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肺痹汤 2 号调控 AT2 细胞内质网应激抵抗凋亡促进肺泡修复
改善小鼠肺纤维化的机制
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［摘要］ 目的：探讨中药复方肺痹汤 2 号在特发性肺纤维化中的干预机制，聚焦其对肺泡Ⅱ型上皮细胞（AT2）内质网应

激、凋亡、干性维持及再生修复能力的影响，验证“宗气衰微-肺泡痿痹”理论的现代转化路径。方法：采用博来霉素（BLM）诱导

小鼠肺纤维化模型，设空白组，模型组与肺痹汤 2 号低、高剂量组（9.1、18.2 g·kg-1）及醋酸波尼松龙组（6.5 mg·kg-1）。通过苏木

素-伊红（HE）及马松（Masson）染色评估肺组织结构变化及胶原沉积情况，采用碱水解法测量羟脯氨酸（HYP）含量，测量肺系

数及肺功能指标。应用实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测纤维化相关因子［胶原蛋白Ⅰ型 α1 链（ColⅠa1）、
α平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、金属蛋白酶组织抑制剂 1（Timp1）］mRNA 表达水平。使用末端脱氧核苷酸转移酶介导的 dUTP

缺口末端标记法（TUNEL）评估细胞凋亡，表面活性蛋白 C（SPC）和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（Caspase-3）双染免疫荧光法进

一步评估 AT2 细胞凋亡，SPC 和蛋白激酶 R 样内质网激酶（PERK）双染检测 AT2 细胞内质网应激情况，透射电镜观察 AT2 细胞

内质网及板层小体超微结构变化。通过蛋白免疫印迹法（Western blot）检测内质网应激及凋亡通路关键蛋白 PERK、激活转录

因子 4（Atf4）及 Caspase-3 表达情况。通过双染免疫荧光标记 SPC 和 Ki-67 抗原（Ki-67）分析 AT2 细胞增殖能力，利用谱系追踪

技术（GFP+小鼠）联合 Krt8 标记检测分化中间状态，并观察 AT2 细胞向肺泡Ⅰ型上皮细胞（AT1）细胞形态的转化。结果：BLM

诱导后小鼠出现显著肺组织结构破坏、胶原沉积增加、肺系数升高、肺功能下降和纤维化因子上调（P<0.01）。高剂量肺痹汤 2

号干预可显著改善肺组织损伤与功能障碍，显著降低 HYP 含量（P<0.01），显著下调 ColⅠa1、α-SMA、Timp1 表达（P<0.01）。凋

亡分析显示模型组 TUNEL阳性细胞比例上升，AT2细胞 Caspase-3阳性率显著增加，而高剂量组显著降低。透射电镜下 AT2细胞

内质网结构肿胀，给药治疗后趋于正常；PERK 蛋白质染色分析发现模型组 AT2细胞内质网应激明显，给药组显著缓解。模型组

中内质网应激相关蛋白 PERK、Atf4及凋亡蛋白 Caspase-3的表达升高，给药后可显著降低。透射电镜下模型组板层小体结构紊

乱，治疗组趋于恢复。AT2细胞增殖能力方面，治疗组 Ki-67⁺SPC⁺细胞比例显著上升（P<0.01）。谱系追踪显示模型组角蛋白 8阳

性绿色荧光蛋白阳性（Krt8⁺GFP⁺）细胞占比升高，提示分化阻滞；治疗组该比例显著下降，同时 GFP⁺细胞形态向扁平延展转变，提

示分化向 AT1方向恢复。结论：肺痹汤 2号通过缓解 AT2细胞内质网应激、减少 AT2细胞凋亡、恢复其板层小体结构与功能、增强

其增殖活性、缓解分化阻滞促进其向 AT1细胞分化，从而修复肺泡有效阻断肺纤维化的进展。其“复宗气、和气血、通肺络”的中医

治疗机制与现代 AT2干细胞调控路径高度契合，为中药干预 IPF提供了新理论与实验依据。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the intervention mechanism of the traditional Chinese medicine Number 2 Feibi 

recipe （N2FBR） in idiopathic pulmonary fibrosis （IPF）， focusing on its effects on endoplasmic reticulum （ER） stress， apoptosis， 

stemness maintenance， and regenerative capacity of alveolar type Ⅱ  epithelial cells （AT2 cells）， and to validate the modern 

translational pathway of the theory of "deficiency of Zong Qi leading to pulmonary atelectasis and atrophy". Methods：： A mouse 

model of pulmonary fibrosis was induced by bleomycin （BLM）. Mice were randomly divided into blank control， model， low-， and 

high-dose N2FBR intervention groups （9.1， 18.2 g·kg-1）， and prednisolone intervention group （6.5 mg·kg-1）. Pulmonary 

histopathological changes and collagen deposition were evaluated using hematoxylin-eosin （HE） and Masson's trichrome staining. 

Hydroxyproline （HYP） content was measured by the alkaline hydrolysis method. Lung coefficient and pulmonary function 

parameters were evaluated. The mRNA expression levels of fibrosis-related factors， including collagen type Ⅰ  alpha 1 chain 

（ColIa1）， alpha-smooth muscle actin （α -SMA）， and tissue inhibitor of metalloproteinase 1 （Timp1）， were detected by real-time 

polymerase chain reaction （Real-time PCR）. Cell apoptosis was assessed using the terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP 

nick-end labeling （TUNEL） assay. Apoptosis of AT2 cells was further evaluated by double immunofluorescence staining for 

surfactant protein C （SPC） and cysteine-aspartic protease-3 （Caspase-3）. Endoplasmic reticulum （ER） stress in AT2 cells was 

examined by double staining for SPC and protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase （PERK）. Ultrastructural changes of 

ER and lamellar bodies in AT2 cells were observed by transmission electron microscopy （TEM）. The expression levels of key 

proteins involved in ER stress and apoptosis pathways， including PERK， activating transcription factor 4 （ATF4）， and Caspase-3， 

were detected by Western blot. Double immunofluorescence staining of SPC and Ki-67 antigen （Ki-67） was performed to evaluate 

the proliferative capacity of AT2 cells. Lineage tracing technology （labeling AT2 cells with GFP） combined with Krt8 labeling was 

used to evaluate intermediate differentiation states， and morphological transformation of AT2 cells into alveolar type Ⅰ  epithelial 

cells （AT1） was observed. Results：： BLM-induced mice exhibited significant structural disruption of lung tissue， increased 

collagen deposition， elevated lung coefficient， decreased pulmonary function， and upregulation of fibrosis-related factors （P<

0.01）. High-dose N2FBR treatment significantly ameliorated lung tissue damage and dysfunction， significantly reduced HYP 

content （P<0.01）， and significantly downregulated ColIa1， α -SMA， and Timp1 expression （P<0.01）. Apoptosis analysis showed 

increased TUNEL-positive and Caspase-3-positive AT2 cells in the model group， which was significantly reduced by high-dose 

N2FBR treatment. TEM revealed swollen ER structures in AT2 cells of the model group， which tended to return to normal following 

treatment. PERK protein staining analysis showed evident ER stress in AT2 cells of the model group， which were markedly 

alleviated in the treatment group. The expression levels of ER stress-related proteins PERK and ATF4， as well as the apoptosis-

related protein Caspase-3， were elevated in the model group and significantly reduced after treatment. TEM also revealed disrupted 

lamellar body structures in the model group， which tended to recover in the treatment group. Regarding the proliferative capacity of 

