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Wortmannin通过PI3K/Akt/Caspase-9通路抑制博莱霉素
诱导的小鼠肺纤维化
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  [摘 要] 目的 探讨 Wortmannin通过磷酸肌醇-3激酶/蛋白激酶B
 

(PI3K/Akt)通路抑制博莱霉素

(BLM)诱导的小鼠肺纤维化(PF)的作用及分子机制。方法 采用随机数字表法将36只雄性小鼠分为生理盐

水对照组(A组)、BLM模型组(B组)、BLM+Wortmannin干预组(Wortmannin
 

0.175、0.350、0.700
 

mg/kg,
C、D、E组)和二甲基亚砜溶剂对照组(F组),每组6只。BLM(5

 

mg/kg)气管内注射建立PF模型,干预组连续

21
 

d尾静脉注射 Wortmannin。通过苏木精-伊红/Masson染色评估肺组织病理变化情况,检测羟脯氨酸含量,
采用蛋 白 质 印 迹/免 疫 组 织 化 学 分 析 PI3K/Akt通 路 相 关 蛋 白 Akt、磷 酸 化 Akt(p-Akt)、半 胱 天 冬 酶-9
(Caspase-9)、磷酸化半胱氨酸蛋白酶9(p-Caspase-9)的表达。结果 与A组比较,B、F组小鼠肺泡结构破坏明

显,羟脯氨酸含量及p-Akt、p-Caspase-9表达均明显升高,Caspase-9表达明显降低,差异均有统计学意义(P<
0.001)。C、D、E组小鼠纤维化程度呈剂量依赖性减轻,与B组比较,D、E组小鼠羟脯氨酸含量均明显下降,p-
Akt、p-Caspase-9表达均明显受抑制,Caspase-9活化明显增强,差异均有统计学意义(P<0.05)。F、B组小鼠

纤维化程度比较,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 Wortmannin通过抑制PI3K/Akt通路磷酸化、促进

Caspase-9依赖性凋亡,明显减轻BLM 诱导的小鼠PF,其抗纤维化效应具有剂量依赖性,但高剂量(0.700
 

mg/kg)可能部分受补偿性信号通路调控。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

and
 

molecular
 

mechanisms
 

of
 

Wortmannin
 

in
  

inhibiting
 

bleomycin(BLM)-induced
 

pulmonary
 

fibrosis(PF)
 

in
 

mice
 

via
 

the
 

phosphoinositide
 

3-kinase/protein
 

kinase
 

B
(PI3K/Akt)

 

signaling
 

pathway.Methods A
 

total
 

of
 

36
 

male
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

six
 

groups
 

using
 

a
 

random
 

number
 

table:normal
 

saline
 

control
 

group(group
 

A),BLM
 

model
 

group(group
 

B),BLM
 

+
 

Wortmannin
 

intervention
 

groups(Wortmannin
 

doses:0.175,0.350,0.700
 

mg/kg;group
 

C,D,E),and
 

dimethyl
 

sulfoxide
 

solvent
 

control
 

group(group
 

F),with
 

six
 

mice
 

in
 

each
 

group.PF
 

was
 

induced
 

by
 

intratracheal
 

instil-
lation

 

of
 

BLM(5
 

mg/kg).Wortmannin
 

was
 

administered
 

via
 

tail
 

vein
 

injection
 

for
 

21
 

consecutive
 

days.His-
topathological

 

changes
 

in
 

lung
 

tissues
 

were
 

assessed
 

by
 

hematoxylin-eosin
 

staining
 

and
 

Masson
 

staining.
Hydroxyproline

 

content
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

PI3K/Akt
 

pathway-related
 

proteins
 

[Akt,phosphorylated
 

Akt
(p-Akt),Caspase-9,phosphorylated

 

