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铍病大鼠肺组织 TNF-α的水平和 NF-κB的表达及其意义
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　　摘要:目的　探讨肿瘤坏死因子-α(TNF-α)及核因子-κB(NF-κB)在铍病发病中的作用 。方法　采用一次性非

暴露式气管注入法染毒建立铍病模型。用酶联免疫吸附法 (ELISA)检测肺组织匀浆及支气管肺泡灌洗液 (BALF)

中 TNF-α水平 , 免疫组化法测定肺组织 NF-κB的表达。同时 HE染色观察肺组织的大体病理改变。结果　大鼠模型组

肺组织的病理改变基本符合人类铍病的特点。模型组大鼠肺组织匀浆及 BALF中 TNF-α水平 、 肺组织中 NF-κB的表达

较生理盐水对照组明显升高 (P<0.01);且模型组内 TNF-α的水平 、 NF-κB的表达 , 60 d组明显高于 20 d组 (P<

0.05)。结论　TNF-α和 NF-κB相互作用 , 在铍病的发病机理中起着重要作用 , 并可作为判定疾病活动性的一项重要

参考指标。
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TNF-αlevelandNF-κBexpressioninlungofberylliosisratsanditssignificance
ZHANGXiao-yu, LIUZhi-hong＊ , WANGGuang-jun

(DepartmentofOccupationalandEnvironmentalHealth, NingxiaMedicalCollege, Yinchuan750004, China)

Abstract:Objective ToexploretheroleofTNF-αandNF-κBplayedinthepathogenesisofexperimentalberylliosisin

rats.MethodsTheratswereintratracheallyinjectedwith 10mg/mlberyllium oxide(BeO) 0.5ml, thenobservingthe

histopatho-logicalchangesoflung, theTNF-αlevel(withELISA)andtheexpressionofNF-κB(byimmunohistochemistry

method)inlungtissuesandBALFoftherats, 20 d, 40 dand60 daftertheinjectionrespectively.ResultsTheresultsshowed

thatthepathologicalchangeswereconsistentwiththebasicfeaturesofberylliosis;boththeTNF-αlevelandtheexpressionof

NF-κBinlungtissuesandBALFwereallsignificantlyriseninberylliosisratscomparedwiththecontrolrats(P<0.01);and

alltheresultsmentionedabovein60 dgroupweresignificantlyhigherthanthatof20 dgroup(P<0.05).ConclusionTNF-α

andNF-κBmightplaysomeimportantroleinthepathogenesisofberylliosis, whichmightbethereferenceindicatorsofdevelo-

pingdegreeofthedisease.
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　　铍病是一种原因不明 ,可以累及多脏器的非干酪

样肉芽肿性疾病 ,发病机制至今尚不完全清楚。研究

发现 TNF-α作为一种重要的炎症介质 ,可活化炎症细

胞的 NF-κB系统 , NF-κB作为一种多效性转录因子 ,

参与调节多种炎症蛋白基因的表达
[ 1]
。本实验采用

气管内注入氧化铍(BeO)的方法建立铍病大鼠模型 ,

检测 NF-κB在肺组织中的表达 、TNF-α在肺组织匀浆

及 BALF中的水平 ,探讨 NF-κB、TNF-α在铍病中的作

用 ,以期揭示 BeO诱导肺组织炎症反应的机制 。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组

66只健康 SD雄性大鼠 ,体重 190 ～ 220 g,由宁夏

医学院实验动物中心提供。将大鼠随机分为 3组:

(1)模型组 , 24只 ,采用一次性非暴露式气管注入法染

毒
[ 2]
。乙醚轻度麻醉大鼠 ,暴露气管 ,注入 BeO0.5ml

(浓度为 10mg/ml)悬浊液 ,染毒时将 BeO(用 0.9%无

菌生理盐水)配成混悬液并高压灭菌;(2)生理盐水对

照组 , 24只 ,注入等量的无菌生理盐水;(3)空白对照

组 , 18只 ,不给予任何处理。

1.2　肿瘤坏死因子 -α(TNF-α)的测定

3组动物分别于气管灌注后第 20、 40、60天时 ,

10%水合氯醛(30 mg/kg)腹腔注射麻醉 ,心脏抽血处

死大鼠 ,迅速开胸取出完整肺组织 。取右下叶同一部

位的肺组织(约 200 mg)迅速置于 -80℃冰箱冻存作

匀浆用 。左肺进行支气管肺泡灌洗 ,行气管插管 ,用注

射器吸取冰冷 PBS3 ml(4 ℃),通过气管导管以较小

的压力将 PBS缓慢注入肺内 ,可见大鼠左肺逐渐变得

膨隆 、苍白 ,轻轻按摩肺脏 ,回抽灌洗液 ,如此反复 3

次 ,直至灌洗液总量达 5 ml。将所得灌洗液离心(离

心半径 5.2cm、1 000 r/min离心 10 min),将上清收集

于 5 ml离心管中 , -80℃冻存 。用 ELISA法 (购自
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Rapidpio公司)测定 BALF和肺组织匀浆中 TNF-α的

