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　 　 【摘要】 　 目的　 探究 PD98059 对转化生长因子 β1(TGF-β1)诱导人支气管上皮细胞 BEAS-2B 上皮间质转化

(EMT)进程的影响及可能的分子机制。 方法 　 本研究采用人支气管上皮细胞( BEAS-2B),使用 TGF-β1 诱导

BEAS-2B 上皮间质转化模型,使用 ERK1 / 2 抑制剂 PD98059 探究抑制 ERK / MAPK 信号转导是否影响 EMT 进程。
通过免疫荧光检测 BEAS-2B 气道重塑模型 α-SMA 蛋白的表达及定位;CCK-8 法检测各组细胞存活率;Edu 实验检

测各组细胞增殖能力水平;transwell 实验检测各组细胞迁移能力水平;Western
 

blot 检测各组 EMT 标志蛋白表达及

ERK / MAPK 通路的激活情况。 结果　 与正常组相比,
 

模型组 α-SMA 表达增加,α-SMA 在 BEAS-2B 细胞胞质上表

达。 PD98059 在 40
 

μmol / L 浓度与 5
 

ng / mL
 

TGF-β1 共处理抑制 BEAS-2B 细胞生长(P<0. 05)。 与三组 Edu 阳性率

无显著差异(P>0. 05)。 与正常组相比,模型组迁移细胞数增加(P< 0. 05),上皮间质化标志蛋白表达增加(P<
0. 05),p-ERK 蛋白表达增加(P<0. 05),PD98059 可以明显减少迁移细胞数(P<0. 05),抑制上皮间质化标志蛋白的

表达(P<0. 05)及 ERK 通路的激活(P<0. 05)。 结论　 TGF-β1 可能通过 ERK / MAPK 通路促进人支气管上皮细胞

上皮间质转化进程,PD98059 可以通过抑制 ERK / MAPK 通路的激活抑制支气管上皮细胞 EMT 进程。
【关键词】 　 哮喘;PD98059;ERK / MAPK;上皮间质转化;气道重塑
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

PD98059
 

on
 

epithelial-mesenchymal
 

transition
 

( EMT)
 

of
 

transforming
 

growth
 

factor
 

β1
 

( TGF-β1)-induced
 

human
 

bronchial
 

epithelial
 

cells
 

BEAS-2B
 

and
 

the
 

possible
 

molecular
 

mechanism.
 

Methods　 Human
 

bronchial
 

epithelial
 

cells
 

(BEAS-2B)
 

were
 

used
 

for
 

the
 

BEAS-2B
 

EMT
 

model
 

established
 



with
 

TGF-β1,
 

and
 

the
 

ERK1 / 2
 

inhibitor
 

PD98059
 

was
 

used
 

to
 

explore
 

whether
 

inhibition
 

of
 

ERK / MAPK
 

signal
 

transduction
 

affects
 

the
 

EMT
 

process.
 

Immunofluorescence
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

and
 

location
 

of
 

α-SMA
 

protein
 

in
 

the
 

BEAS-2B
 

airway
 

remodeling
 

model.
 

CCK-8
 

assays
 

were
 

used
 

to
 

assess
 

the
 

cell
 

survival
 

rate.
 

An
 

Edu
 

proliferation
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

assess
 

cell
 

proliferation.
 

Transwell
 

assays
 

were
 

used
 

to
 

assess
 

cell
 

migration.
 

Western
 

blott
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

EMT
 

marker
 

proteins
 

and
 

activation
 

of
 

the
 

ERK / MAPK
 

pathway.
 

Results 　 Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

α-SMA
 

expression
 

in
 

the
 

model
 

group
 

was
 

increased,
 

and
 

α-SMA
 

was
 

expressed
 

in
 

the
 

cytoplasm
 

of
 

BEAS-
2B

 

cells.
 

