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ＴＧＦβ１影响肺成纤维细胞结缔组织
生长因子基因表达的研究

富建华１　杨海萍１　潘丽１　薛辛东１　高红２

（中国医科大学附属盛京医院，１．儿科；２．中心实验室，辽宁 沈阳　１１０００４）

　　［摘　要］　目的　研究转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）对体外培养早产鼠的肺成纤维细胞（ＬＦｓ）结缔组织生长因
子（ＣＴＧＦ）基因表达的影响。方法　以孕 １９ｄＷｉｓｔａｒ大鼠剖宫取出的仔鼠为对象，原代培养ＬＦｓ，实验组分别采用
不同浓度（１ｎｇ／ｍＬ、５ｎｇ／ｍＬ、１０ｎｇ／ｍＬ）和不同作用时间（１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ）ＴＧＦβ１刺激ＬＦｓ，对照组无血清培养基
培养（即０ｎｇ／ｍＬ）。应用 ＲＴＰＣＲ方法检测 ＬＦｓ的 ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达。结果　与对照组比较，实验组ＬＦｓ的ＣＴＧＦ
ｍＲＮＡ水平增高（Ｐ＜０．０５），且随ＴＧＦβ１作用浓度的增加、作用时间的延长ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达逐渐上升，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＴＧＦβ１能刺激肺成纤维细胞中 ＣＴＧＦ基因表达，并且以剂量和时间依赖方式上调
ＣＴＧＦ基因表达。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（１）：３６－３９］
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　　近年来，随着超低出生体重儿的增加，早产儿慢
性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｌｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ，ＣＬＤ）的发生亦在逐
年上升［１］。该病死亡率高，即使幸存也需长时间依

赖氧气，生后反复发生肺内感染，与日后儿童哮喘发

生密切相关，严重者伴有神经发育异常，甚至发生脑

瘫［２］。尽管 ＣＬＤ发病机制尚未完全清楚，但肺间质
纤维化的最终病理结局已被公认。目前大量研究已

表明，转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）与肺纤维化发生
密切相关。但由于 ＴＧＦβ１作用的靶细胞种类繁

多，生物学效应复杂，单纯阻断其表达尽管可达到抗

纤维化的目的，但其他不良后果也难以避免，如生长

失控、免疫失调及严重感染等。尽管理论上阐明结

缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＣＴＧＦ）是ＴＧＦβ１促纤维化作用的一个重要的下游
因子，但在 ＣＬＤ发病中的作用尚未被直接证实。因
此，本研究在以往研究基础上［３４］，以早产儿 ＣＬＤ肺
纤维化发生的效应细胞———肺成纤维细胞（ｌｕｎｇｆｉ
ｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＬＦｓ）为对象，研究 ＴＧＦβ１影响其 ＣＴＧＦ
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ｍＲＮＡ表达作用，从而为探索 ＣＬＤ新的治疗途径奠
定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
Ｗｉｓｔａｒ大鼠由中国医科大学盛京医院实验动物

中心提供。重组人 ＴＧＦβ１购自英国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公
司。ＲＴＰＣＲ试剂盒购自 Ｔａｒａｋａ公司。抗波形蛋白
单克隆抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
１．２　细胞培养

将孕 １９ｄＷｉｓｔａｒ大鼠剖宫取出仔鼠，无菌分离
肺组织，按 Ｋｅｌｌｅｈｅｒ等［５］建立的方法分离培养 ＬＦｓ：
Ｈａｎｋ′ｓ溶液冲洗后，将其剪成 １ｍｍ３碎块，用含
０．２％胰酶的 ＤＭＥＭ培养液消化 ２５ｍｉｎ后，加入
１０％ 胎牛血清终止消化，吸出细胞悬浮液，过滤、离
心后将细胞沉淀再悬浮于含 １０％ 胎牛血清培养液
中，以后每２～３ｄ换液，贴壁细胞即为原代ＬＦｓ。待
细胞生长呈融合状态（７５～８５％）时，按 １∶３进行传
代。传代时调整细胞浓度为２．５～５×１０５／ｍＬ。本
实验用２～３代ＬＦｓ。
１．３　ＬＦｓ鉴定

