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七甲川花菁类荧光小分子ＩＲ６１改善大鼠肺纤维化
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　　［摘要］　目的　探索七甲川花菁类荧光小分子ＩＲ６１在肺纤维化发生过程中的作用以及对肺成纤
维细胞转分化、增殖和迁移的影响。方法　采用气管滴注博来霉素（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，ＢＬＭ，２．５ｍｇ／ｋｇ）建立
大鼠肺纤维化模型；腹腔注射 ＰＢＳ或 ＩＲ６１（２．０ｍｇ／ｋｇ，每周 ２次）；ＢＬＭ处理 １０ｄ后，尾静脉注射
ＩＲ６１（２．０ｍｇ／ｋｇ），于２４ｈ后取各器官行近红外荧光成像（ｎｅａｒｉｎｆｒａｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ，ＮＩＲ），观察
ＩＲ６１在各器官的蓄积情况；治疗２８ｄ后，取肺组织制作切片，行ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色，显微镜下观察；采
用ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定人肺成纤维细胞（ｈｕｍａｎｆｅｔａｌｌｕｎｇｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＨＦＬ１）与原代大鼠肺成纤维
细胞转分化及增殖相关基因 Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、Ｃｏｌｌａｇｅｎ３、αＳＭＡ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、ＦＯＸＭ１、ＣＣＮＢ１、ＣＤＣ２５ｂ和
ＡＵＲＫＢ的ｍＲＮＡ及蛋白表达；用细胞划痕实验进行迁移检测。结果　①ＮＩＲ显示：ＩＲ６１可靶向至博
来霉素诱导的受损伤肺组织。②形态学观察显示：ＢＬＭ＋ＩＲ６１组较博来霉素组形态改善，肺塌陷少，纤
维结节少。经组织学鉴定，ＢＬＭ＋ＩＲ６１处理组较 ＢＬＭ处理组肺纤维化程度低［（０．１０３３±０．０１４５３）ｖｓ
（０．４６００±０．０３７８６），Ｐ＜０．０５］。ＩＲ６１预处理 ＨＦＬ１与原代大鼠肺成纤维细胞后，用 ＴＧＦβ１刺激，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴＰＣＲ分析结果显示：ＴＧＦβ１＋ＩＲ６１处理组较 ＴＧＦβ１处理组转分化特异性基因
Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、Ｃｏｌｌａｇｅｎ３、αＳＭＡ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的 ｍＲＮＡ及蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５），同时，增殖特异性
ＦＯＸＭ１、ＣＣＮＢ１、ＣＤＣ２５ｂ和ＡＵＲＫＢ基因的表达也降低（Ｐ＜０．０５），说明ＩＲ６１可以抑制ＴＧＦβ１诱导的
肺成纤维细胞的转分化与增殖的作用。③细胞划痕实验结果显示：ＴＧＦβ１诱导肺成纤维细胞迁移活性
增强，ＩＲ６１能有效抑制肺成纤维细胞的迁移能力。结论　ＩＲ６１通过靶向到受损伤的肺组织并通过抑
制肺成纤维细胞的转分化、增殖和迁移来减轻博来霉素诱导的肺纤维化。
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＩＲ６１；ｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ；ｌｕｎｇｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；ｃｅｌｌｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；

ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＫｅｙＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＰｒｏｇｒａｍｏｆＣｈｉｎａ（２０１６ＹＦＣ１０００８０５），ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＴｅａｍＢｕｉｌｄｉｎｇＰｒｏｇｒａｍｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ

（ＣＸＴＤＧ２０１６０２０２０），ａｎｄｔｈｅＭａｊｏｒＰｒｏｊｅｃｔｏｆＭｉｌｉｔａｒｙＬｏｇｉｓｔｉｃｓＲｅｓｅａｒｃｈ（ＡＷＳ１７Ｊ００７）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳＨＩＣｈｕｎｍｅｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｓｈｉｃｍ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ；

