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　　摘要:目的　探讨 Fas/FasL信号传导途径在尘肺发生发展中的作用机制。方法　以中国煤炭工人北戴河疗养院无

其他肺部疾病的 0+接尘工人及Ⅰ期 、 Ⅱ期尘肺患者为研究对象 , 将支气管肺泡灌洗液 (BALF)中的肺泡巨噬细胞 (AMs)

分 5组培养 (分别在信号传导途径的不同环节进行抑制), 即对照组 (未抑制任何途径介导的细胞凋亡过程)、 SOD组

(在 AMs凋亡过程上游保护 AMs, 抑制 AMs细胞膜脂质过氧化过程从而抑制凋亡过程 , 观察 SOD对凋亡细胞的保护作

用)、 Fas/FasL组 (抑制三条传导途径中的另两条即 TNFR/TNF-α、 TRAILR/TRAIL途径 , 观察 Fas/FasL信号传导途径

介导的细胞凋亡情况)、 FasL抑制组 (同时抑制 TNFR/TNF-α、 TRAILR/TRAIL和 Fas/FasL三条途径 , 观察 Fas/FasL信

号传导途径上游抑制后的细胞凋亡情况), caspase-8抑制组 (同时抑制 TNFR/TNF-α、 TRAILR/TRAIL途径和 Fas/FasL

途径的下游蛋白 caspase-8的活性 , 观察 Fas/FasL信号传导途径下游抑制后的细胞凋亡情况)。 分别采用 Westernblot

(WB)、 琼脂糖凝胶电泳 (AGE)和 TDT介导的 dUTP缺口末端标记技术 (TUNEL)方法检测肺泡巨噬细胞 (AMs)的

凋亡情况 、 DNA片段的改变 、 信号蛋白 Fas、 FasL、 caspase-8、 caspase-3的表达水平。结果　SOD组、 FasL抑制组 、

caspase-8抑制剂组的凋亡指数均低于对照组 , 差异均有统计学意义。对照组的 AMs出现凋亡细胞特征性 “梯状带”,

SOD组未出现 , FasL抑制组 、 caspase-8抑制剂组的DNA条带明显弱于对照组。 SOD组的 Fas、 FasL、 caspase-8、 caspase-

3蛋白的表达均低于对照组 , 差异均有统计学意义 (P<0.05);FasL抑制组的 caspase-8、 caspase-3的表达低于 Fas/FasL

组与对照组 , 差异均有统计学意义 (P<0.05);caspase-8抑制组的 caspase-3表达低于对照组 , 差异有统计学意义 (P<

0.05)。结论　尘肺的发生发展可能与 Fas/FasL信号传导途径介导的 AMs凋亡有关。
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MechanismofFas/FasLsignaltransductionpathwayoninitiatingpneumoconiosis
ZHANGXi-ying1 , YAOSan-qiao1＊ , CHENZhi-yuan2 , BAIYu-ping1 , SHENFu-hai1 , CHENGang2 , YUANYang2 ,

XUYing-jun1 , LIJun1

(1.DepartmentofPreventativeMedicineofNorthChinaCoalMedicalCollege, Tangshan, 063000, China;2.Depart-

mentofPneumoconiosisofChinaCoalMinerBeidaiheSanitarium, Qinhuangdao, 066000, China)

Abstract:Objective　ThepurposeofthiswastostudythemechanismofFas/FasLsignaltransductionontriggeringandpromo-

tingpneumoconiosis.Methods　Phase0+, Ⅰ andⅡ pneumoconiosiscaseswithoutotherlungdiseasesadmittedinBeidaiheCoal-

