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甲磺酸伊马替尼抑制博莱霉素诱导小鼠肺纤维化的作用机制
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［摘要］　目的：观察甲磺酸伊马替尼（以下简称伊马替尼）对博莱霉素诱导的小鼠肺纤维化的干预作用，并探讨其可能的作用

机制。方法：Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为对照组、模型组、地塞米松组和伊马替尼组（ｎ＝３０）。采用博莱霉素制备小鼠肺纤维化模

型，分别于术后第７、１４、２１天各处死１０只小鼠，免疫组化半定量分析各组肺组织转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）、基质金属蛋白酶

１（ＭＭＰ１）、基质金属蛋白酶抑制剂１（ＴＩＭＰ１）表达的变化，并作相关性分析。结果：与模型组比较，伊马替尼组、地塞米松

组肺组织ＴＩＭＰ１、ＭＭＰ１、ＴＧＦβ１表达均降低（Ｐ＜０．０１）。ＴＩＭＰ１表达与ＴＧＦβ１呈正相关（ｒ＝０．２４３，Ｐ＝０．００４）；除正常

对照组外，其余３组 ＭＭＰ１表达与ＴＩＭＰ１表达呈负相关（ｒ＝－０．２９１，Ｐ＜０．０００１）。结论：甲磺酸伊马替尼可能通过下调

ＴＧＦβ１抑制ＴＩＭＰ１表达，从而相对上调 ＭＭＰ１，维持ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１平衡，抑制博莱霉素诱导的小鼠肺纤维化，作用效果

与地塞米松类似。
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　　肺间质纤维化（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＰＦ）以成纤 维细胞增殖和肺内细胞外基质（ＥＣＭ）过度沉积为特
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征，发病机制尚不明确［１］。以糖皮质激素、免疫抑制
剂、细胞毒药物和抗纤维化药物为主的传统治疗对
阻抑纤维化进展疗效不甚显著，且不良反应明显，极
大地限制了其临床应用［２３］。因此，迫切需要寻求新
的治疗ＰＦ的方法。

　　Ｒｉｃｅ等［４］研究发现，血小板衍生生长因子受体
（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＤＧＦＲ）酪氨
酸激酶抑制剂（ＡＧ１２９６）可以改善五氧化二钒诱导的
大鼠肺纤维化，认为其可能是通过减轻肺泡上皮和内
皮细胞损伤及巨噬细胞的浸润，从而减少胶原形成和

ＥＣＭ沉积来抑制肺纤维化。甲磺酸伊马替尼也是一
种ＰＤＧＦＲ酪氨酸激酶抑制剂，主要用于治疗胃肠道
间质肿瘤。我们已证实它能明显抑制博莱霉素诱导
的小鼠肺纤维化过程，改善肺纤维化指标［５］，但确切
机制不清楚。本研究在前期研究的基础上应用甲磺
酸伊马替尼干预治疗博莱霉素诱导的小鼠肺纤维化，
并探讨其可能的作用机制，为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　博莱霉素（１５ｍｇ／支）由日本化药
株式会社生产（批号：４５０２６０）；甲磺酸伊马替尼（１００
ｍｇ／粒）由诺华制药有限公司提供；转化生长因子β１
（ＴＧＦβ１）免疫组化试剂盒和基质金属蛋白酶１
（ＭＭＰ１）免疫组化试剂盒购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司；基质金属蛋白酶抑制剂１（ＴＩＭＰ１）免疫组化试
剂盒购自武汉博士德生物技术公司。

１．２　动物分组及处理　健康清洁级Ｃ５７ＢＬ／６小鼠

１２０只，雌性，体质量１７～１９ｇ，购于上海斯莱克实验
动物有限责任公司，质量合格证号：００１４５６１，许可证
号：ＳＣＸＫ（沪）２００３０００３号。小鼠随机分为对照组、
模型组、地塞米松组、伊马替尼组（ｎ＝３０）。动物模型
的建立参照文献［６］：小鼠用水合氯醛５ｍｇ腹腔注射
麻醉后，常规消毒铺巾，按无菌操作原则切开颈部皮
肤，模型组、地塞米松组和伊马替尼组经气管穿刺注
入博莱霉素溶液（５ｍｇ／ｋｇ）５０μｌ；对照组注射等量的
无菌生理盐水。注药完毕后缝合皮肤，将小鼠直立、
旋转，尽量使药液在肺内均匀分布。术后置动物于干
燥、温暖条件下喂养，定期消毒喂养场所。模型建立

２４ｈ后腹腔内分别注射干预药物，每日１次，伊马替
尼组为甲磺酸伊马替尼５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１［７］，地塞米
松组为地塞米松３ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１［８］，模型组则为

