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活性维生素 D缺乏诱发与衰老相关的特发性肺纤维化 *
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摘要 目的：研究活性维生素 D缺乏致小鼠肺纤维化的作用与机制。方法：取 7周龄同窝野生型（Wild Type, WT）小鼠，维生素 D

缺乏（1琢(OH)ase-/-）小鼠置于肺功能检测仪器中，对其吸气时间，最大吸气流速、呼出 50%气量时对应的呼气流速、潮气量、分钟通

气量，呼吸频率等指标进行分析。培养小鼠原代肺成纤维细胞，按基因型分为对照组、活性维生素 D缺乏组，之后分组检测细胞

SA-茁-gal阳性率。另外取小鼠肺组织样本多聚甲醛固定后脱水浸蜡以制作石蜡组织切片，对各组切片进行 HE、Masson染色以观

察肺的组织学形态的变化，使用免疫组织化学观察肺组织中的衰老相关蛋白（p16、p53）的表达量差异。结果：相较于同窝WT小

鼠，1琢(OH)ase-/-小鼠通气功能显著减弱，肺成纤维细胞衰老程度和肺组织纤维化程度均有不同程度增加，且免疫组化结果显示肺
组织中与衰老相关的 p53及 p16阳性的细胞也显著增加。结论：活性维生素 D的缺乏能够诱发与衰老相关的特发性肺纤维化，可

能的机制是通过激活 p53/p16信号引发肺成纤维细胞提前衰老，继而引起肺组织异常纤维化。
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Active Vitamin D Deficiency Induces Aging-related Idiopathic
Pulmonary Fibrosis*

To investigate the effect and mechanism of vitamin D deficiency on pulmonary fibrosis in mice.

The 7-week-old of wild type (WT) mice and vitaminD deficiency（1琢(OH)ase-/-）mice were used in this study. They were mechanically

ventilated at an initial baseline challenge using the pulmonary function testing instrument（WBP-8MR, TOW-INT TECH, Shanghai, China）

to directly evaluate lung ventilatory resistance and compliance, including inspiration time, peak inspiratory flow, expiration time, fre-

quency, tidal volume, minute volume. The lungs were separated, minced, and digested to culture pulmonary fibroblasts, and then analyz-

ing the percentages of SA-茁-gal-positive cells or areas. The pathological changes of lung tissues and the distribution collagen fibers were
observed by HE and Masson staining. The expression of p53, p16 of lung tissues were detected by immunohistochemistry staining.

Compared with WT littermates, the ventilation function of 1琢 (OH)ase-/- mice was significantly weakened, and the degree of senes-

cence of lung fibroblasts and the degree of lung tissue fibrosis were increased to varying degrees, and immunohistochemical results

showed that the number of p53 and p16 positive cells associated with senescence also increased significantly. Lack of vita-

min D can promote pulmonary fibrosis, and the possible mechanism is that the activation of p53/p16 signaling pathway induces prema-

ture senescence of lung fibroblasts, which in turn causes abnormal fibrosis of lung tissue.
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前言

特发性肺纤维化 (Idiopathic Pulmonary Fibrosis, IPF)是一

种以肺间质异常重塑为特征的致命性疾病，可导致肺功能严重

受损[1]。随着人们对 IPF的关注和研究逐渐增多，越来越多的研

究表明肺上皮细胞的异常衰老参与了肺纤维化的发生发展并

在其中起到了举足轻重的作用[2,3]。因此延缓肺上皮细胞的衰老

进程日渐成为治疗 IPF的新方向。同时越来越多的研究阐明了

维生素 D与衰老之间愈加强烈的关系，既往对维生素 D的研

究着重于其与内分泌系统相关的钙稳态和骨代谢之间的关系，

揭示了其参与诱导细胞分化、抑制细胞生长、免疫调节和控制

其他激素系统等多种生物学作用[4]。此外，多项与临床治疗相关

的流行病学研究结果表明维生素 D缺乏与包括哮喘、慢性阻

塞性肺病(COPD)，囊性纤维化和呼吸道感染在内的多种呼吸
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道疾病的患病风险之间存在紧密联系[5]。但截至目前揭示维生

