
作者简介)金笛$

$(-0]

%#副教授#硕士#主要从事哮喘)肺纤维化研究*

!

#

!

通讯作者#

@IK

!

$/(-1$)11//

(

>.DM#K

!

f3L$'(

$

$)'&N"D

*

论著!临床研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$)&1(&%$1

内质网应激相关蛋白与
7i7?$1

蛋白在特发性肺纤维化中的表达及意义

金
!

笛$

!何
!

丽1

!张海锋'

#

"

$&

湖北中医药高等专科学校内科教研室!湖北荆州
0'0%1%

&

1&

湖北省荆州市中心医院呼吸内科
!

0'0%1%

&

'&

湖北省荆州市第二人民医院呼吸内科
!

0'0%%%

#

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨内质网应激相关蛋白及
7i7?$1

在特发性肺纤维化中的表达及意义%方法
!

收集荆州市中心医院

1%%0

&

1%$0

年诊断为特发性肺纤维化且存有活检或手术标本的患者共
$/

例!并收集正常肺组织
1%

例作为对照!通过蛋白免疫

印迹法"

ZI+JIG,QK"J

#检测内质网应激相关蛋白"

eFV-/

$

7dXV

#及
7i7?$1

蛋白"

6̂ B.$

#的表达!通过逆转录
V7F

"

F@.V7F

#检

测肺组织中
eFV-/DFA4

及
7i7?$1DFA4

的表达%结果
!

与对照相比!肺纤维化患者肺泡上皮中
eFV-/

$

7dXV

$

7i7?$1

蛋白表达均上调!且
eFV-/DFA4

及
7i7?$1DFA4

也表达上调%结论
!

内质网应激相关蛋白及
7i7?$1

在特发性肺纤维化

的发病过程中起重要作用!可能参与了特发性肺纤维化的发生与发展%
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8VB

%是一

组由多种病因所致的慢性肺间质纤维化疾病#是临床中最常见

的特发性间质性肺炎$

#!#"

E

MJ3#N#,JIG+J#J#MK

E

,IRD",#M

#

88V

%#

组织病理学表现为普通型间质性肺炎$

R+RMK#,JIG+J#J#MK

E

,IR.

D",#M

#

a8V

%*其发病率随年龄的增加而明显上升#但其发病

机制仍不清楚#且对传统治疗方法反应性差#大多数患者中位

生存时间仅为
'

年#患者往往死于渐进性呼吸困难和呼吸衰

竭&

$.'

'

*近年来研究显示氧化应激)基因突变)上皮间质转化)

@eB.

%

激活可能均参与了肺纤维化的发病过程&

0.)

'

*内质网是

十分重要的细胞器#和高尔基体共同参与了分泌蛋白和膜蛋白

的生成)折叠和包装*当细胞对蛋白合成的需求与内质网蛋白

生成能力不平衡时就会发生内质网应激$

I,!"

E

KM+.D#NGIJ#NR.

KRD+JGI++

#

>F6

%#当内质网功能持续紊乱#细胞将最终启动

7M+

E

M+I$1

依赖的细胞凋亡程序#最终参与疾病的发生)发展*

已有研究显示其在心血管)肝脏及癌症等疾病的发生)发展过

程中具有重要作用#但
>F6

在
8VB

中的研究较少&

-

'

*

7i7?$1

是一种小分子的细胞因子#属于
7i7

趋化因子家族#纤维细胞

可表达细胞因子受体
7i7F0

和
77F1

#

7i7?$1

是
7i7F0

的

配体#通过配体结合可以募集纤维细胞并参与纤维化的进

程&

/

'

*本研究收集临床及病理诊断为
8VB

的患者标本#观察肺

组织中
>F6

相关蛋白及
7i7?$1

的表达情况#探讨其在
8VB

中的作用及可能的机制*

B

!

资料与方法

B&B

!

一般资料
!

$

$

%样本获得!收集荆州市中心医院病理科

1%%0

&

1%$0

年档案中由临床及病理学诊断为
8VB

的病例
$/

例$

8VB

组%#并收集正常肺组织
1%

例作为对照组*诊断结果

采用单盲法#由两名高级职称病理医师进行复核#实验材料安

全可靠*$

1

%试剂和仪器!

eFV-/

及
7i7?$1

抗体购自武汉博

士德生物工程有限公司#

7dXV

抗体购自
6M,JM7GRf

公司(与

一抗相对应的二抗购自北京中杉金桥生物技术生物技术有限

公司*石蜡组织蛋白提取试剂盒购自上海信裕生物科技公司#

>7?

