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摘要　 目的　 观察硫化氢（Ｈ２Ｓ）对转化生长因子⁃β１（ＴＧＦ⁃
β１）及上皮间充质转化（ＥＭＴ）过程中 Ｅ⁃钙黏素（Ｅ⁃ｃａｄ）、波
形蛋白（ＶＩＭ）、α⁃平滑肌蛋白（α⁃ＳＭＡ）表达影响，探讨 Ｈ２Ｓ
抗纤维化机制。 方法　 健康雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只，随机分为对

照组、博来霉素组、ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组、泼尼松 ＋ 博来霉素

组，１５ 只 ／组。 于造模第 ７、１４ 和 ２８ 天处死各组大鼠 ５ 只，
ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色，观察肺泡炎和肺纤维化改变程度；免疫

组化和逆转录⁃聚合酶链反应法测定各组肺组织中 ＴＧＦ⁃β１、
Ｅ⁃Ｃａｄ、ＶＩＭ 及 α⁃ＳＭＡ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达水平。 结果　 ①
ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果示对照组大鼠肺组织纤维化程度最

低，博来霉素组程度最重，ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组和泼尼松 ＋ 博

来霉素组肺组织也有肺泡炎和纤维化改变，但程度均较 博

来霉素组减轻。 ②博来霉素组、ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组、泼尼松

＋博来霉素组各时间点 ＴＧＦ⁃β１、ＶＩＭ、α⁃ＳＭＡ 的 ｍＲＮＡ 和蛋

白表达水平较对照组均有升高（Ｐ ＜ ０. ０５），但 ＮａＨＳ ＋ 博来

霉素组、泼尼松 ＋博来霉素组各时间点三者表达水平较博来

霉素组组均有降低（Ｐ ＜ ０. ０５），以 ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组第 ２８
天下降最多。 ③博来霉素组、ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组、泼尼松 ＋
博来霉素组各时间点 Ｅ⁃Ｃａｄ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水与对照

相比均有降低（Ｐ ＜ ０. ０５），但 ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组、泼尼松 ＋
博来霉素组各时间点 Ｅ⁃Ｃａｄ 表达水平较博来霉素组组均有

升高（Ｐ ＜ ０. ０５），以 ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组 ２８ ｄ 升高最多。 结

论　 Ｈ２Ｓ 可有效减轻大鼠肺纤维化程度，其机制可能与下调

ＴＧＦ⁃β１、降低 ＶＩＭ 和 α⁃ＳＭＡ 表达、增强 Ｅ⁃ｃａｄ 表达、减少

ＥＭＴ 过程发生有关。
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　 　 特发性肺间质纤维化（ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉ⁃
ｂｒｏｓｉｓ，ＩＰＦ）起病隐匿、进展迅速、病死率高，严重危

害人类健康。 多种因素参与了 ＩＰＦ 发生发展的过

程，其中“损伤修复”机制受到高度关注［１］。 近年来

研究［２］表明，ＴＧＦ⁃β１ 介导的上皮间充质转化（ ｅｐｉ⁃
ｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）过程在“损伤修

复”过程具有重要作用。 Ｈ２Ｓ 是近年来被广泛关注

的一种新型气体信号分子，其抗肺纤维化作用已得

到包括本实验室在内的国内外多个研究小组的确

认，但具体机制尚未阐明［３］。 本实验用博来霉素

（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，ＢＬＭ）气管内给药复制肺纤维化模型，
采用外源性 ＮａＨＳ 作为 Ｈ２Ｓ 供体，通过比较 Ｈ２Ｓ 干

预前后大鼠肺组织中 ＴＧＦ⁃β１ 及 ＥＭＴ 过程相关指

标 Ｅ⁃钙黏素（Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅ⁃ｃａｄ）、波形蛋白（ ｖｉｍｅｎ⁃
ｔｉｎ，ＶＩＭ）、α⁃平滑肌蛋白（ａｌｐｈａ⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，
α⁃ＳＭＡ）的表达变化，从而探讨 Ｈ２Ｓ 对肺纤维化

ＥＭＴ 过程作用机制，为靶向治疗肺纤维化提供新思

路和新方法。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 实验动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只，７ ～ ８
周龄，体质量 ２８０ ～ ３００ ｇ，购买于长沙市天勤生物技

