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抗氧化剂超氧化物歧化酶对大鼠肺巨噬细胞二氧化硅条件上清介导的
肺成纤维细胞增殖及 c-myc 表达的影响
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文题释义：

超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)：是能清除超氧阴离子自由基的抗氧化金属酶，它能够催化超氧阴离子自由基歧化生成氧和

过氧化氢，在机体氧化与抗氧化平衡中起到重要的作用。有研究显示超氧化物歧化酶和肿瘤有着密切的关系。

肺泡巨噬细胞 (alveolar macrophages，AM)：依赖于粒细胞–巨噬细胞集落刺激因子由胚胎单核细胞发育而来，在维持肺部免疫系统稳态以

及宿主防御的过程中扮演着重要的角色。

摘要

背景：c-Myc是一种众所周知的致癌基因，在许多癌症中过表达。肺泡巨噬细胞是肺脏重要的功能细胞，它不但参与肺脏的免疫防御，吞

噬侵入肺脏的细菌颗粒，还可分泌大量生物活性物质，维持肺脏和机体正常的生理功能。超氧化物歧化酶和肿瘤有着密切的关系。

目的：观察抗氧化剂超氧化物歧化酶对二氧化硅(SiO2)刺激的大鼠肺泡巨噬细胞培养上清诱导的大鼠肺成纤维细胞增殖及c-myc表达的影响。

方法：采用肺泡原位灌洗技术获取肺泡巨噬细胞，①制备条件培养上清：超氧化物歧化酶培养上清(超氧化物歧化酶+肺泡巨噬细胞+不加

血清DMEM)、二氧化硅培养上清(二氧化硅+肺泡巨噬细胞+不加血清DMEM)、二氧化硅+超氧化物歧化酶培养上清(二氧化硅+超氧化物歧化

酶+肺泡巨噬细胞+不加血清DMEM)；分别在培养1，2，4，8，16，32 h不同时间点收取上清；②肺成纤维细胞诱导培养：取第3代肺成纤

维细胞，将条件上清与含体积分数5%FBS的DMEM按照1∶1比例配制进行诱导，实验分组为：阴性对照组(体积分数2.5%FBS-DMEM培养)，
阳性对照组(体积分数10%FBS-DMEM培养)；超氧化物歧化酶培养上清组；二氧化硅培养上清组；二氧化硅+超氧化物歧化酶培养上清组；

培养时间与上述时间点同步进行。采用MTT法、免疫细胞化学法和RT-PCR法分别检测肺成纤维细胞增殖、c-myc蛋白和mRNA的表达情况。

实验方案经华北理工大学动物实验伦理委员会批准。

结果与结论：①与对照组相比较，二氧化硅培养上清组能够显著促进成纤维细胞增殖，使c-myc蛋白及mRNA表达水平上调；与二氧化硅培

养上清组相比较，二氧化硅+超氧化物歧化酶培养上清组成纤维细胞增殖减少，c-myc蛋白及mRNA表达水平下调(P < 0.05)；②结果说明，

超氧化物歧化酶能够抑制二氧化硅刺激的肺泡巨噬细胞培养上清介导的肺成纤维细胞增殖和c-myc表达水平的上调。

关键词：肺纤维化；超氧化物歧化酶；肺成纤维细胞；肺泡巨噬细胞；c-myc；免疫细胞化学法；反转录聚合酶链式反应；大鼠

缩略语：超氧化物歧化酶：superoxide dismutase，SOD

Effects of superoxide dismutase on proliferation and c-myc expression of lung fibroblasts activated by 
supernatant of silicon dioxide-induced rat lung macrophages 

Kan Quan1, Zhang Yan2, Wang Haitao1, Li Ran1, Tian Yanxia1, Lyu Cuiping1 

1Department of Histology and Embryology, North China University of Science and Technology, Tangshan 063000, Hebei Province, China; 2Affiliated Hospital of 
North China University of Science and Technology, Tangshan 063000, Hebei Province, China 
Kan Quan, Master, Lecturer, Department of Histology and Embryology, North China University of Science and Technology, Tangshan 063000, Hebei Province, China
Corresponding author: Kan Quan, Department of Histology and Embryology, North China University of Science and Technology, Tangshan 063000, Hebei 
Province, China

