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　　摘　要　目的　了解胰岛素样生长因子-1 (IGF-1)与矽肺纤维化的关系。方法　用免疫组化 (SABC 法)技术对

大白兔染石英尘后 90天 、 180 天兔肺组织 IGF-1 表达及矽结节数目进行研究。结果　染尘后 90 天 、 180 天兔肺组织

IGF-1 阳性表达率分别为 70%和 100%(P <0.01), 染尘后 90 天 、 180 天兔肺组织矽结节平均数分别为 198±20 和 303

±11 (P<0.005), 肺组织 IGF-1 阳性表达强度与肺纤维化程度存在明显相关 (r=0.6857)。结论　IGF-1 可能在矽肺

纤维化形成过程中发挥重要作用。
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　　Abstract　Objective To understand the relationship between insulin-like growth factor-1(IGF-1)and silicotic fibrosis.Methods　

Expression of IGF-1 in the lung tissues was revealed with immunohistochemical technique in the rabbits 90 and 180 days after exposure to

quartz dust , respectively , and number of silicotic nodules in the lungs was measured.Results　Positive expression of IGF-1 accounted for

70% and 100%(P<0.01)and number of silicotic nodules averaged 198±20 and 303±11(P<0.005)in the lung tissues of the rab-

bits 90 and 180 days after exposure to quartz dust , respectively.Positive expression of IGF-1 correlated significantly with the degree of sil-

icotic fibrosis of the lungs(r=0.6875).Conclusion　IGF-1 could play and important role in the formation of silicotic fibrosis.
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　　有证据表明 , 肺泡巨噬细胞的生物合成及分泌功

能失衡在肺间质纤维化的发病过程中起着关键性的作

用[ 1] 。以前的研究表明 , AM 主要通过分泌一些生物

活性物质 , 如 IL-1 , IFN , TNF , PDGF 等来调节成纤

维细胞 (FB)的生长[ 2] 。近年来研究发现肺间质纤

维化病人和染尘动物可分泌 IGF-1
[ 3 ,4]
。本文在此研

究基础上旨在通过对染尘不同时期家兔肺组织 IGF-1

表达水平的动态观察 , 进一步探讨 IGF-1在矽肺纤维

化发生发展中的作用机制 。

1　材料与方法

1.1　家兔矽肺模型制备[ 5]

雄性日本大耳白兔 , 体重 2.0 ～ 3.0kg , 购自河南

医科大学实验动物中心 , 石英粉尘 (颗粒直径 ≤

5μm)购自中国预防医学科学院劳卫所。粉尘经充分

研磨水选 , 用生理盐水配成 120mg/ml的混悬液 , 经

高压灭菌后备用 。采用氯胺酮 、安定兔耳缘静脉联合

麻醉后进行喉-气管插管 , 按 120mg/kg 的尘量一

次大剂量气管注入染尘 ,并轻揉胸部片刻 ,使其均匀分
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学 (吴逸明 、 孟爱民 、 李洪 、 许东 、 徐玉宝)

布到两侧肺泡内 , 对照组动物只注入相同容积的生理

盐水 。

1.2　实验家兔分组及分批宰杀

实验家兔随机分为染尘组和对照组各 20只 , 分

别于染尘后 3月 、 6月分批经氯胺酮 、 安定中度麻

醉 , 颈动脉放血处死 , 无菌开胸 , 取出肺脏 , 每肺称

重后用10%中性福尔马林溶液固定 , 1周后送病理科

制作石蜡包块 , 切片备用 。

1.3　实验方法及结果判定

1.3.1　免疫组织化学染色 (SABC法)

1.3.1.1　免疫组织化学试剂:羊抗人多克隆抗体

IGF-1 , Sigma公司产品。免疫组化 SABC 试剂盒为美

国ZYMED公司产品 。上述产品均由武汉博士德生物

技术公司提供。

1.3.1.2　免疫组织化学染色:切片常规脱蜡至水 ,

用3%过氧化氢-甲醇溶液孵育 20分钟 , 1∶50稀释正

常家兔血清 , 阻断非特异反应 30分钟 , 最初滴入抗

IGF-1抗体 (稀释度 1∶1 500)4℃过夜 , 然后再滴入

兔抗羊多克隆抗体 (1∶100稀释)37℃孵育 30分钟 ,

最后滴入抗SA-HRP (1∶100稀释)37℃孵育 30分钟 ,

DAB-过氧化氢底物显色 10分钟 , 苏木素复染 , 盐酸
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酒精分化 , 梯度酒精脱水 , 二甲苯透明 , 中性树胶封