WorkersSanatoriumwereselectedassubjects, collectingtheirBALF, thealveolarmacrophages(AMs)inBALFwereseparately

cultivatedin5groups:A, controlgroup;B, Fast/FasLgroup;C, SODgroup;D, FasLinhibitorgroupandE, caspase-8inhibi-

torgroup.TheapoptosiswasmeasuredbyTUNEL;agarosegelelectrophoresiswasusedtoevaluatethealternationofDNAfragment;

theexpressionsofFas, FasL, caspase-8, caspase-3weredetectedbyWesternblot(WB).Results　Theresultsshowedthattheap-

optosisindicesinSODgroup, FasLinhibitorgroupandcaspase-8inhibitorgroupwerealllowerthanthatofcontrolgroup;theexpres-

sionsofFas, FasL, caspase-8, caspase-3 inSODgroupweredecreasedcomparedwithcontrolgroup(P<0.05);thelevelsof

caspase-8, caspase-3inFasLinhibitorgroupweredecreasedcomparedwithcontrolgroupandFas/FasLgroup(P<0.05);andthe

caspase-3levelincaspase-8inhibitorgroupwasalsodecreasedcomparedwithcontrolgroup(P<0.05).TheAMsDNAelectrophore-

sisstripsofcontrolgroupcharacterizedbydistinctiveladderpatternwerewellobserved, butwasntobservedinSODgroup, theother

groupswerealsoillegible.Conclusion　ItissuggestedthatFas/FasLsignaltransductionpathwaymightbeessentialintriggeringand

promotingpneumoconiosistriggeredbyAMsapoptosis.

Keywords:Fas/FasL;Signaltransductionpathway;Alveolarmacrophage;Pneumoconiosis;Caspase-8;Caspase-3

　　尘肺 (pneumoconiosis)是生产过程中长期吸入

粉尘而发生的以肺组织纤维化为主的疾病 , 是当前我

国由粉尘引起的职业性肺部疾患中危害最严重的一类
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疾病。目前我国每年约有 1万名尘肺新发病例 , 尘肺

的防治工作任重而道远。尽管多年来临床和基础学科

专家在不断努力 , 但尘肺的发病机制仍然不完全清

楚 , 给尘肺的防治带来了很大的困难 。

探讨尘肺的发生机制尤其是认识发病的早期事

件 , 对尘肺的防治具有重要的意义。近年来关于石英

引起的肺泡巨噬细胞 (alveolarmacrophages, AMs)

