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亚砷酸钠协同 N-乙酰半胱氨酸对特发性肺纤维化的治疗作用  

袁一超，李  策#，陈  楠，熊  域，张纪平，郑杭生*，朱志红* 

浙江中医药大学药学院，浙江 杭州  311400 

摘  要：目的  探究砒霜（三氧化二砷）的生物转化产物亚砷酸钠（sodium arsenite，SA）与 N-乙酰半胱氨酸（N-acetylcysteine，

NAC）联合用药的抗肺纤维化作用。方法  小鼠 L929 成纤维细胞给予 SA 或 NAC 干预 24 h 后，测定细胞活力；通过考察

不同比例的 SA 与 NAC 对 L929 细胞活力的影响，确定联合用药比例，采用划痕实验和 Transwell 实验检测细胞迁移能力；

采用免疫荧光法检测 SA 与 NAC 联合给药对转化生长因子-β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）诱导的 L929 细胞 α-

平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）、I 型胶原蛋白 α1（collagen type I α1，COL1A1）表达和活性氧（reactive 

oxygen species，ROS）水平的影响。建立博来霉素诱导的小鼠特发性肺纤维化模型，给予 SA 或 NAC 干预 28 d，观察小鼠

生存情况和体质量变化；采用苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）和 Masson 染色观察肺组织病理变化；检测支气管肺泡

灌洗液（bronchoalveolar lavage fluid，BALF）中总蛋白含量、TGF-β1 和肺组织羟脯氨酸（hydroxyproline，Hyp）水平；采

用免疫荧光法检测肺组织 α-SMA、COL1A1、CD86 和 CD206 表达。结果  SA 与 NAC 联合用药的协同效应与二者比例有

关，当 SA∶NAC＝2∶1 时，可显著抑制 L929 细胞活力与迁移（P＜0.001），且优于单药组（P＜0.01、0.001）；SA 与 NAC

（2∶1）联合给药显著下调 TGF-β1 诱导的 L929 细胞中 α-SMA、COL1A1 表达（P＜0.001），并降低 ROS 水平（P＜0.01）。

体内实验结果显示，与模型组比较，SA 与 NAC（2∶1）联合给药可以延长小鼠的生存周期，增加体质量，减轻肺组织损伤

和胶原沉积，降低 BALF 中总蛋白含量、TGF-β1 及肺组织 Hyp 水平（P＜0.01、0.001），降低肺组织 α-SMA、COL1A1 表达

（P＜0.001），抑制肺组织巨噬细胞 M2 型极化（P＜0.001），且对主要脏器无明显毒性作用。结论  亚砷酸钠与 NAC 联合用

药具有协同抗肺纤维化效果，为砷剂联合巯基供体治疗特发性肺纤维化提供了实验依据。 
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Synergistic therapeutic efficacy of sodium arsenite and N-acetylcysteine against 

idiopathic pulmonary fibrosis 

YUAN Yichao, LI Ce, CHEN Nan, XIONG Yu, ZHANG Jiping, ZHENG Hangsheng, ZHU Zhihong 

School of Pharmacy, Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 311400, China 

Abstract: Objective  To investigate the antifibrotic effect of combined treatment with sodium arsenite (SA, biotransformation product 

of arsenic trioxide) and N-acetylcysteine (NAC) on pulmonary fibrosis. Methods  L929 fibroblasts were treated with SA or NAC for 

24 h before measuring cell viability. The combination drug ratio was determined by examining the effects of different ratios of SA and 

NAC on viability of L929 cells, and the cell migration ability was detected using scratch assay and Transwell assay. Immunofluorescence 

assay was used to detect the effects of combined administration of SA and NAC on the expressions of α-smooth muscle actin (α-SMA), 

collagen type I α1 (COL1A1), and reactive oxygen species (ROS) level in transforming growth factor-β1 (TGF-β1)-induced L929 cells. A 

mouse model of idiopathic pulmonary fibrosis was established induced by bleomycin, after intervention with SA or NAC for 28 d, the 

survival and body weight changes of mice were observed. Hematoxylin-eosin (HE) and Masson staining were used to observe pathological 

changes in lung tissue. The total protein content, TGF-β1 level in bronchoalveolar lavage fluid (BALF), and hydroxyproline (Hyp) level 
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in lung tissue were detected. Immunofluorescence assay was used to detect the expressions of α-SMA, COL1A1, CD86 and CD206 in 

lung tissue. Results  The synergistic effect of SA and NAC combination therapy was related to their ratio. When SA∶NAC = 2∶1, the 

combination could significantly inhibit viability and migration of L929 cells (P < 0.001), and was superior to the monotherapy group (P < 

