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ＷＴＡＰ 对博来霉素诱导的肺纤维化胶原沉积的影响
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摘要　 目的　 探讨 Ｗｉｌｍｓ 肿瘤 １ 相关蛋白（ＷＴＡＰ）对博来霉素所致的肺纤维化组织胶原沉积的影响。 方法　 ６０ 只小鼠随机

分为 ４ 组：对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、博来霉素诱导肺纤维化组（ＢＬＭ 组）、肺纤维化慢病毒空载体对照组（ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ 组）、肺纤

维化 ＷＴＡＰ 慢病毒组（ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＷＴＡＰ 组）。 采用腹部皮下注射博来霉素（３５ ｍｇ ／ ｋｇ）建立实验性肺纤维化小鼠模型，每周 ２
次，共 ８ 次。 造模结束后，使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测纤维化相关标志物 α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）、Ⅰ型胶原（Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ） 、纤
维连接蛋白（Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）的蛋白表达情况以及 ＷＴＡＰ 蛋白表达情况；使用 Ｍａｓｓｏｎ 染色和 Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ 染色检测胶原沉积情况；
采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＷＴＡＰ ｍＲＮＡ 表达情况、ＷＴＡＰ 慢病毒侵染效果及 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ｍＲＮＡ 表达情况。 结果　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，
ＢＬＭ 组肺组织 α⁃ＳＭＡ（Ｐ ＜ ０. ００１）、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ（Ｐ ＜ ０. ００１）、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ（Ｐ ＜ ０. ０１）蛋白表达均升高；Ｍａｓｓｏｎ 染色（Ｐ ＜ ０. ００１）和
Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ 染色（Ｐ ＜ ０. ００１）证实 ＢＬＭ 组肺组织出现明显胶原沉积；且 ＢＬＭ 组肺组织中 ＷＴＡＰ 蛋白表达升高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ 组肺组织中 ＷＴＡＰ ｍＲＮＡ 表达升高（Ｐ ＜ ０. ００１）；与 ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ 组比较，ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＷＴＡＰ 组肺组织中

ＷＴＡＰ ｍＲＮＡ 表达下降（Ｐ ＜ ０. ００１），证明病毒侵染有效。 ＷＴＡＰ 慢病毒侵染后，ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＷＴＡＰ 组胶原纤维沉积减少（Ｐ ＜
０. ００１）、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ｍＲＮＡ 水平降低（Ｐ ＜ ０. ００１）及蛋白表达下降（Ｐ ＜ ０. ００１）。 结论　 敲低 ＷＴＡＰ 表达可减少博来霉素所致

的小鼠肺纤维化组织的胶原沉积，改善实验性肺纤维化。
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陈　 齐，男，主任医师，硕士生导师，通信作者，Ｅ⁃ｍａｉｌ：
１２２８０２２４３８＠ ｑｑ． ｃｏｍ

　 　 肺纤维化是所有纤维化疾病中进展最快、致死

率最高的疾病，从诊断到死亡的中位生存期仅 ３ ～ ５
年［１］，不同信号的复杂相互作用触发不同的修复途

径，最终导致患者的组织纤维化、呼吸衰竭和死

亡［２］。 肺纤维化因其进展性和不可逆性，已成为肺

移植的主要适应证之一［３］。 目前对肺纤维化的研

究仍然是一个急需解决的问题。 Ｎ６⁃甲基腺苷（Ｎ６⁃
ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ，ｍ６Ａ）是哺乳动物信使 ＲＮＡ 和非编

码 ＲＮＡ 中最常见、最可逆的内部修饰［４］。 ｍ６Ａ 的

ＲＮＡ 甲基化是由一组被称为甲基转移酶的复合体

催化的［５］。 该转移酶复合体中相关酶已经被证实

参与肺纤维化调节［６］。 而该复合体中的调节亚

基———Ｗｉｌｍｓ 肿瘤 １ 相关蛋白（Ｗｉｌｍｓ′ ｔｕｍｏｒ １⁃ａｓｓｏ⁃
ｃｉａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＷＴＡＰ）的作用却未被探究证实。 肺

