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　　摘要:对符合 GBZ70— 2002 《尘肺病诊断标准 》 的 22例

0+、 Ⅰ 、 Ⅱ期尘肺住院患者进行肺灌洗 , 所得肺灌洗液分瓶

进行细胞计数 , 再混合浓缩 , ELISA检测 CC-10及 ΣNF-α的

含量。 3个期别煤工尘肺灌洗液中第 2、 3瓶的细胞数最多。

随着期别的增加 , 煤工尘肺灌洗液中 CC-10、 TNF-α含量均明

显降低 , P<0.01。检测结果表明 , 煤尘对 Clara细胞的损伤

及肺泡内巨噬细胞的凋亡情况 , 对临床治疗具有重要的指导

意义。
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尘肺的发病机制仍不十分清楚 , 因此 , 进一步探讨尘肺

的发病机制对尘肺的预防 、 诊断 、 治疗乃至最终消除具有十

分重要的意义 [ 1] 。本研究对肺灌洗液中细胞成分和可溶性成

分 , 包括 Clara细胞分泌蛋白 (Claracellsecretionprotein,

CCSP)中的 CC-10蛋白及肿瘤坏死因子 (TNF-α)的含量进

行测定分析 , 探讨其在尘肺发病中的作用及意义。

1　对象和方法

1.1　对象

符合 GBZ70— 2002 《尘肺病诊断标准》 的 0+、 Ⅰ 、 Ⅱ期

尘肺住院病例 22例 , 且对大容量全肺灌洗术无禁忌证 , 病例

包括各种混合及单纯尘肺。禁忌证包括:年龄≥65岁 、 心肺

功能低下 、 有活动性肺结核 、 凝血机能障碍 、 严重气管支气

管畸形。 22例均为男性 , 年龄 38～ 58岁 、 平均 (52.1±5.6)

岁 , 接触粉尘类型为煤尘 、 岩尘 、 混合粉尘 , 接尘年限

(26.8±4.3)年 , 其中 0+期 7例 , Ⅰ期 11例 , Ⅱ期 4例。

1.2　方法

1.2.1　支气管肺泡灌洗　尘肺患者进行支气管肺泡灌洗后回

收灌洗液 , 分别将其装入 24瓶生理盐水空瓶中。所得支气管

肺泡灌洗液 (BALF) 4 ℃ 1 500r/min离心 30min, 取上清液

置于冷冻干燥浓缩仪 (LGJ-12冷冻干燥机 , 北京松源华云科

技发展有限公司制造)进行蛋白浓缩。

1.2.2　尘肺灌洗液中 CC-10及 TNF-α的含量测定　采用上

海蓝基生物科技有限公司 ELISA试剂盒对 CC-10及 TNF-α的

含量进行测定。

1.2.3　细胞分析　对每位尘肺患者的 24瓶 BALF进行离心 ,

吸取少量灌洗液滴在细胞计数板上进行细胞计数 , 分别得出 3

个期别尘肺患者 24瓶尘肺灌洗液的细胞分布情况。

1.3　统计分析

计量资料以x±s表示 , 两组样本均数之间比较用 t检验 ,

多组间样本均数比较采用方差分析 , 显著性水准 α=0.05。

2　结果

2.1　检测 BALF中 CC-10及 TNF-α的含量

随着期别的增加煤工尘肺灌洗液中 CC-10含量明显降低 ,

P<0.01, 三组之间差异均有统计学意义 , 但Ⅰ期尘肺灌洗液

的 CC-10含量高于 0 +、 Ⅱ期。随着期别的增加 BALF中 TNF-

α的含量降低 , P<0.01, 见表 1。

表 1　不同期别尘肺灌洗液中 CC-10及

TNF-α含量的变化 (x±s)

组别 CC-10 (ng/ml) TNF-α(U/L)

0+ 8.23±0.62 (13.50±1.34)×103

Ⅰ 9.53±0.81＊＊ 　(9.36±1.06)×103＊＊

Ⅱ 6.48±0.45＊＊ 　(6.52±0.92)×103＊＊

注:与 0+期比较 , ＊＊P<0.01。

2.2　不同期别 BALF细胞计数

通过对 0+、 Ⅰ 、 Ⅱ期 3个期别各 1例尘肺患者灌洗液进

行细胞计数 , 24瓶尘肺灌洗液的细胞分布呈现偏态分布 , 高

峰为第 2瓶或第 3瓶。其中 0+期尘肺患者灌洗液细胞数最多

的为第 2瓶 , 大约是 1.55×1011 /L, 细胞总数约 10.0 ×1011 /

L;从第 2瓶开始 , 细胞数逐渐下降 , 到第 24瓶时细胞数接

近 0个。 Ⅰ期尘肺患者灌洗液细胞数最多的为第 3瓶 , 大约

是 1.56×1011 /L, 细胞总数为 11.6 ×1011 /L;从第 3瓶开始 ,

细胞数逐渐下降 , 到第 24瓶时细胞数接近 0个。 Ⅱ期尘肺患

者灌洗液细胞数最多的为第 3瓶 , 约为 1.65×1011 /L, 24瓶

细胞总数大约是 11.8 ×1011 /L;从第 3瓶开始 , 细胞数逐渐

下降 , 到第 24瓶时细胞数接近 0个。同时对 3个期别尘肺灌

洗液中所含的细胞总数进行比较可以看出 , 0+ <Ⅰ <Ⅱ期。

3　讨论

近年来对矿物粉尘引起的尘肺机制研究取得较大的进展 ,
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其中肺灌洗技术是主要研究方法之一。肺灌洗是通过生理盐

