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布地奈德对哮喘大鼠模型肺组织血红素
氧合酶１的调控作用

徐璇，钟礼立，焦素敏，刘珊珊，李云，张兵

（湖南省人民医院儿科，湖南 长沙　４１０００５）

　　［摘　要］　目的　研究大鼠哮喘模型肺组织血红素氧合酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）蛋白及基因表达特点，
以及布地奈德（ｂｕｄｅｓｏｎｉｄｅ，ＢＵＤ）对ＨＯ１蛋白及基因表达的影响。方法　用卵清蛋白（ＯＶＡ）致敏、激发大鼠建立
哮喘动物模型，并在致敏、激发过程中分别经地塞米松（ＤＸＭ）、血晶素（Ｈｅｍｉｎ）及 ＢＵＤ处理。分别测定激发后各
组动物全血ＣＯＨｂ的百分比含量；计算肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）沉渣中细胞总数和分类百分比；进行支气管周围炎性细
胞浸润评分；利用免疫组化和ＲＴＰＣＲ检测方式观察ＨＯ１在哮喘大鼠肺组织的蛋白及基因表达。结果　肺组织
的病理改变及ＢＡＬＦ细胞学检测显示Ｈｅｍｉｎ（Ｈ）组、ＤＸＭ（Ｄ）组和ＢＵＤ（Ｂ）组炎性细胞浸润较哮喘（Ａ）组有显著
减轻（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。与对照（Ｃ）组相比，Ａ、Ｈ、Ｄ和Ｂ组 ＨＯ１蛋白、基因表达以及碳氧血红蛋白（ＣＯＨｂ）
含量显著性升高（Ｐ＜０．０１）；而与 Ａ组相比，Ｈ、Ｄ和 Ｂ组 ＨＯ１蛋白及 ｍＲＮＡ表达亦显著升高（Ｐ＜０．０１或
Ｐ＜０．０５）；Ｄ组和Ｈ组ＣＯＨｂ含量显著升高（Ｐ＜０．０５）。结论　 哮喘大鼠的肺组织ＨＯ１表达水平及活性显著增
加，提示ＨＯ１可能参与了哮喘的发病过程；ＨＯ１对大鼠哮喘模型气道炎症有保护作用；ＢＵＤ和 ＤＸＭ对大鼠哮喘
模型气道炎症有保护作用，可能通过上调肺组织ＨＯ１表达实现。 ［中国当代儿科杂志，２００８，１０（３）：３７６－３８０］
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　　哮喘发病机制复杂，至今尚未完全阐明。有研
究发现氧化应激反应参与了哮喘的发病［１］，ＨＯ１／
ＣＯ系统除了参与血红素代谢途径外，还具有抗炎、
抗氧化应激、抗细胞凋亡等多种组织器官保护作

用［２］。近期该系统在哮喘中的作用逐渐引起国内

外学者的关注。近年来有研究发现糖皮质激素

（ＧＣ）可减少氧自由基产生以及调节氧化／抗氧化失
衡［３］，那么吸入糖皮质激素是否参与 ＨＯ１调控？
目前国内外鲜有报道［４］。布地奈德是近年来应用

于临床的一种吸入型糖皮质激素，具有比其他同类

药物更强的局部抗炎作用，全身作用轻微，已被推荐

为治疗轻中度持续发作的哮喘患者的首选抗炎药

物［５］。本实验以大鼠哮喘模型为对象，研究其肺组

织ＨＯ１表达特点，以及吸入型糖皮质激素布地奈
德对ＨＯ１表达的影响，为阐明 ＢＵＤ治疗哮喘的作
用机制提供实验室资料。

１　材料与方法

１．１　实验动物分组
清洁级 ４周龄雄性大鼠 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠

（湖南农业大学动物部提供）５０只，体重２００±２０ｇ，
随机分为对照（Ｃ）组、哮喘模型 （Ａ）组、布地奈德
（Ｂ）组、地塞米松（Ｄ）组和血晶素（Ｈ）组。
１．２　方法
１．２．１　模型制备　　哮喘模型的制作参照朱敏敏、
迟磊等［６，７］的方法略作改进，分致敏和激发两阶段，

