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摘要： 目的　 探讨山柰酚对博来霉素诱导小鼠肺纤维化的预防作用和对 ＭＲＣ⁃５ 细胞胶原蛋白生成的影响。 方法　 将

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为假手术组、 模型组、 吡非尼酮组 （１００ ｍｇ ／ ｋｇ）、 山柰酚组 （２０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只。 在假手术

组气管内注射生理盐水， 模型组气管内注射博来霉素诱导肺纤维化模型。 术后第 ２ 天开始给药， 连续 ２８ ｄ， 检测小鼠

呼吸功能、 肺组织羟脯氨酸水平， Ｍａｓｓｓｏｎ 染色观察肺组织胶原活性， 免疫组化法检测肺组织 ＴＧＦ⁃β１、 ɑ⁃ＳＭＡ、 Ⅰ型

胶原、 Ⅲ型胶原表达量。 培养 ＭＲＣ⁃５ 细胞株， 设置空白组、 ＴＧＦ⁃β１ 组和山柰酚 ２０、 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组， 分别干预 ４８
ｈ 后， ＣＣＫ⁃８ 检测山柰酚对 ＭＲＣ⁃５ 细胞抑制率， ＥＬＩＳＡ 检测培养基中Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原水平。 结果 　 与模型组比

较， 山柰酚能改善博来霉素诱导小鼠肺纤维化后的呼吸功能， 减轻肺组织胶原沉积， 降低肺组织羟脯氨酸水平和

ＴＧＦ⁃β１、 ɑ⁃ＳＭＡ、 Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 细胞实验表明， 山柰酚能抑制 ＴＧＦ⁃β１ 对 ＭＲＣ⁃５ 细

胞的增殖和Ⅰ型、 Ⅲ型胶原生成 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 山柰酚能预防博来霉素诱导小鼠肺纤维化， 抑制体外

ＭＲＣ⁃５ 细胞株增殖、 胶原生成。
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　 　 肺部纤维化 （ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ， ＰＦ） 是由于慢性支气

管疾病、 病毒性肺炎等肺部疾病， 以及长期的吸烟、 环境

等因素导致的不同程度呼吸困难的疾病， 是一种慢性、 进

行性、 致命性的纤维化间质疾病， 可导致肺组织硬化、 肺

功能丧失， 最终死亡， 临床治疗多以激素控制， 副作用较

大［１］ 。 尼达尼布和吡非尼酮是最新开发的抗纤维化药物，
在减轻肺功能下降和肺部纤维化进展方面有一定的应用前

景［２⁃３］ ， 但它们不能逆转或阻止结构损伤和肺功能的丧失，
因此， 开发治疗肺纤维化的新药或治疗方法仍任重道远。
现有研究表明， 山柰酚属于黄酮类化合物， 存在于多种药

材、 水果、 蔬菜中， 如八角茴香、 白果、 贯众黄芪等［４］ ，
其因具有防癌、 抗癌、 抗感染、 抗菌、 抗病毒等多种功效

而受到人们的广泛关注［５］ ， 可用于治疗多种急慢性炎症、
椎间盘退变、 结肠炎、 绝经后骨丢失、 急性肺损伤等疾病。
此外， 山柰酚有益于癌症、 肝损伤、 糖尿病、 肥胖患者，
可抑制血管内皮炎症， 保护颅神经和心脏功能， 但其对于

肺部纤维化是否具有预防或治疗作用未见报道。 本研究探

索山柰酚对博来霉素诱导小鼠肺纤维化的作用和对 ＭＲＣ⁃５
人胚肺成纤维细胞的增殖、 胶原生成的影响。

１　 材料

１􀆰 １　 药物 　 山柰酚对照品， 购自成都德思特生物技术有

限公司， 纯度≥９８％ ， 批号 １０９２３８２９１０。
１􀆰 ２　 动物与细胞　 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ４０ 只， 雌雄各半，
体质量 （２０ ± ２） ｇ， 由长沙天勤生物技术有限公司提供

［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （湘） ２０１９⁃００１４］。 ＭＲＣ⁃５
人胚肺成纤维细胞株， 购自中国科学院上海细胞库。
１􀆰 ３　 试剂　 磷酸缓冲盐 （ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ， ＰＢＳ） 溶

