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!摘要"
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目的"探讨胸腺肽
'
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#对结节病肉芽肿的作用'方法"将
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只
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小鼠随机分为
!

组$模型组
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只"

空白对照组
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只'模型组用分枝杆菌过氧化物歧化酶多肽
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1/.A72127D@,06D1M
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#诱导结节病%空白对照组给予

等剂量的磷酸盐缓冲液!

Û+

#'建模开始第
!!

天"每组随机取
&

只小鼠处死'第
!!

"

C&

天"将模型组剩余的
#"

只小鼠随机

分为模型组和给药组"每组
&

只'给药组每天给予
#"
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腹腔注射%模型组(空白对照组每天给予
"*&@]Û+

腹腔注射'

建模开始第
C(

天"处死小鼠"评价肺(淋巴结的组织学改变%免疫组化法检测肉芽肿中
=IF

`

E

细胞和巨噬细胞的改变%流式细

胞术检测外周血辅助性
E

细胞!

E>#

#(

E>!
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(调节性
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细胞!
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"并采用
?]K+M

法检测血浆(肺组织匀浆中

白细胞介素
#)M
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K]%#)M

#(

K]%#"

水平'结果"模型组小鼠可见肉芽肿性变"肉芽肿中存在巨噬细胞和
=IF

`

E

细胞浸润%给药组

组织病理学改善'给药组(模型组小鼠外周血
E>#

及
E>#)

比例升高!

#
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#%各组外周血中
E/1

B

比例(

E>!

比例及
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水平差异无统计学意义'模型组小鼠血浆
K]%#"

水平降低!

#

&

"*"&

#%模型组小鼠血浆
K]%#)M

水平升高!

#
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组

小鼠肺组织
K]%#"

含量差异无统计学意义%模型组小鼠肺组织
K]%#)M

含量升高!
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#'结论"

E

'

#

能减轻结节病肉芽肿小

鼠病情"

E

'

#

的治疗效应可能与降低结节病肉芽肿小鼠中较高水平的
E>#)

相关"但结论尚须验证'
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结节病是一种以非干酪性上皮样肉芽肿为病

理表现(全身多系统受累的疾病"以肺脏和胸部淋

巴结受累最常见'结节病目前尚无根治性治疗方

法"糖皮质激素仍是首选药物"但长期使用糖皮质

激素可引起严重不良反应'因此"有待研发新的治

疗结节病的药物'

胸腺肽
'

#

!

E

'

#

#是由胸腺上皮细胞和胸腺内分

泌细胞产生的活性多肽'其作为免疫调节剂"已被

广泛用于病毒性肝炎(肿瘤(重症感染等多种疾病

的治疗+

#%C

,

'研究+

F

,表明"结节病与
#

型
E

辅助细胞

!

E>#

#免疫反应明显相关'本研究以分枝杆菌过氧

化物歧化酶多肽
M

!

D,

-

1/.A72127D@,06D1M

"

+.2

M

#诱导肺结节病小鼠模型"给予其
E

'

#

治疗"通过

病理学(

E

细胞亚群及相关细胞因子的检测"初步探

讨
E

'

#

对结节病小鼠的治疗效果及可能的机制"为

结节病的药物治疗提供新的理论依据'
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材料与方法
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!

材料及来源
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选择
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只雌性(

(

"
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周龄
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(

小鼠!购自第二军医大学动物实验中心#"

体质量
#$

"

!!

B

"

+U;

级'注射用胸腺法新!日达

仙#购自第二军医大学长征医院药房'

+.2M

!

P18
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序列号$

Id)($"'(

#由上海强耀生物科技有

限公司采用固相肽合成法合成"纯度
#

'"Z

!高效

液相色谱法#'不完全弗氏佐剂 !
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鼠
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动物模型的制备
!
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只
=&)̂]

&

(

小鼠适应

性饲养
)2

后按随机数字表法分为
!

组$模型组
#&

只(空白对照组
#"

只'第
#

天$模型组每只给予
&"

(

B

+.2M

与
K;M"*!&@]

混合液皮下注射%空白对

照组给予
"*&@]

磷酸盐缓冲液!

Û +

#皮下注射'

第
#F

天$模型组给予
&"

(

B

+.2M

与
("""

粒琼脂

糖珠!溶于
"*&@]Û+

"

+.2M

与琼脂糖珠共价偶

联#尾静脉注射%空白对照组给予
Û +"*&@]

尾静

脉注射'第
!!

天$每组随机取
&

只小鼠"用
(Z

水

合氯醛
"*!@]

腹腔注射麻醉后"脱颈臼法处死'

#*C

!

E

'

#

干预治疗
!

第
!!

"

C&

天$将模型组剩余

的
#"

只小鼠随机分为
!

组"模型组
&

只(给药组
&

只'给药组每天给予
#"

(

B

E

'

#

腹腔注射%模型组(

空白对照组每天给予
"*&@]Û+

腹腔注射'第
C(

天$小鼠经
(Z

水合氯醛
"*!@]

腹腔注射后"用脱

颈臼法处死'
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一般情况及组织学观察
!

