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益肺化纤方治疗肺纤维化的实验研究

张纤难 王辛秋 李兰群 韩春生 晃恩祥

(中日友好医院
,

北京 l 0 0() 29 )

提要 肺纤维化是现代临床难治病
,

迄今缺乏有效

疗法
。

为探讨经验方
“
益肺化纤方

”

治疗本病 的机

理
,

选用 iW st ar 大鼠 40 只
,

随机分组
。

采用雾化吸

人平阳霉素的方法造模 成功后
,

通过与对照组 的比

较
,

观察
“
益肺化纤方

”

对鼠纤维化的作用 ; 病理学

实验证实
,

中药对于肺纤维化具有 良好 的拮抗作用
。

初步认为其作用机理与调节免疫功能
、

改善血液流变

学状态有关 ; 因此认为
, “
益肺化纤方

”

是一种符合

中西 医理论的安全有效防治肺纤维化的方药
,

具有广

泛的应用前景
,

值得进一步开发研究
。

关键词 肺纤维化 中医药 实验研究

肺纤维化是临床难治病
。

目前尚无有效治

法
。 “
益肺化纤方

”

主要 由黄蔑
、

太子参
、

麦

冬
、

三七
、

苏子
、

牛膝
、

虎杖
、

鱼腥草
、

甘草

等药物组成
,

是我科在近 7 年的临床实践中反

复摸索逐渐形成 的协定方
。

具有益气润肺
)

化

痕解毒
、

止咳平喘祛涎之功效
,

通过长期临床

观察
,

发现此方对肺纤维化具有 良好 的治疗效

果
。

为进一步探讨其作用机制
,

用该药对大 鼠

肺纤维化模型的有关指标进行实验研究
。

实验材料

1
.

实验动物 健康 W ist ar 大鼠 4 0 只
,

雌

雄不拘
,

体重 2 0 0 士 2 0 克
。

购 自中国中医研究

院实验动物研究所
。

2
.

实验药物

2
.

1 益肺化纤方 依 临床配伍方法
,

选

用地道药材按传统方法煎煮
,

配成 1 克生药 /

毫升
。

具体方法参照 《中医科研设计与统计方
法 》 执行 l()

。

2
.

2 平阳霉素 天津太河制药有 限公 司

生产
。

规格
: 8 毫克 / 支

,

批号
: 9 608 0 20

2
.

3 氢化考 的松 天津市生物化学制药

厂生产
,

规格
:

50 毫克 /支
,

批号 : 9 5 0 9 0 80

2
.

4 实验仪器 日本产 N J
一

2 0 00 酶标仪 ;

军事医学 科学 院实 验仪器厂产 LT P
一

A 离心涂

片机 ; 日本产 05 P R
一

2 2 冷冻离心机
。

实验方法

1
.

I P F 大 鼠模型 的制备 在 清醒状态下
,

每次将 2 只大 鼠放人一长
、

宽
、

高各 4 c0 m 与

超声雾化器相连通的透明玻璃盒中
。

通过雾化

管向盒 内喷人雾化液
。

2
.

o ml 雾 化液 中平阳霉

素用 0 9 % N a CI 稀释 至 Zm g / ml
。

各组均喷 人

一次
,

每次 10 分钟
。

2
.

分组及给药方法 随机分为 四组
,

每

组 10 只
。

单 纯 造 模 组
: 生 理 盐 水 灌 胃

,

0
.

5 m l /次
,

3 次 / 周
。

中药 治疗 组
: 益肺化 纤

方煎剂灌 胃
,

( 5 0 m g / k g ) / 次
,

3 次 / 周
。

激素

治疗组
:
肌注氢化考的松

,

( 25 m g / k g ) /次
,

3 次 /周
。

正常对 照组
:
常规饲养

,

未经造模

处理
。

四周实验完成后
,

取血
,

杀 鼠
,

开胸
,

分离肺脏
,

称重后
,

制备并送检标本
,

光学显

微镜观察
。

3
.

观察 内容及方法

3
.

1 一般情况 大鼠的活动
,

神情
,

毛

发的光泽及体重
,

死亡情况
,

肺系数
。

生化指标
: ①血清肿瘤坏 死因子 ( T N F )

测定 :
方法采用 lE is a

双抗体夹心法
。

②全血

T 淋 巴细 胞亚群 测定
:
方法采 用单克隆抗体

A P A A P 法
。

③血液流变学测定 :
方法 因具体

指标不同而异 (略 )
。

3
.

