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烟草提取液对大鼠 ＩＩ 型肺泡上皮细胞 ＴＧＦ￣１β / ｓｍａｄ２ 信号
通路表达的影响及机制研究

高小伟ꎬ邹新中
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摘　 要:　 香烟烟雾(ＣＳ)是导致慢性阻塞性肺疾病(ＣＯＰＤ)进展的主要危险因素ꎬ目前尚无有效的治疗方法

来抑制该病的进展ꎻ同时ꎬ也有研究表明吸烟能够引起肺纤维化ꎮ 本实验主要研究烟草提取液对大鼠 ＩＩ 型肺泡上

皮细胞(ＡＴＩＩ)的影响及对其转化生长因子￣β１ / ｓｍａｄ２(ＴＧＦ￣１β)信号通路的影响ꎬ并探讨其可能的作用机制ꎮ 大鼠

ＡＴＩＩ 经 ４％烟草提取物处理后ꎬＴＵＮＥＬ ａｓｓａｙ 检测到大鼠 ＡＴＩＩ 数量减少并存在明显的凋亡小体ꎬ同时 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测发现ꎬＴＧＦ￣１β 蛋白表达量明显增多ꎬｐ￣ Ｓｍａｄ２ 蛋白表达量也出现了显著的变化ꎮ 烟草提取物能够促进 ＡＴＩＩ 的

凋亡ꎬ并且激活 ＴＧＦ￣１β / ｓｍａｄ２ 信号通路ꎬ本研究从 ＴＧＦ￣１β / ｓｍａｄ２ 信号通路的激活阐释了烟草提取物对 ＡＴＩＩ 损伤

的可能机制ꎬ为以后的研究奠定了一定的基础ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ (ＣＳ) ｉｓ ａ ｍａｊｏｒ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ
(ＣＯＰＤ)ꎬ ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅꎻ ｓｔｕｄｉｅｓ ｈａｖｅ ｓｈｏｗｎ ｔｈａｔ ｓｍｏｋ￣
ｉｎｇ ｃａｎ ｃａｕｓｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ. Ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｍａｉｎｌｙ ｓｔｕｄｉｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｒａｔ ｔｙｐｅ ＩＩ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉ￣
ａｌ ｃｅｌｌｓ (ＡＴＩＩ) ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＴＧＦ￣１β / ｓｍａｄ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｉｔｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
４％ ｔｏｂａｃｃｏ ｅｘｔｒａｃｔꎬ ＡＴＩＩ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＴＵＮＥＬ ａｓｓａｙꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＡＴＩＩ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓ
ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｂｏｄｉｅｓꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ￣ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｐ￣Ｓｍａｄ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｌｓｏ
ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅ. Ｔｏｂａｃｃｏ ｅｘｔｒａｃｔ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＡＴＩＩ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ ＴＧＦ￣１β / ｓｍａｄ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ＡＴＩＩ ｉｎｊｕｒｙ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ￣１β / ｓｍａｄ２
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍꎬ ｗｈｉｃｈ ｌａｉｄ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ｅｘｔｒａｃｔꎻ　 ＴＧＦ￣１βꎻ　 ｓｍａｄ２ꎻ　 ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎻ　 ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ　 ｔｙｐｅ ＩＩ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ　 ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

　 　 香烟烟雾(Ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ꎬＣＳ)是导致慢性阻

塞性肺疾病(Ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅꎬ
ＣＯＰＤ)的主要危险因素ꎬ目前尚无有效的治疗方法

来抑制这种疾病的进展ꎬ研究发现 ＣＳ 中含有大量

自由基ꎬ这些自由基进入人体后会引发氧化应激反

应[１]ꎮ 也有研究[２]表明吸烟能够引起肺纤维化ꎬ在
肺纤维化进程中肺泡上皮细胞的损伤、内质网应

激、凋亡情况均出现增加[３]ꎮ 肺泡 ＩＩ 型上皮细胞细

胞(Ａｌｖｅｏｌａｒ ｔｙｐｅ ＩＩ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｃｅｌｌｓꎬＡＴＩＩ)既可分

