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基于 PI3K/Akt/mTOR 信号通路探讨养阴清肺膏治疗肺纤维化的作用机制  
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摘  要：目的  探讨养阴清肺膏（YYQF）干预小鼠肺纤维化的作用及机制。方法  随机取 12只小鼠作为对照组，其余动

物经气管插管注入博来霉素（BLM）建立肺纤维化模型，造模后将小鼠随机分为模型组、吡非尼酮片（阳性药，270 mg∙kg−1）

组和 YYQF高、中、低剂量（18.0、9.0、4.5 mL∙kg−1）组，每组 12只，连续给药 28 d，末次给药后取材。计算小鼠肺脏指

数，试剂盒法检测肺组织中羟脯氨酸（HYP）含量，HE染色和Masson染色观察肺组织病理改变和胶原沉积变化，酶联免疫

吸附实验检测肺组织中肿瘤坏死因子（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）的水平，免疫组化检测肺组织中平滑肌肌动蛋白（α-

SMA）、胶原 I（COL1A）的表达，Western blotting法检测肺组织中磷酸化磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）、蛋白激酶 B（Akt）、

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）的蛋白含量。结果  与模型组比较，YYQF高剂量组肺脏指数和 HYP含量显著降低

（P＜0.05、0.01），TNF-α表达水平降低（P＜0.01），Akt、mTOR的蛋白含量减少（P＜0.01）；YYQF中剂量组 HYP含量降

低（P＜0.01），TNF-α、IL-6表达水平降低（P＜0.01、0.05），α-SMA和 COL1A的表达降低（P＜0.05、0.01），Akt、mTOR

的蛋白含量减少（P＜0.01）；YYQF低剂量组肺脏指数和 HYP含量显著降低（P＜0.05、0.01），IL-6表达水平降低（P＜0.05），

α-SMA和 COL1A的表达降低（P＜0.05、0.01），PI3K、Akt、mTOR的蛋白含量减少（P＜0.05、0.01）。病理检测结果显示，

YYQF 低剂量组模型小鼠肺组织结构较清晰，肺泡隔轻度增宽，纤维组织增生，肺脏内少量或局灶性分布的蓝染的胶原纤

维。结论  YYQF可改善博来霉素诱导的小鼠肺纤维化，其作用机制可能与抑制 PI3K/Akt/mTOR信号通路有关。 
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LIU Shanshan1, ZHAI Jianying1, LI Jinsheng1, XU Yi2, DU Yingjie2 

1. Beijing Tong Ren Tang Science and Technology Development Co., Ltd., Pharmaceutical Factory, Beijing 100079, China 

2. Science Research Institute of Beijing Tong Ren Tang Co., Ltd., Beijing 100079, China 

Abstract: Objective  To investigate the pharmacological effect and effector mechanism of Yangyin Qingfei Ointment (YYQF) in the 

intervention of pulmonary fibrosis in mice. Methods  Twelve mice were randomly selected as the control group, while the remaining 

animals underwent tracheal intubation and injection of bleomycin (BLM) to establish a pulmonary fibrosis model. After model 

establishment, the mice were randomly divided into a model group, a pirfenidone tablet (270 mg∙kg−1) group, and YYQF high, medium, 

and low dose (18.0, 9.0, 4.5 mL∙kg−1) groups, with 12 mice in each group. The drugs were administered continuously for 28 days, and 

samples were taken after the last administration. The lung index of the mice was calculated, and the content of hydroxyproline (HYP) 

in lung tissue was detected using a reagent kit method. HE staining and Masson staining were used to observe the pathological changes 

and collagen deposition in lung tissue. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect the levels of tumor necrosis 

factor (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) in lung tissue. Immunohistochemistry was used to detect the expression of α-smooth muscle 

actin (α-SMA) and collagen I (COL1A) in lung tissue. Western blotting was used to detect the protein content of phosphorylated 
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phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), protein kinase B (Akt), and mammalian target of rapamycin (mTOR) in lung tissue. Results  

Compared with the model group, the high-dose YYQF group exhibited significantly reduced lung index and HYP content (P < 0.05, 

0.01), decreased TNF-α expression level (P < 0.01), and reduced protein content of Akt and mTOR (P < 0.01). The medium-dose 

YYQF group showed reduced HYP content (P < 0.01), decreased expression levels of TNF-α and IL-6 (P < 0.01, 0.05), reduced 

expression of α-SMA and COL1A (P < 0.05, 0.01), and decreased protein content of Akt and mTOR (P < 0.01). The low-dose YYQF 

group demonstrated significantly reduced lung index and HYP content (P < 0.05, 0.01), decreased IL-6 expression level (P < 0.05), 

reduced expression of α-SMA and COL1A (P < 0.05, 0.01), and decreased protein content of PI3K, Akt, and mTOR (P < 0.05, 0.01). 

