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胞上皮间质转化的影响
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摘要： 目的　 探讨湿生扁蕾总口山酮介导 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 和自噬相关通路对 ＮＣＭ４６０ 细胞上皮间质转化 （ＥＭＴ） 的影响。
方法　 采用 ２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 脂多糖 （ＬＰＳ） 持续干预细胞 １４ ｄ 建立 ＥＭＴ 模型， ＣＣＫ⁃８ 法筛选最佳湿生扁蕾总口山酮给药剂

量。 设计空 白 组、 模 型 组、 吡 菲 尼 酮 组 （ ２００ μｇ ／ ｍＬ） 和 湿 生 扁 蕾 总 口山 酮 低、 中、 高 剂 量 组 （ ５０、 １００、
２００ μｇ ／ ｍＬ）， 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＺＯ⁃１、 α⁃ＳＭＡ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 Ｂｃｌ⁃２、 ＬＣ３Ｂ 蛋白表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测

细胞 ＺＯ⁃１、 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３、 Ｓｎａｉｌ１ ｍＲＮＡ 表达， 免疫荧光观察细胞中 α⁃ＳＭＡ 表达， ＴＵＮＥＬ 染色观

察细胞凋亡情况， ＭＤＣ 染色和透射电镜分别观察细胞中自噬囊泡和自噬小体数目。 结果　 湿生扁蕾总口山酮质量浓度

小于 ２００ μｇ ／ ｍＬ 时对细胞活率无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 故选择 ５０、 １００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ 为低、 中、 高剂量组。 与空白组

比较， 模型组细胞 ＺＯ⁃１、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｂｃｌ⁃２、 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ蛋白和 ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３、 Ｓｎａｉｌ１ ｍＲＮＡ 和 α⁃ＳＭＡ、 Ｐ６２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 湿生扁蕾总口山酮组均能改善

以上指标 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 湿生扁蕾总口山酮能抑制 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＥＭＴ 发生进程， 其机制可能与抑制 ＴＧＦ⁃
β ／ Ｓｍａｄ 通路和增强细胞自噬有关。
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ＡＢＳＴＲＡＣＴ： ＡＩＭ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐａｔｈｗａｙ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ
ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｇｅｎｔｉａｎｏｐｓｉｓ ｐａｌｕｄｏｓ ｏｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ （ＥＭＴ） ｏｆ ＮＣＭ４６０ ｃｅｌｌｓ． ＭＥＴＨＯＤＳ　
Ｔｈｅ ＥＭＴ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ １４ ｄａｙｓ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｕｓｅ ｏｆ ２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ （ ＬＰＳ） ｉｎ ｔｈｅ
ＮＣＭ４６０ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｏｐｔｉｍａｌ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ Ｇ． ｐａｌｕｄｏｓ ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ｍｅｔｈｏｄ． ＮＣＭ４６０
ｃｅｌｌｓ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｉｒｆｅｎｉｄｏｎｅ ｇｒｏｕｐ （ ２００ μｇ ／ ｍＬ） ａｎｄ Ｇ． ｐａｌｕｄｏｓ
ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｇｒｏｕｐｓ （５０ μｇ ／ ｍＬ ｉｎ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， １００ μｇ ／ ｍＬ ｉｎ ｍｅｄｉｕｍ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ２００ μｇ ／ ｍＬ ｉｎ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ） ｈａｄ ｔｈｅｉｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＺＯ⁃１， α⁃ＳＭＡ， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１， Ｐ６２， Ｂｃｌ⁃２， ａｎｄ ＬＣ３Ｂ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ； ｔｈｅｉｒ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＺＯ⁃１， α⁃ＳＭＡ， ＴＧＦ⁃β１， Ｓｍａｄ２， Ｓｍａｄ３， ａｎｄ Ｓｎａｉｌ１ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ；
ｔｈｅｉｒ α⁃ＳＭＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ； ｔｈｅｉｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ； ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｂｏｄｉｅｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＭＤＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ＲＥＳＵＬＴＳ　 Ｇ． ｐａｌｕｄｏｓ ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ａｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ２００ μｇ ／ ｍＬ ｍａｄｅ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｍｐａｃｔ
ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ５０， １００ ａｎｄ ２００ μｇ ／ ｍＬ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ
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ｄｏｓａｇｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＺＯ⁃１， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１， Ｂｃｌ⁃
２， ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ α⁃ＳＭＡ， ＴＧＦ⁃β１， Ｓｍａｄ２，
Ｓｍａｄ３ ａｎｄ Ｓｎａｉｌ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ α⁃ＳＭＡ ａｎｄ Ｐ６２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， Ｇ．
ｐａｌｕｄｏｓ ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈａｒｅｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ａｌｌ ａｆｏｒｅｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ｉｎｄｉｃｅｓ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）．
ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｇ． ｐａｌｕｄｏｓ Ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ＥＭＴ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＣＭ４６０ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ
ｌｉｅ ｉｎ ｉｔｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｇｅｎｔｉａｎｏｐｓｉｓ ｐａｌｕｄｏｓａ； ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ； ａｕｔｏｐｈａｇｙ； ＴＧＦ⁃β ／
Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 肠纤维化是慢性肠炎引起的肠道内肌成纤维细

