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Study on the early change pattern of TNF-α，TGF-β in BALF of dust-exposed rats
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摘要: 取雄性 Wistar 大鼠，随机分为 4 组，采用非气管

暴露法分别注入 15 mg /ml、30 mg /ml、60 mg /ml 粉尘悬浮液

和生理盐水各 1 ml，每组 7 只大鼠分别在第 1、3、7、14、
21、28 天 6 个 时 间 点 处 死。离 体 进 行 支 气 管 肺 泡 灌 洗

( BAL ) ，BALF 离 心 取 上 清 液， 然 后 采 用 酶 联 免 疫 吸 附

( ELISA) 测定上清液中 TNF-α、TGF-β 含量。不同剂量的粉

尘对 TNF-α、TGF-β 有显著影响 ( P ＜ 0. 05) ，各剂量组在各

时点 TNF-α含量较对照组均有升高，除 21 d 高剂量组外差异

均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) ; TGF-β 含量较对照组差异有统

计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。提示矽尘所致的纤维化早期 TNF-α、
TGF-β含量变化规律明显，抑制一种或两种细胞因子可有效

阻滞纤维化的发生发展。
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矽肺是由于吸入游离二氧化硅粉尘引起的以间质性肺纤

维化为主的全身性疾病，对机体危害严重，且尚无有效治疗

手段。二氧化硅能刺激肺细胞产生氧化剂、趋化因子和细胞

因子，造成细胞损伤、增生以及胶原异常生长。已有研究表

明，一些细胞因子及其形成的网络系统在肺纤维化的发生、
发展过程中起着重要作用，其中肿瘤坏死因子-α ( TNF-α) 、
转生长因子-β ( TGF-β) 等对调控肺成纤维细胞的分裂、增

殖及胶原蛋白的合成与降解起着十分重要的作用。本文通过

不同剂 量 染 矽 尘 建 立 矽 肺 模 型，测 定 支 气 管 肺 泡 灌 洗 液

( BALF) 中细胞因子 TNF-α、TGF-β 的浓度，探讨两种细胞

因子在矽肺早期的变化规律，为矽肺发生机制及早期预防提

供依据。
1 材料与方法

1. 1 动物分组

168 只雄性 Wistar 大鼠，体重 160 ～ 180 g，购于山东大学

实验动物中心，许可证编号: ［SCXK ( 鲁) 2009-0001］。大

鼠在动物房适应一周后，将其随机分为高、中、低剂量组和

对照组，每组 42 只。分别注入 15 mg /ml、30 mg /ml、60 mg /

ml 经高温消毒的粉尘悬浮液 ( 购于 Sigma 公司的二氧化硅纯

度 99%，粒子大小 0. 5 ～ 10 μm，80% 粒子直径在 1 ～ 5 μm)

各 1 ml，对照组同样方法注入同体积的生理盐水。
1. 2 支气管肺泡灌洗液 ( BALF) 的收集

模型建成后，每组 7 只 Wistar 大鼠分别在第 1、3、7、
14、21、28 天 6 个时间点处死，进行离体支气管肺泡灌洗。
操作过程: 4%戊巴比妥钠按照 0. 1 ml /100 g 进行腹腔注射麻

醉，暴露胸腔，咽喉部剪断气管，连带气管取出完整无破损

肺组织; 经钝头插管缓慢注入 2 ml 37 ℃无菌生理盐水，间隔

30 s 回抽灌洗液。反复进行 3 次，共收集支气管肺泡灌洗液

( BALF) 约 5 ml，经 1 500 r /min，4 ℃ 10 min，离心 10 min，

上清液 － 80 ℃冰箱保存待测。酶联免疫吸附法 ( ELISA) 测

定上清液中 TNF-α和 TGF-β。
1. 3 统计学分析

数据分析采用 SPSS17. 0 统计软件，实验数据均用x ± s 表

示，各组比较采用单因素方差分析，各组间两两比较采用

LSD 法检验。
2 结果

2. 1 BALF 中 TNF-α水平测定

经方差分析不同剂量组大鼠 BALF 中 TNF-α 含量显示，

不同时 间 点 ( F = 0. 670，P ＞ 0. 05 ) 、不 同 剂 量 组 ( F =
17. 211，P ＜ 0. 01 ) ，仅不同矽尘剂量对 TNF-α 有显著影响。
各剂量组在不同时间点与对照组相比 TNF-α 均有不同程度升

高，经 LSD 两两比较显示，除 21 d 高剂量组外，其余差异均

有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。各剂量组比较显示，仅在 7 d 和

21 d 高剂 量 组 与 低 剂 量 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05) ，剂量-效应关系不明显。见表 1。
2. 2 BALF 中 TGF-β水平测定

经方差分析不同剂量组大鼠 BALF 中 TGF-β 含量显示，

不同时 间 点 ( F = 1. 682，P ＞ 0. 05 ) 、不 同 剂 量 组 ( F =
25. 487，P ＜ 0. 01 ) ，仅不同矽尘剂量对 TGF-β 有显著影响。
各剂量组在各时间点均有不同程度的升高，经 LSD 法两两比

