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·基础论著· 

烟雾暴露大鼠气道胰岛素样生长因子 1 
及骨桥蛋白的表达变化 

宋妤  胡晓芸  施熠炜  李爱民  马爱玲  鲁彩花   

【摘要】  目的  观察烟雾暴露与戒烟大鼠气道胰岛素样生长因子 1（IGF-1）与骨桥蛋白（OPN）

的表达变化，探讨烟雾暴露大鼠气道损伤的机制。方法  将雄性 SD 大鼠 40 只随机分为 5 组：对照

组（C 组）、烟雾暴露 1 个月组（S1 组）、烟雾暴露 1 个月及戒烟 1 个月组（Q1 组）、烟雾暴露 3
个月组（S2 组），烟雾暴露 3 个月及戒烟 1 个月组（Q2 组），HE 染色观察肺组织病理学改变；免

疫组化染色检测 IGF-1 及 OPN 蛋白在气道的表达；RT-PCR 检测肺组织 IGF-1 及 OPN mRNA 的表

达。结果  与 C 组比较，S1、S2 组支气管上皮细胞 IGF-1、OPN 蛋白及 mRNA 表达均增强（P＜0.05），
Q1、Q2 组支气管上皮细胞的 IGF-1、OPN 蛋白及 mRNA 表达低于各吸烟组（P＜0.05），支气管 IGF-1
蛋白与 OPN 蛋白呈正相关（r＝0.558，P＜0.05）。结论  IGF-1、OPN 参与烟雾暴露大鼠的气道重

塑，早期戒烟有助于逆转气道重塑。 
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【Abstract】  Objective  To observe the expression changes of insulin-like growth factor 1（IGF-1）
and osteopontin (OPN) in rats airway of smoke exposure and smoke cessation, explore the mechanism of 
smoke exposure rats with airway damage. Methods  Forty male SD rats were randomly divided into five 
groups: control group(C group), smoke exposure 1 month group(S1 group), smoke exposure 1 month and 
smoke cessation 1 month group(Q1 group), smoke exposure 3 months group(S2 group), smoke exposure 3 
months and smoke cessation 1 month group(Q2 group).The lung tissue airway remodeling were observed 
using HE staining. The expression of IGF-1 and OPN protein in bronchial of each group was evaluated by 
immunohistochemistry. The expression of IGF-1 and OPN mRNA in bronchial of each group was detected 
by Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction. Results  S1, S2 groups of IGF-1, OPN protein and 
mRNA which were expressed in bronchial epithelial cells were significantly higher than C group (P＜0.05). 
Q1, Q2 groups were lower than the smoke exposure(P＜0.05). In bronchial, IGF-1 protein was positively 
related with OPN protein(r＝0.558, P＜0.05). Conclusion  IGF-1 and OPN participate in airway 
remodeling with smoke exposure of rats. Early to give up smoking helps to reverse the airway remodeling. 

【Key words】   Smoke inhalation injury;  Smoking cessation;  Insulin-like growth factor I;  
Osteopontin;  Airway remodeling 
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慢性阻塞性肺疾病（COPD）是气道、肺血管、

