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基于RAGE/NF-κB信号轴探讨S100A8

在煤尘诱导肺纤维化中的机制研究
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摘 要:目的 观察煤尘在不同浓度下对小鼠肺部的毒性作用,并探讨S100钙结合蛋白 A8(S100calciumbindingpro-
teinA8,S100A8)通过晚期糖基化终末产物受体(receptorforadvancedglycationendproducts,RAGE)/NF-κB信号轴促

进煤鼠尘肺病肺纤维化的作用机制。方法 构建煤鼠尘肺病模型(coalmousepneumoconiosis,CMP),将C57BL/6小鼠

随机分为4组,分别是生理盐水组(50μL,NS)、低浓度煤尘组(50μL,10mg/mL,CMP-低)、中浓度煤尘组(50μL,30
mg/mL,CMP-中)和高浓度煤尘组(50μL,50mg/mL,CMP-高)进行1周2次滴鼻,持续1个月。利用小鼠体重和肺功

能呼吸参数检测并观察不同浓度的煤尘对小鼠体重变化和肺功能的影响。HE、Masson和SiriusRed染色实验检测不

同浓度的煤尘对小鼠肺部炎症和肺纤维化的影响。IHC染色实验观察不同浓度的煤尘对S100A8蛋白表达水平的影

响。WesternBlot实验检测不同浓度的煤尘对小鼠肺组织中S100A8、RAGE、NF-κB、α-SMA、Fibronectin和TGF-β1的

蛋白表达水平。结果 与NS组相比,CMP-中组和CMP-高组小鼠体重和肺功能下降明显,而CMP-低组和 NS组差异

无统计学意义(P>0.05)。与NS组相比,CMP-中组和CMP-高组促进了炎症及纤维化的进展且差异有统计学意义(P
<0.01)。与NS组相比,CMP-中组和CMP-高组肺组织中S100A8、RAGE、NF-κB、α-SMA、Fibronectin和TGF-β1的蛋

白表达水平上调(P<0.05)。结论 煤尘浓度越高对小鼠肺部毒性作用越大;S100A8蛋白在煤鼠尘肺病中表达水平

上调,且S100A8通过RAGE/NF-κB信号轴促进煤尘诱导的肺纤维化。
关键词:煤尘病;肺纤维化;S100钙结合蛋白A8;高级糖化终产物受体
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  Abstract: Objective Toobservethetoxiceffectsofcoaldustatdifferentconcentrationsonthelungsof
miceandexplorethemechanismbywhichS100calciumbindingproteinA8(S100A8)promoteslungfibrosisin
coalmousepneumoconiosis(CMP)throughthereceptorforadvancedglycationendproducts(RAGE)/NF-κB
signalingaxis. Methods ACMPmodelwasestablished,andC57BL/6micewererandomlydividedintofour
groups:salinegroup(50μL,NS),low-concentrationcoaldustgroup(50μL,10mg/mL,CMP-Low),medi-
um-concentrationcoaldustgroup(50μL,30mg/mL,CMP-Medium),andhigh-concentrationcoaldustgroup
(50μL,50mg/mL,CMP-High).Micewereintranasallyinstilledtwiceaweekforonemonth.Mousebody
weightandrespiratoryparametersoflungfunctionweremeasuredtoobservetheeffectsofdifferentconcentra-
tionsofcoaldustonbodyweightchangesandlungfunction.HE,Masson,andSiriusRedstainingexperiments
wereconductedtodetecttheeffectsofdifferentconcentrationsofcoaldustonlunginflammationandfibrosisin
mice.IHCstainingexperimentwasconductedtoobservetheeffectsofcoaldustatdifferentconcentrationson
theproteinexpressionlevelofS100A8.WesternBlotexperimentswereusedtodetecttheproteinexpression
levelsofS100A8,RAGE,NF-κB,α-SMA,Fibronectin,andTGF-β1inthelungtissuesofmiceatdifferent
concentrationsofcoaldust. Results ComparedwiththeNSgroup,thebodyweightandlungfunctionof
miceintheCMP-MediumandCMP-Highgroupsdecreasedsignificantly,whiletherewasnostatisticallysignif-
icantdifferencebetweentheCMP-LowgroupandtheNSgroup(P >0.05).ComparedwiththeNSgroup,
theCMP-MediumandCMP-Highgroupspromotedtheprogressionofinflammationandfibrosiswithstatisti-
callysignificantdifferences(P <0.01).ComparedwiththeNSgroup,theproteinexpressionlevelsof
S100A8,RAGE,NF-κB,α-SMA,Fibronectin,andTGF-β1wereupregulatedinthelungtissuesoftheCMP-
MediumandCMP-Highgroups(P <0.05). Conclusion Thehighertheconcentrationofcoaldust,the
greaterthetoxiceffectonthelungsofmice.TheexpressionlevelofS100A8proteinisupregulatedinCMP,
andS100A8promotescoaldust-inducedpulmonaryfibrosisthroughtheRAGE/NF-κBsignalingaxis.
  Keywords: pneumoconiosis;pulmonaryfibrosis;S100calcium-bindingproteinA8;advancedglycation

