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摘要：目的 观察环磷酸腺苷渊 cAMP冤信号在大鼠矽肺纤维化发生尧发展过程中的变化及其对矽肺纤维化
形成的影响遥方法 采用 HOPE- MED8050动式染尘控制系统复制大鼠矽肺模型袁雄性 Wistar大鼠随机分为

6组袁每组 10只袁分别染尘 0尧2尧4尧8尧12和 16周遥 采用 Masson三色染色观察肺组织形态袁采用免疫组织化学法
染色和 Western blot检测 α - 平滑肌肌动蛋白渊 α - SMA冤尧Ⅰ型胶原渊 Collagen Ⅰ冤尧纤连蛋白渊 Fn冤尧激动型 G

蛋白 α渊 Gα s冤尧抑制型 G蛋白 α渊 Gα i2尧Gα i3冤及 cAMP的表达遥结果 Masson三色染色显示袁矽肺模型 4周

组细胞性结节区域可见蓝紫色胶原沉积袁并随模型制备时间的延长纤维化病变区域胶原沉积逐渐增加遥免疫组
织化学法染色显示袁对照组 α - SMA阳性表达部位在气管及血管平滑肌曰在矽肺模型 16周组袁α - SMA表达

于结节周边及间质纤维化病变区域遥 α - SMA尧Collagen Ⅰ尧Fn及 Gα i2尧Gα i3蛋白表达在矽肺模型 4尧8尧12和
16周较对照组逐渐增多遥 在矽肺模型 8周组 Gα s蛋白表达及 cAMP含量较对照组下降袁至染尘 16周达最

低遥 结论 cAMP的表达在矽肺发生尧发展过程中呈下降趋势袁cAMP信号参与大鼠矽肺纤维化过程遥
关键词： 矽肺病曰肌成纤维细胞曰环磷酸腺苷
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Influence of cAMP signal on pathogenesis of silicotic fibrosis鄢
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Abstract: Objective To observe the changes of cyclic adenosine monophosphate (cAMP) signal in patho原
genesis and development of silicotic fibrosis. Methods A HOPE-MED8050 exposure control apparatus was
used to copy the silicosis model. Male Wistar rats were randomly divided into 6 groups (10 in each group)
and the rats inhaled dust respectively for 0, 2, 4, 8, 12 and 16 w. Masson trichrome staining was performed
to observe the histomorphology of the lung tissues. The expressions of 琢 smooth muscle actin (琢-SMA), col原
lagen 玉, fibronectin (Fn), stimulatory G protein 琢 (G琢s), inhibitory G protein 琢 (G琢i2/3) and cAMP were
detected by immunohistochemistry and Western blot respectively. Results Masson trichrome staining revealed
bluish-purple collagen deposition in the 4-w silicosis group, and the collagen deposition in the fibrotic lesions
increased with the time of exposure to silica. Immunohistochemical results showed that in the control group
positive 琢-SMA expression was seen in the trachea and vascular smooth muscles, while in the 16-w silicosis
group 琢-SMA was observed around the fibrotic nodules and in the interstitial fibrotic area. The expressions of
琢-SMA, collagen I, Fn and G琢i2/3 proteins gradually increased in the 4-w, 8-w, 12-w and 16-w silicosis
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尘肺病渊 包括矽肺冤是由于在职业活动中长期吸
入生产性粉尘并在肺内潴留袁而引起的以肺组织纤
维化为主的全身性疾病遥对尘肺发生尧发展和防治机
制的研究袁一直是我国职业病研究领域中的难点及
热点问题遥课题组以往研究发现袁β 2肾上腺素受体 -

激动型 G蛋白渊 β 2 adrenergic receptor- stimulatory

G protein袁ADRB2- Gs冤复合物在矽肺模型组中表达
下调袁仅为对照组的 30%[1]遥 研究表明袁ADRB2- Gs
复合物能够促进腺苷酸环化酶渊 adenylyl cyclase袁AC冤
表达的上调袁 调节环磷酸腺苷 渊 cyclic adenosine

monophosphate袁cAMP冤的合成[2]遥相关研究报道袁cAMP
信号在心尧肺尧肝等纤维化模型中具有抗纤维化的作
用袁cAMP表达的上调能够限制炎症反应袁抑制成纤
维细胞的增殖袁阻断成纤维细胞向肌成纤维细胞的
转变袁减轻细胞外基质的沉积[3- 5]遥由此可见 cAMP信

