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【摘　要】　目的　探讨溴结构域蛋白４抑制剂 (JQ１)对慢性阻塞性肺疾病 (COPD)小鼠肺功能的影响及其机制.方

法　１５只小鼠随机分成对照组、COPD模型组、JQ１治疗组,每组５只.采用２４周慢性烟雾暴露联合脂多糖制备 COPD小

鼠模型,JQ１治疗组小鼠经５周腹腔注射 JQ１ 溶液.治疗结束后检测各组小鼠第０􀆰１秒用力呼气量与用力肺活量之比

(FEV０􀆰１/FVC)、最大呼气中期流速 (MMF)、呼气峰流速 (PEF)、呼气气道阻力 (Re)、肺动态顺应性 (Cdyn).后留取小

鼠眼球血及 肺 组 织,对 比 各 组 小 鼠 炎 症 因 子 (ILＧ６、ILＧ８、TNFＧα)及 肺 组 织 平 均 内 衬 间 隔 (MLI)、平 均 肺 泡 密 度

(MAN)、气道周围胶原面积占比和波形蛋白 (vimentinVIM)等气道重塑指标情况.结果　与对照组比较,COPD模型组

的FEV０􀆰１/FVC、PEF、MMF和 Cdyn 均显著降低,Re升高;与 COPD 模型组比较,JQ１治疗组的 FEV０􀆰１/FVC、PEF、

MMF和Cdyn升高,Re降低.JQ１治疗组较COPD模型组小鼠血清及肺组织中的ILＧ６、ILＧ８、TNFＧα降低;肺组织 MLI减

少、MAN增加,气道周围胶原蛋白沉积减少,VIM mRNA及蛋白表达水平降低.差异均有统计学意义 (P＜０􀆰０５).结论

BRD４抑制剂JQ１可能通过改善气道炎症及气道重塑来提高COPD模型组小鼠的肺功能.
【关键词】慢性阻塞性肺疾病;肺功能;BRD４;JQ１;气道重塑

【中图分类号】R５６３　 【文献标识码】A　 【文章编号】１００２Ｇ２６００(２０２２)０１Ｇ０１０７Ｇ０５

EffectofBRD４inhibitorJQ１onlungfunctioninmicewithchronicobstructivepulmonarydisease　　LIUXueＧ
jun,SHEHui,ZHENGLingrong,WANGLingqiong．DepartmentofRespiratoryandCriticalCareMedicine,theAffiliaＧ
tedMunicipalSecondHospitalofXiamenUniversity,Fuzhou,Fujian３５０００７,China

【Abstract】　Objective　Toexploretheeffectofbromodomainprotein４ (BRD４)inhibitorJQ１onlungfunctioninmice
withchronicobstructivepulmonarydisease (COPD)anditsmechanism．Methods　Atotalof１５micewererandomlydividedinＧ
tocontrolgroup,COPDgroup,andJQ１interventiongroup,with５miceineachgroup．After２４weeksofchronicCS/LPSexＧ
posureand５weeksofJQ１treatment,themicewereanesthetized,andthelungfunctionweredeterminedincludingthechanges
ofFEV０􀆰１/FVC,maximalmidexpiratoryflow(MMF),peekexpirationflow (PEF),resistanceofexpiration (Re),andrespirＧ
atorydynamiccompliance (Cdyn)．TheneyeballbloodandlungtissuesampleswerecollectedtodeterminethelevelsofILＧ６,
ILＧ８,andTNFＧα,andtheairwayremodelingindexes,suchasthe meanalveolarnumber (MAN),meanlinearintercept
(MLI),theratioofcollagenareaaroundairways,andthemRNAandproteinexpressionofvimentin(VIM)．Results　Inthe
COPDgroup,theFEV０􀆰１/FVC,PEF,MMF,andCdynweresignificantlylowerthanthoseinthecontrolgroup,whiletheRe
washigher (P＜０􀆰０５)．ComparedwiththeCOPDgroup,JQ１treatmentcouldsignificantlyalleviatetheFEV０􀆰１/FVC,PEF,
MMF,andCdyn,meanwhiledecreasetheRe (P＜０􀆰０５)．ContrasttotheCOPDgroup,thelevelsofILＧ６,ILＧ８,andTNFＧαin
serumandlungtissueweresignificantlydecreasedintheJQ１interventiongroup,aswellasthelevelsofthemRNAandprotein
expressionofVIM (P＜０􀆰０５)．TheMLIandtheratioofcollagenareaaroundairwaysweresignificantlylower (P＜０􀆰０５),
buttheMANwassignificantlyhigher (P＜０􀆰０５)intheJQ１interventiongroup．Conclusion　TheBRD４inhibitorJQ１mayproＧ
tectlungfunctionofthemicewithCOPDviaabrogatingchronicCS/LPSＧinducedairwayinflammationandremodeling．
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　　慢性阻塞性肺疾病 (COPD)以慢性气道炎症及气道重

