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摘要　目的　研究在转化生长因子 β１（ＴＧＦ-β１）诱导肺泡
上皮细胞间质转化（ＥＭＴ）进程中 ｌｎｃＳＩＬ的作用及其相关信
号通路。方法　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法研究沉默 ｌｎｃＳＩＬ后对
ＴＧＦ-β１诱导 ＥＭＴ进程中细胞标志蛋白 Ｅ-钙黏蛋白（Ｅ-
ｃａｄ）、α-平滑肌肌动蛋白（α-ＳＭＡ）和Ⅰ型胶原蛋白（ＣｏｌⅠ）
表达的影响；通过ＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎ分析ｌｎｃＳＩＬ相互作用蛋白，
并检测过表达或沉默ｌｎｃＳＩＬ后对其靶基因组蛋白赖氨酸 Ｎ-
甲基转移酶（ＥＺＨ２）以及下游因子Ｐ２１蛋白（Ｐ２１）和细胞周
期蛋白依赖性激酶６（ＣＤＫ６）表达的影响，并结合流式细胞
术分析ｌｎｃＳＩＬ对细胞周期进程的作用。结果　沉默 ｌｎｃＳＩＬ
后，间质细胞标志蛋白 α-ＳＭＡ和 ＣｏｌＩ表达升高，肺泡上皮
细胞标志蛋白Ｅ-ｃａｄ表达下降；ＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎ实验结果显示
ＥＺＨ２是与 ｌｎｃＳＩＬ相互作用的靶蛋白，并且沉默 ｌｎｃＳＩＬ后
ＥＺＨ２表达升高，其下游基因 Ｐ２１表达下调，ＣＤＫ６表达上
调，同时Ｓ期细胞的数量显著升高；过表达 ｌｎｃＳＩＬ时，ＥＺＨ２
与ＣＤＫ６表达下调，Ｐ２１表达上调，同时Ｓ期细胞的数量明显
降低。结论　ｌｎｃＳＩＬ通过负向调控ＥＺＨ２／Ｐ２１／ＣＤＫ６信号通
路抑制细胞周期进程进而抑制 ＴＧＦ-β１诱导的肺泡上皮细
胞向间质转化。

关键词　ｌｎｃＳＩＬ；长链非编码ＲＮＡ；特发性肺纤维化；上皮细
胞间质转化；转化生长因子 β１；Ｚｅｓｔｅ同源物增强子２；细胞
标志蛋白
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　　特发性肺纤维化（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，
ＩＰＦ）是一种慢性、间质性肺病，其平均生存时间只有
２～４年，被称为“类肿瘤”［１］。研究［２－３］显示 ＩＰＦ的
主要特征是肺泡上皮细胞变异，后期肺组织异常修

复等病变。肺泡上皮细胞在转化生长因子 β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ-β１，ＴＧＦ-β１）的刺激下会
逐渐失去上皮细胞的特性，转化为具有间充质细胞

表型和特性，这一进程被称为肺泡上皮细胞间质转

化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ-ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）［４］。研究
表明ＥＭＴ与ＩＰＦ发病具有重要的关系。
　　近年的研究［５－７］表明长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇ
ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）在多种细胞进程中发挥重
要的调控作用，如细胞迁移、侵袭、凋亡等。ｌｎｃＳＩＬ
（ＡＫ００４４１８）是突触极蛋白２（ＳＹＮＰＯ２）基因的第４
个内含子，具有抑制肌肉细胞发育的作用［８］，课题

组前期研究结果表明 ｌｎｃＳＩＬ能够抑制肺泡上皮细
胞的增殖和迁移［９］，并且发现 ｌｎｃＳＩＬ在 ＴＧＦ-β１诱
导的ＥＭＴ进程中表达降低，过表达ｌｎｃＳＩＬ能够抑制
间质细胞标志蛋白α-平滑肌肌动蛋白（ａｌｐｈａ-ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，α-ＳＭＡ）和Ⅰ型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，
ＣｏｌⅠ）的表达，促进肺泡上皮细胞标志蛋白Ｅ-钙黏
蛋白（Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅ-ｃａｄ）的表达［１０］。为了更深入地

