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　　摘要:目的　探讨染矽尘大鼠血 、 尿中硅含量与肺组织中羟脯氨酸 、 Ⅰ型胶原 、 Ⅲ型胶原含量的关系。 方法　

处理组采用气管灌注法注入矽尘混悬液建立大鼠矽肺模型 , 对照组采用同样处理但用生理盐水代替矽尘混悬液。两组

取第 28天大鼠的血液 、 尿液 , 经样品前处理后用原子吸收分光光度计检测;大鼠肺组织制作石蜡切片 , 采用天狼猩

红染色法 , 用偏振光显微镜和图像分析系统对肺组织Ⅰ型胶原 、 Ⅲ型胶原的表达进行分析;试剂盒检测肺组织羟脯氨

酸含量。结果　处理组大鼠血硅 、 尿硅 、 Ⅰ型胶原及Ⅲ型胶原明显高于对照组 (P<0.05), 羟脯氨酸虽稍低于对照

组 , 但无统计学意义 (P>0.05);血硅 、 尿硅分别与Ⅰ型胶原 、 Ⅲ型胶原建立直线回归 , 有统计学意义 (P<0.05),

血硅 、 尿硅分别与羟脯氨酸建立直线回归 , 无统计学意义 (P>0.05)。结论　血硅 、 尿硅对早期矽肺纤维化程度可

能有一定的指示意义。
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Relationshipofbloodandurinesiliconcontentstothedegree

ofpulmonaryfibrosisinratsexposedtosilicadust
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Abstract:Objective　Toexploretherelationshipofserumandurinesiliconcontentstothecontentsofhydroxyproline,

collagenⅠ andcollagenⅢ inlungtissuesofratsexposedtosilicadust.Methods　 Bytrachealinstillationofsilicadustsus-

pension, thesilicosisratmodel(treatedgroup)wasestablished.Theratsincontrolgroup, wereonlygiventhesalinefortra-

chealinstillation.28daysaftertrachealinstillationthebloodandurinesamplesweretakeninratsofbothgroups.Thesilicalev-

elinsamplesweredetectedbyatomicabsorptionspectrophotometerafterpre-treatment;Paraffin-embeddedlungsectionswere

stainedwithSiriusred, theanlysisofcollagensⅠ , Ⅲ wasbyusingpolarizationmicroscopyandImage-ProPlusVersion4.5for

WindowsTM;thedetectionofhydroxyprolinecontentwasbykit.Results　 Theresultsshowedthattheserumandurinesilicon

levelsandcollagenⅠ , Ⅲ wereallrisenintreatmentgroupcomparedwithcontrolgroup(P<0.05), despiteofthatthe

hydroxyprolinecontentintreatmentgroupwasslightlylessthanthatofcontrolgroup, buttherewasnostatisticalsignificance(P

>0.05).SerumandurinesiliconlevelsmayestablishlinearregressionwithcollagenⅠ andⅢ respectivelyandhavestatistical

significance(P<0.05), whilethelinearregressionestablishedbetweenserumorurinesiliconlevelsandhydroxyprolinecon-

tenthadnostatisticalsignificance(P>0.05).ConclusionTheresultssuggestedthattheserumandurinesiliconcontentsmay

havesomeindicationsignificanceforthepulmonaryfibrosisdegreeearly.

Keywords:silicosis;serumsilicon;urinesilicon;hydroxyproline;collagenⅠ ;collagenⅢ

　　矽肺的发生发展是一个复杂的病理生理过程 , 其

中氧化应激所致的巨噬细胞的损伤和免疫系统活化所

致的细胞因子及炎症介质的大量分泌 , 是矽肺重要的

病理生理基础
[ 1]
。由于矽肺病的早期诊断很困难 ,

一经传统的胸片诊断 , 肺部纤维化已经无药物可以逆

转 , 所以矽肺诊断的早期生物标志物的研究成为了当

前矽肺病研究中的重点和热点 。血 、 尿中的硅元素属

于接触生物标志物 , 羟脯氨酸及Ⅰ型 、 Ⅲ型胶原属于

效应生物标志物 。本实验主要是研究血硅和尿硅是否

与肺组织羟脯氨酸 、 Ⅰ型胶原 、 Ⅲ型胶原有关系。

1　材料与方法

1.1　仪器

微波消解仪 、 TAS-990原子吸收分光光度计 、 空

心阴极钼灯 、电子天平 、 切片机 、离心机 、恒温干燥

箱 、 NikonEclipseE800偏振光显微镜 , WV-CP240/G

PanasoniccolourCCTVCamera。
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1.2　试剂