Abstract
BACKGROUND: c-Myc is a well-known oncogene overexpressed in many cancers. Alveolar macrophages are important functional cells of the lungs, not only 
involved in the immune defense of the lungs, swallowing bacterial particles that invade the lungs, but also secreting large amounts of biologically active 
substances to maintain the normal physiological functions of the lungs and the body. Superoxide dismutase has a close relationship with tumors.
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0   引言   Introduction
矽肺是由于长期吸入大量游离二氧化硅 (SiO2) 粉尘所引

起，以矽结节的形成和弥漫性肺间质纤维化为主要病理表现

的疾病
[1]
，其发病机制尚未完全阐明。目前认为，肺泡巨噬

细胞 (alveolar macrophage，AM) 和成纤维细胞是矽肺发生、

发展的主要效应细胞
[2-3]

。肺泡巨噬细胞吞噬 SiO2 粉尘后，

一方面发生呼吸爆发和脂质过氧化，另一方面释放活性因子

和炎性递质，通过复杂的细胞网络和信号转导，从而促进肺

成纤维细胞增殖和胶原沉积，导致肺纤维化的形成
[4]
。c-myc

是一类“立刻早期反应”基因，其下游靶基因与G1期调控有关，

在调控细胞周期中具有关键作用
[5]
。在一些增殖性疾病如原

代浆细胞样树突状细胞瘤、动脉粥样硬化和乳腺癌、宫颈鳞

癌中 c-myc 基因均有高表达
[6-10]

。因此，该研究拟通过体外

实验，观察超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase，SOD) 对
SiO2 刺激的肺泡巨噬细胞条件培养上清诱导的肺成纤维细胞

和 c-myc 蛋白及基因表达水平的调节作用。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   体外细胞学实验分组对照，方差分析结合 SNK 检

验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 3-12 月在华北理工大学组

胚教研室实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   主要试剂   SiO2 粉尘 ( 中国预防医学科学院劳卫所 )，
SOD 和 MTT(Sigma 公司 )，胰蛋白酶、DAB、引物 ( 北京华美

生物工程公司 )，胎牛血清 (Heclony 公司 )，c-myc 抗体、免

疫组化试剂盒 (美国 SANTA CRUZ公司 )，反转录试剂盒 (Takara

公司 )，PCR 试剂盒、DNA marker( 上海生工程公司 )。
1.3.2   实验动物   1.5 月龄 Wistar 大鼠，雌性 25 只，雄性 75

