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基于 TGF-茁1-Smad2信号通路探讨布地奈德对高氧诱导支气管肺
发育不良新生小鼠的保护作用及机制研究 *

李妙晨 卞相丽 郑 芳 蒋 芹 吴志敏△

（上海市第六人民医院临港院区儿科 上海 201306）

摘要 目的：基于转化生长因子 -茁1(TGF-茁1)-母亲 DPP同源物 2(Smad2)信号通路探讨布地奈德对高氧诱导支气管肺发育不良

(BPD)新生小鼠的保护作用及机制研究。方法：将 60只 SD小鼠随机分为对照组、模型组以及布地奈德低 /中 /高等剂量组，每组

12只。对照组暴露于空气中，模型组和布地奈德低、中、高剂量组暴露于高氧环境中，建立 BPD模型。布地奈德低 /中 /高等剂量

组建模 24 h后每日雾化吸入 1 mL/2 mL/4 mL布地奈德混悬液，12 h/次，持续雾化至处死，对照组和模型组建模 24 h后每日雾化

吸入生理盐水，12 h/次。建模 7 d、14 d，HE染色观察各组肺组织形态学变化，Image-Pro Plus 6.0软件测定放射状肺泡计数(RAC)、

肺泡平均截距(MLI)，免疫印迹法检测肺组织 TGF-茁1、Smad2、核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3(NLRP3)、半胱氨酸天冬氨

酸蛋白酶 -1(Caspase-1)蛋白水平，酶联免疫吸附法检测血清白介素(IL)-1茁、IL-18水平。结果：建模 7 d、14 d后，模型组肺组织结构

破坏严重，肺泡结构简单，体积增大，形成肺大疱，组织变形随着建模时间延长而加重。布地奈德低、中、高剂量组肺组织结构破坏

程度随着布地奈德浓度增加而好转，肺泡结构逐渐完整。与对照组比较，模型组建模 7 d、14 d后 RAC明显降低，MLI和肺组织

TGF-茁1、Smad2、NLRP3、Caspase-1蛋白水平及血清 IL-1茁、IL-18水平明显升高(P＜0.05)。与模型组比较，布地奈德低、中、高剂量

组建模 7 d、14 d后 RAC逐渐增加，MLI和肺组织 TGF-茁1、Smad2、NLRP3、Caspase-1蛋白水平及血清 IL-1茁、IL-18水平逐渐降低
(P＜0.05)。结论：布地奈德可能通过调控 NLRP3/Caspase-1信号通路抑制炎症反应，调控 TGF-茁1/Smad2信号通路抑制肺纤维化
进程，在 BPD新生小鼠中发挥保护作用。
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To Investigate the Protective Effect and Mechanism Study of Budesonide
on Hyperoxia-induced Bronchopulmonary Dysplasia in Neonatal Mice Based

on TGF-茁1-Smad2 Signaling Pathway*

To investigate the protective effect and mechanism study of budesonide on hyperoxia-induced bronchopul-

monary dysplasia (BPD) in neonatal mice based on transforming growth factor-茁1(TGF-茁1)-mothers against decapentaplegic homolog 2
(Smad2) signaling pathway. 60 SD mice were randomly divided into control group, model group, low/middle/high dose budes-

onide groups, with 12 mice in each group. The control group was exposed to the air, and the model group and low, medium, and high

dose budesonide groups were exposed to a high oxygen environment to establish a BPD model. 24 h after modeling, the low/medi-

um/high dose budesonide groups was inhaled with 1 mL/2 mL/4 mL budesonide suspension daily, 12 h/times, and continued to atomize

until death, 24 h after modeling, the control group and the model group were atomized and inhaled normal saline daily, 12 h/times. 7 d

and 14 d after modeling, HE staining was used to observe the morphological changes of lung tissue in each group. Radial alveolar count

(RAC) and mean alveolar intercept (MLI) were measured by Image-Pro Plus 6.0 software, and TGF-茁1, Smad2, nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptor protein 3 (NLRP3) and cysteine aspartate protease-1 (caspase-1) protein levels were detected by

