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摘要： 目的　 研究益肺健脾方对肺纤维化小鼠炎症及上皮⁃间质转化的改善作用。 方法　 随机选取 １２ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠

作为空白组， 其余小鼠经口气管滴注盐酸博来霉素 （ＢＬＭ） 诱导建立肺纤维化小鼠模型。 造模 ７２ ｈ 后存活 ５５ 只小

鼠， 随机分为模型组、 吡非尼酮组 （２００ ｍｇ ／ ｋｇ） 和益肺健脾方低、 中、 高剂量组 （２􀆰 １３、 ４􀆰 ２６、 ８􀆰 ５２ ｇ ／ ｋｇ）， 每天灌

胃给药 １ 次， 连续给药 ２１ ｄ。 小动物 ＰＥＴ ／ ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 检查小鼠肺组织影像学表现； 苏木精⁃伊红 （ＨＥ） 和马松

（Ｍａｓｓｏｎ） 染色检测肺组织病理形态及纤维化情况； ＥＬＩＳＡ 法检测肺组织氢脯氨酸 （ＨＹＰ） 水平和肺泡灌洗液

（ＢＡＬＦ） 中 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肺组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白和

ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与正常组比较， 模型组小鼠肺间质增厚， 弥漫性小叶间隔增加， 磨玻璃影和网格状特征显著， 病

理损伤明显， 纤维化程度高； 肺组织 ＨＹＰ 水平和 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 肺组织 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达和 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白

和 ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 吡非尼酮组和益肺健脾方中、 高剂量组小鼠肺纹理较清晰， 原有弥

漫性磨玻璃影减轻； 肺组织 ＨＹＰ 水平和 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 肺组织 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达和 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白和

ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 益肺健脾方可能通过抑制 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路活化， 减轻肺病理损伤， 抑制

炎症反应及上皮⁃间质转化， 从而改善小鼠肺纤维化。
关键词： 益肺健脾方； 肺纤维化； 炎症； 上皮⁃间质转化； ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路
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　 　 肺纤维化是一种慢性、 进行性的肺部疾病， 其

显著病理特征为肺泡疤痕形成， 肺组织异常重塑和

重建过程中细胞外基质过度积累， 最终导致肺结构

破坏及呼吸衰竭［１⁃２］。 研究发现， 炎症损伤及上皮⁃
间质转化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ， ＥＭＴ）
是肺纤维发生的重要环节， 转化生长因子 β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１， ＴＧＦ⁃β１） 是肺纤维

化发生的启动因子， 活化下游 Ｓｍａｄ 蛋白导致了组

织纤维化， 并加剧了疾病进展［３］。 因此， 抑制

ＴＧＦ⁃β１ 相关靶点是治疗肺纤维化的有效策略。 中

医药具有多靶点、 多途径特点， 在肺纤维化治疗中

突显出巨大优势［４⁃５］。 可根据中医 “肺萎” “肺胀”
进行施治， 本虚标实是其基本特征， 故治法多以扶

正 （如益气、 补虚） 和祛邪 （化痰、 活血） 为主，
方药以益气养阴类、 活血化瘀通络类最为常见［６］。

研究证实， 益气活血之经典方剂补阳还五汤在体内

外实验中均能有效抑制肺纤维化［７⁃８］。 益肺健脾方

为甘肃中医药大学附属医院院内制剂， 以 “培土

生金” 为治则， 针对肺纤维化病程中 “虚” “痰”
“瘀” 病理特征， 整体调节， 发挥抗纤维化作

用［９］。 本研究旨在探究益肺健脾方调节炎症反应

及 ＥＭＴ 防治肺纤维化的作用机制， 以期为肺纤维

化临床用药开发提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ７２ 只 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠， ６ 周

龄， 体质量 （２０􀆰 ５８ ± ２􀆰 １５） ｇ， 购自斯贝福 （北

京） 生物技术有限公司 ［实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （京） ２０１９⁃００１０］， 饲养于甘肃中医药大学

ＳＰＦ 实验动物中心， 室温 ２０ ～ ２４ ℃， 相对湿度

４０％ ～６０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替。 本研究动物实验
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经甘肃中医药大学动物实验伦理委员会审核批准后

进行 （伦理备案编号 ２０２２⁃１３２）。
１􀆰 ２　 药物　 益肺健脾方由炙黄芪、 党参、 炒白术、
陈皮、 柴胡、 生麦芽、 桔梗、 赤芍、 当归、 玉竹、
丹参、 炙甘草组成， 为排除中药熬制工艺差异等因

