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小鼠哮喘发作过程中相关炎症因子的动态变化 *
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摘要目的：研究实验性哮喘小鼠模型在诱导哮喘发作不同时间点外周血中细胞因子 IL-13、Eotaxin、MCP-1和 TNF-琢以及肺部浸
润的炎症细胞数量变化。方法：将 25只健康 6-8周龄的雌性 BALB/c小鼠随机分成模型组和对照组。利用卵清蛋白(OVA)诱导建

立小鼠哮喘模型，模型组(Asthma)小鼠于第 0、7天经腹腔注射卵清蛋白(OVA)致敏小鼠。第 14-20天连续 7天用 1%OVA雾化激

发小鼠哮喘发作，每次 20 min，观察临床症状。正常对照组(Control)小鼠以 0.9%NaCL代替 0VA进行腹腔注射和雾化吸入。比较

两组小鼠肺组织病理切片 HE染色结果、肺泡灌洗液（BALF）中炎性细胞分类计数及细胞因子 IL-13、Eotaxin、MCP-1和 TNF-琢的
浓度变化。结果：模型组小鼠 BALF中 IL-13的水平在试验早期（致敏 2天）即开始上升达 68.9± 4.34，此时 Eotaxin和MCP-1未

见明显升高；致敏 7天时 IL-13、Eotaxin和MCP-1均明显高于对照组，分别为 88.3± 3.39、67.4± 4.24和 38.9± 3.1；激发 1天组小

鼠 BALF中 IL-13、Eotaxin和 MCP-1浓度持续增高至最后一次激发后 1天；而 TNF-琢在激发 1天时出现明显升高达 136.9±

11.9，持续到最后一次激发后 1天；从激发 1天肺泡灌洗液染色显微镜下观察明以淋巴细胞和嗜酸性粒细胞浸润为主。肺组织 HE

染色显示哮喘组小鼠气道上皮有不同程度脱落，支气管平滑肌显著增厚，血管周围水肿，炎性细胞浸润。结论：在哮喘发生过程

中，IL-13水平在致敏初期即开始升高，随着继续给予 OVA，Eotaxin和MCP-1水平呈现显著增高；并伴随越来越多炎症细胞在肺

部浸润，TNF-琢水平出现缓慢增高，进而加重哮喘发作。
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The Time Course Change of Cytokines in Asthmatic Mice Model*

To investigate the variation of IL-13, Eotaxin、MCP-1 and TNF-琢 in BALF from sensitized to challenge of

asthmatic mice, and further explored the inflammatory cell infiltration in lung tissue. The model of asthma in mice was

established by ovalbumin (OVA) sensitizing 25 BALB/c mice were randomly divided into five groups included control group, sensitized

on 2 days and 7 days, challenged on 1 day, last challenged after 1 day. Each group contains five mice. All sensitized and challenged

groups were administered intraperitoneally 0.1 mL of 0.01% OVA and 0.1 mL of 2% Al(OH)3. The bronchoalveolar lavage fluid (BALF)

levels of IL-13, Eotaxin, MCP-1 and TNF-琢 were assessed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA); The differential cell count

was prepared using a cytospin and stained with Wright-Giemsa during OVA sensitize and challenge. The pathocytological analysis was

performed in the lung tissue with HE staining. The level of IL-13 was increased at sensitized on days 2 (P<0.05) for 68.9± 4.34

in BALF. From sensitized on days 7 the levels of IL-13, Eotaxin and MCP-1 were significantly higher than the control group，were

88.3 ± 3.39, 67.4 ± 4.24 and 38.9 ± 3.1 respectively. From challenged on 1 day the levels of IL-13, Eotaxin, and MCP-1 persist to

increase until last challenged after 1 days (P<0.001). TNF-琢 was increased from challenged on 1 day, was 136.9± 11.9. It persisted to

after last challenged 1 days (P<0.05). At challenged on 1 day the numbers of lymphocytes and eosinophils were increased (P<0.05) and
the number of inflammatory cells was significantly increased. Our studies suggest that at initial stage of OVA sensitize IL-13

up-regulated to promote secretion of Eotaxin and MCP-1 and inflammatory cells infiltration, These cytokines play important roles in

asthma which improve study the pathogenesis of asthma.
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Groups Amount(n)
IL-13

