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摘要 ：

[ 背景 ]　吸烟或曾经吸烟患者哮喘发病及严重程度与未吸烟哮喘患者明显不同，表现为激素
依赖或激素抵抗，烟草烟雾暴露是导致难治性哮喘的重要原因。

[ 目的 ]　探讨烟草烟雾暴露后支气管哮喘模型小鼠气道炎性细胞及相关细胞因子的变化。

[ 方法 ]　将 40 只小鼠随机分为 4 组，包括正常对照组、哮喘组、烟草烟雾暴露组、烟草烟雾
暴露 + 哮喘组，每组各 10 只。哮喘组小鼠第 0、14 天腹腔注射 0.2 mL 致敏液（含 OVA 100 μg、
氢氧化铝凝胶 400 μg），第 24 天用 1%OVA 溶液 10 mL 雾化激发，每天 30 min，连续 28 d。正常
对照组及烟草烟雾暴露组小鼠以等量生理盐水替代致敏液及雾化液，烟草烟雾暴露组小鼠
在每次雾化吸入后 30 min 被动烟草烟雾静式吸入暴露 1 次，每次 10 支，持续 1 h。烟草烟雾
暴露 + 哮喘组小鼠按哮喘组方法致敏和雾化激发，并按烟草烟雾暴露组处理方法吸入烟草
烟雾。28 d 后采集支气管肺泡灌洗液（BALF），用 ELISA 方法检测白介素（IL）-1、IL-6、IL-8、IL-

17A、IL-17F 浓度 ；测定 BALF 中白细胞（WBC）、嗜酸性粒细胞（EOS）及中性粒细胞（NEU）计数。

[ 结果 ]　哮喘组、烟草烟雾暴露 + 哮喘组 BALF 中 WBC、EOS、NEU 均高于正常对照组、烟草
烟雾暴露组，差异均有统计学意义（P < 0.05）。烟草烟雾暴露 + 哮喘组 BALF 中 WBC、NEU 计
数［ 分 别 为（20.65±1.90）×104/L、（16.33±1.54）×104/L］高 于 哮 喘 组［（16.12±1.53）×104/L、

（3.57±0.75）×104/L］，EOS 计数［（4.68±0.88）×104/L］低于哮喘组［（12.54±1.12）×104/L］，差异
均有统计学意义（P < 0.05）。烟草烟雾暴露 + 哮喘组 BALF 中 IL-1、IL-6、IL-8、IL-17A 和 IL-17F 水
平［ 分 别 为（28.93±5.91）、（70.46±7.18）、（188.64±10.43）、（146.77±9.07）、（90.87±7.52）ng/L］
均高于哮喘组［（22.69±3.35）、（53.57±6.42）、（126.17±8.95）、（104.35±6.92）、（73.71±4.66）ng/L］
及烟草烟雾暴露组［（11.37±2.32）、（23.38±4.75）、（88.13±7.12）、（76.12±6.88）、（43.90±4.18）ng/L］，
差异均有统计学意义（P < 0.05）。

[ 结论 ]　烟草烟雾暴露加重哮喘气道炎症，炎性细胞以中性粒细胞浸润为主，气道炎症相关
细胞因子释放增加。
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Abstract: 

[Background] The incidence and severity of asthma in smokers or former smokers are 
significantly different from those in non-smokers, usually hormonal dependence or hormonal 
resistance. Tobacco smoke exposure is an important cause of refractory asthma. 

[Objective] This experiment is designed to investigate the changes of airway inflammatory cells 
and related cytokines in mice with bronchial asthma after exposure to tobacco smoke.

[Methods] Forty mice were randomly divided into normal control group, asthma group, tobacco 
smoke exposure group, and tobacco smoke exposure+asthma group, with 10 mice in each group. 
The mice in the asthma group were intraperitoneally injected with 0.2 mL sensitizing solution 
(including OVA 100 μg and aluminum hydroxide gel 400 μg) on day 0 and day 14, and atomized 
with 10 mL 1% OVA solution on day 24, 30 min per day for consecutive 28 days. The mice in the 
normal control group and the tobacco smoke exposure group were given the same amount of 
normal saline instead of sensitizing fluid and atomizing fluid. The mice in the tobacco smoke 
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雾化吸入及烟草烟雾静式吸入暴露装置为自制封闭
雾化吸入箱（30 cm×30 cm×30 cm）。实验用卷烟为湖
南中烟工业公司生产的芙蓉牌过滤嘴卷烟（烟气烟碱
量 ：1.2 mg，焦油量 ：11 mg）。动物实验遵循本单位
和国家有关实验动物管理和使用的规定。
1.2   实验动物分组及干预

