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ANXA3通过抑制肺成纤维细胞激活减轻肺纤维化

刘 阳, 牛知慧, 李 玮, 高慧莹, 班 涛*

(哈尔滨医科大学药学院, 黑龙江 哈尔滨 150081)

摘要: 肺纤维化 (pulmonary fibrosis, PF) 是一种慢性间质性肺部疾病, 其诊断后患者平均生存期仅为 3～5年, 

常表现为干咳及进行性呼吸困难, 患者肺部气体交换功能丧失最终导致呼吸功能衰竭, 但其具体的发病诱因和机制

尚不明确, 且缺乏有效的治疗药物及手段。因此, 进一步深入探究肺纤维化发病机制, 寻找新的治疗靶点, 对肺纤维

化的治疗和预后具有重要的意义。膜联蛋白A3 (annexin A3, ANXA3) 作为钙依赖性磷脂结合蛋白家族成员, 在细

胞膜运输、炎症反应及肿瘤进展等多种病理生理过程中发挥重要作用, 但其在肺纤维化中的作用尚未阐明。本研究

运用体内动物模型与体外细胞实验 , 探讨了 ANXA3 在肺纤维化中的表达变化及功能机制。在博来霉素 

(bleomycin, BLM) 诱导的肺纤维化小鼠模型中, 通过 Western blot、实时荧光定量 PCR 及免疫荧光染色技术发现, 

ANXA3的蛋白及mRNA水平均显著下调。为进一步明确ANXA3的作用, 本研究利用人胚肺成纤维细胞 (MRC-5) 

进行系列实验, 结果显示敲减ANXA3促进纤维化相关基因表达上调, 并显著增加细胞外基质蛋白 FN1的表达, 同

时EdU增殖实验与细胞划痕实验表明敲减ANXA3显著增强MRC-5细胞的增殖与迁移能力; 相反, 过表达ANXA3

则显著抑制转化生长因子-β1 (TGF-β1) 诱导的纤维化反应, 包括纤维化标志物的表达减低、细胞外基质沉积减少、

细胞增殖与迁移能力减弱。本研究揭示ANXA3在肺纤维化进程中表达下调, 并发挥抑制成纤维细胞活化与纤维

化进程的关键作用, 表明ANXA3可能作为一种内源性抗纤维化调控因子。以上发现不仅丰富了ANXA蛋白家族

在肺纤维化调控网络中的作用认识, 也为未来开发基于ANXA3的肺纤维化靶向治疗策略提供了实验依据。本实

验经哈尔滨医科大学药学院伦理委员会批准 (批准号: IRB3035621)。
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ANXA3 alleviates pulmonary fibrosis by inhibiting the activation of 
pulmonary fibroblasts
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Abstract: Pulmonary fibrosis (PF) is a chronic interstitial lung disease with an average post-diagnosis 

survival of only 3−5 years. It is commonly characterized by dry cough and progressive dyspnea, ultimately leading 

to respiratory failure due to loss of gas exchange function. However, its exact pathogenic triggers and mechanisms 

remain unclear, and effective therapeutic drugs and approaches are still lacking. Therefore, further exploration of 

the pathogenesis of pulmonary fibrosis and the identification of new therapeutic targets are of great significance for 

its treatment and prognosis. Annexin A3 (ANXA3), a member of the calcium-dependent phospholipid-binding 

protein family, plays important roles in various pathophysiological processes such as membrane trafficking, 

inflammatory responses, and tumor progression. Nevertheless, its function and mechanism in pulmonary fibrosis 

have not yet been elucidated. In this study, using both in vivo animal models and in vitro cell experiments, we 
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investigated the expression changes and functional mechanisms of ANXA3 in pulmonary fibrosis. In a bleomycin 

(BLM) -induced mouse model of pulmonary fibrosis, Western blot, quantitative real-time PCR, and 

immunofluorescence staining revealed that both the protein and mRNA levels of ANXA3 were significantly 

downregulated. To further clarify the role of ANXA3, a series of experiments were conducted using human 

embryonic lung fibroblasts (MRC-5). The results showed that knockdown of ANXA3 promoted the upregulation of 

fibrosis-related genes and significantly increased the expression of the extracellular matrix protein FN1. 

Meanwhile, EdU proliferation assays and wound healing assays demonstrated that ANXA3 knockdown markedly 

enhanced the proliferation and migration abilities of MRC-5 cells. In contrast, overexpression of ANXA3 

significantly suppressed TGF- β1-induced fibrotic responses, including reduced expression of fibrotic markers, 

decreased extracellular matrix deposition, and weakened cell proliferation and migration. This study reveals that 

ANXA3 is downregulated during pulmonary fibrosis progression and plays a key inhibitory role in fibroblast 

activation and fibrogenesis, suggesting that ANXA3 may serve as an endogenous anti-fibrotic regulatory factor. 

