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摘要 目的 观察烟草暴露小鼠肺部氧化应激状态变化与

炎症因子的关系及戒烟对其的影响。方法 50 只雄性
Balb /c小鼠按随机数字表法分为对照组、烟雾暴露组、戒烟
组。戒烟组小鼠烟雾暴露 16 周后戒烟，戒烟 4、8、12 周时处
死小鼠留取支气管肺泡灌洗液(BALF)及肺组织标本。采用
HE法观察小鼠肺组织病理学形态改变，测量肺平均内衬间
隔和平均肺泡数，收集 BALF 进行细胞计数，羟胺法测定肺
组织匀浆中超氧化物歧化酶(SOD)活力，TBA法测定肺匀浆
中丙二醛(MDA)水平，ELISA法测定 BALF和肺匀浆中白细
胞介素-8( IL-8)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)的浓度。结果
与对照组比较，烟雾暴露组小鼠出现明显的肺气肿变化，

BALF中炎症细胞显著增多(P ＜ 0. 05)，戒烟后明显减少(P
＜ 0. 05);肺组织匀浆中 SOD 活力和 MDA 水平增高(P ＜
0. 05)，戒烟后逐渐下降。烟雾暴露组小鼠 BALF、肺组织匀
浆中 IL-8 和 TNF-α浓度显著增高(P ＜ 0. 05)，戒烟后明显降
低，并随戒烟时间延长更加明显，但未降至正常水平。SOD
活力和 MDA水平与炎症因子之间呈显著正相关性。结论
吸烟可以导致小鼠肺部氧化应激异常和气道炎症，戒烟可减

轻氧化应激和气道炎症，但未能恢复到完全正常，炎症持续

存在。
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吸烟是慢性阻塞性肺疾病( chronic obstructive
pulmonary disease，COPD)的主要发病因素，据世界
卫生组织报告，目前全世界有超过 13 亿的吸烟人
群，COPD患者中 80%有吸烟史［1］。有研究［2］表明
COPD患者肺部氧化应激和炎症反应关系密切，烟
雾中含有大量氧化剂和自由基团，能刺激肺泡巨噬

细胞产生活性氧类( reactive oxygen species，ＲOS)，
引起肺部氧化和抗氧化失衡，抗氧化剂主要包括超

氧化物歧化酶( superoxide dismutase，SOD)、过氧化
氢酶和谷胱甘肽过氧化物酶。急性烟雾暴露可以引
起抗氧化剂活力增强，氧化应激损伤标志物丙二醛

(malondialdehyde，MDA)水平增高，但慢性烟雾暴露
抗氧化剂活力变化及 MDA 水平目前仍存在疑问。
研究
［3］
显示戒烟是减缓 COPD 进展的有效措施，另

有研究
［4 － 5］
表明戒烟对减轻 COPD 的慢性气道炎

症无效。该实验通过烟雾暴露法建立小鼠气道炎症
和肺气肿模型，观察烟雾暴露和戒烟后小鼠肺部

MDA、SOD水平的变化及其与肺部炎症介质白细胞
介素-8 ( interleukin-8，IL-8 ) 和 肿瘤坏死因子-α
( tumor necrosis factor-alpha，TNF-α)的变化的关系，
探讨吸烟以及戒烟对肺部氧化应激、肺气肿和慢性
气道炎症的影响。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 清洁级雄性 Balb /c 小鼠 50 只，6
～ 8 周龄，18 ～ 20 g，由安徽医科大学实验动物中心
提供，研究动物饲养由安徽医科大学附属省立医院

