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伊曲康唑对慢性阻塞性肺疾病
模型大鼠骨髓源性抑制细胞的
影响及意义
黎媛 李伟文 蓝秀 吕祝庆

【摘要】 目的 探讨伊曲康唑对慢性阻塞性肺疾病（COPD）模型大鼠骨髓源性抑制细胞（MDSC）的影响及意义。 方法 按照

随机数字表法将 40只大鼠分为对照组、模型组、低剂量组和高剂量组，每组 10只。对照组大鼠给予常规喂养；后 3组大鼠按被动香烟

烟雾吸入法构建 COPD模型，低剂量组和高剂量组大鼠于被动吸烟 12周后，分别口服 10mg/kg和 50mg/kg伊曲康唑，1次 /d，共 4

周。分别检测并计算各组大鼠的第 0.3s用力呼气量与用力肺活量的比值（FEV0.3/FVC）、肺顺应性和气道阻力及气道病理学评分；采用

流式细胞术和免疫荧光技术分析外周血 MDSC比例和肺组织中 MDSC计数，Western blot法和 RT-PCR法测定肺组织中诱导型一

氧化氮合酶（iNOS）、转化生长因子 -β（TGF-β）和精氨酸酶 1（ARG1）蛋白及 mRNA表达。 结果 与对照组相比，模型组外周血

MDSC比例、肺组织 MDSC细胞数、iNOS、TGF-β、ARG1表达水平均增高（均 P＜0.05）；与模型组相比，低剂量组和高剂量组外周血

MDSC比例、肺组织中 MDSC计数及 iNOS、TGF-β、ARG1表达水平均明显降低（均 P＜0.05）。与对照组相比，模型组 FEV0.3/FVC和

顺应性降低，气道阻力和小气道病理评分均增高（均 P＜0.05）；与模型组相比，低剂量组和高剂量组 FEV0.3/FVC和顺应性明显增高，气

道阻力和气道病理评分均明显降低（均 P＜0.05）。 结论 伊曲康唑能降低外周血 MDSC比例及肺组织中 MDSC计数，抑制 MDSC

分泌功能，有助于改善 COPD大鼠的肺通气功能、降低气道炎症反应。

【关键词】 伊曲康唑 慢性阻塞性肺疾病 骨髓源性抑制细胞 气道炎症

The effect of itraconazole on myeloid-derived suppressor cell in chronic obstructive pulmonary disease model LI Yuan, LI
Weiwen, LAN Xiu, et al. Department of Respiratory Medicine, the Fifth Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University, Lishui 323000,
China
【Abstract】 Objective To investigated the effect of itraconazole on myeloid-derived suppressor cell (MDSC) in chronic

obstructive pulmonary disease (COPD) model. Methods The COPD model was established by passive cigarette smoke

inhalation. 30 COPD model rats were randomly divided into three groups: model group, low-dose itraconazole treatment + model

group (low-dose group) and high-dose itraconazole treatment + model group (high-dose group). Another 10 normal rats were

chose for control group. The change of pulmonary function and pathological changes in lung tissue were observed respectively.

Flow cytometry and immunofluorescence was used to analyze the proportion of Gr1+ CD11b+ MDSC in peripheral blood and lung

tissue. Western blotting (WB) and real-time quantitative polymerase chain reaction (PCR) were used to detected the protein and

mRNA expression of induced synthase (iNOS) and transforming growth factor beta (TGF-β), arginase 1 (ARG1). Results

Compare with control group, the MDSC ratio and the expression of iNOS, TGFβ, ARG1 in model group was significantly higher in

the model group (P＜0.05). Compared with model group, the MDSC ratio and he expression of iNOS, TGFβ, ARG1 were lower in

low-dose group and high-dose group were lower (P＜0.05). Compared with control group, the FEV0.3/FVC and pulmonary

dynamic compliance were lower, the pulmonary airway resistance and airway pathological score were higher (P＜0.05).

Compared with model group, the FEV0.3/FVC and pulmonary dynamic compliance in low-dose group and high-dose group

were higher, but the pulmonary airway resistance and airway pathological score were lower (P＜0.05). Conclusion Itraconazole
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慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary
disease，COPD）是临床上常见的不可逆性呼吸道顺应性
下降的慢性肺部疾病[1]，其发病机制与持续炎症反应、氧
化应激以及蛋白酶功能紊乱等有关。一些研究发现免疫

