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【摘　要】　目的　探讨大鼠间质性肺炎Ⅱ型肺泡上皮细胞自噬活性的变化及其机制.方法　将１６只 Wistar雄性大鼠

随机数字分为对照组 (A组)和实验组 (B组),每组８只.实验组雾化吸入博来霉素,对照组雾化吸入等量生理盐水.所

有大鼠于２８d处死,收集各组肺组织标本.苏木精―伊红染色 (HE)观察肺组织病理改变;Masson三色染色法观察肺组

织胶原纤维生成情况;采用免疫黏附法分离Ⅱ型肺泡上皮细胞后,采用蛋白质免疫印迹法 (Westernblot)检测Ｇ平滑肌肌动

蛋白 (αＧSMA)、泛素结合蛋白p６２、自噬微管相关蛋白轻链３ (LC３Ⅰ/Ⅱ)、磷酸化的蛋白激酶B (pＧAkt)、哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白 (mTOR)及其磷酸化形式pＧmTOR的表达变化.结果　１)HE染色显示,A组大鼠肺组织呈正常表现,未见

肺泡炎及纤维化改变;B组肺实质呈大片融合实变,其间有少量巨噬细胞、中性粒细胞等炎性细胞浸润,成纤维细胞增多,

肺泡间隔明显增厚,可见胶原沉积.２)Masson染色显示,A和B组蓝色区域面积分别为 (１２􀆰１２±１􀆰６１)mm２、(２３􀆰７３±
４􀆰２０)mm２,B组蓝色面积大于 A组,差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５));A 组蓝色区域主要集中在气管或血管周围,肺间

质只有少量散在的点状着色,B组蓝色区域除气管和血管周围外,肺间质也可见大量蓝色着色区,呈片絮状.３)Western
blot结果显示,B组αＧSMA蛋白相对表达量高于 A组;B组p６２蛋白相对表达量高于 A 组;B组 LC３Ⅱ/Ⅰ比值低于 A 组;

B组pＧAkt和pＧmTOR相对表达量均高于 A组,差异均有统计学意义 (均P＜０􀆰０５);A 组和 B组 mTOR蛋白相对表达量

差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５).结论　大鼠间质性肺炎Ⅱ型肺泡上皮细胞出现细胞自噬活性抑制,Akt/mTOR信号通路激

活是其可能的机制之一.
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ChangesofautophagyactivityanditsmechanismintypeⅡ alveolarepithelialcellsofratswithinterstitial
pneumonia　　XIECongyi,YAOXiujuan,LANYuzhu,XIEBaosong􀆰FujianUniversityofTraditionalChineseMediＧ
cine,Fuzhou,Fujian３５０１２２,China

【Abstract】　Objective　ToinvestigatethechangesofautophagyactivityanditsmechanismintypeⅡ alveolarepithelial
cellsofratswithinterstitialpneumonia􀆰Methods　Sixteenmaleratswererandomlyandaveragelyassignedintocontrolgroup
(GroupA)andexperimentalgroup(GroupB)．Experimentalgroupreceivedbleomycininhalation,whilethecontrolgroupreＧ
ceivedsalineinhalation．Ratsweresacrificedonthe２８hdaysandlungtissuewerecollected．HematoxylinＧeosinstaining(HE)

wasusedtoobservethepathologicalchangesoflungtissue．CollagenfiberswereevaluatedbyMassonstaining．TypeⅡalveolar
epitheliawereobtainedbyimmuneadhesion,andtheexpressionofαＧSMAandautophagymarkers(p６２andLC３Ⅰ/Ⅱ)aswell
assignalingpathwayproteins(pＧmTOR/mTORandpＧAkt)oftypeⅡalveolarcellswereassessedwithWesternblot．Results　
１)LungtissuemorphologyofgroupAwasnormal．IngroupB,largeconsolidationoflungparenchymawithmildinfiltrationof
inflammatorycells(macrophagesandneutrophils)andfibroblastswerefound,andthealveolarintervalwasthickenedwithcollaＧ
gendeposition．２)MassonstainingshowedthattheblueareaofGroupBwassignificantlylargerthanGroupA[(２３􀆰７３±４􀆰２０)

