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揖摘要铱 摇 目的: 观察氰酸盐对 C57 / BL6N 小鼠肺气道阻力和肺组织结构的影响,以及对人肺 A549 细胞系细胞活

力和蛋白表达水平的影响。 方法: 选取 40 只雄性 C57 / BL6N 小鼠随机分为两组:正常对照组(20 只)、氰酸盐组

(20 只),适应性喂养一周后,氰酸盐组是在小鼠饮水中添加 100 mmol / L 氰酸盐喂养 4 周,并分别在实验开始与结

束时测定小鼠肺气道阻力(Raw)。 第 4 周实验结束时处死小鼠,取肺组织采用 HE 与 Masson 染色法进行病理观

察。 另取生长良好的对数生长期 A549 细胞经 0、0. 25、0. 5、1 mmol / L 浓度的氰酸盐处理 24 h 后,采用 CCK8 法检

测细胞活力;活性氧 ROS 荧光探针(DCFH鄄DA)检测细胞 ROS 水平变化;蛋白免疫印迹法检测肺组织与细胞 E鄄
Cadherin 与 Fibronectin 表达情况。 结果: 实验开始前,正常对照组与氰酸盐组小鼠肺气道阻力值分别为(1. 82依
0. 76) cm H2O / (L·s)与(1. 85 依0. 78) cm H2O / (L·s),差异无显著性;实验结束后,氰酸盐组小鼠肺气道阻力值

增高至(4. 86依0. 87) cm H2O / (L·s)(P<0. 01)。 HE 染色结果显示:与正常对照组相比,氰酸盐组小鼠肺泡结构破

坏,气管壁增厚,肺间质组织增生明显。 Masson 染色结果显示:氰酸盐组小鼠气管周围弹力纤维沉积。 CCK8 法测

定 A549 细胞活力结果显示:0. 5 mmol / L 及以上浓度的氰酸盐暴露可引起 A549 细胞活力下降。 免疫荧光结果显

示,0. 25 mmol / L 氰酸盐即可刺激 A549 细胞内 ROS 增加而出现绿色荧光,细胞内绿色荧光强度随氰酸盐浓度增加

而增强。 蛋白免疫印迹法结果显示: 0. 5 mmol / L 的氰酸盐处理即可使 A549 细胞中 E鄄Cadherin 的表达水平显著降

低(P<0. 01),并随浓度增加降低更加显著。 A549 细胞中 Fibronectin 的表达水平随氰酸盐浓度增加而上升,在 1
mmol / L 浓度氰酸盐时其表达水平显著上升(P<0. 01)。 小鼠肺组织蛋白免疫印迹结果显示,与正常对照组相比,氰
酸盐组小鼠 E鄄Cadherin 表达水平显著减少(P<0. 01),Fibronectin 的表达水平显著增加(P<0. 01)。 结论: 病理浓