Cotreatment
 

with
 

40
 

μmol / L
 

PD98059
 

and
 

5
 

ng / mL
 

TGF-β1
 

inhibited
 

BEAS-2B
 

cell
 

growth
 

(P<0. 05).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

Edu-positive
 

cells
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

(P>0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 

the
 

number
 

of
 

migrating
 

cells
 

(P<0. 05),
 

expression
 

of
 

EMT
 

marker
 

proteins
 

(P<0. 05),
 

and
 

expression
 

of
 

p-ERK
 

protein
 

were
 

increased
 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P<0. 05).
 

PD98059
 

significantly
 

reduced
 

the
 

number
 

of
 

migrating
 

cells
 

(P<0. 05)
 

and
 

inhibited
 

the
 

expression
 

of
 

EMT
 

marker
 

proteins
 

( P < 0. 05)
 

and
 

activation
 

of
 

the
 

ERK
 

pathway
 

( P < 0. 05).
 

Conclusions　 TGF-β1
 

promotes
 

the
 

EMT
 

of
 

human
 

bronchial
 

epithelial
 

cells
 

via
 

the
 

ERK / MAPK
 

pathway.
 

PD98059
 

inhibits
 

EMT
 

of
 

bronchial
 

epithelial
 

cells
 

by
 

suppressing
 

activation
 

of
 

the
 

ERK / MAPK
 

pathway.
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　 　 支气管哮喘(bronchial
 

asthma)是在儿童及成人

中最常见的慢性非传染性疾病之一,
 

据统计全球共

有 3. 34 亿哮喘患者[1] 。 流行病学显示我国成人及

儿童哮喘发病率均呈逐年上升趋势,
 

给医疗系统及

社会都造成了巨大负担[2] 。 气道重 塑 ( airway
 

remodeling)是慢性哮喘的重要病理特征,
 

是导致哮

喘患者持续气道阻塞,
 

糖皮质激素等治疗不敏感的

重要因素[3-4] 。 已有大量研究证实,
 

在支气管哮喘

患者 中,
 

上 皮 间 质 转 化 ( epithelial-mesenchymal
 

transition,
 

EMT)在气道重塑的发展进程中起关键作

用[5-6] 。 因此,
 

寻找有效的干预目标及靶标分子来

抑制支气管上皮细胞 EMT 进程,
 

以改善气道重塑

并提高糖皮质激素类药物的敏感性,
 

对改善支气管

哮喘患者疾病转归及生活质量至关重要。
丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

 

( mitogen-activated
 

protein
 

kinase,
 

MAPK)
 

信号通路包含 3 种不同的

级联通路,
 

这些级联根据其 MAPK 关键蛋白命

名,
 

包括细胞外信号相关激酶
 

( extracellular
 

signal-
related

 

kinases,
 

ERK) 、Jun 氨基末端激酶
 

( Jun
 

N-
terminal

 

kinase,
 

JNK ) 、 和 p38-MAPK。 据 报 道,
 

ERK / MAPK 通路与细胞增殖、分化、迁移、衰老和

凋亡有关[7] 。 有研究报道 ERK / MAPK 作为关键

信号转导通路参与各类纤维化疾病中的 EMT 进

程[8-9] 。 本研究旨在验证 ERK / MAPK 信号转导在

哮喘气道重塑模型 / 支气管上皮细胞 EMT 进程中

的激活情况,
 

并探讨 ERK / MAPK 抑制剂 PD98059
对该进程的影响,

 

为通路抑制剂的临床应用积累

基础的实验依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 人支气管上皮细胞 BEAS-2B(购于美国生物标

准品资源中心)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 DMEM 高糖培养基、胎牛血清购于 Gibco 公司;
重组 TGF-β1 购 于 peprotec 公 司; CCK-8 试 剂

MedChemExpress 公 司、 PD98059 购 于

MedChemExpress 公司;Edu 细胞增殖试剂盒、Cy3 抗

兔 IgG 购于上海碧云天生物技术有限公司;transwell
迁移板购于 Corning 公司;vimentin 一抗、α-SMA 一

抗、GAPDH 一抗购于 CST 公司; p-ERK1 / 2 一抗、
ERK1 / 2 一抗购于上海艾比玛特生物医药有限

公司。
Multiskan

 

