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TNF-α通过调控肺成纤维细胞旁分泌光蛋白聚糖诱导
小气道上皮细胞向间充质细胞转化
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【摘 要】目的 探索炎症介质肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-alpha，TNF-α）诱导肺成纤维细胞旁分泌光蛋白聚糖（lumican）对小气

道上皮细胞间充质转化的影响与调控机制。方法 体外培养人原代肺成纤维细胞（human primary lung fibroblasts；HLF）与人原代小气道上皮细

胞（human primary small airway epithelial cells；HSAE），通过转录组测序与 RT-qPCR检测 lumican在两种细胞内的表达情况。利用 lumican
siRNA靶向沉默HLF lumican表达后，将HLF与HSAE进行共培养，检测TNF-α刺激下HSAE中上皮-间充质转化（epithelial-mesenchymal transi⁃
tion；EMT）相关指标的变化。采用ERK磷酸化特异性抑制剂预处理HSAE后，检测 lumican刺激下ERK/slug通路的活性变化。结果 RNA测序

与RT-qPCR结果显示 lumican在HSAE中几乎不表达，而在HLF中表达量较高。TNF-α可以显著增加HLF中 lumican的合成和分泌。TNF-α
作用于HLF与HSAE共培养体系后可诱导HSAE中α-平滑肌肌动蛋白（alpha smooth muscle actin；α-SMA）和Ⅲ型胶原蛋白α1链（collagen type
Ⅲ，alpha 1 chain；COL3A1）的表达，下调E-钙黏蛋白（E-cadherin）的表达。Lumican siRNA预处理HLF后可以抑制上述改变。利用重组蛋白

lumican处理HSAE后，发现HSAE中ERK磷酸化和Slug蛋白水平增加，α-SMA表达上调的同时E-cadherin表达下调，而ERK磷酸化抑制剂预

处理可以显著抑制该变化。结论 炎症介质TNF-α可能通过促进肺成纤维细胞旁分泌 lumican，作用于小气道上皮细胞，激活ERK/Slug信号通

路，引起小气道上皮细胞向间充质细胞转化，进而促进炎性损伤后的纤维化进程。
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【Abstract】Objective To explore the effect and regulatory mechanism of the inflammatory mediator tumor necrosis factor- α
（TNF-α）on the paracrine secretion of lumican by lung fibroblasts and its impact on the epithelial-mesenchymal transition（EMT）of
small airway epithelial cells. Methods Primary human lung fibroblasts（HLF）and human small airway epithelial cells（HSAE）were
cultured in vitro. The expression of the proteoglycan lumican in HLF and HSAE was detected using transcriptome sequencing and RT-
qPCR. After silencing lumican expression in HLF using lumican siRNA，HLF and HSAE were co-cultured，and the changes in EMT-
related markers in HSAE under TNF-α stimulation were detected. Following the pretreatment of HSAE with a specific ERK phosphory⁃
lation inhibitor，the changes in ERK/Slug pathway activity under lumican stimulation were measured. Results RNA sequencing and RT-
qPCR results showed that lumican was barely detectable in HSAE but highly expressed in HLF. TNF-α significantly induced the syn⁃
thesis and secretion of lumican in HLF. In a co-culture system of HLF and HSAE，TNF-α treatment increased the expression of α-
SMA（alpha smooth muscle actin）and COL3A1（collagen type Ⅲ，alpha 1 chain）while decreasing the expression of E-cadherin in
HSAE. These changes were reversed when HLF was treated with lumican siRNA. Furthermore，treating HSAE with recombinant lumi⁃
can led to an increase in ERK phosphorylation and Slug protein levels，upregulation of α-SMA，and downregulation of E-cadherin.
These effects were significantly reduced when an inhibitor of ERK phosphorylation was used. Conclusion The inflammatory factor TNF-
α may promote fibrosis following inflammatory injury by stimulating lung fibroblasts to secrete lumican，which then acts on small airway
epithelial cells to activate the ERK/Slug signaling pathway，thereby inducing EMT in these cells.
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肿瘤坏死因子 - α（tumor necrosis factor-alpha，
TNF-α）是一种强促炎细胞因子[1]，在许多肺部炎症性

