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虾青素通过ＴＧＦβ１介导的Ｓｍａｄｓ／ＥＲＫ通路抑制肺纤维化
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　　［摘要］　目的　研究虾青素（ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ，ＡＸ）对博莱霉素（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，ＢＬＭ）所致 ＳＤ大鼠肺纤维
化的干预作用及机制。方法　ＳＤ雄性大鼠３２只，体质量（２００±２０）ｇ，采用随机数字表法分为 Ｓｈａｍ组
（假手术组）、ＡＸ组、ＢＬＭ组和ＡＸ＋ＢＬＭ组。经气道注入５ｍｇ／ｋｇ的ＢＬＭ（ＢＬＭ组和ＡＸ＋ＢＬＭ组）或
生理盐水（Ｓｈａｍ组）后，每天灌服虾青素（２ｍｇ／ｋｇ）油溶液（ＡＸ组和ＡＸ＋ＢＬＭ组）或植物油（ＢＬＭ组）
连续１４ｄ，最后一次给药２４ｈ后取材。检测肺系数，肺组织进行ＨＥ染色及Ｍａｓｓｏｎ染色，显微镜下观察
大鼠肺部炎症及纤维化程度；碱水解法检测羟脯氨酸含量；免疫组化法观察肺组织 αＳＭＡ蛋白表达情
况；酶联免疫夹心法（ＥＬＩＳＡ）检测血清中 ＴＧＦβ１水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｓｍａｄ２／３及 ＥＲＫ１／２蛋白。
结果　与Ｓｈａｍ组及ＡＸ组相比，ＢＬＭ组肺损伤严重，有明显的肺纤维化病灶形成；与ＢＬＭ组比较，ＡＸ＋
ＢＬＭ组肺炎症程度及纤维化程度明显减轻（Ｐ＜０．０１），肺组织胶原蛋白沉积减少，羟脯氨酸含量明显降
低（Ｐ＜０．０１），αＳＭＡ蛋白表达减少，ＴＧＦβ１水平也明显降低（Ｐ＜０．０５），同时Ｓｍａｄ２／３蛋白及ＥＲＫ１／２
蛋白磷酸化水平明显下降。结论　虾青素能明显抑制 ＢＬＭ诱导的肺纤维化，其作用机制可能与降低
ＴＧＦβ１水平，从而下调Ｓｍａｄｓ／ＥＲＫ通路有关。
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ｓｈｏｗｅｄｓｅｖｅｒｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ｗｉｔｈｏｂｖｉｏｕｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｌｕｎｇｆｉｂｒｏｓｉｓ．ＢｕｔｔｈｅＡＸ＋ＢＬＭｇｒｏｕｐｈａｄｎｏｔａｂｌｙ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｄｌｕｎｇｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓ（Ｐ＜０．０１），ｒｅｄｕｃｅｄｃｏｌｌａｇｅｎｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ，ｄｅｃｒｅａｓｅｄｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ（Ｐ＜０．０１），ｌｏｗｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡ，ｄｅｃｌｉｎｅｄｌｅｖｅｌｏｆＴＧＦβ１（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄ

２４４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳｍａｄ２／３ａｎｄｐＥＲＫ１／２．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＡＸｅｘｅｒｔｓｏｂｖｉｏｕｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎＢＬＭ
ｉｎｄｕｃｅｄｌｕｎｇｆｉｂｒｏｓｉｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｉｔｓｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅＴＧＦβ１ｌｅｖｅｌａｎｄｔｈｕｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
Ｓｍａｄｓ／ＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ；ｌｕｎｇｆｉｂｒｏｓｉｓ；ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ；ＴＧＦβ１

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１４７２９１２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣｈｅｎＸｉａｏｈｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｐｈａｒｍａ８２１＠１６３．ｃｏｍ

　　肺纤维化又称间质性肺炎，病理特点是肺实质细
胞减少，结缔组织进行性增多，肺结构功能丧失，最终

导致呼吸衰竭。近年来肺纤维化的发病率显著上升，

引起广泛关注。其发病原因复杂，机制不明，尚缺乏有

效的治疗药物。临床上主要以应用肾上腺皮质激素及

免疫抑制药为主，而这种疗法常伴随严重的副反应并

容易引起继发感染，所以寻找一种安全有效改善肺纤

维化的药物亟须解决。

　　虾青素（ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ，ＡＸ）亦称“虾黄素”，是一种
抗氧化能力极强的脂溶性类胡萝卜素，全称３，３′二羟
基β，β′胡萝卜素４，４′二酮基，分子式为 Ｃ４０Ｈ５２Ｏ４。
ＡＸ广泛存在于自然界中，如虾、蟹、海藻及鸟类羽毛
等。因其具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤及增强免疫力等多

