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郭彩霞ꎬ于洪涛ꎬ石红梅ꎬ等. ＣＯＸ￣２ 基因对人胚肺成纤维诱导的 ＭＲＣ￣５ 细胞生长及 Ｎｏｔｃｈ 信号通路的影响及其作用机制 [Ｊ].
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨抑制环氧合酶￣２(ＣＯＸ￣２)基因表达对 ＴＧＦ￣β１ 诱导的人胚肺成纤维细胞系 ＭＲＣ￣５ 活力、
胶原合成和转化及 Ｎｏｔｃｈ 信号通路的影响ꎮ 方法　 将 ＭＲＣ￣５ 细胞分为对照组、ＴＧＦ￣β１ 组、ＮＣ 组和 ＣＯＸ￣２￣ｓｉＲＮＡ
组ꎬ各组细胞处理 ４８ ｈꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＣＯＸ￣２、胶原合成相关的 ＣＯＬ￣Ⅰ和 ＣＯＬ￣Ⅲ、 ＥＭＴ 标志物 α￣ ＳＭＡ 及

Ｎｏｔｃｈ 信号通路受体 Ｎｏｔｃｈ１ 及配体 Ｊａｇｇｅｄ１ 的蛋白表达ꎻＣＣＫ８ 法检测各组细胞活力ꎮ 结果　 ＴＧＦ￣β１ 组 ＣＯＸ￣２ 的

表达显著高于对照组ꎬＣＯＸ￣２￣ｓｉＲＮＡ 组 ＣＯＸ￣２ 的表达显著低于 ＴＧＦ￣β１ 组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＮＣ 组 ＣＯＸ￣２ 的表达与 ＴＧＦ￣
β１ 组差异无统计学意义(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎻ与对照组比较ꎬＴＧＦ￣β１ 组细胞活力及 ＣＯＬ￣Ⅰ、ＣＯＬ￣Ⅲ、α￣ＳＭＡ、Ｎｏｔｃｈ１ 和

Ｊａｇｇｅｄ１ 的蛋白表达均显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ与 ＴＧＦ￣β１ 组比较ꎬＣＯＸ￣２￣ｓｉＲＮＡ 组细胞活力及 ＣＯＬ￣Ⅰ、ＣＯＬ￣Ⅲ、α￣
ＳＭＡ、Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｊａｇｇｅｄ１ 的蛋白表达均显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 抑制 ＣＯＸ￣２ 基因表达中可能通过降低ＭＲＣ￣５ 细

胞活力、抑制细胞胶原合成和转化ꎬ并下调 Ｎｏｔｃｈ 信号通路ꎬ从而对肺纤维化起保护作用ꎮ
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Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＣＯＸ￣２ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＴＧＦ￣β１￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｆｅｔａｌ ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

ＧＵＯ Ｃａｉｘｉａꎬ ＹＵ Ｈｏｎｇｔａｏꎬ ＳＨＩ Ｈｏｎｇｍｅｉꎬ ＳＨＡＮＧ Ｙｕｌｉ
(Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｃｈｅｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣２ (ＣＯＸ￣２) ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＴＧＦ￣β１￣ｉｎｄｃｕｅｄ
ｃｏｌｌａｇｅｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｆｅｔａｌ ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｈｕｍａｎ ｆｅｔａｌ ｌｕｎｇ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ＭＲＣ￣５ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｎ￣ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｒ ＣＯＸ￣２￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｉＲＮＡｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ＴＧＦ￣
β１ ｆｏｒ ４８ ｈ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＣＯＸ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＣＯＸ￣Ｉ ａｎｄ ＣＯＸ￣
ＩＩＩꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＥＭＴ ｍａｒｋｅｒ α￣ＳＭＡꎬ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｎｏｔｃｈ１ ａｎｄ ｉｔｓ
ｃｏｇｎａｔｅ ｌｉｇａｎｄ Ｊａｇｇｅｄ１. Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８ ａｓｓａｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＣＯＸ￣２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ
ｔｈｅ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ＣＯＸ￣２￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｉＲＮＡｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ＴＧＦ￣
β１￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＯＸ￣２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡｓ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ. Ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＯＸ￣Ｉꎬ ＣＯＸ￣ＩＩＩꎬ α￣ＳＭＡꎬ Ｎｏｔｃｈ１ ａｎｄ Ｊａｇｇｅｄ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ



ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｕｔ ｗｅｒｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈ ＣＯＸ￣２ ｓｉＲＮＡ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＣＯＸ￣２ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍａｙ ｐｌａｙ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅ
Ｎｏｔｃｈ ｐａｔｈｗａｙ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ＣＯＸ￣２ ｇｅｎｅꎻ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎻ ｈｕｍａｎ ｆｅｔａｌ ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ Ｎｏｔｃｈ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 肺间质纤维化(ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎬＰＦ)是由自

身免疫、生物因素、物理因素、免疫因素等多种因素

诱发的慢性肺部疾病发展至晚期的一个相同的病

理变化ꎬ该病发病机制比较复杂ꎬ目前缺乏治疗该

病的有效手段[１]ꎮ 因此ꎬ寻找治疗 ＰＦ 有效的途径

成为研究者关注的热点ꎮ 近些年研究显示ꎬ成纤维

细胞可通过自身异常增殖及转型ꎬ作用于转化生长

因子(ＴＧＦ￣β)、胰岛素样生长因子￣１( ＩＧＦ￣１)等一些

炎症和细胞因及上皮细胞ꎬ或分泌大量细胞外基质

而间接的参与 ＰＦ 的发展进程[２－３]ꎮ ＴＧＦ￣β１ 是促进

纤维化的一个最重要的细胞因子ꎬ已有多项研究显

示ꎬＰＦ 中 ＴＧＦ￣β１ 表达升高ꎬＴＧＦ￣β１ 可诱导肺成纤

维细胞(ＦＢ)的增殖和转分化[４－５]ꎮ 因此ꎬ本研究采

用 ＴＧＦ￣β１ 诱导人胚肺成纤维细胞系 ＭＲＣ￣５ 以建立

ＰＦ 的模型ꎮ 环氧合酶￣２(ＣＯＸ￣２)是一个重要的合

成前列腺素过程中的限速酶ꎬ有研究显示ꎬ在 ＰＦ 大

鼠及患者肺组织中存在 ＣＯＸ￣２ 的高表达ꎬ可能参与

ＰＦ 的发生发展[６－７]ꎬ但 ＣＯＸ￣２ 如何影响 ＰＦ 及机制

尚未明确ꎬ因此ꎬ本研究通过 ＴＧＦ￣β１ 刺激及 ＣＯＸ￣２
的 ｓｉＲＮＡ 转染人胚肺成纤维细胞 ＭＲＣ￣５ꎬ在细胞水

平上检测抑制 ＣＯＸ￣２ 表达对 ＭＲＣ￣５ 细胞活力、胶
原合成、ＥＭＴ 标志物及 Ｎｏｔｃｈ 信号通路的影响ꎬ以期

为 ＰＦ 的治疗提供新的思路ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

人胚肺成纤维细胞系 ＭＲＣ￣５ 购自美国 ＡＴＣＣꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

胎牛血清、ＤＭＥＭ 培养基、青链霉素双抗均购

自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司ꎻＴＧＦ￣β１ 购自 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司ꎻ
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 转染试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司ꎻＬＯＷＲＹ 蛋白定量试剂盒购自上海邦奕ꎻＣＯＬ￣
Ⅰ、ＣＯＬ￣Ⅲ抗体购自武汉博士德ꎻＣＯＸ￣２、平滑肌肌

动蛋白(α￣ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬ α￣ ＳＭＡ)、Ｎｏｔｃｈ１ 和

Ｊａｇｇｅｄ１ 抗体均购自美国 Ａｂａｃｍꎻ酶标仪购自美国

Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎮ

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养及转染

ＭＲＣ￣５ 细胞在含有 １０％小牛血清及青霉素和

链霉素各 １００ Ｕ / ｍＬ 的 ＤＭＥＭ 高糖培养基中ꎬ置于

５％ＣＯ２ 培养箱 ３７℃条件培养ꎬ细胞生长为贴壁ꎬ每
２ ｄ 细胞进行一次传代ꎬ实验选择生长至对数期的

细胞ꎮ 转染前接种生长至对数期的ＭＲＣ￣５ 细胞于 ６
孔培养板中用 ＤＭＥＭ(含有血清不含抗生素)培养ꎬ
并将细胞浓度调整为每毫升含 １􀆰 ０×１０５ ~ ２􀆰 ０×１０５