化为 Ｉ 型也可通过优势分裂产生子代 ＩＩ 型ꎬ当 ＡＴＩＩ
凋亡严重时ꎬ会影响肺损伤修复ꎮ 转化生长因子￣β１
(ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣β１ꎬ ＴＧＦ￣１β)是启动肺成
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纤维细胞激活的关键因素ꎬ调节其增殖、迁移、转分

化ꎬＴＧＦ￣β１ 激活的跨膜受体信号细胞核主要通过

Ｓｍａｄ 家族的转录因子[４]ꎮ 已有报道[５] 证明在特发

性纤维化中ꎬＴＧＦ￣１β 会引起肺泡上皮细胞的凋亡ꎬ
并且有研究[６] 发现在 ｓｍａｄ２ 沉默模型中ꎬ阻断了

ＴＧＦ￣１β 对上皮细胞转化的进程ꎮ 故本研究通过对

ＡＴＩＩ 细胞进行烟草提取物(Ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ Ｅｘｔｒａꎬ
ＣＳＥ) 处理ꎬ观察烟草对其影响ꎬ并推测该过程受

ＴＧＦ￣１β / ｓｍａｄ２ 信号通路调节ꎬ进而诱导细胞凋亡ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 动物　 选择 ６~７ 周龄的 ＳＤ 大鼠(购自成都达

硕生物技术有限公司ꎬｓｃｘｋ(川)２０１６￣０３０)ꎮ
１.２　 主要试剂　 使用 Ｄｉｓｐａｓｅ(ＢＤ ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓꎬＢｅｄ￣
ｆｏｒｄꎬＭＡꎬＵＳＡ)ꎬＰＢＳ 和低熔点(ＬＭＰ)琼脂糖(Ｉｎｔｅｒ￣
ｎａｔｉｏｎａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ Ｉｎｃ.ꎬＮｅｗ ＨａｖｅｎꎬＣＴꎬＵＳＡ)进
行 ＡＴＩＩ 细胞分离ꎻＣＤ４５ ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ(Ｍｉｌｔｅｎｙｉ Ｂｉｏｔｅｃ
Ｉｎｃ.ꎬ ＡｕｂｕｒｎꎬＣＡꎬＵＳＡ)ꎬ生物素化的抗大鼠上皮细

胞粘附分子(Ｅｐ￣ＣＡＭꎻ ｅ￣ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅꎬＳａｎ ＤｉｅｇｏꎬＣＡꎬ
ＵＳＡ)ꎬ用于选择 ＡＴＩＩꎮ 链霉亲和素 ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓꎬ抗
生 物 素￣ＰＥＧ 和 ＦＩＴＣ 缀 合 的 ＣＤ４５ 抗 体 购 自

Ｍｉｌｔｅｎｙｉ Ｂｉｏｔｅｃ Ｉｎｃ. (ＡｕｂｕｒｎꎬＣＡꎬＵＳＡ). ＤＮａｓｅ Ｉ 购

买自 Ｓｉｇｍａ(Ｓｔ.ＬｏｕｉｓꎬＭＯꎬＵＳＡ)ꎻ兔抗鼠 ＴＧＦ￣β１ 多

克隆抗体(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ)ꎻ兔抗鼠 ｓｍａｄ２ 多克隆抗体

(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ)ꎻ兔抗鼠 ＧＡＰＤＨ 多克隆抗体 ( Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ)ꎻ兔抗鼠磷 酸 化 ｓｍａｄ２ 单 克 隆 抗 体 ( Ｃｅｌｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)ꎻ云烟(云南红塔集团)ꎮ
１.３　 主要仪器　 流式细胞仪(德国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ
公司)ꎬ紫外分光光度计 ( Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ)ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 全能转印系统(ｂｉｏ￣ｒａｄ)ꎬ低温高速离心机(Ｈｅｒ￣
ｍｅｌ)ꎬ倒置显微镜(蔡司)ꎮ
１.４　 方法

