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汉防己甲素通过调控 CDK-Rb-E2F 信号通路抗肺纤维化作用机制  
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摘  要：目的  考察汉防己甲素（Tet）对体内外肺纤维化模型中细胞周期蛋白依赖性激酶（CDK）-成视网膜细胞瘤蛋白（Rb）-

E2F 转录因子（E2F）信号通路的影响。方法  将 60 只 Wistar 大鼠随机分为对照组、模型组、吡非尼酮（阳性药，50 mg·kg−1）

组及 Tet 低、中、高剂量（13.5、27.0、54.0 mg·kg−1）组，通过气管内注入博来霉素（BLM，5 mg·kg−1）建立大鼠肺纤维化

模型。造模 24 h 后，给药组给予相应药物，对照组与模型组给予等体积 0.9%氯化钠溶液，连续干预 28 d，检测 Tet 对大鼠

肺组织中细胞周期蛋白 D1（Cyclin D1）、E2F 及 α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）的蛋白表达影响；体外实验以转化生长因子-

β（TGF-β，5 ng·mL−1）刺激人胚肺成纤维细胞 MRC-5 构建肺纤维化模型，设对照组、模型组及 Tet 低、中、高剂量（5、10、

50 μmol·L−1）组，Western blotting 法检测 Tet 对 MRC-5 细胞增殖及 Cyclin D1、Rb、磷酸化-成视网膜细胞瘤蛋白（p-Rb）、

CDK4、CDK6 的蛋白表达影响。结果  体内实验显示，与模型组相比，Tet 高剂量组 Cyclin D1 蛋白表达显著降低（P＜0.01），

且 α-SMA、E2F 蛋白表达均下调；体外实验中，Tet 高剂量组可显著抑制 MRC-5 细胞增殖（P＜0.01）；Western blotting 结果

显示，Tet 低剂量组 CDK6 蛋白表达显著下调（P＜0.01），中剂量组 E2F、CDK6、CDK4 蛋白表达显著下调（P＜0.05、0.001），

高剂量组 p-Rb、E2F、CDK6、CDK4、Cyclin D1 蛋白表达均显著下调（P＜0.01、0.001）；免疫荧光结果显示，Tet 中、高剂

量组 CDK6 相对荧光强度显著降低（P＜0.01、0.001）。结论  Tet 的抗肺纤维化作用可能通过调控 CDK-Rb-E2F 信号通路阻

滞细胞周期，进而抑制成纤维细胞异常增殖实现。 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of tetrandrine (Tet) on the cyclin-dependent kinase (CDK)-retinoblastoma protein 

(Rb)-E2F transcription factor (E2F) signaling pathway in vivo and in vitro pulmonary fibrosis models. Methods  Sixty Wistar rats 

were randomly divided into the control group, the model group, the pirfenidone (positive drug, 50 mg·kg−1) group, and the Tet low-, 

medium-, and high-dose (13.5, 27.0, and 54.0 mg·kg−1) groups. A rat pulmonary fibrosis model was established by intratracheal 

injection of bleomycin (BLM, 5 mg·kg−1). 24 hours after modeling, the drug groups were given the corresponding drugs, while the 

control and model groups were given the same volume of 0.9% sodium chloride solution. The intervention lasted for 28 days. The 

effects of Tet on the protein expression of cyclin D1 (Cyclin D1), E2F, and α-smooth muscle actin (α-SMA) in rat lung tissue were 
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detected. In the in vitro experiment, a pulmonary fibrosis model was established by stimulating human embryonic lung fibroblasts 

MRC-5 with transforming growth factor-β (TGF-β, 5 ng·mL−1). The control group, the model group, and the Tet low-, medium-, and 

high-dose (5, 10, and 50 μmol·L−1) groups were set up. The effects of Tet on the proliferation of MRC-5 cells and the protein expression 

of Cyclin D1, Rb, phosphorylated retinoblastoma protein (p-Rb), CDK4, and CDK6 were detected by Western blotting method. Results  

In the in vivo experiment, compared with the model group, the high-dose Tet group showed a significant decrease in Cyclin D1 protein 

expression (P < 0.01), and the protein expressions of α-SMA and E2F were also downregulated. In the in vitro experiment, the high-

dose Tet group significantly inhibited the proliferation of MRC-5 cells (P < 0.01). Western blotting results showed that the low-dose 

Tet group significantly downregulated the protein expression of CDK6 (P < 0.01), the medium-dose group significantly downregulated 

the protein expressions of E2F, CDK6, and CDK4 (P < 0.05, 0.001), and the high-dose group significantly downregulated the protein 

expressions of p-Rb, E2F, CDK6, CDK4, and Cyclin D1 (P < 0.01, 0.001). Immunofluorescence results showed that the relative 

fluorescence intensity of CDK6 in the medium- and high-dose Tet groups was significantly decreased (P < 0.01, 0.001). Conclusion  

The anti-pulmonary fibrosis effect of Tet may be achieved by regulating the CDK-Rb-E2F signaling pathway to arrest the cell cycle 

and thereby inhibit the abnormal proliferation of fibroblasts. 

