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［摘 要］ 目的：研究紫杉醇（paclitaxel，PTX）对重组人转化生长因子⁃β1（recombinant human transform growth factor⁃β1，rhTGF⁃
β1）诱导人肺成纤维细胞（human lung fibroblasts，HLFs）向肌成纤维细胞转化的影响及其相关机制。方法：培养HLFs，药物处

理分为对照组、TGF⁃β1组（5 ng/mL）、TGF⁃β1+PTX（0.01 nmol/L）组、TGF⁃β1+ PTX（0.1 nmol/L）组、TGF⁃β1+ PTX（1 nmol/L）组、

PTX组（1 nmol/L）。采用CCK8法测定细胞活性；显微镜下观察并分析细胞形态学变化；Transwell实验检测细胞迁移能力；免疫

荧光观察细胞内α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃SMA）表达及分布情况；real⁃time PCR和Western blot检测各组α⁃SMA、纤连蛋白（fibro⁃
nectin）、Ⅰ型胶原蛋白（collagen Ⅰ）、Ⅲ型胶原蛋白（collagen Ⅲ）mRNA水平及蛋白含量；Western blot检测各组细胞内p⁃Smad3、
Smad3、p⁃p38和p38蛋白含量。结果：CCK8结果显示，1 nmol/L PTX对细胞无毒性作用，0.01 nmol/L PTX不能抑制TGF⁃β1诱导的

HLFs活性增加，0.1和1.0 nmol/L PTX可以抑制TGF⁃β1诱导的HLFs活性增加；细胞形态学结果显示，0.01 nmol/L PTX不能抑制

TGF⁃β1诱导的HLFs胞体宽度增加，0.1、1.0 nmol/L PTX可以抑制TGF⁃β1诱导的HLFs胞体宽度增加；Transwell实验结果显示，

0.01 nmol/L PTX不能抑制TGF⁃β1诱导的HLFs迁移，0.1、1.0 nmol/L PTX可以抑制TGF⁃β1诱导的HLFs迁移；免疫荧光结果显

示，0.01 nmol/L PTX不能降低TGF⁃β1诱导的HLFs内α⁃SMA荧光强度，0.1、1.0 nmol/L PTX可以降低TGF⁃β1诱导的HLFs内α⁃
SMA荧光强度；real⁃time PCR和Western blot结果显示，0.01 nmol/L PTX不能降低TGF⁃β1诱导的HLFs表型转化标志物α⁃SMA、fi⁃
bronectin、collagenⅠ、collagenⅢ含量及p38的磷酸化水平，0.1、1.0 nmol/L PTX可以降低TGF⁃β1诱导的HLFs表型转化标志物α⁃
SMA、fibronectin、collagenⅠ、collagen Ⅲ含量以及 Smad3和 p38的磷酸化水平。结论：紫杉醇可以抑制TGF⁃β1诱导原代HLFs
向肌成纤维细胞表型转化，这种作用可能与抑制TGF⁃β/Smad/MAPK信号通路激活有关。
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［Abstract］ Objective：This study aims to explore the effects of paclitaxel on the differentiation of human lung fibroblasts（HLFs）in⁃
to myofibroblasts induced by recombinant human transform growth factor⁃β1（rhTGF⁃β1）and potential mechanism.Methods：HLFs were
cultured and divided into six groups：the control group，the TGF⁃β1⁃treated group（5 ng/mL），the TGF⁃β1 plus 0.01，0.10，1.00 nmmol/L
paclitaxel group and the paclitaxel⁃only（1 nmol/L）group. Cell viability was measured by CCK8 assay. Cell morphology changes were
observed and analyzed by microscope. Transwell assay was carried out to assess cell migration. Immunofluorescence was employed to
detect the expression of α⁃SMA. The levels of α⁃SMA，fibronectin，collagenⅠ，collagen Ⅲ were detected by real⁃time PCR and West⁃
ern blot. The protein levels of phospho⁃Smad3，Smad3，phospho⁃p38 and p38 in cells were determined by Western blot. Results：The

［基金项目］ 国家科技重大专项（2018ZX10722301⁃002）；国家自然科学基金（81273571，81870054）；江苏省卫生厅重点项目

（H201601）；江苏省临床医学研究中心支撑体系建设（BL2014084）
∗通信作者（Corresponding author），E⁃mail：wpxie@njmu.edu.cn

