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染料木黄酮对辐射损伤小鼠肺纤维化的防护作用
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　　［摘要］　目的　探讨染料木黄酮 （ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ，ＧＥＮ）对小鼠放射性肺纤维化（ｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，
ＲＩＰＦ）的保护作用。方法　 ６０只８周龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠，随机分为对照组（Ｃ组）、单纯照射组（Ｒ组）、染料木黄酮＋
照射组（Ｇｅｎ＋Ｒ组）和氨磷汀 （Ａｍｉｆｏｓｔｉｎｅ）＋照射组（Ａｍｉ＋Ｒ组）（ｎ＝１０）。除对照组外，其余各组小鼠接受８ＭＶＸ线全
胸照射（１２．０±０．２）Ｇｙ。Ｇｅｎ＋Ｒ组于照射开始前２４、１６、８ｈ皮下注射ＧＥＮ２００ｍｇ／ｋｇ，Ａｍｉ＋Ｒ组于照射开始前３０ｍｉｎ
皮下注射氨磷汀１００ｍｇ／ｋｇ，照射后每天１次连续给药４周。照射后４、８、１２周，ＨＥ染色观察肺组织病理改变，ＥＬＩＳＡ方法
测定血清中的ＴＧＦβ１的含量，比色法测定肺组织羟脯氨酸的含量。结果　 病理检测显示照射后时间越长，放射性肺损
伤小鼠肺纤维化越重，染料木黄酮能减轻肺组织炎症及纤维化；照射后小鼠血清ＴＧＦβ１和肺组织羟脯氨酸的含量也呈递
增趋势，染料木黄酮能降低ＴＧＦβ１和羟脯氨酸的含量（Ｐ＜０．０５），尤其是照射前２４ｈ给予染料木黄酮能达到与氨磷汀类
似的疗效。结论　 染料木黄酮可减轻肺组织的纤维化，具有明显的辐射防护作用。
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　　放射治疗是胸部肿瘤最主要的治疗手段之一，而
放射性肺损伤（ｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＲＩＬＩ）［包
括放射性肺炎（ｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｐｎｅｕｍｏｎｉｔｉｓ，ＲＩＰ）和
放射性肺纤维化（ｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，
ＲＩＰＦ）］是胸部肿瘤放疗常见的严重并发症和剂量限
制因素［１］。放射性肺纤维化主要的病理改变为弥漫

性肺泡炎症、肺成纤维细胞灶的形成以及细胞外基质

的反复修复和过度沉积，常以呼吸功能永久丧失为最

终结局，目前尚缺乏有效防护手段［２－３］。目前普遍认

为ＴＧＦβ１促进成纤维细胞激活向肌成纤维细胞转
化，是放射性肺纤维化这一病理过程的关键因子［４－５］。

羟脯氨酸是胶原纤维中的一种特有成分，其含量恒定，

能直接反映肺内胶原纤维成分的消长情况［６］。分析

ＴＧＦβ１及羟脯氨酸含量可以为肺纤维化提供一个可
靠的量化指标。我们前期研究证实染料木黄酮

（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ）具有广泛的生物学活性，能够有效地防护
放射性肺炎，是一种值得深入研究的辐射防护剂［７］。

氨磷汀（Ａｍｉｆｏｓｔｉｎｅ，ＷＲ２７２１）是１９９６年经美国 ＦＤＡ
批准上市的一种有机硫代磷酸盐细胞保护剂，目前多

用于头颈部、盆腔及胸部肿瘤患者的辐射防护作用的

临床研究［８］。本研究中，我们通过检测染料木黄酮联

合放疗对小鼠血清ＴＧＦβ１和肺组织中羟脯氨酸含量
的影响，并与氨磷汀的防护作用进行比较，从而阐明染

料木黄酮对放射性肺纤维化的防护效应。

１　材料与方法

１．１　动物分组与给药
　　８周龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠６０只，体质量（２０±２）ｇ，购于
第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心，均饲养

