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ERK5对人肺成纤维细胞自噬、凋亡和增殖的调控
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  [摘要] 目的 探讨细胞外信号调节蛋白激酶-5(ERK5)对人肺成纤维细胞系(HLFs)自噬、凋亡和增殖

的调控及对成纤维细胞表型转化的影响。方法 转化生长因子β1(TGF-β1)诱导 HLFs建立肺纤维化细胞模

型,过表达ERK5基因(ERK5)后通过 Western
 

blot检测自噬、凋亡、增殖相关因子和表型转化标志因子α-
SMA的表达,通过细胞增殖/毒性检测(CCK8)试剂盒检测细胞增殖率。结果 经TGF-β1处理后,与对照组相

比,ERK5组细胞α-SMA、P62蛋白表达水平升高,LC3Ⅱ、Beclin-1蛋白表达水平降低;促凋亡蛋白Cleaved-
Caspase-3表达水平降低,抗凋亡蛋白Bcl-2和增殖细胞核抗原PCNA表达水平升高,CCK8检测到细胞增殖率

升高。结论 在TGF-β1诱导的HLFs表型转化过程中,ERK5高表达促进细胞增殖、抑制细胞自噬和凋亡。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

regulation
 

of
 

extracellular
 

signal-regulated
 

protein
 

kinase-5
 

(ERK5)
 

on
 

autophagy,apoptosis
 

and
 

proliferation
 

of
 

human
 

lung
 

fibroblasts
 

(HLFs)
 

and
 

its
 

influence
 

on
 

the
 

phenotypic
 

transformation
 

of
 

fibroblasts.Methods TGF-β1
 

induced
 

HLFs
 

to
 

establish
 

the
 

pulmonary
 

fibrotic
 

cell
 

model.After
 

overexpressing
 

ERK5
 

gene
 

(ERK5),the
 

expressions
 

of
 

autophagy,apoptosis,proliferation-
related

 

factors
 

and
 

phenotypic
 

transformation
 

marker
 

α-SMA
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot,and
 

the
 

cell
 

pro-
liferation

 

rate
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

cell
 

proliferation/toxicity
 

detection
 

kit
 

(CCK8).Results After
 

the
 

treat-
ment

 

with
 

TGF-β1,compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

α-SMA
 

and
 

p62
 

proteins
 

in
 

the
 

ERK5
 

group
 

were
 

increased,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

LC3Ⅱ
 

and
 

Beclin-1
 

proteins
 

were
 

decreased;the
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

the
 

pro-apoptotic
 

protein
 

cleaved-caspase-3
 

was
 

decreased,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

anti-
apoptosis

 

protein
 

Bcl-2
 

and
 

proliferating
 

cellular
 

nuclear
 

antigen
 

PCNA
 

were
 

increased,and
 

the
 

increase
 

of
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

was
 

detected
 

by
 

CCK8.Conclusion During
 

the
 

phenotypic
 

transformation
 

process
 

of
 

HLFs
 

induced
 

by
 

TGF-β1,the
 

high
 

expression
 

of
 

ERK5
 

promotes
 

the
 

cell
 

proliferation
 

and
 

inhibits
 

the
 

cellular
 

auto-
phagy

 

and
 

apoptosis.
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  细胞外信号调节激酶5(ERK5)是一种促分裂原

活化蛋白激酶,在许多组织中普遍表达,并被多种细

胞外刺激信号激活,以调节细胞增殖和分化、细胞存

活、抗凋亡信号传导[1]。ERK5属于促分裂原活化蛋

白激酶(MAPK)信号家族,其氨基末端激酶结构域具

有相对较大的羧基末端,由于此独特的结构和功能使

其与其他 MAPK成员区分开[2]。研究表明ERK5作

为不同 癌 症 的 靶 向 因 子,抑 制 ERK5活 性 或 沉 默

ERK5在癌细胞中具有抗增殖活性,并在动物模型中

阻断肿瘤生长[3]。已有研究发现ERK5抑制剂有缓

解博来霉素诱导的小鼠肺纤维化的作用[4],但其对减

轻肺纤维化的机制尚未有充足的研究。本研究通过

细胞实验探讨ERK5对成纤维细胞增殖、凋亡和自噬

的调控及对成纤维细胞向肌成纤维细胞转化的影响,
为研究肺纤维化的发生机制提供新的思路。
1 材料与方法

1.1 实验细胞

人 肺 成 纤 维 样 细 胞 系 (HLFs),细 胞 编 号

2632 重庆医学2021年7月第50卷第14期



KCB200695,来源于中国科学院昆明细胞库。细胞培

养箱条 件:5%
 

CO2、37
 

℃培 养 箱。完 全 培 养 基:
DMEM高糖培养基+10%胎牛血清(美国 Gibco公

司)+0.5%青霉素-链霉素混合液。
1.2 主要实验试剂

Recombinant
 

Human转化生长因子β1(TGF-
β1)2

 

