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内质网应激与氧化应激在肺纤维化中的作用 

及中药丹芍化纤胶囊对它的影响 

谢汝佳，韩 冰，张成俊，何小飞，杨 婷，杨 勤 

(贵阳医学院病理生理学教研室 ，贵阳 550004) 

【摘 要】目的：观察内质网应激标志蛋白GRP78和氧化应激指标在博来霉素诱导的肺纤维化中的变化及中药丹芍化纤胶囊 

对它的影响。方法：选取 sD大鼠30只，随机分为正常对照组(正常组)、肺纤维化模型组(模型组)和丹芍化纤胶囊治疗组(丹芍 

组)，每组各 10只。正常对照组气管内滴注生理盐水，模型组和丹芍组气管内一次性灌注博来霉素5 mg／kg诱导肺纤维化，丹芍 

组于造模第 2天给予丹芍化纤胶囊混悬液灌胃0．8 (kg·d)治疗，正常组及模型组则给予等量生理盐水灌胃。实验第 28天称 

大鼠体重，处死各组大鼠，称肺湿重并收集肺组织，行HE和Masson染色观察肺组织病理变化：比色法检测肺组织MDA及SOD 

变化；采用免疫组织化学方法检测肺组织中GRP78蛋白的表达情况。结果：①与正常组比较，模型组大鼠肺组织中MDA含量 

及 GRP78表达明显升高，而SOD酶活性则显著下降。②与模型组比较，丹芍组大鼠肺组织中MDA含量及 GRP78蛋白表达明 

显降低，但仍较正常组高；SOD酶活性显著回升，但未恢复正常水平。结论：丹芍化纤胶囊可在一定程度上减轻博来霉素诱导的 

肺泡炎症反应及肺纤维化进展，对肺纤维化具有一定的治疗作用。丹芍化纤胶囊对肺纤维化的干预机制可能与丹芍化纤胶囊 

提高肺组织SOD酶活性，对抗氧化应激以及抑制肺组织中GRP78的表达，减轻内质网应激反应有关。 
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The effect of endoplasmic reticulum stress and oxidative stress in bleomycin— 

induced pulmonary fibrosis and protective effect 

Of DanShaOhua×ian capsule in this modeI 

X／E Ru-jia，HAN Bing，ZHANG Che un，HE Xiao-fei，YANG孔 ，YANG Qin 

(Department of Pathophysiology，Guiyang Medical College) 

【Abstract]Objective：To investigate the effect of endoplasmic reticulum stress and oxidative stress in bleomycin—induced pulmonary 

fibrosis and protective effect of Danshaohuaxian(DSHX)capsule in this mode1．Methods：Thirty SD rats were randomly divided into 

normal control group，pulmonary fibrosis model group and DSHX capsule therapeutic group． Pulmonary fibrosis model was induced by 

intratracheal instillation of single dose of bleomycin 5 mg／kg．DSHX capsule 0．8 g／kg was administered daily by oral in the therapeu— 

tic groups on the second day after bleomycin．All rats were killed on the 28th day．The levels of MDA and SOD．and the expression of 

GRP78 in pulmonary tissue were detected． Results：Compared with the control group，the levels of MDA and GRP78 in model group 

were increased，while the activity of SOD was decreased． After the treatment of DSHX capsule，the levels of MDA and GRP78 were 

decreased，while the activity of SOD was elevated．Conclusion：DSHC capsule can reduce pulmonary alveolus inflammation and pul- 

monary fibrosis induced by bleomycin，the mechanisms of which may be the elevation of the activity of SOD in lung tissue to alleviate 

oxidative stress and endoplasmic reticulum stress． 
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肺纤维化是一种常见的肺间质疾病 ，它以弥漫性肺泡炎 

