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肺细胞外基质水凝胶治疗大鼠 
放射性肺损伤的实验研究 *
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摘要 ：目的  探讨气管内注射肺细胞外基质（ECM）水凝胶对大鼠放射性肺损伤的疗效。方法  脱细

胞法制备肺 ECM 水凝胶 , 单次全肺 20 Gy 照射复制放射性肺损伤模型。实验一 ：照射后 30 min 将 24 只大鼠

随机分为 4 组，分别注射肺 ECM 水凝胶 0、300、500 及 800μl，比较注射后 30 min 的死亡率、动脉血氧分

压（PaO2），免疫荧光染色观察水凝胶分布。实验二 ：将 18 只大鼠分为对照组（正常大鼠）、照射组（照射 + 

气管内注射生理盐水）及 ECM 组（照射 + 气管内注射肺 ECM 水凝胶），注射时间为照射后 30 min，剂量

500μl，照射 7 d 后行肺病理学检查，ELISA 法检测血清中肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素 -6（IL-6）

水平。结果  气管内注射肺 ECM 水凝胶 300 或 500μl 不会影响大鼠 PaO2（P  >0.05），而 800μl 则会影响大

鼠 PaO2（P <0.05），300、500 及 800μl 组均能在肺泡表面观察到绿色荧光，其中 800μl 分布最均匀 ；照射组

及 ECM 组大鼠血清中 TNF-α、IL-6 水平较对照组升高（P <0.05），ECM 组大鼠血清中 TNF-α、IL-6 水平

较照射组降低（P <0.05）。结论  肺ECM水凝胶能减轻放射性肺损伤早期的炎症反应，可作为一种新的治疗策略。
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Therapeutic effect of lung ECM hydrogel on radiation-induced 
lung injury in rats*
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(1. Department of Respiration,the Affiliated Hospital of Southwest Medical University, Luzhou, Sichuan 
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Abstract:  Objective  To investigate the therapeutic effect of intratracheal injection of extracellular matrix 
(ECM) hydrogel on radiation-induced lung injury (RILI) in rats.  Methods  Lung ECM hydrogel was prepared by 
decellularization and RILI model was established by single whole lung 20Gy irradiation. Experiment 1: 24 rats 
were injected with lung ECM hydrogel half an hour after radiation and randomly divided into 4 groups (0 μl group, 
300 μl group, 500 μl group and 800 μl group) according to the doses of lung ECM hydrogel. The mortality, PaO2 
and material distribution observed by immunofluorescence staining of each group were compared half an hour 
after injection. Experiment 2: 18 rats were divided into control group, irradiation group and ECM group. 500 μl or 
equivalent saline of ECM hydrogel was injected half an hour after irradiation. Lung pathology was performed 7 days 
after irradiation and TNF-α and IL-6 level in serum was detected by Elisa method.  Results  Intratracheal injection 
of lung ECM hydrogel 300 μl and 500 μl did not affect the PaO2 in rats(P  > 0.05), while 800 μl affected the PaO2 in 
rats (P < 0.05). The green fluorescence distribution was observed on the alveolar surface in 300 μl, 500 μl, and 800 μl 
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放射性肺损伤是肿瘤放疗中常见的并发症，目前

