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［摘 要］ 目的：探讨隐丹参酮（cryptotanshinone，CTS）对高氧诱导的支气管肺发育不良（bronchopulmonary dysplasia，BPD）大鼠

肺纤维化的影响及作用机制。方法：体内实验：将50只新生雄性SD大鼠随机分为空气组、高氧组、CTS低剂量组（7.5 mg/kg）、CTS
中剂量组（15.0 mg/kg）及CTS高剂量组（30.0 mg/kg）。高氧组及CTS干预组大鼠饲养于氧浓度95％的氧箱中，空气组饲养于空

气中。CTS干预组大鼠生后每日给予CTS腹腔注射，空气组及高氧组每日腹腔注射同等体积DMSO。7 d后安乐死全部大鼠后

取肺组织用于后续实验。应用HE染色观察肺泡病理改变；通过Masson染色观察肺组织纤维化程度；RT⁃qPCR法检测转化生

长因子β1（transforming growth factor⁃β1，TGF⁃β1）及α平滑肌肌动蛋白（α⁃smooth muscle actin，α⁃SMA）的mRNA水平；Western
blot检测细胞信号转导分子（small mother against decapentaplegic，Smad）2/3、p⁃Smad2/3的表达。体外实验：选用人胚肺成纤维

细胞（human fetal lung fibroblast⁃1，HFL⁃1），按照培养条件分为空气组、高氧组及CTS干预组，空气组常规条件下培养，而高氧及

干预组置于95％O2恒温培养箱中培养24 h，干预组加入CTS 10 μmol/L。CCK⁃8实验检测细胞活力；Western blot检测TGF⁃β1、
α⁃SMA、p⁃Smad2/3、Smad2/3蛋白表达变化。结果：与对照组相比，高氧组大鼠肺泡形态紊乱、间隔增宽，RAC值下降，纤维化评

分上升（P<0.05）；TGF⁃β1及α⁃SMA的mRNA水平升高（P<0.05）；p⁃Smad2/3表达升高（P<0.05）；不同剂量的CTS给药后可改善

上述指标（P<0.05）；同时，CTS还可以降低高氧后HFL⁃1细胞的TGF⁃β1、α⁃SMA、p⁃Smad2/3、Smad2/3表达（P<0.05）。结论：CTS
可通过TGF⁃β/Smad通路改善高氧诱导肺损伤的纤维化过程。
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Cryptotanshinone ameliorates the fibrotic process in hyperoxia ⁃ induced lung injury by
modulating the TGF⁃β/Smad pathway
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［Abstract］ Objective：To investigate the effects and underlying mechanism of cryptotanshinone（CTS）on pulmonary fibrosis in rats
with hyperoxia⁃induced bronchopulmonary dysplasia（BPD）. Methods：50 newborn male Sprague⁃Dawley rats were randomly divided
into air group，hyperoxia group，low⁃dose CTS（7.5 mg/kg）group，medium⁃dose CTS（15.0 mg/kg）group and high⁃dose CTS（30 mg/kg）
group. Rats in hyperoxia and three CTS treatment groups were exposed to 95% oxygen（O2）for 7 d after birth，and the air group were
exposed to a room environment（21% O2）. 7 days later，all rats were euthanized. The alveolar morphology and lung fibrosis were
evaluated using hematoxylin⁃eosin（HE）staining and Masson staining. The mRNA levels of transforming growth factor beta1（TGF⁃β1）
and alpha⁃smooth muscle actin（α⁃SMA）were detected by RT⁃qPCR. The protein expression of cell signaling molecules small mother
against decapentaplegic（Smad）2/3 and p⁃Smad2/3 was detected by Western blot. In vitro experiments：Human fetal lung fibroblasts
（HFL ⁃ 1）cells were selected and divided into air group，hyperoxia group and CTS intervention group according to the culture
conditions. The air group was cultured under conventional conditions，while the hyperoxia and intervention groups were incubated in a
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支气管肺发育不良（bronchopulmonary dysplasia，
BPD）是早产儿常见的一种慢性呼吸系统疾病，在出