Pathological examination results indicated that the lung tissue structure of the low-dose YYQF group model mice was relatively clear, 

with mildly widened alveolar septa, fibrous tissue proliferation, and a small or focal distribution of blue-stained collagen fibers within 

the lungs. Conclusion  YYQF can improve bleomycin-induced pulmonary fibrosis, which may be related to the inhibition of 

PI3K/Akt/mTOR signaling pathway. 

Key words: Yangyin Qingfei Ointment; pulmonary fibrosis; PI3K/Akt/mTOR signaling pathway; inflammation; hydroxyproline 

 

肺纤维化是一种慢性、进行性的弥漫性间质性

肺疾病，主要临床表现是呼吸困难、通气功能障碍

和气体交换受限[1]，流行病学研究显示，该病的发

病率逐年升高，发病年龄在 65～70岁，发病率随年

龄增长而增加[2]，确诊后其中位生存期为 2～3年。

临床常用的治疗药物是吡非尼酮和尼达尼布，虽能

缓解临床症状，但不能遏制疾病进展的速度，且不

良反应较大，不易长期使用[3]。肺移植是唯一可以

根治的方法，但手术费用高且存在排斥反应，严重

影响患者的生活质量，因此寻求新的治疗方法显得

尤为迫切。 

近年来，中医中药因标本兼顾，整体调理，不

良反应相对较小等优点，在肺纤维化的治疗中发挥

重要作用。中医在肺纤维化的治疗上以益气养阴，

活血化瘀为主，从而提高患者生活质量。养阴清肺

膏（（YYQF）具有养阴润肺、化痰止咳之功效，在咳

嗽、咽炎、慢性阻塞性肺疾病等疾病的治疗中具有

较好的作用。亦有基础研究表明，组方相同的养阴

清肺丸原粉蜜丸制剂具有抗博来霉素致大鼠肺纤

维化的作用[4]。然而，目前 YYQF在抑制肺纤维化

中的作用及效应机制还未见报道，因此，研究其干

预肺纤维化的生物学特点，可为该药用于治疗肺纤

维化提供参考。 

1  材料 

1.1  实验动物 

SPF级雄性 ICR小鼠，72只，体质量 18～20 g，

购于北京斯贝福生物科技股份有限公司，实验动物

生产许可证号 SCXK（（京）2024-0008，动物饲养于

屏障环境动物室，温度 20～26 ℃，每小时送风 6～

10次，12 h昼夜循环光照，自由进食饮水。本研究

经北京同仁堂研究院批准，实验动物福利伦理编号

为 YJY-2024-0604011。 

1.2  药品与主要试剂 

YYQF（北京同仁堂科技发展股份有限公司制

药厂，批号 Z11020376）；吡非尼酮片（（北京凯因科

技股份有限公司，批号 H20193259）；盐酸博来霉素

（（深圳万乐药业有限公司，批号 HJ20171103）；小鼠

肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）检测试剂盒（批号

JL10484-96T）、小鼠白细胞介素（（IL）-6检测试剂

盒（（批号 JL20268-96T），上海江莱生物科技有限公

司；磷酸化磷脂酰肌醇 3-激酶（（PI3K）、蛋白激酶 B

（（Akt）、p-Akt、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（（mTOR）、

p-mTOR抗体（Proteintech公司，批号 60225-1-Ig、

10176-2-AP、28731-1-AP、28273-1-AP、80596-1-

RR）；p-PI3K抗体（Cell Signaling Technology公司，

批号 17366S）；BCA 蛋白定量试剂盒（北京普利莱

基因技术有限公司，批号 P1511）；羟脯氨酸（HYP）

试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号 A030-2-1）。 

1.3  主要仪器 

便携式小动物麻醉机（（北京众实迪创科技发展

有限责任公司）；酶标仪（（美国 BioTek公司）；Mini-

PROTEAN® Tetra 电泳槽、 PowerPacTM Basics 

Power Supply 基础电泳仪（美国 Bio-rad 公司）；

Odyssey XF 成像系统（美国 LI-COR 公司）；

Multifuge X4 Pro 离心机（美国赛默飞世尔科技公

司）；Sartorius BT1324S电子天平（（德国赛多利斯）。 

2  方法 

2.1  造模、分组与给药 

大鼠适应性饲养 1 周后，随机取 12 只作为对

照组，其余动物采用气管注入盐酸博来霉素法建立

肺纤维化模型[5]，具体造模方法如下：小鼠异氟烷

吸入麻醉后，迅速放置于鼠板上，拉出舌体，将静
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脉留置针插入气管中，将棉花放置在针孔处，棉花均

