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　　摘　要：目的　探讨前列腺素Ｄ２（ＰＧＤ２）对Ｌ９２９小鼠肺成纤维细胞生物学特性的影响，利用其受体特异性抑制剂Ｌａｒｏｐｉ

ｐｒａｎｔ调控ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄｓ信号通路。方法　按Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ浓度梯度将细胞分为０．３μｍｏＬ组、１．０μｍｏＬ组、３．０μｍｏＬ组、１０．０

μｍｏＬ组、３０．０μｍｏＬ，每组分别加入ＴＧＦβ２（２．５ｎｇ／ｍＬ）培养２４ｈ后使用相应浓度的Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ刺激２４ｈ，并分别用ＰＣＲ法和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３ 以及Ｓｍａｄ４ 的表达。分别采用不同浓度的Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ用于细胞不同时间（１２、２４、４８、７２

ｈ），通过 ＭＴＴ法检测Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ对细胞生长的抑制作用。结果　随着 Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ的浓度增加，细胞 ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３ 以及

Ｓｍａｄ４ 的ｍＲＮＡ和蛋白的表达呈下降趋势，与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。不同浓度的Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ作用于细胞不

同时间后，细胞抑制率随浓度增高和作用时间增长呈下降趋势。结论　Ｌ９２９小鼠肺成纤维细胞ＰＧＤ２ＤＰ１的表达可能与ＴＧＦ

β１／Ｓｍａｄｓ的调节相关。Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ作用于细胞后，细胞抑制率随浓度增高和作用时间增长呈下降趋势。
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　　慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）是一种具有气流受限特征的

可以预防和治疗的疾病，气流受限不完全可逆，呈进行性发展，

且与肺部对香烟、烟雾等有害气体或有害颗粒的异常炎性反应

有关。气道重塑是ＣＯＰＤ气流阻塞的主要病理基础，是ＣＯＰＤ

患者症状和气流阻塞的主要原因［１］。本研究将探讨前列腺素

Ｄ２（ＰＧＤ２）对小鼠肺成纤维细胞生物学特性的影响，利用其受

体特异性抑制剂 Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ调控 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄｓ信号通

路［２］，为进一步探讨气道纤维化形成的分子机制提供研究基

础。

１　材料与方法

１．１　材料　Ｌ９２９小鼠肺成纤维细胞由第四军医大学提供，

ＴＧＦβ１细胞因子购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，ＰＣＲ试剂盒购自中国

大连宝生物公司，Ⅱ级鸡卵清蛋白（ＯＶＡ）购自美国Ｓｉｇｍａ公

司；ＰＧＤ２受体多克隆抗体、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊

抗兔二抗均购自美国ＣｓＴ公司，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、ＰＶＤＦ

膜购自美国Ｐｉｅｃｅ公司。

１．２　方法

１．２．１　ＭＴＴ比色法　参照中国国家标准ＧＢ／Ｔ１６８８６１５１９９７

“医疗器械生物学评价第５部分：细胞毒性试验体外法”进行。

将冻存的Ｌ９２９细胞复苏后，生长状态良好的Ｌ９２９细胞于实

验前１ｄ传代，第２天用０．２５％胰酶（ｐＨ 为７．８）消化，用

ＤＭＥＭ高糖培养基洗细胞２次（１５００ｒ／ｍｉｎ，８ｍｉｎ），用含

１０％小牛血清的ＤＭＥＭ 培养基重悬，调整细胞数为２×１０５／

个，铺于９６孔平底板中置于３７℃、５％ ＣＯ２ 孵箱中孵育４ｈ，

８８５３ 重庆医学２０１４年９月第４３卷第２７期
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待细胞贴壁后，即将实验细胞按照时间梯度分为１２ｈ组、２４ｈ

组、４８ｈ组、７２ｈ组，分别加入含１０％胎牛血清ＤＭＥＭ高糖培

养基稀释试验药物（各组Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ均按０．３、１．０、３．０、１０．０、

