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博莱霉素致小鼠肺纤维化模型的动态演变及其发生机制 

胡萍 高占成 

【摘要】 目的 了解小鼠肺纤维化模型的动态演变，探讨博莱霉素致肺纤维化的作用机制。方法 36只 

雄性 ICR小鼠，按随机数字表法分为阴性对照组(NC组)和肺纤维化模型组(FMA、FMB、FMC、FMD、FME 

组)，每组 6只。除 NC组外，其余各组经鼻滴入博莱霉素建立肺纤维化模型。分别于 6、14、21、28和 35 d处死 

各组 小鼠 ，取外周血经流式细胞仪测定 T细胞亚群 Th1／Th2和 Tc1／Tc2，计数支气 管肺 泡灌洗液 (BALF)中 

总细胞数 和细胞 分类 ，右肺行苏木素一伊红 (HE)及 Masson染色 ，测定左肺组织 中羟脯氨酸 (HYP)的含量 ；并 

提取左肺组织总 RNA，采用半定量逆转录一聚合酶链反应 (RT—PCR)了解肺组 织中多种细胞 因子的表达 。测 

定35 d处死 小 鼠的潮 气量 (V )、0．1秒 用力 呼 气容 积／用 力肺 活 量 (FEVO．1／FVC)和 静态 肺顺 应 性 (Cst)。 

结果 ①肺纤维化各组小鼠BALF中细胞总数与NC组比较均显著增高(P均<O．01)，且其肺组织中HYP含 

量 除 FMA组外均显著升高(P均<0．01)。②FME组 V 和 Cst均较 NC组明显降低(P均<0．01)， 

FEV0．1／FVC~I,J显著升高(P<O．05)。③在肺纤维化模型炎症期(FMA组)，T细胞 Th1／Th2和 Tcl／Tc2之 

间的平衡呈 Th1、Tc1优势表达为主；在纤维化形成期(FMB、FMC组)，则以 Th2、Tc2优势表达；在肺纤维化 

形成后，Thl、Tc1再度呈优势表达的状态。④肺纤维化模型组中转化生长因子一p1(TGF—p1)和金属蛋白酶 

组织抑制因子一1(TIMP一1)均较 NC组显著升高(P均<O．01)。结论 博莱霉素致肺纤维化小鼠肺功能为限 

制性通气功能障碍，Th2、Tc2及促纤维化生成因子在肺纤维化形成过程中发挥重要作用。 
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[Abstract】 Objective To investigate the kinetics of pathogenesis of bleomycin—induced pulmonary 

fibrosis and its mechanism in mice．Methods Thirty—six male ICR mice were randomized as a negative 

control(NC)group and pulmonary fibrosis model(FM )groups (FM A，FM B，FMC，FM D，FME sub- 

groups)．Except for NC group，mice in the other groups were given bleomycin by nasal instillation、Animals 

in each group were sacrificed on day 6，14，21，28 and 35，respectively．T lymphocytes were quantified for 

Th1／Th2 and Tc1／Tc2 by flow cytometry．Accumulation of inflammatory cells in bronchioalveolar lavage 

fluid (BALF) was quantified by cell count． The sections of the right lung were stained with either 

hematoxylin—eosin (HE)or M asson trichrome．The left lung was weighed and its hydroxyproIine (HYP) 

content was assayed． Multi—cytokine expression in lung tissue was assayed by semi—quantitative reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT —PCR)．On day 35，the tidal volume(VT)，forced expiratory 

volume in 1 second／forced vital capacity(FEV 0．1／FVC)，static compliance(Cst)of mice were determined 

before they were sacrificed．Results ① The total cell number in BALF in pulmonary fibrosis groups was 

statistically significantly higher than that in NC group (all P< 0．01)，and HYP content in lung tissue in 

pulmonary fibrosis groups was statistically significantly increased than that in NC group except for group 

FMA (all P<0．01)．②VT and Cst in FME group were statistically significantly decreased than those in NC 

group(both P< 0．01)，and FEV 0．1／FVC was statistically significantly increased(P<0．05)．⑧ Th1 and 

