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要"目的
!

分析在人胚肺成纤维细胞"
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#中热休克蛋白
$%

"

!"#$%

#与转化生长因子
)

!

*

"

&'()

!

*

#之间的关系$方法

!

将
!-.(

分为
$

组%对照组&热休克组&

&'(

组及联合组$采用
/"&)0

法检测
!-.(

细胞活力和
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检测各组细胞
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&

"

型胶原"
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"

#&

#

)

平滑肌肌动蛋白"

#

)":;

#&波形蛋白"

<=>153=5

#表达情况$结果
!

&'()

!

*

能促进
!-.(

的增殖"

!

$

,?,@

#'在
&'()

!

*

作用下
!-.(

中上述蛋白表达上调!在
&'()

!

*

联合热休克反应的作用下上调更明显!而单在热休克反应后

细胞
!"#$%

表达显著!

987

"

却未见明显增强"

!

%

,?,@

#$结论
!

!"#$%

参与
&'()

!

*

促
!-.(

胶原合成!在肺纤维化中起着重

要的作用$

关键词"
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肺纤维化是多种原因引起的异质性疾病#其主要病理特点

为早期弥漫性肺泡炎#后期大量成纤维细胞增生以及过量的基

质胶原进行性积聚#并逐渐取代正常的肺组织#主要的基质胶

原蛋白为
"

型胶原蛋白$
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)在肺纤

维化中#转化生长因子
!

*

$

34F52N84>=5
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48K3INFL384613F*
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*

%在复杂的细胞因子网络中发挥着重要作用#

#

)

平滑肌

肌动蛋白$

#
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%*波形蛋白$

Q=>15)
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%是间质细胞的标志物'

B

(

#其中前者具有特异性)近年来研

究还发现#热休克蛋白
$%

$

I1F32I8LM

J

4831=5$%

#

!"#$%

%是胶

原蛋白的特异性分子伴侣#在
987

"

的形成过程中必不可少)

!"#$%

能明显促进肝*肾纤维化'

$)@

(

)且国外使用反义寡核苷

酸技术证实#干扰
!"#$%

的表达能明显减轻肺的纤维化#

!"#$%

与
&'()

!

*

之间存在某种联系#但二者的具体关系尚不

明确#因此#本实验对此进行了研究#现报道如下)

C
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材料与方法
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抗体*
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抗体*波形蛋白抗体及
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多克隆抗体购自
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公司)辣根过氧化物酶标记的羊抗兔
T

O
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及二氨

基联苯胺$

A=F>=58615H=A=51

#
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*
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公司)

C?D

!

!-.(

细胞培养
!

用含
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氨苄西林的高糖
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细胞浓度

调整为
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#接种于细胞培养瓶中#置
B% [

*
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+

孵箱中培养#每
B

天左右换液#
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的胰蛋白酶消化#
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左右传代)细胞培养
+$I

后用于实验)
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!

水溶性四唑盐
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$

KF314287P6713134FH87=P>)0

#
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%检

测
!

取对数生长期
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细胞接种于
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孔板#每孔接种
+,,,
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*,Y

的小牛血清的
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培养基中培养
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#
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*

#实验按加入
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!

*

后的培养时间分

为
,

*
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*
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及
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为对照%#各组细胞在
&'()

!

*

处

理后#分别加入
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O

"
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$
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继续培养
$I

后终止

实验)每组设
@

个复孔#以仅有培养基而无细胞的孔作为空白

对照#采用酶标仪以波长
DB,5>

为参考#在
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#
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检测
!

检测以上各组
!-.(

细胞的

!"#$%
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*波形蛋白*
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表达情况!加入
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放射免

疫沉淀法$
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J
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#
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#,,*BX

%冰上裂解
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#

*B,,,

4
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#取细胞裂解蛋白
@,
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#经
*,Y

十二烷基硫
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%后#电转移至二氟化树
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J
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G
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G
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%膜&

BY

脱脂奶粉封闭聚偏

氟乙烯膜
+I

#加入一抗$

*]+,,

稀释%后
$[

过夜&洗膜后加

辣根过氧化物酶标记的二抗$以
*]@,,,

稀释%#

B%[

孵育
*?