Key words: pulmonary fibrosis; tetrandrine; cell proliferation; cell cycle; CDK-Rb-E2F signaling pathway 

 

肺纤维化（PF）是一种慢性、进行性、纤维化性

间质性肺炎，以起病隐匿、病情不可逆进展及肺功能

进行性下降为核心特征，属于致死性肺部疾病[1]。患

者 5 年生存率仅约 30%，且随着肺功能持续恶化，

生活质量受到严重影响，日常简单活动亦感困难，

多数需依赖辅助供氧缓解呼吸负担[2]。目前临床常

用的吡非尼酮（PFD）和尼达尼布（BIBF）虽能在

一定程度上延缓肺功能下降，但无法从根本上阻止

或逆转 PF 的病理进程[3]。因此，深入阐明 PF 的发

病机制、挖掘更有效的药物作用靶点，已成为该领

域的研究重点。尽管 PF 的病理机制尚未完全阐明，

但大量研究证实，成纤维细胞的异常增殖与活化是

驱动疾病进展的核心环节[4-6]。 

汉防己甲素（Tet）是从中草药粉防己 Stephania 

tetrandra S. Moore 的根块中提取的双苄基异喹啉类

生物碱[7]，具有抗炎、镇痛、降压及抗矽肺等多种

药理活性[8-9]。本团队前期药效学研究证实 Tet 具有

显著的抗 PF 作用，不仅能抑制肿瘤坏死因子-α

（TNF-α）表达、减少肺组织胶原沉积[10]，还可通过

诱导 G1 期细胞周期阻滞抑制肺成纤维细胞增殖，

提示细胞周期调控可能是其发挥抗 PF 作用的关键

环节。细胞周期蛋白依赖性激酶（CDK）-视网膜母

细胞瘤蛋白（Rb）-E2F 转录因子（E2F）信号通路

是调控细胞周期进程的核心通路[11]。 

基于此，本研究聚焦该信号通路，深入探究

Tet 是否通过靶向调控该通路抑制成纤维细胞异

常增殖，进而阐明其抗 PF 的分子机制，旨在为

Tet 的进一步药物开发及临床应用于 PF 治疗提供

科学依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级 Wistar 雄性大鼠，60 只，体质量 180～

220 g，购于北京维通利华实验动物技术有限公司，

动物许可证编号 SCXK（京）2023-0077。饲养于中

国中医科学院中药研究所 SPF 级动物房，12 h 明暗

交替，温度（23±1）℃，湿度（50±15）%，自由

进食饮水。研究方案获得中国中医科学院中药研究

所医学伦理委员会审核批准，实验动物伦理审查编

号为 2023B148。 

1.2  细胞 

人胚肺成纤维细胞 MRC-5 细胞株，购于中国

医学科学院基础医学研究所细胞资源中心。 

1.3  药物和试剂 

注射用盐酸博来霉素（BLM，日本化药株社会

社司，15 mg，批号 X10750）；汉防己甲素片（浙江

金 华 康 恩 贝 生 物 制 药 有 限 公 司 ， 批 号

PH2110001A）；吡非尼酮（PFD，北京康蒂尼药业

股份有限公司，每片 100 mg，批号 20220906）；转

化生长因子蛋白（TGF-β，MCE 中国生物科技有限

公司，批号 HY-P70543）。 

BeyoClickTM EdU-488 细胞增殖检测试剂盒（批

号 Z918240805），抗体：Rb（批号 042523240605）、

磷酸化成视网膜细胞瘤蛋白（ p-Rb ，批号

031521240529）、特异性周期蛋白-D1（Cyclin D1，批

号 010824240701）、CDK4（批号 042924240701）、

CDK6 蛋白（批号 03272440523）、β-actin 蛋白（批

号 091323240524）、辣根过氧化物酶（HRP）标记山

羊抗兔 IgG（H＋L）（批号 242570505）、cy3 标记山
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羊抗小鼠 IgG（H＋L）（批号A173250430）、Alexa Fluor

