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A549 细胞上皮 - 间质转分化中差异表达基因的
生物信息学分析
杨果，李超，姚武，夏佳蕊，祁远梦，郝长付

郑州大学公共卫生学院尘肺病教研室，河南  郑州  450000

摘要 ：

［背景］ 在肺纤维化中，上皮 - 间质转分化（EMT）具有重要的作用。肺泡上皮细胞的 EMT 是
肌成纤维细胞的一个重要来源。而随着高通量测序技术的发展，利用生物信息学的分析筛
选 EMT 过程中的关键基因（Hub 基因）引起了学者们的关注。

［目的］　分析人肺泡Ⅱ型上皮细胞（A549 细胞）相关 EMT 过程中的差异表达基因，以此筛选
肺纤维化相关 EMT 过程中的 Hub 基因以及相关的关键信号通路，以期为肺纤维化相关的
EMT 研究提供新的思路。

［方法］　从美国国立信息中心的基因表达综合数据库下载芯片数据集 GSE17708，运用 R 语言
中的 limma 包进行差异表达基因的分析。采用 DAVID 6.8 对差异表达基因进行基因本体（GO）
富集分析和京都基因与基因组百科全书（KEGG）信号通路分析，并运用相互作用基因库检
索工具数据库和 Cytoscape 软件绘制蛋白质 - 蛋白质相互作用网络。利用 Cytoscape 软件中
的 CytoHubba 插件筛选 Hub 基因，最后通过实时荧光定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）技术对
A549 细胞相关 EMT 过程中的 Hub 基因进行验证。

［结果］　基于高通量测序芯片的筛选，55 个差异表达的基因主要参与的生物学途径包括胶原
蛋白分解代谢的过程、细胞迁移正调控、生长负调节、内皮细胞凋亡过程的负调控以及细
胞外基质组织 ；细胞组分的富集结果显示 55 个差异表达基因集中在胞外区和细胞外间隙 ；
分子功能的富集显示差异表达基因主要具有细胞外基质结构组成、肝素结合、磷脂酰丝氨
酸绑定、酶抑制剂的活动、纤连蛋白结合等功能。KEGG 结果表明，差异表达基因可能参与
细胞外基质受体相互作用、阿米巴类感染、黏着斑的形成、PI3K-Akt 信号通路、矿物质吸收、
血小板激活、补体及凝血级联反应、小细胞肺癌等信号通路。随后，通过最大团性中心方法
筛选出得分最高的前 8 个基因（THBS1、COL4A1、COL5A1、COL4A2、FGG、SERPINE1、LAMC2、
IGFBP5）作为 EMT 相关的 Hub 基因，qRT-PCR 结果显示 IGFBP5 在 A549 细胞中的表达丰度较
低，并且与对照组相比，TGF-β 刺激 A549 细胞 24 h 和 72 h 的差异并不明显。除 FGG 在 TGF-β
刺激 A549 细胞 24 h 的时候表达情况与筛选结果不一致外，其他 6 个 Hub 基因表达情况与筛
选结果一致。

［结论］　筛选出了 7 个与肺泡上皮细胞间质转分化相关的 Hub 基因，其中 FGG 表达下调，其
他基因表达上调。 
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Abstract: 

[Background] Epithelial mesenchymal transition (EMT) plays an important role in pulmonary 
fibrosis. EMT of alveolar epithelial cells is a major source of myofibroblasts. Bioinformatic analysis 
used to screen hub genes in EMT process has attracted the attention of scholars as the high-
throughput sequencing technology evolves.  

[Objective] This study is conducted to screen potential hub genes and related key signaling 
pathways in the EMT process related to pulmonary fibrosis by analyzing the genes differentially 
expressed during the EMT of human alveolar type II epithelial cells (A549 cells), aiming to provide 
new ideas for the study of EMT related to pulmonary fibrosis. 

