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摘要 ：目的  研究雾化吸入甘草酸（GA）对博莱霉素所致小鼠肺纤维化的保护作用及机制。方法  SPF 级

雄性昆明小鼠 90 只随机分成 6 组 ：对照组、模型组、GA250 灌胃（IA）组、GA12 组、GA24 组及布地奈德雾

化（AI）组，每组 15 只。模型组及各给药组予以 5 mg/kg 的博莱霉素溶液气管滴注，复制小鼠肺纤维化模型。

24 h 后 GA250 灌胃组按 250 mg/kg 的剂量以 GA 溶液灌胃，GA12 及 GA24 组分别给予 12 和 24 mg/ml 剂量的 GA

溶液 4 ml 雾化吸入 ；布地奈德组雾化吸入 0.25 mg/ml 的布地奈德混悬液 4 ml ；对照组和模型组分别雾化等

量的生理盐水，各组每天雾化 1 次，连续 21 d。第 7、14 和 21 天，各组随机处死 5 只小鼠，作 HE、Masson 染

色，评价肺组织炎症及纤维化程度 ；血清 HYP 及肺组织 IL-6 含量检测胶原水平及炎症因子 ；Western blot 检

测小鼠肺组织 IL-6、IL-17、p-Smad2 及 TGF-β1 蛋白表达水平。结果    IL-6 表达在复制模型后第 7 天升高

后逐渐降低，而 IL-17 表达逐步升高，与其相对应 TGF-β1、p-Smad2 表达也逐步升高。GA12 和 GA24 组 IL-

17、TGF-β1 及 p-Smad2 水平降低，优于 AI 和 IA 组。结论   雾化吸入 GA 可能通过抑制肺纤维化中 IL-17/

TGF-β/Smads 通路的表达来抑制肺纤维化。
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Abstract: Objective  To study the protective effect of aerosolized glycyrrhizic acid (GA) on Bleomycin-
induced pulmonary fibrosis in mice and the mechanism.  Methods  A total of 90 male Kunming mice (SPF grade) 
were randomly divided into 6 groups: control group, model group, GA250 group (IA), GA12 group, GA24 group and 
Budesonide (AI) group. The model group and treatment groups were given intratracheal instillation of 5 mg/kg 
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肺纤维化（pulmonary fibrosis，PF）是由多种因素

