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白细胞介素１７在大鼠纤维化模型中的作用及意义

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　　【摘要】　目的　研究白细胞介素１７（ＩＬ１７）在大鼠肺纤维化中的表达及意义。方法　健康ＳＤ大鼠６４只随机

分为健康对照组（Ｎ组）、肺纤维化模型组（Ｂ组）及地塞米松治疗组（Ｄ组）。分别于实验的第７、１４、２８天将 Ｎ组、Ｂ

组处死，Ｄ组于第１４、２８天处死，检测支气管灌洗液及肺组织中ＩＬ１７表达水平；观察其病理学改变并测定肺组织

中羟脯氨酸水平。结果　（１）Ｂ组肺组织病理切片表现为逐渐由肺泡炎至纤维化动态改变过程，肺组织内羟脯氨酸

高于Ｎ组和Ｄ组（犘＜０．０５）。（２）在Ｂ组和Ｄ组中，肺组织和支气管灌洗液中的ＩＬ１７的表达趋势相同，都于第７

天达到峰值，而在Ｎ组中ＩＬ１７呈低水平表达，Ｂ组和Ｄ组ＩＬ１７水平各时间点均明显高于Ｎ组（犘＜０．０５）；肺组织

和支气管灌洗液中ＩＬ１７与肺组织中羟脯氨酸的表达趋势呈负相关（犘＜０．０５）。结论　ＩＬ１７参与肺纤维化形成

过程。
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　　肺间质纤维化（ＩＰＦ）是多种病因引起的异质性疾病，病变

局限于肺部，组织病理学和（或）影像学表现具有普通型间质性

肺炎（ＵＩＰ）的特征
［１］。本实验用博来霉素制备肺纤维化动物

模型，通过检测白细胞介素１７（ＩＬ１７）含量的变化，从而进一步

探讨ＩＰＦ的发病机制，为早期诊断及治疗提供新的理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　健康ＳＤ大鼠６４只，体质量（２４０±２０）ｇ，

清洁级，大连医科大学实验动物中心提供；动物合格证号

ＩＳＣＸＫ（辽）２００８０００２，按清洁级标准正常饲养。

１．１．２　主要实验试剂　注射用盐酸博来霉素，１５毫克／支，日

本化药株式会社生产；ＩＬ１７酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂

盒均由天津市金圣生物试剂公司提供。

１．２　实验方法

１．２．１　动物分组和模型制备　健康ＳＤ大鼠６４只随机分为

健康对照组（Ｎ组）、肺纤维化模型组（Ｂ组）及地塞米松治疗组

（Ｄ组）。（１）Ｂ组制备：将大鼠麻醉，常规消毒后无菌操作下作

颈中切口，逐层分离暴露气管，并用弯尖眼科钳经气管下方穿

过，在直视下用针头穿刺两软骨环间，抬高鼠板头端，保持针头

与气道方向相同，一次性将博莱霉素（ＢＬＭＡ５）５ｍｇ／ｋｇ注入

气管，立即拔出针头，竖立鼠板，保持大鼠直立体位，左右来回

旋转１～２ｍｉｎ，使药液尽可能到达两侧肺部。手术后缝合皮

肤，置其于动物室喂养。（２）Ｄ组模型制备：在肺纤维化模型基

础上第８天开始每日腹腔注射地塞米松注射液３ｍｇ／ｋｇ。（３）

Ｎ组：按照大鼠肺纤维化模型制备方法气管内注射０．９％生理

盐水注射液０．２～０．３ｍＬ。

１．２．２　动物的处死和标本采集　分别于实验的第７、１４、２８天

将Ｎ组、Ｂ组各处死８只，Ｄ组于第１４、２８天各处死８只，方法

是将大鼠眶后动脉放血处死，留取支气管灌洗液，检测ＩＬ１７

含量；取右上肺置于１０％甲醛溶液中固定，石蜡包埋切片，进

行 ＨＥ染色，观察肺组织结构的动态变化；留取右下肺组织，用

于检测ＩＬ１７和ＩＬ１７ｍＲＮＡ的含量；从肺组织上留取约５０

ｍｇ肺组织，测肺组织匀浆中羟脯氨酸（ＨＹＰ）含量。

１．２．３　在肺组织及支气管灌洗液ＩＬ１７水平检测　采用
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ＥＬＩＳＡ，严格按照试剂盒说明书操作。

