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血小板反应蛋白１敲除对放射性肺纤维化的影响及其机制
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　　［摘要］　目的　探讨血小板反应蛋白１（ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１，ＴＳＰ１）对放射性肺纤维化的影响及其
可能机制。方法　选取６～８周龄雄性野生型 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）和全身性敲除 ＴＳＰ１小鼠
（ＴＳＰ１－／－），将小鼠分为野生辐照组（ＷＴ＋ＩＲ）和 ＴＳＰ１敲除辐照组（ＴＳＰ１－／－＋ＩＲ），每组各 ６只。采
用６０Ｃｏγ射线全肺照射１６Ｇｙ建立放射性肺纤维化小鼠模型。照射后第１６周，ＨＥ染色观察小鼠肺组织形
态变化，天狼猩红染色观察肺组织胶原表达水平，ｑＲＴＰＣＲ法检测小鼠肺组织中ＴＧＦβ１和ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的
ｍＲＮＡ表达水平，ｍｉｃｒｏＣＴ评价肺损伤和肺实变情况，ＦｌｅｘｉＶｅｎｔ系统评价小鼠肺功能水平，免疫荧光染
色检测肺组织ＬＣ３和ｐ６２的蛋白表达，透射电镜观察肺组织细胞自噬体。结果　与野生辐照组相比，
ＴＳＰ１敲除辐照组小鼠肺损伤减轻，肺组织胶原沉积减少，ＴＧＦβ１和ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的ｍＲＮＡ表达水平显著
降低（Ｐ＜０．０１），肺功能水平有所改善。免疫荧光和透射电镜结果显示ＴＳＰ１敲除辐照组小鼠肺组织出现
细胞自噬。结论　ＴＳＰ１敲除能够减轻放射性肺纤维化，其机制可能与细胞自噬激活有关。
　　［关键词］　 血小板反应蛋白１；放射性肺纤维化；自噬；ＴＧＦβ１；ＦｌｅｘｉＶｅｎｔ
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　　放射性肺纤维化（ｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＲＩＰＦ）是胸部放疗后的常见并发症。近年来，
放射性肺纤维化的发病率逐年增加，严重影响患者肺

功能水平和生活质量［１］。目前，放射性肺纤维化的发

病机制仍不清楚，临床上也缺乏有效的治疗药物［２］。

因此，阐明肺纤维化的发病机制对于放射性肺纤维化

的治疗具有重要意义。

　　血小板反应蛋白１（ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１，ＴＳＰ１）是
一种细胞外基质糖蛋白，具有促进伤口愈合、促衰老和

调节血管生成等生物学作用［３－４］。大量研究证实ＴＳＰ１
参与多种器官纤维化致病过程，如肾纤维化［５］、肺纤

维化［６］、肝纤维化［７］。然而 ＴＳＰ１在放射性肺纤维化
中的机制尚不清楚。因此，本研究使用６０Ｃｏγ射线构
建辐射诱导的肺纤维化小鼠模型，探讨 ＴＳＰ１基因敲
除对肺纤维化的影响及可能机制，为放射性肺纤维化

治疗提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　６～８周龄的 ＳＰＦ级雄性
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠购自湖南斯莱克景达实验动物有限公
司。ＴＳＰ１基因敲除鼠购自 ＣｙａｇｅｎＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＩｎｃ．
（美国）。所有动物均饲养在陆军军医大学实验动物

中心，饲养环境温度维持在 ２２～２８℃，相对湿度控制
在４５％～６５％。本研究经陆军军医大学伦理委员会批
准（ＡＭＵＷＥＣ２０２１０４８９），并根据《中国实验动物福利
和伦理指南》进行。

１．１．２　主要试剂　　鼠尾直接 ＰＣＲ试剂盒（货号：
Ｂ４００１５，上海毕傲图生物科技有限公司），４％多聚甲
醛（货号：Ｐ００９９，上海碧云天生物技术有限公司），苏
木精伊红（ＨＥ）染色试剂盒（货号：Ｃ０１０５Ｓ，上海碧云
天生物技术有限公司），天狼猩红染色液试剂盒（货

号：ＳＪ１２０３ｋｉｔ，上海双简生物科技有限公司），免疫组
化抗原修复缓冲液（货号：ＺＬＩ９０６４，北京中杉金桥生
物技术有限公司），封闭用正常羊血清（货号：ＺＬＩ
９０２１，北京中杉金桥生物技术有限公司），ＬＣ３多克隆
抗体（货号：１４６００１ＡＰ，武汉三鹰生物技术有限公
司），ＰＢＳ缓冲液（货号：ＨＹＫ１０２３，Ｍｅｄｃｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ公
司），ｐ６２ＳＱＳＴＭ１单克隆抗体（货号：６６１８４１Ｉｇ，武汉