Tc1 were demonstrated as the dominant expression in the acute inflammatory stage；Th2 and Tc2 were the 

dominant expression in the fibrosis forming stage，and then Th 1 and Tc 1 were again the dominant expression 

at the terminal stage of pulmonary fibrosis．④Compared with the content of cytokine in the lung in NC 

group，the expression of transforming growth factor—p1(TGF—p1)and tissue inhibitor of metaIloproteinase 
一 1(TIMP一1)mRNA were significantly higher in FM groups(all P< 0．01)．Conclusion The changes in 

lung function of bleomycin—induced pulmonary fibrosis in mice are typical of that of restrictive ventilatory 

disorder．Th2，Tc2 and fibrotic promoting growth factors(TGF—B1，TIM P一1，etc．)play pivotal roles in 

the pathogenesis of pulmonary fibrotic process． 
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间质性肺疾病(ILD)的病理改变可严重影响肺 

泡上皮细胞和毛细血管 内皮细胞功能及气体交换 ， 

病程终末期会出现呼吸衰竭 ，目前 尚无 明确有效 的 

治疗方法。对博莱霉素致小鼠肺纤维化发生不同阶 

段的肺组织病理、肺组织 中不同细胞 因子的表达以 

及外周血 T细胞亚型进行研究 ，以探讨肺纤维化在 

ILD不同阶段的发生机制，从而为临床制定有效 的 

治疗策略提供理论和实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 ：雄性 SPF级 ICR 小 鼠，体重 28 g 

左右，由北京维通利华实验动物技术公司提供。博莱 

霉素粉剂每支 15 mg(日本化药株式会社)，逆转录一 

聚合酶链反应(RT—PCR)试剂盒(美国Promega公 

司)。氯胺 T溶液(氯胺 T 1．41 g，正丙醇 10 ml，三 

蒸水 10 ml，柠檬 酸缓 冲液 80 m1)；Ehrilich溶 液 

(对二 甲氨基 苯 甲醛 12．5 g，正丙醇 46．5 ml，体 积 

分数为 70 的过氯酸 19．5 m1)；标记荧光单抗试剂 

(BDIS)，包 括 CD8一别 藻 蓝 蛋 白(CD8一APC)， 
一 干扰素一异硫氰酸荧 光素 (IFN一 一FITC)， 

CD3e—PE一菁染料 (CD3e—PE—CY5)，白细胞 介 

素一4一藻红蛋 白(IL一4一PE)，大 鼠 IgG 一FITC 

(Rat—IgGl—FITC)，大鼠 IgG1一PE(Rat—IgGl— 

PE)。AniRes2003动物肺 功能分析系统 、FACSort 

流式细胞仪、SX721分光光度计 、组织匀浆机、基因 

扩增仪、S×100凝胶成像系统 。 

1．2 方 法 

1．2．1 动物模型建立和分组 ：按随机数字表法将雄 

性 ICR小鼠分为 6组 ，每组 6只。阴性对照组(NC) 

0 d经鼻滴入生理盐水 50 l；5个肺纤维化模型 

(FM)组于 0 d经鼻滴入博莱霉素 6／~g／g(50 1)。 

FMA、FMB、FMC 和 FMD组 分 别 于 6、14、21和 

28 d处死 ，FME和 NC组于 35 d处死 。 

1．2．2 小 鼠呼吸生理 测定 ：用 AniRes2003动物肺 

功能分析系统测定 NC组及 FME组稳定状态潮气 

量 (V )、静态肺顺应性 (Cst)及 用力肺 活量 (FVC) 

等呼吸生理参数。测定前称量小 鼠体重 ，用质量分数 

为 1％的戊巴比妥钠 110／~g／g腹腔注射麻醉 ，在 甲 

状软骨下方 1 mm处行气管插管，置于体描箱中给 

予呼吸机辅助通气。呼吸机参数设置为：呼吸频率 

100次／min，吸 ：呼为 1．0：1．5，实验过程 中采用 

气道压力为 10 am H2O(1 cm H2O一0．098 kPa)进 

行通气 ，状态平稳后描计 1 min，测定 Vt和 Cst，随 

后测定 FVC，设定 FVC为 3倍 V 。 

1．2．3 流式 细胞仪测定外周血 T细胞亚群 ：给予 
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小鼠 0．5 ml氯胺酮(10 g／L)腹腔注射 ，右心室取血 

