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摘要　 目的　 探究溴结构域蛋白 ４（ＢＲＤ４）在转化生长因子⁃β１（ＴＧＦ⁃β１）诱导的肺泡Ⅱ型上皮细胞间质转化中的作用机制。
方法　 采用不同浓度（５、１０ ｎｇ ／ ｍｌ）的 ＴＧＦ⁃β１ 刺激 ＭＬＥ⁃１２ 细胞 ４８ ｈ 建立上皮间质转化（ＥＭＴ）细胞模型，并对细胞予以 ５０
ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＢＲＤ４ 抑制剂 ＪＱ⁃１，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 高迁移率族蛋白 Ｂ１（ＨＭＧＢ１）抑制剂甘草甜素（ＧＡ）和 ３ μｇ ／ ｍｌ 的重组高迁移率族蛋

白 １（ｒＨＭＧＢ１）预处理。 实验分组为：对照组、ＴＧＦ⁃β１ 组、ＪＱ⁃１ 组、ＪＱ⁃１ ＋ ＴＧＦ⁃β１ 组、ＧＡ 组、ＧＡ ＋ ＴＧＦ⁃β１ 组、ＪＱ⁃１ ＋ ＴＧＦ⁃β１ ＋
ｒＨＭＧＢ１ 组。 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＪＱ⁃１ 对细胞活力的影响；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＤＨ１、ＺＯ⁃１、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、α⁃ＳＭＡ、ＢＲＤ４、
ＨＭＧＢ１、ＴＧＦ⁃β１ 及 Ｓｍａｄ２ ／ ３、ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 的蛋白表达水平；通过划痕实验检测细胞迁移能力。 结果　 与对照组比较，ＴＧＦ⁃β１
组 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、α⁃ＳＭＡ 蛋白表达增加，ＣＤＨ１ 和 ＺＯ⁃１ 蛋白表达降低，提示 ＥＭＴ 模型构建成功。 在该模型中，ＢＲＤ４、ＨＭＧＢ１ 的表

达明显增加。 不同浓度的 ＪＱ⁃１ 均可抑制 ＭＬＥ⁃１２ 的细胞活力，且呈浓度依赖性。 ＪＱ⁃１ 和 ＧＡ 均可缓解 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的 ＥＭＴ 的

发生，并抑制由 ＴＧＦ⁃β１ 引起的 ＨＭＧＢ１ 表达的增加和 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ 通路的激活，而采用 ｒＨＭＧＢ１ 上调 ＨＭＧＢ１ 的表达可

以减少 ＪＱ⁃１ 对 ＥＭＴ 和 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ 通路的影响。 此外，ＪＱ⁃１ 和 ＧＡ 均可以有效降低 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的细胞迁移；而 ｒＨ⁃
ＭＧＢ１ 可以缓解 ＪＱ⁃１ 对细胞迁移速率的抑制作用。 结论　 ＢＲＤ４ 可通过影响 ＨＭＧＢ１ ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ 信号通路调控肺泡Ⅱ
型上皮细胞向间质转化过程，且 ＢＲＤ４ 可能成为抑制肺纤维化的一个潜在靶点。
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　 　 特发性肺纤维化（ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，
ＩＰＦ）是一种慢性、进行性的肺间质疾病，其预后差，
临床治疗难度大［１］。 因此，寻找有效的治疗 ＩＰＦ 的

靶点十分必要。 上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙ⁃
ｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是上皮细胞向间质细胞转化的

过程，在该过程中转化生长因子⁃β１ （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１， ＴＧＦ⁃β１） 是其重要诱导剂，ＴＧＦ⁃
β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路在肺纤维化的 ＥＭＴ 形成过程中

起关键性作用［２］。 溴结构域蛋白 ４ （ ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ⁃
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ４，ＢＲＤ４）作为溴结构域和超末端

