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也摘要页 目的 利用转化生长因子 茁1渊transforming growth factor-茁1, TGF-茁1冤刺激人成纤维细胞 HFL-1 模拟特发性肺纤维化

的病理过程袁探讨黄芪甲苷渊astragaloside-郁, AS-郁冤对人成纤维细胞凋亡和肌成纤维细胞转化的作用和机制遥 方法 采用 10 ng/
mL TGF-茁1 刺激 HFL-1 细胞袁给予不同浓度渊0尧1.25尧2.5尧5尧10 滋mol/L冤的 AS-郁溶液干预 24 h 后袁利用 RT-PCR 检测纤连蛋白

渊fibronectin, FN冤mRNA表达量遥随后细胞分为空白组尧TGF-茁1 组尧TGF-茁1+AS-郁组尧TGF-茁1+XAV939 组遥采用流式细胞术检测细

胞凋亡率曰采用 RT-PCR 法检测 琢-平滑肌肌动蛋白渊琢-smooth muscle actin, 琢-SMA冤尧FN尧重组人胶原蛋白-1渊collagen玉冤尧B 淋巴

细胞瘤 2渊B-cell lymphoma 2, Bcl-2冤及 Bcl-2 相关 X 蛋白渊Bcl-2 associated X protein, Bax冤mRNA 表达情况曰采用免疫荧光法检

测 琢-SMA尧上皮细胞钙黏蛋白渊E-Cadherin冤尧collagen玉尧FN尧茁-联蛋白渊茁-catenin冤及半胱氨酸蛋白酶蛋白-3渊Cleaved Caspase-3冤的
蛋白表达曰Western blot 检测 FN尧茁-catenin尧Cleaved Caspase-3蛋白表达水平遥 结果 与空白组比较袁TGF-茁1组细胞凋亡率上升渊P<
0.05冤袁FN尧collagen玉尧琢-SMA和 Bcl-2 mRNA 表达增加渊P<0.05冤袁Bax mRNA表达减少渊P<0.05冤袁琢-SMA尧collagen玉尧FN尧Cleaved Cas鄄
pase-3及 茁-catenin蛋白表达增加渊P<0.05冤曰与 TGF-茁1组比较袁TGF-茁1+AS-郁组和 TGF-茁1+XAV939组细胞凋亡率下降渊P<0.05冤袁FN尧
collagen玉尧琢-SMA和Bcl-2 mRNA表达减少渊P<0.05冤袁Bax mRNA 表达增加渊P<0.05冤袁琢-SMA尧collagen玉尧FN尧Cleaved Caspase-3 及

茁-catenin蛋白表达减少渊P<0.05冤曰与 TGF-茁1+XAV939 组相比较袁TGF-茁1+AS-郁组细胞凋亡率下降渊P<0.05冤袁FN尧collagen玉尧Bcl-2
和 琢-SMA mRNA表达量降低渊P<0.05冤袁Bax mRNA 表达量增加渊P<0.05冤遥结论 AS-郁可抑制 TGF-茁1诱导的 HFL-1 细胞凋亡和肌

成纤维细胞转化袁该作用可能与Wnt/茁-catenin 信号通路有关遥

也关键词页 黄芪甲苷曰特发性肺纤维化曰成纤维细胞曰肌成纤维细胞转化曰Wnt曰茁-联蛋白曰凋亡
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fibroblast (HFL-1) cells with transforming growth factor-茁1 (TGF-茁1), and to explore the effects and mechanism of astragaloside-郁
(AS-郁) on human fibroblast apoptosis and myofibroblast transformation. Methods HFL-1 cells were stimulated with 10 ng/mL TGF-茁1
and then treated with different concentrations (0, 1.25, 2.5, 5, 10 滋mol/L) of AS-郁 solution for 24 h. The mRNA expression of
fibronectin (FN) was determined by RT-PCR. Subsequently, the cells were divided into blank group, TGF-茁1 group, TGF-茁1+AS-郁
group, and TGF-茁1+XAV939 group. Flow cytometry was used to measure cell apoptosis rate, RT-PCR to examine the mRNA
expressions of 琢-smooth muscle actin (琢-SMA), FN, recombinant human collagen-1 (collagen 玉), B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), and
Bcl-2 associated X protein (Bax), immunofluorescence to determine the protein expressions of 琢-SMA, E-Cadherin, collagen 玉, FN, 茁-
catenin, and Cleaved Caspase-3, and Western blot to check the protein expression levels of FN, 茁-catenin, and Cleaved Caspase-3.
Results The optimal concentration of AS-郁 for inhibiting FN expression was 5 滋mol/L. Compared with the blank group, the cell
apoptosis rate in the TGF-茁1 group increased (P<0.05), the mRNA expressions of FN, collagen 玉, 琢-SMA, and Bcl-2 were elevated
(P<0.05), while Bax mRNA expression decreased (P<0.05). Additionally, the protein expressions of 琢-SMA, collagen 玉, FN, Cleaved
Caspase-3, and 茁-catenin also increased (P<0.05). Compared with the TGF-茁1 group, both the TGF-茁1+AS-郁 group and TGF-茁1+
XAV939 group showed decreased cell apoptosis rates (P<0.05), reduced mRNA expressions of FN, collagen 玉, 琢-SMA, and Bcl-2
(P<0.05), increased Bax mRNA expression (P<0.05), and decreased protein expressions of 琢-SMA, collagen 玉, FN, Cleaved Caspase-
3, and 茁-catenin (P<0.05). Compared with the TGF-茁1+XAV939 group, the cell apoptosis rate in the TGF-茁1+AS-郁 group
decreased (P<0.05), the mRNA expressions of FN, collagen 玉, Bcl-2, and 琢-SMA decreased (P<0.05), while that of Bax increased (P<
0.05). Conclusion AS-郁 can inhibit TGF-茁1-induced HFL-1 cell apoptosis and myofibroblast transformation, which may be related
to the Wnt/茁-catenin signaling pathway.

