
染石英及石棉尘大鼠肺灌洗液

SDS-PAGE测定
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　　摘　要　目的　探讨尘肺发病机理。方法　采用 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS-PAGE)技术对染

石英 ( 25mg /只 ) 或石棉尘 ( 5mg /只 ) 大鼠支气管肺泡灌洗液 ( BALF) 进行了测定 , 并在光镜下观察

天狼星红染色肺组织Ⅰ 、Ⅲ型胶原分布情况。结果　染石英不同时间大鼠 BALF中存在 5条分子量分别

为 90, 66, 60, 25, 14 KD的蛋白质条带。染石棉大鼠 BALF仅有一条带 , 分子量为 66KD。染石英两周

时 , 大鼠肺组织细胞纤维性结节中即有少量Ⅰ 型胶原沉积 , 2个月时Ⅰ 型胶原明显增加、 粗大。石棉组 3

个月时肺间质中有Ⅰ 型胶原存在。两组均未见明显Ⅲ型胶原。结论　染石英大鼠 BALF中不同分子量

蛋白质的出现可能对矽肺的发生有一定的促进作用。

关键词　石英　石棉　 BALF　 SDS-PAGE

　　 Analysis of　 SDS-PAGE on BALF in Rats Exposed to Quartz or ChrysotileChen Li ,
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Abstract In o rder to explo re the pa thogenesis o f pneumoconiosis, SDS-polyacr ylamide gel elec-

tr ophor esis ( SDS-PAGE) was used to analy se the changes o f bronchoalv eo la r lav age fluid ( BALF) in

male r ats, a t 0. 5, 1, 2, 3, 5 months a fter intrat rachea l injec tion of qua rtz ( 25mg /rat ) o r Canada U ICC

chry so tile ( 5 mg /ra t) , and the lung histopa tho lo g y with picro sirius stain we re examined. The results

show ed tha t there w ere fiv e pr otein bands in BALF o f quar tz exposed rats and their molecular weights

w ere 90, 66, 60, 25, 14 KD, respectiv ely; only one-band with 66KD mo lecular w eight we re found in

BALF o f chry so tile exposed ra ts. The collag ens I deposit ed in pulmonar y fibro tic nodes in quar tz ex-

po sed rats could be seen in two week expo sure, then g radua lly incr eased. Co llag ens I w er e only found

in thickened lung inte rstitial tissues of chr ysotile exposed rats after 3 month exposure, no co llag ensⅢ

w ere found in tw o g roups. The conclusion seems tha t the existing o f pro teins with different mo lecula r

w eigh t in BALF o f quar tz expo sed ra ts migh t play a pr omo ting ro le in the development o f silico sis.

Key words　 Quar tz,　 Ch ry so tile,　 Bronchoalv eolar lavage fluid ( BALF) ,　 SDS-po lyac ry lamide

gel electropho resis ( SDS-PAGE)

　　石英、石棉等各种矿物性粉尘经呼吸道进

入肺部之后可引起肺内一系列的生理、病理改

变 , 最终导致肺纤维化。许多研究认为肺泡巨

噬细胞在这一系列的变化中起关键作用。巨噬

细胞受到粉尘刺激之后释放多种蛋白质因子

作用于成纤维细胞 , 并影响胶原的合成。但

　　作者单位: 110024　沈阳市劳动卫生职业病研究所 (陈

莉、 王迎春、 富博、 杨鸿武 ) , 中国医科大学科技开发公司

(汤天趵 )

这些研究多限于体外 , 结果也不尽一致。本研

究采用 SDS-PAGE技术对染石英、 石棉尘大

鼠支气管肺泡灌洗液 ( BALF) 进行了分离测

定 ,并采用天狼星红染色方法对大鼠肺组织中

Ⅰ 、 Ⅲ型胶原分布情况进行了观察 , 以期为探

讨肺纤维化发病机理提供科学依据。

1　材料和方法

1. 1　粉尘

石英粉尘 (中国预防医科院劳卫所提供 )
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游离 SiO2含量> 97% ,分散度 99%以上的粉尘

粒径 < 5μm, 加生理盐水配成浓度为 25mg /ml

的粉尘悬液。

Canada U ICC温石棉 (德国杜塞尔多夫大

学环境卫生研究所提供 )用生理盐水配成浓度

为 5mg /m l的粉尘悬液。

1. 2　动物染尘及 BAL

雄性 Wistar大鼠 105只 ,体重 160～ 200g,

随机分为石英组、 石棉组及生理盐水对照组。

实验组每只经气管注入 1m l相应粉尘悬液 , 对

照组注入 1ml生理盐水。分别于染尘后 0. 5, 1,

2, 3, 5个月经股动脉放血处死动物 ,按常规方

法行支气管肺泡灌洗 ( BAL)。取少量 BALF计

数细胞总数。余 BALF于 4°C1 200r /min离心

10min, 上清液分装 , 冻存待测。

1. 3　病理学检查

每组随机留取一只大鼠 ,取肺进行病理学

检查。HE、 天狼星红染色 , 光镜或偏光镜下观

察。偏光镜下 , Ⅰ型胶原红色 , Ⅲ型胶原绿色。

1. 4　十二烷基磺酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳

( SDS-PAGE)