于该院实验动物中心标准层流动物房，饲以标准实验室饲料。

利用随机数字表法把小鼠分为４组：①对照组（Ｃ组）１０只；
②单纯照射组（Ｒ组）１０只；③染料木黄酮（纯度≥９８％，Ｓｉｇｍａ
Ｉｎｃ）＋照射组（Ｇｅｎ＋Ｒ组）３０只。分为３个亚组，每组１０只，
分别于照射前２４、１６、８ｈ，以生理盐水为溶剂，按２００ｍｇ／ｋｇ皮
下注射，各亚组在接受照射后每天１次连续给药４周；④氨磷
汀（印度太阳药业 Ｉｎｃ）＋照射组（Ａｍｉ＋Ｒ组）１０只：照射前
３０ｍｉｎ，以生理盐水为溶剂，按１００ｍｇ／ｋｇ皮下注射。照射后每
天１次连续给药４周。
１．２　照射方法
　　１％戊巴比妥钠肌肉注射（５０ｍｇ／ｋｇ）充分麻醉小鼠，采用
特制塑料鼠夹固定，８ＭＶＸ线，吸收剂量率０．５Ｇｙ／ｍｉｎ，ＳＳＤ＝
１００ｃｍ行全胸照射。Ｃ组小鼠在同等条件下肺部假照射０Ｇｙ，
其余各组小鼠单次全胸照射（１２．０±０．２）Ｇｙ。
１．３　肺组织相关检测
１．３．１　组织病理学观察　　解剖小鼠，取左肺组织于１０％的
中性甲醛固定，常规脱水、浸蜡、石蜡包埋、切片（５μｍ）、ＨＥ染
色，在光学显微镜下观察肺组织的病理改变。

１．３．２　湿肺羟脯氨酸含量测定　　采用比色法测定肺组织内

羟脯氨酸含量。羟脯氨酸试剂盒购自南京建成科技有限公司。

分别于照射后４、８、１２周，解剖小鼠，取出右肺组织，精确称取
右上叶肺组织匀浆，加入水解液后以９５℃加热水解，冷却后加
入颜色指示剂和调ｐＨ的甲液，混匀，再加调 ｐＨ的乙液直至
指示剂颜色变成黄绿色，调整ｐＨ值在６～６．８左右，然后加蒸
馏水至１０ｍｌ，混匀后取３ｍｌ稀释水解液，与适量活性炭混匀，
离心后取上清１ｍｌ，依次加入试剂１、２、３各０．５ｍｌ混匀，６０℃
水浴１５ｍｉｎ，离心后取上清在５５０ｎｍ处做分光光度计检测。
以每１００毫克肺组织中含羟脯氨酸量的微克数表示。
１．４　ＥＬＩＳＡ法测定血清中ＴＧＦβ１的含量
　　分别于照射后 ４、８、１２周，１％戊巴比妥钠肌肉注射
（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉小鼠，充分麻醉后摘除眼球，行眶静脉采血，血
液收集至干净的ＥＰ管，静置３０ｍｉｎ后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，
取上清置于干净ＥＰ管中，－７０℃冰箱保存。按ＥＬＩＳＡ试剂盒
（购自ＮｅｏＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）说明书测定血清中的 ＴＧＦβ１，绘制
标准曲线，计算炎性因子浓度。

１．５　统计学方法
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行多样
本均数两两比较的单因素方差分析和ｔ检验。

２　结果

２．１　小鼠肺组织形态学观察
　　对照组小鼠肺组织结构清晰，肺泡壁及毛细血管壁完整，
无肺萎陷，支气管腔及肺泡腔内未见炎性渗出物（图１Ａ）。单
纯照射后第４周和８周，可见肺组织实变区呈斑片状分布，在
支气管周围尤为明显。肺泡壁中度增厚，壁内成纤维细胞和毛

