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白细胞介素 13 对胆管成纤维细胞 TGF-β1/Smads 通路表达

的影响及地塞米松的干预作用
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摘   要 目的：探讨白细胞介素 13（IL-13）对胆管成纤维细胞转化生长因子 β1（TGF-β1）/Smads 通路活性

的影响及地塞米松（Dex）的干预作用。

方法：分离、培养兔胆管成纤维细胞并鉴定后分别给予 IL-13、IL-13 联合不同浓度的 Dex（0.01、0.05、

0.25 mg/mL）干预 48 h，以无处理的胆管成纤维细胞为空白对照，分别用 CCK-8 细胞计数法测定各

组细胞增殖水平；real-time PCR 检测各组细胞 TGF-β1、Smad3 及 Smad4 基因 mRNA 表达；Western 

blot 检测各组细胞 TGF-β1 及 Smad4 蛋白表达。

结果：与空白对照组比较，在 IL-13 干预 48 h 后，胆管成纤维细胞增殖明显加速、TGF-β1、Smad3

及 Smad4 mRNA 表 达 均 明 显 上 调，TGF-β1、Smad4 蛋 白 表 达 明 显 上 调（ 均 P<0.05）， 而 Dex 对

IL-13 引起的上述变化有明显的抑制作用，并呈一定的浓度依赖趋势（部分 P<0.05）。

结论：IL-13 能增加胆管成纤维细胞 TGF-β1/Smads 通路的活性，削弱该通路的活化可能是 Dex 抑制

良性胆道狭窄形成的机制之一。
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Influence of interleukin 13 on activity of TGF-β1/Smads signaling 
pathway in bile duct fibroblasts and the interventional effect of 
dexamethasone
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Abstract Objective: To investigate the influence of interleukin 13 (IL -13) on activity of transforming growth 

factor-β1 (TGF-β1)/Smads signaling pathway in bile duct fibroblasts and the interventional effect of 

dexamethasone (Dex).

Methods: Rabbit bile duct fibroblasts were isolated and cultured and then identified. Then, the bile duct 

fibroblasts were exposed to IL-13 or IL-13 plus different concentrations (0.01, 0.05 and 0.25 mg/mL) of Dex 

respectively for 48 h, using untreated bile duct fibroblasts as blank control. Afterwards, cell proliferation was 
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良 性 胆 道 狭 窄 （ b e n i g n  b i l i a r y  s t r i c t u r e ，

