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摘要目的：盐酸氨溴索对烟所致慢性阻塞性肺疾病(chronic obstructive pulmonary disease, COPD)大鼠肺组织细胞凋亡和血管重塑

的作用机制研究。方法：将 SD大鼠随机分为 4组，每组 20只，依次为正常组、模型组、实验组、对照组。模型组、实验组、对照组大

鼠采延安香烟烟熏 64天构建慢性阻塞性肺大鼠模型，正常组大鼠室温下正常饲养。烟熏结束后，实验组、对照组大鼠每日分别皮

下注射 5ml盐酸氨溴索（20 mg/kg）和 5 mL的盐酸班布特罗（20 mg/kg），正常组、模型组分别腹腔注射等剂量的生理盐水。在药

物干预 28天后，苏木精 -伊红染色(hematoxylin-eosinstaining，HE)、弹力纤维(elastic van gieson，EVG)染色、TUNNEL染色、免疫

组化染色、Western blot检测各组大鼠肺组织病理、血管重塑、肺组织的细胞凋亡、琢-平滑肌肌动蛋白(琢-smoothmus-cleactin，
琢-SMA)和血管内皮生长因子（Vascular endothelial growth factor，VEGF）的表达、以及 Caspase-3、Bax 和 Bcl-2 的表达水平。结

果：与正常组相比，模型组肺组织损伤明显，肺小动脉中膜厚度明显增加，血管肌化程度、细胞的凋亡率、琢-SMA和 VEGF、Cas-

pase-3、Bax的表达明显升高，Bcl-2的表达明显降低，差异均具有统计学意义（P<0.05）；与模型组相比，实验组和对照组大鼠肺组
织损伤明显改善，肺小动脉中膜厚度明显减小，血管肌化程度、细胞的凋亡率、琢-SMA和 VEGF、Caspase-3、Bax的表达明显降低，

Bcl-2的表达明显升高，差异均具有统计学意义（P<0.05）。结论：盐酸氨溴索能抑制肺组织的细胞凋亡以及改善其血管重塑，保护
COPD大鼠的肺组织。
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Mechanism of Ambroxol Hydrochloride on Cell Apoptosis and Vascular
Remodeling of Lung Tissue in Rats with Chronic Obstructive Pulmonary

Disease Caused by Tobacco*

To explore mechanism of Ambroxol Hydrochloride on cell apoptosis and vascular remodeling of lung tissue

in Rats with chronic obstructive pulmonary disease caused by tobacco. SD rats were randomly divided into 4 groups, 20 in each

group, followed by normal group, model group, experimental group, and control group. Rats in the model group, experimental group and

control group were smoked for 64 days with Yan'an cigarettes to construct a chronic obstructive pulmonary rat model, and the normal

group rats were kept at room temperature. After smoking, rats in the experimental group and the control group were injected

subcutaneously with 5 mL ambroxol hydrochloride (20 mg / kg) and 5 mL banbutrolol hydrochloride (20 mg / kg) daily. The normal

group and the model group were injected intraperitoneally with the same dose of normal saline. After 28 days of drug intervention,

hematoxylin-eosinstaining (HE), elastic van gieson (EVG) staining, TUNNEL staining, immunohistochemical staining, and Western blot

were used to detect the lung tissue pathology of each group of rats, Vascular remodeling, cell apoptosis of lung tissue, the expression of

琢-smoothmus-cleactin (琢-SMA) and Vascular endothelial growth factor (VEGF), the expression levels of Caspase-3, Bax And Bcl-2.

Compared with the normal group, the lung tissue of the model group was significantly damaged, the thickness of the pulmonary

arterioles was significantly increased, the degree of vascular myogenesis, the apoptosis rate of cells, and the expressions of 琢-SMA and

VEGF, Caspase-3, and Bax were significantly increased. The expression of Bcl-2 was significantly reduced, and the differences were

statistically significant (P<0.05). Compared with the model group, the lung damage of the experimental group and the control group was
significantly improved, the thickness of the pulmonary arterioles was significantly reduced, the degree of vascular myogenesis, the

apoptosis rate of cells. The expressions of 琢-SMA and VEGF, Bax were significantly reduced, and the expression of Bcl-2 was
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前言