种药理作用，而被广泛应用于各种疾病的研究［１－２］。

近年研究表明，ＡＸ可抑制肺纤维化，但其作用机制尚
未完全清楚［３－６］。本研究旨在观察 ＡＸ对大鼠肺纤维
化的治疗效果，并初步探讨其作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试药与仪器　　羟脯氨酸检测试剂盒（南京
建成，Ａ０３０２）、大鼠 ＴＧＦβ１检测试剂盒（博士德，
ＥＫ０５１４）、αＳＭＡ（Ａｂｃａｍ，ａｂ５６９４）、ｐＳｍａｄ２（Ａｂｃａｍ，
１８８３３４）、ｐＳｍａｄ３（ＣＳＴ，９５２０）、Ｓｍａｄ２／３（ＳＡＮＴＡ，
ｓｃ３９８８４４）、ｐＥＲＫ１／２（ＣＳＴ，４３７０）、ＥＲＫ１／２（ＣＳＴ，
４６９５）、虾青素（Ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ，阿拉丁，纯度＞９８％，ＣＡＳ：
４７２６１７）、盐酸博来霉素（日本化药株式会社，规格
１５ｍｇ／瓶，批号６４０４１２）、植物油。全波长酶标仪（美
国Ｔｈｅｒｍｏ公司）、倒置显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）、凝胶
成像系统（美国ＢＩＯＲＡＤ公司）。
１．１．２　实验动物　　由第三军医大学实验动物中心
提供无病原体（ＳＰＦ）级 ＳＤ雄性大鼠［生产许可证号：
ＳＧＸＫ（渝）２０１２０００３］，８～１０周龄，体质量（２００±２０）ｇ，
分笼饲养，自由饮水及进食。

１．２　方法
１．２．１　动物分组及肺纤维化模型的构建　　３２只
ＳＤ雄性大鼠采用随机数字表法分为４组：Ｓｈａｍ组（假
手术组）、ＢＬＭ组、ＡＸ组、ＡＸ＋ＢＬＭ组，每组８只。动

物造模前一晚禁食，手术前２ｈ禁水。大鼠用１％戊巴
比妥钠（４５ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，仰卧固定于手术台
上，剪去颈部毛发，碘伏及乙醇消毒后逐层分离并暴露

气管，１ｍＬ注射器经气管软骨环间隙朝向心端刺入气
管，注入一定体积的博莱霉素生理盐水溶液（５ｍｇ／ｋｇ）
（ＢＬＭ组和ＡＸ＋ＢＬＭ组）或生理盐水（Ｓｈａｍ组），并
继续注入０．１ｍＬ的空气，然后立即将动物直立并旋转
３ｍｉｎ，使药液在肺内均匀分布。造模第２天 ＡＸ组及
ＡＸ＋ＢＬＭ组灌服 ＡＸ（２ｍｇ／ｋｇ）油溶液，ＢＬＭ组给予
等体积植物油，口服体积为１ｍＬ／１００ｇ大鼠体质量，
Ｓｈａｍ组给予正常饲养。
１．２．２　肺组织病理检测　　各组大鼠分别于给药１４ｄ
后取全肺，称重，按公式“肺系数 ＝肺湿质量／体质量”
计算肺系数。左下肺以４％多聚甲醛固定，常规病理
学方法经脱水、包埋、切片，进行 ＨＥ染色及 Ｍａｓｓｏｎ染
色。肺炎症程度评分参照Ｓｚａｐｉｅｌ等［７］方法，肺纤维化

程度评分参照Ａｓｈｃｒｏｆｔ等［８］的方法进行。

１．２．３　肺组织羟脯胺酸检测　　采用碱水解法测肺
组织样本中羟脯氨酸（ＨＹＰ）含量，严格按照试剂盒说
明书（南京建成，Ａ０３０２）操作：精确称取右肺组织
８０～１００ｍｇ，加入裂解液，沸水浴水解 ２０ｍｉｎ，调 ｐＨ
至６．０～６．８，加活性炭离心，取１ｍＬ上清液依次加反
应试剂，水浴反应１５ｍｉｎ，离心后取上清于５５０ｎｍ处
测定光密度值。

