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·论著·

还原型谷胱甘肽通过抑制转化生长因子一p 1／Smads

信号通路减轻博莱霉素致大鼠肺纤维化

秦静1 张小强1 庞国中1 陈羽1 左拥军1 杜明1 王晓芝2

(1。德州市人民医院重症医学科，山东德州253014；2．滨州医学院附属医院重症医学科，山东滨州256603)

【摘要】目的探讨还原型谷胱甘肽(GSH)对博莱霉素(BLM)致肺纤维化的保护作用和可能机制。方

法将40只SD大鼠按随机数字表法分为对照组、模型组、地塞米松组及GsH组，每组10只。采用气管内滴

注博莱霉素5 mg『kg诱导大鼠肺纤维化模型；对照组气管内滴注生理盐水2 mL／d。24 h后，模型组、地塞米松

组及GSH组分别腹腔内注射生理盐水2 mL坩、地塞米松l mg·kg一‘d。1及GSH 120 mg’kfl。一进行干预。制

模28 d处死大鼠取肺组织，苏木素一伊红(HE)染色评价肺组织病理学改变；Masson染色评价肺问质纤维化

程度：免疫组化染色检测肺组织仪～平滑肌肌动蛋白(仪一sMA)表达水平；反转录一聚合酶链反应(RT—PCR)

测定肺组织转化生长因子一B 1(TGF—B 1)及smad3和Smad7的mRNA表达。结果光镜下可见对照组肺组

织结构完整，无炎性细胞浸润；模型组肺组织大片肺泡结构破坏，肺泡间隔明显增厚，可见大量炎性细胞浸润；

GsH组与地塞米松组肺组织病理改变较模型组减轻，以GsH组肺泡炎及肺纤维化程度减轻更显著。与对照组

比较，模型组肺组织胶原纤维染色面积显著增加(pm2：127．47±6．98比39．29±5，42)，仅-SMA表达明显升高[吸

光度(A)值：12．22±1．21比1．97±0．75]，TGF—B 1与S眦d3的mRNA表达明显减少，Smad7的mRNA表达明

显增多(对照组为1，TGF—p1、smad3、smad7的mRNA相对表达量分别为5．79±o．61、8．49±o‘38、0．32±o．05，

均P<0．01)。地塞米松与GsH干预均可减轻上述损伤效应，以GSH组改善更为显著，GSH组肺组织胶原纤维

染色面积(87．8l±7．71)、值一sMA表达(8．34±1．48)、TcF—Bl mRNA(1．58±O．22)、Smad3mRNA(2．2l±0．19)、

Smad7 mRNA(0．87±0．04)表达水平与模型组比较差异均有统计学意义(均P<O．05)。结论GsH早期应用可

能通过抑制TGF—p l、smad3的表达及促进smad7的表达来发挥对BLM致大鼠肺纤维化的保护作用。

【关键词】肺纤维化；还原型谷胱甘肽；转化生长因子一B l；smad3；Smad7
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【Abstmct】 Obj∞tive To study the pmtective effect of reduced出utathione ho瑚one(GSH)on pulmonary

肺rosis induced by bleomycin in rats and the possible mechanism． Methods Fony healtlly male Sprage—Dawley

(SD)rats were randomly divided into contml，model，GSH and dexamethasone gmups by u8ing random number table，10

in each gmup．The rat model of pulmonary fibmsis was induced by intratracheal instillation of 5 m∥kg bleomycin，while

the control灯oup received intratracheal instillation of 2 mUd normal saline．After 24 hours，the model，dexamethasone

and GSH gmups were inte氘red with intra—peritonealiniection of 2 m队l nomal saline，1 mg·kF‘·d_1 dexamethasone

and 120 mg·kg～·dq GSH respectively．All rats were killed on the 28th day aner modeling and t}leir lung tissues were

collected，me patholo百cal chaIlges of the lungs were evaluated by hematoxylin—eosin(HE)stain，the degree of pulmonary

interstitial fibrosis was assessed by Masson stain，and the immunohistochemistry was used to detect the expressions

ofd—smooth muscle actin(0【一sMA)in the mt lung“ssues．The mRNA expressions of transforming gI．0wth factor—p I

口GF—p 1)，Smad3，and Smad7 in lung tissues were measured by reverse tmnscription—polymemse chain reaction

