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摘要:目的 在二氧化硅粉尘悬液致大鼠纤维化模型上观察人参平肺方的作用并探讨其可能机制。方法 SD大鼠麻醉后在

气管内注入二氧化硅粉尘悬液以建立肺纤维化模型,然后随机分为模型组、泼尼松组(5.0mg/kg)、人参平肺方3.0、6.0、12.0

g/kg剂量组,同时另设空白对照组。连续给药48d后取大鼠肺组织测定肺系数,HE及 Masson染色观察肺泡炎症及纤维化

程度,测试盒检测肺组织中羟脯氨酸(HYP)含量,ELISA法检测肺泡灌洗液TGF􀆼β1、NF􀆼κB、PDGF、TNF􀆼α及IFN􀆼γ水平,免

疫组织化学染色检测肺组织TGF􀆼β1、Samd2/3及ERK1/2蛋白的表达。结果 人参平肺方能够显著降低肺纤维化大鼠的肺

系数(P<0.05),降低肺泡炎症及纤维化程度,降低肺泡灌洗液TGF􀆼β1、NF􀆼κB、PDGF及TNF􀆼α水平(P<0.05),升高肺泡灌

洗液IFN􀆼γ水平(P<0.05),降低肺组织TGF􀆼β1、Samd2/3及ERK1/2的蛋白表达(P<0.05)。结论 人参平肺方对肺纤维

化大鼠有治疗作用,其机制可能与TGF􀆼β/Smad/ERK信号通路有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToresearchtheeffectofRenshenPingfeiprescriptioninthepulmonaryfibrosismodelinducedby
Silicainratanddiscussthepossiblemechanism METHODS SDratswereanesthetizedandinjectedwithsilicadustsuspension
intotracheatoestablishpulmonaryfibrosismodel thenrandomlydividedintomodelgroup prednisonegroup RenshenPingfei
prescription3 0 6 0 12 0g kgdosegroup andestablishnormalgroup Everydayontime theintragastricadministration
wereproceededfor48daysandlungtissueofratswereweighedtocalculatepulmonarycoefficient Evaluatingtheinflammation
andfibrosisofpulmonaryalveolithroughHEandMassonHEstaining Thecontentofhydroxyproline HYP inlungtissue
wasdetectedbyassaykit ThelevelofTGF􀆼β1 NF􀆼κB PDGF TNF􀆼αandIFN􀆼γinalveolarlavagefluidweredetectedusing
ELISA􀆼kitandtheproteinexpressionlevelofTGF􀆼β1 Samd2 3andERK1 2inlungweredetectedthroughimmunohisto-
chemicalstaining RESULTS Thekidneycoefficient theinflammationandfibrosisofpulmonaryalveoli thelevelofTGF􀆼β1 
NF􀆼κB PDGF andTNF􀆼αinalveolarlavagefluidtheproteinexpressionlevelofTGF􀆼β1 Samd2 3andERK1 2inlungwere
significantlydecreased P<0 05 inthepulmonaryfibrosismodelofratafteradministrationwithRenshenPingfeiprescription 
otherwisethelevelofIFN􀆼γinalveolarlavagefluidweresignificantlyincreased P<0 05  CONCLUSION RenshenPingfei
prescriptionhasprotectiveeffectinpulmonaryfibrosisanditsmechanismmayrelatetoTGF􀆼β Smad ERKsignal 
KEYWORDS pulmonaryfibrosis RenshenPingfeiprescription Silica TGF􀆼β1

  肺纤维化是最常见的肺间质疾病,病因各异,常
由吸烟,矿物粉尘、有害气体的吸入,职业、药物、物
理和化学因素等引起,是呼吸系统最严重疾病之一,

主要累及肺间质,也可累及肺泡上皮细胞和肺部血

管,是以成纤维细胞增殖和大量细胞外基质聚集,并
伴有炎症和损伤所致的组织结构破坏重塑为主要特
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征的病变,其确切的发病机制尚不清楚[1􀆼2]。近年

