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三七总皂苷对肺纤维化小鼠细胞凋亡及Ｂａｘ／Ｂｃｌ２表达的影响
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　　摘　要：目的　研究三七总皂苷（ＰＮＳ）对小鼠肺纤维化肺组织细胞凋亡及凋亡调控因子Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的影响。方法　将９０只

Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠分为假手术组、模型组和ＰＮＳ组，每组３０只。除假手术组外其余各组小鼠气管内一次性滴入盐酸博莱霉素

（ＢＬＭ），假手术组小鼠气管内一次性滴入等体积的生理盐水。各组动物于７、１４、２８ｄ随机处死１０只，取肺组织，检测肺组织细胞

凋亡及Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的蛋白及基因表达水平。结果　与相同时间点模型组相比，肺组织气道上皮细胞的凋亡明显减轻（犘＜０．０１），

Ｂａｘ蛋白、Ｂｃｌ２蛋白、ＢａｘｍＲＮＡ及Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达明显降低（犘＜０．０１或犘＜０．０５）。结论　肺纤维化时肺实质细胞凋亡增

多，ＰＮＳ通过调节Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的表达来抑制肺组织气道上皮的凋亡可能是其防治肺纤维化的作用机制之一。
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　　肺纤维化是以上皮细胞损伤、基膜脱落、成纤维细胞增殖、

间质炎症、细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）过度沉积为

主要特点的肺部疾病，近年来大量研究显示成纤维细胞增殖与

纤维化形成可以独立于炎症而发生，因此提示肺纤维化肯定存

在细胞凋亡与增殖的失衡［１］。在细胞凋亡发生过程中受许多

因子的参与调控，其中Ｂａｘ／Ｂｃｌ２是细胞凋亡的重要调控因

子，他们的表达与肺纤维化肺组织细胞凋亡的发生、发展密切

相关［２３］。

前期研究表明，ＰＮＳ可降低肺纤维化小鼠血清中ⅢＣ、Ⅳ

Ｃ型胶原、层粘连蛋白（ｌａｍｉｎｉｎ，ＬＮ）及透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎａｎ，

ＨＡ）的含量，降低肺纤维化小鼠肺组织羟脯氨酸（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏ

ｌｉｎｅ，ＨＹＰ）的含量，减轻肺组织胶原的增生，对ＢＬＭ诱导的肺

纤维化起到一定的防治作用［４５］。本研究在上述实验的基础

上，观察三七总皂苷（ＰＮＳ）对肺纤维化小鼠肺组织细胞凋亡及

凋亡相关蛋白Ｂａｘ／Ｂｃｌ２表达的影响，进一步探讨其防治肺纤

维化的作用及机制。

１　材料与方法

１．１　材料　选取健康清洁级Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠９０只，体质

量为（２０±２）ｇ，购自北京维通利华公司［动物合格证号：ＳＣＸＫ

（京）２００６０００９］。

１．２　试剂与仪器　ＰＮＳ，四川金郁金科技有限公司（批号：

０５０３０２）；注射用盐酸博莱霉素（ＢＬＭ），浙江海正药业股份有

限公司（批号：Ｈ２００５５８８３）；原位细胞凋亡检测试剂盒，罗氏公

司（批号：ｍｋ１０２０）；免疫组化Ｂａｘ抗体，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司（批号：

ｓｃ５２６）；免疫组化Ｂｃｌ２抗体，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司（批号：ｓｃ４９２）；

免疫组化超敏兔二抗及ＤＡＢ显色试剂盒，北京中杉金桥生物

技术有限公司；ＲＮＡ提取试剂盒，北京美莱博医学科技有限公

司；逆转录聚合酶联反应（ＲＴＰＣＲ）试剂盒，Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；

Ｂａｘ、Ｂｃｌ２及 ＤＡＰＤＨ 引物，北京擎科生物工程有限公司；

ＴａｋａｒａＴＰ６００型梯度ＰＣＲ仪，日本Ｔａｋａｒａ公司；Ｈ１６５０Ｗ 台
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式微量高速离心机，长沙湘仪离心机仪器有限公司；超净工作

