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摘要本文从炎症／免疫性炎症、微循环障碍、结缔组织代谢异常及纤维化形成、高粘滞血症

等方面研究了血瘀证的实质，指出血管内皮细胞变化是病变的中心环节，认为气血关系与血瘀证关系

密切，活血化瘀以及益气活血中药调节机体气血平衡关系，其作用主要通过调节神经一内分泌一免疫功

能来实现。本文对通脉灵及其有效单体(IH764—3)、虎桃(HT)冲剂抗纤维化及其作用机理进行了

系列的研究。结果表明，通脉灵及IH764．3对大鼠肺动脉高压、炎症、肺纤维化有明显作用，

IH764．3对丙二醛(MDA)升高有抑制作用，对中性粒细胞(PMN)质膜功能酶自由基损伤有保护作

用，药物通过抗炎等作用间接达到抗纤维化的结果。HT冲剂预防和治疗组肺纤维化的病理变化有明

显改善，肺组织中的1CAM．1，VCAM一1，LFA一1，MCP．1，GM—CSF和TNF．d表达水平明显低于模型

组；总胶原，I、Ⅲ型胶原含量及其mRNA水平均明显降低。结果表明，HT冲剂对肺纤维化有明显

的预防和治疗效果。
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中医学把滞血、蓄血、留血、离经之血、旧血、

污秽之血、内溢之血等所造成血液停滞、血脉不通、

壅塞或瘀结不散而形成的病证称之为血瘀证。按现代

医学概念，各种致病因子所造成的全身或局部组织器

官的缺血、缺氧、血淤、血循环障碍、血液流变性及

粘滞性异常而导致各组织器官水肿、炎症渗出、血栓
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形成、组织变性、结缔组织增生等一系列病理变化，

都概括在血瘀证的病理实质之中。

1 血瘀证实质研究

血瘀证病变涉及血液流变学异常，微循环障碍，

炎症／免疫性炎症反应以及结缔组织代谢异常等。

1．1 血瘀证与炎症反应各种病毒、细菌感染，免

疫复合物形成放射、激光等物理损伤，以及化学毒

品、农药、高低氧等因素，均可诱导机体的炎症反

应。慢性炎症反应是组织器官纤维化的前奏。
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辐射或博莱霉素所致的肺纤维化，野百合碱所致