GO 酶标仪购于赛默飞公司; BG-
gdsAUTO710PRO 化学发光成像系统购于北京百晶

生物技术有限公司;IX73 倒置荧光显微镜显微镜购

于日本奥林巴斯株式公社。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养、分组及处理

　 　 将 BEAS-2B 细胞培养于 10%FBS 和 1%青 / 链
霉素配置的 DMEM 高糖培养基中,

 

培养条件 37℃ 、
5%

 

CO2;重组 TGF-β1
 

使用 10
 

mmol / L
 

citric
 

acid 溶

解配置为 50
 

μg / mL 溶液,
 

后用细胞培养液配置为

5
 

ng / mL 溶液。 PD98059 使用 DMSO 溶解为 40
 

mmol / L 溶液储存于-20℃冰箱,
 

并用细胞培养液配

置为 2. 5、5、10、20、40
 

μmol / L 溶液。 实验分组:正
常组(Con 组),

 

模型组(TGF-β1
 

5
 

ng / mL),
 

干预组

(TGF-β1
 

5
 

ng / mL
 

+PD98059
 

2. 5 ~ 40
 

μmol / L)。
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1. 3. 2　 细胞免疫荧光观察细胞 α-SMA 蛋白表达定

位情况

　 　 将 BEAS-2B 细胞以 3000
 

个 / 孔接种于 96 孔

板,
 

设置正常组,
 

模型组(TGF-β1
 

5
 

ng / mL),
 

培养

24
 

h 后,
 

对细胞进行不同的处理干预 72
 

h。 弃去培

养液,
 

4%多聚甲醛固定 10
 

min,
 

使用封闭液室温孵

育 1
 

h,
 

加入兔抗多克隆抗体(1 ∶ 200)过夜,
 

Cy3 抗

兔 IgG 孵育 1
 

h,
 

DPAI 孵育 10
 

min 后在倒置荧光显

微镜显微镜下采集分析图像。
1. 3. 3　 CCK-8 检测细胞活力

　 　 将 BEAS-2B 细胞以 3000 个 / 孔接种于 96 孔

板,
 

设置空白组、正常组(Con 组)、模型组( TGF-β1
 

5
 

ng / mL),
 

干预组(TGF-β1
 

5
 

ng / mL+PD98059
 

2. 5
~ 40

 

μmol / L,
 

共 5 个浓度梯度)。 培养 24
 

h,
 

待细

胞贴壁后更换为含 5
 

ng / mL
 

TGF-β1 及 2. 5、5、10、
20、40

 

μmol / L
 

PD98059 的细胞培养液,
 

设置 3 个复

孔,
 

在培养箱孵育 72
 

h。 处理结束后,
 

每组每孔加

入 CCK-8
 

10
 

μL,
 

在培养箱孵育 2
 

h 后在酶标仪下

测 450
 

nm 下吸光度值,
 

细胞存活率(%) = (( A 实

验孔-A 空白孔) / (A 对照孔-A 空白孔)) ×100%。
1. 3. 4　 Edu 检测细胞增殖活性

　 　 将 BEAS-2B 细胞以 3000 个细胞 / 孔接种于 96 孔

板,
 

设置正常组,
 

模型组(TGF-β1
 

5
 

ng / mL),
 

干预组

(TGF-β1
 

5
 

ng / mL+PD98059
 

10
 

μmol / L),
 

培养 24
 

h
后,

 

