
中医药通报·实验研究

牛弱圣室徽丸灵寸雨考考丹韦损伤纤谁化

大议锈号钴雩蛋局smads表述钓影响※
●张蓉h杜少辉h 黎帮 杨丽娜1 陈阳艳1黄玮1 陈东风2李伊为2

摘要 目的：观察牛珀至宝微丸对内毒素肺损伤纤维化大鼠中转化生长因子一B下游胞内信号转

导蛋白Smads表达的影响。方法：气管内两次滴注脂多糖内毒素(1．5ms／kg，3．Omg／kg)、腹腔注射脂多

糖内毒素(3．Ores／kg)造成内毒素大鼠急性肺损伤纤维化模型，设正常组对照，用牛珀至宝微丸作干预

处理，以HE染色法观察肺组织损伤的形态学改变，Van Gieson法染色检测胶原纤维在肺组织内的表

达，并用Western Blot、免疫组化方法检测在肺组织内TGF—B下游胞内信号转导蛋白Smads的表达。结

果：内毒素造成严重的急性肺损伤，牛珀至宝微丸可以使内毒素肺损伤纤维化大鼠的smad2／3表达得到

抑制，smad4和smad7表达得到不同程度的增强。结论：牛珀至宝微丸减轻内毒素肺纤维化的机理可能

与其对TGF—B下游smads通路的调节表达相关。

关键词牛珀至宝微丸 内毒素肺损伤肺纤维化Smads

急性肺损伤(acute lung injury，Au)是临床上常

见的危重性疾病，病死率高达30％～40％⋯，是各种

严重的休克、感染与创伤等所致的急性弥漫性肺泡和

肺血管内皮细胞的损伤，严重的表现为急性呼吸窘迫

综合征(Acute respiratory distress syndrome，ARDS)，

其中难以控制的肺纤维化约占其死因的40％一

70％【2J。而糖皮质激素只对不足20％的病人有效，且

有不少副作用发生∞J。2003年发生的SARS死亡多

数表现为急性呼吸窘迫综合征并发肺纤维化死亡。

内毒素(endotoxin，ET)是导致Au的主要致病物质，

转化生长因子(transforming growth factor—p，TGF—B)

是促进纤维化的主要因子，而Smad家族蛋白是TGF—

B受体的胞内激酶底物，介导了TGF—p对基因表达的

调控。我们的前期工作发现牛珀至宝微丸能上调

TGF·Bl及其受体在急性肺损伤时表达，并能改善并
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发的纤维化。考虑是增加了其抑制炎症反应的功能，

杜绝了纤维化源头⋯。为探讨其治疗纤维化的机理，

阐明牛珀至宝微丸干预TGF-Bl影响胶原蛋白生成的

机理是否与调节TGF-131下游Smads蛋白表达相关，

为此我们进行了以下实验研究。

1 材料与方法

1．1材料健康普通级Sprague—Dawley大鼠48

只，体重170～2209，雌雄不限，雌鼠无孕，由广州中

医药大学实验动物中心提供。脂多糖(Lipopolysac—

charide LPS，serotype 055：B5)，为Sigma公司产品，

12880，10mg／支。地塞米松磷酸钠粉剂，Sigma产品，
100mg；羟脯氨酸碱水解法试剂盒由南京建成生物工

程研究所提供(批号：20060726)；兔源大鼠单抗

Smads，SABC免疫组化试剂盒、DAB试剂盒，由武汉

博士德生物工程有限公司提供。牛珀至宝微丸(1s／

支)由江西中医学院热病研究室提供(批号：9901)。

将微丸溶于水，制备成含生药量1mg／mJ的口服液。

1．2动物分组及处理措施 SD大鼠随机分成正常

(normal)组、LPS模型组、LPS+地塞米松治疗组、LPS

+牛珀至宝微丸治疗组，每组12只。LPS模型组按

第一天气管内插管滴注脂多糖内毒素(1．5mg／kg)，第
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二天腹腔注射脂多糖内毒素(3．0mg／kg)，第三天气管