胞增加和胶原沉积的过程， 长此以往会引起肠腔狭

窄， 肠壁增厚， 从而导致结肠动力异常、 肠梗阻

等［１］。 近年来， 临床上在治疗肠炎方面取得了可

观的进展， 但在治疗肠纤维化方面却见效甚微。 在

肠纤维化的始发期， 上皮间质转化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ， ＥＭＴ） 发挥了关键作用，
具体指肠上皮细胞经 ＥＭＴ 转化而来的肌成纤维细

胞可 产 生 大 量 富 含 胶 原 蛋 白 的 细 胞 外 基 质

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ） 可促进纤维化形成［２］，
从而导致肠纤维化发生。 ＴＧＦ⁃β１ 是一种可调节细

胞过程和 ＥＣＭ 的多功能细胞因子， 研究发现， 在

肝纤维化、 肾纤维化、 心肌纤维化等多种纤维化病

理模型中， 抑制 ＴＧＦ⁃β１ 或其下游信号通路可抑制

纤维化进程［３⁃６］。 自噬是细胞在感受外界刺激的一

种自我应激保护， 有研究称细胞自噬调节异常与肠

炎的易感性密切相关， 且部分肠炎的治疗药物参与

了自噬调节［７⁃８］。 湿生扁蕾 Ｇｅｎｔｉａｎｏｐｓｉｓｐａｌｕｄｏｓａ Ｍａ
为龙胆科扁蕾属植物， 具有清热利湿、 健脾止泻等

作用［９］。 口山酮是存在于多种药用植物中的一种酚

类化合物， 具有抗炎、 抗氧化、 抗肿瘤等多种生物

活性［１０⁃１２］。 课题组前期研究发现， 湿生扁蕾口山酮

部位对 ＴＮＢＳ 诱导的大鼠溃疡性结肠炎模型具有良

好药效［１３⁃１６］。 基于前期研究， 本研究将深入探讨

湿生扁蕾总口山酮部位对肠上皮细胞 ＥＭＴ 模型的影

响和作用机制， 以期为临床治疗肠纤维化提供新

思路。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞 　 人正常结肠上皮细胞 ＮＣＭ４６０ 细胞株

购于北京北纳创联生物技术研究院。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 湿生扁蕾药材于 ２０２１ 年 ８ 月采

自甘肃省定西市漳县大草滩， 经甘肃中医药大学定

西校区张尚智教授鉴定为龙胆科扁蕾属一年生草本

植物湿生扁蕾 Ｇｅｎｔｉａｎｏｐｓｉｓｐａｌｕｄｏｓａ （Ｈｏｏｋ． ｆ．） Ｍａ，

湿生扁蕾总口山酮由本实验室自制［１７］， 纯度≥５１％ 。
吡菲尼酮 （货号 Ｓ２９０７０２， 美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司）； 脂

多 糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ， ＬＰＳ ）、 二 甲 基 亚 砜

（ＤＭＳＯ） （货号 ４０８Ｚ０３３、 ５２０Ｃ０３１， 北京索莱宝

科技有限公司）； 胰蛋白酶、 胎牛血清 （ ＦＢＳ）、
ＴＲＩｅａｓｙＴＭ总 ＲＮＡ 提取试剂、 Ｈｉｆａｉｒ 􀅺Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ、 Ｈｉｅｆｆ 􀅺 ｑＰＣＲ
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ［货号 Ｔ９０２１６３０、 ５０４０５０５１９、
１０６０６ＥＳ６０、 １１１２３ＥＳ６０、 １１２０３ＥＳ０８， 翌圣生物科

技 （上海） 股份有限公司］； ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基

（货号 ＡＦ３２２４６３０９， 美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司）； ａｎｔｉ⁃
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 抗体、 ａｎｔｉ⁃ＧＡＰＤＨ 抗体 （货号 ＡＢ２０７６１２、
ＡＢ３７１６８， 英国 Ａｂｃａｍ 公司）； ａｎｔｉ⁃ｐ６２ 抗体 （货

