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靶向沉默 DNMT3A对小鼠肺成纤维细胞胶原沉积、
增殖及迁移活性的影响

汪先晨1，尤峻柏1，凌 辉1，范家好1，陈 齐2，陶 辉2，沙纪名1

( 安徽医科大学第二附属医院1 胸外科、2 麻醉与围手术期医学科，合肥 230601)

摘要 目的 探讨靶向沉默 DNA甲基化转移酶 3A( DNMT3A) 对小鼠肺成纤维细胞( PFs) 胶原沉积、增殖与迁移活性的作用。
方法 为保证原代成纤维细胞的增殖迁移活性取新生 C57 乳鼠肺组织，剪碎后提取 PFs，在显微镜下观察并鉴定形态。细胞
贴壁后使用 5 ng /ml TGF-β1 作用 24 h 诱导 PFs 细胞活化，并用小干扰 ＲNA 构建 DNMT3A 沉默模型; 实验分为 Control 组、
TGF-β1 组、TGF-β1 + siＲNA-NC组和 TGF-β1 + siＲNA-DNMT3A 组。应用 Western blot 方法检测 DNMT3A、α-平滑肌肌动蛋白
( α-SMA) 和Ⅰ型胶原( CollagenⅠ) 的蛋白表达变化; 应用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应( ＲT-qPCＲ) 方法检测 DNMT3A、α-
SMA、CollagenⅠ的 mＲNA表达变化; CCK-8 与 EdU染色检测 PFs 增殖能力; 划痕实验与 Transwell 迁移实验检测 PFs 迁移能
力。结果 与 Control 组相比，TGF-β1 诱导活化的 PFs 细胞组中 DNMT3A 升高( P ＜ 0. 01) ，纤维化与增殖相关指标 α-SMA、
Collagen Ⅰ的蛋白及 mＲNA水平也升高( 均 P ＜ 0. 05) ，同时 PFs的增殖与迁移能力升高( 均 P ＜ 0. 000 1) 。而与 siＲNA-NC组
相比，在 DNMT3A沉默组中通过 Western blot 法检测 DNMT3A( P ＜ 0. 000 1) 及相关指标 α-SMA( P ＜ 0. 01 ) 、Collagen Ⅰ( P ＜
0. 01) 的蛋白表达水平均降低，同时通过 ＲT-qPCＲ法检测 DNMT3A、α-SMA及 CollagenⅠ的 mＲNA水平也均降低( P ＜ 0. 001) ，
并且 PFs细胞的增殖( P ＜ 0. 01) 和迁移能力( P ＜ 0. 05) 较对照组下降。结论 沉默 DNMT3A 能够抑制胶原的沉积及 PFs 的
增殖，DNMT3A可以促进 PFs的增殖和迁移能力，进而促进 PFs的活化以及肺纤维化的发展，这一过程可能受到 DNA 甲基化
修饰的调控。
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肺纤维化是一种慢性进行性纤维化疾病，它的

特征为成( 肌) 纤维细胞灶的形成以及细胞外基质

的过度沉积，由瘢痕形成引起的肺部组织结构的进

行性和不可逆的破坏，最终导致肺功能衰竭、气体交
换受阻和呼吸衰竭直至死亡［1］。肺成纤维细胞
( pulmonary fibroblasts，PFs) 过度增殖和细胞外基质
沉积是肺纤维化形成的重要因素，但具体的形成机

制尚未完全明确［2］。
DNA甲基化作为表观遗传学的重要修饰方式

之一，其参与肺纤维化发生发展已被诸多研究［3］证

明，在成纤维细胞的异常增殖、细胞外基质的过度沉
积、瘢痕组织形成和组织结构重塑等组织及器官纤
维化的特征性病理过程中发挥着重要的作用。而作
为 DNA 甲基化的关键酶，DNA 甲基转移酶 3A

