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摘要：目的 探讨BDNF在COPD大鼠模型海马区和血清中的表达情况，以及了解被动吸烟和气管内注入脂多糖的干预是否参与此过程。方法 采用被动吸烟和气管中注入脂多糖建立大鼠COPD模型。将24只大鼠随机分为4组，每组各6只，分别为正常对照组，吸烟组，脂多糖组以及吸烟+脂多糖组（即COPD组）。造模28天后，应用酶联免疫吸附实验（ELISA）方法测定各组大鼠血清中BDNF的表达水平，再通过免疫组化染色和图像分析方法半定量检测大鼠海马区BDNF的表达情况。结果 COPD组、吸烟组和脂多糖组血清及海马区BDNF表达水平均较正常组明显升高（p<0.05），且COPD组血清及海马区BDNF表达水平均较吸烟组和脂多糖组明显降低（p<0.05）。结论 COPD大鼠海马区及血清中BDNF蛋白表达水平升高，且被动吸烟和气管内注入脂多糖均可诱导BDNF蛋白表达水平升高。
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The Expression of BDNF in Hippcocampus and Serum of COPD Model Rats
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Abstract: AIM: In clinical,we have found that cognitive impairment frequently occurs in Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) patients,but little is known about its pathophysiology. And researchers confirmed that Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) may be involved in the pathophysiology of cognitive impairment and is affected by many factors, for example,smoking，infection,hypoperfusion, hypoxia, et al. In this study, we aimed to explore the expression of BDNF resulting from passive smoking and intratracheal instillation of lipopolysaccharide (LPS) alone or in combination,on hippcocampal and serum . METHODS : In consideration of smoking and infection which are two main inducement of COPD, we established the rat COPD model by passive smoking and intratracheal instillation of LPS. Four rat groups were studied,with the same age and gender ratios in each group: control group (n=6), smoking group (n=6),LPS group (n=6) and smoking+LPS group (n=6,COPD model). Level of BDNF in serum was measured by ELISA.And the expression of BDNF in hippcocampal was assessed using immunohistochemistry and image analysis method. RESULTS :We found that compared to control group ,BDNF in hippcocampal and serum significantly increased after exposure to smoking, LPS and smoking + LPS. However,BDNF increased less in smoking + LPS model than in smoking or LPS model both in hippcocampal and serum. CONCLUSIONS: BDNF in hippcocampal and serum of COPD group highly increased. Smoking and intratracheal instillation of LPS exposure induces the increasing of BDNF level in hippcocampal and serum.
Key words: COPD, BDNF, smoking, LPS, cognitive function
0 引言
慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary disease ，COPD）发生肺部病变同时常伴有多种肺外效应，如：心功能不全、中枢神经系统功能改变等，这些肺外效应严重影响患者的生活质量、生存率及疾病的预后[1]。其中，中枢神经系统损害近年来研究较多，主要表现在学习记忆、文字处理、言语表达能力及精神活动等方面的改变[2-4]，但其具体机制目前仍不清楚。已经发现，脑源性神经营养因子（brain-derived neurotrophic factor ，BDNF）在神经元的分化、增殖及存活方面发挥着重要作用，当机体受到不利因素（如感染、缺氧等）刺激时，其表达水平会发生相应的变化[5-7]。但COPD发病过程中BDNF含量是否存在变化的研究尚未见报道。鉴于吸烟和感染是引起COPD的两大主要的诱因，故本实验采用宋一平教授的吸烟+脂多糖方法建立COPD模型[8]，观察COPD模型大鼠海马区和血清中BDNF的表达情况。
1 材料和方法
1.1 材料
1.1.1 主要试剂

    熏烟箱（自制的有机玻璃密闭箱，约30cm×45cm×54cm）；大前门香烟（焦油量12mg,上海卷烟厂）；脂多糖（1g/ml，美国Sigma公司）；BDNF ELISA试剂盒（由美国GBD公司提供）；BDNF一抗（购自北京博奥森有限公司）；二抗（由美国GBD公司提供）。

1.1.2 大鼠资料

    清洁级SD大鼠24只，雌雄各半，体重200-260g（由上海斯克莱实验动物有限公司提供，许可证号为：SCXX（泸）2008-0016），鼠龄12周，本实验已通过伦理委员会批准。
1.2 方法

