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英文缩写 

英文缩写  英文全称  中文全称 

AKP  alkaline phosphatase  碱性磷酸酶 

ASC  
apoptosis-associated speck-like protein 

containing a CARD 
 凋亡相关点样蛋白 

BALF  bronchoalveolar lavage fluid  肺泡灌洗液 

CASPASE-1  
cysteine-containing aspartate-specific 

protein-1 
 

天冬氨酸特异性半胱氨

酸蛋白酶 1 

DAMP  danger associated molecular patterns  危险相关分子模式 

DEPC  diethylpyroearbonate  二乙基焦磷酰胺 

ECM  extracellular matrix  细胞外基质 

ELISA  enzyme linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附试验 

HE  hematoxylin and eosin  苏木素-伊红 

IFN-γ  interferon-gamma  γ-干扰素 

IL  interleukin  白介素 

IL-Ra  interleukin receptor antagonist  IL-受体拮抗剂 

LDH  lactate dehydrogenase  乳酸脱氢酶 

LRR  leucine-rich repeats  富含亮氨酸的重复单位 

MCP-1  monocyte chemoattractant protein-1  单核细胞趋化蛋白 1 

NF-κb  nuclear factor-κb  核因子卡波粒 

NO  nitric oxide  一氧化氮 

NLRs  NOD-like receptors  NOD 样受体 

OD  optical density difference  吸光度 

PAMP  pathogen associated molecular patterns  病原相关分子模式 
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PBS  phosphate buffered saline  磷酸盐缓冲液 

PCR  Polymerase chain reaction   聚合酶链式反应 

PRR  pattern recognition receptors  模式识别受体 

PYD  pyrin domain  热蛋白结构域 

ROS  reactive oxygen species  活性氧簇 

RT-PCR  reverse transcription-PCR  逆转录聚合酶链反应 

TGF-β1  transforming growth factor-β1  转化生长因子-β 

TLRs  Toll-like receptors  Toll 样受体 

TNF-α  tumor necrosis factor-α  肿瘤坏死因子-α 

TP  total protein  总蛋白 
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白介素-1β 在石英致肺脏、心脏、肾脏炎性和纤维化反应过程中

的作用及机制研究 

学位申请人：郭嘉丽 

     导      师：陈卫红 教授 

摘  要 

目的：石英粉尘广泛存在于采矿、建筑和水泥制造等生产场所空气中。除职业暴

露外，工业污染、沙尘暴、火山爆发等也可以造成生活环境中石英的暴露。石英的暴

露严重危害人体健康，其导致的职业病——矽肺就是一种由于长期吸入石英粉尘而形

成的以肺纤维化为特征的疾病，其发病机制仍不十分清楚。此外，流行病学研究显示，

石英暴露与工人心脏和肾脏疾病的高发可能有关，但石英机体暴露后导致的具体的心

脏和肾脏改变仍不清楚。既往研究表明炎性反应和纤维化是石英导致矽肺发病过程中

的两个基本反应。白介素（IL）-1β 作为一种重要的前致炎性因子，已经被证明在多

种疾病如糖尿病、关节炎和矽肺的炎性反应中发挥重要作用。我们前期研究也发现石

英可诱导巨噬细胞释放 IL-1β。为了系统研究 IL-1β 在石英致矽肺发病过程中的作用及

机制，以及石英导致的心脏、肾脏损伤和 IL-1β 在该损伤过程中的作用，我们利用小

鼠作为实验对象进行研究。本研究的主要目的是：（1）探讨 IL-1β 在矽肺炎性反应和

纤维化过程中的作用以及 IL-1β 通过何种机制发挥该作用；（2）观察石英暴露是否引

发小鼠心脏和肾脏的炎性反应及纤维化反应；（3）探讨 IL-1β 在石英暴露导致的心肾

改变中的作用。 

方法：采用标准石英粉尘悬液气管灌注的方法构建小鼠矽肺模型，通过使用 IL-1β

抗体中和的方法形成小鼠 IL-1β 中和模型。实验使用 128 只 C57BL/6 小鼠，随机分成

空白对照组、生理盐水组、石英组、石英+IL-1β 抗体组，每组 32 只；分别在灌肺处

理后 1、7、28、84 d 各处死 8 只小鼠，进行如下指标的检测： 

（1）酶联免疫吸附试验法（ELISA）测定小鼠肺泡灌洗液和血清中的 IL-1β 水平，

评估 IL-1β 抗体的中和效力。 

（2）肺脏：肺组织制作病理切片，进行 H&E 和 Masson 染色，分别评估小鼠肺



 

华 中 科 技 大 学 博 士 学 位 论 文  

 

 
 

4 

部炎性反应和纤维化反应程度；检测肺泡灌洗液中总蛋白（TP）、乳酸脱氢酶（LDH）

和碱性磷酸酶（AKP），观察小鼠肺部损伤水平；对小鼠肺泡灌洗液中细胞总数、巨

噬细胞、嗜中性粒细胞和淋巴细胞进行计数，并用 ELISA 法测定肺泡灌洗液中肿瘤坏

死因子-α（TNF-α）和单核细胞趋化蛋白-1（MCP-1）含量，评价小鼠肺部炎性反应

水平；实时荧光定量 PCR 法检测肺组织转化生长因子-β（TGF-β）、І 型胶原和纤维粘

连素 mRNA 水平，评价小鼠肺纤维化情况；ELISA 法检测肺泡灌洗液中 Th1 型免疫

应答代表性细胞因子 γ-干扰素（IFN-γ）和 Th2 型免疫应答代表性细胞因子 IL-4，评

价小鼠肺部 Th1/Th2 平衡水平。 

（3）心脏：对各组小鼠心脏组织中的炎性指标（IL-1β、IL-6、TNF-α、MCP-1）、

纤维化指标（TGF-β、І 型胶原、III 型胶原、纤维粘连素）和 Th1/Th2 平衡指标（IFN-γ、

IL-13）的 mRNA 水平进行实时荧光定量 PCR 检测，观察石英暴露导致小鼠心脏组织

的炎性和纤维化反应。 

（4）肾脏：对各组小鼠肾脏组织中的炎性指标（IL-1β、IL-6、TNF-α）、纤维化

指标（TGF-β、І 型胶原、III 型胶原、纤维粘连素）和 Th1/Th2 平衡指标（IFN-γ、IL-4）

的 mRNA 水平进行实时荧光定量 PCR 检测，观察石英暴露导致小鼠肾脏组织的炎性

和纤维化反应。 

结果：本研究结果显示： 

（1）加入 IL-1β 抗体后，小鼠肺泡灌洗液和血清的 IL-1β 水平较石英组在染尘后

7、28、84 d 均显著降低，差异有统计学意义（P<0.01）。 

（2）石英组和石英+IL-1β 抗体组小鼠肺组织病理切片在染尘后 1、7、28、84 d

均可看到明显的炎性反应，其评分结果与对照组相比，差异有统计学意义（P<0.01），

两组在染尘后 28、84 d 均可看到明显的胶原沉积，其评分结果与对照组相比，差异有

统计学意义（P<0.01）；石英+IL-1β 抗体组上述改变较同期的石英组明显减轻，差异

有统计学意义（P<0.05）。 

（3）石英组和石英+IL-1β 抗体组小鼠肺泡灌洗液中 TP、LDH 和 AKP 水平在染

尘后 1、7、28、84 d 均显著升高；与对照组相比，差异有统计学意义（P<0.01）；石

英+IL-1β 抗体组小鼠上述指标在染尘后第 1 d 均低于石英组，差异有统计学意义

（P<0.05）。 

（4）石英组和石英+IL-1β 抗体组小鼠肺泡灌洗液中细胞总数、巨噬细胞、嗜中

性粒细胞和淋巴细胞数目及 TNF-α 和 MCP-1 含量在染尘后 1、7、28、84 d 均显著升

高，与对照组相比，差异有统计学意义（P<0.01）；石英+IL-1β 抗体组小鼠肺泡灌洗
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液中细胞总数、巨噬细胞、淋巴细胞数目在染尘后 4 个时间点上较同期石英组显著降

低，差异有统计学意义（P<0.01）；TNF-α 含量在染尘后 7、28、84 d 较同期石英组显

著降低，差异有统计学意义（P<0.01）；MCP-1 含量在染尘后 1、7 d 较同期石英组显

著降低，差异有统计学意义（P<0.01）。 

（5）与对照组相比，石英组肺组织中 TGF-β、І 型胶原、纤维粘连素 mRNA 水

平在染尘后 28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；石英+IL-1β 抗体组

小鼠上述 3 个指标较同期石英组显著降低，差异有统计学意义（P<0.01）。 

（6）石英组和石英+IL-1β 抗体组小鼠肺部 IFN-γ/IL-4 比值较对照组显著降低，

差异有统计学意义（P<0.01），石英+IL-1β 抗体组小鼠肺部 IFN-γ/IL-4 比值较同期石

英组有明显回升，差异有统计学意义（P<0.05）。 

（7）石英组小鼠心脏组织中 TNF-α、MCP-1、І 型胶原和纤维粘连素 mRNA 水

平在染尘后 7、28、84 d 较对照组均显著升高，IL-1β 和 IL-6 mRNA 水平在染尘后 7、

28 d 较对照组均显著升高，差异均有统计学意义（P<0.05）；石英+IL-1β 抗体组小鼠

IL-6、TNF-α 和 MCP-1 mRNA 水平较同期石英组显著降低，差异有统计学意义

（P<0.05）。 

（8）石英组小鼠肾脏组织中 IL-1β、IL-6、TGF-β、III 型胶原、纤维粘连素 mRNA

水平在染尘后 7、28、84 d 较对照组均显著升高，TNF-α 和 І 型胶原 mRNA 水平在染

尘后 7、28 d 较对照组均显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）；石英+IL-1β 抗体组

小鼠 TNF-α、TGF-β、І 型胶原、III 型胶原、纤维粘连素 mRNA 水平较同期石英组显

著降低，差异有统计学意义（P<0.05）。 

（9）石英组小鼠肾脏组织中 IFN-γ 和 IL-4 mRNA 水平在染尘后 7、28、84 d 较

对照组均有升高的趋势；与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组小鼠 IFN-γ mRNA 水平升

高更为明显。 

结论：综合上述结果，结论为： 

（1）IL-1β 在石英致矽肺发病过程中发挥了重要作用，拮抗 IL-1β 可以减轻石英

诱导的炎性和纤维化反应。 

（2）气管灌注石英粉尘可导致心脏和肾脏出现炎性和纤维化反应。 

（3）拮抗 IL-1β 可减轻石英导致的心脏炎性反应，对心脏纤维化反应作用不明显。 

（4）拮抗 IL-1β 可减轻石英导致的肾脏炎性和纤维化反应。 

 

关键词：石英；小鼠；IL-1β；肺脏；心脏；肾脏；炎性反应；纤维化 
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The role of interleukin-1β in silica-induced pulmonary, cardiac 

and renal inflammation and fibrosis 

Candidate for Ph.D: Jiali Guo 

Supervisor: Professor Weihong Chen 

Abstract 

Objectives: Silica exposure primarily occurs in workplace such as metal or coal 

mining, construction, and glass and clay manufacturing industries. In addition to 

occupational exposures, environmental exposure occurs as a result of industrial 

contaminations, volcanic explosions and sandstorms. Prolonged inhalation of silica is 

classically associated with an occupational pulmanory disease called silicosis, which has 

been studied extensively. Additionally, epidemiological studies showed that silica exposure 

can also induce cardiovascular and renal diseases. Interleukin (IL)-1β is an important 

pro-inflammatory cytokine. It is evidenced that IL-1β is involved in many diseases such as 

diabetes, arthritis and the inflammation stage of silicosis. Our previous studies showed that 

IL-1β could be induced by the co-culture of macrophages and silica dust. In order to 

explore the role of IL-1β in silicosis and silica-induced cardiac and renal damages, we 

designed mice experiments in our study. The main objectives of this study are as follows: (1) 

to explore the role of IL-1β in silicosis and to study how IL-1β exerts its function in 

silicosis; (2) to observe the effects of inhalational silica dust on the heart and kidney tissues 

of mice; (3) to assess the role of IL-1β in silica-induced cardiac and renal inflammation and 

fibrosis. 

Methods: In this study, we generated a silicosis model by intratracheally instilled 

standard silica dust to mice and used an anti-IL-1β monoclonal antibody (mAb) to directly 

neutralize the silica-induced IL-1β in the mice. A total of 128 mice were randomly divided 

into four groups as the blank control group, physiological saline group, silica group and 

silica+IL-1β mAb group. On days 1, 7, 28 and 84 after instilled treatment, 8 mice of each 

group were sacrificed and the followed indicators were measured: 
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(1) The IL-1β consentrations in BALF and serum were measure by enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA).  

(2) Lungs: the lung inflammation and fibrosis were scored by histological sections 

which were stained with H&E and Masson, respectively; the lung injury was assessed by 

measuring the total protein (TP), lactate dehydrogenase (LDH) and alkaline phosphatase 

(AKP) levels in BALF; to evaluate the lung inflammation, the numbers of total cell, 

macrophage, neutrophil and lymphocyte and the levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

and monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) in BALF were measured; to evaluate the 

lung fibrosis, the mRNA expression levels of transforming growth factor-β (TGF-β), 

collagen І and fibronectin were measured by real-time quantitative PCR; to observe the 

changes of Th1/Th2 balance, the representive Th1 cytokine such as interferon-γ (IFN-γ) 

and Th2 cytokine such as IL-4 in BALF were measured by ELISA.  

(3) Hearts: to observe the inhalational silica-induced cardiac inflammation and fibrosis, 

we used real-time quantitative PCR to measure the mRNA levels of inflammatory 

indicators (IL-1β, IL-6, TNF-α and MCP-1), fibrotic indicators (TGF-β, collagen І, collagen 

III and fibronectin) and indicators of Th1/Th2 balance (IFN-γ and IL-13).  

(4) Kidneys: to investigate the inhalational silica-induced renal inflammation and 

fibrosis, we used real-time quantitative PCR to measure the mRNA levels of inflammatory 

indicators (IL-1β, IL-6 and TNF-α), fibrotic indicators (TGF-β, collagen І, collagen III and 

fibronectin) and indicators of Th1/Th2 balance (IFN-γ and IL-4). 

Results: (1) The levels of IL-1β in BALF and serum of silica+IL-1β mAb group were 

significantly lower than those in silica group on days 7, 28 and 84 (P<0.01).  

(2) The pathological sections of the lung tissues stained with H&E in the silica and 

silica+IL-1β groups showed obvious inflammation on days 1, 7, 28 and 84 (P<0.01), and 

the pathological sections of the lung tissues stained with Masson in the silica and 

silica+IL-1β groups showed significant collagen deposition on days 28 and 84 (P<0.01); 

anti-IL-1β significantly attenuated the inflammation and fibrosis mentioned above 

(P<0.05).  

(3) The levels of TP, LDH and AKP in BALF of the silica and silica+IL-1β mAb group 

mice were significantly increased on days 1, 7, 28 and 84 (P<0.01); the usage of anti-IL-1β 

mAb significantly decreased the levels of the above indicators (P<0.05).  
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(4) The numbers of total cell, macrophage, neutrophil and lymphocyte and the 

contents of TNF-α and MCP-1 in BALF of the silica and silica+IL-1β mAb group mice 

were significantly increased on days 1, 7, 28 and 84 (P<0.01); the numbers of total cell, 

macrophage and lymphocyte of the silica+IL-1β mAb group mice were significantly 

decreased that those of the silica group mice (P<0.01); the TNF-α content was also 

significantly decreased by the usage of anti-IL-1β mAb on days 7, 28 and 84 (P<0.05); the 

consentration of MCP-1 in BALF of the silica+IL-1β mAb group was significantly 

decreased on days 1 and 7 when compared with that in the silica group (P<0.01).  

(5) The mRNA levels of TGF-β, collagen І and fibronectin of the lung tissues in the 

silica group were significantly increased on days 28 and 84 (P<0.01); the levels of these 

indicators were significantly decreased by anti-IL-1β mAb (P<0.01).  

(6) The ratio of IFN-γ/IL-4 was significantly decreased in the silica exposed mice on 

days 7, 28 and 84 (P<0.01), however, the ratio in the silica+IL-1β mAb group was 

significantly higher than that in the silica group (P<0.05).  

(7) Significantly increased mRNA expression of TNF-α, MCP-1, collagen І and 

fibronectin in heart tissues were shown on days 7, 28 and 84 and significantly increased 

mRNA expression of IL-1β and IL-6 were shown on days 7 and 28 (P<0.05); neutralization 

of IL-1β significantly decreased the mRNA levels of IL-6, TNF-α and MCP-1 (P<0.05).  

(8) Significantly increased mRNA levels of IL-1β, IL-6, TGF-β, collagen III and 

fibronectin in kidney tissues were shown on days 7, 28 and 84 and obviously increased 

mRNA expression of TNF-α and collagen І were shown on days 7 and 28 (P<0.05); the 

usage of IL-1β antibody significantly decreased the mRNA expressions of TNF-α, TGF-β, 

collagen І, collagen III and fibronectin (P<0.05).  

(9) Both of the IFN-γ and IL-4 mRNA levels in the kidneys of silica exposed mice 

were increased, and when compared with that in the silica group, the IFN-γ mRNA level 

was significantly increased in the silica+IL-1β mAb group on days 28 and 84 (P<0.05). 

Conclusions: (1) IL-1β plays an important role in the silicosis progression. Depletion 

of IL-1β could attenuate the silica-induced lung inflammation and fibrosis.  

(2) The inhalational silica can induce the cardiac and renal inflammatory and fibrotic 

responses.  

(3) IL-1β exerts significant effects in the inhalational silica-induced cardiac 
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inflammation, but exerts little effects in the inhalational silica-induced cardiac fibrosis.  

(4) IL-1β has an important function in the inhalational silica-induced renal 

inflammatory and fibrotic responses.  

