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　　摘　要：　目的　探讨吡非尼酮（ＰＦＤ）对大鼠气管瘢痕狭窄及成纤维细胞功能的影响。方法　将２０只ＳＤ雄
性大鼠通过气管切开和气管损伤手术构建气管狭窄模型，随机分成２组，实验组（１０只）予以ＰＦＤ胶囊粉末经口灌
喂，５０ｍｇ／（只·ｄ）；对照组（１０只）予以无菌水经口灌喂，５ｍＬ／（只·ｄ），两组连续灌喂１０ｄ。手术１４ｄ后ＨＥ染
色检测气管瘢痕厚度，免疫组织化学检测 ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ和 αＳＭＡ的表达情况。使用不同浓度的 ＰＦＤ处理
ＲＦＬ６细胞，ＣＣＫ８法检测细胞存活率，划痕和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭转移能力，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达
水平。结果　ＨＥ染色显示ＰＦＤ实验组大鼠气管瘢痕厚度为（３３７．５±３３．５）μｍ，明显低于对照组瘢痕厚度（５３７．０±
３８．８）μｍ（Ｐ＜０．０５）；免疫组织化学结果显示ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ和αＳＭＡ在实验组的表达强度明显低于对照组，两组
比较差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。细胞实验结果显示ＰＦＤ能抑制ＲＦＬ６细胞的生长，浓度为１．５ｍＭ时效果明
显（Ｐ＜０．０５）；ＰＦＤ能减弱细胞的划痕愈合以及穿出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的能力，与对照组比较差异均具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示ＰＦＤ能明显下调ＲＦＬ６细胞中ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ和αＳＭＡ的表达（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＰＦＤ能显著拮抗大鼠气管瘢痕形成，并能抑制成纤维细胞的增殖和转化、迁移愈合能力以及细胞外基质的
分泌能力。
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　　喉气管狭窄（ｌａｒｙｎｇｏｔｒａｃｈｅａｌｓｔｅｎｏｓｉｓ，ＬＴＳ）是指
由各种原因造成的喉气管软骨支架畸形、塌陷或缺

损，喉气管黏膜瘢痕形成或黏膜下组织增生导致呼

吸困难的一种疾病［１］。ＬＴＳ常见病因为长时间气管
插管内插管机械通气、颈部外伤，其次为喉气管手术

后，如喉癌、气管肿瘤、气管切开术等。另外，喉气管

放射治疗、炎症感染性疾病也可以导致该疾病的发

生［２］。吡非尼酮（ｐｉｒｆｅｎｉｄｏｎｅ，ＰＦＤ）是一种新的具
有广谱抗纤维化作用的吡啶酮类化合物，能够防止

和逆转纤维化和瘢痕的形成，在治疗肺纤维化和肝

纤维化的应用中取得了良好的效果［３］。本实验通

过建立ＳＤ大鼠气管瘢痕狭窄模型，予以口服 ＰＦＤ，
观察对气管瘢痕形成情况及瘢痕发生相关蛋白转化

生长 因 子 β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１，
ＴＧＦβ１）、Ｉ型胶原蛋白（ＣｏｌｌａｇｅｎＩ）及α平滑肌肌动
蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）表达的影响。
另外，通过细胞实验，观察 ＰＦＤ对气管瘢痕来源成
纤维细胞生长、增殖、侵袭转移能力以及相关因子表

达的影响。

１　材料和方法

１．１　主要试剂
ＰＦＤ胶囊购自北京康蒂尼药业有限公司

（１００ｍｇ），ＰＦＤ试剂购自 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司（美国），兔二
步法检测试剂盒（ＰＶ９００１）购自中杉金桥公司（中
国），ＣＣＫ８购自日本同仁，ＤＭＳＯ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司（美国），ＤＭＥＭ购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司（美国），特级
胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司，抗 ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ、α
ＳＭＡ抗体均购自Ａｂａｍ公司（英国），抗βａｃｔｉｎ抗体
购自碧云天生物（北京），大鼠成纤维细胞 ＲＦＬ６购
自中国科学院细胞库（上海）。