These findings not only enrich the understanding of the ANXA protein family in the regulatory network of 

pulmonary fibrosis, but also provide experimental evidence for the future development of ANXA3-targeted 

therapeutic strategies for pulmonary fibrosis. This experiment was approved by the Ethics Committee of the School 

of Pharmacy, Harbin Medical University (approval number: IRB3035621).
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肺纤维化是一种以肺部进行性瘢痕形成为特征的

慢性、不可逆性间质性肺病的总称[1]。其病理特征核

心是肺泡上皮细胞的反复损伤与异常修复, 导致成纤

维细胞的过度增殖和细胞外基质的大量沉积, 最终引

起肺实质结构的破坏[2]。肺纤维化使肺部弹力丧失、

气体交换功能障碍, 临床主要表现为干咳、进行性呼吸

困难 , 最终发展为终末期呼吸衰竭进而导致患者死

亡[3]。其中, 特发性肺纤维化 (IPF) 最为典型, 且预后

极差, 其诊断后中位生存期仅为3～5年[4]。

流行病学研究表明, 肺纤维化的疾病负担在全球

范围内呈显著上升趋势。以 IPF为例, 其全球患病率

约为 13～40 例/10 万人, 且随着年龄的增长而急剧升

高, 超过 65岁的人群患病风险尤为显著[5]。这种上升

趋势部分归因于人口老龄化、诊断意识的提高以及高

分辨率计算机断层扫描 (HRCT) 等检查技术的广泛应

用。肺纤维化不仅导致患者生活质量严重下降, 也给

医疗卫生系统带来沉重的经济负担[6]。

肺纤维化的病因复杂, 主要分为继发性纤维化和

特发性纤维化。继发性纤维化常与环境因素[7]、结缔

组织病[8]、细菌病毒感染和药物毒性 (如部分化疗药

物) 等密切相关[9]。然而, 在肺纤维化中, 特发性肺纤

维化占据了绝大部分比例。在现有研究中, 肺纤维化

的发病机制主要是由于遭受内源性和外源性刺激后, 

肺泡上皮细胞发生异常激活和衰老[2]。这些受损的肺

泡上皮细胞释放大量的转化生长因子-β (TGF-β)、血小

板衍生生长因子等促纤维化介质, 破坏上皮细胞−间
充质细胞之间的平衡, 驱动成纤维细胞向肌成纤维细

胞转化, 从而造成细胞外基质过度沉积和肺组织结构

的重塑[10]。

目前, 针对肺纤维化的诊断及治疗手段十分匮乏, 

治疗药物仅有吡非尼酮[11]和尼达尼布[12], 但二者仅能

延缓肺功能的下降, 减少肺纤维化急性加重, 而无法彻

底治愈肺纤维化。肺移植是终末期肺纤维化患者的唯

一选择, 但肺移植受到供体稀缺、手术风险大、器官排

斥反应和并发症等条件的制约, 并不能够被大多数肺

纤维化患者所选择[13]。因此, 探究肺纤维化的治疗靶

点和治疗手段具有重要意义。

膜联蛋白 (annexin, ANX) 是一类钙依赖性磷脂结

合蛋白超家族 , 在脊椎动物中包含膜联蛋白 A1 

(ANXA1) 至 ANXA11 及 ANXA13 共 12 个成员 , 其结

构由保守的 C 端核心结构域和独特的 N 端结构域组

成, 广泛参与膜转运、细胞骨架调控、炎症反应及细胞

凋亡等过程[14]。多个膜联蛋白家族成员在器官纤维化

进程中发挥重要调控作用。研究发现 , 博来霉素与

ANXA2的 Glu139残基特异性结合, 进而阻碍转录因

子EB介导的自噬流, 导致肺泡上皮细胞凋亡与增殖失

衡, 而 ANXA2基因缺失可显著减轻博来霉素诱导的

肺纤维化[15]。ANXA1则作为内源性抗炎介质, 通过作

用于甲酰肽受体调控巨噬细胞功能, 在多种纤维化疾

病中发挥保护作用[16]。在肾纤维化方面, 髓系特异性

ANXA2敲除小鼠表现出肾小管损伤减轻、胶原沉积减

少及上皮 −间质转化 (EMT) 受抑 , 证实巨噬细胞

ANXA2通过促进EMT进程加剧肾纤维化[17,18]。在肝