@I

&洗膜后滴加增强化学发光试剂#然后将
#<U(

膜放入
^

线片暗盒显影#并对
/1231456783

条带进行定量分析#确定

条带的
\U

值)

C?H

!

统计学处理
!

应用
"#""*D?,

软件进行统计学数据分

析#数据均用
,_>

表示#组间比较采用
:

检验#多组间的比较

采用单因素方差分析#

!

$

,?,@

为差异有统计学意义)

D

!

结
!!

果

D?C

!

!-.(

细胞的形态学观察
!

倒置相差显微镜下观察发现

对照组
!-.(

细胞呈梭形生长#加入
&'()

!

*

刺激后#随着刺

激时间的增加#细胞数量增多$封
+

图
*

%)

D?D

!

&'()

!

*

对
!-.(

细胞增殖的影响
!

在
@5

O

"

>.&'()

!

*

作用下#各时间点的
\U

值均高于对照组#且随着时间延长#细

胞
\U

$@,

值逐渐增高$

!

$

,?,@

%#见图
+

)

图
+

!!

&'()

!

*

对
!-.(

细胞增殖的影响

D?E

!

!-.(

细胞
#

)":;

*波形蛋白*

!"#$%

及
987

"

蛋白的

表达
!#

)":;

及波形蛋白在
&'(

组和联合组中的表达明显

高于对照组和热休克组$

!

$

,?,@

%&

!"#$%

及
987

"

在对照

组*

&'(

组和联合组细胞中的依次增加&热休克组细胞中

!"#$%

的表达与对照组比较有明显上调$

!

$

,?,@

%)见图
B

)

!!

;

!对照组&

X

!热休克组&

9

!

&'(

组&

U

!联合组)

图
B

!!#
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$波形蛋白$

!"#$%

及
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"

蛋白表达电泳图

E

!

讨
!!

论

肺纤维化是以炎症起病#肺泡结构进行性损害及细胞外基

质胶原蛋白沉积为特征的慢性炎症性疾病#其发病机制尚未完

全阐明#治疗困难#

@

年生存率较低'

D)%

(

)在肺纤维化的发生*

发展过程中#细胞因子之间相互作用#形成复杂的细胞因子网

络#

&'()

!

*

被认为是这个细胞因子网络的重要因子'

0

(

#它能激

活成纤维细胞'

C)*,

(

)

!F

O

=KF4F

等'

**

(证实#下调
!"#$%

可改善

博来霉素诱导的大鼠肺纤维化)

!"S

为生物机体在热应激$或其他应激%状态下所表现的

以基因表达变化为特征的防御适应反应#在热应激$或其他应

激%时#新合成或合成增多的一组蛋白质称为
!"#

)热休克反

应是细胞应激反应的一种'

*+

(

)近年来有研究发现#

!"#$%

是

胶原蛋白的特异性分子伴侣#主要为
987

"

蛋白#它存在于胶

原蛋白分泌细胞的内质网中#与前胶原肽链特异性结合#参与

前胶原在内质网中的折叠*装配*修饰及转运等过程#在胶原合

成及肺纤维化过程中发挥着重要作用)

本研究表明#根据细胞形态以及
/"&)0

检测结果显示#

&'()

!

*

对
!-.(

细胞有明显增殖促进作用#且随着作用时间

的延长#细胞增殖更明显)肺纤维化模型中#细胞因子
&'()

!

*

通过促进成纤维细胞增殖#使细胞外基质分泌增多#最终形成

肺纤维化)王昱等'

*B

(研究结果表明#随着
&'()

!

*

作用时间延

长#肺纤维化程度越明显)

本研究结果显示#与对照组比较#

&'(

组
#

)":;

*波形蛋

白表达上调)在
&'()

!

*

作用下#

!-.(

细胞不仅显著增殖#

且能向肌成纤维细胞转化#成为成纤维细胞的活化状态'

*$

(

#

#

)":;

*波形蛋白为成纤维细胞活化状态的主要标志'

*@

(

)与

对照组比较#热休克组中的细胞标志物
#

)":;

*波形蛋白的表

达未见明显增加#

!"#$%

的表达上调#提示无
&'()

!

