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地塞米松对急性哮喘大鼠肺组织
１５脂氧合酶表达的影响

革丽莎　李昌崇　张维溪　梁亚峰　张和

（温州医学院附属育英儿童医院呼吸科，浙江 温州　３２５０２７）

　　［摘　要］　目的　１５脂氧合酶（１５ＬＯ）是一种表达于哮喘肺组织，参与抗炎和促炎物质生成的过氧化物酶。
基因队列研究认为它可能对过敏性哮喘起保护作用。本研究通过观察哮喘大鼠肺组织 １５ＬＯ的表达以及地塞米
松对其表达的影响，探讨１５ＬＯ在哮喘中的作用。方法　将 ２７只雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为：正常对照
组、哮喘组、地塞米松组。采用卵清白蛋白（ＯＶＡ）致敏、激发，建立支气管哮喘大鼠气道炎症模型。ＥＬＩＳＡ法测定
肺组织匀浆 １５ＬＯ蛋白含量；ＲＴＰＣＲ法检测肺组织 １５ＬＯｍＲＮＡ表达水平。结果　哮喘组大鼠肺组织匀浆
１５ＬＯ蛋白含量（２０８０±７３μｇ／ｍＬ）及肺组织１５ＬＯｍＲＮＡ转录水平（０．５１±０．１４）均显著低于正常对照组的（２４７２±
１０６μｇ／ｍＬ）和（０．７６±０．１５）（Ｐ＜０．０１）；地塞米松干预后 １５ＬＯ蛋白（２５６２±２１８μｇ／ｍＬ）及ｍＲＮＡ（１．０２±０．３４）
表达均上调（Ｐ＜０．０１）。结论　 哮喘大鼠肺组织 １５ＬＯ表达低下，地塞米松可能部分通过上调哮喘大鼠肺组织
１５ＬＯ而发挥抗炎作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（３）：２２７－２３０］
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ｍｅａｓｕｒｅｄｕｓｉｎｇＥＬＩＳＡ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ１５ＬＯｍＲＮＡｉｎｌｕｎｇｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
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ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）ｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０．７６±０．１５ａｎｄ２４７２±１０６μｇ／ｍＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｐ＜０．０１）．
ＤＸＭｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆ１５ＬＯｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ（１．０２±０．３４ａｎｄ２５６２±２１８μｇ／ｍＬ）
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆ１５ＬＯｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｉｓｒｅｄｕｃｅｄｉｎ
ａｓｔｈｍａｔｉｃｒａｔｓ．ＤＸＭｃａｎｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ１５ＬＯｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｔｈｕｓｍｉｇｈｔｐｒｏｖｉｄｅａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓ
ｉｎａｓｔｈｍａｔｉｃｒａｔｓ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（３）：２２７－２３０］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　１５ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ；Ａｓｔｈｍａ；Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；Ｒａｔｓ

　　支气管哮喘（简称哮喘）是免疫介导的气道慢
性炎症性疾病。脂质过氧化物酶参与的花生四烯酸

代谢在哮喘病理生理改变中起重要作用。５脂氧合
酶（５ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ，５ＬＯ）和１５脂氧合酶（１５ｌｉｐｏｘｙ
ｇｅｎａｓｅ，１５ＬＯ）均为脂质过氧化物酶，是花生四烯酸

代谢的关键酶。５ＬＯ途径生成的半胱胺酰白三烯
是导致哮喘气道炎症细胞募集、支气管收缩、血管通

透性增加的重要因素，甚至可能参与气道重塑［１］。

与５ＬＯ不同，１５ＬＯ在哮喘中的作用知之甚少。目
前，编码 １５ＬＯ的基因 ＡＬＯＸ１５已被列为哮喘候选
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基因，并认为可能在过敏性哮喘中起保护作用［２］，

但具体的机制尚不清楚。本研究通过建立哮喘大鼠

模型，采用糖皮质激素地塞米松（ＤＸＭ）干预，明确
哮喘大鼠肺组织中 １５ＬＯ的表达，探讨 １５ＬＯ在哮
喘气道炎症中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物
健康ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）雄性大鼠，二级，４～６

周龄，共 ２７只，体重１０５±２０ｇ，温州医学院实验动
物中心提供。

１．２　主要药品与试剂
鸡卵清白蛋白（ＯＶＡ）、琼脂糖（美国 Ｓｉｇｍａ公

司），氢氧化铝（将 ＮＡＯＨ和 ＡＬＣＬ３按摩尔比 ３∶１
混合，产生 ＡＬ（ＯＨ）３沉淀，用三蒸水充分洗涤，适量
生理盐水混合后高压灭菌），地塞米松磷酸钠注射

液（浙江仙琚制药，５ｍｇ／ｍＬ，批号 ０９０７２９１１）。大
鼠１５ＬＯＥＬＩＳＡ试剂盒（美国 Ｒ＆Ｄ公司）；Ｔｒｉｚｏｌ试
剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；逆转录酶、ＰＣＲ试剂
（ＴＩＡＮＧＥＮ公司）；ＰＣＲ引物由上海生工生物工程
有限公司合成。

