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丹参酮对肺纤维化大鼠的干预作用及其机制研究
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摘要　目的：观察丹参酮对博莱霉素致大鼠肺纤维化的影响及其作用机制。方法：ＳＤ大鼠随机分为５组：空白对照组、模型组、
地塞米松阳性对照组、丹参酮组、丹参酮加地塞米松组。大鼠气管内注射博莱霉素复制肺纤维化模型后，各给药组腹腔注射相

应药物，给药１次／ｄ。２８ｄ后处死动物，取固定部位肺组织分别行 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色及电镜进行病理组织学检查；ＲＴＰＣＲ法检
测丹参酮对大鼠肺组织中ｕＰＡ、ＰＡＩ１ｍＲＮＡ表达的影响。结果：与模型组相比，丹参酮组大鼠肺泡炎和肺纤维化程度明显减轻
（Ｐ＜００５，００１）；ｕＰＡ显著升高而ＰＡＩ１表达明显降低（Ｐ＜００５，００１）；在与地塞米松联合时以上作用更加明显。结论：丹参
酮对博莱霉素所致大鼠肺纤维化具有一定的治疗作用且与地塞米松有协同作用，其机制可能与抑制炎性反应细胞的浸润活化、

细胞外基质沉积及调控ＵＰＡ及ＰＡＩ１之间平衡有关。
关键词　丹参酮；肺纤维化；ＵＰＡ；ＰＡＩ１；博莱霉素
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　　肺纤维化（ＰｕｌｍｏｎａｒｙＦｉｂｒｏｓｉｓ，ＰＦ）是由多种病因
引起的肺泡间质性炎性反应及进行性细胞外基质（Ｅｘ
ｔｒａＣｅｌｌｕｌａｒＭａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）增多沉积的动态病理过程，进
而导致肺远端有效换气面积减少，多数患者最终死于

气道损伤和低氧性呼吸衰竭［１－３］。尿激酶型纤溶酶原

激活物（ＵｒｏｋｉｎａｓｅｔｙｐｅＰｌａｓｍｉｎｏｇｅｎＡｃｔｉｖａｔｏｒ，ｕＰＡ）及
其抑制物（ＵｒｏｋｉｎａｓｅｔｙｐｅＰｌａｓｍｉｎｏｇｅｎＡｃｔｉｖａｔｏｒ１，ＰＡＩ
１）是调节ＥＣＭ降解平衡的重要体系。丹参是常见的
活血化瘀中药，丹参酮 ＩＩＡ磺酸钠是丹参提取物之一
丹参酮ＩＩＡ的水溶性衍生物。近年来许多研究表明，
丹参酮ＩＩＡ具有抗纤维化作用［４－５］。本研究采用博来

霉素复制大鼠肺纤维化模型，观察观察丹参酮 ＩＩＡ对

肺纤维化大鼠肺组织尿激酶型纤溶酶系统表达及肺组

织超微结构改变的影响。

１　材料
１１　药品与试剂　丹参酮ＩＩＡ磺酸钠（第一生化药业
有限公司，国药准字：Ｈ３１０２２５５８）；博莱霉素Ａ５，（日本
化药株式会社，批号：６４０１１０）；醋酸泼尼松龙片，（上海
信谊药厂有限公司，批号：１２０１２２）；逆转录及 ＰＣＲ试
剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ（日
本东洋公司）；兔抗大鼠ＵＰＡ单克隆抗体试剂盒、羊抗
大鼠ＰＡＩ１单克隆抗体试剂盒（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙＩＮＣ）。
１２　动物　雄性 ＳＤ大鼠５０只，ＳＰＦ级，体质量（２６０
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±２０）ｇ，由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供，许
可证号为ＳＣＸＫ（沪）２００９０００５。
２　方法
２１　肺纤维化大鼠模型制备、分组与给药　将实验大
鼠３％戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉后，无菌操
作下行颈部正中切口，分离气管。模型组与治疗组大