基金项目
国家自然科学基金项目（81773404）

作者简介
并列第一作者。
杨果（1994—），女，硕士生 ；
E-mail ：1163256073@qq.com
李超（1996—），男，硕士生 ；
E-mail ：lichao@gs.zzu.edu.cn

通信作者
郝长付，E-mail ：haochangfu@126.com

伦理审批　已获取
利益冲突　无申报
收稿日期　2020-10-08
录用日期　2021-01-12

文章编号　2095-9982(2021)03-0245-09
中图分类号　R114
文献标志码　A

▲ 引用
杨果，李超，姚武，等 . A549 细胞上皮 - 间质
转分化中差异表达基因的生物信息学分析

［J］. 环 境 与 职 业 医 学，2021，38（3）：245-
253.

▲ 本文链接
www.jeom.org/article/cn/10.13213/j.cnki.jeom.2021.20467

Funding
This study was funded.

Correspondence to 
HAO Changfu, E-mail: haochangfu@126.com

Ethics approval　Obtained   
Competing interests　None declared
Received　2020-10-08
Accepted　2021-01-12

▲ To cite 
YANG Guo, LI Chao, YAO Wu, et al. Bioinformatics 
analysis on differentially expressed genes 
in epithelial-mesenchymal transition of 
A549 cells[J]. Journal of Environmental and 
Occupational Medicine, 2021, 38(3): 245-253.

▲ Link to this article
www.jeom.org/article/en/10.13213/j.cnki.jeom.2021.20467

DOI　10.13213/j.cnki.jeom.2021.20467

原创精选
Selected article



 | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2021, 38(3)246

www.jeom.org

[Methods] An GSE17708 dataset was downloaded from the Gene Expression Omnibus of the National Center for Biotechnology 
Information, and used to identify differentially expressed genes by limma package in R language. DAVID 6.8 was used to perform Gene 
Ontology (GO) enrichment analysis and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) signaling pathway analysis. An interaction 
gene database and Cytoscape software were used to draw protein-protein interaction (PPI) network. The hub genes were identified 
by the CytoHubba plugin of Cytoscape software. Finally, the hub genes in the process of EMT of A549 cells were verified by real-time 
fluorescence quantitative polymerase chain reaction (qRT-PCR).  

[Results] A total of 55 differentially expressed genes were screened out based on high-throughput chip screening. The GO enrichment 
results showed that 5 enriched GO terms fell in the biological process category, namely collagen catabolic process, positive regulation 
of cell migration, negative regulation of growth, negative regulation of endothelial cell apoptotic process, and extracellular matrix 
organization; 2 enriched terms in the cellular component category, mainly in extracellular region and extracellular space; and 5 enriched 
terms in the molecular function category, containing extracellular matrix structural constituent, heparin binding, phosphatidylserine 
binding, enzyme inhibitor activity, and fibronectin binding. The results of KEGG showed that differentially expressed genes were mainly 
involved in extracellular matrix-receptor interaction, amoebiasis, focal adhesion, PI3K-Akt signaling pathway, mineral absorption, platelet 
activation, complement and coagulation cascades, and small lung cell cancer. Subsequently, the top eight genes with the highest scores 
were determined as hub genes related to EMT through the maximal clique centrality (MCC) method: THBS1, COL4A1, COL5A1, COL4A2, 
FGG, SERPINE1, LAMC2, and IGFBP5. The qRT-PCR results showed that the abundance of IGFBP5 was lower and not significantly different 
in A549 cells after TGF-β stimulation for 24 h and 72 h compared with the control group. Except the expression of FGG, the expressions of 
the remaining 6 hub genes were consistent with the screening results of A549 cells after TGF-β stimulation for 24 h.

[Conclusion] Seven hub genes related to EMT are identified. The expression of FGG is down-regulated, and the expressions of THBS1, 
COL4A1, COL5A1, COL4A2, LAMC2 and SERPINE1 are up-regulated.

