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维生素Ａ联合地塞米松对哮喘小鼠气道上皮结构和功能的影响
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　　［摘要］　目的　探讨维生素Ａ联合糖皮质激素对哮喘小鼠气道上皮的结构和功能的影响。方法　将
６～８周 ＳＰＦ级 Ｃ５７ｂｌ／６雌性小鼠按随机数字表法分为 ５组：对照组、哮喘组（ａｓｔｈｍａ）、地塞米松组
（Ｄｅｘ）、维生素Ａ组（ＶＡ）、地塞米松＋维生素Ａ组（Ｄ＋ＶＡ）。ａｓｔｈｍａ组、Ｄｅｘ组、ＶＡ组、Ｄ＋ＶＡ组用屋尘
螨建立哮喘模型，Ｄｅｘ组在最后 ３次激发前 ３０ｍｉｎ，腹腔注射 ２００μＬ地塞米松溶液，ＶＡ组在建模第
２１天起给予维生素Ａ特殊饲料，连续１０ｄ，Ｄ＋ＶＡ组的地塞米松和维生素 Ａ给予方法同 Ｄｅｘ组和 ＶＡ
组，对照组用０．９％ＮａＣｌ溶液代替，于末次激发 ２４ｈ内行有创肺功能检测，测定小鼠气道高反应性
（ａｉｒｗａｙｈｙｐｅｒｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ，ＡＨＲ），留取支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）行细胞计数，行气管及左肺病理学检
测，免疫组化染色检测肺组织Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的
表达。结果　Ｄｅｘ组气管上皮损伤较 ａｓｔｈｍａ组加重，同时肺组织 Ｅｃａｄｈｅｉｎ表达较 ａｓｔｈｍａ组降低（Ｐ＜
０．０５），ｃａｓｐａｓｅ３及ｃｌｃａｓｐａｓｅ３表达较 ａｓｔｈｍａ组升高（Ｐ＜０．０１）。ＶＡ组 ＡＨＲ较 ａｓｔｈｍａ组降低（Ｐ＜
０．０５），但ＢＡＬＦ细胞计数、肺病理学检测结果与 Ｄｅｘ组无明显差异。Ｄ＋ＶＡ组 ＡＨＲ低于 Ｄｅｘ组（Ｐ＜
０．０１），且气道上皮损伤较 Ｄｅｘ组明显减轻，同时肺组织 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达较 Ｄｅｘ组增加（Ｐ＜０．０１），
ｃａｓｐａｓｅ３及ｃｌｃａｓｐａｓｅ３表达较Ｄｅｘ组降低（Ｐ＜０．０１）。结论　地塞米松可以促进哮喘小鼠气道上皮凋
亡，加重气道上皮的损伤，维生素Ａ联合地塞米松应用哮喘小鼠时，可进一步降低哮喘小鼠的 ＡＨＲ，同
时可以抑制气道上皮凋亡，减轻气道上皮的损伤。

　　［关键词］　哮喘；地塞米松；维生素Ａ；气道上皮；细胞凋亡
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ｌｏｗｅｒｅｄＡＨＲ（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｔｈｅｉｒｃｅｌｌｃｏｕｎｔｓｉｎｔｈｅＢＡＬＦａｎｄｌｕｎｇｐａｔｈｏｌｏｇｉｅｓｗｅｒｅｓｉｍｉｌａｒｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎ
ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｔｒｅａｔｅｄｍｉｃｅ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｉｃｅｗｉｔｈｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｈｅｍｉｃｅｒｅｃｅｉｖｉｎｇｂｏｔｈ
ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅａｎｄｖｉｔａｍｉｎＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｅｄＡＨＲ（Ｐ＜０．０１），ｌｅｓｓｅｎｅｄａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｉｎｊｕｒｙ，ｌｏｗｅｒｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３（Ｐ＜０．０１）ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｐｒｏｍｏｔｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆａｉｒｗａｙ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅｔｏａｇｇｒａｖａｔｅａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｉｎｊｕｒｙ．ＶｉｔａｍｉｎＡ ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ
ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｃａｎｂｅｔｔｅｒｒｅｄｕｃｅＡＨＲａｎｄｉｎｈｉｂｉｔａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｔｏｍａｉｎｔａｉｎｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｎｔｅｇｒｉｔｙｏｆｔｈｅａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｉｎａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ａｓｔｈｍａ；ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；ｖｉｔａｍｉｎＡ；ａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆＣｈｉｎａ（８１６０００２２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＮＩＵＣｈａｏ，Ｅｍａｉｌ：ｎｉｕｃｈａｏｏ１９８５＠
１２６．ｃｏｍ

