
·临床研究·

地塞米松对哮喘小鼠气道血管生成及血管内皮生长因子表达的影响
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　　摘　要：目的　探讨地塞米松对哮喘小鼠气道血管生成及血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）表达的影响。方法　用鸡卵清蛋白

（ＯＶＡ）致敏和雾化激发建立慢性哮喘小鼠模型，实验分为对照组、哮喘组和地塞米松组。测定支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中白细

胞和嗜酸粒细胞（ＥＯＳ）及活性ＶＥＧＦ表达的变化；行 ＨＥ染色及ＶＥＧＦ、抗Ⅷ因子免疫组化染色，在显微镜下计数气管黏膜固有

层、黏膜下层血管密度，采用医学图像分析软件测定支气管管壁厚度（ＷＡｔ／Ｐｂｍ）及肺组织切片中的血管数。结果　哮喘组ＥＯＳ

计数明显升高，气管血管密度、ＷＡｔ／Ｐｂｍ及肺组织切片中的血管数明显增加，与ＶＥＧＦ的表达呈正相关。地塞米松组与哮喘组

比较炎性反应减轻，气管血管密度、ＷＡｔ／Ｐｂｍ及肺组织切片中的血管数减少，ＶＥＧＦ表达减弱，与对照组比较差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。结论　ＶＥＧＦ在哮喘小鼠模型气道及肺组织内过度表达，在气道血管生成过程中可能具有重要作用。早期地塞米

松干预可降低哮喘模型的气道炎症，减缓气道血管生成的过程。
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　　气道重塑是哮喘的重要病理特征之一，目前国内外对气道

重塑的研究多集中于平滑肌增生／肥大、基底膜增厚导致的气

道壁增厚，对于血管生成等气道血管改变方面的研究尚较少。

血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）是一种有效的多功能的血管

调节因子，它通过与血管内皮上的特异性受体结合，具有强大

的促进内皮细胞增殖、增加微血管通透性、诱导血管生成等多

种功能。本研究通过建立慢性哮喘小鼠模型，了解 ＶＥＧＦ在

哮喘小鼠模型肺组织中的表达和对气道血管生成的作用，以及

早期应用地塞米松对气道重塑及 ＶＥＧＦ表达的影响，现报道

如下。

１　材料与方法

１．１　材料　采用４～６周龄的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠３０只，雌性，体质

量１８～２２ｇ（购自徐州医学院实验动物中心）。饲养条件为清

洁级环境，室温为２２～２５℃，自由饮水无鸡卵清蛋白（ＯＶＡ）

进食。

１．２　仪器与试剂　ＯＶＡ（美国Ｓｉｇｍａ公司），小鼠ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ

检测试剂盒（深圳晶美公司），兔抗小鼠Ⅷ因子多克隆抗体和

Ｅｎｉｖｉｓｉｏｎ试剂（即用型，丹麦Ｄａｋｏ公司），ＶＥＧＦ多克隆抗体

及ＳＡＢＣ免疫组化检测试剂盒（购自武汉博士德生物工程有限

公司），奥林巴斯图像采集系统，４０２Ａ型超声雾化器（江苏鱼跃

医疗设备有限公司）。

１．３　方法

１．３．１　哮喘模型的制备和分组　将３０只小鼠按随机数字表

法分为３组，每组１０只。生理盐水对照组（Ａ组）：以生理盐水

代替ＯＶＡ致敏和激发。哮喘组（Ｂ组）：分别于第０、７、１４及

２１天给小鼠腹腔注射ＯＶＡ致敏液０．２ｍＬ（含ＯＶＡ２５μｇ硫

酸铝钾１ｍｇ）在致敏后第２８天，将小鼠置于一容器中（２０ｃｍ

×４０ｃｍ×５０ｃｍ），每５只为１组，以２％的ＯＶＡ溶液雾化激

发，每天１次，每次３０ｍｉｎ，连续７ｄ，然后再隔天１次共激发

１８次；观察小鼠反应，如出现烦躁不安、呼吸急促、流涎、大小
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便失禁和腹肌痉挛等为阳性反应。地塞米松干预组（Ｃ组）：每

