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TGF - β3 拮抗 TGF - β1 诱导的 FMT
改善小鼠肺纤维化

覃林莽 　 林浩博 　 王婕颖 　 张光峰 　 徐 　 婷 　 张 　 晓

摘 　 要 　 目的 　 研究转化生长因子( transforming growth factor, TGF) - β3 是否能够抑制 TGF - β1 诱导的人肺成纤维细胞

(human lung fibroblast, HLF)间质转化。 方法 　 在体外培养原代 HLF 进行细胞实验,分为 3 组:对照组:给予等体积超纯水;
TGF - β1 组:细胞给予 TGF - β1(4ng / ml)处理 HLF 24h;TGF - β3 组:细胞给予 20ng / ml 的 TGF - β3 预处理 24h 后加入 TGF - β1
(4ng / ml)处理 24h。 Transwell 实验检测细胞迁移和侵袭能力,Western blot 法检测 α - 平滑肌肌动蛋白( α - smooth muscle actin,
α - SMA)和纤连蛋白(Fibronectin)蛋白的表达水平。 在体内构建小鼠肺纤维化模型,分为 3 组:对照组:给予等体积 0. 9% 氯化

钠溶液气管滴注;模型组:博来霉素溶于 0. 9% 氯化钠溶液,按 2. 0U / kg 的浓度给予小鼠气管内滴注;TGF - β3 干预组:于造模前

1 天,将 TGF - β3(100μg / kg)给予小鼠尾静脉注射。 HE 和 Masson 染色法观察肺组织病理学变化,免疫荧光法检测 α - SMA 和

Fibronectin 蛋白的变化。 结果 　 在体外,与 TGF - β1 组比较,TGF - β3 组细胞迁移和侵袭能力降低,α - SMA 和 Fibronectin 蛋白

表达下调。 在体内,与模型组比较,TGF - β3 组小鼠肺组织病理变化改善,胶原沉积减少,α - SMA 和 Fibronectin 蛋白荧光强度

降低。 结论 　 TGF - β3 抑制 TGF - β1 引起的 HLF 间质转化,并改善博来霉素诱导的小鼠肺纤维化。
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et al. School of Medicine, South China University of Technology, Guangdong 510006, China

Abstract　 Objective　 To investigate whether transforming growth factor( TGF) - β3 can inhibit TGF - β1 - induced human lung
fibroblasts (HLF) mesenchymal transformation. Methods　 In vitro, primary HLF were cultured for cell experiments and divided into 3
groups:control group:given equal volume of ultrapure water; TGF - β1 group:cells were given TGF - β1 (4ng / ml) to treat HLF for 24h;
TGF - β3 group:cells were pretreated with 20ng / ml TGF - β3 for 24h, and then treated with TGF - β1 (4ng / ml) for 24h. Transwell as-
say was used to detect cell migration and invasion ability, and Western blot was used to detect the expression levels of α - smooth muscle
actin (α - SMA) and Fibronectin proteins. In vivo, the pulmonary fibrosis model of mice was constructed and divided into three groups:
control group:received an equal volume of 0. 9% sodium chloride solution by intratracheal instillation; model group:bleomycin was dis-
solved in 0. 9% sodium chloride solution and given intratracheal instillation at a concentration of 2. 0U / kg; TGF - β3 intervention group:
1day before modeling, TGF - β3 (100μg / kg) was injected into the tail vein of mice. The pathological changes in lung tissue were ob-
served by HE and Masson staining, and the changes of α - SMA and Fibronectin proteins were detected by immunofluorescence. Results
In vitro, compared with the TGF - β1 group, the cell migration and invasion abilities of the TGF - β3 group were decreased, and the α -
SMA and Fibronectin protein expression was down - regulated. In vivo, compared with the model group, the TGF - β3 group showed im-
proved pathological changes in lung tissue, decreased collagen deposition, and decreased the fluorescence intensity of α - SMA and Fi-
bronectin protein. Conclusion　 TGF - β3 inhibits TGF - β1 - induced mesenchymal transformation of HLF and improves bleomycin - in-
duced pulmonary fibrosis in mice.
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　 　 肺纤维化是一种病死率很高的肺部疾病,是众多

