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论　著

[摘要]　目的　探讨维替泊芬(Vp)在实验性哮喘气道重塑中的作用及

其机制。方法　(1)动物实验：将12只雌性BALB/c小鼠分为对照组、实验性

哮喘组与Vp干预组，每组4只。实验性哮喘组小鼠使用屋尘螨提取液(HDM)

滴鼻建立哮喘模型，Vp干预组在HDM激发前腹腔注射Vp进行干预，对照组

给予等量生理盐水。收集小鼠肺组织及支气管肺泡灌洗液(BALF)，采用HE

染色、Masson染色、过碘酸希夫(PAS)染色观察肺组织病理变化，瑞氏-吉

姆萨染色计数BALF中的炎性细胞；采用免疫组化检测肺组织中Yes相关蛋白

(YAP)、磷酸化Yes相关蛋白(p-YAP)的表达情况，RT-PCR、Western blotting检

测肺组织中YAP、p-YAP、骨桥蛋白(OPN)、平滑肌肌球蛋白重链(SMMHC)

的表达情况。(2)细胞实验：将人气道平滑肌细胞(HASMC)分为对照组(加

入等量生理盐水)、HDM组(加入50 μg/ml HDM作用24 h)与HDM+Vp组(加

入0.05 mg/L Vp刺激2 h后，加入50 μg/ml HDM作用24 h)，采用CCK-8法检

测细胞增殖能力，流式细胞术检测细胞凋亡率，Western blotting检测YAP、

OPN、SMMHC蛋白表达情况。结果　(1)动物实验：实验性哮喘组肺组织

炎症较对照组加重，支气管基底膜、气道平滑肌及支气管管壁明显增厚

[(1.13±0.38) μm vs. (0.79±0.36) μm，(6.49±2.36) μm vs. (4.56±1.52) μm，

(33.85±5.95) μm vs. (22.08±3.30) μm，P<0.05]，气道周围胶原纤维沉

积面积、PAS染色阳性面积明显增加(5.85%±2.35% vs .  0.36%±0.12%，

28.81%±5.89% vs. 13.57%±2.08%，P<0.01)，肺组织中YAP、OPN mRNA和蛋

白表达水平明显升高(P<0.05或P<0.01)，p-YAP/YAP比值、SMMHC mRNA

和蛋白表达水平明显降低(P<0.05或P<0.01)。与实验性哮喘组比较，Vp干

预组小鼠肺组织炎症减轻，支气管基底膜、气道平滑肌及支气管管壁明

显变薄[(0.93±0.27) μm、(4.99±1.75) μm、(26.59±2.76) μm，P<0.05]，

气道周围胶原纤维沉积面积、PAS染色阳性面积明显减少(2.14%±0.89%、

17.92%±1.89%，P<0.05)，肺组织YAP、OPN mRNA和蛋白表达水平明显降

低(P<0.05或P<0.01)，p-YAP/YAP比值、SMMHC mRNA和蛋白表达水平明

显增高(P<0.05)。(2)细胞实验：与对照组比较，HDM组细胞增殖能力增强

(0.2874±0.0055 vs. 0.2626±0.0051，P<0.01)、凋亡率降低(5.14%±0.82% vs. 

6.75%±0.21%，P<0.05)，YAP、OPN蛋白表达升高(3.14±0.48 vs. 1.51±0.61，

5.87±2.42 vs. 0.94±0.23，P<0.01)，SMMHC蛋白表达降低(0.80±0.19 vs. 

2.96±0.96，P<0.01)。与HDM组比较，HDM+Vp组细胞增殖能力减弱

(0.2748±0.0043，P<0.05)，凋亡率升高(6.29%±0.49%，P<0.05)，YAP、OPN

蛋白表达降低(2.02±0.53、2.93±1.09，P<0.05)，SMMHC蛋白表达升高

(2.11±0.85，P<0.05)。结论　Vp可降低YAP的表达，减少YAP核移位，逆转

HASMC表型转化，这可能是其抑制实验性哮喘气道重塑的机制。

[关键词]　Hippo/YAP信号通路；维替泊芬；哮喘；气道重塑
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[Abstract]　Objective　To investigate the effect and mechanism of verteporfin (Vp) in airway remodeling of experimental 

asthma. Methods　(1) Animal experiment: Twelve female BALB/c mice were divided into 3 groups (4 each): control group 

experimental asthma group and Vp intervention asthma group. Mice in experimental asthma group were treated by intranasal 

delivery of house dust mite (HDM) extract, in Vp intervention group were treated with intraperitoneal injection of Vp before 

HDM stimulation, and in control group was treated with the same amount of normal saline. Lung tissues and bronchoalveolar 

lavage fluid (BALF) of mice were collected, HE staining, Masson staining and Periodic Acid-Schiff (PAS) staining were used to 

observe the pathological changes of lung tissue, Wright-Giemsa staining was used to count the inflammatory cells in BALF, and the 

expressions of Yes-associated protein (YAP) and phosphorylated Yes-associated protein (p-YAP) in lung tissues were detected with 

immunohistochemistry, RT-PCR and Western blotting were performed to detect the expressions of YAP, p-YAP, osteopontin (OPN) 

and smooth muscle myosin heavy chain (SMMHC). (2) Cell experiment: Human airway smooth muscle cells (HASMC) were 

divided into control group (treated with the same amount of normal saline), HDM group (treated with 50 μg/ml HDM for 24 hours) 

and HDM+Vp group (treated with 0.05 mg/L Vp for 2 hours, and then with 50 μg/ml HDM for 24 hours). The cell proliferation of 

HASMC was detected by CCK-8. The apoptosis rate of HASMC were detected by flow cytometry. The protein levels of YAP, OPN 

and SMMHC in cells were detected by Western blotting. Results　(1) Animal experiment: Compared with control group, the lung 

inflammation was aggravated, the bronchial basement membrane, airway smooth muscle (ASM) and airway wall were thickened 

in experimental asthma group [(1.13±0.38) μm vs. (0.79±0.36) μm, (6.49±2.36) μm vs. (4.56±1.52) μm, (33.85±5.95) μm 

vs. (22.08±3.30) μm, P<0.05]. The deposition proportion of collagen fiber around airway and PAS staining area increased 

