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褪黑素对矽肺大鼠肺纤维化的影响

李玉洁，贾晓民，赵杰

摘要：

［目的］　研究褪黑素（melatonin，MT）对矽肺大鼠肺纤维化的影响及其可能机制。

［方法］　将 72只 SPF级 SD雄性大鼠，随机分为 4组（对照组、MT组、染尘组及MT+染尘组），每组 18只。对照组及MT

组采用气管插管灌注法，一次性气管内注入 1 mL生理盐水，其他两组采用同样方法注入 50 mg/mL的二氧化硅悬液 1 mL。

每天给予MT组、MT+染尘组腹腔注射MT（10 mg/kg），而染尘组及对照组给予腹腔注射同体积生理盐水。每组分别于染

毒后第 7、14、28天随机处死 6只大鼠。观察大鼠的肺脏器系数、肺组织形态，测定肺组织羟脯氨酸（Hyp）含量、超氧化

物歧化酶（SOD）活性、丙二醛（MDA）含量、肺组织核转录因子 -κB（NF-κB）的表达。

［结果］　MT+染尘组大鼠肺泡炎症细胞浸润、充血水肿、肺间质纤维化的程度较染尘组相比有明显改善；与同期染尘

组大鼠相比，MT+染尘组大鼠肺脏器系数、Hyp含量、MDA含量，SOD活性增加，差异均有统计学意义（均P < 0.05）。

Western blot检测结果显示，MT+染尘组大鼠肺组织NF-κB蛋白表达量（0.36±0.02）低于染尘组（0.48±0.01），差异有统

计学意义（P < 0.05）。

［结论］　褪黑素对矽肺大鼠肺纤维化有保护作用，其作用机制可能是通过改善机体氧化 /抗氧化系统的失衡、抗炎，从

而减少纤维化的形成。
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Abstract: 

［Objective］　To test the potential effect and mechanism of melatonin (MT) on silica induced pulmonary fibrosis in rats.

［Methods］　Totally 72 specific-pathogen-free SD male rats were randomly divided into four groups (n=18 for each group): control, 

MT, dust exposure, and MT+dust exposure groups. The rats in the control group and the MT group were injected with 1 mL 

saline by intratracheal instillation, and those in the other two groups were injected with 1 mL silica suspension (50 mg/mL) by 

intratracheal instillation. After administration of silica or saline, the MT group and the MT+dust exposure group were additionally 

intraperitoneally injected with MT (10 mg/kg), while the control group and the dust exposure group were intraperitoneally injected 

with saline (10 mL/kg) every day. Six rats of each group were sacrificed 7, 14, and 28 days after exposure. Pulmonary organ 

coefficient was calculated and lung histomorphology was observed for each group. Hydroxyproline (Hyp) content, superoxide 

dismutase (SOD) activity, malondialdehyde (MDA) content, and the expression of nuclear factor kappa B (NF-κB) protein in lung 

tissues were evaluated.

［Results］　The MT+ dust exposure group showed reduced lung inflammation, congestion, edema, and interstitial fibrosis compared 

with the dust exposure group. Compared with the dust exposure group at the same stage, the pulmonary organ coefficients, Hyp content, 

and MDA content were decreased, while the SOD activity was increased in the MT+dust exposure group (Ps < 0.05). Western blot analysis 

results showed that the expression of NF-κB protein (0.36±0.02) in lung tissue of the MT+dust exposure group was lower than that of the 

dust exposure group (0.48±0.01) (P < 0.05).
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矽肺（silicosis）是全球最常见的职业相关性尘

