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结缔组织病相关肺间质病变肺组织中 TIMP-1 表达及其
TGF-β1 / Smad3 途径调控作用分析
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摘　 要:　 探讨结缔组织病相关肺间质病变肺组织中基质金属蛋白酶组织抑制因子(TIMP) -1 表达水平。 收

集结缔组织病相关肺间质病变患者行 CT 引导下经皮肺穿刺活检时的肺组织(观察组),以及无感染和吸烟史的肺

癌患者远离癌症病灶的正常肺组织(对照组),行 TIMP-1 免疫荧光染色分析。 原代培养人肺成纤维细胞,选用第

10 ~ 15 代的细胞,以不同浓度 TGF-β1 诱导 24 h,以及终浓度为 10 μg / L 的 TGF-β1 诱导不同时间。 实验结果表明,
观察组肺组织中 TIMP-1 荧光强度明显高于对照组(P<0. 05)。 TGF-β1 浓度 3、5、10、15 μg / L 作用于人肺成纤维细

胞 24 h 后,TIMP-1 mRNA 和蛋白相对表达量明显高于 0 μg / L(P<0. 05)。 使用 10 μg / L TGF-β1 作用 24、48 h 时,
TIMP-1 mRNA 和蛋白相对表达量明显高于作用 0 h 时(P<0. 05)。 Smad3 真核过表达载体组 TIMP-1、P300 mRNA
和蛋白相对表达量明显高于空质粒转染组、空白对照组(P<0. 05)。 实验证明,结缔组织病相关肺间质病变肺组织

中 TIMP-1 表达明显提升,TGF-β1 可通过 TGF-β1 / Smad3 信号通路上调 TIMP-1 表达,参与结缔组织病相关肺间质

病变的发生与发展。
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ZHOU Haiyan1,LI Jingyun2,YIN Songlou3∗

(1. Department of Rheumatism,Graduate School of Xuzhou Medical University, Jiangsu 223000,
Xuzhou,China; 2. Department of Rheumatism,Shuyang Hospital Affiliated to Xuzhou Medical
University, Jiangsu 223000,Xuzhou,China ;3. Department of Rheumatism Immunology,

Affiliated Hospital of Xuzhou Medical University,Jiangsu 223000,Xuzhou,China)

Abstract:　 To investigate the expression of tissue inhibitor of matrix metalloproteinase (TIMP) -1 and the role of re-
lated regulatory factors in lung tissue of connective tissue disease-related pulmonary interstitial lesions. The lung tissues of
patients with connective tissue disease-related pulmonary interstitial lesions undergoing CT-guided percutaneous lung biopsy
(observation group) and normal lung tissues (control group) of lung cancer patients with no history of infection and smok-
ing were collected and analyzed by TIMP-1 immunofluorescence staining. Human lung fibroblasts were cultured in primary
culture. The cells of the 10th to 15th generations were induced by different concentrations of TGF-β1 for 24 hours, and the
final concentration of 10 μg / L was induced by TGF-β1 for different time. The results showed that the fluorescence intensity
of TIMP-1 in the lung tissue of the observation group was significantly higher than that of the control group (P<0. 05). The
relative expression of TIMP-1 protein and TIMP-1 mRNA was significantly higher than that of 0 μg / L after the treatment of
human lung fibroblasts with 3, 5, 10 and 15 μg / L of TGF-β1 for 24 hours (P<0. 05). When treated with 10 μg / L TGF-
β1 for 24 h and 48 h, the relative expression of TIMP-1 protein and TIMP-1 mRNA was significantly higher than that at 0 h
(P<0. 05). The TIMP-1,P300 and protein relative expressions of Smad3 eukaryotic overexpression vector group were sig-
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nificantly higher than those in blank plasmid transfection group and blank control group (P<0. 05). So The expression of
TIMP-1 in lung tissues of connective tissue disease-related pulmonary interstitial lesions is significantly increased, and the
expression of TIMP-1 can be up-regulated by TGF-β1,Smad3 participate in the occurrence and development of connective
tissue disease-related pulmonary interstitial lesions through the TGF-β1 / Smad3 signaling pathway.

