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【摘要】 目的  探讨盐酸（HCl）刺激与机械牵张诱导人肺上皮细胞向间质转分化以及对透明质酸（HA）

分泌的影响。方法  体外培养人肺上皮细胞株 BEAS-2B，取对数生长期的细胞分为磷酸盐缓冲液（PBS）+ 静

止组、HCl+ 静止组、PBS+ 牵张组、HCl+ 牵张组。采用 FX-5000T 细胞应力加载系统向两个牵张组 BEAS-2B

细胞持续 48 h 施加 20% 振幅、频率 0.33 Hz、正弦波的机械牵张。分别于牵张前后用倒置显微镜观察细胞形

态变化；用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测细胞上皮标志物 E- 钙黏蛋白和细胞角蛋白 -8（CK-8）以

及间质标志物波形蛋白和 α- 平滑肌肌动蛋白（α-SMA）的蛋白表达；用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测细

胞培养上清中 HA 分泌量。结果  ① 镜下观察显示：PBS+ 静止组 BEAS-2B 细胞呈卵圆形，且细胞紧密相连，

细胞间存在极性；单纯 HCl 刺激后细胞形态无明显变化；而单纯给予机械牵张 48 h 后细胞由卵圆形变成长梭

形，细胞间隙明显增大；给予 HCl 刺激和机械牵张双重打击后细胞形态改变更为显著。② Western Blot 显示：

与 PBS+ 静止组比较，单纯或联合 HCl 和机械牵张 48 h 后 BEAS-2B 细胞 E- 钙黏蛋白、CK-8 表达均下调，波

形蛋白、α-SMA 表达均上调，以 HCl+ 牵张组表达变化更为明显〔以 PBS+ 静止组表达量（灰度值）为基数 1， 

E- 钙黏蛋白为 0.16±0.08 比 1，CK-8 为 0.10±0.03 比 1，波形蛋白为 3.35±0.38 比 1，α-SMA 为 3.10±0.45 

比 1，均 P＜0.01〕。③ ELISA 试验显示：与 PBS+ 静止组比较，单纯 HCl 刺激或机械牵张均可诱导 BEAS-2B

细胞分泌 HA（μg/L：55.763±0.687、63.005±0.493 比 49.876±1.867）；而 HCl 与机械牵张联合刺激后细胞培养

上清液中 HA 分泌量增加更为显著（μg/L：78.220±1.085 比 49.876±1.867，P＜0.01）。结论  HCl 或机械牵张

均能诱导人肺上皮细胞发生上皮向间质转分化，同时增加 HA 的分泌量；HCl 刺激和机械牵张双重打击可使人

肺上皮细胞向间质转分化更为明显，同时进一步增加 HA 的分泌量。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  effect  of  hydrochloric  acid  (HCl)  stimulation  and  mechanical 

stretch  on  epithelial-mesenchymal  transition  (EMT)  and  hyaluronan  (HA)  production  in  human  lung  epithelial  cells.   

Methods  Human  lung epithelial cell  line BEAS-2B was cultured  in vitro, which was divided  into phosphate-buffer 
saline  (PBS) +  static  group,  HCl +  static  group,  PBS +  stretch  group,  and HCl +  stretch  group  respectively  in  the 

logarithmic phase. The BEAS-2B cells in two stretching groups were challenged by cyclic stretch with 20% amplitude, 

frequency  of  0.33 Hz,  sine wave  of  the FX-5000T  system  for  48  hours.  The morphology  changes  in  cells  before  and 

after  stretch  were  observed  with  inverted  microscope.  The  protein  expressions  of  epithelial  markers  E-cadherin 

and  cytokeratin-8  (CK-8)  as  well  as  mesenchymal  markers  vimentin  and α-smooth  muscle  actin  (α-SMA)  were 

determined  by Western  Blot.  The  secretion  of HA was  determined  by  enzyme  linked  immunosorbent  assay  (ELISA).   
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  急性呼吸窘迫综合征（ARDS）是一种急性弥漫