肺实质乃至全身的慢性炎症，以不完全可逆性气流

受限为特征，多与肺组织对有毒颗粒和气体的异常

炎症反应有关。研究表明，吸烟是其主要的致病因

素[1]。胰岛素样生长因子 1（IGF-1） 通过促进气

道上皮细胞、平滑肌细胞、成纤维细胞增生及分化，

并增加胶原沉积和细胞外基质成分的产生而参与

气道重塑[2]。骨桥蛋白（OPN）是一个与炎症过程

有关的潜在促炎症细胞因子[3]，在哮喘气道重塑的

发生发展中起关键作用[4]。虽然多项研究提示 IGF-1
及 OPN 在气道损伤中发挥作用，但在烟雾暴露与

戒烟大鼠模型中 IGF-1 及 OPN 对支气管的作用研

究尙少。本实验通过制备大鼠被动吸烟模型，观察

不同烟雾暴露条件大鼠气道 IGF-1 与 OPN 的表达

变化，研究烟雾暴露气道损伤的发生机制。 

材料和方法 

一、实验材料 
猴王牌香烟，焦油量 12 mg/支，烟碱量 1.0 mg/

支，一氧化碳量 15 mg/支。兔抗大鼠 IGF-1、OPN
单克隆抗体、SABC 免疫组化试剂盒、DAB 显色剂

均购自武汉博士德生物工程有限公司。IGF-1、
OPN、β-actin 引物由 Primer3 软件设计，由上海生

工生物科技有限公司合成；Trizol 试剂盒购自上海

生工生物科技有限公司；反转录试剂盒购自

Fermantas 公司；荧光定量 PCR 试剂盒购自 Roche
公司。 

二、实验方法 
1. 动物分组和模型制备：选体重（200±30）g

的 8 周龄健康雄性 SD 大鼠 40 只（山西医科大学动

物实验中心提供），按随机数字表法分为对照组（C
组）、烟雾暴露 1 个月组（S1 组）、烟雾暴露 1 个月

戒烟 1 个月组（Q1 组）、烟雾暴露 3 个月组（S2 组），

烟雾暴露 3 个月戒烟 1 个月组（Q2 组），每组 8 只。

参照许三林法[5]自制大鼠实验性烟雾暴露装置。除

烟雾暴露干预外，各组动物饲养条件相同，即普通

饲料喂养，自由饮水和摄食，室温 20～25 ℃，湿

度 40%～70%，12 h 交替采光。熏烟时舱内氧浓度

保持在 21%。大鼠每周熏烟 6 d，每天上下午各 1
次，每次 15 支，每支香烟点燃 15 min 后换烟。C
组大鼠不吸烟，常氧下相同条件饲养，戒烟后大鼠

饲养条件与 C 组相同。 
2. 肺组织标本制备：各组大鼠于实验终点以

25%的乌拉坦（4 ml/100 g）腹腔注射麻醉，仰卧位

固定于解剖台，钝性分离皮下组织及肌层，暴露胸

腔，完整取下肺组织，右肺置于 4%多聚甲醛固定

24 h，常规石蜡包埋，用于 HE 染色及免疫组化染

色。左肺用生理盐水冲洗后，放入冻存管后置于

－80 ℃冰箱保存，用于 RT-PCR 测定。 
3. 支气管 IGF-1、OPN 蛋白免疫组织化学染

色：支气管 IGF-1、OPN 蛋白检测采用链霉亲和素

-生物素-过氧化物酶复合物（SABC）法，DAB 显

色。一抗为兔抗鼠 IGF-1、OPN 多克隆抗体；二抗

为生物素化山羊抗兔 IgG 抗体。阳性结果为支气管

上皮细胞胞浆出现棕黄色颗粒。采用 Aperio 数字病

理切片扫描仪，在 200 倍光镜下扫描切片，每张切

片随机选取结构完整、直径 100～200 μm 的支气管

3 支，检测支气管上皮细胞的平均光密度（IOD），

取平均值代表该切片 IGF-1、OPN 蛋白表达的相对

含量。 
4. RT-PCR检测肺组织 IGF-1及OPN mRNA表

达：取肺组织 50 mg，加入 1 ml Trizol，按说明书

提取总 RNA，取 2 μg RNA 按说明书反转录为

cDNA，取 1 μg 做 PCR 扩增。反应条件为：94 ℃
预变性 10 min，活化Tag 酶；94 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，
共反应 45 个循环。ABIPrism7300SDS 软件记录数

据并分析，将目的基因的 Ct 值用 β-actin 的 Ct 值进

行标准化，采用 2-ΔΔCt 计算基因表达的相对倍数变

化。大鼠 IGF-1 和 OPN 基因引物序列见表 1。 

表 1  大鼠 IGF-1 和 OPN 基因引物序列表 

基因 基因引物序列 长度(bp) 

IGF-1 
上游引物 5'- CCGCTGAAGCCTACAAAGTC-3' 

170  
下游引物 5'- GGGAGGCTCCTCCTACTATC-3' 

OPN 
上游引物 5'- CATAGCCTCAGCATCCTTGG-3' 

165 
下游引物 5'- TGTAATGCGCCTTCTCCTCT-3' 

β-actin 
上游引物 5'- GTCAGGTCATCACTATCGGCAAT-3' 

147 
下游引物 5'- AGAGGTCTTTACGGATGTCAACGT-3' 
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表 2 各组大鼠支气管 IGF-1 和 OPN 蛋白与 mRNA 表达比较（ sx ± ，n＝8） 

