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摘要： 目的　 基于自噬与上皮间质转化 （ＥＭＴ） 角度探究补肺活血胶囊对肺纤维化 （ＰＦ） 小鼠的作用。 方法　 １０５ 只

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为正常组， 模型组， 雷帕霉素组 （２ ｍｇ ／ ｋｇ， 腹腔注射）， 低、 中、 高剂量补肺活血组 （０􀆰 ３２、
０􀆰 ６３、 １􀆰 ６２ ｇ ／ ｋｇ 补肺活血胶囊， 灌胃） 和补肺活血＋３⁃ＭＡ 组 （１􀆰 ６２ ｇ ／ ｋｇ 补肺活血胶囊， 灌胃； ３０ ｍｇ ／ ｋｇ ３⁃ＭＡ， 腹

腔注射）。 通过对小鼠气管内单次注射 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 博来霉素 （ＢＬＭ） 来诱导 ＰＦ， 造模成功后 １ ｄ 开始给药， 持续 ２１ ｄ。
统计小鼠存活率与体质量， 采集肺泡灌洗液 （ＢＡＬＦ） 并测定总细胞与总蛋白， 测定肺组织湿干重比与羟脯氨酸水平，
苏木精和伊红 （ＨＥ） 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色观察肺组织病理学变化， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肺组织 ＥＭＴ 相关因子 （Ｅ⁃
ｃａｄ、 Ｖｉｍ、 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１） ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肺组织 ＥＭＴ 相关蛋白以及自噬相关蛋白 （ ｐ⁃ｍＴＯＲ、
ｍＴＯＲ、 Ｐ６２、 ＬＣ３⁃Ⅱ、 ＬＣ３⁃Ⅰ、 Ｂｅｃｌｉｎ１） 表达。 结果　 与模型组比较， 雷帕霉素与补肺活血胶囊干预后 ＰＦ 小鼠生存

率提高， 体质量增加， 肺组织湿干重比、 ＢＡＬＦ 总细胞和总蛋白、 羟脯氨酸水平均降低， 肺组织病理形态改善， 肺组

织上皮细胞标志物 Ｅ⁃ｃａｄ ｍＲＮＡ 及蛋白表达升高， 间质细胞标志物 Ｖｉｍ、 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低， ｐ⁃
ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ、 Ｐ６２ 蛋白表达降低， ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ、 Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达升高； ３⁃ＭＡ 干预后 ＰＦ 小鼠各指标与模型组无明

显差异。 结论　 补肺活血胶囊可通过促进上皮细胞自噬并抑制 ＥＭＴ 来缓解 ＢＬＭ 诱导的 ＰＦ 小鼠肺损伤。
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　 　 肺纤维化 （ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ， ＰＦ） 是许多间质性肺部

疾病的终末期改变， 确诊后平均预期寿命仅为 ３ 年［１］ 。 从

已有的研究来看， 目前 ＰＦ 暂无较好的药物治疗手段［２］ 。
ＰＦ 发病率的日益上升加重了医疗负担， 故研发安全可靠的

药物对于改善 ＰＦ 患者预后具有重要的临床价值。
中医药对 ＰＦ 具有很好的治疗作用［３⁃６］ ， 如淫羊藿苷可

通过降低博来霉素 （ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ， ＢＬＭ） 诱导的大鼠模型中

大麻素受体 Ｉ 型和Ⅱ型的表达来减轻肺损伤［５］ ， 还可抑制

Ｈｉｐｐｏ 通路表达以预防 ＰＦ［６］ ； 补阳还五汤可启动 Ｋｅａｐ１ ／
Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 介导的抗氧化效应， 延缓 ＰＦ 大鼠病理进程［４］ ；
益气养阴活血方可能通过调控 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３ 表达， 调节

