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摘要： 目的　 探讨扶正化瘀方对博来霉素诱导肺纤维化小鼠的作用。 方法　 将小鼠随机分为模型组、 扶正化瘀方组

（５􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ） 和尼达尼布组 （６０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 １５ 只， 采用无创气管插管经气道滴注博来霉素 （２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ） 复制小鼠

肺纤维化模型； 另取 １０ 只正常小鼠予气道滴注等体积生理盐水， 作为正常组。 造模 ７ ｄ 后， 各组灌胃相应剂量药物，
连续给药 １４ ｄ。 末次给药 ２４ ｈ 后， 使用肺功能仪测定小鼠气道狭窄指数、 呼吸频率和潮气量， 试剂盒检测血清羟脯氨

酸 （Ｈｙｐ） 水平， 苏木素⁃伊红和 Ｍａｓｓｏｎ 染色分别观察肺组织炎症和胶原沉积水平， ＥＬＩＳＡ 法检测肺泡灌洗液中 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃６ 水平， 免疫组化观察肺组织 α⁃ＳＭＡ 表达， 蛋白印迹法检测小鼠肺组织 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、
ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 蛋白表达。 结果　 与正常组比较， 模型组小鼠呼吸急促， 体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐｅｎｈ 值增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ｆ、 ＴＶ 减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肺组织大量炎性细胞浸润和大量胶原纤维沉积并有纤维节结生成， 血清 Ｈｙｐ、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水

平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肺组织 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 扶正化瘀方组和尼达尼布组小鼠呼吸平稳， Ｐｅｎｈ 值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｆ、 ＴＶ 增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肺组织炎性细胞浸

润和胶原纤维沉积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清 Ｈｙｐ、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肺组织 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２ ／
３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 扶正化瘀方可抑制博来霉素诱导的小鼠实验性肺纤维化， 其

作用机制可能与调控 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通路有关。
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　 　 肺纤维化是临床常见的一种纤维化肺间质疾病， 病理

变化为弥散性的肺泡炎、 肺间质炎症和间质性纤维化， 以

进行性呼吸困难、 干咳、 乏力等症状为临床表现［１⁃２］ ， 发病

机制较为复杂。 研究报道， 在肺纤维化形成过程中 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 引起的细胞因子失衡起关键作用［３⁃５］ 。 细胞外基质

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ） 在肺脏的大量沉积是肺纤维化

的病理特点之一［６］ ， ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 通路也参与 ＥＣＭ 的发

育、 迁移和沉积， 促使 ＥＣＭ 合成增加， 导致肺纤维化［７⁃８］ 。
目前临床上针对肺纤维化的一线用药以吡啡尼酮和尼达尼

布为主， 但存在恶心、 呕吐、 光过敏等不良反应， 严重影

响患者的生存质量［９⁃１０］ 。 中医在肺纤维化的治疗上具有独

特的诊疗优势， 进一步探索中医药对肺纤维化的药理机制

具有极为重要的意义［１１］ 。
扶正化瘀方是经国家药品监督管理局批准上市的中成

药， 具有益精补肾、 活血祛瘀功效［１２⁃１３］ 。 课题组前期研究

结果表明， 该药可改善肺纤维化症状［１４］ ， 但具体作用机制

尚不明确， 因此本研究采用博来霉素 （ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ， ＢＬＭ）
诱导肺纤维化小鼠模型［１５］ ， 探讨扶正化瘀方调节 ＴＧＦ⁃β１ ／
Ｓｍａｄ 通路对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化的作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠， 雄性， ＳＰＦ 级， ５５ 只， 体质量

（２８±２） ｇ， 购于上海西普尔⁃必凯实验动物有限公司 ［实
验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０１８⁃０００６］， 饲养于上海

中医药大学实验动物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ
（沪） ２０２０⁃０００９］。 本次实验经上海中医药大学实验动物福