AT2 cells， the proportion of Ki-67⁺SPC⁺ AT2 cells significantly increased in the treatment group （P<0.01）. Lineage tracing showed 

that the proportion of keratin 8-positive green fluorescent protein-positive （Krt8 ⁺ GFP ⁺） cells increased in the model group， 

indicating differentiation arrest. This proportion was significantly reduced in the treatment group， and the morphology of GFP⁺ cells 

exhibited a flattened， extended shape， suggesting restored differentiation toward AT1 cells. Conclusion：： N2FBR alleviates ER 

stress in AT2 cells， reduces AT2 cell apoptosis， restores lamellar body structure and function， enhances proliferation activity， and 

alleviates differentiation arrest to promote differentiation into AT1 cells， thereby repairing the alveolar epithelium and effectively 

blocking the progression of pulmonary fibrosis. Its traditional Chinese medicine mechanism of "replenishing Zong Qi， harmonizing 

Qi and blood， and unblocking pulmonary meridians" closely aligns with the modern regulatory pathway of AT2 stem cells， 

providing a novel theoretical basis and experimental evidence for the intervention of IPF with traditional Chinese medicine.

［［Keywords］］ idiopathic pulmonary fibrosis （IPF）； regenerative arrest； apoptosis； endoplasmic reticulum （ER） stress； 

stemness； Zong Qi； Number 2 Feibi recipe

肺纤维化（PF）是一类以肺泡损伤、组织重构与

纤维沉积为特征的间质性肺疾病，最终可致肺功能

衰竭，严重威胁生命安全。特发性肺纤维化（IPF）作
为最常见亚型，其病因未明，发病隐匿，进展迅速，

缺乏有效治疗手段［1-2］。近年来研究发现，肺泡Ⅱ型

上皮细胞（AT2）作为肺泡干细胞，是肺泡再生修复

的关键，其损伤与功能障碍是纤维化持续进展的重

要驱动［3-7］。

肺损伤后，AT2 细胞可增殖并分化为肺泡Ⅰ型

上皮细胞（AT1）细胞，以重建气体交换屏障并恢复
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肺泡功能［8-10］。然而在纤维化微环境中，AT2 细胞常