结构域蛋白家族成员之一， 可通过诱导 ＥＭＴ 的进

程促进肾纤维化的发生发展［３ － ４］。 高迁移率族蛋白

１（ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＭＧＢ１）是一种

核蛋白，参与 ＤＮＡ 的修复、重组等过程。 有研究表

明［５］，ＨＭＧＢ１ 通过 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ 信号通路诱导

ＥＭＴ 参与博来霉素诱导的肺纤维化。 重要的是，
ＢＲＤ４ 通过直接影响 ＨＭＧＢ１ 启动子区域来调节其

表达进而参与骨关节炎进程［６］。 ＢＲＤ４ 是否能通过

ＨＭＧＢ１ 影响 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路活性，调控肺

纤维化相关 ＥＭＴ 过程鲜有报道。 因此，该研究通过

建立 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的肺泡上皮细胞 ＥＭＴ 模型，探究

ＢＲＤ４ 是否通过 ＨＭＧＢ１ ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ 通路调

控该过程，以期为寻找治疗 ＩＰＦ 的潜在靶点提供实

验依据。

１　 材料与方法

１． １　 细胞株　 ＭＬＥ⁃１２ 细胞是从 ５ 月龄雌性小鼠的

肺部分离出来的上皮细胞，呈上皮细胞样，贴壁生

长，购自美国 ＡＴＣＣ 公司。
１． ２　 主要试剂与仪器 　 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基、青霉

素 －链霉素（货号：８１２３４９０、２４４１８７６，美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司）；胰蛋白酶 － ＥＤＴＡ 消化液、ＤＭＳＯ 培养基（货
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号：Ｔ１３００、Ｄ８３７１，北京索莱宝科技有限公司）；特级

胎牛血清（货号：ＦＢ２５０１５，美国 ＣＬＡＲＫ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
公司）；重组人 ＴＧＦ⁃β１ 因子（货号：１００⁃２１Ｃ⁃２ＵＧ，美
国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司）；ＲＩＰＡ 裂解液（货号：Ｐ００１３Ｂ，上
海碧云天生物技术有限公司）；特超敏 ＥＣＬ 化学发

光底物（货号：ＢＬ４００１２，河北贝博实验用品有限公

司）；ＣＣＫ⁃８ 试剂（货号：ＣＫ０４，上海东仁化学科技有

限公司）；ＢＲＤ４ 抑制剂 ＪＱ⁃１、ＨＭＧＢ１ 抑制剂甘草甜

素（ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎ，ＧＡ）（货号：Ｓ７１１０、Ｓ２３０２，美国 Ｓｅｌｌ⁃
ｅｃｋ 公司）； ｒＨＭＧＢ１ （货号：Ｈ４６５２，美国 Ｓｉｇｍａ 公

司）；ＢＲＤ４ 抗体、ＨＭＧＢ１ 抗体、ＺＯ⁃１ 抗体、ＴＧＦ⁃β１
抗体、 Ｓｍａｄ２ ／ ３ 抗 体、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 抗 体 （ 货 号：
Ｒ３８１０１１、Ｒ３８０７１０、５１１４１７、２５０３４６、３８２４７２、２５１７９５，
成都正能生物技术有限责任公司）；ＣＤＨ１ 抗体、Ｖｉ⁃
ｍｅｎｔｉｎ 抗 体、 ＧＡＰＤＨ 抗 体 （ 货 号： ２０８７４⁃１⁃ＡＰ、
Ｒ２２７７５、６０００４⁃１⁃ｔｇ，美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）；山羊抗

小鼠兔抗体（货号：Ｓ０００１，美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司）；ＣＯ２

培养箱、酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电

泳仪和电转仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；化学发光成像

系统（上海勤翔科学仪器有限公司）。
１． ３　 方法

１． ３． １　 细胞培养与 ＥＭＴ 模型建立 　 ＭＬＥ⁃１２ 细胞

培育于含有 １０％ 胎牛血清、１％ 青霉素 － 链霉素的

ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基中，将其置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养，当培养皿中细胞密度达到 ９０％ ～ ９５％
时进行细胞传代。 取对数生长期 ＭＬＥ⁃１２ 细胞常规

培养至 ６０％融合度后，分别用 ５、１０ ｎｇ ／ ｍｌ 的 ＴＧＦ⁃
β１ 刺激 ４８ ｈ。
１． ３． ２　 实验分组　 将 ＭＬＥ⁃１２ 细胞分为 ７ 组：正常

培养的 ＭＬＥ⁃１２ 细胞为对照组；用含 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＪＱ⁃１
的培养基孵育ＭＬＥ⁃１２ 细胞 ４８ ｈ，记为 ＪＱ⁃１ 组；使用