B B S ） 是 由 医 源 性 胆 道 损 伤 等 良 性 疾 病 引 起 的 胆

管 腔 疤 痕 性 缩 窄 ， 常 表 现 为 胆 管 炎 、 肝 功 能 不 全

等 并 发 症 ， 严 重 威 胁 患 者 健 康 及 生 命 [ 1 ]， 近 年 来

发 病 率 逐 渐 增 高 。 报 道 [ 2 - 4 ]显 示 胆 管 成 纤 维 细 胞

大 量 增 殖 并 转 化 为 肌 成 纤 维 细 胞 、 转 化 生 长 因 子

β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）/

Smads通路的异常表达在胆管疤痕修复及BBS形成

过 程 中 均 发 挥 了 重 要 作 用 。 药 物 是 疤 痕 治 疗 的 选

项 之 一 ， 令 人 遗 憾 的 是 目 前 临 床 上 依 旧 缺 乏 一 种

特效、可靠的药物[5]。白细胞介素13（interleukin 

13，IL -13）具有促进成纤维细胞I型胶原表达的作

用 [6-7]，而胶原的过度沉积是BBS及胆管疤痕的主

要生物学特征之一。地塞米松（Dexamethasone，

Dex）已被用于治疗皮肤疤痕性疾病 [8-9]。但IL -13

对胆管成纤维细胞的作用尚不清楚，Dex对IL -13

处 理 的 胆 管 成 纤 维 细 胞 的 作 用 也 不 清 楚 。 本 研 究

对IL -13干预的兔胆管成纤维细胞使用Dex处理，

观察TGF -β1/Smads通路的表达及细胞增殖水平的

变化。

1　材料与方法

1.1  材料

胎牛血清（feta l  bov ine  se rum，FBS）、达

尔伯克改良伊格尔培养基（dulbecco ' s  mod i f i ed 

eag l e  med ium，DM E M ）、C C K -8细胞计数盒、

β - a c t i n 引 物 、 T R I z o l 、 全 蛋 白 提 取 试 剂 盒 、

U N I Q - 1 0 柱 式 T R I Z O L 总 R N A 提 取 试 剂 盒 、 反

转 录 试 剂 盒 （ 上 海 生 工 生 物 工 程 有 限 公 司 ） ；

TGF -β1、Smad3及Smad4引物（上海Introgen公

司 ） ； T G F -β 1 上 游 引 物 序 列 为 ： 5 ' -G G C  T C A 

CCT TCT GCC CGT CT -3'，下游引物序列为：5' -

GTC TCG GTA TCC CAC GAA AGA AAC G -3'；

Smad3上游引物序列为：5' -CCA GTT  CTA CCT 

CCT GTG CTG-3'，下游引物序列为：5'-GGG GTC 

TCT GGA ATA TTG CTC-3'；Smad4上游引物序列

为：5'-CGC GGA TCA ACC GAG ACA TAT ACT-

3 ' ， 下 游 引 物 序 列 为 ： 5 ' -G G C  A G G  C T G  A C T 

TGT G -3'；β -actin上游引物序列为：5' -CTC TCC 

ACC TTC CAG CAG AT -3'，下游引物序列为：5' -

TGG CTC TAA CAG TCC GCC TA -3'；抗-Smad4

单 克 隆 抗 体 （ a b 1 8 7 0 9 4 ） 及 抗 - T G F β 1 单 克 隆

抗 体 （ a b 9 9 5 6 2 ） （ 英 国 a b c a m 公 司 ） ； 抗 - 细

胞 角 蛋 白 单 克 隆 抗 体 （ C -1 8 0 1 ） 、 抗 - 波 形 蛋 白

单 克 隆 抗 体 （ V 2 2 5 8 ） 、 I L -1 3 （ 编 号 I 1 8 9 6 ） 、

PVDF膜（美国sigma公司）；HRP标记的第二抗

体 及 抗 - β - a c t i n 单 克 隆 抗 体 （ 北 京 全 式 金 生 物

技术有限公司）；电化学发光（elec t r ochemica l 

l uminescence，ECL）试剂盒（美国Mil l ipo re公

司）；SYBR ®  Premix Ex Taq™ (Tl i  RNaseH Plus)

（ 大 连 宝 生 物 工 程 有 限 公 司 ） ； D A P I （ 瑞 士

Roche公司）；地塞米松磷酸钠注射液（武汉华中

药业有限公司，批号：20150204）；家兔2只（购

自贵州医科大学实验动物中心）。

1.2  动物模型的建立、细胞的获取及细胞鉴定

清洁级家兔2只，术前12 h禁食。耳缘静脉注

射2.5%戊巴比妥钠（40~45 mg/kg）麻醉，取上腹

部正中4~6 cm长切口，取出约2 cm长胆总管后用

深麻醉处死动物。将胆总管用无菌磷酸盐缓冲溶液

assessed by CCK-8, the mRNA expressions of TGF-β1, Smad3 and Smad4 were determined by real-time PCR and 

the protein expressions of TGF-β1 and Smad4 were examined by Western blot.

Results: In bile duct fibroblasts after exposure to IL-13 for 48 h, the cell proliferation was significantly increased, 

the mRNA expressions of TGF-β1, Smad3 and Smad4 and the protein expressions of TGF-β1 and Smad4 were 

significantly up-regulated (all P<0.05), and the above changes exerted by IL-13 were significantly inhibited by Dex 

addition in a certain concentration-dependent manner (part P<0.05).

