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基于 Wnt3a/β-catenin 信号通路探讨补肾通络方抑制巨噬细胞
极化缓解肺纤维化的作用及机制
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［摘要］ 目的：探讨补肾通络方是否可通过调控 Wnt3a/β-连环蛋白（β-catenin）信号通路抑制巨噬细胞极化，进而减少上皮

细胞-间质细胞转化及细胞外基质过度沉积，以期阐明补肾通络方抗肺纤维化的作用机制，为临床治疗肺纤维化提供新的理论

依据。方法：将 50 只雄性 SD 大鼠随机分为空白组，模型组，吡非尼酮组，补肾通络方高、低剂量组。除空白组外，其余各组采

用气管内注入博来霉素构建肺纤维化模型。造模后第 28 天进行干预，补肾通络方高、低剂量组分别予补肾通络方 30.88、

15.44 g·kg-1灌胃，吡非尼酮组予吡非尼酮胶囊 110 mg·kg-1灌胃，空白组、模型组予等量生理盐水灌胃，每日 1 次，共治疗 90 d。

治疗结束后，酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测各组大鼠支气管肺泡灌洗液（BALF）中转化生长因子-β1（TGF-β1）水平；比较大

鼠肺组织形态变化及胶原容积分数；免疫组化法检测肺组织中 E-钙黏蛋白（E-cadherin）、细胞角蛋白 19（Cytokeratin 19）、α-平

滑肌肌动蛋白（α-SMA）、细胞骨架蛋白（Vimentin）、Ⅰ型胶原（Col Ⅰ）、Ⅲ型胶原（Col Ⅲ）蛋白分布及表达；免疫荧光法检测肺

组织中分化簇 68/巨噬细胞唾液酸糖蛋白（CD68）、精氨酸酶 -1（Arg-1）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、Wnt3a、β-catenin 的蛋白

分布及表达；蛋白免疫印迹法检测肺组织中 Wnt3a、β-catenin 的蛋白表达；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测

肺组织中 Wnt3a、β-catenin mRNA 表达。结果：与空白组比较，模型组大鼠气道壁、肺泡腔、间质组织内出现大量炎性细胞浸

润，纤维组织增生明显；BALF 中 TGF-β1水平显著升高；肺组织内 E-cadherin、Cytokeratin 19 蛋白表达下降，α-SMA、Vimentin、

Wnt3a、β-catenin、Col Ⅰ、Col Ⅲ蛋白表达均升高；大鼠肺组织中 CD68、Arg-1、iNOS、Wnt3a、β-catenin 荧光阳性面积比率升高；
大鼠肺组织中 Wnt3a、β-catenin 蛋白及 mRNA 表达均显著升高（P<0.01）。与模型组比较，各治疗组均不同程度改善气道壁、肺

泡腔、间质组织内炎性细胞浸润及纤维组织增生；降低 BALF 中 TGF-β1水平；升高肺组织中 E-cadherin、Cytokeratin 19 蛋白表

达，降低肺组织中 α-SMA、Vimentin、Col Ⅰ、Col Ⅲ蛋白表达；降低肺组织中 CD68、Arg-1、iNOS、Wnt3a、β-catenin 荧光阳性面积

比率；降低肺组织中 Wnt3a、β-catenin 蛋白及 mRNA 表达（P<0.05，P<0.01）。结论：：补肾通络方能够通过抑制上皮细胞-间质细

胞转化、减少细胞外基质过度沉积，从而改善博来霉素所致的大鼠肺纤维化，其机制或与抑制 Wnt3a/β-catenin 信号通路及其介

导的巨噬细胞极化有关。
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［［Abstract］］  Objective：： This study aimed to investigate whether Bushen Tongluo prescription inhibits macrophage 

polarization by regulating the Wnt3a/β -catenin signaling pathway， thereby reducing epithelial-mesenchymal transition and 

excessive extracellular matrix deposition， in order to elucidate the anti-pulmonary fibrosis mechanisms of Bushen Tongluo 

prescription and provide a new theoretical basis for the clinical treatment of pulmonary fibrosis. Methods：： Fifty male Sprague-

Dawley （SD） rats were randomly divided into a blank group， model group， pirfenidone group， and high- and low-dose Bushen 

Tongluo prescription groups. Except for the blank group， the pulmonary fibrosis model was established by intratracheal instillation 

of bleomycin. Intervention was initiated on day 28 after modeling. The high- and low-dose Bushen Tongluo prescription groups were 

administered Bushen Tongluo prescription at doses of 30.88， 15.44 g·kg-1， respectively， by intragastric gavage. The pirfenidone 

group was administered pirfenidone capsules at 110 mg·kg-1 by intragastric gavage. The blank and model groups were given an 

equal volume of normal saline by gavage， once daily for 90 days. After treatment， the level of transforming growth factor- β1 

（TGF-β1） in bronchoalveolar lavage fluid （BALF） was detected by enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）. Morphological 

changes in lung tissue and the collagen volume fraction were compared. The protein distribution and expression of E-cadherin， 

cytokeratin 19， α -smooth muscle actin （α -SMA）， vimentin， collagen type Ⅰ  （Col Ⅰ）， and collagen type Ⅲ  （Col Ⅲ） in lung 

tissue were detected by immunohistochemistry. The protein distribution and expression of CD68， arginase-1 （Arg-1）， inducible 

nitric oxide synthase （iNOS）， Wnt3a， and β-catenin in lung tissue were detected by immunofluorescence. The protein expression of 

Wnt3a and β -catenin in lung tissue was detected by Western blot， and the mRNA expression of Wnt3a and β -catenin was detected 

by Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction （Real-time PCR）. Results：： Compared with the blank group， 

a large number of inflammatory cells infiltrated the airway walls， alveolar spaces， and interstitial tissue in the model group， with 

obvious fibrous tissue hyperplasia. The level of TGF-β1 in BALF was significantly increased. The protein expression of E-cadherin 

and cytokeratin 19 in lung tissue was decreased， whereas the protein expression of α-SMA， Vimentin， Wnt3a， β-catenin， Col Ⅰ， 

and Col Ⅲ  was increased. The fluorescence-positive area ratios of CD68， Arg-1， iNOS， Wnt3a， and β-catenin in lung tissue were 

increased. The protein and mRNA expression levels of Wnt3a and β -catenin in lung tissue were significantly increased （P<0.01）. 

