
·物理·生物·技术·

卡托普利通过抑制 ＣＣＬ⁃２ 表达缓解大鼠
急性放射性肺损伤的机制研究
王俊　 卢宏达　 雷章　 吴洪斌　 卢驰

４３００７９ 武汉，湖北省肿瘤医院肿瘤内科（王俊）；４３００１４ 武汉市中心医院肿瘤内科（卢

宏达、雷章、吴洪斌、卢驰）
ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１００４⁃４２２１．２０１７．１０．０２１

　 　 【摘要】 　 目的　 研究卡托普利对大鼠急性放射性肺损伤的抑制作用及可能机制。 方法　 将 ６４
只雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为对照组、照射组和照射＋卡托普利低 ／高剂量组。 除对照组外，其余各组

均给予右肺单次 ２０ Ｇｙ 照射建立大鼠急性放射性肺损伤模型。 于第 １、２、４、８ 周处死大鼠 ＨＥ 染色观

察大鼠肺组织变化，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ、蛋白印迹法分别检测肺组织中 ＣＣＬ⁃２ｍＲＮＡ 水平及蛋白含量，免疫组

化检测各组大鼠肺组织中巨噬细胞（ＣＤ６８）数量。 采用单因素方差分析。 结果　 卡托普利能够减轻

急性放射性肺损伤大鼠肺组织炎症反应（Ｐ＜０ ０５），抑制单核细胞在损伤肺组织中聚集（Ｐ＜０ ０５），降
低 ＣＣＬ⁃２ 在大鼠肺组织中的含量（Ｐ＜０ ０５）。 结论　 卡托普利可能通过降低 ＣＣＬ⁃２ 的表达，从而抑制

单核细胞在急性放射性肺损伤大鼠肺组织中的聚集，进而减轻炎症反应。
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　 　 ＲＩＬＩ 又被称为放射性肺病，包括早期的放射性

肺炎及晚期的放射性肺纤维化 ２ 个阶段，是一个无

菌性炎症过程，涉及复杂的各种炎性细胞浸润和细

胞因子的相互作用［１］。 目前通常使用抗氧化剂、激

素、细胞因子等药物治疗放射性肺炎，虽有一定疗效

但不良反应较大［２⁃３］。 卡托普利（Ｃａｐｔｏｐｒｉｌ）作为一

种血管紧张素转化酶抑制剂（ＡＣＥＩ），能有效缓解放

射引起的肺部炎症［４］。 本实验试以卡托普利治疗
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急性放射性肺损伤大鼠，探讨其可能防护作用及机

制，为临床防治放射性肺损伤提供实验依据。

材料与方法

　 　 １．材料

（１）动物：健康成年 ＳＰＦ 级雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ６４
只，１８０～２００ ｇ ／只，购自湖北省实验动物研究中心

［许可证号：ＳＣＸＫ （鄂） ２００８⁃０００５］。 实验前在清

洁动物房常规饲养 ７ ｄ，观察无异常者入组实验。
（２）仪器：ＸＩＭＡＴＲＯＮ 模拟定位机（美国 Ｖａｒｉａｎ

公司）；ＰＲＥＣＩＳＥ 直线加速器（瑞典 Ｅｌｅｋｔａ 公司），Ｓ
ＩＸ５１ 光学显微镜 （日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司）， Ｃ１０００
Ｔｏｕｃｈ ＰＣＲ 仪（美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司），ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ
＋凝胶成像仪（美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司），ＶＩＣＴＯＲＸ２ 全

波长多功能酶标仪（美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司）。
（３） 试剂：卡托普利 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司，批号

Ｃ４０４２），ＴＲＩｚｏｌ （美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司，批号

１５５９６⁃０２６），ＲＮＡ 逆转录试剂盒（日本 ＴＯＹＯＢＯ，批
号 ＦＳＱ⁃１０１），实时定量 ＰＣＲ 试剂盒（ＴＯＹＯＢＯ，批号

ＱＰＳ⁃２０１），小鼠抗大鼠 ＣＤ６８ 单克隆抗体 （ Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ，批号 ｓｃ⁃５９１０３），辣根过氧化物酶标记的羊抗