利伦理委员会批准 （伦理号 ＰＺＳＨＵＴＣＭ２００８２１００６）， 并按

３Ｒ 原则给予人道关怀。
１􀆰 ２　 药物 　 扶正化瘀方浸膏粉 （批号 ２００４１４， 得膏率
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１４％ ， 上海现代中医药股份有限公司）； 尼达尼布 （批号

６５６２４７⁃１７⁃５， 纯度≥９８％ ， 上海英索生物科技中心）。
１􀆰 ３　 试剂　 ＢＬＭ （批号 ＣＳＮ１０４７２， 美国 ＣＳＮｐｈａｒｍ 公司）；
羧甲基纤维素钠 （ＣＭＣ， 批号 Ｆ２００５１１０３， 国药集团上海

化学试剂有限公司）； Ｍａｓｓｏｎ 染色液、 苏木精⁃伊红 （ＨＥ）
染色液 （批号 ５１１３４０、 Ｄ００６⁃１⁃１， 南京建成生物工程研究

所）； 兔 ＩｇＧ⁃免疫组化学试剂盒 （批号 ＳＡ１０２８， 北京蓝博

斯特生物技术有限公司）； α⁃ＳＭＡ、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３、 Ｓｍａｄ２ ／ ３ 抗

体 （ 批 号 １９２４５Ｓ、 ９５２０、 ８６８５Ｓ， 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司 ）； 重 组 Ａｎｔｉ⁃ＴＧＦ⁃β１ 抗 体、 重 组 Ａｎｔｉ⁃
Ｓｍａｄ２ （ ｐｈｏｓｐｈｏ Ｓ２５５） 抗体 （批号 ａｂ２１５７１５、 ａｂ１８８３３４，
英国 Ａｂｃａｍ 公司）； ＧＡＰＤＨ 抗体 （批号 １０４９４⁃１， 美国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）； ＩＬ⁃６、 ＴＮＦα ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （批号 ８８⁃
７０６４⁃８８、 ８８⁃７３２４⁃８８， 美国赛默飞世尔科技公司）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＢＪ⁃Ｌ⁃Ｍ 型小动物喉镜、 ＢＪ⁃ＰＷ⁃Ｍ 型液体定量

雾化器、 ＢＪ⁃Ｐ⁃Ｍ 型小鼠固定台 （上海伯建生物科技有限公

司）； ３⁃１８ＫＳ 型高速冷冻离心机 （德国 Ｓｉｇｍａ 公司）；
ＢＳＡ３２０２ＳＣＷ 型电子天平 （德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）； 数字病理

扫描仪 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； 病理脱水机、 包埋机、 切片

机、 展片水浴锅 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； ＦｉｎｅＰｏｉｎｔｅ ＷＢＰ 型全

身体积描积系统、 全自动样品快速研磨仪 （上海净信实业

发展有限公司）； 微孔板扫面分光光度计 ［迪图 （上海）
生物科技有限公司］； 化学发光图像分析系统 （南京伊若

达仪器设备有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模及给药　 将小鼠按体质量随机分为正常组

（１０ 只）、 模型组 （１５ 只）、 扶正化瘀方组 （１５ 只） 和尼

达尼布组 （１５ 只）。 模型组、 扶正化瘀方组、 尼达尼布组

经气道滴注 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ 诱导肺纤维化模型［１６］ ， 共造模

１ 次。 从造模第 １ 天起开始称重， 每天 １ 次。 造模 ７ ｄ 后，
扶正化瘀方组灌胃给予 ５􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ 扶正化瘀方浸膏粉 （相当