endproductsreceptor

  煤 工 煤 尘 病(coalworker’spneumoconiosis,
CWP)是指工人在工作中长期吸入煤尘(包括煤矿粉

尘或纯粉尘)引起的以肺组织弥漫性结节状或网状间

质性肺纤维化为特征的疾病,是目前全世界最重要的

职业之一[1]。据国家卫生健康委员会统计我国近年来

职业病性尘肺病患者病例数正逐年增加,截止2021年

底,患者数量累计高达90余万人[2]。CWP具体的作

用机制较为复杂且一旦发作将终生不可逆转,临床上

最常见的治疗方法有药物治疗,如糖皮质激素和免疫

抑制剂等,虽然在一定程度上可有效缓解尘肺病的恶

化、减轻临床症状,但药物治疗的不良反应颇多且较为

严重。此外,已经发生的肺纤维化是无法通过药物治

疗彻底逆转[3]。因此,明确发病分子机制对尘肺病的

早期精准预防和靶向治疗提供新思路,为尘肺病职业

防控提供实验依据。
中性粒细胞被认为是先天免疫防御的第一道防

线,能够调节多种过程,如急性损伤、癌症、炎症和自身

免疫疾病等[4]。S100钙结合蛋白 A8(S100calcium
bindingproteinA8,S100A8)主要存在于中性粒细胞

的胞质中,占其总蛋白量约45%,在炎症、纤维化疾病

中发挥着重要的作用[5]。当受到感染和炎症刺激时中

性粒细胞分泌大量的S100A8,细胞外的S100A8主要

是通过结合广泛存在于细胞膜上的不同膜受体亚型-

晚期糖基化终末产物受体(receptorforadvancedgly-
cationendproducts,RAGE)从而激活下游信号[6-7]。
本研究主要通过建立煤鼠尘肺病(coalmousepneu-
moconiosis,CMP)模型观察煤尘对小鼠肺部的毒性作

用,并探讨S100A8通过RAGE/NF-κB信号轴参与煤

尘诱导肺纤维化的机制,为尘肺病的治疗和预防提供

新的思路。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 40只C57BL/6雄性小鼠(6~8
周)购自常州开伟恩实验动物有限公司[许可证号:
SCXK(豫)2020-0005]。在实验开始前,小鼠提前适应

新环境1~2周,室温在22~26℃、50%湿度、自然昼

夜交替下向小鼠提供充足的食物和水。所有程序均遵

循《实验动物护理和使用指南》(美国国立卫生研究院

第8023号出版物,1978年修订),并经安徽理工大学

机构动物护理与伦理委员会批准(实验动物伦理审查

号:2023022601)。
1.1.2 主要试剂 S100A8(E4F8V)(#47310)、NF-
κBp65(D14E12)(8242)、β-ActinAntibody(#4967)
均购自美国CellSignalingTechnology公司;Rabbit
Anti-RAGEantibody(bs-0177R)、RabbitAnti-TGF
beta1antibody(bs-0086R)均购自北京博奥森生物技
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术有限公司;Anti-alphasmoothmuscleActin(EPR53
68)(ab124964)购 自 美 国abcam 公 司;Fibronectin
Polyclonalantibody(15613-1-AP)、辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔IgG(SA00001-2)和辣根过氧化物酶标