分析ｌｎｃＳＩＬ在 ＴＧＦ-β１诱导 ＥＭＴ进程中的作用及
其相关信号通路，本研究通过分析沉默 ｌｎｃＳＩＬ后相
关细胞标志蛋白的表达变化，进一步验证 ｌｎｃＳＩＬ的
作用；并通过 ＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎ检测 ｌｎｃＳＩＬ的靶蛋白，
通过分析过表达或沉默 ｌｎｃＳＩＬ后其靶蛋白组蛋白
赖氨酸 Ｎ-甲基转移酶（ｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｚｅｓｔｅｈｏｍｏｌｏｇ２，
ＥＺＨ２）及其下游基因 Ｐ２１和 ＣＤＫ６的表达变化，并
结合细胞周期进程的变化情况探讨 ｌｎｃＳＩＬ在 ＴＧＦ-
β１诱导ＥＭＴ进程中的作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料　
１．１．１　细胞　Ａ５４９细胞株购自上海生物科学研究
所细胞库，使用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（含１０％小牛血清）的
培养液，于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养，倒置显
微镜观察细胞形态。

１．１．２　主要试剂　ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ３０００转染试剂
盒、ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取试剂盒、ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ-ｃｏｕｐｌｅｄ
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Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养
基（美国 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ公司），小牛血清（批号：
ＣＡ２１，中国杭州四季青生物有限公司），引物由上海
生工生物工程有限公司合成，ｓｉＲＮＡ序列由广州锐
博生物技术有限公司化学合成，抗体 ＣｏｌⅠ、α-
ＳＭＡ、ＥＺＨ２、Ｅ-ｃａｄ、ＨＲＰ标记二抗（美国 Ａｂｃａｍ公
司），抗体Ｐ２１、ＧＡＰＤＨ（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），抗体
ＣＤＫ６（美国ＢＯＳＴＥＲ公司）。
１．１．３　主要仪器　细胞培养箱（ＨＥＲＡｃｅｌｌ１５０ｉ）、
核酸蛋白分析仪（ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司，微孔板化学发光仪（ＬＢ９６０Ｃｅｎｔｒｏ）购自德国
Ｂｅｒｔｈｏｌｄ公司，荧光定量 ＰＣＲ仪（ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０
ＩＩ）购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司，高速冷冻离心机（Ａｌｌｅｇｒａ
Ｘ-３０Ｒ）购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司，垂直电泳仪（Ｐｏｗｅｒ
ＰａｃＨＣ）购自美国 Ｂｉｏ-Ｒａｄ公司。
１．２　细胞转染　将 ｌｎｃＳＩＬ克隆到 ｐＣＭＶ-ＳＰＯＲＴ６
载体获得重组质粒，使用 Ｌｉｐｏ３０００转染试剂盒将其
转染到肺泡上皮细胞 Ａ５４９细胞中，同时设立空载
体阴性对照，转染４～６ｈ后加入诱导剂 ＴＧＦ-β１（５
μｍｏｌ／Ｌ），２４、４８ｈ后收集细胞。设计并合成 ｌｎｃＳＩＬ
的ＳｉＲＮＡ（ＣＡＡＴＴＧＴＡＡＴＡＧＴＣＡＡＴＡＡ）。转染后加
入诱导剂ＴＧＦ-β１（５μｍｏｌ／Ｌ），２４、４８ｈ后收集细胞。
１．３　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅ-ＰＣＲ，ＲＴ-
ＰＣＲ）　使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取各组分细胞的总
ＲＮＡ，根据逆转录试剂盒说明书的步骤要求合成
ｃＤＮＡ，使用荧光定量ＰＣＲ试剂盒ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ-ｂａｓｅｄ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ对目的基因进行定量分析。按照说
明书步骤进行操作，采用两步法，每组设置 ３个复
孔，样品重复检测３次。以 ＧＡＤＰＨ为内参，根据公
式２－ΔΔＣＴ进行定量分析。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　使用细胞裂解缓冲液裂解细胞
样品获得细胞的总蛋白，使用ＢＣＡ蛋白检测试剂盒

