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　　摘要:为探讨矽肺患者和接尘工人肺功能 、 诱导痰中白

细胞和痰液处理后的上清液中 NO衍生物含量变化及意义 ,

选择 80名矽尘接触工人为接尘组 、 84名矽肺患者为病例组 、

30名无矽尘接触史的后勤人员为对照组 , 进行肺功能测定和

痰液诱导 , 测定诱导痰中一氧化氮代谢产物硝酸盐 /亚硝酸盐

(NO-
2 /NO

-
3 )、 硝化酪氨酸的含量 , 并进行炎性细胞分类计

数。结果 (1)接尘组和病例组白细胞总数显著高于对照组

(P<0.05), 中性粒细胞数低于对照组 (P<0.05), 而淋巴

细胞数显著高于对照组 (P<0.05);对照组 、 接尘组 、 病例

组的尘细胞数逐步增多 , 经检验各组间差异有统计学意义 (P

<0.05)。 (2)接尘组 NO-
2
/NO-

3
水平明显高于对照组 (P<

0.05), 病例组 NO-
2 /NO-

3 水平明显高于接尘组和对照组 (P

<0.05);接尘组和病例组硝化酪氨酸水平明显高于对照组 ,

差异有统计学意义 (P<0.05)。 (3)FVC、 FEV1等肺功能测

定结果显示矽肺组 <接尘组 <对照组 , 差异均有统计学意义

(P<0.05)。提示矽尘暴露人群肺功能随着矽肺病变的进展

呈逐渐下降趋势 , NO在这一过程中起到了重要作用;诱导痰

中尘细胞数量反映了肺组织内的粉尘吸入量 , 尘细胞在矽肺

发生发展中发挥作用 。
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矽肺是一种长期的持续性 、 进行性炎症最终导致纤维化

