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蓝萼甲素下调GSK3β/β-catenin信号通路抑制TGF-β1诱导的

肺成纤维细胞转化

朱含月 1,2#, 朱 媚 1#, 陈喜华 1, 蒋小岗 1*
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摘要: 本研究探讨了蓝萼甲素抑制转化生长因子-β1 (transforming growth factor-β1, TGF-β1) 诱导的肺成纤维细

胞向肺肌成纤维细胞转化的作用及其分子机制。应用Western blot法、细胞免疫荧光法、胶原胶收缩法等检测蓝萼

甲素抑制TGF-β1诱导的肺成纤维细胞转化指标的变化情况; 应用Western blot法、质粒转染法、激活剂等考察蓝萼

甲素对 TGF-β1 诱导的肺成纤维细胞转化中 Smad3、细胞外信号调节激酶 (extracellular regulated protein kinases,

ERK)、糖原合成酶激酶 3β (glycogen synthase kinase 3β, GSK3β) (Ser9) 三者的磷酸化水平与 β-连环蛋白 (β-catenin)

表达情况及其调控作用。结果表明: 蓝萼甲素能够显著降低肺成纤维细胞转化中 α-平滑肌肌动蛋白 (α-smooth

muscle actin, α-SMA) 表达水平; 明显减少细胞肌丝的形成以及肺成纤维细胞胶原胶的收缩能力; 显著下调纤维

黏连蛋白 (fibronectin, FN) 的生成; 不影响 Smad3 及 ERK1/2 的磷酸化水平; 显著下调 GSK3β (Ser9) 的磷酸化及

β-catenin的表达水平; GSK3β (S9A) 突变体能明显抑制肺成纤维细胞转化; β-catenin激活剂SKL2001可部分逆转蓝

萼甲素抑制肺成纤维细胞转化的作用。上述结果提示, 蓝萼甲素能显著抑制肺成纤维细胞转化, 这与蓝萼甲素下调

GSK3β/β-catenin信号通路相关。
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Abstract: In this study, we investigated the effect and mechanism of glaucocalyxin A on transforming growth

factor-β1 (TGF-β1) -induced differentiation of lung fibroblasts by Western blotting, cellular immunofluorescence

and collagen gel contraction assays. We monitored the phosphorylation of Smad3, measured extracellular regulated

protein kinases (ERK) 1/2 and glycogen synthase kinse3β (Ser9) activity and the level of β-catenin to elucidate the

role of glaucocalyxin A. The results show that glaucocalyxin A significantly decreased the expression of α-smooth

muscle actin in lung fibroblasts; glaucocalyxin A remarkably reduced the formation of filaments and collagen gel

contraction of lung fibroblasts; glaucocalyxin A notably down-regulated the production of fibronectin; glaucocalyxin

A did not affect the phosphorylation level of Smad3 and ERK1/2; glaucocalyxin A markedly inhibited the phos‐

phorylation of GSK3β (Ser9) and the levels of β -catenin; a GSK3β (S9A) mutant significantly inhibited lung
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fibroblast differentiation; and SKL2001, a β -catenin activator, partly reversed the inhibition of lung fibroblast

differentiation by glaucocalyxin A. These results suggest that glaucocalyxin A significantly inhibits the differentia‐

tion of lung fibroblasts, which is related to the down-regulation of GSK3β/β-catenin signaling.

Key words: pulmonary fibrosis; glaucocalyxin A; lung fibroblast; transforming growth factor-β1; GSK3β/