次激发前１ｈ予地塞米松（２ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射。

１．３．２　标本收集　末次雾化激发２４ｈ后，以５％的水合氯醛

０．４ｍＬ腹腔注射麻醉小鼠，分离气管，插入套管针，暴露胸腔，

结扎右主气管，用０．３ｍＬ的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）行左肺支气

管肺泡灌洗，反复３次，回抽率在８０％以上，将收集的支气管

肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）放入１．５ｍＬ的 ＥＰ管中，低速离心１０

ｍｉｎ，沉渣以１ｍＬＨａｎｋ′ｓ液重悬，行细胞计数。上清液－７０

℃保存待测定ＶＥＧＦ浓度。将右肺组织及气管浸入１０％中性

甲醛溶液中固定，经漂洗、脱水、包埋制成蜡块，切片后行苏木

精伊红（ＨＥ）染色行病理学观察，部分行免疫组化染色。

１．３．３　ＢＡＬＦ中活性ＶＥＧＦ的测定　应用小鼠ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ

检测试剂盒检测ＢＡＬＦ中 ＶＥＧＦ水平，步骤按试剂盒说明书

进行。

１．３．４　ＶＥＧＦ免疫组化染色　石蜡切片脱蜡至水，３％过氧化

氢（Ｈ２Ｏ２）室温孵育１０ｍｉｎ，以消除内源性过氧化物酶的活性，

经微波处理，滴加比例为１∶１００的 ＶＥＧＦ一抗抗体，３７℃孵

育１ｈ；滴加二抗试剂盒中Ａ液（生物素化山羊抗小鼠ＩｇＧ），３７

℃孵育２０ｍｉｎ；滴加二抗试剂盒中Ｂ液（试剂ＳＡＢＣ），３７℃孵

育３０ｍｉｎ；用二氨基联苯胺（ＤＡＢ）溶液显色，室温显色，镜下

控制反应时间。自来水充分冲洗，ＨＥ轻度复染，脱水，透明，

封片。ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。ＶＥＧＦ阳性染色为棕黄

色或棕褐色颗粒，主要定位在胞浆。

１．３．５　气管血管密度的计算　病理切片采用Ｅｎｖｉｓｉｏｎ法行

抗Ⅷ因子免疫组化染色标记血管内皮细胞，操作按试剂盒说明

书进行。用ＰＢＳ代替一抗作阴性对照，以血管内壁出现棕黄

色或黄色颗粒状为阳性反应。每个标本观察５张切片，每张切

片在显微镜（×１０００）下于黏膜下层、黏膜固有层血管尽可能

多的区域选１０个视野，计数５０个视野中（１ｍｍ２）阳性反应的

管腔样结构的总数。计数采取盲法，由两位不知实验分组的医

师独立完成。

１．３．６　图像分析　肺组织切片在显微镜下放大２００倍，每组

随机选取直径１００～２００μｍ完整的小支气管横截面３０个，采

用计算机图像分析系统，测定完整的无软骨支气管横断面的基

底膜周径（Ｐｂｍ，μｍ）、管壁面积（ＷＡｔ，μｍ
２），计算支气管管壁

厚度（ＷＡｔ／Ｐｂｍ）表示气道壁厚度。每张小鼠肺组织切片随机

选取１０个视野，测定每组肺组织切片中的血管数。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析，计量资料

以狓±狊表示，对各组数据先行正态检验和方差齐性分析，多组

间比较采用单因素方差分析，相关分析采用直线相关分析，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组小鼠ＢＡＬＦ中细胞计数和活性 ＶＥＧＦ含量的比较

　分析不同组ＢＡＬＦ中白细胞总数、ＥＯＳ百分比及 ＶＥＧＦ浓

度变化，可见哮喘组明显高于对照组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），地塞米松组较哮喘组降低，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表１。

