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诱导型一氧化氮合酶在博莱霉素致大鼠肺纤维化中的作用研究
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［摘要］目的 研究诱导型一氧化氮合酶（iNOS）在大鼠肺纤维化中的作用．方法 在博莱霉素（BLM）致

大鼠肺纤维化模型上，用免疫组化染色法测定肺组织 iNOS的表达，硝酸还原酶法测定肺组织匀浆中 NO含量，

碱水法测定肺组织匀浆中 HYP含量，HE染色法光镜观察肺组织形态学变化，评价 iNOS在大鼠肺纤维化形成中

的作用．结果 肺组织 NO含量：BLM组大鼠肺组织中 NO含量高于对照组（ ＜0.05），L-NMMA组大鼠肺组织

NO 含量低于 BLM 组 （ ＜0.05）．肺组织 HYP 含量：BLM 组大鼠肺组织中 HYP 含量高于对照组（ ＜0.05），

L-NMMA组大鼠肺组织中 HYP含量低于 BLM组（P＜0.05）．肺组织 iNOS表达：BLM组大鼠肺组织 iNOS表达

明显高于对照组（ ＜0.05）；L-NMMA组大鼠肺组织 iNOS表达低于 BLM组（ ＜0.05）．肺病理形态学：对照组

大鼠肺组织结构正常；BLM组肺组织出现肺泡炎症、肺间质胶原纤维增生和肺纤维化；L-NMMA组大鼠肺部炎症

和肺纤维化程度明显减轻．结论 iNOS抑制剂 L-NMMA在一定程度能减轻肺炎症反应和肺纤维化程度，iNOS在

肺纤维化中起着重要作用．
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［Abstract］ Objective To study the role of inducible nitric oxide synthase in Bleomycin-induced pulmonary

fibrosis in rats．Methods We used the pulmonary fibrosis model induced by bleomycin（BLM） to evaluate the

role of iNOS in the formation process of pulmonary fibrosis in rats．The expression of iNOS in lung tissue was

determined by the immunohistochemical staining method．The NO levels in the lung homogenates were measured by

the nitrate reductase assay．The HYP content in lung homogenates was evaluated by the alkaline method. The lung

tissue morphological changes were observed by light microscopy after HE staining．Results In the NO levels of the

lung tissue，BLM group was higher than the control group（ ＜0.05） and L-NMMA group was lower than the BLM

group（ ＜0.05）．In the HYP levels in the lung tissue， BLM group was higher than the control group（ ＜0.05）

and L-NMMA group was lower than the BLM group（ ＜0.05）．In the iNOS expression of the lung tissue，BLM

group was obviously higher than the control group（ ＜0.05） and L-NMMA group was lower than the BLM group

（ ＜0.05）．In the pathological morphology of the lung， the lung tissue was normal in rats in the control group，

the lung tissue appeared alveolar inflammation，pulmonary interstitial collagen increase and pulmonary fibrosis in
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BLM group and the lung inflammation and pulmonary fibrosis in L-NMMA group was reduced significantly．

Conclusion L-NMMA，a iNOS inhibitor，can reduce in a certain extent the inflammatory response of lung tissue

and pulmonary fibrosis，suggesting iNOS plays an important role in the formation of pulmonary fibrosis