内插管滴注脂多糖内毒素(3．0mg／kg)，造成内毒素肺

纤维化模型；与此同时，造模后激素治疗组腹腔注射

地塞米松(3．0mg／kg)每天一次给药7天；中药治疗组

根据成人日服药量折算成大鼠灌胃剂量，牛珀至宝微

丸剂量为50mg／1009每天两次，造模前3天及造模后

7天给药；正常对照组则给予等体积蒸馏水灌胃，连续

7天。各组动物分别于造模后1、3、7、9、14、21、28天

时间点处死取材。

切片制备：大鼠开腹、胸腔，经左心至升主动脉插

管，先用生理盐水(37℃)150 ml冲去血管中血液，继

而灌注4％多聚甲醛的0．1 mol／L磷酸缓冲液(PBS，

PH=7．4)350ml，注毕立即取肺置于相同的新鲜灌注

液中固定至组织块沉底，洗去表面的固定液再取材，

继之梯度乙醇脱水、二甲苯透明、浸蜡、包埋，石蜡切

片，片厚10urno

1．3 HE染色步骤石蜡切片脱蜡水化2min，苏木素

液染色3min，双蒸水洗3～5min，5％～1％盐酸酒精

分化数秒钟，双蒸水洗3～5min，弱碱性溶液7min，双

蒸水冲洗，伊红复染2min，脱水透明，树脂封片。

1．4 Van Gieson法染色步骤 石蜡切片脱蜡水化

2min，用Weigert铁苏木素液染5～10 min，流水洗数

分钟，l％盐酸乙醇分化，自来水洗至蓝化，再蒸馏水

洗。用Van Gieson液染l～5min，倾去染液，直接用

95％乙醇分化和脱水。无水乙醇脱水，二甲苯透明，

中性树胶封固。光镜下观察可见胶原纤维呈红色，肌

纤维、胞质及红细胞呈黄色，细胞核呈蓝褐色。

1．5 免疫组化染色步骤载玻片防脱片剂处理选择

APES或Poly—L—Lysine。捞片后置烤箱60℃30～

60min以使切片紧密黏附。继之切片脱蜡、梯度水化。

双蒸水新鲜配置3％H：O：，室温10min以灭活内源性

酶。双蒸水洗2min×3次。滴加酶消化液，室温

10min，微波中火2min，双蒸水洗2min×3次。滴加抗

原修复液，室温10min，微波中火2min，双蒸水洗2min

×3次。滴加正常山羊血清封闭液，室温20min，甩去

多余液体，不洗。滴加兔源鼠抗smads(事先配制合适

的抗体滴度，对照和阴性对照滴加0．01MPBS或正常

山羊血清替代)37℃孵育1—2h或4℃过夜，0．01M

PBS洗2min×3次。滴加二抗生化素化山羊抗兔

IgG37℃孵育20min，0．01M PBS洗2min×3次。滴加

SABC 370C孵育20min，0．01M PBS洗5rain×4次。新

鲜配制的DAB显色，使用DAB显色试剂盒

(EDl022)。室温显色，镜下控制反应时间。双蒸水
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洗，苏木素复染1rain，时间按所需着色的强度而定，双

蒸水洗2min×3次。梯度酒精脱水、透明干燥，封片。

显微镜观察，每张切片随机选取10个高倍视野计算

其中阳性细胞数和总细胞数，求百分比分析结果。

1．6免疫荧光染色步骤继免疫组化加一抗步骤后

改加稀释后荧光抗体，37℃孵育30rain；O．01 M PBS液

3×2 7冲洗；双蒸水洗，凉干；加甘油缓冲液，封片、镜

检。结果显示荧光显微镜所观察到的图象，主要以两

个指标判断结果，一个是形态学特征；另一个是荧光

的亮度，在结果的判定中，二者结合综合判定。

1．7 Smads Western印迹检测步骤应用组织裂解液

分别裂解肺组织，提取总蛋白，按照蛋白定量试剂盒

(美国Bio—Rad公司产品)的说明测定组织提取液的

蛋白浓度。每例标本取蛋白100rag，经10％SDSPAGE

分离，然后蛋白质被电转移到硝酸纤维素膜上。用含

509／L脱脂牛奶的rlq'BS封闭。Smads表达量及磷酸

化程度的检测用各自单克隆抗体及其相应磷酸化的

单克隆抗体作一抗(工作浓度均为1：1000)，辣根过

氧化物酶(HRP)偶联的羊抗兔IgG作为二抗，室温反

应2小时。最后曝光：用TI'BS洗3次，滴加发光液，

用保鲜膜包裹，用X光片在增感屏中紧密接触，使X

光片感光显影，定影拍照，扫描。

1．8统计学分析 所得数据用SPSSl 1．5统计软件

进行处理，均数间两两比较采用t检验，实验数据以均

值-i-标准差(戈4-s)表示。

2结果与分析

2．1 HE染色结果 正常组细支气管周围偶有炎细

胞浸润，肺泡完整正常。模型组肺泡腔内有炎性渗出

物，大量炎细胞浸润，细支气管收缩闭锁，肺间质增

厚，肺泡壁毛细血管扩张充血，肺泡腔及支气管周围

可见红细胞渗出，腔内有微血栓形成，肺泡结构破坏。

激素组炎症渗出明显减少，肺间质增厚，结构紊乱；牛

丸组水肿减轻，肺泡腔内有炎性渗出物，炎细胞浸润，

渗出较激素组稍增多但肺问质基本正常，肺泡完整，

与模型组对照有明显改善。

2．2组织的Van Gieson法染色结果 与Normal组

相比，模型组胶原纤维表达明显，9天时在血管壁、支

气管壁和肺泡隔可见红色胶原纤维表达显著，肺泡隔

以红色的胶原纤维相连，血管壁与支气管壁的内皮下

与肌层下均有胶原纤维表达。治疗组胶原纤维表达

相对模型组减轻，地塞米松组减轻不明显，牛丸组后

期(28天组)可见肌层下血管壁与支气管壁的少量胶
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原纤维表达，内皮下的胶原纤维表达显著减少，肺泡

