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结缔组织生长因子介导的 PI3K/Akt和 RhoA/ROCK 信号
通路在百草枯中毒致肺泡上皮细胞间充质化的作用
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摘要：目的 探讨结缔组织生长因子（connective tissue growth factor，CTGF）与 PI3K/Akt、RhoA/ROCK 信号通路在百草
枯（paraquat，PQ）中毒致肺泡上皮细胞间充质化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）中的作用机制。 方法 将
RLE-6TN 细胞分成 4 组，分别为对照组、PQ 组、无关质粒组和干扰质粒组，干扰质粒组细胞转染含对 CTGF 具有高
抑制效应的 CTGF-shRNA 质粒，无关质粒组转染对 CTGF 无干扰效应的质粒，检测分析各组细胞 PI3K/Akt 和 RhoA/
ROCK 信号通路及 EMT 相关分子 mRNA 和蛋白的表达； 为进一步阐明两条信号通路在 PQ 中毒致 RLE-6TN 细胞
EMT 中的作用关系，将 RLE-6TN 细胞分成 5 组，分别为对照组、PQ 组、PI3K 抑制组、RhoA 抑制组、联合抑制组，检
测分析各组细胞 EMT 相关分子 mRNA 及蛋白的表达情况。 结果 特异性抑制 CTGF 的表达后， 干扰质粒组细胞
CTGF、PI3K、Akt、RhoA、ROCK mRNA 及蛋白的表达量较 PQ 组和无关质粒组降低（P < 0.05/6）； 进一步检测 RLE-
6TN 细胞 EMT 相关分子表达情况，结果显示，与 PQ 组和无关质粒组相比，干扰质粒组细胞 E-cadherin mRNA 和蛋
白表达量升高，α-SMA mRNA 和蛋白表达量降低（P < 0.05/6）。利用特异性抑制剂阻断信号通路活性后，与 PQ 组相
比，PI3K 抑制组、RhoA 抑制组、 联合抑制组细胞 α-SMA mRNA 和蛋白表达量降低（P < 0.05/10）， 而 E-cadherin
mRNA 和蛋白表达量升高（P < 0.05/10）；与 PI3K 抑制组和 RhoA 抑制组相比，联合组细胞 E-cadherin 蛋白表达量升
高（P < 0.05/10），α-SMA 蛋白表达量降低（P < 0.05/10）。 结论 CTGF 可通过激活 PI3K/Akt 和 RhoA/ROCK 信号通
路，促进 PQ 致肺泡上皮细胞 EMT 过程，且 PI3K/Akt 通路和 RhoA/ROCK 通路在 PQ 致肺泡上皮细胞 EMT 中具有协
同作用。
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CTGF-mediated PI3K/Akt and RhoA/ROCK signaling pathways in alveolar epithelial-
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Abstract：Objective To investigate the mechanism of connective tissue growth factor (CTGF) and PI3K/Akt, RhoA/ROCK
signaling pathways in alveolar epithelial -mesenchymal transition (EMT) caused by paraquat (PQ) poisoning. Methods
RLE -6TN cells were divided into four groups, namely the control group, PQ group, irrelevant plasmid group, and
interfering plasmid group. Cells in the interfering plasmid group were transfected with CTGF-shRNA plasmid, while those
in the irrelevant plasmid group were transfected with plasmid that had no interfering effect on CTGF. The expression of the
mRNAs and proteins of the PI3K/Akt and RhoA/ROCK signaling pathways and the molecules related to EMT were
detected and analyzed. In order to further elucidate the relationship between the roles of the two signaling pathways in
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百草枯（paraquat，PQ）属于高效能除草剂，广泛
运用于农业生产，是全球第二大常用除草剂［1］。 PQ
自 1962 年进入市场后，全球每年约有 20 万 ~ 30 万
急性 PQ 中毒病例。 由于缺乏特效解毒剂和有效治
疗方法，中毒致死率高达 60%以上，成为了亚洲和
太平洋沿岸农村地区中毒死亡的主要原因［2］。 虽然
我国于 2020 年 9 月停止了 PQ 在国内的销售和使
用，但市场上仍存在贴标或混有 PQ 成分的除草剂，
在临床上急性 PQ 中毒患者仍然屡见不鲜［3-4］。 肺是
PQ 中毒的主要靶器官， 中毒急性期诱发的呼吸功
能衰竭及晚期触发的不可逆性肺纤维化是 PQ 中毒
致死的主要原因［5］。 有研究［6］发现，肺泡上皮细胞受
PQ 攻击后， 各种与纤维化相关的细胞因子组成复
杂而庞大的网络被激活，信号转导在其中起关键作
用，但其具体机制目前仍未阐明。 有研究［7］发现，肺
纤维化患者的肺泡上皮细胞同时表达上皮细胞标
志物 E-钙黏蛋白（E-cadherin）和间质细胞标志物
α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA），通过转基因小鼠证实
发 生 上 皮 间 充 质 化 （epithelial -mesenchymal
transition，EMT）的肺泡上皮细胞是纤维化病灶中间
质细胞的主要来源之一，肺泡上皮细胞 EMT 改变是
肺纤维化的关键过程。 因此，本研究拟通过构建肺
泡上皮细胞 EMT 体外模型， 借助 shRNA 干扰技术
和通路特异性抑制剂， 探索结缔组织生长因子
（connective tissue growth factor，CTGF） 介导的 PI3K/
Akt 和 RhoA/ROCK 两条信号通路在 PQ 中毒致肺泡
上皮细胞 EMT 中的作用机制，为进一步探讨 PQ 中
毒致肺泡上皮细胞 EMT 作用机制、寻找有效干预肺
纤维化疾病的分子靶标提供科学依据。