·肿瘤学研究·

南京医科大学学报（自然科学版）
Journal of Nanjing Medical University（Natural Sciences）

第39卷第8期
2019年8月 ··1159



南 京 医 科 大 学 学 报

第39卷第8期
2019年8月

特发性肺纤维化（idiopathic pulmonary fibrosis，
IPF）是一种慢性、进行性和不可逆转的间质性肺病，

其组织学和胸部高分辨率CT表现为普通型间质性肺

炎（usual interstitial pneumonia，UIP），病因不清［1］。

IPF患者预后差，中位生存期仅 3~5年［2］。目前尚

缺乏有效的治疗手段。在 IPF发生过程中，肺成

纤维细胞通过异常增殖、向肌成纤维细胞表型转

变、分泌过多的细胞外基质，推动肺纤维化进程［3］。

转化生长因子（transform growth factor β1，TGF⁃β1）
是一类重要的致纤维化的细胞因子，可以活化下

游转录因子 Smad3，或是通过激活丝裂原活化蛋

白激酶（mitogen⁃activated protein kinase，MAPK）信

号通路，促进细胞增殖和迁移，使细胞胶原合成增

加，最终导致肺纤维化［4］。紫杉醇（paclitaxel，
PTX）是临床广泛使用的抗肿瘤药物［5］。近年来有

报道称 PTX可以改善博来霉素诱导的小鼠肺纤维

化［6］，但尚无研究证实该药可以抑制人肺成纤维

细胞（human lung fibroblasts，HLFs）向肌成纤维细

胞转化。本研究通过测定 PTX 对 TGF⁃β1 诱导

HLFs增殖迁移能力影响、表型转化分子标志物表

达变化以及相关信号通路磷酸化水平，揭示 PTX
对成纤维细胞向肌成纤维细胞转化的影响及可能

分子机制。

1 材料和方法

1.1 材料

HLFs、成纤维细胞培养基（ScienCell 公司，美

国），rhTGF⁃β1（RD公司，美国），PTX（APExBIO公

司，美国），CCK8试剂盒（同仁公司，日本），结晶紫

染液（上海碧云天生物技术公司），RT⁃PCR 试剂盒

（TaKaRa 公司，日本），GAPDH、α⁃平滑肌肌动蛋白

（α⁃SMA）、纤连蛋白（fibronectin）、Ⅰ型胶原蛋白

（collagen Ⅰ）、Ⅲ型胶原蛋白（collagen Ⅲ）PCR引物

（上海捷瑞生物工程有限公司），GAPDH、α⁃SMA、

collagen Ⅰ、collagen Ⅲ抗体（Proteintech 公司，美

国），fibronectin抗体（Abcam公司，美国），p⁃Smad3、
Smad3、p⁃p38、p38抗体（CST公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及分组

