
收稿日期：2014-08-11

基金项目：国家自然科学基金（81070014）

Supported by National Natural Science Foundation of China (81070014).

作者简介：孙晓春，在读硕士研究生，医师，E-mail: 1103751123@qq.com

通信作者：符 州，主任医师，教授，博士生导师，E-mail: fu_zhou79

@aliyun.com

支气管哮喘是世界范围内严重威胁公众健康的慢

性病，据估计全球有约3亿哮喘患者，其中我国超过2千

万，且儿童哮喘患病率高于成人，是严重威胁青少年身

体健康的疾病之一［1］。现有的治疗包括糖皮质激素

（Glucocorticoid, GC）作为目前治疗哮喘的一线药物能

有效控制气道炎症，却不能彻底改善哮喘患者肺功能和

减轻气道重塑的发生［2］，且治疗剂量的GC引起一系列

包括血糖升高、青光眼、骨质疏松、皮肤萎缩和生长迟缓

等副作用［3-4］；受试者长期使用标准剂量的β激动剂会减

少循环单核细胞［5］、气道上皮细胞、支气管肺泡灌洗液中

巨噬细胞［6］β2激动剂受体的表达和激动剂刺激引起的

cAMP的产生。能否在现有的药物中找出一种价廉易

得而且安全的药物，用于改善哮喘患者肺功能呢？氯

喹（chloroquine, CQ）自19世纪50年代始用于治疗免疫

介导的炎症紊乱，如风湿性关节炎、系统性红斑狼疮和

干燥综合征［7］。CQ通过稳定巨噬细胞的溶酶体，减少

对糖皮质激素受体（glucocorticoid receptor, GR）的降

解进而促进GC发挥治疗风湿性关节炎作用［8］。体外实

验表明［9-10］，在β2-肾上腺素受体耐受的情况下，CQ浓度

依赖性地激活苦味受体促进气道平滑肌松弛。然而，氯

喹对哮喘小鼠气道高反应性的作用尚未见报道。病毒

Inhibitory effect of chloroquine on airway hyperresponsiveness in asthmatic mice
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摘要：目的 探讨氯喹对哮喘小鼠气道高反应性的作用及其可能机制。方法 Balb/c 小鼠随机分为对照组、哮喘组、氯喹治疗组、

地塞米松治疗组、氯喹+地塞米松治疗组，除对照组外，其余各组小鼠均给予 OVA致敏和激发，建立哮喘小鼠模型，于每次激发

前腹腔注射给药，对照组则于同一时间予等量 PBS处理，末次激发后 24 h 内小鼠肺功能仪检测小鼠气道高反应性；检测支气管

肺泡灌洗液（BALF）中细胞总数及分类计数；制作肺组织病理切片，HE 染色后光镜下观察病理变化；ELISA检测支气管肺泡灌

洗液中细胞因子 IL-6、PGF2α水平。结果 氯喹可明显降低哮喘小鼠气道高反应性（吸入25 mg/ml Ach 时4.5±0.4 vs 6.1±0.9，P<

0.05，吸入50 mg/ml Ach 时4.6±0.5 vs 8.2±1.0，P<0.001）；明显降低哮喘小鼠支气管肺泡灌洗液中炎症细胞数（P<0.01）；显著降

