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淫羊藿苷对肺纤维化大鼠模型的影响及其机制
安云霞，张晓菊，汪 铮，张群成，周英欣，李晓亮

摘要 目的 研究淫羊藿苷对肺纤维化模型大鼠病理损伤

和炎症反应的影响及其机制。方法 采用博来霉素( BLM)

诱导建立肺纤维化大鼠模型; 动物随机分为 5 组: 健康组

( HC 组) 、模型组 ( BLM 组) 、BLM + 淫 羊 藿 苷 ( 20 mg ) 组

( BI20 组) 、BLM + 淫羊藿苷( 40 mg) 组 ( BI40 组) 和 BLM +
淫羊藿苷( 80 mg) 组( BI80 组) ; HE、TUNEL 和 Masson 染色

检测大鼠肺组织病理损伤和纤维化情况; Western blot 检测

凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bax、Caspase-3 和 Caspase-9，纤维化标

记分子转化生长因子-β1 ( TGF-β1 ) 、α-平滑肌肌动蛋白 ( α-
SMA) ，以及碱性成纤维细胞生长因子 ( bFGF) 、血管内皮生

长因子( VEGF) 和血管内皮生长因子受体 ( VEGFR) 蛋白表

达情况; ELISA 检测炎症因子白细胞介素-6( IL-6) 、肿瘤坏死

因子-α( TNF-α) 和 IL-10 的含量。结果 淫羊藿苷能改善肺

纤维化大鼠肺部组织结构完整性、降低肺泡上皮细胞凋亡率

( P ＜ 0. 01) ; 上调 Bcl-2 /Bax 比值 ( P ＜ 0. 01 ) 、下调 Caspase-
3、Caspase-9 蛋白表达( P ＜ 0. 01) ; 上调促炎因子 IL-6、TNF-α
( P ＜ 0. 01) ，下调抗炎因子 IL-10 ( P ＜ 0. 01 ) 表达; 抑制胶原

纤维沉积 ( P ＜ 0. 01 ) ; 抑制 bFGF、VEGF 和 VEGFR 高表达

( P ＜ 0. 01 ) 。结 论 淫 羊 藿 苷 能 通 过 抑 制 bFGF /VEGF /
VEGFR 通路激活改善 BLM 诱导的肺纤维化大鼠肺组织损

伤，减轻其炎症反应。
关键词 博来霉素; α-平滑肌肌动蛋白; Bcl-2 /Bax 比值; 碱

性成纤维细胞生长因子
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特发性肺纤维化( idiopathic pulmonary fibrosis，
IPF) 是由多种因素引起的慢性、进行性和纤维化性

的不可逆转型肺间质疾病，预后差、病死率高，发病

率呈上升趋势［1］。以弥漫性间质炎症、细胞外基质

( extracellular matrix，ECM) 过度沉积和呼吸功能障

碍为特征。但发病机制尚不清楚，目前认为主要与

成纤维细胞向肌纤维细胞分化有关，后者分泌过量

的 ECM 分 子，最 终 导 致 肺 结 构 的 广 泛 破 坏 和 重

塑［2］。目前 IPF 指南仅推荐吡非尼酮和尼达尼布在

临床上使用，两者均具有抗纤维化和抗炎症的作用，

但因效果欠佳和昂贵的价格导致其应用受限［3］。
淫羊藿苷是淫羊藿的主要活性成分之一，对多种癌

细胞表现出抗肿瘤作用［4］。但淫羊藿苷能否对 IPF
存在潜在的治疗作用还需验证。该文研究淫羊藿苷

对肺纤维化模型大鼠病理损伤和炎症反应的影响及

其机制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物与主要试剂 雄性 SD 大鼠 60 只，

清洁级 8 ～ 10 周龄，体质量 250 ～ 300 g，购自北京维

通利华公司，饲养温度 26 ～ 28℃，湿度 60% ～ 80%，

自由采食和饮水; 博来霉素( bleomycin，BLM) A5 购

自天津太和制药有限公司; 淫羊藿苷( 纯度≥98% )