因氧化应激及代谢紊乱而陷入内质网应激（ERS）状
态［11］，激活蛋白激酶 R 样内质网激酶-真核翻译起始

因 子 2α - 激 活 转 录 因 子 4-C/EBP 同 源 蛋 白

（PERK-eIF2α/Atf4-CHOP）信号通路，诱导程序性细

胞死亡［12］，导致干性丧失、分化受阻［13-14］，既无法修

复肺泡结构，又释放促纤维化信号，加剧病情进

展［15-16］。因此，缓解 ERS、维持 AT2 细胞干性，是当

前抗纤维化研究的重要方向。

中医学认为 IPF 属“本虚标实”之证，核心病机

可概括为“宗气衰微，肺泡痿痹”。《灵枢·邪客》云：

“宗气积于胸中，出于喉咙，以贯心脉，而行呼吸

焉”，可见宗气主司呼吸、助心行血，是维持气体交

换、气血运行的关键。而宗气由肺之清气与脾胃运

化之精微合化而成，PF 患者肺功能进行性降低，肺

之清气固少；又肺动脉高压，肺络痹阻，脾胃运化之

精微难布，宗气衰微之势已成，又负反馈于其司呼

吸、助心行血之功能，必致气血失和，营养供能障

碍，使肺泡局部陷入“虚、瘀、毒”的“痿痹”状态。现

代视角下，肺泡上皮主司气体交换，而 AT2 细胞在

肺泡损伤后启动修复过程，是维持气血通畅的关

键；若 AT2 细胞凋亡发生、干性丧失，则肺泡修复失

败，肺表面张力升高，结构易塌陷，促进纤维结节形

成，与“宗气衰微、肺泡痿痹”高度契合。提出“宗气

衰微 -肺泡痿痹”理论模型，认为宗气虚衰导致气血

失和、肺泡再生障碍，是 IPF 演进中的核心机制，亦

为中医与现代病理的联结点。

“肺痹汤 2 号”源自《辨证录》“肺痹”原方，具有

“益气通络、清热解毒、活血化瘀”等功效，临床用于

PF 治疗［17-18］。前期研究证实其可改善小鼠肺功能、

抑制炎症与纤维化因子表达［19-21］；并激活 AT2 细胞

增殖，改善干性障碍［22］。但其是否通过调控 AT2 细

胞的 ERS 与凋亡机制以实现肺泡修复，仍有待系统

验证。

本研究从“凋亡-干性-修复”三位一体的角度出

发，结合组织学、分子生物学及谱系追踪手段，探讨

肺痹汤 2 号对 AT2 细胞内质网应激、凋亡、干性维持

及肺泡重建的作用机制，旨在进一步揭示“宗气衰

微-肺泡痿痹论”理论桥梁在纤维化干预中的科学价

值，为中药靶向成体干细胞功能提供实验依据。

1 材料

1.1　 动 物     35 只 SPF 级 雄 性 C57BL/6J 小 鼠 ，8~

10 周龄，体质量 22~24 g，购自斯贝福（北京）生物技

术 有 限 公 司 ，合 格 证 号 SCXK（京）2024-0001。

Sftpc-CreERT2和 Rosa26-ZsGreen 小鼠购买及饲养繁

殖于赛业（固安）生物科技有限公司，合格证号

SCXK（冀）2021-003，杂交获得 20 只 Sftpc-CreERT2；
Rosa26-ZsGreen 的 C57BL/6J 小鼠；使用前 2 周，按

75 mg·kg-1 剂量隔日腹腔注射他莫昔芬，对 AT2 细

胞进行谱系追踪标记。动物饲养于北京中医药大

学良乡校区 SPF 级实验动物中心，许可证号 SYXK

（京）2023-0011。饲养温度为 22~24 ℃，湿度 50%~

60%，12 h 昼夜交替循环，给予动物自由进食和饮

水，所有实验小鼠适应性饲养 1 周后用于实验。

1.2　伦理     本实验研究通过北京中医药大学实验

动 物 伦 理 委 员 会 审 查 ，伦 理 编 号 BUCM-

2024052801-2135，实验操作严格遵循动物伦理学指

导原则。

1.3　药物     肺痹汤 2 号由生黄芪 30 g、丹参 20 g、生

甘草 10 g（北京本草方源药业集团有限公司，批号分

别为 20240128、20240122、20240131），金银花 30 g、

黄芩 20 g（北京人卫中药饮片公司，批号分别为

24062507、24031404），红景天 30 g（河北橘井药业有

限公司，批号 355231003）配伍而成。饮片均购自北

京中医药大学东方医院中药房，经东方医院中药房

何婷副主任药师鉴定符合 2020 年版《中华人民共和

国药典》标准，饮片加水没过 3~5 cm，浸泡 40 min，

煎煮 1 h 倒出药液，再加水没过药渣，煎煮 1 h 倒出

药液，2 次药液合并进行浓缩，煮药与浓缩均是大火

煮开后微火慢熬，经煎煮浓缩后制备成含生药量

0.91、1.82 g·mL-1的药液，按小鼠实际体质量给药灌

胃，每 10 g 灌胃 0.1 mL 药液，药液配置好后置于冰

箱 保 存 。 博 来 霉 素（美 国 MCE 公 司 ，批 号 HY-

17565A）。醋酸泼尼松龙（Prednisolone）注射液（浙

江 仙 琚 制 药 股 份 有 限 公 司 ，批 号 KA2302，规 格

0.125 g/5 mL）。
1.4　 试 剂     他 莫 昔 芬（美 国 Sigma 公 司 ，批 号

T5648-1G，规 格 1 g/瓶 ）；总 RNA 提 取 试 剂

（TRIzol）、原位末端标记法（TUNEL）检测试剂盒

（ 美 国 Invitrogen 公 司 ，批 号 分 别 为 10057821、

C10617）；HiScript Ⅲ  All-in-one RT SuperMix for 实

时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）反转

录试剂盒、Taq Pro Universal SYBR Real-time PCR 

Master Mix 试剂盒（南京诺唯赞生物科技股份有限

公 司 ，批 号 分 别 为 7E1672D5、7E0982K4）；马 松

（Masson）三色染色试剂盒、戊二醛固定液（Gluta，电

镜专用，2.5%）（北京索莱宝有限公司，批号分别为

G1340、P1126）；苏木素-伊红（HE）高清恒染试剂盒、

··82



第 32 卷第  10 期
2026 年 5 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 32，No. 10

May，2026

柠檬酸（pH6.0）抗原修复液、自发荧光淬灭剂、磷酸

盐缓冲液（PBS）、4′，6-二脒基 -2-苯基吲哚（DAPI）、
抗荧光淬灭封片剂、增殖标志物 Ki-67 抗体（武汉塞

维 尔 科 技 生 物 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 G1076-

500ML、G1202、G1221、G0002、G1012、G1401、

GB111499）；牛血清白蛋白（BSA，厦门百傲鲨国际

贸易有限公司，批号 BS114）；表面活性蛋白 C（SPC）
抗体、蛋白激酶 R 样内质网激酶（PERK）抗体（武汉

三鹰生物技术有限公司，批号分别为 10774-1-AP、

24390-1）；胱天蛋白酶 -3（Caspase-3）抗体、角蛋白 8

（Krt8）抗体、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体

（英国 Abcam 公司，批号分别为 ab214430、ab55407、

ab181602）；激活转录因子 4（ATF4）抗体（爱必信生

物科技有限公司，批号 DF6008）；放射免疫沉淀法缓

冲液（RIPA）蛋白裂解液、5 倍浓缩上样缓冲液（5×

Loading buffer）、聚氰基丙烯酸正丁酯（BCA）蛋白

定量试剂盒（美国 CST 公司，批号分别为 #9806、#

7722、#7780）；苯甲基磺酰氟（PMSF，罗氏 Roche 公

司，批号 10837091001）；一步法 PAGE 凝胶快速制备

试 剂 盒（ 北 京 雅 酶 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号

039711800）；ECL 发光液（德国 Millipore 公司，批号

WBKLS0500）；蛋白免疫印迹法（Western blot）一抗

二 抗 去 除 液（碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号

P0025）；羟脯氨酸酶联免疫吸附测定法（ELISA）试
剂盒（南京建成生物科技有限公司，货号 A0302-

2-1）。
1.5　仪器     EMMS Forced Maneuvers 型肺功能仪

器（成都佳驰电子科技股份有限公司）；BSA224S 型

精密电子天平（德国 Sartorius 公司）；NanoDrop Lite

型微量分光光度计（美国 Thermo Scientific 公司）；
CFX Duet 型 PCR 热 循 环 仪 和 Real-time PCR 仪 、

Mini Protean Tetra 垂直电泳槽、Mini Trans Blot 转印

槽、Powerpac Basic 型电泳仪（美国 Bio-Rad 公司）；
JK-6 型组织摊片机（武汉俊杰电子有限公司）；
RM2016 型病理切片机（上海徕卡仪器有限公司）；
188105 型载玻片、10212432C 型盖玻片（江苏世泰实

验器材有限公司）；E100 型荧光显微镜（日本 Nikon

公司）；JEM-ACE200F 型透射电子显微镜（日本 Jeol

公司）；5424R 型低温冷冻离心机（德国 Eppendrof 公

司）；SN257300 型酶标仪（美国 BioTek 公司）；TS-2

型水平脱色摇床（其林贝尔仪器制造有限公司）；OI-

X6 Touch 型化学发光仪（广州光仪科技有限公司）。
2 方法

2.1　动物造模、分组与给药     采用随机数字表法选

取 6 只小鼠作为空白（Control）组，将剩余小鼠采用

气管内滴注 BLM 的方式构建小鼠 PF 模型［23］，先通

过腹腔注射 0.5% 的戊巴比妥钠实施麻醉后，将小鼠

仰卧固定于造模板上，用聚光灯垂直照射小鼠胸腔

部位，左手持无菌钝镊轻轻夹出小鼠舌头，充分暴

露小鼠口腔，喉咙深处可见气管口随呼吸张合，右

手持静脉留滞针软管在气管口张开时插进，用移液

枪 往 管 中 滴 注 配 好 的 BLM 溶 液（给 药 剂 量 为

1 mg·kg-1），将造模板竖起使小鼠直立，静置数分

钟，取下小鼠轻轻摇晃，以使 BLM 更好分散于肺中。

造模成功的判断依据：为了确保 PF 模型建立成

功，本研究在建模第 14 天及第 21 天分别取样，判断

造模效果，具体依据包括①肺组织形态学改变：HE

染 色 显 示 肺 泡 结 构 明 显 破 坏 ，炎 性 细 胞 浸 润 ，

Masson 染色提示胶原沉积显著增加。②肺系数变

化：模型（Model）组小鼠肺/体质量比值明显高于

Control 组 。③肺 功 能 下 降 ：小 鼠 的 用 力 肺 活 量

（FVC）和肺总量（TLC）减少。④分子生物学指标：

胶原蛋白Ⅰ型 α1 链（ColⅠ a1）、α平滑肌肌动蛋白

（α-SMA）、金属蛋白酶组织抑制剂 1（Timp1）基因表

达上调；羟脯氨酸含量上升。

时间点选择依据说明：实验设计中选择第 14 天

与第 21 天分别作为观察与干预效果评价的关键时

间点，基于以下理论与文献依据［23］。①第 7~14 天为

炎症向纤维化过渡的关键阶段，此阶段 AT2 细胞凋

亡、炎症信号活跃，干预有助于阻断纤维化进展；
②第 21 天纤维化程度稳定，形成纤维结节，胶原沉

积明显 ，更能反映药物对已成纤维组织的缓解

能力。

将 BLM 造 模 后 的 C57BL/6J 小 鼠 随 机 分 为

Model 组、肺痹汤 2 号低剂量（N2FBR-L）组、肺痹汤

2 号 高 剂 量（N2FBR-H）组 和 醋 酸 泼 尼 松 龙

（Prednisolone）组，Control组小鼠气管内滴注生理盐

水 作 为 Control 组 。 灌 胃 给 药 ：N2FBR-L 组

（9.1 g·kg-1），N2FBR-H 组（18.2 g·kg-1），Control组和

模型组灌胃同等体积的纯水。腹腔注射给药 ：

Prednisolone 组（6.5 mg·kg-1），连续治疗 21 d。课题

组前期已运用高效液相色谱法分析肺痹汤 2 号的指

纹图谱见增强出版附加材料，符合质量控制标准，

肺痹汤 2 号和醋酸泼尼松龙的给药剂量均根据临床

治疗剂量等效换算。

2.2　小鼠一般状态观察     造模前、造模后每隔 3 d

及取材前，分别称体质量并记录小鼠体质量变化情

况；同时观察并记录小鼠呼吸状态，进食状况，精神
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及活动情况，皮毛情况（皮毛光泽度，顺滑度，有无