素 D与肺相关纤维增生性疾病之间关系的研究依旧较少。虽

然已有研究表明在小鼠饲料中加入预防性剂量的维生素 D可

减轻博莱霉素诱导的肺纤维化，但其中的机制尚未被阐明[6]。为

了评估活性维生素 D在预防肺纤维化的潜在作用，我们比较

了 1琢-羟化酶基因敲除小鼠（1琢(OH)ase-/-小鼠）与 7周的野生

型同窝小鼠的肺表型，以求进一步阐明两者间的关系。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 实验所涉及到的动物模型为用 7周龄WT，

1琢(OH)ase-/-小鼠（1琢-羟化酶基因敲除鼠），所有实验步骤均严
格按照南京医科大学实验动物研究所的指导方针进行。该实验

计划已获得南京医科大学动物实验伦理委员会批准（许可证

号：IACUC-1802007）。

1.1.2 主要实验仪器 从中国上海 TOW-INT TECH公司购得

小动物肺功能检测仪；从 Thermo Fisher Scientific公司购得恒

温 CO2细胞培养箱；从日本 Olympus株式会社购得倒置光学

显微镜。

1.1.3 药物和主要试剂 从美国 Cell Signaling Technology公

司购买 p53抗体（货号 #2524）；从美国 Abcam公司购得 p16抗

体 (货号 ab51243)。

1.2 方法

1.2.1 小鼠肺组织样本制备 7周龄小鼠麻醉后立即行颈椎

脱臼处死，所有小鼠均左肺作为实验样本，并将其切成小块，然

后浸入足量的多聚甲醛 (PLP) 固定液中在 4℃条件下固定过

夜。固定完成后将组织按照梯度浓度酒精、二甲苯溶液和石蜡

溶液的顺序完成脱蜡水化，在包埋机（Leica Biosystems，德国）

上完成包埋操作以便于后续切片。使用旋转切片机（Leica

Biosystems，德国）切成 5 滋m切片，并将切好的成片置如 37℃

烘箱中烘干过夜以去除多余的水分，以便保存及进一步的操作。

1.2.2 肺成纤维细胞提取及培养 同 1.21中提到的方式将 7

周龄小鼠安乐死后，将小鼠的整个躯干完全浸在 75%乙醇溶液

中 5 min以完成充分的消毒，之后在超净台中使用无菌手术器

械将小鼠的右肺完整取出并切碎，之后将组织平铺至 10 mm

直径的培养皿中。右肺分离、切碎，之后向装有组织的培养皿中

加入适量的胰酶（Gibco，美国）并将皿置入 37℃细胞培养箱内

20 min以完成充分消化。在显微镜下确认消化情况，当观察到

视野中出现大量悬浮细胞时，立即向皿中加入培养基以终止消

化进程，并将消化产物收集至无菌 15mL离心管内，以 1500 rpm×

5 min离心 3次，每次离心结束后弃上层清液并加入 2 mL PBS

缓冲液轻柔吹打以充分混匀沉淀，第三次离心洗涤结束后，用

8 mL 配制好的完全培养基（10%胎牛血清 +1%双抗的

琢-MEM）充分混匀细胞，并移至加入一个新的培养皿中，之后

置于 37℃培养箱中培养若干天，直至细胞贴壁且不出现悬浮

状态的细胞，培养期间多次半换液以保持细胞正常功能。

1.2.3 小鼠肺功能检测 将小鼠在腔室内驯化 15分钟后，再

将其置于全身体积描记器（WBP-8MR，TOW-INT TECH，中国

上海）的体积描记室中。在 15 min内，对未受限制的小鼠进行

监测相关肺功能指标。吸气时间、最大吸气流量、频率、潮气量、

分钟容积、呼气流量 50（50%容积时的呼气流量）均由由软件

（RESMASS 1.4.2.8，To-It Teo，中国）测定。

1.2.4 HE染色 将烘干的石蜡切片在梯度酒精和二甲苯溶液

中进行常规脱蜡水化，之后使用自来水长时间冲洗切片以清洗

掉载玻片上残留的乙醇。接着组织切片完全浸入苏木素染色液

（南京建成生物工程研究所，中国江苏南京）中 120 s，染色结束

后迅速浸入 1%盐酸酒精中完成分化，再植入流水中冲洗返蓝，

接着浸入伊红染色液中复染，然后采用常规脱水程序以使切片

透明，最后使用中性树胶完成封片。

1.2.5 Masson染色 石蜡切片在 37℃气浴箱中脱蜡水化，之

后使用温热水漂洗以除去残留的酒精，之后使用Masson检测

试剂盒（#D026，南京建成生物工程研究所，中国江苏南京）对