实验小鼠随机分 4 组，每组 10 只，分别为正常对
照组、哮喘组、烟草烟雾暴露组、烟草烟雾暴露 + 哮喘
组。正常对照组处理 ：第 0、14 天腹腔注射 0.2 mL 生理
盐水，第 24 天雾化吸入生理盐水 10 mL，每天 30 min，
连续 28 d。哮喘组处理 ：第 0、14 天腹腔注射 0.2 mL 致
敏液（含 OVA 100 μg、氢氧化铝凝胶 400 μg），第 24 天用
1%OVA 溶液 10 mL 雾化激发，每天 30 min，连续 28 d。烟
草烟雾暴露组处理 ：第 0、14 天腹腔注射 0.2 mL 生理
盐水，第 24 天雾化吸入生理盐水 10 mL，每天 30 min，
同时在每次雾化吸入后 30 min 被动烟草烟雾静式吸入
暴露 1 次，每次 10 支，持续 1 h，连续 28 d。烟草烟雾
暴露 + 哮喘组处理 ：按上面哮喘组方法用 OVA 进行致
敏和激发小鼠，同时在每次雾化激发后按烟草烟雾暴
露组处理方法被动吸入暴露，共烟雾暴露 28 d。
1.3   支气管肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage 
fluid，BALF）留取及检测

在末次激发结束后所有小鼠断颈处死，立即切
开颈部皮肤暴露气管，用剪刀在环状软骨下 3~4 个气
管环处横切气管，用套管针行气管插管并丝线结扎
固定，开胸，结扎右肺，经气管套管向左肺缓慢注入
生理盐水 0.5 mL，边按摩胸部边回收液体，反复抽吸
3 次，回收率 80% 以上。将抽取的肺泡灌洗液放入离

支气管哮喘作为慢性气道炎症性疾病，其病因复
杂，有内源性和外源性因素［1］。目前的研究提示，哮
喘的发生存在多种机制，不同的通路均可引起哮喘的
发病及进展，流行病学研究结果显示环境污染是引起
哮喘发病的重要因素之一［2-5］。其中烟草烟雾暴露是
导致难治性哮喘的重要原因。国外流行病学调查表
明，欧美国家 17%~35% 的哮喘患者主动吸烟［6］，这些
患者的住院治疗次数也明显增多，被动烟草烟雾暴
露同样影响病情控制［7］。吸烟或曾经吸烟患者哮喘发
病及严重程度与未吸烟哮喘患者明显不同，表现为激
素依赖或激素抵抗。吸烟的哮喘患者在戒烟后其哮喘
急性发作频率降低、肺功能下降的趋势可逆转，从而
提高生活质量［8］。研究吸烟哮喘的气道炎症特点及相
关发病机制对于降低此类哮喘的发病率及死亡率具
有重大意义。本研究拟通过构建卵蛋白（ovalbumin，
OVA）致敏哮喘小鼠模型，研究烟草烟雾暴露对气道
炎性细胞浸润及相关细胞因子产生的影响，了解吸烟
哮喘患者气道炎症的特点。

1   材料与方法
1.1   材料

选择雌性 SPF 级 BALB/c 纯系小白鼠 40 只，鼠龄 8

周左右，体重 16~20 g，实验动物饲养及干预研究均在
海南省实验动物中心进行。饲养温度适宜，环境清洁。
实验试剂 ：OVA（Ⅴ级，纯度 >98%，Sigma，美国），氢
氧化铝凝胶（广州化学试剂厂，中国），ELISA 试剂盒

（上海川翔生物科技公司，中国），超声雾化器（Pari，
德国），台式高速离心机（Eppendorf，德国）。实验时

exposure group were exposed to passive tobacco smoke by static inhalation 30 min after each atomized inhalation, each time with 10 
commercial cigarettes for 1 h. The mice in the tobacco smoke exposure+asthma group were sensitized and atomized as the asthma group, 
and inhaled tobacco smoke as the tobacco smoke exposure group. After 28 days , bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was collected to 
detect the concentrations of interleukin (IL)-1, IL-6, IL-8, IL-17A, and IL-17F by ELISA and count white blood cells (WBC), eosinophils (EOS), 
and neutrophils (NEU). 

