
文章编号:2095 - 1116(2013)03 - 0243 - 04 ·基础医学·

收稿日期:2012 - 06 - 13
基金项目:衡阳市科技局课题(2011KJ48) .
作者简介:谢莉,硕士,主治医师,研究方向:呼吸系统疾病的诊断与防治,E鄄mail:sherry502@ sina. com. 通讯作者何振华,硕士,教授,研究方向:
间质性肺疾病的发病机制与防治,E鄄mail:hezhenhua0734@ 163. com.

SAHA 对 TGF鄄茁1 诱导的人胚肺成纤维细胞
胶原蛋白表达的影响

谢摇 莉,何振华,张秀峰

(南华大学附属第二医院呼吸内科,湖南 衡阳 421001)

摘摇 要:摇 目的摇 探讨辛二酰苯胺异羟肟酸(SAHA)对转化生长因子鄄茁1(TGF - 茁1)所诱导的人胚肺成纤维细

胞(HELF)胶原表达的影响。 摇 方法摇 体外培养人胚肺成纤维细胞系 HELF,并分为空白对照组、SAHA 组、TGF鄄茁
组以及 SAHA + TGF鄄茁 组。 其中空白对照组加入等体积 PBS;SAHA 组加入 5 滋mol / L SAHA;TGF鄄茁 组加入终浓度

为 5 ng / mL TGF鄄茁1 孵育 24 h;SAHA + TGF鄄茁 组在 TGF鄄茁 组基础上分别加入 0. 5、2. 0、和 5. 0 mol / L SAHA,共同孵

育 24 h。 处理结束后,获取培养上清,比色法测量羟脯氨酸(HYP)的含量,并用逆转录 - 聚合酶链反应(RT鄄PCR)
检测 HELF 细胞中玉、芋型前胶原的 mRNA 表达水平。 摇 结果摇 对照组脯氨酸表达极低,TGF鄄茁1 处理后,羟脯氨

酸含量达 12. 684 依 1. 485 滋g / mL。 当分别用 0. 5、2. 0、和 5. 0 mol / L SAHA 处理后,HYP 含量随着 SAHA 浓度的增加

而减少(P < 0. 05);SAHA 孵育 24 h 后,能够明显抑制 TGF鄄茁1 刺激后的细胞表达玉型和芋型前胶原蛋白 mRNA,并
且具有明显的剂量依赖性(P < 0. 05)。 摇 结论摇 SAHA 能减少 TGF鄄茁1 诱导的 HELF 羟脯氨酸含量及玉、芋型前胶

原蛋白表达,这可能是其抗纤维化的重要机制。
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Effect of SAHA on TGF鄄茁鄄induced Collagen Protein Expression
in Human Embryonic Lung Fibroblast Cells

XIE Li,HE Zhenhua,ZHANG Xiufeng
(Respiratory Department of Internal Medicine,the Second Affiliated Hospital,

Univercity of South China,Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 To investigate the effect of suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) on transforming growth
factor鄄茁1 (TGF鄄茁1)鄄induced collagen protein expression in human embryonic lung fibroblast cells (HELF). 摇 Methods摇
HELF cells were cultured in vitro and divided into Control group (group A),SAHA group(group B),TGF鄄茁 group (group
C) and SAHA groups (group D) according to the different purpose. PBS was used as negative control,and the cells were
stimulated with 5 ng / mL of TGF鄄茁 for 24h. For group B,5mol / L SAHA was added. In group C,5 ng / mL of TGF鄄茁 was
used. HELF cells in group D were treated with 5 ng / mL of TGF鄄茁 followed by SAHA at 0. 5mol / L ,2mol / L or 5mol / L for
an additional 24h. Concentration of Hyfroxyprotein was determined by colorimetry,and the mRNA levels of I,芋 procollagen
in HELF cells were detected by RT鄄PCR. 摇 Results摇 Hydroxyproline expression was very low in the control group,while
the hydroxyproline content reached to (12. 684 依 1郾 485) 滋g / mL after TGF鄄茁1 treatment. When HELF cells were treated
with 0. 5 滋M,2 滋M or 5 滋M SAHA,hydroxyproline content decreased with the increase of concentration of SAHA (P <
0郾 05). After 24h incubation of SAHA,mRNA expression of type I and type 芋 procollagen can be inhibited by stimulation
of TGF鄄茁1 in dose鄄dependent manner. 摇 Conclusions 摇 SAHA can inhibit TGF鄄茁1鄄induced Hyfroxyprotein production,I
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and type 芋 procollagen expression,and this may be one of the anti鄄fibrosis mechanisms.
Key words:摇 suberoylanilide hydroxamic acid;摇 transforming growth factor鄄茁1;摇 human embryonic lung fibroblast