无有效治疗手段 [1-2]。其发生包括早期炎症浸润及后

期纤维化，抑制炎症反应是治疗的关键 [3]。

细胞外基质（extracellular matrix, ECM）是组织

再生领域的一种新型材料，是离体器官经过洗脱细胞、

裂解脂膜后残余的结构和功能蛋白复合体，含有天然

的胞外微环境，对细胞的增殖、调亡及免疫等生物学

行为具有调节作用 [4-7]。通过冻干、酶消化等将 ECM

制成温敏性水凝胶，即室温下为液体，37℃凝固为胶

冻样，可黏附于局部组织并持续发挥作用 [6]。该特性

使 ECM 可能成为一种治疗药物，目前关于 ECM 水凝

胶治疗肺部疾病的研究报道很少。因此，本实验通过

气管内注射肺 ECM 水凝胶治疗大鼠放射性肺损伤研

究，初步探讨其可行性及有效性。

1    材料与方法

1.1    动物及材料

1.1.1    实验动物    SPF 级雄性 SD 大鼠（成都达硕实

验动物公司）42 只，6 周龄，体重（220±20）g，24 只 

用于气管内注射肺 ECM 水凝胶的安全性评估，18 只

用于观察肺 ECM 水凝胶疗效，常规饲养，12 h 昼夜交

替。动物实验的设计、实施过程操作符合动物伦理。

1.1.2    仪器与材料    直线加速器（美国 Varian 公司），

冷冻切片机（英国珊顿公司），倒置相差荧光显微镜（日

本 Olympus 公司），冷冻干燥机（北京盛超科创生物科

技有效公司），冷冻研磨仪（上海净信实业发展有限

公司）。苏木精及伊红染液（北京索拉宝科技有限公

司），生物素（美国 Thermo 公司），亲和素（武汉博士

德生物公司），大鼠肿瘤坏死因子 -α（tumor necrosis 

factor-α, TNF-α）、 白 细 胞 介 素 -6（Interleukin-6, 

IL-6）ELISA 试剂盒（上海将来实业股份有限公司）。

1.2    方法

1.2.1      肺 ECM 的制备    根据 SONG 等 [7] 的肺 ECM

制备过程，以 10% 水合氯醛麻醉大鼠，12 500 u 肝素 + 

250 ml 生理盐水全身灌流肝素化，18 G 针行肺动脉插

管，结扎、固定，紧贴脊柱完整分离肺组织，依次予以

0.1 % SDS（2 h）、 纯 水（15 min）、1% Triton-X-100

（30 min）及 PBS（72 h）灌流。将所获的肺 ECM 制成

冻干粉剂，环氧乙烷消毒后，-80℃长期保存。

1.2.2     肺 ECM 水凝胶的制备    将 10 mg/ml 肺 ECM

粉末混入 0.1 mol/L 盐酸 - 胃蛋白酶液（1 mg/ml）中，

室温搅拌消化 48 h，用 0.1 mol/L 氢氧化钠 NaOH 滴定

至 pH 7.4，10 倍 PBS 稀释至 1 倍，经体外验证，该水

凝胶在常温下为液态，在 37℃、30 min 左右可凝结成

胶冻状 [8]。

1.2.3    放射性肺损伤动物模型的复制    36 只大鼠以

10% 水合氯醛麻醉后，仰卧位固定于木板上，充分暴

露胸部。照射野上界为两侧腋窝中点的连线、下界

为剑突下缘平面，其余部位用 5 cm 厚铅板遮挡，予以

6MV-X 线直线加速器单次照射，剂量 20 Gy，剂量率

3.5 Gy/min，源皮距 100 cm[9]。

1.2.4      动物分组    实验一 ：根据气管内注射剂量的

不 同（0、300、500 及 800μl），24 只 放 射 性 肺 损

伤 大 鼠 随 机 分 为 0μl 组、300μl 组、500μl 组 及

800μl 组，每组 6 只。实验二 ：18 只大鼠（12 只放

射性肺损伤大鼠 +6 只正常大鼠）随机分为照射组（照

射 + 气道内注射生理盐水 500μl）、ECM 组（照射 +

气道内注射肺 ECM 水凝胶 500μl）及对照组，每组 

6 只。

1.2.5       肺 ECM 水凝胶治疗     将肺 ECM 水凝胶与

事先配好的 1 mg ∶ 180μl 纯水稀释的生物素按照

93 ∶ 7 的浓度混匀。照射 30 min 后，实验一的大鼠

麻醉后固定于木板上，取仰卧位，头抬高 60°，颈部

皮肤竖切口 0.5 cm，逐层分离暴露气管，环甲膜穿刺，

用 1 ml 注射器分别缓慢注入 300、500 及 800μl 生物

素标记的肺 ECM 水凝胶 ；实验二大鼠注入 500μl 肺

ECM 水凝胶或等量生理盐水。

1.2.6       动 脉 血 氧 分 压（arterial partial pressure of 

oxygen, PaO2）检测    在预实验中，本课题组观察到

肺 ECM 水凝胶在体内约 30 min 成胶，因此在照射 1 h

后，实验一各组大鼠麻醉后腹主动脉取血，检测 PaO2

变化。

groups, and distribution was the most uniform in 800 μl group. The serum levels of TNF-α and IL-6 in ECM group 
and irradiation group were higher than those in control group, and the serum levels of TNF-α and IL-6 in ECM group 
were lower than those in irradiation group (P  < 0.05).  Conclusions  Lung ECM hydrogel can alleviate the early 
inflammatory response of RILI and can be used as a new treatment strategy for RILI.

Keywords:  lung injury; radioactivity; rats, Sprague-Dawley; intratracheal injection/injection; lung ECM/
hydrogel
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1.2.7      肺组织病理学检测    实验二各组大鼠在照射