生胎龄<29周的新生儿中发病率高达45％［1-2］。BPD
的发病机制目前仍未明确，其主要的病理学特点

包括肺泡破坏、纤维化、微血管发育异常以及气道

损害［3］，其中肺纤维化是 BPD 的主要病理特征。

在高氧诱导的BPD模型中，肺泡的发育、修复和再

生受到成纤维细胞的影响，从而导致细胞外基质

（extracellular matrix，ECM）的重塑及纤维化的发

展，导致肺部纤维化进一步加重［4］。目前，对于这种

长期存在的慢性呼吸道疾病，既不能预防也不能有效

治疗，因此寻找BPD的特效药十分重要。

隐丹参酮（cryptotanshinone，CTS）是从传统中药

丹参中提取的一种活性成分，其生物学活性丰富，

具有抗炎［5］、抗纤维化［6］、抗肿瘤［7］及神经保护［8］等

作用。近期研究表明，CTS可以通过逆转上皮间充

质转化［9］、抑制Smad及STAT3通路［10］来改善博来霉

素诱导的肺纤维化，但在高氧诱导的肺损伤纤维化

中，尚无相关报道，本研究利用高氧诱导新生鼠

BPD模型及体外人胚肺成纤维细胞培养模型，旨在

探讨CTS在高氧引致的肺纤维化中的作用及机制。

1 材料和方法

1.1 材料

CTS（纯度≥ 98％，批号HY⁃NO174，MCE公司，

美国）；α⁃SMA、TGF⁃β1、Smad2、p⁃Smad2、Smad3
（Abcam公 司 ，英 国）；p⁃Smad3（批号9520T，CST
公司，美国）；GAPDH（批号 6004⁃1⁃ig，武汉三鹰

Proteintech 公司）；Ham’s F ⁃ 12K 培养基（批号

A211013，上海BasalMedia公司）；RIPA裂解液、蛋白

酶抑制剂、磷酸酶抑制剂、ECL发光液（苏州新赛美

生物科技有限公司）；逆转录试剂盒、聚合酶链反应

试剂盒、CCK⁃8溶液（批号分别为PE5402、PC5902、

PC001，南京Proteinbio公司）。

CY⁃12c型测氧仪（杭州佳长电子科技有限公

司）；LightCyclePCR仪（Roche公司，美国）；酶标仪

（BioTek公司，美国）；电泳仪、凝胶成像仪（BIO⁃RAD
公司，美国）。

人胚肺成纤维细胞（HFL⁃1）购于无锡欣润生物

科技有限公司，培养于含10％胎牛血清的Ham’s F⁃
12K培养基中，置于含 5％CO2的 37 ℃恒温培养箱

中。SD 大鼠［生产许可证编号 SCXK（京）2019 ⁃
0010］饲养于南京医科大学附属淮安第一医院，选取

12周龄的SD大鼠按雄雌比例1∶3进行合笼，待所有

孕鼠自然分娩后选取 24 h内雄性 SD大鼠用。本研

究已获得南京医科大学附属淮安一院伦理委员会

批准（伦理编号：DW⁃P⁃2023⁃001⁃10）。
1.2 方法

1.2.1 动物分组与造模

新生SD雄性大鼠随机分为5组，每组8只，分别

为空气组、高氧组、CTS低剂量组（7.5 mg/kg）、CTS
中剂量组（15 mg/kg）及 CTS高剂量组（30 mg/kg）。

高氧组及CTS干预组连续吸入 95％O2 7 d，空气组

置于室内环境（21％O2）中7 d。每日8：30 —9：30开
箱操作，CTS溶于DMSO中进行腹腔注射，高氧组及

空气组同时注射等量的DMSO。氧浓度分析仪连续

监测箱内氧气浓度，并放置钠石灰吸收老鼠呼出的

CO2，哺乳鼠每日在高氧和空气环境之间交换，以防

止母鼠不耐受高氧出现死亡情况。7 d后对全部鼠实

施安乐死，立即取左肺上叶用4％多聚甲醛固定供）苏

木精⁃伊红（hematoxylin⁃eosin，HE）和马松（Masson）染
色实验用，剩余肺组织置于-80 ℃冰箱中待测。

1.2.2 肺组织病理学检测

左肺上叶用4％多聚甲醛固定过夜后包埋在蜡

块中，切成4 μm厚的连续切片，之后在室温条件下进

行HE染色以及Masson染色。根据HE染色情况，每

95% O2 incubator for 24 h. 10 μmol/L CTS was added to the intervention group. Cell viability was measured by CCK⁃ 8 assay，and
protein expression of TGF⁃β1，α⁃SMA，p⁃Smad2/3 and Smad2/3 were detected by Western blot. Results：Compared with the control
group，rats in the hyperoxia group had disorderd alveolar morphology，widened alveolar septa，decreased RAC values and increased
fibrosis scores（P < 0.05）；increased the mRNA levels of TGF⁃β1 and α⁃SMA（P < 0.05）；and up⁃regulated p⁃Smad2/3 expression（P <
0.05）. Different doses of CTS could improve the above indicators（P < 0.05）. Meanwhile，CTS also reduced TGF⁃β1，α⁃SMA，p⁃Smad2/
3，and Smad2/3 protein expression levels in HFL⁃1 cells after hyperoxia（P < 0.05）. Conclusion：CTS ameliorates the fibrotic process
of hyperoxia⁃induced lung injury via the TGF⁃β/Smad pathway.
［Key words］ cryptotanshinone；hyperoxia；bronchopulmonary dysplasia；fibrosis
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张切片随机选取6个视野，取平均值计算辐射肺泡状

