
·基础研究·

青蒿琥酯对肺泡上皮细胞ＴＧＦβ１／ＭＡＰＫ通路的影响
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　　摘　要：目的　探讨青蒿琥酯在转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）诱导的上皮细胞间质细胞转分化（ＥＭＴ）过程中的作用及其可能

机制。方法　体外培养大鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞，四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法检测青蒿琥酯半数抑制浓度（ＩＣ５０），根据ＩＣ５０选择药物

干预浓度。细胞分为６组，对照组，ＴＧＦβ１３ｎｇ／ｍＬ组（ＴＧＦβ１ 组），ＴＧＦβ１３ｎｇ／ｍＬ＋青蒿琥酯１、２、４、８ｍｇ／Ｌ组（分别为ＴＧＦ

β１ 联合１、２、３、４组）。培养２４ｈ后，在倒置显微镜下观察细胞形态；收集细胞，提取总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ｐ３８丝裂原

活化蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）、α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）、Ｖ波形蛋白（Ｖｉｍ）的表达情况。结果　青蒿琥酯作用于ＴＧＦβ１ 诱导的

肺Ⅱ型上皮细胞２４ｈ的ＩＣ５０为８．８６ｍｇ／Ｌ；在ＴＧＦβ１ 作用下，与对照组比较，ｐ３８ＭＡＰＫ、αＳＭＡ、Ｖｉｍ蛋白表达增加（犘＜０．０５）；

在ＴＧＦβ１ 诱导细胞时给予青蒿琥酯作用，ｐ３８ＭＡＰＫ、αＳＭＡ、Ｖｉｍ蛋白较ＴＧＦβ１ 组均表达明显减少（犘＜０．０１），且呈浓度依赖

性。结论　青蒿琥酯能抑制ＴＧＦβ１ 诱导的ＥＭＴ过程，且呈浓度依赖性。其机制可能为抑制ｐ３８ＭＡＰＫ的表达。
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　　特发性肺纤维化（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＩＰＦ）是一

组多种病因引起的以气道受损、炎症因子大量分泌、间充质细

胞增生和细胞外基质异常沉积为特点的渐进性疾病，患者确诊

后平均生存期仅３～５年
［１］。ＩＰＦ发病机制不明，近年来国内

外研究表明肺泡上皮细胞间质细胞转分化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎ

ｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是肺纤维的重要机制之一，细胞因子

转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１，ＴＧＦβ１）

可通过活化ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶类（ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａ

ｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ｐ３８ＭＡＰＫ）诱导 ＥＭＴ过程
［２］。目前，对

ＩＰＦ尚缺乏有效的治疗方法，临床上常用糖皮质激素和免疫抑

制剂，但效果并不满意。本课题组前期研究表明，青蒿素衍生

物青蒿琥酯除抗疟疾外，还具有抗纤维化作用［３４］。本研究用

青蒿琥酯为工具药，研究在其干预下对 ＴＧＦβ１ 诱导的ＥＭＴ

过程中的影响及其可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料　永生化大鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞（ｒａｔｌｕｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉ

ａｌｔａｎｔｉｇｅｎｎｅｇａｔｉｖｅ，ＲＬＥ６ＴＮ）株购自中南大学湘雅实验中

心细胞库。ＴＧＦβ１ 购自Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司（美国）；四甲基偶氮唑

盐（ＭＴＴ）粉剂购自ｓｉｇｍａ公司（美国）；ＴｏｔａｌＲＮＡ提取试剂、

逆转录试剂盒购自ＴａＫａＲａ宝生物工程大连有限公司；引物由

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司设计合成；组织细胞裂解液（ｔｉｓｓｕｅａｎｄｃｅｌｌｌｙｓｉｓ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＷＩＰ）、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购自北京博奥森生

物技术有限公司；ｐ３８ＭＡＰＫ兔抗人一抗购自Ｓａｎｔａｃｒｕｚ（美

国）；α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）兔抗人

单克隆抗体购自ＡＢＢＩＯＴＥＣ公司（美国）；Ｖ波形蛋白（ｖｉｍｅｎ

ｔｉｎ，Ｖｉｍ）兔抗人一抗购自ＢｉｏｗｏｒｌｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；辣根酶标记山