Key words:　 connective tissue disease;　 pulmonary interstitial disease;　 human lung fibroblasts; 　 TIMP-1; 　
TGF-β1

　 　 结缔组织病相关肺间质病变主要由自身免疫

异常所致[1],病理过程为:炎性细胞弥漫性浸润,间
质细胞及胞外基质成分在肺间质大量沉积,损伤肺

泡及毛细血管,肺间质组织反复的修复及损伤导致

肺结构重塑,引发肺纤维化[2]。 虽然对结缔组织病

相关肺间质病变发病机制的认知不断深入,但间质

性肺疾病仍是临床中的难治病,尚无特效疗法[3]。
相关研究显示,基质金属蛋白酶(MMPs)及多种细

胞因子参与了肺间纤维化的病理过程[4];基质金属

蛋白酶组织抑制因子(TIMPs)是 MMPs 的特异性抑

制剂,在基质降解调节中发挥重要平衡作用[5];其
中 TIMP-1 广泛分布于体液及多个组织中,多种细

胞因子均可诱导分泌,但 TIMP-2、TIMP-3、TIMP-4
具有很强的特异性[6]。 转化生长因子(TGF)-β1 是

目前研究最广泛的致纤维化细胞因子,可通过经典

TGF-β1 / Smad3 信号通路发挥促纤维化效应[7];
Smad33 与 P300 结合在 TGF-β1 / Smad3 信号通路活

化的重要步骤之一[8]。 本研究分析了结缔组织病

相关肺间质病变肺组织中 TIMP-1 表达水平,并进

一步探讨 TIMP-1 与 TGF-β1 之间的关系, 以及

TIMP-1 在结缔组织病相关肺间质病变中作用的分

子机制。

1　 资料与方法

1. 1　 研究对象

选取 2016 年 10 月至 2018 年 10 月间本院收治

的结缔组织病相关肺间质病变患者 74 例为观察组,
均行 CT 引导下经皮肺穿刺活检,其中男性 16 例,
女性 58 例;年龄 35 ~ 63 岁,平均年龄 (48. 40 ±
3. 94)岁。 另取 40 例无感染和吸烟史的肺癌患者

远离癌症病灶的正常肺组织为对照组,其中男性 11
例,女性 29 例;年龄 38 ~ 65 岁,平均年龄(50. 21 ±
5. 80)岁。 两组患者性别、年龄间差异无统计学意

义(P>0. 05)。 本研究经当地伦理委员会批准,参检

患者均签署知情同意书。
1. 2　 主要试剂

胎牛血清、DMEM 培养基购于上海素尔生物科

技有限公司;人重组 TGF-β1 细胞因子购于美国

PeproTech 公司;鼠抗人 TIMP-1 单克隆抗体、兔抗人

P300 单克隆抗体、HRP 标记的山羊抗鼠 IgG、山羊

抗兔 IgG 购于迈威(上海)生物科技有限公司;PCD-
NA3. 1(+) / Smad3 真核过表达载体由上海生工生物

工程技术服务有限公司构建合成。
1. 3　 方法

1. 3. 1　 肺组织中 TIMP-1 表达的免疫荧光检测　 取

两组患者的新鲜肺组织放入 EP 管中,加入液氮,
-80 ℃保存待用。 切片前将切片机提前预冷,取出

肺组织后用 OCT 冰冻切片包埋剂包埋,0. 3 μm 连

续切片,丙酮固定后,-80 ℃保存待用。 检测前取出

切片,磷酸缓冲液洗涤后,使用 0. 5%细胞通透剂室

温下反应 30 min,加入 5% BSA 封闭液室温下静置

30 min,滴加鼠抗人 TIMP-1 单克隆抗体(1 ∶ 500),
4 ℃过夜,次日滴加 HRP 标记的山羊抗鼠的 IgG
(1 ∶ 2 000),室温下避光反应 2 h,封片后在共聚焦

