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肺纤维化形成过程中大鼠肺成纤维细胞分泌ＴＧＦβｍＲＮＡ及

ＨＧＦｍＲＮＡ对肺泡Ⅱ型上皮细胞的影响

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　　摘　要：目的　研究在肺纤维化形成过程中肺成纤维细胞对肺泡Ⅱ型上皮细胞的影响。方法　用半定量ＲＴＰＣＲ法检测肺

成纤维细胞及肺泡Ⅱ型上皮细胞共培养过程中转化生长因子β（ＴＧＦβ）ｍＲＮＡ、肝细胞生长因子（ＨＧＦ）及肺泡表面活性蛋白 Ａ

（ＳＰＡ）ｍＲＮＡ的表达变化。结果　（１）ＳＰＡｍＲＮＡ的表达实验组低于对照组（犘＜０．０１）；（２）ＨＧＦ、ＴＧＦβｍＲＮＡ的表达实验

组高于对照组（犘＜０．０１）。结论　在肺纤维化的形成过程中，肺成纤维细胞未能促进肺泡Ⅱ型上皮细胞的生长。
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　　肺纤维化（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＰＦ）是由多种原因引起的

弥漫性肺部炎性疾病，其病理特征是肺泡上皮损伤、成纤维细

胞灶的形成、灶性单核细胞浸润以及细胞外基质的过度沉淀，

最终导致了肺组织结构的异常重塑［１３］。

有研究表明，正常肺成纤维细胞能促进肺泡Ⅱ型上皮细胞

的生长，但这种促进作用在ＰＦ的病变过程中是否存在尚无报

道，本实验通过对ＰＦ过程中将成纤维细胞和肺泡上皮细胞共

培养，然后在７、２８ｄ通过ＲＴＰＣＲ分别检测肺泡Ⅱ型上皮细

胞分泌的肺泡表面活性蛋白Ａ（ＳＰＡ）以及肺成纤维细胞分泌

的转化生长因子β（ＴＧＦβ），肝细胞生长因子（ＨＧＦ）的 ｍＲＮＡ

表达来观察成纤维细胞对肺泡Ⅱ型上皮细胞的影响，并研究其

可能机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　注射用平阳霉素（ｐｉｎｇｙａｎｇｂｌｅｏｍｙｃｉｎ）粉剂

（天津市太河制药有限公司产品），ＤＭＥＭ 培养基（美国Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｌｎ产品），小鼠抗大鼠 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，Ｔｒｉｚｏｌ试剂（上海华舜

