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金水缓纤组分方Ⅱ抑制脂滴分解阻抑巨噬细胞M2极化改善肺纤维化

邵文博 1,2, 郑佳萍 1,2, 赵 鹏 1,2,3, 张 琴 1,2,3*
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摘要: 本研究旨在探讨金水缓纤组分方Ⅱ改善肺纤维化的作用和机制。动物实验已获得河南中医药大学动物

实验中心伦理委员会批准 (批准号: IACUC-202306012)。采用博来霉素 (bleomycin, BLM) 构建小鼠肺纤维化模型, 

苏木精−伊红染色法 (hematoxylin-eosin staining, H&E) 检测各组小鼠肺组织病理形态; 马松染色 (Masson staining) 

检测各组小鼠肺组织纤维化; 免疫荧光 (immunofluorescence, IF) 及实时荧光定量 PCR (real-time quantitative PCR, 

qPCR) 检测各组小鼠肺组织 I型胶原 (collagen type I, COL I)、α-平滑肌肌动蛋白 (α-smooth muscle actin, α-SMA)、纤

连蛋白 (fibronectin, FN)、白细胞介素 (interleukin, IL)-1β、白细胞介素-6 (interleukin-6, IL-6)、肿瘤坏死因子 α (tumor 

necrosis factor α, TNF-α) 表达; 流式细胞术 (flow cytometry, FCM) 检测各组小鼠肺泡灌洗液 (BALF) 中M1型、M2

型巨噬细胞比例; IF 和 qPCR 检测各组小鼠肺组织脂肪酶家族成员 N (lipase family member N, LIPN) 表达水平; 

Amplex Red游离脂肪酸检测试剂盒检测各组小鼠肺组织游离脂肪酸水平。采用 IL-4诱导骨髓衍生巨噬细胞 (bone 

marrow derived macrophages, BMDMs) M2极化, FCM检测各组细胞CD206+ M2型巨噬细胞比例; IF检测各组细胞

LIPN表达及脂滴分解。结果显示, 在BLM诱导的肺纤维化小鼠中, 金水缓纤组分方Ⅱ显著减轻BLM引起的肺泡炎

症和胶原沉积, 显著抑制小鼠肺组织成纤维细胞活化和下调BALF中M2型巨噬细胞比例, 显著抑制小鼠肺组织

LIPN表达和游离脂肪酸水平; 在 IL-4诱导的BMDMs M2极化模型, 金水缓纤组分方Ⅱ显著抑制CD206+ M2型巨噬

细胞比例, 下调LIPN表达和阻抑脂滴分解。上述研究结果表明, 金水缓纤组分方Ⅱ可能通过抑制脂滴分解, 下调脂

肪酸水平, 阻抑巨噬细胞M2极化, 减轻BLM诱导的肺纤维化。
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Effective-compounds of Jinshui Huanxian formula ameliorates 

pulmonary fibrosis by inhibiting lipid droplet catabolism and thus 

macrophage M2 polarization
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Abstract: This study aims to investigate the effects and mechanisms of the effective-compounds of Jinshui 

Huanxian formula (ECC-JHF) in improving pulmonary fibrosis. Animal experiments were approved by the Ethics 

Committee of the Animal Experiment Center of Henan University of Chinese Medicine (approval number: IACUC-
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202306012). The mouse model of pulmonary fibrosis was induced using bleomycin (BLM). Hematoxylin-eosin 

(H&E) staining was used to detect the histopathological changes of lung tissues. Masson staining was used to 

assess the degree of fibrosis in lung tissues. Immunofluorescence (IF) and real-time quantitative PCR (qPCR) were 

performed to measure the expression of collagen type I (COL I), α -smooth muscle actin (α -SMA), fibronectin 

(FN), interleukin (IL)-1β, IL-6, and tumor necrosis factor α (TNF-α) in lung tissues. Flow cytometry (FCM) was 

employed to detect the proportion of M1 and M2 macrophages in the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of 

mice. IF and qPCR were also used to detect the expression of lipase family member N (LIPN) in lung tissues. 