术有限公司 （生产许可证号： ＳＣＸＫ ［湘］ ２０１４ －
００１１），动物饲养于南华大学实验动物部（使用许可

证号：ＳＹＸＫ［湘］２０２０ － ０００２）。 实验方案通过南华

大学实验动物伦理审查委员会审批（编号：Ｎ２０１９０
７０９００３），实验过程中按实验动物使用的“３Ｒ”原则

给予人道主义关怀。
１． １． ２　 主要试剂与仪器 　 醋酸泼尼松片剂（浙江

新琚医药有限 公 司 生 产， ５ ｍｇ ／片， 国 药 准 字：
Ｈ３３０２１２０７、生产批号：１４０５１７２）。 注射用盐酸博莱

霉素针剂（日本化药株式会社生产，１５ ｍｇ ／支，国药

准字：Ｈ２００９０８８５、生产批号：７４０４２２）。 ＮａＨＳ（ ｓｏｄｉ⁃
ｕｍ ｈｙｄｒｏｓｕｌｆｉｄｅ）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。 兔抗鼠 ＴＧＦ⁃
β１ 单克隆抗体和兔抗鼠 α⁃ＳＭＡ 体多克隆抗体分别

购自美国 ａｓｓａｙｂｉｏｔｅｃｈ 和美国宜康有限公司；鼠抗人

Ｅ⁃ｃａｄ 单克隆和鼠抗人 ＶＩＭ 多克隆抗体均购自美国

Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ 公司。 ＤＡＢ 显色剂购自江苏艾佳生物技
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术有限；ＲＮＡ 提取试剂盒及 ｃＤＮＡ 合成试剂盒均购

自生工生物工程（上海）股份有限公司。 主要仪器

有：光学显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司）；连续光谱酶

标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；核酸蛋白检测仪、超速冷

冻离心机（德国 ＥＰＰｅｎｄｏｒｆ 公司）；凝胶成像分析系

统（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 动物分组　 将实验动物随机均分为 ４ 组：对
照组、博来霉素组、ＮａＨＳ ＋博来霉素组、泼尼松 ＋ 博

来霉素组。 博来霉素组、ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组、泼尼

松 ＋博来霉素组气管内灌注 ＢＬＭ 溶液 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 建

立肺纤维化模型。 从造模后第 １ 天开始，ＮａＨＳ ＋ 博

来霉素组予 ＮａＨＳ 溶液 ２８ μｍｏｌ ／ （ｋｇ·ｄ）腹腔注射，
泼尼松 ＋博来霉素组予醋酸泼尼松 ０. ５６ ｍｇ ／ （ｋｇ·
ｄ）经胃管灌入，对照组和博来霉素组注射等体积生

理盐水。 于造模后第 ７、１４、２８ ｄ 随机处死各组大鼠

５ 只，将大鼠左肺组织 ４％甲醛固定后行 ＨＥ 和 Ｍａｓ⁃
ｓｏｎ 染色，ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色光学显微镜观察各组肺

泡炎和肺纤维化情况，根据 Ｓｚａｐｉｅｌ ｅｔ ａｌ［４］ 报道的评

分方法对各组 ＨＥ 切片行肺泡炎及肺纤维化程度判

断 ；免疫组化法测定各组肺组织中 ＴＧＦ⁃β１、Ｅ⁃Ｃａｄ、
ＶＩＭ 及 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达水平。 取大鼠右肺组织置

于 － １９６ ℃液氮保存，ＲＴ⁃ＰＣＲ 法测定各组肺组织中

ＴＧＦ⁃β１、Ｅ⁃Ｃａｄ、ＶＩＭ 及 α⁃ＳＭＡ 的 ｍＲＮＡ 表达水平。
１． ２． ２　 免疫组化方法（ＳＰ 法）测定各组大鼠肺组织

各指标蛋白表达　 肺组织石蜡切片，采用 ＳＰ 法按试

剂盒要求依次滴加相应浓度抗体，然后对切片依次

行显色、脱水、透明、封固、镜检，阴性对照中采用

ＰＢＳ 替代一抗行相同操作，测定各组 ＴＧＦ⁃β１、Ｅ⁃
Ｃａｄ、ＶＩＭ、α⁃ＳＭＡ 蛋白表达。
１． ２． ３ 　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法测定肺组织中各指标 ｍＲＮＡ 的