Conclusion: IL-13 can enhance the activity of TGF-β1/Smads pathway in bile duct fibroblasts, and weakening 

the activation of this signaling pathway may be one of the mechanisms of the inhibitory effect of Dex on benign 

biliary stricture.
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（PBS）清洗3次，剪为约2~3 mm3大小，然后转移

到细胞培养瓶中并加入少量含有20%（v/v）FBS、

100 mg/mL链霉素、100 U/mL青霉素的DMEM培养

液放入37 °C、5%CO 2的培养箱中培养 [10]。使用

差速贴壁法分离纯化细胞，细胞生长至80%左右时

传 代 。 对 第 3 代 细 胞 用 细 胞 免 疫 荧 光 法 检 测 其 波

形 蛋 白 及 细 胞 角 蛋 白 抗 体 的 表 达 进 行 成 纤 维 细 胞

的 鉴 定 [ 1 0 - 1 1 ]。 本 实 验 所 用 细 胞 为 第 3 ~ 5 代 成 纤 维

细胞。

1.3  实验分组及各组细胞的处理

分为如下：空白对照；IL-13组（IL-13 100 μg/L）[12]； 

低浓度Dex组（IL-13 100 μg/L+Dex 0.01 mg/mL）；

中浓度Dex组（IL-13 100 μg /L+Dex 0.05 mg/mL）；

高浓度Dex组（IL-13 100 μg /L+Dex 0.25 mg/mL）[13]。

将 消 化 好 的 细 胞 转 移 到 9 6 孔 板 或 6 孔 板 ， 调 整 细

胞 密 度为2×10 4/孔（96孔板）或2×10 5/孔（6孔

板），含10%FBS的培养基先培养4~6 h，然后再用

不含FBS的培养基饥饿过夜，根据分组的不同加用

对应成分试剂分别培养48 h（培养条件为37 ℃、

5%CO2）。

1.4  观察指标及测定方法

1.4.1  细胞免疫荧光法鉴定成纤维细胞　将细胞接

种至带有玻璃片的六孔板中（2×105/ 孔）培养 24 h，

接着进行免疫荧光检测，步骤为：4% 的多聚甲醛固

定（15 min）；0.1% Triton-100 孵 育（10 min）；

10% 的 山 羊 血 清 封 闭（30 min）； 一 抗 4 ℃ 过

夜；二抗孵育 30 min（室温）；加入 l:100 稀释的

DAPI；阴性对照以 PBS 代替一抗。荧光显微镜下

观察并拍照。

1.4.2  CCK-8 法测定成纤维细胞增殖水平　具体按

说明书进行。接种成纤维细胞于 96 孔板（2×104/ 孔），

每 孔 100 μL， 做 5 个 复 孔。37 ℃、5%CO2 培 养

24 h，然后根据不同的分组加入含有对应成分的培

养基培养 48 h，每孔加入 CCK-8 10 μL 培养 2.5 h，

通过酶标仪 450 nm 波长测定细胞的光密度（optical 

density，OD）值。采用扣除本底的策略来消除误差。

1.4.3  real-time PCR 测定各组细胞中 TGF-β1、

Smad3 及 Smad4 mRNA 的 表 达　 将 细 胞 提 取 总

RNA， 用 完 整 性 高、 纯 度 好 的 RNA 合 成 cDNA。

荧光定量 PCR 反应体系为 20 µL，其中 2×SYBRR 

Premix 10 µL，样品 cDNA 2 µL，上、下游引物各

0.8 µL，双蒸水 6 µL，ROX Reference Dye（50×）

0.4 µL，重复 4 次。设置反应条件为：95 ℃ 30 s，

然后进行 40 个扩增循环（95 ℃ 5 s、60 ℃ 30 s）。

ABI Stepone 系统收集及分析结果，引物特异性好

时溶解曲线为单峰，用 β-actin 为内参，目的基因

的相对表达通过 2- △△ Ct 方法计算。

1.4.4  Western blot 检 测 组 细 胞 中 TGF-β1 及

Smad4 蛋 白 表 达　 提 取 细 胞 总 蛋 白， 采 用 二 喹 啉

甲 酸（bicinchoninic acid，BCA）法 检 测 蛋 白 浓

度，以聚丙烯酰胺凝胶进行电泳。蛋白经 PVDF 膜

转膜后进行封闭，1:5 000 稀释目的蛋白一抗，在 

4 ℃孵育过夜，三羟甲基氨基甲烷缓冲盐溶液（tris 

buffered saline and tween 20，TBST）缓冲液清洗

PVDF 膜 3 次。1:5 000 稀释二抗，室温孵育二抗 2 h，

TBST 摇床上洗 PVDF 膜 3 次，每次 10 min。电化

学发光后通过显影、定影方法扫描胶片，β-actin

为内参，用 Quantity one 系统分析目的条带的相对

灰度值。

1.5  统计学处理

实验结果用均数±标准差（x±s）表示，采用

SPSS 16.0软件进行统计计算，统计分析用单因素

方差分析（Bonferroni法），P<0.05为差异有统计