功能改变 、 崩解死亡和肺泡结构及其他细胞受损破

坏 , 进而导致肺组织纤维化病变机制的研究不断深入

并取得许多重要的进展 。有证据表明 , 在 SiO2引起

的肺纤维化过程中 , AMs凋亡被认为是形成肺泡炎

导致肺纤维化的病理学基础
[ 1]
。大量研究表明 , 细

胞凋亡主要通过两条信号传导途径:一条是线粒体途

径;另一条是膜死亡受体途径 , 即细胞表面的死亡受

体通过 AMs细胞表面的受体与其配体结合启动细胞

凋亡。主要通过三条基本信号传导通路诱导细胞凋

亡:Fas/FasL途径 、 TNFR/TNF-α途径 、 肿瘤坏死因

子相关凋亡诱导配体受体 (TRAILR/TRAIL)途径

(见图 1)。国内外学者认为 Fas/FasL信号传导途径

在尘肺的发生发展中可能起到关键的作用 。本研究在

对尘肺患者肺灌洗液中 AMs的离体培养基础上 , 通

过抑制肿瘤坏死因子受体 (TNFR)/TNF及肿瘤坏

死因子相关凋亡诱导配体受体 (TRAILR) /TRAIL两

条信号传导途径 , 研究 Fas/FasL信号传导途径以及

对该信号通路的不同环节分别进行上 、 下游抑制后 ,

AMs的凋亡情况以及各种凋亡蛋白的表达水平 , 探

讨 Fas/FasL信号传导途径介导的 AMs凋亡在尘肺启

动中的作用机制 , 为尘肺的早期防治提供依据 。

图 1　膜死亡受体介导的细胞凋亡的信号传导途径

1　对象与方法

1.1　对象

以中国煤炭工人北戴河疗养院无其他肺部疾病且

行双肺大容量灌洗术的 0
+
的接尘工人和 Ⅰ期 、 Ⅱ期

尘肺患者共 50例为研究对象 , 其中 0
+
5例 , Ⅰ期尘

肺 34例 , Ⅱ期尘肺 11例 , 以尘肺诊断组的诊断为依

据 , 研究对象均为汉族男性 , 年龄 40岁以上 , 接尘

工龄 17 ～ 34年。

1.2　内容与方法

1.2.1　实验分组　将尘肺患者的支气管肺泡灌洗液

(bronchoalveolarlavagefluid, BALF)中的 AMs分 5

组培养 , 分别在凋亡信号传导途径的不同环节进行抑

制 , 即对照组 (未抑制任何途径介导的细胞凋亡过

程)、 SOD组 (SOD200 U/ml, 在 AMs凋亡过程上游

保护 AMs, 抑制 AMs细胞膜脂质过氧化过程从而抑

制凋亡过程 , 观察 SOD对凋亡细胞的保护作用)、

Fas/FasL组 (anti-TNF-α抗体 50 ng/ml、 anti-TRAIL

抗体 200 ng/ml, 抑制三条传导途径中的另两条即

TNFR/TNF-α、 TRAILR/TRAIL途径 , 观察 Fas/FasL

信号传导途径介导的细胞凋亡情况)、 FasL抑制组

(anti-FasL抗体 、 anti-TRAIL抗体各 200 ng/ml和 an-

ti-TNF-α抗体 50 ng/ml, 同时抑制 TNFR/TNF-α、

TRAILR/TRAIL和 Fas/FasL三条途径 , 观察 Fas/

FasL信号传导途径上游抑制后的细胞凋亡情况)、

caspase-8抑制组 (anti-TNF-α抗体 50 ng/ml、 anti-

TRAIL抗体 200 ng/ml和 caspase-8抑制剂 200ng/ml,

同时抑制 TNFR/TNF-α、 TRAILR/TRAIL途径和 Fas/

FasL途径的下游蛋白 caspase-8的活性 , 观察 Fas/

FasL信号传导途径下游抑制后的细胞凋亡情况)。

1.2.2　细胞的纯化 、 培养 、收集　将 BALF经无菌

纱布过滤后 , 离心半径 16.7cm、 1 000r/min离心 10

min, 弃上清 , 用含 10%FCS(56℃灭活)的 DMEM

培养液吹打细胞团 , 混匀 , 离心半径 16.7cm、 1 000

r/min离心 10 min, 洗 3次。调整细胞浓度为 10
6
/

ml, 分 5组 , 置 37℃ CO2培养箱 (100%适度 , 5%

CO2)中培养 2 h, 贴壁细胞即为纯化 AMs(台盼蓝

染色证明 , 细胞活性 >95%), 弃去培养液 , 分别加

等体积的培养液及相应试剂 , 继续培养 24 h后 , 弃

上清 , 刮取细胞 , PBS洗涤 3次 , 制成细胞悬液并进

行细胞计数 。

1.2.3　TUNEL技术检测 AMs凋亡指数　按照原位

细胞凋亡检测试剂盒 TUNEL(POD)说明书进行免

疫细胞化学实验。取细胞爬片 , 4%多聚甲醛室温下

固定 30 ～ 60min, 置穿透液 (含 1 g/LTritonX-100的

1 g/L枸橼酸钠)中 , 4℃, 2 min, PBS或 TBS冲洗

2 min, 洗涤 3次 。弃 PBS, 滴加 TUNEL反应混合液

试剂 1、试剂 2, 37℃孵育 60 min, PBS冲洗 2 min,

洗涤 3次 。滴加转化剂酶标记抗荧光素抗体 (POD),

37℃孵育 60 min, PBS冲洗 2 min, 洗涤 3次。 DAB

显色剂显色 , 室温 5 ～ 20 min。在显微镜下观察显色
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情况 , 显色充分后将标本及时脱水封固。滴加 Mayer