纤维化的特征是肺组织的重塑，包括成纤维细胞的

过度增殖和大量胶原沉积［７］。 该研究旨在探讨

ＷＴＡＰ 对博来霉素（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，ＢＬＭ）诱导的肺纤维

化组织胶原沉积的影响，以期为肺纤维化治疗寻找

新的方向。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物 　 ６０ 只 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小

鼠，体质量（２５ ± ２） ｇ，饲养在安徽医科大学第二附

属医院科研实验中心动物室，环境维持（２３ ± ２）℃，
光照 １２ ｈ，避光 １２ ｈ。 所有实验操作遵守实验室相

关管理规定。
１． １． ２　 主要试剂　 ＴＲＩｚｏｌ 试剂（货号：１５５９６０１８，美
国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；逆转录试剂盒、ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 试剂

盒（货号：ＡＧ１１７０７、ＡＧ１１７０１，湖南艾科瑞生物工程

有限公司）；蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ、细胞裂解液 ＲＩ⁃
ＰＡ、蛋白浓度测定 ＢＣＡ 试剂盒、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试剂盒

（货号：ＳＴ５０５、Ｐ００１３Ｂ、Ｐ００１２Ｓ、Ｐ００１２Ａ ，上海碧云

天生物技术有限公司）；蛋白一抗试剂 ＧＡＰＤＨ、
ＷＴＡＰ、α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，
α⁃ＳＭＡ）、Ⅰ型胶原（ ｔｙｐｅ Ⅰ ｃｏｌｌａｇｅｎ，Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ） 、
纤维 连 接 蛋 白 （ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ） （ 货 号： ６０００４⁃１⁃Ｉｇ、

·６６２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｆｅｂ；６０（２）



６０１８８⁃１⁃Ｉｇ、６７７３５⁃１⁃Ｉｇ、６６７６１⁃１⁃Ｉｇ、１５６１３⁃１⁃ＡＰ，武汉

三鹰生物技术有限公司）；兔源及鼠源二抗（货号：
ａｂ９７０５１、ａｂ６７２８，美国 Ａｂｃａｍ 公司）；相关 ｑＰＣＲ 引

物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成提供。
１． １． ３ 　 主要设备与仪器 　 Ｖａｒｉｏｓｋａｎ ＬＵＸ 酶标仪

（型号：ＶＬＢＬ０ＴＧＤ２，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司）； 低 温 高 速 离 心 机 （ 型 号： Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４３０ ／
５４３０Ｒ，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；实时荧光定量 ＰＣＲ 仪

（型号：ＣＦＸ９６，美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；全自动化学发

光 ／荧光图像分析系统（型号：Ｔａｎｏｎ ５２００ Ｍｕｌｔｉ，上
海天能生命科学有限公司）；恒温金属浴 （型号：
ＤＫＴ２００⁃２，杭州米欧仪器有限公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 动物实验分组与模型建立　 ６０ 只 ８ 周龄雄

性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为 ４ 组：对照组 （ Ｃｏｎｔｒｏｌ
组），ＢＬＭ 诱导肺纤维化组（ＢＬＭ 组）、肺纤维化慢

病毒空载体对照组（ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ 组），肺纤维化

ＷＴＡＰ 慢病毒组（ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＷＴＡＰ 组）。 利用 ＢＬＭ
构建小鼠肺纤维化模型，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组注射 ０. ９％ 氯化

