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尼达尼布脂质体治疗肺纤维化大鼠效果及其机制
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摘　 要:　 为了观察尼达尼布脂质体治疗肺纤维化大鼠效果及其对血清羟脯氨酸、前列腺素 Ｅ２ 水平及自主活

动次数的影响ꎮ 肺纤维化大鼠予以不同浓度尼达尼布脂质体灌胃治疗ꎮ 用 ＨＥ 染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肺组织形态

变化ꎬ用 Ａｓｃｈｒｏｆｔ 评分评估肺纤维化程度ꎬ并测量血清羟脯氨酸(Ｈｙｐ)、前列腺素 Ｅ２(ＰＧＥ２)水平ꎬ观察大鼠自主活

动次数ꎮ 发现尼达尼布脂质体(高剂量组效果更佳)可改善肺纤维化程度ꎬ降低血清 Ｈｙｐ、ＰＧＥ２ 水平ꎬ并不会引起

大鼠自主活动次数增加ꎮ 说明高剂量尼达尼布脂质体能显著改善肺纤维化大鼠的肺纤维化ꎬ降低血清羟脯氨酸、
前列腺素 Ｅ２ 水平且不会增加自主活动次数ꎮ
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　 　 肺纤维化是由于感染特殊病毒、长期暴露于放

射环境或长期接触微溶毒素等多种原因导致的肺

间质疾病晚期的共同结果[１]ꎮ 研究表明肺纤维化

也是类风湿性关节炎和系统性硬化症患者的常见

并发症[２]ꎮ 肺纤维化以肺泡损伤、肺间质增厚及肺

泡细胞外基质持续损伤、重建和弹性纤维过度沉

积ꎬ肺泡壁破损和肺泡微血管功能缺失为主要病理

特点[３]ꎮ 目前临床上主要应用皮质类固醇、细胞毒

药物、免疫抑制剂等药物进行治疗ꎬ这些药物治疗

不但会引起骨髓抑制、弥漫性肺泡出血等一系列副

作用ꎬ而且抗纤维化作用往往不显著[４]ꎬ因此目前

急需寻找有效防治药物ꎮ 研究表明尼达尼布作为

一种多重酪氨酸激酶抑制剂ꎬ在治疗特发性肺纤维

化的临床应用中取得了显著效果[５]ꎮ 脂质体属于

一种特殊药物载体ꎬ与药物结合后可提高其生物利

用率并增加其稳定性ꎬ目前对于尼达尼布脂质体治

疗肺纤维化的研究较少ꎬ本文旨在探究尼达尼布脂

质体对大鼠肺纤维化治疗效果及其对血清羟脯氨

酸、前列腺素 Ｅ２ 水平和自主活动次数的影响ꎮ
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１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验动物　 １２０ 只 ＳＤ 雄性大鼠由四川达硕

实验动物有限公司提供ꎬ周龄 ６ ~ ８ 周ꎬ体重 １８０ ~
２２０ｇꎮ 将大鼠饲养在温度 ２１ ~ ２５℃ꎬ湿度 ４５ ~ ５５％
的空调房内ꎬ保持 １２ 小时昼夜节律ꎬ并保持提供充

足的水和食物ꎮ
１.１.２　 主要试剂　 尼达尼布脂质体(南方医科大学

药剂实验室制备)ꎻ羟脯氨酸含量测定试剂盒(上海

建成康美工程有限公司)ꎻＭａｓｓｏｎ 染色试剂盒(北京

达美吉基生物公司) ꎻＰＧＥ２ 试剂盒(南京舒丽雅生

物科技有限公司)ꎻＹＬＢＣＲ 多功能大鼠自主活动记

录仪(安徽丰川正华生物仪器设备有限公司)ꎮ
１. １. ３ 　 主 要 仪 器 　 紫 外 分 光 光 度 计 ( Ｐｅｒｋｉｎ
Ｅｌｍｅｒ)ꎬ低温高速离心机(Ｈｅｒｍｅｌ)ꎬ显微镜(蔡司)ꎬ
ＹＬＢＣＲ 多功能大鼠自主活动记录仪(安徽丰川正华

生物仪器设备有限公司)ꎬ全自动轮转式病理组织

切片机(Ｌｅｉｃａ ＲＭ２２６５)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 实验动物及分组　 １２０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为