氏苏木素复染 5 min, 自来水冲洗 , 盐酸乙醇分化数

秒 , 自来水冲洗。中性树胶封片 , 镜下观察并照相。

结果判定:细胞核固缩有的呈碎片状 , 不规则 , 大小

不一致 , 呈棕黄色颗粒为阳性细胞 , 即凋亡的细胞。

高倍镜下计数至少 200个细胞并计算细胞凋亡指数

(凋亡细胞占总细胞的百分比)。

1.2.4　琼脂糖凝胶电泳检测 AMs的 DNA片段　采

用盐析法
[ 2]
提取 AMs内的 DNA, 用 1.5%的琼脂糖

凝胶电泳 , 观察 DNA样本是否出现特征性梯状带。

具体步骤:各组细胞按前述方法培养 24 h后 , 分别

取 5 ×10
6
个 AMs, 离心半径 16.7cm、 1 000 r/min

离心 10 min, PBS漂洗 3次 , 弃上清。向细胞团中加

0.25 ml核悬浮液 , 轻轻吹散 , 然后依次加入 10 μl

蛋白酶 K(20 mg/ml)、 24 μlSDS(10%), 充分混

匀 , 37℃水浴至溶液澄清 (约 6 h或过夜), 其间振

摇 2 ～ 3次。加入 0.15 ml饱和 NaCl溶液 , 混匀 ,

4℃盐析 15 ～ 20min, 离心半径 16.7cm、 2 800 r/min

离心 25 min, 将上清液转移至 1.5 mlEP管中 。加入

2.5倍体积 (大约 1 ml)预冷无水乙醇 , 轻轻摇动 ,

至絮状 DNA析出为止 , 离心半径 5.9cm、 8 000 r/

min离心 10 min, 弃上清 (或小心将絮状 DNA吸

出)。 95%乙醇洗 1遍 , 离心半径 5.9cm、 8 000 r/

min离心 10 min, 弃上清;70%乙醇洗 2遍 , 离心半

径 5.9cm、 8 000r/min离心 10min, 弃上清后用滤纸

将剩余的水分吸净。室温下自然干燥至糊状 , 加 100

μlTE溶解 DNA, -20℃保存备用。

1.2.5　Westernblot法检测 Fas、 FasL、 caspase-8、

caspase-3表达的相对含量　细胞培养 24 h后 , PBS

洗涤 3次 , 制成细胞悬液 , 取 10
6
个细胞 , 离心半径

16.7cm、 1 000 r/min离心 10 min, 弃上清 , 加 100

μl的细胞裂解液 , 充分振荡混匀 , 煮沸 3 ～ 5 min,

冰上冷却 , 离心半径 5.9cm、 8 000r/min离心 5min,

取上清 -20℃储存备用。裂解液于 10%SDS-聚丙烯

酰胺凝胶上电泳分离蛋白 , 每条泳道加入 20 μl蛋白

样品 , 将分离后的蛋白转移到硝酸纤维素滤膜上。滤

膜于封闭液中室温封闭 1 h, TBS/T漂洗 3次 , 5

min/次 , 一抗 (1∶1000稀释)4℃孵育过夜 , TBS/

T洗涤 3次 , 碱性磷酸酶标记的二抗 (1∶2000)室

温孵育 1 h, TBS/T洗涤 3次 , 加入化学发光试剂显

色曝光 , 采用 MixrotekScanWizard5扫描软件进行电

脑扫描 , QuantityOne7.0软件定量分析 Fas、 FasL、

caspase-8、 caspase-3的表达水平 。

1.3　统计处理方法

用 Excel建库 、 SAS7.0进行统计分析 , 均数用x

±s表示 , 各组间均数比较采用方差分析和 q检验。

2　结果

2.1　TUNEL法检测各组 AMs凋亡指数

由表 1可见 , SOD组 、 FasL抑制组 、 caspase-8抑制

剂组的凋亡指数均低于对照组 , 差异均有统计学意义。
表 1　各组 AMs凋亡指数的比较

组别　　　 样本例数 凋亡指数 (%)　 F值 P值

对照组 5 19.18±2.83

SOD组 5 9.50±2.76＊

Fas/FasL组 5 14.01±2.56＊ 8.86 0.0003

FasL抑制组 5 12.81±3.04＊

Caspase-8抑制剂组 5 11.15±2.63＊

2.2　琼脂糖凝胶电泳检测 AMs的 DNA片段化

对照组的 AMs出现了凋亡细胞特征性的阶梯状

(ladderpattern)的 DNA电泳条带 , 电泳条带的间距

在 200bp左右 , 这与细胞凋亡后核内 DNA受核酸内

切酶裂解成 180 ～ 200 bp的核苷酸小段的理论相一

致 , Fas/FasL组 、 FasL抑制组与 caspase-8抑制组的

DNA泳道甚至电泳条带隐约可见 , 而 SOD组未出现。

见图 2。

图 2　AMs的 DNA琼脂糖凝胶电泳图

2.3　各组 AMsFas、 FasL、 caspase-8、 caspase-3水

平变化

各组 AMs培养 24 h后 , Fas、 FasL、 caspase-8、

caspase-3的表达水平见图 3、 4, 表 2。由图 3、 4可

见 , β -actin的蛋白条带比较均一 , 表明细胞的含量

相对一致 , 而 Fas、 Fasl、 caspase-8、 caspase-3的蛋

白条带图则不一致 , 其定量分析结果见表 2。

由表 2可见 , SOD组的 Fas、 FasL、 caspase-8、

caspase-3蛋白表达水平均低于对照组 , 差异均有统

计学意义 (P<0.05), Fas/FasL抑制组的 Fas、 FasL
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表达水平低于对照组 , 但差异无统计学意义 (P>

0.05), 而 caspase-8、 caspase-3的表达水平均低于

Fas/FasL组与对照组 , 差异均有统计学意义 (P<

0.05);caspase-8抑制组的 Fast、 FasL、 caspase-8的

表达水平均低于 Fas/FasL组和对照组 , 但差异均无

统计学意义 (P>0.05), caspase-3的表达水平明显

低于 Fas/FasL组及对照组 , 差异均有统计学意义 (P

<0.05)。

　　表 2　5组 AMs的 Fas、 FasL、 caspase-8、 caspase-3

表达情况 (n=50)

