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卡介苗对哮喘小鼠肺组织中 PPAR-γ表达的影响及意义
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摘要 目的：探讨卡介苗对哮喘小鼠肺组织中 PPAR-γ表达的影响及其意义。方法：30只健康雄性昆明种小鼠随机化原则分成正
常对照组（A组）、哮喘模型组（B组）和卡介苗干预组（C组），每组 10只。卵蛋白致敏法复制哮喘模型，B组小鼠于实验的第 1、8、
15天分别给予卵蛋白与氢氧化铝混合腹腔注射。第 22天开始给予卵蛋白溶液以压缩雾化器为动力雾化吸入激发哮喘，每日一
次，每次 30min。连续激发 7天；C组小鼠每周一次皮内注射 0.025mg BCG，连续 3次，距首次皮内注射 4周后按 B组方法致敏和
激发；A组予以等量生理盐水代替致敏液及雾化液进行腹腔注射与雾化吸入。检测细支气管炎症细胞浸润及肺组织病理，
RT-PCR和 western blotting方法检测肺组织 PPAR-γ的表达情况。结果：哮喘组出现了明显气道炎症细胞浸润，上皮脱落、炎性细
胞渗出、结构紊乱、PPAR-γ表达下降。卡介苗干预组炎症细胞数下降，炎症反应减轻，PPAR-γ表达明显增加，差异具有统计学
意义（P<0.01）。结论：卡介苗可通过上调表达 PPAR-γ，减少炎症细胞的浸润，抑制炎症反应，从而可能防止气道重塑，该研究为卡
介苗提供新的临床应用领域。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of bacillus Calmette-Guerin (BCG) on the expression of peroxisome prolifera-
tor-activated receptor-γ (PPAR-γ) in the lung tissue of asthmatic mice and its significance. Methods: Thirty adult male Kunming mice
were randomly divided into three groups (n=10): the control group (group A), asthmatic group (group B), BCG group (group C). The
asthmatic model was established by the ovalbumin challenge method. Mice in group B were given ovalbumin and aluminum hydroxide
mixture by intraperitoneal injection at 1, 8, 15 day. Mice were inhaled ovalbumin solution drived by compressed Atomizer for asthma
once a day (every 30min) from 22 day and continuously challenged for 7 days. Mice in group C were weekly given 0.025mg BCG by in-
tradermal injection and continuously injected for 3 times. After 4 weeks, mice were sensitized and challenged by the method as group B.
Mice in group A were given normal saline solution. The bronchiole inflammatory cell infiltration, remodeling index and lung tissue
histopathological were observed. Expressions of PPAR-γ in lung tissue were assayed by RT-PCR and western blotting. Results: There
were obviously bronchiole remodeling response and inflammatory cell infiltration in group B, which can be inhibited by BCG. RT-PCR
and western blotting showed that the expression of PPAR-γ in lung tissue was down-regulated in group B compared to that of group A
(P<0.05). While the expression of PPAR-γ in lung tissue was increased in group C after BCG treatment. Conclusion: BCG reduced infil-
tration of inflammatory cells and inhibited the inflammatory response to prevent airway remodeling by up-regulating the expression of
PPAR-γ. The study provides a new clinical application for BCG.
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前言

支气管哮喘（简称哮喘）的患病率，死亡率逐年上升，全世
界支气管哮喘患者约 1亿人，成为严重威胁人类健康的主要慢

性疾病。但其发病机制尚不完全清楚，因此尚无很好的防治方
法。近年来发现，过氧化物酶体增殖物激活受体 -γ（peroxi-
some proliferator-activated receptorγ, PPAR-γ）在炎性细胞、
呼吸道上皮、支气管黏膜下层、呼吸道平滑肌均有表达，具有抑
制炎症、诱导细胞分化、抑制增殖、诱导凋亡等作用[1]。卡介苗
（BCG）是结核杆菌条件培养 230代后得到的减毒活疫苗，主要
用于防治结核。它具有很强的非特异性免疫刺激作用，它在纠
正 Th1/Th2细胞因子平衡，诱导 Th2型向 TH1型细胞转化，减
少炎症反应的发生中发挥着重要作用。本实验旨在探讨卡介苗
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对哮喘小鼠肺组织中 PPAR-γ表达的影响，从而为卡介苗提
供新的临床应用。