１.４.１　 ＡＴＩＩ 细胞原代培养[７] 　 取右下肺部组织ꎬ放
入含有 １ｍＬ 分散酶的离心管内 ３７℃孵育 ６ｍｉｎꎮ 将

分散液放入 ＧｅｎｔｌｅＭＡＣＳ Ｃ 管中ꎬ加入 ５ ｍＬ ＤＭＥＭꎬ
１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素 Ｇꎬ１００ μｇ / ｍＬ 链霉素ꎬ１０ μｇ / ｍＬ
庆大霉素ꎬ２ ｍＭ / Ｌ 谷氨酰胺ꎬ２.５μｇ / ｍＬ 两性霉素

Ｂꎬ２０ｍＭ ＨＥＰＥＳ(ｐＨ７.４)和 １２０ Ｕ / ｍＬ ＤＮＡ 酶 Ｉ 匀
浆ꎮ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎮ 将 ＡＴＩＩ 细胞在含有

５％ＲＳ 及 ２０ｍＭＨＥＰＥＳ 的 ＤＭＥＭ 中接种 １ 天ꎬ在含

有 ２０％ＥＨＳ 的 ＤＭＥＭ 中培养 ４ 天ꎬ并加入 １％ＣＳ 剥

离的 ＦＢＳ 以及 １０ｎｇ / ｍＬ ＫＧＦꎮ
１.４.２　 提取 ＣＳＥ　 取一支去滤嘴的云烟ꎬ将其插在

进气口上ꎬ点燃后使用抽气装置在排气口匀速抽

气ꎬ使烟雾均匀通过 １０ ｍＬ 无血清 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ
每支香烟燃烧 １５ ｍｉｎꎬ共燃烧 １０ 支ꎬ调节 ｐＨ 值至

７.４ꎬ使用 ０.２２ μｍ 的滤菌网除去杂质及细菌ꎬ测定

３２０ ｎｍ 处 ＯＤ 值为 １.３６±０.１２ꎬ即为 １００％ＣＳＥꎬ使用

时将其稀释至 ４％浓度待用[８]ꎮ
１.４.３　 ＣＳＥ 处理细胞　 将 ４％ＣＳＥ 溶液用达鼠 ＡＴＩＩ
细胞培养 ２４ ｈꎮ
１.４.４　 ＴＵＮＥＬ ａｓｓａｙ　 将ＡＴＩＩ 细胞固定在含有 ４％多

聚甲醛 (Ｅｌｅｃｔｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＨａｔｆｉｅｌｄꎬ ＰＡꎬ
ＵＳＡ)的 ＰＢＳ 中ꎬ并用 ０.２％ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００(Ｓｉｇｍａ Ｃｈｅｍｉ￣
ｃａｌｓ Ｉｎｃꎮ)透化ꎬ然后在潮湿室中 ３７℃孵育 １ｈꎮ 用 Ｓｕ￣
ｐｅｒｂｌｏｃｋ Ｂｌｏｃｋｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ(ＰｉｅｒｃｅꎬＲｏｃｋｆｏｒｄꎬＩＬꎬＵＳＡ)和
３％正常驴血清的 １:１ 混合物封闭细胞ꎬ并与抗

ｐｒｏＳＰ￣Ｃ(ＡｂｃａｍꎬＣａｍｂｒｉｄｇｅꎬＭＡꎬＵＳＡꎬＡｂ￣３７８６ ) １ｈꎮ
将抗兔二抗 Ａｌｅｘａ￣Ｆｌｕｏｒ ５９４( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｃｏｒｐ.ꎬＣａｒｌｓ￣
ｂａｎｄꎬＣＡꎬＵＳＡ)加入载玻片中并孵育 ３０ｍｉｎꎮ 用含有

ＤＡＰＩ (Ｖｅｃｔｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓꎬ Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ) 的

