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【摘要】   目的    建立 SD大鼠放射性肺纤维化模型，探寻实验中纤维化蛋白、细胞因子等作

为组织纤维化程度评价指标的可行性，为放射性肺纤维化的研究提供基础。方法    选取体重为

180~200 g的 SD雄性大鼠 37只，完全随机分为对照组（5只）和照射组（32只）。照射组采用

X射线行右肺单次照射，照射剂量分别为 13 Gy（10只）、15 Gy（10只）和 17 Gy（12只），分别于

照后 4个月和 6个月，采用苏木精-伊红染色和马松三色染色评价大鼠肺组织纤维化程度；采用

Western  blot检测纤维黏连蛋白 1（FN1）、基质金属蛋白酶 2（MMP2）、α-平滑肌肌动蛋白

（α-SMA）在肺组织中的表达；测定肺组织中羟脯氨酸含量以评价肺组织中胶原蛋白表达水平。

酶联免疫吸附测定法测定支气管肺泡灌洗液中转化生长因子 β（TGF-β）、白细胞介素 6、肿瘤坏

死因子 α（TNF-α）、γ干扰素（IFN-γ）的变化。组间比较采用独立样本 t 检验。结果    与对照组相

比，照射组 4~6个月后均出现肺纤维化，纤维化程度随照射剂量的增大和照射时间的增长而增

加；照射组大鼠肺组织中 FN1、α-SMA的蛋白表达水平较对照组升高，MMP2的蛋白表达水平

较对照组降低；6个月照射组羟脯氨酸含量较对照组升高，分别从（514.19 ±282.20）μg/mg 增加

至（886.13 ±145.01）、（1188.70 ±273.84）、（1700.70 ±590.95）μg/mg，且差异均有统计学意义

（t=2.621、3.609、4.004，均 P<0.05）；支气管肺泡灌洗液中 TGF-β、白细胞介素 6、TNF-α分泌

量较对照组上调，差异有统计学意义（t=4.030~12.780，均 P<0.05），IFN-γ较对照组下调，差异

有统计学意义（t=2.498~4.303，均 P<0.05）。结论    SD大鼠放射性肺纤维化模型构建成功。大鼠

肺组织纤维蛋白含量未能反映肺组织纤维化程度，肺组织羟脯氨酸含量与支气管肺泡灌洗液中

细胞因子在重度纤维化时可作为评价指标。
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【Abstract】   Objective    A radioactive  pulmonary  fibrosis  model  of  SD rats  was  established to
explore  the  application  of  fibrosis-related  proteins  and  cytokines  as  the  evaluation  degree  of  tissue
fibrosis  and  serve  as  the  basis  for  studies  on  radioactive  pulmonary  fibrosis. Method    Thirty-seven
male SD rats weighing 180-200 g were randomly divided into the control (n=5) and irradiation groups
(n=32). The irradiation groups were irradiated by an X-ray line characterized by a single exposure dose
of 13 Gy (n=10), 15 Gy (n=10), and 17 Gy (n=12). After exposure for 4 and 6 months, hematoxylin-
eosin staining and Masson staining were used to evaluate pulmonary fibrosis in the rats. Fibronectin 1
(FN1),  matrix metalloproteinase 2 (MMP2),  and α-smooth muscle actin (α-SMA) expression levels in
lung  tissues  were  detected  by  Western  blot  analysis.  Hydroxyproline  content  in  the  lung  tissue  were
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evaluated the lung tissue collagen protein expression levels. ELISA was employed to detect the change
of cytokines, such as the transforming growth factor β (TGF-β), interleukin 6, tumor necrosis factor α
(TNF-α), and interferon γ (INF-γ), in the bronchoalveolar lavage fluid. Independent sample t-test was
used  for  the  intergroup  comparison. Results    Compared  with  the  control  group,  the  model  group
developed pulmonary fibrosis after 4-6 months, and the degree of fibrosis increased with the irradiation
dose and time. The protein expression level of FN1 and α-SMA in the lung tissues of the model group
was higher than that  of  the control  group,  and the protein expression level  of  MMP2 was lower than
that of the control group. The hydroxyproline content in the 6-month model group was higher than that
of  the  control  group,  increased  from  (514.19±282.20)  μg/mg to  (886.13±145.01),  (1188.70±273.84),
(1700.70±590.95)  μg/mg  respectively  (t=2.621,  3.609, 4.004,  all P<0.05).  The  TGF-β,  interleukin  6,
and TNF-α levels in the bronchoalveolar lavage fluid of the model group were up-regulated compared
with  those  in  the  normal  control  group  (t=4.030–12.780,  all P<0.05),  whereas  the  IFN-γ  was  down-
regulated  (t=2.498 –4.303,  all  P<0.05). Conclusions    The  SD  rat  model  of  radiation  pulmonary
fibrosis  was  successfully  constructed.  The  fibrin  content  of  the  rat  lung  tissues  failed  to  reflect  the
degree of  lung tissue fibrosis.  The hydroxyproline content  in  the lung tissue and the cytokines in  the
bronchoalveolar lavage fluid can be used as evaluation indexes in severe fibrosis.
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放射治疗（简称放疗）在治疗胸部恶性肿瘤（包

