
!论
!!

著!

益气化瘀化痰法对肺纤维化大鼠
1ZU3

'

!

#

+2V3!

的影响"

贺
!

雄!曹文富#

!赵苹利!李
!

艳!黄
!

欣

"重庆医科大学附属第一医院中西医结合科
!

%'''!(

$

!!

摘
!

要"目的
!
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的影响%方法
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采用气管内一次性注射博来霉素
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诱导生成肺纤维化大鼠模型%将
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只
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大鼠分为&正常对照组'模

型组'益气组'化瘀组'化痰组'益气化瘀化痰组'激素组%正常对照组和模型组采用生理盐水灌胃!其余各组于造模后
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分别

给予益气汤'化瘀汤'化痰汤'益气化瘀化痰汤
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:!灌胃!激素组给予皮下注射氢化可的松
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:!干预!
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个月后处死各组大鼠!
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法检测各组大鼠血浆
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蛋白表达%结果
!

益气组'化瘀组'化痰组及益气化瘀化痰组大鼠血浆
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含量水平较模型组均降低"
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$!其中益气化瘀化痰组降低最显
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$#益气组'化瘀组'化痰组及益气化瘀化痰组大鼠肺组织
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蛋白表达较模型组均减弱"
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$!尤以益气化瘀

化痰组减弱最明显"

E

%
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$%结论
!

益气'化瘀'化痰法能显著改善博来霉素所致大鼠肺纤维化的程度!其机制可能与抑制
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肺纤维化是肺组织在受到外界各种刺激后#引起的肺组织

炎性损伤#结构破坏#逐渐伴有肺间质细胞增生的组织修复过

程*研究表明#大量的细胞因子参与纤维化进程中#其中转化

生长因子
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&是促进纤

维细胞激活向肌成纤维细胞转化的关键因子(

!3"

)

#也是目前最

公认的致纤维化细胞因子%纤溶酶原激活物抑制物$

I
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&则主要参与细胞外基质$

DQGEA3

HDBBLBAEFAGE=QH

#

/6*

&的降解过程#

+2V3!

的增加会导致
/6*

降解减少#致使
/6*

的生成与降解失衡#最终导致肺纤维

化(

#

)

*目前治疗肺纤维化以激素和免疫抑制剂为主#但尚无较
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理想的药物#如何通过有效抑制
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等因子的表达#使

/6*

的生成减少#或者减少
+2V3!

等因子的生成而促进
/6*

降解#最终改善肺组织代谢状况等新途径来治疗肺纤维化#成

为当前该领域研究的重点(

%35

)

*本研究基于西医对肺纤维化理

论的认识和中医药治疗肺纤维化的独特优势#采用益气化瘀化

痰法探索治疗肺纤维化的新途径#选用黄芪'白术'川芎'姜黄'

半夏'海藻共六味中药#对博来霉素致肺纤维化大鼠进行治疗#

报道如下*
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材料与方法
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实验动物与试剂
!

T0

大鼠
!'5

只$雌雄不限&#体质量
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M

#由重庆医科大学
T+U

级实验动物研究中心提供#

动物生产许可证!

T6YW

$渝&

"''&3'''!

#

T+U

级清洁环境喂养%

盐酸博来霉素由日本化药株式会社生产$批号!

_"''7'885

#规

格
!5

毫克"瓶&%氢化可的松注射液由天津金耀氨基酸有限公

司生产$批号!

_!"'"'88&

#规格!

"'

毫升"支&%大鼠
+2V3!

/,VT2

试剂盒由重庆鼎国生物技术有限公司提供$

)0

分装&%

1ZU3
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!

蛋白抗体为
TA@GA6ELS

公司产品%中药饮片由重庆桐

君阁中药批发有限责任公司提供%实验指标的测定在重庆医科

大学眼科学重庆市市级重点实验室完成*

?$@

!

动物分组与肺纤维化模型建立
!

采用随机法将
!'5

只大

鼠分为
&

组!正常对照组'模型组'激素组'益气组'化瘀组'化

痰组'益气化瘀化痰组#每组各
!5

只*适应性喂养
"

周后#对

照组一次性气管内注射生理盐水
'$!F,

"

!''