1 材料与方法

1.1 动物模型及分组
40只健康雄性昆明种小鼠（由湖南中医药大学实验动物

中心供），8周龄，体重 20±2g。按编号抽签方法随机分为正常
对照组（A组），哮喘模型组（B组），卡介苗干预组（C组）。参照
文献[2]方法并加以改良制备哮喘模型。B组：小鼠正常饲养 4
周后于实验的第 1、8、15天每只小鼠分别给予 0.1ml 10%卵蛋
白（OVA）与 0.2ml 10%氢氧化铝混合腹腔注射。第 22天开始
将小鼠置于自制密闭透明雾化吸入箱内，给予 10ml 1%卵蛋白
溶液以压缩雾化器为动力雾化吸入激发哮喘，每日一次，每次
30min。连续激发 7天，观察并记录小鼠呼吸及全身情况。以出
现呼吸增快、打喷嚏、口周发绀、腹肌痉挛、点头呼吸为激发成
功。C组：将分为 C组的小鼠每周一次皮内注射 0.025mg BCG，
连续 3次，距首次皮内注射 4周后按 B组方法致敏及激发，建
立哮喘模型方法处理。A组：予以等量生理盐水代替致敏液及
雾化液进行腹腔注射与雾化吸入，其余步骤同哮喘模型组。
1.2 支气管肺泡灌洗及细胞计数

各组小鼠最后一次雾化 24小时后，称量体重，腹腔注射
10%的水合氯醛（0.6g/kg）麻醉，小鼠四肢松弛后固定于手术台
上，分离出气管及左右主支气管，结扎右主支气管，5号针插入
气管，手术线结扎，钳子固定，然后用 PBS液灌洗左支气管肺
泡并收集支气管肺泡灌洗液（BALF），每次注入 0.6ml，反复冲
洗 3次后吸出，共 3次。每次灌洗后立即回收，回收率 70%
-80%。支气管肺泡灌洗液（BALF）置 1.5ml离心管中，于 4℃，
2000转 /分，离心 10分钟，弃上清液，沉淀物重悬于 100μl的
PBS中，以血细胞计数板做细胞计数，得出每毫升 BALF中的
细胞总数。余下的细胞沉淀用于涂片，经瑞氏染色，在油镜下进
行白细胞分类，至少计数 200个白细胞作细胞分类计数，算出
中性粒细胞、淋巴细胞及嗜酸性粒细胞数。
1.3 小鼠肺组织的病理分析

制备肺组织匀浆后，余右肺组织置于 4%的多聚甲醛固定
液中固定 24小时。然后酒精梯度脱水，石蜡包埋切片，厚度
4μm，以苏木素 -伊红（HE）染色，参照文献[3]评定支气管周围
的炎症细胞浸润程度。0-4级：0，没有炎症细胞浸润；+，0-25%
细胞浸润；++，25%-50%细胞浸润；+++，50%-75%细胞浸润；
++++，75-100%细胞浸润。
1.4 逆转录 -聚合酶链反应（RT-PCR）测肺组织 PPAR-γmRNA
表达

右肺组织 0.1g，参照江刚等[4]实验步骤检测 PPAR-γ mR-
NA表达。 (1) PPAR-γ 上游引物：5'-CTGCTCCACACTAT-
GAAGAC-3'；下游引物：5'-ACAGTTTCTCTTTCTCAGCC-3'扩
增产物片断长为 465bp；(2) 内参照 β-actin 上游引物：5'-GC-
CAACCGTGAGAAGATGAC-3'；下游引物：5'-CTGTGTTG-
GCATAGAGGTC-3'（引物均由上海生工合成)扩增产物片断长
为 358bp。
1.5 Western blot检测肺组织 PPAR-γ蛋白表达