细血管数目增多，尚见淋巴细胞、巨噬细胞及多核巨细胞；肺泡

腔变小，腔内可见巨噬细胞簇集成团，局部可见陈旧性出血灶。

纤维化区可见大量增生的纤维细胞和胶原纤维沉积，炎性细胞

相对较少（图１Ｂ）。单纯照射后第１２周肺泡壁重度增厚，肺泡
腔明显变小。在血管周围、肺间质区域、肺不张区域，成纤维细

胞及纤维细胞较多，出现明显的局灶性纤维化（图１Ｃ）。Ｇｅｎ＋
Ｒ组各个时间点肺组织亦呈肺间质纤维化改变，但胶原沉积、
成纤维细胞灶形成以及炎性细胞浸润较单纯照射组明显减轻

（图１Ｄ～Ｇ），尤其是 Ｇｅｎ２４ｈ＋Ｒ组（图１Ｆ、Ｇ）和 Ａｍｉ＋Ｒ组
（图１Ｈ、Ｉ），大部分肺泡结构完整，仅见少量肺泡壁增厚，肺间
质少量淋巴细胞浸润，肺泡间隔无明显增宽，支气管、血管周围

少量纤维胶原组织。

２．２　肺组织羟脯氨酸的含量变化
　　各组结果分析显示，照射后随时间延长，各组小鼠肺组织
羟脯氨酸含量逐渐增高，说明照射后肺组织胶原蛋白水平上

升，间接反映了其纤维化程度加重，是小鼠发生肺间质纤维化

的一个指征。与对照组相比，照射后４周，Ｇｅｎ＋Ｒ各组及氨磷
汀＋Ｒ组羟脯氨酸含量无显著差异（Ｐ＞０．０５），维持在基本正
常水平，而照射后８、１２周，Ｇｅｎ＋Ｒ各组及氨磷汀 ＋Ｒ组羟脯
氨酸含量高于对照组（Ｐ＞０．０５）；在照射后３个时间点上，Ｇｅｎ＋
Ｒ各组和氨磷汀 ＋Ｒ组羟脯氨酸含量均明显低于单纯放疗组
（Ｐ＜０．０５），说明通过皮下注射途径给予染料木黄酮可以明显
抑制辐射引起的肺组织羟脯氨酸含量增高，与氨磷汀的效果类

似，表明染料木黄酮对小鼠放射性肺纤维化具有一定的防治作

用（表１）。
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Ａ：对照组；Ｂ：Ｒ组８周；Ｃ：Ｒ组１２周；Ｄ：Ｇｅｎ８ｈ＋Ｒ组８周；Ｅ：Ｇｅｎ８ｈ＋Ｒ组１２周；Ｆ：Ｇｅｎ２４ｈ＋Ｒ组８周；Ｇ：Ｇｅｎ２４ｈ＋Ｒ组１２
周；Ｈ：Ａｍｉ＋Ｒ组８周；Ｉ：Ａｍｉ＋Ｒ组１２周

图１　各组小鼠双肺８ＭＶＸ线照射后组织形态学改变　（ＨＥ×４００）

表１　各组小鼠双肺８ＭＶＸ线照射后肺组织羟脯氨酸含量
（ｎ＝１０，μｇ／１００ｍｇ，珋ｘ±ｓ）

４周 ８周 １２周
对照组 ５１．２０６±０．８７８ ５１．２０６±０．８７８ ５１．２０６±０．８７８
Ｒ组 １４６．７８１±０．４９２ １４９．７９３±６．２４３ １５６．２１１±５．２９６
Ｇｅｎ２４ｈ＋Ｒ组 ７９．５６９±１８．８７２ａ ８５．９２４±１．５８６ａ ９４．８９０±０．６１５ａ

