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摘要: 将雄性 Wistar 大鼠 40 只，随机分为正常对照组、
生理氯化钠溶液组、模型组、溶剂对照组、姜黄素组。采用

免疫印迹法、实时荧光定量聚合酶链反应法检测各组大鼠肺

组织的血小板源性生长因子 (PDGF) 和磷酸化细胞外信号调

节激酶 1 /2 (p-EＲK1 /2) 蛋白及 mＲNA 表达。结果显示，矽

肺模型组、溶剂对照组大鼠肺组织中 PDGF、p-EＲK1 /2 蛋白

及 mＲNA 表达较正常对照组和生理氯化钠溶液组增高 (P ＜
0. 05)，姜黄素组大鼠肺组织 PDGF、p-EＲK1 /2 蛋白及 mＲNA
表达较模型组降低 (P ＜ 0. 05)。提示姜黄素可降低矽肺模型

组大鼠肺组织中 PDGF、p-EＲK1 /2 蛋白及 mＲNA 表达，并可

能通过影响 PDGF、p-EＲK1 /2 的表达在矽肺发病中起到一定

的保护作用。
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矽肺纤维化作为危害较大的职业病之一，目前尚无有效的

治疗手段，因此能否找到有效的逆转纤维化的方法意义重大。
血小板源性生长因子 (plate-derived growth factor，PDGF) 是矽

肺纤维化形成过程中重要的致纤维化因子之一
［1］，细胞外信号

调节激酶 (extracellular signal-regulated kinase，EＲK) 的激活也

可促进纤维化的形成
［2］。近年来姜黄素在防治纤维化疾病方面

的作用受到更多学者的关注
［3］。因此本实验旨在研究姜黄素对

实验性矽肺纤维化大鼠肺组织 PDGF 和 EＲK1 /2 蛋白及 mＲNA
表达的影响，探讨姜黄素对矽肺纤维化的影响机制。
1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 动物 无特定病原体 (SPF) 级雄性 Wistar 大鼠 40
只 ［天津山川红实验动物科技有限公司，许可证编号: SCXK
(津) 2009—0001］，体质量 180 ～ 200 g。
1. 1. 2 试剂和仪器 矽尘 ( 河北省煤矿卫生与安全重点实

验室提供，纯度 99%，粒子直径 0. 5 ～ 10. 0 μm，80% 粒子在

1. 0 ～ 5. 0 μm)，用生理氯化钠溶液配制成 50 g /L 混悬液，经

高压蒸气灭菌后备用; 兔抗大鼠 PDGF-BB 抗体 (bioworld 生

物技术有限公司，BS-1290)，鼠抗大鼠磷酸化-EＲK1 /2 抗体

(美国 Santa Cruz 生物技术有限公司，SC-7383); 羊抗兔 IgG-
HＲP 二 抗、羊 抗 鼠 IgG-HＲP 二 抗、增 强 型 化 学 发 光 ( en-
hanced chemiluminescent，ECL) 底物试剂盒 ( 江苏碧云天生

物技术研究所); 总 ＲNA 提取 Trizol Ｒeagent 试剂、聚合酶链

式反应 (polymerase chain reaction，PCＲ) 逆转录试剂盒和实

时荧光定量 PCＲ (Ｒeal-time PCＲ) 反应试剂盒 ( 美国 Invitro-
gen 公司); 实时荧光定量 PCＲ 仪 (Ｒoter Gene 3000 型)。
1. 2 方法

1. 2. 1 动物分组及模型的建立 按体质量将大鼠随机分为 5
组，每组 8 只。矽肺模型组、溶剂组、姜黄素组大鼠气管内

均一次性注入 50 g /L 的矽尘混悬液 1 ml 建立染矽尘大鼠模

型
［4］; 生理氯化钠溶液组大鼠注入等体积质量分数为 0. 9%

氯化钠溶液; 正常对照组不做气管注入处理。姜黄素组于染

尘第 2 天开始，按 300 mg /kg 灌胃给予姜黄素每日 1 次 (姜黄

素按 20 mg /ml 溶解于质量分数为 0. 5% 羧甲基纤维素钠中)，

共 28 d; 溶剂组于染尘第 2 天给予 15 ml /kg 的质量分数为

0. 5%羧甲基纤维素钠溶剂灌胃每日 1 次，共 28 天。造模第

29 天处死全部动物，取大鼠右上肺叶甲醛固定做石蜡切片，

其余肺组织于 － 70℃保存备用。
1. 2. 2 免疫印迹 (Western blot) 法检测肺组织 PDGF-BB 蛋

白、p-EＲK1 /2 蛋白表达 常规提取肺组织蛋白，二喹啉甲酸

(bicinchoninic acid，BCA) 法进行总蛋白定量，取总蛋白 60
μg 进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳。将 PDGF-BB
多克隆抗体 1∶ 500 稀释、p-EＲK-1 /2 多克隆抗体 1∶ 1 000稀释，

