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　 　 【摘　 要】 　 目的　 观察泛素特异性蛋白酶 ７（ＵＳＰ７）抑制剂 Ｐ２２０７７ 对肺泡上皮细胞上皮—间质转化（ＥＭＴ）和小鼠

肺纤维化的影响及机制。 方法　 于 ２０２３ 年 １０ 月—２０２４ 年 １２ 月在武汉大学人民医院中心实验室进行实验。 将 ４０ 只

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠采用随机数字表法分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、模型组（Ｂｌｍ 组）、Ｐ２２０７７⁃Ｌ 组、Ｐ２２０７７⁃Ｈ 组，各 １０ 只。 通过在

气管内滴注博来霉素（Ｂｌｍ）建立小鼠肺纤维化模型（２ ｍｇ ／ ｋｇ），第 ７ ｄ 起分别在 Ｐ２２０７７⁃Ｌ 组（１０ ｍｇ·ｋｇ－１ ·ｄ－１）、
Ｐ２２０７７⁃Ｈ 组（１５ ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）小鼠腹腔内注射不同剂量的 Ｐ２２０７７，第 ２８ ｄ 获取小鼠肺泡灌洗液和肺组织。 ＨＥ 染

色、Ｍａｓｓｏｎ 染色观察小鼠肺组织病理形态学变化；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肺组织中 ＵＳＰ７、β⁃连环蛋白（β⁃ｃａｔｅｎｉｎ）、Ｅ⁃钙黏

蛋白（Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）、α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）表达；免疫组织化学染色检测小鼠肺组织 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、α⁃ＳＭＡ 表达；
ＥＬＩＳＡ 检测小鼠肺泡灌洗液中炎性因子［转化生长因子⁃β１（ ＴＧＦ⁃β１ ）、白介素⁃１β（ ＩＬ⁃１β）、 ＩＬ⁃６、肿瘤坏死因子⁃α
（ＴＮＦ⁃α）］水平。细胞实验分为对照组、模型组、Ｐ２２０７７ 组，用 ＴＧＦ⁃β１（１０ μｇ ／ Ｌ）处理小鼠肺泡上皮细胞系（ＭＬＥ１２）构
建细胞模型，Ｐ２２０７７ 组在 ＴＧＦ⁃β１ 处理的基础上加用 Ｐ２２０７７（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），收集细胞后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＵＳＰ７、
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、α⁃ＳＭＡ 表达。 结果　 与 Ｂｌｍ 组比较，ＨＥ 染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示 Ｐ２２０７７ 可呈剂量依赖性的

减少肺组织炎性反应和纤维化。 与 Ｂｌｍ 组比较，Ｐ２２０７７⁃Ｈ 组小鼠肺组织中 ＵＳＰ７、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 和 α⁃ＳＭＡ 蛋白水平明显

减少，而 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平明显增加，肺泡灌洗液中炎性因子表达下调（Ｐ＜０．０５）。 在细胞实验中，与 ＴＧＦ⁃β１ 组比

较，Ｐ２２０７７ 组 ＭＬＥ１２ 细胞中 ＵＳＰ７、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 和 α⁃ＳＭＡ 表达明显减少，而 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达明显增加（Ｐ＜０．０５）。 结论　
Ｐ２２０７７ 可以有效抑制肺泡上皮细胞 ＥＭＴ，并改善小鼠肺纤维化，这一效应与 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的下调有关。
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 To observe the effects and potential mechanisms of the ubiquitin⁃specific protease 7 (USP7)

inhibitor P22077 on epithelial⁃mesenchymal transition (EMT) in alveolar epithelial cells and on pulmonary fibrosis in mice.

Ｍｅｔｈｏｄｓ　 The experiment was conducted in the Central Laboratory of Renmin Hospital of Wuhan University from October

2023 to December 2024. Forty C57BL/6 mice were randomly divided into control group, model group, P22077⁃L group, and

P22077⁃H group. A mouse pulmonary fibrosis model was established by intratracheal instillation of bleomycin (2 mg/kg). Dif⁃
ferent doses of P22077 were administered intraperitoneally to mice in the P22077⁃L (10 mg·kg

- 1 ·d
- 1

) and P22077⁃H
(15 mg·kg

- 1·d
- 1

) groups starting from day 7. On day 28, bronchoalveolar lavage fluid and lung tissue were collected. Path⁃
ological changes in lung tissue were observed by HE staining and Masson staining. The expression of USP7, β⁃catenin,

