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摘要# 目的!研究当归补血汤总苷联合水蛭对大鼠肺纤维化的治疗作用及其机制& 方法!选取 "#’ 只雄性 >?大鼠%
"2只作为正常组 "生理盐水#% 其余 "’# 只建立肺纤维化模型& )# 只造模大鼠随机分为模型组 "生理盐水#’ 当归补
血汤总苷组 ""$ 3=@A=#’ 水蛭组 "水蛭粉% - =@A=#’ 联合组 "当归补血汤总苷% "$ 3=@A=( 水蛭粉% - =@A=#% 每组
"2 只% 灌胃给药& 结果!造模后第 )’ "-’ #2 天% 模型组肺泡炎性评分’ 肺纤维化程度评分’ 肺组织中转化生长因子
$" "/Jc*$"# 和纤溶酶原激活物抑制因子*" "DGU*"#’ 肺泡灌洗液中白细胞介素*- "UC*-# 和白介素*") "UC*")# 表
达水平’ 肺组织中羟脯氨酸 "ESD# 含有量均显著高于正常组 "3i’%’&#( 当归补血汤总苷组’ 水蛭组和联合组肺
泡炎性评分’ 肺纤维化程度评分’ /Jc*$"’ DGU*"’ UC*-’ UC*") 表达水平’ 羟脯氨酸含有量均显著低于模型组 "3i
’L’&#( 联合组肺泡炎性评分’ 肺纤维化程度评分’ /Jc*$"’ DGU*"’ UC*-’ UC*") 表达水平’ ESD含有量显著低于当
归补血汤总苷组’ 水蛭组 "3i’L’&#& 结论!当归补血汤总苷联合水蛭治疗大鼠肺纤维化的效果较好% 主要是通过
降低肺组织中/Jc*$"’ DGU*" 表达水平’ ESD含有量所致&
关键词! 当归补血汤( 水蛭( 肺纤维化( 大鼠
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/Jc*$"% DGU*"% UC*-% UC*") 0W;Y0MM59< 10Z01M4<B ESD89<[0<[̂0Y0M5=<5]584<[1Q19̂0Y[\4< [\9M05< [\0?4<==R5
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!!肺间质纤维化是常见呼吸系统疾病% 西医临床
多采用糖皮质激素’ 细胞毒药物’ 免疫抑制药物等
治疗方法% 但均未取得较好效果*"+ & 传统中医认
为% 肺纤维的病机在于气阴两虚% 并兼有痰’ 瘀’
热之邪% 中医治疗以益气养阴为主% 活血化瘀为
辅% 标本兼治% 临床证明中医治疗肺纤维化具有较
好疗效*#+ & 当归补血汤由黄芪和当归 # 味药以& p"
比例组成% 具有生血养阴之功效% 是目前组织纤维
化研究的重点方剂( 水蛭素是凝血酶特异性抑制
剂% 水蛭具有活血化瘀之功效% 目前有研究表明其
具有抑制肺纤维化的作用*$*-+ & 为探讨当归补血汤
联合水蛭治疗肺纤维化的作用及其机制% 本研究采
用博来霉素对大鼠进行肺纤维化造模% 按不同干预
方案分为对照组’ 模型组’ 当归补血汤总苷组’ 水
蛭组和联合治疗组% 分别于造模后第 )’ "-’ #2 天
观察各组大鼠肺组织病理学特征% 比较 /Jc*$"’
DGU*" 表达水平和ESD含有量% 以期提高肺纤维化
治疗效果&
GH材料与方法
"L"!动物!选取 "#’ 只 >Dc级雄性 >?大鼠% 购
自遵义医学院动物实验室% 动物合格证证号 >Sab
"黔# #’"&*’’’-% 体质量 "#"’ h#’# =% 喂养于
光照 "# \’ 湿度 -&!‘(’!’ 温度 ## ‘#& g的环
境中% 自由进食进水&
"L#!仪器与药品!注射用盐酸博来霉素 "国药准
字E#’’&&22$% 海正辉瑞制药有限公司#( 水蛭粉
购于河北省中医药研究所( 当归补血总苷由本实验
室自提 "" ’’’ =当归补血汤干燥饮片可得总苷粉
末约 -L’ =% 总苷含有量大于 &’!#& 大鼠羟脯氨
酸 "ESD# ,CU>G检测试剂盒% 由上海宝曼生物科
技有限公司提供( /Jc*$"’ DGU*" 抗体均购自武汉
博士德生物技术有限公司( Ua*)’ 光学显微镜由日
本H1Q3;RM提供( +U*#’’’ 医学图像分析仪由成都
泰盟科技有限公司提供( 美国+59*K4B (2’ 酶标仪&
"L$!造模及给药分组方法!造模方法*&+ ! "’# 只
大鼠用 "’!水合氯醛麻醉 "’L- 3C@"’’ =#% 呈仰
卧位固定% 颈部被毛% 在大鼠颈正中作切口% 将筋
膜和肌肉分离% 气管暴露% 无菌注射器气管穿刺注

