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基础研究

[摘要]　目的　探讨安五脂素对肺纤维化的干预作用及其机制。 

方法　雄性ICR小鼠65只，随机分成对照组、BLM模型组、安五脂素低剂量

组(1 mg/kg)、安五脂素高剂量组(4 mg/kg)与N-乙酰半胱氨酸组(150 mg/kg)， 

每组13只。采用气管灌注5 mg/kg博来霉素(BLM)诱导小鼠肺纤维化模型。

收集各组小鼠血清和肺组织，采用HE染色和Masson三色染色观察肺组织

病理学变化并进行肺纤维化评分；采用试剂盒测定血清氧化应激指标及

肺组织羟脯氨酸(HYP)含量；采用Western blotting及qRT-PCR检测铁死亡通

路相关基因的表达水平。取对数生长期HFL -1细胞：(1)设置对照组与安

五脂素给药组(0.3125、0.625、1.25、2.5、5、10、20、40、80 μmol/L)， 

采用CCK-8法检测安五脂素对HFL-1细胞的毒性作用。(2)设置对照组、转

化生长因子(TGF)-β1模型组、安五脂素低剂量组(5 μmol/L)与安五脂素高

剂量组(10 μmol/L)，以TGF-β1诱导肺纤维化细胞模型，采用试剂盒测定

氧化应激指标及活性氧(ROS)水平，采用Western blotting及qRT-PCR检测

铁死亡通路相关基因的表达水平。结果　HE染色、Masson染色结果及肺

组织HYP含量测定结果均提示BLM诱导的小鼠肺纤维化模型构建成功，

给予安五脂素后肺纤维化表型明显改善。CCK-8检测结果显示，当安五

脂素浓度<20 μmol/L时对HFL-1细胞的增殖活性无明显影响(P>0.05)。与

BLM或TGF-β1模型组比较，给予安五脂素可明显提高小鼠血清及HFL -1

细胞中超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)、过氧化氢

酶(CAT)活性及谷胱甘肽(GSH)水平，明显降低丙二醛(MDA)含量(P<0.01

或P<0.001)。与TGF-β1模型组比较，给予10 μmol/L安五脂素可明显降低

HFL -1细胞中ROS水平(P<0.01)。Western blotting和qRT-PCR检测结果显

示，给予安五脂素可明显上调小鼠肺组织及HFL-1细胞中铁死亡通路中谷

胱甘肽过氧化物酶4(GPX4)、溶质载体家族7成员11(SLC7A11)、转铁蛋白

(TF)的表达水平，下调转铁蛋白受体1(TFR1)的表达水平(P<0.05、P<0.01

或P<0.001)。结论　安五脂素可通过抑制氧化应激和铁死亡而改善肺纤维

化，为开发肺纤维化的治疗药物提供了一定的理论基础。
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[Abstract]　Objective　To investigate the interventional effect of anwulignan on pulmonary fibrosis and the underlying 

mechanism. Methods　Sixty-five male ICR mice were randomly divided into control group, bleomycin (BLM) model group, 

anwuzhisu low dose group (1 mg/kg), anwuzhisu high dose group (4 mg/kg) and N-acetylcysteine group (150 mg/kg), 

with 13 mice in each group. Mouse pulmonary fibrosis model was induced by intratracheal perfusion of 5 mg/kg BLM. The 

serum and lung tissues were collected, and the pathological changes of lung tissues were observed by HE staining and Masson 

trichrome staining; serum oxidative stress index and hydroxyproline (HYP) content in lung tissue were measured by kit; the 

expression level of iron death pathway related genes was detected by Western blotting and qRT-PCR . Take the logarithmic 

growth phase HFL-1 cells, (1) set the control group and anwuzhisu administration group (0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, 

40, 80 μmol/L), and CCK-8 method was used to detect the toxic effect of anwuzhi on HFL-1 cells. (2) Set the control group, 

transforming growth factor (TGF)-β1 model group, anwuzhisu low dose group (5 μmol/L) and anwuzhisu high dose group 

(10 μmol/L), with TGF-β1 induced pulmonary fibrosis cell model. The oxidative stress index and reactive oxygen species 

(ROS) level were measured by kit; the expression level of iron death pathway related genes was detected by Western blotting 

and qRT-PCR . Results　HE staining, Masson trichrome staining and the increase of HYP content indicated that the BLM-

induced pulmonary fibrosis model was successfully constructed, and the pulmonary fibrosis phenotype was significantly 

improved after the administration of anwulignan. CCK-8 assay showed that the concentration of anwulignan <20 μmol/L 

had no significant effect on the proliferation activity of HFL -1 cells (P>0.05). Compared with model group, the activities of 

superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) and the levels of glutathione (GSH) in lung tissues 

of mice and HFL-1 cells were significantly increased after the administration of anwulignan, while the levels of malondialdehyde 

(MDA) were significantly decreased (P<0.01 or P<0.001). Compared with TGF-β1 model group, 10 μmol/L anwulignan could 

decrease the level of ROS in HFL -1 cells (P<0.01). Western blotting and qRT-PCR results showed that anwulignan could 

significantly up-regulate the expressions of ferroptosis pathway related genes in lung tissues of mice and HFL-1 cells including 

glutathione peroxidase 4 (GPX4), solute carrier family 7 member 11 (SLC7A11) and transferrin (TF), and significantly down-

regulate the expression of transferrin receptor 1 (TFR1) (P<0.05, P<0.01 or P<0.001). Conclusion　Anwulignan can improve 

pulmonary fibrosis by inhibiting oxidative stress and ferroptosis, laying a foundation for the development of clinical drugs for 

pulmonary fibrosis.

