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肺纤维化是多种慢性肺疾病的共同结局，其发病机
制至今不明。有研究发现，肺纤维化后期主要表现为正
常肺组织逐渐被增殖分化的成纤维细胞和过度聚集的
胶原蛋白等细胞外基质替代犤 １ 犦。因此，肺成纤维细胞的
增殖在肺纤维化的发生过程中起重要作用，而由其分泌
的Ⅰ型胶原蛋白和Ⅲ型胶原蛋白是细胞外基质的主要
结构蛋白，其含量的变化和比例的改变是肺纤维化的主
要病理学基础。三七总皂苷是三七主要有效药用成分，
具有活血祛瘀、通脉活络等功效，并能抗肿瘤、抗纤维
化、抑制血小板聚集和增加脑血流量等犤 ２ 犦。本课题组前

期研究发现，三七总皂苷对肺上皮细胞的凋亡，肺纤维
化状态的氧化应激反应，以及肺组织中基质金属蛋白酶
（ＭＭＰｓ）的表达均有抑制作用，说明三七总皂苷有预防
肺纤维化的作用 犤 ３ － ６ 犦。本研究中通过体外培养人胚肺成
纤维细胞ＭＲＣ － ５，研究三七总皂苷对ＭＲＣ － ５的增殖
分化及胶原蛋白表达的影响，以探讨三七总皂苷阻断肺
纤维化进程的体外细胞分子机制。
１ 材料与方法
１． １ 仪器与试药

仪器：日产超净工作台（日本Ａｉｒｔｅｃｈ公司）；ＨＦ９０

三七总皂苷对转化生长因子－β诱导人胚肺成纤维细胞
增殖分化及胶原蛋白合成的影响

耿德海 １，郭文龙 ２，王 强 １，刘志勇 ３，薛 娟 ４，孙晓芳 ４，谷 雨 ４，刘未华 ４，段 斐 ４△

（１． 河北省保定市第二医院，河北保定０７１０５１； ２． 河北省保定市涞水县医院，河北保定０７４１００；
３． 河北省保定市法医医院，河北保定０７１０００； ４． 河北大学医学院，河北保定０７１０００）

摘要：目的探讨三七总皂苷对人胚肺成纤维细胞ＭＲＣ － ５增殖分化及胶原蛋白合成的作用。方法体外培养人胚肺成纤维细胞ＭＲＣ － ５，
随机分为正常对照组、模型组、地塞米松组和三七总皂苷组。采用四氮唑（ＭＴＴ）比色法检测转化生长因子－ β（ＴＧＦ － β）刺激的成纤维细
胞增殖情况；采用免疫细胞化学染色法检测α －平滑肌肌动蛋白（α － ＳＭＡ）及Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白表达水平。结果与正常对照组比较，
模型组ＭＲＣ － ５细胞增殖比显著升高，α － ＳＭＡ及Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白表达水平显著升高；地塞米松组和三七总皂苷组ＭＲＣ － ５增殖比
较模型组显著降低，α － ＳＭＡ和Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白表达水平较模型组显著降低。结论三七总皂苷可通过抑制ＭＲＣ － ５细胞增殖及分
化，抑制人胚肺成纤维细胞Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白表达，从而延缓及阻止肺纤维化。
关键词：肺纤维化；肺成纤维细胞；三七总皂苷；α －平滑肌肌动蛋白；胶原蛋白；ＭＲＣ － ５细胞
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表１ 三七总皂苷对ＭＲＣ － ５增殖比的影响（Ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