疾病中扮演了重要角色，且与组织重塑和纤维化等病

理过程密切相关[2]。我们最新研究发现，TNF-α可刺激

肺成纤维细胞分泌光蛋白聚糖（lumican）并与急性呼吸

窘迫综合征（acute respiratory distress syndrome，ARDS）
早期肺纤维化过程有关[3]。

Lumican是肺组织细胞外基质（ECM）成分之一，参

与气道多种细胞的功能调控，对维持气道结构的平衡

至关重要[4-6]。在轻度哮喘患者气道上皮下网状基底

膜内[7-8]以及小鼠肺纤维化模型中[9]均发现了 lumican
的表达上调。此外，lumican还参与调节机械通气导致

的 小 鼠 肺 损 伤 中 上 皮 -间 充 质 转 化（epithelial-
mesenchymal transition，EMT）[10]。

EMT是一种使上皮细胞获得部分间充质特征的细

胞程序，可参与炎症反应响应、过度修复、器官纤维化

等疾病发展进程[11-12] 。EMT过程中，α-平滑肌肌动蛋

白（alpha smooth muscle actin；α-SMA）和Ⅲ型胶原蛋白

α1链（collagen typeⅢ，alpha 1 chain ；COL3A1）等间充

质细胞及ECM标志物合成增加[13] ，但上皮细胞标志物

E-钙黏蛋白（E-cadherin）等表达下降[14]，并受 Snail/
Slug等转录因子的调控[11]。气道上皮EMT在慢性阻塞

性肺疾病、过敏性哮喘等疾病进展中扮演了重要的角

色[15-16] 。我们近期研究发现 lumican可诱导人小气道

上皮细胞发生EMT [3]，本研究旨在进一步探索 lumican
的细胞来源、作用方式与具体分子机制。

1 材料与方法

1.1 主要试验材料

人原代肺成纤维细胞（ human primary lung fibro⁃
blasts；HLF）与人原代小气道上皮细胞（human primary
small airway epithelial cells，HSAE）及配套的 FibroLife
培养基和 BronchiaLife培养基，均购置于 Lifeline Cell
Technology公司（美国）。Lumican ELISA试剂盒购置于

R&D Systems 公 司（美 国）。 ERK 磷 酸 化 抑 制 剂

PD0325901购置于MCE公司（中国）。Western Blot实
验中E-cadherin一抗购自Abcam公司（美国）；β-actin、
α -SMA、Snail 蛋白一抗均购自 CST 公司（美国）；

COL3A1一抗购自Abconal公司（美国）；GAPDH一抗购

自Proteintech公司（中国）。

1.2 细胞培养

分别采用 FibroLife和 BronchiaLife原代细胞专用

完全培养基，在 5%CO2、37 ℃无菌环境下培养HLF和
HSAE，每 2 d更换一次培养基。细胞生长至培养皿底

面积的 80%时进行传代处理。待细胞传代至 3 ~ 4代
时可将细胞接种在于 6孔板或 12孔板内等待进一步

处理。

1.3 细胞活性检测

为探索适宜的TNF-α浓度用于后续实验，分别使

用不同浓度的TNF-α刺激HLF 24 h。采用CCK8试剂

盒（同仁化学，日本），分析细胞活力，选择适宜的刺激

浓度。

1.4 细胞共培养及 lumican siRNA转染

Lumican siRNA以及阴性对照 siRNA购自Sigma公
司，两条 siRNA碱基序列如表 1。将HLF接种于 Tran⁃
swell的上室内，密度为 2 × 105个/mL；将HSAE接种于

Transwell的下室内，密度为 5 × 105个/mL。上下室于

37 ℃，5% CO2分开培养24 h。依次加入培养基、助转染

试剂（Mirus，法国）、siRNA混匀，使 siRNA的终浓度为

25 nm。静置 20 min后滴加入细胞孔内。培养 24 h后
更换培养基，然后分为两组，一组为对照，另一组加入重

组蛋白TNF-α，将Transwell的上室插入下室内，放入孵

箱中培养24 h。培养结束后收集RNA和蛋白质待后一步

的检测。HLF和HSAE共培养体系，见图1示意图。
表 1 siRNA碱基序列

Table 1 siRNA base sequence
名称

Lumican-si1

Lumican-si2

序列

F：5' GUUGCUAACGAAGUCACUCUUTT 3'

