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雷公藤红素对 ＰＴＥＮ介导 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号通路
改善特发性肺纤维化的实验研究
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（１．广州南方学院云康医学与健康学院，广东 广州 ５１０９００；２．北京中医药大学东直门医院，北京 １００７００）

　　摘要：目的 观察雷公藤红素对磷酸酯酶与张力蛋白同源物（Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇ，ＰＴＥＮ）介导磷脂酰肌醇
３－激酶（Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶Ｂ（ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ）信号通路在特发性肺纤维化（Ｉｄｉｏｐａｔｈ
ｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＩＰＦ）模型小鼠中的作用及机制。方法 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机区组平均分为４组，每组１０只，包括正常
组、模型组、雷公藤红素（１ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）组、吡非尼酮组（５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）。以气管滴注博来霉素（Ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，
ＢＬＭ）的方法制备ＩＰＦ小鼠模型。造模成功后，各观察组灌胃给药，正常组灌胃等量生理盐水，连续给药２８ｄ，末次给药
后第２天取材。ＨＥ常规病理染色观察肺组织病理变化，Ｍａｓｓｏｎ特殊染色观察小鼠肺间质及支气管周围胶原沉积。免
疫组化（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）检测ＰＴＥＮ以及Ｉ型胶原在肺组织中的原位表达，实时荧光定量ＰＣＲ（Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅ
ａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测肺组织中ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＰＫＢ及白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－１７βｍＲＮＡ表达。结果 与正

常组相比，模型组肺间质Ｉ型胶原蛋白的表达显著增强（Ｐ＜００５），ＰＴＥＮ蛋白的表达明显减弱（Ｐ＜００５）；肺组织匀浆
ＰＩ３Ｋ、ＰＫＢ及ＩＬ－１７βｍＲＮＡ表达均显著增强（Ｐ＜００５），ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达显著减弱（Ｐ＜００５）。与模型组相比，雷公
藤红素及吡非尼酮组肺间质Ｉ型胶原蛋白的表达明显减弱（Ｐ＜００５），ＰＴＥＮ蛋白的表达明显增强（Ｐ＜００５）；肺组织匀
浆ＰＩ３Ｋ、ＰＫＢ及ＩＬ－１７βｍＲＮＡ表达显著减弱（Ｐ＜００５），ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达显著增强（Ｐ＜００５）。结论 雷公藤红素能

有效抑制肺间质的结构破坏，减轻肺纤维化。其机制可能通过激活ＰＴＥＮ，并协调性抑制ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ的表达，降低炎症反
应，阻止肺间质胶原的沉积。

　　关键词：特发性肺纤维化；雷公藤红素；磷酸酯酶与张力蛋白同源物；磷脂酰肌醇３－激酶；蛋白激酶Ｂ；Ｉ型胶原
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ＰＴＥＮ，ＰＩ３Ｋ，ＰＫＢａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ＩＬ）－１７βｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ．ＲｅｓｕｌｔｓＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
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　　特发性肺纤维化（Ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＩＰＦ）是一种
病因不明，呈现慢性、进行性肺泡及肺间质结构破坏及紊乱加

重的疾病，会影响支气管或肺泡周围的组织，使之变厚变僵硬，

导致气体交换受阻［１］。最常见症状是呼吸急促和咳嗽，发病

率呈逐年增加的趋势，确诊后年平均生存期为２～３年。现有
药物吡非尼酮、尼达尼布只能轻度延缓疾病进程，无法治

愈［２］。病理表现以纤维化进行性加重，弥漫性肺泡非特异性

炎症为主要特征，这些症状会逐渐导致肺部形成永久性瘢痕，

即纤维化，从而使呼吸变得更加困难。

炎症持续反应并呈级联放大是 ＩＰＦ气道结构破坏及紊乱
的重要病理机制［３］。炎症信号通路磷酸酯酶与张力蛋白同源

物（Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇ，ＰＴＥＮ）／磷脂酰肌醇３－激
酶（Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶 Ｂ（Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ）已被证实参与 ＩＰＦ的发生发展，可以调控细胞
凋亡、代谢、增殖和生长等多种生物过程［４］。白细胞介素（Ｉｎ
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－１７是ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号通路下游表达的主
要炎症介质之一，参与炎症的级联反应，介导靶细胞中炎症介