mm２vs(１２􀆰１２±１􀆰６１)mm２,P＜０􀆰０５]．ThestainedareaofGroupAwasconcentratedaroundtracheaandvessels,whilethe
stainedareaofGroupBwasfurtherdetectedinthelungmesenchyme,presentedasflakeform．３)Westernblotshowedthatthe
expressionofαＧSMAofexperimentalgroupwashigherthancontrolgroup(P＜０􀆰０５)．Thep６２levelsofGroupBweresignifiＧ
cantlyhigherthanGroupA(P＜０􀆰０５)．LC３Ⅱ/ⅠratioofGroupBwaslowerthanGroupA (P＜０􀆰０５)．TheexpressionofpＧ
AktandpＧmTORofexperimentalgroupwashigherthancontrolgroup(P＜０􀆰０５)􀆰Therewasnosignificantdifferenceinthe
expressionofmTORbetweenthetwogroups (P＞０􀆰０５)．Conclusion　AutophagyactivityisinhibitedintypeⅡ alveolarepiＧ
thelialcellsofratwithinterstitialpneumonia,possiblyduetotheactivationofAkt/mTORsignalingpathway．
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　　特发性肺纤维化 (IPF)为一种病因不明,慢

性进行性纤维化性间质性肺炎,好发于中老年男性

人群,主要表现为进行性加重的呼吸困难,伴限制

性通气功能障碍和气体交换障碍,导致低氧血症、
甚至呼吸衰竭,预后差[１].IPF的发病机制至今尚

未阐明,近年已有研究表明自噬功能障碍加快肺纤

维化的发生发展[２].目前间质性肺炎中Ⅱ型肺泡上

皮细胞自噬水平变化及其作用机制研究甚少.因

此,本研究旨在观察间质性肺炎Ⅱ型肺泡上皮细胞

中自 噬 相 关 蛋 白 (LC３Ⅰ/Ⅱ 和 p６２) 及 Akt/

mTOR通路的变化,探讨间质性肺炎Ⅱ型肺泡上

皮细胞自噬水平及其可能机制.

１　材料与方法

１􀆰１　 材 料:１)实 验 动 物:１６ 只 健 康 SPF 级

Wistar大鼠,雄性,体质量１８０~２００g,购于常州

卡文斯实验动物中心,生产许可证号SCXK (苏)

２０１６Ｇ００１０,质量合格证号２０１８１０２９０.饲养室环境

设置为温度２２~２４ ℃,湿度＜６０％,采取分笼饲

养,自由饮水和摄食,适应性饲养１周后开始实

验.动物使用协议已由审查委员会批准,实验过程

中对动物的处置符合动物伦理学标准.２)主要材

料:博莱霉素 (Invitrogen公司),Masson染色试

剂盒 (南京建成生物工程研究所),αＧSMA、p６２、

LC３Ⅰ/Ⅱ抗体 (abcam 公司),pＧmTOR、mTOR
和pＧAkt抗体 (CST公司),DMEM 培养基 (HyＧ
Clone公司)、硼酸盐缓冲液 (PBS)、二氨基联苯

胺 (DAB)显色试剂盒 (福州迈新技术有限公司),

BCA 蛋 白 定 量 试 剂 盒 (ThermoFisher 公 司),

TBST缓冲液、ECL 发光液、RIPA 裂解液 (SoＧ
larbio公司),光学显微镜 (德国莱卡公司).

１􀆰２　方法:１)实验设计及动物模型建立:将健康

Wistar雄性大鼠１６只,随机分为对照组 (A 组)
和实验组 (B组),每组８只.根据文献 [３]报道

的方法,结合预实验结果将大鼠放入装有连续雾化

器的自制透明亚克力盒内,每次４只,连续雾化１５
min后将大鼠取出,每天１次,持续３d,其中 B
组雾化吸入博来霉素５mg/kg,溶于３mL生理盐

水中;A组雾化吸入等量生理盐水.第２８天用２％
戊巴比妥钠０􀆰２mL/１００g腹腔注射麻醉大鼠,处

死大鼠,沿胸骨旁软骨剪开胸腔,取出肺组织,切

取大鼠左下肺组织块 (厚度＜０􀆰５cm)投入４％多

聚甲醛中固定２４h后用于制作肺组织切片,切取

大鼠左上肺组织冻存于—８０ ℃冰箱备用.２)HE

染色和 Masson染色检测:将所有大鼠肺组织进行

固定并常规石蜡包埋,切片后,分别常规脱蜡行

HE染色和 Masson染色.HE染色和 Masson染色

按照试剂盒说明书操作,HE染色用来评估肺组织

的病理变化.Masson染色后胶原呈蓝色,在２００
倍光镜下随机选择５个视野,应用IPP软件测量计

算蓝色部分的面积并进行统计学分析,评估胶原沉

积情况.３)免疫黏附法分离大鼠Ⅱ型肺泡上皮细

胞[４]:取各组大鼠新鲜肺组织标本清洗后剪碎至糜

状,放入离心管,加入３mL胶原酶Ⅳ工作液充分

吹匀,在 ３７ ℃ 下消化 ６０ min.消化结束后 ５００
rpm 离心１min,弃沉淀,吸出上层细胞悬液,３
０００rpm 离心１０min,弃上清,用 DMEM 调节细

