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NLRP3炎性小体对慢性阻塞性肺疾病大鼠
肺功能及炎性因子分泌的影响

刘一鹏,欧宗兴*,陈忠仁,王 蕾,沈 彬,梁海梅
(中南大学湘雅医学院附属海口医院呼吸内科,海南 海口570208)

摘要:为了探讨核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白3(NLRP3)炎性小体在慢性阻塞性肺疾病(COPD)发病中的作

用,并分析白细胞介素-18(IL-18)及白细胞介素-1β(IL-1β)在COPD大鼠体内分泌与肺功能的关系,按照随机原则将36
只wistar大鼠平均分为空白组、COPD组及干预组,其中COPD组及干预组建造大鼠模型,干预组在造模的同时给予

AC-YVAD-CMK抑制剂处理,造模结束后测定3组大鼠的呼吸阻力、肺总量、肺顺应性及血清、支气管肺泡灌洗液

(BALF)中IL-18和IL-1β的水平.结果显示:1)COPD组大鼠的肺总量和肺顺应性均低于干预组和空白组(p<0.05),
呼吸阻力大小依次为COPD组>干预组>空白组(p<0.05);2)COPD组大鼠血清中IL-1β水平高于空白组和干预组

(p<0.05),COPD组和干预组大鼠血清中IL-18水平高于空白组(p<0.05);3)COPD组大鼠BALF中IL-18水平高于

干预组和空白组(p<0.05),BALF中IL-1β水平大小依次为COPD组>干预组>空白组(p<0.05);4)大鼠BALF中

IL-18水平与其呼吸阻力呈显著正相关(p<0.05).由上述结果可知:COPD模型大鼠的肺总量、肺顺应性降低而呼吸阻

力升高,体内IL-18和IL-1β水平升高,且BALF中IL-18水平与大鼠呼吸阻力呈正相关性,提示IL-18参与了COPD炎症

反应;阻断NLRP3炎性小体中caspase-1活化可以改善COPD模型大鼠肺功能并降低IL-18和IL-1β水平,提示NLRP3炎

性小体可能参与了大鼠COPD的发病过程.
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  慢性阻塞性肺疾病(COPD)的发病原因及其致病

机制目前还不十分明确,主要观点认为是由个体疾病

易获得因素和外界因素共同造成[1].在环境因素方

面,吸烟是目前公认的最主要病因.烟草燃烧产生的

大量毒性物能够活化肺组织中的巨噬细胞和呼吸系

统上皮细胞,促进其释放白细胞介素-18(IL-18)、白细

胞介素-1β(IL-1β)等炎性因子,将本该存在于血管中

的中性粒细胞透过肺泡毛细血管募集至呼吸系统,然
后在呼吸系统内发生活化和脱颗粒效应使之具有生

物学活性;具有生物学活性的中性粒细胞再通过释放

氧自由基等导致呼吸道发生病理性改变,造成气道及

肺组织的大量组织损伤,从而促进COPD发生和发

展[2].因此,COPD与呼吸系统对毒性颗粒物及其他物

质造成的长期炎症反应过度相关,肺的多个部位出现

炎性细胞聚集,炎性细胞进而释放出大量炎性物质.
上述细胞和物质联合作用导致肺部的慢性炎症发生,
造成肺部反复损伤、修复,最终使肺部结构改变.

炎性小体是指由多种蛋白形成的一个多蛋白复

合体,其中核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白3
(NLRP3)炎性小体是目前研究得最透彻的一种.多种

病原微生物和内源性危险信号均可被NLRP3感知而

激活,且后者可引起多种物质聚合,从而形成NLRP3
炎性小体[3].在NLRP3炎性小体活化的经典通路中,
NLRP3炎性小体首先生成,接着由凋亡相关斑点样

蛋白募集含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶1前体

(pro-caspase-1),并将其剪切形成能够发挥生物学效
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应的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-1(caspase-
1);caspase-1再继续剪切pro-IL-18和pro-IL-1β生成

成熟的IL-18和IL-1β,两者最终被分泌到细胞外发挥

其生物学作用而造成对应的炎性反应[4].
本研究通过建造COPD大鼠模型,并使用 AC-

YVAD-CMK抑制剂阻断NLRP3炎性小体中caspase-1
活化后,分析其对呼吸道和血液中IL-18、IL-1β水平

以及肺功能的影响,进而探讨COPD大鼠肺组织和血

清中IL-18、IL-1β水平与肺功能的关系,以期为

COPD的防治提供新的思路和方法.

