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雾化吸入布地奈德对肺纤维化大鼠的干预效果
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　　［摘要］　目的　研究雾化吸入布地奈德对博莱霉素致大鼠肺纤维化模型的干预作用。方法　 ４５只ＳＤ雌性大鼠随机
分成３组（每组１５只）：模型组、对照组和布地奈德吸入组。各组大鼠分别于干预后第７、１４、２８天用随机数字表法处死５只，
ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色判断肺组织肺泡炎及肺纤维化程度，酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）测定血清和肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ
ｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）中转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）和结缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＣＴＧＦ）的含量。结果　 ①ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色结果证实成功复制经典肺纤维化模型，肺纤维化主要发生在肺组织局部，同时
伴有不同程度全身反应。②布地奈德吸入组和模型组大鼠肺泡炎和肺纤维化程度较对照组严重（Ｐ＜００５），且布地奈德吸
入组大鼠肺泡炎和肺纤维化程度较模型组有明显改善（Ｐ＜０．０５）。③ＥＬＩＳＡ法显示各组大鼠血清和 ＢＡＬＦ中 ＴＧＦβ和
ＣＴＧＦ表达水平不同，ＢＡＬＦ中ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ表达水平较血清水平高。④与对照组比较，模型组和布地奈德吸入组大鼠血
清和ＢＡＬＦ中ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ明显增加（Ｐ＜０．０５），布地奈德吸入组中ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ水平较模型组明显降低（Ｐ＜０．０５）。
结论　 雾化吸入布地奈德能减轻博莱霉素诱导的大鼠肺纤维化，可能与肺泡灌洗液和血清中ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ表达有关。
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　　肺纤维化是有多种原因引起的慢性肺疾病的共同
结局，是呼吸衰竭的主要原因。其主要病理特点是早

期以肺泡炎表现为主，后期则以成纤维细胞的病理性

增生及细胞外基质病理性聚集取代正常肺组织结构为

转归。近年研究［１］主张肺纤维化是一种间叶细胞疾

病，间叶细胞因子在纤维化疾病中发挥关键作用。转

化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）和结
缔组织生长因子 （ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＣＴＧＦ）是引起纤维化发生、发展的关键因子。
　　肾上腺皮质激素是间质性肺疾病首选的治疗药
物，布地奈德具有较强的局部抗炎作用，脂溶性强，与

激素受体亲和力强，半衰期短，体内灭活快，无蓄积。

局部吸入激素全身不良反应少，并可在肺内局部形成

高浓度，与相应的受体结合发挥强大的局部抗炎活性，

抑制炎症细胞的迁移和活化、抑制细胞因子的生成、抑

制炎症介质的释放，从而起到抗炎、抗纤维化的作用，

阻止肺纤维化的形成及进展。故本实验采用布地奈德

联合局部雾化吸入干预肺纤维化大鼠，观察对大鼠肺

纤维化的干预效果，并检测肺纤维化大鼠血清和肺泡

罐洗液中ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ的表达水平以推测其可能机
制，旨在为探讨临床最佳药物治疗肺纤维化提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂和仪器　　布地奈德（普米克令舒，澳大利
亚，进口药品注册编号：Ｈ２００９０９０３），博莱霉素（日本化药株式
会社），大鼠ＣＴＧＦ、ＴＧＦβＥＬＩＳＡ试剂盒（上海沪尚生物科技有
限公司），其他常规试剂均为国产分析纯，ＢｉｏＲａｄ酶标仪为美
国伯乐公司产品。

１．１．２　实验动物　　清洁级 ＳＤ大鼠，体质量１８０～２００ｇ，雌
性，４５只，由重庆医科大学实验动物中心提供。饲养条件：每日
光照１２ｈ，黑暗１２ｈ，室温为常温，水食任意摄取。
１．２　方法
１．２．１　动物分组及造模方法　　４５只 ＳＤ雌性大鼠按数字表
法分为３组：对照组、模型组、布地奈德吸入组，每组１５只。
　　模型组、布地奈德吸入组用３％的水合氯醛腹腔注射麻醉
大鼠（０．１ｍＬ／ｋｇ），仰卧固定于鼠台上，颈部酒精消毒后逐层分
离并暴露气管，注射器经气管软骨环间隙朝向心端刺入气管，