水平 ,实验步骤严格参照试剂盒说明书进行。

1.3　肺组织形态学观察

大鼠放血处死 ,迅速取右肺上叶 , 10%甲醛固定

48 h,常规石蜡包埋 、切片 , HE染色 ,光学显微镜进行

观察。

1.4　肺组织中 NF-κB表达的测定

肺组织石蜡切片采用链酶亲和素-生物素 -过氧化

物酶复合物法检测 NF-κB的表达 ,每个大鼠连续切片

5张 ,兔抗鼠多克隆抗体 (Seomarkers公司)1∶100稀

释 , 0.01mol/LPBS代替一抗作阴性对照 ,以已知阳性

片作阳性对照 , DAB显色 ,镜下控制反应时间 ,苏木素

复染。细胞质和细胞核着色为棕黄色者视为阳性表

达 。每张切片随机选取 5个高倍视野 ,分别计算每个

视野中阳性细胞的百分数 。

1.5　统计学处理

结果采用 SPSS11.0软件 ,多样本均数间比较采用

方差分析 (ANOVA)检验 , 组间的两两比较采用

student-newman-keuls检验 ,以 P<0.05差异有统计学

意义。

2　结果

2.1　BeO对大鼠一般状况影响的观察

大鼠造模后的前 40 d内 ,在外观上与对照组无明

显差异 ,饮食量正常 ,运动活泼 ,被毛光泽。造模后 60

d开始 ,模型组取食 、排便 、活动均减少 ,有不同程度的

耸毛 、反应迟钝。各实验组大鼠无死亡。

2.2　大鼠肺组织病理改变

2.2.1　大体观察　生理盐水对照组肺表面光滑 ,呈

粉红色 ,弹性良好。模型组:20 d时肺呈暗红色 , 充

血 ,体积增大;60 d时肺表面呈灰色 ,肺体积回缩 ,弹

性较差 ,表面凸凹不平 。

2.2.2　光镜观察　生理盐水对照组肺组织结构清

晰 ,肺泡壁未见增厚 ,肺泡上皮细胞结构完整 。模型

组:20 d动物肺部出现支气管及肺组织炎症改变 ,肺

间质水肿 ,肺泡间隔增宽 ,其中有单核细胞 、淋巴细胞

和浆细胞浸润;40 d时上述改变明显 ,尤其是肺泡间

隔的增宽和炎性细胞渗出 ,肺泡腔渗出淋巴细胞及多

形核细胞;60d时部分动物肺组织中可见以支气管为

中心的结节样病灶的形成 ,这些结节由淋巴细胞 、上皮

样细胞核多形核巨细胞聚集而成。见图 1。

2.3　肺组织 NF-κB表达

由表 1可见 ,生理盐水对照组大鼠在不同时相肺

组织中 NF-κBp65阳性细胞百分比与空白对照组比较

未见明显差异(P>0.05),但与同时相的模型组比较

差别有统计学意义(P<0.01);模型组内 60 d时阳性

细胞百分比 ,与 20 d比较有统计学意义(P<0.05)。

表 1　不同时相大鼠肺组织中 NF-κB的表达

组别
大鼠

(只)

细胞浆(%)

20d 40d 60d　　

细胞核(%)

20d　　 40d　　 60d　　

空白对照组 6 9.67±2.71 11.50±3.29 11.91±3.57 5.67±2.71 6.79±2.44 6.08±3.12

生理盐水对照组 8 11.50±3.48 12.47±3.60 11.18±2.24 7.41±3.46 8.32±3.81 8.21±3.25

模型组 8 21.06±8.69# 32.55±10.24# 39.10±12.69#＊ 15.87±4.69# 19.06±7.69# 25.54±10.02#＊

　　同一时相 ,与生理盐水对照组比较 , #P<0.01;模型组内 ,与 20d组比较 , ＊P<0.05

2.4　肺组织匀浆 、灌洗液中 TNF-α的水平

由表 2可见 ,气管注入生理盐水后不同时间肺组

织匀浆 、BALF中 TNF-α水平 ,与空白对照组相比 ,未

见明显差异(P>0.05);而气管注入 BeO后不同时间 ,

大鼠肺组织匀浆 、BALF中 TNF-α水平明显高于生理

盐水对照组 ,差异有统计学意义(P<0.01);且模型组

内 TNF-α水平在 60d时较 20 d时升高(P<0.05)。
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表 2　不同时相大鼠肺组织匀浆和 BALF中 TNF-α的水平

组别
大鼠

(只)

支气管肺泡灌洗液

20d 40d 60d

肺组织匀浆

20d 40d 60d

空白对照组 6 55.22±6.61 57.50±7.43 55.90±6.71 50.93±7.28 53.78±5.90 52.05±7.32

生理盐水对照组 8 58.85±9.69 61.03±10.07 60.18±11.75 55.91±7.23 57.70±9.46 55.72±8.74

模型组 8 138.81±27.1# 165.97±31.5# 222.54±47.00#＊ 129.60±19.54# 142.71±30.25# 189.52±36.37#＊