只，体质量 200 g 左右，购置于北京华阜康生物技术有限公

司，许可证号：SYXK( 冀 )2015-0038，饲养于华北理工大学

动物屏障实验室。实验前饲养于科室动物房大塑料笼中，阳

OBJECTIVE: To observe the effects of superoxide dismutase on cell proliferation and c-myc expression in lung fibroblasts activated by supernatants of 
silicon dioxide (SiO2)-induced rat alveolar macrophages. 
METHODS: Alveolar macrophages were obtained by in situ alveolar lavage technique to prepare conditional culture supernatant: superoxide dismutase 
culture supernatant (superoxide dismutase+alveolar macrophages+serum-free DMEM), SiO2 supernatant (SiO2+alveolar macrophages+serum-free DMEM), 
SiO2+superoxide dismutase culture supernatant (SiO2+superoxide dismutase+alveolar macrophages+serum-free DMEM). The supernatant was collected 
at 1, 2, 4, 8, 16, and 32 hours after culture. Inducted culture of lung fibroblasts: passage 3 lung fibroblasts were taken and induced by the combination of 
conditional supernatant and 5% fetal bovine serum-DMEM in a 1:1 ratio. There were five groups in the experiment: negative control group (2.5% fetal bovine 
serum-DMEM culture), positive control group (10% fetal bovine serum-DMEM culture), superoxide dismutase supernatant group, SiO2 supernatant group, and 
SiO2+superoxide dismutase supernatant group. Culture time was synchronized with the above time points. MTT, immunocytochemistry and RT-PCR methods 
were used to detect lung fibroblast proliferation, c-myc protein and mRNA expression. The study protocol was approved by the Animal Experiment Ethics 
Committee of North China University of Science and Technology.
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the control group, cell proliferation and expression of c-myc protein and mRNA in lung fibroblasts were 
singificantly increased in the SiO2 supernatant group. Treatment with SiO2 and superoxide dismutase could inhibit the elevation of cell proliferation, protein and 
mRNA levels of c-myc (P < 0.05). To conclude, superoxide dismutase can attenuate fibroblast proliferation and high expression of c-myc in rat lung fibroblasts 
induced by supernatant of SiO2-treated lung macrophages.
Key words: pulmonary fibrosis; superoxid dismutase; lung fibroblast; alveolar macrophage; c-myc; immunocytochemistry; reverse transcription-polymerase 
chain reaction; rat
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光温度适宜，食水充足自取，将雌 1 只与雄 3 只合笼后取孕

Wistar 大鼠。

1.4   实验方法

1.4.1   大鼠肺泡巨噬细胞的获取与富集   用支气管肺泡原位

灌洗术获取大鼠肺泡巨噬细胞。将肺泡巨噬细胞用体积分数

10% 胎牛血清 DMEM 培养液稀释至 5×105
浓度，接种于 24

孔培养板。

1.4.2   SiO2 粉尘悬液和肺泡巨噬细胞条件培养上清的制备   将
SiO2 粉尘用 PBS 配制成 1 g/L 悬液，灭菌后备用。弃去培养

板中的培养液，加入无血清 DMEM 培养液，分别加入 SiO2、

SOD和 SiO2+SOD各 1 mL，获取培养上清液。① SiO2 培养上清：

SiO2( 终浓度为 50 mg/L) 与 5×105
浓度肺泡巨噬细胞不加血清

的 DMEM 培养液共同孵育；② SiO2+SOD 培养上清：SiO2( 终

浓度为 50 mg/L) 和 SOD( 终浓度为 1 000 U/mL) 与 5×105
浓度

肺泡巨噬细胞不加血清的 DMEM 培养液共同孵育；③ SOD

培养上清：SOD( 终浓度为 1 000 U/mL) 与 5×105
浓度肺泡巨

噬细胞不加血清的 DMEM 培养液共同孵育。以上各组分别在

1，2，4，8，16，32 h 不同时间点收取上清，针式滤器滤过

除菌，4 ℃保存备用。 

大鼠肺泡巨噬细胞的培养及鉴定

细胞来源： 用支气管肺泡原位灌洗术获取大鼠肺泡巨噬细胞

培养基介绍： 无血清 DMEM 培养液

添加材料： 阴性对照组：体积分数 2.5%FBS-DMEM 培养液；

阳性对照组：体积分数 10%FBS-DMEM 培养液；

SOD 培养上清组：加入 SOD 与无血清 DMEM 培养液；

SiO2 培养上清组：加入 SiO2 与无血清 DMEM 培养液

SiO2+SOD 培养上清组：加入 SiO2 和 SOD 与无血清的 DMEM 培养液

培养时间： 各组分别在 1，2，4，8，16，32 h 不同时间点收取上清

细胞传代： 原代细胞

细胞鉴定： 倒置相差显微镜形态学鉴定
[11]

伦理学批准： 实验方案经华北理工大学动物实验伦理委员会批准，批准号为

LX2019056
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1.4.3   大鼠成纤维细胞的获取和分组   取孕 Wistar 大鼠腹中

的胎鼠，按尹红玲
[12]