标记山羊抗兔 IgG（H＋L）（批号 A220250415），上

海碧云天生物技术股份有限公司；α-平滑肌肌动蛋

白抗体（α-SMA，批号 00016979），美国 proteintech

公司；4', 6-二脒基 -2-苯基吲哚（DAPI，批号

ab104139），英国 Abcam 公司；SDS-PAGE 凝胶试

剂盒（批号 CW0022M），北京康为世纪生物科技有

限公司，其他试剂均为国产分析纯。 

1.4  仪器 

Centrifuge 5810R 型离心机（德国 Eppendorf 公

司）；MP Fastprep-24 匀浆仪（美国 MP Biomedicals

公司）；VIP-6 脱水机（日本樱花有限公司）；KD-BM

包埋机（科迪仪器设备有限公司）；NIKON CI-S 型

倒置显微镜（日本尼康公司）；Amersham Imager600

化学发光成像分析仪（美国 GE Healthcare 公司）；

Spectramax i3x 型酶标仪（美国 Molecular Devices 公

司）；Mini-PROTEAN Tetra 电泳系统（美国 Bio-Rad

公司）；化学发光成像分析仪（美国 GE Healthcare

公司）；Cytation 5 高内涵成像检测系统（美国

BioTeck 公司）；TCS SP8 激光扫描共聚焦显微镜（德

国 Leica 公司）。 

2  方法 

2.1  动物分组、造模与给药 

大鼠适应性喂养 5 d 后称取体质量，依据体质量

随机分为对照组、模型组、PFD（阳性药，50 mg·kg−1）

组及 Tet 低、中、高剂量组（13.5、27.0、54.0 mg·kg−1），

每组 10 只。采用气管内注射 BLM 构建大鼠 PF 模

型[12]，具体操作流程如下：大鼠经 ip 0.8%戊巴比妥

钠（50 mg·kg−1）麻醉后，对颈部皮肤进行消毒，

沿正中线纵向切开皮肤，钝性分离皮下肌肉组织以

充分暴露气管；使用 1 mL 注射器经气管一次性注

入 BLM 溶液（5 mg·kg−1），随后将大鼠直立并缓

慢旋转，确保药液均匀分布于双侧肺叶，最后逐

层缝合肌肉与皮肤切口，待大鼠苏醒后转移至

SPF 级动物房进行常规饲养。对照组大鼠采用相

同操作流程，仅经气管注入等体积 0.9%氯化钠溶

液，其余步骤与模型组完全一致。造模 24 h 后启

动给药干预：参考 Tet 治疗矽肺的临床单日最大

剂量（每次 100 mg），经体表面积换算确定大鼠临

床等效剂量为 27 mg·kg−1，据此分别设置 0.5 倍临

床等效剂量（13.5 mg·kg−1）和 2 倍临床等效剂量

（54.0 mg·kg−1）作为 Tet 低、高剂量组，Tet 各剂量

组及 PFD 组均每日 1 次 ig 给予对应药物溶液，对照

组与模型组则 ig 等体积 0.9%氯化钠溶液，所有组别

均连续干预 28 d。 

2.2  免疫组化法检测大鼠肺组织 Cyclin D1 蛋白

表达 

石蜡切片经脱蜡、水化及抗原修复后，按照试

剂盒说明书进行操作。滴加 Cyclin D1 抗体（1∶

200）于 4 ℃孵育过夜，磷酸盐缓冲液（PBS）洗片

后滴加相应的二抗，室温下孵育 1 h，PBS 洗片后进

行 DAB 染色，苏木素复染细胞核后封片。于光学

显微镜下观察肺组织 Cyclin D1 蛋白的阳性表达。

采用 Image J 软件进行半定量分析。将图像类型设

置为“RGB stack”，使用“Color Threshold”功能，

选择“Red”通道设定阈值后选取视野，测量阳性表

达区域的面积百分比（%Area）并进行统计。 

2.3  免疫荧光法检测大鼠肺组织 α-SMA 和E2F蛋

白表达 

石蜡切片经脱蜡、水化及抗原修复及血清封闭

后，与一抗（α-SMA，1∶400；E2F，1∶400）于 4 ℃

孵育过夜。PBS 洗涤后，切片与偶联的二抗室温避

光孵育 1 h。细胞核经 DAPI 复染后，使用抗荧光淬

灭封片剂封片，最后在激光共聚焦显微镜下进行图

