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!摘要"

!

目的
!

应用小鼠异位气管移植的动物模型"在体验证辛伐他汀联合环孢素
3

对干预闭

塞性细支气管炎的效果%方法
!

建立同种异基因小鼠异位气管移植的动物模型"分别在术后
!(

#

(&.

两个时间点分批取出移植气管%实验分为四组)对照组#辛伐他汀,

<#L

-组#环孢素
3

,

4*3

-组#

<#L

+4*3

组%

R-

染色观察气管上皮丢失和管腔闭塞程度"免疫组化法观察移植气管中
4!(

+

#

4!)

+

#

巨噬细胞#肌成纤维细胞,

LC*

-等细胞浸润"测定移植气管中调节激活正常
5

细胞表达和分泌细胞

因子,

F325-<

-#单核细胞趋化蛋白
,!

,

L4D,!

-#基质金属蛋白酶
,&

,

LLD,&

-的表达"苦味酸天狼星

红染色观察气管腔中
"

#

)

型胶原蛋白的沉积%采用成组
<

检验计算组间差异%结果
!

辛伐他汀联

合环孢素
3

能够明显抑制移植气管趋化因子
F325-<

和
L4D,!

的表达"减少
4!(+

#

4!)+

#

L'%

等细胞浸润的数目"减轻小鼠异位气管移植的慢性气道炎症反应"保护气道上皮的完整性%还可以

抑制
LC*

的增生"减少
LLD,&

的合成分泌"减少气管腔中
"

#

)

型胶原蛋白的沉积"减轻气道的狭

窄程度"两者合用可以抑制闭塞性细支气管炎的发生%结论
!

降脂药物辛伐他汀与免疫抑制剂
4*3

合用有协同作用"可以弥补单纯应用免疫抑制剂治疗肺移植术后闭塞性细支气管炎的不足%

!关键词"

!

肺移植(胆固醇合成酶抑制剂(环孢素
3

(闭塞性细支气管炎
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闭塞性细支气管炎,

"B

-严重影响肺移植受者

术后的存活率和生活质量"目前临床治疗效果不佳%

近年来研究表明"他汀类药物可以通过阻断甲羟戊

酸的合成"抑制某些膜联结蛋白的翻译后修饰"从而

阻断某些细胞内信号传导通路"有强大的抗炎作用

并能抑制多种细胞的增殖*
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%我们之前的体外实

)''
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验已经证实辛伐他汀的这些功能"有可能用于干预

"B

病理过程中的多个环节%本实验旨在应用小鼠

异位气管移植的动物模型"在体验证辛伐他汀对

"B

干预的效果%并将其与环孢素
3

联合应用"检

验其是否可以弥补单纯应用免疫抑制剂治疗
"B

的

不足%以此来探讨肺移植受者术后闭塞性细支气管

炎的临床治疗新方法%

材料与方法

一#实验动物与试剂

!$

动物)纯系
B3EB

$

%

和
4'$BE

$

%

小鼠"雄性"

'

&

$

周龄"体重
!)

&

&"

克"北京维通利华实验动物

技术有限公司提供%所有动物实验操作均遵循实验

动物伦理条例%

&$

药品和试剂)辛伐他汀为浙江京新药业股份

有限公司产品"环孢素
3

胶囊为杭州中美华东制药

有限公司产品"

$

,'%0)+

#

4!(

#

4!)

#

4!%)

多克隆抗

体为武汉博士德公司产品(

<D

试剂盒为福州迈新公

司产品%

二#方法

!$

动物模型的建立)

B3EB

$

%

小鼠以
!1

,质量

分数-的戊巴比妥钠,

!""&

9

$

S

9

-腹腔注射麻醉"皮

肤碘伏消毒"前正中切口"切下甲状软骨下缘至肺门

水平的气管"生理盐水冲洗后备用%

4'$BE

$

%

小鼠

以
!1

的戊巴比妥钠,

'"&

9

$

S

9

-腹腔注射麻醉"在

头下背部备皮
!$"%&.!$"%&

%皮肤碘伏消毒"切

一长约
#&&

的横切口"向下用血管钳分离一约

!$'%&.!$'%&

的皮下隧道"放入供体气管"缝合

皮肤切口%注意保温"麻醉清醒后隔笼放置%

&$

实验分组)

对照组,

%-!"