Compared with the model group， all treatment groups showed varying degrees of improvement in inflammatory cell infiltration and 

fibrous tissue hyperplasia in the airway walls， alveolar spaces， and interstitial tissue， decreased TGF-β1 levels in BALF， increased 

protein expression of E-cadherin and cytokeratin 19 in lung tissue， decreased protein expression of α-SMA， Vimentin， Col Ⅰ， and 

Col Ⅲ， decreased fluorescence-positive area ratios of CD68， Arg-1， iNOS， Wnt3a， and β -catenin in lung tissue， and decreased 

protein and mRNA expression levels of Wnt3a and β -catenin in lung tissue （P<0.05， P<0.01）. Conclusion：： Bushen Tongluo 

prescription can improve bleomycin-induced pulmonary fibrosis in rats by inhibiting epithelial-mesenchymal transition and reducing 

excessive extracellular matrix deposition. The mechanism may be related to inhibition of the Wnt3a/β-catenin signaling pathway and 

the macrophage polarization mediated by this pathway.

［［Keywords］］ Bushen Tongluo prescription； pulmonary fibrosis； macrophage polarization； Wnt3a/β-catenin signaling pathway

特发性肺纤维化（IPF）是一种病因不明、慢性进

展性的致死性肺疾病，病变局限于肺，以不可逆的

肺纤维化为主要特征，是特发性间质性肺炎中最常

见的类型，本病预后极差，确诊后的中位生存期仅

为 3~5 年［1］。几十年来，IPF 的发病机制一直是研究

的热点与重点，近年来随着研究不断深入，肺泡上

皮细胞反复受损产生的代谢功能障碍、衰老、异常

激活及修复失调被认为是 IPF 的核心病理环节［2-3］。

损伤后的肺泡上皮细胞在修复过程中过度发生上

皮细胞 -间质细胞转化（EMT）及细胞外基质（ECM）
过度沉积，最终导致肺纤维化形成及进展［3］。研究

表明，巨噬细胞通过 M1/M2 极化表型的动态平衡参

与 ECM 的过度沉积，进而参与 IPF 的发生、发展过

程［4-7］。Wnt3a/β-连环蛋白（β-catenin）信号通路是肺

纤维化形成中的经典信号通路［8］，其通过促进间质

成纤维细胞增殖和肺组织重塑来推动纤维化进

程［9］，研究显示，Wnt/β-catenin 作为巨噬细胞极化的

上游调控因子，参与诱导肾脏纤维化［10］。当前，IPF

的治疗主要依赖吡非尼酮和尼达尼布等抗纤维化

药物［11］，二药可在一定程度上延缓患者肺功能下

降［12］，但在能否延长患者生存期方面尚存争议，且

约 20%~30% 的患者因胃肠道反应等不良反应难以

长期耐受［1］。因此，进一步深入探讨 IPF 的发病机

制，寻找不良反应小的新靶点治疗药物是目前研究

的热点及难点。本课题组认为“肺肾亏虚、肺络痹

阻”是 IPF 核心病机，并以“补肾通络”立法，拟补肾

通络方治疗本病，临床观察发现补肾通络方能够改

善 IPF 患者呼吸困难、干咳等症状，提高 6 min 活动

耐力，从而改善患者生活质量，并在一定程度上延

缓肺功能的下降［13］，但其治疗 IPF 的机制尚不明确。
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基于此，本研究拟建立肺纤维化大鼠模型，观察补

肾通络方对肺纤维化大鼠的影响，从而进一步探究

补肾通络方抗肺纤维化的作用机制。

1 材料

1.1　 动 物     50 只 健 康 雄 性 SD 大 鼠 ，体 质 量

（200±10） g，购于斯贝福（北京）生物技术有限公司，

动物生产合格证号 SCXK（京）2019-0010，常规食

水，12 h 光照，湿度（55±5）%，温度（22±2） ℃，饲养

于中国中医科学院西苑医院动物房，动物饲养许可

证号 SYXK（京）2018-0018。

1.2　伦理     本实验已经通过中国中医科学院西苑

医院伦理委员会审批，伦理号 2018XLC011-1。

1.3　药材及其制备     补肾通络方：仙茅 10 g、淫羊

藿 10 g、生黄芪 30 g、地龙 12 g、威灵仙 15 g、络石藤

15 g、海风藤 15 g、莪术 10 g、虎杖 12 g、浙贝母 20 g、

麦冬 30 g、生甘草 6 g，以上饮片均由中国中医科学

院西苑医院樊茂蓉主任医师鉴定为正品。药物来

源为河北神农北京药业有限公司，由中国中医科学

院西苑医院制剂室将以上药物提取制备成浓缩液。

补肾通络方制备工艺：以上药味，共煎煮 2次，第

1次加入 8倍量水煎煮 1.5 h，过滤后，加 6倍量水再次煎

煮 1 h，滤过，合并滤液，将补肾通络方浓缩成浓缩液，

每 1 g浓缩液中含生药 2.94 g，分装，放置于−20 ℃备用。

1.4　药品及试剂     吡非尼酮胶囊（北京康蒂尼药业

有限公司，国药准字号 H20133376）；博来霉素（美国

Invitrogen 公司，货号 r25001-8）；转化生长因子 -β1

（TGF-β1）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（北

京欣博盛生物科技有限公司，货号 ERC107b）；苏木

素 -伊红（HE）染色试剂（北京科创百奥生物科技有

限公司配制，批号 202101）；马松（Masson）染色液

（广州维格斯生物科技有限公司，货号 77148）；E-钙

黏蛋白（E-cadherin）、α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、
细胞骨架蛋白（Vimentin）、Ⅰ型胶原（ColⅠ）、Ⅲ型

