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【摘要】目的:探讨灯盏花乙素(SCU)对博来霉素(BLM)诱导小鼠肺纤维化改善情况,并基于转化生长因子-β1(TGF-

β1)/Smads信号通路分析SCU的潜在作用机制。方法:通过气管内注射BLM 构建肺纤维化小鼠模型,并将小鼠分为空白

组、SCU组、BLM组、BLM+SCU组。对应干预21
 

d后,观察各组小鼠的生长状态、肺组织病理改变、炎症因子水平、肺纤维

化标志物蛋白表达及TGF-β1、Smad2、Smad3和Smad7的 mRNA水平。结果:与空白组、SCU组小鼠比较,BLM 组小鼠的

肺泡炎症评分、肺纤维化评分和肺组织白细胞介素6(IL-6)、IL-1β、肿瘤坏死因子α(TNF-α)、羟脯氨酸(HYP)水平、α-SMA、

Collagen
 

I、Fibronectin蛋白表达、TGF-β1、Smad2/3/7的 mRNA水平均升高(P<0.05);BLM+SCU组小鼠上述指标均低于

BLM组(P<0.05)。结论:SCU对BLM诱导小鼠肺纤维化有改善作用,还能改善肺组织炎症反应,其改善机制可能与下调

TGF-β1/Smads通路有关。
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【Abstract】Objective:To
 

explore
 

the
 

improvement
 

effect
 

of
 

scutellarin
 

(SCU)
 

on
 

bleomycin
 

(BLM)-induced
 

pulmonary
 

fi-
brosis

 

in
 

mice
 

and
 

to
 

analyze
 

potential
 

action
 

mechanism
 

of
 

SCU
 

based
 

on
 

transforming
 

growth
 

factor-β1
 

(TGF-β1)/Smads
 

sig-
naling

 

pathways.Methods:The
 

models
 

of
 

pulmonary
 

fibrosis
 

mice
 

were
 

constructed
 

by
 

intratracheal
 

injection
 

of
 

BLM,and
 

they
 

were
 

divided
 

into
 

blank
 

group,SCU
 

group,BLM
 

group
 

and
 

BLM+SCU
 

group.After
 

21
 

d
 

of
 

intervention,growth
 

status,patho-
logical

 

changes
 

of
 

lung
 

tissues,levels
 

of
 

inflammatory
 

factors,expressions
 

of
 

pulmonary
 

fibrosis
 

markers
 

proteins
 

and
 

mRNA
 

levels
 

of
 

TGF-β1,Smad2,Smad3
 

and
 

Smad7
 

in
 

different
 

groups
 

were
 

observed.Results:Compared
 

with
 

blank
 

group
 

and
 

SCU
 

group,scores
 

of
 

alveolar
 

inflammation
 

and
 

pulmonary
 

fibrosis,levels
 

of
 

interleukin
 

-6(IL-6),IL-1β,tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

and
 

hydroxyproline
 

(HYP),expressions
 

of
 

α-SMA,Collagen
 

I
 

and
 

Fibronectin
 

proteins
 

in
 

lung
 

tissues,mRNA
 

levels
 

of
 

TGF-β1
 

and
 

Smad2/3/7
 

were
 

increased
 

in
 

BLM
 

group
 

(P<0.05).The
 

above
 

indexes
 

in
 

BLM+SCU
 

group
 

were
 

all
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

BLM
 

group
 

(P<0.05).Conclusion:SCU
 

can
 

improve
 

BLM-induced
 

pulmonary
 

fibrosis
 

and
 

inflammatory
 

response
 

of
 

lung
 

tissues
 

in
 

mice.
The

 

improvement
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

down-regulation
 

of
 

TGF-β1/Smads
 

pathways.
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  肺纤维化是因长期肺部损伤引发的进行性发展

肺间质组织异质性疾病,原本柔软的肺部组织逐渐

被疤痕硬块替代,使肺部弹性变差、组织变硬,最终

导致肺功能减弱,对多个系统造成危害[1]。肺纤维

化是多种间质性肺病进展至后期的病理改变,任何

可引起间质性肺部改变因素均可成为肺纤维化的病
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因,虽然目前还未有纤维化肺部疾病的详细流行病