回抽有气体时，向内缓慢注入０．３ｍＬ博莱霉素生理盐水溶液
（５ｍｇ／ｋｇ），注后立即将动物直立并左右旋转，使药液在肺内均
匀分布。对照组大鼠肺部注入等体积的生理盐水。实验期间，

大鼠自由饮水和进食。

１．２．２　雾化吸入方法［２］　　将大鼠放入自制的去底饮料瓶
中，露出头部，尾部密封，将之放置在相对密闭的自制牛奶箱

里，将雾化管对准鼻面部固定，向超声波雾化器的药杯中分别

加入３ｍＬ０．９％生理盐水（对照组、模型组）、３ｍＬ布地奈德
（０．５ｍｇ／ｋｇ）稀释液（布地奈德吸入组），雾化３～５ｍｉｎ，暂停

１～２ｍｉｎ，直至雾化完药杯中的液体为止，雾化时间约４０ｍｉｎ，
隔日１次用药。
１．２．３　取材方法　　大鼠在雾化后第７、１４、２８天后分３次取
材，每次各组随机处死５只，共１５只。具体步骤：大鼠腹腔注
射３％水合氯醛溶液腹腔麻醉（０．１ｍＬ／ｋｇ）后将大鼠固定，右
心取血离心留取血清放入 －７０℃冰箱保存供 ＥＬＩＳＡ法测定
用；结扎左肺，向右肺注入４ｍｌ生理盐水回抽收集灌洗液，重复
４次，灌洗液离心留取上清液放入－７０℃冰箱保存供ＥＬＩＳＡ法
测定用，再结扎右肺，解开左肺，将４％的多聚甲醛打入左主支
气管，见肺胸膜灌注饱满后结扎，将左肺放入多聚甲醛中浸泡。

１．２．４　肺组织病理学检查　　取左肺，按常规病理学方法进
行固定，包埋，切片。将病理切片分别进行苏木精伊红（ＨＥ）、
Ｍａｓｓｏｎ染色按叶旭军等［３］研究标准评价肺泡炎及肺纤维化

（０～＋＋＋级）的程度。

１．３　统计学处理
　　使用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据分析，等级计数资料转化为
计量资料，方法如下：－以“１分”表示，＋以“２分”表示，＋＋以
“３分”表示，＋＋＋以“４分”表示，以此类推，数据以 珋ｘ±ｓ表示，
多组间比较进行方差分析，两组比较采用ＬＳＤｔ检验。

２　结果

２．１　一般情况观察与体质量变化
　　各组大鼠在气管内注药后第１天，活动减少，精神萎靡，摄
食差，体质量减轻。随着时间进展其状态逐渐好转，对照组大

鼠精神、食欲、活动灵敏，恢复快，体质量增加明显；模型组精

神、食欲可好转，体质量增加缓慢；布地奈德吸入组精神、食欲

逐渐好转，体质量增加逐渐加快。在雾化后第７、１４、２８天后各
组大鼠体质量变化见表１。

表１　各组大鼠雾化后７、１４、２８ｄ体质量的变化（ｇ，ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别 ７ｄ １４ｄ ２８ｄ
对照组 ２３７．４±２．９ ２６９．０±２．５ ３０６．９±５．１
模型组 ２０６．７±５．３ａｂ ２２１．６±３．１ａｂ ２３５．０±５．６ａｂ

布地奈德吸入组 ２１８．４±１．６ａ ２３６．９±４．６ａ ２５９．２±３．７ａ

Ｆ值 ９１．８８ ２３４．５９ ２８１．７９
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与布地奈德吸入组比较

２．２　各组大鼠肺组织病理学变化
　　石蜡切片ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色观察肺泡炎和纤维化程度。对
照组肺组织结构正常，大鼠无肺泡间隔水肿、炎性细胞浸润和

纤维化形成。模型组及布地奈德吸入组大鼠可见肺泡结构不

同程度破坏，间质不同程度增生，可见炎性细胞浸润和胶原纤

维增生；与模型组比较，布地奈德吸入组各时间点的肺泡炎和

肺纤维化程度均有不同程度的改善（图１～３、表２）。

２．３　ＢＡＬＦ和血清中ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ表达水平
　　ＥＬＩＳＡ法显示各组大鼠血清和ＢＡＬＦ中ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ表
达水平不同，与对照组比较，模型组和布地奈德吸入组大鼠血