１．２．４　采用碱水解法测定肺组织羟脯氨酸水平　严格按照试

剂盒说明书操作。

１．２．５　反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测ＩＬ１７ｍＲＮＡ表

达　采用Ｒａｔｂｅｔａ试剂提取总ＲＮＡ逆转录为互补脱氧核糖

核酸（ｃＤＮＡ），以此为模板行ＰＣＲ扩增目的基因引物序列，ＩＬ

１７上游引物：５′ＧＧＧＡＡＧＴＴＧＧＡＣＣＡＣＣＡＣＡＴ３′；下游

引物：５′ＴＴＣＴＣＣＡＣＣＣＧＧＡＡＡＧＴＧＡＡ３′，１０４ｂｐ；Ｒａｔ

ｂｅｔａ上游引物：５′ＡＡＧＡＧＡＧＧＣＡＴＣＣＴＧＡＣＣＣＴ３′；下

游引物：５′ＧＡＧＣＣＡＧＧＧＣＡＧＴＡＡＴＣＴＣＣ３′，７８４ｂｐ。

比较ＩＬ１７与Ｒａｔｂｅｔａ的相对吸光度值并进行半定量分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示。采用组内单因素方差分析和组间多重比较

采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠肺组织病理学改变　Ｎ组双肺呈粉红色，表面光滑，

未见肿胀和出血点。Ｂ组第７天双肺颜色灰暗，光泽差，可见

散在的灶状、片状出血灶。第１４天两肺呈灰白色，较坚实，肺

组织肿胀部分消退，表面有大小不均匀的灰白色小斑块，触及

较硬，弹性差；第２８天两肺呈苍白色，质地较第１４天时硬度增

加，体积有所缩小，肿胀已基本消退，弹性差，表面挛缩变形，出

现结节样，条索状病灶。

光镜观察Ｎ组肺组织结构正常。Ｂ组大鼠第７天肺泡炎

明显，肺泡腔内可见大量炎性细胞渗出，成纤维细胞增殖。第

１４天，大鼠肺炎性细胞浸润减轻，成纤维细胞增多和胶原纤维

增生，部分肺泡结构消失；第２８天，大鼠肺炎性细胞浸润进一

步减轻，肺纤维化程度加重，肺泡结构破坏，纤维组织呈条索样

瘢痕改变，斑片状分布。Ｄ组病理变化与Ｂ组基本相同，不同

时间点，Ｄ组炎症细胞的浸润和纤维细胞增生及胶原纤维的沉

积要轻于Ｂ组。见图１。

　　注：Ｎ为健康对照组；Ｂ７为肺纤维化模型组第７天；Ｂ１４为肺纤维

化模型组第１４天；Ｂ２８为肺纤维化模型组第２８天；Ｄ１４为地塞米松治

疗组第１４天；Ｄ２８为地塞米松治疗组第２８天。

图１　光镜下的肺组织结构（ＨＥ×２００）

２．２ＨＹＰ在各组大鼠肺组织中含量的变化　ＨＹＰ含量在 Ｎ

组大鼠肺组织中随时间变化无明显改变。ＨＹＰ含量在Ｂ组和

Ｄ组大鼠肺组织随时间延长逐渐增加。Ｂ组 ＨＹＰ含量较 Ｎ

组明显增加（犘＜０．０５），Ｄ组 ＨＹＰ含量较Ｎ组明显增加（犘＜

０．０５），较Ｂ组明显减少（犘＜０．０５）。见图２。

２．３　肺组织中ＩＬ１７ｍＲＮＡ和ＩＬ１７的含量　肺组织ＩＬ１７

ｍＲＮＡ的表达在Ｎ组小鼠肺组织中表达较弱，而在Ｂ组小鼠

肺组织第７天达到高峰，第１４天略有下降，第２８天明显下降，

Ｄ组较Ｎ组增加（犘＜０．０５），较Ｂ组减少（犘＜０．０５）。各时间

点之间有差异有统计学意义（犘＜０．０５，表１、图３）。

２．４　肺组织中ＩＬ１７的含量　Ｂ组大鼠肺组织中ＩＬ１７的含

量各时间点较Ｎ组相比显著增高，且在第７天达到高峰（犘＜

０．０５），之后ＩＬ１７含量逐渐减少，但第２８天仍高于 Ｎ组（犘＜

０．０５）。Ｄ组各时间点ＩＬ１７含量均低于Ｂ组（犘＜０．０５），但高

于Ｎ组中的含量（犘＜０．０５），见图４。

　　注：Ｎ组为健康对照组；Ｂ组为肺纤维化模型组；Ｄ组为地塞米松

治疗组。

图２　ＨＹＰ在各组大鼠肺组织中水平变化

　　注：Ｎ为健康对照组；Ｂ７为肺纤维化模型组第７天；Ｂ１４为肺纤维

