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论著·实验研究

布地奈德对哮喘大鼠支气管肺组织病理及
肺部 ＴＳＬＰ表达的影响

刘辉　潘家华　楼皖玲　何金根

（安徽省立医院儿科，安徽 合肥　２３０００１）

　　［摘　要］　目的　胸腺基质淋巴细胞生成素（ｔｈｙｍｉｃｓｔｒｏｍａｌｌｙｍｐｈｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＴＳＬＰ）是启动树突状细胞介导的过
敏反应的重要物质。本研究旨在观察布地奈德对哮喘大鼠肺部ＴＳＬＰ表达的影响及对支气管肺组织病理的影响。
方法　采用卵清蛋白（ＯＶＡ）腹腔注射２次致敏及雾化吸入４周激发建立哮喘大鼠模型，并在激发第２２天将动物
随机分为布地奈德组（每天吸入布地奈德０．３２ｍｇ／ｋｇ，共７ｄ）、哮喘组（每天吸入等量生理盐水，共 ７ｄ）。荧光免
疫组化法、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测激发后第２９天、３６天肺ＴＳＬＰ水平，并作支气管肺组织病理检查。结果　布地
奈德组第２９天肺部炎症较哮喘组轻，停药７ｄ后肺部炎症明显加重，杯状细胞增多。激发后第２９天、３６天肺组织
ＴＳＬＰ表达均低于哮喘组（Ｐ＜０．０５）。结论　 布地奈德能抑制ＴＳＬＰ表达，减轻哮喘大鼠肺部炎症细胞浸润，但停
药后肺部炎症再次加重。 ［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（１０）：８１６－８１９］
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　　哮喘发病机制极为复杂，目前认为与气道炎症、
过敏反应激活引发细胞因子网络的紊乱、微生物感

染诱发等有关。胸腺基质淋巴细胞生成素（ｔｈｙｍｉｃ
ｓｔｒｏｍａｌｌｙｍｐｈｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＴＳＬＰ）在体内扮演着启动树突

状细胞介导的过敏反应的重要角色［１］。目前治疗

哮喘药物包括控制性药物和缓解性药物，新的疗法

正在研究和开发，免疫调节剂和阻断直接诱发哮喘

发病中炎症瀑布的特异性成分药物成为研究热点。
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布地奈德混悬液是新合成的肾上腺皮质激素，有较

高的糖皮质醇受体结合力，具有明显的抗过敏、抗

炎、抑制支气管痉挛的作用［２］。本研究拟用布地奈

德治疗哮喘动物模型，观察布地奈德对大鼠肺组织

ＴＳＬＰ的表达和支气管肺组织病理变化。

１　材料和方法

１．１　哮喘模型建立
选用２５０～３００ｇ健康ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）雌性

大鼠４０只，随机抽取３２只制备哮喘动物模型。第
１天、第８天分别给３２只大鼠腹腔注射１ｍＬ０．１％
卵清蛋白（ＯＶＡ）致敏，第１５天起所有大鼠置于自
制的８６ｃｍ×４０ｃｍ×４０ｃｍ纸箱内，使用压缩雾化
器（德国百瑞）雾化吸入１％ＯＶＡ进行激发，每天１
次，每次３０ｍｉｎ，共４周。余８只作为对照组，用生
理盐水代替ＯＶＡ混悬液，步骤同上。
１．２　实验分组及处理

参照叶辉等［３］方法。激发第２２天大鼠随机分
成２组：布地奈德组及哮喘组。布地奈德组雾化吸
入布地奈德混悬液（阿斯利康公司）０．３２ｍｇ／ｋｇ，每
日１次，共７次；哮喘组雾化吸入生理盐水，每日１
次，共７次；对照组雾化吸入生理盐水，每日１次，共
７次。激发后第２９天、第３６天分批处死各组大鼠。
快速分离支气管肺组织，进行各项指标检测。

１．３　支气管肺组织光镜病理
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（ＨＥ）、高碘
酸希夫染色（ＰＡＳ）镜检。
１．４　肺组织ＴＳＬＰＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

从肺组织中提取细胞总蛋白，进行蛋白含量的

测定，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，转膜，将膜封闭后依次
加入一抗，辣根过氧化物酶标记的相应二抗，化学发

光显示目的条带，试验重复３次。吸光度（Ａ）值的
测定用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析软件对各蛋白条带
和βｔｕｂｕｌｉｎ条带进行分析，以各条带的灰度值代表
其蛋白的表达量，用 βｔｕｂｕｌｉｎ条带灰度值进行校
正，得出各条带的相对灰度值。