Ｖｅｃｔａｓｈｉｅｌｄ 培养基装载细胞ꎬ并通过荧光显微镜

(Ｚｅｉｓｓ Ａｘｉｏｓｋｏｐ ２ꎬＴｈｏｒｎｗｏｏｄꎬＮＹꎬＵＳＡ)进行分析ꎮ
每 １０ 个高倍视野计算荧光素(荧光素￣ｄＵＴＰ 标记的

ＤＮＡ)标记的 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞凋亡 ＡＴＩＩ 细胞的百分

比(１０~４０ 倍)ꎮ
１.４.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达水平 　 从组织中

提取蛋白质ꎬ使用 ＢＣＡ 蛋白测定试剂盒 ( Ｐｉｅｒｃｅꎻ
Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬＩｎｃ)测定蛋白质浓度ꎬ将等

量的蛋白质(２０ μｇ /泳道)进行 １０ ~ １２％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
胶电泳分离目标蛋白ꎬ将分离好的蛋白并转移到聚

偏二氟乙 烯 膜 上 ( ＥＭＤ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅꎬ Ｂｉｌｌｅｒｉｃａꎬ ＭＡꎬ
ＵＳＡ)ꎮ 然后用 ５％的脱脂牛奶封闭膜 ２ ｈꎬ用 ＰＢＳ
洗涤ꎬ并在 ４ ℃下与以下一抗一起孵育过夜:ＴＧＦ￣
β１ 抗体 (目录号: ｓｃ￣１３０３４８ꎬ １ ∶ １０００ 稀释)ꎬ抗

ｓｍａｄ２ 抗体(目录号:ｓｃ￣３９３３１２ꎬ１ ∶ １０００ 稀释)和抗

ｐ￣ ｓｍａｄ２ 抗体(目录号 ８８２８ｓꎬ１ ∶ １０００ 稀释)ꎮ 使用

抗 ＧＡＰＤＨ 抗体(目录号:ｓｃ￣３２２３３ꎻ １ ∶ ２０００ 稀释)
作为内参对照ꎮ 随后ꎬ将膜与山羊抗兔辣根过氧化

物酶缀合的二抗 ( ｃａｔ. ｎｏ. ａｂ６７２１ꎻ １ ∶ ２０００ 稀释ꎻ
Ａｂｃａｍ)在室温下孵育 ２ｈꎬ并通过增强化学发光系

统(Ｐｉｅｒｃｅꎻ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬＩｎｃ.)检测目的

蛋白表达情况ꎮ 蛋白质印迹分析重复至少三次ꎮ
１.４.６　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测目的因子 ｍＲＮＡ 表达水平　 使

用 ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ 试剂盒 ( Ｑｉａｇｅｎꎬ ＧｅｒｍａｎｔｏｗｎꎬＭＤꎬ
ＵＳＡ)从 ＡＴＩＩ 细胞中分离总 ＲＮＡꎮ 测定 ＴＧＦ￣β１、
ｓｍａｄ２ 探针购自 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎮ 在逆转录之前ꎬ
使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ １０００ 分光光度计评估分离的 ＲＮＡ 的

量和 质 量ꎬ ０. ５ ｍｇ ＲＮＡ 以 使 用 ｑＳｃｒｉｐｔ ｃＤＮＡ

８８４ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＳｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８ꎬＶｏｌ.４６ꎬＮｏ.５



Ｓｕｐｅｒｍｉｘ ( Ｑｕａｎｔａ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇꎬ ＭＤꎬ
ＵＳＡ)合成 ｃＤＮＡꎬ总样品体积为 ３０ｍＬꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 的

循环条件如下:２５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ４２ ℃ ３０ ｍｉｎꎬ８５ ℃ ５
ｍｉｎꎮ 使用 Ｃ１０００ Ｔｈｅｒｍｏｃｙｃｌｅｒ ( Ｂｉｏ￣ＲａｄꎬＨｅｒｃｕｌｅｓꎬ
ＣＡꎬＵＳＡ)ꎬ将基因表达水平计算为目标因子与参考

