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核因子KB对支气管哮喘大鼠淋巴细胞增殖和凋亡的

调节作用及雷公藤甲素对其影响
张 宁 徐永健 张珍祥 李超乾

摘要 目的 探讨核因子KB(NF—KB)是否参与支气管哮喘淋巴细胞增殖和凋亡的调节过程以及雷公藤

甲素对哮喘淋巴细胞增殖和凋亡的调控作用是否通过NF—KB发挥。方法 分别给予哮喘大鼠模型NF—KB

抑制剂二硫代氨基甲酸吡咯烷(PDTC)和免疫抑制剂地塞米松及雷公藤甲素干预，进行病理检查、气道反应

性测定，采用免疫荧光法检测肺组织和脾淋巴细胞NF—KB P65的表达，免疫组织化学法测定脾淋巴细胞增

殖细胞核抗原(PcNA)、流式细胞术检测脾淋巴细胞凋亡，电泳迁移率改变试验测定NF—KB活性。结果 哮

喘气道及脾淋巴细胞NF—KB的核表达量和活性均明显高于正常对照(均P<0．05)；哮喘脾淋巴细胞的增殖

率明显高于正常对照(P<0．05)，而凋亡率明显低于正常对照(P<0．05)；NF—IcB抑制剂PDTC的应用可使

哮喘异常上调的NF—KB核表达量及活性下降，脾淋巴细胞增殖减少、凋亡增多；且NF—KB活性与脾淋巴细胞

的增殖率呈显著正相关(r=0．89，P<0．05)，而与其凋亡率呈显著负相关(r=一0．54，P<0．05)。在体应

用雷公藤甲素后，哮喘气道及脾淋巴细胞NF—KB的核表达量及活性、脾淋巴细胞的增殖率均明显下降

(均P<0．05)，而凋亡率明显增加(P<0．05)，同时气道炎性细胞的浸润及气道高反应性亦明显减轻

(均P<0．05)，且气道嗜酸粒细胞的数量及气道的反应性与NF—KB活性呈显著正相关(r分别为0．79和

0．68，P<0．05)；雷公藤甲素的作用与地塞米松差异无显著性(P>0．05)。结论 (1)NF—KB通过促进淋巴

细胞增殖并抑制其凋亡而参与哮喘炎症反应及气道高反应性的形成；(2)雷公藤甲素通过抑制NF．fcB进而

抑制淋巴细胞增殖，从而发挥抗哮喘气道炎症的作用，它抑制NF—IcB的分子机制是否与糖皮质激素类似有

待进一步研究。

关键词 支气管哮喘；核因子KB；雷公藤甲素；细胞增殖；细胞凋亡

Regulatory Function of Nuclear Factor KB on Lymphocyte Proliferation and Apoptosis in BronchiaI Asthmatic
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objectiVe To investigate whether nuckar factor IcB(NF一．cB)participates in the regulatory function of

iynlphocyte proIiferation and apoptosis in bronchial asthma and whether the regulatory effect of t“ptolide on

1ynlphocyte proliferation and apoptosis is conducted through NF—IcB．IⅥethods Intervention with dexametha—

sone，triptolide and PDTC，a NF—IcB inhibitor，were used to treat astmatic rats respectively．Pathological exami—

nation，airway response were determined，the NF—IcB P65 expresssion in lung tissue and splenic lymphocytes by

immunofluorescent assay were adopted， pr01iferatiVe ceU nuclear antigen(PCNA)in splenic lymphocytes was

measured by immunohistochemistry， ap。ptosis of splenic lymphocytes were monitored by flow cytometry and

NF—IcB activity was investigated by eIectrophoresis mobility shift assay(EMSA)．Results The nuclear expres—

sion and DNA binding actiVity of lung tissue and splenic lymphocytes in asthmatic rats were all significantly

higher than those in the control(all P<0．05)，so was the proliferation rate of splenic lymphocytes(P<

0．05)，while the apoptosis rate was much lower than that of normal controI(P<0．05)． Administration of

PDT【?c()uld reduce the up—regulated expression and actiVity of NF—IcB，the proliferation of splenic lymphocytes
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lowered，while the apoptosis increased． NF—JcB activity showed an obviously positiVe correlation with pr01ifera—

tion of splenic 1ynlphocytes(r=0．89， P<0．05)and a significantly negatiVe correlation with apoptosis rate

