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阿奇霉素对哮喘大鼠瘦素表达及气道炎症的影响
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　　摘　要：目的　探讨阿奇霉素对肥胖哮喘大鼠气道炎症肺组织内及气道平滑肌细胞（ＡＳＭＣ）内瘦素表达的变化及抗炎作用。

方法　将大鼠随机分为正常对照组、正常哮喘组、正常干预组和肥胖对照组、肥胖哮喘组、肥胖干预组，建立肥胖、哮喘模型以及体

外培养大鼠ＡＳＭＣ，采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法测定血清、支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）及细胞上清液中瘦素浓度，Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ法检测肺组织和ＡＳＭＣ内瘦素蛋白的表达。结果　肥胖对照组、肥胖哮喘组和肥胖干预组ＢＡＬＦ白细胞总数及中性粒细胞

数，肺组织瘦素蛋白表达及血清、ＢＡＬＦ和细胞上清液中瘦素浓度与体质量正常相应组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论

　肥胖哮喘大鼠气道炎症肺组织内瘦素表达增加，阿奇霉素能抑制气道炎症并部分降低哮喘大鼠瘦素的表达。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｂｒｏｎｃｈｉａｌａｓｔｈｍａ；ｏｂｅｓｉｔｙ；ａｉｒｗａｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ；ｌｅｐｔｉｎ；ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ

　　哮喘是多种细胞和细胞组分共同参与的气道慢性炎症性

疾病。气道平滑肌细胞（ａｉｒｗａｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＡＳＭＣ）

在哮喘的发病机制中的作用被越来越多的研究发现［１］。研究

表明肥胖患者哮喘发病率增加，且症状严重，对治疗不敏感，肥

胖哮喘小鼠气道炎症和反应性明显高于非肥胖哮喘小鼠［２］。

瘦素是由脂肪细胞分泌的一种蛋白质，其受体在肺组织中有广

泛的表达，其能够独立于肥胖而调节气道炎症反应［３］。大环内

酯类抗菌药物在支气管哮喘中治疗作用得到越来越多研究

证实［４］。

１　材料与方法

１．１　试剂和仪器　卵清清蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ，美国Ｓｉｇｍａ

公司），阿奇霉素（天津市生物化学制药厂，批号：国药准字

Ｈ２００２０２９３），ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），２０％小牛血清（杭

州四季青公司），瘦素酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ

ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限

公司），一抗（兔抗大鼠ｌｅｐｔｉｎＩｇＧ，１∶１００稀释，武汉博士德生

物有限公司），二抗（羊抗兔ＩｇＧ，１∶２００稀释，北京中杉金桥生

物技术有限公司），４羟乙基哌嗪乙磺酸｛［４（２ｈｙｄｒｏｘｙｅｒｈｙｌ）

１ｐｉｐｅｒａｚｉｎｙｌ］ｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＨＥＰＥＳ｝，１００Ｕ／ｍＬ 青霉

素、链霉素等。

１．２　大鼠肥胖模型的建立　参照文献［５］建立大鼠肥胖模型，

选择雌性４周龄ＳＤ大鼠４８只，ＳＰＦ级，体质量（７６～８１）ｇ，由

徐州医学院实验动物中心提供。适应性饲养１周后，将４８只

大鼠随机分为体质量正常组２４只，喂食基础饲料，每１００ｇ提

供能量１６９７．１ｋＪ；体质量肥胖组２４只，喂食高能饲料，每１００

ｇ提供能量１９５１．７ｋＪ，其中３５％的能量由脂肪提供。两组均

不锈钢笼单笼饲养，１２ｈ光照／１２ｈ黑暗，室温２２～２５℃，湿

度４０％～７０％，自由饮蒸馏水，人为控制大鼠摄食量，并记录

每日摄食量和撒食量，每周称重，喂养７周。以超过正常大鼠

体质量１／３为肥胖标准。
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１．３　大鼠哮喘模型的建立　将体质量正常组再分为正常对照