ＭＭＰ⁃９ ／ ＴＩＭＰ⁃１ 平衡， 降解细胞外基质， 延缓 ＰＦ 发展［３］ 。
补肺活血胶囊由黄芪、 赤芍、 补骨脂组成， 具有益气

活血、 补肺固肾功效， 常用于临床治疗 ＰＦ 等疾病［７］ 。 研

究表明， 补肺活血胶囊可以减少肺组织炎性浸润， 改善肺

部炎性损伤及纤维化样变程度［８］ ， 一定程度上延缓肺功能

下降， 改善临床症状［９］ ， 然而其具体的作用机制尚不明

确。 本研究拟通过 ＢＬＭ 诱导建立小鼠 ＰＦ 模型， 并给予补

肺活血胶囊进行干预， 以确认它对 ＰＦ 小鼠的改善作用。
然后， 基于自噬途径研究补肺活血胶囊对 ＰＦ 小鼠上皮间

质转化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ， ＥＭＴ） 的影响，
以期为其临床治疗 ＰＦ 提供科学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级健康雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠， １０５ 只， 体质

量 ２０～２２ ｇ， 购自北京华阜康生物科技股份有限公司 ［实
验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１９⁃０００８］， 饲养于青岛

大学附属青岛市海慈医院动物实验中心 ［实验动物使用许

可证号 ＳＹＸＫ （鲁） ２０２０⁃０００９］， 室温 （２１±２）℃， 相对湿

度 ５０％ ～６０％ ， 明暗 １２ ｈ ／ １２ ｈ， 自由进食饮水， 每笼 ５ 只。
动物实验得到动物保护和使用机构的批准， 并严格按照规

定进行操作 （伦理号 ２０２３ＨＣ０９ＬＳ００１）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 雷帕霉素、 ３⁃ＭＡ （货号 ＨＹ⁃１０２１９、
ＨＹ⁃１９３１２， 美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司）； 博来霉素 （货号

Ｍ２１００， 美 国 ＡｂＭｏｌｅ 公 司 ）； 补 肺 活 血 胶 囊 （ 货 号

Ｚ２００３００６３， 广东雷允上药业有限公司）。 ＢＣＡ 法微量蛋白

检测试剂盒、 牛血清白蛋白、 Ｍａｓｓｏｎ 染液、 苏木素⁃伊红
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（ＨＥ） 染液、 羟脯氨酸检测试剂盒 （碱水解法）、 羊抗鼠

ＩｇＧ⁃ＨＲＰ、 羊抗兔 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ （货号 Ｗ０４１⁃１⁃１、 Ｗ０７１⁃１⁃１、
Ｄ０２６⁃１⁃３、 Ｄ００６⁃１⁃４、 Ａ０３０⁃２⁃１、 ＫＳ００１、 ＫＳ００２， 南京建成

生物工程研究所）； β⁃肌动蛋白 （ β⁃ａｃｔｉｎ）、 Ｅ⁃钙黏蛋白

（Ｅ⁃ｃａｄ）、 波 形 蛋 白 （ Ｖｉｍ）、 α⁃平 滑 肌 肌 动 蛋 白 （ α⁃
ＳＭＡ）、 转化生长因子 β （ＴＧＦ⁃β）、 磷酸化雷帕霉素靶蛋

白 （ｐ⁃ｍＴＯＲ）、 雷帕霉素靶蛋白 （ｍＴＯＲ）、 泛素结合蛋白

（Ｐ６２）、 自噬微管相关蛋白轻链 ３ （ＬＣ３）、 自噬效应蛋白

（Ｂｅｃｌｉｎ１） 抗体 （货号 ３７００、 １４４７２、 ３９３２、 ６９３１９、 ３７１１、
２９７１、 ４５１７、 ３９７４９、 ４１０８、 ３４９５， 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）； 总 ＲＮＡ 提取试剂盒、 ｃＤＮＡ 反转录试剂

盒、 ＳＹＢＲ 扩增试剂盒 ［货号 ＤＰ４１９、 ＫＲ１１６⁃０２、 Ｐ２０５⁃０２，
天根生化科技 （北京） 有限公司］。
１􀆰 ３　 仪器　 ＳｕＰｅｒＭａｘ ３２００ 型多功能酶标仪 （上海闪谱生