*

刺激时#

仅
!"#$%

对
!-.(

细胞无促进增殖作用)

&'()

!

*

在肺间质

纤维化的启动#进行性恶化的过程中起到轴心作用)

&'()

!

*

除了能促进细胞外基质的合成外#还能诱导间质中的成纤维细

胞转分化活化为肌成纤维细胞#肌成纤维细胞的出现以及持续

存在是肺纤维化发生以及进展的重要事件)肌成纤维细胞的

超微结构及功能与成纤维细胞和平滑肌细胞均有不同的细胞

特征性表达)

!"#$%

在对照组细胞中少量表达#

&'(

组及热休克组中

表达增强#在联合组中表达最明显#说明
&'()

!

*

及热休克反

应均对
!"#$%

的表达有促进作用)

987

"

在对照组细胞中少

量表达#

&'(

中表达上调#热休克组表达与对照组无明显差

异#联合组表达上调)

&'(

组细胞中
!"#$%

与
987

"

同步上

调#证实
!"#$%

与
987

"

关系密切#

!"#$%

主要功能是作为前

胶原的分子伴侣参与胶原的合成#是胶原成熟的必要条件)有

人将包含人
!"#$%LÙ ;

的逆转录病毒转染平滑肌细胞#过

表达
!"#$%

的平滑肌细胞
"

型前胶原表达*合成*分泌速度明

显加快#细胞内外
"

型前胶原明显增多#本研究结果与这一表

现一致)在热休克组中#

!"#$%

表达上调#而
987

"

表达未见

同步上调&联合组中#经热休克反应致
!"#$%

表达上调后#在

&'()

!

*

的作用下#

987

"

表达增加更明显#这提示了
!"#$%

促进
987

"

的生成可能需
&'()
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的诱导)因此#

!"#$%

在肺

纤维化中起着重要的作用)

因此#在肺纤维化中#

!"#$%

参与
&'()

!
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促
!-.(

胶原合

成)在
&'()
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的诱导下#

!-.(

大量分泌
987

"

#在肺纤维化中

起着重要的作用)

&'()

!
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是肺纤维化中细胞因子的中枢连接

点#抑制其表达会带来很多不良反应#而
!"#$%

是其下游的一

个细胞因子#人们可通过阻断其表达来抑制肺纤维化#

!"#$%

有望成为新的*更安全的治疗靶点)
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试验结果与病变性质的关系%
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试验是基于
(

型变态反应原理的一种皮肤试验#用

来检测机体有无感染过结核杆菌)凡感染过结核杆菌的机体#

会产生相应的致敏淋巴细胞#具有对结核杆菌的识别能力)当

再次遇到少量的结核杆菌或结核菌素时#致敏
&

淋巴细胞受

相同抗原再次刺激会释放出多种可溶性淋巴因子#导致血管通

透性增加#巨噬细胞在局部集聚)约在
$0

&

%+I

内#局部出现

红肿*硬节的阳性反应)若受试者未感染过结核杆菌#则注射

局部无变态反应发生'

B

(

)

本研究
*C%

例涂阴肺结核患者中#有
+%

例$

*B?%*Y

%为
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试验阴性)有研究指出#从细菌进入人体到开始产生免

疫力#有一段间隔$敏感前期%#约为
B

&
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周#平均为
D

周'

B

(

)

因此#首先考虑这部分患者的免疫反应尚未建立#但也不排除

因技术原因引起的假阴性#应在临床上引起重视)有报道采用

*Ta

单位的
##U

进行试验可减少漏诊和误诊'

$

(

)还有研究报

道#中国属结核病高发地区#实行卡介苗$
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#

X9'

%普遍接种的策略#使
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试验出现了较

高的假阳率'

@

(

)本研究认为#涂阴肺结核患者的诊断仍应综合

分析#以避免引起漏诊)

目前对皮肤变态反应和深部组织的变态反应之间的关联

性仍未明确阐明'
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