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全反视黄酸对哮喘大鼠气道反应性和
气道重塑的影响

李文开　李云　钟礼立

（湖南省人民医院儿科，湖南 长沙　４１０００５）

　　［摘　要］　目的　观察全反视黄酸（ＡＴＲＡ）对哮喘大鼠气道反应性、气道重塑和肺组织基质金属蛋白酶９
（ＭＭＰ９）表达的影响。方法　４０只大鼠随机分为５组，每组８只：盐水组、模型组、ＡＴＲＡ组、棉籽油组和布地奈德
（ＢＵＤ）组。后４组经卵清蛋白（ＯＶＡ）致敏１４ｄ后激发６周，构建大鼠慢性哮喘模型。ＡＴＲＡ组、棉籽油组和ＢＵＤ
组每次激发前分别给予ＡＴＲＡ５０μｇ／ｋｇ、棉籽油１ｍＬ和ＢＵＤ０．３２ｍｇ／ｋｇ。５组大鼠行气道反应性检测，并测定肺
组织ＭＭＰ９表达和气道重塑情况。结果　ＡＴＲＡ干预组的气道反应性与盐水组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
ＭＭＰ９表达高于盐水组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＡＴＲＡ干预组的气道反应性和ＭＭＰ９表达均明显低于模
型组，气道重塑改变减轻，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　早期预防性ＡＴＲＡ干预通过减少肺组织ＭＭＰ９
表达，可在一定程度上减轻哮喘大鼠的气道重塑和气道高反应性。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（１０）：８２７－８３１］
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　　支气管哮喘是全球范围内严重危害公共健康的
常见病之一。哮喘的防治工作中，规范化吸入糖皮

质激素控制气道炎症已取得较好的效果，然而仍存

在部分对激素治疗不敏感患者，因此探索新的激素

替代药物或辅助哮喘治疗药物成了一种必然。全反

视黄酸（ＡＴＲＡ）是维生素 Ａ的中间代谢产物，主要
用于治疗皮肤病和急性早幼粒细胞白血病，既往的

研究显示，ＡＴＲＡ还能明显抑制哮喘动物气道炎
症［１］，ＡＴＲＡ能否降低哮喘气道反应性和改善气道
重塑，国内外报道不多，本研究观察早期运用 ＡＴＲＡ
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对哮喘大鼠气道反应性和气道重塑的影响，并进一

步探讨其对气道重塑影响的机制。

１　材料与方法

１．１　试剂用品和动物分组
卵清蛋白（ＯＶＡ）、ＡＴＲＡ和棉籽油（ＣＯ）均由美

国Ｓｉｇｍａ公司提供；山羊抗大鼠基质金属蛋白酶９
（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓ９，ＭＭＰ９）多克隆抗体由北
京中杉金桥生物技术有限公司提供；气道阻力与肺

顺应性检测系统由美国 ＢＵＸＣＯ公司提供。４周龄
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠４０只，体重２００±２０ｇ，由
湖南农业大学动物部提供。随机分为５组，每组８
只动物：盐水组、模型组、ＡＴＲＡ组（溶解于 ＣＯ后腹
腔注射）、ＣＯ组和布地奈德（ＢＵＤ）组。
１．２　方法
１．２．１　大鼠哮喘模型制备及标本采集　　５组大
鼠中，除盐水组以外的其余４组大鼠第１天腹腔注
射１０％ＯＶＡ混合液１ｍＬ（含 ＯＶＡ１００ｍｇ、氢氧化
铝１００ｍｇ及灭活百日咳杆菌苗５×１０９个作为免疫
佐剂）致敏。２周后再以ＯＶＡ进行激发，２％ＯＶＡ雾
化泵吸入，１０ｍｉｎ／次，每周３次，激发时间为６周，
构建大鼠慢性哮喘模型［２３］。盐水组致敏、激发均以

生理盐水代替。ＡＴＲＡ和 ＣＯ组每次激发前分别用
ＡＴＲＡ５０μｇ／ｋｇ和 ＣＯ１ｍＬ腹腔注射。ＢＵＤ组每
次激发前用 ＢＵＤ溶液 ０．６４ｍＬ／ｋｇ（含布地奈德
０．３２ｍｇ）加生理盐水至 ２ｍＬ雾化泵吸入，每次
１０ｍｉｎ，每周 ３次，共 ６周。末次激发 ２４ｈ内用
１０％水合氯醛 ４ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉动物，气管
插管行气道反应性测定后，处死大鼠取肺组织，用