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 实验动物

健康1月龄清洁级wistar大鼠36只,平均体质

量100g,由海南省动物实验中心提供.

1.1.2 主要试剂

IL-18酶联免疫吸附实验(ELISA)试剂盒、IL-1β
ELISA试剂盒(R&D公司);内毒素(上海信裕生物公

司);AC-YVAD-CMK抑制剂(zzstandard公司);红梅

牌香烟(红塔集团).

1.1.3 主要仪器与设备

强迫震荡式小动物肺功能检测仪(SCIREQ公

司);酶标仪(BIO-RAD公司);烟熏染毒箱(自制).

1.2 方 法

1.2.1 大鼠模型的建造及分组

采用随机数字表法将36只1月龄清洁级wistar
大鼠随机等分成3组(性别相同),分别为空白组、
COPD组和干预组.COPD组参考宋一平等[5]的方法建

造模型:第1天和第14天经气管滴入2000μL(质量浓

度为1μg/μL)内毒素,后2~30d(第14天除外)将大

鼠放入5%(体积分数)香烟烟雾中每天烟熏0.5h.干
预组在每次烟熏前,均按10mg/kg(体质量)的剂量给

予腹腔注射质量浓度为1mg/mL的 AC-YVAD-
CMK(一种caspase-1的特异性抑制剂,已被大量实验

证实具有抑制caspase-1活化的作用[6-7]);COPD组和

空白组则在烟熏前腹腔注射等量的生理盐水.

1.2.2 肺功能检查

采用强迫震荡式小动物肺功能检测仪,将大鼠用

2%(质量分数)戊巴比妥钠按0.3mL/100g(体质量)
腹腔注射麻醉后,将其仰卧位固定于密闭体描箱内,

气管插管后使气管导管另一端与动物呼吸机的皮管

连接;大鼠呼吸时一个传感器受大鼠气管中压力变

化,另一个传感器感受体记录箱内压力的变化并经过

专业设备转化为电信号;最后由计算机处理后得到肺

功能的各项指标,包括肺总量、肺顺应性和呼吸阻力.

1.2.3 标本制备

以2%戊巴比妥钠按0.3mL/100g(体质量)腹腔

注射麻醉大鼠,将其固定于仰卧位,然后从腹主动脉

抽取血液5mL,放入离心机3000r/min离心10min
后采集上清液检测,2~8℃保存1d,需长期保持时置

于-20℃,避免反复冻融.在胸骨柄上方约5mm处备

皮并依次切开皮肤、皮下组织、肌层,小心将气管剪开

一斜向切口,导入气管导管置气管隆突上10~15mm
处后用细线扎好,用5mL重蒸水灌洗肺部,反复冲

洗3次,并使其回抽重蒸水量在2mL以上,灌洗及

回抽速度控制在1~2mL/min,将最后回抽的支气

管肺泡灌洗液(BALF)以1500r/min离心10min,使
用移液器将其上清液转移至带有分组标记的EP管中

待测.

1.2.4 ELISA检测

采用双抗体两步夹心ELISA试剂盒检测IL-18
和IL-1β的水平.把待测样本、标准品加入酶标包被板

孔内,37℃恒温箱内温育并洗涤后加入酶标工作液.
温育后再次彻底洗涤,分别加入底物A、B,显色底物

3,3',5,5'-四甲基联苯胺在辣根过氧化物酶催化下产

物改变为蓝色,在酸的作用下又转为黄色,颜色的深

浅随样品中的待测物质含量增加而增加.用酶标仪在

450mm下检测吸光度,最后通过BIO-RAD公司的

MPM软件分析得出炎性因子水平[8].

