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随着经济水平提高#肥胖哮喘患病人数明显增
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.研究发现#肥胖是哮喘的独立危险因

素#肥胖哮喘治疗效果不佳#可进展为重症哮喘$肥

胖对哮喘的影响除了胸腹脂肪堆积引起的机械效应

导致呼吸肌功能紊乱#同时也可以通过内分泌途径分

泌大量促炎因子#如瘦素&肿瘤坏死因子
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#但其具体机制不明$吡格列酮是一种胰岛素

增敏剂#对肥胖哮喘的气道炎症及重构有一定抑制作

用#但机制亦不明确-

1

.

$本研究利用吡格列酮作用于

内源性及外源性瘦素干预的大鼠#探讨吡格列酮是否

可以通过降低肺组织中瘦素水平从而抑制哮喘的气

道重构及炎症病变#为肥胖哮喘的治疗提供一种新的

思路$

!

!

材料与方法

!0!

!

材料

!0!0!

!

实验动物
!

取
1

!

%

周龄雌性
&)

大鼠
%+

只#

体质量!

7+f#

"

>

#清洁级#由西南医科大学中心实验

室提供#饲养于西南医科大学动物房#恒温
*#U

#标

准无卵清蛋白饲料#自由摄食和饮水#

!*=

黑暗交替#

实验大鼠适应性喂养
!

周#

!

周后采用成组设计方法#

将其分为空白组!

<

组"&肥胖哮喘组!

]

组"&瘦素
c

肥胖哮喘组!

'

组"&吡格列酮
c

瘦素
c

肥胖哮喘组!

)

组"#每组
!+

只$

!0!0"

!

主要实验药物及器材
!

卵清蛋白!

IS<

"&氢

氧化铝!美国
&/

>

WG

公司"#盐酸吡格列酮片!天津武

田药品有限公司"#大鼠重组瘦素!美国
PF.4

T

@C

公

司"#

2+VbCGE

高脂饮食!美国
;@4@GFC=)/@?4

公司"#

&?@

T

I5@

OM

;@GE6O/W@P';

仪!美国
J/B@O@C=5.E.6

>

/@4

公司"#大鼠转化生长因子
6

&

!

!

O[96

&

!

"酶联免疫

吸附试验!

KJ(&<

"试剂盒&大鼠基质金属蛋白酶
6"

!

MMP6"

"及其组织抑制剂!

O(MP6!

"

KJ(&<

试剂盒

!苏州卡文生物科学有限公司"#光学显微镜!日本
I6

E

A

W

T

D4

公司"等$

!0"

!

方法

!0"0!

!

肥胖哮喘气道模型建立
!

参考文献-

%

.报道

的方法#并加以改进制作慢性肥胖哮喘模型$

]

&

'

&

)

组均给予
2+V bCGE

高脂饮食喂养
7

周#共计
!"

周$

<

组给予普通饲料喂养#自由摄水#人为控制大鼠饮

食量#每周称重#

]

&

'

&

)

组大鼠以体质量超过
<

组大

鼠体质量
!

*

1

为肥胖标准#第
"

周起
]

&

'

&

)

组在
+

&

,

&

!%-

腹腔注射
+0#WJ

生理盐水致敏液-

IS<!

W

>

和氢氧化铝
*#

#

>

.致敏#第
*!

天对
]

&

'

&

)

组大

鼠经腹腔注射
#+W

>

*

b

>

戊巴比妥钠麻醉后#经鼻滴

入
+0*V IS<

激发#

1

次*周#持续
7

周#实验时间共

!"

周#

<

组给予相同容积生理盐水致敏和激发#

*!-

起
'

&

)

组每次激发前
!=

腹腔注射大鼠重组瘦素

!0,#

#

>

0

>

$!

0

-

$!

#溶解于
+0#WJ

生理盐水中#

<

&

]

组给予相同剂量生理盐水注射#

)

组每次激发前
1+

W/5

给予吡格列酮
!+W

>

0

b

>

$!

0

-

$!灌胃#

<

&

]

&

'

组给予相同容积生理盐水灌胃$

!0"0"

!

标本处理和采集
!