0.01, 0.001). The combined administration of SA and NAC (2∶1) significantly down-regulated the expressions of α-SMA and COL1A1 

in L929 cells induced by TGF-β1 (P < 0.001), and reduced ROS level (P < 0.01). The in vivo experimental results showed that compared 

with model group, the combined administration of SA and NAC (2∶1) could prolong the survival cycle of mice, increase body weight, 

reduce lung tissue damage and collagen deposition, decrease the total protein content, TGF-β1 level in BALF and Hyp level in liver tissue 

(P < 0.01, 0.001), reduce the expression of α-SMA and COL1A1 in lung tissue (P < 0.001), inhibit M2 polarization of lung tissue 

macrophages (P < 0.001), and had no significant toxic effects on major organs. Conclusion  The combination of SA and NAC has a 

synergistic anti-pulmonary fibrosis effect, providing experimental evidence for the treatment of idiopathic pulmonary fibrosis with arsenic 

agents combined with thiol donors. 

Key words: idiopathic pulmonary fibrosis; arsenic trioxide; sodium arsenite; N-acetylcysteine; TGF-β1; M2 macrophage polarization; 

oxidative stress 

特发性肺纤维化（（idiopathic pulmonary fibrosis，

IPF）是一类以慢性、进行性纤维化为特征的间质性

肺疾病，病因尚未明确，5 年生存率不足 40%，预

后极差，死亡率甚至高于多种恶性肿瘤，造成显著

的社会经济负担[1-2]。中医学虽无（“特发性肺纤维化”

之名，但其成纤维细胞灶形成与纤维蛋白过度沉

积，契合“由无形而有形、由瘕而癥”的病理演

变[3]；其形成机制与病理特征近似（“癥瘕”，因而有

（“络脉微型癥瘕”之称[4]。由此出发，缓消癥瘕可视

为 IPF 干预的重要方向。 

砒霜的主要有效成分为三氧化二砷，自古便用

于治疗（“癥痞”等病症，历代本草均记载其具有（“益

肝气、破积聚”的功效，能软坚散结。现代药理学

研究进一步提示，三氧化二砷在 IPF 中呈现多细胞、

多靶点的抑制作用[5-7]，可干预成纤维化表型与基质

沉积[8-10]。然而，其疗效伴随着以氧化应激为主要特

征的潜在毒性负担，限制了应用范围与可及性[11]。

从病理生理看， IPF 长期存在肺部谷胱甘肽

（（glutathione，GSH）枯竭与氧化还原失衡，可促进

转化生长因子-β（（transforming growth factor-β，TGF-

β）激活并驱动纤维化进程[12-13]。N-乙酰半胱氨酸

（（N-acetylcysteine，NAC）作为 GSH 前体，不仅能

够增强宿主抗氧化屏障，还能降低三氧化二砷所致

的系统性氧化应激负担[14]。同时，NAC 具有黏液调

节与抗炎作用，可降低黏液网络二硫键、改善纤毛

清除并抑制核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）

驱动的中性粒/单核炎症级联，进而缓解（“炎症-黏液

潴留-通气失衡”的恶性循环，为三氧化二砷的抗纤

维化干预创造更有利的肺泡微环境[15-17]。基于上述

病理与药理依据，三氧化二砷与 NAC 联合应用具

有一定的内在互补性。三氧化二砷在水溶液及体内

生理环境中经水解/转化后主要以三价砷的亚砷酸/

亚砷酸根等形态存在并发挥药理与毒理作用。亚砷

酸钠（sodium arsenite，SA）为亚砷酸的钠盐[18]，

同样提供三价砷离子，二者在药理和毒理学上具有

可比性。本研究为便于精确剂量控制与实验重复

性，选用 SA 作为三氧化二砷现代制剂形式进行体

内外研究。国内外相关基础与转化研究中亦存在采

用 SA 作为三价砷供体代替三氧化二砷进行系统实

验的先例，从而为本研究的用药选择提供了方法学

依据与可追溯性[19-21]。本研究旨在系统评估砷剂与

NAC 联合用于肺纤维化的协同疗效与安全性 

1  材料 

1.1  细胞与动物 

小鼠 L929 成纤维细胞购自中国科学院上海细

胞库，保存于浙江中医药大学中医药科学院。 

SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠，6～8 周龄，体质量

（（25±2）g，由浙江中医药大学实验动物研究中心提

供，实验动物合格证号 20220004057231。动物饲养

条件满足SPF级实验动物生产或使用要求的各种因

素总和。动物实验按照浙江中医药大学制定和监督

的动物护理和使用指南进行（伦理批准号 IACUC-

20240805-09）。 

1.2  药品与试剂 

SA（批号 7784-46-5）购自成都艾科达化学试

剂有限公司；NAC（（批号 A105420）、硫酸博莱霉素

（（批号 B107423）购自上海阿拉丁生化科技股份有限

公司；吡非尼酮（（批号 M823668）购自上海麦克林

生化科技有限公司；TGF-β1 ELISA 试剂盒（批号

RX202402M）购自睿信生物科技有限公司；TGF-β1



·7152· 中草药 2026 年 9 月 第 57 卷 第 18 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 September Vol. 57 No. 18 