塑为特征,其可导致患者肺功能下降,气流受限及不良预

后,是全球第三大死因,对全世界公共卫生系统构成重大的

经济负担,而吸烟是其主要的危险因素.目前针对 COPD
的治疗主要是减轻症状,降低急性发作的频率及严重程度,
改善运动耐量,但无法改变 COPD 患者肺功能的长期下降

趋势[１].溴结构域蛋白４ (BRD４)是溴结构域蛋白的一种,

目前的研究表明,BRD４参与 NFＧκB信号通路相关的慢性炎

症及气道重塑[２],鉴于慢性炎症及气道重塑是 COPD 患者

肺功能下降的重要因素,我们推测BRD４抑制剂JQ１可能通

过减少慢性炎症及气道重塑来改善 COPD 患者的肺功能下

降,有望成为治疗 COPD的新药物.故本研究采用慢性烟

雾暴露联合脂多糖诱发的COPD小鼠模型,探索BRD４抑制

剂JQ１对慢性烟雾暴露小鼠肺功能的影响.
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１　材料与方法

１􀆰１　COPD模型的建立及分组:成年雄性 C５７BL/６J小鼠

(１８~２０g)购自上海斯莱克实验动物有限公司,实验动物

的生产许可证号为 SCXK (沪)２０１７Ｇ０００５,实验动物使用

许可证号为:SYXK (闽)２０１６Ｇ０００６,动物质量合格证号为

２０１７０００５０００５０６.动物实验方案经福建医科大学伦理委员会

批准 (２０１８０６８号).动物房温度控制在２５℃,１２h/１２h光

暗周期,并允许自由摄食及饮水.经过２周的适应,１５只

小鼠被随机分为３组,分别为对照组、COPD模型组、JQ１
治疗组.对照组暴露于室内空气,为期２４周,在第１天和

第１５天经鼻滴入无菌生理盐水 (５０μL/只),接着使用无菌

生理盐水 治 疗 腹 腔 注 射 ５ 周 (０􀆰３ mL/只,１ 次/d,５d/
周).COPD模型组香烟烟雾暴露２４周,其中每周５天.在

第１天和第１５天经鼻滴入脂多糖 (５０μL/只,含７􀆰５μg脂

多糖,大肠杆菌 O５５∶B５血清型,L２８８０,Sigma,美国),
接着使用无菌生理盐水治疗腹腔注射５周 (０􀆰３mL/只,１
次/d,５d/周).JQ１治疗组香烟及脂多糖暴露同 COPD 模

型组,接 着 使 用 JQ１ 腹 腔 注 射 ５ 周 (５０ mg/kg,S７１１０,

Selleck,１次/d,５d/周).烟熏方式:小鼠被放置在７２cm×
３９cm×３２cm 的烟盒中,２次/d,每次点燃６支香烟 (１０
mg焦油和１􀆰０mg尼古丁,古田,中国福建中烟工业有限

责任公司).每次香烟烟雾暴露持续约４５min,两次烟雾暴

露至少间隔４h以上.

１􀆰２　检测方法:

１􀆰２􀆰１　肺功能检测:使用１％的戊巴比妥 (１００mg/kg)腹

腔注射麻醉小鼠,使用动物肺功能分析系统 (AniRes２００５,
中国)检测各组小鼠肺功能.主要包含以下指标:第０􀆰１秒

用力呼气量与用力肺活量之比 (FEV０􀆰１/FVC)、最大呼气中

期流速 (maximalmidexpiratoryflowcurve,MMF)、呼气峰

流 速 (peek expiration flow, PEF)、 呼 气 气 道 阻 力

(resistanceofexpiration,Re)、肺动态顺应性 (respiratory
dynamiccompliance,Cdyn).