cells;摇 collagen protein

摇 摇 肺纤维化是一种肺间质慢性弥漫性肺部炎性疾

病,其发病机制复杂,涉及多种细胞、细胞因子以及

细胞外基质等因素间的相互作用[1]。 其中转化生

长因子鄄茁1(transforming growth factor鄄茁1,TGF鄄茁1)主
要通过自分泌和旁分泌机制,在肺纤维化的发生、发
展的多个环节中发挥重要作用。 肺间质纤维化过程

中细胞外基质的异常沉积和特征性的成纤维细胞灶

存在是其共同特点[2鄄3]。 本研究通过体外培养人胚

肺成纤维细胞 HELF,用 TGF鄄茁1 诱导 HELF 向肌成

纤维细胞(myofibroblast,MF)分化后,研究不同浓度

的辛二酰苯胺异羟肟酸( suberoylanilide hydroxamic
acid,SAHA)对羟脯氨酸(Hyfroxyprotein,HYP)含量

以及胶原玉和胶原芋表达的影响,从而探讨 SAHA
在治疗肺纤维化中的可行性,为肺纤维化的治疗提

供理论依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 SAHA (纯度 > 99% ) 为 ALEXIS 公司产品。
HELF 细胞购自中科院上海细胞库,逆转录鄄聚合酶

链反应(RT鄄PCR)试剂盒宝购自生物工程(大连)有
限公司,HYP 检测试剂盒购自南京建成生物工程研

究所。 MEM 培养基和胎牛血清均为 Invitrogen 产

品。 其他试剂均为分析纯产品,主要购自 Amereco
和上海生工生物工程公司。
1. 2摇 细胞培养与分组

HELF 细胞用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养

基置于 5%CO2、37益条件下培养。 当细胞生长密度

达视野的 75% 时,根据以下分组给予不同的处理:
空白对照组培养细胞中加入等体积 PBS;SAHA 组

仅加入 5 滋mol / L SAHA;TGF鄄茁 组加入终浓度为 5
ng / mL TGF鄄茁1 孵育 24 h; SAHA + TGF鄄茁 组在加入

TGF鄄茁1 的同时加入 0郾 5 mol / L ( D1)、2. 0 mol / L
(D2)和 5. 0 mol / L(D3)SAHA,共孵育 24 h。
1郾 3摇 HYP 酸含量测定

按照南京建成生物技术研究所提供的羟脯氨酸

检测试剂盒说明进行操作。 取 200 滋L 细胞悬液(设
立标准管和空白管),加入 5 滋L 消化液于 37 益水浴

消化 3 h,随后依次加入试剂玉、域、芋并充分混匀。
并按条件进行反应、显色。 经冷却后,3 000 rpm 离

心 15 min,于分光光度计下测定上清吸光度值(姿 =
550 nm,双蒸水调零)。 计算公式:羟脯氨酸含量

(滋g / mL) = (样品管吸光度 - 空白管吸光度) / (标
准管吸光度 -空白管吸光度) 伊 标准管含量(5 滋g /
mL) /蛋白含量。
1郾 4摇 逆转录 -聚合酶链反应