(5.85%±2.35% vs. 0.36%±0.12%, 28.81%±5.89% vs. 13.57%±2.08%, P<0.01). The mRNA and protein expression levels of YAP 

and OPN increased (P<0.05 or P<0.01), and the ratio of p-YAP/YAP and the mRNA and protein expression levels of SMMHC 

decreased (P<0.05 or P<0.01). Compared with experimental asthma group, the lung inflammation was reduced, and the thickness of 

bronchial basement membrane, ASM and airway wall were thinned in Vp intervention group [(0.93±0.27) μm, (4.99±1.75) μm, 

(26.59±2.76) μm, P<0.05]. The deposition proportion of collagen fiber around airway and PAS staining area decreased obviously 

(2.14%±0.89%, 17.92%±1.89%, P<0.05). The mRNA and protein expression levels of YAP and OPN decreased markedly (P<0.05 

or P<0.01), and the ratio of p-YAP/YAP and the mRNA and protein expression levels of SMMHC increased (P<0.05). (2) Cell 

experiment: Compared with control group, the cell proliferation ability was higher (0.2874±0.0055 vs. 0.2626±0.0051, P<0.01) 

and apoptosis rate was lower in HDM group (5.14%±0.82% vs. 6.75%±0.21%, P<0.05). The protein expressions of YAP and OPN 

increased (3.14±0.48 vs. 1.51±0.61, 5.87±2.42 vs. 0.94±0.23, P<0.01), while of SMMHC decreased (0.80±0.19 vs. 2.96±0.96, 

P<0.01). Compared with HDM group, the cell proliferation ability reduced (0.2748±0.0043, P<0.05) and apoptosis rate increased 

(6.29%±0.49%, P<0.05), the protein expressions of YAP and OPN decreased (2.02±0.53, 2.93±1.09, P<0.05), while of SMMHC 

increased (2.11±0.85, P<0.05) in HDM+Vp group. Conclusions　The abnormal expression of YAP may be involved in the airway 

remodeling in experimental asthma, and Vp may restrain the airway remodeling in experimental asthma by decreasing the YAP 

activity and nuclear shift, and reversing the HASMC phenotypic transformation.

[Key words]　Hippo/YAP signaling pathway; verteporfin; asthma; airway remodeling

哮喘是一种慢性气道炎症性疾病，其特征为

可逆性气流受限及气道高反应性[1-2]。全球约有3.58
亿哮喘患者[3]，我国成年哮喘患者多达4570万[4]，

哮喘已成为全球性的重大公共卫生问题。气道重

塑不同程度地参与了哮喘的疾病进程，是哮喘出

现不可逆气流受限、激素敏感性降低、病情持续

加重的关键因素，其病理特点为气道平滑肌细胞

(air way smooth muscle cell，ASMC)增生肥厚，且

增生程度越重病情越严重[5-7]。Hippo/Yes相关蛋白

(Yes-associated protein，YAP)通路可通过磷酸化级联

反应调控细胞的增殖和凋亡。研究证实，血管平滑

肌细胞中Hippo/YAP通路的活性受到抑制可使下游

分子YAP磷酸化水平降低，YAP转运进入细胞核，

与TEA结构域转录因子(TEA domain transcription 
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factor，TEAD)结合并激活下游靶基因，引发一系

列心血管疾病[8-10]。维替泊芬(verteporfin，Vp)是治

疗新生血管黄斑变性的药物，近年来发现其可通过

改变YAP的空间构象而抑制YAP与TEAD的结合，进

而抑制肿瘤细胞的过度增殖[11]。ASMC与血管平滑

肌细胞具有高度同源性，而Vp在哮喘气道重塑中的

作用尚不清楚。本研究通过动物实验与细胞实验探

讨Vp在实验性哮喘气道重塑中的作用机制。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器　屋尘螨提取液(house dust 
mite，HDM)购自美国Geerlabs公司；Vp购自上海

茁彩生物科技有限公司；总RNA提取试剂盒购自

合肥博美生物科技有限公司；兔抗人YA P、骨桥

蛋白(osteopontin，OPN)、平滑肌肌球蛋白重链

(smooth muscle myosin heavy chain，SMMHC)多克

隆抗体购自武汉Ser vicebio公司；生物素化山羊抗

兔Ig G(H+L)购自上海Abcam公司；CCK-8检测试

剂盒购自中国Biosharp公司；Annexin V-APC/PI双
染细胞凋亡检测试剂盒购自江苏凯基生物技术股

份有限公司。荧光定量PCR仪、酶标仪购自美国

ThermoFisher公司。

1.2　动物实验　6~8周龄SPF级BALB/c雌性小鼠12
只，体重18~22 g，购自成都达硕实验动物有限公司

[实验动物生产许可证号：SYXK(川)2015-030；使

用许可证号：SYXK(川)2014-189]。本研究经四川

大学华西医院动物伦理委员会审批，实验过程符合

国家和单位有关实验动物管理及使用的规定。

1.2.1　哮喘模型的建立及实验分组　采用随机数字

表法将12只雌性BALB/c小鼠分为对照组、实验性

哮喘组与Vp干预组，每组4只。

实验性哮喘组每周给予H D M液( 0 . 6 7  g / L，

30 μl)滴鼻致敏1次，持续3周，从第23天开始，间

隔1 d给予同剂量HDM滴鼻激发，直至第33天，每

次激发前30 min腹腔注射100 μl生理盐水[12-14]。Vp干
预组建模方式同实验性哮喘组，每次激发前30 min
腹腔注射Vp溶液100 μl(10 mg/ml)[15]。对照组给予