含 １０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＧＦ⁃β１ 培养基培养 ＭＬＥ⁃１２ 细胞 ４８ ｈ，
记为 ＴＧＦ⁃β１ 组；使用含 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＪＱ⁃１ 和 １０ ｎｇ ／ ｍｌ
ＴＧＦ⁃β１ 培养基培养 ＭＬＥ⁃１２ 细胞 ４８ ｈ，记为 ＴＧＦ⁃
β１ ＋ ＪＱ⁃１ 组；使用含 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＧＡ 培养基培养

ＭＬＥ⁃１２ 细胞 ４８ ｈ，记为 ＧＡ 组；使用含 １０ ｎｇ ／ ｍｌ
ＴＧＦ⁃β１ 和 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＧＡ 培养基培养 ＭＬＥ⁃１２ 细

胞 ４８ ｈ，记为 ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＧＡ 组；使用含 １０ ｎｇ ／ ｍｌ
ＴＧＦ⁃β１，５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＪＱ⁃１ 和 ３ μｇ ／ ｍｌ 的 ｒＨＭＧＢ１ 培

养基培养 ＭＬＥ⁃１２ 细胞 ４８ ｈ，记为 ＪＱ⁃１ ＋ ＴＧＦ⁃β１ ＋
ｒＨＭＧＢ１ 组。
１． ３． ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力　 将细胞悬液接种

于 ９６ 孔板中（８ ０００ 个细胞 ／孔），待细胞贴壁 １６ ～
２４ ｈ 后， 采用不同浓度 （ ５０、 １００、 ２００、 ４００、 ８００

ｎｍｏｌ ／ Ｌ）的 ＪＱ⁃１ 处理，每组设 ３ 个平行实验孔。 培

养 ４８ ｈ 后每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 试剂，继续培养 ２ ｈ
后，以 ４５０ ｍｍ 波长检测每孔吸光度值，并按照公式

计算细胞活力百分比。
１． ３． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定蛋白表达 　 使用 ＲＩＰＡ
裂解缓冲液在冰上裂解细胞后提取总蛋白，ＢＣＡ 法

测定蛋白质浓度。 经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离，转
移蛋白至硝酸纤维素膜上。 并将硝酸纤维素膜于

５％的脱脂奶粉中常温封闭 ２ ｈ，并随后将膜置于一

抗中 ４ ℃过夜，Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲盐溶液洗膜 ３ 次，每次

１０ ｍｉｎ。 二抗稀释液常温孵育 ２ ｈ，Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲盐

溶液洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 用 ＥＣＬ 化学发光法显

影，利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋白条带进行灰度值分析，
以 ＧＡＰＤＨ 作为内参，计算各目的蛋白与 ＧＡＰＤＨ 灰

度值的比值。
１． ３． ５ 　 划痕实验检测细胞迁移能力 　 将 ＭＬＥ⁃１２
细胞接种于 ６ 孔板，细胞贴壁 １６ ～ ２４ ｈ 后，用 ２００
μｌ 枪头垂直于孔板进行划痕，注意力度均一，吸掉

培养基后，使用磷酸缓冲盐溶液冲洗 ３ 次，之后每孔

加入 ２ ｍｌ 培养基，选取任意 ３ 个划痕视野进行拍

照，培养 ４８ ｈ 后再次进行拍照，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计

算细胞迁移面积，将迁移面积比作为反映细胞迁移

能力的指标，迁移面积比越大即细胞的迁移能力越

强。 迁移面积百分比 ＝ （０ ｈ 划痕区域面积 － ４８ ｈ
划痕区域面积） ／ ０ ｈ 划痕区域面积 × １００％ ，实验重

复 ３ 次。
１． ４　 统计学处理　 使用 ＳＰＳＳ ２３. ０ 软件进行统计

分析，所有实验结果数据均使用 �ｘ ± ｓ 表示，两组数

据间的比较采用独立样本 ｔ 检验，多组间的比较采

用单因素方差分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 示差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １ 　 ＥＭＴ 模型的建立 　 分别用 ５、１０ ｎｇ ／ ｍｌ 的

