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摘要： 目的　 观察虎杖总蒽醌对肺间质纤维化大鼠上皮间质转化过程中 ＴＧＦβ１⁃ｓｍａｄ 信号通路的影响。 方法　 大鼠随

机分为空白组、 博来霉素组、 虎杖总蒽醌组、 Ｓｍａｄ３ ｓｉＲＮＡ＋虎杖总蒽醌组、 Ｓｍａｄ３ 抑制剂＋虎杖总蒽醌组。 除空白组

外， 其余各组大鼠切开气管注入博来霉素 （ＢＬＭ， １０ ｍｇ ／ ｋｇ） 建立肺纤维化大鼠模型。 造模后次日虎杖总蒽醌组给予

虎杖总蒽醌 （４００ ｍｇ ／ ｋｇ） 灌胃， 每日 １ 次， Ｓｍａｄ３ ｓｉＲＮＡ＋虎杖总蒽醌组给予虎杖总蒽醌灌胃并于造模后次日尾静脉

注射 Ｓｍａｄ３ ｓｉＲＮＡ 质粒 （３ ｍＬ ／ ｋｇ）， Ｓｍａｄ３ 抑制剂＋虎杖总蒽醌组每天给予虎杖总蒽醌灌胃基础上于造模后次日腹腔

注射 Ｓｍａｄ３ 抑制剂 （２ ｍｇ ／ ｋｇ）。 ４ 周后大鼠处死， 取右肺， ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测肺组织匀浆中上皮细胞标志物 （Ｅ⁃ｃａｄ）、 间

皮细胞标志物 （α⁃ＳＭＡ） 及信号通路相关分子 Ｓｍａｄ３、 ＴＧＦ⁃β１、 ＣＴＧＦ 的 ｍＲＮＡ 的蛋白表达变化。 取左肺组织匀浆后

离心， 碱裂解法检测肺组织中羟脯胺酸 （ＨＹＰ）， 大鼠摘眼球取血， 酶联免疫吸附法检测血清中肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ⁃
α）、 血管内皮生长因子 （ＶＥＧＦ）、 基质金属蛋白酶 ２ （ＭＭＰ⁃２）、 间质胶原蛋白Ⅰ、 间质胶原蛋白Ⅲ的表达。 结果　
ＲＴ⁃ＰＣＲ 显示， 虎杖总蒽醌可提高模型大鼠肺组织中 Ｅ⁃ｃａｄ 水平， 降低 ＴＧＦ⁃β、 Ｓｍａｄ３、 ａ⁃ＳＭＡ、 ＣＴＧＦ 水平， 而

ＳｉＲＮＡ＋虎杖总蒽醌组及 Ｓｍａｄ３ 抑制剂＋虎杖总蒽醌组与虎杖总蒽醌组形成相反趋势。 酶联免疫吸附法显示， 虎杖总蒽

醌组肺组织 ＨＹＰ、 血清 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ、 ＭＭＰ⁃２ 水平均有所降低， ＳｉＲＮＡ＋虎杖总蒽醌组与

Ｓｍａｄ３ 抑制剂＋虎杖总蒽醌组与虎杖总蒽醌组形成相反趋势。 结论　 虎杖总蒽醌可能通过阻断 ＴＧＦβ１⁃ｓｍａｄ 信号通路来

抑制肺纤维化的发生， 并通过抑制 ＴＧＦβ１⁃ｓｍａｄ 信号通路的激活及降低肺组织 ＨＹＰ 及血清 ＴＮＦ⁃α 炎症因子达到减轻

肺纤维化的作用。
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　 　 肺间质纤维化是由多种原因引起的肺间质炎症性疾病，
病变主要累及肺间质［１］ ， 也可累及肺泡上皮细胞及肺血