钠溶液，其余 ３ 组均进行 ＢＬＭ 注射。 具体方法为：
采用腹部皮下注射 ＢＬＭ（３５ ｍｇ ／ ｋｇ）建立肺纤维化

小鼠模型，每周 ２ 次，共 ８ 次。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组使用相同剂

量 ０. ９％ 氯化钠溶液， ＢＬＭ 组使用 ＢＬＭ （３５ ｍｇ ／
ｋｇ），同时最后 １ 周鼠尾静脉分别注射 ＷＴＡＰ 空载

慢病毒 （ １ ｍｇ ／ ｋｇ） 构建 ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ 组， 注射

ＷＴＡＰ 慢病毒载体（１ ｍｇ ／ ｋｇ）构建 ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＷＴＡＰ
组。 模型构建完成后，采用麻醉处死后采集肺脏样

本，每组随机取 ６ 个样本进行后续实验。
１． ２． ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色 　 取实验性肺纤维化组织，置
于 ４％多聚甲醛溶液中进行组织固定。 固定后进行

石蜡包埋，制备石蜡切片。 石蜡切片后使用不同浓

度的二甲苯和无水乙醇进行脱蜡和脱水。 切片制备

完全后进行 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肺组织胶原沉积情况。
１． ２． ３　 Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ 染色 　 取实验性肺纤维化组织，
置于 ４％多聚甲醛溶液中进行组织固定。 固定后进

行石蜡包埋，制备石蜡切片。 石蜡切片后使用不同

浓度的二甲苯和无水乙醇进行脱蜡和脱水。 切片制

备完全后进行 Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ 染色观察肺组织胶原沉积

情况。
１． ２． ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 取实验性肺纤维化组

织，称取一定量后按照比例加入裂解液，研磨，离心

后提取含有组织总蛋白的上层清亮透明液体，使用

ＢＣＡ 试剂盒进行蛋白定量。 制备浓缩胶和分离胶

进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，转膜，５％ 脱脂牛奶封闭 ２ ｈ，

ＴＢＳＴ 洗膜后孵育所需要对应一抗，４ ℃慢摇过夜。
次日 ＴＢＳＴ 洗膜，常温孵育相对应二抗 １ ｈ，洗膜，
ＥＣＬ 化学发光，凝胶成像仪成像，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析

灰度值，采用目的条带与内参蛋白条带光密度比值

作为结果进行统计分析。
１． ２． ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测　 取适量实验性肺纤维化组

织，利用 ＴＲＩｚｏｌ 法抽提各组的总 ＲＮＡ。 检测 ＲＮＡ
的纯度和浓度后逆转录为 ｃＤＮＡ。 设置反应条件如

下：ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ ３７ ℃ １５ ｍｉｎ，逆转录酶失

活 ８５ ℃ ５ ｓ。 将所得 ｃＤＮＡ 置于 － ２０ ℃保存。 各

组的 ｃＤＮＡ 根据试剂盒说明使用两步法进行 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 进行扩增，扩增热循环条件为：预变性 ９５℃
３０ ｓ，循环反应 ９５℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，实时监测荧光

量 ４０ 个循环。 使用 ＧＡＰＤＨ 作为内参，ｍＲＮＡ 相对

表达量应用 ２ － ΔΔＣＴ法计算。 相关引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅ
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

（５′⁃３′）
Ｐｒｉｍｅｒ

ｌｅｎｇｔｈ （ｂｐ）
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ Ｆ： ＣＧＡＴＧＧＡＴＴＣＣＣＧＴＴＣＧＡＧＴ ２０

Ｒ： ＧＡＧＧＣＣＴＣＧＧＴＧＧＡＣＡＴＴＡ １９
ＷＴＡＰ Ｆ： ＴＴＴＧＧＡＧＧＧＡＡＡＧＴＡＣＡＣＡＧＡＴＣＣ ２４

Ｒ： ＴＣＣＴＧＣＴＣＴＴＴＧＧＴＴＧＣＴＡＧＧ ２１
ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣＣＴＧＣＣＡＡＧＴＡＴＧ ２２