组别　　　　 Fas　　 FasL caspase-8 caspase-3

对照组 0.215 2±0.094 0 0.203 6±0.093 9 0.365 3±0.086 2 0.419 8±0.0918

SOD组 0.106 0±0.056 6
＊#

0.117 3±0.065 0
＊#

0.193 6±0.071 2
＊#

0.197 5±0.0759
＊#

Fas/FasL组 0.187 3±0.076 2 0.185 7±0.073 4 0.318 6±0.092 3
＊

0.374 8±0.0884
＊

FasL抑制组 0.185 6±0.064 8 0.170 8±0.078 5 0.194 3±0.080 0
＊#

0.286 4±0.0757
＊#

Caspase-8抑制剂组 0.174 1±0.069 9 0.168 1±0.078 6 0.301 9±0.072 9
＊

0.211 3±0.0858
＊#

　　与对照组比较 , ＊P<0.05;与 Fas/FasL组比较 , #P<0.05

3　讨论

致肺纤维化损伤发生的始动因素目前还不清楚 ,

有人认为可能与遗传易感性 、 病毒感染 、 免疫功能异

常等有关
[ 3]
。目前比较公认的理论涉及细胞 、 细胞

因子和信号转导机制以及脂质过氧化作用等方面
[ 4]
。

近几年国内外研究资料表明 , 细胞凋亡是尘肺发生发

展过程的免疫病理学基础
[ 1]
, Fas/FasL介导的细胞

凋亡在肺纤维化过程中起到关键的作用
[ 5]
。通过调

控参与肺纤维化的效应细胞 、 细胞因子 , 特别是干预

介导肺纤维化的重要信号传导分子将给肺纤维化治疗

带来新的希望 。AMs是矽尘作用的主要靶细胞 , 矽

尘进入肺泡后 , AMs吞噬矽尘颗粒 , 细胞被活化并

上调凋亡基因 (Fas、 FasL等)的表达 , 使 AMs表面

的 FasL表达增高 , 从而诱导表达 Fas的 AMs凋亡。

近年来的研究表明 , AMs凋亡在肺部炎症 /纤维化发

生发展中具有重要的意义
[ 6]
。 BorgesVM等通过对鼠

尘肺模型的研究显示 , FasL缺陷型鼠由于 AMs凋亡

失败而完全抵抗了尘肺的发生 , 也不能募集中性粒细

胞进入肺泡 , 而重新导入表达 FasL的 AMs则又发生

尘肺;另外通过抗 FasL抗体的治疗可以阻止野生型

鼠尘肺的发展
[ 7]
。在 FasL缺陷小鼠气管内灌注矽尘

很少发展为肺纤维化 , 其可能机制是 AMs凋亡减少 ,

导致中性粒细胞浸润以及 TNF-α的产生相应减少 ,

从而抑制了炎症反应
[ 8]
。上述结果进一步表明 Fas/

FasL信号传导途径介导的细胞凋亡在尘肺的发生发

展中起着关键的作用 。从本次实验中发现 , 尘肺的发

生发展可能与 Fas/FasL信号传导途径有关 。

在该信号传导途径中 Fas与 FasL的表达水平 、

两者的相互交连 、以及 caspases酶联反应均起着至关

重要的作用 。SiO2颗粒本身可刺激 AMs表面 FasL的

表达
[ 8]
, 除此之外还有多种原因可导致 FasL的表达

增高 , 例如肺癌 、结节病 、肺炎 、免疫性疾病 、特发