１．２　实验动物
选取普通级别 ＳＤ雄性大鼠２４只，体健，体重

约２００ｇ，实验用大鼠由中南大学动物学部提供。本
研究通过了中南大学湘雅医院伦理委员会批准。

１．３　实验方法
１．３．１　构建气管瘢痕狭窄大鼠模型　ＳＤ大鼠术前
使用１０％水合氯醛麻醉，按０．３ｍＬ／１００ｇ剂量腹腔

内注射，待麻醉生效后，用剃毛器剃除大鼠颈前毛

发，使用乙醇棉球消毒，在中线处作垂直皮肤切口，

从甲状软骨的上缘延伸至胸骨上缘。逐层分离皮肤

和皮下组织，分离带状肌，露出喉气管结构。将气管

前筋膜分离后，在第３～４颈气管环进行平行于气管
环切开气管，使用刮匙刮捎上段气管前半部分黏膜

４次，勿损伤软骨，避免气管塌陷。之后用２ｍｍ的
硅胶管给大鼠行经口气管插管，缝合气管壁及颈前

切口。手术出现出血应及时用棉球止血，避免血液

流入气管造成窒息，术后１～２ｈ内待大鼠麻醉彻底
苏醒后拔除气管插管。

１．３．２　分组及给药方法　手术后第３天，选取２０只
造模成功的大鼠，随机分为 ２个组，每组各１０只大
鼠。对照组给予无菌水灌喂，５ｍＬ／（只·ｄ）；实验组
给予溶于无菌水的 ＰＦＤ胶囊粉末经口灌喂，５０ｍｇ／
（只·ｄ）。两组连续灌喂１０ｄ，实验过程中大鼠正常
喂养饲料和水，每天换药观察大鼠呼吸及活动状况。

１．３．３　取材　手术１４ｄ后，用过量的１０％水合氯
醛处死大鼠。取大鼠气管，切除第一气管环上缘至

第七气管环下缘之间的气管，于气切口下２ｍｍ处
将气管剪成两段，分别装入装有４％多聚甲醛的 ＥＰ
管内，做好标记。

１．３．４　免疫组织化学染色及结果判定　采用免疫
组化 ＰＶ９００１二步法。具体实验步骤为：石蜡切片
脱蜡后常规水化，将切片浸入０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸缓
冲液中，微波炉中火加热至沸腾，然后持续小火加热

１５ｍｉｎ，冷却后 ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次。以３％去离子
水孵育１０ｍｉｎ阻断内源性过氧化物酶反应。ＰＢＳ
洗 ５ｍｉｎ×３次，滴加一抗，４℃过夜。ＰＢＳ洗５ｍｉｎ
×３次，滴加试剂１，室温下孵育１５ｍｉｎ，取出后ＰＢＳ
洗５ｍｉｎ×３次。滴加试剂２，室温下孵育１５ｍｉｎ，取
出后ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次。新鲜配制的 ＤＡＢ显色，
苏木素染核，盐酸乙醇分化，冲洗１５ｍｉｎ。脱水、透
明，中性树胶封片。

１．３．５　ＤＡＢ图像量化分析　使用 ＩｍａｇｅＪＳＡＡｉｎｃ
软件打开要处理的免疫组化图像。然后选择 Ｉｍａｇｅ
菜单Ｃｏｌｏｕｒ子选项ＣｏｌｏｕｒＤｅｃｏｎｖｏｌｕｔｉｏｎ处理图像。
在弹出的向量窗口中选择“ＨＤＡＢ”选项，选择确定
·３７２·
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后会出现３张新图像，其中标题为 Ｃｏｌｏｕｒ２的是经
过处理得到的 ＤＡＢ图像，应用于下一步量化分析。
接着点击菜单栏中 Ａｎａｌｙｚｅ选项，选择 ＳｅｔＭｅａｓｕｒｅ
ｍｅｎｔｓ进行参数设置，只选择Ｍｅａｎｇｒａｙｖａｌｕｅ和 Ｄｉｓ
ｐｌａｙｌａｂｅｌ两个选项，至此全部参数设置完毕。最后
选择Ｃｏｌｏｕｒ２窗口，点击菜单栏中的 Ａｎａｌｙｚｅ，选择
Ｍｅａｓｕｒｅ选项，将对 ＤＡＢ信号产生的图像平均暗度
进行量化，将得到的数据输入 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ软件
进行分析和可视化。

１．３．６　细胞培养　将大鼠成纤维细胞系 ＲＦＬ６培
养在含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ中。在５％ＣＯ２，温度为
３７°Ｃ培养箱中培养，每隔天换液，细胞扩增至满瓶
后用体积分数０．２５％胰酶＋０．０２％ ＥＤＴＡ溶液消
化传代。