显色试剂盒购自
e>

公司#

DFA4

提取及逆转录扩增采

用试剂盒购自
8,H#JG"

;

I,?#LI@IN3,"K"

;O

公司*其余采用试

剂均为国产分析纯产品并按相应配方规范配制*紫外分光光

/)%0
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年
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度计及梯度
V7F

仪购自德国
>

EE

I,!"GL

公司#电泳仪及电泳

槽购自美国
_#".FM!

公司#凝胶成像系统购自美国
@3IGD"

B#+3IG

公司*

B&C

!

方法

B&C&B

!

组织总蛋白制备
!

复诊筛选后病例石蜡包埋组织按
-

!

D

厚切取
$%

张石蜡切片#置于
$&2D?>V

管内(加入
$&1D?

二甲苯脱蜡
'

次#用
$&1D?

无水乙醇清洗
'

次#弃去上层液体

后开盖置于
'-:

温箱内干燥
1%D#,

*用超声波匀浆器在冰浴

中间歇匀浆至离心管中混合液无明显沉淀*按石蜡组织蛋白

提取试剂盒说明书提取蛋白并测定浓度*

B&C&C

!

蛋白免疫印迹法$

ZI+JIG,QK"J

%检测
!

按测定浓度取

2%

!

;

蛋白通过
$%W

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酸胺凝胶电泳

$

6̂ 6.V4e>

%$恒定电压
$%%`

%#将蛋白质电转移至硝酸纤维

膜上$恒定电流
1%%D4

#

$1%D#,

%*一抗为兔抗
eFV-/

多克

隆抗体)兔抗
7dXV

多克隆抗体)兔抗
7i7?$1

多克隆抗体(

二抗为
dFV.

羊抗兔抗体#

>7?

试剂盒显色*内参为
e4V.

d̂

*

B&C&D

!

FA4

提取&

(

'

!

所用实验玻璃器皿常规清洗浸泡后#置

于
$/%:

烤箱中烘烤
/3

#塑料制品置于
%&$W >̂V7

溶液中浸

泡
$13

后高压消毒$

$1$:

#

'%D#,

%以去除
FA4

酶干扰*切

片机用
%&$W >̂V7

溶液充分清洁#取用
%&$W >̂V7

溶液浸

泡的一次性刀片#按
2

!

D

厚切取
$%

张石蜡切片#置于
FA4

酶灭活后的
$&2D?>V

管内(加入
$&1D?

二甲苯脱蜡
'

次#

每次离心$

(%%%G

"

D#,

#

$%D#,

%后均弃去上层液体#用
$&1D?

无水乙醇清洗
'

次$离心
(%%%G

"

D#,

#

$%D#,

%#弃去上层液体

后开盖置于
'- :

温箱内干燥
1%D#,

*加入组织裂解液
12%

!

?

混匀#加入蛋白酶
9

$终浓度
'%%D

;

"

?

%#置于
2/:

水浴摇

床中消化*消化后的组织在
(2 :

水浴中灭活蛋白酶
9

$

$%

D#,

%*组织处理完成后#按照试剂盒说明提取总
FA4

*

B&C&E

!

FA4

浓度测定及逆转率扩增
!

紫外分光光度计测定

FA4

浓度#取
$

!

;

总
FA4

进行逆转录
V7F

$

F@.V7F

%#以

e4V̂ d

作为内对照#逆转录过程按试剂盒说明进行*引物序

列如下#

eFV-/

正义链
2Y.44ee@e 447e47777@44

7444.'Y

#反义链
2Y.e@747@7ee4e44@4774@@4

474@7@.'Y

(

7i7?$1

正义链
2Y.74774@@e4e4ee@7

ee44e.'Y

#反义链
2Y.44@e4e4777e@7@@@e74e.

'Y

(

e4V̂ d

正义链
2Y.ee74@ee47@e@ee@74@e4.

'Y

#反义链
2Y.@@74774774@ee4e44ee7.'Y

*产物进

行
1W

琼脂糖电泳#溴化乙锭染色后置于凝胶成像分析系统内

观察*

B&D

!