ＴＧＦ⁃β１ 刺激 ＭＬＥ⁃１２ 细胞 ４８ ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显

示，与对照组比较，５ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＧＦ⁃β１ 组 ＺＯ⁃１ 明显降

低，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、α⁃ＳＭＡ、ＢＲＤ４ 和 ＨＭＧＢ１ 的表达增加；
１０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＧＦ⁃β１ 组 ＣＤＨ１、ＺＯ⁃１ 降低，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、α⁃
ＳＭＡ、ＢＲＤ４ 和 ＨＭＧＢ１ 的表达增加（图 １Ａ、Ｂ），以上

结果差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 后续实验选

取 １０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＧＦ⁃β１ 构建 ＥＭＴ 模型。
２． ２　 抑制 ＢＲＤ４ 对 ＥＭＴ、ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ 通路

以及细胞迁移能力的影响　 ＣＣＫ⁃８ 结果显示，不同

浓度 ＪＱ⁃１ 处理 ＭＬＥ⁃１２ 细胞 ４８ ｈ 后，细胞活力随着
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图 １　 细胞中 ＥＭＴ 标志蛋白及 ＢＲＤ４、ＨＭＧＢ１ 的蛋白表达水平

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＭＴ ｍａｒｋｅｒｓ， ＢＲＤ４ ａｎｄ ＨＭＧＢ１ ｉｎ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＭＴ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｂ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＲＤ４ ａｎｄ ＨＭＧＢ１ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ；
∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＧＦ⁃β１ ｇｒｏｕｐ．

ＪＱ⁃１ 浓度的增加而下降，其中，５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和 １００
ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＪＱ⁃１ 处理 ＭＬＥ⁃１２ 细胞后的细胞活力分

比分别为 ９０％和 ６９％ ，２００、４００、８００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＪＱ⁃１ 组

细胞活力均低于 ６０％ （图 ２Ａ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显

示，５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＪＱ⁃１ 可降低 ＢＲＤ４
的蛋白表达（图 ２Ｂ）。 因此选取 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＪＱ⁃１ 进

行后续实验。
　 　 采用 ＪＱ⁃１ 抑制 ＢＲＤ４ 的表达，明确 ＢＲＤ４ 在

ＴＧＦ⁃β１ 诱导的 ＥＭＴ 模型中的可能作用。 如图 ２Ｃ
所示，与对照组比较，ＴＧＦ⁃β１ 处理组 ＣＤＨ１ 的表达

降低，α⁃ＳＭＡ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的表达增加；与 ＴＧＦ⁃β１ 组

比较，ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＪＱ⁃１ 组 ＣＤＨ１ 的表达增加，α⁃ＳＭＡ
和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的表达下降；以上结果差异均有统计学

意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。
　 　 如图 ２Ｄ 所示，与对照组比较，ＪＱ⁃１ 组 ＢＲＤ４、
ＨＭＧＢ１ 的表达有所降低（Ｐ ＜ ０. ０５），ＴＧＦ⁃β１ 及 ｐ⁃
Ｓｍａｄ２ ／ ３ 无明显变化， ＴＧＦ⁃β１ 组 ＢＲＤ４、ＨＭＧＢ１、
ＴＧＦ⁃β１ 和 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 表达均上升（Ｐ ＜ ０. ０５），但经

ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＪＱ⁃１ 联合处理后，与 ＴＧＦ⁃β１ 组比较，以上

蛋白表达均下降（Ｐ ＜ ０. ０５）。
　 　 划痕实验结果显示，与对照组比较，ＪＱ⁃１ 组细

胞迁移能力无明显变化，ＴＧＦ⁃β１ 组细胞迁移能力增

加（Ｐ ＜ ０. ０５），但经 ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＪＱ⁃１ 联合处理后，与
ＴＧＦ⁃β１ 组比较，其迁移能力下降 （Ｐ ＜ ０. ０５），图

２Ｅ、Ｆ。
２． ３　 抑制 ＨＭＧＢ１ 对 ＥＭＴ、ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ 通

路以及细胞迁移能力的影响 　 如图 ３Ａ － Ｃ 所示，
浓度为 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＧＡ 可抑制 ＭＬＥ⁃１２ 细胞中