也运藻赠憎燥则凿泽页 astragaloside-郁; idiopathic pulmonary fibrosis; fibroblast; myofibroblast transformation; Wnt; 茁-catenin; apop鄄
tosis

特发性肺纤维化渊idiopathic pulmonary fibrosis,
IPF冤是一种常见的以气道重塑尧炎症尧肺泡破坏和纤

维化为特征的致死性间质性肺病[1-2]遥 IPF 也是进展

最快的纤维化疾病之一袁其诊断后中位生存期为 3.5
年[3]袁5 年生存率仅为 20%~30%[4]遥 近十年袁IPF 相关

临床试验呈指数级增长袁其中吡非尼酮和尼达尼布

这两种药物用于治疗 IPF[5-6]遥 然而袁该药物只能减

缓患者疾病进展的速度袁进行性的肺纤维化最终仍

会导致患者死亡遥 因此袁目前迫切需要新的抗纤维

化药物延缓 IPF 患者的疾病进程袁改善患者的生活

质量遥 临床研究及荟萃分析结果表明袁中药在改善

IPF 患者的肺功能尧运动能力和生活质量等方面具

有良好的疗效[7-8]遥 中医立足于患者整体袁其治疗作

用具有多环节尧多靶点的特点遥
目前研究认为袁IPF 发病的主要原因是反复肺

泡上皮细胞渊alveolar epithelial cell, AEC冤损伤[9-10]遥
初始损伤会导致 AEC 异常激活袁从而在纤维化环境

中聚集产生胶原的成纤维细胞和肌成纤维细胞遥 肌

成纤维细胞不存在于正常肺组织中袁但肌成纤维细

胞是胶原和其他基质蛋白的重要产生者袁促进成纤

维细胞凋亡和抑制成纤维细胞向肌成纤维细胞转

化袁能有效抑制肺纤维化 [11]遥 而转化生长因子 茁1
渊transforming growth factor-茁1, TGF-茁1冤促进肌成

纤维细胞分化和胶原表达的关键细胞因子袁在肺纤

维化的进展中起到了重要的作用[12]遥迄今为止袁已提

出通过 3 种肌成纤维细胞募集机制袁肺成纤维细胞

的增殖和分化尧上皮间充质转化尧骨髓来源的纤维细

胞或循环祖细胞向成纤维细胞的转化袁其中纤连蛋

白渊fibronectin, FN冤尧琢-平滑肌肌动蛋白渊琢-smooth
muscle actin, 琢-SMA冤尧重组人胶原蛋白-1渊collagen
玉冤是成纤维细胞转化肌成纤维细胞过程中常见的标

志物袁在肺纤维化发生发展中发挥着重要作用[13]遥
Wnt/茁-联蛋白渊Wnt/茁-catenin冤是一个在进化上

高度保守的细胞信号系统袁在胚胎发育尧维持器官

及组织稳态方面袁发挥了至关重要的作用袁并且与人

类许多疾病的发病机制有关遥目前袁已有大量研究证

实经典的 Wnt/茁-catenin 通路在肺纤维化起到重要

的作用遥 SONG 等[14]研究发现袁Wnt1 处理人成纤维

细胞能促进细胞增殖袁使得 琢-SMA尧波形蛋白和玉
型胶原表达量显著增加遥 从博来霉素诱导的肺纤维
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化大鼠提取支气管肺泡灌洗液培养人成纤维细胞也

