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摘要　微塑料污染日益严重，为剖析微塑料与呼吸道疾病之间的内在关联，建立聚对苯二甲酸乙二醇酯微塑料（PET-MPs）诱导

的小鼠肺纤维化实验模型，探究生长转化因子（TGF-β1）调控的磷脂酰肌醇-3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（AKT）信号通路，以及上

皮间充质转换（EMT）在 PET-MPs 诱发小鼠肺纤维化进程中的调控机制与作用。通过动物经口鼻染毒系统对四组（8 只/组）

BALB/c 小鼠开展染毒处理，根据染毒浓度分为对照组和 PET-MPs 低剂量组（500 mg/m3）、中剂量组（1 000 mg/m3）、高剂量组

（2 000 mg/m3），然后用苏木精-伊红（HE）、马松（Masson）染色检测小鼠肺组织纤维化程度，通过免疫组化法测定 α-平滑肌肌动

蛋白（α-SMA）和 I 型胶原蛋白（Col-I）等 EMT 相关标志物，通过羟脯氨酸含量评价小鼠肺组织胶原沉积状况，通过免疫印迹法

（Western Blot）检测 Col-I、波形蛋白（Vimentin）、α-SMA 和 E-钙黏素（E-cadherin）等肺纤维化以及 EMT 过程中的标志蛋白表达

水平。HE 染色结果表明，PET-MPs 染毒组小鼠肺组织肺泡壁增厚，炎性细胞浸润，血管周围有纤维增生；Masson 染色显示，

1 000 和 2 000 mg/m3 PET-MPs 染毒组小鼠的胶原纤维含量显著增加；免疫组化显示1 000 和 2 000 mg/m3 PET-MPs 染毒组小鼠

肺组织 α-SMA 和 Col-I 蛋白比对照组沉积多；Western Blot 结果显示，微塑料暴露会导致 TGF-β1、α-SMA、Vimentin 蛋白表达

水平显著提升（P<0.05），而 E-cadherin 蛋白表达水平呈现相反趋势（P<0.05）。同时，PET-MPs 暴露对 PI3K、AKT、mTOR 蛋白

表达并无显著影响，但会明显促进其磷酸化表达（P<0.05）。研究表明，PI3K/AKT 信号通路可以在 PET-MPs 导致小鼠肺纤维化

模型中激活 EMT 和胶原过量沉积。微塑料的健康危害和调控机制的研究仍处于初期阶段，实验结果可为全面深入地探索微塑

料致生物体毒性效应提供实验证据和数据支撑。
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The role of PI3K/AKT pathway activated EMT in pulmonary fibrosis
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Abstract　An  experimental  model  of  mouse  pulmonary  fibrosis  induced  by  polyethylene  terephthalate
microplastics (PET-MPs) was established to explore the regulatory mechanism and role of the phosphatidylinositol-
3-kinase (PI3K)/protein kinase B (AKT) signaling pathway regulated by transforming growth factor (TGF-β1) and
epithelial-mesenchymal  transition  (EMT)  in  the  process  of  PET-MPs-induced  pulmonary  fibrosis  in  mice.  Four
groups (8 mice per group) of BALB/c mice were exposed to PET-MPs through an oral and nasal exposure system,
and were divided into a control group, a low-dose group of 500 mg/m3, a medium-dose group of 1 000 mg/m3, and a
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high-dose  group  of  2  000  mg/m3.  The  degree  of  pulmonary  fibrosis  in  the  mouse  lung  tissue  was  detected  by
hematoxylin-eosin  (HE)  and  Masson  staining.  The  expression  levels  of  EMT-related  markers  such  as α-smooth
muscle  actin  (α-SMA)  and  type  I  collagen  (Col-I)  were  determined  by  immunohistochemistry.  The  collagen
deposition  in  the  mouse  lung  tissue  was  evaluated  by  hydroxyproline  content.  The  expression  levels  of  Col-I,
vimentin, α-SMA, and E-cadherin,  which are  markers  of  pulmonary fibrosis  and EMT, were detected by Western
Blot. The results of HE staining showed that the alveolar walls of the PET-MPs-exposed mice were thickened, with
inflammatory  cell  infiltration  and  fibrous  hyperplasia  around  the  blood  vessels.  Masson  staining  showed  that  the
collagen  fiber  content  in  the  1  000  and  2  000  mg/m3 PET-MPs-exposed  mice  was  significantly  increased.
Immunohistochemistry showed that the deposition of α-SMA and Col-I proteins in the lung tissue of the 1 000 and
2  000  mg/m3 PET-MPs-exposed  mice  was  more  than  that  in  the  control  group.  Western  Blot  results  showed  that
microplastic exposure significantly increased the expression levels of TGF-β1, α-SMA, and vimentin proteins (P <
0.05), while the expression level of E-cadherin protein showed the opposite trend (P<0.05). At the same time, PET-
MPs  exposure  had  no  significant  effect  on  the  expression  of  PI3K,  AKT,  and  mTOR  proteins,  but  significantly
promoted their phosphorylation expression (P<0.05). The study indicates that the PI3K/AKT signaling pathway can
activate  EMT  and  excessive  collagen  deposition  in  the  mouse  pulmonary  fibrosis  model  induced  by  PET-MPs.
Research  on  the  health  hazards  and  regulatory  mechanisms  of  microplastics  is  still  in  its  early  stages.  The
experimental  results  can  provide  evidence  and  data  support  for  a  comprehensive  and  in-depth  exploration  of  the
toxic effects of microplastics on organisms.
Key words　PET-MPs; PI3K/AKT; EMT; pulmonary fibrosis