等量生理盐水进行滴鼻致敏及腹腔注射干预。饲养

过程中观察小鼠一般情况，如毛发、呼吸频率、活

动情况等，最终采集小鼠肺组织及支气管肺泡灌洗

液(bronchoalveolar lavage fluid，BALF)进行后续研

究。实验性哮喘小鼠模型建立方法如图1所示。

图1　实验性哮喘小鼠模型建立方法

Fig.1　Establishment of experimental asthma mice model
HDM. 屋尘螨提取液；Vp. 维替泊芬

激发前30 min Vp干预

24 h内采集标本

时间(d) 0                       14                   21             23           25            27          29             31         33

致敏(HDM滴鼻) 激发(HDM滴鼻)

1.2.2　HE染色观察肺组织病理变化　肺组织经10%
中性甲醛溶液固定后，脱水、石蜡包埋、切片，苏

木精染色20 min，水洗后伊红染色5 min，中性树胶

封片，于显微镜下观察，并测量气道平滑肌厚度、

支气管基底膜厚度及支气管管壁厚度。气道平滑肌

厚度(μm)=支气管平滑肌面积(μm2)/管腔基底膜周

长(μm)；支气管管壁厚度(μm)=支气管管壁总面积

(μm2)/管腔基底膜周长(μm)[16]。

1.2.3　瑞氏-吉姆萨染色计数BLAF中的炎性细胞　

取10 μl BALF计数细胞总数，剩余BALF以1000 r/min 
高速离心后涂片，自然干燥后用瑞氏-吉姆萨染液

染色2 min，滴加等量磷酸盐缓冲液与瑞氏-吉姆萨

染液混匀并染色3 min，流水冲洗后封片镜检。

1.2.4　Masson染色观察肺组织胶原纤维沉积情况　

肺组织切片脱蜡后使用Bouin液媒染，然后用天青

石蓝和苏木精滴染3 min、丽春红品红滴染10 min、
苯胺蓝滴染5 min，梯度乙醇脱水后二甲苯透明，

最后封片镜检。

1.2.5　过碘酸希夫(Periodic Acid-Schiff，PAS)染色

观察肺组织杯状细胞增生情况　肺组织切片经脱

蜡、水洗后，使用高碘酸氧化液氧化10 min，蒸馏

水洗后用Schiff液染色10 min，苏木精复染2 min，
乙醇分化后经二甲苯透明，最后封片镜检。采用

Image-Pro Plus 6.0图像软件测定PAS阳性染色面积

(400倍视野)。
1 . 2 . 6　免疫组化检测肺组织中YA P、磷酸化YA P 
(p-YAP)的表达　肺组织切片经脱蜡后于柠檬酸盐

缓冲液中进行加热，用磷酸盐缓冲液冲洗后放入

3%H2O2中浸泡10 min，滴加山羊血清封闭液，分别

加入一抗、二抗，DAB染液室温显色，阳性为棕黄
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色，蒸馏水冲洗终止显色，苏木精复染3 min，梯

度乙醇脱水、二甲苯透明后封片镜检。

1.2.7　RT-PCR检测肺组织中YAP、OPN、SMMHC 
m R N A 的表达　将小鼠肺组织标本剪碎，每

50~100 mg肺组织加入1 ml Trizol和0.2 ml氯仿，剧

烈振荡后12 000 r/min离心15 min提取总RNA，反转

录合成cDNA。引物序列如表1所示。反应体系：

2×Real PCR EasyTM Mix-SYBR 10 μl，上、下游引

物各0.8 μl，模板DNA 2 μl，加入ddH2O至20 μl。
反应参数：95 ℃预变性30 s；95 ℃变性5 s，55 ℃
退火30 s，72 ℃延伸30 s，循环45次。使用Thermo 
Scientific PikoReal软件进行分析，采用2–ΔΔCt法计算

YAP、OPN、SMMHC mRNA的相对表达水平。

后，再加入50 μg/ml HDM作用24 h；HDM组细胞

以等量生理盐水代替Vp，采用与Vp+HDM组相同的

培养方法；对照组细胞以等量生理盐水代替Vp和
HDM。每孔加入10 μl CCK-8液继续培养2 h，采用

多功能酶标仪测定450 nm波长处每孔的吸光度(OD)
值。实验重复4次。选取Vp发挥有效抑制能力的最

低浓度(0.05 mg/L)进行后续实验。

取对数生长期细胞，用0.05 mg/L Vp作用9 h、
12 h、24 h后，采用多功能酶标仪测定450 nm波长处

每孔的OD值，实验重复4次。选取0.05 mg/L Vp作
用细胞24 h进行后续实验。

1.3.2　流式细胞术检测细胞凋亡率　取对数生长

期细胞，设置对照组、H D M组与H D M + Vp组。

HDM+Vp组细胞用0.05 mg/L Vp刺激2 h后，加入

50 μg/ml HDM作用24 h；HDM组细胞以等量生理

盐水代替Vp，采用与HDM+Vp组相同的培养方法；

对照组细胞以等量生理盐水代替Vp和HDM。取上

清液，PBS洗涤细胞并离心，弃上清，加入500 μl
结合缓冲液重悬细胞，加入5 μl Annexin V-FITC及

5 μl PI，上机检测细胞凋亡率。

1.3.3　Western blotting检测YAP、OPN、SMMHC
蛋白的表达　取对数生长期细胞，设置对照组、

HDM组与HDM+Vp组，各组处理方法同1.3.2。采

用Western blott ing检测各组细胞中YAP、OPN、

SMMHC蛋白的相对表达水平，操作步骤同1.2.8。
1.4　统计学处理　使用SPSS 24.0软件进行统计分

析。计量资料以x±s表示，两组间比较采用独立样本

t检验，多组间比较采用单因素方差分析，进一步两

两比较若方差齐则采用LSD检验，方差不齐则采用

Tamhane's T2检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　各组小鼠一般情况及气道炎症比较　对照组