引起的弥漫性间质性肺疾病，其主要病理特征是弥漫

性肺泡炎、成纤维细胞增殖以及细胞外基质的过度沉

积 [1-3]，进而引起进行性肺功能下降，最终可诱发呼吸

衰竭而致死亡 [4]。甘草酸（glycyrrhizic acid，GA）是

从传统中药光果甘草中提取的天然化合物，具有抗炎、

抗氧化、抗肿瘤、抗菌及抗病毒等广泛的药物特性 [5]。

前期研究发现，一定剂量的 GA 具有抗肺纤维化的作

用，但是其有效剂量较大（灌胃剂量为 250 mg/kg）。

结合 GA 具有药物特性及雾化能快速作用于靶器官等

优点，本研究采用 GA 雾化吸入并与 GA 灌胃比较，研

究其抗肺纤维化作用及可能的机制。

1    材料与方法

1.1    实验动物

SPF 级雄性昆明小鼠 90 只，体重 18 ～ 20 g，购自

军事医学科学院实验动物研究中心。小鼠适应性喂养

5 d，食物和纯净水可自由摄取。

1.2    药品、试剂及主要仪器

GA（陕西富捷药业有限公司，批号 ：20140605），

博莱霉素（日本化药珠式会社，生产批号 ：650472），

吸入用布地奈德悬液（普米克令舒）（澳大利亚 Astra 

Zeneca Pty Ltd 公司，产品批号 ：LOT 318406），欧姆龙

（Omron）超声雾化器 NB-150U[ 乐道克电子制造（南通）

有限公司 ]，羟脯氨酸检测试剂盒（碱）（南京建成生物

工程研究所，批号 ：20160701），小鼠 IL-6、TGF-β1

酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒购自上海拜力生

物科技有限公司，羊抗兔 IgG 购自中彬金桥生物技术

有限公司，羊抗鼠 IgG（H+L）、兔抗 IL-6、兔抗 IL-

17A 抗体购自美国 Proteintech 公司，鼠抗 β-actin、兔

抗 p-Smad2 购自武汉博士德生物工程有限公司，兔抗

TGF-β1 购自美国 Affbiotech 公司。

1.3    方法

1.3.1     分组    SPF 级雄性昆明小鼠 90 只随机分成

6 组 ：对 照 组、 模 型 组、GA250 灌 胃（intragastric 

administration，IA）组、GA12 组、GA24 组及布地奈德雾

化（atomizing inhalation，AI）组，每组 15 只。

1.3.2    复制肺纤维化模型及给药    模型组及各给药组

分别给予 5 mg/kg 的博莱霉素溶液气管滴注，复制小鼠

肺纤维化模型。24 h 后 IA 组按 250 mg/kg 剂量以 GA

溶液灌胃，GA12 和 GA24 组分别给予 12 和 24 mg/ml 剂

量的 GA 溶液 4 ml 雾化吸入 ；AI 组雾化吸入 0.25 mg/ml

的布地奈德混悬液 4 ml ；对照组和模型组分别雾化等

量的生理盐水。各组每天雾化 1 次，连续 21 d。第 7、

14 和 21 天每组随机处死 5 只小鼠。小鼠眼球取血，

3 000 r/min 离心 20 min 后取上清，-80℃冷冻保存 ；

颈椎离断处死后，取右肺上叶，4% 中性甲醛固定，包

埋、切片，其余组织 -80℃冷冻保存。

1.3.3      HE 染色和 Masson 染色    小鼠肺组织切片作

HE 染色和 Masson 染色。镜下（×200）观察并评价

肺组织炎症及纤维化程度。

1.3.4    HYP 含量检测    小鼠肺组织匀浆后，羟脯氨

酸检测试剂盒检测 HYP 含量以明确肺组织中胶原水

平，具体方法依照说明书进行操作。

1.3.5    IL-6 含量检测    ELISA 法测定小鼠血清中 IL-6

含量，检测炎症因子，具体方法依照说明书进行。

1.3.6      Western blot 检测     小鼠肺组织中 IL-6、IL- 

17A、p-Smad2 及 TGF-β1 蛋白表达水平均经 Western 

Bleomycin solution to establish pulmonary fibrosis model in mice. After 24 hours, the GA250 group was administered 
with GA solution at the dose of 250 mg/kg, the GA12 and GA24 groups were given inhalation of 4 ml GA solution 
at the dose of 12 mg/ml and 24 mg/ml respectively, the Budesonide group was given aerosol inhalation of 4 ml 
Budesonide suspension at the dose of 1 mg/4 ml, the mice in the control group and the model group inhaled the same 
amount of saline. Atomization treatment was given once a day for 21 days. On the 7th, 14th and 21st day, 5 mice 
were randomly sacrificed in each group. HE staining and Masson staining were used to evaluate the inflammation 
and fibrosis of the lung tissues; the level of HYP in serum and the levels of IL-6 and TGF-β1 in the lung tissues were 
measured to evaluate the levels of inflammatory factors and collagen; the expression levels of IL-6, IL-17, p-Smad2 
and TGF-β1  proteins were detected by Western blot.  Results  The expression of IL-16 increased on the 7th day 
after modeling, then gradually decreased; and the expression of IL-17 increased gradually, and the expressions of 
TGF-β1 and p-Smad2 also gradually increased. GA12 and GA24 significantly decreased the levels of IL-17, TGF-β1 and 
p-Smad2, and the results were better than those of the Budesonide and GA250 groups.  Conclusions  Aerosol inhalation 
of glycyrrhizic acid alleviates Bleomycin-induced pulmonary fibrosis in mice by IL-17/TGF-β/Smads pathway.

Keywords:  GA; aerosol inhalation; pulmonary fibrosis; Bleomycin
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blot 检测。

