
慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmo⁃
nary disease，COPD）是一种常见的以持续气流受限

为特征的疾病，这种不可逆的气流受限目前认为与
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［摘 要］ 目的：明确斯钙素⁃1（stanniocalcin⁃1，STC1）对支气管上皮间充质转化（epithelial⁃mesenchymal transition，EMT）的影

响，以及香烟烟雾提取物（cigarette smoke extract，CSE）对支气管上皮细胞STC1表达调控的效应，探讨STC1在慢性阻塞性肺疾

病气道EMT中的可能作用。方法：采用转化生长因子β（transforming growth factor β，TGF⁃β）处理人支气管上皮（16HBE）细胞

72 h诱导EMT模型：外源加入STC1重组蛋白（rhSTC1），Western blot及免疫荧光法检测EMT标志物E⁃钙黏蛋白（E⁃cadherin）和
α⁃平滑肌动蛋白（α⁃SMA）表达。采用CSE刺激16HBE细胞24 h：实时定量PCR及Western blot检测STC1 mRNA和蛋白表达差

异，外源加入NF⁃κB抑制剂 JSH23，Western blot检测STC1表达差异。结果：TGF⁃β可诱导16HBE细胞由典型的多边铺路石样

变为长梭形，上皮细胞标志物E⁃cadherin表达下降，间质细胞标志物α⁃SMA表达增加，rhSTC1可逆转上述改变。CSE可刺激

16HBE细胞STC1表达增高，且呈浓度依赖性增加，外源加入NF⁃κB抑制剂 JSH23可抑制上述效应。结论：STC1在慢性阻塞性

肺疾病形成过程中，是抑制气道EMT的保护性因素。CSE局部刺激支气管上皮细胞，通过NF⁃κB信号导致STC1反应性增加可

能是其主要来源之一。
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The effect of stanniocalcin⁃1 on epithelial⁃mesenchymal transition in bronchial epithelial cells
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［Abstract］ Objective：To investigate the effect of stanniocalcin（STC1）on epithelial ⁃mesenchymal transition（EMT）in chronic
obstructive pulmonary disease （COPD） and the expression in bronchial epithelial cells. Methods：Western blot and
immunofluorescence were used to examine EMT associated biomarkers including E⁃cadherin and alpha smooth muscle actin（α⁃SMA）.
The STC1 mRNA and protein levels stimulated by cigarette smoke extract（CSE）in human bronchial epithelial（16HBE）cells were
analyzed by real⁃time polymerase chain reaction（RT⁃PCR）and Western blot. Results：TGF⁃β induced EMT of 16HBE cells where the
cell morphology changed from a typical multilateral paving stone⁃ like appearance to a mesenchymal⁃ like fusiform appearance along
with the decreased expression of epithelium biomarker E⁃cadherin and the increased expression of mesenchymal cell markers α⁃SMA.
rhSTC1 significantly inhibited the EMT changes mentioned above. The expression of STC1 was increased by CSE in a concentration⁃
dependent manner in 16HBE cells. And this effect was inhibited by NF⁃κB inhibitor JSH23. Conclusion：STC1 was a protective factor
to inhibit EMT during the development of COPD. CSE may stimulate bronchial epithelial cells，and increase the expression of STC1
through NF⁃κB signal，which may be the main source.
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气道重塑密切相关［1］，外界因素反复损伤、修复导致

