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前列腺素 D2在小鼠哮喘模型中表达水平的研究 *
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摘要 目的：探讨前列腺素 D2在小鼠哮喘模型中的表达水平。方法：24只小鼠随机均分为四组：正常对照 2周组，正常对照 4周

组，哮喘模型 2周组，哮喘模型 4周组。以卵白蛋白和氢氧化铝混悬液致敏，并予以卵白蛋白雾化激发建立哮喘小鼠模型。末次激

发 24h后，ELISA法检测其血清及支气管肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage fluid,BALF）中前列腺素 D2水平；收集 BALF行嗜酸

性粒细胞（eosinophil，EOS）计数；HE染色观察其肺组织病理改变。结果：与正常对照 2周及 4周组相比，哮喘模型组小鼠肺组织

病理损害明显加重，EOS计数哮喘组显著高于正常组，差异有统计学意义（P<0.05），血清及 BALF中的前列腺素 D2水平明显高

于正常组，差异有统计学意义（P<0.01），而且随着哮喘病程的延长，即哮喘模型 4周组较 2周组的肺组织病理损害更为严重，EOS

计数升高更为显著，血清及 BALF中的前列腺素 D2增多更为明显，差异有统计学意义（P<0.05）。但正常对照 4周组与 2周组比

较，未见明显变化。结论：炎性介质前列腺素 D2水平在哮喘模型中有一定的表达水平，而且随着哮喘病程的延长，前列腺素 D2表

达水平也逐渐升高。
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Study on the Expression Level of Prostaglandin D2 in Mouse Asthma Model*

To investigate the expression level of prostaglandin D2 in mouse asthma model. 24 mice were

randomly divided into four groups: normal control group for 2 weeks, normal control group for 4 weeks, asthma model group for 2 weeks

and asthma model group for 4 weeks. The mice in asthma model group were sensitized by Ovalbumin (OVA) and aluminum hydroxide

(Al (OH)3) suspension and be aerosolized by ova. At the end, the levels of PGD2 in the serum and bronchoalveolar lavage fluid（BALF）

samples were detected through ELISA, and the eosinophils of the BALF were counted, and Hematoxylin and eosin (HE) staining was

performed to observe the lung tissue pathological changes. Compared with the normal groups, the pathological damage of lung

tissues in asthma model group was significantly increased. The eosinophils counting of BALF in asthma group were significantly lower

than those in normal group, and the difference was statistically significant (P<0.05). The PGD2 levels in serum and BALF were signifi-

cantly higher than that in the normal groups, the difference was statistically significant (P<0.01). But, along with the prolonging of dura-

tion of asthma, lung tissue damage of asthma model in 4 weeks group was more serious than that of 2 weeks group, and EOS counts were

higher in serum and BALF, prostaglandin D2 was increased more significantly, and the difference was statistically significant (P<0.05).

But, there was no obvious change between the two normal control groups. The inflammatory mediator, PGD2, has a certain

level of expression in the asthma model, and PGD2 level is gradually increased with the prolongation of the duration of asthma.
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前言

支气管哮喘（bronchial asthma）简称哮喘，是一种常见的慢

性呼吸道疾病。流行病学资料显示[1]，全球约有 3亿哮喘患者，

我国哮喘患者人数在 1500万左右。哮喘的发病率逐年上升，严

重危害人类的健康，已经成为患者家庭和全社会的一个沉重的

负担。普遍认为[2,3]，气道慢性炎症、变态反应、气道高反应被认

为与哮喘的发病密切相关。由于前列腺素 D2（Prostaglandin

D2，PGD2）参与了哮喘的慢性炎症反应过程[4,5]，因此越来越受

研究者们的关注。为进一步阐明 PGD2在哮喘模型中的表达情

况，我们建立小鼠哮喘模型，研究哮喘小鼠体内前列腺素 D2

的表达水平，初步探讨前列腺素 D2在哮喘发病机制中的作用。
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1 材料与方法