匀飘动，代表成功插入气管中。用注射器抽入 150 μL

的空气，再依据动物体质量吸入相应体积的盐酸博

来霉素（2.5 mg·mL−1），缓慢注入气管中，拔出针

芯，将小鼠垂直向左向右摇动，以使药物均匀分布

于肺中，动物清醒后常规饲养。造模 1 d后，随机

分为模型组、吡非尼酮片（（270 mg∙kg−1）组和 YYQF

高、中、低剂量（18.0、9.0、4.5 mL∙kg−1）组，每

组 12只，第 2天进行 ig给药，给药体积 20 mL∙kg−1，

对照组和模型组小鼠给予等体积的动物饮用水，连

续给药 28 d。 

2.2  肺脏指数计算 

末次给药后，麻醉小鼠，取小鼠肺组织，称肺

质量，计算肺脏指数。 

肺脏指数＝肺湿质量/小鼠体质量 

2.3  肺组织病理染色和 Masson 染色 

取右肺上叶组织于 4%多聚甲醛中固定，常规

脱水包埋，切片后进行 HE、Masson染色，镜下分

析肺部病理学变化和蓝色胶原纤维含量。 

2.4  肺组织 HYP 含量检测 

精准称量 40 mg肺组织，按照生化试剂盒、酶

标仪测定肺部胶原蛋白 HYP水平。 

2.5  酶联免疫吸附试验（ELISA）法测定小鼠肺组

织中 IL-6、TNF-α 含量 

给药结束后，取样前大鼠禁食不禁水 12 h，麻

醉后打开胸腔取肺组织，−80 ℃保存备用。肺组织

匀浆后采用 ELISA 法检测组织匀浆液中 IL-6 和

TNF-α含量。 

2.6  免疫组化检测 α-SMA、COL1A 的蛋白表达 

将肺组织依次进行 4%多聚甲醛固定、包埋、

切片、二甲苯脱蜡、抗原修复。3%过氧化氢溶液孵

育 10 min。一抗 4 ℃孵育过夜，滴加生物素化二抗

工作液，室温孵育 20 min，加入 DAB显色液，显

色时间 5 min，复染细胞核，乙醇梯度脱水、二甲苯

透明，中性树胶封片。并用 Image J软件进行评分。 

2.7  Western blotting 检测 p-PI3K、p-Akt、p-

mTOR 蛋白表达量 

取小鼠肺组织加入 RIPA裂解液，提取总蛋白，

检测蛋白浓度，配制蛋白体系。4%～20%十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离，

转膜，室温封闭 1 h，加入一抗稀释液（（稀释比例均

为 1∶1 000）4 ℃孵育过夜，洗膜，加入二抗（稀

释比例均为 1∶5 000），室温摇床 1 h，TBST冲洗，

显影成像、Image J进行蛋白条带灰度值分析。 

2.8  统计学分析 

数据以 x s 表示，先进行方差齐性检验，方差

齐选用 One-Way ANOVA法进行各组间比较，方差

不齐选用 t检验进行组间比较。 

3  结果 

3.1  对模型小鼠肺脏指数的影响 

与对照组比较，模型组肺脏指数显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，吡非尼酮片组和YYQF高、

低剂量组肺脏指数显著降低（P＜0.05），YYQF中剂

量组肺脏指数有降低趋势，但无统计学差异，见图 1。 

 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05 vs model group. 

图 1  各组小鼠肺脏指数 ( x±s，n＝12) 

Fig. 1  Lung coefficient of each group of mice ( x±s，n＝12) 

3.2  对模型小鼠肺组织中 HYP 含量的影响 

与对照组比较，模型组HYP含量显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，吡非尼酮片组和YYQF高、中、

低剂量组HYP含量显著降低（P＜0.01），见图 2。 

 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01。 
**P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group. 

