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　　摘要:目的　探讨原花青素 (proanthocyanidins, PC)对染尘大鼠肺纤维化进程的具体作用。方法　SPF级 SD大鼠 96

只 , 随机分为对照组 、 矽肺组 、 PC低剂量组 、 PC高剂量组, 每组 24只;采用气管内注射 SiO2悬液方法复制大鼠矽肺模型。

染尘后第 2天PC低剂量组按 50mg/(kg· d)灌胃给予 PC, PC高剂量组按 500mg/(kg· d)灌胃给予 PC, 矽肺组和对照组

则给予等容生理盐水。给药开始后第 14、 28、 60天时每组随机处死 8只大鼠;应用免疫组化法观察肺组织 TGF-β1、 HSP47

的表达 , 并检测大鼠血清超氧化物歧化酶 (SOD)活力。结果　与对照组比较, 大鼠在染尘 14、 28和 60 d时 , 血清中 SOD

的活力明显下降 , 60d时尤为显著;此外 , 肺组织中 TGF-β1和 HSP47的表达增加 , 且随染尘时间增加呈现上升趋势。应用

高剂量 PC干预后, 血清中SOD活性增加 (P<0.05), 在染尘 60d时 , 上升到 251.36U/ml(矽肺组为 181.32U/ml);PC干

预组肺组织中 TGF-β1和 HSP47表达的升高趋势 (P<0.05)亦见恢复 , 染尘 60 d时 , PC高剂量组肺组织中 TGF-β 1和

HSP47的表达分别为 24.45和 13.54 (矽肺组为 33.27和 18.70)。结论　原花青素可增强 SOD活力 , 减少TGF-β1和HSP47的

表达, 提示可在一定程度上缓解染尘大鼠肺纤维化进程。
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Depressioneffectofproanthocyanidinsonexpressionofpulmonary

TGF-β1 andHSP47 insilicaexposedrats

CAOFu-yuan＊ , YANLi-cheng, LIQing-zhao, ZHANGYan-shu, WANGGuang-zeng, YAOLin

(＊:AnimalCenterforMedicalExperiment, NorthChinaCoalMedicalCollege, Tangshan063000, China)

Abstract:Objective　Toexploretheeffectofproanthocyanidins(PC)onthepulmonaryfibrosisinsilica-exposedrats.

Methods　Ninety-sixSDratswererandomlydividedintofourgroups:controlgroup, silicosisgroup, lowdoseandhighdose

PCgroups, 24ratsineachgroup.Silica(50 mg/ml)wasgivenbydirecttrachealinstillation;PCgroupswereadministered

withPCbygastriclavageatdoseof50mg/(kg· d)(lowdosegroup)and500 mg/(kg· d)(highdosegroup)respectively

attheseconddayofexposuretosilica, ratsincontrolandsilicosisgroupwereadministeredwithsalinesolutionatthesametime.

Eightratsforeachgroupwerekilledatthe14, 28 and60 daysaftersilicainstillation, takethebloodandlungtissuesamples

rapidly.TheexpressionsofTGF-β 1 andHSP47 inlungtissuesweredetectedbyimmunohistochemicalanalysis, theactivityof

SODinserumwasalsomeasured.Results　Comparedwiththatofcontrolgroup, activityofSODwasdecreasedsignificantlyat

28thand60thdaysaftersilicaexposure, theexpressionsofTGF-β1 andHSP47wereincreasedsignificantlywiththetime;while

activityofSODinhighdosePCgroupwasincreasedsignificantly(P<0.05), andexpressionsofTGF-β 1 andHSP47 inboth

lowandhighdosePCgroupsweredecreasedsignificantly(P<0.05)comparedwiththatinsilicaexposedgroupatthe60thday

aftersilicaexposure.ConclusionPCadministrationcouldincreaseactivityofserumSODandreduceexpressionofTGF-β 1 and

HSP47 inlung, whichsuggestedthatPCmighthavetheeffectofrelievingpulmonaryfibrosiscausedbysilica.

Keywords:proanthocyanidins(PC);transforminggrowthfactor-β1 (TGF-β 1);heatshockprotein47 (HSP47);pul-

monaryfibrosis;silicosis

　　SiO2粉尘引起的肺泡巨噬细胞膜和肺组织的脂质

过氧化反应是导致矽肺发病的始动因素和重要原因之

一。 PC是植物中广泛存在的一大类多酚化合物的总

称 , 近年研究证实 PC具有清除自由基 、抗氧化 、抗突

变 、 抗癌 、抗辐射和促进细胞增殖等多方面的生物学

活性 , 其种类繁多 , 其中葡萄籽原花青素 (grapeseed

proanthocyanidinextracts, GSPE)是葡萄籽的提取物 ,

最具代表性。本文拟应用 GSPE进一步探讨 PC的抗纤

维化作用 , 以 SD大鼠为对象复制矽肺模型 , 研究 PC

对染尘大鼠肺组织转化生长因子 β1 (transforming

growthfactorbeta, TGF-β1)、 热休克蛋白 47 (heat

shockprotein47, HSP47)蛋白表达及血清 SOD活力的

影响 , 探讨抗氧化剂在矽肺防治中的可能作用。
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1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　实验动物　SPF级 SD大鼠 96只 , 雄性 , 体