Ａ组、Ｈ组、Ｄ组和 Ｂ组的致敏为 １０％ ＯＶＡ（Ｓｉｇ
ｍａｒ）公司混合液１ｍＬ（含 ＯＶＡ１００ｍｇ、氢氧化铝
１００ｍｇ及灭活百日咳杆菌苗（武汉生物制品研究
所）５×１０９个）腹腔注射，Ｃ组则用生理盐水代替
ＯＶＡ混合液，其余步骤相同。２周后将Ａ，Ｂ，Ｄ及Ｈ
组置于自制的透明密闭带活瓣有机玻璃筒 （３．５２
ｃｍ２×π×１９．５ｃｍ）内，用 ＰＡＲＩＢＯＹ高频雾化器
（德国百瑞公司）提供雾化动力，雾化吸入１％ ＯＶＡ
进行连续７ｄ的激发，３０ｍｉｎ／次。Ｈ组是将已致敏
大鼠在每次激发前８ｈ分别腹腔注射 Ｈｅｍｉｎ（Ｓｉｇｍａ
公司生产）１００μｍｏｌ／ｋｇ；Ｄ组是将致敏大鼠在每次
激发前腹腔注射 ＤＸＭ注射液（天津金辉氨基酸有
限公司生产）０．５ｍｇ／ｋｇ；Ｂ组分别在每次激发前
３０ｍｉｎ及激发后６ｈ给予致敏大鼠 ＢＵＤ（阿斯利康
公司生产）混悬液 ０．６４ｍＬ／ｋｇ［８］，加生理盐水至
２ｍＬ雾化吸入。然后３组激发步骤同 Ａ组。Ｃ组
激发用生理盐水代替ＯＶＡ进行。末次激发２４ｈ后
麻醉大鼠，行心脏穿刺取全血 １．５ｍＬ，按乐宏元

等［９］所述方法测定全血 ＣＯＨｂ的百分比含量，放血
处死后进行肺泡灌洗，采集ＢＡＬＦ及取肺组织，分别
测定含量和 ＢＡＬＦ细胞总数和各组细胞分类百分
比，用免疫组织化学法测定肺组织 ＨＯ１的蛋白表
达变化、ＲＴＰＣＲ法测定 ＨＯ１基因表达的变化；结
合肺组织病理学检测分析气道炎症状况。

１．２．２　ＢＡＬＦ的检测　　ＢＡＬＦ中炎性细胞总数、
分类计数方法按颜胜宇等［１０］所述方法进行。

１．２．３　病理组织学检测　　取大鼠部分肺组织，
置于４％多聚甲醛中固定，常规石蜡包埋、切片，苏
木精伊红染色镜检。
１．２．４　支气管周围炎性细胞浸润评分　　按
Ｔｅｍｅｌｋｏｖｓｋｉ［１１］方法计算支气管周围炎性细胞浸润
评分，每组评定≥２０个气道。
１．２．５　免疫组织化学　　同法取肺组织，固定，常
规石蜡包埋、切片，依次加入兔抗人 ＨＯ１抗体、山
羊抗兔ＩｇＧ抗体和ＤＡＢ显色液（均来自深圳晶美公
司），数据分析采用 ＹＰＳ２０００系列彩色病理图文分
析系统对ＨＯ１蛋白表达水平进行半定量分析，以
阳性细胞数／统计总细胞数 ×１００％作为 ＨＯ１在肺
组织中蛋白的表达值。

