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骨桥蛋白在哮喘小鼠肺组织中的
表达及地塞米松的干预作用

孙海会　尚云晓　杨男

（中国医科大学附属盛京医院小儿呼吸内科，辽宁 沈阳　110004）

［摘要］　目的　探讨哮喘气道炎症与骨桥蛋白（OPN）表达的相关性，以及地塞米松（DXM）对 OPN

表达的影响。方法　50 只小鼠随机分为正常对照组、不同程度哮喘组（卵清蛋白 OVA 激发 1 周和 2 周组）及

DXM 治疗 1 周和 2 周组，每组 10 只；OVA 致敏、激发建立急性哮喘模型；苏木精 - 伊红染色观察各组小鼠气

道炎症情况；ELISA法检测血清OVA-sIgE水平；免疫组化和Western blot法分别定位和定量分析肺组织OPN表达；

Real-time PCR 检测肺组织 OPN mRNA 水平。结果　哮喘组气道病理学改变较对照组和 DXM 组明显，且 OVA 激

发 2 周哮喘组改变较激发 1 周组明显。哮喘组血清 OVA-sIgE 水平较对照组和 DXM 组明显升高（P<0.01）；且

OVA 激发 2 周组高于激发 1 周组（P<0.01）。Western blot 和 Real-time PCR 结果显示哮喘组 OPN 及 OPN mRNA

表达较对照组和DXM组均显著升高（P<0.01）；且OVA激发 2周组的表达水平明显高于激发1周组（P<0.01）。

结论　OPN 可能是哮喘发病机制中的重要因素，哮喘气道炎症越重，OPN 表达水平可能越高；DXM 可能通过抑

制 OPN 的表达来减轻哮喘炎症。                                      ［中国当代儿科杂志，2014，16（12）：1265-1270］
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Effect of dexamethasone on osteopontin expression in the lung tissue of asthmatic mice

SUN Hai-Hui, SHANG Yun-Xiao, YANG Nan. Department of Pediatric Respiratory Medicine, Shengjing Hospital of 
China Medical University, Shenyang 110004, China (Shang Y-X, Email: shangyunx@sina.com) 

Abstract: Objective    To study the correlation between airway inflammation and osteopontin (OPN) level in 
the lung tissue, and to study the effect of dexamethasone (DXM) on OPN expression. Methods    Fifty  mice were 
randomly divided into 5 groups: normal control, ovalbumin (OVA)-challenged asthma groups (OVA inhalation for 1 
week or 2 weeks) and DXM-treated asthma groups (DXM treatment for 1 week or 2 weeks). The mice were sensitized 
and challenged with OVA to prepare mouse model of acute asthma. Alterations of airway inflammation were observed 
by haematoxylin-eosin staining. Serum level of OVA-sIgE was evaluated using ELISA. OPN expression in the lung 
tissue was located and measured by immunohistochemistry and Western blot respectively. OPN mRNA level in the lung 
tissue was detected by real-time PCR. Results  The asthma groups showed more pathological changes in the airway than 
the normal control and the DXM-treated groups. Compared with the OVA-challenged 1 week group, the pathological 
alterations increased in the OVA-challenged 2 weeks group. The level of OVA-sIgE in serum increased in the asthma 
groups compared with the control and the DXM groups (P<0.01). Serum OVA-sIgE sevel increased more significantly 
in the OVA-challenged 2 weeks group compared with the OVA-challenged 1 week group (P<0.01). OPN protein and 
mRNA levels were significantly raised in the asthma groups compared with the normal control and the DXM groups 
(P<0.01) , and both levels increased more significantly in the OVA-challenged 2 weeks group compared with the OVA-
challenged 1 week group (P<0.01). Conclusions  The increased OPN expression in the lung tissue is associated with 
more severe airway inflammation in asthmatic mice, suggesting that OPN may play an important role in the pathogenesis 
of asthma. DXM can alleviate airway inflammation possibly by  inhibiting OPN production.                         