( DNA methyltransfer-ase 3A，DNMT3A) 和 DNA 甲
基转移酶 3B( DNA methyltransfer-ase 3B，DNMT3B)
属于从头合成甲基转移酶［4］。在 DNMT3 家族蛋白
中，其结构域催化上游存在富含半胱氨酸且保守表

达的结构域，该结构域与其他基因相似结构域具有

同源性，推测该结构域可能介导蛋白质 －蛋白质或
蛋白质-DNA 相互作用。并且在组织中，对于 DN-
MT3A和 DNMT3B进行含量测定，发现 DNMT3B 在
大多数组织中表达都远低于 DNMT3A，但在睾丸、甲
状腺和骨髓中很容易检测到［5］。虽然很多研究［6 － 7］

证明 DNMT3A在肺纤维化中发挥重要作用，但其在
PFs中的增殖活化作用并不明确。该文以小鼠 PFs
为研究对象，重点探讨在小鼠 PFs 中 DNMT3A 对其
活化增殖及迁移能力的影响，以此为科学研究及临

床防治提供新的思路及理论依据。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 实验用 40 只日龄为 1 ～ 3 d，雄
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性 SPF级 C57BL /6 乳鼠均购自安徽医科大学实验
动物中心，饲养于安徽医科大学第二附属医院科研

实验中心，用于后续原代细胞的提取与培养。本实
验由安徽医科大学实验动物伦理委员会批准( 编

号: LLSC20231701) 。
1． 1． 2 试剂 Hams’F-12K 培养基、TＲIzol 试剂购
自美国 ThermoFisherScientific 公司; 胎牛血清美国
Gibco公司;Ⅱ型胶原酶购自广州 Biofroxx 公司; Tr-
answell小室购自美国 Corning 公司; PBS 试剂、细胞
计数试剂盒 8 ( cell counting kit-8，CCK-8 ) 试剂盒，
购自合肥 Biosharp 公司; Western blot 试剂盒、BCA
试剂盒、EdU 试剂盒、ＲIPA 裂解液、PMSF 蛋白酶抑
制剂、胰蛋白酶均购自上海碧云天公司; 逆转录和实
时荧光定量逆转录聚合酶链反应( real time quantita-
tive reverse transcription polymerase chain reaction，
ＲT-qPCＲ) 试剂盒购自湖南艾克瑞生物公司; TGF-
β1 购自苏州近岸蛋白; DNMT3A 小干扰 ＲNA 购自
上海吉玛基因; β-actin 一抗( 货号: 66009-1-Ig) ，Ⅰ
型胶原( Collagen Ⅰ) 一抗( 货号: 14695-1-AP) 、α-
SMA一抗( 货号: 55135-1-AP ) ，DNMT3A 一抗( 货
号: 20954-1-AP) 均购自武汉 Proteintech 公司、兔源
鼠源二抗均购自美国 Abcam 公司，qPCＲ 引物由上
海生工公司合成( 表 1) 。
1． 1． 3 仪器 细胞培养超净工作台( 型号: SW-CJ-
1B) 购于江苏苏州净化有限公司; 倒置荧光显微镜
( 型号: IX71 ) 购于日本 Olympus Corporation 公司;
CO2 培养箱( 型号: HCP-80 ) 购于上海海尔公司; 凝
胶成像仪( 型号: G: BOX-CHEMI HＲ) 购于英国 Syn-
gene公司; 实时荧光定量 PCＲ 系统( 型号: CFXMae-
strol) 购于美国 Bio-ＲAD公司; 酶标仪( 型号: Varios-
kanLUX) 购于美国 ThermoFisherScientific 公司; 低温
离心机( 型号: Centrifuge 5430Ｒ) 购于德国 Eppendorf
公司 。