微塑料（microplastics，MPs）可通过吸入、摄食、

皮肤接触等多种途径侵入生物体，呼吸系统作为生

物体与外界物质交换的主要通道，因频繁参与物质

交换而成为关键的损伤靶系统[1-3]。研究表明，微塑

料肺部沉积主要诱发氧化应激、炎症反应、细胞损

伤及代谢紊乱，最终导致肺纤维化[4]。因此，微塑料

作为一类难以被自然降解的新型环境污染物，其呼

吸系统毒理机制的解析工作亟待推进。

作为高度复杂的生物学过程，疾病的发生与发展

存在着多条信号通路协同调控作用。目前阐明多条

关键信号通路的调控作用关于环境与肺纤维化的相

关研究，其中涵盖 Wnt/β-catenin 通路及环 GMp-AMp
合成酶-干扰素基因刺激因子（cGAS/STING）通路以

及 PI3K/AKT 信号通路[5-6]。但是，相较于其他通路，

PI3K/AKT 信号通路在调控细胞存活、纤维化进展等

作用方面尤为关键，其异常激活是导致特发性肺纤

维化等疾病的直接原因。Gokey 等[7] 观察到特发性

肺纤维化（IPF）肺上皮细胞 MEG3 呈高表达特征，并

且据此预测 TGF-β1、PI3K/AKT 通路处于激活状

态。同时，有研究表明聚乙烯微纳米塑料（PE-MPs）
暴露可诱导人支气管及肺泡上皮细胞发生上皮间充

质转化（EMT）[8]。而且在博来霉素 [9]、脂多糖 [10] 和

二氧化硅[11] 诱导的肺纤维化模型中 PI3K/AKT 均处

于活化状态，且使用 PI3K/AKT 信号通路抑制剂可以

抑制促纤维化效应。总之，MPs 暴露可能与肺部炎

症及纤维化风险存在相关性，但目前有关 PI3K/AKT

通路和 EMT 在聚对苯二甲酸乙二醇酯微塑料

（PET-MPs）诱导小鼠肺纤维化中的具体调控作用及

上下游关联机制尚不充分。因此，本研究建立 PET-MPs
经口鼻吸入的小鼠模型，旨在深入探讨 TGF-β1、
PI3K/AKT 信号通路与 EMT 之间的交互作用，及其