β-catenin

肺纤维化既是独立的疾病也是多种慢性肺疾病

的终末期病理改变, 是许多慢性肺疾病致残和致死的

重要原因[1], 其主要病理特征之一为肺成纤维细胞过度

增殖转化和细胞外基质异常生成积聚[2]。在正常生理

情况下, 肺成纤维细胞具有合成和分泌细胞外基质蛋白

的功能, 并具有修复损伤和保护肺泡正常生理活性的

功能。而在病理条件下, 肺成纤维细胞受各种因子的

刺激, 目前认为转化生长因子-β1 (transforming growth

factor-β1, TGF-β1) 是其中最重要的因子[3]。肺成纤维

细胞异常增殖转化成为肺肌成纤维细胞, 大量生成细

胞外基质, 促进肺纤维化的发展, 最终破坏肺部功能。

因此抑制肺成纤维细胞的异常增殖转化是目前有效阻

滞肺纤维化发展进程的重要途径[4]。

来自于中药蓝萼香茶菜的蓝萼甲素 (glaucocalyxin

A, GLA), 其活性主要来源于具有贝壳杉烯的骨架, 具

有抗血小板凝集及抗血栓[5]、抗炎抑菌[6]、抗肿瘤[7,8]等

多种活性。最近, Yang等[9]发现蓝萼甲素可显著改善

博莱霉素诱导的肺纤维化小鼠的肺纤维化症状, 减少

肺脏胶原沉积。然而, 蓝萼甲素减轻肺纤维化的机制

尚未阐明。本实验应用TGF-β1诱导肺成纤维细胞转

化为肺肌成纤维细胞模型, 探讨蓝萼甲素抑制肺成纤

维细胞转化的作用及其通过 GSK3β/β-catenin 发挥药

理作用的机制, 为蓝萼甲素抗肺纤维化的应用提供理

论线索。

材料与方法

细胞培养与给药 人胚肺成纤维细胞 MRC-5细

胞株 (62559214, ATCC), 置于 10% FBS 的 MEM 培养

基中在 37 ℃、含 5% CO2的细胞培养箱中培养。取对

数生长期的MRC-5细胞, 制备单细胞悬液, 按细胞密

度每毫升 2×104个接种于 6孔板中, 每孔加 2 mL单细

胞悬液 , 隔天用含有 0.5% FBS 的 MEM 培养基饥饿。

饥饿 24 h 后 , 给予不同处理 , 溶剂对照组、模型组

(TGF-β1 2.5 ng·mL-1) 以及不同剂量蓝萼甲素组 (2和

4 μmol·L-1), 在指定时间收取细胞。

蛋白质免疫印迹分析 细胞培养结束后, 置于冰

盒上收取细胞至离心管, 然后在冰水中用细胞超声破

碎仪进行超声裂解 , 离心后取上清。蛋白粗提物在

95.0 ℃金属浴中加热 5 min使蛋白质变性, 即为蛋白

样本。样本使用 10% SDS-PAGE电泳进行分离, 然后

转印至聚偏二氟乙烯膜 (PVDF膜)。PVDF膜使用 5%

牛奶封闭 1 h, 后用相应一抗孵育过夜。次日, 二抗孵

育 1 h, 使用 Odyssey 近红外双色激光成像系统扫描、

拍照成像。Western blot图采用 Image J进行蛋白条带

灰度的相对定量分析。

抗体信息 兔多克隆抗体糖原合成酶激酶 3β

(glycogen synthase kinase 3β, GSK3β, 22104-1-AP) 抗

体、兔多克隆抗体HA标签抗体 (51064-2-AP), 武汉三鹰

生物技术有限公司生产; 兔多克隆抗体纤维黏连蛋白

(fibronectin, FN, ab2413) 抗体、兔多克隆抗体GAPDH

抗体 (ab32211)、兔多克隆抗体 α平滑肌肌动蛋白 (α-

smooth muscle actin, α-SMA, ab124694) 抗体、兔多克

隆抗体细胞外信号调节激酶 (extracellular regulated

protein kinases, ERK, ab184699) 抗体 , 英国 Abcam 公

司生产; 兔多克隆抗体 p-GSK3β抗体 (Ser9, 5558)、兔

多克隆抗体 p-ERK1/2 抗体 (Thr202/Tyr204, 4370)、兔

多克隆抗体 β-连环蛋白 (β-catenin) 抗体 (8480)、兔多

克隆抗体Smad3抗体 (9523)、兔多克隆抗体p-Smad3抗

体 (Ser423/425, 9520), 美国 Cell Signaling Technology

公司生产; 荧光鼠二抗 (926-32210)、荧光兔二抗 (926-

32211), 美国Odyssey公司生产。

肺成纤维细胞胶原胶收缩实验 MRC-5 细胞用

胰酶消化并重悬于含有 1 mg·mL-1 大鼠鼠尾胶原的

MEM中, 再将细胞混悬液接种到 24孔板中并在 37 ℃

下孵育 30 min, 最后从孔中释放凝胶, 并将细胞在含有

