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三七总皂苷对肺心病兔肺纤维化组织 Cathepsin B表达的影响
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［摘要］目的 从病理学角度研究三七总皂苷对肺心病兔肺纤维化 Cathepsin B表达的调控．方法 健康日

本大耳兔 40只，随机分为五组，每组 8只，分别为正常对照组、肺心病模型组、三七总皂苷预防组、治疗组

及西药治疗组．观察光镜下五组动物 CB蛋白的表达及肺组织的病理结构变化．结果 与模型组相比，三七总

皂苷预防组能明显减轻肺泡水肿，减轻肺间质、肺细小动脉及肺泡壁纤维化，明显减少肺泡水肿液及炎细胞渗

出，降低 CB蛋白在肺组织中的表达；三七总皂苷治疗组及西药治疗组也有上述作用，但不及三七总皂苷预防

组明显．结论 三七总皂苷能明显改善肺心病兔肺纤维化的程度，显降低 CB蛋白在支气管上皮细胞和肺泡上

皮细胞的表达，减轻致纤维化因素对肺间质、肺部细小动脉及肺泡壁的病理损伤，对肺心病肺脏损伤具有保护

作用．
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Pathological Study of PNS in Regulating Cathepsin B
Expression in Rabbits with Pulmonary Fibrosis of Pulmonary

Heart Disease

ZHANG Ji－zhou１），LI Qing２），LIN Ping３），YANG Liang－zi２），SONG Jing－ling３）

（1） Dept. of Tumour，Wenzhou Chinese Medicine Hospital，Wenzhou Zhejiang 325000；２） Dept. of
Integrative Medicine，The 2nd Affiliated Hospital of Kunming Medical University，Kunming Yunnan 650101；

３） Dept. of Pathology，Kunming Medical University，Kunming Y unnan 650031，China）

［Abstract］ Objective To investigate the effect of PNS in regulating the expression of Cathepsin B in rab-

bits with pulmonary fibrosis of pulmonary heart disease from the perspective of pathology．Methods Forty

healthy Japanese rabbits were randomly divided into five groups（eight rabbits in each group）：the control group，

the PF model group，the PNS prevention group，treatment group and the western medicine treatment group．The

expression of CB protein and the pathological structural changes in lung tissue were observed under light micro-
scope．Results Compared with the model group，PNS significantly reduced the pulmonary edema，reducing

pulmonary interstitial， pulmonary arteries and alveolar wall fibrosis， significantly reduced pulmonary edema flu-

id and inflammatory cell exudate，reducing CB protein in lung tissue expression of rabbits in the prevention group.
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PNS treatment group and western medicine treatment group also had effects，but the effects were significantly less

than the PNS prevention group．Conclusions PNS can significantly improve the extent of pulmonary fibrosis，

reduce the CB protein levels in bronchial epithelial cells，alveolar epithelial cells，reduce the inducing factors of

pulmonary interstitial fibrosis，pulmonary arterioles and alveolar wall’s pathological damage，in rabbits with pul-

monary heart disease．Therefore，PNS can protect lung of rabbits with pulmonary heart disease against damage.

［Key words］ PNS；Pulmonary heart disease；Pulmonary fibrosis；Rabbit；Cathepsin B；Expression reg-

