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慢性阻塞性肺病模型大鼠肺组织树突状细胞的数量变化及药物干预效果
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［摘要］　目的：观察慢性阻塞性肺病（ＣＯＰＤ）大鼠肺组织局部树突状细胞（ＤＣ）的存在状况，并探讨吸入糖皮质激素布地奈德

及抗胆碱能受体支气管扩张剂异丙托溴铵对ＣＯＰＤ大鼠肺部ＤＣ数目的影响。方法：６０只健康雄性ＳＤ大鼠随机分为４组

（ｎ＝１５）：正常对照组、ＣＯＰＤ模型组、布地奈德组、异丙托溴铵组。后３组用两次气管内注入脂多糖（ＬＰＳ，２００μｇ／只）及熏香

烟４周的复合刺激法建立大鼠ＣＯＰＤ模型，布地奈德组、异丙托溴铵组于第８天起每天吸入相应药液。于第３１天处死，肺组

织切片 ＨＥ染色观察病理改变，免疫组化染色观察 ＤＣ的表达。结果：ＣＯＰＤ模型组、布地奈德组、异丙托溴铵组均出现

ＣＯＰＤ的特征性病理改变，且肺组织内ＤＣ的数量明显高于正常对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；布地奈德组ＤＣ数目则

较ＣＯＰＤ模型组明显减少（Ｐ＜０．０１），异丙托溴铵组ＤＣ数目与ＣＯＰＤ模型组比较差异无统计学意义。结论：ＤＣ在ＣＯＰＤ的

发病机制中有重要作用，糖皮质激素布地奈德干预可以降低ＣＯＰＤ大鼠肺部ＤＣ的数量，异丙托溴铵则无此作用。
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境和遗传双重因素的影响［１］。树突状细胞（ｄｅｎｔｒｉｔｉｃ
ｃｅｌｌ，ＤＣ）是体内最重要的专职抗原递呈细胞，只有
它可以激活初始型 Ｔ淋巴细胞。近期研究［２］发现

ＤＣ可能参与了ＣＯＰＤ的绝大多数的病理过程。本
研究通过免疫组化方法测定ＣＯＰＤ大鼠肺部ＤＣ数目
的改变，同时观察吸入糖皮质激素布地奈德及抗胆碱
能受体支气管扩张剂异丙托溴铵对ＣＯＰＤ大鼠肺部

ＤＣ数量的影响，以探讨ＤＣ与ＣＯＰＤ发病的相关性，
以及吸入布地奈德及异丙托溴铵对ＤＣ的影响。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　布地奈德（普米克令舒）购
自ＡｓｔｒａＺｅｎｃａ公司，异丙托溴铵（爱全乐）购自Ｂｏｅ
ｈｒｉｎｇｅｒＩｎｇｅｌｈｅｉｍ 公司，抗大鼠 ＤＣ 单克隆抗体
（ＯＸ６２）购自Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ公司，ＳＰ试剂盒购自美国

ＭａｘｉｍＢｉｏｔｅｃｈ公司。

１．２　模型制备与分组　ＣＯＰＤ模型参照文献［３］制

备。４周龄雄性健康ＳＤ大鼠６０只，购自第二军医
大学实验动物中心，体质量（１５０．３±６．６）ｇ，随机分
为４组：正常对照组（Ａ组），ＣＯＰＤ模型组（Ｂ组），
布地奈德治疗组（Ｃ组），异丙托溴铵治疗组（Ｄ组），
每组１５只。Ｂ、Ｃ、Ｄ组大鼠关在染毒箱内（采用玻璃
自制，３０ｃｍ×３０ｃｍ×９０ｃｍ），每天上午熏１支牡丹
烟（上海卷烟厂生产，烤烟型，每支含焦油１３ｍｇ、烟
气烟碱１．０ｍｇ、烟气一氧化碳１２ｍｇ）０．５ｈ×２次
（间隔２ｈ），１、１４ｄ气道内滴入脂多糖（ＬＰＳ，Ｓｉｇｍａ
公司）２００μｇ（０．２ｍｌ），滴入脂多糖当日不予被动吸
烟。Ａ组不熏烟，仅第１、１４天气道内注入０．２ｍｌ生
理盐水。Ｃ组于制作模型第８天起每日下午在２８Ｌ
密闭箱内以雾化器雾吸１次皮质激素布地奈德２ｍｇ
（４ｍｌ）；Ｄ组于制作模型后第８天起雾吸支气管扩张
剂异丙托溴铵１ｍｇ（４ｍｌ），吸入方法及时间同Ｃ组。