和肺泡结构紊乱并最终导致肺问质纤维化为特征 。目前， 

肺纤维化的发病机制尚不明确，并缺乏有效的治疗手段，病 

死率高，故对其发病机制的研究具有理论和实际意义。有研 

究表明在肺纤维化早期 ，由于肺泡巨噬细胞 、中性粒细胞在 

趋化因子的作用下在肺内聚集、活化可释放大量的活性氧族 

(Reactive oxygen species，ROS)，从而引起局部的氧化应激反 

应。ROS可引起肺泡上皮细胞过度凋亡，而肺泡上皮细胞的 

凋亡过度可引起肺组织重构导致肺纤维化的发生_3_。内质网 

应激(Endoplasmic reticulum stress，ERS)是指细胞内质网钙 

稳态失衡或蛋白质加工运输障碍、生理功能发生紊乱的一种 

亚细胞器的病理过程[41。近年来研究发现，内质网应激与机体 

的多种疾病密切相关。如糖尿病、心血管疾病、神经系统疾病 

和各种类型的肝损伤等。目前关于 ERS与肺纤维化之间关系 

的研究尚未见报道。对于肺纤维化的治疗 ，西医大多采用糖 

皮质激素、免疫抑制剂和细胞毒药物等．这些药物对于改善 

肺纤维化有一定的效果，然而长期使用其毒副作用较大。因 

此，近年来许多学者致力于研究中药对肺纤维化的改善作用。 

丹芍化纤胶囊是一种中药复方制剂，具有活血化瘀、清热、利 

湿等功效。本课题组前期的研究发现丹芍化纤胶囊有较好的 

抗肝纤维化作用 ，对肺纤维化也有一定的防治作用_6I7_。本研 

究拟用博来霉素复制大鼠肺纤维化模型 ．观察各组大鼠肺 

组织中内质网应激标志性蛋白GRP78和氧化应激指标 SOD 

及MDA的变化，并对丹芍化纤胶囊干预大鼠肺纤维化的可 

能机制进行探讨。 

1 材料与方法 

1．1 买验动物及试剂 

①健康清洁级 sD大鼠由贵阳医学院实验动物中心提 

供；②盐酸博莱霉素购自日本化药株式会社；③HYP、MDA、 

SOD及考马斯亮蓝蛋白测试盒 由南京建成生物有限公司提 

供；④兔抗大鼠多克隆GRP78抗体、免疫组化SABC试剂盒 

及 DAB显色剂均购自武汉博士德公司。 

1．2 动物分组及动物模 型复制 

sD大鼠30只，雌雄各半，体重 180～220 g。在实验室适 

应性喂养 1周后 ，随机分为 3组 ：正常对照组(正常组)、肺纤 

维化模型组(模型组)和丹芍化纤胶囊治疗组(丹芍组)，每组 

各 10只。模型组和丹芍组大鼠参照Szapielt~1方法复制肺纤维 

化模型，大鼠经2％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，颈部消毒，无 

菌状态下切开颈部皮肤，逐层剥离直至暴露气管，经穿刺向 

气管内一次性滴注博莱霉素5 mg／kg。注射后立即直立旋转 

鼠板，使药物在肺内分布均匀，诱导肺纤维化。正常组予等量 

生理盐水气管内滴入。从造模第2天起，丹芍组大鼠予丹芍 

化纤胶囊 0．8 g／(kg·d)灌胃治疗，模型组和正常组大鼠则以 

等量生理盐水灌胃。所有大鼠于实验第28天处死。 

1．3 动物标本采集及实验指标的检测方法 

1．3．1 肺组织收集 将大鼠称重后，股动脉放血处死，分离 

气管于喉头下 1．5 cm切断主支气管，向下剥离，取出全肺 ， 

冰生理盐水冲洗，滤纸吸干 ，称重，计算肺系数(肺系数=肺湿 

重／体重)。取左肺中叶，浸入4％中性甲醛溶液固定48 h后， 

转移到O．1 mol／L PBS溶液中保存，供病理形态和免疫组化检 

测。冰上将左肺下叶剪成约 1 em大小，一70％保存，以备检测 

HYP、SOD及 MDA。 

1．3．2 肺组织病理学检查 4％多聚甲醛固定后的肺组织石 

蜡包埋 ，常规组织切片，HE和 Masson染色，观察肺组织的病 

理变化。参照 Szapiel等阎方法确定肺泡炎和肺纤维化程度的 

分级。各组大鼠的肺泡炎和肺纤维化程度用平均秩次表示。 

平均秩次的计算方法是先将所有样本数据分别从小到大排 

序。再将所有数据统一由小到大编秩。相同数据在同一组里， 

按顺序编秩。相同数据在不同组里，取平均秩。然后将各组样 

本的秩次分别相加得秩和．用秩和除以各组的样本例数得平 

均秩次。 

1．3．3 肺组织羟脯氨酸(HYP)、SOD活性及 MDA含量测定 

按照试剂盒说明书进行检测。 

1．3．4 肺组织免疫组织化学检测 切片常规脱蜡水化，3％ 

H O：处理，微波修复抗原，加封闭液后，滴加兔抗大鼠GRP78 

多克隆抗体(工作浓度为 1：50)，4℃过夜。次日加生物素化羊 

抗兔 IgG，在 37℃孵育 30 min，加 SABC工作液，DAB显色 ， 

苏木素复染。阴性对照以PBS缓冲液代替一抗。每个样本随 

机抽取 5个高倍镜下视野，以胞浆黄染的细胞作为 GRP78阳 

性表达的细胞，计算出阳性表达细胞占细胞总数的百分比。 

阳性细胞百分率=(阳性细胞数／细胞总数)x100％。 

1．4 统计学处理 

计量资料以x+s表示 ，用 SPSS统计软件 11．0版进行组 

间方差分析，计数资料用Ridit分析，P<O．05表示差异有统计 

学意义 

2 结 果 

2．1 正常组、模型组及丹芍组大鼠肺系数的比较 

模型组大鼠肺系数与正常组比较明显升高(尸≮0．O1)；丹 

芍组与模型组比较肺系数下降，差异有统计学意义(P<0．05)， 

但仍未恢复正常水平 ，见表 1。 

表 1 各组大鼠肺系数变化(i±S) 