的疾病 , 纤维化病变一旦形成很难逆转 , 已证实一氧化氮参

与了肺部炎症和纤维化过程 , 了解矽肺发生发展过程呼吸道

分泌物中一氧化氮及其衍生物及炎性细胞的变化情况 , 可为

寻找矽肺的早期监测指标提供依据。NO作为一种新型信息分

子 , 近年来受到广大学者的关注 。国内外大量报道显示 , NO

在多种呼吸道疾病中发挥了作用 , 并且与气道炎症反应有密

切关系 [ 1] 。但是目前关于 NO在矽肺中的研究较少。炎性细

胞可以很好地反映矽肺病变 , 本研究通过测定矽肺患者和接

尘工人肺功能及诱导痰液中的 NO代谢产物的含量 , 分析其

变化规律及其意义。

1　对象与方法

1.1　研究对象与内容

选择山东省某煤矿矽肺患者 84名为矽肺组 (均为Ⅰ期),

接尘工人 (掘进工)80名为接尘组 (无矽肺), 另外选取无

矽尘接触史的地面后勤人员 30名为对照组 , 以上研究对象均

为男性 , 无呼吸道 、 肝 、 肾疾病史 , 各组之间身高 、 体重 、

吸烟状况等差异无统计学意义 (P>0.05), 所有研究对象均

来自同一煤矿 , 作业环境相似 , 作业场所矽尘浓度基本稳定。

矽肺患者的诊断根据当地政府提供的职业史证明 , 通过流行

病学分析 , 依据高仟伏 X线前后位胸片 , 按照 GBZ70— 2002

《尘肺病诊断标准》 进行诊断。

1.2　实验方法

1.2.1　痰液诱导　受试者静坐 5 min, 诱导前 10 min吸入沙

丁胺醇 200μg, 雾化前清水漱口 、 擤鼻;将 3%的盐溶液装入

超声雾化器 , 调节喷雾量 , 让受试者用口含住喷雾嘴 , 努力

用口深吸气使喷雾尽可能被吸入肺深部 , 5 min后用力咳痰 ,

收集肺深部痰液;重复该操作 20 ～ 30 min, 收集至少 2 ml

痰液。

1.2.2　痰液处理　取 1ml或 0.5 ml无唾液成分的痰液放入

软管中 , 加入 4倍体积 0.1%二硫苏糖醇 (DTT), 放入 37 ℃

水浴锅中 30 ～ 40 min, 加入与 DTT相同体积的磷酸缓冲液

(PBS)稀释 , 并振荡 5 min以上 , 过滤 , 滤液以 1 100 r/min、

离心半径 200 mm, 离心 10 min后将上清液移入 EP管中 ,

-80 ℃下保存待测。

1.2.3　诱导痰中 NO-
2 /NO

-
3 、 硝化酪氨酸的含量测定　应用

ELISA法测定硝化酪氨酸 , 硝酸酶还原法测定 NO-
2 /NO

-
3 。

ELISA试剂盒由 BLOWEN公司提供。

1.2.4　诱导痰中炎细胞计数及观察　将离心所得沉淀加入一

滴 PBS混匀 , 用移液器吸取 20 μl过滤后加入 EP管中 , 同时

加入 380μlPBS, 吹打混匀。用吸管轻轻吸取 1滴加至细胞计

数板上 , 光学显微镜下计数总细胞数。同时吸取一滴于载玻

片上 , 涂片 , 晾干 , 滴 2 ～ 3滴无水乙醇 , 固定 1 min, 然后

进行瑞-姬氏染色 , 光学显微镜下观察各种炎性细胞。
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1.2.5　肺功能测定　用 6200Autobox型肺功能测试仪 (美国

森迪公司)按常规操作方法进行肺功能测定。主要检测指标:

肺活量 (VC)、 用力肺活量 (FVC)、 第一秒用力肺活量

(FEV1)、 第一秒用力肺活量占用力肺活量百分比 (FEV1 /

FVC)、 25%最大呼气流速 (MEF
25
)、 50%最大呼气流速

(MEF50)、 75%最大呼气流速 (MEF75)、 峰流速 (PEF), 各

指标以实测值与预计值的百分比表示。

1.2.6　数据的统计处理　采用 SPSS13.0统计软件对资料

进行统计处理。 资料符合正态分布的各组均数采用方差分

析 , 结果以均数 ±标准差表示;不符合正态分布的采用非参

数秩和检验或转换成正态分布后进行方差分析 , 结果用中位

数表示 , 组间两两比较采用 LSD检验;计数资料采用卡方

检验。

2　结果

2.1　基本情况比较

3组间除年龄外其他因素比较差异无统计学意义 (P>

0.05), 病例组年龄明显高于对照和接尘组 , 差异有统计学意

义 (P<0.05), 接尘组与对照组之间无差异 (P=0.341),

见表 1。

表 1　各组研究对象基本情况比较

组别 例数 年龄 (岁) 身高 (cm) 体重 (kg) 吸烟率 (%) 吸烟时间 (年) 每日吸烟量 (支)

对照组 30 42.07 ±11.93 172.00±3.21 71.48 ±7.10 58.00 19.70±10.30 10.68±10.32

接尘组 80 46.58 ±15.16 171.33±5.04 73.21 ±9.16 60.00 24.30±12.92 9.98±10.40

病例组 84 67.30 ±5.33a 169.21±5.44 71.48 ±8.73 66.00 27.97±14.16 10.54±9.65

F或 χ2值 F=72.59 F=2.32 F=0.90 χ2 =0.74 F=2.71 F=0.53

P值 <0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05

　　注:与接尘组比较 , aP<0.05。

2.2　诱导痰中白细胞总数及分类计数

结果显示接尘组和病例组白细胞总数显著高于对照组 (P

<0.05), 接尘组与病例组之间白细胞总数无明显差异 (P>

0.05);诱导痰中白细胞计数分类结果显示:接尘组和病例组

中性粒细胞数低于对照组 (P<0.05), 接尘组与病例组之间

中性粒细胞数无明显差异 (P>0.05);接尘组和病例组淋巴

细胞数显著高于对照组 (P<0.05), 接尘组与病例组之间淋

巴细胞数无明显差异 (P>0.05);三组间单核细胞数无明显

差异 (P>0.05);对照组 、 接尘组 、 病例组的尘细胞数逐

步增多 , 经检验各组间差异有显著性意义 (P<0.05)。见

表 2。

表 2　诱导痰中白细胞总数与分类计数结果 (x±s)

组别 例数
白细胞总数
(×106 /ml)

中性粒细胞
(%)

淋巴细胞
(%)

单核细胞
(%)

尘细胞
(%)