Free fatty acid assay kit was used to detect the level of free fatty acids in lung tissue. Bone marrow-derived 

macrophages (BMDMs) were treated with interleukin-4 (IL-4) to induce M2 polarization. FCM was used to 

measure the proportion of CD206+ M2 macrophages. IF was utilized to detect LIPN expression and lipid droplet 

decomposition. The results showed that in BLM-induced pulmonary fibrosis mice, ECC-JHF significantly 

attenuated BLM-induced alveolar inflammation and collagen deposition, inhibited fibroblast activation in lung 

tissues, and decreased the proportion of M2 macrophages in BALF. It also significantly suppressed LIPN 

expression and free fatty acid level in lung tissues. In the IL-4 induced BMDMs M2 polarization model, ECC-JHF 

significantly inhibited the proportion of CD206+ M2 macrophages, down-regulated the expression of LIPN, and 

blocked lipid droplet catabolism. These results suggest that ECC-JHF may alleviate bleomycin-induced pulmonary 

fibrosis by inhibiting lipid droplet decomposition and M2 macrophage polarization.

Key words: effective-compounds of Jinshui Huanxian formula; pulmonary fibrosis; lipid droplet; macrophage 

M2 polarization; lipase family member N

特发性肺纤维化 (idiopathic pulmonary fibrosis, 

IPF) 是一种纤维化间质性肺病, 其治疗费用昂贵、预后

差, 确诊后中位生存期为 3～5 年, 5 年死亡率 > 50%, 

给患者和社会带来了巨大的经济负担[1-3]。肺康复锻

炼和抗纤维化药物 (吡非尼酮和尼达尼布) 治疗仅能

起到缓解作用, 并不能阻碍肺纤维化的进展[4,5]。肺移

植存在供体器官短缺、医疗费用昂贵和肺移植后终身

使用免疫抑制剂等问题[6]。因此, 加强肺纤维化的基

础与防治研究, 提高肺纤维化的治疗水平, 将具有重要

的现实意义和显著的社会经济效益。

研究发现, 巨噬细胞通过分泌炎症因子、生长因子

和趋化因子, 在肺纤维化的发展中发挥重要作用。根

据局部微环境, 巨噬细胞可以被极化为经典激活的促

炎性 (M1) 或交替激活的抗炎性 (M2) 表型。在肺纤

维化早期炎症阶段, 升高的 Th1细胞因子和 γ-干扰素 

(interferon-γ, IFN-γ) 等推动了 M1 巨噬细胞的激活。

M1巨噬细胞清除致病微生物, 并通过释放肿瘤坏死因

子 α (tumor necrosis factor α, TNF-α) 和诱导性一氧化

氮合成酶 (inducible nitric oxide synthase, iNOS) 等加

剧炎症反应, 介导组织损伤[5]。另有研究发现, M1-like

巨噬细胞过继移植改善小鼠肝纤维化[6], 提示M1巨噬

细胞对组织纤维化调节作用具有双面性。虽然M1巨

噬细胞与肺纤维化的关系尚未明确, 但普遍认为 M2

巨噬细胞增多和激活意味着纤维化加重。在肺纤维化

后期的炎症消退和组织重构阶段, 抗炎的 M2巨噬细

胞比例升高, 通过产生转化生长因子-β (TGF-β) 和血

小板衍生生长因子 (PDGF) 等促成纤维细胞增殖的原

纤维介质, 诱导成纤维细胞持续激活, 促进肌成纤维细