1.2.5 统计学分析

使用GraphPadPrism6.0和SPSS22.0软件进

行数据处理.数据用平均值±标准差表示;正态分布

的数据组间差异比较采用单因素方差分析;相关性及

偏相关分析采用Pearson法.所有检验均以p<0.05
表示显著.

2 结果与分析

2.1 3组大鼠基本情况比较

COPD组和干预组各有1只大鼠在造模时死亡,
空白组全部存活.空白组大鼠营养状况良好,精神活

跃,目光炯炯有神,皮毛洁白光泽,活动灵敏,反应迅

速,呼吸平顺,无咳嗽、咳痰、呼吸困难等表现,未见异
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常鼻腔或口腔分泌物,未闻及哮鸣音;而另外2组的

存活大鼠在造模过程中逐渐表现出营养不良,行动迟

缓,精神萎靡,双目无神,反应迟钝,进食减少,皮毛枯

槁发黄,触之易脱落,可见倒竖现象,口唇发绀,口角

偶见分泌物流出,偶尔闻及哮鸣音.
空白组、COPD组、干预组大鼠造模结束后体质

量分别为(291.99±35.76)g,(302.80±48.95)g,
(320.60±50.43)g,各组间无显著差异(p>0.05).

2.2 3组大鼠肺功能及炎性因子水平差异

2.2.1 肺功能

比较3组大鼠肺总量、肺顺应性、呼吸阻力的差

异,结果发现(图1):COPD组较空白组、干预组的肺

总量和肺顺应性均显著降低(p<0.05),而空白组与

干预组的肺总量、肺顺应性之间无显著差异(p>
0.05);3组大鼠的呼吸阻力之间均差异显著(p<
0.05),大小依次为COPD组>干预组>空白组.由以

上结果可见大鼠肺部受到烟熏及内毒素作用后肺总

量、肺顺应性降低,呼吸阻力升高,而使用AC-YVAD-
CMK抑制剂后大鼠的呼吸阻力有所降低,表明抑制

NLRP3炎性小体中caspase-1活化可以在一定程度上

改善COPD大鼠呼吸系统受到有害物质毒性作用后

的肺功能.

(a)肺总量;(b)肺顺应性;(c)呼吸阻力.*p<0.05,下同.

图1 3组大鼠肺功能比较

Fig.1 Comparisonoflungfunctionof3groupsofrats

2.2.2 血清中炎性因子水平

比较3组大鼠血清中的炎性因子水平差异,结果

图2 3组大鼠血清IL-18(a)和IL-1β(b)水平比较

Fig.2 ComparisonofIL-18(a)andIL-1β(b)levelsinserumof3groupsofrats

发现(图2):空白组的IL-18水平显著低于干预组和

COPD组(p<0.05),而COPD组和干预组的IL-18
水平之间差异不显著(p>0.05);COPD组的IL-1β水

平显著升高(p<0.05),而空白组和干预组的IL-1β水

平之间无显著差异(p>0.05).由上述结果可知,烟熏

和气管注射内毒素可促进炎性因子IL-1β和IL-18分

泌至大鼠血清中,表明COPD组大鼠全身的炎症反应

呈现出增高状态,这与“COPD的核心是炎症[9]”的观

点一致;同时,在使用AC-YVAD-CMK抑制NLRP3
炎性小体中的caspase-1活化后,大鼠血清中IL-1β水

平较 COPD 组显著降低,表明抑制 NLRP3中的

caspase-1活化后下游的IL-1β无法被正常分泌,进而

减轻了COPD大鼠全身的炎症反应.

