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　　摘要:目的　探讨血清硅元素水平对矽肺早期诊断的意义。 　方法　采用电感耦合等离子体质谱仪 (ICP-MS)检测矽

肺模型大鼠血清中硅元素含量, 同时采用免疫组织化学-链霉菌抗生物素蛋白-过氧化物酶连结法观察转化生长因子-β
1
、 肿

瘤坏死因子-α在大鼠矽肺模型肺组织的表达。结果　与对照组比较 , 大鼠染尘后血清硅元素水平在染尘第一天即见增高,

峰值在 16h;其后的 7 d、 14 d、 21 d和 28 d, 其含量水平亦显著高于对照组 , 差异有统计学意义。大鼠染尘后肺组织

TGF-β 1表达与对照组相比差异有统计学意义 (P<0.05), 表达高峰是染尘后的第 7天;TNF-α表达也显著高于对照组, 差

异有统计学意义 (P<0.05)。结论　矽肺模型大鼠血清硅元素水平在染尘早期即见明显升高 , 且早于 TGF-β
1
、 TNF-α的表

达 , 提示此一指标在矽肺的早期诊断中具有一定的价值和意义。
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Abstract:ObjectiveToexplorethesignificanceofbloodsiliconlevelsinearlydiagnosisofsilicosis.MethodsSiliconexposed

ratswererandomlydividedintoelevengroupsaccordingtothebodyweight, detectingtheserumsiliconregularlybyinductivelycou-

pledplasmamassspectrometry(ICP-MS)afterexposure, theexpressionoftransforminggrowthfactor-β1 , andtumornecrosis

factor-αinlungtissuewerealsoobservedbyimmunohistochemistry-SP(streptavidin-perosidase)method.ResultsComparingthe

controls, theserumsiliconlevelswereraisedatthefirstdayafterexposure(thepeakvaluewasatthe16thhour), thesubsequent

7d, 14d, 21dand28dwerealsosignificantlyhigherthanthatofcontrolgroup(P<0.05), meanwhile, theexpressionsofTGF-β1
andTNF-αinthelungtissueofexposedratswereallobviouslyincreasedat7d, 14d, 21dand28dafterexposurecomparedwith

controlgroup(P<0.05).ConclusionsTheresultsshowedthattheriseofserumsiliconlevelwasevenearlierthantheexpressionof

TGF-β 1andTNF-αinlungtissues, suggestingthatthisindexmayhavesomeusefulvalueintheearlydiagnosisofsilicosis.
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　　矽肺是由于在生产过程中长期吸入游离二氧化硅

含量较高的粉尘而引起的以肺组织纤维化为主的疾

病 , 是危害工人健康最为严重的职业病 。 2007年全

国报告各类职业病 14 296例 , 其中 , 尘肺病 10 963

例 , 占新发职业病病例总数的 76.69%, 在报告的尘

肺新病例中 , 矽肺约占尘肺病例的半数
[ 1]
。临床对

矽 肺和 煤 工矽 肺 (coalworkerspneumoconiosis,

CWP)的检测目前主要依赖放射学和肺功能检查 ,

很难作到早期诊断。一旦确诊 , 肺内纤维化病变已经

形成 , 而目前对矽肺的纤维化病变尚无特效治疗药

物 , 因此 , 探索矽肺发病的早期效应生物标志物 , 对

矽肺易感人群的早期筛选 、 早期诊断至关重要
[ 2]
。

本研究通过测定矽肺模型大鼠血清硅元素水平变化 ,

并与肿瘤坏死因子 -α、转化生长因子-β1在矽肺模型

大鼠肺组织的表达情况进行比较 , 探讨血清硅元素水

平在矽肺早期诊断中的意义和价值。

1　材料与方法

1.1　实验动物分组及模型的建立

清洁级健康成年雄性 Wistar大鼠 88只 , 体重

180 ～ 220g, 购自北京维通利华实验动物技术有限公

司 , 按体重随机分为 11组 , 每组 8只 , 第 1组为对
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照组 , 其余为染尘组 (4 h、 8 h、 12 h、 16h、 24 h、

3 d、 7d、 14d、 21 d、 28 d)。非暴露式气管内注入

法建立染矽尘大鼠模型
[ 3]
。模型组大鼠气管内注入

浓度为 50mg/ml的矽尘混悬液 , 对照组大鼠注入等

量生理盐水 。

1.2　主要试剂与仪器

矽尘由河北省煤矿卫生与安全重点实验室提供 ,

纯度 99%,粒子直径 0.5 ～ 10 μm, 80%粒子在 1 ～ 5

μm之间 ,用生理盐水配制成 50mg/ml混悬液 ,经高压

蒸气灭菌后备用;硝酸(HNO3)、高氯酸(HClO4),优级

纯 ,购自北方化工原料试剂仪器有限公司;山羊抗大鼠

TNF-α及兔抗大鼠 TGF-β1 ,购自 SantaCruz生物技术

有限公司;链霉菌抗生物素蛋白 -过氧化物酶(SP)试

剂盒 ,购自北京市中山生物技术有限公司 。仪器设备:

电感耦合等离子体质谱(ICP-MS7 500 a),美国安捷

伦科技有限公司;MoticMed6.0数码医学图像分析系

统 ,北京航空航天大学 。

1.3　观察指标及检测方法

1.3.1　血清样本的采集处理及硅元素水平测定　分

别在 4 h、 8 h、 12 h、 16 h、 24 h、 3 d、 7 d、 14 d、

21 d和 28 d等时间点 , 用 10%水合氯醛 (0.35 ml/

100g)腹腔麻醉大鼠后 , 暴露股静脉 , 取血分离血

清 。将 0.5 ml血清加入 5 ml消解液 (HNO3∶HClO4

=10∶1)放置过夜后于电热板上进行消解至无色透

明时取下冷却并用超纯水定容至 5 ml后用 ICP-MS

7 500 a测定硅元素水平 。

1.3.2　病理学观察　取每只大鼠右下肺最大横径处

肺组织用于石蜡包埋切片 , 常规行 HE染色进行病理

学观察 。矽结节分级参照 King五级分类法 。

1.3.3　肺组织 TNF-α、 TGF-β1的免疫组化染色　采

用链霉素亲生物素蛋白-过氧化物酶复合技术进行

TNF-α、 TGF-B1免疫组化染色 , 严格按试剂盒进行

操作。每只大鼠的免疫组化标本随机选取 5个视野

200倍光镜下进行观察 。应用 MoticMed6.0数码医

学图像分析系统对 TNF-α、 TGF-β1的蛋白表达进行

分析。阳性反应为胞浆呈棕褐色 , 用阳性细胞积分光

密度来表示表达强度 。

1.4　统计分析

所有数据均用x±s表示 , 采用 SPSS13.0forwin-

dows软件进行分析 。

2　结果

2.1　染矽尘大鼠模型不同时间点肺组织病理改变

光镜下可见对照组大鼠肺组织结构正常。大鼠染

尘后 1 d肺泡壁水肿 , 中性粒细胞 、 巨噬细胞浸润;

3 d时巨噬细胞在肺泡腔内聚集 , 肉芽肿结节开始在

肺泡腔内形成 , 胶原纤维出现;7d时小肉芽肿弥漫

存在 , 并融合成较大的肉芽肿 , 肉芽肿内上皮样细胞

数量增加 , 伴成纤维细胞增生 、胶原纤维形成和玻璃

样变 , 为胶原性结节;14 d时肉芽肿进行性纤维化 ,

成纤维细胞增生并平行排列;21 d时肉芽肿大面积

纤维化 , 肺泡间隔断裂现象较严重 , 结节间有灶性肺

气肿形成;28 d时可见巨大纤维性结节 , 纤维化损

害进一步扩大 , 甚至占满整个肺叶。

2.2　染矽尘大鼠模型血清硅元素水平测定结果

2.2.1　矽尘大鼠模型染尘 24 h血清硅元素水平测定

结果　由表 1可见 , 大鼠染尘后 24 h内血清硅元素

水平即有显著的增高 , 16 h达到高峰 , 然后下降。
表 1　矽尘大鼠模型染尘急性期血清硅元素

水平测定结果 (x±s) μg/ml

组别 样本数 硅元素水平

对照组 8 0.0548±0.04
染尘组

4h 6 0.515±0.081＊＊

8h 5 0.542±0.133＊＊

12h 5 0.611±0.097＊＊

16h 7 0.666±0.167＊＊

24h 6 0.160±0.058＊

　　与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01;下表同。

2.2.2　矽尘大鼠模型染尘后不同时间血清硅元素水

平和肺组织 TNF-α、TGF-β1阳性细胞积分光密度测定

结果　由表 2可见 ,大鼠染尘后从第一天开始血清硅元

素水平即有显著的增高 , 28d达到高峰。肺组织 TNF-α

阳性表达细胞积分光密度均有不同程度的增加 ,但在第

3天后与对照组相比差异才有统计学意义(P<0.05, P

<0.01)。与对照组相比 ,染矽尘大鼠肺组织 TGF-β1阳

性细胞积分光密度均有不同程度的增加 ,但在第 7天开

始差异才有统计学意义(P<0.05, P<0.01)。
表 2　大鼠染尘后不同时间血清硅元素水平和肺组织

TNF-α、 TGF-β1阳性细胞积分光密度变化情况 (x±s)

组别 样本数
硅元素水平

(μg/ml)

TNF-α积分光

密度 (×103)

TGF-β 1 积分光

密度 (×103)
对照组 8 0.0548±0.04 25.44±5.49 4.75±1.34
染尘组

1d 6 0.164±0.0542＊ 36.26±5.19 5.90±1.99
3d 7 0.145±0.0392＊＊ 44.56±12.23＊ 5.45±1.12
7d 6 0.236±0.0909＊ 48.76±20.03＊ 59.13±20.77＊

