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　　［摘要］　目的　探讨哮喘小鼠肺氧化应激水平以及地塞米松对其影响及可能的机制，为哮喘治疗
提供新的方向。方法　将３０只６－８周龄Ｃ５７ＢＬ／６雌鼠随机分为对照组、哮喘组及地塞米松组，利用屋
尘螨（Ｈｏｕｓｅｄｕｓｔｍｉｔｅｓ，ＨＤＭ）建立哮喘小鼠模型，检测哮喘激发后或地塞米松干预后，各组小鼠脂质过
氧化物代谢产物丙二醛（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、氧化型谷胱甘肽（Ｏｘｉｄｉｚｅｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＳＧ）的表达水
平。利用ｑＰＣＲ检测小鼠肺部氧化应激转录因子 ＮＦＥ２相关因子 ２（Ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）和血红素加氧酶１（Ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）表达情况。免疫组化和免疫荧光检测小鼠肺
部Ｎｒｆ２蛋白表达水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｎｒｆ２Ｋｅａｐ１信号通路改变情况。结果　哮喘组小鼠肺组织中
ＭＤＡ含量较对照组明显升高（Ｐ＜０．０１），地塞米松组 ＭＤＡ较哮喘组明显降低（Ｐ＜０．０５）；哮喘小鼠的
ＧＳＳＧ含量较对照组升高（Ｐ＜０．０１），地塞米松组小鼠 ＧＳＳＧ含量较哮喘组降低（Ｐ＜０．０５）。ｑＰＣＲ结果
显示哮喘组小鼠Ｎｒｆ２和ＨＯ１ｍＲＮＡ表达均较对照组明显增加（Ｐ＜０．０５），地塞米松组小鼠Ｎｒｆ２和ＨＯ１
ｍＲＮＡ表达较哮喘组降低（Ｐ＜０．０５）。免疫组化和免疫荧光检测结果显示哮喘组小鼠肺组织中Ｎｒｆ２蛋
白表达较对照组明显增加（Ｐ＜０．０１），地塞米松组小鼠肺组织 Ｎｒｆ２蛋白表达较哮喘明显减少（Ｐ＜
０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示地塞米松组肺组织Ｎｒｆ２蛋白表达较哮喘组明显降低（Ｐ＜０．０５），Ｋｅａｐ１蛋
白表达较哮喘组明显增加（Ｐ＜０．０５）。结论　哮喘小鼠中氧化应激水平增加，地塞米松可能通过调节
Ｋｅａｐ１Ｎｒｆ２通路，影响下游抗氧化反应元件的表达，从而抑制哮喘小鼠肺部氧化应激水平。
　　［关键词］　哮喘；地塞米松；氧化应激；Ｎｒｆ２Ｋｅａｐ１信号通路
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ａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅｔｈａｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｅｄｂｙｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｉｎｔｈｅａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮｒｆ２ａｎｄＨＯ１ｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｏｂｖｉｏｕｓｌｙｌｏｗｅｒｅｄｂｙ
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｅｄｂｙｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅｈａｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ
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　　支气管哮喘是一种严重危害人类健康的慢性气道
炎症性疾病，在我患病率呈逐年上升趋势，且儿童患病

率高于成人，已严重影响儿童身心健康［１］。哮喘患者

的细胞浸润支气管黏膜会产生各种介质，包括活性氧。

活性氧的产生增加，导致氧化力和抗氧化防御系统之

间的不平衡，有利于氧化损伤，这与哮喘的发病机制有

关［２］。Ｎｒｆ２是细胞抗氧化应激体系的关键转录因
子［３］，新近研究发现，支气管上皮细胞可以吞噬有机

粉尘（Ｏｒｇａｎｉｃｄｕｓｔ，ＯＤ），其内源性氧化应激增加，在
Ｎｒｆ２免疫荧光染色后与对照组人支气管上皮细胞
（ＢＥＡＳ２Ｂ细胞）相比，ＯＤ处理明显增加 Ｎｒｆ２的核易
位［４］。糖皮质激素是目前治疗哮喘的一线用药，能够