ulation；Pathology

肺心病为临床常见多发病，据国内近年统计，

其平均患病率为 0.4%～0.47%[1]，并随着年龄增长

其患病率增高，严重地危害着中老年人的健康．

在其发病过程中，肺纤维化是必经阶段，可导致

肺组织结构及功能异常，直接关系着肺心病的发

生发展．目前，对肺纤维化阶段的研究甚多，但

肺纤维化的真正发病机制并未明确[2]．研究表明溶

酶体组织蛋白酶 B（Cathepsin，CB）在肺纤维化

组织中过度表达，认为 CB 在肺组织中的过度表

达对致肺纤维化起到了非常关键的作用[3]．本研究

主要通过观察 CB在肺心病兔肺纤维化发病过程

中的表达，从细胞水平、病理学角度研究三七总

皂苷（络泰）的抗纤维化作用．

1 材料与方法

1.1 主要材料及试剂

健康日本大耳兔雌雄不限，体重在2 000～

2 500 g，3月龄，由昆明医学院动物科提供．三七

总皂苷（络泰），由昆明制药集团股份有限公司提

供，批号 20030102.01，规格：200 mg/支．氢化

可的松片由浙江仙居制药股份有限公司提供，批

号 20030901，规格：5 mg/片．三氯化铁由天津
市东升化学试剂厂生产，批号 20030922，分析纯

度 99%．羊抗兔 CB 多克隆抗体及 SABC 免疫组

化试剂盒（进口），由 Fermentas公司生产，批号

072008，规格：0.5 mL，效价：1:100～200．

1.2 实验动物及分组

取健康日本大耳兔 40只，随机分为五组，每

组 8只．A组为正常对照组：输入与其它组等量

的 0.9%氯化钠注射液．B组为肺心病模型组：复

制肺心病模型：用 1％三氯化铁复制肺纤维化模

型，第 1～4周每周缓慢耳缘静脉注射 2次，每次

0.5 mL；第 5～6周每周注射 2次，每次 0.75 mL；

第 7周每周注射 4次，每次 1 mL．C组为三七总

皂苷预防组:在复制肺心病模型同时静脉给予络泰

50 mg/kg，加入 0.9% NaCl注射液 5 mL中溶解后

缓慢耳缘静脉推注，1次 /d，连续 28 d．D组为

三七总皂苷治疗组：在复制肺心病模型后静脉给

予络泰 50 mg/kg，加入 0.9% NaCl注射液 5 mL中

溶解后缓慢耳缘静脉推注，1次 /d，连续 28 d．E

组为西药治疗组：在复制肺心病模型后开始给予

氢化可的松治疗，按 35 mg/kg 溶于 0.9％氯化钠

注射液 5 mL 中，给予静脉注射每 1 次 /d，连续

28 d．

1.3 取材及方法

取材：A组 4只兔取肺组织时间与 B、C 两

组同时，B、C组取采组织时间为复制肺心病模型

第 8周，A组另 4只与 D、E两组则在治疗后 28

d取采组织．方法：利用空气栓塞法，通过耳缘

静脉注射 20～40 mL 空气，造成气栓，直至死

亡．处死后，打开腹腔胸腔，取出肺组织．
1.4 光镜标本制作及观察

取各组兔部分肺组织，用 10%甲醛固定，常

规石蜡切片，片厚约 3 滋m．经 HE染色，观察纤

维化的肺组织．

1.5 免疫组化染色

采用免疫组化 SABC 法检测（方法步骤严格

按试剂盒的说明书进行），CB 多克隆抗体按 1：

150稀释，将免疫组化结果在光镜 200倍视野下，

每张玻片取 8个视野，以细胞胞浆内有棕黄色颗

粒且着色明显高于背景者为阳性[4]，观察各组实验

兔肺组织中 CB 蛋白的表达及肺组织中肺间质、

肺泡、肺泡壁、支气管及肺细小动脉的光镜和组

织结构变化．

1.6 统计学处理

观察各组实验兔肺组织形态学 HE染色、CB

蛋白表达和病理组织结构特征，依据 Szaipil等[5]

方法对其肺组织病变（炎性渗出、上皮变性与坏

死、细胞充血瘀血等）及肺纤维化程度进行分级
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（分为 +～+++级）．各组各级别例数采用《中国

医学百科全书医学统计学》统计软件包 PEMS处

理，应用秩和检验做组间比较， ＜0.05为差异有

统计学意义.

