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［摘 要］ 目的：研究利拉鲁肽（liraglutide，Li）对博来霉素（bleomycin，BLM）诱导大鼠肺纤维化的影响及其机制。方法：将SD
大鼠随机分为4组：对照组（Con）、BLM组、BLM+Li组、Li组。气管内一次性注入BLM（4 U/kg）后，BLM+Li组、Li组大鼠予以每

日皮下注射Li（0.2 mg/kg）。28 d后处死大鼠，采用HE、Masson三色染色法评估肺组织病理情况；甲苯胺蓝染色法评估肥大细

胞浸润情况；碱水解法测定肺组织羟脯胺酸水平；RTq PCR法检测肺组织 I型胶原蛋白α1、Ⅱ型胶原蛋白α1、Ⅲ型胶原蛋白α1、
肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）⁃α、白介素（interleukin，IL）⁃6、IL⁃1β、转化生长因子β1（transforming growth factor β1，
TGF⁃β1）mRNA水平；ELISA法检测肺组织TNF⁃α、IL⁃6、IL⁃1β含量；免疫荧光法检测上皮细胞钙连蛋白（E⁃cadherin）、α⁃平滑肌

肌动蛋白（α⁃smooth muscle actin，α⁃SMA）的表达；Western blot法检测E⁃cadherin、紧密连接蛋白1（zonaoccluden⁃1，ZO⁃1）、闭合

蛋白（Occludin）、α⁃SMA、TGF⁃β1的表达。结果：与BLM组相比，BLM+Li组肺组织炎症细胞浸润、肺泡结构破坏及纤维化程度

减轻，羟脯胺酸及胶原含量显著降低。Li能抑制BLM诱导的肺组织TNF⁃α、IL⁃6、IL⁃1β、TGF⁃β1表达上调，并抑制上皮细胞标志物

E⁃cadherin、ZO⁃1、Occludin下调及间质细胞标志物α⁃SMA的上调。结论：Li可减轻BLM诱导的大鼠肺纤维化，这种保护作用与其

减轻肺内炎症反应、降低TGF⁃β1的表达及抑制上皮细胞间质转化有关。Li有望成为未来治疗肺纤维化的候选药物之一。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the effects of liraglutide（Li）on bleomycin（BLM）⁃induced pulmonary fibrosis
in rat and the potential mechanisms underlying. Methods：SD rats were randomly divided into four groups：control group（Con），BLM
group，BLM+Li group and Li group. After BLM（4 U/kg）was intratracheally administered once to induce pulmonary fibrosis，Li（0.2 mg/
kg）was subcutaneously injected daily in BLM+Li and Li group while the control group was given the same volume of normal saline. On
the day 28，all rats were anesthetized and the lung tissues were rapidly excised. Pulmonary injury and pulmonary fibrosis was evaluated
by the hematoxylin⁃eosin and masson’s trichrome staining. Mast cells were detected with toluidine blue staining. The hydroxyproline
content in the lung was detected by alkali hydrolysis assay. Collagen type I alpha 1，collagen type Ⅱ alpha 1，collagen type Ⅲ alpha 1，
tumor necrosis factor（TNF）⁃α，interleukin（IL）⁃6，IL⁃1β and transforming growth factor β1（TGF⁃β1）mRNA were detected by real
time quantitative PCR. ELISA was performed to analyze the level of TNF⁃α，IL⁃6 and IL⁃1β in the lung homogenates. E⁃cadherin and α
⁃smooth muscle actin（α⁃SMA）expression were evaluated by immunofluorescence. The protein levels of E⁃cadherin，zona occluden 1
（ZO ⁃ 1），Occludin，α ⁃ SMA and TGF ⁃ β1 were detected by Western blot. Results：Compared with the BLM group，Li reduced
inflammatory cell infiltration，interstitial thickness，collagen deposition，significantly reduced the expression of TNF⁃α，IL⁃6，IL⁃1β and
TGF⁃β1；up⁃regulated the expression of E⁃cadherin，ZO⁃1，Occludin and down⁃regulated the expression of α⁃SMA. Conclusion：Li
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肺纤维化是各种慢性间质性肺病的最终阶段，其