(，．=一0．54，P<0．05)．After asthmatic rats had been treated with tript01ide in vivo，the NF一_lcB nuclear ex—

pressioll and activity in airway and splenic lymphocytes，as well as the proliferation rate of splenic 1ymphocytes

all lowered significantly(all P<0．05)，the apoptosis rate increased significantly(P<0．05)，at the same time，

the inflamnlat()ry cell infilt ration and high reactivity of airway were significantly alleviated(both P<0．05)．

There were obvi()usly positive correlation between the amount of airway eosinophils and reactivity with activity

of NF—KB(r=0．79 and r=0．68，P<0．05)，which indicated that the effect of triptolide was not significantly

different from that。f dexamethasone(P>0．05)．Conclusion (1)NF—KB participates the formation of airway

inflamnlation and hyper—reactivity in asthmatic rats by positive regulation on proliferation and negative regulation

on apoI)tosis of lymphocytes． (2)Tript()lide reduces airway inflammation by way of inhibiting NF—KB，and fur—

ther inhibiting the proliferation of 1ymphocytes，so that to give full play of the role of anti—asthmatic airway in—

flanlmatory agents．Whether the molecular mechanism of triptolide in inhibiting NF—IcB simulates that of gluco—

corticoid needs further studying．

Key words bronchial asthma；nuclear factor KB；tript011de；cell pr01iferation；cell apoptosis