胶原（Col Ⅲ）、Wnt3a、β-catenin 抗体（英国 Abcam 公

司 ，货 号 分 别 为 ab231303、ab7817、ab92547、

ab254113、ab7778、ab219412、ab16051）；细 胞 角 蛋

白 19（Cytokeratin 19）抗体（美国 Proteintech 公司，货

号 10712-1-AP）；精氨酸酶 -1（Arg-1）、分化簇 68/巨

噬细胞唾液酸糖蛋白（CD68）、诱导型一氧化氮合酶

（iNOS）抗体（武汉赛维尔生物科技有限公司，货号

分别为 GB115724、GB113109、GB11119）；辣根过氧

化物酶（HRP）标山羊抗小鼠/兔免疫球蛋白 G（IgG）
二抗（美国 JIR 公司，货号 111-035-003）；反转录试剂

盒（ 康 为 世 纪 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 ，货 号

CW2569）；实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应

（Real-time PCR）试剂盒（美国 KAPA Biosystems 公

司，货号 KK4601）；β-肌动蛋白（β-actin）抗体（北京

中杉金桥生物技术有限公司，货号 TA-09）。
1.5　仪器     JB-P7 型包埋机（武汉俊杰电子有限公

司）；RM2235 型 病 理 切 片 机（德 国 徕 卡 公 司）；
MIchrome 5 Pro 型成像系统 CCD（福州鑫图光电有

限公司）；JY300C 型电泳仪、JY300C 型电泳槽（北京

君意东方电泳设备有限公司）；MULTISKAN MK3

型全自动多功能酶标仪（美国 Thermo 公司）；Nikon 

Ci-SJY300C 型 倒 置 显 微 镜（ 日 本 尼 康 公 司 ）；
KF-PRO-020 型电镜扫描仪（宁波江丰生物信息技

术有限公司）；D3024R 型离心机高速冷冻离心机

（美国 Scilogex 公司）；ChampGel 型 5000 凝胶成像

仪（北京赛智创业科技有限公司）；StepOne Plus 型

Real-time PCR 仪（美国 ABI公司）。
2 方法

2.1　分组及造模、给药     50 只 SD 大鼠适应性喂养

1 周后开始实验，采用随机数字表法将大鼠分为空

白组，模型组，补肾通络方高、低剂量组，吡非尼酮

组，每组 10 只，其中，模型组，补肾通络方高、低剂量

组、吡非尼酮组参考文献［14］及课题组前期预实验

复 制 肺 纤 维 大 鼠 模 型 ：以 3% 戊 巴 比 妥 钠 溶 液

（3 mL·kg-1）腹腔注射（ip）麻醉大鼠，约 5 min 后造

模，将大鼠仰卧固定，气管呈倒 T 型切开，并于气管

内一次性注入博莱霉素（5 mg·kg-1）水溶液，注射完

毕后将大鼠直立旋转，使药液在肺内均匀分布，然

后缝合。第 28 天各组取 2 只大鼠，以 3% 戊巴比妥

钠溶液麻醉后取左肺组织，进行 HE 染色、Masson 染

色，于光学显微镜下观察肺组织是否出现胶原纤维

沉积、纤维化改变，以评价肺纤维化模型是否成功。

造模成功后，补肾通络方高、低剂量组分别予 30.88、

15.44 g·kg-1·d-1 灌胃，吡非尼酮组予 0.11 g·kg-1·d-1

灌胃，模型组、空白组予等量生理盐水灌胃，连续给

药 90 d［15］。各组大鼠给药剂量按照人与大鼠体表面

积转换系数 0.018 及成人常规服用剂量换算［16］，给

药体积为 10 mL·kg-1。

2.2　取材     以 3% 戊巴比妥钠溶液（2 mL·kg-1）ip 麻

醉大鼠，采用腹主动脉取血后处死大鼠，剪开胸腔，

夹闭右主支气管，左肺用生理盐水行支气管肺泡灌

洗 5 mL×6 次，回收率 80% 以上，回收液集中于无菌

离心管中 4 ℃，1 200 r·min-1 离心 15 min（离心半径

13 cm），收集上清液置-80 ℃冰箱中保存备用。取

右肺中叶于 10% 中性甲醛溶液中固定，每组选取
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3 只右肺下叶切割成 1 mm×1 mm×1 mm 大小，放置