质如细胞因子、趋化因子和抗菌肽等的表达［５］。通过这种方

式，ＩＬ－１７家族细胞因子间接将炎症细胞募集到炎症部位，调
节细胞外基质（Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）合成和降解［６］。ＩＬ－
１７家族细胞因子驱动的炎症已被证明参与慢性肺部疾病的进
展，如慢性阻塞性肺疾病（Ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）、肺癌、囊性肺疾病等［７］。Ⅰ型和Ⅲ型胶原参与
ＩＰＦ支气管壁及肺组织的结构重塑，影响肺的通气和换气功
能［８］。ＰＴＥＮ是一种蛋白、脂质双重磷酸酶，如果蛋白功能变
异可导致脂质磷酸酶失活，但仍具有蛋白磷酸酶活性［９］，其主

要的底物是磷脂酰肌醇 ３，４，５－三磷酸（ＰＩＰ３），而 ＰＩＰ３是
ＰＩ３Ｋ的产物。ＰＩＰ３将 ＰＫＢ募集到细胞膜上并使其激活，
ＰＴＥＮ使ＰＩＰ３脱磷酸后阻断ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ通路，降低 ＡＫＴ的活
性。在ＩＰＦ患者肺组织中，ＰＴＥＮ免疫组织化学染色较弱［１０］。

在转化生长因子β１（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β１，ＴＧＦ－β１）

诱导的肺成纤维细胞表型转化模型中，ＰＴＥＮｍＲＮＡ和蛋白水
平也较低［１１］。研究表明 ＰＩ３Ｋ和 ＰＫＢ激活突变能够在几种细
胞系统中赋予肿瘤致癌特性［１２］。综上所述，ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ
通路可以作为药物发现的重要靶点。

雷公藤红素又称南蛇藤素［１３］，是雷公藤（又名断肠草）最

重要的活性成分之一，主要来源于卫矛科植物雷公藤的根皮，

是一个具有多种生物活性的天然产物，具有抗炎、抗氧化、增强

免疫活性、抗肿瘤新生血管生成等作用，它是治疗类风湿病雷

公藤片、雷公藤多苷片等制剂的有效成分之一。研究发现，雷

公藤红素还可以治疗肥胖［１４］、慢性炎症［１５］和免疫疾病［１６］。

高剂量的雷公藤红素具有一定的心脏毒性，但低剂量的雷公藤

红素却被发现可以保护心血管，减少心肌纤维化并改善心脏功

能［１７］。雷公藤红素与肺纤维化关系的研究较少，其抗纤维化

的疗效、内在的机制和作用靶点尚不完全清楚，因此雷公藤红

素对肺纤维化作用的特异性靶点及分子作用机理具有研究

价值。

本研究取中药雷公藤的有效组分雷公藤红素，用博来霉素

诱导的方法制备肺纤维化ＩＰＦ小鼠模型，发现雷公藤红素给药
ＩＰＦ小鼠后，ＰＴＥＮ表达水平呈相关性上调，并协调性抑制
ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ及下游信号通路的表达，降低炎症反应，阻止肺间
质胶原的沉积，有效改善肺纤维化的病理表现。本文主要报道

雷公藤红素对涉及 ＩＰＦ肺间质 ＥＣＭ重建的相关信号通路
ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＰＫＢ及ＩＬ１７β基因 ｍＲＮＡ和 ＰＴＥＮ、Ｉ型胶原蛋白
表达，以及ＰＴＥＮ和Ｉ型胶原蛋白在细支气管管壁及肺间质中
定位表达的影响。

１　材料
１．１　动物　４０只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，２月龄，ＳＰＦ级，体质量２０～
２３ｇ，由广东省广州锐格生物科技有限公司提供，实验动物质
量合格证号：ＮＯ．４４８２７２００００４８９５，动物使用合格证号：ＳＣＸＫ
（粤）２０２１－００５９。本次实验已获得广州南方学院伦理委员会
的批准（批号：ＮＦ２０２３０６１５０１）。室温 ２０～２５℃，相对湿度