支气管上皮结构及功能受损是促使气道重塑形成

的主要原因［2］。研究表明，上皮间充质转化（epithe⁃
lial⁃mesenchymal transition，EMT），即上皮细胞在损

伤因素刺激下，失去其原有的尖端⁃基底极性，获得

间质细胞特征，转化成为气道成纤维细胞［3］，是气道

重塑的重要启动环节［4］。近年来，陆续有研究表明，

EMT的发生发展与多种信号通路及细胞因子有关，

特别是钙离子信号与其密切相关［5］。现已明确，钙

离子信号在COPD、哮喘等慢性气道疾病中能够被

激活［6-7］，并与气道上皮受损有关，而阻断钙离子内

流则可抑制EMT发生［8］。

斯钙素⁃1（stanniocalcin⁃1，STC1）是一种新近发

现的能够抑制钙离子内流的分泌型糖蛋白［9］，研究

表明，STC1可表达于肺支气管上皮细胞［10］；Ono等［11］

研究发现，特发性肺纤维化动物模型中，STC1能够

体现出抗肺纤维化作用。上述研究进一步提示支

气管上皮细胞 STC1可能通过抑制钙离子内流抑

制 EMT，在 COPD 的 EMT形成过程中发挥保护性

作用。

本研究拟通过体外研究，进一步明确STC1对支

气管上皮细胞 EMT过程的影响，以及香烟提取物

（cigarette smoke extract，CSE）对支气管上皮细胞

STC1 表达调控的效应，探讨 STC1 在 COPD 气道

EMT机制中的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

人支气管上皮细胞系（16HBE，北京肿瘤研究

所）。胎牛血清（FBS，Sciencell公司，美国）。STC1
抗体（Genetex 公司，美国），α⁃平滑肌动蛋白（α⁃
SMA，Abcam公司，英国），上皮钙黏着蛋白（E⁃cad⁃
herin）和甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（Cell
Signaling Technology 公司，美国）。转化生长因子β
（transforming growth factor β，TGF⁃β）（Peprotech 公

司，美国）。人重组 STC1蛋白（rhSTC1，Biovendor公
司，捷克）。NF⁃κB抑制剂 JSH23（上海 Calbiochem
公司）。PrimeScriptTM 逆转录试剂盒和 Super Real
qPCR PreMix（SYBR Green，Takara 公司，日本）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

16HBE细胞株用RPMI⁃1640培养基、10%胎牛

血清、1%双抗配置完全培养基置于37 ℃、5%CO2培

养箱中培养。

1.2.2 Real⁃time PCR
用不同浓度CSE（1.0、2.5、5.0%）处理细胞24 h，

以不加任何干预措施的细胞为对照组。移去培养

基，预冷的磷酸盐缓冲液（PBS）清洗细胞后，每孔加

入 1 mL TRIzol 提取细胞总 RNA，逆转录后加入

SYBR Green 行RT⁃PCR。引物序列：STC1，上游 5′⁃
GTGGCGGCTCAAAACTCAG⁃3′，下游 5′⁃GTGGAG⁃
CACCTCCGAATGG⁃3′；GAPDH，上游 5′⁃AGAAGG⁃
CTGGGGCTCATTTG⁃3′，下游 5′⁃AGGGGCCATCCA⁃
CAGTCTTC⁃3′。反应条件为：95 ℃预变性30 s；95 ℃
变性 5 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 10 min，共 40个

循环。最后以 GAPDH 为内参，计算 2-ΔΔCt ，比较目的

基因的相对表达量。

1.2.3 Western blot
细胞蛋白提取：取出细胞培养6孔板，吸掉培养

基，用PBS洗 1遍，每孔加 60 μL含PMSF的RIPA裂

解液，于冰上静置 30 min，用干净刮棒将细胞刮下，

移至 1.5 mL离心管中，整个操作尽量在冰上进行。

12 000 r/min 4 ℃离心20 min。吸取上清至新离心管

中，以BCA法检测蛋白浓度，加入1/4体积的5×SDS⁃
PAGE蛋白上样缓冲液，吹打均匀，沸水煮5~10 min，
使蛋白充分变性。短时间室温摆放后置-20 ℃冰

箱保存，避免反复冻融。Western blot 分别配置

10% 聚丙烯酰胺分离胶、5%聚丙烯酰胺浓缩胶、电

泳液、转膜液、5%脱脂牛奶及TBST 备用，各孔加上

样蛋白20 μg，进行聚丙稀酰胺凝胶电泳，将蛋白转至

聚偏二氟乙烯膜上；再将PVDF膜放入脱脂牛奶中

37 ℃封闭1 h，加入一抗（STC1抗体1∶2 000、GAPDH
抗体 1∶5 000、E⁃cadherin 抗体 1∶1 000、α ⁃SMA
抗体 1∶1 000）于 4 ℃孵育过夜；TBST洗涤后加入生