计数（radical alveolar counts，RAC），并根据Masson染
色结果参考文献［11-12］进行纤维化评分。

1.2.3 RT⁃qPCR
提取肺组织总RNA后，使用逆转录试剂盒逆

转录为 cDNA，按照聚合酶链反应试剂盒说明加入

2×SYBR qPCR Mix 12.5 μL、cDNA 1 μL、前引物

（10 μmol/L）0.5 μL和后引物（10 μmol/L）0.5 μL，最
后ddH2O定容至25 μL后在实时荧光定量PCR仪器

上进行PCR扩增。引物序列为：TGF⁃β1 F：5′⁃CCT⁃
GGACACACAGTACAGCA⁃3′；TGF⁃β1 R：5′⁃CCACG⁃
TAGTAGACGATGGGC ⁃ 3′；α ⁃ SMA F：5′ ⁃ CATCC⁃
GACCTTGCTAACGGA⁃3′；α⁃SMA R：5′⁃CCACATA⁃
CATGGCAGGGACA⁃3′。
1.2.4 HFL⁃1细胞分组及处理

取对数生长期的HFL⁃1细胞分为 3组，即空气

组、高氧组及CTS干预组，均匀铺于6孔板，细胞饥饿

12 h后干预组予CTS 10 μmol/L处理，高氧及空气组

加入等量的溶剂DMSO，随后高氧组及CTS干预组置

于95％O2、5％CO2、37 ℃恒温培养箱中培养24 h。
1.2.5 CCK⁃8测定HFL⁃1细胞活力

HFL⁃1细胞以5×104个/mL的密度均匀铺于96孔
板，并在培养箱中培养过夜，将不同浓度溶于DMSO
的CTS（0、2.5、5.0、10.0 μmol/L）处理细胞24 h，之后

每孔加入 10 μL的 CCK⁃8溶液继续孵育 2 h，使用

酶标仪在450 nm处测量每个孔的吸光度值，每孔设

4个复孔取平均值，重复实验3次。

1.2.6 Western blot
提取各组新生 SD鼠肺组织及HFL⁃1细胞的总

蛋白，使用BCA法测定总浓度，然后在SDS⁃PAGE凝

胶电泳中分离蛋白质样品并湿转到PVDF膜上，之

后脱脂牛奶溶液封闭 1 h后与以下一抗 4 ℃孵育

过夜：α⁃SMA（1∶1 000）、TGF⁃β1（1∶1 000）、Smad2
（1∶500）、p⁃Smad2（1∶2 000）、Smad3（1∶1 000）、

p⁃Smad3（1∶1 000）、GAPDH（1∶2 000）。TBST洗膜后

与二抗室温孵育1 h，最后使用超强发光液在凝胶成

像系统进行曝光 Image J 软件定量分析。

1.3 统计学方法

所有数据采用统计软件SPSS 27.0进行分析，计

量资料以均数±标准差（x ± s）表示，采用单因素方差

分析比较各组数据，LSD⁃t检验进行两两比较。P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 CTS对新生SD大鼠肺组织病理学影响

HE染色显示高氧组较空气组肺泡结构紊乱，肺

泡形态变大，数目减少，RAC值下降（P < 0.05）；不同

剂量的CTS干预后肺泡形态好转，RAC值也较高氧组

明显上升（P < 0.05，图1）。
Masson 染色结果显示，与空气对照组相比，

高氧组胶原纤维含量明显上升，肺泡排列不规

则，肺泡间隔增厚。CTS干预后纤维化评分较高

氧组降低，其中高剂量的 CTS效果最好（P < 0.05，
图 2）。

CTS 7.5 mg/kg CTS 15 mg/kg CTS 30 mg/kgHyperoxiaAir

Compared with the air group，*P < 0.05；Compared with the hyperoxia group，#P < 0.05（n=3）。
图1 SD新生大鼠肺组织HE染色（×100）

Figure 1 HE staining of lung tissue from neonatal SD rats（×100）
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A：Relative expression of TGF⁃β1 mRNA. B：Relative expression of
α⁃SMA mRNA. Compared with the air group，*P < 0.05；Compared with
the hyperoxia group，#P < 0.05（n=3）。
图 3 各组新生 SD大鼠肺组织中 TGF⁃β1及α⁃SMA的

mRNA表达水平

Figure 3 mRNA expression levels of TGF⁃β1 and α⁃SMA
in neonatal SD rats lung tissue in each group
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Compared with the air group，*P < 0.05；Compared with the hyperoxia group，#P < 0.05（n=3）。
图2 SD新生大鼠肺组织Masson染色（×200）

