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　　摘要:目的　探讨 IL-1β、 TNF-α及 TGF-β
1
在染尘矽肺大鼠肺组织内的变化和对Ⅰ 、 Ⅲ型胶原含量的影响。方

法　将 50只大鼠随机分为对照组 、 染尘组 , 各组于 1、 7、 14、 21、 28 d5个时间点分别取 5只大鼠 , 采用气管暴露

法建立大鼠矽肺模型;分别进行 HE常规染色 、 天狼猩红染色并用 Image-proPlusVersion4.5forWindowsTM图像分析

系统进行Ⅰ 、 Ⅲ型胶原定量分析;肺组织内 IL-1β 、 TNF-α、 TGF-β1测定采用悬浮芯片蛋白测定法。结果　Ⅰ 、 Ⅲ型

胶原分别在第 14天和第 7天开始急剧增高;染尘组肺组织 IL-1β 的浓度在第 1天达到高峰;TNF-α的表达量持续增

加 , 在第 14天出现峰值;TGF-β 1第 14天表达量增加并达峰值;回归分析结果显示 IL-1β 表达水平下降和 TNF-α表达

水平升高可能直接或间接导致Ⅰ 型胶原的增加;IL-1β 表达水平下降 、 TGF-β
1
表达水平升高可能直接或间接导致Ⅲ型

胶原的增加。结论　矽尘可以诱导肺组织过度表达Ⅰ 、 Ⅲ型胶原 , 并且 IL-1β 、 TNF-α及 TGF-β 1可以直接或间接地增

加胶原含量。
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Abstract:ObjectivesToexploretherelationshipbetweencontentsofcollagenIorIIIandlevelsofIL-1β, TNF-αorTGF-

β 1 inratsexposedtosilica.MethodsRatswereexposedto50 mgsilicasuspendedin0.9% salinesolutionthroughintratracheal

instillation, thenweresacrificedat1, 7, 14, 21 and28dafterasingleinstillation, respectively.Lungswereremovedand

stainedwithhematoxylinandeosin(HE)forpathologicalexaminationorwithSiriusredstainsfordeterminationofcollagenIand

IIIcontents.LevelsofIL-1β , TNF-αandTGF-β 1 inlungweredeterminedbysuspensionarraytechnique.ResultsCompared

withthoseincontrolgroup, thecontentsofcollagenIwereincreasedonthe14thdayafterexposure, andthecontentsofcollagen

IIIwereonthe7 thday.ThelevelsofIL-1β wereincreasedsignificantlyonthe1stday;levelsofTNF-αwereincreasedonthe

14 thday, thendecreasedonthe28thday.ThelevelsofTGF-β
1
wereincreasedsignificantlybetweenthe14thdayand28thday.

CorrelationanalysisshowedthatthelevelsofIL-1β andTNF-αwerecorrelatedwiththecontentofcollagenI, andthelevelsof

IL-1β andTGF-β1 werealsocorrelatedsignificantlywithcontentofcollagenⅢ.ConclusionsTheresultsshowedthatthesilica

dustmightinducetheoverexpressionofcollagenIorⅢ , IL-1β , TNF-αandTGF-β 1 , andthelatterthreeindicesmightplaythe

importantroleintheformationofcollageninthelung.

Keywords:silicosis;rat;collagenⅠ ;collagenⅢ;interleukin-1β (IL-1β);tumornecrosisfactor-α(TNF-α);trans-

forminggrowthfactor-β 1 (TGF-β 1)

　　矽肺是由于长期吸入超过一定浓度的 SiO2粉尘

所致的以肺间质纤维化为主的全身性疾病 , 其病理特

征是肺部炎症导致肺泡持续性损伤及细胞外基质

(ECM)的反复破坏 、 修复 、 重建和过度沉积
[ 1]

。目

前认为 , SiO2粉尘刺激后引发肺泡炎并使肺巨噬细

胞等分泌多种活性介质 , 作用于肺间质细胞和成纤维

细胞 , 促进成纤维细胞增殖和胶原形成 , 但其发病机

制尚未完全阐明 , 并且存在诊断滞后 、尚无有效的早

期诊断 (筛检)方法 、缺乏有效治疗等问题。 IL-1β 、

TNF-α、TGF-β1是在矽肺早期变化明显的 3种细胞因

子 , 已有实验证明 , IL-1β 、 TNF-α作为炎症因子在

加重肺损伤的同时 , 调节刺激其他细胞因子共同介导
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肺纤维化进程
[ 2]

, TGF-β1在肺纤维化过程中 , 对促

进胶原的产生和肺间质的沉积具有重要的作用
[ 3]

。

本实验通过动态观察 Ⅰ 、 Ⅲ型胶原含量及 IL-1β 、

TNF-α、 TGF-β1表达的变化 , 寻找早期诊断 (筛检)