ＺＨＡＮＧＡｉｈｕａ，Ｅｍａｉｌ：ａｉｈｕａｇｚｙｋｄ＠１６３．ｃｏｍ

　　特发性肺纤维化（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，
ＩＰＦ）是一种慢性、进展性、致死性的肺部疾病，其病理
特征包括肺泡上皮细胞损伤、肺结构被重塑、细胞外基

质沉积、成纤维细胞和肌成纤维细胞累积等［１－２］。目

前尚没有有效的靶向药物来治疗特发性肺纤维化。越

来越多的研究证据表明肺成纤维细胞的异常活化在特

发性肺纤维化的发病机制中起着至关重要的作用［３］，

抑制肺成纤维细胞的转分化和细胞外基质的分泌是治

疗特发性肺纤维化的潜在策略。本课题组前期鉴定了

１组七甲川花菁类线粒体靶向荧光小分子，对成纤维
细胞功能可能具有潜在的调控作用［４］。本研究通过

构建博来霉素致大鼠肺纤维化模型，发现 ＩＲ６１能够
靶向到博莱霉素处理的肺组织，并改善博来霉素引起

的肺损伤和纤维化。

１　材料与方法

１．１　材料及动物
　　ＩＲ６１由所在实验室合成和纯化，合成方法和分
子结构同前期研究［４］；博来霉素粉剂（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，
ＢＬＭ）购自美国ＭＥＣ公司；苏木精伊红（ＨＥ）及马松三
色染色试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧
云天生物技术研究所；Ｆ１２Ｋ培养基购自上海中乔新舟
公司；ＰＶＤＦ膜购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；反转录试剂盒
购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；荧光定量试剂盒购自日本
ＴａＫａＲａ公司；ＴＲＩｚｏｌ购自北京康为世纪生物科技有限
公司；Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、αＳＭＡ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ等抗体及引物购
自武汉三鹰公司。

１．２　实验动物及分组
　　清洁级（ＳＤ）大鼠４０只，雄性，６～８周龄，体质量

１５３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（４）



２３０～２５０ｇ，从陆军军医大学实验动物中心购买。根据
陆军军医大学实验动物中心制订的实验室动物的护理

和使用指导原则进行体内实验，所有程序经陆军军医

大学实验动物中心动物保护和使用委员会批准。适应

性喂养２周后，采用随机数字表法分为４组：正常对照
组、ＩＲ６１处理组、ＢＬＭ处理组和 ＢＬＭ＋ＩＲ６１处理组，
每组１０只。采用气管内滴注博莱霉素建立大鼠肺纤
维化模型，除正常对照组、ＩＲ６１处理组外，其余两组
以０．１％戊巴比妥腹腔注射麻醉大鼠，按２．５ｍｇ／ｋｇ缓
慢往大鼠气管内注入博莱霉素建立肺纤维化模型。

ＢＬＭ＋ＩＲ６１处理组经博莱霉素气管滴注 ３０ｍｉｎ，ＩＲ６
处理组腹腔注射 ＩＲ６１（２．０ｍｇ／ｋｇ，用 ＰＢＳ溶解），随
后该两组以每周２次的频率腹腔注射 ＩＲ６１。每天观
察。所有大鼠于博莱霉素治疗后２８ｄ处死，取肺及其
他器官作进一步分析。

１．３　近红外荧光成像（ｎｅａｒｉｎｆｒａｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ，
ＮＩＲ）

　　大鼠行气管内滴注博莱霉素１０ｄ后，取正常对照
组、ＩＲ６１处理组和 ＢＬＭ＋ＩＲ６１处理组大鼠各 ３只，
ＩＲ６１处理组和ＢＬＭ＋ＩＲ６１处理组大鼠尾静脉注射剂
量为２．０ｍｇ／ｋｇ的ＩＲ６１，２４ｈ后腹腔注射１％戊巴比
妥钠麻醉大鼠，分离大鼠肺及重要内脏进行ＮＩＲ，观测
大鼠肺及重要内脏荧光信号情况，进一步研究 ＩＲ６１
的肺蓄积特性。