注：▲，P<0．叭，与正常组比较；★，P<0．05，与模型组比较 

2．2 正常组、模型组及丹芍组大鼠肺组织病理学变化 

正常组大鼠双肺呈粉红色，表面光滑，弹性好；模型组大 

鼠双肺苍白，表面可见出血点和坏死灶 ，质地较硬，弹性差 ； 

丹芍组大鼠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。光镜下观察 ，正常组大鼠肺组织结 

构清晰，肺泡腔内未见炎性细胞，肺泡间隔正常，无炎症细胞 
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3 讨 论 

肺纤维化是一种导致呼吸功能严重障碍的纤维化疾病， 

其病理特征为成纤维细胞大量增生及细胞外基质的过度沉 

积[91。在肺纤维化过程中几乎都要经历肺泡炎阶段 ，此时肺泡 

巨噬细胞及中性粒细胞在下呼吸道聚集 ，并释放大量的 ROS 

(包括过氧化氢、羟自由基、超氧阴离子 )，从而引起局部的氧 

化应激反应 目前的研究表明，ROS可引起肺泡上皮细胞过 

度凋亡。导致肺组织结构的破坏 。最终产生肺纤维化[31。SOD 

是体内清除氧 自由基的主要酶，具有超强的抗氧化作用l101， 

其活力的测定可间接反映机体清除自由基的能力。MDA为脂 

质过氧化的产物，测定 MDA含量可反映机体内组织脂质过 

氧化程度 ，间接反映组织细胞氧化损伤的程度ll1】。因此 SOD 

和MDA通常联合应用评价细胞的氧化应激水平。 

ERS是指蛋白质折叠异常、内质网内钙流失或超载、蛋白 

质糖基化形成障碍等导致内质网生理功能发生紊乱的一种 

亚细胞器病理过程l121。ERS可促进内质网对蓄积在网腔内的 

错误折叠或未折叠蛋白质进行处理 ．从而有利于维持细胞的 

正常功能并使之存活。但是，当ERS水平超过细胞自身修复 

能力时，就会激活内质网细胞凋亡途径而导致细胞损伤l̈】。 

GRP78，即葡萄糖调节蛋白78，是广泛分布于内质网的分子 

伴侣，主要作用是协助蛋白质的折叠、装配和运输。在 ERS 

条件下 ，GRP78的合成会显著增加，故 GRP78可以作为 ERS 

发生的标志 ， 1。 

在我们的实验中发现，模型组大鼠肺组织出现不同程度 

的肺泡炎症变化，肺泡间隔增厚，肺泡腔破坏 ．Masson染色见 

大量散在绿染的胶原纤维。另外，模型组大鼠肺系数、肺组织 

中羟脯氨酸(HYP)水平(反应胶原代谢情况)较正常组明显 

增加，这些结果说明肺纤维化动物模型的复制是成功的。同 

时，我们还观察到模型组大鼠肺组织匀浆中SOD活性较正常 

组显著降低，MDA含量明显升高，这一变化趋势与肺组织的 

病理损害是一致的，这表明氧化应激可能是博来霉素诱发肺 

纤维化的发病机制之一。而丹芍组大鼠肺系数及 HYP含量 

较模型组有所降低，肺泡炎及肺纤维化程度也有所改善．同 

时肺组织匀浆中SOD活性较模型组回升，MDA含量显著下 

降，这些结果提示丹芍化纤胶囊可增加肺组织抗氧化酶的活 

性，降低氧化应激对肺组织的损害。近年来的研究证实，氧化 

应激是 ERS的重要诱因，这主要是因为活性氧可使内质网 

(Endoplasmic reticulum．ER)腔内蛋白质被氧化修饰并滞留于 

ER腔内，从而使蛋白质合成受到抑制，当ER腔内非折叠蛋 

白积聚时，就会诱发ERS『l61。在我们的实验中发现模型组大 

鼠肺组织中ERS标志蛋白GRP78表达显著增加，经丹芍化 

纤胶囊治疗后，肺组织中GRP78的表达明显减少。这些结果 

表明在肺纤维化过程中除了有氧化应激的作用外还有 ERS 

的参与，其机制可能是在肺纤维化的过程中，由于肺泡巨噬 

细胞和中性粒细胞的激活释放大量 ROS，活性氧的大量释放 

诱发了ERS的发生。而丹芍化纤胶囊干预肺纤维化的机制 

可能与其提高肺组织 SOD酶活性，对抗氧化应激并减轻内 

质网应激反应有关。 
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