学统计数据,但在临床接诊中这类患者的数量正在

逐年增加。虽然肺纤维化无法完全逆转,但是通过

对原发病的早期干预可在一定程度上缓解纤维化进

展。目前已有大量研究[2-4]表明中医治疗可减轻肺

纤维化患者的临床症状,如植物提取物双氢青蒿素

能减轻肺纤维化小鼠肺泡炎症和肺纤维化程度,提
示中药在治疗肺纤维化中有较大的潜在应用价值。
传统中药发挥治疗疾病的效果与其中含有的有效药

用成分有关,灯盏花乙素(SCU)也称为野黄芩苷,是
灯盏花素的主要成分。有研究[5]表明灯盏花素可以

通过抑制转化生长因子-β1(TGF-β1)/Smad2通路

实现抗肝纤维化作用,还能对肾纤维化大鼠的肾损

伤起保护作用[6]。本课题组前期研究表明,SCU可

减缓成纤维细胞向肌成纤维细胞转化和降低TGF-

β1诱导的人胚肺成纤维标志物表达,但其对肺纤维

化的作用机制尚不清楚,还需要深入探究。因此,本
研究构建小鼠动物模型探讨SCU对小鼠肺纤维化

的影响及其潜在作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 8~12周雄性C57BL/6小鼠,

18~22
 

g,购于湖南斯克莱景达实验动物有限公司

(SCXK桂2013-0001),饲养环境温度20~26
 

℃、湿
度40%~70%,人工光照/黑暗各12

 

h,自由饮食饮

水,购回后适应性饲养1周,实验过程中对动物的处

置符合实验动物伦理学要求。

1.1.2 试剂和仪器 灯盏花乙素(SCU)、羟甲基纤

维素钠(美国Sigma),盐酸博来霉素(翰辉制药有限

公司),兔 抗 鼠 Fibronectin、α-SMA、Collagen
 

I、

GAPDH抗体(英国Abcam),白细胞介素6(IL-6)、

IL-1β、肿瘤坏死因子α(TNF-α)和羟脯氨酸(HYP)
检测试剂盒(艾美捷科技有限公司),荧光定量PCR
仪、蛋白转膜系统(美国伯乐公司),多功能酶标仪

(伯腾公司)。

1.2 方法

1.2.1 肺纤维化小鼠模型构建和分组干预 采用

2%戊巴比妥钠(50
 

mg/kg)腹腔注射麻醉小鼠,暴
露小鼠 气 管,使 用 无 菌 注 射 器 将 盐 酸 博 来 霉 素

(5
 

mg/kg)于小鼠气管软骨环间隙进针,注射完毕

后立即直立小鼠并旋转使BLM 在小鼠肺部均匀分

布,缝合小鼠肌肉和皮肤,常规消毒伤口,于恒温灯

下复苏,小鼠复苏后随机处死2只小鼠,分离肺组织

并做HE染色观察,若肺组织出现支气管结构模糊、
上皮细胞坏死、间质周围有炎症细胞浸润的病理表

现,提示小鼠肺纤维化模型构建成功,将其记作建模

组。同时设置气管注射等体积生理盐水(20
 

μL)的
小鼠作为阴性对照组,余下操作与建模组相同。将

建模组小鼠分为BLM组和BLM+SCU组,将阴性

对照组小鼠分为空白组、SCU组,于术后次日,SCU
组、BLM+SCU组小鼠灌胃SCU(90

 

