensitized mice after antigen challenge and the effects of Cryptoporus

p01ysaccharide(CP)on these expression．Methods Eotaxin mRNA and TNF—a mRNA expression was

determined by semi—quantitative RT—PCR．The function implications of eotaxin mRNA and TNF—a mRNA

expression were examed by detecting the number of total leucocyte and eosinophils in bronchoalveolar

lavage fluid(BALF)．Results Peak level of TNF—a mRNA expression appeared at 8 h and eotaxin mRNA

expression at 24 h in the lung tissue of sensitized mice after antigen challenge．Compared with the control

group，total numbers of leukocyte and eosinophil in BALF increased in sensitized mice．CP 3，10，and 30

mg／kg inhibited eotaxin mRNA and TNF—a mRNA expression。and inflammatory cells accumulation in

airway of the sensitized mice in fl dose—dependent manner．Conclusion The mechanism of inhibitory

effects of CP on eotaxin mRNA and TNF—a mRNA expression may be related to the anti—allergic

inflammation．

Key words：CryptopOrUS polysaccharide(CP)；eotaxin mRNA；TNF—a mRNA；asthma

前期研究已经证明隐孔菌发酵物对单纯小鼠哮

喘模型和脾虚证小鼠哮喘模型的气道高反应和气道

炎症反应有明显的抑制作用[1]，为了进一步明确物

质中的有效成分，本课题组对其成分进行了分离和

筛选，初步证明隐孔菌多糖(Cryptoporus

polysaccha“de，CP)是主要的抗过敏性炎症成分，

CP能明显抑制致敏豚鼠抗原攻击引起的气道收缩反

应，抑制血小板活化因子(PAF)诱导的嗜酸性粒细

胞(EOS)趋化以及抑制EOS的释放[2]。本实验应用

哮喘模型研究CP抗过敏性炎症的作用机制。

1材料与方法

1．1 动物：BALB／c小鼠100只，体重22～24 g，雌
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雄各半，清洁级，购于上海斯莱克实验动物有限公