纤维化领域 , 膜联蛋白家族成员呈现功能多样性。

ANXA1通过靶向FPR调控巨噬细胞功能, 进而抑制肝

星状细胞 (HSC) 中Wnt/β-catenin通路活化, 发挥抗纤

·· 1986



刘 阳等: ANXA3通过抑制肺成纤维细胞激活减轻肺纤维化

维化作用[19]; ANXA2则通过促进STAT3磷酸化上调α-

平滑肌肌动蛋白 (α -SMA) 表达 , 加速肝纤维化进

程[20]。ANXA5 通过促进巨噬细胞 M1 向 M2 型极化 , 

改善脂质积累并抑制纤维化[21]。

膜联蛋白A3 (ANXA3) 作为钙依赖性膜结合蛋白

家族的一员, 其核心功能依赖于经典的“annexin核心

结构域”, 使其能够响应细胞内钙信号变化并与质膜内

叶的酸性磷脂结合[22]。ANXA3在多种疾病中发挥了

重要作用。ANXA3介导的外泌体信号在调控铁死亡

与肿瘤转移中的双重作用, 为靶向肿瘤相关巨噬细胞

的免疫治疗提供了新靶点[23]; ANXA3是EB病毒感染

肿瘤的潜在治疗靶点, 阻断 ANXA3能够改善血管状

况, 联合NK细胞+PD1抗体疗法, 有望成为EB病毒相

关上皮性恶性肿瘤的有效治疗策略[24]。在脓毒症相关

急性肺损伤模型中, ANXA3表达显著上调, 通过激活

ERK/ELK1通路促进炎症因子释放和细胞凋亡, 而敲

减 ANXA3 可有效减轻肺组织损伤、水肿和炎症反

应[25]。然而 , 在脓毒症内皮功能障碍中发现 ANXA3

通过直接与 β-肌动蛋白相互作用维持细胞骨架稳定, 

从而增强血管内皮连接蛋白如胞质紧密黏连蛋白 1、

钙黏蛋白E以及封闭蛋白 5的表达, 抑制血管通透性; 

同时通过减少激活转录因子 2磷酸化来下调E选择素

等黏附分子表达, 最终减轻白细胞浸润和炎症反应[26]。

但是, ANXA3在肺纤维化中的功能尚未明确。因此, 

本研究旨在揭示 ANXA3在肺纤维化中的作用, 为肺

纤维化的治疗提供全新的分子靶点。

材料与方法

试剂与材料 硫酸博来霉素 (S1214) 购于中国

Selleck Chemicals公司; HumanKine® recombinant human 

TGF-β1 (HZ-1011)、纤维连接蛋白 (FN1) 抗体 (15613-

1-AP)、β -actin 抗 体 (20536-1-AP)、一 型 胶 原 蛋 白 

(COL1) 抗体 (14695-1-AP) 购于武汉三鹰生物技术有

限公司 ; 4% 多聚甲醛固定液 (P0099)、RIPA 裂解液 

(P0013B)、免疫染色强力通透液 (P0096)、免疫染色封

闭液 (P0102)、BeyoClickTM EdU-594 细胞增殖检测试

剂盒 (C0071S)、SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液 (P0289) 

购于上海碧云天生物技术有限公司; Omni-EasyTM一步

法PAGE凝胶快速制备试剂盒 (PG212)、三色预染蛋白

marker (WJ103) 购于上海雅酶生物医药科技有限公

司 ; ANXA3 过表达质粒、pcDNA3.1、siRNA-ANXA3、

siNC-ANXA3 均购于武汉金开瑞生物工程有限公司; 

ANXA3抗体 (AF5159)、兔来源 α-SMA抗体 (AF1032) 

购于江苏亲科生物研究中心有限公司; 鼠来源 α-SMA

抗体 (Ab7817) 购于美国Abcam公司。

实验动物 使用雄性 6～8周龄的SPF级C57BL/6

小鼠进行动物实验, 实验小鼠饲养条件为: SPF级屏障

环境动物房, 温度 25 ℃, 相对湿度 45%, 光照 12 h明暗

交替。所用小鼠采购于辽宁长生生物实验动物技术公

司。动物实验经哈尔滨医科大学药学院伦理委员会批

准 (批准号: IRB3035621), 全部实验操作均严格按照

《中华人民共和国动物伦理指南》操作。

肺纤维化小鼠模型的构建 通过气管滴注博来霉

素的方式构建肺纤维化小鼠模型。首先, 通过腹腔注

射阿氟汀 (250 mg·kg-1) 的形式对小鼠进行麻醉, 将麻

醉小鼠四肢固定后, 以钝性分离的方式将小鼠气管周

围肌肉及前筋膜充分分离 , 以充分暴露气管。使用

1 mL注射器吸取50 μL硫酸博来霉素 (BLM, 3 mg·kg-1) 