结合消化分散法分离肺成纤维细胞。取

第 3 代肺成纤维细胞，更换为含体积分数 5%FBS 的 DMEM，

将条件上清与含体积分数 5%FBS 的 DMEM 按照 1 ∶ 1 比例

配制进行诱导。实验分组为：阴性对照组 (2.5%FBS-DMEM 培

养 )、阳性对照组 (10%FBS-DMEM 培养 )、SOD 培养上清组、

SiO2 培养上清组、SiO2+SOD 培养上清组。

1.4.4   MTT 法测定成纤维细胞增殖
[13]   实验分组同 1.4.3。将

肺成纤维细胞按 5×103/ 孔接种于 96 孔板内，每孔分别加条

件培养上清与等量含 5%FBS-DMEM 培养液混合液 100 μL，

每组设 6 个复孔，同步化培养。分别于干预 1，2，4，8，
16，32 h 倒掉上清，每孔加 100 μL DMEM 培养液和 10 μL 

5 g/L MTT 溶液，37 ℃条件下孵育 4 h，弃去培养基，加入

100 μL 二甲基亚砜。用酶标仪在 595 nm 处测各孔 A 值，每

次测重复 3 次。  

1.4.5   免疫细胞化学法检测成纤维细胞 c-myc 蛋白的表达   实

验分组同 1.4.3。取第 3 代细胞做成纤维细胞爬片，将条件

上清与等量含 5%FBS-DMEM 培养液混合，分别孵育 1，2，3，
4，5，6，7 h。按 SP 试剂盒进行免疫细胞化学操作，自动

图像分析系统进行半定量分析，取其积分吸光度值为量化

指标。

1.4.6   RT-PCR 法测定成纤维细胞中 c-myc mRNA 的表达
[14-15]  

用 Trizol 试剂提取肺成纤维细胞总 RNA，进行反转录和 PCR

反应。引物序列为：c-myc(548 bp)：(forward primer)5’-AGT 

GCA TTG ATC CCT AGT GGT CTT TCC CTA-3’；(reverse primer)5’-

CAG CTC GGT TCC TCC TCT GAC GTT CCA AGA CGT T-3’；GAPDH          

(389 bp)5’-CTT CTG AGT GGC AGT GAT GG-3’；5’-TGG CAC 

AGT CAA GGC TGA GA-3’。①反转录反应：反应条件：42 ℃      

15 min，95 ℃ 2 min；② PCR 反应：c-myc 扩增反应条件：

94 ℃ 20 s，58 ℃ 45 s，72 ℃ 45 s，31 个循环；最后 72℃

延伸 7 min；内参照 GAPDH 扩增反应条件为：94 ℃ 50 s，       

57 ℃ 50 s，72 ℃ 1 min，24 个循环；最后 72 ℃延伸 8 min。
PCR 产物进行 1% 琼脂糖凝胶电泳。使用图像分析系统对电

泳条带进行分析，以目的条带和 GAPDH 条带吸光度比值表示

c-myc 的相对表达。

1.5   主要观察指标   ①成纤维细胞增殖结果；②免疫细胞化

学染色 c-myc 蛋白的表达；③成纤维细胞中 c-myc mRNA 的

表达。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 11.0 软件进行统计学分析，所有

计量资料数值以 x-±s 表示，不同组之间均数比较用方差分析，

组间比较采用 SNK 检验。各时间点条件培养上清样本数用 n

表示。

2   结果   Results 
2.1   MTT 法测定成纤维细胞增殖结果   SiO2 培养上清可促进

大鼠成纤维细胞增殖，其中以 4 h 促增殖作用最强。SiO2+ 

SOD 培养上清促成纤维细胞增殖能力主要于 8 h 时最高，

SOD 培养上清促成纤维细胞增殖能力主要于 16 h 时最高，见

表 1。

表 1 ｜肺泡巨噬细胞体外培养条件上清干预不同时间点对成纤维细胞增
殖作用                                            (x-±s，n=6，A值 )
Table 1 ｜ The effect of conditioned supernatant of alveolar macrophages 
in vitro on the proliferation of fibroblasts at different time points