Caspase-9(p-Caspase-9)]
 

were
 

analyzed
 

by
 

western
 

blot
 

and
 

immunohis-
tochemistry.Results Compared

 

with
 

group
 

A,groups
 

B
 

and
 

F
 

showed
 

marked
 

alveolar
 

structural
 

destruc-
tion,significantly

 

increased
 

hydroxyproline
 

content,elevated
 

expression
 

of
 

p-Akt
 

and
 

p-Caspase-9,and
 

de-
creased

 

Caspase-9
 

expression(P<0.001).The
 

degree
 

of
 

pulmonary
 

fibrosis
 

in
 

Groups
 

C,D,and
 

E
 

was
 

attenu-
ated

 

in
 

a
 

dose-dependent
 

manner.Compared
 

with
 

Group
 

B,Groups
 

D
 

and
 

E
 

showed
 

significantly
 

decreased
 

hydroxyproline
 

content,significantly
 

inhibited
 

expression
 

of
 

p-Akt
 

and
 

p-Caspase-9,and
 

significantly
 

en-
hanced

 

Caspase-9
 

activation,with
 

statistically
 

significant
 

differences(P<0.05).No
 

significant
 

difference
 

was
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degres
 

of
 

fibrosis
 

in
 

mice
 

observed
 

between
 

groups
 

B
 

and
 

F(P>0.05).Conclusion Wortmannin
 

significantly
 

ameliorates
 

BLM-induced
 

PF
 

in
 

mice
 

by
 

inhibiting
 

PI3K/Akt
 

pathway
 

phosphorylation
 

and
 

promoting
 

Caspase-9-dependent
 

apoptosis.Its
 

antifibrotic
 

effect
 

is
 

dose-dependent;however,high-dose
 

Wortmannin
(0.700

 

mg/kg)
 

may
 

be
 

partially
 

modulated
 

by
 

compensatory
 

signaling
 

pathways.
[Key

 

words] Phosphoinositide
 

3-kinase/protein
 

kinase
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fibrosis

  肺纤维化(PF)是一种以肺泡结构破坏、成纤维细

胞异常增殖、细胞外基质(ECM)过度沉积为特征的终

末期肺部疾病,其病理过程伴随持续性炎症反应和不

可逆肺组织瘢痕化[1]。尽管PF患者早期病情进展隐

匿,但急性加重期可导致肺功能急剧恶化,短期内即

可出现呼吸衰竭,甚至死亡,临床预后极差[2]。目前,
糖皮质激素、免疫抑制剂等传统治疗手段仅能部分缓

解患者症状,无法逆转纤维化进程,而肺移植因供体

稀缺、术后并发症、高昂费用等限制其难以普及[3]。
因此,深入解析PF的分子机制并开发靶向治疗药物

已成为呼吸疾病研究的核心方向。有研究表明,磷酸

肌醇-3激酶/蛋白激酶B(PI3K/Akt)通路的异常激活

可促进成纤维细胞向肌成纤维细胞转化,并通过抑制

凋亡信号导致 ECM 过度沉积,最终加速纤维化进

程[4]。Wortmannin作为一种真菌来源的PI3K特异

性抑制剂,可通过与PI3K催化亚基p110结合,非竞

争性抑制其活性[5]。体外研究表明,100
 

nmol/L的

Wortmannin可明显抑制95%的PI3K活性,且在此

浓度下对细胞凋亡的诱导作用可控[6]。值得注意的

是,近期研究提示,Wortmannin可能通过抑制PI3K
下游效应分子Akt的磷酸化(p-Akt)发挥抗纤维化作

用,而非直接靶向PI3K,但其具体机制尚未明确[7-8]。
这一争 议 突 显 了 阐 明 Wortmannin作 用 靶 点 的 必

要性。
博莱霉素(BLM)诱导的小鼠PF模型因其病理

特征与人类特发性PF(IPF)高度相似,被广泛用于药

物机制研究[9]。该模型的时间依赖性病理分期明确,
注射后7

 