重 200 ～ 240g, 由中国医学科学院中国协和医科大学

实验动物研究所动物资源中心提供 , 实验动物质量合

格证明书编号:0117018。

1.1.2　试剂　SiO2纯度 99%, 粒子大小范围 0.5 ～

10 μm, 80%的粒子直径 1 ～ 5 μm, 用生理盐水配成

50 g/L混悬液 , 经高压蒸气灭菌后备用;葡萄籽原

花青素(批号:0801006-10)购于天津市尖峰天然产物

研究开发有限公司;SOD测试盒购于南京建成生物

工程研究所;TGF-β1抗体 、 SABC试剂盒购于武汉博

士德生物工程有限公司;HSP47抗体为美国 Santa

Crus产品 , 购于北京赛诺科为生物科技有限公司。

1.2　方法

96只大鼠随机分为对照组 、 矽肺组 、 PC低剂量

组和高剂量组。经乙醚麻醉后 , 于无菌条件下采用非

暴露式气管内注入法染尘 (对照组不染尘), 实验组

每只大鼠注入 1 mlSiO2 (纯度≥99%, ≥80%的颗

粒直径 1 ～ 5 μm)混悬液 (用无菌生理盐水配制成

50 mg/ml悬液 , 每毫升加青霉素 2 000U);PC低剂

量组于染尘后第 2天按 50 mg/(kg· d)灌胃给予

PC, PC高剂量组按 500 mg/(kg· d)灌胃给予 PC;

对照组和矽肺模型组给予等容生理盐水。

给药开始后第 14、 28和 60天时每组随机处死大

鼠 8只 。水合氯醛麻醉后 , 开胸经心脏取血。全血离

心后取血清 , 按照试剂盒说明操作检测血清 SOD值。

取左肺中段用 10%中性缓冲甲醛液固定 , 常规脱水 ,

石蜡包埋 , 连续切片 , 进行 HE染色 , 光镜下观察每

张切片的肺组织浸润 、肺泡壁的破坏 、肺组织纤维化

等病理改变 。

肺组织 TGF-β1和 HSP47蛋白的表达严格按照

SABC试剂盒说明书步骤进行免疫组织化学法检测 ,

结果用 ISS医学图像分析系统软件对各组肺组织切片

进行分析 , 每张切片随机选取 5个 400倍视野 , 取其

染色阳性区域的积分光密度 (integralopticaldensity,

IOD)值来计算 TGF-β1和 HSP47蛋白的表达。

1.3　统计学处理

数据以x±s表示 , 多组间比较采用单因素方差

分析。采用 SAS8.1软件分析。

2　结果

2.1　PC对染尘大鼠血清中 SOD的影响

与对照组相比 , 矽肺组 SOD明显降低 , PC高剂

量组 SOD活力高于矽肺组 , 差异有统计学意义 (P<

0.05), 见表 1。

　表 1　PC对染矽尘大鼠不同时间点血清SOD活力的影响 U/ml

组别 n 第 14天 第 28天 第 60天

对照组 8 288.11±24.32 288.00±25.69 278.50±23.14

矽肺组 8 211.50±23.83 218.44±20.48a 181.32±25.31a

PC低剂量组 8 226.27±17.82a, c 229.15±31.18a, c 186.94±27.47a, c

PC高剂量组 8 254.35±31.72a, b 257.74±29.16a, b 251.36±21.63a, b

注:a, 与对照组比较 P<0.05;b, 与矽肺组比较 P<0.05;c, 与 PC高剂量

组比较 P<0.05。

2.2　PC对矽肺大鼠肺 TGF-β1和 HSP47表达的影响

各时间点矽肺组大鼠肺 TGF-β1和 HSP47表达高

于对照组和 PC高剂量组 , 差异有统计学意义 (P<

0.05), 见表 2、 3。

　表 2　PC对染矽尘大鼠不同时间点组织 TGF-β1积分

光密度影响的比较 (x±s)

组别 n 第 14天 第 28天 第 60天

对照组 8 17.22±1.21 16.89±0.33 17.01±0.54

矽肺组 8 29.72±0.21a 31.56±0.27a 33.27±0.31a

PC低剂量组 8 28.54±0.36a, c 31.21±0.46a, c 30.22±0.27a, c

PC高剂量组 8 21.25±0.22a, b 22.61±0.13a, b 24.45±0.21a, b

注:a, 与对照组比较 P<0.05;b, 与矽肺组比较 P<0.05;c, 与 PC高剂量

组比较 P<0.05。

　表 3　PC对染矽尘大鼠不同时间点组织 HSP47积分光密度

影响的比较 (x±s)