管， 是许多间质性肺疾病的最终病理表现， 也是目前肺纤

维化的一个主要发病特点及病变部位。 其发病机制尚未确

定， 研究表明， 可能与环境、 粉尘接触、 吸烟、 年龄及服

用 某 些 药 物 等 有 关［２⁃３］ 。 近 年 来， 上 皮⁃间 质 转 化

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｏ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ， ＥＭＴ） 已被众多研究

者认为是成纤维细胞的重要来源［４］ ， 而与 ＥＭＴ 的发生密切

相关的 ＴＧＦ⁃β１⁃Ｓａｍｄ 信号通路已成为目前研究的重要聚

点。 研究证实 Ｓａｍｄ３ 的缺失或减少可使 ＴＧＦ⁃β１ 出现功能

性减弱， 对纤维化的发生有很好的拮抗作用［５］ 。 有研究者

发现虎杖流浸膏可有效抑制肺纤维大鼠肺组织中 ＴＧＦ⁃β１
的表达强度， 但具体作用蛋白尚未定论， 本研究前期发现

虎杖水提物对 Ａ５４９ 细胞 ＴＧＦ⁃β１⁃Ｓａｍｄ 信号通路下游部分

因子有很好的调控作用， 此次研究选取虎杖中活性成分总

蒽醌为研究对象， 利用中医药靶点丰富、 副作用少、 适用

于临床的优势分析探讨对肺间质纤维化大鼠模型中 ＴＧＦ⁃
β１⁃Ｓａｍｄ 信号的干预作用［６⁃７］ ， 并用 Ｓｍａｄ３ ｓｉＲＮＡ 阻断 ＴＧＦ⁃
β１⁃Ｓｍａｄ 信号通路及 Ｓｍａｄ３ 蛋白抑制剂进行干预， 探索

Ｔａｏｐｃ 治疗肺纤维化的作用机制， 为肺纤维化的防治提供

实验依据。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只， 购自济南朋悦实验

大鼠繁 育 有 限 公 司， 动 物 生 产 许 可 证 号 ＳＣＸＫ （ 鲁）
２０１４０００７。 博来霉素 （哈尔滨博莱制药有限公司， 批号

２０１７０４１１）； Ｓｍａｄ３ 抑制剂 （杭州联科生物技术股份有限公

司， 批号 ２０１７０５１６）； 虎杖总蒽醌 （宝鸡市辰光生物科技

有限公司， 质量分数 ４７􀆰 ８２％ ）； ＴＧＦ⁃β、 Ｓｍａｄ３、 ａ⁃ＳＭＡ、
ＣＴＧＦ、 Ｅ⁃ＣＡＤ 基因引物、 Ｓｍａｄ３ ｓｉＲＮＡ 质粒构建均由上海

生工生物工程有限公司合成； ＣＤＮＡ 试剂盒、 逆转录试剂
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盒、 ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒 （北京康为世纪生物科技有限公司）；
ＨＹＰ、 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ、 ＭＭＰ⁃２、 间质胶原蛋白Ⅰ、 间质胶

原蛋白Ⅲ试剂盒 （苏州卡尔文生物科技有限公司， 批号

Ｅ２０１７０７２１Ａ、 Ｅ２０１７０７２７Ａ、 Ｅ２０１７０６１８Ａ、 Ｅ２０１７０６０４Ａ、
Ｅ２０１７００８０３Ａ、 Ｅ２０１７０６２０Ａ）； ＣＳ⁃６４００ 全自动生化分析仪

（迪瑞医疗科技股份有限公司）。
１􀆰 ２　 分组与给药　 参考文献 ［８⁃９］ 报道的方法。 取大鼠

５０ 只， 适应性喂养 １ 周后随机分为空白组、 博来霉素组、
虎杖总蒽醌组、 Ｓｍａｄ３ ｓｉＲＮＡ 基因沉默大鼠＋虎杖总蒽醌

组、 Ｓｍａｄ３ 抑制剂＋虎杖总蒽醌组， １０％ 水合氯醛腹腔注射

麻醉， 颈 部 切 开 皮 肤 脱 毛 并 剥 离 出 气 管， 注 射 ＢＬＭ
１０ ｍｇ ／ ｋｇ， 空白组给予同等剂量生理盐水。 造模后次日，
虎杖总蒽醌组给予虎杖总蒽醌 （４００ ｍｇ ／ ｋｇ） 灌胃， Ｓｍａｄ３
ｓｉＲＮＡ＋虎杖总蒽醌组给予虎杖总蒽醌灌胃并尾静脉注射