Keywords: A549 cell; epithelial mesenchymal transition; differentially expressed gene; bioinformatics; pulmonary fibrosis

肺纤维化是一种慢性、进行性和具有破坏性的肺
间质性疾病。在我国，肺纤维化的发生常与环境和职
业、高龄、吸烟等因素相关。各种致病因素导致肺泡
结构破坏、炎症细胞的浸润、成纤维细胞增殖和分化、
细胞外基质（extracellular matrix，ECM）异常沉积，从
而造成正常肺组织破坏，肺功能受损［1］。肺纤维化的
预后极差，治愈率非常低，确诊后患者的平均存活期
只有 3~5 年［2］。近年来，随着研究的不断深入，发现肺
上皮细胞的上皮 - 间质转分化（epithelial-mesenchymal 
transition，EMT）在肺纤维化发生过程中具有重要的
作用［3-4］。EMT 是指上皮细胞失去细胞紧密排列、缺
乏运动能力、具有基底极性等上皮细胞特性，进而转
化为具有细胞连接疏松，获得迁移能力以及丧失细胞
极性的间质细胞特性，它参与了肺纤维化相关疾病的
发 生 发 展［5］。转 化 生 长 因 子 -β（transforming growth 
factor-β，TGF-β）是一种促进纤维化的细胞因子，是导
致 EMT 发生的主要诱导剂，它能够通过 TGF-β1/Smads

通路、丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein 
kinase，MAPK）通路和 Wnt 通路等多个信号通路诱导
肺部 EMT 的发生［6］。A549 细胞保留了Ⅱ型肺泡上皮
细胞的重要特征，TGF-β 能够激活 A549 细胞并诱导其
EMT 的发生，而这种转变伴随着与肺纤维化进展有关
的功能变化［7］。TGF-β 诱导 A549 细胞发生 EMT 的体外
模型已经成为研究肺纤维化相关 EMT 的常用体外模
型［8］。因此，探究 TGF-β 刺激 A549 细胞相关 EMT 过程

中差异表达基因，能够帮助了解肺纤维化相关 EMT 过
程中起到关键作用的基因，本研究选取基因表达综合
数据库（Gene Expression Omnibus，GEO）中的基因芯
片数据集 GSE17708，通过生物信息学的方法对 EMT

过程中的差异表达基因进行筛选，而后找出 EMT 过程
相关的关键基因（Hub 基因）并进行相应实验验证，以
检验这些 Hub 基因的差异表达与芯片中的趋势是否一
致，从而进一步认识 EMT 在肺纤维化过程的作用，为
肺纤维化相关 EMT 的研究提供参考。

1   材料与方法
1.1   芯片数据来源

芯 片 数 据 集 来 自 美 国 国 立 信 息 中 心（National 
Center for Biotechnology Information，NCBI）创立的
GEO 数 据 库（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）中 的
数据集 GSE17708，该芯片被纳入研究的原因 ：①包含
多个时间点的数据，非单一时间点的测序数据 ；②该
数据集中的样本多为 3 个重复样本，可靠性较强。芯
片 信 息 平 台 为 GPL570［HG-U133_Plus_2］Affymetrix 
Human Genome U133 Plus 2.0 Array。该 数 据 集 包 含
26 个样本，分为 9 组，即用 5 ng·mL-1 TGF-β 刺激 A549 细
胞 0、0.5、1、2、4、8、16、24、72 h。除 2 h 组 只 有 2 个
重复外，其他组均为 3 个重复样本。5 ng·mL-1 TGF-β 刺
激 A549 细胞时间小于 24 h，倒置相差显微镜下观察到
A549 细胞并未发生明显形态学上的变化。考虑到刺
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激时间较短，其诱发 EMT 过程并不理想，因此本研究
选择 0、24、72 h 三组，共 9 个样本。
1.2   数据预处理及差异表达基因的筛选

运用 Perl 语言将探针名称转化为基因名称，随
后采用 R 语言中的 limma 包，以校正后的 P < 0.05 和
log2 基因表达值倍数变化（log2FC）的绝对值 > 1 为筛
选条件，分别筛选出 TGF-β 刺激 A549 细胞 24、72 h 与
对照组（0 h）相比的差异表达基因，随后通过 FunRich

（http://www.funrich.org/）软件进行交集分析得到共
同的差异表达基因。
1.3   基因本体论（Gene Ontology，GO）富集分析和
京都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes，KEGG）信号通路分析