   

（（批号 CK33）购自苏州近岸蛋白质科技股份有限公

司；α-平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-

SMA）抗体（批号 AF1032）、I 型胶原蛋白 α1

（（collagen type I α1，COL1A1）抗体（（批号 AF7001）、

Alexa Fluor 647 标记的羊抗兔 IgG 二抗（批号

S0013）、Dylight 594 标记的羊抗兔 IgG 二抗（（批号

S0006）购自江苏亲科生物研究中心有限公司；活性

氧（（reactive oxygen species，ROS）检测试剂盒（（批

号 20251112）、羟脯氨酸（（hydroxyproline，Hyp）试

剂盒（（批号 A030-3-1）购自南京建成生物工程研究

所；CD86 抗体（（批号 GB150054）、CD206 抗体（（批

号 GB113497）购自武汉塞维尔生物科技有限公司；

苏木素-伊红（（hematoxylin-eosin，HE）染色试剂盒

（（批号 G1120）、Masson 染色试剂盒（批号 G1340）

购自北京索莱宝科技有限公司。 

1.3  仪器 

ECLIPSE Ts2 型倒置显微镜[尼康精机（上海）

有限公司]；Synergy H1 多功能酶标仪（（美国伯腾仪

器有限公司）；LSM880 型激光共聚焦显微镜（（卡尔

蔡司集团）；KF-PRO-020-HI 型数字病理切片扫描

仪（宁波江丰生物信息技术有限公司）。 

2  方法 

2.1  SA 与 NAC 联合用药比例确定 

L929 细胞以 1×104 个/孔接种于 96 孔板，培

养过夜。分别加入不同浓度的 SA（（15、22、28、34、

40、46 μmol/L）或 NAC（（1.56、3.13、6.25、12.50、

25.00、50.00 mmol/L），作用 24 h，采用 MTT 法检

测细胞活力，绘制剂量-效应曲线，并计算各自的半

数抑制浓度（（half inhibitory concentration，IC50）。随

后按不同配比（（SA∶NAC＝1∶1、1∶2、1∶3、2∶

1、3∶1，SA 浓度为 15、22、28、34、40、46 μmol/L）

进行联合给药，作用 24 h，采用 MTT 法检测细胞

活力。以单药（（SA 或 NAC）及联合给药对 L929 细

胞活性的抑制率为评价指标，使用 CompuSyn 软件

计算联合用药指数（combination index，CI），从而

筛选并确定 SA 与 NAC 联合用药的最优配比。 

2.2  SA 与 NAC 联合用药对 L929 细胞迁移的影响 

2.2.1  划痕实验  L929 细胞以 1.2×105 个/孔接种

于 6 孔板中，培养过夜，用 PBS 润洗细胞 3 次，设

置对照组、SA 组、NAC 组和 SA＋NAC 组。SA 给

药浓度为 IC50（（42.13 μmol/L）时，部分孔位细胞死

亡、脱落较明显，干扰系统评价，因此选用略低于

IC50 的 SA 浓度 38.4 μmol/L 进行后续实验。对照组

加入 2 mL 无血清 MEM 培养基，各给药组分别加

入 2 mL 含 SA（（38.4 μmol/L）或 NAC（（19.2 μmol/L）

的无血清 MEM 培养基，培养 4 h。弃去培养液，用

PBS 润洗细胞 3 次后，各组加入含 1%马血清的

MEM 培养基，用 200 μL 无菌枪头在 6 孔板底部划

一条水平划痕，PBS 润洗 3 次后继续培养 24 h。于

划痕后 0、24 h，于倒置显微镜下观察划痕，利用

Image J 软件计算划痕愈合率。 

划痕愈合率＝1－24 h 划痕面积/初始划痕面积 

2.2.2  Transwell 迁移实验  L929 细胞以 1.2×105

个/孔接种于 6 孔板中，培养过夜，用 PBS 润洗细

胞 3 次。设置对照组、模型组、SA 组、NAC 组和

SA＋NAC 组，对照组和模型组加入 2 mL 无血清

MEM 培养基，各给药组分别加入 2 mL 含 SA（（38.4 

μmol/L）或 NAC（（19.2 μmol/L）的无血清 MEM 培

养基，培养 4 h，制备各组细胞悬液。在 Transwell

小室下室加入 750 μL 含 1%马血清的 MEM 培养

基，上室加入 200 μL 各组细胞悬液，模型组和各给

药组加入 TGF-β1（（10 ng/mL）刺激，置于培养箱中

继续培养 24 h。用棉签去除膜上侧的非迁移细胞，

将迁移细胞于 4%多聚甲醛中固定，染色后，于倒置

显微镜观察每张膜上 2 个不重叠区域的细胞迁移情

况，利用 Image J 软件计算细胞迁移数量。 

2.3  SA 与 NAC 联合用药对 TGF-β1 诱导的 L929

细胞 α-SMA 和 COL1A1 表达的影响 

取对数生长期的 L929 细胞，以 1×104 个/孔接

种于激光共聚焦小皿中，培养过夜。设置对照组、

模型组、SA 组、NAC 组和 SA＋NAC 组，对照组

和模型组加入 1 mL 无血清 MEM 培养基，各给药

组分别加入 1 mL 含 SA（（38.4 μmol/L）或 NAC（（19.2 

μmol/L）的无血清 MEM 培养基，培养 4 h。弃去培

养液，加入完全培养基培养 20 h，再更换为无血清

MEM 培养基饥饿处理 24 h。对照组加入含 1%马血

清的 MEM 培养基，其余各组加入含 TGF-β1（10 

ng/mL）和 1%马血清的 MEM 培养基，继续培养

24 h。细胞经处理后，加入 4%多聚甲醛，于室温固

定 30 min，随后用预冷 PBS 润洗 3 次；以含 0.1% 

Triton X-100 的 PBS 通透 10 min，提高抗体渗透性，

通透后用 PBS 润洗 3 次，每次 5 min；以 1%牛血清

白蛋白于室温封闭 30 min 以减少非特异性结合；按

说明书比例用一抗稀释液配制一抗工作液，每个共

聚焦小皿加入 200 μL 一抗，于 4 ℃摇床孵育过夜。

次日，回收一抗于 4 ℃保存，PBS 润洗 3 次，每次
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5 min；按一抗来源选择相应二抗并按说明书用二抗