Ｓｍａｄ３ ｓｉＲＮＡ 质粒 （３ ｍＬ ／ ｋｇ）， Ｓｍａｄ３ 抑制剂＋虎杖总蒽醌

组给予 Ｔａｏｐｃ 灌胃于腹腔注射 ＳＩＳ３ （２ ｍｇ ／ ｋｇ）， 空白组灌

胃给予同等剂量生理盐水， 连续 ４ 周。 取右肺， ＲＴ⁃ＰＣＲ 检

测肺组织匀浆中上皮细胞标志物 （Ｅ⁃ｃａｄ）、 间皮细胞标志

物 （α⁃ＳＭＡ） 及信号通路相关分子 Ｓｍａｄ３、 ＴＧＦβ１、 ＣＴＧＦ
的 ｍＲＮＡ 的蛋白表达变化。 取左肺组织匀浆后离心， 碱裂

解法检测肺组织 ＨＹＰ 水平， 摘眼球取血后离心， 酶联免疫

吸附法检测血清 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ、 ＭＭＰ⁃２、 间质胶原蛋白

Ⅰ、 间质胶原蛋白Ⅲ的水平。
１􀆰 ３　 指标检测

１􀆰 ３􀆰 １　 血清指标　 于 ９６ 孔板上设置标准孔， 加入标准液，
除标准孔外依次加入待检标本、 稀释液封板， 室温或 ３７ ℃
下孵育 １ ｈ， 弃去液体， 于洗板机上清洗 ３ 次， 加入封闭缓

冲液室温或孵育 ３０ ｍｉｎ 避光， 随后加入底物显色孵育

３０ ｍｉｎ后加入终止液， ４５０ ｎｍ 波长下检测吸光度值。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 法检测 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、
α⁃ＳＭＡ、 ＣＴＧＦ、 Ｅ⁃ｃａｄ ｍＲＮＡ 表达。 取肺组织适量， 研磨并

加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 混合均匀， 提取上层 ＲＮＡ 溶解物后测浓

　 　 　 　 　

度。 取总 ＲＮＡ ２μｇ 进行逆转录， 反应条件为 ３７ ℃反转录

１５ ｍｉｎ， ８５ ℃， ５ ｓ， 合成 ｃＤＮＡ， ＰＣＲ 引物序列见表 １。
ＰＣＲ 扩增反应条件为 ９５ ℃ 预变性 １０ ｍｉｎ， ９５ ℃， １５ ｓ，
６０ ℃退火延伸 ４５ ｓ 采集信号， 重复 ４０ 个循环。 每个组别

做 ３ 次定量检测， 采用公式 Ｑ＝ ２－ΔΔＣｔ， ＧＡＰＤＨ 为内参， 计

算 ｍＲＮＡ 相对表达量。
表 １　 引物序列

引物 序列

ＴＧＦβ１
ＣＡＡＡＧＡＣＡＴＣＡＣＡＣＡＣＡＧＴＡ
ＡＧＧＴＧＴＴＧＡＧＣＣＣＴＴＴＣＣＡＧ

Ｓｍａｄ３
ＡＡＧＧＧＣＧＡＧＣＡＧＡＡＣＧＧＧ
ＧＧＧＡＴＧＧＡＡＴＧＧＣＴＧＴＡＧＴＣ

α⁃ＳＭＡ
ＡＧＧＴＡＡＣＧＡＧＴＣＡＧＡＧＣＴＴＴＧＧＣ
ＣＴＣＴＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＴＣＣＡＧＣＡＧＴ

ＣＴＧＦ
ＧＣＣＴＡＣＣＧＡＣＴＧＧＡＡＧＡＣＡＣＡＴＴＴ
ＴＴＡＣＧＣＣＡＴＧＴＣＴＣＣＧＴＡＣＡＴＣＴＴ

Ｅ⁃ｃａｄ
ＧＣＧＧＣＧＡＡＧＡＡＧＡＣＴＡＧＡＧＡ
ＡＣＴＧＧＴＡＧＧＴＡＧＡＧＴＧＧＧＡＣＣ

ＧＡＰＤＨ
ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡ
ＴＧＴＴＡＧＴＧＧＧＧＴＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧ

１􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较根据方差是否齐性， 采用 ＬＳＤ
法或 Ｇａｍｅｓ⁃Ｈｏｗｅｌｌ 法； 等级资料组间比较采用 Ｒｉｄｉｔ 检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 大鼠肺组织 Ｅ⁃ｃａｄ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 ａ⁃ＳＭＡ、 ＣＴＧＦ
ｍＲＮＡ 水平　 与空白组比较， 博来霉素组大鼠肺组织 Ｅ⁃ｃａｄ
水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 ａ⁃ＳＭＡ、 ＣＴＧＦ 水

平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与博来霉素组比较， 虎杖总蒽醌组大

鼠肺组织 Ｅ⁃ｃａｄ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 ａ⁃
ＳＭＡ、 ＣＴＧＦ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与虎杖总蒽醌组比较，
ＳｉＲＮＡ＋虎杖总蒽醌组、 Ｓｍａｄ３ 抑制剂＋虎杖总蒽醌组大鼠

肺组织 Ｅ⁃ｃａｄ 水平降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 ａ⁃
ＳＭＡ、 ＣＴＧＦ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ２。

表 ２　 各组大鼠肺组织 Ｅ⁃ｃａｄ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 ａ⁃ＳＭＡ、 ＣＴＧＦ ｍＲＮＡ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 Ｅ⁃ｃａｄ ＴＧＦ⁃β１ Ｓｍａｄ３ ａ⁃ＳＭＡ ＣＴＧＦ

空白组 １􀆰 ０３±０􀆰 ０６ １􀆰 ２５±０􀆰 １８ ２􀆰 ２３±０􀆰 １６ ０􀆰 ８２±０􀆰 １８ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０９

博来霉素组 ０􀆰 ３２±０􀆰 ０５△ ４􀆰 ０２±０􀆰 ６３△ ４􀆰 ２６±０􀆰 ４８△ ２􀆰 ４３±０􀆰 ４９△ ３􀆰 ２３±０􀆰 ４６△

虎杖总蒽醌组 ０􀆰 ８９±０􀆰 ０９∗ １􀆰 ７１±０􀆰 １５∗ ３􀆰 １０±０􀆰 ３４∗ １􀆰 ３５±０􀆰 ２５∗ １􀆰 ５８±０􀆰 １９∗

ＳｉＲＮＡ＋虎杖总蒽醌组 ０􀆰 ３４±０􀆰 ０５＃ ３􀆰 ６８±０􀆰 ４１＃ １􀆰 ５７±０􀆰 １９＃ ２􀆰 １３±０􀆰 ４０＃ ２􀆰 ８９±０􀆰 ４８＃

Ｓｍａｄ３ 抑制剂＋虎杖总蒽醌组 ０􀆰 ３７±０􀆰 ０７＃ ３􀆰 ４９±０􀆰 ６５＃ １􀆰 ７０±０􀆰 １５＃ ２􀆰 ０１±０􀆰 ３８＃ ２􀆰 ７４±０􀆰 ４９＃

　 　 注：与博来霉素组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与空白组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５；与虎杖总蒽醌组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ２　 大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ、 ＭＭＰ⁃２ 水平　 博来霉素组