性肺部炎症反应，可导致肺血管通透性升高、肺质

量增加、参与通气的肺组织减少［1］。机械通气是救

治 ARDS 的重要手段，但不恰当的机械通气则会加

重病情，甚至导致肺纤维化的发生［2-3］。上皮间质

转分化（EMT）是肝、肾、肺等器官发生纤维化的过

渡阶段［4］，多种介质参与了 EMT 过程［5-6］。已证实

EMT 介导了机械通气诱导的 ARDS 小鼠肺纤维化

过程［7］。本课题组前期研究通过给予人肺上皮细

胞株 BEAS-2B 机械牵张作用 48 h 建立细胞 EMT

体外模型［8］，并证实机械牵张可通过透明质酸（HA）

激活髓样分化因子 88（MyD88）固有免疫通路，从而

促进 EMT 形成［9］。本实验再次以 BEAS-2B 细胞

株为研究对象，通过体外实验探讨盐酸（HCl）刺激

及机械牵张对人肺上皮细胞向间质转分化的影响及

其机制。

1 材料与方法

1.1  实验材料：BEAS-2B 细胞株（美国 Rockville 公

司）；鼠抗人细胞角蛋白 -8（CK-8）和兔抗人 α- 平 

滑肌肌动蛋白（α-SMA）单克隆抗体（单抗，美国

Abcam 公司），鼠抗人 E-钙黏蛋白和波形蛋白单

抗（加拿大 BD 公司），辣根过氧化物酶（HRP）标记

的山羊抗兔二抗（美国 EarthOx 公司）和山羊抗鼠

二抗（美国 Jackson 公司）；HA 酶联免疫吸附试验

（ELISA）试剂盒（美国 R&D 公司），DMEM/F12 培养

基（美国 HyClone 公司），FX-5000T 细胞应力加载

系统、细胞牵拉 6 孔培养板（美国 Flexcell 公司）。

1.2  实验方法

1.2.1  细胞培养及分组处理：将 BEAS-2B 细胞株

贴壁生长于含 10% 胎牛血清（FBS）、1% 青-链霉

素的 DMEM/F12 完全培养基，37 ℃、5% CO2 孵箱中

培养至对数生长期，然后将细胞分为 4 组，分别接

种于牵拉 6 孔板中，磷酸盐缓冲液（PBS）+ 静止组

和 PBS+ 牵张组接种密度为 2.0×105 个，HCl+ 静

止组和 HCl+ 牵张组接种密度为 3.5×105 个，在孵

箱中继续静置培养 24 h。两个 HCl 刺激组于细胞

融合达 80% 以上时加入 pH 4.0 的 DMEM/F12 培

养基［8］，每孔 2 mL；其他两组每孔加入 pH 7.0 的

DMEM/F12 培养基 1.96 mL 和 PBS 0.04 mL。各组

刺激 30 min 后去除培养基，用 PBS 洗 3 次，改为 pH 

7.0 含 10%FBS 的新鲜完全培养基，每孔 2 mL，静置

20 h 后再换成含 0.1%FBS 的 DMEM/F12 培养基继

续培养 4 h。

1.2.2  机械牵张：采用 FX-5000T 细胞应力加载系

统，持续以 20% 振幅、频率 0.33 Hz、正弦波机械牵

张 48 h。细胞受力值以培养皿底部弹性膜拉伸应变

率表示。4组细胞均置于37 ℃、5% CO2孵箱中培养，

每组选用 3 个样本，分别来自 3 块牵张板。

1.3  观察指标及方法

1.3.1  细胞形态观察：分别于机械牵张前及牵张后

48 h 在倒置相差显微镜下观察各组细胞形态变化。

1.3.2  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）测定上

皮标志物 E-钙黏蛋白、CK-8 及间质标志物波形蛋

白、α-SMA 的蛋白表达量：各组细胞每孔均加入

Results  ① It was  shown by microscopic observation  that BEAS-2B cells displayed cobblestone morphology,  linked 

closely and cell polarity in PBS + static group, which did not change obviously after HCl stimulation alone. Given purely 

mechanical stretch after 48 hours, the cells morphology changed from cobblestone shape into long spindle, and increased 