mg/kg),空白

组、BLM组小鼠灌胃等体积的羟甲基纤维素钠(约

20
 

μL),连续21
 

d,实验期间自由饮食饮水。

1.2.2 小鼠生长状态观察 观察记录小鼠的生长

状态,如小鼠的精神状态、食欲变化、活动耐力等。

1.2.3 HE染色观察肺组织病理变化 小鼠生长

状态观察完毕后,麻醉处死小鼠,快速分离小鼠肺组

织,将右肺组织置于冻存管中,置于-80
 

℃环境保

存;左肺组织用滤纸擦净血液后,置于4%多聚甲醛

中固定,经脱水、透明、石蜡包埋、切片、复水,进行伊

红-苏木素染色,再经脱水、透明后中性树脂封片,显
微镜下(×100)观察肺泡炎症、肺组织纤维化情况。
肺泡炎症评分:1分为无炎症,2、3、4分分别为炎性

浸润范围<20%、20%~50%、>50%。采用 Ash-
croft评分标准进行小鼠肺纤维化评分[7]。

1.2.4 炎症因子和 HYP检测 将一部分右肺组

织匀浆,经离心后收集上清液,使用酶联免疫吸附法

检测上清液中IL-6、IL-1β、TNF-α和HYP水平。

1.2.5 免疫印迹检测肺纤维化标志蛋白表达 提

取右肺组织总蛋白,BCA法测定蛋白浓度,经凝胶

电泳、PVDF转膜、5%脱脂奶粉封闭2
 

h,加入兔抗

鼠α-SMA、Collagen
 

I、Fibronectin、GAPDH 一抗,

4
 

℃孵育过夜,加入二抗,室温孵育2
 

h,ECL化学

显影,采集图像。

1.2.6 RT-qPCR检测肺组织TGF-β1、Smad2/3/7
的mRNA 水平 提取右肺总 RNA,使用第一链

cDNA合成试剂盒合成cDNA作为RT-qPCR扩增

模板,95
 

℃
 

10
 

min,(95
 

℃
 

20
 

s、
 

55
 

℃
 

20
 

s、72
 

℃
 

20
 

s)40环,GAPDH 作为内参基因,2-△△Ct 计算目

标基因的mRNA水平。

1.3 统计学分析

采用SPSS
 

25.0软件分析数据。计量资料以

(x-±s)表示,多组间比较用单因素方差分析(one-
way

 

ANOVA),后两两比较用Bonferroni法。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠生长状态情况

空白组、SCU组食欲、精神状态、活动状态良好

且毛发光亮;BLM组食欲、精神状态、活动状态不佳

且毛发稀疏无光泽,活动后出现呼吸急促症状;

2631
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BLM+SCU组小鼠食欲、精神状态、毛发光泽、活动

后急促症状有改善。

2.2 各组小鼠肺组织病理变化

空白组、SCU组小鼠的肺组织无炎症、纤维化

损伤;BLM组小鼠肺组织有炎性浸润、肺泡结构不

完整且纤维间隔增厚;BLM+SCU组小鼠肺组织炎

性浸润、肺泡结构损伤情况较BLM 组小鼠有所改

善。见图1。

BLM组小鼠的肺泡炎症评分和肺纤维化评分

均高于空白组(P<0.05),BLM+SCU组小鼠的肺

泡炎症评分和肺纤维化评分均低于BLM 组(P<
0.05),空白组、SCU组小鼠的肺泡炎症评分和肺纤

维化评分无统计学差异(P>0.05)。见表1。

图 1 各组小鼠肺组织病理变化(HE，×100)

SCU 组空白组

BLM 组 BLM+SCU 组

表1 各组小鼠肺泡炎症评分和肺纤维化评分(n=6,x-±s,分)

组别 肺泡炎症评分 肺纤维化评分

空白组 1 0

SCU组 1 0

BLM组 3.15±0.33① 7.36±0.58①

BLM+SCU组 2.07±0.26② 5.52±0.42②

  ①P<0.05,与空白组比较;②P<0.05,与BLM组比较。

2.3 各组小鼠肺组织炎症因子和HYP水平比较

BLM组肺组织IL-6、IL-1β、TNF-α和 HYP水

平均高于空白组(P<0.05),BLM+SCU组肺组织

IL-6、IL-1β、TNF-α和 HYP水平均低于 BLM 组

(P<0.05)。见表2。

表2 各组小鼠肺组织炎症因子和HYP水平比较(x-±s,n=6)