能起到相同作用袁而转染 茁-catenin shRNA 序列可

抑制这一过程遥 由此可知 Wnt1/茁-catenin 信号通路

可促进人成纤维细胞增殖袁诱导人成纤维细胞转化

为肌成纤维细胞袁促进细胞外基质沉积遥
黄芪甲苷渊astragaloside-郁, AS-郁冤是黄芪的有

效活性成分之一袁是我国药典检测黄芪质量的指标

成分之一遥 目前袁AS-郁的抗纤维化作用已得到研究

证实遥 研究发现袁AS-郁能够通过减少细胞外基质沉

积尧氧化应激和炎症反应袁改善博来霉素诱导的大鼠

肺纤维化[15-16]袁但其作用机制有待进一步探究遥 本实

验研究以人成纤维细胞 HFL-1 细胞作为研究对象袁
探讨 AS-郁通过调控 Wnt/茁-catenin 信号通路对人

成纤维细胞凋亡和肌成纤维细胞转化的作用遥
1 材料

1.1 细胞

人成纤维细胞 HFL-1 细胞渊武汉普诺赛生命科

技有限公司袁货号院CL-0106冤遥
1.2 药品与试剂

AS-郁渊上海研域生物科技有限公司袁批号院
110781-200512冤曰含 L-丙氨酰-L-谷氨酰胺的完全

培养基尧胎牛血清尧青链霉素混合液渊武汉普诺赛生

命科技有限公司袁批号分别为 PM150910尧164210尧
PB180120冤曰胰蛋白酶 渊美国Cytiva 公司 袁批号 院
SH40003.01冤曰细胞凋亡检测试剂盒渊苏州四正柏生

物公司袁批号院20220718冤曰TGF-茁1 抗体渊美国 Pepro鄄
tech 公司袁批号院100-21-10uG冤曰蛋白裂解液尧BCA 蛋

白浓度测定试剂盒尧蛋白酶抑制剂尧磷酸酶抑制剂尧
山羊抗兔免疫球蛋白抗体尧 山羊抗鼠免疫球蛋白抗

体渊中国 Abiowell 公司袁批号分别为 AWB0136尧
AWB0104尧AWH0645尧AWH0650尧AWS0002尧AWS0
001冤曰mRNA 逆转录试剂盒尧miRNA 逆转录试剂盒

渊中国北京康为世纪生物科技有限公司袁批号分别为

CW2569尧CW2141冤曰总 RNA 抽提试剂盒渊美国Thermo
公司袁批号院15596026冤曰茁-actin 抗体尧PCNA 抗体尧FN
抗体尧GAPDH 抗体渊美国 proteintech 公司袁批号分别

为 66009-1-Ig尧10205-2-AP尧66042-1-Ig尧10494-1-
AP冤曰茁-catenin 抗体渊湖南艾方生物公司袁批号 院
AF10715冤曰半胱氨酸蛋白酶蛋白-3渊Cleaved Cas鄄
pase-3冤抗体渊美国 CST 公司袁批号院9664T冤曰抗荧光

淬灭封片剂渊美国South biotech 公司袁批号院0100-
01冤曰Tankyrase抑制剂 XAV939渊美国 Target Molecule
Corp 公司袁批号院225249冤遥
1.3 仪器

HERAcell2401 型 CO2 培养箱 渊美国 Thermo
Fisher 公司冤曰XDS-3 型倒置生物显微镜渊中国粤显

光学仪器有限责任公司冤曰Enspire 型多功能酶标仪

渊美国 Perkinelmer 公司冤曰H1850R 型台式冷冻离心

机渊中国湖南湘仪公司冤曰BD FACSAria 芋流式细胞

仪渊美国 Becton Dickinson 公司冤曰TS-1 型水平摇床

渊中国江苏其林贝尔公司冤曰DYCP-31BN 型电泳槽尧
DYCZ-40D 型蛋白转印槽尧DYCZ-24FN 型高电流电

泳仪渊北京六一生物科技有限公司冤曰ChemiScope
6000 系列化学发光成像系统渊中国勤翔公司冤曰ViiATM

7 型荧光定量 PCR 仪渊美国 Thermo 公司冤曰BioDrop
ulite 型核酸蛋白浓度测定仪渊英国 Biochrom 公司冤曰
Eclipse CI 型正置荧光显微镜尧DS-u3 型成像系统

渊日本尼康公司冤遥
2 方法

2.1 细胞培养

人胚肺成纤维细胞 HFL-1 细胞用含 1%青链霉

素和 10%胎牛血清的含 L-丙氨酰-L-谷氨酰胺的完

全培养基在 37 益 5%CO2 条件下的恒温培养箱中培

养袁待细胞融合度达到 80%时进行传代遥
2.2 AS-郁药物溶液配制

AS-郁用二甲基亚砜溶解成高浓度渊100 mmol/L冤
的储备液袁分装后-20 益避光保存曰临用时用含 L-
丙氨酰-L-谷氨酰胺的完全培养基稀释成 5 滋mol/L
的干预浓度遥
2.3 细胞分组与干预

