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针刺对支气管哮喘大鼠肺组织
@

#

F5G

蛋白表达的影响

虞跃跃$崔建美$李$双$韩君萍$杨金华$赵$叶$樊志忠

摘要$目的$探讨针刺对哮喘大鼠肺组织中
@

#

F5G

蛋白表达的影响! 方法$将
;"

只
-HI

级雄性
-C

大鼠随机分为空白组"

J

组#$哮喘模型组"

K

组#$空白针刺对照组"

'

组#$哮喘模型针刺对照组"

C

组#$哮

喘模型针刺组"

=

组#$哮喘模型假针刺组"

I

组#和空白针刺组"

L

组#%每组
#"

只! 各组分别给予相应干预

后%用免疫组化$

+.G0.3M 2650

法检测大鼠肺组织
@

#

F5G

蛋白的表达! 结果$免疫组化示
J

$

'

$

L

$

=

组
@

#

F5G

蛋白表达呈阴性%

K

$

C

$

I

组呈弱阳性&
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检测示
K

组
@

#

F5G

蛋白表达较
J

$

=

组升高"

H N

"

!

"#

#&

=

组低于
C

$

I

组"

H N"

!

"<

%

H N"

!

"#

#! 结论$针刺可降低大鼠肺组织中
@

#

F5G

蛋白表达以减轻炎

症反应!

关键词$针刺& 哮喘&

@

#

F5G

& 免疫组化
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$$支气管哮喘$简称哮喘%是由多种细胞包括气道

的炎性细胞和结构细胞$如嗜酸性粒细胞'肥大细胞'

*

淋巴细胞'中性粒细胞'平滑肌细胞'气道上皮细胞

等%和多种细胞因子'炎性介质参与的气道慢性炎症

性疾病( 针刺作为传统中医疗法"具有良好的抗炎作

用"能有效缓解大鼠哮喘发作)

#

*

( 本实验采用免疫组

化法'

+.G0.3M 2650

法观察了针刺对哮喘大鼠肺组织

@

#

F5G

蛋白表达的影响"以探讨针刺改善哮喘大鼠气

道炎症的作用机制(

材料与方法

#

$动物与分组$

-HI

级雄性
-C

大鼠
;"

只"体

重
#"" `#&" S

"

:

周龄"购自天津市山川红实验动物

科技有限公司"许可证号#

-'a_

$津%

!""%

"

"""#

"合

格证号#

"!<&;<$

( 大鼠适应性喂养
#

周"根据计算机

随机数字表分为
;

组"每组
#"

只( 为保证组间只有

一个不同处理因素"分组如下#$

#

% 空白组$简称
J

组%# 未予任何处理( $

!

% 哮喘模型组$简称
K

组%#
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制作大鼠哮喘模型"不针刺( $

&

% 空白针刺对照组

$简称
'

组%# 不造模"隔日在针刺高台上放置

!" 1?M

"不针刺( $

:

% 哮喘模型针刺对照组$简称
C

组%# 造模后"隔日在针刺高台上放置
!" 1?M

"不针

刺( $

<

% 哮喘模型针刺组$简称
=

组%# 自造模之日

起"进行针刺干预( $

$

% 哮喘模型假针刺组$简称
I

组%# 自造模之日起"穴位同针刺组"针刺时只刺入皮

下"不留针"隔日针刺
#

次"共
;

次( $

;

%空白针刺组

$简称
L

组%# 不造模"仅给予针刺"针刺方法同
=

组(

!

$主要试剂与仪器$卵蛋白$

J<<"&

"

#"L

"美国

-?S1>

公司%&兔来源
@

#

F5G

第一抗体$

K-$:&&

"美国

K?5]536Z

公司%&

H4 $"""

通用性试剂盒$

_#:$9#%C

"北

京中杉金桥生物有限公司%&

CJK

$

_?0

#

""&#

"福州迈新生

物公司%&

H4CI

膜$

"

!

:< !1

"美国
,?66?/53.

