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目的
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#基因沉默对转化生长因子
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#促进肺成纤维细胞合成
,

和
"

型胶原的

影响及其作用机制$方法
!

体外培养肺成纤维细胞分为
,

组&对照组"
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阴性转染组"

/

-

M

(

>46̂E

+

!d

阴性对照
PI)8@

#!

46̂E

+

!d7JXE!PI)8@

转染组"
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#$利用脂质体
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将阴

性对照
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和
7JXE!PI)8@

分别转染到
46̂E
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阴性转染组和
46̂E
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!d 7JXE!PI)8@

转染组的肺成纤维细胞中!转染
,5L

后用于后续实验$实时荧光定量
73)

"

)4E73)

#检测转染后各组的
7JXE!H)8@

表达水平!蛋白免疫印迹法"

U&P'&J+SGN'

#检测

磷酸化
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#及
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和
"

型胶原蛋白水平!
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"E

二氯荧光素二乙酸检测活性氧"
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#水平$结果
!
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7JXE!PI)8@

转染肺

成纤维细胞后!

46̂E
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!d 7JXE!PI)8@

转染组的
7JXE!H)8@

表达明显降低$"
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#与对照组比较!

46̂E
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组
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和
"

型胶原%

)]=

及
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E@\'

蛋白水平均明显增加"
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组比较!
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阴性转染组
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和
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型胶原%
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及
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水平无明显变化"
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#!但
46̂E

+

!d7JXE!PI)8@

转染组
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和
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型胶原%
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蛋白水平均进一步增高"
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能够诱导肺成纤维细胞生成
)]=

!并由此促进
@\'

的激活和肺成纤维细胞合成
,

和
"

型胶原'而沉

默
7JXE!

基因可激活
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(

@\'

通路!从而有助于
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!

促进肺成纤维细胞合成胶原$
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活性氧'转化生长因子
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矽肺是长期吸入二氧化硅粉尘而引起的一种职业病"其主

要病理变化是肺组织弥漫性纤维化"

,

和
"

型胶原的表达增多

是其中重要原因之一(

!

)

!转化生长因子
+

!

#
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M

M

JNY'LV(K'JNE

+

!

"

46̂E

+

!

$在矽肺肺组织中表达增高"具有促

纤维化作用!笔者前期研究显示"

46̂E

+

!

可通过上调活性氧

#

J&(K'I*&NX

TM

&+P

W

&KI&

"

)]=

$激活
3E9R+

蛋白激酶#

98Q

$细胞

内信号传导通路"从而促进肺成纤维细胞合成
,

和
"

型胶

原(

-E$

)

!最近
>R

等(

,

)报道博来霉素通过激活
)]=

&

@\'

通路

促进肺组织纤维化!

7&JNXIJ&:NXI+

家族是一类新发现的过氧

化物酶"其中"

7&JNXIJ&:NXI+!

#

7JXE!

$在哺乳动物中广泛表达"

可快速有效地清除细胞内产生的
)]=

"并抑制
)]=

介导的细

胞内传导通路激活(

/

)

!但在矽肺纤维化过程中"目前并不清楚

)]=

&

@\'

通路是否介导了
46̂E

+

!

促肺成纤维细胞
,

%

"

型

胶原合成增加的作用"及
7JXE!

是否通过抑制
)]=

&

@\'

通路

激活来抑制
46̂E

+

!

的促纤维化作用!本项目利用
46̂E

+

!

刺

激正常及转染
7JXE!PI)8@

的肺成纤维细胞"检测
,

和
"

型胶

原%

)]=

及
@\'

磷酸化的变化"探讨
7JXE!

对
)]=

&

@\'

通路

介导的
46̂E

+

!

促纤维化作用的影响!

!

!

材料与方法

!#!

!

材料
!

人胚胎肺成纤维细胞
%)3E/

购自中国科学院细

胞库*

46̂E

+

!