小鼠毛发光亮，呼吸及活动良好，肺组织HE染色

未见炎性细胞浸润；实验性哮喘组小鼠呼吸频率加

快、毛发竖立、口唇发绀、四肢乏力、活动减少，

肺组织HE染色显示支气管腔、肺间质有大量炎性

细胞浸润；Vp干预组小鼠的症状介于上述两组之

间，肺组织HE染色可见炎性细胞明显减少(图2)。
瑞氏-吉姆萨染色结果显示，实验性哮喘组小鼠

BALF中细胞总数及嗜酸性粒细胞、中性粒细胞、淋

巴细胞比例明显高于对照组，巨噬细胞比例明显低

于对照组(P<0.05)，与实验性哮喘组比较，Vp干预

后小鼠BALF中细胞总数和嗜酸性粒细胞比例明显降

低，中性粒细胞、巨噬细胞比例明显升高(P<0.05)；
与对照组比较，Vp干预后小鼠BALF中嗜酸性粒细胞

及中性粒细胞比例明显升高(P<0.05)(表2)。

表1　RT-PCR引物序列

Tab.1　Primer sequences of RT-PCR

基因 引物序列

YAP
正义：5'-CAAATACAGCTGCAGCAGTTAC-3'

反义：5'-TAGTCCACTGTCTGTACTCTCA-3'

OPN
正义：5'-AAACACACAGACTTGAGCATTC-3'

反义：5'-TTAGGGTCTAGGACTAGCTTGT-3'

SMMHC
正义：5'-AAGCAGCTAAAGGACAAAACAG-3'

反义：5'-ATGTCACATTGTCATTTAGCGG-3'

β-actin
正义：5'-GAAGATCAAGATCATTGCTCC-3'

反义：5'-TACTCCTGCTTGCTGATCCA-3'

　　YAP. Yes相关蛋白；OPN. 骨桥蛋白；SMMHC. 平滑肌肌球

蛋白重链

1.2.8　Western blotting检测肺组织中YAP、p-YAP、
OPN、SMMHC蛋白的表达　用RIPA液冰上裂解

肺组织10 min，然后12 000 r/min离心10 min，取上

清液，用BCA法测定蛋白浓度。经变性、电泳、

转膜、封闭后，加入一抗(兔抗人YA P、p -YA P、

O P N、S M M H C、β - a c t i n抗体稀释倍数分别为

1:1000、1:2000、1:1000、1:1000、1:100 000)孵育

过夜；洗涤3次，加入二抗(1:5000)孵育3 h；洗涤3
次，加入ECL发光液显色，曝光显影后，以β-actin
为内参，采用图像分析软件分析YA P、p -YA P、

OPN、SMMHC蛋白的相对表达量。

1.3　细胞实验　人气道平滑肌细胞(human air way 
smooth muscle cell，HASMC)购自湖南丰晖生物科

技有限公司，37 ℃复苏后，于RPMI 1640培养基中

在5% CO2、37 ℃培养箱中培养。

1.3.1　CCK-8法检测细胞增殖能力　取对数生长

期细胞，用P BS洗涤、离心后，接种于9 6孔板中

(100 μl/孔)，于37 ℃、5% CO2条件下恒温培养。

设置对照组、HDM组与不同浓度(0.025、0.05、
0.08、0.10 mg/L)Vp+HDM组。不同浓度Vp+HDM
组细胞用0.025、0.05、0.08、0.10 mg/L Vp刺激2 h
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图2　各组小鼠肺组织病理变化(HE染色)

Fig.2　Pathological changes of lung tissues of mice in each group (HE staining)

对照组 实验性哮喘组 Vp干预组
×

10
0

×
40

0

表2　各组小鼠BALF中炎性细胞计数比较(x±s, n=4)

Tab.2　Comparison of the number of inflammatory cells in BALF of mice in each group (x±s, n=4)

组别 细胞总数(×108/ml) 嗜酸性粒细胞比例(%) 中性粒细胞比例(%) 淋巴细胞比例(%) 巨噬细胞比例(%)

对照组 3.75±2.06 2.95±2.45 1.75±1.26 5.50±0.58 89.25±2.21

实验性哮喘组 11.50±2.08(1) 19.59±9.06(1) 5.01±1.82(1) 9.25±1.71(1) 64.25±4.43(1)

Vp干预组 7.75±3.20(2) 8.98±0.43(1)(2) 8.15±1.63(1)(2) 8.57±2.58 71.75±11.21(2)

　　BALF. 支气管肺泡灌洗液；Vp. 维替泊芬；与对照组比较，(1)P<0.05；与实验性哮喘组比较，(2)P<0.05

2.2　各组小鼠气道结构变化情况　HE、Masson和
PAS染色结果显示，实验性哮喘组小鼠支气管基底

膜厚度、气道平滑肌厚度、支气管管壁厚度及肺

组织胶原纤维沉积面积、PA S染色阳性面积明显

高于对照组[(1.13±0.38) μm vs. (0.79±0.36) μm，

P<0.05；(6.49±2.36) μm vs .  (4.56±1.52) μm，

P<0.05；(33.85±5.95) μm vs. (22.08±3.30) μm，

P<0.05；5.85%±2.35% vs. 0.36%±0.12%，P<0.01；
28.81%±5.89% vs. 13.57%±2.08%，P<0.01]；Vp干
预后上述指标明显降低[分别为(0.93±0.27) μm、

