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　 　 摘要： 目的　 观察肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α） 单克隆抗体 （英夫利西） 对矽尘诱导的大鼠肺纤维化的抑制作用，
探讨英夫利西治疗肺纤维化的可能机制。 方法　 将 ４８ 只雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为 ３ 组， 每组 １６ 只。 染尘组和干预组大

鼠气管内一次性注入 ５０ ｍｇ ＳｉＯ２粉尘， 次日起干预组给予 １５ ｍｇ ／ ｋｇ 英夫利西皮下注射， 共 ５ ｄ， 染尘组仅注射等量生理

盐水； 对照组气管内和皮下均注射生理盐水。 各组分别于建模后 ７ ｄ、 １４ ｄ 处死大鼠各 ８ 只， 以 ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ 染色对肺组

织炎症和纤维化程度进行评价。 ＥＬＩＳＡ 法检测血、 支气管肺泡灌洗液 （ＢＡＬＦ） 中 ＴＮＦ⁃α 含量， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肺组织

ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达量。 结果　 英夫利西干预后， 肺泡炎评分 （７ ｄ） 和纤维化评分 （１４ ｄ） 优化； 血清 ＴＮＦ⁃α 含量降低，
ＢＡＬＦ 中 ＴＮＦ⁃α 含量仅 ７ ｄ 降低， ７ ｄ 时 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达下调， 以上结果差异均具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　
ＴＮＦ⁃α 单克隆抗体可降低 ＴＮＦ⁃α 水平， 进而抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的活化， 缓解矽尘诱导的大鼠肺纤维化进程。
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中图分类号：Ｒ１３５􀆰 ２　 　 文献标识码：Ａ　 　 文章编号：１００２－２２１Ｘ（２０１６）０６－０４１１－０４　 　 ＤＯＩ：１０．１３６３１ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．ｚｇｇｙｙｘ􀆰 ２０１６􀆰 ０６􀆰 ００４

Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＮＦ⁃α ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｎ ｓｉｌｉｃａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ
ＺＨＡＮＧ Ｈｕａ∗， ＧＡＯ Ｌｅｉ， ＴＡＮ Ｒｕｉ⁃ｘｉａ， ＳＵＩ Ｊｕｎ⁃ｎａ， ＧＵＯ Ｊｉａｎ

（∗􀆰 Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｏｃｃｕｐａｔｉｏｎａｌ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ， Ｑｉｎｇｄａｏ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｇｒｏｕｐ， Ｑｉｎｇｄａｏ ２６６０４２，
Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＮＦ⁃α ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ （ ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ） ｏｎ ｓｉｌｉｃａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ， ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏｓｉｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ􀆰 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｏｒｔｙ⁃ｅｉｇｈｔ Ｗｉｓｔａｒ
ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ １６）， ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ １６） ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ １６）􀆰 ５０ ｍｇ ＳｉＯ２ ｄｕｓｔｓ
ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｒａｃｈｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｏｆ ｓｉｌｉｃａ⁃ｅｘｐｏｓｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｄａｙ ｏｆ ｓｉｌｉｃａ⁃ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｈｅ
ｒａｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ １５ ｍｇ ／ ｋｇ ｂｙ ｓ􀆰 ｃ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ ｆｏｒ ５ ｄａｙｓ， ｔｈｅ ｒａｔｓ ｏｆ ｓｉｌｉｃａ⁃ｅｘｐｏｓｅｄ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃ⁃
ｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｎ􀆰 Ｓ； ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔｓ ｏｎｌｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｎ􀆰 Ｓ ｂｏｔｈ ｔｒａｃｈｅａ ａｎｄ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ􀆰 ７ ａｎｄ １４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｉｌｉ⁃
ｃａ ｅｘｐｏｓｕｒｅ， ８ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｋｉｌｌｅｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ＆Ｅ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ􀆳ｓ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅｄｙｅ
ｆｏｒ ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ， ＴＮＦ⁃α ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ （ＢＡＬＦ） ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｎ⁃
ｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ （ ＥＬＩＳＡ）， ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｍｅｔｈｏｄ􀆰
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ， ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｌｌ ｗｅｒｅ
ｉｍｐｒｏｖｅｄ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ⁃α （７ ｄ， １４ ｄ） ａｎｄ ＢＡＬＦ ＴＮＦ⁃α （７ ｄ） ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｓｉｎｇ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （７ ｄ） ｗａｓ ａｌｓｏ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５） 􀆰 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＴＮＦ⁃α ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃａｎ
ｒｅｄｕｃｅ ＴＮＦ⁃α ｌｅｖｅｌ， ｉｎｈｉｂｉｔ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｓｉｌｉｃａ ｉｎ ｒａｔｓ􀆰