号 ５５２７４⁃１⁃ＡＰ， 美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）； ａｎｔｉ⁃ＬＣ３Ｂ
抗体 （货号 ＢＭ４８２７， 武汉博士德生物工程有限

公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 ＲＸ５０ 生物显微镜 ［舜宇光学 （北京）
仪器有限公司］； ＤＹＣＺ⁃４０Ｇ 转膜仪、 ＤＹＣＺ⁃２５Ｄ 电

泳仪、 ＤＹＹ⁃６Ｄ 电源 （北京六一生物科技有限公

司）； Ｓｔｅｐｏｎｅ Ｐｌｕｓ 实时定量 ＰＣＲ 仪、 细胞培养箱

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＴＤＺ４⁃ＷＳ 低

速离心机 （湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）；
ＧＲ６０ＤＲ 全自动高压灭菌 锅 （ 美 国 ＺＥＡＬＷＡＹ
公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 药物制备　 湿生扁蕾总口山酮： 称取粉碎过筛

的湿生扁蕾药材约 ５００ ｇ， 加 ８ 倍量 ９５％ 乙醇浸泡

过夜， 加热回流提取 ２ ｈ， 放冷后过滤， 取滤渣再

次加 ８ 倍量 ９５％ 乙醇加热回流提取 ２ ｈ， 放冷后过

滤， 合并 ２ 次滤液， 减压回收乙醇后浓缩为生药量

１􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 的浸膏。 浸膏加入适量去离子水制成混

悬液， 分别用乙酸乙酯萃取， 回收溶剂， 制成浸膏

后采用 ＤＭ１３０ 大孔树脂纯化， 得到湿生扁蕾口山酮

粉末， 密封， 低温保存， 备用。 称取 １００ ｍｇ 口山酮
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粉末， 加入 ０􀆰 ２５ ｍＬ ＤＭＳＯ 溶解， 用无菌滤器过

滤， 取 １０ μＬ ＤＭＳＯ 含药溶液， 用完全培养基稀释

成 ０􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ， 分装， 低温保存备用。
吡菲尼酮： 吡菲尼酮是一种具有广谱抗纤维化

的吡啶酮类化合物， 目前已被多个国家纳入抗纤维

化疾病的一线药物范畴［１８］， 故本研究将其作为阳

性对照药物。 精密称取吡菲尼酮粉末 １５ ｍｇ， 溶于

０􀆰 ０５ ｍＬ ＤＭＳＯ 中， 吸取 １０ μＬ 用完全培养基稀释

至 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ， 用无菌滤器过滤后低温保存备用。
２􀆰 ２　 细胞培养　 ＮＣＭ４６０ 细胞使用含 １０％ ＦＢＳ 的

ＤＭＥＭ 高糖培养基， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 加湿培养

箱中培养， 待细胞生长至对数生长期且融合度达

９０％ 时， 用 ＰＢＳ 清洗后加入适量 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶

消化细胞 １ ｍｉｎ， 加入适量完全培养基终止消化，
转移至 １５ ｍＬ 离心管中， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
弃去上清液， 加入完全培养基， 轻轻吹打细胞至均

匀后， 以 １ ∶ ３ 比例传代至新的培养瓶即可。
２􀆰 ３　 细胞 ＥＭＴ 模型建立及给药 　 取对数生长期

ＮＣＭ４６０ 细 胞， 调 整 密 度 为 １ × １０５ ／ ｍＬ， 每 孔

２００ μＬ接种于 ９６ 孔板中， 培养 ２４ ｈ 后弃上清液，
设置空白组、 模型组、 吡菲尼酮组 （２００ μｇ ／ ｍＬ）
和湿生扁蕾总口山酮低、 中、 高剂量组 （５０、 １００、
２００ μｇ ／ ｍＬ）， 每组设 ６ 个复孔。 模型组和各给药

组以 ２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 持续处理 １４ ｄ 以诱导 ＥＭＴ 进

程， 造模成功后分别给予相应剂量阳性药物吡菲尼

酮以及不同质量浓度湿生扁蕾总口山酮干预 ４８ ｈ。
通过免疫荧光技术观察细胞间质标志物 α⁃ＳＭＡ 的

荧光表达以及通过观察细胞的形态判断 ＥＭＴ 模型

是否成功。
２􀆰 ４　 细胞生长曲线　 待细胞贴壁达 ８０％ 左右， 用

０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化成单细胞悬液， 并调整细胞密

度至 １ × １０５ ／ ｍＬ， 分别接种于 ７ 个培养瓶中， 于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中培养， 每隔 ４８ ｈ
换液 １ 次， 分别于接种后第 ｌ、 ２、 ３、 ４、 ５、 ６、 ７
天同一时间消化制成单细胞悬液， 用细胞计数仪进

