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  摘 要:目的 观察氟西汀治疗对小鼠慢性阻塞性肺疾病模型炎性因子及糖皮质激素受体水平的影响。
方法 选择雄性C57小鼠为研究对象,随机分为4组,即空白+溶剂组、空白+氟西汀组、熏烟+溶剂组、熏

烟+氟西汀组,每组10只。熏烟处理为小鼠连续12周暴露于含有10.0
 

mg焦油和1.0
 

mg尼古丁的香烟烟雾

中,建立慢性阻塞性肺疾病模型。空白处理为将小鼠置于充满新鲜空气的箱子中。氟西汀组与溶剂组小鼠分

别接受氟西汀和生理盐水灌服,剂量均为5
 

mg/kg。12周后取肺组织做病理切片进行观察,对肺泡灌洗液中炎

性因子水平进行分析;同时,分析小鼠海马中糖皮质激素受体(GR)的表达情况。结果 小鼠熏烟前的体质量

差异无统计学意义(P>0.05);6周后,空白+溶剂组、空白+氟西汀组小鼠体质量显著高于熏烟+溶剂组及熏

烟+氟西汀组,差异有统计学意义(P<0.05);12周后,空白+氟西汀组的肺泡灌洗液中白细胞介素(IL)-6和

肿瘤坏死因子(TNF)-α水平显著高于空白+溶剂组,差异有统计学意义(P<0.05);熏烟+氟西汀组肺泡灌洗

液中IL-6和TNF-α水平明显低于熏烟+溶剂组(P<0.05);与空白+溶剂组相比,熏烟+溶剂组小鼠12周后

总GR蛋白水平显著降低(P<0.05);建立慢性阻塞性肺疾病模型后,熏烟+氟西汀组的小鼠体内GR蛋白水

平高于熏烟+溶剂组(P<0.05)。结论 熏烟导致慢性阻塞性肺疾病小鼠炎性因子水平升高,大脑内的GR蛋

白水平持续降低,表达减少。氟西汀能够降低炎性因子的水平,逆转GR蛋白表达的持续降低,有助于慢性阻

塞性肺疾病的恢复。
关键词:慢性阻塞性肺疾病; 氟西汀; 炎性因子; 糖皮质激素受体

中图法分类号:R563 文献标志码:A 文章编号:1672-9455(2019)24-3613-04

Effects
 

of
 

fluoxetine
 

on
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

cytokines
 

and
 

glucocorticoid
 

receptors
 

in
 

chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease
 

models
ZANG

 

Yu,FU
 

Enqing△
  

Department
 

of
 

Respiratory
 

and
 

Critical
 

Care,the
 

Second
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

The
 

Air
 

Force
 

Military
 

Medical
 

University,Xi'an,Shaanxi
 

710038,China
Abstract:Objective To

 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

fluoxetine
 

on
 

the
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

cytokines
 

and
 

glu-
cocorticoid

 

receptors
 

in
 

mice
 

with
 

chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease
 

(COPD).Methods A
 

total
 

of
 

40
 

C57
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

4
 

groups,including
 

blank
 

solvent+saline
 

group,blank
 

solvent+fluoxetine
 

group,smoking+saline
 

group
 

and
 

smoking+fluoxetine
 

group.The
 

rates
 

of
 

smoking
 

group
 

were
 

exposed
 

to
 

cigarette
 

smoke
 

containing
 

10.0
 

mg
 

tar
 

and
 

1.0
 

mg
 

nicotine
 

for
 

12
 

weeks
 

to
 

establish
 

a
 

COPD
 

model.The
 

rates
 

of
 

blank
 

solvent
 

was
 

putted
 

in
 

the
 

boxes
 

full
 

of
 

fresh
 

air.The
 

rates
 

of
 

fluoxetine
 

group
 

and
 

saline
 

group
 

were
 

taken
 

5
 

mg/kg
 

intragastric
 

administration
 

of
 

normal
 

saline
 

and
 

fluoxetine.After
 

12
 

weeks,the
 

lung
 

tis-
sue

 

was
 

taken
 

for
 

pathological
 

observation,and
 

alveolar
 

lavage
 

fluid
 

was
 

analyzed
 

for
 

inflammatory
 

factors,
and

 

the
 

brain
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

glucocorticoid
 

receptor.Results There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

weight
 

of
 

C57
 

mice
 

before
 

smoking,but
 

after
 

6
 

weeks,the
 

weight
 

of
 

blank
 

solvent+
saline

 