物科技有限公司）； ＫＨ３０ＲＦ 型高速冷冻离心机 （湖南凯达

科学仪器有限公司）； ＰｏｗｅｒＰＡＣ Ｂａｓｉｃ 电泳仪、 ＣｈｅｍｉＤｏｃ
ＸＲＳ 凝胶成像自动分析仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＭＤＦ⁃Ｃ８Ｖ
（Ｎ） 型－８０ ℃冷冻冰箱 （日本 ＳＡＮＹＯ 公司）； ＬＥＰＧＥＮ⁃９６
荧光定量 ＰＣＲ 仪 ［乐普 （北京） 医疗器械股份有限公司］。
２　 方法

２􀆰 １　 造模、 分组与给药　 １０５ 只小鼠随机分为正常组， 模

型组， 雷帕霉素组， 低、 中、 高剂量补肺活血组和补肺活

血＋３⁃ＭＡ 组。 通过对小鼠气管内单次注射 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ
来诱导 ＰＦ 模型， 正常组单次气管注射 ＰＢＳ。 在气管注射后

第 １ 天开始， 雷帕霉素组每天腹腔注射 ２ ｍｇ ／ ｋｇ 雷帕霉素，
低、 中、 高剂量补肺活血组每天分别灌胃 ０􀆰 ３２、 ０􀆰 ６３、
１􀆰 ２６ ｇ ／ ｋｇ （临床等效剂量 ０􀆰 ５、 １、 ２ 倍） 补肺活血胶囊，
补肺活血＋３⁃ＭＡ 组每天灌胃 １􀆰 ２６ ｇ ／ ｋｇ 补肺活血并腹腔注

射 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ ３⁃ＭＡ， 正常组和模型组每天灌胃生理盐水， 持

续 ２１ ｄ。 给药过程中， 每天统计各组小鼠存活的数量， 在

接受气管注射后第 ２２ 天处死， 称定质量， 收集样本。
２􀆰 ２　 肺组织标本采集　 小鼠处死后切开胸腔， 并充分暴露

颈部气管， 结扎右肺， ４ ℃ ＰＢＳ 对左肺进行 ３ 次灌洗， 每

次 ０􀆰 ５ ｍＬ， 回收液即为肺泡灌洗液 （ＢＡＬＦ）， 摘下灌洗后

的左肺于－８０ ℃冰箱中保存。 将 ＢＡＬＦ 在４ ℃下 １５０×ｇ 离心

５ ｍｉｎ， 收集上清液， 于－８０ ℃冰箱中保存， 采用总蛋白测

定试剂盒分析总蛋白浓度。 再将 ＢＡＬＦ 中的细胞颗粒重新

悬浮在 ＰＢＳ 中， 进行细胞计数。
２􀆰 ３　 肺组织病理学染色　 收集 ＢＡＬＦ 后， 摘取结扎的右肺

放入 ４％ 多聚甲醛中固定， 取下叶称量湿重， 然后置于

６０ ℃烘箱中烘 ７２ ｈ， 称量干重， 计算肺组织湿干重比； 剩

余右肺嵌入石蜡包埋后制成 ３ μｍ 切片， 进行常规 ＨＥ 染色

和 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色， 于光学显微镜下观察， 并评估肺部炎

症和胶原沉积水平。 采用 Ｓｚａｐｉｅｌ 法量化 ＨＥ 染色［１０］ ， 改良

的 Ａｓｈｃｒｏｆｔ 法量化 Ｍａｓｓｏｎ 染色［１１］ 。
２􀆰 ４　 肺组织羟脯氨酸水平检测　 取 ３０ ｍｇ 肺组织， 使用生

化试剂盒进行检测。 羟脯氨酸氧化后与二甲氨基苯甲醛反

应显紫红色， 用酶标仪在 ５５０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 并计

算肺部胶原蛋白主成分羟脯氨酸水平。
２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肺组织 ＥＭＴ 相关因子的 ｍＲＮＡ 表