１．５　肺组织ＴＳＬＰ荧光免疫组化方法
新鲜采集的大鼠肺组织置于冰冻切片机，进行

恒冷箱连续切片，片厚 １０μｍ，置于 ＰＢＳ中浸洗
３０ｍｉｎ，干燥后行 ＴＳＬＰ免疫荧光片染。加入兔抗
ＴＳＬＰ多克隆抗体（ＳＩＧＭＡ公司），室温避光孵育
１０～１２ｈ，洗去一抗，加 ＦＩＴＣ标记羊抗兔 ＩｇＧ（武汉
博士德公司），孵育１～３ｈ，洗去二抗，干燥，封片，

ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ５１荧光显微镜下观察、记数并摄影。
１．６　统计学分析

实验数据采用 ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计，所得
结果以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较，符合
正态分布的采用方差分析；两组间比较采用ｔ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　支气管肺病理变化
哮喘组激发后第２９天支气管黏膜上皮杯状细

胞增多，黏膜下层淋巴细胞浸润增多。肺内小气管

上皮内杯状细胞增多，周围间质中淋巴细胞中 ～重
度浸润，肺泡隔明显增宽，肺泡腔有红细胞（ＲＢＣ）、
淋巴细胞渗出；第３６天支气管黏膜上皮呈假复层柱
状上皮，黏膜下层浸润淋巴细胞数量减少，肺内小气

管上皮内杯状细胞仍较多，肺间质淋巴细胞重度浸

润，肺泡隔增宽程度有所减轻。与哮喘组比较，布地

奈德组激发后第２９天支气管黏膜上皮呈假复层上
皮改变，上皮细胞脱落较少，黏膜层淋巴细胞浸润较

少，肺内小气管黏膜上皮中杯状细胞增多，周围间质

中淋巴细胞浸润较少，肺泡隔增宽；第３６天肺内小
气管上皮中杯状细胞明显增多，周围间质淋巴细胞

重度浸润，肺泡隔增宽明显。见图１。
２．２　荧光免疫组化结果

各组ＴＳＬＰ阳性细胞主要包括巨噬细胞、肥大
细胞、淋巴细胞，成群分布于肺内气道与血管周围结

缔组织中，肺泡隔内的阳性细胞散在分布。与对照

组比较，激发后第２９、３６天哮喘组及布地奈德组大
鼠肺组织ＴＳＬＰ表达阳性细胞数目均明显增高（Ｆ＝
６５２．４，５９８．７，Ｐ＜０．０１）。激发后第２９、３６天布地
奈德组大鼠肺组织 ＴＳＬＰ表达阳性细胞数目均低于
哮喘组（Ｐ＜０．０５）；哮喘组和布地奈德组大鼠肺组
织ＴＳＬＰ阳性细胞数在激发后第３６天均较第２９天
减少，差异有统计学意义（ｔ＝４．９５，２．７８，Ｐ＜０．０５）。
见表１，图２。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

ＴＳＬＰ蛋白条带为 １９ＫＤ。激发后第 ２９、３６天
哮喘组大鼠肺组织 ＴＳＬＰ蛋白条带灰度值均高于布
地奈德组。哮喘组、布地奈德组大鼠肺组织 ＴＳＬＰ
蛋白条带灰度值激发后第３６天较第２９天减少，差
异有统计学意义（ｔ＝８．７６，７．０３，Ｐ＜０．０５），与对照
组相比，激发后第２９、３６天哮喘组及布地奈德组大
鼠肺组织 ＴＳＬＰ蛋白条带灰度值均显著增高，Ｆ＝
６７０．６，５４４．９，Ｐ＜０．０１。见表１，图３。
·７１８·
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表１　肺组织ＴＳＬＰ蛋白的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ灰度值和ＴＳＬＰ阳性细胞数　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
灰度值

激发后第２９天 激发后第３６天

ＴＳＬＰ阳性细胞数（／ｍｍ２）

激发后第２９天 激发后第３６天

对照组 ４ ０ ０ ２．２±０．８ １．８±０．５
哮喘组 ８ ３４９１±２００ｃ ２９５６±１７８ａ，ｃ ３９．８±１．７ｃ 　３５．６±３．９ａ，ｃ

布地奈德组 ８ ２６１０±１３９ｂ，ｃ ２２１１±１４５ａ，ｂ，ｃ ３０．９±２．０ｂ，ｃ 　２８．５±１．６ａ，ｂ，ｃ

Ｆ值 ６７０．６ ５４４．９ ６５２．４ ５９８．７
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与同组激发后第２９天比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５
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　　图１　３组大鼠支气管肺组织病理切片　对照组肺部无病理改变。哮喘组激发后第２９天肺内小气管上皮内杯状细胞增
多，黏膜下层淋巴细胞浸润增多；第３６天肺泡隔增宽程度有所减轻，隔内仍有淋巴细胞浸润，肺泡腔有淋巴细胞、红细胞渗出。布地
奈德组激发后第２９天肺内小气管上皮内杯状细胞大量增多，上皮细胞脱落少，黏膜层结缔组织中浸润淋巴细胞较少；激发后第３６
天，肺内小气管黏膜上皮呈复层上皮，杯状细胞仍多，周围间质淋巴细胞重度浸润，肺泡腔大量ＲＢＣ和淋巴细胞渗出。
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　　图２　３组肺组织ＴＳＬＰ表达（荧光免疫组化，×４００）　对照组ＴＳＬＰ阳性细胞极少，散在分布。哮喘组激发后第２９天ＴＳＬＰ
阳性细胞数目多；激发后第３６天 ＴＳＬＰ阳性细胞数目比第２９天减少。布地奈德组激发后第２９天 ＴＳＬＰ阳性细胞数目较哮喘组减
少；激发后第３６天ＴＳＬＰ阳性细胞数目低于第２９天。
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图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定各组大鼠肺组织ＴＳＬＰ表达情况