１􀆰２􀆰２　标本采集和处理:小鼠肺功能测定后,摘眼球取血,
离心后取上层血清,置于 －８０℃保存用于后续炎症指标酶

联免疫吸附试验 (ELISA)检测.取右上肺组织,固定于

４％多聚甲醛中用于病理学检测.其余肺组织存入 －８０ ℃
冰箱冻存,用于后续 ELISA、实时荧光定量聚合酶链反应

技术 (RTＧPCR)及蛋白质印迹法 (Westernblot)的检测.

１􀆰２􀆰３　肺组织病理学检查:小鼠的右上肺组织,固定,包

埋,切成４μm 薄片.使用苏木素一伊红染色 (HE 染色),
光镜下观察染色结果,并在４００倍下计算肺组织平均内衬间

隔 (meanlinearintercept,MLI)、平 均 肺 泡 密 度 (mean

alveolarnumber,MAN).使用马松染色 (Masson染色),
光镜下观察染色结果,并在２００倍下计算气道周围胶原面积

占比 (％).病理分析应用ImageＧProPlus６􀆰０软件.

１􀆰２􀆰４　ELISA测定小鼠炎症指标:应用 ELISA,按照试剂

盒说明的方法,比较各组小鼠血清及肺组织中白细胞介素Ｇ
６ (ILＧ６,试剂盒:ab２２２５０３,Abcam,美国)、白细胞介素Ｇ
８ (ILＧ８,试剂盒:EMC１０４,欣博盛生物科技有限公司,中

国)、 肿 瘤 坏 死 因 子Ｇα (TNFＧα, 试 剂 盒:ab２０８３４８,

Abcam,美国)的水平.

１􀆰２􀆰５　RTＧPCR测定波形蛋白 (vimentin,VIM)mRNA 表

达:使用 TRIzol试剂从３组小鼠肺组织中提取总 RNA.参

照反转录试剂盒说明书将 RNA 反转录为cDNA.以cDNA
为模板,VIM 引物进行扩增.使用 △△CT 方法计算相对

VIM mRNA 水平.GAPDH 被作为内参.引物由武汉赛维

尔生物科技有限公司合成,引物序列见表１.

表１　引物序列

名称
引物序列 (５′→３′)

正向: 反向:

MＧGAPDH
CCTCGTCCCGTAGAＧ
CAAAATG

TGAGGTCAATGAＧ
AGGGGTCGT

MＧVIM
ACCTTGAACGＧ
GAAAGTGGAATC

CAGTGAGGTCAGGCTＧ
TGGAAA

１􀆰２􀆰６　Westernblot测定 VIM 蛋白表达:３组样品肺组织

经研磨消化后,采用 RIPA缓冲液裂解提取蛋白,上样,电

泳后转膜,封闭,加入兔抗 VIM 抗体 (１∶２０００,ab９２５４７,

Abcam,美国),和兔抗 GAPDH 抗体４℃过夜,使用 HRP
标记的山羊抗兔二抗孵育１h,用 ECL化学发光底物显色

后,凝胶成像仪曝光显影.AlphaEaseFC (AlphaInnotech,
美国)软件分析目标带的光密度值.

１􀆰３　统计学方法:采用SPSS２０􀆰０统计软件进行数据分析.
计量资料以均数±标准差表示,采用ShapiroＧWilk检验用于

确定数据是否符合正态分布.采用单因素方差分析进行组间

比较.P＜０􀆰０５表示差异具有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　各组小鼠肺功能情况:与对照组比较,COPD模型组

小鼠的FEV０􀆰１/FVC、PEF、MMF和Cdyn均显著降低,Re
升高.与 COPD 模 型 组 小 鼠 比 较,JQ１ 治 疗 组 小 鼠 的

FEV０􀆰１/FVC、PEF、MMF 和 Cdyn 升 高,同 时 Re降 低.
差异均有统计学意义 (P＜０􀆰０５).见表２.