于 ６０ ｋｇ 体质量成人临床剂量的 １０ 倍） ［１７］ ； 尼达尼布组灌

胃给予 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 尼达尼布［１８］ ； 正常组与模型组均于相同

时间点灌胃给予等体积 ０􀆰 ５％ ＣＭＣ， 每天 １ 次， 连续 １４ ｄ。
所有小鼠于最后 １ 次给药 ２４ ｈ 后腹腔注射 ０􀆰 ３％ 戊巴比妥

钠 （３０ ｍｇ ／ ｋｇ） ［１９］ 进行麻醉， 称重后下腔静脉取血， 收集

血清、 肺泡灌洗液及肺组织， 称量肺质量后进行检测。
２􀆰 ２　 肺系数检测 　 处死小鼠并进行开胸， 完整分离出双

肺， 用 ＰＢＳ 将肺组织表面的血迹清洗干净， 吸干肺脏表面

水分， 立即称量肺湿重， 计算肺系数。
２􀆰 ３　 肺功能检测　 将小鼠放置在全身体积描记系统的检测

仓中， 系统平衡后记录 １０ ｍｉｎ 内气道狭窄指数 （ Ｐｅｎｈ）、
呼吸频率 （ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ， ｆ） 和潮气量 （ ｔｉｄａｌ ｖｏｌｕｍｅ， ＴＶ） 等

数值， 评估小鼠的肺功能情况。
２􀆰 ４　 血清羟脯氨酸水平检测　 取各组血清标本， 按试剂盒

说明书检测血清羟脯氨酸 （Ｈｙｐ） 水平， 于 ５５０ ｎｍ 波长处

检测吸光度值［２０］ 。
２􀆰 ５　 肺泡灌洗液收集　 小鼠经 ３％ 戊巴比妥钠麻醉后， 用

酒精消毒小鼠颈部表面， 分离周围的骨骼和肌肉组织， 充

分暴露小鼠肺部， 结扎左侧肺脏， 将 １ ｍＬ ４ ℃预冷的 ＰＢＳ
经 １ ｍＬ 注射器缓缓注入小鼠右肺支气管， 反复冲洗 ３ ～ ５
次。 收集肺泡灌洗液， ４ ℃、 １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收

集上清， 于－２０ ℃保存。
２􀆰 ６　 肺组织病理检测　 取经中性福尔马林固定的肺组织，
常规石蜡包埋， 切片， 贴附于载玻片上， 脱蜡至水， 乙醇

梯度脱水， ＨＥ 染色或 Ｍａｓｓｏｎ 染色， 中性树胶封片， 于显

微镜下观察并拍片。 参照文献 ［２１］ 报道对肺组织 ＨＥ 染

色纤维化程度进行半定量分析， 按照 Ａｓｈｃｒｏｆｔ 评分将纤维

化程度分级 ０～８ 级。 评分标准为 ０ 级， 正常肺组织； １ 级，
支气管肺泡壁轻度增厚， 纤维化程度轻； ２ ～ ３ 级， 纤维化

程度加重， 细支气管肺泡壁或肺泡壁中度增厚； ４ ～ ５ 级，
重度纤维化改变， 支气管肺泡壁增厚明显， 有纤维条索形

成， 结构明显破坏； ６～７ 级， 大范围肺组织结构严重破坏，
纤维化极重度改变； ８ 级， 胶原纤维占据整个视野。 为避

免误差， 请 ３ 位病理科老师对切片进行评分， 每个样本随

机选取 ３ 个视野， 评分均数作为该样本的 Ａｓｈｅｒｏｆｔ 评分值。
采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析 Ｍａｓｓｏｎ 染色胶原沉积面积。
２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测肺泡灌洗液中 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平　 按照

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测肺泡灌洗液中 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ８　 免疫组化法检测肺组织 α⁃ＳＭＡ 表达　 将肺组织石蜡