性肺纤维化等均有报道 。 sFas和 anti-FasL抗体均能

模拟 Fas与 FasL相结合 , 从而抑制 Fas/FasL信号传

导途径的信号传递
[ 5, 8]

, sFasL和 anti-Fas抗体能模拟

FasL与 Fas相结合 , 从而导致表达死亡受体 Fas的细

胞凋亡
[ 9 ～ 11]

。研究表明 , 矽尘对肺泡巨噬细胞凋亡

的诱导作用受 ROS和 caspases介导
[ 12]
。用 caspases

抑制剂能降低 caspase-1和 caspase-3的活性 , 减少凋

亡细胞数 , 减轻肺炎症 /肺纤维化病变程度
[ 13]
。本实

验研究发现 , 抑制剂作用于 Fas/FasL信号传导途径

的不同环节后 , Fas、 FasL、 caspase-8、 caspase-3的

表达均发生相应的变化 。结果提示 , 通过下调 Fas/

FasL的表达 、 加入 anti-FasL抗体来抑制 Fas、 FasL

的结合或通过抑制 caspase酶的活性等三条途径均可

在不同部位抑制 Fas/FasL信号传导途径。

矽尘与 AMs共育 , 引起细胞 DNA断裂增加 , 细
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胞凋亡增多 , 而且凋亡细胞数与矽尘呈剂量依赖性增

加
[ 14]
。凋亡的主要生化过程是核酸内切酶活化 , 将

核内 DNA降解成寡聚核小体 (180 ～ 200bp的核苷酸

小段)而出现规则的 “梯状带”。目前已经公认 , 活

性氧可以直接参与 DNA链断裂 , 导致细胞损伤。本

实验结果显示 , 对照组出现明显的特征性 “梯状

带 ”, 而且电泳条带的间距在 200 bp左右 , 与上述理

论基本一致;SOD可以阻断活性氧对细胞核的损伤

而未出现 “梯状带 ”, FasL对照组 、 FasL抑制组 、

caspase-8抑制组均未出现特征性梯状带或隐约可见。

结果提示 , anti-FasL抗体 、 caspase-8抑制剂 、 SOD

对 SiO2介导的细胞凋亡均有一定的抑制作用 , 且

SOD的抑制作用强于 anti-FasL抗体 、 caspase-8抑制

剂 , 可能与 SOD能有效地抑制 ROS对 AMs的脂质过

氧化损伤作用 , 下调 Fas、 FasL的表达水平有关。

信号传导与疾病是当今生命科学研究的热点 , 肺

纤维化机制的研究已涉及到相关的信号传导通路的改

变 , 在更深层次上研究其发病的分子机制 , 探索通过

干预信号传导通路治疗肺纤维化的可能性
[ 15]
。尽管

该实验中所加抑制剂对各处理组的凋亡指数影响不

大 , 其原因有待进一步研究 , 但 Fas/FasL信号传导

途径中所涉及到的主要蛋白信号分子均发生了变化 ,

其 DNA损伤也发生很大程度的改变 , 而且该信号途

径是介导 AMs凋亡的三条信号传导途径之一 , 因此 ,

Fas/FasL信号传导途径介导的 AMs凋亡在尘肺的发

生发展中可能起着重要的作用 。
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