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低浓度紫杉醇对大鼠肺动脉平滑肌细胞外
胶原沉积的作用及其机制研究
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［摘要］　目的　探讨低浓度紫杉醇（PTX）对转化生长因子 β1（TGF-β1）促进大鼠肺动脉平滑肌细胞

（PASMCs）外胶原沉积的作用及其机制。方法　原代培养大鼠 PASMCs 并分为空白对照组、模型组和干预组（n=3）。

空白对照组不做任何处理，模型组施加终浓度为 10 ng/mL 的 TGF-β1，干预组在模型组基础上施加终浓度为

100 nmol/L 的 PTX。MTT 比色法检测细胞增殖能力；实时荧光定量 PCR 法检测Ⅰ型胶原（COL Ⅰ）、Ⅲ型胶

原（COL Ⅲ）mRNA 相对表达量；ELISA 法检测 COL Ⅰ、COL Ⅲ蛋白的 OD 值；Western blot 法检测 COL Ⅰ、

COL Ⅲ蛋白，以及 TGF-β1/Smad3 信号通路关键蛋白 Smad3、p-Smad3 的相对表达水平。结果　与空白对照组比

较，模型组细胞增殖能力、COL Ⅰ、COL Ⅲ mRNA 及其蛋白、p-Smad3 蛋白相对表达水平均明显增高（P<0.05）；

干预组上述指标较模型组均有所下降，但仍高于空白对照组（P<0.05）；各组 Smad3 蛋白相对表达水平比较差

异均无统计学意义（P>0.05）。结论　低浓度 PTX 对 TGF-β1 促进 PASMCs 外胶原合成具有明显抑制作用，该

作用可能是通过调控 Smad3 蛋白的磷酸化来实现。              ［中国当代儿科杂志，2019，21（9）：924-929］
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Effect of low-concentration paclitaxel on collagen deposition outside rat pulmonary 
artery smooth muscle cells and related mechanism
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Abstract: Objective    To study the effect of low-concentration paclitaxel (PTX) on transforming growth factor-β1 
(TGF-β1)-induced collagen deposition outside rat pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs) and related 
mechanism. Methods    Primary rat PASMCs were divided into a blank control group (n=3), a model group (n=3), and 
a drug intervention group (n=3). No treatment was given for the blank control group. The model group was treated 
with TGF-β1 with a final concentration of 10 ng/mL. The drug intervention group was treated with PTX with a final 
concentration of 100 nmol/L in addition to the treatment in the model group. MTT colorimetry was used to measure cell 
proliferation. Quantitative real-time PCR was used to measure the relative mRNA expression of collagen type I (COL-I) 
and collagen type III (COL-III). ELISA was used to measure the OD value of COL-I and COL-III proteins. Western 
blot was used to measure the relative protein expression of COL-I, COL-III, and the key proteins of the TGF-β1/Smad3 
signaling pathway (Smad3 and p-Smad3). Results    Compared with the blank control group, the model group had 
significant increases in proliferation ability, relative mRNA and protein expression of COL-I and COL-III, and relative 
protein expression of p-Smad3 (P<0.05). Compared with the model group, the drug intervention group had significant 
reductions in the above indicators, but which were still higher than those in the blank control group (P<0.05). There was 
no significant difference in the relative protein expression of Smad3 among the three groups (P>0.05). Conclusions    
Low-concentration PTX exerts a marked inhibitory effect on TGF-β1-induced collagen deposition outside PASMCs, 
possibly by regulating the phosphorylation of Smad3 protein.               [Chin J Contemp Pediatr, 2019, 21(9): 924-929]
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近年来，大量研究显示，肺血管重构是肺