个细胞ꎬ细胞培养 ２４ ｈ 贴壁ꎬ弃掉旧的培养液ꎬ将细

胞分为对照组、ＴＧＦ￣β１ 组(２μｇ / Ｌ 的 ＴＧＦ￣β１ 刺激

细胞)、ＣＯＸ￣２￣ｓｉＲＮＡ 组(２μｇ / Ｌ 的 ＴＧＦ￣β１ 刺激细

胞 ４８ ｈ 后再将 ＣＯＸ￣２￣ｓｉＲＮＡ 进行瞬时转染)和 ＮＣ
组(２μｇ / Ｌ 的 ＴＧＦ￣β１ 刺激细胞 ４８ ｈ 后瞬时转染无

干扰作用的 ｓｉＲＮＡ)ꎬ转染参照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
说明ꎬ于培养箱中正常培养 ４８ ｈꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 转染后的 ＭＲＣ￣５ 细胞中 ＣＯＸ￣２ 的表达检测

参照 Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅｇｅｎｔ 试剂盒说明提取转染后培养

４８ ｈ 的各组细胞中的总 ＲＮＡꎬ参照逆转录试剂盒说

明ꎬ采用 ２０ μＬ 体系将总 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡꎬ参照

ＲＴ￣ＰＣＲ 说明ꎬ采用 ２０ μＬ 的扩增体系ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 为

内参基因ꎬ通过荧光定量 ＰＣＲ 仪对 ＣＯＸ￣２ 的表达

进行扩增ꎬ引物均有上海生工合成ꎬ序列如下:ＣＯＸ￣
２ Ｆ ５′￣ＧＴＣＴＧＡＴＧＡＴＧＴＡＴＧＣＣＡＣＡＡＴＣＴＧ￣３′ꎬＲ ５′￣
ＧＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＴＡＧＡＧＧＧＴＧＴＴＡＡＡ￣３′ꎻ 扩 增 片 段

２７６ ｂｐꎮ β￣ａｃｔｉｎ Ｆ ５′￣ＡＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧ
ＡＡＡＡＧ￣３′ꎬ Ｒ ５′￣ＴＣＡＴＧＡＧＧＴＡＧＴＣＴＧＴＣＡＧＧＴ￣３′ꎮ
扩增片段为 ２４１ ｂｐꎮ ＰＣＲ 反应条件为 ９４℃预变性 ４
ｍｉｎꎬ９４℃变性 ３０ ｓꎬ６０℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸 ６０ ｓꎬ３０
个循环ꎬ最后 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ４℃保存ꎮ ＣＯＸ￣２ 相

对表达量根据 ＲＴ￣ＰＣＲ 所得 Ｃｔ 均值通过 ２－△△Ｃｔ计

算获得ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 蛋白质印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ)

将 １ ｍＬ 的 ＲＩＰＡ(含有 １０％的 ＰＭＳＦ)蛋白裂解

液加入转染后培养 ４８ ｈ 的细胞ꎬ置于冰上裂解反应

３０ ｍｉｎꎬ离心ꎬ收集蛋白ꎬＬｏｗｒｙ 法对蛋白含量进行检

测ꎬ每孔道取上样蛋白 ５０ μｇ 进行电泳ꎬ电泳后半干
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法转凝胶至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ转好的 ＰＶＤＦ 膜于 ５０ ｇ / Ｌ 的

脱脂奶粉封闭液中封闭 ２ ｈꎬ洗膜ꎬ加入适当稀释比

例的一抗 ４℃ 过夜ꎬ ＣＯＸ￣２、 ＣＯＬ￣Ⅰ、 ＣＯＬ￣Ⅲ、 α￣
ＳＭＡ、Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｊａｇｇｅｄ１ 皆按照 １ ∶５００ 稀释ꎬβ￣ａｃｔｉｎ
为 １ ∶１０００ 稀释ꎬ洗膜后加入二抗ꎬ室温条件孵育二

抗 １ ｈꎬＥＣＬ 试剂显色ꎬ置于暗室中显影定影ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 各组细胞活力检测

收集转染后培养 ４８ ｈ 的细胞ꎬ避光条件下加

ＭＴＴ 溶液 １０ μＬ 于每孔中ꎬ５％ＣＯ２ 培养箱 ３７℃条件

培养 ４ ｈꎬ培养至时间后弃掉上清液ꎬ加入 ＤＭＳＯ 溶

液 １５０ μＬ 于每孔中ꎬ混合均匀后震荡 １０ ｍｉｎꎬ放入

酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波长测定各组细胞各个孔的吸光

度值(ＯＤ 值)ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

所有实验数据采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行分析ꎬ
计量资料用平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组差异比