硅标准储备液 , 1 mol/L稀硝酸 , 正戊醇 (分析

纯), 钼酸铵四水化合物 (优级醇), 羟脯氨酸试剂

盒 , 二甲苯 , 乙醇 , 苏木精 , 天狼猩红。

1.3　动物模型建立方法和标本处理

将 28只大鼠随机分为对照组和染矽尘组 , 腹腔注

射 0.14%戊巴比妥轻度麻醉后 , 于无菌条件下在大鼠

颈部皮肤正中作纵向切口 , 暴露气管 , 对照组大鼠气

管内一次性注入灭菌生理盐水 1 ml, 染尘组注入 1 ml

配制好的矽尘混悬液。染矽尘 28 d处死大鼠 , 取血

液 、 尿液 、肺组织。血液超速离心制备血清。

1.4　检测方法

1.4.1　血硅 、尿硅分析

1.4.1.1　原子吸收仪工作条件　波长 379.8 nm, 通

带宽度 0.4nm, 灯电流 6.0 mA, 燃烧器高度 6 mm,

燃气流量 2 000ml/min。

1.4.1.2　样品处理 　血清取 0.1 ml, 尿液取 0.02

ml, 放入消解罐中加 1 mol/L硝酸 6 ml, 放入微波消

解仪中进行消解后冷却待用 , 样品空白也按同样的方

法制备 。

1.4.1.3　标准曲线的绘制　用移液管分别移取 0、

0.5、 1、 2、 4 ml的 100 μg/ml硅标准工作液放入 50

ml容量瓶中 , 再各滴入 6 ml浓度为 1 mol/L的稀硝

酸 , 用超纯水定容为 0、 2、 4、 8、 16 μg/ml的标准

溶液各 50 ml。将以上溶液混匀后倒入分液漏斗中 ,

各加入 5%钼酸铵溶液震荡后出现明显的显色反应生

成黄色硅钼黄 , 静置 10 min, 再各加入正戊醇 8 ml

震荡后静置 5 min后 , 上层液收到比色管中 , 完成一

次萃取 , 如此共萃取 3次 , 然后将比色管中萃取液用

正戊醇定容到 25 ml。所有样本及样本空白也加入钼

酸铵后按上述方法萃取定容后检测。

1.4.2　羟脯氨酸的测定 (碱水解法)　按羟脯氨酸

试剂盒上的要求进行样本前处理。各取 1.0 ml蒸馏

水 、 5 μg/ml标准应用液及检测液 , 分别置于空白

管 、标准管 、 检测管 , 依次加入试剂一 0.5 ml, 混

匀 , 静置 10 min;加入试剂二 0.5ml, 混匀 , 静置 5

min;试剂三 0.5 ml, 混匀 , 60℃水浴 15 min, 冷却

后 , 3 500 r/min离心 10 min, 去上清在 550 nm处 ,

1 cm光径 , 蒸馏水调零 , 测各管吸光度 , 然后根据

公式计算出羟脯氨酸含量 。

1.4.3　Ⅰ 、 Ⅲ型胶原的测定　取肺组织用 10%中性

缓冲甲醛液固定 24h, 制作普通石蜡切片 , 天狼猩红

染色 , 用 NikonEclipseE800偏振光显微镜观察 , 每

只动物随机观察 1张切片 , 每张切片随机选取上 、

中 、下 、左 、右 5个视野 , 用 WV-CP240/GPanason-

iccolourCCTVCamera摄像并存入计算机 , 然后用

Image-ProPlusVersion4.5图像分析系统进行定量分

析 。在偏振光显微镜下 , Ⅰ型胶原呈桔黄 、橙红及亮

红色 , 其纤维较粗;Ⅲ型胶原呈淡绿色 , 其纤维较

细 。用阳性区域的面积百分比代表胶原含量。

1.5　数据的统计分析

建立 Excel数据表 , 利用 SPSS13.0进行统计分

析 , 采用独立样本 t检验和双变量直线回归对数据进

行分析 。

2　结果

对 40个样本进行测定 ,检测 9个血清中的硅含

量 ,检测 12个尿液中的硅含量 ,检测 21个肺组织中的

羟脯氨酸含量及 28个肺组织中的Ⅰ型胶原 、Ⅲ型胶原

含量。对处理组与对照组进行分析 ,除羟脯氨酸外 ,血

硅 、尿硅 、Ⅰ型胶原 、Ⅲ型胶原均有统计学意义(表 1)。
表 1　血硅 、 尿硅 、 羟脯氨酸及Ⅰ 、 Ⅲ型胶原的面积百分比含量

组别
血硅 (μg/ml) 尿硅 (μg/ml) 羟脯氨酸 (μg/g) Ⅰ型胶原 (%) Ⅲ型胶原 (%)

n x±s n x±s n x±s n x±s n x±s

处理组 5 10.70±5.33＊ 8 468.18±117.15＊＊ 13 637.13±180.25 14 0.47±0.14＊＊ 14 1.29±0.47＊＊