基因 ＧＡＰＤＨ(Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ)的表达比值ꎮ 使用

ΔΔＣｔ 方法分析数据ꎮ
１.５　 统计学分析　 本文数据分析采用 ＳＰＳＳ１９.０ 统

计软件进行ꎬ计量资料用均数±标准差表示ꎬ多组间

比较用单因素方差分析ꎬ组间两两差异用 ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ
ｔ 检验进行统计检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１ 　 ＴＵＮＥＬ ａｓｓａｙ 检测细胞凋亡情况 　 通过

ＴＵＮＥＬ ａｓｓａｙ 检测发现ꎬ相同放大视野(１００×)中ꎬ对
照组细胞生长良好ꎬ结构清晰ꎬ细胞密度大ꎬ其相对

凋亡量为(５.９６±３.７４)％ꎻ４％烟草提取物处理组的

大鼠 ＡＴＩＩ 结构模糊ꎬ数量减少ꎬ并在其中观察到了

明显的凋亡小体ꎬ其凋亡量(１７.４３±７.４２)％与对照

组相比具有显著差异(Ｐ<０.０５)ꎬ详见图 １ꎮ

图 １　 细胞凋亡情况

ａ: 凋亡细胞百分数比较ꎻ ｂ:荧光显微镜观察细胞凋亡情况(１００×)
Ａ:Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢ:４％ ＣＳＥ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｇｒｏｕｐꎬ白色箭头所指为凋亡小体ꎮ

与 ４％ ＣＳＥ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｇｒｏｕｐ 比较ꎬ∗Ｐ<０.０５

２.２　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅＰＣＲ 检测 ＴＧＦ￣１βｍＲＮＡ 表达情况　
通过 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测发现ꎬ与对照组比较ꎬＴＧＦ￣
１βｍＲＮＡ 的表达量在 ４％烟草提取物处理组中其表达

量明显增多(０.１１±０.０４９ ｖｓ ０.１５±０.０３１)(见图 ２)(Ｐ<
０.０５)ꎻ而 Ｓｍａｄ２ 的 ｍＲＮＡ 表达量各组未见显著改变

(０.１２±０.０４９ ｖｓ ０.１１±０.０３６)(Ｐ>０.０５)ꎬ详见图 ３ꎮ

图 ２　 不同处理组 ＴＧＦ￣１β表达量

与 ４％ ＣＳＥ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｇｒｏｕｐ 比较ꎬ∗Ｐ<０.０５

图 ３　 不同处理组 ｓｍａｄ２ 表达量

２.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＧＦ￣１β 及 Ｓｍａｄ２ 蛋白表达

情况　 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现ꎬＴＧＦ￣１β 蛋白的

表达量在不同处理组显示出了不同ꎬ其中 ４％烟草

提取物处理组中其蛋白表达量明显增多ꎬ且与照组

相比具有显著差异(图 ４)(Ｐ<０.０５)ꎻＳｍａｄ２ 的总蛋

白表达量在各组未见显著改变ꎬ但其磷酸化形式出

现了显著的变化ꎬ其中 ４％烟草提取物处理组中蛋

白表达量明显增多ꎬ且与对照组相比具有显著差异

(Ｐ<０.０５)ꎬ详见图 ５ꎮ

图 ４　 ＴＧＦ１￣β蛋白相对表达量

Ａ:Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢ:４％ ＣＳＥ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｇｒｏｕｐꎮ
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图 ５　 ｐ￣ａｍｓｄ２ 蛋白相对表达量

Ａ:Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢ:４％ ＣＳＥ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｇｒｏｕｐꎻ
与 ４％ ＣＳＥ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｇｒｏｕｐ 比较ꎬ∗Ｐ<０.０５

