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　　摘要:目的　观察沙利度胺对二氧化硅所致肺纤维化形成的影响。方法　SD大鼠 54只 , 随机分为 3组 , 模型

组 、 沙利度胺治疗组和对照组。模型组和沙利度胺治疗组气管内注入二氧化硅混悬液复制实验室大鼠矽肺模型 , 对照

组在相同条件下给予生理盐水。第二天起沙利度胺治疗组给予沙利度胺饲料喂养 , 其余各组在相同条件下普通饲料喂

养。分别在染尘后 7、 30、 60d分批处死大鼠 , 观察其组织的病理变化 , 并采用比色法测定肺组织羟脯氨酸含量 、 免

疫组织化学法观察各组大鼠肺组织中 FIZZ1 (foundininflammatoryzone1, FIZZ1)蛋白的表达 、 实时荧光定量 PCR法

检测 FIZZ1mRNA的表达水平。结果　沙利度胺治疗组羟脯氨酸含量低于模型组 , 但高于对照组;FIZZ1蛋白在正常

肺组织为弱表达 , 模型组第 7天时表达明显增强 , 第 30天时较第 7天时有所减弱 , 第 60天时明显减弱 , 但强于对照

组;沙利度胺治疗组在第 7天 、 第 30天及第 60天 FIZZ1蛋白的表达均较对照组高 , 但低于模型组 , 尤其是第 7天的

表达降低较明显 , 但第 60天降低不甚明显;PCR也显示出同样的结果。结论　沙利度胺治疗后减少了矽肺大鼠肺组

织中羟脯氨酸的含量 , 从而抑制胶原形成 , 对影响矽肺形成有一定的积极作用 , 但其是否也通过抑制 FIZZ1而减轻矽

肺的发生尚有待进一步研究。
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EffectofthalidomideonexpressionofhydroxyprolineandFIZZ1inlungtissuesofratswithsilicosis
LIXi1 , XINJian-bao1＊ , PENGQing2 , MAWan-li1 , HEJia-fu3 , LINGRui-jie4

(1.DepartmentofRespiratoryMedicine, UnionHospital, TongjiMedicalCollege, HuazhongUniversityofScienceand

Technology;Key-LaboratoryofPulmonaryDiseases, MinistryofPublicHealthofChina, Wuhan430022, China;2.Depart-

mentofRespiratoryMedicine, MinhangDistrictCentralHospital, Shanghai201100, China;3.DepartmentofRespiratoryMed-
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Abstract:ObjectiveToexploretheeffectofthalidomideonpulmonaryfibrosisintheratinducedbysilicondioxide.

MethodsFifty-fourSprague-Dawleyratswererandomlydividedintothreegroups, thesilicosisgroupandthalidomidegroupwere

givensilicondioxidesuspensionendotracheally, whiletheratsincontrolgroupweregivenphysiologicalsalinesolutionendotra-

cheally.Fromtheseconddayofadministration, theratsinthalidomidegroupweretreatedwiththalidomidethroughfood.Atthe

7th, 30thand60thdayafteradministration, theratswerekilledinturn, thenthelungsremovedandthefollowingexaminations

wereperformed:pathologicalchangesbyHEstaining, levelsofhydroxyproline(HYP)inlung, FIZZ1 proteinexpressionin

lungweredeterminedbyimmunohistochemicalmethod, andtheexpressionlevelsofFIZZ1 mRNAinlungweredeterminedby

Realtime-PCR.ResultsTheresultsshowedthatthehydroxyprolinelevelinthalidomidegroupwassignificantlylowerthanthatin

silicosisgroup, butwassignificantlyhigherthanthatofcontrolgroup.TheexpressionsofFIZZ1proteinandlevelsofFIZZ1mR-

NAinsilicosisgroupincreasedsignificantlyfromthe7thdayaftersilicondioxideadministration, thengraduallydecreasedbutwere

stillhigherthanthatincontrolat60thdayaftersilicondioxideexposure.TheexpressionsofFIZZ1 proteinandlevelsofFIZZ1

mRNAinthalidomidegrouponthedayof7th, 30thand60thaftersilicondioxideadministrationwereincreasedtoo, butalllower

thanthoseofsilicosisgroup, especiallyon7thday.ConclusionsTheresultssuggestedthatthetreatmentwiththalidomidecould

decreasethehydroxyprolinelevelinlungofsilicosisrats, whichmightinhibittheprogressofsilicosis, butiftheeffectsoftha-
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lidomidealsoconcernedtheinhibitionofFIZZ1 expresion, moredataseemneeded.