于 2.5% 戊二醇中，4 ℃保存，其余右肺下叶分装于

2 mL 冻存管中，置于−80 ℃冰箱储存。

2.3　指标检测     

2.3.1　 ELISA 检 测 大 鼠 肺 泡 灌 洗 液（BALF）中

TGF-β1水平     取 2.2 项中大鼠 BALF，采用 ELISA 试

剂盒检测样本中 TGF-β1 水平。操作步骤按照试剂

盒说明书进行，并使用酶标仪，于 450 nm 处测量吸

光度 A，绘制标准曲线，计算样本浓度。

2.3.2　HE 及 Masson 染色法观察大鼠肺组织形态变

化     取 2.2 项中 10% 中性甲醛溶液固定的肺组织，

采取常规石蜡包埋、石蜡切片，厚度为 4 μm，切片后

行 HE、Masson 染色，于光学显微镜下观察肺组织结

构的改变、胶原纤维的分布情况，使用 Images Pro 

Plus计算 Masson 染色胶原纤维面积百分比。

2.3.3　透射电镜（TEM）观察大鼠肺组织超微结

构     取 2.2 放置于 2.5% 戊二醇中的右肺中叶，用

0.1 mol·L-1 磷 酸 盐 缓 冲 液（PBS）冲 洗 3 次 ，每 次

10 min，将组织放置于 1% 醋酸铀中，4 ℃避光固定

2 h，经乙醇脱水，环氧丙烷过渡 20 min，环氧树脂浸

透处理（37 ℃，4 h）；浸透后将组织用环氧树脂 812

（Epon812）包埋，切片后，使用醋酸铀、柠檬酸铅染

色，于透射电镜观察肺组织超微形态。

2.3.4　免疫组化法（IHC）检测肺组织 E-cadherin、

Cytokeratin 19、α-SMA、Vimentin、ColⅠ、ColⅢ蛋白

分布及表达     取石蜡包埋后的肺组织进行组织芯

片制作，制作方法如下：常规取材 3 mm 厚，把组织

放入包埋模中，行组织梯度脱水，透明，浸蜡；包埋，

切 片 成 4 μm 厚 ，烤 片 后 分 别 滴 加 E-cadherin、

Cytokeratin 19、α-SMA、Vimentin、ColⅠ、ColⅢ抗体

（浓度分别为 1∶100、1∶500、1∶300、1∶200、1∶100、

1∶100），4 ℃过夜孵育，PBS 冲洗 3 次，滴加二抗，

37 ℃孵育 30 min；PBS 冲洗 3 次，3，3′-二氨基联苯

胺（DAB）显色 3 min，光镜下观察至棕色，苏木素染

色 5 min，盐酸乙醇分化 1 s，氨水返蓝 10 s，脱水透明，

中性树胶封片。高倍镜下拍摄 3个视野，阳性为肺组

织内出现淡黄至棕黄色颗粒，使用 Gel Image ststem 

ver. 4.00 软 件 ，计 算 E-cadherin、Cytokeratin 19、

α-SMA、Vimentin、Col Ⅰ、Col Ⅲ阳性信号的平均积

分吸光度 AA 值。

2.3.5　 免 疫 荧 光 法（IF）检 测 大 鼠 肺 组 织 CD68、

Arg-1、iNOS、Wnt3a、β-catenin 蛋白分布及表达     依

次将切片放入环保型脱蜡液、无水乙醇、蒸馏水中

脱蜡。随后将玻片置于 PBS 中晃动洗涤 3 次，每次

5 min 进行抗原修复。切片稍甩干后用组化笔在组

织 周 围 画 圈 ，滴 加 牛 血 清 白 蛋 白（BSA），封 闭

30 min。加 CD68、Arg-1、iNOS、Wnt3a、β-catenin 抗

体（1∶100、1∶500、1∶100、1∶100、1∶500），4 °C 孵育过

夜。加二抗，避光室温孵育 50 min。加 4′，6-二脒

基 -2-苯基吲哚（DAPI）染液，避光室温孵育 10 min，

复染细胞核。最后加入荧光剂，封片，置于显微镜

下观察，使用 Aipathwell 图像分析软件，计算 CD68、

Arg-1、iNOS、Wnt3a、β-catenin 荧光阳性面积比率。

2.3.6　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠肺组

织中 Wnt3a、β-catenin蛋白表达    取分装于 2 mL冻存

管中的右肺下叶，进行 Western blot 检测。取冻存肺

组织 40 mg裂解，12 000 r·min-1离心 20 min，上清液进

行蛋白抽取、蛋白定量；制备十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）胶，浓缩胶浓度为 3%，取

待测样品进行电泳，采用湿转法进行转模，转模时间

90 min，转 膜 、封 闭 后 滴 加 Wnt3a、β -catenin 抗 体

（1∶1 000、1∶4 000），4 ℃水平摇床孵育过夜；一抗孵

育完毕，分别以 1∶10 000稀释 HRP山羊抗兔/鼠二抗，

室 温 孵 育 45 min；TBST 缓 冲 液 洗 膜 3 次 ，每 次

10 min；洗膜后采用化学发光显色，放入凝胶成像仪

中显影、定影；应用 Quantity One 软件分析 Wnt3a、

β-catenin 及 β-actin 条带灰度值，计算 Wnt3a、β-catenin

与 β-actin灰度值的比值作为其各自的相对表达量。

2.3.7　 Real-time PCR 检测大鼠肺组织中 Wnt3a、

β -catenin mRNA 表达     取冻存肺组织 50 mg 提取

总 RNA，并将其溶解于无核酸酶高纯水中；取总

RNA 2 μg 在 20 μL 反应体系中逆转录（42 ℃孵育

50 min，85 ℃加热 5 min 终止反应）合成 cDNA；取
cDNA 10 倍稀释液 2 μL 在 20 μL 反应体系中进行

Real-time PCR 反应（95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性

5 s，60 ℃ 退 火/延 伸 30 s，共 40 个 循 环）；Wnt3a、

β-catenin mRNA 及内参基因甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）引物使用 Primer5.0 软件设计，武汉赛维

尔生物科技有限公司合成；以 2-ΔΔCt 处理实验数据，

作为 mRNA 相对表达水平，引物序列见表 1。

2.4　统计学方法     采用SPSS 25.0统计软件进行统计

分析，计量资料以 x̄ ± s表示，首先进行正态分布检验

及方差齐性检验，若服从正态分布，则采用单因素方差

分析；若不符合正态分布，采用非参数检验（Wilcoxon

秩和检验），P<0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　补肾通络方对肺纤维化大鼠 BALF 中 TGF-β1

水平的影响     与空白组比较，模型组大鼠 BALF 中
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TGF-β1 水平显著升高（P<0.01）；与模型组比较，吡

