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帕比司他对小鼠矽肺纤维化的干预作用
全尚琨，贺笑笑，江天，黄翌，高雪慧，张敏，崔洁，马景景，赵晓坤，郝小惠，刘和亮，郭灵丽

华北理工大学医学实验研究中心，河北省器官纤维化重点实验室，河北  唐山  063210

摘要 ：

[ 背景 ]　矽肺的病理改变主要是大量纤维增生和矽结节的形成。部分矽肺患者肺功能严重受
损。目前临床上还没有有效的治疗矽肺的方法。组蛋白去乙酰化酶抑制剂与许多疾病有关，
但其在小鼠矽肺纤维化中的作用尚不明确。

[ 目的 ]　探究组蛋白去乙酰化酶抑制剂帕比司他对二氧化硅诱导小鼠矽肺纤维化的作用。

[ 方法 ]　将 28只C57BL/6雄性小鼠，随机均分为对照组、模型组、帕比司他治疗组及帕比司
他药物对照组。模型组每天鼻腔滴注 100 mg/mL SiO2悬浊液 50 μL，连续 7 d；帕比司他治疗
组给予与模型组同样处理外，第8天开始每周给予3次帕比司他腹腔注射（5 mg/kg•d），连续
3周；帕比司他药物对照组只给予药物，不作其他处理。对照组给予生理盐水。第 48天检测
小鼠肺功能，并处死所有小鼠。试剂盒检测小鼠肺组织中的羟脯胺酸含量；HE染色观察小
鼠肺组织的病理改变；天狼猩红染色观察小鼠肺组织中Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原的表达；ELISA

试剂盒检测小鼠血清和肺泡灌洗液中转化生长因子β1（TGF-β1）的含量。

[ 结果 ]　与对照组相比，模型组肺组织中炎症细胞浸润和矽结节明显增加，Ⅰ、Ⅲ型胶原的分
布明显增多；羟脯胺酸含量［（1 008.43±182.07）mg/g］也较对照组［（566.83±120.22）mg/g］升
高；肺泡灌洗液和血清中 TGF-β1的含量［分别为（109.97±2.14）、（934.65±68.13）mg/L］相
比对照组［（52.62±3.57）、（540.36±1.06）mg/L］增加，差异均具有统计学意义（P < 0.05）。
与模型组相比，帕比司他治疗组肺组织中矽结节明显减少，羟脯胺酸含量降低至（824.08± 

94.88）mg/g，Ⅰ、Ⅲ型胶原分布减少；此外，帕比司他还可明显改善矽肺小鼠肺功能，模型
组呼吸频率与气道狭窄系数分别为 (318.14±9.77）次 /min和（2.22±0.41），帕比司他治疗组的
分别为（378.95±36.47）次 /min和（1.59±0.12）；并下调肺泡灌洗液和血清中 TGF-β1的蛋白
表达水平［分别为（72.15±8.81）、（765.46±86.99）mg/L］。

[ 结论 ]　帕比司他可以干预小鼠矽肺纤维化的发展，改善矽肺小鼠肺功能。
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Abstract: 

[Background] The pathological changes of silicosis are mainly the formation of massive fibrosis and 
sputum nodules. Some patients with silicosis show severely impaired lung function. Currently, there 
is no effective clinical therapy for the disease. Histone deacetylase inhibitors are involved in many 
diseases, but their role in pulmonary fibrosis in mice is not known. 

[Objective] This experiment is designed to explore the effect of histone deacetylase inhibitor, 
panobinostat, on the silicosis fibrosis in silica-treated mice.