号可能具有潜在的抗矽肺纤维化的效果遥 本研究通
过复制矽肺大鼠模型袁分析肺组织中 cAMP信号的

动态变化与矽肺纤维化病变的关系遥

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

3周龄雄性Wistar大鼠渊 50± 10冤g渊 北京维通利华
动物技术有限公司冤袁SiO2粉尘渊 美国 Sigma- Aldrich

公司冤袁Masson三色染色试剂盒渊 台湾贝索公司冤袁α -

平滑肌肌动蛋白渊 α - smooth muscle actin袁α - SMA冤
兔多克隆抗体渊 ab32575袁美国 EPITMICs公司冤袁Ⅰ型
胶原渊 Collagen Ⅰ冤兔多克隆抗体渊 ab34710袁英国
Abcam公司冤袁纤连蛋白渊 Fibronectin袁Fn冤兔多克隆
抗体渊 ab45688袁美国 EPITMICs公司冤袁抑制型 G蛋

白α渊 inhibitory G protein α 袁Gα i2冤兔多克隆抗体
渊 sc- 7276袁美国 Santa Cruz公司冤袁Gα i3鼠单克隆抗

体渊 sc- 365422袁美国 Santa Cruz公司冤袁激动型 G蛋

白α渊 stimulatory G protein α 袁Gα s冤鼠单克隆抗体
渊 sc- 135914袁美国 Santa Cruz公司冤袁cAMP兔多克隆
抗体渊 EL140118袁英国 Eterlife公司冤袁免疫组织化学
法二步法试剂盒渊 PV- 6000袁北京中杉金桥生物技术
有限公司冤遥

1.2 主要仪器与设备

HOPE- MED8050动式染尘控制系统渊 天津开发
区合普工贸有限公司冤袁光学显微镜渊 日本 Olympus

公司冤袁凝胶成像分体系统渊 美国 Biorad公司冤遥
1.3 实验方法

1.3.1 模型复制与标本处理 HOPE- MED8050动式

染尘控制系统参数院 染毒室容积 0.3 m3袁 柜内温度
20～25℃袁湿度 70%～75%袁压力 - 50～50 Pa袁氧气浓
度 20%袁进气流速 3.0～3.5m3/h袁粉尘进入速度为2.0～

2.5ml/min袁柜内粉尘质量浓度为 2 000 mg/m3遥 健康
雄性 Wistar 大鼠 60只随机分对照组尧2周组尧4周
组尧8周组尧12周组尧16周组袁每组 10只遥每只动物染
尘 3 h/d袁至相应时段处死大鼠袁对照组不染尘袁常规
喂养 16周后处死遥取右下肺放入 4%多聚甲醛固定袁
常规石蜡包埋袁5μ m连续切片遥 其余肺组织放入液
氮速冻后袁置入 - 80℃冰箱冷冻保存遥
1.3.2 Masson三色染色观察肺组织病理形态 石蜡

切片常规脱蜡至水遥 Weigert铁苏木素染 5～10min袁
流水冲洗遥1%盐酸酒精分化袁流水冲洗数分钟遥丽春
红酸性品红染液染 5～10 min袁蒸馏水稍洗遥 磷钼酸
溶液短时处理约 1 min袁直接用苯胺蓝染液复染 1～

2 min遥 无水酒精脱水袁二甲苯透明袁中性树胶封固遥
1.3.3 免疫组织化学染色检测大鼠肺组织 α - SMA

蛋白的定位表达 石蜡切片脱蜡至水遥 0.3%双氧水

H2O2室温封闭内源性过氧化物酶 15 min遥 枸橼酸盐
高压修复抗原遥 滴加一抗渊 α - SMA为 1∶200冤袁4℃
孵育过夜遥磷酸盐缓冲溶液渊 phosphate buffer saline袁
PBS冤洗 3次袁5 min/次遥 滴加通用型二抗渊 羊抗兔 /

