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　 　 【摘要】 　 目的　 研究 N-乙酰基-丝氨酰-天门冬酰-赖氨酰-脯氨酰(N-acetyl-seranyl-aspartate-lysyl-proline, Ac-
SDKP)通过调节含 YEATS 结构域蛋白 4(YEATS domain containing protein 4, YEATS4)从而抑制矽肺纤维化的作用

及其机制。 方法　 RAW264. 7 细胞分为 siRNA 阴性对照组( siRNA-Control, siC)、siRNA-YEATS4 组( siY)、SiO2 +
siRNA 阴性对照组(S+siC)和 SiO2 +siRNA-YEATS4 组(S+siY);以及对照组(Control, C)、SiO2 诱导组(SiO2, S)、
SiO2+Ac-SDKP 处理组(SiO2+Ac-SDKP, S+Ac)和 Ac-SDKP 处理组(Ac)。 Wistar 大鼠分为对照 24 周组(Control 24
week, C24)、矽肺 24 周组(Silicosis 24 week, S24)和 Ac-SDKP 治疗组(Ac-SDKP treatment 24 week, Ac24)。 免疫印

迹法(Western blot)检测 I 型胶原(Collagen type I, COL I)、巨噬细胞趋化蛋白-1(Monocyte chemoattractant protein-1,
MCP-1)、精氨酸酶-1(Arginase-1)和 YEATS4 的表达。 免疫组织化学染色法( Immunohistochemical staining, IHC)检
测 YEATS4 在肺组织中的定位及表达。 结果　 Western blot 结果显示,在 RAW264. 7 细胞中,分别与 siC、S+siC 组比

较,siY 组、S+siY 组 COL I、MCP-1、Arginase-1 表达均明显降低(P<0. 05);与 C 组比较,S 组 COL I、MCP-1、Arginase-
1 和 YEATS4 高表达;与 S 组比较,S+Ac 组中 COL I、MCP-1、Arginase-1 和 YEATS4 表达降低(P<0. 05)。 IHC 及

Western blot 结果显示,与 C24 组大鼠比较,S24 组中 COL I、MCP-1、Arginase-1 和 YEATS4 表达上调;与 S24 组比较,
Ac24 组中 COL I、MCP-1、Arginase-1 和 YEATS4 表达降低(P<0. 05)。 结论　 Ac-SDKP 可能通过抑制 YEATS4 发挥

抗矽肺纤维化的作用。
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　 　 【Abstract】　 Objective 　 To investigate the anti-effects of N-acetyl-seranyl-aspartate-lysyl-proline (Ac-SDKP) on
experimental silicosis by regulating YEATS domain-containing protein 4 (YEATS4). Methods 　 RAW264. 7 cells were



divided into a siRNA-negative control (NC) group (siC), siRNA-YEATS4 group (siY), silicon dioxide (SiO2) + siRNA-
NC group (S+siC), and SiO2 + siRNA-YEATS4 group (S+siY). In addition, there was a control group (C), SiO2 -
induced group (S), SiO2+ Ac-SDKP treatment group (S+Ac), and AC-SDKP treatment group (Ac). Wistar rats were
randomly divided into a control 24-week group (C24), silicosis 24-week group (S24), and Ac-SDKP treatment 24-week
group (Ac24). Expression of collagen type I (COL I), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), arginase 1, and
YEATS4 were measured by western blotting in lung tissue and RAW264. 7 cells. Immunohistochemical staining was used to
detect YEATS4 expression and localization in lung tissue and RAW264. 7 cells. Results 　 Western blot showed down-
regulated protein expression levels of COL I, MCP-1, and arginase 1 in the siY and S+siY groups compared with the siC
and S+siC groups (P< 0. 05). Compared with the C group, the levels of COL I, MCP-1, arginase, and YEATS4 were
increased in the S group. In addition, the levels of COL I, MCP-1, arginase 1, and YEATS4 were reduced in the S+Ac
group compared with the Sgroup in RAW264. 7 cells (P< 0. 05). Immunohistochemistry and Western blot showed that
expression of COL I, MCP-1, arginase-1, and YEATS4 was up-regulated in the S24 group compared with the C24 group.
Expression of COL I, MCP-1, arginase-1, and YEATS4 in the Ac24 group was decreased compared with S24 silicosis rats
(P< 0. 05). Conclusions　 Ac-SDKP may play a suppressing role in silicosis by inhibiting YEATS4.