度的氰酸盐可以引起小鼠肺间质组织增生、纤维沉积,导致肺气道阻力增加;其机制可能与氰酸盐损伤肺上皮细胞

活力、促进 ROS 增加,诱导细胞外基质成分的病理改变有关。
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揖ABSTRACT铱 Objective: To investigate the injury of cyanate on the pulmonary function and morphology of C57 / BL6N mice. Meth鄄
ods: Forty male C57 / BL6N mice were randomly divided into two groups: normal control group (20 mice) and cyanate group (20
mice). Mice were exposed to 100 mmol / L cyanate feeding for 4 weeks, and pulmonary Raw (Resistance in Air Way) was measured at
the beginning and end of the experiment. The mice were sacrificed at the end of the fourth week of the experiment, and the lung tissues
were collected for pathological observation and molecular detection of E鄄Cadherin and Fibronectin. Well鄄growing A549 cells in logarith鄄
mic growth phase were treated with cyanate at the concentrations of 0, 0. 25, 0. 5 and 1 mmol / L for 24 h, and the cell viability was de鄄
tected by CCK8 method; reactive oxygen species ROS fluorescent probe (DCFH鄄DA) was used to detect the changes of ROS levels,
and expressions of E鄄Cadherin and Fibronectin in cells and pulmonary tissues were detected by Western blot. Results: At the begin鄄
ning of the experiment, the pulmonary airway resistance values of the mice in the normal control group and the cyanate group were
(1. 82依0. 76)cmH2O / (L·s) and (1. 85依0. 78)cmH2O / (L·s), respectively, with no significant difference. Four weeks later, the
pulmonary airway resistance value of mice in the cyanate group was increased to (4. 86依0. 87)cmH2O / (L·s) (P<0. 01). The HE
staining showed that, compared with the normal control group, the injured alveolar structure, the thickened tracheal wall and the signif鄄
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icantly proliferated pulmonary interstitial tissue were observed in the cyanate group. The Masson staining showed that elastic fibers were
deposited around the trachea of mice in the cyanate group. The results of CCK8 assay for the viability of A549 cells showed that 0. 5
mmol / L cyanate exposure could reduce the viability (P<0. 01). The immunofluorescence staining showed that cyanate could increase
ROS level in A549 cells by producing green fluorescence in a concentration鄄dependent manner. The results of Western blotting showed
that 0. 5 mmol / L of cyanate treatment on A549 cells could reduce the expression of E鄄Cadherin (P<0. 01) with increasing concentra鄄
tion of cyanate. The expression level of Fibronectin in A549 cells was increased with the increasing cyanate concentration, and there
was a significant difference (P<0. 01) on 1 mmol / L cyanate. Western blot results of lung showed the decreasing expression of E鄄Cad鄄
herin (P<0. 01) and increasing expression of Fibronectin (P<0. 01) in cyanate mice. Conclusion: Pathological concentrations of cya鄄
nate can induce the proliferation of pulmonary interstitial tissue, fibrous deposition, and increased pulmonary airway resistance in mice,
which may be related to damaged pulmonary epithelial cell viability, enhanced ROS production, and induced pathologic changes of ex鄄
tracellular matrix by cyanate.
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摇 摇 氰酸盐( cyanate)是由尿毒症患者体内高浓度

的尿素自发水解产生,其迅速生成反应型异氰酸

(HN=C=O)通过氨基甲酰化修饰与氨基、硫醇和苯

酚基或羧基相互作用,导致激素、酶活性的改变以及

蛋白质功能异常,这些改变与慢性肾脏病( chronic
kidney disease,CKD)、动脉粥样硬化等多种疾病的

发生密切相关[1]。 慢性肾脏病中,氨甲酰化低密度

脂蛋白可通过诱导内皮细胞凋亡促进动脉粥样硬化

的发生,氨甲酰化白蛋白促进肾小管肾小球增殖,故
有学者提出,将蛋白质氨甲酰化作为慢性肾脏病的

生物标志物。 而近期研究发现,氰酸盐还可直接刺

激脐静脉内皮细胞氧化应激损伤、促发肾小管上皮

细胞上皮间充质转化[2,3]。 由此可见,氰酸盐作为

一种内源性毒性物质,可通过多种机制参与慢性肾

脏病并发症的病理过程。 肺功能减退是慢性肾脏病

的常见并发症,慢性肾脏病或终末期肾脏病( end
stage renal disease,ESRD)患者随病程的延长、体内

尿素浓度的增加出现限制性通气障碍,但病因和病

理机制不清[4]。 此外,氰酸盐也可由大气污染与香

烟烟雾中吸入血中的硫氰酸盐(Thiocyanate)通过髓

过氧化物酶氧化形成;环境中异硫氰酸所引发的肺

功能损伤也以限制性通气障碍为主要表现[5]。 由

此可见,氰酸盐可能是导致两类不同人群肺功能损

伤的共同病理因素,但其对肺组织的病理作用及相

关机制鲜有报道。 本研究通过体内与体外实验探讨

氰酸盐对肺功能、肺组织结构的影响及相关机制,为
临床慢性肾脏病并发肺功能损伤以及大气污染物致

肺功能障碍的治疗提供新的靶点。

1摇 材料与方法

1. 1摇 试剂

C57 / BL6N 小鼠 (重庆医科大学实验动物中

心);HE 染色试剂盒、Masson 染色试剂盒(北京索莱

宝试剂有限公司);人肺上皮细胞 A549(北纳生物

公司);胎牛血清(fetal bovine serum, FBS,澳洲 BIO鄄
AGRIO 公司);DMEM 培养基(Hyclone 公司);氰酸

盐(Sigma 公司);胰蛋白酶消化液、青 /链霉素溶液、
RIPA 裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、CCK8 试