采 用 DAVID 6.8（https://david.ncifcrf.gov）对 差 异
表达基因进行 GO 富集分析和 KEGG 信号通路分析。
GO 富集分析从生物学途径、细胞组分、分子功能三个
方面对基因进行分类注释，KEGG 信号通路用以寻找
EMT 相关重要的信号通路。
1.4   蛋 白 质 - 蛋 白 质 相 互 作 用（protein-protein 
interaction，PPI）网络的构建及 Hub 基因的筛选

运用相互作用基因库检索工具（search tool for the 
retrieval of interacting genes，STRING）数据库（https://

string-db.org）构建差异表达基因的 PPI 网络，以中等
可信度（交互作用评分 > 0.4）作为筛选的标准［9］。随
后采用 Cytoscape V3.7.1 对差异表达基因的 PPI 网络进
行可视化，并选取其中的 CytoHubba 插件通过采用最
大团性中心（maximal clique centrality，MCC）方法将
评分较高的基因作为 Hub 基因［10-11］。
1.5   实时荧光定量聚合酶链式反应（quantitative 
real-time PCR，qRT-PCR）验证 EMT 相关转分化指
标和 Hub 基因

A549 细胞购买于中国科学院细胞库。将细胞培
养在含体积分数为 10% 的胎牛血清、100 mg·L-1 链霉素
以及 1.0×105 U·L-1 青霉素的 RIPM 1640（美国 Thermo）
完全培养基中，放置在体积分数为 5% 的二氧化碳、
37℃恒温无菌细胞培养箱中。A549 细胞以 2×105 个每
孔铺于 6 孔板中，实验分为对照组和 TGF-β 处理组，
用 5 ng·mL-1 TGF-β 分别刺激 24、48、72 h 后采用 Trizol

试剂（日本 TaKaRa）提取总 RNA，采用 PrimeScript™RT 
reagent Kit with gDNA Eraser 试剂盒（日本 TaKaRa）进
行反转录，并用 TB Green™ Premix Ex Taq™ II 试剂盒（日
本 TaKaRa）进行实时荧光定量，用以验证 EMT 相关转

分化指标和 Hub 基因。EMT 相关转分化指标选择上皮
细胞的标志物 E- 钙黏蛋白（E-cadherin，E-cad）和间质
细胞的标志物波形蛋白（vimentin，VIM），用以判断
TGF-β 刺激 A549 细胞后是否诱发了 EMT。首先，qRT-

PCR 检测 24 h 和 72 h 转分化指标以及 THBS1、COL4A1、 

COL5A1、 COL4A2、FGG、SERPINE1、LAMC2、 IGFBP5 的
表达。而后，qRT-PCR 检测 48 h 转分化指标和 THBS1、
COL4A1、COL5A1、COL4A2、FGG、SERPINE1、LAMC2 的
表达。引物由上海生工生物有限公司合成，引物序列
如表 1。数据采用 2-ΔΔCt 法进行处理，并采用 SPSS 21.0