羊抗兔ＩｇＧ购自中杉金桥；胎牛血清购自 ＧＩＢＣＯ公司；１６４０

培养基购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司。
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１．２　方法

１．２．１　细胞培养　ＲＬＥ６ＴＮ细胞在３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿

度的条件下用含１０％胎牛血清的１６４０培养基培养。稳定传

代后用含１％胎牛血清的培养液培养细胞同步化２４ｈ，根据相

关文献及预实验结果，诱导剂ＴＧＦβ１ 按说明书配置好母液后

稀释于含１％胎牛血清的培养液中，终浓度为３ｎｇ／ｍＬ，青蒿

琥酯用ＮａＨＣＯ３ 溶解后再调整到相应终浓度作用于细胞。

１．２．２　细胞分组　ＭＴＴ粉剂用ＰＢＳ配成５ｍｇ／ｍＬ的存储

液，过滤除菌，４℃保存。将细胞分为６组，１个对照组、５个实

验组（其中１个诱导组，４个药物干预组）。计数细胞，３０００

个／孔细胞种植９６孔板，设５个复孔，在１％ＦＢＳ（对照组）、

ＴＧＦβ１３ｎｇ／ｍＬ（ＴＧＦβ１ 组）、ＴＧＦβ１３ｎｇ／ｍＬ＋青蒿琥酯１

ｍｇ／Ｌ（ＴＧＦβ１ 联合１组）、ＴＧＦβ１３ｎｇ／ｍＬ＋青蒿琥酯２ｍｇ／

Ｌ（ＴＧＦβ１ 联合２组）、ＴＧＦβ１３ｎｇ／ｍＬ＋青蒿琥酯４ｍｇ／Ｌ

（ＴＧＦβ１ 联合３组）、ＴＧＦβ１３ｎｇ／ｍＬ＋青蒿琥酯８ｍｇ／Ｌ

（ＴＧＦβ１ 联合４组）作用细胞２４ｈ后加入 ＭＴＴ溶液至终浓度

０．５ｍｇ／ｍＬ，继续培养４ｈ，吸干净 ＭＴＴ溶液，加入二甲基亚

砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）１５０μＬ，避光平摇１０ｍｉｎ，用酶

标仪测定４９０ｎｍ处的吸光度值（Ａ）。根据抑制率＝!

（对照

组ＯＤ４９０值－实验组ＯＤ４９０值）／对照组ＯＤ４９０值"×１００％计算

细胞抑制率。用寇式改良法计算ＩＣ５０，根据ＩＣ５０选择药物干预

浓度进行以下实验。

１．２．３　倒置显微镜观察　当细胞生长融合至６０％～８０％时，

弃培养液，换含１％胎牛血清的１６４０培养液静止２４ｈ，换新鲜

静止液，于对照组、ＴＧＦβ１ 组及ＴＧＦβ１ 联合１、２、３、４组培养

液中分别加入１％ＦＢＳ、ＴＧＦβ１３ｎｇ／ｍＬ及ＴＧＦβ１３ｎｇ／ｍＬ＋

青蒿琥酯１、２、４、８ｍｇ／Ｌ作用细胞２４ｈ后，使用倒置相差显微

镜观察细胞形态学的改变并拍照。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测上皮及间质细胞标志物的表达　各

组细胞生长、培养同１．２．３，培养细胞２４ｈ后用 ＷＩＰ裂解液（１

ｍＬ）＋蛋白酶抑制剂（１０μＬ）＋磷酸酶抑制剂（１０μＬ）混合，每

皿（ｄ＝１０ｃｍ）加入 ＷＩＰ裂解液混合液２００μＬ，冰上裂解４５

ｍｉｎ，用细胞刮刮下后离心取上清液，ＢＣＡ蛋白测定试剂盒做标

准曲线测定蛋白浓度后，取３０μｇ样品蛋白进行１０％的十二烷

基磺酸钠聚丙烯酰胺（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶变性电泳，然后转膜至

聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，加入一抗，３７℃孵育２ｈ，ＴｒｉｓＢｕｆｆ

ｅｒｅｄＳａｌｉｎｅｗｉｔｈＴｗｅｅｎ２０（ＴＢＳＴ）洗涤后加辣根酶标记二抗，３７

℃孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤后加适量ＥＣＬ发光液（ＥＣＬｌｕｍｉｎｏｕｓｌｉｑ