4℃过夜，采用辣根过氧化物酶标记的二抗 (1 ∶ 1 000稀释)，

室温孵育 120 min，ECL 液显影，X 感光胶片感光。甘油醛-3-
磷酸脱氢酶 ［(Glyceraldehyde-3 phosphate，GAPDH) 作内参

蛋白］ 检测 PDGF-BB、p-EＲK1 /2 蛋白的表达，用 Image4. 0
软件扫描蛋白条带，用每个被检测蛋白条带的灰度值与相同

样本的 GAPDH 蛋白条带灰度值的比值作为 Western blot 结果

的定量值进行统计分析。
1. 2. 3 Ｒeal-time PCＲ 法检测肺组织 EＲK1 /2 mＲNA 表达 取

－ 70℃中冷冻保存的肺组织采用 Trizol Ｒeagent 试剂提取组织

总 ＲNA，测定 ＲNA 的 浓 度; 以 ＲNA 为 模 板，应 用 逆 转 录

PCＲ 试剂盒进行逆转录合成 cDNA 之后进行 Ｒeal-time PCＲ 反

应，GAPDH 作内参照。根据 PDGF、EＲK1 /2 及 GAPDH 基因

序列设计引物为: PDGF 上游 5'-CACTCCATCCGCTCCTTTGA-
3'，PDGF 下游 3'-CTTTCCGACTCGACTCCAGAA-5'，扩增产物

为 101 bp; EＲK-1 上 游 5'-GCTTATCAACACCACCTGCG-3'，
EＲK-1 下游 3'-GCCACATACTCGGTCAGAAAG-5'，扩增产物为

102 bp; EＲK-2 上 游 5'-CCTGCTGAACACCACTTGTGA-3'，
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EＲK-2 下 游 3'-TGCAGCCCACAGACCAAAT-5'， 扩 增 产 物 为

185 bp; GAPDH 上 游 5'-GCAAGTTCAACGGCACAGTCA-3'，
GAPDH 下游 3'-CGCCAGTAGACTCCACGACATA-5'，扩增产物

为 141 bp。Ｒeal-time PCＲ 扩增反应条件: 95 ℃、15 s，59 ℃、
20 s，进行 40 个循环。目的基因 PCＲ 产物相对量应用 ΔΔCt
进行分析比较，分别以正常对照组的 PDGF、EＲK1、EＲK2 为

基准 1，比较各组之间的差异。
1. 3 统计学分析

采用 SPSS13. 0 统计软件进行统计学处理。数据均以 x ± s
表示，各组间均数比较采用单因素方差分析，检验水准 α =
0. 05，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 Western blot 法检测大鼠肺组织 PDGF、p-EＲK1 /2 蛋白

的表达

Western blot 检测各组大鼠肺组织 PDGF-BB 和 p-EＲK1 /2
蛋白表达的结果见图 1、表 1，内参照物为 GAPDH，各组样本

的 GAPDH 蛋白表达均一。PDGF-BB 的 Western blot 检测结果

显示，正常对照组和生理氯化钠溶液组的 PDGF-BB 蛋白表达

量基本一致，差异无统计学意义 (P ＞ 0. 05)，矽肺模型组、
溶剂对照组的 PDGF-BB 蛋白表达量与前两组相比明显增高，

差异有统计学意义 (P ＜ 0. 01)，姜黄素组的 PDGF-BB 蛋白与

矽肺模 型 组 和 溶 剂 对 照 组 相 比 表 达 量 降 低 ( P ＜ 0. 05)。
p-EＲK1 /2蛋白的表达结果同样显示，正常对照组和生理氯化

钠溶液组的该蛋白表达量基本一致，差异无统计学意义 (P ＞
0. 05)，矽肺模型组、溶剂对照组的 p-EＲK1 /2 蛋白表达量较

前两组明显增高，差异有统计学意义 (P ＜ 0. 01)，姜黄素组

的 p-EＲK1 /2 蛋白与矽肺模型组和溶剂对照组相比表达量明显

降低 (P ＜ 0. 01)。上述结果提示矽肺纤维化发生时，PDGF-
BB 和 p-EＲK1 /2 蛋白表达上调，而姜黄素可下调矽肺纤维化

时表达增高的 PDGF-BB 和 p-EＲK1 /2 蛋白。

A: 正常对照组; B: 生理氯化钠溶液组; C: 矽肺模型组;

D: 溶剂对照组; E: 姜黄素组

图 1 大鼠肺组织 PDGF-BB 和 p-EＲK1 /2 蛋白的表达

表 1 各组大鼠肺组织 PDGF-BB、p-EＲK1 /2
表达的 Western blot 结果 (x ± s)