较采用单因素方差分析ꎬ两两比较采用 ＳＮＫ￣ｑ 检

验ꎬ以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＭＲＣ￣５ 细胞中 ＣＯＸ￣２ 的

表达

ＴＧＦ￣β１ 刺激 ＭＲＣ￣５ 细胞 ４８ ｈ 后ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＣＯＸ￣２ 在 ＭＲＣ￣５ 细胞的表达ꎬ结果如

图 １ 所示ꎬＣｏｎｔｒｏｌ 组、ＴＧＦ￣β１ 组、ＮＣ 组和 ＣＯＸ￣２￣
ｓｉＲＮＡ 组 ＣＯＸ￣２ 的 蛋 白 表 达 分 别 为 ( ０􀆰 ０５２ ±
０􀆰 ０１０)、(０􀆰 ４６７±０􀆰 ０４８)、(０􀆰 ４８３±０􀆰 ０４６)、(０􀆰 １５３±
０􀆰 ０１７)ꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、 ＴＧＦ￣β１ 组、 ＮＣ 组和 ＣＯＸ￣２￣
ｓｉＲＮＡ 组 ＣＯＸ￣２ 的蛋白表达比较差异具有统计学

意义(Ｆ＝ １１９􀆰 ７６３ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎬＴＧＦ￣β１ 组 ＣＯＸ￣２ 的表

达显著高于对照组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＮＣ 组 ＣＯＸ￣２ 的表达

与 ＴＧＦ￣β１ 组差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬＣＯＸ￣２￣
ｓｉＲＮＡ 组 ＣＯＸ￣２ 的表达显著低于 ＴＧＦ￣β１ 组 (Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２　 抑制 ＣＯＸ￣２ 表达对 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＭＲＣ￣５
细胞活力的影响

ＣＣＫ８ 法检测各组细胞活力结果如图 ２ 所示ꎬ
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＴＧＦ￣β１ 组、ＮＣ 组和 ＣＯＸ￣２￣ｓｉＲＮＡ 组 ＯＤ
值分别为(０􀆰 ３２７±０􀆰 ０２８)、(０􀆰 ６６９±０􀆰 ０５３)、(０􀆰 ６５３
±０􀆰 ０５６)、(０􀆰 ４３１±０􀆰 ０４１)ꎬ４ 组 ＯＤ 值比较差异具有

统计学意义(Ｆ ＝ ４０􀆰 ４５７ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎬ与对照组比较ꎬ
ＴＧＦ￣β１ 组 ＯＤ 值显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ与 ＴＧＦ￣β１ 组

比较ꎬＣＯＸ￣２￣ｓｉＲＮＡ 组 ＯＤ 值显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

注:Ａ:各组细胞中 ＣＯＸ￣２ 的蛋白表达ꎻＢ:ＣＯＸ￣２ 的蛋白相对

表达ꎻ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎬ∗ Ｐ < ０􀆰 ０５ꎻ与 ＴＧＦ￣β１ 组比较ꎬ＃ Ｐ
<０􀆰 ０５ꎮ

图 １　 ＣＯＸ￣２ 在 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＭＲＣ￣５ 细胞中的表达

Ｎｏｔｅ. Ａ: ＣＯＸ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ＣＯＸ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗ Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＣＯＸ￣２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＭＲＣ￣５ ｃｅｌｌｓ
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ＴＧＦ￣β１

注:与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ＴＧＦ￣β１ 组比较ꎬ＃Ｐ
<０􀆰 ０５ꎮ

图 ２　 抑制 ＣＯＸ￣２ 表达对 ＴＧＦ￣β１
诱导的 ＭＲＣ￣５ 细胞活力的影响

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗ Ｐ < ０􀆰 ０５.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＣＯＸ￣２
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ＴＧＦ￣β１￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＲＣ￣５ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ３　 抑制 ＣＯＸ￣２ 表达对 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＭＲＣ￣５
细胞胶原合成的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＣＯＬ￣Ⅰ和 ＣＯＬ￣Ⅲ的蛋白
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表达ꎬ结果如图 ３ 所示ꎬＣｏｎｔｒｏｌ 组、ＴＧＦ￣β１ 组、ＮＣ
组和 ＣＯＸ￣２￣ｓｉＲＮＡ 组 ＣＯＬ￣Ⅰ的蛋白表达分别为