d内以急性炎症反应为主,7~14
 

d进入胶原

合成高峰期,21
 

d时肺组织呈现典型的纤维化表

型[10]。本研究基于此模型,通过动态观察 Wortman-
nin对PI3K/Akt通路及其下游凋亡效应分子半胱天

冬酶-9(Caspase-9)的调控作用,旨在揭示其抗纤维化

的分子机制,为PF的靶向治疗提供理论依据。
 

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 36只无特定病原体级C57BL/6J雄性

小鼠购自徐州医科大学实验动物中心[许可证号:
SCXK(苏)2020-0008],6~8周龄,体重22~28

 

g。所

有小鼠于平均温度(22±2)℃、平均湿度(55±5)%、
12

 

h昼夜循环的屏障环境中适应性饲养1周,自由摄

食饮水。实验遵循《实验动物福利伦理审查指南》
(GB/T

 

35892-2018)。本研究获临沂市中医医院医

学伦理委员会批准(20150053)。
1.1.2 试剂 BLM 购自日本化药株式会社(批号

BLM-01)溶于0.9%生理盐水至最终质量浓度为5
 

mg/mL;Wortmannin购自美国Selleckchem公司(批
号S2752),以二甲基亚砜(DMSO,Sigma-Aldrich,批
号D2650)配制为母液(10

 

mmol/L),临用前以生理盐

水稀释至0.175、0.350、0.700
 

mg/kg;兔抗Akt(批号

ab32505)、兔抗p-Akt(Ser473,批号ab81283)、兔抗

Cleaved
 

Caspase-9(批号ab32539)均购自美国Abcam
公司;兔抗Caspase-9(批号BSU-001)购自美国Bio-
world公司;β-actin抗体(批号TA-09)购自北京中杉

金桥生物技术有限公司;Masson染色试剂盒、羟脯氨

酸检测试剂盒(批号A030-2)均购自南京建成生物工

程研究所(批号D026),免疫组织化学(免疫组化)试
剂盒购自北京中杉金桥公司(批号PV-9000),蛋白质

印迹化学发光底液购自美国Thermo
 

Scientific公司

(PierceTM
 

ECL,批号32106)。
1.2 方法

1.2.1 动物分组 采用随机数字表法分组,首先将

36只小鼠按体重由低至高排序,使用SPSS16.0统计

软件生成36个不重复随机数,将随机数按顺序赋予

小鼠编号,将小鼠按随机数从小至大重新排序并分为

A、B、C、D、E、F组,每组6只。A组为生理盐水对照

组,气管内滴注50
 

μL生理盐水;B组为BLM 模型

组,参照文献[11],气管内单次注射BLM(5
 

mg/kg,
50

 

μL);C、D、E组为 Wortmannin干预组,BLM 造模

后24
 

h开始分别尾静脉注射 Wortmannin
 

0.175、
0.350、0.700

 

mg/kg(溶剂为含1%
 

DMSO的生理盐

水),每天1次,连续21
 

d;F组为溶剂对照组,尾静脉

注射等体积含1%
 

DMSO的生理盐水。各组小鼠于

造模后21
 

d以10%水合氯醛(0.3
 

mL/100
 

g)麻醉,
腹主动脉放血处死后完整剥离肺组织,用滤纸吸干新

鲜肺组织表面液体,称取湿重。将右肺中叶在4%的

多聚甲醛中固定24
 

h后用于组织学检测,其余肺组织

则分装后于-80
 

℃冻存,用于羟脯氨酸及蛋白分析。
1.2.2 实验方法

1.2.2.1 肺组织病理学检测 固定后的肺组织经梯

度乙醇脱水、石蜡包埋,制备4
 

μm厚切片。分别行苏

木精-伊红(HE)染色及 Masson染色。HE染色评估

肺泡炎及组织结构破坏程度;Masson染色按试剂盒

说明书操作,胶原纤维染为蓝色,计算胶原容积分数。
 

1.2.2.2 羟脯氨酸含量测定 取冻存肺组织10
 

mg,
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液氮研磨后按羟脯氨酸试剂盒说明书进行酸水解、氧
化及比色测定(波长560

