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炭黑与 Ｃ７７ＶＡ則 竞争性结合 ＡＮｐ６３ 致气道上皮损伤

修复异常的机制研究

摘要

背景与 目 的

炭黑 （ Ｃ ａｒｂｏｎｂ ｌａｃｋ ， ＣＢ ） 纳米颗粒是
一

种广泛应用 的工业材料 ， 随着 ＣＢ 的

大规模生产 ， 人们在职业环境 中接触 ＣＢ 的风险正在增加 。 ＣＢ 进入人体后会诱发呼

吸道疾病和肺部损伤 。 气道上皮细胞是抵御污染物进入人体的重要物理屏障 ， 因其

持续暴露于环境 中而极易受到损伤 ， 损伤后的高效修复对于维持上皮稳态和预防疾

病至关重要 。 研究发现 ＣＢ 会抑制气道上皮细胞增殖 。 然而 ， 气道上皮细胞修复过

程主要包括细胞增殖和分化两个阶段 ， 目 前对 ＣＢ 暴露干扰气道上皮细胞修复的关

键阶段 尚未完全阐 明 。 本研宄 旨在评估 ＣＢ 暴露干扰气道上皮细胞修复的关键阶段 ，

揭示 ＣＢ 致气道上皮细胞修复异常的毒理学机制 。

方法

１
． 在气道上皮细胞增殖 、 分化过程 中及整个修复周期给予 ＣＢ 暴露 ， 通过实吋

焚光定量 ＰＣＲ（ Ｑｕａｎｔ ｉ ｔａｔ ｉｖｅｒｅａ ｌ

－

ｔ ｉｍｅＰＣＲ ， ｇＲＴ
－ＰＣＲ ） 检测修复生物标志物粘蛋 白

５Ｂ（Ｍｕｃｍ５Ｂ ， 粘蛋 白５ＡＣ（Ｍｕｃｍ５ＡＣ ， 叉头框蛋 白Ｊ １

（ Ｆ ｏｒｋｈｅａｄ
－

ｂｏｘ Ｊ ｌ ， 凡双７７ ） 、 叉头框蛋 白Ｊ２（ Ｆ ｏｒｋｈｅａｄ
－

ｂｏｘ Ｊ２ ， 凡）尤／２ ） 的ｍＲＮＡ

表达 ， 阐 明 ＣＢ 暴露对气道上皮细胞修复的干扰效应 ； 并记录修复过程中 原代人支

气 管 上 皮细胞 （ Ｐｒ ｉｍａｒｙｈｕｍａｎａ ｉ ｒｗａｙｅｐ ｉｔｈｅ ｌ ｉ ａｌｃｅ ｌ ｌ ｓ ， ｐ
ＨＡＥＣ ｓ ） 的 跨膜 电 阻值

（ Ｔｒａｎｓ ｅｐ
ｉ ｔｈｅ ｌ ｉａ ｌｅ ｌ ｅ ｃ ｔｒ ｉ ｃａ ｌｒｅ ｓ ｉ ｓ ｔａｎｃ ｅ ， ＴＥＥＲ ） ， 以评估ＣＢ作用下气道上皮细胞屏障

完整性的变化 。 之后 ， 通过 ＥｄＵ 增殖实验检测细胞增殖数量变化 、 ｇＲＴ
－ＰＣＲ检测增

殖生物标志物细胞周期调节蛋 白 －６７（ Ｃ ｅ ｌ ｌｃｙ ｃ ｌ ｅｒｅｇｕ
ｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅ ｉｎ－６７ ， Ｚ＞

＋

６７ ） 、 增殖

细胞核抗原 （ Ｐ ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａｔ ｉｎｇ
ｃｅ ｌ ｌｎｕｃ ｌ ｅａｒａｎｔ ｉ

ｇｅ
ｎ ， ＰＧＶ／ｌ ） 的ｍＲＮＡ 表达明确增殖阶段

是 ＣＢ 干扰气道上皮细胞修复的关键阶段 。

２
． 将经 ＡＮｐ

６３ 过表达质粒处理的气道上皮细胞暴露于 ＣＢ ， 通过 ＥｄＵ 增殖实验

阐 明 ＡＮｐ
６３ 对 ＣＢ 干扰气道上皮细胞增殖的介导效应 。 进而通过 ｇＲＴ

－ＰＣＲ和蛋 白免

疫 印迹 （Ｗｅ ｓｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ ， ＷＢ ） 检测 ＣＢ 暴露对 ＡＮｐ６ ３ 的 ｍＲＮＡ 和蛋 白表达的影

响 。

３
． 利用 ＧＴＲＤ 、 ＣｈＩＰ －Ａｔ ｌ ａｓ 和 ＫｎｏｃｋＴＦ 数据库预测受 ＡＮｐ

６ ３ 调控的相关靶基

因 。 将 ｓ ｉＲＮＡ／ＡＮｐ６３
－

ｏｖｅｒ 质粒转染细胞后探讨 ＡＮｐ６ ３ 对其靶基因 Ｃ ７７ＶＡ册 的调控

作用 。

Ｉ



４ ． 使用 ＪＡＳＰＡＲ数据库预测 ＡＮｐ
６ ３ 在 ＣＴＡＷＳｉ 启 动子区域 内 的结合位点 ， 并经

分子动力学模拟 （Ｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌａｒｄｙｎａｍ ｉ ｃ ｓ ，
ＭＤ ） 对 ＣＢ 、 ＡＮｐ６ ３ 和 ＣＴＡＷ５ ／ 之间 的结

合和相互作用进行模拟分析 。

结果

１ ． 气道上皮修复过程 中 ， 在增殖阶段暴露 ＣＢ ， 使 ７＾１／０５５ 和 ＦＯＸ刀 的 ｍＲＮＡ

表达水Ｔ显著下降 ， 说 明增殖阶段暴露 ＣＢ 会抑制杯状细胞和纤毛细胞生长 ； 此外 ，

ＣＢ 处理下 ， 增殖生物标忐物 沿６ ７ 、 的 ｍＲＮＡ 表达和 ＥｄＵ 标记的增殖细胞数

量显著下调 ， 明确 了ＣＢ 暴露对气道上皮细胞增殖的干扰效应 。

２
． 气道上皮细胞中 ＡＮｐ

６ ３ 是 ｐ
６３ 的主要表达亚型 。 暴露 ＣＢ 显著 降低 ＡＮｐ

６３ 的

ｍＲＮＡ 和蛋 白表达水平 ； 并且过表达 ＡＮｐ６３ 后 ， 缓解 了ＣＢ 暴露对气道上皮细胞增

殖的抑制效应 ， 证 明 ＡＮｐ
６３ 在 ＣＢ 暴露诱导 的细胞增殖抑制过程中发挥 了重要调控

作用 。

３ ． 通过 ＧＴＲＤ 、 Ｃｈ ｉｐ
－Ａｔ ｌ ａｓ 和 Ｋｎｏ ｃｋＴＦ 数据库分析并结合文献查阅预测 ＡＮｐ６３

的下游靼基因为表皮生长因子受体 （ Ｅｐ ｉ ｄｅ ｒｍａ ｌＧｒｏｗｔｈ Ｆ ａｃｔｏｒＲｅ ｃｅｐｔｏ ｒ ， ｉ ｉＸＪＦｉＯ 、 锯

齿状典型Ｎｏｔｃｈ配体１（ Ｊａｇｇｅｄｃａｎｏｎ
ｉ ｃａ ｌＮｏｔｃｈｌ ｉ

ｇａ
ｎｄ１ ， Ｘ４Ｇ７ ） 和Ｐ

＿连环蛋 白

（Ｂ ｅｔａＣ ａｔｅｍｎ ， ＣｒＡＷＳ Ｖ ） 。 结合分子生物学实验 ， 初步发现 ＡＮｐ６３ 调控 ＣＴＭＶＷ

是 ＣＢ 暴露抑制气道上皮修复的关键通路 。 进
一

步在敲低和过表达 ＡＮｐ
６３ 细胞株中 ，

发现 与 ＡＮ
ｐ
６ ３ 的变化趋势保持

一

致 ， 验证 了ＡＮｐ
６ ３ 通过调节 ＣＴ灿ＶＢ ７ 参

与 ＣＢ 暴露抑制细胞增殖 ， 从而干扰气道上皮细胞修复 。

４ ． 通过 ＪＡＳＰＡＲ数据库预测 ＡＮｐ
６ ３ 和 ＣＴＡＷ５７ 的结合位点 ， 并基于此位点 ， 进

行有 ／无 ＣＢ 的 ＭＤ ， ＲＭＳＤ 和结构分析发现 ＣＢ 表面的含氧官能 团 （包括－０Ｈ 和 －

ＣＯＯＨ ） 通过类竞争作用结合在 ＡＮｐ６３ 上的 Ａｒｇ ３ １ １ 上 ， 破坏 了ＡＮｐ６３ 对 ＣＴＭＶＳ ｉ

的稳定结合 ， 从而抑制 了ＣＴＭＶ５ Ｊ 的表达 ， 最终干扰气道上皮细胞修复 。

结论

本论文聚焦于 ＣＢ 致气道上皮损伤修复异常的关键阶段及分子机制 ， 阐 明 ＣＢ

可通过抑制增殖干扰气道上皮细胞修复 ， 而 ＡＮｐ
６３ 靶向 是 ＣＢ 抑制细胞增

殖的关键路径之
一

。 ＣＢ 表面的 －０Ｈ 和 －ＣＯＯＨ 可与 ＡＮｐ６３ 上的 Ａｒｇ ３ １ １ 结合 ， 从而

阻碍 了ＡＮｐ
６３ 对 Ｃ７７ＶＡ？ ７ 的识别 ， 最终抑制 了 气道上皮的修复 。
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 ｜
ｌ ａ


引言

炭黑 （ Ｃ ａｒｂｏｎｂ ｌ ａｃｋ ， ＣＢ ） 是 由近乎纯元素碳组成的纳米级颗粒物 ［
１

］

。 ２０ １ ２ 年

ＣＢ 全球产量约为 １ １ ００ 万吨 ， 被应用于橡胶 、 塑料和 印刷油墨等生产过程中 ［
２

］

， 是

一

种广泛存在的职业暴露污染物 。 １ ９９ ３ 年至 １ ９９５ 年间 ， 美 国从事 ＣＢ 生产的工人

中 ， ＣＢ 的最人暴露浓度达到 １ ３
．
２５ｍｇ／ｍ

３
［
３

Ｌ２０ １ ０ 年 ＣＢ 被 国 际癌症研宄机构

（ Ｉｎｔｅ ｒｎａｔ ｉｏｎａ ｌＡ
ｇｅ

ｎｃｙ
ｆｏｒＲｅｓ ｅａｒｃｈｏｎＣ ａｎｃ ｅｒ ， ＩＡＲＣ ） 归类为可能对人类致癌 （ ２Ｂ

组 ） 物质Ｗ 。 ＣＢ 粒径小且长期悬浮在空气 中 ， 可经呼吸系统进入人体 继而沉积

在呼吸道和肺部深处 ［
４

］

， 诱发呼吸道及肺泡上皮细胞的氧化损伤和炎性反应 ， 最终

导致呼吸道及肺部损伤 ［
５

］

， 主要包括降低肺功能及诱发呼吸系统疾病 ， 例如慢性阻

塞 性肺疾病 （ Ｃｈｒｏｎ ｉ ｃｏｂｓ ｔｒｕｃｔ ｉｖｅｐｕ ｌｍｏｎａｒｙｄ ｉ ｓ ｅａｓ ｅ ， ＣＯＰＤ ） 、 哮 喘 、 肺 纤 维 化

（ Ｐｕ ｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏ ｓ ｉ ｓ ， ＰＦ ） 、 急 性 呼 吸 窘 迫 综 合 征 （ Ａｃｕｔｅｒｅ ｓｐ ｉ ｒａｔｏｒｙｄ ｉ ｓ ｔｒｅ ｓ ｓ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ ， ＡＲＤ Ｓ ） 等 ［
７

］

。 流 行 病 学 研 宄 发 现 ， ＣＢ 包 装 工 的 肺 功 能 指 标

（ ＦＥＶ １ ／ＦＶＣ 、 ＭＭＥＦ 、 ＦＥＦ２ ５ 和 ＦＥＦ ７ ５ ） 和肺损伤敏感指标 （ ＣＣ １ ６和 ＳＰ －Ａ ） 显著

低于普通人群 ， 表 明长期接触 ＣＢ 可导致肺功能下降Ｍ 。 另外
一

项针对 ＣＢ 诱发呼吸

系统疾病的病例报告研宄发现 ， 患者在大量接触 ＣＢ 后 出现呼吸困难 、 咳嗽等呼吸

道症状及阻塞性通气缺陷 ， 还可能增加 患 小气道疾病 的 风险 ［
９

］

； 动物研究也表 明

ＣＢ 暴露会导致哮喘小 鼠模型杯状细胞增殖 、 粘液分泌过多和肺纤维化的发展 ［
１ Ｑ

］

。

综上所述 ， ＣＢ 暴露危害呼吸系统健康 ， 有必要对其展开研宄 。

气道上皮细胞作为假复层纤毛柱状上皮 ， 主要 由杯状细胞 、 纤毛细胞和基底细

胞组成 作为抵御污染物和病原体进入人体的物理屏障 ， 其能通过粘液纤毛清除

功能清除吸入的颗粒物 ［
１ １

］

。 然而 ， 长时 间或高浓度暴露于污染物 （如颗粒物 、 香烟

烟雾和呼吸道病原体 ） 会破坏上皮屏障 的完整性 ［
１ １

＿

１ ３
］

。 为 了应对上皮细胞稳态失衡 ，

气道上皮细胞会迅速启 动修复功能 ， 异常修复被越来越多地认为与多种疾病的发生

有关 ， 如 ＣＯＰＤ 、 哮喘 、 慢性鼻窦炎等 ［
７

］

。 与正常人群相 比 ， 哮喘患者会 出现伤 口

愈合延迟 在原发性纤毛运动 障碍患者 中 ， 研究发现粘液纤毛清除能力受损 ［
１ ５

］

。

由此可见 ， 损伤后 的高效修复是维持组织健康和预防疾病 的关键因素 。

细胞增殖和分化是气道上皮细胞修复的主要过程 ［
１ ６

，

１ ７
］

。 外源性污染物或病原体

对气道上皮细胞修复不 同阶段的影响不 同 。 研究表明 ， 细颗粒物 （ Ｐａｒｔ ｉ ｃｕ ｌａｔｅｍａｔｔｅ ｒ

２ ． ５ ， ＰＭ２ ． ５ ） 会损 害 兔鼻黏膜纤毛 、 诱导粘蛋 白 ５ＡＣ（Ｍｕｃ ｉｎ５ＡＣ ，

ｍＲＮＡ表达升高及杯状细胞增生 原代支气管上皮细胞暴露于香烟烟雾会限制纤

毛细胞生长并诱导杯状细胞增生 ［
１ ９

］

， 这均表 明外源性污染物能通过影响细胞分化干

扰气道上皮细胞修复 。 此外 ， 污染物还可通过影响细胞増殖干扰气道上皮修复 ， 例

如 ， 制动磨损纳米颗粒暴露于人肺腺癌细胞 （ Ｃ ａ ｌｕ
－

３ 细胞 ） 会升高细胞增殖率 ［
２ °

］

。

１
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尽管有大量关于污染物扰动上皮稳态和细胞修复的研究 ， 但 ＣＢ 干扰气道上皮细胞