(０􀆰 ０８３±０􀆰 ００８)、(０􀆰 ４０５±０􀆰 ０３９)、(０􀆰 ４１３±０􀆰 ０３６)、
(０􀆰 １８２±０􀆰 ０２１)ꎬＣＯＬ￣Ⅲ的蛋白达分别为(０􀆰 ０７８±
０􀆰 ００７)、(０􀆰 ２９７±０􀆰 ０３２)、(０􀆰 ２８２±０􀆰 ０３４)、(０􀆰 １５３±
０􀆰 ０１６)ꎬ４ 组 ＣＯＬ￣Ⅰ、ＣＯＬ￣Ⅲ的蛋白表达比较差异

具有统计学意义 ( Ｆ１ ＝ ９７􀆰 ９９５ꎬ Ｆ２ ＝ ５３􀆰 ４４２ꎬ Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ与对照组比较ꎬＴＧＦ￣β１ 组 ＣＯＬ￣Ⅰ和 ＣＯＬ￣Ⅲ
的表达均显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ与 ＴＧＦ￣β１ 组比较ꎬ
ＣＯＸ￣２￣ｓｉＲＮＡ 组 ＣＯＬ￣Ⅰ和 ＣＯＬ￣Ⅲ的表达均显著降

低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

注:Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＣＯＬ￣Ⅰ和 ＣＯＬ￣Ⅲ的蛋白表达ꎻＢ:

ＣＯＬ￣Ⅰ和 ＣＯＬ￣Ⅲ的蛋白相对表达量ꎻ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎬ∗Ｐ<

０􀆰 ０５ꎻ与 ＴＧＦ￣β１ 组比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ３　 抑制 ＣＯＸ￣２ 表达对 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＭＲＣ￣５
细胞胶原合成的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＣＯＬ￣Ｉ ａｎｄ ＣＯＬ￣ＩＩＩ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｂ: Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＯＬ￣Ｉ

ａｎｄ ＣＯＬ￣ＩＩＩ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＣＯＸ￣２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｎ ｔｈｅ ＴＧＦ￣β１￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ

ｃｏｌｌａｇｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ＭＲＣ￣５ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ４　 抑制 ＣＯＸ￣２ 表达对 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＭＲＣ￣５
细胞 ＥＭＴ 标志物表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测抑制 ＣＯＸ￣２ 表达对 ＴＧＦ￣
β１ 诱导的 ＭＲＣ￣５ 细胞 ＥＭＴ 标志物 α￣ＳＭＡ 的影响ꎬ

结果如图 ４ 所示ꎬＣｏｎｔｒｏｌ 组、ＴＧＦ￣β１ 组、ＮＣ 组和

ＣＯＸ￣２￣ｓｉＲＮＡ 组 α￣ＳＭＡ 的蛋白表达分别为(０􀆰 ０９１±
０􀆰 ０１０)、(０􀆰 ２２３±０􀆰 ０２６)、(０􀆰 ２２８±０􀆰 ０２８)、(０􀆰 ０９６±
０􀆰 ０１０)ꎬ４ 组 α￣ＳＭＡ 的蛋白表达比较差异具有统计

学意义(Ｆ＝ ４２􀆰 ０４６ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎬ与对照组比较ꎬＴＧＦ￣
β１ 组 α￣ＳＭＡ 的表达显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ与 ＴＧＦ￣
β１ 组比较ꎬＣＯＸ￣２￣ｓｉＲＮＡ 组 α￣ＳＭＡ 的表达显著降

低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

注:Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 α￣ＳＭＡ 的蛋白表达ꎻＢ:α￣ＳＭＡ 的蛋

白相对表达量ꎻ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎬ∗ Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ＴＧＦ￣β１ 组比

较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ４　 抑制 ＣＯＸ￣２ 表达对 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＭＲＣ￣５
细胞 ＥＭＴ 标志物表达的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ α￣ＳＭＡ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＭＲＣ￣５ ｃｅｌｌｓ. Ｂ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ α￣ＳＭＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗ Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＣＯＸ￣２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｎ ｔｈｅ ＴＧＦ￣β１￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＭＴ

ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ＭＲＣ￣５ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ５　 抑制 ＣＯＸ￣２ 表达对 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＭＲＣ￣５
细胞 Ｎｏｔｃｈ 信号通路的影响

