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摘要　目的:观察核苷酸结合寡聚化结构域 2

(NOD2)和 To ll样受体 1(TLR1)在哮喘大鼠中

的表达及布地奈德对其的影响 ,探讨模式识别受

体在哮喘炎症过程中的可能作用机制 。方法:采

用大鼠哮喘模型 ,随机分成哮喘组 、对照组和布地

奈德组 ,免疫组织化学法检测肺组织 NOD2 的表

达 ,流式细胞术检测血中性粒细胞(N EU)TLR1

的表达。结果:哮喘组(0.148±0.009 ,OD值)肺

组织 NOD2的光密度值显著低于对照组(0.157

±0.006 ,OD值)(P <0.05);布地奈德组(0.149

±0.008 ,OD值)肺组织 NOD2的光密度值分别

与哮喘组 、对照组相比差异无统计学意义(均 P >

0.05)。哮喘组和布地奈德组(分别为 74.07 ±

6.26 和 78.54±4.65 , OD 值)NEU T LR1 的平

均荧光强度均显著性低于对照组(84.37±4.96 ,

OD值)(分别为 P<0.01 、P<0.05);布地奈德组

NEU T LR1的平均荧光强度与哮喘组相比差异

无统计学意义(P>0.05)。 TLR1与 NOD2的表

达水平呈显著正相关(n =2 6 , r =0.780 , P <

0.01)。结论:哮喘大鼠 NOD2 和 TLR1 的表达

水平下降 ,布地奈德可能对 NOD2和 TLR1的上

调作用较弱 ,模式识别受体可能参与了哮喘的炎

症过程。
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近年来 ,哮喘等过敏性疾病的发病率呈明显

上升趋势 , “卫生学假说”认为哮喘等过敏性疾病

是在遗传的基础上由环境因素导致的 Thl/ Th2

失衡所致[ 1] 。由于大部分细菌和病毒都会诱发

Thl细胞反应 ,儿童生长发育期间如果暴露于细

菌 、病毒等病原体的机会少 ,那么他们没有足够的

刺激来激活 Thl反应 , 则 T hl/Th2平衡倾向于

Th2 ,从而增加了哮喘的发病率。 Thl细胞的数

量较低或者 Thl细胞的激活减弱 ,以及 T h2细胞

数量增加或者 Th2细胞功能的放大 ,对于气道高

反应性(AHR)和特应性体质(atopy)的形成都有

非常重要的作用。而机体的天然免疫大多是由

Toll样受体(Toll-like receptor , TLR)和核苷酸

结合寡聚化结构域(nucleot ide-binding oligomer-

ization domain ,NOD)等来介导的 ,所以 TLR和

NOD介导的信号转导系统对于 Thl反应非常重

·637·



要 ,从而影响着 T hl/Th2平衡 ,可能与哮喘之间

存在密切的关联性
[ 2]
。本实验通过复制哮喘大鼠

模型 ,排除了病原体的影响 ,检测 T LR1和 NOD2

的表达及布地奈德对其的影响 ,旨在探讨模式识

别受体在哮喘炎症过程中的可能作用机制。

1　材料与方法

1.1　主要试剂　鸡卵白蛋白(OVA)Ⅴ级购自美

国 Sigma 公司 ,兔抗大鼠 T LR1-FITC 抗体和通

用型二抗均购自上海研吉生物科技有限公司 , 一

抗小鼠抗大鼠 NOD2多克隆抗体购自美国 Milli-

po re 公司 。

1.2　实验动物及分组　清洁级健康雄性 SD 大

鼠 27只 , 4 ～ 5 周龄 ,体重(121±7)g ,由上海斯

莱克实验动物有限责任公司提供[ 许可证号:

SCXK(沪)2007-0005] ,在杭州师范大学实验动物

中心清洁级环境中饲养。随机分成 3 组 ,每组 9

只 ,分别为哮喘组 、对照组 、布地奈德组 。

1.3　动物模型的复制[ 3] 　方法为:第 1天和第 8

天腹腔注射 OVA/Al(OH)3 混合液 2 mL [ 含

OVA 1 mg 和 Al(OH)3100 mg] 致敏 ,各 1次 。

第 15天开始每天向大鼠喷雾(空气压缩雾化器:

PA RI BOY -037G6000 GERMANY)1%OVA

30 min ,连续激发 7 d 。表现为烦躁不安 、搔痒 、

喘鸣 、腹肌抽搐等症状 。对照组致敏和激发均以

生理盐水替代 OVA 和 Al(OH)3 ,布地奈德组处

理基本同哮喘组 ,不同的是在抗原首次激发前

24 h 和每次激发前半小时给予雾化布地奈德溶

液 1 mg/组(阿斯利康公司生产 ,生产批号:LOT

309973)。

1.4　血和肺组织标本制备　末次激发 24 h 后 ,

10%水合氯醛(400 mg/kg)腹腔注射麻醉 ,心脏

抽血 1 mL(EDTA 抗凝)待检 T LR1。取右肺门

部位组织块 ,4%多聚甲醛-PBS 溶液固定 ,常规石

蜡包埋切片。HE 染色后观察肺组织病理变化

(OLYMPUS-CX40 JA PAN),免疫组化方法检测

NOD2的表达。

1.5　血中性粒细胞(NEU)TLR1的表达　采用

流式细胞术检测 。具体操作步骤:分别取 EDTA

抗凝全血 100 μL ,加入 10 μL TLR1-FITC 抗体 ,

室温下避光孵育 20 min , 加入红细胞裂解液

1 mL , 室温避光放置 15 ～ 20 min , 振荡混匀 ,

1500 r/min 离心 5 min ,弃上清 ,加 2 mL PBS 洗

涤 1次 ,再加入 400 μL PBS 重新浮悬细胞 ,上流

式细胞仪检测(美国 Beckman Coulter 公司 ,型号

EPICS XL-MCL)。于多中性粒细胞(NEU)段开

窗 ,测定 TLR1平均荧光强度(mean f luo re scence

intensity , MFI),每个样本计数 10000个细胞 ,同

时设阴性对照 。

1.6　免疫组化方法　SP 法[ 4] 。主要步骤包括:

标本经 10%甲醛固定 、酒精脱水 、石蜡包埋 、切

片 、抗原修复 ,3%过氧化氢灭活内源性过氧化物

酶 ,兔血清封闭 ,滴加-抗 、二抗及链霉素抗生物素

蛋白-过氧化物酶复合物 , DAB 显色 、复染 、封片。

PBS代替一抗作阴性对照 。NOD2的抗体稀释浓

度为 1∶25。

1.7　结果判定　光镜下观察细胞着色情况:阳性

细胞胞浆呈棕黄色表达 ,结构清晰 ,着色明显高于

背景 。每张切片随机选择 5 个视野 , Image-pro

Plus 5.1免疫组化图像分析系统对阳性细胞进行

灰度扫描 ,取其平均值代表该片的光密度(optical

density ,OD)值
[ 5]
。

1.8　统计学处理　结果以均数±标准差(x ±s)

表示 ,应用SPSS 11.0统计软件 ,多组间均数比较

采用单因素方差分析 ,方差齐性者采用 LSD 法 ,

方差不齐者采用 Tamhame's T
2
检验 ,两变量的相

关分析用 Pearson 直线相关分析法 , P <0.05 为

差异有统计学意义 。

2　结果

2.1　布地奈德对肺组织 NOD2 表达的影响　免

疫组化结果显示阳性细胞的胞浆呈棕黄色表达 ,

主要表达于气道上皮细胞等 。哮喘组肺组织

NOD2的光密度值显著低于对照组(P <0.01);

布地奈德组肺组织 NOD2 的光密度值分别与哮

喘组 、对照组相比差异无统计学意义(均 P >

0.05)(表 1 、图 1)。

2.2　布地奈德对肺组织病理学改变的影响　HE

染色显示:对照组肺组织结构完整 ,支气管腔规

则 ,黏膜上皮完整 ,较少炎症细胞浸润 。哮喘组肺

内支气管及血管周围见大量炎性细胞浸润 、黏液

腺增生 、气道上皮断裂和脱落 、黏液栓形成等表

现。布地奈德组上述改变较哮喘组明显减轻 ,但

未完全消失(图 2)。
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表 1　肺组织 NOD2 和血 NEU TLR1 的表达水平(x±s)

组别 n NOD2(OD值) NEU TLR1(MFI)

对照组 9 0.157±0.006 84.37±4.96

哮喘组 9 0.148±0.009b 74.07±6.26c

布地奈德组 8 0.149±0.008 78.54±4.65b

F 值 2.922 8.34

P >0.05 <0.01

注:布地奈德组大鼠死亡 1只(下同);与对照组比较 bP<0.05 , c P<0.01

图 1　肺组织 NOD2 的表达(SP , ×200)
注:阳性细胞的胞浆呈棕黄色表达 ,主要表达于气道上皮细胞等;A:对照组;B:哮喘组;C:布地奈德组

图 2　肺组织 HE染色(HE, ×200)
A:对照组;B哮喘组肺组织炎症性改变;C:布地奈德组炎症改变较哮喘组明显减轻

2.3　布地奈德对 NEU TLR1表达的影响　流式

细胞术结果显示哮喘组 NEU TLR1的平均荧光

强度显著性低于对照组(P <0.01);布地奈德组

NEU T LR1的平均荧光强度显著性低于对照组

(P<0.05),但与哮喘组相比差异无统计学意义

(P>0.05)(表 1 、图 3)。

图 3　血 NEU TLR1 的流式细胞术图

A:NEU 细胞;B:对照组;C:哮喘组;D:布地奈德组
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2.4 　相关性分析 　血 NEU TLR1 与肺组织