HFL-1 细胞分为空白组尧TGF-茁1 组尧TGF-茁1+
AS-郁组尧TGF-茁1+XAV939 组遥 其中袁空白组给予含

L-丙氨酰-L-谷氨酰胺的完全培养基培养 24 h曰
TGF-茁1 组给予含 10 ng/mL TGF-茁1 的培养基干预

24 h袁观察细胞形态袁细胞从椭圆形变成长条形曰TGF-
茁1+AS-郁组给予含 10 ng/mL TGF-茁1 和 5 滋mol/L
AS-郁培养基干预 24 h曰TGF-茁1+XAV939 组给予

含 10 ng/mL TGF-茁1 和 5 滋mol/L XAV939 培养基

干预 24 h[17]遥

2185



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn 圆园24 年第 44 卷

2.4 指标检测

2.4.1 最佳浓度的选取 取对数生长期 HFL-1 细

胞胰蛋白酶消化后细胞计数袁6 孔板每孔加入 HFL-
1 细胞悬液袁培养过夜后袁每孔加入 100 滋L 基础培

养基同步化 24 h袁分为 6 组遥 空白组不含细胞尧只含

等体积培养基曰其余 5 组加入 10 ng/mL TGF-茁1袁再
分别加入 0尧5尧10尧20尧40 滋mol/L 的 AS-郁分别加入

TGF-茁1 组尧5 滋mol/LAS-郁组尧10 滋mol/LAS-郁组尧
20 滋mol/LAS-郁组尧40 滋mol/LAS-郁组遥 继续在培

养箱中孵育 72 h袁随后采用RT-PCR检测 FN的mRNA
表达量遥 半抑制浓度渊half maximal inhibitory con鄄
centration, IC50冤=抑制率/抑制剂浓度-log渊抑制率/抑
制剂浓度冤袁采用 GraphPad Prism 9.0 软件计算相

应的 IC50 值遥
2.4.2 流式细胞术检测细胞凋亡率 用细胞凋亡检

测试剂盒进行流式细胞术测定袁取对数生长期HFL-1
细胞袁用 2.3 所示干预浓度及分组处理袁24 h 后收集

细胞上清液至离心管袁用不含 EDTA 的胰蛋白酶消化

贴壁细胞袁将消化好的细胞与收集好的上清混合后

离心袁吸除上清液袁用预冷 PBS洗涤 2次后加入 100 滋L
1伊结合缓冲液重悬细胞袁每管细胞分别加入 5 滋L的
FITC-Annexin V 和 5 滋L 的 PI 工作液袁放置室温避

光孵育 10 min袁再加入 400 滋L 的 PBS 混合后用流

式细胞仪进行检测袁结果用 FlowJo 软件分析遥
2.4.3 RT-PCR 法检测 FN尧collagen玉尧Bax尧Bcl-2尧
琢-SMA mRNA 的表达 细胞按 2.3 的分组方法给

药袁用 RNA 提取液提取总 RNA袁采用 mRNA 逆转录

试剂盒将 RNA 转录为 cDNA袁反应条件为 50 益
50 min袁85 益 5 min遥 引物由北京擎科生物科技有

限公司合成袁详见表 1遥以反转录后的 cDNA 为模板袁
GAPDH 为内参袁对各基因进行 PCR 扩增袁扩增采用

95 益变性 15 s袁60 益退火 60 s袁40 个循环袁65 益延

伸 1 min遥 使用 2-驻驻Ct 法计算 mRNA 的相对表达量遥
2.4.4 免疫荧光染色法检测 琢-SMA尧E-Cadherin尧
collagen玉尧FN尧Cleaved Caspase-3尧茁-catenin 蛋白

表达 细胞按 2.3 的分组方法给药后袁用 4%多聚甲

醛固定 15 min遥加入 100 滋L 破膜工作液袁室温孵育

10 min袁3% BSA 封闭 30 min遥 分别加入 琢-SMA渊1颐
100冤尧E-Cadherin渊1颐200冤尧collagen玉渊1颐200冤尧FN渊1颐
200冤尧Cleaved Caspase-3渊1颐200冤尧茁-catenin渊1颐200冤

一抗稀释液4 益孵育遥 PBS 洗涤后加二抗稀释液室

温孵育袁孵育完成后 PBS 洗涤袁再加 DAPI 染液室

温避光染色袁用抗荧光淬灭封片剂封片袁于荧光显

微镜下观察并采集图像袁使用 Image J软件分析平均

荧光强度遥
2.4.5 Western blot检测 FN尧茁-catenin尧Cleaved Cas鄄
pase-3 蛋白表达水平 按 2.3 的分组方法给药后袁
使用 RIPA 裂解液提取总蛋白袁用 BCA 法测定蛋白