μg粉剂(美国PeproTech公司),用含海藻糖溶

液溶解至10
 

μg/mL,分装后于-80
 

℃储存。Vector-
flag空载体、ERK5-flag(吉玛基因)各50

  

μg干粉分别

经短暂高速离心后溶于50
 

μL
 

ddH2O,溶解为1
 

μg/

μL的储存液,分装后于-20
 

℃储存。DMEM高糖培

养基(美国Gibco公司),胎牛血清(Gibco
 

FBS-10099-
141,美国 Gibco公司),1%青霉素及链霉素(美国

Gibco公司),0.25%含乙二胺四乙酸(EDTA)胰酶

(美 国 Gibco 公 司)。α-SMA、Fibronectin、Bcl-2、
Cleaved-Caspase3和增殖细胞核抗原(PCNA)一抗

(美国Abcam公司),辣根过氧化物酶标记过的二抗

(北京中杉金桥生物技术有限公司)。细胞增殖/毒性

检测(CCK8)试剂盒(美国 MCE公司)。细胞凋亡双

染试剂盒(美国BD公司)。
1.3 方法

1.3.1 实验分组

(1)建立肺纤维化细胞模型:NC组、TGF-β1组。
(2)检测细胞增殖、凋亡:vector组、ERK5组、vector
+TGF-β1组、ERK5+TGF-β1组。(3)检测细胞自

噬:vector 组、ERK5 组、
 

ERK5+ TGF-β1 组、
vector+TGF-β1组、ERK5+TGF-β1+Rapamycin
组、Rapamycin对照组。
1.3.2 Western

 

blot
建立浓度为10

 

ng/mL的 TGF-β1作用24
 

h诱

导HLFs肺纤维化模型,采用 Western
 

blot检测各组

细胞表型转化标志性蛋白Fibronectin、α-SMA的表

达水平;HLFs经过转染过表达 ERK5基因的质粒

(ERK5)48
 

h后,再用 TGF-β1处理,采用 Western
 

blot分别检测各组自噬相关蛋白 P62、Beclin-1和

LC3Ⅱ的表达水平,凋亡相关因子Cleaved-Caspase-3
和Bcl-2的蛋白表达水平,PCNA的表达水平。细胞

培养完成后,经RIPA裂解液裂解后提取总蛋白,蛋
白定量采用BCA试剂盒定量方法,制备等质量上样

蛋白样品,经过十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)电泳后使蛋白质转移到聚偏氟乙烯

(PVDF)膜上,封闭和孵育抗体后,在暗室中压片,将
胶片扫描到电脑后进行条带灰度值量化分析。
1.3.3 CCK8检测细胞增殖

HLFs在96孔板中培养24
 

h,每组设置6个复

孔,经过TGF-β1处理24
 

h、转染48
 

h后加入用完全

培养基稀释10倍的CCK8试剂,设置3个空白对照

组,加入CCK8试剂后孵育4
 

h后,用多功能酶标仪检

测吸光度(A)值,波长取460
 

nm。计算:细胞增殖率

(%)=[实验组A 值-空白对照组A 值]/[NC组A
值-空白对照组A 值]。
1.4 统计学处理

应用SPSS20.0软件进行数据统计学分析。用单

因素方差分析,先进行正态性检验和方差齐性检验,
符合正态分布、方差齐者两两比较采用S-N-K法分

析,方差不齐者采用Dunnett's
 

t3检验,以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 HLFs中Fibronectin和α-SMA的表达