Keywords:Silicosis;Silicondioxide;Foundininflammatoryzone1 (FIZZ1);Thalidomide

　　矽肺是因长期吸入大量含有游离二氧化硅粉尘所

引起的以肺部广泛的结节性纤维化为主的疾病 , 主要

的病理改变是矽结节的形成和间质纤维化 , 严重时影

响肺功能 , 丧失劳动能力 。沙利度胺又名反应停 , 是

一种有效的免疫调节剂 , 可以抑制肿瘤坏死因子 α

(TNF-α)的产生和抑制胶原合成的效果 , 已证实对

肝纤维化及肝硬化具有一定疗效
[ 1 ～ 3]

。 FIZZ(found

ininflammatoryzone)是 2000年发现的富含半胱氨酸

的分泌蛋白家族
[ 4]
。 FIZZ1作为 FIZZ基因家族的成

员之一 , 特异性分布于肺组织 , 参与炎症的发生发

展 , 促进细胞增殖 、 分化及修复 , 与肺纤维化关系非

常密切
[ 5, 6]
。矽肺的发病机制十分复杂 , 肺泡巨噬细

胞与二氧化硅的相互作用在矽肺的发生过程中起关键

作用 , 研究发现
[ 15]
FIZZ1是非经典途径活化的巨噬

细胞的重要标志物 , FIZZ1在矽肺发病过程中是否发

生变化 、是否影响矽肺的形成等问题不甚明了 。本实

验通过用气管内给予二氧化硅建立矽肺模型 , 采用沙

利度胺对实验性矽肺进行干预 , 观察沙利度胺对实验

性矽肺纤维化的影响及 FIZZ1的动态变化。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　研究对象　雄性 SD大鼠 54只 (体重 160 ～

220g, 购自华中科技大学同济医学院实验动物学

部), 随机分为 3组 , 对照组 、 模型组和沙利度胺治

疗组 , 每组 18只。 10%水合氯醛 (0.35 ml/100 g)

腹腔麻醉后固定 、碘酒消毒 , 逐层暴露气管 , 模型组

和沙利度胺治疗组用 1 ml注射器按 100 mg/kg抽取

100mg/ml二氧化硅混悬液 (Sigma公司), 经气管软

骨环间隙向心端刺入 , 回抽空气无阻力后 , 将药物注

入气管 。对照组同等方法注入同样体积的生理盐水。

自第二天起 , 沙利度胺治疗组每天按 100 mg/kg将沙

利度胺 (常州制药厂有限公司)药粉拌入部分基础

饲料中并监督食尽 , 然后饲基础饲料;对照组常规基

础饲料喂养 。上述 3组动物分别于第 7、 30、 60天各

处死 6只 , 取出肺组织。

1.1.2　标本采集　大鼠放血处死后打开胸腔取出肺

脏 , 结扎右侧主支气管 , 向气管内灌注 4%多聚甲

醛 , 直至左肺膨胀边缘变锐 , 胸膜展平 , 结扎左侧主

支气管 , 立即置于 4%多聚甲醛固定 24 h, 取左侧肺

常规石蜡包埋 、 切片 , 行 HE染色 、 免疫组化染色分

析;右侧肺取少量置于 EP管中并加入 1 mlTRIZOL

(MOLECULARRESEARCHCENTAR, INC), 行 PCR

检测 , 其余肺组织置于 -70℃冰箱保存 。

1.2　方法

1.2.1　肺组织羟脯氨酸含量测定　羟脯氨酸在氧化

剂的作用下所得产物与二甲氨基苯甲醛作用呈现紫红

色 , 本实验所应用的羟脯氨酸试剂盒 (南京建成生

物工程研究所)利用羟脯氨酸氧化后的这种特性 ,

通过测定其呈色深浅测定其含量。按照试剂盒说明进

行分析 , 计算肺组织羟脯氨酸含量。

1.2.2　HE染色　取石蜡切片 , 60 ℃烤 2 h, 二甲

苯脱蜡 , 乙醇梯度脱水后 , 常规 HE染色。

1.2.3　免疫组化染色　取石蜡切片 , 60 ℃烤 2 h,

二甲苯脱蜡 , 乙醇梯度脱水 , PBS洗 3 min×3次;