台，北京鑫宏程洁净工程技术有限公司；电泳仪，上海申能博彩

生物科技有限公司；电泳槽（ＪＹＳＰＢ型），北京君意东方电泳

设备有限公司。

１．３　方法

１．３．１　模型制备、分组及给药方法　９０只Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠

随机分为３组，每组３０只。分别为假手术组、模型组和ＰＮＳ

组。用４％水合氯醛腹腔注射麻醉后，仰卧固定于鼠台上，颈

部乙醇消毒后逐层分离并暴露气管，注射器经气管软骨环间隙

朝向心端刺入气管，然后缓慢滴入ＢＬＭ （５ｍｇ／ｋｇ），注后立即

将动物直立并左右旋转，使药液在肺内均匀分布。其中假手术

组小鼠肺部滴入等体积的生理盐水（造模后存活良好）。术后

第２天开始灌胃给药，ＰＮＳ组给药剂量为６０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１，

假手术组及模型组给予等体积生理盐水。实验期间，小鼠自由

饮水和进食。

１．３．２　标本采集及指标测定　小鼠在造模７、１４、２８ｄ后分３

次取材，每次各组随机处死１０只，共３０只。取肺组织标本，一

部分用１０％中性甲醛固定，石蜡包埋切片用于 ＴＵＮＥＬ染色

和免疫组织化学测定；一部分加入ｔｒｉｔｏｎ１００放置于液氮后，

再放入低温冰箱中保存以备提取总ＲＮＡ，用于ＲＴＰＣＲ检测。

１．３．３　ＴＵＮＥＬ染色　按细胞凋亡检测试剂盒提供的操作步

骤进行，ＤＡＢ显色，细胞核呈棕褐色为阳性凋亡细胞。凋亡细

胞的半定量分析：在１０×４０倍视野下，每张切片计数５个视

野，计算每个视野下凋亡细胞的数量，取平均数作为该组织切

片凋亡细胞数，凋亡指数（ＡＩ）＝凋亡细胞数／细胞总数×

１００％
［６］。

１．３．４　免疫组织化学染色　按链霉素活素－生物素－过氧化

物酶（ＳＡＢＣ）法试剂盒提供的操作步骤进行，Ｂａｘ一抗以１∶

１５０稀释，Ｂｃｌ２一抗以１∶２００稀释。肺组织切片常规二甲

苯、梯度乙醇脱蜡、抗原修复，血清封闭，滴加一抗，４℃冰箱过

夜，滴加二抗，ＤＡＢ显色，苏木素复染，脱水，透明，封片。显微

镜下见棕黄色颗粒为阳性表达。每组标本切片随机选取１０个

高倍视野，采用ＮＩＳＥＬＥＭＥＮＴＳＢＲ２．３专业图像分析软件对

免疫组织化学染色结果进行分析。

１．４．３　半定量ＲＴＰＣＲ法检测　按照总ＲＮＡ抽提试剂盒推

荐的操作步骤抽提总ＲＮＡ。按照ＲＴＰＣＲ试剂盒说明书推荐

的操作步骤合成ｃＤＮＡ：取１．６μｇＲＮＡ，以Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８为引

物，组成１０μＬ的逆转录反应体系，４２℃水浴６０ｍｉｎ后，７０℃

水浴１０ｍｉｎ灭活逆转录酶，产物保存于－２０℃备用。

各引物序列：Ｂａｘ（２０９ｂｐ）上游引物，５′ＧＧＣＧＡＡＴＴＧ

ＧＡＧＡＴＧＡＡＣＴＧ３′。下游引物，５′ＧＡＴＣＡＧＣＴＣＧＧＧ

ＣＡＣＴＴＴ ＡＧ３′。Ｂｃｌ２（２２５ｂｐ）：上游引物，５′ＧＣＧＴＣＡ

ＡＣＡＧＧＧＡＧＡＴＧＴＣＡ３′。下游引物，５′ＧＧＴＡＴＧＣＡＣ

ＣＣＡＧＡＧＴＧＡＴＧ３′。内参对照ＤＡＰＤＨ（２３１ｂｐ）。ＰＣＲ反

应条件：９４℃５ｍｉｎ，９５℃２０ｓ，５８℃２０ｓ，７２℃２０ｓ，３５个循

环；７２℃７ｍｉｎ，然后４℃终止。取上述ＰＣＲ产物６μＬ，１００Ｖ

电压，电泳４０ｍｉｎ。取出凝胶，紫外灯下观察，拍照。用Ｉｍａｇｅ

Ｊ图像分析软件分析，结果用灰度值表示，以目的条带与ＧＡＰ

ＤＨ的灰度值比值，作为目的基因表达的相对水平。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行分析，组间

比较采用单因素方差分析，计量资料以狓±狊表示，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＴＵＮＥＬ染色结果　模型组可见ＴＵＮＥＬ染色阳性的凋