达　 使用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取肺组织总 ＲＮＡ， 再使用反转

录试剂盒获得 ｃＤＮＡ， 随后进行 ｑＰＣＲ 反应， 引物序列见表

１。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 通过 ２－ΔΔＣＴ 法计算 Ｅ⁃ｃａｄ、 Ｖｉｍ、 α⁃
ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ 表达。

表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
Ｅ⁃ｃａｄ 正向 ＡＡＣＣＣＡＡＧＣＡＣＧＴＡＴＣＡＧＧＧ

反向 ＧＡＧＴＧＴＴＧＧＧＧＧＣＡＴＣＡＴＣＡ
Ｖｉｍ 正向 ＴＧＣＴＴＣＡＡＧＡＣＴＣＧＧＴＧＧＡＣ

反向 ＡＡＧＣＧＣＡＣＣＴＴＧＴＣＧＡＴＧＴＡ
α⁃ＳＭＡ 正向 ＧＴＡＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＣＣＣＡＧＧＣ

反向 ＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＡＧＡＣＡＧＣＧＡＡ
ＴＧＦ⁃β１ 正向 ＡＣＴＧＧＡＧＴＴＧＴＡＣＧＧＣＡＧＴＧ

反向 ＧＧＧＧＣＴＧＡＴＣＣＣＧＴＴＧＡＴＴＴ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＣＣＣＣＴＧＡＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣＣＡ

反向 ＡＴＧＧＣＴＡＣＧＴＡＣＡＴＧＧＣＴＧＧ

２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肺组织 ＥＭＴ 以及 ＮＬＲＰ３ 信号通路

相关蛋白表达　 取适量肺组织， 加入含 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭＳＦ 的

冰冷的 ＲＩＰＡ 缓冲液， 超声均质提取总蛋白， 使用 ＢＣＡ 蛋

白检测试剂盒测定上清液中蛋白浓度。 蛋白质通过 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离后电转到 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂奶粉封闭

１ ｈ， 加 入 Ｅ⁃ｃａｄ、 Ｖｉｍ、 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、
ｍＴＯＲ、 Ｐ６２、 ＬＣ３、 Ｂｅｃｌｉｎ１ 抗体， 在 ４ ℃ 下孵育过夜，
ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次， 加入 ＨＲＰ 标记的二抗， 在室温下培养１ ｈ，
再次洗膜后经 ＥＣＬ 化学发光显影， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对条

带进行量化分析。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 Ｅｘｃｅｌ ２０１９、 ＳＰＳＳ Ｐｒｏ 软件进行处

理， 数据以 （ ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分

析， 组间两两比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计

学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 补肺活血胶囊对 ＰＦ 小鼠肺纤维化进程的影响 　 　
３􀆰 １􀆰 １　 生存率　 造模及给药结束后， 正常组小鼠生存率为

１００％ ， 模型组小鼠生存率为 ４０％ ， 雷帕霉素 （生存率为

７３％ ） 和低、 中、 高剂量补肺活血胶囊 （生存率为 ５３％ 、
６０％ 、 ６７％ ） 干预可增加生存率， 但补肺活血＋３⁃ＭＡ 组 ＰＦ
小鼠生存率降至 ４７％ ， 见图 １。 最终， 生存的小鼠数量分

别为正常组 １５ 只、 模型组 ６ 只、 雷帕霉素 １１ 只、 低剂量

补肺活血组 ８ 只、 中剂量补肺活血组 ９ 只、 高剂量补肺活

血组 １０ 只、 补肺活血＋３⁃ＭＡ 组 ７ 只。
３􀆰 １􀆰 ２　 体征与生化指标　 与正常组比较， 模型组小鼠体质

量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肺组织湿干重比、 ＢＡＬＦ 总细胞数和总

蛋白含量均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 雷帕霉素组

和中、 高剂量补肺活血组小鼠体质量均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 肺组织湿干重比、 ＢＡＬＦ 总细胞数和总蛋白含量均