Western blotting. Serum interleukin (IL)-1茁 and IL-18 levels were detected by enzyme-linked immunosorbent assay. 7 d and 14 d

after modeling, the lung tissue structure of the model group was severely damaged, the alveolar structure was simple, the volume in-

creased, and bullae were formed, and the tissue deformation increased with the extension of modeling time. The degree of lung tissue

damage in low, medium and high dose budesonide groups improved with the increase of budesonide concentration, and the alveolar

structure was gradually complete. Compared with the control group, the RAC of the model group was significantly reduced at 7 d and 14
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d after modeling, and the MLI and lung tissue TGF-茁1, Smad2, NLRP3, Caspase-1 protein levels and serum IL-1茁, IL-18 levels were sig-
nificantly increased (P＜0.05). Compared with the model group, the RAC of the low, medium and high dose budesonide groups gradually

increased, MLI and lung tissue TGF-茁1, Smad2, NLRP3, Caspase-1 protein levels, and serum IL-1茁, IL-6 levels gradually decreased

(P＜0.05). Budesonide may inhibit inflammatory response by regulating the NLRP3/Caspase-1 signaling pathway, and regu-

late the TGF-茁1/Smad2 signaling pathway to inhibit the process of pulmonary fibrosis, and play a protective role in BPD in neonatal

mice.

Bronchopulmonary dysplasia; Budesonide; Inflammatory response; TGF-茁1; Smad2; NLRP3; Caspase-1

前言

支气管肺发育不良(BPD)是在遗传因素基础上由产前和产

后多种因素相互作用引起的肺损伤和损伤后异常修复所致，是

早产儿最常见的慢性呼吸系统疾病，以肺泡和肺血管发育不良

为主要特征，主要临床表现为进行性呼吸困难和对氧的依赖[1-3]。

糖皮质激素因具有抗炎、缓解支气管痉挛、减轻肺水肿等作用

而被应用于 BPD的治疗中[4]。布地奈德是一种具有高效局部抗

炎作用的糖皮质激素，也是目前唯一被批准的雾化吸入型糖皮

质激素，已被证实对 BPD具有良好疗效，且安全性较高[5]，但尚

不明确其作用机制。目前认为，BPD发生与肺血管发育障碍、炎

症反应、氧化应激、肺纤维化、细胞外基质合成及降解失衡有

关[6,7]。转化生长因子 -茁1(TGF-茁1)对肺组织发育和呼吸功能维
持具有重要作用[8]。母亲 DPP同源物 2(Smad2)蛋白依赖型通路

为 TGF-茁1重要通路，与肺纤维化形成相关[9]。核苷酸结合寡聚

化结构域样受体蛋白 3(NLRP3)为重要固有免疫受体，能通过

激活半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -1(Caspase-1)激活白介素(IL)家

族细胞因子，参与机体炎症反应[10]。本研究旨在观察雾化吸入

布地奈德对 BPD新生小鼠炎症因子、TGF-茁1-Smad2信号通路
和 NLRP3、Caspase-1 蛋白表达的影响，探讨布地奈德改善

BPD的作用和可能机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 清洁级健康出生后 3 d的 SD小鼠 60只，雌

雄不限，由上海市第六人民医院提供，许可证号：SYXK (沪)

2016-0020，所有小鼠均由本院动物中心常规饲养，光照 12 h，

黑暗 12 h，湿度(50± 10)%、温度(25± 1)%。本研究经本院动物

实验伦理委员会批准。

1.1.2 仪器和试剂 蛋白凝胶成像仪：上海天能科技有限公

司，型号：3500；光学显微镜：日本奥林巴斯公司，型号：CX23；

氧箱：英国 DWS公司，型号：H35；低温冰箱：中科美菱低温科

技股份有限公司，型号：DW-HL528-86；酶标仪：雷杜生命科学

股份有限公司，型号：RT-6100；吸入用布地奈德混悬液：国药准

字：H20203063，正大天晴药业集团股份有限公司，规格：2 mL:

1 mg；HE染色试剂盒：上海歌凡生物科技有限公司，货号：

M020；组织蛋白提取试剂盒：上海彩佑实业有限公司，货号：

C-8073；一抗 TGF-茁1、Smad2、NLRP3、Caspase-1，二抗山羊抗
兔 IgG：北京百奥莱博科技有限公司，货号：YT763-QHB、

K28052-WXF、M04359-FWO、K11437-SGM、ARB11900、

ZN1991-KVZ。IL-1茁、IL-18试剂盒：武汉伊莱瑞特生物科技股
份有限公司，货号：E-EL-H0149c、E-EL-M0044c。

1.2 方法

1.2.1 建模和分组 参考 Han等[11]方法建立高氧诱导 BPD模

型，其中 12只小鼠不做任何处理，常规暴露于空气中为对照

组。剩余小鼠暴露于 60%氧浓度氧箱中构建 BPD模型，随机分

为模型组和布地奈德低 /中 /高等剂量组，每组 12只。24 h后

布地奈德低 /中 /高等剂量组建模 24 h后每日雾化吸入 1 mL/

2 mL/4 mL布地奈德混悬液，12 h/次，持续雾化至处死，对照组

和模型组建模 24 h后每日雾化吸入生理盐水，12 h/次。

1.2.2 标本采集和处理 建模 7 d后随机选取各组 6只小鼠，

腹腔注射麻醉处死，腹主动脉采血，3000 r/min离心 10 min(半

径 8 cm)，取上清液，置于 -80℃冰箱保存备用，采用酶联免疫吸

附法检测。打开胸腔，切除部分肺组织，部分肺组织 4%多聚甲

醛中固定，石蜡包埋，用于 HE染色。其余部分盐水漂洗，滤纸

吸干表面水分后置于液氮中保存备用，用于免疫印迹实验。建

模 14 d后采用同样方法处理。

1.2.3 肺组织病理检查 石蜡包埋肺组织连续切片 4 mm，行

HE染色，每个标本随机选取 3张切片，再随机选取 5个视野，

显微镜下观察肺组织形态学变化。选用 Image-Pro Plus 6.0软件

统计各视野放射状肺泡计数(radical alveolar counts，RAC)和计

算肺泡平均截距(mean linear intercept，MLI)，取平均值。

1.2.4 免疫印迹法检测肺组织 TGF-茁1、Smad2、NLRP3、Cas-
pase-1蛋白水平 蛋白提取试剂盒提取肺组织总蛋白，凝胶

电泳分离蛋白质后转 PVDF膜，5%脱脂奶粉封闭 2 h，加入一

抗 TGF-茁1 (1:500)、Smad2 (1:500)、NLRP3 (1:200)、Caspase-1 (1:
500)、GADPH(1:500)，4℃孵育过夜，对应添加二抗，室温孵育 1 h，

曝光，采集图像，选用 Quantity One 4.6软件分析条带灰度值，

以靶蛋白灰度值 /GADPH灰度值为靶蛋白相对表达量。

1.2.5 酶联免疫吸附法检测血清 IL-1茁、IL-18水平 酶联免疫

吸附法检测血清 IL-1茁、IL-18水平。
1.3 统计学处理

选用 SPSS 26.0统计学软件，正态分布且方差齐计量资料

以(x± s)表示，两组间比较采用 t检验；P＜0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠肺组织形态学变化

建模 7 d、14 d后，对照组肺组织结构完整，肺泡排列整齐，

无间隔损伤。模型组肺组织结构破坏严重，肺泡结构简单，体积
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增大，形成肺大疱，组织变形随着建模时间延长而加重。布地奈