低哮喘小鼠病理评分（P<0.05）；可一定程度降低哮喘小鼠BALF中PGF2α因子水平；与地塞米松合用可明显减轻哮喘小鼠支气

管细支气管周围炎症（P<0.05）、血管周围炎症（P<0.01）、肺组织病理评分（P<0.001），明显降低哮喘小鼠BALF中 IL-6因子水平

（P<0.05）。结论 氯喹可抑制哮喘小鼠气道高反应性；地塞米松与氯喹合用较单独用药效果更好，可能对中性粒细胞参与的哮

喘有效。
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Abstract: Objective To investigate the effect of chloroquine on airway hyperresponsiveness in asthmatic mice and explore the
possible mechanism. Methods Balb/c mouse models of asthma established using OVA received intraperitoneal injections of
chloroquine, dexamethasone, or both prior to OVA challenge. Within 24 h after the final challenge, airway hyper-
responsiveness (AHR) of the mice was assessed, and the total cell count and the counts of different cell populations in the
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were determined under light microscopy. The severity of lung inflammation was
evaluated using HE staining, and the concentrations of IL-6 and PGF2α in the BALF were detected by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Results Chloroquine pretreatment significantly decreased AHR (P<0.001) in the asthmatic mice
and reduced the total cell count (P<0.01), eosinophils (P<0.001), neutrophils (P<0.01), and PGF2α levels in the BALF.
Chloroquine combined with low-dose dexamethasone significantly lessened inflammations around the bronchioles (P<0.05)
and blood vessels (P<0.01) in the lung tissue, and obviously lowered IL-6 (P<0.05) and PGF2α (P<0.001) in the BALF in the
asthmatic mice. Conclusion Chloroquine can inhibit AHR in asthmatic mice and produce better anti-inflammatory effect when
combined with dexamethasone for treatment of neutrophilic asthma.
Key words: asthma; chloroquine; airway hyperresponsiveness; interleukin-6; PGF2α
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感染是哮喘发作的重要诱因，有研究显示［11］，呼吸道合