 

Key words: silica; mouse; IL-1β; lung; heart; kidney; inflammation; fibrosis 
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前  言 

石英是广泛存在于地壳中的矿物质之一。石英粉尘广泛存在于采矿、建筑、水泥

制造等生产环境的空气中；除职业暴露外，火山爆发、沙尘暴等自然现象也可以导致

生活环境中石英粉尘的暴露[1-3]。有研究显示，我国西北部沙尘暴降尘中石英的浓度高

达 17.36%到 40.09%
[4]。石英粉尘暴露的健康危害明确，其长期暴露除导致职业病——

矽肺外，与慢性阻塞性肺病、气管支气管炎、哮喘和肺癌等多种疾病均明确相关[5]。

近年研究显示，累计接尘量与工人心血管疾病死亡率存在剂量-反应关系，石英暴露与

慢性肾脏疾病之间存在确定的正相关关系[6-7]。实验室研究也提示，将石英粉尘与人体

脐静脉内皮细胞共同培养，可以导致内皮细胞释放大量的炎性因子如白介素（IL）-1β、

IL-6 和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）；将石英粉尘与人体肾脏细胞共同培养，可以观察到

石英粉尘对通过提高胞浆钙浓度对肾脏细胞造成直接损伤[8-9]。 

石英暴露导致的矽肺已被广泛研究，但其始发和发展过程中发挥重要作用的细胞

和分子机制仍不完全清楚[10]。研究表明，固有免疫和适应性免疫应答在矽肺发病过程

中发挥了重要作用，固有免疫细胞如肺泡巨噬细胞在矽肺发病过程中发挥了基础性作

用[5, 11-12]。石英粉尘经呼吸道进入肺泡后，首先可以激活肺泡巨噬细胞，通过巨噬细

胞内的 Nalp3 炎性体导致 IL-1β 成熟与释放。IL-1β 与其他炎性介质如 TNF-α、单核细

胞趋化蛋白-1（MCP-1）可以通过诱导其他炎性介质释放以及募集炎性细胞浸润而始

发和放大石英导致的肺部炎性反应[13-17]。同时，肺泡巨噬细胞也可以释放致纤维化因

子如转化生长因子-β（TGF-β）[18-19]。TGF-β 可以诱导成纤维细胞分化为成熟的肌成

纤维细胞，进而分泌细胞外基质成分促进纤维化形成[20]。此外，其他炎性细胞如淋巴

细胞和嗜中性粒细胞也可以通过促进细胞外基质成分的合成而放大纤维化反应 [13, 

21-23]。基于目前研究进展，已证明有多种因子参与矽肺的发病过程，主要包括 IL-1β、

TNF-α、MCP-1 和 TGF-β 等[24]。但尚无证据证明在这些因子中，哪个因子在矽肺发病

过程中发挥了核心作用。动物实验已经证明，IL-1β 基因敲除的小鼠对石英粉尘导致

的肺部炎性反应具有良好的抵抗性；使用 IL-1 受体拮抗剂的小鼠可以限制石英导致的
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肺纤维化反应[25-26]。此外，对 Nalp3 基因敲除致 IL-1β 无法产生的小鼠染尘后不会出

现肺部胶原沉积[27-28]。上述研究结果说明 IL-1β 在矽肺发病过程中有积极的作用，但

尚无研究证明 IL-1β 通过何种机制发挥该作用。因此，IL-1β 在矽肺发病过程中的作用

值得进一步探讨[5]。 

一般情况下，肺脏是石英粉尘暴露的第一脏器。石英粉尘肺暴露如何引起肺外脏

器的损伤仍不清楚，目前研究者提出两种可能，一是入肺的石英粉尘可以刺激肺组织

发生一系列损伤与炎性反应，产生相应的炎性介质，这些炎性介质可以被释放到血液

循环系统，进而对其他脏器发挥一定作用；二是在肺泡-气血屏障之间存在一定的微孔，

入肺的石英粉尘颗粒本身或者颗粒物的某些成分可以通过这些微孔直接进入血液循

环系统，进而影响其他脏器[10, 29-30]。流行病学研究表明，心脏和肾脏均有可能为矽肺

发病的受累脏器[31-33]。从生理学上讲，心脏和肾脏有一定的相互作用，一个脏器的急

性或慢性损伤会导致另一个脏器的急性或慢性损伤[34-35]。基于同一种致病因子，石英

粉尘是否会在心脏和肾脏引起类似于肺脏的炎性和纤维化反应，以及 IL-1β 是否同样

在心脏和肾脏的炎性纤维化反应中发挥作用，目前仍不清楚。 

为了探讨石英肺暴露是否同样可以导致心脏、肾脏发生炎性和纤维化改变，以及

IL-1β 在石英导致的肺脏、心脏和肾脏炎性及纤维化反应中的作用，本研究用石英粉

尘悬液灌肺的方法，制作了小鼠矽肺模型，又使用仓鼠抗小鼠 IL-1β 抗体中和石英暴

露后产生的 IL-1β，构建了小鼠 IL-1β 中和模型。通过石英组和空白组的比较，观察石

英肺灌注导致的心脏和肾脏炎性和纤维化反应；通过石英组和石英+IL-1β 抗体组的比

较，评估 IL-1β 在石英粉尘导致的肺脏、心脏和肾脏炎性和纤维化反应中的作用。 

本研究主要包括三部分内容：（1）石英粉尘染尘后小鼠体内 IL-1β 的变化和 IL-1β 抗

体的中和效力；（2）IL-1β 在石英粉尘肺暴露后导致的小鼠肺损伤、肺炎性反应和肺

纤维化过程中的作用；（3）石英粉尘肺暴露所导致的小鼠心脏、肾脏炎性和纤维化反

应及 IL-1β 在该反应中的作用。 
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第一部分  小鼠石英暴露后体内 IL-1β的变化及 IL-1β抗体的中

和效力 

游离二氧化硅粉尘，俗称石英，是引发矽肺的代表性粉尘。矽肺的发病机制至今

仍不十分清楚，严重地限制了矽肺的临床预防与治疗。免疫学说认为石英诱导的矽肺

始发于固有免疫应答，涉及到多细胞多分子，但在众多分子中，哪种分子发挥核心作

用并不清楚[12, 36]。IL-1β 是一种经典的炎性因子，主要依赖于固有免疫细胞尤其是巨

噬细胞内的 Nalp3 炎性小体成熟与分泌[37]。实验研究表明，与正常小鼠比较，Nalp3

基因敲除的小鼠对石英暴露导致的肺炎性反应和纤维化具有良好的抵抗性[38]。我们假

定 IL-1β 在矽肺发病过程中发挥了核心作用。 

本部分研究中，我们通过给小鼠肺灌注标准石英粉尘悬液，建立小鼠矽肺模型；

并通过 IL-1β 抗体的使用建立小鼠 IL-1β 中和模型。通过分析小鼠肺泡灌洗液中的

IL-1β 水平，评价 IL-1β 在小鼠矽肺发病过程中的表达以及本研究中 IL-1β 抗体的中和

效力。 

材料与方法 

1. 石英粉尘 

本研究所采用石英粉尘为中国标准石英，由中国疾病预防控制中心，国家职业卫

生与毒物控制所提供。粉尘 SiO2 含量＞97%，粒径分布为：＜1 μm，57%；1-2 μm，

34%；2-3 μm，4.5%；3-4 μm，3.0%；4-5 μm，1.5%。 

2. 主要仪器 

2.1 ELX-800 酶标仪：美国 Bio-Rad 公司； 

2.2 电子天平：德国 Satorius 公司； 

2.3 低温离心机（5180R）：德国 Eppendorf 公司； 

2.4 恒温水浴箱：上海精宏实验设备有限公司； 

2.5 磁力搅拌器：上海司乐仪器厂； 
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2.6 恒温振荡器：德国 Eppendorf 公司 

2.7 移液器：德国 Eppendorf 公司； 

2.8 超声波清洗仪：华南超声设备厂。 

3. 主要试剂 

3.1 仓鼠抗小鼠白介素-1β 抗体（anti-IL-1β mAb）：美国 Biolegend 公司； 

3.2 仓鼠 IgG：美国 Biolegend 公司； 

3.3 小鼠 IL-1β ELISA 试剂盒：深圳达科为生物技术有限公司； 

3.4 戊巴比妥钠：德国 Merck 公司； 

3.5 氯化钠、氯化钾、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、盐酸（分析纯）：天津恒兴化学

试剂制造有限公司。 

4. 主要试剂的配制 

4.1 10×PBS（0.1 M） 

称取 80.00 g 氯化钠，35.80 g 磷酸氢二钠，2.00 g 氯化钾，2.00 g 磷酸二氢钾于

800 ml 三蒸水中使其溶解，用盐酸调 PH 值至 7.2-7.4。最后加三蒸水定容至 1 000 ml。

如未完全溶解，可于 60 ℃水浴中助溶。使用前 10 倍稀释，制成 0.01 M 工作液。于

120 ℃高压灭菌 20 min，冷却备用。 

4.2 生理盐水 

取 9 mg 氯化钠溶于 800 ml 三蒸水中，定容至 1 000 ml。然后将其高压灭菌，冷

却后备用。 

4.3 灌肺悬液配制 

（1） 石英+IgG 悬液配制：称取 50 mg 中国标准石英，经高压灭菌并干燥。于超净

台中，将粉尘置于 200 μl 生理盐水中，于超声仪进行超声混匀，再加入 800 μl 仓鼠

IgG（1 μg/μl），密封，混匀，备用。 

（2） 石英+IL-1β 抗体悬液配制：称取 50 mg 中国标准石英，经高压灭菌并干燥。于

超净台中，将粉尘置于 200 μl 生理盐水中，于超声仪进行超声混匀，再加入 800 μl 仓

鼠抗小鼠 IL-1β 抗体（1 μg/μl），密封，混匀，备用。 
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（3） 溶剂混合液：将 200 μl 生理盐水与 800 μl 仓鼠 IgG 混匀，备用。 

5. 实验动物分组 

为了解肺泡灌洗液中 IL-1β 时间变化趋势和确定时间点，进行第一期实验：80 只

C57BL/6 小鼠，（购买于武汉大学实验动物中心），体重为 18-20 g。小鼠于清洁级动物

房（湖北省疾病预防控制中心）饲养。饲养条件为：自由饮食正常灭菌水和饲料；温

度 23 ℃-25 ℃；湿度 50%-60%；明暗各 12 h（150-300 Lux）。将小鼠适应性喂养一周

后，随机分为 2 组，即石英组和空白对照组，每组 40 只。每组下又分为 1 h、2 h、4 h、

8 h、16 h、24 h、48 h、7 d 共 8 个时间点，每个时间点 5 只。 

第二期实验动物分组：128 只清洁级雄性 C57BL/6 小鼠（购买于武汉大学实验动

物中心），体重为 18-20 g。喂养条件同上，适应性喂养一周后，对小鼠进行称重编号，

并随机分为 4 组，即石英+IL-1β 抗体组，石英组，生理盐水组，空白对照组，每组 32

只。 

6. 粉尘暴露 

6.1 麻醉 

将小鼠用 1%戊巴比妥钠溶液按照 45 mg/kg 的剂量腹腔注射，3 min 左右出现昏

迷（手捏鼠尾无反应，或者四肢舒张自然下垂），即认为已经麻醉。 

6.2 灌肺 

将麻醉后的小鼠固定，使其颈部皮肤平坦暴露。用酒精棉球擦拭颈部皮肤进行消

毒后，将颈部皮肤垂直剪开长度为 5 mm 左右的开口，并对皮下组织进行钝性分离，

使气管暴露。然后用 7-号钝头注射器针头经口腔插入气管，如果可以透过气管看到灌

肺针，说明灌肺针已正确插入气管，否则，应当重新调整进针方向，确保灌肺针插入

气管后，进行不同悬液的灌注。各组小鼠灌肺悬液成分如下：石英+IL-1β 抗体组，给

予石英+IL-1β 抗体悬液 50 μl；石英组，给予石英+IgG 悬液 50 μl；生理盐水组，给予

溶剂混合液 50 μl；空白对照组，不予处理。灌肺结束后，进行伤口消毒并缝合。 

7. 动物处死以及肺泡灌洗液、血清收集 

7.1 处死 
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分别于动物灌肺处理后第 1、7、28、84 d，每组随机取 8 只小鼠，经乙醚麻醉后，

眼球后静脉丛放血处死。 

7.2 血清收集 

    对分好组的小鼠行眼球摘除，将血液收集于无菌 EP（1.5 ml）管中。将采集好的

血液于室温静置 40 min 后，转移至 4 ℃静置 2 h，之后于 4 ℃，3 000 rpm 离心 10 min。

将血清分装，于-80 ℃保存待检测。 

7.3 肺泡灌洗液收集 

轻轻分离肺组织以及气管，于甲状软骨上方将气管剪断，取出肺组织，称重。将

7-号灌肺针插入气管，结扎。对肺组织进行 1 ml ×3 次灌洗。灌洗所用液体为 4 ℃生

理盐水。3 次灌洗液分别装入 3 个不同的 EP 管，于 4 ℃，1 000 rpm 离心。将首次灌

洗液的上清分装，保存于-80 ℃，待检。 

8. 肺泡灌洗液中 IL-1β 的检测 

    肺泡灌洗液中 IL-1β 的水平采用 ELISA 试剂盒（深圳达科为生物技术有限公司）

进行测定。检测过程严格按照说明书进行操作。简述如下，将肺泡灌洗液进行适当倍

数的稀释后进行检测。每个试剂盒每次检测都需要做标准曲线。每个样本的各检测因

子均应做复孔，最后取其平均值。 

9. 统计学分析方法 

结果均以 x ±s x表示。组间差异的比较采用方差分析以及 Dunnett-t 检验，以 P<0.05

为统计学差异的最低标准，数据的统计学分析采用 SAS9.1 软件。 

结  果 

1. 小鼠石英急性暴露后肺泡灌洗液（BALF）中 IL-1β 浓度变化 

采用 ELISA 方法对小鼠 BALF 中 IL-1β 浓度进行检测。如图 1.1 所示，与空白对

照组相比，小鼠染尘 1 h 时，BALF 中 IL-1β 含量变化不明显。从染尘 1 h 开始，石英

组 BALF 中 IL-1β 含量逐渐升高，并在其后所有时间点上均高于空白对照组。染尘后

24 h 内，IL-1β 浓度有轻微波动，但整体呈现升高的趋势。到染尘后 7 d 时，石英组
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BALF 中 IL-1β 含量已经达到空白对照组的 3 倍左右。 
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图 1.1 石英暴露小鼠肺泡灌洗液中 IL-1β 时间变化曲线 

 

2. 小鼠矽肺发病过程中体内 IL-1β 含量变化及 IL-1β 抗体的中和效果评价 

2.1 小鼠 BALF 中 IL-1β 含量变化以及 IL-1β 抗体的中和效果 

如图 1.2 所示，石英组 BALF 中 IL-1β 含量在染尘后 4 个时间点（第 1、7、28、

84 d）上均显著高于空白对照或生理盐水组，差异有统计学意义（P<0.01）。另外，在

染尘后第 7、28、84 d，BALF 中 IL-1β 含量均显著高于第 1 d，差异有统计学意义

（P<0.05）。但是 BALF 中 IL-1β 含量在 28 d 和 84 d 这 2 个时间点上没有统计学差异。 

石英+IL-1β 抗体组 BALF 中 IL-1β 含量在 1 d 时与空白对照组或生理盐水组接近，

之后呈现逐渐升高的趋势，但均低于同期石英组 BALF 中 IL-1β 的水平，且差异有统

计学意义（P<0.01）。 

2.2 小鼠血清中 IL-1β 含量变化以及 IL-1β 抗体的中和效果 

如图 1.3 所示，与空白对照或者生理盐水组相比，石英组小鼠血清中的 IL-1β 含

量在染尘后第 1、7、28、84 d 显著升高，差异有统计学意义（P<0.01），并且在第 7 d

达到高峰。与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组 BALF 中 IL-1β 含量在 1 d 无显著变化，
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但在第 7、28、84 d 显著降低，差异有统计学意义（P<0.01）。 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与同期空白对照组比较，**

P<0.01； 

与同期石英+IL-1β 抗体组比较，##
P<0.01； 

与 1d 石英组相比，&
P<0.05，&&

P<0.01。 

图 1.2 各组小鼠肺泡灌洗液中 IL-1β 含量 
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图 1.3 各组小鼠血清中 IL-1β 含量 
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讨  论 

本部分研究结果显示，石英肺暴露以后，可以引起小鼠肺泡灌洗液中 IL-1β 含量

明显升高，并且在肺泡灌洗液中从染尘后 1 h 到 84 d 呈现持续升高的趋势。IL-1β 是

一种经典的前致炎性因子，现有研究显示，IL-1β 的成熟和分泌主要依赖于固有免疫

细胞如肺泡巨噬细胞内的 Nalp3 炎性小体途径[39]。Cassel 等人研究表明，Nalp3 基因

敲除的细胞不能表达 IL-1β
[27, 40]。石英经呼吸道进入机体后，首先可被肺泡巨噬细胞

吞噬，导致 IL-1β 分泌[13, 41]；同时石英的细胞毒性可以导致巨噬细胞细胞膜破裂或者

细胞死亡，这两种结果均可导致巨噬细胞内容物如炎性介质、酶类以及被吞噬的石英

粉尘释放。被释放的石英粉尘又继续被其他的巨噬细胞吞噬，这个循环过程可能是导

致肺泡灌洗液中 IL-1β 持续升高的主要原因[10, 42-43]。此外，我们的研究结果也表明，

在肺组织暴露于石英粉尘后，IL-1β 发挥了长期的作用。 

越来越多的流行病学研究显示，石英粉尘肺暴露不仅可以导致矽肺，还可以导致

肺外器官如心血管系统疾病发病率升高[6]。关于石英肺暴露导致肺外器官疾病的途径，

目前主要提出两点：一是小颗粒粉尘可能通过肺部气-血屏障直接入血，进而对心血管

系统以及其他脏器造成损伤[44-45]；二是石英粉尘肺暴露后，可以导致肺组织释放大量

炎性介质，这些介质被释放入血，进而对心血管系统或其他脏器发挥作用，引发疾病

产生[46-47]。我们的研究结果显示，石英粉尘的肺暴露可以引起血清中 IL-1β 表达量长

期的升高，说明 IL-1β 有可能在石英导致的肺外脏器损伤中发挥重要作用[48]。 

我们的研究结果显示，如果在染尘同时给予适量的 IL-1β 抗体，可以显著降低肺

泡灌洗液中 1、7、28、84 d 以及血清中 7、28、84 d 时间点上 IL-1β 的含量。从图 1.2

和 1.3 可以看到，IL-1β 抗体的使用虽然并未能完全抑制 IL-1β，但可以降低 IL-1β 含

量，差异有统计学意义（P<0.01），并且将这种抑制效果一直维持在染尘后 84 d。现

有阶段，有多种方法可以抑制 IL-1β 在体内的生物学功能，比如 IL-1β 或者 IL-1 受体

（IL-1R）基因敲除，或者 IL-1β 受体拮抗剂如阿那白滞素及 IL-1β 抗体的使用[49]。IL-1R

为 IL-1α 和 IL-1β 的共同受体，阻断 IL-1R 可以同时阻断 IL-1α 和 IL-1β 的生物学功能，

但研究表明，IL-1α 和 IL-1β 具有不完全相同的生物学作用[50-51]。因此，特异性的抑制
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IL-1β 更能明确反应 IL-1β 在矽肺发病过程中的作用。另外，考虑到基因敲除技术在临

床意义上的局限性，我们本次研究选用 IL-1β 抗体特异性地中和 IL-1β。我们的结果证

明，本研究中 IL-1β 抗体的使用有效地中和了石英诱导的 IL-1β。 

综上分析，在小鼠石英肺暴露后，小鼠肺泡灌洗液以及血清中的 IL-1β 水平均长

期升高。其中，肺泡灌洗液可以反映肺组织局部反应，而血清对全身性反应具有一定

的代表作用。这说明 IL-1β 在石英导致的肺组织以及肺外脏器损伤中均有可能发挥重

要作用。本实验在石英粉尘肺暴露初期使用 IL-1β 抗体，可以有效中和石英诱导的

IL-1β。 
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第二部分  IL-1β 在石英导致矽肺发病过程中的作用 

矽肺是由于在生产过程中长期吸入游离二氧化硅粉尘而引起的以肺部弥漫性纤

维化为主的全身性疾病[5, 52]。从免疫学上讲，矽肺的发病过程主要包括以下几个环节：

①石英粉尘被固有免疫系统识别并被固有免疫细胞（肺泡巨噬细胞）吞噬；②固有免

疫细胞膜受损及细胞死亡；③固有免疫细胞产生大量炎性因子以及纤维化因子；④固

有免疫细胞产生的部分因子可以促进树突状细胞分化成熟，进而激活适应性免疫系

统；⑤适应性免疫系统活化并产生一系列应答反应；⑥肺组织纤维化最终形成[12]。从

病理改变上讲，矽肺的发病过程主要包括炎性反应和纤维化两个阶段，另外，在矽肺

发病过程中，石英粉尘对肺组织的损伤作用也不容忽视[10, 14]。我们前一部分研究结果

表明，IL-1β 的高表达在矽肺发病过程中贯穿始终。另有研究表明，IL-1β 基因敲除的

小鼠对石英有较好的耐受力，对矽肺早期的炎性病理改变具有较好的抵抗性[25]；而且

IL-1R 拮抗剂的使用，可以减轻甚至逆转石英暴露导致的肺纤维化[26]。但 IL-1β 如何

影响矽肺发病过程中炎性反应和纤维化两个环节仍不清楚。 

本部分研究在构建小鼠矽肺模型以及小鼠 IL-1β 抑制模型的基础上，通过对小鼠

肺组织切片的炎性及纤维化进行评价，对小鼠肺泡灌洗液中损伤指标包括总蛋白

（TP）、乳酸脱氢酶（LDH）、碱性磷酸酶（AKP），对炎性指标包括 TNF-α、MCP-1

以及 Th1/Th2 平衡指标包括干扰素-γ（IFN-γ）和 IL-4 进行 ELISA 检测，对细胞总数

和炎性细胞如巨噬细胞、嗜中性粒细胞、淋巴细胞进行分类计数，对小鼠肺组织中纤

维化指标包括 TGF-β、I 型胶原、纤维粘连素进行实时荧光定量 PCR 分析，观察 IL-1β

抗体对小鼠矽肺发病过程中这些代表性因子的影响，进一步探讨 IL-1β 在矽肺发病过

程中作用。 

第一节  IL-1β 在石英导致肺损伤中的作用 

本节研究的主要目的是观察小鼠矽肺发病过程中损伤指标的改变以及 IL-1β 在此

变化过程中的作用。我们在小鼠染尘后第 1、7、28、84 d 对小鼠肺泡灌洗液中 TP、
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LDH、AKP 水平进行检测并评价 IL-1β 抗体对该 3 种指标的作用。 