HLFs培养在含2%胎牛血清、1%成纤维细胞生

长因子和100 U/mL青霉素及100 mg/L链霉素的成纤

维细胞培养基中，置于37 ℃ 5%CO2的培养箱内。待

细胞生长至70%融合时分组处理，分为6组，对照组，

TGF⁃β1组（5 ng/mL），TGF⁃β1+PTX（0.01 nmol/L）组、

TGF⁃ β1+ PTX（0.1 nmol/L）组、TGF⁃ β1+ PTX（1
nmol/L）组、PTX组（1 nmol/L）。PTX在TGF⁃β1处理

前30 min加入。

1.2.2 细胞活性检测

取对数生长期HLFs以 1×104个/孔的密度接种

于 96 孔板，待细胞贴壁生长至70%融合时，用无血

清培养基饥饿 24 h。经过药物处理 72 h后，每孔加

入 20 μL CCK8 试剂，孵育 4 h后，用酶标仪检测细

胞在波长450 nm处的吸光度。

1.2.3 细胞形态分析

取对数生长期HLFs以 1×105个/孔的密度接种

于 6 孔板，待细胞贴壁生长至 70%融合时，用无血

清培养基饥饿 24 h。经药物处理 72 h后，在倒置显

微镜下观察细胞形态变化，每个孔随机选取 5个视

野。用 Image Pro Plus测量每个视野细胞胞体最宽

处的直径，取平均值，分析比较差异。

results of CCK8 showed that 1 nmol/L PTX had no toxic effect on HLFs，0.01 nmol/L PTX could not inhibit the cell viability of HLFs in⁃
duced by TGF⁃β1，and 0.1，1.0 nmol/L PTX could inhibit the cell viability of HLFs induced by TGF⁃β1；The results of cell morphology
showed that 0.01 nmol/L PTX could not reduce the width of HLFs induced by TGF⁃β1，and 0.1，1.0 nmol/L PTX could reduce the width of
HLFs induced by TGF⁃β1；The results of transwell assay showed that 0.01 nmol/L PTX could not inhibit the migration of HLFs induced by
TGF⁃β，and 0.1，1.0 nmol/L PTX could inhibit the migration of HLFs induced by TGF⁃β1；The results of immunofluorescence showed that
0.01 nmol/L PTX could not decrease the fluorescence intensity of α⁃SMA induced by TGF⁃β1，and 0.1，1.0 nmol/L PTX could decrease
the fluorescence intensity of α⁃SMA induced by TGF⁃β1；The results of Real⁃time PCR and Western blot showed that 0.01 nmol/L PTX
could not decrease the content of phenotypic transformation markers such as α⁃SMA，fibronectin，collagen Ⅰ，collagen Ⅲ and down⁃regu⁃
lated the phosphorylation p38，and 0.1，1.0 nmol/L PTX could decrease the content of phenotypic transformation markers such as α⁃SMA，
fibronectin，collagenⅠ，collagenⅢ，and down⁃regulated the phosphorylation of Smad3 and p38. Conclusion：PTX inhibited the differen⁃
tiation of human lung fibroblasts into myofibroblasts induced by TGF⁃β1 via TGF⁃β/Smad/MAPK signaling pathway.
［Key words］ pulmonary fibrosis；paclitaxel；fibroblast；TGF⁃β1

［J Nanjing Med Univ，2019，39（08）：1159⁃1166］
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1.2.4 Transwell迁移实验

取对数生长期HLFs制成1×105个/mL无血清细

胞悬液，种于 8 μm孔径的Transwell上室中，下室加

入600 μL 无血清培养基，根据分组在下室加入所需

药物。培养 24 h后取出小室，多聚甲醛固定，结晶

紫染色，于显微镜下每孔随机取 5个视野计数迁移

细胞。

1.2.5 细胞免疫荧光分析

取对数生长期HLFs以 1×104个/孔的密度接种

于Milli cell小室中，待细胞贴壁生长至70%融合时，

用无血清培养基饥饿 24 h。给药处理 72 h后，PBS
清洗 3次，多聚甲醛固定 30 min，TritonX⁃100破膜

20 min，5%牛血清白蛋白（BSA）室温封闭1 h，随后加

入α⁃SMA一抗（1∶200，Proteintech 公司，美国）4 ℃ 孵

育过夜，PBS清洗3次，加入荧光二抗（1∶1 000，Invi⁃
trogen 公司，美国）室温孵育 1 h。 PBS 清洗后

Hoechst 33342染核，在显微镜下观察拍照。

1.2.6 real⁃time PCR
取对数生长期HLFs以 1×105个/孔的密度接种

于 12孔板，待细胞贴壁生长至 70%融合时，用无血

清培养基饥饿 24 h。给药处理 72 h后，用TRIzol法
提取各组细胞总RNA，逆转录之后进行定量 PCR。

以 GAPDH为内参，引物序列如下：α⁃SMA上游引

物：5′⁃TCTCTTGATGATGCTGATGC⁃3′，下游引物：

5′ ⁃GACACTCTAACACTTCATTC⁃ 3′。 fibronectin 上

游引物：5′⁃GAGGGAGAATAAGCTGTACCATCG⁃3′，
下游引物：5′⁃CTTTTCCATTACCAAGACACACACA⁃
3′。collagen Ⅰ上游引物：5′⁃CGATGGATTCCAGTT⁃
CGAGTATG⁃3′，下游引物：5′⁃TGTTCTTGCAGTGG⁃
TAGGTGATG ⁃ 3′。 collagen Ⅲ上游引物：5′ ⁃ TG⁃
GAATCTGTGAATCATGCCCTACT⁃3′，下游引物：5′⁃
CTGCGAGTCCTCCTACTGCTACT⁃3′。GAPDH上游