R：5' AAGAGUGACU UCGUUAGCAACTT 3'

F: 5' GGGCAAUCAUCACCAAACUTT 3'

R：5' GCUAUGAUGACCUGGAUUA 3'

图 1 HLF和HSAE共培养体系示意图

Figure 1 Schematic representation of the co-culture system of HLF and
HSAE

1.5 ERK磷酸化抑制剂处理HLF和HSAE
利用 10 nm的PD0325901抑制剂预处理HSAE，然

后用 50 ng/mL重组蛋白 lumican刺激细胞。24 h后更

换新鲜培养基和新的重组蛋白 lumican及抑制剂，再培

养24 h。提取细胞蛋白备用。

1.6 qPCR法检测α-SMA，COL3A1，E-cadherin表达

用福际生物的RNA提取试剂盒提取HLF和HSAE
的总RNA，使用Nanodrop 2000测量RNA浓度和纯度。

使用 Takara 公司的逆转录试剂盒进行逆转录，合成

cDNA，用于 PCR检测。qPCR 反应均使用 Roche 的

PCR试剂盒进行检测，其总反应体系为 10 μL，预变性

温度为95 ℃，600 s；循环条件：变性温度为 95 ℃、10 s，
退火温度为60 ℃、10 s，延伸温度为 72 ℃、15 s，共 35 ~
40个循环。引物信息如表2所示。
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表 2 PCR引物信息

Table 2 PCR primer information
名称

Human -GAPDH

Human -LUMICAN

Human -COL3A1

Human -α-SMA

Human -E-cadherin

引物序列

F: 5' GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA 3'

R: 5' TCTCTTCCTCTTGTGCTCTTGCT 3'

F: 5' TCATCCATCTCCAGCACAATCG 3'

R: 5' ATTCCACTATCAGCCAGTTCGTT 3'

F: 5' GCTACGGCAATCCTGAACTTCC 3'

R: 5' GCAACCATCCTCCAGAACTGTG 3'

F: 5' TTACTACTGCTGAGCGTGAGATT 3'

R: 5' CGATGAAGGATGGCTGGAACA 3'

F: 5' TACGCCTGGGACTCCACCTA 3'

R: 5' CCAGAAACGGAGGCCTGAT 3'

1.7 Western blot法检测EMT相关蛋白表达

提取目标蛋白后用BCA法进行蛋白定量。然后按

比例加入5 × SDS上样缓冲液（雅酶），98 ℃变性15 min。
使用10%的下层胶进行SDS-PAGE凝胶电泳。湿法转

印到PVDF膜上，采用快速封闭液（雅酶）进行封闭。分

别将 COL3A1（1∶500）、α-SMA（1∶10 000）、E-cadherin
（1∶1 000）、lumican（1∶1000）、Slug（1∶1 000）、ERK（1∶1 000）
和 p-ERK（1∶1 000）稀释成工作浓度的一抗溶液，4 ℃
孵育过夜。二抗孵育1.5 h后运用增强型化学发光试剂

（enhanced chemiluminescence，ECL）显色及成像。

1.8 HLF和HSAE的转录组测序

准备总RNA样本，用带有Oligo（dT）的磁珠富集

mRNA，片段化后合成cDNA，经过试剂盒纯化，EB缓冲

液洗脱后再进行末端修复，加碱基A，加测序接头处

理，电泳回收目的段并进行PCR扩增，从而完成整个文

库制备工作。构建好的文库用 Illumina HiSeq Xten进
行测序，测序策略为PE150，通过成都拜斯贝尔公司提

供的RNA文库试剂盒及建库服务，获得两种细胞的转

录组信息。

1.9 统计学分析

用GraphPad Prism版本8.0进行统计学分析。实验

数据以均数 ±标准差（x̄ ± s）表示，组间差异（两组）比

较采用 t 检验，多样本均数间比较采用 One-Way
ANOVA检验，P < 0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 Lumican在HSAE和HLF细胞中的表达情况