以下 ４ 组(每组 ３０ 只大鼠):Ａ 组:正常对照组ꎬＢ
组:肺纤维化模型组ꎬＣ 组:尼达尼布脂质体高剂量

组ꎬＤ 组:尼达尼布脂质体低剂量组ꎮ 饲养 １ 周适应

环境后ꎬ用 ３０ ｍｇ / ｋｇ 戊巴比妥钠麻醉大鼠后ꎬ消毒

需切开部位ꎬ行气管正中切口ꎬ暴露气管后ꎬＡ 组大

鼠气管内滴注 ０.２~０.３ｍＬ 生理盐水ꎬＢ、Ｃ、Ｄ 三组大

鼠气管内滴注同体积博来霉素(５ ｍｇ / ｋｇ )ꎬ滴注完

毕后ꎬ为使滴注药物在肺内分布均匀ꎬ将大鼠保持

直立并不断旋转 ５ｍｉｎꎬ随后逐层缝合ꎬ手术后注意

伤口隔天换药预防感染ꎮ ４ 周后 Ｃ 组、Ｄ 组分别予

以尼达尼布脂质体灌胃(４０ｍｇ / ｋｇ.ｄꎬ８０ｍｇ / ｋｇ.ｄ)ꎬＢ
组予以 ０.９％０.２ｍＬ 生理盐水灌胃ꎮ 连续灌胃 ４ 周

后处死 ４ 组大鼠ꎬ注意每周重新称量老鼠体重ꎬ调整

药物灌胃剂量ꎮ
１.２.２　 组织学观察　 取大鼠右肺组织ꎬ用 １０％甲醛

固定ꎬ石蜡包埋后病理组织切片机切片ꎬ分别进行

ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎬ并由两位病理科医生用双

人盲法采用倒置显微镜、病理图像分析仪阅片ꎬ参
照 Ａｓｈｃｒｏｆｔ 评分方法[６]ꎬ对组织切片纤维化程度进

行评分ꎮ 评分细则如下:肺组织正常ꎬ０ 分ꎻ肺泡壁

及细支气管壁轻微纤维化增厚ꎬ１ ~ ２ 分ꎻ肺泡壁及

细支气管壁中度纤维化增厚ꎬ但不伴明显的肺结构

损伤ꎬ３ ~ ４ 分ꎻ肺泡壁及细支气管壁重度纤维化增

厚ꎬ并伴明确的肺结构损伤ꎬ５ ~ ６ 分ꎻ有大范围纤维

化及肺结构广泛破坏ꎬ７~８ 分ꎮ
１.２.３　 各组血清羟脯氨酸、前列腺素 Ｅ２ 含量测定

　 抽取已处死大鼠右心室血液 ２ ~ ５ｍｌꎬ将血液样本

标记后静置 ２ ｈꎬ２０００ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ 分钟后ꎬ取上清

液ꎬ置于 － ２０℃ 待用ꎮ 血清 Ｈｙｐ、 ＰＧＥ２ 含量采用

ＥＬＩＳＡ 法测定ꎬ操作步骤严格遵循测试盒说明书ꎮ
１.２.４　 各组自主活动次数测定　 用实验功能大鼠

自主活动记录仪记录仪测定最后一次给药 １０ｍｉｎ 后

各组大鼠 ５ ｍｉｎ 内活动次数ꎬ再用同样方法记录最

后一次给药 ２０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、４０ｍｉｎ、５０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ 后大

鼠 ５ｍｉｎ 内自主活动次数ꎮ
１.２.５　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ１７. ０ 统计软件进行

统计处理ꎬ实验数据用 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间差异的显著

性分析采用单因素方差分ꎬＰ<０. ０５ 有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 镜下观察不同浓度尼达尼布脂质体对肺纤维