科研中心动物中心提供。本研究经安徽医科大学附
属省立医院伦理委员会批准(批准号:20130042)。
1． 2 主要试剂与仪器 红三环牌香烟(安徽中烟
工业公司，焦油量:11 mg，烟气烟碱量:0． 9 mg，烟气
一氧化碳量:15 mg);总超氧化物歧化酶(T-SOD)和
MDA测试盒(南京建成生物工程研究所); IL-8
ELISA试剂盒和 TNF-α ELISA 试剂盒(美国 Ｒ＆D
公司);BCA蛋白浓度测定试剂盒(增强型，江苏碧
云天生物技术研究所)。
1． 3 分组及处理 将 50 只小鼠按随机数字表法分
为对照组(n = 10)、烟雾暴露组(n = 10)、戒烟组(n
= 30)。对照组小鼠常规饲养不作任何处理，烟雾
暴露组小鼠参照文献

［6］
方法香烟暴露 16 周，戒烟组

烟草暴露 16 周后戒烟 4、8、12 周时处死小鼠留取标
本，在烟雾暴露过程中烟雾暴露组、戒烟 8、12 周组
各死亡一只小鼠，原因未明。
1． 4 支气管肺泡灌洗液(bronchoalveolar lavage
fluid，BALF)和肺组织匀浆的制备 用 10%水合氯
醛腹腔麻醉小鼠，通过眼眶后动脉取血处死，气管缓

慢注入无菌生理盐水 1 ml灌洗左肺，分 3 次(4、3、3
ml)灌洗，得到 BALF，将 BALF 于 4 ℃、1 500 r /min
离心 10 min，收集上清液，－ 80 ℃保存。向原管中
加入 0. 2 ml的 PBS洗涤细胞 2 次，重悬细胞后取 10
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μl用于细胞计数。留取右肺上叶并称重，加入 9 倍
4 ℃ PBS(pH 7. 3)溶液，使用匀浆器在冰面上充分
匀浆，制成 10%匀浆液，于 4 ℃、3 000 r /min离心 10
min，留取上清液，－ 80 ℃保存。
1． 5 肺组织病理标本制备及形态定量分析 向右
肺下叶注入 10%中性甲醛 0. 2 ml内固定后，石蜡包
埋切片后 HE染色。参照文献［7］测量肺平均内衬间
隔(mean linear intercept，MLI)和平均肺泡数(mean
alveolar number，MAN)。MLI:在视野正中划“十”字
交叉线，计算通过交叉线的肺泡间隔数，测量十字线

的总长度，MLI =十字线长度 /肺泡间隔数，该值反
映肺泡平均内径;MAN:计数每个视野中肺泡数，测
量每个视野的面积，MAN =肺泡数 /每个视野面积，
该值反映肺泡密度。由病理科医师进行盲法阅片。
1． 6 SOD活力和 MDA 水平的测定 应用羟胺法
测定肺组织匀浆中总 SOD活力，TAB 法测定肺组织
匀浆中 MDA水平，使用 BCA 法对所测样本中总蛋
白浓度进行定量。
1． 7 IL-8 和 TNF-α浓度的测定 应用 ELISA 法
测定 BLAF和肺组织匀浆中 IL-8 及 TNF-α 的水平，
同时使用 BCA法对肺组织匀浆中总蛋白浓度进行
定量以标准化。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS 17． 0 统计软件进行
分析，正态分布计量资料以 珋x ± s 表示;多组间比较
采用单因素方差分析，组内两两比较采用 SNK 法，
相关性检验采用 Pearson相关性分析。

2 结果

2． 1 肺组织病理学及形态定量分析 烟雾暴露后
小鼠支气管上皮纤毛倒伏缺失，杯状细胞增生;支气

管壁及血管壁可见明显炎症细胞浸润;肺泡间隔变

薄或断裂，部分肺泡融合成肺大疱。戒烟 4 周时以
上病变仍然存在，组织中炎症细胞浸润随戒烟时间

延长有明显减轻，但肺泡腔扩大，肺泡间隔断裂未见

明显改善。
2． 2 BALF中炎症细胞数量 烟雾暴露组和戒烟
组小鼠 BALF中细胞总数较对照组均显著增高，戒
烟组小鼠 BALF 中细胞总数较烟雾暴露组减少，差
异均有统计学意义(F = 117. 95，P ＜ 0. 05)。随着戒
烟时间延长，有进一步下降趋势，但戒烟 12 周仍然
未恢复到正常。见表 1。
2． 3 肺组织均浆中 SOD活力和 MDA水平的变化
烟雾暴露组小鼠肺组织匀浆中 SOD 活力和 MDA
水平显著高于对照组(P ＜ 0. 05)。戒烟 4 周后 SOD

