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百草枯通过调节 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路促进肺泡上皮细胞上皮间质转化
赵春燕，刘　畅，朱忠立，王晓芬，祝国芸，李福祥　（成都军区总医院重症医学科，四川 成都 ６１００００）

［摘　要］　目的　探讨百草枯（ＰＱ）诱导大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞 ＲＬＥ６ＴＮ发生上皮间质转化（ＥＭＴ）的作用及其分子机制。
方法　将体外培养的大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞ＲＬＥ６ＴＮ细胞用２０μｍｏｌ／Ｌ的百草枯处理２４ｈ，采用倒置显微镜观察细胞形态学变
化；ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中βｃａｔｅｎｉｎ、上皮表型标记蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ及间质表型标记蛋白 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
侵袭实验检测百草枯处理组与阴性对照组细胞侵袭能力变化。使用 βｃａｔｅｎｉｎ靶向 ｓｉＲＮＡ抑制其表达后，进一步采用 ＲＴＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测βｃａｔｅｎｉｎ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达水平，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭能力变化。结果　体外百草枯溶液可显著
诱导大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞ＲＬＥ６ＴＮ上皮间质转化的发生，并伴随着细胞侵袭能力的显著增强。靶向沉默βｃａｔｅｎｉｎ基因后，百草
枯诱导的上皮间质转化过程被逆转，同时细胞侵袭能力显著减弱。结论　百草枯通过调控 βｃａｔｅｎｉｎ来诱导 ＲＬＥ６ＴＮ细胞上皮间
质转化的发生，进而促进肺纤维化的形成。
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　　百草枯（Ｐａｒａｑｕａｔ，ＰＱ）是目前广泛使用的有机杂
环类速效杀型除草剂，其化学名称是 １，１二甲基４，
４联吡啶阳离子盐。百草枯对人畜具有极大毒性，且
目前临床上无有效解毒剂，口服５～１０ｍＬ即可达到致
死剂量，中毒死亡率可达９０％以上，且抢救存活的患
者绝大多数存在肺间质纤维化，严重影响患者生存质

量［１２］。目前百草枯中毒的发病机制尚不明确，因此，

探究百草枯所致肺纤维化的发病机制并寻找有效治疗

治疗手段是临床研究的热点及难点。新近研究表明，

上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）
在呼吸系统疾病，如慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂ
ｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）以及肺纤维化发病
机制中起着重要作用［３５］。Ⅱ型肺泡上皮细胞能够通

过启动ＥＭＴ程序来使原本的肺泡上皮细胞从上皮细
胞表型向间质细胞表型转化，从而促进肺纤维化的发

生和发展，但其具体发病机制仍不十分清楚。另有文

献指出，ＥＭＴ过程受多种信号通路的调控，其中 Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ信号通路作为 ＥＭＴ启动的关键调控信号通
路，也参与了肺纤维化的发生发展［６７］。本研究旨在探

讨百草枯对大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞 ＲＬＥ６ＴＮ细胞
ＥＭＴ过程的调控及其可能分子机制，进一步揭示百草
枯诱导肺纤维化的作用机制，为肺纤维化的临床诊断

及治疗提供新的理论依据和治疗靶点。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞 ＲＬＥ６ＴＮ细胞株购自美