１．３．７　ＣＣＫ８法检测细胞生长情况　将处在对数
生长期的细胞消化后接种于９６孔板中，每孔细胞约
２×１０３个，分成不同的ＰＦＤ药物浓度组及阴性对照
组培养。４８ｈ后，吸净培养基，每孔分别加入浓度
为１０％的 ＣＣＫ８培养基混合溶液，充分混匀后继续
培养细胞１ｈ；在酶标仪上测量各孔在波长４５０ｎｍ
处的ＯＤ值，并做好记录，实验重复 ３次。
１．３．８　划痕实验　接种５×１０５个细胞铺至６孔板
中，细胞长至融合度超过９０％时用１００μＬ无菌 Ｔｉｐ
头在６孔板底部划一笔直且均匀的划痕。清洗去除
漂浮的细胞，拍照后加入无血清培养基继续培养。

并在２４、３６ｈ后，观察划痕愈合情况，设置复孔并重
复３次。
１．３．９　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞迁移实验　准备好无血清细
胞悬液，每个小室上室中加入含８．０×１０３个的细胞
２００μＬ细胞悬液，下室中加入６００μＬ含有 １０％特
级胎牛血清培养基作为趋化因子，处理完毕后，放入

培养箱中继续培养。２４ｈ后将小室取出，ＰＢＳ清洗
３遍，加入甲醇固定细胞３０ｍｉｎ，０．１％结晶紫（Ｓｉｇ
ｍａ）染色 ２０ｍｉｎ。将结晶紫吸出，用 ＰＢＳ清洗
３遍，放在显微镜下（×２００）观察，随机选取５个高
倍视野，计算基底膜下室面染色的细胞数量，每个标

本重复３次，取其平均值。
１．３．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析相关蛋白表达情况　转
染４８ｈ后收集各组细胞提取总蛋白，采用 ＢＣＡ法
对蛋白定量后，取３０μｇ蛋白加入上样缓冲液后混
匀，９５℃水浴变性５ｍｉｎ。６０Ｖ浓缩胶，１００Ｖ分离
胶电泳分离蛋白质，２８０ｍＡ１００ｍｉｎ将蛋白质转移
至 ＰＶＤＦ膜上。转膜结束后，置入５％脱脂奶封闭
１ｈ加入Ⅰ抗，４℃摇床孵育过夜，ＰＢＳＴ溶液漂洗
３次，每次５ｍｉｎ。加入辣根过氧化物酶标记的Ⅱ抗

室温孵育１ｈ，ＰＢＳＴ溶液漂洗３次，每次５ｍｉｎ，将
ＥＣＬ液工作液均匀滴加在条带表面，于凝胶自动成
像系统曝光，用 ＩｍａｇｅＪ软件进行分析。
１．４　统计学方法

用ＳＰＳＳ２３．０统计软件进行统计分析，计量资
料用 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较使用独立样本 ｔ检验，
多组数据比较采用 ＡＮＯＶＡ方差分析，以 Ｐ＜０．０５
为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　气管瘢痕厚度比较
气管瘢痕厚度是以垂直于气管软骨，气管黏膜

到气管软骨之间的长度为测量值，每张 ＨＥ染色图
片测量４个不同部位。结果显示 ＰＦＤ实验组气管
瘢痕厚度为（３３７．５±３３．５）μｍ，对照组气管瘢痕厚
度为（５３７．０±３８．８）μｍ，实验组明显低于对照组，差
异具有统计学意义（ｔ＝８．７１２，Ｐ＜０．０５，图１Ａ）。
２．２　ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ和 αＳＭＡ在气管瘢痕组织
中的表达情况

免疫组织化学检测ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ和αＳＭＡ
蛋白分别在两组气管瘢痕组织中的表达情况。结果

显示ＴＧＦβ１和αＳＭＡ主要在胞浆中表达，而 Ｃｏｌｌａ
ｇｅｎＩ在胞浆与细胞间质中均表达。３种蛋白在对
照组中的表达强度明显均明显高于 ＰＦＤ实验组，两
组比较均具有统计学差异（ＴＧＦβ１：ｔ＝８．９７１，Ｐ＜
０．０５；ＣｏｌｌａｇｅｎＩ：ｔ＝７．４０５，Ｐ＜０．０５；αＳＭＡ：ｔ＝
６．８７８，Ｐ＜０．０５；图１Ｂ）。
２．３　ＰＦＤ对大鼠成纤维细胞增殖和迁徙愈合能力
的影响

