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　　［摘要］　目的　观察百合多糖联合ＢＭＳＣｓ移植是否影响小鼠肺纤维化的形成。方法 　培养小鼠 ＢＭＳＣｓ做移植备
用。９０只ＳＰＦ小鼠按随机数字表法分为对照组（Ｃ）、模型组（Ｍ）、百合多糖联合 ＢＭＳＣｓ组（Ａ）、ＢＭＳＣｓ组（Ｂ）、百合多糖
组（Ｌ），每组１８只。建立肺纤维化小鼠模型，２４ｈ后各组给予相应处理。第７、１４、２８天行肺组织病理评分。第２８天观察
各组肺系数、肺组织胶原沉积、羟脯氨酸（ＨＹＰ）含量、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织ＴＮＦα和ＮＦκＢ蛋白表达情况。结果 　与
Ｃ组相比，Ｍ组肺系数、病理形态评分、ＨＹＰ含量、肺组织ＴＮＦα、ＮＦκＢ表达均增高（Ｐ＜０．０５）。与 Ｍ组相比，Ａ组、Ｌ组
各指标均降低（Ｐ＜００５），Ｂ组第２８天病理评分降低（Ｐ＜０．０５）。Ｍ组有大量胶原沉积，各干预组胶原沉积均较轻。结论
　百合多糖联合ＢＭＳＣｓ移植后抑制肺纤维化小鼠肺组织的ＴＮＦα、ＮＦκＢ的表达，减轻肺纤维化的病理损伤，联合干预的
效果强于单用百合多糖或单用ＢＭＳＣｓ移植。
　　［关键词］　 肺纤维化；百合多糖；骨髓间充质干细胞；肿瘤坏死因子α；核转录因子κＢ
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　　目前对肺纤维化临床疗效有限患者的病死率
高［１］。骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）在肺纤维化修复中可能起积极作
用。百合常用于治疗慢性支气管炎，鲜见对肺纤维化

治疗的报道。研究［２］发现 ＴＮＦα、ＮＦκＢ与肺纤维化
的形成密切相关。本实验利用博莱霉素建立肺纤维化

小鼠模型，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织 ＴＮＦα、ＮＦκＢ的
变化，探讨百合多糖联合ＢＭＳＣｓ移植对肺纤维化的干
预作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　ＳＰＦ级昆明种小鼠９０只，４～５周龄，体质量１８～２２ｇ，雌
雄各半。购自甘肃中医学院实验动物中心，质量合格证号：

ＳＣＸＫ（甘）２０１１０００１。
　　小鼠ＢＭＳＣｓ株由兰州军区总医院骨研所赵红斌博士馈
赠，购自美国ＡＴＣＣ公司（ＣＲＬ１０９２５）。
　　博来霉素（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，ＢＬＭ）粉针剂购于哈尔滨莱博通药
业，批号１１０４２４。生理盐水配制浓度为１．６ｇ／Ｌ。百合饮片购
自甘肃兰州惠特药业。水提醇沉法提取百合多糖（ｌｉｌｙｐｏｌｙｓａｃ
ｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰ）。剂量按照临床用量换算，蒸馏水配制浓度为
１０ｇ／Ｌ。兔抗小鼠ＴＮＦα单克隆抗体购于美国 Ｃｓｔ公司，兔抗
小鼠ＮＦκＢ单克隆抗体购于英国 Ａｂｃａｍ公司，羟脯氨酸试剂
盒购于南京建成生物工程有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　小鼠ＢＭＳＣｓ的培养　　将小鼠 ＢＭＳＣｓ株细胞按照密
度为１×１０６／ｍＬ接种于中培养瓶，３７℃、５％ＣＯ２培养箱中静置
培养。细胞长至８０％ ～９０％融合时，ＤＨａｎｋｓ洗涤，０．２５％胰
酶消化，传代培养。从原代起各代细胞依次记作：Ｆ０、Ｆ１、Ｆ２、
Ｆ３。倒置相差显微镜下动态观察生长情况及形态特征。移植
前３ｄ用ＤＡＰＩ标记。
１．２．２　小鼠肺纤维化模型制备与分组　　动物适应性饲养１周，
按随机数字表法分为５组：百合多糖组（Ｌ）、模型组（Ｍ）、百合多
糖联合ＢＭＳＣｓ组（Ａ）、ＢＭＳＣｓ组（Ｂ）、对照组（Ｃ），每组１８只。
　　乙醚麻醉小鼠，颈正中切口暴露气管。模型组和各干预组
经气管软骨环间隙向心端穿刺注入博莱霉素０．０５ｍＬ（含药
００８ｍｇ），对照组注入等体积生理盐水，严格无菌操作。２４ｈ
后，Ａ组及Ｌ组均给予百合多糖０．５ｍＬ灌胃，Ｃ组生理盐水灌
胃，连续２８ｄ。同时Ａ、Ｂ组均经尾静脉一次性移植ＤＡＰＩ提前
标记的ＢＭＳＣｓ２．５×１０６个（溶于生理盐水１ｍＬ），Ｌ组同法注
射生理盐水。第７、１４、２８天分批将小鼠做相应处理后，检测相
关指标。