素造成的实验差异， 采用中药颗粒剂， 免煎颗粒

（由广东一方制药有限公司生产） 购自甘肃中医药

大学附属医院中药房。 盐酸博来霉素 （ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＢＬＭ）， 规格 １０ ｍｇ， 购自美国 ＭＣＥ
公司； 吡非尼酮胶囊， 规格 １００ ｍｇ ／粒， 国药准字

Ｈ２０１３３３７６， 购自北京康蒂尼药业股份有限公司。
１􀆰 ３　 试剂 　 ＴＧＦ⁃β１ 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批

号 ａｂ２１５７１５）； Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 抗体 （美国

ＧｅｎｅＴｅｘ 公司， 批号 ＧＴＸ１００６１９、 ＧＴＸ１００４４３） ）；
Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ＧＡＰＤＨ 抗体 （美国 ＩｍｍｕｎｏＷａｙ 公司，
批 号 ＹＴ４３３２、 ＹＭ３２１５ ）； 羟 脯 氨 酸

（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ， ＨＹＰ） 检测试剂盒 （南京建成生

物工程研究所公司， 货号 Ａ０３０⁃２⁃１）； ＥＣＬ 发光

液、 反转录试剂盒 ［上海翊圣生物科技有限公司，
批号 ３６２０８⁃Ａ ／ Ｂ、 １１１４１ＥＳ６０ （ Ｈ８２０３９７０） ］； 小

鼠肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介素 ６ （ ＩＬ⁃
６） ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （江苏酶免实业有限公司，
批 号 ２３１２Ｍ１０、 ２３１２ＭＩ０ ）； ＰＶＤＦ 膜 （ 美 国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司， 批号 ＩＲＶＨ０００１０）； ＲＩＰＡ 组织 ／细
胞裂解液、 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒 （北京索莱宝科

技有限公司， 批号 ２０２２０９２７、 ２０２２０９１０）； ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液 （北京百奥莱博科技有限公

司， 批号 ２０２２１２１６）。
１􀆰 ４　 仪器 　 ＪＸＦＳＴＰＲＰ⁃２４Ｌ 型全自动样品研磨仪

（上海净信实业发展有限公司）； ＡＤ０４１２ＬＳ⁃Ｃ５０ 型

电泳转印系统全套 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＨＢＳ⁃
１０９６Ａ 型酶标仪 （南京德铁实验设备有限公司）；
ＷＤ⁃９４２３Ｃ 型全自动化学发光成像系统 （北京六一

生物科技有限公司）； ＣＦＸ⁃９６ 型 ＰＣＲ 仪 （美国 ＢＤ
公司）； ＴＧＬ⁃１８５０ 型高速冷冻离心机 （四川蜀科仪

器 有 限 公 司 ）； Ｌｎｌｉｖｅｗ⁃３０００Ｂ 型 小 动 物 ＰＥＴ ／
ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 检查机 （成都永新医疗设备股份有限

公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 模型建立　 参考文献 ［１０⁃１１］ 报道， 小鼠腹

腔注射 ０􀆰 ３％ 、 戊巴比妥溶液 （０􀆰 ２ ｍＬ ／ １０ ｇ） 进行

麻醉， 颈部消毒备皮， 纵向切开皮肤， 充分暴露气

管， 使用超微量定量器通过气管环间隙向肺脏注入

５ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ 溶液， 用敷料包扎伤口后提尾倒悬使

药液均匀浸润肺组织。 术后保温， 小鼠苏醒后常规

饲养。 各组小鼠分别于手术后第 ２１ 天处死， 快速

取出肺组织， 置于 ４％ 甲醛溶液中固定， 用于病理

切片分析， 评价模型是否构建成功。
２􀆰 ２　 分组及给药　 小鼠适应性喂养 １ 周后， 选取

１２ 只作为空白组， 其余 ６０ 只小鼠按照 “２􀆰 １” 项

下方法建立肺纤维化小鼠模型。 造模 ７２ ｈ 后存活 ５５
只小鼠， 随机分为模型组、 吡非尼酮组和益肺健脾

方低、 中、 高剂量组， 每组 １１ 只。 根据人与小鼠剂

量换算系数约 ９􀆰 １， 分别给予益肺健脾方 ２􀆰 １３、
４􀆰 ２６、 ８􀆰 ５２ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）， 吡非尼酮 ２００ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），
连续给药 ２１ ｄ。
２􀆰 ３　 肺组织显微 ＣＴ 成像 　 使用小动物 ＰＥＴ ／
ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ ＩｎｌｉＶｉｅｗ⁃３０００Ｂ 对小鼠肺部进行 ＣＴ 成