E⁃cadherin, and α⁃SMA in lung tissue was detected by Western blot. Immunohistochemical staining was used to detect the ex⁃
pression of α⁃SMA and E⁃cadherin in mouse lung tissue. ELISA was used to measure the levels of inflammatory factors
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(TGF⁃β1 , IL⁃1β, IL⁃6, TNF⁃α) in bronchoalveolar lavage fluid. For the cell experiment, groups included control group, model

group, and P22077 group. Mouse alveolar epithelial cells (MLE12) were treated with TGF⁃β1(10 μg/L) to establish a cell

model, and the P22077 group was treated with both TGF⁃β1 and P22077 (10 μmol/L). After cell collection, the expression of

USP7, β⁃catenin, E⁃cadherin, and α⁃SMA was detected by Western blot. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Compared with the model group, HE and

Masson staining showed that P22077 reduced lung tissue inflammation and fibrosis in a dose⁃dependent manner. Compared

with the bleomycin (Blm) group, the protein expression of USP7, β⁃catenin, and α⁃SMA in lung tissue of the P22077⁃H group

was significantly decreased, while E⁃cadherin expression was significantly increased, and inflammatory factor levels in bron⁃
choalveolar lavage fluid were downregulated. In cell experiments, compared with the TGF⁃β1 group, the expression of USP7,

β⁃catenin, and α⁃SMA in MLE12 cells of the P22077 group was significantly decreased, while E⁃cadherin expression was sig⁃
nificantly increased. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 P22077 can effectively inhibit EMT in alveolar epithelial cells and ameliorate pulmonary

fibrosis in mice, and this effect is associated with downregulation of the β⁃catenin pathway.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 】 　 Pulmonary fibrosis; Alveolar epithelial cells; P22077; Ubiquitin⁃specific protease 7； β⁃catenin;

Epithelial⁃mesenchymal transition；Mice

　 　 特发性肺纤维化 （ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，
ＩＰＦ）是一种病因不明、慢性进行性间质性肺疾病，其
特征是正常肺部结构的破坏和瘢痕形成，可导致患者

生活质量降低和早期死亡［１］。 研究发现在，２００９—
２０２０ 年亚太地区国家的 ＩＰＦ 发病率为（０．３５ ～ １．３０） ／
１０ ０００，欧洲为（０．０９ ～ ０．４９） ／ １０ ０００，北美为（０．７５ ～
０．９３） ／ １０ ０００［２］。 吡非尼酮和尼达尼布是目前针对

ＩＰＦ 的主要治疗药物，但都不能逆转肺纤维化，且不良

反应较多，因此寻找新的具有针对性的治疗靶点极为

重要［３］。 ＩＰＦ 的主要病理特征是成纤维细胞向肌成纤

维细胞的异常分化，导致 α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）、纤维连接蛋白和胶原蛋白等细

胞外基质的过度积累和无序沉积［４⁃５］。 肺泡上皮细胞在

ＩＰＦ 致病机制中同样发挥着重要作用，由于环境、吸烟

等因素使肺泡上皮细胞反复损伤，导致肺泡上皮细胞的

修复反应失调和异常凋亡，引起肺泡壁和间质发生纤维

化变化［６⁃７］。 此外，有研究证实肺泡上皮细胞上皮—间

质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是肌成

纤维细胞重要来源之一，在近来的研究中备受关注。
ＥＭＴ 是指上皮细胞在多种细胞因子的作用下丧失上皮

功能和特性，因而获得间质样细胞表型的过程［４⁃５］。 针

对这一病理特征，减少肺泡上皮细胞 ＥＭＴ 是缓解 ＩＰＦ
的有效方式。 Ｐ２２０７７ 是针对泛素特异性蛋白酶 ７
（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ ７， ＵＳＰ７）的特异性抑制剂，
可以有效抑制 ＵＳＰ７ 的活性。 本研究在转化生长因子⁃
β１（ＴＧＦ⁃β１）建立的 ＥＭＴ 细胞模型和博来霉素（ｂｌｅｏｍｙ⁃
ｃｉｎ， Ｂｌｍ）诱导的小鼠肺纤维化模型中加入 Ｐ２２０７７，探
究其能否通过下调 β⁃连环蛋白（β⁃ｃａｔｅｎｉｎ）通路抑制肺