括食道癌、乳腺癌和非小细胞肺癌）中起着重要

作用 [1]。为了尽量减少放疗后放射性肺纤维化

（radioactive pulmonary fibrosis，RIPF）的风险，行

放疗时的辐射剂量通常受到限制。放射性肺损伤的

表现包括急性放射性肺炎和慢性 RIPF。虽然放疗

技术的进步显著降低了不良反应，但仍有近 15%
的胸部放疗患者出现放射性肺炎和慢性 RIPF[2]。

诱导 RIPF形成的方式随照射仪器、射线种类、

照射方式以及物种的不同而差异显著[3]。例如，在

C57BL/6小鼠模型中，行胸部照射 6个月后（剂量约

为 15 Gy），小鼠会出现明显的 RIPF[4]。采用 20 Gy
照射 2个月龄 SD大鼠的右肺，发现受照射的肺体积

萎缩、质地硬韧，6个月后出现对侧肺代偿性肥大。

雄性 SD大鼠单侧胸部照射 20 Gy后 12周，I型和 II
型上皮细胞和内皮细胞数量减少了 50%~70%，同时毛

细血管内血液总量减少了 75%，间质细胞的数量增加

了 3倍。照射后 26周，肺间质中肥大细胞数目增长了

540倍，其他渗出液和浆细胞数目增长了 180倍[5-6]。

相对于小鼠的 RIPF模型，大鼠肺部体积更

大，更适于 RIPF的功能研究，而且从进化上来

说，大鼠要早于小鼠[7]。因此，本研究拟采用 X射

线辐照仪对 SD大鼠行单侧右肺照射，以建立

SD大鼠 RIPF模型，并探寻实验中纤维化蛋白、

细胞因子等作为组织纤维化程度评价指标的可行

性，为 RIPF的研究提供基础。

1    材料与方法

1.1    试剂与仪器

放射免疫沉淀法 （ radio  immunoprecipitation
assay，RIPA）裂解液购自北京索莱宝公司；BCA
蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天公司；纤维黏

连蛋白 1（fibronectin1，FN1）、基质金属蛋白酶 2
（matrix metalloproteinase 2，MMP2）、α-平滑肌肌动

蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）抗体购自英

国 Abcam公司；小鼠抗人甘油醛-3-磷酸脱氢酶、

山羊抗鼠（兔）免疫球蛋白 G抗体（辣根过氧化物酶

标记）购自美国 Proteintech公司；普通电化学发光

检测试剂盒购自美国 Proteintech公司；羟脯氨酸

（hydroxyproline，HYP）含量检测试剂盒购自北京

索莱宝公司；酶联免疫吸附测定（enzyme-linked
immunosorbent assay，ELISA）试剂盒购自美国 R&D
公司；生物学X射线辐照仪 RS-2000购自美国 RAD
SOURCE公司；多功能酶标仪购自美国 Bio Tek公

司；超滤离心管购自美国 Millipore公司；离心机

Centrifuge 5424 R购自德国 Eppendorf公司。

1.2    实验动物及分组

SD雄性大鼠购自北京华阜康生物科技股份有
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限公司，实验动物许可证号：SCXK（京）2019-0008。
经中国医学科学院医学实验动物研究所质量检测