( 4 . 9 9 ± 1 . 7 5 )  μ m 、 ( 2 6 . 5 9 ± 2 . 7 6 )  μ m 、

2.14%±0.89%、17.92%±1.89%]，差异均有统计

学意义(P<0.05)；与对照组比较，Vp干预后小鼠

支气管基底膜厚度、支气管管壁厚度明显增加

(P<0.05)，其余指标差异均无统计学意义(P>0.05)
(图3－5)。
2.3　各组小鼠肺组织中YAP、p-YAP蛋白表达情况

比较　免疫组化检测显示，对照组小鼠肺组织中

YAP表达较低；实验性哮喘组细胞核呈深棕黄色，

提示细胞核内YAP蛋白呈强阳性表达；而Vp干预后

棕黄色染色较实验性哮喘组明显减少，与对照组相

近，提示Vp干预后YAP蛋白呈弱阳性表达，且大部

分位于细胞质，YAP蛋白核移位明显减少(图6)。对

照组p-YAP表达较高；实验性哮喘组棕黄色染色减

少，提示p-YAP蛋白表达降低；而Vp干预后棕黄色

继续减少，提示p-YAP蛋白表达进一步降低(图6)。
2 . 4　各组小鼠肺组织中YA P、p -YA P、O P N、

SMMHC表达情况比较　RT-PCR及Western blotting
检测结果显示，与对照组比较，实验性哮喘组YAP 
mRNA(2.27±0.55 vs. 1.01±0.09)和蛋白(2.37±0.06 
v s .  1 . 0 1±0 . 0 7 )以及O P N  m R N A ( 2 . 1 7±0 . 4 3  v s . 
1 .04±0.36)和蛋白(3.64±0.63 vs .  1 .73±0.76)表
达水平明显增高 ( P < 0 . 0 5或P < 0 . 0 1 )， S M M H C 
mRNA(1.06±0.46 vs. 2.86±0.68)和蛋白(0.92±0.15 
v s .  2 . 1 6 ± 0 . 2 6 ) 表达水平明显降低 ( P < 0 . 0 5 或

P<0.01)；而Vp干预后YAP mRNA(1.15±0.34)和蛋

白(1.14±0.08)以及OPN mRNA(1.28±0.34)和蛋白

(2.16±0.78)表达水平明显降低(P<0.05或P<0.01)，
SMMHC mRNA(1.91±0.68)和蛋白(1.69±0.27)表达

水平明显升高(P<0.05)；而Vp干预组与对照组上述

指标差异无统计学意义(P>0.05)(图7－8)。
与对照组比较，实验性哮喘组p -YA P/YA P比
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图3　各组小鼠气道形态学特征(A，HE ×400)及支气管基底膜厚度(B)、气道平滑肌厚度(C)和支气管管壁厚度(D)比较

Fig.3　Comparison of the airway morphologic features (A, HE ×400), thickness of bronchial basement membrane (B), thickness 

of airway smooth muscle (C) and thickness of bronchial wall (D) of mice in each group
Vp. 维替泊芬；与对照组比较，(1)P<0.05；与实验性哮喘组比较，(2)P<0.05

图4　各组小鼠肺组织胶原纤维沉积面积比较(Masson染色，×400)

Fig.4　Comparison of the deposition proportion of collagen fiber in lung tissues of mice in each group (Masson staining ×400)
Vp. 维替泊芬；与对照组比较，(1)P<0.01；与实验性哮喘组比较，(2)P<0.05
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值明显降低(0.60±0.10 vs.  1.80±0.07，P<0.01)，
而Vp干预后p-YAP/YAP比值(1.21±0.07)明显升高

(P<0.05)；而Vp干预组与对照组p-YAP/YAP比值差

异无统计学意义(P>0.05)(图8)。
2.5　Vp对HASMC细胞增殖能力的影响　CCK-8法
检测结果显示，与对照组比较，HDM组细胞增殖

能力明显增强(0.2874±0.0055 vs. 0.2626±0.0051，
P<0.01)；与HDM组比较，0.05、0.08、0.10 mg/L 
Vp干预后细胞增殖能力减弱( 0 . 2 7 4 8±0 . 0 0 4 3、
0 . 2 6 2 7±0 . 0 0 3 7、0 . 2 5 1 9±0 . 0 0 4 8，P < 0 . 0 5或

P < 0 . 0 1 ) ，且呈浓度依赖性；与对照组比较，

0.025 mg/L Vp+HDM组、0.05 mg/L Vp+HDM组细胞
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图5　各组小鼠肺组织PAS染色阳性面积比较(PAS染色，×400)

Fig.5　Comparison of PAS staining positive areas in lung tissues of mice in each group (PAS staining ×400)
Vp. 维替泊芬；与对照组比较，(1)P<0.01；与实验性哮喘组比较，(2)P<0.05

图6　各组小鼠肺组织中YAP、p-YAP蛋白表达情况比较(免疫组化染色，×400)

Fig.6　Comparison of the expressions of YAP and p-YAP protein in lung tissue of mice in each group (Immunohistochemistry 

staining ×400)
Vp. 维替泊芬；YAP. Yes相关蛋白；p-YAP. 磷酸化Yes相关蛋白
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图7　各组小鼠肺组织中YAP、OPN、SMMHC mRNA表达水平比较

Fig.7　Comparison of the mRNA expression levels of YAP, OPN and SMMHC in lung tissue of mice in each group
　　YAP. Yes相关蛋白；OPN. 骨桥蛋白；SMMHC. 平滑肌肌球蛋白重链；Vp. 维替泊芬；与对照组比较，(1)P<0.01，(2)P<0.05；与实

验性哮喘组比较，(3)P<0.05，(4)P<0.01

图8　各组小鼠肺组织中YAP、p-YAP、OPN、SMMHC蛋白表达水平比较

Fig.8　Comparison of the protein expression levels of YAP, p-YAP, OPN and SMMHC in lung tissue of mice in each group
　　YAP. Yes相关蛋白；p-YAP. 磷酸化Yes相关蛋白；OPN. 骨桥蛋白；SMMHC. 平滑肌肌球蛋白重链；Vp. 维替泊芬；与对照组比较，

(1)P<0.01，(2)P<0.05；与实验性哮喘组比较，(3)P<0.05，(4)P<0.01

图9　CCK-8法检测Vp对HASMC细胞增殖能力的影响

Fig.9　Effect of Vp on the proliferation ability of HASMC cells detected by CCK-8 method
　　HDM. 屋尘螨提取液；Vp. 维替泊芬；HASMC. 人气道平滑肌细胞；A. 不同浓度Vp对细胞增殖能力的影响；B. 0.05 mg/L Vp作用不

同时间对细胞增殖能力的影响；与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与HDM组比较，(3)P<0.05，(4)P<0.01
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增殖能力增强，0.10 mg/L Vp+HDM组细胞增殖能力