修 复 的 相 关研 宄 较少 。 有 限 研 宄表 明 ， 超细 炭 黑 能 通 过表 皮 生 长 因 子 受体

（Ｅｐ ｉｄｅ ｒｍａ ｌＧｒｏｗｔｈＦ ａｃｔｏｒＲｅｃ ｅｐ ｔｏｒ ， ＥＧＦＲ ） 信号通路刺激人气道上皮细胞的增殖

［
２ １

】

。 但该研究只针对气道上皮细胞修复过程 中 的单
一

阶段进行探索 ， 其原因是传统

单层细胞培养无法还原完整修复过程 ， 导致对气道上皮修复的细胞生理学变化及机

制 的探索受阻 ［
２ ２

］

。 气液界面 （Ａ ｉ ｒ
－

ｌ ｉ

ｑｍｄ ｍｔｅ ｒｆａＣｅ ， ＡＬ Ｉ ） 模型为研宄气道上皮细胞

增殖 、 分化的联合过程提供有效方法 ， 该模型能还原气道上皮细胞假复层的特征 ，

同时还可 以模拟吸入暴露方式 ， 便于对 ＣＢ 与气道上皮修复之间 的相互作用及具体

机制展开研宄 ［
２ ３

］

。 因此 ， 本论文将利用 ＡＬＩ 模型来阐 明 ＣＢ 诱导气道上皮细胞修复

异常的关键阶段 。

肿瘤蛋 白 ｐ６３（ Ｔｕｍｏ ｒ ｐ ｒｏｔｅ ｉｎ ｐ６３ ， ｐ６ ３ ） 是 ｐ ５ ３ 转录因子家族的
一

员 ［
２ ４

］

。 ｐ６ ３ 在

肺基底细胞中大量表达 ， 研宄发现在 ＰＦ 患者的细支气管及慢性鼻窦炎患者的鼻黏

膜中 ， ｐ
６ ３ 阳性细胞数量显著增加 ［

２ ５
，
２ ６

］

。 此外 ， Ｐ
６３ 还参与调节细胞增殖 、 分化和

粘附相关的众多靶基 因 ［
２

＇ 其在气道上皮细胞修复 中发挥积极作用 研宄表 明 ，

敲低 ｐ
６ ３ 可使慢性鼻窦炎和鼻息 肉患者纤毛的数量增加 ［

２ ９
］

； 并且敲低 Ｐ
６３ 表达能显

著抑制气道上皮细胞的伤 口 闭合度和细胞增殖水平 ［
３ （ ）

］

。 然而 ， 外源性污染物的刺激

能诱导 ｐ６ ３ 表达改变 。 例如 ， 将人头颈部鱗状细胞癌细胞暴露于香烟烟雾 中会导致

ＡＮｐ
６３ 蛋 白表达水平升高 ［

３ １
】

； 在人支气管上皮细胞 中暴露香烟烟雾上调 ／ＡＮｐ
６３

蛋 白表达 ， 进而激活 Ｎｏｔｃｈ 信号通路 基于 以上发现 ， 本研究提 出假设 Ｐ
６ ３ 可能

在 ＣＢ 干扰气道上皮细胞修复中发挥调控作用 。 因此 ， 进
一

步研宄 ＣＢ 作用 下 Ｐ６３

的功能变化有利于全面揭示 ＣＢ 干扰气道上皮细胞修复的复杂机制 。

Ｐ
６３ 蛋 白结构

主要包括Ｎ端反式激活结构域 （Ｎ－

ｔｅ ｒｍ ｉｎａ ｌｔｒａｎｓａｃｔ ｉｖａｔ ｉｏｎｄｏｍａ ｉｎ ， ＴＡＤ ） ， ＤＮＡ结

合结构域 （ＤＮＡ －

ｂ ｉｎｄ ｉｎｇｄｏｍａ ｉｎ ， ＤＢＤ ） 和 四 聚化结构域 （ Ｔｅｔｒａｍｅ ｒ ｉｚａｔ ｉｏｎｄｏｍａ ｉｎ ，

ＴＤ ）
［
３火 有研宄发现 ｐ

６ ３ 的 ＤＢＤ 结构域 中 的点突变与遗传性面部和肢体综合征有

关 ［
３ ４

］

， 同时 ， Ｐ
６ ３ ＤＢＤ－ＤＮＡ 晶体结构上 的 点突变图谱表明 ， 当 出现点突变时会破

坏蛋 白 的稳定性或损害蛋 白 －ＤＮＡ 之间 的相互作用 ［
３ ５

］

。 分子动力学模拟 （Ｍｏ ｌ ｅ ｃｕ ｌ ａｒ

ｄｙｎａｍ ｉ ｃ ｓ ， ＭＤ ） 能直观揭示 ｐ
６ ３ －ＤＮＡ 的结合作用 ， 其主要是通过计算机平台模拟

配体 －受体蛋 白相互作用 ， 有利于探索 ＣＢ 干扰气道上皮修复的机制 。

本研宄 旨在阐 明 ＣＢ 诱导气道上皮细胞异常修复的关键阶段和具体机制 。 首先

采用 ＡＬ Ｉ 模型系统地阐 明 ＣＢ 干扰细胞修复进程 中 的关键阶段 。 为 ／探宄 ＣＢ 暴露

致气道上皮细胞异常修复相关的调控因子 ， 本研究使用 Ｓ １ＲＮＡ和过表达质粒转染细

胞并在基因和蛋 白水平上检测 ｐ６ ３ 和其靶基因 的表达 。 进
一

步 ， 利用 ＭＤ揭示 ＣＢ 、

靶基因和 ｐ
６ ３ 之间潜在的微观机制 。

２
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材料与方法

１ 主要仪器及试剂

１ ． １ 实验仪器与耗材



表 １ 主要仪器及耗材


仪器 名称
̄

数控超声波清洗器 昆 山 市超声仪器有限公 司

普通离心机上海昕仪仪器仪表有限公 司

高速低温离心机 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公 司

光学显微镜上海长方光学仪器有限公 司

各量程移液器 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公 司

酶标仪 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公 司

计数器 美国Ｔａｌ ｌｙ
Ｃｏｕｎｔｅ ｒ Ｓ ｔｏｒｅ

超低温冰箱 中 国海尔公 司

普通冰箱 中 国海尔公 司

细胞计数板新乡 市维克科教仪器有限公 司

荧光显微镜 日本 Ｏ ｌ
ｙ
ｍ
ｐｕ ｓ 公司

超纯水仪 厦 门锐思捷水纯化技术有限公 司

高压蒸汽灭菌锅 厦 门致微仪器有限公司

满旋振荡器 德国 Ｈｅ ｉｄｏ ｌｐｈ 公 司

精密 电子分析天平 赛多利斯科学仪器 （北京 ）有限公司

生物安全柜 中 国海尔公 司

超净工作 台 中 国海尔公 司

Ｃ〇 ２ 培养箱 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公 司

倒置生物显微镜 美国 Ｌ Ｉ
－ＣＯＲ 公 司

恒温水洛锅 中 国 医用 恒温设备厂

制冰机 中 国 比 朗公 司

普通 ＰＣＲ 仪 美国 Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ 公 司

Ｆａｓ ｔ ｒｅａｌ
－

ｔ ｉｍｅ ＰＣＲｓｙ ｓ ｔｅｍ 瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公 司

恒温金属浴 中 国博 日 科技公司

枪头 美国康宁 公 司

９６ 、 ２ ４ 、 １ ２ 、 ６ 孔板 美国康宁 公 司

Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 美国康宁 公 司

Ｔ２ ５ 瓶 美国康宁 公 司

电泳仪 美国 Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ 公 司

无菌离心管 美国康宁 公 司

Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｃｅ ｌ ｌ ＥＲ Ｓ
－

２ 美国 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏ
ｒｅ

３
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１ ． ２ 实验试剂



表 ２ 主要试剂


试剂名称 公司名称

ＭＥＭ 培养基美国 Ｈｙ
Ｃ ｌｏｎｅ 公 司

胎牛血清 （ ＦＢ Ｓ ） 以色列 Ｂ Ｉ 公 司

０ ． ２ ５％－胰酶 －ＥＤＴＡ美国 Ｇｉｂｃｏ 公 司

胰酶 （ ＥＤＴＡ ）瑞士 Ｌｏｎｚａ 公 司

胰蛋 白酶 中和溶液 Ｃ ＴＮＳ ）瑞士 Ｌｏｎｚａ 公 司

青霉素和链霉素美国 Ｇｉｂｃｏ 公 司

磷酸缓冲溶液 （ ＰＢ Ｓ ）美国 Ｈｙ
Ｃ ｌｏｎｅ 公 司

杜 氏磷酸缓冲盐溶液 （ＤＰＢ Ｓ ）美国 Ｈｙ
Ｃ ｌｏｎｅ 公 司

ＰｎｅｕｍａＣｕ ｌｔ
－ＡＬ Ｉ

培养基美国ＳＴＥＭＣＥＬＬ公司

ＰｎｅｕｍａＣｕ ｌｔ
－Ｅｘ 培养基美国 ＳＴＥＭＣＥＬＬ 公司

ＲＩＰＡ 裂解液 中 国碧云天公 司

蛋 白酶抑制剂美国 ＭＣＥ 公 司

ＢＣＡ 检测试剂盒 中 国美伦公 司

Ｐｈｅｎｙ ｌ ｍｅ ｔｈａｎｅｓｕ ｌｆｏｎｙ
ｌ ｆｌｕｏ ｒｉｄｅ美国 Ｒｏｃｈｅ 公 司

１ ０％ＰＡＧＥ 凝胶快速制 备试剂盒 中 国雅酶公 司

ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥ 蛋 白上样缓冲液 中 国雅酶公 司

蛋 白 Ｍａｒｋｅ ｒ 中 国雅酶公 司

ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥ 电泳液 中 国碧云天公 司

转膜缓冲液 中 国碧云天公 司

ＴＢ ＳＴ 粉末 中 国碧云天公 司

Ｗｅ ｓｔｅ ｒｎ封闭液 中 国碧ｚｒ天公 司

化学发光检测试剂盒美国 Ｔｈｅ ｒｍｏ 公司

一

抗二抗稀释液 中 国博士徳公 司

ＰＶＤＦ 膜美国 Ｍ ｉｌ ｌ ｉｐｏ
ｒｅ 公 司

Ａｎｔ ｉ

－ＡＮ
ｐ
６ ３美国 Ａｂ ｅａｍ 公 司

Ａｎｔ ｉ
－ＣＴＮＮＢ ｌ 中 国正能生物公 司

Ａｎｔ ｉ
－

ＪＡＧ ｌ美国 Ａｂ ｅａｍ公 司

Ａｎｔ ｉ

－ＥＧＦＲ 中 国正能生物公 司

Ａｎｔ ｉ

－

Ｐ
－

ａｃｔ ｉｎ 中 国 Ａｂｄｏｎａｌ 公 司

Ｔｒｉｚｏ ｌ 日本 Ｔａｋａｒａ 公 司

Ｈ ｉ Ｓ ｃｒｉｐ ｔ Ｈ Ｉ ＲＴ Ｓｕｐｅ ｒＭ ｉｘ 中 国诺唯赞生物

Ｎｏｖｏ Ｓ ｔａｒｔ ＳＹＢＲ
ｑＰＣＲＳｕｐｅ ｒＭ ｉｘ Ｐ ｌｕ ｓ 中 国 Ｎｏｖｏｐｒｏ ｔｅ ｉ ｎ公司

ＤＥＰＣ 水 中 国碧 天公 司

ＥｄＵ 检测试剂盒美国 ＡＰＥｘＢ ＩＯ 公司

无 内毒素质粒小题试剂盒 中 国康为世纪公 司

ＬＢ 肉汤 中 国美仑生物

嘌呤霉素 中 国碧云天公 司

Ｏｐｔ ｉ 培养基 中 国源培生物公 司

二 甲基亚砜 （ＤＭ ＳＯ ） 中 国索莱宝公 司

ＲＦｅｃｔ 小核酸转染试剂 中 国百代生物公 司

ＲＦｅｃｔ 质粒 ＤＮＡ 转染试剂盒 中 国百代生物公 司

４




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

２ＣＢ 制备及实验溶液配制

将 １ ０ｍｇ 的 ＣＢ 粉末溶于 １ ０ｍＬ 的超纯水中并超声 ２０ｍ ｉｎ 充分混匀 ， 配成 １

ｍ
ｇ／ｍＬ 的 ＣＢ 母液 ， 高压灭菌后于 ４

〇

Ｃ储存 。 ＣＢ 暴露前 ， 按照 １ ０ 和 ２ ５ 咫／ｍＬ 的暴

露浓度用完全培养基梯度稀释成染毒工作液 ， 并超声 ２０ｍｍ 使其充分混匀 。

３ 细胞常规培养

３ ． １获取原代人支气管上皮细胞 （ Ｐ ｒ ｉｍａｒｙ
ｈｕｍａｎａ ｉ ｒｗａｙ

ｅｐ ｉ ｔｈｅ ｌ ｉ ａｌｃｅ ｌ ｌ ｓ
，ｐＨＡＥＣ ｓ ）

（ １ ） 用支气管刷法从 正常人支气管中获得细胞 。

（ ２ ） 将支气管刷置于含有 ３ｍＬ ＰｎｅｕｍａＣｕ ｌ ｔ
－Ｅｘ 培养基的 １ ５ｍＬ 离心管 中 ， 用

移液枪吹打支气管刷 １ ５
－２０ 次收集细胞 。

（ ３ ） 放入 离心机 中 ， 离心力 ｌ ＯＯＯ ｒｐｍ ， 离心 ５ ｍ ｉｎ 后 ， 将细胞转移到预涂有基

质胶的 Ｔ２ ５ 培养瓶 中 。

（ ４ ） 细胞在 ３ ７
°

Ｃ 、 ５％ Ｃ〇 ２ 的 ＰｎｅｕｍａＣｕ ｌ ｔ
－Ｅｘ 培养基中培养 。 每 ２ 天更换

一

次

培养基 。 本实验采用第三代细胞 。

３
．
２ＡＬ Ｉ 培养构建模型

增殖期

（ １ ） 冲洗细胞 ： 用 ２ｍＬ ＤＰＢ Ｓ 清洗细胞 。

（ ２ ） 消化 ： 加入 ２ ｍＬ 胰酶 ， 并在 ３ ７
°

Ｃ下孵育 ｌ
－

３ ｍ ｉｎ ， 在倒置显微镜低倍镜

下观察细胞状态直至轻轻敲击培养皿可使细胞脱落 。

（ ３ ） 中止消化 ： 加入 ２ｍＬ 的 ＴＮＳ 中止消化 ， 将细胞收集至 １ ５ｍＬ 离心管 中 。

（ ４ ） 离心 ： 以 １ ０００ｒ
ｐ
ｍ 离心 ５ｍ ｉｎ 。 弃去上清液 ， 将细胞团块重悬于 １ｍＬ

ＰｎｅｕｍａＣｕ ｌ ｔ
－Ｅｘ 增殖培养基中 。

（ ５ ） 加培养基 ： 向 １ ２ 孔板的 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 下室孔中加入 ＰｎｅｕｍａＣｕ ｌｔ
－Ｅｘ 增殖培养

基１ｍＬ 〇

（ ６ ） 在上室中 以 １
＞ ＜

１ 〇
５

个细胞／ｃｍ
２

溶于 ０ ． ５ ｍＬ ＰｎｅｕｍａＣｕ ｌ ｔ
－Ｅｘ 增殖培养基接种

到直径为 ０ ． ４ ｊ

ａｍ 的 多 聚碳膜 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 上进行铺板 ， 混勾后转入培养箱 中孵育

（ ３ ７
°

Ｃ ， ５％ Ｃ〇 ２ ） 。

（ ７ ） 隔
一

天对细胞进行换液 （ ＰｎｅｕｍａＣｕ ｌ ｔ
－Ｅｘ 增殖培养基 ） 直至细胞长至完全

融合 。

分化期

（ １ ） 在细胞长至完全融合时开始进行分化 。

（ ２ ） 从 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 下室和上室 中轻轻吸 出 ＰｎｅｕｍａＣｕ ｌ ｔ
－Ｅｘ 增殖培养基 。 仅 向下

室 内添加 ＰｎｅｕｍａＣｕ ｌｔ
－ＡＬ Ｉ 分化培养基 １ｍＬ ， 上室 中不加培养基 。 放置培养箱 内孵

５





青岛大学硕士学位论文


育 （ ３ ７
°

Ｃ ， ５％ Ｃ〇 ２ ） 。

（ ３ ） 隔
一

天对下室进行
一

次换液 （ ＰｎｅｕｍａＣｕ ｌｔ
－ＡＬ Ｉ 分化培养基 ） 。

（ ４ ） 从分化第 ２ 周开始 ， 每周用 ０ ． ５ｍＬ 的 ＤＰＢ Ｓ 清洗细胞
一

次 ， 除去顶端表

面多余的粘液 ， 以防止过多 的粘液积聚 。

３
．
３ 人支气管上皮细胞系 （ １ ６ＨＢＥ 细胞 ） 的培养

３ ． ３ ． １ 细胞培养

以人 １ ６ＨＢＥ 细胞为受试细胞株 ， 按 １ ０％胎牛血清 ， ０ ． １％青霉素和链霉素的 比

例配制 ＭＥＭ 完全培养基 ， 将细胞放入培养箱 （ ３ ７
°

Ｃ ， ５％Ｃ〇 ２ ） 中进行培养 ， 每天

更换培养基 。

３ ． ３ ． ２ 细胞复苏

（ １ ） 将冻存管放入 ３ ７
°

Ｃ水浴锅 中快速摇晃使其融化 。

（ ２ ） 在 １ ５ｍＬ 离心管中加入 ｌ ｍＬ 新鲜培养基 ， 将细胞加入其 中充分混匀放入

离心机中 ， １ ０００ｒ
ｐ
ｍ ， 离心 ５ｍ ｉｎ 。

（ ３ ） 弃掉上清液 ， 加入 ｌ ｍＬ 完全培养基重悬细胞 ， 将细胞悬液加入含有完全

培养基的培养皿 中 ， 充分混匀后放入培养箱 内 （ ３ ７
°

Ｃ ，５％ ＣＣｈ ） 。

３ ． ３ ． ３ 细胞传代

（ １ ） 弃掉 旧培养基并加入 ｌ ｍＬ 的 ＰＢ Ｓ ， 润洗细胞后弃去 ＰＢ Ｓ 。

（ ２ ） 加入 ２ｍＬ 含 ０ ． ２ ５％ＥＤＴＡ 的胰酶 ， 缓慢摇匀 ， 保证胰酶充满整个皿底 ，

放入培养箱消化约 １ｍ ｉｎ 。

（ ３ ） 在镜下观察细胞状态然后加入 １ｍＬ 完全培养基终止消化 。

（ ４ ） 移液枪轻轻吹打皿底将细胞脱落 ， 把细胞悬液加入到 １ ５ｍＬ 离心管 中 ，

１ ０００ｒｐｍ离心５ｍ ｉｎ 。

（ ５ ） 在培养皿 中加入培养基 ， 离心后弃掉细胞上清液 ， 取 ｌ ｍＬ 完全培养基重

悬细胞后按 １ ：３ 比例将细胞悬液移入新 的培养皿 内 ， 混匀后转入细胞培养箱 内 。

３ ． ３ ． ４ 细胞冻存

（ １ ） 按照 ＤＭＳＯ ： 胎牛血清＝

１ ：９ 比例配制冻存液并充分混合 。

（ ２ ） 细胞收集过程见 ２ ． ３ ． ３ ． ３ 细胞传代部分 。

（ ３ ） 将含有细胞沉淀的冻存管 中加入 ｌ ｍＬ 的细胞冻存液 ， 放入细胞冻存盒中

并在 －

８０
°

Ｃ冰箱冻存 ２４ｈ 后转移至液氮罐 中长期冻存 。

６

Administrator
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

４ 细胞染毒

（ １ ） 按 １ 、 ５ 、 １ ０ 、 ２ ５ 、 ５０ 、 １ ００ 和 ２００ 昭／ｍＬ 浓度稀释 ＣＢ 母液用于细胞暴露 。

（ ２ ） 在增殖阶段 ， 待细胞贴壁后 ， ＤＰＢ Ｓ 清洗 ２ 次 ， 将溶解在 ＰｎｅｕｍａＣｕ ｌｔ
－Ｅｘ

培养基 中 的 ＣＢ 加入到 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 的 ｈ室暴露于细胞 ， 于 ３ ７
°

Ｃ培养箱 内暴露 ３ 天 ， 每

两天换
一

次液 。

（ ３ ） 在分化阶段 ， 使用 ＤＰＢ Ｓ 清洗细胞去除 ＣＢ ， 将溶解在 ＰｎｅｕｍａＣｕ ｌ ｔ
－ＡＬ Ｉ培

养基中 的 ＣＢ 添加到 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 的 卜 室中暴露于细胞 ， 于 ３ ７
°