取小鼠右肺组织 0.1g，剪碎，加入 RIPA裂解缓液裂解，冰

上裂解 30min后，于 4℃离心 10min，取上清液，BCA试剂测定
蛋白含量后，1×SDS凝胶加样缓冲液调蛋白浓度使各组一致
（50μg/20μl），在 100℃加热 10min使蛋白质变性。聚丙烯酰
胺凝胶进行电泳分离，转 PDVF膜，丽春红染色观察转移效果，
并确定蛋白质分子质量标准位置。用含 5%脱脂奶粉的 TBST
封闭 2小时，按 1:200加入兔抗鼠 PPAR-γ一抗，4℃孵育过
夜，TBST洗三次，1:2000加入辣根过氧化物酶标记二抗，室温
1小时，TBST洗三次后，用 western blot荧光检测试剂盒显示
结果于 X光片。Epson 1650 photo扫描仪收集图像，用 Lab-
work S图像分析系统对Western blot结果进行吸光度扫描，以
对照组的面积灰度值为 100%与实验组进行比较和半定量分
析。
1.6 统计学处理

数据采用均数±标准差（x±s）表示，用 SPSS13.0 统计软
件进行分析。多组样本比较采用单因素方差分析，并行 LSD两
两比较，各指标间行直线相关性分析，P < 0.05为差异有统计学
意义。

2 结果

2.1 小鼠哮喘模型建立
在小鼠哮喘模型建立期间，卵蛋白雾化时模型组（B组）和

BCG治疗组（C组）均有不同程度哮喘症状，B组和 C组先后
各 2只和 3只小鼠出现抽搐，脱离雾化吸入后症状自行缓解，
正常对照组（A组）未见哮喘症状。末次诱喘后观察动物，发现
B组小鼠有明显的喘息，呼吸急促（呼吸频率 >200次 /分），C
组小鼠的喘息和呼吸急促症状较 B组为轻（150次 /分 <呼吸
频率 <200次 /分），A组无喘息和呼吸急促（呼吸频率 <150次
/分）。
2.2 BCG治疗后对各组哮喘小鼠 BALF中白细胞总和分类细
胞数的影响

模型组（B组）与正常对照组（A组）比较，BALF中白细胞
总数，分类细胞数（包括中性粒细胞、嗜酸性粒细胞和淋巴细
胞）均明显升高（P<0.01）；BCG治疗组（C组）与模型组（B组）
比较，明显降低 BALF中白细胞总数，分类细胞数（P<0.05），结
果详见表 1。
2.3 BCG治疗后对各组哮喘小鼠支气管炎性细胞浸润及气道
重塑的影响

病理学 HE染色发现：正常对照组（A组）细小支气管及肺
泡结构正常，支气管纤毛排列整齐，支气管黏膜上皮完整，未见
炎症细胞浸润（如图 1A所示）；而哮喘组（B组）气道壁粘膜、粘
膜下、肺间质、小血管周围可见大量的炎性细胞（以中性粒细
胞、嗜酸性粒细胞、淋巴细胞为主）浸润，粘膜明显充血水肿，气
道粘膜层及粘膜下层明显增厚，杯状细胞大量增生，上皮细胞
坏死和脱落，气道内有大量的粘液栓及脱落的粘膜上皮，支气
管粘膜皱壁增多卷屈，管腔狭窄（如图 1B所示）。BCG治疗组
（C组）气道壁粘膜、粘膜下、小血管周围可见程度较轻的炎性
细胞（以中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、淋巴细胞为主）浸润，粘膜
轻度充血水肿，气道粘膜层及粘膜下层轻度增厚，杯状细胞轻
度增生，上皮细胞有少量坏死和脱落，气道内有少量的粘液栓
及脱落的粘膜上皮，支气管粘膜皱壁增多卷屈情况较哮喘组（B
组）为轻（如图 1C所示）。
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2.4 BCG治疗后对各组哮喘小鼠肺组织 PPAR-γ mRNA表达
的影响