非尼酮组、补肾通络方高、低剂量组大鼠 BALF 中

TGF-β1水平显著降低（P<0.01）。见表 2。

3.2　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织形态的影

响     HE 及 Masson 染色显示，空白组大鼠支气管黏

膜上皮、黏膜皱襞形态如常，无扩张，管壁平滑肌层

未见增厚，肺泡间质、肺泡腔内未见明显炎细胞浸

润。模型组大鼠支气管腔内存在分泌物残留，支气管

管壁平滑肌层增厚，黏膜皱襞变平，黏膜上皮层纤毛

柱状上皮细胞变性、脱落，气道壁、肺泡腔、间质组织

内可见大量炎性细胞浸润，纤维组织增生明显。补肾

通络方高、低剂量组及吡非尼酮组有模型组的病理形

态学表现，但较模型组均有明显的减轻，其中补肾通

络方低剂量组对气道壁、肺泡腔及间质组织内炎细胞

浸润及纤维组织增生的抑制作用最佳。见图 1。

大鼠纤维化程度（Masson染色），与空白组比较，

模型组大鼠胶原容积分数显著升高（P<0.01）；与模型

组比，吡非尼酮组及补肾通络方高剂量组大鼠胶原容

积分数显著下降（P<0.01），补肾通络方低剂量组大鼠

胶原容积分数明显下降（P<0.05）。见表 3。

3.3　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织超微结构

的影响     空白组结构较完整，肺泡上皮细胞边缘清

晰，细胞无肿胀，无炎性浸润，无基底膜增厚；模型

组大鼠肺组织可见大量胶原纤维沉积，基底膜明显

增厚，细胞结构不完整；吡非尼酮组细胞结构欠完

整，可见胶原纤维沉积，较模型组减少；补肾通络方

高、低剂量组胶原纤维沉积较模型组明显减少，细

胞结构较完整，基底膜增厚明显减轻。见图 2。

3.4　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 ColⅠ、

ColⅢ、E-cadherin、Cytokeratin 19、α-SMA、Vimentin

蛋白分布及表达的影响     ColⅠ显色为棕黄色，显色

区域主要集中于支气管壁周围及肺泡间质；与空白组

比较，模型组 ColⅠ水平显著升高（P<0.01）；与模型

组比较，吡非尼酮组及补肾通络方高、低剂量组 ColⅠ
水平显著下降（P<0.01），ColⅢ染色呈棕黄色，主要集

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

Wnt3a

β-catenin

GAPDH

序列（5′-3′）
上游 CATACTTCAAGGTGCCCACAGAG

下游 ATTTCTCCCTCCGTCGCTCA

上游 TGAGGACAAGCCACAGGACTAC

下游 TGTCCAGTCCGAGATCAGCAGT

上游 CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

下游 GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

长度/bp

198

110

138

表  2　 补 肾 通 络 方 对 肺 纤 维 化 大 鼠 BALF 中 TGF-β1 水 平 的 影 响  

（x̄± s，n=6）

Table 2　 Effect of Bushen Tongluo prescription on serum BALF 

levels of TGF-β1 in rats with pulmonary fibrosis （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

吡非尼酮组

补肾通络方高剂量组

补肾通络方低剂量组

剂量/g·kg-1

0.11

30.88

15.44

TGF-β1/ng·L-1

12.71±2.89

21.48±3.481）

15.83±3.123）

14.30±1.743）

13.82±1.443）

注：与空白组比较 1）P<0.01，与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

（表 3-表 10 同）

注：A.空白组；B.模型组；C.吡非尼酮组；D.补肾通络方高剂量组；E.补肾通络方低剂量组（图 2-图 10 同）
图  1　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织病理变化的影响  （×100）
Fig. 1　Effect of Bushen Tongluo prescription on pathological changes of lung tissue in rats with pulmonary fibrosis （×100）

表  3　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织纤维化面积的影响  （x̄± s，

n=6）

Table 3　 Effect of Bushen Tongluo prescription on fibrotic area of 

lung tissue in rats with pulmonary fibrosis （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

吡非尼酮组

补肾通络方高剂量组

补肾通络方低剂量组

剂量/g·kg-1

0.11

30.88

15.44

纤维化面积/%

7.13±1.47

17.87±1.751）

13.55±3.323）

13.53±2.243）

14.44±2.992）

··116



第 32 卷第  11 期
2026 年 6 月

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

Vol. 32，No. 11

Jun. ，2026

中在支气管壁周围及肺泡间质；与空白组比较，模型

组 Col Ⅲ水平显著升高（P<0.01）；与模型组比较，吡

非尼酮组补肾通络方高、低剂量组 Col Ⅲ水平明显下

降（P<0.05）。见图 3、表 4。

E-cadherin 染色呈棕黄色，主要集中于支气管

黏膜上皮胞浆；与空白组比较，模型组 E-cadherin 水

平显著下降（P<0.01）；与模型组比较，吡非尼酮组

E-cadherin 水平明显升高（P<0.05），补肾通络方高、

低 剂 量 组 E-cadherin 水 平 显 著 升 高（P<0.01）。

Cytokeratin 19 染色呈棕黄色，主要集中在支气管黏

膜上皮胞浆；与空白组比较，模型组 Cytokeratin 19

水平显著下降（P<0.01）；与模型组比较，吡非尼酮

组和补肾通络方高、低剂量组 Cytokeratin 19 水平明

显上升（P<0.05）。α-SMA 显示为棕黄色，显色区域

集中于间质纤维组织，上皮细胞中偶见表达，与空

白组比较，模型组 α-SMA 水平显著升高，差异有统

计学意义（P<0.01）；与模型组比较，吡非尼酮组及

补 肾 通 络 方 高 、低 剂 量 组 α -SMA 显 著 下 降（P<

0.01）。Vimentin 染色呈棕黄色，显色区域集中在间

质纤维组织，上皮细胞中偶见表达；与空白组比较，

模型组 Vimentin 水平显著升高（P<0.01）；与模型组

比较，吡非尼酮组和补肾通络方低剂量组 Vimentin

水 平 显 著 下 降（P<0.01），补 肾 通 络 方 高 剂 量 组

Vimentin 水平明显下降（P<0.05）。见图 4、表 5。

3.5　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 CD68、

Arg-1、iNOS、Wnt3a、β-catenin 蛋白分布及表达的影

响     CD68、Arg-1、iNOS 主要表达在肺泡腔、肺泡间

隔及纤维索条区；与空白组比较，模型组大鼠肺组

织中 CD68、Arg-1、iNOS 表达面积增宽，荧光阳性面

积比率显著升高（P<0.01）；与模型组比较，吡非尼

酮组、补肾通络方高剂量组、补肾通络方低剂量组

肺组织中 CD68、Arg-1、iNOS 表达范围及荧光强度

均有不同程度的减轻，荧光阳性面积比率显著降低

（P<0.01），见表 6、图 5-图 7；与空白组比较，模型组

大鼠肺组织中 iNOS 与 Arg-1 荧光阳性面积比率的

比值显著降低（P<0.01）；与模型组比较，吡非尼酮

组、补肾通络方高剂量组、补肾通络方低剂量组大

鼠肺组织中 iNOS 与 Arg-1 荧光阳性面积比率的比

值显著升高（P<0.01）。见表 7。

图  2　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织超微结构的影响  （TEM，×8 000）
Fig.  2　Effect of Bushen Tongluo prescription on ultrastructural changes of lung tissue in rats with pulmonary fibrosis （TEM， ×8 000）