剂盒(MCE 公司)、ROS 测定试剂盒、DAPI 抗荧光猝

灭封片液(上海碧云天生物技术有限公司) E鄄Cad鄄
herin、FN1 抗体(沈阳万类生物技术有限公司)。
1. 2摇 实验动物的处理

自重庆医科大学实验动物中心购入 6 ~ 8 周龄

C57 / BL6N 小鼠 40 只,以每笼 5 只随机分置于 8 笼

内,实验室温控于 20 ~ 25益之间,相对湿度为(50依
5)% ,并处于 12 h 光暗交替之下,提供标准饲料与

洁净饮水适应性培养一周。 随后将小鼠随机分为 2
组:正常对照组(20 只)与氰酸盐组(20 只),并测定

小鼠肺气道阻力。 实验开始后,在氰酸盐组小鼠饮

水中添加 100 mmol / L 氰酸盐充分溶解并每 24 h 更

换一次,氰酸盐组提供标准饲料,正常对照组提供标

准饲料与洁净饮水,每日记录小鼠体重与饮水量。
第 4 周测定两组小鼠肺气道阻力后,处死小鼠并于

无菌环境中分离肺组织用于病理观察和免疫印迹检

测。
1. 3摇 HE 染色法与 Masson 染色法染色检测小鼠肺

组织形态学变化

取出多聚甲醛灌流固定的小鼠肺组织,切成大

小一致的方块,经梯度酒精脱水、二甲苯透明、石蜡

包埋后切成 4 滋m 组织切片,烘箱烤片,二甲苯浸泡

脱蜡后分别进行 HE 与 Masson 染色,并于光学显微
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镜下观察。
1. 4摇 全身呼吸体积描记系统检测小鼠肺气道阻力

实验动物肺功能检测采用 DSI Buxco 公司 Fine鄄
Pointe 全身呼吸体积描记系统(Whole Body Plethys鄄
mography),监测清醒自由活动、非束缚、非麻醉状态

下实验动物的呼吸功能,小鼠置于 DSI Buxco 呼吸

仪测定腔体中,用卡片固定小鼠头部并密封腔体,于
小鼠清醒条件下测定小鼠肺气道阻力( resistance in
air way, RAW)数值。
1. 5摇 细胞培养

人肺泡上皮细胞 A549 细胞复苏后,采用 Hy鄄
clone 公司 DMEM 培养基配置成含 10 % FBS、1%
青 /链霉素的细胞培养液,在 37益、含 5% CO2恒温

孵箱中培养,细胞生长至 80% 融合用 0. 25% 胰酶

37益消化 3 min 后混匀用于后续实验。
1. 6摇 CCK8 法检测细胞活力

将对数生长期的细胞接种于 96 孔板中,每孔接

种 1伊104个细胞,设置氰酸盐浓度梯度为 0、0. 25、0.
5、1、2、4 mmol / L,对照组加入不含氰酸盐的培养基

培养 24 h 后取出,每孔加入总体积为 10 滋l CCK8
试剂与 100 滋l DMEM 培养基在 37益孵箱中孵育 2 h
后在 450 nm 测定吸光度,根据公式计算细胞活力。
1. 7摇 DCHA鄄DA 法检测细胞 ROS 水平

将对数生长期的细胞按照每孔 1伊104个细胞接

种于 6 孔板中,采用含 0、0. 25、0. 5、1、2 mmol / L 氰

酸盐的培养基孵育 24 h,吸出培养基后每孔加入稀

释后的 DCFH鄄DA 溶液 1 ml, 37益避光摇床孵育 30
min,随后用 PBS 液洗涤 3 次,去除多余 DCFH鄄DA
并在显微镜下观察荧光强度。
1. 8摇 Western blot 检测蛋白表达水平