Ｃ培养箱 内长期暴露 ，

每两天换
一

次培养基 。

５ 细胞活性检测

（ １ ） 将细胞用胰酶消化 、 离心 、 加入培养基重悬后制成细胞悬液进行细胞计

数 。

（ ２ ） 细胞接种至 ９６ 孔板 ， 每个样本设 ３ 个复孔 ， 将培养板在培养箱进行预培

养２４ ｈ（ ３ ７
。

。 ， ５％Ｃ〇 ２ ） 。

（ ３ ）ＣＢ 处理细胞 ２４ｈ 后弃掉培养基 ， 加入 ＰＢ Ｓ 清洗残 留培养基 ， 然后配制

１ ０％的 ＣＣＫ－

８ 溶液加入细胞培养孔 中 。

（ ４ ） 将培养板在培养箱 内培养 ０
．
５

－４ｈ ， 具体时 间 以显色程度而定 。

（ ５ ） 酶标仪检测 ： 测定在 ４ ５ ０ｎｍ 处的吸光度 ， 按公式 ： 细胞活力 （％ ）
＝

［Ａ

（加药 ）
－Ａ（ 空 白 ） ］ ／［ Ａ（ ０ 加药 ）

－Ａ（ 空 白 ） ］
ｘ

ｉ 〇〇 计算细胞活性 。

６ 跨膜电阻实验

（ １ ） 将 ＳＴＸ－２ 电极放至 ７ ５％酒精 １ ５ｍ ｉｎ后 自 然晾干 ， 放入ＤＰＢ Ｓ 中冲洗酒精 ，

并平衡 电极 １ ５ｍ ｉｎ 。

（ ２ ） 吸去 旧培养基 ， 在小室下层加入 ｌ ｍＬ 的 ＤＰＢ Ｓ ， 上室加入 ０
．
５ｍＬ 的 ＤＰＢ Ｓ

平衡 １ ５ｍ ｉｎ 。

（ ３ ） 将 电极短端浸入培养板 内 部 ， 长端浸入外部进行测量 ， 测得每个小室 内

三个侧孔处的 电阻值 。

（ ４ ）ＴＥＥＲ 值 由测得的 电阻计算 ， 按单层面积归
一

化 。 从细胞 中测得的 ＴＥＥＲ

值减去空 白 的 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 小室的背景值 。

７ 实时荧光定量 ＰＣＲ（ ｇ
ＲＴ －ＰＣＲ ）

７ ． １Ｔｒ ｉ ｚｏ ｌ 法抽提细胞总 ＲＮＡ

（ １ ） 分离 ＲＮＡ ： 取 出细胞培养板 ， 弃去 旧培养基 ， 用 ＰＢ Ｓ 润洗细胞 ， 加入

５００ 卟 的 Ｔｒｉｚｏ ｌ ， 用移液枪充分吹打细胞并吸入到 ＲＮａｓ ｅ
－Ｆ ｒｅ ｅ ｌ ． ５ｍＬ 的离心管 中 ，

７
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涡旋 ５
－

１ ０ｓ ， 静置 ５ｍｍ 。 按照 Ｔｒ ｉｚｏ ｌ 与氯仿 ５ ：１ 的 比例加入 １ ００
ｐ
Ｌ 的氯仿 ， 震荡

涡旋 ４ ５ｓ ， 使 Ｔｎｚｏ ｌ 与氯仿充分混匀至溶液呈淡粉色且无分层 ， 在室温下静置 ５ｍｍ ，

离心 ： １ ２０００
ｇ ， ４

°

Ｃ ， 时长１ ５ｍ ｉｎ 。

（ ２ ） 沉淀 ＲＮＡ ： 准备新的 ＲＮａｓ ｅ
－Ｆ ｒｅ ｅ ｌ ． ５ ｍＬ 离心管并做好标记 ， 在无菌离心

管中加入含有 ＲＮＡ 的水样层 ， 然后加入异丙醇 ， 上下颠倒混匀 １ ０ 次后在室温下静

置 ３ ０ｍｍ 。 离心 ： １ ２０００
ｇ ， ４

°

Ｃ ， 时长 １ ５ｍ ｉｎ 。 离心完毕弃掉上清 。

（ ３） 洗涤 ＲＮＡ ： 按照无水 乙醇与 ＤＥＰＣ 水 ３ ：１ 的 比例配置 ７ ５％ 乙醇 ， 向含有

ＲＮＡ 沉淀的离心管 中加入 ５ ００
ｐＬ 的 ７ ５％ 乙醇 ， 轻轻吹下离心管 中 的 白色沉淀使

ＲＮＡ 沉淀悬浮 ， 离心 ： １ ３ ０００
ｇ ， ４

°

Ｃ ， 时长 １ ０ ｍｍ 。 重复上步 。 弃上清 ， １ ３ ０００
ｇ ，

４
°

Ｃ ， 空管离心 ５ｍｍ ， 弃掉管 内剩余液体 。 将离心管室温干燥至 ＲＮＡ 沉淀变透明 。

（ ４ ） 溶解 ＲＮＡ ： 取 １ ０私 的 ＤＥＰＣ 水 ， 使用 ５ ８
°

Ｃ金属浴 １ ０ ｍｍ 后置于冰上 。

（ ５ ） 检测 ＲＮＡ 样品纯度和浓度 ： 用移液枪吸取 ｌ ｐＬ 样品进行 ＲＮＡ 检测 ， 使

用微量紫外分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度和 Ａ２６０／Ａ２ ８０ 比值 。

７ ． ２ 逆转录 （ＲＴ ）

逆转录过程用逆转录 （ＲＴ ） 试剂盒 ， 根据 ： １ ０００ｎ
ｇ／ＲＮＡ 的浓度＝ＲＮＡ 体积计

算 ＲＮＡ 的量 ， 用 ２０ ｐＬ体系反转 。 如表 ３ 所示 。 按照逆转录试剂盒说明书加入表中

的各种试剂 ， 混匀之后在 ＰＣＲ仪上进行两步逆转录反应 。



表 ３ 反转录反应体系


试剂 体积

总 ＲＮＡ ＶＲＮＡ＝ １ ０００ ｎ
ｇ／ＲＮＡ 浓度 （

ｊ
ｔＬ ）

４ ＞＜

ｇＤＮＡ ｗ ｉ
ｐｅ

ｒ Ｍ ｉｘ ４
 （

ｉＬ

ＲＮａｓｅ
－

ｆｒｅｅ ｄｄＨ２〇 ｔｏ １ ６
 （

ｊＬ

用移液枪轻轻吹打混匀 。 ４２
°

Ｃ２ｍｉｎ

５ ｘＨ ｉ Ｓ ｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｉ
ｑ
ＲＴＳｕｐｅ

ｒＭ ｉｘ ４
 （

ｉＬ

用移液枪轻轻吹打混匀 。 ３ ７
°

Ｃ １ ５ ｍ ｉｎ
；８ ５

°

Ｃ ５ ｓ

Ｔｏｔａｌ ２ ０
 （

ｊＬ

８





材料与万法


７ ． ３
＾
ＲＴ－ＰＣＲ

（ １ ） 引物合成 ： 所有 引物均 由上海生工 （ Ｓ ａｎｇｏ
ｎＢ ｉｏｔｅ ｃｈ ） 生物工程股份有限

公司合成 ， 引 物列表如下 。



表 ４ 基因 引物序列


基因基因序列 （ ５
＇

－

３
＇

）

Ｆｏ ｒｗ ａｒｄ
ｐｒｉｍｅ ｒ ：ＧＧＡＡＡＡＣＡＡＴＧＣＣＣＡＧＡＣＴＣ

ＡＮｐ６３
Ｒｅｖｅｒｓ ｅ

ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＴＧＴＴＡＴＡＧＧＧＡＣＴＧＧＴＧＧＡＣ

Ｆｏ ｒｗ ａｒｄ
ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＴＧＧＡＧＣＡＧＧＧＴＧＧＡＣＡＣＴＣＡＴＣ

ＴＡｐ６３

Ｒｅｖｅｒｓ ｅ
ｐ
ｒｉｍｅｒ ：ＧＣＴＧＧＡＧＧＣＡＴＣＴＣＴＧＡＡＣＴＴＣＴＧ

Ｆｏ ｒｗ ａｒｄ
ｐｒｉｍｅ ｒ ：ＧＧＣＣＴＧＣＴＣＧＡＣＣＣＴＡＣＡＧＡ

Ｋｉ ６ ７

Ｒｅｖｅｒｓ ｅ
ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＧＣＴＴＧＴＣＡＡＣＴＧＣＧＧＴＴＧＣ

Ｆｏ ｒｗ ａｒｄ
ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＣＣＴＧＣＴＧＧＧＡＴＡＴＴＡＧＣＴＣＣＡ

ＰＣＮＡ

Ｒｅｖｅｒｓ ｅ
ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＣＡＧＣＧＧＴＡＧＧＴＧＴＣＧＡＡＧＣ

Ｆｏｒｗａｒｄ
ｐｒｉｍｅ ｒ ：ＧＧＧＣＴＴＴＧＡＣＡＡＧＡＧＡＧＴ

ＭＵＣ５Ｂ
Ｒｅｖｅｒｓ ｅ

ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＡＧＧＡＴＧＧＴＣＧＴＧＴＴＧＡＴＧＣＧ

Ｆｏ ｒｗ ａｒｄ
ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＣＣＴＴＣＧＡＣＧＧＡＣＡＧＡＧＣＴＡＣ

ＭＵＣ５ＡＣ

Ｒｏ ｒｗａｒｄ
ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＴＣＴＣＧＧＴＧＡＣＡＡＣＡＣＧＡＡＡＧ

Ｆｏ ｒｗ ａｒｄ
ｐｒｉｍｅ ｒ ：ＧＧＡＧＧＧＧＡＣＧＴＡＡＡＴＣＣＣＴＡ

Ｆ０ＸＪ１

Ｒｅｖｅｒｓ ｅ
ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＴＴＧＧＴＣＣＣＡＧＴＡＧＴＴＣＣＡＧＣ

Ｆｏ ｒｗ ａｒｄ
ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＣＴＧＡＧＧＧＧＡＡＴＣＣＧＣＡＧＡＴＧ

Ｆ０ＸＪ２
Ｆｏ ｒｗ ａｒｄ

ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＣＡＧＣＡＣＴＴＴＣＴＣＧＧＣＣＴＧＡＡ

Ｆｏ ｒｗ ａｒｄ
ｐｒｉｍｅ ｒ ：ＴＣＣＣＣＧＴＡＡＴＴＡＴＧＴＧＧＴＧＡＣ

ＥＧＦＲ
Ｒｅｖｅｒｓ ｅ

ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＧＣＣＣＴＴＣＧＣＡＣＴＴＣＴＴＡＣＡＣ

Ｆｏ ｒｗ ａｒｄ
ｐｒｉｍｅ ｒ ：ＣＡＴＣＴＡＣＡＣＡＧＴＴＴＧＡＴＧＣＴＧＣＴ

ＣＴＮＮＢ １

Ｒｅｖｅｒｓ ｅ
ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＧＣＡＧＴＴＴＴＧＴＣＡＧＴＴＣＡＧＧＧＡ

Ｆｏ ｒｗ ａｒｄ
ｐｒｉｍｅ ｒ ：ＡＡＧＧＧＴＧＴＧＧＧＣＡＧＡＡＴＧＧＡＡＡＣ

ＪＡＧ１

Ｒｅｖｅ ｒｓ ｅ
ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＧＣＡＧＡＣＡＡＧＴＴＧＡＣＧＡＧＧＧＡＡＧＧ

Ｆｏ ｒｗａｒｄ
ｐ
ｒｉｍｅｒ ：ＣＡＴＴＧＣＴＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧＧ

Ｂ－

ａｃｔｉｎ

Ｒｅｖｅ ｒｓ ｅ
ｐ
ｒｉｍｅ ｒ ：ＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＴＧＡＧＧ

（ ２ ） 根据试剂盒说 明书操作 ， 操作流程如下 。



表 ５ ｔ

／
ＲＴ－ＰＣＲ 常用反应体系


反应试剂
̄

２ ｘＮｏｖｏ Ｓｔａｒｔ ＳＹＢＲ
ｑ
ＰＣＲＳｕｐｅ

ｒＭ ｉｘ Ｐ ｌｕ ｓ １ ０
 （

ｉＬ

ＲＯＸＩ Ｔ ０ ． ４
 ［

ｉＬ

上游 引物 ０ ． ４ 吣

下游 引物 ０ ． ４

ｃＤＮＡ ２

ＲＮａｓｅ Ｆ ｒｅｅ Ｗａｔｅ ｒ至２ ０
 （

ｊＬ

９
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

表 ６
ｇ
ＲＴ－ＰＣＲ 反应程序

反应温度反应时间ｍｍｘ

９ ５
°

Ｃ １ｍ ｉｎ １

９ ５
°

Ｃ ２ ０ｓ ４０

６０
°

Ｃ １ｍ ｉｎ ４０

８Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ检测相关蛋白表达

８ ． １ 提取细胞蛋 白

（ １ ） 取 ｌ ｍＬ 的 ＲＩＰＡ 裂解液 ， 按照 １ ００ ：１ 的 比例 ， 将其与蛋 白酶抑制剂充分

混合 ， 配制好后放在冰上备用 。

（ ２ ） 取出细胞培养板 ， 在弃去 旧培养基后用凉的 ＰＢ Ｓ 润洗细胞 。 在细胞培养

板中均匀缓慢的加入 １ ００
ｐ
Ｌ 的裂解液 。 将细胞培养板放至冰上 ， 摇床快摇 １ ５ｍｍ

（保证裂解液液面晃动 ） ， 直至细胞蛋 白充分裂解 。

（ ３ ） 用细胞刮把细胞刮下来 ， 用移液枪吸至 ＲＮａｓ ｅ
－Ｆ ｒｅ ｅ ｌ ． ５ｍＬ 离心管 中 ， 用

超声进
一

步裂解细胞 （超声时要把样品放至冰上进行 ） 。

（ ４ ） 离心 ： １ ５ ０００ § ， ４
。

（： ， 时长 １ 〇 １１１ １ １１ 。

（ ５ ） 离心结束后 ， 取上清液至新的 １ ． ５ｍＬ 离心管 中 ， 吸取部分样品测定浓度 。

８
．
２ＢＣＡ 法测定蛋 白浓度

（ １ ） 配制工作液 ： ＢＣＡ ：Ｃｕ
＝

５ ０ ：１ 的 比例配制 ＢＣＡ 工作液 ， 充分混匀 。

（ ２ ） 稀释标准 品 ： ＢＣＡ 标准 品使用 ＰＢ Ｓ 稀释 １ ０ 倍 ， 使其终浓度为 ０
．
５ ｍ

ｇ／ｍＬ 。

将标准品按照 ０ 、 １ 、 ２ 、 ４ 、 ８ 、 １ ２ 、 １ ６ 、 ２０
ｐ
Ｌ 加到 ９６ 孔板 中 ， 然后加 ＰＢ Ｓ 补齐至

２０
 ｜

ｉＬ 〇

（ ３ ） 稀释蛋 白 ： 取 ４
＾
Ｌ 蛋 白样品加入 ９６ 孔板 中 ， 加 ＰＢ Ｓ 补足到 ２０

＾
Ｌ 。

（ ４ ）ＢＣＡ 工作液加入 ２００ … 至 ９６ 孔板中 ， 在 ３ ７
°

Ｃ烘箱 内避光放置 ３ ０ｍｍ 。

使用酶标仪测定 ５ ６２ｒｎｎ 处吸光度 。 根据标准 曲线与稀释倍数计算 出样品蛋 白浓度 。

８ ． ３Ｗｅ ｓｔｅ ｒｎ
－

ｂ ｌｏｔ实验

（ １ ） 配胶 ： 取等体积的胶溶液和胶缓冲液并加入促凝剂充分混匀 ， 配置 １ ０％

的分离胶和浓缩胶 。

（ ２ ） 检漏 ： 玻璃板清洗干净 ， 将 １ ． ５ｍｍ 的玻璃板固定在制胶架上 ， 加入超纯

水检查有无漏液 。

（ ３ ） 灌胶 ： 加入分离胶再加入无水 乙醇进行封层 。 在室温下静置 １ ５ｍｍ ， 待

分离胶凝固后倒 出无水 乙醇 。 加入浓缩胶后垂直插入梳子 。 室温静置 １ ５ｍｍ ， 待浓

缩胶完全凝固之后 ， 使用 电泳槽将玻璃板固定并保证没有缝隙 。

（ ４ ） 配置电泳液 ： 在 １ ０００ｍＬ 超纯水 中加入电泳液粉末 ， 然后在磁力搅拌器

１ ０





材料与方法


上混匀至完全溶解 。

（ ５ ） 电泳 ： 把配制好的 电泳液倒入到 电泳槽中 ， 垂直取 出梳子 。 根据 ｍａｒｋｅｒ ，

蛋 白 ， ｍａｒｋｅ ｒ 顺序加入样 品 。 上样完成之后 ， 接通电源 ， 设置恒定 电压 ６０Ｖ ， ４０

ｍｍ ， 当样本蛋 白跑到分离胶时 ， 调整 电压到 １ ２０ Ｖ 。 待溴酚蓝 电泳到下层胶底部的

时候关 闭 电源 。 根据蛋 白分子量去除多余部分 ， 进行转膜 。

（ ６ ） 配置转膜液 ： 在 ８００ ｍＬ 超纯水 中加入无水 乙醇至 ｌ ＯＯＯ ｍＬ 然后加入转膜

液粉在磁力搅拌器上充分混匀 。

（ ７ ） 转膜 ： 剪裁 ５ ｘ ８ｃｍ 的 ＰＶＤＦ 膜并且在 甲醇中激活 ３ ０ｓ 。 按照转膜板 白色

面 －黑色滤网 －海绵 －ＰＶＤＦ 膜－胶 －海绵 －黑色滤网 －转膜板黑色面的顺序依次叠加 ， 保证

胶与膜之间没有气泡 。 将装好的转膜夹固 到转膜槽 中 ， 转膜夹的 白色面对应转膜槽

的红色面 。 在转膜槽中倒入转膜液 ， 加入冰块及冰袋设置 ２６０ｍＡ 恒流进行转膜 ２

ｈ 〇

（ ８ ） 封闭 ： ＰＶＤＦ 膜使用 ＴＢ ＳＴ 溶液冲洗 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ， 然后在孵育盒中加入快速封