稀释液稀释，加入二抗工作液后，于室温摇床避光

孵育 1 h；弃去二抗后，用 PBS 避光润洗 3 次，每

次 5 min；加入 200 μL DAPI 溶液（0.1 μg/mL），于

室温避光孵育 5 min，弃去 DAPI 溶液后用 PBS 避

光润洗 3 次，每次 5 min。于激光共聚焦显微镜下

观察并拍照，利用 Image J 软件评估其向肌成纤维

细胞转化情况。 

2.4  SA 与 NAC 联合用药对 TGF-β1 诱导的 L929

细胞内 ROS 水平的影响 

取对数生长期的 L929 细胞，以 1×104 个/孔接

种于 6 孔板中，培养过夜。按（“2.3”项下方法处理

细胞，按照试剂盒说明书检测细胞内 ROS 水平。 

2.5  动物实验 

2.5.1  造模、分组与给药  小鼠 ip 舒泰 50（50 

mg/kg）麻醉，仰卧位固定，用 75%乙醇消毒颈部，

在小鼠颈部皮肤开 1 个小切口以暴露唾液腺，使用

镊子小心分离腺体，直至胸骨舌骨肌清晰可见。使

用镊子切开气管周围的肌肉，直至气管完全暴露。

使用胰岛素注射器沿气管软骨环之间平行刺入，缓

慢注入 30 μL 硫酸博莱霉素溶液（3.5 mg/kg）。注

射完毕后，轻柔退出注射器。将小鼠直立并轻轻摇

晃，以促进硫酸博莱霉素在肺部的均匀分布。造模

后的小鼠随机分成模型组、吡非尼酮（250 mg/kg）

组、SA（0.42 mg/kg）[8,10,22-24]组、NAC（0.26 mg/kg）

组和 SA＋NAC 组，每组 10 只。另取 10 只 C57BL/6

小鼠作为对照组。造模次日，吡非尼酮组每天 ig 吡

非尼酮，SA 组、NAC 组及 SA＋NAC 组每 3 天尾

iv 给药，对照组和模型组每 3 天尾 iv 等体积的生

理盐水，连续给药至造模后 28 d。每日在给药前记

录小鼠的体质量及生存情况。按动物伦理要求当小

鼠体质量低于 18 g 时安乐死，取材。实验过程中

死亡的个体均记录死亡时间并计入生存曲线分析，

无法获得完整肺组织及主要脏器标本的个体，不纳

入组织学及生化指标的终点分析，相关分析均基于

实验结束时仍存活或依据动物伦理实施安乐死的

小鼠。 

2.5.2  支气管肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage 

fluid，BALF）中总蛋白及 TGF-β1 水平的测定  小

鼠安乐死，收集 BALF，1 200 r/min 离心 5 min，取

上清液，采用 BCA 法测定总蛋白浓度，按照 ELISA

试剂盒说明书检测 TGF-β1 水平。 

2.5.3  肺组织 Hyp 含量测定  取小鼠肺组织，按照

试剂盒说明书测定 Hyp 含量。 

2.5.4  肺组织病理学观察  取小鼠肺组织，于 4%多

聚甲醛中固定 24 h 后，用 PBS 冲洗去除残留固定

液，梯度乙醇脱水，并以二甲苯透明化处理。石蜡包

埋后切片（4～6 μm），于 40 ℃温水展片并在 60 ℃

烘烤。切片经二甲苯脱蜡至水，经梯度乙醇复水后，

分别按照 HE 和 Masson 染色试剂盒说明书进行染

色，用中性树胶封片后，于显微镜下观察并拍照。 

2.5.5  肺组织 α-SMA、COL1A1、CD86 和 CD206

表达的检测  取肺组织石蜡切片，脱蜡至水后，于

柠檬酸缓冲液（（pH 6.0）中进行热诱导表位修复，自

