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摘要:目的 研究盐酸班布特罗对慢性阻塞性肺疾病( COPD) 大鼠的作用机制。

方法 用烟熏法建立 COPD大鼠模型。按照体重将大鼠随机分为 4 组: 正常组
( 10 只) 、模型组( 15 只) 、班布特罗组( 15 只) 、激动剂组( 15 只) 。造模后，班布
特罗组灌胃盐酸班布特罗 2 mg·kg －1，激动剂组在班布特罗组基础上腹腔注射
脂多糖 0. 5 mg·kg －1，正常组和模型组给予同体积生理盐水，1 次 /天，连续 45
d。苏木精 －伊红染色测量气道重构指标; 用酶联免疫吸附法检测白细胞介素 －
8( IL － 8) 含量; 用免疫印迹法检测肺组织 Toll 样受体 4 ( TLＲ4 ) 蛋白表达量、磷
酸化核转录因子 κB p65 ( p － NF － κB p65 ) /NF － κB p65 蛋白表达 ( 灰度值) 。

结果 正常组、模型组、班布特罗组和激动剂组的管壁厚度 /外径分别为
( 6. 27 ± 0. 83) %，( 13. 89 ± 1. 26) %，( 8. 17 ± 1. 10 ) %和( 11. 29 ± 1. 25 ) % ; 这 4

组的 IL － 8 水平分别为( 95. 56 ± 10. 28) ，( 212. 67 ± 29. 67) ，( 145. 87 ± 23. 63) 和
( 180. 66 ± 20. 54) pg·mg －1 ; 这 4 组的 TLＲ4 蛋白表达量分别为 0. 15 ± 0. 03，
0. 70 ± 0. 08，0. 36 ± 0. 04 和 0. 53 ± 0. 06;这 4 组的 p － NF － κB p65 /NF － κB p65

分别为 0. 18 ± 0. 03，0. 77 ± 0. 08，0. 35 ± 0. 05 和 0. 61 ± 0. 07。模型组与正常组
比较，或班布特罗组与模型组比较，或激动剂组与班布特罗组比较，上述指标的
差异均有统计学意义( 均 P ＜ 0. 05) 。结论 盐酸班布特罗可减少 COPD大鼠炎
症介质的释放，抑制气道重构，这可能通过抑制 TLＲ4 /NF － κB 信号通路来
实现。

关键词:慢性阻塞性肺疾病;盐酸班布特罗;气道重构; 炎症介质;基质金属蛋白
酶 － 9
DOI: 10. 13699 / j. cnki. 1001 － 6821. 2022. 01. 006

中图分类号: Ｒ97 文献标志码: A

文章编号: 1001 － 6821( 2022) 01 － 0023 － 04

Abstract: Objective To study the effect and mechanism of bambuterol
hydrochloride on chronic obstructive pulmonary disease ( COPD ) rats.
Methods The rats were established a COPD model by smoking method.
The rats were randomly divided into four groups according to their body
weight: normal group ( n = 10 ) ，model group ( n = 15 ) ，bambuterol
group ( n = 15 ) ，and agonist group ( n = 15 ) . After modeling the
bambuterol group was gavage with bambuterol hydrochloride 2
mg·kg －1，the agonist was gavage with bambuterol hydrochloride 2
mg·kg －1，intraperitoneal injection of lipopolysaccharide ( LPS ) 0. 5
mg·kg －1. The normal group and the model group were given the same
volume of normal saline，once a day，for consecutive 45 d. The airway
remodeling indexes were detected by HE staining. The interleukin － 8
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( IL － 8) content were detected by enzyme － linked immunosorbent assay. The expression ( gray value) of Toll － like
receptor 4 ( TLＲ4) protein and phosphorylated nuclear transcription factor κB p65 ( p － NF － κB p65 ) /NF － κB p65
were detected by Western blotting. Ｒesults The wall thickness /outer diameter of the normal group，model group，
bambuterol group，agonist group were ( 6. 27 ± 0. 83) %，( 13. 89 ± 1. 26) %，( 8. 17 ± 1. 10) %，( 11. 29 ± 1. 25) %.
The IL － 8 levels of the 4 groups were ( 95. 56 ± 10. 28 ) ， ( 212. 67 ± 29. 67 ) ， ( 145. 87 ± 23. 63 ) and
( 180. 66 ± 20. 54) pg·mg －1 . The TLＲ4 protein expression levels of the 4 groups were0. 15 ± 0. 03，0. 70 ± 0. 08，
0. 36 ± 0. 04 and 0. 53 ± 0. 06. The ratio of p － NF － κB p65 /NF － κB p65 of the 4 groups were 0. 18 ± 0. 03，
0. 77 ± 0. 08，0. 35 ± 0. 05 and 0. 61 ± 0. 07. Comparison between the model group and the normal group，or between
the bambuterol group and the model，or the agonist group and bambuterol group，the differences of the factors were
significant ( all P ＜ 0. 05) . Conclusion Bambuterol hydrochloride can reduce the release of inflammatory mediators in
COPD rats，inhibit airway remodeling，and reduce lung pathological changes，which may be achieved by inhibiting the
TLＲ4 /NF － κB signaling pathway.
Key words: chronic obstructive pulmonary disease; bambuterol hydrochloride; airway remodeling; inflammatory
mediators; matrix metallo － proteinase － 9