鼠冤37℃孵育 30 min袁PBS冲洗 3次袁5 min/次, 细胞

色素氧化酶二氨基联苯胺显示法显色袁苏木素复染细
胞核袁流水返蓝袁脱水透明中性树胶封片遥
1.3.4 Western blot 检测 α - SMA尧CollagenⅠ尧Fn尧
Gα s尧Gα i2/ 3及 cAMP的含量 称取 50 mg肺组

织袁加入 500 μ l含蛋白酶抑制剂的放射免疫沉淀测

定裂解液袁充分剪碎匀浆袁冰上超声震荡使蛋白解
交联袁4℃尧12 000 r/min离心 15 min袁提取上清蛋白袁
5× 上样缓冲液配蛋白遥进行上样电泳及电转遥一抗

groups compared with the control group. As compared to the control group, the expressions of G琢s and cAMP
significantly decreased in the 8-w silicosis group, and were the lowest in the the 16 -w silicosis group.
Conclusions cAMP expression decreases along with the pathogenesis and development of silicosis, and cAMP
has a significant role in silicotic formation.

Keywords: silicosis; myofibroblast; cyclic adenosine monophosphate
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对照组 2周组 4周组

图 1 矽肺大鼠肺组织Masson 染色 渊 × 200冤

12周组 16周组8周组

图 2 矽肺大鼠α-SMA的表达 渊 免疫组织化学法× 200冤

对照组 16周组

渊 Collagen Ⅰ尧α - SMA尧Fn尧β - actin抗体 1∶500稀

释曰Gα s尧Gα i2尧Gα i3抗体 1∶200稀释冤4℃孵育
过夜袁二抗溶液渊 1∶5 000稀释冤袁37℃孵育 30 min袁
增强化学发光试剂显色袁采用 Image- Proplus图像处

理软件对条带进行分析袁以目的蛋白光密度值与内
参蛋白光密度值的比值作为该蛋白的相对表达量遥
1.4 统计学方法

数据分析采用 SPSS 20.0统计软件袁计量资料以
均数± 标准差渊 x± s冤表示袁进行完全随机设计的单
因素方差分析渊 One- way ANOVA冤袁进一步两两比较
用 检验袁 <0.05为差异有统计学意义遥

2 结果

2.1 肺组织形态学改变

Masson三色染色显示袁自矽肺模型 4周组细胞

性结节形成区域出现蓝紫色胶原沉积袁矽肺模型 8周

和 12周组大鼠肺组织可见肺泡间隔增宽明显袁且细
胞性结节数量增多袁可见部分细胞性结节的融合遥 矽
肺模型 16周组肺组织内可见多个细胞性结节的融

合和间质纤维化的形成袁并可见细胞纤维性矽结节
的形成袁随模型复制时间的延长纤维化病变区域胶
原沉积逐渐增加遥 见图 1遥
2.2 大鼠肺组织α-SMA蛋白的定位表达

免疫组织化学法结果显示袁在对照组 α - SMA

阳性表达于气管及血管平滑肌遥在矽肺模型 16周组

α - SMA标记的肌成纤维细胞主要位于结节周边及

间质纤维化病变区域遥 见图 2遥
2.3 大鼠肺组织 Collagen Ⅰ、α-SMA 及 Fn 蛋白

表达的变化

Western blot结果显示袁大鼠矽肺组织中 Colla-

gen Ⅰ尧α - SMA 及 Fn 的蛋白表达自模型 4 周组

开始上调袁其中袁Collagen Ⅰ在矽肺模型 4 周组尧
8周组 尧12 周组及 16 周组的表达分别是对照组

2.17尧3.00尧4.12和 5.71倍袁差异有统计学意义渊 <

0.05冤遥 矽肺模型 4周组尧8周组尧12周组及 16周组

α - SMA 的表达分别是对照组 1.81尧3.08尧3.87 和
4.95倍袁差异有统计学意义渊 <0.05冤遥 Fn在矽肺模

型 4周组尧8周组尧12周组及 16周组的表达分别为
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图 4 矽肺大鼠Gαs、Gαi2、Gαi3 及 cAMP的表达