ｕｉｄ）暗室发光，曝光后在凝胶成像系统下扫描并获取密度值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，各实

验均重复３次。实验数据以狓±狊表示，差异显著性分析采用

ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ分析，组间采用方差分析比较，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　青蒿琥酯对ＴＧＦβ１ 诱导的ＲＬＥ６ＴＮ细胞增殖的影响

　ＴＧＦβ１ 作用于ＲＬＥ６ＴＮ２４ｈ后，细胞较对照组增殖明显

（犘＜０．０５）；青蒿琥酯不同浓度作用于 ＴＧＦβ１ 诱导的 ＲＬＥ

６ＴＮ２４ｈ后，细胞增殖受到抑制（表１）。根据抑制率用寇式改

良法计算ＩＣ５０，２４ｈＩＣ５０＝８．８６ｍｇ／Ｌ。

２．２　青蒿琥酯对ＴＧＦβ１ 诱导的ＲＬＥ６ＴＮ细胞形态的影响

　与对照组比较，加入ＴＧＦβ１ 后，ＲＬＥ６ＴＮ由铺路石状上皮

形态变成梭形、纺锤形，而且其细胞间隙略变大，细胞和细胞之

间的连接变得松散。在 ＴＧＦβ１ 诱导后再加入青蒿琥酯，即

ＴＧＦβ１ 联合１、２、３、４组，与ＴＧＦβ１ 组比较，细胞的梭形结构

减少，部分恢复铺路石状上皮形态，但细胞之间连接仍松散，见

图１。

２．３　青蒿琥酯对 ＴＧＦβ１ 诱导的 ＲＬＥ６ＴＮ细胞ｐ３８ＭＡＰＫ

及间质细胞标志性蛋白表达的影响　细胞培养２４ｈ后，ＴＧＦ

β１ 诱导 ＲＬＥ６ＴＮ表达ｐ３８ＭＡＰＫ、αＳＭＡ、Ｖｉｍ均较对照组

明显增加（犘＜０．０５），青蒿琥酯作用于 ＴＧＦβ１ 诱导的 ＲＬＥ

６ＴＮ后，ｐ３８ＭＡＰＫ、αＳＭＡ、Ｖｉｍ表达均较ＴＧＦβ１ 组明显减

少（犘＜０．０１），且各组间减少呈剂量依赖性（犘＜０．０５）。内参

为甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ

ｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ），各组蛋白表达的电泳图，见图２。

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＴＧＦβ１组；Ｃ：ＴＧＦβ１联合１组；Ｄ：ＴＧＦβ１联合２组；Ｅ：ＴＧＦβ１联合３组；Ｆ：ＴＧＦβ１联合４组。

图１　　倒置显微镜下各组细胞形态（×１００）
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表１　　各组细胞２４ｈ后增殖抑制率比较