胞增殖[7-9]。据报道, 在博莱霉素 (bleomycin, BLM) 诱

导的肺纤维化模型中 , WXWH0265[10]、他克莫司[11]和

氯硝柳胺[12,13]等药物均通过抑制巨噬细胞M2极化, 改

善肺损伤和纤维化, 表明抑制巨噬细胞 M2极化是肺

纤维化的有效治疗策略。

脂肪酸氧化是巨噬细胞 M2 极化的重要驱动力

量。细胞内的脂肪酸来源于从头合成、胞外摄取和脂

肪分解等途径。脂肪酸合成和脂肪酸摄取增加促进巨

噬细胞M2极化。然而脂滴的降解是如何影响巨噬细

胞M2极化尚不清楚。脂肪酶家族成员N (LIPN) 是溶

酶体酸性脂肪酶, 介导脂肪的分解[14,15]。LIPN在表皮

颗粒状角质形成细胞中高表达, 在角质形成细胞的分

化中发挥作用。目前主要在4型层状鱼鳞病开展LIPN

相关研究, 在其他疾病中对LIPN的研究较少。临床研

究表明, 金水缓纤方 (ZL.201610877761.4) 能够改善患

者肺功能, 提高运动耐力和生活质量, 减轻临床症状, 

降低患者急性加重次数, 但成分复杂、作用靶点多样, 

导致其作用机制难以深入探析。本课题组采用组分配

伍法筛选出金水缓纤方的关键活性组分, 优化配伍获

得了成分明确、疗效显著的金水缓纤组分方Ⅱ (ECC-

JHF), 但作用机制尚不明确。本项目拟从LIPN介导的

脂滴分解角度, 阐释 ECC-JHF抑制巨噬细胞 M2极化

改善肺纤维化的作用机制, 为ECC-JHF的开发及临床

应用提供科学依据。
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材料与方法

仪器 Thermo 8000 CO2培养箱、CJ-2F型超净工

作台、Multiskan MK3 酶标仪、1300 系列 A2 型生物安

全柜 (美国Thermo公司); LEICARM 2145自动切片机 

(德国 Leica 公司); OLYMPUS-DP70 型显微镜及显微

照相系统 (日本Olympus公司); 7500型实时荧光定量

PCR 仪 (美国 ABI 公司); BD FACSC CelestaTM Flow 

Cytometer (美国BD公司); LSM700型激光共聚焦显微

镜 (德国Carl Zeiss公司)。

药物与试剂 ECC-JHF由淫羊藿苷、异甘草素、川

陈皮素、贝母素甲、芍药苷 5个单体组成 (中药单体成

分购买于成都曼斯特生物科技有限公司, 纯度 ≥ 98%, 

生 产 批 号 : 贝 母 素 甲 : MUST-23061910; 芍 药 苷 : 

MUST-23030616; 异甘草素: MUST-24031620; 川陈皮

素: MUST-23100917; 淫羊藿苷: MUST-23122212)。按

照淫羊藿苷∶异甘草素∶川陈皮素∶贝母素甲∶芍药苷 = 

50∶4∶1∶3.125∶3.125 的质量比溶解于二甲基亚砜 

(dimethyl sulfoxide, DMSO) 中配置成 61.25 mg·mL-1储

备液, 用于体外细胞实验; 或按照相同质量比, 用 0.5%

羧 甲 基 纤 维 素 钠 (sodium carboxymethyl cellulose, 

CMC-Na) 溶液配制, 用于体内实验。

吡非尼酮 (pirfenidone, PFD) 胶囊 (艾斯瑞, 100 mg × 

54粒/瓶, 批号: 150603, 北京康蒂尼药业有限公司), 使

用前用0.5% CMC-Na配制。

BLM (货号: B802467) 购自上海麦克林生化科技股

份有限公司; anti-LIPN antibody购自英国Biorbyt公司; 

PerCP/cyanine5.5 anti-mouse CD206 (货号 : 141716)、

APC/cyanine7 anti-mouse CD86 antibody (货号: 105030) 

购 自 美 国 Biolegend 公 司 ; anti-collagen I antibody 

(货号 : AF7001) 购自江苏亲科生物有限公司 ; Anti-

fibronectin polyclonal antibody (15613-1-AP)、anti-

smooth muscle actin monoclonal antobody (67735-1)、

anti-fluorescein (FITC) -conjugated affinipure goat anti-

rabbit IgG (H+L) (货号 : SA00003-2)、anti-Cy3-conju‐

gated affinipure goat anti-mouse IgG (H+L) ( 货 号 : 

