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!
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&的组织病理学特征!主要表现为弥

漫性肺间质纤维化伴随轻度炎症!成纤维细胞灶与正

常肺组织并存!细胞外基质%

1_.2? -144V4?2 >?.2@_

!
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&的大量增生和沉积以及蜂窝组织的形成(

#

!

!

)

*

临床主要表现为进行性呼吸困难并伴随肺功能下

降(

%

)

*

(JI

虽然经过药物治疗!但预后仍不佳!确诊后

的平均生存时间为
! b$
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!

$

)

!因此它被认为比癌症
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)
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转化生长因子"
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&诱导的肺成纤维细胞转化为肌纤维母细胞是肺

间质纤维化发病机制中的一个关键点(

E

)

* 姜黄素

%

&V2-V>@O

!

&V2

&是二酮类化合物!具有降血脂$抗肿

瘤$抗炎$利胆$抗氧化等作用(

<

#

##

)

!中医学将姜黄素作

为治疗呼吸系统疾病的有效药物!如哮喘$过敏等(
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)

*

Q>@.R +L

等(
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) 报道!姜黄素可通过抑制
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"

!F
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信号通路抑制成纤维细胞向肌纤维母细胞分化!

从而抑制肺纤维化形成* 但尚未见姜黄素是否可通过
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"
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"

!

信号通路发挥抗肺纤维化作用的相

关报道* 本实验旨在探讨姜黄素对
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"

!

!

刺激下小

鼠肺成纤维细胞
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信号通路的影响!为

进一步研究及临床治疗肺纤维化提供有效的靶点*

材料与方法
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$细胞$
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小鼠肺成纤维细胞%
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"

;"#%

)+

&购于美国
K>12@-?O )X[1 &V4.V21 &/441-

"

.@/O

%

K)&&

&公司!实验中所用细胞均为第
%

%

:

代*

!

$药物$姜黄素购于美国
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司!
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瓶! 姜黄素纯度
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!
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! 分 子 式#
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%
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)

!
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!

! 分子量#
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* 姜黄素使用二甲基亚砜溶解!最后加入培养

体系中的终浓度为
$

$

!$

$

$" #>/4FN

*
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$试剂与材料$
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"
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公司&!
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"

!

!

%美国
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公司&!

K41_? I4V/2 :<<

标记山羊抗小鼠%中国 碧云天公司&!

辣根过氧化酶 %

ZLJ

& 标记的羊抗兔
(PH

%中国 碧云

天公司&!

)2@\/4

试剂%美国
(O^@.2/P1O

公司&!

J&L

试

剂盒%日本
)?a?L?

公司&!

J&L

引物合成 %中国 生工

公司&!
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膜%德国
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公司&!
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%美国
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"
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试剂盒%美国
LeD QXB.1>B

公



中国中西医结合杂志
!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

!

,-./012 !"#$

!

3/45 %$

!

6/

!

#"

"!"&!%"

司&!琼脂糖%美国
&?>021_

公司&*

:

$方法

:

!

#

$细胞培养$
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小鼠肺成纤维细胞用
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进行培养!置于
$c&,

!

$饱和湿度$

%E

&培养

箱中!每
! b%

天传代
#

次* 实验时取对数生长期细

胞* 相同密度的细胞分别接种于
#" ->

! 培养皿中!

备用*

:

!
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$细胞生长计数检测$细胞分为空白对照
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加姜黄素
$

$
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$
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干
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$
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$

E! R

后用细胞计数板进行
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"

!>L6K

表

达检测$将细胞分为空白组$

)HI

"

!

!

组%

#" OPF>N

干预&及
)HI

"

!

!

加姜黄素组%

)HI

"

!

!

#" OPF>N

加姜

黄素
$

$

!$

$

$" #>/4FN

干预&* 药物干预
:< R

后采用

逆转录
J&L

法检测* 使用
)2@\/4

试剂参照说明书提

取总
L6K

!测定
K

!;"

FK

!<"

吸光度判断纯度和浓度后取

! #N

总
L6K

使用
-D6K

反转录试剂盒进行反转录

D6K

* 引物序列见表
#

*

J&L

反应过程#反应体系

!$ #N

!