ＨＭＧＢ１ 的表达（Ｐ ＜ ０. ０５），因此，选取 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＧＡ 进行后续实验。 进一步研究发现，与对照组

比较，ＴＧＦ⁃β１ 处理可降低 ＣＤＨ１ 的表达，增加 α⁃
ＳＭＡ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的表达，诱导 ＥＭＴ 的发生，并增加

ＢＲＤ４、ＨＭＧＢ１、ＴＧＦ⁃β１ 及 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 的表达，而采

用 ＧＡ 抑制 ＨＭＧＢ１ 的表达后，可明显缓解 ＥＭＴ 的

发生以及减少以上蛋白的表达（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。
　 　 细胞划痕实验结果显示，与对照组比较，ＧＡ 组

细胞迁移能力无明显变化，ＴＧＦ⁃β１ 组细胞迁移能力

增加（Ｐ ＜ ０. ０５），ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＧＡ 联合处理后，其细胞

迁移能力下降（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ３Ｄ、Ｅ。
２． ４ 　 ＨＭＧＢ１ 过表达部分逆转 ＢＲＤ４ 抑制对

ＥＭＴ、ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ 通路及细胞迁移能力的影

响　 如图 ４Ａ 所示，浓度为 ３ μｇ ／ ｍｌ 的 ｒＨＭＧＢ１ 可增

加 ＭＬＥ⁃１２ 细胞中 ＨＭＧＢ１ 的表达（Ｐ ＜ ０. ０１），因
此，选取 ３ μｇ ／ ｍｌ 的 ｒＨＭＧＢ１ 进行后续试验。 进一

步研究发现（图 ４Ｂ、Ｃ），与对照组比较，ＴＧＦ⁃β１ 处

理可降低 ＺＯ⁃１ 的表达，增加 α⁃ＳＭＡ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的

表达，诱导 ＥＭＴ 产生，并增加 ＢＲＤ４、ＨＭＧＢ１、ＴＧＦ⁃
β１ 及 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 的表达，而采用 ＪＱ⁃１ 抑制 ＢＲＤ４ 的
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表达后， 可缓解 ＥＭＴ 的发 生 并 降 低 了 ＢＲＤ４、
ＨＭＧＢ１、ＴＧＦ⁃β１ 及 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 蛋白的表达水平，然
而采用 ｒＨＭＧＢ１ 上调 ＨＭＧＢ１ 的表达逆转了由 ＪＱ⁃１
抑制 ＢＲＤ４ 表达而缓解的 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的 ＥＭＴ 及

ＨＭＧＢ１、ＴＧＦ⁃β１ 及 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 的蛋白表达水平的

降低（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。
　 　 细胞划痕实验结果显示， 与对照组比较，
ＴＧＦ⁃β１ 组细胞迁移能力增加（Ｐ ＜ ０. ０５），ＪＱ⁃１ 抑制

图 ２　 抑制 ＢＲＤ４ 对 ＥＭＴ、ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ 通路以及细胞迁移能力的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢＲＤ４ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ ＥＭＴ， ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
　 　 Ａ： Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８；Ｂ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＲＤ４ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｃ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＭＴ ｍａｒｋｅｒｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ； Ｄ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＲＤ４，ＨＭＧＢ１，ＴＧＦ⁃β１，Ｓｍａｄ２ ／ ３ ａｎｄ ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ；Ｅ，Ｆ： Ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｇｒａｐｈ， ｂａｒ ＝ ５００ μｍ， × ４０； ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＪＱ⁃１ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＴＧＦ⁃β１ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＪＱ⁃１ ｇｒｏｕｐ； △Ｐ ＜

０. ０５，△△△Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＪＱ⁃１ ｇｒｏｕｐ；∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＴＧＦ⁃β１ ｇｒｏｕｐ．
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图 ３　 抑制 ＨＭＧＢ１ 对 ＥＭＴ、ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ 通路以及细胞迁移能力的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ ＥＭＴ， ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｂ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＭＴ ｍａｒｋｅｒｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｃ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＲＤ４，
ＨＭＧＢ１，ＴＧＦ⁃β１，Ｓｍａｄ２ ／ ３ ａｎｄ ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｄ，Ｅ： Ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｇｒａｐｈ， ｂａｒ ＝ ５００ μｍ， × ４０； ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＧＡ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＴＧＦ⁃β１ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＧＡ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ
ＴＧＦ⁃β１ ｇｒｏｕｐ．

