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吲哚美辛对 COPD 大鼠 TNF-α 与 Bcl-2 和 Bax 表达的影响 *
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摘要 目的：探讨吲哚美辛对慢性阻塞性肺疾病（COPD）模型大鼠趾长伸肌 TNF-α 及 Bcl-2 和 Bax 表达的影响。方法：100 只健康

Wistar 大鼠随机分为模型组和对照组（A 组）。模型组采用熏香烟和气管内滴注猪胰蛋白酶（PEE）法建立 COPD 模型大鼠，以低于

A 组大鼠平均体重的 90％判断发生营养不良的标准，将模型组大鼠分为 COPD 营养正常组(B 组)和 COPD 营养不良组,COPD 营

养不良组随机化原则分为 COPD 营养不良生理盐水组（C 组）、吲哚美辛 1 组（D 组）、吲哚美辛 2 组（E 组）、吲哚美辛 3 组（F 组）。
A、B、C 三组灌注等量生理盐水，D、E、F 组给予不同剂量吲哚美辛（IND）灌胃干预。TUNEL 法测定趾长伸肌细胞凋亡率，免疫组

织化学法测定 Bcl-2、Bax 蛋白表达，双抗体夹心法测定血清及趾长伸肌肿瘤坏死因子 α（TNF-α）浓度。结果：吲哚美辛干预后，E

组趾长伸肌细胞凋亡率、Bcl-2、Bax 的蛋白表达、趾长伸肌匀浆和吲哚美辛干预后血清 TNF-α 浓度低于 C、D、F 组，但高于 A、B
组，P<0.05；E 组趾长伸肌 Bcl-2 蛋白表达高于 C、D、F 组,低于 A、B 组，P<0.05。结论：Bcl-2、Bax 及 TNF-α 参与 COPD 模型大鼠趾

长伸肌细胞凋亡，适当剂量的吲哚美辛可改善 COPD 营养不良模型骨大鼠趾长伸肌的凋亡。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of indomethacin on the expression of Bcl-2 , TNF-α and Bax in extensor digito-

rum longus in the COPD rat's models. Methods: 100 healthy Wistar rats were randomly divided into model group and control group

(group A). The model group rat was performed with intratracheal instillation of porcine pancreatic elastase (PEE) and exposed to

cigarette smoke to establish COPD models. Malnutrition was defined if the body weight of the rats in the model group was lower than

90% of the mean body weight of the control group. All model rats were divided into non-malnutrition COPD group (group B) and malnu-

trition COPD group, and the malnutrition COPD group rats were randomly divided into four groups: physiologic saline control group

(group C), Indomethacin intervention group 1 (group D) , Indomethacin intervention group 2 (group E) and Indomethacin intervention

group 3 (group F). Isotonic physiologic saline was administered to the group A, B and C, different dose of Indomethacin was adminis-

tered to group D, E, F by gavage. The apoptosis rates of the cell in extensor digitorum longus muscle were measured by TUNEL method,

the Bcl-2 , Bax protein expression and the concentrations of TNF-α in the serum, the extensor digitorum longus muscle from these rats

were measured by immunohistochemical method, take the method of double mono-cloned antibody for detecting the concentrations of

TNF-alpha in the serum and extensor digitorum longus muscle homogenates from these rats. Results: After indomethacin intervention,

the rates of muscle cell apoptosis, the concentration of TNF-α, Bcl-2 and the Bax protein expression, extensor digitorum longus muscle

homogenates, the concentrations of TNF-alpha in the serum in the Indomethacin intervention group 2 (group E) were lower than those in

the group C, D, F and higher than those in the group A, B (P<0.05), the Bcl-2 protein expression in extensor digitorum longus muscle in

group E was higher than that in C,D,F group and was lower than that in group A,B(P＜0.05). Conclusion: The Bcl-2 , Bax and TNF-α are

involved in occurrence of the cell apoptosis of extensor digitorum longus in COPD model rats, appropriate dose of indomethacin can im-

prove the apoptosis of extensor digitorum longus muscle of COPD model rats.
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Group N
Body weight（g） Growth of rats body