[Chin J Contemp Pediatr, 2014, 16(12): 1265-1270]
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支气管哮喘（简称哮喘）是以嗜酸性粒细胞、

淋巴细胞、肥大细胞和中性粒细胞等多种细胞及

细胞组分参与的一种气道慢性炎症性疾病。气道

慢性炎症是哮喘的本质特点，是导致气道高反应

和肺功能持续性下降的重要原因。明确气道慢性

炎症机制是预防和控制气道慢性炎症的必要条件，

也是干预和治疗哮喘的有效途径。

骨桥蛋白（osteopontin, OPN）是细胞外基质

中一种重要的多功能磷酸化糖蛋白，表达于 T 细

胞、树突状细胞（dendritic cell, DC）、单核细胞、

嗜酸性粒细胞和肥大细胞等多种免疫细胞内。研

究表明，OPN 作为一种新型细胞因子参与免疫炎

症反应 [1]，包括介导多种细胞分泌促炎性因子 [2-5]，

维持气道慢性炎症 [6-9] 等。近年来，对于 OPN 是

否参与哮喘发病机制，以及 OPN 在哮喘发病中的

具体作用，越来越引起国内外学者的关注。已有

研究表明 OPN 参与哮喘气道重塑 [10-12]。然而 OPN

是否也参与哮喘气道炎症呢，国内外的研究相对

较少。此外，糖皮质激素作为治疗哮喘的一线用药，

明确其对 OPN 表达的影响，也具有重要的意义。

本研究通过建立不同程度哮喘及糖皮质激

素干预治疗的小鼠模型，并对各组小鼠肺组织中

OPN 表达进行检测，来明确 OPN 是否参与哮喘发

病、是否与气道炎症程度相关、是否受糖皮质激

素的影响，进而初步探讨 OPN 在哮喘发病中的具

体作用，为阐明哮喘的发病机制开辟新的方向。

1　材料与方法

1.1　材料

卵清蛋白（OVA）和氢氧化铝购于 Sigma-
Aldrich 公司；兔源 OPN 一抗购于 Bioss 公司；免

疫组化试剂盒购于北京中杉金桥生物技术公司；

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒购于碧云天生物技术研

究所；ECL 显色试剂盒及 BCA 蛋白定量试剂盒为

Pierce 公司产品；TRIzol 试剂液及 OPN 引物购于

Invitrogen 公司；SYBR Premix Ex Taq 及 PrimeScript 

RT 试剂盒购于 TaKaRa 公司；β-actin 引物为凯基

生物产品；小鼠血清 OVA-sIgE ELISA 试剂盒购于

沈阳宝信生物公司。

1.2　小鼠分组及模型建立

4~6 周龄 SPF 级雌性 BALB/c 小鼠 50 只，体

重 16~20 g，由中国医科大学附属盛京医院中心实

验室提供并饲养。按随机数字表法分为正常对照

组、不同程度哮喘组（OVA 激发 1 周组、OVA 激

发2周组）及相应的地塞米松（DXM）治疗组（DXM

治疗 1 周组、DXM 治疗 2 周组），每组 10 只。

模型制备参考文献 [13-14]：哮喘组及 DXM 治疗组小

鼠分别于第 0、7 和 14 天腹腔内注射含 10 μg OVA

和 1 mg 氢氧化铝的混悬液共 0.4 mL 致敏，第 21

天开始雾化吸入2%OVA诱导激发哮喘1周或2周，

1 次 /d，30 min/ 次。DXM 治疗组则在每次激发前

1 h，腹腔内注射 DXM 3 mg/kg。正常对照组致敏

和激发均用等体积的缓冲液（PBS）替代 OVA。

1.3　标本制备

每只小鼠于取材前腹腔注射 10% 水合氯醛

0.1 mL 麻醉，最后一次激发后 24 h 内断颈处死小

鼠，行左心取血，低温离心后取上清，用于 ELISA

分析。取新鲜双肺组织，将左肺以 10 倍体积的 4%

多聚甲醛溶液固定，常规方法石蜡包埋、切片。

采用连续切片，厚度 4 μm，每 3 张切片中取 1 张，

行苏木精 - 伊红（HE）染色及免疫组织化学检

测。按肺叶结构解剖右肺，分装后液氮冻存用于

Western blot 法及 Real-time PCR 法分析。

1.4　肺组织 HE 染色

随机选取每只小鼠肺组织 3 张切片，常规二

甲苯脱蜡及酒精复水，然后苏木素染色、冲洗、

伊红染色，最后梯度酒精脱水、二甲苯透明及中

性树胶封片，显微镜下每张切片随机选取 5 个以

上的高倍镜视野，观察支气管壁的形态学变化。

1.5　ELISA 法检测血清 OVA-sIgE 的表达

根据 ELISA 试剂盒说明书步骤，设标准孔、

待测样品孔、空白孔，分别加样，37℃温育 1 h，

洗板 5 次，加入 A、B 显色液，37 ℃温育 30 min，

