
· - — — 644 _—— 重庆医科大学学报 2004年第29卷第5期 (Journal of Chongqing Medical University 2004．Vol 29 No 5) 

文章编号：0253—3626(2004)05—0644—04 

细胞粘附分子在慢性阻塞性肺疾病大鼠气道炎症中的作用 

曾春芳 ，吴亚梅 

(重庆医科大学临床学院肺科，重庆·400016) 

【摘 要】目的：制备慢性阻塞性肺疾病(COPD)大鼠模型，探讨细胞间粘附分子一1(ICAM一1)、E一选择素在COPD气道炎 

症中的作用。方法：Wistar大鼠20只随机分为对照阻(A组，10只)、模型组(B组，10只)；采用两次气管内注入脂多糖(LPS) 

和反复烟熏的方法制作COPD大鼠模型；采用免疫组化法检测 ICAM一1、E一选择素在COPD大鼠支气管肺组织中的表达。 

结果：所建大鼠模型的病理及病理生理学改变基本符合人类COPD的特点；模型组支气管上皮细胞、肺泡上皮细胞及支气管 

肺组织微小血管内皮细胞 ICAM一1表达强度显著高于对照组(P<0．01)，且与支气管肺泡灌洗夜(＆ F)中白细胞总数及中 

性粒细胞数成显著正相关(分别为：r=0．76，P<0．01；r=0．65，P<0．05)；模型组支气管肺组织微小血管内皮细胞E一选择素 

的表达强度显著高于对照组(P<0．01)，且与 BAIF白细胞总数及中性粒细胞数成显著正相关(分别为：r=0．82，P<0．001；r= 

0．79。P<0．001)。结论：ICAM一1、E一选择素可能参与了COPD气道炎症过程。 

【关键词】细胞间粘附分子一1；选择素；炎症；慢性阻塞性肺疾病 
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The role of cell adhesion molecules in airway inflammation 

in a rat modeI of chronic obstructive pulmonary disease 

ZHEN Ch“”fang．et al 

(Department ofPulmonary Diseases，College ofClinical Medicine，Chongqing MedicalUniversity) 

【Abstract】Objective：To study the role of intercellular adhesion molecule一1(ICAM一1)and E—selectin in the airway inflammation 

in a rat model of chronic obstructive pulmonary disease(COPD)．Methods：20 Wistar rats were randomly divided into tWO groups：the 

control group(group A，10 rats)and the model group(group B，10 rats)．COPD rat model was established by intratracheal instillation 

of lipopolysacharide(LPS)twice and exposure tO cigarette smoke daily；the expression of ICAM一1 and E—selectin in rat lung ti~ue 

Was detected by means of irnmunohistochemistry(sp)．Results：The changes in histopathology and pathophysiology in the animal model 

were similar tO those in COPD patients．The expression of ICAM 一1 on bronchi and alveolar epithelial and bronchopulmonary capillary 

endothelial cells of the model significantly increased as compared with the control group(P<0．01)and Was positively correlated with 

the leukocyte numbers and neutrophils in BALF in the model group(r=0．76，P<0．01；r=0．65，P<0．05，respectively)．The ex— 

pression of E—selectin on bronchopulmonary．capillary endothelial cells the of the mod el group sign ifican tly increased as compared with 

the control group(P<0．01)and Was positively correlated with the leukocyte nUITlbersand neutrophils in BALF in the model group(r 

=0．82，P<0、001；r=0．79，P<0．001，respectively)．Conclusion：ICAM一1 and E—selectin may be involved in the process of air— 

