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奥马珠单抗对支气管哮喘大鼠肺功能
及气道重塑的影响及机制研究*
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摘要 ： 目的　探究奥马珠单抗对支气管哮喘大鼠肺功能及气道重塑的影响，并分析可能的机制。方法　

将36只哮喘致敏性合格的大鼠随机分为模型组及低、中、高剂量组，每组9只，另取10只正常大鼠为对照组。

除对照组外，其余各组大鼠均用卵白蛋白（OVA）致敏并雾化吸入法诱导大鼠支气管哮喘模型。其中低、中、高

剂量组大鼠于模型复制成功后，分别腹腔注射83.16、166.32、332.64 mg/（kg·d）奥马珠单抗溶液，连续2周；模

型组及对照组于同时间腹腔注射等量生理盐水。药物干预结束后，采用肺功能检测系统检测用力肺活量（FVC）、

肺动态顺应性（Cdyn）、呼气峰值流速（PEF）；苏木精-伊红（HE）染色观察各组大鼠肺组织病理学变化并使用

Image-Pro Plus 6.0图像处理软件测定气道壁内外径、平滑肌层厚度、网状基底膜厚度；Western blotting检测各组

大鼠肺组织中转化生长因子β1（TGF-β1）、Smad 同源物 3（Smad3）、p-Smad3、Ⅲ型胶原蛋白（CollagenⅢ）蛋白

的表达。结果　与对照组比较，模型组及低、中、高剂量组FVC、Cdyn、PEF、肺组织气道壁内外径比值降低

（P <0.05），平滑肌层和基底膜层厚度增加（P <0.05），TGF-β1、p-Smad3/Smad3、CollagenⅢ蛋白相对表达量

升高（P <0.05）；与模型组比较，低、中、高剂量组 FVC、Cdyn、PEF、肺组织气道壁内外径比值升高（P <

0.05），平滑肌层和基底膜层厚度减少（P <0.05），TGF-β1、p-Smad3/Smad3、CollagenⅢ蛋白相对表达量降低

（P <0.05）；与低剂量组比较，中、高剂量组FVC、Cdyn、PEF、肺组织气道壁内外径比值升高（P <0.05），平滑

肌层和基底膜层厚度减少（P <0.05），TGF-β1、p-Smad3/Smad3、CollagenⅢ蛋白相对表达量降低（P <0.05）；

与中剂量组比较，高剂量组FVC、Cdyn、PEF、肺组织气道壁内外径比值升高（P <0.05），平滑肌层和基底膜层

厚度减少（P <0.05），TGF-β1、p-Smad3/Smad3、CollagenⅢ蛋白相对表达量降低（P <0.05）。结论　奥马珠单

抗可抑制支气管哮喘大鼠气道重塑，改善大鼠肺功能，其作用可能是通过抑制TGF-β1/Smad3通路活化从而抑制

胶原沉积实现的。
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rats in each group, and 10 normal rats were set as the control group. In addition to those in the control group, the rats 

in the other groups were sensitized with ovalbumin (OVA) and modeled by inhalation of aerosols to induce bronchial 

asthma. After successful establishment of the rat models, those in the low-dose, medium-dose and high-dose 

omalizumab groups were intraperitoneally injected with 83.16 mg/(kg·d), 166.32 mg/(kg·d) and 332.64 mg/(kg·d) of 

omalizumab for 2 weeks. The rats in the model group and the control group were intraperitoneally injected with the 

equal volume of normal saline at the same time. After drug intervention, the forced vital capacity (FVC), dynamic 

lung compliance (Cdyn) and peak expiratory flow rate (PEF) were measured by pulmonary function detection 

system. Hematoxylin-eosin (HE) staining was used to observe the pathological changes of lung tissues of rats in each 

group, followed by detection of the inner and outer diameters of airway walls, thickness of the smooth muscle layer 

and reticular basement membrane thickness via Image Pro Plus 6.0 software. The protein expressions of 

transforming growth factor β1 (TGF- β1), mothers against decapentaplegic homolog 3 (Smad3), p-smad3, and 

collagen Ⅲ in lung tissues of rats in each group were determined by Western blotting.  Results Compared with the 

control group, FVC, Cdyn, PEF and the ratio of the inner diameter to outer diameter of airway walls were decreased, 

the thickness of the smooth muscle layer and that of the basal membrane layer were increased, and the protein 

expressions of TGF-β1, P-Smad3/Smad3 and collagen Ⅲ in lung tissues were up-regulated in the model group and 

the low-dose, medium-dose and high-dose omalizumab groups (P < 0.05). Compared with the model group, FVC, 