图 2  各组小鼠 HYP 含量 ( x±s，n＝12) 

Fig. 2  HYP content in each group of mice ( x±s，n＝12) 
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3.3  对模型小鼠肺组织病理形态学的影响 

HE染色和Masson染色显示，对照组肺组织结

构清晰，管壁及肺泡上皮结构完整、形态清晰，未

见明显炎细胞浸润和胶原沉积。模型组肺组织结构

不清晰，肺泡隔明显增宽，肺泡结构破坏，肺泡塌

陷，支气管周围大量炎细胞浸润，肺脏内局灶性或

弥漫分布的蓝染的胶原纤维。与模型组比较，YYQF

低剂量组肺组织结构较清晰，肺泡隔轻度增宽，纤

维组织增生，肺脏内少量或局灶性分布的蓝染的胶

原纤维。结果见图 3。 

 

图 3  HE、Masson 染色(×200) 

Fig. 3  HE and Masson staining (×200) 

3.4  对模型小鼠肺组织中 IL-6、TNF-α 表达水平

的影响 

与对照组比较，模型组小鼠肺组织中 IL-6、

TNF-α 表达水平显著升高（P＜0.01）；与模型组

比较，YYQF高剂量组 TNF-α表达水平显著降低

（P＜0.01），IL-6有降低趋势，但无统计学差异；

YYQF中剂量组 IL-6、TNF-α表达水平降低（P＜

0.05、0.01）；YYQF低剂量组 IL-6表达水平降低

（P＜0.05），TNF-α有降低趋势，但无统计学差异。

结果见图 4。 

 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group. 

图 4  YYQF 对肺纤维化小鼠肺组织 IL-6、TNF-α 水平的影响 ( x±s，n＝12) 

Fig. 4  Effect of YYQF on IL-6 and TNF-α in lung tissue of mice with pulmonary fibrosis ( x±s，n＝12) 

3.5  对模型小鼠肺组织中 α-SMA、COL1A 蛋白表

达水平的影响 

如图 5所示，与对照组比较，模型组 α-SMA、

COL1A蛋白表达水平显著升高（（P＜0.01）；与模型

组比较，YYQF中、低剂量组 α-SMA、COL1A 蛋

白表达水平降低（（P＜0.05、0.01），YYQF高剂量组 
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与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group. 

图 5  YYQF 对肺纤维化小鼠肺组织中 a-SMA、COL1A 表达的影响 (×400， x±s，n＝10) 

Fig. 5  Effect of YYQF on a-SMA and COL1A expression in lung tissue of mice with pulmonary fibrosis (×400， x±s，n＝10) 

α-SMA、COL1A蛋白表达水平无差异。 

3.6  对模型小鼠肺组织中 PI3K、AKT、mTOR 蛋

白表达水平的影响 

与对照组比较，模型组小鼠肺组织中磷酸化

PI3K、Akt、mTOR蛋白表达水平显著升高（（P＜0.05、

0.01）；与模型组比较，YYQF高、中剂量组磷酸化

Akt、mTOR 蛋白表达水平显著降低（P＜0.01），

YYQF低剂量组磷酸化 PI3K、Akt、mTOR蛋白表

达水平降低（P＜0.05、0.01）。结果见图 6。 

4  讨论 

肺纤维化是一种常见的难治性的肺疾病，目前

尚无特效治疗药物，近年来，中医中药在治疗呼吸

系统疾病方面具有显著优势，对改善临床症状、延

缓患者生命，提高生活质量具有明显作用。在中医

上，肺纤维化没有与之相对应的病名，医家根据其

临床表现将其归属于（ 咳嗽” 喘证” 肺痹” 肺痿”