材料和方法 

1. 粉尘样本 

中国标准石英粉尘。 

2. 主要仪器 

同于第一部分。 

3. 主要试剂 

3.1-3.5 同于第一部分； 

3.6 BCA 法测定超微量蛋白含量试剂盒、AKP 测定试剂盒和 LDH 测定试剂盒： 

南京建成生物工程研究所。 

4. 主要试剂配制 

同于第一部分。 

5. 实验动物分组 

同于第一部分。 

6. 粉尘暴露 

    同于第一部分。 

7. 动物处死以及肺泡灌洗液收集 

    同于第一部分。 

8. 肺泡灌洗液中 TP 含量、LDH 活力及 AKP 活性的检测 

    对肺泡灌洗液中的 TP 含量，LDH 活力，AKP 活性均采用相应试剂盒（南京建成

生物工程研究所），按照试剂盒所提供的说明书进行定量测定。其中，LDH 活力采用

2，4-二硝基苯肼法检测，TP 含量和 AKP 活性采用比色法检测。简述如下：将于-80 ℃

保存的肺泡灌洗液取出后，室温化冻并进行适当倍数的稀释后，再进行检测。每次检

测都应该设立标准孔和对照孔。每个指标均应做复孔，最后取其平均值。 

9. 统计学分析方法 

结果均以 x ±s x表示。组间差异的比较采用方差分析以及 Dunnett-t 检验，以 P<0.05
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为统计学差异的最低标准，数据的统计学分析采用 SAS9.1 软件。 

结  果 

1. 肺泡灌洗液中 TP 含量 

如图 2.1 所示，与空白对照组或者生理盐水组相比，石英组和石英+IL-1β 抗体组

小鼠肺泡灌洗液中 TP 含量在染尘后第 1、7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意

义（P<0.01）。与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组小鼠肺泡灌洗液中 TP 含量在染尘后

第 1 d 显著降低，差异有统计学意义（P<0.01）。之后，石英组和石英+IL-1β 抗体组

TP 含量逐渐降低，并且在染尘后第 7 d 以后，两组 TP 含量趋于一致。 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与同期空白对照组比较，**
P<0.01； 

与同期石英组比较，##
P<0.01。 

图 2.1 各组小鼠肺泡灌洗液中 TP 含量 

 

2. 肺泡灌洗液中 LDH 活力 

如图 2.2 所示，与空白对照组或者生理盐水组相比，石英组和石英+IL-1β 抗体组

小鼠肺泡灌洗液中 LDH 活力在染尘后第 1、7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学

意义（P<0.01）。与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组小鼠肺泡灌洗液中 LDH 活力在染

尘后第 1 d 显著降低，差异有统计学意义（P<0.01）。之后，石英组和石英+IL-1β 抗体

组 LDH 活力逐渐降低，在染尘后第 7、28、84 d，两组之间 LDH 活力水平无显著差
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异。 
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图 2.2 各组小鼠肺泡灌洗液中 LDH 活性 

 

3. 肺泡灌洗液中 AKP 活性 
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图 2.3 各组小鼠肺泡灌洗液中 AKP 活力 
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肺泡灌洗液中 AKP 活性在石英或者石英+IL-1β 抗体染尘后显著升高，与空白对照或

生理盐水组相比，差异有统计学意义（P<0.05），并且在染尘后第 7 d 上升到高峰，随

后呈现降低趋势。与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组小鼠肺泡灌洗液中 AKP 活性降

低，并且在染尘后第 1 d，差异有统计学意义（P<0.05）。见图 2.3。 

 

讨  论 

本节研究中，我们通过石英粉尘肺灌注的方法，观察了石英粉尘对小鼠肺组织的

损伤作用。结果显示，石英粉尘暴露对肺组织有较为严重的损伤作用，主要表现在石

英染尘后第 1、7、28、84 d 均可以观察到损伤指标 TP 含量、LDH 活力、AKP 活性

的显著升高。另外，我们通过采用石英与 IL-1β 抗体共同灌注的方法，研究 IL-1β 在

石英导致肺损伤过程中的作用。如第一部分研究结果所示，石英+IL-1β 抗体组肺泡灌

洗液中 IL-1β 中和效果显著。本节研究结果表明，IL-1β 抗体的使用可以在石英肺暴露

后短期内显著减轻石英的肺损伤作用，主要表现在石英+IL-1β 抗体组肺泡灌洗液中

TP 含量、LDH 活力、AKP 活性仅在染尘后第 1 d 显著降低，但其长期作用并不明显，

说明 IL-1β 可能只在石英导致的肺急性损伤过程中发挥了重要的作用。 

石英粉尘对肺组织的急性损伤作用主要与粉尘颗粒对肺组织的直接刺激有关。我

们组的前期细胞实验研究结果显示，石英粉尘染毒浓度高低、石英粉尘颗粒大小、以

及石英粉尘表面金属元素含量的差异，均会导致不同的细胞损伤效应[53-54]。以往的研

究表明，石英粉尘对肺泡上皮细胞、支气管上皮细胞以及巨噬细胞均有一定的损伤作

用[55-57]。本研究中将石英粉尘直接灌注到小鼠肺组织中，为探讨石英粉尘对小鼠肺组

织中不同细胞种类的损伤作用，我们选择了 TP、LDH 以及 AKP 这 3 个损伤指标进行

评估。在正常肺组织中，完好的肺泡上皮-血管屏障可以防止血液中蛋白渗出。肺泡灌

洗液中的 TP 主要是肺泡上皮-血管屏障受损后，由血浆渗出产生。因此我们使用 TP

含量反应肺泡上皮-血管屏障的损伤程度[58-59]。LDH 是一种胞浆酶，当细胞膜受损时，

LDH 被大量释放。本研究选用 LDH 活力来反应肺组织中细胞膜损伤程度[60-62]。肺组

织中的 AKP 主要表达与Ⅱ型肺泡上皮。在肺急性损伤过程中，Ⅱ型肺泡上皮可以延
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伸并迁移至损伤部位，恢复肺泡上皮屏障以维护肺组织内环境稳态。但当Ⅱ型肺泡上

皮细胞裂解活细胞膜受损时，在肺泡灌洗液中便可检出 AKP，因此，我们选用 AKP

来反应肺泡上皮的损伤程度[63-65]。 

从本实验结果可以看到，石英粉尘对肺组织内各类细胞的损伤作用是长期存在

的。我们后续的实验结果表明，本次研究所采用的石英粉尘剂量和暴露时间可以成功

构建小鼠矽肺模型。因此，我们认为，石英粉尘暴露所导致的肺内损伤存在于矽肺发

病的整个过程当中。从时间趋势上来看，随着暴露时间的延长，该损伤作用虽有一定

程度的降低，但依然显著高于空白对照组或生理盐水组，差异有统计学意义（P<0.01）。

有研究表明，给小鼠肺灌注打印机碳粉颗粒后，同样可以引起肺泡灌洗液中 TP 和 LDH

显著升高。 

除本研究中所采用的 3 种损伤指标外，有研究表明，石英粉尘还可以引起巨噬细

胞或大鼠肺组织产生以 ROS 升高为特征的氧化损伤[66]。石英粉尘导致的 ROS 主要是

由肺内巨噬细胞吞噬石英粉尘后发生的氧呼吸爆发所产生[67]。ROS 可以通过激活胞内

信号转导通路如 NF-κB 等刺激致炎性因子等的表达，从而介导后续的炎性反应或纤维

化形成[68-69]。 

另外，我们的研究结果显示，中和 IL-1β 并不能长期抑制石英粉尘的肺内损伤作

用。可能是因为石英粉尘导致的肺内损伤作用主要受粉尘的形态、组分等影响，阻断

IL-1β 并不能改变粉尘的这些特点，因此，阻断 IL-1β 不能长期有效地抑制上述损伤作

用。 

 

第二节 IL-1β 在石英导致肺部炎性反应中的作用 

本节研究的主要目的是观察小鼠矽肺发病过程中炎性指标的改变以及 IL-1β 在此

变化过程中的作用。我们在小鼠染尘后第 1、7、28、84 d 对小鼠肺组织切片进行 H&E

染色，对炎性反应程度进行评分；对肺泡灌洗液中细胞总数和巨噬细胞、嗜中性粒细

胞、淋巴细胞进行计数；并且对肺泡灌洗液中 TNF-α、MCP-1 水平进行检测。 
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材料和方法 

1. 粉尘样本 

中国标准石英粉尘。 

2. 主要仪器 

2.1-2.8 同于第一部分； 

2.9 LKBV 超薄切片机：瑞典 LKB 公司； 

2.10 光学显微镜：日本 OLYMPUS 公司； 

2.11 生物组织包埋仪：浙江金华科迪仪器设备有限公司。 

3. 主要试剂 

    3.1-3.4 同于第一部分； 

    3.5 氯化钠、氯化钾、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、盐酸、氢氧化钠（分析纯）、伊

红、苏木素：天津恒兴化学试剂制造有限公司。      

    3.6 多聚甲醛：美国 Sigma 公司； 

    3.7 瑞-姬氏染液：南京建成生物工程研究所； 

    3.8 小鼠 TNF-α、MCP-1 ELISA 试剂盒：深圳达科为生物技术有限公司。 

4. 主要试剂的配制 

    4.1-4.3 同于第一部分； 

4.4 0.2 M Na2HPO4 

称取 29.08 g Na2HPO4，加入 800 ml 三蒸水中，使其溶解，定容至 1 000 ml，备

用。 

4.5 0.2 M KH2PO4 

称取 27.2 g KH2PO4，加入 800 ml 三蒸水中，使其溶解，定容至 1 000 ml，备用。 

4.6 1 M NaOH 

    称取 10 g NaOH 加入 200 ml 三蒸水中，使其溶解，定容至 250 ml。 

4.7 盐酸乙醇分化液 

取盐酸 0.5 ml 加入 75%乙醇 100 ml 中，混匀，备用。 
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4.8 4%多聚甲醛 

称取 16 g 多聚甲醛粉末（美国，Sigma 公司），置于 200 ml 三蒸水中。水浴加热

至 60 ℃，滴加 5-7 滴 1 M NaOH 溶液，使之完全溶解。然后加入 160 ml 0.2 M Na2HPO4

溶液以及 40 ml 0.2 M KH2PO4 溶液。混匀后于 4 ℃密封保存。 

4.9 苏木素染液 

称取 2.5 g 苏木素置于 25 ml 无水乙醇中，再加入已经溶有 2.5 g 明矾的三蒸水 500 

ml。加热煮沸后，缓慢加入 1.25 g 氧化汞，注意防止溶液溅出。再次加热煮沸 2 min。

将容器稍作冷却后，浸入冷水中继续使之冷却。最后加入 20 ml 醋酸。混匀后室温保

存，备用，使用前应先过滤。 

4.10 伊红染液 

    将 0.8 g 伊红置于 50 ml 三蒸水中，用玻棒搅拌混匀，再加入约 25 ml 95%乙醇溶

液，定容至 100 ml，滴加 1-2 滴醋酸后混匀，备用。 

5. 实验动物分组 

同于第一部分。 

6. 粉尘暴露 

    同于第一部分。 

7. 动物处死以及肺泡灌洗液收集 

    同于第一部分。 

8. 肺组织切片制作 

8.1 每只小鼠均取左肺置于 4%多聚甲醛中固定 24 h。 

8.2 将固定好的肺组织流水冲洗过夜，用浓度梯度酒精脱水处理（75%乙醇 2 

min×2 次→80%乙醇 2 min×2 次→90%乙醇 2 min×2 次→95%乙醇 2 min×2 次→无水乙

醇 2 min×2 次）。 

8.3 将组织块于香柏油Ⅰ和香柏油Ⅱ中各透明 12 h。 

8.4 将透明好的组织块于石蜡Ⅰ中渗透 2 h，于石蜡Ⅱ中渗透 30 min。渗透过程

均应该在 60 ℃的温箱进行。然后用石蜡包埋组织块。 
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8.5 调整切片机，将蜡块固定在切片机上进行切片。切片厚度为 5 μm。 

8.6 将展片机水温调至 40 ℃，左手拿毛笔托起切片，右手用眼科镊轻轻拎起切片

的一角，将切片平铺于水面上。整个动作要轻柔连贯，待展片充分后，用玻片轻轻捞

起切片。将玻片置于玻片架上，置于 37 ℃温箱过夜。 

9. 组织切片 H&E 染色 

9.1 将石蜡切片于 60 ℃温箱烘烤 1 h 左右。 

9.2 脱蜡：将石蜡切片于二甲苯Ⅰ浸泡 2 min，转入二甲苯Ⅱ中浸泡 2 min。 

9.3 水化：将切片于浓度梯度酒精（无水乙醇 2 min×2 次→95%乙醇 2 min×2 次

→90%乙醇 2 min×2 次→80%乙醇 2 min×2 次→75%乙醇 2 min×2 次）进行水化。 

9.4 将切片于 PBS 中浸泡 5 min 后，于蒸馏水中浸泡 2 min。 

9.5 于苏木素染液中浸泡 5 min，自来水冲洗 1 min。 

9.6 于 1%盐酸中分化数秒钟，自来水冲洗 1 min。 

9.7 于 5%氨水中反蓝数秒钟，自来水冲洗 1 min。 

9.8 于伊红染液中浸泡 10 min。 

9.9 于浓度梯度酒精（75%乙醇 2 min×2 次→80%乙醇 2 min×2 次→90%乙醇 2 

min×2 次→95%乙醇 2 min×2 次→无水乙醇 2 min×2 次）中进行脱水。 

9.10 于二甲苯中进行透明（10 min×2 次）后，用中性树胶封片。 

9.11 于光学显微镜下观察，进行炎性反应评分，并拍片。 

10. 肺炎性反应评分 

炎性反应按照 Szapiel 的方法分为 4 级：正常肺组织，记为 0 分；轻度炎性反应，

肺泡壁轻度的炎性增厚，炎性范围发生在局部，面积小于可视面积的 20%，记为 1 分；

中度炎性反应，炎性反应累及面积达到可视面积的 20%-50%，记为 2 分；重度炎性反

应，有严重的炎性细胞浸润并且导致肺实变，累及面积占可视面积的 50%以上，记为

3 分[70]。 

11. 肺泡灌洗液中细胞计数 

将 3 管中的细胞沉淀悬浮于 500 μl PBS 中，混匀后推片，将玻片置于室温自然晾



 

华 中 科 技 大 学 博 士 学 位 论 文  

 

 
 

29 

干。同时，对该悬浮液利用细胞计数板和细胞计数器，在显微镜下进行细胞总数的计

数。 

12. 肺泡灌洗液中炎性细胞分类计数 

上述玻片自然晾干后，按照瑞氏-吉姆萨染液试剂盒（南京建成生物工程研究所）

说明书进行染色。要注意推片不可太厚，另外要等玻片干透以后才可以染色，否则细

胞容易脱落。 

染色成功后，按照细胞形态学特点（图 2.4），于显微镜下鉴定随机 300 个细胞中

巨噬细胞，嗜中性粒细胞和淋巴细胞的个数。 

 

 

图 2.4 巨噬细胞、嗜中性粒细胞、淋巴细胞镜下形态 

 

13. 肺泡灌洗液中 TNF-α、MCP-1 含量测定 

    肺泡灌洗液中 TNF-α、MCP-1 的水平采用 ELISA 试剂盒（深圳达科为生物技术

有限公司）进行测定。检测过程以及注意事项同于第一部分。 

14. 统计学分析方法 

结果均以 x ±s x表示。组间差异的比较采用方差分析以及 Dunnett-t 检验，以 P<0.05

为统计学差异的最低标准，数据的统计学分析采用 SAS9.1 软件。 

结  果 

1. 各组小鼠肺组织病理学改变 

 



 

华 中 科 技 大 学 博 士 学 位 论 文  

 

 
 

30 

 

注：a1、b1、c1、d1 为染尘后第 1 d；a7、b7、c7、d7 为染尘后第 7 d； 

a28、b28、c28、d28 为染尘后第 28 d；a84、b84、c84、d84 为染尘后第 84 d。 

图 2.5 各组小鼠肺组织切片 H&E 染色镜下观察（200×） 

 

由图 2.5 可见，空白对照组以及生理盐水组在灌肺后第 1、7、28 和 84 d 均未见

炎性改变。石英组在染尘后第 1 d 可以看到肺组织内有明显的炎性细胞浸润聚集现象；

相比较而言，石英+IL-1β 抗体组炎性细胞浸润聚集现象较轻。石英组在染尘后第 7 d

可以看到肺组织内炎性细胞较第 1 d 增多，炎性反应更加强烈；同样，石英+IL-1β 抗

体组炎性细胞数目较 1 d 也明显增多，但仍然低于第 7 d 石英组。石英组在染尘后第

28 d，肺组织内炎性细胞浸润现象达到 4 个时间点中的最严重状态，并且肺泡腔中的

渗出物明显增多；而在石英+IL-1β 抗体组，炎性细胞浸润聚集的现象开始减轻。石英

生理盐水组 
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组和石英+IL-1β 抗体组肺组织炎性反应在染尘后第 84 d 较第 28 d 均有所减轻，而且

石英+IL-1β 抗体组明显轻于石英组。我们对上述炎性反应进行量化评分，结果如表 1

所示，可以看出，在染尘后第 1、7、28 d 石英+IL-1β 抗体组肺组织炎性反应程度较石

英组明显减轻，差异有统计学意义（P<0.05）。 

 

表 1 肺组织切片炎性反应评分 

分组 (n=8) 1 d 7 d 28 d 84 d 

空白对照组 0 0 0 0 

生理盐水组 0 0 0 0 

石英组 1.83±0.41
**

 2.33±0.82
**

 2.67±0.52
**

 1.33±0.52
**

 

石英+IL-1β 抗体组 1.00±0.63
**##

 1.67±0.52
**#

 1.17±0.41
**##

 1.17±0.41
**

 

注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**
P<0.01； 

与石英组比较，#
P<0.05，##

P<0.01。 

 

2. 各组小鼠肺泡灌洗液中细胞总数以及炎性细胞分类计数结果 

2.1 细胞总数 

与空白对照组或者生理盐水组相比，石英组和石英+IL-1β 抗体组肺泡灌洗液中的

细胞总数在染尘后第 1、7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）。与

石英组相比，石英+IL-1β 抗体组小鼠肺泡灌洗液中的细胞总数在染尘后第 7、28、84 d

均显著降低，差异有统计学意义（P<0.01）。见图 2.6。 

2.2 巨噬细胞计数 

与空白对照组或者生理盐水组相比，石英组和石英+IL-1β 抗体组肺泡灌洗液中的

巨噬细胞数目在染尘后第 1、7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）。

与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组小鼠肺泡灌洗液中的巨噬细胞数目在染尘后第 1、7、

28、84 d 均显著降低，差异有统计学意义（P<0.01）。见图 2.7。 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**
P<0.01； 

与石英组比较，##
P<0.01。 

图 2.6 各组小鼠肺泡灌洗液中细胞总数 

 

 
注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**

P<0.01； 

与石英组比较，##
P<0.01。 

图 2.7 各组小鼠肺泡灌洗液中巨噬细胞数目 

2.3 嗜中性粒细胞计数 
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与空白对照组或者生理盐水组相比，石英组和石英+IL-1β 抗体组肺泡灌洗液中的

嗜中性粒细胞数目在染尘后第 1、7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）。

与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组小鼠肺泡灌洗液中的巨噬细胞数目在染尘后第 7、

28 d 有所降低，但仅在第 28 d 时差异有统计学意义（P<0.01）。见图 2.8。 

 

 

注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**
P<0.01； 

与石英组比较，##
P<0.01。 

图 2.8 各组小鼠肺泡灌洗液中嗜中性粒细胞数目 

 

2.4 淋巴细胞计数 

与空白对照组或者生理盐水组相比，石英组和石英+IL-1β 抗体组肺泡灌洗液中的

淋巴细胞数目在染尘后第 1、7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）。

与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组小鼠肺泡灌洗液中的淋巴细胞数目在染尘后第 1、7、

28、84 d 有所降低，差异有统计学意义（P<0.05）。见图 2.9。 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**
P<0.01； 

与石英组比较，#
P<0.05，##

P<0.01。 

图 2.9 各组小鼠肺泡灌洗液中淋巴细胞数目 

 

3. 肺泡灌洗液中炎性因子测定结果 

3.1 肺泡灌洗液中 TNF-α 的检测结果 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**

P<0.01； 

与石英组比较，#
P<0.05，##

P<0.01。 

图 2.10 各组小鼠肺泡灌洗液 TNF-α 含量 
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由图 2.10 可见，与空白对照组或者生理盐水组相比，石英组和石英+IL-1β 抗体组