生物工程有限公司），ＭＭＬＶ逆转录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品），

大鼠ＴＧＦβ、ＨＧＦ、ＳＰＡ及ＧＡＰＤＨ 引物（Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计，由

北京奥科生物科技公司合成）等。

１．２　动物分组　清洁级ＳＤ大鼠（雌性，６～１０周龄，体质量

１３０～２００ｇ，由武汉大学医学院动物部提供）３６只。随机分为

平阳霉素组和生理盐水组，平阳霉素组气管内给药复制大鼠

ＰＦ动物模型（平阳霉素３ｍｇ／ｋｇ），生理盐水组气管内注射等

量生理盐水。分别于７、２８ｄ处死平阳霉素组大鼠１８只，生理

盐水组大鼠１８只，其中平阳霉素组８只及生理盐水组８只提

取肺成纤维细胞，平阳霉素组８只及生理盐水组８只提取大鼠

原代Ⅱ型肺泡上皮细胞，７ｄ和２８ｄ时平阳霉素组和生理盐水

组各取１只鼠做病理切片。分别进行培养。至２种细胞到亚

汇合状态时，再进行如下分组：（１）实验组（Ａ７、Ａ２８）：用平阳霉

素组肺成纤维细胞上清液加入平阳霉素组肺泡Ⅱ型上皮细胞

并培养４８ｈ，平阳霉素组肺泡Ⅱ型上皮细胞上清液加入平阳霉

素组肺成纤维细胞并培养４８ｈ；（２）对照组（Ｃ７、Ｃ２８）：用生理

盐水组肺成纤维细胞上清液加入平阳霉素组肺泡Ⅱ型上皮细

胞并培养４８ｈ，用生理盐水组肺泡Ⅱ型上皮细胞上清液加入平

阳霉素组肺成纤维细胞并培养４８ｈ。

１．３　肺泡Ⅱ型上皮细胞的分离、纯化和鉴定　参照Ｄｏｂｂｓ等

介绍的方法。腹部注射肝素钠４００ｕ／ｋｇ和乌拉坦１ｇ／ｋｇ麻醉

大鼠，无菌条件下打开胸腹腔，经右心室灌流肺循环，同时剪开

腹主动脉，待肺苍白后灌洗肺泡腔。将上述经支气管肺泡灌洗

后大鼠的心肺完整取下，经气管注入８００μｇ／ｍＬ胰蛋白酶和

１００μｇ／ｍｇＤＮＡ酶１０ｍＬ，于３７℃水浴消化２０ｍｉｎ，其间每３

～５ｍｉｎ补充消化液适量。然后用５ｍＬ未灭活新小牛血清终

止消化。将肺组织充分剪碎，振荡５～１０ｍｉｎ，用２００目不锈钢

网过滤，将滤液４ ℃，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。以３ｍＬ
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ＤＭＥＭ（含０．２５％ ＤＮＡ酶Ⅰ１ｍＬ）重新悬浮细胞，经过大鼠