group
 

and
 

blank
 

solvent+fluoxetine
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

smoking+saline
 

group
 

and
 

smoking+fluoxetine
 

group
 

(P<0.05).After
 

12
 

weeks,interleukin
 

(IL)-6
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

(TNF)-α
 

in
 

alveolar
 

lavage
 

fluid
 

of
 

blank
 

solvent+saline
 

group,blank
 

solvent+fluoxetine
 

group,smoking+
saline

 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

blank
 

solvent+saline
 

group
 

and
 

smoking+fluoxetine
 

group
(P<0.05).Compared

 

with
 

blank
 

solvent+saline
 

group,the
 

level
 

of
 

GR
 

protein
 

of
 

smoking+saline
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).After
 

modeling
 

the
 

COPD,the
 

level
 

of
 

GR
 

protein
 

of
 

smoking+fluox-
etine

 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

smoking+saline
 

group.Conclusion 
 

The
 

levels
 

of
 

inflamma-
tory

 

cytokines
 

in
 

COPD
 

rats
 

caused
 

by
 

smoking
 

are
 

increased,the
 

levels
 

of
 

GR
 

in
 

the
 

brain
 

are
 

continuously
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decreased.Fluoxetine
 

could
 

reduce
 

the
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

cytokines,reverse
 

the
 

continuous
 

decrease
 

of
 

GR
 

expression,and
 

contribute
 

to
 

the
 

recovery
 

of
 

COPD.
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  慢性阻塞性肺疾病是一种以不完全可逆的气流

受限为特点,伴有气促、咳痰、喘息并反复加重的肺部

疾病;不仅损伤气道、肺泡和肺血管,同时还损伤肺外

组织,可并发神经系统疾病,如焦虑、抑郁和睡眠障碍

等,其发病机制非常复杂[1]。在中枢神经系统(CNS)
中,神经内分泌系统通过激活激素受体发挥作用,对
免疫反应产生强大的调节作用[2]。糖皮质激素受体

(GR)能够被糖皮质激素激活,在脑中的调节作用也

非常复杂[3]。长期使用氟西汀治疗,能升高GR蛋白

水平并增加表达。本研究旨在观察氟西汀治疗对小

鼠慢性阻塞性肺疾病模型炎性因子及GR蛋白水平

的影响。现将结果报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料 选择40只雄性C57小鼠为研究对象。
周龄6~8周,平均(6.1±0.5)周;体质量19~20

 

g,
平均(19.6±0.3)g。均购买于陕西省实验动物中心。
小鼠均饲养在12

 

h黑夜、12
 

h白昼的环境中,饲养室

温度为22~24
 

℃,相对湿度为50%~60%。饲养期

间小鼠自由进食和饮水,并让其在实验室环境中适应

1周。所有实验步骤严格按照中国实验动物的相关规

定进行。所有动物分为4组,即空白+溶剂组、空
白+氟西汀组、熏烟+溶剂组、熏烟+氟西汀组,每组

10只。
1.2 方法

1.2.1 熏烟诱导建立慢性阻塞性肺疾病模型 空

白+溶剂组:雄性C57小鼠连续12周暴露于室内新

鲜空气中,同时,接受生理盐水(5
 

mg/kg)灌服,每天

灌服1次,每天在接触新鲜空气1
 

h后灌服,最初4周

连续灌药,第4周结束。空白+氟西汀组:小鼠同样

暴露于室内新鲜空气中,同时,接受氟西汀(5
 

mg/kg)
治疗,每天灌服1次,每天在接触新鲜空气1

 

h后灌

服,最初4周连续灌药,第4周结束。熏烟+溶剂组:
雄性C57小鼠连续12周暴露于熏烟的烟雾中,烟雾

通过燃烧含有10.0
 

mg焦油和1.0
 

mg尼古丁的商业

过滤嘴香烟产生,每次点5支香烟,每天熏2次,每次

熏30
 

min,同时接受生理盐水灌服,方法同上。熏

烟+氟西汀组:该组小鼠接受熏烟及氟西汀灌服,方
法同上。在最后一次熏烟24

 

h后,采集血液标本,并
收集支气管肺泡灌洗液(BALF)和脑组织进行进一步

研究。
1.2.2 体质量测量和病理检测 实验期间每周测量

小鼠体质量,并进行记录。12周后解剖,取出肺组织,
放入4%多聚甲醛固定液中固定,然后脱水并包埋在

石蜡中。切为5
 

μm的切片,脱蜡,并依次用苏木精和

伊红(HE)染色。对HE染色标本进行病理分析。
1.2.3 BALF的收集和炎性细胞评估 肺组织整块

取出,每次用1
 

mL磷酸盐缓冲液(PBS)进行灌洗,共
灌洗3次,收集灌洗液,然后在4

 

