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缬草提取物对大鼠实验性肺纤维化的干预作用

陈素美1，杨荣时1，曾玉兰1，薛存宽2
(华中科技大学同济医学院附属梨园医院1．呼吸内科；2．老年病研究所，武汉430076)

[摘要] 目的探讨缬草提取物对博菜霉素所致大鼠肺间质纤维化的干预作用及其机制。方法健康Wistar

大鼠气管内一次性注入博莱霉素5Ⅱlg-kg。制作肺纤维化模型，取造模存活大鼠65只，随机分为缬草低、高剂量组和秋

水仙碱组各16只，模型组17只。造模后第2天始分别灌胃给予缬草提取物100，20 mg·kg一和秋水仙碱100

嵋·kg～，以及0．9％氯化钠溶液10 mL·kg～，每天1次。各组于第7天处死大鼠6只，第28天处死剩余大鼠。另取8

只正常大鼠，气管内一次性注入0．9％氯化钠溶液1．0 mL·kg一，灌胃给予0．9％氯化钠溶液10 mL-kg。1作为健康对

照组，于第28天处死。大鼠处死后，取右下肺叶做HE染色和Masson染色观察肺组织结构改变；免疫组织化学法检测肺

组织中的转化生长因子Bl(transforming growth factor．131，TGF．131)表达改变；取左下肺叶检测羟脯氨酸(HYP)含量。结

果模型组大鼠观察期内死亡3只(18．75％)，7 d肺组织呈现重度肺泡炎改变合并有TGF．131表达显著升高，28 d肺组

织胶原纤维重度增生并HYP水平显著升高；缬草不同剂量组及秋水仙碱组第7天肺泡炎较模型组减轻，TGF．131表达较

模型组弱(P<0．05)，第28天缬草不同剂量组及秋水仙碱组肺纤维化病变较模型组减轻，羟脯氨酸含量较模型组低

(P<0．05)。结论缬草提取物可以有效防治博莱霉素诱导的大鼠肺泡炎及肺纤维化，其机制可能是降低TGF一131表达。
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Effect of Valerian Extract on Experimental Pulmonary Fibrosis in Ihts

CHEN Su-mei 1，YANG Rong-shi 1，ZENG Yu—lan 1，XUE Cun—kuan 2(1．Department of Respiratory Medicine；

2．Institute of Geriatrics，Liyuan Hospital Affiliated with the Tongfi Medical Colfege，Huazhong University of
Science and Technology，矸包玩n 430076，China)

ABSTRACT Objective To evaluate the effects and mechanism of valerian extract on bleomyein—induced pulmonary

fibrosis in rats． Methods Wistar rats(irrespective of sex)were given a single intratracheal instillation of bleomycin at a dose

of 5 nag·ks“to m止e a model of pulmonary fibrosis．65 survival rats were randomly divided into four groups：high-dose．10w—

dose(n=16，each)groups of Valerian，Colchicine group(n=16)and Model group(／／,=17)．Each group w船given the valeian

extract at 100 nag·kg～and 20 mg·kg～．100 p．g·kg—of colchicine and 10 mL·kg。1 of N．S．daily since the second day

of model establishment．6 rats were killed in each group on day 7，10 rats were killed on day 28．Rats in control group(n=8)

were instilled with saline intractracheally at a dose of 10 mL·kg—and treated with N．S．10 mL·ks～．Rats in the control

group were all killed on day 28．The right lower pulmonary lobes were harvested for HE-stsining，and observed by Masson-

stsining．Expression of TGF．131 w幽examined by immunohistochemistry and HYP was measured． Results 3 rats(18．75％)

were dead during experiment in the model group．Compared with the model，rats in valerian and colchieine groups showed

attenuated alveolitis and lower expression ofTGF一1310n 7 d(P<0．05)．The pulmonary fibrosis in valerian and eolchicine groups

Was ameliorated on 28 d，and the contents of HYP WflS decreased as well，in comparison with those in the model group．

Conclusion Valerian extract could reduce the degree of alveolitis and fibrosis induced by bleomyein which may be due to

suppression of TGF-131．
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有研究表明，缬草可减少大鼠肾组织内转化生长

因子131(TGF一131)和肝组织中肿瘤坏死因子(TNF)及

白细胞介素1(IL一1)的表达，并使细胞外基质成分Ⅳ

型胶原表达下调‘1．2]。为观察缬草对肺纤维化的影

响，笔者进行了如下实验。
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1材料与方法

1．1材料博莱霉素A5(bleomycin，BLM，日本化药

株式会社，批号：360410)；秋水仙碱(colchicine，CLC，

上海蓝季科技发展有限公司进口分装，批号：

061008)；缬草提取物是缬草环烯醚萜酯(vale．

potriates)类提取物和缬草挥发油中含氧衍生物的1：

1混合物(湖北省老年医学研究所提供)；羟脯氨酸碱

水解法试剂盒(南京建成生物工程研究所，批号：

20070714)；TGF一131兔抗人多克隆抗体(购自北京中

杉金桥生物技术有限公司，Santa Cruz产品)；Masson

染色试剂盒(福州迈新生物技术开发有限公司，批号：
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703198004)；多聚甲醛(Sigma公司产品)；721分光光