泡上皮细胞 ＥＭＴ，并缓解小鼠肺纤维化，报道如下。
１　 材料与方法

１．１　 材料 　 （１）动物：８ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠 ４０

只，均由武汉大学动物实验中心提供，饲养期间室温控

制在 ２０～２５℃，期间小鼠均可自由进食饮水。 本实验

已通过武汉大学人民医院实验动物福利伦理审查

（ ２０２００１０１ ）。 （ ２ ） 细 胞： 小 鼠 肺 泡 上 皮 细 胞 系

（ＭＬＥ１２）购自 ＡＴＣＣ 公司。 （３）试剂：Ｂｌｍ（Ｓｅｌｌｅｃｋ 公

司，货号：Ｓ１２１４），Ｐ２２０７７（Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司，货号：Ｓ７１３３），
ＴＧＦ⁃β１（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司，货号：１００⁃２１），炎性因子测定

试剂盒（欣博盛生物科技有限公司），羟脯氨酸试剂盒

（睿信生物科技有限公司，货号：ＲＸＪ２０２６８４Ｍ），蛋白

酶和磷酸化蛋白酶抑制剂（塞维尔公司），ＲＩＰＡ 裂解

液（雅酶生物科技有限公司，货号：ＰＣ１０１），ＢＣＡ 试剂

盒（碧云天公司，货号：Ｐ００１０），ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ（雅酶生物

科技有限公 司 ）， ＰＶＤＦ 膜 （ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公 司， 货 号：
ＩＰＶＨ０００１０）， ＵＳＰ７ （三鹰生物， 货号： ６６５１４⁃１⁃Ｉｇ ）、
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ（三鹰生物，货号： ５１０６７⁃２⁃ＡＰ ）、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
（三鹰生物，货号：２０８７４⁃１⁃ＡＰ）、α⁃ＳＭＡ（三鹰生物，货
号：１４３９５⁃１⁃ＡＰ），ＥＣＬ 液体（雅酶生物科技有限公司，
货号：ＳＱ２０１）。 （４）仪器：病理切片机（徕卡仪器有限

公司 ）， 扫 膜 仪 （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公 司 ）， 正 置 显 微 镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ），酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），倒置显

微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ），ＣＯ２ 恒温培养箱（ＳＡＮＹＯ 公司）。
１．２　 实验方法　 于 ２０２３ 年 １０ 月—２０２４ 年 １２ 月在武

汉大学人民医院中心实验室进行实验。 将小鼠采用随

机数字表法分为对照组 （ Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、模型组 （ Ｂｌｍ
组）、Ｐ２２０７７⁃Ｌ 组、 Ｐ２２０７７⁃Ｈ 组，各 １０ 只。 模型组、
Ｐ２２０７７⁃Ｌ 组和 Ｐ２２０７７⁃Ｈ 组小鼠气管内滴注 Ｂｌｍ
（２ ｍｇ ／ ｋｇ）建立小鼠肺纤维化模型， 第 ７ ｄ 起在

Ｐ２２０７７⁃Ｌ 组、 Ｐ２２０７７⁃Ｈ 组小鼠的腹腔内分别注射

１０ ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１、１５ ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１的 Ｐ２２０７７，第 ２８ ｄ
使用戊巴比妥钠充分麻醉小鼠，解剖并充分暴露肺脏

及纵隔，夹闭小鼠的左侧肺门，用预冷的无菌 ＰＢＳ
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（０．５ ｍｌ）冲洗右肺 ３ 次，将回收的肺泡灌洗液在 ４℃条

件下离心，留取上清置－８０℃冰箱保存待测，肺组织用

４％多聚甲醛固定过夜，石蜡包埋后进行切片。
　 　 细胞实验分为对照组、模型组、Ｐ２２０７７ 组。 ＭＬＥ１２
放置在 ３７℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中，用含 １０％胎牛血清

的 ＤＭＥＭ 培养基进行培养。 在显微镜下观察到细胞密

度达到 ７０％时，模型组加入 ＴＧＦ⁃β１（１０ μｇ ／ Ｌ），Ｐ２２０７７
组加入 ＴＧＦ⁃β１（１０ μｇ ／ Ｌ）和 Ｐ２２０７７（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），培养