0.3%TritonX-100室温孵育 20 min;3%H2O2室温孵

育 15 min, 以灭活内源性过氧化物酶;10%山羊血清

封闭 , 室温 30 min;甩去多余液体 , 不洗;加入

1∶100稀释的羊抗鼠 FIZZ1亲和纯化多克隆抗体 , 37

℃ 1 ～ 2 h或 4 ℃过夜 , 0.01 mol/LPBS洗 5 min×3

次;滴加生物素化兔抗羊 IgG, 37 ℃ 45 min。 0.01

mol/LPBS洗 5 min×3次 , 滴加 SAB试剂 , 37 ℃ 20

min;0.01mol/LPBS洗 5 min×4次;DAB显色 , 蒸

馏水洗涤;苏木素轻度复染 , 脱水 、 透明 、封片。同

时以 PBS代替第一抗体 , 设立阴性实验对照 。阳性

表达为胞质内呈棕黄色颗粒改变 。染色结果用

HMIAS-2000型全自动医学彩色图像分析系统分析 ,

通过阳性表达部位的平均吸光度值观察纤维化各个阶

段各组肺组织中 FIZZ1表达的变化。

1.2.4　实时荧光定量 PCR法检测 FIZZ1mRNA表达

　按 Trizol说明书提取组织总 RNA, 所得 RNA用紫

外分光光度计 (SpectRophotoMeter日本 HITACHI公

司 U-200)测量 RNA浓度并定量 , 模板量均取 2μg。

在逆转录酶 M-MLV(Promega公司)的作用下 , 将

mRNA逆转录成 cDNA, SYBRGreen荧光染料法进行

实时荧光 PCR。SYBRGreenⅠ荧光染料 (购自美国

Biotium公司), 引物由上海英骏 (INVITROGEN)生

物技术有限公司合成 。用 GAPDH作内参照 , 各引物

序列如下:FIZZ1上游 , 5′-CTATCCCTCCACTGT

AACGAAG-3′;FIZZ1下游 , 5′-AGTGGTCCAGTC

AACGAGTAAG-3′(181bp);GAPDH上游 , 5′-

GATGGTGAAGGTCGGTGTG-3′;GAPDH下游 ,

5′-GAGGTCAATGAAGGGGTCG-3′(106bp)。反

·333·　　中国工业医学杂志　2009年 10月第 22卷第 5期　　ChineseJIndMed　Oct2009, Vol. 22 No.5



应条件:预变性 94 ℃, 3min;变性 94 ℃, 30s, 退

火 57℃, 30 s, 延伸 72 ℃, 30s, 共 50循环;最后

72 ℃, 延伸 10min。在延伸的过程中搜集荧光信号 ,

于每次扩增的同时设置无 cDNA的阴性对照 。扩增结

果采用 FTC2000荧光 PCR仪 (上海枫岭生物工程有

限公司)自带的实时荧光定量 PCR分析程序分析 Ct

值 , 然后计算出其相应的 2
-■■Ct

值 (待测样品相对

值 =2
-(■CtGAPDH-■Ct待测样品)