表２　各组小鼠肺功能情况 (n＝５,x±s)

　　组别 FEV０􀆰１/FVC/％ MMF/ (mL/s) PEF/ (mL/s) Re/(cm H２O􀅰s/mL) Cdyn/(mL/cm H２O)

对照组 ５９􀆰３２６±２􀆰６３８ ４􀆰６０９±０􀆰３７６ ５􀆰５４４±０􀆰３８９ ０􀆰９４０±０􀆰０３３ ０􀆰０３６±０􀆰００３
COPD模型组 ４５􀆰７２８±６􀆰５８５∗ ２􀆰７０４±１􀆰００９∗ ３􀆰７９６±１􀆰０２９∗ ２􀆰４０９±０􀆰６３６∗ ０􀆰０２０±０􀆰００４∗

JQ１治疗组 ５３􀆰４２２±１􀆰８３２＃ ４􀆰１２８±０􀆰６８９＃ ４􀆰９７０±０􀆰６６７＃ １􀆰１７１±０􀆰１９５＃ ０􀆰０３２±０􀆰００３＃

F 值 １２􀆰９９９ ９􀆰００３ ７􀆰１９３ ２１􀆰０９２ ２９􀆰３２１
P 值 ０􀆰００１ ０􀆰００４ ０􀆰００９ ＜０􀆰００１ ＜０􀆰００１

　　注:与对照组比较,∗ P＜０􀆰０５;与COPD模型组比较,＃ P＜０􀆰０５.
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２􀆰２　各组小鼠肺组织病理形态变化:肺病理染色提示对照

组小鼠气道结构完整清晰,小气道上皮排列整齐,无脱落.

COPD模型组小鼠肺组织可见明显肺泡间隔断裂和肺泡扩大

融合形成囊腔,形成肺气肿样改变,小气道上皮细胞排列紊

乱,脱落,气道管壁及气道周围组织增厚,细胞外基质增

多,伴大量炎性细胞浸润,小气道周围胶原沉着增加,符合

COPD典型病理特征.JQ１治疗组小鼠肺气肿、气道上皮细

胞紊乱、气道周围胶原沉积及气道炎症细胞浸润等情况均较

COPD模型组改善.图１ (见封四).COPD模型组较对照组

小鼠 MLI增加,MAN降低;JQ１治疗组较COPD模型组小

鼠,MLI降低,MAN升高.COPD模型组较对照组小鼠气

道周围胶原面积占比升高,而JQ１治疗组较 COPD模型组

气道周围胶原面积占比降低.差异均具有统计学意义 (P＜
０􀆰０５).见表３.

表３　各组小鼠病理形态分析 (n＝５,x±s)

　　组别 MLI/μm MAN/mm２
气道周围胶原

面积占比/％
对照组 ４５􀆰９９８±４􀆰４５３ ２６４􀆰８９０±４４􀆰６６１ ０􀆰４２８±０􀆰１９１

COPD模型组 ８６􀆰９６６±７􀆰１２５∗ ８１􀆰４４８±１５􀆰７０７∗ １􀆰５７２±０􀆰７０３∗

JQ１治疗组 ５８􀆰５３２±９􀆰１４５∗＃１５３􀆰７２４±４５􀆰５７３∗＃ ０􀆰９０９±０􀆰４０７∗＃

F 值 ４２􀆰８５６ ２９􀆰６６１ １２９􀆰９０７

P 值 ＜０􀆰００１ ＜０􀆰００１ ＜０􀆰００１

　　注:与对照组比较,∗ P＜０􀆰０５;与COPD模型组比较,＃ P
＜０􀆰０５.

２􀆰３　各组小鼠肺及血液炎症因子情况:与对照组比 较,

COPD模型组小鼠血清及肺组织中的ILＧ６、ILＧ８、TNFＧα升

高 (P＜０􀆰０５).与 COPD模型组比较,JQ１治疗组小鼠血

清及肺组织中的ILＧ６、ILＧ８、TNFＧα降低 (P＜０􀆰０５).见

表４.

表４　各组小鼠血液及肺组织炎症指标情况 (n＝５,x±s)

组别
血液 肺组织

ILＧ６/ (pg/mL) ILＧ８/(pg/mL) TNFＧα/(pg/mL) ILＧ６/ (pg/mL) ILＧ８/(pg/mL) TNFＧα/(pg/mL)

对照组 ８􀆰７９２±２􀆰７０５ ４８􀆰０５４±７􀆰１８８ １１􀆰３６２±１􀆰５５２ ８１􀆰６０２±９􀆰１８５ １０７􀆰３６８±１６􀆰２００ ４５􀆰２３７±２􀆰４３９
COPD模型组 １６􀆰８０８±１􀆰３６２∗ １０８􀆰８９２±８􀆰８４８∗ １９􀆰３５６±２􀆰４４８∗ １３５􀆰３１８±３􀆰１３３∗ ２５７􀆰２１４±２６􀆰７８９∗ ６８􀆰４９２±３􀆰６３１∗

