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［摘 要］ 目的：研究中和白介素⁃17（interleukin⁃17，IL⁃17）对博来霉素（bleomycin，BLM）诱导特发性肺纤维化及 PI3K/Akt/
mTOR信号通路的影响。方法：C57BL/6小鼠随机分为对照组、BLM组、中和抗体组和自噬抑制组。BLM组、中和抗体组和自

噬抑制组利用BLM（5 U/kg）诱导特发性肺纤维化模型形成，对照组给予等量生理盐水。造模第1天起自噬抑制组小鼠腹腔注

射3⁃甲基腺嘌呤（3⁃methyladenine，3⁃MA），每周5次，连用4周，其他3组则注射等量的生理盐水。中和抗体组和自噬抑制组小

鼠分别从造模后第3 d起，每隔3 d尾静脉注射抗鼠 IL⁃17抗体，于28 d取材，采用Masson三色染色和羟脯氨酸（hydroxyproline，
HYP）含量测定评价肺纤维化程度和胶原蛋白的表达变化，利用ELISA检测肺泡灌洗液中转化生长因子⁃β1（transform growth
factor⁃β1，TGF⁃β1）的含量，Western blot分析 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ、Beclin⁃1、p62、p⁃PI3K/PI3K、p⁃Akt/Akt和 p⁃mTOR/mTOR的蛋白表

达。结果：与BLM组相比，中和抗体组羟脯氨酸和TGF⁃β1含量显著下降（P < 0.01），肺纤维化程度明显降低（P < 0.01），LC3Ⅱ/
LC3Ⅰ比值和Beclin⁃1表达明显上调（P < 0.01，P < 0.05），p62表达减少（P < 0.05），而p⁃PI3K/PI3K、p⁃Akt/Akt、p⁃mTOR/mTOR比

值显著降低（P < 0.05）。结论：IL⁃17在肺纤维化中的作用与抑制细胞自噬有关。中和内源性 IL⁃17，能显著改善BLM诱导的肺

纤维化，降低TGF⁃β1产生，抑制PI3K/Akt/mTOR信号通路，激活细胞自噬。
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Effects of neutralizing interleukin ⁃ 17 on idiopathic pulmonary fibrosis induced by
bleomycin and regulation of PI3K/Akt/mTOR signal pathway in mice
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［Abstract］ Objective：This study aims to observe the effects of neutralizing interleukin⁃ 17（IL⁃17）on bleomycin（BLM）induced
idiopathic pulmonary fibrosis and PI3K/Akt/mTOR signaling pathway. Methods：C57BL/6 mice were randomly divided into control
group，BLM group，neutralizing antibody group and autophagy inhibition group，respectively. BLM group，neutralizing antibody group
and autophagy inhibition group were administrated BLM（5 U/kg） through a single intratracheal injection to induce idiopathic
pulmonary fibrosis，while the control group was received the equivalent sterile saline. Meanwhile，autophagy inhibition group was
injected 3⁃methyl adenine（3⁃MA）via intraperitoneal injection 5 times a week for 4 weeks. Other groups were given the same amount of
sterile saline. Neutralizing antibody group and autophagy inhibition group were administrated neutralizing IL⁃17 mAb via caudal vein
every 3 days from day 3 after model made. All mice were sacrificed after 28 days. Lung tissues were used to evaluate pulmonary fibrosis
by Masson staining and collagen expression changes by hydroxyproline contents measurement. Bronchoalveolar lavage fluid was
collected for transform growth factor⁃β1（TGF⁃β1）measurement by ELISA. The expression of LC3Ⅱ/LC3Ⅰ，Beclin⁃1，p62，p⁃PI3K/
PI3K，p⁃Akt/Akt and p⁃mTOR/mTOR proteins were all assayed by Western blot. Results：Compared with BLM group，hydroxyproline
content，TGF⁃β1 concentration and pulmonary fibrosis in neutralizing antibody group were significantly decreased（P < 0.01），the ratio
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特发性肺纤维化（idiopathic pulmonary fibrosis，
IPF）是一种病因不明呈渐进性的间质性肺疾病，诊