统计学处理
!

采用
6V66$)&%

统计学软件进行数据处理

和分析*计量资料以
GC"

表示#组间采用
:

检验*以
$

$

%&%2

为差异有统计学意义*

C

!

结
!!

果

C&B

!

eFV-/

)

7dXV

表达
!

与对照组相比#

8VB

组患者肺纤维

化区域表达内质网应激蛋白相关蛋白
7dXV

)

eFV-/

表达上

调#二者差异有统计学意义$

$

$

%&%2

%#见图
$

*

C&C

!

7i7?$1

表达
!

与正常肺组织相比#特发性纤维化患者

中肺泡上皮
7i7?$1

蛋白表达明显上调#二者差异有统计学

意义$

$

$

%&%2

%#见图
1

*

C&D

!

eFV-/DFA4

及
7i7?$1DFA4

表达
!

与对照组相

比#

8VB

组区域
eFV-/DFA4

及
7i7?$1DFA4

表达增加#

且二者均差异有统计学意义$

$

$

%&%2

%#见图
'

*

图
$

!!

内质网应激相关蛋白表达

图
1

!!

7i7?$1

蛋白表达

图
'

!!

eFV-/DFA4

及
7i7?$1DFA4

表达

D

!

讨
!!

论

!!

8VB

是以肺泡上皮损伤)成纤维细胞灶形成)细胞外基质

聚集为病理特征的一组肺间质性疾病*其发病机制尚不清楚#

可能与感染)药物)理化刺激)自身免疫性疾病有诱因有关*

8VB

目前没有特异性的治疗方法#预后很差*近年的研究显

示#

8VB

患者病灶区域肺泡上皮的内质网应激反应增强*内质

()%0

重庆医学
1%$)

年
$%

月第
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网应激启动的凋亡途径是一种新的细胞凋亡途径#这一点也和

8VB

发病假说中上皮细胞"间质细胞假说相互印证&

$%

'

*本研

究结果也发现#与对照组相比#

8VB

患者病灶区域肺泡上皮内

质网应激相关蛋白
7dXV

及
eFV-/

表达明显增加#差异有统

计学意义$

$

$

%&%2

%*这也提示了内质网应激在
8VB

发病过

程中发挥了相应的作用*

在
8VB

发病过程#纤维细胞起到了较为重要的作用#纤维

细胞可以直接产生细胞外基质$如
)

型胶原和
-

型胶原%#可以

分化为纤维母细胞和肌纤维母细胞#可以产生促胶原沉积的细

胞因子#这些均参与了纤维化的发病过程*在
8VB

患者的血液

循环及肺实质内中可以发现纤维细胞*血液循环中纤维细胞

的数量和患者的预后呈相关性*在纤维细胞募集过程中#肺泡

上皮细胞可能起到了关键作用*纤维细胞表面表达细胞因子

受体
7i7F0

#而
7i7?$1

作为
7i7F0

的配体可以参与纤维细

胞的募集&

$$

'

*以往的研究主要集中在内质网应激诱导细胞凋

亡)造成组织损伤#促进肺纤维化发病这一方面*本研究探讨

了内质网应激相关蛋白表达上调时
7i7?$1

的表达情况#结

果显示#与对照组相比#

8VB

组病灶内肺泡上皮
7i7?$1

表达

明显上调#这一结果显示肺泡上皮细胞可能通过
7i7F0

"

7i.

7?$1

轴募集纤维细胞参与特发性肺纤维化的发病过程*

此外#内质网应激相关蛋白和
7i7?$1

共同表达上调也

提示内质网应激可能刺激了趋化因子的表达#进一步促进肺纤

维化的发生)发展*有研究显示#内质网应激可以促进乳腺癌

57B.-

细胞
77?2

表达上调#增加肿瘤细胞的运动)侵袭和转

移能力#但具体机制尚不清楚&

$1

'

*通过
F@.V7F

检测肺组织

中
eFV-/DFA4

及
7i7?$1DFA4

的表达结果显示#肺纤维

化区域
eFV-/DFA4

及
7i7?$1DFA4

表达增高#这说明

eFV-/

)

7i7?$1

蛋白的表达提高#同时编码该蛋白的
DFA4

也升高#可能是由于
eFV-/

)

7i7?$1

的转录活性被激活所致*

参考文献

&

$

'

Z"KJIG+V[

#

7"KKMG!dF

#

[",I+9̂ &VMJ3"

;

I,I+#+"L#!#".

