
　　收稿日期:2008-12-29;修回日期:2009-03-10
作者简介:黄何 (1981—), 男 , 硕士研究生 , 研究方向:卫生

毒理。
＊:通讯作者 , 教授 , E-mail:yaolin766@sohu.com。

染矽尘大鼠支气管肺泡灌洗液某些成分分析
黄何

1
, 姚林

1＊
, 李卫红

2
, 袁扬

3
, 陈志远

3
, 张志浩

3
, 闫立成

1
, 徐厚君

1

　　 (1.华北煤炭医学院预防医学系 , 河北省煤矿卫生与安全实验室 , 河北 唐山　063000;2.华北煤炭医学院实

验动物中心 , 河北 唐山　063000;3.中国煤矿工人北戴河疗养院 , 河北 秦皇岛　066104)

　　摘要:目的　研究染矽尘大鼠支气管肺泡灌洗液 (BALF)中炎症细胞成分 、 超氧化物歧化酶 (SOD)活力及可

溶性蛋白成分 、 微量元素成分。方法　采用气管非暴露法建立大鼠矽肺模型 , 在体全肺肺灌洗法收集支气管肺泡灌洗

液。对 BALF中的细胞进行总数计数及分类计数;分别采用黄嘌呤氧物酶法 、 Bradford法 、 电感耦合等离子体原子发

射光谱法 (ICP-AES), 对 BALF中的 SOD活力 、 总蛋白含量 、 微量元素进行测定;采用聚丙烯酰胺凝胶电泳法分离

BALF可溶性蛋白;同时对肺组织进行 HE染色 , 普通光镜下观察肺组织的病理学改变。结果　实验组较对照组 BALF

中细胞总数及各类炎性细胞数均明显升高 (P<0.05);SOD活力及蛋白总量和条带均见增多 (P<0.05);几种微量

元素含量差异也有统计学意义 , 如铁含量降低 , 锌 、 锰含量升高。肺组织病理学观察发现染矽尘大鼠肺组织出现严重

的病理学改变。结论　本实验发现大鼠染矽尘后 BALF中有形成分 (细胞)与某些无形成分出现明显改变 (P<

0.05), 均不同程度地影响了尘肺的发生及发展变化过程 。
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Abstract:ObjectiveToexplorethechangesofinflammatorycells, SODactivity, dissolubilityproteinandmicroelements

inbronchoalveolarlavagefluid(BALF)ofratsexposedtosilicadust.MethodsBALFwascollectedbybronchoalveolarlava-

gingfromratsexposedtosilicadust.ThetotalcountandclassificationinBALFwerecounted.SODactivity, totalproteinlevel

andmicroelementinBALFweremeasuredbyxanthinoxidasemethod, BradfordmethodandICP-AEStechniquerespectively.

ThedissolubilityproteinsinBALFwereisolatedbypolyacrylamidegelelectrophoresis.Thepathobiologicalchangesoflungtissue

werealsoobservedunderlightmicroscope.ResultsThetotalcountandclassificationofinflammatorycellsinBALFofratswere

riseninexposedgroupcomparedwiththatofthecontrolgroup, theSODactivity, andtotalproteinlevelandtheseparatingstrips

werealsoincreased(P<0.05).Meanwhile, thecompositionofmicroelementsinBALFofdust-exposedratswerequitediffer-

entfromthatofthecontrolrats, forexample, theFecontentinBALFofdust-exposedratswasdecreased, whiletheZnandMn

contentswereincreased.Someobviouspathologicalchangescouldbeseeninthelungindust-exposedrats.ConclusionsThe

resultsshowedthattheformedelements(cells)andinvisibleelementsinBALF(proteinsandenzymes)ofratschangedobvi-

ouslyafterdust-exposure, whichmightbetheimportantimpactfactorsontheoccurrenceandthedevelopmentprocessesofsilico-

sis.
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　　尘肺是我国目前最常见的危害较为严重的一种职

业性肺部疾病 , 虽经国内外学者多年研究与探讨 , 目

前尘肺的发病机制仍不明确 , 对尘肺的诊断和治疗仍

处在摸索阶段 , 因此阐明尘肺的发病机制成为预防与

治疗尘肺病的首要任务。本研究通过建立大鼠染矽尘

模型 , 采用支气管肺泡灌洗技术对 BALF中某些成分

进行分析 , 探索哪些物质的改变在尘肺早期病变中起

到了关键性作用 , 为进一步揭示尘肺的发病机制提供

参考。

1　材料与方法

1.1　实验动物

选用本校实验动物中心提供的清洁级健康成年雄

性 SD大鼠 20只 , 体重 (200 ±16)g。本校实验动

物中心饲养 。

1.2　支气管肺泡灌洗
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大鼠经股动脉放血处死 , 暴露气管 , 插入气管插