肺泡灌洗液中的 TNF-α 浓度在染尘后 7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义

（P<0.01）。与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组小鼠肺泡灌洗液中的 TNF-α 浓度在上

述 3 个时间点上有所降低，差异有统计学意义（P<0.05）。此外，我们还观察到在染

尘后第 1 d，石英组肺泡灌洗液中 TNF-α 浓度较对照组并未显著升高，但是石英+IL-1β

抗体组 TNF-α 浓度较对照组升高显著，差异有统计学意义（P<0.01）；并且与石英组

相比，该升高有统计学意义（P<0.01）。 

3.2 肺泡灌洗液中 MCP-1 的检测结果 

与空白对照组或者生理盐水组相比，石英组和石英+IL-1β 抗体组肺泡灌洗液中的

MCP-1 浓度在染尘后 1、7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）。与

石英组相比，石英+IL-1β 抗体组小鼠肺泡灌洗液中的 MCP-1 浓度在染尘后第 1、7 d

均显著降低，差异有统计学意义（P<0.01）。此外，我们发现在染尘后第 7 d，石英组

和石英+IL-1β 抗体组肺泡灌洗液中 MCP-1 浓度达到高峰。见图 2.11。 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**
P<0.01； 

与石英组比较，##
P<0.01。 

图 2.11 各组小鼠肺泡灌洗液中 MCP-1 含量 
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讨  论 

本节研究结果表明：石英肺暴露可以导致明显的肺部炎性反应，主要表现在病理

切片炎性反应增强；肺泡灌洗液中总细胞、巨噬细胞、嗜中性粒细胞以及淋巴细胞数

目增加；肺泡灌洗液中 TNF-α、MCP-1 含量升高。使用 IL-1β 抗体中和 IL-1β 可以显

著减轻该炎性反应，主要表现在石英+IL-1β 抗体组病理切片炎性反应减轻，炎性评分

显著降低；肺泡灌洗液中总细胞、巨噬细胞、嗜中性粒细胞数目在染尘后第 1、7、28、

84 d均显著降低；肺泡灌洗液中TNF-α、MCP-1含量有效降低；上述结果均这说明 IL-1β

在石英导致的肺部炎性反应中发挥了重要的作用。 

矽肺发病的病理改变主要包括炎性和纤维化两个阶段。大量的人群、动物以及细

胞实验均证明炎性反应在矽肺发病过程中发挥了重要的作用[17, 27, 71-73]。由各类炎性细

胞如巨噬细胞、嗜中性粒细胞和淋巴细胞等介导的长期的炎性反应，可以导致大量炎

性因子以及生长因子释放，这些因子可以促进成纤维细胞分化为成熟的肌成纤维细

胞，后者可以分泌细胞外基质成分，最后促进肺纤维化形成[13, 74]。因此有观点认为，

炎性反应是矽肺发病的基础，也是导致后期肺纤维化形成的基础[75]。控制石英暴露导

致的炎性反应，有可能对控制后期肺纤维化形成具有有利作用。IL-1β 是一种经典的

前致炎性因子。干预 IL-1β 已经成为临床治疗多种炎性相关疾病如糖尿病，关节炎等

的有效方法[76-78]。Srivastava 等人的研究表明 IL-1β 基因敲除的小鼠对石英导致的炎性

病理改变有明显的抵抗作用[25]。本研究进一步发现，阻断 IL-1β 可以显著降低肺部炎

性细胞数目以及肺内炎性因子含量。 

矽肺的发病机理包括不可控制的固有免疫应答和适应性免疫应答。淋巴细胞是一

种经典的适应性免疫系统的细胞[11]。在本节研究中，肺泡灌洗液中炎性细胞分类计数

的结果显示，石英暴露可以导致肺部淋巴细胞数目显著上升，抑制 IL-1β 可以有效减

少淋巴细胞的数目。目前，关于淋巴细胞是否可以对石英暴露产生应答仍然存在争议。

以往细胞实验表明石英暴露对 T 淋巴细胞不产生作用[79]；但是，动物实验表明石英的

肺暴露可以使肺泡灌洗液中的淋巴细胞显著升高，这与我们的研究结果是一致的[14, 

43]。最近，Beamer 的研究结果进一步指出，淋巴细胞可以通过 Nalp3 炎性体调控石英
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导致的肺部炎性反应[36]。有观点认为，适应性免疫系统的活化是可以连接固有免疫系

统与适应性免疫系统的某些固有免疫细胞和适应性免疫细胞活化的结果[11-12, 80]。我们

的研究表明在矽肺发病过程中，IL-1β 和淋巴细胞可能具有连接固有免疫系统和适应

性免疫系统的作用。 

已有的小鼠矽肺模型研究表明，IL-1β 和 TNF-α 与石英诱导的炎性反应密切相关

[74, 81-82]。我们的研究结果显示，抑制 IL-1β 可以在染尘后 7、28、84 d 显著降低石英

导致的 TNF-α。Cardell 等人的研究表明将小鼠气管与重组合成的小鼠 IL-1β 纯品共同

培养，可以导致由 TNF-α 升高为标志的炎性反应[83]。另外，Cassel 等人认为石英诱导

的 TNF-α 是继石英诱导的 IL-1β 之后产生的，TNF-α 很有可能是由石英诱导的 IL-1β

刺激产生[27]。综合来看，上述研究结果表明 IL-1β 和 TNF-α 均为矽肺发病过程中的重

要炎性因子，在此过程中，TNF-α 可能受 IL-1β 调节[84]。 

值得注意的是，在染尘后第 1 d，石英组小鼠肺泡灌洗液中 TNF-α 含量反而显著

低于石英+IL-1β 抗体组（图 2.10）。这说明在染尘后第 1 d 中和 IL-1β 并不能抑制 TNF-α

表达。关于这个现象，我们主要有如下两方面解释： 

① IL-1β 是维持石英导致炎性反应的重要的细胞因子。在我们的动物模型中，

IL-1β 抗体的使用在短时间内导致 IL-1β 急剧降低。由于 IL-1β 与 TNF-α 同样为重要

的前致炎性因子。因此，我们推测，大量的 TNF-α 有助于代偿 IL-1β 的缺失，从而维

持正常的炎性反应。 

② TNF-α 可能由多条路径产生，因而抗 IL-1β 不能在短时间内即发挥对 TNF-α

的抑制作用。并且我们观察到，石英+IL-1β 抗体组肺泡灌洗液中 TNF-α 第 1 d 的升高

并不影响 IL-1β 抗体后期对肺部炎性反应的抑制作用。 

在本节研究中我们也发现，小鼠肺泡灌洗液中 MCP-1 含量的时间变化曲线并不

同于 IL-1β 或 TNF-α。主要表现在，MCP-1 含量在染尘后第 28 d 较前期降低，而 IL-1β

或 TNF-α 含量在染尘后第 28 d 后仍然持续升高。MCP-1 含量的降低说明 MCP-1 可能

主要在石英导致的急性炎性反应阶段发挥作用[85]，而长期的炎性反应仍然需要由

IL-1β 和 TNF-α 介导。MCP-1 在炎性反应过程中主要发挥诱导白细胞迁移聚集的作用



 

华 中 科 技 大 学 博 士 学 位 论 文  

 

 
 

38 

[17, 86-88]。我们发现，在染尘后第 1、7 d，抗 IL-1β 可以显著降低 MCP-1 的含量。而肺

泡灌洗液中细胞计数的结果显示，抗 IL-1β 也可以显著降低肺泡灌洗液中细胞总数以

及巨噬细胞和淋巴细胞数目，这就表明，IL-1β 有可能通过调节 MCP-1 表达来介导炎

性细胞的浸润聚集现象。 

综上所述，本节研究结果表明，中和 IL-1β 可能会通过降低其他炎性因子如

TNF-α、MCP-1 的表达，从而减轻石英导致的肺部炎性反应。IL-1β 可能是临床干预

矽肺炎性反应的一个靶点，IL-1β 抗体具有抵抗矽肺发病过程中炎性反应的潜能。 

第三节 IL-1β 在石英导致肺部纤维化中的作用 

本节研究的主要目的是观察小鼠矽肺发病过程中纤维化指标的改变以及 IL-1β 在

此变化过程中的作用。我们在小鼠染尘后第 1、7、28、84 d 对小鼠肺组织切片进行

Masson 染色，对肺组织纤维化程度进行评分；对肺组织中致纤维化因子 TGF-β 以及

胶原主要成分Ⅰ型胶原、纤维粘连素 mRNA 水平进行实时荧光定量 PCR 检测，对肺

泡灌洗液中 Th1 型免疫应答代表性细胞因子 IFN-γ 和 Th2 型免疫应答代表性细胞因子

IL-4 进行 ELISA 检测。 

材料和方法 

1. 粉尘样本 

中国标准石英粉尘。 

2. 主要仪器 

2.1-2.8 同于第一部分； 

2.9 LKBV 超薄切片机：瑞典 LKB 公司； 

2.10 光学显微镜：日本 OLYMPUS 公司； 

2.11 生物组织包埋仪：浙江金华科迪仪器设备有限公司； 

2.12 核酸测定仪：美国 Thermo Fisher NanoDrop 公司； 

2.13 普通 PCR 仪：德国 eppendorf 公司； 

2.14 实时荧光定量 PCR 仪（7900HT Fast Real-time PCR System）：美国 ABI 公司。 
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3. 主要试剂 

    3.1-3.4 同于第一部分； 

3.5 氯化钠、氯化钾、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、盐酸、氢氧化钠（分析纯）：天

津恒兴化学试剂制造有限公司。      

3.6 Masson 染液：南京建成生物工程研究所； 

3.7 DEPC：美国 Sigma 公司； 

3.8 Trizol：美国 Invitrogen 公司； 

3.9 小鼠 IFN-γ、IL-4 ELISA 试剂盒：深圳达科为生物技术有限公司； 

3.10 总 RNA 提取试剂盒：日本 TOYOBO 公司； 

3.11 Rever Tra Ace
®
 qPCR RT 试剂盒：日本 TOYOBO 公司； 

3.12 SYBR
® 

Green Realtime PCR Master Mix 试剂盒：日本 TOYOBO 公司； 

3.13 RNA 储存液：北京百泰克生物技术有限公司。 

4. 主要试剂的配制 

    4.1-4.3 同于第一部分； 

4.4 4%多聚甲醛 

称取 16 g 多聚甲醛粉末（美国，Sigma 公司），置于 200 ml 三蒸水中。水浴加热

至 60 ℃，滴加 5-7 滴 1 M NaOH 溶液，使之完全溶解。然后加入 160 ml 0.2 M Na2HPO4

溶液以及 40 ml 0.2 M KH2PO4 溶液。混匀后于 4 ℃密封保存。 

4.5 DEPC 水 

1 000 ml三蒸水中加入1 ml DEPC，混匀后在1 000 ml容量瓶中静置过夜，于120℃

高压 1 h。 

4.6 75%乙醇 

将高压后的 DEPC 水，与无水乙醇按照 1:3 比例混合摇匀，4 ℃保存，备用。 

5. 实验动物分组 

同于第一部分。 

6. 粉尘暴露 
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    同于第一部分。 

7. 动物处死以及肺泡灌洗液收集 

    同于第一部分。肺泡灌洗结束后，将右肺组织切成小块，置于 RNA 储存液中，

于-20 ℃保存；将左肺组织置于 4%多聚甲醛中固定，待做病理。 

8. 肺组织切片制作 

    同于第二部分第二节。 

9. 组织切片 Masson 染色 

选用 Masson 染色试剂盒（南京建成生物工程研究所），严格按照其说明书，对肺

组织切片进行 Masson 染色。然后光学显微镜下观察，进行纤维化评分，并拍照。 

10. 肺组织纤维化评分 

纤维化按照 Ashcroft 的方法分为 4 级：正常肺组织，记为 0 分；轻度纤维化，肺

泡壁或/和支气管壁有轻度的纤维性增厚，不伴有肺泡构的明显破坏，记为 1 分；中度

纤维化，肺泡壁或/和支气管壁的中度纤维性增厚，版有肺泡结构损伤，伴有小的纤维

条带或者纤维块生成，记为 2 分；重度纤维化，肺泡结构严重损伤，大块纤维化形成，

造成肺实变，记为 3 分[89]。 

11. 肺泡灌洗液中 IFN-γ、IL-4 含量测定 

肺泡灌洗液中 IFN-γ、IL-4 的水平采用 ELISA 试剂盒（深圳达科为生物技术有限

公司）进行测定。检测过程以及注意事项同于第一部分。 

12. 小鼠肺组织总 RNA 的提取 

12.1 肺组织匀浆 

    12.1.1 将小鼠肺组织样本提前半小时从-20 ℃取出，待 RNA 储存液溶化后，将组

织从 RNA 存储液中取出放在吸水纸上将液体吸干净，再放入 10 ml 去酶样品管中，

置于冰上。 

    12.1.2 打开匀浆机，将钻头浸泡于 75％乙醇中进行清洗（钻头速度由小至最大，

离心管上下移动），停机后用针头将钻头缝中的残留组织清除。再次用 75%乙醇清洗

后，用 DEPC 水清洗钻头，待钻头自然晾干。 
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    12.1.3 每 50-100 mg 肺组织加入 1 ml Trizol，样本管套入钻头，开机匀浆，直至

无任何组织块残留。匀浆完成后，按照上述步骤清洗钻头，再对下一个样本进行匀浆。 

12.2 总 RNA 提取 

    12.2.1 将样本管中的组织匀浆液移入 1.5 ml EP 管中，室温静置 5 min。 

    12.2.2 于 4 ℃，12 000 rpm 离心 10 min，吸取上清，转入干净的 EP 管中。 

    12.2.3 将 EP 管室温（15-30 ℃）静置 5-10 min，加入 0.2 ml 氯仿。紧盖样品盖管，

用力剧烈摇晃 15 s，使其充分混匀。在室温下静置 8 min 左右，于 4 ℃，12 000 rpm

离心 15 min。 

    12.2.4 将上层水相（约 60% Trizol 体积）转移到新的 EP 管中，加入 0.5 ml 异丙

醇，混匀后在室温下静置 30 min，于 4 ℃，12 000 rpm 离心 10 min。 

    12.2.5 小心倒掉上清，加 1 ml 现配的 75%乙醇，振荡洗涤 RNA 沉淀一次（RNA

要悬浮起来），于 4℃，7 500 rpm 离心 5 min。 

    12.2.6 小心倒掉上清，室温晾干 5-10 min 左右。注意不能让 RNA 沉淀完全干燥。

再在管中加入 25 μl DEPC 水溶解，反复吹打混匀。 

    12.2.7 立即保存在-70 ℃的冰箱中，或进行逆转录。 

13. 逆转录 

13.1 测定 RNA 纯度与含量 

取 2 μl 总 RNA，进行 10 倍稀释后，用核酸蛋白分析仪检测 RNA 纯度与含量，

纯度以 OD260/OD280 表示，结果显示纯度在 1.8-2.0 之间，浓度在 2 μg/μl 左右表示

RNA 可用。 

    13.2 逆转录体系 

首先将 3 μg 总 RNA 置于 65 ℃温浴 5 min，然后使用逆转录试剂盒，按照其说明

书构建反应体系，如表 2 所示。 

 

表 2 逆转录反应体系 

反应液成分 含量 



 

华 中 科 技 大 学 博 士 学 位 论 文  

 

 
 

42 

Nuclease-free water Up to 20 μl 

5×RT buffer 4 μl 

RT enzyme mix 1 μl 

Primer mix 1 μl 

总 RNA 3 μg 

 

将上述组分加入去酶的离心管中（冰上操作），混匀后低速离心。 

    13.3 逆转录反应条件 

于 PCR 仪上进行逆转录反应，条件设定为：首先在 37 ℃下进行 15 min 逆转录反

应；再在 98 ℃下进行 5 min 酶失活反应。逆转录所得 cDNA 产物如果不及时使用，

应保存在-80 ℃。 

14. 逆转录产物的实时定量 PCR 

14.1 引物序列设计如表 3 所示。 

 

表 3 实时定量 PCR 所用引物的序列 

基因 类型 引物序列(5’ to 3’) 

І 型胶原 Forward  CTGGCGGTTCAGGTCCAAT 

Reverse  TTCCAGGCAATCCACGAGC 

纤维粘连素  Forward  CTATCTATGCTGTGGAGGAG 

Reverse  GAGTTTGGTGGTCTGTTGTG 

TGF-β  Forward  GTGTGGAGCAACATGTGGAACTCTA 

Reverse  CGCTGAATCGAAAGCCCTGTA 

GAPDH Forward  AAATGGTGAAGGTCGGTGTGAAC 

Reverse  CAACAATCTCCACTTTGCCACTG 

 

将引物稀释为浓度 10 μM 分装，冻存于-20 ℃。 

14.2 实时定量 PCR 反应体系 
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按照 SYBR
®
 Green Realtime PCR Master Mix 试剂盒说明进行荧光定量 PCR反应，

反应液配制如表 4 所示。 

 

 

 

 

表 4 荧光定量 PCR 反应体系（总体积为 10 μl） 

试剂 添加量 终浓度 

去酶三蒸水 3.2 μl  

SYBR
®
 Green Realtime PCR Master Mix 5 μl 1× 

上游引物（10 μM） 0.4 μl 0.4 μM 

下游引物（10 μM） 0.4 μl 0.4 μM 

样品溶液 1 μl  

 

14.3 实时荧光定量 PCR 反应条件如图 2.12 所示。 

 

 

图 2.12 实时荧光定量 PCR 反应条件 

 

选取 GAPDH 作为内参，每个样品的每个基因设 3 个平行孔。目的基因与内参在

相同的条件下扩增，使用 2
-△ △ Ct 法来分析目的基因 mRNA 的相对表达。其中△ Ct 是

目的基因与内参基因阈值循环数（threshold cycle，Ct）的差值，△ △ Ct 为各染尘组与

空白对照组△ Ct 值之差。结果将空白对照组 mRNA 的相对表达量设为 1，目标基因



 

华 中 科 技 大 学 博 士 学 位 论 文  

 

 
 

44 

mRNA 的相对表达量即为空白对照组 mRNA 水平的相对倍数。 

15. 统计学分析方法 

结果均以 x ±s x表示。组间差异的比较采用方差分析以及 Dunnett-t 检验，以 P<0.05

为统计学差异的最低标准，数据的统计学分析采用 SAS9.1 软件。 

结  果 

1. 各组小鼠肺组织病理学改变 

 

 

注：a7、b7、c7、d7 为染尘后第 7 d；a28、b28、c28、d28 为染尘后第 28 d； 

a84、b84、c84、d84 为染尘后第 84 d。 

图 2.13 各组小鼠肺组织切片 Masson 染色镜下观察（200×） 

 

生理盐水组 
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肺组织病理结果显示，各组小鼠在灌肺后第 1 d 均未表现出纤维化改变，除此之

外，空白对照组和生理盐水组在灌肺后第 7、28、84 d 均未表现出纤维化改变。染尘

后第 7 d，石英组小鼠肺组织偶尔可见支气管纤维性增厚，但这种情况在石英+IL-1β

抗体组没有出现。染尘后第 28 d，石英组小鼠肺组织可见胶原沉积以及小的纤维带或

纤维块形成，肺泡结构被破坏，并且有小面积的肺实变出现；在石英+IL-1β 抗体组，

上述病变明显较石英组轻。染尘后第 84 d，石英组小鼠肺组织可见较大面积的纤维带

和纤维块，石英+IL-1β 抗体组纤维化病理改变仍然轻于石英组，如图 2.13 所示。我们

对上述病理改变量化评分结果如表 5 所示，石英肺暴露后，石英组和石英+IL-1β 抗体

组小鼠肺组织从染尘后第 7 d 即可出现一定程度的纤维化改变，并且随着暴露时间的

延长，该纤维化改变越来越严重。但 IL-1β 抗体的使用，可以从染尘后第 28 d 开始，

显著抑制石英暴露导致的肺纤维化改变，差异有统计学意义（P<0.01）。 

 

表 5 肺组织切片纤维化评分 

分组 (n=8) 7 d 28 d 84 d 

空白对照组 0 0  

生理盐水组 0 0 0 

石英组 0.33±0.06
**

 1.67±0.11
**

 2.33±0.16
**

 

石英+IL-1β 抗体组 0.28±0.06
**

 0.8±0.11
**##

 1.67±0.21
**##

 

注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**
P<0.01； 

与石英组比较，##
P<0.01。 

 