[Key words]　anwulignan; pulmonary fibrosis; oxidative stress; ferroptosis

肺纤维化是一种以成纤维细胞增殖分化、肺

纤维灶不断生成聚集和大量细胞外基质沉积，并伴

有炎症损伤、组织结构破坏等特征的肺部疾病，会

对肺部造成不可逆转的损害[1]，目前临床主要应用

免疫抑制剂联合糖皮质激素、肺移植等方法进行

治疗，或使用吡非尼酮、尼达尼布等药物延缓其

进展，但一直未发现疗效好且不良反应少的特效药

物。氧化应激是多种器官(包括肺)纤维化的重要分

子机制[2]，主要包括大量的活性氧(reactive oxygen 
species，ROS)产生和(或)耗尽的抗氧化防御引起

的所有分子、细胞和组织异常 [3]。铁死亡最早由

Dixon发现并提出[4]，是一种铁依赖的非凋亡细胞

死亡形式，通过积累ROS和脂质过氧化产物，引发

大量铁沉积促使细胞死亡。细胞发生铁死亡时，可

产生大量ROS，超过机体的清除能力，导致氧化与

抗氧化系统失衡[5]，从而诱发氧化应激，引起肺纤

维化。有研究发现，使用铁死亡抑制剂(Fer-1)可改

善肺纤维化[6]。安五脂素是近年来从南五味子中新

提纯的单体，研究发现其具有抗炎[7]、抗氧化[8]、 
保肝 [9]等功效。目前有研究发现，安五脂素在小

鼠疲劳模型中可通过Nr f 2 / A R E信号通路发挥抗

氧化作用 [10]，但其在肺纤维化中对氧化应激与铁

死亡的干预作用尚不清楚。本研究应用博来霉素

(bleomycin，BLM)诱导的肺纤维化小鼠模型及转化

生长因子(TGF)-β1诱导的HFL -1细胞模型探讨安五

脂素的抗纤维化作用，以期为临床治疗肺纤维化提

供新的药物靶点。

1　材料与方法

1 . 1　主要材料　B L M购自杭州瀚晖制药有限公

司；安五脂素购自成都普菲德生物技术有限公

司；TGF-β1(GF346)购自美国Sigma公司；N-乙酰

半胱氨酸(S0077)、CCK-8试剂盒(C0042)购自上

海碧云天生物技术有限公司；超氧化物歧化酶

(SOD，A001-3)、丙二醛(MDA，S0131S)、谷胱甘

肽(GSH，A006-2-1)、ROS(E004-1-1)、谷胱甘肽过
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氧化物酶(GSH-Px，A005-1-2)、过氧化氢酶(CAT，

A007-1-1)及羟脯氨酸(HYP，A030-2-1)试剂盒购

自南京建成生物工程研究所；β -act in(AC038)、
α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA，A7248)、谷胱甘肽过

氧化物酶4(GPX4，A13309)、溶质载体家族7成员

11(SLC7A11，A2413)、转铁蛋白(TF，A1448)、
下调转铁蛋白受体1 ( T F R 1，A 5 8 6 5 )多克隆抗体

购自武汉A Bclonal生物科技有限公司；R NA抽提

试剂盒(RC101-01)、HiScript Ⅱ Q RT SuperMix for 
qPCR(R223-01)、2×ChamQ Universal SYBR qPCR 
Master Mix (Q711-02/03)购自美国Vazyme公司。