(RT—PCR)． R豁lllts Under a 1i曲t micmscope，it was shown that the lung tissue stmcture in the control gmup

was no彻al and complete without any inflammalory cells in6llration；in the model gmup，there were large patches 0f

pulmonarIr alveoli destmction in lung tissue，extensive thickening of alveolar walls and a large amount of innammatory

cells idiltmtion；in the dexamethasone gmup and GSH gmup，the pathological changes of lung tissue were milder

than those in model目．0up，and the degree of amelinration of pulmonary alveolitis and fibrosis in CSH铲uup wa8 more

signmcant．Compared with contml gmup，the staining area of collagen矗ber in the model gmup was signmcantly

increased(斗m2：1 27．47±6．98 vs．39．29±5．42)，the expression
level of lung“ssue d—SMA was signi6cantly elevated

『absorbance∞)value：12．22±1．21 vs．1．97±0．75】，and the mRNA expressions of TGF—p l and Smad3 were decreased
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sign姬c粕tly，bu￡the mRNA expressions of Smad7 was incre髂ed obvjously(the mRNA expressions of control舯up
was 1．00，the mRNA relative expressions of TGF—B 1，Smad3 and Smad7 were 5．79±0．61，8．49±0．38，0．32±O．05，

respect㈨y all P<0．01)．Dex锄eth器one蚰d GsH could obviously a11eviate the above d姗aging e如ct on the lung'肌d
the more obvious e髓ct was seen in the GSH group，the staining area 0f collagen 6ber w勰87．8l±7．7l in GSH group'

the expression level of lung tissue 0【一SMA was 8．34±1．48，and the mRNA expressions of TGF—B 1，Smad3 and Smad7

in the lung tissue were 1．58±O．22，2．2l±0．19，0．87±O．04，respectively；statistically si鼬meant di＆rences were found

when they were respectively compared砸t}l model gmup汹l P<0．05)． Condusio璐 GSH used edy h鹊protective

e船ct∞山e pulmonary胁msis induced by ble咖ycin in rats possibly via inhibiting the expressions 0f TGF—B 1粕d

Smad3叽d stimulating tlle expression of Smad7 in lun冀tissues．

【Key咖rds】 PulmⅡary胁msis； Glutathione； Transfoming growtll facto卜B 1； Smad3； Smad7