Ｒ： ＧＧＴＧＧＡＡＧＡＡＴＧＧＧＡＧＴＴＧＣＴ ２１

１． ３　 统计学处理 　 使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ０ 软件

进行统计学分析。 所有实验均重复 ３ 次，实验结果

用 �ｘ ± ｓ 表示。 正态分布且方差齐的组间均值比较

使用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ ｔ 检验，多组间均值比较使用单因素

方差分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＢＬＭ 诱导肺纤维化模型验证 　 应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＢＬＭ 组中纤维化标志物蛋白

表达情况。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ 组 α⁃ＳＭＡ（ ｔ ＝
６. ０６４， Ｐ ＜ ０. ００１ ）、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ （ ｔ ＝ ７. ２６６， Ｐ ＜
０. ００１）、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ（ ｔ ＝ ３. ７３１，Ｐ ＜ ０. ０１）蛋白表达

升高，见图 １Ａ。 同时，Ｍａｓｓｏｎ 染色（ ｔ ＝ １１. ６３０，Ｐ ＜
０. ００１）和 Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ 染色（ ｔ ＝ ９. ９４９，Ｐ ＜ ０. ００１）结

果表明，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ 组的肺组织出现明

显胶原沉积，纤维化改变明显，见图 １Ｂ。 上述实验

结果证明通过 ＢＬＭ 成功构建了肺纤维化模型。 此

外，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ 组中 ＷＴＡＰ 蛋白表达上

升（ ｔ ＝ ５. ４６５，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 １Ｃ。
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图 １　 ＢＬＭ 诱导肺纤维化模型验证（ｎ ＝ ６，�ｘ ± ｓ）
Ｆｉｇ． １ 　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ （ｎ ＝ ６， �ｘ ± ｓ）

Ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ α⁃ＳＭＡ， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ， ａｎｄ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ； Ｂ： Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ

ｓｈｏｗｅｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ × ２０； Ｃ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＷＴＡＰ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

２． ２　 ＷＴＡＰ 慢病毒对 ＷＴＡＰ ｍＲＮＡ 表达的影响

　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 对 ＷＴＡＰ 慢病毒侵染组织效果进行检

测。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ 组的肺组织中 ＷＴＡＰ
ｍＲＮＡ 水平升高（ ｔ ＝ ５. ６５１，Ｐ ＜ ０. ００１）；使用 ＬＶ⁃
ＷＴＡＰ 靶向敲低 ＷＴＡＰ 表达后，与 ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ 组

比较，ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＷＴＡＰ 组的肺纤维化组织中 ＷＴＡＰ
ｍＲＮＡ 水平下降（ ｔ ＝ ７. ３０６，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ２。 上

述实验结果证明通过小鼠尾静脉注射 ＬＶ⁃ＷＴＡＰ 慢

病毒侵染有效，ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＷＴＡＰ 模型组构建成功。
２． ３　 靶向敲低 ＷＴＡＰ 表达对 ＢＬＭ 诱导的肺纤维

化胶原沉积的影响　 Ｍａｓｓｏｎ 染色和 Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ 染色

观察肺纤维化组织纤维化改变和胶原沉积情况。 图

１Ｂ 已经表明，ＢＬＭ 组的肺组织与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较出

现了明显胶原沉积，纤维化改变明显。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
比较，ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ 组 Ｍａｓｓｏｎ 染色（ ｔ ＝ １６. ５１０，Ｐ ＜
０. ００１）和 Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ 染色（ ｔ ＝ １４. ０７０，Ｐ ＜ ０. ００１）结

图 ２　 ＷＴＡＰ ｍＲＮＡ 表达的情况（ｎ ＝ ６，�ｘ ± ｓ）

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ＷＴＡＰ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （ｎ ＝ ６， �ｘ ± ｓ）
∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃＃ Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ

ｇｒｏｕｐ．

果显示胶原沉积增加。 与 ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ 组比较，
ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＷＴＡＰ 组 Ｍａｓｓｏｎ 染色 （ ｔ ＝ ７. ６２６， Ｐ ＜
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０. ００１）和 Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ 染色（ ｔ ＝ １１. ６００，Ｐ ＜ ０. ００１）显
示肺纤维化组织中的蓝色胶原沉积减少，组织纤维