１．３　实验仪器
高速冷冻离心机 （德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ公司），ＵＶ２８００

型紫外可见分光光度计（ＵＮＩＣＯ，Ｕ．Ｓ．Ａ），ＢｉｏＴｅｋ酶
标仪（ＥＬＸ８０８ＩＵ，Ｕ．Ｓ．Ａ），ＰＣＲ仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ，ＧＥＲ
ＭＡＮ），凝胶成像系统（ＢｉｏｓｅｎｓＳＣ６４５，日本）。
１．４　动物模型制备与分组

随机将 ＳＤ大鼠分为对照组、哮喘模型组和
ＤＸＭ组 ３组，每组 ９只。哮喘模型制备参照文
献［３］：分别于第 １天和第 ８天腹腔注射 ＯＶＡ／ＡＬ
（ＯＨ）３混合液１．５ｍＬ（内含 ＯＶＡ１ｍｇ，ＡＬ（ＯＨ）３
１００ｍｇ），第１５天始连续 ３ｄ定时给予 １％ＯＶＡ雾
化吸入，每次 ３０ｍｉｎ。ＤＸＭ组于每次雾化激发前
１ｈ，予地塞米松磷酸钠注射液 ０．５ｍｇ／ｋｇ腹腔注
射。对照组和哮喘组均以等量生理盐水替代。

１．５　标本留取
末次激发后１２ｈ内，１０％水合氯醛 ４ｍＬ／ｋｇ腹

腔注射麻醉。即刻打开胸腔，分离肺组织。取右肺前

叶组织１００ｍｇ，放入玻璃匀浆管，加入 ＰＢＳ液２ｍＬ，
冰上来回旋转、碾磨，直至呈均匀液状。１２０００ｒｐｍ离

心１０ｍｉｎ，取上清分装，－７０℃保存，用于 ＥＬＩＳＡ检
测。取右肺中叶近肺门组织，４％多聚甲醛固定，用于
组织病理检查。取右肺中叶剩余肺组织约 １００ｍｇ，
液氮速冻后置于－７０℃保存，作 ＲＴＰＣＲ检测。
１．６　病理组织学检查及细胞计数

将经 ４％多聚甲醛固定过的大鼠肺组织常规脱
水，石蜡包埋，切片，苏木精伊红染色，光镜下观察
支气管肺组织病理改变。每组各选２张切片，在光
镜下每张切片任选１０个高倍视野，计数 ２５００μｍ２

面积中的炎症细胞数目，并同时进行分类计数。

１．７　ＥＬＩＳＡ法检测肺组织匀浆 １５ＬＯ含量
操作严格按试剂盒说明进行。最后使用 Ｂｉｏ

Ｔｅｋ酶标仪测量 ４５０ｎｍ波长吸光度。
１．８　ＲＴＰＣＲ检测肺组织 １５ＬＯｍＲＮＡ水平

Ｇｅｎｂａｎｋ上检索大鼠 βＡｃｔｉｎ和 １５ＬＯｃＤＮＡ
序列，借助 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０生物软件设计其引物
序列，由上海生工生物技术有限公司合成。内参照

βＡｃｔｉｎ引物：上游 ５′ＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧＡＴＧ
３′，下游：５′ＣＣＡＧＧＡＣＡＧＡＧＣＣＡＣＣＡＡＴ３′，ＰＣＲ产
物 ７０１ｂｐ。１５ＬＯ 引物：上游为 ５′ＧＧＣＴＧＡＧ
ＧＴＣＴＴＴＧＣＴＧ３′，下游为５′ＣＧＣＴＧＴＴＧＧＧＡＡＴＣＣＴ
ＧＴＣＴ３′，ＰＣＲ产物长度为３６３ｂｐ。采用 Ｔｒｉｚｏｌ一步
法抽提肺组织总 ＲＮＡ，紫外分光光度计上测 ＲＮＡ
的 ＯＤ２６０和 ＯＤ２８０值，计算 ＲＮＡ浓度，并评价其
纯度（ＯＤ１６０／ＯＤ２８０比值介于 １．８～２．０之间表明
所提取ＲＮＡ有较好的纯度）。取１μｇ／μＬ总 ＲＮＡ
２μＬ进行逆转录。以 ５μＬ逆转录产物为模板，加
入特异性引物和 ＰＣＲ反应体系，进行聚合酶链反
应。反应参数：９４℃ 变性６０ｓ，退火３０ｓ，７２℃ 延伸
３０ｓ，退火温度 ５８．６℃，最适循环数 ３６。最后，取
ＰＣＲ产物各 ５μＬ，１５ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳分离鉴
定，凝胶成像分析系统扫描后使用 Ｇｅｌｐｒｏ３２软件进
行图象分析，计算１５ＬＯＲＴＰＣＲ产物荧光强度与 β
Ａｃｔｉｎ产物荧光强度比值，作为 １５ＬＯｍＲＮＡ的相对
表达量。