用 Trizol 提取处理后的 HELF 细胞总 RNA,进
行鉴定和浓度测定后按试剂盒说明合成 cDNA。 其

中玉型前胶原上游引物序列为:5爷鄄ATC AAG GTC
TAC TGC AAC AT鄄3爷,下游引物:5爷鄄CAG GAT CGG
AAC CTT CGC T鄄3爷,产物长度 178 bp。 芋型前胶原

上游引物:5爷鄄CTG CCA TCC AGA ACT CAA GAG
TGG鄄3爷,下游引物: 5 爷鄄GGA TGT GTC AAG TCC
TCC TAC C鄄3爷,产物为 447 bp。 内参 GAPDH 上游

引物:5爷鄄CCT CCA GAT TGT CAG CAA T鄄3爷,下游

引物:5爷鄄CCA TCC ACA GTC TTC TGA GT鄄3爷,长度

141 bp。 在 PCR 仪上进行逆转录,最后琼脂糖凝胶

电泳并定量分析。 反应条件:94益预变性 5 min,随
后进入 30 个以下循环:94 益 40 s,64 益 45 s(芋型

前胶原为 65 益 40 s),72 益 35 s;最后一循环 72 益
延伸 5 min。
1郾 5摇 统计学分析

所有实验均设 3 个复孔,计量资料用 x- 依 s 表

示,采用 SPSS 13郾 0 统计学软件处理数据,多实验组

之间用方差分析,两组间差异比较采用 LSD 及 Dun鄄
nett 检验,P < 0郾 05 表示差异具有统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2郾 1摇 SAHA 对 TGF鄄茁1 诱导 HELF 细胞产生羟脯氨

酸的影响

对照组脯氨酸表达极低,TGF鄄茁1 处理后,羟脯

氨酸含量显著升高(P < 0. 01)。 同时加入 SAHA
后,羟脯氨酸含量随着 SAHA 浓度的增加而减少(P
< 0郾 05),SAHA 浓度为 5. 0 mol / L 时最为明显(降
低 78郾 8% )(表 1)。
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表 1摇 SAHA 对 HELF 细胞产生羟脯氨酸的影响(n =3)

组别 羟脯氨酸(滋g / mL)

空白对照组 1郾 807 依 0郾 425a

SAHA 组 2郾 411 依 0郾 141a

TGF鄄茁 组 12郾 648 依 1郾 485
TGF鄄茁 + 0郾 5 mol / L SAHA 组 8郾 371 依 1郾 513b

TGF鄄茁 + 2郾 0 mol / L SAHA 组 5郾 338 依 1郾 251b

TGF鄄茁 + 5郾 0 mol / L SAHA 组 2郾 221 依 1郾 054b

摇 摇 与 TGF鄄茁 组比较,a:P < 0郾 01;b:P < 0郾 05

2郾 2摇 SAHA 对玉型、芋型前胶原蛋白 mRNA 表达的

影响

SAHA 孵育 24 h 后,TGF鄄茁 组中 HELF 细胞玉
型和芋型前胶原蛋白 mRNA 的转录最高,空白对照

组最低,SAHA + TGF鄄茁 组中浓度为 0郾 5 mol / L 时最

高,而 5郾 0 mol / L 时最低,但均高于空白对照组和

SAHA 组(P < 0郾 05),见图 1 和表 2。

图 1摇 SAHA 对 HELF 细胞玉型与芋型前胶原 mRNA 表达

变化的影响摇 1:空白对照组;2:SAHA 组;3:TGF鄄茁 组;4:TGF鄄茁 +
0郾 5 mol / L SAHA 组;5:TGF鄄茁 + 2郾 0 mol / L SAHA 组;6:TGF鄄茁 + 5郾 0
mol / L SAHA 组

表 2摇 SAHA 对 HELF 细胞玉型与芋型前胶原 mRNA 表达

影响的灰度扫描(n =3)