　　支气管哮喘（ａｓｔｈｍａ）是慢性炎症和气道功能紊乱
相互作用引起的异质性疾病［１］，影响全球约 ３．３４亿
人。我国０～１４岁儿童哮喘患病率在２０１５年为２．３８％，
较１０年前上升了４３．４％ ［２］。目前哮喘的主要治疗手

段是使用支气管扩张剂和糖皮质激素（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ，
ＧＣｓ）［３］，大多数患者的哮喘症状得到了令人满意的控
制。然而，仍有 ５％～１０％患者的哮喘症状控制欠
佳［４］，说明现有的治疗手段仍有不足。

　　气道上皮结构和功能的完整性是抵御有害因素损
伤气道继发感染的重要屏障［５］。有研究报道 ＧＣｓ可
以促进气道上皮细胞凋亡［６］，我们前期研究也显示：

地塞米松（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，Ｄｅｘ）能够诱导气道上皮凋
亡导致哮喘小鼠气道上皮缺损，进而减弱 Ｄｅｘ的治疗
效果［７］，故需新的药物抑制 ＧＣｓ对哮喘气道上皮可能
造成的损伤。维生素 Ａ（ｖｉｔａｍｉｎＡ，ＶＡ）可促进气道
纤毛细胞、柱状上皮的分裂和分化，对维持上皮细胞结

构和功能正常具有重要意义。临床研究发现哮喘患儿

体内ＶＡ水平低于健康儿童［８］。我们前期实验结果也

表明ＶＡ与哮喘小鼠支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中脱落
上皮的数量呈负相关［７］，提示ＶＡ对哮喘可能有治疗作
用，可减少气道上皮的损伤，但其具体机制不明确。

　　基于以上研究基础，在 ＧＣｓ治疗哮喘时，可考虑
通过补充ＶＡ来抑制气道上皮的过度凋亡，达到既控
制哮喘气道炎症又维持气道上皮完整性的目的。本研

究通过Ｄｅｘ和／或ＶＡ干预 Ｃ５７ｂｌ／６哮喘小鼠模型，从
气道功能、气道上皮结构和气道上皮分子水平等方面

综合评估气道上皮情况，为提高哮喘治疗效果提供理

论依据和新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料
　　屋尘螨提取物（Ｈｏｕｓｅｄｕｓｔｍｉｔｅｓｅｘｔｒａｃｅｔｓ，ＨＤＭ）
购买于美国 ＳｔａｌｌｅｒｇｅｎｅｓＧｒｅｅｒ公司；Ｄｅｘ购买于美国
ＬＫＴＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司；富含维生素 Ａ饲料（额外添加
ＶＡ５０ＩＵ／ｋｇ）购买于北京科奥协力饲料有限公司；乙
酰甲胆碱（ｍｅｔｈａｃｈｏｌｉｎｅ，Ａｃｈ）购买于美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司；快速瑞氏染液试剂盒购买于南京凯基生
物科技发展有限公司；糖原ＰＡＳ染液试剂盒购买于雷
根生物技术公司；兔ＳＰ免疫组化检测试剂盒、山羊抗
兔ｌｇＧ／辣根酶标、ＤＡＢ显色试剂盒购买于中杉金桥生
物技术有限公司；Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ兔抗鼠一抗、ｃａｓｐａｓｅ３兔
抗鼠一抗、βａｃｔｉｎ兔抗鼠一抗购买于武汉三鹰生物技
术有限公司；ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３兔抗鼠一抗购买于美国
ＣＳＴ公司；全蛋白提取试剂盒和 ＥＣＬ化学发光试剂盒
购买于凯基生物科技有限公司；ＢＣＡ蛋白含量检测试
剂盒购买于百泰克生物技术有限公司；ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶配置试剂盒购买于碧云天生物技术研究所。