通过转录组测序确定 lumican在两种类型细胞中

的表达，结果显示HSAE中TPM值接近 0，几乎不表达

lumican，而HLF中TMP值相对较高，见图 2A。进一步

运用RT-qPCR进行验证，在两种细胞GAPDH的Cq值
差距不大时，lumican在HLF中较HSAE中的相差大于

10个Cq值，见图 2B。表明HLF中 lumican的表达水平

显著高于HSAE。

A B
图 2 HSAE和HLF中 lumican的表达水平差异

Figure 2 Differences in lumican expression levels between HSAE and
HLF

注：****P < 0.0001；TPM：transcripts per million，每百万转录本

中某转录本的占比；Cq：quantification cycle，定量循环数。

2.2 TNF-α对HLF活力的影响

为了探索炎症因子 TNF-α对HLF细胞活性的影

响，选用不同浓度的 TNF-α刺激 HLF 24 h后，通过

CCK8实验检测细胞活力，得到最适刺激浓度。结果显

示：从 0到 20 ng/ml浓度逐渐递增的 TNF-α刺激下，

HLF的活力没有明显下降，但高于 40 ng/mL后细胞活

力出现显著降低（图3）。因此，我们选用20 ng/mL浓度

的TNF-α进行后续实验。

图 3 不同浓度TNF-α刺激下HLF的细胞活力变化

Figure 3 Cell viability of HLF stimulated with different concentrations of
TNF-α

注：****P < 0.0001。

2.3 TNF-α刺激与靶向沉默 lumican对HLF中 lumi⁃
can表达的影响

在 TNF-α刺激下，通过 qPCR与Western blot实验

发现HLF的 lumican mRNA与蛋白表达量显著升高，见

图 4A-C。同时ELISA实验证实细胞培养上清中，HLF
分泌到胞外的 lumican浓度显著升高，见图 4D。表明

TNF-α可诱导HLF表达和分泌 lumican蛋白。 采用

siRNA靶向沉默HLF中 lumican的表达后，RT-qPCR结

果表明，两条 lumican siRNA处理的HLF相较于阴性对

照处理组，lumican mRNA的表达水平均显著降低

（见图5）。
2.4 HLF与HSAE共培养体系中，COL3A1、α-SMA
及E-cadherin在HSAE中mRNA表达水平变化

为了进一步明确 TNF-α刺激HLF分泌释放的 lu⁃
mican对HSEA细胞状态和功能的影响，我们采用 lumi⁃
can siRNA沉默HLF中 lumican的表达后，构建了HLF
和HSAE的共培养体系。 RT- qPCR结果表明，其培养

体系中添加 TNF-α可以显著增加HASE中α-SMA与

COL3A1的 mRNA表达；同时显著抑制 HSAE中 E-
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cadherin mRNA的表达水平，而沉默HLF中 lumican的
表达后可以有效逆转上述变化，见图6A-C。

图 5 Lumican siRNA处理后HLF中 lumican mRNA的表达变化
Figure 5 Changes in lumican mRNA expression in HLF after lumican

siRNA treatment
注：结果包括三次独立重复实验。数值用平均值和标准差来表

示，**P < 0.01；Ct：cycle threshold，阈值循环数。

2.5 共培养体系中，COL3A1与α-SMA在HSAE中蛋

白水平的变化

Western blot 实验结果表明，共培养体系中，

COL3A1与α-SMA蛋白水平在HSEA中的变化趋势与

mRNA的变化趋势相似，沉默HLF lumican的表达可显

著抑制 TNF-α诱导的共培养体系中HSAE的COL3A1
与α-SMA表达升高。见图7A-C。
2.6 Lumican对HSAE活性的影响

为了进一步探索 lumican对气道上皮细胞的作用

机制，选用了不同浓度的 lumican重组蛋白刺激HSAE。
结果显示 lumican浓度在 50 ng/ml以内时，细胞活力没

有显著变化，浓度增加到 100 ng/ml以后细胞活力显著

下降。因此，我们选用 50 ng/ml重组蛋白 lumican进行

后续试验。见图8。

图 4 TNF-α刺激后HLF中 lumican表达和分泌水平的变化
Figure 4 Changes in lumican expression and secretion levels in HLF after TNF-α stimulation