间质性肺病终末期的共同结局,患者通常由于药物、
遗传因素或暴露于射线等环境中导致肺组织反复损

伤,最终发展为肺纤维化。 尽管病因可能有所不同,
但病理学机制相似,其特征在于炎症触发后引起肺组

织中细胞外基质的分泌和胶原蛋白的显著积累 [1] 。

·13·

　 　 医学研究杂志 　 2023 年 4 月 　 第 52 卷 　 第 4 期 ·论　 　 著·　



当肺成纤维细胞受到炎性细胞因子和趋化因子 [如

转化生长因子( transforming growth factor,TGF) - β1]
触发时,便产生间质转化,肺成纤维细胞转化为肌成

纤维细胞( fibroblast - to - myofibroblast transformation,
FMT),分泌大量细胞外基质沉积于肺部,并且表达大

量收缩蛋白,如 α - 平滑肌肌动蛋白(α - smooth mus-
cle actin,α - SMA)和纤维连接蛋白( Fibronectin) [2] 。
这些蛋白帮助肌成纤维细胞在肺内弥漫并促进组织

瘢痕形成,该过程被认为是不可逆的,因此抑制由

TGF - β1 诱导 FMT 的过程可能是治疗肺纤维化一种

较有前景的方法。 哺乳动物中存在 3 种不同形式的

TGF - β(TGF - β1、β2 和 β3),每一种都在全身广泛

表达 [3] 。 尽管所有 3 种同工型 TGF - β 都使用相同

的高亲和力细胞表面受体,但它们的生物学功能大不

相同 [4] 。 其中 TGF - β3 主要发挥免疫负调控的作用,
如在小鼠系统性红斑狼疮中 LAG3 + 调节性 T 细胞通

过产生 TGF - β3 来抑制体内 B 淋巴细胞活性从而发

挥保护作用[5 ~ 7] 。 此外,在癌症患者中 TGF - β3 的升

高则会抑制免疫细胞导致癌细胞播散,TGF - β3 和血

小板反应蛋白 - 1 联合使用可抑制巨噬细胞极化[8,9] 。
有研究还显示,不仅 TGF - β3 没有促纤维化作

用,而且外源性给予重组 TGF - β3 还可以减少皮肤

损伤 [10,11] 。 研究表明,TGF - β3 具有调节细胞转化

和抑制炎症的能力,可能在免疫性疾病中发挥治疗作

用。 由此, 本 研 究 设 想 TGF - β3 可 能 通 过 拮 抗

TGF - β1 介导的成纤维细胞间质转化,从而改善肺

纤维化。 因此,本研究旨在评估 TGF - β3 是否能够

抑制 TGF - β1 诱导的人原代肺成纤维细胞间质转化

并通过此机制抑制肺纤维化疾病的进展。
材料与方法

1. 主要材料:TGF - β1 和 TGF - β3 因子购自美

国 PeproTech 公司;博来霉素购自德国 Merck 公司;抗
α - SMA 抗体、抗 Fibronectin 抗体、Alexa Fluor 488 羊

抗鼠荧光二抗和 Alexa Fluor 594 羊抗兔荧光二抗购

自英国 Abcam 公司;Transwell 小室购自美国 Corning
公司;Invasion 小室购自美国 BD 公司。

2. 原代人肺成纤维细胞培养:无菌条件下,选取

年龄 < 60 岁,无感染的肺癌患者,远离肿瘤组织的正

常肺组织,将组织块剪碎成 1mm3 大小,均匀铺于

60mm 培养皿中,将培养皿倒置放于 37℃ 、5% CO2

细胞孵育箱中,使其组织块干燥且能黏附于培养皿

底部,2h 后 加 入 含 20% 胎 牛 血 清 的 高 糖 培 养 基

4ml。 之后 3 ~ 4 天内减少翻动,直至细胞缓慢游出

形成集落时将组织块移除,每隔 3 ~ 4 天更换新鲜

培养基,待细胞增殖至 90% 融合度后,用 0. 25% 胰

蛋白酶消化传代,传代采用差速贴壁法对 HLF 进行

纯化,取第 4 ~ 8 代细胞进行后续实验。 所有肺脏

组织在取材前均取得患者的知情同意,且获得广东

省人民医院医学伦理学委员会批准(伦理学审批号:
GDREC2016076A)。

3. 细胞迁移和侵袭实验:①对照组:给予等体积

超纯水;②TGF - β1 组:细胞给予 TGF - β1(4ng / ml)
处理 HLF 24h;③TGF - β3 组:细胞给予 20ng / ml 的
TGF - β3 预处理 24h 后加入 TGF - β1(4ng / ml)处理