肺，是由于长期反复吸入微小的游离二氧化硅（silica，

SiO2）晶体颗粒导致的以肺部弥漫性纤维化为主要特

征的全身性疾病。矽肺一旦发生，即使脱离暴露因

素，仍呈进行性发展，严重威胁着患者的健康，且近

年来发病率仍有不断上升趋势。据国家卫计委 2015

年发布的全国职业病报告显示，2014 年全国共报告

职业病 29 972 例，尘肺发病数为 26 837 例，约占职业

病发病总数的 90%，而尘肺病例中 95% 是煤工尘肺和

矽肺［1］。目前，矽肺病不仅危害患者身体健康和生活

质量，而且影响社会的和谐稳定。寻找矽肺病有效的

治疗药物及治疗方法，已成为当前矽肺病研究中迫切

需要解决的问题。

研究表明，矽肺的发生发展与机体氧化和抗氧化

系统的失衡有关，游离 SiO2 粉尘可诱发肺组织和巨噬

细胞膜的脂质过氧化反应，导致氧化与抗氧化平衡严

重失调，诱发矽肺的形成［2］。褪黑素（melatonin，MT）

是脊椎动物松果体产生和释放的一种吲哚胺类神经

激素，是一种强大的内源性自由基清除剂及广谱的抗

氧化剂，可有效清除化学反应中的氧自由基，亦可通

过对氧化、抗氧化有关酶类的影响而发挥强大的抗氧

化损伤作用［3-5］。同时，研究表明，MT 可通过其抗氧

化和抗炎活性减少组织、器官中过度表达的纤维化，

从而起到抗纤维化的作用［6］。目前未见关于 MT 在矽

肺治疗中应用的研究报道。本研究观察 MT 对矽肺大

鼠肺纤维化的影响及其可能机制，以期为矽肺患者的

临床预防和治疗提供新的思路。

1   材料与方法 
1.1   实验动物

清洁级 SD 大鼠 72 只，鼠龄 6~8 周，体重为 180~ 

220 g，由徐州医学院动物中心提供，生产许可证号：

SYXK［苏］2015-0030。

1.2   药品和试剂

SiO2 粉尘和 MT（分析纯，Sigma，美国）；SiO2 粉

尘用生理盐水配置成 50 mg/mL 混悬液，高压灭菌后

［Conclusion］　MT has a protective effect on silica induced lung fibrosis in rats. Its mechanism may be related to the improvement 

of oxidant/antioxidant system imbalance and anti-inflammatory, thus reducing fibrosis.
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加青霉素 8 000 μ/mL，制成 SiO2 悬液。MT 临用前以无

水乙醇溶解，使用时用生理盐水稀释至所需水平（无

水乙醇含量≤ 1％）。羟脯氨酸（hydroxyproline，Hyp）、

超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、丙二醛

（malondialdehyde，MDA）测试盒（南京建成生物工程

研究所，中国）；Masson 三色染色液（北京雷根生物

技术有限公司，中国）；超敏二步法免疫组化检测试

剂盒、浓缩型 DAB 试剂盒（北京中杉金桥生物科技有

限公司，中国）；肺组织核转录因子 -κB（NF-κB）p65

抗体、β-actin 单克隆抗体（Bioworld，中国）；BCA 蛋

白浓度测定试剂盒（碧云天，中国）。

1.3   实验方法

1.3.1   分组及染尘方法［7-8］   将 72 只大鼠适应性饲

养 1 周后，称重、编号，随机分为 4 组（对照组、MT

组、染尘组及 MT+ 染尘组），每组 18 只。其中染尘组

和 MT+ 染尘组大鼠采用气管插管灌注法，一次性气管

内注入 SiO2 悬液（50 mg/mL）：用水合氯醛腹腔注射

麻醉大鼠，等大鼠轻度麻醉后，将其固定在染尘架上，

呈仰卧位，染尘架抬高成 45° 角；用细线套住大鼠门

牙向外下拉，同时将大鼠舌头用纱布条轻轻拉出，将

大鼠灌肺针伸入大鼠口腔至大鼠声门处，声门随呼吸

一张一合，当声门张开时将灌肺针迅速插入气管，将

灌肺针回撤，可感觉到环状软骨，说明灌肺针已在气

管内，一次性注入 1 mL SiO2 悬液；接着迅速竖起染

尘架，左右旋转使大鼠气管内的 SiO2 悬液均匀分布到

肺部组织；然后将染尘之后的大鼠放于保温通风的

环境中。另对照组、MT 组大鼠气管内注入 1 mL 生理

盐水。同时，MT 组及 MT+ 染尘组每日予腹腔注射 MT

（10 mg/kg），对照组及染尘组每日腹腔注射生理盐水

（10 mL/kg）；连续处理 4 周。

1.3.2   病理学检查及Hyp、MDA、SOD检测   染尘后

分别于 3 个时间点（第 7、14、28 天），每个时间点每

组随机取 6 只大鼠麻醉后腹主动脉放血处死，打开胸

腔，完整取出大鼠肺部组织，修剪去除周围组织及气

管，用纱布吸净肺表面液体，称取肺组织湿重，计算

肺脏器系数［全肺湿重（mg）/ 体重（g）］。留取右肺下
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［注］A：对照组；B：染尘组（第 7天）；C：染尘组（第 14天）；D：染尘组（第 28天）；E：MT组；F：MT+染尘组（第 7天）；G：MT+染尘组（第