断后中位生存期为3~5年，死亡率超过了某些癌症，

且与肺癌有相当高的并发率［1-2］。我国 IPF发病率

呈逐年上升趋势，目前尚无特效药物，因此寻找 IPF
治疗的有效靶点具有重要意义。

白介素⁃17（interleukin⁃17，IL⁃17）是一种由活化

的 T细胞分泌的促炎细胞因子，在 IPF形成过程中

发挥重要作用［3-7］。早期研究发现［4-5］，中和内源性

IL⁃17活性后能显著改善博来霉素（bleomycin，BLM）
诱导的肺纤维化，其作用可能与调节 Fas/FasL 和

Bax/Bcl⁃2介导的细胞凋亡通路有关，对于 IL⁃17能

否调节细胞自噬的研究鲜见报道。本文旨在通过

研究中和 IL⁃17对BLM诱导的 IPF过程中PI3K/Akt/
mTOR信号通路的调控，探讨 IL⁃17与细胞自噬的相

关性，为寻找有效的肺纤维化治疗靶点提供新的思

路和依据。

1 材料和方法

1.1 材料

动物 C57BL/6小鼠，雄性（18~20 g），健康 SPF
级，中国人民解放军军事医学科学院实验动物中心

提供，合格证号 SCXK（京）2016⁃0002。动物实验符

合3R原则。

中和鼠 IL⁃17单克隆抗体（R＆D systems公司，

美国），BLM（杭州海正辉瑞制药有限公司），羟脯氨

酸测试盒、Masson染液（南京建成科技有限公司），

LC3B、Beclin⁃1、p⁃PI3K、PI3K、mTOR、p⁃mTOR、Akt、
p⁃Akt、p62抗体（Bioworld 公司，美国），3⁃磷酸甘油醛

脱氢酶（glyceraldehyde ⁃3 ⁃phosphate dehydrogenase，
GAPDH）（北京博奥森生物技术有限公司），BCA蛋白

定量试剂盒（北京普利莱基因技术有限公司），Ultra
ECL Kit、转化生长因子⁃β1（transform growth factor⁃
β1，TGF⁃β1）ELISA kit（杭州联科生物），3⁃甲基腺嘌

呤（3⁃methyladenine，3⁃MA，Sigma公司，美国）。

低温高速离心机3K15（Sigma公司，美国），显微

照相系统OLYMPUS BX51⁃cell Sens Entry（Olympus
公司，日本），酶标仪MULTISKAN GO（Thermo公司，

美国），OmegaLum G化学发光凝胶成像系统（Aple⁃
gen公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 造模与分组

C57BL/6小鼠采用随机数字表法分为对照组、

BLM组、中和抗体组和自噬抑制组，每组 10只。各

组用 3.5%水合氯醛腹腔注射麻醉（0.1 mL/10 g体
重），仰卧固定在实验台上，钝性剥离气管向心端，

注入生理盐水溶解的BLM（5 U/kg体重）0.1 mL，对
照组则注入等量生理盐水。中和抗体组、自噬抑制

组分别从造模后第 3天起每隔 3 d通过尾静脉给予

抗鼠 IL⁃17单克隆中和抗体（400 μg/kg），其他2组则

给予等量生理盐水。自噬抑制组小鼠从造模后第

1天起按 20 mg/kg腹腔注射 3⁃MA，每周 5次，连用

4周，其他 3组则注射等量生理盐水。造模后 28 d，
处死各组小鼠。 制备支气管灌洗液（brocho⁃alveo⁃
lar larage fluid，BALF），具体方法参见文献［6］，上清