参考课题组以往研究及前人研究对细胞进行不

同的处理干预 72
 

h[10-11] 。 干预结束后每组每孔加入

50
 

μmol / L
 

Edu 试剂,
 

根据预实验结果,在培养箱孵

育 4
 

h。 严格按照 Edu 细胞增殖试剂盒说明书操作,
 

其结果由 Edu 阳性细胞(绿色)与 hochest
 

33442 阳性

细胞(蓝色)的比率表示细胞增殖率。
1. 3. 5　 Transwell 实验检测细胞迁移能力

　 　 细胞分组及处理同 1. 3. 4,
 

将 BEAS-2B 细胞以

5×104 个 / 孔接种于 6 孔板,
 

对细胞进行不同的处理

干预 72
 

h。 将处理完毕的细胞用胰酶消化后,
 

用无

血清培养基配成每毫升 7000 个细胞的细胞悬液,
 

加入 300
 

μL 细胞悬液到 Transwell 小室,
 

下室加入

含有 10%
 

FBS 的 DMEM 培养液 700
 

μL,
 

培养箱孵

育 12
 

h 后,
 

将小室风干,
 

结晶紫染色 15
 

min,
 

在显

微镜观察并随机计数 3 个视野的细胞。
1. 3. 6　 Western

 

blot 检测 EMT 标志蛋白及 ERK /
MAPK 蛋白表达情况

　 　 细胞分组及干预同 1. 3. 5,
 

每孔加入 RIPA 裂

解液,
 

细胞刮刀刮取细胞,
 

4℃
 

15000
 

r / min 离心。
取上清液,

 

采用 BCA 法测定蛋白浓度。 加入 5 ×
 

Lodding
 

Buffer 后煮沸使蛋白变性。 配置 SDS-PAGE
凝胶。 经电泳、转膜、室温下使脱脂奶粉封闭 1

 

h
后,

 

4℃孵育一抗过夜,
 

室温孵育二抗 1
 

h,
 

化学发

光仪发光成像,
 

Image
 

J 分析条带灰度值。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有实验数据采用 SPSS
 

21. 0 软件进行统计

分析。 数据使用平均数±标准差( 􀭰x± s) 进行展示。
各组正态性检验采用 Shapiro-Wilk 检验。 如实验

数据符合正态性分布,检验多组数据组间差异采

用单因素方差分析 ( One
 

way
 

ANOVA) 。 当方差

齐,多组间两两组间比较采用 LSD 检验,
 

方差不

齐时采用 dunnett’ s
 

T3 检验。 P<0. 05 认为有统计

学意义。

图 1　 α-SMA 蛋白在支气管上皮细胞及气道重塑 /
上皮间质化细胞模型表达、定位

Figure
 

1　 Expression
 

and
 

localization
 

of
 

α-SMA
 

in
 

bronchial
 

epithelial
 

cells
 

and
 

airway
 

remodeling / epithelial
 

mesenchymal
 

cell
 

models

2　 结果

2. 1　 α-SMA 蛋白在支气管上皮细胞及气道重塑 /
上皮间质化细胞模型表达、定位

　 　 结果如图 1 所示,
 

与正常组相比,
 

TGF-β1(5
 

ng / mL)可使细胞 α-SMA 表达增多,
 

表现为细胞胞

质红色荧光更亮更密。 结果提示 TGF-β1 成功诱导

BEAS-2B 细胞上皮间质转化模型。
2. 2　 PD98059 及 TGF-β1 对支气管上皮细胞存活

率的影响

　 　 结果如图 2 所示,
 

与正常组相比,
 

模型组的细

胞存活率没有影响 (P > 0. 05)。 与模型组相比,
 

PD98059 与在 2. 5、5、10、20
 

μmol / L 浓度与 TGF-β1
共孵育处理对细胞存活率没有影响(P>0. 05)。 而

PD98059 浓度增加到 40
 

μmol / L 时,
 

可对 BEAS-2B
活性产生明显抑制作用(P<0. 05)。
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表 1　 各组细胞增殖能力比较( 􀭰x±s)
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

proliferation
 

ability
 

among
 

groups
组别

Groups
阳性细胞率(%)