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

COPD)是累及肺血管、肺实质以及气道的呼吸科常见慢性疾

病[1]。受吸烟以及空气污染导致的高发病性的 COPD的病理改

变主要涉及炎性细胞大量浸润外周、中央气道、肺实质后引起

气道重塑导致气腔狭窄，引起患者的固定性气道阻塞以及肺血

管壁增厚，该病病情发展迅速，如若不能得到有效治疗，极易发

展至肺心病、脏器衰竭危及生命[2]。目前 COPD的致病机制和

发病机制尚未完全阐明。Tsai M J等[3]研究指出肺组织的细胞

凋亡诱发的肺血管重塑导致 COPD的发生、发展的重要机制。

Sun Y等[4]研究表明抑制肺微血管的细胞的凋亡能明显抑制大

鼠 COPD的症状。Yamada K等[5]研究表明吸烟能导致 COPD

患者炎性应激增强以及其气道上皮细胞的大量凋亡。盐酸氨溴

索是常见祛痰药，具有良好的溶解粘痰以及润滑呼吸道的作

用。Li X等[6]研究表明盐酸氨溴索能够抑制炎性应激，调控细胞

的凋亡。但是有关盐酸氨溴索在 COPD血管重塑的作用尚未见

报道。本研究通过建立大鼠 COPD模型，从细胞凋亡以及血管

重塑的角度出发，探讨盐酸氨溴索对 COPD大鼠肺组织的保护

作用，从而为 COPD提供部分实验数据支撑。

1 材料和方法

1.1 实验动物、主要试剂和主要仪器

实验动物：8-10周龄的 SD雄性大鼠，SPF级，共计 80只，

体重在 200g-220 g，由北京维通利华实验动物技术有限公司提

供，许可证号 SCXK（京）2016-0011；依照本院实验动物管理办

法，室温下标准饲料、自由饮水、分笼（4笼）适应性饲养一周后

用于试验。本研究中所有动物实验操作均经本院实验动物管理

伦理委员会批准（批准号：2019-032）。

主要试剂：盐酸氨溴索口服溶液（100 mL：0.6 g，上海勃林

格殷格翰药业有限公司，生产批号：国药准字 H20031314），盐

酸班布特罗口服溶液（10 mL: 10 mg伊18支，南京瑞尔医药有限
公司，生产批号：国药准字H20051790）。延安香烟（焦油量：10mg，

烟气烟碱量：1 mg，陕西中烟工业有限责任公司）。琢-SMA、

VEGF、Caspase-3、Bax和 Bcl-2抗体、兔抗磷酸甘油醛脱氢酶

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH) 抗体（美

国 Santa公司），western blot试剂盒（德国 Rebstock公司），免疫

组化试剂盒、弹力纤维(elastic van gieson, EVG)染色试剂盒（南

京建成生物有限公司），苏木精 -伊红染色(hematoxylin-eosin-

staining，HE)试剂盒（上海碧云天生物技术公司），蛋白浓度测

定试剂盒、DAB化学发光试剂盒（北京华夏远洋科技有限公司）。

主要仪器：LIOOS600T 生物显微镜（日本尼康公司），

Bio-rad凝胶成像系统（美国 Bio-rad公司），-80℃深冷冰箱（德

国维根斯公司），Leica RM2135组织切片机（德国 Leica公司），

高速低温离心机（北京六一仪器厂）。

1.2 模型构建和分组处理

适应性喂养一周后，将大鼠随机分为 4组，每组 20只，依

次为正常组、模型组、盐酸氨溴索干预组（实验组）、阳性对照药

盐酸班布特罗干预组（对照组）。模型组、实验组、对照组大鼠采

用香烟烟熏 64天构建慢性阻塞性肺大鼠模型[7]，正常组大鼠室

温下正常饲养。烟熏结束后，实验组、对照组大鼠每日分别皮下

注射 5 mL盐酸氨溴索（20 mg/kg）和 5 mL的盐酸班布特罗

（20 mg/kg），正常组、模型组分别腹腔注射等剂量的生理盐水。

注射完毕后，所有大鼠正常饮食，自由饮水喂养。

1.3 各组大鼠呼吸功能的检测

在药物干预 28天后，将各组大鼠诱导麻醉，仰卧位固定在

操作台上，显微剪打开胸腔，充分暴露气管，以 V型切口切开，

剥离气管，进行插管并固定，连接 HX-200型小微动物呼吸能

量交换器和 BL-420F型微小生物机能实验系统，记录其潮气

量、呼吸频率以及每分钟通气量。

1.4 HE染色观察各组大鼠肺组织病理学改变

检测各组大鼠呼吸功能后，通过心脏穿刺处死大鼠，打开