2.2.3 BALF中炎性因子水平

比较3组大鼠BALF中的炎性因子水平差异,结
果发现(图3):COPD组的IL-18水平显著高于干预组

和空白组(p<0.05),而空白组和干预组的IL-18水平

之间差异不显著(p>0.05);3组大鼠BALF中IL-1β
水平高低依次为COPD组>干预组>空白组,3组之

间均有显著差异(p<0.05).以上结果表明COPD大

鼠肺部的炎症反应较严重,而在使用 AC-YVAD-
CMK抑制NLRP3炎性小体中caspase-1活化后,干
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预组大鼠BALF中IL-18和IL-1β水平较COPD组降

低,可见抑制 NLRP3中的caspase-1活化能减轻
COPD大鼠肺部的炎症.

图3 3组大鼠BALF中IL-18(a)和IL-1β(b)水平比较

Fig.3 ComparisonofIL-18(a)andIL-1β(b)levelsinBALFof3groupsofrats

2.3 3组大鼠肺功能指标与炎性因子水平

之间的相关性

  大鼠肺功能指标与炎性因子水平的Pearson相关

性分析结果显示(表1):肺总量与BALF中IL-18水

平呈显著负相关(p<0.05),而与BALF中IL-1β、血
清中IL-18和IL-1β水平无显著相关性(p>0.05);肺
顺应性与BALF中IL-18、血清中IL-1β和IL-18水平

呈显著负相关(p<0.05),而与BALF中IL-1β水平

无显著相关性(p>0.05);呼吸阻力与BALF、血清中

IL-18和IL-1β水平均呈显著正相关(p<0.05).采用

偏相关分析法去除混杂因素后,结果发现(表2):仅
BALF中IL-18水平与呼吸阻力仍呈显著正相关(p<
0.05),而其他指标与各炎性因子水平之间均无显著

表1 大鼠肺功能指标与炎性因子水平之间的相关性

Tab.1 Correlationbetweenlungfunctionindexesand
inflammatoryfactorlevelsofrats

炎性因子 肺总量 肺顺应性 呼吸阻力

BALF中IL-18 -0.546* -0.587* 0.981*

BALF中IL-1β -1.600 -0.222 0.572*

血清中IL-18 -0.330 -0.389* 0.602*

血清中IL-1β -0.321 -0.406* 0.476*

表2 去除混杂因素后大鼠肺功能指标与

炎性因子水平之间的相关性

Tab.2 Correlationbetweenlungfunctionindexesand
inflammatoryfactorlevelsofratsafterremovingconfounders

炎性因子 肺总量 肺顺应性 呼吸阻力

BALF中IL-18 -0.480 -0.208  0.957*

BALF中IL-1β 0.120 0.085 -0.104
血清中IL-18 0.020 -0.092 0.188
血清中IL-1β 0.042 -0.188 0.089

相关性(p>0.05).大鼠呼吸阻力与BALF中IL-18
水平呈显著正相关的结果提示IL-18水平可用来分析

COPD的病变进展情况.

3 讨 论

香烟烟雾吸入是目前公认的导致COPD发生的

高危因素.香烟燃烧产生的有毒烟雾最终诱导气管局

部及全身炎症反应,因此多数学者支持炎症对COPD
具有影响的理论,认为最终可通过减少体内的炎症水

平而达到减少COPD发生的目的.
NLRP3炎性小体是目前研究较为深入的一种炎

性小体,当受到某些损伤或刺激后会发生自身寡聚化

和信号传导,引起效应蛋白caspase-1活化,进而引起

炎性因子IL-18、IL-1β的成熟和释放[10];而对炎性小

体进行一定的干预可以有效调控炎性因子的成熟和

释放[11].NLRP3炎性小体中caspase-1蛋白是最重要

的蛋白之一,且其在机体受到各种刺激后对炎性因子

分泌起到重要的调节作用.本研究结果显示IL-18、IL-
1β在 COPD 大鼠肺组织和血液中分泌增加,而
caspase-1抑制剂AC-YVAD-CMK可以降低两者的