国ＡＴＣＣ细胞储存库；质量分数４２％的百草枯溶液购
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自上海允发化工公司；ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取试剂购自日本
Ｔａｋａｒａ生物有限公司；ＲＴＰＣＲ引物序列合成由北京
天一辉远生物科技公司完成；多克隆兔抗鼠 Ｅｃａｄｈｅｒ
ｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ购自美国 Ａｂｃａｍ公司，多克隆鼠抗鼠
βｃａｔｅｎｉｎ和ＧＡＰＤＨ抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，辣
根酶标记羊抗鼠 ＩｇＧ均购自武汉博士德生物科技公
司；中分子量 Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；
ＥＣＬ化学发光试剂盒购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司；胎牛血清
购自杭州四季青生物科技有限公司；ＤＭＥＭ高糖培养
基购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；细胞及组织蛋白裂解液
（ＲＩＰＡ）及ＢＣＡ蛋白定量试剂盒均购自碧云天生物技
术研究所；０．４５ｍｍＰＶＤＦ膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；
６孔板、２５ｃｍ２塑料培养瓶以及 ２４孔 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
（孔径８μｍ）均购自海狸生物科技有限公司；侵袭实
验所用基质胶（Ｍａｔｒｉｇｅｌ）购自 ＢＤ公司；倒置相差显微
镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；水平电泳槽、垂直电泳槽、转
移电泳槽（北京六一电子仪器公司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞 ＲＬＥ
６ＴＮ细胞株在３７℃、５％ＣＯ２以及饱和湿度条件的细
胞培养箱中用含１０％去内毒素胎牛血清、１００ｕ／ｍＬ青
霉素／链霉素双抗溶液的高糖ＤＭＥＭ培养基进行细胞
培养。当贴壁细胞覆盖９０％ ～９５％时，采用０．２５％胰
蛋白酶消化传代，取第２代或３代处于对数生长期的细胞
进行后续实验。细胞培养至融合７０％～８０％后，用无血
清培养基饥饿过夜，再将细胞按实验要求进行干预处理。

１．２．２　逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）　βａｃｔｉｎ
引物序列：上游 ５’ＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴ
３’，下游 ５’ＡＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ３’；β
ｃａｔｅｎｉｎ引物序列：上游 ５’ＡＧＣＴＴＣＣＡＧＡＣＡＣＧＣＴＡＴ
ＣＡＴ３’，下游 ５’ＣＧＧＴＡＣＡＡＣＧＡＧＣＴＧＴＴＴＣＴＡＣ３’；
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ引物序列：上游５’ＡＴＴＴＴＴＣＣＣＴＣＧＡＣＡＣ
ＣＣＧＡＴ３’，下游 ５’ＴＣＣＣＡＧＧＣＧＴＡＧＡＣＣＡＡＧＡ３’；
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ引物序列：上游 ５’ＡＧＴＣＣＡＣＴＧＡＧＴＡＣＣＧ
ＧＡＧＡＣ３’，下游５’ＣＡＴＴＴＣＡＣＧＣＡＴＣＴＧＧＣＧＴＴＣ３’。
ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性 ２ｍｉｎ，９４℃变性 ２０ｓ，
５６℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸３０ｓ，共进行３２个循环，最
后７２℃延伸５ｍｉｎ，扩增产物４℃ 保存。对实时定量
ＰＣＲ仪结果进行统计分析。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　将 ＲＬＥ６ＴＮ细胞用
２０μｍｏｌ／Ｌ的百草枯处理２４ｈ，处理完毕后将６孔板中
的细胞用冰上预冷的ＰＢＳ洗涤３次后加入 ＲＩＰＡ裂解
液置于冰上裂解２０ｍｉｎ。随后用细胞刮将裂解充分的
细胞轻柔刮下，并转移到 １．５ｍＬＥＰ管。随后于

１２０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，弃去细胞沉淀，将收集到的上
清液置于－２０℃冻存。使用 ＢＣＡ法测蛋白浓度，随
后上样，先用８０Ｖ电泳积聚蛋白，随后用１２０Ｖ电压
使蛋白分离并转膜，５％脱脂牛奶封闭１ｈ。使用多克
隆兔抗鼠 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、多克隆鼠抗鼠 βｃａｔｅ
ｎｉｎ和ＧＡＰＤＨ抗体分别与膜接触４℃孵育过夜后，用
ＴＢＳＴ在脱色摇床下洗膜５ｍｉｎ，３次，随后加辣根酶标
记羊抗兔ＩｇＧ，室温下孵育１ｈ后，用ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ，
３次。随后加入ＥＣＬ化学发光液进行曝光，图片扫描，
用ＩｍａｇｅＪ分析软件将图片上的特异条带灰度值数字
化，并与内参灰度值比较得出每次实验的相对数值。