２９
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６０％～７０％，正常昼夜光照，保证充足的清洁食物和水。
１．２　药物与试剂　硫酸博来霉素（规格：每瓶１０ｍｇ，批号：
Ｊ１２ＩＳ２０５９４６）由上海源叶生物科技有限公司提供。雷公藤红
素（批号ＣＦＮ９９１９８）、吡非尼酮（批号 ＭＰ１７９１３８）由广州晶欣
生物科技有限公司提供。Ａｎｔｉ－ＰＫＢ１Ａｎｔｉｂｏｄｙ（ＬｏｔＮｏ：
ＢＳＴ１７５１４３９０）、 Ａｎｔｉ － ＰＩ３ＣＧ Ａｎｔｉｂｏｄｙ （Ｌｏｔ Ｎｏ：
ＢＯＳ６８９６ＢＰ３５３８），Ａｎｔｉ－ ＣＯＬ１Ａ１ Ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｌｏｔ Ｎｏ：
２３ＸＢ８６７Ｊ８６８Ｅ１０）以上均为武汉博士德生物有限公司提供。
ＰＴＥＮＰｏｌｙｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ（Ｌｏｔ：５８１４）为美国ＳＡＢ（ＳｉｇｎａｌｗａｙＡｎ
ｔｉｂｏｄｙ）公司提供。总 ＲＮＡ提取试剂盒（ＴｏｔａｌＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ，ＬＳ１０４０），逆转录试剂盒（ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ，Ｋ１６２２），染料法ｑＰＣＲ试剂（批号＃Ａ２５７４２），Ｏｌｉｇｏ
合成均为广州艾基生物技术有限公司。引物序列见表１。

表１　引物序列

基因 引物序列

ＰＴＥＮ－Ｆ ５’－ＴＣＣＴＧＣＡＧＡＡＡＧＡＣＴＴＧＡＡＧＧＴＧ－３’
ＰＴＥＮ－Ｒ ５’－ＡＡＧＴＴＣＴＡＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＧＴＴ－３’
ＰＩ３Ｋ－Ｆ ５’－ＧＧＡＣＴＴＡＧＡＧＴＧＴＧＣＣＡＡＧＡＣＡ－３’
ＰＩ３Ｋ－Ｒ ５’－ＣＣＴＣＡＣＡＡＡＣＧＧＣＡＧＣＧＴＣＡ－３’
ＰＫＢ－Ｆ ５’－ＡＣＴＣＡＴＴＣＣＡＧＡＣＣＣＡＣＧＡＣ－３’
ＰＫＢ－Ｒ ５’－ＡＣＴＣＡＴＴＣＣＡＧＡＣＣＣＡＣＧＡＣ－３’
β－ＡＣＴＩＮ－Ｆ ５’－ＧＣＴＴＣＴＴＴＧＣＡＧＣＴＣＣＴＴＣＧ－３’
β－ＡＣＴＩＮ－Ｒ ５’－ＧＧＣＣＴＣＧＴＣＡＣＣＣＡＣＡＴＡＧ－３’

　　注：Ｆ表示正向引物（ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ）；Ｒ表示反向引物（ｒｅｖｅｒｓｅ

ｐｒｉｍｅｒ）。

１．３　仪器　ＭＡＸⅡ型非束缚小动物肺功能测量仪（美国
ＢＵＸＣＯ），ＬＸ－１００手掌型离心机、ＬＥＧＡＣＩ－８０℃超低温冰箱
（美国电热），Ｆａｓｔ－２４匀浆机（ＨａｒｔｏｎｏＩｓｔａｎａｎＴｅｋｎｏｌｏｇｉ公
司），酶标仪（ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭｋ３型）和ＢｉｏＭａｔｅ３Ｓ紫外可见分光光
度计（赛默飞世尔科技有限公司），ＧＬ－３２５０Ａ磁力搅拌器（江
苏海门其林贝尔仪器制造有限公司），ＹＸＱ－ＬＳ－３０ＳⅡ型立
式压力蒸汽灭菌器（上海博迅实业有限公司医疗设备厂），