有效控制气道炎症，缓解症状［５］。大量研究表明糖皮

质激素与氧化应激有关［６－８］，ＡｌａｍＭＭ等从小鼠肝脏
中鉴定出糖皮质激素受体（Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＧＲ）作为新的Ｎｒｆ２结合配偶体［９］，但地塞米松对哮喘

氧化应激的调控作用尚不明确。因此，为进一步探究

糖皮质激素在哮喘治疗过程中的更多机制。本文利用

ＨＤＭ建立哮喘小鼠模型探究地塞米松对哮喘小鼠肺
部氧化应激反应的作用及其可能的机制，为哮喘的治

疗提供更为广阔的思路和方向。

１　材料与方法

１．１　主要材料和试剂
１．１．１　实验动物　　３０只６－８周Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠
购于重庆医科大学实验动物中心，饲养于重庆医科大学

附属儿童医院实验动物中心ＳＰＦ级，温度在２２～２６℃，
湿度约５５％～６０％，经受１２ｈ／１２ｈ的黑暗／光照循环。
１．１．２　试剂　　屋尘螨（华科生物公司），地塞米松
（Ｅｎｚｏ），丙二醛（ＭＤＡ）检测试剂盒（ＴＢＡ微板法）（雷
根生物技术），ＧＳＳＧ检测试剂盒（欣博盛生物技术），
兔超敏二步法免疫组化检测试剂盒（中山金桥生物技

术），Ｎｒｆ２兔抗鼠抗体（武汉三鹰生物技术），Ｋｅａｐ１抗
体（成都正能生物技术），ＧＡＰＤＨ兔抗鼠抗体（武汉三
鹰生物技术），βａｃｔｉｎ兔抗鼠抗体（武汉三鹰生物技
术），Ｃｙ３

!

ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄＡｆｆｉｎｉｐｕｒｅＧｏａｔＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ）（武汉三鹰生物技术），ＢＣＡ法蛋白定量试剂盒
（凯基生物技术），化学发光（ＥＣＬ）试剂盒（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），
ＰＣＲ引物由上海生工化工合成，高纯总 ＲＮＡ快速提
取试剂盒（北京百泰克生物技术有限公司），ＲＮＡ逆转
录试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）。
１．２　实验方法
１．２．１　动物分组及处理　　用随机分组法将 ３０只

８０８ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠（６－８周）分成对照组、哮喘组及地
塞米松组。根据课题组研究基础，利用屋尘螨（Ｈｏｕｓｅ
ｄｕｓｔｍｉｔｅｓ，ＨＤＭ）进行哮喘建模。在第０，１４天，哮喘
组小鼠接受２０μｇ／３０μＬＨＤＭ工作液滴鼻致敏滴鼻
致敏，第２１、２３、２５、２７、２９天，给予３０μＬＨＤＭ工作液
激发。对照组在相同时间给予相同剂量的生理盐水进

行致敏和激发。地塞米松治疗组小鼠致敏及激发同哮

喘组，根据文献［１０－１２］在每次激发前３０ｍｉｎ每只小鼠给
予２００μＬ地塞米松溶液（５ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射。
１．２．２　苏木素伊红（ＨＥ）染色　　取小鼠左肺于４％
多聚甲醛固定，脱水，包埋，制成石蜡组织切片（４μｍ），
行ＨＥ染色，观察肺部炎症细胞浸润情况。
１．２．３　肺组织中 ＭＤＡ的测定　　根据丙二醛
（ＭＤＡ）检测试剂盒说明书，称取适量肺组织用ＰＢＳ进
行匀浆，样本准备完毕后用ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒
测定蛋白浓度，以便后续计算组织中 ＭＤＡ含量，用酶
标仪在５３５ｎｍ处测定样本吸光度。
１．２．４　肺组织中 ＧＳＳＧ的测定　　根据试剂盒说明
书，称取适量肺组织用于检测，利用动态学测定法，计

