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隐丹参酮减轻ＬＰＳ诱导的ＡＲＤＳ小鼠早期肺纤维化及机制研究

张人子，李　晟，王导新　　重庆 ４０００１０，重庆医科大学附属第二医院呼吸与危重症医学科

　　［摘要］　目的　探讨隐丹参酮（ｃｒｙｐｔｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ，ＣＴＳ）对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的急
性呼吸窘迫综合征（ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＲＤＳ）小鼠的早期肺纤维化的影响及其可能的作
用机制。方法　将４０只８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为正常组、模型组、处理组、ＣＴＳ组（ｎ＝１０）。
模型组采用气管滴注 ＬＰＳ（５ｍｇ／ｋｇ）制备 ＡＲＤＳ模型。处理组在 ＡＲＤＳ建模前腹腔注射 ＣＴＳ
（６０ｍｇ／ｋｇ）预处理３ｄ，建模后再连续予以ＣＴＳ７ｄ。正常组和ＣＴＳ组分别注射等体积的无菌磷酸盐缓
冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）或 ＣＴＳ。末次给药 ２４ｈ后处死小鼠，取支气管肺泡灌洗液
（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）及肺组织。通过 ＨＥ染色、肺组织湿／干质量（ｗｅｔｔｏｄｒｙ，Ｗ／Ｄ）比
值、ＢＡＬＦ中蛋白浓度和总细胞计数评估肺组织损伤情况；采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测 ＢＡＬＦ
中炎症因子水平；通过 Ｍａｓｓｏｎ染色及羟脯氨酸（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，ＨＹＰ）含量检测评估肺组织纤维化程
度；利用免疫组化染色或Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ、ＣＤ３１、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、α平滑肌肌动蛋白
（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）的蛋白表达。结果　与正常组比较，模型组的肺组织 Ｗ／Ｄ、ＢＡＬＦ中总
细胞数胞计数和蛋白浓度升高，ＢＡＬＦ中的ＴＧＦβ１、ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６升高，ＩＬ１０降低（Ｐ＜０．０５），小鼠
肺组织出现肺损伤和早期肺纤维化；ＨＹＰ含量升高（Ｐ＜０．０５）；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、αＳＭＡ的表达升高，而
ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ、ＣＤ３１的表达隆低（Ｐ＜０．０５）。与模型组比较，处理组的肺组织 Ｗ／Ｄ、ＢＡＬＦ中总细胞计数
和蛋白浓度降低，ＢＡＬＦ中的ＴＧＦβ１、ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６降低，ＩＬ１０升高（Ｐ＜０．０５）；肺损伤和早期肺纤
维化程度明显减轻，肺损伤评分和肺纤维化程度评分降低（Ｐ＜０．０５）；ＨＹＰ含量显著降低（Ｐ＜０．０５）；
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、αＳＭＡ的表达降低，但ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ、ＣＤ３１的表达增强（Ｐ＜０．０５）。结论　ＣＴＳ可能通过抑制
ＬＰＳ刺激后肺组织中的内皮间质转化（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥｎｄＭＴ）过程从而减轻
ＡＲＤＳ小鼠早期肺纤维化。
　　［关键词］　急性呼吸窘迫综合征；急性肺损伤；隐丹参酮；炎症；内皮间质转化
　　［中图法分类号］　Ｒ２８５．５；Ｒ３６３．２１；Ｒ５６３．８ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１６７００７１）
［通信作者］　王导新，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｄａｏｘｉｎ０１６３＠１６３．ｃｏｍ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２２，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｅｆｆｅｃｔａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆｃｒｙｐｔｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅｏｎｅａｒｌｙｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎＬＰＳ
ｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅｉｎｍｉｃｅ
ＺＨＡＮＧＲｅｎｚｉ，ＬＩＳｈｅｎｇ，ＷＡＮＧＤａｏｘｉｎ　　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙａｎｄＣｒｉｔｉｃａｌＣａｒｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ｔｈｅＳｅｃｏｎｄ
ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１０，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓａｎｄｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｃｒｙｐｔｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ
（ＣＴＳ）ｏｎｅａｒｌｙｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）ｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ（ＡＲＤＳ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＦｏｒｔｙｍａｌｅＣ５７ＢＬ／６Ｊｍｉｃｅ（８ｗｅｅｋｓｏｌｄ）ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ａｎｄＣＴＳｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈ１０ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．ＡＡＲＤＳｍｏｄｅｌｗａｓ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎｏｆＬＰＳ（５ｍｇ／ｋｇ）．Ｔｈｅｍｉｃｅｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗａｓ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣＴＳ（６０ｍｇ／ｋｇ）ｆｏｒ３ｄｂｅｆｏｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙＣＴＳａｄｍｉｎｉｓｔｉｏｎｆｏｒ
７ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｄａｙｓ．Ｓｉｍｉｌａｒｌｙ，ｔｈｅｍｉｃｅｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌａｎｄＣＴＳｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈａｎｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｖｏｌｕｍｅ

９１８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１８）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ｏｆｓｔｅｒｉｌｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ（ＰＢＳ）ｏｒＣＴＳ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｍｉｃｅｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄｉｎ２４ｈａｆｔｅｒｔｈｅ
ｌａｓｔｃｈａｌｌｅｎｇｅ，ａｎｄｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ（ＢＡＬＦ）ａｎｄｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．Ｔｈｅｉｎｊｕｒｙｏｆｌｕｎｇ
ｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｗｉｔｈＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，ｌｕｎｇｗｅｔｔｏｄｒｙ（Ｗ／Ｄ）ｒａｔｉｏ，ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｔｏｔａｌｃｅｌｌ
ｎｕｍｂｅｒｉｎＢＡＬＦ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎＢＡＬＦｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）．ＴｈｅｆｉｂｒｏｓｉｓｏｆｌｕｎｇｗａｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙＭａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ（ＨＹＰ）．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ，ＣＤ３１，Ｖｉｍｅｎｔｉｎａｎｄαｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ
（αＳＭＡ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｒＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｌｕｎｇ
Ｗ／ＤｒａｔｉｏａｎｄｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｔｏｔａｌｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｉｎＢＡＬＦ，ｅｌｅｖａｔｅｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＴＮＦα，
ＴＧＦβ１，ＩＬ１βａｎｄＩＬ６ｗｈｉｌｅｒｅｄｕｃｅｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆＩＬ１０ｉｎＢＡＬＦｗｅｒｅｓｅｅｎｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｈｅｎ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｈａｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｌｕｎｇＷ／ＤｒａｔｉｏａｎｄｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｔｏｔａｌｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｉｎＢＡＬＦ，ｄｏｗｎ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１β，ＩＬ６，ＴＮＦαａｎｄＴＧＦβ１ａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｌｅｖｅｌｏｆＩＬ１０ｉｎＢＡＬＦ（Ｐ＜０．０５）．Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎ，ＣＴＳａｌｓｏａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙａｎｄｅａｒｌｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，ｄｅｃｒｅａｓｅｄｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓｓｃｏｒｅ，ａｎｄ
ｒｅｄｕｃｅｄＨＹＰｃｏｎｔｅｎｔｉｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＡＲＤＳ（Ｐ＜０．０５），ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅＶＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄＣＤ３１ｌｅｖｅｌｓ，ａｎｄ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅＶｉｍｅｎｔｉｎａｎｄαＳＭＡｌｅｖｅｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＣＴＳａｌｌｅｖｉａｔｅｓＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｅａｒｌｙ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎＡＲＤＳｍｉｃｅ，ａｎｄｉｔｓｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥｎｄＭＴ）．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ；ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ；ｃｒｙｐｔｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍ ｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１６７００７１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷＡＮＧ Ｄａｏｘｉｎ，Ｅｍａｉｌ：
ｗａｎｇｄａｏｘｉｎ０１６３＠１６３．ｃｏｍ

　　急性呼吸窘迫综合征（ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＲＤＳ）是急性肺损伤最严重的阶段，其平均
病死率为 ３０％～４０％［１－２］。在ＡＲＤＳ的晚期，持续性肺
泡损伤、修复、重建和过度的细胞外基质沉积导致肺纤

维化［３］。有研究表明肺纤维化的程度与ＡＲＤＳ的预后
和死亡率密切相关［４－６］。此外，内皮功能障碍导致内

皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＥＣ）损伤和血管生成受损，也
被认为是 ＡＲＤＳ发病机制中的重要致病机制。然而，
导致纤维增生性 ＡＲＤＳ的因素以及这种病理反应的
潜在机制仍不清楚。内皮间质转化 （ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｔｏ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥｎｄＭＴ）是成纤维细胞的来源
之一［７－８］。内皮细胞在此过程中其细胞骨架开始变化，