肺心病、肺动脉高压，动脉粥样硬化，烧伤性角膜瘢

痕等模型都是在炎症性反应的基础上发生、发展的。

炎症细胞(如中性粒细胞、单核性吞噬细胞)和血管

内皮细胞的激活可产生和释放大量的氧自由基、

TNF．0【、TGF．B、PDGF．B、PAF以及IL一1、6、8等，

在炎症病理和纤维化发生、发展中起重要作用。

各种细胞因子刺激脏器中的血管内皮细胞、白细

胞、血小板，引起其表面粘附分子表达增强，如

VLA_4、LFA．1(CDlla／CDl8)、mac-1(CDllb／

CDl8)等，血管内皮细胞表面的血管细胞粘附分子

VCAM．1，细胞间粘附分子ICAM一1／CD54，以及血小

板内皮细胞粘附分子PECAM一1／CD3 1和内皮细胞、白

细胞粘附分子ELAM一1，颗粒膜蛋白GMP．140等粘附

配体表达增强。¨、2 o

细胞因子(如TNF一仅等)作用于内皮细胞引起

内皮素(ET．1)的合成与分泌。ET一1是一种很强的

缩血管生物活性肽，可引起小血管和毛细胞血管收缩

与闭塞，肺动脉高压与高血压患者均可见肺血管内皮

细胞中ET一1mRNA表达水平增高，ET-1不但作用于

血管引起缩血管反应，同时还可刺激胶原形成细胞

(成纤维细胞，平滑肌细胞等)增殖，引起胶原等细

胞外基质的沉积和增加。此外，TNF一0【等细胞因子还

可刺激内皮细胞分泌单核细胞炎症蛋白(MIP-1)、单

核细胞趋化蛋白(MCP一1)，引起炎症反应进一步发

生、发展，最终造成组织脏器纤维化形成。

1．2 血瘀证与微循环障碍 炎症与微循环障碍是相

伴相随的。各种致病因子均可引起血管活性因子

ET．1、NO、t-PA、Pai一1、PGI，、TXA，、Ang 11等的变

化，这些活性因子造成微循环形态和结构的异常变

化。放射、博莱霉素、野百合碱、高低氧等所诱致的

肺纤维化超微结构变化，可见肺毛细血管内皮细胞早

期内陷，周围有大量水肿液，晚期则可见毛细血管管

腔狭窄或完全闭塞，毛细血管内还可见血小板聚集或

血栓形成、RBC淤滞、白细胞阻塞现象等，这些微循

环异常与器官组织炎症性反应是一致的。

1．3 血瘀证与结缔组织代谢异常 纤维化形成是炎

症反应的结果。血管内皮细胞和炎症细胞的炎症介质

的刺激，TNF一仅、IL．1、PDGF—B、TGF一8等均可引起

病灶内结缔组织细胞增殖，I、III、IV型胶原mRNA

及其蛋白表达水平增高，同时Fn、TSP、Lm等基质

的合成与分泌功能也明显增高，造成结缔组织代谢的

异常变化。[4,5 3

1．4 血瘀证与高粘滞血症 各种诱因可诱致高粘滞

血症，造成血液流变学的变化。寒冷、放射、激光等

诱致的高粘滞血症不同程度地表现为血沉和红细胞压

积增高，红细胞变形能力降低，纤维蛋白原含量增

高，血小板粘附性和聚集性、血栓形成能力增高等。

高粘滞血症是许多疾病发生、发展过程中的一个重要

环节，影响机体血液的正常灌注，是重要的病理生理

改变，是机体血瘀的表现。各种内外因均可造成血行

不畅，壅滞脉中或血溢脉外而致瘀，并可诱致高粘滞

血症。

1．5 血管内皮细胞变化是病变的中心环节炎症反

应、微循环障碍、高粘滞血症以及结缔组织代谢异常

变化等，目前已证明这些病变的中心环节在于血管内

皮细胞的变化。各种诱因如TNF．d、Ang II、mmLDL

以及切应力的作用均可引起血管内皮细胞激活，从而

引起机体微环境中血管内皮细胞的腔面内与血管周围

的变化。

血管内皮细胞分泌各种血管活性物质，如血管舒

缩性物质NO和ET一1等，它们决定血管的形态与结

构的变化；血管腔内纤溶酶原激活物，TM(血栓调

节素)、TF(组织因子)、PGI，(前列环素)、Pai-1

等变化，它们的平衡失调影响血液流变学，造成高粘

滞血症。[6]

1．6 血瘀证与气血关系及活血化瘀治则 研究气与

血的关系在血瘀证的研究中是极其重要的。活血化瘀

以及益气活血中药调节机体气血平衡关系，其调整作

用主要通过调节神经一内分泌一免疫功能来实现。

临床疗效与实验研究均可证明，活血化瘀药物可

改变血液流变的特性；改善血循环，特别是微循环；

减轻炎症／免疫反应以及改善结缔组织代谢异常变化，

其主要作用在于保护血管内皮细胞。从各种致病因素

的共同病理生理基础中分析，氧自由基损伤可能是始

动点。捕捉氧自由基，保护血管内皮细胞可能是活血

化瘀药物作用原理的最主要部份。
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2 活血化瘀药物作用机理研究