SA00009-1) 购自武汉三鹰生物技术有限公司; recom‐

binant murine IL-4 (货号 : 214-14)、recombinant murine 

M-CSF (货号 : 315-02) 购自美国 Peprotech 公司 ; Nile 

red (货号 : HY-D0718) 购自美国 MCE 公司 ; Amplex 

Red游离脂肪酸检测试剂盒 (货号: S0215S) 购自碧云

天生物技术有限公司。

实验动物 雄性 C57BL/6 小鼠 , SPF 级 , 6～8 周

龄, 体重20 g左右, 由北京斯贝福实验动物技术有限公

司提供 [许可证号: SCXK (京) 2019-0010]。饲养于温

度 (25 ± 2) ℃、湿度 55% ± 10%环境中, 自由摄食和饮

水。适应饲养 1周后使用。动物实验已获得河南中医

药大学动物实验中心伦理委员会批准 (批准号 : 

IACUC-202306012)。

小鼠肺纤维化模型的构建及药物干预 将小鼠适

应性饲养 1 周 , 按随机数字表法将 24 只雄性小鼠分

为正常组、模型组、ECC-JHF、PFD 阳性对照组。造

模日定为第 0天, 造模当天除正常组外, 其他各组小鼠

气管内滴注 BLM (2.5 mg·mL-1) 40 μL 制备肺纤维化

模型: 小鼠经呼吸麻醉后 , 垂直固定 , 充分暴露声门 , 

持气管插管快速对准声门插入气管, 退出针芯, 注入

BLM。第 1～6 天, 正常饲养。第 7～21 天, 药物干预

组灌胃给予 ECC-JHF 溶液 (6.82 mg·kg-1·d-1)、PFD

溶液 (156 mg·kg-1·d-1), 空白组和模型组给予等剂量

0.5% CMC-Na。小鼠给药剂量 (D) 换算公式为D 小鼠 = 

D 人 × (HI小鼠/HI人) × (W 小鼠/W 人)2/3, 其中, HI: 体型系数; 

W: 体重。

骨髓来源巨噬细胞 (bone marrow-derived macro‐

phages, BMDMs) 的提取与诱导 取小鼠后肢腿骨 , 

剪去肌肉 (也可用纱布或无菌纸搓揉去除肌肉) 和两

头骨端。用 2.5 mL 注射器 (25G 针头) 吸取 PBS (含

2%～4% Lonsera血清) 冲洗骨髓腔至 40 μmol·L-1尼龙

网上制备单细胞悬液, 1 200 r·min-1、5 min离心去上清。

加入红细胞裂解液 , 放置 2 min。裂红结束后 , 加入

10～15 mL PBS (1%血清) 终止裂解, 1 200 r·min-1离心

5 min。细胞沉淀用培养基洗1遍后进行细胞计数。细

胞按 3×106个/孔的密度接种于六孔板, 每 2 天加一次

巨噬细胞集落刺激因子 (macrophage colony-stimulating 

factor, M-CSF) (10 ng·mL-1), 诱导细胞分化为巨噬细胞。

BMDMs分组与处理 将BMDMs分为空白组、模

型组、ECC-JHF (15.31 μg·mL-1)、ECC-JHF (30.63 μg·mL-1) 

组、ECC-JHF (61.25 μg·mL-1) 组。用药组加入相应药物

后置于 37 ℃、5% CO2培养箱培养 3～6 h后, 除空白组

外其余组加入 IL-4 (20 ng·mL-1) 继续诱导24或48 h。

实时定量 PCR 分析 (qPCR) 收集细胞和组织 , 

加入 1 mL RNAiso plus, 静置裂解 10 min, 转移至无

RNA 酶的 1.5 mL eppendorf 管中。加入 0.2 mL 氯仿 , 

用力振摇 , 冰上静置 15 min, 12 000 r·min-1 4 °C 离心

15 min。吸取 500 μL 上清转移至无 RNA 酶的 1.5 mL 

eppendorf管中, 加入 500 μL异丙醇, 混匀, −20 °C静置

30 min, 12 000 r·min-1 4 °C离心 10 min, 弃上清。于管

中加入 75% 乙醇 1 mL, 混匀 , 7 500 r·min-1 4 °C 离心

5 min, 弃上清。空气中充分干燥至半透明状态后, 即得

总RNA。根据试剂盒说明进行 cDNA的合成和 qPCR

定量分析。引物序列见表1。

H&E与 Masson染色 取小鼠完整肺组织, 用预
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冷的 PBS缓冲液清洗去除血液, 左右肺分离。左肺结