购自美国
7&

W

JN'&KL

公司*总
@\'

#

4E@\'

$及磷

酸化
@\'

#

W

E@\'

$抗体购自美国
3&GG=I

M

+(GI+

M

公司*

7JXE!

抗

体购自美国
@SK(H

产品公司*

,

%

"

型胶原抗体和
6@7?b

抗

体购自武汉博士德生物有限公司*

7JXE!PI)8@

及
7JXE!

基因

上%下游引物由上海吉玛公司合成*

%E%>B

逆转录试剂盒%

=eC)d4(

W

混合剂购自美国
D+*I'JN

M

&+

公司*活性氧检测试

剂盒购自江苏南通碧云天生物技术公司!凝胶图像分析仪购

自美国
CINE)@?

公司!
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!

方法

!###!

!

肺成纤维细胞的培养
!

肺成纤维细胞在
/0

血清水平

的改良杜氏伊格尔培养基#

?%A%

$"

/0 3]

-

"

$"f

条件下常

规体外培养!

!####

!

实验分组
!

%)3E/

细胞分为
,

组'对照组#

.#,0

血

清$"

46̂E

+

!

组#

/

-

M

&

>

$"

46̂E

+

!d

阴性转染组#

/

-

M

&

>46̂E

+

!d

阴性对照
PI)8@

$"

46̂E

+

!d7JXE!PI)8@

转染组#

/

-

M

&

>

46̂E

+

!d7JXE!PI)8@

$"每组样本数为
/

!本研究共设计
$

个

不同靶基因位点的特异性
7JXE!PI)8@

"分别是
7JXE!PI)8@E

-.1

%

7JXE!PI)8@E-51

%

7JXE!PI)8@E,/$

"选择抑制作用最明

显的
7JXE!PI)8@

用于实验!利用脂质体
>I

W

N-...

将阴性对

照
PI)8@

%

7JXE!PI)8@

分别转染到
46̂E

+

!d

阴性转染组和

46̂E

+

!d7JXE!PI)8@

转染组"转染
,5L

后各组细胞用
.#,0

血清培养
!-L

"使其同步化!

!###"

!

实时荧光定量
73)

#

)4E73)

$检测
7JXE!PI)8@

转染

后
7JXE!H)8@

水平
!

4JI[NG

法提取对照组%

46̂E

+

!d

阴性

转染组和
46̂E

+

!d7JXE!PI)8@

转染组的细胞总
)8@

!逆

转录后取行
)4E73)

"扩增体系如下'

=e)Cd4(

Z

混合剂
!.

-

>

"

7JXE!

或甘油醛
E$E

磷酸脱氢酶#

6@7?b

$上%下游引物各

.#/

-

>

#

7JXE!

的上游引物为
/gE3333@366@ 6@43@4

46344E$g

"

7JXE!

的下游引物为
/gE36@ 6@4 633 443

@43@6334E$g

*

6@7?b

的上游引物为
/gE@46@@4666

3@633644@66E$g

"

6@7?b

的下游引物为
/gE466@44

4633@4666466@E$g

"

K?8@!

-

>

"双蒸水
5

-

>

*循环参

数为'

1/f

预变性
$.P

*

1/f/P

"

2.f$.P

"

"-f$.P

"循环

,.

次!

!###$

!

-

"

"E

二氯荧光素二乙酸检测细胞内
)]=

水平
!

-

"

"E

二

氯荧光素二乙酸#无荧光$进入细胞后被酯酶分解"生成还原型

二氯荧光素#无荧光$"还原型二氯荧光素不但无法穿过细胞

膜"还可被细胞内的
)]=

氧化生成氧化型二氯荧光素"二氯荧

光素可发出荧光"因此荧光量可间接反映细胞内
)]=

水平!

本研究中"细胞同步化后"与
46̂E

+

!

共孵育
-.HI+

"收集制备

单细胞悬液!加入
-

"

"E

二氯荧光素二乙酸#终浓度为
!.

-

HNG

&

>

$"

$"f

孵育
-.HI+

"洗涤后计数
!h!.