或生理盐水滴注于气管内后, 保持小鼠直立体位 30 s, 

使BLM充分分布于小鼠肺部, 从而建立小鼠肺纤维化

及对照模型。

模型构建 21天后, 对小鼠执行安乐死。剪开胸腔

后迅速分离各叶肺组织, 将左右叶肺分置于 4% 多聚

甲醛中固定 24 h以备后续免疫荧光检测, 将剩余肺组

织置于液氮中充分冷冻后, 于−80 ℃超低温冰箱保存, 

以用于后续蛋白及mRNA检测。

细胞培养 人胚肺成纤维 MRC-5细胞来源于中

国科学院细胞库。将其置于MEM完全培养基 (MEM

培养基 + 10%胎牛血清 + 1%青霉素−链霉素−两性霉

素 B) 中, 于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养。取对数

生长期的细胞, 当细胞密度约 90%时, 将细胞以 1∶2的

比例进行细胞传代培养。

细胞转染 MRC-5细胞转染于无血清的MEM培

养基中进行。将 MRC-5 细胞 (每孔 5×105个) 接种于

6孔板中, 24 h后更换为无血清MEM培养基。设置质

粒终浓度为 2 mg·L-1, siRNA/si-NC浓度为 5 μmol·L-1。

取 2 μL LipofectamineTM 2000与 98 μL Opti-MEM无血

清培养基, 充分混匀后静置 5 min。根据质粒或 siRNA

浓度取适量体积, 使用 Opti-MEM 无血清培养基定容

至 100 μL 后充分混匀静置 5 min。将上述含有

LipofectamineTM 2000 的溶液与含有质粒或 siRNA 的

溶液充分混匀后静置孵育 15 min。随后将混合溶液以

200 μL每孔的体积加入 6孔板中, 培养 6 h后将 6孔板

内溶液更换为MEM完全培养基继续培养48 h, 收集细

胞蛋白及RNA进行检测。

细胞划痕实验 通过细胞划痕实验检测 MRC-5

细胞的迁移能力。首先, 将MRC-5细胞以 3×105个/孔

的密度接种于 6孔板内, 于细胞转染完毕, 更换完全培

养基时 , 使用 200 µL 移液器枪头在孔内划出笔直划

痕。使用含有 2% 胎牛血清的 MEM 培养基对细胞进
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行培养, 以排除胎牛血清对细胞生长迁移的影响, 分别