液用于ELISA检测。 右肺置于4%多聚甲醛中固定

进行Masson染色，左肺-80 ℃冰箱保存进行羟脯氨

酸（hydroxyproline，HYP）测定和免疫印迹检测。

1.2.2 病理评价

右肺下叶经常规固定、石蜡包埋后切片，按照试

剂盒说明进行Masson染色，依据Ding等［7］方法显微

镜下观察各组肺组织结构，利用 HMIAS⁃2000 W 病

理图文分析系统计算切片中肺纤维化所占的比例。

1.2.3 HYP测定

取各组左肺上叶准确称重，按照碱水解法裂解

样本，取检测液1 mL进行比色测定并计算结果。

1.2.4 ELISA检测BALF中TGF⁃β1含量

按照 TGF⁃β1 ELISA 试剂盒检测说明书测定

BALF上清液中TGF⁃β1的含量。

1.2.5 蛋白免疫印迹

将肺组织准确称重后，剪碎，按照0.1 g/mL加入

RIPA裂解液（含 2%蛋白酶抑制剂），匀浆，12 000 g

of LC3Ⅱ/LC3Ⅰ and Beclin 1 expression significantly raised（P < 0.01，P < 0.05），p62 expression reduced remarkably（P < 0.05），and
the ratio of p⁃PI3K/PI3K，p⁃Akt/Akt and p⁃mTOR/mTOR decreased significantly（P < 0.05）. Conclusion：The mechanism of IL⁃17 in
pulmonary fibrosis is related to inhibition of autophagy. Neutralization of endogenous IL⁃17 can significantly attenuate BLM⁃induced
pulmonary fibrosis，reduce the production of TGF⁃β1，inhibit the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway，and activate cell autophagy.
［Key words］ interleukin⁃17；cell autophagy；idiopathic pulmonary fibrosis；PI3K/Akt/mTOR signal pathway

［J Nanjing Med Univ，2020，40（11）：1617⁃1622］
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DCBA
A：对照组；B：BLM组；C：中和抗体组；D：自噬抑制组。

图1 各组小鼠肺组织Masson染色（×100）
Figure 1 Masson staining of mice lung tissues in each group（×100）

表1 中和 IL⁃17对肺组织纤维化和HYP含量的影响

Table 1 Influence on lung fibrosis and hydroxyproline content in mice lung after neutralizing IL⁃17 activity
（x ± s）

组别

对照组（n=10）
BLM组（n=8）
中和抗体组（n=10）
自噬抑制组（n=8）

纤维化（%）

03.30 ± 0.68
49.88 ± 5.57*

19.20 ± 3.23*ΔΔ

51.75 ± 4.27*

HYP（μg/g）
384.84 ± 51.42
789.18 ± 39.71*

541.04 ± 43.18*ΔΔ

773.95 ± 46.89*

TGF⁃β1（pg/mL）
045.08 ± 3.59
102.14 ± 11.27*

073.34 ± 10.17*ΔΔ

093.40 ± 10.45*Δ

与对照组比较，*P < 0.01；与BLM组比较，ΔP < 0.05，ΔΔP < 0.01。

4 ℃离心 10 min，上清液为提取的总蛋白。经BCA
定量测定蛋白质含量，将各组蛋白调整到相同浓

度，取 50 μg加入等量的 2×SDS上样缓冲液，100 ℃
煮沸5 min，进行SDS⁃PAGE，电泳结束后将蛋白电转

移至PVDF膜。以5%脱脂奶粉浴液室温封闭1.5 h，
加入TBST稀释的一抗4 ℃过夜，弃一抗，TBST洗涤

5次，加入辣根酶标记的二抗室温孵育1 h，弃二抗，

TBST洗涤5次，超敏ECL显色，Omega Lum G化学发

光凝胶成像系统拍照，用 Image J软件分析结果。

1.3 统计学方法

采用 SPSS20.0软件进行结果分析。所有数据

资料用均数±标准差（x ± s）表示。多组间比较采用

单因素方差分析，两两比较用 LSD⁃t检验，P＜0.05
为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 中和内源性 IL⁃17能有效减轻BLM诱导的肺纤

