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吸烟诱导肺气肿大鼠血清
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"摘要#

!

目的
!

探讨吸烟诱导肺气肿大鼠血清抗血管内皮细胞抗体"

7Y37

$的表达!分析甲基波尼松龙对其干预影响%方

法
!

将
'(

只大鼠随机分为对照组&吸烟大鼠肺气肿模型组"模型组$&甲基波尼松龙干预组"干预组$%模型组及干预组进行烟雾

暴露被动吸烟
$

个月时!对干预组腹腔注射甲基波尼松龙"每天
$

次!每周
)!

$%烟雾暴露
(%!

后!比较各组大鼠血清
7Y37

&支

气管肺泡灌洗液"

V73[

$中白细胞介素
./

"

Q<./

$&基质金属蛋白酶
.(

"

ZZ>.(

$&肿瘤坏死因子
.

,

"

D4[.

,

$及肺组织中肺平均内衬间

隔"

Z<Q

$&平均肺泡数"

Z74

$的差异%结果
!

模型组血清
7Y37

比对照组&干预组升高"

!

$

%&%:

$'模型组
V7<[

中
Q<./

&

D4[.

,

&

ZZ>.(

水平较对照组&干预组均升高"

!

$

%&%:

$%结论
!

7Y37

参与吸烟诱导肺气肿大鼠形成!甲基波尼松龙可降低
7Y37

及细胞炎症因子水平!并影响肺气肿的形成%
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慢性阻塞性肺疾病$
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#

3̂ >9

%是一种严重危害人类健康的常见病,多发病#病死

率较高#并给患者及其家庭和社会带来沉重的经济负担)该病

是一种以持续气流受限为特征的#同时也可以预防和治疗的疾

病#其气流受限多呈进行性发展#与气道和肺组织对烟草烟雾

等有害气体或有害颗粒的慢性炎症反应增强有关&

$

'

)当前#该

病发病机制机制尚未完全清楚#治疗效果不尽人意)

3̂ >9

患

者肺内炎症细胞以肺泡巨噬细胞,中性粒细胞和
390

f

D

细胞

为主#激活的炎症细胞释放多种炎性介质#包括白三烯
V0

,白

细胞介素
/

$

Q<./

%,肿瘤坏死因子
,

$

D4[.

,

%等&

$

'

)越来越多的

研究结果表明#自身免疫反应,肺泡隔细胞凋亡在肺气肿甚至

3̂ >9

的形成过程中具有重要的作用&

1

'

#被认为是解释
3̂ >9

发病的新的机制#因此越来越受到国内外学者的关注和重视)

抗血管内皮细胞抗体$

7Y37

%是一组针对血管内皮细胞

膜表面结构抗原的异质性抗体#它可出现在多种自身免疫疾病

当中&

1

'

)说明该抗体的产生可能是诱发自身免疫反应的重要

因素之一#许多研究表明
3̂ >9

的形成也和自身免疫反应有

关&

'.:

'

#尤其是有学者还发现在终末期肺气肿患者血清中检测

到
7Y37

&

)

'

)有研究证明#

3̂ >9

发病和
7Y37

有关#故由此

可推测#

7Y37

亦有可能在肺气肿形成中起着重要作用#而且

和疾病严重程度相关)大量的事实证明
3̂ >9

急性加重期患

者在标准治疗的基础上加用糖皮质激素能够更快地缓解症状,

减缓肺功能下降&

-

'

)因此#结合上述相关内容#可进一步推测!

皮质类固醇激素有可能通过抑制
7Y37

的表达#阻断其诱发
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的自身免疫机制,气道炎症反应从而达到防止肺气肿发生的可

能)为此#本实验通过建立吸烟诱导的肺气肿大鼠模型#进一

步验证
7Y37

在肺气肿发病中的作用并探讨其相关机制#以

期为完善肺气肿的发病机制及寻求可能的治疗途径奠定基础)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料
!