浓度遥再进行聚丙烯酰胺凝胶电泳袁然后将凝胶上的

蛋白转移到 PVDF 膜上袁用封闭液室温封闭 2 h袁加
入 茁-actin渊1颐5 000冤尧PCNA渊1颐5 000冤尧FN渊1颐5 000冤尧
GAPDH渊1 颐5 000冤尧茁-catenin渊1 颐1 000冤尧Cleaved
Caspase-3渊1颐1 000冤一抗袁4 益孵育过夜遥膜用 TBST
洗 3 次袁加入二抗渊1颐5 000冤室温下孵育 2 h袁TBST洗
3 次后显影成像袁用 Image J 软件对结果进行分析遥
2.5 统计学分析

本实验数据由 GraphPad Prism 9.0 软件进行统

计分析袁实验数据符合正态分布用野曾依s冶表示袁多组

间比较使用单因素方差分析袁多重比较使用 Holm-
Sidak 检验遥 数据不符合正态性和渊或冤方差齐性用

Kruskal-Wallis 检验遥
3 结果

3.1 AS-郁最佳浓度的筛选

与空白组比较袁其余各组细胞 FN mRNA 表达

量上升渊P<0.05冤曰与 TGF-茁1 组比较袁AS-郁各浓度

组细胞 FN mRNA表达量均下降渊P<0.05冤曰与 5 滋mol/L
AS-郁组比较袁10 滋mol/L AS-郁组尧20 滋mol/L AS-郁

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences
引物

GAPDH

Bax

Bcl-2

FN

collagen玉

琢-SMA

序列渊5'-3'冤
正向 ACAGCAACAGGGTGGTGGAC
反向 TTTGAGGGTGCAGCGAACTT
正向 TTGCTACAGGGTTTCATCCAGG
反向 GCTCCAAGGTCAGCTCAGGT
正向 CTGGTGGACAACATCGCTCT
反向 ATAGTTCCACAAAGGCATCCCA
正向 CGCCCTTTTCTCCTGTTGTGG
反向 CTCCTTCCTCGCTCAGTTCGT
正向 CTGGCTCTCCTGGTACCCCT
反向 GGACCACGTTCACCACTTGCT
正向 ATCACCATCGGGAATGAACGC
反向 TGCCCGCCGACTCCATTCCA

长度/bp
252

70

100

135

160

79
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组尧40 滋mol/LAS-郁组细胞 FN 的 mRNA 表达量

上升渊P<0.05冤曰与 10尧20 滋mol/L AS-郁组比较袁
40 滋mol/L AS-郁组细胞 FN的mRNA表达量上升渊P<
0.05冤遥 经计算 IC50 值袁5 滋mol/L AS-郁组尧10 滋mol/L
AS-郁组尧20 滋mol/L AS-郁组尧40 滋mol/L AS-郁组的

IC50值分别为 1.01尧1.43尧1.70尧2.46袁所以选择 5 滋mol/L
的 AS-郁组为后续实验组遥 详见表 2遥

3.2 AS-郁对 TGF-茁1 诱导下 HFL-1 细胞凋亡的

影响

与空白组比较袁其余各组细胞凋亡率升高渊P<
0.05冤曰与 TGF-茁1 组比较袁TGF-茁1+AS-郁组和TGF-
茁1+XAV939 组细胞凋亡率降低渊P<0.05冤曰与 TGF-
茁1+AS-郁组比较袁TGF-茁1+XAV939 组细胞凋亡率

升高渊P<0.05冤遥 详见图 1尧表3遥
3.3 AS-郁对 TGF-茁1 诱导下 HFL-1 细胞 FN尧col鄄
lagen玉尧Bax尧Bcl-2尧琢-SMA mRNA的表达

与空白组比较袁其余各组 FN尧collagen玉尧Bcl-2
和 琢-SMA mRNA 表达量增加渊P<0.05冤袁Bax mRNA
表达量降低渊P<0.05冤遥 与 TGF-茁1 组比较袁TGF-茁1+

AS-郁组和 TGF-茁1+XAV939 组 FN尧collagen玉尧
Bcl-2尧琢-SMA mRNA 表达量降低渊P<0.05冤袁Bax
mRNA 表达量增加渊P<0.05冤遥 与 TGF-茁1+AS-郁组

