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摘要：[目的]通过观察紫檀芪（pterostilbene）对博莱霉素诱导肺纤维化大鼠 NF-资B/TGF-茁1/smad 3信号通路的
影响，探讨紫檀芪治疗肺纤维化的作用机制。[方法]选用健康雄性 SD大鼠 50只，随机分为空白组、模型组、强的松
组、紫檀芪高、低剂量组，每组各 10只。采用博莱霉素气管内注射法诱导肺纤维化模型。于给药后第 28天留取标
本，HE染色进行肺组织病理学观察；酶联免疫法（ELISA法）测定各时期血清中核转录因子-资B（NF-资B）、转化生长
因子-茁1（TGF-茁1）含量；用免疫组化技术检测 TGF-茁1及 smad3的表达。[结果]与正常组比较，模型组大鼠 TGF-
茁1/smad3含量及 NF-资B表达明显升高。与模型组比较，紫檀芪组、泼尼松组大鼠肺组织中 NF-资B/TGF-茁1 /smad 3
蛋白表达明显降低。紫檀芪高剂量组大鼠 TGF-茁1、smad3、NF-资B表达较强的松组减弱。[结论]紫檀芪能够减轻博
莱霉素导致的大鼠肺纤维化程度，其作用机制与调控 NF-资B/TGF-茁1/smad3信号转导蛋白表达有关。

关键词：紫檀芪；肺纤维化；NF-资B/TGF-茁1/smad3
中图分类号：R285.5 文献标志码：粤 文章编号：员远苑猿原怨园源猿渊圆园员9冤01原0053-06

紫檀芪对肺纤维化大鼠 NF-资B/TGF-
茁1/smad 3信号通路的影响 *

彭艳芳 1，张莹雯 1，赵映前 2，王秀萍 1，艾 望 3

（1.武汉大学中南医院，武汉 430071；2湖北中医药大学，武汉 430065；3.武汉大学，武汉 400071）

*基金项目：国家自然科学基金面上项目（30973705）；湖北
省自然科学基金资助项目（2009CHB001）。
作者简介：彭艳芳（1976-），女，博士研究生，主治医师，主要
研究方向为中医治疗呼吸疾病的研究。

通讯作者：张莹雯，E-mail：hhao3838@sina.com。

·实验研究·

肺纤维化是由多原因引起的以炎性细胞浸润、

纤维母细胞增生、胶原纤维的沉积为特征的免疫介

导的慢性炎性反应性疾病[1-3]。其 5年生存率为 30%
~50%，平均生存期不足 3年[4-5]。免疫炎症反应是肺
纤维化的早期的主病理机制，现代医学对本病尚缺

乏理想有效的药物，大量学者认为应用激素和（或）

免疫抑制剂/细胞毒性药物可以控制肺纤维化的发
展，20世纪 50年代糖皮质激素、免抑制剂/细胞毒
性被列为首选药物 [6]。但长期使用其疗效局限且药
物不良反应大如骨质疏松、免疫功能低下、感染不

愈合等[7]。而其最有效的治疗方法是长期氧疗和肺
移植，但由于各种原因，肺移植在国内的开展非常

有限。因此，寻找 PF新的治疗手段成为目前研究的
热点与难点。紫檀芪（Pterostilbene）是从中药紫檀、
血竭、蜂胶中分离得到的一个反式二苯乙烯类化合

物，现代大量的研究证实紫檀芪具有抗氧化、抗炎、

抗肿瘤、抗衰老、肝肾保护以及抗病原微生物等多

种药理作用。目前发现紫檀芪还可以干预多种器官

组织的纤维化过程，例如有报道紫檀芪可减轻二甲

基亚硝胺所诱导大鼠产生肝脏纤维化 [8]，这可能与
其抑制 TGF-茁1/Smads信号通路有关。器官纤维化
病理过程大都是纤维组织增生，细胞外基质（ECM）
沉积所致，紫檀芪能否在肺纤维化中也起到作用，

国内外未见报道，而笔者预实验已提示紫檀芪可改

善肺纤维化。因此本研究拟采用博莱霉素复制肺纤

维化大鼠模型，观察紫檀芪的抗肺纤维化作用及对

肺纤维化大鼠 NF-资B/TGF-茁1/smad信号通路的影
响，进一步探讨其作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物 健康雄性 SD大鼠（SPF级）50只，
由武汉大学动物实验部购进，6耀8 周龄，体质量
（200依20）g，购自北京维通利华实验动物技术有限
公司；动物许可证号 SCXK（京）2016-0006。实验室
人工光照、阴暗各 12 h（暗期 20：00-8：00），45%左
右相对湿度，25 益恒温的普通设施中，进行适应性
饲养。本实验方案已通过武汉大学的实验动物伦理