３０．０μｍＬ比例配置），同时设正常细胞对照组，每孔加入１００

μＬ试液，每个稀释度设５个复孔，置于３７℃、５％ ＣＯ２ 孵箱中

孵育２４ｈ，加入５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ２０μＬ／孔（每毫升ＰＢＳ中溶解

５ｍｇＭＴＴ，经０．２２μＬ滤膜滤过以除菌和去不溶物，低温、避

光保存），３７℃、ＣＯ２ 培养箱中继续孵育４ｈ后，用孵育箱清洗

２遍，弃去上清，加入溶解液二甲基亚砜１００μＬ／孔，于微型振

荡器上振荡５ｍｉｎ，使结晶物充分溶解，使用酶联免疫检测仪

在波长４９０ｎｍ处测定各孔吸光度（犃）值。根据测定的犃值计

算其相对细胞生长抑制率。同样方法测量４８ｈ药物对实验细

胞生长抑率。抑制率的计算公式：抑制率＝［（对照组的犃 值

－给药组的犃值）／对照组的犃值］×１００％。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ检测　将对数生长期的Ｌ９２９细胞以５×１０
４

个／ｍＬ接种于２５ｍＬ培养瓶内，接种２４ｈ，按Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ浓

度梯度将细胞分为０．３μｍＬ组、１．０μｍｏＬ组、３．０μｍｏＬ组、

１０．０μｍｏＬ组、３０．０μｍｏＬ，每组分别加入 ＴＧＦβ２（２．５ｎｇ／

ｍＬ）
［７］。

引物序列，ＰＧＤ２：上游 ５′ＣＧＧ ＡＡＴ ＴＣＡ ＴＧＧ ＴＣＣ

ＡＣＡＧＣＡＴＴＣＣＧＣＴＧ３′，下游５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＴＡＡ

ＴＴＧＡＴＣＣＣＧ ＣＴＧ ＣＴＣ Ａ３′；ＴＧＦ：上游 ５′ＣＣＡ ＧＡＴ

ＣＣＴＧＴＣＣＡＡ ＡＣＴ ＡＡＧ Ｇ３′，下游 ５′ＣＡＴ ＧＴＴ ＧＣＴ

ＣＣＡＣＡＣＴＴＧＡＴＴＴ３′；Ｓｍａｄ３：上游５′ＴＧＡ ＡＣＡＣＣＡ

ＡＧＴＧＣＡＴＴＡＣＣＡ３′，下游５′ＧＧＡＧＧＴＡＧＡＡＣＴＧＧＣ

ＧＴＣＴＣＴ３′；Ｓｍａｄ４：上游 ５′ＡＣＡ ＴＴＧ ＧＡＴ ＧＧＡ ＣＧＡ

ＣＴＴＣＡＧ３′，下游５′ＴＣＡＡＴＴＣＣＡＧＧＴＧＡＧＡＣＡＡＣＣ

３′。细胞总 ＲＮＡ提取，加药后继续培养２４ｈ后加入适量的

Ｔｒｉｚｏｌ，将细胞收入ＥＰ管中。每个ＥＰ管中加入０．０５μｇ／Ｌ三

氯甲烷０．２ｍＬ，加盖，振摇１５ｓ，室温静置３ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心１５ｍｉｎ，吸取上清液移至另一ＥＰ管内，加入等体积的异

丙醇，混匀，静置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清，加

入７５％乙醇１ｍＬ，７５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，空气中干

燥５～１０ｍｉｎ，加入焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水３０μＬ溶解ＲＮＡ，

－８０℃保存。逆转录反应体系：１０×ＲＮＡＰＣＲ缓冲液５μＬ，

２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２４μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μＬ，ＯｌｉｇｏｄＴ５０

ｐｍｏｌ，Ｒｎａｓｉｎ２０Ｕ，ＡＭＶ５Ｕ，ｃＤＮＡ１０μＬ，补加ＤＥＰＣ处理

水至２０μＬ。于热循环仪中９５℃预变性５ｍｉｎ，再进行９５℃

变性１ｍｉｎ，５７℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环。

ＰＣＲ产物用１．２％糖凝胶电泳，ＨＥ染色后拍照。通过Ｐｏｔｏ

ｓｈｏｐ图像分析系统分析各条带灰度。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＧＦ量　提取总蛋白，ＢＣＡ法测定