在肺纤维化进程中的关键作用与分子机制。

 1　材料与方法

 1.1　主要材料与仪器

 1.1.1　实验动物

研究采用 32 只 6~8 周龄、体重 18~22 g 的 SPF
级雄性 BALB/c 小鼠（斯贝福北京生物技术有限公

司），动物使用许可证为 SCXK（京）2024-0001。给予

充足动物维持饲料（斯贝福北京生物技术有限公司）

和清洁饮用水，适应性饲养 1 周后开展实验。本研

究相关动物实验经包头医学院动物伦理委员会审查

通过，审查编号为 [202510]22 号。

 1.1.2　主要试剂

模型构建试剂：10 μm PET-MPs（东莞市樟木头

特 塑 朗 化 工 原 料 经 营 部 ）。 Western  Blot 试 剂 ：

RIPA 裂 解 液 （Solarbio， R0020）、 磷 酸 酶 抑 制 剂

（Biosharp，BL636A）、增强化学发光（ECL）发光试剂

（中杉金桥， sc-2048）、山羊抗兔二抗 （中杉金桥，

ZB2301）、山羊抗鼠二抗（中杉金桥，ZB2305）。RT-
qPCR 试剂：TRNAzolUniversal 总 RNA 提取试剂（天

根 生 化 科 技 北 京 有 限 公 司 ）、 反 转 录 试 剂 盒
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（promega 公司）、qRT-PCR 引物（上海生工生物工程

公司）。羟脯氨酸检测试剂：羟脯氨酸检测试剂盒

（南京建成生物工程研究所）。本实验用水均为超

纯水。

 1.2　实验方法

 1.2.1　小鼠肺纤维化模型建立

依据戴赫[12] 的研究和预实验发现，动物经口鼻

呼吸 1 000 mg/m3 PET-MPs 可诱导小鼠肺组织发生

损伤，所以将小鼠随机分为对照组（C）、低剂量 500
mg/m3 PET-MPs 组（L）、中剂量 1 000 mg/m3 PET-MPs
组（M）、高剂量 2 000 mg/m3 PET-MPs 组（H）。采用

动物经口鼻染毒系统（天津开发区合普工贸有限公

司，HOPE-MED8050）雾化吸入染毒，对照组吸入等

量空气，每个剂量组每天染毒 2 h，连续 4 周。染毒

结束后，用三溴乙醇麻醉处死小鼠，无菌完整剥离肺

组织保存于−80 ℃ 冰箱备用。

 1.2.2　肺组织病理学观察

肺组织经梯度脱水、透明、石蜡包埋后，制作

3 μm 厚切片，65 ℃ 烤片 4.5 h。用苏木精-伊红（HE）
染色分析病理形态如肺泡炎症及组织结构破坏程

度，用 Masson 染色表征胶原纤维的分布与含量。

 1.2.3　肺纤维化指标测定

通过免疫组化测定 Col-I 来确定小鼠肺组织是

否发生纤维化。对肺组织进行碱水解处理后，测定

其对 550 nm 可见光吸收率，并根据标准曲线计算各

样本的羟脯氨酸含量，从而定量评估纤维化程度。

计算公式如下：

F =
A测定−A空白
A标准−A空白

×C标准×
V水溶液

W
（1）

式中：F 为组织羟脯氨酸含量，μg/mg；C标准为标准溶

液浓度，5 µg/mL；V水溶液为水解液总体积，10 mL；

W 为组织质量，mg；A测试为测定液吸光度；A标准为标

准液吸光度；A空白为空白液吸光度。

 1.2.4　Western Blot 检测蛋白表达水平

冰浴条件下裂解小鼠肺组织，经 12 000 r/min 离

心 10 min 后，收集上清液并进行蛋白定量测试。取

20 μg 经变性处理的总蛋白，通过 10% SDS-PAGE
凝胶电泳分离（浓缩阶段电压 80 V，分离阶段电压

120 V），采用湿转法将蛋白样品转移至 PVDF 膜上，

并且用 5% 脱脂奶粉溶液室温下封闭 1 h，加入一抗，

置于 4 ℃ 环境孵育过夜，随后用 1×TBST 洗涤 3 次，

每次 10 min；加入荧光二抗并在室温避光条件下孵

育 1 h，洗涤后采用 ECL 法显影。利用 image J 对比

实验组与空白组灰度值差异来表征蛋白的表达程

度。通过 Western Blot 检测与肺纤维化及 EMT 相关

的蛋白表达，包括 Col-I、波形蛋白（Vimentin）、α-平
滑肌肌动蛋白（α-SMA）、E-钙黏蛋白（E-cadherin），
同时检测 PI3K/AKT 通路中关键蛋白及其磷酸化形