注：图4结果包括三次独立重复实验。数值用平均值和标准差来表示，***P < 0.001；**P < 0.01。

A B C
图 6 在HLF与HSAE共培养体系中，沉默HLF的 lumican表达后，TNF-α刺激下HSAE中α-SMA、COL3A1及E-cadherin mRNA水平的变化
Figure 6 Changes of α-SMA、COL3A1 and E-cadherin mRNA levels in HSAE in the co-culture system of HLF and HSAE stimulated by TNF-α after

silencing lumican expression of HLF
注：结果包括三次独立重复实验。数值用平均值和标准差来表示。*P < 0.05，**P < 0.01。

A B C
图 7 在HLF与HSAE共培养体系中，沉默HLF的 lumican表达后，TNF-α刺激下HSAE中COL3A1、α-SMA的蛋白水平变化

Figure 7 Changes of α-SMA、COL3A1.levels in HSAE in the co-culture system of HLF and HSAE stimulated by TNF-α after silencing lumican expres⁃
sion of HLF

注：结果包括三次独立重复实验。数值用平均值和标准差来表示。**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.0001。

A B C D
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图 8 不同浓度 lumican刺激下HSAE的细胞活力

Figure 8 Cell viability of HSAE stimulated with different concentrations
of lumican

注：****P < 0.0001。

2.7 Lumican调控HSAE发生EMT的机制探索

有研究发现 ERK/MAPK信号通路参与了 EMT的

激活，同时ERK通路的磷酸化也是诱导纤维化反应的

关键信号[17] 。我们的Western blot实验结果表明使用

ERK的磷酸化抑制剂PD0325901预处理HSAE，能有效

抑制 lumican 诱导的 ERK 磷酸化水平的增加，E-
cadherin蛋白水平的降低，以及α-SMA和 Slug蛋白水

平的升高（图 9A-E）。由此，我们推测 lumican可能通

过激活ERK/Slug通路促进HSAE发生EMT。

图 9 ERK磷酸化抑制剂PD0325901预处理对TNF-α刺激下HSAE

中E-cadherin、α-SMA和Slug蛋白水平的影响

Figure 9 ERK phosphorylation inhibitor PD0325901 pretreatment of
TNF alpha stimuli in HSAE E-cadherin，α-SMA and Slug protein levels

