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补肾益肺消癥方对 琢鄄SMA 及 SP鄄C 蛋白对
肺纤维化大鼠病变肺组织分布及表达的
影响
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揖摘要铱 摇 目的摇 探讨补肾益肺消癥方干预肺纤维化大鼠 琢鄄SMA 及 SP鄄C 蛋白在病变肺组织中

分布及表达的作用机制。 方法摇 以博来霉素致大鼠肺纤维化的动物模型,以吡非尼酮作为阳性对

照药物,补肾益肺消癥方分别于模型过程中、造模后及实验全程进行干预,观察动物活动及体重变

化,免疫组化检测病变肺组织中 琢鄄SMA、SP鄄C 蛋白表达。 结果摇 大鼠体重显示,模型组体重较正常

组明显减轻(P<0. 05),中药防治组体重较模型组明显升高(P<0. 05)。 免疫组化、免疫荧光结果显

示,模型组病变肺组织中 琢鄄SMA、SP鄄C 蛋白表达较正常组明显升高(P<0. 05),阳性组和中药组

琢鄄SMA、SP鄄C 蛋白表达较模型组明显减低(P<0. 05)。 结论摇 补肾益肺消癥方可以通过减少 琢鄄SMA
的表达及成熟 SP鄄C 蛋白沉积,减少成纤维灶的形成,抑制内质网应激反应,延缓特发性肺纤维化的

病理进程,从而达到治疗的目的。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To investigate the mechanism of Bushen Yifei Xiaozheng decoction in the
distribution and expression of 琢鄄SMA、SP鄄C protein of pulmonary fibrosis rats. Methods 摇 IPF rat model
were induced by Bleomycin. Rats were treated with pirfenidone and Bushen Yifei Xiaozheng decoction
respectively before modeling. To observe the changes of activity and the weight of rats during the modeling,
after modeling and the whole experiment. The expression of 琢鄄SMA and SP鄄C protein of lung tissue was
detected by immunohistochemical staining method. Results 摇 The weight of model group was lighter than
the normal group(P<0. 05), and the Chinese medicine group gained more weight than the model group
(P<0. 05 ). Compared with the model group, the expression of 琢鄄SMA and SP鄄C were decreased
significantly in the treatment group(P<0. 05). Conclusion摇 Bushen Yifei Xiaozheng decoction can reduce
the expression of 琢鄄SMA and the deposition of the mature SP鄄C,release the endoplasmic reticulum stress,
then to achieve the purpose of treatment.

揖Key words铱 摇 Bushen Yifei Xiaozheng decoction; 摇 Idiopathic pulmonary fibrosis; 摇 Endoplasmic
reticulum stress;摇 琢鄄SMA;摇 SP鄄C
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摇 摇 特发性肺纤维化( idiopathic pulmonary fibrosis,
IPF)的病理改变主要为弥漫性肺泡炎和肺泡结构

紊乱,最终可导致肺间质纤维化。 IPF 最初病理表

现为肺泡炎,随疾病进展,出现成纤维细胞和胶原

纤维增生,肺泡结构被破坏,最后呈现弥漫性肺纤

维化,形成“蜂窝肺冶。 成纤维灶是肺纤维化的特征

性表现,其核心是活化的肌成纤维细胞,而 琢鄄平滑

肌肌动蛋白(琢鄄smooth muscle actin,琢鄄SMA)是肌成

纤维细胞的特征性标志物[1]。 “蜂窝肺冶的形成,主
要是由于域型肺泡上皮细胞(alveolar epithelial cells
域,AEC域)过度凋亡,不能及时修补破坏的玉型肺

泡上皮细胞,而被支气管或内皮细胞所代替[2]。 近

年来有研究表明内质网应激( endoplasmic reticulum
stress,ERS)可导致 AEC域凋亡,肺泡表面活性蛋白

C(surfactant proteins C,SP鄄C)分泌减少。 本实验以

博莱霉素( bleomycin,BLM)致大鼠肺纤维化为动

物模型,观察补肾益肺消癥方对 琢鄄SMA 及 SP鄄C 蛋

白在肺纤维化大鼠肺组织中分布及表达的影响,
探讨其调控病变肺组织肌成纤维细胞及细胞 ERS
的作用靶点,研究该方治疗特发性肺纤维化的效

应机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

清洁级 SD 大鼠 60 只,雄性,体重(200依20)g,购
自北京华阜康生物科技股份有限公司,动物合格证

号:11400700045968。 饲养于东直门医院屏障级实

验动物中心。
1. 2摇 实验药物

造模用盐酸博莱霉素(15 mg /瓶,购自日本化

药株式会社),批号:730342;补肾益肺消癥方组成:
当归、熟地黄、陈皮、法半夏、浙贝母、水蛭、炙甘草,
(4 颐 5 颐 3 颐 3 颐 4 颐 2 颐 2),为中药全成分免煎颗粒,
由北京康仁堂药业有限公司提供;吡非尼酮胶囊