气道重构是慢性阻塞性肺疾病 ( chronic
obstructive pulmonary disease，COPD) 气道管腔狭窄、气
流受限、肺功能进行性下降的病理基础，与慢性炎症
关系密切［1 － 2］。盐酸班布特罗是肾上腺素 β2受体激
动剂特布他林的前体药物，可松弛支气管平滑肌，改
善 COPD症状［3］。本研究观察盐酸班布特罗对 COPD
大鼠气道重构的影响及可能的作用机制。

材料与方法

1 材料
动物 6 周龄 Wistar 雄性大鼠，体重( 190 ± 20 )

g，购自上海吉辉实验动物饲养有限公司。动物许可
证号: SCXK( 沪) 2017 － 0012。

药品与试剂 盐酸班布特罗片，规格:每片 10 mg，
批准文号: 国药准字 H20030382，批号: 81732 － 46 － 9，
湖南亚大制药有限公司生产。Toll 样受体 4 ( toll like
receptor 4，TLＲ4) 、核转录因子 κB( nuclear transcription
factor κB，NF － κB) 信号通路激动剂脂多糖 ( lipopo-
lysaccharide，LPS) ，上海裕平生物科技有限公司生产;
肿瘤坏死因子 － α ( tumor necrosis factor － α，TNF －
α) 、白细胞介素 － 8 ( IL － 8 ) 、白三烯 B4 ( leukotriene
B4，LTB4) 酶联免疫吸附法( ELISA) 试剂盒，南京卡米
洛生物工程有限公司生产。

仪器 大鼠烟熏箱，上海玉研科学仪器有限公司
产品; HF4500 酶标仪，北京华安麦科生物技术有限公
司产品; BX53 光学显微镜，日本 Olympus 株式会社
产品。

2 实验方法
2. 1 以烟熏法建立 COPD模型［4］

将大鼠置入烟熏箱，每次放进 10只点燃的香烟，持
续烟熏 30 min，每天 3 次，连续 90 d。烟熏过程中模型
组、班布特罗组、激动剂组分别死亡 2，2和 3只。以 HE
染色结果显示出现明显病理变化为建模成功标准。
2. 2 分组与给药［5 －6］

按照体重将大鼠随机分为 4 组:正常组( 10 只) 、
模型组 ( 15 只 ) 、班布特罗组 ( 15 只 ) 、激动剂组
( 15 只) 。造模后，班布特罗组灌胃盐酸班布特罗
( 2 mg·kg －1溶于生理盐水) ，激动剂组在灌胃盐酸班
布特 罗 2 mg · kg －1 的 基 础 上 腹 腔 注 射 LPS
0. 5 mg·kg －1，正常组、模型组给予同体积生理盐水。
每天干预 1 次，连续干预 45 d。
2. 3 组织取材［7］

末次给药后 4 h麻醉处死大鼠，开胸取左肺上叶，
PBS冲洗干净血液后，留取左肺门 1 mm3大小的组织
块，在 4%多聚甲醛中固定 24 h，顺垂直支气管走向最
大横径位置切取厚度为 4 mm 的组织，流水充分冲洗
后，乙醇梯度脱水、透明、包埋，切片机切片。其余的
左肺上叶组织冷冻保存。
2. 4 以 ELISA检测肺组织匀浆中炎症介质含量［8］

取冷冻保存的肺组织，研磨匀浆，用 ELISA 法检
测 TNF － α、IL － 8 和 LTB4 含量，根据试剂盒说明书
方法，用酶标仪检测 570 nm 波长时的光密度( OD)
值，根据标准曲线计算浓度。
2. 5 用苏木精 －尹红( HE) 染色测量气道重构指标
并观察肺组织病理变化及其病理组织学评分［9］

取肺组织切片，常规脱蜡至水，HE 染色，脱水、透

卡米洛ELISA试剂盒-南京卡米洛
Highlight
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明、晾干，中性树胶封片。每张切片随机选取 5 个不
相邻视野，数码相机拍照，测量直径 750 至 1100 μm，
长径 /短径≥0. 7 μm 的膜性细支气管管壁厚度、外
径、面积，以及气管总面积。计算管壁厚度 /外径
( MT% ) ;管壁面积 /气管总面积( MA% ) 。