ＢＲＤ４ 表达后，其细胞迁移能力下降（Ｐ ＜ ０. ０５），ｒＨ⁃
ＭＧＢ１ 上调 ＨＭＧＢ１ 表达增强了细胞迁移能力，见图

４Ｄ、Ｅ（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。

３　 讨论

　 　 ＩＰＦ 是一种进行性、致命的纤维化肺疾病。尽
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图 ４　 ＨＭＧＢ１ 过表达部分逆转 ＢＲＤ４ 抑制对 ＥＭＴ、ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ 通路及细胞迁移能力的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＢＲＤ４ ｏｎ ＥＭＴ， ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｂｙ ＨＭＧＢ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｂ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＭＴ ｍａｒｋｅｒｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｃ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＲＤ４，
ＨＭＧＢ１，ＴＧＦ⁃β１，Ｓｍａｄ２ ／ ３ ａｎｄ ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｄ，Ｅ： Ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｇｒａｐｈ， ｂａｒ ＝ ５００ μｍ， × ４０； ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＴＧＦ⁃β１ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＪＱ⁃１ ＋ ＴＧＦ⁃β１ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＪＱ⁃１ ＋ ＴＧＦ⁃β１ ＋ ｒＨＭＧＢ１ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＴＧＦ⁃β１ ｇｒｏｕｐ； ＆Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＪＱ⁃１ ＋ ＴＧＦ⁃β１ ｇｒｏｕｐ；△Ｐ ＜ ０. ０５，△△Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０ μｇ ／ ｍｌ ｒＨＭＧＢ１．

管在过去十年中，对 ＩＰＦ 的探索取得了重大进展，但
ＩＰＦ 的确切发病机制尚未完全阐明。 肺移植是 ＩＰＦ
的主要治疗方法［７］，吡非尼酮和尼达尼布治疗可以

显著改善 ＩＰＦ 患者的肺功能并减缓疾病进展［８］。 但

由于供体器官的有限性，药物的副作用、耐受性等问

题，寻找 ＩＰＦ 新的治疗方法仍具有十分重要的现实
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意义。 ＥＭＴ 是生成肌成纤维细胞的重要方式之一，
由肌成纤维细胞产生过量的细胞外基质是导致肺内

胶原沉积，最终引起肺纤维化的重要原因。 因此，
ＥＭＴ 在肺纤维化中发挥着重要作用［２］。
　 　 溴结构域和超末端结构域蛋白已成为癌症、肥
胖、炎症和纤维化疾病的有前途的治疗靶点［９］。
ＢＲＤ４ 在肿瘤和纤维化疾病中的作用已被广泛研