表 1 引物序列

Tab． 1 Primer sequences

Genes Primer sequences ( 5'-3')
β-actin F: CACTGTCGAGTCGCGTCC

Ｒ: TCATCCATGGCGAACTGGTG
α-SMA F: TGGCCACTGCTGCTTCCTCTTCTT

Ｒ: GGGGCCAGCTTCGTCATACTCCT
CollagenⅠ F: TAACTTCTGGAATTCGACTTTTTGG

Ｒ: GTCCAGCCCTCATCCTGGCC
DNMT3A F: GGCCCATTCGATCTGGTGA

Ｒ: CTTGGCTATTCTGCCGTGTTC

1． 2 方法
1． 2． 1 PFs的提取与培养 取 1 ～ 3 d新生的乳鼠，
用 75%乙醇浸泡乳鼠 30 s置于细胞超净台内，暴露
胸腔，右心室注入预冷的 PBS 灌流肺组织; 取出肺
组织，剪碎成直径约 1 mm的组织块 PBS 洗涤 3 次，
将组织糜加入离心管中，配置的消化液( 0. 25%胰
蛋白酶 ∶ 0. 2%Ⅱ型胶原酶 ∶ 台式液 = 2 ∶ 2 ∶ 1 ) 5
ml加入离心管中，37 ℃恒温水浴消化 30 min; 随后
加入 3 ml完全培养基终止消化，低温离心机 1 200
r /min离心 6 min，将上清液转移至另一离心管; 组
织糜过滤后重复上述消化步骤 2 次，完成后将上清
液混合; 上述参数离心后弃上清液，用 1 ml 培养基
重悬细胞后将培养基补至 4 ml。在培养箱中培养 5
h后换液，根据不同细胞离心速度差异及贴壁速度
不同的原理，通过细胞形态学等观察所提取细胞即

为 PFs。
1． 2． 2 PFs活化 取对数生长期的 PFs 细胞，将培
养瓶中细胞接种于培养皿中( 约 40% ～ 50%密度) ，
放入 37 ℃培养箱中培养待细胞贴壁后使用无血清
Hams’F-12K培养基饥饿细胞 12 h，后使用含有 5
ng /ml TGF-β1 的无血清 Hams’F-12K培养基替代培
养 24 h。
1． 2． 3 siＲNA-DNMT3A 转染 对培养瓶中处于对
数生长期的 PFs 使用胰酶消化，将消化后的细胞
( 汇合度约 80% ) 接种于 6 孔板中，每孔 2 ml，贴壁
后用 5 ng /ml TGF-β1刺激 24 h 活化。次日按吉玛
基因说明指南将转染试剂与 siＲNA-DNMT3A 混合
加入实验孔中，同时以相同比例加入阴性对照 siＲ-
NA构建阴性对照组，于 37 ℃培养箱中培养 4 ～ 5 h
后更换新鲜培养基，然后在 37 ℃培养箱中培养，等
待后续实验。
1． 2． 4 实验分组 TGF-β1 刺激 PFs 活化增殖，对
照组( Control组) 不进行任何处理，实验组( TGF-β1