胞病毒（respiratory syncytial virus, RSV)可延迟中性粒

细胞和嗜酸性粒细胞凋亡，IL-6参与了这种抗凋亡效

应，而预先用氯喹处理则可废除这种抗凋亡效应。本研

究旨在探讨CQ是否能抑制哮喘小鼠气道高反应性、减

少哮喘小鼠支气管肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage

fluid, BALF）中嗜酸性粒细胞和中性粒细胞数，为其临

床用于抗哮喘治疗提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 动物分组及哮喘模型的建立

3周龄大小SPF级 Balb/c小鼠购自重庆医科大学实

验动物中心，饲养于重庆医科大学附属儿童医院动物房，

恒定室温（21~25 ℃），过滤空气，湿度50%~65%，光照

10~12 h/d，不含OVA的饲料、水皆经消毒处理后使用，整

个实验过程按动物保护和使用指导方针进行。本研究

获得重庆医科大学附属儿童医院伦理委员会的批准。

将小鼠随机分为对照组（control, C）、哮喘组（asthma, A）、

氯喹治疗组（CQ）、糖皮质激素治疗组（dexamethasone,

D）、氯喹+糖皮质激素治疗组（C+D），除对照组外，其余

各组小鼠均于第0天、第14天给予100 μl PBS（含100 μg

OVA）+100 μl氢氧化铝凝胶（Sigma 公司）共200 μl 腹

腔注射致敏，第21天起给予5 ml 1% OVA高频雾化吸

入进行激发，每天 1 次，每次 30 min，连续 7 d，治疗组于

每次雾化前腹腔注射预先配好的含有不同浓度、不同治

疗药物的冷PBS溶液200 μl，哮喘组则予200 μl冷PBS

腹腔注射。对照组在相同时间给予冷PBS腹腔注射致

敏、雾化吸入激发、激发前腹腔注射。

1.2 气道高反应性测定

最后 1 次雾化激发后 24 h 内测定小鼠气道高反应

性，小鼠清醒状态下通过体积描记法检测小鼠自主

呼吸，待检测的小鼠用PBS 或者不同质量浓度的乙酰

甲胆碱（3.125l、6.25、12.5、25、50 mg/ml）雾化 3 min，

休息 2 min 后连续记录读数 5 min 并取其平均值，气

道高反应性曲线表示为雾化不同质量浓度乙酰甲胆

碱后的气道阻力 enhanced pause（Penh），Penh=PEP/

PIP×pause。

1.3 支气管肺泡灌洗

将小鼠眼球取血后断颈处死，仰卧位固定，暴露气

管，用留置针进行气管插管并固定，用灭菌冷 PBS进行

支气管肺泡灌洗，每次 0.5 ml，共3 ml（回抽率>80%），

4 ℃低温离心机 2500 r/min离心 5 min，上清按300 μl/

管分装后保存于-80 ℃，取 1 ml 无菌 PBS 液加入肺泡

灌洗液离心后下层细胞中混匀后细胞计数，细胞计数后

再次4 ℃低温离心机 2500 r/min离心 5 min，弃上清，细

胞沉渣涂片自然干燥后进行瑞氏染色细胞分类计数。

1.4 肺组织病理评分

小鼠眼球取血后断颈处死，仰卧位固定，暴露胸廓，

取左肺组织固定于4%甲醛溶液至少24 h，梯度乙醇脱

水后常规石蜡包埋，切片（4 μm），HE 染色后光镜下观

察。根据文献［12］分别进行肺组织支气管细支气管周

围炎症、血管周围炎症、肺泡周围炎症进行评分。

1.5 BALF中IL-6、PGF2α 水平检测

取储存于-80 ℃的BALF上清，用 ELISA 方法检

测 IL-6、PGF2α 水平（所有实验按说明书步骤操作）。

IL-6试剂盒购于北京四正柏试剂公司。PGF2α 试剂盒

购于Enzo。

1.6 统计学分析

数据用均数±标准差表示，采用Graphad prism5.0

统计软件，多组间比较采用 One-way ANOVA(and

nonparametric) 检验，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠BALF细胞计数和分类计数比较结果

正常小鼠BALF中主要为淋巴细胞和巨噬细胞，而

嗜酸性粒细胞和中性粒细胞含量甚少。哮喘组小鼠

BALF中细胞总数、嗜酸性粒细胞比例、中性粒细胞比

例均明显高于对照组（P<0.001），提示哮喘组小鼠气道

炎症较对照组明显；CQ可明显降低哮喘小鼠BALF中

细胞总数和嗜酸性粒细胞比例（P<0.001）、中性粒细胞

比例（P<0.01）。与D合用后细胞总数、嗜酸性粒细胞比

例均较单独使用D效果更好（表 1）。

2.2 各组小鼠肺组织病理比较结果

哮喘组小鼠肺组织支气管细支气管周围炎症（P<

0.001）、血管周围炎症（P<0.001）、肺泡间隔炎症（P<

0.01）较对照组显著加重，病理评分较对照组明显增高

（P<0.001）；CQ 可显著降低哮喘小鼠病理评分（P<

0.05）；D可显著减轻哮喘小鼠肺组织血管周围炎症（P<

0.05）；氯喹+地塞米松组小鼠支气管细支气管周围炎症

（P<0.05）、血管周围炎症（P<0.01）较哮喘组显著减轻，

病理评分较哮喘组明显降低（P<0.001）。两药合用较单

独用药时效果更好（图 1，表 2）。

2.3 小鼠气道高反应性变化结果

随吸入乙酰甲胆碱质量浓度的增加，各组小鼠气道

高反应性也有所增加，但增加的幅度不同，如下图，乙酰

甲胆碱的质量浓度从 25 mg/ml（6.1±0.9 vs 2.0±0.2）（P<

0.001）起至50 mg/ml（8.2±1.0 vs 2.2±0.1）（P<0.001），

哮喘组的气道反应性明显高于对照组；CQ可明显降低

哮喘小鼠的 Penh，Ach的质量浓度 25 mg/ml（4.5±0.4

vs 6.1±0.9）（P<0.05），50 mg/ml（4.6±0.5 vs 8.2±1.0）

（P<0.001），与地塞米松降低哮喘小鼠Penh相当；两药

合用时，可见在Ach的质量浓度50 mg/ml时较地塞米

http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2015, 35(1): 12-16 ·· 13



松单独作用Penh更低（图 2）。

2.4 BALF中IL-6、PGF2α检测结果

BALF中IL-6哮喘组较对照组显著升高（P<0.05），

氯喹+地塞米松组BALF中IL-6较哮喘组显著降低（P<

0.05）。BALF中PGF2α哮喘组较对照组有所升高，CQ较

哮喘组有所降低，但差异均不具有显著性。地塞米松治

疗组BALF中PGF2α较哮喘组显著降低（P<0.01），氯喹+

地塞米松组 BALF 中 PGF2α较哮喘组显著降低（P<

0.001），较地塞米松单独用药效果更好（图 3）。

3 讨论

支气管哮喘是由多种细胞和细胞组分参与的气道

Differential leukocyte count (%)
Group n Total cells (×104/ml)