究，在血管紧张素Ⅱ诱导的小鼠肾纤维化模型中，采
用化学抑制剂 ＪＱ１ 抑制 ＢＲＤ４ 表达后，可通过减弱

ＥＭＴ 进程来缓解肾纤维化［１０］。 在博来霉素诱导的

肺纤维化中，抑制 ＢＲＤ４ 的表达能够抑制肺成纤维

细胞的促纤维化作用并改善肺纤维化［１１］。 Ｔｉａｎ ｅｔ
ａｌ ［１２］研究发现，ＢＲＤ４ 参与调节 ＴＧＦ⁃β 诱导的气道

上皮细胞 ＥＭＴ 转化过程，且抑制 ＢＲＤ４ 的表达可以

改善 ＴＧＦ⁃β 诱导的小鼠肺纤维化。 本研究中，在
ＴＧＦ⁃β１ 诱导的肺泡上皮细胞 ＥＭＴ 模型中，ＢＲＤ４ 的

表达增加，ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 通路活化，降低 ＢＲＤ４ 表达

后可有效减少 ＥＭＴ 的发生并抑制 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 通

路活化，同时，减少 ＢＲＤ４ 的表达还可以降低肺泡上

皮细胞的迁移能力，这提示 ＢＲＤ４ 可能通过 ＴＧＦ⁃
β１ ／ Ｓｍａｄ 信号转导参与调控肺泡上皮细胞 ＥＭＴ 过

程。 ＨＭＧＢ１ 是一种广泛存在于真核细胞核内的转

录调节因子。 先前的研究［１３］表明，在肺纤维化疾病

中，增加或减弱 ＨＭＧＢ１ 表达可增强或抑制 ＴＧＦ⁃β１
对 ＥＭＴ 过程的促进作用。 抑制 ＨＭＧＢ１ 的表达能

够减轻 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的 Ａ５４９ 细胞 ＥＭＴ 过程，并且

ＨＭＧＢ１ 可通过调控 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路参与小

鼠急性肺损伤后肺纤维化。 本研究通过下调细胞中

ＨＭＧＢ１ 的表达来探究 ＨＭＧＢ１ 是否可以通过调节

ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路参与 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的 ＭＬＥ⁃
１２ 细胞 ＥＭＴ 过程，发现抑制 ＨＭＧＢ１ 的表达同样抑

制了 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号转导，减弱了 ＥＭＴ 并逆转

了上皮细胞的迁移能力。 同时，本研究发现，在

ＴＧＦ⁃β１ 诱导的肺泡上皮细胞 ＥＭＴ 模型中，抑制

ＢＲＤ４ 的表达可以下调 ＨＭＧＢ１ 的表达。 有研究［１４］

显示，ＢＲＤ４ 可调节 ＨＭＧＢ１ 的表达来参与大鼠酒精

性肝病模型的炎症反应， 这为 ＢＲＤ４ 通过调控

ＨＭＧＢ１ ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 参与肺纤维化的机制研究进

一步提供了依据。 接下来，为探究 ＢＲＤ４ 可通过调

控 ＨＭＧＢ１ 进而调控 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号转导参与调

控肺泡上皮细胞 ＥＭＴ 过程，本研究下调 ＢＲＤ４ 的同

时激活 ＨＭＧＢ１ 的表达后发现，ＨＭＧＢ１ 的上调缓解

了 ＢＲＤ４ 降低对 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的 ＥＭＴ 及 ＴＧＦ⁃β１ ／
Ｓｍａｄ 信号通路活化和细胞迁移速率的抑制作用，这

证明了 ＢＲＤ４ 与 ＨＭＧＢ１ 可能存在上下游调控关

系，ＢＲＤ４ 可能参与调控下游 ＨＭＧＢ１ 的表达，而
ＨＭＧＢ１ 是否为 ＢＲＤ４ 的直接靶点还需要进一步实

验探索。 本研究仅在细胞层面上验证了 ＢＲＤ４ 对

ＨＭＧＢ１ 的调控作用，ＢＲＤ４ 可通过调控 ＨＭＧＢ１ ／
ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 通路参与 ＩＰＦ 的作用机制还需要进一

步的探究。
　 　 综上所述，ＢＲＤ４ 可通过影响 ＨＭＧＢ１ ／ ＴＧＦ⁃β１ ／
Ｓｍａｄ 信号通路的活性调节小鼠肺泡上皮细胞 ＥＭＴ
过程，从而调控肺纤维化的进展。 ＢＲＤ４ 可能成为

抑制肺纤维化的一个潜在靶点。
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ｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｉｎ ＥＭＴ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ＰＦ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１９， ２３４ （ ６ ）： ８８６２ － ７２． ｄｏｉ：１０． １００２ ／ ｊｃｐ．
２７５４８．

［１４］ Ｌａｎ Ｙ， Ｙａｎ Ｒ， Ｓｈａｎ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｓａｌｖｉａｎｉｃ ａｃｉｄ Ａ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｃｈｒｏｎｉｃ
ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＨＭＧＢ１ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｖｉａ
ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＢＲＤ４ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０２０， ２４ （１５）：
８５１８ － ３１． ｄｏｉ：１０． １１１１ ／ ｊｃｍｍ． １５４７３．

ＢＲＤ４ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＨＭＧＢ１ ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ ｐａｔｈｗａｙ