像。 将小鼠麻醉后， 借助心肺门控窗对肺部进行扫

描成像， 完成后取出动物。 数据处理， 根据所需要

的图像序列， 进行融合显示及 ＭＩＰ 图显示。
２􀆰 ４　 样本采集 　 肺泡灌洗液 （ＢＡＬＦ） 收集： 将

小鼠以仰卧位固定于操作台上， 沿气管正中部位纵

向切开颈部皮肤， 充分暴露气管分叉上端至气管甲

状软骨下端部分， 用 ５ ｍＬ 注射器针头刺破暴露段

气管中部， 以平头针从气管处刺破并沿向心方向插

入 １ ｃｍ 左右， 用丝线将针头固定， 抽吸 ０􀆰 ４ ｍＬ 生

理盐水， 以 １ ｍＬ 注射器沿平头针缓慢注入肺内，
反复抽吸 ３ 次后回吸 ＢＡＬＦ， 先后共灌洗 ３ 次， 保

证回吸的 ＢＡＬＦ 在 １ ｍＬ 以上。 所得 ＢＡＬＦ 置于离

心管中， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 所得上清

液分装后进行炎症指标检测。
组织样品采集： 给药 ２１ ｄ 后， 小鼠腹腔注射

０􀆰 ３％ 戊巴比妥溶液 （０􀆰 ２ ｍＬ ／ １０ ｇ） 进行麻醉， 收

集血清、 肺泡灌洗液后， 打开胸腔， 充分暴露心

肺， 完整取出肺脏， 剪下一侧肺叶置于 ４％ 多聚甲

醛中 固 定， 用 于 苏 木 精⁃伊 红 （ ＨＥ ） 和 马 松

（Ｍａｓｓｏｎ） 染色， 剩余肺组织于 － ８０ ℃ 冰箱保存

备用。
２􀆰 ５　 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肺组织病理学变

化　 取于 ４％ 多聚甲醛中固定的肺组织， 脱水、 石

蜡包埋、 切片， 每个蜡块连切 ４ 片备用， 行常规

ＨＥ 染色后， 于光学显微镜下观察肺组织炎性改

变； 行 Ｍａｓｓｏｎ 染色后， 于光学显微镜下观察肺纤

维化程度。 根据 Ｓｚａｐｉｅｌ 分级标准［１２］， 对各组

Ｍａｓｓｏｎ 染色结果进行评分， 以评定肺纤维化程度。
０ 级 （０ 分）： 肺泡结构正常， 无纤维化病变； １ 级

（１ 分）： 部分肺泡间隔增厚， 可见少量胶原沉积，
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病变范围不足全肺面积 ２０％ ， 轻度纤维化； ２ 级

（２ 分）： 肺泡结构紊乱， 呈较多胶原沉积， 成纤维

细胞增多， 病变范围 ２０％ ～ ５０％ ， 为中度纤维化；
３ 级 （３ 分）： 肺实质结构紊乱， 肺泡融合， 大量

胶原沉积， 病变范围大于 ５０％ ， 为重度纤维化。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肺组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达　 取出于－８０ ℃冻存

的肺组织约 １００ ｍｇ， 将其剪成细小碎块并加液氮

研磨， 随后在组织中加入 ＴＲＩｚｏＩ 进行匀浆， 提取

肺组织 ｍＲＮＡ， 逆转录成 ｃＤＮＡ 后， 各组样本进行

ＰＣＲ 扩增反应， 用 ＰＣＲ 仪检测各孔的荧光值并获

得 ＣＴ 值， 每个样本设 ３ 个复孔， 以 ＧＡＰＤＨ 为内

参， 采 用 ２－ΔΔＣＴ 法 计 算 各 组 肺 组 织 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ２、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ 相对表达量。
引物由北京博迈德基因技术有限公司合成， 序列见

表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
ＴＧＦ⁃β１ 正向 ＣＴＧＣＴＧＡＣＣＣＣＣＡＣＴＧＡＴＡＣ