表 1 各组小鼠 BALF中细胞总数和肺组织病理
MLI、MAN的比较(珋x ± s)

组别 n
细胞总数

( ×104 /ml)

MLI

( ×10 － 6 m)

MAN

( ×106个 /m2)

对照 10 5． 71 ± 0． 28 30． 03 ± 1． 95 355． 32 ± 4． 40
烟雾暴露 9 19． 62 ± 0． 40* 41． 96 ± 1． 94* 201． 50 ± 2． 77*

戒烟 4 周 10 18． 83 ± 0． 12* # 41． 98 ± 1． 18* 201． 18 ± 3． 00*

戒烟 8 周 9 17． 91 ± 0． 15* #△ 42． 11 ± 2． 26* 200． 92 ± 3． 97*

戒烟 12 周 9 17． 65 ± 0． 39* #△ 42． 07 ± 2． 82* 201． 04 ± 3． 03*

与对照组比较:* P ＜0． 05;与烟雾暴露组比较:#P ＜ 0． 05;与戒烟 4 周组

比较:△P ＜0． 05

活力未见明显变化，戒烟 8 周、12 周时 SOD 活力均
明显减弱(F = 120. 06，P ＜ 0. 05);戒烟 4 周、8 周、
12 周 MDA 水平逐渐降低，差异均有统计学意义
(F = 97. 62，P ＜ 0. 05)，见表 2。

表 2 各组小鼠肺组织匀浆中 SOD活力及MDA水平比较(珋x ± s)

组别 n
SOD

(U /mg·Prot)

MDA

(nmol /mg·Prot × 10 －3)

对照 10 43． 28 ± 1． 06 7． 62 ± 0． 13
烟雾暴露 9 106． 64 ± 1． 91* 18． 44 ± 0． 36*

戒烟 4 周 10 104． 99 ± 1． 56* 15． 16 ± 0． 29* #

戒烟 8 周 9 88． 32 ± 2． 37* #△ 13． 65 ± 0． 25* #△

戒烟 12 周 9 65． 16 ± 3． 32* #△▽ 10． 71 ± 0． 07* #△▽

与对照组比较:* P ＜ 0． 05;与烟雾暴露组比较:#P ＜ 0． 05;与戒

烟 4 周组比较:△P ＜ 0． 05;与戒烟 8 周组比较:▽ P ＜ 0． 05

2． 4 BALF 及肺组织匀浆中 IL-8 和 TNF-α浓度
的变化 烟雾暴露组 BALF和肺组织匀浆中 IL-8 及
TNF-α浓度显著高于对照组(P ＜ 0. 05);戒烟 4 周
组 BALF和肺组织匀浆中 IL-8 及 TNF-α 浓度较烟
雾暴露组降低，IL-8 浓度降低不明显，TNF-α 浓度降
低明显，差异有统计学意义(F = 36. 2、111. 87，P ＜
0. 05);戒烟 8 周组 BALF 和肺组织匀浆中 IL-8 及
TNF-α浓度较戒烟 4 周组降低，IL-8 浓度降低明显，
差异有统计学意义(F = 66. 54、179. 83，P ＜ 0. 05)，
TNF-α浓度降低不明显;戒烟 12 周组 BALF 和肺组
织匀浆中 IL-8 及 TNF-α 浓度较戒烟 8 周组显著降
低(P ＜ 0. 05)，但较对照组仍明显增高(P ＜ 0. 05)，
见表 3。
2． 5 肺组织匀浆中 SOD 活力和 MDA 水平与
TNF-α和 IL-8 浓度之间的相关性分析 各组肺组
织匀浆 SOD 活力与 TNF-α、IL-8 浓度呈正相关性( r
= 0. 821、0. 814，P ＜ 0. 05)，肺组织匀浆中 MDA 水
平与 TNF-α、IL-8 浓度呈正相关性 ( r = 0. 813、
0. 745，P ＜ 0. 05)。
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表 3 各组小鼠 BALF和肺组织匀浆中 IL-8 及 TNF-α浓度比较(珋x ± s)