１．２．４　细胞侵袭实验　　提前在４℃融解 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶，每个聚碳酸酯微孔膜表面铺以４０μＬ稀释的
Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（ｍａｔｒｉｇｅｌ与无血清培养基之比为１∶３），放
入培养箱中 ４ｈ凝固备用。将处于对数生长期的
ＲＬＥ６ＴＮ细胞在无血清 ＤＭＥＭ高糖培养基饥饿培养
２４ｈ后，使用０．２５％ＥＤＴＡ胰蛋白酶消化，接着无血清
ＤＭＥＭ高糖培养基悬浮成单细胞悬液，将细胞密度调
整至４×１０５／ｍＬ。每个小室的上室中加入不含血清的
细胞悬液２００μＬ，同时按照实验要求进行分组，每组
设３个复孔，在小室的下室加入含 ２０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ高糖细胞培养基，每孔６００μＬ，培养箱中培养
４８ｈ。随后取出小室，用冰上预冷的 ＰＢＳ洗涤３次去
除残余培养基，用湿棉签擦去小室上层未未穿过细胞

后，４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ之后，至于室温晾干。进
一步使用结晶紫染色２０ｍｉｎ。随后用冰上预冷的ＰＢＳ
洗涤３次，将小室浸泡在 ＰＢＳ中置于倒置显微镜下观
察穿过膜的细胞数，计数中间及四周 ５个高倍（４００
倍）镜下视野细胞数，计算平均数。

１．２．５　统计学方法　　所有数值用均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，统计分析采用软件 ＳＰＳＳ２２．０行单因素
方差分析。以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　百草枯诱导大鼠Ⅱ型肺泡上皮 ＲＬＥ６ＴＮ细胞发
生形态学改变

细胞免疫荧光实验对 ＲＬＥ６ＴＮ的表型蛋白
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ进行检测，结果表明 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ呈现阳性表
达。在阴性对照组中，ＲＬＥ６ＴＮ细胞呈典型上皮样多边
形，各细胞之间排列紧密，相互连接。经过２０μｍｏｌ／Ｌ
的百草枯处理２４ｈ后，ＲＬＥ６ＴＮ细胞之间的细胞极性
消失，由连接紧密的扁平状上皮形态逐渐变成连接松

散的长梭形、纺锤状形态细胞，细胞排列分散，呈现游

走状态（图１）。
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ａ：细胞免疫荧光检测 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达；ｂ：阴性对照组 ＲＬＥ６ＴＮ
细胞细胞形态；ｃ：百草枯处理后的ＲＬＥ６ＴＮ细胞细胞形态
图１　百草枯诱导大鼠Ⅱ型肺泡上皮 ＲＬＥ６ＴＮ细胞发生

ＥＭＴ（×１００）

２．２　百草枯诱导大鼠Ⅱ型肺泡上皮 ＲＬＥ６ＴＮ细胞
ＥＭＴ的发生
经过２０μｍｏｌ／Ｌ的百草枯处理后２４ｈ后，ＲＴＰＣＲ

及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示与阴性对照组相比，百草枯处
理组的ＲＬＥ６ＴＮ细胞的上皮表型Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平显著降低，而间质表型 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著升高，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。同时伴随着 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路
的激活（图２）。

ａ：ＲＴＰＣＲ检测 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ表达；

ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ蛋白表

达；ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果定量分析；　：与对照组比较，Ｐ＜０．０５

图２　百草枯诱导ＲＬＥ６ＴＮ细胞ＥＭＴ

２．３　百草枯增强大鼠Ⅱ型肺泡上皮 ＲＬＥ６ＴＮ细胞的
体外侵袭能力

经过２０μｍｏｌ／Ｌ的百草枯处理２４ｈ后，与阴性对
照组相比，百草枯处理组ＲＬＥ６ＴＮ细胞的侵袭与迁移
能力显著增强（图３），差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．４　沉默Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路抑制百草枯介导的