１．２．３　标本采集　　小鼠摘除眼球放血处死后取出肺脏。计
算肺系数：肺系数＝肺质量（ｍｇ）／体质量（ｇ）。左肺上叶福尔
马林液固定待制备病理切片及ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色。左肺下叶、右
肺液氮冷冻待行肺组织羟脯氨酸含量（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，ＨＹＰ）测
定及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＮＦα、ＮＦκＢ的表达。

１．２．４　ＨＥ染色　　石蜡包埋，常规切片，ＨＥ染色，光镜观察。
参照 Ｓｚａｏｐｉｅｌ等［３］方法将肺泡炎和肺纤维化程度分为４级：
０级无明显改变；１级轻度，病变范围 ＜２０％；２级中度，病变范
围占２０％～５０％；３级重度，病变范围 ＞５０％。两名病理教研
室教师对每组６只动物分别评分，０级计０分，１级计１分，依
此类推，求均值。

１．２．５　Ｍａｓｓｏｎ三色法染色　　石蜡切片脱蜡至水，苏木精液
染核。Ｍａｓｓｏｎ丽春红酸性复红液染色，磷钼酸处理，苯胺蓝复
染，冰醋酸浸洗。胶原纤维呈蓝色，若光绿液染色为绿色。

１．２．６　肺组织 ＨＹＰ含量测定　　参照试剂盒说明采用碱水
法测定。ＨＹＰ含量能反映结缔组织中的胶原蛋白含量和肺纤
维化程度。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＮＦα、ＮＦκＢ的表达　　提取肺组
织总蛋白，用牛血清白蛋白制作标准曲线，检测蛋白含量。制

胶，样品变性，上样，电泳，转膜。将封闭后的膜依次放入稀释

的一抗、二抗工作液中孵育。ＴＢＳＴ漂洗。显影，凝胶成像系统
进行扫描、拍照。βａｃｔｉｎ蛋白作为内参，将 ＴＮＦα／βａｃｔｉｎ和
ＮＦκＢ／βａｃｔｉｎ的灰度比值分别作为 ＴＮＦα、ＮＦκＢ的相对表
达水平进行比较。

１．３　统计学方法
　　计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，ＳＰＳＳ１４．０统计软件行单因素方差
分析，组间两两比较用ｔ检验。

２　结果

２．１　小鼠ＢＭＳＣｓ培养情况
　　接种后细胞呈圆形、椭圆形，大小不一。换液后，贴壁细胞
数量增多，形态均一，排列紧密，多呈长梭形，相互融合成片状。

经胰酶消化后呈圆形，２～３ｈ后开始贴壁伸展，逐渐恢复为长
梭形、多角形。传代后７２ｈ基本铺满瓶底，形态均匀，融合后呈
典型的漩涡状生长。见图１。取Ｆ３代细胞做移植备用。

!