分析数据，检验水准为 α=0.05（双侧）。

表 1   qRT-PCR 引物序列
Table 1   qRT-PCR primer sequence

基因
Gene

正向引物（5’ → 3’）
Forward

反向引物（5’ → 3’）
Reverse

THBS1［12］ GCT CCA GTC CTA CCA GTG TC TCA GTC ACT TGC GGA TGC T 

FGG［13］ TTA TTG TCC AAC TAC CTG TGG C GAC TTC AAA GTA GCA GCG TCT AT 

LAMC2［14］ TAC CAG AGC CAA GAA CGC TG CGC AGT TGG CTG TTG ATC TG 

SERPINE1［15］ CCG CCT CTT CCA CAA ATC AG AAT GTT GGT GAG GGC AGA GA 

COL4A1［16］ TGT GGG CCA GCC AGG CAT TG CAG GGG GTC CGA TCG CTC CA

COL5A1［17］ GCC CGG ATG TCG CTT ACA G AAA TGC AGA CGC AGG GTA CAG

COL4A2［16］ AGG GTC GCA GGG AGA GCT GG TGG GCC TCG TTC CCC TGG AG 

IGFBP5 GGA GGA GCC GAG AAC ACT G GCG AAG CCT CCA TGT GTC

E-cad AGG ATG ACA CCC GGG ACA AC TGC AGC TGG CTC AAG TCA AAG

VIM CCT TGA ACG CAA AGT GGA ATC GAC ATG CTG TTC CTG AAT CTG AG

GAPDH GCA CCG TCA AGG CTG AGA AC TTG TGA AGA CGC CAG TGG A

2   结果
2.1   差异表达基因的筛选

TGF-β 刺激 A549 细胞 24 h，共筛选出差异表达基因
67 个，其中上调 47 个，下调 20 个，热图如图 1A 所示。
刺激 72 h，共筛选出差异表达基因 100 个，其中上调
48 个，下调 52 个，热图见图 1B。分别取 24 h 和 72 h 上
调表达基因以及下调表达基因的交集，去除 3 个非编
码基因等未在数据库中识别的基因名称，最终得到差
异表达基因 55 个，其中上调 35 个，下调 20 个，见表 2。
2.2   差异表达基因的 GO 富集分析

对上述得到的 55 个差异表达基因进行 GO 富集
分析，结果显示 ：55 个差异表达基因主要参与的生
物学途径包括胶原蛋白分解代谢的过程、细胞迁移正
调控、生长负调节、内皮细胞凋亡过程的负调控以及
ECM 组织 ；细胞组分的富集结果显示 55 个差异表达
基因集中在胞外区和细胞外间隙 ；分子功能的富集显
示差异表达基因主要具有 ECM 结构组成、肝素结合、
磷脂酰丝氨酸绑定、酶抑制剂的活动、纤连蛋白结合
功能。见图 2。



 | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2021, 38(3)248

www.jeom.org

［注］A ：24 h ；B ：72 h。红色为上调基因，绿色为下调基因。标记基因为表达差异有统计学意义的基因。横坐标为基因芯片中样本的编号，纵坐标
为基因名称。

［Note］ A: 24 h; B: 72 h. Up-regulated genes are red, and down-regulated genes are green. The genes displayed are those with significant differences. The 
abscissa represents the number of samples in the gene chip, and the ordinate represents the gene symbol with significant differences.

图 1   差异表达基因热图
Figure 1   Heat map of differentially expressed genes

表 2   共表达的差异表达基因 
Table 2   Co-expressed differentially expressed genes

表达趋势（Regulation） 基因名称（Gene symbol）
上调（Up-regulation）

（n=35）
IL11、CORO2B、FRMD6、IGFL1、SLN、SCG5、RASGRP1、IGFBP5、GJA1、THBS1、SLAMF9、LAMC2、SLC16A2、PODXL、ANGPTL4、KANK4、
COL4A1、PPP1R14C、SERPINE1、PLEK2、DHRS2、COL5A1、SNAI2、MBOAT2、COL4A2、MMP10、IGFBP7、CCDC80、SPOCK1、LCE3D、
MT1H、MT1X、MT1HL1、EGR2、MT1F

下调（Down-regulation）
（n=20）

ALDH3A1、AGR2、INHBB、C9orf152、CCL20、CYP4F3、ANXA13、TM4SF20、CYP4F11、TSPAN7、CXCL16、FGG、TSPAN8、CP、FGB、SLC51B、
RARRES1、KIT、RTN4RL2、ADH6

［注（Note）］Extracellular matrix structural constituent 为细胞外基质结构组成，Heparin binding 为肝素结合，Phosphatidylserine binding 为磷脂酰丝
氨酸绑定，Enzyme inhibitor activity 为酶抑制剂的活性，Fibronectin binding 为纤连蛋白结合，Platelet alpha granule lumen 为血小板 - 阿尔法颗
粒管腔，Fibrinogen complex 为纤维蛋白原复杂，Extracellular matrix 为细胞外基质，Extracellular region 为胞外区，Extracellular space 为细胞
外间隙，Cellular response to cadmium ion 为细胞对镉离子的反应，Collagen catabolic process 为胶原蛋白分解代谢的过程，Positive regulation 
of cell migration 细胞迁移正调控，Negative regulation of growth 为生长负调节，Negative regulation of endothelial cell apoptotic process 为内
皮细胞凋亡过程的负调控，Extracellular matrix organization 为细胞外基质组织。BP ：生物学途径（Biology process）；CC ：细胞组分（Cellular 
component）；MF ：分子功能（Molecular function）。