24h。 用无血清杜式改良培养基重悬细胞,下室中加

入 600μl 含 10% 胎牛血清的培养基,上室加入 200μl
细胞悬液,于细胞孵箱培养 24h。 磷酸盐缓冲液清洗

3 次,滤膜上层细胞用棉签擦除,甲醇固定 15min,
0. 1% 结晶紫染色 15min,显微镜下观察计数,随机挑

选 5 个视野细胞数进行统计分析。 若为侵袭实验,则
用包被有基质胶的小室,下室加 15% 胎牛血清的培

养基,培养 24h。
4. Western blot 法检测:将 HLF 均匀铺于 6 孔板

中,分为对照组、TGF - β1 组及 TGF - β3 组。 24h 后

待细胞长至 90% 后吸去培养基,预冷磷酸盐缓冲液

清洗,加入蛋白裂解液置于冰上裂解 30min,用刮刀

收集细胞裂解液,12000r / min,4℃ 离心 15min。 收集

上清,加入十二烷基硫酸钠上样缓冲液后于 100℃ 煮

沸 10min 进行蛋白变性。 取等量蛋白进行十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳使蛋白分离,电泳结束后

转移到聚偏二氟乙烯膜上,5% 脱脂奶粉室温封闭 1h
后加入一抗(稀释比例均为 1∶ 1000)4℃ 孵育过夜,次
日加入二抗(1 ∶ 5000)室温孵育 1h,于化学发光成像

仪拍照并分析结果,Image J 软件对蛋白条带进行灰

度值分析。
5. 动物模型构建与方法:8 周龄无特定病原体级

雄性 C57BL / 6 小鼠购自湖南斯莱克景达实验动物有

限公司 [合格证号:SCXK(苏)2018 - 0008],体质量

为 30 ~ 35g。 将动物随机分为 3 组,每组 6 只,对照

组:给予等体积 0. 9% 氯化钠溶液气管滴注;模型组:
博来霉素溶于 0. 9% 氯化钠溶液,按 2. 0U / kg 体质量

的浓度给予小鼠气管内滴注 [12] ; TGF - β3 组:于造

模前 1 天,将 TGF - β3(100μg / kg)给予小鼠尾静脉

注射。 于造模 28 天后,颈椎脱臼处死小鼠,取肺组织

进行病理学研究及免疫荧光实验。 本实验已获广东

省人民医院医学伦理学委员会批准(伦理学审批号:
·23·
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GDREC2018212A)。
6. HE 和 Masson 染色:小鼠右肺组织经 4% 多聚

甲醛溶液固定后,用石蜡包埋,使用切片机将其切成

4μm 厚度,采用 HE 和 Masson 染色方法,按照标准染

色方案进行染色,光学显微镜下观察各组肺组织病理

学变化并拍照保存。
7. 免疫荧光:肺组织切片经 4% 多聚甲醛固定

后,加入 0. 3% TritonX - 100 进行通透 20min,5% 牛

血清蛋白室温封闭 1h 后加入一抗孵育过夜。 洗涤 3
次后加入荧光二抗室温避光孵育 1h,加入 4′,6 - 二

脒基 - 2 - 苯基吲哚(4′,6 - diamidino - 2 - phenylin-
dole,DAPI)染细胞核,在激光共聚焦显微镜下拍照并

保存图片。
8. 统计学方法:应用 SPSS 25. 0 统计学软件对数

据进行统计分析,实验结果以均数 ± 标准差( x ± s)表
示,采用 Graph Prism 8 软件做图,多组间比较采用单

因素方差分析,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。
结 　 　 果

1. 各组肺成纤维细胞迁移和侵袭结果显示,与对

照组比较,HLF 经 TGF - β1 刺激后,迁移和侵袭的细

胞数明显增多,迁移和侵袭能力增强,而预先给予

TGF - β3 处理可降低迁移和侵袭的细胞数,提示

TGF - β3 可抑制 TGF - β1 诱导的细胞迁移和侵袭能

力,详见图 1。

图 1　 各组肺成纤维细胞迁移和侵袭实验结果

A. 显微镜下细胞迁移和侵袭结果图像;B. 相对迁移率统计图;C. 相对侵袭率统计图。

与对照组比较,∗ P < 0. 01;与 TGF - β1 组比较,#P < 0. 01

　