后，将周龄 4~6周、体重为 180~200  g的 37只

SD雄性大鼠置于无特定病原体级饲养环境中。将

实验动物完全随机分为 4组：对照组 （ 5只 ）、

13  Gy照射组 （ 10只 ）、 15  Gy照射组 （ 10只 ）和

17 Gy照射组（12只），行 X射线单侧右肺照射，

剂量率为 1.522 Gy/min。分别于照后 4个月和 6个

月处死并取材。所有实验都在动物麻醉下无痛进行。

1.3    免疫组化

取右肺第二叶肺标本，经 4%甲醛溶液固定，

石蜡包埋，5  mm切片。肺切片用苏木精 -伊红

（hematoxylin-eosin，HE）染色和马松三色染色，操

作步骤按说明书进行。选取 10个随机、不重叠的

肺实质视野（10倍、20倍放大）观察和记录 RIPF。
1.4    支气管肺泡灌洗

支气管肺泡灌洗采用气管插管，结扎左肺和右

肺第二叶，进行其余肺叶段灌洗，用生理盐水反复

冲洗 3次，收集肺泡支气管灌洗液（bronchoalveolar
lavage fluid，BALF）。
1.5    Western blot检测

选取各组中的部分肺组织样本，采用 Western
blot检测基质蛋白 FN1、MMP2、 α-SMA的表

达。肺组织在 RIPA裂解液 （ 150  mmol/L  NaCl、
50 mmol/L Tris、pH=8.0、1% Triton X-100、0.5%
脱氧胆酸钠、0.1%十二烷基硫酸钠、外加蛋白酶

和磷酸酶抑制剂）中裂解完全后，用 BCA蛋白浓

度测定试剂盒进行蛋白浓度定量。采用十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离溴酚蓝缓冲液中等

量的蛋白质，转移到聚偏二氟乙烯膜中，用 1%牛

血清白蛋白 BSA-Ⅴ封闭，然后用稀释后的 FN1、
MMP2、α-SMA抗体孵育，再用相应的生物素二

抗孵育，最后使用普通电化学发光检测试剂盒在凝

胶成像仪中检测蛋白信号。

1.6    HYP含量测定

HYP是胶原纤维的主要成分之一，因此可通

过检测肺组织 HYP的含量来评估肺纤维化严重程

度。称取约 0.2 g肺组织，剪碎后加入 2 mL的提

取液，煮沸 2~6 h消化完全后，离心 20 min（离心

力为 20 000 g），用 10 mol/L NaOH调节 pH值至

6~8。蒸馏水定容至 4 mL，取上清，按测定操作表

检测波长 560 nm处的吸光度值，计算肺组织的

HYP含量。

1.7    ELISA方法

收集大鼠右肺的 BALF，接着使用超滤离心管

在 4℃ 下 5000 g离心 30  min，浓缩蛋白，按照

ELISA试剂盒说明书，定量检测转化生长因子

β（ transforming  growth  factor  β，TGF-β）、白细胞

介素 6（ interleukin  1， IL-6）、 TNF-α、 γ干扰素

（interferon γ，INF-γ）的含量。

1.8    统计学方法

x̄± s

采用 IBM SPSS Statistics 22软件进行统计学分

析。符合正态分布的计量资料以均数±标准差

（ ）表示，在方差齐的条件下，组间比较采用独

立样本 t 检验。P<0.05表示差异有统计学意义。

2    结果

2.1    一般情况

观察记录 SD大鼠 6个月的体重变化，与对照

组相比，照射组 SD大鼠体重均不同程度地下降，

尤其在照射后第 13天，体重明显下降，对照组为

（317.47  ±9.07）g，13、15、17  Gy照射组分别为

（ 261.69  ±22.16）、（ 279.32  ±17.81）、（ 259.66  ±
10.54）g，差异均有统计学意义（ t=4.151、3.499、
8.672，均 P<0.05）（图 1）。

2.2    大鼠 RIPF模型建立的组织学评估

HE染色结果显示（图 2中 A），照射后 4个

月，不同剂量组均显示间质细胞大量增加，肺泡壁

间隔增宽，肺泡的完整性降低，肺质地较对照组稍

增厚。马松三色染色结果显示（图 2中 B），照射
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图 1    不同剂量照射后 SD大鼠的体重变化    图中，与对照组

