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慢性阻塞性肺疾病大鼠模型中痩素及白介素 -8的表达分析
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摘要 目的：观察 COPD大鼠模型中瘦素（leptin）、白细胞介素 8（IL-8）的表达情况，分析其相关性，探讨 leptin在 COPD发生发展
中的作用及意义。方法：36只雄性 SD大鼠随机分为①健康对照组；②COPD模型 1组：分别于第（1、14）d经气管内注入内毒素
200ug,熏 5%香烟（第 1、14d除外），2h/d,共 4周；③COPD模型 2组：单纯熏 5%香烟 2h/d，共 12周。观察肺组织病理变化，免疫组
化法测定 leptin、IL-8在支气管肺组织的表达情况，放免法测定血清 leptin及 IL-8浓度。结果：细胞因子 leptin及炎性因子 IL-8在
支气管肺组织阳性表达。LPS联合熏烟诱导 COPD1组支气管肺组织中 leptin（52.67±04.72）和 IL-8（59.56±3.94）表达较单纯熏
烟诱导 COPD2组 leptin（38.89±2.57）和 IL-8（55.22±3.42）表达明显升高，P<0.05，两组 COPD大鼠模型支气管肺组织中 leptin及
IL-8表达较正常对照组 leptin（16.90±1.52）和 IL-8（28.00±4.24）表达均明显增高，P<0.05，COPD1组血清中 leptin（3.26±0.95）
ng/mL和 IL-8（107.51±13.38）pg/mL较 COPD2组中 leptin（2.42±0.69）ng/mL和 IL-8((94.07±11.20）pg/mL明显增高，P<0.05，两组
COPD大鼠模型血清中 leptin及 IL-8浓度较正常对照组 leptin（0.95±0.56）ng/mL和 IL-8（39.48±6.35）pg/mL浓度显著升高，P<0.
05。血清中 Leptin与 IL-8表达水平呈显著正相关（r值分别为 0.72 0.67 0.84 均 P<0.05）。经过 q检验，两两之间比较均有统计学
意义。结论：leptin和 IL-8均参与 COPD炎症反应过程，并且具有相关性，LPS促进二者的表达。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression matter of leptin and IL-8 in rat models of COPD, and analyse their relevance,
investigate the value of leptin in the development of COPD. Methods: 36 Male SD rats were randomly divided into 3 groups: (1) Control
group: untreated rats;（2）COPD1: rats were intratracheally administered LPS (200 μg) on d 1 and 14 and exposed to 5% smoke for 2 h
daily for 4 consecutive weeks;（3）COPD2: rats were exposed to 5% smoke for 2 h daily for 12 consecutive weeks. To observe the
pathological changes of the lung tissues, and take immunohistochemistry to determine leptin and IL-8 levels expressed in bronchial lung
tissue. Serum leptin and IL-8 concentration was examined by radio-immunity method. Results: The cell factor leptin and inflammatory
factor IL-8 in bronchial lung tissue were positive expressed. The expression of leptin ( 52.67±04.72)and IL-8 (59.56±3.94) in COPD 1
group was higher than that in COPD2 group leptin(38.89±2.57）and IL-8(55.22±3.42), P<0.05; Both leptin and IL-8 expression in two
COPD model groups were higher than that in the normal group (16.90±1.52) and (28.00±4.24), P<0.05; In the COPD1 group, serum
leptin level (3.26±0.95) ng/mL and IL-8(107.51±13.38) levels were markedly higher than that in the COPD2 group(2.42±0.69)ng/ml
and (94.07±11.20) pg/mL, P < 0.05, and these levels in both COPD groups increased dramatically compared with that in controls
(0.95±0.56)ng/mL and IL-8 (39.48±6.35) pg/mL, P<0.05. There was negative correlation between leptin and IL-8 expression（r=0.72
0.67 0.84 all P<0.05）in blood. The comparison between the two groups had statistical significance after inspection. Conclusion: Leptin
and IL-8 play important roles in the occurrence and development of COPD, which is correlated with each other. In addition, LPS
facilitates the expression of leptin and IL-8.
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前言
COPD的特征性改变是气道、肺实质及肺血管的慢性炎
症，具有活性的中性粒细胞、巨噬细胞、T淋巴细胞等炎症细胞
通过释放不同的炎性细胞因子破坏肺脏结构，参与 COPD的发
病过程。有研究显示 leptin是促炎因子，可以促进炎症介质的
释放[1]，在感染和炎症过程中 leptin的生成增加[2]。leptin独立于
营养指标而与 COPD相关[3]。IL-8是选择性中性粒细胞趋化因
子，在 COPD炎症中的作用主要是通过趋化、激活中性粒细胞
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而实现的，并且激活的中性粒细胞合成释放 IL-8增加，形成恶
性循环，是 COPD发病过程中的重要炎症介质，感染是 COPD

