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TNF-α诱导 Gq-Ca
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　　摘要:目的　研究 TNF-α诱导 Gq-Ca2+信号途径对鼠肺成纤维细胞增殖的机制及尼莫地平 (Nim)的拮抗效应。

方法　以不同浓度的 TNF-α刺激 4— 5代 SD大鼠乳鼠肺成纤维细胞 , 氯氨 T法检测成纤维细胞羟脯氨酸的含量;

Westernblot检测成纤维细胞 Gq蛋白的表达 , 流式细胞技术检测细胞内 Ca2+的含量;酶联免疫吸附试验检测各组成纤

维细胞内环磷酸腺苷 (cAMP)的水平。结果　Gq蛋白的结果显示随TNF-α剂量的增加而增加;Ca2+和羟脯氨酸的结

果显示在 10ng/mlTNF-α剂量组有明显增加 , 与各组比较有明显的统计学意义 (P<0.05);当 TNF-α联合 Nim后 ,

促使 cAMP表达量增强 , 同时使羟脯氨酸的表达降低。结论　TNF-α介导 Gq-Ca2+信号途径使羟脯氨酸表达增强 , Nim

通过提高 cAMP的水平来拮抗 TNF-α介导的效应。
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RoleofTNF-αinducedGq-Ca
2 +
signalpathwayinproliferationoflungfibroblastofrat
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Abstract:Objective　Toexploretheroleoftumornecrosisfactor-alpha(TNF-α)inducedGq-Ca2+ signalpathwayin

lungfibroblastproliferationofrat, andtheantagonisticeffectofnimodipine(Nim).Methods　Culturedlungfibroblastsfrom

SDneonatalratwerestimulatedbydifferentconcentrationsofTNF-α, thendeterminedthelevelofhydroxyprolineinfibroblastby

chloramineTmethod, examinedtheexpressionofGqproteininfibroblastbyWesternblot, detectedtheconcentrationofintra-

cellularfreeCa2+byFCM, andmeasuredthelevelofcAMPinfibroblastbyELISA.Results　TheresultsshowedthatGqpro-

teinexpressionwasincreasedwiththeincreaseofTNF-αdose;thelevelsofCa2+andhydroxyprolineweresignificantlyincreased

in10 ng/mlTNF-αgroup, therewassignificantdifferencecomparedwithothergroups(P<0.05);whilethecombineduseof

TNF-αwithNimmightraisetheexpressionofcAMPandreducetheexpressionofhydroxyproline.Conclusion　Itwassuggested

thatTNF-αinducedGq-Ca2+ signalpathwayraisingtheexpressionofhydroxyproline, andNimantagonizedTNF-αmediated

effectsthroughraisingthelevelofcAMP.
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　　粉尘进入肺内激活肺泡巨噬细胞释放肿瘤坏死因

子 -α(tumournecrosisfactor-alpha, TNF-α)在矽肺发

病过程中起着重要的作用
[ 1]
。 Piguet在 1990年 Na-

ture杂志上发表文章指出:给小鼠气管内一次注入石

英后 , 发现小鼠 TNF-αmRNA水平明显升高 , 当给

以抗 TNF-α抗体时 , 石英导致的胶原蛋白沉积几乎

完全被阻止 。然而 TNF-α的作用机制报道罕见。根

据细胞信号转导理论
[ 2, 3]
, 胞外信号通过与 G蛋白偶

联受体结合 , 介导激活或抑制细胞内信号物质以实现

跨膜信息传递 , 影响细胞的各种生理功能 。设想

TNF-α对成纤维细胞功能的影响是否与受体偶联的 G

蛋白介导信号的表达有关。这方面的研究未见报道。

本实验将探讨 TNF-α对成纤维细胞 Gq蛋白及介导的

Ca
2+
信号对细胞增殖的影响;通过 Ca

2+
抑制剂抑制

Ca
2+
的水平 , 测定细胞羟脯氨酸 , cAMP的含量对细

胞增殖的影响 , 证实 TNF-α诱导 Gq-Ca
2+
信号途径对

鼠肺成纤维细胞增殖作用 。

1　材料和方法

1.1　主要试剂

环 -磷酸腺苷 (cAMP)购自武汉新启迪生物技术

有限公司 , 尼莫地平 (Nim)购自天津市中央药业有

限公司 , 肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、 荧光生物素标

记羊抗兔抗体购自北京博奥森生物科技有限公司。

1.2　实验动物

选择出生 1 ～ 3 d的 SD大鼠乳鼠 , 由山西医科大

学实验动物中心提供。动物合格证号:山医字

第 070101。

1.3　细胞培养及分组

取出生 1 ～ 3 d的 SD大鼠乳鼠 , 在无菌超净台上

用酒精棉擦拭全身 , 腹主动脉放血处死 , 开胸取出肺
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脏 , 根据消化培养法
[ 4]
提取肺组织的肺成纤维细胞;