表达　 依照试剂盒要求提取总 ＲＮＡ 并合成 ｃＤＮＡ，
按相应条件加入各指标引物并扩增：其中 ＴＧＦ⁃β１
序列 Ｆ：５′⁃ＧＡＡＣＣＡＡＧＧＡＧＡＣＧＧＡＡＴＡＣＡＧ⁃３′及 Ｒ：
５′⁃ＡＡＣＣＣＡＧＧＴＣＣＴＴＣＣＴＡＡＡＧＴＣ⁃３′，退火温度 ５６
℃，扩增产物长度为 ２９９ ｂｐ；Ｅ⁃ｃａｄ 序列 Ｆ：５′⁃ＡＧＧＧ
ＴＣＴＧＡＧＡＡＧＡＣＡＧＡＡＡＣＧ⁃３′及 Ｒ：５′⁃ＧＧＡＴＡＡＡＣＴ
ＣＴＧＧＣＣＴＧＴＴＧＴＣ⁃３′，退火温度 ５７ ℃，扩增产物长

度为 ３５１ ｂｐ；ＶＩＭ 序列 Ｆ：５′⁃ＡＧＧＣＡＡＡＧＣＡＧＧＡＧＴ⁃
ＣＡＡＡＣ⁃３′及 Ｒ： ５′⁃ＴＣＴＴＣＣＡＴＴＴＣＡＣＧＣＡＴＣＴＧ⁃３′，
退火温度 ５７ ℃，增产物长度为 １１５ ｂｐ；α⁃ＳＭＡ 序列

Ｆ：５′⁃ＴＴＣＣＴＴＣＧＴＧＡＣＴＡＣＴＧＣＴＧＡＧ⁃３′及 Ｒ：５′⁃ＣＡ
ＡＴＧＡＡＡＧＡＴＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧ⁃３′，退火温度 ５５ ℃，
扩增长度为 ２０９ ｂｐ；β⁃ａｃｔｉｎ 序列 Ｆ：５′⁃ＴＣＡＧＧＴＣＡＴ⁃

ＣＡＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴ⁃３′及 Ｒ：５′⁃ＡＡＡＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡ⁃
ＡＡＡＣＧＣＡ⁃３′，退火温度 ５０ ℃，扩增长度为 ４３２ ｂｐ。
取扩增产物 ５ μｌ 经 １. ５％ 的琼脂凝胶电泳，测定扩

增条带的吸光光度值并计算 ｍＲＮＡ 的含量表达。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 医学统计软件，
计量资料用 �ｘ ± ｓ 表示，单因素方差分析及 ＬＤＳ⁃ｔ 检
验对所测的数据进行统计学分析，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色光学显微镜观察　 对照组

大鼠肺组织结构正常，ＨＥ 染色未见明显炎性细胞

渗出及出血，Ｍａｓｓｏｎ 染色表现为细支气管壁旁及肺

泡间隔内少量胶原纤维沉着。 博来霉素组于造模后

第 ７ 天、１４ 天、２８ 天均出现不同程度肺组织结构破

坏、肺泡腔萎陷变窄、塌陷融合甚至消失、肺泡间隔

增宽改变、细支气管壁旁及肺泡间隔内炎症细胞浸

润、成纤维细胞增生及蓝绿色胶原纤维沉积等改变，
以造模后第 ２８ 天时最明显。 与博来霉素组对应时

间点相比，ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组、泼尼松 ＋ 博来霉素

组大鼠肺组织在肺泡结构改变、炎症细胞浸润及胶

原纤维沉积等各方面均有不同程度减轻，且 ＮａＨＳ ＋
博来霉素组减轻程度高于泼尼松 ＋博来霉素组。 见

图 １、２。

图 １　 各组肺组织第 ２８ 天 ＨＥ　 × ４００
　 　 Ａ：对照组；Ｂ：博来霉素组 ；Ｃ：ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组；Ｄ：泼尼松 ＋
博来霉素组
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图 ２　 各组肺组织第 ２８ 天 Ｍａｓｓｏｎ 染色　 × ４００
Ａ：对照组；Ｂ：博来霉素组；Ｃ：ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组；Ｄ：泼尼松 ＋ 博来霉素组

图 ３　 各组肺组织第 ２８ 天 Ｅ⁃ｃａｄ 免疫组化　 × ４００
Ａ：对照组；Ｂ：博来霉素组；Ｃ：ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组；Ｄ：泼尼松 ＋ 博来霉素组

２． ２　 肺泡炎及肺纤维化程度判断　 对各组肺组织

ＨＥ 染色切片进行肺纤维化程度半定量评分，比较

造模后第 ７、１４、２８ 天各组肺组织肺泡炎及肺纤维化

程度，结果显示各组之间差异有统计学意义（Ｆ ＝
２８６. ９１、２０６. １６０、３５７. ５３，Ｐ ＜ ０. ０５）。 其中博来霉素

组、ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组、泼尼松 ＋ 博来霉素组各时

间点肺纤维化程度较对照组有不同程度增强（均 Ｐ
＜ ０. ０５），以博来霉素组造模后第 ２８ 天降低最多；
ＮａＨＳ ＋博来霉素组、泼尼松 ＋ 博来霉素组各时间点