减弱(P<0.05或P<0.01)(图9A)。据此选择Vp发挥有

效抑制能力的最低浓度0.05 mg/L进行后续实验。

采用0 . 0 5  m g / L  Vp作用1 2  h后细胞增殖能力

明显减弱( 0 . 2 7 4 8±0 . 0 0 4 3  vs .  0 . 2 8 7 4±0 . 0 0 5 5，
P<0.05)，作用24 h对细胞增殖能力的抑制作用最强

(0.4273±0.0087 vs. 0.4811±0.0046，P<0.01)(图9B)。
据此选择0.05 mg/L Vp作用细胞24 h进行后续实验。
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2.6　各组H A SMC细胞凋亡率比较　流式细胞术

检测结果显示，与对照组比较，H D M组细胞凋

亡率明显降低(5.14%±0.82% vs .  6.75%±0.21%，

P<0.05)；与HDM组比较，HDM+Vp组细胞凋亡

率明显增高(6.29%±0.49%，P<0.05)；而对照组与

HDM+Vp组与对照组细胞凋亡率差异无统计学意义

(图10)。
2.7　各组HASMC细胞中YAP、OPN、SMMHC蛋

白相对表达量比较　Western blott ing检测结果显

图10　各组HASMC细胞凋亡率比较

Fig.10　Comparison of the apoptosis rate of HASMC cells in each group
HDM. 屋尘螨提取液；Vp. 维替泊芬；HASMC. 人气道平滑肌细胞；与对照组比较，(1)P<0.05；与HDM组比较，(2)P<0.05

图11　各组HASMC细胞中YAP、OPN、SMMHC蛋白相对表达量比较

Fig.11　Comparison of the relative expression levels of YAP, OPN and SMMHC proteins in HASMC cells of each group
　　HDM. 屋尘螨提取液；Vp. 维替泊芬；HASMC. 人气道平滑肌细胞；YAP. Yes相关蛋白；OPN. 骨桥蛋白；SMMHC. 平滑肌肌球蛋

白重链；与对照组比较，(1)P<0.01；与HDM组比较，(2)P<0.05

示，与对照组比较，HDM组细胞中YAP、OPN蛋

白相对表达量明显升高(3.14±0.48 vs. 1.51±0.61，
P<0 . 0 1；5 . 8 7±2 . 4 2  v s .  0 . 9 4±0 . 2 3，P<0 . 0 1 )，
SMMHC蛋白相对表达量明显降低(0.80±0.19 vs . 
2.96±0.96，P<0.01)。与HDM组比较，HDM+Vp组
YAP、OPN蛋白相对表达量明显降低(2.02±0.53、
2.93±1.09，P<0.05)，SMMHC蛋白相对表达量明

显升高(2.11±0.85，P<0.05)；而HDM+Vp组与对照

组上述指标差异无统计学意义(P>0.05)(图11)。
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3　讨　　论

哮喘是一种以可逆性气流受限及气道高反应

性为特征的气道炎症性疾病 [17]。随着疾病进展，

气道组织发生异常修复致使结构改变，形成气道重

塑，将可逆性气流受限变为不可逆，同时肺功能下 
降[18]；气道重塑和肺功能下降可增加哮喘再次发作

的频率及严重程度，并形成恶性循环。ASMC增生

和肥大是气道重塑最显著的病理学特征[6,19]，可引

起气道壁增厚、气道平滑肌收缩功能增强，进而出

现气管腔狭窄、阻力增大，同时重塑后的平滑肌细

胞对激素等药物的敏感性下降，最终出现持续性气

流受限，这也是哮喘病情持续加重的重要因素。

YAP存在于多种哺乳动物体内，具有诱导细胞

增殖、促进组织器官生长的作用，其过表达可导

致多种疾病甚至形成肿瘤 [20-21]。YAP主要受Hippo
信号通路的调控，当外界信号刺激细胞膜上的膜

蛋白受体时，通过磷酸化级联反应使Hippo信号通

路核心成员哺乳动物不育系20样激酶(mammalian 
sterile 20-like kinases，MST)、大肿瘤抑制因子(large 
tumor suppressor，LATS)逐级磷酸化，YAP被磷酸化

后可转化为失活状态的p-YAP，并在细胞质中与蛋

白结合，进而被泛素化降解失去生理功能[22-23]。当

Hippo信号通路被抑制或核心成员缺失时，p-YAP水
平降低，YAP水平升高并转运进入细胞核，与核内

的转录因子结合，激活靶基因，导致细胞过度增殖
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并诱发相应疾病[24-26]。Vp在临床上被用于治疗黄斑