Cdyn, PEF and the ratio of the inner diameter to outer diameter of airway walls were higher, the thickness of the 

smooth muscle layer and that of the basal membrane layer were thinner, and the protein expressions of TGF-β1, P-

Smad3/Smad3 and collagen Ⅲ in lung tissues were down-regulated in the low-dose, medium-dose and high-dose 

omalizumab groups (P < 0.05). Compared with the low-dose omalizumab group, FVC, Cdyn, PEF and the ratio of 

the inner diameter to outer diameter of airway walls were increased, the thickness of the smooth muscle layer and 

that of the basal membrane layer were decreased, and the protein expressions of TGF- β1, P-Smad3/Smad3 and 

collagen Ⅲ in lung tissues were reduced in the medium-dose and high-dose omalizumab groups (P < 0.05). 

Compared with the medium-dose omalizumab group, FVC, Cdyn, PEF and the ratio of the inner diameter to outer 

diameter of airway walls were increased, the thickness of the smooth muscle layer and that of the basal membrane 

layer were decreased, and the protein expressions of TGF-β1, P-Smad3/Smad3 and collagen Ⅲ in lung tissues were 

down-regulated in the high-dose omalizumab group (P < 0.05).  Conclusions Omalizumab can inhibit airway 

remodeling and improve lung function in asthmatic rats, possibly by suppressing the activation of the TGF-β1/Smad3 

pathway that further leads to the inhibition of collagen deposition.

Keywords:  bronchial asthma; omalizumab; pulmonary function; airway remodeling; rat

支气管哮喘是呼吸系统常见异质性疾病，常受

环境及遗传等因素影响，以气道变应性炎症和气道

高反应性为主要特征[1]。有研究显示，气道重塑是

支气管哮喘的主要病理特征之一，表现为气道平滑

肌及气道基底膜增厚、细胞外基质沉积、炎症细胞

浸润等[2]。有研究表明，气道重塑与患者肺功能下

降关系密切，因此有效抑制哮喘气道重塑可能对延

缓肺功能下降发挥积极作用[3]，但目前临床仍缺乏

有效的防治措施。奥马珠单抗是第一个抗重组人

源 免 疫 球 蛋 白 E（immunoglobulin E, IgE）单 克 隆 抗

体，主要用于中重度哮喘患者，可减轻哮喘症状，改

善肺功能[4]。但目前有关奥马珠单抗对支气管哮喘

肺功能影响的作用机制尚未明确，因此本研究探究

奥马珠单抗对支气管哮喘大鼠肺功能及气道重塑

的影响，以期为临床有效防治支气管哮喘患者气道

重塑，改善肺功能提供一定理论依据。

1 材料与方法

1.1　材料

1.1.1 　 实验动物 　50 只 SPF 级 SD 雄性大鼠 ，8 周

龄，体重 185～220 g，平均（205±15）g，购自北京维

通利华实验动物技术有限公司。实验动物生产许

可证号：SCXK（京）2021-0011，实验动物使用许可证

号：SYXK（京）2017-0033。

1.1.2 　 主 要 试 剂 　 奥 马 珠 单 抗（ 批 准 文 号

S20170042，瑞 士 Novartis Pharma Stein AG 公 司 ，规

格：150 mg/瓶），卵白蛋白（Ovalbumin, OVA）（上海钰

博生物科技有限公司），百日咳杆菌（武汉艾美捷科

技有限公司），苏木精-伊红（Hematoxylin-eosin, HE）

染色试剂盒（上海一研生物科技有限公司），兔抗鼠
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转化生长因子 β1（transforming growth factor-β1, TGF-