特异性的生物介质组合 , 为诊断 、预防乃至治疗矽肺

提供必要的理论支持 。

1　材料与方法

1.1　试验分组及动物模型的建立

按照中华人民共和国技术监督局 《实验动物微

生物和寄生虫监测等级》 (GB14922— 94)的标准 ,

选用清洁级成年 Wistar大鼠 50只 , 雄性 , 180 ～ 220

g。采用随机数字表将大鼠分为对照组 、 染尘组 , 各

组于 1 d、 7 d、 14 d、 21 d、 28 d5个时间点分别取 5

只大鼠 。

将染尘组灌肺所用矽尘用生理盐水配成 50 mg/

ml矽尘悬浊液 , 高压灭菌后按 8 000 U/ml加入青霉

素 。利用气管暴露法建立大鼠矽肺模型 , 即手术暴露

气管后 , 将 1 ml矽尘混悬液缓慢注入气管。同样方

法在对照组大鼠气管内注入 1 ml灭菌生理盐水。

1.2　标本采集处理方法

在各个时间点取大鼠放血处死 , 将肺左叶进行肺

组织固定 、 脱水后常规石蜡包埋 , 其余组织 -80 ℃

冻存。连续切片后分别进行常规 HE染色和天狼猩红

染色 , 并在光学显微镜下观察组织病理变化及偏振光

显微镜下观察 Ⅰ 、 Ⅲ型胶原的变化 , 利用 Image-pro

PlusVersion4.5 forWindowsTM图像分析系统进行

Ⅰ 、 Ⅲ型胶原含量定量分析。

1.3　细胞因子的测定

采用 Bio-Plex悬浮芯片系统 (Bio-Radlaborato-

ries, Inc)测定肺组织内 IL-1β、 TNF-α及 TGF-β1的

蛋白含量 , 测定过程严格按照试剂盒 (panomics,

Inc)说明书方法和悬浮芯片操作方法进行 。

1.4　数据处理方法

结果采用 SPSS11.0统计分析软件处理 , 组间比

较用 t检验 , 采用多元线性回归进行统计分析 , 并以

α=0.05为检验水准 。

2　结果

2.1　肺组织 HE染色 (见封三图 1)

对照组各个时间点肺组织结构基本正常 (图 1

A)。染尘组第 1天无明显改变;第 7天 (图 1 B),

肺泡隔水肿增厚 , 内有淋巴细胞 、 单核巨噬细胞浸

润 , 肺泡腔内小肉芽肿弥漫 , 局部融合成较大的肉芽

肿 , 并中心发生坏死 , 肉芽肿内伴有成纤维细胞增

生 、胶原纤维形成和玻璃样变 , 出现胶原性结节和纤

维化改变 , 病灶内肺泡腔变小;第 14天 (图 1 C),

肺泡壁增厚 , 肺泡隔内仍有较多淋巴细胞 、巨噬细胞

及少量中性粒细胞侵润 , 伴有较多的成纤维细胞和平

滑肌细胞增生并呈平行排列 , 肺泡结构破坏 , 可见胶

原纤维积聚 , 出现斑片状纤维化 , 细胞性结节数量增

多;第 21天(图 1 D), 肺泡间隔断裂现象严重 , 肉

芽肿大面积纤维化 , 结节间有肺气肿形成;第 28d

(图 1 E), 肺泡壁明显增厚 , 肺泡结构破坏严重 , 部

分肺泡腔消失 , 被胶原纤维和成纤维细胞占据 , 肺组

织广泛纤维化 , 可见纤维性结节。

2.2　肺组织天狼猩红染色 (见封三图 2)