入博来霉素 "& 3=@A=#% 分 $ 次注射完毕% 每次
注入后% 将大鼠直立旋转% 使药液在肺内分布均
匀& 造模完毕% 缝合切口&

对照组! 随机选取 "2 只作为对照组% 经气管
注入 ’L" 3C@"’’ =生理盐水进行假造模% 然后用
" 3C@"’’ =生理盐水灌胃&

当归补血汤总苷组! 采用 &’ 3C蒸馏水配制
- =总苷% 于造模当天开始灌胃 " " 3C@"’’ =%
"$ 3=总苷@A=体质量#&

水蛭组! 采用 &’ 3C蒸馏水配制 - =水蛭粉%
于造模当天开始灌胃 "" 3C@"’’ =% - =水蛭粉@A=
体质量#&

联合组! 采用 #& 3C蒸馏水配制 - =总苷和- =
水蛭粉% 于造模当天开始灌胃"各 ’L& 3C@"’’ =%
"$ 3=总苷@A=体质量n- =水蛭粉@A=体质量#&
"L-!观察指标及检测方法!分别于造模后第 )’
"-’ #2 天采用E,’ F4MM9<染色观察各组大鼠肺组
织的病理变化情况( 采用免疫组化染色观察各组大
鼠造模后第 )’ "-’ #2 天肺组织中转化生长因子
$" "/Jc*$"#’ 纤溶酶原激活物抑制因子*" "DGU*
"# 的表达情况% 采用 ,CU>G测定各组大鼠肺组织
中造模后第 )’ "-’ #2 天羟脯氨酸 "ESD# 的
含有量&
"L-L"!E,染色!取大鼠肺组织标本% 放入 -!多
聚甲醛溶液中进行固定% #- \ 后脱水% 石蜡包埋’
切片& 将切片分别置于二甲苯&’ %和 "’’!’
.&!’ .’!’ 2’!’ )’!乙醇中各 "’ 35<% 自来水
冲洗% 苏木精染色% "!盐酸分化% "!氨水蓝化%
伊红染色% 由低到高体积分数乙醇梯度脱水% 二甲
苯透明% 中性树胶封片& F4MM9< 染色后% 进行肺
组织病理形态观察&
"L-L#!免疫组化染色测量 /Jc*$"’ DGU*" 表达!
取各组大鼠肺组织石蜡切片% 进行去蜡水化& 为封
闭内源性过氧化物酶% 采取 $!过氧化氢孵育
’L& \% 微波修复后% 采取 +>G封闭 ’L& \% 加入
" p"’’ 稀释后的一抗% 孵育 " \% 依次加入二抗%
?G+显色% 苏木素复染% 封片& 再进行图像采集
分析% 检测/Jc*$"’ DGU*" 的免疫组化染色结果%
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进行灰度值 "+# 测定% 灰度越低% 免疫组化染色
越强% 染色越强% 则蛋白表达越高( 反之% 蛋白表
达越低& 每次染色作阴性对照&
"L-L$!ESD测量!采用 ,CU>G法测定大鼠肺组织
ESD含有量% 严格按照试剂盒说明书操作& 提取
石蜡包埋组织总蛋白% 在 -&’ <3波长处采用酶标
仪测定各孔的吸光度 "I#& 根据标准品的 +值绘
制曲线% 并计算各样本浓度&
"L-L-!肺泡灌洗液中UC*-’ UC*") 水平检测!采用
,CU>G法测定肺泡灌洗液中 UC*-’ UC*") 水平% 严
格按照说明书操作&
"L&!肺泡炎性程度及肺纤维化程度判断标准!肺
泡炎性程度判断! E,染色采用 >d4;50评价方
法*(+ ! 无肺泡炎% ’ 分( 轻度肺泡炎% 单核细胞浸
润% 肺泡间隔增宽% 局限于局部或胸膜部% i#’!
全肺面积% 肺泡结构正常% " 分( 中度肺泡炎% 占
全肺面积的 #’!‘&’!% 近胸膜处较重% # 分( 重
度肺泡炎% 可见炎性细胞及出血引起的肺实变%