３　讨论

哮喘的严重度实际由气道阻塞、气道高反应性

和气道重塑的程度共同决定。目前有证据表明哮喘

可能存在以下几种病理改变：（１）持续性的气道炎
症。哮喘持续状态患儿尸检表明气道有大量的淋巴

细胞和酸性粒细胞（ＥＯＳ）浸润；（２）气道重塑导致
不可逆的气道阻塞；（３）炎症延伸到远端气道甚至
肺泡，致死性哮喘患者尸检表明哮喘的炎症反应和

结构变化已延伸到小气道［４］。当前多数吸入激素

并不能到达远端气道，故其疗效受到影响。

本研究观察到哮喘组支气管大量上皮细胞脱

落，基底膜增厚，黏膜下层 ＥＯＳ和淋巴细胞中 ～重
度浸润，肺内小气管杯状细胞明显增多，管壁周围淋

巴细胞重度浸润，符合哮喘病理特征改变。布地奈

德组激发后第２９天大鼠支气管肺部炎症反应得到
明显抑制，说明布地奈德能够减轻气道炎症，对哮喘

有一定治疗作用；而停药后１周，即激发后第３６天
炎症反应较前加重，肺内小气管上皮内杯状细胞增

加，周围间质淋巴细胞浸润增多，肺泡腔内 ＲＢＣ、淋
巴细胞渗出明显，提示停药后炎症加重。

布地奈德作为一个强效的糖皮质激素，能减轻

气道炎症，抑制炎症介质的释放［５］。其主要作用机

制包括［６７］：抗炎；降低呼吸道高反应性；表面激素吸

入对粘附因子表达有直接抑制作用；直接作用于毛

细血管后静脉上皮细胞，引起血管收缩，并通过抑制

趋化因子和内皮活化介质的产生或释放，抑制与哮

喘有关的细胞因子基因的转录等。本研究发现布地

奈德组大鼠肺部 ＴＳＬＰ表达较哮喘组明显减低，考
虑布地奈德除了通过经典机制发挥抗炎作用以外，

还有可能通过减少肺部 ＴＳＬＰ的表达发挥作用。但
布地奈德组在停药后１周，局部炎症加重，可能的原
因：（１）吸入激素抑制哮喘气道慢性炎症，其起效
快，但持续时间短。研究发现布地奈德停药后大鼠

支气管黏膜间质仍有活化的嗜酸细胞和 Ｔ淋巴细
胞，提示大鼠对皮质激素的抗炎作用有时间依赖性。

另有研究表明，长期吸入激素的哮喘患者，虽然临床

症状明显缓解，肺功能明显改善，但大部分气道反

应性测定仍阳性，外周血炎性因子水平仍高于正常

人，说明其气道炎症未能完全缓解，因此，临床治疗

哮喘，需长期规范吸入治疗［８］。（２）布地奈德抑制
气道免疫反应的同时，也抑制了正常的防御功能，停

药后大量的细胞因子分泌，出现高敏反应。

ＩＬ１β和ＴＮＦα能够诱导培养的人类支气管上
皮细胞株１６ＨＢＥＯ和Ａ５４９表达和释放ＴＳＬＰ。其诱
导途径是通过核因子κＢ（ＮＫκＢ）活化 ＴＳＬＰ启动基
因实现的［９］。糖皮质激素能够抑制 ＩＬ１β和 ＴＮＦα
的产生，导致促炎症因子蛋白质（前列腺素、ＩＬ１、ＩＬ
６、ＴＮＦα等）表达减少，抗炎症因子蛋白质（如 ＩＬ
１０、转化生长因子等）表达增加，从而发挥糖皮质激
素的抗炎等生物学效应［１０］。因此，推测布地奈德抑

制ＴＳＬＰ的合成与分泌的机制可能是通过抑制 ＩＬ
１β、ＴＮＦα的合成，降低ＮＦκＢ活性实现的。

尽管布地奈德组在治疗后 ＴＳＬＰ表达水平下
降，但肺部病理仍较重，说明 ＴＳＬＰ表达水平与肺炎
严重程度之间有时不一定呈正相关关系。对 ＴＳＬＰ
在哮喘发病中的作用机制有待进一步探讨。
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