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百部生物碱对博来霉素诱导肺纤维化小鼠的保护作用

向　娟，余　平，李明丹，张朝凤，许翔鸿，张　勉

（中国药科大学生药学研究室，南京 ２１１１９８）

摘　要　对叶百部总生物碱及其主要成分新对叶百部碱对博来霉素诱导肺纤维化小鼠的保护作用进行研究，并采用细胞
模型初步探讨其作用机制。实验分为假手术组、模型组、总碱组（６０ｍｇ／ｋｇ）和新对叶百部碱低、高（１０、２０ｍｇ／ｋｇ）剂量组，
泼尼松（６６７ｍｇ／ｋｇ）为阳性对照药，以肺组织羟脯氨酸含量、ＴＧＦβ１水平、炎性水平、胶原沉积和αＳＭＡ表达等为指标考
察其抗肺纤维化效果。结果表明，总碱和新对叶百部碱均能显著改善模型小鼠的肺组织炎症和损伤，降低羟脯氨酸含量和

胶原沉积；新对叶百部碱能显著降低模型小鼠肺组织αＳＭＡ表达和ＴＧＦβ１水平。初步机制研究表明，新对叶百部碱能抑
制ＴＧＦβ１诱导的肺成纤维细胞中αＳＭＡ的升高，表明抑制成纤维细胞向肌成纤维细胞转化是其作用机制之一。
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　　特发性肺纤维化（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，
ＩＰＦ）是最常见的弥漫性肺纤维化疾病，发病机制

尚未阐明，致死率高，患者的中位生存期仅有 ３
年［１］。目前，只有吡非尼酮（ｐｉｒｆｅｎｉｄｏｎｅ）和尼达尼
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布（ｎｉｎｔｅｄａｎｉｂ）两种药物在２０１４年被 ＦＤＡ批准用
于该疾病治疗［２］，但这两种药物的作用只是延缓

该疾病的发展，并不能从根本上治疗该疾病，因此

有效治疗肺纤维化的药物仍有待研发。肺纤维化

的主要病理特征是肺组织中细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌ
ｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的过度沉积，而 ＥＣＭ主要来源
于肌成纤维细胞的分泌，因此肌成纤维细胞是肺纤

维化的效应细胞［３］。

百部为百部科植物直立百部 Ｓｔｅｍｏｎａｓｅｓｓｉｌｉｆｏ
ｌｉａ（Ｍｉｑ）Ｍｉｑ、蔓生百部 Ｓｊａｐｏｎｉｃａ（Ｂｌ）Ｍｉｑ
和对叶百部 ＳｔｕｂｅｒｏｓａＬｏｕｒ的干燥块根［４］，其主

要活性成分为百部生物碱。本课题组的前期研

究［５］表明，目前市场上百部的主流品种是对叶百

部，对叶百部的化学成分研究发现，新对叶百部碱

在对叶百部中含量较高。有研究［６］表明：新对叶

百部碱的止咳活性与可待因相当，且无成瘾性；口

服对叶百部药材水提物后，新对叶百部碱在大鼠肺

部的分布明显高于其他组织［７］。但是，关于百部

及百部生物碱对肺纤维化的作用尚未见报道。本

文研究了对叶百部总生物碱（ｔｏｔａｌａｌｋａｌｏｉｄｓ，ＴＡ）和
其主要成分新对叶百部碱（ｎｅｏｔｕｂｅｒｏｓｔｅｍｏｎｉｎｅ，
ＮＴＳ）对博来霉素诱导肺纤维化小鼠的保护作用；
并通过小鼠原代肺成纤维细胞模型，对新对叶百部

碱的抗肺纤维化作用机制进行了初步的探讨。

!

