
 

中国现代应用药学 2020 年 5 月第 37 卷第 9 期                          Chin J Mod Appl Pharm, 2020 May, Vol.37 No.9       ·1035· 

泻肺汤对肺纤维化模型鼠肺组织病理形态变化及 Fas/FasL蛋白表达的

影响 
   

史旭锋 1，安方玉 1*，颜春鲁 1,2，刘永琦 1,2，骆亚莉 1，伍志伟 1，刘雪松 1，李杨 1，张雪 1(1.甘肃中医药大

学，兰州 730000；2.甘肃省高校重大疾病分子医学与中医药防治研究省级重点实验室，兰州 730000) 
 

摘要：目的  观察泻肺汤对博莱霉素致肺纤维化模型鼠肺组织病理形态变化及 Fas/FasL 蛋白表达的影响。方法  SPF 级

SD 大鼠 84 只随机分为空白对照组，博来霉素模型对照组，泻肺汤低、中、高剂量组，醋酸泼尼松组，每组 14 只。除空

白对照组外，其余各组采用气管滴注博莱霉素法制备肺纤维化大鼠模型，空白对照组气管内滴注等量生理盐水，造模 24 h
后，泻肺汤低、中、高剂量组灌胃泻肺汤(10，20，40 g·kg1·d1)，醋酸泼尼松组灌胃醋酸泼尼松(1.8 mg·kg1·d1)，空白

对照组和博来霉素模型对照组用等体积生理盐水灌胃，第 29 天处死动物，HE 染色法观察肺组织的病理形态变化，ELISA
法测定各组大鼠细胞间黏附因子-1(intercellular cell adhesion molecule-1，ICAM-1)和血清结缔组织生长因子(connective 
tissue growth factor，CTGF)的含量，实时荧光定量 PCR 法测定各组大鼠肺组织 Fas 和 FasL 的基因表达，Western blotting
检测各组大鼠肺组织 Fas 和 FasL 的蛋白表达。结果  与博来霉素模型对照组相比，泻肺汤各剂量组血清 ICAM-1 和 CTGF
均显著降低，肺组织 Fas 和 FasL 的基因表达也均显著减弱(P<0.05 或 P<0.01)；同时，泻肺汤中、高剂量组肺组织 Fas 和

FasL 的蛋白表达均显著减弱(P<0.05 或 P<0.01)。结论  泻肺汤可降低 ICAM-1、CTGF 含量和 Fas/FasL 表达来显著改善

博来霉素诱导的肺纤维化，表明泻肺汤对博来霉素诱导的大鼠纤维化改善与 Fas/FasL 凋亡通路有关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To observe the effects of Xiefei decoction on the pathomor-phism changes of lung tissue and the 
expression of Fas protein and FasL protein in lung tissue of pulmonary fibrosis rats induced by bleomycin. METHODS  
Eighty-four SPF SD rats were randomly divided into blank control group, bleomycin model group, low, middle and high-dose 
Xiefei decoction treatment groups and prednisone group, 14 rats in each group. Except for the blank control group, the remaining 
groups used tracheal instillation of bleomycin to prepare pulmonary fibrosis rat models. In the blank control group, an equal 
amount of saline was instilled into the trachea. After 24 h of modeling, Xiefei decoction was administered by gavage of Xiefei 
decoction(10, 20, 40 g·kg1·d1) in the low, medium and high dose groups, and by prednisone acetate in the prednisone acetate 
group(1.8 mg·kg1·d1), the blank control group and the bleomycin model control group were gavaged with equal volume of 
normal saline, and the animals were sacrificed on the 29th day. To observe the pathomorphism changes of lung tissue with HE, 
check the contents of ICAM-1 and CTGF in serum with ELISA, Fas gene, FasL gene in lung tissue was assessed by RT-PCR, and 
Fas protein, FasL protein in lung tissue was assessed by Western blotting. RESULTS  Compared with the bleomycin model 
group, the contents of ICAM-1, CTGF and the gene expression of Fas, FasL were decreased significantly in all groups of Xiefei 
decoction(P<0.05 or P<0.01). Meantime, the protein expression of Fas, FasL were also decreased in middle-dose, high-dose 
group of Xiefei decoction(P<0.05 or P<0.01). CONCLUSION  Pulmonary fibrosis is improved significantly after the Xiefei 
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decoction treated, the levels of ICAM-1, CTGF and the expressions of Fas/FasL are both decreased. These data shows that Xiefei 
decoction ameliorate the pulmonary fibrosis induced by bleomycin and it is related to Fas/FasL apoptotic pathways. 
KEYWORDS: Xiefei decoction; pulmonary fibrosis; cytokine; Fas/FasL  
 