对照组 32 16.92±6.39 45.89±4.50 37.78 ±4.62 1.70±0.39 0.80 ±0.21

接尘组 110 37.07 ±12.24a 33.58±6.38a 55.52 ±6.81a 1.50±0.31 11.50 ±2.62a

病例组 54 49.06 ±15.99a 36.90±7.27a 56.42 ±7.09a 1.80±0.41 19.50 ±5.64ab

F值 6.003 4.468 9.462 0.467 12.753

P值 0.003 0.013 0.000 0.188 0.000

　　注:与对照组相比 , aP<0.05;与接尘组相比 , bP<0.05。

2.3　诱导痰中 NO-
2
/NO-

3
和硝化酪氨酸测定结果

经正态性检验 , 两指标数据均为非正态分布 , 分别采用对

数转换和平方转换后接近正态分布 ,结果用中位数表示。以年

龄为协变量对诱导痰中 NO-
2 /NO3和硝化酪氨酸测定值进行单

因素方差分析 , 组间两两比较采用 LSD检验 , 结果显示:(1)接

尘组 NO-
2 /NO

-
3 水平明显高于对照组 ,病例组 NO-

2 /NO
-
3 水平

明显高于接尘组和对照组 , 差异均有统计学意义(P<0.05);

(2)接尘组和病例组硝化酪氨酸水平明显高于对照组 , 差异有

统计学意义(P<0.05), 病例组与接尘组水平比较 , 差异无统

计学意义(P>0.05), 见表 3。

2.4　肺功能测定结果

各组研究对象肺功能测定结果表明 , 除 VC外各项指标平

均值循此规律下降:矽肺组 <接尘组 <对照组 , 差异均有统

计学意义 (P<0.05或 P<0.01), 见表 4。

表 3　诱导痰中 NO-
2 /NO

-
3 和硝化酪氨酸含量测定结果

组别 例数

NO-
2 /NO-

3 (μmol/L) 硝化酪氨酸 (μmol/L)

中位数
(Q

25 ～ 75
)

95%
可信区间

中位数
(Q

25 ～ 75
)

95%
可信区间

对照组 30 36.90(22.28) 27.90～ 46.80 2.91(0.89) 2.75 ～ 3.21

接尘组 80 60.30(46.58)a 52.20～ 66.60 3.51(0.46)a 3.48 ～ 3.65

病例组 84 79.65(89.10)ab 72.9 ～ 90.94 3.48(0.49)a 3.42 ～ 3.61

F值 32.06 13.53

P值 0.0000 0.0000

　　注:与对照组比较 , aP<0.05;与接尘组比较 , bP<0.05。
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表 4　肺功能测定结果比较 (x±s)

组别 例数 VC FVC FEV1 FEV1/FVC MEF25 MEF50 MEF75 PEF

对照组 24 75.41±12.22 85.80±12.20 85.29±11.74 87.25±8.53 86.71±38.92 72.23±26.64 59.25±23.01 58.81±22.04

接尘组 65 69.51±20.00 70.47±19.40a 70.44±22.43a 80.53±13.56a 82.18±37.04a 63.58±25.45a 50.25±24.41a 49.54±22.45a

病例组 71 62.42±19.81 61.64±18.97ab 58.17±20.90ab 74.20±17.96ab 64.63±31.40ab 45.49±24.81ab 37.22±19.46ab 38.87±20.34ab

F值 0.625 7.419 11.214 5.571 13.554 18.085 12.108 8.648

P值 0.431 0.007 0.001 0.020 0.000 0.000 0.001 0.004

　　注:与对照组比较 , aP<0.05;与接尘组比较 , bP<0.05。各指标均以实测值与预计值的百分比表示。

3　讨论

矽尘进入肺内后引起的病变十分复杂 , 涉及多种细胞和

生物活性物质 , 表现为炎症反应 、 免疫反应 、 纤维化形成等 ,

反应多呈进行性 [ 2] , 最终导致结节性纤维化。由于纤维化病

变一经诊断即无药物可逆转 , 因此对于矽尘进入肺内引起的

初期炎症反应的研究已成为目前国内外研究的热点。

NO是 20世纪 80年代发现的一种新型生物信息分子 , 参

与机体多种生理和病理过程 , 与多种急慢性呼吸道疾病有密

切的关系。国外动物实验发现 , 矽尘引起的肉芽肿区域附近

的肺组织和支气管淋巴组织中诱导型一氧化氮合酶活性表达

增强 , 且与肺组织损伤 、 炎症 、 纤维化等变化密切相关 , 指

出 NO在矽肺发病的启动过程中发挥重要作用 , 参与了矽肺

早期的炎症反应过程 , 并与肺纤维化的形成密切相关 [ 3] 。呼

吸道内产生的 NO, 部分以气体的形式随呼出气体排出 , 部分

与氧结合形成硝酸盐 /亚硝酸盐 (NO-
2
/NO-

3
)或者形成其他

代谢产物 , 如 3-硝基酪氨酸等 , 因此呼吸道分泌物 (诱导痰)