, 个细胞"荧光

酶标仪#激发波长
,55+H

"发射波长
/-/+H

$检测各组的荧光

强度!

!###%

!

蛋白免疫印迹法#

U&P'&J+SGN'

$检测
,

%

"

型胶原和

@\'

水平
!

各组细胞同步化后"与
46̂E

+

!

共孵育
,/HI+

#用

于检测
W

E@\'

$和
,5L

#用于检测
,

和
"

型胶原蛋白$"磷酸盐

缓冲液#

7C=

$洗涤后细胞裂解液裂解细胞
$.HI+

"收集细胞"

离心后收集上清液"

F".f

保存!利用考马斯亮蓝法测定细

胞总蛋白浓度"并以每孔
-.

-

M

总蛋白量进行电泳!转膜后"

经
/0

牛血清清蛋白室温孵育
!L

"

4E@\'

%

W

E@\'

%

,

型胶原%

"

型胶原和
6@7?b

抗体#均
!i!...

稀释$

,f

孵育过夜"

.

抗#均
!i$...

稀释$室温孵育
-L

"

C3D7

&

8C4

#

!i/.

稀释$

显色
$HI+

!

DH(

M

&9

软件扫描蛋白表达条带并进行定量分析!

W

E@\'

与
4E@\'

的比值为
W

E@\'

的表达值"

,

或
"

型胶原与

6@7?b

的比值为
,

或
"

型胶原的表达值!

!#"

!

统计学处理
!

采用
=7==!/#.

统计软件进行统计分析"

计量资料以
Ea7

表示"单因素方差分析用于多组间比较"组间

两两比较采用
>=?

法!以
!

$

.#./

为差异有统计学意义!

#

!

结
!!

果

##!

!

7JXE!PI)8@

转染对肺成纤维细胞
7JXE!H)8@

表达的

影响
!

)4E73)

结果显示"对照组和
46̂E

+

!d

阴性转染组的

7JXE!H)8@

的表达水平差异无统计学意义#

!

%

.#./

$!与对

照组和
46̂E

+

!d

阴性转染组相比"转染的
$

个特异性
7JXE!

PI)8@

均可不同程度地降低肺成纤维细胞
7JXE!H)8@

水

平"其中"以
7JXE!PI)8@E,/$

抑制作用最明显"遂将
7JXE!

PI)8@E,/$

用于后续实验"见表
!

!

表
!

!!

7JXE!PI)8@

转染对
%)3E/

细胞
7JXE!H)8@

!!!

表达的影响 &

);/

'

Ea7

(

组别
7JXE!H)8@

&

6@7?b

对照组
!

46̂E

+

!d

阴性转染组
.#125a.#!,-

46̂E

+

!d7JXE!PI)8@E-.1 .#!".a.#.$,

'

46̂E

+

!d7JXE!PI)8@E-51 .#--2a.#./5

'

46̂E

+

!d7JXE!PI)8@E,/$ .#.5-a.#.,$

'/

!!

'

'

!

$

.#.!

"与对照组和
46̂E

+

!d

阴性转染组比较*

/

'

!

$

.#./

"

与
46̂E

+

!d7JXE!PI)8@E-.1

和
46̂E

+

!d7JXE!PI)8@E-51

比较!

###

!,

%

"

型胶原蛋白表达
!

U&P'&J+SGN'

结果显示"对照组

..!,

重庆医学
-.!2

年
!.

月第
,/

卷第
-1

期



,

和
"

型胶原的表达值分别为
.#$,a.#.2

和
.#,-a.#./

"

46̂E

+

!

组
,

和
"

型胶原的表达值分别为
.#/1a.#."

和

.#/"a.#."

"

46̂E

+

!

组
,

和
"

型胶原的表达明显高于对照组"

差异有统计学意义#

!

$

.#.!

$!

46̂E

+

!d

阴性转染组
,

和
"

型胶原的表达值分别为
.#/-a.#."

和
.#/5a.#.1

"与
46̂E

+

!