算得到肺组织中ＧＳＳＧ的含量。
１．２．５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测各种小鼠中Ｎｒｆ２和ｋｅａｐ１的
表达　　称取各组小鼠适量肺组织，根据说明书配制
蛋白裂解液，裂解肺组织后离心提取总蛋白，使 ＢＣＡ
测定法测定蛋白质浓度。取蛋白质样品用 １０％ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分离并转移到 ＰＶＤＦ膜，５％牛奶封闭１ｈ，加入
一抗（兔抗小鼠 Ｎｒｆ２多克隆抗体 １∶１０００，兔抗小鼠
βａｃｔｉｎ１∶１０００）４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ漂洗 ３次后加
入二抗（辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔１∶５０００稀
释）室温孵育 １ｈ。通过增强的化学发光（ＥＣＬ）试剂
盒显现免疫反应性。

１．２．６　免疫组化检测肺组织中 Ｎｒｆ２的表达　　左肺
石蜡组织切片（４μｍ），常规脱蜡至水，利用０．０１ｍｏｌ／Ｌ
的枸橼酸钠进行抗原修复，滴加 ３％过氧化氢酶消除
组织中的内源性过氧化物酶，５％ＢＳＡ封闭６０ｍｉｎ，滴
加Ｎｒｆ２一抗（１∶１００稀释）４℃孵育过夜。第二天室温
复温３０ｍｉｎ，洗去一抗，滴加二抗及辣根酶标记链霉卵
白素工作液，ＤＡＢ镜下显色，苏木素染核，脱水晾干封
片，显微镜下观察Ｎｒｆ２的表达，采集成像。
１．２．７　免疫荧光检测肺组织中的 Ｎｒｆ２的表达　　左
肺石蜡组织切片（４μｍ），常规脱蜡至水，滴加兔抗小
鼠Ｎｒｆ２一抗（１∶１００稀释）４℃孵育过夜。第二天室温
复温３０ｍｉｎ，洗去一抗，滴加二抗（１∶２５０）稀释并用于
室温孵育 ６０ｍｉｎ，洗去二抗，滴加 ＤＡＰＩ，避光孵育
３０ｍｉｎ，清洗后封片，采集成像。

１．２．８　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测肺中
Ｎｒｆ２及ＨＯ１ｍＲＮＡ的表达　　根据制造商的说明，
使用Ｂｉｏｔｅｋｅ高纯总ＲＮＡ快速提取试剂盒提取各组小
鼠适量肺组织中的ＲＮＡ，分别测定各组总 ＲＮＡ浓度，
然后逆转录合成模 ｃＤＮＡ，最后进行实时定量聚合酶
链反应扩增（ＱＲＴＰＣＲ）。引物序列见表１。

表１　Ｎｒｆ２，ＨＯ１和ＧＡＰＤＨ的引物序列

基因 引物序列

Ｎｒｆ２ 上游：５′ＣＡＧＣＡＴＡＧＡＧＣＡＧＧＡＣＡＴＧＧＡＧ３′

下游：５′ＧＡＡＣＡＧＣＧＧＴＡＧＴＡＴＣＡＧＣＣＡＧ３′

ＨＯ１ 上游：５′ＧＡＡＣＡＧＣＧＧＴＡＧＴＡＴＣＡＧＣＣＡＧ３′

下游：５′ＧＴＧＴＴＣＣＴＣＴＧＴＣＡＧＣＡＴＣＡＣＣ３′

ＧＡＰＤＨ 上游：５′ＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴ３′

下游：５′ＣＡＴＧＡＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴ３′

１．３　统计学方法
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件进行统计分析，方
差齐时，各组用单因素方差分析或 Ｔｕｒｋｅｙ检验；方差
不齐，各组用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验。组间比较用多因素
方差分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠致敏示意图及ＨＥ染色结果
　　哮喘小鼠模型构建示意图如图１Ａ。ＨＥ染色观察
到哮喘组小鼠气道周围炎症细胞浸润明显，地塞米松