肺纤维化程度低于博来霉素组（均 Ｐ ＜ ０. ０５），以
ＮａＨＳ ＋博来霉素组造模后第 ２８ 天降低最多。 见

表 １。

表 １　 肺泡炎及肺纤维化程度分级积分（ｎ ＝ ５，�ｘ ± ｓ）

组别 第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２８ 天

对照 ０ ０ ０
博来霉素 ３． ２７ ± ０． １５８∗ ３． ５３ ± ０． ３０７∗ ３． ８９ ± ０． ２０１∗

ＮａＨＳ ＋博来霉素 １． ８１ ± ０． １２３∗＃ ２． １１ ± ０． ２１６∗＃ ２． １３ ± ０． １８５∗＃

泼尼松 ＋博来霉素 ２． ５３ ± ０． ３１１∗＃▲２． ７１ ± ０． １２６∗＃▲２． ８２ ± ０． ２７５∗＃▲

　 　 与对照组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５；与博来霉素组比较： ＃ Ｐ ＜ ０. ０５；与

ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组比较：▲Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３　 各组肺组织 Ｅ⁃ｃａｄ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达变化　
比较造模后第 ７、１４、２８ 天各组肺组织 Ｅ⁃ｃａｄ 蛋白及

ｍＲＮＡ 表达水平，结果显示各组之间差异有统计学

意义 （Ｆ ＝ ３０. ８３３、３７. ４０７、１００. ７６，Ｐ ＜ ０. ０５；Ｆ ＝
２１４. １７９、２７１. ２２、２６６. ２００，Ｐ ＜ ０. ０５）。 其中博来霉

素组、ＮａＨＳ ＋博来霉素组、泼尼松 ＋ 博来霉素组 Ｅ⁃
ｃａｄ 蛋白和 ｍＲＮＡ 含量在各时间点较对照组均有下

降（均 Ｐ ＜ ０. ０５），其中 博来霉素组于造模后第 ２８
天时下降最多；但 ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组、泼尼松 ＋ 博

来霉素组 Ｅ⁃ｃａｄ 蛋白和 ｍＲＮＡ 含量在各时间点较博

来霉素组有升高（Ｐ ＜ ０. ０５），其中以 ＮａＨＳ ＋ 博来霉

素组造模后第 ２８ 天升高最多。 见图 ３、４ 和表 ２。
２． ４　 各组大鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１ 、ＶＩＭ、α⁃ＳＭＡ 蛋白

及 ｍＲＮＡ 的表达变化　 比较造模后第 ７、１４、２８ 天各

组肺组织 ＴＧＦ⁃β１、ＶＩＭ、α⁃ＳＭＡ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达水

平，结果发现各组之间差异有统计学意义 （Ｆ ＝
４０. ２７８、６１. ８６８、７１. ００４，Ｆ ＝ ６０. ７９５、７５. ４０７、６２. ６７２，Ｐ
＜ ０. ０５；Ｆ ＝ ５１２. ０５７、８６４. ７８１、９０９. ９６０，Ｆ ＝５２. ３０１、
６６. ５０３、 ４８. ３４４， Ｐ ＜ ０. ０５； Ｆ ＝ ３８７. ３７０、 ３４７. ６２３、
１ ７０８. ９４０，Ｆ ＝ ２２６. ５３４、２１９. ５１３、７７８. ０６４，Ｐ ＜ ０. ０５）。
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其中博来霉素组、ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组、泼尼松 ＋ 博

来霉素组 ＴＧＦ⁃β１、ＶＩＭ、α⁃ＳＭＡ 蛋白和 ｍＲＮＡ 含量

在各时间点较对照组有升高（均 Ｐ ＜ ０. ０５），以博来

霉素组造模后第 ２８ 天升高最多；ＮａＨＳ ＋ 博来霉素

组、泼尼松 ＋ 博来霉素组 ＴＧＦ⁃β１、ＶＩＭ、α⁃ＳＭＡ 蛋白

和 ｍＲＮＡ 含量在各时间点较博来霉素组有降低（均
Ｐ ＜ ０. ０５），以 ＮａＨＳ ＋博来霉素组造模后第 ２８ 天降

低最多。 见图 ５ ～ ７ 和表 ３ ～ ５。

表 ２　 各组大鼠肺组织 Ｅ⁃ｃａｄ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达（ｎ ＝ ５，�ｘ ± ｓ）

