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布地奈德对哮喘小鼠模型 ＩＬ⁃２２ 的调控作用
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　 　 【摘要】 　 目的　 观察白介素 ２２（ＩＬ⁃２２）在哮喘模型中的作用，研究布地奈德对哮喘小鼠模型气道炎症及 ＩＬ⁃
２２ 的调控作用。 方法　 ２４ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机分为对照组、哮喘模型组和布地奈德组 ３ 组，用卵清蛋白（ＯＶＡ）致
敏、激发小鼠以制备哮喘模型。 小鼠肺组织进行 ＨＥ 及 ＡＢ⁃ＰＡＳ 染色，进行气道炎症评分，ＥＬＩＳＡ 法检测 ３ 组小鼠肺

泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中 ＩＬ⁃２２ 的水平，实时荧光定量 ＰＣＲ 检测小鼠肺组织中 ＩＬ⁃２２ｍＲＮＡ 的表达水平。 结果　 与对照

组相比较，哮喘小鼠肺组织炎症评分增加，ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃２２ 水平增高，肺组织中 ＩＬ⁃２２ｍＲＮＡ 表达水平升高，差异均具

有统计学意义。 给予布地奈德治疗后，小鼠气道炎症评分及肺组织 ＩＬ⁃２２ｍＲＮＡ 的表达水平均较哮喘组降低，差异

具有统计学意义。 结论　 布地奈德对哮喘气道炎症的治疗作用与其抑制肺内 ＩＬ⁃２２ 的表达和分泌有关。
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　 　 哮喘是一种多种细胞及细胞组分共同参与的

异质性疾病，以慢性气道炎症和气道高反应性为主

要特征［１］。 新近研究证实，在哮喘、炎症性肠病、类
风湿关节炎等多种慢性炎症性疾病的进程中，均存

在着以 ＩＬ⁃２２ 分泌亢进或受抑为特征的免疫调节机

制异常［２，３］。 以布地奈德为代表的吸入性糖皮质激

素（ｉｎｈａｌｅｄ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｉｄｓ，ＩＣＳ）是目前控制哮喘气道

炎症的首选治疗措施［４］，ＩＣＳ 控制哮喘的作用机制

涉及 ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃４、ＩＦＮ⁃γ 等多种机制［５ － ９］。 目

前鲜有研究探讨 ＩＣＳ 是否会对哮喘中 ＩＬ⁃２２ 的分泌

和表达产生影响。 本研究通过探讨哮喘小鼠肺组

织中 ＩＬ⁃２２ 的表达水平，以及布地奈德干预后的影

响，探讨 ＩＬ⁃２２ 在哮喘中的作用及 ＩＣＳ 治疗哮喘的

机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ２４ 只，４ 周龄，体重

１２ ～ １４ ｇ，购自北京斯贝福实验动物科技有限公司

［ＳＣＸＫ（京）２０１６ － ０００２］，实验在中国人民解放军

总医院第一附属医院屏障动物实验设施进行

［ＳＹＸＫ（军）２０１２ － ００１３］，按 ３Ｒ 原则给予实验动物

人道关怀。 本实验经中国人民解放军空军总医院

伦理委员会批准进行。
１􀆰 ２　 主要试剂

卵清白蛋白 （ ＯＶＡ， Ａ５２５３ － ２５０ ｇ， 纯度 ≥
９８％ ）、十二水硫酸铝钾（２３７０８６）购自 ｓｉｇｍａ；吸入

用布地奈德混悬液（１ ｍｇ ／ ２ ｍＬ）购自阿斯利康制药

有限公司；ＨＥ 染色试剂盒及 ＡＢ⁃ＰＡＳ 染色试剂盒购

自武汉谷歌生物公司； ＥＬＩＳＡ ＩＬ⁃２２ 试剂盒购自

ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ；ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 动物组织总 ＲＮＡ 提取试

剂盒（ＤＰ４３１）、ＦａｓｔＱｕａｎｔ ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒

（ＫＲ１０６）及 ＳｕｐｅｒＲｅａｌ 荧光定量预混试剂（ＦＰ２０５）
购自天根生化科技有限公司；ＩＬ⁃２２ 引物及内参 β⁃
ａｃｔｉｎ 由上海生工生物工程有限公司合成。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 建模方法