近三十年来，通过多种实验模型，如大鼠琼脂性

肉芽肿、家兔角膜瘢痕、博莱霉素(BLM-A。)和放

射所诱致的鼠肺纤维化，缺氧和野百合碱所致大鼠肺

动脉高压以及脑缺血再灌注损伤等¨9I，通过这些结

合点，我们应用现代科学技术，组织超微病理、细胞

生物学，生化，免疫组化，免疫电镜和分子生物学等

方法，对这些模型动物的血瘀证实质进行了探讨，同

时研究了通脉灵及其有效单体IH764—3抗纤维化作用

和作用机理。大量的实验研究证明这些模型可反映血

瘀证的实质，其共同的病理生理基础可概括为微循环

障碍，炎症(免疫)反应以及结缔组织增生，而活血

化瘀药物的疗效机制主要是改善微循环、抗炎、免疫

调节和抑制结缔组织增生。我们的研究资料还证明活

血化瘀药有效单体IH764—3可猝灭各种自由基的过量

生成。清除氧自由基可能是抗炎，改善微循环障碍，

预防纤维化形成的重要环节。

我们在研究通脉灵及其有效单体IH764-3对博莱

霉素(BLM)和放射性肺纤维化的防治作用上取得了

较好的结果【卜8’20|，证明单体成分与通脉灵水提液具

有相同的药理作用。应用电子自旋顺磁共振波谱证明

IH764．3有直接捕捉超氧自由基和羟基自由基的作用，

对体内、外各种体系所产生丙二醛(MDA)升高有抑

制作用，以及保护自由基对PMN质膜功能酶的损伤

作用。因此，这种作用在抗炎和改善循环障碍中可能

是重要的环节。在抗炎作用及其机制的研究中，我们

建立了鹿角芽诱致的胸膜炎和BLM诱致的肺炎模型，

并研究了药物对两种炎症模型和两种炎症细胞(吞噬

细胞和中性粒细胞)的功能影响；从药物对模型动物

的胸水量、总细胞数、白细胞数、蛋白含量、B．葡萄

糖醛酸酶(B-g)含量和组织胺含量以及吞噬细胞趋

化因子，活性氧释放，eonA受体，Fn和FGF活性和

FMLP，Zymosan，C5ai，X／XO激活PMN的化学发光

等均有明显的抑制作用，两个炎症模型及炎症细胞所

分泌的炎症介质变化可见药物有明显的抗炎作用；这

些模型的炎症反应均可进一步发展为纤维化，对大鼠

肺动脉高压，肺炎，肺纤维化有明显作用。因此，药

物可通过抗炎而问接达到抗纤维化的结果。BLM和放
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射性肺纤维化和低氧或野百合碱诱致的肺动脉高压以

及大脑缺血再灌注模型中可见IH764—3有明显改善微

循环的作用，其机制可能与拮抗氧自由基对血管内皮

细胞损伤作用有关。活血化瘀药物保护血管内皮细

胞，对抗炎，血液流变性以及实质细胞的结构与功能

的完整性可能起重要的作用，药物对培养成纤维细胞

的增殖和功能有明显的影响。9o，从成纤维细胞的生长

曲线，3H．TdR参人，胞内钙调素水平，细胞周期，3H一

脯氨酸参人，脯氨酰羟化，Fn和TSP含量以及超微

结构变化可见明显效果。通过这些理论结合点的研

究，我们不但证明活血化瘀药物对纤维化形成有明显

的防治作用，而且也证明药物抗纤维化的作用可能是

通过捕捉氧自由基，清除活性氧，改善微循环障碍，

抗炎以及直接抑制结缔组织细胞增生和亢进的胶原合

成功能。

2．1 通脉灵及其有效单体(IH764-3)抗纤维化作用

机制研究 研究结果表明，通脉灵及其有效单体

(IH764—3)对大鼠肺动脉高压、肺炎、肺纤维化有明

显作用；IH764．3对体内、外各种体系所产生丙二醛

(MDA)升高有抑制作用，有保护自由基对中性粒细

胞(PMN)质膜功能酶的损伤作用-1叫(见表1～4，

图1～5)。

表1 IH764．3对MDA生成的抑制作用(nmoL／ml，戈±s)

IH764—3

IH764—3

IH764—3

IH764—3

IH764-3

IH764—3

IH764．3

0

0．156

1．250

2．500

5．000

10．000

20．000

3 27．47±0．37

3 25．44±0．10

3 18．13±0．92

3 14．43±0．33

3 12．48±0．89

3 10．27±0．12

3 10．84±0．55

48．59±0．81

49．52±1．0l

42．59±0．86

39．23±1．3l

29．50±1．2l

27．84±0．75

26．5l±0．24

表2 IH764—3对博莱霉素致MDA增加的

抑制作用(nmol／ml，z±s)

注：与CONTROL组比较，$P<0．叭；与博莱霉素组

比较，％$P<0．01。
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表3 IH764—3对5’一核苷酸酶活性的作用(％)

表4 IH764—3和其它几种保护剂对中性粒细胞质膜功能酶

自由基损伤的保护作用的比较(％)

图1 IH764—3抗氧化作用及对脑缺血大鼠的保护作用

图2 IH764—3对脑缺血大鼠的保护作用

图3 IH764—3对中性粒细胞质膜功能酶自由

基损伤的保护作用(ALP活性)