组别 n PDGF-BB p-EＲK1 /2
正常对照组 8 0. 675 ± 0. 080 0. 836 ± 0. 113
生理氯化钠溶液组 8 0. 704 ± 0. 073 0. 943 ± 0. 134
矽肺模型组 8 1. 242 ± 0. 173＊＊ 1. 247 ± 0. 125＊＊
溶剂对照组 8 1. 370 ± 0. 193＊＊ 1. 348 ± 0. 185＊＊
姜黄素组 8 0. 748 ± 0. 113△ 1. 079 ± 0. 138△△

注: 与正常对照组比较，＊＊P ＜ 0. 01; 与矽肺模型组比较，△P

＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01。

2. 2 Ｒeal-time PCＲ 法检测大鼠肺组织 PDGF、EＲK1、EＲK2
mＲNA 的表达

由表 2 可见，正常对照组和生理氯化钠溶液组的 PDGF
mＲNA 表达差异无统计学意义 (P ＞ 0. 05)，二者与矽肺模型

组和溶剂对照组比较，后两者的表达量增高，差异有统计学

意义 (P ＜ 0. 01)，但姜黄素组的表达量与矽肺模型组和溶剂

对照组相比表达下降，差异有统计学意义 (P ＜ 0. 01); 表明

矽肺纤维化时姜黄素可使表达增高的 PDGF mＲNA 水平下调。
EＲK1 的 mＲNA 结果可见矽肺模型组和溶剂对照组的表达量

均高于正常对照组和生理氯化钠溶液组，差异有统计学意义

(P ＜ 0. 01)，姜黄素组 EＲK1 的 mＲNA 表达与矽肺模型组和溶

剂对照组相比明显降低，差异有统计学意义 (P ＜ 0. 01)，与

正常对照组水平相当。EＲK2 的 mＲNA 表达趋势与 EＲK1 的相

似，即矽肺模型组和溶剂对照组明显高于正常对照组和生理

氯化钠溶剂组，差异有统计学意义 (P ＜ 0. 01)，姜黄素组

EＲK2 的 mＲNA 表达明显降低，但未降低至正常对照组水平，

上述差异均有统计学意义 (P ＜ 0. 01)。上述结果提示姜黄素

可以降低矽肺模型大鼠肺组织升高的 PDGF、EＲK1、EＲK2
mＲNA 的表达水平。

表 2 各组大鼠肺组织 PDGF、EＲK1 /2 mＲNA
表达的 Ｒeal-time PCＲ 结果 (x ± s)

组别 n PDGF
(ΔΔCt 值)

EＲK1
(ΔΔCt 值)

EＲK2
(ΔΔCt 值)

正常对照组 8 1. 00 ± 0. 00 1. 00 ± 0. 00 1. 00 ± 0. 00
生理氯化

钠溶液组
8 1. 13 ± 0. 17 1. 01 ± 0. 02 1. 04 ± 0. 05

矽肺模型组 8 2. 33 ± 0. 35＊＊ 1. 34 ± 0. 18＊＊ 2. 16 ± 0. 32＊＊

溶剂对照组 8 2. 58 ± 0. 34＊＊ 1. 23 ± 0. 14＊＊ 1. 88 ± 0. 37＊＊

姜黄素组 8 1. 56 ± 0. 27△△ 0. 96 ± 0. 13△△ 1. 43 ± 0. 26△△

注: 与 正 常 对 照 组 比 较，＊＊P ＜ 0. 01; 与 矽 肺 模 型 组 比 较，

△△P ＜ 0. 01。

3 讨论

在矽肺纤维化的发病机制中，间质细胞的增生与一些致纤

维化的细胞因子过度表达密切相关。这些因子中 PDGF 是较强

的促成纤维细胞增殖因子。活化的成纤维细胞又能分泌 PDGF
进一步激活静息成纤维细胞，产生放大效应

［5］。而 PDGF 的活

化信号是通过 Ｒas / raf /EＲK 级联通路进 行 转 导 的，Ｒas / raf /
EＲK 信号通路是丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen activated protein
kinase，MAPK) 众 多 途 径 中 不 可 缺 少 的 组 成 成 分，其 中 的

EＲK1 /2 是该信号转导系统的重要通路之一。EＲK1 /2 由非磷酸

化活化成磷酸化型并向细胞核转位，是该通路激活的重要环

节
［6］。姜黄素的早期应用可降低博莱霉素诱导的小鼠肺纤维组

织胶原的含量以及 TGF-β 等细胞因子的表达，有降低炎性反应

和抑制纤维化进程的作用
［7］。其拮抗矽肺纤维化的作用机制，

尤其是对细胞因子介导的细胞信号转导系统调控的机制，尚不

完全清楚。因此，研究与探讨姜黄素拮抗矽肺纤维化的作用及

其机制对于矽肺病的防治，具有重要的意义。
本实验采用矽尘气管内灌注制作矽肺模型，同时应用较

大剂量姜黄素 300 mg / (kg·d) 治疗 28 d 后，应用 Western
blot 和 Ｒeal-time PCＲ 的方法分别观察了各组大鼠肺组织中
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PDGF 和 p-EＲK1 /2 的蛋白和 mＲNA 表达，目的是研究姜黄素

