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ＡｃＳＤＫＰ对硅肺纤维化大鼠胶原含量及ＮＦκＢｐ６５表达的影响


闫静波
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　　摘　要：目的　研究Ｎ乙酰基丝氨酰天门冬酰赖氨酰脯氨酸（ＡｃＳＤＫＰ）对硅肺纤维化大鼠肺内胶原合成及核转录因子

κＢ（ＮＦκＢ）ｐ６５的影响。方法　将大鼠分为３组：对照组（每只大鼠支气管内灌注生理盐水１ｍＬ，８周后处死）、硅肺模型组（每只

大鼠支气管内灌注ＳｉＯ２混悬液１ｍＬ，８周后处死）、ＡｃＳＤＫＰ治疗组（每只大鼠支气管内灌注ＳｉＯ２ 混悬液１ｍＬ，并持续给予ＡｃＳ

ＤＫＰ８００μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１，８周后处死）。从ＨＥ染色、ＶＧ染色和羟脯氨酸胶原测定法检测各组大鼠肺纤维化程度及胶原含量，用

免疫组化法和免疫印迹法检测ＮＦκＢｐ６５蛋白的表达。结果　与对照组比较，硅肺模型组硅结节的数量、胶原含量和ＮＦκＢｐ６５

的表达增高。与硅肺模型组相比，ＡｃＳＤＫＰ治疗组矽结节的数量、胶原含量和ＮＦκＢｐ６５的表达降低。结论　ＡｃＳＤＫＰ可能会通

过增加Ｂ抑制蛋白（ＩκＢ）的稳定性来抑制ＮＦκＢｐ６５的活性及表达，进而影响着肺泡炎与硅肺纤维化的进展。
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　　硅肺是一种常见的职业病，其病变以硅结节形成和广泛的

肺纤维化为特征［１］。Ｎ乙酰基丝氨酰天门冬酰赖氨酰脯氨

酸（ＡｃＳＤＫＰ）是一种生理性造血系统生长抑制因子
［２］。ＡｃＳＤ

ＫＰ对多器官内的多种类型细胞的增殖、细胞外基质代谢和血

管形成等方面有重要的调节作用。它能抑制心脏和肾脏间质

成纤维细胞及肾小球系膜细胞的增殖，减少胶原的沉积，对高

血压及心肌梗死后心脏和肾脏纤维化有一定的抑制作用［３５］。

核转录因子κＢ（ＮＦκＢ）是２个亚单位ｐ５０和ｐ６５组成的异源

二聚体，ＮＦκＢ参与许多前炎症介质分子转录水平的调控，促

进细胞因子、黏附分子、趋化因子、炎症因子、氧化应激相关酶

等大量释放［６］。本研究观察了ＡｃＳＤＫＰ对硅肺纤维化大鼠胶

原合成和ＮＦκＢｐ６５的影响，借以探索ＮＦκＢｐ６５在硅肺纤维

化发病机制中的作用，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　清洁级健康成年雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体质量１８０ｇ，

购于北京维通利华动物公司；ＡｃＳＤＫＰ购于瑞士ＢａｃｈｅｍＡＧ

公司；标准α石英粉尘（微粒直径小于５μｍ）购于中国预防医学

科学院；药物释放泵购于美国 Ａｌｚｅｔ公司；ＶＧ试剂盒购于福州

迈新生物工程公司；羟脯氨酸测试盒购于南京建成生物工程研

究所；兔抗大鼠ＮＦκＢｐ６５抗体购于武汉博士德生物工程公司。

１．２　方法

１．２．１　动物模型　选用非暴露式气管插管灌注法制作大鼠硅

肺模型，并给予 ＡｃＳＤＫＰ治疗。６０只清洁级健康成年雄性

Ｗｉｓｔａｒ大鼠分为３组，（１）对照组：每只支气管内灌注生理盐水

１．０ｍＬ，８周后处死；（２）硅肺模型组：每只大鼠支气管内灌注

ＳｉＯ２５０ｍｇ／ｍＬ，８周后处死；（３）治疗组：每只大鼠支气管内灌注

ＳｉＯ２５０ｍｇ／ｍＬ，持续给予 ＡｃＳＤＫＰ８００μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１治疗，８

