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摘要： 目的 探讨Nod样受体蛋白-3（NLRP3）炎性小体在慢性阻塞性肺疾病（慢阻肺）大鼠气道重塑中的作用。方法 用随

机数字表法将 24只Wistar大鼠均分为慢阻肺组及空白组（各 12只），模型制造成功后测定两组大鼠外周血淋巴细胞NLRP3
mRNA、肺泡灌洗液炎性因子、气管平滑肌厚度水平。结果 慢阻肺组外周血淋巴细胞NLRP3 mRNA水平高于空白组（P<
0.05）。慢阻肺组气管平滑肌厚度为（14.25±0.63）µm2/µm，空白组为（10.44±0.61）µm2/µm，慢阻肺组高于空白组（P<0.05）。与

空白组相比，慢阻肺组肺泡灌洗液的 IL-18［（62.98±1.69）比（36.24±3.45）ng/L］、慢阻肺组肺泡灌洗液的 IL-1β［（54.51±1.91）比

（38.06±0.90）ng/L］水平升高（均P<0.05）。气管平滑肌厚度与外周血淋巴细胞NLRP3 mRNA相对表达量的 r值为0.799；与肺泡

灌洗液 IL-18的 r值为 0.938；与肺泡灌洗液 IL-1β水平的 r值为 0.970（均P<0.05）。结论 慢阻肺大鼠外周血淋巴细胞NLRP3
炎性小体表达水平升高，在其气道重塑中发挥关键作用，为治疗慢阻肺提供了新的靶点。
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Abstract: Objective To investigate the role of Nod like receptor protein-3 (NLRP3) inflammasome in airway remodeling in rats
with chronic obstructive pulmonary disease (COPD).Methods Using the random number table method,24Wistar rats were divided in⁃
to COPD group and control group (12 rats each).The levels of NLRP3 mRNA in peripheral blood lymphocyte, inflammatory cytokines in
bronchoalveolar lavage fluid and airway smooth muscle thickness were measured after the models were successfully established.Re⁃
sults The NLRP3 mRNA level of peripheral blood lymphocytes in COPD group was higher than that in control group (P < 0.05). The
thickness of airway smooth muscle in COPD group was (14.25 ± 0.63)µm2/µm, which was higher than that in control group [(10.44 ±
0.61) µm2/µm] (P < 0.05). Compared with the control group, the levels of IL-18 in BALF of COPD Group [(62.98 ± 1.69) vs. (36.24 ±
3.45) ng/L] and IL-1β in BALF of COPD Group [(54.51 ± 1.91) vs. (38.06 ± 0.90)ng/L] were increased (all P < 0.05). The R value be⁃
tween the thickness of tracheal smooth muscle and the relative expression of NLRP3 mRNA in peripheral blood lymphocytes was
0.799; the R value between the thickness of tracheal smooth muscle and IL-18 in bronchoalveolar lavage fluid was 0.938; the R value
between the thickness of tracheal smooth muscle and IL-1β in bronchoalveolar lavage fluid was 0.970 (all P < 0.05).Conclusion The
increased expression of NLRP3 inflammasome in peripheral blood lymphocytes of COPD rats plays a key role in airway remodeling,
which provides a new target for the treatment of COPD.
Key words: Pulmonary disease, chronic obstructive; Nod signaling adaptor proteins; Interleukin-18; Interleukin-1;
Rats, Wistar; Trachea smooth muscle

慢性阻塞性肺疾病（慢阻肺）是以气流受限持续

存在为特征性病变的气道慢性炎症疾病，随着疾病

的进展，肺功能进行性减退，急性发作事件增加，其

中的一个重要原因是慢阻肺的气道重塑［1］。气道重

塑即气道结构的改变，主要病理改变是气管壁的增

厚及气管平滑肌细胞的增殖，其主要发生机制目前

认为是慢性炎症的反复破坏。Nod样受体蛋白-3
（Nod-like receptor protein-3，NLRP3）近来认为在慢

阻肺、支气管哮喘等疾病的持续恶化中起关键作用，

它被激活是疾病发生发展的主要原因［2］。本研究于
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2018年7月至2019年3月通过制备慢阻肺大鼠模型，

检测外周血淋巴细胞NLRP3 mRNA相对表达量、肺

泡灌洗液炎性因子水平及大鼠气管平滑肌厚度，以探

讨它们间的关系。

1 材料与方法

1.1 动物 24只 1月龄清洁级Wistar大鼠，体质量

范围为 220~250 g，购自上海斯莱克实验动物有限责

任公司［许可证 SCXK（沪）2017-0005］。本研究符合

一般动物实验伦理学原则。

1.2 主要试剂 内毒素（西格玛公司）；SYBR® Pre⁃
mix Ex Taq™ Ⅱ（Tli RNaseH Plus）RR420A（TAKA⁃
RA公司）；TRIzol Reagent（Ambion公司）；红梅牌香