德低剂量组肺组织结构破坏严重，体积增大，形成肺大疱，组织

变形随着建模时间延长而有所缓解。布地奈德中、高剂量组肺

组织结构破坏较轻，且随着建模时间延长而缓解。与对照组比

较，模型组、布地奈德低剂量组建模 7 d、14 d后，布地奈德中、

高剂量组建模 7 d后 RAC明显降低，MLI明显增加(P＜0.05)；

与模型组比较，布地奈德低剂量组建模 14 d后，布地奈德中、

高剂量组建模 7 d、14 d后 RAC明显增加，MLI明显降低 (P＜
0.05)；与布地奈德低剂量组比较，布地奈德中、高剂量组建模

7 d、14 d后 RAC明显增加，MLI明显降低(P＜0.05)；与布地奈

德中剂量组比较，布地奈德高剂量组建模 7 d、14 d后 RAC明

显增加，MLI明显降低(P＜0.05)。见表 1。各组肺组织形态学变

化见图 1和图 2。

Note: compared with the control group, aP＜0.05; compared with the model group, bP＜0.05; Compared with low dose budesonide group, cP＜0.05;

compared with medium dose budesonide group, dP＜0.05.

Groups n
RAC(n) MLI(滋m)

7 d after modeling 14 d after modeling 7 d after modeling 14 d after modeling

Control group 6 9.67± 2.52 10.25± 2.75 40.63± 1.32 38.82± 1.71

Model group 6 3.25± 0.86a 1.53± 0.27a 50.25± 1.79a 53.34± 2.20a

Low dose budesonide group 6 3.52± 0.89a 4.52± 0.95ab 49.11± 1.72a 47.82± 2.07ab

Medium dose budesonide group 6 5.96± 1.21abc 8.98± 0.91bc 46.32± 1.84abc 41.07± 1.83bc

High dose budesonide group 6 7.11± 1.18abcd 9.69± 1.67bcd 42.86± 1.35abcd 39.86± 1.08bcd

表 1 各组 RAC和MLI比较(x± s)
Table 1 Comparison of RAC and MLI in each group (x± s)

图 1 各组建模 7d肺组织形态学变化(HE× 400)

Fig.1 Lung histomorphological changes in each group on the 7d after modeling (HE× 400)

Note: a: Control group, b: Model group, c: Low dose budesonide group, d: Medium dose budesonide group, e: High dose budesonide group.

图 2 各组建模 14d肺组织形态学变化(HE× 400)

Fig.2 Lung histomorphological changes in each group on the 14d after modeling (HE× 400)

Note: a: Control group, b: Model group, c: Low dose budesonide group, d: Medium dose budesonide group, e: High dose budesonide group.

2.2 各组肺组织 TGF-茁1、Smad2、NLRP3、Caspase-1 蛋白水平
比较

与对照组比较，模型组、布地奈德低、中、高剂量组建模 7 d、

14 d后肺组织 TGF-茁1、Smad2、NLRP3、Caspase-1蛋白水平明
显升高(P＜0.05)；与模型组比较，布地奈德低、中、高剂量组建

模 7 d、14 d 后肺组织 TGF-茁1、Smad2、NLRP3、Caspase-1 蛋白
水平明显降低(P＜0.05)；与布地奈德低剂量组比较，布地奈德

中、高剂量组建模 7 d、14 d后肺组织 TGF-茁1、Smad2、NLRP3、
Caspase-1蛋白水平明显降低(P＜0.05)；与布地奈德中剂量组

比较，布地奈德高剂量组建模 7 d、14 d 后肺组织 TGF-茁1、

Smad2、NLRP3、Caspase-1蛋白水平明显降低(P＜0.05)。见表2。

2.3 各组血清 IL-1茁、IL-18水平比较
与对照组比较，模型组、布地奈德低、中、高剂量组建模

7 d、14 d后血清 IL-1茁、IL-18水平明显升高(P＜0.05)；与模型

组比较，布地奈德低、中、高剂量组建模 7 d、14 d后血清 IL-1茁、
IL-18水平明显降低(P＜0.05)；与布地奈德低剂量组比较，布地

奈德中、高剂量组建模 7 d、14 d后血清 IL-1茁、IL-18水平明显
降低(P＜0.05)；与布地奈德中剂量组比较，布地奈德高剂量组

建模 7 d、14 d后血清 IL-1茁、IL-18水平明显降低(P＜0.05)。见

表 3。
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Note: compared with the control group, aP＜0.05; compared with the model group, bP＜0.05; Compared with low dose budesonide group, cP＜0.05;

compared with medium dose budesonide group, dP＜0.05.