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ； ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α （ＴＮＦ⁃α）； ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ）； ｓｉｌｉｃｏｓｉｓ

　 　 矽肺纤维化形成的具体病理机制复杂且不明确，
目前尚无有效逆转和缓解矽肺病程发展的治疗药物和

方法。 在公认矽肺发病机制学说中， 细胞因子网络学

说， 尤其是细胞因子介导的信号转导通路在矽肺纤维

化中的致病作用受到广泛关注。 因此， 寻找靶向矽肺

发生发展中关键性细胞因子及其介导信号通路的有效

药物成为亟待解决的问题。 肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃

α） 参与纤维原细胞的增殖与成纤维细胞的分化， 被

认为是矽肺炎症和纤维化形成和发展的关键性细胞因

子［１～４］。 ＴＮＦ⁃α 以经典途径激活 ＮＦ⁃κＢ［５，６］， 其信号

通路参与 ＴＮＦ⁃α 介导的矽肺损伤过程［７，８］。 Ｈｕｂｂａｒｄ
研究发现［９，１０］， 核因子⁃κＢ 可以调控多种介导矽肺炎

症和纤维化反应的细胞因子、 炎症介质的基因转录。
目前应用 ＴＮＦ⁃α 拮抗剂阻断 ＴＮＦ⁃α 与受体结合而启

动 ＮＦ⁃κＢ 信号通路对矽肺纤维化影响的研究少有报

道。 本研究采用气管非暴露法建立大鼠矽肺模型， 以

ＴＮＦ⁃α 人鼠嵌合的单克隆抗体———英夫利西与可溶性

和膜性的 ＴＮＦ⁃α 结合， 阻止 ＴＮＦ⁃α 与细胞表面受体
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特异结合， 探讨 ＴＮＦ⁃α 单克隆抗体对 ＴＮＦ⁃α 下游 ＮＦ⁃
κＢ 信号通路的干预作用及其防治矽肺纤维化的可

行性。
１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

清洁级雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠， 体重 １８０～２２０ ｇ， 由青

岛药品检验所提供； 二氧化硅 （ ＳｉＯ２） 结晶型标准

品， 纯度为 ９９％， 粒子直径 ０􀆰 ５～１０ μｍ， ８０％在 １～５
μｍ 之间 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 注射用 ＴＮＦ⁃α 单克隆

抗体单抗 （英夫利西， 瑞士 Ｃｉｌａｇ ＡＧ 公司）， １０％福

尔马林液、 苏木素⁃伊红染液、 Ｍａｓｓｏｎ 三色染液 （北
京中杉金桥生物技术公司）， ＮＦ⁃κＢ Ｐ６５ 兔抗大鼠单

克隆抗体 （ 美 国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公 司 ）， 大 鼠 ＴＮＦ⁃α
ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （美国 ＲＤ 公司）， 羊抗兔二抗、 ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒、 蛋白 ｍａｒｋｅｒ （中国康为世纪公