way inflammation in COPD． 

【Key words】ICAM一1；E—selectin；Inflammation；COPD 

慢性阻塞性肺疾病(CoPD)是一类主要由慢性 

支气管炎和(或)肺气肿导致的、以气流阻塞为特征 

的疾病。目前其发病机制还不十分清楚，普遍认为 

COPD是 一 种 慢性 炎 症 过 程。细 胞 粘 附分 子 

(CAMs)是一类介导细胞与细胞 、细胞与细胞外基 

作者介绍：曾春芳(1968一 )，女，主治医师 

主要研究方向：慢性阻塞性疾病。 

质问相互结合起粘附作用的糖蛋白。近来研究表明 

CAMs可能参与了COPD的炎症过程。我们采用气 

管内注入 LPS和反复烟熏的方法制作 COPD大鼠 

模型。采用免疫组化法检测 ICAM一1(属 CAM s的 

免疫球蛋白超家族)、E一选择素(属 CAMs的选择 

素家族)在 COPD大 鼠支气管肺组织中的表达，以 

探讨二者在COPD气道炎症中的作用。 
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1 材料与方法 

1．1 实验对象 

清洁级成年雄性Wistar大鼠20只(购自重庆医科大学 

实验动物中心)，体重 160±20g，鼠龄 l0周。 

1．2 实验方法 

1．2．1 动物分组 随机分为两组(1)对照阻(A组，l0只)： 

大鼠正常饲养，不做任何干预。(2)模型组(B组，l0只)：分 

别于第 1、15天气管内注入LPS(2【)(】 ／l【)(】 l／只)；第2～l4 

天，l6～32天每 日烟熏两次：每日上下午分别将大鼠置于 

72L的密闭玻璃箱内，将香烟插在 50ml注射针头上，点燃斤 

经玻璃箱顶盖的通气孔伸人玻璃箱，先缓慢抽吸烟雾于空针 

内，再将烟雾推人玻璃箱内，如此反复，使玻璃箱内烟雾浓度 

达至5％左右，大鼠被动吸烟，30rain后将大鼠移出玻璃箱。 

32天后进行以下实验。 

1．2．2 呼吸功能测定 采用小动物肺功能测定仪测定吸气 

相阻力Ri、呼气相阻力Re、用力肺活量FVC、0．3s用力呼气 

容积 FEVo 。 

1．2．3 标本处理 用 Hank’S液 10m1分3次行左肺支气管 

肺泡灌洗，总问收率为50％～80％，灌洗液行白细胞计数及 

分类；于右下肺矢状面最大周径处横贯取材，l0％甲醛固定， 

24h内石蜡包埋、切片。 

1．2．4 ICAM一1、E一选择素的检测 采用链霉菌抗生物 

素蛋白一过氧化酶法(武汉博士德公司 SP即用型试剂盒)在 

石蜡切片上测 ICAM一1、E一选择素的免疫组化表达，一抗 

为1：100ICAM一1和E一选择素多克隆抗体，二抗为生物素 

山羊抗兔 IgG，阴性对照标本除以 PBS代替一抗外，其它步 

骤与被测标本相同，阳性反应为胞浆中出现棕黄色颗粒。 

1．2．5 结果分析 免疫组化结果采用多功能彩色病理图象 

分析系统处理。每张切片在高倍镜下(40×10视野)随机选 

择含支气管的视野5个，测量支气管肺组织阳性呈色区域的 

平均积分光密度值，取5个视野的平均值间接作为所测指标 

的蛋白表达量。 

1．3 统计学方法 

全部数据计量资料用 ±5来表示。用SAS统计软件 

行 t检验及直线相关与回归分析。 

2 结 果 

2．1 C0PD模型鉴定 

2．1．1 COPD模型组病理学改变 模型组支气管 

肺组织病理表现基本符合人类慢性支气管炎及阻塞 

性肺气肿的特点。光镜下见支气管纤毛柱状上皮细 

胞部分脱落，杯状细胞增生，支气管粘膜下肌层增 

生、肥厚，粘膜层、粘膜下层及肌层大量炎性细胞浸 

润；细支气管壁周围可见较多炎性细胞浸润，肺泡壁 

变薄、胀大、破裂或形成大泡，弹力网破坏。 

2．1．2 BALF白细胞计数及分类 模型组 BALF 

白细胞总数及中性粒细胞数较对照组显著增高，单 

核一巨噬细胞所占构成比显著降低，但绝对数仍高 

于对照组，见表 1。 

2．1．3 呼吸功能结果 模型组 Ri、Re均显著高于 

对照组，FEVo ／FVC则显著低于对照组，见表 2。 

表 1 两组BALF中白细胞计数及分类比较( ±5) 

删 — 
A组( =10)1．72±0．56 87．30±2．79 7．50±1．72 5．20±1 62 

B组( =10)4．10±0．76 71 30 5．56 22．50±3．98 6．O0±2．26 

注：M：单核一巨噬细胞，N：中性粒细胞；L：淋巴细胞；与A组比较， P 

<0叭， P<0．05 

表 2 两组呼吸功能结果比较( ±S) 

组别 Ri Re FEVo 3／FVC 

A组(”=10)27．22±1．37 30．32±4．94 84．42±9．51 

B组(”=10)36．39±6．27 36．48±5．86 70．68±4．64 

注：Ri：吸气阻力，Re呼气阻力，FEVo 3：0．3s用力呼气 

容积，FVC：用力肺活量；与A组比较， P<0．05 

2．2 支气管肺组织 IG 一1、E一选择素免疫组化 

结 果 

2．2．1 光镜下 模型组支气管上皮细胞 、肺泡上皮 

细胞、支气管肺组织微小血管内皮细胞 ICAM 一1 

表达阳性(图 1)，对照组呈弱阳性(图 2)；模型组支 

气管肺组织微小血管内皮细胞 E一选择素表达呈阳 

性(图 3)：对照组呈阴性(图4)。 

2．2．2 两组支气管肺组织 ICAM一1、E一选择素阳 

性呈色区域平均积分光密度值比较 模型组与对照 

组相比显著增高，见表 3。 

表3 两组支气管肺组织 ICAM一1、 

E一选择素表达程度比较( ±5) 

