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脂蛋白受体激动剂调节 COPD小鼠炎症反应机制研究 *
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摘要 目的：探究脂蛋白受体激动剂 BML-111调节 COPD小鼠炎症反应的机制。方法：构建 COPD小鼠模型，通过 HE染色检测小

鼠肺组织和血管周围炎性细胞侵润程度；通过 ELISA检测小鼠支气管肺泡灌洗液（BALF）中 TGF-茁、TNF-琢、IL-1茁和 IL-10的含

量；通过Western blot检测小鼠肺组织中 NLRP3、Cleaved-IL-1茁、Cleaved-caspase-1和 Nrf-2的表达。结果：番红染色结果显示，与

对照组相比，COPD模型组显示出严重的炎症反应，炎症细胞侵润程度增加，肺泡囊和间隙增大，支气管壁增厚。与模型组相比，低

BML、高 BML和 Dex组的肺组织和血管周围的炎性细胞浸润程度明显降低 (P<0.05)。ELISA检测结果显示，COPD模型组中

TGF-茁、TNF-琢、IL-10和 IL-1茁的表达均明显高于对照组(P<0.05)；在高 BML组中，TGF-茁、TNF-琢、IL-10和 IL-1茁的表达明显低于
COPD模型组中的表达(P<0.05)。与 COPD模型组相比，Dex组的 TNF-琢、IL-10和 IL-1茁的表达显著下调(P<0.05)，TGF-茁的表达
无显著差异(P>0.05)。Western blot检测结果显示，与对照组相比，COPD模型组中 NLRP3、cleaved-IL-1茁和 cleaved-caspase-1的表

达显著上调 (P<0.05)；与 COPD 模型组相比，低剂量 BML 组、高剂量 BML 组和 Dex 组中 NLRP3、cleaved-IL-1茁 和
cleaved-caspase-1的表达显著下调 (P<0.05)。活性检测结果显示，与对照组相比，COPD模型组的 SOD活性显著降低(P<0.05)，
MDA活性显著增强(P<0.05)。BML-111处理后，与模型组相比，10 mg/ kg的 BML-111和 2 mg/ kg的 Dex显著提高 SOD活性，并

显著降低MDA活性(P<0.05)。与对照组相比，COPD模型组的 Nrf-2的表达显著下调；而低剂量 BML组，高剂量 BML组和 Dex

组中 Nrf-2的表达明显高于 COPD模型组(P<0.05)。结论：BML-111对 COPD小鼠的抗炎作用可能是通过调节 NLRP3炎症小体

激活和 ROS的产生来介导。

关键词：COPD；炎症反应；脂蛋白受体激动剂；活性氧

中图分类号：R-33；R563 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2020）12-2234-05

Lipoprotein Receptor Agonist Regulates the Inflammatory Response of
COPD Mice*

Investigate the mechanism of lipoprotein receptor agonist BML-111 regulating the inflammatory response

in COPD mice. Modelling of COPD mice was established. The degree of inflammatory cell invasion in the lung tissue and

surrounding blood vessels was detected by HE staining. The contents of TGF-茁, TNF-琢, IL-1茁 and IL-10 in bronchoalveolar lavage fluid

(BALF) of mice were detected by ELISA. The expressions of NLRP3, Cleaved-IL-1茁, Cleaved-caspase-1 and Nrf-2 in lung tissue of mice
were detected by Western blot. Saffron staining results showed that compared with the control group, the COPD model group

showed a severe inflammatory response, increased inflammatory cell invasion, increased alveolar sacs and spaces, and thickened

bronchial walls. Compared with the model group, the levels of inflammatory cells in the lung tissue and blood vessels around the low

BML, high BML, and Dex groups were significantly reduced (P<0.05). ELISA results showed that the expressions of TGF-茁, TNF-琢,
IL-10 and IL-1茁 in the COPD model group were significantly higher than those in the control group; in the high BML group, the

expressions of TGF-茁, TNF-琢, IL-10 and IL-1茁 were significantly lower than those in the COPD model group (P<0.05). Compared with
the COPD model group, the expressions of TNF-琢, IL-10 and IL-1茁 in the Dex group were significantly down-regulated (P<0.05), while
the expressions of TGF-茁 was not significantly different (P>0.05). Western blot results showed that compared with the control group, the

expressions of NLRP3, cleaved-IL-1茁 and cleaved-caspase-1 in the COPD model group were significantly up-regulated (P<0.05). And
compared with the COPD model group, the expressions of NLRP3, cleaved-IL-1茁, and cleaved-caspase-1 in the low-dose BML group,

the high-dose BML group, and the Dex group were significantly down-regulated (P<0.05). Activity test results showed that compared

with the control group, the SOD activity of the COPD model group was significantly reduced (P<0.05), but the MDA activity was

significantly enhanced (P<0.05). After BML-111 treatment, compared with the model group, 10 mg/kg BML-111 and 2 mg/kg Dex
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前言

慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary diseases,

COPD）是一种进行性，可预防和可治疗的疾病，表现为持续的

呼吸受限和不完全的可逆性[1，2]。近年来，COPD严重威胁着人

类健康，预计到 2020年将成为全球第三大死亡原因[3]。目前，全

世界 40岁以上成年人的 COPD患病率已达到 9%～10%[4，5]，因

此，寻求有效的治疗药物是近年来的研究热点。

在 COPD进展过程中，NLRP3炎性小体诱导肺功能的降

低和炎性细胞浸润[6]。IL-1茁是炎症小体的下游因子，在 COPD

患者的炎症反应中起关键作用，并且与 COPD严重程度呈正相

关[7，8]。因此，了解调节炎症细胞和细胞内炎症小体活性的机制

对于缓减 COPD患者的炎症至关重要。

脂氧素类（lipoxins, LXs）是花生四烯酸的生物活性自噬代

谢产物由各种细胞类型产生，LX对预防和解决炎症具有至关

重要的作用[9]。LXs抑制多种炎症反应，包括表皮炎症、局部缺

血 -再灌注损伤、腹膜炎、结肠炎、哮喘和肠胃炎等[10，11]。尽管

LXs在 COPD患者中的抗炎作用未见报导，但它是一种脂蛋白

受体激动剂已经得到证实。脂蛋白受体激动剂 BML-111是脂

氧素类似物中的一种，可与脂氧素受体结合，产生和脂氧素相

同的生物作用[12]。有研究表明，BML-111在酵母聚糖诱导的关

节炎中发挥抗炎作用 [13]。BML-111 可能通过调节 lncRNA

MALAT1的表达减轻急性肺损伤[14]。然而，BML-111在 COPD

小鼠的作用机制还并不清楚。

本研究旨在探究 BML-111在调节 COPD小鼠炎症反应中

的作用，以期为 COPD相关药物的开发和治疗方案的制定提供

新的理论基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

40只 SPF雄性小鼠（2-4个月大，26-28 g）购自西安交通大

学医学部医学实验动物中心[SYXK(陕)2018-001]。在标准条件

下以 12 h的明 /暗周期饲养小鼠，并提供标准的食物和水。将

小鼠随机分为以下 5组：对照组（Ctrl）；COPD模型组（COPD

组）；BML-111低剂量组（1 mg/kg，低 BML组）; BML-111高剂

量组（10 mg/kg，高 BML组）和地塞米松组（2 mg/kg，Dex组）。

二甲苯、乙醇溶液、脂多糖和布恩溶液购自北京索莱宝生

物科技有限公司；庐山卷烟购自江西烟草工业公司；ELISA检

测试剂盒、蛋白质提取液、SOD和MDA活性检测试剂盒、HE

染色试剂盒、caspase-1、IL-1茁、Nrf2和 茁-actin特异性抗体均购
自美国 Abcam 公司；ECL 检测试剂盒购自美国 Millipore 公