较，差异均有统计学意义 ( P ＜0. 05) 。总体观察显示，各剂量

组染尘后期 TGF-β水平高于前期，在14 ～28 d 高剂量组与低剂

量组比较差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) ，14 d、21 d 高剂量组

与中剂量组比较差异有统计学意义 ( P ＜0. 05) 。见表 2。
3 讨论

许多生物活性介质共同参与矽肺发病进程，最主要的是

TNF-α、TGF-β等，它们多由肺常驻细胞或浸润的炎性细胞所

释放，刺激成纤维细胞增殖，使胶原等细胞外基质合成增加，

后者在肺内沉积，导致肺泡壁和间质发生纤维化。
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表 1 BALF 中 TNF-α水平测定结果 ( x ± s) ng /L

组别 1 d 3 d 7 d 14 d 21 d 28 d

对照组 126. 8 ± 27. 0 138. 0 ± 43. 3 158. 7 ± 47. 1 162. 3 ± 74. 5 147. 8 ± 31. 5 106. 7 ± 29. 2

低剂量组 217. 7 ± 35. 7* 263. 3 ± 63. 8* 203. 8 ± 9. 9 270. 2 ± 84. 1* 290. 5 ± 73. 5* 253. 5 ± 86. 8*

中剂量组 238. 1 ± 42. 7* 241. 4 ± 43. 2* 239. 1 ± 52. 6* 293. 8 ± 84. 1* 233. 4 ± 30. 8* 278. 5 ± 26. 2*

高剂量组 279. 9 ± 43. 2* 246. 2 ± 47. 8* 291. 0 ± 85. 2* # 271. 8 ± 107. 2* 173. 9 ± 23. 8# 238. 5 ± 58. 3*

注: 与对照组相比，* P ＜ 0. 05; 与低剂量组相比，#P ＜ 0. 05。

表 2 BALF 中 TGF-β水平测定结果 ( x ± s) ng /L

组别 1 d 3 d 7 d 14 d 21 d 28 d

对照组 76. 50 ± 21. 15 78. 6 ± 27. 4 73. 9 ± 23. 4 75. 2 ± 28. 2 84. 0 ± 40. 5 86. 0 ± 30. 6

低剂量组 165. 8 ± 24. 9* 146. 8 ± 22. 5* 204. 5 ± 49. 6* 191. 7 ± 46. 4* 219. 9 ± 54. 8* 203. 7 ± 37. 0*

中剂量组 192. 8 ± 56. 1* 175. 5 ± 35. 4* 202. 2 ± 49. 8* 153. 3 ± 20. 7* 214. 7 ± 47. 6* 214. 7 ± 47. 6*

高剂量组 191. 4 ± 42. 3* 160. 6 ± 19. 9* 184. 0 ± 44. 4* 254. 5 ± 24. 9* #△ 152. 3 ± 19. 0* #△ 254. 5 ± 29. 9* #

注: 与对照组相比，* P ＜ 0. 05; 与低剂量组相比，#P ＜ 0. 05; 与中剂量组相比，△P ＜ 0. 05。

TNF-α最初被认为是由能导致肿瘤坏死的内毒素刺激的

巨噬细胞所产生的因子
［1］，它是一种具有多种功能并且是重

要炎性介质的强效的前炎性细胞因子。TNF-α 能由大多数类

型的细胞产生，包括巨噬细胞、单核细胞
［2］。TNF-α 在矽尘

引起的纤维化过程中的作用被肺泡巨噬细胞的体外实验所证

实，因为体外实验的功能和体内矽尘所引起的炎症反应相

同
［3，4］。冯国贤等

［5］
在对早期矽肺患者 BALF 的研究中也发现

TNF-α含量明显高于对照组，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。
本研究显示，大鼠 BALF 中 TNF-α 水平于各剂量组各个时间

点较对照组差异有统计学意义，P ＜ 0. 05，并且在 14 d 出现

高峰。推测 TNF-α在矽肺早期发挥了重要作用，对其研究有

重要意义。
TGF 是 DeLarco 等于 1978 年在小鼠肉瘤病毒转化的细胞

株条件培养基中鉴定出的具有促进细胞生长和转化特性的物

质，它包括 TGF-α 和 TGF-β［6］。因为 TGF-β 是一族可以促进

某些细胞如成纤维细胞分化、生长与增殖的细胞因子
［7］，因

此 TGF-β被大多数学者公认为是肺纤维化形成与发展的关键

性细胞因子，在肺纤维化疾病中发挥着重要的作用。随着研

究的不断深入发现，在肺纤维化发展的早期阶段，TGF-β 主

要通过自分泌或者旁分泌作用，促进细胞增殖和 ECM 细胞外

基质的沉积，趋化单核细胞、中性粒细胞核淋巴细胞等，从

而使其他细胞因子如 TNF-α、IL-1 等合成增加
［8］。本研究结

果显示，TGF-β水平于各剂量组在不同时间点较对照组均有

显著的增高 ( P ＜ 0. 05) ，并且在染尘后期 TGF-β 水平高于前

期。以上结果可以推测，TGF-β 在染尘大鼠矽肺进程中发挥

了重要作用。
TGF-β和 TNF-α作为矽肺进程中的主要细胞因子，不同

剂量染尘 28 d 显示，两种因子对矽肺炎症和纤维化进程均发

挥了重要作用，彼此相互作用，与其他细胞因子形成复杂的

网络。同时提示，在矽肺发生发展中通过抑制一种细胞因子

而影响其他因子发挥作用，对早期预防矽肺的发生及减轻矽

肺病情有积极作用。
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