用１ｍＭ和 １．５ｍＭ两种浓度 ＰＦＤ处理 ＲＦＬ６
细胞，４８ｈ后观察细胞增殖情况。结果显示与对照
组相比，实验组细胞增殖均受到抑制，其中１．５ｍＭ
的ＰＦＤ对细胞抑制最明显，两实验组与对照组比较
均有统计学差异（１ｍＭ：ｔ＝２．４２８，Ｐ＝０．０４８；
１．５ｍＭ：ｔ＝１０．２９０，Ｐ＜０．０５；图２）。接下来使用
１．５ｍＭ的ＰＦＤ进行Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验和划痕实验。Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ实验显示实验组在２４ｈ和３６ｈ两个不同时
间点穿出细胞均明显少于对照组，两组比较差异具

有统计学意义（２４ｈ：ｔ＝２．９８６，Ｐ＝０．０４１；３６ｈ：
ｔ＝２２．２５０，Ｐ＜０．０５；图２Ａ、Ｂ）；划痕实验显示实验
组在２４ｈ和３６ｈ两个不同时间点划痕愈合面积均
高于对照组，两组比较差异具有统计学意义（２４ｈ：
ｔ＝４．４８７，Ｐ＝０．０１１；３６ｈ：ｔ＝３．３７５，Ｐ＝０．０２８；
图２Ｃ、Ｄ）。
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２．４　ＰＦＤ对大鼠成纤维细胞 ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ和
αＳＭＡ表达的影响

使用１ｍＭ和１．５ｍＭ两种不同浓度的 ＰＦＤ处
理ＲＦＬ６细胞，４８ｈ后提取细胞总蛋白进行Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ分析。结果显示 ＰＦＤ能抑制 ＲＦＬ６细胞

ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ和αＳＭＡ的表达，在浓度１．５ｍＭ最
为明显，与对照组相比均有统计学差异（ＣｏｌｌａｇｅｎＩ：
ｔ＝９．７６７，Ｐ＜０．０５；ＴＧＦβ１：ｔ＝１０．６６０，Ｐ＜０．０５；
αＳＭＡ：ｔ＝１５．７２０，Ｐ＜０．０５；图２Ｅ～Ｉ）。
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图１　两组ＨＥ染色及免疫组织化学结果　Ａ：对照组与实验组气管瘢痕形成情况及两组瘢痕厚度测量值比较　（ＨＥ×４０）；
Ｂ：ＴＧＦβｌ、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ和αＳＭＡ在两组瘢痕组织中的表达情况及ＤＡＢ测量值比较　（免疫组化 ×２００）
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图２　ＰＦＤ影响ＲＦＬ６细胞功能及蛋白表达的实验结果　Ａ、Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示ＰＦＤ处理组和对照组在２４ｈ与３６ｈ时细
胞穿出情况；Ｃ、Ｄ：细胞划痕实验显示ＰＦＤ处理组和对照组细胞在２４ｈ与３６ｈ时的愈合情况；Ｅ、Ｆ：ＣＣＫ８法检测不同浓度
下细胞的存活情况；Ｇ～Ｉ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示ＰＦＤ对ＣｏｌｌａｇｅｎＩ、ＴＧＦβｌ和αＳＭＡ蛋白表达的影响

·５７２·



中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第２６卷　

３　讨论

ＬＴＳ根据不同的狭窄部位可分为喉狭窄、气管
狭窄、ＬＴＳ，其主要的临床表现为呼吸困难和声音嘶
哑，呼吸困难的程度与狭窄程度和病情发展的速度

有关。对于ＬＴＳ迄今无可靠的治疗手段，临床上较
为常见治疗方法是手术治疗和药物治疗。丝裂霉素

Ｃ、糖皮质激素、红霉素、氟尿嘧啶等药物通过抑制
瘢痕组织的形成，对 ＬＴＳ也有一定的治疗效果，但
目前依然缺乏大规模临床试验的有效证据［４７］。

ＬＴＳ发生的主要病理机制是喉气管损伤后引起
组织细胞变性、坏死，继而发生慢性炎性细胞浸润和

纤维组织增生、修复，导致损伤处腔内黏膜层明显增

厚、胶原沉积和软骨膜炎，最终形成组织重塑和气道

瘢痕。目前，关于气道瘢痕形成的分子机制研究不

多，但气道瘢痕与皮肤瘢痕组织的形成机制有许多

相同之处。与皮肤损伤修复类似，气道损伤修复是

一种动态复杂的过程，当气道出现损伤后，局部引起

血小板、炎症细胞、成纤维细胞聚集，纤维蛋白原沉

淀，炎性细胞分泌多种细胞因子并清除感染和坏死

物质，成纤维细胞增殖并转化为肌成纤维细胞，后者

分泌胶原蛋白和胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ），形成新生物肉芽组织，周围上皮细胞逐渐迁
移并覆盖新生组织，最后愈合伤口。如果该过程中