[Methods] Twenty-eight C57BL/6 male mice were randomly divided into four groups: control 
group, model group, panobinostat treatment group, and panobinostat drug control group. 
The model group was intranasally instilled with 100 mg/mL SiO2 suspension at 50 μL for seven 
consecutive days; the panobinostat treatment group was additionally given intraperitoneal 
injection of panobinostat at 5 mg/kg per day, three times per week, from day 8 for three 
consecutive weeks; the panobinostat drug control group was given only the drug; and the control 
group was given normal saline. The lung function of the mice was detected on day 48, and then 
the mice were sacrificed. The content of hydroxyproline in the lung tissues was detected by 
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corresponding kit. The pathological changes of lung tissue samples were observed with HE staining. The expressions of type I collagen and 
type III collagen in mouse lung tissue samples were observed with sirius red staining. The secretion of transforming growth factor β1 (TGF-β1) 
in serum and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of the mice were determined by ELISA.

[Results] Compared with the control group, the model group showed obviously increased infiltration of inflammatory cells, silicotic 
nodules, and type I and type III collagens; increased hydroxyproline content [(1 008.43±182.07) mg/g] versus the control group 
[(566.83±120.22) mg/g]; increased contents of TGF-β1 in BALF and serum [(109.97±2.14) and (934.65±68.13)mg/L] versus the control group 
[(52.62±3.57) and (540.36±1.06) mg/L], which were all statistically significant (P < 0.05). Compared with the model group, the panobinostat 
treatment group showed effectively reduced silicotic nodules, hydroxyproline [(824.08±94.88) mg/g], and type I and type III collagens. 
Furthermore, panobinostat significantly improved the lung function of mice as the respiratory rate and of airway stenosis coefficient were 
(318.14±9.77) breaths/min and (2.22±0.41) in the model group, and (378.95±36.47) breaths/min and (1.59±0.12) in the panobinostat 
treatment group; panobinostat also down-regulated TGF-β1 in BALF and serum [(72.15±8.81) and (765.46±86.99) mg/L respectively].

[Conclusion] Panobinostat can obviously alleviate silicosis fibrosis and improve the lung function of silicotic mice.

Keywords: silicosis; panobinostat; type I collagen; type III collagen; transforming growth factor β1

矽肺在我国已经成为尘肺病中最严重的职业病
之一，矽肺的病理改变主要是肺组织大量纤维增生和
矽结节的形成，部分矽肺患者肺功能严重受损，目前
临床上还没有有效的治疗矽肺病的方法。寻找能够有
效改善矽结节形成的药物是治疗矽肺的重要突破。矽
结节主要的细胞外间质成分是Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原，
所以Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原表达的改变可以有效反映
矽肺纤维化的程度［1-2］。已有研究表明，矽肺纤维化
的形成与诸多炎症因子的表达有关，转化生长因子β1 

（transforming growth factor- β1，TGF-β1）是研究最多、
最主要的一个促纤维化细胞因子［3-4］。
组蛋白去乙酰化酶（histone deacetylase，HDAC）

是一种蛋白酶，可以调节染色体的基因表达。HDAC与
组蛋白乙酰化酶（histone acetyltransferase，HAT）协同
调节组蛋白的乙酰化水平，HAT可以使DNA与组蛋白
八聚体的解离，从而使各种因子可以更容易与DNA结
合位点结合，激活基因的转录［5］。HDAC可以使组蛋白
去乙酰化，基因的转录受到抑制［6］。帕比司他是一种
新型广谱组蛋白去乙酰化酶抑制剂，可以抑制HDAC

的活性，进而调节组蛋白乙酰化与去乙酰化的平衡，
达到对基因表达的调节［7-8］。有研究发现帕比司他在原
发性骨髓纤维化与特发性肺纤维化中具有有效的治疗
作用［9］，而帕比司他在矽肺纤维化中的作用尚不明确。
本研究通过构建二氧化硅（SiO2）诱导的小鼠矽

肺纤维化模型，并予以帕比司他干预，观察帕比司他
对小鼠矽肺纤维化的影响，探讨其在矽肺纤维化进程
中的可能作用。

1   材料与方法
1.1   材料
1.1.1   动物   无特定病原体级C57BL/6雄性小鼠28只

（北京维通利华实验动物技术有限公司，中国），6周
龄，体重20~25 mg。动物饲养环境：温度18~25℃，动
物可以自由获取食物和水。本研究已经华北理工大学
实验动物伦理委员会审查批准（编号：2016037）。
1.1.2   试剂与仪器   SiO2（Sigma，美国）,帕比司他
（Selleck，美国）,天狼猩红染色液（北京雷根生物技术
有限公司，中国）,酶联免疫吸附实验（ELISA）TGF-β1