公司%&以下

产品均购自碧云天生物技术有限公司#

+.G0.3M

及
)H

细

胞裂解液$

H""#&

%"

H,-I

$

#"" 1156ER

"

-*<"$

%"

K'J

蛋白浓度测定试剂盒$增强型"

H""#"-

%"

-C-

#

HJL=

凝

胶配制试剂盒 $

H""#!J

%"预染标准蛋白
,>3^.3

$

H""$9

%"超敏
='R

化学发光试剂盒$

H""#9

%"

LJHCX

小鼠单克隆第一抗体$

JL"#%

%"辣根过氧化物酶标记的

山羊抗小鼠二抗$

J"!#$

%"

+.G0.3M

一抗二抗去除液$强

碱性%$

H""!<

%(

一次性无菌针灸针$

"

!

&<

%

!< 11

"华佗牌%&切

片机 $

T,!!&<

型"德国莱卡公司%&光学显微镜

$

Ka<#

型"日本
D6W1/OG

公司%&低温高速离心机

$

T#&:J

型"美国
-?S1>

公司%&多功能电泳仪$

CUU

#

$@

型"北京六一仪器厂%&匀浆机$

HTD !""

型"美国

HTD -@?.M0?F?@

公司%&水平摇床$

+C

#

%:"<J

型"北

京市六一仪器厂%&化学发光成像仪 $

;!#KT"9:<<

型"美国
K?5

#

T>Z

公司%(

&

$方法

&

!

#

$模型制作$参照
U?M R,

等)

!

*的哮喘模型

制备方法"

K

'

C

'

=

'

I

组
-C

大鼠分别一次性腹腔注射

含
D

$

D4J

%

# 1S

和
J6

$

DX

%

&

凝胶
#" 1S

的生理盐

水
# 1R

"

!

周后颈外静脉内注射
D4J

$

< 1SE^S

体

重%激发哮喘发作(

&

!

!

$针刺干预$针刺取穴为大椎'肺俞$双%'风

门$双%

)

&

*

( 将大鼠置于高台上进行针刺"平补平泻"

每次留针
!" 1?M

"每隔
< 1?M

行针
#

次$

!""

次
E1?M

捻针
!"

次为行针
#

次%"隔日针刺
#

次"共针
;

次(

&

!

&

$标本采集$各组大鼠用
#"b

的水合氯醛按

&

!

< 1RE^S

腹腔注射麻醉( 结扎大鼠右肺中叶"右心

室头皮针插管并剪开左心耳"以无菌生理盐水进行肺

循环灌注至双肺呈苍白色( 整体取出心肺和气管"清

除心脏'气管'大血管和肺门周围结缔组织"剥离肺"生

理盐水漂洗干净"吸水纸试干( 右肺中叶于
:b

多聚

甲醛固定"剩余右肺液氮保存(

&

!

:

$免疫组化法检测肺组织
@

#

F5G

表达水平$

肺组织标本经
:b

多聚甲醛固定
!: Q

后"清水冲洗过

夜"梯度酒精脱水"二甲苯透明"组织浸蜡"常规石蜡包

埋"连续切片"切片厚度为
< !1

( 免疫组化采用两步

法"其步骤如下#$

#

%石蜡切片常规脱蜡至水"

HK-

洗

&

次"每次
< 1?M

($

!

%将玻片浸泡在枸橼酸盐溶液中

高压修复
# 1?M !" G

后"冷水冷却"

HK-

洗
&

次"每

次
< 1?M

($

&

%滴加
&bX

!

D

!

室温下孵育
!" 1?M

"以

阻断内源性过氧化物酶活性(

HK-

洗
&

次"每次

< 1?M

($

:

%滴加
#

&

#""

兔抗大鼠
@

#

F5G

多克隆抗体"

置湿盒内
:

'过夜(

HK-

洗
&

次"每次
< 1?M

( $

<

%

滴加通用型
)SL

抗体#

XTH

多聚体"

&;

'孵育
&"

1?M

"

HK-

洗
&

次"每次
< 1?M

( $

$

%

CJK

显色"镜下

可见胞浆呈现棕色阳性反应时立即停止显色( $

;

%苏

木素染色
# 1?M

"分化"返蓝( $

9

%梯度酒精脱水"二甲

苯透明"中性树胶封固"显微镜下观察( 阴性对照采用

HK-

代替一抗"其余步骤相同(

免疫组化结果采用定性分析)

:

*

"细胞染色呈棕黄

色为阳性细胞"其中阳性细胞数
N<b

为阴性&阳性细

胞数
<b `!<b

为弱阳性&阳性细胞数
!$b `<"b

为

中度阳性&阳性细胞数
c<"b

为强阳性( 以细胞胞浆

胞核染色强度高于背景非特异染色并
<b

以上为阳

性"细胞不着色与背景一致为阴性(

&

!