图4 IH764—3对中性粒细胞质膜功能酶

自由基损伤的保护作用(ACP活性)

图5 IH764—3对红细胞MDA抗氧化作用

Du 65 spectrophotometer(532nM)

两个炎症模型及两个炎症细胞所分泌的炎症介质

变化可见药物有明显的抗炎作用；这些模型的炎症反

应均可进一步发展为纤维化。因此，药物可通过抗炎

而间接达到抗纤维化的结果。结果见表5—6，图6～

7。[16—18]

表5 IH764—3对鹿角菜所致的大鼠脑膜炎的

保护作用(x±s)

注：与CONTROL组比较，$P<0．01．料P<0．02。

表6 IH764．3对博莱霉素诱致的肺炎的保护作用(i±s)

注：LUNG COE．：Lung Coefficient，PMN：Neutrophil，B-

G：B—Glucuronidase HT：Histamine，TC IN BALF：Total Cells in

Bronchial Alveolar Lavage Fluid(肺泡灌流液的总细胞数)
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通脉灵及其有效单体(764．3)对放射性和BLM

肺纤维化和低氧或野百合碱诱致的肺动脉高压有明显

作用。见图8～9。E]l,15]

图6 IH764—3对小鼠肺表面活性物质含量的影响

图7 IH764—3对博莱霉素灌注大鼠的肺泡灌

流液中FGF活性的影响

图8 IH764—3对放射诱致6个月后小鼠肺

羟脯氨酸含量的影响

图9 IH764—1，IH764—3对x线照射诱致

小鼠肺纤维化的影响(Ho—proline含量)

活血化瘀药物对纤维化形成有明显的防治作用，

其抗纤维化作用可能是通过捕捉氧自由基，清除活性

氧，改善微循环障碍，抗炎以及直接抑制结缔组织细

胞增生和亢进的胶原合成功能。结果见图10～13。

6 Traditional Chinese Medicine Journal

图10 IH764—3对成纤维细胞生长的影响

(3H．TaR掺入法)

图1 1 IH764—3对成纤维细胞生长的影响(细胞计数法)

图12 IH764—3对培养成纤维细胞钙调素水平的影响

图13 IH764—3对纤维细胞脯胺酸羟化率的影响

2．2 虎桃冲剂抗肺纤维化及其作用机理的研究 我

们进一步研究了虎桃(HT)冲剂对肺纤维化发生、

发展过程中大鼠肺组织粘附分子，细胞因子以及胶元

代谢的影响。虎桃冲剂主要由丹参、黄芪、桃仁和虎

耳草等六味中药组成，具有益气、活血化瘀功能。本

实验以牛血清白蛋白皮下多点注射和四氯化碳腹腔内

注射Wistar大鼠，建立免疫复合物损伤性肺纤维化模

型。应用免疫组化、透射电镜、酶联免疫吸附实验、
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羟脯氨酸含量测定及mRNA．DNA斑点杂交，观察该

药对大鼠肺纤维化发生发展过程中，对肺组织上皮细

胞，血管毛细血管内皮细胞的粘附分子(LFA一1、

ICAM一1、VCAM．1)，细胞因子TNF．o【，GM．CSF，

PDGF，ET一1，总胶原，I、Ⅲ型胶原及其mRNA以

及胶原酶mRNA表达水平的影响。表7—17及透射电

镜观察结果显示：(1)病理模型组，Ⅱ型上皮细胞明

显增多，且处于活化状态，胞浆内含有大量的板层小

体，并释放到肺泡腔内；大部分肺泡膈增宽，吞噬细

胞、中性粒细胞、浆细胞、淋巴细胞、肥大细胞等炎

症细胞渗出增加；肺泡毛细血管腔收缩狭窄。(2)在

肺纤维化早期，肺组织的粘附分子(ICAM-1，

VCAM．1)和细胞因子(TNF-仪)均明显升高，肺泡

膈内和毛细血管周围胶原沉积逐渐增加。(3)肺组织

中总胶原和I、Ⅲ型胶原含量及其mRNA表达水平明

显升高。(4)HT治疗组上述的病理变化均有明显改

善，病理和超微结构观察证明：I型肺泡上皮细胞，

肺泡毛细血管形态趋于正常，毛细血管内皮细胞

ICAM．1，VCAM一1和TNF一仪表达水平明显低于模型

组，肺组织的总胶原，I、Ⅲ型胶原含量及其mRNA

水平均明显降低，治疗36天时，其抑制率约为50％，

proctl(I)、prom(1lI)mRNA均降低42．7％和

59．7％，而胶原酶基因的mRNA水平在26天和36

天后则有增加的倾向，45天后明显升高(P<0．01)。

用M1Tr法检测HT冲剂的载药血清对培养的成纤维细

胞增殖也有非常明显的抑制作用。112-14]