小鼠二抗（Ｅａｒｔｈｏｘ，批号 Ｅ０３０１１０）。
（４） ＰＣＲ 引物：大鼠 β⁃ａｃｔｉｎ、 ＣＣＬ⁃２ 引物经

ＰｕｂＭｅｄ 核酸数据库 ＢＬＡＳＴ 检索为基因特异性引

物，由上海生工生物工程股份有限公司合成并纯化。
其各自序列为 β⁃ａｃｔｉｎ 引物，上游 ５′⁃ＣＴＴＣＣＴＧＧＧ⁃
ＣＡＴＧＧＡＧＴＣＣＴ⁃３′， 下 游 ５′⁃ＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴ⁃
ＧＡＴＣＴＴ⁃３′，产物大小 ２０２ ｂｐ；ＣＣＬ⁃２ 引物，上游 ５ ′⁃
ＡＧＧＡＡＴＧＧＧＴＣＣＡＧＡＡＧＴＡＣ⁃３ ′，下游 ５ ′⁃ＡＡＧＴ⁃
ＧＣＴＴＧＡＧＧＴＧＧＴＴＧＴＧ⁃３′，产物大小 １７７ ｂｐ。

２．方法

（１）实验分组：将实验大鼠按随机数字表法分

为 ４ 组，空白对照组、单纯照射组、照射加卡托普利

低剂量组、照射加卡托普利高剂量组，每组各 １６ 只。
照射前 ３ ｄ 至照射后第 ５６ 天对大鼠进行灌胃 ２ ｍｌ，
共 ５９ ｄ。 空白对照组及单纯对照组给予生理盐水灌

胃，１ 次 ／ ｄ；照射＋卡托普利低 ／高剂量组给药剂量分

别为 １０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、３０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），１ 次 ／ ｄ。
（２）模型制备：将大鼠用水合氯醛（３５０ ｍｇ ／ ｋｇ）

麻醉后仰卧位固定在木板上，模拟定位机（Ｖａｒｉａｎ
Ｘｉｍａｔｒｏｎ） 透视下确定照射野范围为右侧全肺，照射

野大小约 ２ ８ ｃｍ×４ ２ ｃｍ，在体表勾画出射野范围

之后在直线加速器（医科达 ＰＲＣＩＳＥ）上根据体表标

志进行摆位，射野外部用多叶光栏遮挡，６ ＭＶ Ｘ 线

固定源皮距 １００ ｃｍ 照射，剂量率为 ４００ ｃＧｙ ／ ｍｉｎ，单
次 ２０ Ｇｙ。

（３） ＨＥ 切片：将处死大鼠的右侧肺组织于

１０％甲醛固定液中固定 ２４ ｈ，水洗 ２０ ｍｉｎ 后梯度酒

精脱水，二甲苯透明后石蜡包埋，切片 ５ μｍ，烤片后

二甲苯脱蜡，脱水化后苏木精染色 ５ ｍｉｎ，分化后伊

红染色 １５ ｓ，风干后树胶封片。
（４） ＲＴ⁃ｑＰＣＲ： ＴＲＩｚｏｌ 法提取大鼠肺组织总

ＲＮＡ 约 ５０ ｍｇ，提取总 ＲＮＡ 在紫外分光光度仪上测

定纯度（Ａ２６０ ／ Ａ２８０ ＝ １．８～ ２ ０）并定量，取 ＲＮＡ ０ ５
μｇ 行逆转录反应，条件为 ３７℃ １５ ｍｉｎ，９８℃ ５ ｍｉｎ；
取 １ μｌ 逆转录产物行定量 ＰＣＲ 反应，每个模板重复