G:

&预变性
% >@O

!

G:

&变性
%" B

!

$!

&退

火
%" B

!

E!

&延伸
# >@O

!共
%"

个
J&L

循环!最后

E!

&总延伸
#" >@O

*

表
#

%

J&L

基因引物序列

基因名称 序列
引物大小

%

0[

&

JJKL

"

"

上游#

$

'"

H&&&)))K&&K&KH))HK)))&

"

%

'

下游#

$

'"

HK)H&)))K)&&&&K&KHK&)&

"

%

'

!$!

IHIL#

上游#

$

'"

HHKHHKHKHKH)HKHKHHK)HK

"

%

'

下游#

$

'"

)HKH)HH)H)HHH)))HKK)KK

"

%

'

%%%

JDHIL

"

!

上游#

$

'"

H)HH)&&))K&&H)&K)&)&)&

"

%

'

下游#

$

'"

&))&)&H&)K&))&)HH&)H)&

"

%

'

%#!

!

"

?-.@O

上游#

$

'"

K)K)&H&)H&H&)HH)&H)&

"

%

'

下游#

$

'"

KHHK)HH&H)HKHHHKHKH&

"

%

'

$""

:

!

:

$

JJKL

"

"

蛋白表达检测$将细胞分为空白

组$

)HI

"

!

!

组%

#" OPF>N

干预&及
)HI

"

!

!

加姜黄素

$" #>/4FN

组%

)HI

"

!

!

#" OPF>N

加姜黄素
$" #>/4FN

干预&* 药物干预
:< R

后采用
*1B.12O 04/.

法检测*

预冷
JMQ

洗
%

次!

LKJ(

加
J+QI

冰上裂解
%" >@O

提

取总蛋白!

#: """ 2F>@O

离心
#" >@O :

&收集上清液!

M&K

法测定蛋白浓度* 取
:" #P

蛋白与
$

(上样缓冲

液混合煮沸
$ >@O

!冷却上样* 置于
QDQ

"

JKH=

凝胶

%

$c

积层胶
<" 3

(

#$ >@O

!

#!c

分离胶
#!" 3

(

:" >@O

&电泳!电转移
!$ 3

(

%$ >@O

至
J3DI

膜!含

$c

的脱脂奶粉溶液封闭
# R

!

)MQ)

洗涤后!加入

JJKL

"

"

抗体 %稀释度
#

)

# """

&!

:

&摇床过夜*

)MQ)

洗膜
%

次后加入二抗%稀释度
#

)

#" """

&避光孵

育
# R

!

)MQ)

洗涤后曝光!放射自显影后凝胶成像仪内

扫描!图像分析软件%

7V?O.@.X ,O1 :

!

#

& 进行分析!以

JJKL

"

"

的吸光度比值进行相对定量*

:

!

$

$胶原蛋白"

#

的检测$分组及干预方法同

:

!

:

!细胞培养
!: R

后收集培养基!离心提取上清后作

为待测样品* 采用
=N(QK

法检测* 按说明书将标准

品进行稀释!分别设空白孔$标准孔$待测样品孔* 在

酶标包被板上标准品加样
$" #N

!待测样品孔先加样

品稀释液
:" #N

!然后再加待测样品
#" #N

!用封板膜

封板后置
%E

&温育
%" >@O

* 洗涤$拍干重复
$

次后

每孔加入酶标试剂
$" #N

%空白孔除外&!用封板膜封

板后置
%E

&温育
%" >@O

* 洗涤$拍干重复
$

次后每

孔先加入显色剂
K$" #N

!再加入显色剂
M$" #N

!轻

轻震荡混匀!

%E

&避光显色
#" >@O

!每孔加终止液

$" #N

终止反应!以空白孔调零!

:$" O>

波长依序测

量各孔的吸光度%

,D

值&*

:

!

;

$统计学分析$采用
QJQQ #E

!