2．2．1 HT冲剂对大鼠免疫复合物性肺纤维化模型肺

系数的影响(见表7)

表7 HT冲剂对大鼠肺组织肺系数的影响(戈±s)

注：与正常组比，A P<0．叭；与模型组比，}P<0．01。

2．2．2 形态观察 网织纤维染色显示，预防组和治

疗组肺组织炎性和网织纤维增生较轻于模型组。

透射电镜观察显示，模型组见肺组织中小血管内

皮细胞(Ec)收缩，并与基底膜分离，毛细血管闭塞

或管腔狭窄，肺泡壁中细胞周围有大量束状胶原纤维

(C01)积聚(见图14)。

HT预防组见大部分肺组织接近正常肺泡结构，

毛细血管无明显变化，肺泡成纤维细胞增殖不活跃，

肺泡腔基本正常(见图15)。

图14 Wistar大鼠肺组织纤 图15 HT预防组大鼠肺组织

维化(电镜，×6000) 病理切片图(电镜，×6000)

2．2．3 大鼠肺组织羟脯氨酸含量测定结果(见表8

～10、

表8预防组大鼠不同时间羟脯氨酸

含量变化比较(汕g／mg，戈±s)

注：与正常组比较a P<0．01；与模型组比较+P<0．01。

表9预防组用药30天后大鼠肺组织

羟脯氨酸含量变化(；±s)

注：#-U正常组相比，A P<0．01；与模型组相比，$P

<0．01。

表10治疗组用药45天后大鼠肺组织

羟脯氨酸含量变化(z±S)

注：与正常组相比，A P<0．05；与模型组相比，

<0．05．％$P<0．0l。
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2．2．4 大鼠不同时间I、Ⅲ型胶原ELISA测定结果

比较(见表11～12)

表11 三组大鼠不同时间I、Ⅲ型胶原

ELISA测定结果比较(；4-s)

注：与正常组比较，A P<0．01；与造模组比较，。P

<0．01。

表12四组大鼠45天后I、Ⅲ胶原

ELISA测定结果(i±s)

注：与正常组比较，A P<0．01；与造模组比较，$P

<0．01．{$P<0．001。

2．2．5 大鼠肺组织mRNA斑点杂交结果比较(表13

～141

2．2．6 HT治疗后大鼠肺组织胶原酶基因表达(见

表15)

表15 HT治疗后大鼠肺组织胶原酶基因表达(孑±s)

注：与正常组相比，A P<0．05，$P<0．01。

2．2．7 大鼠肺组织ICAM．1，VCAM一1，TNF．o【ELISA

测定(结果见表16)

2．2．8 大鼠肺组织TNF一仪，GM．CSF，LFA一1，

MCP．1的ELISA测定(结果见表17)

2．2．9 讨论与结论HT冲剂预防和治疗组肺纤维化

的病理变化有明显改善，肺组织中的ICAM-1，

8 Traditional Chinese Medicine Journal

VCAM一1，LFA一1，MCP一1，GM-CSF和TNF-仪表达水

平明显低于模型组；总胶原，I、Ⅲ型胶原含量及其

mRNA水平均明显降低。

HT冲剂在早、中期可以保护血管内皮细胞和肺

泡上皮细胞，抑制粘附分子和细胞因子过度表达，从

而抑制炎症细胞在肺组织中积聚。HT冲剂对肺组织

的胶原合成具有明显的抑制作用，可下调procd

(I)、proetl(1lI)mRNA表达水平，对胶原酶有上

调作用，可能对胶原的分解代谢有促进作用。我们的

实验结果证明HT冲剂对肺纤维化具有明显的预防和

治疗效果。
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