每日观察小鼠的进

食(活动(毛发等一般情况'在第
!!

(

C(

天处死(解

剖小鼠后"观察其肺脏及肺门淋巴结改变"用摘眼

球法留取外周血'取出淋巴结及肺"
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多聚甲醛

固定"脱水(石蜡包埋(切片"苏木精
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伊红!
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#染

色观察'免疫组化检测
E

细胞
=IF

`抗原和巨噬细

胞标志性抗原
X6:%!

表达'

#*&
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外周血中
E

细胞亚群及
=IF

'

=I$

检测
!

用

摘眼球法取小鼠外周血"将外周血单核细胞
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Û X=

#从血液中分离出来"用佛波酯!
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#(离子霉素!
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#和

莫能菌素!
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#刺激
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"进行染色标记'用

流式细胞仪检测
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(调节性
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细胞!
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(
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肺组织匀浆和血浆中白细胞介素
#"

%

K]%#"
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K]%#)M

水平检测
!

取小鼠相同部位的肺组织"剪

碎"加入
#@]"*'Z

氯化钠液"在匀浆器中研磨"制

成肺组织匀浆"

#&""/

&

@78

!

,_!!&@@

#"离心
#"

@78

"取上清'采用多因子流式细胞术检测匀浆上

清和血浆中的
K]%#)M

(

K]%#"

水平'
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统计学处理
!

采用
+U++!"*"

软件进行统计

分析'计量资料以
'

%e"

表示"多组间比较用单向方

差分析"两组间比较采用
]+I%'

检验'检验水准
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#为
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结
!

果
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!

一般情况及组织观察
!

小鼠在实验过程中无

死亡"进食(毛发(活动情况无显著差别'造模完成

后!第
!!

天#$模型组小鼠肺门淋巴结肿大(质稍硬(

活动度可(与周围组织无粘连"肺有肉眼可见的颗

粒样改变%空白对照组小鼠无明显淋巴结肿大"肺

无明显异常'给药完成后!第
C(

天#$给药组小鼠肺

门淋巴结肿大(质稍硬(活动度可(与周围组织无粘

连"肺稍许粗糙%模型组小鼠肺门淋巴结肿和肺表

现与给药组相似%空白对照组无明显异常!图
#

#'

图
9

!

开始建模后第
;M

天小鼠肺组织外观

M

$空白对照组%

^

$模型组%

=

$给药组

!*!

!

S%?

染色结果
!

第
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天$模型组小鼠肺组织
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染色显示"大量淋巴细胞浸润"形成多个大小

不等的以类上皮细胞为中心(淋巴细胞围绕的非干

酪性肉芽肿%空白对照组小鼠肺泡(肺间质结构正

常"未见淋巴细浸润及肉芽肿!图
!

#"说明模型成功

建立'

图
:

!

开始建模后第
::

天小鼠肺组织
P3N

染色结果

M

$空白对照组%

^

$模型组
*J/7

B

7869@6

B

87<7:607.8

$

.!$$

第
C(

天$

S%?

染色显示"模型组肺组织中可见

大量淋巴细胞浸润及多个大小不等的肉芽肿%给药

组肺组织中可见淋巴细胞浸润及肉芽肿"但较模型

组改善%空白对照组肺泡(肺间质结构正常"未见淋

巴细浸润及肉芽肿!图
C

#'

图
;

!

开始建模后第
;M

天小鼠肺组织
P3N

染色结果

!!

M

$空白对照组%

^

$模型组%

=

$给药组
*J/7

B

7869@6

B

87<7:607.8

$

.!$$

!*C

!

免疫组化结果
!

模型组小鼠肉芽肿中心巨噬

细胞特异性抗原
X6:%!

表达阳性(周围
=IF

`

E

细

胞阳性!图
F

#'

图
?

!

模型组小鼠肉芽肿中
E'+3:

表达及

周围
@H?

Y

Q

细胞分布情况

M

$

X6:%"

%

^

$

=I(

/

E

细胞
*J/7

B

7869@6

B

87<7:607.8

$

.($$

!*F

!

外周血中
E>#

$

E>!

$

E>#)

$

E/1

B

及
=IF

'

=I$

水平
!

模型组及给药组外周血中
E>#

(

E>#)

百分比

均显著高于空白对照组!

#

&

"*"&

#"

E>!

比例与空

白对照组差异无统计学意义%各组间外周血中

=IF

&

=I$

及
E/1

B

比例差异无统计学意义!图
&

#'

!*&

!

血浆和肺组织匀浆中细胞因子
K]%#"

$

K]%#)M

水

平
!

模型组血浆
K]%#"

水平低于空白对照组!

#

&

"*"&

#%给药组与空白对照组(模型组血浆
K]%#"

水平差

异无统计学意义'模型组血浆
K]%#)M

浓度高于空白

对照组!