１．２．６　ＨＯ１ｍＲＮＡ检测　　
（１）引物序列为：ＨＯ１：上游：５′ＧＡＧＧＡＡ

ＧＴＴＴＣＡＧＡＡＧＧＧＴＣＡ３′，下游：５′ＴＧＴＧＴＧＧＣＴ
ＧＧＴＧＴＧＴＡＡＧ３′，扩增片断长度：２３４ｂｐ。引物为
上海生工生物工程公司合成。

（２）逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）：取１μｇ
总ＲＮＡ按文献［１２］进行逆转录反应，逆转录产物取

１０μＬ进行 ＰＣＲ。使用 ２０μＬ反应体系同时扩增
ＨＯ１和 βａｃｔｉｎ，ＰＣＲ的具体的循环参数为：９５℃
５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ３５个循环，
末次循环延伸时间为７２℃５ｍｉｎ循环完成后，取１０
μｌＰＣＲ产物进行电泳、照相、扫描，用凝胶成像分析
系统进行分析。

１．３　统计方法
实验数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多样本

均数的比较采用单因素方差分析；两变量的相关性

用直线相关分析。数据使用 ＳＰＳＳ１１．５软件包进行
统计分析。

２　结果

２．１　各组大鼠哮喘样症状比较
Ａ组大鼠经致敏和激发两阶段后，表现为烦躁

不安、呼吸急促和腹肌抽搐等症状，严重的大鼠反应

·７７３·
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为发绀，甚至二便失禁等。Ｃ组无上述现象。Ｂ组、
Ｄ组和Ｈ组大鼠哮喘样症状较 Ａ组明显减轻。Ｈ
组和Ｄ组各有１只大鼠分别于激发第５天和第６天
死亡（死因不明）。

２．２　各组大鼠ＢＡＬＦ中细胞总数计数、分类计数的
比较

Ａ组 ＢＡＬＦ中细胞总数、ＥＯＳ占细胞总数的百
分比均显著高于Ｃ组（均 Ｐ＜０．０１）。Ｂ组、Ｄ组和
Ｈ组 ＢＡＬＦ中细胞总数、ＥＯＳ占细胞总数的百分比
均较Ａ组显著下降（均Ｐ＜０．０５），但高于Ｃ组（Ｐ＜
０．０１），（表１）。

表１　各组ＢＡＬＦ白细胞总数及分类计数百分比比较 （ｘ±ｓ）

组别 鼠数 细胞总数（×１０４／ｍＬ） 嗜酸粒细胞数％ 淋巴细胞％ 巨噬细胞％ 中性粒细胞％ 其他细胞％
Ｃ １０ ２０．３３±１．５５ ４．４０±０．６２ ６．２０±１．８３ ８３．１７±５．３６ ５．７２±０．０４ １．８１±０．０２
Ａ １０ １２０．３２±９．３１ａ ２４．３１±１．１２ａ １０．８７±２．２５ ５４．２３±４．３１ａ １１．０５±０．５６ａ ０．８５±０．０４
Ｄ ９ ５１．０３±２．０４ａ，ｂ １５．８４±２．０３ａ，ｃ ８．１８±０．３７ ６７．３４±４．９３ａ，ｃ ８．３１±２．０１ａ，ｃ ０．７１±０．２７
Ｈ ９ ６６．３２±４．３３ａ，ｂ １７．０３±１．１６ａ，ｃ ８．７３±１．２８ ６６．６０±４．４６ａ，ｃ ８．５２±１．１７ａ，ｃ ０．８２±０．０３
Ｂ １０ ４９．２７±２．１７ａ，ｂ １５．９８±２．２６ａ，ｃ ８．０７±０．７８ ６５．８７±５．５２ａ，ｃ ８．２９±０．９５ａ，ｃ １．０３±０．１５