然冷却；PBS（（pH 7.4）振荡洗涤 3 次，每次 5 min，

用组化笔圈定组织区域，滴加 3% H2O2 于室温避光

孵育 25 min 以抑制内源性过氧化物酶，PBS 洗涤

后，滴加 3%牛血清白蛋白于室温封闭 30 min。滴

加一抗，置于湿盒中，于 4 ℃孵育过夜；PBS 洗涤

后加入相应二抗，室温孵育 50 min；PBS 洗涤后滴

加 Alexa Fluor 488 酪胺试剂，室温避光孵育 10 min；

TBST 洗涤，滴加 DAPI 复染细胞核，室温避光孵

育 10 min；PBS 洗涤，加入自发荧光淬灭剂孵育 5 

min，流水冲洗 10 min；以抗荧光淬灭封片剂封片，

于荧光显微镜下观察并拍照。 

2.5.6  安全性评估  小鼠安乐死后，小心剥离心

脏、肝脏、脾脏、肾脏、大肠、小肠。将脏器周围

的结缔组织清除干净后，浸入 4%多聚甲醛中进行

固定，按照（“2.5.4”项下方法对各个脏器进行 HE 染

色，于显微镜下观察并拍照。 

2.6  统计学分析 

采用 GraphPad Prism 9.0 软件对数据进行统计

学分析，所有数据用 x s 表示，各组之间差异使用

单因素方差分析（One-way ANOVA）。 

3  结果 

3.1  SA 与 NAC 联合用药比例确定 

如图 1 所示，SA 与 NAC 呈浓度相关性地抑制

L929 细胞活力，IC50 分别为 42.13 μmol/L 与 22.06 

mmol/L。在固定 SA 浓度下，比较不同比例的 SA

与 NAC 对 L929 细胞活力的联合作用，如图 2 所

示，当 SA∶NAC＝1∶1 时，联合用药抑制效果较

SA 单药增强；当 SA∶NAC＝2∶1 或 3∶1 时，抑

制效果显著增强，其中 2∶1 最强。相反，随 NAC

比例继续升高，抑制效应低于 SA 单药。 

基于 CI 法对 SA 与 NAC 进行协同分析，如图

3 所示，当 SA∶NAC＝1∶1，在 0＜Fa＜65%时 
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图 1  不同浓度的 SA 或 NAC 对 L929 细胞活力的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Effect of different concentrations of SA or NAC on viability of L929 cells ( x s , n = 3) 

 

图 2  不同配伍比例的 SA 与 NAC 对 L929 细胞活力的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect of different combination ratios of SA and NAC on viability of L929 cells ( x s , n = 3) 

 

图 3  不同配伍比例的 SA 与 NAC 的 CI 分析 

Fig. 3  CI analysis of SA and NAC in different combination ratios
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0.8＜CI＜1，呈弱协同作用；当 SA∶NAC＝1∶3，