组别 IL-6(pg/μg) IL-1β(pg/μg) TNF-α(pg/μg) HYP(μg/mg)

空白组 20.36±2.66 26.14±3.08 46.08±3.81 0.82±0.07

SCU组 20.14±2.94 25.88±3.30 44.72±4.09 0.81±0.05

BLM组 68.15±3.75① 81.04±5.82① 89.14±4.05① 2.21±0.10①

BLM+SCU组 43.61±4.02② 54.49±4.60② 62.72±3.65② 1.53±0.09②

  ①P<0.05,与空白组比较;②P<0.05,与BLM组比较。

2.4 各组小鼠肺纤维化标志蛋白表达比较

BLM组肺组织α-SMA、Collagen
 

I和Fibrone-
ctin蛋白表达均高于空白组(P<0.05),BLM+
SCU组肺组织α-SMA、Collagen

 

I和Fibronectin蛋

白表达均低于BLM组(P<0.05)。见表3。

2.5 各组小鼠肺组织TGF-β1/Smads信号通路相

关因子mRNA水平比较

BLM组小鼠的肺组织TGF-β1、Smad2/3/7的

mRNA水平均高于空白组(P<0.05),BLM+SCU
组小鼠的肺组织TGF-β1、Smad2/3/7的 mRNA水

平均低于BLM组(P<0.05),空白组、SCU组小鼠

的肺组织 TGF-β1、Smad2/3/7的 mRNA 水平比

较,差异无统计学意义(P>0.05)。见表4。

表3 各组小鼠肺纤维化标志蛋白表达水平比较(x-±s,n=6)

组别 α-SMA Collagen
 

I Fibronectin

空白组 0.33±0.05 0.24±0.04 0.45±0.06

SCU组 0.32±0.06 0.22±0.06 0.43±0.07

BLM组 0.84±0.05① 0.79±0.05① 1.12±0.08①

BLM+SCU组 0.59±0.07② 0.51±0.06② 0.72±0.05②

  ①P<0.05,与空白组比较;②P<0.05,与BLM组比较。

 表4 各组小鼠肺组织TGF-β1/Smads信号通路相关因

子 mRNA水平比较(x-±s,n=6)

组别 TGF-β1 Smad2 Smad3 Smad7

空白组 1.02±0.05 1.01±0.04 1.05±0.06 1.01±0.05

SCU组 1.01±0.05 1.03±0.05 1.03±0.07 1.02±0.06

BLM组 2.59±0.10① 3.21±0.17① 2.88±0.13① 2.34±0.18①

BLM+SCU组 1.81±0.13② 2.17±0.14② 1.92±0.15② 1.59±0.11②

  ①P<0.05,与空白组比较;②P<0.05,与BLM组比较。

3 讨论

肺纤维化主要特征表现为纤维细胞异常增殖、
细胞外基质过度沉积及肺间质瘢痕形成,破坏肺组

织结构和功能[8]。目前治疗肺纤维化主要采取药物

治疗,可分为抗纤维化、糖皮质激素、免疫抑制剂以

及抗氧化等方式,虽然表现出良好的治疗效果,但同

时也伴随相应的毒副反应,影响患者的治疗依从性。
中药相比于西药而言毒副作用更少,其中含有的生

物活性成分在许多疾病治疗中表现出较好的潜在治

疗价值,故中药活性成分作用机制越来越受到科研

工作者的重视。灯盏花中有效活性成分灯盏花素具

有较广泛的生物功能,灯盏花素是包括SCU在内的

多种成分的混合物,SCU在抗炎、抗氧化和抗癌方

面表现出潜在的疗效[9]。

BLM可以诱导DNA断裂,产生自由基,诱导

氧化应激反应,引起细胞坏死或凋亡,诱导炎症反应
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和纤维化,故常将BLM 作为肺纤维化动物模型的