切片分级脱蜡复水， 柠檬酸盐缓冲液高压热修复， ３％ 双氧

水去除内源性酶， ５％ ＢＳＡ 室温下封闭 ３０ ｍｉｎ， 使用一抗 α⁃
ＳＭＡ （１ ∶ ４００） ４ ℃摇床孵育过夜。 ＰＢＳ 洗涤， 滴加辣根

过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 二抗 （１ ∶ ５０）， 室

温孵育 １ ｈ。 ＰＢＳ 洗涤， 滴加 ＳＡＢＣ 链霉素室温孵育 ３０ ｍｉｎ。
加入 ＤＡＢ 显色液， 在显微镜下控制显色， 苏木素复染细胞

核， 冲洗返蓝， ０􀆰 ４％ 盐酸乙醇分化， 中性树胶封片［２２］ 。
数字病理扫描仪采集图片， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析肺组织

α⁃ＳＭＡ 表达情况。
２􀆰 ９　 蛋白免疫印迹法检测肺组织 α⁃ＳＭＡ， ｐ⁃Ｓｍａｄ３、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ２ ／ ３ 和 ＴＧＦ⁃β 蛋白表达　 取 ５０ ｍｇ 肺组织， 加

入 １ ｍＬ 预冷的生理盐水充分匀浆， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 取上清备用。 采用 ＢＣＡ 试剂盒检测肺组织总蛋

白浓度， 蛋白变性后上样， 经电泳、 转膜后， 室温封闭

０􀆰 ５ ｈ， 分别用 α⁃ＳＭＡ （１ ∶ １ ０００）， ｐ⁃Ｓｍａｄ３ （１ ∶ １ ０００）、
ｐ⁃Ｓｍａｄ２ （１ ∶ １ ０００）、 Ｓｍａｄ２ ／ ３ （１ ∶ １ ０００）、 ＴＧＦ⁃β （１ ∶
１ ０００）、 ＧＡＰＤＨ （１ ∶ ５ ０００） 抗体 ４ ℃孵育过夜。 分别使

用辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 二抗 （１ ∶
１ ０００）、 辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 二抗

（１ ∶ １ ０００） 室温孵育 １ ｈ。 经 ＥＣＬ 显影后使用化学发光图

像分析系统成像。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析各组 α⁃ＳＭＡ， ｐ⁃
Ｓｍａｄ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ２ ／ ３ 和 ＴＧＦ⁃β 蛋白表达。
２􀆰 １０　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料用 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析， 进一步

两两比较采用 ＬＳＤ 法； 若前后差值不符合正态分布则采用

Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ 秩和检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
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３　 结果

３􀆰 １　 各组小鼠一般情况　 正常组小鼠一般状态良好， 皮毛

顺滑有光泽， 活动正常， 呼吸平稳， 饮食饮水不受限； 与

正常组比较， 模型组小鼠精神萎靡， 呼吸急促， 动作迟缓，
皮毛稀疏无光泽， 体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肺质量、 肺系

数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 死亡 ７ 只； 与模型组比较， 扶正化瘀

方组小鼠精神良好， 呼吸平稳， 动作敏捷， 皮毛顺滑， 体

质量无明显变化 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）， 肺质量、 肺系数降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 死亡 ７ 只； 尼达尼布组小鼠精神良好， 呼吸平稳，
动作敏捷， 皮毛顺滑， 体质量升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 肺质量、
肺系数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 死亡 ６ 只； 与尼达尼布组比较，
扶正化瘀方组的死亡率无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 １。

注： Ａ 为各组小鼠生存曲线， Ｂ 为各组小鼠体质量变化， Ｃ 为各组小鼠肺质量， Ｄ 为各组小鼠肺系数。

图 １　 各组小鼠一般情况 （ｘ±ｓ， ｎ＝８～ １０）

３􀆰 ２　 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化小鼠肺功能的影

响　 与正常组比较， 模型组小鼠 Ｐｅｎｈ 值增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ｆ、 ＴＶ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 扶正化瘀方组和尼

达尼布组小鼠 Ｐｅｎｈ 值减少 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ｆ、 ＴＶ 升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与尼达尼布组比较， 扶正化瘀方组肺功能无明显变