时间 SOD 培养上清组 SiO2 培养上清组 SiO2+SOD 培养上清组 阳性对照组 阴性对照组

1 h 0.539±0.012a 0.650±0.009ac 0.615±0.010abd 0.836±0.059 0.533±0.043
2 h 0.566±0.005a 0.771±0.014ac 0.632±0.016abd

4 h 0.584±0.008a 0.786±0.002ac 0.655±0.005abd

8 h 0.586±0.015a 0.712±0.017ac 0.693±0.008abd

16 h 0.612±0.012a 0.670±0.019ac 0.647±0.007abd

32 h 0.542±0.005a 0.643±0.006ac 0.606±0.016abd

表注：与阴性对照组比较，
aP < 0.01；与 SOD 培养上清组比较，

bP < 0.05，cP < 0.01；
与 SiO2 培养上清组比较，

dP < 0.05。SOD：超氧化物歧化酶

实验将 MTT 法检测的 A 值与阴性对照 A 值的比值算出

A 值增长率。各组干预 1，2，4，8，16，32 h 的 A 值增长率，

SiO2 培养上清组分别为 122%，145%，147%，134%，126%，

121%；SiO2+SOD 培养上清组分别为 115%，119%，123%，

130%，121%，113%；SOD 培养上清组分别 101%，106%，

109%，110%，115%，102%。以上各实验组与阴性对照组比

较均有显著性差异，说明大鼠肺泡巨噬细胞条件培养上清均

可促成纤维细胞增殖。

2.2   免疫细胞化学法检测 c-myc 蛋白的表达结果   取各组促

成纤维细胞增殖能力最强时间点的肺泡巨噬细胞培养上清，

分别是培养 4 h 的 SiO2 培养上清、培养 8 h 的 SiO2+SOD 培养

上清及培养 16 h 的 SOD 培养上清，分别用其作用于肺成纤

维细胞不同时间点，各组 c-myc 蛋白的表达高峰均在 3 h。

见表 2。

表 2 ｜体外培养条件上清干预不同时间点对成纤维细胞中 c-myc 蛋白表
达的影响                                 (x-±s，n=6，积分吸光度值 )
Table 2 ｜ The effect of in vitro conditioned supernatant intervention at 
different time points on the expression of c-myc protein in fibroblasts

时间 SiO2 培养上清组 SiO2+SOD 培养上清组 SOD培养上清组 阳性对照组 阴性对照组

1 h 21.102±1.551ab 15.891±0.715abd 5.254±0.402ab 3.446±0.343 19.015±1.370
2 h 23.278±1.348ab 17.556±1.012abd 10.535±0.565ab 10.020±0.403 28.313±2.294
3 h 35.783±1.895abc 22.368±1.218abcd 13.992±0.716abc 10.691±0.592 49.220±2.146
4 h 31.256±1.572ab 17.383±0.949abd 11.752±0.518ab 9.793±0.502 36.725±1.487
5 h 20.182±0.926ab 13.341±0.823abd 8.476±0.493ab 6.005±0.413 26.547±1.053
6 h 19.535±0.834ab 7.913±0.756abd 6.308±0.412ab 3.693±0.322 24.731±0.842
7 h 10.241±0.623ab 7.461±0.503abd 6.223±0.385ab 2.698±0.213 10.572±0.631

表注：与阴性对照组比较，
aP < 0.01；与阳性对照组比较，

bP < 0.01；与 SiO2 培养

上清组比较，组内比较，
cP < 0.01；与 SiO2 培养上清组和 SOD 培养上清组比较，

dP < 0.05。SOD：超氧化物歧化酶

免疫细胞化学染色 c-myc 阳性染色颗粒呈黄褐色，主要

分布于细胞核内及核膜上，胞浆内也有少量的分布。SiO2 培

养上清组培养 4 h 时对肺成纤维细胞 c-myc 表达有较强的促

进作用，细胞核染色成棕黑色，见图 1A； SiO2+SOD 培养上

清组培养 8 h 时对肺成纤维细胞 c-myc 表达的促进作用明显

减弱，细胞核呈棕褐色，见图 1B。SOD 培养上清组对肺成纤

维细胞 c-myc 的表达也有微弱影响，细胞核呈棕黄色，见图

1C。图像分析的积分吸光度值显示，在对应的各个时间点上
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SiO2+SOD 培养上清组对肺成纤维细胞培养后肺成纤维细胞的