2 肺组织学检查 取肺组织灌注 固定

于 10 % 福尔马林液 中
,

保持 2 c5 m H Z O 的压力

30 分钟
,

最后投人 10 % 福尔马林溶液 内浸泡

固定 2 4 小时
,

每侧肺于外侧方矢状切 面取材
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两块
,

自来水冲洗数小 时
,

酒精
、

正丁醇脱

水
,

石蜡包埋
,

切 成 5拌m 厚 的切 片
,

H E 和

M as so n 氏三色染色
,

光学纤维镜下观察
。

4
.

统计学处理 不同组 间均数 (X 土 )S

比较采用 t 检验 ; 比较两组率的差别是否有统

计学意义采用卡方检验
。

实验结果

1
.

外观变化 单纯造模组几乎所有大 鼠

都出现
“

气阴虚
”

表现
,

眯眼
,

不活泼好动
,

拱背蜷缩
,

毛枯
,

体弱瘦小 ; 正常组则活泼好

动
,

强壮肥硕
,

皮毛光泽发亮 ; 用药组介于单

纯造模组与正常组之间
,

而更接近于正常组
。

2
.

死亡情况 正 常组无一例死亡 ; 单纯

造模组
,

中药治疗组
,

激素治 疗组各死亡 1

只
,

死亡率为 10 %
。

3
.

体重变化情况 见表 1
。

表 1 造模前后各组体重变化 ( g
,

又土 )S

组 别
n

前
n 后

正常组 10 2 0( 〕士 1
.

80 10 2 6 8 土 2 2
.

80

单纯造模组 10 2 0 8 士 11
.

7 8 9 2 2 6 士 17
.

7 8

中药治疗组 10 2 0 6 士 10
.

8 8 9 2 52 士 2 1
.

3 5

激素治疗组 10 2 0 1 土 16
.

70 9 2 6 1 士 2 1
.

6 6

注
:
正常组与中药治疗组比较 p < 0

.

05
; 单纯造模组与中药治疗组比较 p < 0

.

01 ; 正常组与中药治疗组 比较

p < 0
.

01 ; 正常组与激素治疗组 比较 P < 0
.

01
。

如表 1所见
,

造模前 4 组大鼠体重差别无 表 2 肺系数变化情况

统计意义 ( p > 0
.

05)
,

而造模后单纯造模组大

鼠体重明显低于其它 3 组
,

差 异非 常显著 ( p

< 0
.

01 )
,

中药治疗组与激素治疗组无显著差

异 ( p > 0
.

0 5 )
,

但此两组均低于正常组
,

其改

变有统计学意义 ( p < 0
.

0 5 )
。

说明单纯造模组

大鼠生长缓慢
,

但造模同时灌服益肺化纤方或

注射激素则对大鼠生长影响相对减轻
,

证明益

肺化纤方对肺纤维化形成过程中的生长缓慢现

象有一定的拮抗作用
。

在早期用药防止肺纤维

化形成方面与激素有相似效应
。

4
.

造模大鼠肺系数的变化情况

肺系数 (肺重 m g /体重 g ) 是反映肺纤维

化程度的指标之一
,

本研究观察造模前后肺系

数的变化情况
,

结果见表 o2

(肺重 m留体重 g ; X 土 S )

组 别

正常组

单纯造模组

中药治疗组

激素治疗组

肺系数

1
.

07
士 0

.

6 8

3
.

5 9 土 0
.

8 7

2
.

7 8 士 1
.

04

2
.

8 6 士 1
.

0 8

表 2 表明
,

单纯造模组肺系数明显高于其

它 3 组 ( p < 0
.

01 ) ; 中药治疗组与激素治疗组

低于单纯造模组 ( p < 0
.

05)
,

但此两者比较无

显著差异 ( p > 0
.

0 5 )
,

说明灌服益肺化纤方在

拮抗纤维化形成过程中的肺脏纤维化程度方面

与激素有相似效应
,

但未能达到正常水平
。

5
.

对造模大 鼠全血 T 淋巴细胞亚群 的影

响 见表 o3

表 3 各组全血 T 淋巴细胞亚群比较 ( % ; X 土 SD )

组 别
n C巧 C D; CD s C 4D / CD :

正常组 10 67
.

7 士 4
.

18 4 1
.

4 土 4
. ,

8 2 4
.

7 士 3
.

0 5 2
.

04 土 0
.

9 6

单纯造模组
`

9 59
.

1 士 1
.

7 4 3 6
.

8 土 7
.

5 6 2 1
.

9 土 6
.

1 1 1
.

56 土 0
.

4 8

中药治疗组 9 5 5
.

6 士 1
.

7 4 3 4
.

1 士 5
.

4 1 20
.

1士 4
.

3 3 1
.

2 1 土 0
.

7 8

激素治疗组 9 4 1
.

2 士 7
.

4 6 2 8
.

6 士 0
.

7 8 18
.