特 发 性 肺 纤 维 化 (idiopathic pulmonary 
fibrosis，IPF)是一种能导致肺功能进行性丧失的间

质性肺疾病，是肺纤维化中最常见的类型。其主

要表现为咳、喘、痰、痛、热、呼吸困难等，晚

期还可出现口唇紫绀等症状。近年来，IPF 的发病

率和死亡率逐年增加，且死亡率高于很多肿瘤，

被称为一种“类肿瘤疾病”，预后不良。目前，绝

大部分肺纤维化患者的治疗以吡非尼酮、尼达尼

布等西药为主，但其治疗周期长、不良反应大、

治疗效果欠佳，寻找肺纤维化的有效药物和降低

西药的不良反应成为研究的热点。有研究发现，

中药复方或中药单体治疗 IPF 可发挥有效作用，但

具体机制尚不明确[1-2]。本课题组前期研究发现[3-5]，

泻肺汤治疗肺纤维化有效。为此，本研究通过泻

肺汤对肺纤维化模型鼠的干预，观察血清结缔组

织生长因子 (connective tissue growth factor ，
CTGF) 、 细 胞 间 黏 附 因 子 -1(intercellular cell 
adhesion molecule-1，ICAM-1)和 Fas/FasL 凋亡蛋

白表达的变化与肺组织的病理形态改变，初步探

讨泻肺汤对肺纤维化模型的治疗作用及其可能的

机制。 
1  材料 
1.1  动物 

SPF 级 SD 大鼠 84 只，♀♂各半，体质量

180~220 g，甘肃中医药大学科研实验中心提供，

实验动物质量合格证号：SYXK(甘)2014-0002。饲

养于甘肃中医药大学科研实验中心SPF级实验室，

且符合甘肃中医药大学动物伦理委员会的规定并

批准进行。 
1.2  试剂 

大鼠 ICAM-1、CTGF ELISA 检测试剂盒(批号

均为 20140801)购自上海源叶生物科技有限公司；

β-actin、FAS、FASL 等引物基因序列为 β-actin 上

游引物 5’-TGGCACCC AGCACAATGAA-3’，size：
19，下游引物 5’-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGA 
AGCA-3’，size：25；FAS上游引物 5’-TCCTTCCCAT 
CCTCCTGACC-3’，size：20，下游引物 5’-AAAGAG 
CTTCCCCAACTCCG-3’，size：20；FASL 上游引

物 5’-TGTTAAATGGGCCACTTTCCTC-3’，size：

20，下游引物 5’-GGATGTTTCAGCTCTTCCACC 
TAC-3’，size：24，以上引物均由 TaKaRa 宝生物

工程(大连)有限公司设计并合成；Fas、FasL 抗体

(批号：B7501，B7507)均购自 ImmnuoWay 公司。 
1.3  药物 

醋酸泼尼松片(江苏鹏鹤药业有限公司，批号：

1404273)，按照临床用量换算配成 0.2 mg·mL1 混

悬液。敦煌古医方泻肺汤中的葶苈子、生地黄、

生大黄、竹叶、甘草 5 味药(批号分别为 140303，
140115，140418，140209，131112)购自甘肃冠兰

中药饮片有限公司，按照临床用量换算配成 1，2，
4 g·mL1 中药饮片水煎剂。博来霉素(日本化药株

式会社，批号： 415A025)，用生理盐水配成

5 mg·kg1 药液备用。 
1.4  仪器 

iMark 型全自动酶标分析仪(美国 Bio-Rad 公

司 )；Q5000 超微量紫外可见分光光度计 (美国

Quawell)；7500 型实时荧光定量 PCR 仪(美国

ABI)；S1000 型 PCR 扩增仪、Molecular Imager 
ChemiDocTM XRS+With Image LabTM Software 均