　　ａ：与Ｃ组相比Ｐ＜０．０１；　ｂ：与Ａ组相比Ｐ＜０．０１，　ｃ：Ｐ＜０．０５

２．３　各组大鼠肺组织苏木精伊红染色及支气管周
围炎性细胞浸润评分情况

Ａ，Ｈ，Ｄ和Ｂ组肺组织切片苏木精伊红染色可
见支气管及血管周围炎性细胞浸润，以ＥＯＳ、巨噬细
胞和中性粒细胞为主，肺间质及肺泡腔内也可见炎

性细胞浸润，细小的支气管内可见黏液栓，细支气管

平滑肌轻度肥大，Ｃ组则无上述改变。相对于Ｃ组，
Ａ，Ｈ，Ｄ及Ｂ组支气管周围炎性细胞浸润评分显著
增高（均Ｐ＜０．０１）；而相对于 Ａ组，Ｈ，Ｄ及 Ｂ组评
分显著减低（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５），（表２，图１）。

表２　各组肺组织支气管周围炎性细胞浸润评分 （ｘ±ｓ）

组别 鼠数 支气管周围炎性细胞浸润评分（分）

Ｃ １０ ０．１１±０．０２
Ａ １０ ２．３６±０．１５ａ

Ｄ ９ １．７０±０．３５ａ，ｂ

Ｈ ９ １．９２±０．７７ａ，ｃ

Ｂ ９ １．７１±０．２２ａ，ｂ

　　ａ：与Ｃ组相比Ｐ＜０．０１；　ｂ：与Ａ组相比Ｐ＜０．０１，　ｃ：Ｐ＜０．０５

２．４　免疫组织化学
ＨＯ１蛋白半定量分析结果显示：Ｃ组仅有极少

量表达，与 Ｃ组相比，Ａ，Ｈ，Ｄ及 Ｂ组 ＨＯ１表达显
著增强（均Ｐ＜０．０１）；与 Ａ组相比，Ｈ组、Ｄ组及 Ｂ
组ＨＯ１表达显著增强（均Ｐ＜０．０１）。高倍镜下见
ＨＯ１阳性细胞主要定位于支气管上皮细胞、黏膜下
巨噬细胞（表３，图２）。
２．５　ＲＴＰＣＲ检测

ＲＴＰＣＲ结果显示：与Ｃ组相比，Ｈ、Ｂ和Ｄ组检
测结果显示显著增高，（均Ｐ＜０．０１）；Ａ组明显增高
（Ｐ＜０．０５）；与Ａ组相比，Ｈ、Ｄ和Ｂ组明显增高（均
Ｐ＜０．０５），（表３，图３）。
２．６　全血ＨｂＣＯ含量测定

相对于 Ｃ组，Ａ、Ｈ、Ｄ和 Ｂ组的 ＣＯＨｂ含量均
显著增高（均Ｐ＜０．０１）；而相对于Ａ组，Ｂ组无明显
差异，Ｄ组和 Ｈ组 ＣＯＨｂ含量均显著增高（均 Ｐ＜
０．０５），（表３）。
２．７　全血ＣＯＨｂ百分比含量与 ＨＯ１表达量之间
的相关分析

ＨＯ１蛋白表达水平与 ＨＯ１基因表达水平及
全血ＣＯＨｂ的百分比含量均呈显著正相关（分别为
ｒ＝０．８９７，ｒ＝０．９７１，均Ｐ＜０．０１）。

表３　各组肺组织ＨＯ１、基因表达量ＨＯ１蛋白半定量及全血ＨｂＣＯ含量测定的比较 （ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＨＯ１表达量（阳性细胞百分比） ＨＯ１基因表达光密度比值 全血ＨｂＣＯ百分比含量
Ｃ １０ ５．０３±１．２２ ０．３２３±０．０５ ０．４５±０．３５
Ａ １０ ２７．１４±４．６８ａ ０．６８４±０．０２ｂ ３．８９±１．１５ａ