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 细胞与试剂

百草枯（国家农药质量监督检验中心，质量分
数 95%以上）；Ⅱ型肺泡上皮细胞 RLE-6TN 细胞系
（河南省工业微生物菌种工程技术研究中心）；PI3K
抑制剂 LY294002（MCE 公司，美国）；RhoA 抑制剂
CCG-1423（MCE 公司，美国）；Lipofectamine 3000 转
染试剂盒 （Thermo Fisher Scientific 公司 ， 美国）；
DMEM 高糖细胞培养基（Gibco 公司，美国）；胎牛血
清（Gibco 公司，美国）；青霉素链霉素混合液（Gibco
公司，美国）；RNAiso Plus（TaKaRa 公司，中国）；总
蛋白抽提试剂盒（北京普利莱基因技术有限公司，
中 国）；BCA 蛋 白 定 量 试 剂 盒 （Thermo Fisher
Scientific 公司， 美国）；E-cadherin 抗体、α-SMA 抗
体、PI3K 抗体、Akt 抗体、RhoA 抗体、ROCK 抗体均
购置于中国 Proteintech 公司，CTGF 抗体（Abcam 公
司，美国），二抗 HRP-山羊抗兔 IgG（Jackson Immuno
Research 公司 ， 美国）；ECL 显色试剂盒（Thermo
Fisher Scientific 公司，美国）。
1.1.2 仪器

高速冷冻离心机（湖南可成仪器设备有限公
司，中国），超声破碎仪（上海新芝生物技术研究所，
中国），FR200 型紫外可见分析仪（上海复日科技有
限公司 ， 中国），ABI 3900 型高通量 DNA 合成仪
（Thermo Fisher Scientific 公司，美国），凝胶成像系统
（中国杭州朗基科学仪器有限公司，中国），Step One
qPCR 仪（Applied Biosystems 公司，美国），转移电泳
仪（北京市六一仪器厂，中国）。

EMT in RLE-6TN cells caused by PQ poisoning, RLE-6TN cells were divided into five groups, namely the control group,
PQ group, PI3K inhibition group, RhoA inhibition group, and co -inhibition group. The expression of EMT -related
molecules, mRNAs, and proteins in the cells in each group was detected and analyzed. Results After specific inhibition of
CTGF expression, the expression of CTGF, PI3K, Akt, RhoA, and ROCK mRNAs and proteins in the cells of the
interfering plasmid group was reduced compared with those of the PQ group and the irrelevant plasmid group (P < 0.05/6).
The examination of the expression of EMT -related molecules in RLE -6TN cells showed that E -cadherin mRNA and
protein expression were elevated and α -SMA mRNA and protein expression were decreased in cells in the interfering
plasmid group, compared with the PQ group and the irrelevant plasmid group (P < 0.05/6). After blocking the signaling
pathway activity using specific inhibitors, the cellular α-SMA mRNA and protein expression were decreased in the PI3K-
inhibited, RhoA-inhibited, and combined-inhibited groups compared with the PQ group (P < 0.05/10), whereas the E-
cadherin mRNA and protein expression were elevated (P < 0.05/10). Compared with the PI3K -inhibited and RhoA -
inhibited groups, cellular E-cadherin protein expression was elevated (P < 0.05/10) and α-SMA protein expression was
decreased (P < 0.05/10) in the combined treatment group. Conclusions CTGF can promote the process of PQ-induced
EMT in alveolar epithelial cells by activating the PI3K/Akt and RhoA/ROCK signaling pathways, and the PI3K/Akt
pathway and the RhoA/ROCK pathway have synergistic roles in PQ-induced EMT in alveolar epithelial cells.
Keywords：paraquat; alveolar epithelial cell; epithelial-mesenchymal transition; connective tissue growth factor
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1.2 方法
1.2.1 细胞培养