胸腔无菌取出其肺部组织，90%置入 -80℃深冷冰箱待测。10%

大鼠肺脏组织，采用 10%的多聚甲醛液固定 24h，常规石蜡切

片，HE染色观察，光镜下进行肺组织病理学观察。

1.5 EVG染色各组大鼠肺组织肺血管重塑

取出各组 10%大鼠肺脏组织，中性甲醛溶液固定，石蜡切

片，常规脱蜡后，无菌水清洗 10 min，EVG染色 15 min，倒置荧

光显微镜观察。Image Pro Plus 8.0软件进行图像分析，评价肺

小动脉的中膜厚度变化以及血管肌化程度[8]。

1.6 TUNEL染色检测各组大鼠肺组织细胞的凋亡

从冰箱中取出 10%各组大鼠肺脏组织，常规方法固定，冰

冻切片，二甲苯浸洗两次，梯度酒精浸洗 5 min，风干后 3%双氧

水 -甲醇浸泡 10 min，PBS漂洗 3次，每次 3 min，然后 4℃预冷

乙醇上进行如下操作：0.1%TritonX-100、0.1%缓冲液处理

2 min，PBS漂洗 3次，每次 3 min，加入 TUNNEL反应混合液，

加封口膜在暗湿盒中反应 1h，温度 37℃，PBS漂洗，梯度酒精

脱水，二甲苯透明，中性树脂封片，荧光显微镜进行观察。

1.7 免疫组化检测各组大鼠肺组织中 琢- 平滑肌肌动蛋白
(琢-smoothmus-cleactin，琢-SMA)和血管内皮生长因子（Vascular

endothelial growth factor，VEGF）的表达

取出各组 10%大鼠肺脏组织，依据常规免疫组化法进行操

作，光镜下有棕黄色颗粒为阳性表达，Image Pro Plus 8.0软件

进行图像分析，评价琢-SMA和 VEGF阳性表达的细胞占总细

胞的比例。

1.8 Western blot 检测各组大鼠肺组织中 Caspase-3、Bax 和

Bcl-2的表达水平

取出各组 10%大鼠肺脏组织，加入裂解液，离心取上清，电

significantly increased, and the differences were statistically significant (P <0.05). Ambroxol hydrochloride can inhibit

the apoptosis of lung tissue, improve its vascular remodeling, and protect the lung tissue of COPD rats.

Ambroxol hydrochloride; Chronic obstructive pulmonary disease; Apoptosis; Vascular remodeling
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图 1各组大鼠呼吸功能比较

（A:正常组，B:模型组，C:实验组，D:对照组）

（与正常组相比，*：P＜0.05；与模型组相比，#：P＜0.05）

Fig.1 The comparison of respiratory function of each group of rats

(A: normal group, B: model group, C: experimental group, D: control group)

(compared with the normal group, *: P <0.05; compared with the model group, #: P <0.05)

图 2 HE染色结果（SP伊400）
（A:正常组，B:模型组，C:实验组，D:对照组）

Fig.2 The result of HE staining（SP伊400）
(A: normal group, B: model group, C: experimental group, D: control group)

泳后，加入一抗（1:1500），二抗（1:1500）稀释后，增强化学发光

ELC显色 30 min，经曝光、显影、定影后，以 GAPDH为参照，分

析目标蛋白的表达水平。

1.9 统计学分析

数据统计采用 SPSS 16.0软件，作图工具采用 Graphpad5.

01，组间比较采用 t检验，P＜0.05表示具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠呼吸功能比较