Note: compared with the control group, aP＜0.05; compared with the model group, bP＜0.05; Compared with low dose budesonide group, cP＜0.05;

compared with medium dose budesonide group, dP＜0.05.

3 讨论

早产儿出生后通常会接受高氧等辅助呼吸，但长时间辅助

呼吸易引起肺损伤，导致 BPD[12-14]。研究显示[3]，极早早产儿与

超低出生体重儿 BPD发生率高达 50%，合并 BPD早产儿并发

症发生率和死亡率远高于一般早产儿，且存活新生儿往往伴有

精神运动发育迟滞、肺功能减退等问题，已成为儿科医师面临

的挑战性难题。布地奈德是一种糖皮质激素，对 BPD的治疗效

果已得到广大医师的肯定[15-17]。本研究结果显示，模型组建模 7

d、14 d后肺组织严重破坏，肺泡结构简单，体积增大，形成肺大

疱，组织变形随着建模时间延长而加重，表明建模成功。布地奈

德低、中、高剂量组肺组织结构破坏程度随着布地奈德浓度增

加而好转，肺泡结构逐渐完整，RAC逐渐增加，MLI逐渐降低，

说明布地奈德能有效改善 BPD导致的肺组织破坏。

炎症能使中性粒细胞聚集于呼吸道和肺组织，影响肺微血

管发育，引起肺泡异常形成，最终导致 BPD[18]。研究表明，脓毒

症可显著增加中重度 BPD患病风险[19]。另有研究报道，IL-1受

体拮抗剂能有效预防高氧诱导的肺泡损伤和气道纤维化[20]。本

研究结果显示，相比对照组，模型组建模 7 d、14 d 后血清

IL-1茁、IL-18水平明显升高，说明 BPD可引起机体炎症反应。

与模型组比较，布地奈德低、中、高剂量组血清 IL-1茁、IL-18水
平明显降低，且随着布地奈德浓度增加而进一步降低，说明布

地奈德能通过降低血清 IL-1茁、IL-18水平，缓解 BPD引起的炎

症反应，发挥 BPD保护作用。尽管大量研究报道炎症反应是

BPD发生的关键，但关于其具体分子通路仍然未阐明[21-23]。核苷

酸结合寡聚化结构域样受体是一类胞浆受体，能启动天然免疫

系统，以维持机体免疫稳态[24]。NLRP3由核苷酸结合寡聚化结

构域样受体激活后形成的一种蛋白复合体，当 NLRP3被激活

后，能促进 pro-Caspase-1聚合催化为 Caspase-1，Caspase-1又

可活化 pro-IL-1茁、pro-IL-18，裂解为 IL-1茁、IL-18，参与人体免
疫炎症反应过程[25]。咖啡因是临床 BPD一线防治药物，研究报

道，咖啡因可抑制脂多糖诱导的 THP-1巨噬细胞中 NLRP3炎

症小体活化[26]。本研究结果显示，相比对照组，模型组建模 7 d、

14 d 后肺组织 NLRP3、Caspase-1 蛋白水平明显提升，说明

BPD中 NLRP3/Caspase-1信号通路被激活，可加重炎症反应。

与模型组比较，布地奈德低、中、高剂量组肺组织 NLRP3、Cas-

pase-1蛋白水平随着布地奈德浓度增加而明显降低，说明布地

奈德可能通过抑制 BPD引起的 NLRP3/Caspase-1信号通路激

活，进而抑制血清 IL-1茁、IL-18水平表达，发挥 BPD保护作用。

研究表明，肺组织异常修复和纤维化过程参与 BPD发生，

新生儿肺发育正处于小管期和囊泡期，抗氧化机制不成熟，此

时给予氧疗会导致肺部过度炎症反应，引起肺泡化和毛细血管

重塑，最终引起肺纤维化[27]。TGF-茁1是目前已知最强的致纤维
化因子，基础研究发现，肺纤维化小鼠肺成纤维细胞和肺支气

表 2 各组肺组织 TGF-茁1、Smad2、NLRP3、Caspase-1蛋白水平比较(x± s)
Table 2 Comparison of TGF-茁1, Smad2, NLRP3 and caspase-1 protein levels in lung tissue of each group (x± s)