行细胞计数， 绘制细胞生长曲线。
２􀆰 ５ 　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力 　 取对数生长期

ＮＣＭ４６０ 细胞， 调整密度为 ５ × １０４ ／ ｍＬ， 每孔 １００
μＬ 接种于 ９６ 孔板中， 于培养箱中培养至细胞贴壁

完全后， 各孔分别加入 １００ μＬ 终质量浓度为 ２５、
５０、 １００、 ２００、 ３００、 ４００ μｇ ／ ｍＬ 的湿生扁蕾总口山

酮， 每组设 ６ 个复孔， 继续培养 ４８ ｈ， 更换新培养

基， 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂， 使用酶标仪在

４５０ ｎｍ 波长处检测各组细胞的光密度 （ＯＤ） 值。

２􀆰 ６　 免疫荧光法检测细胞 ＥＭＴ 标志物 α⁃ＳＭＡ 表

达 　 取对数生长期 ＮＣＭ４６０ 细胞， 调整密度为

１×１０４ ／ ｍＬ， 接种于 １５ ｍｍ 激光共聚焦小皿中， 于

培养箱中培养 １２ ｈ 后， 按照 “２􀆰 ３” 项下方法分

组、 造模及给药处理， 每组设 ３ 个复孔。 药物干预

结束后， 用封闭液室温封闭 ２ ｈ， 洗涤液静置洗涤，
一抗４ ℃孵育过夜， 洗涤液静置洗涤， 二抗室温孵

育１ ｈ， 洗涤液静置洗涤， 封片剂封片， 激光共聚

焦显微镜检测 ＥＭＴ 标志物 α⁃ＳＭＡ 的荧光表达。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞各目的蛋白表达　 取

对数生长期 ＮＣＭ４６０ 细胞， 调整密度为 ５×１０５ ／ ｍＬ，
接种于 ６ 孔板， 按照 “２􀆰 ３” 项下方法分组、 造模

及给药， 干预 ４８ ｈ 后收集细胞， ＲＩＰＡ 裂解液提取

总蛋白， ＢＣＡ 法对蛋白进行定量。 配制十二烷基

磺酸钠⁃聚丙烯酰胺 （ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ） 凝胶， 每孔上

样量 ５０ μｇ， 分别进行电泳、 转膜、 封闭操作。 加

入 ＺＯ⁃１、 α⁃ＳＭＡ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 Ｂｌｃ⁃２、 ＬＣ３⁃Ⅱ ／
ＬＣ３⁃Ⅰ一抗 （１ ∶ １ ０００）， ４ ℃孵育过夜， 洗膜后

加入二抗 （１ ∶ ５００）， 室温孵育 ２ ｈ， 洗膜后加入

曝光液进行曝光， 运用凝胶成像系统对免疫印迹进

行成像， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带的灰度值， 以

目的蛋白 ／内参蛋白比值计算蛋白相对表达量。
２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞各目的基因 ｍＲＮＡ 表

达　 取对数生长期 ＮＣＭ４６０ 细胞， 调整密度为

５×１０５ ／ ｍＬ， 接种于 ６ 孔板， 按照 “２􀆰 ３” 项下方法

分组、 造模及给药， 干预 ４８ ｈ 后收集细胞， 使用

ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取总 ＲＮＡ， 并鉴定 ＲＮＡ 纯度。 使用

ＨｉｆａｉｒⅡ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试剂盒，
按照说明书操作步骤， 将 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ，
而后进行 ｑＰＣＲ 扩增反应， 反应条件为 ９５ ℃预变

性 ２ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 １５ ｓ， ６０ ℃退火 ６０ ｓ， ６０ ℃延

伸 １５ ｓ， 共 ４０ 个循环。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， ２－ΔΔＣＴ

法计算目的基因 ｍＲＮＡ 相对表达量。 引物由北京

博迈德生物技术有限公司设计合成， 序列见表 １。
２􀆰 ９　 ＴＵＮＥＬ 染色法检测凋亡细胞比例　 取对数生

长期 ＮＣＭ４６０ 细胞， 调整密度为 １×１０６ ／ ｍＬ， 接种

于 ６ 孔板， 按照 “２􀆰 ３” 项下方法分组、 造模及给

药， 干预 ４８ ｈ 后收集细胞悬液， 调整密度为 １ ×
１０５ ／ ｍＬ， 取 ２００ μＬ 细胞悬液进行爬片， 待细胞爬

满后， 用 ４％ 多聚甲醛固定， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 加入

含 ０􀆰 ３％ ＴｒｉｔｉｏｎＸ⁃１００ 的 ＰＢＳ 室温孵育 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ
洗涤 ２ 次， 加入 ５０ μＬ ＴＵＮＥＬ 试剂避光孵育 １ ｈ，
吸弃多余染液， 加入抗淬灭液封片， 于显微镜下拍

照， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析相对荧光强度。
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表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 引物序列

ＺＯ⁃１ 正向 ５′⁃ＡＧＧＣＧＴＡＧＴＡＧＧＴＣＧＧＧＴＴＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＣＡＧＡＧＡＴＣＡＣＡＣＴＴＣＡＧＧＡＡＣ⁃３′

α⁃ＳＭＡ 正向 ５′⁃ＴＡＣＴＧＴＴＣＣＧＣＴＣＣＣＡＧＡＡＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＣＡＴＣＧＣＣＡＴＡＧＣＡＡＡＣＣＣＧ⁃３′

Ｓｍａｄ２ 正向 ５′⁃ＧＴＣＣＡＴＣＴＴＧＣＣＡＴＴＣＡＣＧＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＣＡＴＣＡＡＧＡＧＡＣＣＴＴＧＧＴＡＴＧＧＴＡ⁃３′

Ｓｍａｄ３ 正向 ５′⁃ＣＴＴＣＴＧＣＴＧＣＣＡＣＴＴＧＧＡＧＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＴＧＣＣＣＣＧＴＣＴＴＣＴＴＧＡＧＴＴ⁃３′

Ｓｎａｉｌ１ 正向 ５′⁃ＣＧＡＧＴＧＧＴＴＣＴＴＣＴＧＣＧＣＴＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＧＧＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＡＡＡＣＴ⁃３′

ＴＧＦ⁃β１ 正向 ５′⁃ＡＣＧＧＡＴＣＴＣＴＣＴＣＣＧＡＣＣＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＧＧＧＧＴＧＴＣＴＣＡＧＴＡＴＣＣＣＡ ⁃３′

ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＡＴＧＧＧＴＧＧＡＡＴＣＡＴＡＴＴＧＧＡＡ⁃３′

２􀆰 １０　 单丹磺酰尸胺 （ＭＤＣ） 染色观察细胞自噬

囊泡　 取对数生长期 ＮＣＭ４６０ 细胞， 调整密度为

４×１０４ ／ ｍＬ， 接种于 ９６ 孔板中， 于培养箱中培养至

细胞贴壁后， 按照 “２􀆰 ３” 项下方法分组、 造模及

给药， 干预 ４８ ｈ， １×Ｗａｓｈ ｂｕｆｆｅｒ 洗涤 ２ 次， 按照

说明书要求配制 ＭＤＣ 工作液， 染色 ３０ ｍｉｎ， 用 １×
Ｗａｓｈ ｂｕｆｆｅｒ 洗涤 ３ 次， 荧光显微镜下观察并拍照

（激 发 滤 光 片 波 长 ３５５ ｎｍ， 阻 断 滤 光 片 波 长

５１２ ｎｍ）。
２􀆰 １１　 透射电镜观察细胞自噬溶酶体　 取对数生长

期 ＮＣＭ４６０ 细胞， 调整密度为 １×１０５ ／ ｍＬ， 接种于

６ 孔板， 按照 “２􀆰 ３” 项下方法分组、 造模及给药，
　 　 　 　 　

干预 ４８ ｈ 后收集细胞， 加入适量 ２􀆰 ５％ 戊二醛固定

液固定 ２ ｈ 以上， 用 １％ 锇酸固定液固定 １ ～ ２ ｈ，
ＰＢＳ 漂洗 ３０ ｍｉｎ 后脱水、 包埋， 在 ６０ ℃烘箱中干

燥 ７２ ｈ， 形成包埋块， 将包埋块切片、 染色， 使用

透射电镜观察细胞自噬溶酶体数目。
２􀆰 １２　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２１􀆰 ０ 软件

进行处理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单

因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＥＭＴ 模型评价　 参考课题组前

期预实验结果， 采用 ２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 持续诱导

ＮＣＭ４６０ 细胞 １４ ｄ， 可成功建立 ＥＭＴ 模型。 显微

镜下 （图 １） 观察发现， 正常 ＮＣＭ４６０ 细胞呈不规

则形状， 形态均匀； ＬＰＳ 诱导细胞发生上皮间质转

化后， 边界清晰， 呈纺锤形生长。 通过免疫荧光技

术观察细胞表面间质标志物 α⁃ＳＭＡ 表达 （图 ２）
发现， 与空白组比较， ＬＰＳ 诱导的 ＮＣＭ４６０ 细胞表

面 α⁃ＳＭＡ 亮绿色荧光表达增强 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 １　 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＥＭＴ 前后细胞形态变化

