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摘
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要"目的
!

探讨罗格列酮抑制肺纤维化的作用及其机制&方法
!

将
"$

只大鼠分为生理盐水对照组(罗格列酮对照组(博

莱霉素组(罗格列酮干预组!予博莱霉素诱导大鼠肺纤维化&

T&

染色和
+L,,6>

染色行病理学检查$试剂盒检测肺组织中羟脯氨

酸含量$应用
È,AE>F76A

及荧光定量实时逆转录聚合酶链反应"

N./1(N

%检测过氧化物酶体增殖物激活受体
&

"

11-N

&

%(基质金

属蛋白酶
;

"

++1/;

%和转化生长因子
$

!

"

.'a/

$

!

%的表达$采用酶联免疫吸附法"

&82*-

%检测支气管肺泡灌洗液"

Z-8a

%中
.'a/

$

!

浓度&结果
!

博莱霉素气管内注入后!

-,DIG6HA

评分!肺组织胶原沉积(羟脯氨酸含量!

Z-8a

中
.'a/

$

!

水平及肺组织中

.'a/

$

!

(

11-N

&

(

++1/;

表达较生理盐水对照组增加$给予罗格列酮干预后!除
11-N

&

表达进一步增加外!上述指标均下降&博

莱霉素组
11-N

&

蛋白表达水平与
.'a/

$

!

5N]-

(

++1/;5N]-

表达水平分别呈负相关&结论
!

罗格列酮对博莱霉素诱导的

肺纤维化进程有拮抗作用!其具体机制可能与上调
11-N

&

蛋白表达!抑制
.'a

$

!

(

++1/;5N]-

转录有关&

关键词"过氧化物酶体增殖物激活受体$肺纤维化$转化生长因子
$

$基质金属蛋白酶类$罗格列酮
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罗格列酮是过氧化物酶体增殖物激活受体
&
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11-N

&

&的高效激动剂#常作

为胰岛素增敏剂用于糖尿病治疗'但近年发现#

11-N

&

激动

剂在炎症反应(免疫调节中也发挥重要作用)

!/$

*

#参与某些器官

纤维化进程)

4/<

*

'本研究以大鼠为研究对象#探讨
11-N

&

激

动剂罗格列酮在肺纤维化中的作用'

?

!

材料与方法

?#?

!

材料
!

主要试剂!

11-N

&

抗体(基质金属蛋白酶
;

$

5L/

AG:S5EAL776

J

G6AE:>L,E,;

#

++1/;

&抗体及转化生长因子
$

!

$

AGL>,H6G5:>

KK

G6PADHLIA6G

$

!

#

.'a/

$
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&(酶联免疫吸附$

E>/

O

C

5E/7:>QE9:55B>6,6GFE>AL,,L

C

#

&82*-

&试剂盒由武汉博士

德生物工程有限公司生产#罗格列酮由葛兰素史克有限公司生

产#

.L

b

R]-

聚合酶及
9].1

由美国
1G65E

K

L

公司生产#羟脯

氨酸测试盒由南京建成生物工程公司生产'

?#@

!

方法

?#@#?

!

动物分组及模型制备
!

雄性
*R

大鼠
"$

只#鼠龄
!%

"

!"

周#随机分为生理盐水对照组(罗格列酮对照组(博莱霉素

组和罗格列酮干预组#每组各
<

只'博莱霉素组及罗格列酮干

预组按
45

K

"

Q

K

向气管内注入
!%

K

"

8

的博莱霉素#生理盐水

对照组及罗格列酮对照组气管内注入生理盐水
!%%

!

8

'罗格

列酮对照组及罗格列酮干预组于气管内注射当天开始以罗格

列酮
$5

K

"

Q

K

灌胃#

!

次"天#连续灌胃
"@9

'气管内注射后第

"@

天#留取右肺'左肺行支气管肺泡灌洗'

?#@#@

!

肺组织病理学检查
!

