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青蒿琥酯对肺纤维化大鼠热休克蛋白４７表达的影响


王昌明，郖秀萍

（桂林医学院附属医院呼吸内科，广西桂林５４１００１）

　　摘　要：目的　探讨青蒿琥酯对肺纤维化大鼠热休克蛋白４７（Ｈｓｐ４７）表达的影响。方法　雄性ＳＤ大鼠３０只，分为对照组、

模型组和青蒿琥酯干预组（简称干预组）。对照组一次性气管内滴入生理盐水约０．４ｍＬ，模型组和干预组一次性气管内滴入博来

霉素５ｍｇ／ｋｇ。对照组和模型组次日每天腹腔注射生理盐水１．０ｍＬ。干预组每天腹腔注射青蒿琥酯１０ｍｇ／１００ｇ。记录０、１４、

２８ｄ大鼠的体质量。各组大鼠于第２８天处死，计算肺系数，取肺组织进行苏木精伊红（ＨＥ）染色、Ｍａｓｓｏｎ染色、羟脯氨酸检测和

Ｈｓｐ４７、Ⅰ型胶原ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。结果　（１）对照组大鼠体质量增长明显高于其他两组（犘＜０．０５）。（２）肺系数：

模型组［（１２．３１±１．８９）ｍｇ／ｇ］＞干预组［（８．５４±０．６７）ｍｇ／ｇ］＞对照组［（４．８１±０．３８）ｍｇ／ｇ］，犘＜０．０５。（３）Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分：模型

组［（５．７０±１．０９）分］＞对照组［（３．０８±０．５６）分］，模型组［（５．７０±１．０９）分］＞干预组［（４．０１±１．２５）分］，犘＜０．０５；对照组和干预

组差异无统计学意义（犘＞０．０５）。（４）羟脯氨酸含量：模型组（６２０．３３±６６．１６）μｇ／ｇ＞对照组（３７９．００±３５．５１）μｇ／ｇ，模型组

（６２０．３３±６６．１６）μｇ／ｇ＞干预组（４２９．００±３６．５１）μｇ／ｇ，犘＜０．０５；对照组和干预组间差异无统计意义（犘＞０．０５）。（５）Ｈｓｐ４７ｍＲ

ＮＡ：模型组高于对照组，模型组和干预组比较差异无统计意义（犘＞０．０５）。Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ：模型组＞干预组＞对照组（犘＜０．

０５）。（６）Ｈｓｐ４７蛋白表达水平模型组明显高于对照组和干预组。结论　青蒿琥酯可能通过下调 Ｈｓｐ４７表达水平来抑制胶原的

合成进而减轻肺纤维化。
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　　肺纤维化是一种进行性发展的以细胞外胶原过度沉积为

特征的间质性肺疾病。临床上尚无有效的治疗方法。肺纤维

化的病因仍未明确，共同的病理改变表现为肺泡上皮的损伤，

成纤维细胞的增殖和大量的胶原沉着。

热休克蛋白４７（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ４７，Ｈｓｐ４７）是胶原特异

性分子伴侣，存在内质网中，参与前胶原的加工、折叠、合成及

分泌，起着质量监控作用，避免产生和分泌错误结构的前胶

原［１］。在肺纤维化进展过程中，纤维化的病变区域及其附近都
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能检测到 Ｈｓｐ４７
［２３］。肺纤维化中肌成纤维细胞、Ⅱ型肺泡上