c-myc 表达量明显低于 SiO2 培养上清组 (P < 0.05)。
3   讨论   Discussion

1967 年，Heppleston 发现 SiO2 诱导的肺泡巨噬细胞

培养上清可促进成纤维细胞生长，之后对巨噬细胞和成纤维

细胞这两种细胞间关系进行了大量研究，结果不尽相同
[16-17]

。

此次实验将 MTT 法检测的 A 值与阴性对照 A 值的比值算出

A 值增长率，说明大鼠肺泡巨噬细胞条件培养上清均可促成

纤维细胞增殖。MTT 法提示，加入 SOD 后再由 SiO2 刺激的

肺泡巨噬细胞培养上清促成纤维细胞增殖能力明显低于单纯

由 SiO2 刺激肺泡巨噬细胞培养上清，而高于单纯由 SOD 刺

激肺泡巨噬细胞培养上清。推测大鼠肺泡巨噬细胞加入 SiO2

刺激被激活后，肺泡巨噬细胞释放氧自由基功能加强，而

加入 SOD 预处理后再加入 SiO2 刺激，SOD 部分阻断了氧自

由基的产生，肺泡巨噬细胞释放氧自由基量减少，因此，由

SiO2 刺激要比加入 SOD 预处理再由 SiO2 刺激肺泡巨噬细胞培

养上清促成纤维细胞增殖作用提前达到高峰，而由 SOD 刺激

肺泡巨噬细胞培养上清没有 SiO2 刺激的情况下最晚才达到增

殖高峰。这提示外源性 SOD 早期或部分阻断肺泡巨噬细胞产

生的氧自由基，可使 SiO2 刺激导致的成纤维细胞增殖减弱，

可能氧自由基与成纤维细胞增殖有一定关系，它可促进成纤

维细胞增殖，而外源性 SOD 可抑制氧自由基从而抑制成纤维

细胞增殖。

此次实验取各组促成纤维细胞增殖能力最强的时间点

的肺泡巨噬细胞培养上清作用于肺成纤维细胞，各组 c-myc

蛋白的表达高峰均为 3 h。有研究显示 c-myc mRNA 在成纤

维细胞中只有很短的半衰期，c-myc mRNA 的表达高峰为       

3 h[18]
。从总的变化趋势上看 SiO2 培养上清组的变化幅度最

大，SiO2+SOD 培养上清组次之，最后为 SOD 培养上清组。

SiO2+SOD 培养上清组的 c-myc 蛋白表达在各个时间点上都

低于 SiO2 培养上清组，而高于 SOD 培养上清组，提示 SOD

对 SiO2 刺激大鼠肺泡巨噬细胞体外培养上清促成纤维细胞

内 c-myc 蛋白水平增高起抑制作用。推测，SiO2 刺激大鼠肺

泡巨噬细胞体外培养上清产生的氧自由基可促成纤维细胞内

c-myc 蛋白水平增高，从而促成纤维细胞增殖。SOD 可能通

过早期阻断肺泡巨噬细胞中氧自由基的产生使 c-myc 蛋白水

平表达减弱，从而抑制成纤维细胞增殖
[19]
。

c-myc 是一类“立刻早期反应”基因，其基因产物都是

在 G1 期调控中发挥重要作用的分子
[20]
，c-myc 基因在细胞周

期调控中具有关键作用
[5]
。此次实验推测 SiO2 刺激大鼠肺泡

巨噬细胞体外培养上清可促成纤维细胞内 c-myc mRNA 水平

增高，而 SOD 对 SiO2 刺激大鼠肺泡巨噬细胞体外培养上清促

成纤维细胞内 c-myc mRNA 水平增高有抑制作用。推测 SiO2

刺激大鼠肺泡巨噬细胞所产生的氧自由基对 c-myc mRNA 表

达起调控作用，当加入氧自由基清除剂 SOD 后 c-myc mRNA

表达明显减弱，提示氧自由基在矽肺形成过程中有一定作用。

由以上结果推测可能在矽肺形成过程中，SiO2 刺激大鼠肺

泡巨噬细胞所产生的氧自由基对 c-myc 表达起调控作用，使

c-myc表达增高，从而促成纤维细胞增殖，最终导致肺纤维化。

表 3 ｜ SiO2 培养上清组、SiO2+SOD 培养上清组和 SOD 组的 c-myc/GAPDH 
比值                                    (x-±s，n=5，c-myc/GAPDH)