组织切片
T&

染色后#在光镜下

行
-,DIG6HA

评分'组织切片行
+L,,6>

染色后#测定胶原蓝色

阳染的平均积分光密度$

2VR

值&'

<0$0

重庆医学
"%!!

年
!"

月第
$%

卷第
0$

期

"

基金项目"贵州省科学技术基金资助项目$黔科合
^

字
"%%@"!@"

号&%贵州省优秀科技教育人才省长专项资金资助项目$黔省专合字

"%%?<"

号&'



?#@#A

!

肺组织羟脯氨酸含量测定
!

采用碱水解法#按试剂盒

说明操作'

?#@#B

!

支气管肺泡灌洗液$

FG6>ID6L7ME67LG7LML

K

EH7B:9

#

Z-8a

&中
.'a/

$

!

的定量检测
!

采用双抗体夹心
&82*-

法#

按试剂盒说明操作#用酶标仪在
$;">5

处测吸光值#计算

.'a/

$

!

含量'

?#@#F

!

È,AEG>F76A

检测
11-N

&

(

++1/;

表达
!

取肺组织

!%%5

K

#加入组织细胞裂解液及蛋白酶抑制剂充分匀浆#加入

!%U

乙基苯基聚乙二醇
4%%

!

8

#离心取上清液'取
!4B8

蛋白

加样于
!"U

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳'电泳后分离胶与硝酸

纤维素滤膜叠放于半干转移仪电转'将硝酸纤维素滤膜依次

放入含有一抗(二抗的杂交袋中'用
&(8

染色'使用图像分

析软件测定目的条带和内对照
-IA:>

的光密度值#分别以

11-N

&

(

++1/;

与
-IA:>

光密度值的比值表示
11-N

&

(

++1/

;

的相对含量'

?#@#G

!

实时荧光定量逆转录$

GEL7A:5EN.

&

/1(N

法检测肺组

织
++1/;

(

.'a/

$

!

5N]-

表达
!

取肺组织用
.G:O67

一步法提

取总
N]-

'按
IR]-

合成试剂盒说明配置反应体系#在
1(N

仪中逆转录合成第
!

条
IR]-

#以此为模板分别加入
++1/;

(

.'a/

$

!

(

'-1RT

引物及荧光染料#在荧光定量
1(N

仪上进行

扩增'采用
4%e

(

0%,

作为退火期'测定各样品的循环阈值#

与标准曲线进行比较#计算目的基因相对于管家基因的定量'

?#A

!

统计学处理
!

采用
*1**!0#%

进行统计分析'多组间均

数比较采用方差分析#均数两两比较采用
3

检验'相关性分析

采用
1ELG,6>

法'以
F

$

%#%4

为差异有统计学意义'

@

!

结
!!

果

@#?

!

肺组织病理学检查
!

T&

染色光镜下观察#生理盐水对

照组及罗格列酮对照组肺组织结构清晰#无明显充血(出血#炎

性浸润和纤维化均不明显'博莱霉素组肺泡间隔明显增宽#肺

组织结构破坏严重(纤维化明显(肺泡腔变形(偶见炎性细胞浸

润#局部肺实变%罗格列酮干预组上述表现程度较轻#见插
%

图

!

"

0

'组织切片经
+L,,6>

染色后细胞质(肌纤维和红细胞呈

红色#胶原呈蓝色#见插
%

图
$

"

<

'各组
-,DIG6HA

评分及阳染

胶原
2VR

值比较见表
!

'

表
!

!!

-,DIG6HA

评分及阳染胶原
2VR

值比较$

E\=

#

#Y<

%

组别
-,DIG6HA

评分 阳染胶原
2VR

值

生理盐水对照组
%#$0\%#!? !;<#4!\"@#%"

罗格列酮对照组
%#4"\%#!@ !;0#@;\!@#;"

博莱霉素组
4#?<\%#44

"

<<"#4?\?"#"@

"

罗格列酮干预组
0#?0\%#<@

"#

0$$#@0\$0#0!

"#

!!

"

!

F

$

%#%!

#与生理盐水对照组(罗格列酮对照组比较%

#

!

