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摘要      以胶原蛋白过量沉积为主要特征的纤维化是临床肺部疾患常见的病理现象。该研究

利用RT-PCR技术检测不同剂量TNF-α和IL-13对人肺成纤维细胞IL-13Rα1、IL-13Rα2和I型胶原

蛋白转录水平的影响; ELISA检测细胞培养上清sIL-13Rα2分泌量; 羟脯氨酸法定量分析各组肺成

纤维细胞胶原蛋白生成情况。结果发现: 在实验剂量条件下, TNF-α和IL-13对人肺成纤维细胞IL-
13Rα1的表达无显著影响; 两者均能不同程度地上调IL-13Rα2的表达; 与对照组相比, TNF-α对胶

原蛋白的表达有下调作用, IL-13则无显著影响。
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纤维化是包括间质性肺疾病、慢性阻塞性肺疾

病和肺结核等在内的多种肺部疾患发生、发展过程

中的一种重要病理改变。研究表明, 肺成纤维细胞

激活、增生, 继而产生大量胶原蛋白沉积于细胞外

基质(ECM)是肺纤维化形成的关键环节。TNF-α和
IL-13分别由Th1和Th2生成, 是参与体内免疫调节的

主要细胞因子, 在纤维化、自身免疫性疾病和肿瘤

的发生和发展中发挥着重要的作用。

本研究首先运用RT-PCR和ELISA技术对与肺

纤维化密切相关的IL-13Rα1和IL-13Rα2表达进行检

测, 进而在转录和蛋白质两个水平上对肺成纤维细胞

胶原蛋白的分泌量变化进行分析, 探讨了IL-13Rα1、
IL-13Rα2的表达及胶原蛋白生成的调控机制, 比较了

人肺成纤维细胞对TNF-α和IL-13的不同反应性。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1    细胞株        人肺成纤维细胞HFL1购自中国

科学院典型培养物保藏委员会细胞库/中国科学院

上海生命科学研究院细胞资源中心。

1.1.2    培养基(液)        F12K培养基购自美国Invitrogen
生命技术有限公司, FBS购自杭州四季青生物工程公司。

1.1.3    主要试剂        TNF-α和IL-13购自美国Peprotech
公司; 总RNA提取用Trizol购自美国Sigma-Aldrich公司; 
RT试剂盒、RT-PCR引物和PCR-Mix购自TaKaRa宝生

物工程 (大连) 有限公司; hIL-13Rα2 ELISA试剂盒购

自美国R&D生物科学公司; 羟脯氨酸检测试剂盒(消
化法)购自南京建成科技有限公司; Bradford法蛋白定

量试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司。

1.2  方法 
1.2.1    细胞培养      人肺成纤维细胞HFL1培养于含

10% FBS、100 U/ml青霉素和100 U/ml链霉素的F12K
培养基中, 至细胞计数约107/ml或融合度约80%左右

时血清饥饿24 h。对照组加入等体积PBS, 实验组分

别加入不同剂量TNF-α和IL-13刺激24 h后收集上清

液和总RNA。

1.2.2    IL-13Rα1、IL-13Rα2和I型胶原蛋白转录水平

检测        Trizol法裂解各组细胞(DNase I分解混入的

基因组DNA), 苯酚/氯仿抽提及无水乙醇沉淀法纯

化总RNA样本。以D260/D280比值(各样品测三次取平

均值)计算RNA含量后, 将所有总RNA样本用RNase 
Free dH2O定量至25 µg/µl逆转录。根据NCBI全基

因组序列, 利用Primer Premier 5.0软件设计IL-13Rα1、
IL-13Rα2和I型胶原蛋白特异性引物。按相关体系方

案将目的基因引物与内参引物在同等条件下PCR后, 
1.2%琼脂糖凝胶电泳观察目的基因和内参表达情况

(PCR反应条件: 94 ºC 60 s, 94 ºC 30 s, 50.4~59.0 ºC 30 s, 
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72 ºC 90 s, 30个循环, 72 ºC 7 min)。 
1.2.3    ELISA检测可溶型IL-13Rα2(sIL-13Rα2)含
量        收集空白对照组和各实验组细胞培养上清