在偏振光显微镜下 , Ⅰ型胶原较粗 , 成橘黄色 、

深红色;Ⅲ型胶原较细 , 呈淡绿色。各时间点对照

组 , 肺泡隔正常 。染尘组 , 第 1天无明显改变

(图 2 A);第 7天 (图 2 B), 肺泡正常结构被破坏 ,

取而代之的是交织存在的 Ⅰ 、 Ⅲ型胶原;第 14天

(图 2 C), 可见弥漫性 、淡绿色弯曲的胶原呈网状存

在 , 其间夹杂少量粗大的橘黄色纤维及矽尘颗粒;第

21天 (图 2 D), 淡绿色胶原明显增多 , 与之相比橘

黄色胶原只有少量增多;第 28天 (图 2 E), 粗大的

橘红色胶原明显增多 , 与纤细的淡绿色胶原呈网状交

织存在 , 布满整个视野 , 其间夹杂矽尘颗粒。

2.3　肺组织活性介质的变化趋势

Ⅰ 、 Ⅲ型胶原时间变化趋势如图 3。 Ⅰ型胶原在

第 14 天 、 第 21 天 、 第 28 天含量 (1.169 3 ±

0.080 0, 5 230 ±0.045 50, 3 752 ±0.045 8)pg/ml

均高于对照组 , 差异有统计学意义 (P<0.05), 且

第 14天急剧增高 , 后趋于平稳 。 Ⅲ型胶原在第 7天

(0.428 1 ±0.048 6)pg/ml, 开始增加 (P<0.05),

在第 28天达到高峰 (1.135 2 ±0.165 2)pg/ml。

IL-1β 、 TNF-α、 TGF-β1随时间的变化趋势如图

4。染尘组肺组织内 IL-1β的浓度在各时间点均高于

对照组 , 在第 1、 7、 14天时差异有统计学意义 (P

<0.05), 于第 1天达到高峰 (6.707 5 ±1.142 1)

pg/ml;肺组织内 TNF-α的表达量持续增加且在各时

间内均有统计学意义 (P<0.05), 并于第 14天达到

峰值 (22.923 3 ±1.817 1)pg/ml, 但各时间点上的

趋势变化无统计学意义;肺组织内 TGF-β1于第 14天

表达量增加并达峰值 (122.386 7 ±10.880 2)pg/ml

(P<0.01)。

2.4　肺组织Ⅰ 、 Ⅲ型胶原同相关细胞因子的关系

分别以 Ⅰ型 、 Ⅲ型胶原为应变量 , 以 IL-1β 、

TNF-α、 TGF-β1为因变量进行回归分析 , 由表 1、 表

2可见 , IL-1β表达水平下降 、 TNF-α表达水平升高
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可能直接或间接导致 Ⅰ型胶原的增加 (P<0.05);

IL-1β表达水平下降 、 TGF-β1表达水平升高可能直接

或间接影响 Ⅲ型胶原的增加 (P<0.05)。

表 1　肺组织Ⅰ型胶原多元线性回归分析

因变量
非标准回归

系数 β

非标准回归

系数 Sx

标准回归

系数 (Beta)
P值

IL-1β -1.499 6 0.621 7 -0.371 4 0.034 5

TNF-α 2.612 4 0.967 6 0.518 3 0.020 7

TGF-β 1 2.050 8 2.152 5 0.161 6 0.361 2

表 2　肺组织Ⅲ型胶原多元线性回归分析

因变量
非标准回归

系数 β

非标准回归

系数 Sx

标准回归

系数 (Beta)
P值

IL-1β -2.807 5 0.734 7 -0.736 7 0.002 8

TNF-α -2.140 8 1.433 4 -0.450 0 0.088 0

TGF-β
1 7.438 2 2.543 5 0.621 2 0.013 8

3　讨论

胶原蛋白是构成 ECM的成分之一 , 是稳定内环

境 、维持组织结构的重要因子 。矽肺的发生是矽尘刺

激后多种因子通过促进胶原蛋白合成或中断细胞内胶

原蛋白降解途径 , 最终导致胶原合成降解动态平衡失

衡 , 从而引发组织增生及纤维化
[ 4]

。本实验通过天

狼猩红染色并结合图像分析结果表明 , Ⅲ型胶原较 Ⅰ

型胶原出现早 、 增长快。虽然两型胶原含量动态变化

不同 , 但均有增多趋势。 Ⅰ型胶原在第 21天出现下

降趋势 , 但这种差异无统计学意义 , 可能与在图像定

量分析过程中由主观肉眼判断颜色有关。

本实验采取气管暴露法建立大鼠矽肺模型 , 手术

创伤可以引起应激反应 , 作为急性炎症细胞因子的

IL-1β
[ 5]

, 在第 1天呈现 IL-1β高峰 , 而在第 7天和

第 14天时手术创伤愈合 , IL-1β表达量增高即是矽

肺作用的结果。 IL-1β作为炎症因子可在矽肺早期介

导细胞损伤和修复乃至过度修复 , 而 IL-1β的变化与

胶原变化正好相反 , 推测 IL-1β通过间接作用导致肺

纤维化
[ 6]

。由于在矽尘刺激后 IL-1β表达量在早期急

剧增高 , 利用 IL-1β预测胶原含量及肺纤维化程度具

有较高的预防意义。

在肺组织内 TNF-α主要由肺巨噬细胞 (AM)分

泌 。TNF-α作为炎症细胞因子在多条与纤维化相关的

通路中处于关键地位 , 可与 IL-1β协同增强中性粒细

胞和嗜酸性粒细胞的功能 , 还可介导其它细胞因子表

达 , 刺激成纤维细胞的增殖。 TNF-α可以通过细胞外

信号调节激酶 (ERK)通路诱导 TGF-β1 , 与位于其

细胞表面的受体结合引起细胞代谢改变和细胞凋

亡
[ 7]