组别
玉型前胶原

/ GAPDH
芋型前胶原

/ GAPDH
空白对照组 0郾 208 依 0郾 052a 0郾 178 依 0郾 023a

SAHA 组 0郾 194 依 0郾 046a 0郾 201 依 0郾 077a

TGF鄄茁 组 1郾 185 依 0郾 097 0郾 982 依 0郾 054
TGF鄄茁 + 0郾 5 mol / L SAHA 组 0郾 653 依 0郾 064b 0郾 714 依 0郾 072b

TGF鄄茁 + 2郾 0 mol / L SAHA 组 0郾 482 依 0郾 116b 0郾 586 依 0郾 028b

TGF鄄茁 + 5郾 0 mol / L SAHA 组 0郾 353 依 0郾 084b 0郾 411 依 0郾 069b

摇 摇 与 TGF鄄茁 组比较,a:P < 0郾 01;b:P < 0郾 05

3摇 讨摇 摇 论

胶原蛋白是细胞外基质中最丰富的结构蛋白,
玉、域、芋型胶原蛋白则是细胞外基质的主要成分,
而玉型胶原蛋白则是主要的结构蛋白成分。 活化的

成纤维细胞、单核细胞、巨噬细胞、肥大细胞、上皮细

胞等在一定条件的刺激下也能产生致纤维化的细胞

因子,在肺泡炎阶段或肺纤维化早期主要以芋型胶

原大量生成为主,此期属于可逆期。 当其转变为慢

性后,则以玉型胶原沉积为主,此时病理变化属于不

可逆改变期[4鄄5]。 前胶原是成熟胶原的前体,通过

检测其含量可以反应组织内胶原的活性。 此外,
HYP 是结缔组织蛋白质水解所得的一种氨基酸,约
占胶原重量的 14% ,对胶原蛋白的稳定性起关键作

用。 胶原是唯一含 HYP 最多的蛋白质,因此,观察

组织中 HYP 含量的高低和变化,是反映肺纤维化程

度的重要指标[6]。
SAHA 是一种能抑制组蛋白去乙酰化酶 HDAC

活性的抗肿瘤药物[7]。 最新研究表明,组蛋白去乙

酰化酶抑制剂也会抑制成纤维细胞不同类型胶原蛋

白的生产成,但其确切作用还存在争议[8]。 在本研

究当中,HELF 细胞静息状态下,HYP 表达极低,
TGF鄄茁1 处理后,HYP 含量显著增高,玉型和 芋 型

前胶原蛋白的 mRNA 水平也显著高于对照组。 而

SAHA 不但能有效降低 HYP 的含量,也能从 mRNA
水平直接影响到 玉、芋 型胶原蛋白的合成。 因此

从这种意义上讲,SAHA 能在炎症、纤维化早期阶段

延缓肺纤维化的进程。
SAHA 抗纤维化的机制尚未明了。 生理条件

下,肺成纤维细胞产生的细胞外基质受多重调控以

维持动态平衡。 在此过程中,前列腺素 E2(PGE2)
及环氧化酶 2(COX鄄2)可能发挥重要作用。 肺成纤

维细胞鄄COX鄄2鄄PGE2鄄肺成纤维细胞形成了一个负

反馈的自分泌机制,防止肺成纤维细胞的过度激活。
而肺纤维化患者体内 COX鄄2鄄PGE2鄄肺成纤维细胞这

个负反馈自分泌机制具有不同程度缺陷[9鄄10]。 而

SAHA 是细胞重新获得 COX鄄2鄄PGE2鄄肺成纤维细胞

的平衡反馈机制,从而抑制 MF 的形成以及有效改

善胶原蛋白的产生。 肺纤维化的发生是一个相当复

杂的过程,涉及多种细胞因子、生长因子的调控。 各

种调节因素之间并非孤立存在[11鄄13]。 因此,SAHA
对抑制肺成纤维细胞分化过程中的一系列分子事件

还有待进一步阐明。
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