-)口服相同体积的生理盐水

<#L

组,

%-!"

-)口服
<#L

,
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9
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S
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.
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4*3

组,

%-!"

-)口服
4*3
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<#L+4*3

组,

%-!"

-)口服
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移植气管取材及固定)在术后
!(

#

(&.

分两

批处死动物"每组每批
'

只"迅速取出移植于背部皮

下的气管%留取
'&&

段气管予
!"1

,体积分数-

磷酸缓冲液,

DB<

-缓冲甲醛固定"

!"

&

&(6

后常规

脱水#浸蜡#包埋"制成腊块后室温保存%余段分置

-

:

=+.8/KK

管后液氮罐内储存%

($

气管标本的病理组织学染色),

!

-苏木素
,

伊红

,

R-

-染色按常规操作"

BR&

光学显微镜观察形态学

变化并照像%利用
#&'

9

=D8/D;G*($"

多功能真彩色

病理图像分析系统测定上皮丢失程度,气管腔内环状

面无上皮区长度占气管腔内环状面周径长度的百分

比-及管腔闭塞程度,气管内部的组织所占的面积占

气管内部总面积的百分比-%,

&

-用
"$!1

,质量分

数-苦味酸天狼星红染色
!6

"

R'88)*

苏木素复染%天

狼星红切片在偏振光学显微镜观察和照像"并用病

理图像分析系统进行定量分析"测定二维图像中胶原

蛋白成份的积分光密度%

'$

气管标本的免疫组化检测)石蜡切片常规脱

蜡至水"然后按
<D

试剂盒说明书进行操作%一抗

的工作浓度为
!/'"

"二抗的工作浓度为
!/!""

"

3-4

显色"苏木素轻度复染"专用封片剂封片%每

张切片于阳性表达区选取
!"

个视野"由
#DD

真彩色

图像分析系统进行定量分析%对于
4!(+

#

4!)+

#

L'%

#

LC*

等细胞"分别测定并计算其阳性细胞数

目总和%对于
F325-<

#

L4D,!

#

LLD,&

等指标"

测定积分光密度和平均光密度值%

三#统计学处理

数据用
<D<<!#$"

软件处理%各数据以
L='+

,<!

表示(组间差异比较采用成组
<

检验"

!

#

"$"'

表示差异有统计学意义%

结
!!

果

一#组织学形态学分析结果

经显微镜行病理组织形态学观察"对照组在术

后
!(.

取出的移植气管"有大量炎性细胞浸润引起

黏膜下层肿胀%其上皮层的有坏死#破裂#剥脱"伴

有残存的上皮细胞出现纤毛消失#变得扁平及鳞状

上皮化生等异常%在术后
(&.

取出的移植气管"浸

润的炎性细胞有所减少%但有大量的肉芽组织向管

腔内增生"气管腔几乎完全闭塞"部分地方开始形成

致密的纤维瘢痕组织%在使用
4*3

#

<#L

等药物干

预后"上述情况得到改善"气管管腔闭塞有不同程度

的减轻%以
4*3+<#L

组的管腔闭塞最轻,表
!

"

图
!

-%

二#药物干预对趋化因子及炎性细胞浸润的影

响结果

对照组在术后
!(.

取出的移植气管"免疫组化

染色显示有大量
4!(

+

#

4!)

+

#

L'%

炎性细胞浸润"

趋化因子
F325-<

#

L4D,!

表达量增多"其阳性部

位主要在上皮细胞及浸润的
L'%

细胞处%在术后

(&.

时浸润的
4!(

+

#

4!)

+细胞有所减少#而
L'%

细胞仍然维持在较高的水平%在使用
4*3

#

<#L

等

药物干预后"趋化因子
F325-<

#

L4D,!

表达量减
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表
!

!

各组植入后
!(

#

(&.

上皮细胞脱落和管腔闭塞程度的比较,

1

"

L='+,<!

-

分组 例数
植入后

!(.

植入后
(&.

上皮脱落程度 管腔闭塞程度 上皮脱落程度 管腔闭塞程度

对照组
!" ('$#,'$! !#$(,#$# *)$&,!$) *%$(,($#

4*3

组
!"