E

MJ3#N

E

RKD",MG

O

L#QG"+#+

&

[

'

&4,,RFIHVMJ3"K

#

1%$0

$

(

%!

$2-.$-(&

&

1

'

A"QKIVZ

#

_MGPMR+PM+7>

#

[#M,

;

^&VRKD",MG

O

L#QG"+#+

!

E

MJJIG,+M,!

E

IG

E

IJGMJ"G+

&

[

'

&[7K#,8,HI+J

#

1%$1

#

$11

$

/

%!

1-2).1-)1&

&

'

'

?""D#+.9#,

;

d

#

BKM3IGJ

O

9F

#

5""GI__&VMJ3"

;

I,I+#+

#

NRGGI,JJGIMJDI,J+M,!LRJRGI!#GINJ#",+L"G#!#"

E

MJ3#N

E

RKD",MG

O

L#QG"+#+

&

[

'

&7RGGX

E

#,V3MGDMN"K

#

1%$'

#

$'

$

'

%!

'--.'/2&

&

0

' 芮炜玮#易祥华
&

转化生长因子
%

及相关细胞因子在
VB

中的作用&

[

'

&

同济大学学报$医学版%#

1%$%

#

'$

$

'

%!

$''.

$')&

&

2

'

9K#DI,J7F&XT#!MJ#HI+JGI++MKJIG++

O

,!INM,.$!#+JG#QR.

J#",#,KR,

;

+U#J3

E

RKD",MG

O

L#QG"+#+

&

[

'

&[_#"K73ID

#

1%%(

#

1/0

$

)

%!

'2'-.'200&

&

)

'

ÌIGM

EE

M,4

#

XY7",,"GA[

#

_GMf#,[

#

IJMK&5M+JNIKK+

!

M

E

#H"JMKG"KI#,

E

RKD",MG

O

L#QG"+#+

&

[

'

&̂ A4 7IKK_#"K

#

1%$'

#

'1

$

0

%!

1%).1$/&

&

-

'

ZMKJIGV

#

F", &̂@3IR,L"K!I!

E

G"JI#,GI+

E

",+I

!

LG"D+JGI++

E

MJ3UM

O

J"3"DI"+JMJ#NGI

;

RKMJ#",

&

[

'

&6N#I,NI&1%$$

#

''0

$

)%2(

%!

$%/$.$%/)&

&

/

'

4,!IG++",.6

*

kKM,!4

#

!I4KQM7e

#

A#3KQIG

;

9

#

IJMK&B#.

QG"N

O

JI+MGIM

E

"JI,J#MK+"RGNI"LKR,

;

L#QG"QKM+J+#,#!#".

E

MJ3#N

E

RKD",MG

O

L#QG"+#+

&

[

'

&8,J[_#"N3ID 7IKK_#"K

#

1%%/

#

0%

$

$%

%!

1$1(.1$0%&

&

(

' 孟青#杨文秀#胡军#等
&

石蜡包埋组织中
FA4

提取方法

的改进和完善&

[

'

&

贵阳医学院学报#

1%%2

#

'%

$

'

%!

10$.

10'&

&

$%

'

9"GLI#5

#

FR

EE

IGJ7

#

5M3MHM!#V

#

IJMK&>

E

#J3IK#MKI,!".

E

KM+D#NGIJ#NRKRD+JGI++M,!M

E

"

E

J"+#+#,+

E

"GM!#N#!#".

E

MJ3#N

E

RKD",MG

O

L#QG"+#+

&

[

'

&4D [FI+

E

#G7G#J7MGI

5I!

#

1%%/

#

$2

$

/

%!

/'/./0)&

&

$$

'

?#\

#

[#M,

;

^

#

?#M,

;

[

#

IJMK&6IHIGIKR,

;

L#QG"+#+GI

S

R#GI+

M,#,HM+#HIL#QG"QKM+J

E

3I,"J

OE

IGI

;

RKMJI!Q

O

3

O

MKRG",M,

M,!7̂ 00

&

[

'

&[>T

E

5I!

#

1%$$

$

1%/

%!