液, 根据试剂盒使用说明孵育和显色, 测450 nm波长

条件下吸光度值(每个刺激点设3个平行对照, 每个

对照设3个复孔取平均值)。Excel软件辅助建立标准

曲线并计算各样本D值所对应的sIL-13Rα2含量。

1.2.4    羟脯氨酸定量检测       收集空白对照组和各实

验组细胞培养上清液(同ELISA样本), 以1.0% BSA标

准品倍比稀释绘制标准曲线, Bradford法总蛋白含量

测定后按酶消化法处理样本, DDW调零后取上清在

550 nm处1 cm光径测各比色皿吸光度值(每个刺激点

设3个平行对照, 每个对照测3次取平均值)。计算公式: 
羟脯氨酸量=[(测定管吸光度−空白管吸光度)×(标准

管吸光度−空白管吸光度)]×标准管浓度÷蛋白含量。

单位: 微克每毫克蛋白质(μg/mgprotein)。
1.2.5    统计学分析      实验结果以x－ ±s表示, 运用

SPSS16.0统计软件对实验组和对照组数据进行方

差分析和t检验, *P﹤0.05为差异有统计学意义, **P﹤
0.01为差异有显著性意义。

2   结果
2.1  IL-13Rα1表达

如图1A和图1C所示, TNF-α和IL-13各组不同剂

表1    RT-PCR引物序列

Table 1    Primers used for the RT-PCR analysis
基因名称 引物序列 扩增长度(bp)和退火温度(ºC)
Gene names Primer sequences Amplification length (bp) and 
  annealing temperature (ºC) 
IL-13Rα1 5’-gtc cct ggt gtt ctt cct gat ac-3’(sense) 360         59.0 
 5’-cag cac tac aga gtc ggt ttc c-3’(antisense)  
IL-13Rα2 5’-cgt ttg ctt ggc tat cgg-3’(sense) 366         50.4  
 5’-tct gcc cag gaa ctt tga-3’(antisense)      
COLA1 5’-ttc ctg cgc ctg atg tcc-3’(sense) 414         56.8
 5’-gtt tgg gtt gct tgt ctg ttt-3’(antisense)      
β-actin 5’-ctc cat cct ggc ctc gct gt-3’(sense) 268         — 
 5’-gct gtc acc ttc acc gtt cc-3’(antisense) 

图1    HFL1细胞中TNF-α和IL-13对IL-13Rα1表达的影响

A: TNF-α不同剂量刺激HFL1细胞24 h后 IL-13Rα1 mRNA表达水平; B: TNF-α组IL-13Rα1与β-actin电泳条带光密度比率; C: IL-13不同剂量刺激

HFL1细胞24 h后 IL-13Rα1 mRNA表达水平; D: IL-13组IL-13Rα1与β-actin电泳条带光密度比率。

Fig.1    Effects of TNF-α and IL-13 on IL-13Rα1 mRNA expression in HFL1 cells
A: expression of IL-13Rα1 mRNA after stimulated by TNF-α in different concentrations after 24 h on HFL1; B: luminous intensity ratios of TNF-α/IL-
13Rα1 to β-actin. Agarose gel electrophoresis bands were analyzed by BandScan 5.0 software; C: expression of IL-13Rα1 mRNA after stimulated by 
IL-13 in different concentrations after 24 h on HFL1; D: luminous intensity ratios of IL-13/IL-13Rα1 to β-actin. Agarose gel electrophoresis bands were 
analyzed by BandScan 5.0 software.
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图2    HFL1细胞中TNF-α和IL-13对IL-13Rα2 mRNA表达的影响

A: TNF-α不同剂量刺激HFL1细胞24 h后IL-13Rα2 mRNA表达水平; B: TNF-α组IL-13Rα2电泳条带与β-actin电泳条带光密度比率; C: IL-13不同