来自 BIO-RAD 公司。 
2  方法 
2.1  动物分组、模型制备及干预 

SPF 级 SD 大鼠自由饮水、摄食 1 周后，随机

数字表法分为空白对照组，博来霉素模型对照组，

泻肺汤水煎剂低、中、高剂量组，醋酸泼尼松组，

每组 14 只。空白对照组除外，各组大鼠用 10%水

合氯醛麻醉固定后，依据参考文献[6]，气管内滴

注博来霉素(5 mL·kg1)建立肺纤维化大鼠模型，空

白对照组气管内滴注等体积 0.9%氯化钠溶液。术

后 24 h 给予药物干预，泻肺汤干预组分别给予 10，
20 ， 40 g·kg1·d1 灌胃；醋酸泼尼松组给予

1.8 mg·kg1·d1 灌胃；空白对照组及博来霉素模型

对照组给予等量 0.9%氯化钠溶液，每天 1 次，连

续 28 d。末次给药 24 h 后，用 10%水合氯醛麻醉

各组动物，股动脉釆血处死各组动物，分离血清、

摘取左肺和右肺，血清用于 ICAM-1 和 CTGF 含

量的测定，左肺用 4%多聚甲醛固定用于肺组织病

理形态学观察，右肺80 ℃冻存用于 Fas/FasL 的
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基因表达和蛋白表达测定。 
2.2  肺组织病理改变观察 