４８ ｈ 后提取蛋白。
１．３　 观测指标与方法

１．３．１ 　 小鼠肺系数计算：肺系数 ＝ 小鼠肺组织湿重

（ｍｇ） ／小鼠体质量（ｇ）。
１．３．２　 ＨＥ 染色观察小鼠肺组织病理形态学变化：将
固定好的肺组织用石蜡包埋，并切成 ４ μｍ 薄片覆盖

在载玻片上，将载玻片放置于 ６０℃烤箱中 １．５ ｈ 后，用
二甲苯和乙醇梯度水化，苏木精染色 １０ ｍｉｎ、伊红染色

１０ ｍｉｎ，脱水后使用中性树脂封片并在显微镜下观察。
１．３．３　 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察小鼠肺组织病理形态学变化：
石蜡切片脱蜡后分别于 Ｗｅｉｇｅｒｔ 铁苏木素、Ｍａｓｓｏｎ 丽

春红品红染色液中染 ５ ～ １０ ｍｉｎ，１％磷钼酸水溶液分

化后用苯胺蓝复染 ５ ｍｉｎ，脱水后使用中性树脂封片并

在显微镜下观察。
１．３．４　 小鼠肺组织羟脯氨酸测定：将约 ３０ ｍｇ 的肺脏

样品与 １ ｍｌ 水解液混合，按羟脯氨酸试剂盒说明书进

行操作，离心后取上清，设置波长为 ５５０ ｎｍ 并测定吸

光度值。
１．３．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测：用含有蛋白酶和磷酸化蛋白

酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液提取肺组织或细胞中的蛋白

质，并用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，剩余蛋白加入适量上

样缓冲液。 变性后用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离蛋白，然后转印

到 ＰＶＤＦ 膜上，用 ５％ 的脱脂牛奶封闭 ２ ｈ。 加入

ＵＳＰ７、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、Ｅ⁃钙黏蛋白（Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）、α⁃ＳＭＡ 一

抗并在 ４℃孵育过夜。 次日，用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次

５ ｍｉｎ，洗涤后将膜与相应的二抗孵育，使用 ＥＣＬ 液体

孵育后进行曝光显影，并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对检测结果进

行半定量分析。
１．３．６　 免疫组织化学染色：将玻片放入煮沸的柠檬酸

盐溶液中进行抗原修复，然后用 ３％的双氧水覆盖肺

组织 １５ ｍｉｎ，免疫组化笔画圈后滴加适量的血清封闭

３０ ｍｉｎ，之后加入适量 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、α⁃ＳＭＡ 抗体溶液，
４℃孵育过夜，洗涤、二抗孵育后进行 ＤＡＢ 显色，苏木

精染核、封片后在显微镜下观察。
１．３．７　 ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠肺泡灌洗液中炎性因子水

平：按照试剂盒说明书（欣博盛生物科技有限公司）检

测肺 泡 灌 洗 液 中 炎 性 因 子 ［ ＴＧＦ⁃β１、 白 介 素⁃１β
（ＩＬ⁃１β）、ＩＬ⁃６、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）］水平。
１．４　 统计学方法　 采用 ＳＰＳＳ２０．０ 软件进行统计学分

析。 正态分布的计量资料以均数±标准差表示，２ 组间

比较采用独立样本 ｔ 检验，多组数据间比较采用单因

素方差分析。 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。
２　 结　 果

２．１　 Ｐ２２０７７ 减轻 Ｂｌｍ 诱导的小鼠肺纤维化　 第 ２８ ｄ
时，与对照组比较，Ｂｌｍ 组小鼠体质量明显下降、肺系

数升高 （ Ｐ ＜ ０． ０５）； 与 Ｂｌｍ 组比较， Ｐ２２０７７⁃Ｌ 组、
Ｐ２２０７７⁃Ｈ 组小鼠体质量增加、肺系数下降（Ｐ＜０．０５）；
与 Ｐ２２０７７⁃Ｌ 组比较，Ｐ２２０７７⁃Ｈ 组小鼠体质量增加、肺
系数下降更明显，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。 与

对照组比较，Ｂｌｍ 组肺组织羟脯氨酸含量增加 （Ｐ ＜
０．０５）；与 Ｂｌｍ 组比较，Ｐ２２０７７⁃Ｌ 组、Ｐ２２０７７⁃Ｈ 组肺组

织羟脯氨酸含量下降（Ｐ＜０．０５）；与 Ｐ２２０７７⁃Ｌ 组比较，
Ｐ２２０７７⁃Ｈ 组肺组织羟脯氨酸含量下降，但差异无统计

学意义（Ｐ＞０．０５），见图 １。
　 　 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示，Ｂｌｍ 处理后，肺
泡结构破坏，染成蓝色的大量胶原纤维异常沉积，同时