委员会审查批准，批准编号：02517121A。
1.2 受试药物 紫檀芪：日本富士株式会社，98%，
HPLC；对照药物：泼尼松片：5 mg/片 （生产批号：
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170545，国药准字：H33021207，浙江仙居制药股份
有限公司生产）。泼尼松片置乳钵内研碎加生理盐

水制成 0.6 g/L混悬液，置 4 益冰箱中保存备用。
1.3 试剂与主要仪器 注射用盐酸博来霉素：日本

化药株式会社生产，批号 H20055883，15 mg/支；酶
联免疫吸附测定试剂盒 NF-资B、TGF-茁1，购自伊莱
瑞特生物工程有限公司；免疫组化试剂盒购自武汉

拜意尔生物有限公司。高速冷冻离心机：湖南湘仪

仪器。DYY-6C电泳仪：北京市六一仪器厂。苏木素
染液：武汉阿斯本生物技术有限公司。MicroPub原
lisher成像系统：Q-IMAGING公司。
2 方法

2.1 PF模型的制备、分组实验前将所有大鼠适应
性喂养 2 周后，参照 Szapie [9]等经典造模方法诱导
PF大鼠模型：各组大鼠称量体质量后，用 1%戊巴
比妥钠溶液按 40 mg/kg 腹腔内注射麻醉大鼠，然
后将大鼠仰卧固定于鼠台上，用络合碘将鼠颈部皮

肤消毒后逐层分离至暴露气管后，用 1 mL注射器
经气管软骨环间隙朝向心端穿刺，一次性气管内滴

入博莱霉素生理盐水溶液 0.2耀0.3 mL（参考剂量为
5 mg/kg）复制肺纤维化模型，空白组以相同方法滴
入等体积生理盐水，注射完毕后立即将大鼠直立旋

转 30 s，尽量使药液向下流入肺内时能够均匀分布，
然后切口局部缝合，手术过程严格无菌操作。在实

验过程中各组大鼠自由进食和饮水。造模后当日将

大鼠随机分为模型组（B组）及泼尼松组（C组）、紫
檀芪低剂量组（D组）、紫檀芪高剂量（E组），以 SD
大鼠设为正常组（A组），每组 10只。
2.2 干预方法 于造模 24 h 后开始进行灌胃给
药，空白组和模型组生理盐水灌胃 10 mL/（kg·d），
泼尼松组予以泼尼松混悬液 3.0 mg/（kg.d），紫檀芪
低、高剂量组分别以 15 mg/（kg·d）、30 mg/（kg·d）给
药。各组大鼠每日灌胃 1次，连续 4周。
2.3 观察指标及标本留取 各亚组大鼠均于给药

后第 28天，用 1%戊巴比妥钠溶液按 40 mg/kg腹腔
内注射麻醉大鼠，摘眼球取血 3 mL，脱颈处死。大鼠
处死后打开胸腔，结扎左肺门，分离气管和肺组织，

避免损伤肺组织，尽量剔除结缔组织及周围脂肪，

冰生理盐水冲洗后予以滤纸吸干，称量肺湿重并记

录，计算肺指数；取肺组织完全浸泡于福尔马林溶

液中固定，分别行 HE染色和石蜡包埋备做病理切
片，同时进行免疫组化染色。

2.3.1 肺组织病理学观察 HE染色观察各组大鼠

肺组织形态学的变化；病理学评分标准：参照 Sza原
piel等[9]的方法对肺组织的肺泡炎及肺纤维化程度
进行评分。

2.3.2 ELISA法检测血清NF-资B、TGF-茁1的水平 各

亚组大鼠摘除眼球取血备用，收集血液样本待血液

凝固后，4 益 2 000 g伊10 min离心，收集上清，-20 益
或更低温度保存备用，用于大鼠血清中 NF-资B、
TGF-茁1的测定，测定方法严格按试剂盒说明书进行。
2.3.3 免疫组化检测大鼠肺组织 TGF-茁1、Smad3
的表达 石蜡切片脱蜡水化，PBS液浸泡，一抗孵
育过夜，PBS冲洗，标记二抗，缓冲液冲洗后 DAB显
色，自来水充分冲洗，复染，脱水，透明干燥，封片。