比较袁TGF-茁1+XAV939 组 FN尧collagen玉尧Bcl-2尧
琢-SMA mRNA 表达量增加渊P<0.05冤袁Bax mRNA 表

达量降低渊P<0.05冤遥 详见表 4遥

表 2 不同浓度 AS-郁对 TGF-茁1 诱导 HFL-1 细胞 FN
mRNA表达量的影响渊曾依s袁n=5冤

Table 2 Effects of different concentrations of AS-郁 on
the expression of FN in HFL-1 cells induced by TGF-

茁1 渊曾依s袁n=5冤

注院与空白组比较袁#P<0.05曰与 TGF-茁1 组比较袁*P<0.05曰与 5 滋mol/L
AS-郁组比较袁&P<0.05曰 与 10 滋mol/LAS-郁组比较袁@P<0.05曰与
20 滋mol/LAS-郁组比较袁%P<0.05遥

组别

空白组

TGF-茁1 组

5 滋mol/LAS-郁组

10 滋mol/LAS-郁组

20 滋mol/LAS-郁组

40 滋mol/LAS-郁组

AS郁浓度/渊滋mol/L冤
0
0
5
10
20
40

FN 的表达量

1.00依0.14
5.54依3.52#

1.76依4.75#*
3.27依3.53#*&

3.04依5.06#*&

4.76依4.49#*&@%

图 1 AS-郁对 HFL-1 细胞凋亡的影响

Fig.1 Effects of AS-郁 on HFL-1 cell apoptosis

空白组 TGF-茁1 组

TGF-茁1+AS-郁组 TGF-茁1+XAV939 组

表 3 AS-郁对 HFL-1 细胞凋亡的影响渊曾依s袁n=3冤
Table 3 Effects of AS-郁 on HFL-1 cell

apoptosis 渊曾依s袁n=3冤

注院与空白组比较袁#P<0.05曰与 TGF-茁1 组比较袁*P<0.05曰与 TGF-
茁1+AS-郁组比较袁&P<0.05遥

组别

空白组

TGF-茁1 组

TGF-茁1+AS-郁组

TGF-茁1+XAV939 组

凋亡率/%
3.48依1.59

14.88依0.37#

5.37依0.35#*
7.80依0.71#*&

表 4 AS-郁对 TGF-茁1 诱导 HFL-1 细胞 FN尧collagen玉尧Bax尧Bcl-2尧琢-SMA mRNA表达的作用渊曾依s袁n=3冤
Table 4 Effects of AS-郁 on mRNA expressions of FN, collagen 玉, Bax, Bcl-2, and 琢-SMA in HFL-1

cells induced by TGF-茁1 渊曾依s袁n=3冤

注院与空白组比较袁#P<0.05曰与 TGF-茁1 组比较袁*P<0.05曰与TGF-茁1+AS-郁组比较袁&P<0.05遥

组别

空白组

TGF-茁1 组

TGF-茁1+AS郁组

TGF-茁1+XAV939 组

FN
1.04依0.09
3.13依0.14#

1.61依0.06#*
2.32依0.05#*&

collagen玉
0.99依0.10
2.88依0.23#

1.48依0.09#*
2.14依0.09#*&

Bcl-2
0.97依0.14
2.92依0.12#

1.43依0.09#*
2.14依0.22#*&

琢-SMA
1.01依0.01
3.23依0.15#

1.62依0.04#*
2.25依0.13#*&

Bax
1.11依0.09
0.34依0.03#

0.81依0.04#*
0.61依0.05#*&
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DAPI

茁-catenin

Merge

空白组 TGF-茁1 组 TGF-茁1+AS郁组 TGF-茁1+XAV939 组

图 2 AS-郁对 TGF-茁1 诱导 HFL-1 细胞 茁-catenin 蛋白表达的影响渊免疫荧光袁伊200冤
Fig.2 Effects of AS-郁 on 茁-catenin protein expression in HFL-1 cells induced by TGF-茁1

(immunofluorescence, 伊200)

3.4 免疫荧光染色法检测 琢-SMA尧E-Cadherin尧col鄄
lagen玉尧FN尧Cleaved Caspase-3尧茁-catenin 的蛋白

表达

与空白组比较袁其余各组 琢-SMA尧collagen玉尧FN尧
Cleaved Caspase-3尧茁-catenin 蛋白表达量增加渊P<
0.05冤袁E-Cadherin蛋白表达量减少渊P<0.05冤遥 与TGF-
茁1 组比较袁TGF-茁1+AS-郁组和 TGF-茁1+XAV939
组琢-SMA尧collagen玉尧FN尧Cleaved Caspase-3尧茁-catenin
蛋白表达量减少渊P<0.05冤袁E-Cadherin 蛋白表达量