伴有炎性细胞浸润，纤维化评分明显升高，而 Ｐ２２０７７⁃
Ｌ 组和 Ｐ２２０７７⁃Ｈ 组小鼠肺泡结构有所恢复，胶原纤

维、炎性细胞浸润明显减少，纤维化评分下降，且呈剂

量依赖性，因此用 Ｐ２２０７７⁃Ｈ 组小鼠进行后续实验（图
１Ｄ、Ｅ、Ｆ）。
２．２　 Ｐ２２０７７ 抑制 Ｂｌｍ 诱导的肺组织 ＥＭＴ　 与对照组

相比，Ｂｌｍ 组小鼠肺组织中 ＵＳＰ７、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 和 α⁃ＳＭＡ
蛋白表达明显增加，而 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达明显减少；
与 Ｂｌｍ 组相比， Ｐ２２０７７⁃Ｈ 组小鼠肺组织中 ＵＳＰ７、
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ和 α⁃ＳＭＡ 蛋白水平明显减少，而 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白水平明显增加，见图 ２。 小鼠肺组织 α⁃ＳＭＡ、
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ免疫组织化学染色结果与图 ２ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 结果一致，见图 ３。
２．３　 Ｐ２２０７７ 抑制肺纤维化小鼠肺泡灌洗液中炎性因

子表达 　 与对照组比较，Ｂｌｍ 组小鼠肺泡灌洗液中

ＴＧＦ⁃β１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 的表达明显增加；与 Ｂｌｍ
组比较， Ｐ２２０７７⁃Ｈ 组小鼠肺泡灌洗液中 ＴＧＦ⁃β１、
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 的表达明显减少，见图 ４。
２．４　 Ｐ２２０７７ 抑制 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的肺泡上皮细胞 ＥＭＴ
　 与对照组比较， ＴＧＦ⁃β１ 组 ＭＬＥ１２ 细胞中 ＵＳＰ７、
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ和 α⁃ＳＭＡ 蛋白水平明显增加，而 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白水平明显减少；与 ＴＧＦ⁃β１ 组比较， Ｐ２２０７７ 组

ＭＬＥ１２ 细胞中 ＵＳＰ７、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 和 α⁃ＳＭＡ 蛋白水平明

显减少，而 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平明显增加，见图 ５。
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　 　 注：Ａ．各组小鼠体质量变化曲线；Ｂ．各组小鼠肺系数统计图；Ｃ．各组小鼠羟脯氨酸含量统计图；Ｄ．各组小鼠纤维化评分统计图；Ｅ．各组小鼠肺组

织 ＨＥ 染色（×２００）；Ｆ．各组小鼠肺组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色（×２００）。∗Ｐ＜０．０５。

图 １　 Ｐ２２０７７ 干预对 Ｂｌｍ 诱导的小鼠肺纤维化的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐ２２０７７ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

３　 讨　 论

　 　 ＩＰＦ 是一种慢性进行性的间质性肺疾病，其病因

及发病机制至今仍未明确。 由于肺泡上皮细胞损伤和

异常修复，成纤维细胞的异常分化，细胞外基质的无序

沉积等最终引起纤维瘢痕组织取代正常肺组织，导致

ＩＰＦ 的发生［８⁃９］。 患者通常会出现呼吸困难和肺功能

下降，进而造成呼吸衰竭，甚至死亡。 因此，目前迫切

需要找到新的治疗方法缓解 ＩＰＦ 的进展。 本实验以

ＵＳＰ７ 为突破口，寻找其特异性抑制剂 Ｐ２２０７７，通过抑

制 ＵＳＰ７ 的活性，检测其下游 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的变化，观
察其对肺泡上皮细胞 ＥＭＴ 和小鼠肺纤维化的影响，从
细胞实验和动物实验两方面探索 Ｐ２２０７７ 对肺纤维化

治疗的有效性，为 ＩＰＦ 提供新的治疗方向。
　 　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路主 要 是 通 过 胞 质 内