液； 博来霉素 （批号 Ｓ１２１４， 上海蓝木化工有限公司）； 二

甲苯、 无水乙醇分析纯溶液 （批号 ２０１９０８０１、 ２０１８０９０７，
天津市科密欧化学试剂有限公司）； β⁃ａｃｔｉｎ 蛋白抗体 ［批
号 ４９７０， 赛信通 （上海） 生物试剂有限公司］； 转化生长

因子 β１ （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１， ＴＧＦ⁃β１） 抗体、 α⁃
平滑肌肌动蛋白 （ ａｌｐｈａ⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， α⁃ＳＭＡ） 抗

体、 Ⅰ 型 胶 原 蛋 白 （ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ）、 Ⅲ 型 胶 原 蛋 白

（ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ ） 抗 体 ［ 批 号 ａｂ２１５７１５、 ａｂ１２４９６４、
ａｂ２７０９９３、 ａｂ７７７８， 艾博抗 （上海） 贸易有限公司］； 辣根

过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 、 极超敏 （ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ， ＥＣＬ） 化学发光试剂盒、 苏木素伊红染
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色液、 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （批号 Ａ０１８１、 Ｐ００１８ＦＳ、 Ｃ０１０５Ｍ、
Ｃ００３７， 上海碧云天生物技术有限公司）； 十二烷基磺酸钠⁃
聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ） 制备试剂盒、 Ｍａｓｓｏｎ
染色试剂盒、 羧甲基纤维素钠、 ＭＥＭ 培养基、 羟脯氨酸试

剂盒 （批号 Ｐ１２００、 Ｇ１３４０、 Ｃ８６２１、 ４１５００、 ＢＣ０２５０， 北京

索莱宝生物科技有限公司）； ＭｉｎｕｔｅＴＭ动物细胞 ／组织总蛋

白提取试剂盒 （批号 ＳＤ⁃１， 北京英文特生物技术有限公

司）； 微量 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒 （批号 ＣＷ００１４， 北京康

为世纪生物科技有限公司）； ＰＶＤＦ 膜 （批号 ＩＳＥＱ０００１０，
密理博中国有限公司）； 免疫组化试剂盒、 ＤＡＢ 显影液

（批号 ＰＶ⁃９０００、 ＺＬＩ⁃９０１８， 北京中杉金桥生物技术有限公

司）； ＧＩＢＣＯ 胎牛血清 （批号 ２０４５５１２ＣＰ， 上海赛默飞世尔

科技公司）； 重组人 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白 ［批号 ａｂｓ０４２０４， 爱必信

（上海） 生物科技有限公司］； Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ
ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （批号 ＣＳＢ⁃Ｅ０８０８２ｈ、 ＣＳＢ⁃Ｅ０４７９９ｈ， 武汉华

美生物工程有限公司）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＷＢＰ 动物无创肺功能呼吸检测系统 （上海塔望

智能科技有限公司）； 免疫组化成像系统 （日本奥林巴斯公

司）； 酶标分析仪和细胞培养箱 （上海赛默飞世尔科技公

司）； ＳＷ⁃ＣＪ⁃２Ｄ 超净工作台 （上海谷宁仪器有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 动物分组及处理　 将小鼠随机分为假手术组 （１０ 只）
和模型组 （３０ 只）， 腹腔注射 ４％ 水合氯醛溶液进行麻醉，
碘伏酒精消毒颈部皮肤， 剪开颈部皮肤， 剥离颈前组织

（避免出血） 并仔细分离出气管， 假手术组气管内注射

０􀆰 １ ｍＬ生理盐水， 模型组气管内注射生理盐水溶解的博来

霉素 （５ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 ０􀆰 １ ｍＬ， 注射后小鼠快速倒立旋

转， 使博来霉素注射液或生理盐水混匀于肺组织内， 术后

小鼠保温苏醒后正常喂食喂水饲养。 将博来霉素诱导后肺

纤维化小鼠模型随机分为假手术组、 模型组、 山柰酚组

（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）、 吡非尼酮组 （１００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只。 第 ２
天开始， 假手术组和模型组灌胃纯净水， 给药组灌胃相应