三鹰生物技术有限公司），ＡｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（货
号：４４１２Ｓ，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司），ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
６４７标记山羊抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（货号：Ａ０４７３，上海碧
云天生物技术有限公司），反转录试剂盒（货号：

ＲＲ０３６Ａ，宝生物工程有限公司），实时荧光定量试剂
盒（货号：ＲＲ８２０Ａ，宝生物工程有限公司）。
１．１．３　主要仪器　　Ｆｌｅｘｉｖｅｎｔｓｙｓｔｅｍ（型号：Ｆｌｅｘｉｖｅｎｔ
ＦＶＦＸ４，ＳＣＩＲＥＱ公司，加拿大），荧光显微镜（型号：
ＤＭ２５００，Ｌｅｉｃａ公 司，德 国），ｍｉｃｒｏＣＴ（型 号：
ＣＬＳ１４９２７６，ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司，美国）。
１．２　方法
１．２．１　实验动物分组及模型建立　　将小鼠分为野
生辐照组（ＷＴ＋ＩＲ组）和ＴＳＰ１敲除辐照组（ＴＳＰ１－／－＋
ＩＲ组），每组各 ６只。小鼠腹腔注射 １％戊巴比妥
０．１５ｍＬ，待到小鼠麻醉后，用胶带将小鼠固定在纸板
上，铅砖遮挡住除小鼠肺部以外的部位，采用６０Ｃｏγ射
线以单剂量率０．５９Ｇｙ／ｍｉｎ和总剂量１６Ｇｙ照射全肺。
照射后第１６周处死小鼠，取肺组织开展后续实验。
１．２．２　鼠尾基因型鉴定　　根据试剂说明书，使用鼠
尾直接 ＰＣＲ试剂盒鉴定 ＴＳＰ１基因型敲除鼠。向含
有鼠尾的ＥＰ管中加入１００μＬ组织消化液，５５℃金属
浴消化１５ｍｉｎ，９５℃金属浴灭活５ｍｉｎ；在低温环境下
根据试剂说明书配置 ＰＣＲ反应体系，使用 ＢｉｏＲａｄ
ＰＣＲ仪扩增；将ＰＣＲ扩增样品进行 ＤＮＡ琼脂糖凝胶
电泳，使用凝胶成像仪拍照。

１．２．３　苏木精伊红（ＨＥ）染色　　取左肺组织用４％
多聚甲醛固定４８ｈ，经脱水、包埋、切片、烤片、水化；苏
木精染色５ｍｉｎ，自来水冲洗５ｍｉｎ，盐酸乙醇分化３０ｓ，
自来水冲洗２ｍｉｎ，温水返蓝 ５ｍｉｎ；伊红染色 １ｍｉｎ，
９５％乙醇２ｍｉｎ，无水乙醇２ｍｉｎ，二甲苯透明１０ｍｉｎ，中
性树脂封片，光学显微镜下观察小鼠肺组织形态变化。

１．２．４　天狼猩红染色　　左肺组织用 ４％多聚甲醛
固定 ４８ｈ后，常规脱水包埋，切片，常规脱蜡至水；
Ｗｅｉｇｅｒｔ’ｓ铁苏木精染色液染色 １０ｍｉｎ，自来水冲洗
５ｍｉｎ，去离子水洗１次；天狼猩红染色液染色１ｈ；０．２％
醋酸水溶液洗２次，去除多余水分，１００％酒精脱水３次，
二甲苯透明１０ｍｉｎ，中性树胶封片，偏振光显微镜拍照。
１．２．５　ＭｉｃｒｏＣＴ扫描　　将待测小鼠放入麻醉舱中，
使用异氟烷和氧气混合气体麻醉小鼠，将麻醉的小鼠
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放置于 ｍｉｃｒｏＣＴ配套的动物床板上，异氟烷持续麻
醉，利用ｍｉｃｒｏＣＴ扫描舱口处红外线对小鼠胸部进行
定位和扫描。用软件对小鼠肺部扫描结果进行分析和

三维重建。

１．２．６　ｑＲＴＰＣＲ检测　　用 ＴＲＩｚｏｌ法提取小鼠肺组
织的ＲＮＡ，测定ＲＮＡ浓度，用试剂盒反转录为ｃＤＮＡ，
配置ｑＲＴＰＣＲ反应体系，包括 ０．４μＬ正反向引物、
１μＬｃＤＮＡ模板、１０μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎ和８．２μＬ去离子
水。所有引物由上海生物工程股份有限公司设计并合

