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　　摘　要：目的　对比观察不同剂量吉非替尼对博莱霉素所致大鼠肺纤维化的影响。方法　将７５只雄性ＳＤ大鼠分为５组：对

照组、博莱霉素组、低剂量吉非替尼联用组、中剂量吉非替尼联用组、高剂量吉非替尼联用组，每组１５只。观察大鼠存活情况，第

２１天时杀鼠取左肺石蜡切片行 ＨＥ染色及 Ｍａｓｓｏｎ染色，右肺ＥＬＩＳＡ方法检测羟脯氨酸含量。结果　高剂量吉非替尼联用组能

明显加重博莱霉素所致肺纤维化，Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分、肺组织胶原沉积及羟脯氨酸含量明显增多（犘＜０．０５）。中等剂量吉非替尼联用

组Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分较博莱霉素组差异无统计学意义（犘＞０．０５），羟脯氨酸含量明显增加（犘＜０．０５）。而低剂量吉非替尼联用组各项

指标与博莱霉素组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　吉非替尼能加重博莱霉素所致大鼠肺纤维化，且吉非替尼剂量越

大，大鼠肺纤维化程度越高。
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　　吉非替尼是表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）酪氨酸激酶抑制剂（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，

ＴＫＩ）的一种，目前被广泛应用于进展或难治性非小细胞肺癌

（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）的小分子靶向药物，具有

高选择性和低毒性的优点，在改善晚期 ＮＳＣＬＣ的近远期疗效

与生活质量等方面具有令人鼓舞的前景。在临床诊疗过程中，

间质性肺疾病（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｌｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ，ＩＬＤ）是吉非替尼少见

但致命的不良反应，全球范围内使用吉非替尼治疗 ＮＳＣＬＣ并

发ＩＬＤ的总体发生率约为１％，死亡率高达３０％
［１２］。但目前

国内外有基础研究认为吉非替尼对博莱霉素诱导的大鼠（或小

鼠）肺纤维化有抑制作用，这一结论与临床实践完全相反，故明

确吉非替尼对博莱霉素诱导的肺纤维化的影响有利于探索临

床ＴＫＩ相关性ＩＬＤ的干预措施
［３５］。

ＴＫＩ相关性ＩＬＤ发病率较低，因此单纯用吉非替尼灌胃

动物，成功诱导出肺纤维化概率非常低，动物模型建立困难。

有研究者证实即使单纯大剂量吉非替尼（２００ｍｇ／ｋｇ）灌胃亦

不能引起小鼠明显肺纤维化改变［３４］。博莱霉素诱导的大鼠

肺纤维化动物模型已较成熟，故采用博莱霉素致大鼠肺纤维化

后，以吉非替尼干预博莱霉素所致肺纤维化，观察其对纤维化

的影响是高效、切实可行的办法。本研究建立了博莱霉素致大

鼠肺纤维化模型，探讨不同剂量吉非替尼对纤维化的影响及剂

量与效应之间的关系。

１　材料与方法

１．１　材料　选取６周龄健康雄性ＳＤ大鼠７５只（购自第三军医

２２４４ 重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３３期

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１０７１９１２，８１１７２１１３）；全军医学科技青年培育项目（１３ＱＮＰ１１７）。　作者简介：黄文亭（１９８９－），

在读硕士，主要从事肺纤维化及肺癌靶向治疗研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０２３）６８７５７７９１；Ｅｍａｉｌ：ｈｅｙｏｎｇ＠ｄｐｈｏｓｐｉｔａｌ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。



大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心），体质量２００～

２１０ｇ。吉非替尼购自英国ＴｏｃｒｉｓＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。Ｍａｓｓｏｎ染色