特征是肺实质破坏，成纤维细胞/肌成纤维细胞增殖

与活化增多，细胞外基质沉积，最终导致肺换气功能

障碍，呼吸衰竭［1-2］。肺纤维化患者病情进展快，病死

率高，而目前肺纤维化的治疗手段有限且疗效欠佳，

其中特发性肺纤维化患者的中位生存期仅2~4年［3］。

对肺纤维化机制的进一步研究及研发安全有效的抗

纤维化药物迫在眉睫。近年来研究发现，上皮间质转

化（epithelial⁃mesenchymal transition，EMT）是肺纤维

化发生发展的重要机制之一，是肌成纤维细胞的重要

来源［4］。当上皮细胞受外界损伤因素刺激时，EMT过

程被启动，上皮细胞逐渐失去极性，转化成纺锤形的

间质细胞，参与肺组织重塑，细胞外基质堆积，促进肺

纤维化发生发展［5］。因此，能够抑制EMT过程的药物

可能成为潜在的抗肺纤维化药物。

胰高血糖素样肽⁃1（glucagon like peptide⁃1，GLP⁃1）
是一种肠道L细胞分泌的肽类激素，与其特异性受

体（GLP⁃1 receptor，GLP⁃1R）结合后，可以促进胰岛

素分泌，具有降血糖作用［6］。近年来发现，GLP⁃1R
不仅分布于胰腺组织，在中枢神经系统、心脏、肾

脏、肺等组织均有表达，生物学作用广泛［7］。利拉鲁

肽（liraglutide，Li）是目前临床上常用的一种GLP⁃1
类似物，用于 2型糖尿病的治疗［6］。目前已证实 Li
具有抗炎［8］，减轻心脏［9-10］、肾脏［11］等器官纤维化的

作用［11］，提示其可能对纤维化过程中的重要环节⁃
EMT具有调节作用。然而，在呼吸系统中，Li对纤

维化的作用及与EMT的相关性尚未明确。因此，本

研究的目的是探讨Li对博来霉素（bleomycin，BLM）
诱导大鼠肺纤维化的作用及其机制，为肺纤维化的

治疗提供新的策略。

1 材料和方法

1.1 材料

Li（Novo Nordisk公司，丹麦），BLM（浙江海正药

业股份有限公司），羟脯氨酸测定试剂盒（南京建成

生物工程研究所），RT⁃qPCR试剂盒（TaKaRa公司，

日本），Ⅰ型胶原蛋白α1（collagen type Ⅰ alpha 1，

COL1α1）、Ⅱ型胶原蛋白α1（collagen type Ⅱ alpha
1，COL2α1）、Ⅲ型胶原蛋白α1（collagen type Ⅲ al⁃
pha 1，COL3α1）、肿瘤坏死因子（tumor necrosis fac⁃
tor，TNF）⁃α、白介素（interleukin，IL）⁃6、IL⁃1β、转化

生长因子β1（transforming growth factor β1，TGF⁃β1）
PCR引物（上海捷瑞生物工程有限公司），大鼠TNF⁃α、
IL⁃6、IL⁃1β ELISA 检测试剂盒（武汉华美生物工程有

限公司），上皮细胞钙连蛋白（E⁃cadherin）、TGF⁃β1 抗

体（CST公司，美国），紧密连接蛋白1（zona occluden 1，
ZO⁃1）、闭合蛋白（Occludin）、β⁃actin抗体（Proteintech
公司，美国），α⁃平滑肌激动蛋白（α⁃smooth muscle ac⁃
tin，α⁃SMA）抗体（Abcam公司，英国）。