剂量药物， 给药 ２８ ｄ， 其间小鼠正常饮水进食。 末次给药

１ ｈ 后检测每组小鼠呼吸功能， 随后脱颈处死并测量脏器系

数， 摘取左肺用于检测羟脯氨酸水平， 右肺用于 Ｍａｓｓｏｎ 胶

原染色、 免疫组化检测。
２􀆰 ２　 小鼠呼吸功能检测和脏器系数分析 　 将小鼠放入

ＷＢＰ 动物无创肺功能呼吸检测系统附带的密闭容器内， 设

定参数， 先让其适应陌生黑暗环境 １０ ｍｉｎ， 启动机器监测

记录潮气量 （ ｔｉｄａｌ ｖｏｌｕｍｅ， ＴＶＢ）、 吸气时间 （ ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ， Ｔｉ）、 呼气时间 （ｅｘｐｉｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， Ｔｅ）。 小鼠称重后快

速脱颈处死， 摘取肺脏并称重， 记录并计算脏器系数。
２􀆰 ３　 小鼠肺组织羟脯氨酸水平检测 　 根据试剂盒要求将

０􀆰 ２ ｇ 小鼠左肺样本组织放入试管中， 将组织尽量剪碎以便

消化， 盖子稍松不密闭， 加入 ２ ｍＬ 的提取液， 置于１１０ ℃
烘箱中消化 ６ ｈ 至无明显团块， ２５ ℃、 １６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

２０ ｍｉｎ， 用 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液调节 ｐＨ 值至 ６～８， 蒸馏水

定容至 ４ ｍＬ， 取上清液并加入相应检测试剂， 混匀， ６０ ℃

水浴 ２０ ｍｉｎ 后室温静置 １５ ｍｉｎ， 于 ５６０ ｎｍ 波长处测定

吸光度。
２􀆰 ４　 Ｍａｓｓｏｎ 胶原染色观察小鼠肺组织胶原增殖情况 　 取

每组左肺于多聚甲醛中固定 １２ ｈ， 自来水冲洗， ７０％ 乙醇

中浸泡 ２４ ｈ， 随后经 ８０％ 、 ９０％ 、 １００％ 乙醇各浸泡 ３ ｈ，
二甲苯透明 ２０ ｍｉｎ， 液体石蜡浸泡 ３ ｈ， 包埋组织， 蜡块室

温冷却后以 ４ μｍ 厚度切片， ３７ ℃ 烘干后二甲苯脱蜡

３０ ｍｉｎ， 切片分别经 １００％ 、 ９０％ 、 ８０％ 、 ７０％ 乙醇浸泡，
Ｍａｓｓｏｎ 胶原染色试剂染色， ９０％ 乙醇脱水后二甲苯浸泡

５ ｍｉｎ， 中性树胶封片， 镜下观察并评价肺组织胶原增殖程

度变化。 根据 Ｓｚａｐｉｅｌ 病理评价方法评分， ０ 分为无纤维化；
１ 分为轻度纤维化， 病变范围≤全肺 ２０％ ； ２ 分为中度纤

维化， 病变范围全肺 ２０％ ～５０％ ； ３ 分为重度纤维化， 病变

范围≥全肺 ５０％ ， 并且结构改变。
２􀆰 ５ 　 免 疫 组 化 法 检 测 小 鼠 肺 组 织 ＴＧＦ⁃β１、 ɑ⁃ＳＭＡ、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白表达　 每组右肺石蜡切片后二

