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!!摘!要"目的!研究@-K%'C90E5$5#@-CE5$5$对肺尘埃沉着病肺纤维化的作用机制!为肺尘埃沉着病的二

级预防提供新的策略和方法%方法!通过体外实验初步探讨@-C<5$5在V-[# 粉尘诱导肺纤维化中的调节作

用%选取V̂ P级健康成年雄性小鼠5;只!将其分为空白对照组"生理盐水组和V-[# 组!每组"只%采用V-[#

粉尘混悬液构建小鼠肺尘埃沉着病模型!TZ染色观察大鼠肺组织形态学改变'采用实时定量 3̂C"蛋白质印

迹法检测各组小鼠肺组织中@-CE5$5和$型胶原蛋白#3'F$$表达水平%结果!模型组在#;N形成肺尘埃沉

着病模型%空白对照组及生理盐水组小鼠肺组织结构完整!肺泡间隔均匀!无间质纤维组织增生!V-[# 组小鼠

肺部组织发生纤维化!肺部结构被破坏!肺间质和肺泡内有大量的细胞浸润!并伴有炎症反应!血管壁增厚%

V-[# 组的@-CE5$5表达水平低于空白对照组!而3'F$蛋白水平高于空白对照组!差异均有统计学意义#H'$=

$7$%结论!@-CE5$5通过参与抑制炎症因子的释放!从而实现对肺尘埃沉着病模型细胞的纤维化的抑制%

关键词"肺尘埃沉着病'!微小C90E5$5'!肺纤维化
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出现广泛结节性纤维化病变)5*(数据显示#我国至今