组别 ＯＤ值 抑制率（％）

对照组 ０．２６±０．０９ －

ＴＧＦβ１组 ０．３８±０．０５ －

ＴＧＦβ１联合１组 ０．３１±０．０４▲ １８．４２

ＴＧＦβ１联合２组 ０．２８±０．０２▲ ２６．３２

ＴＧＦβ１联合３组 ０．２７±０．０６▲ ２８．９５

ＴＧＦβ１联合４组 ０．２０±０．０２▲ ４７．３７

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；▲：犘＜０．０５，与ＴＧＦβ１ 组比较；－：此

项无数据。

　　１：对照组；２：ＴＧＦβ１ 组；３：ＴＧＦβ１ 联合１组４：ＴＧＦβ１ 联合２

组；５：ＴＧＦβ１联合３组；６：ＴＧＦβ１联合４组。

图２　　各组蛋白表达的电泳图

３　讨　　论

肺间质纤维化（Ｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＰＦ）是一组多种病因

引起的以气道、肺泡结构排列紊乱，胶原大量沉积为特点的渐

进性疾病。临床表现为刺激性干咳、无痰、进行性的呼吸困难

等，最终可以引起呼吸功能衰竭而死亡。目前肺纤维化的病因

及其发病机制尚未完全阐明，但都有其共同规律，肺部受感染

或损伤后，损伤的肺上皮细胞和血管内皮细胞产生大量的细胞

因子，刺激炎症细胞的聚集、活化，分泌胶原等细胞外基质，沉

积在肺间质，导致肺纤维化［５］。

ＴＧＦβ１ 是一种多效性的细胞因子，是目前肺纤维化的研

究热点和重要药物作用靶点。ＴＧＦβ１ 可由淋巴细胞、单核细

胞、上皮细胞和成纤维细胞等多种细胞产生，通过自分泌和旁

分泌的方式调节细胞的增殖、分化、迁移、黏附、调节细胞外基

质的代谢，参与肺胚胎发育、组织损伤和修复［６］。

Ｆｕｒｕｋａｗａ等
［７］研究表明，ＴＧＦβ１ 诱导 ＭＡＰＫ磷酸化活

性变化，通过 ＭＡＰＫ信号转导途径调节人肺上皮细胞向肌纤

维母细胞转化，产生大量的细胞外基质，导致肺间质纤维化。

肺泡上皮细胞（ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＡＥＣ）包括Ⅰ和Ⅱ型，肺

泡Ⅱ型上皮细胞（ｔｙｐｅⅡ ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｏｒｔｙｐｅⅡ

ｐｎｅｕｍｏｃｙｔｅ，ＡＴⅡ）是一种多功能细胞，对维持肺泡结构和功

能有重要意义。它是Ⅰ、Ⅱ型上皮细胞的祖细胞
［８９］，在正常细胞

更新和损伤修复过程中，ＡＴⅡ可以分化为Ⅰ型细胞，也可通过有

丝分裂补充自身的数量。此外，ＡＴⅡ具有合成和分泌肺表面活

性物质，维持肺泡内外液体平衡，免疫调节等作用［１０］。

丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶（ＭＡＰＫｓ）信号通路是真核细胞

转导细胞外信号到细胞内引起细胞反应的四大信号系统之一，

其参与了细胞生长、发育及细胞间功能同步等多种生理功能，

目前已知 ＭＡＰＫｓ由４个主要成员构成，即细胞外信号调节激

酶 （ＥＲＫ１／ＥＲＫ２）、应 激 活 化 蛋 白 激 酶 （ＳＡＯＫ／ＪＮＫ）、

ｐ３８ＭＡＰＫ和ＥＲＫ５。其中ｐ３８ＭＡＰＫ与肺纤维化过程密切相

关［１１］。ＴＧＦβ１ 诱导活化 ＴＧＦβ１ 受体复合物，级联活化

ｐ３８ＭＡＰＫ，ｐ３８ＭＡＰＫ把信号传递到细胞核内，活化ＥＭＴ相

关转录因子Ｓｎａｉｌ家族蛋白中的Ｓｎａｉｌ１和Ｓｌｕｇ表达，从而引起

细胞形态及分泌功能的改变。Ｓｎａｉｌ家族蛋白通过锌指结构域

及Ｎ末端结构域起着转录抑制子的作用，Ｓｎａｉｌ１在ＥＭＴ 过