记的山羊抗鼠(SA00001-1)、碱性磷酸酶标记的山羊

抗兔IgG(SA00002-2)均购自美国Proteintech公司。
煤尘颗粒收集于中国安徽省的一个煤矿[8],76.84%的

煤尘颗粒<5μm,二氧化硅百分比<10%。4%多聚

甲醛固定液(P0099-100mL)、柠檬酸钠抗原修复液

(P0081)、苏木素-伊红(HE)(C0105S)、马松三色染色

(Masson)(C0189S)、彩色预染蛋白质分子量标准(10-
170kD)(P0075)和彩色预染蛋白分子量标准(6.5-270
kD)(P0071)、特超敏ECL化学发光试剂(P0081AS)
均购自上海碧云天生物技术有限公司;天狼星红(Siri-
usRed)(BP-DL030)染色试剂盒购自南京森贝伽生物

科技有限公司;AP显色液(SK-5105)购自VectorLa-
boratories.USA。
1.2 方法

1.2.1 动物实验设计 将40只C57BL/6雄性小鼠

随机分为4组,分别为:生理盐水组(NS组)、低浓度

煤尘组(CMP-低)、中浓度煤尘组(CMP-中)、高浓度煤

尘组(CMP-高),每组各10只。本实验采用鼻滴的方

式进行造模,该实验方法在煤肺和矽肺小鼠中已建模

成功[9-10]。造模前要将煤尘颗粒进行高温灭菌处理,
随后使用无菌生理盐水对煤尘颗粒进行溶解,最后将

煤尘溶液置于超声波震荡水浴锅中超声20~30min
使其充分溶解。造模时用异氟烷对小鼠进行麻醉,当
小鼠的呼吸频率由浅快变为深慢时将小鼠放入手掌中

使小鼠身体保持一条直线,然后用拇指抵住小鼠嘴巴

从鼻腔滴注煤尘工作液。小鼠尘肺病造模成功应具有

典型的病理特征变化,如肺泡炎症、纤维化改变以及肺

功能的减退;此外,该模型还具有一定的稳定性,在相

同条件下进行多次重复实验都可以获得相似的结果。
NS组通过鼻腔滴注50μL生理盐水,模型组分别通

过鼻腔滴注50μL终浓度分别为10mg/mL、30mg/
mL和50mg/mL的煤尘溶液,1周2次滴注,连续1
个月。小鼠体重每1周称1次,连续3个月,在第3个

月时对小鼠进行肺功能检测。
1.2.2 肺组织取材 造模3个月结束后处死小鼠获

取肺组织。抓住小鼠的背部并夹住小鼠的尾巴腹腔注

射10%水合氯醛麻醉剂,待小鼠处于深度麻醉状态

时,将其转移至通风橱中,固定在泡沫板上,随后用镊

子扯起小鼠胸部的皮肤用剪刀剪开胸腔的皮肤和肋

骨,暴露出心脏和肺脏后将小鼠的右心耳剪开,同时将

针头插入小鼠的左心室用生理盐水进行灌流,待肺脏

变白后,取下整个肺组织,将其放在冰盒上对整个肺组

织进行分叶,其中右上叶、右中叶和右下叶分别保存于

不同的EP管中,随后转移至-80℃冰箱用于后续的

WesternBlot实验;左叶肺组织置于4%多聚甲醛溶

液中进行固定用于后续做染色切片。
1.2.3 HE染色、Masson染色、SiriusRed染色观察

小鼠肺组织形态 用PBS和4%多聚甲醛对小鼠进行

灌流和固定之后,取下肺组织,置于4%多聚甲醛溶液

中固定48~72h后进行包埋和切片处理。依次在二

甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ中脱蜡、梯度酒精中脱水后,使用

HE、Masson和SiriusRed染色试剂盒进行染色,然后

用中性树胶封片后在BX53+DP74显微镜下观察小

鼠肺组织肺泡结构、炎性浸润程度和纤维化变化。
1.2.4 IHC实验检测小鼠肺组织中S100A8蛋白表

达水平 小鼠肺组织烘片4~6h后进行脱蜡、脱水,
抗原修复30min,随后用3% H2O2 室温孵育10min