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ的水平变化来实现对下游基因表达的调

控［１０］。 研究表明，激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号途径可以

促进肺泡上皮细胞 ＥＭＴ 的发生，而 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信

号途径的抑制逆转了肺泡上皮细胞 ＥＭＴ 过程［１１］。 相

关动物实验也表明，Ｂｌｍ 诱导的小鼠肺纤维化形成时

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路被激活，而抑制该通路可减轻肺纤

维化［１２］。 本研究发现， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 在肺泡上皮细胞

ＥＭＴ 模型和肺纤维化小鼠肺组织中表达均上调，这与

之前的研究一致，可见 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号途径是促进

肺泡上皮细胞 ＥＭＴ、肺纤维化形成的重要信号通路。
　 　 ＵＳＰ７ 是去泛素化酶家族的重要一员。 ＵＳＰ７ 可与

多种蛋白质相互作用，包括肿瘤抑制因子、转录因子、
细胞周期检查点蛋白、染色质相关蛋白和表观遗传调

节因子等，参与细胞增殖、ＤＮＡ 损伤、炎性反应和凋亡

等多种过程，与肿瘤、心血管疾病等多种疾病的发生密

切相关［１３⁃１８］。 近年来研究发现，ＵＳＰ７ 参与多种细胞

的 ＥＭＴ，如食管鳞状细胞癌细胞、肝癌细胞、骨肉瘤细

胞等，这一现象表明 ＵＳＰ７ 是 ＥＭＴ 发生的重要调节因
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　 　 注：Ａ．各组小鼠肺组织 ＵＳＰ７、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、α⁃ＳＭＡ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带；Ｂ．各组小鼠肺组织中 ＵＳＰ７ 蛋白表达统计图；Ｃ．各组小鼠肺组织

中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达统计图；Ｄ．各组小鼠肺组织中 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达统计图；Ｅ．各组小鼠肺组织中 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达统计图。∗Ｐ＜０．０５。

图 ２　 Ｐ２２０７７ 干预对肺纤维化小鼠肺组织 ＥＭＴ 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐ２２０７７ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ＥＭＴ ａｎｄ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ

注：Ａ．各组小鼠肺组织 α⁃ＳＭＡ 免疫组织化学染色；Ｂ 各组小鼠肺组织 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 免疫组织化学染色。

图 ３　 各组小鼠肺组织 α⁃ＳＭＡ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 免疫组织化学染色结果（×２００）
Ｆｉｇ．３　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ
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　 　 注：Ａ．各组小鼠肺泡灌洗液 ＴＧＦ⁃β１ 水平统计图；Ｂ 各组小鼠肺泡灌洗液 ＩＬ⁃１β 水平统计图；Ｃ．各组小鼠肺泡灌洗液 ＩＬ⁃６ 水平统计图；Ｄ．各组小鼠

肺泡灌洗液 ＴＮＦ⁃α 水平统计图。∗Ｐ＜０．０５。

图 ４　 Ｐ２２０７７ 干预对肺纤维化小鼠肺泡灌洗液中炎性因子表达的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐ２２０７７ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ

　 　 注：Ａ．各组 ＭＬＥ１２ 细胞 ＵＳＰ７、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、α⁃ＳＭＡ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带。 Ｂ．各组 ＭＬＥ１２ 细胞 ＵＳＰ７ 蛋白水平统计图；Ｃ．各组 ＭＬＥ１２ 细胞

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白水平统计图；Ｄ．各组 ＭＬＥ１２ 细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平统计图；Ｅ．各组 ＭＬＥ１２ 细胞 α⁃ＳＭＡ 蛋白水平统计图。∗Ｐ＜ ０．０５。

图 ５　 Ｐ２２０７７ 干预对 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的肺泡上皮细胞 ＥＭＴ 的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐ２２０７７ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ＴＧＦ⁃β１ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

子［１９⁃２１］。 例如，刘星等［２２］ 研究发现 ＵＳＰ７ 表达的增加

与肝癌细胞的 ＥＭＴ 紧密相关。 本研究发现，ＵＳＰ７ 在

肺泡上皮细胞 ＥＭＴ 模型和肺纤维化小鼠肺组织中表

达均上调，而使用 ＵＳＰ７ 的特异性抑制剂 Ｐ２２０７７ 干预

后可抑制肺泡上皮细胞 ＥＭＴ 和肺纤维化小鼠肺组织

中的 ＥＭＴ，抑制肺泡灌洗液中炎性因子表达，并减轻

Ｂｌｍ 诱导的小鼠肺纤维化，表明 ＵＳＰ７ 在肺泡上皮细

胞 ＥＭＴ 介导的小鼠肺纤维化中具有重要的作用。

　 　 ＵＳＰ７ 参与生命体多条信号通路的调节，如 Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号传导途径、 ｐ５３ 信号传导途径、 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号传导途径、 ＮＦ⁃κＢ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 信号传导途径