亡细胞主要表达于支气管上皮细胞、肺泡上皮细胞和部分炎性

细胞，广泛分布于肺实质，与假手术组相比，差异有统计学意义

（犘＜０．０１或犘＜０．０５）。假手术组阳性染色的细胞少。与相

同时间点模型组相比，ＰＮＳ组肺组织气道上皮细胞的凋亡明

显减轻，差异有统计学意义（犘＜０．０１），结果见表１。

表１　　各组小鼠肺组织中 ＴＵＮＥＬ染色细胞凋亡

　　　　率分析结果（狓±狊，％）

组别 ７ｄ １４ｄ ２８ｄ

假手术组 ２．０９±０．２６ ２．０６±０．１９ １．９３±０．１６

模型组 ８．３１±０．６６ａ １０．７４±０．４９ａ １０．２０±０．４６ａ

ＰＮＳ组 ５．４５±０．６９ａｂ ６．０１±０．４４ａｂ ５．６７±０．４５ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：犘＜０．０１，与模型组比较。

２．２　免疫组织化学结果　模型组可见细胞质内棕黄色表达产

物明显增多，Ｂａｘ主要表达于肺损伤区细支气管上皮细胞、肺

泡上皮细胞、巨噬细胞的细胞质，有的已进入细胞核。Ｂｃｌ２在

肺损伤区肺间质细胞的细胞质内棕黄色表达产物表达明显增

多，模型组Ｂａｘ／Ｂｃｌ２各时间点与假手术组比较差异有统计学

意义（犘＜０．０１）。Ｂａｘ／Ｂｃｌ２在假手术组表达很少，在ＰＮＳ组

表达明显减少，与同时间点模型组比较差异有统计学意义

（犘＜０．０１），结果见表２、３。

表２　　各组小鼠肺组织中Ｂａｘ蛋白免疫组化图像积分

光密度值（ＩＯＤ）分析结果（狓±狊，狀＝８）

组别 ７ｄ １４ｄ ２８ｄ

假手术组 ４．０６±０．８４ ３．９８±０．５９ ４．１５±０．７５

模型组 ８．６１±０．９５ａ ９．９４±０．６８ａ １０．７５±１．２７ａ

ＰＮＳ组 ４．８８±０．７９ｂ ５．２７±０．８１ｂ ５．０３±０．８４ｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：犘＜０．０１，与模型组比较。

表３　　各组小鼠肺组织中Ｂｃｌ２蛋白免疫组化ＩＯＤ

　　　分析结果（狓±狊，狀＝８）

组别 ７ｄ １４ｄ ２８ｄ

假手术组 ３．５２±０．４７ ３．７１±０．４９ ３．５３±０．６４

模型组 ７．９３±０．９５ａ ８．６７±０．７７ａ ８．３７±０．９４ａ

ＰＮＳ组 ４．２７±０．８１ｂ ４．６８±０．６２ｂ ４．８１±０．７３ｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：犘＜０．０１，与模型组比较。

２．３　ＲＴＰＣＲ结果　模型组在各时间点时ＢａｘｍＲＮＡ／Ｂｃｌ２

ｍＲＮＡ的含量均明显升高，与假手术组比较，差异有统计学意

义（犘＜０．０１或犘＜０．０５）。与模型组比较，ＰＮＳ组降低了纤维

化肺组织中ＢａｘｍＲＮＡ／Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的含量，差异有统计学

意义（犘＜０．０１或犘＜０．０５），结果见表４、５。

表４　　各组小鼠肺组织中ＢａｘｍＲＮＡ分析

　　　结果（狓±狊，狀＝３）

组别 ７ｄ １４ｄ ２８ｄ

假手术组 ０．３６７０±０．０８９０ ０．３１４２±０．０１９７ ０．３３９７±０．０６９１

模型组 ０．７６１３±０．１００１ａ ０．８２１０±０．１９５２ｂ ０．９１００±０．２３００ｂ

ＰＮＳ组 ０．４８９６±０．１９００ｃ ０．５４１３±０．０５５０ｄ ０．４９１５±０．２１５４ｃ

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与假手术组比较；ｃ：犘＜０．０５，ｄ：犘＜０．０１

与模型组比较。
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表５　　各组小鼠肺组织中Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ图像分析

