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哮喘大鼠肺组织线粒体功能变化及其对氧化应激水平的影响

刘慧芳，姜　敏，马红霞
（新疆医科大学附属中医医院呼吸科，新疆　乌鲁木齐　８３００００）

摘要：　目的　探讨哮喘大鼠肺组织细胞线粒体功能及氧化应激水平的变化。方法　将２４只２～３个月龄雄性
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为哮喘模型组和正常对照组，每组１２只。哮喘模型组大鼠第１、７天给予１００ｇ·Ｌ－１卵清
蛋白溶液１ｍＬ腹腔注射致敏；第１５天给予３０ｇ·Ｌ－１卵清蛋白溶液雾化激发，每日１次，每次３０ｍｉｎ，连续１５ｄ，制作
哮喘模型；正常对照组大鼠常规饲养。造模成功后水合氯醛麻醉，采集２组大鼠腹主动脉血检测血浆８异前列腺素
（８ｉｓｏ）、硫代巴比妥物（ＴＢＡＲＳ）、活性氧（ＲＯＳ）水平；分离２组大鼠肺组织，透射电镜下观察线粒体超微结构并检测
肺组织细胞线粒体膜电位（ＭＭＰ）、细胞色素Ｃ氧化酶（ＣＯＸ）和三磷腺苷（ＡＴＰ）水平。结果　透射电镜下可见，哮喘
模型组大鼠肺组织中肺泡Ⅱ型上皮细胞肿胀、脱落；板层体减少、肿胀，线粒体减少、肿胀，嵴结构不清；肺泡间隔增厚，
可见嗜酸性粒细胞、巨噬细胞浸润，红细胞淤积。正常对照组大鼠肺组织中肺泡、肺泡Ⅱ型上皮细胞结构正常，肺泡间
隔、血管壁无增厚。哮喘模型组大鼠血浆８ｉｓｏ、ＴＢＡＲＳ、ＲＯＳ水平高于正常对照组（Ｐ＜０．０５）。哮喘模型组大鼠肺组
织线粒体ＭＭＰ、ＣＯＸ及ＡＴＰ水平均低于正常对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　哮喘大鼠肺组织存在线粒体功能障碍，线粒
体功能障碍可能是引起氧化应激的重要因素。
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　　支气管哮喘（简称哮喘）是一种以气道慢性炎
症为特征的异质性疾病，不同程度的通气受限、气道

高反应、黏液分泌增多是其主要发病特点，临床主要

表现为反复发作的喘息、气促伴或不伴咳嗽［１］。哮

喘反复发作可使气道结构重塑，严重影响患者的生

活质量，所以深入研究并有效治疗哮喘极其迫切。

目前研究已证实，机体内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的蓄积是哮喘发病的关键环节［２３］。

机体内９５％的ＲＯＳ来源于细胞线粒体氧化磷酸化。
线粒体是一种独立的细胞器［４５］，是氨基酸、糖、脂肪

等营养物质进行氧化并释放能量的场所，其主要功

能是氧化磷酸化、合成三磷腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅ，ＡＴＰ），提供直接能量，是自由基产生的主要来
源。线粒体功能异常多指由于线粒体数量减少、膜

受到破坏、呼吸链受到抑制、酶活性降低等引起的能

量代谢障碍、产生ＲＯＳ进而导致一系列相互作用的
损伤过程。任何外源性或内源性病理因素引起线粒

体损伤、呼吸链抑制，都会导致氧化磷酸化反应和氧

代谢的异常，进而产生大量的ＲＯＳ和自由基。本研
究通过测定哮喘模型大鼠及正常大鼠肺组织线粒体

膜 电 位 （ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，
ＭＭＰ）、细胞色素 Ｃ氧化酶（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｏｘｉｄａｓｅ，
ＣＯＸ）活性、ＡＴＰ水平及血浆 ８异前列腺素（８ｉｓｏ
ｐｒｏｓｔａｎｅ，８ｉｓｏ）、硫代巴比妥物（ｔｈｉｏｂａｒｂｉｔｕｒｉｃａｃｉｄ
ｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ，ＴＢＡＲＳ）、ＲＯＳ水平并观察肺组织线
粒体超微结构，旨在探讨哮喘大鼠肺组织细胞中线