JQ１治疗组 １０􀆰７０２±２􀆰４０６＃ ６３􀆰７６２±３􀆰８４８∗＃ １３􀆰７０８±１􀆰４１７＃ ９０􀆰７２４±１１􀆰８７５＃ １４９􀆰５３８±１５􀆰０１６∗＃４７􀆰７５４±２􀆰５０９＃

F 值 １７􀆰５７８ １０３􀆰３５７ ２４􀆰３２６ ５２􀆰６９０ ７４􀆰２９３ ９６􀆰０７０
P 值 ＜０􀆰００１ ＜０􀆰００１ ＜０􀆰００１ ＜０􀆰００１ ＜０􀆰００１ ＜０􀆰００１

　　注:与对照组比较,∗ P＜０􀆰０５;与COPD模型组比较,＃ P＜０􀆰０５.

２􀆰４　各组小鼠气道重塑指标 VIM 的 mRNA及蛋白表达情

况:与对照组比较,COPD模型组肺组织中的 VIM mRNA
及蛋白表达水平升高.与COPD模型组比较,JQ１治疗组肺

组织中的 VIM mRNA及蛋白表达水平降低.差异均有统计

学意义 (P＜０􀆰０５).见图２.

　　注:A,各组小鼠波形蛋白 (VIM)mRNA表达情况;B,各组小鼠VIM 蛋白表达情况 (电泳图);C,各组小鼠VIM 蛋白

表达相对含量.与对照组比较,∗ P＜０􀆰０５;与COPD模型组比较,＃ P＜０􀆰０５.

图２　各组小鼠VIM mRNA及蛋白表达情况

３　讨论

COPD是最常见的慢性气道疾病,我国４０岁以上人群

COPD患病率高达１３􀆰７％[３],给患者家庭及社会带来沉重

的经济负担.吸烟是 COPD最主要的致病因素,吸入烟草

烟雾等有害颗粒或气体可引起气道慢性炎症,而慢性炎症导

致肺实质组织破坏,并导致异常修复引发气道重塑,从而引

发气体滞留和进行性气流受限[１].慢性炎症及气道重塑与

NFＧκB/BRD４信号通路密切相关,有研究表明,BRD４抑制

剂JQ１有抗炎及抗气道纤维化的作用,但较少研究将其应

用于 COPD小鼠模型来观察其对 COPD小鼠肺功能改变情
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况[４Ｇ５].本研究通过慢性烟雾联合脂多糖暴露建立 COPD小

鼠模型,并应用JQ１治疗,主要得到以下结论:１)JQ１治

疗可以降低 COPD小鼠的气道阻力,改善 COPD模型小鼠

的 FEV０􀆰１/FVC、PEF、MMF 和 Cdyn等肺功能指标.２)

JQ１治疗可以改善 COPD小鼠的炎症指标.３)JQ１治疗可

以改善COPD小鼠的气道重塑.
在本研究中,小鼠肺组织病理 HE染色提示 COPD 模

型组小鼠肺组织 MLI增加,MAN 减少,呈现肺气肿样改

变,小气道上皮细胞低矮,排列紊乱,脱落,气道管壁及气

道周围组织增厚,细胞外基质增多,伴大量炎性细胞浸润.
上述呈现出COPD 典型病理特征,提示本研究模型复制成

功.COPD的气流受限与小气道阻力增加和肺泡弹性回缩力

下降相关,表现为第 １秒用力呼气量与用力肺活量之比

(FEV１/FVC)及第１秒用力呼气量 (FEV１)的降低[６].本

研究发 现 在 COPD 模 型 组 中,Re升 高,同 时 伴 有 PEF、

MMF、Cdyn、FEV０􀆰１/FVC下降.同时我们发现JQ１能够

改善COPD小鼠的小气道阻力增加和肺泡弹性回缩力降低,
提高FEV０􀆰１/FVC及FEV０􀆰１,改善COPD小鼠肺功能.