$ 分&
肺纤维化程度判断! 无肺纤维化% ’ 分( 轻度

肺纤维化% i#’!全肺面积% 肺泡结构正常% "
分( 中度肺纤维化% 占全肺面积的 #’! ‘&’!% #
分( 重度肺纤维化% 超过全肺面积的 &’!% $ 分&
"L(!统计学方法!数据分析及统计经 >G> .L’ 软
件处理% 计量指标采用均数 h标准差 "(h"# 表
示% 多组间比较采用方差分析% 组间两两比较采用
C>?*$检验& 3i’L’& 表示差异具有统计学意义&
IH结果
#L"!肺组织病理学观察!造模后第 )’ "-’ #2 天%
模型组大鼠E,’ F4MM9<染色的肺泡炎性评分和肺
纤维化程度评分均显著高于正常组 "3i’L’&#(
当归补血汤总苷组’ 水蛭组和联合组大鼠的肺泡炎
性评分’ 肺纤维化程度评分均显著低于模型组
"3i’L’&#( 联合组大鼠的肺泡炎性评分’ 肺纤维
化程度评分显著低于当归补血汤总苷组’ 水蛭组
"3i’L’&#& 见表 "’ 图 " ‘#&

表 GH肺组织病理学评分 $(K"% 分% )LGX&
8,MNGHB&1P *#((&’2#(*"/,*2"4"P#-,4(-"+’($(K"% (-"+’% )LGX&

组别
肺泡炎性 肺纤维化程度

造模后第 ) 天 造模后第 "- 天 造模后第 #2 天 造模后第 ) 天 造模后第 "- 天 造模后第 #2 天
正常组 ’ ’ ’ ’ ’ ’
模型组 #L"& h’L")! #L-& h’L$’! #L(" h’L#2! "L&( h’L".! "L2’ h’L##! "L.- h’L#-!

当归补血汤总苷组 "L)" h’L#.!j "L(( h’L#"!j "L-& h’L#$!j "L$" h’L#’!j "L". h’L"&!j "L"’ h’L".!j

水蛭组 "L($ h’L#2!j "L&" h’L".!j "L$) h’L#’!j "L#2 h’L"2!j "L"- h’L")!j "L’$ h’L"&!j

联合组 "L$& h’L#-!j% "L"’ h’L"2!j% ’L)( h’L#’!j% "L’- h’L""!j% ’L2$ h’L"$!j% ’L(( h’L"&!j%

!!注! 与正常组比较%!3i’L’&( 与模型组比较%j3i’L’&( 与当归补血汤总苷组’ 水蛭组比较%%3i’L’&

图 GH造模后 IX !大鼠肺组织>=染色 $ [IRR&
\#PNGH>=(*,#1#1P ".4&1P *#((&’".+,*("1*2’IX*2!,3 ,.*’+5"!’4#1P $ [IRR&
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图 IH造模后 IX !大鼠肺组织<,(("1染色 $ [IRR&
\#PNIH<,(("1(*,#1#1P ".4&1P *#((&’".+,*("1*2’IX*2!,3 ,.*’+5"!’4#1P $ [IRR&