扎后用 4% 多聚甲醛灌注固定 , 梯度脱水 , 石蜡包埋 , 

4 μm切片。采用 Szapiel法[16]对H&E染色结果进行肺

泡炎评分; 采用Ashcroft法[17]对Masson染色结果进行

纤维化程度评分。

流式细胞术检测 (FCM) 支气管肺泡灌洗液 

(BALF) M1、M2 型巨噬细胞比例: 获取 BALF 细胞沉

渣, 裂解红细胞并细胞计数。先后加入 F4/80、CD86、

CD206等流式抗体进行细胞染色, 最后收集细胞, 上机

检测, Flojwo软件分析巨噬细胞比例。

BMDMs M2 型细胞比例 : 胰酶消化收集细胞沉

淀, 加入 CD206流式抗体进行染色, 染色结束后上机

检测, Flojwo软件分析巨噬细胞比例。

免疫荧光检测 (IF) 组织切片中LIPN表达情况: 

组织切片用预冷 PBS 洗涤 3 次 , 4% 多聚甲醛固定

20 min, 0.1% Triton X-100透化 10 min, 5%山羊血清室

温封闭 1 h。使用 LIPN 抗体在 4 ℃下染色过夜。随

后, 洗涤 3次, 并与FITC标记的二抗 (1∶500) 在室温下

孵育 1 h。最后, 用DAPI复染细胞核 10 min, 在荧光显

微镜下观察拍片。

细胞中脂滴分解情况: 细胞培养完成后, 用冷PBS

洗涤 3次, 4%多聚甲醛固定 20 min, 0.1% Triton X-100

透化 10 min, 5%山羊血清室温封闭 1 h。使用尼罗红

染料在 4 ℃下染色过夜。洗涤 3次, 最后, 用DAPI复

染细胞核10 min, 在荧光显微镜下观察拍片。

游离脂肪酸检测试剂盒检测 使用PBS获取小鼠

BALF, 离心后取上清。依据游离脂肪酸检测试剂盒说

明书操作, 进行样本游离脂肪酸水平的测定。

统计学分析 所有的实验结果以均数 ± 标准差 

(
-
x ± s) 表示, 所得数据采用GraphPad Prism 8进行统计

和作图。各组均值间比较采用单因素方差分析, P < 

0.05为差异有统计学意义。

结果

1　金水缓纤组分方Ⅱ对小鼠肺组织病理形态的影响

一次性气管滴注BLM建立肺纤维化小鼠模型, 评

价 ECC-JHF对小鼠肺纤维化病理的改善作用。H&E

染色结果显示 (图 1A、B), 与正常组比较, 模型组小鼠

肺泡炎评分显著升高 (P < 0.01)。与模型组比较, ECC-

JHF和PFD组肺泡结构改善, 炎症细胞浸润减轻, 肺泡

炎评分显著降低 (P < 0.01)。Masson染色结果显示 (图

1A、C), 与正常组比较, 模型组小鼠肺间质内出现片状

胶原纤维沉积, 纤维化评分显著升高 (P < 0.01)。与模

型组比较, ECC-JHF和 PFD组小鼠肺组织胶原纤维减

少, 纤维化评分显著降低 (P < 0.01), 且ECC-JHF在改

善肺组织病理损伤方面的疗效与阳性药PFD相当。

2　金水缓纤组分方Ⅱ对小鼠肺组织中胶原产生及炎

症因子表达的影响

qPCR结果显示 (图 2A、B), 与正常组比较, 模型组

小鼠肺组织中FN、COL Ⅰ、IL-1β、IL-6 mRNA水平均显

著升高 (P < 0.05; P < 0.01); 与模型组比较, ECC-JHF