购自中国国家药物和生物制品鉴定研究所; 二甲基

亚砜( dimethyl sulfoxide，DMSO) 购自美国 Sigma 公

司; HE 染色试剂盒、Masson 染色试剂盒均购自南京

建成生物工程研究所; 蛋白抽提试剂盒、BCA 蛋白

测定试剂盒购自南京凯基生物有限公司; 化学发光

液、PVDF 膜购自美国 Invitrogen 公司; 抗体均购自

美国 Abcam 公司; ELISA 试剂盒均购自美国 RD 公

司; 甲醛购自南京化学有限公司; 切片机购自德国

Leica 公司。
1． 2 主要仪器 化学凝胶成像系统购自上海天能

有限公司; 倒置显微镜购自日本奥林巴斯公司; 多功

能酶标仪购自瑞士 TECAN 公司; 超低温冰箱购自

美国 THERMO 公司; 电子天平购自上海天平仪器

厂; PCR 仪、电泳仪及半干转膜仪均购自美国伯乐

公司; Gel View 6000 化学发光凝胶成像系统购自广

州云星仪器有限公司; 切片机购自德国 Leica 公司。
1． 3 方法

1． 3． 1 肺纤维化大鼠模型的建立 大鼠适应性饲

养 1 周，采用 BLM 诱导大鼠肺纤维化模型［5］。即气

管内 给 予 模 型 组 和 模 型 加 药 组 大 鼠 0. 2 ml 的

5 mg /kg BLM( 采用生理盐水溶解) ，连续给药 28 d，
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非模型动物以相同给药方式给予 0. 2 ml 生理盐水。
1． 3． 2 实验分组与给药 选取上述模型大鼠 40 只

大鼠随机分为 4 组，模型组 ( BLM 组) 和模型加药

组: BLM + 淫羊藿苷 ( 20 mg) 组 ( BI20 组) 、BLM +
淫羊藿苷( 40 mg) 组( BI40 组) 和 BLM + 淫羊藿苷

( 80 mg) 组( BI80 组) ; 另选取上述健康大鼠 10 只组

成健康组( HC 组) 。3 个模型加药组分别腹腔给予

对应浓度的淫羊藿苷药液，每天给药 1 次，连续给药

4 周; HC 组和 BLM 组均腹腔给予等量基质液。
1． 3． 3 HE、TUNEL 和 Masson 染色 取左肺用生理

盐水充分冲洗，再用 10 % 中性福尔马林固定，经脱

水、透明、浸蜡和包埋，最后切片。后行 HE、TUNEL
和 Masson 染色。在光学显微镜下观察肺组织病理

学改变。
1． 3． 4 Western blot 在冰上用含蛋白抑制剂的裂

解液从右肺组织样本中裂解提取总蛋白，将裂解液

12 000 r /min 离心 10 min，上清液 100℃ 下变性 10
min。用 BCA 蛋白测定试剂盒测定总蛋白浓度。取

适量蛋白上样，进行 SDS-PAGE 凝胶电泳分离并转

至 PVDF 膜上，再用 5 % 的脱脂牛奶封闭 1 h 后加

入 Bcl-2、Bax、Caspase-3、Caspase-9、纤维化标记分子

转化生长因子-β1( transforming growth factor-β，TGF-
β1) 、α-平滑肌肌动蛋白 ( α-smooth muscle actin，α-
SMA) 、碱性成纤维细胞生长因子 ( basic fibroblast
growth factor，bFGF) 、血管内皮生长因子 ( vascular
endothelial growth factor，VEGF ) 和 VEGFR 一 抗

( 1 ∶ 1 000) ，4 ℃ 孵育过夜。次日再加入辣根过氧

化物酶标记的相对应的二抗( 1 ∶ 10 000 ) 室温孵育

2 h。最后滴加 ECL 溶液曝光。以 GAPDH 为内参。
1． 3． 5 ELISA 检测 股动脉采血，自然凝固后，于

4 ℃、3 000 r /min 条件下离心，收集血清分装保存。严

格按试剂盒说明书测定白细胞介素-6( interleukin-6，IL-
6)、肿瘤坏死因子-α( tumor necrosis factor-α，TNF-α) 和

IL-10 的含量。
1． 4 统计学处理 用 SPSS 19． 0 统计软件对实验

数据进行统计分析，实验结果以 珋x ± s 表示，组间差

异采用单因素方差分析，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2． 1 淫羊藿苷对肺纤维化大鼠组织病理学改变的