胞质内出现棕黄色颗粒为阳性反应。使用全自动计

算机图像分析系统 Image Pro-Plus6.0 对免疫组化
染色结果进行半定量分析，计算积分光密度值

（IOD）。每张免疫组化切片均采取 400倍视野下观
察并采集图像，随机选择 缘 个视野进行采图，测定
其阳性染色的 IOD值，以其均值反映表达量。
2.3.4 统计学处理 采用采用 SPSS 19.0 统计软
件，计量资料以均数依标准差（曾依泽）表示，多样本间
比较用单因素方差分析，组间两两比较在方差齐时

采用 LSD法，方差不齐时用 Duunett’s T3法。P<0.05
表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 病理改变

3.1.1 肺大体肉眼观察 正常组双肺呈粉红色，表

面光滑，弹性良好。模型组双肺呈灰白色，体积缩

小，表面可见出血点和坏死灶，质地较硬，弹性差。

紫檀芪组和泼尼松组肺组织较模型组颜色稍红，弹

性较模型组软，肺表面出血点、坏死灶较少，见图 1。
3.1.2 镜下病理改变 从大鼠肺组织 HE染色结果
分析，空白组肺组织结构清晰，肺泡壁未见增厚，偶

见炎性细胞，无间质纤维组织增生；模型组的肺组

织结构紊乱，有大量纤维组织增生及胶原沉积，炎

性细胞浸润，融合成片，纤维化明显。紫檀芪组、强

的松组肺泡炎及纤维化程度均较模型组轻，肺泡间

隔增厚程度相对较轻，病变范围局限，其中紫檀芪

高剂量组改善更明显，见图 2。
3.2 各组大鼠血清中 TGF-茁1、NF-资B水平的比较
与空白组比较，其他组血清中 TGF-茁1、NF-资B含量
升高（P<0.01）；与模型组比较，泼尼松组和紫檀芪组
均降低大鼠血清中 TGF-茁1、NF-资B含量（P<0.01）；
与泼尼松组相比，紫檀芪高剂量组差异具有统计学
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意义（P<0.01）。结果见表 1。
3.3 免疫组化检测肺组织 TGF-茁1、Smad3的表达
情况

3.3.1 各组大鼠肺组织 TGF-茁1 的免疫染色比
较 大鼠肺组织中 TGF-茁1 蛋白表达主要位于肺
泡巨噬细胞、上皮细胞、内皮细胞及成纤维细胞等

细胞质中，呈黄色或棕黄色颗粒。空白组大鼠呈弱

阳性表达，模型组大鼠肺组织 TGF-茁1含量较空白
组明显增高，有统计学意义（P<0.01）。与模型组比
较，紫檀芪各组肺组织 TGF-茁1表达在均有降低，
且有统计学意义（P<0.01）；与泼尼松对照组相比，紫
檀芪高剂量组出现肺内 TGF-茁1下降（P<0.01）。见
图 3、表 2。
3.3.2 各组大鼠肺组织 Smad3的免疫染色比较 免

疫组化染色显示：正常组大鼠肺组织中仅有少数细

胞胞浆被染成浅黄色，强度较弱，主要在肺泡巨噬

细胞及支气管上皮细胞分布，而模型组大鼠肺组织

细胞的阳性表达呈棕黄色，较对照组染色增强，阳

性表达主要位于支气管上皮细胞、肺泡巨噬细胞和

肺泡上皮细胞的细胞核内；泼尼松组、紫檀芪组各

剂量组染色阳性细胞数量介于同期空白对照组与

模型对照组之间。见图 4、表 3。
由表 3可知，与模型组相比，各给药组大鼠肺

组织 Smad3 的表达均有下降，差异显著（P<0.01）；
与泼尼松对照组相比，紫檀芪高剂量组出现肺内

Smad3的低表达状态（P<0.05）。
4 讨论

肺纤维化是一种常见的纤维増生性疾病，呈进

行性发展，是呼吸系统最严重的慢性疾病之一，目

前公认的观点为肺纤维化是一种多因素多途径共

同作用的疾病。上皮细胞在外在的环境和内在的基

因等多因素作用下，会发生损伤，损伤后炎症反应

被激活，细胞信号等多重途径得到启动，多个信号

途径导致了肺内促纤维化及抗纤维化因子的失衡，

而活化的因子反过来又激活多种细胞，导致细胞大

量表达炎症介质和细胞因子，在细胞因子介导的多

信号通路，细胞间相互发生作用，从而最终导致肺

纤维化的形成[10]。在多种引起肺纤维化的细胞因子

图 1 肺组织大体观察图

C：模型组肺组织B：正常肺组织A：大鼠取出肺组织图

图 2 第 28天各组大鼠肺组织 HE染色观察（HE染色，200伊）
E：紫檀芪高剂量组D：紫檀芪低剂量组C：泼尼松组B：模型组A：正常组

图 3 第 28天各组大鼠肺组织 TGF-茁1蛋白表达（免疫组化，400伊）
E：紫檀芪高剂量组D：紫檀芪低剂量组C：泼尼松组B：模型组A：正常组
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表 2 各组大鼠肺组织 TGF-茁1的表达（曾依泽，IOD值）
组别 n TGF-茁1