 

nm)。以标准曲线计算羟脯

氨酸含量(组织)。
1.2.2.3 免疫组化检测 石蜡切片经柠檬酸钠抗原

修复(微波法,95
 

℃、15
 

min),用3%的过氧化氢阻断

内源性过氧化物酶后依次滴加一抗(p-Akt
 

1∶200;
Caspase-9

 

1∶150,4
 

℃孵育过夜)、HRP标记二抗(室
温1

 

h),二氨基联苯胺显色,苏木素复染核。阴性对

照以磷酸盐缓冲液替代一抗。染色结果采用Image-
Pro

 

Plus6.0软件分析积分光密度值。
1.2.2.4 蛋白质印迹检测 将肺组织匀浆后提取总

蛋白,采用二喹啉甲酸蛋白浓度测定试剂盒进行定量

检测。取30
 

μg蛋白经10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺电泳后转印至聚偏氟乙烯膜,然后用5%脱脂奶

粉封闭2
 

h,孵育一抗(Akt
 

1∶1
 

000;p-Akt
 

1∶800;
Caspase-9

 

1∶1
 

000;β-actin
 

1∶5
 

000,4
 

℃过夜),AP
标记二抗(1∶5

 

000,室温2
 

h)结合后,5-溴-4-氯-3-吲

哚-磷酸盐/亚硝基蓝四氮唑显色。以β-actin为内参,
ImageJ分析目标蛋白灰度值。
1.3 统计学处理 应用SPSS16.0统计学软件进行

数据分析,计量资料以x±s表示,采用单因素方差分

析(One-Way
 

ANOVA),首先进行方差齐性检验,方
差齐则采用 LSD 法进行组间比较,方差不齐采用

Welch法和Brown-Forsythe法进行校正。P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组小鼠肺组织病理形态变化比较 B、F组小

鼠肺泡炎症较A组明显,肺泡间隔增宽,可见大量成

纤维细胞及胶原纤维增生。D、E组肺泡炎症均较B
组明显减轻,肺泡间隔较窄,仅见少量的成纤维细胞

及胶原纤维增生。见图1。B、F组小鼠胶原纤维较A
组明显增多,成片状;D、E组小鼠胶原纤维均较B组

明显减少。见图2。

  注:A.A组(生理盐水对照组);B.B组(BLM模型组);C~E.C~E组(Wortmannin干预组);F.F组(溶剂对照组)。

图1  各组小鼠肺组织病理学变化比较(HE,400×)

2.2 肺组织羟脯氨酸含量 B、F组羟脯氨酸含量

[分别为(106.24±4.39)、(108.16±3.96)μg/mg]均
明显高于A组[(25.24±2.41)μg/mg],差异有统计

学意义(P<0.001);C、D、E组羟脯氨酸含量[分别为

(76.50±2.43)、(52.18±2.18)、(29.53±2.56)μg/
mg]均 明 显 低 于 B 组,差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.001);B、F组羟脯氨酸含量比较,差异无统计学意

义(P>0.05)。
2.3 各 组 小 鼠 肺 组 织 Akt、p-Akt、Caspase-9、
p-Caspase-9蛋白相对表达量比较 各组小鼠肺组织

Akt蛋白相对表达量[分别为(1.90±0.33)、(1.94±

0.36)、(1.92±0.40)、(1.95±0.56)、(1.92±0.90)、
(1.90±0.77)]比较,差异均无统 计 学 意 义(P>
0.05)。B、F组小鼠肺组织p-Akt蛋白相对表达量

[分别为(0.44±0.02)、(0.46±0.03)]均较 A 组

(0.65±0.02)明显降低,差异有统计学意义(P<
0.001);C、D、E组小鼠肺组织p-Akt蛋白相对表达量

[分别为(0.33±0.02)、(0.29±0.02)(0.22±0.02)]
均较B组明显降低,差异有统计学意义(P<0.001)。
C、D、E组小鼠肺组织Caspase-9蛋白相对表达量[分
别为(0.29±0.01)、(0.36±0.03)、(0.42±0.02)]均
较B组(0.21±0.01)明显升高,差异有统计学意义
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(P<0.001)。B组小鼠肺组织p-Akt、Caspase-9蛋