Groups n TGF-茁1/GADPH Smad2/GADPH NLRP3/GADPH Caspase-1/GADPH

Control group
7 d after modeling 6 1.00± 0.21 0.96± 0.18 0.16± 0.03 0.13± 0.02

14 d after modeling 6 1.03± 0.31 1.02± 0.23 0.27± 0.04 0.21± 0.03

Model group
7 d after modeling 6 3.75± 0.56a 1.86± 0.56a 0.57± 0.08a 0.57± 0.06a

14 d after modeling 6 3.89± 0.69a 2.52± 0.51a 1.35± 0.12a 0.78± 0.09a

Low dose

budesonide group

7 d after modeling 6 3.12± 0.4ab 1.79± 0.49ab 0.52± 0.06ab 1.23± 0.11ab

14 d after modeling 6 2.99± 0.76ab 1.86± 0.39ab 0.50± 0.05ab 0.62± 0.08ab

Medium dose

budesonide group

7 d after modeling 6 2.51± 0.38abc 1.43± 0.26abc 0.47± 0.09abc 1.02± 0.08abc

14 d after modeling 6 2.43± 0.58abc 1.35± 0.22abc 0.41± 0.07abc 0.54± 0.09abc

High dose

budesonide group

7 d after modeling 6 1.79± 0.36abcd 1.21± 0.22abcd 0.38± 0.06abcd 0.75± 0.09abcd

14 d after modeling 6 1.81± 0.47abcd 1.08± 0.18abcd 0.29± 0.03abcd 0.43± 0.04abcd

表 3 各组血清 IL-1茁、IL-18水平比较 (ng/L，x± s)
Table 3 Comparison of serum IL-1茁 and IL-18 levels in each group (ng/L，x± s)

Groups n
IL-1茁 IL-18

7 d after modeling 14 d after modeling 7 d after modeling 14 d after modeling

Control group 6 11.32± 2.79 11.88± 2.97 127.67± 15.97 136.19± 26.67

Model group 6 37.67± 7.52a 41.33± 6.80a 273.57± 28.11a 482.18± 27.77a

Low dose budesonide group 6 32.18± 6.33ab 27.69± 5.76ab 154.18± 26.69ab 249.70± 27.19ab

Medium dose budesonide group 6 25.16± 5.08abc 21.67± 4.44abc 149.33± 24.77abc 237.21± 26.43abc

High dose budesonide group 6 21.38± 4.07abcd 16.68± 3.16abcd 132.19± 24.89abcd 227.59± 23.20abcd
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管 TGF-茁1 表达显著上调，且与肺纤维化程度呈正相关 [28]。

TGF-茁1通过结合其Ⅱ型受体激活 Smad信号通路，促进成纤

维细胞增殖、分化、生长，抑制肺上皮和内皮细胞增殖及生长因

子释放、肺泡上皮细胞 -间质细胞转化，降低胶原蛋白合成和

降解，导致肺纤维化[29]。近年有研究报道，抑制 TGF-茁1/Smad2
信号通路可改善 BPD肺组织弹性蛋白表达和分布，抑制肺部

纤维化进程[30,31]。本研究结果显示，相比对照组，模型组建模

7 d、14 d后肺组织 TGF-茁1、Smad2蛋白水平明显提升，说明
BPD中 TGF-茁1/Smad2信号通路被激活。与模型组比较，布地
奈德低、中、高剂量组肺组织 TGF-茁1、Smad2蛋白水平随着布
地奈德浓度增加而明显降低，说明布地奈德可能通过抑制 BPD

引起的 TGF-茁1/Smad2信号通路激活，进而抑制肺纤维化进
程，在 BPD中发挥保护作用。

综上所述，布地奈德可能通过调控 NLRP3/Caspase-1信号

通路抑制炎症反应，调控 TGF-茁1/Smad2信号通路抑制肺纤维
化进程，在 BPD新生小鼠中发挥保护作用。
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