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要#目的
!

探讨甘草酸二铵治疗博莱霉素致肺纤维化大鼠的作用及其机制&方法
!

将清洁级大鼠
#$

只随机分成对照

组$博莱霉素所致大鼠肺纤维化组"模型组%$甘草酸二铵组和地塞米松"

-j,

%组&

-j,

组和甘草酸二铵组滴注博莱霉素致肺纤

维化动物模型第
&9

天开始!连续
F#E

腹腔内分别注射
-j,

注射液
%1

L

(

R

L

[F
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E

[F和甘草酸二铵
FD$1
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FD

天取左肺下叶用于免疫组化检测转化生长因子
#

F

"

C*c:

#

F

%$

$

干扰素"

Xc/:

$

%表达!右肺下叶经
AV

染色病理观察&用
V0X+'

双

抗体夹心法测定各组大鼠血清
C*c:

#

F

$白细胞介素
#

"

X0:#

%$

Xc/:

$

含量&结果
!

"

F

%甘草酸二铵组与
-j,

组大鼠肺纤维化程度

均较轻微'"

&

%模型组大鼠肺组织
C*c:

#

F

染色呈强阳性反应!

Xc/:

$

染色较淡!而甘草酸二铵组与
-j,

组
C*c:

#

F

$

Xc/:

$

染色及

定量表达则相反"

I

$

$G$F

%'且甘草酸二铵组与
-j,

组相比!

C*c:

#

F

定量表达有差异"

I

$

$G$D

%&"

%

%模型组大鼠血清
C*c:

#

F

$

X0:#

含量较高!

Xc/:

$

含量较低'而甘草酸二铵组和
-j,

组则相反"

I

$

$G$F

%&结论
!

甘草酸二铵可以下调大鼠肺组织
C*c:

#

F

$

X0:#

的表达!降低其血清含量'上调肺组织
Xc/:

$

的表达!增加其血清含量!从而减轻肺纤维化&

关键词)肺纤维化'干扰素
&

'转化生长因子
#

F

'白细胞介素
#

'博莱霉素'甘草酸二铵
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细胞因子网络在特发性肺纤维化$

X(c

%的发生中发挥重

要作用#这些细胞因子能影响疾病过程中纤维化的进程#一些

细胞因子在调节及维持肺纤维化过程中具有决定性作用)

F

*

(

甘草酸二铵具有较强的非特异性的抗炎作用#其抗炎作用与皮

质醇类似#可减少肝细胞的水肿'坏死#同时甘草酸二铵调节内

源性类固醇水平#而无盐皮质激素样不良反应)

&

*

(本实验根据

甘草酸二铵这一药理作用探讨其对肺纤维化的治疗作用及对

细胞因子的影响#以期为临床防治肺纤维化奠定良好的实验

基础(

A

!

材料与方法

AGA

!

试剂
!

甘草酸二铵为江苏正大天晴药业股份有限公司产

品#国药准字
AF$B#$FBF

#生产批号
&$$$$FFD$#

&注射用盐酸

博莱 霉 素 为 日 本 化 药 株 式 会 社 产 品#进 口 许 可 证 号

j&$$$$%#B

&地塞米松磷酸钠注射液为西南药业股份有限公司

产品#国药准字
AD$$&F#H%

#生产批号
&$$$$&$H$#

&浓缩型兔

抗大鼠转化生长因子
#

F

$

C*c:

#

F

%抗体和
$

干扰素$

Xc/:

$

%抗

体为
+=87=!3>b

公司产品&即用型
+';!

试剂盒$兔
X

L

*

%和

-';

显色试剂盒为北京中杉金桥生物技术有限公司产品&大

鼠
C*c:

#

F

'白细胞介素
#

$

X0:#

%和
Xc/:

$

V0X+'

试剂盒为美

国
Y=

@

4E;4?

公司产品(

AGB

!

动物来源及分组
!

健康清洁级雄性大鼠
#$

只$

D

周龄%#

合格证号!