ＪＳ－６８０Ａ自动凝胶图像分析仪（上海培清科技有限公司），
ＳｔｅｐＯｎｅＱＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ），ＳＫＧ－０１电热恒温干
燥箱（湖北省黄石市医疗器械厂），ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ洁净工作台
（苏净集团苏州安泰空气技术有限公司），ＴＰ１０２０－１自动组织
脱水处理机、ＥＧ１１５０Ｃ冷台、ＳＴ５０２０全自动染色机（徕卡显微
系统上海有限公司），ＢＸ５１＋ＣＣＤ＋照相装置病理图像分析系
统（日本ＯＬＹＭＰＵＳ），Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ６．０（ＩＰＰ）显微镜图像分
析软件，Ｍｏｔｉｃ全自动数字切片扫描系统（ＭｏｔｉｃＤＳＡｓｓｉｓｔａｎｔＬｉ
ｔｅ，Ｈｔｔｐ：／／１９２．１６８．１０６．１６９／ｄｓｅ）等均由北京中医药大学东直
门医院和广州南方学院云康医学与健康学院科研实验中心及

云康集团病理学实验室提供。

２　方法
２．１　分组、模型制备与给药　４０只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠适应性饲养
两周后，以体质量为区组随机分为４组：正常组、模型组、雷公
藤红素组、吡非尼酮组。参照文献［１８－１９］制备肺纤维化小
鼠模型：除正常组外，其余各组均于第１天和第１４天麻醉，气
管滴入博来霉素（５ｍｇ·ｋｇ－１），正常组注入等量生理盐水。造

模成功后，雷公藤红素组以１ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌胃，１次·ｄ－１。
吡非尼酮组以５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌胃，１次·ｄ－１。正常组及
模型组给予相同用量的生理盐水灌胃。疗程２８ｄ，给药结束第
２天取材。
２．２　实时荧光定量ＰＣＲ法检测肺匀浆中ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＰＫＢ及
ＩＬ－１７βｍＲＮＡ表达　制备肺匀浆液，１２０００ｇ，４℃，离心１０
ｍｉｎ后取上层水相置于无菌ＥＰ管中，－８０℃冰箱储存。将 －
８０℃冰箱冻存的部分肺组织取出置于液氮瓶内，提取组织总
ＲＮＡ。按逆转录试剂盒说明配制逆转录反应液：在 ＥＰ管中加
入相同量的约 ０．５μｇ的模板 ＲＮＡ，１μＬＯｌｉｇｏ（ｄＴ）１８引物，
ＤＥＰＣ水定容至１２μＬ，ｄＮＴＰｍｉｘ２μＬ，５×ｒｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ４μＬ，
ＲｉｂｏｌｏｃｋＴＭＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ１μＬ，ＲｅｖｅｒＡｉｄＭ－ＭｕＬＶ反
转录酶１μＬ，总反应体积２０μＬ，离心３０ｓ，４２℃水浴６０ｍｉｎ
进行反转录，７０℃水浴５ｍｉｎ灭活逆转录酶，进行第一链ｃＤＮＡ
合成反应，将全部 ｃＤＮＡ置于 －２０℃冰箱保存。（荧光定量
ＰＣＲ：把样本从－２０℃冰箱拿出，离心混匀，把染料和目的基
因引物、内参（β－Ａｃｔｉｎ）于４℃冰箱融化。按说明书计算配比
量一次加入８联排中，放入实时荧光定量 ＰＣＲ仪进行反应。
反应条件：预变性９５℃ １０ｍｉｎ，变性９５℃ １５ｓ，退火６０℃ １
ｍｉｎ；４０个循环。取得扩增曲线、扩增产物熔解曲线及 Ｃｔ值。
结果判断以扩增曲线中Ｃｔ值（２０～２８ｃｙｃｌｅｓ）大小为依据判定
荧光定量实验的准确性，以扩增产物熔解曲线呈现单波峰来判