脱毛）等。

2.3　肺功能检测     通过腹腔注射 0.5% 的戊巴比妥

钠实施麻醉后，用手术剪在颈部皮肤处剪开一纵向

切口，钝性分离见气管后在气管上剪开一横向切

口，轻柔插入肺功能仪插管，并对小鼠的 FVC、TLC

进行检测。

2.4　取材     肺功能检测结束后，固定小鼠打开全

胸，用静脉针将生理盐水注射液从右心室灌入冲

洗，直至肺组织变白，流出液体无明显血液，取出小

鼠肺组织擦干表面水分，称量肺组织质量后，左肺

放入 4% 的多聚甲醛溶液中于 4 ℃固定 24 h 以上，

用于病理形态学检测及免疫荧光染色；右肺后叶放

入 TRIzol 试剂中保存于−20 ℃，用于 Real-time PCR

检测；右肺前叶组织取一小部分冰上裁剪成 1 mm3

见方的组织块，迅速用 2.5% 戊二醛固定，用于制作

透射电镜样本；其余液氮速冻后存−80 ℃冰箱，用于

后 期 羟 脯 氨 酸 含 量 测 定 及 蛋 白 免 疫 印 迹 法

（Western blot）检测。

2.5　肺系数检测     根据小鼠肺组织质量及体质量，

计算小鼠的肺系数，即肺组织质量（g）与小鼠体质

量（kg）的比值，间接评价小鼠肺组织炎症水肿及纤

维化程度。

2.6　肺组织羟脯氨酸含量测定     按照羟脯氨酸碱

水解法测试试剂盒说明书操作测定肺组织羟脯氨

酸含量，先剪取适量小鼠右肺组织，准确称量并记

录组织湿量，然后进行组织水解，调节 pH 后，加入

反应试剂，上机测定各组吸光度 A，计算羟脯氨酸

含量。

2.7　HE 及 Masson 染色检测肺组织病理形态学变

化     在 4% 组织细胞固定液中，将肺组织进行充分

固定后，进行脱水及浸蜡包埋，切片用以制作病理

切 片 。 依 据 染 色 步 骤 ，分 别 用 HE 染 色 技 术 及

Masson 染色技术，对石蜡切片进行染色，脱水后经

二甲苯溶液浸泡透明后封片，显微镜下镜检。

2.8　TUNEL 染色检测肺组织凋亡情况     将小鼠肺

组织石蜡切片，脱蜡复水后，参照 TUNEL 染色试剂

盒说明书操作，经 TUNEL 标记后，用 3，3'-二氨基联

苯胺（DBA）显色，苏木素复染，干燥封片后进行

镜检。

2.9　免疫荧光染色     将小鼠肺组织石蜡切片脱蜡

至水后修复抗原，滴加牛血清封闭液，室温封闭

20 min 后 滴 加 相 应 SPC（1∶1 000）、Caspase-3（1∶

200）、PERK（1∶400）、Ki-67（1∶500）、Krt8（70∶182）、

GAPDH（1∶15 000）一抗，于湿盒内 4 ℃孵育过夜；
经 PBS 洗涤后加入二抗避光室温孵育 50 min，用

DAPI复染细胞核，封片后进行镜检。

2.10　透射电镜观察小鼠肺组织 AT2 细胞内质网及

板层小体的形态变化     将固定好的电镜样本取出

后用 PBS 冲洗后，使用乙醇梯度脱水。将样品嵌入

环氧树脂中包埋并热固化过夜，然后切成 90 nm 厚

的片，铀 -铅双染各 5 min，铜网捞片，透射电镜在

LOWMAG 定位 -低剂量模式下观察并拍摄高分辨

图像。

2.11　Real-time PCR 检测肺组织相关 mRNA 的表

达     使用 TRIzol 法提取肺组织总 RNA，测定 RNA

浓度及纯度后，按说明书逆转录为 cDNA，逆转录条

件：37 ℃（15 min），85 ℃（5 s）。以 cDNA 为模板，使

用 SYBR Green 荧光染料，在 Real-time PCR 仪上进

行扩增反应。反应条件：95 ℃预变性 10 min 后循环

43 次，循环条件为 95 ℃（15 s），60 ℃（60 s）。以甘

油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）基因表达作为内参，

采用 2-ΔΔCt 的方法计算目的基因的 mRNA 相对表达

水平。引物胶原蛋白Ⅰ型 α1 链（ColⅠa1）、α-SMA

和金属蛋白酶组织抑制剂 1（Timp1）合成于生工生

物 工 程（上 海）股 份 有 限 公 司 ，具 体 引 物 序 列

见表 1。

2.12　Western blot检测小鼠肺组织相关蛋白表达情

况     用组织破碎仪粉碎组织，加入 RIPA 裂解液，

4 ℃、12 000×g离心 20 min后收集总蛋白，BCA定量，

一步法 PAGE 凝胶快速制备试剂盒制胶，5×Loading 

Buffer变性后上样，电泳（120 V，1 h），转膜（300 mA，

1.5 h）室温封闭 1 h，采用 Caspase-3（1∶2 000）、PERK

（1∶ 500）、Atf4（1∶1 000）抗体于 4 ℃孵育过夜，二抗

（1∶10 000），室温孵育 2 h，应用 ECL 发光液于化学发

光仪进行曝光，显影得到清晰明显的蛋白质条带，以

表  1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

GAPDH

ColⅠa1

α-SMA

Timp1

序列（5′-3′）
上游 AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

下游 TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

上游 GCTCCTCTTAGGGGCCACT

下游 CCACGTCTCACCATTGGGG

上游 GTCCCAGACATCAGGGAGTAA

下游 TCGGATACTTCAGCGTCAGGA

上游 GCAACTCGGACCTGGTCATAA

下游 CGGCCCGTGATGAGAAACT

长度/bp

122

103

102

226
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GAPDH 蛋白作为内参对照，Image J 分析条带灰度

值，计算目的蛋白质的相对表达量。

2.13　统计学方法     运用 IBM SPSS Statistics 20 软

件进行统计分析。计量资料以 x̄ ± s 表示，所有数据

经 Shapiro-Wilk 检验证实服从正态分布，多组间比

较采用单因素方差分析，方差齐性通过 Levene's 检

验进行评估。若方差齐，则采用单因素方差分析

（One-way ANOVA）进行组间比较，事后两两比较采

用 Tukey 检验；若方差不齐，则采用 Welch 方差分

析，事后两两比较采用 Games-Howell 检验，P<0.05

为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　 肺 痹 汤 2 号 对 PF 小 鼠 表 观 一 般 状 况 的 影