Figure 2 Masson staining of lung tissue from neonatal SD rat（×200）

2.2 CTS 对 SD 新生大鼠肺组织中 TGF⁃β1 及α⁃
SMA mRNA水平影响

模型组 SD新生大鼠肺中 TGF⁃β1（图 3A）及α⁃
SMA（图3B）的mRNA表达水平较空气组明显升高，

不同剂量的CTS干预后逐渐好转，较高氧组明显下

降（P < 0.05）。
2.3 CTS对 SD新生大鼠肺组织中 Smad2/3通路蛋

白表达的影响

Western blot 检测结果显示高氧暴露后，模

型组的 p⁃Smad2/Smad2蛋白水平较空气对照组明

显升高（P < 0.05，图 4A、B），p⁃Smad3/Smad3在高氧

组明显上升（P < 0.05，图4A、C），p⁃Smad2/Smad2及p⁃
Smad3/Smad3比值在CTS处理后呈剂量依赖方式降

低（P < 0.05）。
2.4 CTS对体外HFL⁃1增殖活力的影响

体外研究中，首先用不同浓度 CTS（2.5、5.0、
10.0 mmol/L）处理HFL⁃1细胞后，细胞的增殖活力均

在95%以上，其中CTS 10.0 μmol/L以内各组与对照

组无统计学差异（P＞0.05，图 5A），提示 10 μmol/L
浓度以内的CTS不影响细胞增殖，故选用10 μmol/L
的CTS用于后续实验。在高氧条件下，细胞增殖活

力受到影响，高氧组较空气组下降，但CTS处理后可

以提高细胞活力（P < 0.05，图5B）。
2.5 CTS对HFL⁃1细胞α⁃SMA及TGF⁃β/Smad通路

蛋白表达的影响

体外实验中，高氧诱导HFL⁃1细胞后，细胞内的

α⁃SMA表达明显上升，在CTS处理后表达下降（P <
0.05，图5C、D）。在TGF⁃β1/Smad通路蛋白表达中，

高氧组与空气组相比，TGF⁃β1及Smad2/3磷酸化蛋
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白含量上升，CTS组较高氧组明显下降（P < 0.05，图
5C，E~G）。
3 讨 论

BPD不仅是一种局部的肺部疾病，也是一种全

身性疾病，对患儿成年以后的健康和生活质量具有

一定影响［13-15］，随着目前医疗水平的提高，BPD的生

存率虽然提高了，但不幸的是其发生率仍然居高不

下［16］，且目前仍然没有特效治疗药物，因此BPD在

新生儿呼吸系统疾病中一直备受关注。CTS是一种

从传统中药丹参中提取的一种天然化合物，其生物学

活性丰富，在多种疾病中具有潜在的治疗价值［17］，本

研究主要探索CTS在BPD相关纤维化中是否发挥

作用。

纤维化作为BPD的主要病理特征在BPD的发

展中占据重要地位，在肺部发育中，成纤维细胞可

维持肺泡和支气管的完整性，但在高氧诱导之后会

发生显著的形态学变化［18-19］，可进一步分化为肌成

纤维细胞，使得肺泡上皮⁃间充质信号转导被破坏，

不能正常维持上皮细胞的生长和分化，导致肺部出

现异常修复并最终出现纤维化［20-21］。目前，高氧在

BPD发展中的作用已在实验模型和临床试验中得
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到证实，高氧诱导的BPD实验动物模型已经被广泛

运用［22］，本研究通过高氧BPD模型发现，CTS改善了

BPD模型新生大鼠的肺部病理情况，特别是纤维化

现象，体内外结果均显示纤维化标志物α⁃SMA的水

平降低，提示CTS可改善高氧诱导的肺纤维化从而

起到肺部保护作用。

生长因子TGF⁃β被认为是肺发育异常的主要调

节因子，通过 TGF⁃β/Smad2/3的典型信号转导调节

早期肺发育［23-24］，该通路与异常肺泡化关系密切，

TGF⁃β1还可诱导成纤维细胞迁移、肌成纤维细胞的

增殖和分化以及ECM的沉积［25］，目前TGF⁃β靶基因

越来越被认为是BPD的致病因素［26］。TGF⁃β1启动

了成纤维细胞向肌成纤维细胞的转化，并导致标志

性蛋白α⁃SMA的显著增加［27］，这表明抑制纤维化细

胞因子TGF⁃β1和靶向TGF⁃β信号通路是BPD中纤

维化治疗的潜在策略。本研究结果显示CTS可以降

低高氧后肺组织及HFL⁃1中的TGF⁃β1水平，同时降

低下游 Smad2/3的磷酸化表达含量，表明CTS可能

通过 TGF⁃β1/Smad通路在 BPD模型中发挥抗纤维

化的作用。

综上所述，CTS对高氧诱导肺损伤的BPD模型

具有保护作用，降低纤维化标志物α⁃SMA的水平，

其机制可能与TGF⁃β1/Smad通路有关，具体上下游

的机制有待进一步研究。
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