发病的重要因素之一，本研究旨在旨在通过不同方法建立

COPD大鼠模型，观察 leptin与 IL-8的表达情况，分析二者相
关性及其与 LPS的相关性，探讨 leptin是否可以作为局部及全
身炎症介质，评估 COPD病情程度。

1 材料与方法

1.1 材料
8周龄清洁级雄性 SD大鼠，体重（200±20）g,购自白求恩医
科大学动物实验中心，实验用烟为大光牌过滤嘴香烟（山西昆明

烟草有限责任公司生产，焦油量 15mg，烟气烟碱量 1.1mg）。
leptin及 IL-8免疫吸附测定试剂盒购自北京博奥森生物技术公
司，放免盒购自北京福瑞生物技术有限公司，LPS购自哈尔滨弘
博鑫业生物公司。
1.2 实验方法
动物分组及吸烟方法：8周龄健康雄性 SD大鼠 36只，体

重(200±20) g，随机分为①健康对照组；②COPD模型 1组：共
4周；③COPD模型 2组：共 12周。分笼饲养于动物实验室，室
温(20±2)℃，湿度 40% -70%，12 h交替采光，普通饲料喂养，
自由饮水进食。参照许三林等的方法自制实验性大鼠被动吸烟
装置(自动助燃烟缸)。健康对照组（Ⅰ组饲养 4周；Ⅱ组饲养 12

周）；COPD1组：分别于第（1、14）d经气管内注入内毒素 200

μg，熏 5%香烟（第 1、14d除外），2h/d，共 4周；COPD2组：单纯
熏 5%香烟 2h/d，共 12周。对照组与吸烟组饲养环境相同，但
不吸烟。
1.3 标本采集
建模成功后以 25%乌拉坦(1000 mg/kg)腹腔注射麻醉,腹
主动脉取血 4 mL，3000 r/min离心 15 min，分离血清后分装至
-70℃冰箱中保存。采用放免法分别检测血清中 leptin、IL-8浓
度,严格按照试剂盒说明书进行操作。同时取大鼠肺脏浸泡在
福尔马林溶液中固定 3-5天，进行石蜡固定，切片，HE染色、免
疫组化。
1.4 免疫组化方法
大鼠肺组织 leptin蛋白及 IL-8的检测取各组大鼠右肺中
叶距肺门 1/3处矢状面横贯取材，在 4℃生理盐水中漂洗干净，
立即投入含有 0.1% DEPC水处理的 4%福尔马林溶液中固定，
用超薄切处机切成 5 um厚的切片。贴于涂有 10%多聚赖氨酸
的载玻片上，用于 leptin及 IL-8的检测。按试剂盒的说明进行
操作。应用 PAS800全电脑病理图像分析仪（美国 Biochem公
司）分析，阳性信号为胞浆 /胞核内棕黄色颗粒，400倍光镜下
选择内径 100-200μm的细支气管连同周围肺泡区，随机选取 3

个视野，计算机测量并计算阳性信号积分吸光度。
1.5 统计学方法
全部数据用 SPSS17.0统计学软件处理，计量资料以 S表
示；组间差异采用方差分析及 q检验，相关性分析采用 Person

分析法，P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般状态
COPD模型组大鼠的体重增长明显缓慢，如图 1所示，模型
组大鼠出现毛发失去关泽，变黄，神情倦怠，活动减少，鼻翼煽

动，口唇紫绀，呼吸急促，喘息等表现。
2.2 病理结果

2.2.1 大体肉眼所见 COPD模型组大鼠肺组织较对照组明显
增大，颜色苍白，表面可见肺大泡形成，表面无出血，无液体渗

出。
2.2.2 光镜下所见 COPD模型组大鼠局灶性肺泡壁增厚，气管
和血管周围有中性粒细胞、淋巴细胞、单核巨噬细胞浸润，局灶
性出血，多灶状小脓肿灶，肺泡壁变薄，靠被膜区域的肺泡壁断

裂，多处肺大泡形成（肺气肿）。（如图 2-4）。

2.2.3 免疫组化结果 (1) leptin的表达 leptin在支气管肺组织
表达阳性，肺泡壁、炎细胞表达较为明显，正常对照组有少量表
达，COPD组和正常组之间比较，leptin（16.90±1.52）表达显著
增加,差异均有统计学意义。COPD1组（52.67±4.72）和 COPD2
(38.89±2.57)组之间比较,前者 leptin表达明显增加，差异有统
计学意义。经过 q检验，两两之间比较均有统计学意义（如图
5-7，表 1）。