响     Control 组小鼠整体精神状态良好，活动度高，

进食饮水正常，毛色光亮润泽，体质量呈持续上升

趋势，表现出健康状态。Model 组小鼠在造模后迅

速出现明显异常，表现为精神萎靡，活动减少，常蜷

缩静卧，喜成团聚集，进食与饮水量明显下降，体质

量持续减轻，部分小鼠可见胯骨突出，毛发粗乱、色

泽黯淡，呼吸频率明显加快，个别小鼠可听及痰鸣

音 ，提 示 肺 部 功 能 明 显 受 损 。 N2FBR-H 组 及

Prednisolone 组小鼠在造模前期亦出现精神状态减

退，活动减少，喜静少动等症状，个别小鼠表现出蜷

缩于角落，不愿活动，伴随进食与饮水量减少、体质

量下降，毛发光泽度降低。至造模后第 14 天，两组

小鼠整体状态趋于稳定，体质量下降幅度减缓，部

分个体体质量出现回升，且未观察到明显呼吸急促

或喘鸣等症状，提示病理状态较 Model组有所缓解。

N2FBR-L 组小鼠精神状态尚可，对外界刺激反应敏

捷，但体质量下降趋势较 N2FBR-H 组更为显著。部

分小鼠状态接近 Model组，可见呼吸频率加快，提示

不同剂量干预下改善效果存在差异。

3.2　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺功能的影响     造模后

第 21 天，检测各组小鼠的肺功能指标。与 Control

组 比 较 ，Model 组 小 鼠 的 FVC、TLC 显 著 降 低

（P<0.01），提示其肺功能显著受损；与 Model 组比

较，N2FBR-L 组小鼠的 FVC 明显升高（P<0.05），肺
功能有所改善；N2FBR-H 组及 Prednisolone 组小鼠

的 FVC、TLC 显著升高（P<0.01），说明其肺功能得

到有效改善。见表 2。

3.3　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺系数的影响     造模后

第 21 天，检测各组小鼠的肺系数。与 Control 组比

较，Model 组小鼠的肺系数显著升高（P<0.01），提示

肺组织存在明显炎症与病理性增重；与 Model 组比

较 ，N2FBR-L 组 小 鼠 的 肺 系 数 无 明 显 变 化 ；
N2FBR-H 组及 Prednisolone 组小鼠的肺系数显著降

低（P<0.01），说明给药后可有效减轻肺组织病理性

增重和炎症反应。见表 2。

3.4　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺组织病理的影响     HE

染色结果显示，Control 组小鼠肺泡结构清晰完整，

肺泡间隔薄，未见明显炎症细胞浸润或纤维组织增

生；与 Control 组比较，Model 组肺泡结构破坏严重，

肺泡坍塌或融合，间质显著增厚，炎症细胞广泛浸

润，并可见明显胶原纤维沉积；与 Model 组比较，

N2FBR-L 组的肺组织损伤仍较严重，N2FBR-H 组

和 Prednisolone 组肺组织病变程度明显减轻，肺泡

结构基本恢复完整，间质增厚和炎症细胞浸润明显

减少。见图 1。

Masson 染色结果显示，Control组小鼠肺组织间

质中胶原纤维极少；与 Control 组比较，Model 组小

鼠肺组织中可见大量蓝色胶原纤维沉积，提示肺组

织纤维化严重；与 Model 组比较，N2FBR-L 组的胶

原沉积略有减少，肺泡结构有所改善，N2FBR-H 组

和 Prednisolone组的胶原沉积明显减少。见图 2。

3.5　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺组织纤维化的影响     

3.5.1　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺组织纤维化相关因

子 mRNA 表达的影响     造模后第 21 天，与 Control

组比较，Model 组小鼠肺组织中 ColⅠa1、α-SMA 和

表 2　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺功能及肺系数的影响  （x̄± s，n=4）

Table 2　Effect of Number 2 Feibi recipe （N2FBR） on lung function and lung coefficient of PF mice （x̄± s，n=4）

组别

Control组

Model组

N2FBR-L 组

N2FBR-H 组

Prednisone组

剂量/g·kg-1

9.1

18.2

0.006 5

FVC/mL

0.77±0.02

0.41±0.051）

0.49±0.012）

0.71±0.063）

0.61±0.063）

TLC/mL

1.08±0.03

0.41±0.051）

0.47±0.04

1.08±0.023）

0.97±0.133）

肺系数/g·kg-1

5.67±0.18

11.31±0.531）

10.56±0.97

6.31±0.233）

6.91±0.433）

注：与 Control组比较 1）P<0.01；与 Model组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 3-表 9 同）
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Timp1 表达显著升高（P<0.01）；与 Model 组比较，