组) : 按上述 1. 2. 2 项中步骤，使用 TGF-β1 刺激

24 h; 应用小干扰 ＲNA 转染构建 DNMT3A 沉默组，
按上述 1． 2． 3 项中实验步骤，通过转染阴性对照
siＲNA构建阴性对照组( siＲNA-NC 组) 及转染 DN-
MT3A siＲNA 构 建 DNMT3A 沉 默 组 ( siＲNA-
DNMT3A) 。
1． 2． 5 Western blot 将 PFs 细胞分组处理后加入
ＲIPA + PMSF裂解液( 每瓶 150 μl，每孔 100 μl) 于 4
℃慢摇 30 min裂解细胞收集于离心管中，低温离心
机离心重悬细胞，BCA 法测定蛋白浓度。SDS-
PAGE蛋白电泳，电泳后将凝胶转移至 PVDF 膜上
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按 200 mA，每分子量 1 min转膜，转膜后使用 5%脱
脂牛奶封闭 2 h，TBST洗膜 3 次，4 ℃冰箱与相应一
抗慢摇床孵育过夜，12 ～ 14 h 后取出 TBST 洗膜 3
次，室温慢摇床孵育二抗 1． 5 h，孵育完成后 TBST
洗膜 3 次，于凝胶成像仪显影。结果采用 Image J软
件进行灰度值分析，以 β-actin 作为内参，实验重复
3 次。
1． 2． 6 提取总 ＲNA及逆转录 按上述实验步骤培
养不同组别的细胞，弃去培养液，加入 PBS 清洗 2
次，采用 TＲIzol法慢提 ＲNA。用分光光度仪检测其
浓度后按照试剂盒说明书步骤进行逆转录。
1． 2． 7 ＲT-qPCＲ 按 1. 2. 5 操作步骤取逆转录后
cDNA，用 Bio-Ｒad CFX Maestrol 1. 0 Ｒeal-time 系统
对目的基因进行荧光定量检测。以 β-actin 作为内
参，2 － ΔΔCT法计算 mＲNA的相对表达量。
1． 2． 8 CCK-8 用胰蛋白酶消化对数生长期细胞，
将消化后的细胞细胞计数，稀释至约 2 000 个细胞 /
100 μl，将稀释后的细胞接种于 96 孔板中，每孔约
100 μl，将培养板放入 37 ℃细胞培养箱中预培养 24
h后，按 1. 2. 4 操作步骤设置不同组别，每组设置 6
个复孔，每孔加入 10 μl CCK-8 溶液，轻轻晃动以混
匀，将培养板放入 37 ℃细胞培养箱中培养 2 h，使用
酶标仪检测 450 nm处的吸光度。
1． 2． 9 EdU染色 用胰蛋白酶消化对数生长期细
胞，将消化后的细胞接种于 24 孔版中每孔约 4 000
个细胞，按分组处理。每孔加入 500 μl 完全培养基
稀释后的 EhU 培养基，37 ℃孵育 2 h。PBS 清洗 2
～ 3 次，每孔加入 4%多聚甲醛室温固定 30 min，去
除固定液，PBS 清洗 2 ～ 3 次，再用 0. 5% Triton X-
100 室温下通透 10 ～ 15 min，去除通透液，PBS 清洗
3 次，按试剂盒说明书配置反应液，每孔加入 300 μl
反应液室温下避光孵育 30 min进行 EdU染色，去除
反应液后再次 PBS清洗 3 次，配置 Hoechst33342 染
色细胞核。染色完成后，立即使用荧光显微镜观测
荧光差异。
1． 2． 10 细胞划痕实验 于 6 孔板底部沿直尺标记
3 条平行标记线，按上述步骤将分组后的细胞接种
在 6 孔板中，待细胞长满后，用 200 μl 枪头垂直于
孔板和标记线划 3 条垂直线，弃去旧培养基，用 PBS
轻轻润洗 2 ～ 3 次，加入无血清培养基，置于 37 ℃的
5% CO2 细胞培养箱中培养，并用倒置显微镜分别

于 0 h和 24 h观察同一划痕的宽度的变化情况，并
使用 Image J对划痕面积进行统计。

1． 2． 11 Transwell 细胞迁移实验 将 Transwell 小
室放入 24 孔板中在上室加入 500 μl 无血清培养
基，放入 37 ℃培养箱活化小室 30 min，用胰蛋白酶
消化对数生长期细胞，并用无血清 Hams’F-12K 培
养基重悬细胞，计数细胞数，按分组情况，向上室每