肺间质纤维化的主要病理特点为肺问质和肺泡

腔内纤维化和炎性细胞浸润混合存在，其5年生存

率为30％～50％¨J，目前临床上治疗药物仍以激素、

免疫抑制剂与细胞毒性药物为主，但这些药物的临

床疗效并不明确，同时具有明显毒副作用【2‘3 J。近

年来研究表明，氧化，抗氧化失衡是肺纤维化发病

的重要原因，还原型谷胱甘肽(GSH)能增加细胞内

还原型巯基的含量，对抗机体氧化应激损伤㈠J。因

此，本研究应用GsH干预博莱霉素(BLM)诱导的

肺纤维化大鼠模型，探讨GSH对肺纤维化的影响及

可能作用机制，为进一步了解肺纤维化的发病机制

及GSH的开发应用提供实验基础和理论依据。

l材料与方法

1．1主要试剂：选择40只雄性SD大鼠(SPF级)，

体质量(180±20)g，购于山东省烟台绿叶制药有限

公司，动物合格证号：SYXK(鲁)20130019。BLM注

射液(日本化药株式会社，批号：201560)，GsH注射

液(山东绿叶制药有限公司，批号：050208)，地塞米

松磷酸钠注射液(济南利民制药，批号：11011115)，

Masson染色试剂盒(南京建成生物工程有限公司)，

兔抗0c一平滑肌肌动蛋白(仅一sMA)抗体购于美国

Si舯a公司，二步法免疫组化试剂盒购于北京中杉
金桥技术有限公司。

1．2肺纤维化模型的建立与实验分组：将40只SD

大鼠按随机数字表法分为对照组、模型组、地塞米

松组及GSH组，每组10只，每组最终有9只完成实

验。参照Thrall报告的方法气管内一次性滴注BLM

5 mg慨复制大鼠肺纤维化模型，对照组气管内滴注
O．2mL生理盐水。24h后地塞米松组和GsH组腹腔

注射l mg·k矿1·d。地塞米松及120 mg·kFl·d‘1的

GSH，对照组和模型组腹腔注射o．2 mud生理盐水。

1．3伦理学：本实验中动物处置方法符合动物伦理

学标准。

1．4检’狈9指标及方法：于制模后28 d处死大鼠，取

大鼠肺组织进行下列染色和组织学观察：所有染色

图像均应用Image—pr0 plus 6。0专业图像分析软件

系统采集。

1．4．1肺组织病理学观察：苏木素一伊红(HE)染

色，评价肺组织病理学改变；Masson染色评定肺

间质纤维化程度，按照试剂盒说明书进行染色操

作，蓝色为阳性染色，应用图像分析软件系统采集

Masson染色图像，随机选取染色区域6个高倍视野

(×400)，半定量分析每个视野阳性染色面积。

1．4．2免疫组化法测定肺组织仪一SMA表达：按试

剂盒说明书进行操作。组织切片常规脱蜡至水，抗

原修复，用山羊血清封闭；I抗为兔抗．鼠仅一sMA

单克隆抗体l：400；Ⅱ抗为生物素化山羊抗兔IgG，

3，3’一二氨基联苯胺(DAB)显色；常规苏木素复染，

脱水、透明、封片。阴性对照以磷酸盐缓冲液(PBs)

代替I抗进行免疫细胞化学染色。应用图像分析软

件系统，随机选取染色区域6个高倍视野，测量其吸

光度(A)值。

1．4．3用反转录一聚合酶链反应(RT—PcR)测定

TGF—B 1、Smad3及Smad7的mRNA表达：B一肌

动蛋白(B—actin)，TGF—p 1，Smad3，Smad7由上海

生工生物工程有限公司合成。TRIpure试剂提取大

鼠肺组织总RNA，反转录RNA为cDNA，再以此为

模板进行RT—PCR扩增。PCR反应条件：95℃，

10min，1个循环；95℃，15 s，60℃，60 s，40个循环。

每个样品按相同条件重复3次，与内参照三磷酸甘

油醛脱氢酶(GAPDH)均一化后取平均值，用2“△c‘

法计算基因表达水平。

1．5统计学分析：使用sPss 19．0统计软件处理数

据，计量数据以均数±标准差(孑±s)表示，采用

LSD检验，组间均值比较采用单因素方差分析，P<

0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1肺组织病理学变化(图1)：HE染色显示，正常

肺组织结构完整清晰；模型组肺泡间隔增厚，肺泡

结构破坏连成大片状实变，实变区内可见大量炎性
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细胞浸润；地塞米松组部分肺泡结构破坏，炎症较

模型组减轻；GSH组肺泡间隔略增厚，炎症与模型

组和地塞米松组比较明显减轻。Masson染色显示，

对照组可见极少量蓝色胶原纤维沉积于肺泡间隔及

肺血管壁；模型组可见典型的肺问质纤维化变化，

肺泡间隔及肺血管壁可见片状或束状的胶原纤维沉

积，大量蓝染胶原沉积于肺泡腔；地塞米松组蓝色

胶原纤维主要表达在支气管壁、肺血管壁的肌层下，

胶原纤维表达较模型组显著减少；GSH组肺组织仍

可见蓝染的胶原纤维表达，但较模型组和地塞米松

组均明显减少。模型组阳性染色面积较对照组明显

增加；地塞米松组和GsH组阳性染色面积较模型

组减少，且以GSH组的降低更显著(P<o．01；表1)。

表l各组大鼠肺组织胶原纤维面积

及肺组织a—SMA表达比较(i±s)

注：与对照组比较，8P<o．0l；与模型组比较，hP<o．05，中<0．ol；

与地塞米松组比较，。P<0．01，8P<O．05

2．2各组大鼠肺组织0【一SMA表达比较(图1)：

免疫组化结果显示，细胞中出现棕黄色颗粒为

仅一SMA阳性显色。模型组可见典型成纤维细胞灶

一夔㈣
⑩

形成，即大量仪一sMA棕黄色阳染细胞聚集成团；

地塞米松组肺组织可见成纤维细胞灶，但较模型组

明显减少；GsH组肺组织0【一sMA阳染细胞较模型

组与地塞米松组均明显减少，无典型成纤维细胞灶。

模型组仅一SMA表达较对照组明显增加；地塞米松

组、GsH组仪一sMA水平较模型组明显降低，且以

GsH组降低更显著(P<o．05；表1)。

2．3 各组肺组织TGF—B 1、Smad3、Smad7 mRNA

表达比较(表2)：与对照组比较，模型组TGF—B 1、

smad3的mRNA表达显著增高，smad7 mRNA的表

达显著降低；与模型组比较，地塞米松组、GsH组

TGF—B 1、smad 3的mRNA表达均显著降低，但较

对照组升高；GsH组Smad7 mRNA的表达较模型

组与地塞米松组均显著升高，但较对照组明显降低

(P<0．05或P<0．01)。

表2各组大鼠肺组织TGF—B1、Smad3、
Smad7的mRNA表达比较(；±s)