1.2　动物实验方法

1.2.1　动物分组及给药　雄性ICR小鼠65只，体重

(20±2) g，购自长春亿斯实验动物技术有限公司

[实验动物合格证号：SCXK(吉)-2018-0007]。随机

分成对照组、BLM模型组、安五脂素低剂量组、安

五脂素高剂量组 [11]与N-乙酰半胱氨酸组，每组13
只。BLM模型组、安五脂素低剂量组、安五脂素高

剂量组 [10]及N-乙酰半胱氨酸组采用气管灌注方法

给予5 mg/kg BLM诱导肺纤维化，对照组经气管灌

注给予等量生理盐水。造模24 h后，对照组、BLM
模型组灌胃给予0.5%羧甲基纤维素钠(CMC-Na)溶
液，N-乙酰半胱氨酸组和安五脂素低、高剂量组

分别灌胃给予N-乙酰半胱氨酸(150 mg/kg)[11]和安

五脂素(1 mg/kg、4 mg/kg)[10]治疗21 d。饲养过程

中，小鼠自由进食及饮水，每天观察小鼠的行为

状态，每2 d记录1次小鼠体重，观察体重变化。末

次给药后小鼠禁食不禁水12 h，眶周静脉取血，待

凝固后3000 r/min离心10 min收集血清，并取肺组

织。本研究经北华大学实验动物伦理委员会审批

(20191202)，实验过程符合国家和单位有关实验动

物的管理和使用规定。

1.2.2　肺组织病理学染色　取各组小鼠左肺，于

4%甲醛溶液中固定24 h、脱水、石蜡包埋、切片

(厚度4 μm)，行HE染色和Masson三色染色。使用

光学显微镜(200×)观察肺组织病理形态并采集图

像，用ImageJ软件进行图像分析，参照Ashcroft评分

标准进行肺纤维化评分，评分越高表明肺纤维化程

度越严重。Ashcroft评分标准如下。0分：正常肺组

织；1分：肺泡或支气管壁轻微增厚；3分：肺泡或

支气管壁中度增厚，但肺泡结构没有明显破坏；5
分：条索状纤维带或小范围纤维灶形成，肺泡结构

明显破坏；7分：肺泡结构严重变形，广泛的纤维

灶形成，呈“蜂窝肺”；8分：肺组织全视野纤维

化病变；2、4、6分介于相应分数之间。Masson染
色的阳性区域使用ImageJ软件进行定量分析。

1.2.3　肺组织HYP含量测定　取各组小鼠右肺，按

照HYP试剂盒说明书步骤操作，测定HYP含量。

1 . 2 . 4　q RT- P C R检测肺组织中铁死亡相关基因

mRNA的表达　取各组小鼠右肺，使用RNA抽提试

剂盒提取总RNA，按照HiScript Ⅱ Q RT SuperMix 
f o r  q P CR反转录试剂盒说明书步骤合成c D N A。

按照ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix试剂

盒说明书步骤行实时荧光定量PCR扩增反应，在

NCBI(National Coalition Building Institute)中查找

基因序列，用Primer Premier 6.0软件设计引物。反

应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 10 s、60 ℃ 30 s (40个循

环)；95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s。制备熔解曲

线，采用2 –ΔΔCt法进行相对定量分析。引物序列如 
表1所示。

表1　qRT-PCR引物序列

Tab.1　Primer sequence of qRT-PCR

基因 序列(5'-3') 产物大小
(bp)

小鼠β-actin
正向：GTCCCTCACCCTCCCAAAAG

266
反向：GCTGCCTCAACACCTCAACCC

小鼠GPX4
正向：CAGGAGCCAGGAAGTAATC

204
反向：GCAGCCGTTCTTATCAATG

小鼠SLC7A11
正向：GGTGGAACTGCTCGTAAT

172
反向：GCTGACACTCGTGCTATT

小鼠TF
正向：TGTCAGAGCACGAGAATAC

160
反向：CCATCCAAGGTCATAGCAT

小鼠TFR1
正向：TGAACCTGGACTATGAGATG

144
反向：TAGAAGTAGCACGGAAGTAG

人β-actin
正向：GGCTGTATTCCCCTCCATCG

154
反向：CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

人GPX4
正向：GATACGCTGAGTGTGGTT

246
反向：CGATGAGGAACTTGGTGAA

人SLC7A11
正向：AAGCACACTCCTCTACCA

286
反向：TGATGACGAAGCCAATCC

人TF
正向：CTGTGGTGAAGAAGGATAGT

271
反向：GAGTAGCCGAAGTATTGGT

人TFR1
正向：GGACAGCACAGACTTCAC

270
反向：GCCTTACTATACGCCACATA

　　GPX4. 谷胱甘肽过氧化物酶4；SLC7A11. 溶质载体家族7成

员11；TF. 转铁蛋白；TFR1. 转铁蛋白受体1

1.2.5　Western blotting检测肺组织中α- SMA及铁

死亡通路相关蛋白的表达　取各组小鼠右肺，加

入RIPA裂解液冰上裂解1 h，4 ℃下12 000 r/min离
心5 min，取上清；使用BCA试剂盒测定总蛋白浓

度，10% SDS -PAGE凝胶电泳分离45 μg蛋白并转

移至P V D F膜上；5 %脱脂奶粉室温封闭9 0  m i n，

加入α- SMA(1∶500)、TF(1∶500)、TFR1(1∶500)、
GPX4(1∶500)、SLC7A11(1∶500)特异性抗体4 ℃孵育

过夜；用含Twin-80的Tris缓冲液(TBS-T)洗涤，加
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入抗兔或抗鼠辣根过氧化物酶抗体(1∶10 000)孵育