2. 各组小鼠肺组织中 TGF-β mRNA 相对表达 

如图 2.14 所示，与空白对照组或生理盐水组相比，石英组肺组织中 TGF-β mRNA

水平在染尘后第 7、28、84 d 均有升高，并且在第 28、84 d 差异有统计学意义（P<0.01）；

同时，与空白对照组或生理盐水组相比，石英+IL-1β 抗体组肺组织中 TGF-β mRNA

水平在染尘后第 7、28、84 d 均有升高，并且在第 28、84 d 差异有统计学意义（P<0.01）；

另外，与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组肺组织中 TGF-β mRNA 水平在染尘后第 7、

28、84 d 均有所降低，并且在第 28、84 d 差异有统计学意义（P<0.01）。 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**
P<0.01； 

与石英组比较，##
P<0.01。 

图 2.14 各组小鼠肺组织中 TGF-β mRNA 水平 

 

3. 各组小鼠肺组织中 І 型胶原 mRNA 相对表达 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**
P<0.01； 

与石英组比较，##
P<0.01。 

图 2.15 各组小鼠肺组织中 І 型胶原 mRNA 水平 
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与空白对照组或生理盐水组相比，石英组肺组织中 І 型胶原 mRNA 水平在染尘后

第 7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；同时，与空白对照组或生

理盐水组相比，石英+IL-1β 抗体组肺组织中 І 型胶原 mRNA 水平仅在染尘后第 7 d 显

著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；另外，与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组肺

组织中 І 型胶原 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均显著降低，差异有统计学意义

（P<0.01）。见图 2.15。 

4. 各组小鼠肺组织中纤维粘连素 mRNA 相对表达 

如图 2.16 所示，与空白对照组或生理盐水组相比，石英组肺组织中纤维粘连素

mRNA 水平在染尘后第 28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；同时，

与空白对照组或生理盐水组相比，石英+IL-1β 抗体组肺组织中纤维粘连素 mRNA 水

平在染尘后第 28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；另外，与石英组

相比，石英+IL-1β 抗体组肺组织中纤维粘连素 mRNA 水平在染尘后第 28、84 d 均显

著降低，差异有统计学意义（P<0.01）。 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**
P<0.01； 

与石英组比较，##
P<0.01。 

图 2.16 各组小鼠肺组织中纤维粘连素 mRNA 水平 
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5. 各组小鼠肺泡灌洗液中 IFN-γ 含量变化 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**

P<0.01； 

与石英组比较，#
P<0.05。 

图 2.17 各组小鼠肺泡灌洗液中 IFN-γ 含量 

 

与空白对照组或生理盐水组相比，石英组肺泡灌洗液中 IFN-γ 含量在染尘后第

7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；同时，与空白对照组或生理

盐水组相比，石英+IL-1β 抗体组肺泡灌洗液中 IFN-γ 含量在染尘后第 7、28、84 d 均

显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；另外，与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组

肺泡灌洗液中 IFN-γ 含量在染尘后第 28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义

（P<0.05）。见图 2.17。 

6. 各组小鼠肺泡灌洗液中 IL-4 含量变化 

如图 2.18 所示，与空白对照组或生理盐水组相比，石英组肺泡灌洗液中 IL-4 含

量在染尘后第 7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；同时，与空白

对照组或生理盐水组相比，石英+IL-1β 抗体组肺泡灌洗液中 IL-4 含量在染尘后第 7、

28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；另外，与石英组相比，石英+IL-1β

抗体组肺泡灌洗液中 IL-4 含量在染尘后第 7、28 d 均显著降低，差异有统计学意义

（P<0.01）。 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**
P<0.01； 

与石英组比较，##
P<0.01。 

图 2.18 各组小鼠肺泡灌洗液中细胞 IL-4 含量 

 

7. 各组小鼠肺泡灌洗液中 IFN-γ/IL-4 比值变化 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**
P<0.01； 

与石英组比较，#
P<0.05，##

P<0.01。 

图 2.19 各组小鼠肺泡灌洗液中 IFN-γ/IL-4 比值 

 

    如图 2.19 所示，与空白对照组或生理盐水组相比，石英组肺泡灌洗液中 IFN-γ/IL-4



 

华 中 科 技 大 学 博 士 学 位 论 文  

 

 
 

50 

比值在染尘后第 7、28、84 d 均显著降低，差异有统计学意义（P<0.01）；同时，与空

白对照组或生理盐水组相比，石英+IL-1β 抗体组肺泡灌洗液中 IFN-γ/IL-4 比值在染尘

后第 7、28、84 d 均显著降低，差异有统计学意义（P<0.01）；另外，与石英组相比，

石英+IL-1β 抗体组肺泡灌洗液中 IL-4 含量在染尘后第 7、28、84 d 均显著升高，差异

有统计学意义（P<0.05）。 

讨  论 

本节研究结果表明：在石英染尘 28 d 以后，肺组织出现了明显的胶原沉积，这说

明我们完整地构建了小鼠石英暴露后从炎性反应到纤维化形成的模型。我们观察了各

组小鼠肺组织中 TGF-β、І 型胶原、纤维粘连素 3 个纤维化指标的 mRNA 

水平，研究结果表明，IL-1β 在可以通过促进这 3 个指标的表达促进胶原沉积；此外，

我们对各组小鼠肺泡灌洗液中 Th1 型免疫应答代表性细胞因子 IFN-γ 和 Th2 型免疫应

答代表性细胞因子 IL-4 进行了 ELISA 测定，并利用 IFN-γ/IL-4 比值对 Th1/Th2 平衡

进行了评估，研究结果显示，IL-1β 可能通过调节 Th1/Th2 平衡向 Th2 型免疫应答转

化来促进石英导致的肺纤维化形成。 

如第二节讨论中所述，炎性反应和纤维化是矽肺发病最显著的两个环节。有观点

认为，后期纤维化形成是前期炎性反应导致的结果，并且纤维化形成反过来可以控制

炎性反应[90]。因为在纤维化过程中沉积的胶原可以将炎性反应部位包裹，使炎性反应

局限在肺组织局部[71, 91]。但近几年也有研究认为矽肺发病过程中的炎性反应和纤维化

是两个不相互依赖的过程[92]。主要原因有以下 3 条：①部分实验结果表明，肺部炎性

反应后期并不出现纤维化[93]；②另有部分实验结果显示，控制肺部炎性反应，并不能

有效控制后期的肺纤维化[94-95]；③在临床试验中，控制炎性反应并未能有效控制肺纤

维化改变[96]。从我们的研究中可以看出，石英肺暴露不仅可以导致肺部炎性反应，也

会导致明显的肺部胶原沉积。在石英暴露早期控制 IL-1β，可以显著减轻肺部炎性反

应和纤维化形成。 

研究表明，当石英粉尘通过呼吸道进入机体后，首先可被肺泡巨噬细胞吞噬，激

活胞内 Nalp3 炎性小体，导致 IL-1β 释放。Cassel 等人的研究表明，与野生型小鼠相
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比，Nalp3 基因敲出的小鼠石英暴露后，肺组织只出现较少量的胶原沉积[27]。此外，

Piguet 等人的研究表明，用 IL-1 受体拮抗剂阻断 IL-1β 的作用，也可以减轻石英导致

的肺纤维化[26]。肺泡巨噬细胞被石英激活后，可以释放致纤维化因子，如 TGF-β。TGF-β

可以促进成纤维细胞分化为肌成纤维细胞，后者可以分泌大量的细胞外基质成分，如

І 型胶原、纤维粘连素等，从而加速纤维化形成[97-98]。本研究中，我们对各组小鼠肺

组织中 TGF-β、І 型胶原、纤维粘连素 mRNA 水平进行了实时荧光定量 PCR 检测。结

果显示，石英暴露可以导致肺内这 3 个指标的升高，尤其在石英暴露 28 d 以后，升高

更为显著。而 IL-1β 抗体可以有效抑制这 3 个指标的表达。有研究显示，TGF-β 对 І

型胶原和纤维粘连素的合成起调控作用[98]。这就提示我们，IL-1β 有可能通过提高

TGF-β 表达从而促进石英暴露导致的肺纤维化形成。 

    另外，我们发现，IL-1β 对矽肺发病过程中肺组织 Th1/Th2 平衡具有一定的调节

作用。主要表现在，石英暴露可以显著降低肺组织 IFN-γ/IL-4 比值，而 IL-1β 抗体的

使用，可以使该比值较石英组有显著的回升。目前，关于 Th1/Th2 平衡在矽肺发病过

程中的作用仍然存在一定争议。但已经确定的是，Th1 型免疫应答和 Th2 型免疫应答

均在矽肺发病过程中发挥了必要的作用[13, 99-100]。已有研究指出，Th2 型免疫应答主要

在石英导致的肺纤维化过程中发挥作用[101-102]。我们的研究一方面结果显示石英暴露

后，小鼠肺泡灌洗液中 IL-4 水平大幅升高，致使 Th1/Th2 平衡向 Th2 型免疫应答转

移，这与 Liu 等人的研究结果是一致的[14]。另一方面也显示，中和 IL-1β 可以从一定

程度上抑制 Th1/Th2 平衡向 Th2 型免疫应答转移。该结果说明在石英导致的肺纤维化

形成过程中，IL-1β 可以通过调节 Th1/Th2 平衡向 Th2 型免疫应答转移而促进肺纤维

化形成。 

综上所述，在石英导致的肺纤维化形成过程中，IL-1β 发挥了积极的作用。IL-1β

可能通过上调致纤维化因子TGF-β表达和促进Th1/Th2平衡向Th2型免疫应答转移而

促进肺纤维化形成。 
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第三部分  石英暴露所致心肾炎性及纤维化反应和 IL-1β 在该

反应中的作用 

石英暴露通常和呼吸系统疾病密切相关，如矽肺。伴随着对矽肺研究的逐步深入，

石英暴露导致的肺部有害作用已经得到了较好的评估与研究。但是，关于石英暴露导

致肺外脏器损伤的研究仍比较缺乏。以往有流行病学研究表明，在矽肺病人中，心血

管系统疾病为第一位死因[6]。我们组前期队列研究结果显示累计接尘与心血管疾病死亡率

存在剂量-反应关系
[32]。实验室研究表明，将石英粉尘与人脐静脉内皮细胞共同培养，

可以导致一系列致炎性细胞因子产生，如 IL-6、IL-1β 和 TNF-α
[8]。近几年来，有研究

表明石英粉尘也可能存在一定的肾毒性。Vupputuri 等人在其流行病学研究中发现石英

粉尘的职业暴露与职业工人的慢性肾脏疾病正相关[7]。细胞实验显示，石英粉尘对可

以通过调节胞浆钙浓度对肾脏细胞具有直接的损伤作用[9]。另外，也有动物实验证实

了纳米级石英粉尘肺暴露可以导致肺外脏器的损伤。但是关于标准石英粉尘（1-5 μm

粒径）肺暴露后能否引起肺外脏器损伤以及损伤机制仍少有研究。石英粉尘对肺脏的

损伤可以特征性的分为炎性反应和纤维化形成两个过程，因此，在本节研究中，我们

主要探讨心脏、肾脏组织炎性反应和纤维化反应两个方面。 

本部分研究中，我们采用第二部分研究所造的小鼠矽肺以及 IL-1β 中和模型，对

小鼠心脏以及肾脏组织中炎性反应指标如 IL-1β、IL-6、TNF-α、MCP-1 和纤维化反应

指标如 TGF-β、І 型胶原、III 型胶原、纤维粘连素及 Th1/Th2 平衡相关指标 IFN-γ、IL-4

或者 IL-13 mRNA 水平进行了实时荧光定量 PCR 检测。 

第一节 石英暴露所导致的心脏炎性及纤维化反应和 IL-1β 在该反应

中的作用 

本节研究的主要目的是观察石英肺暴露以后，小鼠心脏组织炎性以及纤维化反

应，并且观察 IL-1β 在该反应中的作用。我们在小鼠灌肺处理后第 7、28、84 d，对小
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鼠心脏组织中 IL-1β、IL-6、TNF-α、MCP-1、TGF-β、І 型胶原、III 型胶原、纤维粘

连素、IFN-γ 和 IL-13 mRNA 水平进行了实时荧光定量 PCR 检测。 

材料和方法 

1. 粉尘样本 

中国标准石英粉尘。 

2. 主要仪器 

2.1 核酸测定仪：美国 Thermo Fisher NanoDrop 公司； 

2.2 普通 PCR 仪：德国 eppendorf 公司； 

2.3 实时荧光定量 PCR 仪（7900HT Fast Real-time PCR System）：美国 ABI 公司。 

3. 主要试剂 

3.1 DEPC：美国 Sigma 公司； 

3.2 Trizol：美国 Invitrogen 公司； 

3.3 总 RNA 提取试剂盒：日本 TOYOBO 公司； 

3.4 Rever Tra Ace
®
 qPCR RT 试剂盒：日本 TOYOBO 公司； 

3.5 SYBR
® 

Green Realtime PCR Master Mix 试剂盒：日本 TOYOBO 公司； 

3.6 RNA 储存液：北京百泰克生物技术有限公司。 

4. 主要试剂的配制 

4.1 DEPC 水 

1 000 ml 三蒸水中加入 1 ml DEPC，混匀后在 1 000 ml 容量瓶中静置过夜，于

120 ℃高压 1 h。 

4.2 75%乙醇 

将高压后的 DEPC 水，与无水乙醇按照 1:3 比例混合摇匀，4 ℃保存，备用。 

5. 实验动物分组 

同于第一部分。 

6. 粉尘暴露 

    同于第一部分。 
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7. 心脏组织收集 

    经取血后，将小鼠四肢固定。用镊子轻轻拎起剑突部位的皮肤，用剪刀向两腋下

呈倒三角形剪开胸廓。轻轻取下心脏，去血，称重，于生理盐水中冲洗干净。将心脏

组织切成小块，再置于 RNA 储存液中，于-20 ℃保存。 

8. 小鼠心脏组织总 RNA 的提取 

同于第二部分第三节肺组织总 RNA 提取方法。 

9. 逆转录 

    同于第二部分第三节。 

10. 逆转录产物的实时定量 PCR 

10.1 引物序列设计如表 6 所示。 

 

表 6 实时定量 PCR 所用引物的序列 

基因 类型 引物序列(5’ to 3’) 

IL-1β Forward  TCCAGGATGAGGACATGAGCAC 

 Reverse  GAACGTCACACACCAGCAGGTTA 

IL-6 Forward  CCAGTTTGGTAGCATCCATCATTTC 

 Reverse  CCACTTCACAAGTCGGAGGCTTA 

TNF-α Forward  CCTCCAGAAAAGACACCATGA 

 Reverse  GGTCTGGGCCATAGAACTGAT 

MCP-1 Forward  GTGCTGAAGACCTTAGGGCAGA 

 Reverse  AGCAGCAGGTGTCCCAAAGA 

TGF-β Forward  GTGTGGAGCAACATGTGGAACTCTA 

 Reverse  CGCTGAATCGAAAGCCCTGTA 

І 型胶原 Forward  CTGGCGGTTCAGGTCCAAT 

 Reverse  TTCCAGGCAATCCACGAGC 

III 型胶原 Forward  ATGGTGGTTTTCAGTTCAGCTATG 

 Reverse  GCCCGGCTGGAAAGAAGT 

纤维粘连素 Forward  CTATCTATGCTGTGGAGGAG 

 Reverse  GAGTTTGGTGGTCTGTTGTG 
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IFN-γ Forward  TGGCTGTTTCTGGCTGTTACT 

 Reverse  CTGATGGCCTGATTGTCTTTC 

IL-13 Forward  GAGCGAATGGAGTGAAGAGG 

 Reverse  GCTCAATGTGGGTTCAGGTT 

GAPDH Forward  AAATGGTGAAGGTCGGTGTGAAC 

 Reverse  CAACAATCTCCACTTTGCCACTG 

 

10.2 实时定量 PCR 反应体系 

同于第二部分第三节。 

11. 统计学分析方法 

结果均以 x ±s x表示。组间差异的比较采用方差分析以及 Dunnett-t 检验，以 P<0.05

为统计学差异的最低标准，数据的统计学分析采用 SAS9.1 软件。 

结  果 

1. 各组小鼠心脏组织炎性相关指标 mRNA 水平 

1.1 IL-1β mRNA 水平 

    如图 3.1 所示，与生理盐水组相比，石英组心脏组织中 IL-1β mRNA 水平在染尘

后第 7、28 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；与生理盐水组相比，石英+IL-1β

抗体组心脏组织中 IL-1β mRNA 水平在染尘后第 7 d 显著升高，差异有统计学意义

（P<0.01）；另外，与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组心脏组织中 IL-1β mRNA 水平

在染尘后第 28 d 显著降低，差异有统计学意义（P<0.05）。 

1.2 IL-6 mRNA 水平 

如图 3.2 所示，与生理盐水组相比，石英组心脏组织中 IL-6 mRNA 水平在染尘后

第 7、28 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；与生理盐水组相比，石英+IL-1β

抗体组心脏组织中 IL-6 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均无显著变化；另外，与

石英组相比，石英+IL-1β 抗体组心脏组织中 IL-6 mRNA 水平在染尘后第 7、28 d 显著

降低，差异有统计学意义（P<0.05）。 
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图 3.1 各组小鼠心脏组织中 IL-1β mRNA 水平 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**

P<0.01； 

与石英组比较，#
P<0.05，##

P<0.01。 

图 3.2 各组小鼠心脏组织中 IL-6 mRNA 水平 

 

1.3 TNF-α mRNA 水平 

如图 3.3 所示，与生理盐水组相比，石英组心脏组织中 TNF-α mRNA 水平在染尘
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后第 7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；与生理盐水组相比，石

英+IL-1β 抗体组心脏组织中 TNF-α mRNA 水平在染尘后第 7 d 显著升高，差异有统计

学意义（P<0.01）；另外，与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组心脏组织中 TNF-α mRNA

水平在染尘后 7、28、84 d 均显著降低，差异有统计学意义（P<0.05）。 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**
P<0.01； 

与石英组比较，#
P<0.05，##

P<0.01。 

图 3.3 各组小鼠心脏组织中 TNF-α mRNA 水平 

 

1.4 MCP-1 mRNA 水平 

如图 3.4 所示，与生理盐水组相比，石英组心脏组织中 MCP-1 mRNA 水平在染尘

后第 7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；与生理盐水组相比，石

英+IL-1β 抗体组心脏组织中 MCP-1 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均显著升高，

差异有统计学意义（P<0.05）；另外，与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组心脏组织中

MCP-1 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均显著降低，差异有统计学意义（P<0.01）。 
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图 3.4 各组小鼠心脏组织中 MCP-1 mRNA 水平 

 

2. 各组小鼠心脏组织纤维化相关指标 mRNA 水平 

2.1 TGF-β mRNA 水平 
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图 3.5 各组小鼠心脏组织中 TGF-β mRNA 水平 
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如图 3.5 所示，与生理盐水组相比，石英组心脏组织中 TGF-β mRNA 水平在染尘

后第 7、28、84 d 均无显著变化；与生理盐水组相比，石英+IL-1β 抗体组心脏组织中

TGF-β mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均无显著变化；另外，与石英组相比，石

英+IL-1β 抗体组心脏组织中 TGF-β mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均无显著差异。 

2.2 І 型胶原 mRNA 水平 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，*
P<0.05，**

P<0.01。 

图 3.6 各组小鼠心脏组织中 І 型胶原 mRNA 水平 

 

如图 3.6 所示，与生理盐水组相比，石英组心脏组织中 І 型胶原 mRNA 水平在染

尘后第 7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）；与生理盐水组相比，

石英+IL-1β 抗体组心脏组织中 І 型胶原 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均有所升

高，并且在第 7、28 d 升高有统计学意义（P<0.05）；但是，与石英组相比，石英+IL-1β

抗体组心脏组织中型胶原 І mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 虽有降低，但差异无

统计学意义。 

2.3 III 型胶原 mRNA 水平 

如图 3.7 所示，与生理盐水组相比，石英组心脏组织中 III 型胶原 mRNA 水平在

染尘后第 7、28、84 d 均无显著变化；与生理盐水组相比，石英+IL-1β 抗体组心脏组

织中 III 型胶原 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均无显著变化；另外，与石英组

相比，石英+IL-1β 抗体组心脏组织中 III 型胶原 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d
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均无显著变化。 
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图 3.7 各组小鼠心脏组织中 III 型胶原 mRNA 水平 

 