注：与正常对照组比较，＃ Ｐ ＜ ０． ０５；与模型组比较， Ｐ ＜
０． ０５。表２同。

组别
正常对照组
模型组
地塞米松组
三七总皂苷组

２４ ｈ
０． ２８２ ± ０． ０２５
０． ３６６ ± ０． ０３６＃

０． ３１４ ± ０． ００５

０． ３０５ ± ０． １０１

７２ ｈ
０． ３６７ ± ０． １７６
０． ４３６ ± ０． ０２８＃

０． ３５８ ± ０． ０１２

０． ３５６ ± ０． ００９

表２ 三七总皂苷对肺成纤维细胞相关蛋白表达水平的影响（ｎ ＝ ５）

Ａ Ｂ

Ｃ Ｄ
Ａ．正常对照组 Ｂ．模型组 Ｃ．地塞米松组 Ｄ．三七总皂苷组
图１ 三七总皂苷对ＭＲＣ － ５细胞α － ＳＭＡ蛋白表达的影响

（ＳＰ，× ２００）

组别
正常对照组
模型组
地塞米松组
三七总皂苷组

α － ＳＭＡ
４ ７５６． ３７ ± １９２． １４
７ ５６２． １８ ± ３５８． ７１＃

５ ４３３． ２８ ± １３５． ０８

５ ８５２． ７５ ± １２５． ４５

Ⅰ型胶原
３ ８５６． ８７ ± １６７． １９
７ ８５３． １９ ± ６９８． ５１＃

４ ７６３． ０８ ± １６９． ９８

４ ２１２． ３５ ± ９５． ８５

Ⅲ型胶原
３ １２２． ６１ ± １１１． ０２
５ ９９８． ７７ ± １６１． ４７＃

４ ００３． ６０ ± １０３． １３

４ １６６． ４１ ± ８７． １１

１００ μｍ １００ μｍ

１００ μｍ １００ μｍ

型ＣＯ２ 培养箱（香港力康生物医疗科技有限公司）；
ＣＫＸ４１型倒置显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＺＨＷＹ －
１０Ｘ型恒温水浴箱（上海申安医疗器械厂）；ＢＩＯＲＡＤ６８０
型酶标仪（伯乐生命医学产品有限公司）。

试药：人胚肺成纤维细胞系（北京协和细胞资源中
心，细胞株编号为ＭＲＣ － ５）；ＤＭＥＭ ／ ＥＢＳＳ细胞培养基
（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；ＮＥＡＡ培养基（北京协和细胞资源
中心）；胎牛血清（浙江天杭生物科技有限公司）；三七总
皂苷注射液（昆明制药集团股份有限公司，批号为
２０１５０３１３，规格为每支 ５ ｍＬ ∶ ２５０ ｍｇ）；二甲基亚砜、四
氮唑牗 ＭＴＴ 牘均由美国Ｓｉｇｍａ公司提供；胰蛋白酶（美
国Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；即用型免疫组化试剂盒、辣根过氧化
物酶显色牗 ＤＢＡ 牘液均由武汉博士德生物工程有限公
司提供。
１． ２ 方法

细胞分组及给药：将体外培养的人胚肺成纤维细胞
ＭＲＣ － ５分为４组：正常对照组，不做处理；模型组，加入
转化生长因子－β（ＴＧＦ－β，质量浓度为１ｎｇ ／ ｍＬ）；阳性药物
对照组（地塞米松组），加入ＴＧＦ－β（质量浓度为１ ｎｇ ／ ｍＬ）＋
地塞米松（质量浓度为０． ０５ ｇ ／ Ｌ）；三七总皂苷组，加入
ＴＧＦ － β（质量浓度为１ ｎｇ ／ ｍＬ）＋三七总皂苷（质量浓
度为１ ｇ ／ Ｌ）。将细胞接种于９６孔板，每组各５个复孔。
加药后充分混匀，孵育２４ ｈ。

ＭＴＴ比色法检测细胞增殖情况：ＭＲＣ － ５培养２４ ｈ
后，各组加入相应药物干预，分别孵育２４ ｈ和７２ ｈ后，
采用ＭＴＴ比色法检测。于试验前４ ｈ取出９６孔板，避光条
件下加入质量浓度为５ ｇ ／ Ｌ的ＭＴＴ２０μＬ，放入培养箱，孵
育４ ｈ，弃去上清液，每孔加入二甲基亚砜１５０ ｍＬ，振荡
混匀１０ ｍｉｎ后放入酶标仪，读取４９０ ｎｍ波长下各孔光
密度（ＯＤ）值，计算各组细胞生长抑制率。

免疫细胞化学法检测细胞各指标表达情况：将细胞
浓度调整到约为１ × １０５个／ ｍＬ，３７ ℃培养２４ ｈ。各组
加入相应药物，正常对照组加入等量培养基，共孵育７２ ｈ。
取出后弃去培养基，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗３遍，
每孔加入冷丙酮２ ｍＬ，放入４ ℃固定 １０ ｍｉｎ，弃去丙
酮，取出细胞爬片，染色，脱水，封片，采用免疫细胞化学
检测牗 ＳＰ牘法检测各组α －平滑肌肌动蛋白牗α － ＳＭＡ牘和
胶原蛋白表达情况，按试剂盒说明书进行操作，显微镜
下观察细胞染色情况；采用 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ － ｐｌｕｓ图像分析系
统，每张爬片选取５个不同视野检测，计算各组累积光
密度值（ＩＯＤ），以此为蛋白表达水平。
１． ３ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ １９． ０统计学软件处理。数据以Ｘ ± ｓ表
示，各组间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用
成组ｔ检验。Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学意义。

２ 结果
２． １ 对细胞增殖的影响

与正常对照组比较，模型组ＭＲＣ － ５ ２４ ｈ和７２ ｈ
后增殖明显；地塞米松组和三七总皂苷组成纤维增殖显
著受到抑制，且抑制程度随干预时间的延长而增强，但
组间无显著差异。详见表１。