℃环境下,以300×g
离心10

 

min,上清液保存于-80
 

℃进行下一步分析。
为了分析炎性细胞水平,将BALF细胞重悬在1

 

mL
的PBS中,然后应用ELISA检测白细胞介素(IL)-6
和肿瘤坏死因子(TNF)-α的水平。
1.2.4 Western

 

blot分析 将海马组织标本切成小

块,放在低温RIPA缓冲液的玻璃容器中均匀化。将

均匀化的溶液离心,用双肌球蛋白酸试剂盒测定上清

液的蛋白水平,然后将标本通过十二烷基硫酸钠聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离,将分离的蛋白转移到聚偏二氟

乙烯膜(PVDF膜)上。用5%脱脂乳封膜后,与一抗

anti-GR孵育,放在4
 

℃过夜。洗涤后,PVDF膜加二

抗在室温下孵育,然后观察条带。
1.2.5 免疫组织化学实验 通过免疫组织化学实验

进一步检测GR在海马组织中的表达。采用石蜡包

埋切片,用二甲苯脱去海马组织,用梯度乙醇水合。
标本用3%过氧化氢孵育,3%牛血清蛋白室温下封闭

2
 

h。孵育对应的一抗anti-GR(1∶50),在4
 

℃过夜。
PBS洗涤后,取标本孵育二抗1

 

h,用共聚焦显微镜

观察。
1.3 统计学处理 采用SPSS21.0对数据进行统计

分析。计量资料采用x±s表示,多组间比较采用单

因素方差分析。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 实验小鼠体质量的变化 干预前,各组小鼠的

体质量差异无统计学意义(P>0.05)。从第6周开

始,空白+溶剂组、空白+氟西汀组小鼠体质量明显

高于熏烟+溶剂组及熏烟+氟西汀组,差异有统计学

意义(P<0.05)。见图1。

图1  实验小鼠体质量的变化

·4163· 检验医学与临床2019年12月第16卷第24期 Lab
 

Med
 

Clin,December
 

2019,Vol.16,No.24



2.2 慢性阻塞性肺疾病模型的评价 慢性炎性反应

是慢性阻塞性肺疾病的主要病理特征,病理切片检查

是评价慢性阻塞性肺疾病建模是否成功的“金标准”,
本实验采用病理切片以及BALF中主要炎性因子的

水平来评价建模是否成功。熏烟小鼠的肺组织 HE
染色表现出明显的炎性细胞浸润,说明建模成功,见
图2。
 

  注:A为空白+溶剂组的肺组织 HE染色(×200);B为熏烟+溶

剂组的肺组织 HE染色(×200)

图2  空白+溶剂组与熏烟+溶剂组小鼠肺组织 HE染色

2.3 氟西汀治疗前后肺组织形态学对比 HE染色

结果显示,接受熏烟的小鼠的肺组织出现明显的炎性

细胞浸润,熏烟+氟西汀组小鼠肺部组织炎性反应程

度较低。说明氟西汀治疗能够减轻熏烟引起的肺组

织炎性反应。见图3。

  注:A为熏烟+溶剂组的肺组织 HE染色(×200);B为熏烟+氟

西汀组的肺组织 HE染色(×200)

图3  熏烟+溶剂组与熏烟+氟西汀组小鼠

肺组织 HE染色图

2.4 4组小鼠BALF中的炎性因子水平的比较 空

白+氟西汀组BALF中的IL-6和TNF-α水平明显高

于空白+溶剂组,差异有统计学意义(P<0.05)。熏

烟+氟西汀组BALF中IL-6和TNF-α水平明显低于

熏烟+溶剂组,差异有统计学意义(P<0.05)。见

表1。
表1  4组小鼠IL-6和TNF-α水平的

   比较(pg/mL,x±s)

组别 n IL-6 TNF-α

空白+氟西汀组 10 43.4±6.9 68.6±8.1

空白+溶剂组 10 21.4±4.2* 47.4±6.1*

熏烟+氟西汀组 10 45.3±6.0 69.6±8.4

熏烟+溶剂组 10 63.4±7.3# 97.4±9.1#

  注:与空白+氟西汀组比较,*P<0.05;与熏烟+氟西汀组比

较,#P<0.05

2.5 氟西汀对熏烟诱导的慢性阻塞性肺疾病小鼠的

GR蛋白水平及其表达的影响 对海马区的总GR蛋

白水平进行分析,发现与空白+溶剂组相比,熏烟+
溶剂组小鼠12周后总GR蛋白水平显著降低(1.0±
0.1

 

vs.
 