断反应特异性良好，结果有效，计算得到目的基因相对于 β－
Ａｃｔｉｎ基因的相对定量。
２．３　取材与病理标本制备　４％多聚甲醛固定肺组织４８ｈ，常
规包埋、切片厚４μｍ，ＨＥ及Ｍａｓｓｏｎ染色，光镜观察并拍照，评
估Ｍａｓｓｏｎ染色肺组织中的胶原沉积，蓝色为阳性表达，每张扫
描切片随机计数６个视野，使用 Ｆｉｊｉ软件计算胶原容积分数
（Ｃｏｌｌａｇｅｎｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ，ＣＶＦ），并进行统计分析。
２．４　免疫组化法检测肺组织中ＰＴＥＮ及Ⅰ型胶原蛋白定位表
达　常规脱蜡水化→ｐＨ值６．０柠檬酸钠缓冲液进行抗原修
复→加一抗 ４℃过夜→加生物素化小鼠抗兔 ＩｇＧ→ＤＡＢ染
色→苏木素复染。以 ＰＢＳ代替一抗作阴性对照，以已知阳性
片作阳性对照。阳性表达为棕黄色。在各组切片中随机选取

５个高倍（４００×）镜下视野，采用ＩｍａｇｅＪ图像处理软件，检测阳
性显色平均光密度值，将所得数据整理并进行统计学分析。

２．５　统计学处理　定量资料的描述采用均数加减标准差法
（珋ｘ±ｓ），数据符合正态分布，且方差齐，组间比较采用单因素方
差分析（ＯＮＥ－ＷＡＹＡＮＯＶＡ）法，若数据不符合正态分布，用秩
和检验，结果以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。采用统计软件
ＳＰＳＳ２６．０进行数据分析。作图采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件。
３　结果
３．１　小鼠一般情况　正常组小鼠活动敏捷，毛色亮白，精神良
好，大小便正常，无死亡。模型组小鼠毛色发黄暗淡无光泽，体

质量减轻，呼吸音增粗、呼吸频率增快、偶有咳嗽、气喘。治疗

组上述症状有不同程度地改善。模型组死亡３只、雷公藤红素
组死亡２只，吡非尼酮组死亡１只。
３．２　雷公藤红素对肺纤维化小鼠肺组织病理形态的影响　正

３９
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常组肺泡结构完整，大小均一，无明显炎症反应，肺泡上皮细胞

排列整齐，模型组小鼠明显出现肺组织结构破坏，肺间质炎细

胞浸润，肺泡间隔增厚，细支气管壁及肺间质胶原增多，部分肺

泡上皮细胞脱落进入肺泡腔，雷公藤红素及吡非尼酮给药组炎

症反应减轻，肺泡间隔增厚减轻，细支气管壁及肺间质胶原减

少。见插页ⅩⅤ图１。
３．３　雷公藤红素对肺纤维化小鼠肺组织胶原沉积的影响　
Ｍａｓｓｏｎ染色观察细支气管周围胶原纤维含量，与正常组比较，
模型组胶原纤维沉积显著增加（Ｐ＜００５）；与模型组比较，雷
公藤红素组及阳性对照组胶原纤维沉积明显减轻（Ｐ＜００５）。
与阳性对照组比较，雷公藤红素组胶原纤维沉积减轻（Ｐ＜
００５）。见插页ⅩⅥ图２、表２。

表２　雷公藤红素对各组小鼠肺组织胶原沉积的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 剂量／（ｍｇ·ｋｇ－１） ＣＶＦ／（％）