隔阳性不明显。

2．3各组不同时间点肺组织中Smads的免疫染色结

果正常肺组织中较大血管内皮细胞及平滑肌细胞

胞浆中存在Smad2／3、Smad4、Smad7蛋白弱阳性表

达，Smad4在支气管上皮细胞胞浆也有阳性表达，磷

酸化Smad2／3与Smad7呈负相关。smad2／3：LPS组7

天、9天时在部分肺泡上皮细胞和成纤维细胞／巨噬细

胞胞核出现强阳性表达，尤9天最显著；LPS+DEX组

表达明显减弱，中药牛丸组后期起阻断作用稳定在较

低水平。Smad4：起协同作用，LPS组14天阳性表达

高峰，其阳性表达出现在部分肺泡上皮、巨噬细胞、间

质成纤维／纤维细胞胞核；治疗组较模型组表达增强。

Smad7：LPS组在肺泡上皮细胞、巨噬细胞、成纤维细

胞及血管内皮细胞、支气管上皮细胞中始终见极低表

达，LPS+DEX后期表达减弱，中药牛丸组前期7天时

即可在各细胞中见强阳性表达，28天时表达最强。提

示内毒素肺损伤纤维化修复呈双峰性，牛丸可提高损

伤组织的负反馈表达。

2．4 Western blotting结果 Smad2／3 LPS组表达持

续增强，9天表达最强，这与免组相符；牛丸组后期有

效。Smda4 LPS组9—14天表达较强，初期表达较弱；

LPs+DEX组表达较模型组强；而牛丸组表达逐渐增

强。Smad7 LPS组早期表达即十分低下，也许这与

LPS早期即出现纤维化相关；LPS+DEX组无意义，牛

丸组早期表达显著增高。

3 讨论

急性肺损伤所致的纤维化(pulmonary fibrosis，

PF)是LPS通过刺激体内多种细胞，合成和释放各种

细胞因子，再通过旁分泌或体循环作用于其他组织细

胞，引起全身炎症反应综合征；肺部炎症导致肺泡持

续性损伤及细胞外基质(extra cellular matrix，ECM)产

生细胞反复破坏、修复、重建及过度沉积的过程，是机

体组织遭受损伤后的过度修复反应【5-6]。TGF—B，介

导其下游信号通路的在纤维化中起重要作用，TGF—B，

激活后，与细胞表面T[3R II、T[3RI结合，通过Smads

等转录因子启动细胞外信息传递。Smads蛋白家族是

TGF-B超家族受体的直接作用底物，也是将受体信号

传导到核内的介质，其他途径对纤维化的影响也与此

通路密切相关【_7|。其家族成员可分为三类，第l类是

受体调节Smads(R—Smads)，属正调节信号，其中

Smads2、3是TGF．p，主要通路；第2类是协同Smad

(Co—Smad)，即Smad4；第3类是拮抗Smads(I—

Smads)，属负调节信号，主要有Smads6、Smads7，拮抗

Smads通过其反馈调节作用抑制R—Smads的活化或

促进TGF—p受体的降解对抗TGF-p的作用，TGF-p。

主要受Smads7抑制。

陈颖伟等【81在体外培养的小鼠胚胎肺组织中，外

源的TGF-p可明显抑制肺上皮细胞分级形成，下调表

面活性蛋白e基因表达。利用重组腺病毒转染Smad7

基因后，上述作用明显减轻，提示Smad7可调整肺发

育、损伤和修复过程中异常的TGF—B信号转导途径。

Zhao等归1应用反义技术特异性地阻断体外培养的小

鼠胚肺组织中内源性的Smad7表达后发现，Smad7的

反义寡核苷酸可促进TGF—p对肺上皮细胞发育的抑

制作用，抑制IFN．1和TNF—a，磷酸化的Smad2／3相

应增强。过量的Smad7阻断信号以支持致炎(炎症

前)细胞因子的兴奋，Smad7表达沉默修复TGF-B抑

制炎症的能力¨01。Nakao等¨¨用博来霉素诱发小鼠

肺纤维化后，在支气管内直接注射携带Smad7基因的

重组腺病毒，以观察Smad7对肺纤维化的影响。结果

表明，小鼠肺组织中Smad7基因的瞬时转染和表达可

阻断Smad2的磷酸化进程。抑制I型前胶原mRNA的

表达，降低肺组织羟脯氨酸含量，改善肺组织纤维化

程度。在本研究中牛丸组Smads7过度表达能对抗

TGF-B，信号，使纤维化得以改善。

牛珀至宝微丸是根据清·何廉臣《重订广温热

论》所载犀珀至宝丹而化裁，本方是在中医“三宝”之

一的至宝丹基础上增加了通瘀开窍、辟秽化浊的功