0.5±0.1,P<0.05);建立慢性阻塞性肺疾病

模型后,熏烟+氟西汀组的小鼠体内GR蛋白水平高

于熏烟+溶剂组(0.9±0.1
 

vs.
 

0.5±0.1,P<0.05),
见图4、5。

图4  4组小鼠海马区、齿状回、CA1区GR表达情况

图5  4组小鼠海马组织GR表达情况的

Western
 

blot分析

3 讨  论

  慢性阻塞性肺疾病是临床上常见的一种严重呼

吸道疾病,主要特征是持续的气流受限,该病是全球

第4大致死疾病,预计到2020年将成为第3大死

因[4-5]。慢性阻塞性肺疾病患者多有吸烟史,而吸烟

又是慢性阻塞性肺疾病最重要的危险因素[6-7],该病

患者临床上常表现为呼吸困难、慢性咳嗽、咳痰、胸闷

且反复发作等[8]。
慢性阻塞性肺疾病的发生主要是系统性炎症所

致[9-10]。本研究结果显示,在肺的病理切片中,熏烟的

小鼠支气管及支气管周围层炎性细胞浸润严重,肺组

织内气隙增大,BALF中IL-6和TNF-α水平升高,这
是慢性阻塞性肺疾病动物模型的典型病理改变,说明

模型建立成功。本研究将小鼠共分为4组,实验设计

时为排除溶解氟西汀的溶剂即生理盐水的干扰,设置

空白+溶剂组代表常规实验的对照组,设置熏烟+溶

剂组代表常规实验的模型组,同时,为观察氟西汀对

健康小鼠的影响,故设置空白+氟西汀组。同时,设
置熏烟+氟西汀组意义为当常规实验模型成功后,运
用氟西汀进行干预治疗,其与空白+氟西汀组相比

较,可以了解氟西汀治疗对炎性反应的作用,与熏

烟+溶剂组对比即可排除溶剂生理盐水的干扰,明确

此过程发挥作用的是氟西汀而不是溶剂。本研究发

现,进行熏烟处理的小鼠用氟西汀治疗后肺部炎性反

应程度减弱,提示氟西汀治疗有利于改善慢性阻塞性

肺疾病所致的肺损伤。而空白处理的小鼠接受氟西
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汀治疗后,显示肺部炎症浸润有所增加。这些结果表

明,长期氟西汀治疗,可能对肺组织产生双向作用,生
理状态表现为促炎作用,病理状态表现为抗炎作

用[11]。GR异常是糖皮质激素抵抗的机制之一[12],影
响机体的免疫调节、代谢、渗透压、生长发育等多种生

理过程,并参与行为和认知的调节。有研究发现,慢
性阻塞性肺疾病患者都伴有精神系统疾病,且多数患

者都有吸烟史,而长期吸烟又与 GR的激活密切相

关,影响大脑的功能[1]。氟西汀为临床广泛应用的选

择性5-羟色胺再摄取抑制剂,可选择性地抑制五羟色

胺转运体,阻断突触前膜对5-羟色胺的再摄取,延长

和增加5-羟色胺的作用,从而对GR异常具有调节作

用。氟西汀具有抗炎作用,同时对神经系统疾病有显

著的治疗作用,为临床公认的神经系统治疗药物[13],
因此本研究采用氟西汀进行干预。结果显示,熏烟处

理的小鼠 GR蛋白水平降低,提示长期熏烟削弱了

GR表达,氟西汀治疗后熏烟组降低的GR表达水平

有所逆转,表现出氟西汀对GR的保护作用。
综上所述,熏烟能够诱导小鼠的炎性因子释放增

加,影响肺功能,长期慢性炎症是导致慢性阻塞性肺

疾病形成的重要因素。而经熏烟的慢性阻塞性肺疾

病小鼠的神经系统GR蛋白水平及表达明显降低,氟
西汀治疗能够减轻肺部炎症,改善肺功能,同时,能够

逆转GR蛋白的持续降低,因此氟西汀对慢性阻塞性

肺疾病小鼠的神经系统有一定的保护作用。
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