片 , 镜检 。

1.3.1.3　免疫组织化学染色结果判定:阳性反应为

黄色至棕黄色颗粒 , IGF-1多定位于肺间质巨噬细胞

胞浆内 , 且主要位于矽结节内。根据矽结节着色强

度 , 参照 Lou[ 6]方法 , 矽结节染色同阴性对照片 , 即

为 IGF-1阴性 (-);矽结节染色呈淡黄色计为 IGF-1

弱阳性 (+);黄色计 IGF-1中等程度阳性表达 (+

+), 棕黄色计 IGF-1强阳性表达 (+++)。

1.3.2　病理检查及矽结节纤维化程度比较
常规石蜡切片 , HE 染色 , 按国内常用的实验性

矽肺 4级分类法[ 7] , 统计每只家兔全肺五叶矽结节总
数和矽结节分级计数 , 参照国家尘肺病理诊断标准判
定。
1.4　统计学分析

各组肺纤维化程度 (即矽结节数)以 x±s表示 ,
等级资料作秩和检验 。

2　结果

2.1　染尘不同阶段肺组织 IGF-1表达水平比较

染尘后3月 、 6月组宰杀家兔的 IGF-1阳性表达

率分别为 70%(7/10)和100%(10/10)。IGF-1主要

定位于肺间质巨噬细胞和矽结节内 , 两组家兔 IGF-1

阳性表达强度的差异具高度显著意义 (P <0.01),

提示随着染尘时间的延长 , IGF-1的分泌呈增加趋势。

见表 1。
表 1　染尘不同阶段兔肺组织 IGF-1的表达

组别 例数
IGF-1

- + ++ +++

Ⅰ 10 3 3 3 1

Ⅱ 10 0 0 3 7

合计 20 3 3 6 8

　　Ⅰ :染尘 3月组家兔 , Ⅱ :染尘 6月组家兔 , P<0.01。

2.2　染尘不同阶段肺组织纤维化程度比较

染尘后 3月 、 6月分别宰杀。每组每只家兔平均

矽结节数分别为 198±20和 303±11 , 且染尘 6月组

的矽肺组织大结节数量明显增加 , 两组矽结节数量和

矽结节分级计数经秩和检验 , P <0.005 , 差异具高

度显著性 , 说明随着染尘时间的延长 , 肺组织纤维化

程度不断增加。见表 2。
表 2　染尘不同时间兔全肺矽结节及大小的比较

组别 例数 结节数
矽结节分级 (%)

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

Ⅰ 9 198±20 93.9 3.2 1.6 1.6
Ⅱ 10 303±11 78.2 4.9 6.9 9.0

　　Ⅰ :染尘 3月组家兔 , Ⅱ :染尘 6月组家兔 , P<0.005。

2.3　染尘家兔肺组织 IGF-1表达水平与矽肺纤维化

程度相关性分析

染尘 3月组家兔肺组织 IGF-1阳性表达强度与该

组同一只兔肺矽结节总数的相关性检验 , 相关系数 r

=0.6857。说明染尘家兔 IGF-1表达水平与肺纤维化

程度呈正相关关系 , 即 IGF-1可在一定程度上促使肺

纤维化的发生。

2.4　本次研究的对照组家兔在饲养 3 月 、 6月宰杀

后肺组织 IGF-1均无表达 , 且肺组织无矽结节检出 ,

故不作统计分析 。

3　讨论

在肺部 , 肺泡巨噬细胞与成纤维细胞通过细胞因

子网络 , 来调节肺间质胶原纤维的生长平衡 , 在正常

情况下 , 这种调节受到严格控制 , 以利于确保肺间质

的正常结构。肺泡巨噬细胞一旦受到粉尘 、 细菌等物

质刺激激活后 , 吞噬粉尘的尘细胞可产生一些生长因

子类物质 , 作用于肺间质成纤维细胞表面相应受体 ,

使成纤维细胞增殖 , 进而发生纤维化 , 形成矽结节。

自Heppelston[ 8]研究发现石英粉尘诱导的巨噬细胞可

分泌成纤维细胞生长调节因子以来 , 现已证明肺泡巨

噬细胞在矽肺纤维化病变不同时期 , 可分泌多种细胞

因子 , 文献报道 , 在 BLM 致肺纤维化病变的研究中

证实 IL-1 , PDGF , TNF-α出现时间早 , 持续时间

短[ 9] 。陈非对染尘大鼠支气管肺泡灌洗液 IGF-1进行

动态 RIA定量分析发现 , 随着动物染尘时间的延长 ,

IGF-1分泌逐渐升高[ 10 , 11] 。本文研究表明 , AM 受到

石英粉尘激活后 , 参与矽结节的形成 , 随着染尘时间

延长 , 矽肺结节 IGF-1着色强度加深 , 说明 IGF-1分

泌增加 。提示 IGF-1在矽肺后期的纤维化产生及进行

中可能发挥更重要的作用 。

需要指出的是 , IGF-1只是肺泡巨噬细胞释放的

众多的致纤维化因子的一种 , 它在单独或与其他致纤

维化因子联合存在时 , 对成纤维细胞的促增殖机制 ,

尚有待进一步探讨。
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FITC 标记的MoAb-CD34 , 其余步骤同上。