ＥＭＴ
通过使用 βｃａｔｅｎｉｎ靶向沉默 ｓｉＲＮＡ来抑制其表

达，我们进一步检测 βｃａｔｅｎｉｎ在百草枯诱导的 ＥＭＴ
中的作用。ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，靶向沉
默βｃａｔｅｎｉｎ后，百草枯诱导的 ＥＭＴ过程被显著逆转，
伴随着 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达增高和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达下降
（图４～６）。
２．５　沉默βｃａｔｅｎｉｎ表达减弱百草枯诱导的体外侵袭

能力

我们进一步验证 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路是否对
百草枯诱导的细胞侵袭产生影响。在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
侵袭实验中，我们发现在使用 βｃａｔｅｎｉｎ靶向沉默 ｓｉＲ
ＮＡ阻断其表达后，百草枯介导的 ＲＬＥ６ＴＮ细胞的侵
袭与迁移能力被显著削弱（图７）。

ａ：Ｔａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测细胞侵袭（结晶紫染色 ×２００）；ｂ：迁
移能力定量分析　：与对照组比较，Ｐ＜０．０５
图３　百草枯增强肝癌大鼠Ⅱ型肺泡上皮 ＲＬＥ６ＴＮ细胞侵袭

与迁移能力
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ａ：百草枯处理组；ｂ：百草枯协同 ｓｉβｃａｔｅｎｉｎ处理组 ＲＬＥ６ＴＮ
细胞细胞形态

图４　沉默 βｃａｔｅｎｉｎ抑制百草枯诱导的 ＥＭＴ（结晶紫染色
×２００）

３　讨论

百草枯中毒可波及人体多器官系统，如肺、肾、肝、

心脏及肾上腺等，大剂量的百草枯中毒患者多在短期

内死于多器官功能衰竭［８９］。百草枯在肺组织中的浓

度最高，肺部作为百草枯最易吸收部位，也是其主要靶

器官，临床症状最为突出［１０］。百草枯所致的肺部损害

在早期临床特征为急性肺损伤，主要表现为中毒２４ｈ
内出现肺水肿和肺出血，随着病情进展，数日后患者出

现不同程度的不可逆性肺间质纤维化，后期多死于肺

功能衰竭［１１］。

上皮间质转化（ＥＭＴ）是一个高度保守的过程，其
通过特定程序使具有黏附形态的上皮细胞极性消失、

失去细胞间紧密连接，并突破基底膜成为具有迁移能

力的间充质细胞，从而获得迁移和侵袭能力［１２１３］。

ＥＭＴ过程不仅参与胚胎形态的形成和多种组织器官
的发育，也在多种纤维化性疾病中发挥重要作

用［１４１５］。ＥＭＴ的发生常伴随着上皮细胞表型标志物
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的下调，间质细胞表型标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的
上调。新近研究表明，Ⅱ型肺泡上皮细胞能够通过启
动ＥＭＴ程序来使原本的肺泡上皮细胞从上皮细胞表
型向间质细胞表型转化，从而促进肺纤维化的发生和

：Ｐ＜０．０５
图５　ＲＴＰＣＲ检测Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ表达

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ蛋白表达；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果定量分析；：Ｐ＜０．０５
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
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ａ：Ｔａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测细胞侵袭；ｂ：迁移能力定量分析　：Ｐ＜０．０５
图７　沉默βｃａｔｅｎｉｎ抑制百草枯诱导的ＲＬＥ６ＴＮ细胞侵袭与迁移（结晶紫染色 ×２００）