每张切片随机选取 5 个不相邻视野，光学显微镜
下观察海马组织病理变化。从肺泡水肿、出血、炎性
细胞浸润、肺泡间隔厚度增加 4 个方面评分，正常、轻
度、中度、重度分别为 0，1，2，3 和 4 分，总分 0 ～ 16 分。
2. 6 以免疫组织化学染色检测基质金属蛋白酶 － 9
( matrix metallo － proteinase －9，MMP －9)表达［10］

取肺组织切片，常规脱蜡至水。根据免疫组化试
剂盒说明书进行染色。滴加 MMP － 9 一抗，4 ℃孵育
过夜，PBS充分洗涤，滴加二抗，室温孵育 1 h，PBS 充
分洗涤，二氨基联苯胺显色，分别以阳性染色切片、
PBS代替一抗作为阳性、阴性对照，显微镜下可观察
到棕黄色或棕色细胞为阳性。每张切片随机选取 5
个不相邻视野进行观察，Image － ProPlus 图像分析软
件分析累积光密度值，取均值。
2. 7 以蛋白质印迹法检测 TLＲ4、髓样细胞分化因子
88( myeloid differentiation factor 88，MyD88 )、核转
录因子 κB p65( nuclear transcription factor κB p65，
NF － κB p65)和 p － NF － κB p65 蛋白表达

取冷冻保存的肺组织，研磨匀浆，放射免疫沉淀

法细胞裂解液裂解，二喹啉甲酸试剂盒测定蛋白浓
度，取样本 50 μg，按比例与上样缓冲液混合，沸水浴
10 min，离心取上清，80 V电泳后湿转至膜，封闭液封
闭 2 h，参照参考文献［11］操作，洗涤后加入增强化学
发光法显影液曝光、显影，凝胶成像系统分析灰度值。
3 统计学处理

用 SPSS 19. 0 统计学软件对数据进行分析与统
计，计量资料以 �x ± s 表示，多样本计量资料用单因素
方差分析比较，两两比较用 LSD － t检验。

结 果

1 4 组大鼠肺组织匀浆中炎症介质含量比较
模型组与正常组比较，TNF － α、IL － 8 和 LTB4 含

量均显著升高，差异均有统计学意义( 均P ＜ 0. 05) ;班
布特罗组与模型组比较，上述指标的差异均有统计学
意义( 均P ＜ 0. 05) ;激动剂组与班布特罗组比较，差异
均有统计学意义( 均 P ＜ 0. 05) ，见表 1。
2 4 组大鼠气道重构指标比较

模型组与正常组比较，MT%、MA%升高，差异有
统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 班布特罗组与模型组比较，
MT%、MA%降低，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 激
动剂组与班布特罗组比较，MT%、MA%升高，差异有
统计学意义( P ＜ 0. 05) ，见表 2。

表 1 各组大鼠肺组织匀浆中炎症介质含量比较( �x ± s)
Table 1 Comparison of the contents of inflammatory mediators in lung tissue homogenates in each group of rats ( �x ± s)

Group Dose( mg·kg －1 ) n TNF － α( pg·mg －1 ) IL － 8( pg·mg －1 ) LTB4( pg·mg －1 )

Normal 0 10 42. 58 ± 14. 21 95. 56 ± 10. 28 21. 28 ± 5. 74
Model 0 10 205. 56 ± 34. 19# 212. 67 ± 29. 67# 46. 85 ± 5. 91#

Bambuterol 2. 0 10 97. 74 ± 11. 09△ 145. 87 ± 23. 63△ 29. 54 ± 6. 33△

Agonist 2. 0 + 0. 5 10 143. 62 ± 22. 45* 180. 66 ± 20. 54* 37. 29 ± 4. 58*

Model: Chronic obstructive pulmonary disease; Bambuterol: Was given Bambuterol; Agonist: Was given bambuterol and lipopolysaccharide; TNF － α: Tumor

necrosis factor － α; IL － 8: Interleukin － 8: LTB4: Leukotriene B4; Compared with normal group，#P ＜ 0. 05; Compared with model group，△P ＜ 0. 05; Com-

pared with bambuterol group，* P ＜ 0. 05

表 2 各组大鼠气道重构指标比较( �x ± s)

Table 2 Comparison of the airway remodeling indexes in each

group of rats ( �x ± s)

Group Dose( mg·kg －1 ) n MT( % ) MA( % )

Normal 0 10 6. 27 ± 0. 83 9. 98 ± 1. 02
Model 0 10 13. 89 ± 1. 26# 22. 67 ± 3. 15#