1.4    统计学方法

数据分析采用 Graphpad Prism 5 统计软件，计量

资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组比较采用单

因素方差分析，检验方差齐性，两组间比较采用t 检验，

P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    小鼠肺组织 HE 染色及炎症评分比较

雾化第 7 天，模型组小鼠肺组织出现大量炎症细

胞浸润，肺泡间隔充血、增厚，肺泡腔变窄。模型组

与对照组炎症评分比较，采用 t 检验，差异有统计学

意义（t =16.04，P =0.000），模型组炎症评分高于对照

组 ；GA12 组、GA24 组及 IA 组与模型组炎症评分比较，

采用单因素方差分析，差异无统计学意义（P >0.05）；

AI 组与模型组炎症评分比较，差异有统计学意义

（F =3.477，P =0.009），AI 组炎症评分低于模型组（见

图 1、3）。 第 14 天， 模 型 组 炎 症 评 分 高 于 对 照 组

（t =14.23，P =0.000）；各治疗组与模型组炎症评分比

较，可见 GA24 组炎症评分低于 IA 和 AI 组（F =3.063，

P =0.018）（见图 1、4）。第 21 天，模型组炎症评分高

于对照组（t =11.14，P =0.000）；各给药组与模型组炎

症评分比较，差异无统计学意义（见图 1、5）。

2.2    小鼠肺组织 Masson 染色及纤维化评分比较

雾化第 7 和 14 天，模型组逐渐出现蓝染的胶原

纤维。模型组与对照组纤维化评分比较，采用 t 检验，

差异有统计学意义（7 d ：t =2.828，P =0.047 ；14 d ：

t =4.243，P =0.013），模型组纤维化评分均高于对照组；

                                                   IA 组                                                         GA12 组                                                       GA24 组

图 3    雾化第 7 天肺组织切片    （HE 染色）

对照组                                                        模型组                                                       AI 组

1）与对照组比较，P <0.05；2）与模型组比较，P <0.05

图 1    雾化第 7、14 和 21 天炎症评分

1）与对照组比较，P <0.05；2）与模型组比较，P <0.05

图 2    雾化第 7、14 和 21 天纤维化评分
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各给药组与模型组纤维化评分比较，经单因素方差分

析，差异无统计学意义（见图 2、6、7）。第 21 天，模

型组可见大量增生的胶原纤维，纤维化评分高于对照

组（t =7.000，P =0.020）；各给药组与模型组比较，可

见 GA24 组胶原纤维减少，纤维化评分降低，差异无统

计学意义（见图 2、8）。

2.3    小鼠肺组织 HYP 含量比较

雾化第 7 天，模型组与对照组 HYP 含量比较，采

用 t 检验，差异有统计学意义（t =13.270，P =0.006），

模型组 HYP 含量高于对照组；各给药组与模型组比较，

差异无统计学意义（P >0.05）。第 14 和 21 天，模型组

HYP 含量均高于对照组（14 d ：t =13.040，P =0.006 ；

21 d ：t =7.005，P =0.020）；各给药组与模型组比较，

GA12 和 GA24 组可见 MDA 含量降低，且第 21 天时 GA12

及 GA24 组 HYP 含 量 低 于 IA 组 和 AI 组（14 d ：F = 

12.030，P =0.009；21 d：F =24.750，P =0.002）。见图 9。

2.4    小鼠血清 IL-6 含量比较

雾化第 7 天，模型组与对照组 IL-6 含量比较，采

用 t 检验，差异有统计学意义（t =4.642，P =0.043），

模型组小鼠血清 IL-6 含量高于对照组 ；各给药组与

                                                   IA 组                                                         GA12 组                                                       GA24 组

图 5    雾化第 21 天肺组织切片    （HE 染色）

对照组                                                     模型组                                                       AI 组

                                                   IA 组                                                         GA12 组                                                       GA24 组

图 4    雾化第 14 天肺组织切片    （HE 染色）

对照组                                                     模型组                                                       AI 组
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                                                   IA 组                                                         GA12 组                                                       GA24 组

图 7    雾化第 14 天肺组织切片    （Masson 染色）

对照组                                                        模型组                                                       AI 组

                                                   IA 组                                                         GA12 组                                                       GA24 组 

图 6    雾化第 7 天肺组织切片（Masson 染色）

对照组                                                     模型组                                                       AI 组