４ 次，条件为 ９５℃ 预变性 １ ｍｉｎ，之后 ９５℃ １０ ｓ、
６０℃ ４５ ｓ 共 ４０ 个循环。 将各模板所得的 Ｃｔ 值减去

相应内参 β⁃ａｃｔｉｎ 的 Ｃｔ 值得到 ΔＣｔ 值，ΔΔＣｔ ＝实验

组 ΔＣｔ⁃对照组 ΔＣｔ，采用 ２⁃ΔΔＣｔ 法计算各基因相对

内参的表达量。
（５）蛋白印迹法：在研磨器中加入 ＲＩＰＡ 蛋白裂

解液研磨溶解组织后提取总蛋白，加样后在浓缩胶

和分离胶中电泳分离蛋白，在转膜液中用 ０ ４５ μｍ
聚偏氟乙烯树脂膜 １５０ ｍＡ 转膜 １００ ｍｉｎ，５％牛奶

封闭 １ ｈ 后孵育一抗 ４ ℃过夜，孵育二抗 １ ｈ 后行

化学发光显色反应。 结果用 Ｇｅｌ⁃Ｐｒｏ ａｎａｌｙｚｅｒ 软件

读出内参、目的条带积分灰度值（ ＩＡ），相对含量即

为目的积分灰度值 ／内参积分灰度值。
（６）免疫组织化学法：将大鼠肺组织经甲醛溶

液固定，石蜡包埋处理后切片，烤片过夜后脱蜡，柠
檬酸修复液中高压 １ ｍｉｎ，过氧化氢作用 １０ ｍｉｎ 后

正常山羊血清封闭 ２０ ｍｉｎ，洗片后加 １ ∶ １００ 稀释的

一抗 ４℃孵育过夜，洗片后加 １ ∶ ２００ 稀释的二抗室

温孵育 ３０ ｍｉｎ， 洗片后二氨基联苯胺 （ ３， ３ ′⁃
ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ） 显色 ２ ５ ｍｉｎ，苏木精复染 ２
ｍｉｎ 自来水冲洗后脱水、透明、封片。

３．统计方法：采用 ＳＰＳＳ １９ ０ 软件对数据进行

单因素方差分析，Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

　 　 １．照射后大鼠肺组织病理学观察：图 １ 示例空白

对照组中肺泡组织结构清晰，未见炎症细胞浸润。 图

２ 示例单纯照射组中照射后 １ 周大鼠肺组织中可见

少量炎症细胞浸润，照射后 ２ 周大鼠肺组织中可见轻

到中度水肿及炎症细胞浸润，照射后 ４ 周大鼠肺组织

中可见明显水肿及大量炎症细胞浸润、肺泡结构破

坏，照射后 ８ 周大鼠肺组织中可见炎症稍减轻。
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２．卡托普利改善照射后大鼠肺组织炎症反应：
图 ３ 示例单纯照射组中照后 ４ 周大鼠肺组织中可见

明显水肿及大量炎症细胞浸润、肺泡结构破坏，而照

射＋卡托普利低 ／高剂量组中照 ４ 周后大鼠肺组织

可见炎症明显减轻，且卡托普利高剂量组略优于低

剂量组。
　 　 ３．卡托普利降低急性放射性肺损伤肺组织中

ＣＣＬ⁃２ 表达：单纯照射组中照射后 ４ 周大鼠肺组织中

ＣＣＬ⁃２ ｍＲＮＡ 及蛋白水平与对照组相比明显升高；与
单纯照射组相比照射＋卡托普利低 ／高剂量组中 ＣＣＬ⁃
２ｍＲＮＡ 与蛋白水平明显降低，详见表 １、表 ２。

表 １　 ４８ 只雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠不同实验组的肺组织
ＣＣＬ⁃２ｍＲＮＡ 表达及比较（ｘ±ｓ）

项目 只数 ＣＣＬ⁃２ｍＲＮＡ Ｐ 值

对照组 １２ １．０００±０．２９７
２０ Ｇｙ 单次照射组 １２ ７．３４７±０．６２３ ＜０．０５
照射＋卡托普利 １０ ｍｇ 组 １２ ４．３３９±０．４４９ ＜０．０５
照射＋卡托普利 ３０ ｍｇ 组 １２ ３．０８２±０．５８８ ＜０．０５

　 　 注：Ｐ 值为分别与对照组比较

　 　 表 ２　 ４８ 只雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠不同实验组的肺组织
ＣＣＬ⁃２ 蛋白表达及比较（ｘ±ｓ）

项目 只数 ＣＣＬ⁃２ 蛋白 Ｐ 值

对照组 １２ １０．０±２．５
２０ Ｇｙ 单次照射组 １２ ４８．０±５．６ ＜０．０５
照射＋卡托普利 １０ ｍｇ 组 １２ ２９．０±３．８ ＜０．０５
照射＋卡托普利 ３０ ｍｇ 组 １２ １８．０±２．９ ＜０．０５

　 　 注：Ｐ 值为分别与对照组比较

　 　 ４．卡托普利减少巨噬细胞在急性放射性肺损伤

肺组织中的聚集：对照组大鼠肺组织中仅见少量巨

噬细胞，单纯照射组中照射后 ４ 周大鼠肺组织中可

大量巨噬细胞聚集，而照射＋卡托普利低 ／高剂量组

中照射 ４ 周后大鼠肺组织与单纯照射组相比巨噬细

胞数目明显减少，详见图 ４、表 ３。

表 ３　 ４８ 只雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠不同实验组的肺组织
巨噬细胞数量（ＣＤ６数量）及比较（个，ｘ±ｓ）