增加渊P<0.05冤遥与 TGF-茁1+AS-郁组比较袁FN尧Cleaved
Caspase-3 蛋白表达量下降渊P<0.05冤遥 详见图 2要6遥
3.5 Western blot检测 FN尧茁-catenin尧Cleaved Cas鄄
pase-3 的蛋白表达

与空白组比较袁其余各组的 FN尧茁-catenin尧
Cleaved Caspase-3 蛋白表达升高渊P<0.05冤曰与TGF-
茁1 组比较袁TGF-茁1+AS-郁组和 TGF-茁1+XAV939
组FN尧茁-catenin尧Cleaved Caspase-3 蛋白表达降

低 渊P<0.05冤曰与 TGF-茁1+AS-郁组比较袁TGF-茁1+
XAV939 组的 FN尧Cleaved Caspase-3 蛋白表达升高

渊P<0.05冤袁茁-catenin 的蛋白表达降低渊P<0.05冤遥 详见

图 7尧表 5遥

4 讨论

IPF 属于中医学野肺痿冶野肺痹冶范畴袁发病原因

复杂袁基本病机为肺虚络瘀尧本虚标实袁本虚为肺尧
脾尧肾三脏皆虚袁标实为痰浊尧瘀血痹阻于肺络[18-20]袁
治疗上应补肺健脾益肾尧祛痰活血通络[21]遥 黄芪具有

补肺健脾尧补气活血的功效遥 AS-郁为中药黄芪的药

理成份袁现代药理学研究发现袁AS-郁可增强机体免

疫力及抗病能力袁改善肺功能袁能延缓肺纤维化发

展[22]遥 研究发现袁AS-郁可以通过 miR-21 介导的途

径激活肺泡细胞自噬袁从而抑制 IPF 发生发展 [23]遥
TONG 等[24]使用博来霉素诱导小鼠 IPF 的发生袁结果

显示袁黄芪甲苷治疗后可以减少羟脯氨酸的合成袁延
缓肺纤维化的发展遥 同样有研究表明袁AS-郁还可通

过能被转化生长因子激活的长链非编码 RNA/微小

RNA-200c/锌指转录因子 1 信号通路抑制上皮间充

质转化和肺纤维变性[25]遥
Wnt 参与细胞增殖尧分化与再生袁其经典通路通

过调控下游关键转录因子 茁-catenin 以激活 Wnt/茁-
catenin 信号通路袁随后相关配体与受体结合形成蛋

白复合体袁调控肺组织血管新生袁对损伤的气道内皮
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空白组 TGF-茁1 组 TGF-茁1+AS郁组 TGF-茁1+XAV939 组

DAPI

琢-SMA

E-Cadherin

Merge

图 3 AS-郁对 TGF-茁1 诱导 HFL-1 细胞 琢-SMA尧E-Cadherin 蛋白表达的影响渊免疫荧光袁伊200冤
Fig.3 Effects of AS-郁 on protein expressions of 琢-SMA and E-Cadherin in HFL-1 cells

induced by TGF-茁1 (immunofluorescence, 伊200)

图 4 AS-郁对 TGF-茁1 诱导 HFL-1 细胞 collagen玉蛋白表达的影响渊免疫荧光袁伊200冤
Fig.4 Effects of AS-郁 on collagen 玉 protein expression in HFL-1 cells induced by TGF-茁1

(immunofluorescence, 伊200)

空白组 TGF-茁1 组 TGF-茁1+AS郁组 TGF-茁1+XAV939 组

DAPI

collagen玉

Merge
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图 5 AS-郁对 TGF-茁1 诱导 HFL-1 细胞 FN尧Cleaved Caspase-3 蛋白表达的影响渊免疫荧光袁伊200冤
Fig.5 Effects of AS-郁 on protein expressions of FN and Cleaved Caspase-3 in HFL-1 cells

induced by TGF-茁1 (immunofluorescence, 伊200)

空白组 TGF-茁1 组 TGF-茁1+AS郁组 TGF-茁1+XAV939 组

DAPI

FN

Cleaved Caspase-3

Merge

图 6 AS-郁对 TGF-茁1 诱导 HFL-1 细胞 琢-SMA尧E-Cadherin尧collagen玉尧FN尧Cleaved Caspase-3尧
茁-catenin 蛋白表达的影响渊曾依s袁n=3冤

Fig.6 Effects of AS-郁 on protein expressions of 琢-SMA, E-Cadherin, collagen 玉, FN, Cleaved
Caspase-3, and 茁-catenin in HFL-1 cells induced by TGF-茁1 渊曾依s袁n=3冤

注:与空白组比较袁#P<0.05曰与 TGF-茁1 组比较袁*P<0.05曰与 TGF-茁1+AS-郁组比较袁&P<0.05遥
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细胞进行修复袁促使间质纤维细胞激活与重构袁引起