　材　料

１１　对叶百部药材
对叶百部药材于２０１０年购于安徽亳州，经本

文作者鉴定为百部属植物对叶百部（Ｓｔｕｂｅｒｏｓａ）的
块根（批号：２０１００１２０）。
１２　药品及试剂

新对叶百部碱由本课题组制备，经ＨＰＬＣ分析
含量大于９８％［５］；注射用盐酸博来霉素（日本化药

株式会社）；醋酸泼尼松片（浙江仙琚制药股份有

限公司）；水合氯醛（上海阿拉丁生化科技股份有

限公司）；羟脯氨酸试剂盒（南京建成生物工程研

究所）；ＴＧＦβ１试剂盒（上海依科赛生物制品有限
公司）；ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；重组
ＴＧＦβ１（美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司）；胎牛血清（杭州四
季青生物工程材料研究所）；ＭＴＴ、青霉素、链霉素、
胰酶（合肥 Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司）；一抗 ＧＡＰＤＨ、αＳＭＡ
及二抗（南京巴傲得生物科技有限公司）。其他试

剂均为市售化学或分析纯。

１３　仪　器
酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司）；ＣＯ２培养箱（美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司）；电泳及转膜系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公
司）；低温高速离心机、旋转蒸发仪、冷冻干燥机

（日本ＥＹＥＬＡ公司）。
１４　动　物

清洁级ＩＣＲ小鼠，雄性，体重（２０±２）ｇ，由扬
州大学比较医学中心提供，合格证号：ＳＣＸＫ（苏）
２０１２０００４。所有动物实验均符合动物伦理委员会
标准。

"

　方　法

２１　百部总生物碱的制备
称取百部药材１ｋｇ，用９５％乙醇加热回流提取，

提取液用５％盐酸调ｐＨ到１～２，过滤，滤液用氨水
调ｐＨ到１０，用氯仿萃取至无色，合并氯仿萃取液，
旋干，用甲醇溶出，挥去溶剂，干燥，即得浸膏。

２２　小鼠肺纤维化模型的建立及给药方案
百部总碱抗肺纤维化研究中，小鼠按体重随机

分为假手术组、模型组、总碱组和阳性药组，每组

１０只。新对叶百部碱抗肺纤维化研究中，小鼠分
为假手术组（１１只），模型组（１３只），新对叶百
部碱１０、２０ｍｇ／ｋｇ组及泼尼松组（各１２只）。小
鼠腹腔注射４％水合氯醛（１０ｍＬ／ｋｇ）麻醉，通过
气管滴注博来霉素（５Ｕ／ｋｇ）制备小鼠肺纤维化
模型，于造模后第１天开始给予百部总生物碱浸
膏（６０ｍｇ／ｋｇ），新对叶百部碱（１０、２０ｍｇ／ｋｇ），阳
性药醋酸泼尼松（６６７ｍｇ／ｋｇ）。假手术组及模
型组给空白溶剂（０５％ ＣＭＣＮａ），连续给药至
第２８天。用水合氯醛麻醉后处死动物，取出肺组
织并称重，取左小叶肺固定于１０％福尔马林中用
于组织病理分析，其余部分保存于－８０℃。
２３　组织病理学检查

福尔马林固定的肺组织经脱水、石蜡包埋、切

片（切片厚约 ４～５μｍ）。苏木精伊红（ＨＥ）和
Ｍａｓｓｏｎ染色分析肺部炎症及胶原含量，免疫组化
法（ＤＡＢ染色）检测 αＳＭＡ的表达。由病理专业
研究人员阅片，根据病变轻重程度，对 ＨＥ染色切
片结果进行炎性评分，共分为０～５级［８］。Ｍａｓｓｏｎ
染色及免疫组化法分析胶原沉积和 αＳＭＡ的表
达，由 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ统计积分光密度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ
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ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）。
２４　ＴＧＦβ１及羟脯氨酸的含量测定

小鼠肺组织中 ＴＧＦβ１的含量参照 ＥＬＩＳＡ试
剂盒方法检测。羟脯氨酸含量测定方法参考文献

［９］，并参照试剂盒说明书进行。
２５　原代肺成纤维细胞分离纯化和培养

参考文献方法［１０］，将雄性 ＩＣＲ小鼠麻醉并处
死后，快速取出肺组织，去除气管和多余组织，剪碎

成小于１ｍｍ３的小块，加０２５％胰酶消化１５ｍｉｎ，
洗净，转移至培养瓶中培养。待贴壁后加含血清

ＤＭＥＭ培养基，细胞长满即可传代，传代至第４～
１０代之间即可进行实验。
２６　肺成纤维细胞药物处理方法

取对数生长期的原代肺成纤维细胞，以每毫

升５×１０４个的密度接入９６孔板中，贴壁后弃去
原培养基，加入含新对叶百部碱浓度为 １、１０、
１００μｍｏｌ／Ｌ的无血清培养基培养４８ｈ，ＭＴＴ法检
测细胞的活性；或取对数生长期的原代肺成纤维