动 脉 高 压（pulmonary artery hypertension, PAH）

不可逆发展的基本病理特征，其中位于肺血管

中膜层的平滑肌细胞外胶原的过度沉积起着重

要 作 用 [1]。 因 此， 如 何 逆 转 肺 动 脉 平 滑 肌 细 胞

（pulmonary artery smooth muscle cells, PASMCs）外

胶原沉积成为治疗 PAH 的关键靶点之一。转化生

长因子 β1（transforming growth factor-β1, TGF-β1）

是目前发现的促纤维化作用最强的生长因子，其

可刺激 PASMCs 发生表型转换并过度分泌细胞外

基质，主要成分为Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白（COL Ⅰ、

COL Ⅲ），引起肺动脉中膜层增厚，从而导致了

肺血管重构 [2]。Smad3 蛋白是 TGF-β1 下游重要的

信号分子之一，当 TGF-β1 与其配体结合后可介导

Smad3 蛋白磷酸化，调控相关基因的转录和翻译，

促进胶原蛋白合成 [3]。紫杉醇（paclitaxel, PTX）

是一种传统化疗药物，由红豆杉树皮提取而成，

能够通过促进微管聚集并抑制其解聚从而达到抗

肿瘤细胞增殖作用，目前广泛用于乳腺癌、淋巴癌、

肠癌等多种恶性肿瘤的化学治疗 [4]。低浓度 PTX

即非细胞毒性剂量的 PTX [5-6]。近年来有学者将低

浓度 PTX 用于胶原沉积性疾病（如肝纤维化、肾

间质纤维化、肺纤维化等）的研究中，结果表明

低浓度 PTX 能够通过抑制胶原合成来逆转纤维化

进程 [7-8]。本实验拟研究低浓度 PTX 对 TGF-β1 诱

导的体外大鼠 PASMCs 胶原沉积模型的作用及具

体机制。

1　材料与方法

1.1　试剂与仪器

胰酶、青 / 链霉素、DMEM 高糖培养基、胎牛

血清（FBS，美国 Hyclone 公司）；TGF-β1（美国

Pepro Tech 公司）；PTX（深圳信立泰药业股份有

限公司）；大鼠 COL Ⅰ及 COL Ⅲ α1 链 ELISA 试

剂盒（武汉华美生物工程有限公司）；COL Ⅰ、

COL Ⅲ及 β-actin 引物合成（上海生工生物工程股

份有限公司）；iQ™ SYBR® Green Supermix 试剂盒

（美国 Bio-Rad 公司）；兔抗大鼠 β-actin、COL Ⅲ

单克隆抗体，小鼠抗大鼠 COL I 单克隆抗体（美国

Abcam 公司）；兔抗大鼠 Smad3、p-Smad3 单克隆

抗体（美国 CST 公司）；山羊抗兔 IgG、山羊抗小

鼠 IgG 辣根过氧化物酶（美国 KPL 公司）。荧光

定量 PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司）；CO2 细胞培养箱、

全自动酶标仪（美国 Thermo 公司）。

1.2　原代大鼠 PASMCs 的培养、鉴定及分组

健 康 雄 性 Sprague-Dawley（SD） 大 鼠， 体 重

150~180 g，由成都达硕实验动物有限公司提供。大

鼠 PASMCs 原代培养与鉴定方法参照文献 [9]，颈椎

脱臼方式处死健康大鼠，无菌环境中剥离出大鼠肺

动脉中膜层，在预冷 PBS 中漂洗后，剪碎为 1 mm2

左右的组织块，展平铺种于培养瓶中，倒放晾干

2 h 后加入含 20%FBS 的培养基，置于 37℃、5%CO2、

饱和湿度培养箱中，传代后换用含 10%FBS 的培养

