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　　摘　要：目的　观察缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）在慢性哮喘大鼠中的表达水平，探讨其在慢性哮

喘气道重塑中的作用。方法　以卵清清蛋白（ＯＶＡ）致敏及反复激发建立大鼠慢性哮喘模型，激发前３０ｍｉｎ胃内灌注地塞米松１

ｍｇ／ｋｇ，最后一次激发１２ｈ内处死大鼠，常规病理切片观察大鼠肺内炎症情况、总气管壁厚度、气管内壁厚度及气道平滑肌厚度。

免疫组化检测气道壁 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ蛋白的表达，ＲＴＰＣＲ观察大鼠肺部 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达。结果　慢性哮喘模型

组大鼠气道支气管及血管周围大量炎症细胞聚集，总气管壁、气管内壁及气道平滑肌增厚，肺组织 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦｍＲＮＡ及 ＨＩＦ

１α、ＶＥＧＦ蛋白的表达增高（犘＜０．０１）。哮喘大鼠致敏前使用地塞米松后气道炎症较轻，减轻总气管壁、气管内壁及气道平滑肌

增厚。各组大鼠肺组织内 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ蛋白的表达与气道壁厚度呈正相关。结论　ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ可能参与了慢性哮喘大鼠

的气道重塑，早期使用地塞米松可以预防气道重塑。
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　　气道重塑是指气道在各种刺激下所发生气道壁结构的变

化，包括气道上皮组织化生、基底膜增厚、气道平滑肌细胞的肥

大和增生、血管生成和血管重塑（ｖａｓｃｕｌａｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ）等。血

管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是

一种多功能血管调节因子，有着促进内皮细胞增殖、增加微血

管通透性、促进血管生成和成熟的功能。缺氧诱导因子（ｈｙ

ｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，ＨＩＦ１）是哺乳动物机体在缺氧条件

下一个非常重要的转录调节因子。ＨＩＦ１通过调节其目标基

因等途径影响能量的代谢、血管张力的调节等生理和病理过

程，ＶＥＧＦ是其中的一个重要的目标基因
［１］。ＶＥＧＦ和 ＨＩＦ１

与炎症性疾病有着密切的联系，它们与哮喘的关系国内外鲜有

报道。本实验研究 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ在哮喘大鼠中的表达水平，

探讨其在哮喘病理过程中的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料　超声雾化器（鞍山市电子仪器厂），自制封闭雾化

吸入箱，卵清清蛋白（购自美国Ｓｉｇｍａ公司），氢氧化铝、ＨＩＦ

１α多克隆兔抗大鼠抗体、ＶＥＧＦ多克隆兔抗大鼠抗体、免疫组

化羊抗兔二抗、ＤＡＢ显色剂（购自武汉博士德生物工程有限公

司），组织裂解液ＴＲＩＺＯＬ、一步法逆转录试剂盒（购自上海生

物工程技术服务有限公司），图像分析软件ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ

５．１，紫外线凝胶成像分析系统ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ３４００（美国Ａｌｐｈａ

公司）等。

１．２　动物分组及模型的制备　２４只健康２级雄性ＳＤ大鼠由

南华大学动物部提供，体质量１００～１２０ｇ，按随机表随机分成

３组：慢性哮喘模型组（Ａ组）、地塞米松治疗组（Ｂ组）、正常对

照组（Ｃ组）。动物模型制备方法参照文献［２］，第１天和第８

天Ａ、Ｂ两组大鼠每只腹腔内注射 ＯＶＡ／ＡＬ（ＯＨ）３ 混合液１

ｍＬ（内含ＯＶＡ１ｍｇ和ＡＬ（ＯＨ）３１００ｍｇ）致敏；Ｃ组腹腔内

注射等量生理盐水。第１５天开始 Ａ、Ｂ组雾化吸入含１％

ＯＶＡ的生理盐水激发哮喘，隔天１次，每次３０ｍｉｎ，共８周；Ｃ
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组用生理盐水代替雾化吸入。每次激发前３０ｍｉｎ，Ｂ组先给予