Ｇｅｎ１６ｈ＋Ｒ组 ７６．２５２±６．９６０ａ ９２．０１４±０．５１２ａ ９７．３４０±０．７１６ａ

Ｇｅｎ８ｈ＋Ｒ组 ８７．０１０±１．４３０ａ ９０．５８０±２．０４９ａ ９３．１３０±０．１０２ａ

Ａｍｉ＋Ｒ组 ７７．５７９±０．４５９ａ ７８．０８４±０．０５１ａ ９４．１５０±１．６２７ａ

ａ：Ｐ＜０．０５与Ｒ组比较

２．３　血清ＴＧＦβ１的含量变化
　　照射后随时间延长，各组小鼠血清中 ＴＧＦβ１的表达也逐
渐增强，照射后１２周达到高峰（Ｐ＜０．０５）。在照射后各时间点
上，Ｇｅｎ＋Ｒ各组及 Ａｍｉ＋Ｒ组 ＴＧＦβ１含量均高于对照组
（Ｐ＜０．０５），表明肺放射性纤维化小鼠血清中存在 ＴＧＦβ１蛋
白高表达，提示ＴＧＦβ１与放射性肺纤维化的发生、发展密切相
关，是预测放射性肺纤维化的较为敏感指标；同时，与单纯放疗

组相比，Ｇｅｎ＋Ｒ各组小鼠ＴＧＦβ１含量均明显降低（Ｐ＜０．０５），
该作用与Ａｍｉ＋Ｒ组比较无明显差异（Ｐ＞０．０５），提示染料木
黄酮对放射性肺纤维化的保护作用与氨磷汀类似（表２）。

表２　各组小鼠双肺８ＭＶＸ线照射后血清ＴＧＦβ１含量
（ｎ＝１０，ｐｇ／ｍｌ，珋ｘ±ｓ）

４周 ８周 １２周
对照组 ２５０８５．５３±３２．９０ ２５０８５．５３±３２．９０ ２５０８５．５３±３２．９０
Ｒ组 ５９３２８．９５±５２．６３ ６１９５３．９５±７２．３７ ６３７２３．６８±０．００
Ｇｅｎ２４ｈ＋Ｒ组 ３１７６９．７４±５９．２１ａ ３２５７２．３７±３２．８９ａ ５８５００．０±６１８．４２
Ｇｅｎ１６ｈ＋Ｒ组 ３１９９３．４２±１２３０．２６ａ ３１８７５．０±１１７７．６３２ａ ５５１１８．４２±２７７６．３２ａ

Ｇｅｎ８ｈ＋Ｒ组 ４５５７２．３７±３２．８９４７４ａ５１７８２．８９±８５．５３ａ ５５６２５．０±３３６１．８４ａ

Ａｍｉ＋Ｒ组 ３０６６４．４７±５９．２１ａ ４６５３９．４７±９２．１１ａ ４８３３５．５３±７２．３７ａ

ａ：Ｐ＜０．０５与Ｒ组比较

３　讨论

　　放射性肺损伤，是胸部肿瘤放射治疗的重要并发
症之一，不仅限制放射剂量且增加患者死亡率，在临床

上不得不减少治疗剂量甚至中断治疗，严重影响治疗

效果，至今仍缺乏有效的防治方法［１］。临床上亟待寻

找一种理想的辐射防护剂。

　　放射性肺损伤动物模型建立对进一步研究放射性
肺损伤机制及防治至关重要。目前以建立放射性肺损

伤鼠类动物模型应用最为广泛。在本研究中我们应用
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８周龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠，采用 １２Ｇｙ全肺单次照
射，并观察受照后不同时间点各组小鼠肺组织的病理、

ＴＧＦβ１炎性因子表达和羟脯氨酸含量的改变，成功地
构建了放射性肺纤维化小鼠动物模型，与刘英等［９］和

韩光等［１０］报道的相似。

　　新近的研究认为放射性肺损伤（ｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄ
ｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＲＩＬＩ）的发生是一个由多种细胞参与并相
互作用而产生的多种因子共同调控的复杂病理过

程［１１－１２］。一旦靶细胞即肺泡Ⅱ型上皮细胞、血管内皮
细胞等受辐射损伤后，立即合成和分泌多种生长因子

和抑制因子，并持续至放射后数周至数月，如肿瘤坏死

因子 （ＴＮＦ）、纤维母细胞生长因子β（ＦＧＦβ）、转化生长
因子（ＴＧＦβ）、表皮生长因子（ＥＧＦ）、白介素１（ＩＬ１）、白
介素６（ＩＬ６）、血小板源性生长因子（ＰＤＧＦ）和纤维连
接素（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｏｎ）等［１３－１４］，其中ＴＧＦβ１起着关键性
的作用［１５－１６］。已有研究证实肺泡 ＩＩ型上皮细胞和纤
维母细胞是表达 ＴＧＦβ１的主要细胞；ＴＧＦβ１主要作
用于胶原的转录和翻译过程，诱导肺脏高水平表达结