功能紊乱，尤其是 CD4+和 CD8+ T细胞免疫功能紊乱是
导致呼吸道黏膜上皮损害的重要原因[2]。近年来，有研究
表明骨髓源性抑制细胞（myeloid-derived suppressor
cell，MDSC）除了参与肿瘤微环境免疫抑制外，还与
COPD等炎症性疾病密切相关。MDSC在 COPD疾病进
展中的作用仍存在较大争议[3-4]。免疫调节剂（如胸腺肽）
可缓解 COPD病情，减少急性发作，其作用机制是否与
MDSC状态有关仍需进一步探讨。伊曲康唑是一种广谱
抗真菌药物[5]，可明显改善 COPD合并真菌感染患者的
病情[6]。由于缺乏临床用药指征，伊曲康唑仍未应用于治
疗非真菌感染性 COPD患者。近年来，越来越多的学者
发现伊曲康唑具有广泛的非抗真菌作用，如抗肿瘤、抗

炎、抑制血管生成、调节细胞自噬、免疫调节等[7-10]，但其
对无真菌感染性 COPD患者的 MDSC的影响仍未明确，
因此，本研究观察伊曲康唑对 COPD模型大鼠 MDSC的
影响及意义，以进一步阐明伊曲康唑治疗 COPD的内在
机制。

1 材料和方法

1.1 实验动物 40只 6~8 周龄健康雄性 SD大鼠，许
可证号：SCXK（浙）2015-009，体重约 200~250g，购自温
州医科大学实验动物中心。

1.2 主要材料 人淋巴细胞分离液 Ficoll-Hypaque购
自北京普博斯生物科技有限公司；Anti-Ly6g（Gr-1）、
Anti-CD11b抗体均购自中国 Abcam公司；诱导型一氧
化氮合成酶（iNOS）、转化生长因子-茁（TGF-茁）、精氨酸
酶 1（ARG1）、茁-肌动蛋白（茁-actin）抗体均购自美国
CST公司；伊曲康唑购自上海阿拉丁试剂有限公司；增
强化学发光（ECL）试剂盒购自美国 Thermo公司。
1.3 构建 COPD模型及实验分组 按随机数字表法将

40只大鼠分为对照组、模型组、低剂量组和高剂量组 4
组，每组 10只。对照组给予常规喂养，后 3组按被动香
烟烟雾吸入法构建 COPD模型[11]，低剂量组和高剂量组
大鼠于被动吸烟 12周后，分别口服 10mg/kg和 50mg/kg

伊曲康唑，1次/d，共 4周。
1.4 大鼠气道阻力和顺应性检查 建立模型 16周后，
采用腹腔注射 10豫水合氯醛溶液（3.8ml/kg）将大鼠麻
醉，进行气管插管并连接到流速传感器，采用小动物肺

功能监测系统观察大鼠呼吸的流量和压力曲线，测量并

计算第 0.3s 用力呼气量与用力肺活量的比值（FEV0.3/
FVC）、肺顺应性和气道阻力，测量完成后采用空气注射
法处死大鼠，为后续试验准备。

1.5 小气道病理学评分 按照文献[12]中的方法，取左
肺组织，以 4%多聚甲醛固定，常规石蜡包埋，切片，HE
染色后，由经验丰富的工作人员阅片，观察以下指标：

（1）小气道腔内黏液和细胞阻塞情况，取阻塞小气道的
百分比；（2）小气道上皮坏死糜烂的百分值；（3）上皮细
胞杯状化生程度；（4）上皮细胞鳞状化生程度；（5）炎症
细胞浸润程度；（6）组织增生程度；（7）平滑肌增生程度；
（8）色素沉着程度。3耀8项按正常为 0分、轻度为 1分、
中度为 2分、重度为 3分进行评分，将所观察的小气道
评分值相加后，与最大总分数（即 3伊小气道数）的比值
即为小气道病理学评分值。

1.6 外周血中 MDSC 比例检测 采用流式细胞仪技

术。按照实验分组构建模型，并给予伊曲康唑治疗 16
周。收集各组大鼠的外周血液，按照密度-梯度离心法分
离各组大鼠的单个核细胞，加入抗体 CD11b和 Gr-1，冰
上避光孵育 20min，采用流式细胞技术分析 Gr -1 +

CD11b+ MDSC比例。
1.7 肺组织中 MDSC计数检测 采用细胞免疫荧光技

术。提取肺组织细胞后，以 4%多聚甲醛固定，常规石蜡
包埋、切片、脱蜡，用 0.3%甲醇-过氧化氢溶液灭活内源
性过氧化酶，并用 0.1mol/L柠檬酸盐缓冲液抗原修复。
10%山羊血清在 37益湿盒内处理 30min。加一抗抗体，
湿盒中，37益孵育 1h，4益过夜；漂洗 2次后，加入二抗抗
体，湿盒中，37益孵育 1h，漂洗 2次，加入显示液避光显
色 15min，终止反应；苏木精对比染色、脱水、透明、封
固、光镜观察 3个视野，统计细胞数，并计算平均值。
1.8 iNOS、TGF-茁、ARG1 蛋白表达水平检测 采用

Western blot法。收集适量的右肺组织，并制成匀浆后，加
入适量的组织裂解液，冰上裂解 10~15min，4益离心机
中，以 12 000r/min离心 15min，取上清液。经蛋白定量

improves the ventilation function of COPD rats, reduces airway inflammation and its mechanism might be related to the reduction

of the proportion of MDSC and inhibition of the MDSC function.