式（P-PI3K、P-AKT、p-mTOR）的表达水平。

 1.2.5　统计分析

所有数据均经 SPSS 20.0 软件处理，先进行正态

性与方差齐性检验，再采用单因素分析-最小显著性

差异联合方法进行统计学分析，以 P<0.05 为差异具

有统计学意义。

 2　实验结果

 2.1　PET微塑料对小鼠体重及肺脏系数影响

与空白对照组相比较，低（L）、中（M）、高（H）剂

量 PET-MPs处理组小鼠的体重均呈现显著降低的趋

势（P<0.05）〔图 1（a）〕。不同剂量微塑料暴露都会导

致小鼠的肺脏系数（肺脏重量/体重）升高〔图 1（b）〕。
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图 1    PET-MPs对小鼠体重和肺脏系数的影响

Fig.1    Effects of PET-MPs exposure on body weight and lung coefficient in BALB/c mice
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 2.2　PET微塑料诱导小鼠肺纤维化

HE 染色结果表明，中、高剂量组小鼠肺组织出

现肺泡间隔增宽与肺泡壁增厚等现象，有明显中性

粒细胞浸润〔图 2（a）〕。Masson 染色显示，小鼠肺组

织内胶原纤维（蓝色）沉积随染毒剂量增加而加重，

而蓝色胶原纤维的表达水平与肺纤维化进程呈正相

关关系。因此，PET-MPs 暴露会导致小鼠肺组织纤

维化的发生〔图 2（b）〕。免疫组化结果显示，随着

PET-MPs 暴露浓度的增加，小鼠肺组织中 α-SMA 与

Col-I 的棕色阳性表达量也呈显著增多的趋势

〔图 2（c）（d）〕。Western Blot 检测结果显示，低、中和

高 PET-MPs 染毒组小鼠肺组织中 Col-Ⅰ蛋白表达

水平显著升高〔图 2（e）（f）〕。同时，各剂量 PET-MPs
染毒组小鼠肺组织中的羟脯氨酸含量均明显高于对

照组〔图 2（g）〕。因此可知，PET-MPs 暴露可以诱导

小鼠肺部发生纤维化病变。
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图 2    PET-MPs诱导的肺纤维化过程

Fig.2    Process of pulmonary fibrosis induced by PET-MPs
 

 2.3　PET-MPs诱导小鼠肺组织 EMT发生

作为上皮细胞标志物的 E-cadherin 蛋白 ，暴

露于 1 000 和 2 000 mg/m3 PET-MPs 染毒组小鼠肺

组织中的表达水平下降〔P<0.05，图 3（a）（b）〕，而
Vimentin 和 α-SMA 等肺组织间质标志物的表达则

显著增强〔P<0.05，图 3（c）（d）〕，表明 PET-MPs 可以

诱导小鼠肺组织发生 EMT。

 2.4　PET-MPs对肺组织 PI3K/AKT信号通路的

影响

不同剂量微塑料暴露后小鼠肺部组织中不同蛋

白表达测试结果如图 4 所示，PET-MPs 暴露对于

TGF-β1、PI3K、AKT、mTOR 等蛋白表达会产生不

同影响。随着微塑料浓度增加，TGF-β1 蛋白表达显

著增强（P<0.05），而对于其余蛋白表达并无显著影
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响（P>0.05）。同时，PI3K、AKT、mTOR 对应的磷酸

化蛋白表达水平与暴露微塑料剂量均呈现正相关关

系，对于高剂量实验组，磷酸化蛋白表达水平上调尤

为突出（P<0.05）。该现象符合典型 TGF-β1 调控的
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PI3K/AKT 通路特征，表明了 PET-MPs 暴露是通过