图  3　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 Col Ⅰ、Col Ⅲ蛋白分布及表达的影响  （IHC，×100）
Fig. 3　 Effect of Bushen Tongluo prescription on distribution and expression of Col Ⅰ  and Col Ⅲ  proteins in lung tissue of rats with 

pulmonary fibrosis （IHC×100）

表 4　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 Col Ⅰ、Col Ⅲ表达 AA

值的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　 Effect of Bushen Tongluo prescription on AA values of 

Col Ⅰ  and Col Ⅲ  expressions in lung tissues of rats with 

pulmonary fibrosis （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

吡非尼酮组

补肾通络方高剂量组

补肾通络方低剂量组

剂量/g·kg-1

0.11

30.88

15.44

Col Ⅰ
342.84±53.40

679.33±103.891）

548.00±61.663）

553.67±64.323）

525.50±61.423）

Col Ⅲ
232.17±36.09

404.67±62.121）

322.00±65.292）

327.50±55.602）

330.17±40.412）
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Wnt3a、β-catenin 主要表达在肺泡腔、支气管周

围；与空白组比较，模型组大鼠肺组织中 Wnt3a、

β-catenin 表达面积增宽，荧光阳性面积比率显著升

高（P<0.01）；与模型组比较，吡非尼酮组、补肾通络

方高剂量组、补肾通络方低剂量组肺组织中 Wnt3a

表达范围及荧光强度均有不同程度的减轻，荧光阳

性面积比率显著降低，差异具有统计学意义（P<

0.01）；与模型组比较，吡非尼酮组、补肾通络方高剂

量组、补肾通络方低剂量组肺组织中 β-catenin 表达

范围及荧光强度均有不同程度的减轻，荧光阳性面

积 比 率 明 显 降 低（P<0.05，P<0.01）。 见 表 8、

图 8、图 9。

3.6　 补 肾 通 络 方 对 肺 纤 维 化 大 鼠 肺 组 织 中 的

Wnt3a/β-catenin 信号通路蛋白表达的影响     与空白

组比较，模型组 Wnt3a 水平显著升高（P<0.01）；与
模型组比较，补肾通络方低剂量组 Wnt3a 水平显著

下降（P<0.01）。与空白组比较，模型组 β-catenin 水

平显著升高（P<0.01）；与模型组比较，吡非尼酮组、

补肾通络方高、低剂量组 β -catenin 水平显著下降

（P<0.01）。见图 10、表 9。

表 6　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 CD68、Arg-1、iNOS 荧光阳性面积比率的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　 Effect of Bushen Tongluo prescription on ratio of fluorescent positive area for CD68， Arg-1， and iNOS in the lung tissue of rats 

with pulmonary fibrosis （x̄± s，n=3） %

组别

空白组

模型组

吡非尼酮组

补肾通络方高剂量组

补肾通络方低剂量组

剂量/g·kg-1

0.11

30.88

15.44

CD68

0.11±0.02

3.41±0.021）

0.58±0.013）

0.53±0.013）

0.80±0.013）

Arg-1

0.57±0.02

3.57±0.021）

1.13±0.043）

0.68±0.013）

1.22±0.043）

iNOS

13.11±0.12

30.36±0.341）

20.04±0.133）

14.05±0.213）

14.10±0.103）

表 5　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 E-cadherin、Cytokeratin 19、α-SMA、Vimentin 表达的影响  （x̄± s，n=6）

Table 5　 Effect of Bushen Tongluo prescription on E-cadherin， Cytokeratin 19， α -SMA， Vimentin expressions in lung tissue of rats with 

pulmonary fibrosis （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

吡非尼酮组

补肾通络方高剂量组

补肾通络方低剂量组

剂量/g·kg-1

0.11

30.88

15.44

E-cadherin

730.67±57.99

507.50±85.191）

614.50±79.192）

623.33±65.643）

615.00±56.972）

Cytokeratin 19

820.67±85.26

587.33±63.801）

689.67±86.332）

691.33±92.552）

691.17±83.852）

α-SMA

676.83±66.49

941.17±101.791）

757.17±115.153）

766.83±128.283）

761.33±100.003）

Vimentin

738.83±52.56

1 043.17±152.771）

827.17±127.303）

855.67±110.162）

843.50±127.423）

图 4　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 E-cadherin、Cytokeratin 19、α-SMA、Vimentin 蛋白分布及表达的影响  （IHC，×100）
Fig. 4　Effect of Bushen Tongluo prescription on distribution and expression of E-cadherin， Cytokeratin 19， α-SMA， Vimentin proteins in 

lung tissue of rats with pulmonary fibrosis （IHC，×100）
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3.7　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中的 Wnt3a/

β-catenin 信号通路 mRNA 表达的影响     与空白组比

较，模型组Wnt3a mRNA水平显著升高（P<0.01）；与模

型组比较，吡非尼酮组、补肾通络方高剂量组、补肾通

络方低剂量组 Wnt3a mRNA 水平显著下降（P<0.01）。
与空白组比较，模型组 β -catenin 水平显著升高（P<

图 7　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 iNOS 蛋白分布及表达的影响  （IF， ×200）
Fig. 7　Effect of Bushen Tongluo prescription on distribution and expression of iNOS proteins in lung tissue of rats with pulmonary fibrosis 

（IF， ×200）

图 5　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 CD68 蛋白分布及表达的影响  （IF， ×200）
Fig. 5　Effect of Bushen Tongluo prescription on distribution and expression of CD68 proteins in lung tissue of rats with pulmonary fibrosis 

（IF， ×200）

图 6　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 Arg-1 蛋白分布及表达的影响  （IF， ×200）
Fig. 6　Effect of Bushen Tongluo prescription on distribution and expression of Arg-1 proteins in lung tissue of rats with pulmonary fibrosis 

（IF， ×200）
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0.01）；与模型组比较，吡非尼酮组、补肾通络方高、低