取右肺叶，生理盐水漂洗干净，4%多聚甲醛

固定，常规石蜡包埋，HE 染色，光镜下观察肺组

织的病理形态改变。HE 切片于 400 倍镜下由目镜

测微尺计数炎症细胞数。每组分别观察 5 份标本，

每份标本 3 个视野。计数方格内的炎症细胞数，

取平均值。炎症细胞包括淋巴细胞、单核巨噬细

胞和中性粒细胞等。淋巴细胞体积小，胞核深染，

圆形或椭圆形，胞浆淡染且极少，形似裸核。单

核巨噬细胞胞体较大，胞浆丰富，细胞核呈马蹄形

或不规则。中性粒细胞胞核呈分叶状或杆状，以分

叶状为主，胞浆淡染[7]。评分标准参考文献[8]，具

体评分细则如下：无纤维化、无肺泡炎(0 分)；纤

维化程度低，面积低于全肺的 20%，有炎症细胞

浸润，肺泡间隔变厚(1 分)；肺纤维化程度达全肺

20%~50%，由胸膜处伸展，但仍局限(2 分)；肺纤

维化程度达全肺的 50%以上，呈弥漫性，肺泡腔

出血，肺泡受损(3 分)。 
2.3  血清 ICAM-1 和 CTGF 含量的测定 

将腹主动脉的血液收集于 10 mL 的塑料离心

管中，室温静止 2 h 后，3 000 r·min1 离心

5~10 min，取其血清80 ℃保存备用。按照 ELISA
试剂盒说明书操作。于酶标仪波长 450 nm 处测定

各孔 OD 值为纵坐标(Y)，以标准品浓度为横坐标

(X)，绘制标准曲线，求出线性方程。CTGF 方程

为 Y=0.000 8X+0.112 1。将各测定样品的 OD 值分

别代入方程求出相对应的 CTGF 浓度。ICAM-1 方

程为 Y=0.017 2X+0.111 78。将各测定样品的 OD 值

分别代入方程求出相对应的 ICAM-1 浓度。 
2.4  肺组织 Fas 和 FasL 基因表达测定 

冰浴条件下用 Trizol Reagent 试剂抽提肺组织

总RNA，Q5000微量测定仪测定RNA浓度和纯度。

用 GoScriptTM Reverse Transcription System 试剂盒

合成 cDNA 第一链后进行 PCR 反应，反应条件：

预变性 95 ℃、2 min，变性 95 ℃、15 s，退火 58 ℃、

45 s，延伸 60 ℃、1 min，共 45 个循环。每个样

品各平行 3 次，数据通过检测模板梯度稀释时的

Ct 值的变化来评价目的基因和内参基因的扩增效

率，采用相对定量法，以 2Ct 表示样本中目的基

因相对表达量。 
2.5  肺组织 Fas 和 FasL 蛋白表达测定 

用预冷的组织蛋白裂解液 (RPMI∶PMSF= 

1∶100)提取肺组织总蛋白，Q5000 微量测定仪测

定蛋白含量，调整蛋白浓度为 40 μg·(10 μL)1。每

孔点样 10 μL，电泳、转膜、封闭后，加一抗[山
羊抗大鼠 Fas 抗体(1∶100)、FasL 抗体(1∶200)和
GAPDH 抗体]，4 ℃孵育过夜。TBST 洗膜 4 次，

将膜置于山羊抗兔辣根酶标记的二抗中，室温孵

育 2 h 后，TBST 洗膜 4 次。ECL 化学发光显影后，

Bio-Rad 凝胶成像仪采集信号并摄取凝胶图像。 
2.6  统计分析 

采用 SPSS 17.0 统计软件分析，将实验数据所

得结果用 sx  表示，采用单因素方差分析

(One-Way-Anova)，P<0.05 为差异具有统计学意义。 
3  结果 
3.1  泻肺汤对肺纤维化模型大鼠肺组织病理变化

的影响 
空白对照组大鼠肺脏结构正常，肺泡腔清晰

可见，肺泡腔及支气管腔内未见出血及渗出物，

未见明显炎性细胞浸润。博来霉素模型对照组支

气管黏膜下及管壁周围大量炎症细胞浸润，以淋

巴细胞为主，部分可见气道上皮脱落，肺间质动

脉壁增厚，部分肺组织发生实变，在肺实变周围

可见多个肺大疱形成。泻肺汤中、高剂量组可见

肺泡壁扩张充血，炎细胞数量明显减少，也可见

肺大疱形成，肺泡壁断裂现象。病理评分和炎细

胞计数结果显示，与空白对照组比较，博来霉素

模型对照组及泻肺汤各干预组病理评分和炎细胞

计数均增高(P<0.05 或 P<0.01)，与博来霉素模型

对照组比较，泻肺汤中、高剂量组病理评分和炎

细胞计数均明显降低(P<0.05 或 P<0.01)。见表 1
和图 1。 

表 1  肺组织病理评分及炎细胞计数( sx  ，n=10) 
Tab. 1  Lung histopathological score and inflammatory cell 
count( sx  , n=10) 

组别 病理评分 炎细胞计数 

空白对照组 0.53±0.15 5.57±1.15 

博来霉素模型对照组  3.17±0.482) 15.23±2.612) 

泻肺汤低剂量组  2.33±0.842) 14.98±1.422) 

泻肺汤中剂量组   2.01±0.932)3)  10.76±2.372)3) 

泻肺汤高剂量组   1.98±0.742)4)   8.51±3.761)4) 

醋酸泼尼松组   2.10±0.242)4)   9.27±3.932)3) 

注：与空白对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与博来霉素模型对照组

比较，3)P<0.05，4)P<0.01。 
Note: Compared with the blank control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; 
compared with bleomycin model group, 3)P<0.05, 4)P<0.01.  
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图 1  肺组织病理形态学改变 
A空白对照组；B博来霉素模型对照组；C泻肺汤低剂量组；D泻
肺汤中剂量组；E泻肺汤高剂量组；F醋酸波尼松组。 
Fig. 1  Pathological and morphological changes of lung 
tissues 
Ablank control group; Bbleomycin model group; Clow-dose Xiefei 
decoction group; Dmiddle-dose Xiefei decoction group; Ehigh-dose 
Xiefei decoction group; Fprednisone group. 

