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毒胡萝卜素对小鼠肺成纤维细胞内钙离子水平及

$';@';,:5蛋白表达的影响
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!!&摘要'!目的!探讨钙泵抑制剂毒胡萝卜素!2BC,&<HC3H<4#:̂ "对体外小鼠肺成纤维细胞内钙离子!%C.f "水

平及凋亡相关蛋白含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶/Q!?C&,C&1/Q"表达的影响(方法!小鼠肺成纤维细胞

!ZS.S"分为Q组$空白对照组!不做处理"*转化生长因子#"!:̂ 8/#""组*:̂ 组#后两组均用G4H.'Z:̂ 8/#" 诱导

.$B#:̂ 组在诱导后再用$&'76.Z:̂ 作用.$B(细胞处理$RB后#分别收集各组细胞#采用透射电子显微镜观

察细胞超微结构变化#激光共聚焦显微镜观察各组细胞内%C.f
水平#免疫细胞化学方法检测?C&,C&1/Q蛋白表达(

结果!透射电子显微镜示#空白对照组细胞凋亡较少#:̂ 8/#" 组无明显凋亡细胞#:̂ 组有大量成纤维细胞凋亡(

:̂ 8/#" 组%C.f
水平和?C&,C&1/Q蛋白水平均低于空白对照组!3$#F#G"#:̂ 组细胞内%C.f

水平和?C&,C&1/Q蛋白

水平均较 :̂ 8/#" 组*空白对照组升高!3$#F#G"(结论!:̂ 可使小鼠肺成纤维细胞细胞内钙稳态失衡#增加

?C&,C&1/Q蛋白表达#促进细胞凋亡(

&关键词'!肺成纤维细胞!毒胡萝卜素!钙离子!含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶/Q
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%C.f C4=2B11@,31&&<747K?C&,C&1/Q,3721<4<4'7>&16>4HK<53756C&2F+,=%<-;! (<?16>4HK<53756C&2?166&J131

=<L<=1=<4272B311H37>,&$2B156C4M?742376H37>,#23C4&K73'<4HH37J2BKC?273/#"!:̂ 8/#""H37>,C4=:̂ 231C21=

H37>,F:B1?166&J131<4=>?1=5AG4H.'Z:̂ 8/#"K73.$B<4:̂ 8/#"H37>,C4=:̂ H37>,#$&'76.Z:̂ JC&

C==1=<4 :̂ H37>,K73.$BFTK213$RB#2B1?166&J131?7661?21=#C4=2B1?166&23>?2>31JC&75&13L1=5A

23C4&'<&&<74161?2374'<?37&?7,1#<423C?166>6C3%C.f61L16JC&=121?21=J<2B6C&13?74K7?C6'<?37&?7,1#2B1,3721<4

1@,31&&<747K?C&,C&1/Q JC&1@C'<41= >&<4H<''>47B<&27?B1'<&23A '12B7=F7,;&D=;! :3C4&'<&&<74161?2374

'<?37&?7,A&B7J1=2BC22B1?166&<42B156C4M?742376H37>,BC=75L<7>&4>?6176>&#?7',612173HC41661&C4=61&&

C,7,27&<&FN4:̂ 8/#"H37>,#2B1?166'73,B767HAJC&<42C?2#?B37'C2<4JC&1L146A=<&23<5>21=#C4=47C,7,272<?