基。参照文献 [9-10] 采用免疫组化法，通过检测平滑

肌特异性标志物 α 平滑肌肌动蛋白（α-SMA）对第

二代细胞进行鉴定。鉴定合格后取 3~6 代细胞进行

实验。实验分为空白对照组（不做处理）、模型组（加

入 TGF-β1，终浓度为 10 ng/mL）、干预组（加入

TGF-β1 和 PTX，TGF-β1 终浓度为 10 ng/mL，PTX

终浓度为 100 nmol/L）。造模方法及 TGF-β1 剂量

参考文献 [11]，PTX 剂量参考前期预实验结果及文

献 [5]。细胞孵育 24 h 后用于以下实验检测，时间

截点的选择参考前期预实验结果及文献 [5]。

1.3　MTT 法检测 PASMCs 增殖水平

调整 PASMCs 密度为 3×104/mL 接种于 96 孔

板，每孔 100 μL，置于 37℃、5%CO2、饱和湿度

培养箱中培养，每组设置 5 个复孔。待细胞密度

长到 70% 时则进行分组处理。24 h 后参考 MTT 法

操作说明，在酶标仪上检测 490 nm 处各样本孔的

吸光度（OD）值。实验独立重复 5 次。

1.4　ELISA 法检测 COL Ⅰ及 COL Ⅲ的含量

如上法接种、培养、分组处理 PASMCs 24 h 后，

收 集 各 组 细 胞 培 养 液， 于 4 ℃、4 000 r/min 离 心

15 min，取其上清液进行实验。参照大鼠 COL Ⅰ

及 COL Ⅲ ELISA 试剂盒使用操作说明，并将酶标

仪调至 450 nm 处检测各个样本孔的 OD 值，所测

得的 OD 值可间接代表培养液中胶原蛋白含量。实

验独立重复 3 次。

1.5　采用实时荧光定量 PCR 法检测 PASMCs 中

COL Ⅰ、COL Ⅲ mRNA 相对表达量

运 用 NCBI 基 因 数 据 库 设 计 大 鼠 COL Ⅰ、

COL Ⅲ、β-actin 引物（表 1）。调整 PASMCs 密度，

接种细胞于 6 孔板，培养、分组处理 24 h 后，收
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集各组细胞，采用 TRIzol 法提取细胞总 RNA 后使

用逆转录试剂盒合成 cDNA。取 cDNA 进行实时荧

光定量 PCR（qRT-PCR）反应，反应体系（20 µL）：

荧 光 MIX 体 系（2×， 荧 光 MIX 含 有 Taq 酶、

dNTP、Mg2+ 的 buffer 缓冲液）10 µL，上、下游引

物（10 µmol/L）各 0.8 µL，ddH2O 6.4 µL，cDNA（稀

释 3 倍）2 µL。反应条件：95℃ 3 min；95℃ 10 s，

58℃ 30 s，72℃ 30 s，循环 40 次。以管家基因 β-actin

作为参照，COL Ⅰ、COL Ⅲ mRNA 的相对表达量

依照 2-ΔΔCt 法进行分析。实验独立重复 3 次。

图 1　大鼠 PASMCs 原代培养　　A：原代培养第 4 天

大鼠肺动脉组织块（×40），贴壁的组织块周围有细胞萌出；

B：传代培养的细胞（×100），呈长梭形生长；C：α-SMA 免疫

组化染色鉴定（×200），显微镜下可见 PASMCs 胞质有大量 α-SMA

阳性表达（阳性表达呈棕黄色）； D：α-SMA 免疫组化染色鉴定

（×400），显微镜下可见大量与 PASMCs 长轴相平行排列的丝状

物（细胞骨架）。

表 1　引物序列

基因 引物 (5' → 3') 片段长度 (bp)