1.1 主要仪器和实验试剂

全自动生化分析仪(美国 DADE公司 Dimension RXL）,生

物光学显微镜 (Nikon 日本 )，血细胞计数仪（日本光电

MEK-7222K），卵白蛋白（ovalbumin, OVA, Grade Ⅴ ,美国 sig-

ma公司），氢氧化铝（[AL(OH)3]）（美国 sigma公司），前列腺素

D2 Elisa试剂盒（美国 sigma公司），5%戊巴比妥钠(中国医药

集团上海化学试剂公司)。

1.2 实验动物、分组及实验方法

1.2.1 实验动物及分组 SPF 级健康雌性 BALB/C 小鼠 24

只，体质量 16~20 g，4周龄，购自上海斯莱克实验动物有限责

任公司。各小鼠均分笼（每笼 5只），自由饮用食物和水，12 h昼

夜周期喂养。经标准饲料适应性喂养 2周后随机均分为 4组：

正常对照 2周组，正常对照 4周组，哮喘模型 2周组，哮喘模型

4周组。每组 6只小鼠。

1.2.2 实验方法 小鼠哮喘模型造模方法参照文献[6]并稍作

修改。哮喘模型组：造模第 1天、第 8天分别腹腔注射混悬液体

0.2 mL (内含 20微克 OVA以及 2.25 mg Al(OH)3凝胶)，于第

15天将小鼠置于 20 cm× 20 cm× 15 cm的密闭容器中，使用超

声雾化仪超声雾化 1% OVA气雾剂，每天 1次，每次半小时。

哮喘模型 2周组连续雾化 2周，哮喘模型 4周组连续雾化 4

周。正常对照组：于 D1、D8分别腹腔注射 0.2 mL无菌注射用

水，在第 15天起使用超声雾化仪超声雾化无菌注射用水，每天

1次，每次半小时。正常对照 2周组连续雾化 2周，正常对照 4

周组连续雾化 4周。

1.3 标本采集及处理

1.3.1 支气管肺泡灌洗液中嗜酸性粒细胞计数及 PGD2水平的

测定 小鼠取仰卧位，剪开并分离颈部肌肉，充分暴露气管，

打开胸腔，暴露肺组织，结扎左肺主支气管，用 PBS缓冲液行

右肺支气管肺泡灌洗，每次 0.5mL，重复 3次，回收率在 80%以

上。收集支气管肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage fluid,

BALF）于 1.5 mL Eppendoff管中，离心（2000 r/min，4℃）10

min，取上清 -20℃保存备用用于 ELISA法检测 PGD2水平。离

心后的沉淀用 0.5 mL PBS重悬，取 0.1 mL用血细胞计数仪计

算细胞总数，取 50微升细胞沉淀涂片，干燥固定，经瑞氏染色

显微镜下行分类计数，至少计数 6个视野，至少计数 500个白

细胞行嗜酸性粒细胞（eosinophil，EOS）计数。

1.3.2 血清 PGD2水平的测定 末次雾化后 24 h，摘除小鼠眼

球，眼眶内取血，常温下静置 1小时后 3000 r/min离心 10 min，

获取血清，并保存于 -20℃待用，按照 ELISA试剂盒说明书检

测血清中 PGD2水平。

1.3.3 肺组织形态学观察 处死小鼠后，取其右肺后叶组织于

10%中性福尔马林溶液固定至少 24 h，然后取出制成石蜡切

片，常规苏木素 -伊红染色，光镜下病理组织观察。

1.4 统计分析

数据以均数± 标准差表示，使用 SPSS19.0统计软件包进

行处理，组间比较采用 t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般观察

哮喘模型 2周组小鼠表现为明显竖毛、烦躁不安、搔头挠

背、抓耳挠腮等症状。哮喘模型 4周组小鼠症状则较为严重，大

多表现为腹肌抽搐、二便失禁、喘鸣、呼吸减慢或节律不齐、动

作迟缓或俯伏不动、反应迟钝等症状。这些行为学表现证明哮

喘模型制备成功。正常对照 2周组及正常对照 4周组均无上述

症状。

2.2 肺组织病理性改变

如图 1所示：哮喘模型组（C图及 D图）与正常对照组（A

图及 B图）相比，气道壁增厚明显，管腔可见狭窄，管壁及其周

围大量炎性细胞浸润，且以嗜酸性粒细胞为主。其中模型 4周

组（D图）病变较 2周组（C图）更为严重。正常对照 2周组（A

图）与正常对照 4周组（B图）相比，肺组织病理性改变不明显。

图 1 各组小鼠肺组织光镜结构（HE× 200）

Fig.1 Lung tissue structure of mice in each group under light microscope (HE× 200)

Note: A:normal control group for 2 weeks; B: normal control group for 4 weeks; C: asthma model group for 2 weeks; D: asthma model group for 4 weeks.

2.3 支气管肺泡灌洗液中嗜酸性粒细胞计数

EOS计数在模型 2周组及 4周组都较正常组有明显增多

（P<0.01），而且，与模型 2周组相比，模型 4周组的 EOS计数

增多更加明显（P<0.05）。正常对照 2周组与 4周组相比，嗜酸

性粒细胞计数无统计学差异（P> 0.05）。

2.4各组小鼠血清及 BALF中 PGD2的变化

哮喘组小鼠血清及 BALF中 PGD2水平明显高于正常对

照组，且随着哮喘病程的延长，PGD2水平也逐步升高（如表 2

所示）。

3 讨论

哮喘的病因和发病机制一直都是研究的热点问题。众多研

究资料显示[7,8]，哮喘是一种慢性变态反应性气道炎症（allergic

airway inflammation，AAI），AAI是导致哮喘患者气道高反应性

和气道弥漫性、可逆性阻塞的病理基础。气道内以 EOS浸润为

主的变态反应性炎症是哮喘的主要病理特征[9,10]。哮喘病程越
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Note: *P<0.01, compared with normal control groups in two week's group and four week's group respectively;△ P<0.05, asthma model group in 4 weeks

compared with asthma model group in 2 weeks.