周后处死。各组大鼠分别于处理后相应时间点处死。取右下叶

肺组织４％多聚甲醛固定、脱水后常规石蜡包埋，４μｍ连续切

片，做ＨＥ染色、胶原ＶＧ染色和ＮＦκＢｐ６５免疫组化，取右中叶

肺组织做胶原羟脯氨酸测定，取右上叶肺组织采用蛋白免疫印

迹法检测ＮＦκＢｐ６５蛋白表达。

１．２．２　ＨＥ染色　ＨＥ染色后观察各组大鼠肺组织内硅结节

的形成与大小。用图像分析仪系统测定每只大鼠每张切片随

机选择５个２００倍视野下，硅结节切面总面积占该视野总面积

的百分比来半定量硅结节的大小。
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１．２．３　胶原ＶＧ染色　观察各组大鼠肺组织内胶原纤维的形

成及变化特点，进行胶原半定量分析。染色严格按照试剂盒操

作说明进行。用图像分析仪系统测定每只大鼠每张切片５个

２００倍视野下 ＶＧ阳性染色的积分光密度值（ｉｎｔｅｇｒａｌｏｐｔｉｃａｌ

ｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）来半定量肺内胶原的含量。

１．２．４　胶原羟脯氨酸测定　测定组织羟脯氨酸的含量，可换

算成胶原蛋白的含量，以反映实验各组纤维化程度。采用对二

甲氨基苯甲醛显色法检测肺组织羟脯氨酸含量，实验步骤严格

按照羟脯氨酸测试盒说明书进行操作。

１．２．５　ＮＦκＢｐ６５免疫组化染色　一抗为兔抗大鼠 ＮＦκＢ

ｐ６５抗体，工作浓度１∶１００，二抗为羊抗兔，采用ＳＡＢＣ法

ＤＡＢ显色。实验严格按照试剂盒操作说明进行。每张切片随

机选择５个视野，在高倍光镜下（×４００）用图像分析仪测定大

鼠肺组织阳性细胞的平均百分数。

１．２．６　ＮＦκＢｐ６５蛋白迹印法　提取大鼠肺组织蛋白，参照

蛋白标准曲线进行蛋白含量测定，行聚丙烯酰胺凝胶电泳，电

转移把凝胶内的样品蛋白转移到硝酸纤维膜上，５％ＢＳＡ常温

振荡封闭１ｈ，一抗体（ＮＦκＢ抗体），４℃过夜，二抗，室温１ｈ，

加入碱性磷酸酶显色剂显色约２０ｍｉｎ，将ＮＣ膜用扫描仪对蛋

白表达条带进行灰度扫描，经自动图像分析系统进行半定量分

析，以对照组的平均光密度值（ＯＤ值）为１，其他各组与对照组

相比取值。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１２．０进行统计分析，各组间采用

完全随机设计的单因素方差分析，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　大体观察　（１）对照组双肺粉红，弹性良好，表面光滑。