参与小鼠肺组织中的该信号通路的表达，进而诱导

组织病变损伤。

 3　讨论

 3.1　建立小鼠肺纤维化模型

空气中微塑料是近期研究的新发现[13]。已有研

究表明不同地区空气中 MPs 浓度存在明显差异，如上

海[14]、广州和西安[15]。在环境毒理学研究中，使用高

浓度染毒可快速明确污染物毒性机制及剂量-反应关

系，为环境管理提供关键科学依据。基于此，本研究

预实验发现动物经口鼻呼吸 1 000 mg/m3 PET-MPs
可诱导小鼠肺组织发生损伤。所以染毒剂量选择

500、1 000、2 000 mg/m3 对小鼠进行口鼻吸入染毒。

相关研究证实，环境中广泛存在的微塑料颗粒

随空气悬浮物进入人体呼吸道，每日吸入量约为

26~130 个，其中粒径小于 10 μm 的无法被正常屏障

清除，易沉积于肺部深处（如肺泡区），长期滞留可诱

发局部炎症反应，破坏肺泡结构完整性，甚至干扰气

体交换功能，对呼吸系统造成渐进性损伤，潜在威胁

呼吸健康[16]。目前通过红外光谱已证实 MPs 存在于

人类肺组织中[17]，但相关研究中微塑料侵入主要通

过气管滴注法，该方法与真实环境暴露差异大，难以

全面评估其生物效应，而口鼻吸入暴露模式能很大

程度模拟人体真实的吸入状态，并减少外部因素对

动物的伤害，而逐渐成为吸入研究的首选趋势 [18]。

基于此，使用动物经口鼻吸入法，系统探究塑料颗粒

对呼吸系统的具体影响，来构建更接近生理状态的

小鼠肺纤维化模型。本研究通过 HE 染色发现，暴露

于 PET-MPs 染毒组的小鼠肺组织中，肺泡壁较对照

组明显增厚，伴有显著中性粒细胞浸润现象；Masson
染色可以看出胶原纤维大量沉积；免疫组化显示染

毒组肺内 α-SMA 与 Col-I 沉积明显高于对照组，进

一步证实了 PET-MPs 可以导致小鼠肺纤维化。

 3.2　PET-MPs诱导 EMT发生

大量研究表明 EMT 是肺纤维化过程中关键步

骤[19]，将健康人肺组织中分离得到的原代肺泡上皮细

胞 （AEC），置于含 TGF-β1 的培养基中培养 72  h，
TGF-β1 可诱导 HuL 发生 EMT，细胞发生纤维化转

变 [20]。Shu 等 [21] 研究表明，在 TGF-β1 诱导眼部细

胞 EMT 过程中，E-cadherin 的表达显著下调，导致上

皮细胞连接瓦解；同时，α-SMA 与 Vimentin 的表达

则明显上调，增强细胞迁移与收缩特性，最终导致细

胞外基质（ECM）过度沉积与组织瘢痕的形成。有研

究表明肺纤维化特征性的病理生理过程是肌成纤维

细胞（MFb）的活化与增生，而多数病理性的 MFb 是

通过 EMT 转分化而来[22]，炎症因子可导致活化成纤

维细胞过度积聚 ECM，进而破坏正常的肺组织结构

并 影 响 气 体 交 换 [23-24]。 本 研 究 结 果 E-cadherin
蛋白水平下降、Vimentin 和 α-SMA 水平表达升高，

同样证实了 PET-MPs 暴露可诱导小鼠肺组织发

生 EMT。
 3.3　TGF-β1和 PI3K/AKT通路在 PET微塑料诱

导 EMT引起纤维化的作用

 3.3.1　TGF-β1 蛋白表达

TGF-β1 是一种多功能细胞因子，能够参与损伤

修复，调节炎症反应和免疫功能等多种生理过程，其

中，肺部纤维化的发生发展也与其表达密切相关[25]。

PET-MPs 通过呼吸作用进入肺部组织，肺泡巨噬细

胞、成纤维细胞及上皮细胞在其作用下会合成并释

放大量的关键细胞因子 TGF-β1，进而调控下游通路

活性，并可能诱导肺组织发生纤维化[26-27]。占海兵[28]

研究结果已证实在纳米氧化镍（NiO-NPs）诱导大鼠

肺纤维化病变过程中，TGF-β1 蛋白表达水平出现上

调是肺纤维化模型的主要特征之一。本研究结果显

示，PET-MPs 处理的小鼠肺组织中 TGF-β1 的蛋白表

 