将 RLE-6TN 细胞培养于 DMEM 高糖细胞培养
基（含质量分数 10%的胎牛血清），同时加入质量分
数 1%的青霉素链霉素混合液，置于 37 ℃、体积分
数 5%的 CO2 细胞培养箱中，恒温恒湿培养 24 h，待
细胞融合至 80%后，使用质量分数 0.25%的胰蛋白
酶进行消化、传代，观察细胞形态，取对数生长期的
细胞开展实验研究。
1.2.2 细胞分组及干预

为探讨特异性抑制肺泡上皮细胞 CTGF 表达后
的 PI3K/Akt 及 RhoA/ROCK 通路活性变化， 本实验
取对数生长期的 RLE-6TN 细胞，分成 4 组，每组重
复 3 次，分别为对照组、PQ 组、无关质粒组、干扰质
粒组。 细胞培养 24 h 后，无关质粒组在 PQ 染毒前
转染对 CTGF 无抑制效应的质粒， 干扰质粒组转染
对 CTGF 具有高抑制效应的含 CTGF-shRNA 质粒，
转染 2 h 后，PQ 组、无关质粒组、干扰质粒组分别加
入 200 μmol/L PQ 溶液［8］， 对照组加入等量 DMEM
高糖细胞培养基。 细胞继续培养 48 h 后，观察各组
细胞形态改变，并检测各组细胞两条信号通路相关
分子、CTGF 及 EMT 相关分子表达变化情况。

为进一步研究单独阻断或联合阻断 PI3K/Akt、
RhoA/ROCK 通路后， 肺泡上皮细胞 EMT 相关分子
变化情况，本实验取对数生长期的 RLE-6TN 细胞，
分成 5 组， 分别为对照组、PQ 组、PI3K 抑制组、
RhoA 抑制组、联合抑制组，细胞培养 24 h 后进行相
应干预处理，PQ 组加入 200 μmol/L PQ 溶液，PI3K
抑制组加入 200 μmol/L PQ 溶液 + 20 μmol/L PI3K
抑制剂 LY294002 溶液，RhoA 抑制组加入 200 μmol/L
PQ 溶液+10 μmol/L RhoA 抑制剂 CCG-1423 溶液，
联合抑制组加入 200 μmol/L PQ 溶液 +20 μmol/L
PI3K 抑制剂 LY294002 溶液 + 10 μmol/L RhoA 抑制
剂 CCG-1423 溶液，对照组加入等量 DMEM 高糖细
胞培养液，细胞继续培养 48 h 后，观察各组细胞形
态，并检测细胞 EMT 相关分子表达变化情况。
1.2.3 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测细胞各
分子 mRNA 表达

各组细胞干预 48 h 后， 舍去上层细胞培养基，
于 4 ℃的磷酸盐缓冲液（phosphate balanced solution,
PBS）轻柔清洗 2 次，使用 RNAiso Plus 提取细胞总
RNA，凝胶成像系统检验抽提 RNA 的完整性。 利用
抽提的总 RNA 逆转录合成 cDNA，并进行 PCR 扩增
反应。 以 β-actin 作为参照基因，根据每个反应的循
环数阈值（cycle threshold values, Ct 值），使用 2-△△Ct