实验大鼠末次激发后

*%=

#戊巴比妥钠麻醉大鼠#心脏取血
1WJ

#静置离心

后使用生化分析仪测定血糖#打开胸腔#分离气管#结

扎左肺门#用冷生理盐水
1WJ

灌洗右肺#连续
1

次#

每次停留
1+4

#收集肺泡灌洗液!

]<J9

#回收率大于

7+V

视为成功"#以计数白细胞&中性粒细胞&嗜酸性粒

细胞数量#离心后取上清液用
KJ(&<

测定干扰素
$

!

(9Q6

$

"&

(J6!1

&

76

异前列腺素
9*

%

!

76/4.6P[9*

%

"&

O[96

&

!

&

MMP6"

&

O(MP6!

#取新鲜左肺上叶放入
$7+U

冰箱

保存#用于实时荧光定量
P';

检测#左肺下叶用
%V

多

聚甲醛固定&常规制备病理石蜡切片#苏木素
6

伊红

!

8K

"&

MG44.5

染色后镜下观察各组肺组织上皮细胞

损伤程度及胶原沉积情况#并使用
(WG

>

@6PF.PED4

图

像分析软件分析并测量气道重塑!气道壁厚度&平滑

肌厚度"相关指标$

!0"0#

!

肺组织中瘦素&脂联素受体&过氧化物酶体增

殖物激活受体
6

$

!

PP<;6

$

"

W;Q<

的表达
!

提取大鼠肺

!,#%

重庆医学
*+!7

年
!*

月第
%,

卷第
12

期



组织总
;Q<

#采用
PF/W@&CF/

T

?

OM

;OF@G

>

@5?Y/?Z/?=

>

)Q< KFG4@F

合成
C)Q<

#在
&?@

T

I5@

OM

;@GE6O/W@

P';

仪上使用
&R];

'

PF@W/\K\OG

e

OM试剂盒完成

实时荧光定量
P';

#反应程序)

"#U

#

!W/5

预变性%

"#U!#4

#

#7U*+4

#

,*U%#4

#

%+

个循环#每个样

品均作
1

个复孔#引物均由武汉金开瑞生物工程有限

公司合成$实验后观察
P';

熔解曲线确定扩增产物

的特异性#引物序列见表
!

$

表
!

!!

实时免疫荧光检测引物序列

基因 引物序列 产物大小!

`

T

"

[<P)8 *1%

!

正向
#g6O[<<[[[O[[<[''<<<<[61g

!

反向
#g6<[O'OO'O[[[O[['<[O[<O61g

脂联素受体
! *%*

!

正向
#g6[[[<'OO[['OO[<[O[[O[61g

!

反向
#g6<<[O[[<'[<<<['O['O['61g

脂联素受体
* *!,

!

正向
#g6O<[[''O[<[O[[<<O'<O''61g

!

反向
#g6'<['<<''<'<<<[<O[O[[<61g

PP<;6

$

**2

!

正向
#g6['OO[O[<<[[<O['<<[[[61g

!

反向
#g6[<O<O'<'O[[<[<O'O''[''61g

瘦素
!++

!

正向
#g6O'O''[<[<''O''O''<O'O61g

!

反向
#g6OO''<[[<'[''<O''<[61g

!0#

!

统计学处理
!

采用
&P&&!,0+

统计软件进行统

计分析#计量资料以
LfB

表示#多组间比较采用单因

素方差分析#组间两两比较采用
J&)6?

检验%计数资

料以例数或百分率表示#组间比较采用
!

* 检验或

9/4=@F

确切概率法%用
P@GF4.5

相关分析法进行相关

性分析%以
!

$

+0+#

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"0!

!

各组大鼠体质量及血糖的变化
!

实验开始时各

组大鼠体质量相当#高脂饮食喂养
"

周后#

]

&

'

&

)

组

较
<

组小鼠体质量增加#差异有统计学意义!

!

$

+0+!

"#随着喂养时间延长体质量亦增加#造模结束时

]

&

'

&

)

组体质量均较
<

组增加约
!

*

1

#肥胖大鼠造模

成功$

%

组小鼠血糖水平比较#差异有统计学意义

!

!

$

+0+!

"#

)

组血糖!

[ED

"较
'

组降低#差异有统计

学意义!

!

$

+0+!

"#见表
*

$

"0"

!

支气管
]<J9

中细胞计数及肺组织病理改变
!