<

$
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法检测肺组织
@

#

F5G

表达水

平$取
#"" 1S

肺组织"加入
# 1R +.G0.3M

及
)H

细

胞裂解液$加入
#"!R H,-I

%裂解组织(

:

'高速离

心提取组织总蛋白"经
K'J

法测定蛋白浓度( 取

#"" !S

蛋白"上样到
#"b

的
-C-

#聚丙烯酰胺凝胶

进行电泳 $浓缩胶#

9" 4

"

"

!

< Q

&分离胶#

#"" 4

"

! Q

%"目的蛋白近分离胶上中
!E&

时"终止电泳( 将

蛋白质转移至
H4CI

膜上$

#"" 1J

"

!

!

< Q

%( 分别

用兔来源
@

#

F5G

第一抗体孵育"

:

'过夜( 孵育辣根

过氧化物酶$

XTH

%标记的山羊抗兔第二抗体"室温

! Q

(

='R

染色"胶片曝光"显影'定影( 将
H4CI

膜

加入适量
+.G0.3M

一抗二抗去除液洗脱后"重新孵

育小鼠来源
LJHCX

第一抗体"

:

'过夜( 孵育

XTH

标记的山羊抗小鼠第二抗体"

='R

染色"胶片

曝光"显影'定影(

约在
$! ^C

分子量位置上出现阳性条带"即为

@

#

F5G

蛋白条带&约在
&$ ^C

分子量位置上出现阳性条

带"即为
LJHCX

蛋白条带( 胶片扫描后"使用
)1>S. (
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$$注#

J

为空白组&

K

为哮喘模型组&

'

为空白针刺对照组&

C

为哮喘模型针刺对照组&

=

为哮喘模型针刺组&

I

为哮喘模型假针刺

组&

L

为空白针刺组&图
!

同

图
#

$各组大鼠肺组织中
@

#

F5G

蛋白表达结果$$免疫组化染色" %

:""

%

软件处理条带
DC

值"以
@

#

F5GELJHCX

$

DC

值%的形

式表示结果(

&

!

$

$统计学方法$采用
-H-- #%

!

"

统计软件包

进行分析"所有数据均以
P

(

G

表示( 经正态分布及方

差齐性检验后"多组间比较采用单因素方差分析( 两两

比较采用
R-C

检验"

H N"

!

"<

为差异有统计学意义(

结$$果

#

$各组大鼠免疫组化法检测肺组织
@

#

F5G

蛋白

表达比较$图
#

%$

@

#

F5G

细胞核染色呈蓝色"阳性表

达呈棕黄色颗粒样( 由图可知"

J

'

'

'

=

'

L

组表达呈

阴性( 在
K

'

C

'

I

组表达呈弱阳性(

!

$各组大鼠
+.G0.3M 2650

法检测肺组织
@

#

F5G

蛋白表达比较$表
#

"图
!

%$与
J

组比较"

K

组升高&

与
K

组比较"

=

组下降"差异均有统计学意义$

I

分别

为
#

!

<&;

"

#

!

9<!

"

H N"

!

"#

%&

J

'

L

'

'

组
&

组间
DC

值比较"差异无统计学意义$

I d#

!

$&"

"

H c"

!

"<

%&但

=

组
DC

值低于
C

'

I

组"差异均有统计学意义$

I d

#

!

#;"

"

H N"

!

"<

&

I d#

!

&%$

"

H N"

!

"#

%(

图
!