皮细胞、Ｆ４／８０阳性的巨噬细胞均表达 Ｈｓｐ４７
［４］。Ｈｓｐ４７可以

作为产生胶原细胞的表型标志［５］。目前有很多研究显示通过

使用 Ｈｓｐ４７反义寡核苷酸探针能够明显减轻大鼠肺纤维化程

度且可以降低实验动物的病死率［６７］，而且通过 Ｈｓｐ４７条件性

基因敲除的方法可以使细胞外胶原含量明显降低［８］。抑制

Ｈｓｐ４７表达可以减轻肺纤维化。Ｈｓｐ４７可以作为胶原相关疾

病治疗的潜在位点［９］。

青蒿素是从菊科艾属黄花蒿茎叶中提取的一种含过氧基

团的倍半萜内酯，经化学改造可生成多种衍生物，如双氢青蒿

素、蒿甲醚、青蒿琥酯等。作者前期研究表明青蒿琥酯能够减

少人胚肺成纤维细胞胶原的产生［１０］。但青蒿琥酯通过何种途

径减少胶原的产生仍需进一步探讨。本实验将从青蒿琥酯能

否通过下调 Ｈｓｐ４７表达来影响胶原的产生以研究青蒿琥酯的

抗纤维化机制。

１　材料与方法

１．１　试剂及配制　注射用盐酸博来霉素（１．５万博来霉素单

位／支）购 于 浙 江 海 正 药 业 股 份 有 限 公 司 （国 药 准 字

Ｈ２００５５８８３，批号１２０１０１），使用时３ｍＬ生理盐水稀释，浓度

为５ｍｇ／ｍＬ；注射用青蒿琥酯（６０ｍｇ／支）购于桂林南药股份

有限公司（国药准字 Ｈ１０９３０１９５，批号ＬＡ１２０９２０），使用时１

ｍＬ碳酸氢钠充分溶解，再用２ｍＬ生理盐水稀释，浓度为２０

ｍｇ／ｍＬ；羟脯氨酸测试盒（碱水解法）购于南京建成生物工程

研究所；Ｈｓｐ４７抗体购于 Ａｂｃａｍ 公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒、２×

ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ均购于天根公司；逆转录试剂盒购于

ＴａＫａＲａ公司；引物由上海英俊公司合成。

１．２　方法

１．２．１　动物分组　雄性ＳＤ大鼠１８０～２５０ｇ３０只，购于桂林

医学院ＳＰＦ实验动物中心，按抽签的方法随机分为对照组、模

型组和青蒿琥酯干预组（简称干预组）。对照组８只，模型组

１３２只，干预组９只。

１．２．２　动物模型复制　乙醚吸入麻醉后将大鼠仰卧固定于试

验台上，颈前部脱毛后用碘伏消毒，剪开皮肤后逐层钝性分离

暴露气管。用１ｍＬ的注射器注射约０．４ｍＬ生理盐水（对照

组）或５ｍｇ／ｋｇ博来霉素（模型组和干预组），在气管软骨环间

刺入，稍微往气管软骨环方向进针注入液体，立即将动物直立，

左右摇晃，尽量使液体在肺内分布均匀。逐层缝合颈部肌肉和

皮肤。对照组和模型组次日每天注射生理盐水１．０ｍＬ。干预

组次日每天注射青蒿琥酯１０ｍｇ／１００ｇ，观察每组大鼠的体质

量变化，各组大鼠于第２８天处死。

１．２．３　实验动物取材　１０％水合氯醛０．３ｍＬ／１００ｇ腹腔注

射麻醉后，开胸暴露气管后沿气管进行钝性分离，取出肺脏，用

预冷的ＤＥＰＣ清洗，尽量洗净血丝后，用滤纸吸干，称取全肺湿

质量，计算肺系数。取右肺组织用冻存管装好后置于液氮中转

至－８０℃冰箱中冻存，其中右上肺用于羟脯氨酸测定，其余用

于分子生物学检测。取左肺置于１０％ 甲醛中固定２４ｈ后，用

于 ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ染色。

１．２．４　Ｈｓｐ４７、Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ检测　按Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明