白相对表达量与 F组比较,差异均无统计学意义

(P>0.05)。B、F组小鼠肺组织p-Caspase-9蛋白相

对表达量[分别为(0.57±0.02)、(0.58±0.03)]均较

A组(0.44±0.02)明显增加,差异有统计学意义(P<
0.001);C、D、E组小鼠肺组织p-Caspase-9蛋白相对

表达量[分 别 为 (0.34±0.01)、(0.30±0.01)、
(0.21±0.01)]均明显低于B组,差异有统计学意义

(P<0.001);B组小鼠肺组织p-Caspase-9蛋白相对

表达量与F组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
见图3。

2.4 各组小鼠肺组织免疫组化情况比较 B、F组小

鼠肺组织p-Akt免疫组化光镜观察可见大量棕黄色

颗粒,C、D、E组小鼠肺组织p-Akt蛋白表达均明显低

于B组,差异均有统计学意义(P<0.05);B组小鼠肺

组织p-Akt蛋白表达与F组比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。见 图 4、表 1。B、F 组 小 鼠 肺 组 织

Caspase-9免疫组化光镜观察仅有少量棕黄色颗粒散

在分布,C、D、E组小鼠肺组织棕黄色颗粒均较B组明

显增多,差异均有统计学意义(P<0.05);B组小鼠肺

组织棕黄色颗粒与 F组比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。见图5、表2。

  注:蓝色为胶原染色;A.A组(生理盐水对照组);B.B组(BLM模型组);C~E.C~E组(Wortmannin干预组);F.F组(溶剂对照组)。

图2  各组小鼠肺组织胶原纤维含量比较(Masson,400×)

  注:A.Akt、p-Akt蛋白表达条带图;B.Caspase-9、p-Caspase-9蛋白表达条带图;C.p-Akt蛋白相对表达量灰度值柱状图;D.p-Caspase-9蛋白相

对表达量灰度值柱状图;与A组比较,aP<0.05;与B组比较,bP<0.05。

图3  各组小鼠肺组织Akt、p-Akt、Caspase-9、p-Caspase-9蛋白相对表达量比较
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  注:A.A组(生理盐水对照组);B.B组(BLM模型组);C~E.C~E组(Wortmannin干预组);F.F组(溶剂对照组)。

图4  各组小鼠肺组织p-Akt蛋白表达情况比较(免疫组化,400×)

  注:A.A组(生理盐水对照组);B.B组(BLM模型组);C~E.C~E组(Wortmannin干预组);F.F组(溶剂对照组)。

图5  各组小鼠肺组织Caspase-9蛋白表达情况比较(免疫组化,400×)

表1  各组小鼠肺组织p-Akt蛋白表达情况比较(n)

组别 n - + ++ +++

A组 6 6 0 0 0

B组 6 0 0 1 5

C组 6 0 1 2 3

D组 6 1 1 3 1

E组 6 4 2 0 0

F组 6 0 0 2 4

  注:-为阴性,+为阳性,++为强阳性,+++极强阳性。

表2  各组小鼠肺组织Caspase-9蛋白表达情况比较(n)

组别 n - + ++ +++

A组
 

6 0 2 3 1

B组
 

6 5 1 0 0

C组
 

6 3 2 1 0

D组
 

6 1 1 2 2

E组
 

6 0 1 1 4

F组
 

6 4 1 1 0

  注:-为阴性,+为阳性,++为强阳性,+++极强阳性。
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3 讨  论

  PF的发病机制涉及成纤维细胞异常活化、ECM
过度沉积、肺泡上皮细胞凋亡失衡等[12]。PI3K/Akt
通路的异常激活是PF进展的核心机制之一。PI3K
被细胞因子或生长因子激活后催化磷脂酰肌醇二磷