司；酶标仪购自美国 Thermo公司；Image J分析软件源自美国

Waltham 公司；GraphPad Prism 6 分析软件源自加拿大 San

Diego公司。

1.2 方法

1.2.1 动物分组和处理 该 COPD小鼠模型通过将小鼠暴露

于烟雾中和气管内滴注脂多糖（LPS）建立[15]。将 40只小鼠按照

随机区组分组法分为 5组，分别为对照组（Ctrl）：正常小鼠注射

0.9%生理盐水；COPD模型组（COPD）：正常小鼠经气管内滴

注LPS；低 BML组（Low-BML）：给予 COPD小鼠注射 1 mg/kg

BML-111；高 BML 组（High-BML）：给予 COPD 小鼠注射

10 mg/kgBML-111；Dex组（Dex）：给予 COPD小鼠注射 2mg/kg

地塞米松。低剂量 BML组、高剂量 BML组和 Dex组的实验小

鼠全身暴露于 12支未过滤的庐山卷烟的烟气中（焦油：11 mg，

尼古丁：9 mg，一氧化碳：14 mg/支）。在烟草烟雾室中每天 2次，

每次间隔 2 h无烟，持续 4个星期。烟与空气的比例为 1：7，以

保护小鼠免于急性烟中毒和死亡。对照组的小鼠暴露于空气中。

1.2.2 BALF的制备 通过气管插管用 1 mL预冷的磷酸盐缓

冲液（PBS）原位冲洗肺。洗涤 3遍后，回收到约 2 mL的 BALF，

并在 4℃（1500 r/min）下离心 10 min。快速收集上清液并冷冻以

使用 ELISA测量细胞因子水平。

1.2.3 ELISA检测炎症因子 ELISA试剂盒用于检测 BALF

中的 IL-1茁、IL-10、TGF-茁 和 TNF-琢 水平。将 0.1 mL 离心

BALF的上清液添加到 ELISA 96孔微孔板的每个孔中，并在

37℃孵育 60 min。用 PBS清洗孔 3次后，通过将细胞与新鲜稀

释的生物素化抗体溶液在 37℃下孵育 1 h，检测反应孔中存在

的目标炎症因子。随后，将孔用 PBS洗涤 5次，并在黑暗中于

37℃与 0.1 mL的酶联溶液孵育 30 min。重复洗涤步骤，并将样

品与 TMB底物在 37℃下于黑暗中孵育 30 min。用终止溶液终

止酶促过氧化物酶的反应，并混合 10 min。通过在酶标仪上测

量 450 nm的吸光度来计算所有孔的 OD值。

1.2.4 Western blot检测 将小鼠右肺收集的组织在 1 mL蛋

白质提取液中匀浆，并在冰上放置 30 min。12000 r/min，4℃下

离心匀浆 10 min后收集悬浮液。将悬浮液匀浆并与上样缓冲

液煮沸 5 min。使用 BCA蛋白质检测试剂盒对蛋白质浓度进行

定量。将蛋白样品在 SDS-聚丙烯酰胺凝胶上进行电泳，然后电

泳转移至 PVDF膜上。将膜用 5%脱脂奶粉封闭 1 h后，将其与

一抗（caspase-1, IL-1茁, Nrf2和 茁-actin，）在 4℃下过夜孵育。然

后，将膜用 TBST洗涤 3次，并与过氧化物酶偶联的山羊抗小

鼠 IgG二抗孵育 1 h。使用 ECL检测试剂盒通过化学发光使条

带可视化，并通过 Image J系统进行分析。

1.2.5 SOD和MDA活性测定 从每组中取适量的肺组织，用

significantly increased SOD activity and significantly reduced MDA activity (P<0.05). In addition, compared with the control group, the
expression of Nrf-2 in the COPD model group was significantly down-regulated; while the expression of Nrf-2 in the low-dose BML

group, the high-dose BML group and the Dex group was significantly higher than in the COPD model group (P<0.05). The

anti-inflammatory effect of BML-111 on COPD mice may be mediated by regulating NLRP3 inflammatory body activation and ROS

production.

COPD; Inflammatory response; Lipoprotein receptor agonist; Reactive oxygen species
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图 1 H＆E染色检测小鼠肺组织的病理学变化（× 200）

Fig.1 Pathological changes of mice lung tissues detected by H&E staining (× 200)

Note: A: Lung tissue of control group mice; B: Lung tissue of COPD model group mice; C: Lung tissue of low dose of BML-111 group mice; D: Lung

tissue of high dose of BML-111 group mice; E: Lung tissue of injection Dex group mice.