荧光显微镜下观察拍照,测定 450 nm 波长处的荧光

强度。
1. 3. 2　 人肺成纤维细胞分离与培养　 取对照组正

常肺组织,放入 75% 乙醇溶液中浸泡 3 ~ 4 s,转入

含磷酸缓冲液的平皿中,使用无菌手术剪剪成直径

为 1 mm 的正方体小块,将组织块转入 6 孔板中,每
孔放入 5 ~ 6 块,加入含 10% 胎牛血清的 DMEM 培

养基至浸没组织块,放入 37 ℃ 10% CO2 培养箱,当
细胞从组织块周围爬出形成细胞岛时弃去组织块;
4 ~5 天更换一次细胞培养液,当细胞完全覆盖 6 孔

板后进行消化传代,取第 10 ~15 代的细胞用于实验。
1. 3. 3　 TGF-β1 刺激后人肺成纤维细胞中 TIMP-1
mRNA 表达的 RT-PCR 检测 　 取第 10 ~ 15 代的人

肺成纤维细胞,按 6×105 /孔的密切加入 6 孔板中,
继续培养 48 ~ 72 h,观察细胞铺满 80%以上培养孔

板底后,加入含不同浓度 TGF-β1(0、1、3、5、10、15
μg / L)的无胎牛血清 DMEM 培养基继续培养 24 h;
或加入 10 μg / L TGF-β1 的无胎牛血清 DMEM 培养

基分别培养 0、12、24、48 h。 Trizol 法提取人肺成纤

维细 胞 总 RNA, 逆 转 录 得 到 cDNA。 TIMP-1、
GAPDH 引物序列由上海启因生物科技有限公司设
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计合成。 TIMP-1 上游 5′-GTCACT TCCACCACTTC
G-3′,下游 5′-GTAGTCGGCACAGATAAGG-3′;内参

GAPDH 上游 5′-TCTGCCGTCCAGTCCAGGTG-3′,下
游 5′-TGTCGCTGTG GGTGAGGA GG-3′。 反应条件:
95 ℃ 10 min,95 ℃ 30 s,56 ℃ 30 s,共 40 个循环,
延伸 72 ℃ 20 s。 扩增产物行 2%琼脂糖凝胶电泳,
计算 TIMP-1 mRNA 的相对表达量。
1. 3. 4　 TGF-β1 刺激后人肺成纤维细胞中 TIMP-1
蛋白表达的 Western blot 检测　 人肺成纤维细胞铺

板、计数、TGF-β1 刺激同 RT-PCR 实验。 细胞中加

入全蛋白提取液,离心收集上清,BCA 蛋白定量,收
集目 标 蛋 白, 行 SDS-PAGE 凝 胶 电 泳, 转 膜 至

PVDF,5%脱脂奶粉封闭 2 h,滴加鼠抗人 TIMP-1 单

克隆抗体(1 ∶ 500)、鼠抗人 GAPDH 单克隆抗体

(1 ∶ 1 000), 4 ℃过夜,次日滴加 HRP 标记的山羊

抗鼠的 IgG(1 ∶ 2 000),室温静置 2 h,ECL 显色,暗
室中显影、采集图像并分析各条带灰度值。
1. 3. 5　 Smad3 过表达对细胞 TIMP-1、P300 mRNA
和蛋白检测　 取第 10 ~ 15 代的人肺成纤维细胞,分
别使用 PCDNA3. 1(+) / Smad3 真核过表达载体、空
质粒载体转染细胞,同时设置空白对照组,转染 24 h
后收集细胞。 RT-PCR 和 Western blot 检测细胞中

TIMP-1、P300 mRNA 和蛋白表达水平。
1. 4　 统计学分析

本实验数据以均数±标准差表示,进行 t 检验,使
用 SPSS23. 0 分析,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 　 果