缔组织生长因子，加速肺纤维化发生［１７－１８］。ＴＧＦβ１
高表达的患者发生放射性肺纤维化的几率较低表达水

平者要高，且更严重。新近的研究结果均表明，肺的成

纤维细胞增殖和细胞外基质增加应归咎于肺实质细胞

产生的ＴＧＦβ１的作用，ＴＧＦβ１是诱发放射性肺纤维
化的主要细胞因子。羟脯氨酸是胶原纤维中特有的一

种成分，占正常胶原蛋白的１３．４％左右，其含量恒定，
参与了肺纤维化的发展，能直接反映肺组织内胶原纤

维的变化情况。分析羟脯氨酸含量可以为病理状态下

的肺纤维化提供一个可靠的量化指标，已广泛应用于

肺纤维化的研究。我们前期的研究已经证实 ＴＧＦβ１
是预测急性放射性肺损伤的较为敏感指标，本研究中

我们应用 ＥＬＩＳＡ法检测放射性肺纤维化小鼠血清
ＴＧＦβ１表达的变化和比色法检测肺组织中羟脯氨酸
含量的变化，发现电离辐射可导致 ＴＧＦβ１和羟脯氨
酸表达显著升高，照射后随着时间延长，ＴＧＦβ１和羟
脯氨酸的表达亦逐渐增强，其表达水平的高低反映了

放射性肺纤维化的严重程度，这与国内外其他学者认

为血清ＴＧＦβ１和肺组织羟脯氨酸水平可作为放射性
肺纤维化预测因子的研究结果相一致［１９］，其中血清的

ＴＧＦβ１相比较肺组织的羟脯氨酸更能敏感地预测肺
放射性肺纤维化。

　　目前放射性肺损伤最常用的治疗方法仍是使用肾
上腺皮质激素，同时辅以抗生素、支气管扩张剂、给氧

等对症治疗措施，但并不能有效预防或逆转放射性肺

炎及进一步的肺纤维化。染料木黄酮是多酚类化合物

中的一种特殊类型，是大豆异黄酮的主要成分，我们前

期研究证实５，７，４′三羟基异黄酮（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ）能有效
地防护急性放射性肺炎，是一种值得深入研究的辐射

防护剂。本研究结果清楚的显示：在总体趋势上，除对

照组外，其余各实验组小鼠的肺组织按照射后时间延

长呈现由肺泡炎至肺纤维化的动态变化，与文献［２０］
报道一致。照射后各个时间点上，于照射前２４、１６、８ｈ
皮下注射染料木黄酮以及照射前３０ｍｉｎ皮下注射氨
磷汀各组肺组织均出现肺纤维化变化，但与单纯放疗

组对比，炎症范围缩小，胶原纤维增生减少，表明放疗

前给予染料木黄酮可明显缓解放射性肺纤维化反应，

与氨磷汀一样对放射性肺纤维化有明显的防护作用。

本研究还发现，在照射后 ４、８、１２周，各实验组小鼠
ＴＧＦβ１相对含量明显高于对照组，这种增高的趋势从
第４周就开始，第１２周达到高峰，而羟脯氨酸的含量
也逐步增加，两者动态的变化趋势与小鼠肺纤维化的

病理发展过程相关，但 ＴＧＦβ１较羟脯氨酸更能敏感
合理地预测放射性肺纤维化。染料木黄酮能明显抑制

照射后ＴＧＦβ１和羟脯氨酸的表达，在所测的３个时
间点上 Ｇｅｎ＋Ｒ各组和 Ａｍｉ＋Ｒ组的 ＴＧＦβ１和羟脯
氨酸的相对含量都低于单纯照射组，且均维持在较低

水平，特别是照射前２４ｈ给予染料木黄酮能达到照射
前３０ｍｉｎ应用氨磷汀的类似疗效。
　　总之，染料木黄酮能抑制胶原的形成，减轻放射性
肺纤维化发生的程度。这一结论进一步丰富了染料木