剂量组 β-catenin水平显著下降（P<0.01）。见表 10。

4 讨论

目前，中医医家多将 IPF 归为“肺痹”“肺痿”范

畴，病机涉及虚、痰、瘀等方面，与肺肾相关。导师

樊茂蓉教授发现 IPF 具有一定的家族遗传性，患者

表现为活动后呼吸困难、呼多吸少、腰膝酸软、舌淡

胖、尺脉弱等，考虑 IPF 患者具有先天肾气不足的因

素，金水不生，致肺肾两虚；并且，部分 IPF 患者除有

喘息、气短、咳嗽外，还存在口唇紫绀、爪甲青紫、舌

下脉络迂曲、脉涩等表现，考虑患者肺络痹阻，基于

此，樊茂蓉教授提出 IPF“肺肾亏虚、肺络痹阻”的病

机特点，拟补肾通络方治疗本病。补肾通络方由仙

茅、淫羊藿、生黄芪、地龙、虎杖、莪术、海风藤、络石

图 8　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 Wnt3a 蛋白分布及表达的影响  （IF， ×200）
Fig. 8　 Effect of Bushen Tongluo prescription on distribution and expression of Wnt3a proteins in lung tissue of rats with pulmonary 

fibrosis （IF， ×200）

表  7　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 iNOS 与 Arg-1 荧光阳

性面积比率的比值的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　 Effect of Bushen Tongluo prescription on ratio of iNOS 

to Arg-1 fluorescent positive area in lung tissues of rats with 

pulmonary fibrosis （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

吡非尼酮组

补肾通络方高剂量组

补肾通络方低剂量组

剂量/g·kg-1

0.11

30.88

15.44

iNOS/Arg-1

23.15±0.631）

8.50±0.13

17.80±0.543）

20.67±0.503）

11.57±0.343）

表 8　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 Wnt3a、β-catenin 荧光

阳性面积比率的影响  （x̄± s，n=3）

Table 8　 Effect of Bushen Tongluo prescription on ratio of 

fluorescent positive area for Wnt3a， β-catenin in the lung tissue of 

rats with pulmonary fibrosis  （x̄± s，n=3） %

组别

空白组

模型组

吡非尼酮组

补肾通络方高剂量组

补肾通络方低剂量组

剂量/g·kg-1

0.11

30.88

15.44

Wnt3a

3.06±0.15

28.68±1.061）

25.70±1.343）

14.40±0.623）

9.36±0.513）

β-catenin

2.86±0.71

6.37±1.041）

4.44±0.402）

3.32±0.503）

3.98±0.923）

图 9　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 β-catenin 蛋白分布及表达的影响  （IF， ×200）
Fig. 9　 Effect of Bushen Tongluo prescription on distribution and expression of β -catenin proteins in lung tissue of rats with pulmonary 

fibrosis （IF， ×200）
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藤、威灵仙、浙贝母、麦冬、生甘草组成。方中淫羊