COL Ⅰ 上游：GGATCGACCCTAACCAAGGC 210

下游：GATCGGAACCTTCGCTTCCA

COL Ⅲ 上游：CGGAGGAATGGGTGGCTATC 268

下游：ACCAGCTGGGCCTTTGATAC

β-actin 上游：GTAGCCATCCAGGCTGTGTT 236

下游：ATGTCACGCACGATTTCCCT

1.6　Western blot 法 检 测 PASMCs 中 COL Ⅰ、

COL Ⅲ、Smad3、p-Smad3 蛋白相对表达

调整 PASMCs 密度，接种细胞于 6 孔板，培

养、分组处理 24 h 后，提取细胞总蛋白。利用

BCA 蛋白浓度测定试剂盒检测各组蛋白浓度。根

据各组蛋白浓度确定上样量，将样品加入上样孔

进行电泳。电泳结束后转膜、封闭，加入相应蛋

白一抗（β-actin 1 : 1 000 稀释，COL Ⅰ 1 : 500 稀释，

COL Ⅲ 1 : 500 稀释，Smad3 1 : 1 000 稀释，p-Smad3 

1 : 500 稀释），并在 4℃冰箱中孵育过夜，洗膜后

在摇床上孵育二抗（均 1 : 10 000 稀释）2 h，洗膜，

用吸水纸吸干后曝光扫瞄。应用 Quantity One 软件

对结果条带进行分析，结果以各目的蛋白与 β-actin

的灰度值比值表示。实验独立重复 3 次。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计学分

析。计量资料用均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较使

用 SNK-q 法，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　原代 PASMCs 形态学观察及鉴定

原代培养第 4 天，倒置相差显微镜下可见贴

壁的组织块边缘有细胞爬出，逐渐由卵圆形伸展

为长梭形，在第 6 天呈现典型的“峰 - 谷状”生长。

取第二代细胞采用免疫组化法检测α-SMA的表达，

显微镜下可见细胞胞质呈现棕黄色（即 α-SMA 阳

性表达），且有大量与细胞长轴相平行排列的丝

状物（细胞骨架），计数阳性表达细胞，若阳性

率在 95% 以上，则提示其为 PASMCs。见图 1。

2.2　MTT 法检测各组 PASMCs 增殖情况

空白对照组、模型组和干预组 OD 值比较差

异有统计学意义（F=65.340，P<0.001）。与空白

对 照 组 OD 值（0.444±0.033） 相 比， 模 型 组 OD

值（0.642±0.031）和干预组 OD 值（0.516±0.017）

均明显增高（P<0.05）；与模型组相比，干预组

OD 值明显降低（P<0.05）。提示 TGF-β1 能显著

促进 PASMCs 增殖，而 PTX 能抑制 TGF-β1 的促增

殖作用。

A

C D

B
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2.3　ELISA 法 检 测 各 组 PASMCs 中 COL Ⅰ、