度计(上海第三分析仪器厂)；HMIAS-2000高清晰度

彩色医学图文分析系统。

1．2模型的制备取Wistar健康大鼠，体重200～

240 g，雌雄不拘，乙醚麻醉，经环甲膜气管内注药

0．5％BLM(5 mg·kg。)。注药后立即将大鼠直立旋

转，继而水平翻滚使药液在肺内分布均匀。

1．3动物分组取造模成功大鼠65只，随机分成4

组：缬草提取物低、高剂量组和秋水仙碱组各16只，模

型组17只。造模次日开始分别灌胃给予缬草提取物

20，100 mg·kg‘1和秋水仙碱100峭·kg叫及0．9％

氯化钠溶液10 mL·kg～，每天一次。第7天每组各

处死6只，第28天处死剩余大鼠，检测肺组织变化。

另取8只大鼠作正常对照组，气管内造模注射和灌胃

给药都采用0．9％氯化钠溶液，第28天处死检测。

1．4观察指标

1．4．1肺组织学观察大鼠水合氯醛全麻后开胸，取

左下肺放入一80℃冰箱保存，右下肺叶中部组织中性

甲醛固定，脱水、石蜡包埋、切片，分别进行苏木精一伊

红(HE)染色或Masson染色(按Masson染色试剂盒说

明书执行)。病理学改变按SZAPIEL法旧1将肺泡炎和

肺纤维化分4级，即0一Ⅲ级。肺泡炎及纤维化等级

资料按0级计1分，I级计2分，Ⅱ级计3分，Ⅲ级计

4分转换为计量资料。

1．4．2肺组织TGF．61免疫组化检测 每个肺组织

蜡块做连续切片，隔三取一，取两张做免疫组化检查，

每张切片在镜下取5个视野，用HMIAS-2000高清晰

度彩色医学图文分析系统分析，取平均灰度值进行统

计分析。

1．4．3肺组织中羟脯氨酸含量测定 冰冻组织按羟

脯氨酸碱水解法说明书操作，测得吸光度值，据所给公

式算出羟脯氨酸含量。

1．5统计学方法 所得数据以(孑±s)表示，采用

SPSSl2．0软件进行方差分析，以LSD-t检验进行不同

组间均数两两比较，如方差不齐就用Dunnett 13检验，

P<0．05表示差异有显著性。

2 结果

2．1 一般状况缬草提取物各剂量组、秋水仙碱组及

模型组大鼠活动及摄食明显减少，体重减轻，发绀，尤

以模型组突出；模型组3只大鼠因重度发绀、呼吸困难

死亡；秋水仙碱组大鼠实验中后期1只出现腹泻、瘦

弱，死亡；缬草提取物各剂量组病情明显较轻微，高剂

量组灌胃时因误入气管窒息死亡1只。

2．2 组织学检查正常对照组各时期肺组织未见明显

病变。HE染色：模型组第7天肺泡间隔显著增宽，肺泡

腔及间隔内有大量以淋巴细胞为主的炎症细胞渗出，可

见大量巨噬细胞浸润，第28天肺泡结构严重破坏、胶原

纤维大量增生；缬草提取物组，尤其是高剂量组和秋水

仙碱组鼠第7天炎症细胞浸润，巨噬细胞和肺泡间隔增

宽等病变明显轻于模型组，第28天肺泡结构破坏和胶

原纤维增生程度与模型组相比有所减轻。Masson染色：

第28天模型组可见大量被染成蓝色的增生胶原纤维；

而缬草提取物各剂量组和秋水仙碱组纤维化程度均较

模型组减轻。其分级计分的定量分析结果见表l。

表1 5组大鼠肺泡炎与肺纤维化定量分析结果i±s，n=6，分

与模型组比较，“P<0．05，“P<O．01

2．3免疫组化TGF-61主要表达在支气管黏膜上皮

细胞、肺泡巨噬细胞、血管内皮细胞、成纤维细胞质

里。正常对照组大鼠细支气管黏膜上皮细胞质有少量

TGF-61表达，肺泡间隔有少量TGF．61阳性表达的巨

噬细胞。第7天模型组支气管、细支气管黏膜上皮细

胞TGF-61表达明显增强，肺泡腔和间质中出现大量

TGF一61表达强阳性的肺泡巨噬细胞。缬草提取物各

剂量组和秋水仙碱组大鼠肺TGF一61表达较模型组减

弱，差异有显著性或极显著性(P<0．05或P<0．01)。

平均吸光度结果见表2。

表2 5组大鼠第7天免疫组化吸光度分析结果 i±s

与模型组比较，“P<0．01

2．4肺组织中羟脯氨酸的测定各组第7天肺组织

中羟脯氨酸含量差异无显著性。第28天时模型组羟

脯氨酸含量显著升高，缬草提取物各剂量组、秋水仙碱

组肺组织中羟脯氨酸含量明显低于模型组，差异有显

著性或极显著性(P<0．05或P<0．01)，结果见表3。
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表3 5组大鼠羟脯氨酸测定结果 i±l