１．２　方法
１．２．１　实验动物及处理　　ＳＰＦ级Ｃ５７ｂｌ／６雌性小鼠，
６～８周龄，体质量２０～２２ｇ，购买于重庆医科大学实验动
物中心，饲养在重庆医科大学附属儿童医院实验动物中

心ＳＰＦ级动物房，室温２２～２６℃，湿度５５％～６０％，光照
１２ｈ／ｄ。小鼠按随机数字表法分为 ５组：对照组、
ａｓｔｈｍａ组、Ｄｅｘ组、ＶＡ组、Ｄ＋ＶＡ组，每批次每组６只，
共两批次。哮喘模型的建立依据相关研究［９］。ａｓｔｈｍａ
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组、Ｄｅｘ组、ＶＡ组、Ｄ＋ＶＡ组小鼠于第 ０、１４天滴鼻吸
入致敏液（２０μｇＨＤＭ，溶剂为３０μＬ０．９％ＮａＣｌ），第
２１天起滴鼻吸入激发液（２０μｇＨＤＭ，溶剂为 ３０μＬ
０．９％ＮａＣｌ），１次／４８ｈ，连续激发５次（图１）。Ｄｅｘ组
小鼠在最后３次激发前３０ｍｉｎ，腹腔注射２００μＬＤｅｘ溶
液（溶剂为０．９％ＮａＣｌ），５ｍｇ／ｋｇ，共３次。ＶＡ组小鼠
在第２１天起给予富含ＶＡ饲料，连续１０ｄ。Ｄ＋ＶＡ组小
鼠干预方法同 Ｄｅｘ组和 ＶＡ组。对照组小鼠用 ０．９％
ＮａＣｌ代替致敏和激发液，给药剂量和方式同其他各组。
１．２．２　气道通气阻力测定　　小鼠于末次滴鼻激发
２４ｈ内行有创肺功能检测，测定小鼠的气道通气阻
力。用２％戊巴比妥钠溶液麻醉小鼠（４μＬ／ｇ浓度，腹
腔注射），掐小鼠尾部无反应后，行气管插管，连接呼

吸机，通过生物记录仪测定小鼠的气道气流和压力变

化，从而得出小鼠肺通气阻力值（ＬＲ＝ΔＰ／ΔＦ）。当小
鼠呼吸平稳后，记录３ｍｉｎ基础值，再依次用浓度为０、
３．１２５、６．２５０、１２．５００、２５．０００、５０．０００ｍｇ／ｍＬ的 Ａｃｈ
溶液进行雾化，每次雾化 ３０ｓ，记录 ５ｍｉｎ，收集后
３ｍｉｎ的数据用于分析小鼠的气道高反应性（ａｉｒｗａｙ
ｈｙｐｅｒｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ，ＡＨＲ）。
１．２．３　ＢＡＬＦ的灌取及细胞分类计数　　在小鼠末
次激发２４ｈ内，将小鼠用２％戊巴比妥钠溶液麻醉，取
眼球血，断颈处死，仰卧固定于泡沫板上，充分暴露气

管和胸腔，留置针插入气管并用丝线固定，再用止血钳

将左肺肺门处夹闭，右肺用预冷无菌的 ＰＢＳ溶液进行
支气管肺泡灌洗，共３次，每次０．５ｍＬ，回收率在８０％
以上。将ＢＡＬＦ离心，２５００ｒ／ｍｉｎ，４℃，５ｍｉｎ，收集上
清液分装保存于－８０℃。细胞沉渣加入１ｍＬ冷ＰＢＳ稀
释，充分震荡混匀后，取２０μＬ进行细胞计数。剩余悬
液离心，４℃，２５００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ，弃上清液，细胞沉渣混
匀涂片，晾干后采用快速瑞氏染色行细胞分类计数。

１．２．４　病理组织染色　　小鼠行支气管肺泡灌洗后，
松开左侧肺门处止血钳，取右肺保存于－８０℃冰箱中，
取左肺及未行气管插管的小鼠气管放入４％的中性甲
醛中避光固定４８ｈ，再经脱水、石蜡包埋后切成４μｍ
薄片，黏附于载玻片上，放入６０℃烘箱烘烤４８ｈ，分别
进行ＨＥ染色和ＰＡＳ染色，中性树脂封片，光镜下观察
肺组织病理情况，并对其炎症浸润程度进行评分［１０］。