书提取总ＲＮＡ。按逆转录试剂盒进行逆转录。Ｈｓｐ４７上游引

物序列５′ＡＧＡＡＣＣＡＡＧＧＣＡＧＡＣＴＴＡＴＣＧＣ３′，下游引

物序列５′ＣＣＧＴＡＧＡＴＧＴＣＣＴＧＧＴＣＡＡＡＧ３′，产物大小

为１２１ｂｐ。Ⅰ型胶原上游引物序列５′ＧＧＣＴＴＣＡＡＡＧＧＣ

ＡＴＴＣＧＡＧＧＡＣ３′，下游引物序列５′ＧＣＴＣＣＧＡＣＡＣＧＣ

ＣＣＴＣＴＣＴＣ３′，产物大小为１５８ｂｐ。选ＧＡＰＤＨ为内参照，

上游引物序列５′ＧＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧ３′，下

游引物序列５′ＡＣＣＡＧＴＧＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴ３′，引物大小

为３６５ｂｐ。逆转录的条件为：第一步４２℃，２ｍｉｎ。第二步３７

℃，１５ｍｉｎ；８５℃，５ｓ，４℃保存。ＰＣＲ的条件为９４℃３ｍｉｎ；

９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，循环３０次；７２℃５ｍｉｎ，４

℃保存。

１．２．５　Ｈｓｐ４７Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　提取肺组织总蛋白，测定

总蛋白含量，根据蛋白浓度使每孔蛋白上样体积为１２μＬ，蛋

白量３０μｇ。行十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）电泳，电泳后将蛋白转移到ＰＶＤＦ膜上。５％脱脂奶粉

封闭１ｈ，一抗４℃摇床孵育过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０

ｍｉｎ，加入二抗室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，加

入发光液后暗室曝光。内参选用ＧＡＰＤＨ，一抗室温孵育１．５

ｈ，二抗１．０ｈ，其余反应条件和步骤与 Ｈｓｐ４７相同。

１．３　观察指标　（１）大鼠一般状态观察，观察大鼠毛发、精神、

活动、食欲、有无音、体质量变化，观察大鼠病死率。（２）肺脏

大体观察，计算肺系数，称取湿肺质量，肺系数＝肺质量（ｍｇ）／

体质量（ｇ）。（３）羟脯氨酸测定，取右上肺组织解冻后严格按照

说明书操作。（４）病理形态学观察，１０％福尔马林固定后，制备

蜡块，进行 ＨＥ染色和 Ｍａｓｓｏｎ染色。光镜下观察 ＨＥ染色、

Ｍａｓｓｏｎ染色。评价纤维化程度，采用Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分标准
［１７］。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，不同组间均数间比较采用单因素方差分析

或非参数分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠一般状态的改变　对照组毛发光滑，呼吸平稳，活动

度正常，食欲尚可，多数无音，少数术后１～２ｄ内有音。

模型组和青蒿琥酯干预组进食显著减少，毛发蓬松无光泽，呼

吸急促，腹式呼吸明显，精神萎靡，活动少，常闭眼蜷缩，音非

常明显且术后持续时间较长，有部分模型组大鼠第１４天仍可

闻及明显音。术后饲养过程中，模型组有７只大鼠死亡，干

预组有３只大鼠死亡，对照组无死亡。对照组大鼠的体质量逐

渐上升，少数术后２～３ｄ体质量下降，之后上升。模型组和干

预组体质量减轻明显，术后第６天左右降至最低，最后逐渐缓

慢上升。第２８天时对照组体质量显著高于模型组和干预组，

而模型组和干预组差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　各组大鼠术后体质量变化（狓±狊，ｇ）

组别 ０ｄ １４ｄ ２８ｄ

对照组 ２１０．００±１６．８９ ２５７．００±２６．０８ ３２６．１３±４４．１３

模型组 ２１９．８６±２６．３９ ２０９．００±５４．８２ ２５０．２９±７３．６３ａ

干预组 ２１７．３３±８．２９ ２１２．５０±４３．８１ ２７４．３３±３２．６８ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

表２　　各组大鼠肺系数、羟脯氨酸含量和

　Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分（狓±狊）

组别 肺系数（ｍｇ／ｇ） 羟脯氨酸（μｇ／ｇ）Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分（分）

对照组 ４．８１±０．３８ ３７９．００±３５．５１ ３．０８±０．５６

模型组 １２．３１±１．８９ａ ６２０．３３±６６．１６ａ ５．７０±１．０９ａ

干预组 ８．５４±０．６７ａｂ ４２９．００±３６．５１ｂ ４．０１±１．２５ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与模型组比较。
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２．２　各组肺脏大体外观、大鼠肺系数、羟脯氨酸含量　肺脏大

体观：对照组肺脏较光滑，质地均匀，呈粉红色。模型组和干预

组肺脏体积增大，颜色灰暗，表面凹凸不平，可见灰白色结节甚

至肺大泡。肺系数：模型组＞干预组＞对照组，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），见表２。羟脯氨酸含量：模型组＞对照组