N2FBR-L、N2FBR-H 及 Prednisolone 处理均能显著

下 调 ColⅠ a1、α -SMA 和 Timp1 表 达（P<0.01）。

见表 3。

3.5.2　肺痹汤 2 号对各组小鼠肺组织羟脯氨酸含量

的影响     造模后第 21 天，检测各组小鼠肺组织的羟

脯氨酸。与 Control 组比较，Model 组小鼠肺组织羟

脯氨酸含量显著升高（P<0.01），提示肺组织胶原蛋

白 沉 积 明 显 增 多；与 Model 组 比 较 ，N2FBR-L、

N2FBR-H 组及 Prednisolone 组小鼠肺组织羟脯氨酸

含量均显著降低（P<0.01），提示药物干预可有效缓

解肺组织胶原蛋白沉积。见表 3。

3.6　肺痹汤 2 号对各组小鼠肺组织 AT2 细胞凋亡

的影响     

3.6.1　肺痹汤 2号对 PF小鼠肺组织TUNEL染色的影

响     造模后第 14天，对小鼠肺组织进行 TUNEL染色

以评估细胞凋亡情况。结果显示，Control组小鼠肺组

织中几乎未见 TUNEL染色阳性细胞；与 Control组比

较，Model组 TUNEL染色阳性细胞数显著增加，表明

BLM 显著诱导细胞凋亡（P<0.01）；与 Model组比较，

N2FBR-L、N2FBR-H 组及 Prednisolone 组可明显降

低凋亡细胞比例（P<0.05，P<0.01）。见图 3、表 4。

3.6.2　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠 AT2 细胞凋亡的影响     

    造模后第 14 天，通过 SPC（AT2 细胞特异性标志

物）和 Caspase-3（凋亡标志物）双重染色评估 AT2 细

胞凋亡情况。结果显示，与 Control 组比较，Model

组中发生凋亡的 AT2 细胞比例显著升高（P<0.01）；

与 Model 组 比 较 ，N2FBR-L、N2FBR-H 组 及

Prednisolone 组显著减少 Caspase-3 阳性 AT2 细胞数

量，提示其可有效减轻 AT2 细胞凋亡，缓解肺泡上

皮细胞损伤（P<0.01）。见表 5、图 4。

3.7　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺组织 AT2 细胞内质网

应激的影响     

3.7.1　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠 AT2 细胞内质网形态

的影响     造模后第 14 天，通过透射电镜对 AT2 细胞

的超微结构进行分析，观察发现，Control 组 AT2 细

胞胞质中内质网结构清晰，排列规则，呈扁平囊泡

状，管腔较小，膜结构完整，未见明显扩张；Model组

显示内质网结构紊乱，部分区域呈明显扩张、管腔增

宽，膜结构模糊，提示内质网应激状态；N2FBR-L、

N2FBR-H 组及 Prednisolone 组的 AT2 细胞内质网形

态较 Model组明显改善，膜结构趋于完整，扩张程度

表 3　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠纤维化指标的影响  （x̄± s，n=4）

Table 3　Effect of N2FBR on fibrosis indicators of PF mice （x̄± s，n=4）

组别

Control组

Model组

N2FBR-L 组

N2FBR-H 组

Prednisone组

剂量/g·kg-1

9.1

18.2

0.006 5

ColⅠa1 mRNA

1.00±0.04

7.58±1.211）

4.03±1.223）

1.82±0.493）

2.78±0.433）

α-SMA mRNA

1.00±0.18

2.68±0.311）

1.80±0.093）

1.18±0.163）

1.56±0.233）

Timp1 mRNA

1.00±0.20

20.42±2.291）

14.36±1.563）

4.33±1.233）

8.15±0.543）

羟脯氨酸/mg·g-1

0.24±0.02

1.02±0.091）

0.86±0.033）

0.58±0.013）

0.69±0.033）

注：A.Control组；B.Model组；C.N2FBR-L 组；D.N2FBR-H 组；E.Prednisolone组（图 2-图 11 同）
图 1　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺组织病理形态的影响  （HE，×50）
Fig.  1　Effect of N2FBR on histopathological changes in lung tissues of PF mice （HE， ×50）

图 2　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺组织病理形态的影响（Masson，×50）
Fig.  2　Effect of N2FBR on histopathological changes in lung tissues of PF mice （Masson， ×50）
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减轻。见图 5。

3.7.2　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠 AT2 细胞 PERK 蛋白表

达的影响     造模后第 14 天，通过 SPC（AT2 细胞特

异性标志物）和 PERK（内质网应激关键通路分子）
双重染色评估 AT2 细胞内质网应激情况。结果显

示，Control 组的 AT2 细胞中几乎未见 PERK 表达，

提示正常生理状态下内质网应激活性较低；与
Control 组比较，Model 组 AT2 细胞中出现显著的

PERK 表达增强，差异具有统计学意义（P<0.01），表

明 BLM 诱导损伤引发了明显的内质网应激反应；与
Model组比较，N2FBR-L 组及 Prednisolone 组可降低

AT2 细胞中 PERK 阳性信号水平；高剂量肺痹汤 2 号

干预后，AT2 细胞中 PERK 阳性信号显著减少，差异

具有统计学意义（P<0.01），表明中药干预可有效缓

解内质网应激水平，可能有助于恢复 AT2 细胞稳

态。见图 6、表 6。

表 5　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠 AT2 细胞凋亡情况的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of N2FBR on apoptosis of AT2 cells of PF mice （x̄±

s，n=3）

组别

Control组

Model组

N2FBR-L 组

N2FBR-H 组

Prednisone组

剂量/g·kg-1

9.1

18.2

0.006 5

Caspase-3⁺SPC⁺/SPC⁺/%

7.25±1.38

87.41±3.571）

74.52±2.163）

33.48±1.743）

61.57±1.583）

表 4　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺组织细胞凋亡情况  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of N2FBR on apoptosis of lung cells of PF mice   

（x̄± s，n=3）

组别

Control组

Model组

N2FBR-L 组

N2FBR-H 组

Prednisone组

剂量/g·kg-1

9.1

18.2

0.006 5

TUNEL⁺/%

8.46±0.29

84.60±4.131）

65.58±0.972）

39.54±2.723）

53.77±1.773）

注：绿色为 TUNEL 染色阳性，蓝色为 DAPI染核

图 3　 肺 痹 汤 2 号 对 PF 小 鼠 肺 组 织 细 胞 凋 亡 情 况 的 影 响  

（TUNEL，×50）
Fig. 3　 Effect of N2FBR on apoptosis of lung cells of PF mice 

（TUNEL， ×50）

注：绿色为 SPC；红色为 Caspase-3；蓝色为 DAPI染核

图 4　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠 AT2 细胞凋亡情况的影响（免疫荧光，×200）
Fig. 4　Effect of N2FBR on apoptosis of AT2 cells of PF mice （IF， ×200）

注：红色虚线指示 AT2 细胞内质网轮廓

图 5　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠 AT2 细胞内质网形态的影响（透射电镜，×20 000）
Fig.  5　Effect of N2FBR on ultrastructural morphology of endoplasmic reticulum in AT2 cells of PF mice （TEM，×20 000）
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3.7.3　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺组织内质网应激及

凋亡通路关键蛋白质表达的影响     为进一步验证

肺痹汤 2 号在组织水平上对内质网应激及凋亡的调

控作用，本研究检测了关键应激通路蛋白 PERK、

Atf4 及凋亡蛋白 Caspase-3 的表达变化。结果显示，

与正常组比较，Model 组中 Caspase-3、PERK 与 Atf4

蛋白水平显著升高（P<0.01），提示内质网应激与凋

亡明显激活。给予 N2FBR-L与 N2FBR-H 干预后，上

述蛋白质表达水平均明显下降（P<0.05，P<0.01），且
N2FBR-H 组作用更为显著（P<0.01），表明肺痹汤 2

号可有效抑制 AT2 细胞的内质网应激激活与程序性

细胞死亡。见图 7、表 7。

3.8　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺组织 AT2 细胞功能的

影响     

3.8.1　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺组织 AT2 细胞板层

小体的影响     造模后第 14 天，通过透射电镜对 AT2

细胞的超微结构进行分析，观察发现，Control 组

AT2 细胞的板层小体形态典型，呈致密、规则的同心

圆样结构，电子密度均一，提示其具备良好的肺表

面活性物质合成和分泌功能；Model 组 AT2 细胞的

板层小体形态出现结构松散、边界模糊，部分呈溶

解或空泡样改变，缺乏典型的层状结构，提示 AT2

细胞发生明显损伤，肺表面活性物质合成功能受

损，相关的细胞器结构亦受到影响；N2FBR-L 组较

Model 组有所改善，但依然可见其板层小体结构紊

乱 及 空 泡 样 改 变；N2FBR-H 组 及 Prednisolone 组

AT2 细胞板层小体结构较 Model 组明显改善，可

见部分具有较为清晰的同心层片状结构，排列趋

于规则，电子密度增强。见图 8。

3.8.2　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠 AT2 细胞增殖的影响     

造 模 后 第 14 天 ，检 测 SPC 阳 性 AT2 细 胞 的 增 殖

（Ki-67 染色阳性）。结果显示，与 Control 组比较，

Model 组 Ki-67 阳 性 AT2 细 胞 比 例 显 著 增 加

（P<0.01）；与 Model 组比较，N2FBR-L 干预可提高

Ki-67 阳 性 AT2 细 胞 比 例；高 剂 量 肺 痹 汤 2 号 及

Prednisolone 干预后，该比例显著上升（P<0.01）。见

图 9、表 8。

注：绿色为 SPC；红色为 PERK；蓝色为 DAPI染核

图 6　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠 AT2 细胞内质网应激情况的影响（免疫荧光，×200）
Fig. 6　Effect of N2FBR on endoplasmic reticulum stress in AT2 cells of PF mice （IF， ×200）