化改变程度减轻。 见图 ３。 上述结果证明靶向敲低

ＷＴＡＰ 表达能够减弱 ＢＬＭ 诱导的肺纤维化胶原沉

积。
２． ４　 靶向敲低 ＷＴＡＰ 表达对 ＢＬＭ 诱导的肺纤维

化 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ表达水平的影响 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测肺

纤维化组织中 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ｍＲＮＡ 的表达情况。 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ 组 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ｍＲＮＡ
水平升高（ ｔ ＝ ８. １４１，Ｐ ＜ ０. ００１）；与 ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ
组比较，ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＷＴＡＰ 组 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ｍＲＮＡ 水平

降低（ ｔ ＝ ８. ９０２，Ｐ ＜ ０. ００１）。 见图 ４Ａ。 同时，应用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肺纤维化组织中 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ蛋白

的表达情况。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ 组

Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ蛋白表达增加（ ｔ ＝ ９. ００９，Ｐ ＜ ０. ００１），而
与 ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ 组比较，ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＷＴＡＰ 组 Ｃｏｌｌａ⁃
ｇｅｎ Ⅰ表达降低（ ｔ ＝ １０. ０１０，Ｐ ＜ ０. ００１）。 见图 ４Ｂ。
即 ＷＴＡＰ 靶向敲低能够抑制 ＢＬＭ 诱导的 Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅰ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平升高。

３　 讨论

　 　 肺纤维化目前尚无有效的根治方法，其进行性

加重的特点以及不良的预后给治疗带来极大的困

扰。肺纤维化可由多种潜在病因引起，从遗传缺陷

图 ３　 Ｍａｓｓｏｎ 染色和 Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ 染色观察肺组织胶原沉积情况 × ２０

Ｆｉｇ． ３　 Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ × ２０

图 ４　 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ表达水平比较（ｎ ＝ ６，�ｘ ± ｓ）

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ （ｎ ＝ ６， �ｘ ± ｓ）

　 　 Ａ： ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ； Ｂ： Ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； ＆＆＆Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ

ｇｒｏｕｐ．
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到自身免疫性疾病，甚至环境暴露也可造成［３］。 肺

纤维化中的成纤维细胞和肌成纤维细胞灶形成后分

泌过多的细胞外基质，主要是胶原蛋白，导致瘢痕和

肺部结构的破坏［８］。 而 ＢＬＭ 诱导肺纤维化是公认

的造模方法［９］，本研究通过体内实验模拟肺纤维化

过程中可能存在的病理过程，重点关注肺纤维化过

程中胶原沉积的变化情况。 本研究相关实验证实

ＢＬＭ 组 中 与 纤 维 化 相 关 的 标 志 物 α⁃ＳＭＡ、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、 ＷＴＡＰ 表达均明显升高。
表明在肺纤维化发生过程中可能伴随着纤维化相关

的分子和 ｍ６Ａ 相关酶的同时改变。 抑制 ｍ６Ａ 相关

酶可影响纤维化和胶原沉积相关分子的表达。 这些

结果证实 ＷＴＡＰ 可以在一定程度上参与并影响肺

纤维化的进程。
　 　 ＷＴＡＰ 是 ｍ６Ａ 写入复合体中的一员，其中

ＭＥＴＴＬ３ 是主要的催化亚基，ＷＴＡＰ 则作为调节亚

基发挥作用。 ＷＴＡＰ 作为 ｍ６Ａ 修饰的关键酶，可以

调节体内 ｍ６Ａ 甲基化水平，但 ＷＴＡＰ 目前多聚焦于

肿瘤研究［１０］。 研究［１１］ 表明，ＷＴＡＰ 增强雄激素受

体甲基化，促进脂质氧化并诱导糖尿病心脏纤维化。
在肝纤维化中也证实 ＷＴＡＰ 的 ｍ６Ａ 水平发生上调。
干扰 ＷＴＡＰ 的表达影响肝星状细胞 α⁃ＳＭＡ 和 Ｃｏｌｌａ⁃
ｇｅｎ Ⅰ的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平从而参与肝纤维化