用 Hanks液清洗肺脏 , 用眼科剪将其剪成约 1mm
3
大

小 , 用 0.25%胰酶消化 , 200目的尼龙膜过滤后

1 000 r/min离心 10 min, 收集细胞 , 用含 10%新生

牛血清的完全培养液重新悬浮细胞且吹打均匀 , 将细

胞悬液接种于培养瓶后 , 于 37℃、 5%CO2恒温培养

箱内培养并传代。 4— 5代的细胞用于实验 。实验前

细胞做同步化处理 。实验分 7组 , 空白对照组 、 5

ng/mlTNF-α、 10ng/mlTNF-α、 20ng/mlTNF-α、 20

ng/mlTNF-α+20μmol/mlNim、 40μmol/mlNim、 80

μmol/mlNim组 。空白对照组只加无血清培养液 , 每

实验组设 4个平行样品及 4 h、 24h观察时点。

1.4　指标测定

用不同浓度的 TNF-α刺激 4— 5代 SD大鼠乳鼠

肺成纤维细胞 4 h、 24 h, 氯氨 T法检测成纤维细胞

羟脯氨酸含量 , Westernblot技术检测成纤维细胞 Gq

蛋白的表达 , 酶联免疫吸附试验 (ELISA)测定成纤

维细胞内 cAMP的含量。

用不同浓度的 TNF-α刺激 4— 5代 SD大鼠乳鼠

肺成纤维细胞 30min, 流式细胞技术检测成纤维细胞

内 Ca
2+
的含量。

1.5　统计学分析

用 SPSS11.5软件对数据处理。多组间比较采用

单因素方差分析 , 组间比较用 LSD法 , 以 P<0.05

表示差异具有统计学意义 。

2　结果

2.1　不同浓度 TNF-α对成纤维细胞羟脯氨酸含量的

影响

表 1显示 , 在不同作用时间 , 各实验组羟脯氨酸

含量均较对照组高 , 且随着作用时间的增加 , 羟脯氨

酸含量显著增高 , 差异有统计学意义 (P<0.05)。

在 4 h和 24h作用时间 , 10 ng/mlTNF-α和 20 ng/ml

TNF-α组羟脯氨酸含量较空白对照组和 5 ng/ml

TNF-α组高 , 差异均有统计学意义 (P<0.05)。
表 1　不同浓度 TNF-α作用成纤维细胞羟脯氨酸

含量测定结果 (x±s) μg/ml

组别 n 4h　 24h　

空白对照组 4 0.315±0.034 0.823±0.037■

5ng/mlTNF-α组 4 0.467±0.031＊ 1.002±0.021＊■

10ng/mlTNF-α组 4 0.872±0.061＊ 1.019±0.041＊■

20ng/mlTNF-α组 4 0.634±0.056＊ 1.010±0.033＊■

注:经方差分析 , 与同时间空白对照组比较 , ＊P<0.05;不同时间

相同剂量组间比较 , ■P<0.05。

2.2　不同浓度 TNF-α对成纤维细胞 Gq蛋白的影响

表 2显示 , 随 TNF-α剂量的增加 , Gq表达明显增

强 , 各组间差异有统计学意义 (P<0.05)。随作用时间

延长 , Gq表达有所下降 (P<0.05)。见图 1。
表 2　不同浓度TNF-α作用成纤维细胞Gq含量测定结果 (x±s)