TGF-β1处 理 后,Western
 

blot检 测 结 果 显 示

TGF-β1组中Fibronectin和α-SMA蛋白相对表达较

NC组明显增加,见图1。

图1  Western
 

blot检测 HLFs中Fibronectin和

α-SMA的表达

2.2 过表达ERK5促进HLFs中α-SMA的表达

Western
 

blot检测结果显示:过表达 ERK5组

ERK5表达水平较vector组明显增加(图2)。过表达

ERK5后,TGF-β1处理细胞24
 

h,Western
 

blot检测

α-SMA蛋白相对表达水平。结果显示:与vector+
TGF-β1组相比,ERK5+TGF-β1组α-SMA 蛋白相

对表达水平增加(图3)。

图2  Western
 

blot检测过表达ERK5效果

  A:vector组;B:vector+TGF-β1组;C:ERK5组;D:ERK5+TGF-

β1组。

图3  Western
 

blot检测过表达ERK5基因后α-SMA
蛋白表达水平

2.3 过表达ERK5促进HLFs增殖
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过表达ERK5基因后,TGF-β1处理细胞24
 

h,
Western

 

blot检测PCNA的表达,CCK8检测细胞增

殖 率。结 果 显 示:与 vector+ TGF-β1
 

组 相 比,
ERK5+TGF-β1组 PCNA 相对表达水平,见图4;
vector+TGF-β1组较vector组细胞增值能力增强,
ERK5+TGF-β1组较vector+TGF-β1

 

组细胞增殖能

力增强,差异有统计学意义(P<0.01),见图5。

  A:vector组;B:vector+TGF-β1组;C:ERK5组;D:ERK5+TGF-

β1组。

图4  Western
 

Blot检测过表达ERK5基因后PCNA
蛋白表达水平

  A:vector组;B:vector+TGF-β1组;C:ERK5组;D:ERK5+TGF-

β1组。a:P<0.05。

图5  CCK8检测过表达ERK5基因后细胞增殖率

2.4 过表达ERK5抑制HLFs凋亡

过表达ERK5基因后,TGF-β1处理细胞24
 

h,
Western

 

blot检测 Bcl-2和 Cleaved-Caspase-3的表

达。与vector+TGF-β1组比较,ERK5+TGF-β1组

Cleaved-Caspase-3蛋白相对表达水平降低,Bcl-2蛋

白增加,见图6。

  A:vector组;B:vector+TGF-β1组;C:ERK5组;D:ERK5+TGF-

β1组。

图6  Western
 

blot检测过表达ERK5基因后Bcl-2和

cleaved-caspase3蛋白表达水平

2.5 过表达ERK5抑制HLFs自噬

ERK5+TGF-β1组较vector+TGF-β1组P62蛋

白相对表达水平增加,LC3Ⅱ、Beclin-1蛋白相对表达

水平降低,表明细胞自噬受到抑制;α-SMA蛋白相对

表达水平增加,表明细胞表型转化增加。应用自噬激

活 剂 后 的 ERK5+ TGF-β1 + Rapamycin 组 较

ERK5+TGF-β1组α-SMA、P62蛋白相对表达水平

均降低,LC3Ⅱ、Beclin-1蛋白相对表达水平增加,表
明自噬受到激活后抑制了细胞表型转化,见图7。

  A:vector组;B:vector+TGF-β1组;C:ERK5组;D:ERK5+TGF-

β1组;E:ERK5+TGF-β1+Rapamycin组;F:Rapamycin对照组。

图7  Western
 

blot检测P62、LC3Ⅱ、Beclin-1、

α-SMA表达

3 讨  论

  肺纤维化是一种以持续上皮细胞损伤和过量细

胞外基质沉积为主要病理特征的慢性纤维增生性疾

病。在疾病的发展过程中,成纤维细胞向肌成纤维细

胞(MF)的转化,进而分泌胶原、促进细胞外基质的沉

积[5]。TGF-β1是致肺纤维化关键性的细胞因子,其
在促进肺成纤维细胞的表型转化和细胞外基质沉积

过程发挥着重要作用。已有研究表明在肺纤维化中
 

TGF-β1
 

mRNA
 

水 平 高 表 达[6]。Fibronectin、α-
SMA、Collagen-Ⅰ等是成纤维细胞转化为肌成纤维细

胞的标志因子,在肌成纤维细胞中,此类因子的表达

水平明显高于在成纤维细胞[7]。在本研究中,以Fi-
bronectin和α-SMA的蛋白表达水平反映HLFs向肌

成纤维细胞的表型转化情况。经TGF-β1处理 HLFs
后,Western

 

blot检测结果显示α-SMA和Fibronec-
tin的蛋白表达水平明显增加,证明实验中TGF-β1成

功诱导 HLFs的表型转化。过表达ERK5后,West-
ern

 