能，并且为了使其更有利于体内吸收，本课题组将其

改为微丸剂型。何氏称“此丹大剂通瘀直达心窍，又

能上清脑络，下降浊阴，专治一切时邪内陷血分，瘀塞

心房，不省人事”。前期研究表明对感染性休克的内

厥外脱证及内毒素休克所致的多脏器损伤有较好的

疗效，并能影响胶原纤维的表达¨2。。前期研究又表

明牛珀至宝微丸能下调内毒素所致的蛋白激酶C信

号通路表达，而此又是正调节Smads2、3的因子¨3|，

因此，可以推理牛珀至宝微丸可能通过蛋白激酶C减

弱TGF—B。下游的正调节信号Smads表达，并且还可

能增强了负调节信号表达。可见牛珀至宝微丸完全

不同于TGF一8。拮抗治疗，其治疗纤维化有其独特机

理。本实验TGF—B介导的肺纤维化证实可为Smad2／

3激活，而为Smad7所阻断，通过抑制Smad2／3及提

高Smad7的表达以阻断TGF—p信号转导途径可能为

治疗肺纤维化的一种手段。
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令人兴奋的是，中医药为解决此难题提供了思

路。本课题组观察到牛珀至宝微丸上调TGF-B的表

达时，对急性肺损伤纤维化有治疗作用，牛珀至宝微

丸又是如何干预TGF一13影响胶原蛋白生成的呢?这

就不得不从TGF．B的信号转导通路介导的生物学效

应考虑。TGF—B激活后，与细胞表面TGF一13受体I、II

(T13RI、T13RII)结合，通过Smads等转录因子启动细胞

外信息传递。Smads蛋白家族是TGF一13的超家族受

体的直接作用底物，也是将受体信号传导到核内的介

质[18]。通路系统虽然简单，但其存在一个比较精细

的控制其输入与输出的网络，其家族成员可分为3

类，第1类是受体调节Smad(R—Smad)，包括Smad—

sl、2、3、5和8，Smads2、3是TGF一13主要通路。TGF-B

在细胞外与T13RIII结合后，把TGF—B传递给T13R II

或者TGF—B直接与T13R 11结合，T13R II型受体一旦与

TGF—B结合，则导致T13RI聚集，形成异侧复合物，同

时使T13RI蛋白激酶磷酸化，激活T13RI。活性T13RI

直接与Smads2、3发生短暂相互作用，使Smads2、3磷

酸化。第2类是协同Smad(C—Smad)，即Smad4，活

化的R—Smad与C—Smad形成异寡聚体，转移至细

胞核，调节靶基因表达，如能与胶原酶基因启动子AP

一1结合位点结合。第3类是拮抗Smads，主要有

Smads6、Smads7，TGF—B主要受Smads7抑制，通过阻

断受体激活R—Smads，抑制其它两类底物的信号转

导，国外有学者已证实在小鼠博莱霉素模型中Smads7

过度表达能对抗TGF—p信号，使纤维化得以改善¨8|。

Smads通路不但受到本系统的负反馈调节，机体还可

通过Smad降解来调节其信号，如Smuff介导的泛素

一蛋白质酶体途径可下调磷酸化Smads2水平；Smads

蛋白异聚体进入核内不但受转录激活因子影响，还受

转录抑制因子调节，目前公认的抑制因子有c—Ski，

SnoN、SNIPl、E1A、TGIF等。我们在既往的研究工作

中发现：牛珀至宝微丸能下调内毒素所致的蛋白激酶

C信号通路表达，而此又是正调节Smads2、3的因

子闭1，因此，可以设想牛珀至宝微丸能通过蛋白激酶

c下调TGF—B胞内信号Smads转导，即有可能降低正

调节信号，增强负调节信号。

牛珀至宝微丸就是通过这样的机理，当内毒素组

胶原纤维表达显著增强，牛珀至宝微丸有减少胶原纤

维表达的作用，同时可使肺损伤修复，牛珀至宝微丸

能促进TGF—B。在急性肺损伤时表达增加。一方面发

挥TGF—B。的抑制炎症反应作用杜绝肺纤维化的病

源，另一方面降低TGF—p。下游正调节信号smad2／3，
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提高负调节信号smad7以减轻肺纤维化，为临床运用

牛珀至宝微丸治疗急性肺损伤纤维化疾病提供实验

基础。
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