项目 只数 ＣＤ６８ Ｐ 值

对照组 １２ １０．０±２．５
２０Ｇｙ 单次照射组 １２ ４８．０±５．６ ＜０．０５
照射＋卡托普利 １０ｍｇ 组 １２ ２９．０±３．８ ＜０．０５
照射＋卡托普利 ３０ｍｇ 组 １２ １８．０±２．９ ＜０．０５

　 　 注：Ｐ 值为分别与对照组比较

讨　 　 论

　 　 放射性肺损伤发生、发展机制和预防、治疗的方

法一直是国内外研究的热点。 较早研究认为无论急

性的放射性肺炎或慢性放射后肺纤维化均单一的起

源于氧自由基的损伤。 然而，氧自由基损伤并不能

贯穿放射性肺损伤始终，炎症因子和组织因子在放

射性肺损伤形成中起到了至关重要作用。 Ｇｈａｆｏｏｒｉ
等［５］研究表明放射损伤在放射早期就已发生，射线

产生大量自由基，从而启动一系列级联反应。 细胞

因子级联效应由 Ｒｕｂｉｎ 等［６］ 首先提出，他认为在肺

放射损伤的临床剂量范围会诱导早期的、持续的炎

性细胞因子产生。 而炎性过程需要趋化因子和粘附

分子的促进［７］，ＣＣＬ⁃２ 又名 ＭＣＰ⁃１ 是已知最重要的

单核细胞趋化因子［８］。 单核细胞趋化至相应部位

后，在 ＣＣＬ⁃２ 作用下活化并成熟为巨噬细胞，根据

细胞微环境产生大量炎性介质并趋化更多单核细胞

产生级联反应而致病变发生。
近年来，有研究表明卡托普利对放射性肺损伤

有着十分明显防护作用［９⁃１１］，Ｓｈｅｎｏｙ 等［１２］ 研究认为

ＡＣＥＩ 减少肺动脉的压力从而减少了急性放射性肺

炎的肺水肿，也有认为含有巯基 ＡＣＥＩ，通过降低炎

症反应、减轻脉管炎、降低胶原沉积，从而抑制放射

性肺损伤［１３］。 然而，对于慢性肺纤维化阶段不存在

组织水肿，并且不含巯基的 ＡＣＥＩ 同样对放射性肺

损伤具有保护作用，上述理论解释不清。 Ｍｏｌｔｅｎｉ
等［９］和 Ｚｈａｎｇ 等［１４］研究显示血管紧张素Ⅱ有刺激

成纤维细胞增殖、促进肺泡细胞凋亡、致炎以及介导

氧化应激作用，但关于 ＡＣＥＩ 如何调节此过程的作

用机理尚不十分清楚。
本实验通过建立急性放射性肺损伤大鼠模型，

以探讨卡托普利防治急性放射性肺损伤的作用机

制；在病理学组织观察中发现，在照射后 １、２、４、８ 周

大鼠肺组织均有炎症细胞浸润，以照射后 ４ 周最为

典型，因此本实验将照射后 ４ 周大鼠作为急性放射

性肺损伤的研究时间点；在给予不同剂量卡托利普

干预后发现卡托普利能减轻放射损伤肺组织炎性反

应；与单纯照射组比能降低 ＣＣＬ⁃２ ｍＲＮＡ 与蛋白水

平表达，同时减少单核细胞数量。 其可能机制是卡

托普利通过作用受损内皮细胞或肺泡细胞减少

ＣＣＬ⁃２ 合成和分泌，从而抑制巨噬细胞趋化、降低炎

性因子释放，最终达到保护放射肺损伤的目的。 当

然卡托利普通过何种信号通路的抑制肺巨噬细胞活

化，对主要炎症信号通路，如 ＮＦ⁃κＢ 和 Ｎｏｔｃｈ 信号

通路是否有影响，在今后研究中还需要进一步探讨，
以期全面阐明卡托利普防治放射性肺损伤的机理，
为卡托利普防治放射性肺损伤及其临床推广提供可

靠的依据。
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　图 １　 雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠对照组肺组织病理