司，许可证号：SCXK(沪)2003—0003。实验期间饲

养于浙江大学实验动物中心，清洁级环境，室温

25℃，湿度75％，12 h灯光，12 h黑暗，无卵白蛋白

清洁饲料喂养。

1．2 药品与试剂：卵白蛋白(V级，美国Sigma公

司，批号：113k7001)；磷酸地塞米松钠盐(DXM，浙

江医药股份公司)；Trizol(Gibeo公司)；逆转录一聚

合酶链反应(RT—PCR)试剂盒；趋化因子

(eotaxin)和0【一肿瘤坏死因子(TNF一0【)mRNA引

物由上海生工生物工程服务有限公司合成，引物序

列及PCR产物长度见表1。隐孔菌多糖(CP，相对

分子质量2x105～5×105，质量分数87％)由杭州

赐富生物技术有限公司提供。

表1细胞因子引物序列及PCR产物长度

Table 1 Primer sequences and length of PCR

product of cytokine

1．3仪器：雾化吸入器(BARI，MASTER，德国)，

冷冻离心机(Eppendorf Centrifuge 5840R，德国)，

显微镜(Olympus BX51，日本)，PCR仪

(Eppendorf，德国)，核酸紫外分析仪(Eppendorf，

德国)，凝胶成像系统(UVP有限公司，英国)。

1．4小鼠哮喘模型的建立：将卵白蛋白溶于10％

氢氧化铝凝胶(自制)中，配制成0．2％卵白蛋白溶

液。每只小鼠两后足掌各注射0．05 mL，前足掌各注

射0．01 mL，两后腿SC 0．03 mL，两侧腹股沟各SC

0．03 mL，每只小鼠共注射0．24 mL进行致敏。10 d

后将卵白蛋白溶于1％氢氧化铝凝胶中，配制成

0．2％卵白蛋白溶液，每只小鼠ip 0．2 mL以加强致

敏1次。致敏第30天抗原攻击，将致敏小鼠置于50

am×50 cm×30 cm有机玻璃密闭箱内，用雾化吸入

器雾化1％卵白蛋白(用生理盐水配制)60 min。

1．5分组、给药剂量及方式：①时程关系研究：40

只小鼠，每个时间点5只，共8个时间点。②CP的作

用研究：60只小鼠，分为6组，每组10只。阴性对照

组(不致敏，生理盐水5 mL／kg)；模型组(生理盐

水5 mL／kg)；DXM组(1．0 mg／kg)；CP(3、10、30

mg／kg)组；均于抗原攻击前30 rain采用iv给药。

1．6样本的采集与制备：①时程关系研究：分别于

抗原攻击前，攻击后1、2、4、8、24、72、96 h 8个时间

点各取5只小鼠乙醚麻醉后放血脱臼处死，打开胸

腔，取出全肺，用生理盐水洗净后立即存放于液氮中

备用。②CP的作用研究：于抗原攻击后24 h

(eotaxin mRNA表达的最高点的TNF—a mRNA

表达的次高点)用乙醚麻醉后放血脱臼处死，打开

胸腔，气管插管，结扎肺门，由右侧主支气管，用1％

牛血清一生理盐水溶液1 mL灌洗支气管肺泡，来回

冲洗左侧肺3次，收集支气管肺泡灌洗液(BALF)。

BALF白细胞计数和分类计数；混匀收集的BALF，

取0．1 mL与白细胞稀释液1；1稀释，用细胞计数

板计数炎症细胞，涂片用嗜酸性粒细胞特殊染色后

用显微镜作分类计数。右侧肺组织分离，用生理盐水

洗净后立即存放于液氮中备用。

1．7 RT—PCR反应

1．7。1肺组织总RNA抽提：取100 mg肺组织加

1 mL Trizol于冰浴下制作匀浆，经氯仿处理，异丙

醇沉淀，75％乙醇洗涤后，略干燥，溶于DEPC 100

弘L处理水。经核酸紫外分析仪检测，根据A。。。／A。。。

值，确定样品中RNA纯度和量。

1．7．2逆转录步骤：应用M—MLV逆转录酶，20

弘L反应体系。置PCR仪中42℃反应60 min，

72℃变性10 min。

1．7．3 PCR步骤：建立25弘L反应体系，94℃变

性30 S，55℃退火30 S，72℃延伸45 S，最后

72℃再延伸10 min，扩增35个循环。PCR产物检

测采用1．5％琼脂糖凝胶电泳，以GAPDH为阳性

对照，经凝胶成像分析系统成像、条带密度扫描，以

吸光度eotaxin／GAPDH和TNF—a／GAPDH值进

行半定量分析。

1．8统计学方法：用SPSS 10．0统计实验数据，数

据用X±s表示，应用Student—Newman—Keuals进

行检验。

2 结果

2．1 致敏小鼠抗原攻击后肺组织TNF—a mRNA

和eotaxin mRNA表达的时程关系：致敏小鼠用抗

原1％卵白蛋白气雾吸人攻击1 h，可见肺组织的

TNF—a mRNA和eotaxin mRNA表达在2～4 h内

开始迅速上升，TNF—a mRNA的表达在攻击后8 h

达到峰值，然后快速下降，72 h基本恢复到抗原攻

击前的水平；而eotaxin mRNA表达在24 h达到峰

值，然后逐步缓慢下降，在抗原攻击72 h与抗原攻

击前比较还处于较高的水平，到96 h才有明显的下

降过程，见图1。
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图1致敏小鼠抗原攻击后肺组织TNF-ct mRNA

和eotaxin mRNA表达的时程关系白一5)

Fig．1 Time—course relationship of TNF—a mRNA

and eotaxin mRNA expression in lung

tissue of sensitized mice(席=5)

2．2 CP对致敏小鼠肺组织eotaxin mRNA和

TNF—a mRNA表达的影响：模型组肺组织eotaxin

mRNA和TNF—n mRNA表达水平分别显著高于

对照组(P<0．001、0．01)。CP呈剂量依赖抑制

TNF—a和eotaxin mRNA表达,CP(10、30 mg／kg)

对eotaxin mRNA表达的抑制率分别为18．8％和

39．3％(P<0．05、0．01)，CP(10、30 mg／kg)对

TNF—a mRNA表达的抑制率分别为28．68％和

32．4％(P<0．05)；DXM对eotaxin mRNA和

TNF—a mRNA表达的抑制率分别为37．4％和

36．7％；CP 3 mg／kg对eotaxin mRNA和TNF—a

mRNA表达的抑制作用与模型组比较无明显差异

(尸>O．05)。结果见图2。

2．3 CP对致敏小鼠抗原攻击后气道炎症细胞聚

集的抑制作用：模型组BALF中的白细胞总数和嗜

酸性粒细胞比阴性对照组明显增多。CP呈剂量依

赖抑制气道白细胞总数和嗜酸性粒细胞聚集，CP

3、10、30 mg／kg对白细胞总数的抑制率分别为

23．8％(P>0．05)、34．7％(P<0．05)和45．8％

(P<0．01)，对嗜酸性粒细胞的抑制率分别为

22．7％(P>0．05)、33．4％(P<0．05)和45．0％

(P<o．01)；DXM对白细胞总数和嗜酸性粒细胞的

抑制率分别为51．2％(P<0．01)、51．7％(P<

0．01)。结果见图3。
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和eotaxln mRNA裹达的影响(；士s，席=10)