2. 1　 TIMP-1 在两组肺组织中荧光表达比较

共聚焦荧光显微镜下观察显示,TIMP-1 为绿色

荧光表达于肺组织间质,观察组荧光强度为(6. 95±
0. 80)A. U,明显高于对照组的(1. 82±0. 37)A. U(P
<0. 05)。 见图 1。

图 1　 共聚焦荧光显微镜观察肺组织中 TIMP-1荧光表达

(n=6,200×)　 　 A: 对照组;B: 观察组

2. 2　 不同浓度 TGF-β1 对人肺成纤维细胞 TIMP-1
mRNA 和蛋白表达的影响

TGF-β1 浓度 3、5、10、15 μg / L 作用于人肺成纤

维细胞 24 h 后,TIMP-1 mRNA 和蛋白相对表达量明

显高于 0 μg / L(P<0. 05);TGF-β1 浓度 1μg / L 作用

于人肺成纤维细胞 24 h 后,TIMP-1 mRNA 和蛋白相

对表达量与 0 μg / L 相比差异无统计学意义(P >
0. 05)。 见表 1,图 2,图 3。

表 1　 不同浓度 TGF-β1 对人肺成纤维细胞

TIMP-1 mRNA 和蛋白表达的影响

TGF-β1 浓度(μg / L) TIMP-1mRNA TIMP-1 蛋白

0 3. 94±0. 27 2. 55±0. 21

1 4. 21±0. 34 2. 84±0. 28

3 7. 02±0. 40a 5. 71±0. 40a

5 8. 39±0. 54a 6. 25±0. 32a

10 9. 16±0. 62a 7. 60±0. 45a

15 9. 50±0. 67a 7. 82±0. 49a

　 　 与 TGF-β1 浓度 0 μg / L 比较,aP<0. 05(n=6)

图 2　 不同浓度 TGF-β1 对人肺成纤维细胞 TIMP-1 mRNA
表达的影响(n=6)

注:1 ~ 6 分别为 TGF-β1 浓度 0、1、3、5、10、15 μg / L

图 3　 不同浓度 TGF-β1 对人肺成纤维细胞 TIMP-1
蛋白表达的影响(n=6)

注:1 ~ 6 分别为 TGF-β1 浓度 0、1、3、5、10、15 μg / L

2. 3　 TGF-β1 不同作用时间对人肺成纤维细胞

TIMP-1 mRNA 和蛋白表达的影响

使用 10 μg / L TGF-β1 作用 24、48 h 时,TIMP-1
mRNA 和蛋白相对表达量明显高于作用 0 h 时(P<
0. 05);使用 10 μg / L TGF-β1 作用 12 h 时 TIMP-1
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mRNA 和蛋白相对表达量与作用 0 h 时差异无统计

学意义(P>0. 05)。 见表 2,图 4。

表 2　 TGF-β1 不同作用时间对人肺成纤维细胞

TIMP-1 mRNA 和蛋白表达的影响

时间(h) TIMP-1mRNA TIMP-1 蛋白

0 5. 87±0. 33 4. 70±0. 26

12 6. 62±0. 38 5. 56±0. 30

24 8. 40±0. 51a 7. 89±0. 43a

48 8. 74±0. 56a 8. 15±0. 49a

　 　 与 TGF-β1 作用 0 h 比较,a P<0. 05(n=6)

图 4　 TGF-β1 不同作用时间对人肺成纤维细胞

TIMP-1蛋白表达的影响(n=6)
注:1 ~ 4 分别为 10 μg / L TGF-β1 作用 0、12、24、48 h

2. 4 　 Smad3 过表达对人肺成纤维细胞 TIMP-1、
P300 mRNA 和蛋白表达的影响

Smad3 真核过表达载体组 TIMP-1、P300 mRNA
和蛋白相对表达量明显高于空质粒转染组、空白对

照组(P<0. 05);空质粒转染组、空白对照组 TIMP-
1、P300 mRNA 和蛋白相对表达量之间差异无统计

学意义(P>0. 05)。 见表 3,图 5。

表 3　 TIMP-1表达对人肺成纤维细胞 Smad3、
P300 mRNA 和蛋白表达的影响

组别
TIMP-1

mRNA 蛋白

P300

mRNA 蛋白

Smad3 真核过
表达载体组

6. 18±0. 62ab 6. 50±0. 25ab 5. 53±0. 60ab 5. 14±0. 58ab

空质粒转染组 4. 20±0. 18 4. 83±0. 40 3. 08±0. 51 2. 46±0. 25

空白对照组 4. 33±0. 21 4. 95±0. 35 3. 14±0. 49 2. 55±0. 31

　 　 与空质粒转染组比较,aP<0. 05;与空白对照组比较,bP<0. 05(n=6)