胞浓度至３×１００/mL.加入５mL细胞悬液至大鼠

IgG包被皿中,３７℃培养箱培养１h后轻轻摇晃,
移出未贴壁细胞至细胞培养瓶内,于３７ ℃培养箱

培养２０min,重复３次.移出未贴壁细胞,１０００
rpm 离心１０min后弃上清,用含２０％胎牛血清的

DMEM 液重悬细胞并接种到细胞培养瓶内放入３７
℃培养箱中,用于后续实验.４)Westernblot法

检测:蛋白相对表达量,RIPA 裂解液裂解蛋白,
根据BCA 蛋白定量试剂盒说明书检测蛋白浓度,
将待测蛋白质样品经十二烷基硫酸钠―聚丙烯酰胺

凝胶分离后,电转移至聚偏二氟乙烯膜上,５％脱

脂奶 粉 室 温 摇 床 封 闭 １h.根 据 说 明 书 稀 释 αＧ
SMA、p６２、LC３ Ⅰ/Ⅱ、pＧAkt、 mTOR 和 pＧ
mTOR抗体,抗体加入封闭液中稀释到所需浓度,
和膜室温孵育２h,孵育一抗的膜用 TBST 洗涤３
次,每次５min.随后根据用量,按照１∶１０００稀

释辣根过氧化物酶标记的二抗,与膜３７ ℃孵育１
h.用 TBST 洗涤 ３ 次,每次 ５ min.随 后 加 入

ECL化学发光液进行曝光,图片扫描,用ImageJ
分析软件计算条带灰度值并进行统计学分析.

１􀆰３　统计学方法:采用SPSS２１􀆰０软件进行统计

分析,正态分布计量资料以x±s 表示,采用独立

样本t检验.P＜０􀆰０５为差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　肺组织病理改变:A 组大鼠肺组织 HE染色

未见肺泡炎及纤维化改变,呈正常肺组织表现.B
组大鼠肺组织 HE 染色可见肺实质呈大片融合实

变,其间有少量巨噬细胞、中性粒细胞等炎性细胞

浸润,成纤维细胞增多,肺泡间隔明显增厚,可见

胶原沉积 (图１).
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注:左图为 A组正常肺组织;中图为B组肺组织呈大片融合实变;右图箭头示B组肺泡间隔明显增厚 (HE×１００).

图１　大鼠肺组织切片HE染色图

２􀆰２　Masson染色检测结果:Masson染色后可将

胶原纤维组织染为蓝色,通过观察并计算大鼠肺组

织蓝色区域的面积可以间接反映肺组织纤维化的程

度.A 组大鼠肺组织 Masson染色可见蓝色区域主

要集中在气管和血管周围,肺间质只有少量散在的

点状着色.B组大鼠肺组织 Masson染色后可见蓝

色区域除了气管和血管周围外,肺间质也可见大量

蓝色着色区,呈片絮状 (图２).通过软件对 A 组

与B组大鼠肺组织 Masson染色后蓝色区域面积进

行计算并做统计分析,结果显示,A和B组蓝色区

域面积分别为 (１２􀆰１２±１􀆰６１)mm２ 和 (２３􀆰７３±
４􀆰２０)mm２,B组蓝色面积显著大于 A 组,差异有

统计学意义 (F＝０􀆰２９５,P＜０􀆰０５).

注:左图为 A组正常肺组织 Masson染色;中图和右图为 B组大鼠肺组织,可见蓝色区域颜色更深、着色区域更广

(Masson×１００).

图２　大鼠肺组织切片 Masson染色图

２􀆰３　Westernblot检测蛋白相对表达量:B 组αＧ
SMA蛋白相对表达量显著高于 A 组,差异有统计

学意义 (P＜０􀆰０５);B组p６２蛋白相对表达量显著

高于 A组,差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５);B组

LC３Ⅱ/Ⅰ比值低于 A 组,差异有统计学意义 (P＜
０􀆰０５);B组pＧAkt和pＧmTOR蛋白相对表达量均

显著高于 A组,差异具有统计学意义 (P＜０􀆰０５);

A组和B组 mTOR蛋白相对表达量差异无统计学

意义 (P＞０􀆰０５,表１,图３).