组比较"差异无统计学意义#

!

%

.#./

$!但
46̂E

+

!d7JXE!

PI)8@

转染组
,

和
"

型胶原的表达值分别为
.#"1a.#.1

和

.#""a.#.5

"明显高于
46̂E

+

!

组的表达"差异有统计学意义

#

!

$

.#./

$"见图
!

!

!!

!

'对照组*

-

'

46̂E

+

!

组*

$

'

46̂E

+

!d

阴性转染组*

,

'

46̂E

+

!d

7JXE!PI)8@

转染组!

图
!

!!

7JXE!PI)8@

转染对
46̂E

+

!

诱导的
,

和
"

型

胶原表达的影响

##"

!

)]=

水平
!

对照组%

46̂E

+

!

组%

46̂E

+

!d

阴性转染组和

46̂E

+

!d7JXE!PI)8@

转染组的荧光强度分别为
-155a$"1

%

,$!/a/5.

%

,5/.a/"-

%

/5,!a"5-

!

46̂E

+

!

组的荧光强度

显著高于对照组"差异有统计学意义#

!

$

.#.!

$!

46̂E

+

!d

阴

性转染组和
46̂E

+

!

组的荧光强度差异无统计学意义#

!

%

.#./

$"但
46̂E

+

!d7JXE!PI)8@

转染组的荧光强度明显高于

46̂E

+

!

组"差异有统计学意义#

!

$

.#./

$!

##$

!

4E@\'

及
W

E@\'

的表达
!

各组
4E@\'

水平差异无统计学

意义#

!

%

.#./

$!对照组%

46̂E

+

!

组%

46̂E

+

!d

阴性转染组和

46̂E

+

!d7JXE!PI)8@

转染组的
W

E@\'

表达值分别为
.#-1a

.#./

%

.#2/a.#."

%

.#".a.#!.

和
.#1$a.#!/

!

46̂E

+

!

组
W

E

@\'

表达明显高于对照组"差异有统计学意义#

!

$

.#.!

$!

46̂E

+

!d

阴性转染组和
46̂E

+

!

组
W

E@\'

表达差异无统计学

意义#

!

%

.#./

$"但
46̂E

+

!d7JXE!PI)8@

转染组
W

E@\'

表达

明显高于
46̂E

+

!

组"差异有统计学意义#

!

$

.#.!

"图
-

$!

!!

!

'对照组*

-

'

46̂E

+

!

组*

$

'

46̂E

+

!d

阴性转染组*

,

'

46̂E

+

!d

7JXE!PI)8@

转染组!

图
-

!!

7JXE!PI)8@

转染对
46̂E

+

!

诱导的
W

E@\'

表达的影响

"

!

讨
!!

论

!!

)]=

是在人体有氧代谢过程中产生的一类含有活性氧功

能基团的化合物"包括氧自由基%过氧化物和激发态氧等!正

常时
)]=

的生成与清除保持动态平衡"浓度很低"参与机体免

疫过程%抵抗损伤等"对机体有保护作用!但病理状态下
)]=

生成增多或清除减少"浓度增高"通过攻击细胞脂质%蛋白质和

?8@

引起细胞损伤(

2

)

!另外"

)]=

还参与细胞内信号转导通

路"作为
46̂E

+

!

等多种细胞因子的第二信使"调节
A)Q!

&

-

%

98Q

等信号转导途径"介导细胞增殖和胶原合成等(

-

"

"

)

!

@\'

又称蛋白激酶
C

"其激酶活性区的氨基酸组成与蛋白激酶
@

和

蛋白激酶
3

具有高度的同源性!

@\'

属于一种丝氨酸&苏氨酸

激酶"当其第
$.5

位苏氨酸和第
,"$

位丝氨酸发生磷酸化时"

该激酶即被激活"并从细胞膜转移到细胞内"通过调控下游靶

蛋白"进而调节细胞生物学活动!最近研究显示"

)]=

激活的

@\'

途径在胶原的合成过程中发挥重要作用!如
>IR

等(

5

)报

道在卵清蛋白诱导的哮喘和气道重塑过程中"高良姜素通过抑

制
)]=

&

@\'

途径抑制胶原蛋白的合成"说明
)]=

&

@\'

通路介

导了卵清蛋白诱导的胶原合成增加!