相比，照射后不同剂量组 SD大鼠体重均下降，尤其在照射

后第 13天，与对照组相比体重明显下降，差异均有统计学意

义（a：t=4.151、3.499、8.672，均 P<0.01）

Fig. 1    Body weight  changes  of  SD rats  after  different  doses  of
irradiation
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图 2    大鼠肺纤维化模型的病理结果    图中，A：苏木精-伊红染色（×10，×20）显示，与对照组相比，照射后 4个月和 6个月不同剂
量组均显示间质细胞大量增加，肺泡壁间隔增宽，肺泡的完整性降低；B：马松三色染色（×10，×20）结果显示，与对照组相比，照
射后不同剂量组不同时间均显示不同程度的胶原纤维沉积（蓝色）

Fig. 2    Pathological results of lung fibrosis in rat models
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4个月后，肺组织显示不同程度的胶原纤维沉积

（蓝色），6个月后局部区域的纤维化更为明显，且

随着剂量的增加纤维化更为严重，提示 13、15、
17 Gy均可诱导大鼠 RIPF模型的建立。

2.3    Western blot检测结果

Western blot检测结果显示，与对照组相比，

照射组样本中 FN1和 α-SMA蛋白表达增加，MMP2
蛋白表达降低（图 3）。
2.4    HYP含量测定结果

结果显示（图 4），与对照组相比，照射后 6个

月的右肺 HYP含量明显增加，分别从（514.19 ±
282.20）μg/mg 增加至（886.13 ±145.01）、（1188.70 ±
273.84）、（1700.70 ±590.95）μg/mg，差异均有统计

学意义（t=2.621、3.609、4.004，均 P<0.05）。
2.5    RIPF模型鼠 BALF中细胞因子的变化

ELISA检测促炎因子 TGF-β、IL-6、TNF-α含

量变化水平的结果显示，照射后 6个月，各照射组

与对照组比较，TGF-β分泌量明显增加，差异均

有统计学意义 （ t=4.030、 5.128、 12.780，均 P<
0.01）；IL-6分泌量明显增加，差异均有统计学意

义 （ t=4.203、 4.911、 11.160，均 P<0.01）；TNF-α
分泌量明显增加，差异均有统计学意义（t=4.162、
5.846、8.129，均 P<0.01）。照射后 6个月与对照