剂量刺激HFL1细胞24 h后 IL-13Rα2 mRNA表达水平; D: IL-13组IL-13Rα2电泳条带与β-actin电泳条带光密度比率。

Fig.2    Effects of TNF-α and IL-13 on IL-13Rα2 mRNA expression in HFL1 cells
A: expression of IL-13Rα2 mRNA after stimulated by TNF-α in different concentrations after 24 h on HFL1; B: luminous intensity ratios of TNF-α/IL-
13Rα2 to β-actin. Agarose gel electrophoresis bands were analyzed by BandScan 5.0 software; C: expression of IL-13Rα2 mRNA after stimulated by 
IL-13 in different concentrations after 24 h on HFL1; D: luminous intensity ratios of IL-13/IL-13Rα2 to β-actin. Agarose gel electrophoresis bands were 
analyzed by BandScan 5.0 software.

图3    细胞培养上清液可溶型IL-13Rα2含量测定

ELISA检测对照组、TNF-α和IL-13不同剂量组刺激HFL1细胞24 h
后细胞培养上清液中可溶型IL-13Rα2含量。

Fig.3    sIL-13Rα2 content in culture supernatant
PBS, TNF-α and IL-13 induced expression of sIL-13Rα2 in HFL1 after 
24 h of stimulation.

量刺激HFL1细胞后IL-13Rα1凝胶电泳条带亮度与

对照组相当; 图1B和图1D显示各泳道光密度值与内

参光密度值比例经统计学处理后无显著差异。

2.2   IL-13Rα2表达

2.2.1    IL-13Rα2 mRNA水平表达        如图2A所示, 

对照组未见IL-13Rα2目的基因条带, TNF-α/IL-13Rα2
各泳道凝胶电泳条带亮度随剂量增加而加强; 图2B显
示与内参电泳条带光密度值相比, TNF-α/IL-13Rα2
各组较对照组有显著性差异, 且TNF-α/IL-13Rα2组
间光密度值比例随TNF-α剂量的增加逐渐增高。如

图2C所示, 对照组未见IL-13Rα2目的基因条带, IL-
13/IL-13Rα2各泳道凝胶电泳条带亮度随剂量增加

而加强; 图2D显示与内参电泳条带光密度值相比, 
IL-13/IL-13Rα2各组较对照组有显著性差异, 且IL-
13/IL-13Rα2组间光密度值比例随IL-13剂量的增加

逐渐增高。

2.2.2    sIL-13Rα2 ELISA定量分析        如图3所示, 对
照组上清液未检出sIL-13Rα2; TNF-α组sIL-13Rα2含
量随TNF-α刺激强度增加而逐渐上升; IL-13组sIL-
13Rα2含量随IL-13剂量增加而增长。同等剂量下, 
TNF-α对sIL-13Rα2含量的上调作用强于IL-13。
2.3  I型胶原蛋白表达

2.3.1    I型胶原 mRNA水平表达        如图4A所示, TNF-α
组I型胶原蛋白条带均弱于对照组, 且条带亮度与

TNF-α剂量基本呈负相关; 图4B所示TNF-α组I型胶
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图4    TNF-α和IL-13对COLA1表达的影响

A: TNF-α不同剂量刺激HFL1细胞24 h后 I型胶原蛋白(COLA1) mRNA表达水平; B: TNF-α组I 型胶原蛋白 (COLA1) 电泳条带与β-actin电泳条

带光密度比率; C: IL-13不同剂量刺激HFL1细胞24 h后 I型胶原蛋白(COLA1) mRNA表达水平; D: IL-13组I型胶原蛋白 (COLA1) 电泳条带与

β-actin电泳条带光密度比率。

Fig.4    Effects of TNF-α and IL-13 on collagen type one (COLA1) mRNA expression in HFL1 cells
A: expression of collagen type one (COLA1) mRNA after stimulated by TNF-α in different concentrations after 24 h on HFL1; B: luminous intensity 
ratios of TNF-α/collagen type one (COLA1) to β-actin. Agarose gel electrophoresis bands were analyzed by BandScan 5.0 software; C: expression of 
Collagen type one (COLA1) mRNA after stimulated by IL-13 in different concentrations after 24 h on HFL1; D: luminous intensity ratios of IL-13/ 
Collagen type one (COLA1) to β-actin. Agarose gel electrophoresis bands were analyzed by BandScan 5.0 software.