管 , 用灭菌生理盐水在无菌条件下进行支气管肺泡灌

洗 , 收集所有的灌洗液 , 4℃, 1 500 r/min离心 15

min, 吸取上清液 , 用 15 ml的试管分装 , 标记后置

-70℃冰箱冻存备用 。经离心沉淀的细胞成分用

Hanks液在同样条件下离心 2次 , 每次 5 min。弃去

上清后加 Hanks液 3 ～ 5ml制成细胞悬液。

1.3　BALF中各项指标测定

1.3.1　细胞成分分析 　在细胞计数板上计数 BALF

中细胞总数 , 采用细胞离心图片装置 , 加入备用细胞

悬液 100 μl, 在 4℃下以 1 200r/min离心 10 min。取

下载玻片后立即冷风吹干 , 至无水乙醇中固定 30 min

后 , 进行 HE染色。 40倍光学显微镜下计数 200个细

胞 , 进行细胞分类计数。

1.3.2　SOD活力测定 　采用黄嘌呤氧化酶法 ,

BALF中 SOD活力计算公式为:

SOD活力 (U/ml) =(对照管吸光度 -测定管

吸光度)/对照管吸光度 /50% ×反应液总体积 /取样

量 (ml)/组织中蛋白含量 (mgprot/ml)

即每毫克蛋白在 1 ml反应液中 SOD抑制率达

50%时所对应的 SOD量为一个 SOD活力单位 (U)。

1.3.3　蛋白质含量分析　采用北京百泰克生物技术

有限公司生产的 Bradford法蛋白浓度定量试剂盒测定

大鼠 BALF中总蛋白含量。采用聚丙烯酰胺凝胶电泳

方法分离标本中可溶性蛋白成分。

1.3.4　微量元素测定　采用美国生产的 IR-1000型

电感耦合等离子体原子发射光谱 (ICP-AES)仪测定

BALF上清中铁 、 锌 、 锰元素的含量 。

1.4　肺组织的病理学观察

肺泡灌洗完毕后 , 将肺组织用 10%中性缓冲福

尔马林液固定 , 石蜡包埋 , 切片厚度 5 μm。 HE染

色 , 普通光镜下观察肺组织的病理学变化 。

1.5　统计方法

实验数据结果以均数 ±标准差 (x±s)表示 , 均

采用 SPSS11.5版统计学软件处理 。P<0.05表示差

异有统计学意义 。

2　结果

2.1　BALF中细胞成分分析 (表 1)
表 1　BALF中细胞总数及分类计数比较 (x±s, n=10)

组别 细胞总数(×109 /L) 白细胞总数(×109 /L) 中性粒细胞总数(×109 /L) 巨噬细胞总数(×109 /L) 淋巴细胞总数(×109 /L)

对照组 6.30±2.19 9.42±4.37 1.28±1.48 4.78±4.50 7.36±6.61

实验组 12.10±4.44 18.76±7.15 1.91±1.02 5.00±2.14 11.85±4.47

　　实验组与对照组相比 , P<0.05

2.2　BALF中 SOD及蛋白质成分分析

2.2.1　实验组和对照组大鼠 BALF中总蛋白含量及

SOD活力的比较 (表 2)
表 2　BALF中蛋白含量 、 SOD活力及细胞中 SOD活力

比较 (x±s, n=10)

组别
蛋白含量

(g/L)

上清中SOD活力

(U/ml)

细胞中 SOD活力

(U/mgprot)

对照组 0.32±0.27 13.61±8.61 14.01±13.38

实验组 1.13±0.56 14.24±8.01 22.01±6.46＊

　　实验组与对照组相比 , ＊P<0.05

2.2.2　聚丙烯酰胺凝胶电泳图　本实验通过聚丙烯

酰胺凝胶电泳技术 , 获得了较为清晰的对照和染尘大

鼠 BALF的蛋白质分离条带 , 见图 1。

2.3　BALF上清中铁 、锌 、锰元素的含量测定 (表 3)
表 3　BALF上清液中铁 、 锌 、 锰的比较 (x±s, n=10)

组别 Fe(μg/ml) Zn(μg/ml) Mn(μg/ml)

对照组 4.76±1.70 2.51±1.77 0.09±0.04

实验组 1.84±1.10 6.03±2.54 0.16±0.05

　　实验组与对照组相比 , P<0.05

图 1　BALF中蛋白凝胶电泳图 (鼠)