学意义。

2　结　果

2.1  成纤维细胞的鉴定

镜下可见所培养细胞含有单个核细胞，从原代

的不规则形逐渐变为梭形的成纤维样细胞。第3代 

成 纤 维 样 细 胞 波 形 蛋 白 细 胞 免 疫 荧 光 阳 性 ， 角 蛋

白 细 胞 免 疫 荧 光 阴 性 ， 符 合 成 纤 维 细 胞 的 特 点

（图1）。

2.2  各组细胞增殖水平的测定

胆管成纤维细胞经IL -13处理后的OD值较空白

对照组明显增加（均P<0.05）；使用Dex干预后，

IL -13处理的胆管成纤维细胞的增殖水平受到不同

程度的抑制，中、高浓度的Dex对细胞增殖的抑制

具有统计学意义（均P<0 .05），且呈一定的浓度

依耐性（表1）。
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图 1　兔胆管成纤维细胞的鉴定（×100）　　A：波形蛋白

阳性表达；B：细胞角蛋白阴性表达
Figure 1　Identification of rabbit bile duct fibroblasts (×100)　

　A: Positive vimentin expression; B: Negative cytokeratin 
expression

A B

表 1　各组细胞增殖情况（x±s）
Table 1　Proliferation in each group of cells（x±s）

　组别 OD 值 相对 IL-13 组抑制率（%）
空白对照组 0.332±0.005 13.99
IL-13 组 0.386±0.0081)  —
低浓度 Dex 组 0.382±0.0041) 1.04
中浓度 Dex 组 0.370±0.0071), 2) 4.15
高浓度 Dex 组 0.357±0.0071), 2) 7.51

注：1）与空白对照组比较，P<0.05；2）与 IL-13 组比较，
P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. blank control group; 2) P<0.05 vs. IL-13 
group

2.3  各组细胞 TGF-β1、Smad3 及 Smad4 基因

mRNA 表达水平

胆 管 成 纤 维 细 胞 经 I L - 1 3 处 理 后 T G F -β 1 、

S m a d 3 及 S m a d 4 的 m R N A 表 达 较 空 白 对 照 组 明 显

上调（P<0 .05）；使用Dex干预后，IL -13处理的

胆 管 成 纤 维 细 胞 T G F -β 1 、 S m a d 3 及 S m a d 4 基 因

mRNA表达均明显的下调（均P<0.05），且呈现浓

度依耐性（图2）。

2.4  各组细胞 TGF-β1 及 Smad4 蛋白表达水平

的测定

I L - 1 3 处 理 的 胆 管 成 纤 维 细 胞 T G F - β 1 及

S m a d 4 蛋 白 表 达 较 空 白 对 照 组 明 显 上 调 （ 均

P<0 .05）；使用Dex干预后，IL -13处理的胆管成

纤维细胞的TGF -β1及Smad4蛋白表达受到不同程

度的下调，其中低浓度的Dex对Smad4蛋白的下调

有 统 计 学 意 义 （P<0 . 0 5 ） ， 中 、 高 浓 度 的 D e x 对

TGF -β1及Smad4蛋白的下调均有统计学意义（均

P<0.05）（图3）（表2）。

3
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细
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N
A

相
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低浓度 Dex 组
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■ Smad3
■ Smad4
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1), 2)1), 2)

1), 2)
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1), 2)

1), 2)

1), 2)
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1)

1)
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图 2　各组细胞 TGF-β1、Smad3 及 Smad4 mRNA 表达水平

　　注：1）与空白对照组比较，P<0.05；2）与 IL-13

组比较，P<0.05
Figure 2　Expression levels of TGF-β1, Smad3 and Smad4 mRNA 

in each group of cells　　Note: 1) P<0.05 vs. blank control 
group; 2) P<0.05 vs. IL-13 group