1.2.1 分组

    大鼠于东南大学清洁级动物房适应性饲养一周后，随机分为正常组、吸烟组、脂多糖组及COPD组，每组6只，雌雄各半；采用宋一平[8]等人的吸烟+气管内注入脂多糖方法建立COPD模型。建模周期为28d，第1d和第14d：正常组和吸烟组气管内注入0.2ml的生理盐水，而脂多糖组和COPD组气管内注入0.2ml的1g/ml脂多糖水溶液；第2-13d、15-28d：正常组和脂多糖组正常饲养，而吸烟组和COPD组每天上午均置入自制密闭的烟熏箱熏烟半小时（烟雾体积分数为5%），其余饲养条件相同，室温波动于25℃，湿度波动于55%，自由饮水和进食。

1.2.2 大鼠呼吸力学指标测定
    大鼠麻醉后，行气管、食管插管，再应用RM6240系列多道生理信号采集处理分析系统，测定大鼠的气道粘性阻力及动态肺顺应性。

1.2.3 标本制备
    造模第29d，于大鼠股动脉处采集完血标本（约3ml）后，处死大鼠，于冰块上迅速分离出大鼠脑组织和肺组织（未进行脑灌注），并将脑组织立即放入4%的多聚甲醛中固定，肺组织立即放入10%中性福尔马林中固定。
1.2.4 血清中BDNF检测
造模成功后，将已采集的各组大鼠血标本在常温下静置2小时后，离心（3000转，15分钟），收集上清液，应用酶联免疫吸附法测定血清中BDNF的表达水平，严格按照BDNF ELISA试剂盒内的说明书进行操作。
1.2.5 肺组织苏木精-伊红（HE）染色
    将已固定24小时以上的肺组织脱水制备石蜡包埋，切片（厚约5mm），光镜下观察其病理形态学改变。

1.2.6 脑组织BDNF蛋白免疫组化检测及图像分析
脑组织经4%多聚甲醛固定24小时后，常规石蜡包埋，并进行免疫组化染色等一系列步骤后，采用Image Pro Plus 5.0彩色病理图像系统进行分析，每张切片任选5个海马区视野拍摄，测定每个视野的累积光密度值、计数阳性细胞数并计算平均光密度值。
1.3 统计学处理
使用SPSS13.0统计软件进行，数据以均数±标准差(x±s)表示，进行单因素方差分析，用SNK法进行多组比较。
2 结果
2.1 各组大鼠呼吸力学指标
结果显示COPD组气道阻力与正常组比较明显增加（p<0.05），其动态肺顺应性明显下降（p<0.05），提示气道气流受限。而吸烟组与脂多糖组与正常组之间无明显差别。
2.2 各组大鼠肺组织HE染色结果观察
在光镜观察各组大鼠肺组织，发现COPD组支气管粘膜上皮坏死、脱落，有炎症细胞浸润，以中性粒细胞和巨噬细胞为主（图1）；肺泡大小不等，肺泡壁变薄、断裂，部分融合形成肺大泡。正常组支气管粘膜正常，肺泡大小均匀（图2）。
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图1  正常组 肺组织 HE×200                     图2  COPD组 肺组织 HE×200  
Fig 1  HE staining of lung tissue in control group  ×200

Fig 2  HE staining of lung tissue in COPD group  ×200
2.3 各组大鼠血清中BDNF表达水平
与正常组相比，吸烟组、脂多糖组及COPD组大鼠血清中BDNF的含量均升高

（p<0.05），而COPD组血清及海马区BDNF含量均较吸烟组、脂多糖组下降（p<0.05），见表1。
表1 各组大鼠呼吸力学指标及血清、海马区BDNF表达情况(x±s)
Table 1  Respiratory mechanics and BDNF expression in hippocampus and serum in rats of each group(x±s)

	group
	N
	airway resistance

（cmH20·S/ml）
	dynamic lung compliance (ml/cmH20)
	BDNF in Serum (ng/L)
	BDNF in Hippcocampal

（IOD）

	control
	6
	1.06±0.26
	0.39±0.08
	106.12±8.26
	1 120.54±69.02

	smoking
	6
	1.26±0.28
	0.40±0.10
	292.42±10.40#
	1 286.38±31.43#

	LPS
	6
	1.59±0.18
	0.42±0.13
	280.31±5.69#
	1 317.84±56.11#

	COPD
	6
	3.17±0.86*
	0.27±0.04*
	262.32±4.56#△
	1 219.95±25.12#△


注：*表示与吸烟组、脂多糖组比较p<0.05，#表示与正常组比较p<0.05，△表示与吸烟组及脂多糖组相比较p<0.05。

Note : *p<0.05 vs smoking group or LPS group;# p<0.05 vs control group; △p<0.05 vs smoking group or LPS group.