NOD2的表达水平呈显著正相关(n =26 , r =

0.780 , P<0.01)。

3　讨论

哺乳动物具有两个微生物识别系统 ,一个系

统是由 TLR的膜结合受体家族组成;另一个系统

是由位于胞浆的 NOD蛋白家族组成。入侵机体

的微生物可能通过不同抗原激活多个模式识别受

体 ,导致免疫反应的产生 。T LR和 NOD 是一种

介导天然免疫的跨膜信号转导受体家族 ,属于模

式识别受体 ,在介导肺部感染性和非感染性疾病

的天然免疫中可能起着非常重要的作用
[ 6]
。至今

已发现 20多个 NOD成员 ,其中最有代表性的是

NOD1和 NOD2。大多数 NOD 家族成员含有 3

个不同的功能结构域:一个 N-末端的效应子结合

区域 ,一个位于中央的 NOD ,一个 C-末端配体识

别区域 。NOD1和 NOD2 能识别细菌肽聚糖的

降解产物 。NOD1和 NOD2 作用于共同的下游

分子 Rip2(receptor interact ing protein 2),然后

激活 NF-κB[ 7] ,从而促进促炎细胞因子的转录引

起机体炎症反应
[ 8]
。目前认为 NOD2 不仅在巨

噬细胞 、树突状细胞的抗原递呈和吞噬中起了重

要的作用
[ 9]
, 还与自身炎症性疾病相关

[ 10]
。但

NOD2能否如 T LR一样参与哮喘的炎症过程 ,目

前知之甚少。本研究发现 ,肺组织 NOD2的表达

水平显著低于对照组 ,提示 OVA 可能下调了肺

组织的模式识别作用 ,其机制有待于进一步研究 。

推测气道上皮细胞可能由于模式识别作用减弱 ,

降低了 Th1细胞的活性 ,相应地促进炎症因子的

释放 ,加重哮喘气道炎症 。

哮喘是遗传因素和环境因素综合作用的结

果 , TLR可能在其中发挥着重要的作用 ,因为遗

传因素可以引起 TLR基因的多态性 ,而环境因素

又可以通过 T LR调节 T h1/Th2平衡
[ 11]
,从而影

响哮喘的发作 ,故认为 TLR可能在哮喘的发病机

制中起了重要的作用
[ 12]
。但是 ,不同亚型的 TLR

的作用可能不尽相同 。在 OVA 诱发的哮喘模型

中发现 , T LR2的表达下降
[ 13]
,而 TLR4的表达

则不受影响[ 14] 。所以 ,进一步研究 T LR 与哮喘

之间的相关性 ,对于明确哮喘的发病机制以及开

发新的治疗策略具有非常重要的意义 。目前认

为 ,哮喘是一种气道炎症性疾病 ,涉及到多种炎症

细胞和细胞组分 ,导致慢性的病理生理改变。

NEU 的数目和分泌功能在哮喘急性发作时表达

均增加
[ 15]
,但其机制至今尚未完全阐明 。故研究

哮喘大鼠 NEU 和 TLR1的相关性 ,对哮喘的炎

症机制和临床新的治疗方法有着非常重要的理论

参考价值 。

目前研究发现 , TLR对 PMN 的作用十分广

泛。 T LR 参与 MEU 的黏附 、趋化 、聚集 , 对

NEU 的呼吸爆发 、核转录调节 、吞噬作用 、细胞因

子表达 、凋亡等均有重要的作用[ 16] 。T LR是 I型

跨膜蛋白 ,由胞外区 、跨膜区和胞内区三部分组

成 ,胞外段富含亮氨酸 ,主要作用是识别配体--病

原相关分子模式。迄今为止 ,已在哺乳类动物中

发现了 12种 TLR分子 ,分别是 T LR1-12。本研

究发现 ,哮喘组血 NEU TLR1的表达水平显著性

低于对照组 ,提示 N EU 可能通过低表达 TLR1 ,

促进了 Th1/Th2失衡 ,诱导 Th2占优势 ,进一步

加重炎症细胞的浸润和炎症因子的产生 ,从而参

与哮喘的炎症过程。相关性分析发现 , NOD2和

TLR1呈显著正相关 ,提示大鼠体内的模式识别

功能是通过共同起作用 ,而不是单纯以其中某一

种为主。

吸入糖皮质激素是目前有效治疗哮喘的首选

方法 。本实验采用吸入糖皮质激素(布地奈德)的

方法 ,深入探讨糖皮质激素对 NOD2 和 TLR1表

达的影响 。本实验结果发现 ,布地奈德组与哮喘

组的 NOD2和 NEU TLR1 的表达水平相近 ,提

示布地奈德可能不能完全提升气道上皮细胞和

NEU 的模式识别作用 。推测布地奈德减少哮喘

气道炎症的功能可能不是主要通过上调 NOD2

和 TLR1的表达途径 ,但是是否存在量-效关系有

待于深入探讨 。

上述结果表明 ,哮喘大鼠 NOD2 和 TLR1的

表达水平下降 ,布地奈德可能对 NOD2 和 T LR1

的上调作用较弱 ,模式识别受体可能参与了哮喘

的炎症过程。
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ABSTRACT　AIM:To investigate the po tential

roles of pat tern recognition receptor in pathogen-

esis o f asthma inf lammation , the expressions of

nucleotide-binding olig omerization domain 2
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(NOD2)and To ll-like receptor 1(T LR1)which

af fected by budesonide w ere de termined in rat

asthma model.METHODS:Rat models o f asth-