然后加入终止液终止，利用酶标仪按照 450 nm

波长测量各孔的光密度，根据标准曲线计算样品

OVA-sIgE 的浓度。

1.6　免疫组化法定位检测 OPN 表达

免疫组化步骤按说明书进行。随机选取每

只小鼠肺组织 3 张切片，行常规脱蜡水化，3% 

H2O2 阻断 30 min，进行抗原修复，山羊血清封闭

30 min，滴加兔源 OPN 一抗 4℃过夜，生物素标记

山羊抗兔 IgG 37℃温箱孵育 40 min，辣根酶标记

链酶卵白素 37℃温箱孵育 15 min，DAB 显色，然

后复染、脱水、透明、封片，光镜下观察。空白

对照组用 PBS 代替一抗，步骤同前。每张切片随



 第 16 卷 第 12 期

  2014 年 12 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.16 No.12

Dec. 2014

·1267·

机选取 5 个以上的高倍镜视野，应用 NIS-Elements 

Br 3.0 图像分析软件计算出平均灰度值（Mean 

Density）作为该片蛋白半定量结果。

1.7　Western blot 检测肺组织中 OPN 的表达

分别取每只小鼠 1 份右肺叶标本，肺叶组织

称重后按每100 mg标本加入0.5 mL PIPA裂解液，

冰上剪碎组织，超声匀浆 30 s，4℃ 14 000 r/min 离

心 15 min，取上清分装 -80℃保存。上样后以 10% 

SDS-PAGE 凝胶电泳，分离蛋白质并转到 PVDF 膜

上。5% 脱脂奶粉封闭 2 h，4℃一抗孵育过夜，二

抗室温孵育 2 h，ECL 发光，凝胶成像仪成像。结

果用 ImageJ 软件分析测定条带的积分光密度值，

结果以 OPN 与内参 GAPDH 的比值表示。

1.8　Real-time PCR 检 测 肺 组 织 中 OPN mRNA

的表达

分别取每只小鼠肺组织称重剪碎，加入适量

TRIzol 提取总 RNA。参照反转录及扩增试剂盒说

明书，将总 RNA 反转录为 cDNA，取 cDNA 2 μL、
SYBR 预混液 16 μL、上下游引物 2 μL 共计 20 μL
总反应体系行实时定量 PCR。小鼠 OPN 引物

（336 bp）上游序列：5'-TGTGTCCTCTGAAGAAAA-
GGATGAC-3'；下游序列：5'-TCTGTGGCATCAGGA-
TACTGTTCA-3'。小鼠内参 β-actin 引物（136 bp）上

游序列：5'-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3'；
下游序列：5'-ATGGAGCCACCGATCCACA-3'。扩

增反应条件均为 95℃变性 30 s，59℃退火 1 min，

72℃延伸 30 s，共 40 个循环。荧光定量 PCR 仪

（ABI7500 型号）自动分析并计算出每个样本的

CT值，OPN mRNA的相对表达量以2-ΔΔCT 形式得出。

1.9　统计学分析

所有数据采用 SPSS 19.0 统计软件分析，计量

数据以均值 ± 标准差（x±s）表示，多组间比较

采用单因素方差分析。P<0.05 为差异有统计学意

义。

2　结果

2.1　各组小鼠症状比较

哮喘组雾化激发后出现烦躁不安、呼吸急促、

抓耳抓鼻、腹肌抽搐和大小便失禁等表现，多次

激发后出现毛发杂乱、光泽度差、体重增长缓慢；

DXM 组上述症状较轻；对照组无上述症状。

2.2　各组小鼠肺组织病理改变

HE 染色可见对照组小鼠支气管管壁完整光

滑，上皮细胞排列整齐，管腔光滑无狭窄，支气

管及周围血管组织无明显炎性细胞浸润。哮喘组

小鼠支气管管壁完整性受损，上皮细胞排列紊乱、

脱落，管腔明显缩窄；支气管及周围血管组织可

见大量的炎性细胞浸润；且 OVA 激发 2 周组上述

病理学改变较 OVA 激发 1 周组重。DXM 组小鼠上

述表现较哮喘组轻，见图 1。

图 1　各组小鼠肺组织病理形态学变化（苏木素 - 伊红染色，×200）　　对照组气道管壁完整，上皮细胞排列整齐，

管腔无狭窄，无明显炎性细胞浸润。哮喘组小鼠气道管壁完整性受损，上皮细胞排列紊乱，管腔明显缩窄；大量炎性细胞浸润；

且OVA激发2周时上述病理学改变较1周时重。DXM组气道管壁较哮喘组相对完整，上皮细胞脱落减少，炎性细胞浸润减少。

第 1 周

对照组 哮喘组 DXM组

第 2 周
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2.3　ELISA 法检测各组血清 OVA-sIgE 水平