来,某些中药所表现出来的抗肺纤维化效应逐渐为

人们所认识并得到人们重视,充分发挥中药特色,开
发或者发现可行的中药治疗方法,是我国有可能在

肺纤维化治疗方面取得突破性成果的优势领域[3]。
人参平肺方是项目组依据古方结合临床经验加味而

成,由人参、丹参、桑白皮、地骨皮、橘红、知母、天冬、
甘草等组成,用治于气阴不足、痰瘀交阻之肺纤维

化。本文通过二氧化硅制备大鼠肺纤维化模型,研
究人参平肺方对肺纤维化的治疗作用并讨探其可能

的机制,也期待为肺纤维化的治疗提供一个新的可

能。

1 材料

1.1 动物

清洁级雄性SD大鼠,体质量180~220g,由浙

江省实验动物中心提供,实验动物生产许可证号:

SCXK(浙)2014􀆼0001,饲养于南京中医药大学实验

动物中心。

1.2 药物与试剂

人参平肺方(人参、丹参、桑白皮、地骨皮、橘红、
知母、天冬、甘草等,由江苏省中药资源产业化过程

协同创新中心提供,生药量为2.25g/mL);二氧化

硅粉尘悬液(称取质量为5g的二氧化硅粉尘,充分

研磨,加0.9%的生理盐水溶解到100mL,配出浓度

为50mg/mL的二氧化硅粉尘悬液);醋酸泼尼松片

(浙江仙琚制药股份有限公司,批号:150160);羟脯

氨酸 试 剂 盒(南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所,批 号:

20160616);TGF􀆼β1试剂盒(南京凯基生物科技有

限公司,批号:E20160601A);NF􀆼κB试剂盒(南京凯

基生物科技有限公司,批号:E20160601A);PDGF
试 剂 盒 (南 京 凯 基 生 物 科 技 有 限 公 司,批 号:

E20160601A);TNF􀆼α试剂盒(南京凯基生物科技

有限公司,批号:E20160601A);IFN􀆼γ试剂盒(南京

凯基生物科技有限公司,批号:E20160601A);TGF􀆼

β1抗体(Bioworld公司,批号:aa56133),Smad2/3
抗体(Bioworld公司,批号:cj78562),ERK1/2抗体

(Bioworld公司,批号:cj78582),辣根过氧化物酶标

记的第二抗体(武汉三鹰生物技术有限公司,批号:

ab66151),辣根过氧化物酶显色试剂盒(碧云天生物

技术有限公司,批号:033016160503);其他试剂为分

析纯,购自国药集团化学试剂有限公司。

1.3 仪器

BSA124S分析天平(塞多利斯科仪器有限公

司);DMI3000B倒置光学显微镜(德国莱卡公司);

MicroCL17R高速低温离心机(赛默飞世尔科技公

司);ELx800酶标仪(美国伯腾仪器有限公司);