Eosinophil Neutrophil Lymphocye Macrophage

C 6 5.0±0.6a 0.1±0.0a 2.1±0.0b 44.7±0.0 53.3±0.0

A 7 57.1±6.7 4.1±0.0 35.1±0.1 10.2±0.1c 50.2±0.1

CQ 9 31.0±5.6bd 0.9±0.0a 8.7±0.0b 22.1±0.0e 68.2±0.1

D 9 23.0±1.2a 1.0±0.0a 2.6±0.0a 25.3±0.0 71.0±0.1

C+D 7 17.2±3.9a 0.7±0.0a 4.1±0.0a 24.2±0.0 70.9±0.1

aP<0.001 vs asthma group; bP<0.01, vs asthma group; cP<0.001 vs control group; dP<0.01 vs control group; eP<0.05 vs
control group.

表 1 支气管肺泡灌洗液细胞总数和白细胞分类
Tab.1 Number of the total cells and leukocyte subsets in the BALF (Mean±SD)

图 1 各组小鼠肺组织病理切片HE染色
Fig.1 Pathological changes of the lung
tissues of the mice in each group (HE
staining, original magnification: ×100). C:
Cibtrikm; C + D: Asthma; CO: Asthma
treated with chlorlquine; A: Asthma
treated with dexamethasone; D: Treated
with chloroquine and dexamethasone.

Histological symptoms
Group n Score

Peribronchiolitis Perivasculitis Alveolitis

C 7 0.0±0.0a 0.0±0.0a 0.1±0.1b 0.1±0.1a

A 10 1.1±0.1 1.2±0.1 1.3±0.3 3.6±0.3

CQ 5 0.6±0.2 0.6±0.2 0.6±0.2 1.8±0.6c

C+D 5 0.4±0.2c 0.2±0.2b 0.4±0.2 1.9±0.6a

D 5 0.8±0.2d 0.4±0.2c 1.0±0.0 2.2±0.4
aP<0.001 vs asthma group; bP<0.01 vs asthma group; cP<0.05 vs asthma

group; dP<0.05 vs control group. All data are represented as Mean±SE.

表 2 各组小鼠肺组织病理评分
Tab.2 Histopathological score of lung tissues in mice of each
group

图 2 各组小鼠在不同浓度乙酰甲胆碱吸入时呼气阻
力的变化
Fig.2 Expiratory resistance after methacholine
challenge in different groups. *P<0.05, ***P<0.001.
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慢性炎症性疾病，这种慢性炎症与气道高反应性相关，