&$$&,($#

'

)$',&$& *$$&,#$#

$&$$,$$&

'

<#L

组
!"

##$$,%$(

'

!"$),#$' *$$$,&$(

)'$',%$'

'

4*3+<#L

组
!"

!!$#,#$!

'>%

)$),($( *$$%,&$!

''$$,)$(

'>%

注)

'与对照组相比
!

#

"$"'

(

>与
4*3

组相比
!

#

"$"'

(

%与
<#L

组相比
!

#

"$"'

(

4*3

为环孢素
3

(

<#L

为辛伐他汀

图
!

!

各组移植
(&

天后气管
R-

染色,

&"".

-

!!

3

为对照组(

B

为
4*3

组(

4

为
4*3+<#L

组

注)

4*3

为环孢素
3

(

<#L

为辛伐他汀

少"浸润植入气管的炎性细胞有不同程度的减少"特

别是在炎症反应的高峰期术后
!(.

时"可以明显减

轻移植气管的炎症反应%以
4*3+<#L

联合应用

的效果最好,表
&

#

#

-%

表
"

!

术后
!(.

各组组趋化因子
F325-<

#

L4D,!

平均光

密度值,

L='+,<!

-

分组 例数
F325-< L4D,!

对照组
!" "$(!&,"$"(! "$#)$,"$"##

4*3

组
!" "$#"(,"$"#$' "$&)#,"$"#)'

<#L

组
!" "$##%,"$"#)' "$#&#,"$"&''

4*3+<#L

组
!"

"$&!),"$"&%

'>%

"$&"%,"$"#!

'>%

注)

'与对照组相比
!

#

"$"'

(

>与
4*3

组相比
!

#

"$"'

(

%与
<#L

组相

比
!

#

"$"'

(

F325-<

为分泌细胞因子(

L4D,!

为单核细胞趋化蛋

白
,!

!!

三#药物干预对细胞增生及胶原蛋白沉积的影响

对照组在术后
(&.

取出的移植气管"免疫组化

染色显示
LLD,&

表达量增多"其阳性部位主要在

管腔肌成纤维细胞增生处%天狼星红染色显示在管

腔中有大量的
"

#

)

型胶原蛋白沉积"导致气管管腔

闭塞%在使用
4*3

#

<#L

等药物干预后"

LLD,&

表

达量减少"气管管腔闭塞有不同程度的减轻"气管腔

中的
"

#

)

型胶原蛋白沉积也明显减少%以
4*3+

<#L

组的管腔闭塞最轻%,表
(

"图
&

-%

四#各组
LLD,&

免疫组化染色

对照组#

4*3

组和
4*3+<#L

组
LLD,&

免疫

组化染色结果见表
(

%

表
#

!

各组植入后
!(

#

(&.

炎性细胞浸润情况比较,

L='+,<!

-

分组 例数
植入后

!(.

植入后
(&.

4!(

+

4!)

+ 巨噬细胞
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讨
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论

肺移植术后闭塞性细支气管炎,

"B

-是移植肺

慢性功能丧失的主要原因*

#

+

%加大免疫抑制的强度

有可能使病情暂时稳定"在一段时间内减慢第一秒

用力呼气容积,

C-?

!

-降低的速度"但最终不能避免

病情的不断恶化%其原因有如下几点),

!

-为避免长

期大剂量免疫抑制剂治疗的副作用"治疗方案大多

是冲击疗法"一旦停药"容易病情复发(,

&

-加大免疫

抑制强度对气道纤维化增生病变没有作用%辛伐他

汀是临床治疗高脂血症常用药"安全性高%近年来

研究表明"他汀类药物有强大的抗炎作用并能抑制

多种细胞的增殖%其作用机理与免疫抑制剂不同"

不会增加免疫抑制后的副作用%在本实验中我们应

用小鼠异位气管移植的动物模型"在体验证辛伐他

汀对
"B

的干预效果"并将其与
4*3

联合应用"检

验其是否可以弥补单纯应用免疫抑制剂治疗
"B

的

不足%

慢性免疫炎性损伤是
"B

发病的启动环节"气

道上皮细胞在移植肺的慢性免疫排斥反应中是重要

的靶细胞*

(

+

"气道上皮细胞的损伤脱落在
"B

的病

理过程中起着关键的作用*

'

+

%在
"B

的慢性气道炎

症反应过程中"有大量炎性细胞浸润至移植气管"包

括
4!(

+

#

4!)