14d 6 0.349±0.125＊ 37.69±7.07＊ 27.61±16.97＊

21d 6 0.562±0.090＊＊ 63.79±21.31＊＊ 32.53±19.53＊

28d 5 0.654±0.220＊ 48.63±10.40＊＊ 22.63±12.22＊

　　由以上结果可知 , 大鼠染尘后硅元素水平即开始

变化 , 呈现一个不断增高的趋势 , 其变化明显早于

TNF-α、 TGF-β1的表达 。

3　讨论

矽肺发病机制十分复杂 ,至今尚未完全阐明 ,但已
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经明确的是二氧化硅(SiO2)是其中关键的致病因子。

目前认为 , SiO2 进入肺内后 , 可诱发肺泡巨噬细胞

(alveolarmacrophage, AM)聚集 ,吞噬 SiO2 ,合成并释

放大量具有多种生物活性的细胞因子 、前炎症因子 、趋

化因子和蛋白酶类等 ,损伤肺内组织;被吞噬的 SiO2

则进而引起 AM发生功能改变 、崩解 、死亡 ,并使肺泡

结构和周围细胞进一步受损 ,最终导致弥漫性肺间质

纤维化和矽结节的形成。但人们对矽肺病程启动 、推

进的关键环节和调控机制仍知之甚少
[ 4]
。

SiO2化学性质稳定 , 难溶于水 , 也不与一般的

酸起作用 , 故通常认为 SiO2在肺内只是被巨噬细胞

吞噬或在病灶内沉积下来 , 并不象其他大多数物质一

样被人体代谢 , 其不被代谢的主要原因 , 就是基于对

上述理化性质的考虑 。但实际上 , SiO2只是难溶而

已 , 进入机体后 , 其表面和体液还是会产生反应生成

硅酸 , 这样微量的硅元素是可以进入体内血液和组织

中去进行代谢 , 并发挥作用
[ 5]
, 待累积到一定的

“阈值” 才能 “触发” 不断发展的纤维化过程
[ 6]
。以

往研究由于技术条件的限制不能检测血液样品中的痕

量硅元素 , 随着现代技术的发展 , 其检测已成为可

能 , 因此 , 检测生物样品中硅离子的含量可能成为反

映矽肺早期病理变化的一个有效手段 。

自从 1983年第一台电感耦合等离子体质谱仪问

世以来 ,电感耦合等离子体质谱(ICP-MS)技术得到迅

速发展 ,由于其优异的分析性能 ,在地质 、环境 、生物 、

医学 、冶金和化工等领域得到广泛的应用。应用 ICP-

MS测定生物样品中的 Pb、Cd、Hg、As、Se、B、稀土 、Au、

Pt、Br和 I离子都有报道
[ 7]
。本研究在国内外首次应

用 ICP-MS检测矽肺模型大鼠血清硅元素的含量变

化 ,结果显示 ,在染尘后的 24 h内 ,染矽尘大鼠模型组

血清的硅元素含量即呈现一个逐渐升高的趋势 , 在

16 h达到最高 ,至 24 h开始下降 ,与对照组比较 ,差异

皆有统计学意义(P<0.01);其后 ,硅元素的含量随时

间延长而呈不断增加的趋势 ,各时间点与对照组比较 ,

差异皆有统计学意义(P<0.01)。

在矽肺发生的病理过程中也涉及到许多细胞因

子 , 其中 TNF-α、 TGF-β1是研究较多的细胞因子 ,

也是公认的能反映矽肺早期病理改变的细胞因子之

一 。TNF-α主要由激活的单核巨噬细胞产生 , 对免疫

反应 、 机体代谢 、炎症反应均有重要的调节和介导作

用 , 是肺纤维化细胞因子网络中重要的因子之一 , 可

能介导早期肺炎症反应和纤维化
[ 8, 9]
。本研究结果显

示 ,染矽尘组大鼠于染尘后第 1天 TNF-α的表达即开

始增加 ,一直持续至第 14天 ,第 21天回落至正常水

平 ,其中 TNF-α的表达高峰在第 7天 ,与文献报道相

同 。大量的研究资料表明 ,在多种因素导致的肺纤维

化中均有 TGF-β1含量增高 ,因而有学者推测 TGF-β1

可能是矽肺发病过程中的关键分子之一
[ 10]
。本实验

结果显示 ,矽肺模型组的 TGF-β1表达与对照组相比 ,

差异有统计学意义 ,这表明矽肺组肺组织中TGF-β1的

表达范围广 ,表达的强度高 ,提示实验大鼠接触 SiO2

后 ,肺组织受到损伤 ,可能促使 TGF-β1蛋白的表达上

调 ,从而促进成纤维细胞增殖并使其大量分泌纤粘素

和胶原等细胞外基质 ,导致肺组织纤维化 ,最终形成矽

肺 。因此 , TGF-β1蛋白的异常高表达可能参与了矽肺

肺纤维化的发生和发展。

本研究结果表明 ,硅离子含量变化在 SiO2进入体

内后即可出现 ,其升高改变早于 TNF-α、TGF-β1这两

个细胞因子的变化 ,说明硅离子的检测对矽肺的早期

诊断具有重要意义。这将对筛选易感人群 、早期诊断

亚临床期矽肺病人有重要帮助 ,亦有助于及时采取有

效措施 ,早期防范矽肺的发生。
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