免疫组化方法测定肺组织 ＭＭＰ９的表达、结合病
理学的苏木精伊红（ＨＥ）染色、Ｍａｓｓｏｎ染色分析
气道重塑情况。

１．２．２　气道反应性测定　　气道反应性用 Ｂｕｘｃｏ
气道阻力与肺顺应系统（包括 ＢｕｘｃｏＢｉｏＳｙｓｔｅｍＸＡ
Ｗｉｎｄｏｗｓ软件和Ｂｕｘｃｏ全身体积描记器）进行测定。
大鼠麻醉后，仰卧固定，正中剪开颈部皮肤，暴露气

管，行气管插管。将大鼠密封放在体积描记器内记录

基线阻力值，随后通过内嵌式雾化给药系统依次雾化

吸入生理盐水与浓度为 ０．０１ｍｇ／ｍＬ、０．０２ｍｇ／ｍＬ、
０．０４ｍｇ／ｍＬ、０．０８ｍｇ／ｍＬ和０．１６ｍｇ／ｍＬ的盐酸组
胺后２０ｓ，分别记录气道阻力值，阻力值回到基线后
再行下一梯度浓度的刺激，系统通过传感器采集数

据，经过系统处理，直接记录气道阻力值，与吸入组

胺浓度为０ｍｇ／ｍＬ即生理盐水时的气道阻力相比

（基础气道阻力），表示气道阻力的变化、代表气道

反应性。

１．２．３　肺组织病理切片、染色、图像分析　　５组
大鼠测定完气道阻力后，打开胸腔，取右上肺，４％多
聚甲醛固定２４ｈ，石蜡切片后ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色观
察病理学改变。参照 Ｔｅｍｅｌｋｏｖｓｋｉ等［４］报道方法半

定量评定支气管周围炎性细胞浸润程度。０分：支
气管周围几乎无炎性细胞；１分：支气管周围散在少
许炎性细胞；２分：支气管周围较多分布不均的炎性
细胞但未聚集成团；３分：支气管周围大量炎性细
胞，分布较均匀，但少见聚集成团；４分：支气管周围
几乎大量炎性细胞聚集成团；每组评定≥２０个气
道。并计数单位基底膜面积气道管周炎性细胞数，

每组计数≥２０个气道。Ｍａｓｓｏｎ染色切片测量胶原
沉积，参照 Ｓｈｅｎ等［５］报道方法进行，以固定颜色模

式界定胶原，在色调、饱和度、颜色强度等条件下测

定气道壁胶原面积（Ｗａｃ），结果以占支气管基底膜
周径的胶原面积（Ｗａｃ／Ｐｂｍ，μｍ２／μｍ）表示，每组
测定≥２０个气道。
１．２．４　肺组织免疫组化染色　　二步法免疫组化
染色，采用彩色病理图文分析系统对肺组织支气管

上皮的ＭＭＰ９蛋白表达水平进行半定量分析。光
学显微镜下观察：细胞浆呈现褐色或棕黄色颗粒为

阳性细胞，每张切片任选５个视野拍片（×１００），采
用ＹＰＳ２０００系列彩色病理图文分析系统对 ＭＭＰ９
蛋白表达水平进行半定量分析，以平均阳性面积作

为ＭＭＰ９在肺组织中蛋白的表达值。
１．３　统计学分析

采用ＳＡＳ９．１．３软件进行统计学分析，计量资
料用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用方差
分析或秩和检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　气道反应性测定
各组大鼠基础气道阻力差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５），对生理盐水激发无明显反应。用盐酸
组胺激发后，各组大鼠气道阻力随激发浓度增高而

增高，组胺浓度为０．０１ｍｇ／ｍＬ和０．０２ｍｇ／ｍＬ时，
各组大鼠气道阻力变化值差异无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）；当组胺浓度≥０．０４ｍｇ／ｍＬ时，在同一浓度
组胺激发下，ＡＴＲＡ组气道阻力明显低于模型组和
ＣＯ组（均Ｐ＜０．０５），与盐水组及 ＢＵＤ组比较差异
无统计学意义（均 Ｐ＞０．０５）；模型组与 ＣＯ组比较
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。
·８２８·
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表１　各组大鼠吸入不同浓度组胺后的气道阻力变化值　（ｎ＝８，ｘ±ｓ，ｃｍＨ２Ｏ·ｍｌ－１·ｓ－１）