?166&J131K7>4=FN4:̂ H37>,#2B131J131C6C3H14>'5137KC,7,27&<&7KK<53756C&2&#?B37'C2<4?6>',&<44>?61<

C4=C&'C66C'7>427K?766CH14K<513&F:B161L167K%C.f<4:̂ 8/#"H37>,JC&&<H4<K<?C426A67J132BC42BC2<4?742376

H37>,!3$#F#G"#C4=JB<?B<4:̂ H37>,JC&&<H4<K<?C426AB<HB13!3$#F#G"F:B1,3721<41@,31&&<747K?C&,C&1/

Q<4:̂ 8/#" H37>,J131&<H4<K<?C426A67J132BC42BC2<456C4M?742376H37>, !3$#F#G"#JB<?B<4:̂ H37>,

<4?31C&1=75L<7>&6A!3$#F#G"F6<($D&;#<(!:̂ ?7>6=?C>&1<423C?166>6C3?C6?<>'=A&31H>6C2<74<4'7>&16>4H

K<53756C&2&#<4?31C&1?C&,C&1/Q,3721<41@,31&&<74C4=,37'721?166C,7,27&<&F

&I,CJ<A-;'!! Z>4HK<53756C&2&!!:BC,&<HC3H<4!!%C6?<>'!!?C&,C&1/Q

!!研究表明#肺纤维化过程中主要是成纤维细胞

的增殖*胶原过度沉积#导致肺组织结构不可逆转性

破坏
,"-(故抑制肺成纤维细胞的增殖#诱导其凋亡

" 河北省科学技术研究与发展计划!D7F"#.U!""QV"和河北省

大学生创新创业训练计划项目!.#"U"##R"#$G"资助

# 通信作者#I/'C<6$MA?@AB!27'F?7'

可能成为抗肺纤维化治疗的主要策略(内质网应激

!14=7,6C&'<?312<?>6>'&231&&#I+)"是近年来发现

的一种新的凋亡途径#I+)介导的凋亡与细胞内钙

离子!%C.f "有着不可分割的关系,.-(%C.f
作为细

胞内多种死亡信号转导的第二信使#在细胞凋亡过

程中处于重要地位(细胞内%C.f
稳态主要是通过

内质网来保持#细胞内钙稳态失衡是诱导I+)的重
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要因素
,Q-#过度的I+)则会导致细胞的凋亡

,$-(转

化生 长 因 子 #" !23C4&K73'<4HH37J2BKC?273/#"#

:̂ 8/#""为现知的最强烈的纤维化促进因子#其促

进肺成纤维细胞过度增殖*分化#继而促进$*%型

胶原等细胞外基质过度积聚
,G-#在肺纤维化的产生

和发展中起着中心性作用(有研究报道,!-#小鼠肺

成纤维细胞经 :̂ 8/#" 刺激后#细胞内的I+)重要

标志物葡萄糖调节蛋白UR!̂ +*UR"*P盒结合蛋

白/"!P[*/""*活化转录因子!!T:8/!""表达均升

高#同时$型胶原蛋白也随之升高#表明I+)参与

了肺成纤维细胞的转化过程(

为此#本研究使用钙泵抑制剂7毒胡萝卜素

!2BC,&<HC3H<4#:̂ "作用于体外 :̂ 8/#" 刺激的小鼠

肺成纤维细胞#观察细胞内%C.f
变化及凋亡相关蛋

白含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶/Q!?C&,C&1/Q"