甲苯脱蜡 ３０ ｍｉｎ， 切片分别经 １００％ 、 ９０％ 、 ８０％ 、 ７０％ 乙

醇浸泡， ＰＢＳ 水化组织切片， 根据 ＰＶ⁃９０００ 试剂盒说明书

进行操作， ３％ 过氧化氢封闭 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 缓冲液冲洗后滴

加一抗 （１ ∶ １００）， ４ ℃孵育过夜后 ＰＢＳ 缓冲液冲洗， 滴加

二抗室温孵育 ６０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 缓冲液冲洗后， ＤＡＢ 显影

５ ｍｉｎ， 自来水冲洗， 苏木素复染 ５ ｍｉｎ， 自来水冲洗， ９５％
乙醇浸泡 １０ ｍｉｎ， 二甲苯浸泡透明 １０ ｍｉｎ 后中性树胶封

片， 镜下观察棕黄色颗粒为阳性表达， 计算光密度。
２􀆰 ６　 细胞培养及处理 　 ＭＲＣ⁃５ 细胞采用含 １０％ 胎牛血清

的 ＭＥＭ 培养基， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养， 细胞生长

至 ８０％ 时胰酶消化传代， 以每孔 ５􀆰 ０×１０３ 个的密度接种至

９６ 孔板， 贴壁 ２４ ｈ 后参考文献 ［６］ 报道设置空白组、
ＴＧＦ⁃β 组 （ １０ ｎｇ ／ ｍＬ） 和 ２０、 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组

（１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１＋ ２０、 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚）， 每组 ４
个复孔， 加入相应试剂和药物后孵育 ４８ ｈ， 加入 ＣＣＫ⁃８ 试

剂继续孵育 ４ ｈ， 于酶标仪上 ４５０ ｎｍ 波长处检测吸光度，
计算抑制率， 重复上述操作， 取细胞培养基， 检测 Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ水平。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析， 进一步两两

比较采用 ＬＳＤ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 山柰酚对肺纤维化小鼠呼吸功能的影响 　 如表 １ 所

示， 与假手术组比较， 模型组小鼠呼吸功能明显受到限制，
潮气量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且吸气时间和呼吸时间延长 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 山柰酚组和吡非尼酮组小鼠呼吸

功能有所改善， 潮气量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 吸气时间、 呼吸

时间缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ２　 山柰酚对肺纤维化小鼠肺脏系数的影响 　 如表 ２ 所

示， 与假手术组比较， 模型组小鼠肺脏系数升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 山柰酚组和吡非尼酮组小鼠肺脏

系数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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表 １　 山柰酚对肺纤维化小鼠呼吸功能的影响（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 ＴＶＢ ／ ｍＬ Ｔｉ ／ ｍｓ Ｔｅ ／ ｍｓ

假手术组 ０􀆰 ４４±０􀆰 １２ ６６􀆰 ６０±１５􀆰 ２５ ５２􀆰 １１±１２􀆰 ４９
模型组 ０􀆰 ２４±０􀆰 １１∗∗ １６４􀆰 ３０±３２􀆰 １１∗∗ １５４􀆰 ３０±２０􀆰 ２０∗∗

山柰酚组 ０􀆰 ３６±０􀆰 ０８＃ ９０􀆰 ４１±２２􀆰 ２１＃ １０１􀆰 ５０±１１􀆰 ３８＃

吡非尼酮组 ０􀆰 ３８±０􀆰 １１＃ ８８􀆰 ４３±２０􀆰 ４６＃ ９９􀆰 ４０±１４􀆰 ０６＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ２　 山柰酚对肺纤维化小鼠肺脏系数的影响（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 肺脏系数 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

假手术组 ０􀆰 ００４±０􀆰 ００２
模型组 ０􀆰 ０２４±０􀆰 ０１０∗∗

山柰酚组 ０􀆰 ０１３±０􀆰 ００２＃

吡非尼酮组 ０􀆰 ０１３±０􀆰 ００４＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 山柰酚对肺纤维化小鼠肺组织羟脯氨酸水平的影响　
如表 ３ 所示， 与假手术组比较， 模型组小鼠肺组织羟脯氨

酸水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 山柰酚组和吡非

尼酮组小鼠肺组织羟脯氨酸水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ３　 山柰酚对肺纤维化小鼠肺组织羟脯氨酸水平的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 羟脯氨酸 ／ （μｇ·ｍｇ－１）