图 2   差异表达基因的 GO 功能注释
Figure 2   GO functional annotation of differentially expressed genes

A B
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2.3   差异表达基因的 KEGG 信号通路分析
对差异表达基因进行 KEGG 信号通路分析如图 3

所示。结果显示，55 个差异表达基因主要参与的信号

通路包括 ECM 受体相互作用、阿米巴类感染、黏着斑
的形成、PI3K-Akt 信号通路、矿物质吸收、血小板激
活、补体及凝血级联反应、小细胞肺癌。 

［注（Note）］ECM-receptor interaction 为细胞外基质受体相互作用，Amoebiasis 为阿米巴类感染，Focal adhesion 为黏着斑的形成，PI3K-Akt signaling 
pathway 为 PI3K-Akt 信号通路，Mineral absorption 为矿物质吸收，Platelet activation 为血小板激活，Complement and coagulation cascades 为补
体及凝血级联反应，Small cell lung cancer 为小细胞肺癌。

图 3   差异表达基因的 KEGG 信号通路
Figure 3   KEGG signaling pathway of differentially expressed genes

2.4   差异表达基因的 PPI 网络构建及 Hub 基因的
筛选

STRING 数据库（https://string-db.org）用于构建差
异表达基因的蛋白互作网络，除去涣散的链接以及孤
立点，绘制 PPI 网络，如图 4 所示。网络中共包含 27 个
差异表达基因，表达上调的差异表达基因为 18 个，
表达下调的基因为 9 个。采用的 CytoHubba 插件中的
MCC 法筛选 PPI 网络中的 Hub 基因，其结果如图 5 所
示。评分较高的基因分别为 THBS1、COL4A1、COL5A1、
COL4A2、FGG、SERPINE1、LAMC2、IGFBP5。

 

［注］红色为上调的差异表达基因，绿色为下调的差异表达基因，连线
代表基因之间存在相互作用。

［Note］Up-regulated genes are red, and down-regulated genes are green. 
The lines represent interactions between genes.

图 4   差异表达基因的 PPI 网络
Figure 4   PPI network of differentially expressed genes

［注］红色为 MCC 法计算出的得分较高，橙色次之，蓝色为得分较低的
基因。

［Note］The score is calculated by the MCC method. Red represents a 
higher score, followed by orange, and blue represents a lower 
score.

图 5   Hub 基因相关的 PPI 网络
Figure 5   PPI network of hub genes

2.5   qRT-PCR 验证 Hub 基因和 EMT 相关转分化指标
首 先，通 过 qRT-PCR 测 定 了 EMT 相 关 转 分 化 指

标的表达。E-cad 的表达在 24、72 h 均下调，VIM 表达
在 24、72 h 均上调（如图 6）。这说明 TGF-β 刺激 A549

细胞后发生了 EMT 的过程。随后，qRT-PCR 结果显示
IGFBP5 在 A549 细胞中的丰度较低，并且与对照组相
比，TGF-β 刺激 A549 细胞 24 h 和 72 h 的差异并不明显。
因此，对上述前 7 个 Hub 基因的表达情况进行了验证，
除了 FGG 在 24 h 表达上调与芯片结果不符，其他基因
的表达趋势均与芯片数据一致（如图 6）。除此之外，
进一步检测 TGF-β 刺激 A549 细胞 48 h 时 EMT 相关转
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分化指标的表达和上述 7 个 Hub 基因的表达情况（如
图 6）。

［注］* ：与对照组相比，P < 0.05。E-cad 为 E- 钙黏蛋白，VIM 为波形蛋
白，THBS1 为血小板反应蛋白 -1 基因，COL4A1 为Ⅳ型胶原蛋白
α1 基因，COL5A1 为Ⅴ型胶原蛋白 α1 基因，COL4A2 为Ⅳ型胶原
蛋白 α2 基因，FGG 为人纤维蛋白原 γ 链抗体基因，SERPINE1 为
丝氨酸蛋白酶抑制蛋白 E1 基因，LAMC2 为层粘连蛋白 γ2 基因，
IGFBP5 为胰岛素样生长因子结合蛋白 5 基因。

［Note］ * : Compared with the control group, P < 0.05. E-cad: E-cadherin, 
VIM: vimentin, THBS1: thrombospondin-1 gene, COL4A1: collagen 
alpha-1(IV) chain gene, COL5A1: collagen alpha-1(V) chain gene, 
COL4A2: collagen alpha-2(IV) chain gene, FGG: fibrinogen gamma 
chain gene, SERPINE1: serpin family E member 1 gene, LAMC2: 
laminin subunit gamma 2 gene, IGFBP5: insulin like growth factor 
binding protein 5.