化形态的影响

２.１.１ 　 ＨＥ 染色结果 　 对照组大鼠肺组织结构清

晰ꎬ结构未见明显异常ꎬ肺泡壁表面光滑ꎬ形态清

晰ꎬ肺泡腔清晰且无渗出分泌物ꎬ肺泡间隔未见增

厚(图 １Ａ)ꎮ 与生理盐水处理对照组大鼠的正常肺

泡形态相比ꎬ气管内滴注博莱霉素刺激 ４ 周后肺泡

结构紊乱ꎬ肺泡壁明显增厚ꎬ白细胞大量浸润ꎬ肺泡

间隔大量胶原纤维沉积(图 １Ｂ)ꎮ 尼达尼布脂质体

高剂量处理的大鼠肺内可见:与气管内滴注博莱霉

素 Ｂ 组大鼠相比ꎬ肺泡、肺泡间隔仅有少量炎性细

胞ꎬ肺泡间增宽有所缓解ꎬ肺泡间隔沉积的胶原纤

维明显减少ꎬ肺部纤维化程度显著缓解(图 １Ｃ)ꎮ
尼达尼布脂质体低剂量处理的大鼠肺内可见:与气

管内滴注博莱霉素 Ｂ 组大鼠相比ꎬ肺泡、肺泡间隔

有少量炎性细胞浸润ꎬ肺泡间增宽稍有缓解ꎬ肺泡

间隔沉积的胶原纤维减少ꎬ肺部纤维化程度有所缓

解ꎬ但未达到尼达尼布脂质体高剂量处理水平(图
１Ｄ)ꎮ
２.１.２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果 　 正常对照组大鼠肺组织

血管壁及肺泡壁可见有少量胶原纤维组织ꎬ肺泡及

肺间质则未见胶原纤维组织沉积(图 ２Ａ)ꎮ 与生理

盐水处理对照组大鼠的正常肺泡形态相比ꎬ气管内

滴注博莱霉素刺激 ４ 周后ꎬ支气管壁及肺间质可见

大量胶原纤维显著增生(图 ２Ｂ)ꎮ 尼达尼布脂质体

高剂量处理的大鼠肺内可见:肺内血管壁及肺泡壁

仅有少量的胶原纤维ꎬ纤维化程度较正常组明显缓
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解ꎬ提示高剂量尼达尼布脂质体治疗有效(图 ２Ｃ)ꎮ
尼达尼布脂质体低剂量处理的大鼠肺内可见:肺内

血管壁少量胶原纤维增生ꎬ纤维化程度较正常组稍

有缓解ꎬ但未达到尼达尼布脂质体高剂量处理水平

(图 ２Ｄ)ꎮ

图 １　 ４ 周后肺组织切片 ＨＥ 染色结果(１００×)
Ａ:正常对照大鼠ꎻＢ:肺纤维化大鼠ꎻＣ:高剂量尼达尼布

脂质体治疗组ꎻＤ:低剂量尼达尼布脂质体治疗组.

图 ２　 ４ 周后肺组织切片 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果(１００×)
Ａ:正常对照大鼠ꎻＢ:肺纤维化大鼠ꎻＣ:高剂量尼达尼布

脂质体治疗组ꎻＤ:低剂量尼达尼布脂质体治疗组.

２.２　 各组大鼠 Ａｓｃｈｒｏｆｔ 评分比较　 Ａｓｃｈｒｏｆｔ 评分是

通过肺组织结构破坏程度及肺纤维组织增生情况

衡量评价肺组织纤维化程度评分方法ꎮ 如图 ３ 所

示ꎬ研究结果显示:Ｂ 组大鼠肺纤维评分显著高于 Ａ
组(Ｐ<０.０５) ꎬ提示 Ｂ 组大鼠肺部纤维化病变明显ꎬ
且与 Ｂ 组相比ꎬＣ 组和 Ｄ 组的大鼠肺纤维评分均有

所降低(Ｐ<０.０５)ꎬ提示用尼达尼布脂质体治疗后ꎬＣ
组和 Ｄ 组大鼠肺纤维化水平有所缓解ꎬ但是高剂量

尼达尼布脂质体治疗大鼠肺纤维化缓解水平优于

低剂量尼达尼布脂质体治疗大鼠肺纤维化缓解水

平(Ｐ<０.０５) ꎮ 详见图 ３ꎮ

图 ３　 各组大鼠 Ａｓｃｈｒｏｆｔ 评分比较结果

Ａ:正常对照大鼠ꎻＢ:肺纤维化大鼠ꎻＣ:高剂量尼达尼布

脂质体治疗组ꎻＤ:低剂量尼达尼布脂质体治疗组.