组、正常哮喘组和正常干预组。体质量肥胖组再分为肥胖对照

组、肥胖哮喘组和肥胖干预组，每组８只。参照文献［６］并加以

改进制备大鼠哮喘模型：正常哮喘组、正常干预组、肥胖哮喘组

和肥胖干预组大鼠于喂养７周后，第１天腹腔注射含有１ｍｇ

ＯＶＡ和２０μｇ氢氧化铝的生理盐水０．５ｍＬ，并于第８天重复

注射１次。自第１５天开始给予１％ＯＶＡ 雾化吸入，每天１次，

每次３０ｍｉｎ，持续３ｄ；正常干预组和肥胖干预组在每次雾化前

３０ｍｉｎ腹腔注射阿奇霉素，剂量按１．７５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１，溶解于

０．５ｍＬ生理盐水中；正常哮喘组、肥胖哮喘组以生理盐水代替。

正常对照组、肥胖对照组以生理盐水代替ＯＶＡ致敏和激发。

１．４　ＡＳＭＣ的培养及鉴定　肥胖模型以及哮喘模型复制成

功后，处死大鼠，迅速无菌分离大鼠的气道平滑肌组织，采用组

织贴块法培养原代ＡＳＭＣ，胰酶消化法传代并自然纯化，实验

用４～６代。取第４代培养的大鼠 ＡＳＭＣ，制成单细胞悬液接

种于９６孔培养板，３７℃，５％ＣＯ２ 培养２４ｈ，正常哮喘组、正常

干预组、肥胖哮喘组和肥胖干预组分别给予含致敏老鼠血清的

培养液，正常对照组和肥胖对照组给予含０．１％胎牛血清的培

养液继续培养４８ｈ，正常干预组和肥胖干预组给予达氏修正依

氏培养基（ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）稀释的

阿奇霉素（１０－５Ｍ）。培养的正常对照组ＡＳＭＣ经形态学观察

和免疫组织化学染色法测α肌动蛋白（αａｃｔｉｎ）的表达进行细

胞的鉴定。

１．５　标本采集及处理　取心脏血２ｍＬ，分离血清分装，－８０

℃保存备用。用ＰＢＳ灌洗左肺，反复３次，回收率在８０％以上

视为成功。计数支气管肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅ

ｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）白细胞总数和中性粒细胞数目，４℃下，２５００ｒ／

ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液，－８０℃保存备用。取右肺组织，

迅速放入液氮冷冻后，保存在－８０℃冰箱中用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

测定，取左肺组织，４％多聚甲醛溶液固定，常规石蜡包埋、切

片、ＨＥ染色。ＡＳＭＣ 干预培养２４ｈ后，取上清液离心后

－２０℃低温保存备用。

１．６　血清、ＢＡＬＦ及细胞上清液中瘦素浓度测定　参照试剂

盒说明书操作，测吸光度值（Ａ４５０ｎｍ），通过标准曲线计算血

清、ＢＡＬＦ及细胞上清液中瘦素的浓度。

１．７　肺组织中瘦素蛋白含量测定　１ｍｇ肺组织中加入６μＬ

尿素裂解缓冲液，置冰上１ｈ，每１５ｍｉｎ涡旋１次，４℃下，

１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｈ，取上清液，以牛血清清蛋白为标准品测

定蛋白浓度。１５０μｇ蛋白加入十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅ

ｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ）上样缓冲液，置沸水中加热５ｍｉｎ。经１０％

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离后，以半干转移法转至硝酸纤维膜上。室

温封闭１ｈ，加入一抗，４℃过夜，再加入二抗，室温孵育２ｈ，显

色１～２ｈ后终止。以大鼠β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）作内参照。以

目的蛋白与βａｃｔｉｎ吸光度值的比值进行半定量分析。

１．８　大鼠ＡＳＭＣ内瘦素蛋白含量测定　将细胞制成单细胞

悬液后，按细胞数１×１０７ 接种于６孔细胞培养板中，３７℃、５０

ｍＬ／ＬＣＯ２ 培养２４ｈ，待细胞生长融合后收集蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分别检测细胞内瘦素蛋白的含量。

１．９　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示。采用单因素方差分析比较各组均数总的差

异，狇检验进行两两比较，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　阿奇霉素对肥胖哮喘模型大鼠肺组织病理变化的影响　

正常对照组和肥胖对照组大鼠肺组织可见黏膜上皮细胞完整，

管腔中无黏液分泌，管壁无炎症细胞浸润；正常哮喘组和肥胖

哮喘组大鼠肺组织显示黏膜上皮局部脱落，黏膜下水肿，黏液

腺增生，杯状细胞增多，管壁各层均可见炎症细胞浸润；正常干

预组和肥胖干预组大鼠肺组织炎症细胞浸润减轻，见图１。

　　Ａ：正常对照组；Ｂ：正常哮喘组；Ｃ：正常干预组；Ｄ：肥胖对照组；Ｅ：肥胖哮喘组；Ｆ：肥胖干预组。

图１　　６组大鼠肺组织病理表现影像（免疫组织化学染色，×４００）
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２．２　ＡＳＭＣ的鉴定　培养的 ＡＳＭＣ呈梭形，平行生长，束状