细胞，以每毫升１×１０５个的密度接入６孔板中，
贴壁后弃去原培养基，加入含新对叶百部碱的无

血清培养基培养１ｈ，然后加入１０ｎｇ／ｍＬ的 ＴＧＦ
β１刺激４８ｈ。
２７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白含量

肺成纤维细胞经ＴＧＦβ１刺激４８ｈ后，加裂解
缓冲液提取细胞蛋白，在沸水中变性１０ｍｉｎ即得
待测蛋白样品，１２％聚丙烯酰胺ＳＤＳ凝胶电泳，湿
法转膜至ＰＶＤＦ膜上，１０％脱脂奶粉封闭２ｈ，一抗

４℃孵育过夜，二抗常温孵育２ｈ，化学发光反应，
显影，定影。

２８　统计分析
所有实验数据均以 珋ｘ±ｓ表示，用单因素方差

分析进行显著性比较，采用 ｔ检验，Ｐ＜００５表示
差异具有统计学意义。

#

　结　果

３１　对叶百部总生物碱对博来霉素肺纤维化小鼠
的影响

实验结果显示，对叶百部总生物碱具有改善博

来霉素诱导的小鼠肺纤维化的作用。从小鼠存活

率来看，模型组为 ７０％，总碱给药组略有提高
（８０％），而阳性药组（醋酸泼尼松）最低（５０％）；
从肺系数来看，与假手术组比，模型小鼠的肺系数

明显增高，总碱和阳性药均能显著地降低小鼠肺系

数（图１Ａ）。羟脯氨酸是评价肺纤维化中胶原纤
维的常规指标，博来霉素造模后，小鼠肺组织中的

羟脯氨酸含量显著增高，总碱能显著降低小鼠肺组

织中羟脯氨酸的含量（Ｐ＜００１），效果优于阳性药
（图１Ｂ）。肺组织ＨＥ染色结果（图１Ｃ）显示，模
型小鼠的肺组织出现不同程度的病变，包括炎细胞

浸润、肺泡壁增厚、肺泡上皮增生和纤维结缔组织

增生等，总碱给药组小鼠肺部病变有明显的改善。

肺组织Ｍａｓｓｏｎ染色结果（图１Ｃ）显示，模型小鼠
肺组织胶原沉积明显（蓝色），总碱能显著减少博

来霉素引起的胶原沉积。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｏｔａｌａｌｋａｌｏｉｄｓｏｆＳｔｅｍｏｎａｔｕｂｅｒｏｓａ（ＴＡ）ｏｎｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ）
Ａ：Ｌｕｎｇｉｎｄｅｘ（ｎ＝５１０）；Ｂ：Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ（ｎ＝５１０）；Ｃ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｔａｉｎｅｄｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉ
ｎｉｎｇａｎｄｂｙＭａｓｓｏｎ′ｓｔｒｉｃｈｒｏｍｅｓｔａｉｎｉｎｇ（ｃｏｌｌａｇｅｎｗａｓｃｏｌｏｕｒｅｄｉｎｂｌｕｅ）
 Ｐ＜００５， Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ
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３２　新对叶百部碱对博来霉素肺纤维化小鼠的
影响

新对叶百部碱为对叶百部中的主要止咳活性

成分［５］，且在百部中含量较高。因此以新对叶百

部碱为百部生物碱的代表性化合物，采用博来霉素

模型小鼠，对其抗肺纤维化作用进行了研究。实验

结果表明，新对叶百部碱对博来霉素模型小鼠的肺

纤维化具有显著的改善作用。

从小鼠存活率（图２Ａ）、肺脏系数（图２Ｂ）和
肺组织羟脯氨酸（图２Ｃ）含量来看，新对叶百部碱

低剂量组（１０ｍｇ／ｋｇ）能略降低博来霉素引起的小
鼠死亡，而高剂量组（２０ｍｇ／ｋｇ）小鼠存活率高达
１００％；与模型组相比，新对叶百部碱低剂量和高剂
量组均可显著降低小鼠的肺脏系数（Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１）和小鼠肺组织中羟脯氨酸的含量（Ｐ＜００１，
Ｐ＜００１）；肺组织ＨＥ染色及炎性评分结果（图２
Ｄ，Ｅ）显示，新对叶百部碱低、高剂量均能显著改善
肺组织损伤，炎性评分明显下降，高剂量组效果极