3.2  泻肺汤对肺纤维化大鼠血清 ICAM-1 和

CTGF 含量的影响 
与空白对照组比较，博来霉素模型对照组大

鼠血清 ICAM-1 和 CTGF 含量均显著升高

(P<0.01)；与博来霉素模型对照组比较，泻肺汤各

干预组大鼠血清 ICAM-1 和 CTGF 含量均显著降

低(P<0.05 或 P<0.01)。结果见表 2。 

表 2  血清CTGF和 ICAM-1含量的检测结果( sx  ，n=14) 
Tab. 2  Test results of serum CTGF and ICAM-1 levels 
( sx  , n=14) 

组别 CTGF/pg·mL1 ICAM-1/ng·mL1

空白对照组 179.33±47.76 6.24±1.67 

博来霉素模型对照组  290.46±56.951) 11.25±3.241) 

泻肺汤低剂量组  220.54±34.353)  7.53±2.062) 

泻肺汤中剂量组  207.37±47.783)  7.34±0.942) 

泻肺汤高剂量组  197.57±34.033)  7.01±0.853) 

醋酸泼尼松组  209.14±30.683)  7.23±1.143) 

注：与空白对照组比较，1)P<0.01；与博来霉素模型对照组比较，
2)P<0.05，3)P<0.01。 
Note: Compared with the blank control group, 1)P<0.01; compared with 
bleomycin model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01.  

3.3  泻肺汤对肺纤维化大鼠肺组织 Fas 和 FasL 基

因表达的影响 
与空白对照组比较，博来霉素模型对照组大

鼠肺组织 Fas 和 FasL 基因表达显著升高(P<0.01)；
与博来霉素模型对照组比较，泻肺汤各干预组大

鼠肺组织 Fas 和 FasL 基因表达显著降低(P<0.05
或 P<0.01)。结果见表 3。 

表 3  肺组织 Fas和 FasL基因表达的检测结果( sx  ，n=6) 
Tab. 3  Detection results of Fas and FasL gene expression in 
lung tissues( sx  , n=6) 

组别 Fas(2ΔΔCt) FasL(2ΔΔCt) 

空白对照组 1.00±0.01 1.00±0.03 

博来霉素模型对照组 1.96±0.151) 2.09±0.131) 

泻肺汤低剂量组 1.38±0.142) 1.47±0.162) 

泻肺汤中剂量组 1.25±0.112) 1.35±0.143) 

泻肺汤高剂量组 1.13±0.163) 1.28±0.113) 

醋酸泼尼松组 1.22±0.123) 1.32±0.153) 

注：与空白对照组比较，1)P<0.01；与博来霉素模型对照组比较，
2)P<0.05，3)P<0.01。 
Note: Compared with the blank control group, 1)P<0.01; compared with 
bleomycin model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01.  

3.4  泻肺汤对肺纤维化大鼠肺组织 Fas 和 FasL 蛋

白表达的影响 
与空白对照组相比，博来霉素模型对照组大

鼠 Fas 和 FasL 蛋白表达量明显升高(P<0.01)。与

博来霉素模型对照组比较，泻肺汤中、高剂量组

Fas 和 FasL 蛋白表达量均明显降低(P<0.05 或

P<0.01)。见表 4 和图 2。 

表 4  肺组织 Fas 和 FasL 蛋白灰度值的检测结果( sx  ，

n=6) 
Tab. 4  Detection results of Fas and FasL protein in lung 
tissues( sx  , n=6) 

组别 Fas FasL 

空白对照组 0.33±0.02 0.29±0.04 

博来霉素模型对照组 0.86±0.051) 0.69±0.031) 

泻肺汤低剂量组 0.74±0.07 0.57±0.03 

泻肺汤中剂量组 0.67±0.012) 0.47±0.082) 

泻肺汤高剂量组 0.57±0.033) 0.35±0.053) 

醋酸泼尼松组 0.62±0.043) 0.47±0.023) 

注：与空白对照组比较，1)P<0.01；与博来霉素模型对照组比较，
2)P<0.05，3)P<0.01。 
Note: Compared with the blank control group, 1)P<0.01; compared with 
bleomycin model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01.  