反向 ＧＧＣＴＧＡＴＣＣＣＧＴＴＧＡＴＴＴＣ
Ｓｍａｄ２ 正向 ＴＣＣＧＧＣＴＧＡＡＣＴＧＴＣＴＣＣＴＡ

反向 ＡＴＡＣＡＡＧＣＧＣＡＣＴＣＣＣＣＴＴＣ
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 正向 ＡＡＣＣＣＡＡＧＣＡＣＧＴＡＴＣＡＧＧ

反向 ＣＴＧＣＴＧＧＴＣＡＧＧＡＴＣＧＴＴＧ
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 正向 ＴＧＣＴＴＣＡＡＧＡＣＴＣＧＧＴＧＧＡＣ

反向 ＴＧＴＣＧＴＴＧＧＴＧＡＧＣＴＧＡＴＣＣ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＣＴＴＡＡＧＡＧＧＧＡＴＧＣＴＧＣＣ

反向 ＡＣＴＧＴＧＣＣＧＴＴＧＡＡＴＴＴＧＣＣ

２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肺组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２ ／ ３、
ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达 　 取出于－８０ ℃ 冻

存的肺组织， 加入 ＲＩＰＡ 裂解液提取肺组织蛋白，
进行蛋白含量测定， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 配胶、 蛋白上样、
电泳、 转 膜， 封 闭 液 封 闭， 加 一 抗 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＧＡＰＤＨ 室温孵

育 １􀆰 ５ ｈ， 加二抗室温孵育， 滴加 ＥＣＬ 发光液， 在

曝光仪中曝光、 成像， 利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带

灰度值。
２􀆰 ８　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 １ 软件进行处理， 符合正态分布和方差

齐性的计量资料以平均数±标准差 （ ｘ± ｓ） 表示，
组间比较采用单因素方差分析； 非正态分布数据采

用秩和检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 益肺健脾方对肺纤维化小鼠肺部 ＣＴ 影像的影

响　 空白组肺组织纹理清晰， 无异常密度影， 支气

管血管束运行正常； 模型组可见支气管血管束周围

间质增厚、 弥漫性小叶间隔增加， 胸膜下多处可见

线状阴影， 表明 ＢＬＭ 诱导的肺组织具有明显的磨玻

璃密度和网格状变化特征； 与模型组比较， 益肺健

脾方中、 高剂量组肺纹理更清晰， 支气管血管束增

粗情况减少， 原有弥漫性磨玻璃影减轻， 见图 １。
３􀆰 ２　 益肺健脾方对肺纤维化小鼠肺组织病理改变

的影响　 ＨＥ 染色显示， 空白组小鼠肺泡形态规整

清晰， 肺泡壁无增厚改变， 肺泡间隔正常， 间质无

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为吡非尼酮组， Ｄ～Ｆ 分别为益肺健脾方低、 中、 高剂量组。

图 １　 各组小鼠肺部 ＣＴ 表现

明显炎性细胞浸润迹象； 模型组肺泡腔结构破坏、
融合严重， 肺泡壁增厚， 肺泡间隔明显增宽， 肺泡

腔内可见较多的炎性细胞。 与模型组比较， 吡非尼

酮组及益肺健脾方各剂量组肺组织病理损伤均减

轻， 其中低剂量组肺泡可见变形， 肺泡腔缩小， 肺

间质内有相对较多的炎性细胞浸润； 中、 高剂量组

肺泡结构较完整， 肺泡腔内有少量的炎性细胞， 组

织损伤区域明显较少， 说明益肺健脾方可以减轻

ＢＬＭ 诱导产生的小鼠肺组织损伤程度， 减少炎性

渗出， 见图 ２。
９７９
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为吡非尼酮组， Ｄ～Ｆ 分别为益肺健脾方低、 中、 高剂量组。

图 ２　 各组小鼠肺组织 ＨＥ 染色 （×２００）

　 　 Ｍａｓｓｏｎ 染色显示， 空白组肺组织结构正常，
肺内无明显蓝色胶原纤维沉积； 模型组大量肺泡萎

缩、 塌陷， 支气管周围及肺实质内可见大量成团状

或条带状分布的蓝色胶原纤维。 与模型组比较， 吡

非尼酮组及益肺健脾方各剂量组肺组织纤维化程度

均减轻， 其中中剂量组部分血管周围及肺泡壁有较

少量蓝色胶原沉积； 高剂量组肺泡壁可见少量胶原

沉积， 纤维化及肺泡损伤程度明显缓解， 见图 ３。
与空白组比较， 模型组纤维化评分升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 吡非尼酮组及益肺健脾方