以阻断内源性过氧化物酶,随后用5% BSA-PBST在

室温下封闭1h,最后4℃一抗孵育过夜(S100A8抗

体稀释比1∶800);第2天复温1h后用PBST清洗3
次,每次5min,随后二抗在室温下孵育1h,滴加AP
显色液显色,最后苏木素复染、封片。在BX53+DP74
显微镜下观察S100A8蛋白阳性表达为红色。
1.2.5 WesternBlot检测小鼠肺组织中S100A8、
RAGE、NF-κB、α-SMA、Fibronectin、TGF-β1的蛋白

表达水平 取20mg小鼠肺组织后加入150μL裂解

液(RIPA+磷酸酶抑制剂+PMSF),随后置于冰上匀

浆,然后在4℃摇床中摇动2h,使其充分裂解,之后将

样本置于4℃,12000r/min高速离心15min后吸取

上清进行蛋白质提取,用BCA蛋白定量试剂盒检测蛋

白浓度。随后制胶、上样、电泳、电转、封闭后孵育不同

一抗4℃过夜,第2天进行二抗室温孵育1h,使用

ECL化学发光液进行显影。以β-actin为内参,利用

ImageJ软件测定目标条带强度并计算相对值。
1.3 统计学分析 使用GraphPadPrism9.3软件进

行数据统计分析。所有实验至少重复3次,结果用(췍x
±s)表示。采用单因素方差分析对多组数据进行统计

分析。以P<0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 不同浓度的煤尘对小鼠体重和肺功能的影响 
通过对小鼠进行为期3个月的体重检测发现,与 NS
组相比,CMP-高组对小鼠体重的损伤程度最为严重,
且在第20天左右体重变化差异显著(P <0.001)。
与 NS组相比,CMP-低组的 MV、TI/TE、Breathing
frequency、Vt、PIF、PEF值差异无统计学意义(P >
0.05);CMP-中组的 MV、TI/TE、Vt值差异无统计学

意义(P>0.05),Breathingfrequency、PIF、PEF值降

低且差异具有统计学意义(P <0.05);CMP-高组的

MV、TI/TE、Breathingfrequency、Vt、PIF、PEF值均

降低(P<0.01)。见图1。
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注:A.小鼠3个月体重变化;B.MV(mL)代表分钟通气量;C.TI/TEratio代表吸气时间/呼气时间;

D.Breathingfrequency(breaths/min)代表呼吸频率;E.Vt(mL)代表潮气量;F.PIF(mL/s)代表最大吸气流速;

G.PEF(mL/s)代表最大呼气流速。*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001,n=5。
图1 小鼠体重和肺功能变化

2.2 不同浓度的煤尘对小鼠肺部炎症的影响 HE
染色结果显示,与 NS组相比,CMP-低组小鼠肺组织

有少量的煤尘颗粒和炎性细胞的浸润,肺泡结构相对

较完整,差异无统计学意义(P>0.05);CMP-中组煤

尘颗粒和炎性细胞浸润程度增加,肺泡结构受到损伤,
气管壁轻度增厚(P <0.01);CMP-高组肺组织有大

量的炎性细胞浸润,肺泡结构破坏严重且气管壁增厚

明显(P<0.001)。见图2。

注:A.HE染色评估各组小鼠肺组织形态学变化;B.PathologyScores得分评估小鼠肺组织损伤情况;
C.AschcroftScores得分评估小鼠肺组织纤维化情况。**P<0.01,***P<0.001,n=6。