分别采用形态学观察和波形蛋白检测。取２～
３代成纤维细胞，经胰酶消化后，接种于含盖玻片的
六孔板中，培养 ４～６ｈ后取出细胞爬片，冲洗、固定
后，按试剂盒的说明进行免疫细胞的化学染色。胞

浆内棕黄色颗粒沉积为阳性细胞。

１．４　实验分组
实验前 ２４ｈ将细胞培养液更换为无血清

ＤＭＥＭ。
１．４．１　观察 ＴＧＦβ１不同作用浓度的影响　　实
验组分别将１、５及１０ｎｇ／ｍＬ的 ＴＧＦβ１和对照组
０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１（无血清培养液），加入体外培养
ＬＦｓ，作用 ２４ｈ收集细胞，用于 ＲＴＰＣＲ检测。
１．４．２　观察 ＴＧＦβ１不同作用时间的影响　　实
验组将１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１加入体外培养ＬＦｓ细胞，
对照组加入 ０ｎｇ／ｍＬ（即无血清培养液），分别作
用 １２ｈ、２４ｈ、４８ｈ收集细胞，用于 ＲＴＰＣＲ检测。
１．５　ＲＴＰＣＲ测定ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达

ＣＴＧＦ引物（４９９ｂｐ），上游：５′ＣＣＴＧＡＣＣＣＡ
ＡＣＴＡＴＧＡＧＣ３′，下游：５′ＣＣＣＴＴＡＣＴＣＣＣＴＧＧＣ
ＴＴＴ３′。βａｃｔｉｎ引物（６９０ｂｐ）上游：５′ＣＡＣＣＣＴ
ＧＴＧＣＴＧＣＴＣＡＣＣＧＡＧＧＣＣ３′，下游：５′ＣＡＡＣＡＣ
ＡＧＡＴＧＡＣＴＴＧＣＧＣＴＣＡＧＧ３′。以 Ｔｒｉｚｏｌ提取细
胞总 ＲＮＡ，逆转录合成 ｃＤＮＡ，然后进行ＰＣＲ扩增。

ＰＣＲ反应条件：９４℃ ３ｍｉｎ，９４℃ ４０ｓ，５４℃ １ｍｉｎ，
７２℃ １ｍｉｎ，共 ３５个循环。取扩增产物置于２％ 琼
脂糖凝胶电泳后，溴化乙锭染色，用 Ｋｏｄａｋ１Ｄ型凝
胶成像分析系统进行电泳条带分析。以 ＣＴＧＦ与
βａｃｔｉｎ电泳带吸光度的比值表示 ＣＴＧＦｍＲＮＡ的
相对表达含量。

１．６　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行分析，所有数

据均以均值±标准差（ｘ±ｓ）表示。多组间比较采用
方差分析，两组间比较采用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　体外培养ＬＦｓ鉴定
倒置显微镜下，可见细胞呈梭形，有较长突起，