１．４　组织学检查
　　２８ｄ后处死各组大鼠，将大鼠肺固定于 ４％多聚
甲醛，包埋于石蜡中，按 ３μｍ切片，按照实验规程进
行 ＨＥ染色，光学显微镜观察组织细胞变化。采用
Ｍａｓｓｏｎ三色染色法评价肺纤维化的严重程度，使用
ＩｍａｇｅＪ对Ｍａｓｓｏｎ染色结果进行半定量分析。为了区
分胶原纤维和其他纤维，采用Ｍａｓｓｏｎ染色法将细胞核
染成黑色，细胞质和肌肉呈红色，胶原蛋白呈蓝色。

１．５　细胞培养及处理
　　从新生 ＳＤ大鼠中分离出原代大鼠肺成纤维细
胞。大鼠肺成纤维细胞在第３代和第６代之间使用。
人肺成纤维细胞株（ｈｕｍａｎｆｅｔａｌｌｕｎｇｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＨＦＬ１）
购自美国ＡＴＣＣ。原代大鼠肺成纤维细胞与 ＨＦＬ１均
培养在Ｆ１２Ｋ（添加 １０％胎牛血清和 １％链霉素／青霉
素）培养基中。细胞均在３７℃、ＣＯ２含量为５％的恒温
孵育箱中生长。

　　ＴＧＦβ１是调节纤维化过程的重要促纤维化细胞
因子［５］，可以影响细胞的增生、转分化、凋亡和细胞外

基质生成来调节组织的形态发生及转分化。肺成纤维

细胞在受到ＴＧＦβ１刺激后，向肌成纤维细胞转化，并

分泌细胞外基质蛋白来促进胶原的沉积和纤维化的发

生［６］，因此，本研究对ＩＲ６１抗纤维化作用进行了体外
研究。原代大鼠肺成纤维细胞与 ＨＦＬ１用 ＩＲ６１预处
理后，再用ＴＧＦβ１刺激２４ｈ。将细胞分为４组：正常
对照组、ＩＲ６１处理组、ＴＧＦβ１处理和 ＴＧＦβ１＋ＩＲ６１
处理组。ＩＲ６１处理组与ＴＧＦβ１＋ＩＲ６１处理组在３７℃
的黑暗条件下，用２０μｍｏｌ／ＬＩＲ６１（溶解在无血清的
培养基中）预处理细胞１５ｍｉｎ，除去游离染料后，细胞
用ＰＢＳ洗涤２次，然后在新鲜的完全培养基中培养。
在ＩＲ６１预处理后，ＴＧＦβ１和 ＴＧＦβ１＋ＩＲ６１处理组
加入２０μｍｏｌ／ＬＴＧＦβ１，恒温孵育箱培养２４ｈ后提取
ＲＮＡ或蛋白。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
　　将处理后 ４组（正常对照组、ＩＲ６１处理组、ＴＧＦ
β１处理组和ＴＧＦβ１＋ＩＲ６１处理组）原代肺成纤维细
胞和ＨＦＬ１于２４ｈ后提取总蛋白，用ＢＣＡ法测定蛋白
浓度，配平后沸水浴１０ｍｉｎ使蛋白变性，取４０μｇ蛋白
样品于１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶中，电泳１．５ｈ后经转膜至
ＰＶＤＦ膜上。用快速封闭液常温封闭 ３０ｍｉｎ，抗体
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ、αＳＭＡ、Ｇａｐｄｈ和 Ａｃｔｉｎ于４℃孵
育一抗过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次，１０ｍｉｎ／次，于ＴＢＳＴ中，
按照 １∶１０００加入二抗孵育 １ｈ。ＴＢＳＴ洗膜 ４次，
１５ｍｉｎ／次，ＥＣＬ显影成像。
１．７　ＲＴＰＣＲ分析
　　将处理后 ４组（正常对照组、ＩＲ６１处理组、ＴＧＦ
β１处理组和ＴＧＦβ１＋ＩＲ６１处理组）原代肺成纤维细
胞和ＨＦＬ１于２４ｈ后用 ＴＲＩｚｏｌ一步法提取转染细胞
总ＲＮＡ，反转录，使用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲ（ＴａＫａＲａ）进
行实时ＰＣＲ。检测相关转分化、增殖、迁移特异性基
因（Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、Ｃｏｌｌａｇｅｎ３、αＳＭＡ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、ＦＯＸＭ１、
ＣＣＮＢ１、ＣＤＣ２５ｂ和ＡＵＲＫＢ）的表达。引物序列见表１。
１．８　细胞划痕实验
　　有研究表明在肺纤维化的发展进程中，肺成纤维
细胞迁移和侵袭性增强［７－８］。因此，本研究采用细胞