3　 讨　 　 论

研究者发现,MMPs 与肺间质纤维明显相关[9]。
基础研究显示,大鼠矽肺模型中早期 MMP-9、MMP-
13、TIMP-1 等表达明显提升,晚期仅存在 TIMP-1 表

达升高[10]。 TIMPs 是 MMPS 的特异性抑制因子,可
降低基质溶解活性,引发胶原沉积,导致肺间质纤

维化的发生[11];但在结缔组织病种的研究较少。 本

图 5　 各组人肺成纤维细胞 TIMP-1、
P300 蛋白表达水平(n=6)

注:1 Smad3 真核过表达载体组;2 空质粒转染组;3 空白对照组

研究中,TIMP-1 表达于肺组织间质,结缔组织病相

关肺间质病变肺组织中 TIMP-1 表达水平明显高于

正常肺组织。 提示 TIMP-1 表达与结缔组织病相关

肺间质病变相关,有可能成为治疗的潜在靶点,下
调 TIMP-1 表达可能抑制结缔组织病相关肺间质

病变。
TGF-β 是胶原合成最有效的促进剂,可有效促

进细胞外基质的合成与沉积,在成纤维细胞增殖中

也发挥重要调控作用[12]。 相关研究显示,以纤维化

病变为主的结缔组织病相关肺间质病变患者外周

血单核细胞中 TGF-β mRNA 表达水平较正常对照

组明显升高[13];TGF-β1 是 TGF-β 中活性最强、所占

比例最高的亚型[14];为探究 TGF-β1 与 TIMP-1 表

达的关系,本研究在体外原代培养人肺成纤维细

胞,使用不同浓度的 TGF-β1 进行刺激,通过 RT-
PCR 和 Western blot 法检测细胞中 TIMP-1 mRNA
和蛋白的表达水平,结果显示,随着 TGF-β1 浓度增

加,人肺成纤维细胞中 TIMP-1 mRNA 和蛋白的表达

水平明显升高;进一步分析 TGF-β1 作用不同时间

对细胞中 TIMP-1 mRNA 和蛋白表达的影响显示,随
着 TGF-β1 作用时间的延长,人肺成纤维细胞中

TIMP-1 mRNA 和蛋白的表达水平明显升高。 上述

结果表明,TGF-β1 可上调 TIMP-1 表达,是 TIMP-1
的正向调节剂,能够促进结缔组织病相关肺间质病

变的发生与发展。
相关研究显示,TGF-β1 / Smad3 信号通路在肺

纤维化进展中发挥重要调控作用[15],其中 Smad3 复

合物与 SBE 序列结合、Smad3 活化与聚集均于双重

效应的 P300 有关[16]。 在肺成纤维细胞中加入

TGF-β1 刺激后 Smad3、P300 表达水平明显提升,
Smad3 与 P300 的结合也明显增加,TGF-β1 / Smad3
信号通路被激活,促进肺纤维化的发展[17]。 本研究

中 Smad3 真核过表达质粒转染后人肺成纤维细胞

高表达 P300,提示 TGF-β1 / Smad3 信号通路被激
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活;且 TGF-β1 / Smad3 真核过表达载体组 TIMP-1
mRNA 和蛋白表达水平明显高于空质粒转染组、空
白对照组,提示 TIMP-1 可能通过 TGF-β1 / Smad3 信

号通路参与结缔组织病相关肺间质病变的发生与

发展。
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