14天）；H：MT+染尘组（第 28天）。对照组及MT组病理切片在各个时间点无明显差异，因此仅展示了对照组及MT组第 28天时HE染色结果。

图 1   各组各时期大鼠肺组织HE染色（×100）

A B C D

E F G H

叶组织固定，进行 HE、Masson 染色及免疫组化检测；

其余肺组织分装冻存在 -80℃冰箱，用于 Hyp、SOD、

MDA、NF-κB 蛋白表达等相关指标的检测。取适量肺

组织，按重量（g）∶体积（mL）=1∶9 加入预冷生理盐

水，冰浴条件下机械匀浆，4℃，2 500 r/min（离心半

径：4 cm），离心 10 min，制成 10％肺组织匀浆，取上

清液测 Hyp、SOD 和 MDA。Hyp、SOD、MDA 的测定操

作步骤按照试剂盒说明书进行，利用 BCA 蛋白浓度测

定试剂盒测定蛋白浓度。

1.3.3   免疫组织化学法检测肺组织NF-κB的表达   应

用免疫组化链霉菌抗生物素蛋白 - 过氧化物酶连结

法，检测各组处理第 28 天时肺组织切片内 NF-κB 蛋白

表达。DAB 显色，苏木精复染，待透明后，封固。方法

步骤严格按试剂盒说明书进行。NF-κB 抗体以 PBS 缓

冲液稀释 100 倍后作为一抗工作液。

1.3.4   Western blot法检测肺组织NF-κB蛋白表达   分

别取各组处理第 28 天时的肺组织，取适量的裂解

液（RIPA），在使用前数分钟内加入蛋白酶抑制剂

（PMSF），使 PMSF 的最终浓度为 1 mmol/L，即 RIPA∶

PMSF=100∶1。用电动匀浆器匀浆化 ，直至充分裂解，

离心得到上清总蛋白液；BCA 蛋白浓度测定试剂盒

测定蛋白质浓度。取 100 μg/ 孔上样，进行聚丙烯酰胺

电泳（SDS-PAGE）约 2 h，电转至硝酸纤维素（NC）膜，

室温封闭，漂洗，孵育一抗 NF-κB（1∶500），4℃过夜，

辣根过氧化物酶标记的二抗（1∶500），37℃孵育 1 h，

电化学发光（ECL）显色。同时以内参 β-actin 进行

对照。

1.4   统计学分析

采用 SPSS 20.0 软件进行分析。计数资料以 x±s
表示，组间差异采用单因素方差分析，方差齐者采用

LSD 法进行两两比较，方差不齐者采用 Welch 法校正

后，采用 Dunnett’s T3 进行多重比较。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   各组大鼠肺组织病理学检查结果

大体解剖：对照组及 MT 组大鼠在各个时间点的

肺组织表面光滑，呈淡粉红色，有轻微的灶性出血点。

染尘组大鼠肺组织早期可见双肺表面粗糙，肿胀，包

膜紧张，多处点状、片状出血和白色点状结节；处理

第 28 天时染尘组双肺略呈苍白色，质韧，体积缩小，

肺表面及切面可见大量粟粒大小的灰白结节。MT+ 染

尘组在相应时间点的肺组织大体变化与染尘组相似，

但出血点和表面结节少，大鼠肺呈淡粉色，少量点状

出血，可见散在粟粒大小结节病灶。

HE 染色（见图 1）：对照组及 MT 组大鼠肺泡结

构清晰，肺泡壁薄，间质有少量炎症细胞浸润，各个

时间点前后对比无明显改变。染尘组第 7 天时大鼠肺

组织肺泡间隔水肿增厚，肉芽肿内上皮样细胞数量增

加，伴成纤维细胞增生，肺泡腔和肺间质中大量炎症

细胞浸润、巨噬细胞增多；第 14 天时肺泡结构明显

破坏，出现斑片状纤维化和细胞结节；第 28 天时纤

维化损害进一步加重，可见明显的矽结节形成。MT+

染尘组与染尘组相比，肺泡炎症细胞浸润程度明显减

轻，结节少且小。
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［注］A：对照组；B：染尘组（第7天）；C：染尘组（第14天）；D：染尘组（第28天）；E：MT组；F：MT+染尘组（第7天）；G：MT+染尘组（第14天）；