'

组
]<J9

中白细胞&中性粒细胞计数较
<

&

]

组明

显升高#差异有统计学意义!

!

$

+0+#

"#见表
1

$

8K

染色
<

组镜检示气道上皮排列较整齐#管腔光滑#未

见炎性细胞浸润#

]

&

'

&

)

组气道上皮均可见炎性细胞

浸润及气道上皮肿胀&断裂#管腔可见明显黏液分泌#

其中
'

组较
]

组明显#

)

组上皮细胞破坏情况较
'

组

有所改善!图
!

"$

MG44.5

染色镜检气道上皮可见
<

组气管腔光滑#气道上皮有少许胶原沉积#

]

&

'

&

)

组

均可见较多胶原沉积#其中
'

组沉积量最多#

)

组较

'

组沉积量有所减少!图
*

"$

表
*

!!

不同组大鼠体质量及
[ED

水平比较&

LfB

'

组别
. +

周!

>

"

"

周!

>

"

!"

周!

>

"

[ED

!

WW.E

*

J

"

<

组
!+ 7+0*f101 *2!0*f,0! 12#01f!*0! 20*,f+0#%

]

组
!+ 7!0%f*0" *"+0#f20#

#

#%*0*f!!0,

#

20"#f+0,%

#

'

组
!+ ,"0,f*0# *"!01f#0,

#

#%,02f!+0#

#

,0!*f+0"#

#(

)

组
!+ 7+0,f#0! *7,07f%02

#

#%%0*f"0,

#

20%#f+021

#"

F !0%*, 720%#2 "+0*#, !7011#

!

%

+0+#

$

+0+!

$

+0+!

$

+0+!

!!

#

)

!

$

+0+!

#与
<

组比较%

(

)

!

$

+0+!

#与
]

组比较%

"

)

!

$

+0+!

#

与
'

组比较

表
1

!!

不同组大鼠支气管
]<J9

中细胞计数

!!!

比较&

LfB

%

h!+

2

(

WJ

'

组别
.

白细胞 中性粒细胞 嗜酸性粒细胞

<

组
!+ 70#1f%02* +0**f+0!7 !0*1f+02*

]

组
!+ %+0**f20+#

#

!%0!,f20*+

#

702#f*0,2

#

'

组
!+ #*0%1f20##

#(

*!01*f#01!

#(

20#,f!02*

#(

)

组
!+ %#012f#0,*

#"

!#0*2f#0#*

#"

%012f*01!

#"

F #,0%*2 270"%* #20271

!

$

+0+#

$

+0+#

$

+0+#

!!

#

)

!

$

+0+#

#与
<

组比较%

(

)

!

$

+0+#

#与
]

组比较%

"

)

!

$

+0+#

#

与
'

组比较

!!

<

)

<

组%

]

)

]

组%

'

)

'

组%

)

)

)

组

图
!

!!

各组大鼠肺组织
8K

染色&

h!++

'

*,#%

重庆医学
*+!7

年
!*

月第
%,

卷第
12

期



!!

<

)

<

组%

]

)

]

组%

'

)

'

组%

)

)

)

组

图
*

!!

各组大鼠肺组织
MG44.5

染色&

h!++

'

"0#

!

气道的形态学改变
!

在大鼠的支气管壁厚度测

量中#

]

&

'

&

)

组较
<

组明显增厚#且
'

组较
]

组亦明

显增厚#

)

组经吡格列酮干预后气道壁厚度较
'

组减

小#差异有统计学意义!

!

$

+0+#

"%气管平滑肌厚度变

化趋势与支气管壁厚度变化趋势大致相同!

!

$

+0+#

"#见表
%

$

表
%

!!

不同组大鼠气道壁厚度及平滑肌厚度比较&

LfB

%

#

W

'

组别
.

支气管壁厚度 平滑肌厚度

<

组
!+ 2%0*2f70#! *!02,f#0*,

]

组
!+

!*#0!7f"0%"

#

2,0%2f,02#

#

'

组
!+ !%1071f!*0"!

#(

710,+f20!2

#(

)

组
!+

!*"0%1f!+0#*

#"

,!027f%021

#"

F #20%12 ,20#%1

!

$

+0+#

$

+0+#

!!

#

)

!

$

+0+#

#与
<

组比较%

(

)

!