后用肝素钠(25 kU／L)抗凝 。每个体系中包括 ：佛波 

酯(PMA)5／~g／L，离子霉素 500 tLg／L，Golgi—stop 

0．35 ml／L，抗 凝血 0．25 ml，加 1640培 养基 补 至 

1 ml，37℃、体积分数为 5 的 CO。孵箱中孵育 4～ 

6 h。不同荧光抗体(CD3e—PE—CY5、CD8一APC、 

IFN一7一FITC和 IL一4一PE)标记细胞膜或胞浆内 

细胞 因子 ，上机测定，获取 5×10 个细胞 。 

1．2．4 标本处理 ：各组小鼠处死后获取支气管肺泡 

灌洗液 (BALF)和肺组织。左肺置于一70_C待测羟 

脯氨酸(HYP)及提取 RNA；右肺经体积分数为 4 

的多聚 甲醛固定和石蜡包埋 、切片后进行苏木素一伊 

红(HE)及Masson染色。测量每只小鼠的BALF体 

积 ，在 光学显微镜下计数 BALF中总细胞数 ，并行 

HE染色和细胞分类计数(>200个有核细胞／片)。 

1．2．5 HYP检测 ：取 50 mg肺 组织，用 1 ml磷酸 

盐缓冲液(PBS)进行匀浆 ，加入 4 ml 6 mol／L HC1， 

126。C酸解 3 h。使用 6 mol／L碳酸氢钠(NaOH)调 

节 pH为7．0。吸取 1 ml混合后的液体，加入柠檬酸 

缓 冲液 0．5 ml、氯 胺 T 溶 液 1 m1，室 温 下 放 置 

20 min。加入 Ehrilich液 1 ml，65‘C水浴 15 min。采 

用 分光光度计 550 nm 波 长比色，记 录吸光度 (A) 

值 。使用 HYP标准溶液绘制标准曲线 ，并根据标准 

曲线计算待测标本的HYP含量，并和肺组织重量 

比较 ，结果以 ／~g／g表示。 

1．2．6 肺组织 RNA 提取及半定量 RT—PCR检 

测 ：肺 组 织 匀 浆 后 按 Trizol试 剂说 明 书 提 取 总 

RNA；按 试剂盒说 明进行逆转录 ，将逆转录产物加 

入标准 PCR反应体系，分别扩增内参磷酸甘油醛脱 

氢酶 (GAPDH，30个循环)和待测细胞因子 IFN一 

(32个循环)、IL一4(35个循环)、转化生长因子一p1 

(TGF—B1，32个循环)、IL一12(35个循环)、IL一13 

(32个循 环)、基质金属 蛋 白酶一2(MMP一2，35个 

循 环)、MMP一9(32个循环)和金属蛋 白酶组织抑 

制 因子一1(TIMP一1，32个循环)。PCR反应条件 ： 

94 fC预 变 性 10 min，94℃变 性 60 S，60℃退 火 

30 S，72℃延伸 60 S，30～35个循 环；72 C后延伸 

7 min。RT—PCR产物 以质量分数为 1 的琼脂糖 

凝胶电泳，凝胶成像分析系统摄像，进行 A值扫描 

并作相对量分析，数值以待测细胞因子电泳条带 

值与 GAPDH 电泳条带 值的比值表示。 

1．3 统计学分析：数据用SPSS 11．5统计软件进行 

分析。结果 以均数 ±标准误 ( ± )表示 ，对各组数 

据 行单因素方差分析 (one—way ANOVA)和组 间 
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比较 (方差齐用 LSD检验 ，不齐用 Games—Howell 

检验)，PdO．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 各组小鼠BALF中细胞总数和细胞分类计数 

的变化 (表 1)：BALF中细胞 总数在各纤维化组 中 

均 明显高于 NC组 (P均<0．01)，其 中以 FMA 组 

最为明显。除FME组外，其余各组淋巴细胞计数均 

显著高于 NC组(P<O．05或 P<O．01)，以 FMB组 

增高最为明显。中性粒细胞计数则在早期或早中期 

明显高于 NC组 (FMA 组、FMB组P均<O．01)，其 

余各组与NC组相比差异均无显著性。 

由此可见 ，小 鼠FM 建立后，在早期 (FMA 组) 