淋巴细胞的过度浸润是支气管哮喘重要的病理特

征之一⋯。它在肺组织局部的过度浸润与其增殖增

多、凋亡减少有关，但增殖／凋亡失平衡的机制并不

清楚。核因子IcB(nuclear factor，NF—fcB)是慢性炎

症反应的关键转录因子，实验研究显示它具有促进细

胞增殖、抑制凋亡的作用忆3。它在哮喘气道炎症中的

作用日益受到重视，但有关NF—KB对哮喘炎症细胞

增殖、凋亡的调控研究报道不多。因此，本研究拟探

讨NF一-cB是否参与调节哮喘淋巴细胞的增殖和凋亡

过程。

雷公藤具有明确的抗炎作用。虽然它在哮喘的临

床治疗中尚未得到推广，但实验研究显示它能降低气

道高反应性，并对多种细胞因子、核转录因子的表达及

活性具有抑制作用¨。。但有关它对淋巴细胞增殖、凋

亡的影响报道不多。我们近年的研究显示雷公藤甲素

可促进致敏大鼠肺及脾淋巴细胞凋亡¨’，但具体的调

节机制尚不清楚。由于有研究显示NF—KB能对T淋

巴细胞发挥抗凋亡作用∞3，故我们推测雷公藤甲素对

淋巴细胞凋亡的调控作用可能是通过NF一-cB发挥的。

材料与方法

l 动物 雄性Wistar大鼠25只(由华中科技大

学同济医学院实验动物中心提供)，2～3月龄，体重

(200±50)g。

2 试剂和药物 二硫代氨基甲酸吡咯烷

(PDTC，美国Sigma公司)，地塞米松(江苏板桥药业

有限公司)，雷公藤甲素(福建医药研究所提供，纯度

99．999％)，增殖细胞核抗原(PCNA)小鼠一抗、NF．IcB

P65小鼠一抗和FITC标记的山羊抗小鼠IgG(美国

Sant Crutz公司)，免疫组化试剂盒(北京中山生物

公司)。

3大鼠哮喘模型的建立及分组模型建立：参照

我们以往的方法¨’。动物分组：随机分为正常对照组

(C组)、哮喘空白组(A组)、哮喘PDTC组(P组)、哮

喘地塞米松组(D组)和哮喘雷公藤甲素组(T组)，每

组各5只。P、D、T组分别于每天雾化激发之前腹腔

注射PDTC 200mg／kg、地塞米松10mg／kg、雷公藤甲

素25肛g／kg。

4气道反应性测定及切片的制备 按照我们实

验室已建立的方法№3，调节动物呼吸机(浙江医科大学

动物实验仪器厂)呼吸频率100次／min，潮气量

0．8mI。每只大鼠于最后一次雾化激发后4h内用

20％乌拉坦6ml／kg腹腔注射麻醉，气管插管后依次雾

化吸入PBS，O．2、0．4、0．8、1．6、3．29／L的乙酰甲胆碱

(用PBS配置)。每个浓度雾化吸入3min，间隔5min。

雾化吸入后接上动物呼吸机测定气道压力。以雾化吸

入PBS后的气道压力为基值，使气道压力升高50％所

需吸入乙酰甲胆碱浓度作为PC。。。气道反应性以

PC50的负值代表。然后开胸取全肺迅速置于液氮中，

30min后贮存于一80℃。用一20℃恒冷切片机制成

10肛m的冰冻切片，4％多聚甲醛固定20min后梯度脱

水贮存于一80℃待免疫组织化学、免疫荧光检测及苏

木素一伊红(HE)染色。

5脾淋巴细胞的分离取出大鼠脾脏，在200目

铜网上磨碎制备脾细胞悬液，用三蒸水破坏红细胞后，

用Ficoll淋巴细胞分离液分离出淋巴细胞。制成细胞
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涂片待免疫组化和免疫荧光检测。

6脾淋巴细胞凋亡的检测 采用流式细胞术，另

取上述脾淋巴细胞l×106个，加入一20℃75％乙醇

于一20℃下固定过夜。PBS洗涤后加入终浓度为

50mg／nll的RNase和50mg／ml的磺化丙啶(PI)，避光

30min后用FACSort型流式细胞仪进行细胞凋亡检

测。

7脾淋巴细胞PCNA的表达测定 采用免疫组

织化学法。以PCNA的表达量作为细胞增殖指标。

采用Picture’oM两步法，3，3一二氨基联苯胺(DAB)进行

显色。用PBS取代一抗作为空白对照。PCNA阳性

者细胞核呈棕黄色。400倍光镜下随机观察5个视

野，用北京航天航空大学医用计算机定量图像分析系

统(cMAIS)计算阳性染色的平均光密度值，以5个视

野的平均值作为该只大鼠的测定值。

8肺组织和脾淋巴细胞NF一．cB P65的表达检测

采用免疫荧光法，为显示细胞核，在FITC标记的二

抗孵育的同时加入终浓度为0．8弘g／L的PI共孵育，

余同常规方法。用0lympus—Bx60型荧光显微镜进行

观察。阴性细胞为细胞核发出橘红色荧光、胞浆无荧

光或少量绿色荧光；阳性细胞因为NF—KB被激活后

进入胞核故胞核呈红色与绿色叠加后的黄色、胞浆无

或少量绿色。随机观察5个视野，计算每个视野阳性

细胞百分率，以5个视野的平均值作为该只大鼠的测

定值。

9脾淋巴细胞核蛋白的提取及电泳迁移率改变

实验(EMSA) 方法参照文献"3，每份标本取核蛋白

10肚g进行EMSA，测定NF—IcB的活性。

10肺组织的病理检查 肺组织切片HE染色

后，400倍光镜下随机观察5个视野，计数支气管黏膜

及黏膜下嗜酸性粒细胞(Eos)数，计算每个视野平

均值。

ll 统计学方法 数据以均数±标准差(i±s)

表示。用方差分析检验5组问的总差异，各两组间比

较用q检验完成。两变量的相关关系用直线相关关

系法进行分析。

结 果

1 各组气道炎性细胞和气道反应性的变化 见

表l。A组大鼠气道Eos的数量和气道反应性均明显

高于C组(P<0．05)；在体应用PDTc、地塞米松和雷

公藤甲素后，哮喘大鼠的气道Eos的数量和气道反应

性均明显降低，与A组比较差异有显著性(P<0．05)，

但仍明显高于C组(P<0．05)。D组与T组比较差异

无显著性(P>0．05)。

表1 各组大鼠气道Eos和PC5I)的变化 (岳±s)

注：与C组比较，‘尸<O．05；与A组比较，oP<0．05

2 肺组织和脾淋巴细胞NF一．cB的变化 见表2，

图l。A组大鼠肺组织和脾淋巴细胞P65的表达及

NF—KB的活性均明显高于C组(P<0．05)；在体应用

PDTC、地塞米松和雷公藤甲素后，哮喘大鼠的肺组织

和脾淋巴细胞P65的表达及NF—KB的活性均明显降

低，与A组比较差异有显著性(P<0．05)，但仍明显高

于C组(P<0．05)。D组与T组比较差异无显著性

(P>0．05)。

表2 各组大鼠肺组织、脾淋巴细胞P65

表达和NF—KB活性的变化 (、i±s)