7 士 1
.

65 1
.

0 3 土 1
.

3 4

表 3 表明
,

灌服益肺化纤方后
,

中药治疗

组与激素治疗组均使各指标改变
。

与单纯造模

组比较
,

c D ;
降低显著 ( p < 0

.

0 5 ) ; 中药治疗

组与激素治疗组两者 比较 p > 0
.

05
,

说明两者

均是通过免疫抑制达到抗纤维化作用
。

6
.

对造模大鼠肿瘤坏死因子的影响见表 o4
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表 4 各组血浆肿瘤坏死因子水平比较

(又士 S )

n

NT F (
n 『司 )

ù、ù679,
且`
1tz,
夕正常组

单纯造模组

中药治疗组

激素治疗组

l 0

9

0
.

《刃4 土 1
.

4
.

2 3 7 士 3
.

1
.

0 16 士 1
.

0
.

0 0 8 士 0
.

表 4 表明
,

灌服益肺化纤方后
,

中药治疗

组与激素治疗组同样能明显降低 NT F
,

与单纯

造模组 比较 p < 0
.

0一; 此两者 比较 p > 0
.

0 5
。

说明益肺化纤方虽未能使 TN F 降至正常水平
,

但在此方面的效应与激素相近
。

7
.

对造模大鼠血液流变学影响 见表 5
。

表 5 各组血液流变学比较

全血粘度 血浆粘度

(碑
a

.

5 : 又士 s )

纤维蛋白原 ( g % )

正常组

单纯造模组

中药治疗组

激素治疗组

l 0

9

2
.

6 2 土 0
,

18

6
.

6 8 士 1
.

16

3
.

3 5 士 3
.

6 1

5
`

19 土 2
,

2 8

1 2 1 土 0
.

0 6

2 4 8 士 1
.

17

2 06
士 2

.

14

2
.

3 1 土 1
.

1 1

0
.

76 士 4
.

0 1

0
.

86 土 1
.

13

0
.

8 1 土 3
.

04

0
.

79 土 0
.

6 1

表 5 表明
,

灌服益肺化纤方后可使三项指

标不同程度降低
,

其中全血粘度的改变与单纯

造模组 比较有极显著差异 ( p < 0
,

01 )
,

且与激

素治疗组比较亦有显著差异 ( p < 0
.

0 5 )
。

说明

中药治疗在此方面疗效优于激素治疗
。

8
.

对造模大 鼠肺组织病理变化的影 响

正常组 鼠肺叶轮廓清楚
,

大小 正 常
,

色 白稍

粉 ; 而单纯造模组 鼠肺明显萎缩变小
,

质地变

实
,

肺叶轮廓不清
,

外观呈灰褐色
,

有大小不

等的灰白色结节状物及串珠状充气空泡 ; 激素

治疗组与中药治疗组介于两者之间
,

前者更接

近于正常组
。

正常鼠肺组织
,

肺泡隔纤细
,

肺

泡腔无渗出 ( H E x 1 00)
。

鼠肺泡炎 改变
,

肺

泡隔增宽
,

成纤维细胞增生
,

并可见梭形细胞

和胶原基质
,

毛细血 管扩 张癖血
,

伴淋 巴细

胞
、

浆细胞
、

吞噬细胞浸 润
,

肺癖血
、

水肿
、

( H E x 100)
、 鼠肺纤维化改变

,

在炎性病灶扩

大或融合 的基础上
,

肺泡间隔明显增宽
,

胶原

性基质增多
,

肺泡壁组织增生
,

结构增厚
,

间

质纤维化疤痕形成 ( H E x 2 0 0 )
。

分析与讨论

1
.