图 6   qRT-PCR 验证 EMT 相关转分化基因和 Hub 基因
Figure 6   qRT-PCR verification of EMT-related transition genes and 

hub genes

3   讨论
肺纤维化是一种慢性、进行性和具有破坏性的肺

间质性疾病。环境和职业、高龄、吸烟等因素都会影响
肺纤维化的发生。肺纤维化预后差，治愈率低，发病原
因并不明确。随着研究的不断深入，上皮间质转化被
证实在肺纤维化的发生过程中具有重要的作用［18］。而
TGF-β 是导致 EMT 的主要诱导剂［19］。因此本研究选用
TGF-β 处理的肺泡Ⅱ型上皮细胞的基因芯片数据，以
此来筛选肺纤维化相关 EMT 过程中具有差异表达的
基因。

本研究共筛选和验证了 7 个差异表达基因—
THBS1、COL4A1、COL5A1、COL4A2、FGG、LAMC2、
SERPINE1。THBS1 是血小板反应蛋白家族中的一员，它
是一种多功能蛋白，具有不同的功能和结构域且具有
多种生物活性。在组织生物发生和重塑中，THBS1 调节
细胞表型和细胞外结构，是被识别的第一构件［20］。已有
文献报道 THBS1 是 TGF-β 的主要生理激活剂，它是 EMT

的有效激发剂［21-23］。研究表明，在结直肠癌中，THBS1

通过增强癌细胞 EMT 促进它的迁移和侵袭［24］。而在
另一项关于黑色素瘤研究中发现，THBS1 能够激活
TGF-β1 来促进黑色素瘤的 EMT［25］。由此可见，THBS1

在 EMT 的过程中发挥着重要的作用，这一点在本研究
中得到了相应的证实。

IV 型胶原蛋白是基底膜中最丰富和必需的成分。
基底膜是 ECM 的一种特殊形式，由 IV 型胶原蛋白、层
粘连蛋白、纤连蛋白组成［26］。在某些器官的纤维化病
变中可见 IV 型胶原蛋白异常沉积，如在特发性间质
肺炎的早期纤维化过程中，IV 型胶原蛋白被证实具有
异常的沉积，并能够促进成纤维细胞迁移以及增加黏
着斑激酶的磷酸化［27］。在 EMT 相关研究中，COL4A1

被证实参与 EMT 过程。研究表明在膀胱尿路上皮癌
中，COL4A1 链激活细胞内蛋白激酶 B（protein kinase 
B，PKB，也称 AKT）信号传导途径从而触发 EMT［28］。
COL4A2 链在 EMT 中的作用并未见相关报道，但在本研
究中发现 COL4A2 链的上调趋势明显。随着生物信息学
的发展，更多与 EMT 相关的 Hub 基因可能被筛选出来，
而 COL4A1 链和 COL4A2 链可能会在 EMT 相关研究中的
重要意义。V 型胶原蛋白是肺中的次要胶原，被隔离在
I 型胶原（主要的肺胶原）的原纤维中［29］。它被认为是
正常肺中的一种隔离抗原，位于血管周围和支气管周
围的结缔组织中。先前的研究表明特发性肺纤维化期
间肺中 V 型胶原蛋白过表达，并且 V 型胶原蛋白相关
的免疫反应在肺纤维化的发病机理中起关键作用［30］。
在一项关于闭塞性细支气管炎研究中表明，白细胞
介素 17（interleukin 17，IL17）能够让作为自身抗原的
COL5A1 表达上调，从而导致其异常沉积，促进 EMT 的
发生［31］。而在另一项研究中发现在特发性肺纤维化患
者的肺中，miR-185 和 miR-186 除了能够调节 COL5A1，
还可以防止 TGF-β 诱导的 V 型胶原蛋白表达和 EMT［32］。
因此 IV 型和Ⅴ型胶原蛋白都可能在肺纤维化相关的
EMT 中发挥重要作用。