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 Ｎｏｔｃｈ 信号通路受体

Ｎｏｔｃｈ１ 和配体 Ｊａｇｇｅｄ１ 的蛋白表达ꎬ结果如图 ５ 所

示ꎬＣｏｎｔｒｏｌ 组、ＴＧＦ￣β１ 组、ＮＣ 组和 ＣＯＸ￣２￣ｓｉＲＮＡ 组

Ｎｏｔｃｈ１ 的蛋白表达分别为(０􀆰 １０２±０􀆰 ０１０)、(０􀆰 ８２６±
０􀆰 ０６９)、(０􀆰 ８１０±０􀆰 ０６５)、(０􀆰 ２５７±０􀆰 ０３２)ꎬＪａｇｇｅｄ１
的蛋 白 表 达 分 别 为 ( ０􀆰 ０７５ ± ０􀆰 ００８ )、 ( ０􀆰 ２５９ ±
０􀆰 ０３１)、(０􀆰 ２６２ ± ０􀆰 ０３４)、(０􀆰 １０９ ± ０􀆰 ０１７)ꎬ４ 组的

Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１ 的蛋白表达比较差异具有统计学意

７５中国比较医学杂志 ２０１９ 年 ３ 月第 ２９ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１９ꎬＶｏｌ. ２９ꎬＮｏ. ３



义(Ｆ１ ＝ １６６􀆰 １０２ꎬＦ２ ＝ ４６􀆰 ９２３ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎬ与对照组

比较ꎬＴＧＦ￣β１ 组 Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｊａｇｇｅｄ１ 的表达均显著升

高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ与 ＴＧＦ￣β１ 组比较ꎬＣＯＸ￣２￣ｓｉＲＮＡ 组

Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｊａｇｇｅｄ１ 的表达均显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

注:Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｊａｇｇｅｄ１ 的蛋白表达ꎻ
Ｂ:Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｊａｇｇｅｄ１ 的蛋白相对表达量ꎻ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ＴＧＦ￣β１ 组比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ５　 抑制 ＣＯＸ￣２ 表达对 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＭＲＣ￣５
细胞 Ｎｏｔｃｈ 信号通路的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ Ｎｏｔｃｈ１ ａｎｄ
Ｊａｇｇｅｄ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｂ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１

ａｎｄ Ｊａｇｇｅｄ１ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗ Ｐ <

０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＣＯＸ￣２
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ Ｎｏｔｃｈ ｐａｔｈｗａｙ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ

ＭＲＣ￣５ ｃｅｌｌｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ＴＧＦ￣β１

３　 讨论

ＰＦ 是常见的一种肺间质疾病ꎬ目前尚缺乏治疗

该病的有效方法ꎬ已有研究表明肺 ＦＢ 的增殖、分
化、活化是影响 ＰＦ 的中心事件[９]ꎮ ＦＢ 的增殖或凋

亡不足是形成 ＰＦ 的一个重要环节ꎬ降低 ＦＢ 的增殖

和活化ꎬ诱导其凋亡可有效的降低 ＰＦ[１０]ꎮ 目前 ＰＦ
的病因及发病机制尚未清楚ꎬ但可以明确的是多种

细胞因子影响了 ＰＦ 的发生发展ꎬＴＧＦ￣β 在这些细

胞因子中尤为重要ꎬＴＧＦ￣β 可促使 ＦＢ 表型向肌 ＦＢ
表型转化ꎬ而肌 ＦＢ 内的 α￣ＳＭＡ 与组织器官收缩存

在密切联系ꎬ且分泌 ＥＣＭꎬ从而在 ＰＦ 发病机制中发

挥重要作用[１１－１２]ꎮ 目前ꎬ已有大量研究表明 ＴＧＦ￣
β１ 可通过刺激 ＦＢ 细胞的增殖、胶原合成、分化等ꎬ
从而引起 ＰＦ 的发生发展[１３－１４]ꎮ ＣＯＸ￣２ 是一个重要

的在合成前列腺素过程中的限速酶ꎬ目前在 ＰＦ 中

的研究较少ꎬ有研究显示ꎬ在肺纤维化大鼠及患者

肺组织中存在 ＣＯＸ￣２ 的高表达ꎬＣＯＸ￣２ 的抑制剂可

降低肺泡早期炎症[１５－１６]ꎻ抑制肺组织中 ＣＯＸ￣２ 表达

可对大鼠肺损伤起到保护作用[１７]ꎮ 目前关于 ＣＯＸ￣
２ 对 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＦＢ 生长影响尚未明确ꎮ