【Keywords】　 silicosis; YEATS4; RAW264. 7; Ac-SDKP

　 　 矽肺纤维化主要是由于长期吸入游离二氧化

硅(SiO2)粉尘引起的,以矽结节形成和弥漫性肺间

质纤维化为主要病理变化的一种职业性肺病,发生

机制尚未完全阐明[1]。 课题组前期通过高通量转

录组测序技术,发现含 YEATS ( Yaf9、 ENL、AF9、
SAS5、 TAF14 ) 结 构 域 蛋 白 4 ( YEATS domain
containing protein 4, YEATS4)可能是实验性矽肺模

型进展的重要靶基因[2]。 YEATS4 是一种高度保守

的,具有 YEATS 家族结构域的核蛋白[3]。 作为转录

激活因子, YEATS4 参与了多种肿瘤的发生发

展[4-5]。 课题组多年来对 N-乙酰基-丝氨酰-天门冬

酰-赖氨酰-脯氨酰 ( N-acetyl-seranyl-aspartate-lysyl-
proline, Ac-SDKP)的抗矽肺纤维化作用机制进行了

系列研究[6-7]。 因此,本研究拟观察 Ac-SDKP 能否

通过对 YEATS4 的调节,从而抑制巨噬细胞活化,发
挥拮抗矽肺纤维化的作用。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级 3 周龄 30 只雄性 Wistar 大鼠(180±10)
g 购自北京维通利华动物技术有限公司[SCXY(京)
2016-0008]。 于华北理工大学医学实验中心洁净

级动物房饲养[SYXK(冀)2020-0007], 室温(22±
2)℃,相对湿度 40%~60%,自由饮水、进食,分笼喂

养。 所 有 操 作 均 符 合 实 验 动 物 伦 理 学 要 求

(LX2019035),并按照实验动物使用的 3R 原则给予

人道的关怀。
1. 1. 2　 实验细胞

小鼠单核巨噬细胞 RAW264. 7(中国科学院上

海细胞库)。
1. 2　 主要试剂与仪器

动式染尘控制系统(天津开发区合普工贸有限

公司);兔抗 I 型胶原(Collagen type I,COLI) (美国

Abcom 公司);鼠抗 YEATS4(美国 Santa Cruz);鼠抗

精氨酸酶-1(Arginase-1)(美国 BD 公司);兔抗单核

细胞趋化蛋白-1(Monocyte chemoattractant protein-1,
MCP-1)(美国 Affinity 公司);α-微管蛋白(Tubulin
alpha, Tublin α) (美国 Affinity 公司);二氧化硅

(silicon dioxide,SiO2)(美国 Sigma 公司);DMEM 培

养基(以色列 BI 公司);Ac-SDKP(瑞士 Bachem AG
公司);PV6000 通用型两步法免疫组化试剂(北京

中杉公司);二抗山羊抗兔,抗鼠 IgG(美国 KPL 公

司);ECL 显色试剂盒(美国 GE 公司);苏木精染色

液(珠海贝索公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组

采用 HOPE-MED8050 动式染尘控制系统制备

矽肺大鼠模型[2]。 实验动物分组:①对照 24 周组

(Control 24 week, C24):吸入纯净气至 16 周后,腹
腔埋入含有生理盐水的微量缓释胶囊;②矽肺 24 周

组(silicosis 24 week, S24):动式染尘以 (50 ± 10)
μg / m3 的浓度 h / d,染尘至 16 周后,腹腔内埋入含

有生理盐水的微量缓释胶囊;③Ac-SDKP 治疗组

(Ac-SDKP treatment 24 week, Ac24):动式染尘至

16 周后,在大鼠腹腔内埋入含有 Ac-SDKP[800 μg /
(kg·d)]的微量缓释胶囊,均于 24 周处理动物。 取

右肺下叶组织置于 4%多聚甲醛中固定,常规石蜡
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包埋,4 μm 连续切片。 取左肺下叶组织于液氮中速

冻后保存于-80℃,用于 Western blot 测定。
1. 3. 2　 细胞培养和处理

小鼠巨噬细胞 RAW264. 7 在 37℃含 5%CO2 的

培养箱中用 Ham’s F-12 K 营养培养基培养,实验分

组 1 为:①对照组(Control, C):无血清培养基培养;
②SiO2 诱导组(SiO2, S):无血清培养条件下,给予

含 200 μg / mL SiO2的培养基诱导 24 h。 ③SiO2+Ac-
SDKP 处理组(S+Ac):无血清培养条件下,给予 10-8

mol / L Ac-SDKP 诱导 1 h,再加入终浓度为 200 μg /
mL SiO2 的培养基诱导 24 h。 实验分组 2 为:①
siRNA 阴性对照组( siRNA control, siC):无血清培