组别 
IGF-1  OPN 

蛋白 mRNA  蛋白 mRNA 

C 组 0.012±0.005bcde 0.452 6±0.038 8bcde 0.018±0.002bcde 0.619 3±0.062 8bcde 
S1 组 0.076±0.001acde 1.037 3±0.128 6acde 0.086±0.010acde 3.187 5±0.116 8acde 

Q1 组 0.046±0.017abde 0.839 6±0.473 9abde 0.039±0.008abde 2.762 7±0.070 3abde 

S2 组 0.200±0.013abce 1.548 5±0.174 8abce 0.070±0.013abce 2.134 0±0.090 4abce 

Q2 组 0.060±0.015abcd 1.327 5±0.085 8abcd 0.056±0.018abcd 1.615 5±0.067 4abcd 

F 值 386.616 52.697 41.329 472.519 
P 值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 

注： IGF-1：胰岛素样生长因子 1；OPN：骨桥蛋白。C 组：对照组，S1 组：烟雾暴露 1 个月组，Q1 组：烟雾暴露 1 个月戒烟 1 个月组，S2
组：烟雾暴露 3 个月组，Q2 组：烟雾暴露 3 个月戒烟 1 个月组。与 C 组比较，aP＜0.05；与 S1 组比较，bP＜0.05；与 Q1 组比较，cP＜0.05；与 S2
组比较，dP＜0.05；与 Q2 组比较，eP＜0.05 
 

