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  [摘要] 目的 探讨脂氧素A4对转化生长因子-β1(TGF-β1)诱导的人胚肺成纤维细胞(HFL-1)增殖、分

化的影响及其分子机制。方法 将体外培养的 HFL-1细胞分为3组,即对照组、TGF-β1组、TGF-β1+脂氧素

A4组(联合组)。采用细胞计数试剂盒检测24、48、72
 

h时各组细胞增殖能力;实时荧光定量PCR和 Western
 

blot法分别观察各组细胞α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)、I型胶原蛋白(COL-1)的 mRNA和蛋白表达水平;
Western

 

blot法检测磷酸化核因子E2相关因子2(p-Nrf2)、总Nrf2及其下游抗醌氧化还原酶1(NQO1)、血红

素氧合酶-1(HO-1)的蛋白表达水平。结果 与对照组比较,TGF-β1组在24、48、72
 

h时细胞的增殖能力均明

显增强(P<0.05),α-SMA、COL-1的mRNA和蛋白表达水平均明显增加(P<0.01),p-Nrf2、NQO1、HO-1的

蛋白表达水平均明显下调(P<0.05)。而与TGF-β1组比较,联合组在24、48、72
 

h时细胞的增殖能力均明显

减弱(P<0.05);α-SMA、COL-1的mRNA和蛋白表达水平均明显降低(P<0.01),p-Nrf2、NQO1、HO-1的蛋

白表达水平均明显升高(P<0.05)。结论 脂氧素A4可抑制TGF-β1诱导的HFL-1细胞的增殖与分化,且该

作用可能是通过调节Nrf2通路而实现。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

lipoxin
 

A4
 

on
 

the
 

transformation
 

growth
 

factor
 

beta-
1

 

(TGF-β1)-induced
 

proliferation
 

and
 

differentiation
 

in
 

human
 

embryonic
 

lung
 

fibroblast
 

(HFL-1)
 

and
 

its
 

mechanism.Methods The
 

in
 

vitro
 

cultured
 

human
 

embryonic
 

lung
 

fibroblasts
 

HFL-1
 

were
 

divided
 

into
 

three
 

groups,including
 

the
 

control
 

group,TGF-β1
 

group
 

and
 

TGF-β1+lipoxin
 

A4
 

group(combined
 

group).The
 

cel-
lular

 

proliferative
 

ability
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

adopting
 

the
 

cell
 

counting
 

kit
 

at
 

24,48,72
 

h
 

respective-
ly.The

 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

of
 

α-SMA
 

and
 

type
 

I
 

collagen
 

(COL-1)
 

in
 

each
 

group
 

were
 

observed
 

by
 

adopting
 

the
 

fluorescent
 

quantitative
 

real-time
 

PCR
 

and
 

Western
 

blot
 

methods.The
 

protein
 

expression
 

of
 

phosphorylated
 

Nrf2
 

(p-Nrf2),total
 

Nrf2
 

and
 

its
 

downstream
 

quinine-resistant
 

oxidoreductase
 

1(NQO1)
 

and
 

heme
 

oxygenase
 

-1(HO-1)
 

were
 

detected
 

by
 

using
 

Western
 

blot.Results Compared
 

to
 

the
 

control
 

group,the
 

cellular
 

proliferative
 

ability
 

of
 

HFL-1
 

cells
 

in
 

the
 

TGF-β1
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).More-
over,the

 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

α-SMA
 

and
 

COL-1
 

were
 

increased
 

(P<0.01),but
 

the
 

p-
Nrf2,NQO1

 

and
 

HO-1
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

TGF-β1
 

group
 

were
 

down-regulated
 

(P<0.05).Com-
pared

 

with
 

TGF-β1
 

group,the
 

proliferation
 

capacity
 

of
 

cells
 

at
 

24,48,72
 

h
 

in
 

the
 

combination
 

group
 

was
 

sig-
nificantly

 