１．３　标本采集及 ＨＥ染色　４组大鼠均于实验第

３１天以戊巴比妥４０ｍｇ／ｋｇ腹腔内注射麻醉，剖腹，经
腹主动脉放血处死大鼠，迅速开胸取右肺中下叶分
离，用１０％甲醛固定，常规石蜡包埋切片，ＨＥ染色。

１．４　肺组织免疫组织化学染色　新鲜冷冻组织固
定，切片，１００％丙酮固定２０ｍｉｎ。ＰＢＳ漂洗３×５
ｍｉｎ；３％Ｈ２Ｏ２（８０％甲醇）滴加在切片上，室温静置

１０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗３×５ｍｉｎ；滴加正常与二抗同源血
清封闭液，室温２０ｍｉｎ，甩去多余液体；滴加一抗抗
大鼠ＤＣ单克隆抗体５０μｌ，４℃过夜，ＰＢＳ漂洗３×５
ｍｉｎ；滴加兔抗 ＨＲＰＩｇＧ的二抗４０μｌ，室温静置４５
ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗３×５ｍｉｎ；ＤＡＢ显色５～１０ｍｉｎ，在显
微镜下掌握染色程度；ＰＢＳ漂洗１０ｍｉｎ；苏木精复染

２ｍｉｎ，盐酸乙醇分化，自来水冲洗１０～１５ｍｉｎ；脱
水、透明、封片、镜检。以胞质和胞膜染成棕黄色或
黄色细胞为ＤＣ阳性细胞。对比右中下肺 ＨＥ染色
图片及组织化学图片，确定大鼠肺部 ＤＣ分布。每
张切片取５帧图像（×４０）输入计算机进行分析，分
别计算阳性细胞数，取平均值，计算单位面积肺组织
及气管、支气管内ＤＣ数量。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计
分析，计数资料以珚ｘ±ｓ表示，各组间均数的比较采
用ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　一般表现　Ａ组大鼠无异常表现，体质量增幅
为（６５．２±１１．０）ｇ；Ｂ、Ｃ、Ｄ组大鼠第４周末表现倦
怠，毛发失去光泽，体质量增幅分别为（５２．７±
１０．７）、（４８．２±７．４）、（４８．７±１０．３）ｇ，３组间差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５），但与 Ａ组相比均有明显
减少，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．２　病理形态学改变　（１）大体标本肉眼所见：Ｂ
组大鼠两肺呈膨胀状态，体积增大，肺表面略显不
平，可见小囊泡状突起，未见出血及渗出物；其他各
组大体观差异不明显。（２）光镜下所见：Ａ组病理标
本经 ＨＥ染色后显示大鼠气管、支气管、肺泡结构
完整，细支气管上皮细胞无变性，肺泡腔内无渗出
物，肺泡间隔无增厚。Ｂ组肺组织病理表现出特征
性改变，除了有细支气管狭窄变形外，还见到局灶性
肺泡炎症改变；管壁大量淋巴细胞浸润，细支气管邻
近肺泡隔区域淋巴细胞及中性粒细胞浸润。该区域
也可见局灶性肺泡隔破坏，多个肺泡相互融合，部分
细支气管管壁见平滑肌和胶原纤维组织增生，同时
小动脉管壁增厚，血管内皮细胞和平滑肌细胞增生
（图１）。Ｃ、Ｄ两组病理表现与Ｂ组相似。

图１　ＣＯＰＤ模型大鼠肺组织ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆＣＯＰＤｍｏｄｅｌｒａｔｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．３　ＤＣ数目观察　结果（图２）表明：Ａ组小鼠肺
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部ＤＣ数目稀少，密度为（１．５±０．８）个／ｍｍ２。Ｂ、Ｃ、