地塞米松１．０ｍｇ／ｋｇ灌胃，Ａ组和Ｃ组在同一时间段用等量

生理盐水灌胃。抗原激发后，以大鼠出现呼吸急促，严重者呼

吸减慢或节律不整、嘴唇发绀、四肢无力、行动迟缓或俯伏不

动、反应迟钝、大小便失禁等为激发成功的标志。

１．３　实验标本的采集　在末次激发后１２ｈ内每只腹腔内注

射１０％水合氯醛１ｍＬ处死大鼠，开胸切取左肺迅速置于液氮

中保存，用于提取 ｍＲＮＡ。结扎左主支气管，于气管内灌注

４％多聚甲醛２ｍＬ，内固定后取右肺，用于组织病理学观察及

免疫组化检测。

１．４　形态学观察　取中内带肺组织常规石蜡包埋。石蜡切片

厚度４μｍ，ＨＥ染色后，显微镜下观察。

１．５　总气管壁厚度、气管内壁厚度及气道平滑肌厚度测定　

肺组织标本切片 ＨＥ染色后光学显微镜观察，找到完整的中小

支气管横断面［５００μｍ＜支气管基底膜周径（Ｐｂｍ）＜１５００

μｍ］，每张切片选取３个完整支气管，采用图像采集系统获取

图像后再以图像分析软件ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．１定量分析。用

光笔描绘出气道基底膜边界及平滑肌的内外边界，测定Ｐｂｍ、

总管壁面积（Ｗａｔ）、内管壁面积（Ｗａｉ）、气道平滑肌面积

（Ｗａｍ），将测得的后３个值除以Ｐｂｍ标化后，分别代表总管壁

标化厚度（Ｗａｔ／Ｐｂｍ）、内管壁标化厚度（Ｗａｉ／Ｐｂｍ）、平滑肌标

化厚度（Ｗａｍ／Ｐｂｍ）。每个标本各取３个支气管横断面测量，

取其平均值。

１．６　免疫组化检测 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ蛋白的表达　一抗选用兔

抗大鼠 ＨＩＦ１、ＶＥＧＦ多克隆抗体，稀释度为１∶１００。二抗选

用山羊抗兔抗体，操作步骤按试剂盒说明书进行：常规脱蜡至

水，抗原修复、滴加一抗过夜、滴加生物素化二抗、ＤＡＢ显色，

光镜观察，苏木素轻度复染。采用图像采集系统获取图像后再

以ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．１图像分析软件测量分析，分别测定３支

支气管上皮积分光密度（ｉｎｔｅｇｒａｌｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ），计算其

平均值代表支气管上皮 ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ蛋白表达相对含量。

１．７　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测 ＶＥＧＦ及 ＨＩＦ１α

ｍＲＮＡ的表达　采用ＴＲＩＺＯＩ试剂一步法提取总ＲＮＡ。按试

剂盒说明书和引物扩增温度设置ＣＤＮＡ合成和ＲＴＰＣＲ扩增

条件。反应系列放入ＰＣＲ扩增仪（广州市华粤行仪器有限公

司ＢｉｏｍｅｔｒａＴ型）中进行扩增。ＰＣＲ 引物：ＶＥＧＦ上游５′

ＣＡＡＴＧＡＴＧＡＡＧＣＣＣＴＧＧＡＧＴ３′，下游５′ＴＴＴＣＴＴ

ＧＣＧＣＴＴＴＣＧＴＴＴＴＴ３′。ＨＩＦ１上游５′ＴＣＡＡＧＴＣＡＧ

ＣＡＡＣＧＴＧＧＡ ＡＧ３′，下游５′ＴＡＴＣＧＡＧＧＣＴＧＴＧＴＣ

ＧＡＣＴＧ３′。内参照 ＧＡＰＤＨ 上游５′ＡＣＴＣＡＧＡＡＧＡＣＴ

ＧＴＧＧＡＴＧＧ３′，下游５′ＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＣＡＣ

ＧＧ３′，扩增产物片段分别为２１０、１９８、３２３ｂｐ。扩增产物在１．

５％琼脂糖凝胶中电泳２２ｍｉｎ。每组重复实验８次，通过紫外