在 0＜Fa＜100%时 CI＞1，呈拮抗作用；当 SA∶

NAC＝2∶1，在 0＜Fa＜90%时 CI＜1，呈协同作

用，且在 0＜Fa＜55%时 CI＜0.7，呈强协同作用。

因此在本研究条件下，SA∶NAC＝2∶1 的 CI 最

低，为最优配比。 

3.2  SA 与 NAC 联合用药对 L929 细胞迁移的影响 

采用划痕实验和 Transwell 实验评估联合用药

对 L929 细胞迁移的影响，如图 4-A、B 所示，与对

照组比较，各给药组划痕愈合率显著降低（（P＜0.05、

0.01、0.001），且 SA＋NAC 组划痕愈合率显著低于

各单独给药组（P＜0.01、0.001）。如图 4-C、D 所

示，在 TGF-β1 诱导下，Transwell 实验结果与划痕

实验一致，与模型组比较，SA 组和 SA＋NAC 组迁

移细胞数显著减少（（P＜0.001），且 SA＋NAC 组迁

移细胞数显著低于各单独给药组（（P＜0.01、0.001）。

表明 SA 与 NAC 联合用药对不同条件下的 L929 细

胞迁移均具有更强的抑制作用。 

 

A、B-划痕实验（×20，n＝3）；C、D-Transwell 实验（×20，n＝6），与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  

***P＜0.001；与 NAC 组比较：
▲▲

P＜0.01  
▲▲▲

P＜0.001；与 SA 组比较：▼P＜0.05  ▼▼P＜0.01，图 5、6 同。 

A, B-scratch test (× 20, n = 3); C, D-Transwell experiment (× 20, n = 6), ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 

0.001 vs modol group; 
▲▲

P < 0.01  
▲▲▲

P < 0.001 vs NAC group; ▼P < 0.05  ▼▼P < 0.01 vs SA group, same as Figs. 5, 6. 

图 4  SA 与 NAC 联合用药对 TGF-β1 诱导的 L929 细胞迁移的影响 ( x s ) 

Fig. 4  Effect of SA combined with NAC on migration of TGF-β1-induced L929 cells ( x s )

3.3  SA 与 NAC 联合用药对 TGF-β1 诱导的 L929

细胞 α-SMA 和 COL1A1 表达的影响 

如图 5 所示，与对照组比较，模型组 α-SMA 和

COL1A1 阳性表达显著升高（（P＜0.001），提示 TGF-

β1 刺激诱导成纤维细胞向肌成纤维细胞分化；与模

型组比较，各给药组 α-SMA 和 COL1A1 阳性表达

均显著降低（（P＜0.05、0.01、0.001），且 SA＋NAC

组 α-SMA 和 COL1A1 阳性表达显著低于各单独给

药组（（P＜0.05、0.01、0.001）。表明 SA 与 NAC 联

合用药有效抑制 TGF-β1 诱导的成纤维细胞向肌成

纤维细胞转化。 

3.4  SA 与 NAC 联合用药对 TGF-β1 诱导的 L929

细胞内 ROS 水平的影响 

如图6所示，与对照组比较，模型组细胞内ROS

水平显著升高（P＜0.01），提示 TGF-β1 刺激氧化

应激水平升高；与模型组比较，NAC 组和 SA＋NAC

组细胞内 ROS 水平显著降低（（P＜0.01），SA 组 ROS

水平显著升高（P＜0.01），表明 SA 本身具有一定 
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图 5  SA 与 NAC 联合用药对 TGF-β1 诱导的 L929 细胞 α-SMA 和 COL1A1 表达的影响 (×40; x s , n = 3) 

Fig. 5  Effect of SA combined with NAC on expressions of α-SMA and COL1A1 in TGF-β1-induced L929 cells 

(× 40; x s , n = 3) 

 

图 6  SA 与 NAC 联合用药对 TGF-β1 诱导的 L929 细胞内

ROS 水平的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of SA combined with NAC on ROS level in 

TGF-β1-induced L929 cells ( x s , n = 3) 

促氧化作用，SA 与 NAC 联合用药在缓解氧化应激

方面主要依赖 NAC，而 SA 的加入并未进一步加重

ROS 负担。 

3.5  SA 与 NAC 联合用药对 IPF 小鼠的治疗作用 

如图 7 所示，与对照组比较，模型组小鼠体质

量下降，生存率降低，肺泡结构破坏、间质增厚，

胶原沉积明显增加，BALF 中总蛋白含量、TGF-β1

及肺组织 Hyp 水平显著升高（（P＜0.01、0.001）；与

模型组比较，SA 或 NAC 单药均能部分改善上述指

标，表现为生存曲线上移、体质量回升，组织学损

伤与胶原沉积减轻，且 BALF 总蛋白含量、TGF-β1

及肺组织 Hyp 水平下降。与单药相比，SA＋NAC

联合效应更为显著，表现为生存进一步改善、体质

量恢复幅度更大，肺泡结构更完整、炎症与胶原沉

积最轻，BALF 总蛋白含量、TGF-β1 水平及肺组织

Hyp 水平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）。以上

结果表明，SA 与 NAC 在体内对肺损伤与纤维化相

关多维指标呈协同抑制，总体疗效优于单药。 
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A-各组小鼠的生存曲线图（n＝10）；B-各组小鼠体质量变化（n＝10）；C-肺组织 HE 染色和 Masson 染色结果（×20）；D-各组 BALF 中总蛋