藿、仙茅、黄芪共为君药，共同起到补益肺肾的作

用；威灵仙、海风藤、络石藤通络除痹，配伍莪术破

血消癥；麦冬益气养阴，助君药培补肾气，起到金水

相生之功，与威灵仙、海风藤、络石藤、莪术相辅相

成，共为臣药；地龙祛风解痉；虎杖、浙贝母清热化

痰、散结通络，三药共为佐药；生甘草调和诸药，并

能止咳化痰。诸药合用，共奏补肺益肾、除痹通络

之功。课题组前期临床观察发现补肾通络方在改

善 IPF 患者呼吸困难、干咳等方面有较好疗效，且能

够提高患者 6 min 步行距离，改善患者生活质量［13］。

本实验在既往临床观察的基础上，进一步探究补肾

通络方治疗 IPF 的作用机制。

实验中采用博来霉素诱导肺纤维化大鼠，通过

HE 及 Masson 染色观察发现，模型组大鼠气道壁、肺

泡间质组织内大量炎性细胞浸润，纤维组织增生明

显，符合肺纤维化特点，表明造模成功。肺纤维化

是肺脏纤维结缔组织的广泛沉积，ECM 成分的积聚

是其主要特征之一［17-19］，ColⅠ、ColⅢ是 ECM 的主

要成分［20］，当机体受到感染、炎症等刺激时，肺泡上

皮细胞在 TGF-β1 的作用下损伤、凋亡，向肌成纤维

细胞转化，并进入肺间质，异常合成 ECM，导致肺纤

维化的发生［21-26］。α -SMA、Vimentin 是肌成纤维细

胞表达的代表性蛋白 ，在纤维化组织中表达升

高［27］，E-cadherin、Cytokeratin 19 是一种能够维持上

皮细胞稳定性的钙黏蛋白，在组织分化中能够形成

稳定的粘附带维持细胞形态，若其表达不充分，则肺

泡上皮细胞结构发生紊乱，并发生细胞表型变化［27］。

故 α-SMA、Vimentin、E-cadherin、Cytokeratin 19 可以

作为标志性蛋白来反映肺泡上皮细胞 EMT。在本

实验中，模型组大鼠胶原纤维沉积增多，纤维组织

明显增生，肺组织中 ColⅠ、ColⅢ水平均升高，表明

大鼠肺组织出现了 ECM 异常沉积；肺组织中肺泡上

皮标志物 E-cadherin、Cytokeratin 19 水平降低，间质

细胞表型 α -SMA、Vimentin 水平升高，表明模型组

大鼠肺泡上皮细胞发生了 EMT。经补肾通络方治

疗后，我们发现，大鼠肺组织中炎性细胞浸润、纤维

组织增生较模型组有所减轻，大鼠肺组织中 ColⅠ
与 Col Ⅲ 水 平 均 降 低 ，血 清 中 E-cadherin、

Cytokeratin 19 水平升高，α -SMA、Vimentin 水平降

低，这表明补肾通络方能够抑制 ECM 过度沉积及大

鼠肺泡上皮细胞的 EMT 过程，最终抑制肺纤维化的

形成。

作为免疫稳态的调控者，巨噬细胞通过 M1/M2

极化表型的动态平衡参与 IPF 的发生、发展过程［4-7］。

M1 巨噬细胞具有促炎特性，负责清除病原体或坏

死组织，但 M1 过度极化造成的炎症环境会导致长

期反复的组织器官损伤，研究显示 IPF 患者肺实质

中的巨噬细胞 M1 亚群扩增明显，并参与促进肺肌

成纤维细胞活化及肺纤维化进展［28］，iNOS 作为 M1

型巨噬细胞极化的标志物，能够表达 M1 型巨噬细

胞极化的程度［29］；另一方面，M2 巨噬细胞可通过促

图  10　肺纤维化大鼠肺组织中 Wnt3a、β-catenin 蛋白表达电泳

Fig. 10　 Electrophoresis of Wnt3a and β -catenin protein 

expressions in lung tissues of rats with pulmonary fibrosis

表  9　补肾通络方对肺纤维化大鼠肺组织中 Wnt3a、β-catenin 蛋白

相对表达量的影响  （x̄± s，n=4）

Table 9　 Effect of Bushen Tongluo prescription on relative 

expression levels of Wnt3a and β -catenin proteins in lung tissue of 

rats with pulmonary fibrosis （x̄± s，n=4）

组别

空白组

模型组

吡非尼酮组

补肾通络方高剂量组

补肾通络方低剂量组

剂量/g·kg-1

0.11

30.88

15.44

Wnt3a

/β-actin

0.34±0.15

0.62±0.061）

0.53±0.11

0.46±0.19

0.36±0.163）

β-catenin

/β-actin

0.43±0.01

0.59±0.031）

0.45±0.033）

0.53±0.033）

0.52±0.033）

表  10　 补 肾 通 络 方 对 肺 纤 维 化 大 鼠 肺 组 织 中 Wnt3a、β -catenin 

mRNA 表达的影响  （x̄± s，n=4）

Table 10　 Effect of Bushen Tongluo prescription on expression 

levels of Wnt3a and β -catenin mRNA in lung tissue of rats with 

pulmonary fibrosis （x̄± s，n=4）

组别

空白组

模型组

吡非尼酮组

补肾通络方高剂量组

补肾通络方低剂量组

剂量/g·kg-1

0.11

30.88

15.44

Wnt3a

1.19±0.18

6.22±1.081）

2.27±0.853）

1.97±1.423）

2.83±0.793）

β-catenin

1.52±0.49

4.39±2.981）

1.83±0.843）

1.64±0.993）

1.56±0.443）
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进组织修复维持稳态，但其过度极化可能诱发病理

性纤维化，例如通过分泌 TGF-β1等细胞因子刺激成

纤维细胞生成 ECM 蛋白及诱导 EMT 过程［30-31］，

Arg-1 作为 M2 型巨噬细胞极化的标志物，能够反应

M2 型巨噬细胞极化的程度［29］。而 CD68 作为巨噬

细胞的通用标记物，能够直观反映肺组织巨噬细胞

极化情况［32］。本研究发现，模型组大鼠肺组织中

CD68、Arg-1、iNOS 表达面积增宽，荧光强度升高，

经补肾通络方治疗后，各给药组肺组织中 CD68、

Arg-1、iNOS 表达范围及荧光强度均有不同程度的

减 轻 ，这 表 明 补 肾 通 络 方 可 能 通 过 影 响 CD68、

Arg-1、iNOS 的表达，进而影响 EMT 及 ECM 过程，

最终抑制肺纤维化的形成。

Wnt 是一种广泛分泌的糖蛋白，目前已知有 19

种 Wnt 蛋白，其中，Wnt3a 可诱导肺泡上皮细胞增

殖、成纤维细胞活化和胶原合成，调控细胞增殖、分

化、凋亡、癌变及机体免疫，与肺纤维化密切相

关［33］。在一般情况下，肺泡上皮细胞分泌很少的

Wnt3a 蛋白，胞质中 β-catenin 经过破坏复合体磷酸

化、蛋白酶泛素化，含量极低。当上皮损伤后，

Wnt3a 蛋白分泌增多，与其受体结合，诱导破坏复合

体解体，导致胞质内 β-catenin 大量聚集，诱导下游

靶基因如金属基质蛋白酶 -7、金属基质蛋白酶 -9 等

基质蛋白的表达，进而诱导 EMT 转换［34-35］，参与肺

纤维化过程。有研究发现，Wnt/β-catenin 作为巨噬

细胞极化的上游通路，能够诱导肾脏纤维化，然而，

Wnt3a/β-catenin 信号通路是否能够通过巨噬细胞极

化过程参与肺纤维化过程，目前尚不明确。在本研

究中，模型组大鼠肺组织中 Wnt3a、β-catenin 蛋白及

mRNA 表达均高于空白组，这表明 Wnt3a/β-catenin

信号通路在大鼠肺纤维化过程出现了异常激活；同
时，模型组巨噬细胞极化标志物 CD68、Arg-1、iNOS

荧光强度亦较空白组升高，表明 Wnt3a/β-catenin 信

号通路可能通过巨噬细胞极化过程参与肺纤维化。

而 补 肾 通 络 方 能 够 降 低 大 鼠 肺 组 织 中 Wnt3a、

β -catenin 的 蛋 白 及 mRNA 表 达 水 平 ，同 时 降 低

CD68、Arg-1、iNOS 荧光强度，这表明补肾通络方可

能减少肺泡上皮细胞分泌 Wnt3a 蛋白，抑制破坏复

合体解体，减少胞质内 β-catenin 的聚集，进而抑制

巨噬细胞极化过程，从而改善肺纤维化程度。

综合本次研究结果，可初步表明补肾通络方可能

通过抑制上皮细胞-间质细胞转化、减少细胞外基质

过度沉积，从而改善博来霉素所致的大鼠肺纤维化，

其机制可能与抑制 Wnt3a/β-catenin 信号通路及其介

导的巨噬细胞极化有关。但是由于本实验未设置

Wnt3a/β-catenin信号通路抑制剂或基因敲除实验，其

具体分子机制及何种方式介导仍需进一步实验验证。
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