Gα s渊 45 kD冤

Gα i2渊 43 kD冤

Gα i3渊 41 kD冤

cAMP渊 28 kD冤

GAPDH渊 37 kD冤

对照组 2周组 4周组 12周组16周组8周组 3 讨论

目前研究认为袁肌成纤维细胞是导致肺组织弥
漫性纤维化的主要效应细胞袁在肺纤维化时肌成纤
维细胞可来自肺间质成纤维细胞的转化[6]袁内皮细胞
间质转化[7]袁上皮–间质转化[8]袁周细胞[9]或胸膜间皮

细胞[10]的转化遥无论何种来源袁肌成纤维细胞都能特
异性表达 α - SMA遥 本研究中免疫组织化学染色显
示袁在矽肺模型组 16周组中袁α - SMA标记的肌成纤

维细胞位于结节周边及间质纤维化区域袁Western

图 3 矽肺大鼠Collagen Ⅰ、α-SMA及 Fn的表达

对照组 2周组 4周组 12周组 16周组8周组

CollagenⅠ渊 130kD冤

α - SMA渊 43kD冤

Fn渊 220kD冤

β - actin渊 43kD冤

表 1 矽肺大鼠 Collagen Ⅰ、α-SMA 及 Fn 的表达变化

渊 =10袁x± s冤

组别 CollagenⅠ α - SMA Fn

对照组 0.171± 0.068 0.367± 0.062 0.264± 0.057

2周组 0.188± 0.073 0.441± 0.093 0.294± 0.068

4周组 0.366± 0.0931冤 0.668± 0.1341冤 0.521± 0.0471冤2冤

8周组 0.512± 0.0851冤2冤 1.137± 0.0871冤2冤3冤 1.023± 0.1511冤2冤3冤

12周组 0.700± 0.1691冤2冤3冤 1.426± 0.1811冤2冤3冤4冤 1.338± 0.1481冤2冤3冤4冤

16周组 0.969± 0.2111冤2冤3冤4冤5冤 1.833± 0.2921冤2冤3冤4冤5冤 1.791± 0.2081冤2冤3冤4冤5冤

值 23.439 52.764 93.172

值 0.000 0.000 0.000

注院1冤与对照组比较袁 <0.05曰2冤与 2周组比较袁 <0.05曰3冤与 4

周组比较袁 <0.05曰4冤与 8周组比较袁 <0.05曰5冤与 12周组比较袁 <

0.05

对照组的 2.00尧3.92尧5.15和 6.88倍袁 差异有统计
学意义渊 <0.05冤遥矽肺模型 2周组尧4周组尧8周组尧
12周组及 16周组组间比较袁CollagenⅠ尧α - SMA及

Fn蛋白表达差异有统计学意义渊 <0.05冤遥见表 1和

图 3遥
2.4 大鼠肺组织 Gαs、Gαi2、Gαi3 及 cAMP 蛋

白表达的变化

Western blot 检测结果显示袁Gα s蛋白表达在

矽肺模型 8周组尧12周组及 16周组逐渐下降袁分别
是对照组的 52.46%尧43.17%和 22.95%袁差异有统计
学意义渊 <0.05冤遥cAMP的含量在矽肺模型 8周组尧
12周组及 16周组分别是对照组的 63.53%尧61.187%
和44.71%袁差异有统计学意义渊 <0.05冤遥 Gα i2尧
Gα i3蛋白表达在矽肺模型 4周组尧8周组尧12周组
及 16周组逐渐升高袁其中 Gα i2蛋白表达分别是对

照组的 3.20尧4.30尧6.80和 7.70倍曰 与对照组比较袁
Gα i3蛋白表达分别是其 2.15尧2.92尧3.58和 4.15倍袁
差异有统计学意义渊 <0.05冤遥 矽肺模型 2周组尧4周
组尧8 周组尧12周组及 16周组各组间比较袁Gα s尧
Gα i2尧Gα i3 及 cAMP的表达差异有统计学意义