正常组　　　 １０ － ３９．６４±７．２３１）

模型组　　　 ７ － ７１．４２±８．６３２）

雷公藤红素组 ８ １ ５７．７８±７．６０３）

吡非尼酮组　 ９ ５０ ４９．９２±１１．７４４）

　　注：２）与正常组相比，Ｐ＜００１；３）与正常组相比，Ｐ＜００１；１）与模

型组相比，Ｐ＜００１；３）与模型组相比，Ｐ＜００５；４）与模型组相比，

Ｐ＜００１。

３．４　雷公藤红素对小鼠肺组织中 ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＰＫＢ及 ＩＬ－
１７βｍＲＮＡ表达的影响　与正常组相比，模型组小鼠肺组织中
ＰＴＥＮ表达明显降低，ＰＩ３Ｋ、ＰＫＢ及 ＩＬ－１７βｍＲＮＡ表达显著升
高（均Ｐ＜００５）。与模型组相比，雷公藤红素组 ＰＴＥＮ表达明
显升高，ＰＩ３Ｋ、ＰＫＢ及 ＩＬ－１７βｍＲＮＡ表达有明显下降（均Ｐ＜
００５）。雷公藤红素组与吡非尼酮组差异无统计学意义。见图
３、表３。
３．５　雷公藤红素对小鼠肺泡及肺间质中 ＰＴＥＮ及 Ｉ型胶原蛋
白表达的影响　ＰＴＥＮ阳性显色于肺泡上皮细胞胞浆和胞核
（＋）。与正常组相比，模型组小鼠肺组织中ＰＴＥＮ表达显著降
低（Ｐ＜００５）；与模型组相比，雷公藤红素组ＰＴＥＮ表达显著升
高（Ｐ＜００５）。Ｉ型胶原的阳性显色区主要位于细支气管上皮
胞浆（＋），肺间质纤维细胞、成纤维细胞均（＋）。与正常组相
比，模型组小鼠肺组织中 Ｉ型胶原蛋白的表达显著升高（Ｐ＜
００５）；与模型组相比，雷公藤红素组和吡非尼酮组Ｉ型胶原蛋
白的表达有明显下降（Ｐ＜００５）。见表４、插页ⅩⅦ图４和插页
ⅩⅧ图５。
４　讨论

特发性肺纤维化（Ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＩＰＦ）是一种
肺间质结构不断被破坏及纤维化加重的疾病，临床以呼吸困

注：Ｐ＜００００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００１，Ｐ＜００５，ｎｓＰ＞００５。

图３　雷公藤红素对各组小鼠肺组织ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＰＫＢ及ＩＬ－１７βｍＲＮＡ表达的影响（珋ｘ±ｓ）

４９
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表３　雷公藤红素对各组小鼠肺组织ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＰＫＢ及

ＩＬ－１７βｍＲＮＡ表达的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
剂量／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
ＰＴＥＮｍＲＮＡ ＰＩ３ＫｍＲＮＡ ＰＫＢｍＲＮＡ ＩＬ－１７βｍＲＮＡ

正常组　　　 １０ － １．０３±０．１５２） ０．０９±０．０１２） ０．３８±０．２９２） １．０９±０．４７２）

模型组　　　 ７ － ０．４２±０．２７１） １．４３±１．１１１） ０．８１±０．１５１） ８．４２±４．０４１）

雷公藤红素组 ８ １ ０．７２±０．０９１）２）０．２５±０．１８２） ０．４７±０．１４２） ２．２９±１．７４２）

吡非尼酮组　 ９ ５０ ０．７５±０．０７１）３）０．２４±０．０７２） ０．４６±０．１４２） ２．３５±３．０７２）

　　注：１）与正常组相比，Ｐ＜００１；２）与模型组相比，Ｐ＜００１；３）与模

型组相比，Ｐ＜００５。

表４　雷公藤红素对各组小鼠肺组织中ＰＴＥＮ及

Ｉ型胶原蛋白表达的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
剂量／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
ＰＴＥＮ Ｉ型胶原