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＮＣＭ４６０ ｃｅｌｌｓ
ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＥＭＴ

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＥＭＴ 前后 α⁃ＳＭＡ 荧光表达变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＣＭ４６０ ｃｅｌｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＥＭＴ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 细胞生长曲线　 如图 ３ 所示， 第 １、 ２ 天细胞

增殖较慢， 第 ３ 天开始进入对数生长期， 第 ５ 天开

始进入生长平台期， 第 ６、 ７ 天细胞基本保持在平

台期。
３􀆰 ３　 湿生扁蕾总口山酮对细胞存活率的影响　 如图

４ 所示， 与对照组 （０ μｇ ／ ｍＬ） 比较， 当湿生扁蕾

总口山酮质量浓度低于 ２００ μｇ ／ ｍＬ 时， 各组细胞存

活率均无明显差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 当湿生扁蕾总口山

酮质量浓度高于 ２００ μｇ ／ ｍＬ 时， 细胞存活率降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 因此， 选择 ５０、 １００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ 作为
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图 ３　 细胞生长曲线

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ

低、 中、 高剂量组开展后续研究。
３􀆰 ４　 湿生扁蕾总口山酮对 ＮＣＭ４６０ 细胞上皮间质转

化的影响

３􀆰 ４􀆰 １　 ＮＣＭ４６０ 细胞表面 α⁃ＳＭＡ 荧光表达　 如图

５ 所示， 与模型组比较， 湿生扁蕾总口山酮各剂量组

和吡菲尼酮组细胞 α⁃ＳＭＡ 荧光强度减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
　 　 　 　 　

注： 与对照组 （０ μｇ ／ ｍＬ） 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 不同剂量湿生扁蕾总口山酮对细胞存活率的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ Ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｇ．

ｐａｌｕｄｏｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其中高剂量效果优于低、 中剂量。

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 湿生扁蕾总口山酮对 ＮＣＭ４６０ 细胞表面 α⁃ＳＭＡ 荧光表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｇ． ｐａｌｕｄｏｓ ｏｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ｏｎ ＮＣＭ４６０ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ４􀆰 ２　 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＥＭＴ 标志物的表达 　 如图 ６
所示， 与空白组比较， 模型组细胞上皮细胞标志

ＺＯ⁃１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 间质细胞标志物

α⁃ＳＭＡ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
湿生扁蕾总口山酮各剂量组和吡菲尼酮组 ＺＯ⁃１ 蛋白

表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， α⁃ＳＭＡ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 其中高剂量效果优于低、 中剂量， 表明湿

生扁蕾总口山酮能抑制 ＬＰＳ 体外诱导 ＮＣＭ４６０ 细胞

的 ＥＭＴ。 如图 ７ 所示， 与空白组比较， 模型组细

胞 ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表 达 降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， α⁃ＳＭＡ
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 湿生

扁蕾总口山酮各剂量组和吡菲尼酮组 ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 且呈剂量依赖性， 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

一致。
３􀆰 ４􀆰 ３　 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通路相关

因子 ｍＲＮＡ 表达 　 如图 ８ 所示， 与空白组比较，
模 型 组 细 胞 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３、 Ｓｎａｉｌ１
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 湿生

扁蕾总口山酮各剂量组及吡菲尼酮组细胞 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３、 Ｓｎａｉｌ１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其中高剂量效果优于低、 中剂量， 表明

湿生扁蕾总口山酮可以抑制该信号通路调节因子

ｍＲＮＡ 表达而抑制细胞信号传导， 最终导致 ＥＭＴ
被抑制。
３􀆰 ５　 湿生扁蕾总口山酮对 ＮＣＭ４６０ 细胞凋亡的影

响　 如图 ９ 所示， 与空白组比较， 模型组细胞凋亡

率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 湿生扁蕾总
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 湿生扁蕾总口山酮对 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＺＯ⁃１、 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｇ． ｐａｌｕｄｏｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＺＯ⁃１ ａｎｄ α⁃ＳＭＡ ｉｎ ＮＣＭ４６０ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 湿生扁蕾总口山酮对 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＺＯ⁃１、 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｇ． ｐａｌｕｄｏｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＺＯ⁃１ ａｎｄ α⁃ＳＭＡ ｉｎ ＮＣＭ４６０ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 湿生扁蕾总口山酮对 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＴＧＦ⁃β／ Ｓｍａｄ 信号通路相关因子 ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｇ． ｐａｌｕｄｏｓ ｏｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＴＧＦ⁃β／ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