decreased
 

(P<0.05).The
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

α-SMA
 

and
 

COL-1
 

were
 

significantly
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decreased
 

(P<0.01),while
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

p-nrf2,NQO1
 

and
 

ho-1
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Conclusion Lipoxin
 

A4
 

can
 

inhibit
 

TGF-β1-induced
 

proliferation
 

and
 

differentiation
 

of
 

HFL-1
 

cells,moreover
 

this
 

effect
 

may
 

be
 

realized
 

by
 

regulating
 

Nrf2
 

pathway.
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differ-
entiation

  肺纤维化是一种严重的慢性肺间质性疾病,发病

率呈逐年上升趋势,目前尚无有效的治疗方法[1]。肺

纤维化的病理特征主要表现为:成纤维细胞异常活化

增殖,分化为肌成纤维细胞,肺组织中出现大量细胞

外基质沉积,致使肺结构和功能严重受损。可见,肺
成纤维细胞在肺纤维化中扮演着极为重要的角色[2],
干预成纤维细胞的增殖和分化可能是防治肺纤维化

的重要途径。
转化生长因子-β1(TGF-β1)是成纤维细胞活化的

强力诱导因子,是组织纤维化发生与发展的重要调控

因子[3]。脂氧素是一类具有三羟四烯结构的花生四

烯酸代谢产物,主要有脂氧素A4、脂氧素B4、15-epi-
脂氧素A4和15-epi-脂氧素B4等。现已证实,脂氧

素在机体的抗炎及促炎消退方面具有重要作用[4-5]。
而组织纤维化是慢性炎症的重要病理转归,故近年有

较多研究围绕脂氧素在组织纤维化中的作用进行探

讨[6-8]。本课题组前期研究已证实,脂氧素A4及其受

体激动剂5S,6R-7-三羟基庚酸甲酯(BML-111)在肝

纤维化、急性肺损伤中发挥重要作用[9-11]。基于此,本
研究以人胚肺成纤维细胞(HFL-1)为研究对象,采用

TGF-β1诱导HFL-1细胞的增殖与分化,观察脂氧素

A4对 HFL-1细胞增殖与分化的影响,并探讨其机

制,以期为肺纤维化的临床治疗提供实验依据。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂

脂氧素A4购自美国Cayman公司;高糖Dulbec-
co’s改良Eagle培养基(DMEM)和胰蛋白酶购自美

国Gibco公司;进口胎牛血清购自德国Serana公司;
兔抗人α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)抗体购自美国

Abcam公司;兔抗人I型胶原蛋白(COL-1)抗体、兔
抗人磷酸化核因子E2相关因子2(p-Nrf2)抗体、兔抗

人总Nrf2、兔抗人醌氧化还原酶1(NQO1)、兔抗人血

红素氧合酶(HO-1)、小鼠抗人甘油醛-3-磷酸脱氢酶

(GAPDH)均购自美国 Affinity公司;硝酸纤维膜购

自美国 Millipore公司;脱脂奶粉购自美国BD公司;
细胞计数试剂盒(CCK-8)、逆转录试剂盒、实时荧光

定量PCR试剂盒购自北京全式金生物技术公司;重
组人TGF-β1购自美国Sino

 

Biological公司;RIPA裂

解液和Trizol购自索莱宝生物技术公司;Bradford蛋

白定量试剂盒购自南京凯基生物技术公司;引物由上

海生工生物工程有限公司合成;其他常用试剂均为国

产分析纯试剂。
1.1.2 细胞培养与分组

HFL-1细胞购自中国科学院上海细胞库,用含

6%胎牛血清和1%青链霉素的高糖DMEM 培养,置
于37

 

℃、5%CO2 饱和湿度条件下的培养箱中。待细

胞汇合度达80%~90%时,用0.25%含乙二胺四乙

酸的胰蛋白酶消化后进行传代培养。实验用细胞为

处于对数生长期且复苏后第3~5代细胞。将体外培

养的HFL-1细胞分为3组,即对照组、TGF-β1组和

TGF-β1+脂氧素A4组(联合组,先加入脂氧素A4预

处理30
 

min,再加入TGF-β1联合处理)。参照文献

[12-13]方法,TGF-β1终浓度为10
 

ng/mL、脂氧素

A4终浓度为200
 

nmol/L。
1.2 方法

1.2.1 CCK-8实验

将HFL-1细胞接种于96孔板,待细胞汇合度为

30%~50%时按分组进行相应给药处理,每组设6个

复孔。按照CCK-8说明书分别于24、48、72
 

h向每孔

中加入CCK-8溶液,并于2
 

h后用多功能酶标仪(美
国 Molecular

 