weight（g）

Extensor digitorum

longus muscle（g）The first day The 28th day

Group A 17 344.41±25.97 376.71±28.05 32.29±13.66 0.396±0.029

Group B 37 344.27±11.07 363.05±20.72 18.78±15.02 0.381±0.023

Group C 10 292.60±14.71*# 289.70±25.03*#● 2.0±11.73*#● 0.301±0.027*#●

Group D 10 293.00±6.85*# 302.90±10.47*#● 9.9±4.43*#● 0.313±0.011*#●

Group E 10 296.90±10.69*# 323.10±15.19*#▼■★ 26.2±8.70*▼■★ 0.337±0.017*#▼■★

Group F 10 294.70±6.65*# 303.00±10.71*#● 8.30±6.27*#● 0.312±0.013*#●

前言

COPD 患者的营养状态情况与其病情的严重程度及预后

密切相关，严重者常常伴有体重进行性下降，预后欠佳，临床上

称为 " 恶病质综合症 "[1]。不明原因的骨骼肌萎缩和体重减轻，

非脂肪体重减轻可影响 COPD 患者外周肌的功能、健康状态[2]

和预后。COPD 患者营养不良和骨骼肌减少可能与全身炎症反

应尤其是 TNF-α 参与的细胞凋亡密切相关 [3]，凋亡抑制基因

Bcl-2 及凋亡促进基因 Bax 在细胞凋亡过程中起十分重要的作

用。本试验选用不同剂量的吲哚美辛干预 COPD 大鼠，观察吲

哚美辛对 COPD 大鼠趾长伸肌细胞凋亡率、Bcl-2 及 Bax 表

达、血清及趾长伸肌 TNF-α 浓度，在动物实验中筛选出适当剂

量的吲哚美辛治疗 COPD，为临床治疗 COPD 患者提供依据。

1 材料与方法

1.1 模型组成模后分组及用吲哚美辛干预

100 只成年雄性 Wistar 大鼠，清洁级，10 周龄，体重

（264.26±31.98）g，购自湖南农业大学实验动物中心，经湖南省

动物检疫所检验合格，许可证号：SCXK(湘)2006-0001。全营养

饲料由湖南农业大学实验动物中心自制，有偿提供。饲养条件

相同。随机数字表法将实验动物分为正常组（A 组）和模型组，

参照宋一平[4]等自制吸烟染箱复制 COPD 大鼠模型。模型组大

鼠在 1-14 天、15-60 天在自制被动吸烟染箱吸烟，第 15 天气管

内滴注猪胰蛋白酶 20μ/100g.Bw（Sigma 公司分装，上海森雄科

技实业有限公司代理），A 组假暴露在同一天气管内滴注等量

生理盐水。造模时间为 60 天，造模成功后将低于正常组平均体

重 90%的大鼠分为 COPD 营养正常组（B 组），COPD 营养不良

组，COPD 营养不良组随机化原则分为 C、D、E、F 组，A、B、C
组给予等量生理盐水灌胃，D 组 （IND0.5mg/kg.d）、E 组（IND1.

0mg/kg.d）、F（组 IND2.0mg/kg.d），均灌胃干预 14 天。吲哚美辛

干预前后取尾静脉血测 TNF-α。
1.2 检测方法

①骨骼肌和肺组织病理学标本检测：急性大出血法处死动

物，无菌、快速分离大鼠趾长伸肌，称重后剪断；右肺垂直于支

气管的肺矢状面最大周径处取材，4%多聚甲醛固定，石蜡包埋

后连续切片，HE 染色。②TUNEL 技术（美国罗氏公司）测定趾

长伸肌细胞凋亡率，每张切片随机取 5 个不相关高倍视野（×
400）进行细胞计数，计算出平均值。凋亡细胞核呈黄色或棕黄

色，正常细胞核呈蓝色。趾长伸肌细胞凋亡率＝凋亡细胞核 /

（凋亡细胞核 + 正常细胞核）×100%。③免疫组织化学法（美国

Santa Cruz 公司）检测趾长伸肌 Bcl-2 及 Bax 蛋白表达，每张切

片随机取 5 个高倍视野，应用 Image-Pro Plus version 6.0 图像

处理系统对骨骼肌 Bcl-2 蛋白进行半定量分析，选用光密度

（Density） 值和积分光密度 (IOD) 值分析。④双抗体夹心

ABC-ELISA 法测定血清和趾长伸肌匀浆中 TNF-α 浓度。
1.3 数据分析

用 SPSS13.0 统计软件进行分析，计量资料以均值±标准

差(x±s)表示，多组间比较采用完全随机分组的 LSD 法，两组

间比较采用成对 t 检验，P<0.05 认为有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠 COPD 模型的判定