大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ、 ＭＭＰ⁃２ 水平高于空白组 （Ｐ ＜

０􀆰 ０５）； 与博来霉素组比较， 虎杖总蒽醌组大鼠血清 ＴＮＦ⁃

α、 ＶＥＧＦ、 ＭＭＰ⁃２ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与虎杖总蒽醌组

比较， ＳｉＲＮＡ＋虎杖总蒽醌组、 Ｓｍａｄ３ 抑制剂＋虎杖总蒽醌

组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ、 ＭＭＰ⁃２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

见表 ３。
２􀆰 ３　 各组大鼠肺组织 ＨＹＰ 及血清 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ

水平　 博来霉素组大鼠肺组织 ＨＹＰ 水平及血清 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、

ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ水平高于空白组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与博来霉素组比

较， 虎杖总蒽醌组大鼠肺组织 ＨＹＰ 水平及血清 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、

ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ水平降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与虎杖总蒽醌组比较，
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ＳｉＲＮＡ＋虎杖总蒽醌组、 Ｓｍａｄ３ 抑制剂＋虎杖总蒽醌组大鼠

肺组织 ＨＹＰ 水平及血清 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ４。

表 ３　 各组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ、 ＭＭＰ⁃２水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ＴＮＦ⁃α ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ＶＥＧＦ ／ （μｇ·Ｌ－１） ＭＭＰ⁃２ ／ （μｇ·Ｌ－１）

空白组 １０１􀆰 ３１±１２􀆰 ９３ １􀆰 ３５±０􀆰 １７ ２􀆰 ２４±０􀆰 ４４

博来霉素组 １８４􀆰 ５４±２５􀆰 １０△ ３􀆰 ９１±０􀆰 ４４△ １５􀆰 ９１±２􀆰 ７９△

虎杖总蒽醌组 １３５􀆰 ９１±１６􀆰 ２９∗ ２􀆰 ０９±０􀆰 ２６∗ ８􀆰 ４１±０􀆰 ９６∗

ＳｉＲＮＡ＋虎杖总蒽醌组 １７５􀆰 ８６±１６􀆰 ２９＃ ３􀆰 ５５±０􀆰 ４６＃ １４􀆰 ９４±０􀆰 ９５＃

Ｓｍａｄ３ 抑制剂＋虎杖总蒽醌组 １６５􀆰 ７９±１７􀆰 ５５＃ ３􀆰 ４７±０􀆰 ６２＃ １４􀆰 １１±１􀆰 ５３＃

　 　 注：与博来霉素组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与空白组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５；与虎杖总蒽醌组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ４　 各组大鼠肺组织 ＨＹＰ 及血清 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ＨＹＰ ／ （ｍｇ·ｇ－１） ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ ／ （μｇ·Ｌ－１） ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ ／ （μｇ·Ｌ－１）

空白组 ０􀆰 ８７±０􀆰 １７ ３􀆰 ３７±０􀆰 ５２ ２􀆰 ９８±０􀆰 ４８

博来霉素组 ２􀆰 ３２±０􀆰 ３６△ １３􀆰 ０９±２􀆰 ３１△ １４􀆰 ９９±１􀆰 ９８△

虎杖总蒽醌组 １􀆰 ５８±０􀆰 １２∗ ６􀆰 ０１±０􀆰 ９４∗ ７􀆰 ３９±０􀆰 ６９∗

ＳｉＲＮＡ＋虎杖总蒽醌组 ２􀆰 １９±０􀆰 １８＃ １２􀆰 ４６±１􀆰 ０３＃ １４􀆰 ３４±１􀆰 ８８＃

Ｓｍａｄ３ 抑制剂＋虎杖总蒽醌组 ２􀆰 ０５±０􀆰 ２３＃ １１􀆰 ８４±１􀆰 ０１＃ １２􀆰 ８９±１􀆰 ５３＃

　 　 注：与博来霉素组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与空白组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５；与虎杖总蒽醌组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３　 讨论