诱导剂。本研究将SCU应用于BLM 诱导的肺纤

维化小鼠,观察小鼠生长状态和肺组织的病理变化

发现,BLM诱导下小鼠表现出食欲明显下降、精神

状态萎靡、毛发稀疏无光泽、活动耐力较差且活动后

呼吸急促并且肺组织有炎性浸润、肺泡结构不完整

且纤维间隔增厚,给予SCU干预下的小鼠在生长状

态方面和肺部病理变化方面均有明显改善,与文

献[10]研究结果一致,说明SCU干预可以改善BLM
诱导所致小鼠肺纤维化和炎性浸润情况。

持续炎症反应、纤维蛋白降解受阻等异常情况

均可使肺泡上皮细胞处于持续损伤状态,这种状态

可引起成纤维细胞增殖异常,并向肌成纤维细胞转

化,促进细胞外基质发生异常沉积,取代正常的肺泡

上皮细胞,最终导致肺纤维化[11]。本研究结果发

现,BLM诱导小鼠肺泡炎症评分和肺组织IL-6、IL-
1β、TNF-α水平较健康小鼠明显升高,而SCU干预

后小鼠的上述炎症指标呈现出明显降低趋势,与文

献[12]研究结果一致,说明SCU干预可以通过降低

促炎因子水平来改善BLM 诱导的小鼠肺部炎症反

应。HYP是蛋白质和多肽前体的重要组成部分,胶
原蛋白的过度沉积是纤维化疾病的主要特征,HYP
是胶原蛋白所特有的一种氨基酸,故 HYP也是肺

纤维化标志物之一。α-SMA能与肌球蛋白结合形

成肌原纤维,构成平滑肌收缩的结构基础,可以辅助

诊断纤维化疾病。Collagen
 

I是广泛分布于机体的

胶原蛋白,是细胞外基质的主要成分,在纤维化过程

中成纤维细胞会分泌大量的胶原蛋白,导致Colla-
gen

 

I过量累积,使组织发生纤维化。Fibronectin
也是一种细胞外基质蛋白,可通过促进细胞外基质

沉积、调节细胞极性/分化/生长影响肝、肺纤维化。
本研究结果显示,BLM 诱导小鼠肺组织 HYP水平

和α-SMA、Collagen
 

I、Fibronectin蛋白表达升高,
而SCU干预后小鼠的上述指标呈现出明显降低趋

势,说明SCU干预可以通过降低肺纤维化标志物蛋

白表达来改善BLM诱导的小鼠肺纤维化进程。
有研究[13]表 明 SCU 可 以 通 过 抑 制 NF-κB/

NLRP3介 导 的 炎 症 来 改 善 肺 纤 维 化,TGF-β1/

Smads通路是参与多种生理、病理过程的重要通

路,其中就包括细胞外基质合成和炎症反应,抑制

TGF-β1/Smads通路可以减少纤维化沉积以缓解肝

纤维化进展[14]和肺纤维化[15]。TGF-β1、Smad2/3/

7均为TGF-β1/Smads通路的重要成分,在炎症反

应中TGF-β1可由免疫细胞分泌,TGF-β1又能促进

免疫细胞活化和迁移,进而调节炎症进程,在炎症初

期有加速炎症部位修复的作用,TGF-β1持续表达

升高也可引起炎症反应持续存在,引发慢性炎症,同
时TGF-β1还能促进细胞保外基质合成与沉积促进

纤维化进程[16-17]。本研究发现BLM 诱导下的小

鼠肺组织TGF-β1、Smad2/3/7的 mRNA水平较健

康小鼠明显升高,而SCU干预后小鼠的 TGF-β1、

Smad2/3/7的mRNA水平呈现出明显降低趋势,
与文献[18]研究结果趋势相似,说明SCU 干预对

BLM所致小鼠肺炎症反应、纤维化进程的改善作用

可能与抑制TGF-β1/Smads通路活性有关。
综上,SCU对BLM 诱导小鼠肺纤维化有改善

作用,还能改善肺组织炎症反应,其改善机制可能与

下调TGF-β1/Smads通路有关,但SCU 是通过何

种途径或方式作用于 TGF-β1/Smads通路还需要

更深入研究。
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