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大环内酯类药联合糖皮质激素促进哮喘大鼠嗜酸性粒细胞凋亡
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　　［摘要］　目的　研究大环内酯类药联合糖皮质激素对哮喘大鼠肺组织的支气管肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅ
ｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）中嗜酸性粒细胞（ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌ，ＥＯＳ）凋亡相关蛋白ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｋ表达的影响。方法　 以卵白蛋白致敏
制作大鼠哮喘模型，将大鼠分为５组：对照组、哮喘模型组、干预组Ａ１（红霉素）、干预组Ａ２（地塞米松）、干预组Ａ３（红霉素＋
地塞米松）组，每组１０只。并对其ＢＡＬＦ中嗜酸性粒细胞进行计数，ＴＵＮＥＬ法检测ＥＯＳ凋亡；ＥＬＩＳＡ法测定ＢＡＬＦ中ＩＬ５、
ＩＬ８水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＯＳ中ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｋ蛋白的表达。结果　 模型组 ＢＡＬＦ中细胞总数、ＥＯＳ所占比例
均显著高于对照组和干预组（Ｐ＜０．０１）；凋亡率显著低于对照组和干预组（Ｐ＜０．０１）。对照组及干预组 ＢＡＬＦ中 ＩＬ５和
ＩＬ８浓度均低于模型组（Ｐ＜０．０１）；干预组Ａ３中两者浓度又分别低于干预组Ａ１和干预组Ａ２（Ｐ＜０．０１）。对照组、干预组
分别与模型组相比，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｋ蛋白表达的差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；干预组Ａ３分别与干预组 Ａ１、Ａ２相
比，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｋ蛋白表达均有统计学差异（Ｐ＜０．０１）。结论　 大环内酯类药可协同糖皮质激素通过上调
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｋ的表达促进ＥＯＳ细胞凋亡，从而发挥抗炎作用。
　　［关键词］　 哮喘；大鼠；大环内酯类药；ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９；Ｂａｋ
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　　哮喘是炎症细胞、炎性介质、气道细胞与组织之间
复杂作用的结果。慢性气道炎症是哮喘的特征，而嗜

酸性粒细胞（ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌ，ＥＯＳ）凋亡不足在哮喘气道炎
症中起重要作用，有许多因素与 ＥＯＳ凋亡有关。ＥＯＳ
被证实是支气管哮喘治疗干预中的主要靶点之一［１］。

促凋亡蛋白 ｃａｓｐａｓｅ９和 Ｂａｋ是线粒体凋亡途径的两
个主要成员。最近研究证实大环内酯类药物———红霉

素可抑制阿司匹林哮喘患者的ＥＯＳ浸润，长期低剂量
红霉素口服可降低哮喘患者的气道高反应性［２］。哮

喘患者的临床治疗中，大环内酯类药物的应用可减少

激素的用量，其单独应用也可降低气道高反应，但其机

制不明。目前关于大环内酯类药物的抗炎机制是否与

凋亡相关鲜见报道。本研究主要探讨大环内酯类药物

联合糖皮质激素对哮喘大鼠肺组织 ＥＯＳ凋亡相关蛋
白ｃａｓｐａｓｅ９和Ｂａｋ表达的影响，观察二者联用是否能
协同诱导ＥＯＳ的凋亡，从而起到抗炎作用。

１　材料与方法

１．１　实验仪器、药物及试剂
　　超生雾化器（德国 ＰＡＲＩＧｍｂＩ公司）；哮喘激发实验玻璃
箱（特制 １５ｃｍ×１５ｃｍ×２０ｃｍ）；离心机（上海 Ｘ５２型医用离
心机）；生物显微镜（日本ＯＬＹＭＰＵＳ）；卵蛋白干粉（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）；注射用乳糖酸红霉素（大连美罗大药厂，生产批号：

２００８０６２４）；地塞米松磷酸钠（无锡市第七制药有限公司，生产
批号：２００７０９２１）。兔抗鼠Ｂａｋ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９（Ａｓｐ３５３）多克
隆抗体浓缩型（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）。Ｈａｎｋｓ液
（北京索莱宝公司），Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液（瑞典 Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司）。迷
你型蛋白印迹仪（美国ＢｉｏＲａｄ）。