注：与 A组比较 ， P<0．01。 

2．3 相关性分析 

模型组 支气管肺组 织 ICAM 一1的表达 与 

BALF中白细胞总数及中性粒细胞数成显著正相关 

(分别为：，．=0．76，P<0．01；，．=0．65，P<0．05)； 

模型组支气管肺组织 E一选择素的表达与 BALF中 

白细胞总数及中性粒细胞数呈显著正相关(分别为： 

r=0．82，P<0．001；，．=0．79，P<0．001)。 
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固2 对照组大鼠．支气管肺姐织 I‘ I l呈低水平表达 ， 
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3 讨 论 

本文采 胡 气管内沣^活懂 I． 和反复lj田 

熏的方法 ，制作 COI'D 鼠模型 结果衷叫．模 

型组直气管肺组织痫理形态学基本符合人类慢性支 

气管炎技m皋 ：肺气肿的特 矗；横型组n乎暖功能检 

测 K{ 均显著高于对 组．而 I"EVll1／F＼【则显 

普低下封j!{{组．表剐模型组仃在气流阻摩：模掣组 

BAI，l 中们山细胞总数强中忡柠细胞数显著高f列 

组(fJ均<：0 0I)， 梭 巨噬细胞所占构成比显 

昔低于时 H缛，但臣噬细胞绝对计数增加．袁硝气遵 

腔存在姒中 粘细胞厦臣噬细胞为土的炎症，术模 

型的制备足成功的。 

('AMs怍为 起粘附作甩册槠蛋向．其时机 

悼艟岔 维持组织结构 、舟导捉症厄聘、肿瘸转移 骚 

刨f，J修复等方而均很重要 趼竞丧州．CAM 彳卜 

r凝注及麻中自细胞的跨肉皮辽{2I．疑向兜盎部位的 

积埭 t．~Ms包括五大家族 ．邮免症球蛋白榴家族 

档音索家旗、造样隶家族 钙离子依赖性家族．Il 

细胞牯附仆 J 超家族 

ICAM l腻(’AM 的免疰球蛋白超家就，其珂已 

体匈淋 细胞功能相盖抗原 II【_1]IIa ’【】lR)辛u 

h啦缔咆特附分子一】(COlIb Ij18)．二者均氍盎 

档 案 I(’AM I丰萼表达丁内斑细犯、上直细咆 

礁淋 细胞等表回，正常情况下．[C．-M'vl 1呈低水 

平表达；仙 受到袭瘟嘲子 LPS．IFN y TNF u 

等的刺激时．茸表达数小时后迅速增加．轰选上哟的 

ICAM I与 臼细胞震面配怍的相互件用介导丁 

炎症匠瘦巾门 胞躇内皮迁储腱向凝症邬仲的秘聚 

程 本宾驻结粜{I己现模掣鲥支 管 t皮细胞、肺 

泡 应细胞墁支气管月 组皱做；J,mt管内废细胞 J 

LAM I表达硅蓠增啦．与对照组惆比(P<0 01)+ 

n与 bALF中的白细胞数目位{J·性粒葺n睫数呈显著 

相关(分别为：， 【1 76．P<【J 0I =0 65．P< 

0 05)．表明 COPI)气道内炎症细胞的聚集与盘气 

管8 H ICAM—l表选上稠有荧 直气管帅组织 

微小血管内皮±}“胞 【．_闹柏 K'AM—I对于白剐胞跨 

越l札臀 窿具有重要怍州；而支气管上皮细胞．肺泡 

上皮细胞的ICAM I表达 L两则肓助于中性粒刿 

胞与上皮细胞的粘l刑．进而引起中性秕细胞游止人 

气道 ZiniFnem3~：等- 研究发现．炎性 舟雎曲刺激 

可Ⅲ]显增高内细胞 大鼠肠系膜小静脉内皮细胞的 
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粘附及白细胞游走，而抗 CD1lb／CDl8或抗 ICAM 
一 1单抗均可明显减弱这种粘附和游走。结果表 