1 h。增强型ECL显影液显色，利用全自动凝胶成像

系统采集和分析数据。

1.2.6　小鼠血清氧化应激指标检测　取各组小鼠血

清，按照SOD、GSH-Px、CAT、GSH、MDA试剂

盒说明书步骤操作，检测抗氧化物酶SOD、GSH-
Px、CAT活性，抗氧化剂GSH水平，以及脂质过氧

化代谢产物MDA含量。

1.3　细胞实验方法　HFL-1细胞购自中国科学院分

子细胞科学卓越创新中心细胞库，用含10%胎牛血

清的F12K培养基于37 ℃、5% CO2培养箱中培养。

待细胞生长至80%融合时，用0.25%胰蛋白酶消化，

按照1∶2比例瓶传代。

1.3.1　CCK-8法检测细胞增殖情况　取对数生长期

HFL -1细胞，消化后接种于96孔板中(每孔8×103

个/100 μl)，于37 ℃、5% CO2培养箱内培养24 h，
待细胞贴壁后，随机分成对照组与安五脂素给药

组(0.3125、0.625、1.25、2.5、5、10、20、40、
80 μmol/L)，每组设置3个复孔，作用48h后每孔加

入10 μl CCK-8溶液孵育1 h。使用酶标仪检测450 nm
波长处的光密度值(OD)。
1 . 3 . 2　细胞分组、造模及形态观察　待培养瓶

中H F L - 1细胞生长至8 0 %融合时，设置对照组，

TGF-β1模型组及安五脂素低、高剂量组。对照组

使用含1%血清的F12K培养基培养，TGF-β1模型组

使用5 ng/ml TGF-β1
[12]诱导24 h，安五脂素低、高剂

量组使用5 ng/ml TGF-β1诱导24 h后分别给予浓度为

5、10 μmol/L的安五脂素继续培养48h。相应浓度

安五脂素及TGF-β1溶液均由含1%血清的F12K培养

基稀释而成。各组HFL -1细胞造模给药后，于倒置

相差显微镜下拍照观察HFL-1细胞的形态变化。

1.3.3　HFL-1细胞中氧化应激指标检测　待培养瓶

中HFL -1细胞生长至80%融合时，按照1.3.2方法分

组处理后，用0.25%胰蛋白酶消化，PBS洗涤3次，

取各组细胞沉淀，按照试剂盒说明书步骤操作，检

测SOD、GSH-Px、CAT活性，GSH水平，以及MDA 
含量。

1.3.4　ROS水平检测　HFL -1细胞接种于6孔板中

(1×105个/ml)，每孔加入10 μmol/L DCFH-DA荧光

探针，于37 ℃培养箱内作用45 min，胰酶消化后，

PBS洗涤2次，用PBS重悬后接种于6孔板中，于荧

光显微镜下(200×)拍照观察各组HFL-1细胞ROS活
性变化。

1.3.5　qRT-PCR检测铁死亡相关基因mRNA的表达

　待培养瓶中HFL -1细胞生长至80%融合时，按照

1.3.2方法分组处理后，用0.25%胰蛋白酶消化，PBS
洗涤3次，取各组细胞沉淀使用RNA抽提试剂盒提

取总RNA，按照1.2.4方法进行后续操作。引物序列

如表1所示。

1.3.6　Western blotting检测α-SMA及铁死亡通路相

关蛋白的表达　取各组HFL -1细胞，按照1.2.5方法

进行后续操作。

1.4　统计学处理　采用SPSS 24.0软件进行统计分

析。计量资料以x±s表示，行方差齐性检验。若方

差齐，多组间比较采用单因素方差分析，进一步两

两比较采用LSD-t检验；若方差不齐，组间比较采

用Welch法行近似方差分析，进一步两两比较采用

Bonferroni检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　安五脂素对BLM诱导的小鼠肺纤维化的影响

　H E染色结果显示，对照组小鼠肺组织结构完

整，肺泡大小、结构正常，肺泡壁较薄，无充血、

炎症等表现；BLM模型组肺泡间隔明显增厚，几

乎没有正常的肺泡结构，可见大量炎性细胞浸润；

与BLM模型组比较，安五脂素组炎症病变有所减

轻；与安五脂素低剂量组比较，安五脂素高剂量组

炎症病变明显减轻。Masson染色结果显示，胶原纤

维被苯胺蓝染成蓝色，BLM模型组肺泡间隔明显

增厚，肺泡结构被破坏，可见大量蓝染的胶原纤维

(P<0.01)；与BLM模型组比较，安五脂素组的胶原

沉积有所减少，且安五脂素高剂量组少于安五脂素

低剂量组(P<0.001) (图1A、B)。
肺纤维化程度评分结果显示，与对照组比较，

BLM模型组肺纤维化评分明显升高(P<0.001)；与

BLM模型组比较，安五脂素低剂量组肺纤维化评分

无明显变化(P>0.05)，但安五脂素高剂量组肺纤维

化评分有所降低(P<0.001)，且安五脂素高剂量组明

显低于安五脂素低剂量组(P<0.001，图1B)。
与对照组比较，BLM模型组小鼠体重明显下

降(P<0.01)；与BLM模型组比较，安五脂素低、

高剂量组小鼠体重均有所上升，安五脂素高剂量

组小鼠体重明显上升(P<0.05，图1C)。与对照组

比较，BLM模型组小鼠肺组织HYP含量明显增加

(P<0.001)；与BLM模型组比较，安五脂素低剂量

组小鼠肺组织H YP含量无明显变化(P>0.05)，但

安五脂素高剂量组小鼠肺组织H YP含量明显降低

(P<0.001)，且安五脂素高剂量组低于安五脂素低剂

量组(P<0.001，图1D)。
2.2　安五脂素对BLM诱导的小鼠肺纤维化氧化应

激的影响　与对照组比较，BLM模型组小鼠血清

SOD、CAT、GSH-Px、GSH活性明显下降(P<0.05
或P<0 . 0 0 1 )，M DA含量明显增高( P<0 . 0 0 1 )。与

B L M模型组比较，安五脂素低剂量组小鼠血清
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图1　安五脂素对BLM诱导的小鼠肺纤维化的影响(x±s，n=3)

Fig.1　Effects of anwulignan on BLM-induced pulmonary fibrosis in mice (x±s, n=3)
　　BLM. 博来霉素；HYP. 羟脯氨酸；A. 小鼠肺组织HE染色与Masson染色(×200)；B. Masson染色阳性区域所占百分比和纤维化