组小鼠气道周围炎症细胞较哮喘组明显减少（图１Ｂ），
成功构建哮喘小鼠模型，地塞米松能明显控制哮喘小

鼠气道炎症。

２．２　小鼠ＭＤＡ测定结果
　　哮喘组与对照组相比，肺组织中 ＭＤＡ的含量显
著升高（Ｐ＜０．０１），地塞米松组与哮喘组相比，肺组织
中ＭＤＡ的含量降低（Ｐ＜０．０５），差异均有统计学意义，
见图２。
２．３　各组小鼠肺组织中ＧＳＳＧ含量
　　哮喘组与对照组相比，肺组织中 ＧＳＳＧ的含量升
高（Ｐ＜０．０１）；地塞米松组与哮喘组相比，肺组织中
ＧＳＳＧ的含量降低（Ｐ＜０．０５），差异均有统计学意义，见
图３。
２．４　各组小鼠中Ｎｒｆ２和ＨＯ１的转录水平
　　哮喘组较对照组小鼠肺组织中Ｎｒｆ２和ＨＯ１的转
录水平升高（Ｐ＜０．０５），地塞米松使用后的哮喘小鼠
Ｎｒｆ２和ＨＯ１的转录水平下降（Ｐ＜０．０５），见图４。

９０８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）
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Ａ：小鼠致敏激发示意图；Ｂ－Ｄ：各组小鼠肺组织ＨＥ染色（Ｂ：对照组，Ｃ：哮喘组；Ｄ：地塞米松组）（２００×）

图１　小鼠致敏示意图及ＨＥ染色结果
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图２　各组小鼠肺组织中ＭＤＡ含量

!"#

$%&

$%#

'%&

'%#

#%&

#

(
)
)
(
*
!
+
,
-

·
.

/
'

对照组 哮喘组地塞米松组

0

1

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较，ｂ：Ｐ＜０．０５，与哮喘组比较

图３　各组小鼠肺组织ＧＳＳＧ含量
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图４　ｑＰＣＲ检测小鼠肺组织Ｎｒｆ２及ＨＯ１基因表达情况

２．５　小鼠肺组织中 Ｎｒｆ２免疫组化和免疫荧光染色
结果

　　较对照组（８．６５±０．７２）相比，哮喘组（２８．７６±
２．２１）小鼠肺组织中 Ｎｒｆ２的量明显增加（Ｐ＜０．０１），
地塞米松组（９．９０±０．５３）较哮喘组降低（Ｐ＜０．０１），
见图５。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠肺组织中Ｎｒｆ２Ｋｅａｐ１蛋白
的表达

　　Ｎｒｆ２Ｋｅａｐ１通路参与细胞的抗氧化过程，Ｎｒｆ２、
ｋｅａｐ１是细胞内防御氧化和亲电性应激损伤的重要蛋
白［３］。地塞米松组与哮喘组相比，肺组织中Ｎｒｆ２的蛋
白水平降低（Ｐ＜０．０５），而Ｋｅａｐ１的蛋白表达水平升高
（Ｐ＜０．０５），差异均有统计学意义。

０１８ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图５　小鼠肺组织中Ｎｒｆ２免疫组化和免疫荧光染色结果

１１８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）



!"#

!"$

!"%

!"&

!

'
(
)
&
*
!
!
+
,
-
.
/

对照组 哮喘组 地塞米松组 0

'()&

（
$#"1!

2）
!

!!+,-./

（
%2"1!

2）
!

对照组 哮喘组 地塞米松组

!"#

!"$

!"%

!"&

!

'
(
)
&
3
!
!
+
,
-
.
/

对照组 哮喘组 地塞米松组 0

'()&

（
$#"1!

2）
!

!!+,-./

（
%2"1!

2）
!

对照组 哮喘组 地塞米松组

1"%

1"&

1"!

!"#

!"$

!"%

!"&

!

4
5
+
6
1
3
7
0
8
9
:

对照组哮喘组 地塞米
松组

+

;

45+61

（
<&"1!

2）
!

7089:

（
2="1!

2）
!

对照组哮喘组 地塞米松组

+

Ａ：Ｎｒｆ２；Ｂ：Ｋｅａｐ１；ａ：Ｐ＜０．０５，与哮喘组比较

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠肺组织中Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１蛋白表达情况及半定量分析