表 1 各组小鼠嗜酸性粒细胞计数比较（x± s）

Table 1 Comparison of the counts of eosinophils in the mice of each group（x± s）

Note: **P<0.01, compared with normal control groups in two week's group and four week's group respectively; △ P<0.05, asthma model group in 4 weeks

compared with asthma model group in 2 weeks.

长，气道阻塞的可逆性就会变得越小，气道重塑（airway remod-

eling）也将越加明显[11,12]，甚至可导致肺功能的不可逆性损害。

哮喘的防控和治疗已经成为亟待解决的热点问题。近年来研究

发现[13,14]，PGD2参与哮喘的炎症过程，对气道炎症起促进作用，

PGD2对 EOS及相关炎症细胞具有双重调节作用，这些强烈提

示了 PGD2在哮喘的发病机制中占有重要位置。

Group/ types of specimen Serum BALF

Normal control group for 2 weeks 267.64± 8.11 23.49± 3.31

Normal control group for 4 weeks 271.52± 5.65 22.30± 1.95

Asthma model group for 2 weeks 408.50± 5.68** 29.32± 1.85**

Asthma model group for 4 weeks 463.89± 9.85**△ 36.33± 3.51**△

表 2 各组小鼠血清及 BALF中 PGD2水平的比较（x± s，pg/mL)

Table 2 Comparison of PGD2 levels in serum and BALF of each group（x± s, pg/mL)

Groups n Eosinophils counting（107/mL）

Normal control group for 2 weeks 6 4.1± 1.5

Normal control group for 4 weeks 6 4.3± 1.2

Asthma model group for 4 weeks 6 17.2± 1.5*

Asthma model group for 4 weeks 6 27.4± 2.1*△

动物实验证实[15]，前列腺素 D2是哮喘气道炎症和气道高

反应性的主要致病因子。PGD2可使外周血中 EOS快速下降，

浸润到气道，进而使得气道产生痉挛、渗出，导致气道重塑，这

与 PGD2活化 EOS上前列腺素 D受体，产生 EOS趋化作用有

关[16]。而且研究还发现[17]支气管肺泡灌洗液中 PGD2增高，这将

更有利于趋化 EOS进入气道。在哮喘患者 BALF中有 PGD2

增高,过敏原激发后 PGD2分泌增多,导致各种 PGD2(CRTH2)

受体的活化, 进而导致各种细胞因子和化学趋化物的产生，引

起淋巴细胞和嗜酸性细胞聚集于抗原激发物的部位,产生一系

列过敏反应[18]。PGD2的增多有可能是患者易于出现哮喘症状

和气道重塑的一个重要原因。PGD2是强大的炎症调节分子[19]，

可以作用于细胞上的不同受体，从而增强或抑制炎症。PGD2

在肺内主要来源于肥大细胞，在哮喘患者 BALF中显著升高[20]。

本实验通过 OVA致敏并反复雾化吸入诱导，成功建立了

慢性哮喘小鼠模型，发现与正常对照组小鼠相比，哮喘模型组

小鼠气道壁增厚明显，支气管管腔可见狭窄，管腔内可见黏液

栓，黏膜及黏膜下层组织增厚，肺泡间隔不同程度增厚，部分肺

泡间隔断裂，肺泡腔融合，管壁及其周围大量炎性细胞浸润，其

中模型 4周组病变较 2周组更为严重（图 1）。同时行支气管肺

泡灌洗，发现 BALF中 EOS计数亦明显高于正常对照组，而且

随着哮喘病程的延长，EOS计数亦明显升高（表 1）。相应地，哮

喘小鼠血清及肺泡灌洗液中 PGD2水平明显高于正常对照组

（表 2），而且诱导哮喘 4周组 PGD2水平升高较诱导哮喘 2周

组更为明显，差异有统计学意义。从而提示哮喘小鼠中 PGD2

与 EOS的调控有关，PGD2可使得外周血中 EOS快速下降，浸

润到气道，BALF中 EOS明显升高，而 EOS在呼吸道炎性反

应、呼吸道高反应性等方面发挥重要作用。

通过本实验，我们发现过敏源（OVA）激发后血清及支气管

肺泡灌洗液中 PGD2分泌增多，从而引起 EOS明显增多，产生

一系列过敏反应。OVA致敏和激发的慢性哮喘小鼠气道 EOS

增多，气道反应性增高，而这一切都与前列腺素 D2增多有关。

另外，本研究结果同时证明，哮喘小鼠体内 PGD2水平较正常

对照组明显升高，且随着哮喘病程的延长，PGD2表达亦逐渐

增多，抑制 PGD2的产生将成为以后哮喘治疗的新的靶点，为

哮喘的防治提供理论依据。
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