Edu
 

positive
 

cell
 

rate F P

正常组
Con

 

group 44. 42±2. 42

模型组
TGF-β1

 

group 42. 01±6. 93

干预组
TGF-β1+PD98059

 

group 41. 43±4. 29

0. 314 0. 742

注:与正常组相比,
 ∗P<0. 05。

图 2　 PD98059 及 TGF-β1 对支气管上皮

细胞细胞存活率的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

Con
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

PD98059
 

and
 

TGF-β1
 

on
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

bronchial
 

epithelial
 

cells

2. 3　 PD98059 及 TGF-β1 对支气管上皮细胞增殖能

力的影响

　 　 为排除增殖对细胞迁移的结果造成的影响,
 

使

用 Edu 增殖试剂盒检测细各组细胞增殖情况。 结果

如图 3 所示:正常组 Edu 阳性率为(44. 42 ± 2. 42),
 

模型组 Edu 阳性率为(42. 01±6. 93),
 

干预组 Edu 阳

性率为(41. 43±4. 29)。 3 组间 Edu 阳性率无显著差

异( P > 0. 05 )。 结果提示 TGF-β1 及 PD98059 对

BEAS-2B 细胞增殖无影响(表 1)。
2. 4　 PD98059 及 TGF-β1 对支气管上皮细胞增殖能

力的影响
 

　 　 结果如图 4 所示:与正常组相比,
 

模型组细胞迁

移数明显增加(P<0. 05),
 

与模型组相比,
 

PD98059
干预后 BEAS-2B 细胞迁移数明显减少(P< 0. 05)。
结果表明 PD98059 能抑制 TGF-β1 诱导的细胞迁移

(表 2)。
2. 5　 PD98059 及 TGF-β1 对支气管上皮细胞 EMT
标志蛋白和 ERK / MAPK 通路蛋白表达的影响

结果如图 5 所示:与正常组相比,
 

模型组细胞

vimentin、α-SMA 和 p-ERK 表达升高(P<0. 05),
 

与模

型组相比,
 

PD98059 干预后 BEAS-2B 细胞 vimentin、
α-SMA 和 p-ERK 表达下降 (P < 0. 05)。 结果表明

PD98059 能抑制 TGF-β1 诱导的细胞 EMT 和 ERK /
MAPK 通路激活(表 3)。

图 3　 PD98059 及 TGF-β1 对支气管上皮细胞增殖能力的影响

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

PD98059
 

and
 

TGF-β1
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

bronchial
 

epithelial
 

cells

图 4　 PD98059 及 TGF-β1 对支气管上皮细胞迁移能力的影响

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

PD98059
 

and
 

TGF-β1
 

on
 

the
 

migration
 

of
 

bronchial
 

epithelial
 

cells
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表 2　 各组细胞迁移能力比较
 

( 􀭰x±s)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

migration
 

ability
 

among
 

groups
组别

Groups
迁移率(%)
Migration

 

rate F P

正常组
Con

 

group 100. 00±0. 00

模型组
TGF-β1

 

group 231. 47±19. 65∗

干预组
TGF-β1+PD98059

 

group 157. 76±6. 46#

91. 321 <0. 001

注:与正常组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

Con
 

group,
 ∗P < 0. 05.

 

Compare
 

with
 

TGF-β1
 

group,
  #P<0. 05.

表 3　 各组细胞蛋白表达水平比较( 􀭰x±s)
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

protein
 

expression
 

level
 

among
 

groups
组别

Groups Vimentin α-SMA p-ERK

正常组
Con

 

group 0. 47±0. 01 0. 43±0. 15 0. 16±0. 09

模型组
TGF-β1

 

group 1. 09±0. 08∗ 1. 36±0. 05∗ 0. 64±0. 10∗

干预组
TGF-β1+PD98059

 

group
0. 85±0. 01# 0. 77±0. 07# 0. 35±0. 11#

F 114. 680 62. 232 16. 411
P 0. 000 0. 000 0. 004

注:与正常组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

Con
 

group,
 ∗P < 0. 05.

 

Compare
 

with
 

TGF-β1
 

group,
  #P<0. 05.