线凝胶成像分析系统对扩增产物条带进行分析，分别测定各扩

增带吸光度，将目的基因 ＶＥＧＦ、ＨＩＦ１扩增带分别与内参照

ＧＡＰＤＨ扩增带吸光度的比值Ａ作为其ｍＲＮＡ水平的半定量

指标。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。计量

资料以狓±狊表示。组间差异采用犉检验，以犘＜０．０１为差异

有统计学意义。采用Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析法进行相关性分

析。

２　结　　果

２．１　病理改变　Ａ组在致敏激发后出现明显呼吸困难，Ｂ组

有呼吸加快、气喘等表现，但较Ａ组轻。Ａ组病理学上可见支

气管黏膜下及管壁周围大量炎症细胞浸润（包括嗜酸粒细胞、

淋巴细胞、中性粒细胞），黏液腺增生，部分气道上皮脱落，黏膜

下细胞外基质沉积，新生血管形成，平滑肌肥大，管壁增厚，管

腔变窄，基底膜增厚且不规则，管腔内黏液栓形成；Ｃ组未见炎

性细胞浸润及平滑肌肥大等改变，Ｂ组介于两者之间，见彩插

Ⅰ图１～３。

２．２　图像分析　图像分析显示，Ｗａｔ／Ｐｂｍ、Ｗａｉ／Ｐｂｍ、Ｗａｍ／

Ｐｂｍ检测结果Ａ组较Ｂ、Ｃ组增厚，差异有统计学意义（犘＜

０．０１），见表１。

表１　　各组大鼠气道壁各层标化后的数值（μｍ
２／μｍ，狓±狊）

组别 狀 Ｗａｔ／Ｐｂｍ Ｗａｉ／Ｐｂｍ Ｗａｍ／Ｐｂｍ

Ａ组 ８ ６８．６６±５．２２ ３８．２１±４．０８ ８．０４±１．４８

Ｂ组 ８ ４２．８２±３．８４ ２１．６４±３．１２ ３．２２±１．０８

Ｃ组 ８ ３４．８０±３．４８ １６．５１±１．２４ ２．９６±０．７８

２．３　蛋白表达半定量分析　Ａ组支气管上皮 ＶＥＧＦ、ＨＩＦ１α

积分光密度ＩＯＤ值较Ｂ组和Ｃ组增高，差异有统计学意义（犘

＜０．０１），见表２。

表２　　各组大鼠支气管上皮ＶＥＧＦ、ＨＩＦ１α蛋白的

　积分光密度ＩＯＤ值（μｍ
２，狓±狊）

组别 狀 ＶＥＧＦ ＨＩＦ１α

Ａ组 ８ ９６．３１±５．６４ ８２．２６±６．０６

Ｂ组 ８ ７６．８６±５．２２ ６５．５８±４．８８

Ｃ组 ８ ６８．７４±４．３４ ５５．４２±４．６６

２．４　ＶＥＧＦ及 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达　Ａ组肺组织 ＶＥＧＦ

ｍＲＮＡ、ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达比Ｂ、Ｃ组高，差异有统计学意

义（犘＜０．０１），见表３。

表３　　各组大鼠肺组织中ＶＥＧＦ、ＨＩＦ１αｍＲＮＡ

　　　　表达半定量（狓±狊）

组别 狀 ＶＥＧＦｍＲＮＡ ＨＩＦ１αｍＲＮＡ

Ａ组 ８ ０．７０±０．１４ ０．６０±０．１５

Ｂ组 ８ ０．５１±０．１２ ０．３９±０．１０

Ｃ组 ８ ０．４２±０．１２ ０．２８±０．０８

２．５　相关性分析　支气管上皮细胞ＶＥＧＦ及 ＨＩＦ１α表达的

ＩＯＤ值与总管壁厚度呈正相关（狉分别为０．８１和０．７８，犘＜

０．０１，狀＝２４），与平滑肌厚度呈正相关（狉分别０．７１和０．６８，犘

＜０．０１，狀＝２４），与气管内壁厚度呈正相关（狉分别０．８３和

０．７４，犘＜０．０１，狀＝２４）。

３　讨　　论

ＶＥＧＦ是一种在哮喘慢性炎症中起重要作用的多功能因

子［３］。肺组织中ＶＥＧＦ高表达，可加重局部气道的炎症反应。

本实验中慢性哮喘模型大鼠肺组织 ＶＥＧＦ表达增高，可能与

哮喘发作时气道壁黏膜下及支气管血管周围募集大量嗜酸粒

细胞、中性粒细胞等炎症细胞有关，这些细胞可释放大量