1.2 方法

1.2.1 动物模型的建立及给药方案

SPF级成年健康雄性 SD大鼠 40只，体重（220±
20）g，由南京医科大学动物中心提供。大鼠随机分

为 4组：对照组（Con）、BLM组、BLM+Li组、Li组，每

组 10 只。1%戊巴比妥钠腹腔麻醉后，BLM 组与

BLM+Li组大鼠予以一次性气管内注入 4 U/kg BLM
诱导肺纤维化，Con组和 Li组予以等体积生理盐

水。Li组和BLM+Li组每日予以皮下注射利拉鲁肽

（0.2 mg/kg），Con组和BLM组分别给予等体积生理

盐水皮下注射。每日监测大鼠生存状态及体重变

化并记录。给药 28 d后，处死大鼠，右肺中叶固定

于4%多聚甲醛中，其余肺叶冻存于-80 ℃冰箱。

1.2.2 肺组织形态学分析

肺组织在 4%多聚甲醛中固定 24 h后，石蜡包

埋，制成4 μm厚的切片并进行HE、Masson三色及甲

苯胺蓝染色，光学显微镜观察肺组织病理变化及肥

大细胞浸润，每张切片随机选择10个不同视野拍照。

根据肺组织切片肺泡周围间质增生及肺泡结构破坏程

度，使用Ashcroft评分评估纤维化程度［12］。用 Image⁃
Pro Plus 6.0软件统计Masson染色图片中蓝色区域面

积与总面积的比值（%），评估胶原沉积的程度。

1.2.3 肺组织羟脯胺酸含量测定

羟脯胺酸水平间接反映组织的胶原含量。称

取肺组织 100 mg，剪碎匀浆，根据试剂盒操作步骤

attenuates BLM⁃induced pulmonary fibrosis in rat，which might be attributed to its effects on alleviating inflammation，suppressing the
expression of TGF ⁃ β1 and inhibiting epithelial ⁃ mesenchymal transition. Li might be a potential therapeutic option for pulmonary
fibrosis in the future.
［Key words］ liraglutide；glucagon like peptide⁃1；pulmonary fibrosis；bleomycin；epithelial⁃mesenchymal transition
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采用碱水解法进行实验。

1.2.4 ELISA法检测肺组织匀浆TNF⁃α、IL⁃6、IL⁃1β
水平

称取 100 mg 肺组织，加入 1 mL PBS 匀浆后

于-20 ℃冰箱过夜，2次冻融后，4 ℃离心机离心，

3 000 g，5 min，取上清。按照 ELISA试剂盒操作说

明进行分析。肺组织中TNF⁃α、IL⁃6、IL⁃1β含量最终

以pg/mL计算。

1.2.5 免疫荧光染色法检测肺组织E⁃cadherin和α⁃
SMA的表达

石蜡切片经二甲苯脱蜡、梯度酒精脱水后，放

入柠檬酸缓冲液中进行高温修复，蒸馏水冲洗，3%
过氧化氢封闭 10 min，PBS冲洗，1% BSA湿盒内封

闭 1 h后滴加含兔α⁃SMA抗体（1∶200）、鼠 E⁃cad⁃
herin抗体（1∶200）的一抗，4℃摇床孵育过夜，PBS冲
洗，滴加稀释的二抗（1∶1 000），室温避光孵育 1 h，
滴加稀释的DAPI染色液，避光孵育 10 min后用荧

光猝灭剂封片，使用激光共聚焦显微镜拍照。

1.2.6 RT⁃qPCR
TRIzol法提取大鼠肺组织总RNA，以β⁃actin为内

参，按试剂盒说明进行RT⁃qPCR。引物序列见表1。

1.2.7 Western blot
称取大鼠肺组织，加入含蛋白酶抑制剂的RIPA

裂解液，剪碎并匀浆，提取总蛋白，BCA法测蛋白含

量，加入适量的5× SDS⁃PAGE蛋白上样缓冲液。蛋

白每孔上样量为15 μL，10% SDS聚丙烯酰胺凝胶电

泳，300 mA恒流湿转，将蛋白转移至 PVDF 膜上，5%
脱脂奶粉溶液室温封闭1h，再分别加入E⁃cadherin、
ZO⁃1、Occludin、α⁃SMA、TGF⁃β1 抗体（1∶1 000），β⁃ac⁃
tin 抗体（1∶5 000），4 ℃摇床孵育过夜，TBST洗涤后

加入二抗（1∶5 000），室温孵育 1 h，TBST 洗涤后均

匀滴入化学发光液，上机显影，以β⁃actin为内参，使

用 Image J分析结果。

1.3 统计学方法

采用SPSS 20.0进行统计学分析，计量数据用均

数±标准误（x ± sx）表示，统计分析采用单因素方差

分析，组间均数比较采用LSD法。P ≤ 0.05为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 Li对BLM诱导的大鼠肺组织形态学的作用