排列，密集与稀疏处相互交错呈“峰谷”状。免疫细胞化学检测

法表明，抗平滑肌αａｃｔｉｎ抗体呈阳性染色即胞质内可见大量

绿色荧光，证实所养细胞为ＡＳＭＣ。见图２～３。

２．３　６组大鼠ＢＡＬＦ中白细胞总数和中性粒细胞数　正常干

预组、肥胖干预组ＢＡＬＦ中白细胞总数、中性粒细胞计数明显

低于正常哮喘组及肥胖哮喘组（犘＜０．０５）。正常哮喘组和肥

胖哮喘组分别较正常对照组和肥胖对照组均有所升高，肥胖哮

喘组较正常哮喘组升高（犘＜０．０５）。见表１。

图２　　培养的第４代ＡＳＭＣ影像（倒置显微镜，×１００）

图３　　ＡＳＭＣ抗αａｃｔｉｎ免疫荧光细胞化学影像

（倒置显微镜，×４００）

表１　　各组大鼠ＢＡＬＦ中白细胞总数和中性粒细胞

　　　计数的比较（狓±狊，×１０４／ｍＬ）

组别 狀 白细胞总数 中性粒细胞

正常对照组 ８ ４８．０±６．７ １．８９±０．５５

正常哮喘组 ８ ８０．３±５．６ ２．５９±０．７２

正常干预组 ８ ３５．４±５．０＃ ２．３７±０．７９

肥胖对照组 ８ ６３．９±６．６▲ ２．５２±０．６９▲

肥胖哮喘组 ８ １１６．５±１３．６＃☆▲ １４．４７±１．２５＃☆▲

肥胖干预组 ８ ６５．４±７．２★▲ ７．２３±０．９０★▲＃

　　：犘＜０．０５，与正常对照组比较；＃：犘＜０．０５，与正常哮喘组比

较；▲：犘＜０．０５，与正常干预组比较；☆：犘＜０．０５，与肥胖对照组比

较；★：犘＜０．０５，与肥胖哮喘组比较。

２．４　各组大鼠肺组织瘦素蛋白表达、血清、ＢＡＬＦ及细胞上清

液中瘦素浓度的比较　血清和ＢＡＬＦ及培养的ＡＳＭＣ上清液

中瘦素浓度，肥胖哮喘组瘦素表达高于正常哮喘组，同时正常

哮喘组和肥胖哮喘组分别高于正常对照组和肥胖对照组（犘＜

０．０５），正常干预组和肥胖干预组瘦素表达明显低于正常哮喘

组和肥胖哮喘组（犘＜０．０５）。见表２～３和图４～５。

表２　　６组大鼠血清、ＢＡＬＦ和细胞上清液中瘦素浓度的

　　　　　比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 血清 ＢＡＬＦ 上清液中

正常对照组 ８ ３１．７±１．０ １０．４±０．８ １３２１．２±１７．４

正常哮喘组 ８ ３３．６±１．３ １１．３±０．９ １４３６．８±９．６

正常干预组 ８ ２５．９±１．４＃ ８．５±０．７＃ １３９５．５±１１．５＃

肥胖对照组 ８ ４４．３±２．２＃ １４．２±１．０＃ １４７８．１±７．９

肥胖哮喘组 ８ ５２．６±３．４＃☆▲ １６．２±１．１＃☆▲ １５８１．５±９．３＃☆▲

肥胖干预组 ８ ３４．３±１．２★▲☆ １０．７±０．８★☆▲ １４１５．６±１７．０★▲☆

　　：犘＜０．０５，与正常对照组比较；＃：犘＜０．０５，与正常哮喘组比

较；▲：犘＜０．０５，与正常干预组比较；☆：犘＜０．０５，与肥胖对照组比

较；★：犘＜０．０５，与肥胖哮喘组比较。

表３　　６组大鼠肺组织及ＡＳＭＣ瘦素蛋白的表达（狓±狊）

组别 狀 肺组织 ＡＳＭＣ

正常对照组 ８ ０．２８±０．０６ ０．４５±０．０２

正常哮喘组 ８ ０．４７±０．０２ ０．５７±０．０７

正常干预组 ８ ０．３１±０．０３＃ ０．４９±０．０６＃

肥胖对照组 ８ ０．４１±０．０５ ０．５３±０．０３

肥胖哮喘组 ８ ０．６２±０．０５＃☆▲ ０．７２±０．０５＃☆▲

肥胖干预组 ８ ０．４７±０．０５★▲ ０．５６±０．０５★▲

　　：犘＜０．０５，与正常对照组比较；＃：犘＜０．０５，与正常哮喘组比

较；▲：犘＜０．０５，与正常干预组比较；☆：犘＜０．０５，与肥胖对照组比

较；★；犘＜０．０５，与肥胖哮喘组比较。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠肺组织瘦素（Ｌｅｐｔｉｎ）

蛋白的表达（哮喘组大鼠Ｌｅｐｔｉｎ蛋白表达增加，

阿奇霉素干预后Ｌｅｐｔｉｎ蛋白表达减少）

图５　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠ＡＳＭＣ

内瘦素（ｌｅｐｔｉｎ）蛋白的表达

３　讨　　论

流行病学调查提示肥胖和超重可增加哮喘发生的危险性，

《全球哮喘防治创议（ＧＩＮＡ）》将肥胖列为支气管哮喘的独立危

险因素。肥胖对哮喘的影响表现为脂肪组织可以分泌多种促

炎因子如Ｌｅｐｔｉｎ、肿瘤坏死因子α、白细胞介素６、肿瘤坏死因

子β１ 和Ｃ反应蛋白，这些炎症因子都可以加重哮喘炎症的发

生［７］。本研究结果显示，肥胖哮喘组ＢＡＬＦ中白细胞总数及

中性粒细胞数较单纯哮喘组增高，且 ＨＥ切片显示前者炎症反
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应明显加重，气道及血管周围大量炎症细胞浸润更为明显，进