。TNF-α可与肿瘤坏死因子受体 1 (TNFR1)结

合 , 引起 TNFR1三聚体化 , 通过激活细胞膜上的脂

质神经酰胺 (CM), 以此作为第二信使 , 以 Raf途径

部分激活促分裂原活化蛋白激酶 (MAPK), 再通过

转录因子 NF-κB发挥作用
[ 8]

。本实验结果显示 , 在

各个时间点内 , 染尘组 TNF-α含量均比对照组高 ,

呈现波浪性升高趋势 , 且具有统计学意义 。 TNF-α表

达水平升高与Ⅰ型胶原的关系更为密切。

转化生长因子 TGF-β1被认为是与肺纤维化的发

生和形成关系最为密切的介导因子
[ 9]

, TGF-β1可以趋

化并促进成纤维细胞增生和分化 ,刺激成纤维细胞合

成胶原蛋白 , TGF-β1还可以通过多种途径减少 ECM

的降解 , Sybille等
[ 10]
发现 TGF-β1可以控制组织蛋白

酶 -κ(Catκ)的过度表达 ,而 Catκ与肺纤维化高度相

关 , Catκ可以降低胶原蛋白含量和细胞外基质

(ECM)的聚积 , TGF-β1也能促进成纤维细胞自身合

成 TGF-β1 ,成纤维细胞的这种自分泌作用也是导致肺

纤维化进展的重要原因之一。本研究表明 , 染尘组

TGF-β1水平在第 14天显著高于对照组 ,推测在早期

TGF-β1表达水平升高应与Ⅲ型胶原表达有关。
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2.4.5　神经行为功能项目　测试分析情感状态 6个

项目指标 , 行为功能 6个项目 10个指标。情感状态 ,

暴露组男性消极情感得分均高于对照组 , 积极情感得

分低于对照组 , 差异有统计学意义 (P<0.05)。女

性消极情感得分高于对照组 , 但差异没有统计学意义

(P>0.05), 积极情感得分低于对照组 , 差异有统计

学意义 (P<0.05)。行为功能 , 男性和女性在简单

反应时和数字广度方面没有表现出差异;圣地安娜提

转敏捷度和目标追踪方面 , 男性暴露组与对照组比

较 , 除总打点数外 , 差异有统计学意义 (P<0.05),

而女性暴露组与对照组比较 , 差异没有统计学意义 。

3　讨论

与既往钒职业危害研究比较 ,本文具有暴露物性

质 、种类和作业场所稳定 ,职业人群数量大 ,暴露时间

长的特点。研究从调查人群重慢病史 ,收集职业健康

监护资料 ,现患检诊三个层面展开 ,结果相互印证或支

持 ,可以比较系统全面揭示钒职业危害效应及其特征。

学界普遍认为职业条件下 , 钒主要通过呼吸道吸

收 , 但吸收少 , 排出快 , 蓄积不多 , 主要引起呼吸系

统刺激反应 。急性中毒表现集中为呼吸道刺激症状和

炎性征象;慢性损害表现与急性损害颇为相似 , 或伴

有心 、 肺 、 肝 、 肾结构和功能异常及糖 、 脂肪代谢过

程的变化
[ 2, 3]

, 本文发现与此相符 。

钒对人体致癌作用争论较多 , 其关键问题是已有

的研究均以动物为对象 , 且结果不一致 , 缺少人群流

行病学资料支持 。本文发现钒职业暴露人群恶性肿瘤

发病率低于所在公司总体人群 , 该总体人群恶性肿瘤

年均发病率 70.63 /10万 , 与同期四川省城市居民恶

性肿瘤年平均总体粗死亡率 142.6/10万比较
[ 4]

, 差

异明显 , 即使考虑健康工人效应影响 , 也应无超额发

病 。本文结果不支持钒为人体可疑致癌物结论 , 与多

数研究结果一致
[ 5 ～ 7]

。

本项研究中的职业健康监护资料和现患检诊结

果 , 均表明暴露对象胸部 X线阳性检出率极低 , 提

示钒对呼吸道刺激性损害具有可逆性 。肺通气功能结

果显示 , 暴露组各参数均值与对照组无差异 , 但检出

异常率较高 , 其总体印象是通气功能呈阻塞性为主的

混合性通气功能下降 , 这与周清的调查结果相似
[ 8]

。

本项研究发现职业暴露对工人的情感影响表现为

增加紧张 、 抑郁 、愤怒 、 疲劳 、困惑等消极情绪 , 降

低有力积极情绪;神经行为的损害表现为降低协调能

力 、运动速度和稳定性 , 损害短期视觉记忆力;损害

作用因性别和接触时间而有所不同。支持长期职业暴

露 V2O5对神经行为功能有损害作用的研究结果
[ 9]

。
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