中硝酸盐 /亚硝酸盐和硝基酪氨酸浓度可以间接反映呼吸道内

NO的浓度。本文研究结果显示 , 接尘工人和矽肺患者诱导痰

中 NO-
2 /NO

-
3 含量高于对照组 , 病例组又高于接尘组 , NO-

2 /

NO-
3 含量与矽肺发病过程有很好的同步性 , 提示 NO参与矽

肺形成发展。诱导痰液中硝化酪氨酸水平测定结果显示 , 接

尘组和病例组明显高于对照组 , 而病例组和接尘组之间无差

异 , 推测矽尘暴露导致接触人群及患者体内硝化酪氨酸的水

平发生变化 , 但与病变严重程度无相关性。综合分析上述结

果 , 认为 NO可能参与了矽尘所导致的肺组织炎症 /纤维化反

应 , 这与文献报告一致 [ 4] 。

诱导痰检测方法是一种安全 、 可靠 、 可行的检测气道炎

症的方法 [ 5] , 诱导痰中细胞学研究发现 [ 6] , 接尘组及病例组

白细胞总数显著高于对照组 , 分类计数结果显示 3组研究对

象诱导痰液中中性粒细胞比例呈逐渐减少趋势 , 而淋巴细胞

比例呈逐渐增多的趋势。 淋巴细胞是参与炎症反应的一种重

要的细胞 , 在慢性炎症反应中发挥重要作用。本研究结果说

明了矽肺发生发展为逐渐增强的慢性炎症反应过程。尘细胞

是吞噬了矽尘颗粒后的巨噬细胞 , 它是接尘工人及矽肺患者

痰中的特征性细胞 , 也是判断诱导痰是否来自于肺泡病变区

域 , 是否具有较好代表性的重要标志。矽肺的发病与尘细胞

崩解 , 释放各种炎性因子 , 引起炎症 /纤维化反应有很大关

系。本研究中发现 , 病例组尘细胞比例显著高于接尘组和对

照组 , 接尘组明显高于对照组 , 由此 , 我们推测诱导痰中尘

细胞数量水平反映了肺组织内的粉尘吸入量 , 同时也证明了

尘细胞在矽肺发生发展中的作用。

目前 , 肺功能测定是临床早期诊断及劳动力损伤评定的

主要依据 , 进行肺功能指标测定与上述 NO代谢产物的相关

分析有助于矽肺早期标志物的确定 [ 7] 。肺功能受年龄 、 身高 、

体重的影响 , 本研究各项肺功能指标测定结果均采用实测值

占预测值百分比表示 。从本次测定结果来看 , 各项肺功能指

标 (VC除外)循此规律下降:对照组 >接尘组 >矽肺组 , 差

异有统计学意义 (P<0.05)。提示矽尘暴露人群肺功能状况

与矽尘暴露程度有关 , 这与有关文献报道一致 [ 8] 。矽肺患者

及接尘工人肺功能下降与诱导痰液中一氧化氮升高有同步性 ,

推测可能是由于长期接触粉尘致内源性 NO浓度升高有关。

已证实局部大量 NO产生引起气道充血 、 血浆渗漏 , 造成肺

上皮细胞及组织损伤而诱发气道高反应性 , NO扩张支气管黏

膜血管 , 导致黏膜水肿 , 通过非肌性机制加重气道阻塞。上

述可见 , 矽尘暴露人群肺功能随着接尘量的增加及矽肺病变

的进展呈逐渐下降趋势 , 且 NO在这一过程中起到了重要作

用 , 测定矽尘接触工人诱导痰液中 NO-
2 /NO

-
3 水平能够反映

接尘工人和尘肺患者的肺功能状况 , 有助于矽肺病人早期

诊断。
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