司）， 超敏 ＥＣＬ 化学发光试剂盒 （中国碧云天生物技

术公司）， 酶标仪 （中国 Ａｄｄｃａｒｅ 公司）， 活体成像

分析仪 （法国 Ｆｕｓｉｏｎ Ｆｘ）。
１􀆰 ２　 矽肺模型的建立与分组

将大鼠随机分为 ３ 组， 即干预组、 染尘组、 对照

组， 每组各 １６ 只。 染尘组和干预组大鼠腹腔注射水

合氯醛麻醉后， 气管插管一次性注入 ５０ ｍｇ ／ ｍｌ 二氧

化硅混悬液 １ ｍｌ［１０］， 对照组注入等量灭菌生理盐水；
建模后 ２～６ ｄ， 每天干预组给予 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 英夫利西注

射溶液 ０􀆰 ２ ｍｌ 皮下注射［１１］， 染尘组和对照组等量灭

菌生理盐水皮下注射， 于 ７ ｄ、 １４ ｄ 两个时间点各组

分别随机取 ８ 只大鼠将其处死。
１􀆰 ３　 普通光学显微镜下肺组织病理学观察

大鼠右肺中叶用 １０％福尔马林液 （甲醛） 固定，
石蜡包埋切片， 进行 ＨＥ 染色、 Ｍａｓｓｏｎ 染色， 对肺组

织肺泡炎和纤维化进行评分［１２］。 肺泡炎分级标准： ０
级—无肺泡炎； Ⅰ 级—轻度肺泡炎， 受累面积 ＜
２０％； Ⅱ级—中度肺泡炎， 受累面积占全肺的 ２０％ ～
５０％； Ⅲ级—重度肺泡炎， 受累面积＞５０％。 肺纤维

化分级： ０ 级—无纤维化； Ⅰ级—轻度纤维化， 受累

范围＜２０％ ， 累及胸膜及胸膜下肺实质， 肺泡结构紊

乱； Ⅱ级—病变范围占全肺的 ２０％～５０％ ， 肺纤维化

从胸膜开始延伸， 但仍属局部； Ⅲ级—弥散性肺纤维

化， 病变范围＞５０％， 融合损伤并伴有广泛肺实质结

构紊乱。
１􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 检测血清和 ＢＡＬＦ 中 ＴＮＦ⁃α 的含量

抽取大鼠腹主动脉血， ４ ℃， ３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ， 取血清。 将 ２ ｍｌ 灭菌生理盐水缓慢注入肺内，
见左肺逐渐膨大、 变白， 间隔 ３０ ｓ 后缓慢回抽， 将

回抽液体再次注入肺内， 如此推抽 ３ 次。 ２ ｍｌ 注入 ３
次， 收集 ＢＡＬＦ 约 ５ ｍｌ 于塑料试管中， 回收率约为

８０％。 收集的 ＢＡＬＦ， ４ ℃， １５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
取上清。 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＴＮＦ⁃α 含量。
１􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肺组织中 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达

肺组织匀浆后提取总蛋白， 根据 ＢＣＡ 法测定总

蛋白含量， 每孔上样 ４０ μｇ， 行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳， 目

的蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上， ５％脱脂奶粉室温封闭

３ ｈ， 加入兔抗鼠 ＮＦ⁃κＢ 一抗， ４ ℃孵育过夜， ＰＢＳＴ
洗膜 ３ 次， 每次 １５ ｍｉｎ， 羊抗兔二抗室温孵育 １􀆰 ５ ｈ，
ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 每次 １５ ｍｉｎ， 加入 ＥＣＬ 显色剂， 曝

光、 显影， 采用 ＩｍａｇｅＪ２ｘ 软件行条带分析， 测定条

带的平均光密度 （ ＯＤ） 值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 作内参照，
ＮＦ⁃κＢ 条带与 β⁃ａｃｔｉｎ 的 ＯＤ 值的比值表示 ＮＦ⁃κＢ 蛋