组比较，与抑制胶原合成相关的 IFN-γ分泌量降

低，差异均有统计学意义（t=4.303、3.537、2.498，
均 P<0.05）（图 5）。

3    讨论

RIPF是胸部肿瘤放疗常见的并发症之一，如

何减少 RIPF的发生，提高放疗疗效，已成为肿瘤

放疗研究的热点。本研究旨在建立大鼠 RIPF模

型，并探寻实验中纤维化蛋白、HYP、细胞因子

等做为组织纤维化程度评价指标的可行性，为 RIPF
的研究提供实验基础。

RIPF的实验动物模型早在上世纪六七十年代

就已经成熟建立，随后，不少学者进行了这方面的

研究[8]。之前有文献报道，对 Wistar大鼠 30 Gy全

胸单次剂量照射[9]，或是对 SD大鼠 16 Gy全胸单

次剂量照射[10]，普遍存在放射性肺炎期和 RIPF期

的动物死亡事件，为保证动物模型检测指标的可信

度，只能通过增加样本量来提高实验的可重复性，

但样本量的扩大比较耗时耗材。综合考虑模型的成

功建立与否和样本量多少，我们对 SD大鼠 RIPF
模型建立的条件进行摸索，采用不同剂量单侧右

肺单次剂量的照射方式，复制照射后 SD大鼠的

RIPF模型，研究照射引起肺损伤的病变规律与特

点、病程与分期及检测指标。

本研究构建的动物模型表现出与人类相似的病

程变化[11]。受照后 1个月出现放射性肺炎，肺泡间

隔水肿，表现为单核细胞和成纤维细胞增多，肺泡

腔内巨噬细胞增多；受照后 4个月出现肺纤维化，

肌内膜增生，偶见泡沫细胞，隔膜增厚，气道内充

满结缔组织，胶原沉积；受照后 6个月肺纤维化程

度加重，表现为间质细胞大量增加，肺泡间隔增

宽，肺泡完整性下降，胶原沉积严重。以上这些结

果表明肺纤维化模型构建成功，可选择单侧右肺

17 Gy照射 4个月建立 RIPF模型。

在 RIPF过程中，潜伏的成纤维细胞和（或）周

细胞被触发增殖，分化成肌成纤维细胞，并向损伤

部位迁移。这些活化的肌成纤维细胞合成并分泌胶

原蛋白及其他细胞外基质蛋白[12]。因此，细胞外基

质相关蛋白 FN1、α-SMA等蛋白表达较正常对照

FN1

MMP2

α-SMA

GAPDH

263 000

66 000

42 000

36 000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

对照组 13 Gy 15 Gy 17 Gy 对照组 13 Gy 15 Gy 17 Gy

4个月 6个月

图 3    照射后 4个月和 6个月不同组别 SD大鼠右肺 FN1、MMP2、α-SMA蛋白的表达量    图中，与对照组相比，照射后 4个月和

6个月不同剂量组显示 FN1和 α-SMA蛋白表达增加，MMP2蛋白表达降低。FN1：纤维黏连蛋白 1；MMP2：基质金属蛋白酶 2；
α-SMA：α-平滑肌肌动蛋白；GAPDH：小鼠抗人甘油醛-3-磷酸脱氢酶

Fig. 3    FN1，MMP2，α-SMA protein expression in right lung of SD rats in different groups at 4 and 6 months after irradiation
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组升高，而降解细胞外基质的 MMP2则较正常对

照组降低，通过 HYP含量测定胶原的结果也显示

照射组胶原蛋白比正常对照组升高。鼠类的肺对照

射剂量和照射野非常敏感，用相同剂量照射肺部

时，肺底较肺尖受到的功能损伤更大。因此，不同

部位的取材可能也会影响蛋白的表达。

此外，在受照细胞中也观察到 DNA损伤，存

在细胞因子和趋化因子的作用，其中较为明确的因

子包括 IL-1β、IL-6、TNF-α和 TGF-β，但在幼龄

动物体内，这些标志物可能存在不同[13]。肺部受照

后，诱发了慢性氧化应激反应，进而激发了一连串

的分子和细胞反应，最终导致肺结构改变和功能丧

失。因此，在 BALF中，照射组促炎因子的水平

较正常对照组升高。IFN-γ主要由淋巴细胞和自然

杀伤细胞分泌，下调前胶原基因的表达，抑制胶原

的合成，降低成纤维细胞的增殖。因此，照射组

IFN-γ较正常对照组降低，进而促进纤维形成。

由于肺纤维化的诱因多种多样，且肺成纤维细

胞的活化机制复杂交错，因此在肺纤维化过程中，
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图 4    照射后 4个月和 6个月 SD大鼠右肺组织中羟脯氨酸含

量的变化    图中，与对照组相比，照射后 6个月不同剂量组

右肺的羟脯氨酸含量明显增加，差异均有统计学意义（a：
t=2.621、3.609、4.004，均 P<0.05）

Fig. 4    Changes  of  hydroxyproline  content  in  right  lung  of  SD
rats at 4 and 6 months after irradiation
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图 5    照射后 4个月和 6个月 SD大鼠右肺组织中细胞因子的变化水平    图中，a：与对照组相比，照射后 6个月不同剂量组大鼠右

肺 BALF中，TGF-β、IL-6、TNF-α的分泌量明显增加，差异均有统计学意义（t=4.030~12.780，均 P<0.01）；IFN-γ的分泌量降低，

差异均有统计学意义（t=4.303、3.537、2.498，均 P<0.05）。BALF：肺泡支气管灌洗液；TGF-β：细胞因子转化生长因子 β；IL-6：
白细胞介素 6；TNF-α：肿瘤坏死因子 α；INF-γ：γ干扰素

Fig. 5    Changes of cytokines in right lung of SD rats at 4 and 6 months after irradiation
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单一细胞因子会受到其他因素的调节，其变化趋势

并不显著。最初，通过比较肺纤维化患者和健康对

照组中的细胞因子表达变化发现，在 mRNA和

（或）蛋白质水平上，不同时间异常升高或降低的细

胞因子可作为与肺纤维化过程相关的良好指标[14]。

但这些变化不能说明细胞因子是肺纤维化过程的促

成因素，因为它们也可能是疾病的结果而不是疾病

的原因。细胞因子以促纤维化和抗纤维化方式发挥

作用，但靶向或操纵细胞因子尚未使肺纤维化得到

有效治疗。因此，细胞因子表达可以是肺纤维化和

其严重性的生物标志物，但不是预期的治疗靶标。
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