2.4　肺组织的病理学观察

染矽尘组 , 肺泡壁和肺泡隔毛细血管旁中性粒细

胞轻度浸润 , 靠近终末气道的肺泡壁和肺泡隔有少量

巨噬细胞浸润。巨噬细胞在肺泡腔内聚集 , 正常肺组

织结构大部遭到破坏。对照组肺组织结构基本正常 ,

巨噬细胞形状规则;染尘组肺泡壁显著增厚 , 肺泡结

构部分遭到破坏 , 部分肺泡腔消失 , 由胶原纤维和成
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纤维细胞占据 , 肺组织广泛纤维化 , 巨噬细胞内有吞

噬的粉尘颗粒 , 细胞形状不规则。见图 2。

图 2　两组肺组织 HE染色图片 (10 ×20, 左上为正常组 ,

左下为染尘组)及巨噬细胞形态比较 (10 ×100, 右上为

正常组 , 右下为染尘组)

3　讨论

支气管肺泡灌洗术 (BAL)用于肺部疾病的研究

已有近百年的历史 。近 30年来 , 由于纤维支气管镜

的发明与引入 , 使 BAL作为一种相对安全的技术手

段 , 更被广泛用于科研和临床
[ 1]
。

BALF可获得肺内活的细胞 , 便于在体外观察各

种细胞的形态和功能 , 为人们从细胞和分子生物学水

平研究肺部疾病提供了一种简便 、安全 、 相对无创伤

性的主要途径。近年来 , 随着蛋白质组学的兴起 , 使

BALF中的可溶性蛋白成分受到广泛的研究 , 对这些

BALF蛋白成分的分析 , 对于肺部疾病的机制研究及

其诊断 、治疗和预后的判断有着重要的意义
[ 2, 3]
。

有实验发现大鼠染尘早期肺组织的病理改变与

BALF的细胞总数的变化基本一致
[ 4]
。染矽尘后 1、

7、 14、 21和 28d时 , BALF白细胞总数及其分类中

性粒细胞 、 巨噬细胞和淋巴细胞均有不同程度的升

高 , 炎症早期以中性粒细胞和巨噬细胞为主 , 晚期则

以淋巴细胞为主
[ 5]
。尘肺时 BALF中巨噬细胞比例不

变或减少 , 但绝对数因细胞总数的显著增加而增

加
[ 6]
, 还没有发现随矽肺期别增高 , 巨噬细胞浓度

增加的现象
[ 7]
。BALF中白细胞数目的变化基本上可

以反映肺组织炎症的病理学改变
[ 8]
。矽肺早期炎症

损伤过程中白细胞数目的增加 , 既是矽尘与肺组织中

炎症细胞相互作用的级联效应所致 , 同时也是矽尘损

伤肺实质后机体局部反应的必然结果
[ 9, 10]

。

SOD是机体内惟一以超氧化物阴离子为底物的

酶 , 也是体内清除氧自由基的酶。它可使氧自由基产

生歧化反应 , 维持细胞内氧自由基处于无害低水平状

态
[ 11]
。在尘肺发生发展的过程中 , 伴随着大量自由

基的产生 , SOD的活力也发生着变化 。

微量元素是机体不可缺少的组成部分 , 对于维持

人体正常生理功能和诱发某些疾病起着重要作用。微

量元素在体内具有保护细胞生物膜 、 清除自由基 、 阻

断脂质过氧化 、 增强机体免疫功能 、 阻止细胞凋亡等

作用 , 这些作用对抑制尘肺的发生发展十分有利
[ 12]
。

铁是多种酶的活性部分 , 在体内参与许多生物化学反

应 , 其中与尘肺发病关系密切的是参与组成过氧化氢

酶和铁蛋白 。这两种物质是机体内重要的抗氧化保护

性物质 , 在尘肺病变时 , 其含量或活性可能受到影

响 。锌具有抑制巨噬细胞吞噬的功能 , 能阻止脂质过

氧化 , 并与细胞膜上的酶相互作用 , 起稳定细胞膜的

作用。锌升高后 , 其保护细胞膜的功能增强 , 并有利

于抵抗生物膜的脂质过氧化反应 , 抑制巨噬细胞的激

活与损害 , 增强机体免疫力。锰是 Mn-SOD的重要组

成成分 , 而 SOD具有清除自由基 、 抗氧化的作用 ,

同时 , 锰还参与机体的细胞免疫过程 。

从本实验收集的 BALF的蛋白总量及电泳分离结

果来看 , 与对照组比较 , 实验组 BALF蛋白总量出现

增加现象。这些蛋白的增加 , 有可能是由于在一些外

源性毒物的刺激下 , 肺内出现了某些细胞分泌蛋白的

增加 , 或是产生了一些原来没有的新的蛋白质 , 或是

原有的一些蛋白质的增加 。当然 , 也有可能是由于肺

泡细胞受损后 , 使得对一些蛋白的灭活能力减弱所

致;或者是炎症损伤了肺内的毛细血管壁 , 而导致一

些血浆蛋白渗出到肺泡腔中所致
[ 13]
。

本实验通过对 BALF中细胞以及可溶性蛋白质的

某些成分分析为进一步探讨尘肺发病机制以及对尘肺

病人进行早期诊断提供了依据 。
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对细胞产生遗传毒性的机制
[ 2, 3]
。