生理盐水以 1：9（w/v）的比例制备组织匀浆（10%）。将匀浆液在

4℃下以 2500 r/min离心 10 min。然后，收集上清液，并根据SOD

和MDA活性检测试剂盒操作说明测量 SOD和MDA活性。

1.2.6 HE染色 处死小鼠后，将左肺置于布恩溶液中，固定

24 h，并用水冲洗 2 h。随后，将组织在乙醇梯度溶液中脱水

（50%的乙醇 30 min，60%的乙醇 30 min，70%的乙醇 30 min，

80%的乙醇 30 min，90%的乙醇 30 min，95%乙醇 I 30 min，95%

乙醇 II 30 min，无水乙醇 30 min，无水乙醇 II 30 min。接着用二

甲苯：无水乙醇混合溶液（1：1）孵育 5 min，再用透明的二甲苯 I

溶液孵育 2 min，并用二甲苯 II溶液孵育 2 min。最后，将组织

包埋在石蜡中，切片并使用 HE染色试剂盒进行染色以进行组

织学分析。

1.3统计学分析

使用 GraphPad Prism 6（San Diego，CA）进行统计学分析。

所有数据表示为 3次独立重复实验的平均值依SEM。使用配对 t

检验或单向 ANOVA进行对照组和实验组之间的平均值的比

较。P<0.05表示差异显著具有统计学意义。

2 结果

2.1 BML-111减缓 COPD小鼠肺组织和血管周围炎性细胞侵润

与对照组相比，COPD模型组小鼠显示出严重的炎症反

应，炎症细胞侵润程度增加，肺泡囊和间隙增大，支气管壁增

厚。与模型组相比，低 BML组、高 BML组和 Dex组的肺组织

和血管周围的炎性细胞浸润程度明显降低。见图 1。

2.2 BML-111调控 COPD小鼠肺部炎症因子的表达

COPD模型组小鼠 TGF-茁、TNF-琢、IL-10 和 IL-1茁 的表达
均明显高于对照组（P<0.05）。高 BML组小鼠 TGF-茁、IL-1茁、
TNF-琢和 IL-10的表达明显低于 COPD模型组（P<0.05）。与
COPD模型组比较，Dex组小鼠 TNF-琢、IL-1茁和 IL-10的表达

显著下调（P<0.05）；TGF-茁的表达无显著差异（P>0.05）。COPD
模型组和低 BML组小鼠之间的 TGF-茁、TNF-琢、IL-10和 IL-1茁
的表达无显著差异（P>0.05）。见图 2。

2.3 BML-111抑制 COPD中 NLRP3炎性体活化

小鼠肺组织中 NLRP3蛋白、caspase-1和 IL-1茁 的表达结
果显示，与对照组相比，COPD 模型组小鼠中 NLRP3、

cleaved-IL-1茁 和 cleaved-caspase-1 的表达显著上调（P<0.05）。
与 COPD模型组相比，低 BML组、高 BML组和 Dex 组中

NLRP3、cleaved-IL-1茁 和 cleaved-caspase-1 的表达显著下调

（P<0.05）。见图 3。

2.4 BML-111调节 ROS标记物的表达

ROS标记物 SOD和MDA的活性检测结果显示，与对照

组相比，COPD模型组小鼠的 SOD活性显著降低，MDA活性

显著增强（P<0.05）。BML-111处理后，与 COPD模型组相比，

高 BML组和 Dex组小鼠的 SOD活性显著升高，MDA活性显

著降低（P<0.05）。进一步评估 Nrf-2蛋白在小鼠肺组织中的表

达，与对照组相比，COPD模型组小鼠的 Nrf-2的表达显著下调

（P<0.05）。而低 BML组、高 BML组和 Dex组小鼠中 Nrf-2的

表达显著高于 COPD模型组（P<0.05）。见图 4。

3 讨论

脂氧素类（lipoxins, LXs）是一种新型的内源性介质，具有

抗炎作用，可显著降低各种炎症细胞和炎症相关基因的表达，

因此，LX被称为炎症的 "停止信号 "[16]。LXs在各种疾病中发

挥强大的抗炎作用，LXs能够缓解肠胃、皮炎、关节炎、牙周炎

和哮喘等炎症反应[17]。然而，LXs在 COPD中的调控作用尚不

清楚，需要进一步阐明。本研究旨在研究脂蛋白受体激动剂

BML-111调节 COPD小鼠炎症反应的机制。研究结果表明，

BML-111 对 COPD小鼠的抗炎作用可能是通过调节 NLRP3

炎症小体激活和 ROS的产生来介导。

在单核细胞 -巨噬细胞系中，COPD的病理变化与炎症反

应之间存在紧密的联系[17-20]。巨噬细胞在 COPD中的作用主要

取决于 NLRP3炎性小体，炎症小体是由 NLR传感器、凋亡相

2236窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.12 JUN.2020

图 2 ELISA检测 COPD小鼠支气管肺泡灌洗液中 TGF-茁，TNF-琢，
IL-10和 IL-1茁的表达

Fig.2 The expression of TGF-茁, TNF-琢, IL-10 and IL-1茁 in BALF of

COPD mice was detected by ELISA

Note: A: TGF-茁 expression; B: TNF-琢 expression; C: IL-10 expression;

D: IL-1茁 expression. Compared with control group, *P<0.05, **P<0.01;
Compared with COPD model group, #P<0.05.