学观察示例（ＨＥ 染色×１００） 　 　 图 ２ 　 雌

性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ２０ Ｇｙ 单次照射后各组肺组

织病理学观察示例（２Ａ 为照射后 １ 周，２Ｂ
为照射后 ２ 周，２Ｃ 为照射后 ４ 周，２Ｄ 为照

射后 ８ 周。 ＨＥ 染色×１００） 　 　 图 ３　 雌性

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠各组肺组织炎症反应示例（３Ａ
为 ２０ Ｇｙ 单次照射＋卡托普利 １０ ｍｇ 组，３Ｂ
为 ２０ Ｇｙ 单次照射＋卡托普利 ３０ ｍｇ 组。 ＨＥ　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　染色　 ×１００） 　 　 图 ４　 各组雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠肺组织免疫组织化学显示 ＣＤ６８的巨噬细胞示例（４Ａ 为对照组，４Ｂ 为照射组，４Ｃ 为照射＋卡托普

利低剂量组，４Ｄ 为照射＋卡托普利高剂量组。 ＳＰ 染色×１００）
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中华医学会第十四次全国放射肿瘤治疗学学术会议暨中美放射肿瘤协作学会
（ＳＡＮＴＲＯ）研讨会征文通知

中华医学会学术会务部 中华医学会放射肿瘤治疗学分会

　 　 由中华医学会、中华医学会放射肿瘤治疗学分会主办，国家癌症中心中国医学科学院肿瘤医院、北京放射肿瘤学分会共

同承办的中华医学会第十四次全国放射肿瘤治疗学学术会议将于 ２０１７ 年 １１ 月 ９－１２ 日北京召开。 会议期间将同时召开

２０１７ 年中美放射肿瘤协作学会（ＳＡＮＴＲＯ）放射治疗研讨会。 届时将会有来自国内及欧美众多放射肿瘤学中心的放射肿瘤学

医师，放射生物学研究人员，医学物理师，放射治疗技师，放射治疗护士及医学工程师等，以及特邀的国内外知名专家学者，相
聚一堂，共同交流和展示放射肿瘤学各领域近几年所取得的成绩，共同探讨和展望放射肿瘤学的发展前景。 参加注册的代表

可获得国家 Ｉ 类继续医学教育学分 ６ 分。 欢迎广大医技人员莅临参会。 诚邀各位专家同道积极投稿参会。 现将会议征文具

体事宜通知如下：
论文截稿日期：２０１７ 年 ９ 月 ３０ 日

征文内容：（１）鼻咽癌放疗临床研究；（２）头颈部肿瘤放疗临床研究；（３）临床放射物理学研究；（４）妇科肿瘤放疗临床研

究；（５）多模态影像与放疗临床研究；（６）放疗中的护理经验；（７）乳腺肿瘤放疗临床研究；（８）临床放射生物学研究；（９）神经

系统肿瘤放疗临床研究；（１０）术中放疗临床研究；（１１）腹部－直肠及泌尿系统肿瘤放疗临床研究；（１２）腹部－肝胆胰肿瘤放疗

临床研究；（１３）胸部—食管及纵隔肿瘤放疗临床研究；（１４）胸部－肺癌放疗临床研究；（１５）质子、重离子放疗临床研究；（１６）
立体定向（放射外科）放疗临床研究；（１７）淋巴瘤放射治疗临床研究；（１８）介入放疗与近距离治疗临床研究；（１９）营养与免疫

治疗临床研究；（２０）多中心临床研究；（２１）放射治疗技术研究。
投稿方式：本次大会采用网上投稿方式，不接收纸质和电子邮件投稿，敬请登陆大会网站 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｓｒｏｎｅｔ．ｏｒｇ，点击“网

上论文投稿”按钮按提示进行网上论文投稿。
征文要求：（１）未在国内外公开刊物上发表的论文；须具有科学性、先进性、实用性，数据真实可靠，文字表达准确精炼；

（２）提交 ８００ 字以内的中文摘要一份，内容包括研究目的、方法、结果和结论四部分，请勿附图表。
联系人：王健仰，电话：１３８１００９５１９１，Ｅｍａｉｌ：ｐｋｕｃｅｌｌ＠ １６３．ｃｏｍ；张烨，电话：１３７１７６３５８８０，Ｅｍａｉｌ：ｄｒｚｙｅ１９８３＠ １６３．ｃｏｍ。
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