烟（红塔集团）。

1.3 主要仪器与设备 荧光定量 PCR仪（LightCy⁃
cler® 96）罗氏；酶标仪（MK3）Axygen公司；酶联免疫

吸附测定（ELISA）试剂盒（南京建成）；熏烟箱（自备）。

1.4 实验方法

1.4.1 模型的分组和复制 将大鼠以随机数字表

法均分成空白组和慢阻肺组（各 12只）。依据经

典的烟熏加气管静滴内毒素方法复制慢阻肺模

型。方法如下：第 1、14天经气道滴入 1 g/L的内毒

素 2 000 µL，后 2~30 d（第 14天除外），将大鼠放入

5%香烟烟雾中熏0.5 h/d。
1.4.2 苏木精-伊红（HE）染色及支气管平滑肌测

量 （1）石蜡切片制备。取材与固定→水洗→脱水

→透明→透腊→包埋→切片→展片→捞片→贴片

→烤片。（2）HE染色步骤。先后予二甲Ⅰ、Ⅱ苯脱

蜡，续予乙醇水化，再予苏木精染液浸泡、1％盐酸

乙醇分化、1%伊红乙醇染色，后梯度乙醇脱水，再

分别予二甲苯Ⅰ、Ⅱ透明，封片。（3）测量支气管平

滑肌厚度。应用 Image-Pro Plus 6.0软件测定。以管

壁内周长标准化的平滑肌层面积代表平滑肌厚度。

1.4.3 实时聚合酶链反应（Real-time PCR）检测大鼠

外周血淋巴细胞NLRP3 mRNA 取大鼠外周血，分

离出淋巴细胞，加入Trizol提取总RNA，逆转录合成

互补DNA（cDNA）。将获得的 cDNA扩增目的基因。

引物 β-肌动蛋白（β-actin）正向：GGAGAAGATTTG⁃
GCACCACAC，反向：ACACAGCCTGGATGGCTACG，
片 段 长 度 173 bp；NLRP3 正 向 ：AGCTCCTCTGT⁃
GAGGGACTT，反向：GAGCGTCACCACACACAGAT，
片段长度 179 bp。反应条件：95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，
95 ℃ 15 s，共 40~45个循环。上机扩增检测，应用

2-ΔΔCt法计算NLRP3 mRNA的相对表达量。

1.4.4 ELISA测定白细胞介素-1β（IL-1β）、白细胞

介素-18（IL-18） 应用双抗体夹心法 测定肺泡灌

洗液 细胞因子的浓度，依试剂盒使用说明书，用酶标

仪测量吸光度，后通过标准曲线计算细胞因子浓度。

1.5 统计学方法 应用 SPSS 22.0统计软件进行数

据分析。定量资料以 x̄ ± s表示，采用 t检验、Pearson
分析法进行分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组身体情况对比 空白组饮食如常，行动敏