评分；C. 给药后各组小鼠的体重；D. 肺组织HYP含量；与对照组比较，(1)P<0.01，(2)P<0.001；与BLM模型组比较，(3)P<0.05， 

(4)P<0.01，(5)P<0.001；与安五脂素低剂量组比较，(6)P<0.001
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SOD、CAT、GSH-Px、GSH及MDA含量无明显变

化(P>0.05)，但安五脂素高剂量组小鼠血清SOD、

CAT、GSH-Px、GSH活性明显升高(P<0.01)，MDA
含量明显降低(P<0.001)，且安五脂素高剂量组小

鼠血清SOD、CAT、GSH-Px活性高于安五脂素低剂

量组，MDA含量低于安五脂素低剂量组(P<0.05、
P<0.01或P<0.001，表2)。
2.3　安五脂素对BLM诱导的肺纤维化小鼠铁死亡

相关基因表达的影响　qRT-PCR和Western blotting
检测结果显示，与对照组比较，BLM模型组小鼠肺

组织中GPX4、SLC7A11、TF  mRNA和蛋白表达水

平降低(P<0.05，P<0.01或P<0.001)，TFR1 mRNA和

蛋白表达水平升高(P<0.001)。与BLM模型组比较，

安五脂素低剂量组小鼠肺组织中GPX4、SLC7A11、
TF mRNA表达水平升高(P<0.05)，TFR1 mRNA表达

水平明显降低(P<0.01)；安五脂素高剂量组小鼠肺

组织中GPX4、SLC7A11、TF  mRNA和蛋白表达水

平升高(P<0.01或P<0.001)，TFR1 mRNA和蛋白表达

水平明显降低(P<0.001)。与安五脂素低剂量组比

较，安五脂素高剂量组小鼠肺组织中SLC7A11蛋白

表达水平明显升高(P<0.001)，GPX4、TF mRNA和

蛋白表达水平明显升高(P<0.05或P<0.001)，TFR1 
mRNA和蛋白表达水平明显降低(P<0.01或P<0.001) 
(图2A、B)。
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表2　安五脂素对BLM诱导的小鼠肺纤维化氧化应激的影响(x±s，n=3)

Tab.2　Effects of anwulignan on oxidative stress in mice with BLM-induced pulmonary fibrosis (x±s, n=3)

组别 SOD (U/ml) CAT (U/ml) GSH-Px (U/ml) GSH (U/ml) MDA (μmol/ml)

对照组 58.48±3.48 48.31±0.69 703.21±21.75 45.82±0.21 9.34±2.24

BLM模型组 37.44±3.49(1) 29.57±4.44(2) 585.28±13.41(1) 15.86±5.08(2) 22.13±1.58(2)

安五脂素低剂量组 47.16±2.77 35.62±2.34 656.51±13.56 25.32±4.89 19.91±1.36

安五脂素高剂量组 65.29±7.89(3)(6) 45.44±0.95(3)(5) 770.36±60.42(3)(5) 35.21±3.47(3) 10.34±0.77(4)(7)

N-乙酰半胱氨酸组 78.22±9.87(4) 51.45±4.72(4) 826.38±47.94(4) 48.15±0.71(4) 8.71±2.64(4)

　　BLM. 博来霉素；SOD. 超氧化物歧化酶；CAT. 过氧化氢酶；GSH-Px. 谷胱甘肽过氧化物酶；GSH. 谷胱甘肽；MDA. 丙二醛；与对

照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.001；与BLM模型组比较，(3)P<0.01，(4)P<0.001；与安五脂素低剂量组比较，(5)P<0.05，(6)P<0.01，

(7)P<0.001

图2　安五脂素对BLM诱导的肺纤维化小鼠铁死亡相关基因表达的影响(x±s，n=3)

Fig.2　Effects of anwulignan on ferroptosis in mice with BLM-induced pulmonary fibrosis (x±s, n=3)
　　BLM. 博来霉素；GPX4. 谷胱甘肽过氧化物酶4；SLC7A11. 溶质载体家族7成员11；TF. 转铁蛋白；TFR1. 转铁蛋白受体1；A. qRT-

PCR检测小鼠肺组织中GPX4、SLC7A11、TF、TFR1 mRNA表达水平；B. Western blotting检测小鼠肺组织中GPX4、SLC7A11、TF、

TFR1蛋白表达水平；与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01，(3)P<0.001；与BLM模型组比较，(4)P<0.05，(5)P<0.01，(6)P<0.001；

与安五脂素低剂量组比较，(7)P<0.05，(8)P<0.01，(9)P<0.001
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2.4　安五脂素对HFL -1细胞增殖及TGF-β1诱导的

HFL -1细胞形态的影响　CCK-8法检测结果显示，

安五脂素浓度<20 μmol/L时对HFL -1细胞增殖没有

明显影响(P>0.05，图3A)，因此选用5、10 μmol/L
浓度进行后续实验。

倒置相差显微镜观察显示，对照组HFL-1细胞

呈梭形且边界清晰，排列规则；TGF-β1模型组HFL-1
细胞呈扁平状，边界不清晰，细胞核比例增大，而

当给予5、10 μmol/L浓度安五脂素后，TGF-β1诱导

的细胞形态改变被逆转，恢复了梭形形态，且安五

脂素高剂量组较低剂量组形态改变明显(图3B)。

Western blott ing检测结果显示，与对照组比

较，TGF-β1模型组α-SMA表达明显上调(P<0.001)，
安五脂素低、高剂量组α-SMA表达均下调(P<0.05，
P<0.01)，且安五脂素高剂量组低于安五脂素低剂