划痕实验观察各组细胞迁移情况。将原代肺成纤维细

胞和 ＨＦＬ１铺于６孔板上生长，直至形成汇合的单层
细胞。用无菌的 ２００μＬ微吸管针尖作划痕，用 ＰＢＳ
清洗细胞。取４孔分为４组（正常对照组、ＩＲ６１处理
组、ＴＧＦβ１处理组和 ＴＧＦβ１＋ＩＲ６１处理组），经相应
处理后，通过相差显微镜观察细胞迁移情况。

１．９　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件。所有数据以 珋ｘ±ｓ表
示，采用学生 ｔ检验和单因素方差分析。检验水准：
α＝０．０５。

２５３ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表１　ＲＴＰＣＲ引物序列与片段长度

引物 上游引物（５′→３′）　 下游引物（５′→３′）　 片段大小／ｂｐ
ＣＯＬ１Ａ１（Ｒａｔ） ＣＣＴＧＣＣＧＡＴＧＴＣＧＣＴＡＴＣＣ ＣＴＴＣＴＴＧＡＧＧＴＴＧＣＣＡＧＴＣＴＧＴＴ １２６
ＣＯＬ１Ａ１（Ｈｏｍｏ） ＧＴＧＣＧＡＴＧＡＣＧＴＧＡＴＣＴＧＴＧＡ ＣＧＧＴＧＧＴＴＴＣＴＴＧＧＴＣＧＧＴ １１９
ＣＯＬ３Ａ１（Ｒａｔ） ＴＧＣＣＡＣＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＧＡＧＣ ＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＴＧＴＣＣＡＣＣＡ １６２
ＣＯＬ３Ａ１（Ｈｏｍｏ） ＧＣＣＡＡＡＴＡＴＧＴＧＴＣＴＧＴＧＡＣＴＣＡ ＧＧＧＣＧＡＧＴＡＧＧＡＧＣＡＧＴＴＧ １４５

αＳＭＡ（Ｒａｔ） ＴＧＡＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧ ＴＣＣＡＧＡＧＴＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＡＣＣＡ １４０