白表达的相对水平。
１􀆰 ６　 统计学分析

所有数据均采用均数±标准差 （ ｘ±ｓ） 表示， 应

用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计学分析， 资料采用单因素

方差分析 （ ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）， 两组间的比较采用

ＬＳＤ⁃ｔ 检验， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色肺组织病理学改变

２􀆰 １􀆰 １　 ＨＥ 染色结果及炎症评分　 对照组肺组织为

正常的肺泡结构。 染尘大鼠 ７ ｄ 时肺泡内出现大量

巨噬细胞、 淋巴细胞和中性粒细胞浸润， 对照组、
染尘组和干预组的炎性反应评分分别为 ０􀆰 ６２５ ±
０􀆰 ５１８、 ３􀆰 ３７５±１􀆰 ０６１、 ２􀆰 ３７５±０􀆰 ９１６， 三组间比较

差异均有统计学意义 （Ｆ ＝ ２０􀆰 ８３， Ｐ＜０􀆰 ０５）。 １４ ｄ
时染尘组和干预组的肺组织损伤加重， 可见多灶纤

维化增生， 肉芽肿增多、 增大， 炎性细胞减少。 染

尘组和干预组炎症评分 （ ２􀆰 ５００ ± ０􀆰 ５３５、 ２􀆰 ２５０ ±
１􀆰 ０３５） 和对照组 （ ０􀆰 ６２５ ± ０􀆰 ５１８） 比较差异有统

计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但干预组与染尘组间差异无

统计学意义 （见图 １）。

注： 与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 ＨＥ 染色炎症程度评分
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２􀆰 １􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果及纤维化评分　 对照组大鼠

肺组织有正常少许胶原纤维分布。 染尘 ７ ｄ 时， 染尘

组与干预组肺间质均有少量胶原沉积， 三组纤维化评

分分 别 为 １􀆰 ２５０ ± ０􀆰 １６４、 １􀆰 ７５０ ± ０􀆰 ２５０、 １􀆰 ５００ ±
０􀆰 １８９， 各组间差异无统计学意义 （Ｆ ＝ １􀆰 ５００， Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 １４ ｄ 时染尘组大鼠肺泡壁及间质胶原沉积开

始显著增多， 对照、 染尘、 干预组纤维化评分为

１􀆰 ２５０±０􀆰 ４６３、 ３􀆰 ２５０±０􀆰 ７０７、 ２􀆰 ３７５±１􀆰 ０６１， 各组间

差异均有统计学意义 （Ｆ＝ １３􀆰 ５１， Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ２。

注： 与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色纤维化程度评分

２􀆰 ２　 血清和 ＢＡＬＦ 中 ＴＮＦ⁃α 含量变化

对照组大鼠血清中 ＴＮＦ⁃α 呈低浓度表达， 染尘

组 ＴＮＦ⁃α 含量在各时间点均高于对照组， 干预组在

各时间点均低于染尘组， 差异有统计学意义 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 对照组大鼠 ＢＡＬＦ 中 ＴＮＦ⁃α 亦低浓度表达，
染尘组 ＴＮＦ⁃α 含量在染尘 ７ ｄ 时明显升高， 干预组

ＴＮＦ⁃α 含量低于染尘组， 差异具有统计学意义 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 但在染尘 １４ ｄ 时， 干预组与染尘组比较差异

无统计学意义。 见表 １。
表 １　 不同时间点血清和 ＢＡＬＦ 中 ＴＮＦ⁃α 含量变化 （ｘ±ｓ） ｎｇ ／ Ｌ

组别
血清 ＢＡＬＦ

７ ｄ １４ ｄ ７ ｄ １４ ｄ

对照组 ４２􀆰 ９７４±１２􀆰 ３９２　 ４５􀆰 ５８０±１４􀆰 ５９１　 ３６􀆰 ４６３±１２􀆰 ４４１　 ３８􀆰 ５５４±１２􀆰 ９１６

染尘组 ８６􀆰 ４０５±２０􀆰 ４９４∗ ７７􀆰 ０６４±１１􀆰 ８２９∗ ６９􀆰 ４５６±２３􀆰 ５８０∗ ５０􀆰 ７６４±１６􀆰 ５８０

干预组 ６６􀆰 ５６５±１９􀆰 ８５０＃ ５８􀆰 ７３４±１６􀆰 ３３５＃ ４９􀆰 １３２±１７􀆰 ２２３＃ ４７􀆰 ３５０±１２􀆰 ９８９

注： 与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， 与染尘组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ３　 肺组织 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达水平