１．２．５　肺组织免疫组化染色　　将烘烤过的石蜡切
片常规脱蜡水化后，然后用 ０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠
（ｐＨ＝６．０）行抗原修复，加３％过氧化氢放置室温１５ｍｉｎ
以消除内源性过氧化物酶，用 ５％ＢＳＡ３７℃封闭
３０ｍｉｎ，滴加 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ一抗（１∶３００稀释），湿盒内
４℃ 孵育过夜，３７℃复温４５ｍｉｎ，滴加反应增强液和
增强酶标山羊抗兔 ＩｇＧ聚合物，ＤＡＢ镜下控制显色，

苏木精染核，脱水封片，显微镜下观察 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表
达。最后用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像分析软件测定阳
性区ＩＯＤ值并进行统计分析。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织蛋白表达　　利用全
蛋白提取试剂盒提取肺组织总蛋白后，ＢＣＡ法测定蛋
白浓度，１００℃煮沸１０ｍｉｎ使蛋白变性。配制１２％的
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，每孔蛋白上样量为１００μｇ，浓缩胶电
泳（６０Ｖ，４０ｍｉｎ）后转为分离胶电泳（１１０Ｖ，６０ｍｉｎ）。
常规湿转法转膜（２２０ｍＡ，５０ｍｉｎ），５％的脱脂奶粉室
温摇床上封闭 ２ｈ，一抗 ４℃过夜（βａｃｔｉｎ：１∶５０００，
ｃａｓｐａｓｅ３：１∶５００，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３：１∶１０００），二抗
（１∶５０００）室温孵育１ｈ，ＥＣＬ化学发光，在荧光化学发
光凝胶成像系统上显影。

１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表
示。方差齐时，各组比较用单因素方差分析或 Ｔｕｒｋｅｙ
检验；方差不齐时，各组用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验；组间比
较用双因素方差分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｄｅｘ和ＶＡ联用时小鼠ＡＨＲ较单独使用Ｄｅｘ降低
　　随着雾化Ａｃｈ溶液的浓度增加，各组小鼠的ＡＨＲ
也逐渐升高。在Ａｃｈ溶液浓度为３．１２５、６．２５０、１２．５００、
２５．０００、５０．０００ｍｇ／ｍＬ时，ａｓｔｈｍａ组 ＬＲ值较对照组
ＬＲ值明显升高（Ｐ＜０．０５）；当 Ａｃｈ溶液浓度为６．２５０、
１２．５００、２５．０００、５０．０００ｍｇ／ｍＬ时，Ｄｅｘ组ＬＲ值明显低于
ａｓｔｈｍａ组ＬＲ值（Ｐ＜０．０５）；ＶＡ组ＬＲ值与Ｄｅｘ组没有明
显差异，而在Ａｃｈ溶液浓度为２５．０００、５０．０００ｍｇ／ｍＬ时，
Ｄ＋ＶＡ组ＬＲ值低于Ｄｅｘ组ＬＲ值（Ｐ＜０．０１），提示Ｄｅｘ和
ＶＡ联合应用时，小鼠的气道高反应性较单独使用Ｄｅｘ
降低（图１）。
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图１　各组小鼠气道高反应性变化　（ｎ＝６）
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２．２　ＢＡＬＦ细胞总计数及分类计数
　　ａｓｔｈｍａ组ＢＡＬＦ细胞总数较对照组明显升高，Ｄｅｘ
组细胞总数则较ａｓｔｈｍａ组明显降低（Ｐ＜０．０１），而 ＶＡ
组细胞总数与ａｓｔｈｍａ组相比无明显差异，同时，Ｄ＋ＶＡ
组细胞总数与Ｄｅｘ组无明显差异，提示 Ｄｅｘ和 ＶＡ同
时应用于哮喘小鼠时，在肺部炎症细胞总计数中，其效

用等同于单用Ｄｅｘ（图２Ａ）；分类计数２００个细胞中嗜
酸性粒细胞数，ａｓｔｈｍａ组明显高于对照组，Ｄｅｘ组、ＶＡ
组明显低于 ａｓｔｈｍａ组（Ｐ＜０．０１），但 Ｄ＋ＶＡ组与 Ｄｅｘ
组相比差异无统计学意义（图２Ｂ）。