发展［１６１７］。但是临床上百草枯中毒导致的肺纤维化是

否涉及ＥＭＴ过程，及其具体调控分子机制目前尚不
清楚。

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号转导通路在多种组织如肺、肾
脏、神经组织等的发育过程中扮演重要角色，此外其也

是ＥＭＴ过程中的关键调控因子［１８１９］。经典的 Ｗｎｔ信
号通路通过抑制 ＧＳＫ３β介导的磷酸化作用而阻止胞
质内βｃａｔｅｎｉｎ降解，大量聚集的 βｃａｔｅｎｉｎ随后入核，
与下游启动子 ＴＣＦ／ＬＣＦ３复合体结合，调控下游靶基
因的转录表达，从而诱导ＥＭＴ程序的启动［２０２１］。既往

研究表明，肺纤维化与肺部肿瘤等呼吸系统疾病中均

存在βｃａｔｅｎｉｎ基因的异常高表达［２２２３］。另有研究表

明，百草枯中毒能够通过ｓｎａｉｌ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路调控
早期肺纤维化的发生［７］。但是ＥＭＴ过程是否参与百草
枯导致的肺纤维化形成，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在其中
的作用及其调控机制目前鲜有报道。

在本实验中，我们首先使用２０μｍｏｌ／Ｌ的百草枯
处理大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞 ＲＬＥ６ＴＮ２４ｈ，随后在倒
置显微镜下观察细胞形态改变并采用 ＲＴＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术验证了体外百草枯是否能够诱导
ＲＬＥ６ＴＮ细胞ＥＭＴ的发生。结果表明，与阴性对照组
相比，使用百草枯处理２４ｈ后，ＲＬＥ６ＴＮ细胞的形态
由最初的多边形向成纤维样细胞形态改变，呈长梭形、

纺锤状。同时并伴随着上皮表型蛋白 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达

的下降和间质表型蛋白 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达的升高。Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ侵袭实验结果也显示低氧培养后发生 ＥＭＴ的
ＲＬＥ６ＴＮ细胞具有更强的侵袭能力。为了进一步研究
百草枯启动ＥＭＴ过程的分子机制，我们同时检测ＥＭＴ
关键调控通路Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路。结果表明，与
阴性对照组相比，百草枯处理２４ｈ后ＲＬＥ６ＴＮ细胞中
βｃａｔｅｎｉｎ基因显著激活，提示其可能参与百草枯介导
的ＥＭＴ过程。为了明确 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号在其中的
具体作用机制。我们通过特异性 βｃａｔｅｎｉｎｓｉＲＮＡ来
靶向沉默阻断其表达，并进一步检测其对细胞 ＥＭＴ启
动和侵袭能力影响。研究发现，在靶向沉默 βｃａｔｅｎｉｎ
基因之后，百草枯了介导的 ＲＬＥ６ＴＮ细胞 ＥＭＴ过程
和侵袭现象被逆转，表明 βｃａｔｅｎｉｎ基因在这一过程中
起着关键作用。基于以上研究，我们推测百草枯通过

激活Ｗｎｔ／βｃｔｅｎｉｎ信号通路来启动上皮间质转化城
西，从而使得 ＲＬＥ６ＴＮ细胞的侵袭能力增强，最终促
进肺纤维化的发生发展。

综上所述，本研究初步证实在大鼠Ⅱ型肺泡上皮
ＲＬＥ６ＴＮ细胞中百草枯能够通过激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路来启动上皮间质转化程序，进而促进肺纤维

化的发生发展，这将加深对肺纤维化发病机制的认识。

因此，深入研究 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在肺纤维化
ＥＭＴ过程中的作用及其具体调控机制，通过靶向阻断
βｃａｔｅｎｉｎ基因，从而逆转ＥＭＴ过程并抑制肺纤维化的

４９７ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１７，２６（１１）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



形成，这将为百草枯中毒所致肺纤维化的预防和靶向

治疗提供新的思路和理论依据，具有重要的临床意义

和良好的应用前景。
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