粒体功能及氧化应激水平的变化。

１　材料与方法

１．１　实验动物　２～３个月龄雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
大鼠２４只，体质量（２００±５０）ｇ，购自新疆医科大学
动物中心（动物合格证号：６５０００７０００００５９９）。
１．２　主要试剂与仪器　卵清蛋白（≥９８％）、ＪＣ１
（Ｔ４０６９）、ＡＴＰ检测试剂盒、ＣＯＸ检测试剂盒购自美
国Ｓｉｇｍａ公司；戊二醛固定液（电镜专用）购自北京
雷根生物技术有限公司；ＴＢＡＲＳ、８ｉｓｏ、ＲＯＳ酶联免
疫吸附试验检测试剂盒购自北京安迪华泰科技有限

公司。酶标仪、分光光度计、常温离心机、低温离心

机购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；热恒温培养箱购自上海精
宏实验设备有限公司；流式细胞仪购自德国 Ｍｅｒｃｋ
公司。

１．３　动物分组及处理　将所有大鼠随机分为哮喘
模型组和正常对照组，每组１２只。哮喘模型组大鼠
第１、７天给予１００ｇ·Ｌ－１卵清蛋白溶液１ｍＬ腹腔
注射致敏；第１５天给予３０ｇ·Ｌ－１卵清蛋白溶液雾
化激发，每日１次，每次３０ｍｉｎ，连续１５ｄ，致敏后大
鼠出现气促、鼻翼翕动、喷嚏、腹肌快速收缩等典型

哮喘样发作样症状即为造模成功。正常对照组大鼠

清洁动物房内室温下常规饲养。

１．４　标本采集　造模成功后，５０ｇ·Ｌ－１水合氯醛
１ｍＬ·ｋｇ－１ 麻醉大鼠，腹主动脉采血 ４ｍＬ，
３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液，－８０℃保存
待测。同时分离肺组织，冰盐水冲洗，称取肺组织

１００ｍｇ，冰盐水冲洗后，立即用２０ｇ·Ｌ－１戊二醛固
定，树脂浸透、包埋、聚合，超薄切片，透射电镜下观

察肺组织超微结构。再称取肺组织１００ｍｇ，冰盐水
冲洗后，采用组织匀浆法及梯度离心法提取肺组织

线粒体。

１．５　大鼠血浆８ｉｓｏ、ＴＢＡＲＳ和 ＲＯＳ水平检测　
采用酶联免疫吸附试验检测法测 ２组大鼠血浆
８ｉｓｏ、ＴＢＡＲＳ和 ＲＯＳ水平，操作步骤严格按照试剂
盒说明书进行。

１．６　大鼠肺组织 ＭＭＰ、ＣＯＸ活性及 ＡＴＰ水平检
测　采用ＪＣ１荧光探针流式细胞术检测２组大鼠
肺组织 ＭＭＰ，操作步骤严格按照试剂盒说明书进
行；采用 ＣＯＸ检测试剂盒和 ＡＴＰ检测试剂盒检测
肺组织线粒体中 ＣＯＸ活性和 ＡＴＰ水平，操作步骤
严格按照试剂盒说明书进行。

１．７　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据
处理，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，经正态
性及方差齐性检验后，２组间均数比较采用 ｔ检验；
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　２组大鼠肺组织超微结构　结果见图１。透射
电镜下观察可见，哮喘模型组大鼠肺组织肺泡Ⅱ型
上皮细胞肿胀，从基底面脱落；板层体减少、肿胀，线