10% FBS的培养基中培养过夜。次日, 将培养基换成

含有 0.5% FBS的培养基, 过夜培养。第 3天, 含有肺

成纤维细胞胶原胶用 2.5 ng·mL-1 TGF-β1以及蓝萼甲

素 (4 μmol·L-1) 处理 48 h, 拍摄凝胶图像。最后, 采用

Image J进行凝胶表面积测量分析。

细胞免疫荧光 用 TGF-β1 (2.5 ng·mL-1) 及蓝萼

甲素 (4 μmol·L-1) 处理细胞 48 h后, 将细胞洗涤、固定、

透化后与100 nmol·L-1罗丹明鬼笔环肽工作液一起于室

温下避光孵育30 min。用PBS洗涤细胞3次, 并用200 μL

含 100 nmol·L-1 DAPI的PBS溶液复染 3 min, 后用PBS

洗涤细胞3次后, 使用荧光倒置显微镜拍摄图像。
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统计学分析 本实验中数据使用平均值 ± 标准

差 (
-
x ± s) 表示。数据采用 One-way ANOVA 进行分

析, 并采用GraphPad Prism进行绘图。P < 0.05时判定

具有统计学意义。

结果

1 蓝萼甲素对TGF-β1诱导肺成纤维细胞转化的影响

肺成纤维细胞转化成肺肌成纤维细胞的重要标志

物为 α-SMA。如图 1A 所示, 2 和 4 μmol·L-1蓝萼甲素

作用于MRC-5细胞48 h后, 均能明显下调MRC-5细胞

中的α-SMA蛋白表达水平; 如图 1B所示, 4 μmol·L-1蓝

萼甲素作用于 MRC-5 细胞 24 和 48 h 后, 均能显著抑

制细胞中 α-SMA蛋白表达水平。上述结果提示, 蓝萼

甲素能够抑制肺成纤维细胞转化为肺肌成纤维细胞。

2 蓝萼甲素减少肺成纤维细胞转化过程中细胞肌丝

的形成

肺成纤维细胞转化的重要细胞表型标志之一是细

胞肌丝的形成。肺成纤维细胞中细胞肌丝的细胞免疫

化学染色结果表明 , 与对照组相比 , TGF-β1 诱导的

MRC-5 细胞中细胞肌丝明显增多 , 而 4 μmol·L-1蓝萼

甲素能显著抑制TGF-β1诱导的MRC-5细胞中细胞肌

丝纤维 (丝状肌动蛋白: 红色) 的形成 (图 2)。这一结

果进一步说明, 蓝萼甲素的确能抑制从肺成纤维细胞

向肺肌成纤维细胞的表型转变。

3 蓝萼甲素降低 TGF-β1诱导肺成纤维细胞胶原胶

凝胶的收缩能力

为进一步说明蓝萼甲素在肺成纤维细胞转化中的

作用, 本研究进行了含肺成纤维细胞的胶原胶收缩实

Figure 2 Stress fiber formation in TGF-β1-stimulated fibroblast differentiation treated with or without GLA (4 μmol·L-1) for 48 h was

cytochemically evaluated. Scale bar: 50 μm, 200×. DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindole

Figure 1 Glaucocalyxin A (GLA) repressed transforming growth factor β1 (TGF-β1)-stimulated lung fibroblast differentiation. A: The

levels of α -smooth muscle actin (α -SMA) protein expression in TGF-β1-stimulated MRC-5 cells treated with 2 and 4 μmol·L-1 of GLA

for 48 h were determined by Western blot; B: The levels of α-SMA in TGF-β1-stimulated MRC-5 cells treated with 4 μmol·L-1 of GLA at

different time points were analyzed by Western blot. n = 3,
-
x ± s. #P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs Veh+TGF-β1 group. Veh: Vehicle
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验。如图 3所示, 与对照组相比, TGF-β1明显降低了