Ｄ ９ ６６．６１±１４．５４ａ，ｄ ０．９９７±０．１３ａ，ｃ ６．４５±０．５１ａ，ｃ

Ｈ ９ ８１．０８±９．０１ａ，ｄ １．１０６±０．１８ａ，ｃ ７．５４±１．０３ａ，ｃ

Ｂ １０ ６７．１２±１２．０３ａ，ｄ ０．９６３±０．１２ａ，ｃ ４．１５±０．３３ａ

　　ａ：与Ｃ组相比Ｐ＜０．０１；　ｂ：Ｐ＜０．０５；　ｃ：与Ａ组相比Ｐ＜０．０５；　ｄ：Ｐ＜０．０１

·８７３·
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　　图１　５组大鼠肺组织病理切片（苏木精－伊红染色×４００）　　Ａ：对照组：肺组织病理学无改变；　Ｂ：哮喘模型组：支气
管周围可见大量炎症细胞浸润，包括ＥＯＳ、中性粒细胞、巨噬细胞和淋巴细胞等；炎性细胞主要在支气管黏膜下层及黏膜外层、肺泡壁

和小血管周围等处浸润，肺间质及肺泡腔内可见ＥＯＳ，支气管内可见粘液栓，气道上皮有损伤、断裂，基底膜稍增厚且形态不规则，平滑

肌有轻度的增生；　Ｃ：布地奈德组；　Ｄ：地塞米松组；　Ｅ：血晶素组。血晶素组、布地奈松组和地塞米松组气道炎症明显轻于哮喘模

型组。

! " # $ %

　　图２　５组肺组织ＨＯ１表达（免疫组化×２００）　　Ａ：对照组：可见极少量ＨＯ１蛋白表达；　Ｂ：哮喘模型组：与对照组相
比，哮喘模型组ＨＯ１蛋白表达明显增强；　Ｃ：布地奈德组；　Ｄ：地塞米松组；　Ｅ：血晶素组。布地奈德、地塞米松、血晶素组ＨＯ１蛋

白表达较哮喘模型组明显增强。
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　　图３　各组肺组织ＨＯ１ｍＲＮＡ表达电泳图　　Ｍ表示Ｍａｒｋ１～８表示内参，９～１６表示ＨＯ１与对照组相比，模型组、血
晶素组、布地奈德和地塞米松组检测结果显示明显增高；与模型组相比，血晶素组、布地奈德和地塞米松组明显增高

３　讨论

近年来研究表明，ＨＯ系统及其催化产物组成
了机体重要的内源性保护系统，参与多种疾病及病

理过程，通过抗氧化、抗炎、抗细胞凋亡［２］等多重机

制发挥组织器官保护作用。ＨＯ系统由 ＨＯ１、ＨＯ２
和ＨＯ３三种同工酶构成。其中 ＨＯ１是目前已知
最易受诱导的酶，主要分布于单核巨噬细胞系统，
参与血红素代谢，能被众多应激所诱导，包括缺氧、

高热、内毒素、炎症因子等，提示 ＨＯ１可能是细胞
对抗应激反应的重要组成部分［１３］。ＨＯ１基因５′端
的启动区域存在多种调节因子序列，因而机体受到

各种应激刺激时，可诱导ＨＯ的大量表达，从而通过
代谢产物发挥一系列生物学效应［１４］。随着研究的

深入，发现ＨＯ１在哮喘气道炎症中发挥强有力的
细胞保护作用［１５］。哮喘的慢性变态反应炎症发生

过程中，气道中多种炎症细胞浸润、炎症介质参与、

活性氧（ＲＯＳ）和 ＮＯ生成增加，这些因素均可诱导
ＨＯ１的表达增加。本研究结果表明，哮喘组大鼠的
全血ＣＯＨｂ百分比含量较对照组显著增高。本实验
的大鼠无ＣＯ吸入史，因此测定全血 ＣＯＨｂ含量能
代表内源性 ＣＯ的状态，说明哮喘大鼠体内 ＨＯ系
统产生的内源性 ＣＯ增加。ＨＯ１是该系统的诱导
形式，因此，哮喘时大鼠内源性 ＣＯ增加是由肺 ＨＯ
１蛋白合成和活性增加所致，ＣＯＨｂ的含量反映了