测定蛋白浓度。１００℃变性 １０ｍｉｎ后经过 １２％
ＳＤＳ-ＰＡＧＥ电泳分离，然后转移到 ＰＶＤＦ膜上，用
５％脱脂奶粉的封闭液于室温封闭１～２ｈ，随后加入
一抗（ＣｏｌⅠ：１∶１０００，α-ＳＭＡ：１∶１０００，ＥＺＨ２：
１∶１０００，Ｐ２１：１∶５００，Ｅ-ｃａｄ：１∶１０００，ＣＤＫ６：１∶
５００，ＧＡＰＤＨ：１∶５０００）４℃封闭过夜，次日加入对
应的二抗室温封闭３０ｍｉｎ，最后经ＥＣＬ显色后分析
结果。

１．５　ＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎ　生物素标记ｌｎｃＳＩＬ与提取的
细胞的总蛋白在室温下作用１ｈ，然后加入链霉亲和
素偶联的磁珠（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ-ｃｏｕｐｌｅｄＤｙｎａｂｅａｄｓ）室温
孵育１ｈ，使用洗脱液洗涤，最后对上样液（ｉｎｐｕｔ）、洗
脱液（ｌｎｃＳＩＬ）和磁珠（ｂｅａｄｓ）进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定。
１．６　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１９.０软件对实验所有
数据进行统计分析，组间差异比较采用 ｔ检验，以 Ｐ
＜０.０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　沉默 ｌｎｃＳＩＬ对 ＴＧＦ-β１诱导 ＥＭＴ进程的影
响　在 ＴＧＦ-β１诱导 ＥＭＴ的进程中，沉默 ｌｎｃＳＩＬ
后，Ｅ-ｃａｄ表达下调，α-ＳＭＡ和 ＣｏｌＩ表达上调（图
１Ａ）；在未进行 ＴＧＦ-β１诱导的对照组细胞中，沉默
ｌｎｃＳＩＬ后 ３种标志蛋白的表达变化与诱导组一致
（图１Ｂ）。说明ｌｎｃＳＩＬ具有抑制ＥＭＴ的作用。
２．２　ｌｎｃＳＩＬ对靶蛋白 ＥＺＨ２表达的影响　为进一
步验证 ＥＺＨ２是否为 ｌｎｃＳＩＬ的蛋白伴侣，使用 ｌｎｃ-
ＳＩＬ为探针，进行 ＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎ实验，并通过 Ｗｅｓｔ-
ｅｒｎｂｌｏｔ证明 ＥＺＨ２是 ｌｎｃＳＩＬ的结合蛋白（图２Ａ）。
在此基础上，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了在 ＴＧＦ-β１诱
导ＥＭＴ进程中沉默或过表达 ｌｎｃＳＩＬ后 ＥＺＨ２蛋白
的表达变化。结果显示：ＴＧＦ-β１诱导组（ＮＣ＋
ＴＧＦ）中ＥＺＨ２的表达量与对照组（ＮＣ）相比明显升