Devices公司)测定波长450
 

nm处吸光

度值(A450
 

nm)。
1.2.2 实时荧光定量PCR实验

Trizol提取各组细胞总RNA,核酸定量分析仪测

定RNA的纯度和浓度。按照逆转录试剂盒说明书将

RNA逆转录为cDNA。α-SMA、COL-1和 GAPDH
引物 序 列 见 表1。PCR 体 系:cDNA

 

1
 

μL,SYBR
 

Green
 

8
 

μL,引 物1
 

μL。扩 增 条 件:94
 

℃预 变 性

2
 

min,94
 

℃变性30
 

s,57
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸

30
 

s,共40个循环。以GAPDH
 

mRNA为内参。采

用下列公式计算:目的基因 mRNA 的相对表达=
2-ΔΔCT,其中CT为循环数。

表1  各目的基因的引物序列

目的基因 上游引物(5'-3') 下游引物(5'-3')

GAPDH CTT
 

TGT
 

CAA
 

GCT
 

CAT
 

TTC
 

CTG
 

GTA GGC
 

CAT
 

GAG
 

GTC
 

CAC
 

CA

α-SMA AGC
 

GTG
 

GCT
 

ATT
 

CCT
 

TCG
 

T CTC
 

ATT
 

TTC
 

AAA
 

GTC
 

CAG
 

AGC
 

TAC
 

A

COL-1 AAC
 

CAA
 

GGC
 

TGC
 

AAC
 

CTG
 

GA GGC
 

TGA
 

GTA
 

GGG
 

TAC
 

ACG
 

CAG
 

G
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1.2.3 Western
 

blot实验

RIPA裂解液裂解各组细胞,提取细胞总蛋白,
Bradford蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。取总蛋白

20
 

μg/孔依次进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳(SDS-PAGE)、转膜,5%脱脂奶粉室温封闭1
 

h;
加入对应一抗:α-SMA

 

(1∶1
 

000)、COL-1(1∶500)、
p-Nrf2(1∶500)、总 Nrf2(1∶500)、NQO1

 

(1∶
1

 

000)、HO-1
 

(1∶1
 

000)、GAPDH
 

(1∶1
 

000),4
 

℃
孵育过夜,辣根过氧化物酶标记二抗室温孵育1

 

h,
BioRad凝胶成像仪曝光,软件分析各目的蛋白的相对

表达量。
1.3 统计学处理

采用SPSS19.0统计软件对数据进行分析,计量

资料以x±s表示,各组均数比较采用单因素方差分

析,组间两两比较采用LSD-t检验,以P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组细胞增殖能力(A450
 

nm)比较

CCK-8实验显示,TGF-β1组A450
 

nm 在24、48、72
 

h
均明显大于对照组(P<0.05);而联合组A450

 

nm 在24、
48、72

 

h均明显小于TGF-β1组(P<0.05),见表2。
表2  CCK-8法检测各组细胞的增殖活性(x±s,n=6)

组别 24
 

h 48
 

h 72
 

h

对照组 0.45±0.04 0.61±0.15 0.69±0.07

TGF-β1组 0.62±0.02a 1.20±0.03b 1.94±0.05b

联合组 0.51±0.04c 0.64±0.04d 0.79±0.05d

  a:P<0.05,b:P<0.01与同时间点对照组比较;c:P<0.05,d:

P<0.01与同时间点TGF-β1组比较。

2.2 各组细胞α-SMA和COL-1
 

mRNA表达水平

比较

与对 照 组 比 较,TGF-β1 组 α-SMA 和 COL-1
 

mRNA表达水平均明显增加(P<0.01),但联合组α-
SMA和COL-1

 

mRNA表达水平均明显低于TGF-β1
组(P<0.01),见图1。

  a:P<0.01,与对照组比较;b:P<0.01,与TGF-β1组比较。

图1  各组细胞α-SMA和COL-1
 

mRNA的相对

表达水平比较

2.3 各组细胞α-SMA 和COL-1蛋白表达水 平 的

比较

与对照组比较,TGF-β1组α-SMA和COL-1的

蛋白表达水平均明显增强(P<0.01),而联合组α-
SMA和COL-1的蛋白表达水平较TGF-β1组均明显

降低(P<0.01),见图2。

  a:P<0.01,与对照组比较;b:P<0.01,与TGF-β1组比较。

图2  各组细胞COL-1和α-SMA蛋白的相对表达水平比较

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与TGF-β1组比较。

图3  各组细胞p-Nrf2、NQO1和 HO-1蛋白的相对表达水平比较
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2.4 各组细胞p-Nrf2、NQO1和 HO-1蛋白表达水

平比较

与对 照 组 比 较,TGF-β1 组 p-Nrf2、NQO1 和

HO-1的蛋白表达水平均降低(P<0.05),而联合组

p-Nrf2、NQO1和 HO-1的蛋白表达水平较 TGF-β1
组均增强(P<0.05),见图3。
3 讨  论

 

  成纤维细胞是肺结缔组织中的主要细胞,多种细

胞因子可刺激成纤维细胞激活。活化的成纤维细胞

可成倍增殖,并分化为肌成纤维细胞[3];后者特征性

地表达α-SMA,且分泌细胞外基质的能力较前者高出

4~5倍。肺纤维化时,肺成纤维细胞活化、细胞外基

质失衡、胶原蛋白异常沉积,致使肺组织发生结构和

功能损害。故肺成纤维细胞增殖并分化为肌成纤维

细胞是肺纤维化发生的关键性始发事件,适时有效逆

转成纤维细胞的分化,可减轻肺组织的异常纤维化,
改善肺功能。
3.1 脂氧素抑制TGF-β1介导的促成纤维细胞分化

 

TGF-β1是组织损伤修复与纤维化过程中关键的

诱导因子。TGF-β1不仅能诱导成纤维细胞分化,促
进其高表达α-SMA,增加细胞外基质的分泌和胶原蛋

白的沉积,还能诱导上皮细胞发生间充质转化,促进

组织纤维化或肿瘤转移的发生[14]。本研究发现,
TGF-β1体外能有效诱导 HFL-1的增殖并上调α-
SMA和COL-1的表达,表明TGF-β1是 HFL-1细胞