引物：5′ ⁃GAAGGTGAAGGTCGGAGTC⁃3′，下游引

物：5′⁃GAAGATGGTGATGGGATTTC⁃3′。
1.2.7 Western blot

取对数生长期的HLFs以 1×105个/孔的密度接

种于 6 孔板，待细胞贴壁生长至 70%融合时，用无

血清培养基饥饿24 h。给药处理72 h后，加入RIPA
裂解液提取细胞蛋白。蛋白经电泳分离后转移至

PVDF膜上，5%脱脂奶粉溶液室温封闭 1 h，加入一

抗（抗体稀释比例为 1∶1 000）4 ℃ 孵育过夜。

TBST洗膜3次，每次10 min，加入二抗（抗体稀释比例

为 1∶8 000），孵育 1 h，TBST洗膜 3次，每次 10 min。
加入发光反应液，测定蛋白表达含量。

1.3 统计学方法

采用 SPSS22.0 统计软件对数据进行统计学处

理，所有数据以均数 ± 标准差（x ± s）表示，统计分析

采用单因素方差分析，并使用 LSD⁃t法进行组间比

较。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PTX对TGF⁃β1诱导人肺成纤维细胞活性的影响

CCK8结果显示，与未加入药物刺激的对照组

相比，PTX在1 nmol/L浓度以下对HLFs细胞活性的

影响差异没有统计学意义（P > 0.05，图1A）。TGF⁃β
1（5 ng/mL）作用 72 h 后 HLFs 细胞活性相较未用

TGF⁃β1诱导的对照组相比，细胞活性增加，差异有统

计学意义（P < 0.05，图1B）；TGF⁃β1+PTX（0.01 nmol/L）
组与 TGF⁃β1组相比，HLFs细胞活性差异没有统计

学意义（P > 0.05）。0.1 nmol/L及1 nmol/L PTX能显

著抑制TGF⁃β1诱导所致的HLFs细胞活性升高，差

异有统计学意义（P < 0.05，图1B）。

2.2 PTX对TGF⁃β1诱导HLFs形态学变化的影响

形态学分析结果显示，与未加入药物刺激的对

照组相比，TGF⁃β1（5 ng/mL）作用72 h后，HLFs细胞
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A：CCK8检测药物毒性（n=3）；B：不同浓度PTX+TGF⁃β1处理后

的细胞活性。与对照组比较，*P < 0.05；与TGF⁃β1组比较，#P < 0.05
（n=3）。

图1 PTX对TGF⁃β1诱导HLFs活性的影响

Figure 1 Effects of PTX on the viability of HLFs chal⁃
lenged by TGF⁃β1
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间空隙减少，细胞间出现重叠，胞体由细长形变为

扁平形，细胞宽度增加，差异有统计学意义（P <
0.05）。TGF⁃β1+PTX（0.01 nmol/L）组与 TGF⁃β1组

相比，HLFs 细胞宽度差异没有统计学意义（P >
0.05）。0.1 nmol/L 及 1.0 nmol/L PTX 能显著抑制

TGF⁃β1诱导所致的HLFs细胞宽度增加，差异有统计

学意义（P < 0.05，图2）。单独使用PTX（1 nmol/L）与
对照组相比，HLFs细胞宽度差异没有统计学意义

（P > 0.05，图2）。这一结果提示PTX可以抑制TGF⁃
β1诱导的细胞形态变化。

A：显微镜下观察细胞形态学变化（×100）；B：细胞宽度相对值比较。与对照组比较，*P < 0.05；与TGF⁃β1组比较，#P < 0.05（n=3）。
图2 PTX对TGF⁃β1诱导HLFs形态学变化的影响

Figure 2 Effects of PTX on the morphological changes of HLFs challenged by TGF⁃β1
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A：Transwell实验检测细胞迁移能力（×100）；B：细胞迁移计量指标比较。与对照组比较，*P < 0.05；与TGF⁃β1组比较，#P < 0.05（n=3）。
图3 PTX对TGF⁃β1诱导HLFs迁移能力的影响

Figure 3 Effects of PTX on the migration of HLFs challenged by TGF⁃β1
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2.3 PTX对TGF⁃β1诱导HLFs迁移能力的影响