２． ２ 对细胞 α －ＳＭＡ蛋白表达水平的影响
模型组有大量棕褐色着色细胞表达；与模型组相

比，地塞米松组和三七总皂苷组棕褐色细胞显著减少；
与正常对照组比较，模型组α － ＳＭＡ蛋白表达水平升高
（Ｐ ＜ ０． ０５）；与模型组比较，地塞米松组和三七总皂苷
组α － ＳＭＡ蛋白表达水平显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。详见
图１和表２。
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Ａ Ｂ

Ｃ Ｄ
Ａ．正常对照组 Ｂ．模型组 Ｃ．地塞米松组 Ｄ．三七总皂苷组
图２ 三七总皂苷对ＭＲＣ － ５细胞Ⅰ型胶原蛋白表达量的影响

（ＳＰ，× １００）

Ａ Ｂ

Ｃ Ｄ
Ａ．正常对照组 Ｂ．模型组 Ｃ．地塞米松组 Ｄ．三七总皂苷组
图３ 三七总皂苷对各组ＭＲＣ － ５细胞Ⅲ型胶原蛋白表达量的

影响（ＳＰ，× １００）
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２． ３ 对Ⅰ型及Ⅲ型胶原蛋白的影响
与正常对照组比较，模型组黄褐色细胞数量明显增

多，显示细胞蛋白表达量较正常对照组显著增加；与模
型组比较，地塞米松组和三七总皂苷组黄褐色细胞数量
明显减少，显示其Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白表达量较模型组
显著降低，地塞米松组和三七总皂苷组比较无显著差
异。详见图２、图３及表２。

３ 讨论
肺纤维化是以弥漫性肺间质改变为主要特征的肺

疾病，其主要病理变化为成纤维细胞增殖分化和细胞外

基质产生增多。肺成纤维细胞是产生细胞外基质的最主
要细胞，其过度增殖分化是导致肺胶原蛋白合成增多和
异常沉积的主要原因犤７犦。因此，通过抑制肺成纤维细胞增
殖分化和细胞外基质的合成对于防治特发性肺间质纤维
化有重要意义。本研究结果显示，三七总皂苷可抑制肺成
纤维细胞的增殖分化，并减少其胶原蛋白的合成。

研究发现，肺成纤维细胞增殖分化为表达α － ＳＭＡ
的肌成纤维细胞是合成细胞外基质的主要细胞犤 ８ 犦。肌成
纤维细胞由成纤维细胞分化而来，特征性表达α － ＳＭＡ，
具有更强的促肺纤维化作用。这种增殖分化受多种调控
因子的影响，其中，ＴＧＦ － β是最重要的促进因子，也是
促肺纤维化的重要因子，可促进肺成纤维细胞的增殖，
并促进其分化为肌成纤维细胞犤 ９ 犦。肌成纤维细胞可产生
大量细胞外基质，如α － ＳＭＡ，Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白等，
导致细胞重塑，进而促进ＴＧＦ － β诱导肺成纤维细胞活
化为肌成纤维细胞，从而放大纤维化的级联反应犤 １０ 犦。因
此，抑制肺成纤维细胞的增殖分化对于肺纤维化的防治
具有重要意义。

胶原蛋白是肺纤维化细胞外基质的主要成分，胶原
蛋白的分解减少和合成增加是导致肺纤维化胶原蛋白
异常沉积的重要原因犤 １１ 犦。而这种异常又以Ⅰ型、Ⅲ型胶
原蛋白代谢异常为主。在肺纤维化的早期、晚期分别主
要以Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白增加为主犤 １２ 犦。因此，通过药物抑
制此两种胶原蛋白的表达将有助于肺纤维化的治疗。

多项以肺纤维化模型大鼠为对象的研究发现，三七总
皂苷具有抑制ＴＧＦ －β合成与分泌的作用，对肺纤维化模
型大鼠有显著抗纤维化作用犤１３犦。此外，三七总皂苷对肝纤
维化、肾纤维化及腹膜纤维化等均有抑制作用 犤 １４ － １６ 犦。本
研究结果显示，ＴＧＦ － β可显著促进肺成纤维细胞的增
殖，并使其α － ＳＭＡ受体表达增强，表明ＴＧＦ － β可促
进肺纤维细胞向肌成纤维细胞转化，促进肺纤维化的发
展。经过三七总皂苷干预后，细胞增殖受到抑制，同时
α － ＳＭＡ蛋白表达水平亦有下降趋势，表明三七总皂苷
可显著抑制肺成纤维细胞的增殖和分化，可能是其治疗
肺纤维化的机制之一。

通过对肺成纤维细胞Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白纤维
表达的研究发现，ＴＧＦ － β可显著增加胶原蛋白的表达
量，三七总皂苷对肺纤维细胞的Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白表
达量有显著抑制作用，可降低细胞外基质沉积，从而防
止肺纤维化产生。

综上所述，三七总皂苷能抑制肺成纤维细胞的增殖
及向肌成纤维细胞的转化，抑制Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白合
成，这些作用可能是其防治肺间质纤维化的机制。
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