注：结果包括三次独立重复实验。数值用平均值和标准差来表

示。*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.0001。
3 讨论

本研究利用细胞共培养的方法，探索了在促炎因

子TNF-α刺激下，lumican参与肺成纤维细胞与小气道

上皮细胞间通信的过程，以及诱导EMT发生的具体作

用机制。本研究首先探索了 lumican在HSAE与HLF
中的表达情况，发现 lumican在HLF中表达较高，而在

HSAE中几乎不表达，且TNF-α可显著刺激HLF中 lu⁃
mican的表达和分泌。为明确HLF分泌的 lumican对气

道上皮的影响，我们通过将原代细胞HLF与HSAE共

培养的方式，利用TNF-α刺激建立气道炎症损伤后修

复的体外模型，并采用靶向 lumican的 siRNA沉默HLF
中 lumican的表达后探索HSAE发生EMT的情况。结

果提示TNF-α可能通过促进HLF lumican的表达和旁

分泌诱导HSAE发生EMT。我们通过ERK磷酸化抑制

剂处理HSAE进行机制探究，发现ERK/Slug信号通路

在 lumican诱导HSAE发生EMT的过程中可能发挥了

重要作用。

TNF-α与许多肺部疾病的发病机制有关，例如：由

肺巨噬细胞表达和释放的 TNF-α可通过促进多种促

炎介质的表达在慢性阻塞性肺疾病的气道重塑、气道

炎症中发挥关键作用[18]。哮喘气道中表达的TNF-α，
可能通过激活NF-κB、AP-1等转录因子放大哮喘炎症

反应[19]。TNF-α还与肺纤维化中慢性炎症启动有

关[20]。已有研究证实TNF-α会导致肿瘤环境下内皮发

生EMT，在人宫颈癌细胞中，TNF-α可以直接激活NF-
κB和Smad通路诱导EMT[21-22]；TNF-α还能通过直接激

活Wnt/β-catenin通路促进肝癌细胞发生 EMT[23]。但

在非肿瘤环境下，TNF- α如何调控炎性损伤后的修复

过程还不完全清楚。我们近期研究发现在LPS诱导的

急性肺损伤小鼠模型的肺组织中有大量 lumican沉积，

可能参与了 ARDS发展早期促纤维化反应的调控[3]。
本研究中，我们进一步通过测序和RT-qPCR检测结果

明确了 lumican在不同类型肺结构细胞中的表达情况，

发现HLF能高表达 lumican，但HSAE自身几乎不表达

lumican，提示HSAE发生纤维化相关的病理改变可能

是由其他来源的 lumican所导致。

既往有研究报道在人髓核细胞（hNPC）中，TNF-α
可刺激 hNPC中 lumican表达上调，并通过自分泌的方

式调控 ASK1/p38信号通路促进炎症反应[24]，提示

TNF-α诱导的 lumican可能通过自分泌或旁分泌作用

于自身或其他细胞。本研究中，我们验证了TNF-α可

以诱导HLF中 lumican的表达上调，我们进一步将HLF
和HSAE进行共培养构建气道炎症损伤修复的体外模

型。研究结果显示：TNF-α刺激下，与阴性对照 siRNA
处理后的HLF共培养的HSAE表现出间充质标志物α-
SMA和细胞外基质成分COL3A1的显著上调以及上皮

标志物E-cadherin的显著下调，而与 lumican siRNA处

理后的HLF共培养的HSAE却能有效抑制上述改变。

因此我们推测，TNF-α可能通过诱导HLF表达和旁分
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泌 lumican，作用于HSAE，促进EMT的发生。

EMT可以由多种转录因子调控，其中Snail家族转

录抑制因子SNAI1（SNAIL）和SNAI2（Slug）在促进启动

EMT程序中发挥了重要作用，是重要的EMT诱导转录

因子，能抑制上皮状态相关的基因并激活与间充质状

态相关的基因，使细胞上皮特征进行性丧失，并获得部

分间充质特征[14-15]。转化生长因子-β（TGF-β）可通过

激活 RAS-RAF-MEK-ERK 信号转导轴，促进 Slug等
EMT诱导转录因子的上调，诱导EMT的发生[25-26]。另

有报道表明，蛋白激酶B也可以激活ERK通路介导肾

上皮细胞EMT [17]。本研究中，我们检测了 lumican刺激

下HSAE中ERK和Slug等相关通路信号分子的表达和

活性，发现 lumican可以上调HSAE细胞中ERK磷酸化

以及Slug、α-SMA蛋白的表达，同时下调E-cadherin的
表达，而PD0325901 ERK磷酸化抑制剂预处理可以显

著抑制上述改变，表明 lumican可能通过激活ERK/Slug
信号通路诱导HSAE发生EMT。

目前发现Lumican可以与细胞表面多种类型的膜

蛋白相互作用。例如，lumican可与 巨噬细胞CD14相

互作用并激活 toll样受体-4（TLR-4）模式识别受体，

参与炎症与免疫反应[27]。此外，Lumican还可以通过

Fas/Fasl以及整合素 β1-FAK等通路促进胃癌细胞增

殖、迁移和侵袭[24]。本研究发现 lumican可能通过激活

ERK/Slug信号通路诱导HSAE发生EMT，但 lumican是
通过何种膜表面受体作用HSAE，其上游通路仍需要更

深入地研究。另外，本研究仅在细胞水平探讨了 lumi⁃
can与HLF与HSAE的作用关系，肺部组织中环境复

杂，受到各种体内外因素影响与调控，若进行进一步的

探索，还需通过 lumican成纤维细胞条件敲除等体内研

究方式进行更深入的研究。

4 结论

本实验结果发现，HLF中 lumican表达水平较高，

而HSAE几乎不表达 lumican。通过HSAE与HLF共培

养发现炎症介质TNF-α可促进HLF合成分泌 lumican，
通过旁分泌的方式作用于 HSAE，并可能通过激活

ERK/Slug信号通路诱导EMT的发生。
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