Con和Li组肺组织结构正常，肺泡壁薄，间隔正

常，无明显炎症细胞浸润；BLM组肺泡结构破坏严

重，部分肺泡出现断裂、融合，形成肺大泡，肺泡间

隔明显增厚，间质炎症细胞浸润明显；BLM+Li组肺

泡破坏，间隔增厚，炎症细胞浸润程度均较BLM组

为轻。 Ashcroft 评分结果显示，Con 组和 Li 组
Ashcroft 评分均较低，BLM 组评分明显增加（P＜

0.05），Li干预后，Ashcroft评分较 BLM组显著下降

（P＜0.05，图1）。
2.2 Li对BLM诱导的大鼠肺组织胶原沉积的作用

Masson三色染色结果显示 Con和 Li组肺泡结

构正常，被蓝染区域极少。BLM组肺泡结构严重破

坏，肺泡融合，被蓝染区域面积显著增加，Li干预

后，上述病变减轻（图2）。统计结果显示，BLM组胶

原沉积面积较 Con 组显著增加（P＜0.05，图 2），

BLM+Li组胶原沉积较 BLM组减轻（P＜0.05）。羟

脯胺酸是胶原的主要成分之一，其水平间接反映组

织中胶原含量。Con和Li组羟脯胺酸含量无明显差

异，BLM 组羟脯胺酸含量明显增加（P＜0.05，图
3A），Li治疗后其含量显著下降（P＜0.05）。RT⁃qP⁃
CR 结果显示 BLM 组肺组织 COL1α1、COL2α1、
COL3α1 mRNA水平较Con组明显升高（P＜0.05，图
3B~D），BLM+Li组mRNA水平较 BLM组显著下降

（P＜0.05）。
2.3 Li对BLM诱导的大鼠肺组织肥大细胞浸润及

TNF⁃α、IL⁃6、IL⁃1β的作用

甲苯胺蓝染色显示，Con及Li组肺组织肥大细

胞数量极少，BLM组可见大量肥大细胞浸润（P＜

表1 目标基因的引物序列

Table 1 Primer sequences of targeted genes
引物

COL1α1

COL2α1

COL3α1

TNF⁃α

IL⁃6

IL⁃1β

TGF⁃β1

β⁃actin

序列（5′→3′）
AGAAAAGGGAACCAAAGG
GGAAGCCAGTCATACCAG
CTTTCTCTTTGCCATTTCTTCCTTT
ACTGCTCTGACCAATCCTTCTCTTT
GTTTGGAGAATCTATGAATGGTGGC
GCTGGAAAGAAGTCTGAGGAAGG
GCGTGTTCATCCGTTCTCTACC
CTACTTCAGCGTCTCGTGTGTTTCT
AGACTTCACAGAGGATACCACCCAC
CAATCAGAATTGCCATTGCACAA
ACAAGGAGAGACAAGCAACGACAA
TTTCCATCTTCTTCTTTGGGTATTG
ATTCCTGGCGTTACCTTG
CCCTGTATTCCGTCTCCT
CTGAACCCTAAGGCCAACCG
GACCAGAGGCATACAGGGACAA
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Con组 BLM组

BLM+Li组Li组

Con和Li组仅有少量蓝色纤维，BLM组肺泡结构破坏，间隔明

显增厚，蓝色胶原面积明显，BLM+Li组胶原沉积较BLM组减轻。与

Con组比较，*P＜0.05；与BLM组比较，#P＜0.05（n=6）。
图2 大鼠肺组织Masson三色染色（×200）及胶原沉积面积

统计

Figure 2 Masson’s trichrome staining of rat lung tissues
（×200）and collagen deposition analysis
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Con组和Li组肺泡结构正常，肺泡壁薄；BLM组肺泡结构严重