　 　 2. 各组肺成纤维细胞 Western blot 法检测结果显

示,与对照组比较,TGF - β1 组 α - SMA 和 Fibronec-
tin 蛋白表达量明显增加;而与 TGF - β1 组比较,

TGF - β3 组中 α - SMA 和 Fibronectin 蛋白表达量明

显降低,提示 TGF - β3 可显著抑制 TGF - β1 刺激的

HLF 间质转化相关蛋白的表达,详见图 2。

图 2　 各组肺成纤维细胞 α - SMA 和 Fibronectin 蛋白的表达

A. Western blot 法检测结果;B. Fibronectin 相对表达量;C. α - SMA 相对表达量。 与对照组比较,∗ P < 0. 01;与 TGF - β1 组比较,#P < 0. 05
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　 　 3. 各组小鼠肺组织 HE 染色结果显示,与对照组

比较,模型组肺泡结构紊乱,肺间质增厚,而预先给予

TGF - β3 处理改善了博来霉素引起的肺组织病理学

改变;Masson 染色结果显示,与对照组比较,模型组

肺组织胶原沉积明显增加,而 TGF - β3 组胶原沉积

明显减少,提示 TGF - β3 可改善博来霉素引起的病

理形态的改变,减少胶原累积,详见图 3。

图 3　 各组小鼠肺组织切片 HE 和 Masson 染色( × 200)
A. 正常肺组织,肺泡结构清晰可认;B. 肺泡结构紊乱,肺间质增厚;C. 肺组织病理形态改善;

D. 正常肺组织,极少胶原累积;E. 胶原沉积明显增多;F. 胶原沉积减少

　

　 　 4. 各组小鼠肺组织免疫荧光结果显示,与对照组

比较,模型组小鼠肺组织α - SMA和 Fibronectin 蛋白

荧光强度明显增加;而与模型组比较, TGF - β3 组

α - SMA和 Fibronectin 蛋白荧光强度明显减弱。 提示

TGF - β3 明显降低了博来霉素引起的 α - SMA 和 Fi-
bronectin 蛋白的表达,详见图 4。

图 4　 各组小鼠肺组织 α - SMA、Fibronectin 表达(免疫荧光, × 200)
　

讨 　 　 论

肺纤维化是一种危害性极大的不可逆疾病,肺移

植往往是患者的最终选择,临床上亟须更多强有力的

靶向治疗措施。 体内各种来源的细胞,如上皮细胞、
肺部常驻成纤维细胞和循环中的纤维细胞,间质转化

或增殖分化为成纤维细胞和肌成纤维细胞,产生过量
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胶原沉积是肺纤维化发生、发展的特征,其中肺部常