［Key words］ Rats；Pulmonary fibrosis；Inducible nitric oxide synthase

肺纤维化（pulmonary fibrosis，PF）是由于过

多的成纤维细胞聚集和细胞外的基质成分如胶原蛋
白沉积而导致正常的肺组织结构改变和功能丧失的

一类疾病．流行病学资料显示，全世界肺纤维化患

者超过 500万，近年来患病人数不断上升[1]，男性
发病率为 10.7/（10万人·a），女性为 7.4/（10 万

人·a）．肺纤维化患者 5 a生存率约为 20%，平均

存活期为 2～4 a，死亡率呈日趋增高趋势[2]．目前

对肺纤维尚缺乏有效的防治药物和手段[3]，因此，

探索肺纤维化发病的机制以寻找治疗肺纤维化的安

全有效方法是当前呼吸系统研究的热点、难点之

一．研究发现肺组织氧化应激反应造成的氧化损

伤，NO参与氧化损伤肺组织，可能是其发病机制

之一[4]．笔者在博莱霉素（bleomycin，BLM）大鼠

肺纤维化模型上研究诱导型一氧化氮合酶

（inducible nitric oxide synthase，iNOS）表达在肺纤

维化形成过程中的作用，为肺纤维化的防治提供新

的干预作用的思路．

1 材料

1.1 动物

SPD 级 Sprague-Dawle 雄性大鼠，体重 160～

220 g，昆明医学院实验动物中心提供．

1.2 试剂

诱导性一氧化氮合酶抗体 （chemicon 公司，

AB5382），一氧化氮试剂盒（碧云 d生物技术研究

所，S0023），羟脯氨酸试剂盒（南京建成生物工程
研究所，批号：20110113）．注射用盐酸博来霉素

（日本化药株式会社，批号：批号：101510），N-

甲 基 -L- 精 氨 酸（NG-Monomethyl-L-arginine，

L-NMMA）（Enzolifesciences公司，批号：L09914）．

1.3 仪器

紫外分光光度计，（北京瑞利分析仪器公司

UV-1600），台式离心机（金坛市环保仪器厂 802

型），酶标仪 （日本 BIO RAD 公司 Model NO

550）．

1.4 方法

1.4.1 博莱霉素致大鼠肺纤维化模型建立 3%的

戊巴比妥钠腹腔注射使大鼠麻醉（0.1 mL/100 g），

气管内插管，连接呼吸机，待大鼠呼吸平稳后，气

管内一次性注入 5 mg/kg博莱霉素，复制大鼠肺纤

维化模型．实验期间大鼠自由饮水和进食．
1.4.2 动物分组和给药方法 实验随机分为 3组

（n＝25）：（1） 对照组：气管滴注 NS0.1 mL/100

G+腹腔注射 NS0.1 mL/100 g；（2） BLM组：气管
滴注 BLM5 mg/kg＋腹腔注射 NS 0.1 mL/100 g；

（3） L-NMMA组：气管滴注 BLM 5 mg/kg＋腹腔注

射 L-NMMA30 mg/kg．各组每天注射一次，连续

1、3、7、14、28 d．分别于各时间点随机处死大

鼠，取材备用，观测各项指标.

1.4.3 各项指标测定方法 免疫组化染色法测定

肺组织 iNOS的表达，采用 HPIAS-1000高清晰度

彩色病理图文分析系统半定量评定阳性细胞数量．

硝酸酶还原法[5]测定肺组织匀浆中 NO含量．碱水

法[6]测定肺组织匀浆中羟脯氨酸（hydr-oxyproline，

HYP）含量．HE染色法光镜下观察肺组织形态学

变化．

1.5 统计学处理

实验数据采用统计软件 SPSS Statistics进行单

因素方差分析，实验数据用 x±s 表示． ＜0.05为

差异有统计学意义．

2 结果

2.1 肺组织 NO含量
在整个病程中各时间点，BLM组和 L-NMMA

组大鼠肺组织中 NO含量均高于对照组，第 3、7、

14、28 天差异明显 （ ＜0.05），在第 14 天时最

高． L-NMMA 组大鼠肺组织 NO 含量低于 BLM

组，第 7、14、28天尤其明显（＜0.05），见表 1.

2.2 肺组织 HYP含量

实验结果表明：与对照组比较，BLM组第 14、
28天大鼠肺组织中 HYP活性明显升高（ ＜0.05），

28 d最高；与 BLM组比较，L-NMMA组第 14、28

天大鼠肺组织中 HYP含量降低（ ＜0.05），见表

2．

2.3 肺组织 iNOS表达
免疫组化结果显示：与对照组比较，BLM组

各时间点大鼠肺组织 iNOS 表达明显增加 （ ＜

0.05）；在 BLM组中，第 7天 iNOS含量最高，与

同组各时间点比较差异显著（ ＜0.05）；与 BLM
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组相比，L-NMMA组第 3、7、14天大鼠肺组织 i- NOS表达减少（＜0.05）；见图 1，表 3．

与对照组比较，* ＜0.05；与 BLM组比较，# ＜0.05；每个时间点 n＝5.

分 组 剂量（mg/kg）
NO含量 ［滋mol/(L.g)］

1 d 3 d 7 d 14 d 28 d

对照组 - 320.8±16.92 356.4±35.89 321.7±28.72 339.7±56.03 332.0±42.22

BLM组 - 370.7±10.07 431.4±20.14* 613.3±25.17* 806.0±93.32* 557.1±33.47*

L-NMMA组 30 347.3±21.92 399.7±26.22 545.2±21.46*# 526.7±47.26*# 380.7±45.63#

表 1 各组不同时间肺组织 NO含量变化（x±s）
Tab. 1 The changes of lung tissues NO content in each group at different time points（x±s）

与对照组比较，* ＜0.05；与 BLM组比较，# ＜0.05，每个时间点 n＝5.