细胞间黏附力下降，最终转化为梭型的成纤维细

胞［９］。抑制ＥｎｄＭＴ、恢复ＥＣ功能，可有效缓解 ＡＲＤＳ
的发病进程。

　　隐丹参酮（ｃｒｙｐｔｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ，ＣＴＳ）是从丹参根中提
取的一种脂溶性化合物，不仅具有抗氧化、抗炎症和抗

纤维化等多种药理活性［１０］，还能逆转上皮间质转化

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）过 程［１１］。

ＥｎｄＭＴ早于 ＥＭＴ发生［１２］，我们推测 ＣＴＳ可以改善
ＡＲＤＳ患者的早期肺纤维化。因此，本研究通过气管
滴注脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）制作ＡＲＤＳ小鼠
模型，以验证ＣＴＳ是否可通过ＥｎｄＭＴ减轻ＡＲＤＳ小鼠

的早期肺纤维化。

１　材料与方法

１．１　实验动物分组及ＡＲＤＳ模型构建
　　８周龄ＳＰＦ级雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体质量１８～２５ｇ，
购自重庆医科大学实验动物中心。将 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
适应性喂养７ｄ后随机分为①正常组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）：腹腔注
射等量无菌磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ）；②模型组（ＬＰＳ）：气管滴注ＬＰＳ（５ｍｇ／ｋｇ）造模，
７ｄ后处死小鼠；③处理组（ＣＴＳ＋ＬＰＳ）：ＬＰＳ建模前腹
腔注射ＣＴＳ（６０ｍｇ／ｋｇ）预处理３ｄ，建模完成后连续予
以７ｄ；④ＣＴＳ组（ＣＴＳ）：腹腔注射等量 ＣＴＳ。每天记
录１次每只小鼠的体质量及生存情况。末次给药２４ｈ
后处死小鼠，结束实验，并收集支气管肺泡灌洗液 （

ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）和肺组织以备后续
实验使用。

１．２　主要试剂
　　隐丹参酮购于美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；脂多
糖、ＢＣＡ试剂盒、羟脯氨酸试剂盒购于北京索莱宝科
技有限公司；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒、极超敏 ＥＣＬ
化学发光试剂盒购于上海碧云天生物技术有限公司；

辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔 ＩｇＧ抗体购
于武汉三鹰生物技术有限公司；甘油醛３磷酸脱氢

０２８１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



（ＧＡＰＤＨ）抗体购于南京巴傲得生物科技有限公司；兔
抗ＣＤ３１、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、α平滑肌肌动蛋白（α
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）购于美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；兔抗ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司。

１．３　肺组织病理学检查
　　末次给药 ２４ｈ后，腹腔注射 １％戊巴比妥钠
（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉小鼠，充分暴露胸腔，取各组右肺组
织，利用４％多聚甲醛固定２４ｈ后包埋在石蜡中，肺组
织切片后用ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色，显微镜下观察肺组织
的病理变化。参照肺损伤评分和肺纤维化评分标准进

行评分［１３－１４］。

１．４　肺组织湿／干质量（ｗｅｔｔｏｄｒｙ，Ｗ／Ｄ）比值
　　取小鼠右肺称取湿质量，然后将肺组织置于干燥
箱中，６０℃干燥 ４８ｈ，称取干质量。根据前后称量结
果计算肺组织的Ｗ／Ｄ。
１．５　ＢＡＬＦ中总细胞和蛋白浓度以及炎症相关细胞

因子检测

　　经气管注射１ｍＬ冰磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）灌洗左
肺，３０ｓ后缓慢回抽，重复３次，将收集到的 ＢＡＬＦ，在
４℃下以１５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，留取 ＢＡＬＦ离心后
的沉淀用于总细胞计数，上清分别应用ＢＣＡ试剂盒检
测蛋白浓度和 ＥＬＩＳＡ试剂盒测定 ＢＡＬＦ上清中 ＴＮＦ
α、ＩＬ６、ＩＬ１β、ＩＬ１０、ＴＧＦβ１的含量。
１．６　羟脯氨酸（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，ＨＹＰ）含量测定
　　将肺组织称重并尽量剪碎以便消化。严格按照试
剂盒说明书操作，读取各孔 ５６０ｎｍ波长处光密度值
Ｄ（５６０），并通过公式计算出待测样品的含量。
１．７　 免疫组化 （ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）检测