０．９％氯化钠注射液０．３ｍｌ／ｄ。

１．３　标本的采集及处理　各组小鼠分别于术后第７、

１４、２１天各处死１０只。小鼠称量后以水合氯醛５ｍｇ
腹腔注射麻醉，取右肺固定于甲醛溶液中，供ＴＧＦβ１

免疫组化表达分析用。取左肺固定于甲醛溶液中，供

ＭＭＰ１和ＴＩＭＰ１免疫组化表达分析用。

１．４　免疫组化染色　４μｍ切片６００℃烘烤３ｈ后，纯
二甲苯脱蜡后梯度乙醇中逐级脱水，蒸馏水冲洗。

３％过氧化氢室温孵育２０ｍｉｎ，消除内源性过氧化物
酶活性。蒸馏水冲洗，ＰＢＳ缓冲液冲洗５ｍｉｎ。抗原
修复后进行抗原封闭：５％ＢＳＡ封闭液封闭非特异性
抗原２０ｍｉｎ，倾去后滴加一抗，湿盒内水浴９０ｍｉｎ，

ＰＢＳ冲洗，滴加二抗，湿盒内水浴２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，滴
加ＳＡＢＣ，湿盒内水浴２０ｍｉｎ，ＰＢＳ、ＤＡＢ显色液显色
后冲洗，苏木精复染乙醇脱水，二甲苯透明，封片观
察。ＰＢＳ液代替一抗作阴性对照，同时设阳性对照。
免疫组化切片置光学显微镜下观察抗原分布和阳性

表达情况。ＭＭＰ１和ＴＩＭＰ１及ＴＧＦβ１在肺组织
中的蛋白表达水平用图像分析仪（ＥａｇｌｅＥｙｅⅡ型，

ＵＳＡ）作积分灰度量化处理，计算积分光密度（测定均
在复染前进行，每张切片随机取６个视野，取均值）［９］。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，数据
以珚ｘ±ｓ表示，采用方差分析及Ｐｅａｒｓｏｎ相关和Ｌｏ
ｇｉｓｔｉｃ回归分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＭＭＰ１蛋白的表达　结果（图１）表明：正常对
照组肺组织中 ＭＭＰ１呈弱阳性染色；模型组第７天
时 ＭＭＰ１染色明显增强，第１４天和第２１天时染色
阳性细胞较第７天渐减少，但仍高于正常肺组织；地
塞米松和伊马替尼组与模型组比较同一时间点染色

阳性细胞数有所减少。半定量分析结果（表１）表明：
正常对照组各时间点无统计学差异；模型组第７天
表达量最高，此后逐渐降低，且其各时间点表达均高
于正常对照组（Ｐ＜０．０１）；地塞米松和伊马替尼组第

７天、第１４天、第２１天 ＭＭＰ１表达量均低于模型
组（Ｐ＜０．０１），而前两组间各时间点无统计学差异。

２．２　ＴＩＭＰ１蛋白的表达　结果（图２）表明：正常
对照组肺组织中 ＴＩＭＰ１有少量染色阳性；模型组
第７天时 ＴＩＭＰ１染色已有明显增强，此后持续高
表达，至第２１天时仍保持在较高水平；地塞米松组、
伊马替尼组与模型组比较同一时间点染色阳性细胞

数有所减少。

　　 半定量分析结果（表 １）表明：正常对照组

ＴＩＭＰ１蛋白表达较低；模型组第７天ＴＩＭＰ１蛋白
表达开始明显增加，此后逐渐升高，与正常对照组有
统计学差异 （Ｐ＜０．０１）；地塞米松组、伊马替尼组各
时间点 ＴＩＭＰ１表达较模型组均明显降低（Ｐ＜
０．０１），而各时间点前两组间无统计学差异。
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图１　各组小鼠肺组织不同时间点 ＭＭＰ１免疫组化染色结果

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆａｎｉｍａｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
Ａ：Ｔｈｅ７ｔｈｄ；Ｂ：Ｔｈｅ２１ｓｔｄ．Ａ１，Ｂ１：Ｍｏｄｅｌ；Ａ２，Ｂ２：Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；Ａ３，Ｂ３：Ｉｍａｔｉｎｉｂｍｅｓｙｌａｔｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

表１　各组小鼠肺组织 ＭＭＰ１、ＴＩＭＰ１和ＴＧＦβ１蛋白表达半定量分析结果

Ｔａｂ１　ＳｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＭＰ１，ＴＩＭＰ１ａｎｄＴＧＦβ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（Ａｖｅｒａｇｅｄｅｎｓｉｔｙ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｔ／ｄ

７ １４ ２１
ＭＭＰ１

　　Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．１５７±０．０２２ ０．１４７±０．０２２ ０．１８６±０．０５５