正常组　　　 １０ － １．１７±０．０１３） ０．０３±０．０１３）

模型组　　　 ７ － ０．４８±０．１１） ０．２１±０．０２１）

雷公藤红素组 ８ １ ０．８４±０．０５２）４） ０．０７±０．０１４）

吡非尼酮组　 ９ ５０ ０．８１±０．１８２）４） ０．０８±０．００４）

　　注：１）与正常组相比，Ｐ＜００１；２）与正常组相比，Ｐ＜００５；３）与模

型组相比，Ｐ＜００１；４）与模型组相比Ｐ＜００５。

难、气体弥散功能降低、限制性通气功能障碍为主要表现，目前

尚不能治愈，临床死亡率高，现有药物仅能延缓病情且不良反

应较多，吡非尼酮治疗中报告了胃肠道和皮肤相关的不良事

件［２０］，尼达尼布常导致腹泻和肝酶升高［２１］，因此新药物的开

发具有重要意义。雷公藤红素是中药材雷公藤的有效成分之

一，具有多种生物学功能，除了抗肿瘤、抗氧化、治疗肥胖等作

用，已被用于肝脏纤维化、肾脏纤维化的研究，有一定疗效，目

前在肺纤维化疾病中雷公藤红素的研究资料较少，作用靶点尚

不明确。

研究发现［２２］，在 ＩＰＦ患者的肺成纤维细胞中，ＰＩ３Ｋ－ＰＫＢ
信号被异常激活，ＰＫＢ的激活与疾病的预后不良关系密切，而
ＰＴＥＮ的活性较低。ＰＴＥＮ的脂质磷酸酶活性能够使ＰＩＰ３转变
为磷脂酰肌醇二磷酸而失活，继而抑制 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ通路，预实
验发现雷公藤红素能够激发ＰＴＥＮ的活性，减轻ＩＰＦ肺纤维化
症状。目前尚不清楚 ＰＴＥＮ和ＰＩ３Ｋ轴的改变如何调节纤维化
等慢性炎症性疾病。为了解雷公藤红素是否通过对 ＰＴＥＮ介
导ＰＩ３Ｋ－ＰＫＢ信号通路进行调控而影响ＩＰＦ患者肺纤维化进
程，特设计此实验。

博来霉素诱导的肺纤维化动物模型与人类疾病发生发展

病程相近［２３］，可用于研究肺纤维化疾病的进展机制。本研究

中模型小鼠出现肺泡隔断裂、融合，细支气管管壁及肺泡间隔

明显增厚，Ｍａｓｓｏｎ染色显示模型组小鼠细支气管管壁及肺泡
间隔胶原纤维显著增加，雷公藤红素及吡非尼酮阳性药物对照

组细支气管管壁及肺泡间隔胶原纤维明显减少。

炎症级联反应并持续扩大是 ＩＰＦ支气管和肺泡壁的结构
不断破坏及肺间质纤维化的重要机制之一［２４］。已知促进纤维

化疾病的最突出因素是 ＴＧＦ－β１。它主要由巨噬细胞释放，
介导肌成纤维细胞的活化，ＩＬ－１７β和ＴＧＦ－β１协同促进胶原
蛋白合成并抑制细胞外基质降解［２５］。ＩＬ－１７β主要由上皮细
胞、中性粒细胞和 Ｂ淋巴细胞分泌。它通过刺激来自巨噬细

胞、中性粒细胞和 Ｔｈ１７细胞的炎症介质 ＩＬ－６、ＩＬ－２３、ＴＮＦ－
α、ＩＬ－１β和趋化因子的表达，在介导肺部炎症中发挥重要作
用［５］。ＩＬ－１７β通过与 ＴＮＦ－α配合刺激 Ｔｈ１７细胞促进基因
和中性粒细胞募集基因的分泌来诱导肺纤维化［６］ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ
信号转导参与ＩＰＦ的形成，一些有应用前景的 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ抑制
剂已经显示出 ＩＰＦ治疗益处［２６］，使靶向 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ成为一种
新的抗纤维化策略。ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号通路是调节细胞生长、增
殖、运动、代谢和生存的核心信号通路之一［２７］。ＰＩ３Ｋ是一组
与质膜相关的脂质激酶，可分为三类。Ⅰ类ＰＩ３Ｋ是由ｐ１１０催
化亚基和Ｐ８５调节亚基组成的异源二聚体，以ⅠＡ类（ＰＩ３Ｋα，
ＰＩ３Ｋβ和ＰＩ３Ｋδ）和ⅠＢ类（ＰＩ３Ｋγ）４种亚型存在。在这四种亚
型中，ＰＩ３Ｋα可在人肺成纤维细胞中表达，ＰＩ３Ｋα常在与肺相
关的疾病中上调或突变，ＰＩ３Ｋγ通常在ＩＰＦ肺匀浆和成纤维细
胞中过度表达，而ＰＩ３ＫⅢ类参与自噬体膜的形成，可能影响肺
纤维化［２８］。ＰＫＢ有３种亚型：ＰＫＢ１、ＰＫＢ２和 ＰＫＢ３，其本质是
一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，可响应上游 ＰＩ３Ｋ而被激活。
ＰＫＢ１和ＰＫＢ２亚型与肺纤维化研究相关，ＰＫＢ３主要在脑组织
中表达。ＰＫＢ１介导的线粒体自噬促进了肺泡巨噬细胞的凋
亡抵抗，是肺纤维化发展的基础，而 ＰＫＢ２缺陷小鼠对博来霉
素（ＢＬＭ）诱导的肺纤维化和炎症具有保护作用，表明 ＰＩ３Ｋ／
ＰＫＢ信号通路在ＩＰＦ发展过程中发挥重要作用［２９］。肺泡及细