的发展［１２］。 ＷＴＡＰ 与 Ｐｔｃｈ１ 基因 ｍ６Ａ 位点结合，抗
纤维化介质 Ｎ⁃乙酰基 － 丝氨酰 － 天门冬酰 － 赖氨

酰 －脯氨酸可降低 Ｐｔｃｈ１ 的 ｍＲＮＡ 稳定性，并通过

ＷＴＡＰ ／ ｍ６Ａ ／ Ｐｔｃｈ１ 轴 减 轻 肝 纤 维 化［１３］。 但 是

ＷＴＡＰ 对肺纤维化的调控尚不清楚。 本研究认为

ＷＴＡＰ 作为 ｍ６Ａ 甲基转移酶影响胶原沉积的机制

可能与其相关靶基因的 ｍＲＮＡ，或者胶原沉积相关

分子有关，但相关机制需要进一步研究。
　 　 因此，研究肺纤维化组织中胶原沉积的影响因

素对肺纤维化的治疗具有重要的指导意义。 本研究

证实了表观转录组在肺纤维化疾病中的作用，结合

相关研究表明表观遗传和表观转录修饰可作为肺纤

维化治疗的突破口之一。
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２０１９， ６５： ５６ － ６９． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｍａｍ． ２０１８． ０８． ００４．

［８］ 　 Ｄａｖｉｅｓ Ｈ Ｒ， Ｒｉｃｈｅｌｄｉ Ｌ． Ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ： ｃｕｒｒｅｎｔ

ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｐｔｉｏｎｓ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ Ｍｅｄ， ２００２， １（３）：

２１１ － ２４． ｄｏｉ：１０． １００７ ／ ＢＦ０３２５６６１１．

［９］ Ｃｈａｋｒａｂｏｒｔｙ Ａ， Ｗａｎｇ Ｃ， Ｈｏｄｇｓｏｎ⁃Ｇａｒｍｓ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕ⁃

ｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｒｅｖｅｒｓｅ ｂｌｅｏｍｙ⁃

ｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｌｕｎｇ ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ［ Ｊ］ ． Ｂｉ⁃

ｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０２４， １７８： １１７２５９． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｂｉｏ⁃

ｐｈａ． ２０２４． １１７２５９．

［１０］ Ｈｕａｎｇ Ｑ， Ｍｏ Ｊ， Ｌｉａｏ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＲＮＡ ｍ６Ａ ｗｒｉｔｅｒ ＷＴＡＰ ｉｎ

ｄｉｓｅａｓｅｓ： ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｒｏｌｅｓ， ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓ，

２０２２， １３（１０）： ８５２． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１４１９ － ０２２ － ０５２６８ － ９．

［１１］ Ｓｏｎｇ Ｋ， Ｓｕｎ Ｈ， Ｔｕ Ｂ， ｅｔ ａｌ． ＷＴＡＰ ｂｏｏｓｔｓ ｌｉｐｉｄ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ⁃

ｄｕｃｅｓ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ＡＲ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ．

ｉＳｃｉｅｎｃｅ， ２０２３， ２６ （１０）： １０７９３１． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｉｓｃｉ． ２０２３．

１０７９３１．

［１２］ Ｆａｎ Ｃ， Ｍａ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎ⁃

ｓｃｒｉｐｔｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ ｍ６Ａ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｆｉ⁃

ｂｒｏｓｉｓ ｍｉｃｅ ｂｙ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｍ６Ａ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ

Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２０２１， ９： ７６７０５１． ｄｏｉ：１０． ３３８９ ／ ｆｃｅｌｌ． ２０２１． ７６７０５１．