$

$

%动物!健康雄性
89

大鼠
'(

只#

0

#

:

周龄#体

质量
1%%

#

1:%

N

#由重庆腾鑫比尔实验动物销售有限公司实验

动物中心提供$近交系#清洁级%#贵州省人民医院呼吸内科实

验室饲养)$

1

%仪器和试剂!烟雾暴露箱$自制%#

::%

酶标仪

$美国
V#".6I!

公司%#

9<.:

低速大容量离心机$上海安亭科学

仪器厂%#光学显微镜$

%<UVR8VS0$D[

日本%#

_/%\

冰箱

$

D=@B5"[#+=@B8@#@,A#G#H

公司美国%#血清
7Y37Y<Q87

试剂

盒$武汉博士德生物工程有限公司%#肺泡灌洗液
D4[.

,

,

Q<./

,

基质金属蛋白酶
(

$

ZZ>.(

%

Y<Q87

$武汉博士德生物工程有限

公司%#注射用甲泼尼龙琥珀酸钠$美国辉瑞制药有限公司生产

批号!

21%%/%1/0

%#雄狮牌香烟$浙江中烟有限责任公司#焦油

量每盒
(5

N

%)

@&A

!

方法

@&A&@

!

动物分组
!

适应性饲养
$

周后采用随机数字表法将

'(

只将大鼠随机分为对照组,吸烟大鼠肺气肿模型组$模型

组%,甲基波尼松龙干预组$干预组%#每组
$'

只)

@&A&A

!

3̂ >9

模型建立及动物处理
!

方法参照文献&

/

'#将模

型组及干预组放入自制的大鼠实验性被动吸烟装置中#点燃
:

支香烟后放入箱内自然燃烧#至香烟燃尽#烟雾消失#共计
$:

5#,

#此为
$

次烟雾暴露#

:5#,

后重复
$

次烟雾暴露#

'=

后重

复上述
1

次烟雾暴露)每天共烟雾暴露
0

次#每周
)!

)烟雾

暴露达
$

个月时#干预组大鼠按照文献&

(

'报道的剂量给予甲

基波尼松龙生理盐水溶解液$

$%5

N

-

P

N

_$

-

!

_$

%腹腔注射#

每周
)!

)第
(%

天后终止所有处理并进行以下检测)

@&A&B

!

标本采集
!

末次烟雾暴露
10=

后#参照文献&

$%

'予

$%]

水合氯醛$

%&'5<

"

$%%

N

#腹腔注射%麻醉大鼠后#剖腹下

腔静脉抽取静脉血#在
:\

,

1%%%B

"

5#,

离心
$%5#,

#留取血

清#

_-%\

冰箱中保存待测)随后#处死大鼠#暴露气管与双

肺#将右主支气管的结扎解除#将尖端磨平的
$1

号针头连接于

:5<

注射器#经气管切口向左肺缓慢注入无菌生理盐水

'5<

#每次注入后立即回吸灌洗液$回收率为
/%]

#

(%]

%#并

经纱布过滤#重复
'

次&

/

'

)吸取各组大鼠支气管肺泡灌洗液

$

V7<[

%离心#取其上清液移入无菌瓶内#

_-%\

冰箱中待测)

结扎大鼠左主支气管及右中上肺支气管#

0]

多聚甲醛固定液

注入右下肺灌注#直至胸膜展平#右下肺膨胀边缘变锐#

'%5#,

后取出右下肺并置入
0]

多聚甲醛中固定
10=

)最后石蜡包

埋,切片#常规苏木素
.

伊红$

2Y

%染色#光镜下观察
2Y

染色的

肺组织)

@&A&C

!

细胞因子的检测
!

采用
Y<Q87

检测血清
7Y37

及

V7<[

中
D4[.

,

,

Q<./

,

ZZ>.(

水平#具体操作方法严格按照

试剂盒说明书的要求进行)

@&A&D

!

病理标本形态定量分析
!