养条件下,先转染 50 nmol siC 5 h,再更换培养基培

养 24 h;②siRNA-YEATS4 组( siY):无血清培养条

件下,先转染 50 nmol siY,再更换培养基培养 24 h;
③SiO2+ siRNA-NC 组(S+siC):无血清培养条件下,
先转染 50 nmol siC 5 h,再更换为终浓度为 200 μg /
mL SiO2 培养基培养 24 h;④SiO2 +siRNA-YEATS4
组(S+siY):无血清培养条件下,先转染 50 nmol siY
5 h,再更换为终浓度为 200 μg / mL SiO2培养基培养

24 h。 沉默序列如下,siY-1:5′-CGATGAAATGATAT
TTCAA-3′; siY-2:5′-CGTTAAGAGTCGTCACTAA-3′;
siY-3:5′-CAGTTTAAGTTACATGAAA-3′。
1. 2. 3 　 免 疫 组 织 ( 细 胞 ) 化 学 染 色

(Immunohistochemical staining, IHC)
常规脱蜡至水,高压修复,3%的 H2O2 封闭内源

性过氧化物酶。 孵育抗体 YEATS4 于 4℃过夜。 次

日,用二抗 37℃孵育 30 min,DAB 显色,镜下控制,常
规复染,脱水透明,中性树脂封片,显微镜扫描[8]。
1. 2. 4　 Western blot

提取蛋白,BCA 试剂盒测定蛋白浓度,取 10 ~
20 μg 蛋白于 10%聚丙烯酰胺凝胶电泳,电转至

PVDF 膜上,与一抗 COL I、 MCP-1、 Arginase-1 和

YEATS4 在 4℃孵育过夜,用山羊抗兔或抗小鼠二抗

(1 ∶5000,KPL)孵育 30 min。 使用 ECL 发光试剂于

ECLTM蛋白检测系统检测信号,使用 Image Pro Plus
6. 0 软件测量平均光密度(OD)。 Tubulin α 表达水

平作为内参照。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 20. 0 软件进行统计学分析。 数据以

平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示。 采用独立样本 t 检验

或单因素方差分析评估组间差异,进一步两两比较

采用 SNK-q 检验。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1 　 沉 默 YEATS4 可 抑 制 SiO2 诱 导 的

RAW264. 7 活化

图 1　 YEATS4 沉默序列筛选

Figure 1　 YEATS4 silencing sequence screening

表 1　 YEATS4 沉默序列筛选
Table 1　 YEATS4 silencing sequence screening

组别
Groups

含 YEATS 结构域蛋白 4
YEATS4

siRNA 阴性对照组
siC 0. 66±0. 06

siRNA-YEATS4-1 组
siY-1 0. 42±0. 07a

siRNA-YEATS4-2 组
siY-2 0. 49±0. 12a

siRNA-YEATS4-3 组
siY-3 0. 28±0. 08a

F 值
F value 10. 03

注:与 siC 组比较,aP<0. 05。
Note. Compared with siC group, aP<0. 05.

如图 1、表 1 所示,Western blot 结果显示,与 siC
组比较, siY-3 明显减弱了 YEATS4 的表达 ( P <
0. 05)。 如图 2、表 2 所示,与 siC 组比较,沉默

YEATS4 后,COL I、MCP-1、Arginase-1 表达明显降

低,差异均具有统计学意义(P<0. 05)。 给予 SiO2

刺激 的 同 时 沉 默 YEATS4 后, COL I、 MCP-1、
Arginase-1 表达也明显降低(表 3),差异均具有统计

学意义(P<0. 05)。
2. 2　 Ac-SDKP 对 SiO2 诱导的 RAW264. 7 细胞中

YEATS4 表达的调节作用

免疫细胞化学染色结果显示,与对照组比较,
SiO2 刺激组中 YEATS4 高表达;与 SiO2 刺激组比

较, Ac-SDKP 处理组中,YEATS4 阳性表达明显降

低(图 3)。 如图 4、表 4 所示,与对照组比较,SiO2

刺激组中 COL I、MCP-1、Arginase-1 和 YEATS4 蛋白

表达均升高,差异均具有统计学意义(P<0. 05);与
SiO2 刺激组比较, Ac-SDKP 处理组中,COL I、MCP-
1、Arginase-1 和 YEATS4 蛋白表达均降低,差异均具

有统计学意义(P<0. 05)。
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图 2　 COL I、MCP-1、Arginase-1 蛋白在沉默
YEATS4 的 RAW264. 7 中的表达