2.4 纤维粘连素 mRNA 水平 

如图 3.8 所示，与生理盐水组相比，石英组心脏组织中纤维粘连素 mRNA 水平在

染尘后第 7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）；与生理盐水组相比，

石英+IL-1β抗体组心脏组织中纤维粘连素mRNA水平在染尘后第 7、28 d均显著升高，

差异有统计学意义（P<0.05）；另外，与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组心脏组织中

纤维粘连素 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均无显著变化。  

3. 各组小鼠心脏组织 Th1/Th2 平衡相关指标 mRNA 水平 

3.1 IFN-γ mRNA 水平 

如图 3.9 所示，与生理盐水组相比，石英组心脏组织中 IFN-γ mRNA 水平在染尘

后第 7、28、84 d 均无显著变化；与生理盐水组相比，石英+IL-1β 抗体组心脏组织中

IFN-γ mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 无显著变化；另外，与石英组相比，石英

+IL-1β 抗体组心脏组织中 IFN-γ mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均无显著变化。 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，*
P<0.05，**

P<0.01。 

图 3.8 各组小鼠心脏组织中纤维粘连素 mRNA 水平 
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图 3.9 各组小鼠心脏组织中 IFN-γ mRNA 水平 

 

3.2 IL-13 mRNA 水平 

如图 3.10 所示，与生理盐水组相比，石英组心脏组织中 IL-13 mRNA 水平在染尘

后第 7、28、84 d 均无显著变化；与生理盐水组相比，石英+IL-1β 抗体组心脏组织中

IL-13 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 无显著变化；另外，与石英组相比，石英

+IL-1β 抗体组心脏组织中 IL-13 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均无显著变化。 
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图 3.10 各组小鼠心脏组织中 IL-13 mRNA 水平 

 

讨  论 

    本节研究中，我们通过构建小鼠石英肺暴露模型，观察了石英肺暴露对心脏的作

用。结果显示，石英肺暴露可以导致心脏组织产生一定程度的炎性反应和纤维化反应，

主要表现在石英肺暴露可以导致心脏组织炎性指标如 IL-1β、IL-6、TNF-α 和 MCP-1 

mRNA水平显著升高，也可以导致心脏组织纤维化指标如 І型胶原、纤维粘连素mRNA

水平显著升高。我们又通过利用 IL-1β 抗体中和小鼠肺组织中的 IL-1β，探讨了 IL-1β

在石英肺暴露导致的心脏炎性和纤维化反应中的作用。如第一部分研究结果所示，石

英+IL-1β 抗体组血清中 IL-1β 水平虽然高于空白对照组或生理盐水组，但在染尘后第

1、7、28、84 d 均显著低于石英组，差异有统计学意义（P<0.01），这说明血清中 IL-1β

被有效中和。我们本节的结果表明 IL-1β 在心脏组织炎性反应中发挥了一定作用，主

要表现在中和 IL-1β 可以降低心脏组织 IL-6 和 TNF-α mRNA 水平。另外，我们的研

究结果提示，IL-1β 可能在石英肺暴露导致的心脏纤维化反应中不发挥作用。 

经肺吸入的石英粉尘对肺外脏器损伤的作用机制仍然不清楚。目前，关于该机制

有两种假说：①入肺的石英粉尘可以刺激肺组织发生一系列损伤与炎性反应，产生相

应的炎性介质，这些炎性介质可以被释放到血液循环系统，进而对其他脏器发挥一定
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作用，该假说目前被认为是入肺粉尘影响肺外脏器的主要作用机制；②在肺泡-气血屏

障之间存在一定的微孔，入肺的石英粉尘颗粒本身或者颗粒物的某些成分可以通过这

些微孔直接进入血液循环系统，进而影响其他脏器。体外实验表明，石英粉尘可以导

致人脐静脉内皮细胞发生氧化损伤并产生炎性因子[29-30]。值得注意的是，在机体内，

入肺的石英粉尘不论经哪种途径影响肺外脏器，均要通过血液循环系统，因此，机体

内血供丰富的心脏组织成为我们本节研究的目标组织。 

如第二部分研究所示，IL-1β 在矽肺发病过程中发挥了重要的作用。也有研究显

示，IL-1β 在心脏损害过程中同样起到很重要的作用[103]。从本节研究结果可以看出，

肺暴露的石英粉尘能够导致石英组和石英+IL-1β 抗体组小鼠心脏组织 IL-1β mRNA水

平显著升高。这个升高趋势与第一部分研究所示的血清中 IL-1β 变化趋势大体一致，

但又不尽相同，主要表现在，石英+IL-1β 抗体组小鼠血清中 IL-1β 水平在染尘后第 7、

28、84 d 均显著低于石英组水平，但石英+IL-1β 抗体组小鼠肺组织中 IL-1β mRNA 水

平仅在染尘后第 28 d 这个时间点上显著低于石英组水平。这种现象可以说明，血清中

IL-1β 有可能部分来自心脏的直接表达，此外，也有一部分可能来自于肺组织的 IL-1β

释放入血。 

细胞因子假说认为，慢性心脏疾病发病主要是由细胞因子介导的血液动力学异常

改变或者细胞因子对心脏组织的直接毒性作用导致的[103]。多项流行病学研究与实验

室研究已经证明，慢性心脏疾病与炎性介质如 IL-1β、IL-6、TNF-α 和 MCP-1 有很密

切的关系[104-109]，具体如下：① IL-1β，被认为与特发性扩张型心肌病、心肌凋亡、心

肌肥大、心律失常等有密切关系。研究表明，IL-1β 对心肌收缩力的抑制作用与 IL-1β

含量呈现剂量-效应关系[109-110]；② IL-6，被认为与心肌肥大、心肌失能、心肌萎缩等

有密切关系。另一方面，IL-6 具有抑制心肌凋亡的作用，但这种对心肌的保护作用只

有在短期的低剂量表达下才存在，长期的高剂量表达会导致损伤作用 [111-113]；③ 

TNF-α， 被认为与左心室功能紊乱、左心室重建、心肌凋亡、内皮功能紊乱有密切关

系，还有观点认为,慢性心脏疾病患者体内的 IL-6 是由 TNF-α 直接刺激产生的[107, 112, 

114]；④ MCP-1，Collier 等人在伴有心衰症状的高血压患者体内检测到大量升高的
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MCP-1
[115]。MCP-1 可以介导单核细胞向心脏迁移，加速心肌损伤[116]。我们的研究结

果显示，石英粉尘肺暴露可以同时导致小鼠心肌组织中 IL-1β、IL-6、TNF-α、MCP-1 

mRNA 水平显著升高，这说明经肺吸入的石英粉尘具有导致心脏疾病或心脏衰竭的潜

能。 

上述炎性指标可能通过多种机制调节心肌功能，包括直接刺激心肌增长、刺激成

纤维细胞分化为成熟的肌成纤维细胞、通过细胞内钙离子转运通路直接损伤心肌收缩

能力、直接诱导心肌重建或凋亡相关的基因表达；间接导致内皮细胞异常活化等[112]。

在心脏疾病发生过程中，这些炎性反应具有一定的有利作用，如促进损伤修复，斑块

形成以及代偿性肥大；但是，如果上述炎性因子长期持续高度表达，则会导致不利机

体的炎性反应。有动物实验数据表明，动物体内炎性因子基因表达水平与心脏梗死面

积成正比[113, 117]。职业工人粉尘暴露往往是一个长期的过程，并且进入肺组织内的石

英粉尘很难再被排出体外，因此，工人即使脱离粉尘暴露环境，体内仍然存在粉尘的

刺激作用。流行病学研究显示，心血管系统疾病为矽肺患者死因第一位。这说明石英

粉尘肺暴露导致的心脏炎性反应对工人心血管系统的影响不再停留于保护效应，而是

已经导致严重的健康危害。 

除炎性反应外，本研究中我们也观察了各组小鼠心脏组织纤维化相关指标的

mRNA 水平。结果显示，虽然石英组和石英+IL-1β 抗体组小鼠心脏组织中的 TGF-β

和 III型胶原mRNA水平较生理盐水组并无显著变化，但 І型胶原和纤维粘连素mRNA

水平较生理盐水组均有显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）。在心脏细胞外基质

成分中，І 型胶原占 85%以上，是心脏纤维化最主要的胶原类型[118-121]。因此我们认为，

石英粉尘肺暴露可以导致心脏组织产生一定程度的纤维化应答。 

我们第二部分研究结果表明，石英粉尘导致肺纤维化产生过程中，肺组织 Th1/Th2

平衡出现了向 Th2 型免疫应答转移的现象。为了探讨石英粉尘是否在心脏纤维化发生

过程中同样影响Th1/Th2平衡，我们测定了心脏组织中Th1代表性细胞因子 IFN-γ
[97, 122]

和 Th2 代表性细胞因子 IL-13
[123-124]

 mRNA 水平。结果显示，IFN-γ 在各组小鼠心脏组

织中表达没有显著差异；IL-13 mRNA 水平虽然在石英组有所升高，但升高不具有统
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计学意义。这说明，Th1/Th2 平衡在心脏纤维化发生过程中的作用不明显。 

本节研究中，我们观察了 IL-1β 在入石英粉尘肺暴露导致心脏炎性反应过程中的

作用，结果显示除 IL-1β 之外，石英+IL-1β 抗体组小鼠心肌组织中 IL-6、TNF-α、MCP-1 

mRNA 水平较石英组显著降低，说明 IL-1β 在石英肺暴露导致的心脏炎性反应中发挥

了重要作用。这也提示我们，IL-1β 可能具有成为临床干预矽肺患者心血管疾病靶点

的潜能。另外纤维化相关指标的结果显示，IL-1β 在心脏纤维化反应过程中的作用并

不明显，但我们认为并不能据此否认 IL-1β 在导致心脏疾病发生过程中的作用。关于

此观点，我们主要有以下 2 方面的考虑：①我们第二部分研究表明，IL-1β 有可能通

过调节 TGF-β 和 Th1/Th2 平衡而调节肺组织纤维化反应。本节研究中，石英暴露的小

鼠心脏组织 І 型胶原和纤维粘连素 mRNA 水平虽然显著升高，但 TGF-β mRNA 水平

和 Th1/Th2 平衡并未发生明显改变。这就提示我们，入肺的石英粉尘可能通过非 TGF-β

依赖和非 Th1/Th2 相关的通路刺激小鼠心脏组织中 І型胶原和纤维粘连素 mRNA水平

的升高。因此，IL-1β 可能对石英粉尘肺暴露导致的心脏纤维化改变没有显著的作用。

②基于现有的研究结果，在心血管系统疾病发病过程中，炎性反应发挥的作用优于纤

维化反应。有观点认为，炎性因子的出现即可直接或间接损伤心血管系统。本研究中

心脏组织炎性反应已经十分明显，IL-1β 抗体对这些炎性因子的抑制作用也十分明显。

但 IL-1β 在矽肺患者心血管疾病中的作用仍需得到进一步验证。 

第二节 石英暴露所导致的肾脏炎性及纤维化反应和 IL-1β 在该反应

中的作用 

本节研究的主要目的是观察石英粉尘肺暴露以后，小鼠肾脏组织炎性以及纤维化

反应，并且观察 IL-1β 在该反应中的作用。我们在小鼠灌肺处理后第 7、28、84 d，对

小鼠肾脏组织中 IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-β、І 型胶原、III 型胶原、纤维粘连素、

IFN-γ 和 IL-4 mRNA 水平进行了实时荧光定量 PCR 检测。 

材料和方法 

1. 粉尘样本 
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中国标准石英粉尘。 

2. 主要仪器 

2.1-2.3 同于第三部分第一节； 

2.4 LKBV 超薄切片机：瑞典 LKB 公司； 

2.5 光学显微镜：日本 OLYMPUS 公司； 

2.6 生物组织包埋仪：浙江金华科迪仪器设备有限公司。 

3. 主要试剂 

3.1-3.6 同于第三部分第一节； 

3.7 Masson 染液：南京建成生物工程研究所。 

4. 主要试剂的配制 

同于第三部分第一节。 

5. 实验动物分组 

同于第一部分。 

6. 粉尘暴露 

    同于第一部分。 

7. 肾脏组织收集 

小鼠取完心肺组织后，打开腹腔，取出肾脏，称重。将左肾切成小块，置于 RNA

储存液中，于-20 ℃保存；将右肾置于 4%多聚甲醛溶液中固定，待做病理。 

8. 小鼠肾脏组织总 RNA 的提取 

同于第二部分第三节肺组织总 RNA 提取方法。 

9. 逆转录 

    同于第二部分第三节。 

10. 逆转录产物的实时定量 PCR 

10.1 引物序列设计除 IL-4 外，其余指标引物序列同于第三部分第二节。小鼠 IL-4

引物序列 如下： Forward 5’- GAATGTACCAGGAGCCATATC -3’, Reverse 5’- 

CTCAGTACTACGAGTAATCCA -3’。 
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10.2 实时定量 PCR 反应体系 

同于第二部分第三节。 

11. 肾组织切片制作 

    同于第二部分第二节肺组织切片的制作方法。 

12. 组织切片 Masson 染色 

选用 Masson 染色试剂盒，严格按照其说明书，对肾组织切片进行 Masson 染色。 

13. 统计学分析方法 

结果均以 x ±s x表示。组间差异的比较采用方差分析以及 Dunnett-t 检验，以 P<0.05

为统计学差异的最低标准，数据的统计学分析采用 SAS9.1 软件。 

结  果 

1. 各组小鼠肾脏组织炎性相关指标 mRNA 水平 

1.1 IL-1β mRNA 水平 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，*
P<0.05，**

P<0.01。 

图 3.11 各组小鼠肾脏组织 IL-1β mRNA 水平 

 

如图 3.11 所示，与生理盐水组相比，石英组肾脏组织中 IL-1β mRNA 水平在染尘

后第 7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）；与生理盐水组相比，石
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英+IL-1β 抗体组肾脏组织中 IL-1β mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均显著升高，

差异有统计学意义（P<0.05）；另外，与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组肾脏组织中

IL-1β mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均无显著变化。 

1.2 IL-6 mRNA 水平 

如图 3.12 所示，与生理盐水组相比，石英组肾脏组织中 IL-6 mRNA 水平在染尘

后第 7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）；与生理盐水组相比，石

英+IL-1β 抗体组肾脏组织中 IL-6 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均显著升高，差

异有统计学意义（P<0.01）；另外，与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组肾脏组织中 IL-6 

mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均无显著变化。 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，*
P<0.05，**

P<0.01。 

图 3.12 各组小鼠肾脏组织 IL-6 mRNA 水平 

 

1.3 TNF-α mRNA 水平 

如图 3.13 所示，与生理盐水组相比，石英组肾脏组织中 TNF-α mRNA 水平在染

尘后第 7、28 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；与生理盐水组相比，石英

+IL-1β 抗体组肾脏组织中 TNF-α mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均无显著变化；

另外，与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组肾脏组织中 TNF-α mRNA 水平在染尘后第 7、
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28 d 均显著降低，差异有统计学意义（P<0.05）。 
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P<0.01； 
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图 3.13 各组小鼠肾脏组织 TNF-α mRNA 水平 

 

2. 各组小鼠肾脏组织病理学改变 

如图 3.14 所示，各组小鼠在染尘后第 7 d 均未表现出肾脏纤维化改变，除此之外，

空白对照组和生理盐水组在灌肺后第 7、28、84 d 均未表现出肾脏纤维化改变。染尘

后第 28 d，石英组小鼠肾脏组织偶见肾小管间质胶原沉积，但这种情况在石英+IL-1β

抗体组没有出现。染尘后第 84 d，石英组小鼠肺组织可见明显的肾小管间质胶原沉积；

在石英+IL-1β 抗体组，胶原沉积现象明显较石英组轻。只有石英组小鼠在染尘后第 84 

d 出现肾小球部位的胶原沉积现象。 

3. 各组小鼠肾脏组织纤维化相关指标 mRNA 水平 

3.1 TGF-β mRNA 水平 

如图 3.15 所示，与生理盐水组相比，石英组肾脏组织中 TGF-β mRNA 水平在染

尘后第 7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）；同样，与生理盐水组

相比，石英+IL-1β 抗体组肾脏组织中 TGF-β mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均显

著升高，差异有统计学意义（P<0.05）；另外，与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组肾



 

华 中 科 技 大 学 博 士 学 位 论 文  

 

 
 

70 

脏组织中 TGF-β mRNA 水平在染尘后第 28、84 d 均显著降低，差异有统计学意义

（P<0.05）。 

 

 

注：a7、b7、c7、d7 为灌肺后第 7 d；a28、b28、c28、d28 为灌肺后第 28 d； 

a84、b84、c84、d84 为灌肺后第 84 d。 

图 3.14 各组小鼠肾脏组织胶原沉积情况（Masson 染色，200×） 

 

生理盐水组 
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图 3.15 各组小鼠肾脏组织 TGF-β mRNA 水平 

 

3.2 І 型胶原 mRNA 水平 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，*
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图 3.16 各组小鼠肾脏组织 І 型胶原 mRNA 水平 
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如图 3.16 所示，与生理盐水组相比，石英组肾脏组织中 І 型胶原 mRNA 水平在

染尘后第 7、28 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）；与生理盐水组相比，石

英+IL-1β 抗体组肾脏组织中 І 型胶原 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均无显著变

化；与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组心脏组织中 І 型胶原 mRNA 水平在染尘后第 7、

28、84 d 虽有降低，但仅在第 28 d 差异有统计学意义（P<0.05）。 

3.3 III 型胶原 mRNA 水平 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**
P<0.01； 

与石英组比较，#
P<0.05，##

P<0.01。 

图 3.17 各组小鼠肾脏组织 III 型胶原 mRNA 水平 

 

如图 3.17 所示，与生理盐水组相比，石英组肾脏组织中 III 型胶原 mRNA 水平在

染尘后第 7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；与生理盐水组相比，

石英+IL-1β 抗体组心脏组织中 III 型胶原 mRNA 水平在染尘后第 7、28 d 均显著升高，

差异有统计学意义（P<0.01）；另外，与石英组相比，石英+IL-1β 抗体组心脏组织中

III 型胶原 mRNA 水平在染尘后第 28、84 d 均显著降低，差异有统计学意义（P<0.05）。 

3.4 纤维粘连素 mRNA 水平 

如图 3.18 所示，与生理盐水组相比，石英组肾脏组织中纤维粘连素 mRNA 水平

在染尘后第 7、28、84 d 均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；与生理盐水组相
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比，石英+IL-1β 抗体组肾脏组织中纤维粘连素 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d

均有升高，但只有第 7 d 升高有统计学意义（P<0.05）；另外，与石英组相比，石英+IL-1β

抗体组肾脏组织中纤维粘连素 mRNA 水平在染尘后第 7、28 d 均显著降低，差异有统

计学意义（P<0.05）。 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，**
P<0.01； 
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图 3.18 各组小鼠肾脏组织纤维粘连素 mRNA 水平 

 

 

4. 各组小鼠肾脏组织 Th1/Th2 平衡相关指标 mRNA 水平 

4.1 IFN-γ mRNA 水平 

如图 3.19 所示，与生理盐水组相比，石英组肾脏组织中 IFN-γ mRNA 水平在染尘

后第 7、28、84 d 均有升高，且在 28、84 d 差异有统计学意义（P<0.01）；与生理盐

水组相比，石英+IL-1β 抗体组肾脏组织中 IFN-γ mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d

均显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）；另外，与石英组相比，石英+IL-1β 抗体

组肾脏组织中 IFN-γ mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均有升高，且在 28、84 d 差

异有统计学意义（P<0.05）。 
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图 3.19 各组小鼠肾脏组织 IFN-γ mRNA 水平 

 

4.2 IL-4 mRNA 水平 
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注：经方差分析及 Dunnett-t 检验，与空白对照组比较，*
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P<0.01。 

图 3.20 各组小鼠肾脏组织 IL-4 mRNA 水平 
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如图 3.20 所示，与生理盐水组相比，石英组肾脏组织中 IL-4 mRNA 水平在染尘

后第 7、28、84 d 均有升高，且在第 28、84 d 差异有统计学意义（P<0.05）；与生理

盐水组相比，石英+IL-1β 抗体组肾脏组织中 IL-4 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d