ＥｎｄＭＴ表达
　　取肺组织石蜡切片，脱蜡、水化、抗原修复、阻断内
源性过氧化酶，一抗４℃孵育过夜，二抗室温孵育５０ｍｉｎ，

显色、复染、脱水、透明、封片，显微镜下观察，用 Ｉｍａｇｅ
Ｊ软件分析蛋白的相对表达量。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥｎｄＭＴ标志蛋白表达
　　称取适量肺组织制备成组织匀浆，置于冰冷组织
裂解液，在４℃下以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清
液。采用ＢＣＡ进行蛋白定量，调整蛋白浓度。配置浓
缩胶和分离胶，电泳后转膜至 ＰＶＤＦ膜，封闭 １ｈ。一
抗４℃孵育过夜，二抗常温孵育１ｈ。超敏发光液显影
曝光，ＩｍａｇｅＪ软件系统对蛋白条带灰度值进行分析。
１．９　统计学方法
　　应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件进行统计分析，数
据以 珋ｘ±ｓ表示，各组间的比较采用单因素方差分析，样
本均数间的比较采用 ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜０．０５表示差异
具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＴＳ对ＡＲＤＳ小鼠生存曲线及体质量变化的影响
　　与正常组比较，模型组小鼠的生存率和体质量均
在气管滴注 ＬＰＳ后均明显下降（Ｐ＜０．０５）；与模型组
比较，处理组小鼠的生存率和体质量均明显上升（Ｐ＜
０．０５）。见图１。
２．２　ＣＴＳ对ＡＲＤＳ小鼠肺损伤的影响
　　正常组小鼠肺组织保持正常组织结构，未见明确
炎症细胞浸润。与正常组比较，模型组小鼠肺组织大

量炎性细胞浸润，肺泡结构广泛破坏，肺泡毛细血管充

血扩张，小鼠肺损伤评分、肺组织 Ｗ／Ｄ、ＢＡＬＦ中细胞
总数及蛋白浓度明显升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，
处理组小鼠的肺组织病变较模型组明显减轻，肺泡结

构有所恢复，炎症细胞浸润减少，小鼠肺损伤评分、肺

组织 Ｗ／Ｄ、ＢＡＬＦ中细胞总数及蛋白浓度明显下降
（Ｐ＜０．０５）。见图２。
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图１　小鼠７ｄ生存率和体质量分析　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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２．３　ＣＴＳ对 ＡＲＤＳ小鼠 ＢＡＬＦ中炎性细胞因子和促
纤维化细胞因子的影响

　　与正常组比较，模型组小鼠 ＢＡＬＦ中促炎因子
（ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β）和促纤维化因子 ＴＧＦβ１分泌量

显著升高，抗炎因子（ＩＬ１０）分泌量显著减少（Ｐ＜０．０５）；
与模型组比较，处理组可明显降低促炎因子（ＴＮＦα、
ＩＬ６、ＩＬ１β）和促纤维化因子（ＴＧＦβ１），增加抗炎因
子（ＩＬ１０）的分泌量（Ｐ＜０．０５）。见图３。
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图２　ＣＴＳ对ＡＲＤＳ小鼠肺损伤的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图３　ＣＴＳ对ＡＲＤＳ小鼠ＢＡＬＦ中炎症因子和促纤维化因子的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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２．４　ＣＴＳ对ＡＲＤＳ小鼠早期肺纤维化的影响
　　正常组小鼠肺组织保持正常组织结构，未见纤维
组织增生性改变。模型组可见纤维组织增生；处理组

小鼠的肺组织未见纤维组织增生。见图４Ａ。
　　与正常组比较，模型组小鼠纤维化严重程度评分
显著升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，处理组纤维化严
重程度评分显著降低（Ｐ＜０．０５）。见图４Ｂ。
２．５　ＣＴＳ对ＡＲＤＳ小鼠肺组织ＨＹＰ含量的影响
　　与正常组比较，模型组肺组织ＨＹＰ水平均显著升

高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，处理组ＨＹＰ水平均明显
下降（Ｐ＜０．０５）。见图４Ｃ。
２．６　ＣＴＳ对 ＡＲＤＳ小鼠肺组织中 ＣＤ３１、αＳＭＡ蛋白