图１　沉默或过表达ｌｎｃＳＩＬ后细胞中标志蛋白表达的变化

　　Ａ：在ＴＧＦ-β１诱导ＥＭＴ的进程中沉默ｌｎｃＳＩＬ后细胞中标志蛋白表达的变化；Ｂ：未进行ＴＧＦ-β１诱导的细胞中沉默ＬｎｃＳＩＬ后细胞中标志蛋

白表达的变化；与对照组（ＮＣ＋ＴＧＦ）比较：**Ｐ＜０.０１；与对照组（ＮＣ）比较：*Ｐ＜０.０５
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高；当直接沉默ｌｎｃＳＩＬ后，沉默组（Ｓｉ-ＳＩＬ）与对照组
（ＮＣ）相比，ＥＺＨ２蛋白的表达量也明显升高，并且
沉默组（Ｓｉ-ＳＩＬ）与ＴＧＦ-β１诱导组（ＮＣ＋ＴＧＦ）相比
ＥＺＨ２的表达水平相似；当ＴＧＦ-β１诱导的同时沉默
ｌｎｃＳＩＬ后，ＴＧＦ-β１诱导 ＋沉默组（Ｓｉ-ＳＩＬ＋ＴＧＦ）与
ＴＧＦ-β１诱导组（ＮＣ＋ＴＧＦ）相比 ＥＺＨ２的表达量显
著升高（图２Ｂ）。说明ＴＧＦ-β１诱导能够促进 ＥＺＨ２
蛋白的表达，沉默 ｌｎｃＳＩＬ表达也能够促进 ＥＺＨ２的
表达，并且沉默 ｌｎｃＳＩＬ与 ＴＧＦ-β１诱导同时进行具
有加成作用。

　　当直接过表达 ｌｎｃＳＩＬ时，过表达组（ｌｎｃＳＩＬ）与
对照组（ＮＣ）相比 ＥＺＨ２的表达量明显降低；当
ＴＧＦ-β１诱导的同时过表达 ｌｎｃＳＩＬ时，ＴＧＦ-β１诱导
＋过表达组（ｌｎｃＳＩＬ＋ＴＧＦ）与 ＴＧＦ-β１诱导组（ＮＣ
＋ＴＧＦ）相比 ＥＺＨ２的表达量明显降低；过表达组
（ｌｎｃＳＩＬ）与ＴＧＦ-β１诱导＋过表达组（ｌｎｃＳＩＬ＋ＴＧＦ）

相比ＥＺＨ２的表达量再次显著降低（图２Ｃ）。说明
过表达ｌｎｃＳＩＬ抑制 ＥＺＨ２的表达，并且 ｌｎｃＳＩＬ的抑
制作用能够抵消一部分 ＴＧＦ-β１的诱导作用。ＲＴ-
ＰＣＲ的结果显示ＥＺＨ２ｍＲＮＡ表达变化与上述结果
一致（图２Ｄ）。
２．３　ｌｎｃＳＩＬ对ＥＺＨ２／ｐ２１／ＣＤＫ６信号通路相关蛋
白表达的影响　对ＥＺＨ２调控的下游相关基因细胞
周期抑制蛋白 Ｐ２１和细胞周期蛋白依赖性激酶
ＣＤＫ６在沉默或过表达ｌｎｃＳＩＬ后的表达分析结果显
示，沉默ｌｎｃＳＩＬ后，ＥＺＨ２和ＣＤＫ６表达升高，Ｐ２１表
达降低（图 ３Ａ）；过表达 ｌｎｃＳＩＬ时，ＥＺＨ２和 ＣＤＫ６
表达降低，Ｐ２１表达升高（图３Ｂ）。以上结果说明，
ｌｎｃＳＩＬ主要通过抑制 ＥＺＨ２蛋白表达，促使 Ｐ２１基
因表达升高，进一步抑制ＣＤＫ６的表达，导致细胞周
期进程受到抑制，最终抑制 ＴＧＦ-β１诱导的 ＥＭＴ进
程。

图２　沉默或过表达ｌｎｃＳＩＬ对ＥＺＨ２蛋白表达的影响

　　Ａ：ＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎ实验检测ｌｎｃＳＩＬ与ＥＺＨ２的相互作用情况；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测沉默 ｌｎｃＳＩＬ及 ＴＧＦ-β１诱导对 ＥＺＨ２蛋白表达的影响；Ｃ：

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测过表达ｌｎｃＳＩＬ及ＴＧＦ-β１诱导对ＥＺＨ２蛋白表达的影响；Ｄ：ＲＴ-ＰＣＲ检测在 ＴＧＦ-β１诱导 ＥＭＴ的进程中沉默或过表达 ｌｎｃＳＩＬ