组别 n 第 14天 第 28天 第 60天

对照组 8 7.24±1.21 8.08±1.30 7.10±1.54

矽肺组 8 15.70±1.52a 18.19±1.55a 18.70±1.62a

PC低剂量组 8 14.34±1.95a, c 14.23±1.88a, c 18.64±2.41a, c

PC高剂是组 8 10.54±1.25b 11.37±2.31a, b 13.54±2.28a, b

注:a, 与对照组比较 P<0.05;b, 与矽肺组比较 P<0.05;c, 与 PC高剂量

组比较 P<0.05。

2.3　各组大鼠肺组织病理变化的观察结果

本实验分 14、 28、 60d3个时间点 , 以观察在不

同时期 PC对染尘大鼠肺纤维化进程的作用 。与对照

组相比 , 矽肺组第 14天时 , 肺泡隔有较多的淋巴细

胞 、巨噬细胞及少数中性粒细胞浸润 , 伴有较多的成

纤维细胞和平滑肌细胞增生并平行排列 , 肺泡壁增

厚 , 可见胶原纤维积聚 , 肺泡结构破坏 , 出现斑片状

纤维化 , 细胞结节数量多 , 体积大;第 28天时 , 肺

泡壁显著增厚 , 肺泡结构大部遭到破坏 , 部分肺泡腔

消失 , 由胶原纤维和成纤维细胞占据 , 肺组织广泛纤

维化 , 可见纤维性结节;第 60天时纤维组织明显增

生 , 形成巨大的纤维性矽结节 。 PC低剂量组肺组织

的变化与矽肺组基本相似 , 症状有所减轻 , 但差异不

明显;PC高剂量组肺组织的变化与矽肺组相比症状

明显改善 , 纤维化进程较缓慢 。各组大鼠肺组织病理

改变见图 1 (封三)。

3　讨论
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矽肺是因长期吸入游离 SiO2粉尘微粒所致的以肺

间质纤维化为主的全身性病变。目前矽肺的自由基理论

认为 , 当机体吸入大量 SiO2粉尘微粒时 , 肺泡巨噬细胞

(AM)会因吞噬游离 SiO2粉尘而被激活 , 激活状态的

AM一方面会合成并释放许多细胞因子 , 如 PDGF、

TNF-α、 IL-1、 TGF-β1等 , 另一方面会产生大量氧自由

基 , 从而损害肺组织结构和细胞 , 导致矽肺的发生
[ 1 ～ 3]
。

本实验显示 , 矽尘吸入会导致大鼠肺内淋巴细胞 、单核

巨噬细胞浸润以及肉芽肿的形成直至大面积纤维化;PC

组虽可见类似变化 , 但程度明显减轻 , 提示 PC能够减

轻 SiO2诱导的大鼠肺纤维化。

研究表明 , 细胞因子在肺纤维化发展过程中起着

重要的作用 , 它们构成一个复杂的细胞外信号转导分

子的网络系统及链式反应关系
[ 4]
;越来越多的研究

表明抗氧化剂能通过细胞因子网络调节肺纤维化 , 其

中 TGF-β1是一类重要的生长调节细胞因子 , 在细胞

的生长 、分化 、 免疫调节及细胞外基质合成调节中具

有重要作用
[ 5, 6]
。它的过度表达可加快肺间质纤维

化 , 导致广泛的细胞外基质蛋白如胶原 、 纤维黏连蛋

白和弹性蛋白的蓄积和肌成纤维细胞集聚等。在培养

的人胚肺成纤维细胞中 , TGF-β1是通过诱导热休克

基因转录因子 1 (heatshocktranscriptionfactor1)三

聚体的形成以及与其诱导 HSP47的热激元件 (heat

shockelement)的结合促进 HSP47合成增加 , 作为胶

原特异性分子伴侣的 HSP47, 可能是控制组织器官纤

维化最好的分子靶点之一
[ 7 ～ 9]

。

本实验结果显示 , 矽肺组中 SOD活力明显低于

对照组 , 而 TGF-β1和 HSP47的表达都明显高于对照

组 , 提示 SiO2可使大鼠体内抗氧化能力下降 , 造成

氧化损伤 , 加速促纤维化因子的表达 , 从而加快肺纤

维化进程 , 此与自由基理论基本相符 。 PC是从天然

植物中提取的生物类黄酮 , 在抗动脉粥样硬化 、抗病

毒 、抗肿瘤 、抗炎症 、抗过敏等许多功能上均显示了

一定效果 , 由于来源于自然 , 使用时几乎无副作用 ,

已成为目前抗氧化剂研究和开发的一大热点。本实验

发现 , PC能有效提高染尘大鼠血清 SOD活力 , 能有

效减少 TGF-β1和 HSP47在肺组织中的表达 , 抑制和

延缓肺纤维化的进展 。提示 PC可能通过氧化抗氧化

机制提高机体抗氧化能力 , 减少氧化损伤所导致的促

纤维化细胞因子的表达 , 达到延缓肺纤维化的作用 ,

但 PC如何通过细胞因子网络来达到延缓肺纤维化的

作用机制还有待进一步的探讨和研究 。
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