化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 １。
表 １　 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化小鼠肺功能的影响 （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 Ｐｅｎｈ Ｆ ／ ｂｐｍ ＴＶ ／ ｍＬ
正常组 １０ １􀆰 ０５±０􀆰 ０７ ４６０􀆰 ６±６􀆰 １ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０２
模型组 ８ １􀆰 ４９±０􀆰 ４３∗∗ ３８３􀆰 １±０􀆰 ７∗∗ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０２∗∗

扶正化瘀方组 ８ １􀆰 １５±０􀆰 ５５＃＃ ４１５􀆰 ８±１４􀆰 ０＃＃ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０３＃＃

尼达尼布组 ９ １􀆰 １４±０􀆰 １２＃＃ ４１２􀆰 ９±１１􀆰 ６＃＃ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０３＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化小鼠血清 Ｈｙｐ 水平

的影响　 与正常组比较， 模型组小鼠血清 Ｈｙｐ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 扶正化瘀方组和尼达尼布组小

鼠血清 Ｈｙｐ 水平均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与尼达尼布组比较，
扶正化瘀方组小鼠血清 Ｈｙｐ 水平无明显变化 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５），
见表 ２。
３􀆰 ４　 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化小鼠肺泡灌洗液促炎

因子水平的影响 　 与正常组比较， 模型组小鼠肺泡灌洗液

中 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 扶正

化瘀方组和尼达尼布组小鼠肺泡灌洗液 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平均

　 　 　 　 　表 ２　 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化小鼠血清 Ｈｙｐ 水平

的影响 （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 Ｈｙｐ ／ （μｇ·Ｌ－１）
正常组 １０ ４􀆰 ４３±０􀆰 ３１
模型组 ８ ５􀆰 ８２±０􀆰 １３∗∗

扶正化瘀方组 ８ ４􀆰 ７３±０􀆰 １１＃＃

尼达尼布组 ９ ４􀆰 ５５±０􀆰 ２２＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ３。

３􀆰 ５　 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化小鼠肺组织炎症和胶

原沉积的影响　 正常组小鼠肺组织结构正常， 肺泡腔和肺
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　 　 　 　表 ３　 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化小鼠肺泡灌洗液

ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α水平的影响 （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 ＩＬ⁃６ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
正常组 １０ ６８􀆰 ５５±８􀆰 ７５ ２０􀆰 ５８±２􀆰 ３４
模型组 ８ １６９􀆰 ３０±１０􀆰 ４５∗∗ ３７􀆰 ０９±６􀆰 ２７∗∗

扶正化瘀方组 ８ １０８􀆰 ３０±１５􀆰 ８４＃＃ ２４􀆰 ２１±３􀆰 ４３＃＃

尼达尼布组 ９ ８４􀆰 ３７±１１􀆰 ９７＃＃ ２０􀆰 ２３±２􀆰 ９１＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

泡间隔正常， 无炎症细胞浸润和间质增生。 与正常组比较，

模型组小鼠肺泡腔缩小或萎陷， 肺泡壁小叶间隔增宽， 有

大量炎性细胞浸润， 大量胶原纤维沉积并有纤维节结生成，
Ａｓｈｃｒｏｆｔ 评分和胶原面积均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 扶正化瘀方组和尼达尼布组小鼠肺泡塌陷、 肺

泡间隔增厚、 肺组织结构破坏程度、 炎症细胞浸润程度、
胶原沉积等情况均好转， Ａｓｈｃｒｏｆｔ 评分和胶原面积均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与尼达尼布组比较， 扶正化瘀方组小

鼠 Ａｓｈｃｒｏｆｔ 评分和胶原面积无明显变化 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）， 见图

２～３。

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化小鼠肺组织炎症的影响 （ＨＥ 染色， ×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化小鼠肺组织胶原纤维沉积的影响 （Ｍａｓｓｏｎ 染色， ×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ６　 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化小鼠肺组织 α⁃ＳＭＡ
表达的影响　 与正常组比较， 模型组小鼠肺组织 α⁃ＳＭＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 扶正化瘀方组和尼达