标准方法计算各实验组细胞相应分子 mRNA 的表
达水平。
1.2.4 蛋白免疫印记（Western Blot）检测细胞各分
子蛋白表达情况

各组 RLE-6TN 细胞干预后 48 h， 舍去上层细
胞培养基，4 ℃ PBS 轻柔清洗 2 次，加入预冷的细胞
裂解液，提取细胞总蛋白，应用 BCA 蛋白定量试剂
盒法测定蛋白浓度。 使用预制胶，电泳分离蛋白，转
膜，质量分数 5%的脱脂奶粉室温封闭 2 h，与相应
的特异性一抗共同孵育，4 ℃孵育过夜，PBS 洗膜，
孵育二抗，室温孵育 2 h，使用 PBS 洗膜 3 次。使用ECL
显色试剂盒结合凝胶成像系统进行显影成像，应用
图像分析软件 Image J 测读各组细胞蛋白积分光密
度， 结合内参甘油醛-3-磷酸脱氢酶（Glyceraldehyde-
3-Phosphate Dehydrogenase，GAPDH） 进行标准化分
析，以积分光密度描述各蛋白的相对表达量。
1.2.5 统计学分析

使用 SPSS 21.0 软件进行数据统计学分析。 定
量资料且符合正态分布的数据采用均数 ± 标准差
（x ± s）描述；组间差异比较采用方差分析，以 P <
0.05 为差异有统计学意义；进一步两两之间比较用
Bonferroni 法进行检验，以 P < 0.05/比较次数为差异
有统计学意义。

2 结果
2.1 特异性抑制 CTGF 表达后 PI3K/Akt 及 RhoA/
ROCK 通路活性情况

利用 shRNA 干扰技术， 特异性抑制 RLE-6TN
细胞 CTGF 的表达， 各组细胞 CTGF、PI3K、Akt、
RhoA、ROCK mRNA 的相对表达量差异均有统计学
意义（P < 0.01）；进一步两两比较的结果显示，干扰
质 粒 组 细 胞 CTGF、PI3K、Akt、RhoA、ROCK mRNA
的相对表达量均较 PQ 组和无关质粒组降低， 且差
异有统计学意义（P < 0.05/6）。 见表 1。

采用 Western-Blot 法检测各组细胞蛋白表达情
况， 结果显示， 各组细胞 CTGF、PI3K、Akt、RhoA、
ROCK 蛋白的相对表达量差异均有统计学意义（P <
0.01）；进一步两两比较的结果显示，与 PQ 组和无
关质粒组相比， 干扰质粒组细胞 CTGF、PI3K、Akt、
RhoA、ROCK 蛋白的相对表达量均降低， 且差异有
统计学意义（P < 0.05/6）。 见图 1 及表 2。
2.2 特异性抑制 CTGF 表达后肺泡上皮细胞EMT
相关分子表达情况

特异性抑制 CTGF 表达后，各组细胞 CTGF、E-
Cadherin、α-SMA mRNA 的相对表达量差异均有统
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图 1 抑制 CTGF 表达后，各组细胞 PI3K/Akt 和
RhoA/ROCK 通路蛋白表达情况

计学意义（P < 0.01）；进一步两两比较，与 PQ 组和
无关干扰质粒组相比， 干扰质粒组细胞 E-cadherin
mRNA 相对表达量升高，CTGF 和 α-SMA mRNA 相
对表达量降低， 且差异均有统计学意义（P < 0.05/
6）。 见表 3。

表 3 抑制 CTGF 表达后，各组细胞 E-cadherin 及
α-SMA 分子 mRNA 相对表达情况

组别 CTGF E-Cadherin α-SMA

对照组 1.01 ± 0.04 1.00 ± 0.03 1.00 ± 0.02

P 值 < 0.01 < 0.01 < 0.01

PQ 组 3.28 ± 0.11① 0.36 ± 0.05① 4.62 ± 0.16①

无关质粒组 2.95 ± 0.17① 0.42 ± 0.06① 4.10 ± 0.16①②

干扰质粒组 1.48 ± 0.08①②③ 0.84 ± 0.06②③ 1.81 ± 0.06①②③

F 值 303.64 122.17 649.29

注： ①与对照组相比，P < 0.05/6； ②与 PQ 组相比，P < 0.05/
6；③与无关质粒组相比，P < 0.05/6。

再检测各组细胞相关分子蛋白表达情况，结果
显示，各组细胞 CTGF、E-Cadherin、α-SMA 蛋白的相

对表达量差异均有统计学意义（P < 0.01）；进一步两
两比较，干扰质粒组细胞的 E-cadherin 蛋白相对表
达量均较 PQ 组和无关质粒组升高，而其 CTGF 和α-
SMA 蛋白相对表达量均较 PQ 组、无关质粒组降低，
差异均有统计学意义（P < 0.05/6）。 见图 2 和表4。