Figure 2　 The levels of COL I, MCP-1 and Arginase-1 in
RAW264. 7 regulated by silencing YEATS4

表 2　 COL I、MCP-1、Arginase-1 蛋白在沉默
YEATS4 的 RAW264. 7 中的表达

Table 2　 The levels of COL I, MCP-1 and Arginase-1 in
RAW264. 7 regulated by silencing YEATS4

组别
Groups

I 型胶原
COL I

巨噬细胞趋化
蛋白-1 MCP-1

精氨酸酶-1
Arginase-1

siRNA 阴性对照组 siC 0. 52±0. 04 0. 59±0. 03 0. 58±0. 01
siRNA-YEATS4 组 siY 0. 08±0. 04a 0. 20±0. 06a 0. 45±0. 06a

T 值 T value 13. 05 9. 50 3. 37
注:与 siRNA-NC 比较,aP<0. 05。
Note. Compared with siRNA-NC group, aP<0. 05.

表 3　 COL I、MCP-1、Arginase-1 蛋白在 SiO2 诱导的沉默
YEATS4 的 RAW264. 7 中的表达

Table 3　 The levels of COL I, MCP-1 and Arginase-1 in
silica-treated RAW264. 7 regulated by siRNA-YEATS4

组别
Groups

I 型胶原
COLI

巨噬细胞趋化
蛋白-1
MCP-1

精氨酸
酶-1

Arginase-1
SiO2+siRNA 阴性

对照组 S+siC
0. 61±0. 06 0. 71±0. 05 0. 63±0. 05

SiO2+siRNA-
YEATS4 组 S+siY

0. 22±0. 00a 0. 36±0. 06a 0. 41±0. 06a

T 值 T value 11. 64 8. 18 5. 19
注:与 S+siC 组比较,aP<0. 05。
Note. Compared with S+siC group, aP<0. 05.

图 3　 Ac-SDKP 对 SiO2 诱导的 RAW264. 7 细胞中
YEATS4 表达的调节作用

Figure 3　 Ac-SDKP inhibits the high-expression of
YEATS4 in RAW264. 7 cells induced by silica

2. 3 　 Ac-SDKP 对实验性矽肺大鼠肺组织中

YEATS4 的表达的调节作用

IHC 结果显示,与 C24 周组比较,S24 周组中

YEATS4 阳性表达主要定位于矽结节中的巨噬细

胞;与 S24 周组比较,Ac-SDKP 处理组中 YEATS4 阳

性表达细胞数量减少(图 5)。 如图 6、表 5 所示,与
C24 周组比较,S24 周组中 COL I、MCP-1、Arginase-1
和 YEATS4 表达均升高,差异均具有统计学意义(P
<0. 05)。 与 S24 周组比较,Ac24 周组中,COL I、
MCP-1、Arginase-1 和 YEATS4 蛋白表达明显降低,
差异均具有统计学意义(P<0. 05)。

图 4　 Ac-SDKP 对 SiO2 诱导的 RAW264. 7

细胞中 YEATS4 表达的调节作用

Figure 4　 Ac-SDKP inhibits the high-expression of
YEATS4 in RAW264. 7 cells induced by silica

表 4　 Ac-SDKP 对 SiO2 诱导的 RAW264. 7
细胞中 YEATS4 表达的调节作用

Table 4　 Ac-SDKP inhibits the high-expression of YEATS4 in
RAW264. 7 cells induced by silica

组别
Groups

I 型胶原
COLI

巨噬细胞趋
化蛋白-1
MCP-1

精氨酸酶-1
Arginase-1

含YEATS
结构域
蛋白 4
YEATS4

对照组 C 0. 29±0. 15 0. 36±0. 03 0. 54±0. 18 0. 70±0. 13

SiO2 诱导组 S 0. 64±0. 10a 0. 91±0. 14a 1. 27±0. 12a 1. 27±0. 17a

SiO2+Ac-
SDKP 处理组 S+Ac 0. 40±0. 06b 0. 62±0. 04b 0. 98±0. 10b 0. 99±0. 07b

Ac-SDKP
处理组 Ac 0. 33±0. 11 0. 46±0. 13 0. 90±0. 10 0. 91±0. 19

F值 Fvalue 5. 81 16. 82 15. 895 8. 13

注:与 C 组比较,aP<0. 05;与 S 诱导组比较,bP<0. 05。
Note. Compared with C group, aP<0. 05. Compared with S group, bP<0. 05.
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图 5　 Ac-SDKP 抑制染尘大鼠肺组织中 YEATS4 的高表达