Master􀆼D UVF超纯水机(上海和泰仪器有限公

司);YD􀆼1508A石蜡切片机(金华市益迪医疗设备

厂);HW􀆼5L水浴锅(郑州博科仪器设备有限公

司)。

2 方法

2.1 大鼠肺纤维化模型的建立

大鼠适应性饲养3d后,用10%水合氯醛3
mL/kg腹腔注射麻醉,固定于实验台上,用75%乙

醇棉球进行消毒。在大鼠喉头与胸骨之间沿颈腹中

线切约1cm长的切口,剪开上层肌肉,暴露气管,然
后用2.5mL的无菌注射器将50mg/mL二氧化硅

混悬液1mL缓慢注入气管,注药完毕将动物直立、
旋转数分钟,尽量使药物在肺内分布均匀,空白对照

组按上述步骤,每100g一次性气管内注射生理盐

水0.4mL。然后将大鼠切口处肌肉复位、缝合后放

入笼内,待麻醉清醒。

2.2 分组与给药

适应性饲养2d后,将60只造模大鼠随机分为

模型组、泼尼松组、人参平肺方低、中、高剂量组,每
组12只。同时另设12只正常大鼠作为空白对照,
并进行假手术处理。各组均于造模后第2天灌胃给

药,空白对照组、模型组给予等容积生理盐水,醋酸

泼尼松5.0mg/kg,人参平肺方低剂量3.0g/kg,人
参平肺方中剂量组6.0g/kg,人参平肺方高剂量12.
0g/kg,每日1次,连续给药48d。

2.3 标本采集

末次灌胃给药2h后,用10%水合氯醛溶液3
mL/kg腹腔注射麻醉,仰卧位固定,打开胸腔,结扎

右肺。行气管插管后对左肺支气管肺泡灌洗,其方

法为:取4℃PBS溶液3mL通过气管导管缓慢注

入肺内,回抽灌洗液,如此反复3次,收集、合并灌洗

液。将灌洗液3000r/min离心10min,取上清液用

于测定TGF􀆼β1、NF􀆼κB、PDGF、TNF􀆼α、IFN􀆼γ的含

量。右肺取出称质量,计算右肺系数。肺系数=肺

湿质量(mg)/体质量(g)×100%。

2.4 病理学分析

取右肺组织,经福尔马林固定、脱水、切片、脱蜡

等措施后,采用 HE染色和 Masson染色分析肺组

织炎症、肺纤维化等病理改变,免疫组化染色分析

TGF􀆼β1、Samd2/3、ERK1/2等蛋白的表达。
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2.5 统计学分析

免疫组织化学图片数据应用Imageproplus软

件进行平均光密度的计算,计量数据以􀭺x±s表示,
数据结果采用GraphPadPrism5.0软件进行方差

分析和作图。多组间的比较采用单因素方差分析,
组间比较采用t检验,P<0.05为有统计学意义。

3 结果

3.1 对肺纤维化大鼠右肺脏器系数的影响

与空白对照组相比,模型组大鼠右肺脏器系数

显著升高(P<0.01),而在给予人参平肺方3个剂

量组后均可明显降低其脏器系数,与模型组相比差

异显著(P<0.01)。见图1。

注:A.空白对照组;B.模型组;C.泼尼松组;D.人参平肺方低剂量组;

E.人参平肺方中剂量组;F.人参平肺方高剂量组;

与空白对照组比较,##P<0.01;与模型组比较,**P<0.01。

图1 人参平肺方对肺纤维化大鼠右肺脏器系数的影响

3.2 对肺纤维化大鼠肺脏炎症及纤维化的影响

二氧化硅粉尘悬液复制的大鼠肺纤维化模型肺

组织病变主要表现为肺泡壁和肺内支气管、血管分

支周围间质有成纤维细胞增生并形成胶原纤维。

HE染色可见肺泡壁充血、炎细胞浸润及肺气肿,

Masson染色时胶原纤维呈蓝色。在给予人参平肺

方后,肺泡壁充血、炎细胞浸润及肺气肿、肺组织纤

维化程度均较模型组减轻,其中人参平肺方中、高剂

量效果较好,与模型组相比具有显著性差异(P<
0.05~0.01)。见表1,图2~3。

3.3 对肺纤维化大鼠肺组织中羟脯氨酸含量的影

响

与空白对照组相比,模型组大鼠肺组织中 HYP
含量显著升高(P<0.01)。在给予人参平肺方后可

明显降低肺组织中HYP的含量(P<0.01),其中人

参平肺方中、高剂量组作用更加明显。见表2。

3.4 对肺纤维化大鼠肺泡灌洗液中的TGF􀆼β1、NF
􀆼κB、PDGF、TNF􀆼α及IFN􀆼γ水平的影响

与空白对照组相比,模型组大鼠肺泡灌洗液中

的TGF􀆼β1、NF􀆼κB、PDGF及 TNF􀆼α水平显著升

高,IFN􀆼γ水平显著降低(P<0.01)。在给予人参平

肺方后可明显降低TGF􀆼β1、NF􀆼κB、PDGF及TNF􀆼
α水平(P<0.05~0.01),升高IFN􀆼γ水平(P<
0.01),其中人参平肺方中、高剂量组作用更加明显。
见表3。

表1 大鼠肺纤维化模型 HE染色及 Masson染色评分结果(􀭺x±s,n=8)