Transwell迁移实验结果显示，与未加入药物刺

激的对照组相比，TGF⁃β1组（5 ng/mL）细胞迁移数

目增加，差异有统计学意义（P < 0.05）。TGF⁃β1+
PTX（0.01 nmol/L）对HLFs细胞迁移与TGF⁃β1组相

比，差异没有统计学意义（P > 0.05）。0.1 nmol/L及

1.0 nmol/L PTX 能显著抑制 TGF⁃β1 诱导所致的

HLFs细胞迁移，差异有统计学意义（P < 0.05，图3）。
单独使用PTX（1 nmol/L）对HLFs细胞迁移与对照组

相比，差异没有统计学意义（P > 0.05，图3）。这一结

果表明PTX可以抑制TGF⁃β1诱导的细胞迁移。

2.4 PTX对 TGF⁃β1诱导HLFs表型转化标志物的

影响

细胞免疫荧光结果显示，与未加入药物刺激的

对照组相比，TGF⁃β1组（5 ng/mL）细胞内α⁃SMA表

达增高，荧光强度增强。TGF⁃β1+PTX（0.01 nmol/L）
组对HLFs胞内α⁃SMA表达与TGF⁃β1组相比，荧光

强度差异不明显。TGF⁃β1+PTX（0.1 nmol/L）组和

TGF⁃β1+PTX（1 nmol/L）组相较于TGF⁃β1组，α⁃SMA
荧光强度减弱（图 4A）。与对照组相比，TGF⁃β1组

HLFs内α⁃SMA、fibronectin、collagen Ⅰ、collagen Ⅲ
mRNA 及蛋白表达增高，差异有统计学意义（P <
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0.05，图4B、C）。TGF⁃β1+PTX（0.01 nnmol/L）组相较

于 TGF⁃β1组，各表型转化标志物差异没有统计学

意义（P > 0.05）。TGF⁃ β 1+PTX（0.1 nmol/L）组和

TGF⁃ β 1+PTX（1 nmol/L）组相较于TGF⁃β1组，各表
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A：免疫荧光实验观察细胞内α⁃SMA表达（×200）；B：real⁃time⁃PCR检测α⁃SMA、fibronectin、collagen Ⅰ、collagen Ⅲ mRNA相对表达；C：
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图4 PTX对TGF⁃β1诱导HLFs向肌成纤维细胞转化特征性标志物的影响

Figure 4 Effects of PTX on the expression of α⁃SMA，fibronectin，collagen Ⅰ，collagen Ⅲ of HLFs challenged by TGF⁃β1
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型转化标志物表达降低，差异有统计学意义（P <
0.05，图4C~G）。单独使用PTX（1 nmol/L）组与对照

组相比，上述分子的mRNA及蛋白差异没有统计学意

义（P > 0.05）。这些结果表明，PTX可以抑制TGF⁃β1
诱导的成纤维细胞向肌成纤维细胞转化。

2.5 PTX对TGF⁃β1诱导HLFs内Smad3及p38磷酸

化水平的影响

Western blot结果显示，与未加入药物刺激的

对照组相比，TGF⁃β1作用 30 min后，Smad3及 p38
磷酸化水平明显增加，差异有统计学意义（P <
0.05）。TGF⁃β1+PTX（0.01 nmol/L）组、TGF⁃β1+PTX

（0.1 nmol/L）组和TGF⁃β1+PTX（1 nmol/L）组相较于

TGF⁃β1组，Smad3磷酸化水平下降，差异有统计学意

义（P < 0.05，图5A、B）。TGF⁃β1+PTX（0.01 nmol/L）组
相较于TGF⁃β1组，p38磷酸化水平差异没有统计学

意义（P > 0.05）。TGF⁃β1+PTX（0.1 nmol/L）组和

TGF⁃β1+PTX（1 nmol/L）组相较于TGF⁃β1组，p38磷
酸化水平下降，差异有统计学意义（P < 0.05，图5A、

C）。单独使用 PTX（1 nmol/L）组与对照组相比，

Smad3及 p38磷酸化水平差异没有统计学意义（P >
0.05）。因此，Smad3及p38信号与PTX对TGF⁃β1诱
导的HLFs向肌成纤维细胞转化的抑制作用相关。
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Western blot检测Smad3及p38磷酸化水平。与对照组比较，*P < 0.05；与TGF⁃β1组比较，#P < 0.05（n=3）。
图5 PTX对TGF⁃β1诱导HLFs中Smad3及p38磷酸化水平影响