２．３　Ｄｅｘ和 ＶＡ联用时小鼠气管和血管周围的炎症
浸润明显减轻

　　对照组小鼠支气管及肺泡结构正常，支气管周围基
本无炎症细胞浸润。ａｓｔｈｍａ组小鼠的支气管和血管周
围有大量的炎症细胞浸润；Ｄｅｘ干预后，Ｄｅｘ组小鼠支气
管及血管周围炎症细胞浸润程度明显降低。而 ＶＡ干
预时，ＶＡ组小鼠仍有明显的炎症细胞浸润，较 ａｓｔｈｍａ
组无明显改变。当 Ｄｅｘ和 ＶＡ同时干预哮喘小鼠后，
Ｄ＋ＶＡ组小鼠的气管和血管周围的炎症浸润明显减轻，
其炎症浸润程度与Ｄｅｘ组小鼠无明显差异。病理炎症
评分结果显示：ａｓｔｈｍａ组评分高于 Ｄｅｘ组（Ｐ＜０．０１），
Ｄ＋ＶＡ组与Ｄｅｘ组相比差异无统计学意义（图３）。
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图２　各组小鼠ＢＡＬＦ细胞总计数和嗜酸性粒细胞分类计数　（ｎ＝６）
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图３　各组小鼠肺组织病理学观察　（ＨＥ×２００）
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２．４　Ｄｅｘ和ＶＡ联用时小鼠气道黏液分泌明显减少
　　对照组小鼠中，其支气管气道上皮细胞无 ＰＡＳ阳
性（紫红色）反应结果，没有明显黏液分泌。ａｓｔｈｍａ组
小鼠中，气道上皮可见大量的紫红色物质，表明气道有

大量的黏液分泌。在 Ｄｅｘ组小鼠中，其气道上皮黏液
分泌明显减少，紫红色物质与 ａｓｔｈｍａ组相比明显降低
（Ｐ＜０．０１）。ＶＡ组小鼠气道上皮依然有大量紫红色物
质，气道黏液分泌明显。而 Ｄ＋ＶＡ组气道上皮未见明
显的紫红色物质，表明气道黏液分泌明显减少，同时较

Ｄｅｘ组有更明显的降低气道黏液分泌的趋势，但差异
无统计学意义（图４）。
２．５　Ｄｅｘ和 ＶＡ联用可有效减轻 Ｄｅｘ对小鼠气道上

皮的损伤

　　将小鼠气管进行 ＨＥ染色，观察气道上皮缺损情
况。对照组中，小鼠气道上皮细胞连接完整，纤毛无倒

伏、缺失。ａｓｔｈｍａ组小鼠中，如箭头所示：气道上皮细
胞有缺损，纤毛上皮细胞连接不完整，纤毛缺失。Ｄｅｘ
组小鼠气道上皮细胞缺损进一步扩大，部分区域丢失

全部上皮细胞，暴露基底。ＶＡ组小鼠的气道上皮完
整度与 ａｓｔｈｍａ组相似，无明显改善作用。在同时用
Ｄｅｘ和ＶＡ干预哮喘小鼠后发现，Ｄ＋ＶＡ组小鼠的气道
上皮完整性较Ｄｅｘ组高，未见裸露的基底，纤毛上皮细

胞的缺损较小。提示同时使用 Ｄｅｘ和 ＶＡ，可有效减
轻Ｄｅｘ对气道上皮的损伤作用（图５）。
２．６　Ｄｅｘ和ＶＡ联用可使小鼠气道上皮Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的

表达升高

　　免疫组化结果显示：Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ主要表达于肺组
织的支气管上皮细胞，淡黄色为弱阳性表达，黄色为中

度阳性表达，棕黄色为强阳性表达。ａｓｔｈｍａ组气道上
皮Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达明显低于对照组（Ｐ＜０．０１），Ｄｅｘ组
较ａｓｔｈｍａ组表达降低（Ｐ＜０．０５），ＶＡ组气道上皮Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ的表达与ａｓｔｈｍａ组无差异，而Ｄ＋ＶＡ组Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
表达量较 ａｓｔｈｍａ组升高（Ｐ＜０．０５），同时 Ｄ＋ＶＡ组较
Ｄｅｘ组Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达亦升高（Ｐ＜０．０１，图６）。
２．７　Ｄｅｘ和ＶＡ联用时ＶＡ可减轻Ｄｅｘ对哮喘气道上