３　讨论

细胞自噬是一种细胞程序化死亡,可以将衰老

细胞器或者受损物质转运至溶酶体,在自噬小体的

作用下进一步降解靶物质,有助于维持细胞蛋白和

细胞器合成、降解和再循环之间的稳态平衡[５].自

图３　Westernblot检测结果电泳图
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表１　蛋白相对表达量统计表 (x±s)

组别 样本量/只 －SMA p６２ LC３Ⅱ/Ⅰ pＧAkt mTOR pＧmTOR

A组 ８ ０􀆰４５±０􀆰６２ ０􀆰６６±０􀆰０８ １􀆰３５±０􀆰２１ ０􀆰５７±０􀆰１０ ０􀆰７９±０􀆰１２ ０􀆰４６±０􀆰３６
B组 ８ ０􀆰７６±０􀆰１５ ０􀆰９３±０􀆰０９ １􀆰０２±０􀆰１９ ０􀆰９７±０􀆰１２ ０􀆰７２±０􀆰１１ ０􀆰５７±０􀆰０７
F 值 ４􀆰０５２ ０􀆰００２ ０􀆰２５１ ０􀆰９２３ ０􀆰０７７ ２􀆰６６８
P 值 ＜０􀆰００１ ＜０􀆰００１ ０􀆰００４ ＜０􀆰００１ ０􀆰２３１ ０􀆰００１

噬功能障碍或自噬未被激活在间质性肺疾病中的重

要作用越来越被人们所认识[６Ｇ７],细胞自噬不足会

加速成纤维细胞向肌成纤维细胞分化,而肌成纤维

细胞高表达αＧSMA,是构成细胞外基质的重要物

质,进而加重间质纤维化改变.通过诱导自噬后发

现,肌成纤维细胞分化明显减缓,细胞外基质生成

减少,降解增多,从而延缓间质纤维化的进展.