组别
Ｅ⁃ｃａｄ 蛋白 ＯＤ 值

第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２８ 天

Ｅ⁃ ｃａｄ ｍＲＮＡ ＯＤ 值

第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２８ 天

对照 ６７． ８ ± ０． ７３４ ６８． ０ ± ０． ６６５ ６８． ３ ± ２． ３８ １． １９ ± ０． ０８４ １． ２４ ± ０． ０７３ １． ２６ ± ０． ０３９
博来霉素 ５３． ２ ± ０． ８８３∗ ５１． ６ ± １． ０１９∗ ４９． ８ ± １． ４３∗ ０． ７８ ± ０． ０４８∗ ０． ７２ ± ０． ０６１∗ ０． ６３ ± ０． ０４５∗

ＮａＨＳ ＋ 博来霉素 ５９． ８ ± ０． ９４８ａ∗＃ ６１． ０ ± ０． ９３２∗＃ ６２． ９ ± ２． １２∗＃ ０． ９４ ± ０． ０７８∗＃ １． ０８ ± ０． １１６∗＃ １． １７ ± ０． １０１∗＃

泼尼松 ＋ 博来霉素 ５４． ９ ± １． ３３９∗＃▲ ５５． ９ ± １． １５∗＃▲ ５７． １ ± １． ７１３∗＃▲ ０． ８５ ± ０． ０７２∗＃▲ ０． ９０ ± ０． ０６８∗＃▲ ０． ９７ ± ０． ０４６∗＃▲

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与博来霉素组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组比较：▲Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 各组肺组织 Ｅ⁃ｃａｄ、ＴＧＦ⁃β１、ＶＩＭ、α⁃ＳＭＡ 的 ｍＲＮＡ 表达

Ａ：对照组；Ｂ：博来霉素组；Ｃ：ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组；Ｄ：泼尼松 ＋ 博来霉素组；Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

图 ５　 各组肺组织第 ２８ 天 ＴＧＦ⁃β１ 免疫组化　 × ４００
Ａ：对照组；Ｂ：博来霉素组；Ｃ：ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组；Ｄ：泼尼松 ＋ 博来霉素组

图 ６　 各组肺组织第 ２８ 天 ＶＩＭ 免疫组化　 × ４００
Ａ：对照组；Ｂ：博来霉素组；Ｃ：ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组；Ｄ：泼尼松 ＋ 博来霉素组
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３　 讨论

　 　 Ｈ２Ｓ 是近年来被广泛关注的一种新型气体信号

分子，具有抗炎、抗氧化应激、抗增殖、抗凋亡、调节

血管张力、修复血管损伤等生物学作用，在肺、肝、
肾、心脏等多种疾病中发挥重要作用［５］。 哺乳动物

体内内源性 Ｈ２Ｓ 主要是以体内半胱氨酸为底物，由
胱硫醚 γ 裂解酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅ⁃γ⁃ｌｙａｓｅ，ＣＳＥ）和半胱

氨酸在磷酸吡多醛⁃５′⁃磷酸⁃依赖性酶胱硫醚 β 合成

酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅ⁃β⁃ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＢＳ）催化形成，而外源

性 Ｈ２Ｓ 主要可以 ＮａＨＳ 为供体，其进入体内后可解

释离为 Ｎａ ＋ 和 ＨＳ － ，后者与体内 Ｈ ＋ 结合生成 Ｈ２Ｓ。
Ｔａｎ ｅｔ ａｌ［６］ 已在多种纤维化动物模型中发现血浆

Ｈ２Ｓ 水平有降低，外源性补充 Ｈ２Ｓ 可部分逆转纤维

化器官的纤维化，因此其被认为是潜在抗纤维化治

疗靶点。 Ｈａｍｅｌｅｔ ｅｔ ａｌ［７］ 发现小鼠缺失 ５⁃磷酸吡多

醛依赖性酶后，内源性 Ｈ２Ｓ 合成减少，小鼠肺纤维

化形成，由此可以推测内源性 Ｈ２Ｓ 与肺纤维化的病

理过程有关。 孙　 丹 等［８］通过 ２７ 例 ＩＰＦ 患者和 ２８
名健康体检者对比发现肺纤维化患者血浆中Ｈ２ Ｓ

图 ７　 各组肺组织第 ２８ 天 α⁃ＳＭＡ 免疫组化　 × ４００
Ａ：正常组；Ｂ：博来霉素组 ；Ｃ：ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组；Ｄ：泼尼松 ＋ 博来霉素组