皮的促凋亡作用

　　ａｓｔｈｍａ组肺组织凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３及其活化片段
ｃｌｃａｓｐａｓｅ３的水平较对照组上升（Ｐ＜０．０５）；同时 Ｄｅｘ
组ｃａｓｐａｓｅ３水平较ａｓｔｈｍａ组升高（Ｐ＜０．０１），ｃｌｃａｓｐａｓｅ
３水平较ａｓｔｈｍａ组有升高趋势，但差异无统计学意义；
而ＶＡ组ｃｌｃａｓｐａｓｅ３水平较Ｄｅｘ组降低（Ｐ＜０．０１）；同
时Ｄ＋ＶＡ组 ｃａｓｐａｓｅ３及 ｃｌｃａｓｐａｓｅ３水平明显低于
Ｄｅｘ组（Ｐ＜０．０１）。提示 Ｄｅｘ和 ＶＡ联合使用时，ＶＡ
可以减轻Ｄｅｘ对哮喘气道上皮的促凋亡作用（图７）。
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Ａ：对照组；Ｂ：ａｓｔｈｍａ组；Ｃ：Ｄｅｘ组；Ｄ：ＶＡ组；Ｅ：Ｄ＋ＶＡ组；Ｆ：定量分析（ｎ＝６）　 ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较比；
ｂ：Ｐ＜０．０１，与ａｓｔｈｍａ组比较

图４　各组小鼠肺组织病理学观察　（ＰＡＳ×２００）

２６１２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：对照组；Ｂ：ａｓｔｈｍａ组；Ｃ：Ｄｅｘ组；Ｄ：ＶＡ组；Ｅ：Ｄ＋ＶＡ组　左图：×２００；右图：×４００；↑示气道上皮脱落情况

图５　ＨＥ染色观察各组小鼠气道上皮损伤
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Ａ：对照组；Ｂ：ａｓｔｈｍａ组；Ｃ：Ｄｅｘ组；Ｄ：ＶＡ组；Ｅ：Ｄ＋ＶＡ组；Ｆ：定量分析（ｎ＝６）　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ａｓｔｈｍａ
组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与Ｄｅｘ组比较

图６　各组小鼠肺组织气道上皮Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达　（ＳＰ×４００）

３６１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２２）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ａｓｔｈｍａ组比较；
ｃ：Ｐ＜０．０１，与Ｄｅｘ组比较

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠肺组织中 ｃａｓｐａｓｅ３和
ｃｌｃａｓｐａｓｅ３水平　（ｎ＝６）

３　讨论

　　气道上皮结构和功能的完整性是维护气道局部微
环境稳态的重要条件，而气道上皮完整性的破坏是哮

喘气道病理特征之一，与哮喘气道高反应性、气道慢性

炎症和气道重塑密切相关［１１］。临床研究发现：糖皮质

激素虽能有效抑制大部分哮喘患者的气道炎症，但对

难治性哮喘疗效欠佳［１２］，推测可能与气道上皮的慢性

损伤有关。现有研究表明：ＶＡ是上皮细胞的重要激
素样生长因子，可维持黏膜上皮的完整性、气道上皮细

胞的表型和功能［１３］。此外，临床研究显示：血清 ＶＡ
水平与哮喘严重程度呈负相关，重度哮喘患者气道上

皮的ＶＡ受体表达水平较轻度哮喘者更高，且 ＶＡ受
体的表达与形态完整上皮细胞比例呈正相关［１４］。我

们前期研究发现ＶＡ可促进气道上皮增殖进而有效维
持哮喘气道上皮完整性，而 Ｄｅｘ可促进哮喘气道上皮
的凋亡进而破坏气道上皮的完整性，但 ＶＡ是否可抑
制哮喘气道上皮凋亡从而维持气道上皮的完整性仍不