组别 n 4h 24h

空白对照组 4 0.743±0.101 0.685±0.127

5ng/mlTNF-α组 4 0.833±0.039＊ 0.996±0.147＊

10ng/mlTNF-α组 4 1.259±0.076＊ 1.102±0.053＊■

20ng/mlTNF-α组 4 1.612±0.083＊ 1.365±0.098＊■

注:经方差分析 , 与同时间空白对照组比较 , ＊P<0.05;不同时间

相同剂量组间比较 , ■P<0.05。

1:空白对照组 , 2: 5 ng/mlTNF-α组 , 3: 10 ng/mlTNF-α组 ,

4: 20 ng/mlTNF-α组

图 1　Gq蛋白 Westernblot结果

2.3　不同浓度 TNF-α对成纤维细胞 Ca
2+
信号的影响

表 3显示 , 不同浓度的 TNF-α作用于鼠肺成纤

维细胞 30min, 各实验组荧光强度 (F)值均较对照

组明显增高 (P<0.05), 随着 TNF-α剂量的增加 ,

各实验组荧光强度 (F)值呈现先增高后降低的趋

势 。见图 2。
表 3　不同浓度TNF-α作用成纤维细胞内Ca2+测定结果 (x±s)

组别 n F值

空白对照组 4 1.15±0.02

5ng/mlTNF-α组 4 5.49±0.88＊

10ng/mlTNF-α组 4 7.99±1.00＊

20ng/mlTNF-α组 4 5.40±0.24＊

注:经方差分析 , 与空白对照组比较 , ＊P<0.05。

图 2　成纤维细胞内游离 Ca2+浓度检测结果

2.4　不同浓度 Nim联合 TNF-α作用成纤维细胞内羟

脯氨酸含量

表 4显示 , 随 Nim含量增加 , 羟脯氨酸含量降
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低 , 统计学检验 , P<0.05。随着作用时间的增加 ,

各组羟脯氨酸含量显著增高 , 但 Nim组较单独 TNF-α

组羟脯氨酸含量明显降低 , 差异有统计学意义 (P<

0.05)。
表 4　不同浓度 Nim联合 TNF-α作用成纤维细胞羟脯氨

酸含量测定结果 (x±s) μg/ml

组别 4h 24 h

空白对照组 0.324±0.034 0.811±0.040■

20ng/mlTNF-α组 0.661±0.033＊ 1.333±0.028＊■

20μmol/mlNim+20ng/mlTNF-α组 0.649±0.049＊ 1.358±0.023＊■

40μmol/mlNim+20ng/mlTNF-α组 0.423±0.021＊ 1.015±0.037＊■

80μmol/mlNim+20ng/mlTNF-α组 0.367±0.021＊ 1.019±0.041＊■

注:经方差分析 , 与同时间空白对照组比较 , ＊P<0.05;不同时间相同剂量

组间比较 , ■P<0.05。

2.5　不同浓度 Nim与 TNF-α作用成纤维细胞内

cAMP含量

表 5显示 , 随 Nim含量增加 , 各实验组 cAMP含

量均较空白对照组高 , 差异有统计学意义 (P<

0.05)。随作用时间延长 , cAMP含量降低 , 差异有

统计学意义 (P<0.05)。
表 5　不同浓度 Nim与 TNF-α作用成纤维细胞内 cAMP

含量测定结果 (x±s) pmol/ml

组别 n 4h 24h

空白对照组 4 2.43±0.72 5.14±0.41■

20ng/mlTNF-α组 4 25.72±1.27＊ 21.65±1.11＊■

20μmol/mlNim+20ng/mlTNF-α组 4 24.51±1.18＊ 20.33±1.16＊■

40μmol/mlNim+20ng/mlTNF-α组 4 30.64±1.33＊ 25.41±1.67＊■

80μmol/mlNim+20ng/mlTNF-α组 4 32.83±1.00＊ 27.42±1.28＊■

注:经方差分析 , 与同时间空白对照组比较 , ＊P<0.05;不同时间相同剂量

组间比较 , ■P<0.05。

3　讨论

成纤维细胞大量增殖 , 细胞外基质量和胶原合成

增加产生肺纤维化是矽肺的最终结局 , TNF-α在这个

过程中起着关键的作用。系列的病理对照研究表明 ,

血液中 TNF-α含量与尘肺发病有密切的关系
[ 5]
, 在

矽肺动物模型的肺组织中 TNF-α高表达
[ 6]
。Piguet

[ 7]