水的机械冲刷作用和肺泡内直接注药等手段 , 将沉积在肺泡

内的粉尘排出体外 , 以减缓肺部纤维化进程的尘肺治疗措施。

当环境中各种有害物质如粉尘粒子 、 有毒气体等通过呼吸道

进入肺部时 , 必然要引起肺内局部的一系列生理 、 病理反应 ,

如细胞群 、 生化成分及免疫功能的改变 [ 2] 。这种变化既有量

的差异 , 也有质的不同。利用肺灌洗技术分析各种肺病时肺

灌洗液成分的变化及其在疾病中的意义 , 对研究各种环境因

素所致肺病 , 特别是尘肺的发生 、 发展及早期诊断具有重要

的理论价值和实际意义 [ 3] 。

Clara细胞是指主要衬覆于远端细支气管的非纤毛上皮细

胞 , 因其活跃的分泌 、 增殖分化和生物转化特性而受到关注。

Clara细胞分泌蛋白是 Clara细胞最主要的分泌物 , 占支气管

肺泡灌洗液中可溶性蛋白总量的 2% ～ 3%。 CCSP分子结构为

2条相同肽链反向排列 , 分别通过 3位和 69位上的半胱氨酸

形成的 2个二硫键连接而成。 CCSP每条肽链形成 4个 α螺

旋 , 在 CCSP二聚体 , 8个 α螺旋之间构成一疏水性口袋 , 孕

酮 、 PCB和视黄醇可以结合于其中。在近 30年来的研究过程

中 , 不同研究者根据 CCSP的来源 、 分子量及其生物学特性曾

将它称之为人类蛋白 1、 尿蛋白 1、 子宫球蛋白 、 Clara细胞蛋

白 10 (CC10)、 CC16、 胚泡激肽 、 多氯化联苯 (PCB)结合

蛋白等。近年来随着 CCSP基因敲除小鼠模型 (CCSP-/-)

的建立 , 对 CCSP生理功能的研究取得许多新的进展 , 已经发

现 CCSP具有免疫抑制和内源性抗炎等多种生物学活性 , 表现

为减少炎细胞定位 、 渗出和迁移 [ 4] 。 CCSP在肺部疾病发生发

展中的作用也开始受到广泛重视。

CC-10蛋白是 Clara细胞的分泌产物之一 , 但从 I>0+ >

Ⅱ期尘肺灌洗液中 CC-10含量的变化特点 , 我们可以看出

CC-10的含量总的趋势是在减少 , 但在Ⅰ 期的 CC-10含量要比

其他两个期的含量要大 , 其可能的原因有 CC-10是 Clara细胞

表达分泌的一种内源性抗炎因子 , 在炎性气道疾病中有保护

作用 [ 3] , 当粉尘颗粒进入机体时 Clara细胞会代偿性的分泌

CC-10蛋白 , 使 CC-10蛋白含量增多以保护呼吸道。但粉尘颗

粒大量进入机体后 , 可直接损伤 Clara细胞导致 CC-10分泌下

降 , 肺泡巨噬细胞 (AM)活化后释放的细胞毒素损伤 Clara

细胞 , 粉尘毒性和表面自由基对肺上皮细胞造成损伤 , 而

Clara细胞又是细支气管上皮细胞更新的干细胞。因此长期接

尘人群 Clara细胞的数目将大量减少 , 所分泌的 CC-10蛋白也

保持在较低水平 , 通过检测尘肺灌洗液中 CC-10含量可反映

粉尘对 Clara细胞的损伤情况。

肿瘤坏死因子 (tumornecrosisfactor, TNF)主要由单核

巨噬细胞在病毒 、 炎症介质等刺激下生成的一种多肽。它可

分为两类 , 即 TNF-α、 TNF-β。研究发现 , TNF-α是一种多功

能的细胞因子 , 与许多疾病有关 , 其中它与肝病的发生 、 发

展 、 结局密切相关 [ 5] 。 TNF-α在尘肺病中的主要作用是诱导

炎症细胞的吸附 , 参与其他细胞因子的调节 , 促炎症反应 、

胶原蛋白沉积和促成纤维细胞增殖。分泌增强的 TNF-α通过

改变相关纤维形成因子 (包括纤维结合素 、 胶原蛋白及其他

细胞因子)的转录机制激活炎症级联反应 , 促进炎症的发展。

TNF-α能诱导血小板和嗜酸性粒细胞在肺内聚集 , 激活的血

小板可进一步释放促纤维化细胞因子 , 如血小板源性生长因

子 (PDGF)、 TGF-BElz3[ 6] 。 TNF-α还能增强结节性纤维化

病人肺成纤维细胞分泌 Ⅱ -6及其 mRNA的表达。 TNF-α是由

肺泡巨噬细胞分泌的重要炎性介质 , 在尘肺等以肺纤维化为

主要特征的疾病中具有关键性作用。本研究发现尘肺患者 3

个期别中 TNF-α的含量趋于减少 , 提示粉尘长期刺激肺泡 ,

引起肺泡内巨噬细胞的凋亡 , TNF-α的分泌逐渐减少。

综上所述 , 各种粉尘粒子通过呼吸道进入肺部 , 必然要

引起肺内成分的改变。这些变化彼此间及同肺纤维化之间势

必有某种联系。系统的研究并通过一些严谨细密的动态分析 ,

可揭示肺纤维化的理论机制。
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