αＳＭＡ（Ｈｏｍｏ） ＧＡＴＧＣＴＣＣＣＡＧＧＧＣＴＧＴＴＴＴ ＣＣＴＣＴＴＴＴＧＣＴＣＴＧＴＧＣＴＴＣＧＴＣ １３５
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ（Ｒａｔ） ＧＡＣＡＣＴＡＴＧＣＧＧＧＴＣＡＣＴＴＧＧ ＧＣＴＧＴＴＣＧＴＡＣＡＣＧＣＴＧＧＡＧＡ １９３
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉ（Ｈｏｍｏ） ＧＧＡＧＡＡＴＴＣＡＡＧＴＧＴＧＡＣＣＣＴ ＴＧＣＣＡＣＴＧＴＴＣＴＣＣＴＡＣＧＴＧＧ １８４
Ａｕｒｋｂ（Ｒａｔ） ＣＧＣＡＣＣＴＧＡＡＡＣＡＴＣＣＣＡＡＴＡ ＴＣＣＧＣＴＣＴＴＣＴＧＴＡＧＴＴＣＣＴＴＧＴＡ １２２
Ａｕｒｋｂ（Ｈｏｍｏ） ＣＡＧＴＧＧＧＡＣＡＣＣＣＧＡＣＡＴＣ ＧＴＡＣＡＣＧＴＴＴＣＣＡＡＡＣＴＴＧＣＣ ９４
Ｃｃｎｂ１（Ｒａｔ） ＣＣＣＴＡＣＣＡＡＡＡＣＣＴＧＴＧＧＡＣＡＡ ＣＡＣＡＴＣＧＧＡＧＡＡＡＧＣＣＴＧＡＣＡ １９４
Ｃｃｎｂ１（Ｈｏｍｏ） ＡＡＴＡＡＧＧＣＧＡＡＧＡＴＣＡＡＣＡＴＧＧＣ ＴＴＴＧＴＴＡＣＣＡＡＴＧＴＣＣＣＣＡＡＧＡＧ １１１
Ｃｄｃ２５ｂ（Ｒａｔ） ＣＡＴＣＣＣＡＴＣＡＣＧＣＣＴＴＧＴＡＡＣ ＡＡＣＴＣＣＴＴＧＴＡＧＣＣＧＣＣＴＴＴＧ １７９
Ｃｄｃ２５ｂ（Ｈｏｍｏ） ＡＣＧＣＡＣＣＴＡＴＣＣＣＴＧＴＣＴＣ ＣＴＧＧＡＡＧＣＧＴＣＴＧＡＴＧＧＣＡＡ １９５
Ｆｏｘｍ１（Ｒａｔ） ＣＣＡＣＡＧＡＡＣＴＣＴＡＴＴＣＧＴＣＡＣＡＡＣＣ ＣＣＡＡＴＧＴＣＡＡＧＴＡＧＣＧＡＴＴＡＧＣＡＣ １２１
Ｆｏｘｍ１（Ｈｏｍｏ） ＧＧＡＧＣＡＧＣＧＡＣＡＧＧＴＴＡＡＧＧ ＧＴＴＧＡＴＧＧＣＧＡＡＴＴＧＴＡＴＣＡＴＧＧ １１５
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Ａ：大鼠各脏器形态观察　１：心；２：肝；３：肠；４：肾；５：睾丸；６：肺；７：脾；Ｂ：近红外成像仪观察ＩＲ６１在各脏器的分布

图１　近红外成像仪下观察ＩＲ６１在各组大鼠体内的分布

２　结果

２．１　ＩＲ６１靶向博莱霉素损伤的肺组织
　　将正常对照组、ＩＲ６１处理组和 ＢＬＭ＋ＩＲ６１处理
组大鼠行ＮＩＲ，ＩＲ６１处理组和 ＢＬＭ＋ＩＲ６１处理组尾

静脉注射ＩＲ６１（２．０ｍｇ／ｋｇ），于２４ｈ后用近红外成像
仪比较不同组肺组织的荧光强度。结果显示：ＢＬＭ＋
ＩＲ６１组肺组织荧光强度强，且未行气管内滴注 ＢＬＭ
的ＩＲ６１组肺组织荧光强度弱，进一步证实了 ＩＲ６１
可相对靶向蓄积于受损伤肺组织（图１）。表明 ＩＲ６１
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选择性地蓄积到受损伤肺组织中，在体内成像和跟踪

方面表现出良好的光学特性。

２．２　ＩＲ６１减轻ＢＬＭ诱导的肺损伤和纤维化
　　在形态学方面，ＢＬＭ处理组的动物表现为肺组织
塌陷、表面粗糙，有白色／灰色纤维结节形成，ＢＬＭ＋ＩＲ
６１处理组大鼠肺形态改善，肺塌陷少，纤维结节少。
经组织学鉴定，与正常对照组相比博莱霉素可增强肺