β1）、Smad 同源物 3（Smad homolog 3, Smad3）、磷酸化

Smad 同 源 物 3（phosphorylated-Smad homolog 3, p-

Smad3）、Ⅲ型胶原蛋白（type Ⅲ collagen, CollagenⅢ）

及 β-肌动蛋白（β-actin）多克隆抗体、山羊抗兔二抗

均购自武汉亚科因生物技术有限公司。

1.1.3 　 主 要 仪 器 　 超 速 离 心 机（型 号 ：Optima ™
XPN，深圳贝克曼库尔特生物科技有限公司），组织

匀浆机（型号：TENLIN-A 型，江苏天祥仪器有限公

司），动物呼吸机（型号：JT3/TKR-200C 型，北京华西

科创科技有限公司），光学显微镜（型号：E100 型，上

海普赫生物科技有限公司）。

1.2　方法

1.2.1 　 分组及模型复制 　将 40 只大鼠分别置于气

雾装置内，4% OVA 溶液进行恒压喷雾引喘，观察大

鼠哮喘潜伏期（即从喷雾开始到哮喘发作的时间），

一般≤ 150 s，> 150 s 则认为不敏感，不予选用。将

36 只预选合格的大鼠随机分为模型组及低、中、高

剂量组，每组 9 只；取剩余 10 只正常大鼠为对照组。

其 中 模 型 组 及 低 、中 、高 剂 量 组 大 鼠 以 1 mL 10% 

OVA 溶液、氢氧化铝干粉 100 mg、灭活百日咳杆菌

疫苗（5×109/个，2 mL）腹腔注射致敏，2 周后将大鼠

置于透明密闭容器中并给予 30 mL 1% OVA 溶液雾

化吸入激发（20 min/次），连续 3 d 后再次激发 1 次，

激发前腹腔注射 2 mL 生理盐水，连续 4 周。当大鼠

出现呼吸加快、口唇发绀、痉肌痉挛、点头呼吸及站

立 不 稳 等 为 激 发 成 功[5]。 对 照 组 以 生 理 盐 水 替 代

OVA 1 mL 腹腔注射及 OVA 3 mL 雾化吸入，其余操

作同模型组。

1.2.2 　 药物干预 　根据动物药物换算公式[6]、按成

人推荐量 75～600 mg/d 中的 400 mg/d，以体重 60 kg

计算，约为 6.66 mg/（kg·d）的 6.3 倍设置低、中、高分

别 为 等 效 剂 量 的 2 倍 、4 倍 、8 倍 [83.16、166.32、

332.64 mg/（kg·d）]对大鼠进行腹腔注射，连续 2 周 .

模型组及对照组于同时间腹腔注射等量生理盐水。

1.2.3 　 肺功能检测 　药物干预结束后，各组大鼠以

4% 水合氯醛腹注射麻醉，取仰卧位，气管切口置入

肺功能检测系统。连呼吸机，呼吸比 20∶10，呼吸频

率 65 次/min，以 30 cmH2O （1 cmH2O = 0.098） kPa 压

力 控 制 方 式 检 测 用 力 肺 活 量（forced vital capacity, 

FVC）、肺动态顺应性（dynamic compliance, Cdyn）、呼

气峰值流速（peak expiratory flow rate, PEF）[7]。

1.2.4 　 样本采集 　各组大鼠于肺功能检测结束后

断颈处死，取双侧肺组织，其中左肺组织以 4% 多聚

甲醛固定 24 h，常规乙醇脱水、石蜡包埋过夜、连续

切片（6 μm 厚），用于 HE 染色及气道壁厚度测定；右

肺组织于-80 ℃保存，用于蛋白检测。

1.2.5 　 HE 染色观察大鼠肺组织病理改变 　取各组

大鼠左肺组织切片，脱蜡复水、二甲苯透明后，按照

HE 染色试剂盒说明书进行染色，中性树胶封片，光

学显微镜观察并采集图片，使用 Image-Pro Plus 6.0

图像处理软件测定气道壁内外径、平滑肌层、网状

基底膜厚度[8]。

1.2.6 　 Western blotting 测定各组大鼠肺组织 TGF-

β1/Smad3通路蛋白的表达 　取各组大鼠右肺组织并

制备匀浆，裂解，孵育 20 min，3 000 r/min 离心 10 min，

离心半径 8 cm，取上清液，测定蛋白总量。取 20 μg

与等量上样缓冲液混匀，沸水浴变性，电泳、转膜，

5% 脱 脂 奶 粉 封 闭 2 h，冲 洗 后 加 入 TGF- β1、p-

Smad3、Smad3、CollagenⅢ 及 内 参 β -actin 作 为 一 抗

（1∶500），4 ℃孵育过夜，洗涤后加入山羊抗兔二抗

（1∶1 000），37 ℃、1.5 h，显影、定影，以蛋白条带灰

度值计算目标基因蛋白相对表达量[9]。

1.3　统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用方差分析，两两

比较用 SNK-q 检验。P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　各组大鼠肺功能比较

对照组、模型组及低、中、高剂量组大鼠 FVC、

Cdyn、PEF 比较，经方差分析，差异均有统计学意义

（P <0.05）。与对照组比较，模型组及低、中、高剂量

组 FVC、Cdyn、PEF 降 低（P <0.05）；与 模 型 组 比 较 ，

低、中、高剂量组 FVC、Cdyn、PEF 升高（P <0.05）；与

低 剂 量 组 比 较 ，中、高 剂 量 组 FVC、Cdyn、PEF 升 高

（P <0.05）；与中剂量组比较，高剂量组 FVC、Cdyn、

PEF 升高（P <0.05）。见表 1。

2.2　各组大鼠肺组织病理改变

HE 染色结果显示，对照组大鼠支气管周围未

见明显炎症反应，未发现炎症细胞浸润及杯状细胞

异常增生和黏液分泌，气道平滑肌层及基底膜层厚
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度均匀；模型组大鼠支气管壁周围有较多炎症细胞