H：MT+染尘组（第28天）。对照组及MT组病理切片在各个时间点无明显差异，因此仅展示了对照组及MT组第28天时Masson染色结果。

图 2   各组各时期大鼠肺组织Masson染色（×100）

A B C D

E F G H

Masson 染色（见图 2）：胶原纤维呈蓝色，肌纤维、

胞质、红细胞呈红色，细胞核呈蓝褐色。对照组大鼠

支气管周围肺泡间隔区有少量胶原纤维分布。染尘组

大鼠第 7 天时肺泡间隔增厚，大量的炎症细胞、巨噬

细胞聚集，其间可见少量散在分布的胶原纤维；第 14

天时胶原纤维明显增加，肺泡间隔增厚，结节内胶原

纤维不规则排列；第 28 天时可见胶原沉积更加致密，

且结节内数量不等的胶原纤维呈同心圆排列，纤维化

程度加重。MT+ 染尘组与同时间段的染尘组相比，胶

原沉积明显减少。

2.2   褪黑素对大鼠肺脏器系数、Hyp、SOD、MDA的影响

与对照组比较，染尘组各时间点大鼠肺脏器系

数均较高（P < 0.05）；MT+ 染尘组大鼠肺脏器系数

虽然高于对照组（P < 0.05），但与同期染尘组相比，

MT+ 染尘组大鼠肺脏器系数降低，差异有统计学意

义（P < 0.05）；MT 组与对照组无差异（P > 0.05）。见

表 1。

不同处理时间点染尘组大鼠肺组织 Hyp 含量均高

于对照组，差异有统计学意义（P < 0.05）；与同期染

尘组相比，MT+ 染尘组大鼠肺组织 Hyp 含量均较低，

差异有统计学意义（P < 0.05）。见表 1。

不同处理时间点染尘组大鼠肺组织 SOD 活性均

低于对照组，差异有统计学意义（P < 0.05）；而 MT+

染尘组大鼠肺组织 SOD 活性均高于同期染尘组，差异

有统计学意义（P < 0.05）；MT 组与对照组无差异（P > 

0.05）。见表 1。

各个时间点染尘组大鼠肺组织 MDA 含量均高于

对照组，差异有统计学意义（P < 0.05）；与同期染尘

组相比，MT+ 染尘组大鼠肺组织 MDA 含量均降低，差

异有统计学意义（P < 0.05）；MT 组与对照组无差异（P 

> 0.05）。见表 1。

表1   褪黑素对大鼠肺脏器系数、Hyp、SOD、MDA的影响
（x±s，n=6）

指标 时间 对照组 MT 组 染尘组 MT+ 染尘组

肺脏器系数
（mg/g）

第 7 天 4.39±0.10 4.35±0.10 7.46±0.20△ 5.78±0.20* △

第 14 天 4.53±0.16 4.46±0.10 9.40±0.40△ 6.71±0.20* △

第 28 天 4.43±0.08 4.41±0.09 13.04±1.29△ 8.29±0.43* △

Hyp 含量
（μg/mg）

第 7 天 0.51±0.04 0.50±0.03 1.11±0.10△ 0.87±0.03* △

第 14 天 0.50±0.04 0.49±0.03 1.44±0.06△ 0.99±0.08* △

第 28 天 0.50±0.06 0.52±0.03 1.81±0.10△ 1.22±0.07* △

SOD 活性
（U/mg）

第 7 天 132.84±3.22 134.76±4.38 94.10±4.96△ 113.00±4.30* △

第 14 天 133.11±3.50 132.37±3.96 83.20±4.79△ 109.83±5.64* △

第 28 天 129.20±5.84 129.84±3.29 91.04±4.68△ 110.73±6.23* △

MDA 含量
（nmol/mg）

第 7 天 2.27±0.09 2.24±0.08 4.10±0.20△ 3.10±0.13* △

第 14 天 2.24±0.08 2.26±0.06 4.33±0.12△ 2.99±0.12* △

第 28 天 2.22±0.06 2.22±0.04 4.21±0.18△ 3.07±0.13* △

［注］△：与对照组相比，P < 0.05；*：与染尘组相比，P < 0.05。

2.3   大鼠肺组织中NF-κB的表达

免疫组织化学法检测发现，NF-κB 在对照组及 MT

组肺组织中表达很弱或不表达，在染尘组肺组织内广

泛表达，且核表达明显，在肺巨噬细胞、支气管上皮

细胞及肺泡上皮细胞均有表达。染尘组大鼠肺组织中

NF-κB 表达呈强阳性，MT+ 染尘组 NF-κB 阳性表达情

况较染尘组明显减少。

Western blot 法检测并经内参校正后，定量分析
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相对灰度值结果显示，染尘组肺组织中 NF-κB 蛋白