等 1993年在小鼠矽肺模型的研究中发现给予可溶性

的 TNF-α受体后 , 可以明显抑制矽尘诱导的胶原生

成和肺纤维化。这一结果也被 Ortiz
[ 8]
用 TNF-α受体

敲出的动物模型证实 , 提示 TNF-α参与矽肺纤维化

形成。本实验中 TNF-α作用于肺成纤维细胞 , 会使

羟脯氨酸含量显著增加 , 且随着 TNF-α浓度的增加

羟脯氨酸含量增加的趋势也证实这一点。 CsaszarA
[ 9]

等研究认为 , TNF-α生物学效应是通过与相应的受体

结合而发挥作用的 , 表明 TNF-α受体在转导 TNF-α

生物学信号方面起着重要的作用 。 TNF-α受体属 G

蛋 白 偶 联 受 体 (G protein coupling receptors,

GPCRs)。 Gq是 G蛋白的一种亚型。心肌病的研究显

示
[ 10]
, 血管紧张素 Ⅱ激活心脏成纤维细胞 Gq蛋白产

生蛋白激酶 C和 Ca
2+
, 可以导致心肌成纤维细胞增

殖 , 引发心肌纤维化 。博莱霉素诱导的肺纤维化病理

组织中 , Ca
2+
水平明显升高 , 用 Ca

2+
拮抗剂后 , 通

过提高 cAMP的水平削弱博莱霉素诱导的肺纤维化。

在矽肺发病过程中 , TNF-α致成纤维细胞增殖是否与

Gq-Ca
2+
信号途径有关系 , 本实验研究发现 TNF-α可

以增强 Gq-Ca
2+
信号途径而导致成纤维细胞羟脯氨酸

含量升高 , 且有明显的剂量-反应关系。因为在肺纤

维化时 , 成纤维细胞大量增殖 , 使胶原蛋白异常表

达 , 肺组织内胶原纤维量增加 , 由于羟脯氨酸为胶原

纤维所特有 , 因此羟脯氨酸含量的测定可作为判断纤

维化程度的指标 。为了进一步证实 Gq-Ca
2+
信号与成

纤维细胞增殖的关系 。通过钙抑制剂 Nim的干预研

究发现 , 20 ng/mlTNF-α联合 40 μmol/mlNim和 20

ng/mlTNF-α联合 80μmol/mlNim组羟脯氨酸含量较

20 ng/mlTNF-α联合 20 μmol/mlNim和单独 20 ng/

mlTNF-α组低 (P<0.05), 提示钙参与了 TNF-α诱

导成纤维细胞的增殖过程 。

Gs是 G蛋白的又一亚型 , cAMP是 Gs介导的下

游信号 。胞外信号激活 Gs介导的 cAMP可以抑制细

胞增殖 。正常生理情况下 , Gq-Gs途径存在交互作用

以维持细胞正常的消长平衡。为了证实 TNF-α在诱

导细胞增殖的过程中是否影响了 Gs介导的 cAMP水

平以及这种影响效应是否是由于 Ca
2+
表达异常所致 ,

实验中使用了 Nim以拮抗 TNF-α诱导的高表达 Ca
2 +
,

从而探讨是否高表达的 Ca
2+
影响了 cAMP水平而导

致成纤维细胞的增殖 。实验表明 , 在不同时间点 , 20

ng/mlTNF-α联合 40μmol/mlNim和 20ng/mlTNF-α

联合 80μmol/mlNim组 cAMP浓度值均较单独 20ng/

mlTNF-α高 , 并且随着 Nim浓度的增加 , cAMP浓度

有增加的趋势 , 结合 TNF-α联合 Nim对羟脯氨酸水

平的影响结果 , 推测 Ca
2+
可能通过调节 cAMP的表

达影响成纤维细胞的增殖 。
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表 1　印刷企业有毒物质检测结果

有毒物质 样品数
STEL范围

(mg/m3)
合格样品数

合格率

(%)

苯 160 0.01～ 59.96 147 91.88

丙酮 52 0.03～ 9.62 52 100.00

二甲苯 80 0.04～ 21.73 80 100.00

环己烷 44 0.07～ 44.99 44 100.00

甲苯 156 0.02～ 6.36 156 100.00

环己酮 12 0.12～ 0.69 12 100.00

溶剂汽油 128 0.01～ 77.21 128 100.00

乙苯 4 0.03～ 0.30 4 100.00

乙酸丙酯 20 0.24～ 58.64 20 100.00

乙酸乙酯 124 0.05～ 115.79 124 100.00

合计 780 767 98.33

表 2　印刷企业不同工序有毒物质检测对比 (x±s)