COPD患者肺功能下降等病理生理学变化主要源于肺部

慢性炎症[７].慢性炎症与吸入香烟烟雾密切相关,主要表现

为肺部巨噬细胞、嗜中性粒细胞和淋巴细胞的数量增加以及

TNFＧα、ILＧ８、ILＧ６等炎症指标的增高.COPD 患者的血清

TNFＧα与患者肺功能相关,随着疾病的严重程度加重而增

加,并参与 COPD 患者的全身炎症的发生和发展[８].ILＧ６
和ILＧ８均与COPD患者肺气肿及气流阻塞相关,ILＧ６水平

高的患者,长期肺功能下降更快,而ILＧ８高的患者其肺气

肿发展的速度更快[９].在我们的研究中,我们发现炎症细胞

被渗透到 COPD 小鼠的小气道周围,肺组织表达的ILＧ８、

ILＧ６和 TNFＧα水平增高.COPD是一种全身炎症相关的疾

病,我们同时发现 COPD小鼠血清里的炎症因子增高.最

近的研究表明,BRD４在 COPD 患者的肺部表达增加[１０],

NFＧκB/BRD４信号通路可能是调节气道黏膜炎症的关键因

子[１１].本研究发现,作为 BRD４的抑制剂,JQ１可以显著

减少小气道周围的炎症渗透,减少肺组织及全身炎症水平,
这可能是其改善COPD模型小鼠肺功能的机制之一.

气道重塑可表现为气道上皮屏障破坏、上皮间充质转换

(epithelialＧmesenchymaltransition,EMT)以及气道周围胶

原蛋白沉积[１２].慢性炎症导致的组织损伤及异常修复导致

COPD气道重塑的发生和发展,进而导致 COPD 患者肺功

能的减退.在本研究中,我们发现 COPD模型小鼠气道上

皮细胞的扁平及排列紊乱,部分脱落.Masson染色提示小

气道周围胶原沉积明显增多,气道周围胶原面积占比增高,
出现气道重塑.气道上皮细胞具有高度可塑性,其在香烟烟

雾等有害物质的影响下出现损伤,释放 TGFＧβ,而后转变为

间充质表型,称为EMT.EMT与细支气管周围纤维化、气

道重塑有关,是 COPD 发生和发展的关键机制,与 COPD
患者肺功能下降相关[１３].VIM 是一种主要的Ⅲ型中间丝蛋

白,在间充质细胞中表达上调,是EMT的代表指标[１４].在

本研究中,我们发现COPD小鼠VIM 的 mRNA及蛋白表达

均增高,提示出现上皮间充质转换.由BRD４介导的、依赖

NFＧκB/ReLA的信号通路在EMT发生、发展过程中至关重

要,在炎症的微环境中BRD４可以与 ReLA连接并参与形成

转录延伸复合物,该复合物连接到 EMT 相关基因的启动

子,参 与 其 转 录 延 伸,从 而 增 强 EMT 相 关 基 因 的 表

达[２,１５],从而在慢性炎症介导的气道纤维化中起到重要作

用.在我 们 的 研 究 中,BRD４ 抑 制 剂 JQ１ 治 疗 可 以 改 善

COPD小鼠气道重塑的病理变化以及气道上皮细胞表达的间

充质标记,这可能亦是JQ１改善 COPD模型小鼠肺功能的

机制之一.
综上所述,BRD４抑制剂JQ１可能通过改善慢性烟雾联

合脂多糖暴露建立的 COPD模型小鼠的气道炎症及气道重

塑来改善小鼠的肺功能情况.BRD４可能是 COPD的一个新

的治疗靶点,而JQ１及其类似物有望成为治疗 COPD的一

类新药物.但本研究存在一定的局限性,比如使用的实验动

物数量较少;NFＧκB/BRD４信号通路对 COPD 小鼠气道炎

症及气道重塑的机制研究欠深入;未使用对BRD４更加特异

性的小分子抑制剂进行研究等,相关研究有待进一步完善.
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从CyclinE１ＧCDK２ＧCKIs通路探讨芪灵扶正清解方抑制肝癌细胞株

Hep１Ｇ６增殖的作用机制
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【摘　要】　目的　从周期蛋白CyclinE１Ｇ细胞周期依赖性蛋白激酶２ (CDK２)ＧCDKs抑制因子CKIs(CyclinE１ＧCDK２Ｇ
CKIs)信号通路角度探讨芪灵扶正清解方 (QL)调控小鼠肝癌 Hep１Ｇ６细胞株增殖的机制.方法　体外培养 Hep１Ｇ６细胞,
分别给予不同剂量的 QL醇提物 (０、３１􀆰２５、６２􀆰５、１２５、２５０、５００、１０００μg/mL)干预 Hep１Ｇ６细胞株２４h、４８h和７２h.