表达的影响

　　与正常组比较，模型组小鼠肺组织中 ＣＤ３１阳性
表达显著减弱，αＳＭＡ阳性表达显著增强（Ｐ＜０．０５）；
与模型组比较，处理组 ＣＤ３１阳性表达出现上调，
αＳＭＡ阳性表达出现下调（Ｐ＜０．０５），见图５。
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Ａ：各组小鼠肺组织Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表达量；Ｃ：Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白相对表达量；Ｄ：αＳＭＡ蛋白相对表达量

图６　隐丹参酮对内皮间质转化标志物相关蛋白的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．７　ＣＴＳ对ＡＲＤＳ小鼠肺组织中ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
αＳＭＡ蛋白表达的影响

　　与正常组比较，模型组小鼠肺组织中 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
αＳＭＡ蛋白水平均显著升高，ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白水平显
著降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，处理组均可明显抑制
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、αＳＭＡ蛋白水平的表达和减缓 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白水平的表达（Ｐ＜０．０５），见图６。

３　讨论

　　２０１９冠状病毒疾病（ＣｏｒｏｎａＶｉｒｕｓＤｉｓｅａｓｅ２０１９，
ＣＯＶＩＤ１９）在全球范围内相继爆发，其感染人数不断
上升，其中重症患者最终发展为 ＡＲＤＳ［１５］。尽管许多
患者在 ＡＲＤＳ的急性病程中幸存下来，但仍有部分患
者死于进行性肺纤维化［１６］。此外，ＡＲＤＳ患者早期出
现肺纤维增生性改变已成为与患者预后不良、高死亡

率和患者长期生命质量相关的关键因素［１７］。然而，目

前的研究中仍缺乏特异性治疗来减少ＡＲＤＳ肺部炎症
反应和降低肺部病理性纤维化。

　　丹参及其有效成分在治疗间质性肺病方面已被广
泛研究。例如，丹参酮ⅡＡ可减少小鼠因脂多糖诱导
引起的炎症反应和胶原沉积［１８］。除此之外，丹酚酸 Ｂ
可阻断ＴＧＦβ１诱导的成纤维细胞增殖和肌成纤维细
胞分化［２］。但丹参及其有效成分是否在ＡＲＤＳ中发挥
治疗作用，尚未见报道。ＣＴＳ是从丹参根中提取的一

种脂溶性化合物，在心血管疾病尤其是动脉粥样硬

化［１９］和心脏纤维化［２０－２１］中具有广泛的治疗作用。在

本研究中，我们成功地在小鼠体内构建了 ＬＰＳ诱导的
ＡＲＤＳ模型［２２］，在 ＬＰＳ诱导后，肺组织充满大量炎症
细胞，纤维组织增生，Ｗ／Ｄ重量比、ＢＡＬＦ中蛋白质浓
度和总细胞计数以及促炎因子分泌增加，抗炎因子分

泌减少。本研究结果中促纤维化因子的增加和各实验

组羟脯氨酸（ＨＹＰ）浓度的显著差异也表明 ＬＰＳ诱导
小鼠ＡＲＤＳ后出现早期肺纤维化。我们的研究结果进
一步表明，ＣＴＳ可以通过调节肺损伤、炎症反应、早期
肺纤维化、羟脯氨酸（ＨＹＰ）含量来改善 ＬＰＳ诱导的
ＡＲＤＳ。因此，ＣＴＳ对ＡＲＤＳ小鼠的炎症反应和早期肺
纤维化具有一定的保护性作用。

　　ＡＲＤＳ的致病特点是内皮异常激活和损伤［２３］。

在ＡＲＤＳ的早期，肺微血管内皮细胞首先受到影响。
ＡＲＤＳ的重要发病机制是内皮受损导致内皮修复和血
管生成功能障碍［１］。新近研究认为ＡＲＤＳ急性病程中
肺内皮细胞的抵抗力低于肺上皮细胞［２４］，并且肺内皮

细胞是成纤维细胞的主要来源之一［２５－２６］。因此，我们

认为在ＡＲＤＳ早期进行修复肺血管内皮功能障碍的治
疗对患者而言更有价值。本研究结果表明，经 ＬＰＳ诱
导后，小鼠内皮细胞标志物（ＣＤ３１、ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ）水平
显著降低，间质细胞标志物（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、αＳＭＡ）水平升
高；而 ＣＴＳ的治疗有效改善了这一过程，提示 ＣＴＳ可
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以通过抑制ＥｎｄＭＴ过程以减轻ＡＲＤＳ后的肺纤维化。
　　综上所述，我们发现 ＡＲＤＳ小鼠的体质量曲线和
生存率在ＣＴＳ治疗后有了显著的上升，其次ＣＴＳ可以
通过抑制ＥｎｄＭＴ过程减缓肺纤维化的进展，并显著降
低 ＡＲＤＳ小鼠早期的死亡率。这些发现可能为治疗
ＡＲＤＳ和预防 ＡＲＤＳ后早期肺纤维化提供新的治疗
方法。
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ｇｅｎｉｃｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｉｎＣＯＶＩＤ１９［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＩｍｍｕｎｏｌ，
２０２１，２１（５）：３１９－３２９．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１５７７０２１
００５３６９．