影响 HE 染色和 TUNEL 染色检测肺纤维化大鼠

组织病理学改变，结果如图 1 所示，HC 组大鼠肺部

组织结构完整，未见炎性细胞浸润或间质增厚现象;

而与 HC 组相比，BLM 组则表现出显著的组织病理

学改变，包括肺泡腔塌陷、间质明显增厚、炎性细胞

浸润和成纤维细胞间质浸润等，细胞凋亡率也显著

上升( F = 18. 663，P ＜ 0. 01) ; 同时，与 BLM 组相比，

3 个模型加药组大鼠的肺部组织病理学改变得到了

淫羊藿苷剂量依赖性的改善，细胞凋亡率也对淫羊

藿苷浓度增大而明显降低( F = 10． 254，P ＜ 0. 01) 。
2． 2 淫羊藿苷对肺纤维化大鼠凋亡相关蛋白表达

的影响 Western blot 检测各组大鼠凋亡相关蛋白

表达情况，结果如图 2 所示，与 HC 组相比，BLM 组

大鼠肺组织中促凋亡蛋白 Bax 表达增加，抑制凋亡

蛋白 Bcl-2 表达减少，同时 Bcl-2 /Bax 比值也显著降

低( F = 45． 631，P ＜ 0. 01) ; 而经淫羊藿苷处理后，与

BLM 组相比，3 个模型加药组大鼠肺组织中 Bax 表

达逐渐减少，Bcl-2 表达逐渐增加，与此同时，Bcl-2 /
Bax 比值也随淫羊藿苷浓度的增大而增加( F = 26．
153，P ＜ 0. 01 ) 。另外，Caspase-3、Caspase-9 表达情

况如图 2 所示，与 HC 组相比，BLM 组大鼠肺组织中

凋亡执行蛋白 Caspase-3、Caspase-9 表达明显增加

( F = 12. 451、11. 521，P ＜ 0. 01) ; 而经淫羊藿苷处理

后，与 BLM 组 相 比，各 模 型 加 药 组 Caspase-3、
Caspase-9表达水平随淫羊藿苷浓度的增加而下调

图 1 大鼠肺组织 HE 染色和 TUNEL 染色 × 200

a: HC 组; b: BLM 组; c: BI20 组; d: BI40 组; e: BI80 组; 与 HC 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 BLM 组比较: ##P ＜ 0. 01
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( F = 8. 157、6. 568，P ＜ 0. 01) 。

图 2 淫羊藿苷对肺纤维化大鼠凋亡相关蛋白表达的影响

a: HC 组; b: BLM 组; c: BI20 组; d: BI40 组; e: BI80 组; 与 HC 组

比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 BLM 组比较: ##P ＜ 0. 01

2． 3 淫羊藿苷对肺纤维化大鼠炎症反应的影响

ELISA 方法检测淫羊藿苷对各组大鼠血清中炎症因

子表达的影响。结果如图 3 所示，与 HC 组相比，

BLM 组大鼠血清中促炎因子 IL-6 和 TNF-α 的表达

量明显上调，抗炎因子 IL-10 表达量明显下调( F =
25. 124、37. 224、5. 124，P ＜ 0. 01 ) ; 而经淫羊藿苷治

疗后，与 BLM 组相比，BI20、BI40、BI80 组促炎因子

IL-6 和 TNF-α 明显下调( P ＜ 0. 01) ，抗炎因子 IL-10
明显上调( F = 16. 465、19. 267、3. 375，P ＜ 0. 01 ) ，且