电泳仪: Bio-Red公司产 Bio-Reds mini-

elect rophoresis system。凝胶与电极液配制: 按

仪器说明书配制 12%～ 14% SDS聚丙烯酰胺

凝胶和电极液 , 全部试剂均为 Bio-Red产品。

样品缓冲液配制: 参照仪器说明书。样品液制

备:取 BALF和样品缓冲液按 1 4配制 (血清按

1 16配制 ) , 煮沸 5分钟。分子量标准蛋白

( Marker): Bio-Red产品。电泳条件: 调电压

150V, 其他参数自动控制。考马斯亮兰染色。

2　结果

2. 1　细胞总数变化

给大鼠气管注入石英尘 25mg , 2周时 , 其

BALF中细胞总数即明显增加 ,此后一直维持

较高水平 (表 1)。石棉组各时间 BALF细胞总

数与对照组相比无明显差异。

表 1　染尘不同时间实验组和对照组大鼠 BALF中细胞总数 (× 106 ) (x± s)

0. 5月 1月 2月 3月 5月

对照 ( 5) 3. 62± 2. 27 ( 5) 2. 30± 1. 63 ( 6) 2. 97± 0. 94 ( 5) 1. 20± 0. 21 ( 5) 2. 12± 0. 75

石英 ( 6) 16. 36± 2. 80* * ( 5) 15. 99± 0. 63* * ( 4) 16. 37± 1. 51* * ( 4) 15. 72± 3. 84* * ( 5) 14. 80± 4. 47* *

石棉 ( 4) 1. 52± 1. 22 ( 5) 1. 87± 0. 73 ( 4) 1. 43± 0. 79 ( 4) 2. 57± 1. 37 ( 5) 1. 44± 0. 34

　　* * P < 0. 01　注: 括号内为大鼠数。

2. 2　病理学改变

染尘后半个月 ,石英组大鼠肺内即有Ⅰ 型

胶原明显增生呈结节状。2个月时 , Ⅰ型胶原明

显增多、粗大。各时间均未见明显Ⅲ型胶原。石

棉组可见间质明显增厚。3个月时 ,经天狼星红

染色可见少量Ⅰ型胶原。

2. 3　 SDS-PAGE分析

石英组大鼠 BALF经 SDS-PAGE之后可

见 5条清晰区带 ,分子量约为 90, 66, 60, 25, 14

KD,随染尘时间延长无明显变化 (图 1)。石棉组

大鼠 BALF仅有一条区带 ,分子量约为 66KD

(图 2)。各组大鼠血清 SDS-PAGE区带无明显

差别。将石英组大鼠 BALF与血清同时电泳可见

BALF区带与血清中某些成分一致 (图3)。

　 　 M: 分子量 Marker; 0. 5, 1, 2, 3, 5: 染尘时

间 (月 )

图 1　石英组大鼠染尘后不同时间 BALF SDS-PAGE

图谱
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　 　 A: 石棉组 , Q: 石英组 , C: 对照组 , S: 对照

组血清

图 2　染尘不同时间各组大鼠 BALF SDS-PAGE结果

　 　 Q: 石英 BALF, S: 血清 , M: 蛋白标准

图 3　石英组大鼠 BALF和血清 SDS-PAGE比较

3　讨论

粉尘引起的肺纤维化是一个非常复杂的

生物学过程。许多研究表明 , 当各种矿物性粉

尘通过呼吸道抵达肺泡之后 ,首先引起肺内巨

噬细胞的吞噬反应 , 巨噬细胞数量增加 , 并释

放多种细胞因子 , 这些细胞因子彼此联系 , 交

互作用影响成纤维细胞增殖和胶原合成与沉

积。60年代末 , Heppleston
〔1〕
等首先报告巨噬

细胞在体外经石英处理后产生一种蛋白质因

子 , 能促进成纤维细胞的增殖和胶原的合成。

此后 , 许多学者做了大量研究工作。陈元秀
〔2〕

等用体内染尘方法使石英与巨噬细胞相互作

用 ,从这种在体内受石英刺激的肺巨噬细胞体

外短期无血清培养上清液中分离纯化出一种

具有促进成纤维细胞增殖和胶原合成的蛋白

质 , 分子量为 66 KD。

本实验采用 SDS-PAGE对染石英、 石棉

尘不同时间大鼠支气管肺泡灌洗液进行了测

定 , 结果表明矽肺大鼠 BALF中展现 5条区

带 ,这些区带都是生理情况下不该出现或微量

存在的蛋白质 , 其中 1条 66 KD者与陈元秀等

1991年报道的一致 ,是一条具有致纤维化作用

的蛋白质因子。其他 4条带中有 2条 ( 14～ 20

KD)也曾在体外实验出现过 ,均有致纤维化作

用。这 5条区带为何种蛋白质 ,具有哪些理化特

性 , 尚需做进一步分析。

石棉组大鼠 BALF仅出现一条 66 KD蛋

白带可能与染尘剂量小及作用时间较短有关。

其 BALF中细胞总数未见明显变化 , 病理改

变较轻与电泳结果颇为一致。但有实验证明 66

KD蛋白质可促进石棉肺的胶原 mRNA表

达〔3〕。

石英组大鼠肺病理学检查发现 2周时肺组

织即有较多纤维细胞结节 ,天狼星红染色其间

有少量Ⅰ 型胶原沉积。染尘 2个月时肺组织中

可见大量Ⅰ型胶原。一般认为病变早期Ⅰ 、 Ⅲ

型胶原同时增加〔 4〕 , 本文未见到明显Ⅲ型胶原

沉积 , 可能与染色条件控制不当 , 切片过厚有

关。天狼星红染色条件要求严格 , 切片要薄且

均匀。石棉组肺组织病理学变化以间质增厚为

主。3个月时肺间质中仅见少量Ⅰ 型胶原 ,系因

石棉尘致纤维化能力本身较石英尘为弱 ,染尘

剂量较小之故。此结果支持 BALF变化。
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