（pg/mL）

Eotaxin

(pg/mL)

MCP-1

(ng/L)

TNF-琢
(pg/mL)

Control 5 62.6± 2.14 55.1± 5.69 34.9± 2.19 110.9± 12.6

Sensitized on 2 days 5 68.9± 4.34* 52.3± 4.57 35.1± 3.1 121± 12.1

Sensitized on 7 days 5 88.3± 3.39** 67.4± 4.24* 38.9± 3.1* 122.2± 12.8

Challenged on 1day 5 89.4± 3.03** 83.2± 5.94** 41.3± 3.41* 136.9± 11.9*

Last challenged after 1 day 5 139.6± 7.28** 89.6± 5.46** 45.7± 1.41** 266.2± 28.8**

表 1哮喘诱导过程中小鼠肺泡灌洗液中 IL-13、Eotaxin、MCP-1和 TNF-琢的水平变化
Table 1 The level of IL-13, Eotaxin, MCP-1 and TNF-琢 in BALF of mice in each group

*compared with the control group, P<0.05; ** compared with the control group, P<0.001.

前言

支气管哮喘是一种过敏性疾病，其特征为各种炎症因子、

趋化因子分泌增加、异常的气道粘膜炎症反应，肺组织炎症细

胞浸润，气道阻塞和气道高反应性[1-3]。目前哮喘的发病机制尚

不十分清楚，一般认为细胞因子白介素 -13(IL-13)、嗜酸细胞活

化趋化因子(Eotaxin)、肿瘤坏死因子 -琢(TNF-琢)和人单核细胞
趋化因子(MCP-1)均在哮喘炎症反应和细胞免疫中起重要的作

用[4-7]。目前，特异性抗细胞因子治疗已经作为一些哮喘治疗的

潜在靶点。常见的抗 IL-13、抗 TNF-琢和抗 IL-4等的治疗正在

临床研究阶段[8]。本实验主要通过测定在 OVA诱发的哮喘小鼠

模型的致敏和激发阶段 Th2细胞因子 IL-13，趋化因子 Eotaxin、

MCP-1，TNF-琢以及肺组织炎症细胞的变化，探讨各种炎症因
子及炎症细胞在哮喘发作过程中的动态变化，进一步阐明哮喘

的免疫发病机制，为临床靶向治疗提供依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及主要试剂

选择清洁级雌性 BALB/c小鼠 25只，7周龄，体重 18 g-22 g，

由哈尔滨医科大学附属第二医院动物实验中心提供，SPF级。

卵白蛋白（OVA，Grade1I）购于美国 Sigma公司，氢氧化铝（分

析纯级）购自苏州天申化工公司。多聚甲醛购自上海生工生物

工程股份有限公司。小鼠肺泡灌洗液 IL-13、Eotaxin、MCP-1和

TNF-琢 ELISA试剂盒均购自 Cloud-clone Corp.。上海科华全自

动酶标检测仪：Model 450。鱼跃 402B型超声雾化器，江苏鱼跃

医疗设备股份有限公司生产。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及模型建立 模型组（Asthma）小鼠于第 0、7