维化

造模后第 10天和第 15天 BLM组各死亡 1只，

第 9天和第 14天自噬抑制组各死亡 1只，对照组和

中和抗体组没有小鼠死亡。对照组小鼠Masson染

色肺组织结构清晰，肺泡间隔未见增厚和纤维化表

现，BLM组和自噬抑制组小鼠肺组织可见肺泡间隔

增厚，大量胶原沉积，肺纤维化严重，肺组织结构重

塑，肺泡数量减少，形态不规则。中和内源性 IL⁃17
发现，中和抗体组的胶原纤维表达明显减少，差异

有统计学意义（P < 0.01），自噬抑制剂 3⁃MA逆转了

IL⁃17中和抗体的作用，并没有使PF得以改善（表1，
图1）。
2.2 中和 IL⁃17对BLM诱导小鼠肺组织HYP含量

的影响

HYP是胶原蛋白特有的一种氨基酸，对HYP的

检测是评价肺纤维化程度的常规指标。对4组肺组

织进行HYP含量测定，统计分析显示多组间比较差

异有统计学意义（P < 0.01）。与对照组比较，其余3组
均明显升高，与BLM组比较，中和抗体组HYP含量

下降，差异有显著性（P < 0.01），自噬抑制组HYP含

量变化并不明显，差异无统计学意义（表1）。
2.3 中和 IL⁃17对BLM诱导小鼠肺组织TGF⁃β1的

影响

ELISA检测发现，BLM刺激小鼠高表达TGF⁃β1，
中和抗体组则由于 IL⁃17抗体中和了内源性 IL⁃17活
性，显著降低了TGF⁃β1表达（P < 0.01），而自噬抑制

组与BLM组相比，差异也有统计学意义（P < 0.05，
表1）。
2.4 中和 IL⁃17对 IPF小鼠自噬标记蛋白和 PI3K/
Akt/mTOR信号通路蛋白表达的影响

蛋白免疫印迹显示，BLM组Beclin⁃1表达水平

和 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值显著降低（P < 0.05），p62表达

水平增高（P < 0.05），同时，p⁃PI3K/PI3K、p⁃Akt/Akt
和 p⁃mTOR/mTOR比值明显升高（P < 0.05）。采用

中和抗体阻断内源性 IL⁃17活性发现，Beclin⁃1表达
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A：Western blot检测p62、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ、Beclin⁃1的表达；B：p62相对表达水平；C：LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值相对定量；D：Beclin⁃1相对表达水平。

1：对照组；2：BLM组；3：中和抗体组；4：自噬抑制组。与对照组比较，*P < 0.05，**P < 0.01；与BLM组比较，△P < 0.05，△△P < 0.01，与中和抗体组

比较，#P < 0.05，##P < 0.01（n=3）。
图2 中和 IL⁃17对 IPF小鼠自噬标记蛋白的影响

Figure 2 Effect of neutralizing IL⁃17 on expression of autophagy marker proteins in IPF mice

A：Western blot检测 p⁃PI3K、PI3K、p⁃Akt、Akt、p⁃mTOR和mTOR的表达；B：PI3K磷酸化水平相对定量；C：Akt磷酸化水平相对定量；D：

mTOR磷酸化水平相对定量。1：对照组；2：BLM组；3：中和抗体组；4：自噬抑制组。与对照组比较，*P < 0.01；与BLM组比较，△P < 0.05，△△P <
0.01；与中和抗体组比较，#P < 0.01（n=3）。

图3 中和 IL⁃17对 IPF小鼠PI3K/Akt/mTOR信号通路蛋白表达的影响

Figure 3 Effect of neutralizing IL⁃17 on protein expression of PI3K/Akt/mTOR signal pathway in IPF mice
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水平和 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值增高（P < 0.05），p62表达