与对照组 （０􀆰 ６１７±０􀆰 １０３） 比较， ７ ｄ 时染尘组

肺组织蛋白 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 相对表达量增加 （ ０􀆰 ９９０ ±
０􀆰 ２２８）， 干预组 （０􀆰 ７７９±０􀆰 １６０） 低于染尘组， 差异

有统计学意义 （Ｆ＝ ９􀆰 ５１８， Ｐ＜０􀆰 ０５）； １４ ｄ 时， 染尘

组 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表达量与干预组间差异无统计学意义。
见图 ３。

注： 与对照组比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 不同时间点肺组织中 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达水平

３　 讨论

在众多参与矽肺纤维化的细胞因子中， ＴＮＦ⁃α 作

为促炎和促纤维化的激活因子， 对矽肺的发生和发展

起关键性作用。 ＴＮＦ⁃α 主要来源于肺泡和肺间质巨噬

细胞， 通过与靶细胞上相应的 ＴＮＦ 受体 （ＴＮＦＲ） 结

合来发挥生物学功能。 有研究证实［２ ～ ４］， 外源重组

ＴＮＦ⁃α 加重矽肺纤维化， 可溶性 ＴＮＦ 受体或抗 ＴＮＦ⁃α
抗体阻遏矽肺胶原沉着； ＴＮＦ⁃α 受体敲除的染尘大鼠

则不发生矽肺。 表明 ＴＮＦ⁃α 及其受体介导的活化信

号， 为矽肺炎症和纤维化发生所需。
英夫利西是人鼠嵌合的 ＴＮＦ⁃α 单克隆抗体， 通

过与可溶性和膜性的 ＴＮＦ⁃α 结合， 阻止 ＴＮＦ⁃α 与细

胞表面相应的受体特异结合， 从而发挥抗 ＴＮＦ⁃α 的

生物学作用。 现已批准用于类风湿性关节炎、 炎症性

肠病、 强直性脊柱炎和银屑病的治疗。 虽然， 临床上

对英夫利西与肺纤维化的关系存在一定争议， 但已有

研究报道［１３～１６］， 英夫利西作为 ＴＮＦ⁃α 单克隆抗体，
可以缓解肺部炎症反应和改善肺组织病理表现， 在肠

缺血 ／再灌注导致的急性肺损伤、 哮喘的气道平滑肌

高反应性、 吸烟所致的肺气肿中起一定的保护作用。
在动物模型试验中， 英夫利西被证实可有效减弱博莱

霉素诱导的肺纤维化， 且本身无致肺纤维化的副作

用［１７］。 本研究通过给予染尘大鼠英夫利西干预后，
大鼠血清中 ＴＮＦ⁃α 表达受到抑制， 肺泡炎反应减弱

（７ ｄ）， 肺泡壁和间质胶原沉积减少 （１４ ｄ）， 显示英

夫利西可抑制矽尘诱导的大鼠肺炎症反应和纤维化。
ＢＡＬＦ 中 ＴＮＦ⁃α 仅在 ７ｄ 时降低， 考虑与矽肺纤维化

形成期 ＢＡＬＦ 中 ＴＮＦ⁃α 作用微弱， 水平下降有关。
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ＮＦ⁃κＢ 作为一种重要的核转录因子， 是多种信号