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 低剂量补肺活血组小鼠 ＢＡＬＦ
总细胞数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 补肺活血＋３⁃ＭＡ 组各指标均无
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图 １　 补肺活血胶囊对 ＰＦ 小鼠生存率的影响 （ｎ＝１５）

明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与高剂量补肺活血组比较， 补肺活

血＋３⁃ＭＡ 组小鼠体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肺组织湿干重比、
ＢＡＬＦ 总细胞数和总蛋白含量均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２。

注： Ａ～Ｄ 分别为体质量、 肺组织湿干重比、 ＢＡＬＦ 总细胞数、

总蛋白含量。 与正常组比较，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与高剂量补肺活血组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 补肺活血胶囊对 ＰＦ 小鼠体征与生化指标的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝６～ １５）

３􀆰 １􀆰 ３　 肺组织病理损伤 　 ＨＥ 染色及评分结果见图 ３Ａ ～
３Ｂ， 可知正常组小鼠肺组织未发现肺泡炎性渗出及纤维化

病变， 肺泡结构清晰完整； 模型组小鼠肺间质细胞数量增

加， 纤维组织增生加剧， 肺组织严重受损， ＨＥ 染色评分高

于正常组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 雷帕霉素组和各剂量补肺活血组小

鼠肺组织纤维化样变减轻， 肺组织结构较为清晰， 肺间质

略有增加， ＨＥ 染色评分低于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与高剂量

补肺活血组比较， 补肺活血＋３⁃ＭＡ 组小鼠肺组织纤维化进

程加重， ＨＥ 染色评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
　 　 Ｍａｓｓｏｎ 染色及评分结果见图 ３Ａ、 ３Ｃ， 可知正常组小鼠

肺组织结构形态正常； 模型组小鼠肺间质中存在蓝色胶原蛋

白沉积， 肺组织纤维化程度严重， Ｍａｓｓｏｎ 染色评分高于正常

组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 雷帕霉素组和各剂量补肺活血组小鼠肺组织

中蓝色胶原蛋白沉积减少， 肺纤维化得到改善， Ｍａｓｓｏｎ 染色

评分低于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与高剂量补肺活血组比较， 补

肺活血＋３⁃ＭＡ 组小鼠肺组织蓝色胶原蛋白沉积加重， 肺纤

维化程度加重， Ｍａｓｓｏｎ 染色评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
如图 ３Ｄ 所示， 与正常组比较， 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， 雷帕霉素组

和中、 高剂量补肺活血组小鼠肺组织羟脯氨酸水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与高剂量补肺活血组比较， 补肺活血

＋３⁃ＭＡ 组小鼠肺组织羟脯氨酸水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ２　 补肺活血胶囊对 ＰＦ 小鼠肺组织 ＥＭＴ 相关因子表达的

影响　 如图 ４ 所示， 与正常组比较， 模型组小鼠肺组织 Ｅ⁃
ｃａｄ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， Ｖｉｍ、 α⁃ＳＭＡ、
ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 雷帕霉素组和中、 高剂量补肺活血组小鼠肺

组织 Ｅ⁃ｃａｄ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
Ｖｉｍ、 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ 和 蛋 白 表 达 均 降 低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与高剂量补肺活血组比较， 补肺活血＋３⁃
ＭＡ 组小鼠肺组织 Ｅ⁃ｃａｄ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， Ｖｉｍ、 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ 和蛋白表

达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３　 补肺活血胶囊对 ＰＦ 小鼠肺组织自噬相关蛋白表达的

影响　 如图 ５ 所示， 与正常组比较， 模型组小鼠肺组织 ｐ⁃
ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ、 Ｐ６２ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ＬＣ３⁃Ⅱ ／
ＬＣ３⁃Ｉ、 Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 雷帕霉素组和中、 高剂量补肺活血组小鼠肺组织 ｐ⁃
ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ、 Ｐ６２ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ｉ、 Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达均升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 低剂量补肺活血组小鼠肺组织 Ｐ６２ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ｉ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与高