Figure 5 Effects of PTX on the expression of Smad3 and p⁃p38 of HLFs challenged by TGF⁃β1

3 讨 论

IPF是一种病因未明的慢性进行性间质性肺

病，好发于老年人，病死率较高。持续的慢性炎症

反应被认为在肺纤维化早期进程中发挥重要作用，

可以诱导肺泡损伤［7］。IPF病程后期为肺组织过度

修复及重塑的过程，以成纤维细胞异常增殖并向肌

成纤维细胞表型转化、纤维母细胞灶形成、胶原纤

维过度合成及分泌为最显著的病理改变。导致成

纤维细胞发生表型转化的因素很多，TGF⁃β是诱导

这一过程最主要的细胞因子。本研究采用TGF⁃β1
诱导肺成纤维细胞向肌成纤维细胞转化，结果显

示，1 nmol/L PTX对细胞无毒性作用，且 0.1 nmol/L
及 1.0 nmol/L PTX可以抑制 TGF⁃β1诱导的成纤维

细胞的增殖、迁移及形态变化。进一步研究显示，

PTX能抑制TGF⁃β1诱导的α⁃SMA、fibronectin、colla⁃
gen Ⅰ、collagen Ⅲ蛋白表达上调，并抑制TGF⁃β1诱
导的Smad3和p38磷酸化。

PTX是从红豆杉树皮中提取分离出的一种天然

产物，具有良好的抗肿瘤作用，用于治疗卵巢癌、转

移性乳腺癌和肺癌等疾病。相关研究发现，PTX具

有抗有丝分裂的作用，诱导微管蛋白装配成微管防

止解聚，最终引起细胞死亡［8］。微管是组成细胞骨

架的重要成分之一，具有维持细胞形态、辅助细胞

内物质运输、构成鞭毛纤毛参与细胞运动功能［9］。

细胞迁移是指细胞在接收到迁移信号或感受到某

些物质的梯度后而产生移动，是活细胞普遍存在的

一种运动形式［10］。细胞迁移离不开细胞骨架的参

与。细胞接受外界刺激因素后可影响细胞骨架，进

而影响细胞迁移和正常的细胞形态［11］。研究发现，

PTX可以激活FoxO1，在肿瘤细胞迁移过程中发挥重

要作用［12-13］。此外，PTX可以改善TGF⁃β1诱导A549
形态改变，减少间质标志物如波形蛋白的表达［6］。

最近研究发现，除了抗癌作用，PTX还具有多种生物

功能。PTX可以通过上调miR⁃140，抑制肺内TGF⁃β
1/Smad3信号通路的激活，从而改善博来霉素诱导

的小鼠肺纤维化［6］。上述研究表明PTX具有抗炎、

抗纤维化及促凋亡等生物学功能。本研究通过离

体细胞模型，研究PTX对TGF⁃β1诱导HLFs向具有

分泌胶原纤维功能的肌纤维母细胞转化过程的作

用，发现PTX能够有效抑制TGF⁃β1诱导的HLFs增
殖迁移、形态变化、表型转化，表明低浓度的PTX可
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能具有抑制成纤维细胞介导的肺纤维化过程。

细胞外基质（ECM）是指分布于细胞膜外，由细

胞分泌的蛋白及多糖构成的复杂的网状结构，包括

胶原蛋白、非胶原蛋白、弹性蛋白、蛋白聚糖与氨基

聚糖，参与细胞的生长、极性、迁移和代谢活动［14］。

正常情况下，ECM的合成与降解处于动态平衡，表

达稳定。成纤维细胞向肌成纤维细胞转化后，细胞

外基质分泌增多，以 collagen Ⅰ及 collagen Ⅲ为主，

同时细胞内高表达α⁃SMA，细胞的收缩能力增强，这

也是成纤维细胞与肌成纤维细胞间的主要区别之

一［15］。研究显示 collagen Ⅰ可以促使肾小管上皮细

胞形态改变［16］，collagen Ⅰ含量增加时，细胞迁移能

力增强［17］。当α⁃SMA表达升高时，不仅收缩能力增

强，迁移能力也增强［18］。研究显示PTX可以降低肺

纤维化大鼠模型胶原蛋白及α⁃SMA的表达［19］，相似

的结果也在小鼠肺纤维化模型证实。本实验通过

细胞免疫荧光、real⁃time PCR及Western blot显示，

PTX可以降低TGF⁃β1诱导的肺成纤维细胞α⁃SMA、
fibronectin、collagen Ⅰ、collagen Ⅲ的表达，提示PTX
可能通过减少细胞外基质的分泌参与TGF⁃β1诱导的