F

$

%#%!

#与博莱霉素组比较'

表
"

!!

各组羟脯氨酸含量&

.'a/

$

!

水平比较$

E\=

#

#Y<

%

组别 羟脯氨酸含量$

!

K

"

K

&

.'a/

$

!

$

JK

"

58

&

生理盐水对照组
"4"#!4\0@#04 <0#<@\!%#%0

罗格列酮对照组
"$<#0"\04#%? <;#<0\!%#$@

博莱霉素组
4;%#$4\<!#%%

"

";;#%4\0?#$"

"

罗格列酮干预组
00?#$"\$$#;<

"#

!!!#%%\"0#4?

"#

!!

"

!

F

$

%#%!

#与生理盐水对照组(罗格列酮对照组比较%

#

!

F

$

%#%!

#与博莱霉素组比较'

@#@

!

肺组织中羟脯氨酸含量及
Z-8a

中
.'a/

$

!

水平
!

博莱

霉素组肺组织中羟脯氨酸含量及
Z-8a

中
.'a/

$

!

含量较生

理盐水对照组明显升高#罗格列酮干预后较博莱霉素组明显下

降$

F

$

%#%!

&#见表
"

'

@#A

!

肺组织
11-N

&

(

++1/;

蛋白表达
!

È,AEG>F76A

检测结

果示博莱霉素组肺组织
11-N

&

及
++1/;

蛋白水平较生理盐

水对照组增加#罗格列酮干预后
11-N

&

水平表达进一步增

加#而
++1/;

水平较博莱霉素组明显下降$

F

$

%#%!

&#见图

?

(表
0

'

表
0

!!

肺组织
11-N

&

&

++1/;

蛋白表达$

E\=

#

#Y<

%

组别
11-N

&

++1/;

生理盐水对照组
%#"?\%#%? %#!$\%#%$

罗格列酮对照组
%#"<\%#%@ %#!4\%#%"

博莱霉素组
%#04\%#%$

"

%#$!\%#%$

"

"

罗格列酮干预组
%#4!\%#%;

""%

%#"$\%#%$

""%

!!

"

!

F

$

%#%4

#

""

!

F

$

%#%!

#与生理盐水对照组罗格列酮对照组比

较%

%

!

F

$

%#%!

#与博莱霉素组比较'

!!

-

!生理盐水对照组%

Z

!罗格列酮对照组%

(

!博莱霉素组%

R

!罗格

列酮干预组'

图
?

!!

肺组织
11-N

&

&

++1/; È,AEG>

印迹结果图

@#B

!

肺组织
.'a/

$

!

(

++1/;5N]-

表达
!

荧光定量
N./

1(N

检测示博莱霉素组
.'a/

$

!

(

++1/;

表达较生理盐水对

照组明显升高#罗格列酮干预后
.'a/

$

!

(

++1/;

水平较博莱

霉素组明显下降$

F

$

%#%!

&#见表
$

'

表
$

!!

肺组织
.'a/

$

!

&

++1/;5N]-

表达$

E\=

#

#Y<

%

组别
.'a/

$

!

++1/;

生理盐水对照组
"#";\%#$" !#?!\%#00

罗格列酮对照组
"#0!\%#<0 !#?4\%#";

博莱霉素组
$"#4?\4#$<

"

!0#!?\0#0%

"

罗格列酮干预组
!0#4!\0#"%

"#

?#$?\!#@$

"#

!!

"

!

F

$

%#%!

#与生理盐水对照组(罗格列酮对照组比较%

#

!

F

$

%#%!

#与博莱霉素组比较'

@#F

!

各变量间的相关性分析
!

相关性分析显示博莱霉素组大

鼠肺组织
11-N

&

蛋白水平与
.'a/

$

!