各组大鼠呼吸曲线如图 1示，与正常组大鼠相比，模型组

大鼠呼吸频率明显升高，通气量和潮气量明显下降（P＜0.05），

与模型组相比，实验组、对照组大鼠呼吸频率明显下降，通气量

和潮气量明显升高（P＜0.05），实验组和对照组相比，差异不明

显，不具有统计意义(P＞0.05)。

2.2 各组大鼠肺组织病理学观察

HE染色结果如图 2所示，正常组大鼠肺组织结构完整，肺

泡腔结构清晰，肺泡壁厚度均匀，无增宽、渗出等现象，肺泡间

隔以及各级支气管管腔内均未内未发现水肿、炎性细胞浸润、

分泌物渗出等现象，肺动脉壁结构无异常。和正常组相比，模型

组大鼠气道以及各级毛细血管周围炎性细胞大量浸润，炎性应

激明显，肺泡壁厚度不均一，管腔狭窄，血管壁增厚明显。而实

验组、对照组大鼠肺组织炎性应激明显减弱，肺组织病理症状

均有所缓解，浸润的炎性细胞明显减少。

2.3 EVG染色观察各组大鼠肺组织的血管重塑

EVG染色结果如图 3所示，正常组大鼠肺小动脉结构正

常，管壁厚度均一。和正常组相比，模型组大鼠肺小动脉中膜厚

度明显增加，血管肌化程度明显升高，差异具有统计意义（P<0.
05）。而实验组、对照组大鼠肺小动脉中膜厚度明显减小，血管

肌化程度明显降低，差异具有统计意义（P<0.05）。实验组和对
照组相比，差异不具有统计意义(P＞0.05)。

2.4 TUNEL染色检测各组大鼠肺组织细胞的凋亡

TUNEL染色结果如图 4所示，与正常组相比，模型组大鼠

肺组织细胞的凋亡率明显升高（P<0.05），与模型组相比，经过
药物干预后，实验组、对照组大鼠肺组织细胞的凋亡率明显降

低（P<0.05）。实验组和对照组相比，差异不具有统计意义(P＞
0.05)。

2.5 免疫组化检测各组大鼠肺组织中 琢-SMA和 VEGF的表达

免疫组化检测结果如图 5a-c所示，与正常组相比，模型组

大鼠肺组织 琢-SMA和 VEGF的表达明显升高（P＜0.05），与模

型组相比，经过药物干预后，实验组、对照组大鼠肺组织

琢-SMA和 VEGF的表达明显降低（P＜0.05）；实验组和对照组

相比，差异不具有统计意义(P＞0.05)。

2.6 Western blot 检测各组大鼠肺组织中 Caspase-3、Bax 和

Bcl-2的表达水平

Western blot 检测各组大鼠肺组织中 Caspase-3、Bax 和
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图 4 TUNEL染色结果（SP伊400）
（A：正常组，B：模型组，C：实验组，D：对照组）

（与正常组相比，*：P＜0.05；与模型组相比，#：P＜0.05）

Fig. 4 The result of TUNEL staining（SP伊400）
(A: normal group, B: model group, C: experimental group, D: control group)

(compared with the normal group, *: P <0.05; compared with the model group, #: P <0.05)

图 3 EVG染色结果（SP伊400）
（A：正常组，B：模型组，C：实验组，D：对照组）

（与正常组相比，*：P＜0.05；与模型组相比，#：P＜0.05）

Fig. 3 The result of EVG staining (SP 伊 400)
(A: normal group, B: model group, C: experimental group, D: control group)

(compared with the normal group, *: P <0.05; compared with the model group, #: P <0.05)

Bcl-2的表达结果如图 5a-b所示：与正常组相比，模型组大鼠

肺组织的 Caspase-3、Bax的表达明显升高，Bcl-2的表达明显降

低（P<0.05），与模型组相比，实验组和对照组大鼠肺组织的
Caspase-3、Bax 的表达明显降低，Bcl-2 的表达明显升高（P<0.
05）；实验组和对照组相比，差异不具有统计意义(P＞0.05)。

3 讨论

COPD是一个常见病、多发病，特别是秋冬时节，患者极易

因急性发作导致而导致呼吸衰竭，甚至死亡[9]。由于其发病机理

尚未明确，临床上尚缺少快速而有效的治疗手段。因此阐明

COPD的病理机制，开发有效的辅助药物对于提高 COPD的临

床治疗效果和预后具有重大意义。

已有的研究证实[10]肺血管重塑是 COPD发生、发展中的关
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图 5c各组大鼠肺组织中 琢-SMA和 VEGF的表达比较

（A:正常组，B:模型组，C:实验组，D:对照组）

（与正常组相比，*：P＜0.05；与模型组相比，#：P＜0.05）

Fig. 5c The comparison of 琢-SMA and VEGF expression(A: normal group, B: model group, C: experimental group, D: control group)

(compared with the normal group, *: P <0.05; compared with the model group, #: P <0.05)

图 5a免疫组化检测各组大鼠肺组织中 琢-SMA的表达（SP× 400）

（A:正常组，B:模型组，C:实验组，D:对照组）

Fig. 5a Immunohistochemical detection of 琢-SMA expression in lung tissue of rats in each group (SP × 400)

(A: normal group, B: model group, C: experimental group, D: control group)

图 5b免疫组化检测各组大鼠肺组织中 VEGF的表达（SP伊400）
（A:正常组，B:模型组，C:实验组，D:对照组）

Fig. 5b Immunohistochemical detection of VEGF expression in lung tissue of rats in each group (SP 伊400)
(A: normal group, B: model group, C: experimental group, D: control group)