闭液将 ＰＶＤＦ 膜浸没 ， 室温下缓慢摇动封闭 ２ｈ 。

（ ９ ）
一

抗孵育 ： 用 ＴＢ ＳＴ 快速摇动漂洗 ＰＶＤＦ 膜 ３ 次 ， 每次 １ ０ｍ ｉｎ 。 按照 １ ：

１ ０００的 比例用抗体稀释液稀释
一

抗 （ ＡＮｐ
６ ３ 、 ＪＡＧ １ 、 ＣＴＮＮＢ １ 、 ＥＧＦＲ、

ｐ
－

ａｃｔ ｉｎ ） ，

在抗体孵育盒 中加入
一

抗 ， ４
°

Ｃ缓慢摇床过夜 。

（ １ ０ ）
一

．抗孵育 ： 回收
一

抗 ， 用 ＴＢ ＳＴ 快速漂洗 ＰＶＤＦ 膜 ３ 次 ， 每次 １ ０ｍｍ 。

按照 １ ：１ ０００ 的 比例用抗体稀释液稀释二抗 。 在抗体孵育盒中加入二抗 ， 常温下在

摇床上缓慢摇动 ２ｈ ， 进行孵育 。

（ １ １ ） 显影 ： 回收二抗并在摇床上用 ＴＢ ＳＴ 快速摇动漂洗 ＰＶＤＦ 膜 ３ 次 ， 每次

１ ０ｍ ｉｎ 。 取 ＥＣＬ 化学发光试剂 Ａ 液 １ｍＬ 和 Ｂ 液 １ｍＬ 进行充分混合 ， 将 ＰＶＤＦ 膜

放至发光液 中 ， 过程全称需要避光操作 。 最后在化学发光仪中扫描并拍照 。

（ １ ２ ） 定量分析 ： 通过 ＩｍａｇｅＪ 软件分析 内参蛋 Ａ条带和 目 的蛋 白条带的灰度

值 ， 按照公式 ： ０ 的蛋 白条带 ／内参蛋 白条带进行定量 。

９ ＥｄＵ 检测细胞增殖

９ ． １ 细胞培养

取对数生长期细胞 ， 以每孔 ５ ｘ
ｌ 〇

４

细胞接种于 ２４ 孔培养板 中 ， 培养至正常生长

阶段 ， 使用对应浓度 ＣＢ 处理细胞 。

９ ． ２ＥｄＵ 标记

（ １ ） 制备浓度为 １ ０
ＨＭ 的 ＥｄＵ 培养基 ， 该过程用细胞完全培养基稀释 ＥｄＵ 溶

液 。

１ １
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

（ ２ ） 弃去 旧培养基 ， 用 ＰＢ Ｓ 润洗细胞 ２ 次 ， 更换 ＥｄＵ 培养基并在培养箱

（ ３ ７
°

Ｃ ， ５％ Ｃ〇 ２ ） 中孵育２ ｈ 。

９
．
３ 细胞固定及促渗

（ １ ） 细胞孵育完成后 ， 弃掉培养基 ， 加入 ２００ 吣 的 ４％多聚 甲醛固定液室温

孵育 ２０ｍ ｉｎ 。

（ ２ ） 在每孔 中加入 ２００
ｐ
Ｌ 的 ２ｍｇ／ｍＬ 甘氨酸溶液 ， 在室温下孵育 ５ｍｍ 。

（ ３） 以每孔 ２００ 必 的 ３％Ｂ ＳＡ 洗涤细胞 ２ 次 ， 每次 ３ｍ ｉｎ 。

（ ４ ） 去除 Ｂ ＳＡ 洗涤液 ， 在每孔 中加入 ２００
＾
Ｌ 的 ０ ． ５％ Ｔｒ ｉｔｏｎ Ｘ－

１ ００ ， 在室温下

孵育 ２０ｍ ｉｎ 。

（ ５ ） 去除 ０
．
５％Ｔｒ ｉｔｏｎＸ－

１ ００ 的促渗齐 Ｕ ， 在每孔 中加入 ２００ 必 的 ３％Ｂ ＳＡ 洗涤

细胞 ２ 次 ， 每次 ３ｍｍ 。

９ ． ４ＥｄＵ 检测

（ １ ） 配置 ｌ
ｘ Ｃ ｌ ｉ ｃｋ

－

ｉＴ ＥｄＵ 反应缓冲液 ： 用 ｄｄＨ２〇 将 ｌ ＯｘＣ ｌ ｉ ｃｋ
－

ｉＴ ＥｄＵ 反应缓冲

液稀释 １ ０ 倍 。

（ ２ ） 力 Ｐ３ ００
ｐＬ 的 ｄｄＨ ２〇 至 ３ ０ｍｇ 的 Ｃ ｌ ｉ ｃｋ

－

ｉＴＥｄＵ 缓冲液添加物 中配成终浓度

为 １ ００ｍｇ／ｍＬ 的 ５ ｘ Ｃ ｌ ｉ ｃｋ－

ｉＴＥｄＵ 缓冲液添加物 ， 用 ｄｄＨ２０ 稀释制备成 ｌ
ｘＥｄＵ 缓冲

液添加物 。

（ ３ ） 制备 Ｃ ｌ ｉ ｃｋ
－

ｉＴ 工作液 。



表 ７Ｃ ｌ ｉ ｃｋ －

ｉＴ 丄作液体系


反应组分 体积 （ １ 个孔 ）

ｌ
ｘ Ｃ ｌ ｉｃｋ －

ｉＴ ＥｄＵ反应缓冲液 Ｌ ７ １

ｌ
ｘ Ｃ ｌ ｉｃｋ －

ｉＴ ＥｄＵ 缓冲液添加物 ２ ０
ｍ
Ｌ

Ｃｕ Ｓ〇 ４ ８
 （

ｉＬ

ＹＦ４ ８８ Ａｚ ｉｄｅ Ｌ

总体积 ２ ００
ｎＬ

（ ４ ） 每孔 中加入 ２００ 私 Ｃ ｌ ｉ ｃｋ
－

ｉＴ 工作液 ， 室温孵育 ３ ０ｍ ｉｎ 。

（ ５ ） 去除 Ｃ ｌ ｉ ｃｋ －

ｉＴ 丄作液 ， 在每孔 中加入 ２００ 吐 的 ３％Ｂ ＳＡ 洗涤细胞 ２ 次 ，

每次 ３ｍｍ ， 去除洗涤液 。

９ ． ５ ＤＮＡ 复染

（ １ ） 用 ２００
ｐ
Ｌ 的 ＰＢ Ｓ 洗涤细胞 １ 次 ， 去除洗涤液 。

（ ２ ） 用 ＰＢ Ｓ 将 Ｈｏ ｅ ｃｈ ｓｔ３ ３ ３ ４２ 溶液稀释 ２０００ 倍 ， 每孔 中加入 ２００ 必 的 ｌ
ｘ

Ｈｏｅｃｈ ｓｔ３ ３ ３ ４２ 溶液 ， 室温避光孵育 ３ ０ｍ ｉｎ 。

（ ３） 去除 Ｈｏｅ ｃｈ ｓｔ３ ３ ３ ４２ 溶液 ， 用 ２００ 吐 ＰＢ Ｓ 洗涤细胞 ２ 次 。

１ ２





材料与方法


９ ． ６ 拍照及分析

应用荧光显微镜进行拍照成像 ， 并使用 ＩｍａｇｅＪ 分析数据 。

１ ０ 生物信息学分析

（ １ ） 使用ＧＴＲＤ（ ｈｔｔｐ ：＂ｇｔｒｄ ． ｂ ｉ ｏｕｍＬ ． ｏ ｒ
ｇ／ ） 、 ＣｈＩＰ －Ａｔ ｌ ａｓ（ ｈｔｔｐ ｓ ：／／ｃｈ ｉｐ

－

ａｔ ｌ ａｓ ． ｏｒ

ｇ ） 和Ｋｎｏ ｃｋＴＦ（ ｈｔｔｐ ：／／ｗｗｗ． ｌ ｉ ｃｐａｔｈｗａｙ ． ｎｅｔ／ ＫｎｏｃｋＴＦ ／ ｉｎｄｅｘ ． ｈｔｍＬ ） 数据库预测ＡＮｐ

６３ 的靶基因 。

（ ２ ）ＧＴＲＤ 数据库 ： 根据靶基因启动子 区域 ［

－

１ ００ ，
＋ １ ０

］
来预测结合位点和靶

基因 ；
ＫｎｏｃｋＴＦ 数据库 ： 根据 ＦＤＲ￡０ ． ０ ５ 筛选 ＡＮｐ６３ 的靶基因 。 为 了识别三个数

据库的共表达基因 ， 使用在线工具 （ ｈｔｔｐ ：／／ｂ ｉ ｏ ｉｎｆｏ ｒｍａｔ ｉ ｃ ｓ ． ｐ ｓｂ ． ｕｇ ｅｎｔ ． ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏ ｌ ｓ／Ｖｅｎ

ｎ／ ） 绘制维恩 图进行分析 。

（ ３ ） 为 了 预测 革巴基因 中与细胞修复相关的基因 ， 本研宄利用 Ｄ ａｔａｂａｓ ｅ ｆｏ ｒ Ａｎｎｏ

ｔａｔ ｉｏｎ ， Ｖｉｓｕａｌ ｉｚａｔ ｉｏｎ ，ａｎｄＩｎｔｅｇ
ｒａｔｅｄＤ ｉ ｓｃｏｖｅｒｙ（ＤＡＶＩＤ ，ｈｔｔｐｓ ：／／ｄａｖ ｉｄ ．

ｎｃ ｉ ｆｃ ｒｆ
． ｇｏｖ／ ） 对

ＦＤＲ
￡ ０ ． ０ ５ 的 ＡＮｐ

６３ 共表达基因进行京都基因与基因组Ｈ科全书 （ＫｙｏｔｏＥｎｃｙ ｃ ｌｏｐ ｅ

ｄ ｉ ａｏｆＧｅｎｅ ｓａｎｄＧｅｎｏｍｅ ｓ ， ＫＥＧＧ ） 信号通路富集分析和基因本体 （ ＧｅｎｅＯｎｔｏ ｌｏｇｙ ，

ＧＯ ） 分析 。 革Ｅ基因启 动子序列从美 国 国家生物技术信息 中心 （Ｎａｔ ｉｏｎａ ｌＣ ｅｎｔｅ ｒｏｆ Ｂ ｉ

ｏｔｅｃｈｎｏ ｌ ｏｇｙＩｎｆｏ ｒｍａｔ ｉｏｎ ， ＮＣＢ Ｉ ） 网 站 （ ｈｔｔｐ ｓ ：／／ｗｗｗ． ｎｃｂ ｉ ． ｎ ｌｍ ．ｍｈ ． ｇｏｖ／ ） 获取 。 潜

在启动子区域 由基因起源上游 ２０００ 碱基对 （Ｂ ａｓ ｅＰａ ｉ ｒ ， ｂｐ ） 和下游 １ ００ｂｐ 序列组

成 。 本研宄使用 ＪＡＳＰＡＲ 数据库 （ ｈｔｔｐ ：／／
ｊ
ａｓｐａ

ｒ
． ｇｅ

ｎｅ ｒｅｇ ．
ｎｅｔ／ ） 预测 ＣＴＡＷＢ ７ 启 动子

区域 内 的结合位点 ， 其 中特别关注相对得分高于 ８ ０％的结合位点 ， 结果如表 ８ 所示 。



表 ８ ＡＮｐ６３ 与靶基因结合位点的预测


Ｒｅ ｌａｔ ｉｖｅ

Ｇｅｎｅ
（
ｈｕｍａｎ

）Ｓ ｃｏ ｒｅ Ｓ ｔａｒｔＥｎｄＳ ｔｒａｎｄＰ ｒｅｄ ｉｃ ｔｅｄｓｅｑｕｅ
ｎｃｅ

ｓｃｏ ｒｅ

ＥＧＦＲ １ Ｌ ２ ７０ ８ ５ ９ ６ １ ８ ６ ３ ７＋ＣＡＧＧＡＡＧＣＡＣＡＣＡＣＡＴＧＣＣＴ

１ １ ． １ ５ ０ ． ８ ５ ８ ３ ９９ ４ １ ８＋ＴＧＡＣＴＴＧＴＡＣＡＣＡＣＡＧＧＴＣＡ

１ ０ ． ７ １ ０ ． ８ ５ ２ ７ ７ ５ ７ ９４－ＧＧＧＣＡＡＧＣＧＣＡＧＡＣＡＧＡＣＡＣ

８ ． ８４０ ． ８ ３ １ ３ ０ ８ ３ ２ ７＋ＡＣＴＧＡＴＧＴＴＣＴＴＡＣＡＴＧＣＴＧ

ＪＡＧ１ １ １ ． １ １ ０ ． ８ ５ ７ ８２ ８ ８４７＋ＡＧＧＣＣＴＧＴＣＣＡＣＣＣＡＣＧＴＣＣ

ＣＴＮＮＢ １ ８ ． ２ １ ０ ． ８２ ４ １ ６７ ５ １ ６ ９４＋ＡＧＧＣＧＣＧＣＣＧＡＧＴＣＣＴＧＣＡＧ

１ ３





青岛大学硕士学位论文


１ １ 细胞转染

１ １
．
１ｓ ｉＲＮＡ转染

ｓ ｉＲＮＡ 准备

本部分实验使用 的 ＮＣ －

ｓ ｉ 和 ＡＮｐ
６３

－

ｓ ｉ ， 均购 自 上海吉玛制药技术有限公司 。 具

体配制方法如下 ：

（ １ ） 按 ｌ ＯＯＯＯ ｒｐｍ ，４
°

Ｃ ， 离心 ｓ ｉＲＮＡ ２ ｍ ｉｎ ， 将管 中粉末离心至管底 。

（ ２ ） 缓慢打开管盖加入对应量的 ＤＥＰＣ 水溶解成终浓度为 ２０
ｐ
Ｍ 的储备液 。

ｓ ｉＲＮＡ 转染

（ １ ） 使用不含双抗的培养基将细胞接种于 １ ２ 孔板 内 ， 待细胞贴壁后密度为

３ ０
－

５ ０％时进行细胞转染 。

（ ２ ）ｓ ｉＲＮＡ －ＲＦ ｅｃｔ 混合物准备 ：

提前准备好 １ ． ５ ｍＬ 离心管并做好标记 。 分为 ＮＣ －

ｓ ｉ 组 、 ＡＮｐ
６ ３ －

ｓ ｉ 组 、 ＣＢ ＋ＮＣ －

ｓ ｉ 组及 ＣＢ ＋ ＡＮｐ６ ３
－

ｓ ｉ 四组 ， 配制转染试剂 ， １ ５ 吣 ｓ ｉＲＮＡ 用 ２ ５ ０ 必 ｏｐｔ ｉ 培养基稀

释 ， １ ０
ｐ
Ｌ 的 ＲＦ ｅ ｃｔ 用 ２ ５ ０

ｐ
Ｌｏｐｔ ｉ 培养基稀释 。 用移液枪将两者轻轻混匀 ， 在室温

下孵育 ５ｍ ｉｎ 。 将 ｓ ｉＲＮＡ 稀释液与 ＲＦ ｅ ｃｔ 稀释液混合后轻轻混匀 ， 在室温下孵育 ２０

ｍ ｉｎ 〇

（ ３ ） 将混合物加入到培养板孔 中 ， 轻轻晃动培养板混匀 。

（ ４ ） 培养箱 内 （ ３ ７
°

Ｃ ， ５％ Ｃ〇 ２
）
培养 ６ ｈ 后 ， 更换培养基暴露 ＣＢ 。 ４ ８ ｈ 后 ， 收

取细胞样品用于 ｇＲＴ
－ＰＣＲ 。

１ １ ． ２ 质粒转染

本部分实验使用 的 ＮＣ －

ｏｖｅ ｒ 和 ＡＮｐ６ ３
－

ｏｖｅ ｒ ， 均购 自 上海吉凯基因 医学科技股份

有限公司 。

（ １ ） 转染前 ２４ 小时左右对细胞进行接种并培养过夜 ， 确保转染时细胞密度为

８０％左右 。

（ ２ ） 弃去 旧培养基 ， 更换新鲜的含血清培养基 。

（ ３ ）ＲＦ ｅｃｔ／ＤＮＡ 转染复合体准备

提前准备好 １ ． ５ ｍＬ 离心管并做好标记 。 分为 ＮＣ －

ｏｖｅｒ 组 、 ＡＮ ｐ６３
－

ｏｖｅ ｒ 组 、 ＣＢ

＋ＮＣ －

ｏｖｅ ｒ组及ＣＢ ＋ ＡＮｐ
６ ３ －

ｏｖｅ ｒ四组 。 在１ ． ５ｍＬ离心管 中加入２００ ｜

ｉＬ的Ｔｒａｎｓ

ｂｕｆｆｅ ｒ及 １ ０
［

ｘＬ转染试剂 。 混句后在室温静置 ５ ｍ ｉｎ 。 在离心管 中加入 ２００
｜

ｉＬ 的 Ｔｒａｎ ｓ

ｂｕｆｆｅ ｒ 及适暈 ＤＮＡ ， 混勾后在室温静置 ５ｍ ｉｎ 。 将两者混勾后在室温静置 １ ５
－２０ｍ ｉｎ 。

将 ＲＦ ｅ ｃｔ／ＤＮＡ 转染复合体加入至孔板中 ， 充分混合后放至培养箱 ３ ７
°

Ｃ ， ５％Ｃ〇 ２培

养 １ ２ｈ ， 然后更换含有 ＣＢ 的培养基进行暴露 。

１ ４





材料与方法


（ ５ ） 细胞暴露 ＣＢ 培养 ４ ８ｈ 后做 ｇＲＴ
－ＰＣＲ ， 暴露 ７２ｈ 做 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 。

１ ２ 分子动力学模拟 （ＭＤ ）

１ ２
．
１ 构建 ＡＮｐ

６ ３ －ＣｒＡＷ＾／
－ＣＢ 复合物模型

（ １ ）ＡＮｐ
６３ 的初始模型是基于蛋 白质数据库 （ ＰＤＢ 代码 ３ＱＹＭ ）ｐ６ ３

－ＤＮＡ 复

合物结构构建的 。

（ ２ ） 构建 ＣＴＡＷ５ Ｊ 的双螺旋结构 ， 并进
一

步对接到 ＡＮｐ
６ ３ 上形成蛋 白 －基因复

合物 ， 其中保留 了 鸟嘌呤与 Ａｒｇ
３ １ １ 的氢键相互作用 ［

３ ３
，
３ ６

］

。

（ ３ ） 根据 Ｚｈａｎｇ 等人的研宄构建 ＣＢ 结构 ［
３ ７

］

。 利用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ程序包 ［
３ ８

］

，

将 ＣＢ 对接到蛋 白 －基因复合物中 ， 得到 ＡＮｐ
６ ３ －ＣＴＡＷ５ ７

－ＣＢ 复合物 。 在构建模拟模

型时 ， 通过 ｈ＋＋程序估计 了可滴定氨基酸残基的质子化状态 ［
３ ９

］

。

１ ２
．
２ＭＤ

（ １ ） 采用 ＡＭＢＥＲ １ ８ 分子模拟包进行经典 ＭＤ ， 蛋 白和 ＤＮＡ 分别用 Ａｍｂｅ ｒ

ｆｆｌ ４ＳＢ 和 ０Ｌ １ ５ 力场进行描述 溶剂水分子采用 Ｔ ＩＰ３Ｐ 模型 ［
４ １

ＬＣＢ 的力场参数

以 ＧＡＦＦ 为基础生成 ［
４ ２

］

， 部分原子 电荷 由基于 ＨＦ ／６
－

３ １ＧＨ十算的约束静 电势 电荷定

义 。 初始坐标和拓扑文件 由 ｔ ｌ ｅａｐ 程序通过中和 、 溶剂化生成 ［
３ ９

］

。 随后采用三次模

型 的周 期边界条件进行 了 经典动 力 学模拟 。 经过
？

系 列 能量最小化 、 程控加热

（ ０
？

３ １ ０Ｋ ，ＮＶＴ ， ｌ ＯＯ ｐ ｓ ） 和密度平衡 （ ３ １ ０Ｋ ， １
．
０ａｔｍ ， ＮＰＴ ，ｌ ＯＯ ｐ ｓ ） ， 最后进

行 了２００ｎ ｓＮＶＴ 进行 ＭＤ ， 以生成轨迹 。

（ ２ ） 在 ＭＤ 过程 中 ， 使用 ＳＨＡＫＥ 算法来约束所有含氢键的高频拉伸振动 ， 并

为范德华 （Ｕ－

１ ２ 势 ） 和静 电相互作用 （ ＰＭＥ 策略 ） 的截止偵设置为 １ ２ Ａ ［
４ ３

１

。 最后 ，

使用 ｃｐｐｔｒａ
ｊ
进行轨迹分析 ， 使用 Ｐ

ｙ
ＭＯＬ 进行可视化 。

１ ３ 数据处理

数据的结果 以均数 ± 标准差表示 ， 应用 Ｇｒａｐ
ｈＰａｄＰｒ ｉ ｓｍ６ ． ０ 软件对数据进行分

析 ， 采用 ｔ 检验 、 单因素方差分析对数据进行 比较分析 。

１ ５





  