"

Ａ：１００倍；Ｂ：４００倍

图１　倒置相差显微镜观察传代７２ｈ（Ｆ３）小鼠ＢＭＳＣｓ的形态变化

２．２　第２８天肺系数、肺组织ＨＹＰ含量比较
　　各组与对照组相比肺系数均增高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。
与模型组比较，联合组（Ｐ＜０．０１）及百合多糖组（Ｐ＜０．０５）肺
系数均降低，ＢＭＳＣｓ组肺系数无明显变化（Ｐ＞０．０５）。见表１。
　　模型组、百合多糖组及 ＢＭＳＣｓ组 ＨＹＰ含量均比对照组增
高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。联合组及百合多糖组 ＨＹＰ含量均低
于模型组（Ｐ＜０．０５），ＢＭＳＣｓ组ＨＹＰ含量与模型组相比无明显
变化（Ｐ＞０．０５）。见表１。
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表１　各组小鼠肺系数、肺组织ＨＹＰ含量结果（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 肺系数（ｍｇ／ｇ） ＨＹＰ含量（μｇ／ｍｇ）
Ｃ组 ８．０３±０．９６ ０．５１±０．０９
Ｍ组 １６．９９±３．８８ｂ １．１５±０．２３ｂ

Ａ组 １１．８４±１．６０ａｄ ０．６８±０．０３ｃ

Ｂ组 １４．４８±２．１５ａ １．０４±０．１６ａ

Ｌ组 １３．０９±２．７６ａｃ ０．７３±０．０５ａｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与 Ｍ
组比较

２．３　不同时间点肺组织病理形态评分比较
　　第７天，各组与对照组相比肺泡炎表现均增强（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１），无明显肺纤维化表现。第１４、２８天，各组与对照组
相比肺泡炎及肺纤维化表现均增强（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。与
同时间点模型组比较，联合组肺泡炎及肺纤维化表现均减弱

（Ｐ＜０．０５），第７天百合多糖组肺泡炎表现减弱（Ｐ＜０．０５），第
２８天ＢＭＳＣｓ组肺泡炎及肺纤维化表现均减弱（Ｐ＜０．０５）。见
图２、表２。

２．４　第２８天胶原沉积情况
　　模型组支气管黏膜下、血管壁及周围、肺泡壁、肺间质均有
大量胶原沉积。对照组胶原沉积不明显。联合组、百合多糖

组、ＢＭＳＣｓ组与模型组相比胶原沉积均较轻。见图３。

２．５　第２８天ＴＮＦα、ＮＦκＢ在肺组织内的表达
　　与对照组比较，模型组肺组织 ＴＮＦα、ＮＦκＢ蛋白表达均
明显增高（Ｐ＜０．０１）。与模型组比较，联合组、百合多糖组
ＴＮＦα、ＮＦκＢ蛋白表达均明显降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），
ＢＭＳＣｓ组蛋白表达变化不明显（Ｐ＞０．０５）。见图４、表３。
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１：Ｃ组；２：Ｍ组；３：Ａ组；４：Ｂ组；５：Ｌ组
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠肺组织ＴＮＦα、ＮＦκＢ蛋白的表达

表３　各组小鼠ＴＮＦα、ＮＦκＢ平均灰度表达水平比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ＴＮＦα ＮＦκＢ
Ｃ组 ０．２９±０．０３ ０．１１±０．０２
Ｍ组 ０．７４±０．０６ｂ ０．６８±０．０５ｂ

Ａ组 ０．３３±０．０４ｄ ０．３７±０．０３ａｃ

Ｂ组 ０．６１±０．０９ｂ ０．５６±０．０７ｂ

Ｌ组 ０．４６±０．０７ａｃ ０．３５±０．０５ａｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与 Ｍ
组比较