表 6　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠 AT2 细胞内质网应激情况的影响  （x̄± s，

n=3）

Table 6　 Effect of N2FBR on endoplasmic reticulum stress in AT2 

cells of PF mice （x̄± s，n=3）

组别

Control组

Model组

N2FBR-L 组

N2FBR-H 组

Prednisone组

剂量/g·kg-1

9.1

18.2

0.006 5

PERK⁺SPC⁺/SPC⁺/%

18.75±2.08

85.24±1.721）

70.71±2.283）

31.53±1.683）

55.03±1.203）

图 7　各组小鼠肺组织内质网应激及凋亡通路关键蛋白表达电泳

Fig. 7　 Electrophoresis of expression of key proteins in 

endoplasmic reticulum stress and apoptosis pathways in lung 

tissues of each group of mice

表 7　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺组织内质网应激及凋亡通路关键蛋

白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　 Effect of N2FBR on key ER stress and apoptosis-related 

protein expression in PF mice lung （x̄± s，n=3）

组别

Control组

Model组

N2FBR-L 组

N2FBR-H 组

Prednisone组

剂量

/g·kg-1

9.1

18.2

0.006 5

Caspase-3

/GAPDH

0.18±0.04

1.05±0.021）

0.73±0.022）

0.26±0.013）

0.33±0.013）

PERK

/GAPDH

0.37±0.02

0.81±0.051）

0.65±0.032）

0.43±0.023）

0.60±0.043）

Atf4

/GAPDH

0.40±0.01

1.44±0.021）

1.32±0.002）

0.65±0.023）

0.97±0.013）
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3.8.3　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠 AT2 细胞分化的影

响     造模后第 21 天，对谱系追踪小鼠的 AT2 细胞

（GFP 标 记）进 行 分 化 能 力 评 估 。 结 果 显 示 ，与

Control 组比较，Model 组中处于分化中间状态的

AT2 细胞（Krt8 染色阳性）比例显著升高（P<0.01），
提示 BLM 导致分化阻滞；与 Model组比较，N2FBR-L

组及 Prednisolone 组可降低 Krt8 阳性 AT2 细胞比

例；N2FBR-H 组可显著降低此比例（P<0.01）。见

图 10、表 9。

进一步观察 AT2 细胞的形态变化，Control 组中

GFP 阳性细胞呈典型圆形；Model 组中部分 GFP 阳

性细胞出现拉伸、展平形态，提示 AT2 细胞正在向

AT1 细胞表型分化，但形态异常，反映其功能障碍；
N2FBR-L 组可见少量形态延展拉长的 GFP 阳性细

胞；N2FBR-H 组及 Prednisolone 组中观察到更多细

胞形态延展并贴近肺泡壁，呈现典型 AT1 细胞形

态，说明中药治疗可促进 AT2 细胞的正常分化并恢

复形态成熟。见图 11。

4 讨论

IPF 是一类进展性、不可逆的间质性肺病，其核

心病理特征为反复的肺泡上皮损伤及异常修复、伴

随成纤维细胞过度活化，最终形成细胞外基质沉积

注：绿色为 SPC；红色为 Ki-67；蓝色为 DAPI染核

图 9　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠 AT2 细胞增殖情况的影响（免疫荧光，×200）
Fig. 9　Effect of N2FBR on proliferation of AT2 cells of PF mice （IF， ×200）

图 8　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠 AT2 细胞板层小体形态的影响（透射电镜，×8 000）
Fig. 8　Effect of N2FBR on ultrastructural morphology of lamellar bodies in AT2 cells of PF mice （TEM， ×8 000）

表 8　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠 AT2 细胞增殖情况的影响  （x̄± s，n=3）

Table 8　 Effect of N2FBR on proliferation of AT2 cells of PF mice  

（x̄± s，n=3）

组别

Control组

Model组

N2FBR-L 组

N2FBR-H 组

Prednisone组

剂量/g·kg-1

9.1

18.2

0.006 5

Ki-67⁺SPC⁺/SPC⁺/%

2.48±0.09

10.96±0.891）

15.58±1.203）

27.60±0.813）

19.86±1.053）

注：绿色为 GFP 标记的谱系追踪 AT2 细胞；红色为 Krt8；蓝色为 DAPI染核

图 10　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠谱系追踪 AT2 细胞 Krt8 表达情况的影响  （免疫荧光，×200）
Fig. 10　Effect of N2FBR on Krt8 expression in GFP-labeled AT2 cells of PF mice （IF， ×200）
表 9　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠谱系追踪 AT2 细胞 Krt8 表达情况的影

响  （x̄± s，n=3）

Table 9　 Effect of N2FBR on Krt8 expression in GFP-labeled AT2 

cells of PF mice （x̄± s，n=3）

组别

Control组

Model组

N2FBR-L 组

N2FBR-H 组

Prednisone组

剂量/g·kg-1

9.1

18.2

0.006 5

Krt8⁺GFP⁺/GFP⁺/%

2.31±0.12

41.81±1.681）

35.89±2.243）

23.47±1.643）

31.21±0.863）
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及肺泡结构坍塌和功能衰竭［10，24］。中医学对 PF 的