均有升高，但只有在第 28 d 差异有统计学意义（P<0.01）；另外，与石英组相比，石

英+IL-1β 抗体组肾脏组织中 IL-13 mRNA 水平在染尘后第 7、28、84 d 均有降低的趋

势，但差异无统计学意义。 

讨  论 

本节研究中，我们通过构建小鼠石英肺暴露模型，观察了该模型肾脏组织中的炎

性反应和纤维化反应。结果显示：① 石英肺暴露可以导致肾脏组织产生一定程度的

炎性反应，主要表现在石英肺暴露可以导致肾脏组织炎性指标如 IL-1β、IL-6、TNF-α 

mRNA 水平显著升高；② 石英肺暴露可以导致肾脏组织产生纤维化反应，主要表现

在肾脏组织病理切片显示胶原沉积现象，纤维化指标如 TGF-β、І 型胶原、III 型胶原、

纤维粘连素 mRNA 水平显著升高；③ 石英肺暴露可以导致肾脏组织 Th1 和 Th2 型免

疫应答均显著升高。为探讨 IL-1β 在石英肺暴露导致的肾脏炎性和纤维化反应过程中

的作用。我们利用 IL-1β 抗体中和小鼠肺组织中的 IL-1β，如第一部分研究结果所示，

石英+IL-1β 抗体组小鼠血清中 IL-1β 被有效中和。研究结果显示， IL-1β 在肾脏组织

炎性和纤维化反应中发挥了一定作用，主要表现在中和 IL-1β 可以显著降低肾脏

TNF-α、TGF-β、III 型胶原、纤维粘连素 mRNA 水平。另外，我们的研究结果提示，

IL-1β 可能对肾脏纤维化发生过程中 Th1/Th2 平衡具有一定的调控作用。 

目前，石英粉尘的肾毒性越来越引起人们的关注。以往的临床散在病例报告和近

期大规模的流行病学研究表明石英暴露可以引发职业工人多种肾脏相关疾病，小到尿

常规的轻微变化，大到尿蛋白及慢性肾脏疾病的出现[125-128]。细胞实验研究表明，石

英粉尘可以通过调节钙浓度损伤肾脏细胞；人群相关研究表明，职业工人石英暴露与

慢性肾脏疾病呈现正相关趋势[7, 9, 129]。如前一节研究所述，石英粉尘肺暴露后可能会

导致炎性因子释放入血，也可能会导致粉尘相关成分释放入血。肾脏作为机体重要的

毒害物质清除器官，血液的异常改变会对肾脏产生一定的影响[34]。我们的研究表明，
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石英粉尘肺暴露会引起小鼠肾脏组织中炎性因子 IL-1β、IL-6 和 TNF-α mRNA 水平显

著升高。Gui 等人的研究中，通过喂食小鼠纳米级的二氧化钛颗粒，建立小鼠二氧化

钛暴露模型[129]。在该模型中，小鼠肾脏组织的 IL-1β、IL-6 和 TNF-α mRNA 水平与

二氧化钛暴露量呈现明显的剂量-效应关系。与此相反，Boor 等人的研究显示，工业

长纤维石棉肺暴露后，不能引起肾脏组织 IL-6 和 TNF-α mRNA 水平的改变[130]。综合

上述 3 项研究结果，我们认为石英粉尘肺暴露可以导致肾脏发生炎性反应；粉尘颗粒

的大小和形状可能会影响粉尘颗粒的肾毒性。 

从我们的研究结果可以看出，除上述炎性反应外，石英粉尘的肺暴露可以导致肾

脏组织纤维化指标 TGF-β、І 型胶原、III 型胶原和纤维粘连素 mRNA 水平显著升高。

细胞实验研究表明，TGF-β 在肾纤维化过程中发挥了重要的作用。TGF-β 也被证明是

唯一能够刺激肾小球系膜细胞，间质成纤维细胞和肾小管上皮细胞转化为可分泌细胞

外基质的纤维化细胞的因子[131-132]。І 型胶原、III 型胶原和纤维粘连素均为细胞外基

质的重要成分[133]。研究显示，工业长纤维石棉肺暴露可以引起肾脏组织 І 型胶原

mRNA 水平升高，但是并不引起 TGF-β 或纤维粘连素 mRNA 水平升高。在 Liu 等人

通过结扎单侧输尿管建立的肾纤维化小鼠模型中，可以观察到肾组织 TGF-β、І 型胶

原和纤维粘连素 mRNA 水平的显著升高，与我们的研究结果相似[131]。这说明，石英

粉尘肺暴露导致的肾脏纤维化指标的改变与已经形成纤维化的肾组织中相关指标的

改变一致，提示我们，入肺的石英粉尘具有较强的导致肾脏纤维化的作用。 

本节研究结果显示，中和 IL-1β 对肾脏组织中 IL-6 mRNA 水平没有明显作用。以

往观点认为，IL-6 是预测晚期肾脏疾病患者死亡率的最可靠的指标[134]。但流行病学

调查发现，约有 43.2%的晚期肾脏疾病患者死于心血管系统疾病[135]。实验研究表明，

IL-6 是心脏冠状动脉粥样硬化发生的始动因素，血清 IL-6 水平是预测心血管系统疾病

十分有效的因子[136-137]。所以我们认为，相对于肾脏，IL-6 对心血管系统疾病更有意

义。前一节研究结果显示，中和 IL-1β 可以有效抑制心脏组织中 IL-6 mRNA 水平。因

此，我们不可否认 IL-1β 在石英导致心肾组织炎性反应过程中的作用。另外，循证医

学研究发现，对晚期肾脏疾病患者阻断 IL-1β 可以使血清中 IL-6 的平均水平降低 40%，
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该结果肯定了 IL-1β 在肾脏疾病中的作用[138]。 

此外，本节研究发现，中和 IL-1β 可以减轻小鼠肾脏组织胶原沉积现象，并且显

著降低纤维化指标 TGF-β、І型胶原、III型胶原和纤维粘连素 mRNA的水平。说明 IL-1β

在石英肺暴露导致的肾脏纤维化反应过程中发挥了重要的作用。Liu 等人认为，Th2

型免疫应答在肾脏纤维化发生过程中起主导作用[131]。本节研究中，我们同样关注了

IL-1β 在肾脏 Th1/Th2 平衡变化过程中的作用。结果显示，IL-1β 抗体虽然对肾脏 Th2

型免疫应答无明显调节作用，但可以显著提高 Th1 型免疫应答。另有研究认为，肾脏

Th1 型免疫应答可以抵抗 Th2 性免疫应答，并且抑制纤维化细胞分化从而抑制纤维化

生成[139]。该观点提示我们，在石英肺暴露导致的肾脏纤维化反应过程中，IL-1β 很有

可能通过下调 Th1 型免疫应答而促进肾脏纤维化的形成。结合第二部分研究结果，可

见 IL-1β 对肾脏组织纤维化反应过程中 Th1/Th2 平衡的调节作用，与对肺组织纤维化

形成过程中 Th1/Th2 平衡的调节作用相类似。 

综合本部分第一、二节研究结果，我们发现，石英粉尘肺暴露对心肾组织均有一

定程度的有害作用。除了石英粉尘及石英暴露所导致的炎性介质等对心脏和肾脏分别

作用外，心脏和肾脏在生理上本身具有一定的相关性。临床上使用“心肾综合征

（Cardiorenal syndromen）”这一概念反应心-肾双向作用的本质[34]。心肾综合征是指心

脏或肾脏一个器官的急性或慢性功能损害，可以引起另一个器官的急性或慢性功能损

害。Paolo.C 等人认为心脏、肾脏或脉管系统的慢性炎性反应均与心肾综合征密切相

关[140]。所以我们可以这样理解石英粉尘肺暴露导致的心肾损害，在石英暴露的机体

内，石英粉尘首先会引起肺组织内大量炎性介质释放，这些炎性介质和石英粉尘本身

或其某些成分的释放入血，一方面可以分别作用于心脏和肾脏，导致心肾炎性反应或

其他反应出现；另一方面，心脏或肾脏产生的炎性介质等释放入血后，反过来会加剧

彼此的炎性反应等损害作用。在这样一个过程中，心脏损害或肾脏损害是否也可以反

过来加剧肺脏的损害，仍需要更进一步研究。 
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结  论 

本研究利用标准石英粉尘悬液肺灌注的方法构建了小鼠矽肺模型，并利用肺灌注

IL-1β 抗体的方法构建了小鼠 IL-1β 中和模型。通过观察小鼠肺脏、心脏和肾脏炎性及

纤维化相关指标的变化，探讨石英粉尘肺暴露对肺脏、心脏和肾脏的影响；并且通过

拮抗 IL-1β 后，观察小鼠肺脏、心脏和肾脏的炎性及纤维化相关指标的改变，评价 IL-1β

在石英导致小鼠肺脏、心脏和肾脏相关改变中的作用。 

本研究主要结论如下： 

1.石英肺暴露后，小鼠肺脏组织发生了明显的炎性和纤维化反应；IL-1β 可以通过

上调其他炎性介质（TNF-α、MCP-1）水平并促进炎性细胞浸润而促进肺脏炎性反应；

可以通过上调其他纤维化介质（TGF-β）水平并调节 Th1/Th2 平衡向 Th2 型为主的免

疫应答偏移而促进肺纤维化发生。 

2. 石英暴露后，小鼠心脏组织发生了明显的炎性反应和一定程度的纤维化反应；

IL-1β 可以通过上调其他炎性介质（TNF-α、IL-6、MCP-1）表达而促进心脏炎性反应；

IL-1β 对心脏纤维化反应的作用并不明显。 

3. 石英暴露后，小鼠肾脏组织发生了一定程度的炎性反应和显著的纤维化反应；

IL-1β 可以通过上调其他炎性介质（TNF-α）表达从一定程度上促进肾脏炎性反应；可

以通过上调其他纤维化介质（TGF-β）表达并调节 Th1/Th2 平衡向 Th2 型为主的免疫

应答偏移而促进肾纤维化发生。 
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本研究的创新之处 

    1. 本研究采用石英粉尘肺灌注的方法成功构建了小鼠矽肺模型，采用 IL-1β 抗体

中和的方法构建了小鼠 IL-1β 抑制模型，并在此基础上系统地探讨了 IL-1β 在小鼠矽

肺发病过程中损伤、炎性反应和纤维化形成阶段的作用及机制，表明了 IL-1β 在矽肺

发病过程中的作用和 IL-1β 抗体在缓解矽肺发病中的价值，为矽肺的临床预防和治疗

提出新的观点。 

2. 本研究利用动物实验从炎性反应和纤维化两方面观察研究小鼠标准石英粉尘

肺灌注后对心脏和肾脏的影响，并且探讨了 IL-1β 在石英粉尘致心肾损伤中的作用及

机制。本文提出石英粉尘肺灌注后可能会引起心脏和肾脏的炎性及纤维化改变，IL-1β

在该过程中发挥了积极作用，为阐明石英暴露导致工人心脏、肾脏相关疾病的发生机

制提供了理论见解。 

本研究的不足之处 

       本研究中尽管我们对小鼠心脏和肾脏进行了比较全面的炎性和纤维化相关指

标 mRNA 水平的检测，但是由于取材的限制性，未能进行这些指标蛋白水平上的检

测。因此，对于这些指标的蛋白水平或者心脏组织的相关病理改变还需要进一步观察。 

下一步研究计划： 

1. 进一步设计动物实验，建立动物矽肺模型，验证动物尿液、血液、肾脏和脉管

系统中炎性因子和纤维化因子的蛋白水平。 

2. 探讨 IL-1β及其相关的正负反馈调节的信号通路上分子的基因多态性对接尘工

人矽肺、心血管疾病及肾脏疾病发病的影响。 

3. 利用细胞实验和动物实验，研究探讨颗粒物导致的肾脏或者心脏损伤是否可以

反过来加剧肺脏损伤。 
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综  述 

 Toll 样受体和 NOD 样受体相关途径在矽肺炎性反应过程中的

作用研究进展 

郭嘉丽  综述     陈卫红  审阅 

 

尘肺病是由于在生产过程中长期吸入生产性粉尘而引起的以肺组织弥漫性纤维

化为主的全身性疾病，是我国最严重的职业病。自 2001 年以来，我国每年新增尘肺

病例占新发职业病例的比例均在 75.11%以上；据我国卫生部统计资料显示：我国至

2010 年累积报告尘肺 676，541 例，占报告职业病总数的 90%以上，其中死亡 149 110

例，现患 527 431 例。2010 年共报告尘肺病新病例 23 812 例，占新发职业病的 87.42%，

与 2009 年相比，同比增长了 7.46%；在 23 812 例尘肺病新病例中，矽肺病例为 9 870

例，占总尘肺病例数的 41.45%
[1]。 

在现有的文献报道中，矽肺是尘肺病中研究最为广泛的一种。矽肺是由于在生产

过程中长期吸入含游离二氧化硅浓度较高（>10%）的粉尘（俗称石英）而引起的以

肺组织弥漫性纤维化为主的全身性疾病。石英的职业暴露是导致矽肺发病的主要原

因；此外，沙尘暴、火山爆发以及工业污染，均可导致生活环境中石英浓度升高。散

在病例报告指出，生活环境中较高浓度的石英暴露同样可以导致矽肺发生[2]。 

对于矽肺的病理特征可以从以下几方面进行认识： 

（1）从病理改变上讲，矽肺主要包括肺部炎性反应和纤维化两个环节。炎性反

应主要是以炎性细胞包括巨噬细胞、嗜中性粒细胞、淋巴细胞等浸润，炎性因子表达

升高为特征；而纤维化主要是以肺组织胶原沉积为特征。肺部炎性反应以及肺纤维化

反应是矽肺发病过程中两个不同的并且缺一不可的病变环节。研究表明，炎性反应过

程中部分炎性因子如 IL-1β 和部分炎性细胞分泌的纤维化因子如 TGF-β 可以刺激成纤

维细胞分化为成熟的肌成纤维细胞，后者可以大量分泌胶原成分，促进纤维化形成。
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反过来，肺组织胶原沉积，可以将肺部炎性反应局限在较小范围内，所以说肺纤维化

是对肺炎性损伤的抵抗和修复过程[3]。 

（2）临床上根据矽肺的临床特征以及病理改变将其分为 4 类：结节型矽肺、矽

性蛋白沉积、渐进性团块型矽肺、弥漫性间质纤维化型矽肺，这 4 种类型按照严重程

度呈现递进关系[4]。 

关于石英导致肺部炎性反应以及肺纤维化的具体机制仍然不是十分清楚。而免疫

学说在一定程度上很好的解释并衔接了石英所致的肺部炎性反应和肺纤维化形成。按

照免疫学说的观点，当机体暴露于石英后，固有免疫应答首先被激活，并且精确地诱

导并调节后期的适应性免疫应答，矽肺的发病过程中主要有如下事件依次发生：① 石

英作为病原相关分子模式被固有免疫受体识别；② 引发关键的固有免疫细胞如巨噬

细胞的激活以及凋亡；③ 激活的巨噬细胞产生 IL-1 和 TNF 等细胞因子，进而激活成

纤维细胞；④ 激活的巨噬细胞产生的细胞因子以及其他活性物质介导树突状细胞活

化，从而激活适应性免疫；⑤ 适应性免疫全面活化并且发挥作用；⑥ 最终病变部位

形成纤维-透明组织，肺纤维化发生[5]。可见，固有免疫应答为石英暴露后，机体内发

生的首要应答事件。研究表明，当外界病原体侵入机体后，固有免疫系统通过一系列

高度保守的模式识别受体（PRR）调节免疫应答。在所有 PRR 中，Toll 样受体（TLR）

在固有免疫细胞表面广泛表达，大多属于跨膜受体；而最近发现的 NOD 样受体（NLR）

则属于胞内型受体。TLR 和 NLR 在始发调节固有免疫以及精确诱导适应性免疫的过

程中均发挥了重要作用，如图 1 所示[6]。下文将针对近年来关于 TLR 和 NLR 在矽肺

发病过程中的作用及其研究进展做一综述。 

1. TLR 与矽肺 

1.1 TLR 背景知识 

TLR 是一类与 IL-1R 同源的跨膜受体，在巨噬细胞、树突状细胞、B 细胞和 T 细

胞中均可表达，如表 1 所示。TLR 在固有免疫应答过程中发挥了极为重要的作用，它

可以识别多种内源性和外源性的危险相关分子模式（DAMP）和病原相关分子模式

（PAMP），具体内容如表 2 所示[7]。由表 2 可知，TLR 一般仅识别微生物及其产物。
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石英粉尘进入机体后，其表面的 Si-OH 或者硅烷基团以及与这些基团紧密结合的水分

子形成复合物，该复合物也具有与细菌或真菌细胞壁糖水化合物相似的原子排列结

构，从而可以作为一种病原相关分子模式（PAMP）被相应的 PRR 主要是 TLR2 和 TLR4

识别[5]。另外，王剑波等人的研究显示在石英诱导大鼠肺纤维化形成的过程中，大鼠

血浆和肺组织中的热休克蛋白-70 较空白组显著升高[8]。石英粉尘刺激机体产生的热

休克蛋白-70 是 TLR2、TLR4 的内源性配体[9-10]。已有研究证实石英粉尘可以通过细

胞表面的 TLR 发挥一系列功能[11-12]。 

 

 

图 1 TLR 与 NLR 信号举例示意图 

 

固有免疫细胞如巨噬细胞通过 TLR 识别 PAMP 或 DAMP 被激活后，一方面可以

迅速介导炎性反应，一般并不需要经过细胞增殖的过程，这就使得固有免疫应答具有

快速反应性的特点，主要表现为急性炎性反应[13]。在石英暴露的机体中，除矽肺外，

还会引发多种自身免疫性疾病如系统性硬化症，风湿性关节炎，系统性红斑狼疮以及

慢性肾脏疾病等。目前，仍没有确定这些疾病是否具有共同的发病机制。研究表明，

由石英暴露而引发的严重的炎性反应是这些自身免疫疾病发病过程中所共有的特点

[4]。大量的人群和动物研究数据表明，由炎性因子如 IL-1β、IL-6、TNF-α 介导的炎性

反应在矽肺发病过程中，也发挥了极为重要的作用[14-16]。另一方面，TLR 与配体结合
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后，可以刺激树突状细胞活化，进而介导适应性免疫系统的活化[17]。 

1.2 TLRs 激活机制 

TLRs 是 PRR 中的信号转导型受体，是机体固有免疫系统识别病原微生物及其产

物的主要“感受器”
[18-19]。TLRs 由Ⅰ型跨膜受体家族组成，包含胞外亮氨酸富集区域

（LRR）以及胞内 Toll/IL-1 受体区域（TIR）[20-21]。不同的 TLR 在固有免疫识别过程

中，采用了不完全相同的信号转导通路。目前研究表明，几乎所有的 TLRs（除 TLR3

之外），当与相应的 PAMP 或 DAMP 结合后，其胞内 TIR 区域即与髓样分化因子

（MyD88）的 TIR 区域相互结合；MyD88 通过死亡结构域嗜同种受体反应与 IL-1R

相关激酶 4（IRAK-4）、IL-1R 相关激酶 1（IRAK-1）相结合，之后，首先活化的 IRAK-4

可以使 IRAK-1 磷酸化，然后与 TNFR 相关因子 6（TRAF6）结合；活化后的 TRAF6

结合 E2 泛素连接酶复合物，可以催化连接于 TRAF6 与 IKK 复合体调节亚单位 NEMO

之间的 TK63 结合的聚泛素链形成，这种泛素化作用可以激活转化生长因子-β（TGF-β）

活化酶 1（TAK1）复合物。TAK1 可以使 IKK-β 和 MKK6 磷酸化，进而分别导致 NF-κB

和MAP激酶的活化，并最终导致大量前致炎因子前体如pro-IL-1β、pro-IL-6、pro-TNF-α

等的表达。IL-1β、IL-6、TNF-α 等炎性因子在矽肺发病过程中的炎性反应阶段均发挥

了重要的作用[13-14, 30-32]。 

研究表明，除 MyD88 介导信号转导作用之外，TLR3 唯一依赖于 TRIF 激活后续

的级联反应，TLR4 则可以同时依赖于 MyD88 和 TRIF 活化后续反应[33-34]。现已 TLR3

为例，介绍依赖于 TRIF 的信号通路。当 TLR3 被相应 PAMP 或 DAMP 激活后，通过

胞内 TIR 区域募集 TRIF；TRIF 具有与 TRAF6 和 TBK1 结合的不同位点，可以分别

与 TRAF6 和 TBK1 结合，当 TRIF 与 TRAF6 结合后，可以介导 TAK1 复合物活化，

并最终导致 NF-κB 活化；当 TRIF 与 TBK1 结合后，通过 TRAF3 激活 TBK1，后者可

以直接是 IFN-调节因子 3/7（IRF-3/7）磷酸化，磷酸化的 IRF3/7 通过形成同源二聚体

或者异源二聚体最终诱导Ⅰ型 IFN（包括 IFN-α、IFN-β）的表达[34-36]。本文以 TLR3

和 TLR4 为例，将上述激活机制归纳为图 2 所示。 
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表 1 各类细胞 TLRs 表达情况 