#

&

"*"&

#%给药组与空白对照组(模型组血浆

K]%#)M

水平差异无统计学意义'

C

组间肺组织
K]%#"

水平差异无统计学意义'模型组肺组织
K]%#)M

水平

高于空白对照组!

#

&

"*"&

#%给药组与空白对照组(模

型组肺组织
K]%#)M

差异无统计学意义!图
(

#'

图
L

!

外周血
QB9

)

QB:

)

QB9S

)

Q"%

$

)

@H?

*

@HU

比较

"

#

&

$*$'

%

$*#

"

'

%-"

图
M

!

血浆和肺组织中细胞因子
GR39S6

)

GR39V

水平

M

$血浆中
K]%!$

水平%

^

$血浆中
K]%!)M

水平%

=

$肺组织匀浆中
K]%!$

水平$

I

$肺组织匀浆中
K]%!)M

水平
*

"

#

&

$*$'

%

$*#

"

'

%-"
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!

讨
!

论

结节病的病因和发病机制目前尚不清楚'一

般认为"结节病是在遗传(环境(感染等因素的综合

影响下出现的以细胞免疫功能失调为主的免疫异

常状态'研究+

&

,表明"结节病与
E>#

型免疫反应相

%+#
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关'而
+.2M

从结节病患者病灶中分离而来"与患

者
E>#

型免疫反应相关'

+V67D

B

..2

等+

(

,用人工合

成的
+.2M

作为免疫原成功诱导建立了肺结节病肉

芽肿小鼠模型'这一模型的病理组织形态(免疫反

应特点与人类结节病肉芽肿类似'

E>#)

是
=IF

`

E

细胞一种亚型'

K]%#)

是其重要

效应细胞'

K]%#)

包含
(

个亚型!

K]%#)M

"

;

#"其中以

K]%#)M

的生物学作用最为突出+

)

,

'

E/1

B

是具有免疫

调节功能的一种
=IF

`

E

细胞亚群"主要分泌
K]%#"

(转

化生长因子
%

)

!

EP;%

)

#"在维持免疫耐受(调节自身免

疫中起重要作用+

$

,

'研究认为"结节病患者中"

E>#)

分化增强+

'%##

,

"而
E/1

B

的变化则不明确+

'%#C

,

'

本研究参考
+V67D

B

..2

等+

(

,的方法"成功构建

了
=&)̂]

&

(

小鼠结节病肉芽肿模型'结果发现"模

型组
E>#

增加"外周血
E>#)

增加"血浆和肺组织匀

浆中
K]%#)M

水平升高"而外周血
E/1

B

比例和肺组

织内
K]%#"

水平无明显变化'本研究中
E>#)

变化

情况与研究+

'%##

,结果'有研究+

#!

,认为"结节病患者

E/1

B

增加"外周血及支气管肺泡灌洗液!

M̂];

#中

E/1

B

比例升高%而
K2697

等+

#C

,发现"结节病患者

M̂];

中
E/1

B

细胞相关基因!

;.AUC

(

K]%#"

(

EP;%

)

#的表达下降'上述研究中
E/1

B

水平不一致的原

因可能为$!

#

#一般以
;.A

-

C

为
E/1

B

的特异性标志

无"但有少部分
E/1

B

为
;.A

-

C

阴性"且
;.A

-

C

亦表

达于
=I$

`

E

细胞%!

!

#结节病涉及的免疫反应复

杂"个体免疫状态也有差别'

E

'

#

是在
#'((

年由
P.92D0178

在小牛胸腺中分离

纯化而来+

#F

,

'作为胸腺肽
'

家族的一员"其是由胸腺

上皮细胞和胸腺内分泌细胞产生的高度保守的活性

肽"可通过多种机制作用于免疫系统'

E

'

#

可以促进
E

细胞的成熟"提高
E

细胞产生特定细胞因子的能力"增

加
E/1

B

细胞比例+

#&

,

"已被广泛用于多种疾病的治疗"

如肿瘤(重症感染(病毒性肝炎等+

#%C

,

'目前鲜见
E

'

#

在结节病治疗中应用的报道'本研究对结节病模型小

鼠进行
E

'

#

治疗"发现给药组小鼠肺部病理改变较模

型组小鼠改善"但两组小鼠外周血
E>#)

(

E/1

B

(

K]%#)M

水平及肺组织
K]%#)M

(

K]%#"

水平差异无统计学意义"

可能与本研究中小鼠数量较少(

E

'

#

治疗时间较短有

关'其具体的调节机制和药物量效关系以及临床药物

实验还有待进一步研究'

综上所述"本研究结果表明"

=&)̂]

&

(

结节病

肉芽肿模型小鼠
E>#)

增加'

E

'

#

对结节病肉芽肿

模型小鼠有一定的疗效"其
E

'

#

可能通过下调

E>#)

水平达到治疗效果"但因样本量少等原因未

得出有意义的结论"尚须加大样本量进一步研究'
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