图 1 实验过程中观察到的各组大鼠平均体重变化
Fig.1 Changes in mean body weights of rats

图 2 正常肺组织（HE染色 400倍）
Fig.2 Normal lung tissues (H&E staining, x400)
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(2) IL-8的表达 IL-8在支气管肺组织阳性表达，支气管上
皮、炎细胞表达较为明显，COPD组较正常组（28.00±4.24）间
表达明显增加,差异均有统计学意义，COPD1 组(59.56±3.94)
较 COPD2组(55.22±3.42)表达增加，差异有统计学意义。经过
q检验，两两之间比较均有统计学意义（如图 8-10，表 1）。

2.3 放免结果
COPD1 组血清中 leptin （3.26±0.95） ng/mL 和 IL-8

（107.51±13.38）pg/mL较 COPD2 组中 leptin （2.42±0.69）
ng/mL 和 IL-8 (94.07±11.20）pg/mL明显增高，P<0.05，两组
COPD大鼠模型血清中 leptin及 IL-8浓度较正常对照组 leptin
（0.95±0.56）ng/mL和 IL-8（39.48±6.35）pg/mL浓度显著升
高，P<0.05。经过 q检验，两两之间比较均有统计学意义（表 2）。

图 3 COPD1组（HE染色，400倍）
Fig.3 COPD1 group (HE& staining, x400)

图 4 COPD2组（HE染色 400倍）
Fig.4 COPD2 group (H&E staining, x400)

图 6 COPD1组 Leptin的表达（400倍）
Fig.6 Leptin expression in the COPD1 group (x400)

图 7 COPD2组 leptin的表达（400倍）
Fig.7 Leptin expression in the COPD2 group (x400)

图 5 正常对照组 Leptin的表达（400倍）
Fig.5 Leptin expression in normal lung tissues (x400)

图 8 正常对照组 IL-8的表达（400倍）
Fig.8 IL-8 expression in normal lung tissues (x400)

图 9 COPD1组 IL-8的表达（400倍）
Fig.9 IL-8 expression in the COPD1 group (x400)

图 10 COPD2组 IL-8的表达（400倍）
Fig.10 IL-8 expression in the COPD2 group (x400)
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分组(Group) N Leptin IL-8

正常对照组(Healthy controls)

模型 1组（COPD1）

模型 2组（COPD2）

10

9

9

0.95±0.56

3.26±0.95a

2.42±0.69ab

39.48±6.35

107.51±13.38a

94.07±11.20 ab

表 2 各组大鼠血清 leptin、IL-8的浓度
Table 2 Serum levels of leptin and IL-8 in rats of each group

注：a较正常对照组，P<0.05;b较 COPD1，P<0.05。
Note: aP<0.05 vs. the control group; bP<0.05 vs. the COPD1 group.

分组(Group) N Leptin IL-8

正常对照组(Healthy controls)

模型 1组（COPD1）

模型 2组（COPD2）

10

9

9

16.90±1.52

52.67±4.72a

38.89±2.57ab

28.00±4.24

59.56±3.94a

55.22±3.42 ab

表 1 各组大鼠肺组织 leptin、IL-8的表达
Table 1 Expression of leptin and IL-8 in the lungs of rats

注：a较正常对照组，P<0.05;b较 COPD1，P<0.05。
Note: aP<0.05 vs. the control group; bP<0.05 vs. the COPD1 group.

2.4 相关性分析
leptin和 IL-8在慢性阻塞性肺疾病大鼠的支气管肺组织
的表达中具有相关性（P<0.05），在血清中二者的表达呈显著正
相关，（r值分别为 0.72 0.67 0.84均 P<0.05），COPD1组模型中
二者的表达较其它两组显著增加（P<0.05），提示 LPS促进二者
的表达。

3 讨论

本实验结果表明：两组 COPD组大鼠支气管肺组织及血清
中 leptin及 IL-8表达明显增加，提示它们均参与了 COPD的发
生发展过程，并且起到重要作用。Leptin是由肥胖基因（ob）编
码、脂肪细胞分泌的一种内源性激素，在鼠和人的支气管上皮
肺泡细胞均有表达。Vernooy等发现功能性 leptin信号途径作
用于支气管肺泡上皮，并且在吸烟较多的患者中瘦素表达增

加[4], leptin可调节糖代谢平衡、促进脂肪分解、抑制脂肪合成在
炎症反应和免疫应答中起着重要的调节作用 [5]。COPD患者
leptin水平与正常人相比有所增高 [6]，在鼠肺炎链球菌肺炎模