等范畴[6]，病机上，现代医家多认为本病以外感毒

邪为始动因素，气阴不足为根本，属本虚标实之证。

正气亏虚，气阴不足是肺纤维化发病的关键[7]，故

临床治疗常以益气养阴、化痰祛瘀等治法为主。

YYQF其主要成分为地黄、麦冬、玄参、川贝母、

白芍、丹皮、薄荷、甘草等，方中地黄、白芍、玄

参、麦冬滋阴清热，养阴生津、润肺清心，丹皮清

热、活血散瘀，川贝母清热润肺、化痰止咳，佐以

薄荷疏散风热，清利咽喉，甘草泻火解毒、调和诸

药，全方共奏养阴润燥、清肺利咽之作用[8]。 

肺纤维化的发生和发展与炎症反应有关，博来

霉素造模后使肺组织遭到损伤，引起肺泡巨噬细胞

活化，炎症细胞浸润，肺组织招募大量的促炎细胞

因子，如 TNF-α、IL-6、IL-1等。TNF-α在肺纤维

化动物模型肺泡炎阶段发挥重要作用，可释放促纤

维化介质，刺激成纤维细胞增殖，促进胶原蛋白合

成，使肺泡上皮细胞凋亡，导致肺纤维化[9]。IL-6促

进中性粒细胞聚集在炎症反应部位，释放氧自由基 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

**P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group. 

图 6  YYQF 对肺纤维化小鼠肺组织中 p-PI3K、p-Akt 和 p-mTOR 蛋白表达的影响 ( x±s，n＝6) 

Fig. 6  Effect of YYQF on expression of p-PI3K, p-Akt, and p-mTOR proteins in lung tissue of mice with pulmonary fibrosis 

( x±s，n＝6) 

及蛋白酶，诱导肌成纤维细胞活性增加，从而抑制

ECM分解，促进成纤维细胞增殖，导致肺纤维化[10]。

本研究结果显示，YYQF能够降低 TNF-α和 IL-6含

量，表明 YYQF具有减轻肺纤维化的作用。 

肺纤维化的主要病理特征是成纤维细胞增殖

和大量细胞质基质沉积[11-12]。HYP水平通常被认为

是评估肺纤维化的金标准之一，HYP是胶原蛋白所

特有的一种氨基酸，在弹性蛋白中少量存在，其余绝

大部分存在于胶原蛋白中，可反映组织中胶原代谢

情况和总胶原含量，评价肺纤维化发生过程中 ECM

发展进程，从而动态反映肺纤维化的发展进程[13]。α-

SMA 是肺成纤维细胞向肌成纤维细胞分化的标志

性蛋白[14]，参与肺组织纤维化中 ECM合成和沉积，

其水平变化可反映肌成纤维细胞增殖情况，是反映

肺纤维化严重程度的重要指标[15]。研究发现 α-SMA

表达强度与肺纤维化的发展程度呈正相关[16]，上调

α-SMA 的表达可增强成纤维细胞的收缩和迁移能

力，使肺成纤维细胞分泌和合成 ECM 增多，从而

增加肌成纤维细胞的数量[17]。Ⅰ型胶原是肺组织内

ECM 的主要成分之一，与肺纤维化的发展紧密相

关，可使正常的肺组织基质结构发生紊乱和重塑，

其表达增加能够使 ECM 增加并导致肺组织不可逆

的纤维化[18-19]。本研究结果显示，YYQF能够明显

降低模型小鼠肺组织中 HYP含量，降低 α-SMA蛋

白和 COLIA 的蛋白表达量，从而改善肺纤维化的

严重程度。 

上皮间充质转化（（EMT）与肺纤维化的发生紧

密相关，EMT指上皮细胞失去原有的黏附和极性，

获得间充质细胞侵袭、迁移和产生 ECM的特性[20]。

研究发现抑制博来霉素诱导的 EMT 进程可不同程

度缓解肺纤维化的进展。同时，在机制研究方面发

现 PI3K/Akt/mTOR 信号通路参与 EMT 的过程。
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PI3K/Akt/mTOR 信号通路是细胞内重要的信号转

导通路，在细胞的生长、存活、增殖、凋亡、蛋白

质合成、反转录和自噬等方面具有重要作用[21]。

PI3K是由 p85和 p110调节亚单位构成的异源二聚

体，分为Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型。当 PI3K被激活，PIP2底

物可通过 p110亚基与 p85亚基的结合转化为 PIP3，

PIP3可通过募集 Akt和 mTOR，促进 mTORC2 激

活 Akt，从而磷酸化 Akt 蛋白的苏氨酸磷酸化位点

THr308[22-23]。本实验结果显示，YYQF可降低模型

组小鼠肺组织中 PI3K、Akt、mTOR蛋白的表达量，

从而减轻肺纤维化。 

YYQF 可减少肺纤维化小鼠的 HYP 含量、胶

原含量和 α-SMA含量，降低 PI3K、Akt、mTOR蛋

白表达量，可能通过调控 PI3K/Akt/mTOR信号通路

抑制肺纤维化小鼠肺组织内的炎症反应，进而发挥

治疗肺纤维化的作用。 
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