３　讨论

　　研究［４］发现，ＢＭＳＣｓ移植可减轻甚至部分逆转肺
纤维化病理状态，对肺损伤动物模型具有一定的保护

意义，ＢＭＳＣｓ可在体外诱导分化为Ⅱ型肺泡上皮细
胞［５］，在肺纤维化治疗中可能存在潜在应用价值。本

实验单用ＢＭＳＣ移植干预后仅病理形态评分与模型组

! " # $ %

Ａ：Ｃ组；Ｂ：Ｍ组；Ｃ：Ａ组；Ｄ：Ｂ组；Ｅ：Ｌ组
图２　第２８天各组小鼠肺组织病理学变化　（ＨＥ×１００）
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Ａ：Ｃ组；Ｂ：Ｍ组；Ｃ：Ａ组；Ｄ：Ｂ组；Ｅ：Ｌ组
图３　第２８天各组小鼠肺组织胶原沉积表现　（Ｍａｓｓｏｎ×１００）

表２　各组小鼠不同时相点病理形态评分结果（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

７ｄ １４ｄ ２８ｄ
组别

肺泡炎 肺纤维化 肺泡炎 肺纤维化 肺泡炎 肺纤维化

Ｃ组 ０．３３±０．０２ ０．３６±０．０３ ０．３５±０．０２ ０．３３±０．０２ ０．３１±０．０３ ０．２９±０．０１
Ｍ组 ２．１５±０．０７ｂ ０．５１±０．０９ ２．５９±０．２５ｂ １．７６±０．１４ａ １．３１±０．１４ｂ ２．７２０．３７ｂ

Ａ组 １．４７±０．０５ａｄ ０．４５±０．０５ １．９５±０．０８ｂｃ １．２８±０．０４ａｃ ０．７２±０．０９ａｃ １．７２±０．１７ｂｃ

Ｂ组 ２．０１±０．０５ｂ ０．４８±０．０６ ２．４１±０．０７ｂ １．６９±０．１６ａ ０．８９±０．０５ａｃ ２．０９±０．１３ｂｃ

Ｌ组 １．７６±０．０４ｂｃ ０．４７±０．０８ ２．２２±０．２６ｂ １．５２±０．０５ａ １．１８±０．２７ｂ ２．５５±０．４１ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与Ｍ组比较
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相比差异显著，其他指标无明显变化，提示单用ＢＭＳＣｓ
移植对肺纤维化损伤的保护意义有限。

　　现代药理研究［６］表明，百合具有润肺、补肺气、止

咳、消炎、增强免疫等功效。百合多糖具有抗氧化、抗

肿瘤等多方面药理作用［７］。本实验中单用百合多糖

对动物进行干预后与模型组比较，肺系数及肺组织

ＨＹＰ含量下降，病理损伤变化减轻、胶原沉积减少，提
示有一定抗肺纤维化损伤效果，这与本课题组前期实

验结果相符。百合多糖联合 ＢＭＳＣｓ移植干预后与模
型组比较各指标变化更加显著，提示单用百合多糖不

如联合ＢＭＳＣｓ移植的综合干预效果明显。
　　ＴＮＦα可诱导一系列细胞因子的产生，激活和促
进其他炎性因子合成及分泌。病毒转染 ＴＮＦα的
ｃＤＮＡ后，小鼠肺内炎性细胞聚集增加，成纤维细胞聚
集且细胞外基质沉积［８］。肺纤维化大鼠肺泡区ＴＮＦα
的ｍＲＮＡ表达增加，以博来霉素处理转基因ＴＮＦα缺
陷小鼠，其肺纤维化的程度较对照组明显减轻［９］。本