组别 n
BALF

TNF-α (pg /mg) IL-8 (pg /μg)
肺组织匀浆

TNF-α (pg /mg) IL-8 (pg /μg)
对照 10 128． 76 ± 4． 82 31． 71 ± 1． 37 27． 67 ± 1． 24 0． 38 ± 0． 02
烟雾暴露 9 222． 69 ± 6． 77* 60． 05 ± 2． 43* 147． 73 ± 2． 09* 1． 04 ± 0． 02*

戒烟 4 周 10 200． 79 ± 2． 53* # 59． 29 ± 1． 95* 112． 83 ± 2． 46* # 1． 02 ± 0． 04*

戒烟 8 周 9 197． 69 ± 2． 46* # 50． 21 ± 1． 37* #△ 111． 87 ± 1． 23* # 0． 83 ± 0． 02* #△

戒烟 12 周 9 175． 82 ± 15． 28* #△▽ 45． 48 ± 0． 89* #△▽ 88． 69 ± 1． 98* #△▽ 0． 57 ± 0． 47* #△▽

与对照组比较:* P ＜ 0． 05;与烟雾暴露组比较:#P ＜ 0． 05;与戒烟 4 周组比较:△P ＜ 0． 05;与戒烟 8 周组比较:▽ P ＜ 0． 05

3 讨论

烟雾中含有大量的 ＲOS、自由基团、过氧化氢
等氧化剂，吸入气道中的氧化剂可刺激肺组织产生

炎症反应，募集各种炎症细胞。聚集的巨噬细胞和
中性粒细胞释放大量的 ＲOS，ＲOS 的产生和清除失
衡时，细胞和组织发生氧化应激

［2］。ＲOS 引起细胞
膜结构中的多不饱和脂肪酸解体，进一步通过脂质

过氧化等一系列反应产生 MAD 等醛类，所以 MDA
水平变化可评估机体发生氧化应激的程度

［8］。需
氧有机体在 ＲOS大量产生并对细胞膜造成损害时，
可产生保护性的防御机制，包括抗氧化酶类和非酶

类 ＲOS清除剂，其中主要抗氧化剂有 SOD、过氧化
氢酶和谷胱甘肽过氧化物酶

［9］。有研究［10］显示，急
性吸烟后小鼠肺组织匀浆中 SOD活力和 MDA水平
均升高，长期吸烟患者的血浆和红细胞中 SOD活力
和 MDA水平升高，戒烟后两者均有降低［11］。本实
验结果显示，烟雾暴露后小鼠肺组织匀浆中 SOD 活
力和 MDA水平均显著升高，戒烟后 SOD活力下降，
MDA水平持续降低。提示吸烟时小鼠体内 SOD 活
力代偿性增强，但不能完全清除产生的 ＲOS，氧化
剂和抗氧化剂处于失衡状态，机体发生氧化应激并

产生较多的 MDA，戒烟后 ＲOS 产生减少，机体为趋
向氧化剂和抗氧化剂平衡状态，抗氧化剂逐渐减少，

氧化应激产生的 MDA水平也下降。
IL-8 和 TNF-α 为慢性气道炎症中重要的炎症

介质，吸入气道内的烟雾刺激气道上皮细胞和肺泡

巨噬细胞可释放趋化因子 IL-8，IL-8 水平增高趋化
并激活中性粒细胞，中性粒细胞释放弹性蛋白酶、
IL-1β等刺激气道上皮细胞进一步分泌 IL-8，导致持
续的气道慢性炎症和损伤