水平降低（P < 0.05），而 p⁃PI3K/PI3K、p⁃Akt/Akt和
p⁃mTOR/mTOR比值下降。自噬抑制剂 3⁃MA又逆

转了 IL⁃17中和抗体的作用，自噬抑制组系列蛋白

的表达与BLM组差异无统计学意义（图2、3）。

3 讨 论

肺纤维化形成过程与大量炎症细胞及相关细

胞因子相关，其中Th17细胞分泌的 IL⁃17在肺纤维

化的形成中起重要作用［7］。TGF⁃β1是刺激 IPF发生

最重要的细胞因子，可使成纤维细胞过度增殖和分

化，TGF⁃β1过表达刺激上皮细胞⁃间充质转化（epi⁃
thelial⁃mesenchymal transition，EMT）是 IPF发生的根

本原因。Mi等［8］发现阻断 IL⁃17活性使肺部炎症和

纤维化程度减轻，通过依赖 TGF⁃β1或自体吞噬作

用实现。本研究推测中和 IL⁃17改善肺纤维化程度

可能与抑制了 TGF⁃β1的过表达有关，减少了胶原

的合成和分泌，因而抑制了EMT。
细胞自噬是由自噬体和溶酶体融合介导的降

解衰老、受损的细胞器及蛋白质的生理过程，生物

体借此维持细胞的更新和内环境的相对稳定。有

研究认为激活自噬能显著改善BLM诱导的肺纤维

化，并改善纤维化组织局部炎症状况，自噬不足则

引起细胞衰老和肌成纤维细胞分化继而促进肺纤

维化的发生［9-10］，而Patel 等［11］则发现尽管肺纤维化

上调自噬相关蛋白的表达，但并不诱导自噬的发

生，Liu等［12］认为 IL⁃17可以通过激活 PIK3C抑制

GSK3B介导的细胞自噬。本研究结果显示利用中

和 IL⁃17的抗体，肺组织Beclin⁃1表达水平和LC3Ⅱ/
LC3Ⅰ比值显著升高，p62表达水平降低。Beclin⁃1
是一种能与Bcl ⁃2特异结合的自噬相关蛋白，作为

PI3KC3的关键成分，后者可诱导自噬体的形成［13］。

LC3是一种独特的自噬分子标志物，胞质形式 LC3
Ⅰ转化为膜结合形式 LC3Ⅱ，即 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值

升高被认为是自噬活化的标志［14］。p62是细胞内的

一种自噬底物，可作为自噬活性的报告因子［15］，BLM
组p62明显升高显示BLM诱导的肺纤维化引起细胞

自噬受损，但中和 IL⁃17则逆转了这种变化。这表

明未经治疗的 IPF小鼠肺自噬受损，但中和 IL⁃17减
缓了这种损伤，3⁃MA又使得此种情况被逆转，故推测
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中和内源性IL⁃17通过激活自噬改善了肺纤维化。