模型组比较，GA24 组 IL-6 含量降低，且低于 IA 组和 AI

组（F =6.839，P =0.018）。第 14 和 21 天，模型组 IL-6

含量高于对照组 ；各给药组与模型组比较 IL-6 含量

也有降低，差异无统计学意义（P >0.05）。见图 10。

2.5    小鼠肺组织中 IL-6、IL-17A、p-Smad2 及
TGF-β1 蛋白表达水平

Western blot 结果显示（见图 11 ～ 15）：雾化第 7 天，

模型组与对照组 IL-6 的表达水平比较，采用 t 检验，

差异有统计学意义（t =5.290，P =0.034），模型组 IL-6

的表达水平高于对照组 ；各给药组与模型组 IL-6 的

表达水平比较，采用单因素方差分析，差异有统计学意

义（F =10.52，P =0.006），GA24 组 IL-6 的表达水平降低，

且低于其余各组。第 14 天，模型组 IL-6 的表达水平

高于对照组（t =4.972，P =0.008）；各给药组与模型组

比较，可见 GA24 组 IL-6 的表达水平降低，且低于 IA

组和 AI 组（F =12.95，P =0.000）。第 21 天，模型组

IL-6 的表达水平高于对照组（t =5.107，P =0.007），而

各组间差异无统计学意义（P >0.05）。见图 13。

第 7 天时，模型组与对照组 IL-17A 的表达水平

比较，采用 t 检验，差异有统计学意义（t =5.294，P = 

李俸敏，等 ：雾化吸入甘草酸减轻博莱霉素所致小鼠肺纤维化的机制研究
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0.006），模型组 IL-17A 表达水平高于对照组 ；各给药

组与模型组 IL-17A 的表达水平比较，采用单因素方差

分析，差异无统计学意义（P >0.05）。第 14天，模型组

IL-17A 表达水平高于对照组（t =8.549，P =0.001）；

各给药组与模型组比较，采用单因素方差分析，差异

无统计学意义（P >0.05）。第 21 天，模型组 IL-17A 表

达水平高于对照组（t =5.377，P =0.006）；各给药组与

模型组比较，可见 GA24 组 IL-17A 表达水平降低，且低

于其余各组（F =5.492，P =0.007）。见图 14。

雾化第 7 天，模型组与对照组 p-Smad2 的表达水

平比较，采用 t 检验，差异无统计学意义（P >0.05）。第

14 天，模型组 p-Smad2 的表达高于对照组（t =6.427，

P =0.003）；各给药组与模型组 p-Smad2 的表达水平

比较，经单因素方差分析，差异有统计学意义（F = 

25.160，P =0.000），GA24 组 p-Smad2 的表达水平低于

其余各组。第 21 天，模型组 p-Smad2 的表达高于对

照组（t =3.855，P =0.018）；各给药组与模型组比较，

GA12 和 GA24 两组 p-Smad2 的表达均有降低，差异无统

计学意义（P >0.05）。见图 14。

第 7 和 14 天时，模型组与对照组 TGF-β1 的表

达水平比较，采用 t 检验，差异无统计学意义（P > 

0.05）。第 21 天，模型组与对照组 TGF-β1 的表达水平

比较，采用 t 检验，差异有统计学意义（t =13.080，P = 

0.000），模型组 TGF-β1 的表达水平高于对照组 ；各

给药组与模型组 TGF-β1 的表达水平比较，采用单

因素方差分析，差异有统计学意义（F =86.250，P = 

                                                   IA 组                                                         GA12 组                                                       GA24 组

图 8    雾化第 21 天肺组织切片    （Masson 染色）

对照组                                                     模型组                                                       AI 组

1）与对照组比较，P <0.05；2）与模型组比较，P <0.05

图 10     血清 IL-6 含量比较

1）与对照组比较，P <0.05；2）与模型组比较，P <0.05

图 9    肺组织 HYP 含量比较
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A：对照组；B：模型组；C：IA 组；D：GA12 组；E：GA24 组；F：AI 组

图 11    小鼠肺组织中 IL-6、IL-17A、p-Smad2 及 TGF-β1 蛋白表达水平
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1）与对照组比较，P <0.05；2）与模型组比较，P <0.05

图 12    肺组织 IL-6 表达水平

1）与对照组比较，P <0.05；2）与模型组比较，P <0.05

图 13    肺组织 IL-17A 表达水平

1）与对照组比较，P <0.05；2）与模型组比较，P <0.05

图 14    肺组织 p-Smad2 表达水平

1）与对照组比较，P <0.05；2）与模型组比较，P <0.05

图 15    肺组织 TGF-β1 表达水平

李俸敏，等 ：雾化吸入甘草酸减轻博莱霉素所致小鼠肺纤维化的机制研究

A          B       C         D         E       F A          B       C       D       E        F A        B       C       D        E        F

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

2.0

1.5

1.0

0.5

0

2.0

1.5

1.0

0.5

0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

7 d                14 d               21 d7 d                 14 d                21 d

7 d                14 d               21 d7 d                  14 d                 21 d