ELISA 结果显示，哮喘组小鼠血清 OVA-
sIgE 明显高于对照组（P<0.001），且 OVA 激发

2 周组血清 OVA-sIgE 水平较激发 1 周组明显升高

（P<0.001）；DXM 治疗组血清 OVA-sIgE 水平低

于哮喘组但仍高于对照组（P<0.001），且 DXM

治疗 2 周组与治疗 1 周组比较差异无统计学意义

（P=0.549），见图 2。

2.4　免疫组化法检测 OPN 在各组肺组织中的定

位表达

免疫组化法结果显示，OPN 在肺组织中的表

达主要定位于支气管上皮及气道和血管周围浸润

的炎症细胞；经图像分析，OVA激发1周（44.8±3.5）

及 2 周组（66.3±4.9）肺组织 OPN 表达高于对照

组（11.5±2.8）（P<0.001），且 OVA 激发 2 周组

OPN 水平高于激发 1 周组（P<0.001）；DXM 治疗

1 周（29.2±3.7）及 2 周组（28.5±3.3）OPN 表达

均分别低于同时间点 OVA 组（P<0.001），见图 3。

2.5　Western blot 分析各组肺组织 OPN 的表达

Western blot 结果显示，哮喘组小鼠肺组织

OPN 表达明显高于对照组（P<0.001），且激发 2

周组OPN水平较激发1周组明显升高（P<0.001）；

DXM 治疗组 OPN 水平低于哮喘组却高于对照组

（P<0.001），且治疗 2 周组与治疗 1 周组比较差

异无统计学意义（P=0.925），见图 4。

图 2　ELISA 法检测各组小鼠血清 OVA-sIgE 表达水

平（n=10）　　a：与对照组比较，P<0.001；b：与 OVA 激发 1

周组比较，P<0.001；c：与 DXM 治疗 1 周组比较，P<0.001；d：

与 OVA 激发 2 周组比较，P<0.001。

2.6　Real-time PCR 检测各组肺组织 OPN mRNA

的相对表达量

Real-time PCR 结果显示，哮喘组小鼠肺组织

OPN mRNA相对表达量明显高于对照组（P<0.001），
且激发 2 周组 OPN mRNA 水平较激发 1 周组明

显升高（P<0.001）；DXM 治疗组 OPN mRNA 水

平低于哮喘组却高于对照组（P<0.001），且治

疗 2 周组与治疗 1 周组比较差异无统计学意义

（P=0.928），见图 5。
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图 3　各组小鼠肺组织 OPN 表达（DAB染色，×200）　　棕褐色为OPN阳性表达，哮喘组OPN表达明显高于对照组，