与淫羊藿苷浓度呈正比。

图 3 淫羊藿苷对肺纤维化大鼠炎症反应的影响

a: HC 组; b: BLM 组; c: BI20 组; d: BI40 组; e: BI80 组; 与 HC 组

比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 BLM 组比较: ##P ＜ 0. 01

2． 4 淫羊藿苷对肺纤维化大鼠胶原纤维沉积的影

响 Masson 染色检测各组大鼠肺纤维化情况，结果

如图 4A 所示，HC 组大鼠肺泡结构正常，未见明显

病理变化; BLM 组大鼠肺泡结构破坏严重，肺泡腔

基本消失，蓝色胶原纤维呈弥漫性增生沉积; 而淫羊

藿苷 3 个治疗组大鼠仍有肺泡结构，胶原纤维沉积

较 BLM 组均明显减轻，且与淫羊藿苷浓度存在对应

关系。另外，Western blot 检测分组大鼠肺组织中

TGF-β1 和 α-SMA 表达水平，结果如图 4B 所示，与

HC 组相比，BLM 组大鼠肺组织中 TGF-β1 和 α-SMA
的表达均显著上调( F = 32. 466、15. 428，P ＜ 0. 01) ，

淫羊藿苷 3 个治疗组大鼠肺组织中 TGF-β1 和 α-
SMA 的表达水平显著下调( F = 18. 159、11. 217，P ＜
0. 01) 。

图 4 淫羊藿苷对肺纤维化大鼠胶原纤维沉积的影响

A: Masson 染色 × 200; B: TGF-β1、α-SMA 蛋白表达水平; a: HC 组; b: BLM 组; c: BI20 组; d: BI40 组; e: BI80 组; 与 HC 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01;

与 BLM 组比较: ##P ＜ 0. 01
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2． 5 淫羊藿苷对肺纤维化大鼠 bFGF、VEGF 和