$

+0+#

#与
]

组比较%

"

)

!

$

+0+#

#

与
'

组比较

"0$

!

各组大鼠
]<J9

中
(9Q6

$

&

(J6!1

&

76/4.6P[9*

%

&

O[96

&

!

&

MMP6"

及
O(MP6!

水平比较
!

在
]<J9

中#

'

组
(9Q6

$

&

76/4.6P[9*

水平较
<

&

]

组升高#

)

组较

'

组降低#差异均有统计学意义!

!

$

+0+#

"%

'

组

(J6!1

水平较
]

组降低#

)

组经吡格列酮干预
(J6!1

水

平升高#差异有统计学意义!

!

$

+0+#

"#见表
#

$

]

&

'

&

)

组
O[96

&

!

&

MMP6"

及
O(MP6!

水平较
<

组明显升

高#

'

组
O[96

&

!

&

MMP6"

及
O(MP6!

水平较
]

组升

高#

)

组
O[96

&

!

&

MMP6"

及
O(MP6!

水平较
'

组降

低#差异有统计学意义!

!

$

+0+#

"#见表
2

$

表
#

!!

各组大鼠
]<J9

中
(9Q6

$

)

(J6!1

及
76/4.6P[9*

!!!

水平比较&

LfB

%

5

>

(

J

'

组别
. (9Q6

$

(J6!1 76/4.6P[9*

<

组
!+ !20*+f!0#% 210**f!0#1 !,02#f#0,7

]

组
!+ *+0+1f!0%1

#

#,0*#f!0*2

#

21011f,0,#

#

'

组
!+ **0%#f!0,!

#(

#!01*f*0,1

#(

,*0#%f207"

#(

)

组
!+ *+0,%f!071

#"

##021f!0,*

#"

2#0%*f#0"%

#"

F 2,01"2 ,70*%2 #20,7#

!

$

+0+#

$

+0+#

$

+0+#

!!

#

)

!

$

+0+#

#与
<

组比较%

(

)

!

$

+0+#

#与
]

组比较%

"

)

!

$

+0+#

#

与
'

组比较

"0%

!

肺组织中瘦素&脂联素受体及
PP<;6

$

W;Q<

表达水平比较
!

瘦素
W;Q<

在
'

组表达水平最高#

明显高于
<

&

]

组#

)

组瘦素
W;Q<

表达水平较
'

组

降低#差异均有统计学意义!

!

$

+0+#

"$

'

组脂联素

受体
!

&

*

的
W;Q<

表达水平均低于
]

&

)

组#差异均

有统计学意义!

!

$

+0+#

"$

)

组
PP<;6

$

W;Q<

表

达水平较
'

组升高#差异有统计学意义!

!

$

+0+#

"#见

表
,

$

表
2

!!

各组大鼠
]<J9

中
O[96

&

!

)

MMP6"

及
O(MP6!

!!!

水平比较&

LfB

%

5

>

(

WJ

'

组别
.

O[96

&

!

MMP6" O(MP6!

<

组
!+ !0+1f+01* !07,f+0!# !0,%f+0!*

]

组
!+

*012f+0!,

#

%0!,f+01!

#

#07,f+0*#

#

'

组
!+ *0,7f!0*1

#(

#01*f+0!7

#(

201#f+0!1

#(

)

组
!+

*0%"f!0!#

#"

%0,2f+0#,

#"

%0#1f+0,#

#"

F 1*0"2% 2#01*% ,70%1#

!

$

+0+#

$

+0+#

$

+0+#

!!

#

)

!

$

+0+#

#与
<

组比较%

(

)

!

$

+0+#

#与
]

组比较%

"

)

!

$

+0+#

#

与
'

组比较

表
,

!!

各组大鼠肺组织瘦素)脂联素受体及
PP<;6

$

W;Q<

!!!

相对表达水平比较&

LfB

'

组别
.

脂联素受体
!

脂联素受体
* PP<;6

$

瘦素

<

组
!+ +0""f+0!*# !0++f+0!! *0!*f+0!% !01*f+0+#

]

组
!+

+02,f+0+,1

#

+072f+0+,

#

!0#2f+0+*

#

!02*f+0+,

#

'

组
!+ +0%1f+01!