１．９　统计学分析
全部资料应用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。

计量资料采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。多组间比
较采用单因素方差分析，方差齐性者采用 ＬＳＤ检
验；方差不齐性者采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓＴ３检验。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

·８２２·
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２　结果

２．１　肺组织病理改变
哮喘组支气管、血管周围、肺间质及肺泡腔内可

见大量炎症细胞，以嗜酸性粒细胞和肺泡巨噬细胞

为主；支气管黏膜下水肿，黏膜皱褶增多，部分黏膜

上皮细胞脱落，可见气道黏液栓。ＤＸＭ组支气管肺
组织炎症细胞浸润明显减轻，对照组未见异常表现。

见图１。

　　图１　各组大鼠肺组织病理改变（苏木精伊红染色，×１００）　Ａ：对照组，未见异常改变；Ｂ：哮喘组，肺泡间隔增
宽，大量炎症细胞浸润；Ｃ：ＤＸＭ组，炎症程度较哮喘组减轻。

２．２　各组大鼠肺组织中炎症细胞计数
与对照组比较，哮喘组炎症细胞总数、嗜酸性粒

细胞比例均显著升高（Ｐ＜０．０１），肺泡巨噬细胞比
例升高（Ｐ＜０．０５）。ＤＸＭ干预后，炎症细胞总数及
嗜酸性粒细胞比例较哮喘组明显降低（Ｐ＜０．０１），
但仍高于正常对照组（Ｐ＜０．０１）；巨噬细胞比例在
ＤＸＭ组较哮喘组下降（Ｐ＜０．０５），与对照组比较差
异无统计学意义，见表１。

　　表１　各组大鼠肺组织中炎症细胞总数和分类计数　
（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
细胞总数

（×１０６／μｍ２）

嗜酸性粒细胞

（％）

肺泡巨噬细胞

（％）
对照组 ９ ５２±１７ 　　７±７ ２１±６
哮喘组 ９ ６４８±５４ａ 　２７±４ａ ２７±６ｃ

ＤＸＭ组 ９ ４０９±５６ａ，ｂ 　 １６±３ａ，ｂ ２４±４ｄ

Ｆ值 ３７８．３７ ３５．１９ ４４．０１
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０５

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与对

照组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　各组大鼠肺组织 １５ＬＯ蛋白含量
哮喘组 １５ＬＯ蛋白含量显著低于对照组

（Ｐ＜０．０１），ＤＸＭ组 １５ＬＯ蛋白水平较哮喘组明显
升高（Ｐ＜０．０１），与对照组比较差异无统计学意义，
见表２。
２．４　肺组织 １５ＬＯｍＲＮＡ水平

哮喘组 １５ＬＯｍＲＮＡ表达显著低于对照组，
ＤＸＭ组显著高于哮喘组（均Ｐ＜０．０１），与对照组比
较差异无统计学意义。肺组织 １５ＬＯｍＲＮＡ表达

与其蛋白水平变化一致，见表２及图２。

　　表２　各组大鼠肺组织１５ＬＯ蛋白及ｍＲＮＡ水平的比
较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 １５ＬＯ（μｇ／ｍＬ） １５ＬＯｍＲＮＡ

对照组 ９ ２４７２±１０６ ０．７６±０．１５
哮喘组 ９ ２０８０±７３ａ ０．５１±０．１４ａ

ＤＸＭ组 ９ ２５６２±２１８ｂ １．０２±０．３４ｂ

Ｆ值 ２７．６６ １１．３３
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０１
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图２　肺组织１５ＬＯｍＲＮＡ表达（ＲＴＰＣＲ）