粒体数量减少、肿胀，嵴结构不清；肺泡间隔增厚，可

见嗜酸粒细胞、巨噬细胞浸润，红细胞淤积。正常对

照组大鼠肺组织肺泡和肺泡Ⅱ型上皮细胞结构正
常，肺泡间隔和血管壁无增厚。
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Ａ：哮喘模型组板层体减少、肿胀，线粒体减少、肿胀，嵴结构不清（×６０００）；Ｂ：哮喘模型组肺泡间隔增厚，可见嗜酸性粒细胞、巨噬细胞浸润，

红细胞淤积（×５０００）；Ｃ：哮喘模型组肺泡Ⅱ型上皮细胞肿胀、脱落；板层体减少，线粒体减少、肿胀，嵴结构不清（×５０００）；Ｄ～Ｆ：正常对照组

（Ｄ、Ｆ：×５０００；Ｅ：×６０００）。

图１　透射电镜下观察２组大鼠肺组织超微结构

Ｆｉｇ．１　Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆｔｈｅｒａｔｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

２．２　２组大鼠血浆８ｉｓｏ、ＴＢＡＲＳ及ＲＯＳ水平比较
　结果见表１。哮喘模型组大鼠血浆８ｉｓｏ、ＴＢＡＲＳ
及 ＲＯＳ水平高于正常对照组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。

表１　２组大鼠血浆８ｉｓｏ、ＴＢＡＲＳ及ＲＯＳ水平比较

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ８ｉｓｏ，ＴＢＡＲＳａｎｄＲＯＳｌｅｖｅｌｓｂｅ

ｔｗｅｅｎｔｈｅａｓｔｈｍａｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

（珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ８ｉｓｏ／（ｎｇ·Ｌ－１） ＴＢＡＲＳ／（ｎｇ·Ｌ－１） ＲＯＳ／（Ｕ·Ｌ－１）

正常对照组 １２ ６５６．４７±１０３．４９ ３０５．９４±１５６．４１ ０．４３±０．４５

哮喘模型组 １２ ７８２．４９±６０．５４ ４５４．５９±１５４．５４ ０．９６±０．４２

ｔ ３．６４１ ２．３４２ ３．０１１

Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

２．３　２组大鼠肺组织 ＭＭＰ、ＣＯＸ活性、ＡＴＰ水平
比较　结果见表２和图２。哮喘模型组大鼠肺组织
ＭＭＰ、ＣＯＸ活性及 ＡＴＰ水平均低于正常对照组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表２　２组大鼠肺组织ＭＭＰ、ＣＯＸ活性、ＡＴＰ水平比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＭＭＰ，ＣＯＸａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄＡＴＰｌｅｖｅｌ

ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅａｓｔｈｍａｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｒｍａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＭＭＰ ＣＯＸ／（Ｕ·ｍＬ－１）ＡＴＰ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

正常对照组 １２ ２．０２±１．０９ ０．０４±０．０１ ０．９９±０．８４

哮喘模型组 １２ ０．９９±０．８４ ０．０５±０．０２ ２．０２±１．０９

ｔ －２．５６７ ２．７９３ －２．２１

Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

Ａ：正常对照组；Ｂ：哮喘模型组。

图２　流式细胞术检测２组大鼠肺组织ＭＭＰ
Ｆｉｇ．２　ＭＭＰｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆｔｈｅｒａｔｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙ
ｔｏｍｅｔｒｙｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

３　讨论

支气管哮喘（简称哮喘）是一种以气道慢性炎

症为特征的异质性疾病，机体内ＲＯＳ的蓄积是哮喘
发病的关键环节［２３，６７］。机体内ＲＯＳ增多和蓄积引
起气道组织细胞氧化损伤，导致大量炎性细胞聚集、

活化，炎性介质释放，血管内皮受损后通透性增加，

黏液分泌增多，气道反应性增高。而机体内９５％的
ＲＯＳ来源于细胞线粒体氧化磷酸化。生理情况下，
蛋白质、脂肪、糖等在细胞质中降解后进入线粒体，

经过三羧酸循环，产生的氢离子进入线粒体内膜，在

电子传递链（呼吸链）ＣＯＸ的作用下，与氧分子结合
进行氧化还原反应生成水和 ＡＴＰ。正常情况下，氧
还原为水的反应是无害的，当线粒体受损，ＣＯＸ活
性减低，呼吸链受到抑制，１个或２个电子的转移就
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会造成氧化磷酸化过程的异常，氧化还原反应的不