（２）硅肺模型组双肺苍白，表面可见散在灰白色结节，触之略有

砂粒感。（３）治疗组双肺颜色浅红，弹性尚好，表面的灰白色的

结节比硅肺模型组减少。

２．２　ＨＥ染色观察　（１）对照组大鼠双肺结构清晰，肺泡壁

薄，间质无明显炎细胞浸润。（２）硅肺模型组大鼠肺组织内可

见局灶性间质性炎症，以巨噬细胞和淋巴细胞渗出浸润为主。

肺泡间隔水肿增宽，肺组织内见纤维细胞性结节，并出现结节

的融合。结果表明：大鼠硅肺模型制作成功。（３）治疗组肺组

织内纤维细胞结节体积及数量均比硅肺模型组减少，巨噬细胞

和淋巴细胞等炎症细胞浸润减少。用硅结节切面面积占整个

视野面积的百分比半定量分析硅结节的大小，结果显示：治疗

组的硅结节面积比硅肺模型降低，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表１。

２．３　胶原ＶＧ染色结果　ＶＧ染色胶原呈鲜红色。（１）对照

组胶原主要分布于肺泡间隔及血管壁，其他部位胶原少见。

（２）硅肺模型组（图１Ａ）可见胶原纤维呈条纹状分布于结节内

部及其周围。（３）治疗组（图１Ｂ）胶原分布较硅肺模型组减少，

胶原变细稀少。图像分析仪结果显示：硅肺模型组胶原含量比

对照组增高，是对照组的５．２９倍，治疗组的胶原含量比对照组

降低，是对照组的４５．５８％，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），

见表１。

２．４　羟脯氨酸测定结果　羟脯氨酸测定结果显示：硅肺模型

组胶原含量比相应对照组增高，是对照组的１．８６倍。治疗组

的胶原含量比硅肺模型组降低，是硅肺模型组的６０．２７％，差

异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

２．５　免疫组化检测ＮＦκＢｐ６５结果　ＮＦκＢｐ６５定位于胞核

或胞质，可表达于肺间质细胞、巨噬细胞和中性粒细胞，呈棕色

颗粒。（１）对照组阳性细胞较少，主要表达于胞质，胞核未见明

显表达，肺间质细胞少有表达。（２）硅肺模型组（图２Ａ）阳性细

胞较多，阳性颗粒的表达多位于胞核，阳性细胞主要分布硅结

节内部及周围，肺间质细胞和巨噬细胞表达较多。（３）治疗组

（图２Ｂ）阳性细胞数量比硅肺模型组减少，阳性颗粒的表达部

分转向胞浆，肺间质细胞和巨噬细胞表达减弱。图像分析仪结

果显示：硅肺模型组ＮＦκＢｐ６５阳性率比对照组升高，是对照

组的２．３６倍，治疗组的ＮＦκＢＰ６５阳性率比硅肺模型组降低，

是硅肺模型组的６４．５５％，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），见

表２。

表１　　ＡｃＳＤＫＰ对硅肺大鼠硅结节面积及胶原含量

　表达的影响（狓±狊，狀＝１０）

组别
硅结节面积

（ＨＥ染色）

胶原的ＩＯＤ

（ＶＧ染色）

羟脯氨酸含量

（μｇ／ｍｇ）

对照组 ０ １０３９±２９１　 ０．８２１±０．０４９　

硅肺模型组 ４１．１９±８．０９" ５４９６±８３５" １．５２８±０．１１６"

治疗组 ２５．１８±５．６６＃ ２５０５±５３９＃ ０．９２１±０．１００＃

　　
"：犘＜０．０５，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，与硅肺模型组比较。

表２　　ＡｃＳＤＫＰ对硅肺大鼠ＮＦκＢｐ６５表达的

　　　　影响（狓±狊，狀＝１０）

组别
ＮＦκＢ阳性率

（免疫组化法）

ＮＦκＢＯＤ

（免疫印迹法）

对照组 ９．００±４．６９ １

硅肺模型组 ２１．２４±４．９２" ２．９７"

治疗组 １３．７１±３．９２＃ １．４３＃

　　
"：犘＜０．０５，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，与硅肺模型组比较。

　　Ａ：硅肺模型组；Ｂ：ＡｃＳＤＫＰ治疗组。

图１　　ＡｃＳＤＫＰ对硅肺纤维化大鼠肺内胶原纤维形成的

影响 （ＶＧ染色×２００）

　　Ａ：硅肺模型组；Ｂ：ＡｃＳＤＫＰ治疗组。

图２　　ＡｃＳＤＫＰ对硅肺纤维化大鼠肺内ＮＦκＢｐ６５

表达的影响 （免疫组化×４００）

２．６　免疫印迹法检测ＮＦκＢｐ６５表达结果　硅肺模型组ＮＦ
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κＢｐ６５蛋白表达比对照组升高，是对照组的２．９７倍，治疗组