十日w 肺组织P65 脾淋巴细胞P65 NF KB活性
殂删“阳性细胞百分率(％)阳性细胞百分率(％)结合条带灰度值

注：与c组比较，。P<0．05；与A组比较，6P<O．05

1 2 3 4 5 6

I

Ⅱ

图1 各组大鼠脾淋巴细胞NF—KB EMSA

注：泳道2~6分别为c、A、P、D、T组；泳道1为A组另

加100倍未标记的NF—KB同序寡核苷酸探针；I为结合条

带；Ⅱ为游离条带

3各组脾淋巴细胞增殖和凋亡的变化 见表3。

A组大鼠脾淋巴细胞增殖率明显高于C组而凋亡率

明显低于后者(P<0．05)；在体应用PDTc、地塞米松

和雷公藤甲素后，哮喘大鼠的脾淋巴细胞增殖率明显

降低，凋亡率则明显增高，与A组比较差异有显著性
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(，，<()．()5)，但与c组比较差异仍有显著性(P<

0．05)。I)组‘亏T组比较差异无显著性(P>0．05)。

表3 各组大鼠脾淋巴细胞P(、NA表达

和细胞凋亡的变化 (。±一)

}i：：。j【’纠ifE较，’，’<()．()5；‘0 A}11比较．of’<【)．()5

4
7
C道炎症及气道反应性、NF—KB活性与淋巴细

胞增殖及凋亡之间的关系 气道嗜酸粒细胞数量及气

道反应性与NF—KB活性呈显著正相关(r分别为0．79

和()．68川=25，P<0．05)；NF—KB活性与脾淋巴细胞

的增殖率呈娃著正相关(r=0．89川=25，P<0．05)；

NF—K13活性与脾淋巴细胞的凋亡率呈显著负相关

(，一【)．54，，?=25，P<0．05)。
讨 论

淋巴细胞的过度增殖和浸润既是支气管哮喘重要

的病理特征，又是其发病机制的始动因素，但引起其增

殖增多、凋亡减少的机制并不清楚。我们研究了在慢

性炎症性疾病和细胞增殖中具有重要调控作用的转录

因子NF—KB对哮喘淋巴细胞增殖、凋亡的影响。发

现：哮喘气道及脾淋巴细胞NF—KB的核表达量及活性

均明显高于正常对照；哮喘脾淋巴细胞的增殖率明显

高于正常对照，而凋亡率明显低于正常对照；NF一．cB抑

制剂I，DT(?的应用可使哮喘异常上调的NF—KB核表

达量及活性下降，脾淋巴细胞增殖减少、凋亡增多；且

NF—KB活性与脾淋巴细胞的增殖率呈显著正相关，而

与其凋亡率呈显著负相关。提示NF—KB参与了支气

管哮喘淋巴细胞增殖和凋亡的调节过程，它在支气管

哮喘中发挥的是抗凋亡、促增殖作用，该作用可能是它

促进哮喘炎症反应及气道高反应性形成的机制之一。

关于NF—KB促进淋巴细胞增殖的作用机制，推测可能

为：(1)NF一，cB能直接促进数种抗凋亡基因转录，包括

bcl一2家族成员Al／Bfl—l，肿瘤坏死因子受体相关因子

l和2，凋亡抑制剂c—IAPl、2和IXAP；(2)NF一．cB亦可

直接调控cyclill Dl基因，而cyclin D1能促进细胞由

(；．期进入S期；(3)NF—IcB能调控IL一2的生成，而后

者是T淋巴细胞增殖分化的关键性细胞因子。

雷公藤甲素抗炎、抑制免疫的作用是明确的，但其

作用机制尚不清楚。我们以往的研究⋯显示雷公藤甲

素抑制多种细胞因子表达外，尚能抑制哮喘淋巴细胞

增殖、促进其凋亡，其具体机制不明确。本研究显示雷

公藤甲素能抑制哮喘肺组织和脾淋巴细胞NF—KB的

阳性表达及活性，哮喘异常增强的脾淋巴细胞的增殖

随之下降而凋亡增多，气道炎症和气道高反应性减轻。

提示雷公藤甲素对哮喘淋巴细胞的抗增殖、促凋亡作

用可能是通过NF—IcB发挥的。本研究还发现雷公藤

甲素的上述作用与糖皮质激素地塞米松差异无显著

性。糖皮质激素抑制NF—KB的机制可能在于：(1)诱

导i．cBⅡmRNA表达及蛋白质合成；(2)与糖皮质激素

受体结合后，被活化的糖皮质激素受体在细胞核内能

直接与NF—KB P65亚基发生蛋白质的相互作用，从而

抑制后者的转录活性。至于雷公藤甲素是否通过上述

机制发挥抑制NF—KB的作用有待进一步研究。
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