[Results] The WBC, EOS and NEU counts in BALF of the asthma group and the tobacco smoke exposure + asthma group were higher 
than those of the control group and the tobacco smoke exposure group, respectively (P < 0.05). The WBC and NEU counts in BALF 
of the tobacco smoke exposure+asthma group [(20.65±1.90)×104/L, (16.33±1.54)×104/L] were higher than those of the asthma group 
[(16.12±1.53)×104/L, (3.57±0.75)×104/L], and the EOS count [(4.68±0.88)×104/L] was lower than that of the asthma group [(12.54±1.12)×104/L], 
respectively (P < 0.05). The levels of IL-1, IL-6, IL-8, IL-17A, and IL-17F in BALF of the tobacco smoke exposure+asthma group [(28.93±5.91), 
(70.46±7.18), (188.64±10.43), (146.77±9.07), and (90.87±7.52) ng/L] were higher than those in the asthma group [(22.69±3.35), 
(53.57±6.42), (126.17±8.95), (104.35±6.92), and (73.71±4.66) ng/L] and the tobacco smoke exposure group [(11.37±2.32), (23.38±4.75), 
(88.13±7.12), (76.12±6.88), and (43.90±4.18) ng/L], respectively (P < 0.05).

[Conclusion] The airway inflammation in asthma is aggravated by tobacco smoke exposure, the inflammatory cells are mainly infiltrated 
by neutrophils, and the release of related cytokines is increased. 

Keywords: bronchial asthma; tobacco smoke; inflammatory cell; cytokine
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心管中，10 000 r/min（离心半径 13.5 cm），室温离心
10 min，离心后留取上清液分装于 Eppendoff 管，采用
ELISA 方法检测白介素（interleukin，IL）-1、IL-6、IL-8、
IL-17A、IL-17F 水平。离心后所得的细胞沉淀固定于玻
片上进行瑞氏染色，光学显微镜下计数白细胞（white 

blood cell，WBC）、嗜酸性粒细胞（eosinophile，EOS）、
中性粒细胞（neutrophile，NEU）。
1.4   统计学分析

各组检测数据采用 SPSS 19.0 软件进行统计学分
析，各组数据以 x±s 表示。组间样本均数比较采用单
因素方差分析，方差分析先行方差齐性检验 ；用 LSD-t

法进行两两比较，方差不齐时，则采用 Dunnett-T3 法
进行两两比较。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   支气管肺泡灌洗液 WBC、EOS、NEU 计数

BALF 中哮喘组、烟草烟雾暴露组、烟草烟雾暴
露 + 哮喘组 WBC 总数、EOS 计数、NEU 计数均高于对
照组，差异均有统计学意义（P < 0.05）；烟草烟雾暴
露 + 哮喘组 WBC 总数高于哮喘组、烟草烟雾暴露组

（P < 0.05）；烟草烟雾暴露 + 哮喘组 EOS 计数低于哮喘
组（P < 0.05）；烟草烟雾暴露 + 哮喘组 NEU 计数高于
哮喘组、烟草烟雾暴露组（P < 0.05）。见表 1。

表 1   各组小鼠支气管肺泡灌洗液炎性细胞计数（x±s，n=10）

组别 WBC 总数
（×104/L）

EOS 计数
（×104/L）

NEU 计数
（×104/L）

正常对照组 1.47±0.28 0.31±0.07 0.41±0.07

哮喘组 16.12±1.53a 12.54±1.12a 3.57±0.75a

烟草烟雾暴露组 4.69±0.81a 0.53±0.05a 1.98±0.21a

烟草烟雾暴露 + 哮喘组 20.65±1.90abc 4.68±0.88ab 16.33±1.54abc

F 146.58 63.72 102.17

P 0.00 0.00 0.00

［注］a ：与对照组相比，P < 0.05 ；b ：与哮喘组相比，P < 0.05 ；c ：与烟
草烟雾暴露组相比，P < 0.05。

2.2   支气管肺泡灌洗液细胞因子水平
除了烟草烟雾暴露组与正常对照组相比，BALF 中

IL-17F 水平差异无统计学意义外，哮喘组、烟草烟雾
暴露组、烟草烟雾暴露 + 哮喘组 IL-1、IL-6、IL-8、IL-17A

和 IL-17F 水平均较对照组有不同程度升高（P < 0.05），
烟草烟雾暴露 + 哮喘组上述细胞因子水平均高于哮喘
组及烟草烟雾暴露组（P < 0.05）。见表 2。

表 2   各组小鼠支气管肺泡灌洗液中细胞因子水平（ng/L，x±s，n=10）
组别 IL-1 IL-6 IL-8 IL-17A IL-17F

正常对照组 5.62±2.17 13.66±3.12 73.89±5.68 60.55±6.18 41.89±3.76

哮喘组 22.69±3.35a 53.57±6.42a 126.17±8.95a 104.35±6.92a 73.71±4.66a

烟草烟雾暴露组 11.37±2.32a 23.38±4.75a 88.13±7.12a 76.12±6.88a 43.90±4.18

烟草烟雾暴露 + 哮喘组 28.93±5.91abc 70.46±7.18abc 188.64±10.43abc 146.77±9.07abc 90.87±7.52abc