鼠气管内注入０２～０３ｍＬ含博莱霉素 Ａ５（５ｍｇ／ｋｇ）
的生理盐水，对照组注入等体积生理盐水，缝合切口并

消毒处理，将大鼠直立旋转３ｍｉｎ，使药液在肺中分布
均匀。大鼠随机分为５组（每组１０只），分别为空白对
照组（Ａ组）、模型组（Ｂ组）、丹参酮治疗组（Ｃ组）、泼
尼松阳性对照组（Ｄ组）、泼尼松联合丹参酮治疗组（Ｅ
组）。于成模后第２日，Ｃ组和 Ｄ组大鼠每天分别按
１０ｍｇ／ｋｇ和０４ｍｇ／ｋｇ体质量腹腔注射丹参酮ⅡＡ磺
酸钠或泼尼松，Ｅ组给药为 Ｃ、Ｄ组相加。其余２组每
日给予等体积蒸馏水腹腔注射，实验周期为２８ｄ。
２２　病理学观察　迅速取右肺下叶４％多聚甲醛固
定４８ｈ，制备石蜡切片，进行苏木精－伊红（ＨＥ）染色，
Ｍａｓｓｏｎ三色染色，参照文献［６－７］将肺泡炎和肺纤维化

程度分级：无肺泡炎和肺纤维化；轻度肺泡炎和肺纤维

化，受累面积小于２０％；中度肺泡炎或肺纤维化，受累
面积２０％～５０％；重度肺泡炎或肺纤维化，受累面积
＞５０％。一起经２５ｇ／Ｌ戊二醛中固定，按电镜常规进
行标本制备。半薄切片后做超薄切片，日本 ＪＥＭ１２３０
型投射电镜观察。

２３　肺纤维化大鼠 ｕＰＡ及 ＰＡＩ１基因表达　提取大
鼠左下肺组织总 ＲＮＡ。用分光光度法测定其总 ＲＮＡ
含量及纯度。用 ＲＴ试剂盒对总 ｍＲＮＡ进行逆转录，
合成ｃＤＮＡ，进行实时 ＰＣＲ反应。反应体系共２５μＬ：
ｃＤＮＡ和上下游引物各 ０５μＬ，ＳＹＢＳｇｒｅｅｎｓｕｐｅｒｍｉｘ
１２５μＬ，去离子水１１μＬ。循环条件：９５℃预变性３
ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，６２℃退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，６０
次循环，５５℃ １０ｍｉｎ。实时收集荧光信号，数据采用
仪器自带软件ＡＢＩＰｒｉｓｍ７３００ＳＤＳＳｏｆｔｗａｒｅ分析，计算
出ＵＰＡ、ＰＡＩ１ｍＲＮＡ的相对表达量。引物由上海英骏
生物科技有限公司合成，序列见表１。

表１　ＵＰＡ、ＰＡＩ１和ＧＡＰＤＨ引物序列

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒｓｕｂｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｕＰＡ Ｆｏｒｗａｒｄ５ＡＡＧＧＴＣＴＧＧＧＡＴＡＣＴＡＧＡＧＣＣ３
Ｒｅｖｅｒｓｅ５ＣＡＧＧＡＴＡＴＣＣＴＣＡＧＴＣＴＣＣＡＣＣ３

ＰＡＩ１ Ｆｏｒｗａｒｄ５ＡＧＴＣＴＴＴＣＣＧＡＣＣＡＡＧＡＧＣＡ３
Ｒｅｖｅｒｓｅ５ＧＴＣＣＣＡＡＡＧＧＡＡＡＧＧＣＴＴＣＴ３

ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＡＴＧＡＧＣＣＣＣＣＡＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡ３′

　　注：ＧＡＰＤＨ（磷酸甘油醛脱氢酶）。

２４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１８０软件进行分析，各
组计量资料以（珋ｘ±ｓ）表示，用单因素方差分析，两两比
较用 ＬＳＤｔ法，等级资料采用 ＫｒｕｓｋａｌｌＷａｌｌｉｓ法或
ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ法检验。检验水准α＝００５。
３　结果
３１　对肺纤维化大鼠肺组织病理形态学的影响　ＨＥ
染色显示：Ａ组肺组织结构清晰，毛细血管正常，肺泡
腔完整，无炎性反应细胞浸润。Ｂ组较 Ａ组肺泡腔及
肺间质内可见大量炎性细胞浸润，肺泡间隔明显增厚，