#(

+0#%f+0!1

#(

!0+*f+0!2

#(

!0"7f+0+7

#(

)

组
!+

+0#"f+0!%

#"

+0,"f+0+#

#"

!0%,f+0*#

#"

!0#"f+0+2

#"

F %#02#* #20"1! 7"0*!# 120#!7

!

$

+0+#

$

+0+#

$

+0+#

$

+0+#

!!

#

)

!

$

+0+#

#与
<

组比较%

(

)

!

$

+0+#

#与
]

组比较%

"

)

!

$

+0+#

#

与
'

组比较

#

!

讨
!!

论

!!

肥胖引起哮喘加重的原因除了胸腹脂肪堆积引

起呼吸肌功能障碍的机械性因素#还存在内分泌因素

的参与#脂肪组织具有内分泌功能#可分泌瘦素&

OQ96

%

等促炎因子#也可分泌脂联素&

PP<;6

$

等抗

炎因子-

#62

.

$研究显示#肥胖哮喘急性发作时血清瘦

素水平明显升高-

,

.

#可以推测肥胖哮喘与体内瘦素水

平之间存在一定联系-

7

.

$肥胖哮喘主要以气道黏液

分泌过多&气道重塑病变为主#易导致气道受限进行

加重#激素治疗不佳$

吡格列酮是
PP<;6

$

受体激动剂#是胰岛素增敏

剂#主要机制是与脂肪细胞
PP<;6

$

受体结合增加体

内组织对胰岛素的敏感性$研究发现
PP<;6

$

广泛

1,#%

重庆医学
*+!7

年
!*

月第
%,

卷第
12

期



表达于气道上皮细胞&巨噬细胞&

O

淋巴细胞等#

PP<;6

$

受体激动剂对哮喘的气道炎症有一定的抑制

作用#已知的机制可能参与调解脂联素*丝裂原活化

蛋白激酶!

<-/

T

.

*

M<PY

"通路#以及与上调
<-/

T

.

水

平及抑制核因子
6

)

]

!

Q96

)

]

"等因子相关-

"6!+

.

$此外#

研究发现吡格列酮在血管平滑肌中可抑制瘦素表达#

从而抑制血管平滑肌增殖达到抗动脉粥样硬化的作

用-

!!6!*

.

$

O[96

&

!

是一种促纤维化因子#主要促进细

胞外基质的产生及抑制其降解#基质金属蛋白酶类

!

MMP4

"是一类可降解细胞外基质的蛋白酶#作用于

肺组织中
*

型胶原纤维#而
O(MP6!

可以抑制
MMP6

"

产生#促进细胞外基质的胶原沉积#促进气道重塑进

展#气道中
MMP6"

&

O(MP6!

水平升高可提示气道重

塑的发生-

!!

.

$

本实验利用高脂饮食&

IS<

建立肥胖哮喘模型#

并加用
PP<;6

$

激动剂吡格列酮干预#实验结果显

示#肥胖哮喘组
[ED

水平明显升高#符合
]IJ(Q)K;

等-

!*

.关于肥胖可引起
[ED

升高的研究#吡格列酮干预

组大鼠
[ED

有所降低#其中机制可能是吡格列酮通过

增加机体对胰岛素的敏感性降低血糖-

!1

.

#内外源性瘦

素共同作用的
'

组支气管壁及平滑肌厚度#

O[96

&

!

&

MMP6"

&

O(MP6!

水平明显高于
<

&

]

组#说明肥胖哮

喘引起气道重塑可能与瘦素相关#瘦素水平越高#气

道重塑程度越严重#与
&(Q[8

等-

!%

.研究结果一致%

经吡格列酮干预后
)

组气道上皮破坏程度&气道重塑

程度&

O[96

&

!

&

MMP6"

&

O(MP6!

水平较
'

组降低#且

肺组织中
PP<;6

$

&脂联素受体
!

&

*W;Q<

表达水平

较
'

组明显升高#而
)

组瘦素
W;Q<

表达水平较
'

组降低#提示吡格列酮可以通过抑制肺组织中瘦素表

达及上调脂联素的表达#进而降低肥胖哮喘大鼠气道

相关促纤维化及促炎因子水平#达到抑制肥胖哮喘气

道重塑及炎症病变的作用$

瘦素是白色脂肪组织分泌的蛋白#被发现广泛表

达于气道上皮细胞&

+

型肺泡上皮细胞&巨噬细胞$

研究中发现#肥胖哮喘模型中瘦素水平较单纯肥胖组

高#单纯肥胖组较空白组瘦素水平升高#表明肥胖促

进体内瘦素水平升高#哮喘炎症使肥胖模型组瘦素水

平更高-

!#

.