COL Ⅲ的蛋白含量

与 空 白 对 照 组 比 较， 模 型 组 和 干 预 组

COL Ⅰ、COL Ⅲ蛋白含量明显增多（P<0.05）；

与模型组比较，干预组 COL Ⅰ、COL Ⅲ含量有所

下降（P<0.05）。见表 2。

表 2　各组 COL Ⅰ、CoL Ⅲ蛋白含量比较

（x±s，ng/mL，n=3）

组别 COL Ⅰ COL Ⅲ

空白对照组 1.59±0.11 1.46±0.06

模型组 3.60±0.10a 3.27±0.12a

干预组 2.56±0.13a,b 2.44±0.14a,b

F 值 216.751 206.328

P 值 <0.001 <0.001

注：a 示与空白对照组相比，P<0.05；b 示与模型组相比，
P<0.05。

表 3　各组 COL Ⅰ、COL Ⅲ  mRNA 相对表达水平比较

（x±s，n=3）

组别 COL Ⅰ mRNA COL Ⅲ mRNA

空白对照组 0.93±0.06 1.000±0.024

模型组 1.98±0.08a 1.801±0.082a

干预组 1.14±0.04a,b 1.217±0.052a,b

F 值 255.740 154.154

P 值 <0.001 <0.001

注：a 示与空白对照组相比，P<0.05；b 示与模型组相比，
P<0.05。

图 2　Western blot 法 检 测 各 组 COL Ⅰ、COL Ⅲ、

Smad3、p-Smad3 蛋白相对表达条带图

表 4　各组 COL Ⅰ、COL Ⅲ、Smad3、p-Smad3 蛋白相对表达水平比较　（x±s，n=3）

组别 COL Ⅰ COL Ⅲ Smad3 p-Smad3

空白对照组 0.125±0.070 0.11±0.03 0.43±0.03 0.051±0.015

模型组 0.598±0.010a 0.56±0.06a 0.44±0.04 0.336±0.054a

干预组 0.356±0.052a,b 0.27±0.06a,b 0.43±0.03 0.185±0.021a,b

F 值 65.677 55.149 0.057 51.981

P 值 <0.001 <0.001 0.945 <0.001

注：a 示与空白对照组相比，P<0.05；b 示与模型组相比，P<0.05。

2.5　Western blot 法 检 测 各 组 PASMCs 中

COL Ⅰ、COL Ⅲ、Smad3、p-Smad3 蛋 白 相 对

表达水平

与空白对照组比较，模型组和干预组 PASMCs

中 COL Ⅰ、 COL Ⅲ、p-Smad3 蛋白相对表达水平

均明显增高（P<0.05）；与模型组比较，干预组

PASMCs 中 COL Ⅰ、 COL Ⅲ、p-Smad3 蛋 白 相 对

表达水平均显著降低（P<0.05）。各组间 Smad3

蛋白表达水平比较差异无统计学意义（P>0.05）。

见表 4，图 2。

3　讨论

肺血管重构的重要病理改变是肺小动脉管壁

中膜层厚度异常增加，血管壁伸展性受限，血流动

力学阻力增加，肺动脉压力持续性升高。其中血

管中膜层厚度增加是由平滑肌细胞异常增殖、细

胞外基质过度沉积共同导致 [12]。细胞外基质作为

PASMCs 的支持物及细胞间的连接物，对 PASMCs

的生物学特性有重要作用，但细胞外基质过度合

COL Ⅰ

COL Ⅲ

Smad3

p-Smad3

β-actin

130 kDa

138 kDa

52 kDa

52 kDa

37 kDa

空白对照组        模型组            干预组

2.4　qRT-PCR 法检测各组 PASMCs 中 COL Ⅰ、 

COL Ⅲ mRNA 相对表达

与空白对照组比较，模型组和干预组 PASMCs

中 COL Ⅰ、COL Ⅲ mRNA 表 达 水 平 明 显 增 高

（P<0.05）； 与 模 型 组 相 比， 干 预 组 PASMCs

中 COL Ⅰ、COL Ⅲ mRNA 表 达 水 平 明 显 降 低

（P<0.05）。见表 3。
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成则会刺激 PASMCs 增殖失控，进一步加重血管结