其具体发病机制至今尚未完全清楚。气道高反应性表现

为气道对各种刺激因子出现过强或过早的收缩反应，是

哮喘发生发展的重要因素。本研究在小鼠清醒无约束

的状态下测定肺功能，以 Penh 作为气道缩窄的指数来

反映气道高反应的程度［13-15］，即Penh 值越高，气道反应

性越高。本研究结果显示，哮喘组小鼠在吸入25 mg/ml、

50 mg/ml 乙酰甲胆碱时 Penh 均较对照组明显升高（P<

0.001），证明哮喘组小鼠存在气道高反应性。400 μg

CQ+4 μg D腹腔注射，可明显改善风湿性关节炎小鼠的

症状［8］。体外实验表明［9-10］，即使有β2-肾上腺素受体的

耐受，CQ浓度依赖性地激活苦味受体促进气道平滑肌

松弛。本研究发现，400 μg的CQ在每次OVA雾化激发

前腹腔注射即可明显降低哮喘小鼠的 Penh（P<0.001），

与D（P<0.001）作用相当，说明CQ可抑制哮喘小鼠气道

高反应性，与文献［9-10］结果一致。

病毒感染常诱发哮喘发作，IL-6 参与了RSV延迟

中性粒细胞和嗜酸性粒细胞凋亡的效应，预先用氯喹处

理则可废除这种抗凋亡效应；抑制NF-κB可抑制 IL-6

的产生［11］。中性粒细胞和嗜酸性粒细胞是哮喘发生发

展的重要参与者，这些细胞的凋亡延迟可能是哮喘发生

发展的重要原因。用氯喹抑制这种抗凋亡效应则能起

到保护哮喘的作用。本研究发现，哮喘组小鼠BALF中

炎症细胞数量（P<0.001）、嗜酸性粒细胞比例（P<

0.001）、中性粒细胞比例（P<0.01）均较对照组显著升

高。CQ治疗可显著降低哮喘小鼠BALF中炎症细胞数

量（P<0.01）、嗜酸性粒细胞比例（P<0.001）、中性粒细胞

比例（P<0.01）。D治疗亦可显著减少哮喘小鼠BALF中

炎症细胞数量（P<0.001）、嗜酸性粒细胞比例（P<0.001）、

中性粒细胞比例（P<0.001）。两药合用效果更好。二者

合用时可显著降低哮喘小鼠BALF中的炎症因子 IL-6

水平（P<0.05），较D治疗组BALF中IL-6水平显著降低

（P<0.05）。哮喘小鼠气道周围炎症（P<0.001）、血管周

围炎症（P<0.001）、肺泡间质炎症（P<0.01）和肺组织病

理评分（P<0.001）较对照组小鼠显著升高。CQ可明显

降低哮喘小鼠肺组织病理评分（P<0.05），D可显著降低

哮喘小鼠血管周围炎症（P<0.05）评分，CQ与D合用时

则可显著降低哮喘小鼠气道周围炎症（P<0.05）、血管周

围炎症（P<0.01）和肺组织病理评分（P<0.001）。二者合

用较单独用药效果更好。结果提示，在哮喘小鼠，D与

CQ合用可更好地抑制 IL-6产生，减少BALF中中性粒

细胞和嗜酸性粒细胞发挥抗哮喘炎症的作用。

研究发现［8］，在培养的巨噬细胞中，CQ和GC可协

同转录抑制编码PLA2G4A和若干趋化因子的基因。

cPLA2具有游离Ca+依赖性地选择性的作用于花生四

烯酸［16-19］。有研究报道，豚鼠变应性哮喘时，肺组织磷脂

酶A2（phospholipaseA2, PLA2）活性提高，用氯喹预处

理后，则PLA2活性降低［20］。PGF2α作为PLA2 作用于花

生四烯酸的一种重要的下游产物，作用于气道平滑肌

时，使气道平滑肌收缩。本实验结果显示，哮喘组PGF2α

水平较对照组有所升高，但差异不具有显著性，考虑与

对照组例数过少且对照组和哮喘组组内变异均较大有

关，同时，哮喘小鼠本身存在气道高反应性，引起其气道

平滑肌收缩所需PGF2α阈值较正常小鼠低，一定程度升

高的PGF2α即可引起哮喘小鼠气道平滑肌收缩。CQ可

一定程度降低哮喘小鼠BALF中PGF2α水平，但差异不

具有显著性，考虑可能与CQ治疗组和哮喘组组内变异

均较大有关。D可显著降低哮喘小鼠BALF中PGF2α水

平（P<0.01），CQ 与 D 合用可明显的降低哮喘小鼠

BALF中PGF2α水平（P<0.001）。结果提示，PGF2α参与

了小鼠哮喘气道平滑肌的收缩，D可抑制PGF2α的产生，

发挥舒张气道平滑肌的作用，与CQ合用可更好地抑制

PGF2α的产生，取得更好的效果。活体小鼠体内自身存

在低水平的D，故CQ单独使用时，也可一定程度降低

PGF2α水平。其具体机制有待进一步实验证实，可能CQ

作为一种溶酶体抑制剂，抑制了对GR的降解，而促进D

发挥抗炎作用。

综上所述，CQ可抑制哮喘小鼠气道高反应性；与D

合用可抑制IL-6产生，减少BALF中中性粒细胞和嗜酸
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图 3 各组小鼠支气管肺泡灌洗液 IL-6（A）和 PGF2α（B）
水平
Fig.3 Changes of IL-6 (A) and PGF2α (B) in the BALF in
each group. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs asthma group.
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性粒细胞发挥抗哮喘炎症的作用；与D合用可更好地抑

制PGF2α的产生，促进气道平滑肌舒张。临床与D合用

可能减少D使用剂量，促进其发挥抗炎作用。
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