认识并非孤立地理解“纤维化”这一现代病名，其本

质与《黄帝内经》所载“肺痹”“肺痿”等范畴密切相

关，其病性属“本虚标实”，“虚”在宗气亏损，“实”在

痰瘀毒阻，而宗气失调是其核心环节。《灵枢·邪客》

言：“宗气积于胸中，出于喉咙，以贯心脉，而行呼吸

焉”；米烈汉教授认为“素体虚弱、宗气不足、外邪侵

袭”是 PF 发生发展的根本原因［25］；首都名医周平安

教授总结临床经验，将 PF 的病机归纳为“肺气亏虚

为本，痰热瘀毒痹阻肺络为标”［26］。本团队总结前

人理论与临床实践，提出“宗气衰微 -肺泡痿痹”理

论，认为宗气衰微引发气血失和，是肺泡再生功能

障碍的核心病理。

现代研究亦表明，与其他类型的 PF 比较，IPF 表

现出更显著的组织微损伤特性［27］。其病程常伴随

慢性低氧［28］、能量代谢障碍［29］、微循环瘀阻［30］，与中

医学“宗气”理论之间形成了高度契合的映射关系。

肺泡是肺组织的终末功能单元，其上皮与血管形成

气血交换屏障，维持肺部氧合和气血运行的稳定。

AT1 细胞与血管内皮贴合［31］，主司气体交换，将静脉

血换为动脉血，体现了宗气“行呼吸、贯心脉”的功

能。肺泡受损时，AT1 细胞首当其冲，导致气血失

和；而 AT2 细胞作为肺泡干细胞，在此过程中扮演

修复关键角色。一方面，他们可激活增殖、分化为

新的 AT1 细胞以恢复肺泡结构与功能［32］；另一方

面，他们合成分泌表面活性物质维持肺泡稳定，避免

激发损伤。已有研究表明，AT2细胞的生存与干性状

态对疾病进程至关重要［3-5］。肺泡损伤后若 AT2细胞

无法有效修复肺泡结构，便会导致 PF的发生［8-10］。其

中，内质网应激与细胞凋亡是 AT2细胞功能衰竭的重

要机制［33-34］。持续的内质网应激激活 UPR通路，启动

Caspase介导的程序性死亡，导致肺泡干细胞库枯竭、

上皮修复失败［35］，加剧肺泡结构破坏［36］。

本文以 AT2 细胞的内质网应激为突破口，尝试

阐述“宗气衰微 -肺泡痿痹”与“凋亡 -干性 -修复”三

位一体机制之间的统一逻辑连接。在现代 PF 研究

中，AT2 细胞的“再生失败”是纤维化不可逆的关键，

尤以内质网应激所诱导的细胞凋亡为重要驱动因

素。一旦 AT2 细胞失去稳态，不仅会导致其数量减

少，还将引发其干性潜能的丧失，进而无法顺利向

AT1 细胞分化，导致肺泡屏障重建失败，修复中断、

结构崩解。此“凋亡 -干性 -修复失败”的级联过程，

正是纤维化逐步恶化的关键病理环节。综合中医

学角度，AT2 细胞分化为 AT1 细胞既需“清气”之能

量支持，又需“营气”之营养及再生信号传递，即宗

气的化生和主持与 AT2 细胞的干性及功能有着相

互映射的关系，宗气衰微，则气体交换之稳态破坏，

清气摄纳不足，浊气难以排出，肺络失养痉挛，必致

气血失和，瘀毒内生，营养供能障碍，使肺泡局部陷入

“虚、瘀、毒”的“痿痹”状态。这种状态极易引发AT2细

胞的代谢负荷失衡和蛋白折叠障碍，诱发内质网应激，

从而激活凋亡信号通路。因此，AT2 细胞“内质网应

激-凋亡-干性丧失-修复失败”这一单一病理通路，既可

视为现代 PF的关键病程机制，也可作为“宗气衰微-气

血失和-肺泡痿痹”理论的微观解释。

本团队师承周平安教授，进一步针对“宗气衰

微、气血失和”，在经验方“肺痹汤”基础上制定出

“肺痹汤 2 号”，加强其复振宗气、清热解毒之功。肺

痹汤 2 号组方严谨，以生黄芪为君药，大补宗气，助

肺摄纳、升提清阳，补而不腻；辅以“高原人参”红景

天为臣，健脾益气以补宗气之源，活血通脉以畅宗

气之行，止咳平喘实为强氧载运以固宗气之根，君

臣相合贯通“宗气复振-气血和合-再生启动”的因果

链；再臣之以丹参，破瘀通络，清除瘀阻，助气血畅

达，兼具化瘀除毒之功；佐之以金银花、黄芩清热解

毒，协同抗炎抑纤，正对应现代药理中炎症因子［如

转 化 生 长 因 子 - β1（TGF- β1），肿 瘤 坏 死 因 子 - α

（TNF-α）等］被调控的结果；生甘草调和诸药，增强

复方协同性。其君臣佐使合用，共奏“复宗气之枢，

清兼症之标，通再生之道”，最终实现“阴阳自和者

必自愈”，使 AT2 细胞脱离“虚、瘀、毒”困境，缓解内

质网应激、抑制凋亡、恢复干性、再启动分化程序，

注：绿色为 GFP 标记的谱系追踪 AT2 细胞

图 11　肺痹汤 2 号对 PF 小鼠肺组织中谱系追踪 AT2 细胞分化期间的形态变化的影响  （免疫荧光，×200）
Fig. 11　Effect of N2FBR on morphological changes of GFP-labeled AT2 cells during differentiation into AT1 cells in PF mice （IF， ×200）
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向 AT1 细 胞 成 功 转 化 ，达 成 肺 泡 修 复 与 纤 维 化

缓解。

本研究从“凋亡-干性-修复”三位一体的视角出

发，系统评估了中药复方肺痹汤 2 号在博来霉素诱

导的 PF 模型中对 AT2 细胞的保护与修复作用。研

究结果显示，N2FBR-H 干预能够显著改善 BLM 诱

导的小鼠肺组织病理损伤与肺功能下降，降低肺系

数 及 肺 组 织 中 HYP 含 量 ，抑 制 纤 维 化 因 子 如

ColⅠa1、α-SMA、Timp1 的表达水平，表明其具备良

好的抗纤维化作用。进一步机制研究发现，肺痹汤

2 号可显著减少肺组织中细胞凋亡，特别是对 AT2

细胞的凋亡具有明显抑制作用。 Caspase-3 阳性

AT2 细胞比例的下降、TUNEL 阳性信号的减少及透

射电镜下板层小体结构的恢复，均表明中药干预不

仅保护了 AT2 细胞的生存状态，还维持了其表面活

性物质合成与分泌功能，从而稳定了肺泡微环境，

为后续修复重建奠定基础。值得注意的是，内质网

应激作为 AT2 细胞损伤和凋亡的重要诱因，在给药

后亦被显著缓解。透射电镜观察显示 Model组 AT2

细胞内质网肿胀、结构紊乱，而肺痹汤 2 号处理后内

质网结构恢复正常，PERK 蛋白染色信号亦明显减

弱；进一步通过 Western blot 实验发现，Model 组中

内 质 网 应 激 关 键 蛋 白 PERK、Atf4 及 凋 亡 蛋 白

Caspase-3 表达水平均明显升高，提示肺泡细胞正处

于强烈的应激与死亡状态；而肺痹汤 2 号处理可显

著下调上述蛋白表达水平，提示该中药复方可通过

降低内质网应激，阻断未折叠蛋白反应过度激活所

引发的凋亡通路，进一步保障 AT2 细胞功能稳定。

此外，N2FBR-H 显著提升了 AT2 细胞的增殖能力

（Ki-67⁺SPC⁺细胞显著增多），并通过谱系追踪实验

发现，其能够减少 AT2 细胞在分化过程中的中间状

态阻滞（Krt8⁺GFP⁺细胞显著减少），同时促进 AT2 细

胞向 AT1 细胞的形态与功能性转化（观察到更多拉

伸贴壁的 GFP ⁺细胞），提示中药干预可有效恢复

AT2 细胞干性与再生能力。这一疗效正是中医理论

“复宗气、和气血、畅肺络”的体现。

因此，肺痹汤 2号在调理“宗气”以固本、清热解毒

以治标、通络活血以重塑方面构建了一条“中医气血理

论”与“AT2细胞生物学功能”高度契合的治疗路径，是

中医复方精准调控肺泡再生机制的典范。

本研究存在一定局限性。一方面，肺痹汤 2 号

的具体药效成分尚未进一步分离与鉴定，难以明确

各组分在调控 AT2 细胞功能中的权重；另一方面，

AT2 细胞功能恢复对免疫炎症微环境的响应机制未

作深入探索，后续可结合单细胞转录组或空间转录

组技术进行进一步研究。

综上所述，肺痹汤 2 号通过缓解 AT2 细胞内质

网应激、减少 AT2 细胞凋亡、维持其功能、恢复其干

性并促进其正常分化，可有效改善肺组织结构损

伤，抑制 PF 进展。该研究为中药复方通过干预肺泡

上皮干细胞功能治疗 PF 提供了新的思路与实验依

据，同时也为“宗气衰微-肺泡痿痹”理论的现代转化

奠定了基础。
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