ｉｎ ＮＣＭ４６０ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

口山酮高剂量组和吡菲尼酮组细胞凋亡率降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。
３􀆰 ６　 湿生扁蕾总口山酮对 ＮＣＭ４６０ 细胞自噬的影响

３􀆰 ６􀆰 １　 ＭＤＣ 染色法观察自噬囊泡数 　 ＭＤＣ 进入

细胞后可与自噬囊泡特异性结合， 在显微镜下观察

发现， 与空白组比较， 模型组细胞内自噬囊泡数减

少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 湿生扁蕾总口山酮

各剂量组和吡菲尼酮组细胞内自噬囊泡增多 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １０， 提示湿生扁蕾总口山酮

能够上调细胞自噬水平。
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 湿生扁蕾总口山酮对 ＮＣＭ４６０ 细胞凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｇ． ｐａｌｕｄｏｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＮＣＭ４６０ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 湿生扁蕾总口山酮对 ＮＣＭ４６０ 细胞自噬囊泡数的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｇ． ｐａｌｕｄｏｓ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｉｎ ＮＣＭ４６０ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ６􀆰 ２　 透射电镜观察自噬溶酶体　 透射电镜观察

ＮＣＭ４６０ 细胞的超微结构， 如图 １１ 所示， 空白组

细胞内可明显观察到自噬溶酶体； 而 ＬＰＳ 诱导后

自噬溶酶体数量减少； 当湿生扁蕾总口山酮和吡菲

尼酮 干 预 之 后 溶 酶 体 数 较 模 型 组 增 加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。

注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １１　 湿生扁蕾总口山酮对 ＮＣＭ４６０ 细胞自噬溶酶体数的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 １１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｇ． ｐａｌｕｄｏｓ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＮＣＭ４６０ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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３􀆰 ６􀆰 ３　 自噬相关蛋表达　 如图 １２ 所示， 与空白组

比较， 模型组细胞 Ｂｃｌ⁃２、 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃
１ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｐ６２ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 湿生扁蕾总口山酮各剂

量组和吡菲尼酮组细胞 Ｂｃｌ⁃２、 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｐ６２ 蛋白表达

降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 表明湿生扁蕾总口山酮可升高

ＮＣＭ４６０ 细胞 ＥＭＴ 模型的自噬水平。

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １２　 湿生扁蕾总口山酮对 ＮＣＭ４６０ 细胞自噬相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 １２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｘａｎｔｈｏｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｇ． ｐａｌｕｄｏｓ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＣＭ４６０ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

肠纤维化是肠壁中瘢痕组织过度积累的结果，
其特征为细胞外基质 （ＥＣＭ） 的过度沉积， 随着

肠纤维化进展， 可导致肠壁硬化、 肠管腔狭窄和严

重的梗阻， 严重影响患者的生活质量［１９］。 ＥＭＴ 是

上皮细胞的表型转化， 伴随是细胞失去其上皮特征

并获得间充质特性的过程， 其特点是获得成纤维细

胞样形态拉长、 细胞极性丧失。 目前普遍认为，
ＥＭＴ 可通过诱导 ＥＣＭ 产生促进肠纤维化形成［２０］。
Ｚｅｎｇ 等［２１］研究发现， Ｒｅｓｏｌｖｉｎ Ｄ１ 能够减少肠上皮

细胞 ＥＭＴ， 并通过破坏上皮⁃成纤维细胞串扰来改

善肠纤维化。 卢曦等［２２］ 研究发现， 对羟基苯甲醛

可抑制 ＩＥＣ⁃６ 细胞 ＥＭＴ 进程从而减轻肠纤维化，
可见抑制 ＥＭＴ 进程在抑制肠纤维化方面发挥关键

作用。 本研究通过 ＬＰＳ 诱导 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＥＭＴ，

伴随上皮细胞标志物 ＺＯ⁃１ 蛋白丧失和间充质特征

蛋白 α⁃ＳＭＡ 增加， 而湿生扁蕾总口山酮能够明显改

善细胞 ＥＭＴ 进程， 降低细胞间充质特征蛋白表达。
ＴＧＦ⁃β１ 作为调控纤维化疾病重要的 “开关性” 因

子， 主要通过调控其下游 Ｓｍａｄｓ 通路发挥作用， 具

有强促纤维化作用， 可促进胶原合成及 ＥＣＭ 沉积，
被认为是 ＥＭＴ 最佳表征启动子， 是结肠纤维化形

成的关键因素［２２⁃２５］。 本研究发现， 湿生扁蕾总口山

酮能够降低 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＥＭＴ 模型中 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ 和 Ｓｎａｉｌ１ ｍＲＮＡ 表达， 表明其能够