肺成纤维细胞胶原胶表面积, 而 4 μmol·L-1蓝萼甲素处

理后的TGF-β1诱导肺成纤维细胞的胶原胶面积显著

增加, 明显减轻了TGF-β1诱导肺成纤维细胞的收缩能

力, 提示蓝萼甲素能抑制TGF-β1刺激肺成纤维细胞向

肺肌成纤维细胞的转化。

4 蓝萼甲素减少 TGF-β1诱导肺成纤维细胞的细胞

外基质生成

FN是由肺成纤维细胞及肌成纤维细胞分泌的重

要细胞外基质 (extracellular matrix, ECM) 蛋白之一。

本研究检测了蓝萼甲素作用于TGF-β1刺激的MRC-5

细胞 48 h后 FN的表达情况。Western blot实验结果表

明, TGF-β1诱导肺成纤维细胞转化中 FN的表达水平

显著上调 , 而蓝萼甲素可明显降低 TGF-β1 刺激的

MRC-5细胞中的 FN表达水平 (图 4)。以上结果提示,

蓝萼甲素能抑制TGF-β1刺激肺成纤维细胞MRC-5细

胞转化中细胞外基质的生成。

5 蓝萼甲素不影响 TGF-β1诱导肺成纤维细胞转化

中Smad3磷酸化水平

TGF-β1/Smad3信号传导在纤维化发病机制中起重

要作用, 该途径是抗纤维化治疗的潜在靶标[10]。本研究

分析了蓝萼甲素对TGF-β1诱导MRC-5细胞转化过程

中Smad3磷酸化水平的变化情况。如图5所示, TGF-β1

诱导的MRC-5细胞中Smad3磷酸化水平显著升高, 而

蓝萼甲素对TGF-β1诱导MRC-5细胞中Smad3的磷酸

化水平无显著影响。以上结果提示, 蓝萼甲素不通过经

典的TGF-β1/Smad3途径干预肺成纤维细胞转化。

6 蓝萼甲素对肺成纤维细胞转化过程中 ERK1/2磷

酸化水平的影响

已有文献报道, ERK途径的激活参与了肺成纤维

细胞向肺肌成纤维细胞转化的过程[11]。为探究蓝萼甲

素抑制肺成纤维细胞转化的作用是否与ERK1/2通路

有关, 本研究检测了蓝萼甲素对TGF-β1刺激MRC-5细

胞中的ERK1/2磷酸化水平的影响。如图6所示, 与对照

组相比 , TGF-β1 刺激的 MRC-5 细胞中的 ERK1/2 磷

酸化水平显著上调, 而蓝萼甲素对TGF-β1刺激MRC-5

细胞中ERK1/2的磷酸化水平无显著影响, 提示蓝萼甲

素抑制肺成纤维细胞转化的作用与ERK途径无关。

7 蓝萼甲素通过下调GSK3β/β-catenin抑制TGF-β1

诱导的肺成纤维细胞转化

GSK3β/β-连环蛋白 (β-catenin) 是肺成纤维细胞

激活转化的重要调节信号通路之一[12,13]。为研究蓝萼

甲素是否通过调节GSK3β/β-catenin表达发挥抑制肺成

纤维细胞转化的作用, 本研究首先检测了蓝萼甲素对

TGF-β1刺激MRC-5细胞中GSK3β/β-catenin表达水平

的影响。结果发现, 与对照组相比, TGF-β1显著上调肺

成纤维细胞中GSK3β (S9) 磷酸化水平和β-catenin的表

Figure 3 GLA ameliorated TGF- β 1-induced MRC-5 cell-con‐

taining collagen gel contraction. Images of the MRC-5 cell-con‐

taining collagen gels treated by GLA (4 μmol·L-1) for 48 h were

captured and the surface areas of the gels were determined. n = 3,
-
x ± s. #P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs Veh+TGF-β1 group

Figure 4 GLA suppressed TGF-β1-stimulated extracellular matrix production in lung fibroblasts. The levels of fibronectin expression in

TGF-β1-stimulated MRC-5 cells treated with 4 μmol·L-1 of GLA for 48 h were determined by Western blot. n = 3,
-
x ± s. #P < 0.05 vs control

group; *P < 0.05 vs Veh+TGF-β1 group
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达水平, 而蓝萼甲素可明显降低TGF-β1刺激的肺成纤