与 Ａ 组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与 Ｂ 组比较ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎻ与 Ｃ 组比较ꎬΔＰ<０.０５

２.３　 各组血清羟脯氨酸、前列腺素 Ｅ２ 水平比较　
研究结果显示:Ｂ 组大鼠血清羟脯氨酸、前列腺素

Ｅ２ 水平显著高于 Ａ 组(Ｐ<０.０５) ꎬ且与 Ｂ 组相比ꎬＣ
组和 Ｄ 组的血清羟脯氨酸、前列腺素 Ｅ２ 水平均有

所降低(Ｐ<０.０５)ꎬ提示用尼达尼布脂质体治疗后ꎬＣ
组和 Ｄ 组大鼠肺纤维化水平有所缓解ꎬ但是高剂量

尼达尼布脂质体治疗大鼠血清羟脯氨酸、前列腺素

Ｅ２ 下降水平较高剂量尼达尼布脂质体下降水平大

(Ｐ<０.０５) ꎮ 详见图 ４ꎮ
２.４　 各组大鼠自主活动次数比较　 研究结果显示:
Ｂ 组大鼠 ２０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、５０ｍｉｎ、后大鼠 ５ｍｉｎ 内自主

活动次数均较 Ａ 组显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ且与 Ｂ 组相

比ꎬＣ 组和 Ｄ 组的大鼠 ２０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、５０ｍｉｎ、后大鼠

５ｍｉｎ 内自主活动次数均有所减少(Ｐ<０.０５)ꎬ但是高

剂量尼达尼布脂质体治疗后大鼠大鼠 ２０ｍｉｎ、
３０ｍｉｎ、５０ｍｉｎ、后大鼠 ５ｍｉｎ 内自主活动减少次数较

低剂量尼达尼布脂质体下降水平小(Ｐ<０.０５) ꎮ 提

示用尼达尼布脂质体治疗肺纤维化不会影响大鼠

自主活动次数ꎬ详见图 ５ꎮ

４８４ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＳｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８ꎬＶｏｌ.４６ꎬＮｏ.５



图 ４　 各组血清羟脯氨酸、前列腺素 Ｅ２ 水平比较结果

Ａ:正常对照大鼠ꎻＢ:肺纤维化大鼠ꎻＣ:高剂量尼达尼布脂质体治疗组ꎻＤ:低剂量尼达尼布脂质体治疗组.

与 Ａ 组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与 Ｂ 组比较ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎻ与 Ｃ 组比较ꎬΔＰ<０.０５

图 ５　 各组大鼠自主活动次数比较

Ａ:生理盐水治疗对照大鼠ꎻＢ:博来霉素处理的大鼠ꎻ
Ｃ:高剂量尼达尼布脂质体治疗博来霉素处理的大鼠ꎻ
Ｄ:低剂量尼达尼布脂质体治疗博来霉素处理的大鼠ꎮ

３　 讨　 　 论

肺纤维化是感染特殊病毒、长期暴露于放射环

境或长期接触微溶毒素等多种原因导致的肺间质

疾病晚期的共同结果ꎮ 研究表明肺纤维化也是类

风湿性关节炎和系统性硬化症患者的常见并发

症[７]ꎮ 肺纤维化以肺泡损伤、肺间质增厚及肺泡细

胞外基质持续损伤、重建和弹性纤维过度沉积ꎬ肺
泡壁破损和肺泡微血管功能缺失为主要病理特点ꎮ
目前临床上主要应用皮质类固醇、细胞毒药物、免
疫抑制剂等进行治疗ꎬ这些药物治疗不但会引起骨