中、 高剂量组纤维化评分降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见表 ２。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为吡非尼酮组， Ｄ～Ｆ 分别为益肺健脾方低、 中、 高剂量组。

图 ３　 各组小鼠肺组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色 （×２００）

表 ２　 各组小鼠肺纤维化评分 （ｘ±ｓ）
组别 动物数 ／ 只 肺纤维化评分 ／ 分

空白组 １２ ０􀆰 ３３±０􀆰 １５
模型组 １１ ２􀆰 １８±０􀆰 ７２＃＃

吡非尼酮组 １１ １􀆰 ３５±０􀆰 ５０∗∗

益肺健脾方低剂量组 １１ １􀆰 ８３±０􀆰 ７５∗

益肺健脾方中剂量组 １１ １􀆰 ３３±０􀆰 ５２∗∗

益肺健脾方高剂量组 １１ １􀆰 １２±０􀆰 ４１∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 益肺健脾方对肺纤维化小鼠肺组织 ＨＹＰ 水平

和 ＢＡＬＦ 中促炎因子水平的影响 　 与空白组比较，
模型组小鼠肺组织 ＨＹＰ 水平和 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃６、

ＴＮＦ⁃α 水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 吡

非尼酮组及益肺健脾方中、 高剂量组小鼠肺组织

ＨＹＰ 水平和 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ３。
３􀆰 ４　 益肺健脾方对肺纤维化小鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ２、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达的影响　 与

空白组比较， 模型组小鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 吡非尼

酮组及益肺健脾方中、 高剂量组小鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１、
０８９
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Ｓｍａｄ２、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｅ⁃ Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。
表 ３　 各组小鼠肺组织 ＨＹＰ 水平和 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α水平比较 （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 ＨＹＰ ／ （μｇ·Ｌ－１） ＩＬ⁃６ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
空白组 １２ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０７ ６２􀆰 ０６±２􀆰 ６９ １３８􀆰 ３８±１９􀆰 ０２
模型组 １１ １􀆰 ０２±０􀆰 ０８＃＃ ９３􀆰 ６３±２􀆰 ９４＃＃ ４９２􀆰 ７９±１８􀆰 ０１＃＃

吡非尼酮组 １１ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０６∗∗ ７２􀆰 ４３±２􀆰 ０６∗∗ ２９２􀆰 ４３±１９􀆰 １１∗∗

益肺健脾方低剂量组 １１ ０􀆰 ９０±０􀆰 ０５∗ ８４􀆰 ６４±２􀆰 ５１∗ ４２５􀆰 ５１±２７􀆰 ６８∗∗

益肺健脾方中剂量组 １１ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０５∗ ７７􀆰 ６７±２􀆰 ２６∗∗ ３７６􀆰 ２５±２０􀆰 ５３∗∗

益肺健脾方高剂量组 １１ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０７∗∗ ７１􀆰 １１±３􀆰 ４４∗∗ ２８３􀆰 ２４±２２􀆰 ８６∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ４　 各组小鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ）
组别 动物数 ／ 只 ＴＧＦ⁃β１ Ｓｍａｄ２ Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ

空白组 １２ １􀆰 ００±０􀆰 ０４ １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ０２±０􀆰 ０３ １􀆰 ００±０􀆰 ０６
模型组 １１ １􀆰 ７４±０􀆰 ０２＃＃ １􀆰 ７１±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０３＃＃ ２􀆰 ０１±０􀆰 ０５＃＃

吡非尼酮组 １１ １􀆰 ２３±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ２１±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０２∗∗ １􀆰 ２５±０􀆰 ０３∗∗

益肺健脾方低剂量组 １１ １􀆰 ５７±０􀆰 ０６∗ １􀆰 ６０±０􀆰 ０３ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０３∗ １􀆰 ６８±０􀆰 ０２∗

益肺健脾方中剂量组 １１ １􀆰 ３７±０􀆰 ０６∗∗ １􀆰 ３４±０􀆰 ０１∗∗ ０􀆰 ７０±０􀆰 ０４∗∗ １􀆰 ５７±０􀆰 ０１∗∗

益肺健脾方高剂量组 １１ １􀆰 ２８±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ２４±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 ８４±０􀆰 ０３∗∗ １􀆰 ４３±０􀆰 ０４∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 益肺健脾方对肺纤维化小鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋 白