组别 薯罢擎
mRNA表达(2—6 66‘)

1℃F—B l Smad3 Smd7

注：与对照组比较，8P<0．0l，hP<O．05；与模型组比较，。P<0．叭；

与地塞米松组比较，dP<O．0l

毋≥‘窖≥一I毒善《萎臻谣
A为对照组；B为模型组；C为地塞米松组；D为GSH组

图1 光镜下观察各组大鼠肺组织病理学改变(1A～lD，咖染色低倍放大)、肺组织胶原沉积
(1E．1H，Masson染色低倍放大)及肺组织d《MA的表达(1I．1L，免疫组化染色高倍放大)

愆飞p羟鼎≯震一熏鬈
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3讨论

近年来肺纤维化的发病率及病死率呈增多趋

势，但目前仍缺乏有效的治疗手段b J。研究证实

GSH能抑制炎性细胞因子，补充外源性GSH可通过

预防、减轻、终止组织细胞的损伤来改变其病理生理

过程Mo；同时研究还发现，GsH是肺泡上皮衬液中

最主要的小分子抗氧化物质，但在肺纤维化患者的

肺泡上皮衬液中明显降低。

成纤维细胞灶主要由肌成纤维细胞(MFb)构

成，是继发性肺纤维化的主要病理学特征之一"]。

MFb是造成细胞外基质(ECM)异常沉积的主要效

应细胞¨j。研究表明，MFb通过抑制成纤维细胞的

增殖和分化来延缓肺纤维化过程，是肺纤维化过程

中的关键步骤∽1。a—SMA是成纤维细胞向MFb

转化的标志性蛋白u 0I，其蛋白表达水平可间接反映

MFb的增殖情况。本实验证实，仪一sMA表达程度

在GSH组大鼠肺组织中明显降低，表明GsH可通

过阻止d—SMA表达为主的MFb的增殖来抑制肺

纤维化的发展。

目前GSH对肺纤维化的研究主要集中在抗氧

化作用上，在分子机制上，肺纤维化是多种细胞因子

启动和维持的原蛋白代谢失衡结果。

TGF—B 1作为重要的致病因子，能刺激成纤维

细胞的生长、增殖和迁移，诱导成纤维细胞转换为

MFb，促进胶原蛋白在肺间质内沉积¨卜12』，其机制主

要是通过改变smads信号通路中细胞因子表达水平

而发生肺纤维化效应¨3。15 J。

Smads是一种重要的胞内激酶底物，可以介导

TGF—B 1细胞内信号转导，其中Smad3促进纤维化

发生发展，而Smad7与Smad3相反，是信号转导的

抑制性蛋白¨引。

本研究发现，GSH组肺组织TGF—B 1 mRNA表

达较模型组显著降低，提示GSH的抗纤维化作用

是通过抑制TGF—B 1表达来实现的。同时本研

究还证实，Smad3 mRNA表达在模型组明显升高，

smad7 mRNA降低，表明TGF—B 1，SInads信号通

路可被BML激活，诱导成纤维细胞向MFb转化，

从而形成肺间质纤维化；但GSH干预可减少肺组

织Smad3 mRNA表达，增加Smad7 mRNA表达，提

示GSH可抑制TGF—B 1搭mad8信号转导途径，调控

肺组织中Smad3 mRNA与Smad7 mRNA的表达，从

而抑制成纤维细胞与MFb相互转化，减少胶原蛋白

的过度集聚，发挥其抗肺纤维化作用。

综上所述，GSH可拮抗BML诱导的大鼠肺纤

维化过程，其机制可能是通过抑制TGF—B 1／Smads

信号通路，从而阻止肺组织中表达d—sMA的MFb

的增殖。由于肺纤维化的形成过程错综复杂，涉及

到多因素、多环节，同时GSH是否通过其他靶点抑

制肺纤维化进程尚不明确，因此深入研究其作用机

制，对于治疗肺纤维化具有重要的临床意义。
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