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低浓度臭氧暴露对哮喘大鼠支气管肺泡灌洗液炎症因子的影响

Effect of low concentration ozone exposure on inflammatory factor of bronchoalveolar
lavage fluid in asthmatie rats

魏明，刘佳，涂玲，梁颖红，龚艳杰，张宜花，张俊华

(郑州大学第五附属医院，河南 郑州 450052)

摘要: 观察低浓度臭氧 (O3 ) 暴露后过敏性哮喘大鼠支

气管-肺泡灌洗 ( bronchoalveolar lavage fluid，BALF) 中炎症

细胞及 IL-2 等细胞因子的改变情况。结果显示，大鼠气道呈

变应性炎症改变和气道黏膜损伤加重，同时支气管-肺泡灌洗

液中细胞因子发生改变，表明 IL-2、IL-6 和 IL-8 等细胞因子

在 O3 介导的气道炎症过程中起重要作用。
关键词: 臭氧; 哮喘; 支气管肺泡灌洗液; 细胞因子
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臭氧 (O3) 是光化学烟雾的主要成分，研究表明 O3 暴

露是哮喘的促发因素，有多种炎症介质和细胞因子参与了此

作用过程
［1］。本研究观察低浓度情况下，O3 暴露后过敏性哮

喘大鼠支气管-肺泡灌洗 (bronchoalveolar lavage fluid，BALF)

中炎症细胞及 IL-2 等细胞因子的改变情况，现报告如下。
1 材料与方法

1. 1 实验动物及分组

取 6 ～ 8 周龄雄性 Wistar 大鼠 (郑州大学医学院实验动物

中心提供) 60 只，平均体重 (128 ± 12) g，在 22 ～ 25℃、相

对湿度 50% ～60%的清洁环境中分笼饲养，按随机数字表法

分为 4 组: 正常对照组、O3 暴露组、哮喘组和 O3 暴露哮喘

组，每组 15 只。
1. 2 主要试剂和仪器

卵清白蛋白(OVA)和 O3 购自美国 Sigma 公司。大鼠 IL-2、
IL-6、IL-8、NO ELISA 试剂盒是美国 BD 公司产品。
1. 3 动物模型复制

参照文献 ［2］ 方 法 制 备 哮 喘 模 型，取 1 ml 免 疫 原 液

(含卵清白蛋白 100 mg、氢氧化铝 150 mg 及热灭活百日咳杆

菌菌苗 5 × 109
个)，采用 sc 多点注射 ( 两侧腋下、胸部、两

侧腹股沟) 和腹腔注射，同时取免疫原液 1∶ 10 倍稀释，分别

于 1 d、3 d、5 d 超声雾化吸入 20 min 使大鼠致敏; 14 d 用

1%卵清白蛋白超声雾化吸入 20 min 激发哮喘发作，15 d、16

d、17 d 各重复 1 次; 非哮喘组用正常对照代替免疫原液及

1% 卵 清 白 蛋 白。哮 喘 组 和 对 照 组 大 鼠，超 声 雾 化 吸 入

0. 0025% 氯化乙酰胆碱 2 min，观察刺激前后呼吸幅度、频率

与节律变化。
1. 4 O3 暴露

参考文献 ［3，4］，选择 O3 暴露浓度 0. 5 mg /m3，O3 暴

露组和 O3 暴露哮喘组进行 O3 暴露; 正常对照组和哮喘组进

行过滤 (用活性炭过滤) 空气暴露; 暴露时间为 18 d。各实

验组均被急性 1 次暴露，暴露时间为 3 h。实验采用动式暴露

法，用 O3 发生仪发生 O3，用 8810 型紫外吸收式 O3 分析仪测

定各实验组实际 O3 暴露水平，每 30 s 测定并记录 1 次 O3 浓

度值。整个实验过程控制温度和湿度变化在 ± 10%以内。
1. 5 标本采集和保存

于 OVA 末次激发 24 h 内麻醉动物，开腹暴露下腔静脉，

取静脉血 4 ml，肝素抗凝，离心并留取上清液，EP 管分装，

－80℃冰箱中冻存备用。取出左肺组织，用 PBS 行支气管肺

泡灌洗后收 BALF，回收 BALF 离心后的沉淀用无水乙醇固

定，用细胞甩片机将一定数量的灌洗液细胞直接平铺在载玻

片上，晾干后 HE 染色，高倍光学显微镜下计数 200 个细胞进

行分类。再用预冷 PBS 清洗后，放入焦碳酸二乙酯 (DEPC)