明，白细胞粘附和游走过程是受白细胞上的 CD1lb／ 

CD18和内皮细 胞上 的 ICAM 一1共 同调节 的。 

Michael等13 J在人类气道上皮细胞及全层气管条体 

外培养中，用 TNF—a刺激上皮细胞可使 ICAM一1 

表达上调 3—4倍，其与中性粒细胞的粘附力显著加 

强；用抗 ICAM 一1单抗可使中性粒细胞与上皮细 

胞的粘附减少 5O％。本实验结果提示 ICAM一1可 

能通过介导中性粒细胞的跨内皮迁徙及向气道游走 

参与了 COPD的气道炎症过程。Vignola等l ]对 

COPD患者行支气管刷片检查，结果发现其上皮细 

胞和杯状细胞上的 ICAM一1表达增加，与正常对 

照组相比具有显著差异(P<0．03)；Stefano等【5]报 

道OOlPD患者气道粘膜活检组织检查结果中支气 

管上皮细胞 ICAM一1表达量增加(P<0．01)。本 

实验结果对照组支气管上皮细胞、肺泡上皮细胞及 

血管内皮细胞其 ICAM 一1呈低水平表达，与 ICAM 
一 1静息状态下在这些细胞有少量表达有关。 

E一选择素属 CAMs的选择素家族，主要表达 

于血管内皮细胞，其配体主要为 Lewis x(sle )和 

Slea(sle 的异构体)l j，也可识别 L一选择素。E 

一 选择素在静息内皮细胞上含量甚微，但当受到炎 

症因子 IL一1、TNF—a、LPS刺．激后 ，数小时即可表 

达于活化的内皮细胞上。E一选择素与白细胞表面 

的配体结合，介导炎症部位早期白细胞沿血管内皮 

细胞的滚动粘附过程。研究显示_9 J，血管内皮细胞 

在受到rlL—l8刺激后，4-6h其表面的E一选择素 

表达量达高峰，且中性粒细胞与内皮细胞的结合明 

显增加 ，而抗 E一选择素抗体可抑制其 80％的结合 

率。本实验结果显示模型组支气管肺组织微小血管 

内皮细胞 E一选择素表达较正常对照组显著增强 

(P<0．01)，且与 BALF中自细胞总数及中性粒细 

胞数呈显著正相关(分别为 r=0．82，P<0．01；r= 

0．79，P<0．001)，表明气道内炎性细胞的聚集与 E 
一

选择素的表达上调有关。提示 E一选择素可能通 

过介导白细胞 一内皮细胞反应参与了 COPD的炎 

性过程。Riise等报道ll0 JCOPD患者血清 E一选择 

素含量高于对照组(P<0．001)，且气道内细菌培养 

阳性的COPD患者较细菌培养阴性的COPD患者 

血浆可溶性 E一选择素升高(P<0．01)。Stefano 

等15 J研究显示 COPD患者支气管活检组织血管上E 

一 选择素表达增高，与对照组相比呈显著差异(P< 

0．01)，且高表达的E一选择素与支气管粘膜浸润的 

中性粒细胞数 目呈正相关(r=0．77，P<0．02)，表 

明 E一选择素参与了COPD的疾病过程。 

COPD是以气道为中心的慢性炎症性疾病。白 

细胞跨越血管内皮是炎症反应的重要步骤 ，而白细 

胞沿血管内皮早期的滚动粘附过程则是白细胞跨越 

内皮的关键。ICAM 一1对于白细胞跨越内皮具有 

重要作用，E一选择素则参与了白细胞沿血管内皮 

早期的滚动粘附过程。白细胞一旦跨越了血管内 

皮，在趋化因子的作用卞逐向气道移行，气道上皮细 

胞表面的 ICAM一1有助于白细胞跨越气道上皮进 

入气道腔，但详细作用机制有待进一步探讨。 

COPD的临床治疗效果不甚理想，进一步研究 

COPD炎性机制，研究各种酶、细胞因子、粘附分子 

在其中的作用，对于指导临床具有重要意义。 
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接测量围斑的pH值应该比用唾液做标本来源更为 

准确。 

实验结果还显示，正畸成人和正常成人组的唾 

液缓冲能力无显著性差异(P>0．01)。Heintze等 

认为，唾液缓冲能力是宿主重要的内源性抗龋因 

子_8J。据 Ericeon等研究报告，当唾液中酸性产物 

增多时，H 可与 HCO3结合，产生碳酸，进而形成 

CO2，CO2逸出带走酸性成分，从而起到缓冲作用。 

本实验中未能观察到两组之间唾液缓冲能力有显著 

性差异 ，可能与本实验样本量较小有关，另外，唾液 

成分复杂且不稳定，不仅人与人之间有差异，而且同 

一 个体在不同时间收集的唾液中成分亦不相同。因 

此，我们认为，以唾液缓冲能力判定龋活性并不完全 

有意义。 
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血压患者在控制血压的同时，应当注意恢复受损的 

自主神经、特别是迷走神经功能。 
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