表 ３　 各组大鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达（ｎ ＝ ５，�ｘ ± ｓ）

组别
ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ ＯＤ 值

第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２８ 天

ＴＧＦ⁃β１ 蛋白 ＯＤ 值

第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２８ 天

对照 ０． ６３８ ± ０． ０３６ ０． ６４８ ± ０． ０３５ ０． ６４ ± ０． ０４５ ０． ３８ ± ０． ０２９ ０． ３７ ± ０． ０２５ ０． ３９ ± ０． ０２４
博来霉素 １． ０２ ± ０． ０６６∗ １． １６ ± ０． ０４２∗ １． ２８ ± ０． ０７７∗ ０． ８０８ ± ０． ０７２∗ ０． ８４６ ± ０． ０６４∗ ０． ８９８ ± ０． ０７１∗

ＮａＨＳ ＋ 博来霉素 ０． ７２ ± ０． ０２２∗＃ ０． ７８ ± ０． ０５４∗＃ ０． ８４ ± ０． ０３３∗＃ ０． ５３ ± ０． ０６８∗＃ ０． ５６ ± ０． ０７９∗＃ ０． ５８ ± ０． ０７０∗＃

泼尼松 ＋ 博来霉素 ０． ７９ ± ０． ０５１∗＃▲ ０． ８９ ± ０． ０８０∗＃▲ ０． ９６ ± ０． １１８∗＃▲ ０． ６３ ± ０． ０７１∗＃▲ ０． ６６ ± ０． ０４２∗＃▲ ０． ６７ ± ０． ０４３∗＃▲

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与博来霉素组比较，＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组比较：▲Ｐ ＜ ０. ０５

表 ４　 各组大鼠肺组织 ＶＩＭ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达（ｎ ＝ ５，�ｘ ± ｓ）

组别
ＶＩＭ ｍＲＮＡ ＯＤ 值

第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２８ 天

ＶＩＭ 蛋白 ＯＤ 值

第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２８ 天

对照 ０． ５１２ ± ０． ０３２ ０． ４９９ ± ０． ０２７ ０． ５１４ ± ０． ０５３ ５６． ０ ± １． ４６７ ５７． ２ ± １． ２８４ ５６． ８ ± １． ２６４
博来霉素 ０． ８４２ ± ０． ０４４∗ ０． ８７６ ± ０． ０６２∗ ０． ９１２ ± ０． ０６７∗ ８６． ６ ± １． ５４５∗ ９４． ０ ± １． ４３０∗ ９８． ８ ± １． ９０３∗

ＮａＨＳ ＋ 博来霉素 ０． ５７４ ± ０． ０６９∗＃ ０． ５９５ ± ０． ０５５∗＃ ０． ６０２ ± ０． ０５１∗＃ ６５． １ ± ０． ９５１ ∗＃ ６６． ５ ± １． ０２９∗＃ ６７． ５ ± １． １７４∗＃

泼尼松 ＋ 博来霉素 ０． ６８２ ± ０． １３７∗＃▲ ０． ７０３ ± ０． ０４２∗＃▲ ０． ６７６ ± ０． ０４３∗＃▲ ７２． ２ ± １． ０３１∗＃▲ ７４． ４ ± ０． ９５３∗＃▲ ７８． ３ ± ０． ６７８∗＃▲

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与博来霉素组比较，＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组比较：▲Ｐ ＜ ０. ０５

表 ５　 各组大鼠肺组织 α⁃ＳＭＡ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达（ｎ ＝ ５，�ｘ ± ｓ）

组别
α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ ＯＤ 值

第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２８ 天

α⁃ＳＭＡ 蛋白 ＯＤ 值

第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２８ 天

对照 ０． ４６７ ± ０． ００８ ０． ４７４ ± ０． ０１０ ０． ４６３ ± ０． ０１９ ７９． ６ ± ０． ７９０ ８０． ２ ± ０． ５８３ ８１． ２ ± ０． ７４８
博来霉素 ０． ６１９ ± ０． ０１３ ∗ ０． ７５２ ± ０． ０３０∗ ０． ９０９ ± ０． ００７∗ ９９． ８ ± ０． ７３４∗ １１１． ４ ± ２． ８２２∗ １３０． １ ± １． ８７２∗