7jJ&[:&]S(+NP

等(

1

)也

报道谷胱甘肽通过降低
)]=

水平抑制了亮氨酸激活的
@\'

途

径"从而减少肝星形细胞合成
,

型胶原!

利用
U&P'&J+SGN'

"本研究发现
46̂E

+

!

刺激肺成纤维细

胞
,5L

后"

,

和
"

型胶原表达水平较对照组分别增高了
!#"!

和
!#$$

倍"说明
46̂E

+

!

可诱导肺成纤维细胞合成
,

和
"

型

胶原*同时
46̂E

+

!

组的
)]=

及
W

E@\'

水平也明显增高"提示

)]=

&

@\'

信号通路的激活在
46̂E

+

!

诱导的肺成纤维细胞合

成
,

和
"

型胶原过程中发挥着重要作用!

7JXE!

是一种新型过氧化物酶"具有强大的抗氧化能力"

其含有的过氧化半胱氨酸和可溶性半胱氨酸是消除
b

-

]

-

的

主要功能基团!首先过氧化半胱氨酸与
b

-

]

-

作用"失去质

子"转变为半胱氨酸次磺酸!然后半胱氨酸次磺酸再通过二硫

键与可溶性半胱氨酸缩合"并在细胞内的二硫键还原酶作用下

还原为氧化半胱氨酸"回到初始状态!这个循环过程可有效降

低
b

-

]

-

水平(

!.

)

!现已发现在多种疾病中
7JXE!

均可通过降

低
)]=

来调节细胞的生物学活性"如
7JXE!

通过降低
)]=

抑

制内皮细胞线粒体的损伤及线粒体介导的细胞凋亡(

!!

)

!

%(:JI

M

(GE%('R'&

等(

!-

)最新研究发现
7JXE!

与
8@?7b

氧化酶

在人动脉粥样硬化斑块巨噬细胞中表达位置相同"表达水平也

呈正相关"认为不但
7JXE!

可在
)]=

产生的第一时间原位将

其清除"而且对
)]=

敏感度高"是氧化应激的+感受器,!另

外"更重要的是
7JXE!

还可抑制
)]=

介导的细胞内信号传导

通路激活"如在
+

E

拉帕醌#一种抗癌药$诱导的人子宫颈癌细胞

凋亡过程中"凋亡信号调节激酶#

@=Q!

$可通过激活
98Q

途径

促进细胞凋亡"而
7JXE!

可通过促进
4)̀

与
@=Q!

的结合而

抑制
@=Q!

的活性和细胞凋亡(

!$

)

!

利用体内外实验"笔者前期研究发现
7JXE!

在矽肺大鼠肺

组织中表达增高"

7JXE!

可以通过抑制
)]=

来抑制
98Q

和

A)Q!

&

-

通路激活"抑制
46̂E

+

!

诱导的肺成纤维细胞增殖及

胶原合成增加"从而抑制矽肺纤维化(

$

"

"

"

!,

)

!本实验利用
7JXE!

PI)8@

转染肺成纤维细胞使肺成纤维细胞
7JXE!

基因沉默"发

现沉默
7JXE!

基因后可明显上调
46̂E

+

!

刺激的
)]=

水平"同

时
W

E@\'

和
,

%

"

型胶原合成增强"说明沉默
7JXE!

基因可激

活
)]=

&

@\'

信号传导通路"从而有助于
46̂E

+

!

促进肺成纤

维细胞合成胶原!也进一步证实
46̂E

+

!

诱导的肺成纤维细

胞合成
,

和
"

型胶原过程中"

)]=

&

@\'

信号传导通路的激活

具有重要的促进作用!
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