炎症反应，肺泡间隔增厚和肺泡间隙塌陷（图２）。ＨＥ
染色和Ｍａｓｓｏｎ三色染色及定量分析结果表明：博莱霉
素诱导的大鼠经 ＩＲ６１处理后，肺纤维化的严重程度
要低得多。单独接受 ＩＲ６１的大鼠与对照组大鼠相

比，对肺没有明显的影响，表明ＩＲ６１体内具有较强的
抗纤维化作用和较好的安全性。

２．３　ＩＲ６１抑制肺成纤维细胞转分化
　　原代大鼠肺成纤维细胞与 ＨＦＬ１用 ＩＲ６１预处理
后，再用ＴＧＦβ１刺激２４ｈ，收集蛋白和ＲＮＡ。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果显示：ＩＲ６１可以降低 ＴＧＦβ１诱导的
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ和 αＳＭＡ蛋白表达；ＲＴＰＣＲ分
析结果与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ一致，ＴＧＦβ１＋ＩＲ６１组较 ＴＧＦ
β１组 Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、Ｃｏｌｌａｇｅｎ３、αＳＭＡ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的
ｍＲＮＡ水平明显下调（图 ３、４）。表明 ＩＲ６１抑制了
ＴＧＦβ１诱导的肺成纤维细胞转分化。
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１：正常对照组；２：ＩＲ６１处理组；３：ＴＧＦβ１处理组；４：ＴＧＦβ１＋ＩＲ６１处理组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＴＧＦβ１处理组比较
Ａ～Ｄ：ＲＴＰＣＲ检测 Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、Ｃｏｌｌａｇｅｎ３、αＳＭＡ和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的 ｍＲＮＡ表达；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、αＳＭＡ和
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的蛋白表达；Ｆ～Ｈ：Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、αＳＭＡ和Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ相对表达量分析

图３　ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠原代肺成纤维细胞Ｃｏｌｌａｇｅｎ、αＳＭＡ和Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的ｍＲＮＡ和蛋白表达

２．４　ＩＲ６１抑制肺成纤维细胞增殖和迁移
　　ＴＧＦβ１刺激成纤维细胞后，增殖特异性 ＦＯＸＭ
１、ＣＣＮＢ１、ＣＤＣ２５ｂ和 ＡＵＲＫＢ基因的表达增加，而
ＩＲ６１可以抑制 ＴＧＢβ１的作用（图 ５、６）。细胞划痕
实验结果显示（图７）：ＴＧＦβ１处理引起细胞迁移水平
增强，而ＩＲ６１可以明显降低ＨＦＬ１和原代肺成纤维细
胞的迁移能力。提示ＩＲ６１可以抑制肺纤维化过程中
ＴＧＦβ１诱导的肺成纤维细胞的增殖和迁移。

３　讨论

　　纤维化是组织损伤异常修复的结果，发生在包
括肺在内的许多器官［９］。ＩＰＦ是进展性的肺部疾病，
尚没有有效的治疗方法。ＩＰＦ的特点是肌成纤维细

胞的无序积聚和过度的基质沉积。本课题组在前期

研究中，通过对七甲川花菁类近红外荧光小分子的

侧链进行化学结构修饰，改变其水溶性和电离常数，

合成了一系列具有特定生物学活性的新型线粒体靶

向荧光小分子［１０－１２］。本研究发现新型小分子染料七

甲川花菁类荧光小分子 ＩＲ６１可以靶向博来霉素损
伤的肺组织。形态学、ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色等研究结果
显示：ＢＬＭ处理大鼠 ２８ｄ后，肺纤维化程度严重，肺
组织塌陷、表面粗糙，有白色／灰色纤维结节形成，
ＩＲ６１干预组大鼠的肺与 ＢＬＭ处理组相比，肺纤维
化程度得到有效改善，肺塌陷少，形态改善，纤维结

节少并减少了胶原沉积，为肺纤维化的靶向治疗研

究提供了依据。

５５３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（４）



Collagen
!