黄酮作为一种天然的小分子化合物防护放射性肺炎的

理论，有望为今后的临床防护放射性肺损伤提供一条

新的、有效的治疗途径。
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和蔓延［１］。Ｗｏｎｇ等［２］通过电生理研究提示 ＭＦＳ和 ＧＢＳ可能
同属于脑脊髓神经根神经病的病谱，只是中枢和周围神经存
在不同程度受累而已。但大多数认为 ＭＦＳ本身即为自身免疫
性疾病，故其累及中枢神经系统损害应与诸多免疫因素有关。

ＭＦＳ具有的抗原性的交叉反应可导致中枢神经及周围神经不
同程度脱髓鞘现象［３］。Ｈａｍａｇｕｃｈｉ等［４］提出了“急性免疫性神

经病”的概念，他认为脱髓鞘病均是由免疫因素所致，只是病原

体组分或致敏原的不同对中枢神经和周围神经造成致敏原不

同的免疫应答，从而出现临床不同亚型。此外空肠歪曲菌（ＣＪ）
感染后易诱发ＧＢＳ［５］。ＧＢＳ可累及周围神经系统及中枢神经
系统，出现免疫介导的炎性脱髓鞘改变的观点也被提出。有研

究［３］指出ＭＦＳ出现周围神经及中枢神经系统损害与抗 ＧＱ１ｂ
ＩｇＧ抗体、Ｔ细胞介导的免疫反应有关。９０％以上的 ＭＦＳ急性
期血清中可检测到抗 ＧＱ１ｂ、ＧＱ１ａ抗体（ＩｇＧ类抗体），该类抗
体有高效特异性［３］。而ＣＪ是２０世纪８０年代受国内外广泛重
视的人畜共同感染的病原菌。它的细胞壁上的脂多糖核心低

聚糖能诱导体液免疫反应，表明 ＣＪ脂多糖核心低聚糖与 ＧＱ
１ｂ／ＧＱ１ａ神经节苷脂的分子结构相似，即ＣＪ脂多糖核心低聚
糖与外周神经节苷脂属同种抗原决定簇。ＣＪ即是通过分子模
拟机制与外周神经表面结构神经节苷脂的交叉反应引起自身

免疫，从而导致外周神经脱髓鞘，同时可引起中枢神经系统损

害［３］。另外研究发现周围脱髓鞘抗原中的Ｐ１碱性蛋白相当于
ＣＮＳ的髓鞘素碱性蛋白（ＭＢＰ）。动物实验用Ｐ１免疫动物可同
时诱发实验性自身免疫性神经炎（ＥＡＮ）和实验性自身免疫性
脑脊髓炎（ＥＡＥ）。其作用机制为Ｐ１碱性蛋白能产生的自身免
疫性Ｔ细胞，以及其自身抗体会在周围神经和中枢神经系统引
起免疫应答，导致周围和中枢同时脱髓鞘，并在局部产生细胞

因子，破坏血脑屏障，引起脑水肿及脑脊髓损害［６］。

　　ＭＦＳ国内治疗仍以人血免疫球蛋白治疗为首选，激素、血
浆置换、免疫抑制剂亦有效。但国外回顾性研究发现静脉输注

免疫球蛋白对最终转归无影响；血浆置换也没有明确的临床益

处，对于ＭＦＳ治疗需充分考虑到该病自愈的可能［３］。本病预

后较好。由于抗ＧＱ１ｂ抗体在ＭＦＳ中具有特异性，其滴度在神
经症状出现时最高，随着病情好转而降低，可作为跟踪病情的

指标。中枢神经系统病灶也会随周围神经系统症状好转而消

失，必要时可通过影像学等手段定期随访。
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