孔接种约 20 000 个细胞，每组设置 2 ～ 3 个复孔，并
在下室加入含 30% FBS 的 Hams’F-12K 培养基 500
μl。37 ℃培养箱孵育 24 h，次日用 PBS 洗涤 2 次，
下室中加入 500 μl，4%多聚甲醛室温固定 30 min，
PBS清洗后，再加入 0. 1%结晶紫溶液室温下染色
20 min，取出小室轻轻洗涤后在倒置显微镜下观察
结果，每孔任意选择 3 ～ 5 个视野进行拍照，用 Image
J计数取平均值进行定量研究。
1． 3 统计学处理 所有数据采用 GraphPad Prism
8. 0 进行分析，数据以 �x ± s表示，组间差异采用 t 检
验以及单因素方差分析，所有实验均重复 3 次以上。
以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 DNMT3A 在 PFs 细胞中的表达改变 与对
照组相比，TGF-β1组 DNMT3A 的蛋白表达水平( F
= 1. 530，P ＜ 0. 01 ) 及 mＲNA( F = 7. 225，P ＜ 0. 01 )
水平均升高。与 si-NC 组相比，siＲNA-DNMT3A 组
中 DNMT3A蛋白表达水平( F = 7. 249，P ＜ 0. 000 1)
及 mＲNA ( F = 456. 1，P ＜ 0. 000 1 ) 水平降低，提示
siＲNA转染成功，DNMT3A被沉默。见图 1。
2． 2 DNMT3A调控 CollagenⅠ、α-SMA的蛋白表
达情况 用 Western blot 检测 PFs 中的蛋白表达水
平，与对照组相比，TGF-β1组 CollagenⅠ、α-SMA 蛋
白表达水平明显升高，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。而 DNMT3A 沉默组 PFs 中 CollagenⅠ、α-
SMA的蛋白表达水平相较于 siＲNA-NC 组表达明显
降低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) 。提示沉默
DNMT3A可下调 CollagenⅠ、α-SMA 的蛋白表达水
平。见图 2。
2． 3 沉默 DNMT3A抑制 CollagenⅠ、α-SMA mＲ-
NA的表达 如图 3 显示，用 ＲT-qPCＲ 检测 PFs 中
的 mＲNA 表达水平，与对照组相比，TGF-β1 组中

Collagen Ⅰ、α-SMA mＲNA 表达水平升高 ( P ＜
0. 05) 。相较于 siＲNA-NC 组，DNMT3A 沉默组的
PFs中 CollagenⅠ、α-SMA 的 mＲNA 表达水平降低
( P ＜ 0. 05) ，提示沉默 DNMT3A可下调 CollagenⅠ、
α-SMA的 mＲNA表达水平。
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图 1 各实验组 DNMT3A的

表达量( �x ± s，n = 3)

Fig． 1 Expression levels of DNMT3A

in each experimental group ( �x ± s，n = 3)

A: The protein expression level of DNMT3A was detected by Western blot; B: The expression of DNMT3A mＲNA was detected by qＲT-PCＲ; a:

Control group; b: TGF-β1 group; c: siＲNA-NC group: d: siＲNA-DNMT3A group; ＊＊P ＜ 0. 01 vs Control group; ###P ＜ 0. 001，####P ＜ 0. 000 1 vs

siＲNA-NC group．

图 2 各实验组中 α-SMA和 CollagenⅠ蛋白的表达量( �x ± s，n = 3)

Fig． 2 The expression levels of α-SMA and Collagen Ⅰ protein in each

experimental group ( �x ± s，n = 3)

a: Control group; b: TGF-β1 group; c: siＲNA-NC group: d: siＲNA-DNMT3A

group; * P ＜ 0. 05 vs Control group; ##P ＜ 0. 01 vs siＲNA-NC group．

图 3 沉默 DNMT3A 对 α-SMA 和 CollagenⅠmＲNA

表达水平的影响( �x ± s，n = 3)

Fig． 3 The effect of silencing DNMT3A on the

mＲNA expression levels α-SMA and CollagenⅠ ( �x ± s，n = 3)

a: Control group; b: TGF-β1 group; c: siＲNA-NC group: D: siＲ-

NA-DNMT3A group; ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001 vs Control group; #P