Ｄ三组大鼠ＤＣ在肺内主要分布于气管、支气管、肺
泡、脏层胸膜和气管周围相关淋巴组织及血管周围，
以气管周围较为密集。Ｂ组大鼠ＤＣ密度为（２０．３±
５．３）个／ｍｍ２，较 Ａ组明显增加（Ｐ＜０．００１）。Ｃ组

ＤＣ密度为（１２．７±３．７）个／ｍｍ２，与 Ａ组相比明显
增高（Ｐ＜０．００１），但与Ｂ组相比数目明显下降（Ｐ＜
０．００１）。Ｄ组ＤＣ密度为（１８．９±４．５）个／ｍｍ２，与Ｂ
组比较ＤＣ数目无差异（Ｐ＝０．４４）。

图２　各组肺组织ＤＣ免疫组织化学染色图

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｌｕｎｇＤＣｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＣＯＰＤｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＣＯＰＤｒａｔｓｒｅｃｅｉｖｉｎｇｉｎｈａｌａｔｉｏｎｏｆｂｕｄｅｓｏｎｉｄｅ；Ｄ：ＣＯＰＤｒａｔｓｒｅｃｅｉｖｉｎｇｉｎｈａｌａｔｉｏｎｏｆｉｐｒａｔｒｏｐｉｕｍ

ｂｒｏｍｉｄｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

３　讨　论

　　ＣＯＰＤ的发病机制目前尚未明确，研究［１］认为

ＣＯＰＤ的发病机制受环境和遗传的双重作用。环境
因素中，吸烟和感染被认为是最主要的两个因素。
香烟烟雾中的丙烯醛、氢氰酸和甲醛等，能破坏纤毛
上皮细胞，使纤毛脱落，细胞坏死，继而增生变
厚［４５］。烟雾含大量氧自由基，活化的肺泡巨噬细胞
和中性粒细胞生成更多的氧自由基［１］，这些内、外源
性自由基可造成组织损伤。烟雾可提高气道上皮和
肺泡上皮的通透性，使之更易遭受蛋白酶攻击，造成
蛋白酶／抗蛋白酶系统失衡，促使肺气肿形成，还可
增加肺组织对细菌感染的易感性［４５］。下呼吸道感
染更加重ＣＯＰＤ相关的支气管肺损害，形成恶性循
环，致使病理不断进展。本研究以熏烟和气道内滴
入ＬＰＳ模拟这一病理过程建立ＣＯＰＤ大鼠动物模
型，４周后模型组各大鼠出现毛色萎黄，活动能力下
降，咳嗽及呼吸道分泌物增加，病理形态学检查与文
献［６７］报道类似，符合ＣＯＰＤ典型病理表现，提示模
型构建成功。

　　ＤＣ是功能最强的抗原递呈细胞（ＡＰＣ），来源于
骨髓前体细胞，具有独特的刺激初始型Ｔ细胞增殖
的功能，在启动免疫反应和决定免疫走向方面起关
键作用［８］。ＤＣ存在于整个肺组织，主要位于支气管
上皮和上皮下组织以及支气管相关的淋巴组织中，
在上皮中约３０％的ＤＣ是ＣＤ１ａ（＋），支气管肺泡灌

洗液（ＢＡＬＦ）、肺泡腔和肺泡壁仅含少量ＤＣ，这样
的分布有利于其及时捕获和处理吸入抗原及维持气

道上皮屏障功能完整［９］。Ｄｅｍｅｄｔｓ等［１０］研究发现，

ＣＯＰＤ患者小气道内ＤＣ的数目明显增加，ＤＣ的浸
润与ＣＯＰＤ严重程度正相关，提示ＤＣ在ＣＯＰＤ病
理发展过程中扮演重要角色。本研究发现 ＣＯＰＤ
模型组大鼠肺部ＤＣ数量较正常对照组明显增加，
使用布地奈德、异丙托溴铵治疗后ＤＣ数量仍明显
高于正常对照组。细胞数量的增加可能是细胞流入
的增加、局部的增殖、长期的存活、或者是流出的减
少所引起。烟雾暴露可以引起野生型小鼠肺部ＤＣ
数目明显增高，而在ＣＣＲ６受体缺乏小鼠中这种增
加明显减弱［５］。ＣＯＰＤ患者肺部ＣＣＬ２０及其受体