分化的重要诱导因子,这与许多其他研究的结果相类

似[3,15-16]。脂氧素被誉为内源性炎症的“刹车信号”,
在抗感染、促炎症消退等方面具有重要的作用。此

外,脂氧素能抑制或减轻实验性肾脏、肺脏和肝脏的

纤维化[6-8]。本课题组前期研究发现,脂氧素A4受体

激动剂BML-111能减轻四氯化碳诱导的大鼠肝脏损

伤和胶原蛋白沉积的程度[9]。脂氧素A4可减轻肾纤

维化大鼠细胞外基质的过度沉积[7],其合成异构体可

以减轻博来霉素诱导的肺纤维化程度[17],但脂氧素减

轻肺纤维化的分子机制尚未明确。本研究以 HFL-1
细胞为研究对象,证实脂氧素 A4体外能明显抑制

TGF-β1诱导的 HFL-1细胞的增殖,降低TGF-β1诱

导的α-SMA和COL-1的表达,提示脂氧素A4可能

通过抑制肺成纤维细胞的增殖与分化,减少细胞外基

质的分泌而发挥其抗肺纤维化的作用。
有研究证实,TGF-β主要通过Smad依赖性通路

增加细胞外基质的合成,加速组织发生纤维化[18-19]。
TGF-β与其相应的受体结合后激活下游转录因子

Smad2/3,后者转位至细胞核调控靶基因的转录。JI
等[18]研究显示,BML-111不仅能减轻 TGF-β1诱导

的NIH3T3细胞分泌α-SMA、fibronectin和总胶原蛋

白量,而且能抑制Smad2/3的磷酸化和核转位。此

外,脂氧素A4靶向TGF-β/Smad信号通路不仅能抑

制糖尿病大鼠的肾脏纤维化[19],而且能抑制胰腺星状

细胞的分化[20]。但ROACH等[21]报道脂氧素A4虽

然能抑制TGF-β1依赖性的促纤维化作用,但并不影

响其下游Smad2/3的磷酸化。因此,脂氧素A4通过

何种机制影响TGF-β1介导的生物学事件,还有待深

入研究。
 

3.2 脂氧素通过Nrf2通路抑制成纤维细胞增殖、分化

Nrf2是新近发现的一种转录因子,在氧化应激反

应中起着核心调控作用[22]。各种损伤刺激均可直接

或间接使Nrf2磷酸化而激活,通过识别抗氧化反应

元件(ARE),启动Ⅱ相解毒酶和抗氧化酶基因如

HO-1、NQO1等的转录,参与调控包括炎症、纤维化、
自噬和凋亡等多种生物学事件[23-24]。SRIRAM 等[25]

研究显示,表没食子儿茶素能激活Nrf2,促进NQO1
的表达,从而抑制博来霉素诱导的大鼠肺纤维化。本

研究发现,TGF-β1下调p-Nrf2及抗氧化酶 NQO1、

HO-1的表达,提示TGF-β1处理 HFL-1细胞后其抗

氧化作用减弱。SONG等[26]研究发现,Nrf2高表达

抑制TGF-β1诱导的系膜细胞fibronectin、α-SMA表

达和Smad2/3磷酸化,增加Smad7的表达;Nrf2的

活化 剂 甲 基 巴 多 酮 不 仅 体 外 减 少 细 胞 外 基 质 和

Smad7表达的增加,而且能减轻马兜铃酸诱导的小鼠

肾小管坏死和间质纤维化,增强肾组织中 Nrf2和

Smad7的表达,表明Nrf2-Smad信号轴在保护TGF-

β1诱导的肾纤维化中发挥重要作用。在本研究中,作
者发现脂氧素A4不仅能抑制TGF-β1诱导的HFL-1
细胞增殖与分化,而且能促进 Nfr2的活化及其下游

NQO1、HO-1的表达,提示脂氧素A4的抑制作用可

能是通过调控Nrf2信号通路实现的。
研究发现,Nrf2能通过调节氧化应激而调控细胞

的增殖与分化[27-28]。如增殖相关基因p21、p15均被

证实为Nrf2的靶基因,参与Nrf2介导的细胞周期阻

滞[27];而Nrf2是细胞由G2 期向 M 期转换所必需的

转录因子[28],且Nrf2还可抑制破骨细胞和成骨细胞

的分化[29-30]。同时,脂氧素 A4活化 Nrf2能减轻肠

道、大脑和肺脏等多个器官的损伤[31-33]。这些研究提

示,脂氧素A4抑制TGF-β1诱导的 HFL-1细胞的增

殖和分化,可能是通过调节Nrf2通路而实现。
综上所述,本研究结果表明,脂氧素A4通过上调

Nrf2及其下游抗氧化酶 NQO1、HO-1的表达,抑制

TGF-β1诱导的肺成纤维细胞增殖与分化。鉴于肺成

纤维细胞的增殖与分化在肺纤维化过程中扮演重要

的角色,本研究将为脂氧素用于抗肺纤维化的治疗提

供新的理论依据和实验基础。但脂氧素 A4调控

Nrf2通路影响肺成纤维细胞的增殖与分化的机制比

较复杂,其下游哪些相关基因参与该过程,仍需深入

研究,同时脂氧素A4调控肺成纤维细胞的增殖与分

化抑制肺纤维化的作用也需在动物水平进一步验证。
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