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吸入布地奈德对被动吸烟大鼠肺功能及
肺组织 ＩＬ唱３２ 表达的影响
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　　【摘要】　目的　观察布地奈德雾化吸入对慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）大鼠肺功能及肺组织 ＩＬ唱
３２表达的影响。 方法　将雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ３６只随机分为对照组、模型组、布地奈德治疗组，每组 １２
只。 对照组常规饲养，不做任何处理；模型组及布地奈德治疗组烟熏 ３个月建立吸烟致大鼠 ＣＯＰＤ模
型。 布地奈德治疗组建立 ＣＯＰＤ模型后雾化吸入布地奈德 ４ ｍｌ／只（０畅５ ｍｇ／ｍｌ） 治疗 １５ ｄ，１次／ｄ，模
型组不予治疗。 采用大鼠肺功能仪对每组大鼠进行肺功能检测，采用 ＨＥ染色，光镜下观察肺组织病
理变化，采用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肺组织中 ＩＬ唱３２的含量。 结果　模型组与正常组比较 ０畅３ ｓ 用力呼出
气量占用力肺活量百分比（ＦＥＶ０畅３／ＦＶＣ）、动态顺应性（Ｃｄｙｎ）降低，吸气阻力（Ｒｉ）、呼气阻力（Ｒｅ）升
高；布地奈德治疗组较模型组 ＦＥＶ０畅３／ＦＶＣ、Ｃｄｙｎ、Ｒｉ和 Ｒｅ 均明显改善（P ＜０畅０１）。 模型组 ＩＬ唱３２ 表
达水平（０畅８６ ±０畅１３）较对照组（０畅１４ ±０畅０２）显著增高（P ＜０畅０１），布地奈德治疗组 ＩＬ唱３２ 水平（０畅５６
±０畅２４）较对照组显著增高（P＜０畅０１），较模型组显著降低（P＜０畅０１）。 结论　ＩＬ唱３２ 在 ＣＯＰＤ大鼠肺
组织中显著升高，参与了慢性气道炎症，布地奈德吸入可使 ＣＯＰＤ大鼠肺组织中 ＩＬ唱３２的表达减少，抑
制炎症反应，改善 ＣＯＰＤ肺功能。
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　　慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）是慢性气道炎症性疾病，多种炎性细胞及其释放的多种细胞因子参与了其炎症反应过程［１］ 。
ＩＬ唱３２是新近发现的一种促炎性细胞因子。 ＩＬ唱３２ 广泛参与机体自身免疫反应或获得性免疫反应，有可能在 ＣＯＰＤ的炎症反应
形成中具有重要的作用［２唱４］ 。 本研究着重观察被动吸烟大鼠肺组织 ＩＬ唱３２ 的表达水平及雾化吸入布地奈德对 ＣＯＰＤ大鼠肺功
能及 ＩＬ唱３２表达的影响，探讨 ＣＯＰＤ发生发展的炎性机制及吸入糖皮质激素在 ＣＯＰＤ中的治疗作用及可能机制。

一、材料与方法
１畅实验动物：４ 周龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ３６ 只，体重 １２０ ～１３０ ｇ（由上海交通大学医学部实验动物中心提供），按清洁

级动物条件分笼饲养，饲喂经消毒处理的食物及饮用水，适应性饲养 １ 周。 随机分为正常对照组、模型组、布地奈德治
疗组，每组 １２ 只。

２畅方法：（１）仪器及试剂：ＡｎｉＲｅｓ２００３ 动物肺功能分析系统为北京贝兰博科技有限公司产品，兔抗小鼠 ＩＬ唱３２多克隆抗体
购于 Ｎｏｖｕｓ公司；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记二抗（羊抗兔）购于武汉博士德生物工程有限公司。 布地奈德由阿斯利康提供，
多功能真彩色病理图像分析系统为 Ｎｉｋｏｎｍｉｃｒｏｐｈｏｔ唱ＦＸＡ产品。 （２）模型的制备：模型制备参照文献［５］方法。 模型组及布地奈
德治疗组大鼠同时置于自制熏烟箱，每天早晚分别给予持续吸入新鲜的香烟雾 ４ ｈ，每次 １５支香烟，熏烟 ３个月后模型制备成
功。 模型制备后布地奈德治疗组大鼠给予雾化吸入布地奈德 ４ ｍｌ／只（０畅５ ｍｇ／ｍｌ）， １次／ｄ，共 １５ ｄ；模型组不予治疗。

３畅肺功能检测：实验结束后处死大鼠前禁食水 １２ ｈ，以 １０％乌拉坦 １４ ｍｌ／ｋｇ 麻醉大鼠后，气管插管，放入体描仪，采用
ＡｎｉＲｅｓ２００３ 动物肺功能分析系统测定 ０畅３ ｓ用力呼气容积占用力肺活量百分比（ＦＥＶ０畅３／ＦＶＣ％）、吸气阻力（Ｒｉ）、呼气阻力
（Ｒｅ）、动态肺顺应性（Ｃｄｙｎ）。