图2 HE检测暴露于不同浓度的煤尘下小鼠肺组织病理学形态

改变(标尺长度:50μm,×400)和PathologyScores、AschcroftScores得分
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2.3 不同浓度的煤尘对小鼠肺部纤维化的影响 通

过 Masson染色发现,CMP-低组和 NS组之间差异无

统计学意义(P>0.05)。与NS组相比,CMP-中组小

鼠肺组织在靠近煤尘和气管附近开始出现了蓝色的胶

原纤维,差异有统计学意义(P<0.01);CMP-高组肺

组织蓝色胶原面积增加,小鼠肺纤维化程度加重(P
<0.001)。SiriusRed染色用于评估Ⅰ型和Ⅲ型胶原

(其中Ⅰ型胶原为黄色,Ⅲ型胶原为绿色)纤维的差异

表达,根据染色结果发现,CMP-低组和 NS组之间在

Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维中差异无统计学意义(P >
0.05)。与NS组相比,CMP-中组中的Ⅰ型胶原纤维

增加,Ⅲ型胶原减少,差异 具 有 统 计 学 意 义(P <
0.01);CMP-高组中的Ⅰ型胶原纤维面积最多(P <
0.001)。见图3。

注:A和B.Masson染色和SiriusRed染色观察各组小鼠肺部纤维化改变;C和D.胶原纤维

阳性面积百分比。**P<0.01,***P<0.001,n=6。

图3 Masson染色和SiriusRed染色观察小鼠肺部胶原纤维沉积(标尺长度:50μm,×400)

2.4 免疫组化 根据免疫组化染色结果,经煤尘刺激

后S100A8、RAGE表达水平上调,随着煤尘浓度的增

加,S100A8、RAGE 持 续 存 在 且 表 达 量 持 续 上 调

(S100A8、RAGE阳性细胞为红色),但CMP-低组与

NS组之间差异并无统计学意义(P>0.05)。见图4。

2.5 WesternBlot检测各组小鼠肺组织中S100A8、

RAGE、NF-κB、α-SMA、Fibronectin、TGF-β1蛋白表

达水 平 与 NS组 相 比,CMP-低 组 中 的 S100A8、

RAGE、NF-κB、Fibronectin、TGF-β1蛋白水平上调但

差异无统计学意义(P>0.05),α-SMA蛋白水平上调

且差异有统计学意义(P<0.05);CMP-中组和CMP-
高组中的S100A8、RAGE、NF-κB、α-SMA、Fibronec-
tin、TGF-β1蛋白水平均上调(P<0.01);且煤尘浓度

越高,各个蛋白表达水平越高(P<0.01)。见图5。
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注:A.各组S100A8、RAGE阳性细胞表达;B.肺组织中S100A8阳性细胞和RAGE阳性

细胞表达的定量分析。*P<0.05,***P<0.001,n=6。

图4 IHC染色观察不同浓度的煤尘对S100A8、RAGE阳性细胞表达情况(标尺长度:50μm,×400)

注:A.各组 WesternBlot结果;B.NS组与模型组蛋白比较的误差条形图。
*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001,n=3。

图5 WesternBlot实验检测各组肺组织中S100A8、RAGE、NF-κB、α-SMA、Fibronectin、TGF-β1蛋白表达水平
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3 讨论