ＩｇＧ免疫黏附２ｈ后重新收集上清液离心，离心后所得细胞重

悬于ＤＭＥＭ，加２０％小牛血清培养。用ＢＣＩＰ／ＮＢＴ试剂盒染

色，肺泡Ⅱ型上皮细胞因为能分泌 ＡＫＰ，所以，细胞内能见蓝

染颗粒（封２图１、２）。

１．４　肺成纤维细胞的分离、鉴定　原代肺成纤维细胞：大鼠腹

腔内注射乌拉坦（１ｇ／ｋｇ）麻醉后，无菌条件下打开胸腹腔，经

右心室用无Ｃａ２＋、Ｍｇ
２＋ＰＢＳ溶液灌流肺循环，同时剪开腹主

动脉放液，气管插管人工缓慢通气，待肺苍白后，从气管插管

处，用无Ｃａ２＋、Ｍｇ
２＋ＰＢＳ溶液灌洗肺泡腔（５０ｍＬ）；无菌条件

下整体 取 出 肺，细 切 成 小 块，用 双 抗 漂 洗 组 织 （青 霉 素

１∶１０００，链霉素１∶４００），后用ＤＭＥＭ培养液洗３次，用含胰

蛋白酶（３ｍｇ／ｍＬ）和ＤＮＡ酶Ⅰ（２．５ｍｇ／ｍＬ）的ＤＭＥＭ培养

液的消化液中消化，置于５％ＣＯ２培养箱３７℃，每次３０ｍｉｎ，

共消化３次（每次均用新配制的消化液）。将每次消化后所得

的液体与等体积含１０％新生小牛血清的ＤＭＥＭ培养液混合，

过无菌纱网后，离心（２５℃，１０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ），再悬浮于

含１０％新生小牛血清的ＤＭＥＭ培养液中，将所得细胞接种于

培养瓶内，３７℃，５％ ＣＯ２孵育箱内孵育，２４ｈ内贴壁细胞即

为肺成纤维细胞。原代肺成纤维细胞的鉴定采用免疫细胞化

学ＳＰ法检测Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达及光学显微镜镜下观察（封２图３、

４）。

１．５　肺成纤维细胞上清液对肺泡Ⅱ型上皮细胞的干预及肺泡

Ⅱ型上皮细胞的ＳＰＡ、ＴＧＦβ、ＨＧＦｍＲＮＡ 的半定量 ＲＴ

ＰＣＲ的检测　２种原代细胞在不同上清液环境下培养４８ｈ

后，倒掉上清液，用酶消化液将培养瓶上细胞消化下来，按Ｔｒ

ｉｚｏｌ试剂一步法分别提取肺成纤维细胞及肺泡Ⅱ型上皮细胞

总ＲＮＡ。经紫外分光光度法定量后，取２μｇＲＮＡ用 ＭＭＬＶ

逆转录酶进行逆转录反应合成ｃＤＮＡ液。以ＧＡＰＤＨ为内参

照，分别取１μＬ模板进行 ＰＣＲ 反应。ＳＰＡ、ＴＧＦβ、ＨＧＦ

ｍＲＮＡ的反应条件均为预变性９５℃、５ｍｉｎ，９４℃、３０ｓ→６０

℃、３０ｓ→７２、℃３０ｓ，２８个循环后７２℃延伸５ｍｉｎ。结果检

测：２％琼脂糖检测，１００Ｖ 电压，ＥＢ染色。结果分析：利用

ＳｙｎＧｅｎｅ公司开发的随凝胶成像系统的ＧｅｎｅＴｏｏｌｓ图像软件

进行半定量分析，比较目标基因与内参基因的相对表达量变

化，并将数据转换到Ｅｘｃｅｌ表格中，利用Ｅｘｃｅｌ做出相对表达趋

势图。

１．６　统计学方法　数据以狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软

件进行统计学分析、标准差分析、狋检验和相关分析。

２　结　　果

２．１　病理组织形态学改变　实验组和对照组７ｄ时，见大量

多形核白细胞、单核／巨噬细胞浸润，肺泡间隔增宽，结构受损，

部分肺泡腔消失，肺泡与肺泡融合，呈现为弥漫性肺泡炎；２８ｄ

肺泡结构破坏，肺间质纤维化形成。给予生理盐水的大鼠肺泡

结构正常，极少炎性细胞浸润。

２．２　肺成纤维细胞上清液与肺泡Ⅱ型上皮细胞共培养后肺泡

Ⅱ型上皮细胞分泌ＳＰＡｍＲＮＡ表达　在第７天时，实验组肺

泡Ⅱ型上皮细胞表达的ＳＰＡ量明显低于对照组（犘＜０．０１），

２８ｄ时实验组ＳＰＡ的表达仍低于对照组（犘＜０．０５）。７ｄ时

无论实验组还是对照组的 ＳＰＡ 的表达都高于２８ｄ（犘＜

０．０５）。

２．３　肺泡Ⅱ型上皮细胞上清液与肺成纤维细胞共培养后成纤

维细胞分泌 ＨＧＦｍＲＮＡ的表达　７ｄ和２８ｄ时，实验组成纤

维细胞表达的 ＨＧＦ量都明显高于对照组（犘＜０．０１），７ｄ时

无论实验组还是对照组的 ＨＧＦ的表达都低于２８ｄ（犘＜