浓度。以每孔４０ｍｇ上样，用ＩＯ的聚丙烯酸胺凝胶电泳分离

蛋白，半干法转移至ＰＶＤＦ膜上，与小鼠抗兔的ＧＡＴＡ３（１∶

１０００）和１３ａｃｔｉｎ（１∶１０００）单克隆抗体孵育４℃过夜，洗膜

后，用辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠的ＩｇＧ抗体（１∶

１０００）孵育６ｈ，用发光试剂盒显示蛋白条带，使用Ｇｅｎｓｎａｐ凝

胶成像系统拍照。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学分

析。各组均值进行线性和差异性检验，研究实验组与对照组的

差异性及数据是否有线性相关。以α＝０．０５为检验水准，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＧＤ２ＤＰ１抑制后ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ４ 信号改变　随

着Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ的浓度增加，细胞 ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３ 以及Ｓｍａｄ４

的表达呈下降趋势，与对照组比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５），图１～６。

　　＋：阳性；－：阴性。＃：犘＜０．０５，Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ处理组（１．０、３．０、

１０．０μｍｏＬ组）与对照组比较。

图１　　ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的表达（ＰＣＲ法）

　　＋：阳性；－：阴性。＃：犘＜０．０５，Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ处理组（０．３、１．０、３．０

μｍｏＬ组）与对照组比较。

图２　　ＴＧＦβ１蛋白的表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法）

　　＋：阳性；－：阴性。＃：犘＜０．０５，Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ处理组（３．０、１０．０、

３０．０μｍｏＬ组）与对照组比较。

图３　Ｓｍａｄ３ｍＲＮＡ的表达（ＰＣＲ法）
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　　＋：阳性；－：阴性。＃：Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ处理组（０．３、１．０、３．０μｍｏＬ

组）与对照组比较犘＜０．０５。

图４　　Ｓｍａｄ３ 蛋白的表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法）

　　＋：阳性；－：阴性。＃：Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ处理组（３．０、１０．０、３０．０μｍｏＬ

组）与对照组比较犘＜０．０５。

图５　　Ｓｍａｄ４ｍＲＮＡ的表达（ＰＣＲ法）

　　＋：阳性；－：阴性。＃：Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ处理组（０．３、１．０、３．０、１０．０

μｍｏＬ）与对照组比较犘＜０．０５。

图６　　Ｓｍａｄ４ 蛋白的表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法）

图７　　细胞活力曲线图

２．２　Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ抑制ＰＧＤ２ＤＰ１对小鼠肺成纤维细胞细胞

活力的影响　使用Ｅｘｃｅｌ统计软件将酶标仪测得的犃值结果

转变为抑制率图标。细胞抑制率随浓度增高和作用时间增长

呈下降趋势，Ｌａｒｏｐｉｐｒａｎｔ在浓度达到１．０μｍｏＬ，作用时间为

２４～３６ｈ时，细胞生长抑制率明显提高，如图７。

３　讨　　论

已经公认ＣＯＰＤ的主要临床特点为气道阻塞和呼吸障

碍。近年来，ＣＯＰＤ的发病率明显增加，病因不十分清楚，但受

遗传因素和环境因素的双重影响［３］。该病的病程较长，病死率

较高［４］。气道炎症与重塑在ＣＯＰＤ发生、发展中起重要作用。

气道炎症的持续发展是ＣＯＰＤ气道重建的关键因素
［５］。总

之，支气管、肺组织的炎症、损伤、修复和重塑是ＣＯＰＤ不断进

展的病理过程，气道重塑是ＣＯＰＤ者症状和气流阻塞的主要

原因。

近年来关于气道重构的研究说法不一［６］，而学者普遍认为

ＴＧＦβ１在气道炎症和纤维化中发挥了重要作用。ＴＧＦβ１是

刺激成纤维细胞增殖及胶原分泌的主要细胞因子［７］。使用

ＥＬＩＳＡ法检测稳定期支气管哮喘患者支气管肺泡灌洗液中的

ＴＧＦβ１后发现，其含量显著高于健康对照组，变应原刺激２４ｈ

后的ＴＧＦβ１浓度更高
［８］。原位杂交和免疫细胞化学检测患

者的哮喘气道黏膜的表达ＴＧＦβ１和免疫反应的显著增加，增

加的量和疾病的严重程度直接相关。本实验以Ｌ９２９小鼠肺

成纤维细胞为研究对象，通过应用 ＴＧＦβ２刺激细胞产生

ＰＧＤ２，运用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ来检测ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３、

Ｓｍａｄ４ 的表达，结果发现随着ＰＧＤ２的浓度增加，细胞 ＴＧＦ

β１、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ４ 的表达呈下降趋势，与对照组比较差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。提示在小鼠气道慢性炎症过程中，