BALF中细胞总数和中性粒细胞计数增高最明显， 

随着时间推移 ，细胞 总数 和中性粒细胞计数均呈逐 

渐下降趋势；而淋 巴细胞 计数 则逐渐增加 ，14 d时 

(FMB组)高达 0．276±0．020，随后均呈下降趋势 。 

表 1 各组小鼠 BALF中细胞 总数 、细胞分类计数 

及肺组织 中 HYP含量 ( ± ，Il一6) 

Table 1 Total cell number。differential cell count 

in BALF and HYP content in lung tissue 

of each group( 士 ，n=6) 

注：与 NC组 比较 ： P<O．05， P<O．01；与 FMA组 比较 ： 

P<O．Ol；与 FMB组 比较 ：。P<O．Ol 

2．2 各组小 鼠肺组织中 HYP的含量 (表 1)：与 NC 

组相 比，除 FMA组外 ，各组 HYP含量 均显著升高 

(P均d0．01)。除 FMA组外 ，纤维化各组间差异均 

无显著性。说明早期炎症阶段肺内以炎性细胞浸润 

为主，尚未有纤维化形成，博莱霉素所致肺纤维化是 

在炎症后期(14 d后)开始逐渐 出现的。 

2．3 各组小鼠肺组织病理变化：①NC组小鼠气道 

上皮光滑 ，气 道周围无炎性细胞浸润 ，肺泡 壁正常 

(彩色插页图 1A)；②FMA组可见支气管周 围中性 

粒细胞及巨噬细胞浸润，肺泡腔内可见红细胞 、巨噬 

细胞及中性粒细胞 (彩色插页图 1B)；③FMB组小 

鼠可见肺泡壁增厚，局灶纤维化形成 ，呼吸性细支气 

管及肺泡管扩张(彩色插 页图 1C)；④FMC组小 鼠 

较 FMB组纤维化增 多，肺泡 腔内可见淋 巴细胞和 

巨噬细胞浸润(彩色插页图 1D)；⑤FMD组小鼠可 

见纤维化弥漫发展，在肺泡腔及支气管周围仍可见 

大量炎性细胞浸润 (彩色插页图 1E)；⑥FME组 小 

鼠可见弥漫、致密的肺纤维化，炎性细胞浸润有所减 

少(彩色插页图 1F)。 

2．4 35 d肺纤维化小鼠呼吸生理 的改变 (表 2)：与 

NC组 比较 ，FME组体 重减轻 (P< 0．01)；V_r、Cst 

均显著降低 (P均dO．01)；0．1秒用力呼气容积／用 

力 肺活量 比值 (FEVO．1／FVC)较 NC组有所 升高 

(P<O．05)。说明Cst明显下降，肺通气功能呈典型 

的限制性通气功能障碍表现 。 

表 2 35 d小 鼠体 重、VT、FEV0．1／FVC和 

Cst的变化 ( 士s ，n一6) 

Table 2 Changes of the body weight，VT，FEV0．1／FVC 

and Cst on day 35(x~s~，Jl一6) 

组别 体重(g) VT( ) FEV0．1／FVC 、【(i cm HzO) 

NC组 40．23+1．36 453．35±7．85 42．434-1．08 4．28+0．II 

FME组 18．564-3．37 153．864-40．56 72．86士7．38 1．454-0．38 

注 ：与 NC组 比较 ： P<O．05，一 P< o．Ol 

2．5 肺纤维化进程中外周血Tcl、Tc2、Thl和 Th2 

的变化(表 3)：与 NC组 比较，外周血 Tc1所占比例 

在急性炎症反应期(FMA组)显著升高 (P<O．O1)， 

在 纤维化形成期(FMB、FMC组)则表现 为显 著降 

低 的趋势 (P均d0．01)；而 Tc2细胞在急性炎症反 

应期 和 纤 维 化形 成 期 均 明显 增 加 (FMA、FMB、 

FMC组 ，P均d0．01)，但在纤维化形成后期 ，则逐 

渐降为正常 。 

表 3 各组小鼠外周血中 Thl、Th2、Tcl和 

Tc2细胞所 占比例 ( 士 ，n一6) 

Table 3 Proportion of Th1，Th2，Tc1 and Tc2 cells in the 

peripheral blood in each group(x~s；，月一6) 