成。引物序列见表 １，反应条件为 ９７℃预热 ８ｍｉｎ、
９５℃变性 ５ｓ、６０℃退火 ３１ｓ，共 ４０个循环。采用
２－△△Ｃｔ方法分析结果。

表１　各基因引物信息

基因 引物序列

ＴＧＦβ１
上游：５′ＣＴＣＣＣＧＴＧＧＣＴＴＣＴＡＧＴＧＣ３′
下游：５′ＧＣＣＴＴＡＧＴＴＴＧＧＡＣＡＧＧＡＴＣＴＧ３′

ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ
上游：５′ＧＣＴＣＣＴＣＴＴＡＧＧＧＧＣＣＡＣＴ３′
下游：５′ＣＣＡＣＧＴＣＴＣＡＣＣＡＴＴＧＧＧＧ３′

ＧＡＰＤＨ
上游：５′ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ３′
下游：５′ＲＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ３′

１．２．７　ＦｌｅｘｉＶｅｎｔ肺功能检测　　照射后第１６周使用
ＦｌｅｘｉＶｅｎｔ仪检测小鼠肺功能状态。首先对小鼠进行
称量并记录数据，然后腹腔注射１％戊巴比妥０．２ｍＬ，
等到小鼠自主呼吸减弱后，使用手术剪暴露颈部皮肤，

手术镊子钝性分离气管周围的结缔组织，用手术剪在

暴露的气管位置剪开一个约１ｍｍ的切口，将气管插
入剪开的切口中，棉线固定气管插管，将带有气管插管

的小鼠与ＦｌｅｘｉＶｅｎｔ肺功能仪连接，测定小鼠的气道阻
力（Ｒｒｓ）、气道弹性阻力（Ｅｒｓ）、中央气道阻力（Ｒｎ）等
肺功能相关指标。

１．２．８　免疫荧光染色　　左肺组织经固定，脱水，石
蜡包埋，切成４μｍ的石蜡切片；脱蜡至水，用柠檬酸
盐在高压下修复 ３０ｍｉｎ，羊血清封闭 ２ｈ；一抗 ＬＣ３
（１∶２００）、ｐ６２（１∶３００）４℃ 过夜；ＰＢＳ洗涤３次，荧光
二抗（１∶１０００）３７℃避光孵育 １ｈ；ＰＢＳ洗涤 ３次，
ＤＡＰＩ染色１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤１次，抗荧光淬灭剂封片。
荧光显微镜拍照。

１．２．９　透射电镜观察　　取小鼠新鲜肺组织，制成约
１ｍｍ３大小的组织块，４％戊二醛和１％四氧化锇双重
固定，丙酮逐级脱水，树脂包埋，用切片机制成厚度为

５０ｎｍ的超薄切片，枸橼酸铅染色，透射电镜观察组织
中细胞自噬小体的形成情况。

１．３　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０进行统计分析和作图，
数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用独立样本ｔ检验，Ｐ＜

０．０５则认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＳＰ１基因敲除鼠鉴定
　　为了鉴定合笼繁殖小鼠的子代基因型，使用鼠尾
直接ＰＣＲ试剂结合ＤＮＡ琼脂凝胶电泳鉴定野生型小
鼠、ＴＳＰ１杂合小鼠和 ＴＳＰ１纯合小鼠。鼠尾鉴定结
果显示：野生型小鼠的扩增条带在８５２ｂｐ，ＴＳＰ１杂合
小鼠有 ２条扩增条带，分别位于 ６６２ｂｐ和 ８５２ｂｐ；
ＴＳＰ１纯合子的扩增条带在６６２ｂｐ（图１）。因此，选
用野生型小鼠和ＴＳＰ１纯合子小鼠开展后续实验。

! " # $ %

&'( )*!

++( )*!