毛细血管明显增生，病变部位广泛，差异具有统计学意

义（Ｐ＜００５）。Ｃ、Ｄ、Ｅ组较 Ｂ组肺泡间隔增宽，极个
别肺组织中见到肺泡腔中有单核巨噬细胞浸润及出

血，程度均较轻，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。
Ｍａｓｓｏｎ染色显示：Ａ组肺组织结构清晰，无明显纤维组
织增生；Ｂ组较Ａ组肺组织结构破坏，重度炎性细胞浸
润，大面积大量胶原纤维沉积呈束状而造成肺泡壁明

显增厚及肺泡形态改变，支气管、血管周边广泛大量胶

原沉积，有明显的间质纤维化，纤维化评分明显较正常

组增高，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。与 Ｂ组相
比，Ｃ、Ｄ、Ｅ组可见肺泡壁的增厚，炎性细胞浸润减少，
肺组织损害减轻，有少量胶原纤维沉积，纤维化评分降

低，差异具有统计学意义；Ｃ组与 Ｅ组和 Ｄ组比较，炎
性细胞浸润及纤维组织明显减少，纤维化评分降低，差

异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。（见图１，表２）。

表２　肺组织炎性反应及纤维化评分

组别 动物数
肺泡炎性反应

＋ ＋＋ ＋＋＋
肺纤维化

＋ ＋＋ ＋＋＋

Ａ组 １０ ２ ０ ０ １ ０ ０
Ｂ组 １０ １ ６ ３ ０ ２ ８
Ｃ组△ １０ ４ ５ １ ２ ３ ５
Ｄ组△ １０ ５ ４ １ ２ ４ ４
Ｅ组△▲ １０ ５ ３ ２ ２ ４ ４

　　注：与空白对照（Ａ）组比较，Ｐ＜００５；与模型（Ｂ）组比较，△Ｐ＜

００５；与地塞米松（Ｄ）组比较，▲Ｐ＜００５Ｃ组：丹参酮治疗组、Ｅ组：泼

尼松联合丹参酮治疗组）。

　　病理标本电镜学观察：Ａ组：肺泡上皮结构完整，
Ⅰ型上皮细胞胞质扁平，其基膜与毛细血管基膜贴敷
紧密，呼吸膜连续、较厚，Ⅱ型细胞形态正常，表面具有
绒毛，内含嗜锇性分泌颗粒，为板层状；细胞间连接比

较紧密，间质中有少量纤维，排列松散而稀疏。Ｂ组：
肺组织整体结构比较疏松，呼吸膜出现分层、扭曲甚至

破坏；Ⅱ型细胞绒毛减少甚至消失，板层小体大部分缺
失呈空泡状；部分Ⅰ型上皮细胞线粒体肿胀，嵴消失呈
空泡。血管内皮细胞核变形，核膜皱折，腔内有大量红

细胞、中性白细胞，部分胞质空泡变性。成纤维细胞增
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多，肺间质大量纤维不规则堆积，排列紧密而凌乱。Ｃ、
Ｄ、Ｅ组呼吸膜偶见分层或扭曲，连续性良好；Ⅱ型细胞
绒毛基本正常，板层小体有较多残留；肺间质存在少量

纤维（见图２）。

图１　光镜下肺组织病理学改变
（每组左为ＨＥ染色，右为Ｍａｓｓｏｎ染色）

３２　对肺纤维化大鼠 ｕＰＡ与 ＰＡＩ１基因表达的影响
　　Ｂ组大鼠肺组织 ＵＰＡ及 ＰＡＩ１较 Ａ组均明显增
加，但以ＰＡＩ１增加更加明显，Ｃ、Ｄ、Ｅ组大鼠ＵＰＡ较Ｂ
组明显增加而 ＰＡＩ１明显降低（Ｐ＜００５，００１）（见
图３）。