变性，近年来发现其能改变YAP的空间构象，干扰

YAP的核移位及其与TEAD的结合，从而抑制靶基

因的表达及细胞增殖[27-28]。Hippo/YAP信号通路参

与多种疾病的发生发展[29-31]，但是否参与哮喘的进

展尚不明确。

本研究采用HDM建立实验性哮喘小鼠模型，并

使用Vp干预Hippo信号通路的活性，结果发现，小

鼠肺组织发生明显炎症改变，支气管旁胶原纤维沉

积增多，支气管基底膜、气道平滑肌及支气管管壁

明显增厚，提示采用HDM建立的小鼠哮喘模型具有

显著的气道重塑改变，与其他研究结果相符[32-33]。 
本研究动物实验发现，实验性哮喘组小鼠肺组织

细胞质内p-YAP蛋白表达减少，而细胞核YAP蛋白

表达增多，提示YAP在哮喘模型细胞核内呈强阳性

表达，此外，本研究还发现实验性哮喘组小鼠肺组

织的p-YAP/YAP比值下降，提示p-YAP去磷酸化后核

移位可能是气道重塑的发病机制之一。而用Vp干预

后，小鼠肺组织炎症减轻，支气管旁胶原纤维沉积

减少，支气管基底膜、气道平滑肌及支气管管壁明

显变薄，提示Vp可抑制HDM引起的气道重塑。进一

步研究发现，Vp干预后细胞质p-YAP蛋白表达稍降

低，细胞核YAP蛋白表达明显降低，导致p-YAP/YAP 
比值明显升高，提示Vp抑制气道重塑的机制可能与

降低YAP的表达、减少YAP核移位有关。细胞实验

发现，经HDM刺激后HASMC的增殖能力增强、凋

亡率下降，同时YAP蛋白表达增加，而Vp干预可抑

制HDM诱导的细胞增殖，导致细胞凋亡率增高，

YAP蛋白表达降低，与动物实验结果一致。

ASMC的表型转化也是哮喘发病的重要机制之

一。正常情况下，ASMC处于收缩表型，可调控气

道管径、改善肺通气功能，其主要表型标志物为

SMMHC；但在哮喘模型中，ASMC可转化为合成

型，分泌多种趋化因子和细胞因子，参与哮喘的发

病过程，其主要表型标志物为OPN。本研究检测小

鼠肺组织及HASMC中YAP、SMMHC、OPN的表达

发现，Vp对YAP的抑制作用可在一定程度上逆转哮

喘ASMC的表型转化，提示YAP可能是ASMC表型转

化的关键因素之一。

综上所述，本研究结果表明，肺组织p-YAP去

磷酸化导致YAP核移位增多可能是气道重塑的重要

机制，而Vp可通过降低YAP的表达水平、减少YAP
核移位、逆转HASMC的表型转化而抑制实验性哮

喘小鼠的气道重塑。该结果为哮喘气道重塑的发

生机制及治疗提供了新的思路和理论依据，但不足

之处在于研究分组未涉及正常小鼠及细胞+Vp处理

组，且仅探讨了哮喘气道重塑过程中YAP、p-YAP

表达的变化，该通路的具体分子机制尚不明确，有

待后续进一步研究。

【参考文献】

[1] Reddel HK, Bacharier LB, Bateman ED, et al. Global Initiative 
for Asthma (GINA) strategy 2021 - executive summary and 
rationale for key changes[ J]. Am J Respir Crit Care Med, 2022, 
205(Suppl 1): S1-S18.

[2] Asthma Group of Chinese Throacic Society. Guidelines for 
bronchial asthma prevent and management (2020 edition)[ J]. 
Chin J Tuberc Respir Dis, 2020, 43(12): 1023-1048. [中华医

学会呼吸病学分会哮喘学组. 支气管哮喘防治指南(2020年
版)[ J]. 中华结核和呼吸杂志, 2020, 43(12): 1023-1048.]

[3] GBD 2015 Chronic Respiratory Disease Collaborators. Global, 
regional, and national deaths, prevalence, disability-adjusted 
life years, and years lived with disability for chronic obstructive 
pulmonar y disease and asthma, 1990–2015: A systematic 
analysis for the Global Burden of Disease Study 2015[ J]. Lancet 
Respir Med, 2017, 5(9): 691-706.

[4] Huang K , Yang T, Xu J,  et al .  Prevalence, r isk factors,  and 
management of asthma in China: A national cross-sectional 
study[ J]. Lancet, 2019, 394(10196): 407-418.

[5] Bergeron C, Tulic MK, Hamid Q. Airway remodelling in asthma: 
from benchside to clinical practice[ J]. Can Respir J, 2010, 
17(4): e85-e93.

[6] Zou L, Sun ZM, Guo CR, et al. Progress in airway remodeling 
related s ignal  pathways  in  the treatment  of  asthma w ith 
traditional Chinese medicine[ J]. Chin J Tradit Chin Med Pharm, 
2018, 33(11): 5057-5060. [邹璐, 孙祝美, 郭春荣, 等. 中医药

防治支气管哮喘气道重塑相关信号通路研究进展[ J]. 中华

中医药杂志, 2018, 33(11): 5057-5060.]
[7] Xu AR , Peng Y, Chen SY, et al .  Research progress of CC10 

protein in chronic obstructive pulmonary disease and asthma[ J]. 
Med J Chin PLA, 2020, 45(2): 158-161. [徐爱茹, 彭杨, 陈诗

颖, 等. CC10在下呼吸道慢性炎症性疾病中的作用研究进

展[ J]. 解放军医学杂志, 2020, 45(2): 158-161.]
[8] Dieffenbach PB, Haeger CM, Coronata AMF, et al.  Arterial 

stiffness induces remodeling phenotypes in pulmonary artery 
smooth muscle cells via  YAP/TA Z -mediated repression of 
cyclooxygenase-2[ J]. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 2017, 
313(3): L628-L647.

[9] Ber tero T, Handen AL, Chan SY. Factors associated w ith 
heritable pulmonary arterial hypertension exert convergent 
actions on the miR-130/301-vascular matrix feedback loop[ J]. 
Int J Mol Sci, 2018, 19(8): 2289.

[10] Wa n g  Y Y,  Yu  W,  Z h o u  B.  H i p p o  s i g n a l i n g  p a t h w a y  i n 
cardiovascular development and diseases[ J]. Hereditas, 2017, 
39(7): 576-587. [王永煜, 余薇, 周斌. Hippo信号通路与心血

管发育及疾病调控[ J]. 遗传, 2017, 39(7): 576-587.]
[11] Al-Moujahed A, Brodowska K, Ssryjewski TP, et al. Verteporfin 

i n h i b i t s  g row t h  o f  hu man  g l i o ma  in  v i t ro  w i t h o u t  l ig ht 
activation[ J]. Sci Rep, 2017, 7(1): 7602.

[12] Wang Y, Liu B, Niu C, et al. Blockade of GITRL/GITR signaling 
pathway attenuates house dust mite-induced allergic asthma in 
mice through inhibition of MAPKs and NF-κB signaling[ J]. Mol 
Immunol, 2021, 137: 238-246.