F 94.74 89.75 111.86 73.88 85.01

P 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

［注］a ：与对照组相比，P < 0.05 ；b ：与哮喘组相比，P < 0.05 ；c ：与烟草烟雾暴露组相比，P < 0.05。

3   讨论
烟草烟雾暴露作为难治性哮喘的主要原因之一，

与哮喘的控制率和严重程度有密切相关，部分患者
长期被动烟草烟雾暴露，也是哮喘控制不良的重要
因素［9］。了解烟草烟雾暴露哮喘患者气道炎性变化特
点及相关机制，可对此类患者进行靶点调控，从而更
好地控制病情。

本研究通过建立 OVA 致敏哮喘小鼠模型，探讨
烟草烟雾暴露对哮喘气道炎症反应特点。研究结果发
现，BALF 中 WBC、EOS、NEU 数量在哮喘组、烟草烟雾
暴露组及烟草烟雾暴露 + 哮喘组均有不同程度的升
高。其中烟草烟雾暴露 + 哮喘组 WBC 和 NEU 计数均
高于其他 3 组，提示烟草烟雾暴露可使哮喘小鼠气道

WBC 和 NEU 增加，其作为危险因素与哮喘本身可能具
有协同作用，共同加重气道炎症。与 WBC 不一样，烟
草烟雾暴露 + 哮喘组 EOS 计数高于对照组与单纯烟草
烟雾暴露，而低于哮喘组。结合 4 组的 WBC 总数，提
示烟草烟雾暴露会影响哮喘小鼠气道炎症细胞组成
比例，使该组小鼠的 EOS 数量降低，也可能因为炎症
细胞的其他组分改变，导致 EOS 数量相应下降。其次，
对各组进行横向观察，可以发现哮喘组中，以 EOS 浸
润为主，提示 EOS 是哮喘过敏级联反应中的重要炎性
细胞。而烟草烟雾暴露组中，炎性细胞是以 NEU 为主，
烟草烟雾暴露 + 哮喘组中炎性细胞同样以 NEU 浸润为
主，表现为中性粒细胞型哮喘。

烟草烟雾中主要的危害物质包括烟焦油、多环芳



 | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2019, 36(8)776

www.jeom.org

烃苯并芘、二甲基亚硝胺。这些物质可破坏支气管表面
起保护作用的气道黏膜，使其屏障作用减弱，此外还可
使巨噬细胞的吞噬功能降低，从而可诱发肺部组织的
炎性反应。NEU 作为非特异性免疫的一道重要防线，具
有很强的吞噬活性，在肺部组织感染或者炎症状态下
集聚，发挥重要的防御作用。故烟草烟雾暴露可增加
NEU 的数量，且在哮喘状态更加明显。现有研究普遍认
为吸烟或烟草烟雾长期暴露与中性粒细胞型哮喘的发
生发展密切相关，且烟草烟雾暴露会增强中性粒细胞
比例并加重病情［10-11］，这与本研究结果相一致。

在细胞因子水平检测中发现，哮喘组、烟草烟雾
暴露组及烟草烟雾暴露 + 哮喘组小鼠的 BALF 中 IL-1、
IL-6、IL-8、IL-17A 和 IL-17F 水平与对照组相比均有不
同程度的升高，其中烟草烟雾暴露 + 哮喘组上述细胞
因子水平均高于哮喘组及烟草烟雾暴露组。从数据
结果来看，哮喘合并烟草烟雾暴露比单纯哮喘或单纯
烟草烟雾暴露小鼠气道炎症中细胞因子释放增加明
显。而且不难发现烟草烟雾暴露 + 哮喘组细胞因子中
以 IL-8 水平最高，以中性粒细胞型哮喘为主。有文献
报道［12］，中性粒细胞型哮喘的主要特点为气道内中
性粒细胞广泛浸润，并以趋化因子 IL-8 水平增多为主，
这与本研究结果相一致。中性粒细胞在气道中浸润，
并通过诱导释放 IL-1、IL-6、IL-8 等细胞因子以及白三
烯、弹性蛋白酶（elastase，ELA2），引起黏液腺增生，
分泌大量黏液，进而平滑肌细胞增生和支气管平滑肌
收缩，气道重塑和慢性气道炎症，从而导致哮喘病情
的控制不良［13-14］。

综上所述，根据烟草烟雾暴露哮喘气道炎症变化
特点，在治疗策略中应重视规避烟草烟雾暴露的危险
因素，同时重点考虑以抑制气道中性粒细胞募集，调
控细胞因子 IL-8 的水平及活性为主的治疗靶点，可能
有助于更好控制病情，使该类患者更大程度获益。后
续研究也将进一步探讨中性粒细胞型哮喘的调控机
制，尤其是上游 T 淋巴细胞的分化对于炎性细胞浸润
和相关细胞因子分泌的影响。
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