结果

１ＣＢ 的表征及暴露浓度的筛选

使用透射电镜 （ Ｔｒａｎｓｍ ｉｓ ｓ ｉｏｎｅ ｌ ｅｃｔ ｒｏｎｍ ｉ ｃｒｏ ｓ ｃｏｐｅ ， ＴＥＭ ） 对 ＣＢ 粒径进行表征 。

ＴＥＭ 结果显示 ， ＣＢ 的单颗粒粒径为 ３ ７
．
８ ０±３

．
３ ７ｎｍ（ 图 １） ， 且 ＣＢ 为形态大小均

匀的球状颗粒 ， 多 以 团聚体形式存在 。 为 了进
一

步评估 ＣＢ 的团聚情祝 ， 利用动静

态激光散射仪对不同溶液中 ＣＢ 的水合粒径进行表征 ， 其中 ， 在 ＰｎｅｕｍａＣｕｌ ｔ
－Ｅｘ 和

Ｐｎ ｅｕｍ ａＣ ｕ ｌ ｔ
－ＡＬＴ 两种培养基中 ＣＢ 的水合粒径分别为 １ １ １ ９

．
５９±１ ３ ０ ． １ ８ｎｍ 和 ９ ８０

．
２４

±４９
．
９０ｎｍ ， 表明 ＣＢ 容 易聚集 。 之后 ， 利用 Ｚ ｅｔａ 电位仪测定 ＣＢ 的 Ｚ ｅ ｔａ 电位值

结果显示 ＣＢ 在所有溶液中均为负 （
－

５ ７
．
７２ ？ －

５ ７
．
２４ｍＶ ） （表 ９ ） 。

Ｚ
一

｜一一 一＿

＾ １
＿

＇３

Ｉ＿ ＊

▲ｍ

ｐｌｐｉ
Ｉ

？



ｋ

＊

Ｊ
Ｌ
 ，＼

４、

＼

图 １ＣＢ 的 ＴＥＭ 图像




９ＣＢ 的 Ｚｅｔａ 电位和水合敉径


ＰｎｅｕｍａＣｕｌ ｔ
－ＥｘＰｎｅｕｍａＣｕ ｌ ｔ

－ＡＬＩＤＰＢ Ｓ
■

去齊子水

Ｚｅｔａ 
ｆｆｅｆｔＣｍＶ ５－

５ ７ ． ２４士 ０ ， １ ３－

５７ ． ６８ 
土 ０ ， ２４－

５ ７ ．
７２ ± ０ ． ５ ３－

５ ７ ． ５０ ± ０ ． １９

水合粒務 １ １ １ ９ ． ５ ９ ±１ ３０ ． １ ８９ ８０ ． ２ ４ ± ４ ９ ． ９０ １ ８０ ５ ． ２ １ ± ２４７ ． ９ １４ ８６ ． ９４
± １ ５ ． ４８

力确定 ＣＢ 的染
＇

毒剤ｆｔ 采用 ＣＣＫ－

８ 法测定细胞活力并通过倒置显微镜观察

ＣＢ 诱发 的 细胞形态变化 。 ＣＣＫ－

８ 实验结果 ｉｌ示 ， 随看 ＣＢ 暴露浓度 的升萵 ，

ｐ
ＨＡＥＣ ｓ 的细胞活力 以剂量依赖性趋势逐渐下降 （ 图 ２Ａ ） 。 与对照组相 比 ， ＣＢ 暴露

浓度在 ２ ５ 昭／ｍＬ 以 下时 ， 对细胞存活率影响较小 ， 倒置显微镜镜下 照片 显示

ｐ
ＨＡＥＣ ｓ 的细胞数量也尤 明 显减少 、 细胞形态正常 （ 图 ２Ｂ ） 。 然而 ， 在较高暴露浓

度范围 内 （ ５ ０ －２００
昭／ｍＬ ） ， 细胞活力显著下降 ， 最低降至 ３ ７ ． ５ ９％ ， 弁且 ｐ

ＨＡＥＣ ｓ

细胞数量显著减少 、 细胞体积缩小并 出现 明显的细胞死亡 。 结合 以上结果 ， 最终 以

细胞存活率 ８０％为标准选择无毒剂量 １ ０ 和 ２ ５
ｐｇ／ｍＬ 开展后续研宄 。

１ ６





（
Ａ

） （
Ｂ

）

ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ １Ｍ ｇ
／

ｊＪ

Ｔ Ｌ５
 ｜

ｊ
ｇ

／ｍ Ｌ１ ０
 ｜

ｊ ｇ
／ｍ Ｌ

；：＿咖如 ■麵＿
１
Ｊ Ｉ Ｕ ＵＵＩＵＩＵ

０１５１ ０２５５０１ ００２ ００

ＣＢｃｏｎｃｅｎ ｔ ｒａ ｔ ｉｏｎ
 （ ｜

ｊ ｇ ／ｍ Ｌ
）

５００
ｐｍ

图 ２ＣＢ 的细胞春性

注 ： （ Ａ ）ＣＣＫ － ８ 法测定 ＣＢ 暴露 ｐＨＡＥＣ ｓ ２４ ｈ 后细胞活力 ； （
： Ｂ ）ＣＢ 暴露于 ｐＨＡＥＣ ｓ ２４ ｈ 后细

胞形态变化 （黄色箭头代表形态异常的细胞 ）
； 与对照组相 比 ， 〇

．
〇 ５ ，

＊

， ＜〇
．
〇 ｌ ？

２ＡＬ Ｉ 培养构建人气道上皮细胞体外培养模型

本研宄采用 ＡＬ Ｉ 培养法建立原代人气道上皮细胞体外培养模型 （ 图 ３Ａ ） 。 通过

倒簟益微镜观察从细胞增殖到细胞分化过程中 的细胞形态 ， 将 ｐ
ＨＡＥＣ ｓ 形态规则且

贴壁良好的细胞接种到 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 膜上 ， 并在细胞长至完全融合后进行细胞分化 ，

细胞间逐渐从紧密连接到 出现杯状细胞 （淡黄色云雾状黏液 ） ， 最终形成索状形态

细胞 ， 标志着假复眉上皮结构分化成熟 ， 构建成功 的人气道上皮细胞体外培养模型

如 图 ３Ｂ 。

（
Ａ

）

ｐｈ？ｃ ｓ 〇 ａｙ １


Ｄ ａｙ １ ４
 〇ａ

ｙ
２ ８ Ｄａ ｙ１

－

７ ： ｔ ｉ ｇ ｈ ｔ
 ｊ
ｕ ｎ ｃ ｔ ｉｏ ｎ ｓ

Ｄａｙ
７ －

１ ４ ： ｃｏ ｌ ｕｍ ｎ ａ ｒｍｏ ｒｐ ｈ ｏ ｌ ｏｇ ｙ
４４４４４ ４９ｍｍ

ｐ
ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａ ｔ ｉ ｏｎ

ｐｈ
ａ ｓ ｅ ｄ ｉ ｆ ｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ

 ｐ
ｈａ ｓｅ Ｄａ ｙ１ ４

－２ ８ ： Ｃ ｉ ｌ ｉ ａ ｔｅ ｄａ ｎｄ
ｇ ｏ ｂ ｌ ｅ ｔＣｅ ｌ ｌ ｓ

（
Ｂ

）Ｄａｙ
１ Ｄ ａｙ

７ Ｄ ａｙ
１ ４ Ｄ ａｙ

２８

■ ＨＵ
６０ ０

Ｍｍ
■

图 ３ＡＬＩ 培养构建人气道上皮细胞体外谱养：模型

注 ： （ Ａ ）ＡＬＩ 培莽示意图 ；
（ Ｂ ）ｐ

ＨＡＥＣ ｓ 细胞经 ＡＬＩ 培养倒置县微镜镜下细胞形态照 片 。

１７





  


３ 筛选气道上皮细胞 ＡＬ Ｉ 培养时间

基于构建的人气道上皮细胞体外培养模型 ， 分别在细胞培＃１ ４ 天、 ２０ 天、 ２４

天和 ２８ 天盾中
＇

止分化 ， 通过检测修复生物标志物黏蛋隹 ５ＡＣ（Ｍｕｃ ｉｎ５ＡＣ ，

Ｍｒ／ＴＸ４０ 、 黏蛋白５Ｂ（Ｍｕｃ ｉｎ５Ｂ ， Ａ／ｒ／ＯＢ ） 、 叉头框蛋白Ｊ １（ Ｆ ｏｒｋｈｅ ａｄ －

ｂｏｘ Ｊ ｌ ，

ＦＯＸ／ｉ ） 和叉头框蛋 白Ｊ２（ Ｆ ｏｒｋｈｅａｄ
－

ｂｏｘ Ｊ２ ， ＦＯＸ／２ ） 的ｍＲＮＡ表达 ， 明确ＡＬＩ的

最佳培养时间 。 其中 ， ＦＯＺＪｉ 、 ＦＯＸ／２ 通常用作监测运动纤毛形成的特异性标记物

［
４４

］

；Ｍ「／ＣＸ４ｒ 、 Ｍｆ／ＣＩＳ 作为粘液的主要成分及 分泌细胞的产物 ， 能表明杯状细胞

形成情况 ［
４ ５

］

。 图 ４ 中可看出 ， 与细胞分化 １ ４ 天相 比 ， 细胞培养 ２４ 天时纤毛细胞标

忠物 ＦＱＸ／ｉ 、 杯状细胞标志物 Ｍｆ／ＣＸ４Ｃ 和 Ｍｔ／ＣＭ 的 ｍＲＮＡ 表达水乎显著升高 ｓ

在细胞分化 ２ ８ 天时 ， ＦＯＸ／７ 、 Ｍｆ／ｒ５Ｊ Ｃ ： 和 Ｍ「／ｒ５５ 的 ｍＲＮＡ 表达水平出现降低趋

势 （ 图 ４ ） 。 因此 ， 后续研宄将 以 ｐ
ＨＡＥＣ ｓ 细胞 ＡＬＩ 分化 ２４ 天为周期进行培养 ａ

（
Ａ

） （
Ｂ

）

ＭＵＣ５ＡＣｅ 」 ／ＭＵＣ５Ｂ
＝

〇
＝

５
＂

６林

１ ４
－

料Ｉ由 苄
Ｉｙ＾１ ４

－■ Ｉ

－－

｜ ｜■
丄

１ ４２０２４２８ １ ４２０２４２８

ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｔ ｉｍｅ
 （
ｄ ａｙｓ ） ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｔ ｉｍ ｅ

 （
ｄ ａｙｓ ）

（
Ｃ

） （

Ｄ
）

４ 

ＪＦＯＸＪ１ ４ 

ＪＦＯＸＪ２

１ ３
－？ｇ１ ３

－

（０＿ｌ＿ ｌ ｔ／ｉ 氺本
＂

５５ ＊ ＊
＂

５５ ｉ

｜

２
－

＾ ｜
２
－

＾ ｉ ｗ ｌ Ｕ Ｕ＿

Ｊ＂ ｎ Ｌ
１ ４２０２４２ ８ １ ４２０２４２８

ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｉ ａｔ ｉ ｏ ｎｔ ｉｍｅ
 （
ｄ ａｙｓ ） ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏｎｔ ｉｍ ｅ

 （
ｄ ａｙｓ ）

圈 ４ 修复生物标志物的 ｍＲＮＡ 表达水平 ＝

注 ｉ Ｃ Ａ －Ｂ ）Ｍｔ／Ｇｉ４Ｃ 、 Ｍ７Ｃ５Ｂ的ｍＲＮＡ 表 ：
达变化 ；

（ Ｃ －Ｄ ）ｍＸ／ｉ 、 的ｍＲＮＡ衰达变

化 （分别于 ｐＨＡＥＣｓ培葬的第 １ ４ 、 ２ ０ 、 ２４ 、 ２ ８ 天进行测定 ） ； 与对照组相 比 ， Ｖ
＜０ ． ０５ ，

＜ ０
．
０ １ 。

１ ８





４ＣＢ 干扰气道上皮细胞修复的关键阶段

为 了分析 ＣＢ 在修复不同阶段与气道上皮细胞的相互作用 ， 本研究将 ２ ５
ｐｇ／ｍＬ

的 ＣＢ 在增殖阶段 、 分化阶段和整个修复过程 中与气道上皮细胞进行孵育 ， 检测修

复生物标志物 的 ｍＲＮＡ 表达和跨膜 电 阻值 （ Ｔｒａｎ ｓ ｅｐ ｉ ｔｈｅ ｌ ｉａ ｌｅ ｌ ｅｃｔｒ ｉ ｃａ ｌｒｅ ｓ ｉ ｓｔａｎｃｅ ，

ＴＥＥＲ ） 变化 （ 图 ５Ａ ） 。 图 ５Ｂ 显示 ， 增殖阶段及全程都暴露 ＣＢ 时修复生物标志物

ＭＪ７Ｃ５５ 和 ＦＯＸ刀 的 ｍＲＮＡ 表达水〒较对照组显著下 降 ， 表明 ＣＢ 会抑制杯状细胞

和纤毛细胞生长 ； 其中增殖阶段暴露 ＣＢ 时修复生物标志物下降最为 明显 ， 近 ７ ０％ 。

而分化阶段暴露 ＣＢ 只有 的 ｍＲＮＡ 表达显著下降 ， ＦＱＺ刀 的 ｍＲＮＡ 表达改

变无统计学差异 ， 提示分化阶段暴露 ＣＢ 会抑制杯状细胞生长 ， 对纤毛细胞的生长

影响较小 （ 图 ５Ｂ ） 。 进
一

步仅在细胞增殖阶段暴露 １ ０ 和 ２ ５ 昭／ｍＬ 的 ＣＢ ， 发现

ＦＱＸ／ｉ 和 的 ｍＲＮＡ 表达水平呈剂量依赖性降低 （ 图 ５Ｄ 和 Ｅ ） ， 明确 了细胞

增殖阶段暴露 ＣＢ 抑制气道上皮修复的剂量－依赖关系 。 除此之外 ， ＴＥＥＲ 是测量上

皮组织屏障的 电阻 ， 能反映上皮细胞屏障完整性和通透性 图 ５Ｃ 显示 ， 与对照

组相 比 ， 虽然 ＣＢ 暴露组 ｐＨＡＥＣ ｓ 的 ＴＥＥＲ 值均略有下降 ， 但未发现具有统计学差

异 ， 说 明 ＣＢ 对 ｐＨＡＥＣ ｓ 的屏障功能影响不明显 （ 图 ５Ｃ ） 。
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图 ３ＣＢ 千扰气道上皮细胞修复的关键阶段

供 （Ａ ）ＣＢ 暴露亲毚團 ；
（ Ｂ ） 在气道上皮细胞修复不 同阶段暴露 ２５ 昭／ｍＬ 的 ＣＢ 后 ＭＪ／Ｃ兄

和 ＦＯＸ刀 ｍＲＮＡ泰达水 （ Ｃ ） 在气道上皮细胞修复的不同阶段擧露 ２５ 眧／ｍＬＣＢ 后的 ＴＥＥＲ

值 ； ＣＤ －Ｅ ）奮上廬细胞修复的增瘦阶獻■露 １ ０ 、 ２ ５
 （

ｉｇ／ｍＬ 的 ＣＢ＿ＭＩ／Ｃ５Ｓ 和 内２ＴＪｉ

ｍＲＮＡ ＿＿水平 ； ％对照组相比 ， Ｖ ＜ ０ ． ０ ５ ，＊

， ＜ ０ ． ０ １ ？

２０





５ＣＢ 抑制气道上皮细胞增殖

鉴于细胞增殖在 ＣＢ 千扰气道上皮修复过程中 的关键作用 ， 本研究进
一

步检测

增戴生物标志物细胞周期调节裹 白 －６ ７（ Ｃ ｅ ｌ ｌｃｙ ｃ ｌ ｅｒｅｇｕ
ｌ ａｔｏ ｒ

ｙｐ
ｒｏｔ ｅ ｉｎ －

６７ ， 沿６７） 和增

須细胞核抗原 （ Ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔ ｉｎｇｃｅ ｌ ｌｎｕｃ ｌ ｅａｒａｎｔ ｉｇｅｎ ， ｉＹＵ ） 的ｍＲＮＡ表达 ， 分析ＣＢ

暴露对气道上皮细胞增殖能力 的影响 。 Ｋｉ６ ７ 作为核 ＤＮＡ 结合蛋玲 ， 通常被认为是

细胞增殖所必需的蛋白 ［
４７

］

。 ＰＣＮＡ 能调节 ＤＮＡ 复制和修复 ， 以指示细胞增殖 ［
４ ８

］

。

阁 ６ 显示 ， ＣＢ暴露显著降低沿６７ 、 的 ｍＲＮＡ表达水平且墓剂量依赖件趋势 ，

表明 ＣＢ 能显著降低气道上皮细胞的增殖能力 （ 图 ６ ） 。 同对 ， 在人支气管上皮细胞

系 １ ６ＨＢＥ 细胞中 ， 沿６ ７ 的 ｍＲＮＡ 水〒与 ｐ
ＨＡＥＣ ｓ 保持

一

致 〈 图 ７ ） ， 提求 １ ６ＨＢＥ

细胞 ｎｊ 以作为 ｐＨＡＥＣ ｓ 的替代细胞模型 ６ 因此 ， 接 卜来 以 １ ６ＨＢＥ 细胞作为研艽对

象来阐 明 ＣＢ 于扰气道上皮细胞修复的其体机制 。
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图 ６ＣＢ 致增殖生物标志物 和 ｐ？ 的 ｍＲＮＡ表达降低
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图 ７不 ｊ

ｉ｜细胞中 的 ｍＲＮＡ表达水平

ｔｔ ｉ （Ａ ） 在 ｐＨＡＥＣ ｓ增殖阶段暴顯 ＣＢ 后 的 ｍＲＮＡ 表达水平 ；
（ ＢＪ 在 １ ６ＨＢＥ细胞增殖阶

機暴蠢 ＣＢ后Ｓ６７ 的 ｍＲＮＡ 表达水平 ｓ 与对照组相比 ， ＜〇 ． 〇５ ，＊ ＊

／
＞＜０

．

０ １ 。

２ １





  


Ｅ ｄＵ 作为胸苷类似物可在细胞增殖过程中掺入到新合成的 ＤＮＡ 中 ， 通过荧光

成像跟踪增殖细胞的分布特征 ［
４ ９

］

。 ＥｄＵ 增殖实验可通过检测增殖细胞数量 ， 反应细

胞增殖能力 。 本研究发现 ， 与对照组相 比 ， ＣＢ 暴露使 ＥｄＵ 标记细胞数 目 减少 （ 图

８Ａ ） ， 定量结果显示气道上皮细胞增殖数量逐渐减少且星輝量－依赖关系 （ 图 ８Ｂ ） 。

结合 ＣＢ 暴露 降低气道上皮细胞増殖能力和増殖数輦可＃出结论 ＣＢ 金要通过抑制

细胞增殖来干扰气道上皮细胞修复 。
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图 ８ＣＢ 致气道上皮细胞增殖数量减少