＜ 0. 05，###P ＜ 0. 001 vs siＲNA-NC group．

2． 4 沉默 DNMT3A 对 PFs 增殖能力的影响 用

CCK-8 实验检测靶向沉默 DNMT3A 后各组 PFs 增
殖活性的变化，TGF-β1 组 PFs与正常组相比增殖活
性升高( F = 4. 110，P ＜ 0. 000 1 ) ，见图 4A。而与
siＲNA-NC组相比，DNMT3A沉默组中 PFs增殖活性
被抑制( F = 1. 174，P ＜ 0. 01) 。用 EdU 实验检测靶
向沉默 DNMT3A 后各组 PFs 增殖活性的变化结果
同样验证了上述观点，见图 4B。证明靶向沉默 DN-
MT3A会抑制 PFs的增殖活性。
2． 5 沉默 DNMT3A 对 PFs 迁移能力的影响 如
图 5 所示，用细胞划痕实验检测靶向沉默 DNMT3A
后各组 PFs迁移能力的变化，TGF-β1 处理的 PFs 细
胞的愈合速度明显快于对照组( F = 1. 337，P ＜
0. 000 1 ) 。使用 si-DNMT3A 转染后的 PFs 细胞与
siＲNA-NC组相比愈合速度明显降低( F = 1. 329，P
＜ 0. 05) 。同样，在 Transwell 实验中也证实了上述
结论( F = 3. 432，P ＜ 0. 001; F = 1. 209，P ＜ 0. 05) 。
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图 4 靶向沉默 DNMT3A对 PFs增殖活性的影响
Fig． 4 The effect of targeted silencing of DNMT3A on the proliferation activity of lung fibroblasts

A: CCK-8 experiment; B: Edu experiment × 200; a: Control group; b: TGF-β1 group; c: siＲNA-NC group; d: siＲNA-DNMT3A group; ＊＊＊＊P

＜ 0. 000 1 vs Control group; ##P ＜ 0. 01 vs siＲNA-NC group．

图 5 靶向沉默 DNMT3A对 PFs迁移能力的影响
Fig． 5 The effect of targeted silencing of DNMT3A on the migration ability of lung fibroblasts

A: Cell scratch test × 200; B: Transwell experiment × 200; a: Control group; b: TGF-β1 group; c: siＲNA-NC group; d: siＲNA-DNMT3A group;
＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs siＲNA-NC group．

提示沉默 DNMT3A会抑制 PFs细胞的迁移能力。

3 讨论

肺纤维化作为一种不可逆的慢性进行性纤维化

疾病，其特征是肺组织结构的进行性损伤，导致气体

交换、通气受损。目前对于肺纤维化的治疗有限，病

死率极高，中位生存期一般为 3 ～ 5 年［8］。近年来，
新型冠状病毒肺炎已成为全球公共卫生挑战，肺纤

维化作为一种严重的并发症，在预期的未来几年仍

将继续威胁着预后以及危重病人的生存［9］。因此
阐明肺纤维化的发病机制和积极寻找治疗方法是十

分必要的。目前普遍认为肺泡上皮细胞的损伤，氧
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化应激、炎症、细胞凋亡等级联反应刺激了 PFs的增
殖和活化，导致 PFs 灶的形成、胶原蛋白的沉积、细
胞外基质如 α-SMA 等的合成聚集是最终导致肺纤
维化的主要机制［10 － 11］。

DNA甲基化是一种表观遗传机制，是转移 S-腺
苷甲硫氨酸的过程，主要在 DNA甲基转移酶催化的
作用下在基因启动子的 CpG岛和转录开始位点，使
胞嘧啶转化为 5-甲基胞嘧啶的过程［12 － 13］。DN-
MT3A作为 DNA 甲基转移酶家族的一员，是介导
DNA从头甲基化的关键酶之一，其在正常发育和疾
病的发生发展中起着关键作用［14］。已有文献［15 － 17］

报道，DNA甲基化在肺纤维化的发病机制中起关键
作用。然而 DNMT3A 对于 PFs 调控的机制在国内
外少有报道。
本课题组通过 Western blot和 ＲT-qPCＲ检测纤

维化相关指标，结果提示 TGF-β1 刺激 PFs后，Colla-
genⅠ、α-SMA表达水平升高; 而在 si-DNMT3A 转染
的 DNMT3A沉默组中 CollagenⅠ、α-SMA 表达水平
降低。同样，CCK-8、Transwell等实验证明了 TGF-β1