１．２　哮喘大鼠模型的制备和分组
　　参照文献［３］并稍加改变。清洁级６～８周龄ＳＤ大鼠５０只，
雄雌不分。体质量１８０～２００ｇ，由武汉大学实验动物中心提供，
批号：２００３００１３。随机平均分为模型组、干预组 Ａ１［红霉素
２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］、干预组Ａ２［地塞米松０．１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］、干预
组Ａ３［地塞米松０．１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）＋红霉素２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］
和对照组，每组各１０例。常规饲养７ｄ未见异常现象后，模型
组和干预组予１０ｇ／Ｌ卵白蛋白９ｇ／Ｌ盐水溶液１ｍｌ、氢氧化铝
干粉１００ｍｇ腹腔注射致敏大鼠。第１５天时模型组和干预组
予５ｇ／Ｌ卵白蛋白９ｇ／Ｌ盐水溶液１ｍｌ吸入激发哮喘发作，每
次３０ｍｉｎ，持续７ｄ；对照组以９ｇ／Ｌ盐水进行腹腔注射和雾化

吸入。每天激发前３０ｍｉｎＡ１组予红霉素２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）腹腔
注射；Ａ２组予地塞米松０．１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）腹腔注射；Ａ３组予地塞
米松０．１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）＋红霉素２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）腹腔注射。致
敏后的第２２天，将实验各组大鼠乙醚麻醉后断颈处死，右肺中
叶浸入４０ｇ／Ｌ多聚甲醛缓冲溶液固定，按常规制作石蜡切片，
ＨＥ染色后行肺组织病理观察。

１．３　支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）制备和计数
　　各组大鼠于乙醚麻醉后，行颈部正中切口，分离出气管，在
环状软骨处剪一“Ｖ”形小口，立即经气管注入 Ｈａｎｋｓ液５ｍｌ，
轻轻按摩胸部２０～３０ｓ后回收ＢＡＬＦ，共６次，回收率＞９０％。
ＢＡＬＦ回收液３ｍｌ经双层无菌纱布过滤，在４℃、１２００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，留取上清－７０℃冰箱冻存，待测细胞因子。离心
沉淀细胞用生理盐水冲洗并调整细胞数为１．０×１０９／Ｌ，在细胞
计数板上计数细胞总数。取已调整细胞数的ＢＡＬＦ３０μｌ，用特
制的细胞涂片离心支架在４℃、１２００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，通过
离心作用使一定量细胞均匀平铺于载玻片上，自然晾干，经ＨＥ
染色后在高倍镜下计数１００个细胞，同时计算ＥＯＳ细胞所占的
比例，每例动物计数３张涂片。

１．４　ＢＡＬＦ中ＥＯＳ分离
　　参照文献［４］制成密度为１．０９０ｇ／ｍｌ和１．０８０ｇ／ｍｌ的Ｐｅｒ
ｃｏｌｌ液，各２ｍｌ先后加入１５ｍｌ锥形玻璃试管，然后轻轻沿管壁
加回收之余下ＢＡＬＦ于其上，１８００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后，收集
中间层及沉淀细胞，ＥＯＳ纯度达９５％以上。立即放于 －８０℃
冰箱冻存。

１．５　ＴＵＮＥＬ法检测ＥＯＳ凋亡
　　参照原位细胞凋亡检测试剂盒说明进行操作，高倍镜视野
下随机选择１０个视野，计数总细胞数和凋亡细胞阳性率。

１．６　ＥＬＩＳＡ法测定ＢＡＬＦ中ＩＬ５、ＩＬ８浓度
　　ＥＬＩＳＡ法检测各组大鼠ＢＡＬＦ上清液中ＩＬ５和ＩＬ８浓度，
具体步骤按试剂盒说明进行。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＯＳ中 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９和
Ｂａｋ蛋白的含量

１．７．１　ＥＯＳ蛋白的提取　　－７０℃保存的ＥＯＳ室温融化，放
入ＥＰ管中，加入２００μｌ的蛋白裂解液冰浴中超声粉碎，４℃
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ收集上清，取 ５μｌ按二喹啉甲酸
（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）试剂盒说明进行蛋白定量，其余于
－２０℃ 冰箱保存待用。
１．７．２　检测步骤及扫描分析　　参考文献［５］。ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ９和Ｂａｋ抗体均以１∶１０００稀释。ＥＣＬ曝光，显影，定影
后以ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ凝胶软件分析系统分析条带，以大鼠ＧＡＰＤＨ
作为内参照。
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１．８　统计学处理
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，组间差
异行独立样本ｔ检验和单因素方差分析。