试剂盒由福州迈新生物技术公司生产。ＥＬＩＳＡ试剂盒由武汉优

尔生公司生产。

１．２　方法

１．２．１　动物模型的制备及分组　将７５只ＳＤ大鼠适应性喂

养１周后，分为对照组、博莱霉素组、低剂量吉非替尼联用组、

中剂量吉非替尼联用组和高剂量吉非替尼联用组，每组１５只。

将７５只ＳＤ大鼠分别用１％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后，仰卧

固定于鼠板上，颈部去毛后乙醇消毒，纵行切开颈前皮肤，分离

组织后暴露气管。向气管内注入博莱霉素（５ｍｇ／ｋｇ，５ｇ／Ｌ），

对照组注入无菌生理盐水２００μＬ，注射后迅速将动物直立，旋

转，使药液在肺内分布均匀。各组大鼠于气管内注射当天开始

连续灌胃２１ｄ，对照组与博莱霉素组予生理盐水２ｍＬ灌胃，

低、中、高剂量吉非替尼联用组分别给予相同体积吉非替尼

２０、９０、２００ｍｇ／ｋｇ灌胃。气管内注射后第２１天，杀鼠取肺。

１．２．２　肺组织病理学检查　大鼠左肺以４％多聚甲醛固定

后，石蜡包埋切片，组织切片进行常规 ＨＥ染色及 Ｍａｓｓｏｎ胶

原染色，胶原染色严格按照 Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒说明书进行操

作。纤维化程度按Ａｓｈｃｒｏｆｔ等
［６］的方法进行评分。

１．２．３　肺组织羟脯氨酸含量的测定　采用ＥＬＩＳＡ方法，严格

按照试剂盒说明书操作。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊描述。Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分及羟脯氨酸含量比较采用独

立样本狋检验，大鼠死亡率组间两两比较采用χ
２ 检验。以犘

＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠肺组织病理学检查　实验第２１天对照组肺组织结

构清晰，无明显充血、出血、炎症浸润和纤维化等。博莱霉素组

肺泡间隔明显增宽，炎症细胞浸润，纤维组织增生。低、中剂量

吉非替尼联用组肺组织病理改变与博莱霉素组表现相近。高

剂量吉非替尼联用组见组织破坏严重，纤维化明显，肺泡间隔

内成纤维细胞，上皮下肌成纤维细胞显著增多，炎症细胞浸润，

局部实变。组织切片经 Ｍａｓｓｏｎ染色后肌纤维呈红色，胶原纤

维呈蓝色（图１）。博莱霉素组 Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分较对照组显著增

高（犘＜０．０５）；低、中剂量吉非替尼联用组 Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分与博

莱霉素组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），高剂量吉非替

尼联用组评分较博莱霉素组显著增高（犘＜０．０５）。５组大鼠肺

纤维化病理评分，见表１。

图１　　各组大鼠第２１天时肺组织 ＨＥ染色及 Ｍａｓｓｏｎ染色（×２００）

２．２　大鼠肺组织中羟脯氨酸含量的测定　博莱霉素组大鼠肺

组织中羟脯氨酸含量较生理盐水对照组高（犘＜０．０５）；低剂量

吉非替尼联用组肺组织中羟脯氨酸含量与博莱霉素组比较，差

异无统计学意义（犘＞０．０５）；高剂量吉非替尼联用组及中剂量

吉非替尼联用组肺组织中羟脯氨酸含量明显高于博莱霉素组

（犘＜０．０５），见表１。

表１　　Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分及羟脯氨酸含量比较（狓±狊）

组别 狀 Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分（分）羟脯氨酸含量（μｇ／ｇ）

对照组 １５ ０．３２±０．１４ １２６．１４±１９．８３

博莱霉素组 １５ ５．６９±０．５５! ６３０．９３±２７．６４!

低剂量吉非替尼联用组 １５ ５．７２±０．４１ ６１６．４７±４０．９７

中剂量吉非替尼联用组 １５ ６．２６±０．２９ ７０１．２６±２９．２７▲

高剂量吉非替尼联用组 １５ ８．２７±０．８３▲ ８４２．０２±３４．８２▲△

　　
!：犘＜０．０５，与对照组比较；▲：犘＜０．０５，与博莱霉素组比较；△：

犘＜０．０５，与中剂量吉非替尼联用组比较。

２．３　大鼠一般情况比较　对照组大鼠体格健壮，体质量增加

明显，进食及饮水好，毛发有光泽，活动灵敏，至２１ｄ均存活。

博莱霉素组、低剂量吉非替尼联用组、中剂量吉非替尼联用组

大鼠体质量增加缓慢，精神状态较差，毛发无光泽，活动较少。

高剂量吉非替尼联用组大鼠在给药后第３天有８只出现腹泻，

至第５天１３只大鼠呈稀水样便（包括死亡的７只大鼠），２１ｄ

时仍存活的４只大鼠较其他组大鼠体型明显瘦弱、毛发晦暗、

精神萎靡、反应迟钝。

表２　　不同时间点大鼠死亡情况［狀（％）］

组别 狀 ７ｄ １４ｄ ２１ｄ

对照组 １５ ０（０） ０（０） ０（０）

博莱霉素组 １５ １（６．７）　 ２（１３．３） ４（２６．７）

低剂量吉非替尼联用组 １５ ２（１３．３） ３（２０．０） ４（２６．７）

中剂量吉非替尼联用组 １５ ２（１３．３） ４（２６．７） ５（３３．３）

高剂量吉非替尼联用组 １５ ７（４６．７）! １０（６６．７）!▲１１（７３．３）!▲

　　
!：犘＜０．０５，与博莱霉素组比较；▲：犘＜０．０５，与低、中剂量吉非替

尼联用组比较。
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２．４　各组大鼠死亡率比较　各组大鼠７、１４、２１ｄ死亡率见