Figure 5　 Ac-SDKP inhibits the increasing level of YEATS4 in rats exposed to silica

图 6　 Ac-SDKP 抑制染尘大鼠肺组织中 YEATS4 的高表达

Figure 6　 Ac-SDKP inhibits the increasing level of
YEATS4 in rats exposed to silica

表 5　 Ac-SDKP 抑制染尘大鼠肺组织中 YEATS4 的高表达
Table 5　 Ac-SDKP inhibits the increasing level of

YEATS4 in rats exposed to silica

组别
Groups

I 型胶原
COL1

巨噬细胞趋
化蛋白-1
MCP-1

精氨酸酶-1
Arginase-1

含YEATS
结构域蛋白 4

YEATS4

对照 24周
组 C24 0. 53±0. 06 0. 12±0. 00 1. 25±0. 13 0. 83±0. 07

矽肺 24周
组 S24 0. 77±0. 05a 0. 44±0. 05a 1. 69±0. 02a 1. 69±0. 09a

Ac-SDKP 处
理组Ac24 0. 58±0. 02b 0. 14±0. 03b 1. 41±0. 06b 1. 02±0. 16b

F值
F value 24. 48 97. 289 21. 04 46. 86

注:与 C24 周组比较,aP<0. 05;与 S24 周组比较,bP<0. 05。
Note. Compared with C24 group, aP<0. 05. Compared with S24 group,
bP<0. 05.

3　 讨论

课题组前期通过高通量测序技术,在实验性矽

肺大鼠模型中筛选了与矽肺纤维化发生、发展有关

的长链非编码 RNA,而 YEATS4 是其重要的靶基因

之一[2]。 研究表明,YEATS 家族成员能够选择性识

别组蛋白赖氨酸乙酰化位点,可促进赖氨酸巴豆酰

化,在转录后修饰方面起到了重要的调节作用,主
要参与染色质修饰、转录调控和 DNA 修复[9-13]。 在

本研究中,以实验性矽肺大鼠模型和体外 SiO2 诱导

的 RAW264. 7 细胞作为研究对象,发现了 YEATS4
主要定位于巨噬细胞,且其高表达伴随着巨噬细胞

活化指标 Arginase-1、MCP-1 和纤维化指标 COL I 表
达的上调,提示 YEATS4 可能参与了实验性矽肺进

程,其主要作用可能与矽尘导致的巨噬细胞活化

有关。
诸多研究显示,YEATS4 作为一种致癌基因,在

肿瘤发生、发展中起到了重要的调节作用。 在非小

细胞肺癌中,YEATS4 能够激活 P53 信号通路促进

肿瘤细胞的增殖和迁移,采用基因沉默技术则能够

抑制该变化[14]。 其还可通过激活 Wnt / β-连环蛋白

信号促进胰腺癌和胃癌细胞迁移、增殖和侵袭[5,15]。
另有研究显示,YEATS4 在固有淋巴细胞及其祖细

胞中高表达,并促进向辅助固有淋巴祖细胞分化,
敲除 YEATS4 小鼠肺泡灌洗液中嗜酸性粒细胞浸润

显著减少[16]。 在本研究中,采用基因沉默技术,下
调 YEATS4 后,在基础水平和 SiO2 诱导水平均显著
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下调了 Arginase-1、MCP-1 和 COL I 的表达水平,进
一步提示沉默 YEATS 能够抑制巨噬细胞的活化。
课题组前期研究表明,Ac-SDKP 可通过抑制巨噬细

胞活化、肌成纤维细胞分化和上皮间质转化进程,
从而发挥拮抗矽肺纤维化的作用[17-18]。 体内外实

验结果显示,予以 Ac-SDKP 能够抑制矽肺大鼠和

RAW264. 7 细 胞 中 YEATS4 的 表 达, 同 时 下 调

Arginase-1、MCP-1 和 COL I 的表达水平,提示 Ac-
SDKP 可能通过对 YEATS4 的阻断,从而发挥拮抗

矽肺纤维化的作用。
总之,本研究发现 YEATS4 可在 SiO2 诱导的巨

噬细胞活化中起到了重要调节作用,其可能是矽肺

纤维化进展的重要环节,采用基因沉默技术或给予

Ac-SDKP,均能够抑制 YEATS4 表达的上调,提示其

可作为抗矽肺纤维化进展的一个有效靶点。 在今

后的研究工作中,将深入研究矽肺纤维化进展中

YEATS4 参与组蛋白乙酰化 /巴豆酰化的具体机制,
为明确其功能提供进一步的理论和实验依据。
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