注 ｓ（Ａ ）ＥｄＵ标记细胞荧光图 ； （ Ｂ ）ＥｄＵ标记细胞数 目 与细胞总数的对 比 ； 与对照组相 比 ，

＊

／
？ ＜０ ． ０５ ，

＊ ＊

／
？ ＜０ ． ０ １ 。

６ＡＮ
ｐ
６３ 在 ＣＢ 抑制气道上皮细胞增殖中的作用

上述结果 明确了ＣＢ 对气道上皮细胞増殖的抑制作用 。 既往研宄表明 ， ｐ６３ 可

以抑制细胞的增殖能力 ［
２ ８

］

， 这为探宄 ＣＢ 暴露千扰气道上皮修复的机制提供借鉴 。

ｐ
６３ 主要包括 ＡＮ

ｐ
６ ３ 和 ＴＡ

ｐ
６ ３ 两种亚型 ， 在气道上皮细胞 中检测 和 ２＾ ６３ 的

ｍＲＮＡ 表达 。 结果发现 ｚＷｐＷ 的 ｍＲＮＡ 表达水平远高于 ： （ 图 ９Ａ ） ， 证明 了

ＡＮ
ｐ
６３是气道上皮细胞中 的主要表达亚型 。 为进

一

步探索 ＣＢ 对 ＡＮ
ｐ
６３ 的影响 ， 将

１ ６ＨＢＥ 细胞暴露于 １ ０ 和 ２ ５ 咫／ｍＬ 的 ＣＢ 检测 ＡＮ
ｐ
６ ３ 的 ｍＲＮＡ和蛋 白表达。 图 ９Ｂ

显示随着 ＣＢ 暴露浓度的升高 》 崩抑３ 的 ｍＲＮＡ 表达 以剤量依赖性趋势逐渐下降 ，

其中当 ＣＢ 暴露浓度为 ２５
 ［

ｊｇ／ｍＬ 时 的 ｍＲＮＡ表达显著高于对照组 （ 图 ９Ｂ ） 。

其次 ， ＣＢ 暴露也使 ＡＮ
Ｐ
６３ 的蛋 白表达以却薫依赖性趋势显著下降 〈 图 ９Ｃ ） ， 该结

果与 ｚＪＡ抑３ 的 ｍＲＮＡ 表达结果
一

致 ， 提示 ＡＮｐ６３ 可能在 ＣＢ 千扰气道上皮细胞修

复过程中起调节作用 。 此外 ， 与 １ ６ＨＢＥ 细胞的结果类似 ， 在 ｐ
ＨＡＥＣ ｓ 中也观察到

ＡＮ
ｐ
６３ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平降低 Ｃ 图 １ ０ ） ， 进

一

步证 明 １ ６ＨＢＥ 细胞可 以作为

ｐＨＡＥＣ ｓ 的替代细胞模型 。 总之 ， ＣＢ 对 ＡＮｐ６ ３ 表达的抑制预示着 ＡＮｐ６３ 可能对 ＣＢ

２２





诱导气道上皮细胞修复异常具有潜在的调控作用 ^

以上研宄结果掲示 ＣＢ 能改变 ＡＮｐ６ ３ 的表达 ， 进
一

步通过过表达 ＡＮｐ６３ 明确其

是杏在 Ｃ Ｂ 抑制气道上皮细胞增殖中发挥调控作用 ， 图 １ １Ａ结果表明 ， 转染 ＡＮ
Ｐ
６ ３ －

ｏｖｅｒ质 ：粒后 ， ＡＮｐ
６３蛮白表速水平 ＩＩ馨增加 （约为 ＮＣ －

ｏｖｅ ｒ组的 ３ ． ３倍 ， 厘 １ １ＡＸ

提示 ＡＮｐ６ ３
－

ｏｖｅｒ 细胞株构建成功 。 进
一

步 ， 在 ＣＢ 暴露蔚 ， ＥｄＵ标记细胞数 目较对

照组显著减少 ； 与 攀纯暴露 ＣＢ 相 比 ， 过表达 ＡＮ
ｐ
６３ 和 ＣＢ 联合处理后 Ｅ ｄＵ 标记细

胞数量的降低趋势消失且出现明显升高 Ｃ 图 １ １ Ｂ 和 Ｃ ） 。 以上结果证卖 ＡＮ
Ｐ
６ ３ 在 ＣＢ

诱导细胞增殖抑制 中至关重要 ：

。 審于此可推断 ＡＮｐ６ ３ 是减轻 ＣＢ 对气道上皮细胞修

复不 良影响 的潜在干预靶点 。
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图 １ ０
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ＨＡＥＣｓ 暴露 ＣＢ 降低 ＡＮ
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６３ｍＲＮＡ 和蛋 白表达水平
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图 １ １ 过表达 ＡＮ
ｐ
６３ 逆转 ＣＢ 对细胞增殖抑制作用

注 ； （ Ａ ） 过表达 ＡＮ
ｐ
６３ 蛋＆表达水平 》 （ Ｂ ）ＥｄＵ 标记细胞突光图 ； （ Ｃ ）ＥｄＵ 标记细胞数与细

胞总数对比 ； 与 ：对照组相比 ， ，＜ ０ ． ０５ ，＊

，＜ ０ ．
０ ｈ 与 ＣＢ 暴露姐相 比 ， 助＜ ０

．
０ ５ ， ＃＃

／
？＜ ０ ． ０ １ 。

７ＡＮｐ６３ 的靶基因 ＣＴＡＷＢ ／ 参与 ＣＢ 抑制气道上皮细胞增殖

综上所述 ， ＣＢ 能通过下调 ＡＮ
ｐ
６３ 表达抑制气道上皮细胞增殖 但其爲体调控

机制有待研究 。 本研究使用 ＧＴＲＤ 、 Ｃｈ ｉｐ
－Ａ ｔ ｌａｓ 和 Ｋｎｏ ｃｋＴＦ 数据库筛选并取交集获

得 ４６ １ １ 个靶基因 （ 图 １ ２Ａ ） ， 为筛选与细胞修复相关勒基＿进
－步进行 ＫＥＧＧ 情号

通路畲集分析和 ＧＯ 分析 。 其中 ， ＧＯ 分析结果表明 ＡＮ
Ｐ
６３ 靶基因 的生物过程主要

与转录调控有关 （ 图 １ ３ ） 。 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析发现 Ｆ ｏｘＯ 和 Ｆ ｏｃａ ｌａｄｈｅｓ ｉｏｎ 倍

号通路与细胞修复显著相关 （ 图 １ ２Ｂ ） ， 在取交集后确定 ８个耙基因 ， 其中值得关注

的是 五ＧＦｉ？ （ 图 １ ２Ｃ ） ， 研宄表 明 ， 参 与到细胞增殖和分化调节中 ［胃
。 本论文

同时对文献中涉及可能对细胞增殖 、 分化有调控作用 的 ｐ
６３ 靶基因进行收集 ， ， 将 Ｐ

－

连坏蛋 白 （Ｂ ｅ ｔａＣ ａｔ ｅｎ ｉｎ ， ＣＴｉＶｉＶＳ ｙ ） 和锯齿状典型 Ｎｏｔｃｈ配体１（ Ｊａｇｇｅｄｃａｎｏｎ ｉｃａｌ

Ｎｏｔ ｃｈ ｌ ｉｇａｎｄ１ ， 以⑶ 纳入研宂中 ［
３０

］

。 因此 ， 本研宄专注宁探究 ＣＴＭＶＳ ｉ 、

和 必Ｇ７ 是否受到 ＡＮ
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６ ３ 调控及其在 ＣＢ 诱导气道上皮细胞增殖抑制机制 中 的作用 。
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图 １２ 预测 ＡＮｐ６３ 的靶基因

注 ： （Ａ ） 经数据库预测 ＡＮ
ｐ
６３ 靶基因 ；

（ Ｂ ）ＡＮｐ
６３ 靶基因的 ＫＥＧＧ 通路分析 ；

（ Ｃ ）ＦｏｘＯ 信

号通路与 Ｆｏｃａｌａｄｈｅ ｓ ｉｏｎ 信号通路共表达基因进行 Ｖｅｎｎ 分析 。
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图 １ ３ ＡＮｐ６３ 靶基因 的 ＧＯ 分析结果

进
一

步在 １  （５ＨＢＥ 细胞中舉露 １ ０和 ２ ５ 昭／ｍＬ 的 ＣＢ ， 使用 ｇＲＴ
－ＰＣＲ检测 、

五 和 ＾Ｇ ７ 的 ｍＲＮＡ 表达水肀 。 图 ］ ４ 结果显示 ， 与对照组相 比 ， ＣＴＡＷ５ ／ 的

ｍＲＮＡ表达水乎 以剂量依赖性趋势显着下 降 （ 图 １ ４Ａ ） ， 而 五ＧＦｉ？和＾ 的 ｍＲＮＡ

表达水 ｆ 以剂暈依赖性趋势显著升高 （ 图 １ ４Ｂ 和 Ｃ ） 。 ＷＢ 检测发现 ＣＢ 处理后

ＣＴＮＮＢ １ 蛋 白表达水平 出现显著降低并具有统计学差异 （ 图 １ ５Ａ ） 。 而 ＥＧＦＲ 和

ＪＡＧ １ 蛋白表达水平悬上升趋势并无统计学差异 （图 １ ５Ｂ 和 Ｃ ） ， 该结果与 ｍＲＮＡ表

达趋势
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致 。 圆此 ， 本研究提 出合理假设 ＡＮ
Ｐ
６３ 可能通过调控 ＣＴＭＶＢ ７ 参与 ＣＢ 抑
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图 １ ４ＣＢ 暴露后 Ｃ７７＼ＷＢ ／ 、 和 ．Ｚ４ ６７ 的 ｍＲＮＡ 表达水平
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为 ／证实以上假设 ， 使用 ｓ ｌＲＮＡ构建ＡＮｐ
６ ３ 低表 ：达细胞株 ， 并暴篇于 ２ ５ 眧／ｍＬ

的 ＣＢ 。 在 ＡＮ
ｐ
６ ３

－

ｓ ｉ 预处理后 ＃ 鼎批３ 和 ＣｒＡＷＳ Ｙ 的 ｍＲＮＡ 表达水平均下降 。 随

启 ， 与单纯暴露 ＣＢ 组相 比 ， 经 ＡＮｐ６ ３
－

ｓ ｉ 预处理Ｂ蕞露 ＣＢ 便 ／１你 ６３ 和 ＣＴＡＷＳ ７ 的

ｍＲＮＡ 表达下降更加 明 敁 （ 图 １ ６Ａ 和 Ｂ ） ａ 雨＿ＡＮｐ
６３ 过表达时 ， ＡＮ

ｐ
６３ 和

ＣＴＮＮＢ １ 的 ｍＲＮＡ 和蛋 白表达均上调 。 值得注意 的是 ， 与单纯暴露 ＣＢ 相 比 ，

ＡＮｐ６３ 过表达应暴露 ＣＢ 在 ｍＲＮＡ 和蛋 白衷达水乎上能显著减弱 ＣＢ 对 ＡＮｐ６３ 和

／ 的抑制作用 （ 图 １ ７ Ｌ 这些发现均证实 ＡＮ
ｐ
６３ 通过转录调控 Ｃ２Ｗ７Ｖ价 参与

ＣＢ 抑制细胞增殖 ， 进而千扰气道上皮细胞修复 。
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ｓ ｉ■＋■＋

ＣＢ■■＋＋ Ｃ Ｂ－－＋＋

图 １ ６ 敲低 ＡＮｐ６３ 后暴露 ＣＢ Ｊ冲６３ 和 Ｃ７７ＶＷ价 ｍＲＮＡ 表达水平

注 ： 与对照组相 比 ， ％ ＜ 〇 ． 〇５ ， 与ＣＢ 暴露组相 比 ， ＃
／
？ ＜ ０

．
０５ ， ＃＃ｐ

＜ ０ ． ０ １ 。

２６
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１ 〇Ｉ

Ｐ
－

ａｃ

叫—？？？ ｜

４２ ｋＤａ｜

ＡＮ ｐ６３
－ｏｖｅ ｒ■＋■＋ＡＮ ｐ６３

－ｏｖｅ ｒ■＋■＋

Ｃ Ｂ－■＋＋ ＣＢ■■＋＋
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）

？Ｃ Ｂ ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｉ ｏｎ， ｓ
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＇，

图 １ ７过袠达ＡＮｐ６３靡暴露 ＣＢＡＮｐ６３ 和 ＣＴＮＮＢ ｌ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水ｆ

注 ： （ Ａ －Ｂ ） 过表达 ＡＮ
ｐ
６３ 后拳露 ＣＢＪ两７６３ 和 Ｃ？ｍ？ ｉ 的 ｍＲＮＡ 表达改变 ； （ Ｃ －Ｄ ） 过表达

ＡＮ
ｐ
６３ 后暴露 ＣＢ ＡＮｐ

６ ３ 和 ＣＴＮＮＢ １ 蛋白表达改变 ；
（ Ｅ ） 分子机制模拟图 ； 与对照组相 比 ，

＜ ０
． ０５ ，＊ ＊

ｐ
＜０

．
０ １

； 与ＣＢ暴露组相 比 ， 印 ＜０
．
０ ５ ，＃＃

ｐ
＜０

．
０ １ 。

２ ７
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

８ＣＢ 及 与 ＡＮｐ６３ 类竞争作用

ＡＮ
Ｐ
６ ３ 作为转录Ｍ子能＿靶塞因 的启动子或增强乎相结合 ， 从而

＇

控制遗传修息

的转录速率 ， 调控 ＣＴＭＶ５ ７棊因表达 ［气 本研宄基于 ＡＮ
ｐ
６３ 和 Ｃ７ＭＶ５ ７结合位点 ，

通过 ＭＤ 分析两者间 的结合距离和相互作用模式 ， 探讨 ＡＮｐ６３ 调控 ｒ７ＭＶＢ ７ 的具

体方式 。 賞先 鹰用 ＪＡ ＳＰＡＲ 数据库根据位置频率矩阵 （ Ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｏｎｗｅ ｉｇ
ｈｔｍａｔ ｒ ｉｘ ，