组织切片进行Masson染色，并严格参照制造商给出的说明，首

先使用试剂盒中提供的核染液进行染色 60 s，将核染液弃掉

后，用流水冲洗 30 s，接着胞浆染液滴加在组织上染色 30 s，弃

掉染液后流水冲洗 30 s，紧接着将组织浸入 1%盐酸酒精中进

行分化 3 s，分化后彻底冲洗以去除残留的酒精，之后置入蓝色

复染液内继续复染 5 min，染色完成后将切片置于无水乙醇中

冲洗干净残留染料后，使用中性树胶完成封片，并在显微镜下

及时观察拍照。

1.2.6 免疫组织化学 石蜡切片常规脱蜡水化，使用 5%H2O2

处理 30 min以消除内源性过氧化氢酶的活性，之后将切片在

柠檬酸钠缓冲液中高温孵育以修复抗原并暴露抗原决定簇。结

束后 PBS缓冲液洗涤三次，每次五分钟。洗涤结束后加入适量

5% BSA溶液并在 37℃烘箱内孵育 1 h以封闭非特异性抗原

结合位点，孵育结束后 PBS缓冲液洗涤三次，每次五分钟。之

后向组织表面滴加 p16或 p53抗体 (稀释浓度 1:200)，并确保

每片组织都完全浸润在液体中，之后将切片置入装有蒸馏水的

湿盒内，并在 4℃冰箱内孵育过夜。孵育结束后弃掉组织表面

抗体，并用 PBS缓冲液洗涤切片 3次，擦干组织周围水渍后，

向组织表面滴加 HRP标记的山羊抗兔抗体 (稀释浓度 1:200)，

之后在室温孵育 1 h，孵育结束后再用 PBS溶液洗涤切片 3

次，最后用二氨基联苯胺(3.3-daminoberzidime，DAB)试剂盒进

行显色，显色时间 1-3 min，时长与检测指标有关。显色完成后

用流水长时间冲洗以排除假阳性的可能性，然后滴加苏木素染

色液染色 30 s后，浸入 1%盐酸酒精进行分化，接着用流水冲

洗切片以返蓝，最后在梯度酒精和二甲苯溶液中按常规程序进

行脱水以透明组织，再滴加中性树胶以完成封片。

1.2.7 SA-茁-gal细胞染色 将从步骤 1.2.2中提取的小鼠肺成

纤维细胞在倒置显微镜下进行细胞计数后，按 3伊104个细胞每
孔的密度均匀的接种于六孔板中，之后使用衰老 茁-半乳糖苷
酶染色试剂盒（#C0602，碧云天）进行染色，根据制造商的说明，

弃去细胞培养液，向孔中加入 PBS充分洗涤，弃掉 PBS后，再

加入 1 mL 茁-半乳糖苷酶染色固定液进行固定 30 min，固定完

成后弃掉固定液，再向孔中加入 PBS洗涤 3次，每次 5 min。随

后按试剂商给出的说明书上标记的配比配制染色工作液，之后

在 37℃的避光条件下进行孵育过夜。孵育结束后，将六孔板置

于倒置光学显微镜下观察并计数。

1.3 统计学分析

所有分析均使用 SPSS软件 15.0版（SPSS公司，美国）进
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图 1 WT, 1琢(OH)ase-/-小鼠肺功能检测水平
Fig.1 The levels of pulmonary function of WT and 1琢(OH)ase-/- mice

2.2 活性维生素 D缺乏引起肺组织纤维化

为了进一步研究组织学形态，我们使用 HE染色和Masson

染色这两种染色方式观察肺组织的病理学形态和胶原纤维变

化情况。如图二所示，WT小鼠肺组织肺泡结构完整，细小支气

管清晰可见，而活性维生素 D缺乏小鼠的肺组织肺泡壁呈现

明显增厚断裂，部分肺泡结构消失,表明活性维生素 D缺乏会

对肺组织造成严重破坏。与野生型小鼠肺组织切片对比，活性

维生素 D缺乏的小鼠肺组织切片经过 Masson染色后，被染成

蓝色的胶原纤维显著增多，表明活性维生素 D缺乏造成了小

鼠肺组织纤维化程度显著加深。

2.3 活性维生素 D缺乏引起肺细胞衰老

先前的实验证明，活性维生素 D缺乏可直接引起 ROS水

平异常升高，DNA损伤增加，p53/p16信号通路激活。为了研究

肺纤维化是否是由于细胞衰老，DNA损伤和 SASP引起的，首

先提取两种基因型小鼠的肺成纤维细胞，并检测其 SA-茁-gal
水平。如图三所示，1琢(OH)ase-/-小鼠肺成纤维细胞 SA-茁-gal阳
性细胞或面积的百分比与WT细胞相比显着增加。为了明确活