转导途径的交汇点， 在各种因子相互作用的复杂网络

起中心调控作用［１８］。 研究发现， ＮＦ⁃κＢ 与肺纤维化

关系密切， ＮＦ⁃κＢ 与多种相关因子基因启动子或增强

子 κＢ 序列发生特异性结合， 调控其转录和表达而参

与肺纤维化形成［１９］。 矽尘可诱导巨噬细胞 ＮＦ⁃κＢ 活

化和表达［９，２０］， 而 ＮＦ⁃κＢ 的活化程度与矽尘暴露时

间、 病情严重程度高度相关［２１，２２］。 本研究发现， ７ ｄ 时

英夫利西干预可抑制 ＴＮＦ⁃α 高表达， 下调 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
表达；但在 １４ ｄ 时却未见显著性差异。 英夫利西能抑

制肺泡炎期 （７ｄ） ＴＮＦ⁃α 介导 ＮＦ⁃κＢ 通路活化， 然

而在肺纤维化形成期 （１４ ｄ） ＢＡＬＦ 中 ＴＮＦ⁃α 肺组织

ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 并未呈现明显的下调趋势， 据此推测英

夫利西拮抗 ＴＮＦ⁃α 介导的 ＮＦ⁃κＢ 通路主要通过阻遏

矽肺早期肺泡炎症反应， 从而阻止或减轻肺纤维化

的进展， 但对抑制肺组织胶原沉积作用可能并不活

跃。 本研究提示寻找新方法阻遏以 ＴＮＦ⁃α 为核心靶

点的信号通路过程可能成为临床治疗矽肺纤维化的

有效途径， 将其用于矽肺的防治存在潜在的研究

价值。
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ｋａｐｐａ Ｂ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｆｒｏｍ ｓｉｌｉｃｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２００９， ４
（５）： ５６８９．

［ ８ ］ Ｇｏｚａｌ Ｅ， Ｏｒｔｉｚ Ｌ Ａ， Ｚｏｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｓｉｌｉｃａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ
ｍｕｒｉｎｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ： ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃ａｌｐｈａ ａｎｄ
ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃ｋａｐｐａ Ｂ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ，
２００２， ２７ （１）： ９１⁃９８􀆰

［９］ Ｈｕｂｂａｒｄ Ａ Ｋ， Ｔｉｍｂｌｉｎ Ｃ Ｒ， Ｓｈｕｋｌａ Ａ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｓｉｌｉｃａ ｉｎ ｌｕｎｇｓ ｏｆ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ

ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｌｕｎｇ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２００２， ２８２ （５）：

Ｌ９６８⁃Ｌ９７５􀆰

［ １０］ Ｌａｃｈｅｒ Ｓ Ｅ， Ｊｏｈｎｓｏｎ Ｃ， Ｊｅｓｓｏｐ Ｆ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｍｕｒｉｎｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｉｎｆｌａｍ⁃

ｍａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ： ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ａｎｄ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｈａｌ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０１０， ２２ （１）： ７７⁃８３􀆰

［１１］ Ｔｒｉａｎｔａｆｉｌｌｉｄｉｓ Ｊ Ｋ， Ｐａｐａｌｏｉｓ Ａ Ｅ， Ｐａｒａｓｉ Ａ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｆａｖｏｒａｂｌｅ ｒｅ⁃

ｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｅｘ⁃

ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｌｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ， ２００５， ４３ （ １１）：

６８４３⁃６８４７􀆰

［１２］ Ｓｚａｐｉｅｌ Ｓ Ｖ， Ｅｌｓｏｎ Ｎ Ａ， Ｆｕｌｍｅｒ Ｊ Ｄ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ⁃

ｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｄｅ， ａｔｈｙｍｉｃ ｍｏｕｓｅ ［ Ｊ］ ． Ａｍ

Ｒｅｖ Ｒｅｓｐｉｒ Ｄｉｓ， １９７９ ， １２０ （４）： ８９３⁃８９９􀆰

［１３］ Ｃａｉ Ｙ， Ｃａｏ Ｙ Ｘ， Ｘｕ Ｃ Ｂ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｅｘ ｖｉｖｏ ａｉｒｗａｙ ｈｙｐｅｒｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ａｓｔｈｍａｔｉｃ Ｅ３ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｉｍ⁃