PI3K/Akt/mTOR信号途径是调控细胞自噬的关

键途径。PI3K可通过酪氨酸蛋白激酶受体、细胞黏

附分子、G蛋白偶联受体和癌基因Ras等活化、催化

磷脂酰肌醇（phosphatidylinositol，PI）产生 4，5⁃二磷

酸磷脂酰肌醇（PIP2）和 3、4、5⁃三磷酸磷脂酰肌醇

（PIP3）。PIP3结合并激活Akt和磷脂酰肌醇依赖激

酶⁃1（phosphoinositide⁃dependent kinase 1，PDK⁃1），

mTOR是Akt下游研究最为广泛的底物之一，其活性

是自噬体形成和成熟的关键，mTOR 活性增强，抑制

自噬的发生。进一步研究发现中和 IL⁃17改善肺纤

维化与PI3K/Akt/mTOR信号转导相关的细胞自噬途

径有关。中和 IL⁃17引起p⁃PI3K/PI3K、p⁃Akt/Akt、p⁃
mTOR/mTOR下降说明PI3K、Akt和mTOR磷酸化即

活化被抑制，细胞自噬被激活。3⁃MA是一种PI3K抑

制剂，可通过降低自噬相关蛋白的表达抑制自噬［16］。

本研究发现 3⁃MA不仅降低了LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值和

Beclin⁃1的表达，还抑制了中和 IL⁃17引起的p⁃PI3K/
PI3K、p⁃Akt/Akt及p⁃mTOR/mTOR比值的下调，而且

重新上调了p⁃62的表达，这些结果进一步证明中和

IL⁃17最终激活了细胞自噬，促进了自噬溶酶体的形

成。换言之，IPF产生的内源性 IL⁃17可能通过上调

TGF⁃β1，调控 PI3K/Akt/mTOR信号途径，抑制自噬

体的形成。

尽管对 IL⁃17细胞内靶点与肺纤维化发病机制

的关系尚不完全清楚，但普遍认为 IL⁃17和 IL⁃1及肿

瘤坏死因子⁃α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）共用

下游转录因子，IL⁃17信号途径可激活核因子κB（nu⁃
clear factor kappa⁃B，NF⁃κB）途径［17］。进一步研究发

现，Th17与哮喘、慢性阻塞性肺疾病等发生有关［18］，

通过促进 IL⁃8、IL⁃6和巨噬细胞炎性蛋白⁃2（micro⁃
phage inflammatory protein⁃2，MIP⁃2）等导致肺内中

性粒细胞募集及活化，增加TNF⁃α诱导的呼吸道平

滑肌细胞 IL⁃6的表达，还可以诱导人支气管上皮细

胞和肺纤维原细胞释放MIP⁃2及 IL⁃1β，并刺激成纤

维细胞和呼吸道上皮细胞等分泌粒细胞集落刺激

因子（granulocyte colony⁃stimulating factor，G⁃CSF）、

粒细胞⁃巨噬细胞集落刺激因子（granulocyte⁃macro⁃
phage colony stimulating factor，GM⁃CSF）和生长相关

性癌基因⁃α（growth⁃regulated oncogene⁃α，GRO⁃α），

从而促进中性粒细胞的转化与成熟，并活化NF⁃κB
诱导炎性细胞的分化和活化。IL⁃ 17在饥饿状态下

可通过TAK1⁃binding protein 2（TAB2）/p38丝裂原活

化 蛋 白 激 酶（mitogen ⁃ activated protein kinase，

MAPK）和TAK1⁃binding protein 3（TAB3）/p38 MAPK
途径抑制细胞自噬，促进细胞迁移［19］。

本研究检测了中和 IL⁃17是否募集PI3K/Akt相
关的信号分子激活细胞自噬的发生，结果显示中和

IL⁃17使p⁃mTOR的产生受到自噬抑制剂3⁃MA的抑

制，推测在肺纤维化发生过程中，IL⁃17通过与其受体

结合抑制PI3K活性，进而抑制Akt/mTOR途径。众所

周知，信号转导通路错综复杂，中和 IL⁃17改善肺纤维

化的作用，可能与抑制AKT激活信号途径、减弱TGF⁃
β1诱导的细胞外基质产生、适当激活细胞自噬相关，

也可能与PI3K/Akt/NF⁃κB，甚至PI3K/Akt/HIF⁃1α有
关，即是多种途径相互协同作用的结果。

总之，本研究探讨了中和 IL⁃17对BLM诱导的

IPF及PI3K/Akt/mTOR信号通路的影响，结果显示，

BLM组小鼠HYP含量显著增加，提示肺组织内胶原

纤维含量升高，肺纤维化程度加重。Masson染色显

示BLM组小鼠胶原纤维大量生成，肺组织结构严重

破环。ELISA和免疫印迹实验充分表明，纤维化小

鼠存在TGF⁃β1高表达，Beclin⁃1表达水平和LC3Ⅱ/
LC3Ⅰ比值显著降低（P < 0.05），p62表达水平增高，

p⁃PI3K/PI3K、p⁃Akt/Akt、p⁃mTOR/mTOR比值升高说

明PI3K、Akt和mTOR过度活化，mTOR的活化则提

示细胞自噬活性被抑制。中和内源性 IL⁃17有效改

善肺纤维化，与BLM组比较，上述指标的变化有显

著差异，3⁃MA的加入则逆转中和抗体组的上述变

化。由此可见，肺纤维化时，启动了PI3K/Akt/mTOR
信号转导途径，即BLM诱导的肺纤维化发生过程中

胶原蛋白的合成与PI3K/Akt/mTOR信号通路引起的

自噬活性降低有关。本研究为 IL⁃17参与 IPF发生机

制的研究提供了基础，并提示 IL⁃17功能调节可能

是 IPF治疗的潜在靶点。
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