（犘＜０．０５），模型组＞干预组（犘＜０．０５），对照组和干预组差异

无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

２．３　病理形态学观察　ＨＥ染色可见对照组肺泡结构较完

整，肺泡壁轻微增厚，少量点灶状纤维化灶，炎症细胞浸润不明

显。模型组肺泡结构破坏明显，可见大片的实变区域，大量炎

症细胞浸润，可见较多均质淡染的纤维条索。干预组肺泡结构

破坏较模型组轻，实变区域较少，可见炎细胞浸润，纤维条索灶

较少，见图１。Ｍａｓｓｏｎ染色可见模型组肺组织胶原表达量（蓝

色区域）明显比对照组和干预组高，见图１。Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分模

型组＞对照组（犘＜０．０５），模型组＞干预组（犘＜０．０５），对照组

和干预组差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

　　１：对照组；２：模型组；３：干预组；ａ：ＨＥ染色（×１００）；ｂ：Ｍａｓｓｏｎ染色（×１００）。

图１　　各组大鼠肺组织病理形态学观察

　　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：对照组；２：模型组；３：干预组。

图２　　青蒿琥酯对 Ｈｓｐ４７、Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ表达的影响

表３　　各组 Ｈｓｐ４７和Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ相对表达量（狓±狊）

组别 Ｈｓｐ４７ Ⅰ型胶原

对照组 ０．３８±０．９７ ０．２７±０．０６

模型组 ０．６６±０．２９ａ ０．８７±０．０９ａ

干预组 ０．６３±０．５８ａ ０．６３±０．０８ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与模型组比较。

　　１：对照组；２：模型组；３：干预组。

图３　　青蒿琥酯对 Ｈｓｐ４７蛋白表达的影响

２．４　ＲＴＰＣＲ检测 Ｈｓｐ４７ｍＲＮＡ、Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ的表达情

况　模型组＞干预组＞对照组（犘＜０．０５），但 Ｈｓｐ４７ｍＲＮＡ

干预组和模型组差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图２，表３。

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｈｓｐ４７蛋白表达水平　模型组＞对照

组，模型组＞干预组，见图３。

３　讨　　论

细胞外大量胶原沉着是肺纤维化的重要病理学特征，本研

究通过复制大鼠肺纤维化模型，观察青蒿琥酯对胶原特异性分

子伴侣 Ｈｓｐ４７表达的影响，探讨青蒿琥酯抑制胶原产生与

Ｈｓｐ４７的关系，为青蒿琥酯治疗和预防肺纤维化提供理论

依据。

羟脯氨酸在胶原中含量占１３．４％，弹性蛋白中含量极少，

其他蛋白均无，测定羟脯氨酸含量可以间接反映胶原含量。肺

系数早期增加是由于炎性渗出，毛细血管充血等改变引起的。

炎症逐渐消退，胶原沉积是引起晚期肺系数增大的主要原

因［１１］。炎性反应向纤维化转变的时期大概是造模后第９天左

右［１２］。根据本次造模时间可以认为肺系数可以作为反映肺纤

维化严重程度的指标之一。本研究结果显示青蒿琥酯能够显

著减少肺纤维化形成过程中羟脯氨酸含量和降低肺系数，这与

Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分和Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ的结果相一致，即青蒿琥酯

能够减少胶原的含量，减轻纤维化。这与作者前期“青蒿琥酯

能抑制人胚肺成纤维细胞胶原产生的发现”［１０］相吻合。

Ｈｓｐ４７是胶原特异性分子伴侣，对胶原的合成、分泌起着

重要作用。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果表明博来霉素能够诱导

Ｈｓｐ４７表达增加，青蒿琥酯干预能够显著降低该蛋白水平。这

与胶原的变化趋势相同。所以作者推论青蒿琥酯能够抑制肺

纤维化中 Ｈｓｐ４７的表达进而减少胶原含量，减轻肺纤维化。
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本研究发现青蒿琥酯对Ｈｓｐ４７ｍＲＮＡ的表达影响并不十

分明显，但却能显著降低该蛋白的表达。所以作者推测青蒿琥

酯可能在转录后水平影响 Ｈｓｐ４７的表达，具体作用于哪个环

节仍需进一步研究。

综上所述，青蒿琥酯能够通过抑制 Ｈｓｐ４７表达来下调Ⅰ

型胶原表达水平，减轻肺纤维化。这为临床上治疗肺纤维化提

供一定的参考。
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