$本实验发现#

]

组中气道重塑及炎症程度

较
<

组明显升高#且瘦素
W;Q<

表达水平升高#说明

肥胖哮喘气道重塑和炎症加重与瘦素水平上调相关#与

L8KQ[

等-

!2

.研究结果一致%而在
&:O8K;J<Q)

-

!,

.

的研究中发现#单纯肥胖小鼠体内瘦素水平升高#但气

道炎性病变较正常组无明显变化#考虑瘦素不是哮喘

的始发因素#而是与哮喘气道炎症相互促进$本研究

结果显示#

'

&

]

组
]<J9

中炎性细胞以中性粒细胞计

数升高为主#可以推测瘦素升高可促进气道内中性粒

细胞增加#与普通型哮喘气道内嗜酸性粒细胞为主不

同#解释了肥胖哮喘对激素的抵抗作用$

(9Q6

$

由辅

助性
O

淋巴细胞
!

!

O=!

"分泌#促使初始
O

淋巴细胞

!

O=+

"向
O=!

分化#而
(J6!1

由辅助性
O

淋巴细胞
*

!

O=*

"分泌#有募集气道内嗜酸性粒细胞的作用$

JK(;(<

等-

!7

.研究显示#普通哮喘气道内主要是

O=!

*

O=*

细胞因子调节失衡#以
O=*

偏移为主%而本

次实验中发现#肥胖哮喘大鼠气道内
(9Q6

$

水平明显

升高#

(J6!1

水平降低#加用外源性瘦素后更加明显#

说明瘦素引起肥胖哮喘模型气道重构与
O=!

优势表

达相关#而吡格列酮干预后可以同时降低
(9Q6

$

&

(J6

!1

水平#以
(9Q6

$

水平降低明显#说明吡格列酮可以

通过抑制
O=!

表达#促进
O=!

*

O=*

细胞因子平衡#抑

制哮喘气道重构及炎症病变$

76/4.6P[9*

是氧化应

激反应重要的细胞因子#本实验发现经吡格列酮干预

后#气道内
76/4.6P[9*

水平和瘦素
W;Q<

水平下降#

提示吡格列酮抑制气道内瘦素表达与降低气道内氧

化应激水平相关$

综上所述#本实验证实吡格列酮通过上调肥胖哮

喘大鼠肺组织中
PP<;6

$

水平#抑制肺组织中瘦素表

达#达到改善肥胖哮喘大鼠气道重塑及气道炎症病变

程度的作用#其机制可能是通过降低肥胖哮喘大鼠肺

组织中氧化应激水平#改善
O=!

*

O=*

细胞因子偏移#

降低促肺纤维化因子水平&上调气道内脂联素水平#

为肥胖哮喘的药物治疗提供了新的方向$
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殖#其主要机制与调控
N5?#G

基因表达有关$本实验

中
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上调
N5?#G

基因表达抑制
(Q&6!

细胞增殖的

具体机制并未阐明#有待进一步研究探索$
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T

?/5E@X@E4/5

T

G?/@5?4Z/?=

?

AT

@*-/G̀@?@4

-

H

.

0H)/G̀@?@4(5X@4?/

>

#

*+!7

#

"

!

%

")

"!,6

"*%0

-

!*

.

]IJ(Q)K;H

#

JH:Q[[;KQk

#

HI8<Q&&IQJ

#

@?GE0

)G

T

G

>

E/BE.d/5WG/5?G/54

>

E

A

CG@W/CC.5?F.EZ=/E@F@-DC/5

>

Z@/

>

=?G5- .̀-

A

BG?WG44.X@F*

A

@GF4/5

T

G?/@5?4Z/?=

?

AT

@*-/G̀@?@4W@EE/?D4/5G-@

e

DG?@E

A

C.5?F.EE@-.5W@?6

B.FW/5

-

H

.

0)/G̀@?@4Ì@4M@?G̀
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