), 以■■Ct值进行统计学

分析。

1.3　统计学分析

采用 SPSS软件对数据进行方差分析及 LSD-t检

验 , 结果用x±s表示。

2　结果

2.1　肺组织羟脯氨酸含量变化

第 7天模型组和对照组羟脯氨酸含量无明显差

别 , 第 30天模型组羟脯氨酸含量较对照组升高 , 第

60天羟脯氨酸含量更高。沙利度胺治疗组羟脯氨酸

变化趋势与模型组相似 , 但第 30天 、第 60天时的含

量均明显低于模型组 (表 1)。

　　表 1　各组羟脯氨酸含量比较 (x±s) mg/g肺组织

组别 第 7天 第 30天 第 60天

对照组 0.75±0.08 0.76±0.10 0.80±0.10

模型组 0.76±0.08 1.23±0.05＊ 1.53±0.10＊

沙利度胺治疗组 0.79±0.13 1.13±0.05＊# 1.40±0.09＊#

　　与对照组相比 , ＊P<0.05;与模型组相比 , #P<0.05

2.2　HE染色

对照组未见明显病变 。模型组各期均有肺泡炎改

变 , 以第 7天最重 , 肺泡间隔水肿 , 炎性细胞浸润 ,

肺泡腔内大量炎性细胞渗出 (图 1, 见封三);第 30

天可见肺泡巨噬细胞 、 淋巴细胞等炎细胞明显减少 ,

肺泡间隔内成纤维细胞明显增多 , 基质明显增宽 , 肺

泡结构破坏 , 见以 Ⅱ级病变为主的矽结节;第 60天

肺泡结构进一步破坏 , 弥漫性间质纤维化 , 可见孤立

或融合的矽结节 , 以 Ⅲ期病变为主 (图 2, 见封三)。

沙利度胺治疗组第 7天肺炎改变明显减轻 , 第 60天

大鼠肺组织病变以Ⅱ期矽结节为主 , 病变分布广度亦

较模型组轻 。

2.3　免疫组化检测肺组织 FIZZ1不同时期的表达

变化

正常肺组织中 , FIZZ1弱表达于肺泡上皮细胞 、

细支气管上皮细胞 、 巨噬细胞及血管内皮细胞 。模型

组在第 7天时上述各种细胞阳性着色均较对照组明显

增强 (图 3, 见封三), 第 30天时较第 7天时有所减

弱 , 第 60天时明显减弱 , 但仍强于对照组 (图 4,

见封三)。沙利度胺治疗组的大鼠肺组织第 7天 、 第

30天及第 60天细胞阳性表达均较对照组高 , 但与模

型组相比 , 着色减弱 , 尤以第 7天减弱较明显 (图

5、 图 6, 见封三 , 表 2)。
表 2　肺组织 FIZZ1蛋白平均吸光度值的动态变化结果 (x±s)

组别 第 7天 第 30天 第 60天

对照组 0.082±0.026 0.090±0.027 0.088±0.027

模型组 0.378±0.065＊ 0.261±0.066＊ 0.152±0.058＊

沙利度胺治疗组 0.273±0.058＊# 0.210±0.035＊# 0.143±0.035＊

　　与对照组相比 , ＊P<0.05;与模型组相比 , #P<0.05

2.4　肺组织各个时期 FIZZ1mRNA的表达变化

荧光定量 PCR结果表明各组肺组织在各个时段

均有 FIZZ1mRNA的表达 。FIZZ1mRNA在正常肺组织

中表达较弱 。第 7天时模型组 FIZZ1mRNA显著增

加 , 第 30天时开始减弱 , 60天时明显减弱 , 但仍强

于对照组 。沙利度胺治疗组在第 7天 、 第 30天及第

60天 FIZZ1 mRNA的表达均较对照组高 , 但低于模

型组 , 尤其是第 7天的表达降低较明显 (图 7 , 见封

三 , 表 3)。
表 3　肺组织 FIZZ1mRNA表达情况 (x±s)■■Ct值

组别 第 7天 第 30天 第 60天

对照组 12.074±1.212 11.756±1.356 11.446±1.772

模型组 3.852±1.566＊ 6.055±1.803＊ 8.445±1.049＊

沙利度胺治疗组 6.260±1.095＊# 8.300±2.100＊# 9.065±1.366＊

　　与对照组相比 , ＊P<0.05;与沙利度胺治疗组相比 , #P<0.05

注:■■Ct值越小则说明基因拷贝数越多。

3　讨论

沙利度胺化学名称为酞咪哌啶酮 , 是谷氨酸的衍

生物。在 1956年首先作为镇静 、止吐药出现在欧洲

和亚洲 , 但不久因它引起严重的新生儿畸形而退出市

场 。近年来 , 免疫学 、分子和细胞生物学等实验研究

表明 , 它有免疫调节 、抗炎 、 抗血管生成的作用。由

于有了这些新的认识 , 在世界范围内重新呈现出对沙

利度胺治疗各种疾病的研究兴趣。报道提示沙利度胺

对于骨髓纤维化 、 肝纤维化及硬皮病等有治疗作

用
[ 8 ～ 11]