渊 <0.05冤遥 见表 2和图 4遥

表 2 矽肺大鼠Gαs、Gαi2、Gαi3 及 cAMP的表达变化 渊 =10袁x± s冤

组别 Gα s Gα i2

对照组 1.832± 0.319 0.201± 0.036

2周组 1.807± 0.343 0.242± 0.017

4周组 1.643± 0.164 0.641± 0.1301冤2冤

8周组 0.961± 0.1321冤2冤3冤 0.861± 0.1791冤2冤3冤

12周组 0.788± 0.1871冤2冤3冤 1.364± 0.2001冤2冤3冤4冤

16周组 0.422± 0.0711冤2冤3冤4冤5冤 1.540± 0.1821冤2冤3冤4冤

值 28.424 61.316

值 0.000 0.000

Gα i3 cAMP

0.255± 0.059 0.846± 0.135

0.292± 0.071 0.951± 0.106

0.558± 0.1171冤2冤 0.826± 0.104

0.764± 0.1281冤2冤3冤 0.541± 0.1371冤2冤3冤

0.925± 0.1531冤2冤3冤4冤 0.518± 0.0861冤2冤3冤

1.084± 0.0991冤2冤3冤4冤 0.378± 0.1021冤2冤3冤

38.953 15.796

0.000 0.000

注院1冤与对照组比较袁 <0.05曰2冤与 2周组比较袁 <0.05曰3冤与 4周组比较袁 <0.05曰4冤与 8周组比较袁 <0.05曰5冤与 12周组比较袁 <0.05
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blot检测结果显示袁与对照组比较袁矽肺模型组 4～

16周组 α - SMA蛋白表达逐渐升高遥提示矽肺模型
中有大量活化的肌成纤维细胞遥 Masson三色染色显
示袁在结节及纤维化病变区域出现蓝紫色胶原沉积袁
并随染尘时间的延长胶原沉积逐渐增加遥 同时肺组
织 Collagen I尧Fn的蛋白表达自矽肺模型 4周组开

始上调袁至矽肺模型 16周组达最高袁提示随模型制
备时间的延长袁细胞外基质的生成逐渐增高遥 以上结
果表明袁经 HOPE- MED8050动式染尘系统成功复制

矽肺大鼠模型袁矽肺病变进行性加重遥
第二信使 cAMP广泛参与细胞多种功能的调

控遥 cAMP是鸟苷酸结合蛋白信号级联的第二信使遥
活化的 Gα s可激活 AC催化腺嘌呤核苷三磷酸产生

cAMP曰相反袁激活的Gα i则抑制 AC活性袁导致 cAMP

水平降低遥 另外袁cAMP的浓度还与磷酸二酯酶
渊 Phosphodiesterase袁PDE冤有关袁PDE可催化 cAMP水

解袁进而减弱或终止 cAMP信号分子的作用遥研究报
道袁偶联到 Gα s的受体袁如腺苷 A2B受体袁通过增
加 cAMP产生袁可抑制成纤维细胞向肌成纤维细胞的
转化袁 并减少胶原合成 [11]遥 Gα i2G184S突变小鼠

Gα i2信号表达增强袁其心肌成纤维细胞增殖和胶原
纤维基因表达明显增强[12]遥Gα i2缺陷小鼠在脂多糖

诱导的肺损伤中巨噬细胞的聚集减少袁且降低 RAW

264.7细胞的运动和迁移[13]遥 本研究表明袁Gα s/Gα i

平衡可通过调节 cAMP水平袁抑制细胞外基质的分泌尧
肌成纤维细胞转化及炎症反应遥 另有研究显示袁采用
AC活化剂 /PDE抑制剂等均能够有效抑制成纤维

细胞增殖和细胞外基质成分的合成[14- 15]遥 以上研究提
示袁Gα s/Gα i- cAMP信号对纤维化疾病具有重要的

调控作用遥
在本研究中袁Gα s蛋白表达在矽肺模型 4周组

开始逐渐下降袁至 16周组达最低袁cAMP在肺组织中
的变化与 Gα s蛋白一致袁而 Gα i2/3蛋白表达在矽

肺模型 4周组尧8周组尧12周组及 16周组逐渐升高袁
并伴随 α - SMA尧CollagenⅠ和 Fn蛋白表达的上调遥
综合以上结果袁cAMP信号在大鼠矽肺纤维化的发
生尧发展过程中逐渐减弱袁cAMP信号的低表达促进
矽肺的发展遥
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