2.4 各组大鼠海马区BDNF表达水平

免疫组化结果显示，BDNF蛋白主要表达于神经胶质细胞、神经元等细胞的胞浆及胞膜中（见图3-4）。通过Image Pro Plus 5.0彩色病理图像系统进行分析，得出各组的阳性细胞平均光密度（见表1）。结果显示，与正常组相比，COPD组、吸烟组、脂多糖组BDNF含量均升高（p<0.05），且COPD组血清及海马区BDNF含量均较吸烟组和脂多糖组降低（p<0.05）。
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图3  正常组 脑组织 免疫组化染色×400           图4  COPD组 脑组织 免疫组化染色×400
Fig 3  Immunohistochemical staining of brain tissue in control group  ×400   

Fig 4  Immunohistochemical staining of brain tissue in COPD group  ×400

3 讨论
研究发现至少有20%-40%中到重度的COPD患者伴有焦虑和抑郁症状[4]。而作为营养因子家族一员的BDNF，主要由神经胶质细胞和神经细胞分泌，不仅在神经元功能方面起到重要作用，而且还参与调节海马区认知功能，其表达水平的变化可能会间接反映出脑功能的变化[9-11]。但COPD是否会引起BDNF表达水平变化，目前，国内外研究尚未报道。本实验主要目的是通过建立COPD模型，来探讨此问题，以及了解单纯的烟熏和气管内注入脂多糖是否参与BDNF表达过程。实验发现烟熏组的大鼠BDNF的表达水平明显升高，这与Xiang Yang Zhang及Cheng Ching Wang等人的研究结果相类似，提示吸烟可能发挥保护认知功能的作用[12-13]；这可能与烟草中的尼古丁通过胆碱能系统来调解BDNF表达有关[14-16]。然而，也有些报道与之相反，他们发现吸烟并不能预防和缓解认知功能障碍[17,18]。至于具体原因，目前尚未明确。

另外炎症反应在COPD发病过程中也起到重要作用，本实验脂多糖组的大鼠血清和海马区BDNF浓度均较正常对照组明显升高，这可能与早期机体在炎症因子刺激下发挥代偿性的保护作用有关。脂多糖注入机体后，早期（24h内）会激活下丘脑-垂体-肾上腺轴来抑制BDNF的表达[19-20]，故早期可发现BDNF一过性的表达下降；之后，脂多糖可与胶质细胞上的TLR3受体结合，活化胶质细胞，后者通过分泌BDNF等物质发挥保护性作用；长期或/和大剂量刺激，由于炎症因子的作用，胶质细胞变得高度易损伤和凋亡，受损伤的胶质细胞一方面保护性物质（如：BDNF）分泌减少，一方面它可能通过释放自由基等导致神经细胞发生病变和凋亡[21-25]。

而本实验发现COPD组大鼠血清及海马区BDNF表达水平高于对照组，但低于吸烟组和脂多糖组，这可能与烟草中的尼古丁抑制脂多糖诱导胶质细胞的活化与增殖反应[26]。另外，COPD组的呼吸力学指标中的粘性阻力较正常组、吸烟组和脂多糖组均增加且动态肺顺应性下降，故呼吸受限所致的低氧可能也影响BDNF表达情况。COPD组BDNF表达较正常组高，可能是由于早期机体处于一个代偿阶段，若这些诱因继续存在，到后期可能会下降并同时伴有相应症状出现。在对抑郁症、阿兹海默病等患者的研究中也发现了类似的情况——这些患者的血清及脑中的BDNF水平在疾病的早期升高，后期便下降，且BDNF的浓度与其症状之间存在正相关关系，通过抗忧郁治疗后BDNF的表达水平会升高，若予以外源性BDNF亦会产生抗忧郁样作用[27-29]。

4 结论
本实验发现，COPD组大鼠血清及海马区BDNF蛋白的表达水平较正常组明显升高，这可能属于COPD早期的一种代偿性的保护反应，但是炎症因子、呼吸受限及烟草中的尼古丁等也可能参与BDNF的表达过程。本实验结果提示，通过检测血清中BDNF的浓度，可能会对早期预防和治疗COPD患者的神经功能损害起到一定的作用。但有关COPD患者认知与BDNF表达水平之间关系还需进一步研究。
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