试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司，中国）,羟
脯胺酸含量测定试剂盒（南京建成生物工程研究
所，中国）,水合氯醛（天津市大茂化学试剂厂，中
国）,呼吸功能测定仪（Buxco Fine Pointe Whole Body 

Plethysmography 4-Site System，美国）。
1.2   方法
1.2.1   动物分组及处理   小鼠按照体重均衡原则随机
分为 4组——对照组、模型组、帕比司他治疗组及帕
比司他药物对照组，每组7只。模型组小鼠每天鼻腔
滴注100 mg/mL SiO2悬浊液50 μL，连续7 d；帕比司他
治疗组给予与模型组同样处理外，第 8天开始每周给
予 3次帕比司他腹腔注射（5 mg/kg•d），连续 3周；帕
比司他药物对照组只给予药物，不做其他处理；对照
组给予生理盐水。造模后第 48天采用呼吸功能测定
仪扫描小鼠 13 min，记录保存小鼠呼吸情况，检测小
鼠肺功能。使用水合氯醛 100 g/mL腹腔注射麻醉小
鼠，腹主静脉采血，血液室温放置 30 min，待凝固
后 1 150×g离心 5 min，吸取上层血清用于检测 TGF含
量；然后，从小鼠气管内缓慢注入1 mL PBS，重复3次
后吸取小鼠肺泡灌洗液（每组仅取4只）。取小鼠右下
肺叶，置于 10%多聚甲醛中固定 24 h，进行常规石蜡
包埋，组织切片。其余肺组织 -80℃保存备用。
1.2.2   病理学观察   苏木精 -伊红（hematoxylin-eosin，
HE）染色观察小鼠肺组织病理改变。小鼠肺组织石蜡
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包埋，组织切片，脱蜡至水，HE染色液进行染色，酒
精梯度脱水，二甲苯透明，中性树胶封片后镜下观察
肺组织改变情况。
1.2.3   肺组织中羟脯胺酸含量的测定   按照试剂盒说
明书，精确称取肺组织湿重 30~100 mg放入试管，加
入 1 mL水解液，混匀。95℃水浴 20 min，加入双蒸水
到10 mL。取4 mL稀释的水解液加入适量活性炭，混匀，
1 150×g离心10 min。吸取1 mL上清液于波长550 nm，
光径 1 cm，双蒸水调零，测量各组的光密度（D）值。
小鼠肺组织羟脯胺酸含量计算公式如下。
羟脯胺酸含量（mg/g）=［（D测定-D空白）/（D标准-D空白）］

×标准品浓度（5 μg/mL）×水解液总体积（mL）/组织
湿重（mg）
1.2.4   肺组织中Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原表达的观察   小
鼠肺组织石蜡包埋，组织切片，脱蜡至水，天狼猩红
染色液A液染色 1 h，B液染色 7 min，酒精梯度脱水，
二甲苯透明，中性树胶封片后偏振光显微镜下观察小
鼠肺组织中Ⅰ型、Ⅲ型胶原的表达。
1.2.5   TGF含量的检测   按照小鼠 TGF-β1 ELISA试剂盒
操作步骤，检测小鼠血清与肺泡灌洗液中 TGF-β1的含
量。用酶标仪在波长450 nm检测光密度D值。
1.3   统计学分析
使用 SPSS 17.0软件进行数据分析。数据均以