ＮａＨＳ ＋ 博来霉素 ０． ５３１ ± ０． ００９ ∗＃ ０． ５８２ ± ０． ０９３ ∗＃ ０． ６１４ ± ０． ０１５ ∗＃ ８３． ５ ± １． ４６２ ∗＃ ８８． ３ ± ０． ７１０∗＃ ９１． ６ ± ０． ２０９∗＃

泼尼松 ＋ 博来霉素 ０． ５９６ ± ０． ００８∗＃▲ ０． ６８５ ± ０． ０１１∗＃▲ ０． ７７３ ± ０． ０１６∗＃▲ ８９． １ ± ０． ８２１∗＃▲ ９５． ０ ± ０． ５０６∗＃▲ ９８． ９ ± ０． ９５１∗＃▲

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与博来霉素组比较，＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组比较：▲Ｐ ＜ ０. ０５
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含量比健康者明显降低，急性加重时 Ｈ２Ｓ 含量明显

高于症状缓解时，随着肺纤维化病变的进展，Ｈ２Ｓ 含

量无明显下降，提示 Ｈ２Ｓ 与肺纤维化严重程度密切

相关。 本实验结果显示，博来霉素组肺泡炎及肺纤

维化程度积分明显高于正常对照组，提示博来霉素

致肺纤维化模型造模成功；ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组大鼠

的肺泡炎及肺纤维化程度较正常对照组有升高，但
较博来霉素组及泼尼松 ＋ 博来霉素组有减轻，提示

Ｈ２Ｓ 可有效降低肺泡炎及肺纤维化程度，进一步完

善其机制研究可为肺纤维化的治疗提供新策略。
　 　 Ｆａｎｇ ｅｔ ａｌ［９］ 研究发现外源性 Ｈ２Ｓ 通过下调

ＴＧＦ⁃β１ 表达抑制人类成纤维细胞（ＭＲＣ５）迁移、增
殖和转型为肌成纤维细胞，抑制损伤后异常修复过

程，减轻肺纤维化。 Ｇａｏ ｅｔ ａｌ ［１０］在外源性 Ｈ２Ｓ 对肺

纤维化大鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１ 及结缔组织生长因子的

干预作用实验中发现，ＢＬＭ 造模后第 ７、１４、２８ 天大

鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１ 及 ＣＴＧＦ 蛋白的表达有明显升高。
给予 ＮａＨＳ 处理后各期肺组织 ＴＧＦ⁃β１ 及 ＣＴＧＦ 蛋

白表达均有显著下降，进一步证实 Ｈ２Ｓ 抗肺纤维化

机制可能与抑制 ＴＧＦ⁃β１ 有关。 ＴＧＦ⁃β１ 是促进纤

维细胞激活并向肌成纤维细胞转型的关键作用因

子，其功能的发挥依赖于 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄｓ 信号转导

通路调控。 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄｓ 信号通路作为目前公认

的主要致纤维化通路，除作用于成纤维细胞外，还是

诱导 ＥＭＴ 过程的关键途径［１１］。 ＥＭＴ 是指上皮细胞

在细胞因子如 ＴＧＦ⁃β１ 等介导下失去其特定的内皮

细胞标记物如 Ｅ⁃Ｃａｄ，转变为拥有间质标记（如 α –

ＳＭＡ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）的肌成纤维细胞并在受损肺泡基

底膜处聚集，转变成“成纤维细胞灶”并促进细胞外

基质过量分泌（如Ⅰ型胶原蛋白）和肺纤维化发生

的过程［１２］。 郭春玉 等［１３］已表明 ＥＭＴ 与肺纤维化、
心包纤维化、肾脏纤维化及类癌纤维相关等疾病密

切相关，是成纤维化细胞灶的重要来源之一。 Ｂａｉ
ｅｔ ａｌ［１４］研究表明外源性 Ｈ２Ｓ 可通过调节 ＴＧＦ⁃β１ ／
Ｓｍａｄ２ ／ ３ 信号通路抑制百草枯诱导的 Ａ５４９ 细胞上