成纤维细胞与肌成纤维细胞过度激活增殖，和／或
ＥＣＭ降解抑制，将引起 ＥＣＭ合成与降解的平衡打
破，可致使瘢痕组织过度增长，最终形成病理性瘢

痕［８９］。

成纤维细胞是参与伤口愈合和瘢痕形成的关键

效应细胞，它可分泌 ＥＣＭ的主要成分 ＣｏｌｌａｇｅｎＩ、
ＣｏｌｌａｇｅｎＩＩＩ和Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，以及自分泌ＴＧＦβ、胰岛素
样生在因子（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＩＧＦ）和结缔
组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴ
ＧＦ）等多种细胞因子［８］。ＴＧＦβ是目前已知的与瘢
痕形成最密切的一种细胞因子，包括 ＴＧＦβｌ、
ＴＧＦβ２、ＴＧＦβ３，其中 ＴＧＦβｌ和 ＴＧＦβ２具有促进瘢
痕形成的作用，ＴＧＦβ３具有抑制瘢痕形成的作用。
ＴＧＦβｌ所占比例最高，活性最强，可刺激成纤维细
胞增殖分化，上调 αＳＭＡ及胶原蛋白的表达，促进
ＥＣＭ的合成及血管生成［１０］。

近年来，已有一些实验研究通过抑制 ＴＧＦβ的
产生或阻断 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路来限制瘢痕组织
生长。红霉素在体内体外实验中发现能抑制瘢痕组

织中ＴＧＦβｌ、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ、ＣｏｌｌａｇｅｎＩＩＩ的表达并能阻断
ＴＧＦβｌ诱导ＶＥＧＦ的生成［６，１１］。动物实验中，ＴＧＦβ
的肽拮抗剂Ｐ１７能够减轻气管瘢痕组织的厚度以及
减少αＳＭＡ和ＣＴＧＦ的表达，但气管管腔面积无明
显改善［１２］。

目前，国外有少数动物实验研究 ＰＦＤ治疗声带
和气管瘢痕的报道，研究表明ＰＦＤ能够减轻喉气管
的瘢痕组织形成，并能抑制瘢痕组织中ＴＧＦβｌ、肿瘤
坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、白细胞
介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｂｅｔａ，ＩＬ１β）和 αＳＭＡ的表
达，但ＰＦＤ对成纤维细胞的增殖和侵袭分化功能的
影响尚无详细的研究报道［１３１５］。本研究在动物实

验中明确ＰＦＤ有拮抗气管瘢痕形成的疗效后，进一
步在细胞实验中证实 ＰＦＤ对成纤维细胞功能的影
响。我们在该研究中通过气管切开和气管黏膜损伤

来构建ＳＤ大鼠气管狭窄模型，发现术后第１４天对
照组气管瘢痕增生明显，而ＰＦＤ实验组瘢痕增生较
对照组明显减少；另外，免疫组织化学检测发现实验

组瘢痕组织中ＴＧＦβｌ、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ、αＳＭＡ表达较对照
组减弱。细胞实验发现，ＰＦＤ能够抑制成纤维细胞
的生长增殖能力以及侵袭转移能力，并能下调

ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ和αＳＭＡ的表达，这说明 ＰＦＤ有
抑制成纤维细胞增殖和分化以及分泌ＥＣＭ的作用。
虽然这些结果表明ＰＦＤ有明确的拮抗 ＬＴＳ的疗效，
但长期疗效仍需要实验继续观察。

本研究成功构建了 ＳＤ大鼠气管狭窄模型，证
实了ＰＦＤ不仅能抑制成纤维细胞增殖分化和分泌
ＥＣＭ，并且有拮抗 ＬＴＳ形成的能力，为 ＬＴＳ的药物
治疗提供新的方法和理论依据。
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