２　结果

２．１　各组ＢＡＬＦ中细胞总数和 ＥＯＳ所占比例及其凋
亡比例情况

　　模型组ＢＡＬＦ中细胞总数、ＥＯＳ所占比例均显著高于对照
组（Ｐ＜０．０１），凋亡率显著低于对照组（Ｐ＜０．０１，表１）。干预
组ＢＡＬＦ细胞总数和ＥＯＳ均较模型组下降（Ｐ＜０．０１），凋亡率
较模型组显著上升（Ｐ＜０．０１）。干预组 Ａ３的 ＢＡＬＦ中细胞总
数、ＥＯＳ所占的比例与干预组 Ａ１和 Ａ２分别相比均显著下降
（Ｐ＜００１），凋亡率较模型组显著上升（Ｐ＜０．０１）。

表１　各组ＢＡＬＦ细胞计数、ＥＯＳ所占的比例及其凋亡情况（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ　 细胞总数（×１０７／Ｌ） ＥＯＳ（％） 凋亡率（％）

对照组 １０　 ３１．９０±１．２１ ０．６６±０．２２　 ２５．２０±１１．４　

模型组 １０　 ４８．２０±１．３９ａ ６．８３±１．６４ａ １２．２１±７．０２ａ

干预组Ａ１ １０　 ３９．８８±１．４０ａｂ ４．５６±０．５４ａｂ ４４．５３±１６．１９ａｂ

干预组Ａ２ １０　 ３８．６８±１．１７ａｂ ３．０２±０．９１ａｂ ４０．１８±１０．６５ａｂ

干预组Ａ３ １０　 ３６．４０±１．０５ａｂｃｄ １．８７±０．６１ａｂｃｄ ６３．６１±１３．３０ａｂｃｄ

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，
与干预组Ａ１比较；ｄ：Ｐ＜０．０１，与干预组Ａ２比较

２．２　各组ＢＡＬＦ中ＩＬ５和ＩＬ８浓度比较
　　模型组ＢＡＬＦ中ＩＬ５和 ＩＬ８浓度明显高于对照组和干预
组（Ｐ＜００１）。干预组 Ａ３ＩＬ５和 ＩＬ８浓度又明显低于干预组
Ａ１（Ｐ＜０．０１）和干预组Ａ２（Ｐ＜０．０１）；与对照组无统计学差异
（Ｐ＞０．０５），见表２。

表２　各组ＢＡＬＦ中ＩＬ５和ＩＬ８浓度（ｇ／Ｌ，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＩＬ５ ＩＬ８

对照组 １０ ４２．２４±９．０６ ３７．９０±１５．０２

模型组 １０ ９９．２０±１７．４５ａ １０５．３２±２１．１４ａ

干预组Ａ１ １０ ６９．４８±４．４０ａｂ ９０．４９±１７．２１ａｂ

干预组Ａ２ １０ ６２．６１±７．１７ａｂ ８４．２０±１９．１６ａｂ

干预组Ａ３ １０ ５０．８４±１０．０１ｂｃｄ ５３．０１±１８．３７ｂｃｄ

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，
与干预组Ａ１比较；ｄ：Ｐ＜０．０１，与干预组Ａ２比较

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＯＳ中 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９和
Ｂａｋ蛋白的含量

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测模型组、干预组Ａ１、干预组 Ａ２、干预组
Ａ３和对照组中 ＥＯＳ的 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９的光密度值分别为：
（０．３２±０．０５）、（０．４５±０．０８）、（０．４８±０．１０）、（０．６６±０．１５）
和（０．７５±０．１０）；Ｂａｋ光密度值分别为：（０．４０±０．０５）、（０．５４±
００９）、（０．５７±０．０６）、（０．７８±０．１０）和（０．９２±０．１２）；模型组
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９和 Ｂａｋ蛋白表达显著低于其他 ４组（Ｐ＜
００１，图１）。干预组Ａ３ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９和 Ｂａｋ蛋白表达显著
高于干预组Ａ１和干预组 Ａ２（Ｐ＜０．０１），但干预组 Ａ１与干预组
Ａ２之间相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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１：模型组；２：干预组Ａ１；３：干预组Ａ２；４：干预组Ａ３；５：对照组
图１　ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９和Ｂａｋ蛋白在大鼠不同病变肺组织

ＥＯＳ中的表达

３　讨论

　　支气管哮喘患病率在世界大部分地区正以惊人的
速度上升，尤其是儿童支气管哮喘，已成为全球关注的

公众健康问题和儿童最常见的慢性呼吸道疾病。ＥＯＳ
募集于肺中并释放炎性介质是哮喘气道炎症的关键环

节之一，哮喘时外周血、痰、ＢＡＬＦ及气道活检组织中
ＥＯＳ数量均明显升高。哮喘发作时ＥＯＳ凋亡减少，且
与哮喘严重程度可能呈负相关［１］。

　　我们既往的研究［５］显示：哮喘模型组黏膜、黏膜

下层及肺泡区有大量的ＥＯＳ炎症细胞浸润，而干预组
炎症明显减轻。本研究结果证实哮喘模型组 ＢＡＬＦ中
炎性细胞总数和ＥＯＳ数明显高于对照组，而凋亡率明
显低于对照组，与既往病理观察相符。干预组Ａ３分别
与Ａ１和Ａ２相比其ＢＡＬＦ中炎性细胞总数、ＥＯＳ所占的
比例均显著下降，凋亡率显著增加，说明红霉素联合地