+!j)$$&$FD9

#体质量$

F9$Z&$

%

L

#由温州医学院实

验动物中心提供&随机分为对照组'博莱霉素致肺纤维化组$模

型组%'地塞米松治疗组$

-j,

组%和甘草酸二铵治疗组$甘草

酸二铵组%共
#

组#每组
F$

只#常规喂养(

AGC

!

造模方法
!

参照文献)

%

*的方法#对大鼠气道内滴注博莱

霉素致肺纤维化模型的方法略作改进(对照组以等量的生理

盐水代替博莱霉素气管内滴注(甘草酸二铵组和
-j,

组于

造模后第
&9

天开始#分别给已制成的肺纤维化动物模型连续

F#E

腹腔内注射甘草酸二铵
FD$1

L

,

R

L

[F

,

E

[F和地塞米松

&&F

重庆医学
&$FF

年
F

月第
#$

卷第
&

期



注射液
%1

L

,

R

L

[F

,

E

[F

$浓度
D1

L

"

10

%#第
#%

天全部处死(

AGD

!

标本采集
!

大鼠血清采集!

&̂

戊巴比妥钠腹腔内注射麻

醉#仰卧位开腹腔#取腹主动脉近心端断端全血
H

(

910

#室温

静置
&M

后#

%$$$3

"

148

离心
FD148

#取上层血清保存
[J$\

冰箱中备用(取大鼠左肺下叶和右肺下叶
F51_F51_O51

大小的组织#固定于
F$̂

甲醛溶液中#分别用于免疫组化检测

和病理组织学观察(

AGE

!

检测指标及方法

AGEGA

!

普通病理观察
!

肺组织常规
AV

染色(肺组织切片肺

泡炎按
)M=O48

等)

#

*标准判断(

[

!无肺纤维化&

a

!轻度肺纤

维化#受累面积少于全肺
&$̂

&

aa

!中度肺纤维化#受累面积

占
&$̂

(

D$̂

&

aaa

!重度肺纤维化#受累面积大于
D$̂

#肺

泡结构紊乱(

AGEGB

!

肺免疫组化检测
!

Xc/:

$

'

C*c:

#

F

检测按免疫组化试

剂盒$

+';!

法%说明书进行(

C*c:

#

F

在博莱霉素致肺纤维化

大鼠肺组织中的不同部位表达情况定量分析#据
XA!

染色程

度分为
#

级!不显色为阴性$

[

%&显色稍深于背景#浅棕色为弱

阳性$

a

%&显色部位与背景明显区别#棕色为阳性$

aa

%&显色

部位深度着色#深棕色为强阳性$

aaa

%(肺组织
C*c:

#

F

的

XA!

表达结果用
+(.C

及
X((

图像采集分析系统处理#

#$_

F$

视野下观察采集图像#用
X1=

L

6:(3?(O><HG$

版专业图像分

析软件处理结果#以累积光密度值$

X.-

%表示
C*c:

#

F

表达的

相对强度#每张切片选
D

个免疫反应较强视野进行分析(

Xc/:

$

在博莱霉素致肺纤维化大鼠肺组织中的不同部位表达情况

定量分析方法与
C*c:

#

F

的定量分析方法相同(

AGEGC

!

大鼠血清
C*c:

#

F

'

X0:#

'

Xc/:

$

的测定
!

采用双抗体夹

心
V0X+'

法#按试剂盒说明书进行(

AGF

!

统计学处理
!

资料采用
+(++FFG$

统计软件进行分析#

计量资料以
HZ;

表示#组间比较采用多组间的方差分析$

O

检

验%#如差异有统计学意义#再进行组间两两比较#用
0+-:8

检

验(以
I

$

$G$D

为差异有统计学意义(

B

!

结
!!

果

BGA

!

肺组织病理变化
!