图２　电镜下肺组织病理学改变
　　注：Ａ组：空白对照组、Ｂ组：模型组、Ｃ组：丹参酮治疗组、Ｄ组：泼

尼松阳性对照组、Ｅ组：泼尼松联合丹参酮治疗组。

图３　丹参酮对肺纤维化大鼠肺组织中ｕＰＡ、
ＰＡＩ１ｍＲＮＡ表达的影响

　　注：Ａ组：空白对照组，Ｂ组：模型组，Ｃ组：丹参酮治疗组，Ｄ组：泼
尼松阳性对照组，Ｅ组：泼尼松联合丹参酮治疗组。

４　讨论
博莱霉素是一种抗肿瘤药，其不良反应之一是引

起肺纤维化。用博莱霉素复制肺纤维化动物模型，已

成为国内外公认的肺纤维化造模方法［８－９］。可用于研

究肺纤维化的发病机制及药物筛选。本研究采用博来

霉素复制大鼠肺纤维化模型，对照组大鼠的肺组织结

构正常，未见炎性反应及纤维化病灶，而模型组大鼠的

肺组织则出现不同程度的肺泡炎性反应变化，肺泡间

隔增厚，肺泡腔破坏变窄或消失，成纤维细胞增生，肺
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间质胶原沉积，与文献报道的肺纤维化病变一

致［１０－１１］。经过丹参酮治疗后，博莱霉素诱导的肺纤维

化模型大鼠肺泡炎及肺纤维化程度明显减轻，表明丹

参酮能减轻肺纤维化过程中的炎性反应及纤维化程

度。ＥＣＭ过度沉积是各种器官纤维化的共同表
现［１２－１３］，肺纤维化也不例外［１４］。ＥＣＭ的过度沉积既
是ＥＣＭ合成过多，更大程度上是由于降解的减少引起
的［１５］。ｕＰＡ主要参与血管新生、基质重构、肿瘤浸润
及转移等过程，尤其是 ＥＣＭ的降解，因而与肺纤维化
关系密切［１６］。一方面，ｕＰＡＲ与 ｐｒｏｕＰＡ特异结合后
通过自分泌或旁分泌机制使 ｕＰＡ活化，另一方面，它
还与活化的 ｕＰＡ高效结合，将 ｕＰＡ浓集于细胞表面，
同时纤溶酶原通过其赖氨酸结合位点与细胞表面的纤

溶酶原受体结合，两个系统在细胞膜上相伴作用，形成

一高效的纤溶活化系统，活化的 ｕＰＡ将催化纤溶酶原
转变为纤溶酶，介导ＥＣＭ蛋白的水解。同时激活的纤
溶酶也可作用于 ｐｒｏｕＰＡ，使之变成有活性的 ｕＰＡ，形
成一种正反馈现象。ＰＡＩ是丝氨酸蛋白酶抑制物超家
族的成员，包括ＰＡＩ１、ＰＡＩ２及 ＰＡＩ３。其中，ＰＡＩ１是
ｕＰＡ的主要抑制物［１７］。ＰＡＩ与 ｕＰＡ结合后被 ｕＰＡ降
解，释放出ＰＡＩ的羧基端，新产生的Ｃ末端精氨酸的羧
基与ｕＰＡ活性中心的丝氨酸的羧基生成酯键，从而抑
制精氨酸一丝氨酸蛋白酶。ＰＡＩ１对 ｕＰＡ的抑制作用
及ｕＰａ自身对ｕＰＡＲ的降解，共同参与 ｕＰＡ活性的负
向调节［１８］。一旦有各种致病因子打破这种统一，则使

两者失衡，从而导致肺纤维化的发生、发展［１９］。

正如本实验显示，与空白组相比，模型组 ｕＰＡ和
ＰＡＩ１的表达明显增强，且 ＰＡＩ１的增加更加明显，从
而增加了胶原纤维的积累并促进肺纤维化的发展。与

模型组相比，丹参酮显著升高了肺组织中 ＰＡＩ１的表
达，降低ＰＡＩ１的表达，从而证明丹参酮通过提高 ＰＡＩ
１抑制 ＰＡＩ１而产生抗纤维化的作用。与地塞米松组
相比，丹参酮组未表现出明显差异，而丹参酮与地塞米

松联合显示出明显优势。

总之，本实验结果表明，丹参酮抑制博莱霉素诱导

的大鼠肺纤维化过程，提高机体的抗炎、抗损伤能力，

其作用机制可能与通过调控 ＵＰＡ与 ＰＡＩ１之间的平
衡，减少细胞外基质蛋白沉积有关。并且这一作用在

与地塞米松联合时显示协同效应。
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