键性事件。研究表明[11]COPD中的肺血管重塑涉及整个肺组织

血管全层，包括[12]微血管内皮细胞功能失调、平滑肌细胞的表

型转换，细胞外基质合成与分泌失衡等。研究表明[13]肺血管重

塑直接导致 COPD患者肺动脉高压，肺心病以及患者出现右心

室功能不全，如果不能及时有效控制其发展，将诱发更为恶劣

的事件出现。已经有大量研究表明[14]肺血管重塑是多因素多效

应细胞共同参与的结果。但既往的研究多根据医学影像结果以

及实验室指标的变化来着重强调药物的临床治疗效果，在肺血

管重塑的分子机制上的探讨较少[15]。本研究从影响肺微血管重

塑的因子 琢-SMA和 VEGF的表达出发探讨药物对肺血管重塑

的分子机制。研究显示[16]琢-SMA和 VEGF作为高度特异性的

细胞因子，在肺微血管重塑的病理过程发中挥了重要作用。研

究表明 [17]琢-SMA是肺血管平滑肌细胞的表型转换中的关键因

子，VEGF是[18]促进肺微血管内皮细胞有丝分裂、改变血管通透

性的重要因子。Nielsen S H等[19]临床观察发现琢-SMA的表达

量是衡量特发性肺纤维化（IPF）、COPD等患者肺部纤维化程

度的重要标志物。Szucs B等[20]研究指出 VEGF的表达增加直

接激活肺平滑肌细胞内的多条信号，增强平滑肌细胞的迁移以

及增殖致使 COPD患者的肺动脉发生重塑改变。Truong T M

等[21]研究表明阻断 VEGF的表达，能明显改善COPD大鼠的血

管重塑。Shen等[22]研究表明 VEGF抑制剂能明显下调 琢-SMA

和 VEGF的表达，降低由卵清蛋白诱导的慢性气道重塑。本研

究中结果表明模型组大鼠肺小动脉中膜厚度明显增加，血管肌

化程度、琢-SMA和 VEGF的表达明显升高，COPD肺血管重塑

病症明显，而经过要干预后，实验组和对照组大鼠肺小动脉中

膜厚度明显减小，血管肌化程度、琢-SMA和 VEGF的表达明显
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图 6 western blot检测各组大鼠肺组织中 Caspase-3、Bax和 Bcl-2的表达

（A:正常组，B:模型组，C:实验组，D:对照组）

（与正常组相比，*：P＜0.05；与模型组相比，#：P＜0.05）

Fig. 6 Western blot was used to detect the expression of Caspase-3, Bax and Bcl-2

(A: normal group, B: model group, C: experimental group, D: control group)

(compared with the normal group, *: P <0.05; compared with the model group, #: P <0.05)

降低，COPD肺血管重塑病症明显改善。说明盐酸氨溴索能明

显改善 COPD大鼠肺部的微血管重塑。

COPD的发病机制十分复杂，研究表明[23]细胞凋亡在该病

的发病机制中起重要作用。Masubuchi H等 [24] 研究证实抑制

COPD小鼠肺组织的细胞凋亡，能明显抑制肺组织的瞬时电位

的减弱，改善其症状。Li X等[25]研究表明降低 COPD损伤小鼠

的细胞凋亡率，能明显提高小鼠的自身免疫能力，缩短小鼠恢

复期。Sun Y等[26]研究表明改善患者的肺部微血管的细胞凋亡，

能明显改善患者的 COPD损伤，阻止患者肺组织的病情恶化。

Bcl-2蛋白是细胞凋亡生理过程中最重要的调控蛋白，主要由

抗凋亡蛋白 Bcl-2以及促凋亡蛋白 Bax组成[27]。研究表明[28]细

胞凋亡开始时 Bcl-2/Bax将信号释放到线粒体中，促进凋亡执

行分子 Caspase-3的活化，导致 DNA的断裂，细胞骨架以及细

胞内膜的缺损，直至细胞的凋亡。Cho R J 等 [29] 研究指出

Bcl-2/Bax的表达失衡直接促进了 COPD大鼠肺泡上皮细胞的

凋亡。林先刚等[30]研究表明调控 Bcl-2/Bax信号的释放，能明显

抑制细胞对的凋亡，改善 COPD大鼠肺动脉动脉压，改善其

COPD的血管重塑。本研究中结果表明模型组大鼠的肺组织细

胞凋亡率明显升高，Caspase-3、Bax的表达明显升高，Bcl-2 的

表达明显降低，而经过药物干预后，实验组和对照组大鼠的肺

组织的细胞凋亡率明显下降，Caspase-3、Bax的表达明显降低，

Bcl-2的表达明显升高。说明盐酸氨溴索能通过调控 Bcl-2/Bax

的表达来抑制 COPD大鼠的肺组组织的细胞凋亡。

综上所述，盐酸氨溴索能抑制肺组织的细胞凋亡以及改善

其血管重塑，保护 COPD大鼠的肺组织。但盐酸氨溴索在临床

上应用到对 COPD的治疗时，能否达到相同的满意疗效还需更

深入的研究。
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