支气管壁上皮细胞、中性粒细胞及Ｂ淋巴细胞在ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信
号通路被激活后释放ＩＬ－１７β，促进肺泡壁及细支气管壁炎症
反应，进一步生成大量炎症介质如 ＴＮＦ－α、ＴＧＦ－β１及 ＩＬ－
１β等，并刺激成纤维细胞增生及胶原纤维增多，促使 ＥＣＭ沉
着。研究表明［３０］在 ＩＰＦ患者肺组织中，ＰＴＥＮ的活性较低，
ＰＴＥＮ可以通过对ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号通路的负性调节减轻肺组织
的炎症反应。如果药物能够激发ＰＴＥＮ的活性，就能抑制肺成
纤维细胞活化，进而抑制 ＩＰＦ肺纤维化进程。正常情况下，
ＰＴＥＮ与ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号通路处于平衡状态，ＰＴＥＮ是 ＰＩ３Ｋ／
ＰＫＢ信号转导的主要负调节因子［３１］，通过其磷酸肌醇磷酸酶

活性将 ＰＩ（３，４，５）－Ｐ３去磷酸化为 ＰＩ（４，５）Ｐ２和 ＰＩ（３，４）Ｐ２
来直接拮抗 ＰＩ３Ｋ活性。若 ＰＴＥＮ表达量升高，细支气管管壁
及肺泡壁炎症反应减轻，胶原生成减少，肺纤维化程度降

低［３２］；若ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号通路被激活，ＰＴＥＮ表达量下降，炎症
反应加重，肺纤维化程度升高［３３］。

本研究结果显示，正常肺组织中 ＰＴＥＮｍＲＮＡ及蛋白表达
量较高，ＰＩ３Ｋ、ＰＫＢ及ＩＬ－１７βｍＲＮＡ表达量较少。与正常组
相比，模型组肺组织中 ＰＴＥＮｍＲＮＡ及蛋白表达量明显降低，
ＰＩ３Ｋ、ＰＫＢ及ＩＬ－１７βｍＲＮＡ表达均增高。与模型组相比，雷
公藤红素组及阳性药物吡非尼酮组 ＰＴＥＮｍＲＮＡ及蛋白表达
量升高，雷公藤红素组的表达量高于吡非尼酮组；ＰＩ３Ｋ、ＰＫＢ
及ＩＬ－１７βｍＲＮＡ表达均明显下降（Ｐ＜００５）。提示雷公藤
红素可以减轻ＩＰＦ小鼠肺纤维化相关症状及病理表现，降低肺
间质纤维化程度，其机制可能通过上调 ＰＴＥＮ抑制 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ
信号通路，从而降低炎症反应，减缓气道结构重塑，阻止气道狭

窄等并发症发生发展。后期本课题组将使用 ＰＴＥＮ抑制剂进
一步观察雷公藤红素对ＩＰＦ肺间质结构重塑的影响，探讨雷公
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藤红素是否主要通过上调 ＰＴＥＮ降低 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号通路介
导的炎症反应，详见后续报道。
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ⅩⅤ

雷公藤红素对ＰＴＥＮ介导ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号通路改善
特发性肺纤维化的实验研究

（正文见９１－９６页）

图１　雷公藤红素对ＩＰＦ小鼠肺组织病理形态的影响（ＨＥ染色，４０×）
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ⅩⅥ

图２　雷公藤红素对ＩＰＦ小鼠肺组织胶原沉积的影响（Ｍａｓｓｏｎ染色，４０×）
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ⅩⅦ

图４　雷公藤红素对小鼠肺泡及肺间质中Ｉ型胶原蛋白表达的影响（ＩＨＣ，４０×，２００×）
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ⅩⅧ

图５　雷公藤红素对小鼠肺泡及肺间质中ＰＴＥＮ蛋白表达的影响（ＩＨＣ，４０×，２００×）
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