普通病理观察!对照组未出现明显的

病理变化$封
%

图
F

%(模型组肺泡壁增厚#肺纤维化程度重#

肺泡结构破坏#肺泡腔消失$封
%

图
&

%(甘草酸二铵组肺泡腔

内残留少量炎性细胞#肺组织结构比较完整#无肺纤维化形成

$封
%

图
%

%(

-j,

组肺组织病理变化基本同甘草酸二铵组(

对照组大鼠几乎无肺泡炎及肺纤维化发生(模型组造模后第

#%

天肺纤维化广泛形成&甘草酸二铵组和
-j,

组比模型组大

鼠肺纤维化发生率低#且程度轻#见表
F

(

表
F

!!

各组大鼠肺纤维化分级

组别
#

肺纤维化分级$

#

%

[ a aa aaa

对照组
F$ $ $ $ $

模型组
F$ $ $ # H

-j,

组
F$ D # F $

甘草酸二铵组
F$ H # $ $

BGB

!

肺组织
C*c:

#

F

和
Xc/:

$

的表达
!

对照组只有较大血

管'支气管壁的平滑肌细胞
C*c:

#

F

呈中度阳性反应#其余细

胞均为弱阳性反应(模型组病变区有少许炎症细胞#肺泡间质

中
C*c:

#

F

阳性反应的成纤维细胞'肌纤维母细胞等间质细胞

明显#阳性反应增强#并可见沉积的细胞外间质呈片块状'粗条

索状阳性着色$封
%

图
#

%&甘草酸二铵组和
-j,

组
C*c:

#

F

阳

性反应细胞较少#基本为弱阳性反应$封
%

图
D

%(模型组细胞

间质
Xc/:

$

阳性反应较弱#而甘草酸二铵组和
-j,

组
Xc/:

$

阳性反应较强$封
%

图
H

%#见表
&

(

表
&

!

肺内间质
C*c:

#

F

和
Xc/:

$

的定量表达&

X.-

$

HZ;

'

组别
C*c:

#

F

Xc/:

$

对照组
F%G#JZHG9H

'

FFGBBZHGB&

'

模型组
F9G$JZDG9F BG#&Z%GHJ

-j,

组
F$GD$ZDGFD

'

F%G9DZJG#9

'

甘草酸二铵组
F%GH$ZDGB$

' (

F#G#BZDGJB

'

O FFG&# %G#D

I $G$$$ $G$F9

!!

'

!

I

$

$G$F

#与模型组比较&

(

!

I

$

$G$D

#与
-j,

组比较(

BGC

!

大鼠血清
C*c:

#

F

'

X0:#

和
Xc/:

$

含量
!

各组大鼠血清标

本
C*c:

#

F

'

X0:#

和
Xc/:

$

含量见表
%

(模型组大鼠血清
X0:#

和
C*c:

#

F

含量高于其他组#

-j,

组与甘草酸二铵组血清

C*c:

#

F

含量相比#差异无统计学意义$

I]$GFHB

%(

-j,

组'

甘草酸二铵组血清
X0:#

含量两两相比差异也无统计学意义$

I

%

$G$D

%(甘草酸二铵组血清
Xc/:

$

含量最高#但与
-j,

组

相比差异无统计学意义$

I]$G%9B

%#两组与模型组相比差异

有统计学意义#

I

值分别为
$G$$$

'

$G$$F

(

表
%

!!

各组大鼠血清
C*c:

#

F

"

X0:#

和
Xc/:

$

!!!

含量&

HZ;

$

@L

%

10

$

#]F$

'

组别
C*c:

#

F

X0:# Xc/:

$

对照组
$GJFZ$G&H

'

FFG%FZ%GH$

'

D%G9BZ&9G%9

'

模型组
FGDDZFG$H &JG&JZFDGBJ FFG%%ZF$G#B

-j,

组
$GBDZ$GD$

'

FHG$9ZDGDB

'

D#G#9Z&%G9%

'

甘草酸二铵组
$G#9Z$GF#

' (

9GJ%Z#G&$

' (

H%G#JZFBGB%

' (

O %GBB #GD& JG9D

I $G$FJ $G$F# $G$$F

!!