的表达量均高于对照组、MT 组，差异有统计学意义

（P < 0.05）。MT+ 染尘组与染尘组相比，肺组织中 NF-κB

蛋白表达量降低［相对灰度值分别为（0.36±0.02）和

（0.48±0.01）］，差异有统计学意义（P < 0.05）。见图 3。

［注］A：对照组；B：MT组；C：染尘组；D：MT+染尘组。

图3   Western blot检测各组第 28天NF-κB的表达

3   讨论
本实验采用非气管切开气管暴露法注入 SiO2 混

悬液法染毒，肉眼观察大鼠肺大体标本，大鼠染尘早

期肺表面可见散在的灰白色斑点，随着时间进展，双

肺可见弥漫的针尖大小的灰白结节，部分融合成斑块

状；染尘组大鼠肺脏器系数及 Hyp 的测定结果明显

较对照组升高，以及肺组织 HE、Masson 染色后，镜下

观察可见矽结节形成，这与蒲新明等［9］、王晔等［10］、

魏茂提等［11］的实验研究中成功建立的矽肺模型的描

述一致，表明矽肺动物模型建立成功。病理学检测结

果显示，染尘第 7 天时主要形成细胞性结节，由中性

粒细胞、巨噬细胞和少量淋巴细胞组成；随着时间的

推移，胶原生成，第 14 天时结节发生纤维化，炎症细

胞数量有所减少，第 28 天时出现明显的纤维性结节；

该模型具有典型的肺泡炎到肺纤维化进行性发展的

整个过程。

矽肺的发病机制非常复杂，其基本病变是矽结节

的形成和弥漫性间质纤维化。尽管其具体机制及过程

仍不是十分清楚，但肺泡巨噬细胞与许多炎性介质的

释放及肺纤维化的形成有密切的关系。在矽肺发病机

制的研究中，自由基理论目前占据重要的位置［12-13］。

SiO2 粉尘进入机体后可引起呼吸爆发，产生大量活性

自由基，启动肺泡巨噬细胞膜的过氧化反应，引起脂

质过氧化，使巨噬细胞受损，释放许多活性因子引起

肺部纤维化是矽肺发生的最直接原因，同时也是矽结

节的形成和发展的基础。MT 作为一种强有力的内源

性自由基清除剂及广谱的抗氧化剂，可有效调节氧化

应激、炎症反应和细胞损伤等途径［14-15］。

羟脯氨酸是胶原分解产物，机体内的羟脯氨酸主

要存在于胶原中，测定肺组织中羟脯氨酸含量是反映

胶原含量的重要指标，可以间接反映组织纤维化程

度。SOD 是体内重要的抗氧化酶，具有清除自由基、

抑制脂质过氧化反应的作用，其活性水平的高低反映

机体抗氧化损伤的能力。MDA 作为脂质过氧化代谢

的产物，其水平高低间接反映机体细胞受自由基损害

的严重程度。

NF-κB 是一种多功能的核转录因子，具有广泛的

生物活性，参与调控多种炎性细胞因子的基因转录

和表达，活化的 NF-κB 使各种炎性细胞因子进一步增

多，这些细胞因子又可以促进 NF-κB 的活化，导致细

胞因子不断增多，引发细胞因子调控失衡，从而引起

肺部炎症、导致纤维化的发生发展［16］。

本研究采用免疫组化和 Western blot 两种方法测

定肺组织中 NF-κB 表达，结果显示 NF-κB 在矽肺大鼠

肺组织中的表达明显增多，表明 NF-κB 参与了矽肺大

鼠肺纤维化的发生发展，这与张雪涛等［17］的研究结

果类似。应用 MT 干预矽肺大鼠能明显降低肺脏器系

数、肺匀浆 Hyp 和 MDA 的含量，增加 SOD 活性，抑

制 NF-κB 蛋白的表达，减轻肺泡炎症和肺组织纤维

化程度，同时 MT 对正常大鼠无明显影响，表明 MT

可改善肺组织的抗氧化作用，部分抑制矽肺间质纤

维化和矽结节的形成，减轻肺组织的损伤，本实验与 

Arslan 等［18］和 Zhao 等［19］研究 MT 通过抗氧化、抗炎

作用对博来霉素诱导的动物肺纤维化起到保护作用

的实验报道大致相符。

本研究表明：MT 可以对大鼠一次性 SiO2 暴露有

一定作用，纠正机体氧化 / 抗氧化系统的失衡，延缓

矽肺纤维化的进展。这为矽肺的临床防治提供了新的

思路。在实际生产活动中，工人经常反复吸入矽尘，

MT 究竟能发挥多少作用难以估计。目前矽肺尚无特

效的治疗方法，在当今和以后相当长的时间内对矽肺

的预防依然是矽肺控制的重点。因此，在探索尘肺治

             A                  B                     C                  D

NF-κB

β-actin

A

B
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疗新方法中必须强调“预防为主”，做好作业场所粉尘

控制工作的重要性。同时 MT 在矽肺肺纤维化中的具

体作用机制及其远期疗效如何、MT 的最适剂量等问

题尚需进一步研究解决。
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