胞核呈卵圆形，位于细胞中央，呈放射状或栅栏状排

列；免疫细胞化学染色可见胞浆内波形蛋白呈棕黄

色（图１）。

　　图１　波形蛋白免疫细胞化学染色（×４００）　胞浆内棕黄
色颗粒为波形蛋白阳性表达。

２．２　ＴＧＦβ１诱导ＬＦｓＣＴＧＦｍＲＮＡ表达
２．２．１　ＴＧＦβ１不同作用浓度的影响　　用不同浓
度 ＴＧＦβ１（１、５及１０ｎｇ／ｍＬ）刺激 ＬＦｓ，作用 ２４ｈ
后，ＣＴＧＦｍＲＮＡ平均值分别为０．２９±０．０３，０．６２±
０．０９及０．８８±０．０２。与对照组（０．２６±０．０２）比较，
ＣＴＧＦｍＲＮＡ增加，且随刺激浓度加大，表达水平明
显增高，差异有统计学意义（Ｆ＝１４１．６，Ｐ＜０．０５）
（图 ２）。
２．２．２　ＴＧＦβ１不同作用时间的影响　　在实验组，
用相同浓度（１０ｎｇ／ｍＬ）刺激ＬＦｓ，作用不同时间（１２、
２４及４８ｈ），与对照组比较，ＣＴＧＦｍＲＮＡ水平明显
升高，差异有统计学意义（Ｆ＝４６８，Ｐ＜０．０５），随作
用时间延长，ＣＴＧＦｍＲＮＡ水平增加（表１，图２）。
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　　图２　ＴＧＦβ１不同作用浓度及作用时间下的 ＣＴＧＦ
ｍＲＮＡ表达　１～４泳道分别为浓度０、１、５及１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１
组，５～７泳道分别为对照组作用后１２、２４及４８ｈ，８～１０泳道分别为

１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１作用后１２、２４及４８ｈ。

　　表１　ＴＧＦβ１不同作用时间 ＬＦｓＣＴＧＦｍＲＮＡ表达
　（ｘ±ｓ）

ｎ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

对照组（０ｎｇ／ｍＬ） ４ ０．１７±０．０１ ０．１９±０．０３ ０．２０±０．０２
实验组（１０ｎｇ／ｍＬ） ４ ０．３１±０．０２ａ ０．７９±０．０４ａ，ｂ ０．９６±０．０３ａ，ｂ，ｃ

ｔ值 ７．３９ ３１．６ ４０
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与实验组１２ｈ比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与实验

组２４ｈ比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

目前高氧致早产儿肺损伤晚期肺间质纤维化的

病理变化已被大量临床和动物实验研究所证实。因

此，探索高氧致早产儿肺纤维化的发生机制及其干

预策略已成为当今的热点研究。

越来越多的研究发现，在器官纤维化和创伤愈

合中，尽管 ＴＧＦβ１是一个公认的促纤维化因子，如
刺激成纤维细胞增殖、诱导细胞外基质合成，抑制基

质金属蛋白酶的活性等等，但通过应用 ＣＴＧＦ抗体
或反义寡核苷酸等阻断 ＣＴＧＦ，可阻断 ＴＧＦβ促进
成纤维细胞增殖及分泌胶原等作用，如 Ｌａｉ等［６］报

道，小分子 ＲＮＡ干扰 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ，可抑制石棉诱
导成纤维细胞的 ＣＴＧＦ表达。上述研究表明，ＴＧＦ
β１是通过 ＣＴＧＦ来完成促纤维化作用的。因此，若
ＣＴＧＦ被证实与高氧致肺纤维化的发生有直接的关
系，那么有望为早产儿ＣＬＤ有效防治途径的重新设
计打开新的突破口。