１．２．４　免疫组化检测　　切片常规脱蜡，抗原修复，
滴加单克隆αＳＭＡ抗体（工作浓度１∶８０），于４℃过夜
孵育，ＤＡＢ显色，苏木精复染，于显微镜下观察 αＳＭＡ
表达情况。

１．２．５　酶联免疫夹心（ＥＬＩＳＡ）检测　　加样品和标
准品，３７℃反应９０ｍｉｎ；加生物素标记抗体，３７℃反应
６０ｍｉｎ；洗涤缓冲液洗涤３次；加亲和素过氧化物酶
复合物，３７℃反应３０ｍｉｎ；洗涤缓冲液洗涤５次；ＴＭＢ
显色液３７℃反应３０ｍｉｎ；加入ＴＭＢ终止液，酶标仪测
光密度值。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　采用液氮研磨法提取肺
组织蛋白，ＢＣＡ法蛋白定量，沸水浴变性５ｍｉｎ，每份
样品取３０μｇ上样，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离蛋白后
转移至 ＰＶＤＦ膜上，５％ＢＳＡ封闭 ２ｈ，加 ｐＳｍａｄ２、
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ｐＳｍａｄ３、Ｓｍａｄ２／３、ｐＥＲＫ１／２、ＥＲＫ１／２等单克隆一抗
４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ洗３次，辣根过氧化物酶标记的
二抗（１∶５０００）孵育２ｈ，ＰＢＳＴ洗３次，ＥＣＬ化学发光
法检测目的条带，ＧＡＰＤＨ为内参对照。
１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１９．０进行统计分析，计量资料以 珋ｘ±ｓ
表示，多组均数间比较采用单因素方差分析，计数资料

采用非参数秩和检验，以 Ｐ＜０．０５为差异具有统计学
意义。

２　结果

２．１　肺组织病理观察
　　肺部拍照结果显示：Ｓｈａｍ组与 ＡＸ组双肺呈粉红
色，肺泡壁光滑有弹性；ＢＬＭ组双肺呈暗红色，局部呈
灰白色，有点状淤血斑点均匀分布；ＡＸ＋ＢＬＭ组情况
较模型组有好转，双肺较红润，只见少量斑点出现

（图１）。
　　肺系数结果显示：ＢＬＭ组肺系数较Ｓｈａｍ组及ＡＸ
组明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＡＸ＋
ＢＬＭ组肺系数较模型组有所降低，但无统计学差异
（表１）。

表１　各组肺系数、炎症程度及纤维化程度比较（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别 肺系数 （ｍｇ／ｇ） 炎症程度 纤维化程度

Ｓｈａｍ组 ０．６０±０．１５ １．１４±０．１１ ０．１４±０．０３
ＡＸ组 ０．４７±０．０３ １．１０±０．１０ ０．１０±０．０１
ＢＬＭ组 １．１９±０．３７ａ ３．６０±０．４２ａ ７．１４±０．２４ａ

ＡＸ＋ＢＬＭ组 ０．９６±０．１８ ２．２６±０．１５ｂ ５．５４±０．４４ｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＢＬＭ组比较

　　ＨＥ结果显示：Ｓｈａｍ组及 ＡＸ组肺泡结构完整，
肺泡壁薄，无充血及炎症细胞浸润；ＢＬＭ组肺泡大量
塌陷，肺泡间隔增厚，甚至融合为大肺泡，肺泡内有充

血及炎症细胞浸润，与 Ｓｈａｍ组及 ＡＸ组比较，其炎症
程度显著升高（Ｐ＜０．０１）；ＡＸ＋ＢＬＭ组肺泡结构尚能
保持，但局部可见肺泡间隔增厚，少量肺泡有融合，

与模型组比较，其炎症程度明显降低（Ｐ＜０．０１，图１，
表１）。
　　Ｍａｓｓｏｎ结果显示：Ｓｈａｍ组及 ＡＸ组肺泡结构完
整，肺泡间隙未见明显的蓝色胶原沉积；与 Ｓｈａｍ组及
ＡＸ组相比，ＢＬＭ组双肺大部分肺泡结构丧失，肺部明
显实变，间质可见大量蓝色胶原沉积，其纤维化程度显