像采集。 

2.4  细胞培养及处理 

MRC-5 细胞培养于含 10%胎牛血清和 1%非

必需氨基酸的 MEM 培养基中，细胞置于 37 ℃、

5% CO2 的恒温培养箱中孵育；待细胞融合度达

70%～80%时按 1∶3 的比例传代，并取对数生长

期的细胞用于实验。根据实验要求将细胞分为 6 组

并同步加药处理，分别为对照组、模型组（仅培养

基、无药物）、Tet 单独处理（10 μmol·L−1）组及 Tet

低、中、高浓度（5、10、50 μmol·L−1）组。除对

照组和 Tet 单独处理组外，其余各组均加入质量浓

度为 5 ng·mL−1 TGF-β[13]。 

2.5  5-乙炔基-2′-脱氧尿苷（EdU）法检测各组

MRC-5 细胞的增殖活性 

将处于对数生长期的 MRC-5 细胞以每孔 1×

105 个的密度接种于 96 孔透明底黑板中。细胞贴壁

后，按照“2.4”项下的方法进行分组给药处理。并

将细胞置于培养箱中继续培养 24 h。随后，每孔加

入 EdU 工作液，避光孵育后，使用 DAPI 对细胞核

进行复染，使用高内涵成像系统拍照并采集图像。

使用 Image J 等图像分析软件对 EdU 阳性细胞（绿

色荧光）与总细胞（蓝色荧光）进行计数，并计算
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EdU 阳性细胞率。 

EdU 阳性细胞率＝EdU 阳性细胞数/总细胞数 

2.6  Western blotting 法检测 MRC-5 细胞中 p-

Rb、Rb、E2F、CDK6、CDK4 和 Cyclin D1 蛋白

表达水平 

取对数生长期细胞按每孔8×105接种于6孔板，

待细胞融合至 80%时，加入含药物的无血清培养基

继续培养 48 h。培养结束后，每孔加入 100 μL 的

RIPA 裂解液，于冰上裂解 30 min，离心提取全蛋白。

采用 BCA 法对蛋白样品进行定量，以 50 μg 进行

SDS-PAGE 电泳分离，转膜，封闭；加入一抗（1∶

1 000）孵育过夜，加入二抗（1∶2 000）孵育 30 min，

采用 ECL 发光液化学发光成像系统进行曝光显影。

使用 Image J 软件对条带灰度值进行半定量分析，计

算目标蛋白与内参蛋白灰度值的比值。 

2.7  数据处理 

实验数据以 x s 的形式表示，采用 SPSS 

Statistics 27 统计软件对各组数据进行统计分析，

采用单因素方差分析（One-Way-Anova）。若方差

齐，组间两两比较采用 LSD 检验；若方差不齐，

则采用 Dunnett's T3 检验。以 P＜0.05 为差异具有

统计学意义。 

3  结果 

3.1  Tet 对 PF 模型大鼠肺组织 Cyclin D1 蛋白表

达的影响 

结果如图 1所示，对照组大鼠肺组织中 Cyclin 

D1 呈弱阳性表达，而模型组大鼠肺组织中 Cyclin 

D1 呈棕黄色阳性染色，主要定位于细胞膜，其表

达水平较对照组显著升高（P＜0.001）；与模型组

相比，各给药组 Cyclin D1 阳性染色强度均有所

减弱，其中 Tet 低、中剂量组的 Cyclin D1 表达

虽呈下调趋势，但差异无统计学意义（P＞0.05），

而 Tet 高剂量组的 Cyclin D1 表达水平显著降低

（P＜0.01）。 

 

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：##P＜0.01。 

***P < 0.001 vs control group; ##P < 0.01 vs model group. 

图 1  Tet 对 PF 模型大鼠肺组织 Cyclin D1 蛋白表达的影响 (×200， ±s, n＝10) 

Fig. 1  Effect of Tet on expression of Cyclin D1 protein in PF model rats (×200， ±s, n＝10) 