图 2 特异性抑制 CTGF 表达后各组细胞 E-cadherin 及
α-SMA 蛋白表达情况

表 4 特异性抑制 CTGF 表达后各组细胞 E-cadherin 及
α-SMA 蛋白表达情况

组别 CTGF E-Cadherin α-SMA

对照组 0.39 ± 0.02 1.17 ± 0.04 0.17 ± 0.02

P 值 < 0.001 < 0.001 < 0.001

PQ 组 0.72 ± 0.03① 0.62 ± 0.03① 0.38 ± 0.01①

无关质粒组 0.73 ± 0.02① 0.71 ± 0.03① 0.42 ± 0.03①

干扰质粒组 0.39 ± 0.02②③ 1.27 ± 0.03②③ 0.27 ± 0.02①②③

F 值 330.03 307.92 75.99

注： ①与对照组相比，P < 0.05/6； ②与 PQ 组相比，P < 0.05/
6；③与无关质粒组相比，P < 0.05/6。

2.3 阻断信号通路后肺泡上皮细胞 EMT 相关分子
表达情况

使用信号通路抑制剂分别阻断或联合阻断

注：①与对照组相比，P < 0.05/6；②与 PQ 组相比，P < 0.05/6；③与无关质粒组相比，P < 0.05/6。

表 1 抑制 CTGF 表达后，各组细胞 PI3K/Akt 及 RhoA/ROCK 信号分子 mRNA 相对表达情况

组别 CTGF PI3K Akt RhoA ROCK

对照组 1.01 ± 0.04 1.02 ± 0.02 1.02 ± 0.03 1.02 ± 0.03 1.00 ± 0.02

P 值 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01

PQ 组 3.28 ± 0.11① 5.26 ± 0.34① 2.30 ± 0.17① 2.77 ± 0.08① 1.87 ± 0.08①

无关质粒组 2.95 ± 0.17① 4.96 ± 0.19① 2.84 ± 0.19①② 2.67 ± 0.03① 1.94 ± 0.06①

干扰质粒组 1.48 ± 0.08①②③ 1.75 ± 0.13②③ 1.45 ± 0.08②③ 1.33 ± 0.08①②③ 1.46 ± 0.09①②③

F 值 303.64 339.89 112.42 706.45 125.86

注：①与对照组相比，P < 0.05/6；②与 PQ 组相比，P < 0.05/6；③与无关质粒组相比，P < 0.05/6。

表 2 抑制 CTGF 表达后，各组细胞 PI3K/Akt 和 RhoA/ROCK 通路蛋白表达情况

组别 CTGF PI3K Akt RhoA ROCK

对照组 0.39 ± 0.02 0.18 ± 0.02 0.56 ± 0.02 0.42 ± 0.03 0.24 ± 0.03

P 值 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01

PQ 组 0.72 ± 0.03① 0.28 ± 0.02① 0.81 ± 0.03① 0.77 ± 0.02① 0.66 ± 0.03①

无关质粒组 0.73 ± 0.02① 0.33 ± 0.04① 0.69 ± 0.02①② 0.57 ± 0.03①② 0.66 ± 0.03①

干扰质粒组 0.39 ± 0.02②③ 0.23 ± 0.01③ 0.44 ± 0.03①②③ 0.30 ± 0.02①②③ 0.31 ± 0.03②③

F 值 330.03 25.31 149.66 262.21 181.10
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图 3 阻断信号通路后，各组细胞信号通路及
EMT 相关分子蛋白表达情况

组别 PI3K Akt RhoA ROCK E-Cadherin α-SMA

对照组 1.01 ± 0.02 1.00 ± 0.02 1.01 ± 0.01 1.01 ± 0.03 1.01 ± 0.03 1.01 ± 0.02

P 值 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01

PQ 组 5.75 ± 0.38① 2.11 ± 0.12① 2.77 ± 0.08① 2.00 ± 0.11① 0.47 ± 0.06① 5.76 ± 0.56①