髓抑制、弥漫性肺泡出血等一系列副作用ꎬ而且抗

纤维化作用往往不显著ꎬ因此目前急需寻找有效防

治手段ꎮ 在动物实验中ꎬ可通过放射线或闭塞细支

气管诱发实验性动物肺纤维化模型ꎬ但是尚不清楚

上述疾病模型是否能完全模拟人类肺纤维化疾病

模型[８]ꎮ 近年来ꎬ因博来霉素诱导的肺纤维化动物

模型的特点与人肺纤维化临床特点高度相近ꎬ受到

了研究者的广泛关注ꎮ 人肺纤维化的主要病理特

征为肺泡上皮细胞损伤ꎬ成纤维细胞及细胞外基质

蛋白的沉积ꎬ引起正常肺结构破坏和气体交换进行

性减少[９]ꎮ 研究表明气管内滴注博莱霉素会引起

炎性细胞浸润导致急性肺部炎症ꎬ活化的炎症细胞

和成纤维细胞可以合成并释放大量活性氧、趋化因

子、细胞因子和蛋白酶ꎬ从而导致大鼠肺部产生大

量胶原蛋白进而形成纤维增生[１０]ꎮ 本研究也发现ꎬ
大鼠气管内滴注博莱霉素博 ４ 周后导致弥漫性肺泡

间隔增厚ꎬ肺泡内可见大量渗出液ꎬ肺组织间隙大

量淋巴细胞和巨噬细胞浸润ꎬ这与临床上人肺纤维

化病理特征一致ꎮ
尼达尼布作为一种特殊的多重酪氨酸激酶抑

制剂ꎬ 可有效抑制 ＶＥＧＦＲ１ꎬ ＶＥＧＦＲ２ꎬ ＶＥＧＦＲ３ꎬ
ＰＤＧＦＲα、 ＰＤＧＦＲβ 及 ＦＧＦＲ１ꎬ ＦＧＦＲ２ꎬ ＦＧＦＲ３ꎮ
ＶＥＧＦ 是一种同源二聚体糖蛋白ꎬ可促进血管内皮

细胞增生、促进新生血管形成、增加血管通透性ꎬ研
究表明 ＶＥＧＦ 增加可促进肺纤维化形成[１１]ꎮ ＰＤＧＦ
是一种可调节细胞外基质的生长因子ꎬ其可刺激肌

成纤维细胞及成纤维细胞等多种细胞ꎬ合成分泌大

量胶原酶ꎬ从而破坏正常肺组织内胶原纤维[１２]ꎮ 研

究发现 ＰＤＧＦ 可通过 ＭＡＰＫ 通路增加 Ｉ 型胶原合

成ꎬ说明 ＰＤＧＦ 在肺纤维化发生发展中挥重要作

用[１３]ꎮ ＦＧＦ 可刺激内皮细胞及成纤维细胞增殖ꎬ
Ｅｎｇｌｉｎｇｅｒ Ｂ 等[１４] 研究发现 ＴＧＦ￣β１ 可介导 ＦＧＦ２ /
ＥＲＫ 信号通路促进成纤维细胞聚集ꎬ促进肺纤维化

的发生ꎮ 这说明在肺纤维化的发生发展过程中ꎬ
ＦＧＦ、ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ 起到了重要的促进作用ꎬ而尼达

尼布可通过抑制 ＦＧＦ、ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ 进而抑制肺纤

维化的发生ꎮ 脂质体是一种磷脂在水溶液中形成

的微小囊泡ꎬ其结构类似于生物膜结构ꎬ其与药物

结合后可作为药物载体ꎬ提高治疗药物的的靶向

性、稳定性ꎬ并在药物代谢吸收后可自行降解ꎬ且无

毒性及免疫原性[１５]ꎮ 本文发现将脂质体与尼达尼
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布有效结合ꎬ可有效降低大鼠肺纤维化ꎮ
羟脯氨酸不同于普通氨基酸ꎬ是在胶原蛋白中

的一种特殊氨基酸ꎬ也是胶原蛋白特有的ꎬ其含量

同时也可以代表特定部位胶原的含量ꎬ故检测血清

羟脯氨酸可反映大鼠肺纤维化严重程度并判断药

物治疗效果ꎮ 前列腺素 Ｅ２ 是一种不饱和脂肪酸ꎬ
是鼠和人肺泡上皮细胞内花生四烯酸代谢主要产

物ꎬ其通过调节腺苷酸环化酶信号有效抑制成纤维

细胞增殖ꎬ同时抑制胶原基因转录ꎮ 因此检测血清

前列腺素 Ｅ２ 可有效判断肺部纤维化水平ꎬ评估药

物治疗预后水平ꎮ 与肺纤维化组大鼠相比ꎬ药物治

疗组的血清羟脯氨酸、前列腺素 Ｅ２ 水平均有所降

低ꎬ且高剂量尼达尼布脂质体治疗大鼠血清羟脯氨

酸、前列腺素 Ｅ２ 下降水平较低剂量尼达尼布脂质

体下 降 水 平 大ꎮ 用 药 后 的 大 鼠 ２０ｍｉｎ、 ３０ｍｉｎ、
５０ｍｉｎ、后大鼠 ５ｍｉｎ 内自主活动次数均有所减少ꎬ且
高剂量尼达尼布脂质体治疗后大鼠 ２０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、
５０ｍｉｎ、后大鼠 ５ｍｉｎ 内自主活动减少次数较低剂量

尼达尼布脂质体下降水平小ꎮ 其综上所述ꎬ尼达尼

布脂质体能治疗肺纤维化机制可能与降低血清羟

脯氨酸、前列腺素 Ｅ２ 水平且自主活动次数与其剂

量无关ꎮ
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