假手术组 ０􀆰 ８８±０􀆰 ５４
模型组 ２􀆰 ２７±１􀆰 １５∗∗

山柰酚组 １􀆰 １０±０􀆰 ６６＃＃

吡非尼酮组 １􀆰 ０３±０􀆰 ４９＃＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 山柰酚对肺纤维化小鼠肺组织胶原蛋白增殖的影响　
如图 １、 表 ４ 所示， 假手术组箭头所示在肺泡和细支气管

周围有少量的胶原， 组织结构完整， 无出血渗出； 与假手

术组比较， 模型组箭头所示胶原蛋白围绕气管和肺泡大量

增殖， 导致正常肺泡结构消失并有粘连、 充血， 病理评分

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 山柰酚组和吡非尼酮组

小鼠肺组织肺泡结构较完整， 虽有胶原蛋白异常增殖， 但

程度较轻， 病理评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ５ 　 山 柰 酚对 肺 纤 维化 小 鼠 肺组 织 ＴＧＦ⁃β１、 ɑ⁃ＳＭＡ、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

图 １　 各组小鼠肺组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色 （×１００）

表 ４　 山柰酚对肺纤维化小鼠肺组织胶原蛋白增殖的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 病理评分 ／ 分

假手术组 ０􀆰 １３±０􀆰 ３２
模型组 ２􀆰 ２２±０􀆰 ７１∗∗

山柰酚组 １􀆰 ４７±０􀆰 ７０＃＃

吡非尼酮组 １􀆰 ７３±０􀆰 ４８＃＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白表达的影响 　 如图 ２、 表 ５ 所

示， 假手术组 ＴＧＦ⁃β１、 ɑ⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋

白平均光密度较低； 与假手术组比较， 模型组 ＴＧＦ⁃β１、 ɑ⁃
ＳＭＡ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白平均光密度升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 山柰酚组、 吡非尼酮组小鼠肺组织

ＴＧＦ⁃β１、 ɑ⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白平均光密度

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ２　 各组小鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１、 ɑ⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ免疫组化染色 （×２００）

表 ５　 山柰酚对肺纤维化小鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１、 ɑ⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 ＴＧＦ⁃β１ ɑ⁃ＳＭＡ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ

假手术组 ０􀆰 ２２±０􀆰 １０ ０􀆰 １１±０􀆰 ０５ ０􀆰 ０２±０􀆰 ０１ ０􀆰 ０６±０􀆰 ０４
模型组 ０􀆰 ４４±０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ４３±０􀆰 １０∗∗ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０６∗∗

山柰酚组 ０􀆰 ２５±０􀆰 ０９＃＃ ０􀆰 ２２±０􀆰 １２＃＃ ０􀆰 １４±０􀆰 １１＃ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０６＃＃

吡非尼酮组 ０􀆰 ２６±０􀆰 １３＃＃ ０􀆰 １９±０􀆰 １６＃＃ ０􀆰 １５±０􀆰 １０＃ ０􀆰 １９±０􀆰 １０＃＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ６　 山 柰酚 对 ＭＲＣ⁃５ 人 胚 肺 成纤 维 细 胞 增 殖 活 性 和

Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ水平的影响　 如表 ６ 所示， 与空白

组比较， ＴＧＦ⁃β１ 组 ＭＲＣ⁃５ 细胞增殖抑制率无明显变化

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与 ＴＧＦ⁃β１ 组比较， 各浓度山柰酚组 ＭＲＣ⁃５ 细胞增殖抑制

率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性。

表 ６　 山柰酚对 ＭＲＣ⁃５ 细胞增殖和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅲ水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

组别 抑制率 ／ ％
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

空白组 ０􀆰 ００±０􀆰 ００ ２５􀆰 ３５±０􀆰 ４３ ２８􀆰 ７６±０􀆰 ３５
ＴＧＦ⁃β１ 组 ０􀆰 ００±０􀆰 ００ ４０􀆰 ７８±０􀆰 ６７∗∗ ４７􀆰 ４４±０􀆰 ６１∗∗

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 １４􀆰 ３７±２􀆰 ３５＃＃ ３５􀆰 １２±０􀆰 ３５＃＃ ３７􀆰 ２３±０􀆰 ５８＃＃