在光镜$

g$%%

%下观察#每只

大鼠肺组织标本取
'

个切片#每片取
'

个视野)形态分析#在

每个视野下正中心划十字交叉线#测出十字线总长$

<

%和每个

视野面积$

8

%#计算与交叉线相交的肺泡隔数$

48

%和每个视野

内肺泡数$

4I

%#平均内衬间隔$

Z<Q

%

a<

"

48

#

Z<D

表示肺泡

平均内径)平均肺泡数$

Z74

%

a4I

"

8

#

Z74

用来反映肺泡

密度)

@&B

!

统计学处理
!

采用
8>88$-&%

统计软件进行分析#计量

资料以
Ib?

表示#多组间比较采用单因素方差分析$

,̂@.?I

J

74̂ c7

%#组间两两比较方差齐时用
84T

检验#方差不齐时

用
TBM+PI;.OI;;#+

检验#以
!

$

%&%:

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

各组大鼠一般情况比较
!

'

组大鼠在造模前外观,行为,

对刺激的反应及活动比较#差异均无统计学意义$

!

%

%&%:

%)

造模结束后#对照组大鼠的一般指标与造模前比较无明显变

化(模型组在造模过程中#出现毛发脱落,萎黄,牙齿偏黄,反应

迟钝,活动减少,呼吸频率增快)干预组在烟雾暴露过程中#首

先大鼠出现毛发脱落,反应迟钝#但在烟雾暴露
'%!

后予甲基

泼尼松龙琥珀酸钠$

$%5

N

-

P

N

_$

-

!

_$

%腹腔内注射#随后大

鼠毛发,反应及活动度较前好转)在实验过程中#模型组大鼠

第
)%

,

-1

天时各死亡
$

只#干预组第
-%

天时死亡
$

只#原因不

详(对照组无动物死亡)

A&A

!

各组大鼠
V7<[

中
D4[.

,

,

ZZ>.(

及
Q<./

水平比较
!

模型组及干预组大鼠
V7<[

中
D4[.

,

,

ZZ>.(

,

Q<./

水平均高

于对照组$

!

$

%&%:

%(但干预组
V7<[

中
D4[.

,

,

ZZ>.(

,

Q<./

水平低于模型组$

!

$

%&%:

%#见表
$

)

表
$

!!

各组大鼠
V7<[

中
D4[.

,

%

ZZ>.(

及
Q<./

水平

!!!

比较&

Ib?

'

,

N

)

<

(

组别
% D4[.

,

ZZ>.( Q<./

对照组
$' $(%&''b/&$/ 01&%$b$&-' 1:1&%(b(&1'

模型组
$$ 1-1&-1b0&/1

I

)1&/(b$&0$

I

':/&$)b$$&0)

I

干预组
$1 1'%&'$b:&-(

IC

:%&/(b$&-(

IC

1('&-:b(&'$

IC

!!

I

!

!

$

%&%:

#与对照组比较(

C

!

!

$

%&%:

#与模型组比较)

A&B

!

各组大鼠血清中
7Y37

水平比较
!

模型组,干预组血清

中
7Y37

水平分别为$

$0(&:$b'&::

%,$

$1$&0(b0&/)

%

,

N

"

<

#

均高于对照组的$

($&1-b0&)%

%

,

N

"

<

#差异有统计学意义$

!

$

%&%:

%(但干预组血清中
7Y37

水平低于模型组$

!

$

%&%:

%)

A&C

!

各组大鼠肺组织
2Y

染色切片病理学变化
!

显微镜下#

对照组中肺组织结构正常#肺泡间隔完整#气管壁结构清楚#气

管内表面纤毛丰富,整齐#未见脱落现象)模型组的大鼠支气

管肺内出现较多的慢性炎性细胞浸润#纤毛脱落,倒状#呈杯状

上皮细胞化生#肺泡壁变薄或断裂#肺泡腔扩大#部分融合成肺

大泡(在上述变化中#干预组较模型组都相对减轻)与对照组

比较#模型组大鼠
Z<Q

明显增加#

Z74

明显减小#表现为明显

的肺气肿样改变#差异均有统计学意义$

!

$

%&%:

%)与模型组

比较#干预组大鼠
Z<Q

明显减小#

Z74

明显增加$

!