维细胞中GSK3β (S9) 的磷酸化水平和β-catenin的表达

水平 (图 7A)。进一步应用 GSK3β (S9A) 突变体处理

TGF-β1刺激的肺成纤维细胞。如图 7B所示, GSK3β

(S9A) 突变体, 即GSK3β (S9) 不能被磷酸化的突变体,

的确能明显抑制TGF-β1诱导肺成纤维细胞向肺肌成

纤维细胞的转化。同时, 本研究联合应用β-catenin激活

剂SKL2001[14]处理TGF-β1刺激的肺成纤维细胞, 观察

肺成纤维细胞的转化情况。如图 7C所示, β-catenin激

活剂SKL2001能部分逆转蓝萼甲素抑制肺成纤维细胞

转化的作用。上述结果提示, 蓝萼甲素的确可以通过下

调GSK3β/β-catenin通路的表达, 从而发挥抑制TGF-β1

诱导的肺成纤维细胞转化的作用。

讨论

肺成纤维细胞激活转化为肺肌成纤维细胞, 并在

此过程中生成大量的细胞外基质是肺纤维化疾病的主

要病理特征之一。发现活性化合物干预肺成纤维细胞

分化是获得肺纤维化疾病候选药物的重要手段。同时

研究这些活性化合物的分子作用机制, 这是优化已有

抗肺纤维化活性化合物和发现潜在肺纤维化药物治疗

靶点的必由途径。Yang等[9]前期研究发现, 蓝萼甲素

能够改善小鼠肺纤维化症状, 但蓝萼甲素抗肺纤维化

的作用机制仍不清楚。本研究从肺成纤维细胞转化、

肺成纤维细胞中肌丝纤维的形成、肺成纤维细胞转化

后收缩力的改变以及细胞外基质生成等多个角度发现

蓝萼甲素能明显抑制TGF-β1诱导的肺成纤维细胞向

肺肌成纤维细胞转化。

TGF-β1在肺纤维化发生发展过程中主要通过激

活下游经典的Smad蛋白信号通路和非经典信号通路,

诱导肺成纤维细胞转化为肌成纤维细胞, 同时促进细

胞外基质的大量生成。Smad3是经典TGF-β1/Smad信

号通路中的关键活化蛋白[10,15-17], 但本研究结果发现蓝

萼甲素对TGF-β1诱导的肺成纤维细胞中 Smad3磷酸

化水平没有明显影响, 提示蓝萼甲素抗肺纤维化作用可

能与经典的TGF-β1/Smad3信号通路无关。众所周知,

ERK能够促进肺成纤维细胞激活转化[18], 是TGF-β1非

经典信号通路中的一个重要分子。因此, 本文研究了蓝

萼甲素对TGF-β1刺激后的肺成纤维细胞中的ERK1/2

磷酸化的变化情况, 但结果表明蓝萼甲素对肺成纤维

细胞中ERK1/2磷酸化也没有明显影响。

GSK3β/β-catenin是一种常见的细胞信号通路, 是

多种细胞信号通路的调控汇合的中枢[13], 参与机体的

多种器官纤维化的分子调控, 在肺成纤维细胞转化成

肺肌成纤维细胞中也发挥着重要作用。本研究发现,

蓝萼甲素能明显下调 TGF-β1 诱导肺成纤维细胞中

GSK3β (S9) 磷酸化和 β-catenin 的表达水平 , 并发现

GSK3β (S9A) 突变体能显著抑制肺成纤维细胞转化,

Figure 6 GLA did not affect the phosphoration of extracellular regulated protein kinases (ERK) 1/2 in TGF-β1-stimulated MRC-5 cells.

The phosphorylation levels of ERK1/2 in TGF-β1-stimulated MRC-5 cells with/without 4 μmol·L-1 of GLA were determined by Western

blot analysis. n = 3,
-
x ± s. #P < 0.05 vs control group. NS: No significance vs Veh+TGF-β1 group

Figure 5 GLA did not affect the phosphoration of Smad3 in TGF-β1-stimulated MRC-5 cells. The phosphorylation levels of Smad3 in

TGF-β1 (2.5 ng·mL-1)-stimulated MRC-5 cells with/without 4 μmol·L-1 of GLA for 1 h were determined by Western blot analysis. n = 3,
-
x ± s. #P < 0.05 vs control group. NS: No significance vs Veh+TGF-β1 group
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而联合 β-catenin激活剂可部分逆转蓝萼甲素抑制肺成

纤维细胞转化的作用。

综上所述, 本研究发现蓝萼甲素能够显著抑制肺

成纤维细胞向肺肌成纤维细胞转化, 这与蓝萼甲素下

调 GSK3β/β -catenin 信号相关 , 而与 Smad3 活化以及

ERK1/2 活性无关 , 这丰富了蓝萼甲素的药理作用内

涵, 为蓝萼甲素的应用研究提供了理论线索。
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