PI3K 抑制组 2.56 ± 0.12①② 1.64 ± 0.12①② 2.43 ± 0.04①② 1.87 ± 0.07① 0.87 ± 0.07② 2.49 ± 0.11①②

RhoA 抑制组 3.96 ± 0.16①②③ 2.06 ± 0.08①③ 1.75 ± 0.09①②③ 1.54 ± 0.12①②③ 0.73 ± 0.08①② 3.05 ± 0.10①②

联合抑制组 1.94 ± 0.08①②④ 1.15 ± 0.06②③④ 1.31 ± 0.05①②③④ 1.20 ± 0.03②③④ 0.99 ± 0.04②④ 1.84 ± 0.14②③④

F 值 268.16 102.52 429.08 81.94 42.62 139.63

注： ①与对照组相比，P < 0.05/10； ②与 PQ 组相比，P < 0.05/10； ③与 PI3K 抑制组相比，P < 0.05/10； ④与 RhoA 抑制组相比，P <
0.05/10。

PI3K/Akt 和 RhoA/ROCK 通路活性后， 各组细胞
PI3K、Akt、RhoA、ROCK、E -Cadherin、α -SMA mRNA
相对表达量差异均有统计学意义（P < 0.01）；进一
步两两比较， 与 PQ 组相比，PI3K 抑制组的 PI3K、
Akt、RhoA、α-SMA mRNA 相对表达量均降低（P <
0.05/10），而 E-cadherin mRNA 相对表达量升高（P <
0.05/10）；RhoA 抑制组细胞 PI3K、RhoA、ROCK、α-
SMA mRNA 相对表达量均降低（P < 0.05/10），而 E-
cadherin mRNA 相对表达量升高（P < 0.05/10）；联合
抑 制 组 细 胞 的 PI3K、Akt、RhoA、ROCK、α -SMA
mRNA 相对表达量均降低 （P < 0.05/10）， 而 E-
cadherin mRNA 相对表达量升高（P < 0.05/10）。 与
PI3K 抑制相比，联合抑制组的 E-cadherin mRNA 相
对表达量升高，α-SMA mRNA 相对表达量呈降低趋
势，但差异无统计学意义（P > 0.05/10）；与 RhoA 抑

制组相比， 联合抑制组细胞的 E-cadherin mRNA 相
对表达量升高（P < 0.05/10），而 α-SMA mRNA 相对
表达量降低（P < 0.05/10）。 见表 5。

再检测各组细胞 PI3K/Akt、RhoA/ROCK 通路活
性及 EMT 相关分子蛋白表达情况，结果显示，各组
细 胞 PI3K、Akt、RhoA、ROCK、E -Cadherin、α -SMA
蛋白的相对表达量差异均有统计学意义 （P <
0.01）； 进一步两两比较， 与 PQ 组相比，PI3K 抑制
组、RhoA 抑制组、 联合抑制组细胞的 PI3K、Akt、
RhoA、ROCK、α -SMA 蛋白的表达量均降低 （P <
0.05/10）， 而 E-cadherin 蛋白表达量均升高 （P <
0.05/10）；分别与 PI3K 抑制组和 RhoA 抑制组相比，
联合抑制组的 E-cadherin 蛋白表达量升高 （P <
0.05/10）， 而 α-SMA 蛋白表达量降低 （P < 0.05/
10）。 见图 3 和表 6。

3 讨论
PQ 中毒是一种致死率极高的中毒性疾病，也

是发展中国家中毒死亡主要原因之一［7-9］。 随着科
技水平的提高及医疗急救体系的成熟， 急性 PQ 中
毒患者早期抢救存活率不断提高，但后期出现进展
性肺纤维化还是无法逆转［10］。 近年来，随着对纤维
化疾病机制研究的不断深入，越来越多证据支持肺
泡上皮细胞 EMT 改变是 PQ 致肺纤维化的重要过
程［7］。 因此，探讨急性 PQ 中毒致肺泡上皮细胞EMT

表 5 阻断信号通路活性后，各组细胞通路及 EMT 相关分子 mRNA 相对表达情况

表 6 阻断信号通路后，各组细胞信号通路及EMT 相关分子蛋白表达情况

组别 PI3K Akt RhoA ROCK E-Cadherin α-SMA

对照组 0.32 ± 0.02 0.64 ± 0.03 0.30 ± 0.02 0.31 ± 0.02 1.04 ± 0.05 0.26 ± 0.02

P 值 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01

PQ 组 0.79 ± 0.05① 0.97 ± 0.05① 0.66 ± 0.02① 0.56 ± 0.03① 0.62 ± 0.04① 0.52 ± 0.01①