的表达#探讨%C.f
变化对肺纤维化成纤维细胞凋亡

的调控作用#以期为肺纤维化的防治提供新的作用

靶点(

1!材料和方法

1F1!细胞*材料

液氮冻存的小鼠肺成纤维细胞ZS.S#由中国科

学院上海细胞研究所提供(+*(N/"!$#培养基购

于美国 N̂[%E公司!批号$%""RUGG##"#胎牛血清

购于天津灏洋生物公司!批号$#$/##"/"T"#青链霉

素混合液购于以色列[<767H<?C6N4=>&23<1&![N"公司

!批号#Q/#Q"/"["#胰蛋白酶!含IV:T"购于美国

ND-N:+Ê ID公司#:̂ 8/#" 购于美国*1,3721?B

公司#毒胡萝卜素购于美国 %CA'C4公司!批号$

"#G..#规格"'H"#86>7/QT(.%C.f
荧光探针购于

美国 W*Z公司!批号$8".$."#免疫细胞化学试剂

盒*?C&,C&1/Q抗体购于北京博奥森生物技术有限公

司#VT[显色剂购于上海贝博生物公司+[PG"荧光

倒置 显 微 镜*激 光 共 聚 焦 荧 光 显 微 镜 !日 本

E6A',>&公司"(

1F/!方法

1F/F1!细胞培养*分组及处理!液氮冻存的小鼠肺

成纤维细胞ZS.S#快速放入QU_恒温水浴箱内融

化后#接种G'Z+*(N/"!$#完全培养基的G#'Z

培养瓶内#于QU_*体积分数G̀ %E. 的孵育箱内

培养(当细胞呈单层致密状时#用#F.G̀ 胰蛋白酶

消化后传代(细胞同步化后分为Q组$空白对照组*

:̂ 8/#" 组和 :̂ 8/#"f:̂ 组!:̂ 组"Q组#每个培

养瓶内加入Q'Z 完全培养基#细胞浓度为"X

"#G 'Zd"(空白对照组$ZS.S细胞只加入 +*(N/

"!$#培养基#培养$RB+:̂ 8/#" 组$ZS.S细胞加入

终质量浓度为G4H.'Z:̂ 8/#" 的 +*(N/"!$#培

养基#培养.$B#然后换+*(N/"!$#培养基继续培

养.$B+:̂ 组$ZS.S细胞加入终质量浓度G4H.'Z

:̂ 8/#" 的+*(N/"!$#培养基#培养.$B#然后换含

$&'76.Z :̂ 的 +*(N/"!$#培养基#培养.$B(

$RB实验结束后#分别收集各组细胞(

1F/F/!透射电镜观察各组ZS.S细胞形态!收集

各组细胞于I*管内#加入"'Z戊二醛缓冲液进行

固定.$B+用*[)缓冲液浸洗.B#锇酸固定"FGB#

*[)缓冲液浸洗.B#经梯度酒精!$#̀ *G#̀ *

UG̀ *RG̀ *SG̀ *"##̀ "脱水#进行树脂包埋#TEI

型钻石切片机进行超薄切片#枸橼酸铅*醋酸铀双

染#透射电镜观察细胞形态变化(

1F/F5!激光共聚焦显微镜观察各组细胞内%C.f
水

平!细胞使用专用共聚焦小皿进行处理完成后#弃

掉培养皿中原有培养基#*[)缓冲液洗涤.次#用细

胞培养基调整细胞浓度为"X"#! 'Zd"#加入终浓

度为 G &'76.Z 的 86>7/Q T(.%C.f
荧 光 探 针

$##&Z#置QU_*体积分数G̀ %E. 孵育箱内孵育

$#'<4#进行细胞负载+负载后的细胞使用*[)缓

冲液洗涤.次#加入"'Z培养基#置孵育箱内孵育

.#'<4#上机检测(本实验采用的发射波长为

GQ#4'#激发光波长为$RR4'#使用激光共聚焦扫

描显微镜观察各组细胞并进行拍照#使用配套