图 3　各组细胞 TGF-β1 及 Smad4 蛋白表达检测
Figure 3　Determination of TGF-β1 and Smad4 protein expressions 

in each group of cells

TGF-β1

Smad4

β-actin

空白对照组
IL-13 组

低浓度 Dex 组

中浓度 Dex 组

高浓度 Dex 组

75 kD

50 kD

42 kD

表 2　各组细胞 TGF-β1 及 Smad4 蛋白表达水平（x±s）
Table 2　Expression levels of TGF-β1 and Smad4 protein in each 

group of cells（x±s）
　组别 TGF-β1 Smad4
空白对照组 1.000±0.022 1.000±0.044
IL-13 组 2.018±0.0951) 1.919±0.0151)

低浓度 Dex 组 1.968±0.0861) 1.810±0.0211), 2)

中浓度 Dex 组 1.825±0.0241), 2) 1.666±0.0321), 2)

高浓度 Dex 组 1.639±0.0431), 2) 1.580±0.0151), 2)

注：1）与空白对照组比较，P<0.05；2）与 IL-13 组比较，
P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. blank control group; 2) P<0.05 vs. IL-13 
group

3　讨　论

不 同 程 度 的 增 生 性 疤 痕 的 形 成 是 组 织 损 伤 修

复 不 可 避 免 的 结 果 ， 轻 微 的 疤 痕 疙 瘩 组 织 可 通 过
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塑 形 得 以 纠 正 ， 但 过 多 的 疤 痕 疙 瘩 组 织 难 以 通 过