分 组 剂量（mg/kg）
HYP含量（μg/g）

1 d 3 d 7 d 14 d 28 d

对照组 - 423.4±37.14 417.6±45.28 415.2±42.31 402.4±38.67 433.8±41.46

BLM组 - 525.5±57.78 534.6±43.13 616.5±38.95 763.7±47.71* 839.3±42.29*

L-NMMA组 30 499.8±66.80 584.1±54.21 584.3±55.34 603.3±48.42# 646.1±43.67#

表 2 各组不同时间肺组织 HYP含量变化（x±s）
Tab. 2 The changes of lung tissues HYP content in each group at different time points（x±s）

与对照组比较，* ＜0.05；与 BLM组比较，# ＜0.05；与同组第 7天比较，△ ＜0.05，每个时间点 n＝5.

分 组 剂量（mg/kg）
iNOS阳性单位（灰度值）

1 d 3 d 7 d 14 d 28 d

对照组 - 41.32±3.241 43.87±4.746 43.15±1.022 40.56±2.184 44.55±1.137

BLM组 - 61.26±3.753* 64.34±1.245*△ 77.49±3.005* 72.73±1.472*△ 66.69±4.385*

L-NMMA组 30 55.43±2.132* 60.22±2.150*# 68.75±2.359*# 63.78±0.567*# 65.51±4.769*

表 3 各组不同时间肺组织 iNOS表达变化（x±s）
Tab. 3 The changes of the iNOS expression in the lung tissues by immunohistochemistry at different time points

（x±s）

图 1 各组肺组织（7 d）免疫组化

Fig. 1 The iNOS expression in the lung tissues by immunohistochemistry at the 7th day

对照组 × 40 BLM组 ×40 L-NMMA组 ×40
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2.4 肺组织病理形态学变化

HE染色光镜病理形态学观察结果显示：对照

组中可见肺组织结构清晰，肺间质无炎症和纤维化

现象；BLM组各时期可见肺组织中不同程度的肺

泡炎，其中以 7 d最重，随着时间推移，14 d、28

d 时肺间质胶原纤维增生，出现肺组织纤维化；

L-NMMA组大鼠肺组织随着给药时间推移，肺部

炎症和肺纤维化程度明显减轻，见图 2．



图 2 各组肺组织病理形态学变化（28 d HE）

Fig. 2 The histopathological changes of lung tissues at the 28th day（28 d HE）

对照组 ×10 BLM组 ×10 L-NMMA组 ×10

3 讨论

本研究发现，在肺纤维化的形成中，BLM能

够引起大鼠肺组织中 NO含量、iNOS表达和肺组

织 HYP含量增加，肺组织炎症反应和肺纤维化程

度增加．iNOS抑制剂 L-NMMA能够降低大鼠肺组

织中 NO含量、iNOS表达和 HYP含量，减轻肺组

织炎症反应和肺纤维化程度．结果提示 iNOS在肺

纤维化的形成中起着重要作用．

BLM是由轮生链霉菌分离出来的碱性糖肽类

抗癌抗生素，其副作用可导致肺泡上皮细胞的坏死

脱离，释放炎症介质，聚集炎症细胞、成纤维细胞

等，通过复杂的细胞因子网络导致异常修复，细胞

基质的堆积，形成纤维化[7]．由于 BLM诱导的肺纤

维化模型其病理形态学改变与人类肺纤维化相似，

因此，博莱霉素复制动物肺纤维化模型已被广泛用

于肺纤维化作用机制的研究[8]，本研究成功复制了

博莱霉素致大鼠肺纤维化模型．

近年来，氧化应激损在肺纤维化发生中的重要

作用已受到众多学者的重视．氧自由基释放过多，

机体清除氧自由基能力下降，引起肺组织炎症反

应，肺组织结构受损，从而发生肺纤维化．研究表

明肺纤维化过程中 NO 参与肺组织的氧化损伤作

用，NO是由 NOS催化左旋精氨酸生成的，NOS有

3种类型， nNOS、eNOS和 iNOS．在 iNOS在多种

诱导因子作用下可大量表达，在氧化应激反应生

成 NO中起重要作用．因此，本研究在 BLM致大

鼠肺纤维化模型上，研究 iNOS的表达在肺纤维化

形成过程中的作用．本实验结果表明，博莱霉素

致大鼠纤维化肺组织中 iNOS表达增加，提示博莱
霉素能够诱导 iNOS的表达，促进 NO的生成，从

而导致肺炎症反应和肺纤维化的发生．

L-NMMA 是一种 NOS 抑制剂，能抑制 iNOS

催化左旋精氨酸生成 NO．L-NMMA能够减少肺组

织 NO含量和 HYP的含量从而能够减轻肺炎症反

应和肺纤维化程度，其作用机制可能于肺组织

L-NMMA抑制了 iNOS的表达有关．这提示 iNOS
在肺纤维化的形成中起着重要作用．因此，及早

采取干预措施，抑制 iNOS，减少 N0的过量产生，

有可能延缓肺纤维化[9]．
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