和PFD组小鼠肺组织 α-SMA、FN、IL-1β mRNA水平显

著降低 (P < 0.05; P < 0.01)。IF结果显示 (图 2C), 与正

常组比较, 模型组小鼠肺组织中COL Ⅰ、α-SMA蛋白水

平均显著升高 (P < 0.01); 与模型组比较, ECC-JHF和

PFD 组小鼠肺组织 COL Ⅰ和 α-SMA 蛋白水平显著降

低 (P < 0.01)。以上结果表明, ECC-JHF具有抑制肺成

纤维细胞活化, 减少肺组织胶原沉积的作用, 且改善作

用与阳性药PFD相当。

3　金水缓纤组分方Ⅱ对肺纤维化小鼠巨噬细胞比例

的影响

细胞计数仪分析每组小鼠的支气管BALF中细胞

数目, 评价各组小鼠肺部炎细胞浸润情况。细胞计数

结果显示 (图 3A), 与正常组比较, 模型组小鼠BALF中

细胞浸润显著增加 (P < 0.05); 与模型组比较, ECC-JHF

组小鼠BALF中细胞浸润水平无显著差异。巨噬细胞

通过分泌炎症因子、生长因子和趋化因子, 在 IPF的发

展中发挥重要作用。采用 FCM检测小鼠BALF中M1

和M2型巨噬细胞的比例。结果显示 (图 3B), 与正常

组比较, 模型组小鼠BALF中CD206+ M2型巨噬细胞

Table 1　Primer sequence. α -SMA: α -Smooth muscle actin; FN: 

Fibronectin; COL I: Collagen type I; LIPN: Lipase family member 

N; Arg-1: Arginase-1; CD206: Macrophage mannose receptor; IL: 

Interleukin; TNF-α: Tumor necrosis factor α

Gene name
α-SMA

FN

COL I

LIPN

Arg-1

CD206

IL-1β

IL-6

TNF-α

β-actin

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

Primer sequence (5′-3′)
CCCAGACATCAGGGAGTAATGG
TCTATCGGATACTTCAGCGTCA
ATGTGGACCCCTCCTGATAGT
GCCCAGTGATTTCAGCAAAGG
GCTCCTCTTAGGGGCCACT
CCACGTCTCACCATTGGGG
TTCACTCGGCACTACAATAGGA
GCTTTTGGTTGCAGAATGTGAT
CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG
AGGAGCTGTCATTAGGGAGACATC
AAGGCATGCGTTGCACATAC
ATTCTGCTCGATGTTGCCCA
GAAATGCCACCTTTTGACAGTG
TGGATGCTCTCATCAGGACAG
CTGCAAGAGACTTCCATCCAG
AGTGGTATAGACAGGTCTGTTGG
CAGGCGGTGCCTATGTCTC
CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG
GTGACGTTGACATCCGTAAAGA
GCCGGACTCATCGTACTCC