图 5　 PD98059 及 TGF-β1 对支气管上皮细胞

EMT 标志蛋白和 ERK / MAPK 通路蛋白表达的影响

Figure
 

5　 Effect
 

of
 

PD98059
 

and
 

TGF-β1
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

EMT
 

protein
 

and
 

ERK / MAPK
 

pathway
 

protein
 

in
 

bronchial
 

epithelial
 

cells

3　 讨论

　 　 本研究以 TGF-β1 诱导人支气管上皮细胞 EMT
模型,

 

检测 TGF-β1 干预及 TGF-β1 及 PD98059 联

合干预 BEAS-2B 细胞的细胞活力、增殖能力、迁移

能力及 EMT 进程标志蛋白表达情况。
本研究参考 Doerner 等[10] 报道建立 TGF-β1 诱

导支气管上皮细胞 BEAS-2B 上皮间质转化模型,
 

模拟临床患者哮喘气道重塑的情况。 观察到 BEAS-
2B 细胞 α-SMA 蛋白、vimentin 蛋白表达增多,

 

细胞

迁移能力增加而且不影响细胞增殖,
 

提示细胞造模

成功。 在 TGF-β1 造模后,加入 ERK / MAPK 通路抑

制剂 PD98059 作为干预组,在文献报道中,PD98059
在 BEAS-2B 上的干预剂量从 10 ~ 30

 

μmol / L 不

等[12-14] ,且 Tian 等[13] 报道 PD98059 在 30
 

μmol / L
时已经对细胞活力产生抑制作用。 因此,本研究设

置浓度梯度检测 PD98059 对
 

BEAS-2B
 

细胞活性的

影响。 结果发现 PD98059 浓度增加到 40
 

μmol / L
时,

 

可对 BEAS-2B 活性产生明显抑制作用。 为控

制 PD98059 对细胞活性抑制而可能带来的影响,
 

PD98059 采用 10
 

μmol / L 浓度用作后续实验。
上皮间质转化是一种生物学过程,

 

上皮细胞通

过转变为间质细胞,
 

失去细胞间的紧密连接,
 

获得

的迁移能力和分泌细胞外基质的能力,
 

伴随着

E-cadherin 的减少以及间质细胞来源蛋白:vimentin
和 α-SMA 等的增加[15] 。 其中 α-SMA 负责构成间

质细胞纤维的主要成分,
 

参与细胞骨架的重塑[16] 。
近年来,

 

随着对上皮间质转化研究的不断深入,
 

由

TGF-β1 诱导的上皮间质转化在哮喘患者气道重塑

中的作用愈发受到关注[17-18] 。 TGF-β1 作为在炎症

和细胞外基质调节因素中的核心因子,
 

已被证实与

哮喘炎症与重塑起关键作用[19] 。
气道重塑作为慢性哮喘的重要病理特征,

 

其典

型变化包括上皮损伤、粘液腺增生、上皮下基底膜

沉积、血管生成和气道平滑肌增加[20] 。 气道重塑是

长期过敏源暴露及气管炎性损伤的结果[21] ,
 

是导

致哮喘患者激素治疗不敏感的重要因素。 因此探

索气道重塑发生发展的分子机制及潜在的治疗靶

点是支气管哮喘研究领域亟需解决的重难点。
在本研究中,

 

我们发现 TGF-β1 诱导 BEAS-2B
中 p-ERK1 / 2 表达明显上升,

 

通过使用 PD98059 抑

制 EKR / MAPK 可以抑制细胞迁移、 α-SMA 蛋白、
vimentin 蛋白的表达,

 

进而抑制 EMT 进程。 ERK /
MAPK 通路是所有

 

MAPK
 

信号转导通路中最重要

的信号级联通路,
 

其中分为 ERK1 ~ 5 五个亚族,
 

而

ERK1 / 2 途径是目前研究最火热的 MAPK 途径[22] 。
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ERK1 / 2 亚族能被生长因子或者激素刺激并激活