肺成纤维细胞表型转化过程。

肺成纤维细胞与肺纤维化发生发展关系密切，

可通过自身异常增殖和分泌过多的细胞外基质两

个方面促进纤维化的发生。正常情况下，肺成纤维

细胞胞体较小，呈梭形，在促纤维化因素作用下，肺

成纤维细胞可被持续激活，除表现为细胞增殖能力

增强外，还表现为胞体变大及外形不规则、胞质内

有丰富的粗面内质网和高尔基复合体，同时细胞的

迁移能力也增强［20］。本研究结果显示，PTX可以抑

制 TGF⁃β1诱导的成纤维细胞增殖、改善细胞形态

变化、减弱细胞迁移能力。既往研究显示，作为一

种抗微管类抗肿瘤药物，PTX可以调控MAPK通路

的激活进而抑制多种肿瘤细胞增殖和迁移［21］。PTX
还可以调控TGF⁃β/Smad3通路的激活进而抑制肿瘤

细胞增殖［22］。因此，PTX 可能通过调节 Smad 及

MAPK信号转导参与了调控TGF⁃β1诱导的肺成纤

维细胞活化过程。

TGF⁃β1属于可以调节细胞生长和分化的TGF⁃
β超家族，能使正常的成纤维细胞表型发生转化，被

认为是促进纤维化形成的重要细胞因子。Smads家
族蛋白是TGF⁃β信号转导过程中的主要蛋白激酶之

一，可以将TGF⁃β信号从细胞表面受体转导至细胞

核，促进细胞外基质蛋白的合成。大量研究结果表

明，肺纤维化过程中，肺组织内 TGF⁃β1含量升高，

通过激活 TGF⁃β1/Smad2/3信号通路促进成纤维细

胞向肌成纤维细胞转化［23］。除Samd信号通路之外，

MAPK通路也是 TGF⁃β下游重要的信号转导通路。

MAPK是一组能被不同细胞外刺激激活的丝氨酸⁃
苏氨酸蛋白激酶，调节细胞生长分化等多种生理过

程［24］。有报道表明成纤维细胞向肌成纤维细胞转

化过程中 p38 MAPK信号通路激活［25］。此外，Smad
和MAPK信号通路可能具有“cross⁃talk”。研究显

示，使用 Smads特异性抑制剂可以抑制 TGF⁃β诱导

的MAPK信号通路激活［26］，而用丝裂原活化蛋白激

酶激酶 1/2（MEK1/2）抑制剂 U0126或 p38 MAPK抑

制剂 SB202190 预处理抑制非 Smad通路，并没有消

除TGF⁃β1诱导的 Smad2磷酸化［27］，提示 Smad信号

通路可能处于上游位置。本研究结果显示，细胞经

TGF⁃β1刺激后 Smad3及 p38磷酸化水平增加，PTX
可以逆转Smad3磷酸化水平，部分抑制p38磷酸化水

平，提示PTX可能通过抑制TGF⁃β/Smads/MAPK信号

通路从而抑制成纤维细胞向肌成纤维细胞转化。

综上所述，本研究结果表明，PTX抑制了TGF⁃β1
诱导的HLFs的增殖及迁移，降低α⁃SMA、fibronec⁃
tin、collagen Ⅰ、collagen Ⅲ蛋白表达，下调 Smad3和
p38磷酸化水平。现有的治疗肺纤维化药物疗效有

限，仍需要更为有效的治疗手段。PTX作为一种抗

肿瘤药物问世，在今后的研究中，可以在动物模型

中探寻合适的给药剂量和给药途径，减少药物引起

的不良反应；寻找合适的载体，增强药物的靶向作

用；研究更深层次的分子作用机制以及信号通路间

的相互作用，为PTX治疗 IPF提供更多的理论和实

验依据。
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