剂量补肺活血组比较， 补肺活血＋ ３⁃ＭＡ 组小鼠肺组织 ｐ⁃
ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ、 Ｐ６２ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ＬＣ３⁃Ⅱ ／
ＬＣ３⁃Ｉ、 Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

ＢＬＭ 是轮生链霉菌中提取的一种抗癌药物， 其主要的

毒副作用是导致肺纤维化， ＢＬＭ 肺纤维化模型与人肺纤维

化相似， 因此被广泛应用于肺纤维化动物模型建立［１２］ 。 本

研究通过 ＢＬＭ 建立 ＰＦ 模型小鼠， 发现模型组小鼠生存率

降低， 存活的 ＰＦ 小鼠体质量降低， 肺组织湿干重比、
ＢＡＬＦ 总细胞数和总蛋白含量、 羟脯氨酸水平均升高， 肺

部呈现纤维化病变； 雷帕霉素与补肺活血胶囊给药后， 以

上指标均得以改善， 肺纤维化进程缓解； ３⁃ＭＡ 可逆转补肺
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注： Ａ 为 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色， 其中红色箭头指示增厚的肺泡壁， 黑色箭头指示胶原纤维； Ｂ 为 ＨＥ 评分； Ｃ 为 Ｍａｓｓｏｎ

评分， Ｄ 为羟脯氨酸水平。 与正常组比较，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与高剂量补肺活血组比

较，△Ｐ＜０􀆰 ０５，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 补肺活血胶囊对 ＰＦ 小鼠肺组织病理损伤的影响 （×１００， ｘ±ｓ， ｎ＝６～ １５）

注： Ａ～Ｄ 分别为 Ｅ⁃ｃａｄ、 Ｖｉｍ、 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ 表达， Ｅ 为蛋白条带， Ｆ～ Ｉ 分别为 Ｅ⁃ｃａｄ、 Ｖｉｍ、 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表

达。 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与高剂量补肺活血组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 补肺活血胶囊对 ＰＦ 小鼠肺组织 ＥＭＴ 相关因子表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６～ １５）

活血胶囊的作用， 使肺部纤维化病变加剧。
ＥＭＴ 是上皮细胞表型的转变， 伴随着上皮细胞标记物

的消失和间质细胞特征的出现， 在各种损伤刺激下分化的

上皮细胞经过表型转化可形成大量的成纤维细胞以及肌成

纤维细胞， 而肌成纤维细胞则可以通过细胞外基质

（ＥＣＭ） 的过度积累促进 ＰＦ 的发展［１３］ 。 在 ＥＭＴ 过程中，
上皮细胞基因表达受到抑制导致上皮细胞标记物如 Ｅ⁃ｃａｄ
蛋白表达减少， 间质细胞基因表达激活导致间质细胞标记

物如 Ｖｉｍ、 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达增加［１４］ 。 ＴＧＦ⁃β１ 是 ＥＣＭ 过度

积累、 成纤维细胞增殖和分化为肌成纤维细胞的主要诱导
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注： Ａ 为蛋白条带， Ｂ～ Ｅ 分别为 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ、 Ｐ６２、 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ｉ、 Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达。 与正常组比

较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与高剂量补肺活血组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 补肺活血胶囊对 ＰＦ 小鼠肺组织自噬相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６～ １５）