空白组 10 629.79依1.38
模型组 10 953.46依1.88*
泼尼松组 10 822.50依1.95*#

紫檀芪低剂量组 10 823.71依1.83*#

紫檀芪高剂量组 10 775.81依2.00*#吟

注：与空白组比较，*P<0.01；与模型组比较，#P<0.01；与泼尼松
组比较吟P<0.01，吟吟P<0.05。

表 1 各组大鼠血清中 TGF-茁1、NF-资B的比较（曾依泽）

组别 NF-资B
空白组 78.37依4.35
模型组 189.79依5.55*
泼尼松组 128.42依5.85*#

紫檀芪低剂量组 150.95依7.01*#吟

紫檀芪高剂量组 110.76依8.33*#吟

TGF-茁1
53.91依2.27

125.75依4.94*
85.82依3.96*#

88.91依4.14*#

80.04.依3.68*#吟

n
10
10
10
10
10

注：与空白组比较，*P<0.01，与模型组比较，#P<0.01；与泼尼松
组比较，吟P<0.01。

表 3 各组大鼠肺组织 TGF-茁1、Smad3的
表达（曾依泽，IOD值）

组别 n Smad3
空白组 10 821.05依1.76
模型组 10 1 123.81依1.95*
泼尼松组 10 1 012.21依2.55*#

紫檀芪低剂量组 10 1 065.09依1.62*#吟

紫檀芪高剂量组 10 1 010.25依1.75*#吟吟

注：与空白组比较，*P<0.01；与模型组比较 #P<0.01；与泼尼松组
比较吟P<0.01，吟吟P<0.05。
中，TGF-茁1是最重要的调控因子[11]。一方面 TGF-
茁1可促进肺成纤维细胞异常增殖，刺激成纤维细胞
合成细胞外基质，使细胞外基质在肺间质和肺泡间

过度积聚。另一方面，TGF-茁1可诱导蛋白酶抑制剂
的表达，最终导致基质的异常积聚和纤维形成[12]。因
此，通过影响 TGF-茁1的合成或阻断其信号转导通
路来抑制纤维化的进程，成为肺纤维化治疗的研究

热点。

有学者证明在肺纤维化疾病中 NF-资B、TGF-茁
的活性和（或）量是明显增加的，而通过抑制 NF-资B
和（或）抑制 TGF-茁的产生能够明显的减轻肺部纤
维化的发生发展[13-14]，提示 NF-资B、TGF-茁的含量及
活性与肺纤维化的发生发展有着密不可分的关系。

NF-资B通过对肺泡巨噬细胞、TGF-茁等多种细胞因
子过度表达，介导肺泡炎和肺纤维化进程[15]。肺泡炎
是发生肺间质纤维化的中心环节，NF-资B被激活又
是发生炎症反应的中心环节，NF-资B是 TGF-茁1表
达的上游调节基因，NF-资B激活后与 TGF-茁1的启
动子结合，诱导 TGF-茁1的表达[16]，这点可以从模型
组 NF-资B高表达看出，同时伴有 TGF-茁1表达增
高。因此干预 TGF-茁1、NF-资B被认为是抗肺纤维化
药物治疗的关键分子靶点[17]。Qureshi等[18]发现，紫
檀芪具有抑制核因子 NF-资B活化的能力，从而抑
制促炎性细胞因子和一氧化氮合酶基因的活化，导

致肿瘤坏死因子 琢、白介素 1茁、白介素 6分泌减少，
从而减轻炎症的刺激反应。我们的实验中也发现紫

檀芪可降低血清中 NF-资B，与报道相一致。Smad蛋
白是 TGF-茁下游信号转导和调节分子，参与 TGF-
茁信号细胞内传导[19]。磷酸化的 Smad2、3与 Smad4
形成 Co-Smads进入细胞核调控靶基因转录，诱导
肺组织纤维化改变[20]。TGF-茁1可启动和放大级联
瀑布式促纤维化效应，Smad3是 TGF-茁1受体激活
后的主要作用靶点，在 TGF-茁1介导的肺纤维化起
着不可替代的作用[21]。Smad3参与了 TGF-茁1介导
的多个促纤维化反应过程，因此，以 NF-资B /TGF-
茁1/Smad信号通路为作用靶点的治疗手段将会成为
肺纤维化的有效治疗方案。本研究中，与模型组相