Ｍ：标准；１：野生型；２、３：ＴＳＰ１纯合子；４：ＴＳＰ１杂合子
图１　ＴＳＰ１基因敲除鼠鉴定电泳图

２．２　ＴＳＰ１敲除对放射性肺纤维化的影响
２．２．１　各组小鼠肺组织病理学观察　　ＨＥ染色结
果显示：ＷＴ＋ＩＲ组小鼠肺组织结构破坏严重，肺泡间
隔增厚，细胞浸润增多；ＴＳＰ１－／－＋ＩＲ组小鼠肺泡结构
相对清晰，肺泡间隔无明显增厚，肺纤维化程度较 ＷＴ
＋ＩＲ组明显减轻（图２Ａ）。天狼猩红染色结果显示：在
明场下观察到ＷＴ＋ＩＲ组小鼠的肺泡壁和气管周围可
见大量红色胶原纤维和黄色肌纤维沉积，ＴＳＰ１－／－＋ＩＲ
组肺组织胶原纤维沉积明显减少；在暗场下观察到

ＷＴ＋ＩＲ组小鼠气管和肺泡壁可见较多强橙黄色和亮
红色的Ⅰ型胶原纤维，ＴＳＰ１－／－＋ＩＲ组肺组织的Ⅰ型胶
原纤维表达减少（图２Ｂ）。
２．２．２　各组小鼠肺纤维化指标表达差异　　ＴＧＦβ１
和ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ是肺纤维化的重要指标，采用 ｑＲＴＰＣＲ
检测各组小鼠肺组织中的 ＴＧＦβ１和 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的
ｍＲＮＡ表达差异。ｑＲＴＰＣＲ结果显示：ＴＳＰ１－／－＋ＩＲ组
肺组织中 ＴＧＦβ１和 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的 ｍＲＮＡ显著低于
ＷＴ＋ＩＲ组（Ｐ＜０．０１，图３）。这提示ＴＳＰ１敲除能下调
小鼠肺组织中纤维化指标的表达水平。

７７９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）



!"#$%

组
"&'!(

)*)

+,%

组

"
(
-
-

"
.
-
-

./- !0

./- !0

(-- !0

(-- !0

(-- !0 (-- !0

(-- !0 (-- !0

明
场

暗
场

!"+,%

组
"&'!(

)*)

+,%

组

1

2

Ａ：肺组织ＨＥ染色；Ｂ：肺组织天狼猩红染色

图２　ＨＥ染色和天狼猩红染色观察各组小鼠肺组织病理学变化
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ａ：Ｐ＜０．０１
图３　各组小鼠肺组织ＴＧＦβ１（Ａ）和 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ（Ｂ）的

ｍＲＮＡ表达差异（ｎ＝６）

２．２．３　各组小鼠肺部影像学差异　　ＭｉｃｒｏＣＴ显示：
照射后第１６周，ＷＴ＋ＩＲ组的肺组织可见较多的高密
度影（红色箭头所指处），三维重建结果显示 ＷＴ＋ＩＲ
组小鼠的肺损伤严重；与 ＷＴ＋ＩＲ组相比，ＴＳＰ１－／－＋ＩＲ
组的肺组织高密度影面积减少，三维重建结果显示

ＴＳＰ１－／－＋ＩＲ组小鼠的肺损伤较 ＷＴ＋ＩＲ组明显减轻。
见图４。
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红色箭头示高密度影

图４　各组小鼠肺部影像学表现
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２．２．４　各组小鼠肺功能差异　　ＦｌｅｘｉＶｅｎｔ肺功能仪
检测结果显示：与ＷＴ＋ＩＲ组相比，ＴＳＰ１－／－＋ＩＲ组小鼠
的气道阻力（Ｒｒｓ）、气道弹性阻力（Ｅｒｓ）、中央气道阻
力（Ｒｎ）显著降低（Ｐ＜０．０１），提示ＴＳＰ１－／－纤维化小鼠
肺组织的气道阻力降低，呼吸系统阻力减小；静态顺应

性（Ｃｓｔ）增加（Ｐ＜０．０１），组织损伤（Ｇ）减少（Ｐ＜０．０１），
深吸气量（ＩＣ）增加（Ｐ＜０．０１），提示敲除ＴＳＰ１可减少
辐照后小鼠的肺组织损伤，提高呼吸系统的吸气量和

静态顺应性，减轻呼吸系统损伤。具体见图５。
２．３　ＴＳＰ１敲除对自噬的影响
　　为了进一步研究ＴＳＰ１敲除在放射性肺纤维化中
的作用机制，使用免疫荧光检测自噬标志物ＬＣ３和自
噬底物ｐ６２的蛋白表达水平，透射电镜观察各组小鼠
肺组织细胞自噬小体。免疫荧光结果显示：ＷＴ＋ＩＲ组
肺组织的自噬标志物ＬＣ３的蛋白几乎不表达，自噬底
物ｐ６２蛋白表达较多；ＴＳＰ１－／－＋ＩＲ组肺组织的 ＬＣ３
较ＷＴ＋ＩＲ组蛋白表达增加，ｐ６２蛋白表达减少（图
６Ａ）。透射电镜结果显示：ＷＴ＋ＩＲ组肺组织无细胞自噬
小体形成，ＴＳＰ１－／－＋ＩＲ组出现细胞自噬小体（图６Ｂ）。