图 3 BML-111抑制 COPD中 NLRP3炎性体活化

Fig.3 Bml-111 inhibited the activation of NLRP3 inflammasome in COPD

Note: A: Western blot result of NLRP3, caspase-1 and IL-1茁 proteins;

B: The expression of NLRP3 protein; C: The activation analysis of

caspase-1 protein; D: The activation analysis of IL-1茁 protein.

Compared with control group, *P<0.05, **P<0.01;
Compared with COPD model group, #P<0.05.

图 4 BML-111调节 ROS标记物的表达

Fig.4 Bml-111 regulated the expression of ROS markers

Note: A: The activation detection of MDA; B: The activation detection of SOD; C: The expression of Nrf-2.

Compared with control group, *P<0.05, **P<0.01; Compared with COPD model group, #P<0.05.

关斑点样蛋白（ASC）和 caspase-1的前体组成的多蛋白复合

物。成熟的 caspase-1裂解其细胞因子底物 pro-IL-1茁，并促进促
炎细胞因子 IL-1茁的成熟和分泌[21-25]。NLRP3炎性小体在各类

疾病中介导炎症反应的机理已经被广泛报道。例如，褪黑素通

过 SIRT1依赖性抑制 COPD大鼠的 NLRP3炎性体和 IL-1茁减
轻气道炎症[26]；淋巴细胞微粒通过 TLR4 途径激活 NLRP3 炎

性体加剧气道炎症[27]；吡非尼酮可通过阻断 NLRP3炎性体的

活化来改善脂多糖诱导的肺部炎症和纤维化[28]。本研究中，蛋

白质印迹分析结果表明，COPD 模型组小鼠的 NLRP3、IL-1茁
和 caspase-1表达水平明显高于对照组，这表明 COPD模型小

鼠的炎症与 NLRP3炎性体激活密切相关。与模型组相比，低剂

量 BML组和高剂量 BML组的 NLRP3、IL-1茁 和 caspase-1 表

达水平均显著降低，表明 BML-111可能通过调节炎症小体激

活，从而抑制了 COPD模型小鼠的肺部炎症。ELISA结果表明，

高剂量 BML组 BALF中的 IL-1茁含量明显低于 COPD模型组

中的含量，因此，IL-1茁的表达可能与 NLRP3炎性体的激活紧

密相关。BML-111 可能通过抑制 COPD中 NLRP3炎性体活

化，从而抑制 IL-1茁的分泌，进而缓减 COPD小鼠炎症反应。

活性氧（reactive oxygen species, ROS）是激活炎症小体的

关键因素，正常水平的 ROS可以维持细胞的各种生理功能，但

是当细胞中的 ROS含量超过抗氧化机制的能力时，细胞就会发

生氧化应激[29-33]。临床上，SOD和MDA通常被认为是 ROS标记
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物，SOD水平与自由基清除能力有关，而MDA水平则反映了自

由基对细胞造成的损害程度。对氧化应激敏感的 Nrf-2位于各种

抗氧化剂酶的上游，在氧化胁迫下，Nrf-2可以诱导几种抗氧化

酶的表达水平发生变化[30，31，34]。例如，在多肽刺激下 Nrf-2激活

SOD活性并调节线粒体功能减轻镉诱导的氧化应激[35]；益母草

碱通过 Nrf-2促进 SOD，CAT和 Bcl-2的表达，降低 MDA和

Bax的含量以及改善线粒体的超微结构，缓减缺氧诱导的大脑

损伤[36]。为进一步探讨 BML-111对 COPD小鼠肺组织的抗炎作

用的潜在机制，本研究分析了 BML-111对 COPD小鼠肺组织中

Nrf-2蛋白表达以及 SOD和MDA活性的影响。结果显示，与对

照组相比，Nrf-2在 COPD模型组中被显著下调，即 Nrf2的上调

和激活可能是 COPD小鼠模型的一种保护机制。此外，氧化应激

的测量结果表明，BML-111明显提高了 SOD活性，但降低了

MDA含量。因此，可以 BML-111可能通过抑制 NLRP3炎性体

活化，并通过抗氧化和上调 Nrf-2的表达来提高对氧自由基的清

除能力，进而实现 BML-111对 COPD小鼠的保护作用。

综上所述，ML-111可能通过阻止 NLRP3炎性体激活来抑

制 COPD小鼠的肺部炎症。其中，BML-111可通过增加 Nrf-2介

导的 ROS 产生来抑制 NLRP3 炎性体激活。这些结果可为

COPD的临床治疗提供理论基础。
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