"

统计学软

件分析数据* 所有数据均以
_

*

B

表示!多组间均数的

比较采用单因素方差分析!组间两两比较先用单因素

方差分析显示组间均数差别有统计学意义!然后再用

组间
.

检验比较!方差具有齐性时用
Q6a

及
NQD

检

验!方差不齐用
)?>R?O1

'

B .

检验进行各组间比较*

J S"

!

"$

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组细胞生长计数曲线比较%图
#

&$与空白

组比较!姜黄素组
$" #>/4FN

时在
:<

$

E! R

时对细胞

增殖抑制最明显%图
#K

&* 与
)HI

"

!

!

组比较!

)HI

"

!

!

加姜黄素
$" #>/4FN

组同样在
:<

$

E! R

时对细胞

增殖抑制最明显%图
#M

&* 此外!可以看出在姜黄素

组
$" #>/4FN

$

)HI

"

!

!

加姜黄素组
$" #>/4FN

作用

E! R

时细胞已无明显增殖*

!

$

JJKL

"

"

$

JDHI

"

!

及
IHIL# >L6K

表达水

平比较 %表
!

$图
!

& $与空白组比较!

)HI

"

!

!

组

JJKL

"

"

$

JDHI

"

!>L6K

表达水平明显升高 %

J S

"

!

"$

&!

IHIL# >L6K

表达升高!但差异无统计学意

义%

J T"

!

"$

&* 与
)HI

"

!

!

组比较!

)HI

"

!

!

加姜黄素

组
!$

$

$" #>/4FN

时
JJKL

"

">L6K

表达水平明显升
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年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
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!
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!

3/45 %$

!
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!

#"

$$注#

K

为空白对照组及姜黄素组细胞生长计数曲线'

M

为

)HI

"

!

!

组及
)HI

"

!

!

加姜黄素组细胞生长计数曲线

图
#

%各组细胞生长计数曲线

高!且高于
)HI

"

!

!

加姜黄素组
$ #>/4FN

时%

J S"

!

"$

&'

与
)HI

"

!

!

加姜黄素组
!$ #>/4FN

时比较!

)HI

"

!

!

加姜

黄素组
$" #>/4FN

时
JJKL

"

">L6K

表达水平亦升高

%

J S"

!

"$

&*

)HI

"

!

!

加姜黄素组各浓度
JDHI

"

!>L

"

6K

表达低于
)HI

"

!

!

组%

J S"

!

"$

&!且
)HI

"

!

!

加姜黄

素组
$" #>/4FN

时
JDHI

"

!>L6K

表达低于
)HI

"

!

!

加姜黄素组
$

$

!$ #>/4FN

时%

J S"

!

"$

&*

)HI

"

!

!

组及

)HI

"

!

!

加姜黄素组各浓度
IHIL# >L6K

表达水平比

较!差异无统计学意义%

J T"

!

"$

&*

%

$各组
JJKL

"

"

蛋白表达水平结果比较%图
%

&

$与空白组比较!

)HI

"

!

!

组
JJKL

"

"

蛋白表达水平

升高!差异有统计学意义%

J S"

!

"$

&'与
)HI

"

!

!

组比

较!

)HI

"

!

!

加姜黄素
$" #>/4FN

组
JJKL

"

"

蛋白表

达水平升高! 差异有统计学意义%

J S"

!

"$

&*

$$注#

#

为空白组'

!

为
)HI

"

!

!

组'

%

为
)HI

"

!

!

加姜黄

素
$ #>/4FN

组'

:

为
)HI

"

!

!

加姜黄素
!$ #>/4FN

组'

$

为

)HI

"

!

!

加姜黄素
$" #>/4FN

组

图
!

%

JJKL

"

">L6KFJDHI

"

!>L6KFIHIL# >L6K

在姜黄素不同浓度刺激下表达

$$注#

#

为空白组'

!

为
)HI

"

!

!

组'

%

为
)HI

"

!

!

加姜黄

素
$" #>/4FN

组'

K

为各组
JJKL

"

"

蛋白电泳图'

M

为各组

JJKL

"

"

蛋白表达比较'与空白组比较!

!