尼布组小鼠肺组织 α⁃ＳＭＡ 表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与尼达

尼布组比较， 扶正化瘀方组小鼠肺组织 α⁃ＳＭＡ 表达无明显

变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ４～５。

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化小鼠肺组织 α⁃ＳＭＡ 表达 （棕色） 的影响 （免疫组化染色， ×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化小鼠肺组织 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ７　 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化小鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β ／
Ｓｍａｄ 信号通路的影响　 与正常组比较， 模型组小鼠肺组织

ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３、 ＴＧＦ⁃β 蛋白表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 扶正化瘀方组和尼达尼布组小鼠肺

组织 ｐ⁃Ｓｍａｄ３、 ＴＧＦ⁃β 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 扶正化瘀

方组小鼠肺组织 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与尼

达尼布组比较， 扶正化瘀方组小鼠肺组织 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ３、 ＴＧＦ⁃β 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 各组小鼠

肺组织 Ｓｍａｄ２ ／ ３ 蛋白表达无明显差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ６。

注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺纤维化小鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β／ Ｓｍａｄ 信号通路的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

肺纤维化的发病机制较为复杂， 其详细的机制并不清

楚。 ＢＬＭ 诱导肺纤维化模型是经典的肺纤维化模型制备方

法， 具有全肺产生炎性浸润等病理特点［２３］ 。 因此， 本研究

采用气道滴注 ＢＬＭ 复制肺纤维化模型， 给予扶正化瘀方，
以尼达尼布为阳性对照药， 观察扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导肺

纤维化小鼠的作用。 结果显示， 扶正化瘀方可抑制小鼠肺

部纤维化， 减轻肺组织炎症细胞浸润， 与阳性对照药尼达

尼布比较， 两者抗肺部炎症和抗肺纤维化均无显著差异，
提示扶正化瘀方在体内可能具备与尼达尼布相同的抗肺纤

维化作用。
ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 通路失调是组织纤维化的重要致病机制，
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ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路的激活可通过刺激胶原合成同时抑

制 ＥＣＭ 降解来促 ＴＧＦ⁃β 的生成， 同时 ＴＧＦ⁃β 也可以减少

ＥＣＭ 的降解， 而 ＴＧＦ⁃β 是主要的促纤维化细胞因子之一，
Ｓｍａｄ２ 和 Ｓｍａｄ３ 在 ＴＧＦ⁃β 信号通路中发挥着重要作用［２４］ 。
肺纤维化的发病过程往往伴随着细胞外基质的沉积和特征

性的成纤维灶存在， 而成纤维灶的核心是由活化的肌成纤

维细胞组成， 参与形成纤维细胞灶， α⁃ＳＭＡ 是肌成纤维细

胞的特征性标志物， 也是肌成纤维细胞具有收缩活性的基

础［２５］ 。 本研究结果表明， ＢＬＭ 可通过 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 通路

诱导小鼠形成明显肺纤维化， 经扶正化瘀方干预后小鼠肺

纤维化程度评分降低， 肺泡灌洗液 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平降低；
肺泡间隔出现纤维细胞、 炎症细胞浸润、 胶原沉积情况明

显减少； α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 表达下调。
与阳性对照药物比较无明显差异， 这些结果提示抑制 ＴＧＦ⁃
β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路是扶正化瘀方抗肺纤维化的重要机制

之一。
综上所述， 扶正化瘀方对 ＢＬＭ 诱导的肺纤维化小鼠有

保护作用， 其机制与抑制 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路活化相关，
但在细胞水平的相关机制探讨还需进一步深入研究。

致谢　 本研究中的药物扶正化瘀方由上海现代中医药

股份有限公司潘一峰先生提供， 谨致谢意。
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