(100 mg /粒),批号:140101,购自北京康蒂尼药业

有限公司。 Rabbit anti鄄SP鄄C 购自 Santa CRUZ 生物

公司,Mouse anti鄄琢鄄SMA、Cy3鄄goat anti鄄rabbit IgG 购

自博士德公司。
1. 3摇 分组及造模

60 只大鼠随机分为正常组、模型组、阳性药物

组、中药预防组、中药治疗组、中药防治组,每组 10
只。 3. 25%水合氯醛麻醉大鼠,除正常组外,其余

大鼠经气管插管以 5 mg / kg 缓慢注入博莱霉素[3] ,
药物注入后将动物直立旋转,使药物分布均匀,正
常组注入等量生理盐水。 造模后中药预防组、中

药防治组以 12. 68 g / (kg·d)灌胃给药,正常组和

模型组予等量生理盐水,每周称量大鼠体重,观察

其活动及毛色变化。 给药至 28 天后(模型成功

后)处死中药预防组动物,并开始阳性组和中药治

疗组给药,阳性对照组以 53. 5 mg / (kg·d)予吡非

尼酮,中药治疗组、中药防治组以 12. 68 g / (kg·d)
予中药颗粒剂,正常组和模型组仍给予等量生理

盐水, 继 续 给 药 28 天, 观 察 大 鼠 体 重 和 活 动

状况。
1. 4摇 取材

分别于 28 天、56 天,取动物病变肺组织。 快速

分离出肺脏,用生理盐水洗净血液。 取病变肺组

织,4%多聚甲醛固定,梯度乙醇脱水,石蜡包埋,切
片,备免疫组化、免疫荧光检测。
1. 5摇 免疫组化

取石蜡组织切片,脱蜡复水,柠檬酸修复液抗

原修复,血清室温封闭,加 Mouse anti鄄琢鄄SMA 孵育过

夜。 biotin鄄goat anti鄄rabbit、 SABC 室温孵育后 DAB
显色,流水冲洗后苏木素复染,梯度酒精脱水,二甲

苯透明,中性树胶封片。 应用 IPP 6. 0 软件对图片

进行平均光密度值测定,每组 8 个样本,每个样本测

量两次取平均值。
1. 6摇 免疫荧光

组织切片脱蜡复水及抗原修复同 琢鄄SMA 染色,
Rabbit anti鄄SP鄄C 孵育过夜。 Cy3鄄goat anti鄄rabbit IgG
避光孵育后 DAPI 复染核,PBS 冲洗,水封片后荧光

显微镜拍照。 应用 IPP 6. 0 软件对图片进行平均光

密度值测定,每组 8 个样本,每个样本测量两次取平

均值。
1. 7摇 统计学处理

应用 SPSS 17. 0 统计软件对数据进行统计分

析,所有计量资料以均数依标准差( x依s)表示,组间

比较采用单因素方差分析,以 P<0. 05 为有统计学

差异。

2摇 结果

2. 1摇 各组大鼠的体重及活动状态变化

正常组大鼠肌肉丰满,皮毛光泽,摄食及日常

活动正常;模型组及治疗各组大鼠从造模后第 2、3
天即出现精神不振,气喘搔鼻,皮毛暗淡干枯,体型

消瘦,其中又以模型组动物最为明显。 经药物干

预,造模后 3 周,模型组及治疗各组体重均较正常组

低,其中模型组体重明显减轻(P<0. 05),造模后 7
周,中药防治组体重接近正常组,明显高于模型组

(P<0. 05)。 见表 1。
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表 1摇 大鼠体重变化对比(x依s)

组别 n
大鼠体重均值(g)