著升高（Ｐ＜０．０１）；ＡＸ＋ＢＬＭ组肺泡间隔可见少量胶
原沉积，其纤维化程度显著降低（Ｐ＜０．０１，图１，表１）。
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图１　各组大鼠肺部大体、ＨＥ染色及Ｍａｓｓｏｎ染色观察
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Ａ：Ｓｈａｍ组；Ｂ：ＡＸ组；Ｃ：ＢＬＭ组；Ｄ：ＡＸ＋ＢＬＭ组
图３　各组大鼠肺组织αＳＭＡ蛋白表达（×２００）

２．２　ＡＸ降低肺组织中ＨＹＰ含量
　　羟脯氨酸的测定结果显示：与Ｓｈａｍ组与ＡＸ组比
较，ＢＬＭ组 ＨＹＰ含量明显上升，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）；与 ＢＬＭ组比较，ＡＸ＋ＢＬＭ组 ＨＹＰ含量
明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图２）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＢＬＭ组比较
图２　各组大鼠肺组织ＨＹＰ含量（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

２．３　ＡＸ降低肺组织中αＳＭＡ的表达
　　ＢＬＭ组肺组织 αＳＭＡ表达（棕黄色区域）较
Ｓｈａｍ组及ＡＸ组明显增高，尤其在肺泡塌陷区域及肺
间隔呈蜂窝状分布；ＡＸ＋ＢＬＭ组 αＳＭＡ表达较 ＢＬＭ
组低，仅在肺泡隔增厚处有少量表达（图３）。
２．４　ＡＸ降低血清中ＴＧＦβ１水平
　　与Ｓｈａｍ组和ＡＸ组比较，ＢＬＭ组血清ＴＧＦβ１水
平明显升高（Ｐ＜０．０１），而 ＡＸ＋ＢＬＭ组 ＴＧＦβ１水平
较模型组明显降低（Ｐ＜０．０５，图４）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＢＬＭ组比较
图４　各组大鼠血清ＴＧＦβ１表达水平（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

２．５　ＡＸ降低肺组织 Ｓｍａｄ２／３、ＥＲＫ１／２蛋白磷酸化
水平

　　实验结果显示：ＢＬＭ组磷酸化 Ｓｍａｄ２（ｐＳｍａｄ２）、
磷酸化ＥＲＫ１／２（ｐＥＲＫ１／２）表达明显升高，而磷酸化
Ｓｍａｄ３（ｐＳｍａｄ３）则变化不明显；与 ＢＬＭ组比较，
ＡＸ＋ＢＬＭ组 ｐＳｍａｄ２、ｐＳｍａｄ３、ｐＥＲＫ１／２表达均降
低（图５）。
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１：Ｓｈａｍ组；２：ＡＸ组；３：ＢＬＭ组；４：ＡＸ＋ＢＬＭ组

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠肺组织Ｓｍａｄ２／３与ＥＲＫ１／２蛋白

３　讨论

　　肺纤维化的病理特点主要以肺成纤维细胞聚集及
细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）进行性过度沉
积取代正常肺组织结构主。博莱霉素致大鼠肺纤维化

模型病理学改变与人类肺纤维化极为相似。有文献报

道［８－９］，大鼠气管注射博来霉素造模后第１４天即可形
成肺纤维化。本实验造模１４ｄ后肺组织病理结果观
察到，ＢＬＭ组肺系数升高（Ｐ＜０．０１），肺部病变明显；
ＨＥ结果显示肺泡结构塌陷，有充血及炎症，肺泡间隙
有成纤维样细胞增生；肺组织Ｍａｓｓｏｎ染色结果亦发现
胶原蛋白沉积明显增多。同时羟脯氨酸（ＨＹＰ）检测
结果也显示 ＢＬＭ组 ＨＹＰ明显升高（Ｐ＜０．０１），而
ＨＹＰ是胶原纤维代谢的重要指标，可间接反映组织胶
原含量［１０］。这些结果都表明ＢＬＭ造模成功，而ＡＸ可
明显减轻ＢＬＭ引起的炎症反应，抑制胶原蛋白沉积及

５４４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（５）



成纤维样细胞增生，同时降低肺组织中 ＨＹＰ含量
（Ｐ＜０．０１），表明ＡＸ能明显改善ＢＬＭ所致肺纤维化。
　　肺纤维化病灶主要由肺成纤维细胞及肺肌成纤维
细胞组成，而肺肌成纤维细胞是肺纤维化的主要效应