２．２　肺组织病理学改变　对照组小鼠气道黏膜正常，管周无炎

性细胞浸润，支气管腔规则；与对照组比较，哮喘组气道壁及气

道平滑肌明显增厚，黏膜下层增宽，管腔狭窄，黏膜下、支气管及

血管周有大量炎性细胞浸润；地塞米松组上述改变明显减轻，炎

性细胞浸润明显减少，但部分结构仍有轻微破坏，见封２图

１～３。

２．３　ＶＥＧＦ蛋白质在小鼠气道和肺内的表达　免疫组化结果

显示 哮喘组小鼠气道黏膜上皮细胞、支气管平滑肌、肺泡上皮

细胞和血管周围有大量棕黄色 ＶＥＧＦ阳性蛋白颗粒表达，对

照组ＶＥＧＦ阳性蛋白颗粒较少，地塞米松组 ＶＥＧＦ呈弱阳性

表达，见封２图４～６。

表１　　各组ＢＡＬＦ中白细胞总数、ＥＯＳ百分比及

　　ＶＥＧＦ浓度（狓±狊）

组别 狀
细胞总数

（×１０５／ｍＬ）

嗜酸性粒细胞

（×１０５／ｍＬ）

活性ＶＥＧＦ浓度

（ｐｇ／ｍＬ）

对照组 １０ ６．８２±１．５６ ０．７２±０．５１ ３２±８　

哮喘组 １０ １８．７３±２．４６ ９．８５±０．６７ ５２±１２

地塞米松组 １０ ８．７３±１．６４▲ ２．８８±０．５８▲ ３８±８▲

　　：犘＜０．０５与对照组比较；▲：犘＜０．０５，与哮喘组比较。

表２　　各组气管血管密度、支气管壁厚度及肺组织血管

　　计数的比较（狓±狊）

组别 狀
气管血管密度

（个／ｍｍ２）

支气管壁厚度

（μｍ
２／μｍ）

血管计数

（个）

对照组 １０ ９６±１８　 ９．２±３．１ １０±３　

哮喘组 １０ ２０１±２１ １８．５±４．２ ２０±３

地塞米松组 １０ １３０±２０▲ １４．２±３．５▲ １３±４▲

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；▲：犘＜０．０５，与哮喘组比较。

图７　　ＢＡＬＦ中ＶＥＧＦ水平与气管血管密度成正

相关（狉＝０．８１４，犘＜０．０５）

图８　　ＢＡＬＦ中ＶＥＧＦ水平与支气管壁厚度成正

相关（狉＝０．６４３，犘＜０．０５）
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２．４　各组气管血管密度、ＷＡｔ／Ｐｂｍ及肺组织血管计数的变

化　抗Ⅷ因子免疫组化染色及图像分析软件显示：哮喘组的气

管血管密度、ＷＡｔ／Ｐｂｍ及肺组织血管计数明显高于对照组

（犘＜０．０５）；与哮喘组比较，地塞米松组气管血管密度、ＷＡｔ／

Ｐｂｍ及肺组织血管计数明显减少（犘＜０．０５），见表２。

２．５　相关性分析结果提示　ＢＡＬＦ中ＶＥＧＦ的水平与气管血

管密度、支气管壁厚度及肺组织中的血管数目皆呈正相关，见

图７～９。

图９　　ＢＡＬＦ中ＶＥＧＦ水平与肺组织中血管数目成正

相关（狉＝０．６５０，犘＜０．０５）

３　讨　　论

气道血管生成／血管增生是哮喘气道重塑的一个重要病理

特征，ＶＥＧＦ是一强有力的刺激血管内皮细胞的生长因子，主

要有两大生物学功能：一是增加血管通透性，是已知最强的血

管通透剂［１］；二是促进血管生成的功能。因此它可能与支气管

哮喘的发病密切相关。研究发现过敏原可诱导支气管上皮细

胞表达ＶＥＧＦｍＲＮＡ，产生较多的 ＶＥＧＦ，进而改变气道的通

透性，导致气道渗出、水肿［２］。Ｆｅｌｔｉｓ等
［３］发现，在哮喘患者支

气管黏膜及ＢＡＬＦ中的 ＶＥＧＦ水平较对照组明显升高，且与

支气管黏膜下的血管数目呈正相关。Ｇｏｍｕｌｋａ等
［４］研究发现，

在哮喘患者血清和诱导痰中 ＶＥＧＦ含量均显著升高，ＶＥＧＦ

和ＶＥＧＦ受体的水平与新血管的生成密切相关。同样的，刘

鑫等［５］研究发现，慢性哮喘模型大鼠的总气管壁、气管内壁及

气道平滑肌增厚，肺组织 ＶＥＧＦｍＲＮＡ及 ＶＥＧＦ蛋白的表达

增高，提示ＶＥＧＦ可能参与了慢性哮喘大鼠的气道重塑过程。

本研究显示，ＶＥＧＦ在小鼠哮喘模型气道及肺组织内呈过度表

达，并且ＢＡＬＦ中ＶＥＧＦ的水平与气管血管密度、支气管壁厚

度及肺组织中的血管数目皆呈正相关。提示测定 ＶＥＧＦ水平

可能会成为评价哮喘控制情况和气道重塑严重程度很有价值

的指标。

糖皮质激素（ＧＣＳ）是治疗哮喘的有效方法
［６］。激素能缓

解气道的重塑，其机制之一就是通过降低血管渗透性和血浆蛋

白的渗出从而减轻炎症和气道重塑。有研究表明激素能通过

ＧＣＳ受体通路降低 ＶＥＧＦ的分泌和表达，而且这种作用是有

时间依赖性和剂量依赖性的［７８］。Ｃｈｅｔｔａ等
［９］在对３０例轻中

度哮喘患者予氟替卡松吸入治疗６周后发现，其气道高反应

性、症状评分及炎症细胞数均较治疗前明显下降。在体外实验

中也发现，激素是ＶＥＧＦ强大的抑制剂，激素能下调哮喘患者

气道中促血管生成的炎症介质的水平［１０］。本研究在应用地塞

米松治疗后，哮喘组ＢＡＬＦ中白细胞总数、ＥＯＳ百分及 ＶＥＧＦ

浓度显著下降，肺组织内ＶＥＧＦ呈弱阳性表达，其气管血管密

度、ＷＡｔ／Ｐｂｍ及肺组织内血管计数均显著减少。上述结果提

示，地塞米松干预可降低哮喘模型的气道炎症，减缓气道血管

生成的过程。
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