A549 细胞加入梯度为 0、0. 25、0. 5、1、2 mmol / L
的氰酸盐培养液,恒温培养 24 h 后 PBS 洗涤,刮下

细胞离心 5 min 收集细胞沉淀后提取蛋白。 采用碧

云天 BCA 蛋白试剂盒测定细胞蛋白浓度,并加入

loading buff 将蛋白质 95益 煮沸 5 min 用于后续检

测。 SDS鄄PAGE 凝胶配置后将蛋白样品上样、电泳

后电转于 PVFC 膜上,脱脂牛奶封闭后分别至于稀

释后一抗 E鄄Cadherin (1 颐 1 000)、Fibronectin (1 颐
1 000)孵育过夜, TBST 缓冲液洗涤 3伊10 min 后放

入稀释后二抗(1 颐 1 0000)中室温孵育 1 h,TBST 缓

冲液洗涤 3伊10 min 后于暗室滴加发光液检测蛋白

表达,结果图像采用 Image Lab 软件进行灰度分析。
1. 9摇 统计学处理

计量资料以均数依标准差(軃x依s)表示,所有统计

学分析使用 SPSS 23. 0 统计软件进行分析,两样本

均数使用独立样本 t 检验。

2摇 结果

2. 1摇 氰酸盐暴露对 C57 / BL6N 小鼠肺气道阻力的

影响

分别在实验开始前、实验结束时测定小鼠肺气

道阻力。 实验开始时,两组小鼠肺气道阻力率分别

为(1. 82 依0. 76) cmH2 O / ( L·s) 与(1. 85 依0. 78)
cmH2O / (L·s),差异无显著性(P>0. 05)。 氰酸盐

饮水 4 周后,对照组小鼠肺气道阻力为 (1. 82 依
0. 18)cmH2O / (L·s),与对照组比较,氰酸盐组小

鼠肺气道阻力显著增加至(4. 86依0. 87) cmH2O / (L
·s)(P<0. 01 )。
2. 2摇 氰酸盐暴露对 C57 / BL6N 小鼠肺结构的影响

小鼠肺组织切片 HE 染色结果显示,氰酸盐组

小鼠肺泡结构破坏明显,肺间质增生并伴有气道壁

增厚(图 1A)。 为进一步探究小鼠气道壁结构改变

进行 Masson 染色,可见小鼠气道壁周围出现明显的

蓝色弹力纤维沉积(图 1B)。

Fig. 1摇 Histological staining of lungs in mice (Magnification: 伊
100, 伊200, 伊400)
A: Hematoxylin鄄Eosin staining; B: Masson staining

2. 3摇 氰酸盐暴露对肺 A549 细胞活力的影响

将 A549 细胞置于浓度梯度为 0、0. 5、1、2、4
mmol / L 的含氰酸盐 DMEM 培养基培养 24 h,使用

CCK8 法检测细胞存活率。 结果显示,随着氰酸盐

浓度的增加,A549 细胞的活力逐渐下降。 与对照组

比较,氰酸盐作用浓度为 0. 25 mmol / L 时 A549 细胞

活力为对照组(0 mmol / L)的 94. 78% ,氰酸盐作用

浓度为 0. 5 mmol / L 时 A549 细胞活力为对照组的

82. 35% ,氰酸盐作用浓度为 1 mmol / L 时 A549 细胞

活力为对照组的 74. 14% (P<0. 01),氰酸盐作用浓
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度为 2 mmol / L 时 A549 细胞活力为对照组的

66. 26% (P<0. 01),氰酸盐作用浓度为 4 mmol / L
时,A549 细胞活力仅有对照组的 55. 56% ( P <
0. 01)。
2. 4摇 氰酸盐暴露对肺 A549 细胞 ROS 水平的影响

用荧光探针 DCFH鄄DA 检测细胞内 ROS 水平,
DCFH鄄DA 探针与被细胞内活性氧 ROS 氧化为 DCF
并发出绿色荧光,荧光强度的变化反映细胞内 ROS
水平。 不同浓度的氰酸盐作用 24 h 后(0、0. 25、
0. 5、1 mmol / L),荧光显微镜下观察细胞荧光。 如