　　　结果（狓±狊，狀＝３）

组别 ７ｄ １４ｄ ２８ｄ

假手术组 ０．２６３２±０．０６６５ ０．２８２６±０．０６０４ ０．３１３５±０．０２８２

模型组 ０．５９９６±０．０５８２ａ ０．８０９７±０．１０６５ａ ０．７９３３±０．２４５０ａ

ＰＮＳ组 ０．３２８７±０．０３６６ｂ ０．４０２５±０．１１０１ｂ ０．３７１８±０．０８５１ｃ

　　ａ：犘＜０．０５，与假手术组比较；ｂ：犘＜０．０５，ｃ：犘＜０．０１，与模型组比

较。

３　讨　　论

细胞凋亡是一种广泛存在于多细胞生物体内，对不需要的

细胞和受损伤的细胞发生的由众多基因参与调控的细胞自主

的有序死亡过程，在组织损伤修复过程中，通过细胞凋亡机制

不仅可以限制炎症反应的发展，而且可防止炎症后纤维增生和

瘢痕形成。有研究表明，上皮细胞过度凋亡，使其抑制成纤维

细胞增殖的功能丧失，从而导致成纤维细胞过度增生，产生过

多的胶原蛋白而发生器官纤维化［７］。

肺纤维化是以细支气管和肺泡上皮细胞过度凋亡，导致肺

泡结构完整性遭到破坏以及肺成纤维细胞凋亡受抑为特征。

ＴＵＮＥＬ染色结果显示，在ＢＬＭ 诱导的小鼠肺纤维化模

型中，７、１４、２８ｄ肺组织的细胞凋亡指数明显高于对照组（犘＜

０．０１）。凋亡第７天起明显增强，并持续至第１４、２８天时凋亡

指数最高。凋亡的细胞主要为支气管上皮细胞、肺泡上皮细胞

和巨噬细胞，还有少量肺间质细胞。与模型组比较，ＰＮＳ组能

显著降低肺纤维化小鼠肺组织上皮细胞的凋亡（犘＜０．０１）。

细胞凋亡调控机制及信号转导系统的研究发现，多种基因

及其表达产物如Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和Ｂａｄ等参与细胞凋亡的调控，其

中Ｂｃｌ２基因家族是最受重视的基因之一。Ｂｃｌ２主要通过线

粒体途径，来发挥其抗凋亡作用［８］。Ｂａｘ主要作用是通过自身

形成同源二聚体或与Ｂｃｌ２作用形成异源二聚体，来参与细胞

凋亡的调节。Ｂａｘ同源二聚体促进细胞的凋亡，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２异

源二聚体则抑制细胞凋亡。因此细胞的凋亡与Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的

比值有关，Ｂａｘ蛋白的表达量多于Ｂｃｌ２的表达量时促进细胞

凋亡，反之则抑制细胞凋亡［９］。

在ＴＵＮＥＬ染色实验中作者已经看到支气管上皮细胞、肺

泡上皮细胞和部分炎性细胞的凋亡，说明这些细胞的凋亡参与

肺纤维化的形成。免疫组化结果提示：（１）肺内实质细胞是

Ｂａｘ的主要来源之一，Ｂａｘ在肺纤维化实质细胞的过度凋亡中

发挥重要作用；（２）增多的Ｂｃｌ２主要是由肺间质细胞分泌的，

Ｂｃｌ２在抑制成纤维细胞凋亡中发挥重要作用。综合以上研究

说明，肺纤维化时，肺实质细胞的凋亡过度可能与局部Ｂａｘ的

表达升高、Ｂｃｌ２表达下降使肺实质细胞Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值升高有

关，而肺间质细胞Ｂｃｌ２的过度表达，可能与成纤维细胞的凋

亡受抑有关，从而使成纤维细胞的增殖多于凋亡，促进肺纤维

化的进展。应用ＲＴＰＣＲ方法研究表明，模型组小鼠肺组织

ＢａｘｍＲＮＡ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达亦明显增加（犘＜０．０１或犘

＜０．０５），表明Ｂａｘ和Ｂｃｌ２对肺纤维小鼠肺组织细胞凋亡的

调控至少是在蛋白转录或翻译水平进行的。

以上研究结果提示，通过选择性地调节细胞中Ｂａｘ和Ｂｃｌ

２的表达，抑制肺实质细胞的凋亡和成纤维细胞的增生，就有

可能在治疗肺纤维化方面取得一定的进展。本实验发现，ＰＮＳ

能在一定程度上抑制肺组织气道上皮的凋亡，从蛋白转录和翻

译水平调节肺纤维化小鼠肺组织中Ｂａｘ和Ｂｃｌ２的表达。据

此，作者初步认为ＰＮＳ抗肺纤维的作用机制可能与ＰＮＳ抑制

肺组织气道上皮的凋亡、调节Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的表达有关，更详细

的机制有待进一步的研究。
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２００７，２７（４）：２６９．

［８］ ＨｕＢＲ，ＬｉｕＣＬ，ＰａｒｋＤＪ．ＡｌｔｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＡＰｋｉｎａｓｅｐａｔｈ

ｗａｙｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｉｅｎｔｆｏｒｅｂｒａｉｎｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］．ＪＣｅｒｅｂＢｌｏｏｄ

ＦｌｏｗＭｅｔａｂ，２０００，２０（７）：１０８９１０９５．

［９］ 付度关．ＥＲＫ对缺血缺氧性脑损伤后神经细胞凋亡的影

响［Ｊ］．卒中与神经疾病，２００７，１４（６）：３４６３４９．

（收稿日期：２０１２１００８　修回日期：２０１２１２２２）
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