[13] Yang LL, Wang YP, Xue KJ, et al. Kinesin family member 3A 



Med J Chin PLA, Vol. 47, No. 8, August 28, 2022 755

is involved in inflammator y regulation of asthmatic air way 
epithel ial  by binding to β-arrest in in the Wnt/β-catenin 
pathway[ J]. Acta Acad Med Mil Tert, 2021, 43(6): 496-502. [杨
丽丽, 王亚苹, 薛坤娇, 等. KIF3A通过结合Wnt/β-catenin通
路中的β-arrestin参与哮喘气道上皮的炎症调控[ J]. 第三军

医大学学报, 2021, 43(6): 496-502.]
[14] Wang  Y,  L iao  K ,  L i u  B,  e t  al .  G I T R L  o n  d en d r i t i c  ce l l s 

aggravates house dust mite-induced air way inf lammation 
and airway hyperresponsiveness by modulating CD4+ T cell 
differentiation[ J]. Respir Res, 2021, 22(1): 46.

[15] Cheng W Y. Inhibition of air way remodeling in mice w ith 
bronchial asthma by dabigatran etexilateon and the mechanistic 
investigation[D]. Guangzhou: Southern Medical University, 
2019. [成卫英. 达比加群酯对支气管哮喘小鼠气道重塑的

抑制作用及其机制探讨[D]. 广州: 南方医科大学, 2019.]
[16] Lou C Y,  Li  M,  Li  L .  D y namic changes  in  percentages  of 

CD4 +CD25 + regulator y T cel ls  and Th17 cel ls  in process 
of air way remodeling in mouse model of asthma[ J]. Chin J 
Contempor Pediatr, 2015, 17(9): 994-1000. [娄春艳, 李敏, 李
丽 .  哮喘小鼠气道重塑过程中CD4+CD25+调节性T细胞和

Th17细胞表达的动态变化[ J].  中国当代儿科杂志 ,  2015, 
17(9): 994-1000.]

[17] Russell RJ, Brightling C. Pathogenesis of asthma: Implications 
for precision medicine[ J]. Clin Sci (Lond), 2017, 131(14): 
1723-1735.

[18] Su YX, Zhang MX, Liu S, et al. Effects of dexamethasone on 
neutrophil air way inflammation and HMGB1 expression in 
asthmatic mice[ J]. Med J Chin PLA, 2020, 45(2): 171-175. [苏
艳新, 张明香, 刘莎, 等. 地塞米松对哮喘小鼠中性粒细胞性

气道炎症和HMGB1表达的影响[ J]. 解放军医学杂志, 2020, 
45(2): 171-175.]

[19] Trejo Bittar HE, Yousem SA, Wenzel SE. Pathobiology of severe 
asthma[ J]. Annu Rev Pathol, 2015, 10: 511-545.

[20] Maugeri-Sacca M, de Maria R . The Hippo pathway in normal 
development and cancer[ J]. Pharmacol Ther, 2018, 186: 60-72.

[21] Chen LY, Ouyang JH, Duan Q, et al. Research progress of YAP/
TAZ regulation mechanism[ J]. Chin Bull Life Sci, 2020, 32(12): 
1381-1390. [陈林云, 欧阳家和, 段琼, 等. YAP/TAZ的调控机

制研究进展[ J]. 生命科学, 2020, 32(12): 1381-1390.]
[22] Yu FX, Zhao B, Guan KL. Hippo pathway in organ size control, 

tissue homeostasis, and cancer[ J]. Cell, 2015, 163(4): 811-828.
[23] Piccolo S, Dupont S, Cordenonsi M. The biology of YAP/TAZ: 

Hippo signaling and beyond[ J]. Physiol Rev, 2014, 94(4): 1287-
1312.

[24] Brodowska K ,  Al-Moujahed A ,  Marmalidou A ,  et  al .  The 
clinically used photosensitizer verteporfin (VP) inhibits YAP-
TEAD and human retinoblastoma cell growth in vitro without 
light activation[ J]. Exp Eye Res, 2014, 124: 67-73.

[25] Totaro A, Panciera T, Piccolo S. YAP/TAZ upstream signals and 
downstream responses[ J]. Nat Cell Biol, 2018, 20(8): 888-899.

[26] Song J, Ye XQ. Research progress on cancer treatment targeting 
the Hippo-YAP signaling pathway[ J]. Chin J Clin Oncol, 2015, 
42(17): 876-880. [宋娟, 叶小群. Hippo-YAP信号通路为靶点

的肿瘤治疗研究进展[ J]. 中国肿瘤临床, 2015, 42(17): 876-
880.]

[27] Wei H, Wang F, Wang Y, et al .  Verteporf in suppresses cel l 
survival, angiogenesis and vasculogenic mimicry of pancreatic 
d u c t a l  a d e n o c a r c i n o m a  v i a  d i s r u p t i n g  t h e  YA P-T E A D 
complex[ J]. Cancer Sci, 2017, 108(3): 478-487.

[28] Liu H, Du S, Lei T, et al. Multifaceted regulation and functions of 
YAP/TAZ in tumors (review)[ J]. Oncol Rep, 2018, 40(1): 16-
28.

[29] Yeung YT, Guerrero-castilla A, Cano M, et al. Dysregulation of 
the Hippo pathway signaling in aging and cancer[ J]. Pharmacol 
Res, 2019, 143: 151-165.

[30] Leach JP, Heallen T, Zhang M, et al. Hippo pathway deficiency 
reverses systolic heart failure after infarction[ J]. Nature, 2017, 
550(7675): 260-264.

[31] Wu LMN, Deng Y, Wang J, et al. Programming of schwann cells 
by Lats1/2-TAZ/YAP signaling drives malignant peripheral 
nerve sheath tumorigenesis[ J]. Cancer Cell, 2018, 33(2): 292-
308. e7.

[32] Zhou J, Xu F, Yu JJ, et al. YAP is up-regulated in the bronchial 
airway smooth muscle of the chronic asthma mouse model[ J]. 
Int J Clin Exp Pathol, 2015, 8(9): 11132-11139.

[33] Alrifai M, Marsh LM, Dicke T, et al. Compartmental and temporal 
dynamics of chronic inflammation and airway remodelling in 
a chronic asthma mouse model[ J]. PLoS One, 2014, 9(1): 
e85839.

(责任编辑：纪方方)