检测项目
单色及双色

印刷

四色及以上

印刷
F值 P值 t值 P值

苯 -2.15±1.31 0.18±2.05 14.24 <0.05-8.64<0.05

丙酮 -1.53±1.50 -0.36±1.72 0.33 >0.05-2.50<0.05

二甲苯 -2.25±0.88 -1.64±1.95 14.66 <0.05-1.94>0.05

环己烷 -0.69±2.31 0.62±1.07 12.10 <0.05-2.56<0.05

甲苯 -1.35±1.37 -0.86±1.43 0.15 >0.05-2.19<0.05

溶剂汽油 -1.14±2.00 -0.36±2.76 9.21 <0.05-3.46<0.05

乙酸乙酯 -1.68±1.34 0.03±2.60 36.90 <0.05-4.82<0.05

2.6　职业健康监护情况

29家印刷企业仅有 7家进行职业健康检查 , 占 24.38%。

进行职业健康检查共 193人 , 接触苯系物作业的有 76人血液

分析异常 , 11人白细胞不同程度降低;接触噪声作业 98人 ,

有 47人高频听阈提高。 193人中 , B超异常 85人 , 血压异常

26人 , 心电图异常 22人 , 尿常规异常 32人。

3　讨论

本次调查对象主要为纸张印刷企业 , 因其工艺过程较简

单 , 故本次调查仅反映纸张印刷企业的职业病危害现状 [ 1] 。

通过调查发现 , 29家印刷企业产生职业病危害因素的岗位主

要为印刷和装订岗位 , 印刷岗位生产过程中使用的油墨 、 清

洗剂和添加剂等产生的苯 、 甲苯 、 二甲苯等有机溶剂是印刷

行业的主要危害因素;印刷四色及以上工序岗位因车间环境

相对密闭 、 通风排毒设备设施未能达到预期效果且生产过程

中使用较多添加剂等因素 , 有毒物质高于单色及双色印刷岗

位。 29家企业仅有 10家企业印刷机配备通风排毒设备 , 车间

设有机械排风设施;仅 1家企业工人佩戴防毒口罩 , 3家企业

为工人配备防噪声耳塞 , 另有 2家企业为工人配备防尘口罩;

反映出企业对职业病危害防护的漠视和对防护知识认知上的

缺乏 [ 1] 。

调查显示 , 印刷企业印刷工序和装订工序存在的职业病

危害仍较严重 , 应加大对企业的监管力度 , 保证劳动者身体

健康。本次检测的印刷企业主要为委托我单位进行职业病危

害因素检测和职业健康检查的企业 , 未能对全区印刷企业进

行全面调查 , 其检测与体检结果存在一定的局限性。

针对此次调查结果 , 对印刷企业的职业病防治工作提出

如下建议。 (1)采用有利于防治职业病和保护劳动者健康的

新技术 、 新工艺 、 新材料 , 逐步替代职业病危害严重的技术 、

工艺 、 材料 , 目前美国已将世界最先进的无毒油墨应用于印

刷业 [ 2] 。 (2)有毒物质超标的作业场所 , 应改善通风排毒设

备设施;噪声超标的作业场所 , 应对生产设备采取降噪和减

振措施。 (3)监督印刷行业加强防护设施和个人防护用品的

配置和使用 , 保障作业工人的健康 [ 1] , 制定以呼吸保护计划

为重点的个人职业病防护用品使用计划;为劳动者选择并提

供个人职业病防护用品 , 所提供的职业病防护用品应符合防

治职业病的要求。 (4)企业应建立健全职业卫生档案和劳动

者职业健康监护档案;组织工人进行职业健康检查 , 掌握劳

动者健康资料。 (5)加强对印刷企业领导层和劳动者职业卫

生法律法规的培训 , 个人职业病防护用品的选择和使用方法

等职业卫生知识培训 , 不断提高领导和员工对职业病危害的

认知能力。 (6)加大对印刷行业职业病防治的监管力度 , 尤

其涉及四色以上印刷和装订的作业岗位应重点管理。监督 、

指导印刷行业加强作业环境治理 , 改善工作环境 , 降低职业

病危害 , 保护劳动者健康。
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