ＶＥＧＦ。有 研 究 报 道 中 性 粒 细 胞、成 纤 维 细 胞 可 释 放

ＶＥＧＦ
［４］。也有报道哮喘患者气道 ＶＥＧＦ高表达与嗜酸粒细

胞增多呈正相关［５］，本实验中哮喘模型气道壁厚度与 ＶＥＧＦ

表达呈正相关，这与 ＶＥＧＦ促血管生成和促血管渗漏作用有

一定的关系。作为一种作用最强的促进血管生成的细胞因子，

ＶＥＧＦ通过促进气道血管的生成，在以下几方面参与了哮喘气
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道重塑：（１）血管数量、体积增加，使气道壁厚度增加；（２）血管

生成是气道平滑肌细胞、成纤维细胞增生／肥大的基础；（３）新

生血管表面黏附分子表达异常导致炎症细胞浸润增加。Ｓｕ

等［６］也发现哮喘气道黏膜下单位面积内微血管的数量较健康

者增多，并与ＶＥＧＦ的水平呈正相关。作为一种强效促血管

渗漏因子，ＶＥＧＦ通过增加哮喘气道血管的渗透性，有利于各

种炎症细胞、血浆成分的渗出，加重局部气道的炎症反应，引起

血管外基质的结构改变和间质的水肿，促进气道重塑。

慢性哮喘模型大鼠 ＨＩＦ１α表达增高，可能与下列因素有

关：（１）哮喘发作期，肺组织缺氧，缺氧状态能够使 ＨＩＦ１α转

录增加，降解减少［７］，表达上调；（２）哮喘发作期，气道痉挛，支

气管壁平滑肌细胞受到异常的机械张力，使气道平滑肌 ＨＩＦ

１α蛋白分泌增加。有报道显示平滑肌 ＨＩＦ１α蛋白表达在机

械张力增加的情况下上调［８９］。ＨＩＦ１α表达上调后能够促进

包括ＶＥＧＦ和许多炎症因子在内的５０多种基因的转录，其中

ＶＥＧＦ和某些炎症因子转录后能够加重哮喘的发作，促进气道

重塑。

糖皮质激素是目前已知作用最强的气道抗炎药物，是治疗

哮喘的有效药物［１０］，激素能延缓气道重塑，在抑制血管系统的

改变方面有明显的作用。但是，目前糖皮质激素在气道重塑中

的作用机制尚不明确。本实验中地塞米松治疗组 ＨＩＦ１α和

ＶＥＧＦ的表达均较慢性哮喘模型组低，可能是糖皮质激素通过

抑制 ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ的表达，抑制炎症因子释放，从而延缓

了气道重塑。

本实验中哮喘模型大鼠肺组织 ＶＥＧＦ和 ＨＩＦ１α表达上

调，通过促进新生血管的生成，增加血管的渗漏，使局部的炎症

反应加重，促进气道重塑。早期予以地塞米松治疗可以降低

ＶＥＧＦ和 ＨＩＦ１α表达，延缓气道重塑的进程。但 ＶＥＧＦ 和

ＨＩＦ１α在哮喘的病变中是否起着关键作用或者仅仅是其他更

重要病理进程的标志，尚须进一步研究。
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治疗。因研究样本较小，仅是该方面研究的初步探讨，关于银

杏达莫对心肌梗死后微循环影响的深入机制尚需进一步研究。
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［６］ 孙萍，王璐，赵萍．银杏叶提取物治疗急性脑梗死患者血

浆内皮素血栓素、前列环素及血液流变学的研究［Ｊ］．贵

州医药，２００６，３０（２）：１７２．

［７］ 马建林，毛焕元，周本财，等．银杏叶片防治冠心病患者体

内红细胞脂质过氧化损伤的临床观察［Ｊ］．同济医科大学

学报，２０００，２９（１）：７１．

［８］ 王际军，草天锦，陈秋芬，等．银杏达莫注射液治疗老年急

性心肌梗死１３６例［Ｊ］．心血管康复医学杂志，２００５，１４
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