造模后 3 周 造模后 7 周

正常组 8 398. 13依21. 33 453. 00依31. 40b

模型组 8 333. 38依39. 10a 405. 25依35. 51a

阳性药物组 8 346. 63依21. 97a 412. 00依61. 44

中药预防组 8 344. 88依34. 52a ---

中药治疗组 8 338. 50依36. 57a 409. 00依37. 80a

中药防治组 8 357. 88依35. 55 450. 88依37. 80b

注: 与正常组比,aP<0. 05;与模型组比,bP<0. 05。

2. 2摇 补肾益肺消癥方对大鼠病变肺组织中 琢鄄SMA
表达的影响

琢鄄SMA 免疫组化结果显示:正常组大鼠肺组织

中可见少量包浆呈棕黄色染色的 琢鄄SMA 阳性细胞。
与正常组相比,模型组病变肺组织中 琢鄄SMA 表达明

显增 多, 染 色 涂 片 平 均 光 密 度 值 显 著 升 高

(P<0. 05)。 与模型组相比,治疗各组阳性细胞数量

均较模型组明显减少,染色涂片平均光密度值降低

(P<0. 05),其中阳性组及中药防治组降低明显。 见

图 1、表 2。
2. 3摇 补肾益肺消癥方对大鼠病变肺组织中 SP鄄C 表

达的影响

SP鄄C 免疫荧光结果显示:正常组中可见少量红

色 SP鄄C 蛋白沉积,与正常组相比,模型组中 SP鄄C 蛋

白沉积明显增多,染色涂片平均光密度值显著升高

(P<0. 05)。 与模型组相比,除中药治疗组外,其余

各组阳 SP鄄C 蛋白沉积染色面积均减小,染色涂片平

均光密度值降低(P<0. 05)。 见图 2、表 3。

表 2摇 各组大鼠肺组织 琢鄄SMA 染色平均密度值(x依s)

组别 n 琢鄄SMA

正常组 8 0. 29依0. 02b

模型组 8 0. 50依0. 09a

阳性对照组 8 0. 31依0. 07b

中药预防组 8 0. 35依0. 03b

中药治疗组 8 0. 34依0. 03b

中药防治组 8 0. 28依0. 06b

注: 与正常组比,aP<0. 05;与模型组比,bP<0. 05。

表 3摇 各组大鼠肺组织 SP鄄C 染色平均密度值(x依s)

组别 n SP鄄C

正常组 8 1. 23依0. 11b

模型组 8 1. 34依0. 06a

阳性对照组 8 1. 18依0. 08b

中药预防组 8 1. 22依0. 07b

中药治疗组 8 1. 31依0. 10

中药防治组 8 1. 15依0. 07b

注: 与正常组比,aP<0. 05;与模型组比,bP<0. 05。

3摇 讨论

目前西医对 IPF 的治疗多使用糖皮质激素或免

疫抑制剂,长期使用依从性差,毒副反应多。 笔者

根据多年呼吸系统疾病的临床防治经验和科学研

究,形成了对本病的系统认识,提出“肺络微型癥

瘕冶的中医病机理论[4],以补肺通络、化痰消癥为治

则, 方用补肾益肺消癥方, 在临床上加减治疗特

摇 摇 注:A:正常组;B:模型组;C:阳性组;D:中药预防组;E:中药治疗组;F:中药防治组摇 箭头所指处即为 琢鄄SMA 阳性细胞

图 1摇 大鼠病变肺组织 琢鄄SMA 免疫组化染色结果(伊100)
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注:A:正常组;B:模型组;C:阳性组;D:中药预防组;E:中药治疗组;F:中药防治组摇 箭头所指处即为 SP鄄C 蛋白沉积

图 2摇 大鼠病变肺组织 SP鄄C 免疫荧光染色结果(伊100)