PI3K 抑制组 0.46 ± 0.04①② 0.71 ± 0.03② 0.47 ± 0.04①② 0.44 ± 0.02①② 0.83 ± 0.03①② 0.36 ± 0.02①②

RhoA 抑制组 0.38 ± 0.03② 0.78 ± 0.03①② 0.33 ± 0.02②③ 0.29 ± 0.02②③ 0.85 ± 0.03①② 0.33 ± 0.01①②

联合抑制组 0.24 ± 0.03②③④ 0.60 ± 0.02②④ 0.24 ± 0.02②③ 0.23 ± 0.02②③ 1.12 ± 0.05①②③④ 0.21 ± 002②③④

F 值 142.30 68.64 164.68 127.03 73.82 164.01

注： ①与对照组相比，P < 0.05/10； ②与 PQ 组相比，P < 0.05/10； ③与 PI3K 抑制组相比，P < 0.05/10； ④与 RhoA 抑制组相比，P <
0.05/10。
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机制，寻找逆转上皮细胞 EMT 的分子靶标，是高效
治疗纤维化疾病， 提升急性 PQ 中毒有效治疗率的
关键。

EMT 是指上皮细胞进展性丢失上皮细胞表型，
极性消失、黏附性减弱，细胞骨架重塑，逐渐表达间
质细胞特征， 获得迁移和分泌细胞外基质的能力，
主要表现为低表达上皮细胞标志物 E-cadherin，高
表达间质细胞标志物 α-SMA， 即上皮细胞 EMT 程
度越高，E-cadherin 表达量越低，α-SMA 表达量越
高［11］。 本研究发现，在 PQ 致肺泡上皮细胞 EMT 模
型中， 细胞高表达 α-SMA 和 CTGF， 低表达 E-
cadherin。 CTGF 具有介导细胞增殖、分化、黏附、迁
移，促进细胞表型转化、调节细胞外基质合成等功
能，被认为是肝纤维化的总开关，能直接促进肝细
胞转分化为肌成纤维细胞，诱发肝纤维化［12］。 在 PQ
致大鼠肺纤维化模型中，PQ 组肺组织高表达 CTGF
及 α-SMA，低表达 E-cadherin，特异性抑制 CTGF 表
达后，大鼠肺组织纤维化程度减轻，增加 E-cadherin
表达，降低 α-SMA 表达，CTGF 可促进 PQ 致肺泡上
皮细胞 EMT 过程［13］。 该动物实验结果与本研究探
讨 CTGF 在 PQ 致肺泡上皮细胞 EMT 作用的研究结
果一致。 其原因可能是 CTGF 是转化生长因子-β1

（transforming growth factor-β1， TGF-β1） 的下游效应
分子， 而 TGF-β1 被证实是体外较强的上皮细胞
EMT 诱导剂，可独立诱导上皮细胞 EMT 改变［14］。 本
研究借助 CTGF-shRNA 特异性抑制 CTGF 表达，减
轻了 PQ 致肺泡上皮细胞 EMT 程度。 可见，CTGF 可
能是上皮细胞 EMT 的关键分子靶标。

本研究发现，在 PQ 致肺泡上皮细胞 EMT 体外
模型中，高表达 CTGF、PI3K、Akt、RhoA、ROCK 及间
质细胞标志物 α-SMA， 降低上皮细胞标志物 E-
cadherin 的表达， 表明在 PQ 致肺泡上皮细胞 EMT
过程中激活 PI3K/Akt 和 RhoA/ROCK 信号通路，信
号通路的激活可能与 CTGF 表达有关。 PI3K/Akt 信
号通路的活化与细胞的增殖、存活、黏附、分化、细
胞骨架重构等密切相关。 有研究［15-16］发现，CTGF 可
通过 PI3K/Akt 信号通路，促进心肌细胞、肝星状细
胞EMT 改变，抑制 CTGF 表达，降低 PI3K/Akt 信号
通路活性，能够逆转上皮细胞 EMT 改变，减轻纤维
化程度。 可见，CTGF 可激活 PI3K/Akt 通路，发挥促
进上皮细胞 EMT 的作用。 RhoA/ROCK 信号通路能
够调控细胞增殖分化，参与组织修复再生，在组织
器官纤维化过程中具有重要的作用。 利用法舒地尔
特异性抑制 RhoA/ROCK 信号通路活性， 能够改善
糖尿病大鼠肝肾纤维化程度， 该机制与 CTGF 及肝