3.2  Tet 对 PF 模型大鼠肺组织 α-SMA 和 E2F 蛋

白表达的影响 

结果如图 2 所示，与对照组相比，模型组大鼠

肺组织中 α-SMA 和 E2F 蛋白表达水平升高；与模

型组相比，Tet 各剂量组的 α-SMA 和 E2F 蛋白表达

水平均有降低，其中 Tet 高剂量组的逆转效果更优。 

3.3  Tet 对 MRC-5 细胞增殖的影响 

EdU 染色检测结果显示（图 3），与对照组相比，

模型组 EdU 阳性细胞率显著性升高（P＜0.001）；

与模型组相比，Tet 各浓度组阳性细胞率降低，其中

Tet 高剂量组的阳性细胞率显著性降低（P＜0.01）。 

3.4  Tet 对 MRC-5 细胞中 p-Rb、Rb、E2F、CDK6、

CDK4 和 Cyclin D1 蛋白表达水平的影响 

结果如图 4 所示，与对照组相比，模型组 p-Rb、

E2F、CDK6、CDK4 和 Cyclin D1 蛋白表达水平显著

上调（P＜0.01、0.001），而与模型组相比，Tet 低剂

量组的 CDK6 蛋白表达水平显著下调（P＜0.001），

Tet 中剂量组的 E2F、CDK6、CDK4 蛋白表达水平显

著下调（P＜0.05、0.001），Tet 高剂量组则上述 5 种

蛋白蛋白表达水平均显著下调（P＜0.01、0.001）。 

3.5  Tet 对 MRC-5 细胞中 CDK6 蛋白表达的影响 

免疫染色检测结果显示（图 5），与对照组相比，  
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图 2  Tet 对 PF 模型大鼠肺组织 α-SMA 和 E2F 蛋白表达的影响（×630） 

Fig. 2  Effect of Tet on expression of α-SMA and E2F protein in pulmonary fibrosis model rats （×630） 

 

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：##P＜0.01。 

***P < 0.001 vs control group; ##P < 0.01 vs model group. 

图 3  Tet 对 MRC-5 细胞增殖活性的影响 (×400， ±s, n＝3) 

Fig. 3  Effect of Tet on proliferative activity of MRC-5 cells (×400， ±s, n＝3) 

模型组的 CDK6 相对荧光强度显著性升高（P＜

0.001）；与模型组相比，Tet 各剂量组的 CDK6 相对

荧光强度降低，其中 Tet 中、高剂量组的相对荧光

强度显著性降低（P＜0.01、0.001）。 

4  讨论 

PF 是一类以持续性咳嗽、进行性呼吸困难为核

心临床特征的慢性进行性纤维化肺疾病，其典型病

理特征为肺部间质瘢痕组织形成[14-15]。近年来，受

新型冠状病毒感染流行、人口老龄化加剧、环境因

素变化、疾病认知水平提升及诊断技术改进等多重

因素叠加影响，全球 PF 发病率呈逐年攀升态势，

给患者家庭及社会医疗体系带来沉重的疾病负担

与经济压力。流行病学数据显示，未经规范治疗的

PF 患者中位生存期仅约 3 年[16]，凸显了该疾病的

严重危害性与临床干预的迫切性。 

成纤维细胞的异常增殖与活化是 PF 发生发展

的核心病理环节，其直接驱动细胞外基质过度沉积

及肺组织结构破坏，最终取代正常肺泡功能单位，

导致肺功能进行性不可逆丧失[17-18]。当前临床治疗

中，尼达尼布、吡非尼酮、传统抗氧化剂及糖皮质

激素等药物虽可在一定程度上缓解症状、减轻患者

痛苦，但普遍存在疗效有限、不良反应显著等瓶颈

问题。因此，开发新型高效的抗 PF 药物已成为呼

吸病学领域的研究热点与迫切需求。 
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与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group. 

图 4  Tet 对 MRC-5 细胞 p-Rb、Rb、E2F、CDK6、CDK4 和 Cyclin D1 蛋白表达的影响 ( ±s, n＝3) 

Fig. 4  Effect of Tet on protein expression of p-Rb、Rb、E2F、CDK6、CDK4 和 Cyclin D1 in MRC-5 cells ( ±s, n＝3) 

 

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group; ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group. 

图 5  Tet 对 MRC-5 细胞 CDK6 蛋白表达的影响 (×630， ±s, n＝3) 

Fig. 5  Effect of Tet on CDK6 protein expression in MRC-5 cells (×630， ±s, n＝3)

防己作为传统中药，其药用价值最早见于《神

农本草经》，传统临床多用于风湿证、风水证、皮水

证及如狂、膈间支饮、肠间水气等病症的治疗。《本

草品汇精要》明确记载：“肺痿咯血伴痰多者，可取
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防己与葶苈子等量，捣末后以糯米汤送服”，提示防