且 OVA 激发 2 周时 OPN 表达高于 1 周时，DXM 组 OPN 表达在各时间点均低于哮喘组。

对照组 哮喘组 DXM组

第 1 周

第 2 周
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3　讨论

OPN 是细胞外基质中一种重要的多功能磷酸

化糖蛋白，最早从骨基质中分离，因其能介导骨组

织细胞与骨基质的连接、参与骨基质矿化和重吸

收过程而得名。OPN基因位于人染色体4q13上（位

于鼠 5 号染色体上），分子量为 44~75 KDa，具有

良好的可溶性。在活化的T细胞、DC、单核细胞、

嗜酸性粒细胞和肥大细胞等多种免疫细胞中均有

其诱导性表达 [1]。已有研究证实，OPN 与多种 Th1

细胞免疫相关疾病的发病机制有关，如结节病 [15]、

图 5　Real-time PCR 法 检 测 各 组 小 鼠 肺 组 织 OPN 

mRNA 表 达 水 平（n=10）　　a：与对照组比较，P<0.001；
b：与OVA激发1周组比较，P<0.001；c：与DXM治疗1周组比较，

P<0.001；d：与 OVA 激发 2 周组比较，P<0.001。

图 4　Western blot 法检测各组小鼠肺组织 OPN 表

达水平（n=10）　　a：与对照组比较，P<0.001；b：与 OVA 激

发 1 周组比较，P<0.001；c：与 DXM 治疗 1 周组比较，P<0.001；
d：与 OVA 激发 2 周组比较，P<0.001。

结核病 [16]、类风湿关节炎 [17]、Crohn's 病 [18] 和多发

性硬化 [19] 等。那么，在支气管哮喘等 Th2 细胞免

疫疾病发病机制中，OPN 是否也发挥重要的作用

呢？众所周知，支气管哮喘是由多种细胞（如嗜

酸性细胞、肥大细胞、T 淋巴细胞、中性粒细胞和

气道上皮细胞等），以及细胞组分参与的气道慢

性炎症性疾病。近年来，相关临床和动物实验均

表明，OPN 在支气管上皮细胞、T 细胞、DC、嗜

酸性粒细胞中均有诱导性表达 [20-21]，可通过黏附 T

细胞、DC和巨噬细胞来影响不同细胞因子的分泌。

此外，相比正常鼠，OPN 基因敲除（OPN-/-）分泌

高水平 IL-13 而低水平 IFN-γ[7,22-23]。又有研究表

明 OPN 还能够下调 IL-4 的水平 [8,24]。Xanthou 等 [9]

发现 OPN 可以介导不同类型的 DC 细胞，在气道

炎症反应中发挥着双重作用。另外，Takahashi 等 [2]

和 Puxeddu 等 [3] 先后发现，OPN 表达水平与嗜酸

性粒细胞数目呈正相关，并且具有能够诱导嗜酸

性粒细胞迁移的效应。综上可见，OPN 能够影响

多种炎症细胞及其炎症因子的分泌，这些细胞因

子与炎症细胞相互作用相互影响构成复杂的网络，

进而影响气道炎症。而气道慢性炎症又是哮喘的

本质特点，这就提示 OPN 可能与哮喘的发病机制

存在某种关系。所以，研究 OPN 在不同程度哮喘

模型中的表达水平，对于明确 OPN 与哮喘气道炎

症的关系以及进一步研究哮喘的发病机制，都具

有重要的意义。

本研究以 OVA 致敏和激发建立不同程度急性

哮喘模型，并以 DXM 对哮喘小鼠进行干预。通过

3 次致敏、1 周或 2 周的激发，哮喘组小鼠出现呼

吸急促、鼻部瘙痒和口唇紫绀等哮喘症状，血清

中 OVA-sIgE 表达显著增加，病理切片 HE 染色显

示小鼠支气管上皮破坏、黏膜水肿、管腔缩窄、

大量炎性细胞浸润，说明哮喘模型建立成功。并

且激发2周组上述所有变化均较激发1周组明显，

说明在哮喘模型中，激发 2 周组的气道炎症比激

发 1 周组严重。研究结果显示，OPN 主要表达于

哮喘小鼠支气管上皮细胞及浸润的炎症细胞内，

哮喘组肺组织 OPN 及 OPN mRNA 表达水平明显高

于对照组，其中激发 2 周组显著高于激发 1 周组，

这表明 OPN 可能参与哮喘的发病并与气道炎症程

度密切相关，即气道炎症程度越重，OPN 表达水

平可能越高。根据本实验结果和既有的文献报道，
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我们推测 OPN 可能是通过调节多种炎性细胞因子

来维持气道炎症进而参与哮喘发病。关于其具体

机制，尚需要进一步探究。

糖皮质激素作为哮喘治疗的一线用药，主要

是控制哮喘的免疫炎症反应，已获得极大的成效。

本研究动物模型中，DXM 组小鼠的哮喘症状、血

清中 OVA-sIgE 水平和病理学的相关变化都明显低

于哮喘组，这说明DXM治疗哮喘有效。本研究发现，

DXM 组肺组织 OPN 蛋白及 mRNA 表达水平明显

低于哮喘组，表明DXM能够下调OPN的表达水平。

由此认为，DXM 抑制 OPN 的表达可能是其控制哮

喘炎症的机制之一。DXM 影响 OPN 表达的机制尚

不清楚，仍需我们进一步的努力探索。

总之，本研究首次评估了 OPN 与不同气道炎

症程度的相关性，并且分别从蛋白水平及转录水

平上，综合的评估 OPN 在哮喘及 DXM 模型中的

表达。研究者认为，本研究可能对拓展哮喘的发

病机制提供一个新的视角。
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