实验结果显示模型组肺组织中 ＴＮＦα表达比对照组
明显增高。百合多糖联合 ＢＭＳＣｓ移植干预后 ＴＮＦα
的表达均比模型组显著下降，提示联合干预发挥抗肺

纤维化的作用可能与抑制ＴＮＦα的活化相关。
　　肺纤维化发生过程中，当细胞外信号作用于肺细
胞，可能通过激活细胞质中多种信号转导通路，激活核

转录因子调控多种与纤维化相关的基因表达，形成瀑

布效应［１０］。核转录因子 ＮＦκＢ在肺纤维化形成过程
中能与多种基因启动子或增强子 κＢ序列位点发生特
异性结合并促进其转录［１１］，在炎症和免疫反应中起枢

纽作用［１２］，通过调控炎性分子基因的表达而参与肺纤

维化的发生过程。本实验结果显示，模型组肺组织

ＮＦκＢ表达比对照组明显增高。与上述研究结果一
致。百合多糖联合 ＢＭＳＣｓ移植干预后肺组织 ＮＦκＢ
的表达比模型组显著下降，符合文献［１３］报道下调
ＮＦκＢ的转录活性可能抑制肺损伤和肺纤维化。提示
联合干预可能与抑制ＮＦκＢ的活化相关。
　　有研究［１４］发现ＴＮＦα可能通过促进 ＮＦκＢ抑制
蛋白（ＩκＢ）磷酸化激活 ＮＦκＢ信号通路，ＴＮＦα可能
是ＮＦκＢ活化的始动因素之一。如何通过调节ＴＮＦα、
ＮＦκＢ信号传导途径从而干预肺纤维化形成还有待进
一步研究。
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［Ｊ］．食品与生物技术，２００２，２１（１）：６２－６６．

［８］ＡｄａｍａｌｉＨ，ＡｒｍｓｔｒｏｎｇＭＥ，ＭｃＬａｕｇｈｌｉｎＡＭ，ｅｔａｌ．Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉ

ｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ，ｌｕｎｇｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，ａｎｄ

ｃｙｓｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，２０１２，１８６（２）：１６２－

１６９．

［９］ＭａｄｔｅｓＤＫ，ＥｌｓｔｏｎＡＬ，ＨａｃｋｍａｎＲＣ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒａｌｐｈａｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｒｅｄｕｃｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅ

［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｅｌｌＭｏｌＢｉｏｌ，１９９９，２０（５）：９２４－９３４．

［１０］ＢｈａｔｔａｃｈａｒｙｙａＳ，ＷｕＭ，ＦａｎｇＦ，ｅｔａｌ．Ｅａｒｌｙｇｒｏｗｔｈｒｅｓｐｏｎｓｅｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ：ｋｅｙｍｅｄｉａｔｏｒｓｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓａｎｄｎｏｖｅｌｔａｒｇｅｔｓｆｏｒａｎｔｉｆｉ

ｂｒｏｔｉｃｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＭａｔｒｉｘＢｉｏｌ，２０１１，３０（４）：２３５－２４２．

［１１］ ＥｌＫｈｏｕｌｙＤ，ＥｌＢａｋｌｙＷ Ｍ，ＡｗａｄＡＳ，ｅｔａｌ．Ｔｈｙｍｏｑｕｉｎｏｎｅ

ｂｌｏｃｋｓｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓｂｙａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｏｘｉ

ｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＫａｐｐａＢｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．Ｔｏｘ

ｉｃｏｌｏｇｙ，２０１２，３０２（２／３）：１０６－１１３．

［１２］ＢｏｄａｓＭ，ＶｉｊＮ．ＴｈｅＮＦｋａｐｐａＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｃｙｓｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓｌｕｎｇｄｉｓ

ｅａｓｅ：ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌ［Ｊ］．ＤｉｓｃｏｖＭｅｄ，

２０１０，９（４７）：３４６－３５６．

［１３］张晓晔，周妍，刘卫青，等．核因子 κＢ反义寡核苷酸对博莱霉

素致小鼠肺间质纤维化形成及白细胞介素４表达的影响［Ｊ］．中

华医学杂志，２００７，８７（３）：１９５－１９９．

［１４］ＫｒｕｇＬＴ，ＴｏｒｒｅｓＧｏｎｚａｌｅｚＥ，ＱｉｎＱ，ｅｔａｌ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＮＦｋａｐｐａＢ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｒｅｄｕｃｅｓｖｉｒｕｓｌｏａｄａｎｄｇａｍｍａｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙ

ｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２０１０，１７７（２）：６０８－６２１．

（收稿：２０１２１００３；修回：２０１２１２０６）

（编辑　汪勤俭）
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