Bambuterol 2. 0 10 8. 17 ± 1. 10△ 13. 74 ± 2. 01△

Agonist 2. 0 + 0. 5 10 11. 29 ± 1. 25* 17. 32 ± 1. 59*

MT: Tube wall thickness /outer diameter; MA: Tube wall area / total area of

trachea; Compared with normal group，#P ＜ 0. 05; Compared with model

group，△P ＜ 0. 05; Compared with bambuterol group，* P ＜ 0. 05

3 4 组大鼠肺组织MMP －9 表达比较
正常组、模型组、班布特罗组和激动剂组的

MMP －9表达量分别为 0. 09 ± 0. 01，0. 54 ± 0. 07，
0. 28 ± 0. 04和 0. 39 ± 0. 05。模型组与正常组比较，
差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 班布特罗组与模型
组比较，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 激动剂组
与班 布 特 罗 组 比 较，差 异 有 统 计 学 意 义
( P ＜ 0. 05 ) 。提示模型组气道重构明显，班布特罗
的使用可抑制气道重构，而激动剂的使用将减弱其
效果。
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4 3 组大鼠肺组织病理组织学评分比较
模型组、班布特罗组和激动剂组的病理组织学评

分分 别 为 ( 5. 26 ± 0. 71 ) ，( 2. 93 ± 0. 45 ) 和
( 4. 12 ± 0. 62) 分。班布特罗组与模型组比较，病理组
织学评分降低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ;激动剂
组与班布特罗组比较，病理组织学评分升高，差异有
统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
5 4组大鼠的 TLＲ4、MyD88 蛋白表达量和 p － NF －
κB p65 /NF －κB p65比较

与正常组比较，模型组 TLＲ4、MyD88 蛋白表达量
和 p － NF － κB p65 /NF － κB p65 均显著升高，差异均
有统计学意义( 均 P ＜ 0. 05) ;班布特罗组与模型组比
较，上述指标的差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) ;激动
剂组与班布特罗组比较，上述指标的差异均有统计学
意义( 均 P ＜ 0. 05 ) 。提示模型组肺组织 TLＲ4 /NF －
κB信号通路活性异常增强，班布特罗的使用可抑制
TLＲ4 /NF － κB信号通路活性，而激动剂的使用将减
弱其效果，见表 3。

表 3 各组大鼠 TLＲ4、MyD88 蛋白表达量和 p － NF － κB p65 /
NF － κB p65 比较( �x ± s)
Table 3 Comparison of the protein expression of TLＲ4，MyD88，
and ratio of p － NF － κB p65 /NF － κB p65 in each group of rats
( �x ± s)

Group TLＲ4 MyD88
p － NF － κB p65 /

NF － κB p65

Normal 0. 15 ± 0. 03 0. 27 ± 0. 03 0. 18 ± 0. 03
Model 0. 70 ± 0. 08# 0. 86 ± 0. 09# 0. 77 ± 0. 08#

Bambuterol 0. 36 ± 0. 04△ 0. 41 ± 0. 05△ 0. 35 ± 0. 05△

Agonist 0. 53 ± 0. 06* 0. 59 ± 0. 06* 0. 61 ± 0. 07*

Dose and n: Ｒefer to table 1; TLＲ4: Toll like receptor 4; MyD88: Myeloid

differentiation factor 88; NF － κB p65: Nuclear transcription factor κB p65;

Compared with normal group，#P ＜ 0. 05; Compared with model group，
△P ＜ 0. 05; Compared with bambuterol group，* P ＜ 0. 05

讨 论

TLＲ4 是介导炎症反应的跨膜受体，通过 MyD88
介导的 MyD88 信号通路以及非依赖性 MyD88 信号通
路两条传导途径激活 NF － κB，诱导其转入细胞核，调
节下游炎性因子及纤维相关因子转录，引发炎症反
应。COPD患者外周血单个核细胞 TLＲ4 及 NF － κB
水平显著高于健康受试者，且与 TNF － α、IL － 6 水平

呈正相关，TLＲ4 /NF － κB 信号通路参与 COPD 发病，
且可反应病情严重程度［12］。本研究结果显示，模型
组 TLＲ4、MyD88 蛋白表达量和 p － NF － κB p65 /NF －
κB p65 高于正常组，经盐酸班布特罗干预后均有所降
低，进一步用 TLＲ4 /NF － κB 信号通路激动剂 LPS 干
预后发现，盐酸班布特罗对 COPD 的治疗效果降低，
提示该通路在 COPD进程中发挥重要作用，且盐酸班
布特罗可能通过抑制该通路改善 COPD病情。
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