对肺纤维化动物模型的评价

近年来
,

尽管关于肺纤维化的有 限研究主

要集中在实验方面
,

但其造模方法仍较单纯
。

公认较为成功且成熟 的主要是气管内滴人博莱

霉素 ( B I
J

M )
。

B I
J

M 是从轮生链霉菌 中提取的

一 种 抗癌抗 生 素
。

本 世 纪 7 0 年 代
,

S n id el

等 (z) 首次用博莱霉素 A :
造模成功

,

认 为与人

类相似
。

其后不断有学者在此基础上重复和改

进
,

但均无大 的更 新
。

80 年代末至 9 0 年代

初
,

国内不少学者进行了有关研究 ( 3 , 4
,

5 )
。

S n id e r
及 hT ra l一等 ( “ )经研究证实

,

B L M 复

制的动物模型与人类的病变类似
。

实验动物的

肺生理变化 (肺容量
、

容量
一

压 力关系
、

弥散

功能及动物血气变化等 ) 与人类一致
。

故运用

这一模型对中药治疗本病的机理进行探讨
,

无

论从多项有关指标的观测
,

还是病理组织形态

的观察等方面
,

均与人类有一定 的相关性
。

考虑到造价及易操作性等因素
,

本实验选

用的方法较为理想
。

首先
,

从方法上讲
,

迄今

为止肺纤维模型的制备
,

无论选用何种药物或

动物
,

给药方式均是气管切开滴人或经咽喉注

人
。

其优点是药物剂量 易掌握
,

较为成熟可

靠
。

而不足之处也显而易见
,

即操作不便
,

有

一定的技术难度
,

必须经过专门训练才能熟练

掌握与运用
。

我们所采用 的雾化吸入法则操作

简便
,

容易掌握
。

但其缺点是 剂量无前例 可

循
,

需要摸索
。

我们经过预实验
,

初步找出其

致纤维化的药物剂量
,

并基本获得成功
。

各有

一例大 鼠在造模完成后死亡
,

考虑与大鼠自身

机能状态 (特别是呼吸功能 ) 有关 ; 目前造模

所用药物多用 B L M
,

近年 国 内学者亦 多沿 用

之
,

但有少数学者用平阳霉素菌 (
s

etr tP o m y c es

p i n群 a n罗 n s i s n ,

s p ) 亦成功复制了肺纤维化模
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型
,

如金洪用平 阳霉素复制小白鼠肺纤维化模

型 (7)
,

四周完成
。

基于前人的成功经验和我们

的实际情况 (主要是经费问题所限 )
,

本研究

采用平 阳霉素雾化吸人的造模方法
,

初步获得

成功
。

国产平阳霉素是一单体
,

是 由 S P 产生的

B L M 类抗肿瘤抗生 素
,

能抑制癌细胞 DN A 的

合成和切 断 D N A 链
,

影 响癌 细胞代谢功 能
,

促进癌细胞变性
、

坏死
。

本研究表明
,

经雾化

吸人给药
,

四周后可形成肺纤维化模型
。

表现

为肺系数增加
,

组织学 检查可证实纤维 化病

变
。

因此
,

用该方法复制模型并用以研究纤维

化发病及疗愈机理是简便切实可行的
。

而且平

阳霉素价格低廉
,

易于购得
。

本研究的不足之处是
,

未能在大批量造模

基础上分期
、

分组观察肺纤维化形成过程不同

阶段 的病理学特征
,

且 未能对实验对象 的

B A LF 进行分析测定
,

以 发现其在肺内表达 的

变化
,

即局部病变的特异性
,

有待今后进一步

深人研究
。

2
.

益肺化纤方 法疗肺纤维化机理探讨及

其意义

糖皮质激素是治疗肺纤维化推荐治疗方案

的首选药物 (“ )
,

但其受限制颇多且疗效不够满

意
。

本研究将用诸临床获 良好疗效 的具有益气

润肺
、

化察解毒功效的益肺化纤方与皮质激素

进行对比
,

试 图探索其疗效机理
。

从
“

癖证
”

角度认 识本 病
,

临 床 与 实 验 研 究 均 有 报

道 (9, l0)
。

本研究通过测定肺纤维化模型的血液

流变学
、

T淋巴细胞亚群
、

肿瘤坏死因子
,

发

现益肺化纤方能改善血液流变学状态
,

从而反

证了属
“

癖证
”

的观点
。

并进一步认为
,

通过

对炎症的抑制作用
,

进而抑制肺纤维化的形成

是其疗效机理的一个重要环节
。

一般认别
“ )

,

肺纤维化模 型形成 的机理

主要包括
:

( l) 自由基损伤机制 ; ( 2) 免疫机

制 (包括炎症细胞及炎症介质 ) ; ( 3) 胶原调

节失衡机制
。

围绕其主要作用机制
,

本研究测

定了 T N F 含量
。

巨噬细胞是分泌 T N F 的主要

细胞
,

NT F 有多种生物活性
。

是 一种 17 K D 的

多肤激素
,

与淋 巴细胞产生的淋 巴毒素比较有

3 0 % 氨基酸是 同源的
。

它是一 种细胞 反应 因

子
,

当肺组织损伤后
,

巨噬细胞募集到损伤组

织周围而被激活
,

释放大量 T N F
,

一方面加重

炎症反应
,

另一方面能促进纤维母细胞增生并

分泌大量的胶原 ; 另外在 巨噬细胞释放的纤维

结合素 ( FN ) 共 同作用下形 成初期 的肺泡 炎

症
,

最终可导 致肺纤 维化 的形成
。

本研究 表

明
,

通过抑制 T N F 的释放达到 防治肺纤维化

的效应
,

是益肺化纤方的作用机制之一
。
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