　　Ｍｏｄｅｌ ０．７００±０．０２７ ０．５５６±０．１１４ ０．４１５±０．０４０

　　Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ０．６２２±０．０２７△△ ０．４５９±０．０６６△△ ０．３７５±０．０１８△△

　　Ｉｍａｔｉｎｉｂｍｅｓｙｌａｔｅ ０．６３０±０．０３０△△ ０．４４４±０．０５７△△ ０．３６９±０．０２６△△

ＴＩＭＰ１

　　Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．２２３±０．０２７ ０．２５８±０．０２６ ０．２６０±０．０３６

　　Ｍｏｄｅｌ ０．３６１±０．０５０ ０．４６６±０．０６５ ０．６１４±０．０６４

　　Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ０．２７５±０．０２５△△ ０．３２１±０．０２２△△ ０．４４１±０．０２２△△

　　Ｉｍａｔｉｎｉｂｍｅｓｙｌａｔｅ ０．２７３±０．０５５△△ ０．３１５±０．０５３△△ ０．４１０±０．０３５△△

ＴＧＦβ１

　　Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．３５６±０．０３９ ０．３３５±０．０３５ ０．２７８±０．０２４

　　Ｍｏｄｅｌ ０．７５７±０．０４６ ０．６７１±０．０４９ ０．５３４±０．０４３

　　Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ０．６１５±０．０６１△△ ０．５３２±０．０６２△△ ０．４６０±０．０３８△△

　　Ｉｍａｔｉｎｉｂｍｅｓｙｌａｔｅ ０．５５８±０．０６４△△ ０．５０５±０．０５５△△ ０．４５２±０．０４１△△

　 Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

２．３　ＴＧＦβ１蛋白的表达　结果（图３）表明：正常对
照组的肺组织中仅有少许阳性棕黄色产物；模型组第

７天可见棕黄色颗粒状或丝状阳性表达产物明显增
多，第１４天和第２１天时阳性染色渐减少，但仍高于
正常肺组织；地塞米松组、伊马替尼组肺组织ＴＧＦβ１
的阳性表达产物较模型组各时间点均明显减少。

　　半定量分析结果（表１）表明：正常对照组各时
间点ＴＧＦβ１表达均较低；模型组各时间点表达量
均高于对照组（Ｐ＜０．０１）；除对照组外，其余３组

ＴＧＦβ１表达量均在第７天达到高峰，此后缓慢下
降；地塞米松组、伊马替尼组各时间点ＴＧＦβ１表达
量均低于模型组（Ｐ＜０．０１），而各时间点前两组间

无统计学差异。

２．４　各蛋白表达相关性分析

２．４．１　ＴＧＦβ１与ＴＩＭＰ１表达的相关性分析　结
果（图４Ａ）表明：ＴＩＭＰ１表达与ＴＧＦβ１表达呈正
相关（ｒ＝０．２４３，Ｐ＝０．００４），回归方程为：ＴＩＭＰ＝
０．１９９＋０．２９９×ＴＧＦβ１，提示 ＴＩＭＰ１的表达随

ＴＧＦβ１表达的变化而同时发生改变。

２．４．２　ＭＭＰ１与ＴＩＭＰ１表达相关性分析　结果（图

４Ｂ）表明：除正常对照组外，其余３组 ＭＭＰ１表达与

ＴＩＭＰ１的表达呈负相关（ｒ＝－０．２９１，Ｐ＜０．０００１），回
归方程为：ＭＭＰ１＝０．２６５－０．３７０×ＴＩＭＰ１，提示

ＭＭＰ１的表达与ＴＩＭＰ１表达相互影响。
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图２　各组小鼠肺组织不同时间点ＴＩＭＰ１免疫组化染色结果

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＩＭＰ１ｐｒｏｔｅｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
Ａ：Ｔｈｅ７ｔｈｄ；Ｂ：Ｔｈｅ２１ｓｔｄ．Ａ１，Ｂ１：Ｍｏｄｅｌ；Ａ２，Ｂ２：Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；Ａ３，Ｂ３：Ｉｍａｔｉｎｉｂｍｅｓｙｌａｔｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图３　各组小鼠肺组织不同时间点ＴＧＦβ１免疫组化染色结果

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｐｒｏｔｅｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
Ａ：Ｔｈｅ７ｔｈｄ；Ｂ：Ｔｈｅ２１ｓｔｄ．Ａ１，Ｂ１：Ｍｏｄｅｌ；Ａ２，Ｂ２：Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；Ａ３，Ｂ３：Ｉｍａｔｉｎｉｂｍｅｓｙｌａｔｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