$各组大鼠肺组织中
@

#

F5G

蛋白表达
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*运用蛋白组学对哮喘模型大鼠肺组

表
#

$各组大鼠肺组织
@

#

F5GELJHCX

蛋白

DC

值比较$$

P

(

G

%

组别
M @

#

F5GELJHCX

$

DC

值%

J #" "

)

:%; &

(

"

)

#&$ &

K #"

!

)

"&: 9

(

"

)

$9< !

!

' #" "

)

<;& :

(

"

)

"9: 9

C #"

#

)

&<! $

(

"

)

;#< $

"

= #"

"

)

#9! !

(

"

)

"&9 &

#

I #"

#

)

<;9 <

(

"

)

9$# "

""

L #" "

)

$%$ "

(

"

)

!&& "

$$注#与
J

组比较"

!

H N "

!

"#

&与
K

组比较"

#

H N "

!

"#

&与
=

组比

较"

"

H N"

!

"<

"

""

H N"

!

"#

织中差异表达的蛋白进行了筛选"并通过生物信息分

析对筛选出的差异蛋白进行归纳"发现大部分差异蛋

白均与炎症反应密切相关"针刺治疗后某些蛋白的表

达差异消失或得到部分逆转( 本次实验研究中选取了

与炎症反应密切相关的信号分子
@

#

F5G

"观察其在哮

喘模型大鼠肺组织中的蛋白表达变化以及针刺的干预

作用(

T>G

蛋白是细胞内的一种小分子
L*H

结合蛋白"

它作为信号开关分子调节细胞的生长和分化"在细胞

增殖分化信号从激活的跨膜受体传递到下游蛋白激酶

的过程中起重要作用)
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T>G

通过
T>F

#

#

激活
=T_

级联反应途径)

;

*

"只有活化的
T>G

能通过效应酶来调

控细胞的生长'分化'增殖等细胞应答)

9

*

( 研究表明

致敏豚鼠被激发哮喘后"短时内气道
T>G 1T8J

表

达水平明显上调"哮喘豚鼠
T>G

蛋白表达量明显高于

正常对照组"主要分布于气管'支气管上皮细胞和平滑

肌细胞"以及少数炎症细胞内"推测
T>G

蛋白水平升

高与哮喘的气道重塑有着密切联系)
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F5G

是对细胞的生长分化有重要意义的核内原

癌基因"是刺激作用下最早的反应基因"其表达产物

F5G

蛋白能与
@

#

(OM

的产物
(OM

形成二聚体而构成有

活性的转录因子
JH

#

#

"与许多基因上游调控区的

JH

#

#

位点结合后调节靶基因的表达"因而是一种重要

的基因表达和蛋白合成的调节因子"通常将
F5G

认为

是第
&

信使"在胞内合成后又转位入核发挥调节作用(

在支气管哮喘发病过程中所产生的各种化学介质及细

胞因子均能诱导
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F5G

表达"而
@

#

F5G

的表达又通过

调节炎症反应"损害支气管上皮细胞参与哮喘发作(

C51.6W H

等)

#"

*通过研究发现"经过糖皮质激素治疗

的哮喘病例中均无
@
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F5G

表达"而非糖皮质激素治疗

的病例中
@

#

F5G

表达明显增高"并说明了
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在炎

症反应中的调节作用(
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位点结合"增高
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基因表达"增加

其分泌"

)R
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与其受体结合"促使免疫细胞特别是
*

淋

巴细胞增殖和分化"从而调节炎症及反应( 另一方面

)R
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的增加"又可促使
@
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F5G

的表达增高( 此外"
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*通过研究发现"当
@

#

F5G

在自然杀伤细胞

或大吞噬淋巴细胞中表达增高时"可促使该细胞淋巴

因子分泌增加"细胞毒性和趋化性增强"从另一个方面

证实了
@

#

F5G

对炎症反应的调节( 本实验显示"哮喘

模型大鼠肺组织
@
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F5G

蛋白表达明显上调"表明
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F5G

参与了哮喘发病"针刺干预后
@
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F5G

蛋白几乎不表达"

提示
@
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F5G

是针刺治疗哮喘的作用靶点之一(

综上所述"针刺可降低与炎症密切相关的信号分

子的蛋白表达"提示减轻炎症反应是针刺治疗哮喘的

重要机制之一(
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