（x±s）形式表示，多组间的比较采用单因素方差分析，
两两比较采用 LSD检验。检验水准α=0.05。

2   结果
2.1   各组小鼠肺组织的病理学变化
与对照组相比，模型组小鼠肺组织肺泡壁增厚（如

黑色箭头所示），肺泡间隙炎症细胞聚集，出现较多矽
结节（如红色箭头所示），说明矽肺模型制备成功；帕
比司他药物对照组小鼠肺组织无明显病理改变。与模
型组相比，帕比司他治疗组小鼠肺泡壁变薄。见图1。
2.2   小鼠肺功能的变化
与对照组相比，帕比司他药物对照组小鼠呼吸频

率和气道狭窄系数均无明显变化，差异无统计学意义
（P > 0.05）；模型组小鼠呼吸频率降低，气道狭窄系数
升高（P < 0.05）。与模型组相比，帕比司他治疗组小鼠
的呼吸频率加快，气道狭窄系数减小，差异均有统计
学意义（P < 0.05），见表1。
2.3   小鼠肺组织中羟脯胺酸的含量变化
结果显示，与对照组相比，帕比司他药物对照组

肺组织中羟脯胺酸含量无明显差异。与对照组相比，
模型组羟脯胺酸含量明显增加，差异有统计学意义
（P < 0.05）。与模型组相比，帕比司他治疗组羟脯胺酸
含量减少，差异有统计学意义（P < 0.05）。见表 1。

 

［注］A：对照组；B：模型组；C：帕比司他药物对照组；D：帕比司
他治疗组。图中红色箭头表示矽结节，黑色箭头表示肺泡壁。

［Note］A: Control group; B: Model group; C: Panobinostat drug control 

group; D: Panobinostat treatment group. The red arrow indicates 

silicotic nodule, and the black arrow indicates alveolar wall.

图 1   各组小鼠鼠肺组织形态学变化（HE 染色）
Figure 1   Morphological changes in lung tissues of mice

of each group (HE staining)

表 1   各组小鼠肺功能及肺组织中羟脯胺酸含量检测结果
（ x±s，n=7）

Table 1   Lung function and hydroxyproline content of mice of 
each group

组别
Group

呼吸频率（次 /min）
Respiratory rate（1/min）

气道狭窄系数
Airway stenosis 

coefficient

羟脯胺酸（mg/g）
Hydroxyproline

对照
Control

454.98±25.04 1.10±0.13 566.83±120.22

模型
Model

318.14±9.77* 2.22±0.41* 1 008.43±182.07*

帕比司他药物对照
Panobinostat drug control

454.52±19.30 1.18±0.14 591.39±133.68

帕比司他治疗
Panobinostat treatment

378.95±36.47# 1.59±0.12# 824.08±94.88#

F 27.548 16.011 15.830

P <0.01 <0.01 <0.01

［注］*：与对照组比较，P < 0.05； #：与模型组比较，P < 0.05。
［Note］*: Compared with the control group, P < 0.05; #: Compared with 

the model group, P < 0.05.

2.4    小鼠肺组织中Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原的变化
与对照组相比，模型组小鼠肺组织中Ⅰ型胶原、

Ⅲ型胶原分布明显增多（如红色箭头所示），而帕比司
他药物对照组无明显变化。与模型组相比，帕比司他
治疗组小鼠肺组织中Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原明显减少。
见图2。
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［注］A：对照组；B：模型组；C：帕比司他药物对照组；D：帕比司
他治疗组。图中红色箭头表示Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原。

［Note］A: Control group; B：Model group; C: Panobinostat drug control 

group; D: Panobinostat treatment group. The red arrow indicates 

type I collagen and type III collagen.