Raf / MEK / ERK 级联通路,
 

最终激活下游 MAPK 信

号并且发生磷酸化入核,
 

导致相应的基因转录[23] 。
最近的研究发现抑制 ERK / MAPK 通路可以在癌

症、纤维化等疾病中发挥治疗作用。 此外,
 

考虑到

ERK / MAPK 通路参与细胞增殖生长过程[24] ,
 

因此

本研究筛选出对细胞活力与增殖能力无影响的药

物浓度参与 Transwell 实验,
 

证明了 PD98059 抑制

TGF-β1 诱导的迁移细胞数增多与抑制细胞增殖无

关,
 

PD98059 通过抑制 BEAS-2B 迁移能力导致迁

移细胞数的减少。 本研究结果提示 ERK 通路在支

气管上皮细胞 EMT 中发挥重要作用,
 

通过抑制

ERK / MAPK 通路介导的 EMT 可能成为治疗支气管

哮喘患者的一个潜在的靶点。 与之类似的是,
 

张爱

芝等[25]研究发现激活大鼠平滑肌细胞可以有效促

进 cyclinD1 和气道重塑。 Zha 等[26] 报道 PD98059
可以通过抑制肾小管上皮细胞的 EMT 进程,

 

减轻

肾纤维化。 以上研究与本研究结果一致,
 

说明了

PD98059 通过抑制 EMT 进程在治疗哮喘气道重塑

中的潜在价值。
本研究的不足之处在于我们的实验仅在 ERK /

MAPK 通路上对 TGF-β1 诱导的支气管上皮细胞

EMT 进行研究与分析,
 

但事实上,
 

MAPK 通路中

P38 通路及 JNK 通路也参与了该过程[5] 。 我们计

划在未来拓展研究,
 

试图更加充分的认识气道重塑

中 EMT 的发展进程。
综上所述,

 

本研究发现 TGF-β1 可能通过

ERK / MAPK 通路促进人支气管上皮细胞上皮间质

转化进程,
 

PD98059 可以通过抑制 ERK / MAPK 通

路的激活抑制支气管上皮细胞 EMT 进程。
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〔收稿日期〕2021-11-24

幼年生活忽视模型大鼠前额叶皮层不同类型神经元特异性的
兴奋性变化差异研究

　 　 幼年是大脑发育的关键时期,幼年生活忽视可对神经系统和情绪发展产生不可逆的影响。 近年有文献

报道包括前额叶皮层、眶额叶和杏仁核等脑区参与该情绪行为的神经过程。 北京协和医学院-中国医学科

学院医学实验动物研究所秦川教授团队前期工作已证实,前额叶皮层谷氨酸能神经元参与调节幼年生活忽

视模型大鼠的焦虑等行为,前额叶皮层神经元的内在兴奋性变化可能是模型大鼠行为表型及其性别差异的

基础。 本文进一步探究大鼠前额叶皮层谷氨酸能神经元和 GABA 能神经元在雄性和雌性大鼠之间的不同

神经兴奋性改变特征,为疾病模型动物的行为学症状探究相应的神经机制。
本研究建立大鼠母子分离早期断乳模型(maternal

 

separation
 

with
 

early
 

weaning,
 

MSEW)作为幼年生活忽

视的疾病模型,通过全细胞脑片膜片钳记录大鼠前额叶皮层谷氨酸能神经元和 GABA 能神经元,并检测各

组内在兴奋性的改变。 结果表明,以神经元动作电位和幅度、阈值和个数作为检测指标,前额叶谷氨酸能神

经元和 GABA 能神经元表现出不同特征的神经电生理改变:谷氨酸能神经元兴奋性在雄性模型组明显上

升,更易激发动作电位,雌性模型组无明显差异。 不同于谷氨酸能神经元,GABA 能神经元的兴奋性表现为

单个动作电位阈值绝对值在雄性和雌性模型组增加,不易激发动作电位。
综上所述,大鼠母子分离早期断乳模型的前额叶皮层表现为神经元特异性的兴奋性改变,同时具有雌

雄差异,进一步造成前额叶皮层的兴奋-抑制平衡改变,为大鼠母子分离早期断乳的情绪行为学表型提供神

经功能基础。
该研究成果发表于《动物模型与实验医学(英文)》期刊(Animal

 

Models
 

and
 

Experimental
 

Medicine,
 

2022,
 

5(3):
 

274-280;
 

https:
 

/ / doi. org / 10. 1002 / ame2. 12252)
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