M

#其余各组均

采用一次性气管内注射等量盐酸博来霉素$

5F

M

"

K

M

&制作大

鼠肺纤维化模型(

(3&

)

#于造模后
"8;

处死模型组
#

只大鼠#电

镜下观察纤维化造模是否成功#然后给予中药及激素干预治

疗*益气组由黄芪'白术组成煎剂灌胃#化痰组由半夏'海藻组

成煎剂灌胃#化瘀组由川芎'姜黄组成煎剂灌胃#益气化瘀化痰

组由以上所有中药组成煎剂灌胃#各组煎剂中按照每
!F,

含

生药
"

M

进行熬制#各组灌胃剂量按照
#'

M

,

K

M

:!

,

;

:!进行*

激素组给予氢化可的松
5F

M

,

K

M

:!

,

;

:!进行腹腔注射*模

型组及正常对照组每日给予等量生理盐水灌胃#干预
"

个月后

处死全部大鼠*

?$A

!

标本取材与处理

?$A$?

!

血浆采集
!

!'c

水合氯醛按
'$#F,

"

!''

M

剂量腹腔

注射麻醉大鼠#常规消毒#备皮#切开胸腔#暴露心脏#将空针直

刺入心室取血#置于抗凝管内#摇匀#

#'''E

"

F=@

离心
!'F=@

后取上清液分装在
!$5F,

离心管内#

!

8' -

冰箱中保存

待检*

?$A$@

!

肺组织匀浆上清液备制
!

将采血完后的大鼠立即置于

%-

冰盒上#将肺组织剪成小块状#生理盐水清洗#称质量#加

入裂解液#蛋白酶抑制剂#超声打碎#直至组织完全裂解#

#'''

E

"

F=@

离心
&F=@

后取匀浆上清液分装在
!$5F,

离心管内#

置于
!

"'-

冰箱中保存待检*

?$B

!

血浆
+2V3!

和肺组织
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水平测定

?$B$?

!

血 浆
+2V3!

测 定
!

采 用
/,VT2

法#敏 感 度 为

!$'

IM

"

F,

#操作按照试剂盒说明书进行*

?$B$@

!

肺组织
1ZU3

'

!

测定
!

采用
D̀?GDE@JB<G

法#取肺组织

匀浆上清液#先用
\62

蛋白浓度测定试剂测定每组大鼠肺组

织
1ZU3

'

!

蛋白含量#再按照
T0T3+2Z/

电泳#蛋白质转膜#膜

的封闭#抗体孵育#化学发光#显影#定影#用凝胶图像处理系统

分析目标蛋白带的相对分子质量#用
VFA

M

Dd

软件计算蛋白净

光密度值*

?$F

!

统计学处理
!

采用
T+TT!#$'

统计软件进行处理#计量

资料以
Mg5

表示#均数间两两比较采用独立样本
6

检验*以

E

%

'$'5

为差异具有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@$?

!

各组大鼠一般情况比较
!

与正常对照组比较#模型组大

鼠第
"

天表现为精神极差#毛发疏松耸立#活动及进食均明显

减少%造模后第
#

天或
%

天#除了出现上述症状外#大鼠双眼'

鼻部'唇部及舌体颜色明显变乌黑暗淡#表现出严重的缺血缺

氧状态#体质量也逐渐减轻*造模
"8;

后模型组大鼠肺组织

结构电镜照片#见封
"

图
!

*造模过程中约
!

"

(

的大鼠会出现

腹部胀大#且逐渐加重#直至腹胀如蛙腹#大便稀溏#极度消瘦

等症状#甚至死亡*经中药干预治疗后#大鼠的精神'毛发'活

动等一般情况得到有效改善*益气化瘀化痰组大鼠肺组织结

构电镜照片#见封
"

图
"

*
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各组大鼠血浆
+2V3!

水平
!

各组大鼠血浆
+2V3!

水平见

表
!

*

表
!

!!