:%))*.处理软件#计算细胞的平均荧光强度(细

胞内%C.f
浓度越高#细胞的荧光强度越强(

1F/F3!免疫细胞化学检测各组成纤维细胞内

?C&,C&1/Q蛋白表达!胰蛋白酶消化细胞#用培养基

调整细胞浓度为"X"#! 'Zd"#取"'Z种植于带有

小玻片的!孔板内#按照各实验组要求处理完成后#

用免疫细胞化学)*法#检测各实验组?C&,C&1/Q蛋

白表达情况(一抗浓度为"cQ###用*[)代替一

抗#作为阴性对照组(实验具体方法按照试剂盒说

明书进行操作(

阳性结果的判断$细胞浆或细胞核出现黄色或

黄褐色(每张切片随机取G个视野#放大$##倍#用

N'CH1/,37,6>&图像分析系统进行显微定量分析每

张切片蛋白平均灰度值#作为?C&,C&1/Q蛋白表达

量(

1F/FM!统计学方法!数据以&Me-表示(多组间差

异比较采用J 检验#两两比较采用 Z)V 法#"b

#a#G(

"RQ



四川大学学报!医学版" 第$S卷

/!结果

/K1!Y4/4细胞形态

见图"(空白对照组细胞凋亡较少#细胞器完

整#粗面内质网和高尔基复合体发育良好#有少量线

粒体#细胞核呈椭圆形#有明显核仁+:̂ 8/#" 组细胞

形态完好#染色质均匀分布#无明显凋亡细胞+:̂

组有大量成纤维细胞凋亡#细胞核内染色质凝集成

团块状#处于碎裂相#线粒体出现肿胀甚至呈空泡

状#胶原纤维少量存在(

/K/!细胞内6'
/d
水平

见图.(空白对照组呈淡绿色荧光#:̂ 8/#" 组

%C.f
荧光强度减弱#:̂ 组呈强绿荧光+空白对照

组*:̂ 8/#" 组*:̂ 组细胞内%C.f
荧光强度分别为

".QFR.e$"FR#*S!FQReQGF.Q*Q#GF.$eRQF"G#

:̂ 8/#" 组%C.f
水平低于空白对照组!3$#F#G"#

加入 :̂ 干预后细胞内%C.f
水平升高#与空白对照

组*:̂ 8/#" 组相比#差异均有统计学意义!3$

#a#G"(

/K5!细胞内$';@';,:5蛋白的表达

1A 1B 1C

2A 2B 2C

3A 3B 3C

2 mμ 2 mμ 2 mμ

20 mμ20 mμ20 mμ

图1!透射电子显微镜观察各处理组成纤维细胞的形态!!!图/!激光共聚焦电子显微镜观察各处理组细胞内6'/d荧光强度!!!图5!

各组细胞中$';@';,:5蛋白表达("9![300

S#T1!P%,N<A@%<D<TC<>>#BA<BD';=;#(-#>>,A,(=TA<&@;<B;,A*,-BC=A'(;N#;;#<(,D,$=A<(N#$A<;$<@C!!!S#T/!P%,#(=A'$,DD&D'A6'/d

>D&<A,;$,($,#(=,(;#=C#(-#>>,A,(=TA<&@;<B;,A*,-BCD';,A$<(><$'D,D,$=A<(N#$A<;$<@C!!!S#T5!P%,,?@A,;;#<(<>$';@';,:5@A<=,#(#(

-#>>,A,(=TA<&@;K"9[300

T$[6C4M?742376H37>,+[$:̂ 8/#"H37>,+%$:̂ H37>,

.RQ
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!!见图Q(:̂ 8/#" 组中的细胞浆黄染较空白对