纤维蛋白原是一种二聚体蛋白，由三对分别称
为 α、β 和 γ 的多肽链组成，分别由纤维蛋白原 α 链

（FGA）、纤维蛋白原 β 链（FGB）和纤维蛋白原 γ 链（FGG）
三种不同的基因编码。FGG 参与纤维蛋白原的形成和
功能的调节。纤维蛋白原在血液凝固、纤维蛋白溶解、
细胞和基质相互作用、炎症和伤口愈合中起重要作
用［33］。在肝细胞癌中，FGG 通过激活 EMT 增强肝细胞
癌细胞的迁移和侵袭［13］。

层粘连蛋白是重要的 ECM 的组成成分之一，主要
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在神经视网膜、骨骼或上皮细胞的 ECM 中积累。层粘
连蛋白 5 是由 α3（LAMA3）、β3（LAMB3）和 γ2（LAMC2）
三种亚基构成。在 ECM 中，层粘连蛋白 5 由上皮细胞
特异性表达，并与细胞表面整联蛋白相互作用［34］。
LAMC2 仅存在于层粘连蛋白 5 中，它作为层粘连蛋白
5 分子中的独特链，在层粘连蛋白 5 的生理功能中起
主要作用［35］。在胰腺癌的发生过程中，LAMC2 被发现
与胰腺癌细胞 EMT 有关［36］。在肺癌中，LAMC2 通过诱
导 EMT 促进肺腺癌细胞中的迁移、侵袭和转移［37］。在
胆管癌中，LAMC2 表达增加时，胆管癌组织中的 EMT

被激活［38］。由此可见 LAMC2 与 EMT 过程具有相关性。
SERPINE1 也 称 为 纤 溶 酶 原 激 活 物 抑 制 剂 1 型，

是参与 ECM 重组和细胞黏附的重要调控蛋白，它是
丝氨酸蛋白酶抑制剂超家族的成员，是纤溶酶原激
活系统的主要调节剂［39］。上皮性卵巢癌中，增加的
SERPINE1 表达能够诱导上 EMT，而 SERPINE1 的低甲
基化也参与了这一过程［40］。而在缺氧诱导的乳腺癌
细胞 EMT 过程中 SERPINE1 表达增加［41］。同样，在胃
癌中 SERPINE1 能够通过调节 EMT 促进肿瘤细胞的增
殖、迁移和侵袭［42］。但其在肺纤维相关 EMT 中是否
具有重要作用未见相关报道，可能由于目前肺纤维化
相关的 EMT 研究还处在一个探索状态，需要借助测
序技术等生物信息学的手段去发现更多起到关键作
用的基因。此外，在 A549 细胞中的 IGFBP5 的丰度较
低，并且 TGF-β 刺激 A549 细胞 24 h 和 72 h 后与对照
组相比差异并不明显，这可能是 IGFBP5 的丰度较低
对检测的准确度造成了影响。

综上，本研究从 TGF-β 刺激 A549 细胞的芯片数据
中筛选并验证了出了 7 个 Hub 基因。THBS1、COL4A1、
COL5A1、COL4A2、LAMC2、SERPINE1 均 具 有 差 异 表 达
并且趋势与芯片结果一致，FGG 基因在 72 h 与芯片结
果一致，但在 TGF-β 刺激 A549 细胞 24 h 时的趋势与芯
片结果不一致。在 24 h 时，芯片中 FGG 基因的 log2FC 仅
为-1.07，下调并不明显，这可能是实验结果与芯片趋
势不符的重要原因。这些基因能够帮助发现更多在肺
纤维化 EMT 过程中起关键作用的基因。然而，本研究
并没有涉及深层次的机制探索，没有发掘 Hub 基因之
间的潜在关联。但是，对于了解在 EMT 的过程中起到
调控作用的基因具有参考意义。
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