目前,CWP的具体发病机制尚未完全了解。煤尘

颗粒的化学成分在CWP的发病机制中起着至关重要

的作用,本研究通过小鼠鼻腔滴注煤尘溶液构建CMP
模型,旨在探讨煤尘颗粒对小鼠肺部的毒害作用及其

相关的作用机制。
尘肺通常具有职业特殊性,由于长期接触矿物质

粉尘对呼吸道造成一定的刺激,患者可出现低热、咳嗽

等炎症反应[11]。炎症是机体的基本防御机制。当机

体受到感染刺激时体内的各种免疫细胞和细胞分子在

参与调节炎症过程中形成一个巨大的调控网络,过度

的炎症反应或炎症反应持续存在时可能会诱发机体发

生其他疾病,如癌症、纤维化等[12]。在本实验中已通

过组织病理学染色证明了煤尘刺激后可加速小鼠肺部

炎症和纤维化的进展。另外,S100A8在炎症的发展过

程中起着决定性的作用,在创伤、感染、急性应激等许

多炎症过程中强烈上调[13]。根据IHC染色结果可以

看到,煤尘刺激后S100A8和RAGE蛋白表达水平上

调且煤尘浓度越高S100A8和RAGE蛋白表达水平上

调越显著。研究表明,S100A8在肺纤维化患者标本中

高表达,可作为特发性肺纤维化患者的重要预后生物

标志物[14]。RAGE作为一种模式识别受体能够与内

源性配体(如S100A8、HMGB1和 AGEs)相互作用,
从而激活多个信号级联反应[15]。RAGE与S100A8
结合后可诱导 MyD88的激活从而使丝裂原活化蛋白

激酶(如p38、p42/44激酶以及ERK1/2)发生磷酸化

导致NF-κB的核易位,从而增强各种促炎细胞因子和

促纤维化因子(IL-6、IL-1β和 TGF-β1、α-SMA)的转

录,增加炎性细胞的趋动性和黏附性从而促进炎症的

级联反应,加重炎症和纤维化的发展[16]。另外,NF-κB
通路的激活和抑制受两个关键介质调节,肿瘤坏死因

子受体相关因子6(TRAF6)和转化生长因子β-活化激

酶1(TAK1)[16-17]。TRAF6和 TAK1在信号转导复

合物中共同作用,还可以促进丝裂原活化蛋白激酶

(MAPK)的激活,MAPK是独立于IKK-NF-κB通路

从TRAF5分支的几种途径之一[18]。另外,数据表明

TRAF6-TAK1轴有助于SAMHD1介导NF-κB的激

活[19],然而在本实验中并未研究 NF-κB和 MAPK通

路与TAK1磷酸化和激活的具体作用机制,这是本实

验中的局限性。本课题组研究了S100A8是否通过与

RAGE相互结合从而介导纤维化的发生,由 Western
Blot实验结果可知,与NS组相比,CMP-中组和CMP-
高组中的S100A8、RAGE、NF-κB蛋白表达水平显著

上调,而CMP-低组和NS组蛋白水平差异无统计学意

义,这表明了煤尘刺激后激活了S100A8与RAGE蛋

白的表达。S100A8与受体RAGE相互作用后激活下

游的NF-κB信号介导肺纤维化的发生发展,已采用

WerternBlot实验进行验证。在博来霉素(BLM)诱导

的肺纤维化模型中使用抗S100A8中和抗体可以有效

降低活化NF-κB的能力,减少炎症因子的释放,减弱

肺成纤维细胞向肌成纤维细胞分化,降低肺纤维化的

发展[20]。本研究与其他研究结果不同的是,本研究证

明了煤尘刺激可诱导小鼠肺纤维化的发生并且经煤尘

刺激后小鼠肺组织中的S100A8蛋白表达水平显著上

调,这是本研究中的一大亮点。另外,由 WesternBlot
实验结果可知,S100A8过表达可增加肺纤维化标志物

α-SMA、Fibronectin和TGF-β1的蛋白表达水平。
综上所述,在本研究中通过组织病理学染色证明

了煤尘浓度的增加对小鼠肺内毒性作用越大;煤尘浓

度越高S100A8蛋白上调越显著;RAGE/NF-κB信号

轴加速煤尘诱导的肺纤维化。提示,S100A8过表达可

能是通过RAGE/NF-κB信号轴参与煤尘诱导肺纤维

化的潜在作用机制,可能作为尘肺病潜在的治疗靶点。
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