对照组

模型组

IA 组

GA12 组

GA24 组

AI 组

对照组

模型组

IA 组

GA12 组

GA24 组

AI 组

对照组

模型组

IA 组

GA12 组

GA24 组

AI 组

对照组

模型组

IA 组

GA12 组

GA24 组

AI 组

1）

2）

1）

1）2）
2）

2）
2）

2）1）

1）

1）

1）

1）

2）
2）

2）

1）
2） 2）

2）
2）



· 8 ·

                                                                                                         中国现代医学杂志                                                                                            第 28 卷

0.000），GA24 组 TGF-β1 表达水平降低，且低于 IA 组

和 AI 组。见图 15。

3    讨论

目前，临床治疗肺纤维化仍以激素和免疫抑制剂

联合应用为主，临床疗效欠佳且伴不同程度的不良反

应 [6-7]。近年来，从中草药中寻找有效的治疗药物成为

肺纤维化研究的热点。GA 具有抗炎、抗氧化、抗肿

瘤、抗菌及抗病毒等广泛的药物特性，在实验研究中

已发现其具有抗肺纤维化作用。根据最新《雾化吸入

疗法在呼吸疾病中的应用专家共识》[8]，雾化吸入治

疗呼吸系统疾病具有起效迅速、疗效佳、全身不良反

应少等多种优势，是治疗呼吸系统相关疾病较理想的

给药方法。因此，结合 GA 具有的药物特性及雾化能

快速作用于靶器官等优点，本研究采用 GA 雾化吸入

并与 GA 灌胃相比较，研究其抗肺纤维化作用及可能

的机制。

实验结果表明，正常肺组织肺泡上皮完整，肺泡

腔内少有炎症细胞浸润，未见肺间质增宽，少有蓝染

的胶原纤维。雾化第 7 天，模型组肺组织 HE 染色可

见肺组织结构严重破坏，大量炎症细胞浸润 ；Masson 

染色可见肺间质逐渐增宽，开始出现蓝染胶原纤维。

第 14 天，模型组肺泡腔内炎症细胞浸润有所减轻，肺

间质增宽，蓝染的胶原纤维增多。而与模型组比较，

GA12 和 GA24 两组抑制肺间质的增宽，蓝染的胶原纤维

也有减少，而胶原表达的标志物 HYP 含量也逐渐增

加。第 21 天，模型组病理切片可见肺间质较宽，胶原

纤维大量增多，HYP 表达量达到顶峰。雾化 GA12 和

GA24 两组与模型组相比胶原面积减少，且 GA24 组的抗

纤维化效果优于 IA 组和 AI 组。

IL-17 是由 Th17 细胞产生的一种重要的促炎症

细胞因子，参与并介导多种炎症反应和自身免疫性疾

病的发生和发展 [9-10]。IL-6 作为常见的炎症因子，在

纤维结缔组织和平滑肌增生过程中发挥重要作用 [11]。

研究发现，IL-17 和 IL-6 都是引起肺纤维化的关键促

炎介质，与 TGF-β1/Smads 通路密切相关。IL-6 和 IL- 

17 表达上调，尤其是 IL-17 表达上调时，可整体上调

TGF-β1/Smads 通路的表达。本研究发现，IL-6 在复

制模型后第 7 天升高后逐渐降低，而 IL-17 的表达逐

步升高，与其相对应 TGF-β1、p-Smad2 表达也逐步升

高。GA12 和 GA24 组降低 IL-17、TGF-β1 及 p-Smad2

水平，优于 IA 组及 AI 组。IA 初期不能减轻炎症反应，

后期可逐渐减轻纤维化。而 AI 组第 7 天时能抑制

IL-6 的表达且效果优于 GA 组，说明其可抑制早期

的炎症反应，而对纤维化长期变化无显著改善。因此

可推测，雾化吸入 GA 初期可降低 IL-6 水平以减轻

小鼠的炎症反应，然后通过抑制 IL-17、p-Smad2 及

TGF-β1 表达减轻纤维化程度，从而改善博莱霉素所致

小鼠肺纤维化，其效果优于 GA250 灌胃 ；而布地奈德也

可降低 IL-6 和 IL-17 水平，其减轻炎症疗效与 GA24 相

当，但后期并未抑制 p-Smad2 和 TGF-β1 表达，可能

并不通过 TGF-β1/Smads 通路发挥作用。

综上所诉，GA 雾化吸入可通过抑制肺纤维化中

TGF-β/Smads 通路的表达来抑制博莱霉素所致小鼠

的肺纤维化。雾化吸入 GA 具有应用于肺纤维化临床

治疗的价值。
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