。ChongLW等人报道沙利度胺能有效降低肿

瘤坏死因子 -α(TNF-α)、 TGF-β的表达 , 抑制 α肌

动蛋白的分泌和胶原沉着 , 从而抑制肝纤维化的进

程
[ 1]
。YndestadA等人研究表明沙利度胺对实验性心

肌梗死后纤维化有干预作用 , 明显降低胶原蛋白的沉

积
[ 12]
。 2006年 YeQ等人检测了 28例患者的支气管

灌 洗液中 TGF-β 、 TNF-α、 Interleukin(白介 素 ,

IL)-1β、 IL-6、 IL-8、 IL-10、 IL-12p70、 IL-12p40和

IL-18的含量 , 发现沙利度胺能显著降低 TNF-α、 IL-8和

IL-18的表达 , 因此认为沙利度胺对结节病 、 过敏性
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肺炎 、 特发性肺纤维化可能具有潜在的治疗作用
[ 13]
。

本实验通过气管内给予二氧化硅建立矽肺模型 ,

采用沙利度胺对实验性矽肺进行干预 , 通过病理切片

HE染色及羟脯氨酸含量测定证实矽肺动物模型复制

成功。该模型经历了肺泡炎期 (第 7天)、 纤维组织

增生和矽结节初步形成期 (第 30天), 及稳定的矽

结节形成和间质纤维化期 (第 60天)。在成功复制

疾病模型的过程中 , 动态分析了沙利度胺对羟脯氨酸

及 FIZZ1在上述各阶段表达的影响 。结果表明 , 沙利

度胺能明显降低实验性矽肺大鼠肺组织羟脯氨酸的含

量 , 提示沙利度胺能抑制胶原形成 , 其机制可能与上

述沙利度胺的抑制炎症 、 调节免疫作用相关 。 FIZZ1

具有促分裂 、促增殖的作用 , 研究提示 FIZZ1参与肺

纤维化的发生发展
[ 5, 7, 14]

。同时 , FIZZ1被认为是非

经典途径活化的巨噬细胞的标志物
[ 15]
, 而非经典途

径活化的巨噬细胞在矽肺发生发展中起十分重要的作

用 , 由此推测 FIZZ1可能参与矽肺的发生。我们的研

究表明 , 二氧化硅刺激后在肺泡炎期 , FIZZ1水平升

高 , 随着矽肺的逐步形成 , FIZZ1水平随之下降 , 但

始终高于正常水平 , 提示 FIZZ1在矽肺形成中呈现出

高水平趋势 。较高水平的 FIZZ1发挥异常的促细胞分

裂 、促增殖 、促巨噬细胞活化的作用 , 从而参与矽肺

的发生 、 发展 。使用沙利度胺干预后 , 矽肺减轻 、

FIZZ1水平下降 , 可以进一步旁证 FIZZ1可能参与矽

肺的发生 , 且 FIZZ1在第 7天降低明显 , 在第 30天

和第 60天降低却不明显 , 提示沙利度胺对 FIZZ1的

干预作用于肺泡炎期显著 , 但机制尚不明确 。理论

上 , FIZZ1的过度表达不是矽肺发生的唯一途径 , 沙

利度胺影响矽肺形成的机制除前面提及的抗炎 (抗

TNF-α、抗 IL-8、 抗 IL-18)作用外 , 是否也通过抑

制 FIZZ1而减轻矽肺的发生 , 尚有待进一步研究 。

综上所述 , 沙利度胺通过对免疫调节 、抗炎 、 抑

制胶原合成等作用而防治实验性大鼠矽肺 , 具有潜在

的临床应用价值 。
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