图 2 所示,无氰酸盐组镜下未见绿色荧光;0. 25
mmol / L 氰酸盐浓度下可见部分细胞的绿色荧光较

强,0. 5 mmol / L 氰酸盐浓度下发出绿色荧光的细胞

数量增多、荧光强度增加;而在 1 mmol / L 氰酸盐浓

度下绿色荧光最强。

Fig. 2摇 Effects of cyanate on the expression of ROS in A549
(Magnification: 伊200)

2. 5摇 氰酸盐暴露对细胞外基质蛋白表达的影响

由于 Masson 染色观察到气管壁弹力纤维的沉

积,为明确氰酸盐对肺间质中细胞外基质蛋白的影

响,分别对体内、体外细胞外基质的标志物蛋白进行

检测。 使用含不同浓度的氰酸盐(0、0. 25、0. 5、1
mmol / L)DMEM 培养基培养 A549 细胞 24 h 后,收
集细胞进行蛋白免疫印迹测定,结果如图 3A 所示,
与正常对照组相比,氰酸盐组 E鄄Cadherin 的表达水

平随着浓度增加而降低,0. 5 mmol / L 和 1 mmol / L
的氰酸盐可显著降低 E鄄Cadherin 的表达(P<0. 01,
表 1)。 随着氰酸盐浓度的增加, A549 细胞中 Fi鄄
bronectin 的表达逐渐升高,在 1 mmol / L 浓度氰酸盐

时具有显著性差异(P<0. 01,表 1)。 图 3B 显示正

常对照组与氰酸盐组小鼠肺组织蛋白免疫印迹结

果,与正常对照组相比,氰酸盐组小鼠 E鄄Cadherin 表

达显著减少(P<0. 01),Fibronectin 的表达显著增加

(P<0. 01,表 2)。

Fig. 3摇 Effects of cyanate on the expressions of E鄄Cadherin and
Fibronectin in vivo and vitro(n=3)

Tab. 1 摇 Effects of cyanate on the expressions of E鄄Cadherin
and Fibronectin invitro(軃x依s, n=3)

Group E鄄Cadherin
(Fold change)

Fibronectin
(Fold change)

Control 1. 08依0. 04 1. 01依0. 05
0. 25 mmol / L 0. 81依0. 18 1. 36依0. 31
0. 5 mmol / L 0. 63依0. 17* 1. 49依0. 23
1 mmol / L 0. 50依0. 06** 2. 32依0. 46**

摇 摇 *P<0. 05,**P<0. 01 vs control
Tab. 2 摇 Effects of cyanate on the expressions of E鄄Cad鄄

herin and Fibronectin in vivo(軃x依s, n=3)

Group E鄄Cadherin
(Fold change)

Fibronectin
(Fold change)

Control 1. 36依0. 25 0. 40依0. 06
Cyanate 0. 56依0. 01** 0. 90依0. 05**

摇 摇 **P<0. 01 vs control

3摇 讨论

氰酸盐是尿毒症患者体内高浓度尿素水解产生

的致病因素,同时也可由香烟烟雾与大气污染物进

入体内的硫氰酸盐氧化形成[6, 7]。 体内氰酸盐的毒

理作用已被广泛认识,其不仅可以直接损伤血管内

皮细胞刺激 ICAM鄄1 表达增加以及上调 Nrf2 通路诱

导上皮细胞氧化应激[2];还可通过改变肝脏脂质代

谢模式来诱导氧化应激损伤[8, 9]。 此外,氰酸盐亦

可通过氨甲酰化蛋白质影响蛋白结构和功能而发挥

致病作用,如氨甲酰化的白蛋白可引起肾纤维化,因
而被看作慢性肾衰的生物标志物[10鄄13]。 尽管慢性

肾脏病患者常伴肺功能减退,但氰酸盐对于肺组织

的损伤作用却未见报道。 因此,本研究通过体内与

体外实验观察病理浓度的氰酸盐对小鼠肺功能及组

织结构的病理作用,以及氰酸盐对人肺上皮细胞活

力、ROS 水平及细胞外基质成分的影响,探讨氰酸

盐致肺功能减退的病理机制。
慢性肾脏病患者并发肺功能减退的风险不可忽

视。 Anees M 等通过肺通气功能研究发现,几乎半
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数(44. 3% )的慢性肾脏病患者并发肺功能下降,肺
容量减少,存在限制性通气功能障碍[14]。 尽管研究