肺组织胶原沉积袁参与 IPF 进程[26]遥 研究使用 Wnt/
茁-catenin 信号通路抑制剂后发现袁Wnt 相关配体与

LRP-5/6 共受体袁发生竞争性结合袁减弱了信号之间

的传导袁从而逆转了肺成纤维细胞和肌成纤维细胞

的增殖与分化袁从而发挥改善 IPF 的作用遥OKAZAKI
等[27]使用新型 Wnt/茁-catenin/结合蛋白信号抑制剂

PRI-724袁能通过调节肺中巨噬细胞的活性袁从而改

善博来霉素诱导的小鼠肺纤维化袁因此袁Wnt/茁-
catenin 信号通路与肺纤维化的发生发展密切相关遥
中医药治疗肺纤维化源远流长袁许多研究发现袁某些

中药单体的有效成分袁尤其是苷类化合物可以通过

调控 Wnt/茁-catenin 信号通路从而抑制肺纤维化的

发生发展[28]遥有研究证实袁用淫羊藿苷作用于肺成纤

维细胞后袁下调了氧化产物的浓度袁同时提高了抗氧

化物水平袁从而抑制肺纤维化的产生袁这与抑制Wnt/
茁-catenin 信号传导相关[29]遥 WANG 等[30]通过博来霉

素诱导小鼠肺纤维化袁使用五味子苷进行干预后检

测相关指标发现相关炎症因子尧Wnt 及 茁-catenin 等

的表达受到抑制遥

本研究流式细胞术检测结果显示袁AS-郁能够

抑制 TGF-茁1 诱导下 HFL-1 细胞的凋亡遥 RT-PCR
法检测结果显示袁TGF-茁1 处理能够上调人成纤维

细胞转化为肌成纤维细胞过程中标志物 琢-SMA尧
FN尧collagen玉尧抗凋亡蛋白 Bcl-2 mRNA 的表达袁下
调促凋亡蛋白 Bax mRNA 的表达曰而 AS-郁能够下

调 琢-SMA尧FN尧collagen玉尧抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达袁上
调促凋亡蛋白 Bax 表达遥本实验通过 Western blot 法
检测相关蛋白表达袁结果提示 TGF-茁1 诱导HFL-1
细胞后袁FN尧茁-catenin尧Cleaved Caspase-3 蛋白表达

增加袁AS-郁作用后蛋白表达下降袁同样免疫荧光染

色检测结果显示 TGF-茁1 诱导HFL-1 细胞后 琢-
SMA尧E-Cadherin尧collagen玉尧FN尧茁-catenin尧Cleaved
Caspase-3 蛋白表达增加袁AS-郁作用后蛋白表达下

降遥 结果证明袁AS-郁能够抑制 TGF-茁1所诱导的细

胞凋亡袁抑制肌成纤维细胞转化袁其作用机制可能与

Wnt/茁-catenin信号通路密切相关遥
综上袁本研究发现 AS-郁能够抑制 TGF-茁1 诱

导的 HFL-1 细胞凋亡和肌成纤维细胞转化袁该作用

可能与 Wnt/茁-catenin 信号通路有关袁为 AS-郁治疗

IPF 的临床应用提供了理论依据遥

表 5 AS-郁对 TGF-茁1 诱导下 HFL-1细胞 FN尧茁-catenin尧Cleaved Caspase-3 蛋白表达的影响渊曾依s袁n=3冤
Table 5 Effects of AS-郁 on protein expressions of FN, 茁-catenin, and Cleaved Caspase-3 in HFL-1

cells induced by TGF-茁1 渊曾依s袁n=3冤

注院与空白组比较袁#P<0.05曰与 TGF-茁1 组比较袁*P<0.05曰与 TGF-茁1+AS-郁组比较袁&P<0.05遥

组别

空白组

TGF-茁1 组

TGF-茁1+AS-郁组

TGF-茁1+XAV939 组

FN/GAPDH
0.05依0.03
0.38依0.02#

0.19依0.05#*
0.30依0.03#*&

茁-catenin/茁-actin
0.10依0.02
0.51依0.02#

0.36依0.05#*
0.19依0.03#*&

茁-catenin/PCNA
0.15依0.01
0.75依0.01#

0.51依0.04#*
0.28依0.02#*&

Cleaved Caspase-3渊19 kDa冤/GAPDH
0.03依0.01
0.24依0.04#

0.08依0.02#*
0.17依0.03#*&
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图 7 AS-郁对 TGF-茁1 诱导下 HFL-1 细胞 FN尧茁-catenin尧Cleaved Caspase-3 蛋白表达的影响

Fig.7 Effects of AS-郁 on protein expressions of FN, 茁-catenin, and Cleaved Caspase-3 in HFL-1 cells
induced by TGF-茁1
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