　　同一时相 ,与生理盐水对照组比较 , #P<0.01;模型组内 ,与 20d组比较 , ＊P<0.05

3　讨论

铍是严重危害人体健康的职业与环境毒物之一 ,

肺脏是慢性铍毒性作用的主要靶器官 。铍本身不具有

抗原性 ,必须与组织或体液中的某些大分子物质结合 ,

或使某些蛋白质变性 ,而获得抗原性 。本实验用 BeO

非暴露式气管注入法一次性注入 BeO建立动物模型 ,

并以生理盐水组作为阴性对照组和不进行任何处理的

空白对照组进行比较 ,显示各项指标的测定差异未见

统计学意义 ,表明气管注入生理盐水和气管注入操作

对检测指标没有显著性的影响。模型组大鼠 20 d时

肺部出现支气管及肺组织炎性改变 , 40 d时肺泡间隔

的增宽和炎性细胞渗出更为明显 ,随着染毒时间的延

长可见以支气管为中心的结节样病灶的形成。其病理

改变与文献报道近似
[ 3]
,符合铍病的典型表现 ,表明

铍病动物模型复制成功。

TNF-α是由活化的单核巨噬细胞分泌的一类重要

的细胞因子 ,是天然免疫和特异性免疫的重要介质。

因此 TNF-α的分泌水平也可在一定程度上反映机体

的细胞免疫功能
[ 4]
。李学军等

[ 3]
研究发现铍病以多

形核粒细胞增加为主 ,随着染毒时间的延长 ,淋巴细胞

和巨噬细胞逐渐增加 ,后期以 T淋巴细胞增加更为明

显(主要是 CD
+
4 细胞)。 TNF-α主要由单核细胞和巨

噬细胞产生 ,此外 , T淋巴细胞 、中性粒细胞等也可产

生 。本研究结果显示 ,模型组肺组织匀浆和 BALF中

TNF-α水平较生理盐水对照组明显升高 ,并随着病情

的进展逐渐升高(60 d高于 20 d),说明 TNF-α在铍病

肉芽肿形成的始动和维持过程中起着更为重要的作

用 ,其导致肺损伤的途径可能主要有(1)直接损伤血

管内皮细胞和肺泡Ⅱ型上皮细胞 ,引起血管通透性增

加及表面活性物质合成障碍;(2)作为前炎细胞因子 ,

可激活 PMN、血管内皮细胞及血小板等 ,诱导释放 IL-

1β 、IL-8、ICAM-1等多种细胞因子及黏附分子的表达

及活性氧 、脂质代谢产物 、溶酶体酶等介质的释放 ,使

炎症信号进一步放大和加强 ,加重组织细胞损伤;(3)

激活补体和凝血系统 ,进一步促进炎症在肺组织中的

扩散。

NF-κB是一种在细胞内广泛存在的转录因子 ,多种

参与炎症反应的细胞因子或炎症介质包括 TNF-α均含

有 1个或多个 κB位点;在大多数静息细胞中 NF-κB以

无活性的形式存在于胞质中 ,在刺激因素的作用下 ,可

生成有活性的 NF-κB,后者通过核孔进入细胞核 ,与靶

基中启动子或增强子区域的 NF-κB结合位点相结合 ,

启动各种炎症反应基因转录 ,从而生成多种炎性因子。

有研究表明 ,多种刺激因素如 TNF-α、氧自由基等均可

激活 NF-κB,从而诱导其基因转录 ,使自身表达和释放

增多 ,生成物可使 NF-κB持续活化 ,这种正反馈调节导

致最初的炎症信号放大
[ 5]
。本研究发现 ,模型组一次性

气管注入 BeO后各时相 TNF-α的水平显著升高 ,在染

毒后 60d升高明显 ,同时观察到肺组织中 NF-κB表达

也明显增高 ,表明 BeO刺激可引起 TNF-α的大量释放 ,

并有 NF-κB的明显激活 ,提示 NF-κB可能参与了铍病

发展过程中 TNF-αmRNA的转录调节过程 , NF-κB被激

活 ,活性增高 ,促使炎性细胞因子的 mRNA转录 ,从而合

成炎性细胞因子如IL-19、IL-8、TNF-α等 ,而这些炎症因

子又可以反过来活化炎症细胞 ,促进炎症细胞的合成及

释放炎性介质。这就构成了炎症细胞—细胞因子之间

的逐步放大环 ,促使炎症慢性化 ,以上因素互相交织成

复杂的网络 , NF-κB则是这个网络的 “焦点 ”。因此

NF-κB、TNF-α与铍病的气道炎症密切相关 , NF-κB与

TNF-α相互作用 ,促进炎症细胞合成多种炎症因子参与

铍病发病。目前有关 NF-κB与铍病的研究尚少 , NF-κB

在铍病中的激活机制 、对炎症介质基因表达调控的具体

方式 、调控程度以及与其他转录因子之间的相互作用等

均有待于进一步研究。
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