肺尘埃沉着病患者累计超D$万人)#*(肺尘埃沉着病

患者的预后情况都较差#因此找寻新的治疗方向成为

当今的研究热点(研究显示#@-K%'C90$@-C90%可

通过调控相关的信号通路#参与到纤维化的过程

中)!*#本研究在此基础上#进行细胞实验#通过观察相

关指标水平在不同对照实验组的变化#研究 @-C90E

5$5$@-CE5$5%在延缓肺尘埃沉着病肺纤维化中的作

用及机制(

$!材料与方法

$=$!材料!V̂ P级健康成年雄性37D(A""小鼠5;
只##月龄#体质量#$&#7?#购自南昌大学医学院动

物中心(

$=/!仪器与试剂![FG@&JL光学显微镜$[FG@&JL
公司%#P'%@*!553[# 细胞培养箱+Z3[$=6超净工

作台+V-I@I/L低温<;$ _冰柜+低温离心机$美国

4.I%@'公司%#: _冰箱及<#$ _冰箱$德国V-IE

@I/L公司%+8̀ ÈD3]IL+I%/电泳仪$北京六一生物

科技有限公司%+V̂ AE#7$电热恒温水浴锅$北京泰瑞

有限公司%&兔抗鼠$型胶原蛋白$3'F$%抗体$,I/IE

4I\公司%#羊抗兔免疫球蛋白 ,$2?,%抗体$碧云天

生物技术公司%#C2̂ 0裂解液+蛋白酶抑制剂$上海贝

博生物公司%&V8VÊ 0,Z凝胶制备试剂盒$庄盟生物

公司%&(30蛋白定量试剂盒$北京百莱公司%#V-[#

粉尘$V-?@*公司%(

$='!方法

$='=$!肺尘埃沉着病小鼠的构建!将5;只雄性

37D(A""小鼠均分为空白对照组+生理盐水组及

V-[# 组#各组小鼠称体质量后#用D7>乙醇消毒#钝

性分离皮肤#逐层暴露气管(生理盐水组+V-[# 组分

别使用微量注射器吸取7$!A生理盐水或V-[# 粉尘

混悬液后#经两气管软骨环间隙朝向心端刺入气管#

空白对照组小鼠只做假手术处理(待动物清醒后#常

规饲养(

$='=/!小鼠肺组织形态!各组小鼠处死后留取肺组

织#取部分肺组织采用:>的多聚甲醛固定#:.#经梯

度乙醇脱水+二甲苯透明+石蜡包埋等步骤后#以7 0

@厚度连续切片#TZ染色后#采用光学显微镜观察

各组小鼠肺组织形态(

$='='!小鼠肺组织 @-C<5$5表达水平检测!小鼠

处死后留取肺组织#通过实时定量 3̂C检测各组小

鼠肺组织中@-C<5$5的表达水平(

$='=1!小鼠肺组织3'F2表达水平检测!采用C2̂ 0
裂解液和蛋白酶抑制剂预混液裂解细胞#将上清液置

于<;$_保存#采用蛋白质印迹法对蛋白质进行定量

检测#各组细胞的蛋白样品通过V8VÊV,Z凝胶电泳

进行分离( Ŷ8P膜恒流#$$@0进行转模#转膜结

束用考马斯亮蓝染色液观察凝胶中蛋白转移情况(

用丽春红染色液对 Ŷ8P膜进行染色#膜上有粉红色

条带表明蛋白转移成功(使用4(V4缓冲液漂洗干

净#进行免疫检测#7>脱脂奶粉封闭膜#:_过夜(按

照兔抗鼠一抗说明书配制好反应液#孵育#.(4(V4
缓冲液漂洗!次#按照羊抗兔二抗说明书配制好二抗

反应液#孵育#.(4(V4缓冲液洗膜!次#显色后上

机采图(应用2@*?IA*O医学图像分析软件对蛋白质

印迹所表达的条带进行半定量检测#用平均光密度

$0%表示(框取各泳道蛋白#对照彩色 1*%)I%分层

及相应的分子量标记#测出0#目的蛋白0"大鼠,肌

动蛋白$,E*K+-/%0(

$=1!检测指标!$5%比较各组小鼠肺组织形态学变

化&$#%比较各组小鼠肺组织的@-CE5$5和3'F$蛋白

表达水平(

$=2!统计学处理!应用2@*?IA*O41 进行图像采

集#采用V̂ VV#5=$统计软件进行数据分析(符合正

态分布的计量数据以3h5表示#两组间比较采用9
检验(以H'$=$7为差异有统计学意义(

/!结!!果

/=$!肺尘埃沉着病小鼠的构建情况!V-[# 组在#;N
形成肺尘埃沉着病模型(空白对照组及生理盐水组

小鼠肺组织结构完整#肺泡间隔均匀#无间质纤维组

织增生(V-[# 组小鼠肺部组织发生纤维化#肺部结构

被破坏#肺间质和肺泡内有大量的细胞浸润#并且伴

有炎症反应#血管壁增厚(

/=/!肺尘埃沉着病小鼠肺组织形态学改变!空白对

照组及生理盐水组肺泡结构正常#肺泡壁薄&V-[# 组

肺泡间隔增宽#肺泡壁增厚#结构塌陷#纤维细胞和肉

芽肿明显#炎症细胞大量浸润#肺间质实变充血#残存

少量正常肺泡(见图5(

/='!三组小鼠肺组织的 @-CE5$5和3'F$蛋白表达

水平比较!生理盐水组肺组织的@-CE5$5和3'F$蛋

白表达水平与空白对照组比较#差异无统计学意义

$H%$=$7%(V-[# 组的 @-CE5$5表达水平低于空白

对照组#而3'F$蛋白水平高于空白对照组#差异均有

统计学意义$H'$=$7%(见表!(
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!!注!0为空白对照组&(为生理盐水组&3为V-[#组(

图5!!各组小鼠肺组织形态学变化%TZ染色)j#$$&

表!!!各组肺尘埃沉着病小鼠肺组织的 @-CE5$5和

!!!3'F$蛋白表达水平比较%3h5&

组别 @-CE5$5 3'F$蛋白$!?"A%

空白对照组 5=$!h$=$: $=:;h$=$6

生理盐水组 5=$#h$=$! $=:!h$=$D

V-[#组 $=7"h$=$7" $=;#h$=55"

!!注!与空白对照组比较#"H'$=$7(

'!讨!!论

肺尘埃沉着病是我国目前危害最严重和造成严

重社会影响的职业病(肺尘埃沉着病的肺纤维化涉

及大量细胞因子及细胞因子形成的复杂网络系统(

近年来发现@-C90可以靶向作用于相关的信号传导

通路):E7*#对组织纤维化的发生+发展起到重要作用(

国外研究表明 @-CE5$5在博来霉素诱导的小鼠肺纤

维化模型中表达下调#可抑制成纤维细胞活化)"E;*(

目前已知肺尘埃沉着病的病理改变包括结节+弥漫性纤

维化+尘斑#但肺纤维化发病机制较为复杂尚未完全明

确)6E5#*(肺纤维化是由于各类刺激导致的肺泡上皮细

胞损伤#进一步与成纤维细胞作用#在肺损伤区域出现

肺成纤维细胞细胞累积#肺成纤维细胞灶从而形成)5!*(

V-[# 进入肺组织后#能够激活细胞自噬#进而释

放大量炎症细胞因子#造成持续性循环信号错误传

导#导致级联放大效应#造成不可逆的肺组织损伤#致

使患者生存质量下降(TZ染色后观察各组小鼠肺组

织形态学改变发现#空白对照组及生理盐水对照组肺

泡结构正常#肺泡壁薄&V-[# 模型组肺泡间隔增宽#肺

泡壁增厚#结构塌陷#纤维细胞和肉芽肿明显#炎症细

胞大量浸润#肺间质实变充血#残存少量正常肺泡#提

示V-[# 干预后肺组织损伤严重(

@-C90 是一类内源基因编码的非编码单链

C90分子#可对基因表达进行调控(@-CE5$5过表

达可以减轻心肌梗死后心肌纤维化#也可作为其他器

官纤维化疾病潜在治疗靶点(本研究结果表明#V-[#

组的@-CE5$5表达水平低于空白对照组$H'$=$7%#

提示@-CE5$5是一种负性调控因子#在肺尘埃沉着病

纤维化中发挥了同样的作用(本研究结果显示#空白

对照组与生理盐水对照组小鼠肺组织的 @-CE5$5和

3'F2表达水平比较#差异无统计学差异$H%$=$7%#

而V-[#组的@-CE5$5表达水平显著降低#3'F2蛋白

水平则显著升高#差异均有统计学意义$H'$=$7%#表

明V-[# 粉尘能够激活肺纤维化细胞#使3'F$蛋白表

达水平明显升高#提示有大量成纤维细胞发生了转

化#而 @-CE5$5可改善V-[# 粉尘诱导的肺纤维化(

既往研究表明#@-CE5$5是一种抗纤维化的 @-K%'CE

90)5:*#与本研究结果一致(

综上所述#@-CE5$5的特异性表达抑制了肺纤维

化的发病过程#调控@-CE5$5可作为肺纤维化治疗的

有效方法#为肺纤维化的临床诊断和治疗提供新的依

据和方向(
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