在 0和 24 h时间点对划痕进行拍照, 使用 Image J统计

分析划痕面积以衡量细胞迁移能力。

Western blot 收集TGF-β1或转染处理 48 h后的

细胞, 每孔按细胞密度加入适量含有 1% 蛋白酶抑制

剂的RIPA裂解液, 用细胞刮刀充分刮离细胞, 收集细

胞悬液使用 30 Hz破碎细胞 3次, 每次间隔 7 min, 随后

于低温高速离心机中以4 ℃、13 500 r·min-1离心15 min, 

取上清液。使用BCA法测定蛋白浓度。每组取 40 μg

总蛋白, 加入适量 6× loading buffer, 将蛋白置于 100 ℃

金属浴 7 min使蛋白充分变性。使用 10% SDS-PAGE

凝胶分离蛋白样品, 电泳完毕后将充分分离的蛋白样

品通过湿转法转移至PVDF膜上, 使用 5%脱脂牛奶封

闭 1 h, 洗膜后将膜置于一抗中 4 ℃孵育过夜。次日将

膜置于PBST中清洗 3次后, 依据一抗种属孵育对应荧

光二抗 1 h, 洗膜后通过Odyssey双色红外成像系统扫

描仪显影条带, 并用 Image Studio 进行图像分析和条

带灰度值处理。

实时荧光定量PCR 收集TGF-β1或转染处理48 h

后的细胞或肺纤维化模型小鼠的肺组织, 使用TRIzol

试剂提取细胞及组织的总RNA。使用NanoDrop 8000

测定 RNA样品的浓度和纯度, 将 RNA稀释到均一浓

度后逆转录为 cDNA。以逆转录获得的 cDNA 为模

板 , 对细胞及组织中的基因进行扩增。所得数据以

GAPDH为内参基因, 数据采用 2-ΔΔCT分析目的基因表

达的相对定量。检测指标为 ANXA3、FN1、人胶原蛋

白 α1 (COL1α1) 及平滑肌肌动蛋白 α2 (ACTA2)。所

用引物序列详见表1。

细胞免疫荧光染色 首先, 将MRC-5细胞接种于

24孔板中 (密度为 1×105个/孔), 将细胞进行转染处理

或TGF-β1处理后, 去除孔板内的培养基, 加入预冷的

PBS清洗 3次。之后于室温下向其中加入 4%多聚甲

醛 500 µL, 静置 15 min以固定细胞。固定完成后加入

PBS清洗 3次, 每次 3 min。使用免疫染色强力通透液

对细胞进行透化, 每孔加入 500 µL, 室温穿透 10 min。

加入PBS清洗 3次, 每次 3 min。使用免疫染色封闭液

进行封闭 , 以降低非特异性结合。每孔加入 500 µL, 

室温封闭 20 min 后 , 加入 PBS 清洗 3 次 , 每次 3 min。

加入一抗后于 4 ℃孵育过夜。次日回收一抗, PBS清

洗 3 次。加入对应种属荧光二抗孵育 1 h 后 , 再加入

DAPI染液 10 min使细胞核着色。最后通过荧光显微

镜获取细胞免疫荧光染色图像。

组织免疫荧光染色 将新鲜采集的小鼠肺组织立

即浸入 4%多聚甲醛中, 于 4 ℃条件下持续固定 24 h以

确保组织结构完整。固定完成后 , 组织依次经含有

15%和 30%蔗糖的 PBS溶液进行梯度脱水处理, 直至

组织块自然沉降于管底。脱水后的组织用 OCT包埋

剂包埋, 置于−80 ℃超低温环境中快速冷冻固化。随

后采用冷冻切片机将组织块切割为厚度 5 µm的连续

切片, −20 ℃保存备用。染色前将切片恢复至室温后, 

使用预冷丙酮固定 10 min, PBS漂洗 3次。切片经 3%

过氧化氢溶液 4 ℃孵育 10 min以抑制内源性过氧化物

酶干扰。PBS清洗 3次后切片滴加适量免疫染色强力

通透液, 室温穿透 10 min; 随后采用免疫染色封闭液室

温封闭 10 min, 以减少非特异性结合。去除封闭液后, 

滴加适量一抗覆盖组织区域, 将切片置于保湿盒中, 于

4 ℃冰箱中孵育过夜。次日将切片恢复至室温, PBS

充分洗涤 3次以去除未结合一抗。滴加对应种属荧光

二抗, 避光条件下室温孵育 60 min。最终经 PBS洗涤

3次后, 使用 DAPI染液于室温孵育 5 min对细胞核进

行染色。染色完成后以抗荧光淬灭封片剂封片, 并于

激光共聚焦显微镜进行图像采集。

EdU 细胞增殖实验 采用 BeyoClickTM EdU-594

细胞增殖检测试剂盒进行实验。细胞经相应处理后, 

在完全培养基中加入终浓度为10 μmol·L-1的EdU工作

液, 于 37 ℃二氧化碳培养箱内继续孵育 2 h, 使增殖细

胞将EdU整合入新合成的DNA链中。标记结束后, 弃

去培养基, 使用 4%多聚甲醛室温固定细胞 15 min, 随

后 PBS洗涤 3次, 每次 3 min。洗涤后, 每孔加入现配

制的Click反应混合液 250 μL (其组成为Click reaction 

buffer 214.5 μL、CuSO4 10 μL、azide 594 0.5 μL 及 Click 

additive solution 25 μL), 于室温避光条件下反应30 min, 

该点击化学反应使掺入的 EdU 与 AF594 荧光探针共

价结合。反应终止后, 彻底洗涤去除未结合的探针。

最后, 使用 Hoechst 33342 对细胞核进行复染 10 min。

处理后的样本在荧光显微镜下观察并采集图像, 其中

红色荧光信号代表 EdU 阳性 ( 即增殖) 细胞 , 而

Hoechst复染的蓝色荧光用于标识全部细胞核, 通过使

Table 1　Primer sequence used for the analysis of mRNA expression. ANXA3: Annexin A3; FN1: Fibronectin; COL1α1: Collagen1α1; 

ACTA2: Actin alpha 2, smooth muscle

Species
Human

Gene
ANXA3

FN1

COL1α1

ACTA2

Forward primer (5' to 3')
CTCCACCAGCAGTCTTTGATGC

CGGTGGCTGTCAGTCAAAG

GAGGGCCAAGACGAAGACATC

GTGTTGCCCCTGAAGAGCAT

Reverse primer (5' to 3')
CCTTCATTTGCCTGCTTGTCCTG

AAACCTCGGCTTCCTCCATAA

CAGATCACGTCATCGCACAAC

GCTGGGACATTGAAAGTCTCA
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用 Image J进行细胞计数从而计算细胞增殖比率。