J S "

!

"$

'与

)HI

"

!

!

组比较!

"

J S"

!

"$

图
%

%各组在姜黄素刺激下
JJKL

"

"

蛋白表达

:

$各组胶原蛋白"

#

表达水平结果比较%图
:

&

与空白组比较!

)HI

"

!

!

组胶原蛋白"

#

表达增加!差异

有统计学意义%

J S"

!

"$

&'与
)HI

"

!

!

组比较!

)HI

"

!

!

加姜黄素
$" #>/4FN

组胶原蛋白"

#

表达明显降低!差

异亦有统计学意义%

J S"

!

"#

&*

表
!

%各组
JJKL

"

"

$

JDHIL

"

!

$

IHIL# >L6K

表达水平比较$%

_

*

B

&

组别
O JJKL

"

" JDHI

"

! IHIL#

空白
: "

+

:;

*

"

+

"# "

+

$;

*

"

+

"# "

+

$;

*

"

+

"#

)HI

"

!

!

:

"

+

$#

*

"

+

"#

!

"

+

<:

*

"

+

"!

!

"

+

;E

*

"

+

"!

)HI

"

!

!

加姜黄素
$ #>/4FN

: "

+

$;

*

"

+

"!

"

+

E!

*

"

+

"!

"

"

+

;$

*

"

+

"#

)HI

"

!

!

加姜黄素
!$ #>/4FN

:

"

+

E#

*

"

+

"!

"#

"

+

;<

*

"

+

"#

"

"

+

;E

*

"

+

"!

)HI

"

!

!

加姜黄素
$" #>/4FN

:

#

+

":

*

"

+

":

"#$

"

+

:;

*

"

+

"%

"#$

"

+

;;

*

"

+

""

$$注#与空白组比较!

!

J S "

+

"$

'与
)HI

"

!

!

组比较!

"

J S "

+

"$

'与
)HI

"

!

!

加姜黄素组
$ #>/4FN

比较!

#

J S "

+

"$

'与
)HI

"

!

!

加姜黄素组

!$ #>/4FN

比较!

$

J S"

+

"$
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#"

"!"&)%"

$$注#与空白组比较!

!

J S"

!

"$

'与
)HI

"

!

!

组比较!

"

J S"

!

"#

图
:

%各组胶原蛋白"

#

表达水平比较

讨$$论

(JI

为现代医学病名!在中医古文献中无此病名

记载* 但根据其临床表现!现多将其归属为+咳嗽,$

+肺胀,$+喘证,$+肺痿,$+肺痹,等范畴* 本病发病

原因种类繁多!病理演变错综复杂!病理性质虚实并

见* 该病的病位#在肺与脾肾关系的密切* 该病病机

属本虚标实!肺肾气阴两虚为本虚!外邪$痰浊$瘀血为

标实!两者互相影响!互为因果!上盛%痰瘀阻肺&下虚

%肾精肾气虚损&为多见* 作为肺系疾病之一进行分

型!证型分为燥热伤肺证$痰浊阻肺证$气滞血瘀证$肺

阴亏损证$肺气虚寒证$肺肾两虚$阴阳俱损证
;

型*

目前!现代医学对肺纤维化尚无有效治疗措施!从近些

年中医药治疗肺纤维化的研究文献中可以看到!应用

中医药治疗
(JI

!可以减轻咳嗽$咳痰$呼吸困难等症

状'增加动脉血氧分压$缩短病程$改善生活质量

等(

#:

)

* 但总体而言!本病研究尚处于起步阶段* 因此

利用中医学寻求有效地治疗方法对
(JI

诊治具有深远

的意义*

姜黄素是从姜科$天南星科中的一些植物的根茎中

提取的一种化学成分!其中!姜黄约含
%c

%

;c

!是植

物界很稀少的具有二酮的色素!也是中药姜黄发挥药理

作用的主要成分* 姜黄素能够在分子水平诱导细胞凋

亡! 同时也影响细胞生长$增殖$胶原沉积和凋亡周期

进程(

#%

!

#$

!