$02(.$0-$&

&

$1

'范威#潘翠萍#张懿敏#等
&

内质网应激对乳腺癌
57B.-

细胞
77?2

表达的影响&

[

'

&

肿瘤防治研究#

1%$1

#

'(

$

0

%!

'/2.'//&

$收稿日期!

1%$).%1.1%

!

修回日期!

1%$).%0.%/

%

$上接第
0%)-

页%

&

/

'

6R

E

MKI6

#

?#A

#

_GR,@

#

IJMK&5#J"N3",!G#MK!

O

+LR,NJ#",#,

E

M,NGIMJ#N

%

NIKK+

&

[

'

&@GI,!+>,!"NG#,5IJ

#

1%$1

#

1'

$

(

%!

0--.0/-&

&

(

'

6RPRDMGV

#

#̀+UMDQ3MGM,d

#

8DG#Id&A"T1A4̂ Vd

"T#!M+I3M+MNG#J#NMKG"KI#,#,+RK#,GI+#+JM,NI.GIKMJI!I,.

!"J3IK#MKNIKK!

O

+LR,NJ#",

&

[

'

&̂#MQIJI+

#

1%$'

$

)1

%!

1$'%.

1$'0

#

&

$%

'

@3MKKM+._",PI`

#

[3M[7

#

eGM

O

6V

#

IJMK&A"T.0!IKIJ#",

GI!RNI+"T#!MJ#HI+JGI++M,!#,

*

RG

O

Q

O

V97.

"

.M++"N#MJI!

DIN3M,#+D+#,!#MQIJ#N,I

E

3G"

E

MJ3

O

&

[

'

&V3

O

+#"KFI

E

#

1%$0

#

1

$

$$

%!

I$1$(1.$1$(-&

&

$$

'

[M

O

7[

#

6JI

E

3I,Ve

#

M̂H#!_

#

IJMK&eI,IJ#NJMG

;

IJ#,

;

"G

E

3MGDMN"K"

;

#N#,3#Q#J#","LA4̂ Vd"T#!M+IA"T0

E

G".

H#!I+GI,"

E

G"JINJ#",#,?",

;

.@IGD!#MQIJ#N,I

E

3G"

E

MJ3

O

&

[

'

&[4D6"NAI

E

3G"K

#

1%$0

$

12

%!

$1'-.$120&

&

$1

'

\RV

#

dM, Z

#

#̀KKMG 4̀

#

IJMK&̀#KKMG

#

a,#

S

RIG"KI"L

A4̂ Vd"T#!M+I2#,"T#!MJ#HI+JGI++#,3RDM,GI,MK

E

G"T#DMKJRQRKINIKK+

&

[

'

&FI!"T_#"K

#

1%$0

$

1

%!

2-%.2-(&

&

$'

'

6I!IIP5

#

AM+GMKKM3F

#

@"R

O

fF5&A4̂ Vd"T#!M+I+

#

GI.

MNJ#HI"T

O;

I,+

E

IN#I+

#

M,!J3IP#!,I

O

!

LG#I,!M,!L"I

&

[

'

&[

4D6"NAI

E

3G"K

#

1%$'

$

10

%!

$2$1.$2$/&

&

$0

'

>#!44

#

e"G#,\

#

BM

;;

_5

#

IJMK&5IN3M,#+D+"L

E

"!".

N

O

JI#,

*

RG

O

#,!#MQIJI+

!

G"KI"LN

O

J"N3G"DI V02%M,!

A4̂ Vd"T#!M+I+

&

[

'

&̂#MQIJI+

#

1%%(

#

2/

$

2

%!

$1%$.$1$$&

&

$2

'

?#Re7

#

BM,

;

B

#

g3"R[

#

IJMK&̂IKIJ#","L

E

0-

E

3"TMJJI,R.

MJI+J3I

E

G"

;

GI++#","L!#MQIJ#N,I

E

3G"

E

MJ3

O

M,!GI!RNI+

J3I+IHIG#J

O

"L!#MQIJI+#,J3I4P#JMD"R+I

&

[

'

&̂#MQIJ"K".

;

#M

#

1%$1

#

22

$

(

%!

1211.12'1&

$收稿日期!

1%$).%1.$/

!

修回日期!

1%$).%0.%)

%

%-%0

重庆医学
1%$)

年
$%

月第
02

卷第
1(

期