$

%&%:

%#

见表
1

)

表
1

!!

各组大鼠
Z<Q

及
Z74

比较&

Ib?

(

组别
% Z<Q

$

g$%

_)

5

"个%

Z74

$

g$%

)个"
5

1

%

对照组
$' 00&'%b1&%( 0''&10b(&'1

模型组
$$ /0&$-b/&-0

I

$//&'0b$$&01

I

干预组
$1 :0&/$b-&'$

C

'$:&:%b$)&$:

C

!!

I

!

!

$

%&%:

#与对照组比较(

C

!

!

$

%&%:

#与模型组比较)

B

!

讨
!!

论

7Y37

是一组针对血管内皮细胞膜表面结构抗原的异质

性抗体&

$$

'

)

7Y37

能够识别在人体内皮细胞的多种抗原决定

簇#虽然它们的靶抗原和精确的致病作用仍不清楚#但它们结

-:$$
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合到内皮细胞的细胞膜抗原#能诱导血管内皮细胞的损伤#从

而导致血管损伤&

$1

'

)近几年#自身免疫机制已经被确认为是

3̂ >9

发病机制之一&

)

#

$'.$)

'

)

7Y37

已在
3̂ >9

患者中被检

测出&

'.0

'

)在动物模型中进行诱导肺气肿#内皮细胞是其中的

一个靶细胞)因此#作者推测#

7Y37

参与
3̂ >9

的发病)本

课题组前期研究表明#

3̂ >9

患者血清中发现
7Y37

的表达#

并发现
3̂ >9

患者较正常对照人群血清
7Y37

水平显著增

高&

1

'

)有研究发现在非
3̂ >9

患者或不吸烟患者中#该水平

呈低表达或不表达&

$-

'

)

本实验采用肺气肿大鼠模型#实验中发现模型组血清中

7Y37

水平较对照组明显升高)结合前述文献支持
7Y37

在

吸烟诱导的肺气肿发病中有重要意义)目前国内外较多研究

表明
D4[.

,

,

Q<./

和
ZZ>.(

可参与吸烟诱发的肺气肿形

成&

$/.1%

'

)本实验表明#模型组大鼠
V7<[

中
Q<./

,

D4[.

,

,

ZZ>.(

水平明显高于对照组)和前述文献报道一致#支持上

述炎症因子在吸烟诱发的肺气肿形成的重要作用)

皮质醇类固醇能抑制花生四烯酸的代谢#减少白三烯和列

腺素的合成#抑制炎症细胞的定向移动#活化并提高呼吸道平

滑肌
%

受体的反应性等&

1$

'

)能够抑制炎性因子合成#如
Q<.$

,

Q<.'

,

Q<.1

,

Q<.:

,

Q<.)

,

Q<./

及
D4[.

,

的合成分泌#而诱导炎性

细胞的凋亡等)较多研究表明伴随有
7Y37

升高的自身免疫

性疾病对皮质醇类固醇治疗反应良好#而大量的临床事实证明

3̂ >9

急性加重期患者在标准治疗基础上加糖皮质激素可缓

解症状#减慢肺功能下降&

/

'

)因此#皮质醇激素有可能通过抑

制
7Y37

的表达#阻断其诱发的自身免疫机制,气道炎症反应

从而防止肺气肿发生可能)

本实验表明#甲基波尼松龙干预后大鼠血清中
7Y37

水

平较模型组显著降低#可说明甲基波尼松龙可干预
7Y37

表

达#从而对
3̂ >9

治疗起一定作用)干预组
V7<[

中
D4[.

,

,

Q<./

,

ZZ>.(

水平较模型组降低)本研究旨在探讨
7Y37

在

肺气肿形成中的作用及其相关机制#通过实验结果发现
7Y37

与吸烟诱发的肺气肿形成(甲基波尼松龙可降低细胞炎症因子

水平而干预肺气肿的形成)进一步了解肺气肿的发病机制#为

临床上寻求新的治疗方法提供了理论指导)
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