MTT法检测细胞活力;流式细胞术检测细胞周期各个时相的比例;Westernblot检测 CDK２、周期蛋白 CyclinE１、视网膜

母细胞瘤 Rb、磷酸化 Rb (pＧRb)以及CDKs抑制因子 (CKIs)p５７KIP２和p２７KIP１的蛋白水平.结果　QL醇提物能显著抑制

Hep１Ｇ６细胞的生长活力,呈剂量依赖性;Hep１Ｇ６细胞周期被阻滞在 G０/G１期,S期的 DNA 合成被抑制;QL醇提物下调

了CDK２、CyclinE１、pＧRb的蛋白水平,上调了p５７KIP２和p２７KIP１的蛋白水平.结论　QL方通过抑制 CDK２与 CyclinE１的

结合,同时正向调控CKIs抑制CyclinE１ＧCDK２复合物的激酶活性,从两方面抑制下游 Rb的磷酸化水平,进而有效抑制肝

癌 Hep１Ｇ６细胞的增殖.
【关键词】芪灵扶正清解方;Hep１Ｇ６细胞;细胞周期;CDK２;CKIs
【中图分类号】R７３Ｇ３　 【文献标识码】A　 【文章编号】１００２Ｇ２６００(２０２２)０１Ｇ０１１１Ｇ０４

QilingFuzhengQingjiedecoctioninhibittheproliferationofhepatomacelllineHep１Ｇ６viaCyclinE１ＧCDK２Ｇ
CKIssignalingpathway　　LIU Haiqin,SHEN Dongyi,LVJiajing,LUO Xiu,CHEN Xuzheng,LIN Jiumao,
ZHANGYouquan．FujianProvincialKeyLaboratoryofIntegratedTraditionalChineseandWesternMedicinegeriatricDisＧ
eases,Academy of Integrative Medicine,Fujian University of Traditional Chinese Medicine,Fuzhou,Fujian
３５０１２２,China

【Abstract】　Objective　ToinvestigatetheeffectsofQilingFuzhengQingjiedecoction(QL)ontheproliferationofhepatoＧ
macelllineHep１Ｇ６viaCyclinE１ＧCDK２ＧCKIssignalingpathway．Methods　Hep１Ｇ６cellswereculturedinvitroandtreatedwith
differentdosesofQLethanolextract(０,３１􀆰２５,６２􀆰５,１２５,２５０,５００,１０００μg/mL)for２４h,４８hand７２h．Cellviability
wasdetectedbyMTTmethod;Flowcytometrywasusedtodetecttheratioofeachphaseofthecellcycle;Westernblotwas
usedtodetectcycleＧdependentproteinkinasesCDK２,CyclinE１,retinoblastomaRb,phosphorylatedRb(pＧRb)andCDKsinＧ
hibitor(CKIs)p５７KIP２andp２７KIP１．Results　QLethanolextractcouldsignificantlyinhibitthegrowthactivityofHep１Ｇ６cellsina
doseＧdependentmanner．CellcyclewasblockedinG０/G１phase,andDNAsynthesisinSphasewasinhibited．TheQLethanol
extractdownＧregulatedtheproteinlevelsofCDK２,CyclinE１andpＧRb,andupＧregulatedtheproteinlevelsofp５７KIP２ and
p２７KIP１．Conclusion　QLdecoctioncouldinhibittheproliferationofhepatomaHep１Ｇ６cellsbyinhibitingthebindingofCDK２and
CyclinE１andpositivelyregulatingCKIstoinhibitthekinaseactivityofCyclinE１ＧCDK２complex,theninhibitingthephosphoＧ
rylationofRb．
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BRD４抑制剂JQ１对慢性阻塞性肺疾病模型小鼠肺功能的影响

(见正文第１０７页)

图１　各组小鼠肺病理HE染色及 Masson染色情况

外周T细胞淋巴瘤合并弥漫大B细胞淋巴瘤１例报告

(见正文第１７６页)

图３　肝脏穿刺组织 (HE×４０) 图４　骨髓病理 (HE×４００)

腮腺低度恶性黏液纤维肉瘤１例报告

(见正文第１７７页)

图１　腮腺低度恶性黏液纤维肉瘤的病理检查大体图　图２　结节与周围腮腺组织之间纤

细的纤维性假包膜 (HE×１００)　图３　黏液背景中的肿瘤细胞 (HE×２００)