对ＥＺＨ２蛋白表达的影响；与对照组（ＮＣ）比较：**Ｐ＜０.０１；与ＴＧＦ-β１诱导组（ＮＣ＋ＴＧＦ）比较：＃＃Ｐ＜０.０１

图３　沉默或过表达ｌｎｃＳＩＬ对ＥＺＨ２／ｐ２１／ＣＤＫ６信号通路相关蛋白表达的影响
　　Ａ：沉默ＬｎｃＳＩＬ后对ＥＺＨ２、ｐ２１、ＣＤＫ６蛋白表达的影响，Ｂ：过表达ＬｎｃＳＩＬ后对ＥＺＨ２、ｐ２１、ＣＤＫ６蛋白表达的影响；与对照组（ＮＣ＋ＴＧＦ）比
较：**Ｐ＜０.０１

·２０６· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ａｐｒ；５９（４）



图４　沉默或过表达ｌｎｃＳＩＬ对细胞周期进程的影响

　　Ａ：沉默ＬｎｃＳＩＬ后对细胞周期进程的影响及统计直方图；Ｂ：过表达ＬｎｃＳＩＬ后对细胞周期进程的影响及统计直方图；与对照组（ＮＣ＋ＴＧＦ）

比较：*Ｐ＜０.０５

２．４　ｌｎｃＳＩＬ对细胞周期进程的作用　使用流式细
胞术对ＴＧＦ-β１诱导ＥＭＴ进程中沉默或过表达ｌｎｃ-
ＳＩＬ后的细胞周期进程分析结果显示，过表达ｌｎｃＳＩＬ
时，与对照组（ＮＣ＋ＴＧＦ）相比，ｌｎｃＳＩＬ＋ＴＧＦ组 Ｓ期
细胞数量明显降低，Ｇ１／Ｇ０期细胞数量明显升高
（图４Ａ）；沉默 ｌｎｃＳＩＬ后，与对照组（ＮＣ＋ＴＧＦ）相
比，Ｓｉ-ＳＩＬ＋ＴＧＦ组 Ｓ期细胞数量明显升高，Ｇ１／Ｇ０
期细胞数量明显降低（图４Ｂ）。结果说明 ｌｎｃＳＩＬ通
过抑制细胞进入Ｓ期进一步抑制细胞周期进程。

３　讨论

　　近年来 ｌｎｃＲＮＡ在肺纤维化进程中的作用不断
被揭示出来，例如，ｌｎｃＲＮＡｓｕｃ．７７和２７０００８６Ａ０５Ｒｉｋ
通过上调 Ｚｅｂ２和 Ｈｏｘａ３基因的表达诱导 ＥＭＴ，最
终导致肺纤维化［１１］；ＬｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１通过 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ／Ｓｎａｉｌ途径抑制 ＥＭＴ进一步影响肺纤
维化等［１２］。根据前期研究［９－１０］结果，本研究首先

通过在ＴＧＦ-β１诱导的 ＥＭＴ进程中沉默 ｌｎｃＳＩＬ后，
检测细胞标志蛋白表达变化，结合前期实验结果进

一步证明了 ｌｎｃＳＩＬ具有抑制 ＴＧＦ-β１诱导 ＥＭＴ进
程的作用。为了深入探讨 ｌｎｃＳＩＬ的分子机制，本研
究通过 ＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎ验证了 ＥＺＨ２为 ｌｎｃＳＩＬ的相
互作用蛋白，并发现 ｌｎｃＳＩＬ负向调控 ＥＺＨ２表达。
ＥＺＨ２是组蛋白赖氨酸 Ｎ-甲基转移酶，为多梳蛋白

复合体２（ｐｏｌｙｃｏｍｂｒｅｐｒｅｓｓｉｖｅｃｏｍｐｌｅｘ２，ＰＲＣ２）的
核心成分，具有Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３的能力，当其被招募到靶
基因的启动子上时，通过甲基转移酶的作用，使下游