程中的作用早已有报道［１２］。

张新志等［１３］用抗纤灵冲剂作用于ＳＤ大鼠后，发现抗纤灵

冲剂可通过调节ＴＧＦβ１／ｐ３８ＭＡＰＫ信号转导通路，发挥抗肾

小管 间 质 纤 维 化 效 应。Ｍａｔｓｕｏｋａ 等
［１４］研 究 也 证 实，用

ｐ３８ＭＡＰＫ拮抗剂干预由博莱霉素诱导的肺纤维化动物模型

后纤维化程度明显减轻，以上资料均显示ｐ３８ＭＡＰＫ的活化与

纤维化的发生、发展密切相关。

Ｗｉｌｌｉｓ等
［１５］研究表明 Ｖｉｍ是一种中间丝蛋白，是间质细

胞的典型标记物，αＳＭＡ是一种肌动蛋白，几乎所有的真核细

胞都表达肌动蛋白，常用于标记间质细胞。ＴＧＦβ１ 诱导的

ＥＭＴ早期变化就是细胞质内细胞骨架进行重排，表达新的表

型蛋白如αＳＭＡ，细胞质内肌丝也从上皮型的角蛋白（ｃｙｔｏｋ

ｅｒａｔｉｎ，ＣＫ）转变为间质细胞的 Ｖｉｍ。细胞黏附连接主要成分

Ｅ钙黏蛋白的下调或丢失，紧密连接成分的下调，以及间充质

细胞特异性的蛋白标记，如纤维连接蛋白、Ｖｉｍ和Ｎ钙黏蛋白

的表达上调已成为人们判断ＥＭＴ发生的重要的分子指标
［１６］。

青蒿琥酯是抗疟疾的有效单体，近年来研究发现青蒿琥酯

除了有很好的抗疟作用外，还具有抗炎、抗肿瘤、抗纤维化等作

用［１７］。本课题前期研究表明青蒿琥酯可以抑制人胚肺成纤维

细胞增殖、促进其凋亡［３４］，且呈剂量依赖性。以上的研究结果

为青蒿素防治肺纤维化提供了理论依据。但是目前国内外关

于青蒿琥酯防治肺纤维化的研究报道较少，主要是关于其对成

纤维细胞增殖的抑制作用，而对青蒿琥酯调控ＴＧＦβ１ 诱导的

ＥＭＴ的作用机制研究少见报道。

本研究稳定传代ＡＴⅡ ＲＬＥ６ＴＮ后，予ＴＧＦβ１３ｎｇ／ｍＬ

诱导 ＡＴⅡ转分化为间质细胞，结果表明，ＴＧＦβ１ 作用于

ＲＬＥ６ＴＮ２４ｈ后，ｐ３８ＭＡＰＫ、αＳＭＡ、Ｖｉｍ蛋白均表达增加

（犘＜０．０５）。可认为ＴＧＦβ１ 成功诱导ＲＬＥ６ＴＮ转分化为间

质细胞，其可能机制为活化ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白。给予不同剂量的

青蒿琥酯作用于ＴＧＦβ１ 诱导后的ＲＬＥ６ＴＮ２４ｈ后，信号蛋

白ｐ３８ＭＡＰＫ及间质细胞标志物αＳＭＡ、Ｖｉｍ蛋白均较ＴＧＦ

β１ 组表达明显减少（犘＜０．０１），且呈浓度依赖性。可认为青蒿

琥酯对ＴＧＦβ１ 诱导的转分化过程有抑制作用，且随着青蒿琥

酯浓度的增加，这种抑制作用逐渐增强。

综上所述，ＴＧＦβ１ 能诱导ＥＭＴ过程。青蒿琥酯具有抗

纤维化作用，其可能机制为抑制ｐ３８ＭＡＰＫ的活性从而抑制

ＥＭＴ过程。
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ｉＮＯＳ／ｅＮＯＳＮＯ系统，保护内皮功能，抑制炎症反应，减轻

ＡＭＩ后的梗死及无复流范围。

本研究结果还显示ＳＦ可以减轻缺血再灌注损伤，减小梗

死面积。ＳＦ减少心肌Ｉ／Ｒ后梗死范围的机制是否与缩小无复

流范围有关尚不清楚，Ｒｅｆｆｅｌｍａｎｎ等
［１０］认为无复流范围可能

会减少灌注挽救的心肌组织，因此无复流或许与心肌坏死之间

存在因果关系。

综上所述，ＳＦ可以通过保护内皮功能，抑制炎症反应，从

而改善微循环，减小大鼠心肌缺血再灌注后无复流面积，这可

能是其防治无复流，改善预后的一条重要途径。但是 ＡＭＩ再

灌注后无复流现象的发生机制复杂，各种因素间可能相互促

进、相互影响，有待进一步探讨。
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