剂， 即肺纤维化中诱导 ＥＭＴ 发生的关键因子， 抑制 ＴＧＦ⁃
β１ 的表达可改善 ＥＭＴ 的发展［１５⁃１６］ 。 本研究发现， 补肺活

血胶囊干预后可提高 ＰＦ 小鼠肺组织 Ｅ⁃ｃａｄ 表达， 降低

Ｖｉｍ、 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１ 表达， 表明补肺活血胶囊可通过抑

制 ＰＦ 小鼠 ＥＭＴ 减轻其 ＰＦ 进程。
除了 ＥＭＴ 以外， 自噬对 ＰＦ 的发展也有着关键而复杂

的调节作用［１７］ 。 自噬是细胞对氧化应激或导致受损蛋白质

或细胞器堆积的一种主要防御， 与细胞凋亡关系紧密［１８］ 。
自噬功能维持着细胞平衡， 受损和过度激活都会对其产生

负面影响， 并导致 ＰＦ 病理的发展［１９⁃２０］ 。 研究表明， 激活

自噬可以通过抑制肺上皮细胞 ＥＭＴ 来改善 ＢＬＭ 诱导的

ＰＦ［２１］ 。 自噬缺陷则会导致 α⁃ＳＭＡ 过量表达并且增加 ＥＣＭ
的沉积［２２］ 。 已有研究发现， ＩＬ⁃３７ 可以通过增强自噬和抑

制 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的 ＰＦ 炎症， 减少肺纤维细胞的增殖， 从而

达到抗纤维化的作用［２３］ 。 以上研究表明， 通过调控自噬可

干预 ＰＦ 的进程。 Ｂｅｃｌｉｎ１ 是一种自噬的重要启动蛋白， 可

促进自噬膜的延伸， 进而使 ＬＣ３⁃Ｉ 与磷脂酰乙醇胺结合转

化为 ＬＣ３⁃Ⅱ， 推动自噬体的延伸和闭合； 之后 ＬＣ３⁃Ⅱ与

Ｐ６２ 在自噬小体中结合， 最终形成自噬泡， 与溶酶体融

合［２４］ 。 Ｐ６２ 是一种泛素连接酶， 与 ＬＣ３⁃Ⅱ结合后会发生降

解， 其水平的增加提示自噬流受阻， 抑制 Ｐ６２ 并增加 ＬＣ３⁃
Ⅱ与 Ｂｅｃｌｉｎ１ 表达表明自噬水平升高［２５］ 。 ｍＴＯＲ 是一种丝

氨酸 ／苏氨酸激酶， 参与细胞增殖、 自噬、 蛋白质合成和代

谢等多种生物过程， 抑制 ｍＴＯＲ 表达可以促进自噬［２６］ 。 本

研究发现， 雷帕霉素与补肺活血胶囊干预后， ＰＦ 小鼠肺组

织中 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ｉ 及 Ｂｅｃｌｉｎ１ 表达升高， ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ、
Ｐ６２ 表达降低， 表明补肺活血可以促进保护性自噬来改善

ＢＬＭ 诱导的小鼠肺损伤。
研究表明， 雷帕霉素可通过抑制 ｍＴＯＲ 激活自噬， 减

轻炎症因子和氧化应激损伤， 保护脂多糖诱导的急性肺损

伤［２７］ 。 ３⁃ＭＡ 是一种常用的自噬抑制剂， 研究表明， ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ３⁃ＭＡ 可显著抑制 Ａ５４９ 细胞自噬［２８］ 。 因此， 本研

究选取雷帕霉素作为阳性对照， 并在补肺活血干预的同时

加入自噬抑制剂 ３⁃ＭＡ， 验证补肺活血胶囊通过激活自噬、
抑制 ＥＭＴ 发挥治疗 ＰＦ 的作用。 结果显示补肺活血胶囊与

雷帕霉素均能激活自噬并抑制 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的 ＥＭＴ 过程。
此外， ３⁃ＭＡ 干预后， 补肺活血胶囊对 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的 ＥＭＴ
作用及对自噬的作用减弱， 证明了促进自噬是补肺活血胶

囊抑制上皮细胞 ＥＭＴ 的主要途径。
综上所述， 补肺活血胶囊可改善 ＰＦ 小鼠肺纤维化，

这主要与促进上皮细胞自噬并抑制 ＥＭＴ 有关。 本研究表明

调控自噬可以成为一种 ＰＦ 治疗的新思路， 并且揭示了补

肺活血胶囊是一种治疗 ＰＦ 的潜在药物。
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