细胞类型 TLRs 种类 参考文献 

巨噬细胞 TLR1-9 
[22-23]

 

B 细胞 TLR1-4，TLR6-7 
[24-25]

 

T 细胞 TLR1-9 
[26-28]

 

树突状细胞 TLR1-9 
[23, 29]

 

 

表 2 各类 TLRs 配体 

TLR 类型 外源性配体 外源性配体来源 内源性配体 

TLR1 三酰基脂肽 分支杆菌  

TLR2 脂蛋白/脂肽 革兰氏阳性菌 热休克蛋白 70、高迁移率族蛋白 1 

 肽聚糖、脂磷壁酸   

TLR3 双链 RNA 病毒 双链 DNA 

TLR4 脂多糖 革兰氏阴性菌 热休克蛋白 70 

 融合蛋白 呼吸道合胞体病毒 纤维粘连素胞外重复区域 

 包膜蛋白 小鼠乳腺肿瘤病毒 透明质酸低聚糖 

TLR5 鞭毛蛋白 细菌  

TLR6 酵母聚糖 真菌  

TLR7 单链 RNA 病毒 单链 RNA 

TLR8 单链 RNA 病毒 单链 RNA 

TLR9 DNA 的 CpG 序列 细菌和病毒 DNA 

TLR10 未确定 未确定  

TLR11 脯氨酸 大肠埃希菌  

TLR13 23 s rRNA 革兰氏阳性/阴性菌  

 

 



 

华 中 科 技 大 学 博 士 学 位 论 文  

 

 
 

99 

 

图 2 TLR3 和 TLR4 激活机制示意图 

 

对于已经被确定的可以在矽肺发病过程中被激活的 TLR2 和 TLR4，其与 MyD88

结合需要 MyD88 连接蛋白类似物 Mal（TIRAP）介导[37]。Basith 等人的研究表明，

TLR4 被配体激活后，首先形成二聚体，这种二聚体具有能够特异性识别 Mal 的支架

结构，可以与 Mal 特异性结合，从而形成 TLR4-Mal 四聚体复合物，后者可以产生两

个衔接分子，通过高度亲和力与两个 MyD88 结合而形成 TLR4-Mal-MyD88 六聚体复

合物，进而发挥其生物学效应[38]。另外，Fitzgerald 等人认为，在 TLR4 信号通路中，

Mal 与 MyD88 以同源二聚体或者异源二聚体的形式发挥作用，Mal 除了协助 MyD88

介导 TRAF-6 通路进行免疫应答之外，还可以选择性结合 IRAK-2，并最终活化

NF-κB
[39-40]

 。这也就解释了 Kawai 等人发现的用 LPS（TLR4 配体）刺激 MyD88 基

因缺陷小鼠依然可以有延后的细胞因子表达[41]，主要是因为阻断 MyD88 后，Mal 可

以通过 IRAK-2 激活 NF-κB。而 Yamamoto 等人发现，Mal 基因敲除的巨噬细胞在 LPS

刺激下，无 IL-6、TNF-α 和 IL-12 表达；Mal 基因敲除的小鼠对 LPS 的刺激也呈现完

全抵抗，这说明 Mal 在 MyD88 依赖的 TLR2/TLR4 信号传导通路中发挥了极为重要的
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作用[39]。 

1.3 TLRs 介导由固有免疫向适应性免疫的过渡  

TLRs 已经被认为和某些免疫性疾病以及炎性疾病有关，如糖尿病，哮喘和风湿

性关节炎等。这也证明，免疫系统需要维持在一定的平衡状态，TLR 信号通路也需要

进行精确的调控才可以发挥对机体有利的生物效应；否则，过度的炎性反应反而会导

致机体产生其他病变[42]。 

作为固有免疫系统中重要的 PRR，TLRs 特异性识别外源性的 PAMP 或内源性的

DAMP 后，可以精确地激活适应性免疫应答。树突状细胞在固有免疫和适应性免疫识

别系统中发挥关键作用[18, 43]。未成熟的树突状细胞可以表达全套的 TLRs，当后者识

别特异性的配体后，就会诱导树突状细胞成熟，进而表达高水平的 MHC 分子以及共

刺激分子 CD80 和 CD86，并且迁移至淋巴结，对幼稚 T 细胞进行抗原提呈。同时，

TLRs 也可以诱导树突状细胞表达包括 IL-12 在内的多种细胞因子[44-45]。IL-12 可以诱

导固有免疫细胞如 NK 细胞表达 IFN-γ。IL-12 和 IFN-γ 都可以诱导幼稚 T 细胞向 Th1

效应 T 细胞转化。IFN-γ 作为 Th1 型细胞因子，可以代表机体内 Th1 型免疫应答的状

态[46-47]。实验研究表明，用卵白蛋白混合完全弗氏佐剂刺激 MyD88 缺陷小鼠，可以

看到机体在抗原提呈 T 细胞增殖、IFN-γ 表达等一系列反应上都呈现一种阻断效应。

这就说明阻断 TLRs 介导的免疫识别对于 Th1 细胞的产生具有很重要的意义。但是，

现有研究提示，TLRs 对 Th2 型细胞产生以及对体液免疫应答不具有直接作用，但并

不排除 TLRs 对 Th2 型免疫应答的间接作用[48]。在矽肺发病过程中，Th1 型免疫应答

和 Th2 型免疫应答都发挥着必不可少的作用[49]。主要表现为 Th1 型免疫应答可以抵抗

肺纤维化形成，而 Th2 型免疫应答则主要促进肺纤维化形成[50-51]。从 Th1、Th2 型免

疫应答对矽肺发病的意义上来说，TLRs 对矽肺发病后期的纤维化形成发挥了重要作

用。 

2. NLR 与矽肺 

2.1 Nalp3 炎性体背景知识 

NLR 为胞内型 PRR，是细胞内的一种多蛋白复合体。目前，研究较多的与矽肺
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发病相关的NLR主要为Nalp3炎性体。Nalp3炎性体的活化可以使 pro-IL-1β、pro-IL-18

转化为成熟的 IL-1β、IL-18，并且分泌到细胞外[52]。研究表明，IL-1β 等炎性因子在

矽肺早起炎性反应和后期纤维化过程中均发挥了重要的作用。Cassel 等人的研究也表

明，Nalp3 基因敲除的小鼠石英暴露后，肺部纤维化几乎不发生[13]。该炎性小体包含

了 3 个结构部分，Nalp3 单体多聚体，ASC 和 caspase-1
[53-54]。各部分在 Nalp3 炎性体

中发挥的作用如下： 

① Nalp3 单体 

Nalp3 是 NLR 蛋白家族成员，是 Nalp3 炎性体的最主要结构，可以感受外界的刺

激信号从而启动炎性复合体的装配[55]。Nalp3 单体含有三个结构域（如图 3 所示），热

蛋白结构域（pyrin domain，PYD），NACHT 结构域，亮氨酸富集域（LRR）[56-57]。

其中，PYD 能够和凋亡相关点样蛋白（ASC）的 caspase-1 募集域（CARD）产生相

互作用。 

 

 
图 3  Nalp3 单体结构示意图 

 

② ASC 

在炎性体中，ASC 可通过其 CARD 结构域和 PYD 结构域介导 Nalp 对 caspase-1

的激活作用[54, 58-59]。ASC 对炎性体的意义甚至大于 Nalp3 对炎性体的意义。例如，土

拉热弗朗西斯菌介导 caspase-1 和 IL-1β 的功能时，并不依赖于 Nalp3 的存在，但却依

赖于 ASC 的存在。据此，有人提出构建一种“NALP free”ASC inflammasome
[56]。 

③ Caspase-1 

Caspase-1 又称为白介素转换酶（interleukin-converting enzyme，ICE），是炎性体

中的效应蛋白，它参与炎性体复合物的形成并被炎性复合物激活。Caspase-1 的激活

可以使胞内的 pro-IL-1β、pro-IL-18 转化为成熟的 IL-1β、IL-18，最终使这两种炎性因

子释放到细胞外[54, 60]。 

2.2 Nalp3 激活机制 

PYD NACHT NAD LRR 
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    目前研究所示，当 Nalp3 炎性小体与相应的 PAMP 或 DAMP 识别后，主要可以

通过以下三种途径被激活： 

① 胞内钾离子外流 

很多刺激都能激活 Nalp3 炎性体，然而他们都有一个共同的步骤，就是细胞内钾

离子外流。胞内钾离子外流使胞内低钾，胞内炎性体激活所需要的物质的装配都需要

低浓度的钾。有实验表明，增加胞外钾离子浓度，阻止胞内钾离子外流可抑制 caspase-1

的活化，从而减少 IL-1β 的分泌[13, 56, 61]。而生理浓度的钾离子可以起到抑制凋亡的作

用。所以推测正常的钾浓度可能一道天然的防护，它调控着 caspase 活化复合物的形

成，而低钾可能是为炎性体活化提供所需要的微环境。该激活机制如图 4 所示。 

 

 

图 4 钾离子外流激活 Nalp3 炎性小体 

 

    ② 溶酶体破裂 

Nalp3 可以感知溶酶体的裂解，并可间接感知巨噬细胞的过度吞噬和病原体相关

物质从溶酶体中释放入胞浆的过程。在尘肺发病过程中，大量石英颗粒进入机体内，

被肺泡内巨噬细胞所吞噬，但绝大部分的吞噬作用是无效的。这种无效的作用使得吞

噬不稳定，溶酶体裂解，溶酶体内的物质，尤其是组织蛋白酶 B 被释放入胞浆，从而

激活 Nalp3 炎性体[13]。该激活机制如图 5 所示。 
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图 5 溶酶体破裂激活 Nalp3 炎性小体 

 

③ ROS 的产生 

活性氧活化 Nalp3 使细胞感受胞内应激从而使细胞能够感应外来的危险信号[62]，

所以造成损伤的同时，它也参与了信号的传递。为此，很多学者对 Nalp3 与 ROS 的

关系有所争论。ATP 参与 Nalp3 活化的很多环节，外来的刺激可诱导细胞内的 ATP 外

流从而诱导 ROS 的产生[63]。ROS 的产生，所以 ROS 是作为一种应激的物质而存在，

将刺激的信号以过氧化氢作为第二信使的形式传递。在体内，则有相关的物质作为天

然的 ROS 清除剂（抗氧化系统），以保持体内 ROS 水平的相对稳定。一旦清除机制

受到破坏或者 ROS 生成过多并持续存在，将导致机体因 ROS 而损伤。 

正常情况下，组成 NAPDH 氧化酶的各部分在空间上被分开而不能起作用，当收

到外界刺激后，这些部分聚集形成氧化酶复合物，参与电子的传递并在此过程中产生

超氧离子。线粒体是最主要的活性氧的来源部位[13]。对于能够活化炎性体的 ROS 的

来源，至今尚未清楚。有可能是巨噬细胞以吞噬的方式清除不当所导致的 NADPH 氧

化酶的慢性活化过程而使 ROS 过量产生[64]。用 NADPH 氧化酶抑制剂阻止被石英刺

激的巨噬细胞产生 ROS，可检测到 caspase-1 的活性和 IL-1β 的分泌受到抑制[13, 64]，

并且，不是所有的 NADPH 氧化酶都与激活炎性体的 ROS 的产生有关，NADPH 氧化

酶中的 P22PHOX 依赖的氧化酶可能是激活 Nalp3 炎性体的 ROS 的重要来源途径[64]。
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该机制如图 6 所示。 

 

 

图 6  ROS 激活 Nalp3 炎性小体 

 

通过以上三种可能的途径，失活的 Nalp3 发生构象改变，暴露 NACHT 结构域并

进行寡聚化，通过 PYD-PYD 同型相互作用募集 ASC 接头分子，从而形成炎性小体（包

括 NALP3、Cardinal、ASC 和 pro-caspase-1）。ASC 又通过 CARD-CARD 同型相互作

用募集 pro-caspase-1，导致其构象改变，产生活性 Caspase-1，后者可裂解 pro-IL-1β

和 pro-IL-18，最终导致 IL-1β 和 IL-18 促炎因子的加工，参与后续炎症反应[57]。研究

表明，Nalp3 的突变将导致 IL-1β 的分泌异常[65]。所以，IL-1β 的分泌情况可间接反映

出 Nalp3 炎性体的活化水平。当外源性物质刺激巨噬细胞后，可检测到明显升高的

IL-1β 水平，而具有 Nalp3 炎性体缺陷的巨噬细胞受到相同刺激后，不能分泌 IL-1β
[13]，

证明机体内激活固有免疫机制中，Nalp3 炎性体是不可缺少的信号通路。 

3. 机体对 TLR 和 NLR 的负性调节机制 

    TLR 和 NLR 在机体固有免疫应答过程中均为迅速灵敏的反应体系。适当的反应

对机体具有保护作用，但是过度的反应会对机体造成损伤。机体本身对 TLR 和 NLR

途径具有一定的负性调节机制，该机制有可能在矽肺发病过程中也发挥了一定的作

用。 
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3.1 TAM/Gas6 对 TLRs 的负性调节作用 

最近有研究表明，细胞因子信号抑制蛋白（SOCS）在负性调节 TLR，抑制免疫

反应扩大的过程中发挥了重要的作用。SOCS 是在 TLR 信号通路以及 TAM/Gas6 环状

调节作用下产生的。 

Gas6 于 1988 年首次被发现于胎鼠生长停滞的成纤维细胞中，是生长停滞特异性

基因（growth arrest-specific gene，GAS）编码的蛋白产物中的一种，与由基因 PROS1

编码的抗凝蛋白 S（PS）同属于维生素 K 依赖蛋白家族。Gas6 含有 678 种氨基酸，

其中 40%的氨基酸序列和 PS 具有同源性[66]。但是 Gas6 和 PS 的功能有很大不同，Gas6 

主要在细胞保护和组织形成过程中发挥作用，而 PS 主要是在凝血级联反应中发挥作

用[67]。Gas6 在肺，肠以及内皮表达丰富，在肝脏表达极少[68]。Gas6 和 PS 的共同配

体为 TAM 受体络氨酸激酶，包括 Tyro3、Axl、Mer 三个亚群。TAM 受体均为单词跨

膜受体，其结构类似，由胞外的 2 个免疫球蛋白样区和 2 个纤维连接蛋白区以及胞质

络氨酸激酶区组成[69]。Gas6/TAM 被证明对 TLRs 途径具有负反馈调节作用。该负反

馈调节的终效果为：TLRs 介导炎性反应的同时，通过 IFNAR-STAT1 路径激活以细胞

因子信号抑制蛋白 1（SOCS1）和细胞因子信号抑制蛋白 3（SOCS3）为作用效应蛋

白的炎性抑制反应，从而控制 TLRs 下行的炎性反应[36, 69]。关于负反馈调节的过程具

体阐述如下。 

当 TLRs 被激活后，可以诱导大量细胞因子如Ⅰ型 IFN 表达；IFN 与其受体 IFNAR

结合导致 IFNAR 活化，进而使 STAT1 磷酸化并且迁移至细胞核诱导更大量的细胞因

子产生，这是一个炎性正反馈调节。但是，在这个正反馈调节的同时，也激活了另一

条炎性抑制的负反馈路径。通过 STAT1 的活化，诱导 TAM 受体表达升高，TAM 受体

与配体 GAS6 结合，通过转录因子 STAT1 发挥作用，诱导 SOCS1 和 SOCS3 表达，从

而抑制炎性反应。所以有学者把 IFNAR/STAT1 比作一个可以先激发炎性反应，继而

又可以抑制炎性反应的“信号匣”
[69]。 

    TAM 抑制炎性反应主要通过其诱导表达的 SOCS1 和 SOCS3 来发挥作用。实验

研究表明，SOCS-1 可以通过 SH2 结构域识别 Mal，并介导 Mal 发生多聚遍在蛋白化
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作用；同时，Mal 在 Btk 的作用下发生络氨酸磷酸化，这些反应共同导致了 Mal 分子

的降解，并且最终抑制相关的 TLR 路径下的炎性应答。另外，虽然 Mal 分子与 MyD88

分子具有高度同源性，但是 SOCS-1 对 MyD88 并不发挥作用[70]。 SOCS-3 的作用靶

分子为普遍存在于各种 TLR 的 TRAF6/TRAF3。目前研究认为，SOCS-3 倾向于通过

阻止 TRAF6/TRAF3 发生泛素化作用而阻断相关的 TLR 下游的炎性应答[36]。另外，

在 TLR2/TLR4 通路下，TAM/Gas6-STAT1-SOCS-1/SOCS-3 抑制炎性反应的可以通过

两种方式：一是通过 SOCS-1 降解 Mal 分子，从而中断 TLR2/TLR4 信号通路；二是

通过 SOCS-3 作用于 TRAF6/TRAF3 而中断 TLR2/TLR4 信号通路。由于在 TLR2/TLR4

信 号 通 路 中 ， Mal 分 子 位 于 TRAF6/TRAF3 上 游 ， 所 以 我 们 推 断 在

TAM/Gas6-STAT1-SOCS-1/SOCS-3 抑制 TLRs 炎性反应的过程中，SOCS1 发挥主要作

用。 

概括起来，TAM 调节下的炎性反应过程如下：首先，TLRs 活化导致大量细胞因

子激增；然后，之前产生的细胞因子与相应受体作用后，通过正反馈调节环而扩大细

胞因子的产生；同时，细胞因子受体 IFNAR 的活化导致 IFNAR/STAT1 依赖的 TAM

受体表达；在 TAM 受体介导下，SOCS-1、SOCS-3 表达，通过抑制 TLR 信号通路进

而抑制其所诱导的炎性反应。 

3.2 Nalp3 炎性体活化的负性调节机制 

适量的 IL-1β 是机体抵抗病理性感染的重要因素，但过量的 IL-1β 会对机体产生

有害作用甚至导致死亡。因此，炎性体的活化必须被精确调控。 

目前已经鉴定出的炎性体的负性调节因子主要有两类，一类可以阻断炎性体的装

配，另一类可以阻断 caspase-1 的活化[54]。而从结构上看，又可以分为如下两类[71]，

一类含有 CARD 结构域，此结构域与 caspase-1 的 CARD 结构域高度相似。通过

CARD-CARD 相互作用，而阻止 caspase-1 和 ASC 之间的相互作用，最终阻断 IL-1β

的产生。这类分子如拟白介素转换酶（ pseudo-interleukin-converting enzyme，

Pseudo-ICE），COP（CARD-only protein）和 caspase-12。另一类含有 PYD 结构域，

该类分子通过 PYD-PYD 相互作用可以干扰 ASC 和 Nalps 之间的相互作用。这类分子
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如病毒热蛋白和 POP
[54, 72]。 

另外，蛋白酶抑制剂-9 和病毒蛋白细胞因子反应修饰物 A 均能够抑制 caspase-1

的生物活性。蛋白酶抑制剂-9 可以直接抑制 caspase-1，而病毒蛋白细胞因子反应修饰

物 A 可以抑制 caspase-1 对 pro-IL-1β 的切割，进而抑制 IL-1β 的成熟分泌[73-74]。 

综上所述，我们可以认为，石英粉尘进入机体后，石英粉尘本身及石英刺激机体

产生的其他分子可以作为 PAMP 或 DAMP 首先被固有免疫细胞表面的 TLR2/TLR4 识

别；通过活化 TLRs 信号通路而介导一系列致炎因子前体的表达，如 pro-IL-1β、pro-IL-6

和 pro-TNF-α。而被激活的 NLR 如 Nalp3 炎性体可以进一步使炎性因子前体如

pro-IL-1β、pro-IL-18 成为成熟的 IL-1β 和 IL-18 并分泌到细胞外发挥作用。在这些炎

性应答过程发生的同时，相关的负性调节机制也会被激活。实验研究表明：在 TLR4

信号通路上，人为加入Gas6可以明显抑制致炎性因子 IL-1β、IL-6和 IL-12的表达[69-70]。

由于这些致炎性因子在维持扩大炎性反应，诱导心血管疾病以及调节适应性免疫应答

方面都具有极为重要的作用，阻断这些前炎性因子的表达，同时也会缓解矽肺的病理

损伤以及健康危害。因此，深入认识石英通过固有免疫系统诱发的炎性反应以及抑制

该炎性反应的机制，可为我们今后阻断或者缓解矽肺发病提供新的思路。 
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