的ＮＦκＢｐ６５蛋白表达比硅肺模型组降低，是硅肺模型组的

４８．１５％，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

３　讨　　论

硅肺是由于长期吸入大量游离二氧化硅（ＳｉＯ２）粉尘沉积

于肺部引起的一种常见职业病，以硅结节的形成和广泛的肺纤

维化为特征。硅结节形成的初始阶段是由吞噬硅尘的巨噬细

胞聚集组成，继而成纤维细胞增生，结节内的胶原不断沉积，使

之发生纤维化，形成纤维性硅结节，同时肺内还有不同程度的

弥漫性间质纤维化［７］。

ＡｃＳＤＫＰ是一种生理性造血系统的生长抑制因子，对大鼠

肾脏、心脏间质成纤维细胞及人肾小球系膜细胞的增殖与胶原

的合成沉积有抑制作用［８］。ＡｃＳＤＫＰ能够减轻糖尿病小鼠肾

小球硬化程度，改善小鼠肾脏功能［９］。在大鼠心肌梗死心衰模

型中，ＡｃＳＤＫＰ能够减轻炎症，拮抗心脏间质纤维化
［１０］。在两

肾一夹高血压大鼠和血管紧张素Ⅱ型高血压大鼠模型中，

ＡｃＳＤＫＰ同样能减轻心、肾纤维化的程度
［１１１２］。

在本研究中，通过硅结节面积测定、大染色测胶原 ＯＤ值

及羟脯氨酸测定胶原含量，均发现治疗组肺组织硅结节面积及

胶原含量比硅肺模型组减少，证明 ＡｃＳＤＫ能够抑制大鼠硅肺

纤维化。

近年来，ＮＦκＢ与器官纤维化之间的关系日益受到人们的

关注。ＮＦκＢ是一类能与多种基因启动子或增强子部位κＢ位

点发生特异性结合并促进其转录的蛋白质，是一种重要的核转

录因子，在各种因子的相互影响和相互作用的复杂网络中作为

转录调节核因子而起中心调控作用，参与免疫反应、细胞分化、

生长调控、细胞内信号转导等［１３］。通常 ＮＦκＢ是２个亚单位

ｐ５０和ｐ６５组成的异源二聚体，细胞处于未激活的静息状态

时，ｐ６５亚单位与Ｂ抑制蛋白（ＩκＢ）单体结合，覆盖ｐ５０蛋白的

核定位信号，以失活状态存在于细胞质中。当机体受到外界因

素刺激时，ＮＦκＢ被诱导活化，从胞质转向胞核，与ＤＮＡ链上

特异部位结合，诱导和增强其基因表达，导致促炎细胞因子、氧

自由基、一氧化氮及前列腺素等炎性介质大量产生，引发炎症

免疫反应，从而促进器官纤维化［１４１５］。

在本研究中，通过免疫组化和免疫印迹法检测发现硅肺模

型组ＮＦκＢｐ６５表达比对照组明显增高，并且对照组 ＮＦκＢ

ｐ６５阳性颗粒主要为胞浆表达，而硅肺模型组中阳性的部位多

在胞核，以肺间质细胞和巨噬细胞阳性表达居多。这与Ｂａｒｏｎｉ

等［１６］在硅肺大鼠肺组织中观察到的 ＮＦκＢ表达情况基本一

致。反映了硅肺大鼠纤维化形成发展过程中 ＮＦκＢ被激活，

由胞质移向胞核，表达增强，促进细胞因子、黏附分子、趋化因

子、炎症因子、氧化应激相关酶大量释放，他们可引起中性粒细

胞及巨噬细胞的活化，增强中性粒细胞及单核细胞趋化功能，

刺激成纤维细胞的增殖，导致肺纤维化。在本研究中，治疗组

肺间质细胞和巨噬细胞的ＮＦκＢｐ６５表达比硅肺模型组降低，

并且ＮＦκＢｐ６５的阳性颗粒的表达部分位于胞浆，提示在治疗

组中，ＡｃＳＤＫＰ可能会通过增加ＩκＢ的稳定性来抑制 ＮＦκＢ

ｐ６５的活性，进而影响着肺泡炎与硅肺纤维化的进展。
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