(

++1/;5N]-

表达呈

负相关#相关系数
8

值分别为
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11-N

&

与脂肪细胞分化(胰岛素抵抗(糖代谢(炎症及肿

瘤发生等多种生物过程有关'罗格列酮等是目前研究最多的

11-N

&

合成配体'体外研究发现#原代肺成纤维细胞中

11-N

&

高表达%肺泡上皮细胞#支气管上皮细胞及细胞株
Z&/

-*"Z

(

-4$;

和
T";"

也表达
11-N

&

)

?/@

*

'

11-N

&

及其配体在

慢性阻塞性肺疾病(哮喘(气道黏液高分泌中具有免疫调节和

抗炎作用)
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器官纤维化以细胞外基质大量沉积和广泛的组织重塑为

主要改变#不同器官发生纤维化的具体机制有差别#但炎症损

伤和修复是共同的过程'

11-N

&

基因缺陷的大鼠结扎胆管会

导致严重的肝纤维化#而补充
11-N

&

能减轻肝星状细胞激活

和肝纤维化程度)

;

*

'在慢性高血压负荷小鼠模型中#

11-N

&

激动剂能降低
++1

和胶原合成#减轻高血压所致的左心室肥

厚和心肌纤维化#逆转心室重塑)

!%

*

'肺炎症反应和增生性改

变是肺纤维化的重要病理生理改变'在体外实验中#

11-N

&

激动剂能抑制趋化因子诱导的嗜酸性粒细胞(单核巨噬细胞的

趋化(嗜酸性粒细胞依赖的细胞毒作用#同时还能抑制促炎介

质释放#从而减轻炎症程度)

!!/!"

*

'对呼吸系统的研究显示

11-N

&

活化后可以抑制中性粒细胞浸润(减少炎症介质的释

放(减轻肺组织损伤)
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'

11-N

&

激动剂能抑制
.'a/

$

!

诱

导的肺成纤维细胞向肌成纤维细胞分化)

!4

*

'在本研究中大鼠

气管内注射博莱霉素后肺泡间隔明显增宽#结构破坏严重(胶

原沉积#纤维化明显#

-,DIG6HA

评分及肺组织羟脯氨酸含量明

显升高#肺纤维化模型成立'予罗格列酮干预后#肺组织损伤

减轻#胶原沉积减少#羟脯氨酸含量下降#

-,DIG6HA

评分减少#

肺纤维化程度明显减轻#提示罗格列酮对肺纤维化过程有拮抗

作用'但罗格列酮在肺纤维化中的负性调控作用是否与抗炎

作用有关有待进一步研究'在本研究中还观察到博莱霉素气

管内注射后肺组织中
.'a/

$

!

及
++1/;

表达增加'

.'a/

$

!

主要由气道平滑肌细胞(肺泡上皮细胞和巨噬细胞产生#是重

要的促肺纤维化细胞因子之一#在肺纤维化中促进胶原基因表

达#促进细胞外基质合成与沉积'

++1/;

是机体内细胞外基

质$
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&降解的关键酶#主要降解
'

型

胶原'对特发性肺纤维化患者的肺成纤维细胞进行体外培养#

发现其具有较正常者成纤维细胞不同的是显著增高了
++1/;

及
.'a/

$

!

的分泌能力'在本研究中大鼠给予罗格列酮干预

后#

11-N

&

高表达#同时
Z-8a

中
.'a/

$

!

蛋白水平(肺组织

中
.'a/

$

!

5N]-

表达及肺组织中
++1/;

蛋白水平(

5N]-

表达均降低#相关性分析提示
11-N

&

蛋白水平与
.'a/

$

!

及

++1/;5N]-

表达分别呈负相关#提示罗格列酮可能通过上

调
11-N

&

表达#从而抑制
.'a/

$

!

及
++1/;

的转录#降低羟

脯氨酸含量及胶原沉积等多个途径#最终导致肺纤维化程度

减轻'

综上所述#罗格列酮能延缓博莱霉素诱导的大鼠肺纤维化

进程#其具体机制可能与上调
11-N

&

表达#抑制
.'a/

$

!

及

++1/;

的转录有关'

11-N

&

配体对肺纤维化治疗可能有潜

在的临床应用价值'
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