RT-PCR结果显示：正常对照组（A组）小鼠肺组织中
PPAR-γ mRNA高水平表达，哮喘模型诱导成功后，模型组（B
组）小鼠肺组织中 PPAR-γ mRNA表达水平显著降低（P＜
0.01），而 BCG治疗后，与模型组比较，BCG治疗组（C组）小鼠
肺组织中 PPAR-γ mRNA表达水平明显增加（P＜0.05）（如图
2所示）。
2.5 BCG治疗后对各组哮喘小鼠肺组织 PPAR-γ蛋白表达的
影响

同样，western结果显示：正常对照组（A组）小鼠肺组织中
高表达 PPAR-γ蛋白，哮喘模型诱导成功后，模型组（B组）小
鼠肺组织中 PPAR-γ 蛋白表达水平显著降低（P＜0.01），而
BCG治疗后，与模型组比较，BCG治疗组（C组）小鼠肺组织中
PPAR-γ蛋白表达水平明显增加（P＜0.05）（如图 3所示）。

3 讨论

支气管哮喘是一种气道慢性炎症性疾病，其疾病的发生发
展由多种细胞包括气道炎症细胞、结构细胞（如嗜酸粒细胞、肥
大细胞、T淋巴细胞、中性粒细胞、平滑肌细胞和气道上皮细胞
等）和细胞组分（cellular elements）参与[5]。本研究通过卵蛋白复
制小鼠的急性哮喘模型，结果显示，哮喘小鼠气道壁粘膜、粘膜
下、肺间质、小血管周围可见大量的炎性细胞（以中性粒细胞、
嗜酸性粒细胞、淋巴细胞为主）浸润，粘膜明显充血水肿，气道
粘膜层及粘膜下层明显增厚，杯状细胞大量增生，上皮细胞坏
死和脱落，气道内有大量的粘液栓及脱落的粘膜上皮，支气管
粘膜皱壁增多卷屈，管腔狭窄，提示支气管出现了重塑，表明哮

喘模型复制成功。
过氧化物酶体增殖物激活受体 -γ（peroxisome prolifera-

tor-activated receptorγ, PPAR-γ）是一种核受体超家族中的转
录因子，其配体包括类固醇、维生素 D、甲状腺激素、维甲酸受
体等。以往的研究表明，PPAR-γ是调节脂肪细胞分化和脂类
代谢的重要受体[6]。最近研究发现，PPAR-γ在炎性细胞、呼吸
道上皮、支气管黏膜下层、呼吸道平滑肌均有表达，具有抑制炎
症、诱导细胞分化、抑制增殖、诱导凋亡等作用[1]。PPAR-γ相关
信号通路在急性肺损伤、慢性肺炎症、肺动脉高压、肺纤维化中
发挥重要的调节作用[7]。PPAR-γ激动剂通过作用于嗜酸粒细
胞、T淋巴细胞、树突状细胞、肺上皮细胞等，能够减轻过敏性
哮喘小鼠呼吸道炎症[8-10]。

卡介苗（BCG）是结核杆菌培养 230代后得到的减毒活疫
苗，主要用于防治结核。众多研究表明卡介苗在哮喘及变应性
疾病中起重要的免疫调节作用，能够诱导机体产生 Th1免疫反
应，上调 Th1反应，抑制 Th2细胞功能，其机制可能与 BCG诱
导 IFN-γ产生，降低 IL-4、IL-5水平等相关[11]。而卡介苗干预对
PPAR-γ在哮喘小鼠肺组织表达产生影响及意义国内外鲜见
报道。

本研究结果显示，BCG具有改善卵蛋白致喘小鼠哮喘症
状的作用，其喘息和呼吸急促症状较哮喘模型小鼠为轻。同时，
组织病理学检测发现，BCG明显缓解了哮喘小鼠支气管慢性
病变的进程，减轻支气管炎症反应。我们进一步探讨了 BCG改
善卵蛋白致喘小鼠哮喘症状的机制，研究发现，在正常对照组，
PPAR-γ的表达无论在 mRNA水平还是在蛋白水平均有高水
平的表达，经过卵蛋白致喘，哮喘模型小鼠的 PPAR-γ的表达
量在 mRNA水平和蛋白水平均显著下调，其差异具有显著性