·９７３·
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ＨＯ１的活性。
ＧＣ是治疗哮喘的首选药物，可用于炎症的多个

环节。ＨＯ１、ＧＣ均有抗炎作用，但相互间的内在关
系国内外鲜有报道，且结论不一致。在我们的前期

工作中发现全身使用 ＤＸＭ能上调大鼠哮喘模型肺
组织ＨＯ１的蛋白及基因表达，改善其气道炎症浸
润可能与上调ＨＯ１表达有关；但颜胜宇等［１６］却发

现ＤＸＭ明显改善哮喘的气道炎症浸润，其作用机
制部分是通过抑制ＨＯ１起作用。为了进一步观察
全身及吸入糖皮质激素 ＢＵＤ对哮喘气道炎症是否
有保护作用及其保护作用是否与调控了大鼠肺组织

内ＨＯ１表达有关，我们设计了本实验。在分组时，
利用ＨＯ１的激动剂 Ｈｅｍｉｎ对 ＨＯ１的表达进行干
预，并同时设 ＤＸＭ和 ＢＵＤ干预组进行比较。虽然
ＤＸＭ身使用时副反应大，临床上逐渐被吸入糖皮质
激素如ＢＵＤ等所替代，但它能显著减轻哮喘患者气
道炎症，在哮喘治疗作用机制的研究很多。故我们

选用全身使用的ＤＸＭ与吸入的ＢＵＤ作对照。
对大鼠哮喘模型分别利用 Ｈｅｍｉｎ，ＤＸＭ及 ＢＵＤ

进行干预后，发现：①大鼠哮喘模型肺组织的 ＨＯ１
蛋白，基因表达水平及其活性均明显增强，ＨＯ１蛋
白主要表达在定位于支气管上皮细胞、黏膜下巨噬

细胞，与颜胜宇［１０］、Ｋｉｔａｄａ等［１７］研究一致。气道易

受外界因素影响，可能因此导致 ＨＯ１主要表达于
气道上皮。②Ｈｅｍｉｎ又名氯化血红素，它是 ＨＯ较
强的激动剂。当加用 Ｈｅｍｉｎ后我们发现哮喘大鼠
的肺组织ＨＯ１蛋白，基因表达水平及其活性均明
显增强，而且哮喘样症状及气道炎症浸润明显改善，

说明ＨＯ１对哮喘有保护作用，与 Ａｌｍｏｌｋｉ等［１８］研

究一致。同时 ＢＵＤ组及 ＤＸＭ组 ＨＯ１蛋白，基因
表达水平及其活性均明显增强，而且哮喘样症状及

气道炎症浸润明显改善，推测 ＢＵＤ和 ＤＸＭ对大鼠
哮喘模型气道炎症的保护作用可能通过上调 ＨＯ１
表达有关。③本研究显示全血ＣＯＨｂ百分比含量与
肺组织ＨＯ１蛋白及基因的表达成正相关关系。此
外，我们发现与对照组相比，Ｈｅｍｉｎ、ＤＸＭ和ＢＵＤ组
在干预后 ＣＯＨｂ含量均显著增高且与 ＨＯ１的表达
一致，而相对于哮喘组，ＢＵＤ组的 ＣＯＨｂ含量虽稍
增加，但无统计学差异；而 ＤＸＭ组和 Ｈｅｍｉｎ组 ＣＯ
Ｈｂ含量均显著增高，其原因可能是因为我们检测的
是全血的ＣＯＨｂ含量，ＤＸＭ组和Ｈｅｍｉｎ组均为全身
给药，而ＢＵＤ组是局部给药，其肺内沉积率又高，故
对全身的ＣＯＨｂ含量影响较小。
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