处理过的冻存管中， － 80℃ 冰箱中冻存备用。右肺中叶石蜡

包埋，称重右肺其余肺组织 100 mg 后置于匀浆容器中，加入

1 ml 的正常对照，冰浴匀浆，离心留取上清液置于 EP 管中，

－ 80℃冰箱中冻存备用。
1. 6 IL-2、IL-6、IL-8、NO 含量的测定

应用 ELISA 试剂盒检测 IL-2、IL-6、IL-8、NO 水平，实

验步骤按试剂盒说明书进行。根据标准品吸光度 (A) 值，

求出标准曲线回归方程，将样品 A 值代入标准曲线并乘以相

应的稀释倍数，计算出 IL-2、IL-6、IL-8、NO 浓度。
1. 7 统计学处理

采用 SPSS17. 0 软件，所有数据均数 ± 标准差表示，多组

间比较采用方差分析，多组样本均数两两比较，以 P ＜ 0. 05
为有统计学意义。
2 结果

2. 1 O3 对支气管-肺泡灌洗液中细胞分类的影响

O3 暴露组和 O3 暴露哮喘组 BALF 中嗜酸性细胞、淋巴细
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胞和中性粒细胞与正常对照组相比均显著增加 (P ＜ 0. 01)，

表明大鼠气道呈变应性炎症改变; 上皮细胞 (脱落上皮细胞)

亦增加，提示气道黏膜损伤加重; 其中哮喘组大鼠 BALF 炎

症细胞以嗜酸性细胞增加为主，O3 暴露组以非嗜酸性细胞增

加为主，而 O3 暴露哮喘组嗜酸性细胞和中性粒细胞均有显著

增加，呈混合浸润型。详见表 1。
表 1 大鼠支气管肺泡灌洗液细胞变化 (x ± s)

组别 嗜酸粒细胞 淋巴细胞 巨噬细胞 中性粒细胞 上皮细胞

正常对照组 1. 0 ± 0. 7 5. 0 ± 1. 2 92. 1 ± 3. 0 2. 23 ± 1. 2 1. 7 ± 0. 9
哮喘组 25. 4 ± 4. 5＊＊ 12. 0 ± 2. 9＊＊ 48. 9 ± 4. 2＊＊ 10. 1 ± 1. 5＊＊ 4. 9 ± 1. 5*

O3 暴露组 4. 0 ± 1. 4* # 11. 8 ± 2. 8* 72. 4 ± 3. 6* # 6. 1 ± 1. 3* # 6. 0 ± 1. 2*

O3 暴露哮喘组 23. 1 ± 4. 2＊＊ 17. 8 ± 2. 9＊＊ 35. 2 ± 4. 8* 17. 2 ± 2. 8＊＊ 12. 1 ± 1. 6*

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与臭氧暴露组比较，#P ＜ 0. 05。

2. 2 O3 对支气管-肺泡灌洗液中细胞因子的影响

哮喘组 IL-2 显著高于正常对照组 (P ＜ 0. 01)，O3 暴露组

IL-2 和 IL-6 显著高于正常对照组 (P ＜ 0. 01)，O3 暴露哮喘组

IL-2、IL-6 和 IL-8 均显著高于正常对照组，O3 暴露组和哮喘

组比较差异有统计学意义 (P ＜ 0. 01 或 P ＜ 0. 05)。见表 2。
表 2 大鼠支气管肺泡灌洗液细胞因子变化 (x ± s)

组别 IL-2 (μg /L) IL-6 (ng /L) IL-8 (μg /L)