·· 372



邵文博等: 金水缓纤组分方Ⅱ抑制脂滴分解阻抑巨噬细胞M2极化改善肺纤维化

比例显著增加 (P < 0.01), CD86+ M1型巨噬细胞比例

则无显著差异; 与模型组比较, ECC-JHF和 PFD 组小

鼠 BALF 中 M2 型巨噬细胞比例均显著降低 (P < 

0.01)。以上结果表明, ECC-JHF可能通过抑制炎细胞

浸润、下调M2型巨噬细胞比例, 缓解小鼠肺纤维化。

4　金水缓纤组分方Ⅱ对BMDMs M2极化的影响

体外建立 IL-4诱导的BMDMs M2极化模型, 考察

ECC-JHF 对巨噬细胞 M2 极化的影响。MTT 结果显

示 (图 4A), ECC-JHF (15.31、30.63、61.25 μg·mL-1) 对

BMDMs细胞活性均无显著影响。qPCR结果显示 (图

4B), ECC-JHF (15.31、30.63、61.25 μg·mL-1) 均显著下

调 M2 型巨噬细胞标志物 CD206 和 Arg1 mRNA 水平 

(P < 0.05, P < 0.01)。FCM 结果显示 (图 4C), ECC-

JHF (15.31、30.63、61.25 μg·mL-1) 均显著降低 CD206+ 

M2型巨噬细胞比例和BMDMs CD206蛋白水平 (P < 

0.05, P < 0.01)。以上结果表明, ECC-JHF显著抑制巨

噬细胞M2极化。

5　金水缓纤组分方Ⅱ对BMDMs细胞LIPN表达和脂

滴分解的影响

研究发现, IL-4通过上调固醇调节元件结合蛋白1, 

触发脂肪酸从头合成, 重编程脂肪酸氧化 (FAO), 驱动

巨噬细胞M2极化[15]。LIPN是脂肪酶家族成员之一, 编

码溶酶体酸性脂肪酶, 通过促进甘油三酯水解产生脂

肪酸, 增强FAO[14]。首先在BMDMs细胞, 采用 IF检测

ECC-JHF 对 IL-4 诱导的 M2 巨噬细胞中 LIPN 蛋白水

平的影响。结果显示 (图 5A), 与空白组相比, 模型组

LIPN的表达显著升高; 与模型组相比, ECC-JHF (30.63、

61.25 μg·mL-1) 组 LIPN 的表达显著降低 (P < 0.01)。

接下来采用 qPCR检测 ECC-JHF对 IL-4诱导的M2巨

噬细胞中LIPN mRNA的影响。结果显示 (图5B), 与空

白组相比, IL-4组LIPN mRNA水平显著升高 (P < 0.01), 

而 ECC-JHF (15.31、30.63、61.25 μg·mL-1) 组则逆转了

这一趋势 (P < 0.05, P < 0.01)。然后采用尼罗红染色

检测 ECC-JHF 对 IL-4 诱导的 M2 巨噬细胞中脂滴的

影响。结果显示 (图 5C), 与空白组相比, 模型组细胞

中脂滴数量减少 ; 与模型组相比 , ECC-JHF (30.63、

61.25 μg·mL-1) 组脂滴数量显著增加 (P < 0.05, P < 

0.01)。斯皮尔曼相关性分析结果显示 (图 5D), LIPN

的表达量与脂滴数量呈负相关。以上结果提示, ECC-

JHF抑制巨噬细胞M2极化可能与下调LIPN表达阻抑

脂滴分解有关。

6　金水缓纤组分方Ⅱ对小鼠肺组织LIPN表达和游离

脂肪酸水平的影响

在肺纤维化小鼠肺组织中, 进一步验证ECC-JHF

Figure 1　Effects of effective-compounds of Jinshui Huanxian formula (ECC-JHF) on lung inflammation and fibrosis in mice treated with 

bleomycin (BLM). A: Lung pathologic abnormalities examined by hematoxylin and eosin (H&E) and Masson's trichrome staining (200×), 

respectively. Scale bar, 100 μm; B: Alveolitis was scored using Szapiel's method; C: The degree of fibrosis was scored using Ashcroft's 

method. n = 6, 
-
x ± s. ##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group
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对LIPN表达和脂滴分解的影响。IF结果显示 (图 6A、

B), 与正常组小鼠相比, 模型组小鼠LIPN蛋白水平显

著升高 (P < 0.01), 与模型组小鼠相比, ECC-JHF组和

PFD 组 LIPN 蛋白水平显著降低 (P < 0.01)。qPCR 结

果与 IF结果一致 (图 6C)。游离脂肪酸检测试剂盒检

测脂滴分解产物脂肪酸水平, 结果显示 (图 6D), 与正

常组小鼠相比, 模型组小鼠BALF中游离脂肪酸水平

显著升高 (P < 0.05), 与模型组小鼠相比, ECC-JHF组

和 PFD 组游离脂肪酸水平显著降低 (P < 0.05, P < 

0.01)。以上结果提示 , ECC-JHF 可能通过抑制 LIPN

的表达阻抑脂滴分解, 进而抑制巨噬细胞M2极化, 缓

解肺纤维化。

Figure 2　Effect of ECC-JHF on lung fibroblast activation in BLM-treated mice. A: The relative mRNA expression of α-SMA, FN and COL Ⅰ 

was assessed by qPCR; B: The relative mRNA expression of IL-1β, IL-6 and TNF-α was assessed by qPCR; C: The protein expression of 

α-SMA and COL Ⅰ was visualized by immunofluorescence (400×). Scale bar, 50 μm. n = 6, 
-
x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs control group; *P < 

0.05, **P < 0.01 vs model group
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Figure 4　Effect of ECC-JHF on M2 polarization of bone marrow-derived macrophages (BMDMs). A: The survival rate of BMDMs was 

analyzed using MTT; B: The mRNA expression of CD206 and Arg1 was detected by qPCR; C: The proportion of CD206+ M2 macrophages 

and the mean fluorescence intensity (MFI) of CD206 were detected using flow cytometry. n = 5 or 3, 
-
x ± s. ##P < 0.01 vs control group; *P < 