完全导致超氧阴离子等ＲＯＳ自由基的过度产生，由
此造成机体内ＲＯＳ蓄积和ＡＴＰ合成减少［８９］。膜电

位是指细胞膜内外的电位差，当 ＡＴＰ的释放减少
时，细胞膜内外离子的浓度发生改变，从而导致膜电

位的下降。线粒体的氧化磷酸化主要通过线粒体内

膜上的电子传递链（呼吸链）进行，机体内主要的

ＲＯＳ自由基均来源于线粒体内膜上呼吸链的氧化
磷酸化反应。膜电位能够反映线粒体的活性，而

ＡＴＰ含量可以代表线粒体的功能是否正常，ＣＯＸ活
性决定着线粒体呼吸链功能是否受损抑制，是线粒

体呼吸链功能的标志。线粒体功能还与线粒体的数

量有关，当线粒体数量减少时，可引起线粒体功能降

低。线粒体功能障碍可能会导致过量ＲＯＳ产生，从
而导致细胞内ＲＯＳ蓄积和氧化损伤，促进炎症反应
的发生。

哮喘发病的关键环节是 ＲＯＳ自由基的蓄积和
氧化应激，由于机体内 ＲＯＳ主要来源于细胞线粒
体，因此本研究对哮喘大鼠肺组织超微结构的观察

及线粒体功能检测的结果显示，透射电镜下可见哮

喘模型组大鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞肿胀、脱落；板层体
减少、肿胀；线粒体数量减少、肿胀，嵴结构不清；肺

泡间隔增厚，可见嗜酸性粒细胞、巨噬细胞浸润，红

细胞淤积；正常对照组大鼠肺泡结构正常，肺泡间隔

无增厚。哮喘模型组大鼠肺组织 ＭＭＰ、ＡＴＰ、ＣＯＸ
活性较正常对照组显著下降，表明哮喘大鼠肺组织

线粒体功能出现障碍，呼吸链受到抑制。哮喘模型

组大鼠血浆 ＲＯＳ、８ｉｓｏ、ＴＢＡＲＳ均较正常对照组显
著升高，表明哮喘大鼠机体内存在ＲＯＳ类物质的蓄
积，与目前的研究［２３］结果一致。肺组织由于解剖特

点，同时受到内源性和外源性 ＲＯＳ的威胁，尽管外
源性ＲＯＳ会导致气道功能损伤，诱发哮喘等各种呼
吸道疾病，但当疾病及病理状态已经形成，即使阻断

ＲＯＳ的来源，也无法阻止ＲＯＳ的持续存在及其对组
织的氧化损伤和疾病的进展［１０１１］，而这种持续存在

的ＲＯＳ就是由内源性因素维系的，而在内源性因素
中，线粒体呼吸作用是最主要的来源，线粒体的有氧

代谢主要通过线粒体内膜上呼吸链的氧化磷酸化进

行，因此由于线粒体功能障碍和呼吸链的抑制，导致

超氧阴离子等ＲＯＳ自由基的过度产生、ＡＴＰ的减少
及ＭＭＰ的下降。因此，作者认为，哮喘大鼠存在肺
组织线粒体功能障碍，而线粒体功能受损和呼吸链

的抑制导致氧化磷酸化的异常，进而导致大量 ＲＯＳ
自由基的生成，使氧化／抗氧化失衡。在哮喘发病过
程中，线粒体功能障碍可能是引起氧化应激的重要

因素。
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