［１３］ Ｗｅｉ Ａ， Ｚｈａｏ Ｆ， Ｈａｏ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃ｓｅｒｙｌ⁃ａｓｐａｒｔｙｌ⁃ｌｙｓｙｌ⁃ｐｒｏ⁃

ｌｉｎｅ （ＡｃＳＤＫＰ） ｍｉｔｉｇａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ ＷＴＡＰ ／ ｍ６Ａ ／ Ｐｔｃｈ１

ａｘｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｈｅｄｇｅｈｏｇ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅ， ２０２２， ８１３： １４６１２５．

ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｇｅｎｅ． ２０２１． １４６１２５．
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Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＷＴＡＰ ｏｎ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ

Ｚｈａｎｇ Ｙｕｎｓｅｎ１，２，Ｌｉｕ Ｚｈｅｎｙｕ１，２，Ｌｉｕ Ｚｈｉｙａｎ１，２，Ｌｉｎ Ｌｉｃｈａｎ１，２，Ｓｈａ Ｊｉｍｉｎｇ３，Ｔａｏ Ｈｕｉ１，２，Ｃｈｅｎ Ｑｉ１，２

（ １Ｄｅｐｔ ｏｆ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｐｅｒｉｏｐｅｒａｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，３Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｔｈｏｒａｃｉｃ Ｓｕｒｇｅｒｙ，Ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３０６０１； ２Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ

Ｐｅｒｉｏｐｅｒａｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｈｉｇｈｅｒ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３０６０１）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｗｉｌｍｓ′ ｔｕｍｏｒ １⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＷＴＡＰ） ｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐ⁃
ｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ６０ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ：
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）， Ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ （ＢＬＭ ｇｒｏｕｐ）， ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ）， ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ＷＴＡＰ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｇｒｏｕｐ ｖｉｒｕｓ
ｇｒｏｕｐ （ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＷＴＡＰ ｇｒｏｕｐ）． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ （３５ ｍｇ ／ ｋｇ） ｉｎｔｏ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｅｎ， ｔｗｉｃｅ ａ ｗｅｅｋ ｆｏｒ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ８ ｔｉｍｅｓ． Ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｒｋｅｒｓ α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ （α⁃ＳＭＡ）， ｔｙｐｅ Ｉ
ｃｏｌｌａｇｅｎ （Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ）， ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ （Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）， ａｎｄ ＷＴＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ． ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＷＴＡＰ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ＷＴＡＰ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ， ａｎｄ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍａｒｋｅｒｓ α⁃ＳＭＡ （Ｐ ＜ ０. ００１）， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ （Ｐ ＜ ０. ００１）， ａｎｄ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ （Ｐ ＜ ０. ０１） ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ ｇｒｏｕｐ ａｌｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ （Ｐ ＜ ０. ００１） ａｎｄ Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ （Ｐ ＜ ０. ００１） ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ＢＬＭ ｇｒｏｕｐ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＷＴＡＰ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ＢＬＭ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ＷＴＡＰ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ００１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＷＴＡＰ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃ＷＴＡＰ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ００１）， ｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈａｔ ｖｉｒｕｓ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ． Ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＷＴＡＰ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ， ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ００１）， Ｃｏｌ⁃
ｌａｇｅｎ Ⅰ ｍＲＮＡ （Ｐ ＜ ０. ００１） ｌｅｖｅｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｐ ＜ ０. ００１） ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ ＋ ＬＶ⁃
ＷＴＡＰ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ｏｆ ＷＴＡＰ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏ⁃
ｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 Ｗｉｌｍｓ′ ｔｕｍｏｒ １⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ； ｅｐｉｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ； ｃｏｌｌａｇｅｎ； Ｎ６⁃
ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ　 Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ （Ｎｏ． ２０２３ＡＨ０４０３７６）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｃｈｅｎ Ｑｉ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： １２２８０２２４３８＠ ｑｑ． ｃｏｍ
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