肾上皮细胞 EMT 改变密切相关， 表明 CTGF 及
RhoA/ROCK 通路通过促进上皮细胞 EMT 改变，从
而发挥促纤维化的作用［17-18］。 因此，CTGF 也可通过
激活 RhoA/ROCK 通路， 促进上皮细胞 EMT 改变。
为进一步验证 CTGF 与两条信号通路在 PQ 致肺泡
上皮细胞 EMT 中的关系，本研究使用 CTGF-shRNA
抑制 CTGF 表达， 有效降低了 PI3K/Akt 及 RhoA/
ROCK 信号通路活性， 逆转肺泡上皮细胞 EMT 作
用， 表明 CTGF 介导的 PI3K/Akt 及 RhoA/ROCK 信
号通路参与 PQ 所致肺泡上皮细胞 EMT 的过程。

本研究发现，PI3K/Akt 及 RhoA/ROCK 信号通
路在 PQ 致肺泡上皮细胞 EMT 体外模型中高度激
活， 分别使用相应特异性信号通路抑制干预其活
性， 均能有效改善肺泡上皮细胞 EMT 程度； 此外，
使用两条信号通路抑制剂联合干预 PQ 染毒的肺泡
上皮细胞，结果显示联合抑制组细胞 EMT 程度明显
轻于 PI3K 抑制组和 RhoA 抑制组，表现为联合抑制
组细胞 E-cadherin 表达量较 PI3K 抑制组和 RhoA
抑制组升高，α-SMA 表达量较 PI3K 抑制组和 RhoA
抑制组降低。 可见，PI3K/Akt 及 RhoA/ROCK 信号通
路参与 PQ 所致肺泡上皮细胞 EMT 过程，且存在协
同作用关系。

综上所述，CTGF 可通过激活 PI3K/Akt、RhoA/
ROCK 信号通路的活性， 从而促进 PQ 致肺泡上皮
细胞 EMT 过程， 特异性抑制 CTGF 表达或 PI3K/
Akt、RhoA/ROCK 信号通路活性， 有效逆转 PQ 致肺
泡上皮细胞 EMT 程度，且 PI3K/Akt、RhoA/ROCK 信
号通路在 PQ 致肺泡上皮细胞 EMT 过程中具有协
同作用关系。 但本研究为体外干预实验，缺乏不同
细胞、组织器官间整体调控机制探讨，研究结论可
能存在一定偏倚。 接下来将在 PQ 致大鼠肺纤维化
模型中进一步明确 CTGF 及两条信号通路在 PQ 致
肺泡上皮细胞 EMT 及纤维化过程中的作用机制，为
有效逆转肺泡上皮细胞 EMT 程度及改善肺纤维化
提供科学依据。

作者声明 本文无实际或潜在的利益冲突
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我国已建 829 个尘肺病康复站

2024 年 4 月 25 日，国家卫生健康委召开新闻发布会，介绍“推进卫生健康事业高质量发
展，护佑人民群众生命健康”有关情况。

国家卫生健康委职业健康司副司长、一级巡视员王建冬在发布会上介绍，尘肺病多年以
来一直是我们国家报告数量最大的、最多的一种职业病，约占我们所有报告职业病的 90%。
近年来，国家积极开展防止因病返贫监测，将尘肺病纳入 30 种监测大病专项救治病种，保持
相关救治政策的连续性和稳定性。 纳入监测范围的脱贫不稳定户、边缘易致贫户、突发严重
困难户“三类户”的尘肺病救治率达 99%以上。 我国已经在 28 个省份依托乡镇卫生院或者社
区卫生服务中心，建设了 829 个尘肺病康复站，为尘肺病患者提供就近、免费康复服务超过
120 万人次。

下一步，国家卫生健康委将会同有关部门推动地方制定出台更多的尘肺病患者的救助保
障政策，在努力遏制尘肺病增量的同时，多措并举、分类救助，保障好尘肺病存量，维护好劳
动者职业健康合法权益。

来源：国家卫生健康委职业健康司
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