注 ：与 NC组 比较 ： P<0．05，一 P<0·01 

对 Th细胞，Thl细胞在纤维化形成期的 比例 

明显减少 (FMB组 P<0．05，FMC组 P<0．01)；与 

Tc2细胞相似，Th2细胞无论 在急性炎症反应期还 

是纤维化形成期均有明显增高(FMA、FMB、FMC、 

FMD组 ，P均d0．01)，在肺纤维化形成后期逐渐降 

为正常(FME组，P>0．05)。 

由此可见，在用博莱霉素所致 FM 小 鼠炎症期 ， 

T细胞呈Tc1、Th1优势表达为主；在纤维化形成 
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表 4 各组小鼠肺组织中细胞 因子 mRNA表达半定量 RT—PCR结果比较 ( ± ，n一6) 

Table 4 Comparison of eytokine mRNA expression by semi—-quantitative RT —。PCR 

in the lung tissue of each group(x~s；，n= 6) 
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注 ：与 NC组 比较 ：一 P< O．01 

期 ，则 以 Tc2、Th2优势表 达；在肺 纤维化形 成后 ， 

Tcl、Thl再度呈优势表达的状态。 

2．6 各组肺组织中细胞 因子表达的变化见表 4。 

2．6．1 肺组织 中 TGF—B1、TIMP一1的 mRNA表 

达 ：与 NC组相 比，FMC、FMD和 FME组 TGF一81 

mRNA 与 FMD、FME组 TIMP一1 mRNA表达均 

显著增 高(P均<0．01)，而 TIMP一1 mRNA表达 

在 FMA、FMB和 FMC组差异均无显著性 。 

2．6．2 肺组织 中 IFN一7、IL一4、II 一12、IL一13、 

MMP一2和 MMP一9的 mRNA表达 ：各组间上述 

各指标比较差异均无显著性 。 

3 讨 论 

肺间质纤维化的形成是许多慢性肺疾病的共同 

结局 ，其病理特点是长期肺部炎症导致 肺泡持续性 

损伤以及细胞外基质(EcM)的反复破坏、修复和改 

建。博莱霉素引起的急性肺损伤(ALI)可导致成纤 

维细胞及肌成纤维细胞 的增生 ，这些增生 的细胞 可 

产生大量 ECM ，最终导致纤维化的形成。 

我们的实验结果显示 ：给予博莱霉 素后小 鼠表 

现为炎症反应 ，早期为急性 中性粒细胞浸润 ，随后过 

渡为淋 巴细胞增多的慢性表现 ，与 Izbicki等“ 的研 

究结果一致 。Tarnell等 的研究指出，纤维化模 型 

BALF中中性粒细胞 比血液 中中性粒细胞产生更多 

的超氧阴离子 。然而这种反应是暂时的，在明显纤维 

化发生之前 中性粒细胞就已恢复到正常水平 ，所 以 

这些细胞可能并不直接作用于纤维化的起始。而 T 

细胞表达的细胞 因子则能直接刺激肺成纤维细胞 的 

增殖 ，并具有一定的促纤维化活性 。研究发现 ，给予 

肺纤维化小鼠抗 CD3抗体，可明显减少纤维化损伤 

的范围∞ 。同时我们发现，博莱霉素所致肺损伤早期 

肺组 织及 HYP含量均 提示没有纤 维化形 成；而在 

制模 14 d肺组织开始出现肺泡壁增厚和局灶纤维 

化形成 ，同时 HYP含量也提示肺组织内胶原纤维 

含量增加 。说明 FM 中淋巴细胞浸润为主的慢性炎 

症有可能成为纤维化应答的关键始动因素。 

肺纤维化患者肺功能的特点为限制性通气功能 

障碍(包括肺总量降低 ，FEV0．1／FVC正常或增高， 

Cst减低)，伴有弥散功能减退和低氧血症。这在肺 

间质疾病诊断中是不可或缺的。然而国内外对肺纤 

维化动物呼吸生理方面的研究甚少。在本实验 中，我 

们应 用 AniRes2003动物 肺 功能 分 析 系统 对 35 d 

FM 组及 NC组进行肺功 能测定，测定参数为 V 