1→

"#

SMA→

Fibronectin→

GAPDH→

3

2

1

0C
ol
la
ge
n
$

1
m
R
N
A
相
对
表
达
量

1 2 3 4

组别

a

!

4

3

2

1

0C
ol
la
ge
n
%

3
m
R
N
A
相
对
表
达
量

1 2 3 4

组别

a

"

2.0

1.5

1.0

0.5

0

&
'

S
M
A
m
R
N
A
相
对
表
达
量

1 2 3 4

组别

a

#

4

3

2

1

0F
ib
ro
n
ec
ti
n
m
R
N
A
相
对
表
达
量

1 2 3 4

组别

a

$

←130×103

←43×103

←263×103

←34×103

1 2 3 4

%

4

3

2

1

0

C
ol
la
ge
n
(

1
蛋
白
相
对
表
达
量

1 2 3 4

组别

a

&

1.5

1.0

0.5

0

)
*

S
M
A
蛋
白
相
对
表
达
量

1 2 3 4

组别

a

'

1.5

1.0

0.5

0F
ib
ro
n
ec
ti
n
蛋
白
相
对
表
达
量

1 2 3 4

组别

a

(

１：正常对照组；２：ＩＲ６１处理组；３：ＴＧＦβ１处理组；４：ＴＧＦβ１＋ＩＲ６１处理组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＴＧＦβ１处理组比较
Ａ～Ｄ：ＲＴＰＣＲ检测 Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、Ｃｏｌｌａｇｅｎ３、αＳＭＡ和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的 ｍＲＮＡ表达；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、αＳＭＡ和
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的蛋白表达；Ｆ～Ｈ：Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、αＳＭＡ和Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ相对表达量分析
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Ａ：大鼠原代肺成纤维细胞；Ｂ：人肺成纤维细胞（ＨＦＬ１）

图７　光学显微镜观察肺成纤维细胞划痕愈合情况　（×４００）
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　　在肺纤维化过程中，由于各种细胞因子的刺激和
信号通路的激活，肺泡上皮细胞和气道上皮细胞发生

间质转化，并促使成纤维细胞转分化为肌成纤维细

胞［１３］。肺成纤维细胞是纤维化的关键效应细胞，肺成

纤维细胞聚集、增殖和细胞外基质重构是肺纤维化的

重要病理特征，可导致肺结构的不可逆损伤，以肺成纤

维细胞功能为靶点的治疗已被证明是延缓ＩＰＦ进展的
有效方法［１４］。本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴＰＣＲ分
析发现：ＩＲ６１可有效降低肺成纤维细胞纤维化标志
物 Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、Ｃｏｌｌａｇｅｎ３、αＳＭＡ和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的表
达。此外，肺成纤维细胞迁移和浸润也在 ＩＰＦ发病机
制中发挥重要作用［１４］。有研究表明：与正常肺成纤维

细胞相比，ＩＰＦ肺成纤维细胞表现出高度增殖和迁移
的表型［６］。为了确定ＩＲ６１在肺纤维化过程中是否调
节肺成纤维细胞的增殖，本研究评估了ＨＦＬ１和原代肺
成纤维细胞的增殖情况。ＲＴＰＣＲ结果显示：ＴＧＦβ１诱
导的肺成纤维细胞增殖特异性基因 ＦＯＸＭ１、ＣＣＮＢ１、
ＣＤＣ２５ｂ和ＡＵＲＫＢ的表达增高，且 ＩＲ６１处理的肺成
纤维细胞组增殖特异性基因的表达趋于正常化水平，从

而达到抑制肺成纤维细胞增殖的作用。细胞划痕实验

结果也显示ＩＲ６１可抑制肺成纤维细胞迁移。
　　综上所述，七甲川花菁类荧光小分子 ＩＲ６１可以
靶向到受损伤肺组织并通过抑制肺成纤维细胞的转分

化、增殖和迁移来抑制肺纤维化的发生、发展，其具体

作用机制有待进一步研究。
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