1.5.2　流式细胞仪检测　激发光源为 15mW氩离子激光 , 波

长 488nm , FITC受激发后发出绿色荧光。检测荧光前先以标准

微球调整仪器 , 使变异系数在 2%以内 , 每一样品用 FACS can

软件收集 1×104 个细胞 , 荧光强度以对数放大 , 光散射数据

存软盘 , 测试后用 lysysⅡ软件分析处理数据。

CD34
+细胞 (%) =

CD34
+细胞数

CD34
+细胞数+CD34

-细胞数
×100%-非

特异结合细胞%

1.6　实验数据用 t 和相关检验作统计学处理。

2　结果

2.1　脐血 、成人外周血和骨髓 CD34
+细胞含量比较

骨髓 MNC CD34
+细胞百分率显著高于脐血(P <0.05);而

脐血CD34
+细胞百分率比成人外周血高 10 倍 , 两者之间有极显

著性差异(P<0.001);骨髓 CD34
+细胞百分率为成人外周血的

16 倍 ,二者之间有极显著性差异(P<0.001)。见表 1。

表 1　脐血 、 成人外周血和骨髓 MNC 中

CD34
+细胞百分率 (x±s)

标本 标本数 CD34
+细胞 (%)

骨髓 7 3.19±1.05＊

脐血 48 2.14±1.23

成人外周血 48 0.19±0.14＊＊■

　　与脐血相比＊P<0.05, ＊＊P<0.001;与骨髓比较■P<0.001。

2.2　新生儿性别 、 体重 、 胎龄及产妇年龄与脐血 CD34
+细胞

含量关系

新生儿男性 CD34
+细胞百分率为 1.87±0.79 , 女性为 2.51

±1.49 , 经 t检验两者有极显著性差异 (P<0.001), 女性高

于男性。新生儿体重 、 胎龄 、 产妇年龄 (24 ～ 39 岁)与 CD34
+

细胞百分率间经相关检验均无相关性 (P >0.05)。

2.3　脐血血象诸指标与脐血 CD34
+细胞含量关系

脐血MNC CD34
+细胞百分率分别与脐血 Hb 、 RBC 、 Plt 、

WBC总数 、 中性粒细胞绝对值及淋巴细胞绝对值作相关检验 ,

均无相关性 (P>0.05)。

3　讨论

HSC/HPC 绝大部分存在于 CD34
+细胞组分中 , 而不表达

CD34抗原的细胞几乎没有集落形成能力 , CD34
+可作为早期

HSC/HPC 的标志[ 1] 。本文比较了脐带血 、 成人外周血和骨髓

CD34
+细胞含量。结果表明 , MNC CD34

+细胞百分率以骨髓最

高 , 其次是脐血 , 成人外周血最低 , 脐血MNC CD34
+细胞百分

率为成人外周血的 11倍 , 这与 Bender等的研究结果非常一致。

有关脐血中 CD34
+HSC/HPC数量各家报道不尽相同 , 可能与各

实验室检测方法 、 条件 、 样本量等差异有关 , 但可以肯定脐

血中含有丰富的 HSC/HPC , 其数量远远超过成人外周血。

虽然脐血的 MNC CD34
+细胞百分率低于骨髓 , 但其 CD34

+

CD-38亚群比例明显高于骨髓 , 脐血 HSC/HPC 较骨髓和外周血

增殖能力强 , 其 CD34
+CD38

+细胞在体外可形成大量的各系集

落 , CD34
+CD38

-细胞可在液体培养体系中维持长期的活跃造

血 , 并且对细胞因子的反应敏感 , 说明脐血为干/祖细胞的良

好来源
[ 1 ,4]
。我们发现 , 不同性别新生儿脐血中 CD34

+
细胞数

量存在极显著性差异 , 女性明显高于男性。 这种性别差异目

前尚难以解释。脐血中 CD34
+细胞数量与足月新生儿体重 、 胎

龄 、 产妇年龄及脐血血象诸指标之间均无相关性 , 可能与胎

儿发育至 34 周时大部分造血细胞已完成从肝脏到骨髓的主动

转移有关。 Clapp 等发现脐血 HPC 随胎龄不同而有不同的动态

变化 , HPC 随胎龄增加而递减 , 直至 34 周 , 才与足月儿相

当[ 5] 。本文也显示 37 ～ 42 周间胎儿脐血 CD34
+细胞数量与胎

龄增加无明显关系。
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