破坏融合，肺泡壁增厚，广泛纤维增生，间质可见大量炎症细胞浸

润；BLM+Li组肺泡破坏及炎症反应较BLM组为轻。Ashcroft评分结

果显示，BLM组Ashcroft评分明显增加，利拉鲁肽干预后评分下降。

与Con组比较，*P＜0.05；与BLM组比较，#P＜0.05（n=6）。
图1 大鼠肺组织HE染色（×200）与Ashcroft评分

Figure 1 Hematoxylin and eosin staining of rat lung tis⁃
sues（×200）and Ashcroft

0.05，图4），予以利拉鲁肽治疗后肥大细胞浸润明显

减少（P＜0.05）。通过RT⁃qPCR检测肺组织TNF⁃α、
IL⁃6、IL⁃1β的mRNA水平，ELISA法检测肺组织匀浆

中TNF⁃α、IL⁃6、IL⁃1β的含量。结果显示，Con与Li组
TNF⁃α、IL⁃6、IL⁃1β的表达均无明显差异。与Con组
相比，BLM组肺组织TNF⁃α、IL⁃6、IL⁃1β的mRNA及蛋

白表达均明显升高（P＜0.05，图5），BLM+Li组TNF⁃α、

IL⁃6、IL⁃1β的表达较BLM组明显减轻（P＜0.05）。
2.4 Li对 BLM诱导的大鼠肺组织 TGF⁃β1含量的

影响

RT⁃qPCR及Western blot结果显示，Con与Li组
TGF⁃β1表达均较低。BLM组TGF⁃β1 mRNA及蛋白

表达较Con组均明显升高（P＜0.05，图6），Li干预后

TGF⁃β1下调（P＜0.05）。

A：大鼠肺组织羟脯胺酸含量测定；B~D：RT⁃qPCR检测Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原的mRNA。与Con组比较，*P＜0.05；与BLM组比较，#P＜0.05（n=6）。
图3 利拉鲁肽对BLM诱导的肺组织胶原组分及其编码mRNA的作用

Figure 3 Effects of liraglutide on content and mRNA of collager in BLM⁃induced rat lung tissues
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A~C：RT⁃qPCR法检测肺组织中 IL⁃6、IL⁃1β mRNA、TNF⁃α表达；D~F：ELISA法检测 IL⁃6、IL⁃1β、TNF⁃α含量。与Con组比较，*P＜0.05；与
BLM组比较，#P＜0.05（n=6）。

图5 利拉鲁肽对BLM诱导的肺组织TNF⁃α、IL⁃6、IL⁃1β表达的影响

Figure 5 Effects of liraglutide on TNF⁃α，IL⁃6 and IL⁃1β expression in BLM⁃induced rat lung tissues
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甲苯胺蓝法染肥大细胞（×200）。Con及 Li组肥大细胞极少，

BLM组肥大细胞浸润明显，BLM+Li组较BLM较数量明显减少。与

Con组比较，*P＜0.05；与BLM组比较，#P＜0.05（n=6）。
图4 利拉鲁肽对BLM诱导的肺组织肥大细胞浸润的影响

（甲苯胺蓝，×200）
Figure 4 Effects of liraglutide on mast cells in BLM⁃ in⁃

duced rat lung tissues
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2.5 Li对BLM诱导的大鼠肺组织EMT的影响

Western blot半定量结果显示，BLM组肺组织E⁃

cadherin、ZO⁃1、Occludin表达显著下调（P＜0.05，图
6A，C），α⁃SMA明显上调（P＜0.05）。与 BLM组相

比，BLM+Li组E⁃cadherin、ZO⁃1、Occludin均上调，α⁃
SMA下调（P＜0.05）。免疫荧光染色结果显示，Con
与 Li组肺组织E⁃cadherin（红色）表达丰富，主要位