对矽肺纤维化发生时致纤维化的细胞因子 PDGF 以及 EＲK 信

号通路有否影响，结果显示大鼠矽肺模型中 PDGF 以及磷酸

化 EＲK1 /2 的蛋白和 mＲNA 的表达水平均增高，而灌胃给予

姜黄素的动物上述指标均有所下调，无论是在蛋白水平还是

在 mＲNA 水平。本实验结果提示姜黄素可以抑制矽肺纤维化

大鼠肺组织中重要的致纤维化因子的表达，以及抑制 MAPK
信号通路中 EＲK1 /2 的活性形式的表达而起到抑制矽肺纤维

化程度的作用，尤其是在矽肺发生的较早阶段应用时。这有

可能为矽肺的预防甚至早期治疗提供有益的帮助。
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抑制性寡脱氧核苷酸对染矽尘小鼠肺炎症的影响

Effect of suppressive oligodeoxynucleotides on silica-induced pulmonary inflammation in mice
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摘要: 将 Balb /c 小鼠 60 只随机分为 4 组，分别为正常

组、矽尘组、抑制性寡脱氧核苷酸 (Sup ODN) 组、对照寡

脱氧核苷酸(Con ODN)组。7 d 后处死动物，检测血清 IFN-、
TNF-α 水平; 瑞氏染色作白细胞分类计数; HE 染色观察肺组

织的病理改变。结果 Sup ODN 组与矽尘组、Con ODN 组相比，

IFN-水平明显降低 (P ＜ 0. 01)，Sup ODN 可明显减轻肺组

织炎症反应，炎性细胞浸润减少。提示 Sup ODN 对染矽尘小

鼠肺部炎症有明显的保护作用。
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抑制性寡脱 氧 核 苷 酸 ( suppressive oligodeoxynucleotides，
Sup ODN) 是一类富含多聚 G 结构的具有广泛免疫抑制活性

的核苷酸序列。研究表明，Sup ODN 具有下调 Th1 型细胞因

子和抑制炎症介质产生的作用
［1］。矽肺肺泡炎是由吸入大量

游离二氧化硅引起的肺部早期病变。在此过程中，巨噬细胞、
中性粒细胞等分泌大量炎症介质，同时伴有初始 T 淋巴细胞

转化为 Th1 型细胞，并分泌大量 Th1 型细胞因子
［2，3］。为探讨

Sup ODN 对矽肺炎症的抑制效应，特观察 Sup ODN 对染矽尘

小鼠肺内炎症的影响。
1 材料与方法

1. 1 材料

60 只雌性 Balb /c 小鼠 (SPF 级)，6 ～ 8 周龄，体重 18 ～
22 g，购自北京华阜康生物科技股份有限公司 ( 许可证号:

SCXK 京 2009-0004，质量合格证明书编号: 0278174)。结晶

型 SiO2 标准品购自 Sigma 公司 (99% 直径 1 ～ 10 μm，80% 直

径 ＜ 5 μm，经 200℃ 灭活内毒素); Sup ODN 序列 TTAGGG
TTAGGG TTAGGG TTAGGG; 对照 ODN (Con ODN) 序列为

TTCAAA TTCAAA TTCAAA TTCAAA，以上 2 个 ODN 序列均由

上海生 工 生 物 工 程 有 限 公 司 合 成 并 纯 化。 INF-、TNF-α
ELISA 试剂盒购自武汉华美生物工程有限公司。
1. 2 方法

1. 2. 1 矽肺动物模型的建立 雌性 Balb /c 小鼠 60 只，随机

分为正常组、矽尘组、Sup ODN 组、Con ODN 组。实验动物

腹腔注射戊巴比妥钠 (60 mg /kg)，消毒小鼠颈部皮肤并沿中

线剪开约 1 cm 长切口，暴露气管。除正常组经气管一次性注

入等量生理盐水外，其余各组经气管软骨间隙一次性注入 0. 1
ml SiO2 悬液 (5 g /L) 到气管内，肌肉及其它组织复位，缝

合皮肤。Sup ODN 和 Con ODN 组在造模前 3 h 分别腹腔注射

Sup ODN、Con ODN 各 0. 3 ml (1 mg /ml)。
1. 2. 2 标本的处理 造模 7 d 后，各组小鼠摘眼球放血，

4℃，3000 r /min，离心 10 min 取血清备用; 同时取一滴血液
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