图5    羟脯氨酸法胶原蛋白定量检测

羟脯氨酸法检测对照组、TNF-α和IL-13不同剂量组刺激HFL1细胞24 h后细胞培养上清液胶原蛋白分泌量。

Fig.5    Analysis of collagen content by hydroxyproline assay
PBS, TNF-α and IL-13 induced synthesizing of collagen in HFL1 after 24 h of stimulation.

原蛋白与内参电泳条带光密度比值变化趋势与图

4A图基本一致。如图4C所示, IL-13组I型胶原蛋白条

带与对照组相比略有上升; 图4D所示IL-13组I型胶原

蛋白与内参电泳条带光密度比值逐渐增加, 10 ng/ml
和20 ng/ml组与对照组相比差异有统计学意义。 
2.3.2    羟脯氨酸定量检测        如图5所示, 羟脯氨
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酸(消化法)法检测各组上清液中溶解的胶原蛋白含

量。对照组为7.98 μg/mgprotein; TNF-α组胶原蛋白含

量随TNF-α剂量增加而逐渐减少; IL-13组胶原蛋白

含量5 ng/ml和10 ng/ml组与对照组相当, 20 ng/ml组
高于对照组, 且两者差异有统计学意义。

3   讨论
肺纤维化是多种肺部疾病发生、发展过程

中常见的病理变化。尽管早期的炎症浸润和胶原

分泌有利于免疫反应和组织修复, 但细胞外基质

(ECM)的过度沉积可导致肺组织结构的形态重塑

甚至功能失常, 严重时不可逆的肺纤维化甚至引

起呼吸功能的衰竭以致死亡。研究表明, 正常人

体内胶原蛋白的含量受到复杂机制的精细调控, 
合成与分解代谢处于动态平衡状态; 病理条件下

以胶原蛋白为主的细胞外基质合成与降解失衡可

最终导致纤维化的发生。研究证实, 肺成纤维细胞

是肺纤维化时过量ECM的主要来源, Th1/Th2免疫

平衡失调是导致肺成纤维细胞激活、增殖的重要

因素[1~3]。

TNF-α主要由Th1和单核巨噬细胞产生, 在成

纤维细胞增生和程序性死亡、激活等过程中具有多

向调节作用。TNF-α过表达可抑制TGF-β和博来霉

素介导的肺纤维化[4], 也可上调上皮细胞IL-4Rα[5]的

表达。后者可与IL-13和IL-4结合介导纤维化作用, 
提示不同条件下机体对TNF-α的反应性存在差异。

IL-13是Th2细胞分泌的细胞因子, 可阻断TNF-α介
导的NF-κB和AP-1激活与转录, 进而减弱由其调控

的细胞毒性和凋亡作用[6], 还可通过诱导上皮细胞

凋亡和肺成纤维细胞胶原生成相关因子[7]在纤维化

的发生和发展中发挥免疫调节作用。

IL-13有两种结构和功能截然不同的受体：IL-
13Rα1和IL-13Rα2。IL-13Rα1通过与IL-4Rα结合形成

IL-13Rα1-IL-4Rα复合物参与IL-13的促纤维化作用[8]。

IL-13Rα2与IL-13的结合能力是IL-13Rα1的5 000倍[9], 
有可溶型sIL-13Rα2、膜表面型mIL-13Rα2和胞内型

三种可相互转变的存在方式[10]。大部分正常组织不表

达或仅表达低水平的IL-13Rα2[11], 而纤维化组织器官

中IL-13Rα2常呈持续性高表达状态[12]。由于IL-13Rα2
的胞内区很短, 缺乏直接结合信号转导分子的能力, 目
前, 认为它主要以“decoy receptor”的形式抑制IL-13的生

物学作用[13~15], 其中, 可溶型sIL-13Rα2是发挥抑制作用

的主要因子[16]。

鉴于目前国内外研究现状和细胞资源条件, 我
们以成人肺纤维化为研究主题, 选取正常人肺成

纤维细胞HFL1细胞系为研究对象。结果发现, 肺
成纤维细胞正常情况下不表达IL-13Rα2, 而TNF-α
和IL-13在不改变IL-13Rα1表达水平的同时均能以