分泌水平,对COPD大鼠的炎症反应起到一定的减轻

作用.其作用机制可能是AC-YVAD-CMK通过抑制

caspase-1活化,使其加工pro-IL-18、pro-IL-1β产生成

熟IL-18、IL-1β的能力减弱,从而减少IL-18、IL-1β的

分泌,减弱呼吸系统炎症反应,进而缓解了COPD大

鼠肺功能损伤.
IL-18是一种由巨噬细胞分泌的具有促炎作用的

细胞因子,在对病原体天然免疫的防御中起重要作

用.通过粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子的介导,中性

粒细胞能够被IL-18诱导并聚集至气管、支气管及肺

组织;具有生物学活性的中性粒细胞产生氧自由基和
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水解酶,后者可使呼吸系统被破坏,最后导致COPD
发生[12].IL-18可以刺激分泌并释放包括嗜酸性粒细

胞趋化因子在内的一系列细胞因子,招募嗜酸性粒细

胞等炎性细胞或炎性因子聚集至COPD患者的气道

中,不断加剧支气管和肺内的炎症作用,推动COPD
的进展[13].这与临床中建议对嗜酸性粒细胞计数增多

的病人使用吸入性类固醇激素的做法一致.烟草燃烧

产生的大量毒性物质是COPD的主要病因,同时也是

引起IL-18水平升高的独立因素[14].IL-lβ是主要由白

细胞特别是单核巨噬细胞产生的炎性因子,参与机体

的炎症反应、免疫应答过程.IL-1β能够与辅助受体作

用引起一系列炎性物质的产生[15].吸烟是诱发COPD
主要的外界危险因素,但并非所有吸烟的人均发展为

COPD患者.在对一些患者亲属以及挛生个体的研究

中表明此病与遗传有关,可能原因是由于吸烟导致

COPD患者血清中IL-1β生成过多,IL-1β信号通路参

与诱导了杯状细胞的化生/增生,而杯状细胞化生和

黏液产生过多是COPD患者呼吸系统炎症经久不愈

的关键组织学异常;同时IL-1β还能与其他炎性物质

相互诱导、共同作用,募集并激活中性粒细胞、巨噬细

胞等炎性细胞[16].上述炎性细胞和炎性物质共同作用

导致肺组织重构,在COPD的形成中扮演重要角色.
本研究发现COPD大鼠血清及BALF中IL-18

水平高于健康大鼠,提示大鼠经过烟熏和气管注射内

毒素后可能激活了NLRP3炎性小体,导致下游的炎

性因子IL-18成熟、活化,说明COPD大鼠不论是呼吸

系统还是全身的炎症反应均呈现出增高状态,这与

Kratzer等[17]的研究结果一致.在给予 AC-YVAD-
CMK抑制caspase-1活化后COPD大鼠的血清中IL-
18水平未见明显降低,仍高于健康大鼠,但BALF中

IL-18 水 平 较 COPD 大 鼠 明 显 降 低,表 明 抑 制

NLRP3-caspase1-IL18-IL-1受体轴后肺组织中IL-18
无法被活化,COPD大鼠的炎症反应显著减弱.同时

COPD大鼠血清和BALF中IL-1β水平高于空白组,
给予AC-YVAD-CMK抑制caspase-1活化后COPD
大鼠BALF中IL-1β水平明显降低,但仍高于健康大

鼠,由此看出AC-YVAD-CMK可下调COPD大鼠肺

组织中IL-1β水平,表明抑制NLRP3炎性小体能减轻

COPD大鼠呼吸系统和全身的炎症反应,对COPD起

到一定的缓解作用.
此外,本研究采用偏相关分析还发现BALF中

IL-18水平与大鼠呼吸阻力呈显著正相关,而其他炎

性因子与大鼠呼吸阻力无显著相关性.由此推测

BALF中高IL-18水平可能会引起COPD患者病人相

关的病理学以及病理生理学改变,导致肺功能损害,
提示IL-18在COPD患者气流受限过程中发挥了一定

作用,因此减少NLRP3炎性小体中caspase-1的活化

能够抑制IL-18的病理性作用,从而可缓解COPD病

人的临床症状.香烟烟雾及内毒素可能通过活化

NLRP3炎性小体而造成呼吸道及机体的炎症应答及

肺功能改变,因此在COPD病人的治疗方面,NLRP3
炎性小体的拮抗剂可能是一种新的选择.