等［２３］。 Ｂａｓｕ 等［２４］ 在实验中发现，ＵＳＰ７ 上调 ＤＤＸ３Ｘ
的蛋白水平，进而增加 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 水平和上调 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 信号传导，从而促进 ＥＭＴ。 在本研究中，笔者

发现 Ｐ２２０７７ 可抑制肺泡上皮细胞 ＥＭＴ 模型和肺纤维

化小鼠肺组织中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达，由此表明 Ｐ２２０７７

·６４２１· 疑难病杂志 ２０２５ 年 １０ 月第 ２４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｆｆｉｃ ａｎｄ Ｃｏｍｐｌ Ｃａｓ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２５，Ｖｏｌ．２４，Ｎｏ．１０



可以通过抑制 ＵＳＰ７ 的活性，下调 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路，抑制

肺泡上皮细胞 ＥＭＴ，从而减轻小鼠肺纤维化程度。
４　 结　 论

　 　 综上所述，ＵＳＰ７ 抑制剂 Ｐ２２０７７ 可能通过下调

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ通路，抑制 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的肺泡上皮细胞

ＥＭＴ，从而在 Ｂｌｍ 诱导的小鼠肺纤维化中发挥保护作

用，本研究为疾病提供了新的治疗靶点和研究方向。
然而，ＵＳＰ７ 调控 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的具体分子机制尚未完全

阐明，本研究也未比较 ＵＳＰ７ 抑制剂 Ｐ２２０７７ 与尼达尼

布等其他抗纤维化药物在保护作用方面的差异，此外，
本研究主要基于肺泡上皮细胞 ＥＭＴ 模型和动物模型，
ＵＳＰ７ 在 ＩＰＦ 患者肺组织中的表达情况有待进一步

研究。
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［２０］ 　 Ｈｕ Ｍ， Ｄａｉ Ｃ， Ｓｕｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ ７ ｅｎ⁃
ｈａｎｃｅｓ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｂｙ ｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ ｂａｓｉｃ ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ３［ Ｊ］ ． Ｆｕｎｃｔ Ｉｎｔｅｇｒ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ， ２０２４， ２４（ １）： ２８．
ＤＯＩ： １０．１００７ ／ ｓ１０１４２⁃０２４⁃０１３１０⁃５．

［２１］ 　 Ｚｅｎｇ Ｑ， Ｌｉ Ｚ， Ｚｈａｏ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ ７ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｐ， ２０１９，４１（１）：５４３⁃５５１． ＤＯＩ： １０．３８９２ ／
ｏｒ．２０１８．６８３５．

［２２］ 　 刘星，刘小梯，符秋红，等．下调 ｌｎｃＲＮＡ ＯＩＰ５⁃ＡＳ１ 可通过 ｍｉＲ⁃
２１７ ／ ＵＳＰ７ 轴抑制肝癌细胞 ＥＭＴ 及侵袭迁移［ Ｊ］ ．邵阳学院学

报：自然科学版，２０２２，１９（０３）：９４⁃１０３．
［２３］ 　 Ｗａｎｇ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｙｕ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｄｅｕｂｉｑ⁃

ｕｉｔｉｎａｓｅ ＵＳＰ７ ｉｎ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅｓ，
２０２４， １２（１２）： ２７３４． ＤＯＩ： １０．３３９０ ／ ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅｓ１２１２２７３４．

［２４］ 　 Ｂａｓｕ Ｂ， Ｋａｒｍａｋａｒ Ｓ， Ｂａｓｕ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＵＳＰ７ ｉｍｐａｒｔｓ ｐａｒｔｉａｌ ＥＭＴ
ｓｔａｔｅ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ＲＮＡ ｈｅｌｉｃａｓｅ ＤＤＸ３Ｘ
ａｎｄ ａｕｇｍｅｎｔｉｎｇ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ
Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ， ２０２３， １８７０（４）： １１９４４６． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ．ｂｂａｍｃｒ．
２０２３．１１９４４６．

（收稿日期：２０２５－０３－１６）
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