简单的塑形予以解决[14-15]。胆道增生性疤痕的形成

意味着较高的BBS发病率。

成 纤 维 细 胞 是 组 织 损 伤 修 复 的 主 要 效 应

细 胞 。 组 织 损 伤 后 ， 成 纤 维 细 胞 迅 速 增 殖 并 分

化 为 肌 成 纤 维 细 胞 ， 分 泌 大 量 的 细 胞 外 基 质

（extracellular matrix，ECM）收缩及填补创面，

同时又分泌TGF -β1等多种细胞因子调控组织修复

过 程 [ 1 6 - 1 7 ]。 正 常 情 况 下 ， 当 创 面 被 完 全 表 皮 化 ，

组 织 修 复 过 程 趋 于 停 止 ， 成 纤 维 细 胞 及 肌 成 纤 维

细 胞 就 开 始 加 速 凋 亡 ， 细 胞 外 基 质 的 分 泌 就 明 显

减 少 ， 同 时 开 始 加 速 降 解 ； 病 理 情 况 下 ， 一 些 细

胞 因 子 表 达 异 常 ， 成 纤 维 细 胞 等 修 复 细 胞 过 度 增

殖 、 细 胞 外 基 质 过 度 积 聚 而 导 致 增 生 性 疤 痕 形

成。成纤维细胞是胆管疤痕修复及BBS形成的主要

效应细胞[3-4]。

TGF -β1是由成纤维细胞/肌成纤维细胞等细

胞 分 泌 的 细 胞 因 子 ， 在 调 控 细 胞 的 分 化 、 增 殖 、

肿 瘤 形 成 及 进 展 、 疤 痕 形 成 等 生 理 及 病 理 过 程 中

发挥了重要作用 [ 18]。胆管疤痕组织及疤痕成纤维

细胞中TGF -β1持续过表达，促使成纤维细胞过度

增 殖 并 转 化 为 肌 成 纤 维 细 胞 ， 从 而 分 泌 大 量 细 胞

外 基 质 ， 同 时 调 控 其 它 细 胞 因 子 的 分 泌 ， 引 起 瘢

痕形成，TGF -β1是目前已知的与胆管疤痕形成最

密切的细胞因子 [2-4,  10 ]。TGF -β1主要依赖于它与

TβRⅢ、TβRII及TβRI受体、Smad3/Smad2、

S m a d 4 、 S m a d 7 / S m a d 6 等 蛋 白 形 成 的 T G F -β 1 /

Smads通路发挥其生物学作用，该通路中，Smad3

及Smad2是R -Smad（受体Smad），Smad4是通用

Smad（co -Smad），Smad7及Smad6是抑制Smad

（I -Smad），该通路可自行通过正负反馈进行调

节 [18]。TGF -β1/Smads通路的主要成分TβRII、

TβRI、Smad4及TGF -β1等在胆管疤痕组织中均

明显高表达，提示TGF -β1/Smads通路在BBS形成

过程中可能发挥了重要作用[2]。目前治疗疤痕的重

要 措 施 之 一 就 是 调 控 疤 痕 组 织 及 其 成 纤 维 细 胞 中

TGF-β1/Smads通路的表达[19-20]。

IL -13有IL -13 Rαl和IL -13Rα2两种结构和功

能截然不同的受体，IL -13Rαl通过与IL -4 Rα结

合形成IL -13Rαl -IL -4Rα复合物参与IL -13的促纤

维化作用 [21]。IL -13在刺激成纤维细胞的迁移、增

殖及活化并最终引起器官纤维化过程中发挥了重要

作用[22]。IL-13通过调控气道成纤维细胞中TGF-β1

及基质金属蛋白酶2（matrix metalloproteinase 2）

的表达诱导I型胶原的产生[6]。并且IL -13在诱导气

道 成 纤 维 细 胞 产 生 I 型 胶 原 的 过 程 中 可 能 受 到 了

JAK/STAT6/PDGF/ERK1/2 MAPK通路的调控 [7]。

研究还发现，鼠疤痕组织中的IL -13的表达明显增

高，提示IL -13在疤痕形成过程中可能发挥了重要

作用 [23]。IL -13在调控人的皮肤及疤痕成纤维细胞

的胶原平衡过程中发挥了重要作用 [24]。IL -13通过

STAT6途径促进瘢痕成纤维细胞株胶原合成 [25]。

干扰素γ（IFN -γ）能抑制IL -13诱导的成纤维细

胞I型胶原蛋白mRNA和蛋白表达水平的上调，从

而抑制IL -13对成纤维细胞的纤维化作用 [12]。本实

验结果提示IL -13能上调胆管成纤维细胞TGF -β1/

Smads通路的TGF-β1、Smad3及Smad4的mRNA及

蛋白的表达（均P<0 .05），从而刺激胆管成纤维

细胞的增殖（P<0.05），提示IL -13可能通过活化

胆管成纤维细胞TGF -β1/Smads通路在胆管疤痕修

复及BBS形成过程中发挥了重要作用。

报 道 [ 8 - 9 ] 显 示 D e x 有 抑 制 疤 痕 成 纤 维 细 胞 增

殖 、 抑 制 疤 痕 形 成 等 作 用 ， 其 机 理 可 能 与 调 控

T G F -β 1 / S m a d s 信 号 转 导 通 路 等 因 素 有 关 。 笔

者 [ 1 3 ]的 前 期 研 究 结 果 也 提 示 D e x 能 抑 制 B B S 模 型

胆 管 成 纤 维 细 胞 的 增 殖 ， 调 控 B B S 模 型 胆 管 成 纤

维 细 胞 中 T G F -β 1 / S m a d s 信 号 转 导 通 路 的 表 达 。

本实验结果提示Dex（0.05~0.25 mg/mL）能下调

IL -13诱导的胆管成纤维细胞TGF -β1/Smads通路

的TGF -β1、Smad3及Smad4的mRNA及蛋白的表

达（均P<0.05），从而抑制IL -13诱导的胆管成纤

维细胞的增殖（P<0.05），提示Dex抑制BBS形成

的机理之一可能与它抑制IL -13对胆管成纤维细胞

TGF-β1/Smads通路的活化有关。

综 上 所 述 ， I L - 1 3 可 能 通 过 活 化 胆 管 成 纤 维

细 胞 T G F -β 1 / S m a d s 通 路 在 胆 管 疤 痕 修 复 及 B B S

形 成 过 程 中 发 挥 了 重 要 作 用 ， D e x 抑 制 B B S 形 成

的机理之一可能与它抑制IL -13对胆管成纤维细胞

TGF-β1/Smads通路的活化有关。
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