组别
组胺浓度

０ｍｇ／ｍＬ ０．０１ｍｇ／ｍＬ ０．０２ｍｇ／ｍＬ ０．０４ｍｇ／ｍＬ ０．０８ｍｇ／ｍＬ ０．１６ｍｇ／ｍＬ

盐水组 １ １．４３±０．１２ １．９５±０．１５ ２．０８±１．０１ ２．２５±０．７０ ３．１７±１．７７

模型组 １ １．５５±０．０９ ２．２０±０．１３ ４．０９±０．７４ａ ５．７７±０．８２ａ ６．１１±０．９５ａ

ＡＴＲＡ组 １ １．５６±０．１６ ２．１２±０．１７ ２．９２±０．８５ｂ ３．６５±１．５８ｂ ４．５０±１．３２ｂ

ＣＯ组 １ １．５８±０．１３ ２．０３±０．２６ ４．４２±１．２４ａ，ｃ ５．６２±１．６４ａ，ｃ ６．７８±１．５３ａ，ｃ

ＢＵＤ组 １ １．４８±０．０８ １．９４±０．２８ ２．７６±０．６８ｂ，ｄ ３．１５±０．９２ｂ，ｄ ４．４０±１．０３ｂ，ｄ

Ｆ值 ４．３４８ ３．２７８ ６．３２１ ８．６５２ ５．９３２

Ｐ值 ＞０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：１表示盐水测定的基数值。ａ：与盐水组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与 ＡＴＲＡ组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与 ＣＯ组比较，

Ｐ＜０．０５

２．２　病理组织学改变
ＨＥ染色观察大鼠支气管管周炎性细胞浸润程

度显示，盐水组支气管管壁完整，管周仅见极少量炎

性细胞浸润；模型组支气管管壁破坏严重，管周大量

炎性细胞浸润，部分聚集成团；ＡＴＲＡ组支气管管
壁较完整，管周炎性细胞浸润较少；ＣＯ组支气管管
壁破坏严重，管周大量炎性细胞浸润；ＢＵＤ组支气
管管壁较完整，管周见少量炎性细胞浸润。ＡＴＲＡ
组支气管周围炎性细胞浸润程度、支气管壁周围

ＥＯＳ均较模型组明显降低（Ｐ＜０．０５），但仍高于盐
水组（Ｐ＜０．０５），而与ＢＵＤ组比较差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）；ＣＯ组与模型组比较差异无统计学意

义（Ｐ＞０．０５）。见表２，图１。肺组织Ｍａｓｓｏｎ染色观
察发现，盐水组胶原沉积较少，模型组支气管壁胶原

沉积多，ＡＴＲＡ组胶原沉积较模型组明显降低
（Ｐ＜０．０５），但仍高于盐水组（Ｐ＜０．０５），而与 ＢＵＤ
组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＣＯ组与模
型组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表２，
图２。
２．３　肺组织ＭＭＰ９蛋白的表达

盐水组仅有极少量ＭＭＰ９蛋白表达，模型组大
量表达 ＭＭＰ９蛋白，ＡＴＲＡ组 ＭＭＰ９表达弱于模
型组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而与 ＢＵＤ组
的ＭＭＰ９表达相似（Ｐ＞０．０５）。见表２。

　　图１　支气管管周炎性细胞浸润（ＨＥ，×１００）　Ａ：盐水组，支气管管壁完整，管周仅见极少量炎性细胞
浸润；Ｂ：模型组，支气管管壁破坏严重，管周大量炎性细胞浸润；Ｃ：ＡＴＲＡ组，支气管管壁较完整，管周炎性细胞较

模型组明显减少；Ｄ：ＣＯ组，支气管管壁破坏严重，管周大量炎性细胞浸润；Ｅ：ＢＵＤ组，支气管管壁较完整，管周见

少量炎性细胞浸润。

·９２８·
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表２　各组炎性细胞浸润、气道胶原沉积、肺组织ＭＭＰ９蛋白表达量的比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数（只） 炎性细胞浸润 ＥＯＳ（个／ｍｍ２）
胶原沉积面积

（Ｗａｃ／Ｐｂｍ，μｍ２／μｍ）
ＭＭＰ９蛋白表达量

盐水组 ８ ０．３５±０．０９ ６．１６±１．８９ ４．３２±０．９２ １．０３±０．１２

模型组 ８ ３．４８±０．１５ａ ８７８．６８±９０．７１ａ ２５．２２±１．５６ａ １４．８７±２．８６ａ

ＡＴＲＡ组 ８ １．２９±０．０７ａ，ｂ １１８．１２±２１．２５ａ，ｂ １４．１８±１．９８ａ，ｂ ７．０１±１．７９ａ，ｂ

ＣＯ组 ８ ３．４０±０．１４ａ，ｃ ８５７．５３±８９．３１ａ，ｃ ２６．１４±１．１３ａ，ｃ １２．８７±４．０３ａ，ｃ

ＢＵＤ组 ８ １．２３±０．１０ａ，ｂ，ｄ １１５．６４±２３．１５ａ，ｂ，ｄ １３．８７±１．１８ａ，ｂ，ｄ ６．３０±１．１４ａ，ｂ，ｄ

Ｆ值 ５６．１７ ６２４．３７ ５８６．０１ ８４．８４

Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与盐水组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与ＡＴＲＡ组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与ＣＯ组比较，Ｐ＜０．０５