　　肺纤维化是许多病因不同的肺间质疾病的共同
结局，涉及细胞、细胞因子、ＥＣＭ 等因素间的相互作
用［１０］，常伴有ＥＣＭ 正常合成与降解平衡的破坏。

ＭＭＰｓ是一组结构相似的金属内肽酶，可以降解

ＥＣＭ 从而减少 ＥＣＭ 的沉积；而 ＴＩＭＰ是其抑制
物。Ｒｕｉｚ等［１１］研究发现，肺纤维化中 ＴＩＭＰｓ的表
达常较 ＭＭＰｓ的表达占明显优势，导致广泛的促胶
原沉积微环境的形成，ＴＩＭＰｓ表达升高可引起

ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰｓ比例失调，进而使胶原沉积增多形
成肺纤维化。肺纤维化中起主导作用的细胞因子是

ＴＧＦβ
［１２］。ＴＧＦβ可增强ＴＩＭＰ１基因表达并促使

胶原、纤维粘连蛋白、蛋白多糖和糖胺多糖的产生；

同时抑制 ＴＮＦα、ＩＬ１、ＥＧＦ、ｂＦＧＦ诱导的 ＭＭＰ
１、ＭＭＰ３基因表达上调［１３］。甲磺酸伊马替尼于

２００１年被美国ＦＤＡ批准用于临床治疗慢性粒细胞
性白血病（ＣＭＬ），目前还用于不能手术或发生转移
的恶性胃肠道间质肿瘤患者。与药物相关的不良反
应主要包括中性粒细胞减少或血小板减少，轻度恶
心、呕吐、腹泻，肌痛及肌痉挛，偶尔有水肿和水潴留
等。

　　本研究结果显示，甲磺酸伊马替尼可以减轻博
莱霉素诱导的小鼠肺纤维化［１３］，同时观察到小鼠在
给予一次性气管内注入博莱霉素后，与同期正常组
比较，模型组各时间点 ＭＭＰ１、ＴＩＭＰ１蛋白的表
达有统计学差异，提示 ＭＭＰ１、ＴＩＭＰ１参与了肺
纤维化的发生、发展。模型组早期（第７天）ＭＭＰ１
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水平最高，此后有所降低，但仍明显高于正常对照组
（Ｐ＜０．０１）。这表明肺纤维化时 ＭＭＰ１的表达水平
并不低，但可能 ＴＩＭＰ１的表达水平相对更高，且

ＥＣＭ合成代谢异常活跃，使ＥＣＭ 降解速度相对小
于沉积速度，导致纤维化。模型组 ＴＩＭＰ１水平从
第７天起持续升高，至晚期（第２１天）达到最高，提
示ＥＣＭ 的积聚沉积可能与ＴＩＭＰ１在此过程中的
持续高表达有关。甲磺酸伊马替尼在降低肺组织

ＴＩＭＰ１的表达上与地塞米松组无统计学差异，两

者各时间点ＴＩＭＰ１均明显低于模型组（Ｐ＜０．０１）。
结果提示甲磺酸伊马替尼可能通过抑制ＴＩＭＰ１的
表达，减轻其对 ＭＭＰｓ的抑制，提高了 ＭＭＰｓ的活
性，使 ＭＭＰ／ＴＩＭＰ失衡状态得以恢复，促进过度沉
积的ＥＣＭ降解。ＭＭＰ１与ＴＩＭＰ１的相关回归分
析可见两者负相关，因此推测甲磺酸伊马替尼对

ＭＭＰ１的相对上调作用可能是由于其降低了

ＴＩＭＰ１的表达从而减轻了 ＴＩＭＰ１对 ＭＭＰ１的
抑制。

图４　ＴＩＭＰ１与ＴＧＦβ１（Ａ）、ＴＩＭＰ１与 ＭＭＰ１（Ｂ）表达的相关性分析

Ｆｉｇ４　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｖｅｒａｇｅｄｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆＴＧＦβ１ａｎｄＴＩＭＰ１（Ａ），ａｎｄＭＭＰ１ａｎｄＴＩＭＰ１（Ｂ）

Ｄ：Ａｖｅｒａｇｅｄｅｎｓｉｔｙ

　　另外，在实验中我们观察到伊马替尼组和地塞
米松组ＴＧＦβ１的表达较模型组各时间点均显著降
低，且ＴＩＭＰ１的表达与ＴＧＦβ１表达正相关，推测
甲磺酸伊马替尼对ＴＩＭＰ１的抑制作用可能是通过
下调ＴＧＦβ１的表达来实现的。这提示甲磺酸伊马
替尼对肺纤维化ＥＣＭ 代谢的影响可能是一种连锁
反应，存在着网络效应，即通过抑制ＴＧＦβ１的高表
达减弱其对 ＴＩＭＰ１ 表达的促进作用，解除对

ＭＭＰ１表达的抑制，纠正 ＭＭＰ／ＴＩＭＰ的失衡，从
而减轻肺 纤维 化。但确切机制仍有待进一步
探讨。　　　　　
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