ｍｕｎｏｌ， ２０１１， ２３ （７）： ４４３⁃４５１􀆰

［１４］ Ｇｕｚｅｌ Ａ， Ｇｕｎａｙｄｉｎ Ｍ， Ｇｕｚｅｌ Ａ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ａｃｔｉ⁃

ｖａｔｅｄ ｃｈａｒｃｏａｌ ａｎｄ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ａｓｐｉｒａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ

ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｌｕｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１２， ３８ （ ３ ）：

１４７⁃１５６􀆰

［１５］ Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｃ， Ｓｕｎ Ｑ Ｙ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ

ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｅｍｐｈｙｓｅｍａ ｉｎ ｓｍｏｋｉｎｇ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｊ， ２０１１，

１２４ （１６）： ２５０２⁃２５０６􀆰

［１６］ Ｇｕｚｅｌ Ａ， Ｋａｎｔｅｒ Ｍ， Ｇｕｚｅｌ Ａ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘ⁃

ｉｄａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ ｏｎ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｉｎｔｅｓ⁃

ｔｉｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｍｏｌ Ｈｉｓｔｏｌ， ２０１２， ４３ （ ３ ）：

３６１⁃３６９􀆰

［１７］ Ａｌｔｉｎｔａｓ Ｎ， Ｅｒｂｏｇａ Ｍ， Ａｋｔａｓ Ｃ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ， ａ

ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃ａｌｆａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ， ｏｎ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ

ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ２０１５， ３９ （１）： ６５⁃７８􀆰

［１８］ Ｎａｔｏｌｉ Ｇ， Ｃｏｎｓｔａｎｚｏ Ａ， Ｉａｎｎｉ Ａ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｔｕｎｉｎｇ ｕｐ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ：

Ｈｏｗ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ＮＦ⁃ΚＢ ［ Ｊ ］ ． Ｆｅｂｓ Ｌｅｔｔ， ２００６， ５８０

（１２）： ２８４３⁃２８４９􀆰

［１９］ Ｅｌ⁃Ｋｈｏｕｌｙ， Ｅｌ⁃Ｂａｋｌｙ Ｗ Ｍ， Ａｗａｄ Ａ Ｓ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｔｈｙｍｏｑｕｉｎｏｎｅ ｂｌｏｃｋｓ

ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ Ｋａｐｐａ⁃Ｂ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｔｏｘｉｃｏｌｏ⁃

ｇｙ， ２０１２， ３０２ （２⁃３）： １０６⁃１１３．

［２０］ Ｋａｎｇ Ｊ Ｌ， Ｐａｃｋ Ｉ Ｓ， Ｌｅｅ Ｈ Ｓ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃

κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｂｙ ａ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓ⁃

ｐｈａｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ， ｐｅｒｖａｎａｄａｔｅ， ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ

ｓｉｌｉｃａ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ［Ｊ］ ． Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ， ２０００， １５１ （１⁃３）：

８１⁃８９􀆰

［２１］ Ｃａｓｔｒａｎｏｖａ Ｖ， Ｐｏｒｔｅｒ Ｄ， Ｍｉｌｌｅｃｃｈｉａ Ｌ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｈａｌｅｄ

ｃｒｙｓｔａｌ ｌｉｎｅ ｓｉｌｉｃａ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ： ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ

［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２００２ （２３４⁃２３５）： １７７⁃１８４􀆰

［２２］ Ｐｏｒｔｅｒ Ｄ Ｗ， Ｙｅ Ｊ， Ｍａ Ｊ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｏｆ ｒａｔｓ ｔｏ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅ ｓｉｌｉｃａ： ＮＦ⁃κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ｉｎｆｌａｍ⁃

ｍａｔｉｏｎ， ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｄａｍａｇｅ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｈａｌ Ｔｏｘｉｃｏｌ，

２００２， １４ （４）： ３４９⁃３６７􀆰
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