皮间充质转化过程减轻肺纤维化。 于是课题组推测

Ｈ２Ｓ 可通过 ＴＧＦ⁃β１ 介导抑制 ＥＭＴ 过程，减轻肺纤

维化。 本实验通过 ＳＰ 及 ＰＣＲ 法测定 ＢＬＭ 致大鼠

肺纤维化模型中 Ｅ⁃ｃａｄ、ＴＧＦ⁃β１、ＶＩＭ 和 α⁃ＳＭＡ 的

表达水平，结果显示：与对照组相比，博来霉素组从

第 ７ 天开始 ＴＧＦ⁃β１ 及间质标志物 ＶＩＭ、α⁃ＳＭＡ 的

蛋白和 ｍＲＮＡ 水平不断增强，而上皮细胞标志物 Ｅ⁃
ｃａｄ 的蛋白和 ｍＲＮＡ 水平均出现持续降低，肺纤维

化程度逐渐发生，提示模型组大鼠肺组织造模成功

并出现了 ＥＭＴ 改变，由此推测 ＥＭＴ 为肺纤维化发

生重要过程，且与 ＴＧＦ⁃β１ 密切相关，阻断该过程有

可能会减轻肺纤维化。 糖皮质激素如泼尼松片是一

种传统抗纤维化药物，但临床因副作用大及总体获

益有限等原因已不被临床推荐，但仍被认为对照实

验疗效分析常规药物。 本实验加入 ＮａＨＳ 及泼尼松

进行干预后发现各时间点 ＮａＨＳ ＋ 博来霉素组和泼

尼松 ＋ 博来霉素组 ＴＧＦ⁃β１、ＶＩＭ 和 α⁃ＳＭＡ 蛋白和

ｍＲＮＡ 水平较博来霉素组有不同程度降低，而 Ｅ⁃ｃａｄ
的蛋白和 ｍＲＮＡ 水平较博来霉素组有不同程度升

高，且均以 ＮａＨＳ ＋博来霉素组第 ２８ 天时明显，提示

Ｈ２Ｓ 可能通过降低 ＴＧＦ⁃β１ 水平抑制 ＥＭＴ 过程减轻

肺纤维化。
　 　 ＩＰＦ 病死率高且预后极差，严重危害人类健康，
依据 ２０１８ 年特发性肺纤维化诊断临床实践指

南［１５］，目前尚无特效治疗药物。 近年来吡啡尼酮、
尼达尼布等新型抗纤维化药物相继问世，但因其价

格昂贵且副作用大、疗效不完全确切，临床尚未广泛

使用。 深究 Ｈ２Ｓ ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ ＥＭＴ 信号通路，不仅可进

一步揭示肺纤维化发生机制，还可为靶向治疗肺纤

维化提供新方向。
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ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ，１５ ｒａｔｓ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ． ５ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ ａｔ ｒａｎｄｏｍ ｉｎ ７ｔｈ， １４ｔｈ ａｎｄ ２８ｔｈ ｄａｙ． Ｔｈｅ
ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ａｌｖｅｏｌｉｔｉｓ ａｎｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１，Ｅ⁃ｃａｄ，
ＶＩＭ，α⁃ＳＭＡ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉ ｓｔｒｙ ａｎｄ ＲＴ⁃ＰＣＲ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ① ＨＥ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｈａｄ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｄｅｇｒｅｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｅｖｅｒｅ ｉｎ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ
ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＮａＨＳ ＋ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ ＋ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｌｓｏ ｈａｄ ａｌｖｅｏｌｉｔｉｓ ａｎｄ ｆｉｂｒｏ⁃
ｓｉｓ ｃｈａｎｇｅｓ，ｂｕｔ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ Ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ． ② Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖ⁃
ｅｌｓ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１， ＶＩＭ ａｎｄ α⁃ＳＭＡ ｉｎ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ，ＮａＨＳ ＋ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ ＋ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ａｌｌ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ７ｔｈ， １４ｔｈ ａｎｄ ２８ｔｈ ｄａｙ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｔｈｅｍ ｉｎ ＮａＨＳ ＋ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ ＋ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ
ｇｒｏｕｐａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ ２８ｔｈ ｄａｙ ｉｎ ＮａＨＳ ＋ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ． ③ Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｅ⁃Ｃａｄ ｉｎ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ，ＮａＨＳ ＋ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ ＋ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ａｌｌ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ７ｔｈ， １４ｔｈ ａｎｄ ２８ｔｈ ｄａｙ（Ｐ ＜ ０. ０５）， ｂｕｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｅ⁃Ｃａｄ ｉｎ⁃
ＮａＨＳ ＋ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ ＋ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ
（Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ ２８ｔｈ ｄａｙ ｉｎ ＮａＨＳ ＋ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｈ２Ｓ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ， ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＥＭＴ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅ⁃ｃａｄ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１，ＶＩＭ ａｎｄ α⁃ＳＭＡ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｓｕｌｆｉｄｅ；ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；ＴＧＦ⁃β１
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