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促肾上腺皮质激素释放激素及去甲肾上腺素
对高原鼠兔体液免疫的抑制作用

Ξ
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摘　　要

　　采用第三脑室注入 CR F 及N E 的方法观察对高原鼠兔 (O chotona cu rz on iae) 体液免疫的

影响。结果表明: 第三脑室注入CR F 1 Λg 可抑制抗体生成, 比对照下降2912% (P < 0101) , 而

在第三脑室注入 CR F 受体阻断剂 Α2helical CR F2 (9241) 50 Λg 后再注入CR F 1 Λg 则可取消

CR F 对抗体生成的抑制作用; 第三脑室注入5 nM N E, 与对照相比, 抗体水平下降38185%

(P < 0101) , 而使用62OHDA 损毁脑内交感神经系统则使抗体水平升高24131% (P < 0101)。这

些结果表明, 高原鼠兔中枢CR F 升高对体液免疫有抑制作用, 中枢交感神经系统对体液免疫

也具有紧张性抑制作用。

　　关键词　促肾上腺皮质激素释放因子; 去甲肾上腺素; IgG 抗体; 免疫调节

　　动物在遭受应激刺激时产生许多生理反应, 如食欲缺乏, 免疫抑制, 交感神经系统

和下丘脑—垂体—肾上腺皮质轴激活等。而由下丘脑分泌的神经肽CR F (Co rt ico trop ing2
releasing facto r)是垂体—肾上腺皮质轴在应激时激活的启动者。脑室注入CR F 也可诱导

出动物在应激时表现出的生理反应。下丘脑—垂体—肾上腺皮质轴在应激时的激活是动

物对应激作出的一种适应性反应, 在保持机体内环境稳定, 调整机体生理功能以应付不

良刺激方面有重要生理意义。高原鼠兔 (O chotona cu rz on iae) 已被我们选定为研究高原低

氧适应机制的模型动物, 其下丘脑—垂体—肾上腺皮质轴在低氧下不激活。但高原鼠兔在

受到其它类型的应激刺激时理应也表现出与其它动物类似的生理反应, 即诸如下丘脑—

垂体—肾上腺皮质轴激活, 免疫功能抑制等。本研究即是通过第三脑室给予CR F 及与

CR F 关系密切的神经递质N E, 化学去交感药物62羟多巴胺 (62OHDA ) 人为地激活下丘

脑—垂体—肾上腺皮质轴以及减弱中枢交感神经系统的功能活动来观察对高原鼠兔体液

免疫的作用, 为神经内分泌免疫调节理论提供进一步的实验支持。

材料与方法

　　11实验动物　高原鼠兔, 雌雄兼用, 体重100～ 140 g, 捕自青海湖地区, 运至实验室

24℃自然光照饲养1个月后用于实验。

　　21主要试剂　125 I2N a 由中国原子能科学研究院生产, SPA 蛋白购自卫生部上海生物

制品研究所, N unc2Imm uno T ube (StarT ube) 为D enm ark N unc 产品, 62OHDA、鸡卵
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白蛋白抗原为 sigm a 产品, CR F 及 Α2heilica l CR F (9～ 41) 为 Pen isu la 产品, Sephadex