综上所述,本研究通过构建大鼠COPD模型,对
COPD大鼠的肺功能及其体内IL-18、IL-1β水平进行

了分析,发现给予AC-YVAD-CMK抑制剂后COPD
大鼠的肺功能相关指标及IL-18、IL-1β水平均有所恢

复,提示NLRP3炎性小体或许可以作为抑制COPD
的位点,有望为临床评估及缓解COPD提供参考.
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InfluenceofNLRP3inflammasomeonlungfunctionandinflammatory
cytokinessecretioninchronicobstructivepulmonarydiseaserats

LIUYipeng,OUZongxing*,CHENZhongren,WANGLei,SHENBin,LIANGHaimei
(DepartmentofRespiratoryMedicine,CentralSouthUniversityXiangyaSchoolof

MedicineAffiliatedHaikouHospital,Haikou570208,China)

Abstract:Toinvestigatethepathogenesisofleotide-bindingoligomerizationdomain-1ikereceptorsfamilypyrindomaincontaining3
(NLRP3)inflammasomeofchronicobstructivepulmonarydisease(COPD)aswellastoexploretherelationshipbetweenthe
secretionofIL-18,IL-1βinCOPDratsandlungfunction,werandomized36wistarratsintothreegroups:thecontrolgroup,the
COPDgroupandtheinterventiongroup,andbuilttheCOPDratmodels.TheinterventiongroupwasgivenAC-YVAD-CMK
inhibitoratthesametimeasbuilding.Respiratoryresistance(Rrs),totallungcapacity(TLC),lungcompliance(Crs),IL-18and
IL-1βlevelsinserumandbroncho-alveolarlavagefluid(BALF)weredeterminedafterbuilding.Resultsshowedasfollowing:1)The
TLCandCrsofCOPDgroupwerelowerthanthoseintheinterventiongroupandthecontrolgroup(p<0.05),andthedecreasing
orderinthelevelsofRrsweretheCOPDgroup,theinterventiongroupandthecontrolgroup(p<0.05).2)IL-1βlevelinserumof
ratsintheCOPDgroupwerehigherthanthatinthecontrolgroupandtheinterventiongroup,andtheIL-18levelinserumofthe
COPDgroupandtheinterventiongroupwashigherthanthatinthecontrolgroup(p<0.05).3)TheIL-18levelinBALFofthe
COPDgroupwashigherthanthatintheinterventiongroupandthecontrolgroup.TheIL-1βlevelinBALFofthethreegroupswas
thegreatestintheCOPDgroup,followedbytheinterventiongroupandthenthecontrolgroup,andallofdifferenceweresignificant
(p<0.05).4)RrsshowedsignificantpositivecorrelationwiththeIL-18levelinBALF.Takentogether,theTLCandCrsdecreased
intheCOPDmodelrats,butRrs,IL-18andIL-1βlevelsincreased,andtheIL-18levelinBLAFofratswascorrelatedwiththeRrs,

whichindicatedthatIL-18wasinvolvedintheinflammatoryresponseinCOPD.Moreover,thelungfunctionmightbeimproved,and
IL-18andIL-1βlevelsmightdecreasedinCOPDratsbyinhibitionofcaspase-1activationinNLRP3inflammasome,whichindicated
thatNLRP3inflammasomewasinvolvedinthepathogenesisofCOPDrats.

Keywords:chronicobstructivepulmonarydisease;NLRP3inflammasome;IL-18;IL-1β;lungfunction
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