#L#!肺组织中 /Jc*$"! DGU*" 表达水平比较!造
模后第 )’ "-’ #2 天% 模型组大鼠肺组织中 /Jc*
$"’ DGU*" 表达水平均显著高于正常组 "3i
’L’&#( 当归补血汤总苷组’ 水蛭组和联合组大鼠
!!!

肺组织中 /Jc*$"’ DGU*" 表达水平均显著低于模
型组 "3i’L’&#( 联合组大鼠肺组织中 /Jc*$"’
DGU*" 表达水平显著低于当归补血汤总苷组’ 水蛭
组 "3i’L’&#& 见表 #&

表 IH肺组织中8U\̂"G’ Y$;̂G 表达水平 $(K"% )LGX&
8,MNIH=)/+’((#"14’0’4(".8U\̂"G ,1!Y$;̂G #14&1P *#((&’$(K"% )LGX&

组别
/Jc*$"@"!=.3=f"# DGU*"@"!=.3=f"#

造模后第 ) 天 造模后第 "- 天 造模后第 #2 天 造模后第 ) 天 造模后第 "- 天 造模后第 #2 天
正常组 $L)" h’L-) $L2’ h’L&# $L)( h’L-. $L(- h’L&& $L(2 h’L&( $L)# h’L(#

模型组 .L2# h"L()! "2L$’ h#L))! #-L.& h$L)(! "’L"& h#L)-! #"L(# h$L2(! #)L’- h-L".!

当归补血汤总苷组 &L-- h’L.2!j )L#’ h"L&$!j "’L". h"L)#!j )L$’ h#L""!j 2L&. h#L#2!j ""L)$ h#L$.!j

水蛭组 &L(# h"L"&!j )L&) h"L(.!j .L2& h#L"(!j (L.- h#L$&!j 2L#’ h#L"-!j ""L-# h#L&’!j

联合组 -L$& h"L#’!j% &L2" h"L$(!j% (L$$ h"L-#!j% &L#. h"L&&!j% (L.& h"L)$!j% )L$2 h"L(2!j%

!!注! 与正常组比较%!3i’L’&( 与模型组比较%j3i’L’&( 与当归补血汤总苷组’ 水蛭组比较%%3i’L’&

#L$!肺组织中ESD含有量比较!造模后第 )’ "-’
#2 天% 模型组大鼠肺组织中 ESD含有量均显著高
于正常组 "3i’L’&#( 当归补血汤总苷组’ 水蛭
组和联合组大鼠肺组织中 ESD含有量均显著低于

模型组 "3i’L’&#( 联合组大鼠肺组织中 ESD含
有量显著低于当归补血汤总苷组’ 水蛭组 "3i
’L’&#& 见表 $&

表 JH肺组织中>EY含有量 $(K"% )LGX&
8,MNJH>EY-"1*’1*#14&1P *#((&’$(K"% )LGX&

组别
EDS@"!=.3=f"#

造模后第 ) 天 造模后第 "- 天 造模后第 #2 天

正常组 ’L)$" h’L’)& ’L)-# h’L’(. ’L)$& h’L’)’

模型组 "L-2" h’L"2-! "L2.$ h’L#’)! #L"&) h’L##(!