 
图 2  肺组织 Fas、FasL 蛋白表达 
A空白对照组；B博来霉素模型对照组；C泻肺汤低剂量组；D泻
肺汤中剂量组；E泻肺汤高剂量组；F醋酸波尼松组。 
Fig. 2  Protein expression of Fas and FasL in lung tissues 
Ablank control group; Bbleomycin model group; Clow-dose Xiefei 
decoction group; Dmiddle-dose Xiefei decoction group; Ehigh-dose 
Xiefei decoction group; Fprednisone group. 
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4  讨论 
肺纤维化是一种以成纤维细胞异常增殖、胶

原蛋白等细胞外基质沉积和肺组织结构损坏为特

点的慢性致死性间质性肺疾病，病理特征以肺泡

炎症、胶原等细胞外基质(ECM)沉积和肺泡正常结

构破坏为主，并且肺泡炎程度与肺损伤及纤维化

程度呈正相关[9]。随着肺纤维化的发病机制在分子

生物学水平的不断深入，发现多种细胞因子在该

疾病的发生发展中发挥重要作用。ICAM-1 是一种

正常情况下包括肺在内的大多数组织内不表达或

低水平表达的细胞因子，在肺纤维化时，ICAM-1
的表达是升高的，具体机制是 ICAM-1 通过与整合

素结合，促进白细胞在血管内皮细胞的黏附和迁

移，引起肺组织的炎症反应[10]。CTGF 也是一种促

进纤维化形成的细胞因子。有研究发现 [11-12]，

CTGF 作为 TGF-β 的下游因子，在生理状态下几

乎不表达，只在肺纤维化过程中表达明显升高，

其表达升高可促进 ECM 合成，进一步促进肺纤维

化的形成，且与肺纤维化的程度呈正相关，CTGF
可作为评价肺纤维化发生发展的早期检测指标。

另外，肺上皮细胞的过度凋亡是肺纤维化的一大

主要特征。而 Fas/FasL 是细胞凋亡过程中重要的

信号传递通路，Fas 与 FasL 结合后，可通过 Fas
分子启动致死性信号转导，最终引发细胞凋亡。

研究发现[13-14]，肺纤维化模型鼠肺组织的 FasL 基

因表达和支气管及肺泡上皮细胞表面的 Fas 抗原

表达均升高，引发肺纤维化的发生，说明肺纤维

化的发生受到 Fas/FasL 等凋亡蛋白的调控。 
泻肺汤摘自《辅行诀脏腑用药法要》，方中葶

苈子具有消痰平喘、利水消肿之功效，大黄具有

活血化瘀之功效，生地黄具有养血润燥之功效，

竹叶具有清热解毒之功效，甘草能益气和中。全

方合用，能达到益气养阴、活血平喘、清热解毒

的功效。中医将肺纤维化归为“肺痿”和“肺胀”

等范畴，其病机涉及气虚、阴虚、血瘀、痰浊等

方面。因此根据中医辨证论治的特点，可用该方

治疗肺纤维化。而本课题组前期研究也证实，泻

肺汤治疗肺纤维化有效。本次实验结果发现，用

泻肺汤水煎剂干预肺纤维化模型大鼠后，其治疗

组大鼠血清 ICAM-1 、 CTGF 含量及肺组织

Fas/FasL 的表达均显著降低，且病理评分和炎细胞

计数均明显降低。据此可初步推断，泻肺汤治疗

肺纤维化的可能机制是通过降低肺纤维化模型鼠

CTGF 和 ICAM-1 的水平来调控 Fas/FasL 的表达，

有效改善肺纤维化模型鼠肺组织病理形态的变

化，从而有效缓解肺纤维化的发生和发展。更详

细的机制有待进一步研究。 
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