上皮⁃间质转化 （ＥＭＴ） 是具有极性的上皮细胞转化为

具有运动能力的间质细胞过程， 在肺间质纤维化过程中占

据重要地位， 也是肺纤维化疾病发展的最终方向［１０］ 。 研究

发现， 细胞外信号可通过作用多条信号通路途径导致肺纤

维化的产生， 进而产生肺间质纤维化， 而与 ＥＭＴ 发生相关

的信号通路主要包括 ＴＧＦ⁃β 信号通路、 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ⁃ｍＴＯＲ 信

号通路、 Ｗｎｔ 信号通路、 ＭＡＰＫ 信号通路及 ＮＦ⁃κＢ 信号通

路等， 以上通路中 ＴＧＦ⁃β 信号通路与 ＥＭＴ 的发生关系最为

密切， 可诱导多种上皮细胞 ＥＭＴ， 被认为是各器官纤维化

发生的总开关 （包括肺纤维化） ［１１］ 。 近年来， 关于 ＴＧＦ⁃β
信号通路在肺纤维化疾病中的研究多集中于 ＴＧＦβ１⁃ｓｍａｄ
信号通路的研究， 目前众多被研究药物多通过调控 ＴＧＦ⁃
β１ ／ Ｓｍａｄ 直接或间接抑制成纤维细胞的增殖， 减轻肺组织

ＥＣＭ 的生成和沉积， 达到治疗肺纤维化疾病的目的［１２］ 。
ＴＧＦβ１ 是 ＴＧＦ⁃β 家族中水平最丰富的一种调控因子， 生物

作用广泛， 具有促进胶原分泌， 促进纤维化细胞增殖， 增

加蛋白酶抑制物水平， 增加 ＥＣＭ 沉积等作用， 在肺纤维化

过程中具有重要作用［５］ 。 ＴＧＦ⁃β 通过与受体结合将信号传

导至下游 Ｓｍａｄｓ 家族， 具体传递过程为 ＴＧＦ⁃β１ 首先与

ＴＧＦ⁃βＲⅡ二聚体结合， 形成复合物， 再结合 ＴＧＦ⁃βＲⅠ二

聚体形成异四倍体， 使 ＴＧＦ⁃βＲⅠ的 ＧＳ 区被磷酸化激活，
而 ＴＧＦ⁃βＲⅠ磷酸化激活 Ｓｍａｄ２ 和 Ｓｍａｄ３， 磷酸化的 Ｓｍａｄ２
或 Ｓｍａｄ３ 结合 Ｓｍａｄ４ 形成低聚体复合物， 转移到细胞核内

参与调节目的基因的转录反应， 导致细胞内外纤维发生蛋

白的表达增加， 加速纤维化的进展。 因此， 对 ＴＧＦ⁃β１ ／
Ｓｍａｄｓ 信号通路的研究， 对于预防及治疗肺纤维化性疾病

具有重要意义。
肺纤维化的发病过程中， 在各种各种损伤因素的作用

下， 肺泡上皮细胞发生 ＥＭＴ 并使标志性蛋白 ɑ⁃ＳＭＡ 表达上

调， 上皮细胞标志物 Ｅ⁃ｃａｄ 逐渐丢失， 细胞外基质大量生

成和沉积， 导致肺间质纤维化发生［１３］ 。 此外， ＴＧＦ⁃β１ ／
Ｓｍａｄ 信号通路被激活， ＴＧＦ⁃β１ 信号下传首先接触 Ｓｍａｄ 蛋

白， 建立起细胞质及细胞核间的信号传导通路， 进而使

ＴＧＦ⁃β 下游效应因子 ＣＴＧＦ、 ＭＭＰ⁃２、 ＶＥＧＦ 表达上调加重

纤维化程度［１４］ 。 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ作为细胞外基质

（ＥＣＭ） 主要成分， 是由 Ｆｂ 及其转型后的 ＭＦｂ 合成和分

泌， ɑ⁃ＳＭＡ 是 Ｆｂ 转型为 ＭＦｂ 的标志， 肺纤维化疾病产生

时， ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄｓ 信号通路被激活， ɑ⁃ＳＭＡ 表达上调， 间