白浓度（n＝6）；E-各组 BALF 中 TGF-β1 的水平（n＝6）；F-各组肺组织中 Hyp 含量（n＝6）；与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模

型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与吡非尼酮组比较：&P＜0.05  &&&P＜0.001；与 NAC 组比较：
▲

P＜0.05  
▲▲▲

P＜0.001；与 SA

组比较：▼P＜0.05  ▼▼P＜0.01  ▼▼▼P＜0.001，图 8、9 同。 

A-survival curves of mice in each group (n = 10); B-changes in body weight of mice in each group (n = 10); C- HE staining and Masson staining results 

of lung tissue (× 20); D-total protein concentration in BALF of each group (n = 6); E-TGF-β1 level in BALF of each group (n = 6); F-Hyp content in lung 

tissues of each group (n = 6); ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group; &P < 0.05  &&&P < 

0.001 vs pirfenidone group; 
▲

P < 0.05  
▲▲▲

P < 0.001 vs NAC group; ▼P < 0.05  ▼▼P < 0.01  ▼▼▼P < 0.001 vs SA group, same as Figs. 8, 9. 

图 7  SA 与 NAC 联合用药对 IPF 小鼠的治疗作用 ( x s ) 

Fig. 7  Therapeutic effect of SA combined with NAC on IPF mice ( x s ) 

3.6  SA 与 NAC 联合用药对 IPF 小鼠肺组织 α-

SMA 和 COL1A1 表达的影响 

 如图 8 所示，与对照组比较，模型组小鼠肺组

织 α-SMA 和 COL1A1 阳性表达显著升高（P＜

0.001）；与模型组比较，SA＋NAC 组小鼠肺组织 α-

SMA 和 COL1A1 阳性表达显著降低（P＜0.001），

且优于各单药。表明联合给药在体内能更有效地抑

制成纤维细胞活化与胶原沉积。 
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图 8  SA 与 NAC 联合用药对 IPF 小鼠肺组织 α-SMA 和 COL1A1 表达的影响 (×20; x s , n = 6) 

Fig. 8  Effect of SA combined with NAC on expressions of α-SMA and COL1A1 in lung tissues of IPF mice (× 20; x s , n = 6) 

3.7  SA 与NAC 联合用药对 IPF 小鼠肺组织CD86

和 CD206 表达的影响 

 如图 9 所示，与对照组比较，模型组小鼠肺组

织 CD206 阳性表达显著升高（（P＜0.001），提示 IPF

小鼠肺组织中巨噬细胞向 M2 极化；与模型组比较，

NAC 组和 SA＋NAC 组小鼠肺组织 CD206 阳性表

达显著降低（（P＜0.001），且 SA＋NAC 组作用优于

各单药。各组小鼠肺组织 CD86 阳性表达无显著差

异。表明 SA 与 NAC 联用优先抑制纤维化相关的

M2 型巨噬细胞极化，而不诱发 M1 极化增强，提

示其可能通过免疫微环境重塑发挥协同抗纤维化

作用。 

3.8  SA 与 NAC 联合用药对 IPF 小鼠各脏器病理

学形态的影响 

如图 10 所示，SA 组、NAC 组及 SA＋NAC 组

小鼠心肌纤维排列、肝小叶结构与肝细胞形态、脾

红白髓分区、肾小球与肾小管结构，以及小/大肠黏

膜与腺体结构均保持完整，未见坏死、明显炎细胞

弥漫浸润、出血或黏膜糜烂等急性毒性病理学征

象。表明 SA＋NAC 组未显示出组织学毒性。 

 

 

图 9  SA 与 NAC 联合用药对 IPF 小鼠肺组织 CD86 和 CD206 表达的影响 (×20; x s , n = 6) 

Fig. 9  Effect of SA combined with NAC on expressions of CD86 and CD206 in lung tissues of IPF mice (× 20; x s , n = 6) 
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图 10  各组小鼠各脏器 HE 染色结果 (×20) 

Fig. 10  HE staining results of various organs of mice in each group (× 20) 