Cst和FEV0．1／FVC。结果显示 ，博莱霉素致 FM 小 

鼠 V．r的及 Cst均显著下降，且无明显气道阻塞，其 

FEV0．1／FVC明显增高。 

Th1、Th2是 CD4 T辅助细胞 的两个亚群 ，其 

分泌 的细胞因子称 Thl／Th2细胞 因子。Thl／Th2 

细胞因子表达失衡反映 了不 同的免疫病理过程 ：抗 

原或致病原作用于机体，首先诱发 I型免疫应答， 

Th1型因子占优势；若抗原持续存在，机体对慢性刺 

激原 的继 发反应转 为 以 Ⅱ型免疫 应答 为主 ，产 生 

Th2型因子优势表达现象。Th2型因子优势表达则 

是引起慢性炎症持续发展、组织修复不协调、成纤维 

细胞增生 、ECM 沉积、血管异常增多和终末期组织 

纤维化的重要原因“ 。 

在本实验过程 中我们发现 ，炎症期 T细胞各组 

分除 Thl外 ，均较 NC组 明显增加 ，并表 现为 Thl 

优势表达 ，这与 Dalton等“ 的研究一致 ；同时也存 

在 Tc1的优势表达 。在纤维化形成期表现为 Th2、 

Tc2优势表达(14、21 d)，促进 了成纤维细胞 的增生 

以及 ECM 的沉积 ，最终形成纤维化。 

众所周知 ，细胞因子 与细胞因子 网络在肺纤维 

化发展中发挥重要作用 。国内外学者研究肺纤维化 

发病 机制的焦点是 这些 细胞 因子 的来源和表达水 

平 ，而 TGF—B1是致 纤维 化 的关键 性细 胞 因子。 

TGF—B1能促进成纤维细胞合成胶原蛋白、纤维连 
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结蛋 白、蛋 白多糖 等 ECM ，促 进 ECM 的沉积 ；此 

外，TGF—B1还能减少基质降解蛋白酶的产生，增 

加这些蛋白酶的抑制物 。本实验结果显示 ，在纤维 

化 形成后期(21、28和 35 d)TGF—B1表达持续升 

高 ，由于 TGF—B1的主要来源是增生 的间质细胞 ， 

包括大量的成纤维细胞 ，而间质细胞是在纤维化 

形成期开始增生的，说 明肺间质局部 TGF—p1表达 

在纤维化持续发展中发挥重要作用 。 

肺间质纤维化主要特点之一就是肺问质胶原沉 

积 ，MMPs及其抑制 因子在这一过程 中发挥重要作 

用 。肺泡上皮基底膜是一种特殊的 ECM 形式 ，Ⅳ型 

胶原是其重要组成成分。而 MMP一2和 MMP一9 

作用底物主要是 Ⅳ型胶原 ，它们在肺纤维化发病 中 

的作用 日益受到重视。Selman等∞ 研究表明，特发 

性肺纤维化(IPF)患者 MMP一2和 MMP一9的过 

度产生可能在破坏基底膜而使成纤维细胞侵入肺泡 

腔引起肺纤维化中发挥一定作用 。本研究结果显示 ， 

炎症早期 MMP一2、MMP一9及 TIMP一1 inRNA 

处 于正常水平 ，MMPs／TIMPs比例仍维持 相对平 

衡状态，可能是炎症早期未出现 ECM 积聚之故 。而 

在肺纤维化形成后(28和 35 d)TIMP一1 inRNA表 

达 明显升高，略滞后于 TGF—p1的高表达 ，可能与 

TGF—B1高表达引起的级联反应相关 ，继之导致 

MMPs／TIMPs比例失 衡 ，促 使 MMPs溶 解 ECM 

活性下降，导致胶原沉积 。但由于细胞因子网络的多 

样性和复杂性 ，以及本实验方法 的敏感性和实验时 

间段选择 的局限性等 ，各种细胞 因子之间在肺纤维 

化形成过程中的相互作用与其确切 的调节机制仍有 

待于进一步深入探讨。 

综上所述 ，博莱霉素致小 鼠 FM 的肺功能具有 

典型 的限制性通气功能障碍特征 ，Th2、Tc2及促纤 

维化生长因子 (如 TGF—B1、TIMP一1等)在肺纤维 

化形成过程中发挥着十分重要的作用。 
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