三、统计学分析 
采用 SPSS13.0 统计软件包进行统计学分析。

所有数据均以均数±标准差（ sx ± ）表示，各组

间差异显著性检验采用单因素方差分析（one-way 
ANOVA），组间两两比较采用 LSD 检验，相关分析

采用 Pearson 法。P＜0.05 为差异有统计学意义。 

结    果 

一、肺组织病理改变 
C 组大鼠肺血管管壁光滑；肺泡结构完整连续，

支气管黏膜完整，周围无炎细胞浸润。S1 和 S2 组

大鼠肺血管平滑肌层增厚，管腔狭窄；肺泡大小不

等，肺泡壁变薄，有不同程度的断裂，部分融合为

肺大疱；纤毛脱落、倒状，支气管黏膜上皮脱落、

坏死，周围有大量中性粒细胞、巨噬细胞、淋巴细

胞浸润，以 S2 组为著。Q1、Q2 组大鼠肺血管平滑

肌层增厚程度、肺泡结构紊乱程度、支气管黏膜上

皮脱落程度、炎性细胞浸润程度均较烟雾暴露组减

轻，以 Q1 组减轻为著。各组大鼠肺组织病理改变

见图 1。 
二、IGF-1 及 OPN 蛋白在大鼠支气管表达 
IGF-1及OPN蛋白在支气管上皮细胞胞浆阳性

表达为棕黄色。吸烟组呈棕黄色，戒烟组呈浅黄色。

二者在支气管的表达见图 2，3，表达量及比较见表

2。Q1、Q2 组支气管上皮细胞的 IGF-1、OPN 蛋白

表达低于各吸烟组（P＜0. 05）。 
三、各组大鼠肺组织匀浆 IGF-1 及 OPN mRNA

表达 
S1、S2 组 IGF-1、OPN mRNA 表达均高于 C

组，IGF-1 以 S2 组为著，OPN 以 S1 组为著。戒烟

组 mRNA 表达较烟雾暴露组减少。各组肺组织

IGF-1 及 OPN mRNA 表达及比较见表 2。Q1、Q2

组支气管上皮细胞的 IGF-1、OPN mRNA 表达低于

各吸烟组（P＜0. 05）。各组大鼠 IGF-1、OPN 基因

扩增曲线见图 4，5。 
四、相关性分析 
在支气管中，IGF-1 蛋白与 mRNA 呈正相关

（r＝0.581，P＜0.05），OPN 蛋白与 mRNA 呈正

相关（r＝0.512，P＜0.05），支气管 IGF-1 蛋白与

OPN 蛋白呈正相关（r＝0.558，P＜0.05）。 

讨  论 

COPD 的发病机制学说有：慢性炎症、氧化剂/
抗氧化剂失衡、蛋白酶/抗蛋白酶失衡、自主神经功

能紊乱等。目前吸烟是公认的导致 COPD 的主要原

因。香烟烟雾中的多种化学物质激活气道和肺泡上

皮细胞的氧化应激信号，诱导转录因子上调促炎细

胞因子和趋化因子，进而激活炎细胞脱颗粒，释放

中性弹力酶和炎症因子参与气道重塑，最后导致肺

气肿、COPD 的发生[6-7]。研究表明，中性粒细胞的

数量与气道损伤及气道受限的程度呈正相关[8]，本

研究提示，烟雾暴露可导致大鼠肺泡结构紊乱程

度、支气管上皮损伤程度、炎细胞浸润，且以 S2
组为著，表明烟雾暴露可引起大鼠气道重塑，与文

献报道的结果一致。此外，本实验发现戒烟后肺组

织损伤有所减轻，但 Q1 较 Q2 组缓解明显，其原

因可能是长期烟雾暴露肺组织结构发生进行性破

坏，即使戒烟组织修复作用也非常有限，但具体机

制需进一步研究。 
IGF-1 作为一种促有丝分裂原，不仅促进细胞

增殖分化，还参与组织的发育及损伤后的修复。高

晓玲等[9]用脂多糖（LPS）和木瓜蛋白酶的方法制

备 COPD 时发现，实验组大鼠 IGF-1 含量明显高于

对照组。本实验表明，烟雾暴露组大鼠支气管上皮
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细胞 IGF-1 蛋白及 mRNA 表达多于对照组，并呈时

间依赖性的增加，戒烟后 IGF-1 蛋白及 mRNA 表达

减少，提示烟雾暴露通过上调支气管上皮细胞

IGF-1 蛋白的表达而参与气道重塑。其发生机制可

能是烟雾暴露条件下，支气管上皮产生的 IGF-1 可

促进气道上皮细胞、平滑肌细胞、成纤维细胞增殖

迁移，以及 IGF-1 通过依赖 Rho 激酶诱导支气管平

滑肌持久性收缩[10]。文献报道：低氧诱导产生的

IGF-1 不仅促进细胞增殖，又抑制其凋亡，其可能

机制是 IGF-1 与 IGF-1R 结合后激活信号转导通路，

导致转录因子 CREB 活化、抗凋亡蛋白 bcl-2 表达

增加，继而抑制凋亡[11]。本实验 IGF-1 是否通过上

调 bcl-2 而参与气道重塑还需进一步研究。 
OPN 作为一种促炎症细胞因子，通过与细胞表

面的整合素或 CD44 受体相结合刺激细胞黏附、增

加细胞外间质信号转导而参与多种肺部疾病的发 
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生。研究表明：在低氧、炎症刺激等作用条件下，

机体OPN表达增强[12-13]，但在烟雾暴露条件下OPN
表达如何及其他对气道重塑的作用报道尚少。本实

验提示，烟雾暴露组大鼠气道 OPN 蛋白及 mRNA

表达高于对照组，戒烟后 OPN 蛋白及 mRNA 有所

减少，表明烟雾暴露上调支气管上皮细胞 OPN 的

表达。气道重塑包括气道上皮细胞损伤、成纤维细

胞增殖分化、细胞外基质沉积等[14]。OPN 参与烟雾
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暴露大鼠气道重塑可能与 OPN 协同 TGF-β、PDGF、
ET-1 等多种因子激活成纤维细胞，促进其增殖、迁

移、黏附。此外，还可能与 OPN 促进支气管平滑

肌细胞增殖及参与细胞外基质沉积有关。OPN 在气

道未呈时间依赖性的增加，其原因可能是随着烟雾

暴露时间的累积，肺组织损伤加重，而导致机体缺

氧明显，以及机体释放大量氧自由基、炎症介质等，

使 OPN 蛋白在吸烟 3 个月时受基因调节水平、酶

原活性及内源性 OPN 抑制物等多个方面影响而表

达减少。 
在肺癌组织中，IGF-1 通过与受体结合激活 

P13K/AKt 和 MAPK 途径参与细胞的增殖及凋亡[15]，

OPN 也通过与整合素、CD44 结合诱导多种激酶

（如：PI3、MAPK、PLC、NIK2）磷酸化和活化参

与细胞的增殖，转移及浸润。本研究显示：支气管

上皮细胞 IGF-1 与 OPN 表达呈正相关，其原因可

能是烟雾暴露条件下两者通过相同信号转导通路、

相同中间酶激活剂诱导其表达增加而参与气道重

塑。但具体机制还需进一步研究。 
总之，本研究发现烟雾暴露通过上调大鼠支气

管上皮细胞 IGF-1 和 OPN 的表达参与气道重塑。

戒烟可减轻烟雾暴露大鼠的气道重塑。 
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