天分别予 0.01%卵白蛋白（OVA）和 2% A1(OH)3 0.1 mL腹腔

注射以致敏小鼠。第 14-17天连续 4天用 1%OVA雾化激发小

鼠哮喘 [9]。第一次注射后 2天处死 5只小鼠为致敏 2天组（I

组），第二次注射后 2小时处死 5只小鼠为致敏 7天组（II组），

第一次雾化吸入后 1天处死 5只小鼠为激发 1天组（III组），

最后一次雾化吸入后 1天处死 5只小鼠为最后一次激发后 1

天组（Ⅳ组）。正常对照组（Control）小鼠在第 0、7天经腹腔注射

生理盐水致敏小鼠；第 14-17天连续 4天用生理盐水雾化激发

小鼠，在最后一次雾化吸入后 1天处死 5只小鼠为正常对照组。

1.2.2 标本制备 （1）肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage fluid,

BALF）的收集与保存小鼠按体重给予 10%水合氯醛（0.6 g/kg）

腹腔注射麻醉后，采集标本。

切开小鼠颈部皮肤，暴露气管，向心端插入医用留置针，以

1.5 mL生理盐水行左肺灌洗反复 3次，充分回收约 1 mL。将收

集的 BALF以 1000 r/min离心 10 min，取上清液约 0.8 mL，保

存于 -80℃冰箱备用。沉淀涂片后进行瑞氏染色镜检。

（2）肺组织标本留取：取右肺中上段置于液氮中保存，用于

HE染色观察肺组织病理变化。

1.2.3 检测方法 （1）支气管肺泡灌洗液(BALF)中 IL-13、

Eotaxin、MCP-1和 TNF-琢检测：测定小鼠肺泡灌洗液中 IL-13、

Eotaxin、MCP-1和 TNF-琢水平，采用 Cloud-clone Corp.提供的

ELISA试剂盒。

(2) 支气管肺泡灌洗液细胞沉淀涂片：将收集的 BALF

1000 r/min，离心 10 min，将沉淀用于涂片进行瑞氏 -吉姆萨染

色观察炎症细胞浸润情况。

(3)肺组织切片 HE染色：将肺组织石蜡包埋切片，常规脱

蜡至水，经过清洗苏木素染色 5 min，盐酸乙醇分化，伊红染色

2 min，乙醇脱水二甲苯透明，中性树胶封片。

1.3 统计学方法

采用 SPSS16.0统计软件进行分析。首先对所得数据进行

正态性和方差齐性检验，各组数据均符合正态分布。计量资料

以均数± 标准差 (x依s)表示，各组均数方差齐者采用 t检验，

P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各实验组小鼠肺泡灌洗液中 IL-13、Eotaxin、MCP-1 和

TNF-琢的浓度变化
各实验组小鼠肺泡灌洗液中 IL-13、Eotaxin、MCP-1 和

TNF-琢 的变化见表 1。可见从致敏 7 天起 IL-13、Eotaxin 和

MCP-1均明显高于对照组，分别达到 88.3± 3.39、67.4± 4.24和

38.9± 3.1。激发 1天开始各指标均进一步升高，且持续到最后

一次激发后 1天。

2.2 各组小鼠 BALF中炎症细胞数量的变化

本研究第一次探讨哮喘发生过程中不同时间点 BALF中

炎症细胞（淋巴细胞、嗜酸性粒细胞和中性粒细胞）浸润情况。

与对照组相比，从激发第 1天嗜酸性粒细胞和淋巴细胞百分比

即明显增加差异显著(P<0.001)。表 2。
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图 1哮喘发作不同时间点模型小鼠肺组织的 HE染色 (× 200)（黑色箭头所示黏膜壁增厚）

Fig.1 HE staining of the lung tissue in different groups (× 200)

表 2哮喘发作不同时间点小鼠 BALF中炎症细胞变化

Table 2 The count of inflammatory cells in BALF during induced asthmatic mice

Groups Lymphocyte (× 104/mL) Eosinophils (× 104/mL) Neutrophil (× 104/mL)

Control 5.2± 1.47 0.8± 0.27 6.8± 1.5

Sensitized on 2 days 5.77± 1.52 0.84± 0.22 7.4± 2.1

Sensitized on 7 days 9.20± 2.46* 2.2± 1.65 10.7± 4.3

Challenged on 1day 11.4± 2.77** 8.9± 2.3** 14.8± 5.6*

Last challenged after 1 day 22.1± 4.31** 17.5± 3.2** 15.6± 3.5**

*compared with the control group, P<0.05; ** compared with the control group, P<0.001.