一步支持肥胖加重了哮喘大鼠的肺部炎症反应。

肥胖患者脂肪组织分泌的炎症因子中，瘦素是这些致炎因

子中的核心成员，瘦素在肥胖患者体内明显增加，而且是重要

的炎症调节因子，其生物学效应是通过与相应的瘦素受体结合

后发挥的。小鼠和人的肺泡和支气管上皮细胞均存在瘦素受

体［８］。既往对哮喘的研究结果亦发现瘦素导致多种细胞因子、

炎症介质增加以及气道反应性升高［９］。本研究结果发现，瘦素

升高的大鼠肺组织表现出更为严重的炎症细胞浸润，这表明瘦

素在哮喘的发生和发展中起重要作用；血清和ＢＡＬＦ以及培

养的大鼠ＡＳＭＣ中瘦素浓度均较肥胖对照组显著升高；而体

质量正常哮喘组大鼠较正常对照组也有升高的趋势。研究表

明瘦素能够促进哮喘气道炎症的发展，而气道炎症又引起瘦素

产生的增加［１０］。本研究表明，肥胖哮喘大鼠体内瘦素表达水

平明显增加。

大环内酯类抗生素（ｍａｃｒｏｌｉｄｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ，ＭＡ）作用广泛，

除具有良好的抗菌活性外，还表现出较强的非特异性抗炎平

喘、免疫调节等非抗菌作用［１１］。目前，已有 ＭＡ作用于气道炎

症性疾病的研究［１２］。阿奇霉素是新型大环内酯类抗生素，抗

菌谱广，半衰期长达２～３ｄ，有明显的抗生素后反应。Ｂｅｉｇ

ｅｌｍａｎ等
［１３１４］研究发现，阿奇霉素可减轻纤维囊性变小鼠中性

粒细胞的浸润并抑制多种细胞因子的释放，如白细胞介素８、

肿瘤坏死因子α等，具有类激素样抗炎活性。Ｂｅｉｇｅｌｍａｎ等
［１４］

研究发现阿奇霉素可以减轻非感染的哮喘小鼠气道炎症反应，

抑制了ＢＡＬＦ内炎症细胞因子和趋化因子的表达，如白细胞

介素１３、白介素５等；减轻了黏液细胞的化生。有研究表明瘦

素可以调节血小板衍化生长因子诱导的人ＡＳＭＣ的迁移和增

殖以及白细胞介素１３诱导的嗜酸性粒细胞趋化因子的产

生［１５］。阿奇霉素可以抑制 ＡＳＭＣ的增殖，还可以松弛 ＡＳＭＣ

的紧张性［１６１７］。本研究也发现，阿奇霉素干预后，肥胖哮喘大

鼠ＢＡＬＦ和血清中细胞总数和中性粒细胞数减少，瘦素表达

与正常对照组比较明显减低，大鼠气道炎症反应减轻。同时本

研究发现，阿奇霉素减少了细胞上清液中瘦素的表达。

本研究发现，肥胖哮喘大鼠瘦素表达增加，阿奇霉素干预

后瘦素表达减少，从而为肥胖相关的难治性哮喘提供理论依

据，但阿奇霉素是否可以用于哮喘等炎症性疾病的治疗，缓解

肥胖哮喘的临床症状，有待进一步研究。
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ａｓｔｈｍａｒａｔｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＴｕｂｅｒｃＲｅｓｐＤｉｓ，２００９，３２（３）：

１７１１７６．

［１１］ＩｄｒｉｓＳＦ，ＣｈｉｌｖｅｒｓＥＲ，ＨａｗｏｒｔｈＣ，ｅｔａｌ．Ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ

ｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｉｃａｉｒｗａｙｓｄｉｓｅａｓｅ：ｍｙｔｈｏｒｍａｇｉｃ