7 d 后取左肺，4% 多聚甲醛固定 24 h 后，常规脱水、

石蜡包埋及切片，苏木精 - 伊红（HE）染色，镜下观

察肺组织病理改变。参考 MIKAWA 等 [10] 的评分方法

评价肺损伤程度，包括 ：①肺泡充血 ；②肺泡水肿 ；

③肺泡壁中性粒细胞浸润 ；④肺泡壁增厚。根据损

伤程度分为 ：无损伤 0 分，每高倍镜视野下损伤范围

<25% 计 1 分，25% ～ <50% 计 2 分，50% ～ <75% 计

3 分，≥ 75% 计 4 分，每项最高 4 分，总分最高 16 分。

1.2.8       免疫荧光染色检测     实 验 一 300、500 及

800μl 组大鼠照射 1 h 后取左肺，OCT 冷冻切片包埋

剂包埋后冷冻切片，PBS 清洗 3 次，3 min/ 次、5% 牛

血清清蛋白封闭 30 min，PBS 清洗 3 次，3 min/ 次、亲

和素反应 30 min，PBS 清洗 3 次，3 min/ 次，DAPI 染

色 3 min，PBS 清洗 3 次，3 min/ 次，抗荧光淬灭剂封

片后观察。

1.2.9       血 清 TNF-α、IL-6 浓 度 检 测     照 射 7 d

后，实验二各组大鼠腹主动脉取血 3 ml，常温静置

1 h，3 500 r/min 离 心 15 min， 取 上 清 0.5 ml。 血 清

TNF-α、IL-6 含量检测按照 ELISA 试剂盒说明书操

作，酶标仪 450 nm 波长处测定吸光度值。

1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 16.0 统计软件。计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较用方差分析，进一

步两两比较用 LSD-t 检验，P  <0.05 为差异有统计学 

意义。

2    结果

2.1    肺 ECM 支架

离体肺组织颜色红润，脱细胞液灌流后的肺

ECM，肉眼观察肺组织大体标本变透明，HE 染色未见

蓝染的细胞核成分，绝大多数已经洗脱肺组织有核细

胞成分。见图 1。

A：脱细胞前；B：脱细胞后；C：肺 ECM 经 HE 染色未见蓝染的细胞核成分（×200）

图 1    肺 ECM 支架

A                                                                 B                                                               C

2.2    各组大鼠 PaO2 比较

实验一大鼠气管注射肺 ECM 水凝胶后 30 min

内，800μl 组 大 鼠 死 亡 3 只 , 存 活 率 为 50%，0、

300 及 500μl 组无死亡，存活率均为 100%。注射

30 min 后，0、300、500 及 800μl 组大鼠 PaO2 分别

为（84.51±7.78）、（81.96±9.97）、（79.29±7.56）

和（61.51±8.39）mmHg， 经 方 差 分 析， 差 异 有 统

计学意义（F  =30.241，P  =0.000）；0μl 组与 300μl

组 大 鼠 PaO2 比 较， 差 异 无 统 计 学 意 义（t  =0.951，

P  =0.345），0μl 组 与 500μl 组 大 鼠 PaO2 比 较， 差

异 无 统 计 学 意 义（t  =1.947，P  =0.055），300μl 组

与 500μl 组 大 鼠 PaO2 比 较， 差 异 无 统 计 学 意

义（t  =0.996、P  =0.323），300μl 组 与 800μl 组

大 鼠 PaO2 比 较， 差 异 有 统 计 学 意 义（t  =7.629，

P  =0.000）。 说 明 气 管 注 射 肺 ECM 水 凝 胶 300 和

500μl 不 会 影 响 大 鼠 PaO2， 而 800μl 则 会 影 响 大 

鼠 PaO2。

2.3    各组大鼠肺泡内 ECM 水凝胶的分布

300、500 及 800μl 组 能 在 肺 泡 表 面 观 察 到 绿

色荧光。800μl 组观察到部分水凝胶在气道内滞留，

300 和 500μl 组未见气道滞留，且前者比后者肺泡内

绿色荧光分布更均匀、广泛。见图 2。

2.4    各组大鼠肺组织病理学观察及评分比较

照射 7 d 后通过光镜观察，与对照组比较，照射

组大鼠肺泡间隔充血水肿、增宽，细胞浸润增多，肺

吴鹏飞，等 ：肺细胞外基质水凝胶治疗大鼠放射性肺损伤的实验研究
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泡腔可见渗出，气管内注射肺 ECM 水凝胶后，上述