组别 剂量/(g·kg-1) HE病变评分结果 Masson胶原评分结果

空白组 - 2.13±0.35 0
模型组 - 5.94±1.12## 1.63±0.52##

泼尼松组 0.005 4.25±1.75* 1.38±0.52
人参平肺方低剂量组 3 4.25±1.10** 1.19±0.53
人参平肺方中剂量组 6 3.63±1.03** 1.13±0.38*

人参平肺方高剂量组 12 3.50±0.85** 1.50±0.65

            注:与空白组比较,##P<0.01;与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

A.空白对照组;B.模型组;C.泼尼松组;D.人参平肺方低剂量组;

E.人参平肺方中剂量组;F.人参平肺方高剂量组

图2 对肺纤维化大鼠肺脏 HE染色结果(×200)

A.空白对照组;B.模型组;C.泼尼松组;D.人参平肺方低剂量组;

E.人参平肺方中剂量组;F.人参平肺方高剂量组

图3 对肺纤维化大鼠肺脏 Masson染色的影响(×200)
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表2 各组对肺纤维化大鼠肺组织中羟脯氨酸含量

的影响(􀭺x±s,n=8)

组别
剂量/

(g·kg-1)
HYP/

(μg·mg-1)
空白组 - 648.18±36.28
模型组 - 1195.18±54.68##

泼尼松组 0.005 922.53±74.12**

人参平肺方低剂量组 3 1060.38±64.57**

人参平肺方中剂量组 6 827.44±49.74**

人参平肺方高剂量组 12 794.63±44.54**

注:与空白组比较,##P<0.01;与模型组比较,**P<0.01。

3.5 对肺纤维化大鼠肺脏组织中TGF􀆼β1、Samd2/3

及ERK1/2蛋白表达水平的影响

免疫组织化学染色显示:与空白对照组相比,模
型组大鼠肺脏中的TGF􀆼β1、Samd2/3及ERK1/2蛋

白表达水平显著升高(P<0.01)。给药治疗后,阳性

药组与模型组相比,TGF􀆼β1、Samd2/3及ERK1/2
表达水平显著降低(P<0.01);人参平肺方低剂量组

与模型组相比,TGF􀆼β1、NF􀆼κB、ERK1/2表达水平

显著降低(P<0.05),TGF􀆼β1及Samd2/3表达水平

明显变化;人参平肺方中、高剂量组与模型组相比,

TGF􀆼β1、Samd2/3及ERK1/2表达水平显著降低

(P<0.01)。见图4,表4。
表3 各组对肺纤维化大鼠肺泡灌洗液中的TGF􀆼β1、NF􀆼κB、PDGF、TNF􀆼α及IFN􀆼γ水平的影响(􀭺x±s,n=8)

组别
剂量/

(g·kg-1)
TGF􀆼β1/

(ng·mL-1)
NF􀆼κB/

(pg·mL-1)
PDGF/

(pg·mL-1)
TNF􀆼α/

(pg·mL-1)
IFN􀆼γ/

(pg·mL-1)
空白组 39.99±2.27 527.58±26.66 12.94±0.53 179.56±9.86 74.84±6.90
模型组 54.47±2.38## 752.93±40.79## 16.03±0.56## 231.14±8.37## 49.54±3.36##

泼尼松组 0.005 51.22±2.06* 625.50±38.79** 14.62±0.61** 209.17±6.89** 56.88±2.92**

人参平肺方低剂量组 3 51.91±2.27* 697.26±38.31* 15.38±0.63* 220.12±10.46* 54.79±3.94*

人参平肺方中剂量组 6 47.67±1.82** 570.60±39.14** 14.47±0.66** 208.33±7.71** 59.72±3.73**

人参平肺方高剂量组 12 44.34±1.66** 553.59±29.61** 13.81±0.41** 206.18±6.01** 65.66±2.46**

 注:与空白组比较,#P<0.05,##P<0.01;与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

表4 各组对肺纤维化大鼠肺脏组织TGF􀆼β1、Samd2/3及ERK1/2表达的影响(􀭺x±s,n=3)