性维生素 D 缺乏小鼠致使肺纤维化可能的机制，我们对

p53/p16衰老信号通路进行了探究。如图四所示，1琢(OH)ase-/-

小鼠，无论是肺泡还是支气管，衰老和 SASP相关指标 p53和

p16的阳性细胞百分率均显著增加。

行差异性分析，所有统计图均使用 GraphPad Prism8 软件

（GraphPad Software，美国）进行绘制。使用定性数据的单向方

差分析进行统计比较，以比较组之间的差异。P<0.05被认为具
有统计学意义。P值标注于图中，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.
001为差异显著。

2 结果

2.1 活性维生素 D缺乏引起肺功能障碍

先前研究表明，活性维生素 D除了一小部分被肠道和皮

肤吸收，大部分经过一系列反应在肾脏中通过 1琢-羟化酶转化
为活性维生素 D。为了研究活性维生素 D缺乏引起的肺纤维

化，我们使用 7周龄WT小鼠和 1琢(OH)ase-/-小鼠。为了评估肺
功能，我们利用全身体积扫描仪对两种小鼠进行检测。结果表

明，与 WT小鼠相比，1琢(OH)ase-/-小鼠的吸气时间增加，最大
吸气流速、呼出 50%气量时对应的呼气流速、潮气量、分钟通气

量显著降低，而呼吸频率没有明显改变。以上结果表明活性维

生素 D缺乏小鼠呼吸功能明显下降。
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3 讨论

特发性肺纤维化是一种渐进性的、不可逆的、病因尚未阐

明的严重致命性肺部纤维化疾病，主要发生在老年人身上[7]。其

特征是肺纤维化病灶周围胶原蛋白和细胞外基质 (Extracellu-

lar Matrix, ECM)的大量沉积，随之导致肺胸膜下层和基底区

域的纤维化及蜂窝样变化。随着疾病的进展，患者的肺功能会

逐步丧失并且经常发生呼吸疲劳现象[8]。患者被确诊后的预估

生存期通常为 3-5年（中位数），且患者通常死于呼吸衰竭。近

10年来随着人口老龄化的不断加重，IPF的发病率也在逐年攀

图 2 WT, 1琢(OH)ase-/-小鼠肺组织病理学切片 HE及Masson染色

Fig.2 HE and Masson staining of lung histopathological sections of WT, 1琢(OH)ase-/- mice

图 3 SA-茁-gal细胞化学染色
Fig.3 Representative micrographs of cells stained cytochemical for

SA-茁-gal

图 4肺组织切片免疫组化染色

Fig.4 Representative micrographs of immunohistochemically for p53, p16
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升[9]。流行病学和大量临床数据表明，IPF是一种与衰老相关的