Fig．2 Effect of CP on TNF—a mRNA and eotaxln

mRNA expression in lung tissue of sensitized

mice after antigen challenge(工士s，露一10)
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圈3 CP对致敛小鼠抗原攻击后支气管肺灌洗液中自细胞

总数和嗜酸性粒细胞聚集的影响Q士$，开一10)

Fig．3 Effect of CP on accumulation of total leucocytes

and eosinophils in BALF In sensitized mice

after antigen challenge(J土s，一一10)

3讨论

支气管哮喘是一种由多种细胞、细胞因子和炎

症介质引起的，以气道高反应为特征的炎症性疾病，

细胞因子和趋化因子在哮喘的炎症形成中起重要作

用。其中eotaxin和TNF—a是哮喘发病过程中的重

要因素，也是寻找抗炎性平喘药物的新靶点。

eotaxin属于C—C类趋化因子，对EOS具有选
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择性的趋化作用，在过敏性炎症反应中，eotaxin能

特异性地募集、趋化EOS[3’4]。eotaxin不仅能激活

EoS，且能刺激骨髓生成和释放更多的EoS，它通

过与EOS表面上特异性受体CCR3相互作用可激

活丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)途径使EOS脱

颗粒Is]。eotaxin mRNA主要表达于呼吸道上皮细

胞以及多种炎性细胞，如淋巴细胞、单核细胞和巨噬

细胞[6]。在变态反应中，这些炎症细胞释放eotaxin

进而引起气道EOS浸润[5“]。研究表明哮喘患者在

变应原攻击后，肺组织的eotaxin mRNA的表达明

显增加[6．川。本实验证明了小鼠哮喘模型组肺组织中

的eotaxin mRNA表达显著升高，于抗原攻击后24

h达到高峰，BALF中的EOS也明显增多，已有实验

证明人和致敏小鼠在变应原的攻击下EoS气道聚集

峰值也发生于24～48 hrs,9]。提示eotaxin mRNA表

达增加的时程与EoS气道聚集变化的相关性，

eotaxin是诱导EOS气道聚集的主要趋化因子。

TNF—a是一种主要由肥大细胞、EOS、内皮细

胞、巨噬细胞、平滑肌细胞、T细胞等产生的具有广

泛生物学活性的前炎细胞因子。本实验证实了小鼠

哮喘模型组肺组织中的TNF一口mRNA表达显著升

高，表达的高峰出现于抗原攻击后的4～8 h，明显

早于eotaxin mRNA表达高峰时间，表明TNF-a是

一个哮喘发病时较早启动的细胞因子之一，对激发

其他炎性因子的分泌具有重要作用∞]，至于TNF—a

mRNA与eotaxin mRNA表达增加的因果关系以

及信号传导途径还需要进一步研究。TNF—a mRNA

过度表达可使EOS表面的受体与血管内皮细胞表

面上的配体(1ip内皮细胞表达的黏附分子)相互作

用，促进EOS与内皮细胞黏附，跨膜进人肺组织和

气道腔[1州。TNF—a还参与诱导哮喘气道炎症时肺巨

噬细胞、中性粒细胞、肥大细胞、内皮细胞等多种炎

症与非炎症细胞表达诱生型一氧化氮合酶

(iNOS)，该酶被诱导后可持续大量产生NO，过量

NO可使气道充血、上皮剥落，加重血浆渗漏，感觉

神经末梢暴露，造成肺上皮细胞及组织损伤，引起气

道高反应，导致哮喘发病，因此目前认为哮喘治疗中

TNF—a靶点药物的开发有应用前景，糖皮质激素作

用与降低TNF—n mRNA表达有关，因而具有良好

的抗炎作用[1川。

隐孔菌在民间用于治疗气管炎和哮喘。因该菌

为腐生真菌，生态环境严格，以致蕴藏量少，资源紧

缺，故对隐孔菌发酵培养来作为新药源的开发。通过

与野生隐孔菌比较，发酵培养隐孔菌化学成分基本

上与野生隐孔菌相似口引。最近笔者对其成分进行了

分离和筛选，初步证明隐孔菌多糖(Cryptoporus

pDlysaccharide，CP)是主要的抗过敏性炎症成分，

但其作用机制还不清楚。本实验结果表明CP呈剂

量依赖抑制eotaxin和TNF—a mRNA表达，提示

CP可能影响趋化因子eotaxin和细胞因子TNF—a

的转录过程，从而减少eotaxin和TNF—a的生成，

进而抑制EOS的气道聚集。 ．

上述结果表明CP抑制肺组织eotaxin和

TNF一0【mRNA表达可能是其抗过敏性炎症的作用

机制。
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