2.3 哮喘发作不同时间点肺组织的病理学改变

正常对照组支气管和肺泡结构正常，未见炎症细胞浸润。

哮喘模型组从激发 1天起肺组织呈现明显的哮喘病理改变，可

见支气管黏膜下水肿，支气管平滑肌外大量炎症细胞浸润，支

气管黏膜皱壁增多，有黏膜脱落现象。图 1。

3 讨论

支气管哮喘的病理特征主要为气道炎症及肺组织结构和

功能改变，这些反应直接受多种细胞因子的调控[10]。它的发生

是一种由多种细胞因子和趋化因子参与的,以气道炎症、支气

管高反应性及可逆性气道阻塞为特征的慢性气道炎症性疾

病[11,12]。在各种粘附分子、细胞因子、趋化因子及炎症介质的相

互作用下，炎症细胞在肺组织募集导致哮喘炎症形成[13-15]。本实

验观察到小鼠肺泡灌洗液中 IL-13浓度从致敏 2天就开始上

升，而此时肺泡灌洗液中趋化因子和肺组织中炎性细胞未见增

多，提示哮喘初期小鼠肺泡灌洗液中 IL-13水平的增加主要由

气道局部的气道上皮细胞和平滑肌细胞分泌引起。随着 OVA

刺激和激发时间的延长，趋化因子增加诱使各种炎症细胞向肺

部募集，IL-13水平进一步增高达到高峰。

国内外研究显示，在哮喘的发病过程中细胞因子 IL-13起

主要作用，它可以通过转录激活因子 -6(STAT6)信号传导途径

诱导气道平滑肌细胞释放 Eotaxin，并与嗜酸性粒细胞(EOS)表

面 CCR3结合，促进 EOS等炎症细胞向气道募集而引起气道

炎症[16-18]。而且痰液中嗜酸性粒细胞和中性粒细胞百分比可以

确定气管炎症和哮喘表型[10]。近年来，大量实验证实淋巴细胞、

巨噬细胞和平滑肌细胞等均能产生 MCP-1，MCP-1作为一种

具有趋化及活化单核 /巨噬细胞功能的细胞趋化因子被熟知，

通过趋化单核 /巨噬细胞向炎症部位聚集和活化[5]。另外，最近

研究显示趋化因子尤其 Eotaxin 和 MCP-1 在促进 IL-13 介导

的过敏性肺反应中起重要作用[19,20]。本研究显示哮喘发作时首

先诱发 Th2细胞因子 IL-13升高，而后出现肺上皮细胞合成

Eotaxin和MCP-1增加，提示 OVA诱导哮喘发作早期出现细

胞因子增加可以进一步诱导趋化因子的分泌，从而促进相应细

胞趋化至炎症部位，分泌更多的炎性介质，以正反馈形式促使

哮喘发作。

急性感染性疾病发作时，TNF-琢作为一种促炎性因子，在
体内血清水平可以明显增高。许多炎症细胞，像嗜酸性粒细胞

和单核细胞等均可以产生 TNF-琢，其中后者是产生 TNF-琢的
主要核心[21,22]。在呼吸道疾病中，TNF-琢在诱导气道高反应性和
嗜酸性粒细胞向炎症部位的聚集中起重要作用[23-25]。当变应原

刺激机体时，肺组织巨噬细胞活化，释放大量炎性介质如

TNF-琢，激活 T淋巴细胞，进而分泌 IL--2和 NO等炎症介质，

参与肺上皮细胞的损伤和气道炎性反应，进而导致哮喘的发生
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和加重[24]。因此大量研究表明在哮喘患者的痰、肺泡灌洗液、外

周血及支气管黏膜均有表达高水平的 TNF-琢 [21]。 IL-13 和

TNF-琢的分泌增加可以进一步引起引起支气管哮喘的急性发
作，表现为炎症细胞浸润、杯状细胞增生和支气管平滑肌收缩

等[26]。尤其，IL-4和 IL-13在哮喘肺组织表达均增高被认为是最

主要的调节因子，我们以往的研究也指出哮喘发生过程中，肺

泡灌洗液中 Th2细胞因子 IL-13的升高明显先于 IL-4[27]。而且，

IL-13可以进一步诱导气道平滑肌释放 Eotaxin及MCP-1促进

哮喘发生[28]。

随着 OVA刺激，哮喘小鼠模型肺泡液中 IL-13水平在致

敏 2天即上升, Eotaxin和 MCP-1分别在致敏 7天和激发 1天

时开始升高，同时 IL-13水平亦达到高峰,且持续到最后一次

激发后 1天，说明抗原刺激机体后首先引起 IL-13分泌增多。

IL-13能够刺激呼吸道上皮细胞分泌 Eotaxin及 MCP-1，促进

嗜酸性粒细胞和单核巨噬细胞等炎症细胞向呼吸道炎症部位

聚集，进一步促进炎症介质的分泌使 IL-13浓度达到高峰和

TNF-琢浓度升高，进一步加重了哮喘的发作。研究哮喘发病机
制中 IL-13及其相关炎症介质的作用，以期有效的应用免疫学

疗法对哮喘的发生发展进行干预和治疗。
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