剂量依赖的方式介导IL-13Rα2的表达(更为灵敏的

real-time PCR分析有待进一步研究); 羟脯氨酸实

验显示TNF-α刺激组胶原蛋白含量低于对照组, 且
随TNF-α剂量的增加下调效应逐渐增强, 与此同时

IL-13各剂量组胶原水平较对照组无显著改变。对

于和对照组相比TNF-α组和IL-13组之间存在的胶

原蛋白表达差异, 我们认为一方面TNF-α可能通过

抑制细胞增殖或其它机制下调了肺成纤维细胞的

胶原蛋白生成; 另一方面IL-13可能因为介导了高配

体亲和性的IL-13Rα2表达, 后者与IL-13Rα1竞争性

结合IL-13, 阻断了IL-13/IL-13Rα1-IL-4Rα介导的促

纤维化效应, 导致促/抑纤维化作用相互抵消。对于

ELISA检测结果, 我们认为IL-13各刺激组sIL-13Rα2
含量低于平行的TNF-α组, 除可能存在的调节能力

差异外, 另一可能原因也许是部分IL-13与sIL-13 
Rα2结合形成复合物而未能被传统方法检测出, 致
使这一部分含量被遗漏。此外, 由于TNF-α能介导

IL-13Rα2的表达, 后者作为“decoy receptor”能够

抑制IL-13的致纤维化效应, 在体内以TNF-α为代表

的Th1分泌的细胞因子可能通过上调IL-13Rα2等
Th2细胞因子的抑制性受体而拮抗细胞外基质的过

度沉积以及纤维化的产生。由于正常肺成纤维细胞

不表达IL-13Rα2, 较低水平IL-13介导的IL-13Rα2表
达也许是机体负反馈调控的一种表现。尽管此时细

胞外基质及胶原蛋白的含量与正常情况相比还没有

发生显著变化, 但受到刺激和活化的肺成纤维细胞

已经表现出自我调控的迹象, 这对于尚未有临床症

状的纤维化早期改变或许是一个有意义的诊断体

征。

综上所述, 我们通过对TNF-α和IL-13作用于肺

成纤维细胞后IL-13Rα1、IL-13Rα2以及胶原蛋白表

达的检测, 为进一步研究Th1/Th2免疫反应在调节肺

成纤维细胞胶原蛋白生成中的作用以及肺纤维化早

期临床诊断提供了新的实验依据和理论参考。
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Effects of TNF-α and IL-13 on Collagen Synthesizing 
of Human Lung Fibroblast  

Hou-Wen Chen1,  Meng-Zhou Guo2,  Qi Chen3,  Chao Wu2,  Xiang-Long Li2,  
Jie Fan2,  Zhi-Yong Xiong2,  Meng-Bo Zhu3,  Xiao-Yu Shi4*

(1Department of Medicine, Graduate School of Nanchang University, Nanchang 330006, China; 2The First Clinical Medical School 
of Nanchang University, Nanchang 330006, China; 3The Second Clinical Medical School of Nanchang University, Nanchang 330006, 

China; 4The Basic Medical School of Nanchang University, Nanchang 330006, China)

Abstract    Interstitial fibrosis, characterized by excessive collagen accumulation, is a pathological hallmark 
of chronic pulmonary diseases. In this study, gene expression alterations of IL-13Rα1, IL-13Rα2 and collagen type 
one were monitored by RT-PCR in human lung fibroblasts response to the treatment of various dosages of TNF-α 
and IL-13, sIL-13Rα2 secreted in culture medium was quantitated by ELISA and collagen synthesized in cells was 
determined by hydroxyproline-assaying. We found that, IL-13Rα2, but not IL-13Rα1, was upregulated significantly 
in human lung fibroblasts at both mRNA and protein levels by the treatment of both TNF-α and IL-13. However, 
collagen synthesis in human lung fibroblasts was inhibited only by TNF-α treatment. 
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