blot检测结果显示α-SMA蛋白表达量增加,说明

ERK5可促进TGF-β1诱导的HLFs表型转化过程。
体内细胞增殖的测量通常通过检查静态方法来

进行,比如检测标记物指数,包括DNA合成标记物如

溴脱氧尿苷,或固有标记物如 Ki67和增殖细胞核抗

原(PCNA)[8]。PCNA是存在于真核细胞核中的一种

多功能蛋白质,它作为DNA复制和修复的组成部分

发挥重要作用[9]。通过 Western
 

blot检测PCNA的

表达水平,结果表明过表达ERK5
 

后,PCNA表达水

平升高,CCK8细胞增殖检测到过表达ERK5后细胞增

殖率上升,说明ERK5促进HLFs增殖。但在HLFs表
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型转化过程中,ERK5调控细胞增殖的分子机制及其与

在表型转化中发挥的作用需要进一步探讨。
细胞凋亡是指机体细胞在发育过程中或在某些

因素作用下通过细胞内基因及其产物的调控而发生

的程序性细胞死亡过程[10]。细胞凋亡被认为是各种

过程的重要组成部分,细胞凋亡对组织内正常细胞群

的稳定、机体的防御和免疫反应、疾病或中毒时引起

的细胞损伤、老化、肿瘤的发生进展起着重要作用[11]。
非正常的细胞凋亡(太少或太多)是许多人类疾病的

一个重要因素,包括自身免疫性疾病和许多类型的癌

症。Bcl-2是凋亡调节蛋白家族的创始成员,破坏Bcl-
2会导致细胞死亡,抗凋亡的Bcl-2被归为致癌基因,
研究表明Bcl-2基因的损伤会引起多种癌症,包括淋

巴瘤 等[12]。Caspase-3 是 一 种 凋 亡 效 应 类 蛋 白,
Caspase-3的活化(Cleaved-Caspase-3即Caspase-3的

活化形式)可直接促使细胞发生凋亡,因此,检测

Cleaved-Caspase-3的蛋白表达水平可直观 地 反 映

HLFs凋 亡 情 况。而 Bcl-2 的 过 度 表 达 可 抑 制

Caspase-3的活化,阻断凋亡进程[13]。所以Bcl-2的

表达水平,可在一定程度上反映细胞凋亡抑制情况。
在本研究中,过表达ERK5后,Cleaved-Caspase-3的蛋

白表达水平明显降低,而Bcl-2的蛋白表达水平增加,
说明在TGF-β1诱导的细胞表型转化过程中,ERK5起

到抑制凋亡的作用。
细胞自噬导致真核细胞内一部分受损、多余的或

老化的细胞器及大分子蛋白质被吞噬和降解,从而更

利于细胞的存活,该过程的功能障碍导致许多疾病的

发生[14]。Beclin-1、LC3、P62是目前研究相对较成熟

的自噬相关蛋白。Beclin-1介导细胞自噬起始过程,
在启动阶段发挥了重要作用,研究表明在哺乳动物中

Beclin-1的过表达可刺激自噬[15];LC3是自噬标志

物,自噬形成时,胞浆型LC3(即LC3-Ⅰ)酶解掉一小

段多肽,转变为膜型LC3(即LC3-Ⅱ),LC3Ⅱ参与自

噬溶酶体的形成,所以LC3-Ⅱ的蛋白表达水平可反

映细胞自噬水平的高低[16];P62
 

可作为将要被自噬作

用降解的小泡的受体,在自噬形成的过程中不断被消

耗,所以其表达水平可间接反映细胞自噬情况[17]。在

TGF-β1诱导 HLFs表型转化过程中,过表达ERK5
后,Western

 

blot检测结果显示LC3Ⅱ与Beclin-1的

表达水平降低,P62表达水平升高,说明ERK5抑制

HLFs自噬;过表达ERK5后,表型转化的标志性蛋

白α-SMA表达水平升高,说明ERK5参与了TGF-β1
诱导的细胞表型转化。应用自噬激活剂后,与未激活

自噬组相比,α-SMA组的表达水平下降,说明ERK5
有可能通过抑制自噬来促进α-SMA的表达。这为进

一步研究ERK5、自噬、肺成纤维细胞表型转化过程的

相互关系提供了一定的基础依据,但细胞自噬是一个

复杂的动态过程,若要明确ERK5是否通过在细胞自

噬过程中发挥作用,进而影响表型转化过程,需要更

深入的研究。
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