接使 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ合成增多， 增加 ＥＣＭ， 加重纤

维化程度［１５］ 。 ＨＹＰ 主要存在于胶原蛋白内， 随着胶原蛋

白生成的增多而增高， 故可作为反映胶原水平的间接指标，
常被用于评价肺纤维化［１６］ 。 ＴＮＦ⁃α 可促进肺胶原纤维的过

度增生， 并增加细胞外基质的分泌， 造成肺纤维化的病理

改变［１７］ 。
本研究采用气管注入博来霉素 （ＢＬＭ， １０ ｍｇ ／ ｋｇ） 建

立肺纤维化大鼠模型， 通过 Ｓｍａｄ３ 基因沉默及运用 Ｓｍａｄ
蛋白抑制剂进行干预， 观察虎杖总蒽醌对肺间质纤维化大

鼠上皮间质转化过程中 ＴＧＦβ１⁃ｓｍａｄ 信号通路的影响［１８］ 。
研究发现， 虎杖总蒽醌可升高大鼠肺组织中 Ｅ⁃ｃａｄ 水平，
降低 ＴＧＦ⁃β、 Ｓｍａｄ３、 ɑ⁃ＳＭＡ、 ＣＴＧＦ 水平， 而 ＳｉＲＮＡ＋虎杖

总蒽醌组及 Ｓｍａｄ３ 抑制剂＋虎杖总蒽醌组大鼠肺组织中 Ｅ⁃
ｃａｄ 水平降低， ＴＧＦ⁃β、 Ｓｍａｄ３、 ɑ⁃ＳＭＡ、 ＣＴＧＦ 水平升高，
与虎杖总蒽醌组形成相反趋势； 肺组织及血清指标检测可
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知， 虎杖总蒽醌组肺组织 ＨＹＰ、 血清 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅲ、 ＴＮＦ⁃ɑ、 ＶＥＧＦ、 ＭＭＰ⁃２ 水平均有所降低， ＳｉＲＮＡ＋虎杖

总蒽醌组与 Ｓｍａｄ３ 抑制剂＋虎杖总蒽醌组大鼠肺组织 ＨＹＰ、
血清 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、 血清 ＴＮＦ⁃ɑ、 ＶＥＧＦ、 ＭＭＰ⁃２
水平呈现升高趋势， 与虎杖总蒽醌组形成相反趋势。

此次研究可知， 虎杖总蒽醌可能通过阻断 Ｓｍａｄ３⁃ＴＧＦ⁃
β１ 信号传导通路， 减少 ＴＧＦ⁃β 的表达， 阻断该信号通路减

少 ＴＧＦ⁃β 下游效应因子表达， 并降低肺组织 ＨＹＰ 及血清

ＴＮＦ⁃ɑ 炎症因子作用， 进一步抑制上皮细胞向成纤维细胞

转化， 从而延缓肺纤维化的进展。 此外， 本研究选取中药

虎杖为研究对象， 利用中医药靶点丰富、 副作用少、 适用

于临床的显著优势， 为临床攻克肺间质纤维化疾病提供了

一定的实验支撑及用药指导。 但本研究仅选取 ＴＧＦβ１⁃ｓｍａｄ
信号通路进行研究， 与肺间质纤维化相关的其他通路如

ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ⁃ｍＴＯＲ 信号通路、 Ｗｎｔ 信号通路、 ＭＡＰＫ 信号通

路及 ＮＦ⁃κＢ 信号通路等方面并未进行相关研究， 此外， 本

次研究数据方面稍显不足， 后续将进一步扩大研究范围，
对中药虎杖在肺间质纤维化方面进行更加深入研究， 为临

床攻克肺间质纤维化疾病提供一定实验支撑及用药指导。
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