疾病，并且在老年人中普遍存在，并且 IPF的发病率和死亡率

常与年龄的大小呈现正相关关系[1,10]。IPF的发病机制复杂，因此

尽管对 IPF的深入研究已经持续了超过 25年，但目前针对 IPF

的治疗方式仍旧仅限于吡非尼酮及尼达尼布这两种药物[10-13]，

而且这两种药物对患者的病情也仅仅能起到减缓其进展速度

的作用。因此，我们迫切的需要找到更可靠的能够参与到 IPF

发生发展过程的生物标志物，从而识别 IPF疾病的新治疗靶点

以开发新的治疗方式，并对这种致命的肺部疾病展开强有力的

预防工作。

目前已探明的肺纤维化的主要发病机制涉及Ⅱ型肺泡上

皮细胞(TypeⅡ alveolar epithelial cells, AECⅡ)的损伤，其释放

大量炎症因子激活肺成纤维细胞并诱导大量 ECM的分泌,最

终导致肺瘢痕形成和重塑[14, 15]。研究表明，衰老在 IPF发生发展

过程中起到了关键性的作用，其中 AECⅡs的衰老与 IPF的发

生发展的关系尤为密切[1, 14-16]。已探明的参与 IPF疾病发展和进

展的机制有包括肺上皮的重复性损伤、肌成纤维细胞的激活和

增殖以及 ECM产生量发生改变在内的多种原因，它们共同造

成了肺的结构及其功能的损坏。流行病学调查表明，IPF主要发

生在 60岁以上的人群中 [16]。此外，大量的研究结果表明，当

AEC IIs/ASCs衰老时，由于这些衰老的细胞占据着干细胞生态

位，导致机体不能正常新陈代谢以产生新的 AEC去维持肺泡

上皮的稳态和修复损伤的上皮组织[17-19]。并且衰老的 AEC II可

以通过引发氧化应激和炎症反应来启动异常组织修复过程和

继发性衰老的恶性循环[20,21]。这反过来导致正常组织结构和功

能的进一步被破坏，还会通过产生活性氧和衰老相关分泌表型

(SASP)，最终导致肺纤维化。

细胞衰老受复杂的信号转导通路调控，其中 p53/p16轴是

现阶段最受关注的信号通路之一[22, 23]。P53作为中心环节，它的

活性常常会影响着下游多个基因的转录调控和转录后调控，如

p21、p16等[24, 25]。有学者发现，与正常人的肺上皮细胞相比，IPF

患者的肺上皮细胞中 p53、p21和 p16的表达水平显著升高，且

伴随着衰老相关 茁-半乳糖苷酶 (SA-茁-gal)的活性增加，表明
IPF的发生发展与 p53/p16轴的活性息息相关[2, 26-28]。我们先前

的研究证明了活性维生素 D在预防衰老相关骨质疏松症中起

到重要作用，其主要方式是活性维生素 D通过 VDR介导转录

上调 Ezh2表达，使 H3K27me3富集，抑制 p16的转录水平，以

达到促进骨髓间充质干细胞增殖和成骨作用的目的，揭示了其

在预防老年性骨质疏松症中的重要作用[29-31]。

维生素 D缺乏自发现以来，一直是一个困扰全世界医疗

工作者的公共卫生问题。据统计截止目前全世界约有 10亿人

患有维生素 D缺乏症[32]。众所周知，维生素 D与骨代谢平衡有

着密不可分的关系，除此之外，也有多项研究表明维生素 D缺

乏与急性肾损伤 [33]、心血管疾病 [34]、阿尔兹海默症 [35]、甚至癌

症[36]、COVID-19[36-38]有着密不可分的关系。维生素 D的重要性

可见一斑。

而最近的几项流行病学研究也表明维生素 D 缺乏与哮

喘、慢性阻塞性肺病(COPD)，囊性纤维化和呼吸道感染等呼吸

道疾病的发生风险之间存在联系[33, 39-41]。有一项研究表明，当研

究者对小鼠全身施用预防性剂量的维生素 D时，可显著减轻

博莱霉素导致的小鼠肺纤维化[5]。根据这些研究结果，我们提出

合理猜想：维生素 D缺乏与 IPF发生发展过程息息相关。但通

过查阅文献，我们发现目前关于维生素 D在肺纤维增生性疾

病中的作用的数据较少。因此为了评估活性维生素 D在预防

肺纤维化中的潜在作用，我们比较了 7周龄活性维生素 D缺

乏小鼠（1琢(OH)ase-/-小鼠）与 7周龄的野生型同窝小鼠的肺表

型，以求进一步阐明两者间的关系。

我们通过不同组小鼠的肺功能结果发现 VDR缺乏会导致

小鼠肺通气阻力和通气顺应性降低，通过 HE 染色发现，在

1琢-羟化酶基因敲除敲除后，聚集在气囊壁周围的间质空间中
的炎症细胞数量也逐渐增多，这可能与维生素 D缺乏会导致

细胞衰老过程加速并造成 DNA损伤程度累积有关。之后我们

通过免疫组化染色发现 1琢(OH)ase-/-小鼠肺组织 p53、p16阳性

细胞明显增多，这与我们之前的猜测是一致的,说明在小鼠肺

组织中活性维生素 D可能通过灭活 p53和 p16信号通路，发

挥抑制细胞衰老的作用，从而保护肺组织正常行使功能。本文

没有采用上下调 p53的方式或其它类似的拯救实验去进一步

探究活性维生素 D通过调节 p53/p16信号通路，抑制细胞衰老

在防治肺纤维化中的作用，后续试验将涉及到这一方面的研究。
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