病理改变减轻（见图 3）。照射 7 d 后，对照组、照射

组及 ECM 组的肺组织病理评分分别为（0.90±0.31）

（5.50±1.95）和（3.50±0.85）分，经方差分析，差

异 有 统 计 学 意 义（F  =34.282、P  =0.000）；照 射 组

与对照组肺组织病理评分比较，差异有统计学意义

（t  =-7.336，P  =0.000），ECM 组与照射组肺组织病理

评分比较，差异有统计学意义（t  =2.437，P  =0.033）。

说明气管内注射肺 ECM 水凝胶能减轻放射性肺损伤

早期的病理改变。

2.5    各组大鼠血清 TNF-α、IL-6 水平变化

对照组、照射组和 ECM 组大鼠血清 TNF-α 分

别 为（57.11±9.11）、（98.79±12.12） 和（74.49± 

20.17）pg/ml， 对 照 组、 照 射 组 和 ECM 组 大 鼠 血

清 IL-6 分 别 为（35.14±4.25）、（75.67±9.22） 和

（53.49±8.40）pg/ml， 各 组 大 鼠 血 清 TNF-α、IL-6

比较，差异有统计学意义（F  =25.088 和 71.172，均

P =0.000），照射组及 ECM 组大鼠血清 TNF-α、IL-6

水 平 较 对 照 组 升 高（P  <0.05），ECM 组 大 鼠 血 清

TNF-α、IL-6 水平较照射组降低（P <0.05）。见图 4。

图 2    大鼠肺泡中肺 ECM 水凝胶的分布情况    （免疫荧光染色 ×400）

300μl 组                                                500μl 组                                               800μl 组

DAPI

肺 ECM

Merge

图 3    肺组织病理学观察    （HE 染色 ×200）

对照组                                                        照射组                                                       ECM 组
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3    讨论

ECM 材料是近年来组织再生领域研究的热点之

一，其免疫源性低，含有最天然的细胞外微环境，是

种子细胞生长的理想材料 [11]。同时，含有大量活性因

子，体外研究表明 ECM 对组织细胞的行为具有多项

调节作用，因此可能在组织局部发挥抗炎、免疫调

节、抗纤维化及改善血管形成等多种生理作用 [5，12]。

近年来研究报道，将 ECM 制备成可注射的 ECM 水凝

胶，局部注射后直接作用于受损组织表面，对受损脑、

心肌及皮肤等有治疗作用 [4，12]。GHUMAN 等 [13] 将猪

膀胱 ECM 水凝胶注射到大鼠脑梗死区域，当水凝胶

浓度为 8 mg/ml 时，损伤区域宿主细胞浸润明显，其

中 60% 为脑源性细胞，能显著发挥内源性修复作用。

SUN 等 [14] 发现碳纳米管复合水凝胶能促进心肌细胞

闰盘形成，增强其与周围心肌细胞的黏附作用。目

前，ECM 水凝胶应用于肺损伤等相关疾病的研究很

少。放射性肺损伤多发生在胸部肿瘤放疗后或核辐

射暴露后，是临床治疗的难点之一。如何减少细胞坏

死，减轻炎症反应，成为其早期治疗的关键 [3]。既往

研究表明，肺组织受照射后 1 h 内即启动早期炎症反

应 [15]。本实验研究提示 ECM 水凝胶有抗炎作用，早

期给药减轻局部炎症反应，对放射性肺损伤产生治疗 

作用。

本研究首先利用脱细胞方法 [7] 制备肺 ECM 支架，

HE 染色证实脱细胞效果满意，然后按照 WOLF 等 [8]

和 PRICE 等 [16] 报道的方法将 ECM 支架制成温敏性水

凝胶。在预实验中，将材料注射到大鼠皮下，观察周

围炎症反应，HE 染色未见局部出血或细胞渗出增多，

组织相容性好。

实验时 ECM 水凝胶给药量和给药方式至关重

要。一方面大鼠气管直径小，注射量过大存在窒息风

险，肺 ECM 水凝胶在终末气道分布过多，会影响肺

组织气体交换。另一方面，为确保给药效果，应使水

凝胶充分、均匀地附着在肺泡表面。本研究采用环

甲膜穿刺、气管内注射的精确给药方式，结果显示注

射 500μl 肺 ECM 水凝胶后，水凝胶在肺泡表面均匀、

充分分布，且不会造成大鼠死亡率上升，确定给药方

式和剂量安全有效。杨文等 [17] 在检测 KM 小鼠气管

注射耐受量时发现，32 g 左右的 KM 小鼠，气管内注

射生理盐水的剂量为 3.814 ～ 4.768 ml/kg 时，小鼠死

亡率为 40% ～ 50%，比本实验结果稍低，可能是由于

ECM 凝结成胶后较生理盐水对通气及换气功能的影

响更大。血清 TNF-α、IL-6 水平在放射性肺损伤早

期就显著升高，且与局部肺组织损伤程度相关 [18]。本

实验观察到，早期气管内注射肺 ECM 水凝胶抑制血

清 TNF-α、IL-6 的表达，降低大鼠局部肺组织损伤

病理评分，初步显示 ECM 水凝胶局部给药有一定的

疗效和研究价值。

本实验成功获取了肺 ECM 水凝胶，复制气管内

注射肺 ECM 水凝胶治疗大鼠放射性肺损伤模型，并

初步验证其对放射性肺损伤的疗效。肺 ECM 水凝胶

对放射性肺损伤的保护作用和机制仍有待进一步研

究，以明确其对肺水肿、肺组织细胞凋亡和肺部炎症

反应等的干预作用。
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