模型组大鼠均有明显的喘息，咳嗽明显，卧底弓背等呼吸

困难的表现，肺功能检测发现 PEF、FEV0.3 和 FEV0.3/FVC 较

正常组降低，P<0.05，说明模型组大鼠存在阻塞性通气功能障

碍。肺组织病理结果显示模型组大鼠细支气管狭窄变形，管壁

增厚，纤毛倒伏脱落，杯状细胞增生，黏膜下及管壁周围有大量

炎性细胞浸润，肺泡间隔破裂，相互融合成肺大泡等肺气肿表

现。模型组大鼠肺功能改变及肺组织病理变化符合 COPD 模型

大鼠，造模成功。
2.2 大鼠体重、趾长伸肌质量测定结果

吲哚美辛干预后各组大鼠体重、体重增长值及趾长伸肌质

量检测结果见表 1。结果表明：C、D、E、F 组吲哚美辛干预后大

鼠体重较干预前增高，尤其是 E 组大鼠体重增长值和趾长伸肌

质量高于 C、D、F 组。

Note:：*P＜0.05 Other groups compared with Group A；#P＜0.05 Other groups compared with Group B；▼P＜0.05 Other groups compared with Group

C;■ P<0.05 Other groups compared with Group D；●P<0.05 Other groups compared with Group E;★P<0.05 Other groups compared with Group F.

表 1 吲哚美辛干预后各组大鼠体重、体重增长值及趾长伸肌质量结果（x±s）

Table 1 The results of rat body weight/growth of body weight/quality of extensor digitorum longus muscle in each group after indomethacin intervention

2.3 各组大鼠血清及趾长伸肌 TNF-α 检测结果

吲哚美辛干预前后血清以及趾长伸肌匀浆中 TNF-α 浓度

见表 2。结果表明：各组大鼠干预后血清 TNF-α 浓度较干预前

降低，尤其是 E 组大鼠干预后血清 TNF-α 浓度降低明显，而且
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注:与 A 组比 *P<0.05；与 B 组比，#P<0.05；与 C 组比▼ P<0.05；与 D 组比■，P<0.05；●与 E 组比，P<0.05；★F 组比，P<0.05

Note: *P＜0.05 Other groups compared with Group A；#P＜0.05 Other groups compared with Group B；▼P＜0.05 Other groups compared with Group

C;■ P<0.05 Other groups compared with Group D；●P<0.05 Other groups compared with Group E;★P<0.05 Other groups compared with Group F

趾长伸肌匀浆中 TNF-α 浓度较 C、D、F 组低，说明 1.0mg/kg.d 的吲哚美辛能改善血液及趾长伸肌中 TNF-α 浓度。

Note: *P＜0.05 Other groups compared with Group A；■P＜0.05 Other groups compared with Group B；▼P＜0.05 Other groups compared with Group

C;■ P<0.05 Other groups compared with Group D；▲P<0.05 Other groups compared with Group (D, F);★P<0.05 Other groups compared with Group E

Group N
Concentrations of TNF-α（pg/ml）

Serum before intervention Serum after intervention Extensor digitorum longus muscle

Group A 17 80.89±3.53 83.95±4.37 24.64±2.12

Group B 37 99.71±4.99* 104.89±8.49▼■★ 37.70±3.14*★

Group C 10 124.40±5.61*■ 128.75±12.30▲ 58.87±3.70*■▲★

Group D 10 125.07±8.22*■ 116.83±11.92▼#★ 38.26±3.41*▼★

Group E 10 126.38±8.32*■ 89.84±13.76▲▼# 26.45±4.28▲▼■

Group F 10 125.55±9.57*■ 115.42±8.74▼#★ 39.22±3.84*▼■★

表 2 吲哚美辛干预前后各组大鼠血清和趾长伸肌匀浆中TNF-α 浓度（x±s）

Table 2 The concentrations of TNF-alpha in the serum and extensor digitorum longus muscle homogenates before/after indomethacin intervention