组别 剂量/(g·kg-1) TGF􀆼β1 Smad2/3 ERK1/2
空白组 0.234±0.007 0.246±0.007 0.239±0.015
模型组 0.336±0.013## 0.324±0.007## 0.325±0.007##

泼尼松组 0.005 0.283±0.006** 0.282±0.005** 0.284±0.004**

人参平肺方低剂量组 3 0.313±0.007 0.310±0.009 0.309±0.007*

人参平肺方中剂量组 6 0.295±0.004** 0.298±0.003** 0.295±0.005**

人参平肺方高剂量组 12 0.271±0.018** 0.266±0.005** 0.264±0.016**

       注:与空白对照组比较,##P<0.01;与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

A.空白对照组;B.模型组;C.泼尼松组;D.人参平肺方低剂量组;E.人参平肺方中剂量组;F.人参平肺方高剂量组

图4 各组对肺纤维化大鼠肺脏组织TGF􀆼β1、Samd2/3及ERK1/2表达的影响(×100)

4 讨论

肺纤维化是以弥漫性肺泡炎症和肺泡结构紊

乱,最终形成肺间质纤维化为特征性病理改变的慢

性进展性疾病[2],针对肺纤维化的治疗以往以糖皮

质激素和免疫抑制剂或细胞毒类药物以及抗纤维化

制剂为主,但疗效均不佳,且长期使用激素和免疫抑

制剂可出现感染、耐药等副作用,限制了其临床应

用[4],近年来,中药以及从中药和天然植物中提取的

毒副作用低的有效成分已成为纤维化疾病治疗的新

途径[3,5]。在本实验中,二氧化硅所致的肺纤维化

大鼠在用人参平肺方干预后,右肺系数、羟脯氨酸含

量、肺泡炎症及肺纤维化程度较模型组明显减轻,表
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现出人参平肺方能减轻肺泡炎症及改善肺纤维化,
具有抗肺纤维化的作用。

HYP为胶原纤维中独有的一类氨基酸,测定其

在组织中的含量可以换算出胶原蛋白的含量,HYP
在胶原蛋白中占13.4%,在弹性蛋白中占极少量,其
他蛋白中不存在,因此 HYP的含量能反映胶原代

谢的情况,测定组织中 HYP含量,一方面可以判断

纤维化程度,同时也可以筛选预防与治疗的药物[6]

在肺纤维化的发病机制中,炎症介质和多种细

胞因子构成的信号网络在局部肺损伤、炎症反应和

随后的组织纤维增生修复过程中发挥重要的作

用[7]。TNF􀆼α是一种炎症细胞因子,在肺损伤时高

度表达,与多种炎症介质和炎症细胞相互作用[8],激
活转录因子 NF􀆼κB,介导白细胞趋化与聚集,发挥

促炎症效应[9],激活其它促纤维化细胞因子如TGF
􀆼β等的活性,TGF􀆼β的激活,又会通过 TGF􀆼β/

Smad信号加重纤维化的进程[10],促进PDGF的产

生和释放,PDGF的升高也加重了肺纤维化[11]。

IFN􀆼γ作为二型干扰素,具有抗病毒、抗增殖和免疫

调节的作用,它也是有效的抗纤维化因子。IFN􀆼γ
通过促进Th1型细胞因子应答,抑制Th2型细胞因

子反 应,而 阻 抑 成 纤 维 细 胞 的 增 生 和 胶 原 的 沉

积[12]。因此本研究中我们检测了肺泡灌洗液中

TGF􀆼β1、NF􀆼κB、PDGF、TNF􀆼α及IFN􀆼γ的水平,
应用免疫组织化学染色法检测了肺组织中 TGF􀆼

β1、Samd2/3及ERK1/2的表达水平。研究显示:
人参平肺方能够显著降低肺泡灌洗液TGF􀆼β1、NF􀆼
κB、PDGF及TNF􀆼α水平,升高肺泡灌洗液IFN􀆼γ
水平,降低肺组织TGF􀆼β1、Samd2/3及ERK1/2的

表达。综上所述,通过本研究发现,人参平肺方可减

轻或改善肺纤维化,其机制可能与 TGF􀆼β/Smad/

ERK信号通路有关。
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