［12］。巨噬细胞、T 细胞、
肥大细胞和上皮细胞分泌 TNF-α，TNF-α 通过激活
核因子-κB(NF-κB)打开 IL-8 基因转录开关，增强
中性粒细胞和气道上皮细胞释放 IL-8［13］。本实验
观察到烟雾暴露组小鼠 BALF 中炎症细胞明显增
多，BALF和肺组织匀浆中 IL-8、TNF-α 浓度显著增

高，与文献
［7］
报道一致。戒烟后小鼠 BALF 中炎症

细胞明显减少，BALF 和肺组织匀浆中 IL-8 及 TNF-
α浓度也随戒烟时间延长逐渐降低，但均未恢复至
正常水平，表明戒烟能减轻烟雾暴露导致的肺部炎

症，但炎症仍然持续存在，与有关研究
［14］
报道相似。

本实验中，吸烟 16 周小鼠肺组织形态学指标
MLI明显增大，MAN 明显减少，显示肺气肿形成。
小鼠肺部血管和小支气管周围大量炎细胞浸润，戒

烟 4 周后，炎细胞浸润有所减轻并随时间延长进一
步改善，但未恢复到正常，肺气肿未见明显减轻，与

研究
［15］
一致。提示烟雾暴露导致炎症细胞浸润，戒

烟可以减轻炎症，但延长戒烟时间对烟雾暴露已经

导致的肺气肿无明显影响。
综上所述，小鼠长期烟雾暴露可导致小鼠肺内

氧化应激失衡和气道慢性炎症，炎症细胞浸润和氧

化应激异常有密切关系。戒烟能降低肺部 SOD 活
力和 MDA水平，减轻吸烟相关的肺部炎症，其效果
随戒烟后时间延长更加明显，但未能完全恢复正常，

吸烟导致的炎症持续存在。
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Oxidative stress and inflammatory changes in the lung caused by
cigarette smoking exposure in mice and the effect of smoking cessation

Guo Xin，Hu Daiju，Mei Xiaodong
(Dept of Ｒespiratory Medicine，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To observe the changes of pulmonary oxidative stress after cigarette smoking exposure，its re-
lationship with inflammatory cytokines，and the effects of smoking cessation． Methods Fifty male BALB /c mice
were randomly divided into the smoke exposure group，smoke cessation group，and the controls． Mice in smoke
cessation group were exposed to cigarette smoking for 16 weeks． On 4，8，and 12 week after smoking cessation
mice were executed and the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and lung tissue were collected． The morphologi-
cal alternations of lung tissue were observed． Mean length of interval and mean alveolar number were measured．
Total cell numbers in BALF were counted． Superoxide dismutase (SOD) activity was measured with hydroxylamine
method，malondialdehyde (MDA) level was measured with TBA method． The levels of pulmonary interleukin-8
( IL-8) and tumor necrosis factor-α(TNF-α) in BALF and lung tissue homogenate were measured with ELISA． Ｒe-
sults Compared with the mice in the controls，emphysematous changes were remarkable in the lung of cigarette ex-
posed mice，the total cell numbers in BALF were increased significantly (P ＜ 0. 05) and reduced gradually after
smoking cessation (P ＜ 0． 05) ． SOD and MDA levels increased remarkably in the cigarette exposure group (P ＜
0. 05)，and declined gradually after smoking cessation． The levels of IL-8 and TNF-α in BALF and lung tissue ho-
mogenate in the smoke exposure group increased significantly (P ＜ 0. 05)，and lowered time-dependently after
smoking cessation，but not reached to normal level even 12 weeks after smoking cessation． SOD and MDA levels
were positively correlated with the cytokine changes． Conclusion Abnormal oxidative stress in the airways caused
by cigarette smoking exposure was merely partially reversed after smoking cessation． And the inflammation remains
persistent concomitantly．
Key words cigarette smoking exposure;smoking cessation;oxidative stress;inflammatory cytokines
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