物素标记的二抗（山羊抗兔1∶5 000），37 ℃孵育1 h，
TBST洗 3遍，每次 10 min，最后以ECL 超敏发光液

检测阳性信号，并以 GAPDH 蛋白表达水平作为

内参。

1.2.4 细胞免疫荧光

24孔板中分别加入100 ng/mL rhSTC1、10 ng/mL
TGF⁃β处理 16HBE 72 h，以不加干预措施的 16HBE
为对照组。先用 4%的多聚甲醛固定细胞，0.2%
Triton X⁃100破膜，10%的山羊血清封闭。接着用

10%山羊血清稀释 E⁃cadherin一抗（1∶100），每孔

加入 100 μL后放入 4 ℃冰箱过夜。第 2天摇床孵

育异硫氰酸荧光素标记的荧光二抗（1∶200），4′，6⁃
二脒基⁃2⁃苯基吲哚（DAPI）染核后于荧光显微镜
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A：Western blot检测结果；B：E⁃cadherin蛋白相对表达量；C：α⁃SMA蛋白相对表达量。与TGF⁃β 10 ng/mL组相比，*P < 0.05（n=3）。
图2 加入不同浓度外源rhSTC1对16HBE细胞E⁃cadherin和α⁃SMA蛋白表达的影响

Figure 2 Effects of rhSTC1 on E⁃cadherin and α⁃SMA protein expressions in 16HBE cells

下观察拍照。

1.3 统计学方法

采用 Graphpad Prism 6.0 软件，计量资料以均

值±标准差（x ± s）表示，采用Graphpad统计软件进

行数据分析，两组间差异分析采用成组 t检验，多组

间差异分析采用单因素方差分析结合最小显著差

法进行。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 rhSTC1抑制TGF⁃β诱导的16HBE发生EMT

TGF⁃β处理16HBE细胞72 h可诱导细胞由典型

的多边铺路石样变为长梭形，呈间质细胞样改变，

加入外源 rhSTC1，细胞形态发生逆转（图1）。West⁃
ern blot结果显示TGF⁃β诱导上皮细胞标志物E⁃cad⁃
herin表达下降，间质细胞标志物α⁃SMA表达增加，

外源加入 rhSTC1可逆转上述改变（P < 0.05，图 2）。

免疫荧光显示相同结果（图3）。
2.2 CSE促进16HBE细胞STC1表达

CSE（1.0、2.5、5.0%）刺激 16HBE细胞 24 h可明

显上调 STC1 mRNA表达（P < 0.05，图 4），蛋白也可

control TGF⁃β 10 ng/mL TGF⁃β+rhSTC1 100 ng/mL

图1 体外培养细胞倒置显微镜像（×200）
Figure 1 Cultured cells in vitro observed by inverted microscope image（×200）

见相同改变（P < 0.05，图5）。
2.3 CSE通过NF⁃κB信号通路上调STC1表达

NF⁃κB抑制剂 JSH23 20 μmol/L处理 16HBE细

胞24 h，导致50% CSE诱导上调的STC1表达被抑制

（P < 0.05，图6）。
3 讨 论

本研究表明，STC1能够明显逆转TGF⁃β诱导的

16HBE细胞EMT过程；CSE可通过NF⁃κB通路促进

16HBE细胞 STC1表达。上述结果高度提示了在

COPD形成过程中，STC1是抑制气道EMT的保护性

因素，CSE对支气管上皮细胞局部刺激导致其STC1
反应性表达增加可能是其主要来源。

EMT即上皮失去其原有的紧密连接，尖端⁃基底

极性以及黏附能力，获得间质细胞迁移能力及产生细

胞外基质成分，参与多种纤维化疾病的发生发展［4］。

EMT过程中上皮细胞的间质细胞标志物α⁃SMA/vi⁃
mentin表达增加，上皮性标志物E⁃cadherin表达下

降。近年来通过小气道活检结果进一步证实COPD
患者小气道存在EMT现象，包括肺组织小气道上皮

E⁃cadherin表达明显下降，vimentin表达明显升高，

同时在增厚的网状基底膜发现存在 vimentin阳性的

··1200
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Figure 5 Detection of CSE with different concentrations
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PCR