３　讨论

１５ＬＯ是 １９７５年发现于兔曙红细胞的一种脂
质过氧化物酶，主要表达于气道上皮细胞、嗜酸性粒

细胞、肺泡巨噬细胞、嗜曙红细胞以及血管内皮细胞

等，能催化不饱和脂肪酸代谢，整合入细胞膜表面的

膜磷脂［４］。当慢性缺氧、一过性贫血或 ＩＬ４、ＩＬ１３
·９２２·
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等刺激时，１５ＬＯ表达上调，参与肺动脉高压、动脉
粥样硬化、糖尿病、癌症等炎症相关疾病的发病机

制。在花生四烯酸代谢过程中，１５ＬＯ主要催化其
１５位碳原子生成 １５羟过氧化二十碳四烯酸（１５
ＨＥＴＥ），随后与 １５ＬＯ通过跨细胞作用生成脂氧素
（ｌｉｐｏｘｉｎｓ，ＬＸｓ），其主要成员包括 ＬＸＡ４、ＬＸＢ４及其
同分异构体。ＬＸＡ４是目前发现的内源性促炎症消
退介质之一，能启动炎症刹车信号，在体内发挥广泛

的抗炎促消退作用［５］。外源性 １５ＬＯ能促进体内
ＬＸＡ４的合成［６］，ＤＸＭ能上调炎症细胞上的脂氧素
受体［７］。大部分的研究表明，１５ＬＯ涉及的脂氧素
系统是体内的抗炎症系统［８９］。然而，关于糖皮质激

素对 １５ＬＯ的调控研究甚少。
本研究采用 ＲＴＰＣＲ和 ＥＬＩＳＡ法检测哮喘大

鼠肺组织内１５ＬＯ的表达以及糖皮质激素 ＤＸＭ对
其的调控。结果表明，哮喘大鼠肺组织１５ＬＯ蛋白
和ｍＲＮＡ表达低下，经 ＤＸＭ干预后，１５ＬＯ表达显
著上调，提示 ＤＸＭ的抗炎症作用部分通过增加哮
喘大鼠肺组织 １５ＬＯ的表达而实现，进一步佐证了
１５ＬＯ的促炎症消退作用。

本研究对各组大鼠支气管肺组织中的炎症细胞

进行分类计数发现，哮喘组嗜酸性粒细胞比例较正

常对照组显著增加（Ｐ＜０．０１），肺泡巨噬细胞比例
也升高（Ｐ＜０．０５），是过敏性哮喘的特征之一。Ｃｈｕ
等［１０］和Ｐｒｏｆｉｔａ等［１１］曾分别研究了哮喘患者的气道

活检组织和肺泡灌洗液，发现 １５ＬＯ在哮喘患者中
表达升高，与嗜酸性粒细胞、肺泡巨噬细胞有关。而

在本研究中，哮喘大鼠并没有表现为 １５ＬＯ的上
调。原因考虑如下：① 本研究是观察大鼠整个肺组
织的 １５ＬＯ表达，如果嗜酸性粒细胞和巨噬细胞
１５ＬＯ表达升高，可能存在其他靶细胞，如血管内皮
细胞、气道上皮细胞 １５ＬＯ表达低下，而使整体 １５
ＬＯ水平较低。对 １５ＬＯ的定位研究，将有助于进
一步阐述导致 １５ＬＯ表达差异的原因。②本研究
中复制的哮喘模型时间尚短，而哮喘患者多表现为

慢性气道炎症。理论上，１５ＬＯ的促炎症消退作用
往往始于炎症后期的某个阶段，其上调可能需要特

定的炎症介质刺激或信号通路的激活。③１５ＬＯ表
达可能与靶细胞的状态有关。在 ＳＤ大鼠哮喘模型
中的研究表明，哮喘组嗜酸性粒细胞凋亡率低于正

常对照组，ＤＸＭ干预后嗜酸性粒细胞凋亡率较哮喘
组显著升高（Ｐ＜０．０１）［３］。本研究发现 ＤＸＭ可以

上调 １５ＬＯ的表达。所以推测，嗜酸性粒细胞１５
ＬＯ的上调可能与细胞的凋亡状态有关。在哮喘早
期，嗜酸性粒细胞大量活化，而慢性炎症过程中嗜酸

性粒细胞活化与凋亡并存，因而能够解释１５ＬＯ在本
哮喘模型中表达低下，而在哮喘患者中表达升高。

综上所述，本研究发现在 ＳＤ大鼠哮喘模型中，
ＯＶＡ致敏后连续雾化激发３ｄ，哮喘大鼠肺组织１５
ＬＯ表达低下。激发过程中，ＤＸＭ干预使 １５ＬＯ的
表达上调。从而说明了 ＤＸＭ部分通过上调支气管
哮喘大鼠肺组织 １５ＬＯ的表达而发挥抗炎作用。
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