清楚。

　　Ｃａｓｐａｓｅ是一组天门冬氨酸特异性的半胱氨酸蛋
白酶，其活化是最主要的细胞凋亡途径。尽管在各种

凋亡过程中激活的 ｃａｓｐａｓｅ不尽相同，但普遍认为
ｃａｓｐａｓｅ３是各条凋亡通路的重要枢纽，各种凋亡刺激
激活ｃａｓｐａｓｅ后，最终都通过激活并水解 ｃａｓｐａｓｅ３为
ｃｌｃａｓｐａｓｅ３，进一步诱导细胞发生凋亡［１５］。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
是一种重要的细胞黏附分子，对维护上皮极性和完整

性等方面发挥重要作用［１６］。

　　本研究采用屋尘螨建立小鼠哮喘模型，该模型有

明显的ＡＨＲ，ＢＡＬＦ中炎症细胞和嗜酸性粒细胞水平
均明显升高，肺组织病理发现气道周围明显炎症浸润

和气道内的黏液大量分泌，提示该哮喘模型构建成功。

同时我们发现：单独使用 Ｄｅｘ干预哮喘小鼠，小鼠的
ＡＨＲ、气道炎症、气道黏液分泌虽然明显下降，但是气
道上皮缺损较哮喘小鼠明显加重，气道上皮凋亡标志

分子 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃｌｃａｓｐａｓｅ３水平升高、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ分
子水平下降，提示 Ｄｅｘ可加重气道上皮损伤。而当
Ｄｅｘ联合ＶＡ干预哮喘小鼠后，除了气道高反应性进
一步下降、气道变应性炎症减轻、气道黏液分泌减少

外，气道上皮缺损明显减轻，ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃｌｃａｓｐａｓｅ３
水平下降，上皮 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达提升，提示 Ｄｅｘ联合
ＶＡ可有效抑制气道上皮细胞凋亡，减轻气道上皮的
损伤，但其机制尚不明确。我们推测可能的机制是：联

合应用Ｄｅｘ和ＶＡ干预哮喘小鼠时，ＶＡ不会影响Ｄｅｘ
对哮喘小鼠的抗炎作用，Ｄｅｘ可通过抑制气道过敏性
炎症，进而减轻气道炎症对气道上皮的损伤，同时

ＶＡ可能通过影响 Ｆａｓ基因的转录［１７］和糖皮质激素

诱导的亮氨酸拉链（ＧＩＬＺ）的功能［１８］，抑制糖皮质激

素促凋亡信号通路的传导，从而抑制细胞凋亡蛋白

ｃａｓｐａｓｅ３的表达，降低ｃｌｃａｓｐａｓｅ３的水平，最终抑制
气道上皮凋亡。

　　ＡＨＲ是各类哮喘的共有表现［１９］，ＶＡ可抑制哮喘
气道上皮凋亡，进而维护气道上皮完整性可能是其减

轻ＡＨＲ的机制之一。此外，ＶＡ可减轻哮喘气道中的
嗜酸性粒细胞浸润，可能是其减轻哮喘ＡＨＲ的另一种
机制。ＶＡ在气道炎症调节中起一定作用，ＶＡ的缺乏
可使气道局部 ＳＩｇＡ水平下降，导致呼吸道疾病加重。
相关学者也指出反复呼吸道感染能降低血清中 ＶＡ含
量，二者互为因果，形成恶性循环［２０］。因此，虽然我们

发现添加 ＶＡ可以减少 Ｄｅｘ对气道上皮的促凋亡作
用，减少气道上皮的损伤，但对于 ＶＡ是否可用于哮喘
治疗，目前仍有争论。争论的焦点在于补充 ＶＡ是否
可加重哮喘的过敏性炎症。部分学者发现 ＶＡ可诱导
机体出现更严重的Ｔｈ２倾向［２１］，这与本研究观察结果

不一致，推测可能与其用鸡卵清蛋白建立哮喘小鼠实

验模型有关，鸡卵清蛋白较屋尘螨易诱发 Ｔｈ２类免疫
失调。

　　综上所述，ＶＡ和 Ｄｅｘ联合作用哮喘小鼠时，可有
效降低小鼠气道炎症，减少气道黏液分泌，且进一步降

低小鼠ＡＨＲ，抑制气道上皮 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃｌｃａｓｐａｓｅ３
水平上升，促进气道上皮Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ分子表达，抑制Ｄｅｘ
对气道上皮的促凋亡作用，维护气道上皮的完整性。
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