塞米松可降低 ＥＯＳ数量，促进 ＥＯＳ凋亡。５组 ＢＡＬＦ
中ＩＬ８和ＩＬ５水平的差异进一步证实这一点。无论
是ＩＬ８还是 ＩＬ５浓度，模型组均最高，３组干预组浓
度均显著低于模型组，且干预组 Ａ３（联合用药组）的
ＩＬ８和 ＩＬ５浓度又显著低于单药干预组 Ａ１和 Ａ２组。
ＩＬ８为中性粒细胞趋化之一，主要参与中性粒细胞及
ＥＯＳ向炎症部位的活化和迁移［６－７］；ＩＬ５几乎参与了
ＥＯＳ前体细胞分化、成熟、趋化及活化的全过程，同时
还能抑制ＥＯＳ凋亡，导致哮喘嗜酸性粒细胞性气道炎
症［８］。我们的实验证明红霉素联合地塞米松可下调

ＩＬ８和ＩＬ５的水平显著减少ＥＯＳ在气道黏膜募集，促
进ＥＯＳ凋亡。汪浩等［９］证实地塞米松可降低哮喘大

鼠ＢＡＬＦ中ＩＬ８水平，但未研究大环内酯类药物及其
联合糖皮质激素对哮喘大鼠 ＩＬ８的作用；Ａｓａｎｏ等［１０］

证实大环内酯类药物诱导 ＥＯＳ凋亡与其抑制 ＩＬ５有
关，但未涉及与地塞米松联合作用。

　　Ｂａｋ是 Ｂｃｌ２家族的一种促凋亡蛋白，既和 Ｂｃｌ２
同源，又能拮抗 Ｂｃｌ２的作用。Ｂａｋ定位于线粒体外
膜，是凋亡信号转导中线粒体通路的关键蛋白。在凋

亡刺激下，Ｂａｋ的构像会发生改变，促进细胞色素 ｃ的
释放。细胞色素 ｃ释放至细胞质会激活 ｃａｓｐａｓｅ９通
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路，最终导致细胞死亡。ｃａｓｐａｓｅ９是ｃａｓｐａｓｅ家族中位
于最上游的重要成员，是ｃａｓｐａｓｅ系统引起细胞凋亡的
最重要的起始因子。ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９是 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ９
在Ａｓｐ３５３位点自我裂解形成的一个大的活性片段，可
进一步激活细胞凋亡的最关键酶 ｃａｓｐａｓｅ３，启动
ｃａｓｐａｓｅ级联，从而导致细胞凋亡［１１］。最近研究［１２］表

明，通过ｃａｓｐａｓｅ依赖的ＥＯＳ凋亡机制，一种新的细胞
周期素依赖激酶抑制剂的药物 ＡＴ７５１９能诱导人 ＥＯＳ
的凋亡并能增强小鼠过敏性胸膜炎的消退。本研究采

用蛋白印迹法检测 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９和 Ｂａｋ蛋白在大
鼠肺组织 ＥＯＳ中的表达，发现在对照组和干预组中，
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９和 Ｂａｋ蛋白表达的平均光密度值与
模型组相比，差异均有显著性，并且干预组 Ａ３分别与
干预组Ａ１和 Ａ２相比，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９和 Ｂａｋ蛋白表
达的差异也有显著性，表明红霉素联合地塞米松可上

调哮喘大鼠肺组织ＥＯＳ中ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９和Ｂａｋ的
蛋白表达，两药联用效果优于单用。陆洋等［１３］研究了

糖皮质激素对哮喘大鼠嗜酸性粒细胞中 ｃａｓｐａｓｅ９的
表达的影响，但未涉及大环内酯类药物单独及联合糖

皮质激素对该蛋白表达的影响。综上我们的实验证

明，大环内酯类药联合糖皮质激素可下调ＩＬ５、ＩＬ８水
平减少 ＥＯＳ在气道黏膜的聚集，上调凋亡相关蛋白
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｋ的表达促进 ＥＯＳ凋亡，降低气
道炎症。
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