通过调节 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 抑制结肠纤维化。
自噬是一种溶酶体介导的降解折叠折叠错误蛋

白质和受损细胞器的细胞途径， 该途径可在降解大

分子物质后重新吸收利用， 在维持细胞内稳态和能

量代谢中发挥了重要作用［２６］。 自噬过程需要多个
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自噬蛋白的参与， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 基因是酵母 ＡＴＧ６ 的同

系物， 可以诱导其他自噬相关蛋白质定位于自噬

泡， 是自噬体形成过程中的重要分子。 ＬＣ３ 是自噬

体膜蛋白质， 参与自噬形成的各个阶段， 可作为检

测自噬活动的标志物， 当发生自噬后， ＬＣ３⁃Ｉ 经泛

素化修饰形成 ＬＣ３⁃Ⅱ， 从而启动自噬。 有报道显

示， 岩白菜素通过抑制 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路抑

制肌成纤维细胞的活化， 促进肌成纤维细胞的自噬

和凋亡， 从而减轻 ＢＬＭ 诱导的小鼠肺纤维［２７］。 左

旋四氢巴马汀通过调节过氧化物酶体增殖激活受体

γ （ ＰＰＡＲγ） ／核因子 κＢ （ ＮＦ⁃κＢ） 和 ＴＧＦ⁃β１ ／
Ｓｍａｄ 通路抑制 ＥＣＭ 沉积， 提高肝星状细胞的自噬

水平， 从而减轻肝脏纤维化［２８］。 Ｚｅｎｇ 等［２１］研究发

现在 ＤＳＳ 诱导的炎症性肠病纤维化模型以及 ＥＭＴ
模型中， 刺激自噬可减少小鼠肠道胶原蛋白沉积，
从而改善肠纤维化化症状。 Ｃｏｓｉｎ⁃Ｒｏｇｅｒ［２９］ 报道称

自噬抑制会加重纤维化， 这一变化可能与成纤维细

胞的胶原蛋白降解有关。 本研究发现， 湿生扁蕾

口山酮能够刺激细胞自噬， 降低细胞凋亡， 抑制细

胞 ＥＭＴ 进程。
综上所述， 本研究发现湿生扁蕾总口山酮能抑

制细胞 ＥＭＴ 进程， 其机制可能与调节细胞自噬水

平和调控 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 通路有关， 为阐明藏药湿

生扁蕾治疗结肠纤维化提供了理论依据。
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摘要： 目的　 探讨补肾活血方对脊髓损伤大鼠脊髓的修复作用及其机制。 方法　 将大鼠随机分为假手术组、 模型组和

补肾活血方低、 高剂量组 （６、 １８ ｇ ／ ｋｇ）。 采用 Ａｌｌｅｎ’ｓ 法制备脊髓损伤大鼠， 造模第 ２ 天给药组灌胃给予相应剂量药

液， 假手术组和模型组灌胃给予纯水， 连续 ２８ ｄ。 于术后不同时间点观察大鼠后肢运动功能并进行 ＢＢＢ 评分， 并在

术后第 １４、 ２８ 天进行大鼠足印实验； 术后第 １４ 天使用相应试剂盒检测脊髓组织 ＳＯＤ 活性与 ＭＤＡ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测脊髓组织 Ｎｒｆ２、 ＮＱＯ⁃１、 ＨＯ⁃１、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达； 术后第 ２８ 天采用 ＨＥ 染色和 Ｎｉｓｓｌ 染色观察脊髓组织的

变化， 采用免疫荧光染色检测 ＮｅｕＮ、 ＧＦＡＰ 的表达。 结果　 与模型组比较， 补肾活血方高剂量组大鼠后肢功能、 脊髓

组织形态学均有改善 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 脊髓组织 ＳＯＤ 活性、 ＮｅｕＮ 荧光强度和 Ｂｃｌ⁃２、 ＮＱＯ１、 ＨＯ⁃１、 Ｎｒｆ２ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＭＤＡ 水平、 ＧＦＡＰ 荧光强度和 Ｂａｘ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 补肾活血方可以有效减轻脊髓损伤

大鼠早期的脊髓损伤， 其机制一方面可能是通过抑制 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ ／ ＮＱＯ１ 信号通路抑制脊髓组织氧化应激反应， 减少神

经细胞凋亡； 另一方面通过抑制星形胶质细胞的活性， 解除胶质瘢痕引发的屏障， 提高神经再生能力， 使脊髓组织的

修复能力增加。
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