intercellular space obviously. Double hit of HCl and stretch changed the cells morphology more significantly. ② It was 

shown  by Western  Blot  that  compared  with  the  PBS +  static  group, HCl  alone  or  combined  with  purely mechanical 

stretch after 48 hours, the expressions of E-cadherin and CK-8 were decreased, while those of vimentin and α-SMA 

were  increased,  and  it  was more  pronounced  in HCl +  stretch  group  [the  expression  quantity  (gray  value)  as  base  1 

in PBS +  static group, E-cadherin: 0.16±0.08 vs. 1, CK-8: 0.10±0.03 vs. 1, vimentin: 3.35±0.38 vs. 1, α-SMA: 

3.10±0.45 vs. 1, all P < 0.01]. ③ It was shown by ELISA that both HCl stimulation and stretch could induce BEAS-2B 

cells secreting HA as compared with PBS + static group (μg/L: 55.763±0.687, 63.005±0.493 vs. 49.876±1.867), and 

the production of HA increased more remarkably after double hit  (μg/L: 78.220±1.085 vs. 49.876±1.867, P < 0.01).   

Conclusions  Both HCl and mechanical stretch could induce EMT and increase HA secretion in human lung epithelial 

cells in vitro. Double hit of HCl stimulation and mechanical stretch induced EMT apparently, and further increased the 

production of HA.
【Key words】  Mechanical  stretch;  Epithelial-mesenchymal  transition;  Hyaluronan;  Lung  fibrosis;  Human 

lung epithelial cell
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150 μL 蛋白裂解液 RIPA、1.5 μL 蛋白酶抑制剂苯甲

基磺酰氟（PMSF）提取总蛋白。采用 BCA 方法进行

蛋白定量后取 20 μg 总蛋白，经凝胶电泳分离、蛋白

电转膜、室温下脱脂牛奶封闭，分别加入一抗和二

抗孵育，电化学发光（ECL）试剂显影。以 3-磷酸甘

油醛脱氢酶（GAPDH）为内参，用 Image J 1.45 软件

分析条带灰度值，以目的蛋白与内参蛋白的灰度值

比值作为目的蛋白的表达量，以 PBS+ 静止组（对照

组）表达量为基数 1，比较各组与对照组的比值。

1.3.3  ELISA试验测定细胞培养上清液中HA含量：

取细胞培养上清液 20 μL，按 1：10 稀释。用已知浓

度标准品吸光度（A）值拟合标准曲线，将待测上清

液 A 值带入曲线公式，计算待测样品含量。

1.4  统计学处理：采用 GraphPad Prism 6.0 软件处

理数据，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，两

组比较采用 t 检验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1  HCl 刺激及机械牵张对 BEAS-2B 细胞形态的