统计学方法 所有实验结果通过 Image J软件进

行测量。所有实验数据通过GraphPad Prism 10.0软件

进行分析和绘制, 用平均值 ± SEM 表示。独立样本 t

检验 (t-test) 用于两组间数据比较 ; 单因素方差分析 

(ANOVA) 进行多组间数据比较, Bonferroni检验法用

于校正。P < 0.05认为有统计学意义。

结果

1　ANXA3在BLM诱导的肺纤维化小鼠模型中表达

降低

本研究采用BLM气管滴注的方式构建了小鼠肺纤

维化模型 , 并且对模型小鼠的肺组织进行了 Western 

blot检测。结果表明, 与对照组相比, 在纤维化模型小

鼠的肺组织中纤维化相关标记基因 FN1、COL1 及

α-SMA的蛋白表达显著上调 (图 1A), 表明肺纤维化模

型构建成功。进一步研究发现, ANXA3蛋白在肺纤维

化小鼠模型中表达降低。同时, qRT-PCR检测发现, 在

纤维化模型小鼠的肺组织中, ANXA3的mRNA水平也

显著下降 (图 1B)。此外, 通过免疫荧光实验发现, 与

对照组相比, ANXA3在BLM诱导的纤维化小鼠模型

中表达降低 (图 1C)。上述结果表明, 在纤维化模型小

鼠的肺组织中, ANXA3的表达下调。

2　敲减ANXA3促进MRC-5细胞分化

为明确 ANXA3 在肺纤维化中的作用, 本研究构

建了 siRNA 以降低 ANXA3 的表达 , 通过 qRT-PCR 实

验验证了 siRNA的敲减效率。结果表明, siANXA3能

够有效抑制MRC-5细胞中ANXA3的表达 (图2A)。

在肺纤维化的病理进程中, 成纤维细胞异常激活, 

细胞收缩力增强, 向肌成纤维细胞分化并分泌大量细

胞外基质, 形成瘢痕组织后降低肺顺应性, 最终导致患

者的呼吸衰竭。而ACTA2作为肌成纤维细胞标志物

α-SMA的编码基因, 其水平可以反映成纤维细胞向肌

成纤维细胞分化的程度。qRT-PCR实验结果发现, 与

对照组相比, 敲减ANXA3可以显著升高MRC-5细胞

中FN1、ACTA2和COL1α1的mRNA水平 (图 2B～D)。

同时 Western blot实验结果也表明, 与对照组相比, 在

MRC-5 细胞中敲减 ANXA3 也可以显著上调 FN1、

COL1及α-SMA的蛋白表达 (图2E、F)。

本研究通过免疫荧光实验发现 , 当敲减 ANXA3

时, MRC-5细胞中肌成纤维细胞标志物α-SMA的表达

显著增加, 表明敲减 ANXA3促进了成纤维细胞向肌

成纤维细胞分化 (图 2G)。上述实验结果表明 , 敲减

ANXA3 可以促进肺成纤维细胞转分化为肌成纤维

细胞。

3　敲减ANXA3促进MRC-5细胞增殖与迁移

成纤维细胞活化和异常增殖是肺纤维化的主要病

理学特征。因此, 本研究进一步探究了 ANXA3的缺

失对 MRC-5细胞增殖与迁移能力的影响。EdU实验

结果表明 , 与对照组相比 , 敲减 ANXA3 显著增加了

MRC-5 细胞中 EdU 阳性细胞数量 ( 图 3A), 表明

ANXA3的缺失可以促进MRC-5细胞的增殖能力。同

Figure 1　Down-regulation of ANXA3 in the bleomycin (BLM)-induced mouse model of pulmonary fibrosis. A: Western blot analysis was 

performed to evaluate the expression levels of ANXA3 and the fibrosis marker genes in lung tissues from BLM-induced mice [n = 3 

(saline), n = 4 (BLM)]; B: The mRNA expression levels of ANXA3 and the fibrosis marker COL1α1 in lung tissues from BLM-induced mice 

were analyzed by qRT-PCR (n = 6); C: Immunofluorescence was used to assess the localization and expression level of ANXA3 in lung 

tissues from BLM-induced mice (n = 3). Scale bar: 5 μm. x ± s. #P < 0.05 vs saline group
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Figure 3　Knockdown of ANXA3 promoted the proliferation and migration of MRC-5 cells. A: The EdU assay showed that ANXA3 

knockdown promoted the proliferation of MRC-5 cells. Scale bar: 50 μm; B: The scratch wound healing assay demonstrated that ANXA3 

knockdown enhanced the migratory capacity of MRC-5 cells. Scale bar: 200 μm. n = 3, x ± s. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs siNC group

Figure 2　 Knockdown of ANXA3 promoted differentiation in MRC-5 cells. A: qRT-PCR was performed to validate the efficiency of 

ANXA3 knockdown; B−D: To determine the impact of ANXA3 knockdown on profibrotic gene expression, we used qRT-PCR to analyze 

mRNA levels of key markers, including FN1, ACTA2, and COL1α1; E, F: Western blot analysis was performed to assess the protein 

expression of the fibrosis marker genes following ANXA3 knockdown in MRC-5 cells; G: Immunofluorescence was performed to examine 

the expression of α-SMA following ANXA3 knockdown, thereby evaluating the activation status of MRC-5 cells. Scale bar: 20 μm. n = 3, 

x ± s. ##P < 0.01, ###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs siNC group
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时, 细胞划痕实验结果表明, 与对照组相比, ANXA3缺