３　讨论

　　哮喘是一种慢性的气道炎症性疾病，危害儿童
的身心健康，给社会和家庭带来沉重的经济负担。

人们对炎症细胞以及细胞因子参与哮喘已经有足够

的认识，但不太了解哮喘也是一种氧化应激疾病［１３］。

氧化应激导致的氧化剂和抗氧化剂之间的不平衡，

在哮喘的发病机制中起重要作用，特别是在哮喘恶

化期间［１４］。大量研究发现氧化应激在哮喘的发生和

发展中发挥重要的作用，氧化应激的抑制能够有效

缓解哮喘［１３，１５］。

　　糖皮质激素有明显的抗炎和抑制气道重塑的作
用，合理利用糖皮质激素能够有效改善哮喘患者肺功

能状态及气流受限［１６］。目前主要研究了地塞米松对

于对哮喘气道炎症的抑制作用，而地塞米松在哮喘氧

化应激中的作用了解较少。ＭＤＡ是膜脂质过氧化的
产物，可通过 ＭＤＡ了解生物体内抗氧化能力及氧化
应激水平［１７］。本实验发现使用地塞米松后，哮喘组

ＭＤＡ明显下降，说明地塞米松能够减少ＭＤＡ的产生，
抑制哮喘患者的氧化应激从而起到保护作用。哮喘患

者支气管洗液和支气管肺泡灌洗液中谷胱甘肽的氧化

含量高于对照组，表明气道存在氧化应激［１８］，本实验

中ＧＳＳＧ的含量在哮喘组升高，而使用地塞米松后较
哮喘组有下降，说明哮喘小鼠使用地塞米松后能降低

其肺部氧化应激水平。

　　Ｎｒｆ２是具有碱性亮氨酸拉链基序的转录因子，其

在氧化还原调节中起关键作用。在应激情况下，Ｋｅａｐ１
与Ｎｒｆ２结合并介导 Ｎｒｆ２快速泛素化和随后的降
解［１８］。Ｎｒｆ２通路与氧化应激、凋亡和炎症反应等密切
相关。当体内自由基增多或者受到外界刺激时，导致

Ｎｒｆ２与相互抑制的Ｋｅａｐ１解离，活化的 Ｎｒｆ２可通过结
合抗氧化应激元件，启动下游因子（如 ＨＯ１）的表达，
同时可以调节还原型谷胱甘肽保护气道上皮细胞的炎

症反应［１９］。哮喘与 Ｎｒｆ２表达紊乱有关，导致过敏性
哮喘小鼠模型中的气道炎症和高反应性，表明 Ｎｒｆ２通
路在体内过敏和哮喘反应中具有重要的保护作用［２１］。

与患有轻度至中度哮喘的儿童相比，严重哮喘患儿的

Ｎｒｆ２蛋白表达较高，同时在 ＰＢＭＣ和气道灌洗细胞
中，严重哮喘患儿的Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ表达较高［２０］。也有文

献报道，Ｎｒｆ２缺陷小鼠对哮喘的易感性增加，包括氧化
应激，炎症，黏液和气道高反应性升高［２２］。本实验结

果提示哮喘中 Ｎｒｆ２表达增加，而 Ｋｅａｐ１表达下降，使
用地塞米松后 Ｎｒｆ２降低，而 Ｋｅａｐ１的表达升高，同时
Ｎｒｆ２的ｍＲＮＡ变化趋势与蛋白水平一致。经过ＯＤ处
理后的ＢＥＡＳ２Ｂ细胞中ＨＯ１的表达水平较对照组升
高，与本实验结果相同［４］。我们由此推测地塞米松通

过调控 Ｋｅａｐ１Ｎｒｆ２通路来调节哮喘小鼠肺部氧化应
激反应。此外研究报道也称，Ｎｒｆ２对抗氧化反应的影
响以及细胞抗氧化能力的降低导致了糖皮质激素的副

作用［９］，所以研究地塞米松与Ｎｒｆ２之间的相互作用对
于减少糖皮质激素治疗的副作用有现实意义。

　　综上所述，本部分研究发现地塞米松可以降低哮

２１８ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



喘小鼠肺部的氧化应激水平，且肺组织中 Ｋｅａｐ１的表
达升高而 Ｎｒｆ２的表达降低，提示地塞米松可能通过
Ｋｅａｐ１Ｎｒｆ２通路影响哮喘的氧化应激，为哮喘的治疗
提供了新的思路和靶点。但是本研究不足之处是仅探

讨了地塞米松使用后 Ｎｒｆ２及 Ｋｅａｐ１的转录水平及蛋
白的变化，因此Ｎｒｆ２与地塞米松之间具体的作用序列
或靶点还需进一步探究。
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