其显著。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｎｅｏｔｕｂｅｒｏｓｔｅｍｏｎｉｎｅ（ＮＴＳ）ｏｎｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｍｉｃｅ
Ａ：Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｍｉｃｅ（ｎ＝５１２）；Ｂ：Ｌｕｎｇｉｎｄｅｘ（ｎ＝５１２）；Ｃ：Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ（ｎ＝５１２）；Ｄ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ
ｓｔａｉｎｅｄｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，Ｍａｓｓｏｎ′ｓｔｒｉｃｈｒｏｍｅｓｔａｉｎｉｎｇ（ｃｏｌｌａｇｅｎｗａｓｃｏｌｏｕｒｅｄｉｎｂｌｕｅ）ａｎｄαＳＭＡａｎｔｉｂｏｄｙ（ｃｏｌｏｕｒｅｄｉｎｂｒｏｗｎ）（ｎ＝５）；Ｅ：Ｉｎｆｌａｍｍａ
ｔｏｒｙｓｃｏｒｅ（ｎ＝５）；ｖａｌｕｅｓｏｆｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ（ＩＯＤ）ｆｏｒ（Ｆ）ａｂｓｏｌｕｔｅｃｏｌｌａｇｅｎ（ｎ＝５）ａｎｄ（Ｇ）αＳＭＡｌｅｖｅｌ（ｎ＝５）；（Ｈ）ＴＧＦβ１ｌｅｖｅｌ
（ｎ＝５）ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ
ＮＴＳ１０：ＮＴＳ（１０ｍｇ／ｋｇ）；ＮＴＳ２０：ＮＴＳ（２０ｍｇ／ｋｇ）
 Ｐ＜００５， Ｐ＜００１ｖｓｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

　　肺组织的胶原沉积、αＳＭＡ和ＴＧＦβ１的表达
是评价肺纤维化的重要指标。肺组织Ｍａｓｓｏｎ染色

及胶原统计结果（图２Ｄ、Ｆ）表明，博来霉素给药引
起小鼠肺组织中胶原的大量沉积，新对叶百部碱

９７
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低、高剂量均可明显改善博来霉素引起的胶原沉积

（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；小鼠肺组织 αＳＭＡ免疫组
化结果（图２Ｄ、Ｇ）显示，模型组肺组织中 αＳＭＡ
表达明显增多，新对叶百部碱在１０和２０ｍｇ／ｋｇ均
能降低 αＳＭＡ表达（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；小鼠肺
组织中ＴＧＦβ１含量测定结果（图２Ｈ）表明，博来
霉素组小鼠肺组织中 ＴＧＦβ１的水平明显升高，新
对叶百部碱低剂量和高剂量均能下调 ＴＧＦβ１
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。综上所述，新对叶百部碱对
博来霉素诱导的小鼠肺纤维化具有显著的改善作