CSE

细胞［12］。但目前COPD形成过程中EMT机制尚不明

确，香烟作为COPD最主要的刺激因素，研究表明香

烟可诱导EMT发生，且主要通过上调 TGF⁃β，因为

吸烟者及COPD患者肺组织 TGF⁃β表达明显升高，

且TGF⁃β表达水平与吸烟程度及小气道阻塞程度呈

显著正相关［13］；进一步将COPD患者气道上皮行体

外气液界面培养，抑制 TGF⁃β表达可明显逆转

COPD患者气道EMT改变［12］，相同结果在香烟诱导

的支气管上皮细胞 EMT模型中得以显现［14］；同时

TGF⁃β作为促纤维化因子，一般被认为是诱导气道

上皮发生EMT的最主要因子［12］，因此本研究拟采用

TGF⁃β诱导 16HBE细胞EMT模型来初步探讨 STC1

TGF⁃β+STC1 100 ng/mL
Me

rge
TGF⁃β 10 ng/mLcontrol

E⁃c
adh

erin
DA

PI

图3 E⁃cadherin表达的细胞免疫荧光像（×200）
Figure 3 Expression of E⁃cadherin observed by immunofluorescence（×200）
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在COPD气道EMT中的可能作用。结果显示该模型

中，上皮细胞形态由典型的多边铺路石样变为长梭

形的间质细胞样改变，分子学显示上皮细胞标志物

E⁃cadherin表达下降，间质细胞标志物α⁃SMA表达

增加。本研究结果进一步分别从形态学及细胞分

子表型两方面，同时证实了STC1能够逆转TGF⁃β诱
导的EMT过程。

研究表明，EMT形成与多种信号通路有关，主要

包括 TGF⁃β/Smad［15］及WNT/β⁃catenin信号通路［16］。

近年来发现钙离子信号也是其重要通路之一［5］，发

现在COPD中存在钙离子激活现象［6］，阻止钙离子

内流则可抑制气道EMT［8］，上述现象高度提示钙离

子信号与COPD中EMT密切相关。STC1是一种在

硬骨鱼肾脏发现的钙离子调节蛋白，最初研究发

现，去除硬骨鱼肾脏的斯坦尼氏小体后，腮腺摄取

钙离子增多，出现高钙血症，说明斯坦尼氏小体中

存在钙离子调节蛋白。Wagner 等［17］在1986年提纯

了该蛋白，发现该蛋白能够抑制钙离子内流，维持

体内钙离子稳态，后将该蛋白命名为斯钙素。以上

结果提示STC1可能通过阻止钙离子内流，抑制支气

管上皮细胞的EMT过程。

现已明确，STC1主要表达于肺支气管上皮［10］。

作为最主要的外界损伤因素，长期香烟刺激促进了

COPD的形成和发展；近期相关研究表明，香烟对气

道产生慢性损伤刺激的同时，可诱发机体的相关应

激保护性机制，如抗氧化分子Nrf2的反应性表达增

加［18］。本研究中，CSE刺激导致支气管上皮细胞表

达 STC1增加，可能也是属于上述机制之一。近期

Westberg等［19］研究发现，在小鼠心肌缺血再灌注模

型中，低氧可诱导心肌细胞 STC1蛋白反应性增高；

Tang等［20］同样发现，在小鼠急性肺损伤模型中，脂

多糖刺激可诱导肺组织 STC1蛋白表达呈现反应性

增加，进一步证实STC1也是一种应激相关蛋白。因

此本研究中，CSE能够通过NF⁃κB通路导致支气管

上皮细胞STC1表达增加，可能也是细胞对香烟刺激

的一种应激。

鉴于 STC1对EMT的抑制作用，本研究认为支

气管上皮STC1反应性表达增加，可能也是机体对香

烟刺激损伤的一种保护性反应。由于 STC1作为一

种分泌型蛋白，可通过自分泌或旁分泌方式发挥作

用［9］。研究表明STC1还可表达在间充质干细胞、肺

泡Ⅱ型细胞［11］，因此，不排除这些细胞也可能通过

分泌STC1，以旁分泌方式作用于支气管上皮细胞抑

制EMT。
综上所述，STC1作为一种调节钙离子的分泌型

蛋白，在CSE刺激下，支气管上皮细胞 STC1反应性

表达增加，可能作为机体的一种应激保护性机制，

其在一定程度上能够抑制气道EMT。外源给予足

量的 rhSTC1可能通过改善COPD患者气道EMT进

程，成为COPD患者治疗的新靶点。
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