正常对照组 1. 48 ± 0. 24 66. 3 ± 16 0. 23 ± 0. 07
哮喘组 2. 41 ± 0. 37* 69. 8 ± 17* 0. 27 ± 0. 06
O3 暴露组 3. 10 ± 0. 42* # 109. 6 ± 14* # 0. 31 ± 0. 08
O3 暴露哮喘组 3. 46 ± 0. 45* # 121. 4 ± 12* # 0. 56 ± 0. 12* #

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 01; 与哮喘组比较，#P ＜ 0. 01。

2. 3 臭氧对支气管-肺泡灌洗液中 NO 水平的影响

各实验组大鼠 BALF 中 NO 水平与正常对照组比较均有显

著增加 (P ＜ 0. 01 或 P ＜ 0. 05)，O3 暴露哮喘组显著高于 O3

暴露组 (P ＜ 0. 05)。见表 3。
表 3 大鼠支气管肺泡灌洗液中 NO 变化 (x ± s)

组别 NO (μmol /L)

正常对照组 11. 2 ± 3. 4
哮喘组 23. 1 ± 5. 6*

O3 暴露组 15. 2 ± 5. 9*

O3 暴露哮喘组 27. 8 ± 5. 4#

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与哮喘组比较，

#P ＜ 0. 05。

3 讨论

本实验结果显示，正常对照组以非嗜酸性细胞增加为主，

而哮喘组呈嗜酸性细胞和中性粒细胞混合浸润型，表明 O3 暴

露后大鼠气道呈变应性炎症反应，并且表现为不同类型的炎

症细胞浸润。有学者
［5］

认为哮喘患者气道炎症细胞呈混合浸

润时嗜酸性细胞脱颗粒最明显。近年证实，NO 这一高效而多

样性的生物调节分子与免疫系统关系密切，可直接参与细胞

因子特别是与炎症有关的细胞因子的调节。O3 暴露 (6 mg /

m3，6 h) 使正常大鼠肺诱生型一氧化氮合酶 ( iNOS) mＲNA
表达增加，并在暴露后 2 h 达到最大值

［6］，与本研究正常对照

组大鼠在 O3 暴露前后 NO 变化结果一致。NO 可能是通过上调

IL-8 水平从而在 O3 暴露后的持续性气道炎症过程中起重要

作用
［7］。
有学者研究发现 0. 44 mg /m3 O3 暴露 4 h 后，早期可使 IL-6

和 IL-8 分别增加 10 和 6 倍，且与后来多形核细胞 (polymor-
phonuclearneutrophils，PMNs) 的增加相关。另有学者

［8］
观察

了中性粒细胞聚集和 T 细胞在急性炎症反应中的作用，发现

健康人 O3 暴露 (0. 4 mg /m3 2 h，最小通气量 30 L /min) 后

BALF 中 PMNs 和上皮细胞增加了 3 倍，并伴随 IL-8、肿瘤生

长相关因子-α 和总蛋白浓度升高，且 IL-8 及肿瘤生长相关因

子-α 与 BALF 中 PMNs 的比例呈正相关。本实验结果显示，O3

暴露组、哮喘组和 O3 暴露哮喘组大鼠 BALF 中 IL-2 水平与正常

对照组比较均有显著增加，提示 IL-2 在 O3 介导的急性呼吸道

炎症反应过程中起重要作用; IL-6 在 O3 暴露后 (O3 暴露组和

O3 暴露哮喘组) 显著高于对照组，表明 IL-6 在 O3 介导的炎症

反应中是一必要介质; IL-8 在 O3 介导的急性呼吸道炎症反应过

程中起关键作用，本实验 IL-8 仅在 O3 暴露哮喘组显著增加，

提示哮喘大鼠在 O3 暴露后存在更为严重的气道炎症反应。
总之，低浓度 O3 急性暴露可加重哮喘大鼠变应性气道炎

症反应，IL-2、IL-6 和 IL-8 等细胞因子在 O3 介导的气道炎症

过程中起重要作用，NO 在该过程中的作用有待进一步探讨。
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