ＰＦＭ ） 预 测 ＡＮ
ｐ
６３ｉ

ｆｔＴＡＷ价 的 结 合 位 点 是 位 于 其 启 动 子 Ｅ 域 的

ＡＧＧＣＧＣＧＣＣＧＡＧＴＣＣＴＧＣＡＧ片段 （ 阁１ ８ ） 。

（
Ａ

）

２ ． ０＊

１ ５Ａ Ｉ

０）

１ ． ０

Ｑ— ｉｌｌ会油
１２３４５６７８９１ ０１ １１ ２１ ３１ ４１ ５１ ６１ ７１ ８１ ９２０

． ． Ｐｏｓ ｉ ｔ ｉｏｎ

ＣＴＮＮＢ １
ｐ ｒｏｍ ｏ ｔｅ ｒ ＋ １ ６７５＋ １ ６９４

＿ ｊ ｉ

ｉ

ｙ ｉ

＋ １ ２００ ＋ １ ４００ ＋ １ ６００｜
＋ １ ８００

ＡＧＧＣＧＣＧＣＣＧ

ＡＧＴＣＣＴＧＣＡＧ

图 １ ８ ＡＮ
ｐ
６３ 与靶基因 Ｃ ７ＭＶＢ／ 磨动子實结合位点的预测

注； （ Ａ ）ＡＮｐ６ ３ 与粑基因启动子 区域上的结合位点凰；
（ Ｂ ）ＡＮｐ ６３ 与 Ｃ７７ＶＡ咖 启动子区域结

合位点 ：
示蠢＿ 。

２ ８





以预测的结合倥点作为基础进
一

步利用 ＭＤ 构建 ＡＮ
ｐ
６３

－Ｃｒ＃Ａ？ ７ 复合物 ， 为 了

阐 明 ＣＢ 干扰 ＡＮｐ６ ３
－Ｃ７７ＶＡ？ ｉ 结合的机制 ， 对 ＡＮｐ６３

－Ｃ７７ＶＡ咖 复合物进行 了含／不

含 ＣＢ 的 ＭＤ 。 如 图 １ ９ 所示 ， 无 ＣＢ 千扰情况下 ， ０ ？ ２００ｎｓ 内 ＡＮ
ｐ
６３ －ＣＴＡ７Ｖ５ ７ 之

间结合距离变化较小 ， 表明 ＡＮ
Ｐ
６３ －ＣＴＭＶ价 复合物能稳定存在 （ ＡＤ ？ ０ ） 。 而在加

入 ＣＢ 后 ， 从 ＲＭＳＤ 曲线可 以看出 ＡＮ
ｐ
６３ －Ｃ７７Ｖ７Ｖ５ ７ 复合物难 以稳定存在 ： 在 ０

－４０

ｎｓ 内 （阶段 Ｉ ）ＡＮｐ
６３ －Ｃ ７ＷＭ５ ７ 之间 ＲＭＳＤ 变化较小 ， 提示两者结合较为稳定 ； 而

在 ５ ０
－

７〇 ！１ ３ （ 阶段 １ １ ） 后 ，
八邮 ６ ３

－

（？７＾補 ７ 之间 的疆 ８０ 曲线变化较大 ， 提示两者

间结合距离迅速拉大 ； 并在 ７ 〇 ！１５ 后 （ 阶段 １１１ ） ， 八冲 ６３ －

（？７＾＼則 之间结合距离最终

稳定在 １ ２ 人 哀右 ＜ 图 １ ９ ） 。 由
＇

此可见 ， £ ８ 暴露干扰了 六邱 ６３ 和 ＾７ ］^＼况？ 复合物 的

稳定性 。

１ ８ＡＮ ｐ６３
－ＣＴＮＮＢ １

 ＡＮ ｐ６３
－Ｃ ７７＼ＷＢ ７

－Ｃ Ｂ

ｆ

：

｜丨

、


ｚ、 Ｊ、
 

^

０ ５０ １ ０６ １ ５０ ２００

Ｓ ｉｍ ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｔ ｉｍ ｅ
 （
ｎ ｓ

）

图 １ ９ＣＢ 致 ＡＮｐ６ ３ 与 之间结合距离动态 曲线改变

注 ： 蓝色表示含 ＣＢ 的复合物 ， 红色表示不含 ＣＢ 的复合物 。

先前研宄表明 ＡＮｐ６ ３ 上的 Ａｒｇ３ １ １％ＣＷＡＷ 上鸟嘌呤 （ Ｇｕａｍｎｅ ， ｄＧＭＰ ） 之

间形成的氢键作用能使 ＡＮｐ
６３ 和 ｒ７７ＷＶ？ ／ 复合物稳定存在 ［

３ ３
１

。 图 ２０Ａ 结果显不 ，

Ｃ７７ＶＡ？ ／ 上 的 ｄＧＭＰ 可 以在没有 ＣＢ 宁扰 的情况下通过氢键柑互作用稳定地与

ＡＮｐ６３ 中 的 Ａｒｇ３ １ １ 结合 ， 其距离在 ２ ． ８ ７ ？

３ ． ０７Ａ 。 然而 ， 含引 入 ＣＢ 后 ， Ａｒｇ３ １ １
－

ｄＧＭＰ 之间 出现了 明显 的 分离 ， 以最初 的 ２
．
９３Ａ 逐渐拉大致 １ １ ．

５ ７Ａ（ 图 ２０Ａ ） ， 提

示 Ａｒ
ｇ
３ １ １ 和 ｄＧＭＰ之 间 的氢键遂渐消失 ， 反而 ， ＣＢ与 Ａｒｇ

３ １ １ 之间形成 了氢键 （ 图

２０Ｂ ） ， 表明 ＣＢ 和 ｄＧＭＰ 与 Ａｒｇ３ １ １ 之间 出现类竞争作用 ， 以致 ｄＧＭＰ 和 Ａｒ
ｇ
３ １ １ 之

间无法维持氢键相互作用 。 基于 以上结果得出结论 ＣＢ 通过千扰转录因子 ＡＮ
Ｐ
６ ３ 与

靶基因 Ｃ７ｍ？ ７ 结合从而抑制细胞增殖 ， 千扰气道上皮细胞修复 。

２ ９
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

（
Ａ

）

（
Ｂ

）

Ｗｍｍ
图 ２ ０ＣＢ 干扰 Ａｒｇ

３ １ １ 与 ｄＧＭＰ 之间 的相互作用

隹４ＣＡ）ＡＮｐ
６３ －ＣＺＡＷＢ ／和ＡＮＰ６３

－Ｃ７ＭＶＢ７
－ＣＢＭＤ轨迹的兰维结构 ；

（ Ｂ ）Ａｒ
ｇ
３ １ １与ＣＢ在

ＡＮｐ６３
－Ｃ７ＭＶＢ ｉ

－ＣＢＭＤ 轨迹中的霞键相瓦作用 ；
（ ＡＮｐ６ ３ 和 ＣＺＫＶＢ ／ 用

＇

赞状标记 ， Ａｒ
ｇ
３ １ １ 和

ｄＧＭＰ 用橙色棒状结构标记 ；
ＣＢ 用蓝色棒状结构标记 ；

Ａｒｇ
３ １ １ 和 ＣＢ 的氢键相互作用用黑色虚

线表示 ， 距离单位用 Ａ表示 ） 。

３０



讨论

讨论

气道上皮是抵御各种污染物和呼吸道病原体进入人体的主要物理屏障 。 然而 ，

长期或高水平暴露于颗粒物 、 香烟烟雾和呼吸道病原体等污染物可破坏上皮屏障的

完整性 ［
１ １

１

。 体 内研宄发现 ， 暴露于香烟烟雾的大 鼠鼻粘膜屏障功能受损 ， 具体体现

在与紧密连接相关的蛋 白表达降低 ［
５ １

］

。 体外研宄发现 ， ＰＭ ２
．
５ 可降低人正常肺上皮

细胞的 闭锁小带蛋 白 －

１ 和 Ｅ 钙粘着蛋 白表达 ， 导致气道上皮细胞屏障功能丧失 ［
５ ２

］

。

ＣＢ在职业人群和环境 中广泛存在 ［
５ ３

］

。 此外 ， ＣＢ 主要 由元素碳组成 ［
５ ４

］

。 它们可 以到

达肺的最深处 ， 导致肺功能受损 ［
５ ５

］

。 在本研宄 中 ， 从 Ｄ ｅｇｕ ｓ ｓａ 获得的 ＣＢ 具有作为

柴油尾气颗粒的关键替代指标的优势 ， 可 以作为环境污染物替代模型 ［
３ ７

］

。 研究表明 ，

ＣＢ 暴露可使 １ ６ＨＢＥ 细胞周期阻滞于 Ｇ２／Ｍ 期 ， 抑制细胞増殖 ［
５ ６

，

５ ７
］

。 然而 ， ０ 前关

于 ＣＢ 暴露 引起气道上皮异常修复的特点和机制 尚不清楚 。 因此 ， 本研宄 旨在从气

道上皮修复过程的角度探讨 ＣＢ 暴露对气道上皮损伤修复的机制 。

暴露于污染物会损伤上皮细胞 ， 上皮修复是对抗不 良损伤的基本生理反应 ， 其

修复过程主要包括细胞增殖和分化 ［
５ ２

，

５ ８
，

５ ９
］

。 有研宄发现 ， ＰＭ２ ． ５ 的刺激能诱导人鼻

上皮细胞中杯状细胞增加＿ ， 表明污染物会干扰气道上皮细胞修复 。 基底细胞作为

气道中关键的祖细胞 ， 在人体气道中普遍存在 ［
６ １

］

， 它能通过快速增殖和分化来再生

气道上皮细胞 基于此特点使基底细胞成为
一

种非常理想 的细胞研宄模型 。 因此 ，

本研究利用 ＡＬ Ｉ 培养模拟气道上皮细胞修复过程 （ 图 ３ ）
［
６火 本研究的实验设计包

拈三组 ： 在 ｐＨＡＥＣ ｓ 细胞的增殖 、 分化和整个修复周期过程中暴露于 ＣＢ（ 图 ５Ａ ） 。

结果表 明 ， ＣＢ 主要在增殖阶段损害气道上皮细胞修复 （ 图 ５Ｂ ） 。 ＰＭ２
．
５ 和香烟烟雾

均显著下调 ＦＱＺ刀 的表达 ［％ ６４
］

。 动物实验也表明 ， 碳纳米管和 ＣＢ 可降低气道中

的 ｍＲＮＡ表达水平 ［
６４

，

６ ５
］

。 以上均与本研宄的结果保持
一

致 ， 表明是 由于 ＣＢ

对基底细胞的增殖产生＋ 良影响 ， 进而抑制杯状细胞和纤毛细胞的分化 ， 最终阻碍

了气道上皮的修复 。 此外 ， 暴露于 ＣＢ 后 ， 增殖标志物 沿
＋

＜５ ７ 和 ＰＣｉＶ／４ 的 ｍＲＮＡ 水

平显著 降低 （ 图 ６ ） ， 气道上皮细胞增殖数量也显著减少 （ 图 ８ ） 。 前期有动物实验

表 明 ， 在新生小 鼠肺部紧邻终末细支气管 区域 内暴露超细颗粒物会使细胞增殖速率

显著降低 ， 呼吸道中 的细胞分裂发生变化 ， 进而导致呼吸系统生长发生改变 ［＿
。 体

外实验结果也显示 ， 超细炭黑会抑制成纤维细胞增殖且使细胞周期停滞在 ８ 期 ［
６７

］

，

这均与本研宄结果
一

致 ， 表 明基底细胞的损伤源于减少细胞增殖数量和损伤细胞增

殖能力 『
６ ８

１

。

ｐ
６ ３ 能参与 调节气道上皮屏 障修复 前期研宄Ｗ和本研宄 的实验结果 （ 图

９Ａ ） 都表 明 ＡＮｐ
６３ 是气道上皮细胞中主要表达亚型 。 在增殖阶段暴露 ＣＢ ， 发现

ＡＮｐ
６３ 的 ｍＲＮＡ 和蛋 白水平均被下调 （ 图 ９Ｂ 和 Ｃ ） 。 通过数据库筛选并结合文献

３ １
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

查阅发现 Ｃ ７７ＶＡ？八 和 以Ｇｉ 是 ＡＮ
ｐ
６３ 的三个关键靶基因 ， 参与细胞增殖 、

分化和粘附过程的调节 （ 图 １ ２ ）
［
３１ 五ＧＦｉ？ 参与细胞增殖 、 分化＿ 。 Ｘ４ＧＪ 能通过

激活经典 Ｎｏ ｔｃｈ 信号通路来增强细胞增殖 ［
？

１

。 Ｃ ：ＴＡＷＳ ７ 是
一

种与细胞增殖相关的

ｍＲＮＡ ［
７ １

］

。 本研究在细胞增殖阶段使用 ＣＢ 处理细胞后发现 只 有 ＣｒＡＷｌ／ 受到

ＡＮｐ６３ 的调控 （ 图 １ ４ 和 １ ５ ） 。 之前有研宄表 明 ， 抑制 ＣＴＭＶＳｉ 表达可降低基底细胞

标志物细胞角蛋 白 （ Ｃｙｔｏｋｅ ｒａｔ ｉｎ ， ｃｋ ）－

５ 、 ｃｋ－

１ ４ 和 ｃｋ －

１ ９ 以及 ｐ
ｉ 整合素 （ Ｉｎｔｅｇ

ｒ ｉｎ

ｂｅｔａ
－

１ ， ＩＴＧＰ
１ ） 和纤维连接蛋 白 的表达 ， 导致上皮细胞修复受损 「Ｉ 这些发现强

调 了ＣＴＭＶ５ ／ 在气道上皮细胞修复 中 的关键作用 。 此外 ， ＡＮｐ６ ３ 参与 ＣＢ 抑制

１ ６ＨＢＥ 细胞的增殖 （ 图 １ ６ 和 １ ７ ） 。 因此 ， 我们得出结论 ， ＣＢ 诱导 的气道上皮细胞

增殖抑制与 ＡＮｐ
６ ３

－Ｃ ７７ＶＡ？７ 的下调有关 。 综上所述 ， 本研究掲示 了ＡＮｐ
６ ３ 在 ＣＢ 诱

导的气道上皮损伤修复 中 的关键作用 。 这
一

发现为 ＣＢ 暴露人群的呼吸系统保护提

供 了有益的指导 。

ＡＮＰ
６ ３ 作为转录因子可 以与特定基因结合形成复合物来调节转录过程 ， 基于此

本研宄提出合理假设 ， 即 ＣＢ 可能通过干扰 ＡＮｐ６ ３ 和 ＣＴＡＷ５ ｉ 的结合抑制细胞增殖

进而干扰气道上皮细胞修复 。 数据库预测表明 ＡＮｐ
６３ 选择性结合在 ＣＴＡＷＢ ７ 上的

启动子区域＋ １ ６７ ５
？ ＋ １ ６９４（ 图 １ ８ ） ， 通过 ＭＤ 实验的直接观察进

一

步证实 ＡＮｐ
６ ３ 可

以和 ＣＴＡＷ５ ７ 结合且结合距离发生改变 （ 图 １ ９ ） 。 根据 以往的研宄发现 ， ＡＮｐ６３ 与

ＣＴＡＷＢ Ｊ 的结合依赖于 ＡＮｐ
６ ３ 上的 Ａｒｇ

３ １ １ 和 ＣｒＡＷ扮 上的 ｄＧＭＰ 之间 的特异性识

别 ［
３ ３

］

。 ＣＢ 的存在阻碍 了ｄＧＭＰ 与 Ａｒ
ｇ
３ １ １ 的结合 。 相反 ， ＣＢ 很容 易与 ＡＮｐ

６ ３ 上的

Ａｒｇ３ １ １ 形成稳定的复合物 ， 这
一

现象表明 ＣＢ 和 Ｃ７７Ｖ７Ｖ５ ／ 与 ＡＮｐ６ ３ 之间 出现 了类竞

争作用 （ 图 ２０ ） ， 这种类竞争相互作用似乎抑制 了ＡＮｐ
６３ 对 ＣＴＡＷＢ Ｊ 的转录 ， 从而

导致气道上皮细胞修复异常 。 探究原 因 ， ＡＮＰ
６ ３

－Ｃ ７７ＶＡ
「

５ ７ 复合物结合的稳定性是 由

ｄＧＭＰ 上的 －Ｎ／
－０ 基团与 Ａｒｇ３ １ １ 侧链之间形成 的氢键维持的 ， 然而 ， ＣＢ 表面存在 －

０Ｈ 和 －Ｃ００Ｈ 官能 团 ［
７ ３

】

， 这些官能 团也能与 Ａｒ
ｇ
３ １ １ 侧链形成氢键 ［

７４
】

， 因此 ＣＢ 和

ｄＧＭＰ 之间 出现 了类竞争作用 。 总之 ， ＣＢ 的存在破坏 了Ａ ｒｇ
３ １ １ 和 ｄＧＭＰ 之间 的氢

键作用力 ， 从而减弱 了ＡＮｐ６３ 和 之间 的结合 。

３ ２





ｇ ｔｆｅ


结论

本研究从分子到微观层面揭示 ＣＢ 暴露对气道上皮细胞修复功能的不 良影响 。

ＣＢ 暴露抑制细胞增殖是干扰气道上皮修复的关键环节 。 值得注意 的是 ， ＡＮ
Ｐ
６ ３ 在

ＣＢ 暴露抑制细胞增殖过程中起着关键的调节作用 。 分子动力学模拟发现 ， ＣＢ 表面

的 －０Ｈ 和－ＣＯＯＨ ＩＴｉｇＡＮｐ
６３ 上 的 Ａｒｇ

３ １ １ 形成氢键 ， 从而影响 ＡＮ
ｐ
６３ 与 ＣＴＡＷ扮 的

结合 ， 这种类竞争作用损害
＊

ｆＡＮｐ
６３ 对 ＣＴＡＷＢ ７ 的识别迸而抑制细胞增殖。 这些

发现有助于理解 ＣＢ 千拂气 ｉｆ上皮修复的机制 ， 这义／评估 ＣＢ 暴露的潜在健康风险

提供了理论基础 。

伞
—
纖

—

１
— 梟 」

Ｃａ ｒｂｏ ｎｂ ｌａｃｋ

？
？？

＇

響？

？

？

？？

？

鲁參
＃

 ？ ？

？
參

（ｒＷ ＊Ｗ＊Ｗ^

Ａｒｇ ３Ｈ Ｎ ｏ ｒｍａ ｌａ ｉ ｒｗａｙ
ｅｐ ｉ ｔｈｅ ｌ ｉ ａ ｌ

＾ｈｙｄ ｒｏｇｅｎ，

ＡＮ ｐ６３ＣＴＮＮＢ １Ａｂ ｎｏ ｒｍａ ｌａ ｉ ｒｗａｙ
ｅｐ ｉ ｔｈｅ ｌ ｉａ ｌ

ｓａａｓ ａｓ ａａｓａ ａｓａａ
图 ２ １ＣＢ 与 Ｃ７７ＶＡ／Ｂ ／ 对 ＡＮｐ６３ 类竞争作用致气道上皮修复异常的机制图

３ ３
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

创新与不足

创新 ：

（ １ ） 本研究利用 ＡＬ Ｉ 方法构建体外人气道上皮细胞模型 ， 对细胞修复的增殖

和分化联合过程开展研宄 ， 阐 明增殖阶段是 ＣＢ 暴露干扰气道上皮细胞修复的关键 。

（ ２ ） 通过 ＭＤ 分析 ＣＢ 暴露对 ＡＮｐ
６ ３

－ＣｒＭＶＢ Ｊ 相互作用 的影响 ， 为深入探讨

ＣＢ 吸入对气道上皮细胞修复的干预靶点和生物标志物提供
一

定的参考 ， 也为研究

转录因子 －核酸复合物的结合作用提供方法借鉴 。

不足 ：

（ １ ） 本研究利用 ＡＬ Ｉ 体外培养模型阐 明 了ＣＢ 暴露致气道上皮修复受损的相

关机制 。 然而 ， ＣＢ 损伤气道上皮修复及 ＡＮｐ６ ３ 的调节作用并没有在体 内模型及人

群样本 中得到证实 。

（ ２ ） 虽然本研究阐 明 了ＣＢ 与气道上皮修复的关系 ， 但需要注意的是巨噬细胞

是 ＣＢ 的靶细胞 ， 因此 ， ＣＢ 被巨噬细胞吞噬后对气道上皮的生物学效应有待进
一

步

研宄 。

（ ３ ） 本研究阐 明 ＡＮｐ
６３ －Ｃ７７ＶＷＢ ７ 相互作用参与 ＣＢ 干扰气道上皮修复 ， 未来

研宄将进
一

步探索其他潜在的分子机制 ， 如信号通路 、 基因表达变化等 ， 以更全面

地理解 ＣＢ 暴露对气道上皮细胞修复的影响 。

（ ４ ） 在 明确 ＡＮｐ
６３ 是 ＣＢ 抑制细胞增殖的关键靶点时未考虑到 ｐ

６ ３ 其他亚型

的作用 。

３ ４
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综述

織

空气污染物对气道上皮细胞修复影响及机制研究进展

引言

气道上皮细胞是人体与外界环境接触的第
一道屏障 ， 能够有效阻碍污染物进入

肺部Ｗ 。 但是 ， 空气污染物与气道上皮细胞的长时 间接触会损伤上皮细胞完整性 ［
２

］

。

气道上皮细胞
一

旦受损 ， 即刻启 动细胞修复功能 ， 损伤后修复和再生的能力对于维

持正常 的组织功能至关重要 ［
３

］

。 然而 ， 修复过程也可能会通过污染物或病原体暴露

直接改变或 由污染物诱导的炎症间接改变 ［
４

］

。

空气污染物会对人体健康造成损害 ， 根据世界卫生组织的数据 ， 每年有 ７ ００ 万

人 因 空气 污染而死亡 ， 其 中 受影 响 最大 的疾 病 是慢性 阻塞性肺疾 病 （ Ｃｈｒｏｍ ｅ

ｏｂ ｓｔｒｕｃｔ ｉｖｅ
ｐｕ ｌｍｏｎａｒｙｄ ｉ ｓ ｅａｓ ｅ ， ＣＯＰＤ ） 、 肺癌和呼吸道感染 ［

５
】

。 空气污染物种类众多 ，

大量研究发现香烟烟雾 、 颗粒物 、 多环芳烃 、 臭氧 、 氮氧化物等会破坏气道上皮细

胞的屏障及修复功能 ， 诱发呼吸系统疾病 的发生 。 例如 ， 沉积在肺 内 的大量细颗粒

物 （Ｐａｒｔ ｉ ｃｕ ｌ ａｔｅＭａｔｔｅｒ２ ． ５ ， ＰＭ ２ ． ５ ） 可通过降低紧密连接蛋 白表达 ， 损伤人鼻上皮细

胞屏障完整性 ［
６

］

； 小 鼠暴露于ＰＭ２ ． ５还可能导致肺部炎症细胞浸润 ， 从而 引 发肺损伤

［
７

］

。 气道上皮细胞本身 的修复过程能有效恢复其屏障功能 ， 但研究人员发现空气污

染物的暴露也有可能干扰气道上皮细胞的增殖 、 分化等修复过程 。 凌敏等人研宄发

现 ， 当 ＰＭ ２
．
５ 的浓度升高到

一

定程度时 ， 气道上皮细胞增殖受到抑制 ［
８

］

； 并且气道上

皮细胞修复过程 的异常可能导致气道壁重塑Ｍ
， 诱发ＣＯＰＤ等呼吸道疾病 。 鉴于修

复过程对维持气道上皮细胞屏障功能的重要性 ， 本文主要对空气污染物致气道上皮

细胞损伤修复及干扰修复的相关机制进行汇总 ， 为制定人群健康防护措施提供理论

依据 。

关键词 ： 气道上皮细胞 、 修复 、 空气污染物

正文

１ ． 气道上皮细胞的结构

气道上皮细胞是抵御微生物 、 颗粒物和过敏原进入人体的第
一

道屏障 ［
１ （ ）

］

。 上皮

中至少存在八种不 同 的上皮细胞类型 ， 根据其功能的不 同主要分为杯状细胞 、 纤毛

细胞及基底细胞 ［
１＼ 研究发现气道上皮细胞 中存在丰富的粘液 ， 其主要是 由水 、 离

子 、 蛋 白质和大分子组成 。 其 中 ， 粘液的大分子主要成分是杯状细胞分泌 的粘蛋 白 ，

它可分为三类 ： 分泌但不聚合的粘蛋 白 ７（Ｍｕｃ ｉｎ７ ，ＭＵＣ７ ） ， 分泌并聚合形成凝

胶的粘蛋 白５ＡＣ（Ｍｕｃｍ ５ＡＣ ， ＭＵＣ ５ＡＣ ） 、 粘蛋 白５Ｂ（Ｍｕｃｍ ５Ｂ ， ＭＵＣ ５Ｂ ） ， 以

３ ９
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及具有跨 ）］旲结构域且与细胞表面相关的粘蛋 白 １ ， 粘蛋 白 ４ ， 粘蛋 白 １ ６ 粘蛋 白 ２ （＾
１ ２