捷，活跃；慢阻肺组渐渐表现为体质量下降、身懒少

动、皮毛无光。

2.2 大鼠肺组织病理 光镜下可见慢阻肺组大鼠

肺组织有许多炎性细胞浸润，以巨噬细胞为主要成

分，肺泡腔内表达为主，见图 1A。空白组大鼠肺组

织小气管黏膜上皮无破损，无炎症细胞集聚，管腔

没有渗出物，见图1B。
2.3 两组大鼠NLRP3 mRNA相对表达量、肺泡灌

洗液炎性因子浓度及气管平滑肌厚度水平差异

慢阻肺组外周血淋巴细胞NLRP3 mRNA相对表达

量、肺泡灌洗液炎性因子浓度及气管平滑肌厚度均

高于空白组（P<0.05）。如表1所示。

2.4 两组大鼠支气管平滑肌厚度与NLRP3 mRNA
相对表达量、肺泡灌洗液炎性因子的 Pearson相关

性分析 气管平滑肌厚度与外周血淋巴细胞 NL⁃
RP3 mRNA相对表达量的 r值为 0.799；与肺泡灌洗

液 IL-18的 r值为 0.938；与肺泡灌洗液 IL-1β水平的

r值为0.970。均P<0.001。
3 讨论

慢阻肺为呼吸系统的常见疾病，防治重点就是

延缓气道重塑的发生，减少急性加重事件的发生，

改善生存质量。气道重塑是气流受限持续存在的

病理学基础，其基本病变为气管平滑肌的增殖，造

成气管管腔狭窄，肺动态及过度充气，极大影响慢

阻肺的预后。气道重塑的机制目前尚未明确，目前

主流的观点认为是慢性气道炎症所致［3-4］。炎性小

体为一种蛋白复合物，其分布于细胞质内，可以被

多种内外源性分子激活［5］。其中NLRP3炎性小体当

前探讨比较深入，多种外源性异物及内源性分子均

可激活它，其可诱导多种成分进行组合，其中包括

NLRP3，就构成了NLRP3炎性小体。NLRP3炎性小

表1 两组大鼠Nod样受体蛋白-3（NLRP3）mRNA相对表达量、

肺泡灌洗液炎性因子浓度及气管平滑肌厚度

水平差异/x̄ ± s

组别

空白组

慢阻肺组

t值

P值

鼠数

12
12

NLRP3
mRNA
0.86±0.19
3.00±0.81
-5.747
0.003

气管平滑

肌厚度/
（µm2/µm）
10.44±0.61
14.25±0.63
-8.260
<0.001

肺泡灌洗

液 IL-18/
（ng/L）
36.24±3.45
62.98±1.69
-12.059
0.001

肺泡灌洗

液 IL-1β/
（ng/L）
38.06±0.90
54.51±1.91
-4.934
0.035
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体在多种与慢性炎症相关的疾病进程里发挥了重

要的作用，如呼吸系统疾病中的慢阻肺、哮喘。目

前还有学者认为，慢阻肺的发生发展，炎性小体持

续被激活起了关键的影响［6］。

慢阻肺是暴露于有害气体后引起气道的异常

炎症反应。本研究通过烟熏大鼠模拟慢阻肺的发

生，并气管内滴入内毒素刺激炎症反应，模型大鼠

的肺组织病理提示造模成功。谢圆媛等研究认为，

持续存在的气道与肺部的炎症是导致慢阻肺病情

持续恶化的重要机制，但导致炎症发生并持续扩散

的机制尚不明确［7］。NLRP3炎性小体是机体固有免

疫系统的识别受体，可通过引起炎症细胞浸润及炎

性因子分泌参与慢阻肺的疾病进程［8-9］。同时，有研

究指出，慢阻肺病人病情恶化的一个重要因素，就

是 IL-1β、IL-18浓度升高［10］。IL-1β是可在机体内起

重要作用的炎性因子，属 IL-1亚家族成员，多种细

胞如淋巴细胞、单核细胞等均能够分泌。既往研究

指出，IL-1β能激活免疫应答，使多种炎性介质及炎

性细胞浸润到支气管黏膜［11-12］。IL-18可由多种组

织细胞分泌，是一种作用强大的细胞因子，可调控

多种细胞的增殖及细胞因子的合成分泌。宋素

莉［13］研究指出，IL-18通过诱导多种炎性介质从而引

起气道重塑。还有研究发现，小鼠肺气肿程度与肺

组织内 IL-18的表达呈正相关［14］。本研究发现，相

对于空白组，慢阻肺组外周血淋巴细胞的 NLRP3
mRNA相对表达量水平升高；同时肺泡灌洗液里的

IL-18、IL-1β在慢阻肺组里的浓度高于空白组。这

表明，外源性信号活化NLRP3炎性小体后，有激活

下游肺泡中炎性因子可能，引起气道炎症，促进了

慢阻肺的进展，这与既往的研究相符合［15］。本研究

也表明了慢阻肺的气管平滑肌厚度高于空白组，随

着慢阻肺疾病的发生及进展，气管平滑肌进行性增

厚，使气道发生重塑；而气道重塑可使肺功能的进

行性下降［16］。因此，对气道重塑的有效干预，是防

治慢阻肺及延缓其疾病进展的重要步骤。

同时，本研究采用Pearson相关分析还发现气管

平滑肌厚度与NLRP3 mRNA相对表达量及肺泡炎性

因子水平有正相关，说明随着炎症反应的增强，慢阻

肺气道重构也随之增强。这与既往研究一致［17］。目

前观点认为，NLRP3炎性小体及产物，可引起慢阻肺

气道的炎性介质及细胞浸润，并刺激气道分泌及合

成细胞外基质，促进气管平滑肌的增殖［15，18］。因此，

NLRP3炎性小体可作为防治气道重塑的一个位点。

本研究通过制备慢阻肺大鼠模型，通过检测气

管平滑肌厚度及外周血淋巴细胞NLRP3 mRNA相

对表达量及肺泡灌洗液里炎性因子浓度，初步表明

了NLRP3炎性小体在慢阻肺气道重塑中的作用，为

我们防治及延缓慢阻肺的发生提供了新的思路。

（本文图1见插图3-2）
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