注：*与对照组（A组）比较 P＜0.01；**与哮喘组（B组）比较P＜0.05

Note : compared with A,*P＜0.01; compared with B,**P＜0.05

表 1 各组哮喘小鼠肺泡灌洗液白细胞总数及分类细胞数情况（x±s）（×106/L）
Table 1 The total number of white blood cells and the number of categories cells in BALF of asthmatic mice in each group (x±s) (×106/L)

组别
Groups

鼠数（n）
mice (n)

白细胞总数
WBC

中性粒细胞数
neutrophils

嗜酸性粒细胞数
eosinophils

淋巴细胞数
lymphocytes

A 10 0.78±0.135 0.061±0.018 0 0.067±0.016

B 10 1.65±0.151* 0.217±0.220* 0.15±0.021* 0.164±0.017*

C 10 1.26±0.226** 0.15±0.020** 0.098±0.021** 0.147±0.016**

图 1 BCG治疗后哮喘小鼠肺支气管组织病理学改变（HE，×100）：A为对照组；B为哮喘组；C为 BCG治疗组
Fig1 Histopathological change of bronchial in asthmatic mice (HE staining,×100). A, Control group; B, Asthma group; C, BCG group
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图 2 BCG治疗后哮喘小鼠肺组织 PPAR-γ mRNA的表达变化，A为
PPAR-γ表达的 RT-PCR结果，条带从左至右分别为：正常对照组
（group A）、模型组（group B）、BCG治疗组（group C）。B为 PPAR-γ

的相对表达量，与模型组比较，* P<0.01，**P<0.05，n=3。
Fig.2 The expression of PPAR-γ mRNA in lung tissue of asthmatic mice
after treatment of BCG. A, lines from left to right: line 1, normal control
group (group A); line 2, model group (group B); line 3, BCG group (group

C). B, the relative expression of PPAR-γ mRNA compared with the
internal standard. The results were obtained from at least three independent

measurements. * P<0.01, **p < 0.05 compared to model group.

图 3 BCG治疗后哮喘小鼠肺组织 PPAR-γ蛋白的表达变化，A为
PPAR-γ表达的 western结果，条带从左至右分别为：正常对照组

（group A）、模型组（group B）、BCG治疗组（group C）。B为 PPAR-γ
的相对表达量，与模型组比较，* P<0.01，**P<0.05，n=3。

Fig.3 The expression of PPAR-γ protein in lung tissue of asthmatic mice
after treatment of BCG. A, lines from left to right: line 1, normal control
group (group A); line 2, model group (group B); line 3, BCG group (group

C). B, the relative expression of PPAR-γ mRNA compared with the
internal standard. The results were obtained from at least three independent

measurements. * P<0.01, **p < 0.05 compared to model group.

意义（P＜0.01），有趣的是，经过 BCG的治疗后，与模型对照组
比较，PPAR-γ的表达量在 mRNA水平和蛋白水平均有明显
上调，其差异具有显著性意义（P＜0.05），提示 BCG可能通过
PPAR-γ介导的信号通路抑制炎症反应和改善卵蛋白致喘小
鼠哮喘症状。其详细的具体机制尚不清楚，还需要进一步探讨。
哮喘的病因和发病机制还不完全清楚，是一个复杂的过程，包

括免疫 -炎症反应，气道重塑反应，氧化应激等及其相互作用。
综上所述，BCG在卵蛋白致敏支气管哮喘急性模型中对调控
哮喘气道炎症反应可能具有调节作用，BCG可能通过上调表
达 PPAR-γ，减少炎症细胞的浸润，抑制炎症反应，从而有效防
止气道重塑，进而有效地改善哮喘疾病的症状，该研究为卡介
苗提供新的临床应用领域。
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