影响（图 1）：倒置相差显微镜下显示，静止 +PBS 组

BEAS-2B 细胞呈卵圆形，细胞紧密相连，细胞间存

在极性。静止 +HCl 组细胞稍伸长，间隙仍较紧密。

两个牵张组牵张前细胞形态无明显变化；而牵张后

48 h 细胞间隙均明显增大，由卵圆形变为长梭形，以

HCl+ 牵张组改变尤为明显。

2.2  HCl 刺激及机械牵张对 BEAS-2B 细胞上皮标

志物和间质标志物蛋白表达的影响（图 2；表 1）：

与 PBS+ 静止组相比，单纯给予 HCl 刺激或机械牵

张 48 h 后细胞上皮标志物 E-钙黏蛋白、CK-8 表

达均有不同程度的下调，而间质标志物波形蛋白、

α-SMA 表达均明显上调（均 P＜0.05）；同时给予

HCl 刺激和机械牵张可使细胞上皮标志物和间质标

志物表达变化更为显著（均 P＜0.01）。

图 1  倒置相差显微镜下观察各组人肺上皮细胞 BEAS-2B 的形态学改变　牵张前，两个磷酸盐缓冲液（PBS）组细胞呈卵圆形； 

而两个盐酸（HCl）刺激组细胞稍伸长，但间隙仍较为紧密。牵张 48 h 后，两个牵张组细胞间隙明显增宽，细胞呈长梭形改变，以

HCl+ 牵张组改变更为显著；而未给予机械牵张两组细胞无明显形态学改变　×10（右下角方框中为 ×20）

Western Blot 为蛋白质免疫印迹试验，CK-8 为细胞角蛋白 -8，

α-SMA 为 α- 平滑肌肌动蛋白，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

图 2  Western Blot 检测盐酸（HCl）刺激或（和）机械牵张 

对人肺上皮细胞 BEAS-2B 上皮标志物 E- 钙黏蛋白、 

CK-8 及间质标志物波形蛋白、α-SMA 蛋白表达的影响

表 1 HCl 刺激及机械牵张对人肺上皮细胞 BEAS-2B
上皮和间质标志物蛋白表达的影响（x±s）

组别
样本

数

上皮标志物（灰度值） 间质标志物（灰度值）

E-钙黏蛋白 CK-8 波形蛋白 α-SMA

PBS+ 静止组 3 1 1 1 1

HCl+ 静止组 3 0.88±0.05 0.62±0.12 b 1.86±0.08 a 1.52±0.11 a

PBS+ 牵张组 3 0.24±0.09 a 0.19±0.07 a 2.54±0.10 a 2.38±0.28 a

HCl+ 牵张组 3 0.16±0.08 ac 0.10±0.03 ac 3.35±0.38 ac3.10±0.45 acd

注：HCl 为盐酸，PBS 为磷酸盐缓冲液，CK-8 为细胞角蛋白-8，

α-SMA 为 α-平滑肌肌动蛋白；与 PBS+ 静止组比较，aP＜0.01，
bP＜0.05；与 HCl+ 静止组比较，cP＜0.05；与 PBS+ 牵张组比较，
dP＜0.05
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2.3  HCl 刺激及机械牵张对 BEAS-2B 细胞培养上

清液 HA 分泌水平的影响（图 3）：与 PBS+ 静止组

相比，单纯给予 HCl 刺激或机械牵张后 HA 水平均

升高，以双重打击组升高更明显（均 P＜0.01）。

标志物表达下调，间质标志物表达上调，HA 分泌量

增加；而 HCl 与牵张的双重打击可使 EMT 更加明

显，HA 分泌量进一步增加，可能是由于 HCl 改变了

细胞外微环境，增加了细胞通透性，使 HA 更容易从

细胞孔隙结构释放到 ECM［23］；而在机械牵张外力

作用下，大分子质量 HA 降解成小分子质量 HA［24］，

反作用于细胞膜表面受体，进一步加剧了 EMT。

  本研究还发现，单纯给予 HCl 刺激对人肺上皮

细胞向间质转分化及 HA 分泌量的影响并不明显，

联合机械牵张双重打击方能使细胞发生 EMT 及增

加 HA 分泌。Cabrera-Benítez 等［7］给小鼠气管内滴

注 HCl 后进行机械通气，发现上皮标志物蛋白表达

降低及间质标志物蛋白表达升高水平均较单纯 HCl

刺激或机械牵张组更加明显，提示细胞发生 EMT 可

能是由多重效应引起。HCl 亦可用于体外模拟反流

的胃内容物对 ARDS 患者的影响，当胃液 pH＜4.0

时，胃酸反流的发生更频繁。因此，本研究中采用

pH 4.0 的 HCl 更接近生理水平，符合临床实际。此

外，我们发现单纯 HCl 刺激 30 min 对 BEAS-2B 细

胞的形态学改变及上皮和间质蛋白的表达影响均不

明显，可能是由于上皮细胞具有应激及自我修复的

功能。

  综上所述，本研究证实机械牵张可诱导人肺上

皮细胞发生 EMT，同时增加 HA 的分泌，提示 HA 可

能作为临床治疗 ARDS 肺纤维化的靶分子，为救治

ARDS 肺纤维化的机制提供有力依据。但机械牵张

对人肺上皮细胞向间质转分化的影响是否通过增加

HA 的分泌量并进一步激活固有免疫通路尚有待进

一步研究验证。
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