小鼠适应性饲养 ３ ｄ 后，经随机数表法分为 Ａ
组对照组、Ｂ 组哮喘模型组和 Ｃ 组布地奈德组，每组

８ 只。 参考文献［１０，１１］ 建立哮喘模型，Ｂ、Ｃ 组小鼠分

别于实验第 ０、７、１４ 天腹腔注射 ＯＶＡ 致敏液 ０􀆰 ２

ｍＬ（内含 ＯＶＡ １００ μｇ，硫酸铝钾 １ ｍｇ，ＰＢＳ 溶解），Ａ
组腹腔注射 ＰＢＳ 溶液。 自实验 ２１ ｄ 起，将小鼠置于

自制雾化盒内，用空气压缩泵对小鼠进行雾化激

发。 Ａ 组以 ＰＢＳ 激发，Ｂ、Ｃ２ 组以 ５％ 的 ＯＶＡ 溶液

激发，每日 １ 次，每次 ３０ ｍｉｎ，连续激发 １２ ｄ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 给药方法

每次激发前 ３０ ｍｉｎ，给予 Ｃ 组小鼠雾化吸入布

地奈德溶液 ３０ ｍｉｎ，Ａ、Ｂ 组小鼠同时给予生理盐水

雾化。
１􀆰 ３􀆰 ３　 一般情况观察

实验过程中注意观察小鼠是否出现挠耳抓鼻、
打喷嚏、弓背直立、腹肌抽搐、烦躁不安等行为学

改变。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 检测支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中

ＩＬ⁃２２ 的水平

１％的戊巴比妥钠麻醉小鼠后，引颈法处死小

鼠，将小鼠置于 ７５％酒精中浸泡 ２ ｍｉｎ，切开颈胸部

皮肤，逐层分离组织，充分暴露气管，在气管上段做

一横行切口，以 ２１ Ｇ 的注射器针头行气管插管，结
扎右肺，以注射器吸取 ０􀆰 ３ ｍＬ 的 ＰＢＳ 溶液，经气管

插管缓慢注入小鼠左肺进行灌洗，待 ＰＢＳ 溶液完全

进入左肺后缓慢回抽。 重复以上过程 ３ 次，３ 次灌

洗的总回收率约为 ６０％ 。 回抽后所得液体用单层

纱布过滤，以除去黏液，即刻离心（２０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４℃，
１０ ｍｉｎ），回收上清置于 － ８０℃ 保存，依照 ＩＬ⁃２２
ＥＬＩＳＡ 试剂盒操作步骤检测 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃２２ 的水平。
１􀆰 ３􀆰 ５　 小鼠肺组织病理学检测及炎症评分

取右上叶肺组织，４％的多聚甲醛固定 ４８ ｈ。 石

蜡包埋、切片后进行 ＨＥ 及 ＡＢ⁃ＰＡＳ 染色，观察小鼠

支气管及血管周围嗜酸性粒细胞、中性粒细胞等炎

细胞浸润情况，观察气道杯状细胞增生及黏液分泌

情况，观察小鼠肺组织内是否出现了肺泡壁变薄甚

至断裂，间隔增宽，以及是否存在支气管上皮增生，
基底膜及气道平滑肌增厚，支气管管腔狭窄等典型

哮喘病理学改变。 观察综合文献［１２，１３］ 对各组病理

学进行分级评分并进行统计：０ 分：无炎症细胞；１
分：少许炎症细胞；２ 分：较多分布不均匀的炎症细

胞，或炎症细胞形成环状，层厚为 １ 个细胞；３ 分：大
量分布均匀的炎症细胞，少见聚集成团，或炎症细

胞形成环状；４ 分：大量炎症细胞聚集成团，或炎症

细胞形成环状，层厚 ＜ ４ 个细胞。
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１􀆰 ３􀆰 ６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测小鼠肺组织中 ＩＬ⁃
２２ｍＲＮＡ 的表达

ＩＬ⁃２２ 上游引物 ５’⁃ＣＣＧＡＧＧＡＧＴＣＡＧＴＧＣＴＡＡ
ＧＧ⁃３’，下游引物 ３’⁃ＴＣＴＧＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧＴＣＧ ＴＣＡ⁃
５’。 小鼠肺组织总 ＲＮＡ 采用 ＲＮＡ ｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 提取

试剂盒提取，反转录为 ｃＤＮＡ，之后进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ。
１􀆰 ４　 统计学方法

实验数据以平均数 ± 标准差（ ｘ－ ± ｓ ）表示，采
用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行统计学分析，符合正态分布

及方差齐性的进行单因素方差分析 （ Ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），不符合正态分布及方差齐性的资料进行

Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况观察

哮喘模型组小鼠在激发过程中及激发后均可

观察到挠耳抓鼻、打喷嚏、弓背直立、腹肌抽搐、烦
躁不安等症状，可于短时间内自行缓解。 对照组小

鼠未见上述改变，布地奈德组小鼠以上行为改变与

哮喘模型组比较明显减少。
２􀆰 ２　 小鼠肺组织病理学改变

如图 １、图 ２ 所示，通过 ＨＥ 染色及 ＡＢ⁃ＰＡＳ 染

色可以看到，对照组小鼠支气管及肺泡等肺组织结

构未见异常，仅在黏膜下可见少许散在的炎性细

胞，血管及支气管周围无炎性细胞浸润，未见杯状

细胞增生，也无肺泡壁变薄、断裂及间隔增宽等现

象。 哮喘模型组小鼠的病理切片可观察到明显的

气道炎症反应，显微镜下可观察到小鼠肺泡壁变

薄、甚至有些已经发生断裂，肺泡之间间隔增宽，支
气管及血管周围可见大量嗜酸性粒细胞、中性粒细

胞浸润，并伴有杯状细胞大量增生，黏液分泌增多

的现象。 哮喘小鼠肺组织同时伴发了支气管上皮

增生，基底膜及气道平滑肌增厚，及支气管管腔狭

窄等重塑性改变。 给予布地奈德干预后，小鼠支气

管及血管周围嗜酸性粒细胞、中性粒细胞等炎细胞

浸润较模型组减少，杯状细胞增生减少，支气管上

皮增生，基底膜及气道平滑肌增厚，及支气管管腔

狭窄等病理学改变明显改善。
２􀆰 ３　 肺组织病理学炎症评分

如图３ 炎症评分结果显示：哮喘模型组的炎症评分

明显高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），布地奈德组炎症评分高于

对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但低于哮喘模型组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 小鼠 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃２２ 水平的变化

３ 组 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃２２ 的水平如图 ４ 所示。 与对

照组相比较，哮喘组 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃２２ 的水平明显增高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 布地奈德组小鼠 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃２２ 的水

平高于对照组，但较哮喘模型组明显下降 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

图 １　 ＨＥ 染色下小鼠肺组织镜下观（× ４００）
Ｆｉｇ． １　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 ２　 ＡＢ⁃ＰＡＳ 染色下小鼠肺组织镜下观（× ４００）
Ｆｉｇ． ２　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ（ＡＢ⁃ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ）
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注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；
与哮喘模型组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ３　 布地奈德对哮喘小鼠肺组织炎症评分的影响（ｎ ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，

∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｓｔｈｍａ ｇｒｏｕｐ．
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｕｄｅｓｏｎｉｄｅ ｏｎ ｍｕｒｉｎｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｓｃｏｒｅｓ ｆｏｒ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
与哮喘模型组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ４　 支气管肺泡灌洗液中 ＩＬ⁃２２ 的水平（ｎ ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｓｔｈｍａ ｇｒｏｕｐ．
Ｆｉｇ． ４　 Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃２２ ｉｎ ｔｈｅ

ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ

２􀆰 ５　 小鼠肺组织中 ＩＬ⁃２２ ｍＲＮＡ 的表达水平

３ 组小鼠肺组织中 ＩＬ⁃２２ ｍＲＮＡ 的表达水平如

图 ５ 所示。 统计表明，与对照组比较，哮喘组肺组织

中 ＩＬ⁃２２ ｍＲＮＡ 的表达水平明显增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
给予布地奈德、黄芪甲苷治疗后，ＩＬ⁃２２ ｍＲＮＡ 水平

较哮喘组下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），黄芪甲苷组小鼠肺组织

中 ＩＬ⁃２２ ｍＲＮＡ 水平在数值上低于布地奈德组（Ｐ
＞ ０􀆰 ０５）。

３　 讨论

ＩＬ⁃２２ 属于 ＩＬ⁃１０ 细胞因子家族，可由 Ｔｈ２２ 细

胞、Ｔｈ１７ 细胞、ＮＫ 细胞、ＤＣｓ、ＬＴｉ⁃ｌｉｋｅ 细胞、固有淋

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；
与哮喘模型组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ５　 肺组织中 ＩＬ⁃２２ ｍＲＮＡ 的表达水平（ｎ ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，

∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｓｔｈｍａ ｇｒｏｕｐ．
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃２２ ｍＲＮＡ ｉｎ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ

巴细胞（ＩＬＣｓ）等分泌，巨噬细胞、ＤＣ 和非免疫细胞

则不产生 ＩＬ⁃２２。 在体内 ＩＬ⁃２２ 的总分泌量中，Ｔｈ２２
约占 ３７％ ～ ６３％ ，是体内 ＩＬ⁃２２ 的主要来源［１４ － １７］。
ＩＬ⁃２２ 生物学效应的发挥依赖于其与 ＩＬ⁃２２Ｒ１ ／ ＩＬ⁃
１０Ｒ２ 受体复合物的结合［１８］，ＩＬ⁃２２ 与受体的特异性

结合依赖于 ＩＬ⁃２２Ｒ１，ＩＬ⁃１０Ｒ２ 则主要参与了细胞内

的信号转导过程［１９］。 ＩＬ⁃２２ 由免疫细胞产生，但由

于免疫细胞不表达 ＩＬ⁃２２Ｒ１，故 ＩＬ⁃２２ 对 Ｔ 淋巴细

胞、Ｂ 淋巴细胞等免疫细胞并不发挥生物学作用，而
呼吸道上皮细胞、呼吸道平滑肌细胞和肺成纤维细

胞等表达 ＩＬ⁃２２ 受体的细胞，常成为其作用的靶

点［２０］。 ＩＬ⁃２２ 在保护皮肤及肺组织粘膜屏障、组织

损伤及哮喘等疾病的发病过程中十分关键［２１ ，２２］，有
研究提示，它很可能是哮喘等炎症性疾病由急性改

变转变为慢性改变的关键性因子之一［２３ － ２５］。 现阶

段对于 ＩＬ⁃２２ 的研究较多是通过采集患者标本进

行，对于 ＩＬ⁃２２ 在动物模型中的研究仍比较少。 哮

喘发病机制复杂，由于不同患者遗传因素、所处环

境、发病原因及病程的不同，常可对研究结果造成

一定的影响。 同时，针对患者的研究也常受到取

材、检测发方法等方面的限制，不利于系统、全面、
客观的探讨 ＩＬ⁃２２ 作用于哮喘的机制。 与之相比，
动物模型更便于控制实验条件，将临床标本研究、
动物模型研究结合起来，有利于我们更系统的认识

ＩＬ⁃２２ 在哮喘中的作用及作用机制，但目前，对于 ＩＬ⁃
２２ 在哮喘小鼠模型中作用的研究还较少。

我们通过对哮喘模型的研究发现，在哮喘病程

的炎症反应阶段，哮喘模型组小鼠 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃２２ 的

水平，肺组织中 ＩＬ⁃２２ ｍＲＮＡ 的表达水平均较哮喘

模型组明显增高，同时哮喘模型组小鼠伴有肺组织
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炎症评分增高，大量嗜酸性粒细胞、中性粒细胞浸

润，杯状细胞增生，黏液分泌增多等气道炎症反应，
甚至出现了支气管上皮增生，基底膜及气道平滑肌

增厚，及支气管管腔狭窄等重塑性改变［２６］。 证实在

哮喘发病的初期，即存在 ＩＬ⁃２２ 表达及分泌水平的

增高，ＩＬ⁃２２ 表达的增加很可能是促进哮喘气道炎症

进行性发展，甚至导致后期气道重塑性改变的的重

要因素之一。
吸入性糖皮质激素（ＩＣＳ）是目前控制哮喘气道

炎症的一线治疗措施，可有效控制哮喘气道炎症反

应的发生，并减缓气道重塑进程，布地奈德作为 ＩＣＳ
中最常应用于临床的一种药物，已被证实可通过影

响 Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ、Ｔｈ１、Ｔｈ２ 等多种炎症细胞及炎性细胞

因子，抑制哮喘的发展 ［５ － ９］。 目前尚无研究探讨吸

入性糖皮质激素是否会对 ＩＬ⁃２２ 的表达和分泌产生

影响。 本研究发现，布地奈德可有效降低哮喘小鼠

ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃２２ 的水平，以及肺组织中 ＩＬ⁃２２ ｍＲＮＡ
的表达水平，提示 ＩＣＳ 治疗哮喘的机制可能与其具

有降低 ＩＬ⁃２２ 表达水平有关。
综上所述，本研究结果提示，ＩＬ⁃２２ 表达水平的

增高是开启哮喘气道炎症及气道重塑进程的炎性

因子之一，布地奈德能通过抑制 ＩＬ⁃２２ 的表达及分

泌，减缓肺组织内炎症反应及气道重塑的发生，从
而对哮喘发挥治疗作用。
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