ＰＧＤ２受体可能对细胞 ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ４ 的表达具有调

控机制，这种机制在慢性气道炎症引起的气道重构中发挥了至

关重要的作用。但Ｓｃｈｗａｒｔｚ等
［９］研究证实的ＰＧＤ２／ＤＰ信号

转导途径，不仅能抑制成纤维细胞的迁移，也可以调整成纤维

细胞介导前胶原纤维的收缩反应，这个结论提示了新的支气管

哮喘气道重构的发生机制。

ＰＧＤ２对哮喘免疫反应的双向调节能力，可作为炎症介质

产生致炎作用。Ｓｏｎｇ等
［１０］在支气管哮喘患者吸入尘螨后，对

其支气管肺泡灌洗液进行检测，发现其中的ＰＧＤ２的浓度可增

加１５倍。ＰＧＤ２不仅诱导了支气管收缩，并且其促使支气管

收缩的效应强于组胺３０倍。在支气管哮喘患者受到抗原的刺

激后，其气道内存在大量ＰＧＤ２。

实验发现，在给予环氧合酶抑制剂后，可部分抑制速发性

哮喘反应的严重程度，这证明了ＰＧＤ２在慢性气道炎症中起到

了重要的调节作用。Ｓｅｄｅｊ等
［１１］通过培养人胎儿肺成纤维细

胞（ＨＦＬ１）进行体外实验，证明ＰＧＤ２不仅可抑制 ＨＦＬ１对

人纤连蛋白（ＨＦＮ）的趋化作用，而且还可以减缓成纤维细胞

的迁移。以上都是通过Ｃａ２＋依赖ＰＫＡ信号通路来发挥作用

的［１２］。这种作用体现在气道炎症损伤后修复过程中，成纤维

细胞聚集太少不利于损伤的修复，而成纤维细胞过多则会发生

变形，使组织丧失功能结构。

本实验研究结果表明在Ｌ９２９小鼠肺成纤维细胞中，其

ＰＧＤ２ＤＰ１受体可能与ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄｓ的调节相关，两者之间

为正相关关系，这与过去许多其他标本中的相关研究结果和猜
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测相符。但是本实验仍未涉及其具体调控机制的研究，而其他

相关受体的作用也未曾可知。此外，在活体复杂环境下，ＰＧＤ２

对ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄｓ的调控规律也有待进一步研究。
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《重庆医学》杂志对运用统计学方法的有关要求

１．统计学符号：按ＧＢ３３５８－１９８２《统计学名词及符号》的有关规定，统计学符号一律采用斜体。

２．研究设计：应告知研究设计的名称和主要方法。如调查设计（分为前瞻性、回顾性或是横断面调查研究），实验设计

（应告知具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等），临床试验设计（应告知属于第几期

临床试验，采用了何种盲法措施等）；主要做法应围绕４个基本原则（重复、随机、对照、均衡）概要说明，尤其要告知如何控制

重要非试验因素的干扰和影响。

３．资料的表达与描述：用狓±狊表达近似服从正态分布的定量资料，用 Ｍ（ＱＲ）表达呈偏态分布的定量资料；用统计表

时，要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度

值的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于２０，要清楚区分百分率和百分比。

４．统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设`计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计

学分析方法，不应盲目套用狋检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所

具备的条件及分析目的，选用合适的统计学分析方法，不应盲目套用χ
２ 检验。对于回归分析，应结合专业知识和散点图，选

用合适的回归类型，不应盲目套用简单直线回归分析；对于具有重复实验数据检验回归分析资料，不应简单化处理；对于多

因素、多指标资料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内

在联系做出全面、合理的解释和评价。

５．统计结果的解释和表达：应写明采用统计学方法的具体名称（如：成组设计资料的狋检验、两因素析因设计资料的方

差分析、多个均数之间两两比较的狇检验等），统计量的具体质（如：狋＝３．４５，χ
２＝４．６８，犉＝６．７９等）；在用不等式表示犘值的

情况下，一般情况下选用犘＞０．０５、犘＜０．０５和犘＜０．０１三种表达方式，无须再细分为犘＜０．００１或犘＜０．０００１。当涉及总

体参数（如总体均数、总体率）时，再给出显著性检验结果的同时，应再给出９５％可信区间（犆犐）。
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