图 2   各组小鼠肺组织Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原的表达
（天狼猩红染色，×200）

Figure 2   Expression of type I collagen and type III collagen in lung 
tissues of mice of each group (Sirius red staining, ×200)

2.5   小鼠肺泡灌洗液与血清中 TGF-β1 含量的变化
由表 2可见，与对照组相比，帕比司他药物对照

组小鼠血清和肺泡灌洗液中 TGF-β1含量均无明显差
异，模型组TGF-β1的表达明显增多（P < 0.05）；与模型
组相比，帕比司他治疗组小鼠血清和肺泡灌洗液中
TGF-β1含量均减少，差异有统计学意义（P < 0.05）。

表 2   各组小鼠肺中 TGF-β1 含量测定结果（x±s，mg/L）
Table 2   TGF-β1 content in lung tissues of mice of each group

组别
Group

血清（n=7）
Serum

肺泡灌洗液（n=4）
Alveolar lavage fluid

对照
Control

540.36±1.06 52.62±3.57

模型
Model

934.65±68.13* 109.97±2.14*

帕比司他药物对照
Panobinostat drug control

553.40±89.87 56.14±4.20

帕比司他治疗
Panobinostat treatment

765.46±86.99# 72.15±8.81#

F 16.643 23.095

P <0.01 <0.01

［注］*：与对照组比较，P < 0.05；#：与模型组比较，P < 0.05。
［Note］*: Compared with the control group, P < 0.05; #: Compared with 

the model group, P < 0.05.

3   讨论
矽肺是一种由于长期吸入游离 SiO2粉尘导致的

职业病，主要病理特征是间质性成纤维细胞增殖和
肺部胶原沉积。组蛋白去乙酰化酶抑制剂（histone 

deacetylase inhibitors，HDACi）已成为一类多功能抗癌

药物。HDACi可分为 4类，分别是：异羟肟酸类、环肽
类、脂肪酸类、苯甲酰胺类；帕比司他是新型的、广
谱异羟肟酸类HDACi。Korfei等［10］的研究表明，帕比
司他对特发性肺纤维化有显著的改善作用。本研究中
通过帕比司他［5 mg/（kg•d）］干预矽肺小鼠［11］，观察
到帕比司他治疗组小鼠肺组织中Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原
的表达水平明显下降，且小鼠肺部炎症及纤维化程度
明显减轻，表明帕比司他干预减轻了矽肺小鼠肺纤维
化程度。

TGF-β1是一种多肽类生长因子，可以调节细胞的
增殖和分化、血管生成、细胞凋亡等多种机体活动过
程。TGF-β1是目前肺纤维化的研究热点，被认为是导
致肺纤维化的一种关键因子，也是研究最多的与矽肺
相关的细胞因子［12-13］。在矽肺的发展过程中，TGF-β1、
肿瘤坏死因子 -α等一些细胞因子的变化可能是导致
矽肺的重要原因。有研究显示，在矽肺患者血清中，
TGF-β1分泌水平与Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白表达水平密切相
关［14］。此外，还有研究显示，TGF-β1沉默后可能通过
降低 Smad-2的表达及增强 Smad-7的表达，从而发挥
抑制肺纤维化的作用［15］。Chanda等［16］的研究表明，
纤维化形成过程中，TGF-β1的含量升高可以促进成
纤维细胞分泌各种细胞外基质（extracellular matrix，
ECM）。因此，TGF-β1在矽肺纤维化形成过程中具有非
常重要的作用。ECM是由各种蛋白和多糖构成的网状
结构，其在调节肺成纤维细胞增殖分裂及胶原蛋白的
形成与降解中发挥重要作用。研究表明，HDACi可通
过调节 TGF-β通路改善大鼠腹膜纤维化［17］。综合以上
研究，推测帕比司他可能是通过影响 TGF-β1通路来调
节矽肺纤维化的。本实验在帕比司他干预小鼠后，观
察到帕比司他治疗组小鼠肺泡灌洗液与血清中 TGF-β1

表达明显降低，肺组织中Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原的分布
明显减少，小鼠肺部炎症及纤维化程度明显减轻。因
此帕比司他可能是通过干预肺组织中TGF-β1的表达从
而达到缓解矽肺的目的，但其具体作用机制需进一步
探索。
综上所述，作为HDACi的帕比司他可能干预矽肺纤

维化的进程。但机体中矽肺的形成与发展是一个非常
复杂的过程，其相关机制还需要进一步的研究和证实。
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