３　讨论

　　既往研究表明，ＴＳＰ１参与百草枯或博莱霉素诱

导的肺纤维化发病机制［８－１０］。然而，ＴＳＰ１是否参与
电离辐射诱导的肺纤维化尚不清楚。本研究使用

ＴＳＰ１基因敲除小鼠，通过６０Ｃｏγ射线单次１６Ｇｙ照射
建立肺纤维化小鼠模型，比较野生小鼠和 ＴＳＰ１基因
敲除小鼠在组织病理学、生物分子学、影像学、肺功能

方面的变化，证实了 ＴＳＰ１在放射性肺纤维化中的作
用，并初步阐明其机制是 ＴＳＰ１缺失通过激活自噬减
轻放射性肺纤维化。

　　本研究结果发现，与野生辐照组相比，ＴＳＰ１－／－辐
照小鼠肺组织破坏程度减轻，胶原沉积减少，纤维化指

标ＴＧＦβ１和 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的 ｍＲＮＡ表达降低，肺损伤
减轻，肺功能水平有所好转。这提示ＴＳＰ１基因敲除能
减轻辐照后小鼠的肺纤维化。为了进一步探讨 ＴＳＰ１
敲除在肺纤维化中的发病机制，本研究使用免疫荧光和

透射电镜观察两组小鼠肺组织的自噬水平。结果发现，

野生辐照小鼠肺组织中的ＬＣ３蛋白几乎不表达，自噬
底物ｐ６２蛋白表达较多，透射电镜下未见细胞自噬小
体。这提示肺纤维化中自噬不足，与文献［１１－１２］报道
一致。值得注意的是，在ＴＳＰ１－／－辐照小鼠肺组织中的
ＬＣ３蛋白表达增加，ｐ６２蛋白表达减少，透射电镜下观
察到细胞自噬小体出现。这说明ＴＳＰ１敲除在放射性
肺纤维化中的作用可能是通过激活细胞自噬实现的。
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Ａ：气道阻力；Ｂ：气道弹性阻力；Ｃ：中央气道阻力；Ｄ：静态顺应性；Ｅ：组织损伤；Ｆ：深吸气量

图５　ＦｌｅｘｉＶｅｎｔ检测各组小鼠肺功能指标变化（ｎ＝６）

９７９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）
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Ａ：免疫荧光染色检测肺组织ＬＣ３和ｐ６２的蛋白表达；Ｂ：透射电镜检测肺组织自噬体　红色箭头示自噬体

图６　ＴＳＰ１敲除对小鼠肺组织自噬的影响

　　研究表明自噬在肺纤维化中发挥重要作用［１３－１５］。

自噬是一个吞噬自身细胞质蛋白或细胞器并使其包被

进入囊泡，并与溶酶体融合形成自噬溶酶体，降解其所

包裹的内容物的过程，这个过程在维持蛋白质代谢平

衡和细胞内环境稳态等方面发挥重要作用。自噬受多

种信号通路的调控，其中 ｍＴＯＲ（雷帕霉素靶蛋白）信
号通路是调节自噬的主要通路。在自噬初期，ｍＴＯＲ
能够抑制自噬溶酶体膜的形成，从而抑制自噬的发

生［１６］。大部分证据表明 ｍＴＯＲ的异常活化和自噬不
足都会加速肺纤维化的发展［１７－１８］。本研究证实放射

性肺纤维化中存在自噬不足，ＴＳＰ１敲除能够激活肺
纤维化组织中的自噬，但是 ＴＳＰ１和自噬在放射性肺
纤维化中的作用仍不清楚。研究表明，ＴＳＰ１可以通

过ｍＴＯＲ信号通路参与肿瘤发生［１９］、皮肤损伤［２０］、血

管生成［２１］、癌症迁移［２２］等多种疾病表型的调节过程。

因此，ｍＴＯＲ可能是ＴＳＰ１在放射性肺纤维化中调控自
噬的重要通路，这还需要在未来的研究中进一步探索。

　　本研究结果表明ＴＳＰ１敲除能减轻放射性肺纤维
化，其机制可能是ＴＳＰ１缺失激活细胞自噬实现的。这
一发现为进一步阐明放射性肺纤维化机制提供了新的

方向。
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