构重建 [9]。因此细胞外基质异常沉积在 PAH 的发

生、发展过程中扮演着极其重要的角色，抑制细

胞外基质沉积已经成为缓解甚至逆转 PAH 持续性

进展的重要靶点。众所周知，细胞外基质的主要成

分是 COL Ⅰ、COL Ⅲ，其中 COL Ⅰ参与维持肺动

脉管壁的韧性及抗张力，COL Ⅲ参与维持肺动脉

管壁的弹性，它们在血管管壁完整性的构成及正常

生理功能维持方面起着主要作用，但是 COL Ⅰ、

COL Ⅲ合成失控时胶原大量堆积而造成血管壁纤

维化，导致血管硬化、管壁增厚、管腔狭窄、顺应

性下降 [13]，引起血流动力学改变，形成 PAH。因此，

减少 COL Ⅰ、COL Ⅲ的产生成为抑制细胞外基质

过度沉积、防治 PAH 的关键所在。

TGF-β1 是促进细胞增殖并合成胶原蛋白等

细胞外基质的细胞因子，具有很强的促纤维化作

用 [14]。当 TGF-β1 与其相应受体结合，位于下游

的 Smads 蛋白则发生磷酸化后将信息传入核内，

转录并翻译产生过多胶原，引发众多胶原沉积性

疾病 [15]。研究表明 PAH 的形成亦与血管壁胶原沉

积密切相关 [16]。郑常龙等 [17] 用野百合碱诱导的大

鼠 PAH 模型，结果提示大鼠模型组较空白对照组

TGF-β1、p-Smads 蛋白表达量上调，提示 TGFβ1/

Smads 信号通路可能参与了胶原等细胞外基质的沉

积。其中 Smad2、3 蛋白在 TGF-β1/Smads 通路中

尤为关键，是 TGF-β1 信号传递到 Smads 通路的第

一步。与 Smad2 相比，对胶原等细胞外基质的调

控主要依赖 Smad3。本研究采用 10 ng/mL TGF-β1

处 理 大 鼠 PASMCs 24 h 发 现，PASMCs 增 殖 及

COL Ⅰ、COL Ⅲ在 mRNA 和蛋白表达水平均明显

增高，p-Smad3 蛋白表达上调，该结果不仅表明本

实验已成功构建大鼠 PASMCs 外胶原沉积模型，

而且也从细胞水平证实 TGF-1β/Smad3 信号通路在

胶原沉积中的重要作用。通过以上研究结果可以

推测，TGF-β1/Smad3 通路可能在肺血管重塑过程

中起了主导作用，因此通过干预 TGF-β1/Smad3 信

号通路减少胶原沉积，对于治疗 PAH 具有潜在的

临床应用价值。

PTX 能与靶细胞内微管特异性结合，促进微

管蛋白聚合并阻碍其解聚，干扰细胞有丝分裂，

从而抑制细胞增殖 [18]，目前广泛应用于抗肿瘤治

疗 [4] 和一些非肿瘤性疾病的研究 [19]。近年来越

来越多文献报道，低浓度 PTX 能够阻断 TGF-β1/

Smads 信号通路，降低胶原 mRNA 和蛋白的表达，

从而对多种胶原沉积性疾病起到很好的疗效 [20]。

众所周知，细胞骨架微丝和微管有助于各类信号

通路传导和调控，其中微管结构在 TGF-β1 信号通

路的下传中也起着重要作用，Smads 蛋白则是介导

TGF-β1 信号传导至微管的细胞内部中间蛋白。小

剂量 PTX 干预 TGF-β1/Smads 信号通路的具体机制

可能是：PTX 促进微管蛋白的聚集并稳定微管，

更多的 Smads 蛋白绑定到微管上，则使 Smads 蛋

白与 TGF-β1 受体隔离，阻断了 TGF-β1 信号通路

的传导 [21-22]。王红岗等 [23] 用 PTX 干预博莱霉素

诱导的大鼠肺纤维化模型，结果显示大鼠肺组织

COL Ⅰ、COL Ⅲ表达量减少，表明 PTX 能通过减

少胶原沉积而阻止肺纤维化形成。虽然 PTX 改善

胶原沉积、抗纤维化作用已在胶原性关节炎 [24]、

输尿管梗阻 [20]、青光眼滤过术后瘢痕形成 [25]、肾

间质纤维化 [26]、肝纤维化 [27] 等疾病模型中得到

证实，但其在 PAH 时血管管壁胶原过度沉积的作

用未见报道。本研究用小剂量 PTX（100 nmol/L）

干预 TGF-β1 诱导的大鼠 PASMCs 外胶原沉积模

型， 结 果 显 示， 模 型 组 中 PASMCs 增 殖 水 平，

COL Ⅰ、COL Ⅲ mRNA 及其蛋白相对表达水平，

p-Smad3 蛋白表达量均较空白对照组明显上调，而

Smad3 蛋白表达量无明显改变。由此推测 TGF-β1

激 活 了 TGF-β1/Smad3 信 号 通 路， 上 调 了 Smad3

蛋白磷酸化水平，传入胞核信号相对增多，促进

细 胞 增 殖 及 COL Ⅰ、COL Ⅲ mRNA 及 其 蛋 白 表

达。PTX 干预组中 PASMCs 增殖水平，COL Ⅰ、

COL Ⅲ mRNA 及其蛋白表达水平，p-Smad3 蛋白

表达量均较模型组显著下调，而 Smad3 蛋白表达

量亦无明显改变。由此推测低浓度 PTX 可以抑制

TGF-β1/Smad3 信号通路，下调 Smad3 蛋白磷酸化

水平，传入胞核信号相对减少，抑制细胞增殖及

COL Ⅰ、COL Ⅲ mRNA 及其蛋白表达。

综 上， 本 研 究 结 果 提 示 低 浓 度 PTX 可 对

TGF-β1 促进 PASMCs 外胶原过度沉积具有显著的

抑制作用，该作用可能是通过调控 Smad3 蛋白的

磷酸化来实现。
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