【Key words】 IItraconazole Chronic obstructive pulmonary disease Myeloid-derived suppressor cell Airway inflamm-

ation
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后，取 20滋g总蛋白 4%耀12%聚丙烯酰胺凝胶中，电泳分
离；经电转膜后，用 3%脱脂牛奶室温封闭 30~60min。加
入一抗（iNOS、TGF-茁、ARG1），4益孵育过夜；TBST缓冲
液洗涤，每次 8~10min，共 3次，加入辣根过氧化物酶标
记的二抗，室温孵育 1~2h，TBST缓冲液洗膜，每次 8~
10min，共 3次，用增强化学发光试剂发光、显影和定影，
Image J软件计算条带的灰度值，以 茁-Actin为内参。上
述实验重复 3次。
1.9 iNOS、TGF-茁、ARG1 mRNA表达水平检测 采用

RT-PCR法。收集新鲜的病变肺组织，加入适量的 Trizol
液，提取总 RNA，并合成 cDNA。用 AccuPower R Green原
star栽酝 qPCR PreMix试剂盒配置 20滋l的总反应体系，包
括：cDNA 1滋l、上下游引物各 0.8滋l，qPCR PreMix 10滋l，
0.9%氯化钠溶液 7.4滋l，进行 PCR 扩增。扩增条件：
95益预变性 30s，95益变性 5s，60益退火延伸 34s，溶解
65耀95益，每 5s上升 0.5益；使用 2-吟吟Ct表示基因表达情
况。引物系列见表 1。
1.10 统计学处理 采用 SPSS 22.0统计软件。计量资
料以 表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两

两比较采用 LSD-t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 4 组大鼠 FEV0.3/FVC、肺顺应性、气道阻力及小气
道病理学评分比较 与对照组相比，模型组 FEV0.3/FVC
和肺顺应性明显降低，气道阻力和病理评分明显增高，

差异均有统计学意义（均 P＜0.05）；与模型组相比，低剂
量组和高剂量组 FEV0.3/FVC和顺应性明显增高、气道阻
力和病理评分明显降低，差异均有统计学意义（均 P＜
0.05）。见表 2。

表 1 引物序列

iNOS

TGF-β

ARG1

GADPH

上游：5'-TCTCCCGAAACGCTACACTT-3'

下游：5'-CGTCTGGCGAAGAACAATC-3'

上游：5'-GGACTACTACGCCAAAGAAG-3'

下游：5'-TCAAAAGACAGCCACTCAGG-3'

上游：5'-CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG-3'

下游：5'- AGGAGCTGTCATTAGGGACATC-3'

上游：5'-CACGGCAAATTCAACGGCACA-3'

下游：5'-TCCAGGCGGCACGTCAGATC-3'

表 2 4组大鼠 FEV0.3/FVC、肺顺应性和小气道阻力及气道病理学评分比较

组别

低剂量组

高剂量组

模型组

对照组

F值
P值

n
10

10

10

10

FEV0.3/FVC（%）

68.12±7.23△

71.57±8.16△

53.50±5.68*

88.45±7.21

56.19

0.00

气道阻力[cmH2O/（ml·s）]

0.45±0.03△

0.38±0.02△

0.66±0.04*

0.27±0.02

500.12

0.00

肺顺应性（ml/cmH2O）

0.28±0.02△

0.32±0.01△

0.21±0.03*

0.39±0.01

226.84

0.00

小气道病理评分（分）

1.99±0.31△

1.59±0.24△

3.14±0.53*

0.98±0.15

96.16

0.00

注：cmH2O为厘米水柱；与对照组比较，*P＜0.05；与模型组比较，△P＜0.05

表 3 4组大鼠 MDSC在外周血的比例和肺组织中计数比较

2.2 4组大鼠 MDSC在外周血的比例和肺组织中计数
比较 与对照组相比，模型组外周血 MDSC比例和肺组
织中计数均明显增高，差异均有统计学意义（均 P＜
0.05）；与模型组相比，低剂量组和高剂量组外周血 MD原
SC比例和肺组织中计数均明显降低，差异均有统计学
意义（均 P＜0.05）。见表 3。

2.3 4组大鼠肺组织中 iNOS、TGF-茁、ARG1 表达水平
比较 与对照组相比，模型组 iNOS、TGF-茁、ARG1蛋白
和 mRNA表达上调，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）；
与模型组相比，低剂量组和高剂量组 iNOS、TGF-茁、
ARG1蛋白和 mRNA表达上调明显降低，差异均有统计
学意义（均 P＜0.05）。见表 4、图 1。
3 讨论