当归补血汤总苷组 "L"’$ h’L’.&!j "L##2 h’L"’$!j "L-#. h’L")&!j

水蛭组 "L’.& h’L"’’!j "L#"( h’L"#(!j "L$.& h’L".$!j

联合组 ’L2.( h’L’2#!j% ’L.(2 h’L""-!j% "L"2$ h’L"$’!j%

!!注! 与正常组比较%!3i’L’&( 与模型组比较%j3i’L’&( 与当归补血汤总苷组’ 水蛭组比较%%3i’L’&
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#L-!肺泡灌洗液中UC*-! UC*") 水平比较!造模后
第 )’ "-’ #2 天% 模型组肺泡灌洗液中 UC*-’ UC*
") 水平均显著高于正常组 "3i’L’&#( 当归补血
汤总苷组’ 水蛭组和联合组肺泡灌洗液中 UC*-’

UC*") 水平均显著低于模型组 "3i’L’&#( 联合组
肺泡灌洗液中 UC*-’ UC*") 水平显著低于当归补血
汤总苷组’ 水蛭组 "3i’L’&#& 见表 -&

表 QH肺组织中8U\̂"G’ Y$;̂G 表达水平 $(K"% !% )LGX&
8,MNQH=)/+’((#"14’0’4(".8U\̂"G ,1!Y$;̂G #14&1P *#((&’$(K"% !% )LGX&

组别
UC*-@";=.3Cf"# UC*")@";=.3Cf"#

造模后第 ) 天 造模后第 "- 天 造模后第 #2 天 造模后第 ) 天 造模后第 "- 天 造模后第 #2 天

正常组 2L$" h"L(# 2L-$ h"L)’ 2L&’ h"L(2 $2L.& h.L$) $.L’’ h"’L’- $2L(" h"’L&$

模型组 #-L2( h$L""! #.L&) h$L)#! #-L($ h$L2’! "’(L&& h")L)(! .2L.) h#"L$-! "’#L#2 h#’L&.!

当归补血汤总苷组 "(L)# h-L"(!j #"L2& h$L.2!j "2L’- h-L#.!j )’L"- h"-L$.!j )$L’’ h"#L($!j ("L"’ h""L2-!j

水蛭组 ")L’’ h&L"-!j ".L2& h$L)#!j ")L.2 h-L’.!j )$L$. h"&L"$!j (.L-2 h"$L")!j ($L’# h"#L2&!j

联合组 ""L’( h#L#&!j% "$L&) h#L$2!j% "’L.. h#L)(!j% &-L.2 h"#L’.!j% &)L$) h""L(&!j% &"L"$ h.L2#!j%

!!注! 与正常组比较%!3i’L’&( 与模型组比较%j3i’L’&( 与当归补血汤总苷组’ 水蛭组比较%%3i’L’&

JH讨论
肺间质纤维化 ";R139<4YQ]5XY9M5M% Dc# 是临

床呼吸科常见疾病% 可分为继发性和特发性% 具
有进行性’ 纤维化和非实质性损害特征% 常造成
患者干咳’ 呼吸困难% 甚至出现呼吸衰竭导致死
亡*)*2+ & Dc可由各种原因引起% 其发病并机制尚
不明确% 其近年来呈现逐年上升趋势% 严重威胁
人类生命健康*.+ & 本研究将当归补血汤与水蛭联
合应用于 Dc治疗% 取得了较好的治疗效果&
$L"!各组大鼠肺组织病理学观察!通过对大鼠肺
组织病理学观察显示% 造模后第 )’ "-’ #2 天% 模
型组大鼠E,’ F4MM9<染色的肺泡炎性评分’ 肺纤
维化程度评分均显著高于正常组( 当归补血汤总苷
组’ 水蛭组和联合组大鼠的肺泡炎性评分’ 肺纤维
化程度评分均显著低于模型组( 联合组大鼠的肺泡
炎性评分’ 肺纤维化程度评分显著低于当归补血汤
总苷组’ 水蛭组& 补血当归汤与水蛭联合应用治疗
效果优于单独使用% 大鼠肺泡炎性评分以及纤维化
程度得到改善&
$L#!大鼠肺组织中 /Jc*$"! DGU*" 表达水平比较
!/Jc*$" 是致纤维化细胞因子之一% 与 Dc的炎
症’ 损伤以及修复过程密切相关*"’+ & 其作用机制
为刺激成纤维细胞分化为肌成纤维细胞% 并抑制其
凋亡( 能够直接有效刺激胶原% 诱导胶原蛋白合成
增加% 抑制胶原蛋白降解( 与成纤维细胞受体结
合% 将/Jc*$"@>34BM信号传导通路激活% 胶原过
度沉积% 肺纤维化进一步发展*""+ & 纤溶酶原激活
物抑制因子*" "DGU*"# 是纤溶系统的主要抑制物%
属于丝氨酸蛋白酶抑制剂家族% 其水平升高和活性