靶基因通过甲基化而实现表观沉默［１３］。Ｐ２１是一
种重要的细胞周期蛋白的抑制基因，其作用是通过

抑制细胞周期蛋白依赖性激酶 ＣＤＫ６的表达［１４］，进

一步抑制细胞周期进程。本研究结果显示 ｌｎｃＳＩＬ
抑制ＥＺＨ２的表达，促进Ｐ２１的表达，说明ｌｎｃＳＩＬ阻
止了ＥＺＨ２被招募到 Ｐ２１的启动子上，导致 Ｐ２１逃
过了表观遗传沉默。Ｐ２１通过抑制细胞周期蛋白依
赖性激酶ＣＤＫ６引起细胞周期由 Ｇ１期向 Ｓ期的转
变受阻，细胞无法进入 Ｓ期。综合以上结果推测：
ｌｎｃＳＩＬ抑制ＴＧＦ-β１诱导的ＥＭＴ进程中的分子机制
是通过负向调控 ＥＺＨ２／Ｐ２１／ＣＤＫ６通路，抑制细胞
周期进程，从而抑制肺泡上皮细胞向间质细胞转化。

本研究结果将对特发性肺纤维化发生机制的探究以

及寻找诊断和治疗特发性肺纤维化的靶点具有重要

意义。
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Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ，ＸｉｎｘｉａｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉｎｘｉａｎｇ　４５３００３；３ＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｏｆＸｉｎｘｉａｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉｎｘｉａｎｇ　４５３００３）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｌｎｃＳＩＬｉｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ-β１（ＴＧＦ-β１）-ｉｎｄｕｃｅｄａｌｖｅｏ-
ｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＥＭＴ）ａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄ
ｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｎｃＳＩＬｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ-ｃａｄｈｅｒｉｎ（Ｅ-ｃａｄ），ａｌｐｈａ-ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ（α-
ＳＭＡ）ａｎｄＣｏｌｌａｇｅｎＩ（ＣｏｌＩ）ｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆＥＭＴｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＧＦ-β１．ＬｎｃＳＩＬｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅａｎａ-
ｌｙｚｅｄｂｙＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎ．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｒｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆｌｎｃＳＩＬｏｎｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｔｓｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｚｅｓｔｅｈｏｍｏｌｏｇ２（ＥＺＨ２）ａｎｄｉｔｓｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｆａｃｔｏｒｓＰ２１ａｎｄｃｙｃｌｉｎ-ｄｅ-
ｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ６（ＣＤＫ６）．ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｎｃＳＩＬｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ．Ｒｅ-
ｓｕｌｔｓ　ＡｆｔｅｒｌｎｃＳＩＬｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆα-ＳＭＡａｎｄＣｏｌＩｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ-ｃａｄｄｅｃｒｅａｓｅｄ．
ＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＥＺＨ２ｗａｓｔｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｔｈａｔｉｎｔｅｒａｃｔｅｄｗｉｔｈｌｎｃＳＩＬ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＥＺＨ２ｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｓｉｌｅｎｃｉｎｇｌｎｃＳＩＬ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＺＨ２ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｇｅｎｅＰ２１ｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ＣＤＫ６ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．
ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓｉｎＳｐｈａｓｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ．ＷｈｅｎｌｎｃＳＩＬｗａｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ，
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＺＨ２ａｎｄＣＤＫ６ｗａｓｄｏｗｎ-ｒｅｇｕｌａｔｅｄ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ２１ｗａｓｕｐ-ｒｅｇｕｌａｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ
Ｓｐｈａｓｅｃｅｌｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＬｎｃＳＩＬｉｎｈｉｂｉｔｓＴＧＦ-β１-ｉｎｄｕｃｅｄａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｍｅｓｅｎ-
ｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｂｙｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＥＺＨ２／Ｐ２１／ＣＤＫ６ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｔｏｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｌｎｃＳＩＬ；ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ；ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ-ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ-β１；ｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｚｅｓｔｅｈｏｍｏｌｏｇ２；ｃｅｌｌｍａｒｋｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓ
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