浸润，气道黏膜上皮细胞脱落，气道平滑肌层和网

状基底膜层明显增厚，可见上皮下胶原沉积及纤维

化；与模型组比较，低、中、高剂量组大鼠上述组织

病理学变化有所改善，且改善程度呈剂量依赖性。

见图 1。

2.3　各组大鼠肺组织气道壁厚度比较

对照组、模型组及低、中、高剂量组大鼠肺组织

气道壁内外径比值、平滑肌层厚度、基底膜层厚度

比较，经方差分析，差异均有统计学意义（P <0.05）。

与对照组比较，模型组及低、中、高剂量组肺组织气

道壁内外径比值降低（P <0.05），平滑肌层和基底膜

层厚度增加（P <0.05）；与模型组比较，低、中、高剂

量组肺组织气道壁内外径比值升高（P <0.05），平滑

肌层和基底膜层厚度减少（P <0.05）；与低剂量组比

较，中、高剂量组肺组织气道壁内外径比值升高（P <

0.05），平滑肌层和基底膜层厚度减少（P <0.05）；与

中剂量组比较，高剂量组肺组织气道壁内外径比值

升高（P <0.05），平滑肌层和基底膜层厚度减少（P <

0.05）。见表 2。

2.4　各组大鼠肺组织 TGF-β1/Smad3 通路蛋白相

对表达量比较

对照组、模型组及低、中、高剂量组大鼠肺组织

TGF-β1、p-Smad3/Smad3、CollagenⅢ蛋白相对表达量

比较，经方差分析，差异均有统计学意义（P <0.05）。

与对照组比较 ，模型组及低、中、高剂量组肺组织

表 1　各组大鼠肺功能比较 （x±s）

组别

对照组

模型组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

F 值

P 值

n

10

9

9

9

9

FVC/mL

14.78±2.22

4.36±0.66①

6.79±1.02①②

8.89±1.33①②③

11.22±1.69①②③④

67.255

0.000

Cdyn/（mL/cmH2O）

0.58±0.09

0.12±0.02①

0.25±0.04①②

0.37±0.06①②③

0.46±0.07①②③④

78.535

0.000

PEF/（mL/s）

32.87±1.89

11.79±1.77①

15.62±2.35①②

20.55±3.09①②③

25.78±4.43①②③④

80.378

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05；③与低剂量组比较，P <0.05；④与中剂量组比较，P <0.05。

                                 对照组                             模型组                             低剂量组                        中剂量组                          高剂量组

图1　各组大鼠肺组织病理学变化　（HE 染色×200）

表 2　各组大鼠肺组织气道壁厚度比较 （x±s）

组别

对照组

模型组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

F 值

P 值

n

10

9

9

9

9

气道壁内外径比值

0.93±0.14

0.45±0.07①

0.52±0.08①②

0.66±0.10①②③

0.76±0.12①②③④

30.792

0.000

平滑肌层厚度/μm

9.01±1.35

20.33±3.05①

17.60±2.56①②

15.03±2.26①②③

13.16±1.98①②③④

33.550

0.000

基底膜层厚度/μm

9.75±1.45

18.67±2.81①

16.03±2.45①②

14.01±2.11①②③

11.87±1.79①②③④

24.360

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05； ③与低剂量组比较，P <0.05； ④与中剂量组比较，P <0.05。
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TGF-β1、p-Smad3/Smad3、CollagenⅢ蛋白相对表达量