己在肺部疾病治疗中具有悠久应用历史。Tet 作为防

己的主要活性成分，已被证实可用于肺癌、硅肺及煤

工尘肺等肺部疾病的临床治疗，相关研究显示其能

有效改善患者胸闷、胸痛、咳嗽等症状，同时在提升

肺活量、改善呼吸功能方面发挥积极作用[9,19]。本课

题组前期初步药效学研究发现，Tet 可显著改善 PF

模型大鼠肺功能、减少促炎因子释放[20]，并有效缓

解肺部纤维化病变；进一步机制探索提示，Tet 可

通过诱导 G1 期细胞周期阻滞抑制肺成纤维细胞增

殖，推测细胞周期调控可能是其抗 PF 作用的关键

靶点[10]。基于此，本研究在前期工作基础上开展了

更为系统深入的机制探索，旨在明确 Tet 抗 PF 的核

心分子机制。 

细胞周期作为调控细胞增殖的核心“执行者和

规划者”，其异常驱动是成纤维细胞过度增殖的直

接诱因[4-6]，因此靶向细胞周期调控通路已成为 PF

治疗的潜在策略。在细胞周期进程中，CyclinD1 是

调控 G1 期增殖进程的关键调节蛋白：正常生理状

态下，CyclinD1 与细胞 CDK4/6 结合形成具有激酶

活性的复合物，催化 Rb 磷酸化；Rb 作为 G1/S 期

转换节点的核心调控分子，在 G1 期早期以低磷酸

化状态与转录因子 E2F 结合并抑制其活性，从而阻

遏细胞进入 S 期。当 CyclinD1-CDK4/6 复合物激活

后，Rb 发生多位点磷酸化，其空间构象发生改变并

与 E2F 解离，激活的 E2F 启动下游一系列 DNA 合

成相关基因表达，推动细胞完成 G1 期向 S 期转换

并启动增殖进程[21-22]。在 PF 病理状态下，CDK-Rb-

E2F 通路常出现异常激活，主要表现为 CyclinD1 表

达上调加速 G1/S 期转换，细胞快速通过 G1/S 检查

点，最终导致成纤维细胞大量增殖[23]。 

本研究首先采用气管内滴注 BLM 的方法构建

PF 大鼠模型，该模型所诱导的病理改变与人类 PF

临床表现高度吻合，且具有操作标准化、造模成功

率高等优势，被广泛认为是表征 PF 的理想动物模

型[24-25]。实验结果显示，BLM 干预后模型组大鼠肺

组织中细胞周期通路正性调控蛋白 CyclinD1 及转

录因子 E2F 表达水平显著升高，提示 BLM 可加速

细胞 G1 期向 S 期转换；同时成纤维细胞特异性标

志物 α-SMA 表达上调，进一步证实细胞周期异常

缩短已引发成纤维细胞过度增殖。而 Tet 干预后，

CyclinD1 与 E2F 蛋白表达水平显著降低，初步验证

了 Tet 通过调控细胞周期缓解 PF 的可行性。 

为进一步明确 Tet 的作用机制，本研究采用

TGF-β 刺激 MRC-5，在细胞水平模拟 PF 核心病理

过程[26]。EdU 增殖实验结果显示，TGF-β 可显著促

进 MRC-5 细胞增殖；Western blotting 实验证实，

TGF-β 可上调 CDK-Rb-E2F 通路中 p-Rb、E2F、

CDK6、CDK4 及 CyclinD1 的蛋白表达水平，导致

细胞周期调控机制紊乱、进程加速，最终引发成纤

维细胞异常增殖。而 Tet 干预后，上述 p-Rb、E2F、

CDK6、CDK4 及 CyclinD1 蛋白表达水平呈浓度相

关性降低，且总 Rb 蛋白表达量无明显变化。上述

结果表明，Tet 可通过抑制 CDK4/6-CyclinD1 复合

物形成，进而阻断 Rb 蛋白磷酸化过程，最终将细

胞周期阻滞于 G1期，抑制成纤维细胞异常增殖。 

综上所述，本研究以传统中药活性成分 Tet 为

研究切入点，首次系统证实其可有效抑制成纤维细

胞异常增殖，该作用与 Tet 下调 CyclinD1、CDK4

及 E2F 表达并抑制 Rb 蛋白磷酸化密切相关，提示

Tet 可能通过靶向抑制 CDK-Rb-E2F 信号通路发挥

抗 PF 作用。本研究不仅为 Tet 抗 PF 的临床应用提

供了坚实的分子生物学依据，更为肝纤维化、肾纤

维化等其他纤维化疾病的治疗提供了“靶向调控细

胞周期”的新思路与潜在药物靶点。 
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