发性肺纤维化。 方中熟地黄、当归滋阴养血,补肺

肾之不足,陈皮、半夏、浙贝母、水蛭理气祛痰消癥,
炙甘草调和诸药,共奏滋阴养血,健脾祛痰之功。

肺纤维化的病理过程通常伴随细胞外基质的

沉积 和 成 纤 维 灶 的 形 成。 肌 成 纤 维 细 胞

(Myofibroblast,MF)是细胞外基质的主要来源,它是

由成纤维细胞表型转化而来,其超微结构介于成纤

维细胞和平滑肌细胞之间[5]。 琢鄄SMA 是肌成纤维

细胞的表型标志[6],表达阳性的肌成纤维细胞分泌

细胞外基质的能力较正常成纤维细胞明显增强。
琢鄄SMA可以反映平滑肌数量及收缩能力的改变,是
平滑肌细胞收缩的结构基础,促进玉型胶原的沉

积,进而形成纤维化[7]。
肺泡域型上皮细胞有合成、分泌和循环利用肺

泡表面活性物质的功能,表面活性蛋白 SP鄄B、SP鄄C
和磷酸双磷脂是表面活性物质的重要组成部分[8]。
AEC域中内含丰富的内质网以合成表面活性蛋白。
在肺纤维化疾病的进展过程中,肺泡表面活性蛋白

SP鄄C 的突变与 AEC域慢性损伤和凋亡相关。 成熟

的 SP鄄C 蛋白具有攻击细胞的特点,在 AEC域中表

达后可导致细胞死亡,因此,SP鄄C 蛋白在 AEC域内

以蛋白前体的形式存在,最后与脂质共同分泌出细

胞膜。 但是突变的 SP鄄C 前体在 AEC域中不能被进

一步加工,最终会沉积在细胞内,与正常的 SP鄄C 聚

集形成凝聚体[9],并引起未折叠蛋白反应(unfolded
protein response,UPR),启动 ERS,引起细胞坏死,最
终导致 AEC域凋亡、肺部慢性间质炎症及肺纤

维化[10鄄11]。
实验研究结果显示,补肾益肺消癥方对特发性

肺纤维化有较好的治疗效果。 大鼠体重变化显示,
经过西药及中药干预,大鼠体重均较模型组增加,
其中中药防治组体重接近正常组,明显高于模型组

(P<0. 05)。 病变肺组织中 琢鄄SMA 免疫组化结果显

示,模型组肺组织中 琢鄄SMA 表达明显增多,中西药

治疗组均较模型组表达减少,以阳性组和中药防治

组最为明显。 病变肺组织中 SP鄄C 蛋白免疫荧光结

果显示,模型组中有大量 SP鄄C 蛋白沉积,阳性组及

中药防治组较模型组明显减少。 因此笔者认为该

方可以通过降低 琢鄄SMA 在肺组织肌成纤维细胞中

的表达,抑制成熟 SP鄄C 蛋白的合成,从而减少细胞

外基质的沉积和成纤维灶的形成,减轻细胞内质网

应激反应,延缓和抑制特发性肺纤维化的病理改变

进程,以达到治疗目的,这可能是该方治疗特发性

肺纤维化的作用机制之一。
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盐酸肾上腺素诱导建立斑马鱼血栓模型的
优化与适用性研究

樊娇娇摇 李发荣摇 赵崇军摇 徐柯心摇 杨冉摇 乔艺涵摇 倪媛媛摇 王雨彤摇 马志强摇 林瑞超

揖摘要铱 摇 目的摇 优化盐酸肾上腺素诱导建立斑马鱼血栓模型的条件,并考察此模型在中药抗

血栓活性筛选中的适用性。 方法摇 应用正交实验,以斑马鱼尾静脉红细胞的染色强度为定量指标,
考察盐酸肾上腺素诱导建立斑马鱼血栓模型的最佳条件。 利用该模型,对临床常用的 11 味中药的

抗血栓活性进行筛选,探讨该模型在中药抗血栓活性筛选中的适用性与可靠性。 结果摇 盐酸肾上

腺素诱导建立斑马鱼血栓模型的最佳条件为:受精后 3 天(3 dayspost fertilization,3dpf)的斑马鱼在

浓度为 15 滋mol / L 盐酸肾上腺素溶液中暴露 16 小时。 9 味活血化瘀中药川芎、郁金、延胡索、丹参、
红花、虎杖、三棱、莪术、水蛭在斑马鱼血栓模型中表现出显著的预防和治疗血栓作用,而甘草和党

参两味中药在斑马鱼血栓模型中未表现出预防和治疗血栓的作用。 结论摇 盐酸肾上腺素诱导建立

的斑马鱼血栓模型在中药抗血栓活性的筛选与疗效评估中具有良好的适用性。
揖关键词铱 摇 盐酸肾上腺素;摇 斑马鱼血栓模型;摇 定量;摇 抗血栓活性;摇 药物筛选
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To optimize the conditions of the zebrafish thrombosis model induced by