４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ２１􀆰 ５６±１􀆰 ７３＃＃ ３６􀆰 ２２±０􀆰 ２１＃＃ ３６􀆰 ５５±０􀆰 ６２＃＃

８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ２６􀆰 １５±２􀆰 ４３＃＃ ３３􀆰 ３７±０􀆰 ４０＃＃ ３６􀆰 ７９±０􀆰 ４３＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＴＧＦ⁃β１ 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
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４　 讨论

肺部纤维化是以肌成纤维细胞异常活化、 细胞外基质

过度积聚、 肺瘢痕形为主要特征［７］ ， 其中肺细胞外基质在

肺纤维化过程中可发生生物特性的改变并促进肺纤维化的

发展。 多种细胞外基质相关蛋白参与了肺纤维化的病理过

程， 如胶原蛋白、 羟脯氨酸等蛋白与细胞增殖、 迁移、 分

化、 气道上皮细胞的上皮⁃间质转换以及各种分泌型介质的

产生和激活， 在肺纤维化的发展中起重要的促进作用， 因

此， 细胞外基质可作为肺纤维化治疗的潜在靶点［８］ 。
本研究发现， 博来霉素诱导的肺部纤维化小鼠肺组织

潮气量降低， 呼气时间和吸气时间延长， 经山柰酚干预可

有效改善肺部纤维化小鼠的呼吸功能， 增加小鼠肺组织潮

气量， 缩短吸气时间， 与阳性药相当。 Ｍａｓｓｏｎ 染色发现，
模型组肺部纤维化小鼠肺组织胶原蛋白水平升高， 肺组织

结构病理性改变， 正常的肺泡结构被大量异常增殖的胶原

组织替代， 肺泡间气体交换功能损害； 经山柰酚和吡非尼

酮干预后， 小鼠胶原蛋白水平整体下降， 残留的肺泡结构

较多， 有效改善了肺纤维小鼠的通气功能。 羟脯氨酸是胶

原蛋白的组成成分， 占其氨基酸总量的 １３％ ， 本研究结果

表明， 模型组小鼠肺组织羟脯氨酸水平较高； 给予山柰酚

和吡非尼酮干预后降低， 提示山柰酚和吡非尼酮都具有改

善博来霉素诱导小鼠肺纤维化胶原形成的作用。
ＴＦＧ⁃β１ 是一种重要的生长因子， 参与了成纤维细胞的

分化和微环境的形成［９］ ， 是目前已开发肺纤维化治疗药物

针对的关键靶点之一， 如吡非尼酮［１０⁃１１］ 。 ɑ⁃ＳＭＡ 作为细胞

骨架蛋白， 是成纤维细胞活化的标志， 其表达与肺纤维化

程度呈正相关性［１２⁃１３］ 。 Ⅰ型胶原蛋白和Ⅲ型胶原蛋白是肺

组织细胞外基质中胶原的主要成分［１４］ ， 肺组织细胞外基质

与肺纤维化关系最为密切， 肺组织损伤后， 细胞外基质过

量沉积于肺间质， 使肺结构破坏， 换气面积减少， 肺泡膜

增厚， 最终发生呼吸衰竭［１５⁃１６］ 。 本研究发现， 模型组肺组

织 ＴＧＦ⁃β１、 ɑ⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ表达均升高；
经山柰酚和吡非尼酮干预后， 这些蛋白表达降低， 表明山

柰酚和吡非尼酮都能够改善肺纤维化小鼠肺组织细胞外基

质的过度沉积或表达。 体外 ＭＲＣ⁃５ 人胚肺成纤维细胞增殖

实验验证， 山柰酚能降低 ＭＲＣ⁃５ 细胞分泌 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ和

Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ水平。
综上所述， 山柰酚能够改善因博来霉素引发的小鼠肺

纤维化病理改变， 抑制体外 ＴＧＦ⁃β１ 刺激的 ＭＲＣ⁃５ 细胞增

殖活性， 其机制可能与下调 ＴＧＦ⁃β ／ ｓｍａｄ 通路中的 ＴＧＦ⁃β１
蛋白表达来减少胶原蛋白和纤维的形成， 以及下调 ɑ⁃ＳＭＡ、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白表达有关。
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