刺激的 PFs 细胞增殖活化及迁移能力增强，而沉默
DNMT3A 后抑制了这种效应，提示靶向沉默 DN-
MT3A影响小鼠 PFs的胶原沉积、增殖及迁移活性。
本课题创新性地建立小鼠肺原代成纤维细胞模型，

通过 TGF-β1 诱导建立 PFs活化模型，从细胞层面验
证 DNMT3A对成纤维细胞的调控作用，为未来进一
步探索 DNMT3A调控肺纤维化的相关机制，构建了
可靠的体外模型。
该研究表明，DNMT3A 在 PFs 异常增殖和活化

过程中发挥了关键调控作用。因此，推测 DNMT3A
可能通过调节特定的下游靶点，促进 PFs 的活化和
肺纤维化的进展。后续研究可继续聚焦于这一调控
机制，进一步探讨 DNMT3A在肺纤维化中的具体作
用，以期为肺纤维化的临床治疗提供新的理论依据

和潜在的治疗靶点。
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Effect of targeted silencing of DNMT3A on collagen deposition，
proliferation and migration activity of mouse lung fibroblasts

Wang Xianchen1，You Junbo1，Ling Hui1，Fan Jiahao1，Chen Qi2，Tao Hui2，Sha Jiming1

( 1Dept of Thoracic Surgery，2Dept of Anesthesiology and Perioperative Medicine，
The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the effect of targeted silencing of DNA methyltransferase 3A ( DNMT3A) on
collagen deposition，proliferation and migration activity of mouse lung fibroblasts ( PFs) ． Methods In order to en-
sure the proliferation and migration activity of primary fibroblasts，the lung tissues of neonatal C57 suckling mice
were taken，PFs were extracted after being sheared，and the morphology was observed and identified under the mi-
croscope． PFs cells were activated by 5 ng /ml TGF-β1 for 24 h after cell attachment，and DNMT3A silencing model
was constructed by small interfering ＲNA; The experiment was divided into control group，TGF-β1 group，TGF-β1

+ siＲNA-NC group and TGF-β1 + siＲNA-DNMT3A group． The protein expressions of DNMT3A，α-smooth mus-
cle actin ( α-SMA) and Collagen Ⅰ were detected by Western blot; Ｒeal time quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction ( ＲT-qPCＲ) was used to detect the mＲNA expression changes of DNMT3A，α-SMA and
CollagenⅠ ． The proliferation ability of PFs was detected by CCK-8 and EdU staining; the migration ability of PFs
was detected by scratch test and Transwell migration test． Ｒesults Compared with the control group，TGF-β1 in-
duced the increase of DNMT3A in the activated PFs cell group ( P ＜ 0. 01) ，the protein and mＲNA levels of fibro-
sis and proliferation related indicators α-SMA and Collagen Ⅰ also increased ( all P ＜ 0. 05) ，and the proliferation
and migration ability of PFs increased ( all P ＜ 0. 000 1) ． Compared with the siＲNA-NC group，the protein expres-
sion levels of DNMT3A ( P ＜ 0. 000 1) and related indicators α-SMA ( P ＜ 0. 01) and Collagen Ⅰ ( P ＜ 0. 01) sig-
nificantly decreased in the DNMT3A silencing group by Western blot，and the mＲNA levels of DNMT3A，α-SMA
and CollagenⅠby ＲT-qPCＲ also decreased ( all P ＜ 0. 001) ，and the proliferation ( P ＜ 0. 01) and migration abil-
ity ( P ＜ 0. 05) of PFs cells decreased compared with the control group． Conclusion Silencing DNMT3A can in-
hibit the deposition of collagen and the proliferation of PFs． DNMT3A can promote the proliferation and migration of
PFs，and then promote the activation of PFs and the development of pulmonary fibrosis． This process may be regu-
lated by DNA methylation modification．
Key words DNMT3A; DNA methylation; lung fibroblasts; proliferation; migration; pulmonary fibrosis
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