4  讨论 

本研究在体内外验证了 SA 与 NAC 的协同抗

纤维化效应。在 L929 细胞中，当联合用药比例为

SA∶NAC＝2∶1 时具有协同作用，能较好地抑制

细胞活性与迁移，抑制 TGF-β1 诱导的肌成纤维分

化。在小鼠博来霉素模型中，联合用药可以延长生

存期、缓解肺泡结构与胶原沉积，降低 BALF 总蛋

白、TGF-β1 与肺组织 Hyp 水平，且对各脏器未见

明显影响。结合本研究结果与文献研究，推测联合

用药协同效应机制可能为联合用药抑制成纤维细

胞活化，缓解微环境中的氧化还原失衡，重塑免疫

微环境。 

联合用药可有效加强 SA 对成纤维细胞的抑制

作用。既往研究提示，三氧化二砷可直接拮抗 TGF-

β1/Smad 驱动的成纤维活化，抑制 α-SMA、I 型胶

原蛋白的表达，并在博来霉素模型中减少肺纤维化

负荷[8]；三氧化二砷抑制原代人肺成纤维细胞的多

项促纤维过程[7]。本研究结果显示，联合用药对上

述表型的抑制显著增强，这可能是由于 NAC 在上

游削弱了 ROS 介导的 TGF-β 激活及烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸磷酸氧化酶 4（ nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate oxidase 4，NOX4）放大，下

游与 SA 对 Smad/非经典分支的抑制同向叠加而造

成的[25-27]。 

联合用药可改善微环境的氧化应激。IPF 气道

上皮衬液存在长期 GSH 缺乏与氧化-抗氧化失衡，

这一特征会促进 TGF-β 活化与上皮损伤进而加重

纤维化[28]。NAC 作为 GSH 前体可缓解氧化应激、

改善黏液-炎症微环境，从而与 SA 的抗纤维化形成

分工互补。本研究中，TGF-β1 诱导显著升高 L929

细胞内 ROS 水平，给予 SA 后进一步升高 ROS 水

平，而 NAC 及 SA＋NAC 联合处理均可部分逆转

TGF-β1 诱导的 ROS 水平升高，且联合给药组与

NAC 组 ROS 水平相近，提示联合用药在氧化应激

层面主要依赖 NAC 的作用，同时并未因加入 SA 而

额外加重 ROS 负担。课题组此前的联合用药分析

亦显示，当 NAC 比例过高（如 SA∶NAC＝1∶3）

时，联合给药出现拮抗现象，这可能与过量巯基通

过络合 SA 或过度清除信号性 ROS 而削弱 SA 抗纤

维化效应有关；而 SA 与 NAC 配伍比例为 2∶1 时，
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NAC 既能有效缓冲 SA 相关毒性和氧化应激，又不

至于过度（“中和”其药理作用，从而在抗纤维化效

应与安全性之间取得相对平衡。 

联合用药可改善免疫微环境。IPF 进展与 M2

型巨噬细胞增多密切相关，近年的研究均将其视为

治疗的关键靶点之一[29-30]。本研究中联合用药显著

降低 IPF 小鼠肺组织 CD206 表达，但对 CD86 表达

无明显影响，提示其通过抑制巨噬细胞 M2 型极化

达到改善间质免疫微环境的目的。既往研究表明，

NAC 可通过降低 ROS 水平，抑制白细胞介素-4

（（interleukin-4，IL-4）/IL-13 诱导的 M2 极化[31]，但

在某些慢性炎症/修复情境又可偏向促修复的M2表

型[32]；三氧化二砷在不同模型中既有抑制 M2 的报

道，也有促 M2 的证据[33-34]。据此推断，联合用药

对于巨噬细胞极化的调控具有剂量、时程以及微环

境相关性，是进一步探索的方向之一。 

综上，SA 与 NAC 联合用药可能通过抑制成纤

维细胞活化、校正氧化还原失衡并重塑免疫微环境

等多重途径协同抑制 IPF 的进展，且在动物实验中

表现出良好的组织学耐受性。与目前口服一线抗纤

维化药物吡非尼酮相比，本研究的联合用药在生存

率、体质量恢复、肺组织炎症及胶原沉积、BALF 总

蛋白浓度、TGF-β1 水平和肺组织 Hyp 水平等多维

指标上整体呈现相当甚至略优的抗纤维化效应，尤

其在下调 COL1A1、α-SMA 表达和抑制 M2 型巨噬

细胞富集方面表现更为突出，提示其在缓解基质重

塑和免疫微环境异常方面可能优于吡非尼酮干预。

但本研究仅在有限的给药方案和观察周期内对比

了吡非尼酮与 SA、NAC 联合用药的疗效，尚缺乏

系统的药动学、剂量等效性及长期安全性评价，因

此相关结论仍有待进一步验证。本研究为砷剂联合

巯基供体治疗 IPF 提供了初步的实验依据和可转化

线索。 
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