型中给予注射外源性 leptin可使 BAFL中的中性粒细胞、IL-6
和中性粒细胞趋化因子升高 [7]，Bellmeyer A等的研究发现气管
内滴注 leptin可以引起肺水肿 [8]，Calikoglu等的报道于急性加
重期 COPD患者高水平 leptin致使营养不良进一步恶化, 考虑
与 COPD促进炎症介质释放，加重恶性消耗有关[9]。在免疫系
统中，leptin可以调节免疫细胞的增殖和活化，促进细胞因子
如：IL-6，IL-1β、TNF-α的合成[10]。稳定期 COPD患者的诱导痰
液中可以检测到 leptin, 痰中 leptin 与其他炎性因子如 CRP、
TNF 具有明显相关性 , 提示 leptin 与气道局部炎症相关。
COPD急性发作期患者外周血中 leptin水平升高 [11]，COPD患
者急性加重期血清 leptin水平与急性炎症时相蛋白 CRP呈显
著正相关,与 ALB呈显著负相关，说明 leptin的表达与应激及
炎症反应发生关联[12]。
“细胞因子 -leptin”学说（即炎症状态下 leptin水平增高,高

水平的 leptin可抑制食欲、减少摄入,导致营养不良。）认为：感
染、肿瘤等疾病引起食欲减退、恶病质与多种炎症细胞因子诱
导 leptin生成有关。而实验中观察到模型组大鼠体重增长缓
慢，考虑与吸烟诱导多种炎症介质释放，促进 leptin释放，促进
脂肪分解有关。Hansel.NN等[13]人发现瘦素受体基因的表达与

COPD患者肺功能的下降相关，Battaglia S等认为瘦素在支气
管上皮的表达可能受到炎症反引发的影响[14]，COPD大鼠支气
管肺组织呈现不同程度炎症反应，炎症细胞浸润以中性粒细胞

为主，IL-8是选择性中性粒细胞趋化因子，在 COPD炎症中的
作用主要是通过趋化、激活中性粒细胞而实现的，并且激活的
中性粒细胞合成释放 IL-8增加，形成恶性循环。另有研究表明
肺泡巨噬细胞在吞噬香烟烟雾颗粒后能被激活，产生 IL-8等
趋化介质，放大炎症反应。研究表明 leptin可以诱导内皮细胞
产生大量的 IL-8，同时呈现一种时间和剂量的双重相关性而起
重要的治病作用[15]。BrunoA等[16]的研究中 leptin被认为是中性
粒细胞生存因子，Aaron等研究结果表明 IL-8在 COPD急性加
重期较之稳定期明显增高，且与病情程度呈正相关[17]。IL-8是
在一定程度上反映气道炎症的严重程度 [18]，已有研究证实

leptin在子宫内膜基质细胞和上皮细胞可以刺激 IL-8的产生
[19]。我们的研究显示 leptin与 IL-8在炎症细胞中均有高度表
达，尤其以中性粒细胞为著，并且二者的表达呈显著正相关，但

其具体机制有待进一步研究。
COPD患者反复急性发作常导致病情进展，肺功能恶化，

而反复呼吸道感染是急性发作的主要诱因。LPS是内毒素的主
要毒性成分,可以直接引起呼吸道上皮损伤，趋化并激活中性
粒细胞，促进支气管和肺泡炎症因子的表达，还可以使大鼠大

气道中杯状细胞增生、气道重塑及支气管收缩狭窄，从而在短
期内引起支气管炎症及肺气肿形成。研究表明 LPS是细胞因子
的强烈刺激物，LPS血症时感染除对肺组织的直接作用外，在
其作用下，单核细胞中不同的核因子被激活，各种核因子与相

应的炎性介质基因的启动子结合，该基因表达增强，产生多种
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炎性介质，如：IL-8 TNF-α等。林季等发现 leptin可增强细胞因
子对内毒素的应答[20]。Keicho N等研究发现 COPD病人肺上皮
细胞内可检测到腺病毒 E1A的 DNA及蛋白质。E1A可调节人
肺上皮细胞炎症介质的表达；用 LPS刺激 E1A转染的 A549
人肺上皮细胞后，IL-8mRNA表达增加，IL-8水平也相应升高，
说明病毒感染与 IL-8水平有一定的关系，它可以放大其他刺
激物引起的肺的炎症过程。
观察 LPS联合吸烟建立 COPD大鼠模型与单纯吸烟诱导
的大鼠 COPD模型及正常饲养大鼠中 leptin的表达情况对探
讨 leptin与以气道慢性炎症为特征的 COPD的关系有一定价
值。我们的研究发现熏烟联合气道内注入 LPS组较单纯吸烟组
及正常对照组 leptin和 IL-8的表达均明显增加（P<0.05），说明
LPS 促进二者的产生。 COPD 大鼠支气管肺组织及血清中
leptin及 IL-8表达明显增多，并相互影响，构成复杂的细胞因
子调控网络，在 COPD慢性炎症的发生发展过程起到重要作
用，但是其相互作用的具体机制尚有待进一步研究。同时 LPS
促进二者的表达，COPD患者急性加重多有感染为诱因，故表
明 leptin可以作为 COPD急性加重的炎性标记物并且与病情
严重程度相关。
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