失显著增强了MRC-5细胞的迁移能力 (图 3B)。以上

结果表明, 敲减ANXA3能够显著增强MRC-5细胞的

增殖能力及迁移能力。

4　过表达 ANXA3 抑制 TGF-β1 诱导的 MRC-5 细胞

分化

为了进一步探究ANXA3在肺纤维化中发挥的作

用, 本研究构建了ANXA3过表达质粒, 并将其转染于

MRC-5细胞中来检测其功能。通过 qRT-PCR 实验验

证了过表达效率 (图 4A)。qRT-PCR实验结果表明, 与

对照组相比, TGF-β1 刺激显著提高了 MRC-5 细胞中

FN1、ACTA2和 COL1α1的 mRNA水平 (图 4B～D), 而

过表达 ANXA3 则可以显著降低 TGF-β1 处理后的

MRC-5 细胞中纤维化相关标记基因的 mRNA 水平。

同时, 通过Western blot实验发现, 与对照组相比, 在给

予TGF-β1刺激时, 纤维化相关标记基因FN1、COL1及

α-SMA的蛋白质水平显著增加, 而过表达 ANXA3则

可以显著降低TGF-β1处理后的MRC-5细胞中纤维化

相关标记基因的蛋白质水平 (图 4E、F)。免疫荧光实

验结果表明, 与对照组相比, 当TGF-β1刺激时, α-SMA

的表达水平显著上调, 而过表达 ANXA3则显著抑制

了 α -SMA 的表达 (图 4G)。以上结果表明 , 过表达

Figure 4　Overexpression of ANXA3 inhibited TGF-β1-induced differentiation in MRC-5 cells. A: qRT-PCR analysis was conducted to 

assess the transcriptional efficiency of ANXA3 overexpression. n = 6, x ± s. ****P < 0.000 1 vs pcDNA3.1 group; B−D: Following TGF-β1 

induction, MRC-5 cells overexpressing ANXA3 were analyzed by qRT-PCR for mRNA expression of the fibrosis-related markers FN1, 

ACTA2 and COL1α1. n = 4, x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs CTL group; *P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs TGF-β1 group; E, F: 

Western blot analysis was performed to assess the protein-level expression of the fibrosis-related marker genes following ANXA3 

overexpression. n = 3, x ± s. ##P < 0.01, ###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs CTL group; *P < 0.05, ****P < 0.000 1 vs TGF- β1 group; G: 

Immunofluorescence was used to detect the effect of overexpression of ANXA3 on α-SMA expression in MRC-5 cells stimulated by TGF-β1. 

n = 3. Scale bar: 20 μm
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ANXA3可以显著抑制由TGF-β1刺激所诱导的MRC-5