#;

)

* 高蔚等(

#E

)研究表明姜黄素可诱导肺纤

维化大鼠肺成纤维细胞的细胞凋亡!其机制可能与激活

&?B[?B1

"

%

$

&?B[?B1

"

<

和
&?B[?B1

"

G

蛋白有关*

姜黄素除了促进肺成纤维细胞的凋亡!还对人肺成纤维

细胞的增殖具有抑制作用* 郝小惠等(

#<

)研究表明姜黄

素可以使细胞周期产生
H !

,

+

期阻滞和
Q

期细胞的

减少!从而抑制成纤维细胞的增殖*

Q>@.R +L

等(

#%

)

研究表明姜黄素可通过抑制
)HI

"

!FQ>?A

信号通路抑

制成纤维细胞向肌纤维母细胞分化!从而抑制肺纤维化

发生和发展*

ZV 9

等(

#G

)研究表明姜黄素作为一种激

活蛋白#

#

抑制剂!可以下调
)HI

"

!#

诱导的激活蛋

白"

#

介导的肺成纤维细胞
$

"

Q+K

表达!从而阻止成纤

维细胞向肌成纤维细胞的转化!抑制肺纤维化的发生和

发展* 此外!姜黄素还是一类很好的抗氧化物质!在体

内外可以直接清除自由基* 周刚等(

!"

)研究发现姜黄素

可以提高大鼠体内的谷胱甘肽过氧化物酶和超氧化物

歧化酶水平!降低诱导型一氧化氮合酶水平!减少脂质

过氧化的产物丙二醛的生成!进而减轻自由基对肺组织

结构的氧化损伤!对肺纤维具有很好的防止作用*

N11

'&

等(

!#

)研究发现姜黄素可以增加肺的抗氧化防御系

统!改善辐射引起的肺纤维化* 另外!

K^?B?2?4? Q

等(

!!

)研究还发现姜黄素在病毒引起的急性呼吸窘迫综

合征小鼠模型中也可以抑制肺纤维化形成*

姜黄素是一种天然药物!具有广泛的药理活性!多

项研究证明姜黄素可以通过抗氧化$减少胶原沉积$抑

制成纤维细胞向肌纤维母细胞分化$诱导细胞凋亡等防

止和治疗肺纤维化!虽然研究取得了一系列的进展!但

是这些研究仍比较局限!甚至还有许多原因未明* 本研

究发现在
)HI

"

!

诱导
&$EMNF;

小鼠肺成纤维细胞转

化过程中发现!姜黄素不仅可以刺激
JJKL

"

"

表达增

加!还可以使
JDHI

"

!

表达下调*

aV4`?2O@ KK

等(

E

)学

者证实
JJKL

"

"

表达增加不仅会抑制细胞增殖及活力!

还可以使胶原蛋白"

#

及
$

"

Q+K

表达减少!从而导致肺

纤维化形成受阻!其主要是通过抑制
IKa

下游的
J(%aF

Ka)

信号通路转导来阻止肺纤维化发生* 此外!

N@O '

等(

#$

)学者证实
JJKL

"

"

促使
JDHI

"

!

表达下调后可

进一步导致细胞周期阻滞及凋亡增加$细胞增殖及活力

受到抑制!同样可以阻碍肺维化形成* 结合本实验结

果!笔者推测在
)HI

"

!

诱导
&$EMNF;

小鼠肺成纤维细

胞转化过程中!姜黄素刺激
JJKL

"

"

表达增加后促使

JDHI

"

!

表达下调!从而导致
JDHI

"

!

下游的
J(%aF

Ka)

$

=La

及
'6a

信号通路转导受抑制!肺成纤维细

胞增殖和活力受抑制!胶原蛋白"

#

合成减少!肺纤维化

形成受影响* 但是!为验证这一机制是否合理!还需要

利用姜黄素通过动物实验进一步验证*

综上所述!姜黄素有抗肺纤维化的作用!刺激

JJKL

"

"

表达增加从而抑制
JDHI

"

!

下游信号通路的

转导可能是阻止肺纤维化发生发展的关键*
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