驻成纤维细胞是肺纤维化疾病进展过程中主要的靶

细胞 [13] 。 在过去的 20 年里,大量证据表明,FMT 是

肺纤维化发病机制中的主要促纤维化机制,而 TGF -
β1 是 FMT 过程中的关键性细胞因子,它介导成纤维

细胞间质转化为肌成纤维细胞,分泌细胞外基质和胶

原沉积,高表达 α - SMA 和 Fibronectin 表现出类似平

滑肌细胞的收缩性和纤维细胞的特性,细胞由此获得

异常增强的迁移和侵袭能力 [14 ~ 16] 。 同属同一家族中

的 TGF - β3 化学结构与 TGF - β1 相似,但发挥的作

用不同。
在国内外的研究中,TGF - β3 已被证实在多种

疾病中发挥治疗作用,但在肺纤维化中的作用研究仅

见少数报道,其发挥的治疗作用和安全性仍有待于考

究 [7 ~ 11,17,18] 。 本研究尝试将 TGF - β3 作用于 TGF -
β1 刺激的肺成纤维细胞,观察其产生的细胞功能的

变化,并且采用原代人肺成纤维细胞进行研究,在消

除种属 差 异 带 来 影 响 的 同 时 可 以 更 真 实 地 反 映

TGF - β3 抑制成纤维细胞间质转化在细胞层面的作

用机制,结果显示 TGF - β3 抑制了 TGF - β1 诱导的

HLF 迁移和侵袭能力,和下调了间质转化相关蛋白表

达的设想在体外实验中得到了证实,笔者提供了

TGF - β3 抑制 TGF - β1 的新证据,表明 TGF - β3 发

挥拮抗 TGF - β1 介导的 FMT 作用。
为了进一步证实 TGF - β3 在体内同样也具有治

疗作用,笔者尝试通过尾静脉给药的方式将 TGF -
β3 注射到肺纤维化小鼠体内,评估 TGF - β3 是否也

能在体内抑制 FMT,进而改善肺纤维化病情。 构建

肺纤维化模型方法众多,笔者选择了其中易于操作、
重复性高、造模效果稳定的博来霉素气管滴注法 [19] 。
博来霉素诱导小鼠肺纤维化主要分为 3 个时期,第
1 ~ 7 天为组织损伤期、第 8 ~ 14 天为炎性反应期,第
15 ~ 28 天为组织异常修复期,即纤维化形成期。 28
天后取小鼠肺组织进行组织学染色,模型组小鼠肺组

织明显发生改变,可见胶原沉积增多、肺泡结构紊乱、
肺间质明显增厚,提示肺纤维化模型构建成功。 其病

理过程为成纤维细胞和炎性细胞分泌的 TGF - β1 等

促炎性细胞因子导致原本常驻在肺部的成纤维细胞

转化为肌成纤维细胞,肌成纤维细胞异常活化表达大

量间质转化相关蛋白标志如 α - SMA 和 Fibronectin,
高表达 α - SMA 细胞获得类似平滑肌细胞的收缩性

质,拉扯正常肺泡组织导致结构的紊乱。 高表达 Fi-
bronectin 细胞分泌过量胶原纤维沉积于细胞外和肺

泡间隔,导致胶原累积和肺间质的增厚,最终形成瘢

痕导致肺纤维化,而以上病理形态的变化均可被预先

给予 TGF - β3 处理过的肺纤维模型所抑制,表现为

肺组织病理形态的改善,以及 α - SMA 和 Fibronectin
蛋白荧光强度明显降低,说明了 TGF - β3 在体内具

有治疗肺纤维化的作用。
本研究表明在体外实验中, TGF - β3 可抑制

TGF - β1 诱导的肺成纤维细胞间质转化,且在体内

实验中,TGF - β3 改善肺纤维化同样存在着肺间质

转化相关蛋白的下调,因此,笔者推测 TGF - β3 改善

肺纤维化的机制,可能便是通过拮抗 TGF - β1 发挥的

FMT 作用,减弱成纤维细胞的迁移和侵袭能力,下调间

质转化相关蛋白标志而实现。 综上所述,本研究结果

初步揭示了 TGF - β3 有望作为临床生物学标志物,在
肺纤维化中发挥治疗作用。 今后的研究将深入探讨

TGF - β3 抑制 TGF - β1 的 FMT 作用所参与信号转导

通路,为未来开发抗纤维化药物提供更多的理论依据。
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本研究还发现,γ - 谷氨酰转肽酶与 SPTB 存在

相关性。 γ - 谷氨酰转肽酶是一种通过肝脏和胆管

产生和释放的,参与氧化应激反应的酶,其能通过拮

抗谷胱甘肽的抗氧化作用,从而对血管内皮产生损

伤,已被用于预测心血管事件的发生 [18] 。 Wu 等 [19]

在对确诊为子痫前期孕妇的研究中发现,血清 γ - 谷

氨酰胺转肽酶异常的孕妇更易发生不良的围生结局。
本研究认为 γ - 谷氨酰转肽酶可能参与了 SPTB 的发

生、发展。
本研究也存在一定的局限性:①本研究作为一项

回顾性研究,无法验证 LDH 升高的患者 SPTB 的发生

及进展情况;②本研究纳入标准较为严格,排除了既

往存在急性或慢性疾病以及妊娠过程中出现并发症

或合并症的患者,未能证实一般情况下 LDH 与 SPTB
的相关性是否仍存在;③本研究在两组之间发现的

LDH 的差异较少,是否具有临床意义尚需进一步研究

证实。 因此,未来尚需进一步开展大样本量、多中心、
前瞻性研究以证实 LDH 在 SPTB 发生过程中的作用。

综上所述,LDH 在 SPTB 组和 FTB 组之间比较,差
异有统计学意义,LDH 与 SPTB 的发生存在独立相关

性,说明 LDH 可能在 SPTB 发生过程中具有重要意义,
临床上可对 LDH 较高的孕妇重点关注,及时进行有效

的预防等干预手段,从而减少不良妊娠结局的发生。
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