各组大鼠
+2V3!

水平$

Mg5

%

组别
( +2V3!

$

IM

"

F,

&

正常对照组
!5 #'$%5"'g!$8'&"

模型组
!"

!&#$&'7&g5%$7'%7

"

益气组
!5 55$#!#5g5$7&!'

"(

化痰组
!5

(#$'8%"g"$!877
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蛋白表达情况
!

各组大鼠肺组

织
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蛋白表达情况见图
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注!图片条带从左到右依次为化瘀组'模型组'益气化瘀化痰组'益

气组'激素组'化痰组'正常对照组*
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是一种参与各种生物过程的多功能细胞因子#如

胚胎发育#肿瘤的生长和分化#细胞增殖和凋亡#纤维组织的修

复和调节免疫反应等(

837

)

*

1ZU3

'

!

表达的上调是肺'肝'肾等

纤维化疾病产生的关键步骤(

!'3!!

)

*

+2V3!

是丝氨酸蛋白酶抑

制剂家族成员之一#能调节纤溶蛋白水解和抑制纤溶酶原激

活*血浆
+2V3!

水平的升高可作为观察各种血栓形成的条件#

包括心肌梗死'深静脉血栓和弥散性血管内凝血等(

!"3!#

)

*肺

纤维化'肾小球肾炎等
+2V3!

基因的表达水平明显增加#同时

研究证明
+2V3!

还可以使
1ZU3

'

!

信号明显增强#进一步导致

/6*

的积累和增加
+2V3!

的表达#形成纤维化进程的恶性循

环(

!%3!5

)

*目前争对上述两种细胞因子在纤维化进程中的具体

作用机制尚未充分认识#因此西医目前未研究出一种能作用在

这两种细胞因子上的有效药物*

在已知纤维化形成的相关机理上#采用传统中医药进行研

究#有利于中西医理论更深层次的结合*中医在肺纤维化的治

疗中强调益气'化瘀'化痰#通过补益肺气#使津液正常运化代

谢#从而阻断痰浊生成%通过化瘀化痰#以消除实邪#达到邪扶

正之功效*本研究中选取益气药黄芪和白术#其中黄芪为补气

之要药#尤其针对肺脾气虚效果显著#配白术以增强其补气功

效#相关文献已有报道黄芪能够延缓甚至抑制纤维化的进程%

化瘀药选取川芎和姜黄#其中川芎为-血中之气药.#对气滞血

瘀证作用明显#文献报道其主要成分川芎嗪能降低博来霉素诱

导的肺纤维化大鼠血清及肺组织
1ZU3

'

!

的表达(

7

)

#降低肺纤

维化的增生程度#并配姜黄以加强行气活血之功%化痰药选取

半夏和海藻#其中半夏为治疗痰证的要药#健脾化痰以消除生

痰之源#配海藻以增强其化痰散结的功效*以上六味中药配伍

能达到祛实邪'补肺气的作用效果*

相关文献报道经博来霉素诱导生成的大鼠肺纤维化模型

致死率可高达
5'c

#且部分大鼠肺组织在造模后
"8;

有自限

性倾向#在本实验中造模后大鼠的致死率约为
%'c

#需通过反

复造模来保证大鼠纤维化模型的数量#且
"8;

后未发现自限

性倾向*实验结果表明#益气化瘀化痰组大鼠血浆
+2V3!

水平

较模型组明显降低$

E

%

'$'5

&#且效果优于其他中药组$

E

%

'$'5

&%益气化瘀化痰组大鼠
1ZU3

'

!

蛋白表达光密度值明显

低于模型组#与正常对照组和激素组数值较为接近*根据本研

究结果推测#益气化瘀化痰可以有效降低血浆
+2V3!

含量及肺

组织
1ZU3

'

!

的表达#从而在一定程度上抑制了
/6*

的生成

和堆积#增加了组织纤维的降解#达到改善肺组织纤维化的治

疗效果*本研究结果还可推广至肝'肾等器官纤维化的治疗#

但其具体的作用机制还有待于进一步深入研究*
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