+

#

2A

#

L'%

等细胞*

%

+

%我们在体实

验使用
4*3

#

<#L

等药物干预后"可以保护气道上

皮"避免其坏死脱落"并减轻炎性细胞在移植气管中

的浸润聚集%免疫组化结果也显示干预组移植气管

中浸润的
4!(+

#

4!)+

#

L'%

等细胞的数目减少%

尤以
4*3+<#L

组的结果最好%辛伐他汀能减轻

炎性细胞的浸润"可以保护上皮细胞的完整性和减

轻气道闭塞性改变%

炎性细胞募集和滞留在气道炎症反应的调控中

起着关键的作用"该过程中趋化因子的作用不可忽

视*

$

+

%无论是在动物模型还是在临床肺移植
"B

受

者的支气管肺泡灌洗液中"均已发现多种趋化因子

的增高*

),*

+

%

2').G

等*

!"

+应用具有广谱的作用的趋

化因子阻断剂达到了保护气道上皮#减轻炎症反应

及气道闭塞程度的效果%本实验发现辛伐他汀可以

抑制移植气管的
F325-<

和
L4D,!

蛋白的表达%

而且在体外细胞实验中已经证实辛伐他汀可以减少

#E,

!

#

52C,

$

和
#2C,

(

诱导上皮细胞和平滑肌细胞

的
F325-<

和
L4D,!

蛋白的表达"这可能是其抑

制炎性细胞浸润"发挥抗炎作用#减轻气道上皮细胞

损伤脱落的机理%

"B

的纤维化增生期主要的病理表现为间质细

胞增生和其结缔组织产物在支气管腔中积累"最终

导致细小支气管部分或完全闭塞*

#

+

%在该过程中参

与的介质包括许多致纤维化细胞因子"可以促进平

滑肌细胞和成纤维细胞增生#细胞外基质沉积和过

度的纤维化*

!!

+

%吡非尼酮是一种广谱抗纤维化的

药物"可以下调
5@C,

!

的表达"减少细胞外胶原蛋

白的沉积%

L%A'+=

等*

!&

+发现吡非尼酮能抑制小

鼠异位气管移植模型闭塞性细支气管炎的发生%我

们的实验结果显示辛伐他汀具有抗成纤维细胞增殖

及合成细胞外基质的作用%在体外实验我们已经证

明了辛伐他汀可以明显抑制碱性纤维细胞生长因子

,

>C@C

-诱导气道平滑肌细胞,

3<L4

-和肺成纤维

细胞,

EC*

-细胞的生长和增殖"同时减少其胶原蛋

白的合成%所以辛伐他汀的抗增殖作用也可以减轻

"B

在纤维化增生期的气道闭塞程度%

本实验还发现对照组在术后
(&.

取出的移植

气管"免疫组化染色显示
LLD,&

表达量增多"其阳

性部位主要在管腔中增生的纤维结缔组织"该部位

正是肌成纤维细胞大量迁移增生处%通常认为

LLD,&

参与
*

型胶原蛋白的降解及细胞的迁移%

这反应了炎性因子刺激导致
LC*

#

3<L4

等细胞浸

润迁移能力增强*

!#

+

%应用辛伐他汀干预可以减少

LLD,&

的合成分泌"会抑制
B<L4

和
EC*

粘附#迁

移生长"降低其对细胞外基质重建的能力"减轻气道

的狭窄%

我们在体药物干预实验说明"辛伐他汀具有抗

炎抗增殖的作用%能够减轻小鼠异位气管移植的慢

性气道炎症反应应及气道纤维化增生"与免疫抑制

剂
4*3

合用有协同作用"可以抑制
"B

的发生"可

以弥补单纯应用免疫抑制剂治疗
"B

的不足%对于

辛伐他汀联合
4*3

能否对
"B

有满意的疗效还有

待于进一步的临床验证%
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