４畅标本的采集及观察：肺功能测定结束后开胸取大鼠肺膈叶，用 １０％甲醛灌注固定，常规石蜡包埋制片，ＨＥ 染色，光镜
观察。 应用多功能真彩色病理图像分析系统分别测量平均肺泡数（ＭＡＮ）、肺平均内衬间隔（Ｌｍ）、支气管壁厚／外径。 ＭＡＮ：
计数每个视野内的肺泡数，除以此视野的面积即为 ＭＡＮ，其数值反映肺泡密度，每例标本测 １０ 个视野，求平均值；Ｌｍ：在显示
器视野中央划“十”字交叉线，计数通过该交叉线的肺泡隔数，除以十字线的总长度即为 Ｌｍ，其数值反映肺泡平均直径，每例
标本测 ８个视野，求平均值；支气管壁厚／外径：测量周径＜１０００ μｍ的小支气管横截面的壁厚／外径比值，每例标本测 ８ 个小
支气管，求平均值。

５畅Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肺组织 ＩＬ唱３２的表达：１２０ ｍｇ组织在 １ ｍｌ ＲＩＰＡ裂解液［包含 １０ μｌ蛋白酶抑制剂混合液，１０ μｌ苯甲
磺酰氟（ＰＭＳＦ）和 １０ μｌ磷酸酶混合液］中研磨、裂解。 １４ ０００ ｒ／ｍｉｎ，离心机半径 ８ ｃｍ，离心 １５ ｍｉｎ，取上清液，加入 ２ 倍体积
的 ３ ×ＳＤＳ上样缓冲液，煮沸 ５ ｍｉｎ，然后于 １０％的 ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ中恒压 ９０ Ｖ电泳 ２ ｈ，电泳完毕将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上，采用
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５％脱脂奶粉封闭１ ｈ，一抗（１∶３００）孵育２ ｈ，ＨＲＰ标记二抗（羊抗兔，１∶１０ ０００）孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ清洗３次，用显色剂 ＥＣＬ唱ｐｌｕｓ染
色 １０ ｍｉｎ，然后在 ＴＹＰＨＯＯＮ扫描仪中成像，采用 Ｉｍａｇｅｑｕａｎｔ ＴＬ 软件分析光密度值。 以 ＧＡＰＤＨ为内参。
　　６畅统计学处理：采用 ＳＰＳＳ １３畅０统计软件，数据以均数±标准差（珋x±s）表示。 各组间差异比较用方差分析及 q检验。 P
＜０畅０５ 为差异有统计学意义。
二、结果
１畅各组大鼠肺功能的变化：与对照组比较，模型组 ＦＥＶ０畅３／ＦＶＣ％、Ｃｄｙｎ 明显下降，Ｒｉ、Ｒｅ明显升高（P ＜０畅０１）。 布地奈

德治疗组 ＦＥＶ０畅３／ＦＶＣ％、Ｃｄｙｎ及 Ｒｅ、Ｒｉ明显改善，与模型组比较有显著差异（P ＜０畅０１），但与对照组比较 ＦＥＶ０畅３／ＦＶＣ％、
Ｃｄｙｎ明显降低，Ｒｉ、Ｒｅ明显增高（P＜０畅０１）。 见表 １。

２畅各组大鼠肺组织形态学测量结果：模型组较对照组 Ｌｍ显著增加（P ＜０畅０５），ＭＡＮ显著降低（P ＜０畅０５），小支气管壁
厚／外径比值显著增加（P＜０畅０５）。 布地奈德组 Ｌｍ减小，但与对照组比较仍有显著差异（P ＜０畅０５），ＭＡＮ及小支气管壁厚／
外径比与模型组比较无显著差异。 见表 ２。

３畅各组大鼠肺组织 ＩＬ唱３２ 的表达水平：模型组 ＩＬ唱３２ 表达水平（０畅８６ ±０畅１３）较对照组（０畅１４ ±０畅０２）显著增高（P ＜
０畅０１），布地奈德治疗组 ＩＬ唱３２水平（０畅５６ ±０畅２４）较对照组（０畅１４ ±０畅０２）显著增高（P ＜０畅０１），较模型组（０畅８６ ±０畅１３）显著降
低（P＜０畅０１）。 见图 １。

表 1　不同实验组大鼠肺功能的变化（珋x±s）
组别 只数 ＦＥＶ０ '．３／ＦＶＣ％ Ｒｉ（ｃｍ Ｈ２Ｏ· ｓ －１ · ｍｌ －１ ） Ｒｅ（ｃｍ Ｈ２Ｏ· ｓ －１ · ｍｌ －１ ） Ｃｄｙｎ（ｍｌ／ｃｍ Ｈ２Ｏ）
对照组 １２  ７６ 适．２５ ±６．５２　 １ �．２４ ±０．２１ １ 儋．７０ ±０．２３ ０ 煙．２２ ±０．１０