*

*

*

*

*

*

0.20

0.10
0.08
0.06
0.04
0.02

0

0.35

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0

相
对
表
达
量

实验组
C L M H

0.12
0.14
0.16
0.18

相
对
表
达
量

实验组

(g) mTOR半定量分析

2.0

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

相
对
表
达
量

实验组
C L M H

1.2
1.4
1.6
1.8

(f) P-PI3K半定量分析 (h) p-mTOR半定量分析

C L M H

图 4    PET-MPs对小鼠肺组织 PI3K/AKT信号通路影响 (续)
Fig.4    Effects of PET-MPs on the PI3K/AKT signaling pathway in mouse lung tissue (continued)

第 2 期 张雅丰等：PI3K/AKT 通路激活 EMT 在 PET 微塑料致小鼠肺纤维化中的作用 · 455 ·



达水平显著升高，表明 TGF-β1 可能介导了 PET-MPs
诱导的小鼠肺纤维化病理过程。

 3.3.2　PI3K/AKT 信号通路的激活

TGF-β1 可与细胞膜表面受体结合，激活 PI3K/
AKT 信号通路并促使相关蛋白发生磷酸化锈蚀，导

致 p-PI3K 和 p-AKT 蛋白表达水平上调。Lawrence
等 [29] 研究表明 mTOR 作为 PI3K/AKT 通路的重要

下游分子，其表达也是通路激活的重要标志之一。

因此，可以通过检验 PI3K、AKT、mTOR 等关键蛋白

的表达水平及其磷酸化转变程度，来进一步验证在

肺纤维化过程中 PI3K/AKT 通路的激活状态[30]。此

外，EMT 作为肺纤维化发生的典型过程之一，也受到

PI3K/AKT 通路的调控。研究表明，抑制 PI3K/AKT
通路激活，能够有效恢复细胞正常表型，E-cadherin
重新表达，Vimentin 和 α-SMA 表达水平下降，ECM
成分沉积减少，显著缓解 EMT 过程[31-33]。Wu 等[34]

研究发现小鼠经肺组织出现显著炎症损伤的作用机

制主要是通过 TGF-β1 激活 PI3K/AKT 通路（如促进

AKT 磷酸化），进而驱动肺泡上皮细胞发生 EMT。
Shi 等[35] 研究表明 PM2.5 破坏上皮屏障，激活 TGF-β1
诱导 EMT，EMT 又加剧屏障损伤，形成恶性循环。

Gao 等[36] 研究显示稀土氧化钕激活 PI3K/AKT 通路

导致小鼠肺纤维化。本研究结果 PET-MPs 暴露对

PI3K、AKT、mTOR 蛋白表达水平无显著影响，但会

显著升高 p-PI3K、p-AKT 和 p-mTOR 蛋白表达水

平，亦发现了 PET-MPs 是通过激活 PI3K/AKT 通路

激活 EMT，进而促进小鼠发生肺纤维化。

 4　结论与展望

本研究建立了动物经口鼻吸入 PET-MPs 诱导

的小鼠肺纤维化模型。PET-MPs 暴露导致小鼠肺组

织肺泡壁增厚、炎性细胞浸润以及羟脯氨酸含量升

高，α-SMA 和 Col-I 表达增加，肺组织中 TGF-β1 表

达 上 调 ， PI3K、 AKT、 mTOR 磷 酸 化 水 平 升 高 ，

E-cadherin 表达下降 ， Vimentin 和 α-SMA 表达上

升。PET-MPs 暴露可上调 TGF-β1 表达，进而激活

PI3K/AKT 通路和 EMT 及胶原沉积，最终导致小鼠

纤维化。

鉴于本研究以体内实验为主，后续研究可考虑

在体外细胞加入 PI3K 抑制剂或 TGF-β1 受体抑制剂

进一步验证本实验结果。微塑料污染问题越来越严

重，应进一步剖析微塑料与呼吸道疾病之间的内在

关联，当前微塑料健康危害和调控机制的研究仍处

于初期阶段，实验结果为全面深入地探索微塑料致

生物体毒性效应提供了实验证据和数据支撑。
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