Group N
Extensor digitorum longus

Apoptosis rate (%) Bcl-2 Bax

Group A 17 6.15±1.68 44.72±2.75 6.19±2.71

Group B 37 14.24±5.56 40.22±4.38 9.56±4.70

Group C 10 39.10±3.60*#■●★ 24.81±4.70*#■●★ 24.63±5.16*#●★

Group D 10 31.91±4.20*#● 33.69±6.10*#● 21.80±6.08*#●

Group E 10 18.46±7.83*#▼■★ 39.84±2.96*#▼■★ 11.87±4.07*▼■★

Group F 10 30.00±2.54*#▼● 32.19±7.05*#▼● 19.75±4.38*#▼●

表 3 吲哚美辛干预后各组大鼠趾长伸肌凋亡率、Bcl-2 及 Bax 表达值结果（x±s）

Table 3 The results of the rates of extensor digitorum longus muscle apoptosis /express of Bcl-2 and Bax in rats of each group after indomethacin

intervention

2.4 大鼠趾长伸肌细胞凋亡率、Bcl-2 及 Bax 蛋白表达

吲哚美辛干预后趾长伸肌细胞凋亡率、Bcl-2 及 Bax 蛋白

表达见表 3。结果表明：E 组大鼠吲哚美辛干预后趾长伸肌细胞

凋亡率、Bax 比 C、D、F 组低，Bcl-2 反之，表明 1.0mg/kg.d 的吲

哚美辛能通过改变 Bcl-2 及 Bax 表达而影响趾长伸肌细胞凋

亡。

3 讨论

细胞凋亡是一种受基因调控的程序性的死亡，与机体组织

萎缩和功能退化有着密切联系。Alvar GN 等对 15 名 COPD 稳

定期门诊患者股四头肌针刺活检检测骨骼肌细胞的凋亡率，发

现低 BMI 患者骨骼肌凋亡率明显高于 BMI 正常组，认为骨骼

肌凋亡是 COPD 体重减轻和骨骼肌萎缩的重要原因[5]。周志国

等发现 TNF-α 能促进 COPD 大鼠膈肌细胞凋亡及膈肌萎缩[6]。
TNF-α 是一种主要由单核巨噬细胞产生，具有诱导细胞凋

亡、抗病毒及转录调节等多种生物学活性的细胞因子，可能参

与了 COPD 气道及全身炎症过程、肺功能损害、体重丢失等病

理生理过程。孙圣华研究表明，COPD 患者营养不良骨骼肌萎

缩与细胞因子介导的代谢紊乱有关，尤其是 TNF-α 与 COPD

患者营养不良和骨骼肌减少密切相关 [7]。崔新华等发现 Bcl-2

和 Bax 参与了一定质量浓度的 TNF-α 可引起视网膜神经节细

胞的凋亡[8]。
吲哚美辛为代表性非甾体抗炎药，具有抗炎、解热及镇痛

作用，能抑制前列腺素合成酶的产生和环氧合酶的活性，阻断

花生四烯酸代谢产物的产生，故能抑制 TNF-α、IL-1 等炎症因

子的产生，从而减轻其介导的代谢紊乱，改善营养不良的状况。
有学者研究发现吲哚美辛可以降低 COPD 营养不良大鼠血清

TNF-α 的水平，可以改善 COPD 营养不良大鼠的营养状况[9]。
周伟等研究发现适当剂量的吲哚美辛可以通过减少炎性细胞

因子产生，抑制泛素－蛋白质酶体途径的激活，缓解癌症恶病

质小鼠肌蛋白的降解，而高剂量的吲哚美辛并不具有更显著的

作用[10]。
本研究选择 COPD 模型大鼠骨骼肌中的趾长伸肌作为研

究对象，伸趾长肌是大鼠肢体远心端的肌肉，在大鼠活动中活

动频率很高，排除了废用性萎缩的可能。用不同剂量的吲哚美
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辛干预大鼠，结果显示：E 组大鼠体重、趾长伸肌质量、Bcl-2 蛋

白表达值均较 C、D、F 组高，但低于 A、B 组，P<0.05；E 组趾长

伸肌细胞凋亡率、TNF-α、Bax 蛋白表达值均低于 C、D、F 组，但

高于于 A、B 组，P<0.05,说明 1.0mg/kg 剂量的吲哚美辛可能能

够拮抗 COPD 营养不良模型组大鼠骨骼肌细胞的凋亡，抑制炎

症细胞因子 TNF-α 的产生，促进趾长伸肌凋亡抑制蛋白 Bcl-2

的表达，抑制趾长伸肌的凋亡。而小剂量的吲哚美辛可能达不

到有效的血药浓度，治疗效果不理想，而大剂量的吲哚美辛可

能由于剂量过大，对大鼠造成不良反应，治疗效果也不理想。综

上所述，1.0mg/kg 的吲哚美辛可能能够改善 COPD 营养不良模

型大鼠趾长伸肌的凋亡。
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