ma were random ly divided into three g roups on

ave rage , including asthma g roup , control g roup

and budesonide t reated g roup.The expressions

of NOD2 pro teins w ere detected by immunohis-

to chemical me thod , and levels o f T LR1 w ere al-
so measured by f low cy tometry at blood neutro-

phi l.RESULTS:The expre ssions of NOD2 pro-
teins in asthma g roup (0.148 ±0.009 , optical

density)at lung tissure we re significantly low er

than tho se in control g roup(0.157±0.006 , opti-
cal densi ty)(P <0.05), but there w ere nonsig-

nificance difference of NOD2 protein expressions

neither betw een in budesonide t reated g roup

(0.149 ±0.008 optical densi ty) and asthma

group , nor betw een in budesonide t reated g roup

and contro l g roup(all P >0.05).Dramaticly ,

levels of TLR1 in asthma g roup and in budes-

onide treated g roup(74.07±6.26 and 78.54 ±
4.65 , optical densi ty , respectively)were signifi-

cant ly low er than those in contro l g roup(84.37

±4.96 , opt ical densi ty)at blood neutrophil ei-
ther(P<0.01 o r P <0.05 , respectively).More-

over , there we re a strong po sitive correlation be-

tween levels of NOD2 and TLR1 (n =26 , r =
0.780 , P <0.01 ).CONCLUSION:Levels of

NOD2 and TLR1 we re decreased in asthmatic

rats , the pattern recogni tion receptor may be a

potential ro le in pathogenesis of asthma inflam-

mation.Perhaps there is a mild ef fect on up-reg-
ulating NOD2 and T LR1 levels by budesonide.

KEY WORDS　A sthma;Nucleotide-binding o li-

gomerization domain;To ll-like receptor;Pat tern

recogni tion receptor;Rat
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《药物临床试验方法学》已出版

化学工业出版社医药出版分社最近出版的“药物临床试验方法学”是一本介绍临床试验系统工程管理

和操作的颇具参考价值的书籍。此书的作者们在国外从事新药临床试验管理工作十几年 ,十分了解发达

国家医药管理机构对药物临床研究的指导原则和各项具体要求。此书不仅涉及医药和药学的临床试验知

识 ,还介绍了与临床试验有关的药政 、伦理 、财务 、法律和商务管理的实施程序和文件要求 ,其中许多内容

在国内是首次系统论述 ,如药物供应 、经费预算 、医疗器械临床试验 ,首次人体临床试验 、药物相互作用临

床试验 、电子化数据管理 、安全性监督和管理 、临床试验的文档准备和建立 、临床试验方案和试验报告的设

计和管理 、临床试验结果报告的格式和管理 、受试者的招募和慰留策略和临床试验的设计策略等 ,对于具

体从事临床试验工作的人员非常具有重要且非常实用的参考 。本书在拓宽临床试验全过程的管理和细节

的同时 ,还加深了操作规范上的要点和方法 ,对临床试验各个环节规范要点 、操作程序 、监查对象等逐一展

开论述 ,以期尽量弥补相对国外临床试验管理和操作程序标准化 ,国内临床试验表现出的在多个方面的薄

弱和不足。本书对临床试验领域中各个方面的参与者 ,包括申办者 、监查员 、研究者 、合同研究组织 、数据

管理者 、伦理委员会等都有着重要的专业指导意义 。此书定价为 158元人民币(含光盘)。

购书咨询电话为 010-6451888 ,传真为 010-64519686。

有关此书的信息还可以在化学工业出版社的网址www.cip.com.cn上查找到。
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