ＣＣＲ６明显增高［１０］，考虑到ＣＣＬ２０是吸引ＤＣ到炎
症部位最有力的诱导物质，那么 ＣＣＬ２０及其受体

ＣＣＲ６的增高提示ＤＣ数目的增多很可能是细胞聚
集的结果。

　　在慢性烟雾吸入与小鼠气道 ＤＣ的研究中发
现：在吸烟２４周时小鼠气道ＤＣ数目明显增加（１０
倍的增加），同样在肺组织中也有１．５倍的增加［１１］。
从慢性烟雾吸入小鼠的肺部分离ＤＣ和巨噬细胞，
发现肺泡灌洗液及肺组织中ＤＣ数目在吸烟６个月
后明显高于对照组（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０５）［１２］。这些
结果与本实验结果相似。但也有相反的实验结果，

Ｒｏｂｂｉｎｓ等［１３］将小鼠暴露于２支香烟／ｄ，１周５ｄ，
共持续２～４个月，发现ＤＣ在肺组织中的数目明显
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下降。这可能与动物模型的差异有关。因为 Ｒｏｂ
ｂｉｍｓ等［１３］还发现气道炎症在戒烟小鼠中仍持续存

在。此外，Ｌａｐｐｅｒｒｅ等
［１４］报道，ＣＯＰＤ患者中吸烟

者与不吸烟者气道 ＤＣ数目没有差异，由此推测

ＣＯＰＤ患者气道 ＤＣ数目升高并不仅是吸烟的缘
故，可能与肺部感染对ＤＣ在肺部的迁徙有一定影
响有关。Ｖａｓｓａｌｌｏ等［２］以熏香烟复合ＬＰＳ刺激法建
立大鼠ＣＯＰＤ模型，观察到其可诱导ＤＣ的免疫调
节和促炎症反应；也有研究［１５］发现ＣＯＰＤ气道炎症
的发展伴随着菌群的定植。本研究就是采用在熏香
烟４周复合ＬＰＳ刺激法建立了大鼠ＣＯＰＤ模型，所
以，我们可以考虑ＣＯＰＤ中ＤＣ的增加可能部分归
结为细菌在气道的定植。

　　糖皮质激素治疗已广泛用于哮喘，但对ＣＯＰＤ
的治疗作用目前仍存在争议。现有的资料认为吸入
皮质激素可改善ＣＯＰＤ的症状，其具体机制尚不清
楚，可能是通过皮质激素在局部的抗炎作用来完成
的［３］。本研究结果显示布地奈德组 ＤＣ 总数较

ＣＯＰＤ模型组显著降低，提示吸入皮质激素通过减
少ＤＣ来部分改善气道腔以中性粒细胞为主的炎
症，但吸入皮质激素对组织病理学及呼吸功能改变
尚无明显影响。抗胆碱能受体药异丙托溴铵目前已
广泛用于ＣＯＰＤ的治疗。ＣＯＰＤ时，受胆碱能神经
支配的气道平滑肌张力增加，并在很大程度上与气
流阻塞的可逆成分相关。吸入异丙托溴铵具有一定
的扩张支气管、促进纤毛功能及黏液清除的作用。

Ｔａｓｈｋｉｎ等［１６］通过一项随机双盲试验发现，Ｍ 型胆
碱受体拮抗药噻托溴铵对ＣＯＰＤ患者肺功能及临
床症状的改善具有长期效应。但本研究发现吸入胆
碱受体拮抗药异丙托溴铵后大鼠肺组织ＤＣ数量与

ＣＯＰＤ模型组相似，肺组织病理表现与ＣＯＰＤ模型
组相比也未见明显改善，可能原因是吸入胆碱受体
拮抗药并未能从根本上解决气道炎症。

　　总之，本研究提示ＤＣ可能参与了ＣＯＰＤ的发
病过程，吸入皮质激素对这一过程有明显的影响，而
吸入胆碱受体拮抗药则无明显影响。但目前对

ＣＯＰＤ发病过程中机体细胞免疫所起作用的研究仍
比较欠缺，ＤＣ在ＣＯＰＤ过程中所扮演角色，以及其
通过何种方式起作用仍需进一步研究。
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