细胞。α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）是肺肌成纤维细
胞的标志性蛋白，可通过检测αＳＭＡ的表达间接衡量
肺肌成纤维细胞（ＭＦＢ）的生成情况［１１］。本实验观察

到，与Ｓｈａｍ组及ＡＸ组比较，ＢＬＭ组肺组织αＳＭＡ表
达明显升高，而ＡＸ＋ＢＬＭ组αＳＭＡ表达较ＢＬＭ组明
显降低。此结果也表明ＡＸ可降低肺纤维化程度。
　　以往对于ＡＸ抑制肺纤维化的作用主要是以其抗
氧化作用为线索进行研究，并发现 ＡＸ可促进肌成纤
维细胞的凋亡来抑制肺纤维化的形成［２－５］。但是肺纤

维化的发生机制十分复杂，是多种因素共同作用的结

果，其中最关键的因素就是转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）。
它可促进成肺成纤维细胞过度增殖、分化并转化为肌

成纤维细胞，促ＥＣＭ分泌，最终导致肺间质胶原的过
度沉积，肺结构实质化［１２］。但是 ＡＸ对 ＴＧＦβ１的作
用及其相关信号通路的研究还未见报道。研究报道

ＴＧＦβ１诱导肺纤维化的发生与其下游的 Ｓｍａｄｓ蛋白
家族信号通路相关。活性 ＴＧＦβ１通过与其受体 ＴβＲ
Ⅱ、ＴβＲＩ结合形成三聚体复合物，使磷酸化 Ｓｍａｄ２／３
增多，磷酸化的 Ｓｍａｄ２／３与 ＴβＲＩ受体分离，即与
Ｓｍａｄ４结合形成复合体，携带信号从细胞质进入胞核
激活转录，促进肺纤维化的发生［１３］；同时，ＭＡＰＫｓ丝
裂原活化蛋白激酶家族的ＥＲＫ１／２通路也是促纤维化
发生的重要通路，被认为与 Ｓｍａｄｓ通路存在协同作
用［１４］。ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号通路的激活过程受ＥＲＫ通
路的调控，Ｓｍａｄ２／３含有 ＥＲＫ磷酸化的位点，可被
ＥＲＫ磷酸化，促进磷酸化的Ｓｍａｄ２／３与Ｓｍａｄ４的结合
并转录。同时，ＥＲＫ通路受 Ｓｍａｄｓ通路调控，促使
ＥＲＫ通路相关细胞因子或激酶的转录，从而激活 ＥＲＫ
信号传导通路，使磷酸化的ＥＲＫ１／２参与细胞的增殖、
分化和转化，从而促进肺纤维化发生。本课题组通过

检测肺纤维化大鼠血清 ＴＧＦβ１水平，发现 ＢＬＭ诱导
的肺纤维化 ＴＧＦβ１水平明显升高（Ｐ＜０．０１），表明
ＢＬＭ可能是通过引起 ＴＧＦβ１水平升高，从而诱导肺
纤维化的发生，而 ＡＸ可明显降低 ＴＧＦβ１水平（Ｐ＜
００５）。同时本实验也检测了Ｓｍａｄ２／３蛋白与ＥＲＫ１／２
蛋白，发现ＢＬＭ组Ｓｍａｄ２／３蛋白与ＥＲＫ１／２蛋白的磷
酸化水平明显升高，而 ＡＸ＋ＢＬＭ组 Ｓｍａｄ２／３蛋白与
ＥＲＫ１／２蛋白磷酸化水平较 ＢＬＭ组明显降低。这些

结果提示ＡＸ抑制肺纤维化的作用机制可能与其降低
ＴＧＦβ１水平，从而下调Ｓｍａｄｓ／ＥＲＫ通路有关。
　　综上所述，ＡＸ能明显抑制肺纤维化，其作用机制
可能与降低ＴＧＦβ１水平，从而下调 Ｓｍａｄｓ／ＥＲＫ通路
有关。本实验研究了 ＡＸ对 ＴＧＦβ１介导的 Ｓｍａｄｓ／
ＥＲＫ通路的影响，为肺纤维化的防治提供了理论依
据。但本实验只进行了动物在体研究，后期还需进行

细胞水平的研究予以论证。
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