表２。

３　讨　　论

动物模型是指用来进行生物学、行为学、自发或诱发性病

理过程研究，能够表现一个或多个方面类似人类或其他动物种

类的研究模型［７］。作为人类疾病的“复制品”，动物模型应具有

再现性好、复制率高等特点。在临床诊疗过程中，吉非替尼治

疗ＮＳＣＬＣ并发相关ＩＬＤ的发病率低，单纯用吉非替尼灌胃动

物再现性差。本研究以博莱霉素建立ＩＬＤ模型为基础，予吉

非替尼干预，可以观察到吉非替尼对ＩＬＤ动物模型肺纤维化

程度的影响。因此，该模型是研究ＴＫＩ相关性ＩＬＤ的一个可

靠的模型。但该模型仍有一定的局限性。博莱霉素诱导的肺

纤维化按病理变化可分为４个阶段，１４～２８ｄ为肺间质弥漫性

纤维化期，故鼠肺纤维化实验通常需要观察到１４ｄ后，甚至更

长［８］。在本动物实验中，高剂量吉非替尼联用组大鼠呈稀水样

便，２１ｄ时较其他组大鼠体型明显瘦弱，死亡率高达７３．３％。

吉非替尼常见的药物不良反应中消化道症状发生率高达

８４．８％，其中腹泻占４３．３％
［９］。因此本研究认为，在吉非替尼

干预博莱霉素诱导的大鼠肺纤维化动物实验中，消化道不良反

应是严重影响动物存活率，增加非纤维化相关死亡的主要原

因。这也是该模型有待解决及提高的方面。

吉非替尼可加重博莱霉素所致大鼠肺纤维化，该动物研究

结果与既往大量临床实践中患者服用吉非替尼导致严重间质

性肺炎的情况一致，这进一步肯定了吉非替尼可诱导ＩＬＤ而

非抑制ＩＬＤ
［１０］。之前有学者提出，２００ｍｇ／ｋｇ吉非替尼联用能

抑制博莱霉素诱导的肺纤维化的结论，探究其原因，可能与纤

维化模型建立成功与否及动物数量多少有关。本研究建立纤

维化动物模型采用的是大鼠气管切开注射博莱霉素的方法，确

保了博莱霉素通过气道进入肺从而致纤维化［１１１２］。另一方

面，各组动物避免了死亡导致的剩余样本量太少造成的误差。

在博莱霉素致纤维化的情况下，高剂量吉非替尼联用组大

鼠纤维化病理改变明显加重（犘＜０．０５），Ｍａｓｓｏｎ染色示肺组

织中胶原沉积明显增多，肺组织羟脯氨酸含量显著升高（犘＜

０．０５）。虽然中等剂量吉非替尼联用组 Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分较单纯

气道内注入博莱霉素组差异无统计学意义（犘＞０．０５），但羟脯

氨酸含量有明显增加（犘＜０．０５）。而低剂量吉非替尼联用组

各项指标与博莱霉素组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

以上研究结果提示，吉非替尼剂量越大加重纤维化的程度越

高，呈剂量效应关系。吉非替尼在临床应用中，其推荐剂量为

２５０ｍｇ／ｄ，且不因年龄、体质量以及基础疾病等原因对剂量进

行调整。已有多项临床研究表明，既往患有低蛋白血症或肺间

质纤维化等疾病会增加ＩＬＤ发生的风险，其原因是否与吉非

替尼血药浓度增加有关尚不清楚［１３］。因此，笔者认为对每天

服用２５０ｍｇ推荐剂量吉非替尼并伴有低体质量、营养不良或

ＩＬＤ病史的患者，吉非替尼的使用需谨慎。

综上所述，吉非替尼能加重博莱霉素所致大鼠肺纤维化，

且吉非替尼剂量越大，大鼠肺纤维化程度越高。吉非替尼干预

博莱霉素所致大鼠肺纤维化是研究ＴＫＩＩＬＤ的一个可靠的模

型，在此基础上可进一步探讨其效应及发病机制，探索临床

ＴＫＩ相关性ＩＬＤ的干预措施，乃至开发有效治疗药物。
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