升高（P <0.05）；与模型组比较，低、中、高剂量组肺

组织 TGF-β1、p-Smad3/Smad3、CollagenⅢ蛋白相对表

达量降低（P <0.05）；与低剂量组比较，中、高剂量组

肺组织 TGF-β1、p-Smad3/Smad3、CollagenⅢ蛋白相对

表达量降低（P <0.05）；与中剂量组比较，高剂量组

肺组织 TGF-β1、p-Smad3/Smad3、CollagenⅢ蛋白相对

表达量降低（P <0.05）。见表 3 和图 2。

3 讨论

支气管哮喘可导致不可逆性气流阻塞从而增

加 气 道 阻 力 、加 重 气 道 高 反 应 性 ，导 致 肺 功 能 低

下[10]。气道炎症长期反复发作，反复修复，最终导致

组织增生、气道壁结构改变，最终发生重塑。干预

气道重塑有助于改善患者肺功能并提高生活质量，

因此有效防治气道重塑对于改善支气管患者肺功

能有重要临床意义。有研究表明，气道重塑发生机

制复杂，治疗难度较大，目前临床尚无有效防治措

施。奥马珠单抗是 IgE 单克隆抗体，对中重度支气

管哮喘控制效果较好。

FVC 是最大呼气后用最大努力快速呼气所能呼

出的全部气量，FVC 降低说明患者出现呼吸障碍；

Cdyn 指在呼吸周期中气流未阻断时单位压力改变

引起的肺容积改变；PEF 是指 FVC 测定过程中，呼气

流量最快时的瞬间流速，反映呼吸肌的力量及气道

有 无 阻 塞 ，目 前 临 床 多 采 用 以 上 指 标 评 价 肺 功

能[11-12]。本研究结果显示 ，与对照组比较 ，模型组

FVC、Cdyn、PEF 降低，但奥马珠单抗药物干预后，大

鼠 FVC、Cdyn、PEF 在一定程度上升高，说明奥马珠

单抗可能对支气管哮喘大鼠肺功能有一定改善作

用。气道重塑主要表现为气道壁增厚、细胞外基质

及胶原沉积等[13]。本研究结果显示，与对照组比较，

模型组大鼠肺组织气道壁内外径比值降低，平滑肌

层和基底膜层厚度增加，当以奥马珠单抗进行药物

干预后，大鼠气道壁内外径比值、平滑肌层和基底

膜层厚度均得以改善，说明奥马珠单抗可能通过抑

制气道重塑，改善大鼠肺功能。

TGF-β1/Smad3 通路信号主要由 TGF-β1 受体及

Smad3 信号蛋白实现胞内传递，TGF-β1 通过与细胞

膜上 TGF-β1 受体结合进一步激活下游信号通路，并

使下游因子 Smad3 发生磷酸化，最终诱导细胞外基

质蛋白的合成及表达，从而促进胶原蛋白 CollagenⅢ
等的沉积。有研究表明，胶原沉积的增加是气道重

塑的主要病理改变[14-16]。史雅旭等[17] 研究显示，抑

制 TGF- β/Smad 通 路 活 化 可 抑 制 哮 喘 大 鼠 气 道 重

塑。本研究结果显示，与对照组比较，模型组大鼠

肺组织 TGF-β1、p-Smad3/Smad3、CollagenⅢ蛋白相对

表达量升高，但奥马珠单抗药物干预后，大鼠肺组

织 TGF-β1、p-Smad3/Smad3、CollagenⅢ蛋白相对表达

量均一定程度降低，呈剂量依赖性。说明奥马珠单

抗可能通过抑制 TGF-β1/Smad3 通路活化，抑制大鼠

气 道 胶 原 沉 积 ，从 而 抑 制 支 气 管 哮 喘 大 鼠 气 道 重

塑，最终改善大鼠肺功能。

综上所述，奥马珠单抗可抑制支气管哮喘大鼠

气 道 重 塑 ，改 善 肺 功 能 ，其 作 用 可 能 是 通 过 抑 制

TGF-β1/Smad3 通路活化实现的，本研究为临床有效

防治哮喘患者气道重塑，改善患者肺功能提供一定

理 论 依 据 。 然 而 本 研 究 未 能 明 确 奥 马 珠 单 抗 对

TGF-β1/Smad3 通路的具体调控作用，后期应进行深

入阐述。

表 3　各组大鼠肺组织TGF-β1/Smad3通路蛋白

相对表达量比较 （x±s）

组别

对照组

模型组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

F 值

P 值

n

10

9

9

9

9

TGF-β1

0.16±0.03

1.21±0.19①

0.95±0.15①②

0.71±0.11①②③

0.50±0.08①②③④

101.347

0.000

p-Smad3/Smad3

0.20±0.03

0.87±0.12①

0.60±0.09①②

0.43±0.07①②③

0.27±0.05①②③④

111.715

0.000

CollagenⅢ
0.19±0.03

1.23±0.19①

0.97±0.16①②

0.71±0.11①②③

0.45±0.07①②③④

68.028

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05； ③与

低剂量组比较，P <0.05； ④与中剂量组比较，P <0.05。

44 kD

48 kD

48 kD

110 kD

42 kD

A           B         C          D           E

TGF-β1

p-Smad3

Smad3

CollagenⅢ
β-actin

A：对照组； B：模型组； C：低剂量组； D：中剂量组； E：高剂量组

图2　各组大鼠肺组织TGF-β1/Smad3通路蛋白电泳图
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