３　 讨　 　 论

凋亡是细胞程序性死亡的过程ꎬ在正常情况

下ꎬ机体细胞凋亡与增殖维持着动态平衡ꎬ当机体

应激状态时ꎬ体内外的理化因素会引起细胞的过度

凋亡ꎬ从而打破机体平衡导致组织、器官功能障

碍[９]ꎮ 国内外的研究[１０]表明ꎬ长期吸烟会引起肺组

织细胞的凋亡ꎬ并且ꎬ长期吸烟的 ＣＯＰＤ 患者肺组织

细胞有大量凋亡细胞出现ꎮ 本实验通过 ＴＵＮＥＬ
ａｓｓａｙ 发现了烟草提取物的确能增加 ＡＴＩＩ 的凋亡ꎮ

ＴＧＦ￣β 是一种多功能蛋白ꎬ最近的研究[１１] 表

明ꎬＴＧＦ￣β１ 参与了细胞的凋亡过程ꎬ其活化能够影

响细胞的生长、分化等功能ꎮ Ｓｍａｄ 家族蛋白是

ＴＧＦ￣β 信号转导的关键因子ꎬ当 ＴＧＦ￣β 被激活后ꎬ
可使胞浆内的 ｓｍａｄｓ 活化转位入核ꎬ从而调控靶基

因的转录ꎮ 研究发现[１２]ꎬｓｍａｄ２ 的活性抑制后ꎬ可
逆转非甾体类抗炎药诱导的胶质细胞的凋亡ꎬ即起

到抗凋亡的作用ꎮ 同时也有实验报道[１３]ꎬ前列腺上

皮细胞的凋亡中ꎬＴＧＦ￣β１ / ｓｍａｄ２ 信号通路起到了重

要作用ꎮ 由此可见ꎬＴＧＦ￣β１ / ｓｍａｄ２ 信号通路在调控

细胞凋亡进程起到了重要作用ꎮ 本研究通过测定

ＴＧＦ￣β１、ｓｍａｄ２ 的表达量ꎬ发现该信号通路在 ＣＳＥ
影响的 ＡＴＩＩ 细胞凋亡中出现了明显的改变ꎬ明确了

该通路在诱导凋亡中的作用ꎮ
烟草提取物引起的氧化应激在许多肺部疾病

的发病机理中起着关键作用ꎬ其毒性作用主要归因

于凋亡和坏死[１４]ꎮ 研究发现 ＡＴＩ 样细胞对 ＣＳＥ 的

敏感性比 ＡＴＩＩ 细胞更高[１５]ꎮ 细胞应对 ＣＳＥ 产生的

活性氧(ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)有两种方式ꎮ 第

一个通过激活红系衍生的核转录相关因子 ２
( Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ( ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ￣ｄｅｒｉｖｅｄ２ )￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
Ｎｒｆ２)提供抗氧化清除系统能力[１６]ꎮ 第二ꎬ细胞在

不可修复的 ＤＮＡ 损伤的情况下ꎬ通过 ｓｍａｄ２ 介导的

细胞凋亡对 ＲＯＳ 诱导的 ＤＮＡ 损伤作出响应ꎮ 本研

究将 ＡＴＩＩ 细胞暴露于 ４％ ＣＳＥ 中ꎬ发现 ＴＧＦ￣β１ 激

活诱导暴露于 ＣＳＥ 的 ＡＴＩＩ 细胞凋亡ꎮ 由于条件限

制ꎬ本实验未从整体研究 ＣＳＥ 对肺组织的影响及机

制ꎬ也未进一步明确 ＴＧＦ￣β１ / ｓｍａｄ２ 信号通路在

ＣＳＥ 损伤的作用ꎮ 但本研究是将为是下一步研究打

下了坚实基础ꎮ
综上所述ꎬＣＳＥ 中的有害物质可能通过诱导

ＡＴＩＩ 细胞凋亡引发肺组织损伤及功能障碍ꎮ 其机

制可能是 ＣＳＥ 通过诱导 ＴＧＦ￣β１ / ｓｍａｄ２ 信号通路激

活ꎬ进而引起凋亡的发生ꎮ 本研究通过研究 ＴＧＦ￣
β１ / ｓｍａｄ２ 在诱导 ＡＴＩＩ 凋亡的作用ꎬ可为临床防治

吸烟引起的肺损伤提供治疗依据ꎮ
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