G250为 Pharm acia 产品。

　　31脑室注射　实验动物在戊巴比妥钠麻醉下, 用微量注射器直接向第三脑室注入药

物。62OHDA 用012% 抗坏血酸生理盐水配制, 配制后4℃保存不超过24 h。对照动物采用

同样方法注入同体积的配药液或生理盐水。

　　41SPA 蛋白的125 I标记　115 m l 塑料离心管顺序加入 SPA 50 Λl (1 m göm l)、125 I2N a

1 mC i、氯胺 T 20 Λl (1 m göm l) , 室温下反应1 m in, 再加入N a3S2O 420 Λl (2 m göm l) 混

匀, 将反应系统过 Sephadex G250层析柱, 以011 M PBS 洗脱 (015 m löm in) , 1 tubeö2

m in 收集。

　　51抗体水平测定　鸡卵白蛋白抗原 (100 Λgöm l) 100 Λl 加入 Star T ube 室温8 h 进行

包被, 经011 M PBS 洗涤两次后用含015% BSA 的 PBS 200 Λl 室温放置4 h 封闭, 再经

含0105% T riton X2100的 PBS 洗涤两次, 取待测血清经适当稀释后每管加入100 Λl, 再

加100 Λl PBS 4℃过夜, 弃反应液后 PBS 洗一次, 加入125 I2SPA 100 Λl (约50 000 cpm ) 4℃

过夜, 弃反应液后 PBS 洗一次, 然后放入 Χ2计数器计数 cpm 值, 抗体水平以125 I2cpm 值

表示。

　　61数据处理　数据以平均值±标准误表示。由于单位时间内放射性计数数据呈普哇

松分布, 数据经平方根转化后进行方差分析。

结　　果

11125 I2SPA 蛋白的凝胶层析分离

　　SPA 蛋白是从金黄色葡萄球菌细胞壁分离的一种分子量为42 000道尔顿的蛋白质,

它具有与人和多种动物的免疫球蛋白 Fc 段结合的特性。本文即是利用此特性, 用同位

素125 I 标记 SPA 作为检测抗体水平的示踪剂以反映体液免疫反应的强弱。125 I2SPA 的凝

胶层析分离结果如图1所示, 第一峰即为125 I2SPA 峰。

图1　125 I2SPA 的 Sephadex G250凝胶柱层析结果

F ig. 1　 P rofile of 125　 I 2SPA on Sephadex G250 co lum n w ith 011 mo löL PBS pH 714
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21脑室注射N E 和62OHDA 对高原鼠兔体液免疫的影响

　　高原鼠兔随机分为3组, 第一组动物脑室注入配药液作为对照, 第二组动物脑室注入

N E 5 nM , 第三组注入62OHDA 100 Λg, 注药体积均为5 Λl。每组动物均用鸡卵白蛋白5

Λgökg 腹腔免疫, 第三组动物免疫是在注入62OHDA 后第7 d。3组动物在免疫后14 d 断头

取血, 分离血清, 测定抗体水平。结果表明: 脑室注入5 nM N E, 抗体水平比对照下降

38185% (P < 0101) , 在使用100 Λg 62OHDA 注入脑室7 d 损毁中枢交感神经系统后抗体

水平比对照升高24131% (P < 0101) , 提示交感神经系统对体液免疫具有紧张性抑制作用

(图2)。

图2　脑室注入N E 及62OHDA 对 IgG 抗体产生的影响

F ig. 2　Effect of icv adm in istration of N E and 62OHDA on p roduction of IgG an tibody (n= 8～ 10, 3 3 P < 0101)

图3　脑室注入CRF 及CRF 受体阻断剂 Α2helical CRF2 (9241) 对 IgG 抗体产生的影响

F ig. 3　Effect of icv adm in istration of CRF and Α2helical

CRF2 (9241) on p roduction of IgG an tibody (n= 8～ 10, 3 3 P < 0101)

31脑室注射CR F 及CR F 受体阻断剂 Α2helica l CR F2 (9241) 对高原鼠兔体液免疫的影响

　　脑室注入CR F1 Λg, 与对照相比, 抗体水平下降2912% (P < 0101) , 预注入CR F 受

体阻断剂 Α2helica l CR F2 (9241) 50 Λg 后再注入CR F1 Λg, 则可取消中枢CR F 诱导的抗

体水平下降 (图3)。
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讨　　论

　　本研究的结果表明, 中枢CR F 水平升高可抑制抗体产生, 预注入 Α2helica l CR F2
(9241) 后可阻断CR F 的作用, 提示中枢CR F 对抗体产生的抑制可能是通过中枢内机制

介导的。但是通过何途径抑制抗体的产生, 本文未作深入探讨。我们推测至少有两条途径:

1. CR F 通过刺激A CTH 的释放而激动糖皮质激素 (GC) 的分泌, 后两者均具有广泛的

免疫抑制效应; 实验证明大鼠脑室注射CR F 可升高血浆A CTH 和皮质酮水平从而降低

淋巴细胞转化N K 细胞活性 (Strau sbaugh 等, 1992; Ja in 等, 1991) ; 2. 通过激活交感

神经系统抑制免疫。有许多实验发现脑室注入CR F 可升高血浆N E 和N eu ropep t ide2Y

的水平 ( Irw in 等, 1992) , 应激时中枢内源性CR F 释放诱导外周血浆中N E 和 E 升高

(B row n 等, 1982) , 这些实验说明脑内CR F 升高可激活交感神经系统, 而交感神经系统

的激活则使免疫受到抑制 ( Irw in 等, 1988)。这一结果也得到有关实验观察的支持。如解

剖学研究显示在初级和次级淋巴器官有N E 神经纤维分布 (Felten 等, 1988; L ivnat 等,

1985) , N E 与淋巴细胞 Β2肾上腺能受体结合降低N K 细胞功能 (H ellst rand 等, 1985) ,

化学性交感神经切断或阻断 Β2受体可取消中枢给予CR F ( Irw in 等, 1990) , 白细胞介素

1 (in terleuk in21, IL 21) (Sundar 等, 1990) , 电击应激 (Cunn ick 等, 1990) 造成的细胞

免疫抑制。

　　中枢交感神经系统与CR F 神经元在形态上和功能上密切相关。许多实验表明, 起源

于大鼠脑干的儿茶酚胺类纤维投射, 其末梢终止于下丘脑 PVN 区小细胞部分的CR F 胞

体上, 电刺激或化学损毁包含这些传入投射的纤维束可增加或降低垂体门脉血中CR F 含

量 (P lo tsky 等, 1989; Gu illem in 等, 1987)。应激过程中 PVN 的去甲肾上腺素能末梢刺

激CR F 释放通过 Α1受体介导 (P lo tsky 等, 1987) , 在体实验表明, Α1和 Β受体参与介

导N E 和 E 对CR F 释放的促进作用 (Szafarczyk 等, 1987)。鉴于此, 本研究也探讨了高

原鼠兔中枢交感神经系统与体液免疫的关系。结果表明, 脑室注入N E, 体液免疫受到抑

制, 损毁中枢交感神经系统, 体液免疫比未损毁组升高, 提示中枢交感神经系统对体液

免疫具有紧张性抑制作用。而N E 对体液免疫的抑制作用机制可能与刺激CR F 释放进而

抑制体液免疫有关。
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THE INH IB ITORY EFFECT OF CORT ICOTROPH IN

REL EASING FACTOR AND NOREP INEPHR INE ON

HUMORAL IMM UNE FUNCT ION OF OCH TON A CUR ZON IA E

BA I H aibo　DU J izeng
(N orthw est P la teau Institu te of biology , the Ch inese A cad emy of S ciences, X in ing , 810001)

Abstract

　　W hat act ion the CR F and N E p layed in modu la t ing imm une funct ion in the b ra in of

O chotona cu rz on iae w as studied. T he changes of humo ral imm une funct ion of O chotona

cu rz on iae w ere exam ined by icv in ject ion of CR F, N E and their b locker. T he resu lts

show ed that icv CR F (110 Λg) resu lted in a 2912% (P < 0101) decrem en t in the p roduc2
t ion of IgG; Cen tra l adm in ist ra t ion ( icv) of the CR F an tagon ist 2helica l CR F2 (9241) 50

Λg comp letely b locked the imm uno supp ressive act ion of CR F, w hen an im al w ere icv in2
ject ion of N E 5 nM p roduced a sign if ican t supp ression of the IgG p roduct ion. A fter de2
st royed cen tra l sympathet ic nervou s system w ith 62OHDA , the IgG levels increased by

2413% (P < 0101). T hese findings suggest tha t enhanced CR F level in the b ra in m igh t

be a sou rce to reduce humo ral imm une funct ion and cen tra l sympathet ic nervou s system

m ay p lay a stra ined supp ressive ro le in modu la t ion of humo ral imm une in O chotona cu r2
z on iae.

　　Key words　Co rt ico troph in releasing facto r; N o rep ineph rine; IgG an t ibody; Im 2
m uno regu la t ion
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