０．０１）。

２．４　肺泡Ⅱ型上皮细胞上清液与肺成纤维细胞共培养后成纤

维细胞分泌ＴＧＦβｍＲＮＡ的表达　７ｄ和２８ｄ时，实验组成

纤维细胞表达的ＴＧＦβ量都明显高于对照组（犘＜０．０１），实验

组ＴＧＦβ的表达在７ｄ和２８ｄ时相比较差异无统计学意义（犘

＞０．０５）。

３　讨　　论

平阳霉素诱导的ＰＦ分两期，早期（７ｄ）为炎性反应期，即

肺损伤阶段，晚期（２８ｄ）为ＰＦ期，即ＰＦ阶段
［４］。ＳＰＡ为肺泡

Ⅱ型上皮细胞中强烈表达、信号最丰富的蛋白，在调节肺顺应

性，维护正常生理功能及增强肺防御能力上有不可忽视作用。

本实验无论７ｄ还是２８ｄ，实验组ＳＰＡｍＲＮＡ的表达均低于

对照组，证明在肺损伤及最终ＰＦ阶段，肺泡Ⅱ型上皮细胞的

生长均受到抑制，尤其在２８ｄＰＦ阶段，ＳＰＡｍＲＮＡ的表达较

前明显减少。

ＨＧＦ是重要的抗纤维化因子，能修复受损肺组织，是重要

的保护性因子［５７］。本实验中，实验组 ＨＧＦｍＲＮＡ的表达高

于对照组，且２８ｄＰＦ阶段高于肺损伤阶段。然而这种 ＨＧＦ

的高表达却未能影响到纤维化的进展。其原因可能为 ＨＧＦ

的受体Ｃｍｅｔ位于肺泡Ⅱ型上皮细胞
［８］，ＰＦ过程中由于肺泡

Ⅱ型上皮细胞的损伤及减少，Ｃｍｅｔ的表达同样减少
［９］，因此，

ＨＧＦ不能有效发挥其保护作用。

ＴＧＦβ是标志性致纤维化因子
［１０１１］，可促进细胞外基质

ＥＣＭ聚集，促进其他促纤维化因子合成
［１２］。本实验中，实验

组ＴＧＦβｍＲＮＡ的表达高于对照组，即在肺损伤及ＰＦ阶段，

ＴＧＦ的表达均有明显增加
［１３］，表明ＰＦ的形成在ＴＧＦβ的作

用下进一步进展。

正常成纤维细胞能促进肺泡Ⅱ型上皮细胞生长，抑制转分

化［１４１５］，本实验中，ＰＦ发展过程中，成纤维细胞高表达 ＨＧＦ

ｍＲＮＡ可能对肺泡Ⅱ型上皮细胞起到一定保护作用，但是纤

维化的趋势已经形成，若不能有效活化，不能与其受体有效结

合，纤维化的发生难以避免。本实验结果显示，ＰＦ形成过程

中，成纤维细胞高表达ＴＧＦβ、ＨＧＦｍＲＮＡ，肺泡Ⅱ型上皮细

胞仍低表达ＳＰＡｍＲＮＡ，肺成纤维细胞未能促进肺泡Ⅱ型上

皮细胞的生长。
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后。近２０年来，随着关节镜技术的进步和微创理念的深入，髋

关节镜越来越受到重视。目前，髋关节镜因其具有创伤小、恢

复快、术野清晰及并发症少的优点，已成为较多髋关节疾病的

主要治疗手段。同时，一些学者利用关节镜进行髋关节圆韧带

损伤的诊断及治疗，取得较为理想的疗效。

Ｇｒａｙ等将圆韧带损伤分为部分、完全及退变性断裂等几

种，并认为损伤后残端组织通常呈现散乱绒毛状病变，继发引

起滑膜刺激症状和关节绞锁及弹响，所以，不论对于哪种类型

损伤，治疗均需要清理局部病变组织。本组病例在髋关节镜下

都清晰探查到圆韧带损伤的位置及类型，并在镜下进行了残端

的清理。术后因其创伤小，患者恢复快，本组３例患者术后１

周髋关节活动恢复正常，绞锁及疼痛症状较快消失。本组患者

在清理时，除采用常规的改良入路外，还利用辅助内侧入路来

获得更为优良的操作空间及视野，但对于内侧入路由于其紧邻

股血管及神经，故操作上应更为谨慎，应具备一定的髋关节镜

操作经验后再采用，避免损伤血管、神经。本组未见任何并发

症出现。当然，相信如果操作器械上能够进一步改良，内侧辅

助入路的必要性将大大减低。尽管部分学者认为无牵引技术

仍然可以很好完成髋关节镜的手术操作，但作者既往临床实践

的经验是，牵引床及Ｃ型臂辅助才能更为顺利的完成手术。

随着髋关节镜更为广泛的应用，无疑将提高包括圆韧带损伤在

内的髋部疾病诊疗水平，增加外科医生对于髋部疾病治疗的选

择，实现检查和手术的微创化。
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