Table 3 ｜ c-myc /GAPDH ratio of SiO2 supernatant group, SiO2+superoxide 
dismutase supernatant group and superoxide dismutase supernatant group

时间 SiO2 培养上清组 SiO2+SOD 培养上清组 SOD 培养上清组

1 h 0.216±0.034 0.141±0.016a 0.085±0.002ab

2 h 0.514±0.042 0.246±0.019a 0.125±0.003ab

3 h 1.153±0.062 0.523±0.028a 0.486±0.011ab

4 h 0.926±0.031 0.203±0.020a 0.107±0.007ab

5 h 1.048±0.053 0.098±0.008a 0.027±0.002ab

6 h 0.338±0.027 0.024±0.005a 0.009±0.001ab

表注：与 SiO2 培养上清组比较，
aP < 0.01；与 SiO2+SOD 培养上清组比较，

bP < 0.01。
SOD：超氧化物歧化酶

图注：图 A 为培养 4 h 的 SiO2 培养上清组；B 为培养 8 h 的 SiO2+SOD 培

养上清组；C 为培养 16 h 的 SOD 培养上清组；D 为阴性对照组；E 为阳

性对照组。SOD：超氧化物歧化酶

图 1 ｜条件培养上清诱导肺成纤维细胞不同时间 c-myc 蛋白免疫细胞化

学染色结果 (SP 法 DAB 显色， ×400)
Figure 1 ｜ Immunocytochemical staining of c-myc protein in lung 

fibroblasts after 3 hours of induction (SP method, DAB, ×400)

图注：图 A 为培养 4 h 的 SiO2 培养上清组；B 为培养 8 h 的 SiO2+SOD 培

养上清组；C 为培养 16 h 的 SOD 培养上清组。0：Marker；1-6：分别为

孵育 1-6 h。SOD：超氧化物歧化酶

图 2 ｜条件培养上清诱导肺成纤维细胞不同时间 c-myc 基因 RT-PCR 产物

凝胶图

Figure 2 ｜ Gel images of RT-PCR product of c-myc gene in lung fibroblasts 

induced by conditioned culture supernatant at different times

2.3   RT-PCR 法测定成纤维细胞中 c-myc mRNA 表达结果  

GAPDH 内参条带扩增均匀，条带位于 389 bp 处，于大约

548 bp处可见扩增的 c-myc单一条带，条带清晰可见，见图 2。

结果用 Quantity One 软件分析，计算出 c-myc/GAPDH 

比值。可以看出肺成纤维细胞内 c-myc mRNA 在 1 h 时已有

表达，3 h 达到高峰，随后又有所下降。将其每组数据两两

相比差异有显著性意义 (P < 0.01)，说明 3 组间存在差异，

在总体趋势上讲，SiO2+SOD 培养上清组刺激肺成纤维细胞

中 c-myc 表达的作用强于 SOD 培养上清组，而弱于 SiO2 培

养上清组，见表 3。

A B C

D E

6     5     4     3     2     1     0 6     5     4     3     2     1     0 6     5     4     3     2     1     0

c-myc
GAPDH

548 bp
389 bp

A B C
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