于肺泡上皮细胞胞膜上，α⁃SMA（绿色）表达量少，仅

在血管周围细胞胞质中可见；BLM组肺组织E⁃cad⁃
herin表达明显下调，肺泡周围α⁃SMA表达增多；与

BLM 组相比，BLM+Li 组 E⁃cadherin 表达增加，α⁃
SMA表达减少（图7）。Li可抑制BLM诱导的肺组织

EMT。
3 讨 论

近年来发现，Li除了良好的降血糖作用外，还具

有抑制心肌、肾脏纤维化的作用。Li可以减轻糖尿病

小鼠心脏的胶原沉积，Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白表达［9］。有

研究发现，在肥胖、高血压、年龄分别诱导的小鼠心

脏纤维化模型中，Li治疗后小鼠心肌肥厚、胶原沉积

程度减轻，MCP⁃1、波形蛋白（Vimentin）、α⁃SMA表达

下调，其可能是通过抑制NF⁃κB活化、减少超氧化

物产生发挥抗炎抗纤维化作用［10］。Li减轻了肾纤

维化小鼠肾组织的胶原沉积及纤连蛋白、Ⅰ型胶

原蛋白的表达［11］。上述研究结果表明Li可以减轻

组织胶原沉积程度，改善组织纤维化，提示其可能

通过调节纤维化进程中的某些重要环节，发挥抗纤

维化作用。本研究使用BLM诱导的大鼠肺纤维化

模型，探讨 Li的抗肺纤维化作用。结果显示，Li可
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减轻BLM诱导的大鼠肺组织结构破坏，显著抑制肺