化模型组第１４天；Ｂ２８肺纤维化模型组第２８天；Ｄ１４为地塞米松治疗

组第１４天；Ｄ２８为地塞米松治疗组第２８天。

图３　肺组织中ＩＬ１７ｍＲＮＡ和ＩＬ１７的水平

表１　肺组织中ＩＬ１７ｍＲＮＡ的表达（狓±狊）

组别 狀 第７天 第１４天 第２８天

Ｎ组 ８ ０．７７７±０．１２７ ０．７８３±０．１３１ ０．８９８±０．１３４

Ｂ组 ８ ２．４８１±０．３５８ ２．１６３±０．４１５ １．６３３±０．２６３

Ｄ组 ８ － １．７３８±０．２７３＃ １．３０８±０．２０９＃

　　注：－表示无数据；与 Ｎ组相比，犘＜０．０５；与Ｂ组相比，＃犘＜

０．０５。

　　注：Ｎ组为健康对照组；Ｂ组为肺纤维化模型组；Ｄ组为地塞米松

治疗组。

图４　ＩＬ１７在肺组织中的表达

２．５　支气管灌洗液中ＩＬ１７的水平　Ｂ组大鼠支气管灌洗液

中ＩＬ１７的水平各时间点较Ｎ组相比显著增高，且在第７天达

到高峰（犘＜０．０５），之后ＩＬ１７水平逐渐减少，但第２８天仍高

于Ｎ组（犘＜０．０５）。Ｄ组各时间点ＩＬ１７水平均低于 Ｂ组

（犘＜０．０５），但高于Ｎ组中的水平（犘＜０．０５），见图５。

２．６　ＩＬ１７在肺组织与支气管灌洗液中的关系及与羟脯氨酸的

关系　ＩＬ１７在肺组织中与支气管灌洗液中呈正相关（狉＝

０．７７４，犘＜０．０１），与羟脯氨酸呈负相关（狉＝－０．８３１，犘＜０．０５）。
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　　注：Ｎ组为健康对照组；Ｂ组为肺纤维化模型组；Ｄ组为地塞米松

治疗组。

图５　ＩＬ１７在支气管冲洗液中的表达

３　讨　　论

ＩＬ１７是一种促炎症性细胞因子，含有１５５个氨基酸的糖

蛋白［２］。Ｔｈ１７是能分泌ＩＬ１７细胞因子的ＣＤ４＋Ｔ细胞，在人

体，除了Ｔｈ１７细胞能分泌ＩＬ１７外，还有γδＴ细胞及 ＮＫ细

胞、嗜酸性粒细胞、中性粒细胞及单核细胞，但主要的来源还是

Ｔｈ１７细胞
［３５］。ＩＬ１７可以促进Ｔ 细胞的激活和刺激上皮细

胞、内皮细胞、成纤维细胞产生多种细胞因子，如ＩＬ６、ＩＬ８、粒

细胞巨噬细胞刺激因子（ＧＭＣＳＦ）和化学增活素及细胞黏附

分子，从而导致炎症的产生。

应用博来霉素制备肺纤维化动物模型是目前公认最接近

人肺纤维化的实验模型［６］。肺内胶原合成的主要细胞是肺成

纤维细胞，羟脯氨酸含量可以用来反映肺内胶原含量，因此纤

维化程度可以用测定肺组织中羟脯氨酸含量来判断。本研究

采用气管内注入博来霉素制备大鼠肺纤维化模型，肺纤维化模

型组及地塞米松组大鼠肺组织羟脯氨酸含量的测定结果随时

间逐渐升高，提示肺纤维化动物模型制备成功。本研究发现，

ＩＬ１７在博来霉素组大鼠肺纤维化发生的早期表达升高，并于

造模后第７天肺泡炎症最重时达到峰值，进而随着肺纤维化的

发展逐渐降低，但仍高于健康对照组。ＩＬ１７在肺组织表达规

律和支气管灌洗液中的变化趋相一致，呈现了先高后低的趋

势，与羟脯氨酸呈负相关。Ｐｒｕｄｈｏｍｎｅ
［７］在研究肺的囊性纤维

化中，提出Ｔｈ１７、ＩＬ１７与肺纤维化有关，Ｄｅｃｒａｅｎｅ等
［８］在检测

ＩＬ１７与ＩＬ２３在肺纤维化患者痰液的 ｍＲＮＡ 表达和蛋白水

平，发现了在肺纤维化的炎症及病理发展过程中ＩＬ２３和ＩＬ

１７起着重要作用。

综上所述，提示ＩＬ１７参与了肺纤维化的全过程，为肺纤维

化的诊断及治疗提供了一条新的思路。但是，肺纤维化发病机

制复杂，有关ＩＬ１７与肺纤维化的发病机制还需进一步研究。
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