量组(P<0.05，图3C)。
2.5　安五脂素对TGF-β1诱导的HFL -1细胞氧化应

激的影响　与对照组比较，TGF-β 1模型组HFL -1
细胞的SOD、CAT、GSH-Px、GSH活性明显下降

(P<0.001)，MDA含量明显增高(P<0.001)；安五脂

素给药后，HFL -1细胞的SOD、CAT、GSH-Px、
G SH活性均明显升高( P<0 . 0 1或P<0 . 0 0 1 )，M DA
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图3　安五脂素对HFL-1细胞增殖及形态的影响(x±s，n=3)

Fig.3　Effects of anwulignan on proliferation and morphology of HFL-1 cells (x±s, n=3)
　　α-SMA. α-平滑肌肌动蛋白；A. CCK-8法检测安五脂素对细胞活力的影响；B. HFL-1细胞形态学观察(×200)；C. Western blotting

检测各组α-SMA蛋白表达水平；与对照组比较，(1)P<0.001；与TGF-β1模型组比较，(2)P<0.05，(3)P<0.01；与安五脂素低剂量组比

较，(4)P<0.05
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表3　安五脂素对TGF-β1诱导的HFL-1细胞氧化应激的影响(x±s，n=3)

Tab.3　Effects of anwulignan on oxidative stress in TGF-β1-induced HFL-1 cells (x±s, n=3)

组别 SOD (U/mg prot) CAT (U/mg prot) GSH-Px (U/mg prot) GSH (μmol/mg prot) MDA (μmol/mg prot)

对照组 106.04±8.36 22.11±0.86 111.81±6.81 180.98±11.47 2.74±0.19

TGF-β1模型组 54.97±13.21(1) 7.17±0.35(1) 40.06±6.09(1) 40.26±5.01(1) 7.51±0.32(1)

安五脂素低剂量组 90.41±2.56(2) 15.49±0.18(3) 69.86±8.74(2) 231.72±15.91(3) 6.17±0.41(2)

安五脂素高剂量组 105.52±6.37(3) 25.86±0.67(3)(4) 80.89±2.37(3) 249.11±17.34(3) 2.59±0.15(3)(4)

　　TGF-β1. 转化生长因子-β1；SOD. 超氧化物歧化酶；CAT. 过氧化氢酶；GSH-Px. 谷胱甘肽过氧化物酶；GSH. 谷胱甘肽；MDA. 丙

二醛；与对照组比较，(1)P<0.001；与TGF-β1模型组比较，(2)P<0.01，(3)P<0.001；与安五脂素低剂量组比较，(4)P<0.001

含量明显降低(P<0.01或P<0.001)，且安五脂素高

剂量组H FL -1细胞C AT活性高于安五脂素低剂量

组( P<0 . 0 0 1 )，M DA含量低于安五脂素低剂量组

(P<0.001，表3)。
与对照组比较，TGF-β1模型组HFL-1细胞荧光

明显增强(P<0.001)，提示ROS水平明显升高。与

TGF-β1模型组比较，安五脂素低剂量组ROS水平无

明显变化(P>0.05)，但安五脂素高剂量组ROS水平

明显降低(P<0.01)，且安五脂素高剂量组低于安五

脂素低剂量组(P<0.01，图4)。
2.6　安五脂素对TGF-β1诱导的HFL-1细胞铁死亡相

关基因表达的影响　qRT-PCR和Western blotting检
测结果显示，与对照组比较，TGF-β1模型组HFL-1
细胞GPX4、SLC7A11、TF  mRNA和蛋白表达水平

明显降低(P<0.01或P<0.001)，TFR1 mRNA和蛋白表

达水平明显升高(P<0.01)。与TGF-β1模型组比较，
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安五脂素低剂量组HFL -1细胞GPX4  mRNA表达水

平明显升高(P<0.001)，SLC7A11、TF  mRNA和蛋

白表达水平明显升高(P<0.05，P<0.01或P<0.001)，
TFR1  mR NA和蛋白表达水平明显降低(P<0.05或
P<0 . 0 1 )；安五脂素高剂量组H F L - 1细胞G PX 4、
SLC7A11、TF  mRNA和蛋白表达水平升高(P<0.01
或P<0.001)，TFR1  mRNA和蛋白表达水平明显降

低(P<0.01)。与安五脂素低剂量组比较，安五脂素

高剂量组HFL -1细胞SLC7A11 mRNA表达水平升高

(P<0.05)，GPX4、TF mRNA和蛋白表达水平明显升

高(P<0.05，P<0.01)，TFR1 mRNA和蛋白表达水平

明显降低(P<0.05)(图5)。

3　讨　　论

近年来，肺纤维化的发病率和病死率呈不断

上升趋势，新冠肺炎重症患者炎症后肺纤维化情况

尤为显著。肺纤维化很难逆转，因此临床开发有效

的治疗药物刻不容缓。安五脂素是近年来发现的具

有抗氧化功效的一种中药单体，属南五味子木脂素

成分。有研究发现，在D-半乳糖诱导的小鼠衰老模

图4　安五脂素对TGF-β1诱导的HFL-1细胞ROS水平的影响(x±s，n=3)