者认为慢性肾脏病全身的高炎症状态可能影响肺功

能[15],然而 CKD 诱发肺顺应性下降的具体原因尚

不明确。 本研究通过给 C57 / BL6N 小鼠饮用氰酸盐

溶液造成体内高浓度氰酸盐的疾病状态,模拟氰酸

盐在慢性肾脏病患者体内的病理进程;在实验结束

时观察到小鼠的肺气道阻力上升明显,并且通过

HE 染色观察到气管壁增厚、肺间质增生的病理改

变,Masson 染色进一步证实肺间质的纤维沉积,提
示氰酸盐可能是导致肺间质病理改变的重要因素。
众所周知,肺纤维化的主要体现为限制性通气功能

障碍;而田宽等发现氰酸盐可以刺激肾小管上皮通

过上皮鄄间充质转化导致肾纤维化发生;氰酸盐如何

促进小鼠肺间质纤维沉积需要进一步证实。 本研究

随后选取人肺泡上皮 A549 细胞进行体外实验的验

证,CCK8 实验发现 0. 5 mmol / L 的氰酸盐 24 h 便可

损伤肺上皮细胞活力,这与氰酸盐组小鼠肺泡结构

破坏明显的结果相符;而慢性肾脏病患者的血液氰

酸盐浓度约为 0. 8 mmol / L 左右,长期高氰酸盐负荷

可能造成肺上皮的损伤。
肺上皮细胞的损伤以及 ECM 的沉积是肺纤维

化的主要病理进程[16鄄18],而肺纤维化的起因也被认

为是与慢性炎症相关[19鄄21]。 长期的炎症状态刺激

了肺上皮细胞的损伤以及成纤维细胞的活化,进而

引发 ECM 的沉积[22鄄25],最终导致肺组织不可逆的

病理性重塑[26,27],其中细胞内高水平的活性氧被认

为与炎症密切相关[15]。 本研究使用含氰酸盐的

DMEM 培养细胞 24 h 后,在细胞内观察到明显增高

的活性氧水平,0. 25 mmol / L 的氰酸盐即可刺激细

胞内活性氧水平升高,这远远低于疾病状态中常常

达到 0. 8 ~ 1 mmol / L 的氰酸盐浓度[7],因此肾病患

者体内的氰酸盐水平可能刺激肺上皮细胞生成活性

氧与引发炎症。 同样的,氰酸盐改变了 A549 细胞

的细胞外基质蛋白表达水平,梯度浓度氰酸盐的

DMEM 培养细胞 24 h 后 A549 细胞 E鄄Cadherin 表达

水平减少(P<0. 01),而纤连蛋白 Fibronectin 表达水

平上调(P<0. 01)。 E鄄Cadherin 蛋白作为上皮细胞

的分子标志,其表达水平的减少意味着氰酸盐以通

过损伤肺上皮细胞破坏肺上皮屏障,而纤连蛋白的

表达水平增加与 Masson 染色下观察到的胶原明显

沉积相关,提示氰酸盐具有诱发纤维化的趋势。 因

此,减少氰酸盐暴露可以在肺间质损伤的早期阻止

肺结构的不可逆改变,为临床上逆转慢性肾脏病患

者肺功能损伤,以及香烟与大气重度污染存在的氰

酸盐暴露所诱发的肺纤维化提供重要的分子靶点。
综上所述,本研究通过体内外实验证实,长期的

氰酸盐暴露可以引起小鼠肺气道阻力下降、肺组织

结构损伤和肺间质弹力纤维沉积;低浓度的氰酸盐

即可造成 A549 细胞活力下降,ROS 水平提升,伴随

着细胞外基质蛋白 E鄄Cadherin 表达水平的减少和

Fibronectin 表达水平的增加。 本研究结果表明,氰
酸盐可能是诱发肺功能损伤的重要病理因素,从而

为临床治疗提供新的途径。 然而,本研究也存在局

限性,氰酸盐对肺上皮细胞氧化应激与炎症的具体

机制,以及氰酸盐如何通过改变蛋白构象刺激肺上

皮细胞的间质化改变还需要深入研究。
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