　　图２　Ｍａｓｓｏｎ三色染色观察气道胶原沉积（×１００）　Ａ：盐水组，气道上皮无明显胶原沉积；Ｂ：模型组，气
道上皮见大量胶原沉积；Ｃ：ＡＴＲＡ组，气道胶原沉积较模型组明显减少；Ｄ：ＣＯ组，气道胶原沉积显著；Ｅ：ＢＵＤ组，气

道见少量胶原沉积。蓝色部分即为胶原沉积。

　　图３　气道上皮细胞ＭＭＰ９蛋白表达（免疫组化，×１００）　光学显微镜下观察：气道上皮细胞浆呈现褐色
或棕黄色颗粒为阳性细胞，图中箭头所示。Ａ：盐水组，气道上皮少量表达ＭＭＰ９蛋白；Ｂ：模型组，气道上皮细胞大量

表达ＭＭＰ９蛋白；Ｃ：ＡＴＲＡ组，气道上皮细胞表达 ＭＭＰ９较模型组明显减少；Ｄ：ＣＯ组，气道上皮细胞大量表达

ＭＭＰ９蛋白；Ｅ：ＢＵＤ组，气道上皮细胞表达ＭＭＰ９较模型组明显减少。

·０３８·
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３　讨论

气道重塑被认为是气道慢性炎症反复损伤的结

果，与气道炎症和气道高反应一起，是支气管哮喘的

三大主要特征。上皮下胶原和细胞外基质在气道壁

沉积过多是引起气道重塑和气流阻塞的主要原因之

一［６］。气道基底膜是气道上皮下细胞外基质所特

有的一薄层，被认为是哮喘气道重塑的始发位

置［７］。基质金属蛋白酶被认为是降解细胞外基质

的关键酶［８］，ＭＭＰ９作为其重要成员之一，其作用
主要是降解气道基底膜促进细胞迁移、参与气道炎

性反应，降解包括基底膜在内的细胞外基质而促进

气道重塑。ＭＭＰ９通过降解细胞外基质有力地促
进嗜酸性粒细胞、肥大细胞、淋巴细胞等炎性细胞通

过基底膜的移行进行跨膜迁移而参与气道炎症反

应［９］。有研究发现哮喘患者气道胶原沉积比健康

人增多，表达更多的 ＭＭＰ９蛋白，且胶原沉积的面
积与ＭＭＰ９蛋白的量显著相关［１０１１］。因此认为哮

喘患者ＭＭＰ９的表达增多可使气道胶原沉积增多，
造成气道纤维化，从而导致支气管哮喘气道重

塑［１２］。本研究免疫组化显示模型组大鼠肺组织

ＭＭＰ９蛋白表达增加，提示 ＭＭＰ９参与了哮喘气
道炎症和气道重塑中气道上皮下胶原和气道基底膜

沉积，与文献报道一致［１３］。

新近研究认为，自身免疫反应是支气管哮喘的

另一种发病机制［１３］。ＡＴＲＡ为体内维生素 Ａ的活
性代谢产物，有维持免疫器官上皮细胞生理功能和

组织上皮细胞的分化发育的作用，金红芳等［１］证实

ＡＴＲＡ能抑制哮喘大鼠的气道炎症。本研究应用
ＡＴＲＡ腹腔注射进行预防性干预，发现 ＡＴＲＡ组大
鼠在相同浓度盐酸组胺激发下气道阻力变化值低于

哮喘模型组；支气管管周白细胞总数和 ＥＯＳ百分比
下降，炎症程度下降，气道壁结构改变减轻，气道胶

原沉积减少，提示ＡＴＲＡ能降低气道高反应性，有效
抑制哮喘气道炎症，并通过减少气道上皮下胶原和

细胞外基质的沉积来改善气道重塑。免疫组化显示

大鼠肺组织ＭＭＰ９蛋白表达下降，提示ＡＴＲＡ能有
效抑制哮喘肺组织ＭＭＰ９蛋白的表达，降低哮喘的
气道高反应性，有效的抑制哮喘气道炎症，改善气道

重塑，这与糖皮质激素ＢＵＤ的作用类似［１４］，其可能

的原因是早期预防性腹腔注射ＡＴＲＡ抑制变应原诱
导的大鼠哮喘模型中ＭＭＰ９在肺组织中的表达，从
而通过减少气道胶原沉积抑制哮喘气道重塑，为临

床上运用ＡＴＲＡ治疗哮喘提供理论依据。
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