自 1980年首次成功合成后，伊曲康唑通过其三唑
环结构阻断真菌细胞膜麦角固醇的合成来抑制真菌生

长，从而发挥其抗真菌药物的作用，临床上常用于治疗

浅表真菌感染及深部真菌引起的系统感染，具有良好的

疗效和较低的毒性。在 COPD合并真菌感染治疗中，伊
曲康唑亦可使患者获得较好的临床疗效[6]。本研究结果
提示，单一的伊曲康唑可改善 COPD大鼠的肺功能，减

组别

低剂量组

高剂量组

模型组

对照组

F值
P值

n
10

10

10

10

外周血（%）

16.26±5.23△

13.46±5.35△

20.98±6.46*

8.36±2.08

15.21

0.00

肺组织（个 /mm2）

25.15±7.36△

19.10±6.56△

36.15±8.25*

12.26±3.58

38.14

0.00

注：与对照组比较，*P＜0.05；与模型组比较，△P＜0.05
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图 1 4组大鼠肺组织中 iNOS、TGF-β、ARG1表达的电泳图

iNOS

TGF茁
ARG1

茁-actin

表 4 4组大鼠肺组织中 iNOS、TGF-β、ARG1表达水平比较

注：与对照组比较，*P＜0.05；与模型组比较，△P＜0.05

轻大鼠气道炎症反应，具有抑制肺部炎性损伤作用，提

示伊曲康唑具有潜在的治疗 COPD的作用。
MDSC是一群由髓源性祖细胞在不同阶段分化的

未成熟异质性细胞群，缺乏成熟性中性粒细胞、巨噬细

胞或树突细胞的细胞表型，其鼠源性 MDSC 表型以
Ly6g（Gr-1）和 CD11b 为标志，人源性 MDSC 表型则为
LIN-HLA-DR-CD33+或 CD11b+CD14-CD33+[13]。在炎症
性疾病、创伤应激、自身免疫疾病、脓毒症，尤其是肿瘤

微环境中，MDSC可通过分泌 ARG1和 iNOS，增加局部
氧自由基含量和炎性细胞因子（如 TGF-茁），降低 L-精
氨酸的含量，抑制 T细胞增殖和免疫功能。此外，MDSC
还可以直接与调节性 T细胞、Th1细胞相互作用，起到
间接免疫抑制作用[13-15]。近年来，越来越多的研究发现
非肿瘤性肺部疾病中，如肺纤维化、肺动脉高压、急慢性

肺炎均具有不同程度的免疫功能紊乱的现象，且其机制

可能与 MDSC的免疫抑制作用有关 [16-17]。有学者发现
COPD患者的外周血中 MDSC比例明显增加，且伴随有
调节性 T（Treg）细胞比例增加和 T细胞功能紊乱，这提
示 MDSC参与 COPD患者免疫调节的过程[13]。本研究在
构建的 COPD大鼠模型中也发现外周血 MDSC比例及
肺组织中 MDSC计数均较对照组明显增高，肺组织中
iNOS、TGF-茁、ARG1表达也明显增高，提示 MDSC可能
与 COPD疾病发生、发展有关。在经过低剂量和高剂量
的伊曲康唑治疗后，外周血 MDSC比例、肺组织中 MD原

SC计数和 iNOS、TGF-茁、ARG1均明显下降，提示伊曲
康唑对 MDSC具有调节作用。

通过本研究，笔者初步证实了在 COPD大鼠模型
中，外周血 MDSC比例、肺组织中 MDSC计数以及其分
泌的细胞因子（包括 iNOS、TGF-茁、ARG1）明显增加。而
伊曲康唑可改善 COPD大鼠的肺功能，减轻肺部炎症性
反应，具有抑制肺部损伤作用，但由于实验过程中未涉

及到伊曲康唑是否参与 MDSC 抑制 T 细胞功能的研
究，因此仍未明确伊曲康唑对 COPD免疫抑制状态是否
有影响，需进一步研究证实。

综上所述，伊曲康唑降低 COPD大鼠的 MDSC比例
以及细胞因子，有助于改善 COPD大鼠的肺功能、减轻
气道炎症反应关。
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毒症的病因鉴别的重要性；而在妊娠期甲亢 ATD药物
的选择、使用（及确诊妊娠时停用）和监测调整方面新版

指南则更加细化，尤其对确定妊娠后 ATD药物的治疗
和监测策略作了修正，为临床医生对妊娠期间甲状腺毒

症相关问题作出临床决策提供了参考，也突出了中国特

色。然而，依然有不少建议需要更多、更有力的循证医学

证据支持，以保持指南的实用性和先进性。
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