2 结果

2.1 实验兔肺组织 HE染色

光镜观察正常对照组肺组织结构清晰，肺泡

腔完整，肺泡、肺间质、肺小动脉结构均正常．

模型组肺动脉壁增厚，毛细血管瘀血明显，间质

胶原纤维增生，肺小动脉管壁纤维化明显，管腔

狭窄，肺泡间隔明显增厚，部分肺泡呈囊状扩张，

肺泡内有淡红色水肿液；可见大面积肺间质中巨

噬细胞浸润，病变广泛，少数肺组织肺泡腔中亦
有巨噬细胞浸润．三七总皂苷预防组、治疗组及

西药治疗组的肺纤维化组织亦有不同程度的显色，

说明除正常对照组外各组肺心病兔肺纤维化造模

成功．

2.2 各组实验兔肺组织中 CB蛋白的表达
正常对照组：光镜下仅见散在的棕黄色颗粒，

CB蛋白表达弱阳性，主要分布于支气管粘膜上皮

细胞，肺组织结构清晰，细支气管、肺泡腔完整，

肺泡壁无增厚，肺泡间隔无增宽，肺泡、肺间质、

肺小动脉结构均正常（见图 1-A）．模型组：镜下

可见细胞胞浆内大量的明显的棕黄色固缩的细胞

核，信号成强阳性，主要分布于支气管粘膜上皮

细胞、肺泡上皮细胞、巨嗜细胞及部分血管内皮

细胞的胞浆中，其中以支气管粘膜上皮细胞、肺

泡上皮细胞最为明显．肺小动脉管壁纤维化，肺

动脉壁增厚，管腔狭窄，毛细血管瘀血明显，间

质胶原纤维增生，肺泡间隔增厚明显，大量肺泡

腔萎闭、融合、成片状纤维化，部分肺泡呈囊状

扩张，内有淡红色水肿液；可见大面积肺间质中

巨噬细胞浸润，病变广泛，少数肺组织肺泡腔中

亦有巨噬细胞浸润，肺组织结构破坏明显（见图

1-B、C、D）．三七总皂苷预防组与正常对照组相

比，肺组织中可见棕黄色阳性颗粒，CB蛋白表达

弱阳性，但比正常对照组明显，主要分布在肺间

质、支气管上皮细胞，表现为部分肺组织、肺泡、

肺泡间隔、肺泡壁及细支气管粘膜上皮有少量的

纤维胶原生成，纤维化并不明显，部分肺泡亦有

萎缩（见图 2-B）；与三七总皂苷治疗组及西药治

疗组相比，预防组光镜下肺组织中棕黄色的固缩

细胞核颗粒明显少于此两者，即 CB 蛋白在肺组

织中的表达明显较此两组弱，且肺组织、肺泡上

皮细胞及支气管上皮细胞的破坏也明显减轻，脉

管壁纤维化轻微，肺动脉壁增厚不明显，间质胶

原纤维少量增生，肺泡间隔相对薄，未见肺泡囊

状扩张及淡红色水肿液，肺泡萎闭及肺间质纤维

化较治疗组减轻．三七总皂苷治疗组及西药治疗

组相比，无论在 CB蛋白表达还是肺组织结构的
改变上并无多大差异，表现为支气管粘膜、肺间

质、肺泡、肺泡间隔都有明显的棕黄色固缩颗粒，

肺泡间隔增厚，大量的肺泡萎缩或破裂成细缝状，

肺组织结构破坏明显，肺间质纤维化明显．三七

总皂苷预防组、治疗组及西药治疗组与模型组比

较，则此三组 CB 蛋白表达及肺纤维化等病理学

改变都较模型组明显减轻（见图 2-A、C、D）．

2.3 各组实验兔肺部病变和肺纤维化分级比较

光镜下三七总皂苷预防组、治疗组及西药治

疗组与模型组比较，差异有统计学意义，且三七

总皂苷治疗组及西药治疗组对兔肺病理组织结构

的影响不及三七总皂苷预防组明显 （ ＜0.05），

见表 1；三七总皂苷治疗组与西药治疗组组间疗

效比较，差异无统计学意义（ ＞0.05），即三七

总皂苷治疗组及西药治疗组对肺心病兔肺纤维化

组织结构影响的差别不明显．

3 讨论

在肺心病发病过程中，致肺纤维化的机理主

要有：（1）慢性长期反复炎症刺激，与其它致病

因素协同作用，病变可累及邻近肺小动脉，引起

血管炎，管壁增厚、管腔狭窄或纤维化，甚至完

全闭塞，从而使肺血管阻力增加，产生肺动脉高

压，这是导致肺心病发生发展的重要环节．（2）

长期慢性缺氧，使肺血管收缩，管壁张力增高可

直接刺激管壁增生．同时缺氧时，肺内产生多种
生长因子（如多肽生长因子）．肺细小动脉及肌型

微动脉的平滑肌细胞肥大或是萎缩，细胞间质增

多，内膜弹力纤维及胶原增生，非肌型微动脉肌
化，使血管壁增厚硬化，管腔狭窄，血流阻力增

大．缺氧可使无肌型微动脉的内皮细胞向平滑肌

细胞转化，使动脉管腔狭窄或纤维化．（3）随着

肺气肿的加重，肺泡内压增高，压迫肺泡毛细血
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图 1 光镜下肺纤维化组织 CB蛋白的表达

Fig. 1 The expression of CB protein in pulmonary fibrosis under light microscope

A:正常组；B、C、D:模型组.

A

B

C

D

图２光镜下肺纤维化组织 CB蛋白的光镜下表达

Fig.２ The expression of CB protein in pulmonary fibrosis under light microscope

A:正常组；B:预防组；C、D:治疗组.

A

B

C

Ｄ
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与肺心病模型组比较，* ＜0.05.