Fig.4　Effects of anwulignan on the contents of ROS in TGF-β1-induced HFL-1 cells (x±s, n=3)
　　TGF-β1. 转化生长因子-β1；ROS. 活性氧；A. 荧光显微镜检测各组HFL-1细胞ROS水平(×200)；B. ImageJ软件定量分析ROS水平；

与对照组比较，(1)P<0.001；与TGF-β1模型组比较，(2)P<0.01；与安五脂素低剂量组比较，(3)P<0.01
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图5　安五脂素对TGF-β1诱导的HFL-1细胞铁死亡相关基因表达的影响(x±s，n=3)

Fig.5　Effects of anwulignan on expression of ferroptosis related genes in TGF-β1-induced HFL-1 cells (x±s, n=3)
　　TGF-β1. 转化生长因子-β1；GPX4. 谷胱甘肽过氧化物酶4；SLC7A11. 溶质载体家族7成员11；TF. 转铁蛋白；TFR1. 转铁蛋白受体

1；β-actin. β-肌动蛋白；A. qRT-PCR检测HFL-1细胞GPX4、SLC7A11、TF、TFR1 mRNA表达水平；B. Western blotting检测HFL-1细胞

GPX4、SLC7A11、TF、TFR1蛋白表达水平。与对照组比较，(1)P<0.01，(2)P<0.001；与TGF-β1模型组比较，(3)P<0.05，(4)P<0.01，

(5)P<0.001；与安五脂素低剂量组比较，(6)P<0.05，(7)P<0.01
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型中，安五脂素发挥了显著的抗氧化作用[13]。本研

究采用气管灌注BLM建立小鼠肺纤维化动物模型，

TGF-β1诱导HFL-1细胞建立肺纤维化细胞模型，分

别通过体内和体外实验探讨安五脂素对肺纤维化进

程中氧化应激、铁死亡及相关信号通路的干预作

用，为临床应用中药治疗肺纤维化提供了一定的理

论依据。

本研究发现，当给予肺纤维化小鼠不同剂量

的安五脂素后，小鼠体重明显上升，肺组织HYP含
量明显降低，HE染色和Masson染色结果提示小鼠

肺纤维化病理改变发生逆转，表明安五脂素能够改

善小鼠的肺纤维化表型。细胞内和细胞外氧化剂

与抗氧化剂之间的平衡是正常肺稳态的先决条件。

当肺部遭遇急性损伤发生炎症反应后，产生多种重

要的内源性ROS，包括过氧化物自由基、过氧化氢

(H2O2)和羟基自由基等[14]。而当机体清除ROS的功

能低下时，体内产生过多的ROS，导致氧化还原失

衡，引发氧化应激。有研究发现，氧化应激损伤后

修复失败是肺纤维化非常重要的诱因之一[2]。本研

究发现，安五脂素可明显提高肺纤维化动物模型和

细胞模型的抗氧化物酶SOD、CAT、GSH-Px活性及

抗氧化剂GSH水平，降低脂质过氧化产物MDA的含

量，从而逆转氧化应激对肺组织造成的损伤，减轻

肺纤维化(表3，图4、6)。
铁死亡是近年来在哺乳动物细胞中发现的一

种新型铁依赖性细胞死亡形式，其特征是细胞内铁

积累和脂质过氧化增加。在生理条件下，细胞内

铁通过吸收和代谢始终处于动态平衡。膳食铁主

要以Fe3+的形式被肠上皮细胞吸收，与TF结合后通

过膜上的TFR1进入细胞，被还原为Fe2+释放进入细

胞质中的不稳定铁池，该过程中相关蛋白的异常

表达会引起细胞产生过量的Fe2+，并催化ROS的产

生，导致细胞内脂质过氧化产物的持续积累并引起

铁死亡[15-17]。SLC7A11是细胞内胱氨酸/谷氨酸反

向转运系统的重要组成部分，可通过促进胱氨酸

的吸收及GSH的合成保护细胞免受氧化应激和铁死

亡[18]。SLC7A11减少会导致细胞内半胱氨酸缺失，

阻碍GSH的合成。GSH是GPX4发挥功能的辅助因

子，其合成受阻会使GPX4的抗氧化活性减弱[19]。

有研究发现，ROS、脂质过氧化和GPX4在Erastin诱
导的肺纤维化和铁死亡中起重要作用[20]。本研究发

现，安五脂素可通过上调GPX4、SLC7A11和TF的
表达，下调TFR1的表达，减少铁的过度沉积来抑

制铁死亡，从而改善肺纤维化(图5)。
综上所述，本研究结果表明，安五脂素在体

内、体外均可发挥抗氧化作用，同时抑制铁死亡的

图6　安五脂素体内体外抑制肺纤维化的作用

Fig.6　Inhibition of pulmonary fibrosis with anwulignan in vivo and in vitro
　　BLM. 博来霉素；i.g.. 灌胃；TGF-β1. 转化生长因子-β1；ROS. 活性氧；SOD. 超氧化物歧化酶；CAT. 过氧化氢酶；GSH-Px.谷胱

甘肽过氧化物酶；GSH. 谷胱甘肽；MDA. 丙二醛；GPX4. 谷胱甘肽过氧化物酶4；SLC7A11. 溶质载体家族7成员11；TF. 转铁蛋白；

TFR1. 转铁蛋白受体1
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发生，从而改善肺纤维化。该结果为临床开发肺纤

维化治疗药物提供了新的靶点，但安五脂素抑制铁

死亡的更深层次的机制有待进一步研究。

【参考文献】

[1] Fan ML, Ying MF, Zhao R, et al. Research progress on the role 
of TGF-βsignaling pathway in fibrotic diseases[ J]. Med J Chin 
PLA, 2020, 45(11): 1171-1177. [范美玲, 应苗法, 赵蕊, 等. 
TGF-β信号通路在纤维化疾病中的作用研究进展[ J]. 解放

军医学杂志, 2020, 45(11): 1171-1177.]
[2] Cheresh P, Kim SJ, Tulasiram S, et al .  Oxidative stress and 

pulmonary fibrosis[ J]. Biochim Biophys Acta, 2013, 1832(7): 
1028-1040.