细胞转分化。

5　过表达 ANXA3 抑制 TGF-β1 诱导的 MRC-5 细胞

增殖与迁移

本研究检测了过表达ANXA3对MRC-5细胞增殖

与迁移能力的影响, EdU细胞增殖实验结果显示, 与对

照组相比 , TGF-β1 刺激可以显著增加 MRC-5 细胞

EdU 阳性细胞的数量 , 而过表达 ANXA3 显著减少

MRC-5细胞EdU阳性细胞的数量 (图5A)。同时, 细胞

划痕实验结果显示, 与对照组相比, TGF-β1刺激可以

显著增强 MRC-5细胞的迁移能力, 而过表达 ANXA3

则显著抑制了由TGF-β1刺激所引发的MRC-5细胞迁

移能力的增加 (图 5B)。综上所述, 过表达 ANXA3可

以显著抑制由TGF-β1刺激所引发的MRC-5细胞的异

常增殖及迁移。

讨论

IPF 作为一种慢性进行性间质性肺病, 目前面临

难发现、难诊断、难治疗等多重困境。研究表明, IPF

患者确诊后的中位生存期仅为 3～5 年[27]。在 IPF 初

期, 多数患者症状表现为干咳并伴随着进行性呼吸困

难。最终, 伴随着肺纤维化进程的不断发展, 肺泡正常

结构被不断破坏, 从而导致患者出现不可逆的肺功能

下降, 最终患者出现呼吸衰竭而死亡。然而, 关于 IPF

的确切发病原因与具体的发病机制仍有待研究与阐

明[28]。近年来, 尤其自新冠肺炎疫情后, IPF的全球患

病率呈现显著上升趋势。目前, FDA已批准两种药物

作为 IPF 的首选药物 , 分别是吡非尼酮及尼达尼布。

但两种药物仅能发挥减缓肺功能衰退、减慢肺纤维化

发展的作用, 且两种药物的使用存在不良反应较多, 无

法实现对 IPF 的彻底治愈等局限[29]。因此, 深入阐明

IPF的病理机制、探寻新的治疗靶点, 对于改善其诊断

与治疗现状至关重要。

ANXA家族是一类在进化上高度保守的钙依赖性

膜结合蛋白, 其成员通过特有的结构域与细胞膜中的

酸性磷脂相互作用, 广泛参与膜运输、损伤修复、炎症

调控等关键细胞过程[30]。不同成员在组织中表达具有

选择性, 且已在多种疾病中显示出重要作用, 涵盖炎

症、代谢综合征、神经病变及多种恶性肿瘤。已有研究

表明, 多个ANXA成员参与调控肺相关病理进程。如

ANXA1 通过结合 Formyl肽受体调节炎症消退, 在急

性肺损伤中发挥保护作用[31]; ANXA2与S100A10形成

的复合体影响血管通透性与纤溶平衡, 与肺损伤修复

相关[32,33]; ANXA5 则在凋亡细胞表面形成分子“屏

障”, 抑制异常凝血反应, 并在肺纤维化模型中显示调

控作用[34]。这些研究表明, ANXA蛋白家族在肺稳态

维持与纤维化响应中具有十分重要的作用。

ANXA3作为钙依赖性膜结合蛋白家族的一员, 其

Figure 5　Overexpression of ANXA3 inhibited TGF-β1-induced proliferation and migration of MRC-5 cells. A: The proliferative capacity 

of TGF-β1-induced MRC-5 cells with ANXA3 overexpression was assessed using an EdU incorporation assay. Scale bar: 50 μm; B: To 

determine the impact of ANXA3 overexpression on cell migration, a scratch assay was performed on TGF-β1-induced MRC-5 cells with 

ectopic ANXA3 expression. Scale bar: 200 μm. n = 3, x ± s. ###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs CTL group; ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs TGF-

β1 group
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核心功能依赖于经典的“annexin核心结构域”, 使其能

够响应细胞内钙信号变化并与质膜内叶的酸性磷脂结

合[22]。现有研究明确揭示了ANXA3与肿瘤进程的密

切关联: 它在卵巢癌[35]、乳腺癌[36,37]、胰腺癌[30,38]、肝细

胞癌[39]、肺癌[36]及骨肉瘤[40]等多种恶性肿瘤中呈现异

常表达, 并参与调控癌细胞的增殖、侵袭及转移。然

而, 在非肿瘤性疾病领域, 尤其是组织纤维化进程中, 

ANXA3的作用机制尚不明确。值得注意的是, ANXA

家族的其他成员已被证实广泛参与肺损伤修复与纤维

化调控网络。相比之下, ANXA3在 IPF的作用及机制

仍未被报道。因此, 探究 ANXA3是否调控肺成纤维

细胞的活化、迁移及细胞外基质分泌, 对阐明 IPF的新

机制及发现潜在治疗靶点具有重要科学价值。

本研究系统探究了 ANXA3 在肺纤维化中的功

能。结果证实, 在体内纤维化模型及体外TGF-β1刺激

下, ANXA3表达显著下调; 功能上, ANXA3在成纤维

细胞中扮演了活化抑制因子的角色, 其缺失促进细胞

的肌成纤维转分化、增殖、迁移及基质分泌, 而过表达

ANXA3 则发挥相反作用。本文揭示了 ANXA3 作为

成纤维细胞活化的负向调控因子, 为理解ANXA家族

蛋白在组织重塑中的功能多样性提供了新证据; 为肺

纤维化治疗提出了一个全新的潜在靶点: 通过上调或

模拟ANXA3功能来抑制病理性成纤维细胞活化。

然而, 本研究也存在局限。首先, 本研究主要从功

能层面探讨了 ANXA3对肺成纤维细胞活化、增殖及

迁移的调控作用, 而对其具体的分子调控机制尚未进

行系统性解析。肺纤维化的发生发展涉及 TGF-β/

Smad、PI3K/Akt、MAPK 及 Wnt/β -catenin 等多条经典

信号通路, ANXA3可能通过调控相关信号网络参与成

纤维细胞活化过程。其次, 本研究主要基于基因敲减

与过表达策略验证ANXA3在肺成纤维细胞活化中的

功能作用, 尚未开展基于 ANXA3特异性抑制剂的在

体水平实验。最后, ANXA3与 IPF患者临床病程的相

关性也有待探索。未来研究中, 本课题组将继续系统

探究 ANXA3的下游调控通路及其分子作用网络, 更

加全面地揭示 ANXA3在肺纤维化中的作用机制, 并

进一步完善其作为潜在治疗靶点的科学价值。

综上 , ANXA3 在肺纤维化中表达下调 , 敲减

ANXA3可以促进 MRC-5细胞的活化与增殖, 而过表

达 ANXA3 则可以显著改善由 TGF-β1 刺激所引发的

MRC-5细胞的活化与纤维性变。本研究揭示了其对

肺纤维化的调控作用, 提示靶向 ANXA3可能成为干

预肺纤维化进程的新策略。
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