0.05, **P < 0.01 vs IL-4 group

Figure 3　Effect of ECC-JHF on the proportion of macrophages in BLM-treated mice. A: The number of cells in BALF was analyzed by 

cell counter; B: The proportion of CD86+ M1 macrophages and CD206+ M2 macrophages in BALF was analyzed by flow cytometry. n = 5, 
-
x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group
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讨论

IPF严重危害健康, 病理机制复杂, 现有治疗手段

未能有效阻抑疾病进程。中医药治疗肺纤维化取得了

较大进展, 临床确证疗效的金水缓纤方可有效改善肺

纤维化患者临床症状, 减少急性加重次数, 提高运动能

力和生活质量。传统中药复方成分复杂, 作用靶点多

样, 作用机制难以阐明, 且质量控制较为繁琐。中药单

体组分配伍具有相对清楚的成分和作用机制, 安全性

较高的同时仍保留复方多组分的协同性特色, 是中药

走向精准药物和突破中药国际化发展瓶颈的策略之

一。ECC-JHF 是金水缓纤方经活性组分优化配伍形

成, 其成分明确, 疗效显著, 作用机制不明。本研究采

用气管内注射博来霉素的方法构建肺纤维化小鼠模

型, 结果显示模型组小鼠肺组织发生肺泡间隔明显增

厚、炎性细胞浸润、胶原沉积等病理改变, 表明肺纤维

化小鼠模型构建成功。金水缓纤组分方Ⅱ可有效改善

小鼠肺纤维化, 抑制成纤维细胞活化和巨噬细胞 M2

极化, 其作用与阳性药吡非尼酮相当。

肺纤维化始于肺泡上皮细胞反复损伤引发的肺组

织修复失调[18]。作为重要的先天性和获得性免疫控制

者之一, 巨噬细胞在上皮细胞损伤后协调组织稳态和

可塑性, 并在肺纤维化的整个病理过程中激活[19]。持

Figure 5　Effect of ECC-JHF on lipase family member N (LIPN) expression and lipid droplet breakdown in BMDMs cells. A: The protein 

level of LIPN in BMDMs cells was detected by immunofluorescence (400× ). Scale bar, 20 μm; B: The mRNA expression of LIPN in 

BMDMs cells was detected by qPCR; C: The lipid droplet decomposition was observed by Nile red staining and the number of lipid droplets 

was counted (400× ). Scale bar, 20 μm; D: Lipid drop number/cells and fluorescence intensity/cells spearman correlation analysis results. 

n = 3, 
-
x ± s. ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs IL-4 group
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续的组织炎症诱导巨噬细胞向M2型极化, 产生TGF-β

以促进组织重塑和细胞外基质沉积, 从而推动肺纤维

化的进展。IPF患者在疾病进展过程中主要被 M2巨

噬细胞浸润[20,21]。因此, 干预巨噬细胞M2极化可能是

IPF的潜在策略[22,23]。然而, 巨噬细胞极化在肺纤维化

中的调控机制尚不清楚。M2型巨噬细胞的存活及活

化则主要依赖于脂肪酸的氧化提供能量, 脂肪酸的合

成是巨噬细胞 M2 极化的必要步骤[24]。本研究发现 , 

金水缓纤组分方Ⅱ显著抑制小鼠肺组织脂肪酶 LIPN

表达 , 下调 M2 型巨噬细胞 LIPN 水平和阻抑脂滴分

解, 减少游离脂肪酸水平。结果提示, 金水缓纤组分方

Ⅱ可能通过抑制LIPN介导的脂肪分解, 下调脂肪酸水

平, 阻抑巨噬细胞M2极化, 改善肺纤维化。

综上, 本研究初步表明阻抑脂滴分解下调脂肪酸

水平是阻抑巨噬细胞M2极化的潜在有效策略。金水

缓纤组分方Ⅱ抑制巨噬细胞M2极化改善肺纤维化, 这

一作用可能与调控脂肪酶LIPN介导的脂滴分解相关。
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