Ｃｈｅｎ Ｒｕｒｕ１， Ｈａｎ Ｌｕ１， Ｈｅ Ｈａｉｌａｎ１，２， Ｈａｏ Ｘｉａｏｈｕｉ１，２， Ｌｉｕ Ｈｅｌｉａｎｇ１，２， Ｇｕｏ Ｌｉｎｇｌｉ１，３

（ １Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ， Ｎｏｒｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｔａｎｇｓｈａｎ　 ０６３２１０；
２Ｈｅｂｅｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｏｒｇａｎ Ｆｉｂｒｏｓｉｓ， Ｔａｎｇｓｈａｎ　 ０６３２１０； ３Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

Ｃｈｅｎｇｄｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｃｈｅｎｇｄｕ　 ６１００７５）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ４ （ＢＲＤ４） ｉｎ ＴＧＦ⁃β１⁃ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ａｌｖｅｏｌａｒ ｔｙｐｅ ＩＩ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＭＬＥ⁃１２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔｉｍｕｌａ⁃
ｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （５ ｎｇ ／ ｍｌ， １０ ｎｇ ／ ｍｌ） ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ｆｏｒ ４８ ｈ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ＥＭＴ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ． Ｔｈｅ
ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＢＲＤ４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＪＱ⁃１， １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ １ ｐｒｏｔｅｉｎ
（ＨＭＧＢ１）ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎ ａｃｉｄ （ＧＡ）， ａｎｄ ３ μｇ ／ ｍｌ ｒＨＭＧＢ１． Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ａｓ ｆｏｌ⁃
ｌｏｗｓ： ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＴＧＦ⁃β１ ｇｒｏｕｐ， ＪＱ⁃１ ｇｒｏｕｐ， ＪＱ⁃１ ＋ ＴＧＦ⁃β１ ｇｒｏｕｐ， ＧＡ ｇｒｏｕｐ， ＧＡ ＋ ＴＧＦ⁃β１ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ＪＱ⁃
１ ＋ ＴＧＦ⁃β１ ＋ ｒＨＭＧＢ１ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＪＱ⁃１ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃８ （ＣＣＫ⁃
８）． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＤＨ１， ＺＯ⁃１， Ｖｉｍｅｎｔｉｎ， α⁃ＳＭＡ， ＢＲＤ４， ＨＭＧＢ１， ＴＧＦ⁃β１， Ｓｍａｄ２ ／ ３ ａｎｄ
ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ａ ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ａｎｄ α⁃ＳＭＡ ｉｎ ｔｈｅ ＴＧＦ⁃β１ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ＣＤＨ１ ａｎｄ ＺＯ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＥＭＴ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ，
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＲＤ４ ａｎｄ ＨＭＧＢ１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＪＱ⁃１ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＬＥ⁃１２ ｉｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ． Ｂｏｔｈ ＪＱ⁃１ ａｎｄ ＧＡ ｃｏｕｌｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ＴＧＦ⁃β１⁃ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ＥＭＴ， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＨＭＧＢ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｐａｔｈｗａｙ ｃａｕｓｅｄ
ｂｙ ＴＧＦ⁃β１． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｒＨＭＧＢ１ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｕｌｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＪＱ⁃１ ｏｎ ＥＭＴ ａｎｄ ｔｈｅ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３
ｐａｔｈｗａｙ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｂｏｔｈ ＪＱ⁃１ ａｎｄ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎ ｃｏｕｌｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅ ＴＧＦ⁃β１⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，
ｗｈｅｒｅａｓ ｒＨＭＧＢ１ ｃｏｕｌｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＪＱ⁃１ ｏｎ ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＢＲＤ４ ｃａｎ
ｒｅｇｕｌａｔｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ａｌｖｅｏｌａｒ ｔｙｐｅ ＩＩ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ＨＭＧＢ１ ／ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｓｉｇｎａ⁃
ｌｉｎｇ ｃａｓｃａｄｅ， ａｎｄ ＢＲＤ４ ｍａｙ ｂｅ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ＢＲＤ４； ＨＭＧＢ１； ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３； ＥＭＴ； ｆｉｂｒｏｓｉｓ；ＪＱ⁃１
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ８１６０２８１４）； Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． Ｈ２０１７２０９１５４）； Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ｏｆ Ｈｉｇｈｅｒ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖ⁃
ｉｎｃｅ （Ｎｏ． ＢＪ２０１７００６）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｇｕｏ Ｌｉｎｇｌｉ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｓｊａｎｅ＠ １２６． ｃｏｍ
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