清和ＢＡＬＦ中ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ表达均明显增加（Ｐ＜０．０５），而
布地奈德吸入组大鼠血清及ＢＡＬＦ中ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ表达较模
型组明显减少（Ｐ＜０．０５），且各组大鼠ＢＡＬＦ中ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ
表达水平较血清水平高（表３、４）。
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Ａ１、Ｂ１：７ｄ；Ａ２、Ｂ２：１４ｄ；Ａ３、Ｂ３：２８ｄ
图１　对照组各时相点大鼠肺组织纤维化的ＨＥ（Ａ）和Ｍａｓｓｏｎ染色（Ｂ）结果　（×２００）
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Ａ１、Ｂ１：７ｄ；Ａ２、Ｂ２：１４ｄ；Ａ３、Ｂ３：２８ｄ
图２　模型组各时相点大鼠肺组织纤维化的ＨＥ（Ａ）和Ｍａｓｓｏｎ染色（Ｂ）结果　（×２００）

８１４
第３５卷第５期
２０１３年３月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．５
Ｍａｒ．１５　２０１３



!" !#

!$

%& %# %$

Ａ１、Ｂ１：７ｄ；Ａ２、Ｂ２：１４ｄ；Ａ３、Ｂ３：２８ｄ
图３　布地奈德吸入组各时相点大鼠肺组织纤维化的ＨＥ（Ａ）和Ｍａｓｓｏｎ染色（Ｂ）结果　（×２００）

表２　雾化吸入布地奈德对各组大鼠肺纤维化大鼠肺泡炎和肺纤维化程度的影响（分，ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

７ｄ １４ｄ ２８ｄ
组别

肺泡炎 肺纤维化 肺泡炎 肺纤维化 肺泡炎 肺纤维化

对照组 １．２０±０．４５ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００
布地奈德吸入组 ２．８０±０．８４ａ １．８０±０．４５ａ ２．２０±０．８４ａ ２．４０±０．５５ａ １．８０±０．４５ａ ３．４０±０．５４ａ

模型组 ３．６０±０．５５ａｂ ２．６０±０．５４ａｂ ３．２０±０．４５ａｂ ３．２０±０．４４ａｂ ２．８０±０．４５ａｂ ４．００±０．４５ａｂ

Ｆ值 １８．６７ １９．２ ２０．２２ ３７．２ ３０．５ ６５．２
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与布地奈德吸入组比较

表３　各组大鼠ＢＡＬＦ中ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ表达水平变化（ｐｇ／ｍＬ，ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

７ｄ １４ｄ ２８ｄ
组别

ＴＧＦβ ＣＴＧＦ ＴＧＦβ ＣＴＧＦ ＴＧＦβ ＣＴＧＦ
对照组 ８．１７±１．６５ １１５．２０±２．４８ ８．３０±１．１４ １１６．８６±３．４６ ９．８１±０．５３ １１７．４±５．２６

布地奈德吸入组 ３４．２８±０．５５ａ １３２．５９±３．０５ａ ２２．８３±１．２５ａ １５６．０１±２．７１ａ １８．２３±１．２３ａ １２７．９±５．０６ａ

模型组 ５８．２８±１．７０ａｂ １５１．７３±３．３３ａｂ ４６．６９±２．８０ａｂ １７１．３７±３．１７ａｂ ３２．０４±０．７７ａｂ １４３．８±１．３０ａｂ

Ｆ值 １２７１ １５０．８１ ４２２．３３ ３２３．０８ ６３８．０６ ３８．７１
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与布地奈德吸入组比较

表４　各组大鼠血清ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ表达水平变化（ｐｇ／ｍＬ，ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

７ｄ １４ｄ ２８ｄ
组别

ＴＧＦβ ＣＴＧＦ ＴＧＦβ ＣＴＧＦ ＴＧＦβ ＣＴＧＦ
对照组 ０．７５±０．１４ １４．２６±０．６３ ０．８２±０．１５ １７．０２±２．１５ ０．９０±０．１１ １１．４０±０．７７

布地奈德吸入组 ６．７０±０．１９ａ ３０．３４±０．５７ａ ４．７２±０．４３ａ ２２．４２±０．４１ａ ２．３８±０．１４ａ １７．６７±１．５８ａ

模型组 １２．４９±０．６２ａｂ ４３．１２±１．０１ａｂ ９．５８±０．３９ａｂ ３５．０５±０．９５ａｂ ５．７２±０．２１ａｂ ２６．６±１．６７ａｂ

Ｆ值 ９５２．４６ １４３８ ６５１．７０ １８０．４３ ９６１．１５ １１９．３７
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与布地奈德吸入组比较
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３　讨论