'

!

I

$

$G$F

#与模型组比较&

(

!

I

%

$G$D

#与
-j,

组比较(

C

!

讨
!!

论

!!

C*c:

#

F

是一种调节细胞活动的多功能调节肽#在纤维化

大鼠肺内主要由肺泡巨噬细胞分泌#它能够从周围组织中募集

成纤维细胞并能刺激未成熟成纤维细胞增生和分化)

#:D

*

(还能

刺激成纤维细胞大量合成胶原蛋白
)

'

,

'

-

型#尤其是
-

型胶

原蛋白#以增加肺间质的胶原成分#同时还可抑制胶原蛋白酶

及纤溶酶原激活物的合成#增加蛋白酶抑制物的形成#以减少

肺间质细胞外基质的降解#造成细胞外基质调控失衡#引起肺

纤维化(

!!

X0:#

一方面激活
C

淋巴细胞分化为
CM&

并促使其产生

X0:#

'

X0:D

#这些细胞因子再次作用于
C

淋巴细胞#并抑制
CMF

细胞形成和分泌
X0:&

'

Xc/:

$

和
C/c:

#

等细胞因子&另一方面

诱导成纤维细胞合成胶原#刺激细胞外基质蛋白的表达#调节

细胞的增殖和分化#并在调节炎性反应和细胞介导的免疫应答

方面发挥重要作用)

H

*

(

Xc/:

$

可抑制
CM$

细胞向
CM&

细胞转化#同时抑制
CM&

细胞合成和分泌细胞因子如
X0:#

'

X0:D

等#削弱
X0:#

使成纤维

%&F
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细胞活化为具有纤维化活性的肌成纤维细胞这一效应#从而拮

抗其致纤维化活性(它对细胞外基质蛋白#如胶原'纤维连接

蛋白等的生成也有显著的抑制作用(有实验证明
Xc/:

$

可以

下调小鼠巨噬细胞中
C*c:

#

F

的过度表达#从而下调前胶原的

表达#使间质中胶原积聚减少)

J

*

(因此#细胞因子网络能影响

X(c

疾病过程中成纤维细胞的活化'增殖及胶原的沉积)

%

*

(

甘草酸二铵是从药用植物甘草根'茎中提取的一种有效的

活性成分#具有抗炎'免疫调节'抗氧化'影响内源性类固醇激

素和保护细胞膜结构等广泛的药理学作用)

9

*

(有研究表明甘

草酸二铵可以抑制活化的巨噬细胞分泌炎性因子#如
X0:#

'

C*c:

#

F

等)

B

*

&还可以抑制嗜酸性粒细胞活化趋化因子的分泌#

而嗜酸性粒细胞活化趋化因子可以募集嗜酸性粒细胞并促进

其分泌其他的炎症因子#如
X0:#

'

X0:D

'

C*c:

#

F

等)

F$

*

(本实验

结果显示#甘草酸二铵组大鼠
AV

染色显示细胞基膜完好#成

纤维细胞的增生及间质胶原纤维的沉积范围及程度显著小于

模型组&免疫组化检测表明肺组织内
C*c:

#

F

阳性反应细胞较

少#基本为弱阳性反应#强度和范围显著小于模型组#这与叶进

燕等)

&

*报道类似&而
Xc/:

$

阳性反应细胞较多#较模型组表达

明显(甘草酸二铵组大鼠血清中
C*c:

#

F

'

X0:#

含量明显较模

型组低#而
Xc/:

$

则相反(因此本实验结果表明甘草酸二铵可

以促进大鼠肺组织分泌
Xc/:

$

#抑制
X0:#

'

C*c:

#

F

的生成#具

有较强的抗肺纤维化作用(虽然甘草酸二铵组与
-j,

组相

比在以上因子的表达方面差异无统计学意义#但甘草酸二铵无

盐皮质激素样不良反应(
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