表达的影响 　 与空白组比较， 模型组小鼠肺组织

ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表

达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 吡非尼酮组及益肺健

脾方中、 高剂量组小鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２ ／ ３、
ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 见表 ５、
图 ４。

表 ５　 各组小鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ）
组别 动物数 ／ 只 ＴＧＦ⁃β１ Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ

空白组 １２ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １􀆰 ００±０􀆰 ０４ １􀆰 ００±０􀆰 １１ １􀆰 ００±０􀆰 ０３ １􀆰 ００±０􀆰 ０４
模型组 １１ ２􀆰 ２９±０􀆰 ０９＃＃ ３􀆰 ０７±０􀆰 ０８＃＃ ２􀆰 ２０±０􀆰 ２４＃＃ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０４＃＃ ２􀆰 ３９±０􀆰 ０８＃＃

吡非尼酮组 １１ １􀆰 ３２±０􀆰 ０９∗∗ ２􀆰 １２±０􀆰 ０８∗∗ １􀆰 ４２±０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０３∗∗ １􀆰 ５３±０􀆰 １０∗∗

益肺健脾方低剂量组 １１ １􀆰 ８２±０􀆰 ０８∗∗ ２􀆰 ６８±０􀆰 ０７ １􀆰 ８０±０􀆰 ０９∗ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０５ ２􀆰 ０３±０􀆰 ０４∗

益肺健脾方中剂量组 １１ １􀆰 ５２±０􀆰 ０８∗∗ ２􀆰 ３８±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ６３±０􀆰 １０∗∗ ０􀆰 ５７±０􀆰 ０３∗∗ １􀆰 ８９±０􀆰 ０５∗∗

益肺健脾方高剂量组 １１ １􀆰 ３１±０􀆰 ０６∗∗ １􀆰 ９９±０􀆰 ０７∗∗ １􀆰 ４０±０􀆰 ０９∗∗ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ５５±０􀆰 ０４∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为吡非尼酮组， Ｄ～Ｆ 分别为益肺

健脾方低、 中、 高剂量组。

图 ４ 　 各组小鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、
Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白条带图

４　 讨论

肺纤维化作为慢性进展性疾病， 目前仍难以治

愈， 生存率低， 治疗措施有限［１３］， 其主要原因为

疾病进展过程中病理变化复杂， 涉及到慢性炎症刺

激、 免疫介导、 巨噬细胞极化、 细胞外基质形成等

多环节［１４］。 研究显示， ＴＧＦ⁃β１ 诱导的 ＥＭＴ 是肺

纤维化的中心介导过程［１５］。 ＴＧＦ⁃β１ 信号转导途径

分为 Ｓｍａｄ 和非 Ｓｍａｄ 途径， 其中 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 蛋

白途径被认为是 ＴＧＦ⁃β１ 信号转导的经典途径。 非

Ｓｍａｄ 信号通路包括 ＥＲＫ、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 Ｎｏｔｃｈ 等［１６］。
ＴＧＦ⁃β１ 能够直接启动 Ｓｍａｄ 信号通路， 进而促使

促纤维化基因过表达。 其中， Ｓｍａｄ２ 和 Ｓｍａｄ３ 是

推动 ＴＧＦ⁃β１ 介导的组织纤维化进程的 ２ 个关键下

游调控因子。 众多研究均已证实， ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ
通路调节异常是引发组织纤维化的重要致病

机理［１７⁃１８］。
炎症反应是肺纤维化发生的重要环节。 各类刺

激因素均可导致肺组织损伤， 损伤部位会募集炎症

细胞， 炎症细胞通过分泌细胞因子、 趋化因子和生
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长因子促进炎症反应， 进一步发挥促纤维化作