ＣＴＧＦ是 Ｂｒａｄｈａｍ等［７］１９９１年首次于人的脐静
脉内皮细胞中发现的细胞因子，属即刻早期基因

ＣＣＮ家族成员，可由成纤维细胞、平滑肌细胞和内
皮细胞合成分泌，参与胚胎发育及分化、软骨生成、

骨骼发育等。在生理状态下，机体组织不表达或仅

有基础量的 ＣＴＧＦ分泌，但在许多纤维化性疾病如
系统性硬化症、肺纤维化、肝硬化及肾病等的病变区

域都发现有 ＣＴＧＦ基因和蛋白的异常表达［８１２］，许

多基于转基因动物的实验研究，也证实了 ＣＴＧＦ与
器官纤维化的关系［１３］。

在以往的研究中，也有一些实验报道了 ＣＴＧＦ
与高氧致肺纤维化发生有一定的关系。如本课题组

前期研究中，以高氧诱导早产鼠肺纤维化模型对研

究对象，分别应用免疫组化和 ＲＴＰＣＲ技术证实，
ＴＧＦβ１于暴露于高氧后 ７ｄ表达升高，而 ＣＴＧＦ于
１４ｄ表达升高，２１ｄ达高峰，且 ＣＴＧＦ表达水平恰
与 ＣＬＤ肺纤维化程度呈正相关，该研究结果表明，
ＴＧＦβ１先于 ＣＴＧＦ表达，ＣＴＧＦ持续高表达期恰是
肺纤维化形成的关键阶段［３４］。Ｙｏｋｏｉ等［１４］也曾报

道，ＴＧＦβ１主要在组织纤维化的早期表达，而ＣＴＧＦ
的持续表达被认为是纤维化病变缓慢进展的关键因

素，Ｃｈｅｎ等［１５］报道，将鼠仔生后暴露于高氧中，最

初 ７ｄ氧浓度＞９５％，继之更换为６０％，继续暴露３
周，结果发现，ＣＴＧＦ基因及蛋白表达于高氧暴露后
的 ７ｄ和 １４ｄ明显增高，而肺组织的胶原沉积却在
２１ｄ和２８ｄ最为明显，表明高氧暴露下，ＣＴＧＦ基因
及蛋白上调先于肺纤维化的发生。

尽管上述研究从组织学角度阐明了 ＴＧＦβ１、
ＣＴＧＦ与高氧肺纤维化的发生、发展有一定的联系，
但尚缺乏直接的实验证据。研究已证实，肺纤维化

的根源是胶原组织的沉积，而导致其异常变化的效

应细胞则为ＬＦｓ。有文献报道，在苦参碱干预人ＬＦｓ
ＴＧＦβ１信号转导途径的体外实验中，１ｎｇ／ｍＬＴＧＦ
β１即可诱导 ＣＴＧＦ的表达［１６］，Ｔｕｎｇ等［１７］也发现，

百草枯可通过激活血管紧张素信号通路诱导体外培

养人ＬＦｓＣＴＧＦ及胶原的表达。本研究以高氧肺纤
维化的效应细胞（ＬＦｓ）为研究对象，按 Ｋｅｌｌｅｈｅｒ
等［５］的方法，原代培养了孕 １９ｄ鼠仔 ＬＦｓ，分别通
过 ＴＧＦβ１不同作用浓度（１ｎｇ／ｍＬ、５ｎｇ／ｍＬ、
１０ｎｇ／ｍＬ）及不同作用时间（１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ）刺激
体外培养的成纤维细胞，结果表明，ＴＧＦβ１能够刺
激ＬＦｓ的 ＣＴＧＦ基因表达，并且以剂量和时间依赖
方式上调 ＣＴＧＦ基因表达，提示高氧首先诱导 ＴＧＦ
β１的过度表达，继之通过刺激ＬＦｓＣＴＧＦ的分泌，使
之持续表达，最终导致肺组织纤维化的形成，进一步

证实 ＣＴＧＦ可能是早产儿 ＣＬＤ肺纤维化的主要效
应因子。

综上所述，ＣＴＧＦ作为 ＴＧＦβ１的下游因子在高
氧致早产儿 ＣＬＤ肺纤维化的形成中发挥重要作用。
由于正常情况下体内 ＣＴＧＦ表达水平低，生物学作
用也相对特异，阻断 ＣＴＧＦ的致纤维化作用又不影
响 ＴＧＦβ１的其他功能，因此，ＣＴＧＦ有望成为今后
·８３·
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ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｈｕｍａｎｌｕｎｇｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ［Ｊ］．ＴｏｘｉｃｏｌＩｎＶｉｔｒｏ，
２０１０，２４（３）：８０３８０８．

（本文编辑：王　霞）
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