用，且呈一定的剂量依赖性。

３３　新对叶百部碱对肺成纤维细胞转化的影响
肺肌成纤维细胞是肺纤维化的效应细胞，而肺

组织中成纤维细胞的活化和转化是肌成纤维细胞

的主要来源［３］。在肺泡上皮细胞损伤情况下，多

种促纤维化细胞因子，如 ＴＧＦβ１、ＰＤＧＦ、ＴＮＦα

等，启动肺成纤维细胞增殖和转化为肌成纤维细

胞，其中 ＴＧＦβ１是公认的最重要的促纤维化因
子［９］。因此，本文研究了新对叶百部碱对小鼠原

代肺成纤维细胞增殖和活化的影响。

ＭＴＴ实验结果表明，新对叶百部碱１、１０、１００
μｍｏｌ／Ｌ对肺成纤维细胞均无细胞毒作用（图 ３
Ａ）。ＴＧＦβ１刺激４８ｈ后，肺成纤维细胞的增殖明
显高于空白组，但新对叶百部碱并不能抑制 ＴＧＦ
β１诱导的肺成纤维细胞增殖（图 ３Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ分析结果表明，ＴＧＦβ１诱导的肺成纤维细胞
中αＳＭＡ蛋白水平明显升高，而１、１０、１００μｍｏｌ／Ｌ
的新对叶百部碱均能明显降低 αＳＭＡ的表达，且
呈一定的剂量依赖性（Ｐ＜００５，Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１），说明新对叶百部碱能直接抑制肺成纤维细
胞向肌成纤维细胞的转化。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓＮＴＳｏｎｔｈｅＴＧＦβ１ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｉｍａｒｙｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ｃｅｌｌｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ１，１０，１００μｍｏｌ／ＬｏｆＮＴＳ（ＮＴＳ１，ＮＴＳ１０，ＮＴＳ１００）ｆｏｒ４８ｈａｎｄｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴ；Ｂ：Ｃｅｌｌｓｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１，１０，１００
μｍｏｌ／ＬｏｆＮＴＳｆｏｒ１ｈａｎｄｔｈｅｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈ１０ｎｇ／ｍＬｏｆＴＧＦβ１ｆｏｒ４８ｈ，ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴ；Ｃ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＴＧＦβ１ｉｎｄｕｅｄｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

百部是常用的润肺止咳中药，用于新久咳嗽、

肺痨咳嗽、百日咳等呼吸系统疾病，也是治疗肺纤

维化的制剂、复方常用的组方中药之一［１１－１２］。近

期有研究表明，百部总碱能保护烟熏诱导的小鼠肺

损伤［１３］。但迄今为止尚未有关于百部生物碱抗肺

纤维化的报道。本文研究了对叶百部总生物碱和

其主要活性成分新对叶百部碱对博来霉素肺纤维

化小鼠的保护作用，结果显示百部总碱及新对叶百

部碱均具有显著的抗肺纤维化作用。

ＩＰＦ的发病机制尚未阐明，目前认为与肺泡上

皮损伤的异常修复、ＥＣＭ的大量沉积等有关［１４］。

本研究发现百部总碱和新对叶百部碱能改善博来

霉素诱导小鼠肺部 ＥＣＭ的沉积，减少肺组织中羟
脯氨酸的含量，羟脯氨酸是胶原中的主要成分，新

对叶百部碱能减少肌成纤维细胞的主要标志 α
ＳＭＡ的表达［１５］。ＥＣＭ的主要来源为肌成纤维细
胞，而肌成纤维细胞一般由肺成纤维细胞、循环成

纤维细胞和上皮细胞上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓ
ｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）而来［３］，其中肺成纤维细

胞的转化是肌成纤维细胞的主要来源。ＴＧＦβ１是
成纤维细胞转化为肌成纤维细胞的主要的刺激因

子，在博来霉素诱导的肺纤维化模型小鼠的肺组织
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中含量明显上升，与文献中报道一致［１６］，新对叶百

部碱可显著降低肺组织中ＴＧＦβ１的含量。
小鼠原代肺成纤维细胞实验结果表明，在

ＴＧＦβ１的刺激下，小鼠肺成纤维细胞明显增殖，α
ＳＭＡ蛋白表达也显著增加，显示了ＴＧＦβ１促进成
纤维细胞增殖、促进成纤维细胞向肌成纤维细胞转

化的作用；新对叶百部碱不能抑制 ＴＧＦβ１引起的
成纤维细胞增殖，但能降低αＳＭＡ蛋白的表达，表
明直接抑制肺成纤维细胞向肌成纤维细胞的转化

可能是新对叶百部碱抗肺纤维化的机制之一。

本研究首次发现了对叶百部总碱和其中主要

活性成分新对叶百部碱的抗肺纤维化作用。总体

而言，新对叶百部碱的抗纤维化作用优于总碱，具

有开发成为抗肺纤维化药物的潜质，其作用机制有

待深入研究。
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