增强能够抑制纤溶酶原激活剂 "DG# 对纤溶酶活
化的过程% 纤溶酶活化受阻% 细胞外基质 "0W[Y4*
8011R14Y34[Y5W% ,IF# 降解和纤维蛋白水解被抑
制% 造成其在组织内大量积聚% 进而导致器官纤
维化*"#+ &

通过对各组大鼠肺组织中 /Jc*$"’ DGU*" 表
达水平比较显示% 造模后第 )’ "-’ #2 天% 模型组
大鼠肺组织中 /Jc*$"’ DGU*" 表达水平均显著高
于正常组( 当归补血汤总苷组’ 水蛭组和联合组大
鼠肺组织中 /Jc*$"’ DGU*" 表达水平均显著低于
模型组( 联合组大鼠肺组织中 /Jc*$"’ DGU*" 表
达水平显著低于当归补血汤总苷组’ 水蛭组& 联合
用药组大鼠 /Jc*$"’ DGU*" 表达水平低于单独用
药% 肺纤维化程度得到改善% 进程得到控制% 具有
较好的治疗效果&
$L$!各组大鼠肺组织中 ESD含有量比较!李晓
娟等通过测量血浆 DGU*" 和肺组织羟脯氨酸
"ESD# 含有量% 发现水蛭可能通过抑制 DGU*" 生
成及活性’ 提高尿激酶型纤溶酶原激活物 "RDG#
活性’ 减少纤维蛋白沉积的机制抑制大鼠肺组织
纤维化*"$+ & 羟脯氨酸 ESD是机体胶原蛋白的主
要成分% 其在不同组织中含有量不同% 正常胶原
蛋白中约占 "$L-!% 弹性蛋白中含有量极少% 其
他机体蛋白不存在% 故可将 ESD含有量作为衡量
胶原组织代谢的重要指标% 它是胶原纤维所特有
的氨基酸% 其在肺组织中的含有量与肺间质纤维
化程度密切相关% 故常将 ESD含有量作为判断肺
间质纤维化程度的重要指标*"-+ & 通过对各组大鼠
肺组织中 ESD含有量比较显示% 造模后第 )’
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"-’ #2 天% 模型组大鼠肺组织中 ESD含有量均
显著高于正常组% 当归补血汤总苷组’ 水蛭组和
联合组大鼠肺组织中 ESD含有量均显著低于模型
组% 联合组大鼠肺组织中 ESD含有量显著低于当
归补血汤总苷组’ 水蛭组% 表明联合组水蛭发挥
活血化瘀之功效% 当归补血汤益气养阴% 共同作
用于肺纤维化% 抑制其发展过程&

本研究通过比较肺泡灌洗液中 UC*-’ UC*") 水
平显示% 造模后第 )’ "-’ #2 天% 模型组肺泡灌洗
液中UC*-’ UC*") 水平均显著高于正常组( 当归补
血汤总苷组’ 水蛭组和联合组肺泡灌洗液中 UC*-’
UC*") 水平均显著低于模型组( 联合组肺泡灌洗液
中UC*-’ UC*") 水平均显著低于当归补血汤总苷组’
水蛭组% 与窦昊颖等*"&+F0[4分析具有相同结果%
说明当归补血汤联合水蛭具有降低大鼠机体炎症的
作用&

综上所述% 当归补血汤联合水蛭治疗肺纤维化
效果较好% 主要通过降低肺组织中 /Jc*$"’ DGU*"
表达水平’ ESD含有量来发挥作用&
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