用［１９］。 肺纤维化患者 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＴＧＦ⁃β 等细

胞因子水平升高［２０］。 炎症相关基因可以很好地评

估肺纤维化的预后， 并为治疗和随访管理提供新思

路［２１］。 课题组前期研究发现， 益肺健脾方可能通

过抑制 Ｗｎｔ３ａ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路， 对肺纤维化模型大

鼠起到保护作用［９］， 但对炎症及关键促纤维化因

子的研究未进一步深入。 本研究采用 ＢＬＭ 建立小

鼠肺纤维化模型， 是目前最广泛使用和研究最多的

造模方式［２２］， 其通过引起细胞周期阻滞和细胞凋

亡， 诱导肺泡上皮细胞损伤， 破坏细胞修复功能，
最终导致肺纤维化［２３］。 研究发现， 模型小鼠血清

中 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 表达高于正常小鼠， 与文献报道一

致， 提示肺纤维化过程中肺组织出现炎性浸润。
ＨＹＰ 是评估组织胶原沉积、 纤维化程度的重要指

标［２４］， 经益肺健脾方干预后， 小鼠 ＨＹＰ 显著降

低。 ＥＭＴ 作为肺纤维化进展中的重要机制， 导致

细胞表型发生变化［２５］。 Ｅ⁃钙黏蛋白 （Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）
具有很强的粘附作用， 能促进组织内细胞紧密连

接， 纤维化过程中 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达显著降低［２６⁃２７］。
间质细胞基因表达激活， 促进间质细胞标记物波形

蛋白 （ｖｉｍｅｎｔｉｎ） 等表达升高［２８］。 本研究探讨益肺

健脾方对小鼠肺纤维化的影响， 发现益肺健脾方可

下调 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２ ／ ３、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 基因及蛋白表

达， 促进 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达， 以上结果提示抑制

ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路是益肺健脾方抗肺纤维化

的重要机制之一。
综上所述， 益肺健脾方可能通过抑制 ＴＧＦ⁃β１ ／

Ｓｍａｄ 信号通路， 减轻肺病理损伤， 抑制炎症反应

及 ＥＭＴ， 从而改善小鼠肺纤维化。
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摘要： 目的　 探讨绿花白千层精油栓对宫颈炎大鼠的改善作用。 方法　 将大鼠随机分为正常组、 模型组、 保妇康栓组

（１４􀆰 １３ ｍｇ ／ ｋｇ） 和绿花白千层高、 中、 低剂量组 （３４、 １７、 ８􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 绿花白千层精油栓剂）， 通过宫颈穹窿腔注入

２０％ 苯酚胶浆建立大鼠宫颈炎模型， 造模结束后给予栓剂干预 ７ ｄ。 给药结束后第 ２ 天处死大鼠， 取血清和宫颈组织，
ＨＥ 染色观察宫颈组织病理改变； 采用试剂盒检测血清超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 活性； ＥＬＩＳＡ 法检测血清前列腺素 Ｅ２
（ＰＧＥ２） 及宫颈组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平； 免疫组织化学法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测宫颈组织 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ （ＴＬＲ４）、 髓样

分化因子 ８８ （ＭｙＤ８８）、 核转录因子⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ） ｐ５０ 蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 绿花白千层精油栓能在一定

程度上减轻大鼠外阴红肿症状， 减少分泌物分泌； 减轻宫颈组织炎症细胞浸润面积； 降低血清 ＰＧＥ２ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
升高血清 ＳＯＤ 活性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降低宫颈组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 下调宫颈组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８
及 ＮＦ⁃κＢ ｐ５０ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论 　 绿花白千层精油栓能减轻大鼠宫颈炎症反应， 其作用与抑制

ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路活化有关。
关键词： 绿花白千层； 精油； 栓剂； 宫颈炎； 炎症反应； ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路
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　 　 宫颈炎是常见的妇科炎症， 多由外部损伤、 个

人卫生等原因导致， 临床表现为宫颈和阴道分泌物

增多、 腹痛及经间期出血等［１］。 据 ＷＨＯ 数据显

示， １９９０ 年至 ２０１９ 年间， 我国宫颈癌发病率增长

了 １６９􀆰 ８０％ ［２］。 目前常用的抗生素疗法易导致耐

药性和过敏反应［３⁃４］。 因此， 开发有效且不良反应

小的治疗方案十分重要。

绿花白千层 Ｍｅｌａｉｅｕｃａ ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒａ Ｓｏｌ． ｅｘ Ｇａｅｒｔｎ．
是桃金娘科千层木属常绿乔木， 主要生长在我国东

南部和西南部热带亚热带地区［５］。 研究显示， 其

精油具有抗炎、 抑菌和抗氧化等活性［６⁃８］。 研究表

明， 绿花白千层精油能显著抑制宫颈炎大鼠促炎因

子 （ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６） 表达， 展现出良好的治

疗潜力［９⁃１０］。 但其具体的分子作用机制尚待阐明。
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