照组变浅#:̂ 组的细胞浆中棕黄色染色较空白对

照组和 :̂ 8/#" 组加深(:̂ 8/#" 组!"RQ!FQQe

"#.a"G"与空白对照组!.GG.FQSe"UGF$Q"比较#

?C&,C&1/Q蛋白表达降低!3$#F#G"+:̂ 组?C&,C&1/

Q蛋白表达!QUSRFG.e..#F.G"增强#高于空白对

照组和 :̂ 8/#" 组#差异均有统计学意义!3$

#a#G"(

5!讨论

目前研究认为#细胞凋亡的通路主要有死亡受

体途径!外源性途径"*线粒体途径!内源性途径"和

I+)途径#其中前两者是经典凋亡途径#I+)途径

是近年才发现的一种新的凋亡途径#其引起的细胞

凋亡机制尚未完全阐明(目前I+)介导细胞凋亡

研究较多的两种机制为未折叠蛋白!9*+"和%C.f

起始信号#且多条通路揭示内质网中%C.f
参与

,U-(

本研究使用钙泵抑制剂 :̂ 作用于体外小鼠肺成纤

维细胞#探讨%C.f
变化对I+)诱导肺成纤维细胞

凋亡的调控作用#旨在从I+)途径探讨细胞凋亡信

号通路#为肺纤维化的治疗提供实验依据#同时为实

际治疗提供新的思路(

激光共聚焦结果显示#与空白对照组相比#

:̂ 8/#" 可引起小鼠肺成纤维细胞内%C.f
水平的降

低+加入 :̂ 干预后细胞内%C.f
水平升高#高于空

白对照组和 :̂ 8/#" 组!3$#F#G"#表明 :̂ 可提高

:̂ 8/#" 刺激的小鼠肺成纤维细胞内%C.f
水平#引

起细胞内%C.f
超载(而且#电镜观察 :̂ 8/#" 组无

明显凋亡细胞#经 :̂ 处理的成纤维细胞可见典型

的细胞凋亡的形态改变#表明细胞内钙超载#引发了

细胞凋亡的发生(:̂ 是抑制内质网膜 %C.f/T:*

酶抑制剂#是I+)特异性诱导剂#可使胞浆内%C.f

浓度升高#诱导 TG$S细胞*肝星状细胞*人胚肺成

纤维细胞发生I+)和凋亡
,R "#-(

内质网广泛存在于真核细胞中#是细胞内重要

的细胞器#是蛋白质合成*折叠*组装和运输的主要

场所#同时也是钙储备和钙信号传导的主要部位(

当受不良刺激时#内质网腔内将会出现大量未折叠

与错误折叠的蛋白#细胞内%C.f
平衡被打乱

,"" ".-#

发生I+)(I+)关键的调节分子有分子伴侣葡萄

糖调节蛋白UR!̂ +*UR"和%%TT: 增强子结合蛋

白同 源 蛋 白 !%%TT:.14BC4?135<4=<4H,3721<4

B7'767H7>&,3721<4#%;E*"及?C&,C&1/".蛋白水

解酶的活化(内质网通过激活未折叠蛋白质反应以

保护由I+)所引起的细胞损伤#恢复细胞功能(长

期或过强的I+)通过诱导%;E*表达*̂+*UR以

及?C&,C&1/".的活化等一系列生物学效应#信号由

生存向凋亡转换#从而诱导细胞凋亡(既往研究报

道
,"Q-#I+)介导凋亡的关键环节是胞内钙稳态失衡

和钙 蛋 白 酶 .!?C6,C<4/."*?C&,C&1/". 的 激 活#

?C6,C<4和?C&,C&1/".在一起能形成1%C.f
感受器2#

此时%C.f
增高#即能被其感受而引发细胞凋亡(目

前研究显示
,"$-#:̂ 可促进肺成纤维细胞凋亡#增加

仅被I+)活化的凋亡蛋白?C&,C&1/".的表达#表明

:̂ 诱导的细胞凋亡与I+)有关(%C&,C&1家族在

细胞凋亡过程中发挥至关重要的作用#当内质网中

的%C.f
稳态被破坏时#?C&,C&1/".被激活#它可以

进一步剪切?C&,C&1/Q(?C&,C&1/Q是细胞凋亡过程

中关键蛋白酶(细胞凋亡Q个信号传导通路都能激

活凋亡执行者?C&,C&1/Q#它会水解各种各样的细胞

成分使细胞发生凋亡(本研究结果显示#:̂ 组的

?C&,C&1/Q蛋白表达高于空白对照组和 :̂ 8/#" 组

!3$#F#G"#表明 :̂ 上调了 :̂ 8/#" 刺激的小鼠肺

成纤维细胞?C&,C&1/Q蛋白的表达#提示 :̂ 可能通

过%C.f
诱导的I+)途径参与了细胞凋亡(有研究

报道
,S-#钙离子螯合剂乙二醇双!./氨基乙醚"四乙

酸!Î :T"或[T*:T.T(显著抑制 :̂ 诱导肝星

状细胞凋亡#并且抑制?C6,C<4*?C&,C&1/".*?C&,C&1/

S和?C&,C&1/Q蛋白表达#说明下调细胞内%C.f
的浓

度可抑制肝星状细胞的凋亡(

本研究未探讨 :̂ 诱导小鼠肺成纤维细胞凋亡

的机制#但推测可能是通过I+)凋亡途径#即 :̂

引起细胞质内%C.f
增加#活化细胞质中的?C6,C<4#

活化型?C6,C<4促进内质网膜上的?C&,C&1/".活化#

进一步激活?C&,C&1/Q而导致细胞凋亡(有关 :̂

如何通过钙稳态失衡诱导的I+)途径参与细胞凋

亡#下一步实验将进行深入探讨(由于I+)诱导的

细胞凋亡是一种新的凋亡途径#其信号转导途径的

分子机制还有待于更深入的研究#而寻找和研制针

对I+)凋亡途径的药物将成为治疗肺纤维化疾病

的一个新的方向(
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