组织胶原沉积，降低羟脯胺酸含量及Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原

mRNA水平，提示Li可减轻BLM诱导的肺纤维化。

BLM诱导动物肺纤维化模型的主要特征为肺

组织慢性炎症和纤维化［13］。持续的慢性炎症反应

是肺纤维化发生发展的主要机制之一。当组织损

伤时，循环或组织中的炎症细胞（T淋巴细胞、B淋巴

细胞、巨噬细胞、中性粒细胞等）可产生大量趋化因

子、细胞因子（如TNF⁃α、IL⁃1β）、生长因子（如TGF⁃
β1）等，这些炎症因子可以损伤上皮细胞及内皮细

胞；促进上皮及内皮间质转化；招募骨髓前体成纤

维细胞；促进成纤维细胞增殖及分化，最终导致肌

成纤维细胞增多，肺组织纤维化［14-15］。已有研究发

现，在肺纤维化动物模型及患者肺组织均可见大量

肥大细胞浸润，并与纤维化程度相关。活化的肥大

细胞可释放组胺、糜蛋白酶、碱性成纤维细胞生长

因子、TGF⁃β1，具有调节炎症反应及促进成纤维细

胞增殖等作用［16-17］。TNF⁃α是关键的促炎因子，已

被证实在肺纤维化中表达是升高的。BLM可诱导

小鼠肺组织TNF⁃α表达升高，而对于TNF⁃α受体敲

除的小鼠，BLM无法诱导其肺纤维化；IL⁃6在多种慢

性疾病中发挥重要的作用，可由 TGF⁃β1等因子诱

导多种炎症细胞产生，促进成纤维细胞增殖，促进

肺纤维化进展；IL⁃1β是新近极受关注的重要促炎因

子，已被证实参与组织损伤修复，其在肺纤维化中

的作用也逐渐被认识。IL⁃1β可促进成纤维细胞分

化，增加细胞外基质沉积［15，18］。以上 3种炎症因子

均有报道其也可通过增强 TGF⁃β1诱导的 EMT过

程，在肺纤维化发展中发挥重要作用［19］。Li已被证

实具有良好的抗炎效果，可减轻LPS诱导的小鼠肺

炎症浸润，抑制 IL⁃1β等炎症因子的表达［8］。本研究

结果显示，Li可显著抑制BLM诱导的肺组织肥大细

胞等炎症细胞浸润及TNF⁃α、IL⁃6、IL⁃1β炎症因子的

表达，提示Li可减轻BLM诱导的肺组织慢性炎症反

应，可能是其减轻肺纤维化的重要原因之一。

TGF⁃β1是重要的促纤维化因子，可由炎症细

胞、上皮细胞等多种细胞产生，通过调节炎症、组织

损伤和修复及细胞外基质代谢等，在肺纤维化的发

生发展中起关键作用［20］。近年来，EMT被认为是纤

维化发生发展中的重要机制之一，其中，TGF⁃β1是
诱导EMT的关键因子［21］。缺氧、炎症、内质网应激

等可显著上调TGF⁃β1水平，激活其下游信号通路：

TGF⁃β1与 I型、II型TGF受体结合后，I型TGF受体

磷酸化，激活下游分子，包括Smad 2/3、MAPK等，进

一步活化Snail，Twist等EMT转录因子，调控EMT相

关分子的表达［22］，最终导致上皮细胞表型分子 E⁃
cadherin、Occludin、ZO⁃1等表达下调，间质细胞标志

分子Vimentin、α⁃SMA等表达上调，上皮细胞失去极

BLM+Li组Li组

BLM组Con组

免疫荧光染色检测肺组织E⁃cadherin的表达（红色）及α⁃SMA的

表达（绿色）（×400）。
图7 利拉鲁肽对肺组织EMT的影响

Figure 7 Effects of liraglutide on EMT in rat lung tissues

A、B：Western blot法检测E⁃cadherin、ZO⁃1、Occludin、α⁃SMA、TGF⁃β1 蛋白表达（n=3）；C：RT⁃qPCR法检测TGF⁃β1 mRNA表达。与Con组
比较，*P＜0.05；与BLM组比较，#P＜0.05（n=6）。

图6 利拉鲁肽对肺组织上皮间质转化及TGF⁃β1的影响

Figure 6 Effects of liraglutide on EMT and TGF⁃β1 in rat lung tissues
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性，转化成纺锤形的间质细胞，参与肺组织重塑［3，23］。

已有研究证实，在BLM诱导的大鼠肺组织中TGF⁃β1
表达升高［24］，诱导EMT参与肺纤维化发生发展［25］，且

TGF⁃β1可体外诱导大鼠肺泡上皮细胞发生EMT［26］。

既往研究发现，Li 抑制了肾纤维化小鼠肾组织

EMT，其机制可能是通过激活GLP⁃1R，抑制 TGF⁃β
1/Smad3和 TGF⁃β1/ERK1/2通路的活化，从而抑制

EMT［11］。Li可以改善血管紧张素Ⅱ诱导的大鼠心脏

纤维化，并抑制TGF⁃β1/Smad 2/3信号通路［27］。以上

研究提示 TGF⁃β1可能是 Li改善心脏、肾脏纤维化

过程的重要调节分子之一。在本研究中，BLM组

TGF⁃β1表达较Con组明显增加，Li干预后 TGF⁃β1
表达明显下调，可能部分通过抑制炎症反应发挥作

用。同时，我们检测了EMT相关指标，BLM组肺组

织上皮标志分子E⁃cadherin、ZO⁃1、Occludin表达明

显下调，间质标志分子α⁃SMA表达明显增加，Li可
抑制BLM诱导的E⁃cadherin、ZO⁃1、Occludin下调及

α⁃SMA上调。结果表明Li可抑制肺组织EMT，可能

与下调TGF⁃β1的表达有关。

GLP⁃1R是一种G蛋白偶联受体，当GLP⁃1与其

结合后，G蛋白被激活，活化腺苷酸环化酶，使得胞内

cAMP浓度升高，依赖cAMP的蛋白激酶A（protein ki⁃
nase A，PKA）被激活，产生广泛的生物学效应［6］。已

有研究发现，GLP⁃1可能部分通过激活 cAMP⁃PKA
信号通路，下调高糖诱导的人肾小球系膜细胞TGF⁃
β1的表达［28］。cAMP⁃PKA信号通路亦参与缺氧诱

导的A549细胞EMT过程［29］。因此，推测 Li可能通

过与GLP⁃1R结合，激活 cAMP⁃PKA通路，抑制TGF⁃
β1诱导的EMT。在今后研究中，将进一步探讨Li如
何调控肺组织EMT及其对TGF⁃β1下游通路的影响。

肺纤维化患者预后差，传统药物（强的松、乙酰

半胱氨酸等）的治疗已被证实的无效的。近年来研

究显示吡非尼酮或尼达尼布可改善肺纤维化，延缓

患者肺功能的恶化，然而其有效性及安全性均未完

全明确［3］。吡非尼酮已在国内上市，但价格昂贵，尼

达尼布目前尚未在国内上市。而本研究发现 Li可
明显减轻BLM诱导的肺纤维化，其机制可能与减轻

肺组织炎症反应，下调 TGF⁃β1水平，抑制肺组织

EMT有关，且Li作为临床广泛使用的治疗 2型糖尿

病的降糖药物，其安全性已被广泛证实，价格便宜，

使用便利，有望成为未来治疗肺纤维化的候选药物

之一。
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