［１６］ＧＥＯＲＧＥＰＭ，ＷＥＬＬＳＡＵ，ＪＥＮＫＩＮＳＲＧ．Ｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉ
ｂｒｏｓｉｓａｎｄＣＯＶＩＤ１９：ｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｆｏｒａｎｔｉｆｉｂｒｏｔｉｃｔｈｅｒ
ａｐｙ［Ｊ］．ＬａｎｃｅｔＲｅｓｐｉｒＭｅｄ，２０２０，８（８）：８０７－８１５．ＤＯＩ：
１０．１０１６／Ｓ２２１３２６００（２０）３０２２５３．

［１７］ＢＵＲＮＨＡＭＥＬ，ＪＡＮＳＳＥＮＷ Ｊ，ＲＩＣＨＥＳＤＷ Ｈ，ｅｔａｌ．
Ｔｈｅｆｉｂｒｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ：ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ［Ｊ］．Ｅｕｒ
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ｌｉｚｅｄａｎｉｌｉｎｅｄｅｇｒａｄｉｎｇＲｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓｓｔｒａｉｎ［Ｊ］．Ｊ
Ｎａｎｏｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１６，１４：５．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１２９５１
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ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｄｙｅｂｉｎｄｉｎｇ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏｃｈｅｍ，１９７６，
７２：２４８－２５４．ＤＯＩ：１０．１００６／ａｂｉｏ．１９７６．９９９９．

［２０］ＨＡＢＩＧＷ Ｈ，ＰＡＢＳＴＭＪ，ＪＡＫＯＢＹＷ Ｂ．Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
Ｓｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ．Ｔｈｅｆｉｒｓｔｅｎｚｙｍａｔｉｃｓｔｅｐｉｎｍｅｒｃａｐｔｕｒｉｃａｃｉｄ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，１９７４，２４９（２２）：７１３０－７１３９．
［２１］ＬＩＡＯＦ，ＬＩＪＣ，ＫＡＮＧＧＦ，ｅｔａｌ．Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｍｏｕｓｅ

ｌｉｖｅｒｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｂｙｔｈｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｍｅｔｈ
ｏｄ［Ｊ］．ＪＭｅｄＣｏｌｌＰＬＡ，２００３，１８（５）：２９５－３００．

［２２］ＹＡＮＧＸＬ，ＤＵＺＹ，ＰＵＪ，ｅｔａｌ．Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｃｏｎｓｔａｎｔｓｏｆａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｔｏｆａｃｉｌｉｔａｔｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｔｙｐｅ［Ｊ］．ＪＥｎｚｙｍｅＩｎｈｉｂＭｅｄ
Ｃｈｅｍ，２０１３，２８（１）：２０５－２１３．ＤＯＩ：１０．３１０９／１４７５６３６６．
２０１１．６４５２４０．

［２３］许金钩，王尊本．荧光分析法［Ｍ］．第３版．北京：科学
出版社，２００６：６８－６９．
ＸＵＪＧ，ＷＡＮＧＺＢ．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ［Ｍ］．３ｒｄｅｄ．
Ｂｅｉｊｉｎｇ：ＳｃｉｅｎｃｅＰｒｅｓｓ，２００６：６８－６９．
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ｅｔｈａｃｒｙｎｉｃａｍｉｄｅｓａｓｐｒｏｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒ
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ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．ＪＥｎｚｙｍｅＩｎｈｉｂＭｅｄＣｈｅｍ，２０２２，３７
（１）：７２８－７４２．ＤＯＩ：１０．１０８０／１４７５６３６６．２０２２．２０３８５９１．

（收稿：２０２２０４１９；修回：２０２２０５２０）

（编辑　张艺霖）
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（收稿：２０２２０３１７；修回：２０２２０４２６）

（编辑　栾　嘉）
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