组 别 n
各级别肺泡病变例数

+ ++ +++ ++ +++

肺心病模型组 8 1 4 3 2 2 4

三七总皂苷预防组 8 5* 2* 1* 5* 2 1*

三七总皂苷治疗组 8 3* 2* 3 4* 2 2*

西药治疗组 8 3* 3* 2 4* 2 2*

各级别肺纤维化例数

+

表 1 各组不同程度肺泡病变和肺纤维化结果比较（n）
Fig. 1 Different degrees of lung lesions and pulmonary fibrosis results in each group（n）
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管，造成毛细血管管腔狭窄、闭塞．（4）肺血管

性疾病、间质性疾病等也可引起肺血管病理改变，

使血管管腔狭窄、闭塞或纤维化[1]．从上述原因可

以看出肺纤维化与肺心病的发生关系极为密切，

是从炎症及其它致病因素到肺心病发生的一个极

其重要的中间环节，是肺心病发生发展的必经阶

段．故研究肺心病发生过程中的肺纤维化是今后

肺心病治疗取得突破的一个大的方向．

CB是一种属于肽酶或蛋白酶家族的酶蛋白．

其作用非常广泛，主要为降解各种组织蛋白，参

与机体多种生理、病理过程，广泛分布于各种组

织细胞的溶酶体中．对于人类来说，它是由 CTSB

基因编码的．蛋白质编码基因是一种由二聚体二

硫键相连重型和轻型链所组成的溶酶体半胱氨酸

蛋白酶，同时来源于单一蛋白前体，它是肽酶 C1
家族成员之一．CB过度表达已在食管腺癌和其他

肿瘤所证实，且具有组织特异性．近年来，国内

外对纤维化的发病机制做了大量的研究发现：在

正常肺组织 CB 表达较弱，可能仅参与细胞结构

与功能的稳定性，但在肺纤维化组织中 CB过度

表达，认为其对致肺纤维化起到了非常重要的作

用[3]．在本研究中笔者发现，正常对照组中 CB呈

弱表达；模型组中 CB表达强阳性，而且广泛的

分布于支气管粘膜上皮细胞、肺泡上皮细胞、巨

嗜细胞及部分血管内皮细胞的胞浆中，肺纤维化

非常明显；三七总皂苷预防组、治疗组及西药治

疗组中光镜下 CB蛋白的表达明显比模型组减轻，

其中以三七总皂苷预防组最为明显，肺纤维化程

度也明显减轻．光镜下笔者发现 CB 蛋白表达越

强的组织，纤维化就越明显，呈正比例关系，这

对笔者研究 CB 在肺纤维化中的作用提供了非常

重要的客观依据．

三七总皂苷是名贵中草药三七的主要生物活

性成分[6，7]，具有化瘀止血、活血定痛、抗炎之功

效．前期实验已证明，三七总皂苷能有效抑制肺

纤维化、减少胶原纤维增长、改善心肺功能[8，9]．

在本研究中发现，三七总皂苷预防组、治疗组肺

组织中棕黄色的固缩细胞核颗粒较模型组明显减
少，即三七总皂苷能有效的抑制 CB 蛋白在兔纤

维化肺组织中的表达，对纤维化组织有一定的治

疗作用．其中，三七总皂苷预防组比治疗组作用

更为明显（CB蛋白的表达量在光镜下可以观察），

说明三七总皂苷对肺纤维化不仅有治疗作用，还

有早期防治作用，该药运用越早防治纤维化的作

用就越明显．病理结果显示：肺动脉壁胶原纤维

增生减轻，肺泡壁明显增厚、纤维结缔组织增生、

部分毛细血管腔闭塞、肺小动脉中膜平滑肌间质

纤维结缔组织增生等都得到明显的改善．为三七

总皂苷在临床中预防肺纤维化的发生及三七总皂

苷走上保健品市场提供了可靠的依据．

同时，笔者在研究中还发现三七总皂苷治疗

组与西药治疗组在抑制 CB蛋白表达及改变肺组

织病理结构上并无多大差别，临床中众所周知西

药激素抗纤维化有明显的毒副作用，而且不能长

期应用，在临床中一直是未解决的难题，本研究
为解决此难题提供了一个重要的理论依据．如果

三七总皂苷在临床中能达到与激素相同的治疗效

果，则为寻找一种有效的副作用少的抗纤维化药

物提供了可能，为肺心病及肺纤维化临床安全用

药开辟了一个新的途径，同时也对开发三七的临

床药用价值有着重大意义．
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