[3] Jones DP. Extracellular redox state: Refining the definition of 
oxidative stress in aging[ J]. Rejuvenation Res, 2006, 9(2): 169-
181.

[4] Dixon SJ, Lemberg KM, Lamprecht MR, et al. Ferroptosis: An 
iron-dependent form of nonapoptotic cell death[ J]. Cell, 2012, 
149(5): 1060-1072.

[5] Lu HP,  Dang Y W, Chen G.  R esearch progress  on role  of 
ferroptosis suppressor protein 1 in human diseases[ J]. Med J 
Chin PLA, 2021, 46(7): 731-736. [陆会平, 党裔武, 陈罡. 铁死

亡抑制蛋白1在人类疾病中的作用机制研究进展[ J]. 解放

军医学杂志, 2021, 46(7): 731-736.]
[6] Li X , Duan L, Yuan S, et al.  Ferroptosis inhibitor alleviates 

radiation-induced lung fibrosis (RILF) via down-regulation of 
TGF-β1[ J]. J Inflamm (Lond), 2019, 16: 11.

[7] Han YS, Kim MS, Hwang JK . Macelignan inhibits histamine 
release and inflammatory mediator production in activated rat 
basophilic leukemia mast cells[ J]. Inflammation, 2012, 35(5): 
1723-1731.

[8] Checker R , Chatterjee S, Sharma D, et al. Immunomodulatory 
and radioprotective effects of lignans derived from fresh nutmeg 
mace (Myristica fragrans) in mammalian splenocytes[ J]. Int 
Immunopharmacol, 2008, 8(5): 661-669.

[9] Sohn JH, Han KL, Kim JH, et al. Protective effects of macelignan 

on cisplatin-induced hepatotoxicity is associated with JNK 
activation[ J]. Biol Pharm Bull, 2008, 31(2): 273-277.

[10] Zhang X, Jing S, Lin H, et al. Anti-fatigue effect of anwulignan 
via the NRF2 and PGC-1alpha signaling pathway in mice[ J]. 
Food Funct, 2019, 10(12): 7755-7766.

[11] Wang C, Meng X, Meng M, et al. Oxidative stress activates the 
TRPM2-Ca-NLRP3 axis to promote PM-induced lung injury of 
mice[ J]. Biomed Pharmacother, 2020, 130: 110481.

[12] Lv Q, Wang J, Xu C, et al. Pirfenidone alleviates pulmonary 
fibrosis in vitro and in vivo through regulating Wnt/GSK-3β/
β-catenin and TGF-β1/Smad2/3 signaling pathways[ J]. Mol 
Med, 2020, 26(1): 49.

[13] Li X, Gao J, Yu Z, et al. Regulatory effect of anwulignan on the 
immune function through its antioxidation and anti-apoptosis in 
D-galactose-induced aging mice[ J]. Clin Interv Aging, 2020, 15: 
97-110.

[14] Kinnula VL, Fattman CL, Tan R J, et al .  Oxidative stress in 
pulmonar y f ibrosis:  A possible role for redox modulator y 
therapy[ J]. Am J Respir Crit Care Med, 2005, 172(4): 417-422.

[15] Meng P, Zhang S, Jiang X , et al.  Arsenite induces testicular 
oxidative stress in vivo and in vitro leading to ferroptosis[ J]. 
Ecotoxicol Environ Saf, 2020, 194: 110360.

[16] Xu W, Deng H, Hu S, et al. Role of ferroptosis in lung diseases[ J]. 
J Inflamm Res, 2021, 14: 2079-2090.

[17] Lin Z, Liu J, Kang R, et al. Lipid metabolism in ferroptosis[ J]. 
Adv Biol (Weinh), 2021, 5(8): e2100396.

[18] Koppula P, Zhang Y, Zhuang L, et al. Amino acid transporter 
SLC7A11/xCT at the crossroads of regulating redox homeostasis 
and nutrient dependency of cancer[ J]. Cancer Commun (Lond), 
2018, 38(1): 12.

[19] Sun L, Dong H, Zhang W, et al. SLC7A11 lipid peroxidation, 
GSH depletion, and inhibition are common causes of EMT and 
ferroptosis in A549 cells, but different in specific mechanisms[ J]. 
DNA Cell Biol, 2021, 40(2): 172-183.

[90] Gong Y, Wang N, Liu N, et al. Lipid peroxidation and GPX4 
inhibition are common causes for myofibroblast differentiation 
and ferroptosis[ J]. DNA Cell Biol, 2019, 38(7): 725-733.

(责任编辑：纪方方)