［Ｊ］．Ｔｈｏｒａｘ，２００９，６４（３）：１８６１８９．

［１２］ＬｅｇｓｓｙｅｒＲ，ＨｕａｕｘＦ，ＬｅｂａｃｑＪ．Ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎｒｅｄｕｃｅｓ

ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｎｄｉｎｄｕｃｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎ ＤｅｌｌａＦ５０８

ｃｙｓｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓｍｉｃｅ［Ｊ］．ＲｅｓｐｉｒＲｅｓ，２００６，７：１３４．

［１３］ＢｅｉｇｅｌｍａｎＡ，ＧｕｎｓｔｅｎＳ，ＭｉｋｏｌｓＣＬ，ｅｔａｌ．Ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ

ａｔｔｅｎｕａｔｅｓａｉｒｗａｙｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎａｎｏｎｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｍｏｕｓｅ

ｍｏｄｅｌｏｆａｌｌｅｒｇｉｃａｓｔｈｍａ［Ｊ］．Ｃｈｅｓｔ，２００９，１３６（２）：４９８

５０６．

［１４］ＢｒｕｎｏＡ，ＰａｃｅＥ，ＣｈａｎｅｚＰ，ｅｔａｌ．Ｌｅｐｔｉｎａｎｄｌｅｐｔｉｎｒｅｃｅｐ

ｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｓｔｈｍａ［Ｊ］．ＪＡｌｌｅｒｇｙＣｌｉｎＩｍｍｕｎｏｌ，

２００９，１２４（２）：２３０２３７．

［１５］ＮａｉｒＰ，ＲａｄｆｏｒｄＫ，ＦａｎａｔＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｅｐｔｉｎｏｎ

ａｉｒｗａｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｅｌｌ

ＭｏｌＢｉｏｌ，２００８，３９（４）：４７５４８１．

［１６］ＶａｎａｕｄｅｎａｅｒｄｅＢＭ，ＷｕｙｔｓＷＡ，ＧｅｕｄｅｎｓＮ，ｅｔａｌ．Ｍａｃ

ｒｏｌｉｄｅｓｉｎｈｉｂｉｔＩＬ１７ｉｎｄｕｃｅｄＩＬ８ａｎｄ８ｉｓｏｐｒｏｓｔａｎｅｒｅｌｅａｓｅ

ｆｒｏｍｈｕｍａｎａｉｒｗａｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｍＪＴｒａｎｓ

ｐｌａｎｔ，２００７，７（１）：７６８２．

［１７］ＺｕｙｄｅｒｄｕｙｎＳ，ＳｕｋｋａｒＭＢ，ＦｕｓｔＡ．Ｔｒｅａｔｉｎｇａｓｔｈｍａｍｅａｎｓ

ｔｒｅａｔｉｎｇａｉｒｗａｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＥｕｒＲｅｓｐｉｒＪ，２００８，

３２（２）：２６５２７４．

（收稿日期：２０１２０４１９　修回日期：２０１２０９２９）
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