模型组 １２  ５６ 排．２１ ±１０．６３ ａ １ �．７３ ±０．７５ ａ ２ 儋．７８ ±０．５３ ａ ０ 煙．１５ ±０．０４ ａ

布地奈德组 １２  ７０ 烫．５２ ±６．８１ ａｂ ２ �．４０ ±０．４３ ａｂ ３ 儋．６３ ±０．４２ ａｂ ０ 煙．１８ ±０．０６ ａｂ

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０１；与模型组比较，ｂP ＜０畅０１

表 2　肺组织形态学测量结果（珋x±s）
组别 只数 Ｌｍ（μｍ） ＭＡＮ（个／μｍ２ ） 小支气管壁厚／外径

对照组 １２  ２２ ��畅４６ ±４ 　畅６５ ２０ 儋儋畅０８ ±２ 怂畅３７ ０ 亖亖畅１２ ±０ s畅０６

模型组 １２  ４０ ��畅４６ ±５ 　畅６２ ａ １２ 儋儋畅３８ ±２ 怂畅８２ ａ ０ 亖亖畅１８ ±０ s畅０６ ａ

布地奈德组 １２  ３８ ��畅７９ ±５ 　畅２９ ａ １７ 儋儋畅２５ ±２ 怂畅７０ ａ ０ 亖亖畅１６ ±０ s畅０６ ａ

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０５

　　三、讨论
ＩＬ唱３２是 Ｋｉｍ等［２］在 ２００５ 年新发现的一种促炎性细胞因子。 在类风湿性关节炎患者的滑膜腔及克罗恩病的炎性肠壁上

均检测到明显升高的 ＩＬ唱３２ 细胞因子。 目前被广泛接受的观点认为：ＩＬ唱３２广泛参与机体自身免疫反应或获得性免疫反应，在
炎症反应形成中具有重要的作用［４］ 。 进一步的研究表明 ＩＬ唱３２主要由 Ｔ细胞、ＮＫ细胞、上皮细胞和单核细胞产生，通过细胞
内和细胞外两条途径发挥作用。 ＩＬ唱３２通过激活 ＮＦ唱κＢ和 Ｐ３８ＭＡＰＫ途径产生诸如 ＴＮＦ唱α、ＩＬ唱１β、ＩＬ唱６等细胞因子，从而在炎
症反应放大效应中起重要作用［２］ 。 Ｃａｌａｂｒｅｓｅ 等［６］通过对罹患肺癌的 ＣＯＰＤ患者肺组织标本的检测发现 ＩＬ唱３２ 表达明显高于
非 ＣＯＰＤ患者，考虑 ＩＬ唱３２参与了 ＣＯＰＤ患者炎症发生机制。 我们的实验在 ＣＯＰＤ的动物模型中进一步证实 ＩＬ唱３２在 ＣＯＰＤ大
鼠肺组织表达明显升高，且与气流阻塞严重程度成正相关。 表明 ＩＬ唱３２参与了 ＣＯＰＤ气道炎症的过程。

ＣＯＰＤ是一种以气流受限为特征的疾病状态，这种气流受限通常呈进行性发展，不完全可逆，多与肺部对有害颗粒物或有
害气体的异常炎性反应有关。 我们的实验由动物被动吸烟，刺激肺部发生异常炎症反应，导致气流受限，肺泡腔增大，符合慢
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性阻塞性肺疾病特征。 目前研究表明，参与 ＣＯＰＤ慢性气道炎症的细胞主要有肺泡巨噬细胞、Ｔ淋巴细胞（尤其 ＣＤ８ ＋Ｔ细胞）
和中性粒细胞。 激活的炎症细胞释放多种介质，包括白三烯 Ｂ４（ＬＴＢ４）、ＴＮＦ唱α、ＩＬ唱８、ＩＬ唱６ 和其他介质，这些介质能够破坏肺
的结构和促进中性粒细胞炎症反应。 炎症促进 ＣＯＰＤ患者肺组织结构重塑，进而导致不完全可逆气流受限［７唱８］ 。 ＩＬ唱３２通过激
活 ＮＦ唱κＢ和 Ｐ３８ＭＡＰＫ等多种途径产生诸如 ＴＮＦ唱α、ＩＬ唱１β、ＩＬ唱６等细胞因子，与慢性气道炎症中升高的细胞因子类似，我们推
测 ＩＬ唱３２参与了 ＣＯＰＤ慢性气道炎症的发动和维持，是慢性气道炎症的前炎性因子。

目前吸入性糖皮质激素越来越多地用于治疗 ＣＯＰＤ，其优点主要有：脂溶性高，容易穿透细胞膜，局部应用后肺组织浓度
高，局部抗炎活性强，我们选择的布地奈德混悬液属于第二代肾上腺皮质激素，有较高的糖皮质激素受体结合力，适宜于雾化
吸入治疗［８唱１０］ 。 我们的研究结果显示：吸入布地奈德治疗组大鼠，肺组织 ＩＬ唱３２水平明显低于模型组，治疗组 ＦＥＶ０畅３／ＦＶＣ％、
Ｃｄｙｎ及 Ｒｅ、Ｒｉ较模型组明显改善，提示吸入布地奈德能有效地消除气道炎症，缓解支气管痉挛，改善肺功能。 我们推测吸入
布地奈德可能通过抑制 ＩＬ唱３２ 的生成，从炎症反应的上游即阻断炎症扩大效应，从而达到治疗效果。
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