比，各给药组大鼠肺组织 NF-资B /TGF-茁1/Smad的
表达在均有下降，差异显著（P<0.01）。

天然的植物活性成分用于各种慢性疾病的防

治与治疗已越来越受到关注，多酚类化合物紫檀芪

（Pterostilbene）是一种天然的植物活性成分，且紫檀
芪由于具有广泛的药理活性而备受重视。在自然界

中，紫檀芪分布广泛，由于最初在紫檀 [22]中发现，故

图 4 第 28天各组大鼠肺组织 Smad3蛋白表达（免疫组化，400伊）
E：紫檀芪高剂量组D：紫檀芪低剂量组C：泼尼松组B：模型组A：正常组

pg/mL
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而命名为紫檀芪。后来，在蓝莓（Vaccinium）、龙血竭
（ChineseDragon’s Blood）、交趾黄檀（Dalbergia原
cochinchinensis）、苜蓿（Medicago sativa Linn）以及
葡萄（Vitis spp.）中均有发现紫檀芪[23-28，29]。周艳林等
[31]采用 HPLC-DPPH法评价剑叶龙血树中芪类化合
物的抗氧化活性发现其活性强弱依次为紫檀芪

（73.19豫，清除率，下同）>白藜芦醇（71.10豫）>龙血
素 月（39.01豫）>龙血素 粤（12.14豫）。该结果与
Nichols等[30]的研究报道一致。紫檀芪是白藜芦醇的
一种衍生物，其化学结构较白藜芦醇多出两个甲氧

基，两者具有相似的药理特性。实验表明，在同等情

况下，紫檀芪比白藜芦醇有更高的生物利用率和生

物活性[31]。口服吸收度更好[32]。在紫檀芪的安全性方
面，将紫檀芪以 3 000 mg/（kg·d）的剂量作用于动物
时未见明显毒副作用[33]。因此，紫檀芪较白藜芦醇可
能更适于进一步开发并应用于临床。目前实验及临

床已经证实白藜芦醇[34-35]能够降低肺纤维化程度，
故本课题选用紫檀芪来治疗肺纤维化。本次实验结

果显示模型组肺泡炎、肺纤维化程度明显高于强的

松组、紫檀芪组，提示紫檀芪可改善肺组织病理变

化，延缓肺纤维化进展，而且紫檀芪高剂量组治疗

效果更好；紫檀芪能够有效降低博莱霉素所致的肺

纤维化大鼠血清、肺组织炎性指标 NF-资B、TGF-
茁1、Smad3的浓度值，改善肺泡炎症，进而抑制肺纤
维化，这可能是紫檀芪防治肺纤维化的作用机制之

一。本实验是对紫檀芪治疗肺纤维化的作用进行初

步探索，有待于今后更进一步的研究。
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The impact of pterostilbene on transforming NF鄄资B/TGF鄄茁1/smad3 signaling pathway of pulmonary
fibrosis in rats

PENG Yanfang1，ZHANG Yingweng1，ZHAO Yingqian2，WANG Xiuping1，AI Wang 3

（员援Zhongnan Hospital of Wuhan University，Wuhan 430071，China；2.Hubei University of Traditional Chinese
Medicine，Wuhan 430065，China；3. Wuhan University，Wuhan 430071，Chi灶葬）

Abstract院 [Objective] To study the mechanism of pterostilbene which treatpulmonary fibrosis induced by
bleomycin鄄inducedin rats. [Methods] A single dose of bleomycin was intratracheal injected into the SD rats to
induce PF援 After injection of bleomycin，the rats were randomly divided into prednisone group，low and highdose
Pterostilbene treatment groups and model group援 The rats that were instilled with normal saline intratracheally served
as the blank group援 After the treatment for 28 d，the pulmonary pathologic changes were observed under microscope
with hematoxylin鄄eosin staining援 The serum levels of NF鄄资B，TGF鄄茁1 were determined by enzyme鄄linked
immunosorbent assay (Elisa). The immunohistochemical staining was adopte expressions of TGF鄄茁1 and smad3 in
each group. [Results] In Pterostilbene groups of high dose，the expression of TGF鄄茁1，smad3，NF鄄资B isweakened.
[Conclusion] Pterostilbenehas a certain treatmenteffect on the pulmonary fibrosis induced by bleomycin in rats，
possibly through controlling NF鄄资B/TGF鄄茁1/smad3 expression.
Key words院Pterostilbene；pulmonary fibrosis；NF鄄资B/TGF鄄茁1/smad3
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