第7天 第28天

组别 大鼠教／ 羟脯氨酸／ 大鼠彩 羟脯氨酸／

星 (噬：吐 星 !噬：吐
缬草提取物

高剂量组

低剂量组

秋水仙碱组

模型组

正常对照组

958．18 4-145．74

892．83±111．5I

997．80±167．68

943．88±206．28

939．68±116．5l

1 331．81±130．25’1

1 358．50±231．55’1

1 295．94±210．55‘2

l 5舳．7l±300．59

939．68±116．51’2

与模型组比较，“P<0．05，“P<0．0l

3讨论

肺纤维化是由多种原因引起的弥漫性肺部炎性疾

病，病变主要累及肺间质，也可累及肺泡上皮细胞及肺

血管，是以大量成纤维细胞聚集、细胞外基质沉积并伴

有炎症和损伤所致肺组织结构破坏为特征。CRAIG

等【41的研究表明，细胞因子介导纤维化是特发性肺纤维

化(idiopathic pulmonary fibrosis，IPF)发病机制的中心。

在所有细胞因子中，TGF—p与肺纤维化的关系是研究最

多的。肺TGF．B不仅是活化成纤维细胞的关键调节分

子，而且调节几乎每一个细胞外基质(ECM)分子，包括

胶原、纤维结合素、韧粘素等。TGF—B促进胶原基因转

录的分子机制与Smad家族的信号转导有关。激活剂蛋

白一1(activator protein．1，AP．1)是TGF—B的主要激活物。

AP一1被激活后，TGF一13与其细胞膜上的受体结合，将活

化的信号传递至细胞内，细胞内的Smad家族将信号进

一步传递到细胞核内，激活核内转录蛋白，启动胶原蛋

白mRNA的转录，合成胶原蛋白。TGF-B有5个亚型，

在哺乳动物细胞中表达3种，即TGF—B1，2，3。TGF-131，

TGF-132，TGF一133都可刺激ECM的生成，提高成纤维细

胞合成纤维结合素和胶原，而其中最重要的是TGF一131。

TGF-131在其发挥作用过程中要经过激活、通过受体(

T13RI、T13RII)作用于成纤维细胞、炎症细胞、免疫细胞

和结构细胞。肺部TGF．131主要来源于巨噬细胞，静止

巨噬细胞保持较高浓度的TGF一131mRNA水平，而且在

受到刺激后分泌TGF．131。而TGF．131不仅对巨噬细胞

及成纤维细胞有趋化作用，而且促进一系列细胞外基质

蛋白的合成与分泌和抑制结缔组织蛋白酶产生的作

用”。。可见TGF-131是致肺纤维化的重要递质。

本实验结果显示，在博莱霉素诱导大鼠肺纤维化

的过程中，早期(第7天)缬草提取物各剂量组与秋水

仙碱组大鼠肺泡炎程度远较模型组轻；后期(第28

天)缬草提取物各剂量组和秋水仙碱组鼠肺胶原纤维

增生程度明显低于模型组，提示缬草提取物可有效减

轻博莱霉素诱导的肺纤维化。免疫组化检查显示，模

型组肺组织中TGF一131表达明显升高，尤以第7天突

出，这符合有关文献报道M’71；缬草提取物各剂量组、

秋水仙碱组肺组织中TGF-131的表达显著低于模型

组，提示缬草提取物抗肺纤维化作用可能是通过降低

TGF一131的过度表达来实现。肺组织中HYP含量检查

结果显示，第7天各组之间差异无显著性，说明此时胶

原纤维还没有明显增生；第28天缬草组和秋水仙碱组

HYP含量异常上升的程度明显低于模型组，这与组织

学改变相符。提示缬草提取物和秋水仙碱可以减轻博

莱霉素诱导的大鼠肺纤维化的程度。

秋水仙碱是治疗肺纤维化的传统药物，在本实验

中缬草高低剂量组和秋水仙碱组间比较差异无显著

性。表明早期应用缬草能在一定程度上阻抑博莱霉素

大鼠肺纤维化的进展。实验也提示在第7天缬草可以

降低TGF一131的表达。有理由考虑其减轻肺纤维化的

机制可能是降低了TGF一131表达。具体通过什么途径

降低TGF—p1，有待进一步的探讨。大量文献说明缬草

的不良反应轻微油J，因其具有较高的安全性，可能为

治疗肺纤维化提供一个新的药物。
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