VEGFR 表达的影响 Western blot 检测各组大鼠肺

组织中 bFGF、VEGF 和 VEGFR 的表达水平，结果如

图 5 所示，与 HC 组相比，BLM 组大鼠肺组织中 3 者

的表达均显著上调 ( F = 26. 568、32. 482、59. 274，P
＜ 0. 01) ，而给予淫羊藿苷后，各模型加药组大鼠肺

组织中 3 者的表达水平受到淫羊藿苷剂量依赖性的

下调( F = 12. 251、16. 392、23. 528，P ＜ 0. 01) 。

图 5 淫羊藿苷对肺纤维化大鼠 bFGF、

VEGF 和 VEGFR 表达的影响

a: HC 组; b: BLM 组; c: BI20 组; d: BI40 组; e: BI80 组; 与 HC 组

比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 BLM 组比较: ##P ＜ 0. 01

3 讨论

BLM 是一种强效致纤维化的抗肿瘤药物，被广

泛应用于建立 IPF 动物模型［6］。近年来，中药越来

越受到医学界的重视，很多中草药均被开发运用与

临床治疗 /辅助治疗，然而具有多种生物学功能的淫

羊藿苷能否成为治疗 IPF 的潜在药物还有待研究。
IPF 的发生必定伴随着肺组织完整性、细胞及

细胞间质等肺部病理学改变。损伤的上皮细胞能吸

引聚集纤维细胞，在肺泡上皮细胞凋亡和纤维细胞

过度增殖的共同作用下实现肺纤维化形成［7］。研

究［8 － 9］表明，诱导机体产生抗氧化酶、清除自由基、
调节细胞凋亡和自噬途径、抑制肺成纤维细胞增殖、
促进其凋亡均能减少模型动物肺纤维化。本研究也

得出类似结果，淫羊藿苷能抑制肺泡上皮细胞发生

凋亡，从而改善 BLM 诱导的肺纤维化大鼠肺组织病

理学改变。
肺泡上皮细胞反复微损伤异常激活机体免疫细

胞，分泌各种细胞因子和趋化因子促使间质细胞的

增殖，是 IPF 发生发展公认的过程。其中，炎症因子

在该过程中起到很关键的作用。研究［10 － 11］显示，在

肺纤维化动物模型体内 TNF-α 表达明显增加，下调

TNF-α 和可溶性受体的表达能有效抑制炎症和纤维

化，阻 断 IL-6 传 导 通 路 可 以 延 缓 肺 纤 维 化 的 进

程［12］。如桃叶珊瑚苷能降低 BLM 诱导的肺纤维化

小鼠肺组织炎症因子表达水平，从而减轻小鼠肺纤

维化程度［7］。本研究也证明，淫羊藿苷改善 BLM 诱

导的肺纤维化进程与降低大鼠体内炎症因子水平有

关。
IPF 的致病途径被认为是由 TGF-β1 等促纤维

化介质诱导的肺成纤维细胞向肌成纤维细胞的非控

制性分化，同时过多的 ECM 沉积在间质空间导致实

质结构和肺功能的丧失。因此，抑制肺成纤维细胞

异常分 化 可 能 对 IPF 产 生 潜 在 的 治 疗 作 用。研

究［1，6，13 － 14］表明，冬凌草甲素和桃叶珊瑚苷抑制纤

维化标记分子 α-SMA、TGF-β1 和 Collagen Ι 等的表

达水平，即通过调节 TGF-β1 /Smad 途径抑制肌成纤

维细胞分化和 BLM 诱导的肺纤维化发生。本研究

显示，淫羊藿苷能抑制 BLM 诱导的肺纤维化大鼠

α-SMA、TGF-β1 的表示水平，进而减少胶原纤维的

大量沉积，从而延缓大鼠肺纤维化进程。
IPF 发生过程中，肺部纤维化是其最终的形态

归宿。成纤维细胞生长因子( FGF) 是一个同源性多

肽家族，参与调节细胞的增殖和分化，bFGF 与肺纤

维化关系密切。机体在病理状态下，bFGF /VEGF /
VEGFR 通路被激活，促进血管内皮细胞增殖、分化，

增加血管通透性，从而刺激肺纤维化血管新生。研

究［15］表明，抑制 bFGF 的表达能使胶原和弹力纤维

的合成减少，减慢肺纤维化的发展进程，即阻断 bF-
GF 通路可以缓解肺纤维化程度。本研究得出，淫羊

藿苷有效抑制 bFGF /VEGF /VEGFR 通路表达，这可

能与减缓 BLM 诱导的肺纤维化大鼠肺纤维化发展

进程有关，但淫羊藿苷对肺纤维化的调节作用是否

存在其他信号通路的参与还有待进一步深入研究。
综上所述，淫羊藿苷能改善模型大鼠肺部组织

结构完整性，降低肺泡细胞凋亡率; 上调 Bcl-2 /Bax
比值，下调 Caspase-3、Caspase-9 蛋白表达; 上调表达

促炎因子 IL-6、TNF-α，下调抗炎因子表达 IL-10; 抑

制胶原纤维沉积; 抑制 bFGF、VEGF 和 VEGFR 高表

达。淫羊藿苷能改善 BLM 诱导的肺纤维化大鼠肺

组织病理损伤，减轻肺部炎症反应，其机制与抑制

bFGF /VEGE /VEGFR 通路激活有关。
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Effect of icariin on rats with pulmonary fibrosis and its mechanism
An Yunxia，Zhang Xiaoju，Wang Zheng，et al

( Dept of Respiration and Crisis，Henan Provincial People’s Hospital，People’s Hospital of Zhengzhou University;

People’s Hospital of Henan University，Zhengzhou 450000)

Abstract Objective To investigate the effects and mechanism of Icariin on pathological damage and inflammatory
response of lung tissue in rats with pulmonary fibrosis． Methods The pulmonary fibrosis model was established with
bleomycin( BLM) ． Rats were randomly divided into healthy control ( HC) group、BLM + Icariin ( 20 mg) group
( BI20) 、BLM + Icariin( 40 mg) group ( BI40) and BLM + Icariin( 80 mg) group ( BI80) ; HE，TUNEL and Mas-
son staining were used to detect pulmonary pathological injury and fibrosis in rats． Protein expression of Bcl-2，

Bax，Caspase-3，Caspase-9，transforming growth factor-β( TGF-β1) ，α-smooth muscle actin( α-SMA) ，basic fi-
broblast growth factor ( bFGF) ，vascular endothelial growth factor( VEGF) and VEGFR was detected by Western
blot． Elisa was used to detect the levels of inflammatory factors interleukin-6 ( IL-6) ，tumor necrosis factor-alpha
( TNF-alpha) and IL-10． Results Icariin could improve the integrity of pulmonary tissue structure and reduce the
apoptosis rate ( P ＜ 0. 01) ，up-regulate Bcl-2 /Bax ratio ( P ＜ 0. 01) ，down-regulate Caspase-3 and Caspase-9 pro-
tein expression ( P ＜ 0. 01) ，up-regulate expression of IL-6 and TNF-α ( P ＜ 0. 01 ) ，down-regulate expression of
IL-10，inhibit collagen deposition ( P ＜ 0. 01) and the overexpression of bFGF，VEGF and VEGFR． Conclusion
Icariin can improve damage of lung tissue and alleviate inflammation in BLM-induced pulmonary fibrosis rats by ac-
tivating bFGF /VEGF /VEGFR pathway．
Key words bleomycin; α-smooth muscle actin; Bcl-2 /Bax ratio; basic fibroblast growth factor
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