鉴于此ꎬ本研究试图在细胞水平上研究抑制

ＣＯＸ￣２ 表达对 ＭＲＣ￣５ 细胞影响ꎬ通过 ＴＧＦ￣β１ 刺激

及 ＣＯＸ￣２ 的 ｓｉＲＮＡ 转染 ＭＲＣ￣５ꎬ可发现 ＴＧＦ￣β１ 刺

激可明显提升 ＭＲＣ￣５ 细胞活力ꎬ而抑制 ＣＯＸ￣２ 后

细胞活力明显降低ꎮ 提示 ＣＯＸ￣２ 可影响 ＴＧＦ￣β１ 诱

导的 ＭＲＣ￣５ 细生长ꎮ
在 ＰＦ 时可形成大量胶原纤维ꎬ在 ＰＦ 时肺内的

胶原蛋白代谢失衡ꎬ肺间质可沉积大量的胶原纤

维ꎬ随着数量增多最终可导致肺发生弥漫性纤维

化[１８－１９]ꎮ ＣＯＬ￣Ⅰ和 ＣＯＬ￣Ⅲ是胶原纤维主要生化成

分ꎬ有研究显示ꎬ在 ＰＦ 时 ＣＯＬ￣Ⅰ和 ＣＯＬ￣Ⅲ的表达

均明显增多[２０]ꎮ 在 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＰＦ 中ꎬα￣ＳＭＡ、
波形蛋白、Ｎ￣钙黏蛋白等间质表型标志物表达升

高ꎬ因此选择 α￣ＳＭＡ 作为评定 ＴＧＦ￣β１ 诱导的上皮

间充质转化的机制[２１]ꎮ 本研究结果显示ꎬＴＧＦ￣β１
刺激可上调 ＣＯＬ￣Ⅰ、ＣＯＬ￣Ⅲ、α￣ＳＭＡ 表达ꎬ而 ＣＯＸ￣
２￣ｓｉＲＮＡ 可抑制其表达ꎮ 这提示抑制 ＣＯＸ￣２ 表达可

通过下调 ＣＯＬ￣Ⅰ、ＣＯＬ￣Ⅲ、α￣ＳＭＡ 表达降低 ＰＦ 的

胶原合成及转化ꎮ
多项研究表明ꎬＮｏｔｃｈ 信号通路在 ＰＦ 中发挥重

要作用ꎬ尤其在 ＦＢ 向肌 ＦＢ 转化中尤为重要[２２]ꎮ
有研究显示ꎬＮｏｔｃｈ 信号通路受体 Ｎｏｔｃｈ１ 和配体

Ｊａｇｇｅｄ１ 在 ＴＧＦ￣β１ 刺激 ＦＢ 细胞中表达升高ꎬ阻断

Ｎｏｔｃｈ 信号通路后 Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｊａｇｇｅｄ１ 的表达均明显

降低[２３－２４]ꎮ 本研究结果显示ꎬＴＧＦ￣β１ 刺激可上调

ＭＲＣ￣５ 细 胞 Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｊａｇｇｅｄ１ 的 表 达ꎬ ＣＯＸ￣２￣
ｓｉＲＮＡ 可降低 ＭＲＣ￣５ 细胞 Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｊａｇｇｅｄ１ 的表

达ꎮ 提示 ＣＯＸ￣２ 可能通过抑制 Ｎｏｔｃｈ 信号通路降低

ＰＦ 发生发展ꎮ
综上所述ꎬ本研究发现抑制 ＣＯＸ￣２ 基因表达可

能通过降低人胚肺成纤维细胞系 ＭＲＣ￣５ 细胞活力、
抑制胶原合成和转化及下调 Ｎｏｔｃｈ 信号通路ꎬ从而

对肺纤维化起保护作用ꎮ 本研究提示 ＣＯＸ￣２ 可能

是一个反映纤维化程度的新型指标ꎬ可能成为新的

８５ 中国比较医学杂志 ２０１９ 年 ３ 月第 ２９ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１９ꎬＶｏｌ. ２９ꎬＮｏ. ３



用于抗肺纤维化的分子治疗靶点ꎮ 值得进一步深

入探究ꎮ
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