常规二氧化钛已经证明是无毒的 , 应用于日常生

活的许多方面 , 但具有以上性质的纳米二氧化钛是否

仍然无毒 , 许多科学家对此进行了研究讨论 , 却没有

得出权威统一的结果 , 还需进一步探讨 。 10 ～ 50 nm

大小颗粒现已证实可以通过呼吸道进入机体其他器

官 , 包括人体最重要器官中枢神经系统和心脏。

1 μm大小颗粒就可以通过皮肤角化层 , 颗粒越小越

容易通过 , 因此人体任何部位暴露面 (包括皮肤体

表面)都可以不同程度地吸收纳米颗粒。纳米 TiO2

颗粒越小 , 侵入越多 , 150 ～ 500 nmTiO2颗粒就可以

通过完整表皮和消化道 , 进入血液和肝脏等器官
[ 4]
。

对于纳米 TiO2颗粒的毒性 , 测定大都来自体外

和动物体内试验 , 主要指标仍停留在对试验动物支气

管肺泡灌洗液和肺组织进行的一些常规毒理学检查。

Renwick等用 125或 500μg等重量 29nmTiO2颗粒和

250nmTiO2颗粒分别气管内滴注 24 h后对支气管肺

泡灌洗液中细胞总数 、巨噬细胞吞噬和趋化功能 、 反

映上皮细胞损伤的 γ-2谷氨酰转肽酶活力 、 反映细胞

毒性的乳酸脱氢酶活力和总蛋白含量进行测定分析 ,

结果除肺泡巨噬细胞吞噬百分率两者相同外 , 其余各

项毒性指标高剂量组纳米 TiO2颗粒均有显著改变 ,

而细 TiO2颗粒与对照差异不明显
[ 5]
。因 TiO2广泛应

用于各类防晒产品 , 其是否可以经皮渗透进入人体引

起了人们的普遍关注 。关于纳米级 TiO2粒子的皮肤

渗透可能性已经进行了若干研究 , 但结果不一 。 Tan

等将含有 8%超细微 TiO2 (10 ～ 50 nm)的防晒产品

在 16名志愿者的皮肤上应用 2至 6周 , 以研究其是

否渗入皮肤 。结果表明 , 皮肤的 TiO2粒子有明显升

高的现象 , 首次提供了关于纳米级 TiO2皮肤渗透的

证据 , 但因 Tan的样本量还不够大 , 因此需要加大样

本量来观察 。而 Schulz等和 Pflǜcker等应用光电子显

微镜后 , 认为 TiO2 (20 ～ 200 nm)仅沉积在角质层

的最外边 , 角质层的深面和真皮层并没有检测到它的

存在 , 纳米粒子不能渗入志愿者的皮肤 。 Lademann

等报道在毛囊角质层和毛乳头处发现了防晒霜中的超

细 TiO2颗粒的沉积 , 但是这并不能认为颗粒能穿透

活皮肤组织 。 Bennat等将水状和油状的 TiO2用于评

价其皮肤渗透性 , 结果表明 , 油状的 TiO2较水状的

TiO2的皮肤渗透现象明显
[ 6]
。

本实验对人离体淋巴细胞进行纳米二氧化钛染

毒 , 在已经显示的研究结果上进行进一步探讨 , 研究

TiO2通过完整表皮和消化道进入血液和肝脏等器官

后是否对人淋巴细胞产生毒性作用。结果显示 , 淋巴

细胞转化率常规 、 1D、 3DTiO2各个剂量组与阴性对

照之间差异无统计学意义;单细胞凝胶电泳实验常

规 、 1DTiO2各个剂量组与阴性对照之间差异无统计

学意义 , 3DTiO2与阴性对照 、 常规 TiO2、 1DTiO2之

间的差异有统计学意义;微核实验 TiO2染毒各个剂

量组与阴性对照差异无统计学意义。即常规 、

1DTiO2无明显毒性 , 3DTiO2具有一定的毒性 。

由于本实验中存在许多局限条件 , 对 TiO2进入

机体后的转运机制 , 是否在血液中首先作用于淋巴细

胞还未见有研究资料 , 所以本结果仅仅对 TiO2的遗

传毒性提供参考 , 为 TiO2安全性和毒性的研究提供

依据。
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