酸转化为磷脂酰肌醇三磷酸,进而招募Akt至细胞膜

并被磷酸化激活为p-Akt[13]。活化的p-Akt通过磷

酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白、糖原合成酶激酶-3β、

FoxO是叉头框蛋白O家族蛋白等下游靶点,促进成

纤维细胞增殖并向肌成纤维细胞转化,同时,抑制促

Bad、Bax凋亡蛋白并激活B淋巴细胞瘤-2基因抗凋

亡蛋白,最终导致 ECM 过度沉积和纤维化进程加

速[14]。近期研究表明,Wortmannin作为PI3K特异

性抑制剂,可通过阻断PI3K/Akt轴,抑制上述病理

过程[15]。本研究通过建立BLM诱导的小鼠PF模型

首次在体内证实 Wortmannin通过调控PI3K/Akt/

Caspase-9通路明显抑制纤维化进展,为靶向干预提

供了新的实验依据。

BLM诱导的PF模型因其与IPF的高度相似性被

广泛采用[9]。本研究结果显示,B组小鼠表现出肺泡结

构塌陷、炎症细胞浸润及胶原异常沉积,与IPF患者病

理特征一致[16]。值得注意的是,F组小鼠羟脯氨酸含

量及p-Akt、Caspase-9表达与B组比较,差异均无统

计学意义(P>0.05),表明1%的DMSO本身对纤维

化进程无干预效应,排除了溶剂干扰,增强了 Wort-
mannin药效评价的可靠性。PI3K/Akt通路的过度

激活是PF的核心机制之一。

p-Akt可促进成纤维细胞向肌成纤维细胞转化,
并通过抑制凋亡信号导致ECM 异常沉积[17]。本研

究结果显示,B组小鼠肺组织p-Akt表达明显升高,
差异有统计学意义(P<0.05);C、D、E组小鼠肺组织

呈剂量依赖性抑制p-Akt水平。提示Wortmannin可

能通过直接靶向PI3K/Akt轴,阻断其下游促纤维化

信号,与CONTE等[18]进行的体外研究结果一致,但
其体内效应及剂量响应关系为本研究的创新点。

Caspase-9作为PI3K/Akt通路的下游效应分子,
其激活可触发线粒体依赖性凋亡,从而清除过度活化

的成纤维细胞[19]。本研究结果显示,C、D、E组小鼠

肺组织Caspase-9蛋白相对表达量明显升高,差异有

统计学意义(P<0.05),且与p-Akt水平呈负相关。
表明p-Akt抑制可能通过解除对Caspase-9的负调

控,促进成纤维细胞凋亡。这一机制在LUO等[20]的

研究中进一步得到支持,BLM通过抑制Caspase-9活

性加剧纤维化,而药物干预可逆转此过程[21]。值得注

意的是,E组(Wortmannin
 

0.700
 

mg/kg)小鼠虽明显

降低了羟脯氨酸含量(P<0.05),但其p-Akt抑制效

应弱于D组(Wortmannin
 

0.350
 

mg/kg),提示高剂

量可能激活哺乳动物雷帕霉素靶蛋白、丝裂原活化蛋

白激酶等补偿性通路,尚需后续研究验证。
本研究虽然首次在体内模型中揭示了 Wortmannin

通过PI3K/Akt/Caspase-9轴抗纤维化的作用,但仍

存在局限性:(1)未通过基因敲除或激动剂联用实验

明确Akt与Caspase-9的直接调控关系;(2)未检测其

他凋亡相关分子,机制链条未完整展现。今后可结合

单细胞测序技术解析 Wortmannin对肺内不同细胞

亚群的特异性作用,并探索其与现有抗纤维化药物的

协同效应。总之,Wortmannin可改善BLM所致的小

鼠PF,其机制可能与PI3K/Akt/Caspase信号通路

有关。
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