　　间质性肺疾病起病隐匿，早期症状轻或无，很难及
时发现及治疗，故就诊时患者常处于炎症重而临床症

状突出，多属中晚期。针对这一特点，本实验选择在造

模后第７天开始干预，与以往研究选择在造模后０ｄ
开始干预相比更具有临床可行性。本研究病理学结果

显示布地奈德吸入组和模型组肺泡炎程度在造模后第

７天达高峰，而后逐渐下降，纤维化程度呈进行性加
重，到第２８天达高峰，与文献［４］研究一致。
　　ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ是肺纤维化形成和进展的关键因
子，其具体致病机制尚不明确。虽然早有研究证实

ＴＧＦβ是已知唯一的 ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达诱导剂，而针
对此观点，各家言论不同。Ｏｎｏ等［５］研究证明 ＣＴＧＦ
协同ＴＧＦβ共同促进细胞增殖和胶原沉积，并证实
ＣＴＧＦ受体上存在 Ｓｍａｄｓ功能结合位点，ＴＧＦβ依赖
于Ｓｍａｄ３和Ｓｍａｄ４在转录水平介导ＣＴＧＦ表达，Ａｓａｎｏ
等［６］提出在动物模型中 ＴＧＦβ或 ＣＴＧＦ单独存在时
仅仅产生一个短暂的纤维化反应，这些细胞因子的行

为共同促进持续肺纤维化，同时 Ｐｏｎｔｉｃｏｓ等［７］也主张

无论是体内还是体外，ＣＴＧＦ是一个需要联合 ＴＧＦβ
提高纤维化进程的辅助因子，而 Ｓｏｎｎｙｌａｌ等［８］研究则

证实在没有 ＴＧＦβ水平高表达情况下，ＣＴＧＦ仍出现
独立的高表达水平，Ｗａｎｇ等［９］也认为 ＣＴＧＦ和 ＴＧＦβ
存在各自独立的纤维化活动，ＣＴＧＦ作为 ＴＧＦβ信号
路径的下游因子及辅助因子双重身份参与各类型细胞

纤维化过程。故本实验拟通过布地奈德抑制 ＴＧＦβ
和 ＣＴＧＦ产生，影响 ＴＧＦβ介导 ＣＴＧＦ表达及 ＣＴＧＦ
独立表达双重路径，减少细胞外基质蛋白产生，从而减

少肺纤维化形成。

　　大量研究［６－９］从蛋白和 ｍＲＮＡ水平均证实 ＣＴＧＦ
与肺纤维化程度密切相关，其表达规律与 ＴＧＦβ有着
密切关系，而有关血清和 ＢＡＬＦ中 ＴＧＦβ和 ＣＴＧＦ水
平升高的研究较少，本实验通过收集各组大鼠血清和

ＢＡＬＦ分别行 ＥＬＩＳＡ实验检测 ＴＧＦβ和 ＣＴＧＦ的含
量，其结果表明，对照组仅表达少量 ＴＧＦβ和 ＣＴＧＦ，
模型组大鼠血清和ＢＡＬＦ中ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ水平明显
增加（Ｐ＜０．０５），而对应时间点布地奈德吸入组大鼠
血清和ＢＡＬＦ中ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ水平较模型组明显降
低（Ｐ＜０．０５），与 Ｋｏｎｏ等［１０］研究结果一致。本实验

还显示出各组大鼠ＢＡＬＦ中ＴＧＦβ和ＣＴＧＦ水平明显

高于血清水平，与Ｗａｎｇ等［９］提出的组织、血液或体液

中ＣＴＧＦ表达水平与纤维化程度和严重性成正相关的
说法一致，说明ＣＴＧＦ和 ＴＧＦβ水平的升高主要发生
在肺组织局部，但同时伴有不同程度的全身反应，与程

继荣等［１１］临床试验研究提出的 ＣＴＧＦ水平的升高仅
发生在肺部局部反应而非全身性反应有不同结论，但

考虑到实验对象和纤维化模型建立及程度影响，仍需

进一步临床试验证实。
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