』

。

粘液层能有效黏附病原体 、 毒素和颗粒物 ， 其对气道的局部防御至关重要 。 纤毛细

胞位于气道上皮细胞的最上层 ， 其游离面上有大量纤毛 ， 因而可通过纤毛的摆动清

除气道粘液及异物 ［
１ １

１ 基底细胞含有丰富 的细胞骨架 、 连接和粘附蛋 白 ， 能将上皮

锚定在基质上 ， 使其与基底膜直接接触 。 干细胞可 以进行 自 我更新并产生其他类型

的细胞 基底细胞通常被认为是
一

种干细胞 ， 因为它能分化为纤毛细胞及杯状细

胞 ， 促进表皮的发育 、 修复和再生 ［
１ ４

］

。 并且可通过肿瘤蛋 白 ６ ３ ， 细胞骨架蛋 白 角

蛋 白 ５ 和神经生长因子受体这几种生物标志物进行识别 ［
１ ３

］

。

２ ． 气道上皮细胞的屏障功能及损伤修复

气道上皮细胞是 内部环境与外部环境之间 的第
一

道屏障 ， 帮助其维持屏障功能

主要 由三部分完成 ： 粘液及纤毛 、 细胞间紧密和粘附连接 以及抗菌物质 的分泌 ｌ
１ ５

Ｌ

粘液的分泌和纤毛的摆动在气道上皮 中首先成为笫
一

层
“

过滤装置
”

， 其过程是 由粘

液黏附污染物并通过纤毛 的不断摆动使 已黏附污染物 的粘液移动至咽部咳 出 ， 从而

去除气道中 吸入的异物颗粒Ｍ 。 气道的第二道防线是 由紧密连接及粘附连接形成 。

其中 ， 紧密连接位于细胞间连接复合物的最顶端 ， 由跨膜蛋 白和细胞 内蛋 白构成 ［
１ ６

］

；

粘附连接位于紧密连接的正下方 ， 其主要功能是参与细胞之间 的粘附并促进紧密连

接的形成 。 这两个连接能形成
一

个连续的带状结构来维持上皮的屏障功能并调节上

皮旁细胞的通透性 ， 减轻外部环境对气道上皮细胞的影响 。 除 了物理屏障外 ， 气道

上皮细胞还能分泌多种抗菌物质 ， 如酶 、 蛋 白酶抑制剂 、 氧化剂和抗菌肽等等 。 其

中 ， 抗菌肽是具有直接抗菌功能的先天免疫效应分子 １
１ ７

』

， 能有效杀死吸入肺部的病

原体 、 抵御外来入侵的病毒 ［
１ ５

】

。 总之 ， 气道上皮细胞作为接触污染物的笫
一道屏障 ，

维持其屏障功能至关重要 。

气道上皮细胞的另
一

重要功能即修复和再生能力 。 正常气道上皮细胞在受到损

伤后会迅速修复和再生 ， 以恢复其完整性和屏障功能 ［
１ ８

］

。 气道上皮细胞的损伤修复

是
一

个复杂 的过程 ， 需要基底细胞的迀移 、 增殖及再分化产生气道上皮细胞的所有

细胞类型 以形成假复层纤毛柱状上皮结构 基底细胞迁移是修复过程的重要组成

部分 ， 它是
一

个周期性的过程＿ ， 可分为形态极化 ， 膜延伸 ， 细胞－基质 附着 的形

成 ， 收缩力和牵 引 力 ， 以及附着物的释放五个阶段 ［
２＼ 研宄人员在动物模型 屮发现 ，

受损气道上皮细胞的修复过程可能同时涉及迁移和增殖 ， 但受损 区域的大小似乎决

定 了何种过程 占主导地位 。 当受损区域较小时可能并不需要细胞增殖 ， 迁移就能覆

盖受损部位 ； 而较大 的损伤则需要迁移和增殖过程共 同修复 。 基底细胞除迁移和增

殖过程外 ， 还可 以作为杯状细胞和纤毛细胞的前体来再生气道上皮细胞 ， 因此基底

细胞的分化也是修复中必不可少 的过程 ［
２ ２

＇
２＼ 研究人员发现 ， 基底细胞增殖和分化

４０



综述

之间正常平衡 的破坏会出现基底细胞增生或上皮发育不全 ， 进
一

步导致粘液细胞增

生 、 化生或鳞状化生等等 综上所述 ， 气道上皮细胞的修复过程对维持其屏障功

能不可或缺 。

３ ． 空气污染物与气道上皮细胞修复的关系

３ ． １ 空气污染物致气道上皮细胞损伤

气道上皮细胞的屏障功能和修复过程能有效抵御外来污染物进入人体 ， 但接触

高浓度污染物或长吋间 的接触空气污染物可能会损伤其功能 ， 进而损害人体健康 ，

例如空气污染物 的暴露可能会增加患 ＣＯＰＤ的风险 ， 并且ＣＯＰＤ作 为
一

种显著影响

小气道的疾病 ， 已经成为全球第三大死因 ［
２ ４

］

。 己有大量研究表明 ， 空气污染物 ， 例

如香烟烟雾 、 颗粒物 、 多环芳烃 、 臭氧 、 氮氧化物和硫氧化物等等会破坏气道上皮

细胞的屏障和修复功能 。 首先 ， 接触空气污染物可能会导致肺部炎症反应 。 有研究

人员发现 ， ＰＭ２
．
５ 暴露后会在肺和肺泡结构 中 出现炎症细胞浸润 。 并且在人支气管

上皮细胞 （ １ ６ＨＢＥ细胞 ） 中 暴露ＰＭ２ ． ５ 后 也 出现肿瘤坏死 因 子 －

ａ（ Ｔｕｍｏｒｎｅｃ ｒｏ ｓ ｉ ｓ

ｆａｃｔｏｒ
－

ａ ，ＴＮＦ －

ａ ） ， 白 细 胞 介 素 －

ｌ
ｐ（ Ｉｎｔｅ ｒ ｌ ｅｕｋ ｉｎ－

ｉ
ｐ ， ＩＬ －

ｌ
ｐ ） 和 白 细 胞 介 素 －

６

Ｃ ｌｎｔｅ ｒ ｌ ｅｕｋ ｉｎ－ ６ ， ＩＬ － ６ ） 等炎症细胞 因子表达增多 ［
７

］

。 Ｇｕｏ等人也通过细胞实验及小

鼠模型研究发现 ， 在使用香烟烟雾提取物对细胞及小 鼠进行诱导后 ， 炎症细胞因子

ＴＮＦ －

ａ和 ＩＬ －

１
｜

３分泌增多 ， 诱发肺部炎症 ， 从而增加患 ＣＯＰＤ的风险 ［
２ ５

１

。 除此之外 ，

空气污染物暴露还可能会破坏气道上皮细胞的屏障功能 。 例如 ， ＰＭ ２ ． ５ 暴露会导致

气道上皮细胞的紧密连接蛋 白 闭锁小带蛋 白 －

１ 、 紧密连接蛋 白 －

１ 和 闭合蛋 白 的蛋 白

表达降低 ， 证明其会对气道上皮细胞的屏障功能造成破坏 ， 使气道上皮细胞更易受

到外来物 的损伤 ［
２ ６

］

。 Ｚ ｅｇ
ｌｍ ｓｋ ｉ等人发现随着可溶性木烟浓度 的增加 ， 结合蛋 白 Ｅ钙

粘蛋 白 的染色强度降低 ， 表 明可溶性木烟暴露也会破坏气道上皮细胞的屏障 ［
２＇ 空

气污染物除 了会破坏气道上皮细胞的屏障功能外 ， 最重要 的是还可能会干扰气道上

皮细胞的修复过程 。 例如 ， 为 了 明确超细碳黑 的暴露是否会阻碍气道上皮细胞的增

殖 ， 研宂人员 使用超细碳黑对原代人支气管上皮细胞进行暴露 ， 通过增殖测定发现

［

３

Ｈ
］
胸苷和

［

３

Ｈ
］
亮氨酸增 多 ， 与经无血清培养基处理后抑制细胞生长的结果保持

一

致 ， 表 明超细碳黑会抑制气道上皮细胞増殖 ［
２ ８

］

。 有体外细胞实验发现 ， 香烟烟雾 中

的挥发性成分 ， 如 乙醛和丙烯醛 ， 能够抑制人气道上皮细胞趋化性 、 增殖和三维胶

原凝胶收缩的能力 ， 干扰气道上皮细胞修复过程 ， 从而导致气道结构 的改变 ， 诱发

ＣＯＰＤ ［
２ ９

］

。 除对增殖阶段有影响外 ， 空气污染物还会干扰分化 。 有动物实验表 明 ，

在小 鼠远端气道上皮细胞分泌细胞克拉拉细胞 （ Ｃ ｌ ａｒａ细胞 ） 中暴露香烟烟雾发现

在支气管肺泡导管交界处的再分化 出现不完整的现象 ， 证 明其分化过程受到抑制 ［
２ ９

］

。

Ｇ ｉｎｄｅ ｌ ｅ等人通过建立原代小气道上皮细胞气 －液界面 （Ａ ｉ ｒ
－Ｌ ｉ

ｑｕ
ｉｄＩｎｔｅ ｒｆａｃ ｅ ， ＡＬ Ｉ ）

４ １
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培养物后进行香烟烟雾的暴露 ， 在气道上皮细胞分化过程 中发现 ， 香烟烟雾的暴露

不仅会使跨膜 电阻值降低 ， 损害 了上皮屏障形成 ； 还会对基底细胞分化为分泌细胞

产生影响 ， 导致杯状细胞增生和 Ｃ ｌｕｂ细胞减少 ， 具体体现在Ｃ ｌｕｂ细胞标志物分泌珠

蛋 白家族 １ Ａ成员 １ 和粘蛋 白Ｍｆ／Ｃ５水：的ｍＲＮＡ表达水平下降 。 此外 ， 研究人员还发

现香烟烟雾暴露会损害纤毛细胞的发育和功能 ［
３１ 进

一

步表明空气污染物的暴露会

干扰气道上皮细胞的分化 ， 影响气道上皮细胞的修复进程 。

３ ．２ 空气污染物损伤气道上皮细胞修复功能的机制

气道上皮细胞修复过程包括迁移 、 增殖及分化三个阶段 ， 空气污染物对气道上

皮细胞修复过程的破坏主要是干预 以上三个过程 。

大量研宄表 明 ， Ｗｎｔ信号传导是肺部发育 的主要调节因子 ［
３ １

］

， 参与 了 空气污染

物对气道上皮细胞造成的损伤及修复过程 。 Ｗｎｔ信号通路在胚胎发育 、 上皮修复反

应例如多种细胞的增殖 、 分化 、 存活和迁移 中发挥重要的调节作用 既往研究

发现 ， 抑制经典Ｗｎｔ通路可使气道上皮增殖和修复能力减弱 ［
３ ４

＿

３ ６
】

， 例如 ， 在用 萘对

小 鼠注射干预并对气道上皮细胞的体外原代培养物处理后发现 ， Ｗｎｔ３ ａ促进基底细

胞的角蛋 白Ｋ５ 细胞的增殖 ， 该研究证 明 了Ｗｎｔ／
ｐ

－Ｃ ａｔｅｎｍ信号传导在基底细胞增殖

中 的参与 ［
３ ７

］

。 与此 同 时 ， Ｚｈｏｕ等人研宄发现＿氧化硅处理后Ｗｎ ｔ配体Ｗｎｔ ｌ Ｏ ａ出现

上调进而导致经典Ｗｎ ｔ
／ 卩

－

ｃａｔｅｎ ｉｎ信号通路的激活 ， 包括Ｇ ＳＫ －

３
卩的磷酸化和 ＬＳ ＰＣ衍

生 的气道上皮 中 ｐ
－

ｃａｔｅｎ ｉｎ的积 累 ， 同 时这些信 号 均 能被Ｎ ＬＲＰ ３ 炎症 小体抑制剂

Ｍ Ｃ Ｃ ９ ５ ０ 阻断 ［
３ ８

］
。 Ｗｎｔ经典通路屮关键下游效应分子 ｐ

－Ｃ ａｔｅｎｍ会导致Ｂ ｒｄＵ染色显著

降低及纤毛细胞标志物ＦＯＸ／ｉｍＲＮＡ的表达增加 。 并且在使用Ｗｎｔ／
ｐ

－Ｃ ａｔｅｎ ｉｎ信号传

导抑制剂ＦＨ５ ３ ５ 干预后 ， 不仅气道上皮细胞增殖减少 ， 而且纤毛细胞标志物ＦＯＺＪ７

ｍＲＮＡ的表达降低 ， 抑制纤毛发生 ， 进
一

步表明Ｗｎｔ／ｐ
－Ｃ ａｔｅｎｍ对气道上皮细胞修复

的调控作用 Ｉ
３ ９

』

。 除此之外 ， 还有研宄表明 ， 高水平的Ｗｎｔ／
ｐ

－Ｃ ａｔｅｍｎ信号传导可通过

激活ＡＮ－ＴＰ６ ３ 表达来阻止基底细胞分化为纤毛细胞和杯状细胞 。 研究人员通过使用

非洲爪蟾表皮 、 小 鼠气道和人气道基底细胞培养物研宄发现ＡＮ－ＴＰ６３ 是粘膜纤毛细

胞分化的主调节因子并且Ｗｎｔ／
ｐ

－Ｃ ａｔｅｎｍ通过上调基底干细胞 中 的ＡＮ－Ｔ
ｐ
６ ３ 来抑制分

化 ［
４叱 综上所述 ， Ｗｎｔ信号传导通路对于气道上皮细胞修复过程至关重要 。

表皮生长因子受体 （Ｅｐ ｉｄｅ ｒｍａ ｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏ ｒｒｅ ｃ ｅｐｔｏｒ ， ＥＧＦＲ ） 通路也与受损气

道上皮的修复有关 １
４ １

』

。 例如 ， Ｐｅ ｔｅ ｃｃｈｍ等人研宄发现 ， 香烟烟雾暴露于人支气管上

皮细胞系 中ＢＥＡＳ
－２Ｂ和 １ ６ＨＢＥ细胞发现细胞 的紧密连接 出现时 间依赖性和浓度依

赖性分解 ， ＥＧＦＲ－细胞外信号调节激酶 （ Ｅｘｔｒａｃｅ ｌ ｌｕ ｌａｒｓ ｉｇｎａ ｌ
－

ｒｅｇｕ ｌａｔｅｄｋ ｉｎａｓ ｅ ， ＥＲＫ ）

１ ／２ 通路参与香烟烟雾诱导的损伤 ， 具体体现在暴露于香烟烟雾能诱导ＥＲＫ １ ／２ 的显

着磷 酸化 ， 而 且 香 烟烟 雾 诱 导 的 紧 密 连接 分解 和ＤＮＡ片 段化被ＥＧＦＲ抑 制 剂

４ ２



综述

ＡＧ １ ４７ ８ 完全阻断 ［
６

］

。 这表明ＥＧＦＲ通路能参与调节气道上皮细胞屏障 ， 尤其是细胞

间 的紧密连接 。 此外 ， ＥＧＦＲ激活对于基底细胞增殖和正常上皮修复也是必要 的 ，

Ｂ ｒｅｃｈｂｕｈ ｌ等人研宄表 明在正常和萘诱导 的损伤小 鼠气管 以及ＡＬ Ｉ培养物 中检测发现

ＥＧＦＲ和ＥＲＢ －Ｂ ２ 具有活性 ， 并且在使用ＥＧＦＲ抑制剂ＡＧ １ ４７ ８ 处理使细胞增殖减少

９９％ ， 使用Ｅｒｂ
－Ｂ２ 抑制剂ＡＧ８２ ５ 使细胞増殖减少约 ６６％ ， 这说明 ＥＧＦ和ＥＧＦＲ是基

底细胞增殖所必 需 的 ［
４ ２

］

， Ｉｎｏｕｅ等人研宄也表 明 ＥＧＦ家族成员 红细胞增多症癌基因

Ｂ２ 在调节哮喘细胞增殖和修复 中发挥至关重要的作用 ［
４ ３

］

。

同 时 ， ＥＧＦＲ活性也是纤毛细胞和杯状细胞在体外存活所必 需 的 ， Ｍａｎｚｏ等人

研宄发现气道上皮细胞 中 的双调蛋 白 依赖性ＥＧＦＲ信号通路有助于萘诱导 的肺损伤

模型 的粘液细胞化生 ［
４４

ｌＴｙｎｅ ｒ等人研究发现在小 鼠气道 中 出现纤毛细胞增生与杯

状细胞化生 ， ＥＧＦＲ Ｐ Ｉ３Ｋ信 号通路发挥调控作用 能防止纤毛细胞继续凋亡 ， 并且

使用ＥＧＦＲ激酶抑制剂ＥＫＢ －

５ ６９ 处理后发现病毒诱导 的纤毛细胞和杯状细胞的增生

减弱 ［
４ ５

］

。 综上所述 ， ＥＧＦＲ信号传导通路在气道上皮细胞修复 中 也发挥重要调控作

用 。

４ ． 总结与展望

随着环境中污染物 的不断增加 ， 空气污染物的多种组分可通过损伤气道上皮细

胞影响肺功能水平 ， 增加患 呼吸系统疾病 的风险 。 气道上皮细胞作为
一

道重要 的屏

障 ， 能抵御多种外来污染物进入人体 。 气道上皮细胞的正常修复过程是维持其屏障

功能 的重要保证 ， 有大量的研宄 已经表 明Ｗｎｔ信号通路和ＥＧＦＲ介导 的信号通路在

气道上皮细胞增殖和分化过程 中发挥重要调控作用 。 但对空气污染物干扰气道上皮

细胞修复过程的 明确阶段及分子机制研究较少 ， 对人群的相关研究也较为缺乏 ， 并

且 尚不 明确气道上皮细胞修复异常在呼吸系统疾病 屮 的角色 。 但通过对空气污染物

导致气道上皮细胞修复功能破坏的现有机制进行总结 ， 能为后期研宄提供线索和思

路 。

４ ３
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