对照组 4 2.05±1.23 4 131.84±38.04 8 710.55±155.70 14 0.06±0.03 14 0.13±0.04

　　注:与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

　　血硅 、 尿硅分别与羟脯氨酸 、 Ⅰ型胶原 、 Ⅲ型胶

原进行双变量直线回归分析 , 除羟脯氨酸与血硅 、 尿

硅均无统计学意义外 , Ⅰ型胶原 、 Ⅲ型胶原与血硅 、

尿硅均有统计学意义 (表 2)。

3　讨论

硅在人体正常含量为 260 ppm, 是体内最多的微

量元素。正常人每日从尿中排除硅可达 9 ～ 12 mg。

本次实验中大鼠样本对照组血清 、尿液中有一定硅含

量与以上相符。多种因素参与了矽肺的发病过程
[ 2]
,

其发病机制十分复杂 , 至今尚未完全解释清楚 。但二

氧化硅 (SiO2)是其中关键的致病因子 , 这是十分明

确的。 SiO2进入肺内后 , 能引起肺内巨噬细胞的趋

化作用 , 吞噬 SiO2 , 合成并释放大量具有多种生物

活性的细胞因子 、前炎症因子 、趋化因子和蛋白酶类

等 , 损伤肺组织;被吞噬的 SiO2则进而引起巨噬细

胞发生功能改变 、崩解 、死亡 , 并使肺泡结构和周围
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表 2　血 、 尿硅分别与Ⅰ型胶原 、 Ⅲ型胶原 、 羟脯氨

酸直线回归相关参数

模型 未标化 β 标化 β t值 P值

Ⅰ型胶原
常数 0.005 0.260 0.797

血硅 0.039 0.959 17.202 0.000

Ⅲ型胶原
常数 -0.064 -1.479 0.151

血硅 0.116 0.977 23.271 0.000

羟脯氨酸
常数 624.943 13.353 0.000

血硅 6.834 0.241 1.265 0.271

Ⅰ型胶原
常数 -0.100 -8.881 0.000

尿硅 0.001 0.991 38.057 0.000

Ⅲ型胶原
常数 -0.351 -8.461 0.000

尿硅 0.003 0.986 29.997 0.000

羟脯氨酸
常数 638.760 10.909 0.000

尿硅 0.103 0.123 0.633 0.532

细胞进一步受损 , 最终导致弥漫性肺间质纤维化和矽

结节的形成
[ 3]
。 SiO2化学性质稳定 , 难溶于水 , 也

不与一般的酸起作用 , 故通常认为 SiO2在肺内只是

被巨噬细胞吞噬或在病灶内沉积下来。但实际上 ,

SiO2只是难溶 , 进入机体后 , 其表面和体液还是会

产生反应生成硅酸 , 微量的硅元素仍可进入体内血液

和组织进行代谢 , 并发挥作用 , 待累积到一定的

“阈值” 才能 “触发” 不断发展的纤维化过程
[ 4]
。本

实验血硅和尿硅处理组和对照组比较有统计学意义 ,

说明 SiO2颗粒进入机体后有一部分被代谢出去。但

处理组尿液中的硅除了处理因素外还包括体内正常代

谢的硅 。

矽尘可以启动脂质过氧化反应 , 该反应的产物可

以造成巨噬细胞损伤 , 释放一系列致纤维化细胞因

子 , 同时也促使成纤维细胞合成过量胶原蛋白 、弹性

蛋白和蛋白多糖 , 是矽肺纤维化发病过程中的重要环

节之一
[ 5]
。矽肺纤维化时有多型胶原的分泌增多 ,

如 Ⅰ型胶原 、 Ⅲ型胶原 、 透明质酸和层粘连蛋白等。

有文献报道
[ 6]
, 染矽尘大鼠第 28天肺组织Ⅰ型胶原 、

Ⅲ型胶原含量明显升高 , 且显著高于对照组。本次实

验结果与文献报道相符。

张海英等
[ 7]
的实验中 , 羟脯氨酸在矽肺 0

+
期 、

Ⅰ期含量明显高于对照组 。但本次实验中对照组与处

理组的羟脯氨酸含量没有统计学意义 , 可能是染矽尘

28 d时羟脯氨酸含量尚无改变 , 有待于进一步研究 。

肺泡巨噬细胞吞噬进入肺部而不能被排除的大量

游离 SiO2 , 因呼吸爆发和坏死崩解产生大量的超氧

阴离子和羟自由基等氧自由基 , 引起膜脂质过氧化的

增加。巨噬细胞膜的脂质过氧化损伤激活了巨噬细

胞 , 触发其释放大量细胞因子 , 同时胶原的合成也会

增加 , 促进肺纤维化发生
[ 8]
。所以认为随着 SiO2在

肺组织内的增加 , 其进入血液 、 组织液代谢也会增

加 , 同时导致胶原的合成增加 。本实验血硅 、 尿硅分

别与Ⅰ型 、 Ⅲ型胶原有正相关关系 , 提示二者对早期

矽肺纤维化程度有一定的指示意义。
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具有该类基因型的个体可以认为是苯乙烯毒性作用的

易感人群 , 不适合在苯乙烯暴露岗位工作。因此 ,

CYP2E1 5端上游调节区 RsaI位点基因多态性可考虑

作为苯乙烯职业接触遗传易感性因素 , 用于评价苯乙

烯接触工人职业健康损害的遗传易感性。
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