LC３是自噬体形成的关键成分,具有膜融合、
运输自噬小体、选择自噬底物等多种调控作用,

LC３可被 Atg７激活断裂成LC３Ⅰ,当自噬激活时,

LC３Ⅰ经泛素样加工修饰与自噬膜表面的磷脂酰乙

醇胺结合形成 LC３Ⅱ,LC３Ⅱ定位于自噬体膜上,
其含量与自噬泡数量呈正比[８].p６２蛋白可以结合

泛素化蛋白和LC３蛋白,被证实是一种选择性自噬

接头蛋白.p６２的PB１结构域通过自身寡聚化促进

泛素化底物的包装,并将底物运送至自噬系统中参

与自噬体的形成过程.p６２可以通过 LIR结构域与

LC３相互结合形成复合物,并作为自噬特异性底物

不断被自噬―溶酶体系统降解.自噬功能不足或者

缺失会导致 p６２蛋白在细胞质中不断累积[９].因

此,p６２蛋白的表达水平与 LC３Ⅱ/Ⅰ的比值常作

为自噬活性的评价指标.PI３K/Akt/mTOR信号通

路是细胞发生自噬的 主 要 作 用 机 制 之 一,激 活

PI３K/Akt/mTOR 信号通路,可抑制细胞自噬通

路,促进细胞生长和增殖[１０].
文献报道,IPF患者肺组织中 LC３Ⅱ蛋白表达

水平低于正常人的肺组织,而p６２则较正常肺组织

显著增加[１１].Chitra等[１２]的研究结果显示博来霉

素诱 导 大 鼠 肺 纤 维 化 可 以 使 肺 组 织 中 LC３Ⅱ
mRNA和蛋白的表达水平均降低,电镜下观察肺

纤维化组肺组织也只见少量甚至未见自噬小体形

成.本研究参考博来霉素雾化吸入诱导大鼠肺纤维

化的方法建立大鼠间质性肺炎模型.病理组织 HE
染色示B组大鼠肺组织成纤维细胞增多,肺泡间隔

明显增厚,可见胶原沉积,Masson染色显示胶原

纤维形成增多以及 Westernblot检测αＧSMA 蛋白

相对表达量比 A组显著增多,证实雾化吸入博来霉

素可使肺组织出现间质纤维化改变.通过对比对照

组和实验组大鼠p６２以及LC３Ⅱ/Ⅰ比值结果显示,

B组p６２蛋白相对表达量高于 A 组,且 LC３Ⅱ/Ⅰ
比值低于 A组,提示大鼠间质性肺炎Ⅱ型肺泡上皮

细胞自噬活性被抑制.研究发现pＧAkt和pＧmTOR
在间质性肺炎肺组织中的蛋白水平均明显高于正常

对照组,而 mTOR 总体蛋白表达量无明显差异.
因此推测,在间质性肺炎中,PI３K/Akt/mTOR通

路的过度激活可能介导了Ⅱ型肺泡上皮细胞自噬的

变化.本研究未做药物干预研究,在后期实验中可

以给予药物干预,检测干预药物干预前后间质性肺

炎Ⅱ型肺泡上皮细胞自噬水平的变化情况,以期为

间质性肺炎的治疗寻找新的靶标.
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􀅰基础研究􀅰

多孔钽聚合物胶束复合型药物载体的构建及其对 MC３T３ＧE１
细胞增殖的影响

福建省福州市第二医院骨科 (福州３５０００７) 　郑　萍　吴　星　康荣彬　吴立忠　詹　洋　陈　玲　李炜明１

基金项目:福建省自然科学基金资助项目 (２０１６J０１４８０);福州市２０１５年市级临床重点专科建设项目 (骨科)

１　通信作者

【摘　要】　目的　以多孔钽为药物载体,负载聚合物载药胶束,制备多孔钽聚合物胶束复合型药物载体,并考察其负

载药物对 MC３T３ＧE１细胞增殖的影响,为临床上药物缓释多孔钽棒治疗早中期股骨头缺血性坏死提供实验依据.方法　制

备正、反相聚合物胶束,粒径电位测定仪测定正、反相聚合物胶束的粒径、多分散指数,计算包封率和载药率;通过将正、

反相聚合物胶束与多孔钽相连接来制备多孔钽聚合物胶束复合型药物载体,考察不同药物载体随时间增长的药物释放量,并

采用 MTT法测定不同组载体对 MC３T３ＧE１细胞增殖的影响.结果　多孔钽棒组在１２~４８h时,药物释放量最多,与其余

各组差异均有统计学意义 (P＜０􀆰０５).多孔钽聚合物胶束复合型药物载体携带的正相药物释放与正相聚合物胶束携带的药

物比,两组在各个时间点药物释放量比较,差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５).多孔钽聚合物胶束复合型药物载体携带的反相

药物释放与反相聚合物胶束携带的药物比,两组在各个时间点药物释放量比较,差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５).正相、复

合组较多孔钽棒及反相组显著的提高细胞增殖数量 (P＜０􀆰０５),复合组与正相比较,差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５).结论

　成功构建了多孔钽聚合物胶束复合型药物载体,且该复合载体具有与正、反相聚合物胶束相似的缓释效果,在早期能够降

低药物释放量,促进 MC３T３ＧE１细胞增殖.
【关键词】多孔钽聚合物;复合型药物;MC３T３ＧE１细胞
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　　股骨头缺血性坏死作为骨科常见病,其致病原

因主要是由于过度饮酒、髋关节创伤、慢性肝病、
长期服用激素等造成的股骨头血液供应障碍,从而

导致了股骨头塌陷、骨小梁坏死、股骨头表面软骨

坏死.然而大多数患者在出现功能障碍时,即股骨

头已发生塌陷时才就诊,股骨头塌陷可导致髋关节

骨性关节炎,需要患者进行全髋关节置换[１Ｇ２].２０
世纪９０年代以来,将聚合物胶束的药物传递系统

作为治疗人类重大疾病的有效手段进行研究[３],聚

合物胶束这种纳米载药体系,具有优良的组织渗透

性、载药范围广、结构稳定、体内滞留时间长、能

使药物有效地到达靶点等特点,是具有发展前景的

药物载体[４],但同时将正、反相聚合物胶束连接到

同一载体上的报道极少.本研究拟制备正、反相聚

合物胶束,再将正、反相聚合物胶束与多孔钽相连

接来制备多孔钽聚合物胶束复合型药物载体,考察

不同药物载体随时间增长的药物释放量,并采用

MTT法测定不同组载体对 MC３T３ＧE１细胞增殖的

影响,为临床上药物缓释多孔钽棒治疗早中期股骨

头缺血性坏死提供实验依据.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺Ｇ聚乙二醇

２０００ (DSPEＧPEG２０００,西安瑞禧生物科技有限公

司);阿仑膦酸钠 (石家庄欧意药业有限公司);

TPGS (新 昌 制 药 厂);双 氯 芬 酸 钠 (didofenac,

Dof,美国Sigma公司产品);MC３T３ＧE１前成骨细

胞 系、 恒 温 细 胞 培 养 箱 (美 国 热 电 Thermo
forma);冻干机 (ESＧ２０３０,日本 Hitachi公司);
场发射扫描电镜 (日本JEOL公司);真空干燥箱

(大连第四仪器厂);ZetaPlus粒径电位测定仪 (美
国Brookhaven公司);电子天平 (德国 Sartorius
公司);TGL—１６G 高速离心机 (上海安亭科学仪
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